
I. 서론

치태성분은 직접적으로, 혹은 l i p o p o l y s a c-

charide (LPS)와 같은 치태 내 세균산물을 통

하여 국소적 숙주반응을 활성화시킴으로써 궁

극적으로 치주조직의 손상을 유발한다1 , 2 ). 염증

이 만성화되면 다른 만성 염증병소에서와 마찬

가지로 치주병소의 혈관외결체조직에서는 단

핵구성 탐식세포 및 임파구를 주종으로 하는

다량의 면역적격세포( i m m u n o c o m p e t e n t

c e l l )들이 침윤되며, 이러한 침윤세포들이 국소

적 염증반응을 주도하고 치주 면역감시기구로

서의 역할을 하는 것으로 알려져 있다3 - 1 1 ).

침윤세포들의 면역 조절기능에 대하여는 그

동안 많은 연구가 있었으나, 치주 결체조직을

이루고 있는 거주세포인 치은섬유아세포

(human gingival fibroblast: HGF)나 치주인대

섬유아세포(periodontal ligament fibroblast:

P D L F )도 치주 면역조절 반응에 있어 기여하는

바가 있는지에 대하여서는 최근에 와서야 연구

되고 밝혀지기 시작하였다. HGF와 P D L F는 치

주 결체조직을 이루는 주된 세포로서, HGF는

치조골을 둘러싸고 있는 연조직을 형성하고 조

직의 통합성에 필요한 세포외기질성분을 생산,

유지하는 역할을 하며, PDLF는 치아를 치조골

에 부착시키는 인대섬유를 유지하고 개형

( r e m o d e l l i n g )하는 역할을 한다. 건강 치주조

직에서 섬유아세포의 주된 역할은 치주 결체조

직의 건강상태를 유지하고 손상된 조직을 보수

하는 것이지만, 병소조직에서는 단순한 참여인

자로서가 아니라 면역세포의 일원으로서 면역

반응에 적극적으로 참여한다는 것이 밝혀졌다.

즉, HGF는 c y t o k i n e을 분비하거나 부착단백질

을 발현하여 치주병소에 침윤된 염증세포와 밀

접한 상호작용을 함으로써 치주질환의 면역/염

증반응 조절에 관여한다1 2 ). 염증부위에서 섬유

아세포는IL-1, IL-6, TNF-α등의 기염증성

(proinflammatory) 및 면역 조절 c y t o k i n e들

을 분비하는 것으로 알려졌으며1 3 - 2 0 ), 이러한

사실은 치주병소에서 침윤 염증세포와 더불어

섬유아세포도 결체조직을 파괴하는데 기여할

수 있다는 것을 시사하는 것이다2 1 ).반대로 면

역적격세포들이 분비한 IL-1, TNF-α, 및

I F N -γ등 기염증성 c y t o k i n e들은 섬유아세포

의 세포성장과 P G E2 생산의 변화 등을 유발하

기도 한다고 보고되었다2 2 - 2 4 ). 

치은조직을 이루고 있는 HGF, ker-

atinocytes, 내피세포와 같은 결체조직 세포들

은 순환 T 임파구의 homing receptor에 대하

여 배위자(ligand) 역할을 하는 부착단백질들
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을 지니고 있다2 5 ). 또한 임파구와 섬유아세포

의 세포간 부착에 intercellular adhesion mol-

ecule-1(ICAM-1)/leukocyte function-

associated antigen-1(LFA-1)과 L F A -

3 / C D 22 6 - 2 8 ), very late antigen (VLA) inte-

grins, CD44/hyaluronate 2 9 ), CD40/

C D 4 0 L3 0 ) 경로가 관여한다고 보고된 바 있다.

Shimabukuro 등3 1 )은 I F N -γ로 자극 받은

H G F에서 I C A M - 1과 H L A - D R의 발현이 증

가, 유도됨으로써 H G F가 T 세포에 대한 항원

제시기능을 가진 것으로 추측된다고 하였다. 

염증세포가 병소조직으로 이동하고 그곳에

축적되는 현상에 관하여 분자수준에서의 기전

이 아직 완전하게 규명된 것은 아니지만, 적어

도 세포간 접촉을 매개하는 부착단백질들이 이

에 관여하고 있는 것으로 추측된다3 2 ). 이러한

부착단백질들은 세포간 직접접촉현상을 매개

함으로써 단순히 특정 세포들의 염증부위로의

이동과 축적을 담당하는것 외에도, 부착단백질

끼리 결합함으로써 세포내 신호전달체계를 활

성화시켜 결합된 세포간에 crosstalk 현상을 일

으키는 이른바 signaling receptor로서의 역할

을 하기도 한다3 3 ). 이들 분자들은 몇몇 세포들

에서 본질적( c o n s t i t u t i v e )으로 발현되기도 하

지만 염증성 c y t o k i n e이나 세균산물들에 반응

하여 많은 종류의 세포들에서 부착단백질의 발

현이 유도되는 것으로 보고된 바2 6 , 3 4 - 3 9 ), 이는

부착단백질이 염증, 면역반응 조절에 중요한 역

할을 하고 있음을 의미하는 것이다. 여러 부착

단백질들 중에서 특히 관심의 촛점이 되고있는

I C A M - 1은 5개의 i m m u n o g l o b u l i n - l i k e

d o m a i n을 가지고 있는 표면단백질 구조를 하

고 있다. ICAM-1은 LFA-1, Mac-1과 같은

β2 i n t e g r i n s와 특이적으로 결합하여 β2 i n t e-

g r i n s를 표현하는 임파구, 단핵구/대식세포, 다

형핵백혈구 등의 면역적격세포들이 혈관을 투

과해서 염증조직에 축적되는 과정을 주도한다
4 0 ). 

최근에는 치주염의 발병기전에서도 I C A M -

1이 매우 중요한 역할을 담당하고 있다는 실험

적 증거가 밝혀지고 있다1 2 , 2 9 , 4 1 - 4 5 ). 치주병소

에는 면역적격세포들에 의하여 분비된 기염증

성 c y t o k i n e이 고농도로 존재하며, 이들

c y t o k i n e의 작용에 의하여 HGF 세포표면에서

는 I C A M - 1의 발현이 증가된다고 하였다1 2 , 4 1 ).

뿐만 아니라 H G F가 c y t o k i n e에 의하여 활성화

되면 말초혈액 T 임파구( P B T )와의 결합활성

( a v i d i t y )이 매우 증가하게되며, ICAM-

1/LFA-1 상호작용을 anti-ICAM-1 항체로

서 차단하였을때 HGF-PBT 세포간 결합이 현

저하게 억제되었다고 보고되었다2 9 ). 또한

Porphyromonas gingivalis, Prevotella inter -

m e d i a ( n i g r e s c e n s ) 등 치주질환 원인균의

sonic extract, E. coli LPS 등에 의하여서도

H G F의 ICAM-1 발현이 증가하며4 1 , 4 2 ), 정상

치은조직보다 치주염환자의 치은조직에서 더

높은 ICAM-1 mRNA 발현이 관찰되었다고

하였다4 1 ). 한편, Murakami 등2 9 )은 H G F -임파

구 세포결합에 의하여 T임파구 세포성장속도

가 증가하며 H G F의 I L - 1β mRNA 발현이 증

가한다고 보고하였다. 따라서 치주병소에서

H G F는 세포표면 부착단백질들을 발현함으로

써 임파구의 치주병소로의 침윤을 도모할 뿐

아니라, HGF-임파구의 이종세포간 접촉

(heterotypic cell adhesion)으로 세포내 신호

전달체계가 활성화됨으로써 결과적으로 숙주

방어기전의 효과를 증폭시키는 역할을 한다고

볼 수 있다.

