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=Abstract=

Decreased Neutrophil Apoptosis in Patients with

Sepsis is Related to the Activation of NF-κB

Sung Youn Kwon, M.D., Choon-Taek Lee, M.D., Young Whan Kim, M.D.,

Sung Koo Han, M.D., Young-Soo Shim, M.D., Chul-Gyu Yoo, M.D.

Division of Pulmonary and Critical Care Medicine, Department of Internal Medicine, Seoul National University,

College of Medicine, Clinical Research Institute, Seoul National University Hospital,

Lung Institute, Medical Research Center, Seoul National University

Background : Neutrophil-mediated inflammation is usually self-limiting, because neutrophils have a 

remarkably short life span. Prolonged neutrophil survival, which is caused by decreased spontaneous 

apoptosis, leads to persistent inflammation in sepsis. Because many inflammatory cytokines, which 

generate signals that delay apoptosis, are regulated by nuclear factor-κB transcription factor, we 

hypothesized that nuclear factor-κB might be related to the reduced neutrophil apoptosis observed in 

sepsis.

Methods : Neutrophils of healthy volunteers and sepsis patients were freshly isolated from venous 

blood. Neutrophil apoptosis was assayed with two approaches : by counting apoptotic cells under a 

microscope and by flow cytometry using Annexin V. The activity of nuclear factor-κB was assessed 

by immunofluorescent staining or electrophoretic mobility shift assay. Expression of X-linked inhibitor 

of apoptosis was measured by western blot assay.

Results : We confirmed reduced spontaneous neutrophil apoptosis in patients with sepsis. The number 

of apoptotic neutrophils in patients with sepsis increased to the level of that in healthy controls after 
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cycloheximide treatment, suggesting that decreased spontaneous neutrophil apoptosis is dependent on de 

novo protein synthesis. In patients with sepsis, basal neutrophil nuclear factor-κB was activated 

compared to the level in healthy controls. Moreover, a blockade of nuclear factor-κB activity reversed 

the decreased spontaneous neutrophil apoptosis in sepsis patients. Meanwhile, X-linked inhibition of 

apoptosis expression, which is regulated by nuclear factor-κB, decreased 24 hours after incubation in 

healthy persons, but persisted for 24 hours in patients with sepsis. 

Conclusion : These observations suggest that the reduced spontaneous neutrophil apoptosis observed in 

patients with sepsis may be related to the induction of survival protein by nuclear factor-κ

B.(Tuberculosis and Respiratory Diseases 2003, 54:495-508)

  Key words : Sepsis, Neutrophil, apoptosis, Nuclear factor-κB.

서  론

호 구는 염증반응의 기 단계에서 핵심 인 역

할을 하는 세포이다. 정상 으로 호 구는 반감기

가 6-10시간에 불과하여서 짧은 수명을 다하면 아

포 토시스에 의해 사멸하게 된다
1. 그러나 화상, 

신성 염증반응 증후군(systemic inflammatory 

response syndrome, SIRS), 패 증, 성 호흡곤란 

증후군(acute respiratory response syndrome, 

ARDS) 등의 염증성 질환에서는 호 구의 수명이 

연장되어 있어서
2-8 지속 인 염증 반응이 일어나

게 된다. 실제로 성 호흡곤란 증후군이나 류마티

스성 염 같은 질병에서는 호 구의 아포 토

시스 이상이 병 인 조직 괴에 기여한다고 보고

되어 있다
9,10. 호 구의 아포 토시스를 억제하는 분

자생물학  기 에 해서는 잘 알려져 있지 않지만 

염증 병소에서 cytokine과 chemokine의 작용이 복

합 으로 일어날 것으로 생각된다
11
. 염증 매개 물

질인 interleukin (IL)-1β, IL-2, interferon-γ, 

granulocyte macrophage colony-stimulating fac
tor(GM-CSF) 등이 염증 반응  호 구의 아포

토시스를 억제하는 작용을 하는 것으로 알려져 있

다12-16.

  Nuclear factor(NF)-κB는 여러 세포에 공통 으

로 존재하는 사 인자이다. 요한 염증 매개물질

인 tumor necrosis factor(TNF)-α, IL-2, IL-6, 

IL-8, lymphotoxin, GM-CSF, interferon-β, 그리

고, 부착 분자(adhesion molecule) 등의 유 자에

는 5' 단말부에 κB 결합부가 존재하고 있어서 이

들의 사가 NF-κB에 의해서 조 된다17. 이 듯 

NF-κB는 염증성 물질들의 사를 진하기 때문

에 염증 반응에서 심 인 역할을 하게 된다. 

