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ABSTRACT
Background: Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic inflammatory disease characterized 
by synovial hyperplasia and joint destruction. The synovial fibroblasts express cell 
adhesion molecules and have a role in adhesive interation with inflammatory cells in 
synovial tissue. It has been suggested that hypoxic conditioins are thought to exist in 
arthritic joints, and several studies indicate that reactive oxygen species (ROS) produced 
in hypoxic condition can initiate events that lead to pro-adhesive changes via increased 
expression of adhesion molecules. So, this study wsa designed to examine whether 
antioxidant can inhibit hypoxia-induced expression of ICAM-1 in cultured human 
synovial fibroblasts. Methods: Synovial fibroblasts were isolated from synovial tissue in 
patients with RA and cultured at hypoxic condition. Antioxidant, PDTC (pyrrolidine 
dithiocarbamate) were pre-treated for an hour before the hypoxic culture and synovial 
fibroblasts were harvested at 0, 6, 12, 24, 48 hours time points. Cell surface ICAM-1 
expression in synovial fibroblasts was examined by the flow cytometric analysis. To 
analyse the expression of ICAM-1 mRNA, reverse-transcriptase polymerase chain 
reaction (RT-PCR) was performed. The levels of cytokines in culture supernatants were 
measured by ELISA, and activation of NF-κB was analysed by electrophoretic mobility 
shift assay. The adhesive reaction between synovial fibroblasts and lymphocytes was 
assayed by measurement of fluorescent intensity of BCECF-AM in lymphocytes. Results: 
Hypoxic stimuli up-regulated the ICAM-1 expression as well as the adhesive interaction 
of human synvial fibroblasts to lymphocytes in a time-dependent manner, and PDTC 
inhibited hpyoxia-induced ICAM-1 expression and cell-cell interaction. PDTC also 
inhibited the hypoxia-induced activation of intracellular transcription factor, NF-κB. 
PDTC decreased the amount of hypoxia-induced production of IL-1β and TNF-α. 
Conclusion: These studies demonstrate that PDTC inhibit the hypoxia-induced ex-
pression of the adhesion molecule, ICAM-1 and activation of NF-κB in cultured human 
synovial fibroblasts. (Immune Network 2002;2(1):25-34)
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서 론

류마티스 관절염은 만성 염증성 질환으로, 염증성 활

막은 현저한 저산소증을 동반하며(1,2), 저산소증에 의해

생성된 reactive oxygen species (ROS)는 관절 내에 생화학

적 변화를 일으키고 면역학적 반응에 영향을 주어 관절

염의 병인에 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다.
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ROS는 조직 또는 기관에 직접적인 산화적 손상(oxi-

dative damage)을 주고, 면역성 염증반응에 관련된 단백

질의 유전자를 발현시켜 염증반응을 일으킨다. ROS는

세포의 유착반응의 조절에도 중요한 역할을 하는 것으

로 알려져 있고(3,4), 혈관 내피세포에서는 세포 내의 전

사인자인 NF-κB의 활성화를 통하여 ICAM-1, VCAM-1의

전사에도 관련되는 것으로 알려져 있다(5,6).

류마티스 관절염에서 활막염은 활막의 비후와 염증세

포의 광범위한 침착이 특징이며(7,8), 활막조직에서 염증

세포의 침착에는 혈관의 내피세포와의 유착반응과 혈관

외의 간질조직으로 누출(diapedesis)되는 과정이 있고, 간

질조직에서는 누출된 염증세포와 활막 섬유모세포와의

세포-세포간 상호반응이 필요하고, 여기에는 cytokines

과 유착분자 등이 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있

다(9-11). 저산소증은 혈관 내피세포에서 유착분자 및

cytokines의 발현을 증가시키고 내피세포-염증세포와의

상호반응에 영향을 주는 것으로 알려져 있다(12-14). 따

라서, 활막조직에서 저산소증에 의한 활막에서의 ROS

의 생성은 활막 섬유모세포와 누출된 염증세포에 영향

을 줄 수 있고, 이는 두 세포 간의 상호반응에 영향을

줄 수 있을 것으로 추정된다. 또한, 항산화제는 여러

cytokines과 유착분자의 전사인자에 해당하는 NF-κB의

활성화를 억제하는 것으로 알려져 있다(15).

