
I. 서론

단핵구/대식세포와T 임파구사이의상호작용

은특이적체액성또는세포매개성면역반응및

비특이적염증반응에서중심적인역할을하므

로 생체면역/ 염증의조절에있어서이들세포

간의관계는특별한관심의대상이되어왔다1 ).

항원에의하여면역반응이유발( t r i g g e r i n g )된후

발생하는일련의폭포상반응(cascade reaction)

은 c y t o k i n e과 같은수용성인자뿐아니라직접

적인세포접촉에의한세포상호간정보교환이

일어나는두가지기전에의하여이루어진다 7 ).

Jenkins 와 J o h n s o n3 ), Janeway와 G o l s t e i n4 )등

에의하면항원제시및임파구활성화와같은면

역반응들은단 한가지종류의수용기-ligand 상

호작용에의하여만매개되는것이아니라, 많은

종류의세포간 정보교환과신호전달에의하여

매개되는소위 c r o s s - t a l k의 과정인것으로알려

져 있다5 ). 예를 들어 T 세포는 T cell antigen

r e c e p t o r ( T c R )를 통하여항원제시세포의 m a j o r

histocompatibility complex(MHC) peptide binding

groove 에결합된항원을인지하지만, 이결합만

으로는 T 세포의활성화가일어나지않고오히

려T 세포는무감작(anergy) 상태에빠지게된다.

항원제시세포에 있는 M H C - p e p t i d e와의 결합에

의한 T 세포의 TcR cross-linking은 결과적으로

c o r e c e p t o r들의 친화력을상승시킴으로써 c o r e-

c e p t o r와 그 l i g a n d ( c o u n t e r r e c e p t o r )의 결합을증

가시키고M H C - p e p t i d e와 T c R의 결합력을더욱

증강시키게된다. 이때 c o r e c e p t o r들은 세포 결

합을 돕는 것 외에 세포 활성화와분화를돕는

보조역할도아울러 하므로 accessory receptor

또는 costimulatory receptor라고 불리우며6 ),

MHC-peptide/TcR 결합에참여하는c o s t i m u l a t o r y

r e c e p t o r의종류와결합강도에따라그에따른T

세포의반응양상도매우달라지게된다.

백혈구의부착분자(adhesion molecule)는 B, T

세포의발생과 선택을포함하는조혈과정에서

세포간상호작용을조정하며, 일차임파양조직

(primary lymphoid tissue)에서생성된장소로부

터임파구의이탈을조절하고, 혈관으로부터염

증부위로의이동을위한 혈관외유출을유도하

며, 임파구의귀환( h o m i n g )과특정임파양조직으

로의격리를조절하고, 항원제시등임파구의상

호작용및세포파괴를위한표적세포(target cell)

와의 상호작용을조절하며, 세포소멸을조절함

으로써임파구의운명을결정하는등, 임파구와

다른백혈구의거의모든행동양상을담당하는

다기능의세포표면 당단백질이다. 부착단백질

은 단순히세포간의물리적결합에만관여하는
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것이 아니라 예외없이 세포내 신호전달기능

(inward signaling)을가지고있어, T-대식세포의

상호작용에서는CD2/Lymphocyte Function asso-

ciated Antigen-3(LFA-3), Intercellular Adhesion

M o l e c u l e - 1 ( I C A M - 1 ) / L F A - 1등의부착단백질간결

합이세포결합외의기능적보조역할( c o s t i m u l a-

t i o n )을 한다. 그러나 이외에 MHC II/CD4, 4-

1BB/4-1BBL, CD27/B7, CD40/CD40L 등과같은

costimulator receptor-ligand들간의결합도T -대

식세포간세포결합에상당한기여를하므로, 순

수한의미의부착단백질과신호전달수용기( s i g-

naling receptor)를구분할수는없고세포간결합

에관계하는모든세포표면당단백질을넓은의

미에서부착수용기라고보는것이타당하다7 ).

T 세포는효능기(effector) 세포를활성화시키

는것으로잘알려져있으며그예로서는B 세포

증식 및 항체 분비 유도 등이 있고, Clark,

Ledbetter 등5 )이보고하였듯이이러한작용에도

역시수용성인자들외에세포간직접접촉이관

여한다. T 세포가대식세포의효능기기능을유

도하는데에도c y t o k i n e뿐아니라세포간접촉에

의한신호전달이관계한다8 - 1 0 ). 치주질환과같은

만성 염증 병소에서는거주(resident) 조직세포

와 침윤세포간에매우긴밀한간격을유지하게

되므로 T 세포, 단핵구/대식세포, 다형핵백혈구

및거주조직세포사이에는수용성인자뿐아니

라1 1 ), 직접적인세포간의접촉에의하여서도상

호신호전달을활발하게하게될것으로보인다.

이러한가설은T 세포가수용성인자를유리할

뿐아니라직접적인접촉에의하여혹은두가지

방법 모두에 의하여 단핵구로 하여금 I L - 1β,
TNF 및 metalloproteinase 분비를 유도하게

된다는 보고들에서 확인되었다1 2 - 1 9 ). 이 결과

들은직접적인세포간접촉을통하여T 세포가

주변의 단핵구/대식세포들에 대하여 내재적인

기염증성 기능(intrinsic proinflammatory

f u n c t i o n )을 나타낼 수 있다는 것을 의미한다.

단핵구/대식세포외에도고정된T 세포가세포

간 결합에 의하여 상대세포를 활성화시켰다고

보고된 또 다른 세포의 예로는 B 세포2 0 - 2 2 )와

호중구2 3 )가 있다. 따라서 T 세포는 다양한 염

증세포들과 비특이적으로 직접 결합하여 이들

세포들에기염증성활성화를 일으키며, 이러한

기염증성작용은T 세포가활성화될때세포표

면에 발현되는 표면 당단백질(부착 단백질)을

매개로 하여 일어나는 작용이라고 Li 등1 6 ),

Vey 등1 7 ), 및 Isler 등1 3 )은보고하였으나, 어떠

한 부착단백질이이 역할을담당하며부착단백

질과그 l i g a n d의 결합에의하여활성화되는세

포내 신호전달체계의 기전은 무엇인지에 관하

여아직자세히알려진바없었다.