한 NF-κB의 조  이상과 연 된 다양한 염증성 

질환들이 보고되어 있고18-20 패 증이나 성 호흡

곤란 증후군 환자의 후나 사망률과 연 이 있다

는 보고도 있다
21-24. 한편 NF-κB의 항아포 토시

스 기능도 다양한 세포에서 알려져 있다25-26. 따라서 

NF-κB는 염증세포의 아포 토시스 억제를 통하여 

염증을 증폭시키는 역할을 할 것으로 생각된다.

  호 구의 아포 토시스를 조 하는 염증 매개물

질들의 생산이 NF-κB에 의해서 조 되므로 패 증

에서 찰되는 호 구의 아포 토시스 억제에도 

NF-κB가 여할 가능성이 있다. 실제로 NF-κB가 

정상인의 호 구에서 아포 토시스를 조 한다는 보

고가 있고
27, 심한 외상 환자에서 호 구의 아포 토

시스 억제가 NF-κB에 의존 이라는 보고도 있다28. 

그러나 패 증 환자에서 호 구의 아포 토시스 억

제가 NF-κB에 의한 것인지는 밝 져 있지 않다.
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  이 연구에서는 패 증 환자의 호 구에서 자발

 아포 토시스가 억제되어 있으며 이것이 새로

운 단백 합성과 련이 있음을 보 다. 기  상태

에서 패 증 환자의 호 구에서는 정상인에서와는 

달리 NF-κB가 활성화되어 있음을 밝혔고 이를 억

제하 을 때 아포 토시스 억제가 반 됨을 확인

하 다. NF-κB에 의해서 조 되는 항아포 토시

스 단백인 X-linked inhibitor of apoptosis(XIAP)

가 패 증 환자의 호 구에서는 지속 으로 높은 

발  수 을 유지하 다. 이상의 소견으로 패 증 

환자에서 찰되는 호 구의 아포 토시스 억제에

는 NF-κB에 의한 생존 여 단백의 합성이 여

할 것으로 생각하 다.

연구 상  방법

1. 연구 상의 선정

연구 상은 건강한 정상인과 서울 학교병원에 

입원한 패 증 환자의 호 구를 상으로 하 다. 

패 증은 기존의 American College of Chest 

Physicians/Society of Critical Care Medicine 

Consensus Conference Committee의 기 을 따라 

“ 신성 염증반응 증후군의 진단 기 을 만족하며 

그 원인이 감염에 의한 것으로 증명되거나 추정되

는 경우”로 하 으며 원인 미생물의 종류나 쇼크 

유무는 기 으로 삼지 않았다
29. 패 증을 진단한 

시 으로부터 48시간 이내에 채 하 으며 액 

질환이나 결체조직 질환을 가지고 있거나 granul
ocyte colony-stimulating factor(G-CSF), GM- 

CSF, 부신피질 호르몬제, 혹은 다른 면역 억제 치

료를 받고 있는 환자들은 상에서 제외하 다.

2. 연구재료

Ficoll-Hypaque과 cycloheximide는 Sigma(St 

Louis, MO, USA)에서 구입하 고 Annexin V- 

FITC apoptosis detection kit I은 PharMingen(San 

Diego, CA, USA)에서 구입하 다. Anti-human 

p65 IgG polyclonal antibody는 Santa Cruz Biote
chnology(Santa Cruz, CA, USA)에서, Rhodamine 

(TRITC)-conjugated goat anti-rabbit IgG anti
body는 Jackson ImmunoResearch Laboratories 

(West Grove, PA, USA)에서 구입하 다. 단백분

해효소 억제제들은 Roche(Mannheim, Germany)에

서 구입하 고 proteasome 억제제인 N-carbo
benzoxyl-Leu-Leu-Leu-leucinal(MG132)는 

Peptide Institute(Osaka, Japan)에서, [γ-32P]ATP

는 Amersham Biosciences(Piscataway, NJ, USA)

에서 각각 구입하 다. X-linked inhibitor of 

apoptosis(XIAP)에 한 항체는 Cell Signaling 

Technology Inc. (Beverly, MA)에서 구입하 고 

Dehydroxymethylepoxyquinomicin(DHMEQ)
30은 

Dr. Kazuo Umezawa(Keio University, Yokohama, 

Japan)로부터 기증 받아 사용하 다.

3. 호 구의 분리

호 구는 헤 린으로 처리한 액으로부터 기존에 

알려진 방법 로 즉각 으로 분리하 다
31
. 간략히 

기술하면, 호 구를 내독소가 없는 조건에서 

Ficoll-Hypaque 원심분리를 통하여 분리하고 

dextran으로 구를 침강시킨 후 잔여 구를 

장성(hypotonic) 용액을 이용하여 제거하 다. 

