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1)

서 론

만성육아종질환은 백혈구 내에서 superoxide anion, hydroxyl

radical, hydrogen peroxide 등과 같은 반응성 산소대사물들을
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생성하는 효소인 NADPH oxidase의 유전적인 결함으로 인하여

발생하는 유전성 면역결핍질환이다
1)
. 반응성 산소대사물의 생성

장애로 인하여 catalase 양성 세균인 Staphylococcus aureus 등

의 세균 감염과 Aspergillus species와 같은 진균에 의한 반복적

이고 치명적인 감염이 만성육아종질환에서 자주 발생한다
2)
. 또한

급성 감염이 없는 상태에서도 만성적인 염증 소견을 보이며, 폐,

간, 피부, 림프절, 소화기계와 비뇨기계 등에서 염증성 육아종이

자주 관찰된다. 만성적인 염증 상태의 원인과 육아종 형성의 기전

은 잘 알려져 있지 않으나 만성육아종질환의 염증 조절 부전과 관

련이 있을 것으로 생각된다
3)
.

Tumor necrosis factor-α (TNF-α)는 세포내 면역 반응과

염증 반응에 관여하는 중요한 매개체이며, 단핵구(monocyte)를

만성육아종질환 환자 단핵구에서 TNF-α 자극에 의한

IL-8과 IL-10의 발현 양상
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TNF-α stimulated IL-8 and IL-10 expression in monocytes from patients

with chronic granulomatous disease
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Purpose : Patients with chronic granulomatous disease (CGD) have genetic mutations in a component of the NADPHoxidase

enzyme that is necessary for the generation of the superoxide anion. The profound defect in innate immunity is reflected by

the patients susceptibility to catalase-positive bacteria and fungi. In addition, CGD patients display signs of persistent

inflammation, which is not associated only with deficient superoxide anion production. The aim of this study was to elucidate

the cytokine responses in CGD patients after TNF-α stimulation.

Methods : Heparinized blood samples were collected from 8 CGD patients and 10 healthy volunteers. Monocytes (1×10
6

cell/well) isolated by the magnet cell isolation system were incubated with a constant amount of TNF-α (10 ng/mL) at 37

℃ for 6 h. Incubated cells were harvested at 60-min intervals for IL-8 and IL-10 mRNA analysis, and the supernatant was

collected at the same intervals to determine IL-8 and IL-10 expression. Monocytes from healthy volunteers were also

incubated with antioxidants followed by TNF-α stimulation for IL-8 and IL-10 expression.

Results : In CGD patients, a high expression of IL-8 together with a significantly higher IL-10 expression than in the healthy

controls was seen after TNF-α stimulation. Moreover, normal monocytes treated with antioxidants exhibited increased IL-8

responses.

Conclusion : The absence of phagocyte-derived reactive oxidants in CGD might be associated with a dysregulated produc-

tion of pro- and antiinflammatory cytokines. Additional research related to reactive oxidants is needed to clarify the role of

cytokines in CGD patients. (Korean J Pediatr 2 0 0 8 ;5 1 :1 0 9 6 -1 1 0 1 )

Key Words : Chronic granulomatous disease, Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidase, Monocyte, Tumor

necrosis factor-alpha, Interleukin-8 , Interleukin-10 , Persistent inflammation, Reactive oxidants
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자극하여 식작용에 적합한 형태로 변화시키고, 중성구의 활성과

화학적 유인에 관여하는 IL (interleukin)-8 등과 같은 염증성 시

토카인 들을 분비하게 한다
4)
. IL-10은 면역 반응과 염증 반응을

억제하는 대표적인 항염증성 시토카인이며, T helper 세포, 단핵

구, 대식세포 등에서 분비되어 항염증 작용과 중성구의 작용을 조

절한다
5)
. 그리고 IL-10은 단핵구에서 TNF-α 자극에 의하여 생

성된 염증성 반응을 억제하는 것으로 알려져 있다
6)
.

본 연구는 만성육아종질환 환자의 단핵구에서 TNF-α의 자극

으로 생성되는 IL-8과 IL-10을 측정하여 염증성과 항염증성 시

토카인의 생성 양상과 만성육아종질환 환자의 만성적인 염증 상

태와의 관련성을 알아보고자 하였다.