만성 치주병소에서 침윤염증세포 중 특히 대

식세포는, 다량의 기염증성 c y t o k i n e과 생물학

적 활성매개체들을 분비함으로써 치아를 둘러

싸고 있는 결체조직과 치조골의 파괴를 유발하

는 가장 중요한 원인이 되는 세포로 알려져 있

다2 1 ). 만성치주염의 면역발병기전, 및 치주조

직 파괴의 기전을 규명하기 위하여, 치주 염증

병소에서 단핵구/대식세포의 이주와 축적, 및

섬유아세포와의 상호관계에 관한 분자수준적

기전을 밝히는 일은 치주면역학 분야에서 연구
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되어야할 중요한 과제 중의 하나이다. 따라서

본 연구에서는 첫째, PDLF, HGF 등의 섬유아

세포와 단핵구세포주의 직접접촉으로 섬유아

세포의 활성화가 일어나는지 밝히기 위하여

PDLF 및 H G F와 단핵구세포주인 THP-1 및

U 9 3 7을 동시배양하여 섬유아세포의 IL-6 생

산량과 세포성장속도를 측정하였고, 단핵구와

동시배양한 H G F에서 T N F -α mRNA 발현을

관찰하였으며, 둘째, 치주염과 가장 밀접한 관

련이 있는 부착단백질인 I C A M - 1의 발현을

P D L F와 H G F에서 flow cytometry로 측정하

고, 차단용 anti-ICAM-1 항체를 이용하여 섬

유아세포와 단핵구의 결합에 I C A M - 1이 관여

하는지를 관찰하였다. 

II. 실험재료 및 방법

1. 세포배양
치은섬유아세포( H G F )와 치주인대섬유아세

포(PDLF), 및 피부섬유아세포(human fore-

skin dermal fibroblast: HDF)는 건강한 치주

조직 및 피부로부터 적출하여 penicillin 100

U /㎖, streptomycin 100㎍/㎖, fetal calf

serum(FCS) 10%가 포함된 D u l b e c c o ' s

modified Eagle's medium(DMEM)(GIBCO

Laboratories, Grand Island, N.Y.)에서 5 %

C O2, 37℃의 조건으로 배양하였으며, 5에서

10 계대 사이의 세포를 실험에 사용하였다. 사

람의 단핵구세포주인 THP-1, U937과 e r y-

throleukemia 세포주인 K 5 6 2는 A m e r i c a n

Type Culture Collection(Rockville, Md)에서

구입하였으며, penicillin 100 U/㎖, strepto-

mycin 100㎍/㎖, 및 FCS 10%가 포함된

R P M I 1 6 4 0 ( G I B C O )에서 5% CO2, 37℃ 조건

으로 배양하였다. 섬유아세포와 동시배양하는

데 이용할 세포의 준비는 K562, THP-1, 및

U 9 3 7세포를 그대로, 혹은 l i p o p o l y s a c c h a-

ride(LPS, E. coli 0127:B8) 0.5 ㎍/㎖로 1 8시

간 자극하여 Dulbecco's phosphate buffered

s a l i n e ( D P B S )으로 2회 세척한 다음 1 %

p a r a f o r m a l d e h y d e ( P F A ) / P B S로 4℃에서 2시

간 동안 고정한 후 D P B S로 1회 세척하고 1 0 %

의 F C S이 포함된 D M E M에 재부유하여 4℃로

보관하였다. 

2. 섬유아세포와단핵구의 동시 배양

세포배양용 24 well plate에서 섬유아세포를

그대로, 혹은 I L - 1β 0.1 ng/㎖ 이나 I F N -γ

200 U/㎖을 첨가하여 2 4시간 배양하고 D P B S

로 3회 세척하였다. 미리 준비하였던 고정된

THP-1, U937 세포를 섬유아세포의 2 0배 숫

자만큼 첨가하여4 8시간 동안 배양하여 배양상

청액은 IL-6 정량분석에 이용하였으며, 섬유

아세포의 세포수를 측정하여 세포 성장속도를

비교하는데 이용하였다. ICAM-1 차단용

anti-ICAM-1 단일클론항체를 이용한 실험에

서는 항체 3 ㎍/㎖을 2시간 동안 섬유아세포에

미리 적용시킨 후, 단핵구와 동시 배양을 시행

하였다. 

3. ELISA에 의한 IL-6 정량분석

상청액으로 분비된 I L - 6는 G e n z y m e사의

IL-6 ELISA kit를 이용하여 s a n d w i t c h

E L I S A법으로 정량하였다. 즉, mouse anti-

human IL-6 단일클론항체가 immobilize 되어

있는 96 well ELISA plate에 IL-6 표준시료

나 세포배양상청액 시료를 적용시켜, 18시간

동안 실온에서 반응시킨 다음 5회 세척하였다.

Biotinylated anti-IL-6 항체를 적용시켜 2시

간 동안 3 7℃에서 반응시킨 다음 5회 세척하

고, horseradish peroxidase conjugated

s t r e p t a v i d i n을 첨가하여 3 7℃에서 30 분간 반

응시켰다. 반응이 끝나면 5회 세척하여 0 . 0 2 %

hydrogen peroxide 가 포함된 완충액과

t e t r a m e t h y l b e n z i d i n e을 1 : 1로 혼합하여 실온

에서 3 0분간 반응시킨 다음, 실험 종료시약을
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첨가하여 450 nm 파장에서의 흡광도를

ELISA reader(BioRad)로 측정하였다. 측정치

흡광도에서 b l a n k의 흡광도를 제한 값을 이용

하여 IL-6 표준곡선으로부터 농도를 환산하였

다.

4 . Northern blot을 이용한 섬유아세포의
T N F -α mRNA 발현 측정

배양접시에 왕성하게 자란 H G F에 L P S ( 0 . 5

㎍/㎖)로 1 8시간 자극하여 1% PFA로 고정한

K562, THP-1, 또는 U937 세포를 H G F의 2 0

배 숫자만큼 첨가하고 3시간 동안 동시배양하

여 D P B S로 2회 세척한 후, HGF를 N o r t h e r n

blot 분석에 이용하였다. 20㎍의 총 R N A를 추

출한 다음 formaldehyde 가 포함된 1 %

agarose gel에서 전기영동으로 분리하고 2 0 %

SSC 용액내에서 Nytran plus nylon mem-

b r a n e에 옮겼다. 이를 denatured salmon

sperm DNA가 포함된 50% formamide, 8%

dextran sulfate, 6X SSPE, 0.1% SDS 용액에

서 4 5℃로 3 0분간 전교잡( p r e h y b r i d i z a t i o n )

한 후, random priming(Amersham)에 의하여

〔 3 2P〕 d C T P로 표 지 된 T N F -α의

cDNA(Americal Type Culture Collection)

p r o b e를 0.25 M NaOH로써 3 7℃에서 1 0분간

처리한 후 교잡용액에 첨가하였다. 45℃에서

2 4시간 교잡시킨 후 high stringency 조건으로

세척하고 Image Analyzer(BAS-1500, Fuji

F i l m )로 측정하였다.

