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사이토카인(cytokine) 연구는 주로 면역계를 중심으로

이루어져 왔으나 9 0년대에는 interleukin(IL)-1, IL-6

및 tumor necrosis factor(TNF)가 시상하부-뇌하수체-

부신 축(hypothalamus-pituitary-adrenal axis,

HPA axis)을 자극한다는 사실이 알려지면서 중추신경계에

서의 사이토카인의 역할에 대한 관심이 높아져 왔다. 뇌에

서 발현되는 IL-1, IL-6 및 T N F는 HPA axis을 활성화

시켜 호르몬 활동을 조절하는데 관여하는 것으로 보고되고

있다.1 - 2 또 중추신경계 감염이나 외상성 손상, 다발성 경화

증(multiple sclerosis, MS), 알쯔하이머 병 및 파킨슨

병시 IL-1, IL-6 또는 T N F의 발현이 증가되며,3 - 5 t r a n s-

forming growth factor(TGF)-β6나 T G F -βs u p e r-

f a m i l y에 속하는 bone morphogenetic proteins,7 성

장 및 분화인자 등8은 신경세포의 발달과 생존 및 손상 복

구에 중요한 역할을 한다. 이러한 사실들은 신경계 내에서

발현되는 사이토카인들이 뇌의 기능 및 뇌내 여러 가지 질

병유발에 중요한 역할을 하고 있음을 시사한다.

중추신경계에는 혈관-뇌 장벽이 있기 때문에 정상적으로

는 T 임파구 등의 면역세포가 침입할 수 없다. 그러나 뇌

감염9 이나 MS 등1 0 , 1 1의 뇌질환시 뇌에 T 임파구의 침윤이

많아지며, 이러한 면역세포의 침윤은 뇌조직에 큰 손상을

유발할 수 있다. 조직실질 내로의 면역세포의 침윤은 조직

혈관세포의 세포부착물질 발현 및 조직세포의 케모카인

( c h e m o k i n e )의 발현 증가와 밀접한 관계가 있다. 이 중

케모카인은 각종 면역세포의 조직내 침윤을 유발하는 사이
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토카인으로서 그 구조적 특성에 따라 CXC 케모카인과 C C

케모카인으로 나눌 수 있다.1 2 본 연구에서는 뇌조직에 면

역세포가 침윤되는 기전을 규명하기 위하여 활성화 된 T

임파구의 화학주성( c h e m o t a x i s )을 유발할 수 있는 m o -

nokine induced by interferon gamma(Mig)와 i n -

terferon gamma inducible protein 10(IP-10)을 연

구하였다. 이들은 g l u t a m a t e - l e u c i n e - a r g i n i n e ( E R L )

서열이 없는 CXC 케모카인에 속하며, T 임파구 화학주

성,1 3 신생혈관생성의 억제,1 4 및 마우스 종양의 성장을 억

제하는 케모카인1 5으로 알려져 있다. 뇌 내에서 이런 케모

카인의 발현은 T 임파구의 침윤을 초래할 가능성이 있다고

생각한다.

L P S는 그람음성 간균에 의한 균혈증시 체내에 유리되어

다양한 신체손상을 일으키는 물질로서 뇌내에서 I L - 1 2를

유발하는 것으로 보고되고 있다.1 6 I L - 1 2는 T 임파구를 활

성화 시키는 사이토카인으로서 T 임파구로 부터 I F N -γ생

산을 유발할 수 있기 때문에1 7 L P S나 IL-12 및 I F N -γ는

서로 밀접한 연관성을 가지고 신체 염증반응을 증폭할 것으

로 생각된다. 이 중 특히 I F N -γ는 활성화된 T 임파구에서

생산되는 사이토카인으로서 뇌의 소교세포를 활성화 시키고
1 8 신경세포에 주요 조직적합성 복합체 표현을 증가하는 등

의 다양한 작용을 가지고 있으며, MS의 경우 뇌조직에 침

윤한 T 임파구가 만든 사이토카인이 뇌손상을 일으킬 수도

있다. 따라서 이러한 면역활성제가 뇌조직의 케모카인에 미

치는 영향에 대한 연구는 면역작용에 의한 뇌손상 기전을

규명하고 뇌 염증반응의 진행과정을 이해하는데 매우 중요

하다고 생각한다. 본 연구에서는 LPS, IL-12 및 I F N -γ가

뇌조직에서 Mig 및 I P - 1 0의 발현에 미치는 영향을 조사하

였으며, 항염증제 및 면역억제제 등이 I F N -γ에 의한 케모

카인의 발현을 억제할 수 있는가를 조사하였다.

