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Lipopolysaccharide 유도된 Raw264.7 세포주에서 전사조절인자 
NF-κB와 IRF-1의 공동작용에 의해 조절되는 PD-1 발현연구
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Programmed Death-1 (PD-1) is one of the important immune-inhibitory molecules which was expressed in T cells, B 
cells, NKT cells, and macrophages activated by various immune activating factors. Lipopolysaccharide (LPS), the 
major component of the outer membrane of Gram-negative bacteria, is one of the crucial immunogens for PD-1 
expression. However, there are only a few reports on the expression mechanisms of PD-1 in innate immune cells. In 
this study, we investigate the expression mechanisms of PD-1 in LPS-stimulated Raw264.7 cell lines by RT-PCR, 
Western Blot, flow cytometry as well as ChIP assay and co-immunoprecipitation. When Raw264.7 cells were 
stimulated with LPS, PD-1 expression was greatly up-regulated via PI3K and p38 signaling. Primary macrophages 
isolated from LPS-injected mice were also shown the increased expression of PD-1. In promoter assay, NF-κB and 
IRF-1 binding regions in mouse PD-1 promoter are important for PD-1 expression. We also found that the 
co-activation of NF-κB and IRF-1 is indispensable for the maximum PD-1 expression. These results indicate that the 
modulation of PD-1 expressed in innate immune cells could be a crucial for the disease therapy such as LPS-induced 
mouse sepsis model.
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이상적인 면역반응은 숙주의 조직 또는 기관에 최소한의 손

상을 입히고, 침입한 병원체를 효과적으로 제거하지만 과도한 

면역반응은 숙주세포에 치명적인 손상을 주게 된다(Mueller et 

al., 1989). 따라서 면역세포들은 적절한 면역반응을 유지하는 

조절기전을 가지고 있다. 면역반응의 조절에 관여하는 세포막 

단백질들을 공동자극분자(costimulatory molecules)라 하며, 주

로 항원제시세포(antigen presenting cells)에 발현되어 면역반응

의 이차 신호(secondary signal) 또는 공동자극 신호(costimulatory 

signal)를 전달한다(Mueller et al., 1989). 공동자극분자 중 가장 

많이 연구된 것은 B7-1 (CD80)과 B7-2 (CD86)이며, T 세포에 

발현되는 CD28 또는 CTLA-4의 라이간드로서 면역반응을 조절

한다(Freeman et al., 1989; Azuma et al., 1993). 

Programmed Death-1 (PD-1)은 세포사멸과정에서 발현되는 

세포막분자로 발견되었으며, anti-CD3 항체를 주사한 생쥐의 가

슴샘, 비장과 림프절에 상주하는 T 세포에서 발현된다고 알려졌

다(Ishida et al., 1992; Agata et al., 1996). 또한, PD-1은 다양한 

면역활성인자에 의해 활성화된 T 세포, B 세포, NKT 세포 및 대

식세포(macrophages)에서도 발현된다고 알려졌다(Agata et al., 

1996; Keir et al., 2007; Cho et al., 2008). PD-1의 구조는 IgV-like 

세포외 부위, 막통과 부위 그리고 immunoreceptor tyrosine-based 

inhibitory motif (ITIM) 및 immunoreceptor tyrosine-based 

switch motif (ITSM)를 포함하는 세포내 부위로 구성된 type I 

막단백질이며(Zhang et al., 2004; Parry et al., 2005), 구조적 상

동성에 기초해서 CD28계 수용체 구성원으로 분류된다(Latchman 

et al., 2001). 라이간드인 PD-L1 (B7-H1) 및 PD-L2 (B7-DC)와

의 결합은 세포내 부위의 ITSM tyrosine의 인산화를 유도하고, 

신호매개체인 SHP-2를 소집하며, 이로 인해 anti-CD3 항체로 
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자극된 T 세포의 증식과 사이토카인 분비를 저해하고(Freeman 

