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사람의 피부상피세포에서 황색포도상구균의 독소인자인 

Staphylococcal Protein A의 염증반응 촉진효과
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Staphylococcus aureus is a major human pathogen that is associated with various types of local and 

systemic infection. Staphylococcal protin A (SPA), a highly expressed surface component of S. 

aureus, may have a role in virulence such as activating inflammation and interfering with immune 

clearance. We examined the effect of recombinant SPA on inflammatory response in human HaCaT 

keratinocytes. The recombinant SPA protein was prepared using the pET-28a Vector System in 

Escherichia coli. The expression of pro-inflammatory related adhesion molecules and cytokines in 

HaCaT cells incubated for 6, 12, and 24 h with SPA (2 μg/ml) was analyzed by comparative 

RT-PCR or ELISA. The expression of E-selectin, ICAM-1, MCP-1, IL-6 and IL-8 was significantly 

increased in HaCaT from 6 to 24 h after treatment with SPA. SPA showed the effect on the 

adhesion-promoting ability of U937 monocytes to HaCaT cells. Our data demonstrate that SPA 

stimulates inflammatory response of HaCaT cells, implicating an important factor for exacerbation 

of skin inflammation of immunologic disease.
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황색포도상구균은 호기성 혹은 통성 기성 그람양성 세균

으로 사람의 피부나 막에 집락을 형성하며 높은 보균율로 

인하여 인체에 매우 흔한 감염증을 일으킨다(3). 장독소(entero-

toxin), 장응고효소(coagulase), 백 구 사멸소(leukocidin) 

 staphylococcal protein A (SPA) 등을 포함하는 많은 병원인

자들을 생성하는 그람 양성 구균인 황색포도상구균(Staphylo-

coccus aureus)은 뾰루지, 농가진  표피박탈 증후군과 같은 

피부감염질환과 폐렴을 일으킬 뿐만 아니라 많은 장기에서 농

양, 장염, 장염, 독소 증후군, 심장내막염  패 증을 일으
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키며(3), 최근에는 내인성 아토피피부염을 일으키는 병인요인

으로 작용한다(15, 17, 18, 19). 50% 이상이 그람양성균인 황

색포도상구균에 의해 유발되는 패 증(sepsis)은 사이토카인 

폭풍이라 일컬어지는 ‘cytokine storm'을 유도하면서 세포, 기

  조직에 손상을 입힘으로써 높은 사망률과 심각한 후유

증을 동반하여 막 한 인 , 경제  손실을 래하는 세균감

염 질환이다(4, 9). 

염증반응은 조직(세포)의 손상이나 외부감염원(박테리아, 

곰팡이, 바이러스, 다양한 종류의 알 르기 유발물질)에 감염

되었을 때 국소 과 체액  각종 염증 매개인자  면역

세포가 련되어 효소 활성화, 염증매개물질 분비, 체액 침윤, 

세포 이동, 조직 괴 등 일련의 복합 인 생리  반응과 홍
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반, 부종 발열 통증 등 외  증상이 나타난다. 정상인 경우 염

증반응은 외부감염원을 제거하고 손상된 조직을 재생하여 생

명체 기능회복작용을 하지만, 항원이 제거되지 않거나 내부물

질이 원인이 되어 염증반응이 과도하거나 지속 으로 일어나

면 오히려 질환의 주요 병리 상(과민성 질환, 만성 염증)이 

되며, 수 , 약물투여, 장기이식 등 치료과정에서도 장해요인

이 된다. 황색포도상구균의 감염에 의한 피부 염증반응은 표

피의 피부상피세포가 손상을 입고 RANTES, TNF-α와 IL-4

를 유리시킴으로써 내피세포에 유착 분자 ICAM-1, 

VCAM-1과 E-selectin 발 을 유도하여 림 구, 식세포/표

피의 수지상세포와 호산구를 침윤시키고 이어서 히스타민, 류

코트리엔과 단백질분해효소 등 염증 세포들의 생산물들을 유

리하여 피부 염증반응을 지속시키기 때문에 고 더 가렵게 

되는 악순환이 시작된다(2, 16, 24). 따라서 면역학 으로는 

알 르겐과 미생물 항원에 만성 인 노출, Th2 세포 자극, 알

르겐 특이 IgE 생산, 단핵구로부터 PGE2와 IL-10 생산 증

가, 비만세포의 탈과립, 호산구 침윤, 세포고사(apoptosis)의 

지연 그리고 음으로써 피부상피세포에 염증성 매체 출  등 

복합 인 작용이 여한다. 최근에 많은 종류의 병원인자를 

생성하는 병원성 세균들은 일부 항원성을 가진 인자들이 Toll- 

like receptor (TLR)을 통해 면역반응이 유발된다는 사실이 최

근 밝 지면서 면역세포의 과민반응으로 인한 독성이 심한 염

증인자들이 과분비되는 염증반응 기 에 한 연구가 활발히 

진행되었다(6, 20). 황색포도상구균이 생성하는 Staphylococcus 

toxin α (SEA), Staphylococcus toxin β (SEB)  toxin 

shock syndrome toxin (TSST-1)과 같은 장독소는 사람의 조

직 내에서 염증반응을 유발 시킬 뿐만 아니라 세포사멸을 유

도함으로써 치명 인 장기 손상을 래한다는 사실이 밝 졌

다(5, 10, 14, 21). 황색포도상구균의 감염을 통해 면역세포의 

과민반응으로 독성이 심한 염증인자(inflammatory factors)들이 

과 분비되고, 여러 장기에 치명 인 손상을 일으킨다는 보고

에 따라 그 작용기 의 명확한 규명이 요한 과제로 인식되

고 있다. 최근의 연구에서 황색포도상구균의 Staphylococcal protein 

A (SPA)가 피부조직에 있는 상피세포에서 생성된 IL-18 사이

토카인이 CD4+ T 세포를 활성화하여 IFN-γ, IL-3, IL-13 등

을 분비하게 함으로써 히스타민과 비만세포의 침윤을 래함

으로써 아토피피부염과 같은 피부염증질환을 일으킨다는 보고

가 있었으며(23), 각막의 상피세포의 염증반응을 진한다는 

연구 결과에 따라 염증질환에 요한 병원인자로 추정되었다

(11, 23). 따라서, 황색포도상구균에 의한 피부감염 염증질환

과 련된 병인기 의 이해를 돕기 해서 황색포도상구균이 

분비하는 많은 종류의 병원인자들  SPA가 사람의 피부상피

세포의 염증반응 련인자들의 발 을 분석하여 염증반응에 

한 효과를 조사하 다.

재료 및 방법
세포배양

HaCaT 피부상피세포와 U937 단핵구는 ATCC (American 

Type of Cell Collection, USA)에서 각각 분양 받아, 10% 우

태아 청(FBS; Hyclone, USA), 100 IU/ml penicillin, 100 μg/ml 

streptomycin을 첨가한 DMEM 배지(Life Technologies, USA)

에서 37°C, 5% CO2 조건으로 배양하 다. 

아토피피부염 환자의 병변조직에서 황색포도상구균의 분리

아토피피부염 환자의 병변조직의 일부를 잘게 자른 다음 

collagenase (10 μg/ml)가 첨가된 PBS에 부유시키고 37°C에

서 한 시간 반응시켰다. 황색포도상구균을 분리하기 해 선

택배지인 마니톨 한천배지에 부유물을 도말한 후 37°C에서 

하루동안 배양하여 황색포도상구균을 분리하여 본 연구에 이

용하 다.