이에 저자들은 류마티스 관절염 환자의 활막조직에서

활막 섬유모세포를 분리, 배양하여 항산화제가 저산소

증에 의한 활막 섬유모세포에서의 ICAM-1의 발현과

IL-1β과 TNF-α의 생성 및 NF-κB의 활성화에 미치는

영향을 조사하였다. 또한, 항산화제가 저산소증의 자극

에 의한 활막 섬유모세포-염증세포 간의 유착반응에 미

치는 영향을 알아보고자 하였다.

대상 및 방법

활막 섬유모세포의 분리와 배양 . 미국 류마티스 학회

(American College of Rheumatology)의 진단기준(16)을 만

족하는 류마티스 관절염 환자에서 무릎 관절의 활막 제

거술이나 관절 치환술을 통해 얻은 조직으로부터 Mat-

suoka 등(17)이 기술한 방법을 이용하여 활막 섬유모세

포를 분리하였다. 활막 조직을 가위로 잘게 자른 후

collagenase (Sigma Chemical Co, St. Louis, Missouri, USA)

로 37oC에서 45분간 처리한 후 세포 부유액을 나일론 망

에 통과시키고 남은 세포를 RPMI 1640～10% FCS이 담

긴 petri dish에 담아 두었다. 비부착세포를 PBS로 3회 씻

어 제거하고 남아 있는 부착세포를 계대 배양하였다. 배

양세포가 활막 섬유모세포임을 확인하기 위하여 anti-

CD3 단일클론 항체, anti-CD68 단일클론 항체, anti-CD20

단일클론 항체, anti-vWF 항체 등을 사용한 flow cytometry

(Becton-Dickinson, Mountain View, CA, USA)를 이용하여

배양세포 내에 T 림프구, B 림프구, 대식세포, 내피세포

등이 1% 미만임을 입증하였다. 활막 섬유모세포는 uridine

diphosphoglucose dehydrogenase 염색을 이용하여 확인하

였다.

저산소증 상태에서 활막 섬유모세포의 생존도 . 저산

소증 상태의 조건을 만들기 위하여 nitrogen gas를 주입

함으로써 incubator의 조건을 5% CO2, ＞95% N2, ＜3%

O2가 되도록 하였다. 37oC에서 배양하였으며, 최대 48시

간 동안 저산소증에 노출시키는 동안에는 O2 분석기를

이용하여 incubator내의 O2농도를 지속적으로 감시하였

다. 저산소증 상태에서 활막 섬유모세포의 생존도를 알

기 위해 trypan blue exclusion (18) 방법과 세포배양 상층

액에서 LDH (lactate dehydrogenase) 활성도를 측정하였다.

림프구의 분리와 배양 . 림프구는 단핵세포를 Percoll

gradient centrifugation을 이용하여 three step method로 분

리하였다(19). 항응고제가 포함되어 있는 주사기로 채혈

한 후 70% Percoll, 55% Percoll gradient로 500×g로 30분

간 원심하여 단핵세포 분획을 얻은 후 PBS로 세척하여

사용하였다. 적혈구를 제거해야 하는 경우에는 적혈구

용해액을 처리하였다. 림프구를 풍부히 얻기 위하여 분

리한 단핵세포 분획을 10% FBS-RPMI 1640에 배양한 후

비부착세포를 제거한 후에 다시 배양하였다.

Cytokines의 측정 . 배양 상층액에서 pro-inflammatory

cytokines의 변화를 조사하기 위해서 IL-1β과 TNF-α를

sandwitch ELISA kit (BioSource, Sunnyvale, CA, USA)를

이용하여 측정하였다.