5. 세포성장속도비교

세포배양용 24 well plate에서 7 2시간 동안

단핵구세포주와 동시배양한 섬유아세포를

trypsin 0.05%/EDTA 0.53 mM로 p l a t e에서

떼어내어 그 세포 수를 측정하였다. 각 실험은

1벌 3회 반복실험으로 시행하였다. 

6 . 섬유아세포 표면의 ICAM-1 발현 측정
을 위한 flow cytometry 분석

I F N -γ 100 U/㎖, 또는 I L - 1β 0.1 ng/㎖을

적용시켜, 혹은 적용시키지 않은채로 세포배양

용 6 well plate에서 2 4시간 동안 배양한

PDLF, HDF, 및 H G F를 EDTA 1 mM로 떼어

내서 P B S로 2회 세척하였다. 1:100의 a n t i -

ICAM-1 단일클론항체가 포함된 1% bovine

serum albumin/PBS(BSA/PBS) 용액 2 0 0㎕
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Table 1. IL-6 production by PDLF, HGF, and HDF exposed to LPS-stimulated and fixed THP-1 cells

Coculture cell IL-6 production by fibroblastb( n g / m l )

F i b r o b l a s t LPS treated THP-1 – P D L F H G F H D F

+ – – 0 . 0 7 6 6 . 9 0 3 . 2 0

+ + – 0 . 2 9 1 1 3 . 4 0 6 . 9 2

+ / I F N -γ t r e a t e dc + – 0 . 6 6 8 2 1 . 2 1 8 . 0 0

+ / I L -β t r e a t e dd + – 1 . 3 8 0 2 8 . 2 6 1 8 . 5 0

– s u p e r n a t a n t < 0 . 0 2 – – –

– + < 0 . 0 2 – – –

+ s u p e r n a t a n t – 0 . 0 6 9 7 . 1 0 3 . 3 3

a : THP-1 cells were treated with 0.5㎍/㎖of LPS for 18 hours and fixed with 1% of PFA.
b : LPS treated and fixed THP-1 cells were cocultured with or without PDLF, HGF or HDF for 48 hours and

IL-6 was determined from culture supernatant by ELISA.
c : Fibroblasts were treated with 200U/㎖of IFN-γ for 18 hours and then subjected into coculture experiment.
d : Fibroblasts were treated with 0.1ng/㎖of IL-1β for 18 hours and then subjected into coculture experiment.



에 세포를 재부유하여 실온에서 t u b e를 회전시

키면서 3 0분간 반응시킨 후 B S A / P B S로 1회

세 척 하 고 , fluorescein

isothiocyanate(FITC)-conjugated goat

anti-mouse IgG 항체( P i e r c e )를 1 : 2 0 0의 농

도로 적용시켜 실온에서 회전시키면서 2 0분간

반응시켰다. BSA/PBS로 2회 세척한 후 세포

를 1% PFA/PBS로 1 0분간 고정하고, PBS로

1회 세척하여 2 5 0㎕의 B S A / P B S에 재부유한

다 음 fluorescence activated cell

sorter(FACSCalibur, Becton& Dickinson)로

분석하였다.

7. 통계처리

차이의 통계적 유의성 검정은 student's t-

t e s t를 이용하였다.

II. 결과

1 . 단핵구-섬유아세포 동시배양에 의한 섬

유아세포의 IL-6 생산

섬유아세포와 단핵구세포주가 직접 접촉하여

섬유아세포가 활성화됨으로써 그 결과 I L - 6를

분비하는지 관찰하기 위하여, LPS로 자극한 단

핵구세포주 T H P - 1을 P F A로 고정한 후

PDLF, HGF 및 H D F와 각각 동시배양하였다.

P D L F만을 배양한 배양액에서는 0 . 0 7 6 n g /㎖의

I L - 6가 측정되어 단독배양 상태에서도 P D L F

는 소량의 기저선(base-line) IL-6 분비를 하

고 있음을 알 수 있었다(Table 1). 그러나

P D L F에 T H P - 1을 첨가하여 배양하였을 경우

에는, IL-6의 분비가 기저선 보다 4배

( 0 . 2 9 1 n g /㎖)가량 증가되었으며, PDLF를

I F N -γ, 혹은 I L - 1β로 전처치하여 T H P - 1과

동시배양 하였을 경우에는 동시배양에 의한

I L - 6의 분비가 2배( I F N -γ: 0.668 ng/㎖), 및

5배( I L - 1β: 1.380ng/㎖) 가량 증가되었다.

H G F는 단독배양 상태상태에서는 P D L F에 비

하여 기저선 IL-6 분비량이 9 0배( 6 . 9 0 n g /㎖)

정도 많았으나, THP-1과의 동시배양으로 인
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Figure 1. THP-1(A) or U937(B) coculture with PDLF enhances IL-6 production by PDLF. Fibroblasts
were pretreated for 24 hours with or without IFN-γ ( 2 0 0 U /㎖) or IL-1β ( 0 . 1 n g /㎖). THP-1 and
U937 were stimulated for 18 hours with or without LPS(0.5㎍/㎖) and fixed with 1% PFA for 2
hours. Supernatants were harvested after 48 hours of coculture and the amount of IL-6
determined using an ELISA assay. Representative data from 2 experiments performed are



한 I L - 6의 분비 증가는 기저선 IL-6 분비량의

약 2배( 1 3 . 4 0 n g /㎖)에 지나지 않았으며, HGF

를 c y t o k i n e으로 전처치하여 T H P - 1과 동시

배양하였을 경우에는 동시배양에 의한 I L - 6의

분비가 1 . 5배( I F N -γ: 21.21 ng/㎖), 및 2배

( I L - 1β: 28.26ng/㎖) 정도 증가하여, PDLF의

경우보다 증가의 폭이 전반적으로 적은 편이었

다. HDF의 기저선 IL-6 분비량은 3.20 ng/㎖

이었으며, THP-1과의 동시배양으로 인한

I L - 6의 분비가 기저선의 약 2배( 6 . 9 2 n g /㎖)였

고, cytokine으로 H D F를 전처치하여 T H P - 1

과 동시배양한 경우에는 동시배양으로 인한

IL-6 분비의 증가가 1 . 2배( I F N -γ: 8.00ng/

㎖) 및 2 . 5배( I L - 1β: 18.50 ng/㎖)로서, HGF

와 전체적으로 유사한 양상을 보였다. 즉, 세가

지 섬유아세포에서 모두 T H P - 1과의 동시배

양으로 인하여 IL-6 분비량이 상승되었으며,

섬유아세포를 동시배양 전에 I F N -γ나 I L - 1β
와 같은 c y t o k i n e으로 전처치하면 I L - 6의 분

비가 더욱 증가되었다. 다음으로, IL-6 분비가

과연 섬유아세포에서 분비되며 IL-6 분비 현

상이 세포간의 직접접촉때문에 일어나는지를

밝히기 위하여, 섬유아세포를 빼고 THP-1 세

포만, 혹은 그 상청액만을 동일 방법으로 배양

한 후 IL-6 양을 측정하여 본 결과, IL-6가 거

의 측정되지 않았다. 또한 섬유아세포에

T H P - 1의 상청액만을 첨가하여 배양하였을

때 측정된 I L - 6의 양(PDLF, 0.069ng/㎖;

HGF, 7.10ng/㎖; HDF, 3.33ng/㎖)은 각 섬유

아세포의 기저선 IL-6 분비량과 거의 유사하

였다. 즉, 단핵구와 섬유아세포 동시배양으로

인하여 유리되어 나온 I L - 6의 원천은 섬유아

세포이며, 섬유아세포의 IL-6 분비를 증가시

키는 유발인자는 T H P - 1의 수용성인자가 아

니라 T H P - 1과 섬유아세포의 세포간 직접적

상호작용인 것을 알 수 있었다(Table 1).