아토피피부염 환자로부터 병변부위 채취 및 조직학적 분석 

2003∼2004년에 경북 학교 병원 피부과에 내원한 환자 

 샘  채취  이용 동의서를 받은 9명의 아토피피부염을 

가진 성인환자를 상으로 경북 학교 임상시험 심사 원회로

부터 승인을 받고 실험을 진행하 다. 아토피피부염을 가진 

성인 환자의 병변조직을 일부 채취하여 4% 포르말린 용액에 

4시간 고정한 후 라핀에 넣어 블럭을 만들었다. 5 μm 두께

로 단한 다음 3-aminopropyltriethoxy-saline에 코 된 슬라

이드에 부착시킨 후 Haematoxylin-Eosin (H-E) 염색과 SPA

에 한 면역조직화학요법을 다음과 같이 진행하 다. 0.3% 

H2O2가 포함된 PBS에 20분간 실온에서 반응시켜 endogenous 

peroxidases를 제거하고 polyclonal mouse anti-SPA (Santa- 

Cruz, USA) 1차 항체를 첨가하여 4°C에서 16시간 반응시키

고 PBS로 세 번 세척한 후 biotin conjugated donkey anti- 

mouse IgG (Santa-Cruz, USA) 2차 항체를 첨가하여 실온에

서 2시간 반응시켰다. PBS로 세 번 세척한 후 ABC 용액을 

첨가하여 실온에서 한 시간 반응시켰다. 0.025% 3,3-diamino-

benzidine 용액에 넣어 발색시킨 후 미경 찰을 실시한 후 

사진 촬 하 다.

재조합 SPA 단백질 제작

황색포도상구균 분리주에서 genomic DNA를 분리 키트

(QIAGEN, Germany)를 이용하여 genomic DNA를 분리하

다. BamHI과 XhoI 제한효소 부 가 각각 부착된 primer  

(Forward primer: 5′-CACCGTGGATCCATGATGACTTTA 

CAAATACATACAG-3′, Reverse primer: 5′-CACCGTCTC 

GAGTTATAGTTCGCGACGACGTCCA-3′)을 제작하여 PCR 

반응을 통해 spa 유 자를 증폭을 실시하 다. BamHI과 XhoI 

제한효소를 처리한 후 pET-28a 발 벡터에 삽입한 후 E. coli 

strain DH5α에 형질 환을 실시하 다. 형질 환 균주로부터 

라스미드를 추출한 후 spa 유 자의 삽입을 PCR 반응, 제

한효소를 처리  염기서열분석을 통하여 확인하 다. spa가 

삽입된 pET-28a 발 벡터를 E. coli strain BL21/DE3에 형질

환을 실시하 다. 형질 환 균주를 흡 도 0.6-1까지 배양한 

후 1 mM IPTG를 첨가하여 재조합 SPA 단백질을 과발 시

켰다. 과발 된 SPA 단백질은 12% SDS-PAGE를 통해 확인

한 후 Ni-NTA agarose gel (QIAGEN)을 이용하여 정제하
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다. 정제한 단백질은 12% SDS-PAGE를 통해 확인한 후 

BioRad regent (BioRad, USA)를 이용하여 단백질 정량을 실

시하 다. 정제된 단백질은 lipopolysaccharide (LPS)의 오염

을 방지하기 해 제조회사의 방법에 의거하여 5 ml polypro-

pylene column에 1 mg/ml의 polymixin B이 첨가된 poly-

mixin B-Agarose (Sigma-Aldrich, USA) 10 ml을 정착시키고 

1 mg의 정제단백질 용액을 통과 시킨 후 본 실험에 사용하 다.

재조합 SPA 단백질이 사람 피부상피세포의 독성능에 미치

는 효능분석

10% FBS가 포함된 200 μl의 DMEM 배지가 들어있는 96 

well plate에 5×103개의 HaCaT 피부상피세포를 하루동안 배

양한 후 100-2000 ng/ml의 다양한 농도로 재조합 SPA 단백

질을 투여하여 24  48시간 배양하 다. 각 well당 20 μl의 

WST-1 reagent를 첨가하고 5% CO2가 들어있는 37°C 배양

기에서 2시간 반응시킨 후 450 nm에서 흡 도를 측정하 다. 

결과의 재 성을 확인하기 해 총 3회 개별실험을 진행하 다.

재조합 SPA 단백질이 사람 피부상피세포의 염증반응에 미

치는 효능분석

10% FBS가 포함된 2 ml의 DMEM 배지가 들어있는 

6-well plate에 2×105개의 HaCaT cells을 하루동안 배양한 후 

2 μg/ml의 농도로 재조합 SPA 단백질을 투여하여 6, 12  

24 시간 배양하 다. RT-PCR 분석을 해 배양된 세포를 회

수한 후 total RNA를 분리하고 흡 도 260 nm에서 정량분석

을 실시하 다. 분리한 total RNA를 이용하여 cDNA를 합성

한 후 PCR 반응을 수행하여 염증 련 부착인자인 ICAM-1, 

VCAM-1  E-selectin과 염증 련 사이토카인인 IL-6, IL-8 

 MCP-1의 발 을 분석하 다. 한 배양상등액을 회수하여 

염증 련 사이토카인인 MCP-1, IL-6  IL-8에 한 ELISA 

분석을 실시하 다. RT-PCR  ELISA 분석결과의 재 성을 

확인하기 해 총 3회 개별실험을 진행하 다.

Reverse transcriptase polymerase chain reaction 

(RT-PCR) 분석

세포에서 total RNA의 분리는 total RNA extraction kit 

(Intron Biotechnology, Korea)을 이용하 다. Scraper를 이용

하여 1×106개의 세포를 바닥에서 떼어낸 후, extraction solution 

1 ml을 첨가하여 16,000×g (4°C)에서 10분간 원심분리를 하

다. 조심스럽게 상등액을 새 tube에 옮기고 chloroform 200 μl

를 첨가한 다음 부드럽게 혼합하 다. 16,000×g (4°C)에서 10

분간 원심분리를 한 후, 상등액(400 μl)을 새 tube에 옮기고 

동량의 isopropanol을 첨가하여 부드럽게 혼합하 다. 16,000×g 

(4°C)에서 5분간 원심분리를 한 후, 조심스럽게 상등액을 제

거하 다. Pellet에 75% 에탄올을 첨가한 후 15  동안 혼합

하고 9,300×g (4°C)에서 5분간 원심분리를 하 다. 조심스럽

게 상등액을 제거하고 pellet을 공기 에 완 히 건조시킨 후 

RNA pellet에 diethyl pyrocarbonate (DEPC)가 처리된 증류

수 20 μl를 넣어 RNA를 용해시켰다. 추출한 RNA는 흡  

도계 (SmartSpec TM3000, BioRad)를 이용하여 260 nm에서 

흡 도를 측정하고 정량하 다. 5 μg의 total RNA를 주형으

로 사용하여 oligo (dT)12-18 (Gibco-BRL, USA) 1 μl를 혼합

하고 65°C에서 5분간 반응시킨 후 얼음 에서 5분간 보 하

다. 5×first-strand buffer (Promega, USA) 4 µl, 0.1 M 

dithiothreitol (DTT, Promega) 2 µl와 10 U/µl의 RNase 

inhibitor (Invitrogen, USA) 1 µl, 2.5 mM deoxyribonu-

cleoside triphosphate (dNTP, Promega) mix 4 µl, 그리고 

200 U/µl의 M-MLV reverse transcriptase (M-MLV RT, 

Gibco-BRL) 1 µl를 첨가하여 37°C에서 1시간, 70°C에서 15

분간 반응시키고, 4 mg/ml의 RNase H 1 µl를 첨가하여 37°C

에서 30분간 반응시켰다. 반응이 끝난 후 같은 양의 chloro-

form을 첨가하여 30 간 강하게 진탕하고 16,000×g에서 5분간 

원심 분리하여 상층액을 새 tube에 옮기고 -20°C에 보 하 다. 