대상 및 방법

1. 대 상

2006년 3월 현재 제주 지역에 거주하는 만성육아종질환 환자

10명 중에서 본인이나 보호자가 본 연구에 대한 내용의 설명을 듣

고 동의한 8명의 환자와 건강 대조군 10명을 대상으로 하였다. 본

연구는 제주대학교병원 기관윤리위원회(제주대학교병원 IRB

2006-14)의 승인을 받고 시행하였다.

2. 방 법

1) 단핵구의 분리와 TNF-α 자극

만성육아종질환 환자의 채혈은 최소한 3개월 이전까지 발열 등

의 감염 증상과 주요 기관의 감염이 없는 경우에 시행하였다. 환

자군과 건강 대조군의 말초혈액으로부터 Ficoll-Hypaque 용액

(Lymphoprep Nycomed Pharma AS, Oslo, Norway)을 이용한

밀도구배 원심분리법으로 단핵세포(mononuclear cells)를 분리

하였다. 분리된 단핵세포를 PBS buffer로 2번 세척한 후

MagCellect
*
Human CD14＋ Cell Isolation Kit (R&D Sys-

tems, Minneapolis, MN, USA)를 이용하여 단핵구를 분리하였

고, 유세포분석으로 조사한 결과 단핵구의 순도는 89.6%였다. 환

자군과 건강 대조군에서 분리한 단핵구(1×10
6
cells/mL/well)를

24-well plate에 10% FBS와 gentamicin이 첨가된 RPMI 배양

액으로 2시간 전처리한 후, TNF-α (10 ng/mL)로 각각 1시간

간격으로 6시간 동안 자극하였다.

2) TNF-α 자극에 의한 IL-8, IL-10의 mRNA의 발현 측정

TNF-α로 자극한 단핵구를 수거한 후 Trizol (Invitrogen,

NY, USA)를 이용하여 총 RNA를 분리하였고, ImProm
TM
-II

Reverse Transcription System (Promega, Madison, WA,

USA)를 이용하여 cDNA를 합성하였다.