대상과 방법

1. 실험동물

무균사육실에서 사육된 6 ~ 8주된 정상 BALB/c 마우스

와 I F N -γ유전자를 파괴한(gamma-IFN knockout,

GKO) 마우스(BALB/c origin)를 사용하였다. GKO 마우

스는 미국 국립암연구소의 Dr. Robert H. Wiltrout로

부터 제공받았다. 뇌세포배양에는 임신 1 0 ~ 1 5일째의 마

우스의 태아를 사용하였다.

2. 연구방법

1) 사이토카인 및 LPS 처치

L P S의 생체내 효과실험에서는 L P S를 마우스 당 50 μg

을 복강주사하였으며, 세포배양실험에서는 1 μg/ml 농도

로 사용하였다. 사이토카인 중 I L - 2는 마우스당 3 0 0 , 0 0 0

U를 첫날과 7일째에 복강주사하였으며, IL-12는 마우스당

0.5 μg을 첫날부터 4일까지와 7일째부터 1 1일까지 복강

주사하였고, 뇌 조직은 1일 4일 및 1 1일째 추출하였다.

I F N -γ는 마우스당 매일 50,000 U를 혈관내로, 50,000

U를 복강내로 2일간 주사하였으며 4일째에 뇌조직을 추출

하였다. 채취한 뇌조직은 R N A추출 전까지 －7 0℃에 냉동

보존하였다.

2) 마우스 뇌세포세포배양

혼합뇌세포배양(mixed brain cell culture)은 다음과

같이실시하였다. 임신 1 0일~ 1 5일 사이의 마우스를 경추탈

골법으로 희생시킨 뒤 제왕절개를 실시하여 태아를 적출한

후, 태아를 70% ethanol로 세척하고 두경부를 잘라 뇌조

직을 추출하였다. 뇌 조직을 가위로 작은 조각으로 자른후

trypsin(0.25%) 및 D N a s e ( 0 . 5 % )가 첨가된 H a n k’s

balanced salt solution(HBSS)에 부유시켜 3 7℃, 5%

C O2 부란기에 3 0분 두었다. 동량의 H B S S를 첨가한 후 원

심분리(1200 rpm, 5분)하고 상층액을 제거한 뒤 다시

H B S S를 첨가하여 원심분리하고 상층액을 제거하였다. 뇌조

직을 H B S S에 부유시킨 후 파스테르 피펫(Pasteur pipet-

t e t )으로 2 0회 조심스럽게 피펫팅하였으며, 10 ml의

H B S S를 첨가하여 뇌조직이 용해된 시험관을 5분간 세워둔

후 상층액을 수거하여 새 시험관으로 옮겼다. 이 세포부유액

을 원심분리한 후 상층액을 제거하고 10% fetal bovine

serum(FBS) 및 1× 항생제-항진균제(GIBCO BRL)가 첨

가된 D u l b e c c o’s Modified Eagle’s Medium(DMEM,

G i b c o - B R L )배지를 첨가하여 세포부유액을 만들고 생존한

세포 수를 측정하였다. 세포를 상기한 배지에 1×1 06

cell/ml 농도로 부유시킨 후 poly-D-lysine coating

p l a t e에 분주하고 3 7℃, 5% CO2 부란기에 2 ~ 3일간 배양

하였다.

3) 배양된 뇌 세포 자극

상기한 방법으로 뇌세포 및 Neuro 2A세포를 배양한 후

신선한 배지로 교환하고 여기에 I F N -γ(100 U/ml) 또는

LPS(1 μg / m l )를 첨가하여 6시간 및 2 4시간배양하였다. 배

양 후 세포를 P B S로 2회 세척하고 세척액을 제거한 후 세포

의 전체R N A를 분리하여케모카인m R N A를 검출하였다.