역 사 효소를 이용하여 합성한 cDNA를 주형으로 사용하여 5 

µl의 5x PCR reaction buffer (Promega), 2 µl의 2.5 mM 

dNTP mix, 0.5 µl의 유 자에 특이 인 시발체(Table 1)를 

각 10 pmol/µl와 0.125 µl의 Taq DNA polymerase (5 U/µl)

를 혼합하 다. 94°C에서 5분간 DNA를 변성시킨 다음 

GAPDH는 94°C에서 30 , 57°C에서 30  그리고 72°C에서 

30 간 25회 반복시켰고 E-selectin, ICAM-1, MCP-1, IL-6 

 IL-8은 94°C에서 30 , 55°C에서 30  그리고 72°C에서 

30 간 35회 반복하 다. 반응이 끝난 PCR 산물은 ethidium 

bromide (0.5 µg/ml)가 포함된 1.5% agarose (BioWhittaker 

Molecular Applications, USA) gel에 6×gel loading buffer 

(Intron)로 loading하여 100 V에서 기 동하 다. UV 

illuminator (Vilber lourmate, Marne-La-Vallée, France)를 통

해 증폭된 DNA를 확인하여 Photo-Documentation Camera 

(Fisher Scientific, USA)로 촬 하 다.

ELISA 분석

2% FBS가 포함된 2 ml DMEM 배지가 들어있는 6-well 

plate에 2×105개의 HaCaT 피부상피세포를 하루동안 배양한 

후 2 µg/ml의 농도로 재조합 SPA 단백질을 투여하여 12  

24시간 배양하여 상등액을 회수하 다. IL-6와 IL-8의 생성량

은 제조회사(R&D Systems, USA)의 방법에 의거한 ELISA 

kit를 이용하여 분석하 다.

피부상피세포와 단핵구간의 부착능 분석

DMEM (2% FBS)이 들어있는 6-well plate에 1×105개의 

HaCaT 피부상피세포를 첨가하여 하루동안 부착시켜 배양하

고 2 µg/ml의 농도로 재조합 SPA 단백질을 투여하여 하루동

안 반응시켰다. 4×106개의 U937 단핵구를 각 well에 첨가하

여 4시간 반응시키고 부착하지 않은 U937 단핵구를 제거하기 

해서, RPMI 1640 (Serum-free)으로 3번 세척한 후 미경

으로 찰 후 부착된 monocytes를 회수하고 세포수를 측정하

다. 한 결과의 재 성을 해 3회 개별실험을 진행하 다.
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(C)(C) (D)(D)

Fig. 1. Haematoxylin-Eosin (H-E) stain and Immunohistochemisty of SPA in S. aureus-infected human AD patients. The result 
of H-E stain shows hyperplasia in S. aureus-infected human AD patients (B) compare with control (A). The number of SPA 
immunoreactive region in patient skin (D) is increased compare to control (C). SPA immunopositive region are detected in 
epithelium and indicated as arrow. Control: normal human skin.

Table 1. Primer sequences used in this study

Target gene GenBank accession no. Sequence of primer PCR product size

E-selectin BC142677 FP: 5'-ACCTCCACGGAAGCTATGAC-3'
RP: 5'-TCCCAGATGAGGTACACTGA-3' 796 bp

ICAM-1 NM000201 FP: 5'-CTGCAGACAGTGACCATCTA-3'
RP: 5'-AAAGTGCCATCCTTTAGACA-3' 461 bp

IL-6 M14584 FP: 5'-CCTTCCAAAGATGGCTGAA-3'
RP: 5'-CAGGGGTGGTTATTGCATCT-3' 230 bp

IL-8 BC013615 FP: 5'-ATGACTTCCAAGCTGGCCGTGGCT-3'
RP: TCTCAGCCCTCTTCAAAAACTTCTC-3' 292 bp

MCP-1 X14768 FP: 5'-TCTCAGTGCAGAGGCTCGCGA-3'
RP: 5'-GAGTGAGTGTTCAAGTCTTCG-3' 183 bp

GAPDH NM002046 FP: 5'-AAGTGGATATTGTTGCCATC-3'
RP: 5'-ACTGTGGTCATGAGTCCTTC-3' 454 bp

결과

아토피피부염 환자의 병변부위에서 조직학적인 분석을 통

해 황색포도상구균의 감염에 의한 염증반응 확인

아토피피부염 환자의 피부병변 조직을 H-E 염색을 실시한 

결과 정상조직 조군에 비해 epidermis region에 과세포증식

(hyperplasia)이 일어난 것을 확인할 수 있었고, 으로부터 

들어온 염증세포들의 침윤을 찰할 수 있었다(Fig. 1A, B). 

이러한 결과는 아토피피부염 환자의 피부병변 부 에 염증반응

이 있음을 보여 다. 한 면역조직화학요법을 실시하여 아토

피피부염 환자의 조직에서 황색포도상구균의 표면발  단백질 

Staphylococcal protein A (SPA)의 풍부한 발 을 찰함으로

써 아토피피부염 환자의 피부조직에서 황색포도상구균의 감염

에 의해 염증반응이 야기되었음을 확인할 수 있었다(Fig. 1C, D). 
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Fig. 2. Generation of recombinant SPA protein in E. coli strain BL21/DE3. (A) Construct of pET28a-SPA expression vector. 
(B) Agarose gel electrophoresis of pET28a-SPA digested with BamHI and XhoI. (C) 12% SDS-PAGE of the purified 
recombinant SPA protein. M: size marker.

(A) (B)

(C)

재조합 SPA 단백질 제작

pET-28a 발 벡터시스템을 이용하여 재조합 SPA 단백질

을 제작하기 해서 S. aureus 균주에서 genomic DNA를 분

리하고 PCR 반응을 통해 spa 유 자 증폭을 실시한 후 pET- 

28a 발 벡터에 삽입하 고, 제한효소 BamHI과 XhoI을 처리

하여 삽입된 spa 유 자를 확인하 다(Fig. 2A, B). pET28a- 

SPA 발 벡터를 E. coli strain BL21/DE3에 형질 환시키고 

흡 도 1에서 1 mM IPTG를 첨가하여 재조합 SPA 단백질을 

과발 시켰다. Ni-NTA agarose gel (QIAGEN)을 이용하여 

정제한 후 12% SDS-PAGE를 통해 확인함으로써 재조합 

SPA 단백질이 성공 으로 제작  정제되었음을 확인할 수 

있었다(Fig. 2C). 

재조합 SPA 단백질이 사람 피부상피세포의 독성능에 미치

는 효능분석

재조합 SPA 단백질이 사람 피부상피세포의 독성에 미치는 

향을 조사하기 해서, 5×103개의 HaCaT 피부상피세포를 

하루동안 배양한 후 100-2000 ng/ml의 다양한 농도로 재조합 

SPA 단백질을 투여하여 24-48시간 배양한 후 WST-1 assay

를 실시하 다. 피부상피세포에 한 SPA의 세포독성능을 분

석한 결과 100-2000 ng/ml의 농도에서는 SPA에 의한 피부상

피세포의 세포독성은 거의 찰되지 않았다(자료 미제시). 이

러한 결과는 2 µg이하의 농도에서는 SPA가 피부상피세포의 

증식억제  세포치사에 크게 향을 미치지 않음을 의미한다.