T H P - 1의 LPS 전처치 여부와 P D L F의

cytokine 전처치 여부등을 각기 달리하여 단핵

구-PDLF 동시배양을 실시한 결과( F i g u r e

1A), 전처치하지 않은 P D L F의 경우 T H P - 1
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Figure 2. THP-1(A) or U937(B) coculture with HGF enhances IL-6 production by HGF. Fibroblasts were
pretreated for 24 hours with or without IFN-γ ( 2 0 0 U /㎖) or IL-1β ( 0 . 1 n g /㎖). THP-1 and U937
were stimulated for 18 hours with or without LPS(0.5㎍/㎖) and fixed with 1% PFA for 2 hours.
Supernatants were harvested after 48 hours of coculture and the amount of IL-6 deter-
mined using an ELISA assay. Representative data from 2 experiments performed are shown.



과 동시배양하였을 때 IL-6 분비가 기저선 분

비( 0 . 0 7 6 n g /㎖)의 약 2 . 5배( 0 . 1 8 5 n g /㎖) 상승

하였으며, LPS 전처치 T H P - 1을 동시배양에

사용하였을 경우에는 IL-6 분비의 증가가 기

저선 보다 4배( 0 . 2 9 1 n g /㎖)나 증가되었다.

I F N -γ 전처치 P D L F의 경우에는 단독배양 하

였을 때 0 . 1 6 0 n g /㎖의 기저선 IL-6 분비를 보

여 I F N -γ가 P D L F의 기저선 IL-6 분비 자체

를 약 2배 상승시켰음을 나타내었다. 그러나

T H P - 1과 동시배양 하였을 경우에는 이것 보

다도 약 1 . 5배( 0 . 2 2 9 n g /㎖)의 IL-6 분비 증가

를 보였으며, LPS 전처치 T H P - 1과 I F N -γ 전
처치 P D L F를 동시배양하였을 때는 기저선 보

다 4배(0.668 ng/㎖)나 IL-6 분비가 증가되었

다. IL-1β 전처치 P D L F의 경우 기저선 분비가

0 . 4 5 1 n g /㎖로 6배 상승되었고, THP-1, 또는

LPS 전처치 T H P - 1을 동시배양하였을 때는

IL-6 분비량이 약 2배( 0 . 8 2 2 n g /㎖), 및 3배

( 1 . 3 8 0 n g /㎖) 증가되었다. 정도의 차이는 있었

으나 U937 세포(Figure 1B)의 경우에서도 비

슷한 양상을 띄었다. 따라서 PDLF 단독배양하

였을 때의 기저선 IL-6 분비량에 비하여 단핵

구세포주를 동시배양하였을 때 IL-6 분비량이

증가되었으며, LPS로 단핵구를 미리 자극하여

동시배양한 경우에는 IL-6 분비가 더욱 증가

되었다. 또한 P D L F도 c y t o k i n e으로 전처치하

여 사용하면 단독배양에 의한 기저선 IL-6 분

비도 상승할 뿐 아니라 동시배양에 의한 I L - 6

분비도 크게 증가하여, 단핵구와 P D L F에 대한

전처치가 동시배양에 의한 P D L F의 IL-6 분비

에 상승 효과를 나타내었음이 관찰되었다

(Figure 1A, B). HGF의 경우는 IL-6 기저선

분 비 량 ( 6 . 9 n g /㎖ )이 P D L F의 기 저 선

( 0 . 0 7 6 n g /㎖)에 비하여 높게 관찰되었지만, 동

시배양에 의한 IL-6 분비 증가폭( T H P - 1 ,

1 0 . 4 4 n g /㎖, 1.5배 ; LPS 전처치 T H P - 1 ,

1 3 . 4 0 n g /㎖, 2배 ; U937, 8.33ng/㎖, 1.2배 ;

LPS 전처치 U937, 8.42ng/㎖, 1.2배)은

P D L F에 비하여 적은 편이었다(Figure 2).

c y t o k i n e으로 전처치한 H G F의 경우에는 기저
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Figure 3. THP-1(A) or U937(B) coculture with HDF enhances IL-6 production by HDF. Fibroblasts were
pretreated for 24 hours with or without IFN-γ ( 2 0 0 U /㎖) or IL-1β( 0 . 1 n g /㎖). THP-1 and U937
were stimulated for 18 hours with or without LPS(0.5㎍/㎖) and fixed with 1% PFA for 2 hours.
Supernatants were harvested after 48 hours of coculture and the amount of IL-6 deter-
mined using an ELISA assay. Representative data from 2 experiments performed are shown.



선 IL-6 분비량이 9.74 ng/㎖( I F N -γ), 및

1 5 . 0 0 n g /㎖( I L - 1β)로 상승하였으며, THP-1

동시배양에 의하여 기저선 분비량 보다 1 . 6배

( I F N -γ, 15.05 ng/㎖), 및 1 . 3배( I L - 1β,

2 0 . 0 0 n g /㎖) 증가하였다. 또한 LPS 전처치

T H P - 1의 동시배양시에는 기저선 분비량에

비하여 H G F의 IL-6 분비량이 2 . 2배( I F N -γ,
2 1 . 2 1 n g /㎖), 및 1 . 9배( I L - 1β, 28.26ng/㎖)

증가하였다. U937도 THP-1 보다는 약간 적

은 증가폭 이지만 동시배양에 의하여 H G F의

IL-6 분비량을 증가시켰다. 이로써 H G F의 경

우에서도 IL-6 분비가 단핵구와의 동시배양으

로 인하여 증가하였으며, 단핵구의 LPS 전처

치, 및 H G F의 cytokine 전처치는 동시배양에

의한 IL-6 분비능력에 상승 효과를 나타내었

지만 그 상승 효과의 정도는 P D L F에 비하여

적었다(Figure 2 A, B). 치주조직을 이루고 있

는 섬유아세포는 아니지만 비교군으로서 H D F

를 사용하여 동일 실험을 시행하였을 때, 기저
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Figure 5. Monocyte coculture increases cell proliferation rate of PDLF and HGF.THP-1 and U937
were stimulated with LPS (0.5㎍/㎖) for 18 hours and fixed with 1% PFA for 2 hours. Fibroblasts
were pretreated with IFN-γ ( 1 0 0 U /㎖) or IL-1β ( 0 . 1 n g /㎖) for 24 hours and cocultured with
THP-1 or U937 for 72 hours. Fibroblasts were detached with trypsin/EDTA and cell numbers
were counted. The data are presented as mean±SD of cell numbers from triplicate wells. 
*: P<0.05 when compared with control
** : P<0.01 when compared with control

Figure 4. Effect of coculture on TNF-α m R N A
expression of HGF. K562, THP-1, and U937 cells
were stimulated with LPS(0.5㎍/㎖) for 18 hours
and fixed with 1% PFA for 2 hours. HGF were
cultured with THP-1 supernatant(1), K562(2),
THP-1(3), and U937(4) for 3 hours and mRNA
was isolated from the cultured HGF. Arrow
indicates TNF-α mRNA band. Lower column

1 2 3 4



선 IL-6 분비가 H G F의 약 절반정도인 것 외에

그 결과의 양상은 전체적으로 H G F와 매우 유

사하였다(Figure 3 A, B).