4) 역전사중합효소반응(reverse transcriptase-poly-

merase chain reaction, RT-PCR)

전체 RNA 분리는 다음과 같이 실시하였다. 배양세포의

경우 세포를 PBS 3회 세척한 뒤 상층액을 제거하고, 여기

에 1.5 ml RNAzolB 용액을 넣어 cell scraper로 혼합하

여 세포를 녹였으며, 뇌조직의 경우 뇌조직에 2 ml의

R N A z o l B를 첨가한 후 조직분쇄기를 이용하여 조직을 분쇄

하고 분쇄된 조직액으로 부터 전체 R N A를 추출하였다. 세

포 및 조직이 용해된 R N A z o l B용액에 1/10 량의 c h l o r o-

f o r m을 첨가하여 진탕혼합한 후 12,000 rpm으로 1 5분간

원심하여 단백질 층과 R N A를 분리하였으며, 분리된 상층의

R N A용액을 조심스럽게 수거하여 1.5 ml 시험관에 옮겼다.

수거된 R N A용액에 동량의 100% isopropanol을 첨가하

여 혼합한 후 －2 0℃에 1 6시간 이상보관하여 R N A를 침전

시켰다. RNA-isopropanol 혼합액을 12,000 rpm으로

원심하여 RNA 압착결정( p e l l e t )을 만든 뒤 상층을 제거하
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였으며, 여기에 ice-cold 70% 에탄올을 1 ml 첨가하여

RNA 압착결정을 세척한 뒤 원심분리하여 상층의 에탄올용

액을 완전히 제거하였다. 농축된 RNA 압착결정을 D E P C -

D W에 녹인 후 분광광도계를 이용하여 R N A의 농도와 순도

를 측정하고 이를R T - P C R에 사용하였다.

조직및 배양세포로부터사이토카인및 케모카인의유전자

발현을 측정하기 위하여 상기한 방법으로 준비한 전체 R N A

를 취하여 다음과 같이 R T - P C R을 실시하였다. 전체 R N A

용액을 7 0℃~ 7 5℃ 수조에 1 0분간 두어 R N A를 변성시킨

뒤 얼음에 보존하였다. 먼저 5X RT buffer 2 μl, 10 mM

dATP 0.25 μl, 10 mM dGTP 0.25 μl, 10 mM dTTP

0.25 μl, 10 mM dCTP 0.25 μl, MMLV reverse trans-

criptase(200 U/μl) 0.25 μl, RNase inhibitor(28 U/μl )

0.25 μl, 50 μM oligo dT primer 0.5 μl, DEPC-DW 4μl

를 PCR 시험관에 넣어R T -혼합액을 만들었다. 여기에 얼음

에 보존한 전체 R N A용액(1 μg /μl )을 2μl 첨가한 뒤 광유

(mineral oil)를 1 방울 떨어뜨리고 실온에 1 0분간두었다.

이 시험관을 PCR 기기(Cetus 2400, Perkin Elmer Co.)

에 넣어 4 2℃에서 6 0분, 94℃에서 3분간 열처리 하여 역전

사 반응을 완료하였으며, 역전사반응물을 멸균증류수로 1 : 1

희석한 뒤 P C R에 이용하였다. PCR은 먼저 10X PCR

buffer 3 μl, 25 mM MgCl2 1.8 μl, 10 mM dATP 0.3

μl, 10 mM dGTP 0.3 μl, 10 mM dTTP 0.3 μl, 10

mM dCTP 0.3 μl, 50 μM sense 및 antisense primer

0.25 μl, Taq polymerase(5 U/μl, Promega) 0.25 μl를

혼합하고 여기에 멸균증류수를 넣어 최종용액량이 25 μl 되

게 하여 PCR 혼합액을 만들었다. PCR 혼합액을 PCR 시험

관에 넣고 여기에 희석한 역전사반응물을 5 μl 넣어 혼합한

뒤 광유를 1방울 떨어뜨리고 PCR 기기(Cetus 2400,

Perkin Elmer)에 넣어 다음의 조건으로 P C R을 실시하였

다. 먼저 9 4℃에서 5분간 가열한 후 9 4℃ 3 0초, 57℃ 4 5

초, 72℃ 4 5초를 1 주기( c y c l e )로 하여 18~35 주기 반응

시켜 D N A를 증폭시켰으며, 최종적으로 7 2℃에서 5분간 처

치하여 P C R을 완료하였다. 1% agarose 겔에 PCR 산물을

접종하고 전기영동한 뒤 UV 투조기( t r a n s i l l u m i n a t e r )를

이용하여증폭된 DNA band를관찰하였다. 증폭된DNA 양

은 Mig 및 IP-10 DNA band의 강도를 Gel Doc

2 0 0 0 ( B i o r a d사)으로 측정한 뒤 국제표준인 G 3 P D H의 강도

로 나누어 상대발현도(relative intensity, RI)로 나타내었

다. RT-PCR로 측정한 케모카인 등의 각 p r i m e r의 염기서

열을Table 1에정리하였다.