본 실험에서는 첫째, 분화된 THP-1 세포가

T 세포와반응하였을때 변화하는세포의반응

성 정도를밝히기 위하여, 사람의 미분화 단핵

구세포주인 THP-1 세포를 단핵구 분화물질

로 알려져 있는 1 , 2 5 ( O H )2D3로 처리해서, 사

람의 helper T 세포주인H u T 7 8과 동시배양하

였을 때 T H P - 1이 분비하는 I L - 1β의 양을
E L I S A로 정량분석하였다. 또한 둘째, 어느 세

포표면 단백질분자가 H u T 7 8에 대한 T H P - 1

의 세포반응성을 매개하는가 밝히기 위하여,

THP-1 세포를 1 , 2 5 ( O H )2D3로 처리한 후세

포표면당단백질의발현변화를 flow cytome-

try 법으로 측정하고, 그 변화를 H u T 7 8에 대

한 T H P - 1의 반응성변화와비교분석하였다.

그 결과, 단핵구분화가T 세포에의한단핵구/

대식세포의 기염증성활성화에미치는영향과,

세포접촉에 의한 단핵구/대식세포의 기염증성

활성화를 매개하는 것으로 생각되는 세포표면

당단백질분자에 관하여정보를얻게 되었으며,

앞으로T 세포를매개로한면역염증질환의병

인을규명하고치주질환의예방과치료에응용

하는데 본 실험결과를 이용할 수 있을것으로

사료되어이에보고하는바이다. 

II. 실험재료 및 방법

1. THP-1 세포 준비
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사람의 promyelocyte 세포주인 T H P - 1은

fetal calf serum 10%와 penicillin 및 s t r e p-

t o m y c i n ( S i g m a )이 각각 1 0 0 U /㎖, 100㎍/㎖,

포함된 RPMI1640(Gibco) 배양액에서 5 %

C O2, 37℃의 조건으로 배양하였다. 적당량의

1,25 dihydroxycholecalciferol

〔1 , 2 5 ( O H )2D3, Sigma〕, 혹은 human inter-

f e r o n - g a m m a ( h I F N -γ, Genzyme)를필요시
간동안THP-1 세포에적용시켜, HuT78과의

동시배양혹은세포표면당단백질에대한 f l o w

c y t o m e t r y에이용하였다. 

2. HuT78 세포 준비

사람의 T세포주인 H u T 7 8은 T H P - 1과 동

일한 배양액에서 배양하면서 p h y t o h e m a g-

glutinin(PHA, 1㎍/㎖)과 1 2 - o - t e t r a d e-

canoylphorbol 13-acetate(TPA, 5 ng/㎖)로

48 시간 처리하였다. 그 후 세포를 p h o s p h a t e

buffered saline(PBS)으로 3회 세척하여 1 %

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

시간 고정하고, 다시 P B S로 3회 세척한 다음

T H P - 1과의 동시배양에이용할때까지 4℃에

서보관하였다. 이때대조군으로서약물처리하

지 않은 H u T 7 8도 동일한 방법으로 고정하여

보관하였다. 

3. THP-1 세포와 고정한 HuT78 세포의 동
시배양

1 , 2 5 ( O H )2D3, IFN-γ로 처리한, 혹은 처리

하지 않은 THP-1 세포는 P B S로 2회 세척하

여 배양액에 5×1 05 c e l l s /㎖의 농도로 재부유

하였다. PHA/TPA로 자극하여, 혹은 자극하지

않은 채로 P F A로 고정한 HuT78 세포를 4×

1 06c e l l s /㎖의 농도로배양액에재부유하여 2 4

well culture plate에 2 0 0㎕씩분주한다음, 위

에서 준비된 T H P - 1을 2 0 0㎕ 첨가하였다. 이

렇게 하여 형성된 T H P - 1과 H u T 7 8의 최종

세포 비율은 1:8 이었다. 이를 적당 시간 동안

배양하여그 상청액의일부를 I L - 1β의 정량에
이용하였다.

4. IL-1β 분비량 측정을 위한 ELISA 분석

상청액으로 분비된 I L - 1β는 S a n d w i t c h
E L I S A법으로정량하였다. 즉 0.2 M carbon-

ate buffer(pH 9.6)에 2 0㎍/㎖ 농도로 희석한

mouse anti-human(h)IL-1β단일클론항체

( G e n z y m e )를 ELISA plate에 4℃로 2 4시간

coating 하고, 0.05% Tween 20/PBS로 5회

세 척 하 여 1% bovine serum

a l b u m i n ( B S A ) / P B S로 3 7℃에서 2시간 b l o c k

하였다. Standard 로서 0 - 5ng/㎖의 r e c o m-

binant hIL-1β( G e n z y m e )를 적용시키거나,
시료로서 얻어진 배양상청액을 w e l l에 적용시

켜 3 7℃에서 3 0분간 반응시킨 다음 세척액으

로 5회 세척하였다. Rabbit anti-hIL-1β항체
( G e n z y m e )를 1 0㎍/㎖의 농도로적용시켜 3 7

℃에서 3 0분간 반응시키고 5회 세척한 후,

horseradish peroxidase conjugated anti-

rabbit IgG 항체(Calbiochem) 1:1000을 적용

시켜 3 7℃에서 1 5분간 반응시킨 다음 5회 세

척하고, substrate로서 0.02% H2O2가 포함된

완충액과 t e t r a m e t h y l b e n z i d i n e / D M F를 1 : 1로

혼합하여 각 w e l l에 첨가한 후 1 0분간 실온에

서 반응시켰다. 그후 1 M H2S O4 실험 종료용

액을 첨가하여 450 nm 파장에서의 흡광도를

ELISA reader(BioRad)로 즉시 측정하였다.

각 실험은d u p l i c a t e로 시행하였으며측정치흡

광도에서 b l a n k의 흡광도를 제한 값을 이용하

여 I L - 1β표준곡선으로부터 I L - 1β농도를 환
산하였다. 

5. 세포표면 당단백질 발현 측정을 위한
flow cytometry 분석
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1 , 2 5 ( O H )2D3로 처리한, 혹은 처리하지 않은

THP-1 세포를 P B S로 2회 세척하고 1 %

B S A / P B S ( B S A / P B S )에 2×1 06/㎖ 농도로 재

부유하였다. Microtube에 세포 재부유액 1 ml

을 분주하여 원침시킨 후 상청액을 제거하고,

세포괴(cell pellet)에 mouse anti-HLA-

DR,DQ,DP 단일클론 항체( P h a r m i n g e n ) ,

mouse anti-Mac-1 단 일 클 론 항 체

(Pharmingen), 또는 mouse anti-ICAM-1

단일클론 항체( P h a r m i n g e n )를 1 : 1 0 0의 농도

로 BSA/PBS 200㎕에 희석하여 적용시켰다.