실시간 정량적 중합효소 연쇄반응을 위한 IL-8, IL-10, Gly-

ceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) 등의 시

발체(primers)와 탐촉자(probers)의 서열은 TIB MOLBIOL사

(Berlin, Germany)에 의뢰하여 제작하였다. 탐촉자는 중합효소

연쇄반응 산물에 직접 반응하는 Hybridization 탐촉자를 사용하

였고,donor flurorescein 탐촉자와 IL-8과 IL-10 acceptor Light

Cycler RED 640 탐촉자와 GAPDH acceptor LightCycler RED

705 탐촉자를 각각 합성하여 사용하였다(Table 1). 실시간 정량

적 중합효소 연쇄반응은 LightCycler 2.0 System Instrument

(Roche Applied Science, Mannheim, Germany)를 이용하여

dual color detection 방법으로 수행하였고, flurorescein 탐촉자

와 LightCycler RED 640 탐촉자, LightCycler RED 705 탐촉자

를 이용하여 protocol에 따라 dual color compensation을 시행하

였다. 반응 혼합액은 각각의 cDNA 3 µL, 10x LightCycler

FastStart DNA Master HybProbe (Roche Applied Science,

Mannheim, Germany) 2 µL, 시발체 혼합액 2 µL, HybProbe 혼

합액 2 µL, MgCl2 4 mM를 혼합한 후 증류수로 최종 부피를 20

µL로 만들었다. 반응 조건은 95℃에서 먼저 10분간 반응시킨 후

95℃에서 10초간 변형 반응, 61℃에서 5초간 결합 반응, 72℃에서

10초간 신장 반응을 총 50회 반응시켰다. Cycle threshold (Ct)값

Table 1. Primers and Probes for Real-time PCR

Primer

IL-8

IL-10

GAPDH

Probe

IL-8

IL-10

GAPDH

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

IL-8 EL

IL-8 LC

IL-10 FL

IL-10 LC

GAPDH EL

GAPDH LC

5'-ACCATCTCACTGTGTGTAAACATGA

5'-TTTTTTTATGAATTCTCAGCCCTC

5'-AGCTGAGAACCAAGACCCAGA

5'-GGGCTGGGTCAGCTATCC

5'-GAAGGTGAAGGTCGGAGTC

5'-GAAGATGGTGATGGGATTTC

5'-GACATCTAAGTTCTTTAGCACTCCTTGGCA-FL

5'-LC Red640-AACTGCACCTTCACACAGAGCTGC-PH

5'-CGGCGCTGTCATCGATTTCTTCCCT-FL

5'-LC Red640-TGAAAACAAGAGCAAGGCCGTGGAGC-PH

5'-CATGGCCTCCAAGGAGTAAGACCCCT-FL

5'-LC Red705-ACCACCAGCCCCAGCAAGAGCA-PH

Abbreviations : IL-8, interleukin-8; IL-10, interleukin-10; GAPDH, Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
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을 분석하여 IL-8과 IL-10의 mRNA 발현량을 GAPDH mRNA

발현량과의 상대정량으로 나타내었다.

3) TNF-α 자극에 의한 IL-8, IL-10의 발현 측정

TNF-α로 자극하고 배양 상층액을 각각 모은 후 ELISA kit

(R&D Systems, Minneapolis, MN, USA)을 이용하여 IL-8,

IL-10의 생성을 측정하였다. 100 µL의 희석액을 microplate에 넣

고 100 µL의 표준용액이나 배양 상층액을 넣고 2시간 동안 반응

을 시킨 후에 4번의 세척을 하였다. 200 µL의 conjugate를 첨가

하고 다시 2시간 동안 반응시킨 후에 4번 세척을 하였다. 200 µL

의 substrate 용액을 첨가한 후 20분 동안 반응시킨 후 ELISA

reader를 이용하여 490 nm에서 흡광도를 측정하였다.

4) 건강 대조군의 단핵구에서 항산화제 처리에 의한 IL-8,

IL-10의 발현 측정

건강 대조군에서 분리한 단핵구 (1×10
6
cells/mL/well)를

24-well plate에 10% FBS와 gentamicin이 첨가된 RPMI 배양

액으로 2시간 처리한 후, 항산화제인 dipheyleneiodonium chlo-

ride (DPI, Sigma) 2 µM, catalase (Sigma) 1,000 U/mL와

NADPH oxidase 저해제인 apocynin (Calbiochem) 100 µM을

30분간 전처리한 후 TNF-α (10 ng/mL)로 6시간 동안 자극하

였다. IL-10의 경우에는 항산화제를 각각 30분과 2시간 전처리한

후 TNF-α로 자극하였다.

5) 통 계

대조군과 환자군의 차이의 통계적 유의성은 SPSS (9.0.1 for

Windows)의 Student's t-test로 검정하였고, P값이 0.05 이하인

경우를 통계적으로 의미 있는 것으로 간주하였다.

결 과

1. 만성육아종질환 환자의 단핵구에서 TNF-α 자극에

의한 IL-8과 IL-10의 발현

IL-8은 환자군에서 TNF-α로 자극한 후 180분 이후부터 대

조군에 비하여 통계적으로 유의하게 높은 농도를 지속적으로 보

였다 (P<0.05). 대조군에서는 120분까지 IL-8이 높은 농도를 유

지하다가 이후 감소하였다. 환자군에서는 IL-8의 생성 최고치가

60분 정도 늦게 관찰되었으나 이후 대조군에 비해 지속적으로 높

은 농도를 유지하였다(Fig. 1A). IL-8 mRNA 발현 양상도 IL-8

과 비슷하였으나, 대조군의 경우에는 4시간 이후에는 mRNA 발

현이 거의 없었으나 환자군에서는 mRNA 발현이 지속되었다

(Fig. 1B).

대조군에서 IL-10은 TNF-α로 자극한 후 60분부터 일정 농

도를 유지하였으나, 환자군에서는 180분 이후부터높은농도를 보

였다 (P<0.05, P<0.05, Fig. 2A). IL-10 mRNA 발현 양상도

IL-10과 비슷하였으나, 120분 이후부터 환자군에서 대조군에 비

하여 통계적으로 유의하게 증가하였다(P<0.05). IL-10 mRNA

발현은 IL-8 mRNA 발현과는 다르게 환자군과 대조군 모두에서

시간이 경과하여도 일정 이상으로 발현되었다(Fig. 2B).