실험 대상이 되었던 2종의 치주조직 섬유아

세포와 1종의 피부조직 섬유아세포에서 공통

적으로, 단핵구-섬유아세포의 세포간 접촉에

의하여 섬유아세포가 활성화됨으로써 IL-6 분

비가 증가하였고, 단핵구와 섬유아세포를 배양

전에 자극하였을 경우에는 IL-6 분비량이 더

욱 증가되는 양상을 띄었다. 그러나 실험 대상

섬유아세포 중 IL-6 기저선 분비량이 가장 적

었던 P D L F에서 단핵구와의 동시배양에 의한

섬유아세포 활성화의 양상이 가장 뚜렷하게 나

타났다(Table 1, Figure 1, 2, 3).

2 . 단핵구-HGF 동시배양에 의한 T N F -α
mRNA 발현

H G F와 L P S로 자극한 단핵구세포주를 동시

에 배양하였을 때 T N F -α의 mRNA 발현을

HGF 세포에서 관찰하였다(Figure 4). THP-

1 세포 대신 그 상청액만을 H G F와 함께 배양

한 것을 음성 대조군(lane 1)으로 이용하였다.

K 5 6 2는 동시 배양한 HGF 세포에서 I L - 1β
m R N A를 발현시켰다고 보고된 임파구양 세포

주로서2 9 ), K562와 HGF 동시배양한 것을 양

성 대조군(lane 2)으로 이용하였다. K562-

HGF 동시배양과 비슷한 정도의 T N F -α
m R N A가 THP-1, 또는 U937-HGF 동시배

양시에도 발현되었으나, 음성대조군 H G F에서

는 발현되지 않았다. 각 l a n e간 mRNA 양에

대한 지표로서 사용했던 β-actin mRNA는 모

든 경우에서 상호 유사하게 발현되었다. 따라
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Figure 6. I F N -γ-or IL-1β-induced ICAM-1 expression by Fibroblasts. PDLF, HDF, and HGF were cul-
tured in the presence(closed profile) or absence(open profile) of IFN-γ ( 1 0 0 U /㎖) or IL-1β
( 0 . 1 n g /㎖) for 24 hours and stained with anti-ICAM-1 monoclonal antibody, followed by

I C A M - 1

P D L F

I N F -γ I L - 1β

H D F

H G F



서 H G F -단핵구 세포간 접촉으로 T N F -α
mRNA 발현유도와 같은 HGF 세포의 활성화

가 유발되었음을 알 수 있었다.

3 . 단핵구-섬유아세포 동시배양에 의한 섬
유아세포 성장속도의 변화

L P S로 자극해서 고정한 THP-1, 또는

U 9 3 7세포와 c y t o k i n e으로 전처치한 PDLF, 및

H G F를 7 2시간 동시배양하여 각 군간의 세포

수 차이를 비교하였다(Figure 5). IFN-γ 전처

치 P D L F의 단독배양시 세포수는 1 8 . 6 7±1 . 5 3

±1 03 이었는데 비하여, 동시배양시 세포수는

2 7 . 0 0±3 . 0 0×1 03 (THP-1), 및 4 4 . 0 0±7 . 5 5

×1 03 (U 9 3 7 )으로서, 동시배양으로 인하여 각

각 1 . 4배 (P<0.05; THP-1), 및 2 . 4배

(P<0.01; U937) 만큼 세포수가 증가하였다.

I L - 1β 전처치 P D L F는 단독배양시 세포수가

2 5 . 0 0±6 . 0 8×1 03 이었고, 동시배양시 세포수

는 3 0 . 3 3±0 . 5 8×1 03 (THP-1), 및 4 3 . 0 0±

10.15 ×1 03( U 9 3 7 )으로서, 차이의 통계적 유

의성은 없었지만 동시배양으로 인하여 세포수

가 각각 1 . 2배(THP-1), 및 1 . 7배(U937) 증

가하였다. 한편, IFN-γ 전처치 H G F의 단독배

양시 세포수는 7 . 6 7±3 . 0 6×1 03 이었으나, 동

시배양시 세포수는 2 6 . 0 0±2 . 6 5×1 03 (T H P -

1), 및 3 0 . 6 7±5 . 6 9×1 03 (U 9 3 7 )으로서, 동시

배양으로 인하여 세포수가 각각 3 . 4배

(P<0.01; THP-1), 및 4 . 0배(P<0.01; U937)

증가하였다. IL-1β 전처치 H G F의 단독배양시

세포수는 9 . 6 7±1 . 1 5×1 03 이었고, 동시배양

시 세포수는 1 7 . 3 3±2 . 5 2×1 03 (THP-1, 및

1 7 . 6 7±1 . 5 3×1 03( U 9 3 7 ) 으로서, 동시배양으

로 인하여 세포수가 각각 1 . 8배( P < 0 . 0 5 ;

THP-1), 및 1 . 8배(P<0.01; U937) 증가하였

다. 즉, 섬유아세포와 단핵구의 세포접촉으로

인하여 섬유아세포의 성장속도가 통계적으로

유의하게 증가하는 양상을 나타내었으며,

PDLF 보다는 H G F에서 세포간 접촉으로 인한

세포성장속도의 증가가 더 뚜렷하였다. 
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Figure 7. Involvement of ICAM-1 in the adhesive interaction between monocyte and IFN-γ- a c t i-
vated PDLF. A) PDLF were cultured in the presence(closed profile) or absence(open profile)
of IFN-γ ( 1 0 0 U /㎖) for 24 hours and stained with anti-ICAM-1 monoclonal antibody, fol-
lowed by FITC-anti-mouse IgG antibody and analyzed by flow cytometry. B) PDLF were
cultured in the presence of mouse IgG1(3㎍/㎖) or anti-ICAM-1 monoclonal antibody(3㎍/
㎖) for 2 hours, and then cocultured with LPS-treated and fixed THP-1 or U937 for 48 hours.

I C A M - 1

( A ) ( B )



4 . 단핵구-섬유아세포의 세포간 접촉에서
ICAM-1 부착단백질의 관련성

백혈구의 동종, 또는 이종세포간 세포결합에

가장 중요한 부착단백질인 I C A M - 1의 발현을

PDLF, HGF, 및 H D F에서 flow cytometry로

분석하여본 결과, IFN-γ과 I L - 1β는 3가지 실

험 대상 섬유아세포들에서 모두 I C A M - 1의 발

현을 1 0배 가까이 증가시켰다(Figure 6). 3가

지 섬유아세포 중, 단핵구와 동시배양시 I L - 6

분비량이 가장 뚜렷하게 증가되었던 P D L F를

택하여, ICAM-1 분자를 차단함으로써 세포간

접촉에 어느 정도 영향을 미치는지 관찰하였다.

anti-ICAM-1 단일클론항체를 이용하여,

I F N -γ로 전처치한 PDLF 표면의 ICAM-1 분

자를 차단한 후 LPS 전처치 단핵구와동시배양

한 다음, ICAM-1을 차단하지 않은 m o u s e

IgG1 대조군과 IL-6 분비량을 서로 비교하여

보았다. PDLF 단독배양시의 기저선 IL-6 분

비량은 mouse IgG1 대조군과 a n t i - I C A M - 1

단일클론항체군 간에 서로 차이가 없었다

(mouse IgG1, 0.143ng/㎖ ; anti-ICAM-1

항체, 0.155ng/㎖), 그러나 P D L F와 T H P - 1를

동시배양한 경우는 I C A M - 1을 항체로 차단함

으로써 0 . 8 8 3에서 0 . 5 0 0 n g /㎖로 P D L F의 I L -

6 분비량이 약 40% 정도 억제되었으며, U937

과의 동시배양시에도 마찬가지로 0 . 7 1 9에서

0 . 4 1 8 n g /㎖로 IL-6 분비량이 약 40% 감소되

었다(Figure 7). 따라서 ICAM-1 부착단백질

의 차단으로 인하여 P D L F -단핵구 세포간 접

촉이 방해되어 P D L F의 IL-6 분비가 억제되었

음을 나타내었다.