분리된 세포는 Wright-Giemsa 염색법으로 확인하

을 때 98% 이상이 호 구 고 trypan blue 염색

으로 확인하 을 때 98% 이상이 생존 상태 다. 

분리된 호 구는 10% fetal bovine serum, 

penicillin 60μg/ml, streptomycin 100μg/ml이 포

함된 RPMI 1640 배지에서, polypropylene 용기에 

넣어 37℃, 5% CO2 조건 하에 지정된 시간 동안 

배양하 다.
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4. 아포 토시스의 정량

호 구의 아포 토시스는 형태 으로 아포 토시

스가 일어난 세포를 세는 방법과 유세포 분석법의 

두 가지 방법으로 정량하 다. 호 구를 cyto- 

centrifuge를 이용하여 슬라이드에 부착시킨 후 메

탄올로 고정하고 Wright-Giemsa 염색을 시행하

다. 최소한 300개의 세포를 학 미경 하에서

(400배) 찰하고 그  특이  아포 토시스의 형

태  변화를 보인 세포 수를 기록하 다. 이와는 

독립 으로 상품화된 Annexin-V-FITC apoptosis 

detection kit를 사용하여 생산자의 지시 사항에 따

라 유세포분석법으로 아포 토시스를 정량하 다. 

아포 토시스 측정에는 FACStarplus 유세포 분석

기(Becton Kickinson, USA)를 이용하 다. 유세포

분석은 검체가 환자와 정상인의 두 군  어디에 

속하는 것인지를 알지 못하는 검사자에 의해서 시

행되었다.

5. NF-κB에 한 면역형 염색

NF-κB에 한 면역형 염색은 기존에 알려져 있

는 방법에 따라 시행하 다
32. 간략히 기술하면 호

구를 cyto-centrifuge를 통해 슬라이드에 부착한 

후 고정을 하여 3% formaldehyde로 5분간 처리

하 고 침투 진을 하여 0.5% Triton X-100을 

처리한 후 5분간 얼음 에서 반응시켰다. 등장성

의 phosphate buffered saline(PBS)으로 2회 세척

한 후 1% bovine serum albumin(BSA)로 30분간 

비특이  결합을 차단하고 1% BSA에 1:100으로 

희석된 p65에 한 다클론 항체와 30분간 반응시

켰다. 등장성 PBS로 2회 세척한 후 1% BSA에 

1:100으로 희석된 rhodamine(TRITC) 결합 2차 항

체와 30분간 암실에서 반응시켰다. 슬라이드를 

50% glycerol로 제작한 후 형 미경(Olympus, 

Japan)으로 찰하 다.

6. 핵 추출물의 비

핵 추출물은 기존의 방법을 이용하여 5×10
7 세포

로부터 추출하 다32. 간략히 기술하면 세포를 원심

분리를 통하여 모으고 등장성 PBS로 3회 세척한 후 

냉각시킨 세포질 추출 완충액(cytoplasmic extr
action buffer, CEB)에 5분간 넣어 두었다. CEB의 

구성은 10 mM Tris-HCl(pH 7.9), 60 mM KCl, l 

mM ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA), 1 

mM dithiothreitol(DTT)이었다. 세포를 다시 원심

분리하여 모은 후 0.4% Nonidet P(NP)-40/CEB/

단백 분해 억제제(50μg/ml antipain, 40μg/ml be
statin, 50μg/ml chymostatin, 10μg/ml leupeptin, 

2μg/ml pepstatin, 1 mg/ml pefabloc SC, 20μg/ 

ml aprotinin, and 0.5 mM phenylmethylsulfonyl 

fluoride)로 구성된 완충액과 5 분간 얼음 에서 

반응시켜 세포질을 추출하 다. 세포와 완충액을 

2500 rpm에서 5분간 원심분리하고 상층액(세포질 

추출물)을 모아서 즉시 얼려 두었다. 남은 핵 내용

물을 핵 추출 완충액(nuclear extraction buffer, 

NEB)에 넣어 안정시켰다. NEB는 20 mM Tris- 

HCl(pH 7.9), 0.4 M NaCl, 1.5 mM MgCl2, 1.5 

mM EDTA, 1 mM DTT, 25% glycerol, 그리고 

단백 분해 억제제로 구성되었다. 원심분리하여 상

층액 (핵 추출물)을 모은 후 즉시 얼려 -70℃에서 

보 하 다. 단백의 농도는 Bradford 방법(Bio- 

Rad)으로 측정하 다.

7. Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)

NF-κB의 DNA 결합능은 이 에 기술된 방법으로 

측정하 다
32. 간략히 기술하면 10μg의 핵 추출물

을 방사선 동 원소가 표지된 NF-κB consensus 
sequence (5'-AGT TGA GGG GAC TTT CCC 

AGG C-3')와 20분간 실온에서 반응시켰다. 
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경쟁실험을 해서는 50배의 동 원소가 표지되지 

않은 oligonucleotide를 결합반응에 첨가하 고 

supershift 실험에서는 0.4μg의 항 p65 항체나 항 

p50 항체를 첨가하고 45분간 실온에서 핵 추출물

과 반응시켰다. DNA-단백 결합체는 4% 비변성 

polyacrylamide gel을 이용하여 개시키되 냉장실

에서 시행하 고 개가 끝난 후 gel을 말려서 

-70℃에서 감 , 발 시켰다.

8. Western blot

Western blot 분석은 이 에 기술된 로 시행하

다
32
. 세포 추출물을 2×10

7
 세포로부터 추출하

다. 세포 추출 완충액의 성분은 20 mM 

Tris-Cl (pH 7.5), 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 

mM EGTA, 1% Triton X-100, 2.5 mM sodium 

pyrophosphate, 1 mM β-glycerophosphate, 1 

mM Na3VO4, 그리고 단백 분해 억제제들(50μg/ml 

antipain, 40μg/ml bestatin, 50μg/ml chymo
statin, 10μg/ml leupeptin, 2μg/ml pepstatin, 1 

mg/ml pefabloc SC, 20μg/ml aprotinin, 그리고 

0.5 mM phenylmethylsulfonyl fluoride)이었다. 추

출물  80μg의 단백을 10% SDS-polyacrylamide 

gel에서 기 동하고 nitrocellulose membrane에 

이시켰다. 이 membrane을 5% skim milk-PBS- 

0.1% Tween 20과 1시간 동안 반응시켜 비특이  

단백 결합을 차단하고 하루 밤 동안 5% skim 

milk-PBS-0.1% Tween 20에 1:1,000으로 희석된 1

차 항체와 결합시켰다. 이 membrane을 1×PBS- 

0.1% Tween 20으로 3회 세척하고 5% skim 

milk-PBS-0.1% Tween 20에 1:2,000의 비율로 희

석된 2차 항체(goat-anti-rabbit horseradish pero
xidase-conjugated antibody)와 1시간 동안 반응시

킨 후 다시 3회 세척하고 enhanced chemilu
minescence kit를 사용하여 발 시켰다.

9. 통계  분석

SPSS(ver. 10.0) 통계 package를 사용하 다. 결과

는 평균±표 오차(standard error of mean, SEM)

으로 표시하 고 통계  분석에서는 독립변수에 

해서 Mann-Whitney test를, 짝지은 변수에 

해서 Wilcoxon signed ranks test를 이용하 다. 

통계  유의성은 p<0.05를 기 으로 단하 다.

결  과

1. 패 증 환자에서 호 구의 자발  아포 토시

스 감소

패 증 환자에서 찰되는 호 구의 수명 연장이 

아포 토시스 억제에 의한 것인지 확인하고자 패

증 환자와 정상인으로부터 얻은 호 구의 시간

에 따른 아포 토시스 변화를 비교하 다. 분리 직

후의 호 구는 정상인과 환자에서 모두 정상 형태

를 보 다. 그러나 24시간 동안 배양하면서 차 

많은 호 구들이 형 인 아포 토시스의 형태, 

즉, 세포의 축, 염색질의 응축, 다형성 핵 모양의 

소실 등을 보이게 되었다(Fig. 1A). 미경으로 

300 개 이상의 세포를 찰하여 그  형 인 

아포 토시스의 형태를 보이는 호 구의 비율을 

기록하 다. 분리 직후에는 정상인과 환자 사이에 

아포 토시스가 일어난 호 구의 비율에 차이가 

없었고(6.58±0.85% vs. 8.56±0.56%)(Fig. 1B) 24 

시간 동안 배양하면서 찰하 을 때 두 군에서 

모두 시간 경과에 따라 차 아포 토시스가 증가

하 다. 기록한 각 시간에 모두 정상인에서보다 패

증 환자에서 아포 토스시가 감소되어 있었다(6

시간에 각각 16.00±2.12%, 22.67±3.78%, 10시간

에 각각 20.97±3.44%, 37.32±3.77%, 그리고 24시

간에 각각 34.00±1.00%, 51.25±4.01%) (Fig. 1B). 
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Fig. 1. Spontaneous neutrophil apoptosis decreased in patients with sepsis.