재조합 SPA 단백질이 혈관내피세포 및 피부상피세포의 염

증반응에 미치는 효능분석

SPA가 피부상피세포에서 염증반응에 미치는 효과를 분석

하기 해서 HaCaT 피부상피세포에 2 µg/ml의 농도로 재조

합 SPA 단백질을 투여하여 6, 12  24시간 배양한 후 

RT-PCR를 통해 염증 련 부착인자인 E-selectin  ICAM-1

과 염증 련 사이토카인인 MCP-1, IL-6  IL-8의 발 을 분

석하 다(Fig. 3). 그 결과 SPA 처리 6, 12  24시간에서 염

증 련 부착인자인 ICAM-1  E-selectin mRNA 발 의 

하게 증가 고, 염증 련 사이토카인인 MCP-1, IL-6  

IL-8 mRNA의 발  한 하게 증가한다는 사실을 확인

하 다(Fig. 3). IL-6  IL-8에 한 ELISA 분석을 통해서도 

SPA를 처리한 피부상피세포에서 12  24시간째에 IL-6  

IL-8 단백질의 발 이 하게 증가한다는 결과를 확인하

다(Fig. 4). 이러한 결과들은 SPA가 사람의 피부상피세포에서 

염증 련 부착인자(ICAM-1  E-selectin)와 사이토카인(IL-6

과 IL-8)의 발 을 증진시켜 염증반응을 진시킨다는 사실을 

보여 다.

SPA가 피부상피세포와 단핵구간의 부착능에 대한 효능분석

SPA가 피부상피세포와 단핵구간의 부착능에 한 효능을 

분석하기 해서, 1×105개의 HaCaT 피부상피세포에 2 µg/ml

의 농도로 재조합 SPA 단백질을 투여하여 하루 동안 반응시

킨 후 4×106개의 U937 단핵구를 첨가하여 4시간 반응시킨 후 

HaCaT 피부상피세포에 부착된 U937 단핵구의 수를 측정하

다. 재조합 SPA 단백질을 1일  2일 동안 처리한 피부상
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Fig. 4. The effect of recombinant SPA protein on the expression of IL-6 and IL-8 protein in HaCaT keratinocytes by ELISA. 
SPA treatment (2 µg/ml) for indicated times (12 and 24 h) increased the expression of IL-6 and IL-8 protein. The results are 
representative of three independent experiments with similar results. Data are expressed as means+SD. *p<0.01 compared with 
the control value as determined by one-way ANOVA statistical analysis.
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Fig. 3. The effect of recombinant SPA protein on the expression of pro-inflammatory response-related adhesion molecules 
(E-selectin and ICAM-1) and cytokines (IL-6, IL-8 and MCP-1) in HaCaT keratinocytes by RT-PCR analysis. (A) SPA 
treatment (2 µg/ml) for indicated times (6, 12, and 24 h) increased the expression of E-selectin, ICAM-1, MCP-1, IL-6 and 
IL-8. B. Band densities in each lane were evaluated semi-quantitatively by scanning densitometry. Data are representative of 
three independent experiments with similar results. Results are ratios of E-selectin, ICAM-1, MCP-1, IL-6 and IL-8 mRNA 
normalized to GAPDH mRNA expressed as means+SD. *p<0.01 compared with the control value as determined by one-way 
ANOVA statistical analysis

(A) (B)

피세포와 단핵구와의 부착능을 조사한 결과 SPA는 피부상피

세포와 단핵구와의 부착능을 2배 이상 증가시켰다(Fig. 5). 이

러한 결과는 SPA가 피부상피세포에서 염증 련 부착단백질

(E-selectin  ICAM-1)의 발 을 증가시킴으로써 단핵구와의 

부착능을 증진시킨다는 사실을 보여 다.

고찰

본 연구에서는 피부에 심각한 염증을 유발한 아토피 환자

의 병변조직에서 황색포도상구균의 감염을 확인할 수 있었고, 

그 황색포도상구균이 염증반응을 강력하게 진시키는 독력인

자(virulence factor)들을 가지고 있음을 견할 수 있었다. 그

래서 본 연구에서는 황색포도상구균에 의한 피부 염증질환과 

련된 병인기 의 규명을 한 기 연구로서 황색포도상구균

이 분비하는 많은 종류의 병원인자들  SPA가 사람의 피부

상피세포의 세포독성에 미치는 향을 조사하 고, 피부상피

세포에서 염증반응 련인자들의 발 에 미치는 효과를 조사

하 다. 최근의 연구보고에 의하면 황색포도상구균에서 분비

되는 세포막에서 생성된 소포들(the membrane-derived vesicles, 

MVs) 속에는 SPA 단백질이 과량 포함되어 있으며, 인체 후

두 상피세포인 HEp-2 세포에 과량의 MVs를 처리하면 세포사

멸을 래한다는 결과를 보고하 다(8). 이 연구결과에 의하면 

MVs에 의해 SPA가 세포안으로 유입되고 그로 인해 세포사

멸로 유도될 수 있다는 것이다. 이러한 연구결과를 통해 짐작

해보면 본 연구결과에서는 100-2,000 ng/ml의 농도의 SPA는 

피부상피세포의 독성에 향을 미치지 않았지만 5-50 µg 이
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Fig. 5. Quantitative adherence assay of U937 monocytes to 
HaCaT keratinocytes. U937 monocytes were seeded onto 
HaCaT keratinocytes after treatment with SPA (2 µg/ml) for 
1 and 2 days and then incubated for 3 h. The number of 
adherent U937 monocytes to HaCaT keratinocytes was 
determined by cell counting. HaCaT keratinocytes after 
treatment with SPA showed a significant increase in the 
numbers of attached U937 monocytes. Data are representative 
of three independent experiments with similar results. Results 
are the mean+SD of triplicates. *p<0.01 compared with the 
control value as determined by one-way ANOVA statistical 
analysis.

상 과량의 SPA를 처리하면 피부상피세포의 세포사멸을 래

할 수 있음을 시사해 다.

본 연구의 RT-PCR와 ELISA 분석의 결과에서 보여  SPA

에 의한 피부상피세포에서 염증 련 부착단백질(E-selectin, 

ICAM-1  VCAM-1)과 사이토카인(IL-6, IL-8,  MCP-1)

들의 발 의 증가는 염증반응의 유발을 확인할 수 있는 근거

가 된다. 왜냐하면 염증 련 사이토카인들은 단핵구와 면역세

포들을 불러오는 신호 달을 수행하는 역할을 하며 염증 련 

부착단백질들에 의해 상호결합을 함으로써 염증을 야기하기 

때문이다. SPA가 기도조직에 있는 상피세포에서 IL-8의 생성

을 증가시킴으로써 염증반응을 증진시킨다는 이  연구보고에

서 보면 상피세포에서 SPA에 의한 IL-8 생성의 증가는 SPA

가 TNF-α를 생성함으로써 그 수용체(TNF recetor)를 통해서 

Mitogen-activated protein kinases (MAPKs)의 신호과정을 거

쳐 IL-8의 생성을 유도하 을 뿐만 아니라  다른 수용체를 

통해서도 IL-8의 생성을 증가시켰음을 제시하 다(7). 이러한 

연구결과는 SPA가 사람의 피부상피세포에서 IL-8의 생성을 

진시킨다는 본 연구의 결과를 뒷받침해주는 좋은 근거자료

가 된다. 게다가 본 연구에서는 SPA가 피부상피세포에서 IL-8

의 생성을 진할 뿐만 아니라 IL-6와 MCP-1의 생성을 진

한다는 새로운 사실을 보여주었다. IL-6은 염증반응의 결과를 

확인할 수 있는 표 인 사이토카인이며 면역세포들을 불러

오고 활성화시키는데 요한 역할을 수행하며, MCP-1은 단핵

구를 불러오기 한 신호 달을 수행하는 모카인으로 염증

반응을 매개하는 표 인 신호 달인자이다. 한 SPA에 의

한 피부상피세포와 단핵구와의 상호 부착력의 증진을 보여주

었는데 이러한 결과는 SPA가 피부상피세포에 염증반응 매개 

부착인자인 E-selectin  ICAM-1의 발 을 증진시킴으로써 

이러한 부착단백질이 단핵구와의 결합에 여했다는 사실을 

제시한다. 따라서 SPA에 의한 피부상피세포의 염증 련 부착

단백질(E-selectin  ICAM-1)과 사이토카인(IL-6, IL-8,  

MCP-1)들의 발  증가는 SPA가 피부상피세포의 염증반응을 

유도  진한다는 사실을 보여주는 결과이다. 이 의 연구

보고들에 의하면 상피세포를 포함한 조직세포들은 황색포도상

구균과 같은 그람양성 균종들은 인지하는 몇 개의 수용체가 

있으며 그 에서 표 으로 Toll like receptor 2 (TLR2)가 

여한다고 알려져 있다(12, 13, 22). 특히 Gomez 등(7)은 

SPA가 TNF receptor 1 (TNFR1)을 통해서 사람의 기도에 있

는 상피세포의 염증을 유발한다고 보고하 고, Kumar 등(11)