실온에서 t u b e를 회전시키면서 3 0분간반응시

킨 후 B S A / P B S로 1회 세척하고, fluorescein

isothiocyanate(FITC)-conjugated goat

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

도로 적용시켜 2 0분간 회전시키면서 실온에서

반응시켰다. BSA/PBS로 2회 세척한 후 세포

를 1% PFA/1% BSA/PBS로 1 0분간 고정하

고, 1회세척하여2 5 0㎕의B S A / P B S에 재부유

한 다음 fluorescence activated cell

sorter(FACStar, Beckton Dickinson)로 분석

하였다.

6. 통계 처리
상관계수와유의성검증은S i g m a P l o tⓇ p r o-

g r a m을이용하였다.

III. 결과

1. THP-1/HuT78 동시배양에 의한 T H P - 1
세포의 I L - 1β생산

H u T 7 8과 THP-1 세포를 함께 배양하였을

때 THP-1 세포가 I L - 1β를 분비하는지 관찰
하기 위하여 자극하지 않은 H u T 7 8과

P H A / T P A로 자극한 H u T 7 8을 P F A로 고정한

후 T H P - 1과의 동시배양을 실시한 결과,

T H P - 1의 I L - 1β 분비량은각각 8 3 3과 4 3 3 6
n g /㎖으로서, 자극 받은 H u T 7 8이 T H P - 1과

작용하였을 때 자극 받지 않은 것보다 5배의

I L - 1β 분비 증가를나타내었다. THP-1이 없
는 상태로동일한실험을시행하였을경우에는

H u T 7 8이 자극 받았건, 받지 않았건 무관하게

I L - 1β분비가 거의 일어나지 않아서, 고정된
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Table 1. IL-1β production by THP-1 cells exposed to fixed HuT78 cells

HuT78 cells
THP-1 cells ( p g / m l )

+ -

- M e d i u m + < 1 0 0

< 1 0 0 I L - 1β production by
Supernatant of

- s t i m u l a t e d - T H P - 1

H u T 7 8

Supernatant of

- s t i m u l a t e d + < 1 0 0

H u T 7 8

U n s t i m u l a t e d - - < 1 0 0

U n s t i m u l a t e d - + 8 3 3

S t i m u l a t e d - - < 1 0 0

S t i m u l a t e d - + 4 3 3 6

HuT78 cells were stimulated for 48h with PHA(1㎍/㎖) / T P A ( 5 n g /㎖), fixed, and cultured at 37℃ for 48h

with or without THP-1 cells.



HuT78 자체는 I L - 1β를 분비하지 않음을 보
여 주었다. HuT78 세포 대신, 자극 받은

H u T 7 8의 배양상청액, 혹은 신선한 배양액을

T H P - 1에 첨가하였을경우에도 I L - 1β분비가
거의 일어나지 않았으므로 T H P - 1의 I L - 1β
분비 증가가 H u T 7 8의 배양액에 있을지도 모

를 수용성 인자때문이 아니라 T H P - 1과

HuT78 세포 자체와의 직접적 상호작용임을

알수있었다(Table  1).

2. 분화유도된 T H P - 1과 H u T 7 8의 동시배
양시 T H P - 1의 I L - 1β

생산량

단핵구 분화/활성화 물질인 1 , 2 5 ( O H )2D3와

I F N -γ를 T H P - 1에 전처치한 후 T H P - 1과
H u T 7 8을 함께 배양하였을 때 T H P - 1의 I L -

1β분비 양상을 관찰하여 본 결과(Figure 1),
1 0- 8M 1,25(OH)2D3를 4일간처리한T H P - 1

의 경우 H u T 7 8과 반응 하였을 때 가장 높은

I L - 1β분비를 보였다. 즉 자극 받지 않은
H u T 7 8과 T H P - 1을 2, 24, 48시간 동시배양

하였을 경우 대조군 T H P - 1에 비하여

1 , 2 5 ( O H )2D3을 전처치한 T H P - 1군에서 2시

간에는 별 차이가 없었으나 2 4시간( 3 . 3 5 n g /

㎖), 48시간( 4 . 2 1 n g /㎖) 동안배양하면대조군

( 2 4시간, 0.82ng/㎖; 48시간, 0.87ng/㎖)에비

하여각각4∼5배가량의 I L - 1β분비량증가를
나타내었다. 그러나 500 U/㎖의 I F N -γ를 3일
간 전처치한 T H P - 1군에서는 대조군과 거의

유사하거나 적은 I L - 1β분비를 보였고( 0 . 3 8 ,
0.93 ng/㎖), 1,25(OH)2D3과 I F N -γ를 함께
전처치한 T H P - 1군(0.72, 2.70ng/㎖)에서는

1 , 2 5 ( O H )2D3 단독 처리시 보다 오히려 적은

I L - 1β분비를 나타내었다. PHA/TPA로 자극
받은 H u T 7 8을 T H P - 1과 함께배양하였을경

우에도자극 받지 않은 H u T 7 8의 경우와전체

적인반응양상은비슷하였으나분비된 I L - 1β
의 양은 훨씬 많았다. 즉 대조군 T H P - 1의 경

우에서 조차도 자극 받은 H u T 7 8과 반응시키
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Figure 1. Effect of preincubation condition of THP-1 contact duration between THP-1 and HuT78,
and stimulation condition of HuT78 on IL-1β production by THP-1 cells. THP-1 cells were
untreated or pretreated with 10- 8M 1.25(OH)2D3 for 4 days, 500U/ml IFN-γ for 3 days, or
b o t h ( I F N -γ was added at second day of 1.25(OH)2D3 treatment). HuT78 cells were unstim-
ulated or stimulated with PHA/TPA for 48h and fixed with 1% PFA. Supernatant was collect-