활막 섬유모세포막의 ICAM-1의 flow cytometr ic anal-

ysis. 활막 섬유모세포막에서 ICAM-1의 발현을 관찰하

기 위하여 FACScan을 이용하였다. 배양 평판(culture

plate)에 trypsin EDTA를 처리하여 활막 섬유모세포를 얻

어 원심 분리하여 수집하였다. 수집한 세포를 1 mg/ml

BSA가 함유된 HBSS (Hanks' balanced salt solution)로 2

회 세척하고 세포 수를 5×105 cells/ml로 맞추어 staining

buffer (0.01 M NaPO4, 0.15 M NaCl, pH 7.1, containing

normal human serum, 0.02% NaN3)에 넣고 세포 부유액에

FITC가 표지된 human anti-ICAM-1 항체 10μg/ml를 첨가

한 후에 얼음 위에서 30분간 부치시켰다. 이후에 HBSS

로 2회 세척하고 1% paraformaldehyde 용액 (300μl)으로

고정한 후에 flow cytometer로 분석하였다.

RNA의 분리와 ICAM-1의 역전사 효소 -PCR. 배양 평

판에 trypsin EDTA를 처리한 후에 원심 분리하여 활막

섬유모세포만을 수집하고, Trizol reagent (Gibco-BRL,

Gaithersburg, MD, USA)를 이용하여 RNA를 추출하여 분

광광도계 (spectrophotometer)를 이용하여 mRNA를 정량

하였다. 50 ng의 mRNA로부터 M-MLV RNase H-reverse

transcriptase (Gibco-BRL, Gaithersburg, MD, USA)와 oligo-p

(dT) 15 primer을 이용하여 cDNA을 합성한 후 이를 주형
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Figure 1. LDH activity in the culture supernatants was measured for determining the viability of cultured human synovial fibroblasts. 
Cells were treated with hypoxic stimuli with or without antioxidants (PDTC, 100μM) for 6, 12, 24, 48 hours. Data are presented 
as the mean±SD of six experiments (H+PDTC: hypoxic culture with treatment of PDTC an hour before hypoxic stimuli).

으로 하고 ICAM-1 염기서열로부터 유추한 oligonu-

cleotides, HindIII-ICAM-1 (5' CAC GCC TCC CTG AAC

CTA 3')과 ICAM1-XbaI (3' AGT CCC AGC CCC ATT

TGA 5')를 primer로 이용하여 PCR을 실시하였다. 증폭

된 PCR 산물을 1% agarose gel을 이용한 전기영동을 통

하여 정량분석 비교하였다.

Electrophoretic mobility shift assay (EMSA). 활막 섬유

모세포만을 수집한 후에 핵 추출물(nuclear extract)을 얻

어 분광광도계를 이용하여 단백질을 정량하였다. NF-κB

의 활성화를 조사하기 위해서 핵 추출물(10μg)과 NF-κB

의 consensus DNA binding site를 end label한 P32labeled B

probe (Ig-사슬결합부위 B, 5'CCG GTT AAC AGA GGG

GGC TTT CCG AG3', 10,000 cpm)를 25oC에서 30분간

반응시켰다. Probe 결합의 특이성은 50배 농도의 un-

labeled probe를 첨가하여 확인하였고, 단백질-DNA 복합

체는 4% non-denaturating polyacrylamide gel에서 전기영

동을 한 후에 건조시켜 NF-κB의 활성도를 관찰하였다.