5) Immunoblotting 및 western blotting

I m m u n o b l o t t i n g은 다음과같이실시하였다. 배양한일차

마우스뇌세포( 1×1 06/ m l )를 I F N -γ( 1 02 U / m l )로 2 4시간자

극한 뒤 상층액을 수거하여 Amicon 사의 m i c r o c o n - 1 0에

넣어원심분리( 3 0 0 0×g, 30min)하여상층액을농축시켰다.

상층액을 ECL Hybond membrane(Amersham Life

Science, RPN 303D)에b l o t t i n g시킨후 이 막을3% BSA

와 0 . 0 5 %의 tween 20이첨가된 P B S ( B S A - T P B S )에 넣어

4℃ 냉장고에 2 4시간 두었다. TPBS로 막을 세척한 후

B S A - T P B S로 희석한(1:500) 일차항체(Anti-mouse Mig

Antibody, R & D system Cat. No.:AF-492-NA)를 실

온에서 2시간 반응시켰다. 막을T P B S로 3회세척후 B S A -

T P B S에 희석( 1 : 5 0 0 )시킨 2차항체(Anti-goat IgG-POD,

Sigma: No. A 8150)를 실온에서 2시간 반응시켰다. 반응

시킨 막을 다시 T P B S로 3회 세척 후 Amersham phar-

macia biotec사의ECL detection kit를(RPN 2109) 이용

하여항체부착정도를검출하였다.

Western blotting은 i m m u n o b l o t t i n g법과 같이 뇌세

포 배양 상층액을 준비한 후 SDS-polyacryamide 겔 전

기영동을 실시하였다. 15% 겔을 만든 후 각 w e l l에 5분

간 끓인 상층액 또는 분자량 마크를 접종하고 2 0 m A에서

3시간 전기 영동하였다. 겔을 분리하여 transfer buffer

에 1 0분 간 담구어 둔 후 ECL Hybond membrane위에

겔을 두고 Mini Blot Module을 조립한 후 1 8 0 m A에서

1시간 동안 전기를 통과시켜 겔 내의 크기별로 분리된 단

백질을 막으로 전달시켰다. 단백질이 전달된 막을 A m i d o -

Black dye로 염색하여 단백질 전달여부를 확인한 후 탈색

시켰다. 막에 Mig 단백질 b a n d의 검색은 i m m u n o b l o t-

t i n g법과 동일하게 하였다.

6) 면역억제제, 항염증제 및 신호전달 차단제가 케모카

인 발현에미치는 영향

I F N -γ의 케모카인 발현을 차단하기 위한 실험으로서 면역

억제제, 항염증제 및 신호전달 차단제의 효과를 조사하였

다. 뇌세포를 배양한 후 I F N -γ(100 U/ml)로 자극하였으며

여기에 cyclohexamide(CHX, 2 μg/ml), cyclosporin

A(CSA, 3 μg/ml) sodium salicylate(SS, 5 mM),

wortmanin(WM, 10 ng/ml) 및 piperazine( PZ, 20

μM), dexamethasone(1 μM )을 첨가하여 6시간 배양하

였다. 세포를 P B S로 3회 세척한 후 세포를 RNAzolB 용액

에 녹여 상기한 방법과 같이 R T - P C R을 실시하였다.

결 과

L P S가 마우스 뇌의 케모카인 유전자 발현에 미치는 영향

을 알아보기 위하여, 정상 마우스 복강에 LPS(50 μg /

m o u s e )를 처치한 후 2, 6 및 2 4시간 때 뇌 조직을 추출

하여 R T - P C R법으로 Mig 및 I P - 1 0의 유전자 발현을 측정

하였다. 생리식염수를 주사한 대조군에 비해 L P S를 처치한
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Table 1. Primers used in RT-PCR

Name Type* Primer sequence

G3PDH
S GCCACCCAGAAGACTGTGGATGGC

AS CATGTAGGCCATGAGGTCCACCAC

IP-10
S ACCATGAACCCAAGTGCTGCCGTC

AS GCTTCACTCCAGTTAAGGAGCCCT

MIG
S GATCAAACCTGCCTAGATCC

AS GGCTGTGTAGAACACAGAGT

* S, sense primer; AS, antisense primer



군에서 I P - 1 0은 2시간 후에, Mig는 6시간 후에 유전자 발

현이 가장 높게 유도되었다. 또 L P S를 G K O마우스에 처치

하고 6시간 때 뇌 조직을 추출하여 케모카인을 조사한 결

과 M i g의 발현이 대조군에 비해 증가하였다(Fig. 1).