2. 건강 대조군의 단핵구에서 항산화제 처리에 의한

IL-8, IL-10의 발현

건강 대조군의 단핵구에 항산화제를 처리하여 만성육아종질환

과 유사한 조건으로 IL-8과 IL-10을 측정하였다. IL-8은 항산화

제를 처리한 군에서 처리하지 않은 대조군에 비하여 통계적으로

유의하게 증가하였다(P<0.05). 특히 catalase와 apocynin을 처리

Fig. 1. Prolonged expression of IL-8 and IL-8 mRNA after TNF-α stimulation in monocytes from
CGD patients. A) The average level of IL-8 expression in CGD patients and healthy controls did
not differ through 120 min after TNF-α stimulation. However, IL-8 expression in healthy controls
dropped after 180 min whereas IL-8 expression in CGD patients remained significantly elevated. B)
Early after stimulation, expression of IL-8 mRNA was similar in CGD patients and healthy con-
trols. However, 240 min after TNF-α stimulation, healthy controls showed little expression of IL-8
mRNA, whereas CGD patients continued to show sustained IL-8 mRNA expression. *, P<0.05.
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한 군에서 DPI를 처리한 군보다 IL-8의 생성이 증가하였다(Fig.

3A).

항산화제를 30분간과 2시간 처리한 군 모두에서 IL-10은 처리

하지 않은 대조군과 통계적으로 유의한 차이를 보이지 않았다

(Fig. 3B).

고 찰

만성육아종질환에서 염증성 육아종 형성과 만성적인 염증 상

태의 원인이 지속적인 감염에 의한 것보다는 반응성 산소대사물

의 생성 부전과 관련된 염증 반응의 이상이라는 보고들
3, 7-11)

은 있

으나 그 기전은 아직까지 잘 알려져 있지 않다. 본 연구는 만성육

아종질환 환자의 단핵구에서 TNF-α의 자극으로 생성되는 IL-8

과 IL-10을 측정하여 염증성과 항염증성 시토카인의 발현 양상과

반응성 산소대사물들과의 관련성을 알아보았다.

본 연구의 결과에서 건강 대조군의 경우에는 TNF-α 자극으

로 발현되는 IL-8 mRNA는 자극 후 1시간까지 현저하게 증가되

었다가 이후 감소하여 자극 후 4시간 이후에는 거의 IL-8 mRNA

의 발현이 관찰되지 않다. 그러나 IL-10 mRNA 발현은 자극 후

1시간까지 현저하게 관찰되었고 시간이 경과하여도 발현이 유지

되었다. 이는 정상적으로 TNF-α 자극으로 발현된 IL-8의 염증

반응이 IL-10에 의하여 지속적으로 억제된다는 것을 알 수 있으

며, Armstrong 등
6)
과 Abrams 등

12)
의 보고들에서도 IL-10은 단

핵구에서 TNF-α 자극에 의하여 생성된 염증 반응을 억제한다

Fig. 3. The effect of antioxidants on the expression of IL-8 and IL-10. (A) Monocytes from healthy
volunteers were incubated with anti-oxidants followed by TNF-α stimulation for IL-8 and IL-10
expression. Normal monocytes treated with anti-oxidants exhibited increased IL-8 responses.
Pre-incubation with catalase and apocynin result in markedly increased IL-8 expression. (B) There
was no effect of anti-oxidants on the expression of IL-10.

*
P<0.05; DPI, dipheyleneiodonium chloride

Fig. 2. Prolonged expression of IL-10 and IL-10 mRNA after TNF-α stimulation in monocytes
from CGD patients. A) The average pattern of IL-10 production in CGD patients and healthy controls
was similar. However, the average level of IL-10 production in healthy controls dropped after 180
min whereas IL-10 production in CGD patients remained significantly elevated. B. In healthy
controls, production of IL-10 mRNA was detected within 30 min and reached the peak level after
60 min. However, The expression of IL-10 mRNA in CGD patients reached the peak level after 120
min but slowly dropped through 360 min. *, P<0.05
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고 보고하였다.