et al., 2000; Carter et al., 2002), B 세포 수용체에 의해 유도되

는 신호전달과정도 방해하는 것으로 알려졌다(Okazaki et al., 

2001). PD-L1 및 PD-L2은 호흡기 과민반응에서 T 세포기능을 

분극화하고 조절하는데 중요하다고 알려져 왔다(Singh et al., 

2011). 또한, PD-L1의 결핍은 심한 천식(asthma)을 유도하는 반

면, PD-L2의 결핍은 호흡기 과민반응을 완화하고 염증반응도 

최소화 한다고 보고하였다(Singh et al., 2011). Nishimura 등

(1998)에 의해 수행된 PD-1 결손 생쥐의 분석에서 PD-1은 B 세

포의 성장과 분화의 음성적 조절에 관여하는 인자로 알려졌으

며, PD-1과 PD-1 라이간드의 결합이 T 세포의 활성에 영향을 주

기 때문에 염증반응의 범주를 결정하는 중요인자로 평가되었다

(Freeman et al., 2000). 최근 연구에서 PD-1은 비특이 면역세포

에서 매우 낮은 수준으로 발현되다가 IFN-α 및 다양한 미생물 

산물(Lipopolysaccharide, LPS; Lipoteichoic Acid, LTA)에 의

해 발현이 크게 증가되어 미생물 감염에 따른 염증반응 및 패혈

증(sepsis)과 관계된 면역세포들에서 새로운 면역조절기능의 존

재 가능성이 제시되어 왔다(Huang et al., 2009; Yao et al., 

2009). 

패혈증은 감염에 대한 전신성 염증반응 증후군(systemic 

inflammatory response syndrome; SIRS)으로 정의되며, 부적절

한 염증 반응의 증폭에 의하여 발생한다고 알려져 있다(Angus 

et al., 2001). 이를 기초로 한 다양한 면역치료법이 염증반응 억

제에 초점을 맞추어 개발이 되었으나, 그러한 치료법들의 효과

가 미비함으로 인해 패혈증에 대한 새로운 접근 방법이 필요하

게 되었다(Cohen, 2002; Martin et al., 2003). 패혈증의 병인으

로 가장 많이 알려진 것은 그람음성 세균의 세포벽 외부에 존재

하는 지질다당질(lipopolysaccharide, LPS)이며, 실험동물이나 

인체에 주사하면 중증 패혈증과 패혈성 쇼크를 유발할 수 있다

(Parant et al., 1977). 혈류로 유리된 LPS는 혈장 내 LPS 결합단

백질(LPS binding protein, LBP)에 의하여 대식세포와 CD14 수

용체에 전달되어 CD14/TLR4 복합체를 형성 한다(Jiang et al., 

2005). 이 복합체는 다양한 내부 신호를 통해 염증성 사이토카

인, prostaglandin과 같은 지질 대사물, 보체, 응고인자 등 주요 

면역 체계를 활성화 시킨다(Annane et al., 2005). 또한, TNF-α
와 interleukin 1β와 같은 사이토카인과 케모카인의 분비를 통해 

선천면역반응과 획득면역반응의 활성을 유도할 뿐만 아니라 과

도한 생물학적 반응을 유도하여 조직손상을 유발한다고 알려져 

있다(Hsu and Wen, 2002). Yao 등(2009)이 수행한 최근 연구에

서 PD-1 결손 생쥐가 Listeria 감염에 대해 우수한 선천면역기전 

및 생존성 향상을 나타낸다고 보고 하였다. 이는 미생물감염 과

정에 PD-1이 중요한 역할을 하며, PD-1의 발현제어를 통해 과

도한 염증반응, 또는 패혈증의 억제 또는 완화를 유도할 수 있음

을 추론해 볼 수 있다. 하지만, LPS와 같은 미생물 산물에 의한 

PD-1의 발현 기전, 동물모델에서 침입 병원체의 제어과정에서 

PD-1의 발현기전 및 기능에 관한 연구는 미비한 실정이다. 따라

서, 본 연구에서는 대식세포주 Raw264.7 및 LPS 유도 동물모델

을 이용하여 LPS에 의한 PD-1의 발현기전을 밝히고 패혈증 연

구의 기초자료로 활용하고자 한다.

재료 및 방법

시약 및 항체

Escherichia coli Serotype Lipopolysaccharide(026:B6)는 

Sigma-Aldrich (USA)에서 구입하였다. LY294002, PD98059, 

SP600125 및 SB203580은 Calbiochem (USA)에서 구입하였다. 

PE-conjugated anti-mouse PD-1 (clone J43), TLR4, CD11b 

(clone M1/70), CD11c과 FcR blocker (anti-mouse CD16/CD32 

2.4G2) 항체들은 eBioscience (USA)에서 구입하였다. ERK, 

p38, IRF-1 및 Actin 항체들은 Santa Cruz (USA)에서 구입하였

으며, JNK 및 AKT 항체들은 Cell Signaling Technology (USA)

로부터 구입하였다.

세포주 및 조직유래 면역세포의 배양

Raw264.7 세포주는 American Type Culture collection 

(ATCC, USA)으로부터 분양 받았으며, 표준화된 조건에서 배양

하였다. 이 연구에 사용된 8주령 수컷 C57BL/6 생쥐의 실험계

획은 인제대학교 의과대학 동물 실험실의 연구 승인을 받아(승

인번호 2010-018) 오리엔트바이오(Korea)에서 구입하여 사용

하였다. 생쥐 복강 유래 대식세포 및 비장 유래 대식세포는 표준

화된 방법으로 분리 후 사용하였다. 