IV. 고찰

만성치주염에서 단핵구/대식세포가 치주 결

체조직으로 이동하고 축적되는현상에는 단핵

구/대식세포와 치주 결체조직 섬유아세포의 상

호작용이 매우 중요한 것으로 여겨지지만 이에

대한 분자수준의 기전이 아직 밝혀지지않았다.

본 연구결과에 의하면 HGF, PDLF가 단핵구와

접촉하여 기염증성 c y t o k i n e인 IL-6, 및

T N F -α m R N A를 분비, 또는 발현하였을 뿐

아니라, 단핵구와의 접촉에 의하여 섬유아세포

의 세포성장이 증가하였다. 또한 a n t i - I C A M -

1 단일클론항체로 부착단백질 결합을 차단하

였을 때 단핵구와의 세포접촉에 의한 섬유아세

포의 IL-6 분비가 억제되었음을 관찰할 수 있

었다. 이러한 결과는 H G F와 P D L F가 단핵구/

대식세포의 이동과 축적에 관여할 수 있으며,

이에 ICAM-1/LFA-1 경로가 관계할 것임을

시사하는것이다. 또한 섬유아세포가 단핵구와

의 세포간 결합에 의하여 염증 cytokine 들을

분비하고 세포증식이 활발해진다는 사실은 치

주질환에서 단핵구가 주도하는 조직 파괴작용

을 치주 섬유아세포가 더욱 증폭시킬 수 있고

손상된 조직의 보수에도 관여할 수 있음을 나

타내고 있는 것이다. 

성인에서 치아상실의 가장 주된 원인이 되는

질환인 치주염은 보통 세균감염에 의한 만성

염증질환이다. 만성 치주병소에는 활성화된 임

파구, 대식세포, 및 호중구가 국소적으로 침윤

되어 있어4 ), 이 침윤백혈구들이 치주조직에 격

렬한 면역/염증반응을 유도함으로써 결체조직

및 치조골의 파괴에 따른 치아상실이 궁극적으

로 일어나게 된다. 급성 염증에서는 조직파괴를

담당하는 염증세포가 주로 호중구이지만, 만성

화된 염증조직에서는 대식세포가 중심역할을

하게된다. 만성치주염에서 치은조직 및 치조골

의 파괴를 일으키는 단백분해효소, cytokine,

및 생물학적 활성매개체들이 활성화된 단핵구/

대식세포로부터 다량으로 분비된다고 보고되

었다4 6 ). 

혈액의 단핵구가 염증병소로 동원되기 위해

서는 다른 백혈구와 마찬가지로 우선 활성화된

혈관내피세포를 통하여 혈관을 투과해야한다.

이 혈관외유출현상( e x t r a v a s a t i o n )은 첫째,

selectin 과 그 배위자의 결합에 의한 내피세포
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와 단핵구의 초기 접촉단계, 둘째, rolling, 셋째,

Gαi 신호경로의 활성화, 넷째, integrin이 관여

하는 세포간 결합의 강화, 및 정지의 여러 단계

를 거친다4 7 ). 혈관벽을 지난 후, 화학주성물질

의 농도경사에 따라 이동한 단핵구/대식세포가

염증병소에 축적되고 활성화되는데 이 단계에

서 치주 섬유아세포와 단핵구/대식세포의 상호

작용이 관여할 것이라고 추측된다. 섬유아세포

가 염증세포의 이동과 축적 및 활성화에 관계

하리라는 것은 T임파구와 섬유아세포의 상호

작용에 관한 몇가지 연구결과에서 추론할 수

있다. 즉, 활성화 T임파구를 병소조직에 축적

시키는 역할을 할 것으로 추정되는 부착단백질

I C A M - 1은 c y t o k i n e에 의하여 섬유아세포에

서 발현이 증가되며1 2 ), 정상조직보다 치주 염

증조직에서 ICAM-1 발현이 높았다고 보고되

었다4 1 ). 또한 ICAM-1 부착단백질 작용을 차

단하였을 때 T임파구- H G F의 세포간 결합이

감소되었고, T임파구와 H G F의 결합으로 T임

파구 증식과 H G F의 cytokine 분비 증가 등 신

호전달체계 활성화의 반응이 나타난다고 하였

다2 9 ). 단핵구는 치주결체조직의 섬유아세포와

상호작용하여 이와 비슷한 방법으로 염증조직

에 동원되고 활성화될 것으로 추측되지만 아직

실험적으로 증명된 바 없다. 

섬유아세포가 비활성상태에서는 결체조직의

건강상태를 유지하고 손상된 조직을 보수하는

역할을 하지만, 일단 활성화되면 cytokine 분비

및 부착단백질 발현을 통하여 침윤염증세포와

밀접한 상호작용을 함으로써, 면역적격세포와

마찬가지로 적극적인 면역/염증조절기능을 나

타내게된다1 2 ). 건강, 또는 질병상태에서 접하

게되는 c y t o k i n e들의 외적 자극에 대하여 섬유

아세포가 보일 수 있는 활성화반응을 나타내는

척도로서 세포성장, 기질단백질 생산, cytokine

분비와 같은 작용들이 이용되어 왔었다4 8 ). 그

러나 최근에 와서는 섬유아세포가 이러한 외적

자극에 대하여 반응할 뿐 아니라, 수용체-상대

수용체( r e c e p t o r - c o u n t e r r e c e p t o r )의 결합을

통한 세포간 직접접촉에 의하여 숙주의 이종세

포로부터 신호를 직접 전달받아 반응하기도 한

다는것이 알려졌다4 9 , 5 0 ). 섬유아세포와 이종 세

포간 직접접촉작용에 대하여 자세한 기전은 아

직 모르지만, 이에 관련이 있을 것으로 보이는

부착단백질 수용체와 그 상대 배위자에 관한

연구결과들이 계속해서 발표되고 있다2 5 - 3 1 ).

치주조직의 여러 결체조직 세포들은 순환 T임

파구의 homing receptor 에 대한 부착단백질

을 지니고 있어서 임파구- H G F의 직접작용에

ICAM-1/LFA-1, LFA-3/CD2, VLA inte-

grins, CD44/hyaluronate, CD40/ CD40L 등

의 경로가 관여한다고 보고되었다2 5 - 3 1 ). 또한

H G F와 임파구의 세포간 접촉으로 I L - 1β
m R N A가 발현되고 T임파구의 증식이 증가되

며2 9 ), 임파구와의 접촉에 관여할 것으로 추측

되 는 H G F의 C D 4 0을 단 일클 론 항 체 로

crosslinking 하였을 때 H G F의 IL-6 분비가

상승된다. 이러한 결과는 H G F와 이종세포가

부착단백질의 결합으로 접촉하게되면 상호 부

착단백질에서 세포 내부로 향한 신호( i n w a r d

s i g n a l i n g )가 유발되어 접촉한 세포 상호간에

활성화가 일어난다는 사실을 알 수 있게한다. 