I L - 1 2 / I L - 2가 마우스 뇌의 케모카인 유전자 발현에 미치

는 영향을 알아보기 위하여 마우스 복강에 I L - 2 ( 5 0 , 0 0 0

U / m o u s e )를 day 0, IL-12(5 ug/mouse)를 day 0~3

까지 주사하고 4일째 뇌조직을 추출하였다. IFN-γ는 마우

스 복강 및 정맥을 통하여 I F N -γ(50,000 U/mouse)를

정맥 및 복강내로 주사한 후 3일째 뇌 조직을 추출하였다.

추출한 뇌조직을 대상으로 전체 R N A를 추출하여 R T -

P C R법으로 Mig 및 I P - 1 0의 유전자 발현을 측정한 결과

대조군에서는 유전자의 발현이 증가되지 않았으나,

IL12/IL-2 또는 I F N -γ를 처치한 군에서 Mig 및 IP-10 유

전자 발현이 증가되었다. 그러나 GKO 마우스에서는 I L -

1 2 / I L - 2를 처치한 군과 대조군 모두에서 이 케모카인들의

유전자 발현이 유도되지 않았다(Fig. 2).

뇌조직에서Mig 및 I P - 1 0을 생산하는세포와 I F N -γ의 케모

카인 유도성을알아보기위하여먼저임신1 0 ~ 1 5일 된 마우

스의 태아뇌조직을 일차배양하여혼합뇌세포 배양군을만들

었다. 이 배양세포 군에 I F N -γ를 첨가하여 6시간 배양한 후

세포의 R N A를 수거하여 R T - P C R을 실시한 결과 I F N -γ는

M i g의 발현을 강하게 유도하였다. IFN-γ에 의해 유발되는

M i g의 발현이단백질생산으로이어지는지를알아보기위하여

혼합뇌세포군에 I F N -γ를 처치한 후 2 4시간때 세포배양 상층

액을 수거하여 배양상층액내에 Mig 단백질을 i m m u n o b l o t-

ting 및western blotting을통해검사한결과I F N -γ를 처치

한군에서Mig 단백질이증가되었다(Fig. 3).

면역억제제, 항염증제 및 신호전달 차단제가 I F N -γ에 의

한 Mig 및 I P - 1 0의 발현을 억제할 수 있는가를 알아보기

위하여 배양한 뇌세포를 I F N -γ로 자극하고 여기에 C S A ,

SS, CHX, WM, PZ, DEX를 처리한 뒤 6시간 후에 세포

를 수거하여 R T - P C R을 실시하였다. 대조군에 비해 I F N -γ

를 처치한 군에서 Mig 및 IP-10 발현이 증가되었으며,

I F N -γ와 상기 약물들을 동시에 처치한 군에서는 Mig 및

IP-10 발현의 억제가 나타나지 않았다(Fig. 4).

고 찰

면역세포의 조직 내로의 침윤은 혈중의 면역세포가 혈관

벽에 부착된 뒤 혈관상피세포 사이로 빠져 나와 조직으로

이동함으로서 이루어진다. 이때 세포가 혈관 벽에 부착하기

위해서는 혈관 상피세포에서 세포부착물질이 발현되어야 하

며, 조직 내로 이동하기 위해서는 면역세포의 이동을 유발

하는 케모카인이 필요하다. 케모카인은 아미노산 서열 특성

김지언·이동국·서성일·백원기·서민호·권택규·박종욱·서정규
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Figure 2. Effect of IFN-γand IL-12/IL-2 on Mig and IP-10
gene expression in brain of normal or GKO mice. IFN-γ
(50,000 U per dose) is given intraperitoneally and intravenous-
ly on day 0 and 1, and brain is harvested on day 3. IL-2
(300,000 IU per dose) is administered intraperitoneally twice
on day 0 and IL-12 (0.5 g per dose) is given intraperitoneally
on day 0-3. Brains of mice treated with IL-12/IL-2 are harvest-
ed on day 4. Mig and IP-10 message of brain are detected by
RT-PCR. GKO ; gamma-IFN knockout, RT-PCR ; reverse
transcriptase-polymerase chain reaction.