역전사효소중합연쇄반응(RT-PCR) 및 실시간 중합효소연쇄반응

(Real-time PCR)

RT-PCR을 위한 세포 RNA(2 μg)는 TRIzol reagent (Invitrogen, 

USA)를 사용하여 추출하였으며, 역전사효소(M-MLV reverse 

transcriptase)를 이용하여 cDNA를 합성하였다. PD-1 (F: 5′
-TTC GAA TTC ACC ATG CAA-3′, R: 5′-GTC ATC GTC 

TTT GTA GTC CAT-3′), IRF-1 (F: 5′-ATG GAT TGG GGG 

GTC TGA GGT-3′, R: 5′-TTC ACA TTT CAC TGG CTT 

GGG A-3′), GAPDH (F: 5′-TTC ACC ACC ATG GAG AAG 

GC-3′, R: 5′-GGC ATG GAC TGT GGT CAT GA-3′)의 발현

은 특이적인 primer (Bioneer, Korea)를 합성하여 이용하였다. 

Real-time PCR에 사용된 RNA는 RNase-free DNase (Promega, 

USA)로 genomic DNA를 제거한 cNDA를 합성하였고, Real-time 

PCR은 SYBR Supermix kit (Bio-Rad, USA)과 Cycler system 

(Bio-Rad)을 이용 하였다.

유세포 분석(Flow cytometric analysis)

세포는 BD Biosciences (USA)에서 구입한 항체를 이용하여 

염색하였다. 세포를 FACS buffer (PBS containing 1% FCS and 

0.1% NaN3)로 씻고 비특이적인 결합을 막기 위해 FcR blocker

로 4℃에서 10분 동안 반응시켰다. PE-conjugated anti-mouse 

PD-1 항체를 첨가하여 4℃에서 30분간 반응시킨 후 FACSort와 

CellQuestPro software (BD Science)로 분석하였다. 

Western blot

배양된 Raw264.7 세포주 (1 × 106/ml)에 lysis buffer를 처리

하여 표준화된 방법으로 세포단백질을 얻었다. 반응은 10% 
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Fig. 1. Dose-dependency of PD-1 expression in LPS-stimulated 
Raw264.7 cells. Raw264.7 cells were treated with PBS or the 
indicated concentrations of LPS for 6 h. Total RNAs were isolated 
from the cells and analyzed for mouse PD-1 mRNA expression by 
(A) RT-PCR and (B) real-time PCR. (C) Raw264.7 cells were 
stimulated with the indicated concentrations of LPS for 24 h. Cells 
were stained with PE-conjugated anti-mouse PD-1 antibody and 
analyzed by flow cytometry. Numbers indicate the mean fluorescence
intensity (MIF) for the gated PD-1 positive cell population.

SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel)에 30 

μg의 단백질을 전기영동한 후 5% skim milk가 포함된 1 × 

TBST (25 mM Tris–HCl; pH 7.4, 137 mM NaCl, 2.68 mM 

KCl, 0.05% Tween 20) 용액에서 각각의 특이적인 항체를 사용

하여 2시간동안 반응 시켰으며, ECL 용액으로 반응시킨 후 

LAS-3000 SYSTEM (Fuji Photo Film, Japan)으로 측정하였다. 

Transient transfection과 luciferase assay

Plasmid의 transient transfection은 Lipofectamine 2000 

(Invitrogen)을 사용하여 시약회사에서 제시된 표준화된 방법으

로 수행 하였으며, Luciferase assay은 Dual Luciferase Reporter 

Assay System (Promega)을 사용하여 반응시킨 후 Victor III 

(Perkin Elmer, USA)를 사용하여 측정하였다.

Chromatin Immunoprecipitation (ChIP) assay

ChIP assay는 ChIP assay kit (Millipore Corporation, USA)

를 사용하여 시약회사에서 제시된 표준화된 방법으로 수행하였

다. 최종 침전된 protein A/antibody/histone/DNA 복합체를 

phenol/chrorofrom 용액을 처리하여 순수 DNA를 얻은 후 PD-1 

프로모터(promoter) 부위의 PCR 증폭에 주형으로 사용하였다.