2h Coculture
24h Coculture
48h Coculture

1 2

0

8

6

4

2

0

- 1 . 2 5 ( O H )2D3 I F N -γ 1 . 2 5 ( O H )2D3 - 1 . 2 5 ( O H )2D3 I F N -γ 1 . 2 5 ( O H )2D3
+ I F N -γ + I F N -γ

U n s t i m u l a t e d S t i m u l a t e d

T H P - 1

H u T -



면 24, 48시간이 경과하였을때 4.33, 4.92ng/

㎖의 높은 I L - 1β분비를보였고, 1,25(OH)2D3
로 전처치한 T H P - 1군의경우는자극받지않

은 HuT78(3.35, 4.21ng/㎖) 보다 자극 받은

HuT78(8.86, 10.95ng/㎖)과의반응시약 2 . 6

배 정도의 I L - 1β분비량을보여전체적으로가
장 높은 수치를 나타내었다 . 따라서

1 , 2 5 ( O H )2D3로 분화된 T H P - 1의 경우 활성

화된 HuT78 세포에 대한 높은 세포 반응성의

상승, 즉 I L - 1β분비량 증가를 관찰할 수 있었
다. 

3. HuT78과의 동시배양시 1 , 2 5 ( O H )2D3로
전처치된 T H P - 1의 I L - 1β생산량 변화

1 , 2 5 ( O H )2D3로 분화유도된 T H P - 1을

H u T 7 8과 함께배양하였을때 I L - 1β분비량이
가장높게증가하였으므로, 1,25(OH)2D3의 전
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Figure 2. Time-dependent effect of
1 . 2 5 ( O H )2D3 pretreatment on IL-1β
production by THP-1 cells in
THP1/HuT78 coculture condition,
THP-1 cells were pretreated with 10-

8M 1.25(OH)2D3 for 0, 1, 2, 3, 4days,
and cocultured with PFA-fixed stim-

Figure 3. Dose-dependent effect of
1 . 2 5 ( O H )2D3 pretreatment on IL-1β
production by THP-1 cells in THP-
1/HuT78 cocultrure condition. THP-1
cells were pretreated with various
concentration of 1.25(OH) 2D3 f o r
4days, and cocultured with PFA fixed

U n s t i m u l a t e d

H u T 7 8

Unstimulated HuT78
Stimulated HuT78
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Figure 4. Histograms for HLA-D, Mac-1, and ICAM-1 expression on THP-1 after incubation with 10-

8M of 1,25(OH)2D3 for 0 day(open profile) and 4 days(solid profile).

Mean fluorescence intensity

H L A - D M A C - 1 I C A M - 1



처치기간과농도에따른 T H P - 1의 세포반응

성을 관찰한 결과, 10- 8M 1,25(OH)2D3을 0 ,

1, 2, 3, 4일간처리한T H P - 1을 자극받지않

은 H u T 7 8과 동시배양하였을때 T H P - 1은 각

각 0.14, 0.34, 0.48, 0.48, 0.58 ng/㎖의 I L -

1β를 분비하였고, 자극 받은 H u T 7 8과 동시배

양 하였을 때는 0.52, 0.96, 1.24, 1.45, 및

1.68 ng/㎖ 의 I L - 1β분비를 나타내어
1 , 2 5 ( O H )2D3 전처치기간에비례하여 T H P -

1의 I L - 1β분비량이증가하였다(Figure 2). 또
한 T H P - 1을 전처치한 1 , 2 5 ( O H )2D3의 농도

를 0, 10- 1 0, 10- 9, 10- 8, 10- 7M로서로달리하

여 자극 받지 않은 H u T 7 8과 함께 배양하였을

때 T H P - 1의 I L - 1β 분비량은 0.12, 0.15,
0.16, 0.53, 및 0.72 ng/㎖이었으며, 자극받은

H u T 7 8과 동시배양하였을 경우에는 T H P - 1

의 I L - 1β분비량이 0.20, 0.38, 0.38, 1.24, 및
1.84 ng/㎖이어서 T H P - 1을 전처치한

1 , 2 5 ( O H )2D3의 농도에 비례하여 I L - 1β분비
량이증가하였다(Figure 3). 따라서T H P - 1은

1 , 2 5 ( O H )2D3를 처치한 기간과 농도에비례하

여 H u T 7 8에 대한 세포 반응성이 증가하는 양

상을띠었다.

4. THP-1의 세포표면 당단백질 발현에 미
치는 1 , 2 5 ( O H )2D3의 영향

단핵구/대식세포가 T세포에 항원을 제시할

때 가장 중요한 분자인 H L A - D ( M H C )와

costimulator 역할을하는부착수용기 I C A M -

1, 및 백혈구세포간 결합에매우 중요한 역할
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Table 6. Histograms for HLA-D, Mac-1, and ICAM-1 expression on THP-1 after incubation with 0
M(open profile) and 10- 7M(solid profile) of 1,25(OH)2D3 for 4 days

Mean Fluorescence Intensity

H L A - D M A C - 1 I C A M - 1

H L A -

D

M A C -

1

8

1

6

1

4

1

2

1

0
0 1 2 3 4

( d a y s )

Figure 5. Time-dependent effect of
1 . 2 5 ( O H )2D3 on the expression of sur-
face glycoproteins of THP-1. THP-1
cells were treated with 10- 8M 1.25
( O H )2D3 for 0, 1, 2, 3, 4 days.
Expression of HLA-D, Mac-1, and



을하는 β2 integrin family중M a c - 1을 선택하
여 이들의 발현에 미치는 1 , 2 5 ( O H )2D3 의 영

향을 flow cytometry 법으로 관찰한 결과,

T H P - 1을 1 0- 8M 1,25(OH)2D3 로 0∼4일간

처리하면THP-1 세포표면에HLA-D(0 day,

mean fluorescence intensity(MFI) 9.45; 1

day, -; 2 days, 9.34; 3 days, 9.27; 4 days,

9.23), ICAM-1(7.03; 7.16; 7.34; 6.97;

6 . 7 8 )의 발현은거의변화가없는반면, Mac-

1(7.59; 8.15; 9.70; 10.38; 16.76)은

1 , 2 5 ( O H )2D3 처리 시간이 길어질수록 점차적

으로 높은 발현을 나타내었다(Figure 4, 5).