은 황색포도상구균에서 발 되는 SPA가 각막의 상피세포의 

염증반응을 유발한다고 보고하 는데, 이러한 연구결과들은 

SPA가 조직세포에서 발 되는 TNFR1을 통해서 염증반응을 

유도한다는 사실을 시사해 다. 한 최근에는 SPA가 사람 

피부상피세포의 TNFR1과 강한 결합을 통해 NK-κB를 활성

화시키고 염증 련 유 자의 발 을 증진시킨다는 연구결과를 

보고하 다(1). 이러한 이 의 연구결과와 마찬가지로 본 연구 

결과에서도 SPA가 내피세포에서 염증 련 부착단백질

(E-selectin  ICAM-1)과 사이토카인(IL-8, IL-12  MCP-1)

의 발 을 증가시킴으로써 염증반응을 유도  진한다는 연

구결과들은 SPA가 피부상피에서 발 되는 TNFR1을 통해서 

염증반응을 유도하는 요한 염증반응 유도인자라는 사실을 

뒷받침해 다. 한 SPA는 황색포도상구균의 거의 모든 균종

에서 생산되는 요한 표면단백질이고 조직세포에 작용해서 

염증반응과 질병을 야기할 수 있을 거라 생각되기 때문에 본 

연구결과에서 보여  SPA가 피부상피세포의 염증을 유발한다

는 결과는 황색포도상구균에 의한 병인기  연구에 요한 근

거자료가 될 수 있다. 결론 으로 본 연구의 결과는 아토피피

부염 환자에서 분리한 황색포도상구균으로부터 SPA 재조합 

단백질을 제작하 고, in vitro에서 염증반응과 련된 요한 

부착단백질  사이토카인의 발 조사를 통하여 SPA가 염증

반응 진인자로서의 역할을 확인하 을 뿐만 아니라 황색포

도상구균의 감염으로 인한 병인기 을 뒷받침해주는 요한 

근거자료로서 활용될 수 있을 것이다.

적요

황색포도상구균은 사람에게서 염증을 동반한 다양한 형태

의 국소  는 신  감염을 일으키는 주요 병원균이며, 황

색포도상구균에서 풍부하게 발 되는 Staphylococcal protein 

A (SPA)는 염증의 활성화나 면역 반응의 회피와 련된 균력

인자로서 작용할 수 있다. 본 연구에서는 사람의 HaCaT 피부

상피세포에서 재조합 SPA 단백질을 이용하여 염증반응에 

한 효과를 조사하기 해서 pET-28a 발 벡터시스템을 이용

하여 성공 으로 재조합 SPA 단백질을 제작하 고, 이 단백

질(2 µg/ml)을 6, 12  24시간 처리한 HaCaT 피부상피세포

에서 RT-PCR  ELISA를 이용하여 염증 련 부착인자  
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사이토카인의 발 을 분석하 다. SPA 처리 후 6시간에서 24

시간까지 E-selectin, ICAM-1, MCP-1, IL-6  IL-8의 발

이 하게 증가함을 확인하 다. 한 SPA는 HaCaT 피부

상피세포에 한 U937 단핵구의 부착력을 증진시켰다. 따라

서, 본 연구의 결과는 SPA가 HaCaT 피부상피세포의 염증반

응을 진시킨다는 사실을 보여주었으며, 황색포도상구균에 

의한 피부염증질환에 있어서 요한 병원성인자로서의 역할을 

수행한다는 사실을 시사해 다.

감사의 말

이 논문은 2008년도 정부(교육과학기술부)의 재원으로 한

국연구재단의 지원을 받아 수행된 기 연구사업(KRF-313-2008- 

2-E00618)에 의해 이루어졌습니다.

참고문헌

 1. Classen, A., B.N. Kalali, C. Schnopp, C. Andres, J.A. 

Aguilar-Pimentel, J. Ring, M. Ollert, and M. Mempel. 2011. 

TNF receptor I on human keratinocytes is a binding partner for 

staphylococcal protein A resulting in the activation of 

NFkappaB, AP-1, and downstream gene transcription. Exp. 

Dermatol. 20, 48-52.

 2. Donnarumma, G., I. Paoletti, E. Buommino, M.A. Tufano, and 

A. Baroni. 2004. Alpha-MSH reduces the internalization of 

Staphylococcus aureus and down-regulates HSP 70, integrins and 

cytokine expression in human keratinocyte cell lines. Exp. 

Dermatol. 13, 748-754.

 3. Dryden, M.S. 2010. Complicated skin and soft tissue infection. 

J. Antimicrob. Chemother. 65, 35-44. 

 4. Edwards, A.M., J.R. Potts, E. Josefsson, and R.C. Massey. 2010. 

Staphylococcus aureus host cell invasion and virulence in sepsis 

is facilitated by the multiple repeats within FnBPA. PLoS 

Pathog. 6, e1000964.

 5. Fernandez, S., E.D. Cisney, S.I. Hall, and R.G. Ulrich. 2011. 

Nasal immunity to staphylococcal toxic shock is controlled by 

the nasopharynx-associated lymphoid tissue. Clin. Vaccine 

Immunol. 18, 667-675.

 6. Fournier, B. and D.J. Philpott. 2005. Recognition of Staphylo-

coccus aureus by the innate immune system. Clin. Microbiol. 

Rev. 18, 521-540.

 7. Gómez, M.I., A. Lee, B. Reddy, A. Muir, G. Soong, A. Pitt, A. 

Cheung, and A. Prince. 2004. Staphylococcus aureus protein A 

induces airway epithelial inflammatory responses by activating 

TNFR1. Nat. Med. 10, 842-848.

 8. Gurung, M., D.C. Moon, C.W. Choi, J.H. Lee, Y.C. Bae, J. 

Kim, Y.C. Lee, S.Y. Seol, D.T. Cho, S.I. Kim, and J.C. Lee. 

2011. Staphylococcus aureus produces membrane-derived vesicles 

that induce host cell death. PLoS One 6, e27958. 

 9. Hotchkiss, R.S. and D.W. Nicholson. 2006. Apoptosis and caspases 

regulate death and inflammation in sepsis. Nat. Rev. Immunol. 6, 

813-822. 

10. Kim, K.H., J.H. Han, J.H. Chung, K.H. Cho, and H.C. Eun. 

2006. Role of staphylococcal superantigen in atopic dermatitis: 

influence on keratinocytes. J. Korean Med. Sci. 21, 315-323. 

11. Kumar, A., A.M. Tassopoulos, Q. Li, and F.S. Yu. 2007. 

Staphylococcus aureus protein A induced inflammatory response 

in human corneal epithelial cells. Biochem. Biophys. Res. Commun. 

354, 955-961. 