활막 섬유모세포와 림프구의 유착반응 조사 . 활막 섬

유모세포와 림프구간의 유착정도를 조사하기 위하여 먼

저 정상인의 혈액에서 림프구를 분리한 후 phorbol 12-

myristate 13-acetate (PMA, Calbiochem, La Jolla, CA,

USA) 5 ng/ml를 처리하여 활성화시켰다. 활성화된 림프

구를 2,7-bis (carboxyethyl)-5(6)-carboxyfluorescein-aceto-

xymethyl ester (BCECF-AM, 5μM final concentration,

Calbiochem, La Jolla, CA, USA)로 37oC에서 30분간 반응

시켜 표지한 후에 HBSS로 3회 세척하였다. 활막 섬유모

세포에 대한 림프구의 유착정도를 보기 위하여 6-well 배

양 평판에 활막 섬유모세포를 배양한 다음 BCECF-AM

으로 표식된 림프구(2×106)를 첨가하여 활막 섬유모세

포와 림프구가 서로 유착되도록 5% CO2 incubator에서

37oC에서 10분간 반응시킨 후 유착되지 않은 림프구를

제거하기 위해 HBSS로 3회 세척하였다. 활막 섬유모세

포와 이에 유착된 림프구를 trypsin EDTA으로 처리한 후

원심 분리하여 수집하여 fluorescent plate reader를 이용하

여 형광강도(485-nm excitation, 530-nm emission)를 측정

하였다. 활막 섬유모세포에 유착된 림프구의 수는 일정

한 비율로 희석한 림프구를 이용하여 BCECF- AM를 처

리한 후 형광강도를 측정하여 standard curve를 얻고, 이

를 이용하여 유착된 림프구의 비율을 계산하였다.

활막 섬유모세포와 이에 유착된 림프구를 관찰하기

위하여 배양 평판에 cover glass를 두어 이 곳에 활막 섬

유모세포를 배양하였다. 활막 섬유모세포와 림프구가

서로 유착되도록 PMA로 자극한 림프구를 첨가하여 10

분간 배양한 후에 유착되지 않은 림프구를 PBS로 3회

세척하여 제거하고, 남은 세포를 10% formaldehyde로 고

정하고 colloidin blue로 염색하여 광학현미경으로 관찰

하였다.

항산화제 . 세포 내 전사인자인 NF-κB의 억제제로는 I

κB의 인산화(phosphorylation)를 억제함으로써 NF-κB로

부터 IκB의 분리를 막아 phorbol esters, IL-1과 TNF-α

등의 효과를 억제하는 것으로 알려진 항산화제인 PDTC

(pyrrolidine dithio-carbamate)를 사용하였다.

통계처리 . 모든 실험 결과는 평균±standard deviation

(SD)으로 표기하였으며, analysis of variance (ANOVA)를

이용하여 통계처리하였다. P values ＜0.05를 유의한 차

이가 있는 것으로 하였으며, Student's paired t-test를 이용

하여 각 군 간의 차이를 비교하였다.

결 과

저산소증이 활막 섬유모세포의 생존도에 미치는 영

향. Trypan blue exclusion상 저산소증에 노출된 48시간까

지 활막 섬유모세포의 생존도는 98% 이상을 유지하였

다. 저산소증에 의한 자극을 준 각 시간별로 LDH 활성

도는 대조군에서는 0.18±0.02 U/L이었으며, 저산소증에
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Figure 2. (A), (B). Time-course ICAM-1 expression in the synovial fibroblasts cultured in hypoxic condition with or without PDTC 
pre-treatment. Cell surface ICAM-1 expression was analyzed after 6, 12, 24, 48 hours of hypoxic stimuli. Samples were analyzed using 
FACScan and the results were expressed as the mean±SD of percentage of positive cell in six experiments. *P＜0.05 compared with 
control of normoxic culture condition. **P＜0.05 compared with hypoxic culture condition without PDTC pre-treatment (H+PDTC: 
hypoxic culture with treatment of PDTC an hour before hypoxic stimuli).

노출된 시간에 따라 증가하는 경향을 보였고, 48시간에

는 0.19±0.02를 보였으나, 대조군과는 유의한 차이가 없

었다(Fig. 1). PDTC를 전처치한 후에 저산소증 상태에서

배양한 후에 조사한 trypan blue exclusion과 배양 상측액

의 LDH 활성도도 대조군과 유의한 차이가 없었다(Fig. 1).

저산소증에 의한 ICAM-1의 발현에 PDTC가 미치는

영향 .

Flow cytometric analysis of cell surface ICAM-1: 활
막 섬유모세포에 저산소증에 의한 자극을 주면 ICAM-1