1 , 2 5 ( O H )2D3 농도를 0∼1 0- 7M로 서로 달리

하여 4일간 T H P - 1을 처리하였을 경우에도

HLA-D(0M, MFI 9.45; 10- 1 0M, 9.11; 10-

9M, 9.21; 10- 8M, 8.83; 10- 7M, 8.53)와

ICAM-1( 7.03; 6.96; 6.88; 7.37; 9.04)로농
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Figure 7. Dose-dependent effect of
1 , 2 5 ( O H )2D3 on the expression of sur-
face glycoproteins of THP-1. THP-1
cells were treated with various con-
centration of 1,25(OH)2D3 for 4 days.
Expression of HLA-D, Mac-1, and

Figure 8. Correlation of IL-1β production by THP-1 cells upon coculture with fixed stimulated(closed
circle) or unstimulated(open circle) HuT78 and surface glycoprotein expression of THP-
1(N=8). Before flow cytometric analysis for surface glycoprotein determination or coculture
with HuT78 for detection of IL-1β production, THP-1 cells of each samples were pretreated
with various concentration of 1,25(OH)2D3 for various durations
r12: correlation coefficient between glycoprotein expression and IL-1β production of THP-1

exposed to unstimulated HuT78
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도별 차이가 거의 없었으며 다만 고농도( 1 0-

7M )의 1 , 2 5 ( O H )2D3에 의하여 H L A - D는 발

현이 약간감소( 1 0 % )되었고 I C A M - 1은 약간

증가( 3 0 % )되었으나 그 차이는 매우 미약하였

던 반면, Mac-1(8배)의 발현 상승은 매우 현

저하였다(Figure 6, 7).

따라서 1 , 2 5 ( O H )2D3는 실험 대상이 되었던

T H P - 1의 세포표면당단백질중에서 β2 i n t e-
grin 인 Mac-1 분자의발현을처리기간및 농

도에비례하여상승시키는작용을나타내었다. 

5. THP-1 세포의 H u T 7 8에 대한 세포 반응
성( I L - 1β생산)과 세포표면 당단백질 발
현 정도 사이의 상관관계

다음에는 1 , 2 5 ( O H )2D3로 전처치한 T H P - 1

과 H u T 7 8을 동시배양하여 얻은 T H P - 1의

I L - 1β분비량(Figure 2,3)과, 동일한방법으로
1 , 2 5 ( O H )2D3를 처리하여 얻은 T H P - 1의 세

포표면당단백질의발현 정도(Figure 5, 7) 사

이에일정한상관관계가있는지를관찰한결과,

P H A / T P A로 자극 받은, 혹은 받지 않은

H u T 7 8과의 동시배양에 의한 T H P - 1의 I L -

1β분비량( n g /㎖)과 세포표면 당단백질의 발현
(MFI) 사이의 상관계수는 H L A - D (자극 받지

않은 HuT78 동시배양시, r12 = 0.17, 자극 받

은 HuT78 동시배양시 r22 = 0.09), ICAM-

1 ( r12 = 0.08, r22 = 0.02)의 경우매우 낮은값

을 나타내었으나, Mac-1(r 12 = 0.65, r 22

= 0 . 5 5 )은 통계적으로 유의한( P1 〈 0.01, P2 〈

0.05) 높은상관관계를나타내었다(Figure 8).

따라서 T H P - 1의 M a c - 1β2 integrin 발현은
T H P - 1과 H u T 7 8의 동시배양에 의하여 나타

나는 기염증성 세포반응성( I L - 1β분비)과 매
우밀접한상관관계가있음이관찰되었다.

6. 항-세포표면 당단백질 단일클론 항체의
세포간 접촉 차단 효과

T H P - 1과 H u T 7 8을 동시배양하였을 때

T H P - 1이 I L - 1β를 생산하는반응이T H P - 1
의 M a c - 1분자를매개로하는 세포간직접 결

합에의한것인지를알아보기위하여세포표면

당단백질에 대한 특이적 단일클론 항체들을

T H P - 1에 미리 결합시켜 H u T 7 8과 T H P - 1

의 세포간결합을차단함으로써과연 I L - 1β분
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a THP-1 cells were pretreated or not with 10- 8M 1,25(OH)2D3 for 3 days before experiments.
b THP-1 cells were preincubated with monoclonal antibodies(1.5㎍/ml) for 2h at 37℃ and cocultured with

PHA/TPA-stimulated and fixed HuT78 cells for 48h.
c Results were expressed in percent inhibition compared with control values.

T H P - 1a MAbs to cell surfaceb % Inhibition ofc

p r e t e a t m e n t glycoproteins added I L - 1β p r o d u c t i o n

- mouse IgG < 5

H L A - D < 5

M a c - 1 5 6

I C A M - 1 < 5

mouse IgG < 5

1 , 2 5 ( O H )2D3 H L A - D < 5

M a c - 1 3 5

I C A M - 1 < 5

Table 2. Effects of monoclonal antibodies on the production of IL-1β by THP-1 cells exposed to
stimulated and fixed HuT78 cells



비량이저하되는지를 관찰하였다. 특이적 단일

클론 항체에 대한 대조군으로서 m o u s e

I g G ( m I g G )를 동량 사용하였다. mIgG, 항

HLA-D 항체, 및 항 ICAM-1 항체는 모두

5% 미만의 I L - 1β생산 감소를 나타내었으나
M a c - 1은 T H P - 1을 전처치하지 않은 경우,

56%, 1,25(OH)2D3로 전처치한경우, 35% 의

I L - 1β생산량감소를나타내었다(Table 2). 따
라서 실험대상이 되었던 세포표면 당단백질에

대한 항체중 항 Mac-1 항체가 T -단핵구/대

식세포간 직접 접촉을 차단함으로써 T H P - 1

의 기염증성 세포 반응성을 억제하는 효과가

가장큰것으로관찰되었다.

IV. 고찰

본 연구 결과에 의하면, 단핵구/대식세포 분

화물질로 잘 알려진 1 , 2 5 ( O H )2D3로 T H P - 1

을 분화시키면 H u T 7 8과 세포간 접촉을 하였

을 때 T H P - 1의 기염증성 활성( I L - 1β 분비)
이 매우 증가할뿐 아니라, β2 integrin 계 당단
백질인 M a c - 1 ( C D 1 1 b / C D 1 8 )의 THP-1 세

포표면발현이상승되었으며, IL-1β 분비량이
증가한 정도와 M a c - 1의 발현 정도 사이에는

통계적으로 유의한 상관관계가 있음이 관찰되

었다. 또한 항-Mac-1 항체 로 T H P -

1/HuT78 세포간 접촉을 차단하였을 때

T H P - 1의 I L - 1β분비량이 감소 되었으므로,
T 세포가 단핵구/대식세포와 직접접촉하여 단

핵구로 하여금 기염증성 활성화를 일으킬 때

단핵구의 Mac-1 분자는 그 매개역할을 하는

분자중하나일것으로추정되었다.