면역침강법(co-immunoprecipitaion)

면역침강법에 사용된 세포단백질은 Raw264.7 세포에 1 μg/ml

의 LPS를 처리 후 protease inhibitors (PMSF 1 mM, 1 × PIC)가 

첨가된 lysis buffer (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 1% NP-40; 

pH 8.0)로 용해시킨 후 표준화된 방법으로 준비하였다. 준비된 

세포단백질액에 IRF-1 항체 또는 p65 항체와 반응시킨 후 

agarose bead를 이용하여 단백질 침전물을 얻었으며, 30 μl의 1 

× dye를 넣고 10분간 끓여 SDS-PAGE를 수행하였다. 

데이터 분석

각각의 데이터 값은 세 개가 하나의 실험으로 얻어졌으며, 

mean ± standard error mean (SEM)으로 표현되었다.

결 과

LPS에 의한 PD-1의 발현분석

대식세포주 Raw264.7에서 LPS 농도에 따른 programmed 

death-1 (PD-1) 발현 양상을 알아보기 위하여 다양한 농도의 

LPS로 6시간 동안 처리한 후 RT-PCR, real-time PCR 및 NF-κB

를 이용하여 분석하여 보았다. LPS 처리된 Raw264.7 세포들은 

PD-1 발현이 매우 높게 유도 되었으나 대조군에서는 매우 낮았다

(Fig. 1A). 이러한 발현양상은 real-time PCR 및 유세포 분석에

서도 유사하게 나타났다. Real-time PCR 결과에 의하면 0.1 μ
g/ml의 LPS 처리시 PD-1의 발현은 대조군에 비하여 약 25배 증

가하였으며(Fig. 1B), LPS에 의한 PD-1 유전자의 발현 양상은 

NF-κB를 이용한 세포표면 PD-1 단백질발현 결과와도 일치 하

였다(Fig. 1C). LPS 처리에 따른 PD-1 발현의 시간 의존성을 알

아보기 위하여 Raw264.7 세포주를 1 μg/ml 농도의 LPS로 처리

한 후 다양한 시간에서 PD-1 발현을 분석하여 보았다. PD-1의 발

현은 3시간부터 급격히 증가하여 6시간까지 유지되었으며, 12

시간 이후로 현저히 감소되는 발현양상을 보였다(Fig. 2A and 2B). 

또한 Raw264.7 세포주의 세포표면에 발현된 PD-1 단백질은 6시

간부터 증가하여 12시간에 최대치를 나타내었으며, 24시간 이

후까지 발현이 유지되었다(Fig. 2C). LPS에 의한 PD-1 발현의 

정도는 Western blot 분석에서 또한 확인할 수 있었다(Fig. 2D). 

LPS에 의한 세포 신호전달 경로분석

PD-1 발현을 유도하는 신호전달경로를 분석하기 위하여 

Raw264.7 세포주를 LPS로 자극 하였을 때 ERK, JNK, Akt 및 

p38의 인산화를 확인 할 수 있었다(Fig. 3A). LPS에 의한 PD-1 

발현이 ERK, JNK, Akt 또는 p38의 인산화와 연관이 있는지를 

특정 신호전달경로를 차단하는 다양한 저해제(inhibitor)를 사용

하여 확인하여 보았다. Fig. 3B의 결과에서 LPS에 의한 PD-1 발

현은 LY294002 (PI3K inhibitor) 및 SB203580 (p38 inhibitor)

에 의해서 기저수준까지 저해되었다. 또한, SP600125 (JNK 
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Fig. 2. Time-dependency of PD-1 expression in LPS-stimulated
Raw264.7 cells. Raw264.7 cells were treated with PBS or LPS (1 μg/ml) 
for the indicated times. Total RNAs were isolated from the cells and 
analyzed for mouse PD-1 mRNA expression by (A) RT-PCR and 
(B) real-time PCR. (C) Raw264.7 cells were stimulated with PBS 
(Cont.) or LPS (1 μg/ml). At the indicated times, cells were stained 
with PE-conjugated anti-mouse PD-1 antibody and analyzed by 
flow cytometry. Numbers indicate the mean fluorescence intensity 
(MIF) for the gated PD-1 positive cell population. (D) Raw264.7 
cells were treated with PBS (Cont.) or 1 μg/ml LPS for 24 h. Whole 
cell lysates were isolated and were subjected to Western Blotting 
with anti-mouse PD-1 antibody.