의 발현이 대조군(normoxic condition)보다 증가하는 것

을 관찰할 수 있었다(Fig. 2A, B). Normoxic condition에서

ICAM-1 양성인 활막 섬유모세포의 비율이 57±2.8%이

었으며, 저산소증의 자극을 6시간 준 경우에는 59±4.2%

로 normoxic condition과 차이를 보이지 않았다. 12시간

동안 저산소증의 자극을 준 경우부터 78±4.8%로 유의

하게 증가하였으며(P＜0.05), 24시간에는 84±7.5%로 증

가하여 최대치를 보였다(P＜0.05, Fig. 2B). 48시간 동안

저산소증의 자극을 준 경우에는 81±6.8%로 대조군에

비해 유의하게 증가하였지만(P＜0.05), 24시간보다는 감

소하는 경향을 보였다. PDTC를 전처치한 후 저산소증의

자극을 준 경우에 ICAM-1이 양성인 활막 섬유모세포의

비율은 6, 12, 24, 48시간에 각각 57±5.2%, 63±4.6%, 65

±6.1%, 63±5.1%를 보여 저산소증에 의한 활막 섬유모

세포에서의 ICAM-1의 발현 증가가 억제되는 소견을 보

(A)

(B)
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Figure 3. Time-course of induction of ICAM-1 mRNA expression in the synovial fibroblasts exposed to hypoxic culture condition 
(＜3% O2) for 12, 24, 48 hours with or without PDTC pre-treatment an hour before hypoxic culture, as determined by RT-PCR analysis. 
The ICAM-1 mRNA/β-actin ratio were presented as the amount of the induction of ICAM-1 mRNA transcription. The results shown 
above are presented as the mean±SD of three separate experiments. *P＜0.05 compared with hypoxic culture condition without PDTC 
pre-treatment (H: hypoxic culture, P: treatment of PDTC an hour before hypoxic stimuli).
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Figure 4. Concentration of IL-1β and TNF-α in the culture supernatants of synovial fibroblasts exposed to hypoxia with or without 
PDTC pre-treatment an hour before hypoxic culture. Results were presented as mean±SD of three separate experiments.

였다(P＜0.05, Fig. 2B).

RT-PCR for ICAM-1 mRNA: 저산소증에 의한 자극
시 활막 섬유모세포의 ICAM-1 mRNA 발현이 시간에 따

라 증가하였으며, ICAM-1 mRNA/β-actin ratio는 저산소

증 자극을 12, 24, 48시간 동안 준 경우에 모두 대조군에

비해 증가하였으며, 24시간에 최대치를 보였다. PDTC를

전처치한 경우에는 12, 24, 48시간 배양한 경우 모두에서

저산소증에 의한 활막 섬유모세포에서의 ICAM-1

mRNA 발현의 증가가 유의하게 억제되었다(Fig. 3).

배양 상층액에서 IL-1β과 TNF-α 농도의 변화. Normoxic

culture condition에 비해 저산소증에 의한 자극을 주었을

때, 배양 상층액의 IL-1β와 TNF-α가 증가하는 소견을

보였고, 저산소증에 노출된 시간이 증가함에 따라 IL-1

β와 TNF-α가 증가하였으며, 항산화제인 PDTC를 전처

치했을 때에는 저산소증에 의한 증가가 감소하는 소견

을 보였다(Fig. 4).

항산화제가 저산소증에 의한 NF-kB 활성화에 미치는

영향. 저산소증에 의한 자극에 따른 NF-κB의 활성화 여

부를 알아보기 위해서 저산소증 상태로 3시간 동안 배양

한 후에 NF-κB의 활성도를 측정하였다. Normoxic cul-

ture condition에 비해 3시간 동안 저산소증에 의한 자극

을 준 활막 섬유모세포에서 PMA를 처리한 것처럼 NF-

κB의 활성도가 증가됨을 확인할 수 있었으며(lane 2),

항산화제인 PDTC 100μM/ml를 전처치를 한 경우에는



30  Jung Ryul Kim and Wan Hee Yoo

NF-kB è

� ‚ ƒ „ …

① Control        

② Hypoxia 3 hrs        

③ Hypoxia 3 hrs and PDTC 

pretreatment     

④ PMA

⑤ Excess of cold kB

Figure 5. NF-κB activation in the rheumatoid synovial fibroblasts exposed to hypoxic culture condition with or without PDTC 
pre-treatment (100μM), as determined by electrophoretic mobility shift assay using P32-labeled oligonucleotides.
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Figure 6. Lymphocyte adhesion assay. PMA-stimulated and BCECF- AM labeled lymphocytes enriched mononuclear cells were 
co-cultured with synovial fibroblast monolayer in the culture plates for 10 minutes. Culture plates were washed three times with PBS 
for removal of non-adherent cells. The fluorescent intensity of the adherent lymphocytes were measured by fluorescent plate reader. 
Results were % of bounded lymphocytes and presented as mean±SD of three separate exprements. *P＜0.01 compared with control 
of normoxic culture. **P＜0.01 compared with hypoxic culture condition (H+PDTC: hypoxic culture with treatment of PDTC an 
hour before hypoxic stimuli).