12. Kumar, A., J. Zhang, and F.S. Yu. 2004. Innate immune 

response of corneal epithelial cells to Staphylococcus aureus 

infection: role of peptidoglycan in stimulating proinflammatory 

cytokine secretion. Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 45, 3513-3522.

13. Kumar, A., J. Zhang, and F.S. Yu. 2006. Toll-like receptor 

2-mediated expression of beta-defensin-2 in human corneal 

epithelial cells. Microbes Infect. 8, 380-389.

14. Lin, Y.C., M.J. Anderson, P.L. Kohler, K.L. Strandberg, M.E. 

Olson, A.R. Horswill, P.M. Schlievert, and M.L. Peterson. 2011. 

Proinflammatory exoprotein characterization of toxic shock 

syndrome Staphylococcus aureus. Biochemistry 50, 7157-7167.

15. Lübbe, J. 2003. Secondary infections in patients with atopic 

dermatitis. Am. J. Clin. Dermatol. 4, 641-654.

16. Macias, E.S., F.A. Pereira, W. Rietkerk, and B. Safai. 2011. 

Superantigens in dermatology. J. Am. Acad. Dermatol. 64, 

455-472.

17. Nada, H.A., N.I. Gomaa, A. Elakhras, R. Wasfy, and R.A. 

Baker. 2011. Skin colonization by superantigen-producing 

Staphylococcus aureus in Egyptian patients with atopic 

dermatitis and its relation to disease severity and serum 

interleukin-4 level. Int. J. Infect. Dis. (in press).

18. Niebuhr, M., M. Gathmann, H. Scharonow, D. Mamerow, S. 

Mommert, H. Balaji, and T. Werfel. 2011. Staphylococcal 

alpha-toxin is a strong inducer of interleukin-17 in humans. 

Infect. Immun. 79, 1615-1622. 

19. Ortega-Loayza, A.G., S.A. Diamantis, P. Gilligan, and D.S. 

Morrell. 2010. Characterization of Staphylococcus aureus 

cutaneous infections in a pediatric dermatology tertiary health 

care outpatient facility. J. Am. Acad. Dermatol. 62, 804-811.

20. Rocha-de-Souza, C.M., B. Berent-Maoz, D. Mankuta, A.E. 

Moses, and F. Levi-Schaffer. 2008. Human mast cell activation 

by Staphylococcus aureus: interleukin-8 and tumor necrosis 

factor alpha release and the role of Toll-like receptor 2 and 

CD48 molecules. Infect. Immun. 76, 4489-4497.

21. Schubert, S., H. Schwertz, A.S. Weyrich, Z.G. Franks, S. 

Lindemann, M. Otto, H. Behr, H. Loppnow, A. Schlitt, M. Russ, 

and et al. 2011. Staphylococcus aureus α-toxin triggers the 

synthesis of B-cell lymphoma 3 by human platelets. Toxins 

(Basel). 3, 120-133.

22. Sun, Y., A.G. Hise, C.M. Kalsow, and E. Pearlman. 2006. 

Staphylococcus aureus-induced corneal inflammation is 

dependent on toll-like receptor 2 and myeloid differentiation 

factor 88. Infect. Immun. 74, 5325-5332.

23. Terada, M., H. Tsutsui, Y. Imai, K. Yasuda, H. Mizutani, K. 

Yamanishi, M. Kubo, K. Matsui, H. Sano, and K. Nakanishi. 

2006. Contribution of IL-18 to atopic-dermatitis-like skin 

inflammation induced by Staphylococcus aureus product in mice. 

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 103, 8816-8821. 

24. Veltrop, M.H., J. Thompson, and H. Beekhuizen. 2001. 

Monocytes augment bacterial species- and strain-dependent 

induction of tissue factor activity in bacterium-infected human 

vascular endothelial cells. Infect. Immun. 69, 2797-2807.