        Human neutrophils(2×106/ml) isolated from the peripheral blood of patients with sepsis and 

from healthy persons were incubated for the indicated times. (A) Cyto-centrifuged neutrophils 

were fixed in methanol and Wright-Giemsa stained. (B) Cells with distinctive apoptotic 

features were counted under a light microscope(at×400). At least 300 cells were counted per 

slide. The percentages of apoptotic neutrophils are shown as means±standard error of 

mean(SEM). *:p<0.05 compared to healthy persons. (C) Neutrophils were incubated with 

Annexin V-FITC to determine phosphatidylserine exposure, a marker of apoptosis. Propidium 

iodide dual labeling was used to differentiate apoptosis from necrosis. Cells were fixed and 

analyzed using a FACStar
plus flowcytometer, and five thousand events were counted for each 

sample. (D) The percentages of apoptotic neutrophils are shown as means±SEM. *:p<0.05 

compared to healthy persons.
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Annexin V-FITC를 이용한 유세포분석으로 아포

토시스를 정량하 을 때에도 같은 결과를 보

다 FITC(분리 직후 각각 11.51±0.66%, 11.45±

0.70%, 24 시간 후 각각 38.47±1.82%, 62.74±

1.92%) (Fig. 1C, D). 이는 패 증 환자에서 호

구의 자발  아포 토시스가 억제되어 있음을 확

인시켜 주는 결과이다.

2. 패 증 환자에서 찰되는 호 구의 아포 토

시스 억제와 새로운 단백 합성과의 연 성

패 증 환자에서 찰되는 호 구의 아포 토시스 

억제가 새로운 단백 합성에 의한 것인가를 알아보

고자 단백 합성  사 억제제인 cyclohexi
mide(10 μg/ml)를 처치하고 아포 토시스의 변
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Fig. 2. Cycloheximide treatment reversed the 
reduced spontaneous neutrophil apoptosis 

in patients with sepsis. 
        Neutrophils from healthy persons and 

patients with sepsis were purified and 
incubated for 24 hours, either in the prese
nce or absence of cycloheximide(10 μg/ml). 
Apoptotic neutrophils were quantitated by 
FACS using Annexin V. The percentages of 
apoptotic neutrophils are shown as means±
SEM. *:p<0.05 compared to the media 
controls.
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화를 Annexin-V를 이용한 유세포분석법으로 분석

하 다. Cyloheximide는 정상인의 호 구에서는 

아포 토시스에 향이 없었으나(64.77±2.91% vs. 

66.84±3.90%) (Fig. 2) 패 증 환자의 호 구에서

는 아포 토시스를 유의하게 증가시켰다(39.19±

2.53% vs. 55.93±4.01%, p<0.05) (Fig. 2). 이는 어

떤 생존 단백의 새로운 합성이 패 증 환자에서 

호 구의 아포 토시스 억제에 기여하고 있음을 

시사한다.

3. 패 증 환자의 호 구에서 기 상태의 NF-κB 

활성화

패 증 환자의 호 구에서 찰되는 아포 토시스 

억제가 NF-κB와 연 이 있는지 알아보고자 환자

와 정상인으로부터 분리한 호 구에서 기 상태의 

NF-κB 활성도를 비교하 다. NF-κB의 활성도는 

p65 subunit에 한 면역형 염색을 통해서 확인

하 다. 패 증 환자에서 p65는 핵 내에 치하

지만 정상인에서는 세포질 내에 치하여 차이를 

보 다(Fig. 3). 이는 기 상태에서 정상인의 호

구에서는 NF-κB가 비활성화 상태이나 패 증 환

자의 호 구에서는 활성화되어 있음을 의미하고 

NF-κB의 활성화가 패 증 환자 호 구의 아포

토시스 억제와 련이 있음을 시사한다.

4. NF-κB의 억제가 패 증 환자의 호 구 아포

토시스에 미치는 향

아포 토시스 억제와 NF-κB의 연 성을 더 명확

히 조사해 보고자 NF-κB를 억제하 을 때의 아포

토시스 변화를 Annexin-V를 이용한 유세포분석

법으로 분석하 다. NF-κB의 활성화는 다음의 두 

가지 방법으로 억제하 다. 한편으로는 proteaso
me 억제제인 MG132 (N-carbobenzoxyl- Leu- 

Leu-Leu-leucinal)를 사용하여 IκB의 분해를 막음

으로써, 다른 한편으로는 DHMEQ (Dehydroxyme

thylepoxyquinomicin)
30
를 사용하여 NF-κB의 핵 

내로의 이동을 억제함으로써 NF-κB의 활성화를 

억제하 다. 먼  MG132의 용량에 따른 NF-κB 

억제 효과를 알아보기 하여 호 구에 TNF-α

로 NF-κB의 DNA 결합능 향상을 유도한 후 

MG132를 처리하고 결합능의 변화를 찰하 다. 