(lane 3) 저산소증에 의한 NF-κB의 활성화가 억제되었

다(Fig. 5).

활막 섬유모세포와 림프구와의 유착반응 . 림프구와의

유착반응을 colloidin blue로 염색을 한 후에 광학현미경

으로 관찰하여 본 결과, normoxic condition에서 배양한

활막 섬유모세포에 비하여 저산소증 자극 시에 활막 섬

유모세포에 보다 많은 수의 림프구가 결합하였으며,

PDTC로 전처치를 한 경우에는 결합한 림프구의 수가 감

소하였다(data not shown). 또한, BCECF-AM을 이용하여

유착반응을 조사한 결과에서도 저산소증에 의한 자극을

받은 활막 섬유모세포에 보다 많은 수의 림프구가 결합

하고 있었으며(P＜0.01), PDTC로 전처치를 한 경우에는

이러한 활막 섬유모세포와 림프구 간의 유착반응에 의

한 결합이 유의하게 감소하였다(P＜0.01, Fig. 6).

고 찰

Reactive oxygen species (ROS)는 세포의 유착을 조절

하는 데 중요한 역할을 하며(3,4), ICAM-1, VCAM-1 등

의 유착분자의 전사과정에서 reduction-oxidation (redox)

에 반응하는 NF-κB의 활성화와 관련되는 것으로 알려

져 있다(5,6). 이러한 전사인자의 활성화는 NAC (N-

acetyl cystein), PDTC 등의 항산화제에 의해 억제되므로

(15), 항산화제는 저산소증에 의한 활막 섬유모세포에서

유착분자의 발현과 유착반응에 영향을 줄 수 있을 것으

로 보인다.

류마티스 관절염은 활막의 저산소증과 이로 인해 생

성되는 reactive oxygen radical이 염증반응에 중요한 역할

을 하는 것으로 알려져 있고, 활막의 내피세포와 염증세

포간의 유착반응에 대한 연구는 많았지만(20-22), 활막

조직에서 혈관 외의 누출된 염증세포와 섬유모세포 간

의 상호반응에 미치는 영향에 대해서는 알려져 있지 않

다. 본 연구에서는 이전의 보고(19)와 같이 류마티스 관

절염 환자의 활막 섬유모세포에는 normoxic condition에

서 ICAM-1을 발현하며, 저산소증에 노출하였을 때는
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ICAM-1의 발현이 증가하고, 항산화제에 의해서 저산소

증에 의한 ICAM-1의 발현의 증가가 억제되는 것이 관찰

되었다. 이러한 억제 정도는 normoxic condition에서 배양

한 경우보다는 증가한 소견을 보여, ICAM-1의 발현에

억제 효과를 미치는 데 필요한 PDTC의 용량이 부족하거

나 또는 PDTC로 억제되지 않는 다른 기전이 있을 것으

로 보인다. Normoxic condition에서 류마티스 관절염 환

자의 활막 섬유모세포에서 시간에 따른 ICAM-1의 발현

의 변화를 고려하면(23), 활막의 저산소증에 의한 활막

섬유모세포에서 ICAM-1의 발현의 증가는 류마티스 관

절염에서 저산소증이 활막조직에서 활막 섬유모세포와

염증세포 간의 상호반응을 일으켜 염증반응의 지속에

관련될 수 있음을 확인해 주는 결과이며, 항산화제에 의

한 억제 효과는 류마티스 관절염의 치료에 이용될 수 있

을 것으로 보이나, 이에 대해서는 보다 많은 연구가 필요

할 것으로 보인다.