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
    /AgencyFB-Bold
    /AgencyFB-Reg
    /ahn2006-B
    /ahn2006-L
    /ahn2006-M
    /Algerian
    /AmiR-HM
    /Apple-Chancery
    /Arial-Black
    /Arial-BlackItalic
    /Arial-BoldItalicMT
    /Arial-BoldMT
    /Arial-ItalicMT
    /ArialMT
    /ArialNarrow
    /ArialNarrow-Bold
    /ArialNarrow-BoldItalic
    /ArialNarrow-Italic
    /ArialRoundedMTBold
    /ArialUnicodeMS
    /BaskOldFace
    /Batang
    /BatangChe
    /Bauhaus93
    /BellMT
    /BellMTBold
    /BellMTItalic
    /BerlinSansFB-Bold
    /BerlinSansFBDemi-Bold
    /BerlinSansFB-Reg
    /BernardMT-Condensed
    /BlackadderITC-Regular
    /BodoniMT
    /BodoniMTBlack
    /BodoniMTBlack-Italic
    /BodoniMT-Bold
    /BodoniMT-BoldItalic
    /BodoniMTCondensed
    /BodoniMTCondensed-Bold
    /BodoniMTCondensed-BoldItalic
    /BodoniMTCondensed-Italic
    /BodoniMT-Italic
    /BodoniMTPosterCompressed
    /BookAntiqua
    /BookAntiqua-Bold
    /BookAntiqua-BoldItalic
    /BookAntiqua-Italic
    /BookmanOldStyle
    /BookmanOldStyle-Bold
    /BookmanOldStyle-BoldItalic
    /BookmanOldStyle-Italic
    /BookshelfSymbolSeven
    /BradleyHandITC
    /BritannicBold
    /Broadway
    /BrushScriptMT
    /Calibri
    /Calibri-Bold
    /Calibri-BoldItalic
    /Calibri-Italic
    /CalifornianFB-Bold
    /CalifornianFB-Italic
    /CalifornianFB-Reg
    /CalisMTBol
    /CalistoMT
    /CalistoMT-BoldItalic
    /CalistoMT-Italic
    /Cambria
    /Cambria-Bold
    /Cambria-BoldItalic
    /Cambria-Italic
    /CambriaMath
    /Candara
    /Candara-Bold
    /Candara-BoldItalic
    /Candara-Italic
    /Castellar
    /Centaur
    /Century
    /CenturyGothic
    /CenturyGothic-Bold
    /CenturyGothic-BoldItalic
    /CenturyGothic-Italic
    /CenturySchoolbook
    /CenturySchoolbook-Bold
    /CenturySchoolbook-BoldItalic
    /CenturySchoolbook-Italic
    /Chicago
    /Chiller-Regular
    /Cmtt10
    /Cmtt9
    /ColonnaMT
    /ComicSansMS
    /ComicSansMS-Bold
    /Consolas
    /Consolas-Bold
    /Consolas-BoldItalic
    /Consolas-Italic
    /Constantia
    /Constantia-Bold
    /Constantia-BoldItalic
    /Constantia-Italic
    /CooperBlack
    /CopperplateGothic-Bold
    /CopperplateGothic-Light
    /Corbel
    /Corbel-Bold
    /Corbel-BoldItalic
    /Corbel-Italic
    /CourierNewPS-BoldItalicMT
    /CourierNewPS-BoldMT
    /CourierNewPS-ItalicMT
    /CourierNewPSMT
    /Crayon
    /CurlzMT
    /Dinbla
    /Dinbol
    /Dinlig
    /Dinmed
    /Dinreg
    /Dotum
    /DotumChe
    /DungunM
    /DungunSB
    /Dutch801BT-Bold
    /Dutch801BT-BoldItalic
    /Dutch801BT-ExtraBold
    /Dutch801BT-Italic
    /Dutch801BT-Roman
    /EdwardianScriptITC
    /Elephant-Italic
    /Elephant-Regular
    /EngraversMT
    /ErasITC-Bold
    /ErasITC-Demi
    /ErasITC-Light
    /ErasITC-Medium
    /EstrangeloEdessa
    /Euclid
    /Euclid-Bold
    /Euclid-BoldItalic
    /EuclidExtra
    /EuclidExtra-Bold
    /EuclidFraktur
    /EuclidFraktur-Bold
    /Euclid-Italic
    /EuclidMathOne
    /EuclidMathOne-Bold
    /EuclidMathTwo
    /EuclidMathTwo-Bold
    /EuclidSymbol
    /EuclidSymbol-Bold
    /EuclidSymbol-BoldItalic
    /EuclidSymbol-Italic
    /ExpoM-HM
    /FelixTitlingMT
    /FencesPlain
    /FootlightMTLight
    /ForteMT
    /FranklinGothic-Book
    /FranklinGothic-BookItalic
    /FranklinGothic-Demi
    /FranklinGothic-DemiCond
    /FranklinGothic-DemiItalic
    /FranklinGothic-Heavy
    /FranklinGothic-HeavyItalic
    /FranklinGothic-Medium
    /FranklinGothic-MediumCond
    /FranklinGothic-MediumItalic
    /FreestyleScript-Regular
    /FrenchScriptMT
    /FrutigerBlack
    /Frutiger-Cn
    /FrutigerExt-Bol
    /FrutigerExt-Nor
    /FrutigerExtOb2
    /FrutigerExtObl-
    /FrutigerExtObl-Bold
    /FrutigerExtObl-Normal
    /Frutiger-Normal
    /FrutigerObl-Bol
    /FrutigerObl-Bold
    /FrutigerObl-Nor
    /FrutigerObl-Normal
    /FuturaBlackBT-Regular
    /FuturaBT-Bold
    /FuturaBT-BoldItalic
    /FuturaBT-Book
    /FuturaBT-BookItalic
    /FuturaBT-ExtraBlack
    /FuturaBT-ExtraBlackCondensed
    /FuturaBT-ExtraBlackCondItalic
    /FuturaBT-ExtraBlackItalic
    /FuturaBT-Heavy
    /FuturaBT-HeavyItalic
    /FuturaBT-Light
    /FuturaBT-LightCondensed
    /FuturaBT-LightItalic
    /FuturaBT-Medium
    /FuturaBT-MediumCondensed
    /FuturaBT-MediumItalic
    /FZSY--SURROGATE-0
    /Gaeul
    /Garamond
    /Garamond-Bold
    /Garamond-Italic
    /Gautami
    /Georgia
    /Georgia-Bold
    /Georgia-BoldItalic
    /Georgia-Italic
    /Gigi-Regular
    /GillSansMT
    /GillSansMT-Bold
    /GillSansMT-BoldItalic
    /GillSansMT-Condensed
    /GillSansMT-ExtraCondensedBold
    /GillSansMT-Italic
    /GillSans-UltraBold
    /GillSans-UltraBoldCondensed
    /GloucesterMT-ExtraCondensed
    /GoudyOldStyleT-Bold
    /GoudyOldStyleT-Italic
    /GoudyOldStyleT-Regular
    /GoudyStout
    /Gulim
    /GulimChe
    /Gungsuh
    /GungsuhChe
    /H2bulB
    /H2bulL
    /H2bulM
    /H2cysB
    /H2cysL
    /H2gprM
    /H2gsrB
    /H2gtrE
    /H2gtrM
    /H2gttB
    /H2hdrM
    /H2mjrE
    /H2mjsM
    /H2mkpB
    /H2porL
    /H2porM
    /H2sa1M
    /H2supE
    /H2supL
    /H2wulE
    /H2wulL
    /HaansoftBatang
    /HaansoftDotum
    /Haettenschweiler
    /HarlowSolid
    /Harrington
    /HeadlineR-HM
    /Helvetica
    /Helvetica75-Bold
    /Helvetica95-Black
    /Helvetica-BlackOblique
    /Helvetica-Bold
    /Helvetica-BoldOblique
    /Helvetica-Light
    /Helvetica-LightOblique
    /Helvetica-Narrow
    /Helvetica-Narrow-Bold
    /Helvetica-Narrow-BoldOblique
    /Helvetica-Narrow-Oblique
    /HelveticaNeue-Medium
    /HelveticaNeue-MediumCond
    /HelveticaNeue-MediumCondObl
    /HelveticaNeue-MediumExt
    /HelveticaNeue-MediumExtObl
    /HelveticaNeue-MediumItalic
    /HighTowerText-Italic
    /HighTowerText-Reg
    /Humanist521BT-Roman
    /HYbdaL
    /HYbdaM
    /HYbsrB
    /HYBuDle-Medium
    /HYcysM
    /HYdnkB
    /HYdnkM
    /HYGoThic-Bold
    /HYGoThic-Light
    /HYgprM
    /HYGraPhic-Bold
    /HYgsrB
    /HYgtrE
    /HYhaeseo
    /HyhwpEQ
    /HYkanB
    /HYkanM
    /HYKHeadLine-Bold
    /HYKHeadLine-Medium
    /HYLongSamul-Bold
    /HYLongSamul-Light
    /HYLongSamul-Medium
    /HYmjrE
    /HYMokGak-Bold
    /HYMokPan-Bold
    /HYmprL
    /HYMyeongJo-Bold
    /HYMyeongJo-Light
    /HYMyeongJo-Medium
    /HYMyeongJo-Ultra
    /HYnamB
    /HYnamL
    /HYnamM
    /HYPMokPan-Bold
    /HYPMokPan-Light
    /HYporM
    /HYPost-Bold
    /HYRGoThic-Bold
    /HYRGoThic-Medium
    /HYsanB
    /HYSeNse-Bold
    /HYShortSamul-Bold
    /HYShortSamul-Light
    /HYSinGraPhic-Medium
    /HYSinMun-MyeongJo
    /HYSinMyeongJo-Bold
    /HYsnrL
    /HYSooN-MyeongJo
    /HYsupB
    /HYsupM
    /HYSymbolA
    /HYSymbolB
    /HYSymbolC
    /HYSymbolD
    /HYSymbolE
    /HYSymbolF
    /HYSymbolG
    /HYSymbolH
    /HYTaJa-Bold
    /HYTaJaFull-Bold
    /HYTaJaFull-Light
    /HYTaJaFull-Medium
    /HYTaJa-Light
    /HYTaJa-Medium