Fig. 3. LPS signaling pathway and effects of various inhibitors on 
LPS-induced PD-1 expression. (A) Raw264.7 cells were stimulated 
with LPS (1 μg/ml) for the indicated times. Cell lysates were 
subjected to SDS-PAGE, blotted onto polyvinylidene difluoride 
membrane, and then protein phosphorylation was detected with 
biotinylated anti-p-ERK, anti-p-JNK, anti-p-AKT, and anti-p-p38 
antibody. The reaction was developed by the avidin-biotinylated 
peroxidase complex and ECL. (B) Raw264.7 cells were pretreated 
for 1 h with the indicated inhibitors and then stimulated with LPS 
(1 μg/ml) in the presence or absence of the same inhibitor for 6 h. 
Total RNAs were prepared and analyzed by RT-PCR for PD-1 or 
GAPDH. NT (no treatment); LY294002 (PI3K inhibitor); SB203580
(p38 inhibitor); SP600125 (JNK inhibitor); U0126 (ERK inhibitor); 
AG490 (JAK inhibitor); PDTC (NF-κB inhibitor).

inhibitor), U0126 (ERK inhibitor) 및 PDTC (NF-κB inhibitor)

에 의해서도 부분적으로 감소 되었다. 이에 반하여 JAK/STAT 저

해제인 AG490은 PD-1 발현에 거의 영향을 주지 않았다(Fig. 3B). 

LPS에 의한 PD-1 발현에 관련된 전사조절인자의 활성분석

LPS에 의한 NF-κB의 활성을 확인하기 위하여 Raw264.7 세

포주를 1 μg/ml 농도의 LPS로 30분 동안 처리한 후 세포질단백

질과 핵단백질내에 존재하는 NF-κB의 농도변화를 확인하여 보

았다. Fig. 4A 결과에서 알 수 있듯이 세포질에 존재했던 많은 

양의 NF-κB p65가 LPS 처리 후 핵내로 이동되었으며 세포질에 

존재하던 Iκ-B의 양도 크게 감소하였다. Salkowski 등(1999)은 

IRF-1과 IRF-2 유전자 결핍 동물모델을 이용하여 LPS에 의한 

IL-12의 최적발현에 전사조절인자 IRF-1 및 IRF-2가 필수적인 

요소임을 증명하였다. 또한, Blanco 등(2000)도 LPS에 의한 

Cox-2 발현에 IRF-1 및 IRF-2가 중요하다고 보고하였다. 이와 

유사하게 PD-1 프로모터의 분석에서도 interferon-stimulated 

response element (ISRE) 부위가 interferon regulatory factor 1 
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Fig. 4. Effects of transcription factors NF-κB and IRF-1 in 
LPS-stimualted Raw264.7 cells. (A) Raw264.7 cells were treated 
with PBS or LPS (1 μg/ml) for 30 min, and used to isolate the 
nuclear and cytosolic protein. Cytosolic (left panel) and nuclear 
extracts (right panel) were subjected to SDS-PAGE, and detected 
with anti-p65 antibody. After stripping, cytosolic Iκ-B (left panel) 
was detected with anti-Iκ-B antibody. (B) Raw264.7 cells were 
treated with PBS or LPS (1 μg/ml). At the indicated time, PD-1 and 
IRF-1 expression were analyzed by RT-PCR. (C) Raw264.7 cells 
were stimulated with LPS (1 μg/ml) for the indicated times. Cell 
lysates were subjected to SDS-PAGE, blotted onto polyvinylidene
difluoride membrane, and then detected with biotinylated 
anti-IRF-1 or IRF-2 antibody. (D) Raw264.7 cells were pretreated 
with the indicated inhibitors for 1 h, and stimulated with LPS (1 μg/ml) 
in the presence or absence of the inhibitors for 6 h. Total RNAs 
were prepared and analyzed by RT-PCR for PD-1 or GAPDH. 

(IRF-1) 결합부위와 100% 일치됨을 알 수 있었다. 따라서 LPS

에 의한 PD-1의 발현과 IRF-1의 활성이 연관이 있을 것으로 추

정되며, 이를 규명하기 위하여 PD-1과 IRF-1 발현 관계를 알아

보았다. LPS에 의한 IRF-1의 발현은 PD-1의 발현보다 앞서 1시

간 만에 발현이 매우 높게 유도 되었다. 또한, IRF-1 단백질도 3

시간부터 증가하기 시작하여 12시간까지 지속되었으며(Fig. 

4B), 단백질 수준에서도 유사한 발현 형태를 나타내었다(Fig. 

4C). 이와는 반대로 IRF-2의 발현은 LPS 처리 후 현저히 감소하

였다. PD-1 발현과 유사하게 신호전달경로를 차단하는 다양한 

저해제(inhibitors)를 이용하여 IRF-1 발현 억제를 확인하여 보

았다. Raw264.7 세포주를 LY294002 (PI3K inhibitor), SB203580 

(p38 inhibitor), SP600125 (JNK inhibitor), U0126 (ERK 

inhibitor), AG490 (JAK/STAT inhibitor), PDTC (NF-κB 

inhibitor)로 각각 1시간 전처리 후 LPS를 6시간 동안 처리하여 

IRF-1의 발현을 확인하여 보았다. IRF-1의 발현은 PDTC (NF-κB 

inhibitor)에 의해서 완전히 억제되었으며, LY (PI3K inhibitor)에 

의해서 40% 정도 발현이 감소되었다. 그러나 나머지 저해제에 

대해서는 거의 영향 받지 않았다(Fig. 4D). 