Figure 1. Effect of LPS on Mig and IP-10 gene expression in brain of normal and GKO mice.
Normal or GKO mice are treated with LPS (50 ug/mouse) peritoneally, and brain tissue is
harvested 2, 6, or 24 hours after LPS injection. Mig and IP-10 message are detected by RT-
PCR. LPS ; lipopolysaccharide, GKO ; gamma-IFN knockout, RT-PCR ; reverse transcrip-
tase-polymerase chain reaction.



에 따라 -CXC- 구조를 가지는 α-케모카인과 -C-C- 구조를

가지는 β-케모카인으로 분류할수 있으며, α-케모카인은 다

시 CXC 앞에 ELR 유무에 따라 -ELRCXC- 및 n o n -

ELRCXC- 케모카인으로 나누어 진다.1 2 이들 중 I F N -γ에

의해 조직세포에서 유도되는 중요 케모카인은 n o n - E L R-

CXC 케모카인 인 I P - 1 0과 M i g이다. IP-10과 M i g의 중

요 공통특성은 활성화된 T 임파구의 화학주성을 유도하는

것으로서,1 3 만약 이러한 Mig 및 IP-10 등이 각종 면역활

성제 또는 뇌감염 등에 의해 뇌에서 유도된다면 활성화된

T 임파구의 침윤이 초래되며, 침윤된 T 임파구에 의한 뇌

조직 손상이 예상된다.

본 연구에서는 I F N -γ, IL-12/IL-2 및 L P S가 뇌조직 및

뇌세포에서 Mig 및 IP-10 유전자 발현유도에 미치는 영향

을 규명하고자 하였다. 먼저 I L - 1 2 / I L - 2를 마우스 복강에

투여하고 뇌조직을 추출하여 Mig 및 I P - 1 0의 발현성을

R T - P C R법으로 조사한 실험에서 대조군에 비해 I L - 1 2 / I L -

2를 주사한 군에서 Mig 및 I P - 1 0의 발현이 증가되었다.

I L - 2가 I L - 1 2의 작용을 증가시키는 기전은 I L - 2가 T 임파

구의 IL-12 수용체 발현을 증가시키기 때문인 것으로 생각

된다.2 0 Myers 등2 1은 I L - 1 2의 처치가 간 조직 내로 심한

T 임파구 침윤을 유발하며, 그 원인은 담관내피세포나 정

맥내피세포에서 ICAM-1 또는 VCAM-1 등의 C A M의 발

현이 증가되기 때문이라고 보고하였으며 I F N -γ역시 C A M

의 발현을 증가시키는 것으로 알려져 있다.2 2 따라서 I L - 1 2

는 뇌혈관세포에도 이러한 C A M의 발현을 유발할 가능성이

있으며, 또 본 실험의 결과에서와 같이 T 임파구 화학주성

을 유발하는 Mig 및 I P - 1 0을 뇌 조직 내에서 발현시키기

때문에 IL-12 등과 같은 면역활성 물질은 뇌조직의 임파구

침윤을 일으키는 원인이 될 수 있다고 생각한다.

I L - 1 2는 T 임파구 및 NK 세포을 활성화시켜 이들로부

터 I F N -γ의 생성을 야기할 수 있으며,2 3 M i g와 I P - 1 0은 모

두 I F N -γ에 의해 탐식세포에서 유도되는 사이토카인이다.

IL-12 처치에 의한 Mig 및 I P - 1 0의 발현은 I L - 1 2의 직접

작용이거나 또는 I L - 1 2에 의해 유도된 I F N -γ의 작용일 수

있다. IL-12의 Mig 및 IP-10 유도능이 직접작용 때문인지

또는 I F N -γ를 매개로 하여 유도하는지를 알아보기 위하여

I F N -γ를 체내에서 생산할 수 없는 GKO 마우스에 I L -

1 2 / I L - 2를 처치하고 Mig 및 I P - 1 0의 유전자 발현을 측정

한 결과 GKO 마우스에서는 Mig 및 I P - 1 0이 유도되지 않

았다. 이는 I L - 1 2 / I L - 2에 의해 Mig 및 I P - 1 0의 발현이 유

도되는 데는 I F N -γ가 중간 매개물로 작용하고 있음을 나타

낸다. 또 I F N -γ를 주사한 마우스 뇌조직에서 Mig 및 I P -

1 0이 증가함을 보아 결국 I F N -γ가 직접적인 뇌 조직에서의

Mig 및 IP-10 유도체임을 알 수 있다.