단핵구의분화/활성화물질로널리알려져있

는 1 , 2 5 ( O H )2D3, 혹은 I F N -γ가 단독으로
T H P - 1에 작용할 때에는 I L - 1β의 분비가 증
가되지 않지만1 7 , 2 4 ), 이들 물질들은 T H P - 1을

크게 감작시키는 효과가 있다. 즉 I F N -γ는
L P S에 대한 T H P - 1의 반응성을 증가시키며
2 4 ), 한편으로1 , 2 5 ( O H )2D3는활성화된T 세포

에 대한 T H P - 1의 반응성을 증가시킴으로써
1 7 ), 그 결과, LPS 또는 T 세포에 노출되었을

때 T H P - 1의 I L - 1β분비량이 증가하게 된다.
또한 I F N -γ는 THP-1 세포에 작용하여항원
제시의중심분자인 MHC II와 그 c o s t i m u l a t o r

분자인 I C A M - 1의 발현을 증가시키는 반면,

1 , 2 5 ( O H )2D3는이들분자의발현에는변화없

이 C D 1 4와 CD11b 같은세포표면당단백질발

현을 증가시킨다고 알려져 있다1 7 , 2 4 ). 이와 같

은 결과는 I F N -γ와 1 , 2 5 ( O H )2D3가 단핵구의
분화와 성숙의 단계에서 서로 다른 역할을 담

당하고 있음을 뜻한다. 즉 I F N -γ은 단핵구를
활성화상태에있게하여, 항원제시와관련된세

포표면단백질들을매개로한 T 세포와의접촉

을 증가시킴으로써 단핵구의 항원제시와 같은

동족성(cognate) 면역반응이활성화되도록 유

도하며, 그 결과 특이적항원에반응하는 T 임

파구가 활성화되어 세포분화, 증식, 및

cytokine 분비 등의 반응이 일어나게 한다. 반

면, 1,25(OH)2D3는 항원제시와 같은 c o g n a t e

면역반응보다는 T 세포표면 부착단백질과의

결합과 같은 비특이적 요소들을 통하여

noncognate 면역반응을활성화시킴으로써, 기

염증성 cytokine 분비, respiratory burst 등

단핵구의기염증성기능이활발해질수 있도록

단핵구를 분화시켜 성숙하게 하는데 관여한다

고 여겨진다1 7 ). 본 실험의 결과에서도 Vey 등
1 7 )의 결과와 마찬가지로 고정된 활성화

H u T 7 8과 T H P - 1을 함께 배양하였을 때,

T H P - 1을 1 , 2 5 ( O H )2D3로 전처치 한 경우

I L - 1β 분비량이 매우 증가된 반면, IFN-γ로
전처치한경우에는대조군과차이가없었다. 

활성화된 T 세포가세포간직접접촉에의하

여 상대세포를활성화시키는예는단핵구/대식

세포 외에도 B 세포2 0 , 2 1 , 2 5 ), 호중구1 6 )를 들 수

있으며, T 세포 뿐 아니라암세포도 직접 접촉

에 의하여 단핵구/대식세포를 활성화시켜

c y t o k i n e을 분비하게 한다2 2 , 2 6 ). HuT78 세포

의 subcellular fraction을 HuT78 세포 대신
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이용하여 관찰해 본 결과, 단핵구를 자극하는

활성의대부분이세포막부분에존재한다는것

이 밝혀졌으며1 3 , 1 7 ), trypsin으로 소화( d i g e s-

t i o n )하면 T H P - 1을 자극하는 능력이 소실된

다는 것이 관찰되었다(Isler 등, 1993). 또한

H u T 7 8을 자극하기 전에 t u n i c a m y c i n으로 전

처리하면 T H P - 1으로 하여금 I L - 1β를 생산
하게하는능력이상실된다는사실로부터, 매개

역할을 하는 분자가 2 5∼35 kDa 분자량의 당

단백질임이밝혀졌다. 

T 세포와단핵구가직접적으로접촉할때, T

세포에의한단핵구의기염증성활성화를매개

할 것으로 추정되는 세포표면 부착단백질로는

C D 6 92 7 ), CD22 6 ), β2 i n t e g r i n s1 7 ) 등이 있으나,
어느 분자의 경우에서도 이 분자들을 특이적

항체로차단하였을때 단핵구의T 세포에대한

반응성이완전히억제되었던예가없다. CD69

분자는말초혈액의T 세포가자극을받았을때

매우 신속하게 발현 유도되며 항-CD69 항체

로 T -단핵구 세포접촉을 차단하였을 때 I L -

1β분비량이 4 5∼70% 감소하였지만 H u T 7 8
세포에서는 말초혈액 T 세포에서와 같은 감소

효과가 나타나지 않았다고 Hara 등2 7 )이 보고

하였다. CD2는 LFA-3 분자와 결합함으로써

단핵구의 I L - 1β생산 유도를 매개한다고
Webb 등2 6 )은 보고하였지만, Dayer 등2 )은

항-CD2 항체가 I L - 1β분비량을 1 5∼25% 정
도 밖에는감소시키지 않았다고하여, T-단핵

구의 세포접촉에 의한 단핵구의 I L - 1β분비에
C D 2가 어느정도의중요성을가지고관여하는

지 현재로서는 알 수 없다. Integrin 당단백질

중 β1 i n t e g r i n계 당단백질이 공통적으로 지니
고 있는 β1 c h a i n ( C D 2 9 )은 I L - 1β분비에전혀
무관한 것으로 보고되었으나2 8 ), β2 i n t e g r i n계
단백질인 CD11a, CD11b, CD11c는각각의항

체로세포간결합을차단하였을때 I L - 1β분비
량이각각∼35%, ∼60%, ∼50% 정도감소한

결과를나타내어, β1 integrin 보다는 β2 i n t e-
g r i n계 세포표면단백질이이과정에더밀접한

관련이있는것으로추정된다. 