LPS에 의한 PD-1의 발현에 전사조절인자 NF-κB와 IRF-1의 

상호작용 규명

상기 연구결과를 종합해보면 LPS에 의한 PD-1 발현에 전사

조절인자 NF-κB와 IRF-1이 공동작용 할 가능성을 예측 할 수가 

있다. 이를 증명하기 위하여 PD-1 유전자의 전사조절부위에 전

사조절인자인 NF-κB와 IRF-1의 결합을 ChIP assay (Chromatin 

Immunoprecipitation Assay)를 이용하여 확인하여 보았다. 이를 

위하여 LPS로 처리된 Raw264.7 세포주 및 대조군으로부터 NF-

κB 및 IRF-1에 대한 항체를 이용하여 회수된 DNA를 주형으로 

PD-1 프로모터를 PCR 증폭한 결과 LPS로 처리한 후 IRF-1과 

NF-κB에 대한 항체로 회수된 각각의 검체에서 PD-1 프로모터 

부위가 대조군에 비해 크게 증가되었다(Fig. 5A). IRF-1과 NF-κB

의 상호작용을 확인하기 위하여 두 단백질 간의 결합을 면역 침

강법(co-immunoprecipitation)을 통해 확인하여 보았다. Raw264.7 

세포주에 LPS를 처리한 후 얻은 세포질용액을 NF-κB p65 항체

로 면역침전 시키고, 침전된 단백질에 포함된 IRF-1 단백질의 양

을 IRF-1 항체를 이용하여 western blot으로 분석하였다. 결과 

5B에서 NF-κB p65 항체로 침전한 단백질에는 IRF-1 단백질이 

포함되어 있었으며, LPS 처리된 검체에서 IRF-1 단백질의 양이 

유의하게 증가되었다. 또한 IRF-1 항체를 이용한 단백질 침전물

에는 NF-κB 단백질이 포함되어 있었으며, LPS 처리된 검체에

서 NF-κB 단백질의 양이 유의하게 증가되었다. 따라서 이들 결

과는 LPS에 의한 PD-1의 전사조절에 NF-κB 및 IRF-1이 공동

으로 작용하고 있음을 직접 보여주는 증거이다.

LPS 유도 동물 패혈증 모델에서 PD-1 발현분석

LPS 처리된 생쥐 대식세포주 Raw264.7에서 PD-1 발현이 확

인되었기 때문에 패혈증과 유사한 조건인 LPS 유도 동물모델에

서도 PD-1 발현이 유도되는지 확인하여 보았다. 이를 위하여 10 

mg/kg의 LPS를 C57BL/6 생쥐의 꼬리정맥에 주사 후 24시간에 

비장과 복강 삼출액을 채취하여 대식세포에 발현된 PD-1을 유

세포분석기를 이용하여 분석하여 보았다. PBS를 주사한 대조군

에서 분리한 비장유래 대식세포는 PD-1이 낮게 발현되고 있는

데 반하여, LPS 주사된 생쥐의 비장유래 대식세포는 PD-1 발현

이 현저하게 증가되었다 (Fig. 6A). 또한 복강유래 대식세포에서

도 LPS 처리된 군에서 PD-1 발현이 현저하게 증가 되었다 (Fig. 

6B). 이상의 결과를 종합해 보면 LPS에 자극된 대식세포에서 

PD-1의 발현은 전사조절인자 NF-κB 와 IRF-1의 공동작용에 의

해 발현이 극대화 되며, LPS에 의한 PD-1의 발현은 대식세포주 
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Fig. 5. Binding of IRF-1 and NF-κB to PD-1 promoter and analysis 
of their interaction. (A) Raw264.7 cells were treated with 1 μg/ml 
LPS for the indicted times. Cell lysates were isolated and analyzed 
in the chromatin immunoprecipitation (ChIP) assay by using an 
anti-IRF-1 or anti-NF-κB and primer pairs specific for promoter of 
the PD-1 gene. Nonimmunoprecipitated lysates (input) served as 
positive controls. (B) Immunoprecipitation was performed with 
anti-p65 antibody and the lysates of Raw264.7 cells stimulated with 
LPS as described in the materials and methods, followed by 
immunoblot analysis of IRF-1 or, p65 as control after stripping 
(upper panel). In lower panel, immune blot was analysed with 
anti-p65 antibody after the immunoprecipitation using anti-IRF-1 
antibody or with anti-IRF antibody after stripping as described 
above. 