I L - 1 2는 LPS 처치에 의해 뇌조직의 소교세포에서 표현

될 수 있다.1 6 본 연구에서는 L P S를 복강주사하고 뇌조직

을 대상으로 Mig 및 I P - 1 0을 측정한 결과에서 L P S를 처

치한 군에서 두 케모카인의 유전자가 모두 발현되었다. 그

러나 GKO 마우스에 L P S를 처치한 경우에서도 M i g의 발

현이 유도되었는데 이러한 결과는 L P S는 I L - 1 2와는 달리
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Figure 3. Expression of Mig message and protein in IFN-γstimulated primary mixed brain
cell. Confluent primary mixed brain cells are stimulated with or without IFN-γ(100 U/ml).
Mig message is detected by RT-PCR (A), and Mig protein is detected by immunoblotting (B)
and Western blotting (C). RT-PCR ; reverse transcriptase-polymerase chain reaction.

Figure 4. Effect of immunosuppressive agents, anti-inflamma-
tory agents and signal blockers on the IFN-γinduced IP-10
and Mig gene expression of primary mixed brain cell. IFN-γ
stimulated brain cells are treated with drugs for 6 hours, and
Mig and IP-10 message are detected by RT-PCR. RT-PCR ;
reverse transcriptase-polymerase chain reaction.

A B C



I F N -γ를 매개하지 않고 직접적으로 M i g를 유도할 수 있음

을 나타낸다. IP-10의 경우 L P S에 의해 유도되는 시기가

L P S주사 후 2시간째가 최고였으며 이후 현저히 감소하였

다. 따라서 L P S를 처치한 GKO 마우스의 뇌에서 I P - 1 0의

발현을 볼 수 없었던 이유는 뇌조직 수거 시간이 LPS 처치

후 6시간이 지났기 때문인 것으로 추측된다. 본 연구에서

는 L P S가 Mig 및 I P - 1 0을 직접 유도하는 것으로 나타났

으나, LPS가 뇌 조직에서 I L - 1 2를 유도하며1 6 또 상기한

연구 결과에서처럼 I L - 1 2가 I F N -γ를 매개체로 하여 M i g

및 I P - 1 0을 유발할 수 있으므로 L P S가 IL-12 및 I F N -γ를

매개체로 하여 간접적으로도 Mig 및 I P - 1 0을 유발할 가능

성도 있다고 생각한다.

상기한 연구들은 생체 내 실험을 통하여 뇌 조직에서 I P -

10 및 M i g가 여러 가지 면역세포 활성제에 의해 유도될

수 있음을 보여주었다. 그러나 뇌 조직을 대상으로 R T -

P C R을 할 경우 뇌 조직 혈관 내에 면역세포가 함유되어 있

으며 LPS 및 I F N -γ에 의해 자극된 이들 면역세포에서

Mig 및 I P - 1 0이 생산될 가능성이 있다. 그러므로 정확히

뇌 실질의 어느 세포에서 이 케모카인들이 유도된다고 말할

수가 없다. 본 연구에서는 뇌세포가 Mig 및 I P - 1 0을 생산

할 수 있는지를 알아보기 위하여 마우스 태아의 뇌 세포를

배양하고 이들을 I F N -γ및 L P S로 자극해 보았다. 먼저 혼

합뇌세포를 일차 배양하고 이 세포들을 LPS 및 I F N -γ로

자극하여 R T - P C R을 실시한 결과 I F N -γ에 의해 두 케모카

인이 매우 강하게 유발되었다. 이 결과들은 L P S보다는

I F N -γ가 더 강한 케모카인 유도 물질임을 나타내며, LPS

자극에 의한 뇌조직에서의 Mig 발현은 L P S의 간접작용 즉

L P S에 의한 I L - 1 2의 유도 또는 뇌의 혈관세포나 혈관 내

면역세포에서 유래하였을 것으로 생각된다.