정상인으로부터 얻은 호 구에 MG132를 2.5, 5, 

10 μM의 농도로 처치하여 2시간 동안 반응시

키고 TNF-α (20 ng/ml)로 30 분간 자극한 후 

NF-κB의 DNA 결합능을 평가하 다. MG132는 

이 실험에서 사용된 모든 농도에서 TNF-α로 유

도한 NF-κB의 활성화를 효과 으로 억제하 다

(Fig. 4A). 한 정상인의 호 구는 MG132나 

(63.97±1.94% vs. 68.53±3.39%) DHMEQ (71.04

±0.37% vs. 73.27±1.14%)의 처리에 의해서 아포
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control patientcontrol patient

Fig. 3. NF-κB was activated in the basal state neutrophils of sepsis patients. 

        Freshly isolated neutrophils from sepsis patients and healthy persons were cyto-centrifuged, 

fixed with 3% formaldehyde, and permeabilized with 0.5% Triton X-100. Immunofluorescent 

staining for the NF-κB subunit p65 was performed using p65 antibody, followed by incubation 

with rhodamine(TRITC)-conjugated secondary antibody. Slides were analyzed under a 

fluorescent light microscope. Experiments were performed in triplicate.

토시스의 변화가 래되지 않았으나 패 증 환

자의 호 구는 MG132와 (38.69±2.09% vs. 61.01

±3.97%, p<0.05) DHMEQ (41.52±4.43% vs. 

64.70±4.26%) 처치에 의해서 아포 토시스가 

유의하게 증가하 다. 이 결과는 패 증 환자 호

구의 자발  아포 토시스의 감소가 NF-κB의 활

성화와 하게 연 이 있다는 사실을 시사한다.

5. 패 증 환자의 호 구에서 지속 인 XIAP의 

발

XIAP는 NF-κB에 의해서 조 되기 문에 정상인

과 패 증 환자의 호 구에서 XIAP의 발 을 비

교하 다. XIAP의 발  수 이 분리 직후의 호

구에서는 정상인과 패 증 환자 사이에 차이가 없

었다. 그러나 24시간 동안 배양하면서 정상인의 호

구에서는 XIAP의 발  수 이 차 감소하는 

데 반하여 패 증 환자에서는 지속 으로 높은 발

 수 이 찰되었다(Fig. 5). 이는 XIAP의 발  

수 이 지속 으로 높게 유지되는 것이 패 증 환

자의 호 구에서 찰되는 아포 토시스 감소와 

연 이 있을 가능성을 시사한다.

고  찰

호 구에서 분비되는 염증 매개 물질들은 조직 손

상을 일으키는데, 정상 으로는 호 구의 수명이 

짧기 때문에 이러한 반응이 제한 으로 일어나지

만 호 구의 수명이 연장되면 지속 인 조직 손상

이 래된다. 이 연구에서는 패 증 환자의 호 구 

수명 연장이 아포 토시스의 감소 때문임을 확인

하 고 이는 기존의 보고와 일치한다4,5. 새로운 단

백 합성을 억제하는 cyloheximide와 actinomycin 

D가 생체 외에서 호 구의 아포 토시스를 진하
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므로33,34 생존 단백의 발 이 호 구의 아포 토시

스 억제에 여할 것으로 생각되고 있다. 이 연구

에서는 기존의 연구와 달리 cycloheximide 처리시 

정상인의 호 구에서는 아포 토시스가 진되지 

않았는데 이는 아포 토시스를 정량한 시간의 차

이에 의한 것으로 생각된다. 기존의 연구에서는33
 

8 시간에 아포 토시스를 정량, 비교하 는데 이 

연구에서는 24시간에 시행하 다. Cycloheximde가 

정상 호 구의 아포 토시스를 진시키나 24시간

에 측정한 아포 토시스의 량에는 차이를 

래하지 않았을 것으로 생각된다. 패 증 환자에서

는 cycloheximide 처치로 감소되었던 아포 토시

스가 정상인의 수 으로 회복되었다. 이 결과는 패

증 환자의 호 구 내에서 아포 토시스를 억제

하는 작용을 하는 생존 단백의 존재를 뒷받침하는 

증거이다.