본 실험결과에서도 단핵구와의 접촉으로

H G F와 P D L F의 IL-6 생산이 증가되었다.

I L - 6는 정상보다 염증 치주조직에서 특히 다

량으로 생산되며 치은열구액에서도 발견되므

로, 치주조직의 섬유아세포가 단핵구와 반응하

여 I L - 6를 생산하였다는것은 매우 의미있는

결과라 할 수 있다5 1 ). 또한 I L - 6는 B세포를 형

질세포로 성숙시키므로, 치주조직 섬유아세포

가 다클론성활성화에 의해 치주병소조직에서

발견되는 large B cell/plasma cell infiltrate에

도 영향을 줄 가능성이 있으며, virus나 다른 세

균감염시에도 이러한 현상이 이미 발견된 적이

있다5 2 , 5 3 ). 그러나 P D L F의 IL-6 생산량이

H G F에 비하여 1/90 밖에 안되었는데, 이는

Sempowski 등3 0 )의 결과와 크게 다르다. 즉,

Sempowski 등3 0 )의 실험결과에 의하면 기저선
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분비량에서는 H G F와 PDLF 사이에 큰 차이가

없었는데, anti-CD40으로 crosslinking 하였

을 경우 H G F와 달리 P D L F에서는 I L - 6가 생

산되지 않았다. 본 실험결과에 의하면 기저선분

비량은 H G F가 크게 높았으나 세포간 접촉에

의한 IL-6 분비에 있어서는 P D L F의 반응성이

약간 더 큰것으로 나타났다. 치주조직 섬유아세

포간에 이러한 IL-6 분비량의 차이가 존재한

다는것은, 치주조직의 섬유아세포들 사이에 서

로 기능적 이질성이 존재할 뿐 아니라, 이들 이

질적인 조직들이 기능적으로 구획화 되어있다

는 것을 반증하는 것이다. 또한 두 섬유아세포

에서 IL-6 분비량이 크게 다르게 나타난 이유

를 S e m p o w s k i등3 0 )은 두 세포간에 CD40 신호

에 대한 반응성이 차이가 있기 때문인것으로

해석하였으나, 기저선분비량에서 H G F와

P D L F간에 분명한 차이를 보였던 본 실험결과

를 보면, 두 세포가 서로 다른 고유의 IL-6 분

비능력을 가지고 있는것으로 보인다. 또한

I C A M - 1의 본질적 발현이나 c y t o k i n e에 의하

여 증가된 발현에 있어 두 세포간에 큰 차이가

없었던 점으로 미루어 ICAM-1 신호에 대한

세포내 반응성의 차이로 보기도 힘들다. PDLF

고유의 낮은 IL-6 분비능력은 염증반응에 의

한 조직손상에 대하여 P D L F가 특별한 내성을

지닐 수 있다는특별한 의미를 갖는다. 즉, 세포

간 접촉이나 cytokine 등에 의하여 다른 섬유

아세포와 동일한 정도로 활성화되었을 때 그

결과로서 나타나는 cytokine 분비 등 염증반응

을 최소화함으로써, 치주인대와 같은 조직에서

가능한 한 조직파괴에 의한 결손을 적게 받도

록하려는 생리학적 방어수단으로 보인다. 이러

한 결과는, HGF에 비해 본질적 C D 4 0의 발현

이 낮은 P D L F가 C D 4 0을 매개로한 세포접촉

이 더 어려우며 이것이 염증반응을 최소화하기

위한 생리현상이라고 설명한 S e m p o w s k i등3 0 )

의 보고와 일맥 상통하는 것이다. 한편, 치은 결

체조직이 치주낭의 항원들과 거리상 가까워 더

자주 접하게 되므로 H G F가 P D L F보다 훨씬 많

은 기염증성 c y t o k i n e을 분비한다고도 볼 수

있다3 0 ). 기저선 및 활성화에 의한 IL-6 분비량

에 있어 Sempowski 등3 0 )의 결과와 본 실험의

결과는 매우 상이하였다. Murakami등5 4 )은

HGF line 마다 부착단백질 발현에 차이가 있

고, 배양계대수와 H G F의 성장세포밀도 정도에

따라서도 영향을 받을 수 있다고 하여, 이러한

인자들이 세포표면 부착단백질의 발현을 다르

게 할 수 있음을 시사하였다. 따라서 동일한 세

포를 대상으로한 실험이라 하더라도 실험간에

나타나는 결과의 차이에는 이러한 인자들이 어

느정도 기여했을 가능성이 있다고 사료된다. 

임파구와 피부섬유아세포( H D F )의 결합은

H D F의 I C A M - 1과 임파구의 L F A - 1에 의하

여 매개되지만2 6 , 5 4 , 5 5 ) H G F와 T임파구의 결합

은 주로 V L A - 4를 매개로 하여 일어나며,

a n t i - I C A M - 1이나 anti-LFA-1 단일클론항

체로는 H G F와 T임파구의 결합이 별로 억제되

지 않는다. 따라서 M u r a k a m i5 4 )는 T임파구가

상이한 조직에 정착하는데는 상이한 분자기전

을 이용하는 것으로 보고한 바 있다. 그러나 기

염증성 c y t o k i n e으로 H G F를 처리하면, HGF

와 T 임파구의총 기능적 결합력중 I C A M -

1/LFA-1 경로가 차지하는 부분이 크게 증가

하여 VLA-4 경로가 차지하는 부분보다 커지

는데, 이것은 c y t o k i n e에 의하여 H G F의

ICAM-1 발현이 증가하는 현상으로 일부 설명

될 수 있다1 2 , 3 1 ).치주질환 원인균의 s o n i c

extract, cytokine이 H G F에서 I C A M - 1의 발

현을 크게 증가시키고, 건강조직보다 치주병소

의 H G F가 ICAM-1 발현이 더 높았다고 보고

되었다4 1 ). 연구에서는 5명의 정상인에서는 모

두 음성이었으며 7명의 치주염 환자 치주조직

에서는 ICAM-1 mRNA가 모두 양성으로 발

현되었으나 개별차가 있었다. 또한 H a y a s h i4 1 )

는 성인치주염의 치주 섬유아세포에서도 면역

화학적으로 ICAM-1 발현이 증가되었다고 하

였다. 본 실험에서도 I F N -γ와 I L - 1β 처리에

의하여 실험대상 섬유아세포에서 ICAM-1 발
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현이 모두 크게 증가하였고, 단핵구- P D L F의

접촉에 의한 P D L F의 IL-6 분비를 a n t i -

ICAM-1 단일클론항체가 크게 억제하기는 하

였으나 완전히 억제하지 못하였던 것은

ICAM-1 이외에도 여러 종류의 부착단백질이

단핵구- P D L F의 세포간 결합에 관여하고 있기

때문일 것으로 사료된다. 이렇듯 만성치주염에

서는 염증부위로 백혈구의 이동과 축적에서

LFA-1/ICAM-1 경로가 가장 중요한 역할을

담당하는 것으로 여겨지지만 류마치스 관절염

과 같은 자가면역질환에서는 V L A - 4 / v a s c u l a r

cell adhesion molecule-1(VCAM-1) 경로

가 더욱 깊게 관여하는 것으로 보고된 바 있다
5 6 ).