Mig 및 I P - 1 0은 탐식세포에서 분비되는 케모카인으로 발

견되었으나 이들이 조직실질세포나 기타 조직세포에서도 발

현될 수 있다. Sauty 등2 4은 Mig 및 I P - 1 0이 I F N -γ에 의

해 활성화된 기관지 상피세포에서 발현된다고 보고하였으

며, 그 외에 신장, 간, 뇌 등 신체 각 조직에서도 발현된

다.2 5 , 2 6 본 연구에서는 뇌실질세포에서 Mig 및 IP-10 유전

자 발현이 유도될 수 있음을 증명하였다. 이러한 조직실질

세포에서의 케모카인의 발현은 조직 염증 진행에 매우 중요

한 역할을 하며, 특히 뇌감염 또는 각종 면역학적 자극에

의해 뇌에서 생산되는 Mig 및 IP-10 등의 케모카인도 M S

등2 7의 뇌질병 발생과 연관이 있다고 생각된다. Mig와 I P -

1 0에 의해 T 임파구가 침윤되면 이 세포는 직접 세포독성

을 나타낼 뿐 아니라 I F N -γ등의 proinflammatory 사이

토카인을 분비하여 뇌 손상을 더욱 촉진시킬 수 있다고 생

각된다. IFN-γ는 상기한 바와 같이 케모카인의 발현을 유도

하며, 신경세포나 성상세포에 class I 및 class II major

histocompatibility antigen(MHC)의 발현을 증가시킴

으로서 신경세포로부터 항원제공을 증가시키며,2 8 M S병변

에 침윤된 T 임파구는 이것을 인식하여 파괴함으로서 중추

신경계 염증과 탈수초를 일으키는 것으로 보고되었다.2 9 , 3 0

또 I F N -γ는 소교세포에 작용하여 탐식 및 항원제공 기능 증

진, 사이토카인 생산, neurotoxin 및 nitric oxide(NO)

생산성이 증가되어 뇌세포의 손상과 면역반응을 증폭할 수

있으며,3 1 - 3 3 알쯔하이머병에서 β-아밀로이드와 상승적으로

소교세포에 작용하여 T N F -α와 N O의 생성을 유도하고, 활

성화 된 소교세포는 신경손상을 초래한다고 한다.3 4 I F N -γ

는 소교세포와 더불어 신경세포에 작용하여 MHC 분자의

표현을 증가시키고, 신경아세포종의 ICAM 표현을 증가시

켜 호중구( n e u t r o p h i l )의 부착을 초래하며,5 7 본 연구의 결

과에서처럼 케모카인의 발현의 유발하여 염증반응을 더욱

증폭할 수 있다. 이러한 사실은 신경세포에 I F N -γ가 직접

작용할 수 있으며, 이로 인한 신경세포의 변화는 이 세포가

소교세포나 뇌에 침윤한 면역세포에 의해 손상 받는 표적세

포가될 수 있음을 시사한다.

면역세포의 침윤이 가장 저명한 뇌질환은 M S이다. So-

rensen 등2 7은 M S환자의 뇌척수액에서 Mig 및 I P - 1 0과

R A N T E S의 양이 증가되어 있으며, 면역세포에는 이들의

수용체의 발현이 증가되어 있음을 보고하였다. 이들의 보고

는 뇌세포에서 Mig 및 I P - 1 0의 발현이 유도될 수 있다는

본 결과와 매우 유사하다. 이러한 결과들은 뇌조직에서 분

비되는 Mig 및 I P - 1 0과 면역세포 표면에 증가된 이 케모

카인들의 수용체들이 MS 발병에 중요한 역할을 함을 나타

내며, 이 케모카인과 그 수용체 들이 M S의 치료를 위한 표

적물질로 응용될 수 있음을 시사한다. 본 연구에서는 뇌염

증의 시발이 될 수 있는 I F N -γ매개성 케모카인의 발현을

차단할 수 있는지를 알아보기 위하여 I F N -γ로 자극된 배양

뇌세포를 항염증제, 면역억제제 등으로 처치한 뒤 케모카인

유전자 발현을 RT-PCR 법으로 조사하였으나 검사된 약제

중에는 D E X만 다소 발현을 억제시켰으며 나머지는 케모카

인 발현을 차단하는 효과가 없는 것으로 나타났다.

이상의 연구를 통하여 본 연구자들은 I F N -γ, LPS 및

IL-12/IL-2 복강내 처치가 뇌조직내에 Mig 및 IP-10 발현

을 증가시키며, 이 중 특히 I F N -γ가 강력한 T 임파구 케모

카인 유도 물질로서 작용하고 있음을 증명하였다. 이러한

결과들은 향후 M S등 T 임파구 침윤이 초래되는 질병의 질

병기전을 이해하고 뇌에서의 T 임파구 케모카인 발현차단

법 등의 치료기술 연구에 널리 활용될 수 있다고 생각된다.
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