  호 구의 아포 토시스를 억제하는 부분의 

cytokine들의 발 이 NF-κB에 의해서 조 되므로 

여 연구에서는 NF-κB 의존성인 생존 단백의 유도

가 패 증 환자에서 찰되는 아포 토시스 억제

에 기여할 것으로 가정하 다. 항아포 토시스 단

백의 생산이 NF-κB의 활성화에 의존 으로 이루

어지는지 알아보기 하여 NF-κB의 활성화 억제

가 자발  아포 토시스에 미치는 향을 조사하

다. IκBα를 분해하는 proteasome 경로가 NF-κ

B 활성화에 반드시 필요하므로 이 경로를 차단하

는 MG132를 사용하여 NF-κB의 활성화를 차단하

다. 다음 TNF-α로 유도한 NF-κB의 DNA 결

합능 증가가 MG132의 작용에 의해 효과 으로 차

단됨을 확인하 다. 패 증 환자 호 구의 자발  

아포 토시스 감소는 MG132 처치에 의하여 반

되었다. 한편 cyclin, cyclin 의존성 인산화 효소 억

제제, myc, p53, p27, c-fos, and c-jun 등의 단백

들도 proteasome 경로를 거쳐 분해된다고 알려져 

있다35,36. 이와 같은 proteasome 경로 억제제의 비

특이성 때문에 MG132의 효과만으로는 아포 토시

스 억제에 있어서의 NF-κB의 역할을 단정하기 어

렵다. 따라서 세포막을 자유로이 통과하여 NF-κB

의 핵 내로의 이동을 억제하는 물질인 DHMEQ30

를 처리하고 아포 토시스의 변화를 찰하 다. 

DHMEQ도 역시 패 증 환자의 호 구 아포 토

시스를 증가시켰다. 주목할 만한 것은 이러한 

MG132나 DHMEQ가 정상인의 호 구에서는 아포

토시스에 향을 미치지 않았다는 이다. 이는 

기 상태의 NF-κB 활성도와 연 이 있을 것으로 

생각된다. 즉, 정상인의 호 구에서는 NF-κB가 활

성화되어 있지 않았지만 패 증 환자에서는 활성

화되어 있어서 NF-κB 억제가 아포 토시스에 미

치는 향이 다르게 나타났을 것으로 보인다. 정리

하면, 이 결과들은 패 증 환자에서 호 구 아포

토시스 억제가 NF-κB의 활성화에 의해서 매개되

고 있음을 보여 다.

  호 구에서 NF-κB에 의해서 유도되어 작용하는 

생존단백이 무엇인지는 아직 알려져 있지 않다. 

NF-κB에 의해서 조 된다고 알려져 있는 항아포

토시스 단백으로는 A20, IAP, TRAF1, A1/Bfl1, 

IEX-1L, and Bcl-xL 등이 있다37-40. 이  inhi
bitor of apoptosis(IAP) 단백은 진화 단계에서 지

속 으로 유지되어 온 내인성 아포 토시스 조  

물질의 하나이다40. XIAP는 이 IAP 단백군 에서 

가장 효과 인 아포 토시스의 억제 물질이다40. 

최근까지 호 구 아포 토시스 조 에 있어서 이 

XIAP의 역할이 잘 알려져 있지 않았으나 최근 

XIAP의 감소가 정상 호 구의 아포 토시스 억제

에 기여한다는 보고가 있었다41. 이 연구에서도 기

존에 알려진 바 로 정상인의 호 구에서 XIAP의 

발 은 24 시간 동안 배양하면서 크게 감소하 으

나41, 패 증 환자의 호 구에서는 24시간 동안 발

 수 이 유지되었다. 만일 생존 단백의 반감기가 

짧다면 생존 단백의 세포 내 발  수 은 지속

인 새로운 단백 합성이 이루어지지 않는 한 격

히 감소할 것이다. 패 증 환자에서 찰되는 아포
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Fig. 4. The blockade of NF-κB NF-κB activation increased the apoptosis of neutrophils from sepsis 

patients.
       (A) The proteasome inhibitor MG132 effectively blocked TNF-α-induced NF-κB activation in 

neutrophils. Neutrophils isolated from healthy persons were incubated with medium alone or 
with 2.5, 5, or 10 (M of MG132 for 2 hours, and then stimulated with TNF-α (20 ng/ml) for 
30 minutes. Nuclear extracts were prepared and subjected to EMSA using a κB site DNA 
probe, as described in ‘Materials and Methods’. (B) MG132 treatment reversed the decreased 
spontaneous apoptosis observed in patients with sepsis. Human peripheral blood neutrophils (2
×106/ml) from sepsis patients and normal controls were incubated for 24 hours, either in the 
presence or absence of MG132(10 μM). Apoptotic neutrophils were quantitated by FACS 
using Annexin V. The percentages of apoptotic neutrophils are shown as means±SEM. 
*:p<0.05 compared to the media controls. (C) DHMEQ (40 μg/ml) treatment had the same 

effect as MG132 on neutrophil apoptosis.
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토시스 억제는 생존 단백의 발  수 이 지속