본실험의 결과 단핵구와 치주섬유아세포의

세포간 접촉에 ICAM-1 부착분자가 적어도 일

부 관여함을나타내었다. 또한 단핵구와의 직접

접촉에 의하여 치주 섬유아세포의 IL-6 생산,

및 T N F -α mRNA 발현이 증가되었으며, 섬유

아세포의 성장이 증가되었다. 치주 섬유아세포

의 IL-6 생산은 cytokine 처리에 의하여서도

증가되었던 바, 치주 섬유아세포는 수용성인자

를 매개로한 작용과 활성화된 세포간 직접접촉

작용, 이 두가지 방법에 의하여 자극될 수 있음

을 알 수 있었다. 이에따라 섬유아세포는 만성

치주염의 조직파괴에 주된 역할을 하는 단핵구

/대식세포를 염증부위로 동원하고 활성화시키

는 역할을 할 뿐 아니라, 섬유아세포 그 자신도

수용성인자나 세포간 접촉을 통하여 활성화됨

으로써, 치주염의 염증반응을 강화시키고, 치조

골과 치아를 유지하는 결체조직의 파괴를 대식

세포와 더불어 더욱 증폭시키는데 기여하는 것

으로 사료된다.

V. 결론

만성치주병소에서 백혈구를동원하는데 결체

조직 섬유아세포가 관계하며, 백혈구와 섬유아

세포의 부착단백질을 매개로한 세포간 접촉으

로 상호 세포활성화가 유발된다고 알려져있다.

만성치주병소에서 조직손상에 주된 역할을 하

는 단핵구/대식세포가 염증병소로 동원되는데

있어 치주 섬유아세포의 역할과 세포접촉에 의

한 섬유아세포 활성화 여부를 밝힘으로써, 면역

반응에 의한 만성치주염의 조직손상기전을 규

명하고자 하였다. HGF(치은섬유아세포 ) ,

P D L F (치주인대섬유아세포), 및 H D F (피부섬

유아세포)와 고정한 단핵구세포주 T H P - 1 ,

U 9 3 7을 함께 배양하여 세포간 접촉으로 분비

되는 섬유아세포의 I L - 6를 E L I S A로 측정하였

고, TNF-α mRNA 발현을 Northern blot으로

관찰하였으며, 섬유아세포의 성장속도를 비교

하기 위하여 동시배양 후 세포수를 측정 비교

하였다. 또 이러한 세포간 접촉에 I C A M -

1/LFA-1 경로가 관여하는지 밝히기 위하여,

c y t o k i n e에 의한 HGF, PDLF의 ICAM-1 발

현을 Flow cytometry로 관찰하고, anti-

ICAM-1 단일클론항체를 사용하여 섬유아세

포-단핵구의 세포간 접촉에 의한 IL-6 분비

억제능을 측정, 비교하여 다음의 결과를 얻었

다.

1 . 섬유아세포 단독배양시의 기저선

IL-6 분비량은 P D L F가 0 . 0 7 6 n g /㎖,

H G F가 6 . 9 0 n g /㎖, HDF가 3 . 2 0 n g /㎖이었

다.

2 . I F N -γ, 또는 I L - 1β 처리시 기저선

IL-6 분비량이 P D L F는 각각 2, 6배 증가

되었으며 H G F는 1.5, 2배, HDF는 1 . 2 ,

2 . 5배가 각각 증가되었다.

3 . PDLF, HGF, 및 HDF 모두 단핵구와

의 동시배양에 의하여 섬유아세포의 I L - 6

분비가 증가되었고, 단핵구를 LPS 로, 섬

유아세포를 I F N -γ, 또는 I L - 1β로 배양전

에 전처치하였을 경우에는 IL-6 분비량이

더욱 증가되는 양상을 띄었다.

4 . HGF 단 독 배 양 시 에 는 T N F -α
m R N A의 발현이 없었으나, THP-1, 또는

8 1 6



U 9 3 7과 동시배양하였을 때는 K562 동시

배양의 경우와 유사한 정도의 T N F -α
m R N A의 발현을 보였다.

5 . 활성화된 단핵구와의 세포접촉으로

인하여 PDLF, HGF의 세포성장속도가 통

계적으로유의하게 증가되었다.

6 . I F N -γ, IL-1β 처리로 PDLF, HGF,

H D F에서 ICAM-1 부착단백질의 발현이

1 0배 가량 증가되었다.

7 . 단핵구와의 세포접촉으로 인한 P D L F

의 IL-6 분비가 ICAM-1 부착단백질의

차단에 의하여 약 40% 억제되었다.

이상의 결과로부터, 치주 결체조직의 섬유아

세포는 만성치주염의 조직파괴에 주된 역할을

하는 단핵구/대식세포를 염증부위로 동원하고

활성화시키는 역할을 할 뿐 아니라, 섬유아세포

가 수용성인자나 세포간 접촉을 통하여 활성화

됨으로써, 치주염의 염증반응을 강화시키고, 치

조골과 치아를 유지하는 결체조직의 파괴를 대

식세포와 더불어 더욱 증폭시키는데 기여하는

것으로 사료된다.
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In order to reveal immunopathogenesis of

periodontal tissue destruction, it is impor-

tant to clarify the molecular mechanism of

trafficking and retention of activated leuko-

cytes, including monocytes/macrophages.

Gingival fibroblasts may be involved in the

regulation of inflammatory cell accumulation

in the extravascular periodontal connective

tissues via cytokine production and surface

expression of adhesion molecules. In this

study, it was investigated the molecular

basis for the adhesive interactions between

monocytes and fibroblasts such as peri-

odontal ligament fibroblast(PDLF), human

gingival fibroblast(HGF), and human dermal

fibroblast(HDF). First, it was examined the

evidence whether monocyte-fibroblast cell

contact may cause signal transduction in

fibroblasts. Being directly in contact with

fixed human monocyte cell line THP-1, or

U937, upregulation of IL-6 production,

T N F -α mRNA expression and increased

cell proliferation could be seen for fibrob-

lasts. IL-6 production induced by mono-

cyte-fibroblast coculture were further

increased when fibroblasts had been pre-

treated with IFN-γ or IL-1β, and mono-

cytes with LPS. Next, it was examined the

expression of ICAM-1 which has been

known to be involved in accumulation and

activation of leukocytes in inflammatory

diseases such as periodontitis. ICAM-1

was upregulated up to 10-fold on PDLF,

HGF, and HDF by exposure to IFN-γ o r

I L - 1β. Furthermore, anti-ICAM-1 mono-

clonal antibody clearly blocked coculture-

induced IL-6 production by fibroblasts,

suggesting that ICAM-1/β2 integrin path-

way is involved in periodontal fibroblast-

monocyte interaction. Overall, these find-

ings provide evidence that periodontal

fibroblasts could be involved in the accu-

mulation and retention of

monocytes/macrophages in periodontal

inflammatory lesion at least in part by

ICAM-1 expression. In addition, periodon-

tal fibroblast-monocyte interaction could

cause activation signals in fibroblasts intra-

cellularly which result in cytokine produc-

tion and cell proliferation. Thus, periodontal

fibroblasts are speculated to play an impor-

tant role in immunoregulation and tissue
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destruction in chronic periodontal diseases

by interaction with

m o n o c y t e s / m a c r o p h a g e s .
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