항산화제의 세포에서 유착분자의 발현에 미치는 효과

에 대한 기전에 대해서는 정확히 알려져 있지 않다. 비록

항산화제는 저산소증에 의한 ROS의 생성의 감소와 이

로 인한 유착분자 발현 증가의 억제가 중요한 기전으로

생각할 수 있으나, 다른 종류의 작용기전이 작용할 수

있다(4). 저산소증은 직접 유전자의 전사에 관여할 수 있

는 것으로 알려져 있으며, NF-κB의 억제제인 IκB를 인

산화하여 세포내의 전사인자인 NF-κB를 직접 활성화시

키는 것으로 알려졌다(24,25). 활성화된 NF-κB는 다른

종류의 전사 활성인자와 함께 ICAM-1, VCAM-1,

E-selectin 등의 유착분자의 발현을 조절할 수 있다(25).

본 연구에서는 활막 섬유모세포를 3시간 동안 저산소

증 상태에서 배양하였을 때, NF-κB가 활성화되는 것을

관찰할 수 있었고, 활막 섬유모세포의 배양 상층액에 I

κB의 인산화를 억제하여 NF-κB로부터 IκB의 분리를

억제하는 것으로 알려져 있는(26), PDTC (100μM)를 전

처치 한 경우에 저산소증에 의한 NF-κB의 활성화가 억

제되었다. 이는 저산소증에 의한 활막 섬유모세포에서

의 ICAM-1의 발현이 NF-κB의 활성화를 통하여 일어나

는 것임을 알 수 있고, 항산화제인 PDTC가 저산소증에

의한 활막 섬유모세포에서의 ICAM-1의 발현을 억제하

는 기전으로는 NF-κB의 활성화를 직접 억제하는 것과

저산소증에 의한 ROS의 생성과 관련된 항산화제 효과

가 중요한 기전으로 작용할 수 있을 것으로 보인다. 이러

한 연구 결과는 저산소증에 의한 ROS의 생성이 cytoki-

nes, MHC 항원, 유착분자(27,28) 및 VEGF의 발현(29)과

관련되는 NF-κB와 류마티스 관절염에서 관절 조직의

파괴에 중요한 matrix metalloproteinases의 발현과 관련된

AP-1 (activation protein-1)의 oxidative induction을 일으킬

수 있다는 보고(30)를 뒷받침해 준다.

류마티스 관절염은 조직학적으로 활막세포의 증식에

의한 활막의 비후와 활막에 염증세포가 광범위하게 침

착하는 것이 중요한 특징이다(7). 활막에 염증세포가 침

착하는 데는 혈관의 내피세포와의 유착반응을 통해 혈

관 밖으로 누출과정과 이 후에는 활막에 존재하는 활막

섬유모세포와의 상호반응이 중요한 역할을 한다. 활막

섬유모세포는 유착분자의 발현에 관련되는 IL-1, TNF-

α, IL-6 등(31-34) 이외에 collagenase, PGE2 및 다른 염증

매개물질을 분비하여 류마티스 관절염의 병인에 중요한

역할을 하는 것으로 알려져 있다(35,36). 저산소증은 유

착분자의 발현에 영향을 줄 수 있는 IL-1, IFN-γ, TNF-

α 등을 분비시킬 수 있는 것으로 알려져 있다(21,32,33,

37,38). 따라서, 저산소증은 활막 섬유모세포를 자극하여

여러 가지 cytokines을 분비시킬 수 있고 이는 ICAM-1의

발현에 영향을 줄 수 있을 것으로 추정된다. 본 연구에서

는 활막 섬유모세포에서 유착분자의 발현에 중요한 역

할을 하는 것으로 알려진(23,39) IL-1β, TNF-α가 저산소

증의 자극에 따라 변화하는지 여부를 알기 위하여 배양

상측액에서 측정하였다.