으로 유지됨으로써 이루어지는 것으로 생각되고 

특히 새로운 단백의 합성이 기여하고 있는 것으로 

보인다. 한편, 호 구의 아포 토시스는 Mcl-1이라

는 단백의 발 과 연 이 있다는 보고가 있는데 

이 단백은 NF-κB의 조 을 받지 않는다42. 한 

호 구의 아포 토시스를 억제하는 강력한 물질 

 하나인 GM-CSF는 NF-κB를 활성화시키는 신

호를 달하지 않는다. 따라서 NF-κB가 아마도 

호 구의 아포 토시스를 조 하는 유일한 경로는 

아닐 것으로 생각된다.

  이 연구에서 패 증 환자의 호 구에서는 NF-κB
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Fig. 5. XIAP expression in neutrophils lasted 

longer in patients with sepsis.

        Neutrophils from healthy persons and from 

patients with sepsis were purified and 

incubated for 24 hours. Equal amounts of 

whole cell lysates were separated by 10% 

SDS-PAGE and analyzed for XIAP by 

western blot analysis using rabbit poly
clonal anti-XIAP antibody(upper panel). To 

confirm equal protein loadings, the 

membrane was stripped and reprobed with 

β-actin antibody (lower panel). Results 

are representative of three separate 

experiments.

control patient

β-actin

XIAP
0       24        0        24   (hours)

control patient

β-actin

XIAP
0       24        0        24   (hours)

가 기 상태에서도 활성화되어 있었고 NF-κB를 

억제하 을 때 아포 토시스 억제가 반 되었으며 

NF-κB의 조 을 받는 XIAP의 발  수 이 지속

으로 유지되었다. 이러한 결과는 패 증 환자에

서 호 구의 생존 증가가 NF-κB의 활성화와 

한 연 이 있음을 시사한다. 아는 범  내에서 이 

연구는 실제 패 증 환자에서 호 구의 아포 토

시스 감소와 NF-κB 사인자 간의 계를 기술한 

최 의 연구이다. 

요  약

연구배경 :

호 구에 의해 매개되는 염증반응은 호 구의 수

명이 매우 짧기 때문에 부분 자연 종결된다. 패

증에서는 이러한 호 구의 아포 토시스가 감소

되어 수명이 연장되어 있어서 지속 인 염증반응

이 일어나게 된다. 호 구의 수명 연장을 유도하는 

많은 염증 매개 물질들이 nuclear factor-κB 사

인자에 의해 조 되기 때문에 이 연구에서는 nu
clear factor-κB가 패 증 환자에서 찰되는 호

구의 아포 토시스 억제와 연 이 있을 것으로 가

정하 다.

방  법 :

건강한 정상인과 패 증 환자의 호 구를 정맥

로부터 신선하게 분리하여 실험하 다. 호 구의 

아포 토시스는 특징 인 아포 토시스의 형태를 

보이는 세포를 학 미경으로 세거나 Annexin V

를 이용한 유세포분석법으로 정량하 다. Nuclear 

factor-κB의 활성도는 면역형  엽색법 는 

electrophoretic mobility shift assay로 단하 다. 

항아포 토시스 단백인 X-linked inhibitor of 

apoptosis의 발  정도는 western blot으로 평가하

다.

결  과 :

패 증 환자에서 자발  아포 토시스가 감소되어 

있음을 확인하 다. 패 증 환자의 호 구에 

cycloheximide를 처치하 을 때 아포 토시스가 

유의하게 증가하여 아포 토시스 감소가 새로운 

단백 합성에 의존 임을 찰하 다. 패 증 환자

의 호 구에서는 정상인과는 달리 기 상태에서도 

nuclear factor-κB가 핵 내로 이동되어 활성화되어 

있었고 nuclear factor-κB의 활성을 억제하 을 때 

아포 토시스의 억제가 반 되었다. 한 nuclear 

factor-κB에 의존 인 X-linked inhibitor of apo
ptosis 단백의 발  수 이 정상인의 호 구에서는 

24시간 동안 배양하면서 차 감소하 지만 패

증 환자의 호 구에서는 지속 으로 발  수 이 

유지되었다.

결  론 : 

패 증 환자에서 찰되는 호 구의 아포 토시스 

억제에는 nuclear factor-κB 사인자의 활성화에 

의한 생존 단백의 유도가 여할 것으로 생각하

다.
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