그러나 만성육아종질환 환자에서는 TNF-α 자극에 의한 IL-

8의 발현 양상이 건강 대조군과 달리 최고 발현치가 60분 정도 늦

게 관찰되었고, IL-8의 발현도 자극 시간이 경과하여도 지속되었

다. 그리고 건강 대조군의 단핵구에 항산화제를 처리하여 만성육

아종질환과 유사한 조건하에서 IL-8을 측정하였을 때 항산화제를

처리한 군에서 처리하지 않은 대조군에 비하여 IL-8의 발현이 증

가하였고, catalase와 apocynin을 처리한 군에서 DPI를 처리한

군보다 IL-8의 발현이 증가하였다. 항산화제인 DPI는 선택적

NADPH oxidase 저해제인 apocynin과는 달리 미토콘드리아 전

자전달계를 저해하기 때문에 항산화제에 의한 IL-8 발현 증가는

NADPH oxidase 경로를 통하여 생산된 반응성 산소대사물들에

의해 매개됨을 알 수 있다. 그리고 만성육아종질환에서 관찰되는

TNF-α 자극에 의한 IL-8의 지연 반응과 과발현도 NADPH

oxidase의 결함에 의한 반응성 산소대사물의 생성 부전과 연관되

어 있음을 알 수 있다.

Brown 등
9)
은 만성육아종질환 환자의 중성구가 정상 중성구보

다 세포자멸사(apoptosis)에 강하고, 세포자멸사 과정에서 항염증

반응의 매개체인 prostaglandin D2와 transforming growth

factor-β를 만성육아종질환 환자의 중성구가 정상 중성구보다

더 적게 발현한다고 보고하였다. 그러나 Warris 등
10)
은 Asper-

gillus fumigatus의 분생포자(conidia)와 균사(hypha)로 만성육

아종질환 환자의 백혈구를 자극했을 때 정상 대조군에 비해 IL-

10의 발현이 증가한다는 상반된 보고를 하였다. 본 연구에서는

TNF-α 자극에 의한 IL-10의 발현도 IL-8의 발현 양상과 유사

하게 지연 반응과 과발현이 관찰되었다. 그러나 건강 대조군의 단

핵구에 항산화제를 처리하였을 때의 IL-10 발현은 처리하지 않은

군과 큰 차이를 보이지 않았다. Dang 등
13)
은 IL-10이 NADPH

oxidase complex의 p47phox subunit 인산화를 저해하여 세포내

반응성 산소대사물의 생성을 억제한다고 보고하였으나, Peri-

anayagam 등
14)
은 IL-10 생성은 미토콘드리아 전자전달계 경로

를 통하여 생성된 반응성 산소대사물과 연관이 있다는 상반된 보

고를 하였다. 본 연구의 결과에서는 항산화제 처리에 의한 IL-10

발현의 변화를 관찰할 수 없었기 때문에 반응성 산소대사물들이

어떤 경로를 통하여 생성되어 TNF-α 자극에 의한 IL-10의 발

현에 어떻게 영향을 미쳤는지에 대한 명확한 설명을 할 수가 없

다. 단지 만성육아종질환에서 관찰되는 TNF-α 자극에 의한

IL-10의 지연 반응과 과발현이 반응성 산소대사물의 생성 부전과

연관되어 있음을 추정할 수는 있다. 그러나 TNF-α 신호 전달

경로에 p47phox의 인산화가 필수적인 조건이며, 반응성 산소대사

물들이 이차적인 매개체 역할을 한다는 여러 보고들
15-17)
을 미루

어 볼 때 NADPH oxidase와 반응성 산소대사물 생성 경로가

TNF-α에 의하여 유발된 염증성 반응을 억제하고 항염증성 시

토카인을 생성하게 함을 알 수 있다.