본 실험의 결과에서도 THP-1 세포의

M a c - 1을 항체로차단하였을 때 H u T 7 8과 접

촉한 T H P - 1의 I L - 1β분비량이 56% 감소하
여 Dayer 등2 )의 실험결과( 6 0 % )와 매우 근사

한수치를나타내었으나, 역시완전히억제하지

는 못하였다. 완전히 억제하지 못한 이유로서

는, T 세포의Mac-1 ligand 인 I C A M - 1이 결

합하는부위와, 본 실험에사용했던항- M a c -

1 항체가 인지하는 Mac-1 분자의 e p i t o p e ( ;

구조를 알고 있는 항원 결정기)가 부분적으로

만 일치하여, 항체의 결합 차단 효과가 1 0 0 %

나타나지 못했을가능성이있고, 또 한가지 이

유로 이 과정에 관여하는 부착분자가 M a c - 1

이외에도 더 존재할 가능성도 있음을 배제할

수없다. Dayer 등2 )의보고에서도이미밝혀졌

듯이, 완전하지는않으나3종류의 β2 i n t e g r i n에
대한항체모두에의하여 I L - 1β분비가억제되
었고, 또 항체의조합을 이용하면 억제 효과가

더 커졌다는 것이 두 번째 이유에대한 설명이

될 수 있을 것이다. 또 본 실험에서 T H P - 1을

1 0- 8M 1,25(OH)2D3로 3일간 분화시킨 후에

항체에의한차단실험을반복하였을때는 I L -

1β분비량이 35% 밖에 감소하지 않아, 분화시
키지않은경우보다세포결합차단효과가저하

되었다. 이는 THP-1 세포표면의 Mac-1 발

현량이 1 , 2 5 ( O H )2D3에 의하여 매우 증가되어

서 항체의차단효과가전체적으로미흡하게나

타났거나, 아니면 Mac-1 이외에도 미지의 부

착단백질들이 1 , 2 5 ( O H )2D3에 의하여 크게 유

도 발현되어 M a c - 1보다 더욱 큰 비중으로

T -단핵구 세포 결합에 관여했을 가능성도있

다고 본다. 한편, THP-1의 I L - 1β생산량과
Mac-1 발현 정도의 상관관계를 보면( F i g u r e

8), HuT78을 P H A / T P A로 자극한 경우가 자

극하지않은경우보다 I L - 1β 분비량과M a c - 1
발현의상관관계에있어통계적인유의성이적

었다. 즉 T 세포도자극을받으면많은 종류의

세포표면 단백질이 유도 발현되고, 이 중에
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T H P - 1의 I L - 1β분비를 매개하는 미지의 분
자들이 포함되어 있어 이들의 작용 때문에

Mac-1 발현 정도와의 상관관계에 있어 유의

성이저하될수도있었다고본다. 

I n t e g r i n은 매우 다양한 조직에서 발견되는

부착단백질의 한 종류로서 α c h a i n과 β c h a i n
의 heterodimer 형태로 존재한다. 현재 약 2 0

종류의 i n t e g r i n이 발견되었으며, β c h a i n의 종
류에 따라 β1 i n t e g r i n과 β2 i n t e g r i n으로 나뉜
다. β2 i n t e g r i n은 백혈구에서만 발현되며 3가
지 α c h a i n (αL, αM, αX) 중의한 가지 c h a i n과
β2 c h a i n이 결합되어 L F A - 1 (αLβ2, 또는
CD11a/CD18), Mac-1(αMβ2, 또 는
CD11b/CD18), 그리고 p 1 5 0 / 9 5 (αXβ2, 또는
C D 1 1 c / C D 1 8 )의 3가지분자가 β2 integrin 계
를 이루게된다2 9 ). LFA-1은 백혈구와혈관내

피세포에 다량 발현되는 ICAM-1, ICAM-2,

및 ICAM-3 등과 r e c e p t o r - c o u n t e r r e c e p t o r

관계로결합하며3 0 ), Mac-1은 ICAM-1, 세포

외기질(extracellular matrix) 성분인 f i b r i n o-

gen, 보체(complement) 성분인 C3bi, 그리고

세균의LPS 등과결합하고3 0 , 3 1 ), p150/95 또한

C3bi, fibrinogen과결합한다3 2 ). 임상적으로 β2
c h a i n의 발현이 안되어 발생하는 질병인 백혈

구 부착 결핍증(leukocyte adhesion defi-

ciency, LAD) 환자에서생명을위태롭게하는

면역 결핍 증상이 나타나는 것으로 미루어 전

체 면역 기능에서 β2 i n t e g r i n이 얼마나중요한
위치를차지하고있는지알수있다3 3 ).

휴지기 상태의 백혈구는 constitutive 하게

비교적 많은 양의 i n t e g r i n을 발현하지만 보통

불활성상태로존재하므로 l i g a n d와 매우 약한

결합력 으로 결합할수 있다. 그러나 백혈구가

활성화되면 integrin 발현이 증가하는 것과는

무관하게, 수 분내에 매우 강한 결합력을 갖게

된다3 4 - 3 6 ). 즉, 위치가떨어져있는다른수용기

들이 활성화함에 따라 integrin 분자기능의 활

성화가 유발되어 결과적으로 L F A -

1 ( C D 1 1 a / C D 1 8 )과 같은분자기능이활성화된

다3 7 ). 이 inside-out signaling은 integrin 의

결합력을 증가시켜 integrin counterrecep-

tor(ligand), 예를 들어, ICAM-1을 가지고있

는 백혈구나 혈관내피세포에 강하게 부착하도

록하며, 이러한작용은 i n t e g r i n의 숫자적증가

없이도일어날수있다 3 8 ). T 세포의항원특이

적 CD3/TcR complex나B 세포의면역글로불

린 항원 수용기를 단일 클론 항체로 c r o s s -

linking 하면 L F A - 1의 기능적활성도함께증

가하며3 4 , 3 6 , 3 9 ), 항원제시세포를 통하여 항원으

로 T 세포를 자극하여도 i n t e g r i n의 기능이

u p r e g u l a t i o n된다 4 0 , 4 1 ). Integrin 기능의

u p r e g u l a t i o n을 유발하는 세포표면 단백질 분

자로는, T 세포에서는TcR, CD3, CD2, CD28,

CD44, ICAM-3 등이 있고 B 세포에서는

HLA class II, 세포표면 면역글로불린, CD19,

CD40 등이알려져있다2 9 ).