Fig. 6. PD-1 expression by LPS in mouse splenic and peritoneal 
macrophages. C57BL/6 (B6) mice were injected with PBS or 10 
mg/kg LPS for 24 h. (A) Splenocytes were purified from spleen and 
then double-stained with FITC-conjugated anti-mouse CD11b and 
PE-conjugated anti-mouse PD-1 antibody. Cells were analyzed by 
flow cytometry. (B) Peritoneal macrophages were isolated from 
peritoneal exudative cells. Cells were stained with PE-conjugated 
anti-mouse PD-1 antibody, and analyzed by flow cytometry. 
Numbers indicate the mean fluorescence intensity (MIF) for the 
gated CD11b and PD-1 double positive (A) or PD-1 single positive 
(B) cell population.

Raw264.7 및 비장 또는 복강유래 대식세포에서 유사한 발현기

전에 의해 유도되고 있음을 알 수 있다.

고 찰

본 연구에서는 LPS 처리된 대식세포주인 Raw264.7 세포에

서 programmed death-1 (PD-1)의 발현기전을 분석하였다. 

PD-1 발현을 유도하는 신호전달분석에서 LPS 처리된 대식세포

주인 Raw264.7에서 PD-1의 발현은 PI3K 및 p38 신호전달 경로

를 통하여 주로 이루어지며(Fig. 3B), 전사조절인자 NF-κB 및 

IRF-1이 중요한 역할을 한다(Fig. 4A, 4C, 5A, and 5B). Cho 등

(2008)에 의하면 컴퓨터프로그램을 이용한 PD-1 프로모터의 분

석에서 LPS에 의해 유도될 수 있는 전사조절인자들의 결합부위

는 P1 (-1400 bp) construct 내에 대부분 포함되어 있었으며, 이 

보다 큰 -3000 bp를 포함하는 construct는 LPS에 대한 반응에서 

P1 construct와 유사한 결과를 나타내었다. 보다 특이적인 점은 

LPS에 의한 PD-1의 발현에 두 개의 전사조절인자인 IRF-1 및 

NF-κB가 공동으로 작용하고 있다는 점이다. 이러한 결과는 Hsu 

등 (2002)이 수행한 LPS-mediated ROS의 발현연구 및 Kim 등

(2000)이 수행한 LPS-induced c-fos의 발현에도 두 개의 전사조

절인자에 의해 유도되는 것과 일치하며, PD-1의 전사조절에 

NF-κB와 IRF-1가 결합하여 상호작용할 수 있다는 점은 매우 흥

미로운 결과이다(Fig. 5A and 5B). 

NF-κB는 면역과 염증 반응에 관련된 여러 유전자 발현에서 

다양한 역할을 하는 조절인자이다. 특히 LPS와 같은 물질에 자

극된 대식세포에서 다양한 사이토카인이 생성될 때 NF-κB는 핵

심적인 역할을 하는 것으로 알려져 있다(Lawrence et al., 2001). 

본 연구에서는 LPS로 자극한 대식세포에서 NF-κB의 활성이 

IRF-1의 공동작용에 의해 현저히 증가되고 있다는 점이다. NF-

κB는 염증성 사이토카인의 발현에 중요한 전사조절인자로 잘 

알려져 있기 때문에 본 연구결과로 추론해 보면 IRF-1의 활성이 

염증성 사이토카인의 발현에 크게 기여할 가능성이 있을 것으로 

사료되며, IRF-1의 제어를 통한 NF-κB의 활성완화 또는 억제기

전도 추정할 수 있음을 보여준다.

Raw264.7 세포에 LPS (1 μg/ml)를 처리하였을 때 60분에서 

STAT의 활성을 나타내었다(Supplementary data Fig. S1). 이러

한 결과는 Kou 등(2011)이 수행했던 결과와 유사하게 일치한다. 

하지만 JAK/STAT 저해제인 AG490은 PD-1 발현에 거의 영향

을 주지 않았다(Fig. 3B). 이와는 달리 Cho 등(2008)은 IFN-α 처
리시 STAT1 경로를 통해서 PD-1 발현이 유도된다고 보고하였

다. 이러한 차이는 사이토카인 수용체를 통한 PD-1 발현경로와 

TLR을 통한 PD-1 발현경로가 다르게 이용된다는 것을 보여주

는 분명한 결과임을 알 수 있다. 