Lekstrom-Himes 등
18)
은 만성육아종질환과 건강 대조군의 중

성구를 formyl peptide로 자극하였을 때 IL-1β의 발현은 별다른

차이를 보이지 않았으나 IL-8의 발현은 만성육아종질환에서 증가

하였다고 보고하였다. 본 연구에서는 IL-8 이외의 다른 염증성 시

토카인의 발현을 조사하지는 않았지만 위의 보고 결과로 미루어

볼 때 IL-8의 과발현과 지연 반응이 만성육아종질환의 만성 염증

상태의 원인일 가능성을 생각할 수 있다. 그러나 어떻게 염증성

시토카인 중에서 IL-8의 과발현이 만성육아종질환에서만 관찰되

고, NADPH oxidase와 반응성 산소대사물이 어떻게 IL-10의 지

연 반응과 과발현에 영향을 미쳤는지에 관한 추가적인 연구가 필

요할 것으로 생각된다.

결론적으로 만성육아종질환 환자의 단핵구에서 TNF-α 자극

에 의하여 염증성 시토카인인 IL-8과 항염증성 시토카인인 IL-

10의 지연 반응과 과발현이 동시에 관찰되었으며, 건강 대조군의

단핵구에 항산화제를 처리하였을 때 IL-8의 발현 증가가 관찰되

었다. 이는 만성육아종질환의 만성 염증 상태가 시토카인의 생성

조절의 부전과 연관이 있고, NADPH oxidase의 결함에 의한 반

응성 산소대사물의 생성 부전과도 연관되어 있음을 알 수 있다.

요 약

목 적:만성 육아종 질환은 백혈구 내에서 반응성 산소 대사물

을 생성하는 효소인 NADPH oxidase의 유전적인 결함으로 인하

여 반복적이고 치명적인 세균 감염과 진균 감염이 발생되는 유전

성 면역 결핍 질환이다. 만성적인 염증 상태의 원인과 염증성 육

아종 형성의 기전은 잘 알려져 있지 않으나 만성육아종질환의 염

증 조절 부전과 관련이 있을 것으로 생각된다. 본 연구는 만성육

아종질환 환자의 단핵구에서 TNF-α의 자극으로 발현되는 IL-8

과 IL-10을 측정하여 염증성 시토카인과 항염증성 시토카인의 발

현 양상과 만성육아종질환 환자의 만성적인 염증 상태와의 관련

성을 알아보고자 하였다.

방 법:만성 육아종 질환 환자 8명과 건강 대조군 10명의 말초

혈액에서 magnet cell isolation kit를 이용하여 단핵구를 분리하

고, TNF-α (10 ng/mL)로 6시간 동안 자극한 후 실시간 정량적

중합효소 연쇄반응과 ELISA법으로 IL-8과 IL-10의 발현 정도를

측정하였고, 건강 대조군의 단핵구에 항산화제를 전처리한 후

TNF-α로 자극하여 IL-8과 IL-10의 발현 정도를 측정하였다.

결 과:만성육아종질환 환자에서 TNF-α 자극에 의한 IL-8

의 발현 양상은 건강 대조군과 달리 최고 발현치가 60분 정도 늦

게 관찰되었고, IL-8의 발현도 자극 시간이 경과하여도 지속되었

다. 그리고 건강 대조군의 단핵구에 항산화제를 처리하여 만성육

아종질환과 유사한 조건하에서 IL-8을 측정하였을 때 항산화제를

처리한 군에서 처리하지 않은 대조군에 비하여 IL-8의 발현이 증

가하였고, catalase와 apocynin을 처리한 군에서 DPI를 처리한

군보다 IL-8의 발현이 증가하였다. TNF-α 자극에 의한 IL-10

의 발현도 IL-8의 발현 양상과 유사하게 지연 반응과 과발현이

관찰되었다. 그러나 건강 대조군의 단핵구에 항산화제를 처리하

였을 때의 IL-10 발현은 처리하지 않은 군과 큰 차이를 보이지 않
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았다.

결 론:만성육아종질환 환자의 단핵구에서 TNF-α 자극에

의하여 염증성 시토카인인 IL-8과 항염증성 시토카인인 IL-10의

지연 반응과 과발현이 동시에 관찰되었으며, 건강 대조군의 단핵

구에 항산화제를 처리하였을 때 IL-8의 발현 증가가 관찰되었다.

이는 만성육아종질환의 만성 염증 상태가 시토카인의 생성 조절

의 부전과 연관이 있고, NADPH oxidase의 결함에 의한 반응성

산소대사물의 생성 부전과도 연관되어 있음을 알 수 있다.
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