본 실험에이용했던 H u T 7 8과 같이 C D 4+ 표

현형의 helper T 세포 뿐만 아니라, 정도의 차

이는있지만표현형이나 cytokine 분비양상과

는 전혀 무관하게모든 T 세포가 단핵구나 호

중구와같은염증세포에대하여내재적기염증

성 능력을갖추고있다9 , 1 6 , 4 2 , 4 3 ). 본 연구결과를

토대로, 단핵구가 1 , 2 5 ( O H )2D3에 의하여분화

되면, T-단핵구 noncognate 세포접촉에 의한

양방향성신호전달중에서특히T 세포에서대

식세포로의 신호전달을 통하여 단핵구/대식세

포로하여금기염증성효능기작용을활발하게

함으로써 면역/염증 반응이 더욱 효율적으로

일어나게 되며, 이러한 신호전달이 단핵구/대

식세포 표면에 존재하는 M a c - 1과 같은 β2
i n t e g r i n을 매개로 하여 일어난다는 것이 밝혀

지게되었지만, 이외에도관여할가능성이있는

미지의 부착단백질들의 특성을 규명하고 이들

분자의세포내신호전달에관한분자수준의기

전을 밝히는 일이 앞으로 더 연구해야할 과제

로남아있다.

V. 결론
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분화된 THP-1 세포가 T 세포와 반응하였

을 때 변화하는 세포의 반응성 정도를 밝히기

위하여, 사람의 미분화단핵구세포주인 T H P -

1 세포를 단핵구 분화물질로 알려져 있는

1 , 2 5 ( O H )2D3로처리해서, 사람의 helper T 세

포주인H u T 7 8를 고정하여동시배양하였을때

T H P - 1이 분비하는 I L - 1β의 양을 E L I S A로
정량분석하였다. 또한 어느세포표면단백질분

자가 H u T 7 8에 대한 T H P - 1의 세포반응성을

매개하는가 밝히기 위하여, THP-1 세포를

1 , 2 5 ( O H )2D3로 처리한 후 HLA-D, Mac-1,

I C A M - 1과 같은 세포표면 당단백질의 발현변

화를 flow cytometry 법으로 측정하고, 그 변

화를 H u T 7 8에 대한 T H P - 1의 반응성 변화

( I L - 1β 생산량)와 비교 분석하여다음의결과
를얻었다. 

1 . T H P - 1세포는고정된HuT78 세포와직

접 접촉함으로써 I L - 1β를 생산하였으며,
P H A / T P A로 미리자극받은H u T 7 8세포

가 자극받지않은H u T 7 8보다세포접촉

시 T H P - 1의 I L - 1β 생산량을 5배 증가
시켰다.

2 . 1 , 2 5 ( O H )2D3로 분화된 T H P - 1은 미분

화상태의 T H P - 1에 비하여H u T 7 8과 접

촉하였을때높은I L - 1β 분비량의상승을
나타내었다.

3 . T H P - 1은 1 , 2 5 ( O H )2D3를 전처치한 기

간과 농도에 비례하여 H u T 7 8에 접촉하

였을 때 분비되는 I L - 1β의 양이 증가하
였다.

4 . 1 , 2 5 ( O H )2D3는 실험 대상이 되었던

T H P - 1의 세포표면 당단백질 중에서 β2
integrin family 분자인 M a c - 1분자의발

현을 처리기간 및 농도에 비례하여 증가

시켰다.

5 . T H P - 1과 H u T 7 8의 동시배양에 의하여

분비되는 I L - 1β 양과 T H P - 1의 M a c - 1

발현사이에는통계적으로유의한상관관

계가있었다.

6 . 항 Mac-1 항체를 T H P - 1에 전처리 함

으로써 T H P - 1과 H u T 7 8의 동시배양에

의하여 분비되는 I L - 1β의 양이 3 5∼
56% 감소되었다. 

이상의 결과로부터 활성화한 T 세포가 단핵

구와직접결합함으로써단핵구에대하여기염

증성반응을충분히유도하기위하여서는단핵

구의분화가선행되어야하며, 이때 Mac-1 분

자와 같은 β2 integrin 은 세포간 직접결합 및
기염증성 신호전달에 관여하는부착단백질 수

용기의역할을한다고사료된다.
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The modulation of leukocyte cell surface

adhesion molecules may influence the

development of cellular events that deter-

mine the course of the inflammatory

process. Direct interaction between acti-

vated T cells and monocytes resulted in a

large production of IL-1β by monocytes. In
this reactions, adhesion molecules play an

important part, yet the role of them in T-

monocytes interaction remain unclear. This

study was undertaken in an effort to eluci-

date, 1) the influence of 1.25(OH)2D3-

induced differentiation on the monocyte

responsiveness to direct contact with T

lymphocytes, and 2) the role of adhesion

molecules on the T-monocyte direct inter-

action. Initially, I observed that direct con-

tact of monocyte cell line THP-1 with

stimulated fixed T cell line HuT78 marked-

ly induces IL-1β production by THP-1.
I L - 1β production was higher when THP-
1 had been previously exposed to

1 . 2 5 ( O H )2D3 as compared to control, with

α- 1 . 2 5 ( O H )2D3 dose-dependent and
exposure time-dependent manner. It was

shown that 1.25(OH)2D3 also increased the

expression of β2 integrin adhesion receptor
Mac-1(CD11b/CD18) dose- and time-

dependently, but did not increase the

expression of human leukocyte antigen-

D(HLA-D) and intercellular adhesion mol-

ecule-1(ICAM-1). The IL-1β p r o d u c i n g
activity of THP-1 cells correlated well with

the ability to induce the Mac-1 expression

on THP-1 surface. Monoclonal antibody

raised against relevant cell surface glyco-

proteins on THP-1 were tested for their

ability to block the response of THP-1 to T

cells. Antibody to Mac-1 only partially

blocked IL-1β production by THP-1,
whereas antibodies to ICAM-1 and HLA-

D did not. 

These data indicate that regulation of

Mac-1 expression on THP-1 cells can

alter the responsiveness of these cells to

contact by activated T cells, however other

unknown structures on the THP-1 cells

may be involved in this process also.
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