저산소증은 활막 섬유모세포에서 IL-1β, TNF-α의 분

비를 증가시켰으며, PDTC를 전처치한 경우에는 IL-1β

과 TNF-α의 증가 정도가 감소하였다. 이는 저산소증에

의한 ICAM-1의 발현 증가에 IL-1β, TNF-α이 autocrine

effect를 주었을 것으로 보인다. 그러나, 동일한 양의

PDTC (100μM)로 전처치를 하였을 때, ICAM-1의 발현

이 대조군과 같은 정도로 감소한 데 비하여, IL-1β,

TNF-α의 감소가 적은 것을 고려하면, 저산소증에 의한

ICAM-1의 발현에 cytokines의 효과가 부분적으로 관련

되리라 생각된다. 이에 대해서는 IL-1β, TNF-α 등에 대

한 단일클론 항체를 이용하여 cytokines이 ICAM-1의 발

현에 미치는 영향에 대해서는 알아볼 필요가 있다.

류마티스 관절염의 병인에서 염증반응의 지속에는 활

막 섬유모세포와 염증세포 간의 상호반응이 매우 중요

한 역할을 하는 것으로 보고 있다(40,41). 본 연구에서는

저산소증에 의한 자극과 항산화제의 처리에 의한 활막

섬유모세포에서의 ICAM-1의 발현의 변화가 류마티스

관절염의 병인에 중요한 역할을 하는 것으로 알려진 림

프구와의 유착반응과 관련성이 있는가를 확인하고자 하

였다. 저산소증 상태에서 배양한 활막 섬유모세포는

PMA로 자극한 림프구와의 유착반응에 의한 결합이 증

가하고, 항산화제의 전처치는 유착반응을 억제하는 것

을 확인할 수 있었다. 이는 활막 섬유모세포에서 항산화

제에 의해 ICAM-1의 발현과 IL-1β, TNF-α의 생성의 감

소에 의한 것으로 보인다. 이러한 결과는 활막조직에서

저산소증은 활막 섬유모세포와 형관으로부터 누출된 염

증세포와의 유착반응을 통해 염증세포의 침착에 관련되

며, 이는 류마티스 관절염에서 염증반응을 지속시키는

중요한 역할을 할 수 있고, 항산화제는 이러한 염증반응
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과정을 억제할 수 있음을 간접적으로 증명해 주는 결과로

보인다.

항산화제인 PDTC, NAC, α-lipoate 등은 TNF-α, IL-

1β, PMA와 hydrogen peroxide에 의한 NF-κB의 활성화

를 억제하는 것으로 알려져 있다(42). 또한, ROS의 생성

이나 역할을 억제할 수 있는 melatonin (43), vitamin

E-like antioxidant (44), superoxide dismutase (SOD) mime-

tic (45), peroxynitrite decomposition catalyst (46) 등이 류

마티스 관절염의 동물모델인 CIA (collagen-induced arth-

ritis)에서 효과를 보이는 것으로 보고되었다. 항산화제의

ROS의 생성과 역할을 억제할 수 있는 효과와 유착분자

의 발현과 관련된 기전에 미치는 영향 등은 이전에 보고

된 동물모델을 이용한 실험에서 항산화제의 효과의 중

요한 기전으로서 작용할 수 있을 것으로 보인다.

결론적으로, 항산화제는 저산소증에 의한 활막 섬유

모세포의 ICAM-1의 발현을 억제할 수 있으며, 여기에는

ROS의 생성과 관련되어 NF-κB의 활성화에 영향을 통

해서 일어나는 것으로 보인다. 저산소증은 혈관 내피세

포와 염증세포 간의 상호반응으로 염증세포의 누출과정

에 중요하며, 또한 활막 섬유모세포에서도 유착분자의

발현을 통해 활막 섬유모세포와 염증세포간의 유착반응

을 일으켜 염증세포의 침착을 통해 염증의 지속에 중요

한 역할을 하며, 항산화제는 이러한 과정을 억제할 수

있음을 간접적으로 증명해 주고 있다. 이와 같이 저산소

증은 류마티스 관절염에서 면역성 염증반응에 영향을

주어 병인에 중요한 역할을 하는 것으로 보이며, 항산화

제를 이용하여 저산소증과 관련된 염증과정을 조절할

수 있는 방법이 류마티스 관절염의 치료의 한 방법으로

서 이용될 수 있을 것으로 보이나 이에 대해서는 연구가

필요할 것으로 보인다.
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