LPS에 의한 IRF-1의 발현증가에 따라 IRF-2의 발현은 점차 
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감소하는 결과가 PD-1의 발현에 중요한 인자로 예측된다. 이러

한 결과는 전사조절인자 IRF-1은 유전자활성에 관여하고 IRF-2

는 IRF-1의 활성억제에 관여하는 억제분자(inhibitory molecule)

로 작용 한다는 Judith 등(2005)의 결과와 일치하고 있음을 알 수 

있다. 또한 신호전달 저해제를 이용한 B 세포 실험을 통하여 B 

세포의 PD-1 발현을 유도하는 신호전달경로도 대식세포와 유사

함을 알 수 있었다(자료 미제시). 

생쥐에 꼬리정맥에 10 mg/kg의 LPS를 주사했을 때 정상적인 

거동이 가능한 정도의 endotoxin shock을 나타내는 반면에 생쥐 

복강에 주사한 경우 거동이 불가능할 정도의 심한 endotoxin 

shock을 나타내었으며, 약 30%의 생쥐들은 48시간 내에 사망 

하였다(자료 미제시). 생쥐복강에 10 mg/kg의 LPS를 주사한 후 

24시간에 분리된 비장대식세포 및 복강유래대식세포에서도 꼬

리정맥 주사한 결과와 유사하게 PD-1 발현이 유도됨을 알 수 있

었다(Supplementary data Fig. S2A and S2B). 따라서 LPS의 자

극에 의한 대식세포에서 PD-1 발현은 생체조건(in vivo)과 시험

관조건(in vitro)에서 유사하게 증가되었다. 또한, LPS에 의한 

PD-1 발현은 비장유래 대식세포와 복강유래 대식세포 간의 차

이는 없는 것으로 보아 대부분의 대식세포에서 공통적인 유도기

전에 의해 발현되는 것으로 추정된다(Fig. 6A and 6B). 그러므

로 대식세포에서 PD-1의 발현은 LPS와 같은 미생물 산물에 의

한 활성화 과정에서 유도되고 있음을 알 수 있다. 

PD-1은 면역단백질계에 속하는 막단백질로 T 세포, B 세포, 

수지상세포(dendritic cells) 및 대식세포에서 세포활성에 따라 

발현된다고 알려져 있다(Ishida et al., 1992; Agata et al., 1996). 

대식세포 및 B 세포에서 LPS에 의한 PD-1의 발현은 Cho 등

(2008)이 수행했던 IFN-α를 이용한 PD-1 발현형태 보다 많은 

증가를 나타내었고, 초기발현도 매우 빨리 일어나고 있음을 알 

수 있다. 이와 같은 결과는 PD-1 발현이 프로모터 활성물질에 따

라 다른 기전과 다른 전사조절인자들에 의해 유도되고 있음을 

예상할 수 있다. 

본 연구결과는 향후 PD-1 발현제어를 통한 염증반응의 조절 

및 패혈증 동물모델에 적용하여 패혈증 발생 단계를 이해하고 

치료전략을 구상할 수 있는 기초자료로 이용될 수 있을 것으로 

사료된다.

적 요

Programmed Death-1 (PD-1)은 중요한 면역조절분자들 중 

하나로 다양한 면역활성인자에 자극된 T 세포, B 세포, NKT 세

포 및 대식세포에서 발현된다. Lipopolysaccaride (LPS)는 그람

음성세균의 세포벽구성물질로 PD-1 발현을 유도하는 중요 면역

원들 중 하나로 알려져 있다. 그러나 선천면역세포에서 PD-1 발

현기전에 관한 연구는 미비한 실정이다. 본 연구에서는 LPS에 

의해 자극된 Raw264.7 세포주를 대상으로 PD-1 발현 및 발현조

전기전을 RT-PCR, Western Blot, 유세포분석기, ChIP assay 및 

co-immunoprecipitation 방법으로 조사하였다. Raw264.7 세포

주가 LPS로 자극되었을 때 PI3K 및 p38 신호전달경로를 경유하

여 PD-1 발현이 크게 증가되었다. 또한 LPS 주사된 생쥐의 비장

유래 대식세포에서도 PD-1 발현이 증가됨을 확인 하였다. PD-1 

유전자의 프로모터 분석을 통해서 NF-κB 및 IRF-1 결합부위가 

PD-1 발현에 중요함을 알 수 있었다. 또한 PD-1 발현을 극대화 

하기 위하여 전사조절인자 NF-κB 및 IRF-1의 공동활성이 필수

적임을 확인하였다. 본 연구결과는 LPS 유도 생쥐패혈증모델에

서 선천면역세포에 발현된 PD-1분자의 제어를 통한 질병 연구

에 유용한 자료로 이용될 수 있을 것으로 사료된다. 
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