    /HYtbrB
    /HYwulB
    /HYwulM
    /HYYeasoL-Bold
    /HYYeaSo-Medium
    /HYYeatGul-Bold
    /HYYeatGul-Medium
    /Impact
    /ImprintMT-Shadow
    /InformalRoman-Regular
    /Jokerman-Regular
    /JuiceITC-Regular
    /Kartika
    /KisBT-Italic
    /KisBT-Roman
    /KristenITC-Regular
    /KunstlerScript
    /Lapidary333BT-Black
    /Lapidary333BT-Bold
    /Lapidary333BT-BoldItalic
    /Lapidary333BT-Italic
    /Lapidary333BT-Roman
    /Latha
    /LatinWide
    /LucidaBright
    /LucidaBright-Demi
    /LucidaBright-DemiItalic
    /LucidaBright-Italic
    /LucidaCalligraphy-Italic
    /LucidaConsole
    /LucidaFax
    /LucidaFax-Demi
    /LucidaFax-DemiItalic
    /LucidaFax-Italic
    /LucidaHandwriting-Italic
    /LucidaSans
    /LucidaSans-Demi
    /LucidaSans-DemiItalic
    /LucidaSans-Italic
    /LucidaSans-Typewriter
    /LucidaSans-TypewriterBold
    /LucidaSans-TypewriterBoldOblique
    /LucidaSans-TypewriterOblique
    /LucidaSansUnicode
    /MagicR-HM
    /Magneto-Bold
    /MaiandraGD-Regular
    /MalgunGothicBold
    /MalgunGothicRegular
    /Mangal-Regular
    /Mathematica1
    /Mathematica1-Bold
    /Mathematica1Mono
    /Mathematica1Mono-Bold
    /Mathematica2
    /Mathematica2-Bold
    /Mathematica2Mono
    /Mathematica2Mono-Bold
    /Mathematica3
    /Mathematica3-Bold
    /Mathematica3Mono
    /Mathematica3Mono-Bold
    /Mathematica4
    /Mathematica4-Bold
    /Mathematica4Mono
    /Mathematica4Mono-Bold
    /Mathematica5
    /Mathematica5-Bold
    /Mathematica5Mono
    /Mathematica5Mono-Bold
    /Mathematica6
    /Mathematica6Bold
    /Mathematica6Mono
    /Mathematica6MonoBold
    /Mathematica7
    /Mathematica7Bold
    /Mathematica7Mono
    /Mathematica7MonoBold
    /MaturaMTScriptCapitals
    /MDEasop
    /MetaPlusBold-Caps
    /MetaPlusBold-Italic
    /MetaPlusBold-Roman
    /MicrosoftSansSerif
    /MingLiU
    /Mistral
    /Modern-Regular
    /MoeumTR-HM
    /MonotypeCorsiva
    /MS-Gothic
    /MS-Mincho
    /MSOutlook
    /MS-PGothic
    /MS-PMincho
    /MSReferenceSansSerif
    /MSReferenceSpecialty
    /MS-UIGothic
    /MT-Extra
    /MVBoli
    /MWORLD
    /Myriad-BdWeb
    /Myriad-CnItWeb
    /Myriad-CnWeb
    /Myriad-ItWeb
    /Myriad-Web
    /MyriadWebPro
    /MyriadWebPro-Bold
    /MyriadWebPro-Italic
    /nari9
    /NewGulim
    /NiagaraEngraved-Reg
    /NiagaraSolid-Reg
    /NSimSun
    /OCRAbyBT-Regular
    /OCRAExtended
    /OCRB10PitchBT-Regular
    /OldEnglishTextMT
    /Onyx
    /PalaceScriptMT
    /PalatinoLinotype-Bold
    /PalatinoLinotype-BoldItalic
    /PalatinoLinotype-Italic
    /PalatinoLinotype-Roman
    /Papyrus-Regular
    /Parchment-Regular
    /Perpetua
    /Perpetua-Bold
    /Perpetua-BoldItalic
    /Perpetua-Italic
    /PerpetuaTitlingMT-Bold
    /PerpetuaTitlingMT-Light
    /PianoM
    /Playbill
    /PMingLiU
    /PoorRichard-Regular
    /Pristina-Regular
    /PyunjiR-HM
    /Raavi
    /RageItalic
    /Ravie
    /RixDokdo
    /RixGrimmM
    /RixJJanguM
    /Rockwell
    /Rockwell-Bold
    /Rockwell-BoldItalic
    /Rockwell-Condensed
    /Rockwell-CondensedBold
    /Rockwell-ExtraBold
    /Rockwell-Italic
    /San60SB
    /SanBkB
    /SanBkL
    /SanBoB
    /SanBoL
    /SanBsB
    /SanBsU
    /SanDaB
    /SanDaM
    /SandArL
    /SandArM
    /SandAtL
    /SandAtM
    /SandKm
    /SandSaB
    /SandSaM
    /SandSm
    /SandTg
    /SandTm
    /SanHgB
    /SanHgL
    /SanHgM
    /SanJhR
    /SanKsB
    /SanKsL
    /SanMrB
    /SanMrL
    /SanNsB
    /SanNsL
    /SanNsM
    /SanPkM
    /ScriptMTBold
    /SegoeUI
    /SegoeUI-Bold
    /SegoeUI-BoldItalic
    /SegoeUI-Italic
    /SeoulHangangL
    /SeoulHangangM
    /SeoulNamsanB
    /SeoulNamsanEB
    /SeoulNamsanL
    /SeoulNamsanM
    /SeoulNamsanvert
    /ShowcardGothic-Reg
    /Shruti
    /SimHei
    /SimSun
    /SimSun-PUA
    /SinMyungJoSymbol
    /SJbitB_sungandang_bundle
    /SJdeepwater_sungandang_bundle
    /SJgothic04_sungandang_bundle
    /SJmyungjo01_sungandang_bundle
    /SJSoju1
    /SJsoju1_sungandang_bundle
    /SnapITC-Regular
    /Stencil
    /Sylfaen
    /SymbolMT
    /Tahoma
    /Tahoma-Bold
    /TempusSansITC
    /Times-Bold
    /Times-BoldItalic
    /Times-Italic
    /TimesNewRomanMT-ExtraBold
    /TimesNewRomanPS-BoldItalicMT
    /TimesNewRomanPS-BoldMT
    /TimesNewRomanPS-ItalicMT
    /TimesNewRomanPSMT
    /Trebuchet-BoldItalic
    /TrebuchetMS
    /TrebuchetMS-Bold
    /TrebuchetMS-Italic
    /Tunga-Regular
    /TwCenMT-Bold
    /TwCenMT-BoldItalic
    /TwCenMT-Condensed
    /TwCenMT-CondensedBold
    /TwCenMT-CondensedExtraBold
    /TwCenMT-Italic
    /TwCenMT-Regular
    /Uni0553
    /Univers
    /Univers-Condensed
    /Univers-Condensed-Bold
    /Univers-Condensed-BoldItalic
    /Univers-Condensed-Medium
    /Univers-Condensed-MediumItalic
    /UniversLight
    /UniversLightOblique
    /UniversOblique
    /Univers-Oblique
    /Verdana
    /Verdana-Bold
    /Verdana-BoldItalic
    /Verdana-Italic
    /VinerHandITC
    /Vivaldii
    /VladimirScript
    /Vrinda
    /Webdings
    /Wingdings2
    /Wingdings3
    /Wingdings-Regular
    /YDI2002
    /YDIBirdL
    /YDIBirdM
    /YDIChbinB
    /YDIChbinL
    /YDIChbinM
    /YDIGukB
    /YDIGukL
    /YDIGurmL
    /YDIHoopM
    /YDIMonoM
    /YDIPinoM
    /YDISprIIM
    /YDIYGO310
    /YDIYGO320
    /YDIYGO330
    /YDIYGO340
    /YDIYGO350
    /YDIYGO360
    /YDIYMjO220
    /YDIYMjO230
    /YDIYMjO240
    /YDIYMjO310
    /YDIYMjO320
    /YDIYMjO330
    /YDIYMjO340
    /YDIYMjO350
    /YDIYMjO360
    /YDIYuroB
    /YDIYuroM
    /YetR-HM
    /YGO11
    /YGO115
    /YGO12
    /YGO13
    /YGO22-KSCpc-EUC-H
    /YGO24-KSCpc-EUC-H
    /YGO33
    /YGO34
    /YMjO12
    /ZWAdobeF
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 150
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 150
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.40
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e55464e1a65876863768467e5770b548c62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc666e901a554652d965874ef6768467e5770b548c52175370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA (Utilizzare queste impostazioni per creare documenti Adobe PDF adatti per visualizzare e stampare documenti aziendali in modo affidabile. I documenti PDF creati possono essere aperti con Acrobat e Adobe Reader 5.0 e versioni successive.)
    /JPN <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken waarmee zakelijke documenten betrouwbaar kunnen worden weergegeven en afgedrukt. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents suitable for reliable viewing and printing of business documents.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020be44c988b2c8c2a40020bb38c11cb97c0020c548c815c801c73cb85c0020bcf4ace00020c778c1c4d558b2940020b3700020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
  >>
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [1200 1200]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


