
대구외지 2007;33:636-642

Abstract (J. Kor. Oral Maxillofac. Surg. 2007;33:636-642) 

636

Ⅰ. 서 론

선천성 면역을 담당하는 세포는 pattern-recognition receptor

(PRR)라 불리는 수용체를 이용하여 감염체를 감지하고 분류

한다. PRR은병원균에서생성되는물질들과결합하는데가장

많이연구된것은 toll-like receptor (TLR)이며, 이는현재사람에

서 10종류가 알려져 있다1). TLR은 세포표면에서 발현되어 세

포외병원균에서생성된특정물질인 lipopolysaccharide (LPS)나

lipopeptides와 작용하기도 하지만, 선천성 면역 담당세포 자체

에서생성된물질을감지하기도한다2). TLR 중, TLR9은비메틸

화형태의CpG deoxynucleotide (CpG DNA)를감지한다3). CpG는

대부분의 박테리아나 바이러스 게놈에서는 비메틸화 형태가

보편적이지만, 척추동물게놈에서는비메틸화가억제되고대

신 메틸화 형태로 존재한다4). 엔도좀 (endosome)에 위치하는

TLR9의특징은침입한박테리아나바이러스의핵산을효과적

으로감지하고, 자신의 DNA 내에존재하는 CpG motif에의해

발생하는사고도방지한다5). 

TLR9은여러종류의면역담당세포중에서B 임파구와특화

된 수지상 세포에서 주로 발현되지만, 활성화된 호중구나 폐

상피세포에서도 발현된다6). 그러나 면역을 담당하는 이외의

세포에서 TLR9 발현의 생물학적 중요성은 아직 밝혀지지 않

았다. TLR9 자극으로활성화된면역세포는보조단백질발현

을 증진시키고, 세포사멸에 저항성을 나타내며, 케모카인 수

용체를조절할뿐만아니라, 케모카인과사이토카인의분비를

일으키기도한다7). CpG DNA에의한면역세포의자극은내면
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Background: CpG DNA plays an important role in immune cell function. This study examined whether the temporal control of toll-like receptor

(TLR)9 by CpG DNA can regulate the expression of matrix metalloproteinase-9 (MMP-9). 

Methods and materials: Macrophages were cultured in the presence of 10% FBS. For the various MMP genes analysis, RT-PCR and real-time

PCR were performed. In addition, zymography assay performed for the MMP activity. The phosphorylation assay did for the ERK1/2 and NFκB acti-

vation, and luciferase promoter assay was for the NFκB activity.

Results: CpG DNA induced the mRNA expression of MMP-2, MMP-9, and MMP-13, but not of MMP-7, MMP-8, and MMP-12, in a time-depen-

dent manner. Especially, the mRNA expression of MMP-9 was strongly induced by CpG DNA using real-time RT-PCR. The TLR9 inhibitor, chloro-

quine, suppressed CpG DNA-induced MMP-9 expression and its activity. Moreover, CpG DNA induced the phosphorylation of ERK and the inhibi-

tion of ERK by U0126 suppressed CpG DNA-induced MMP-9 expression and its activity. CpG DNA stimulated IκB-αdegradation and luciferase

activity. In addition, pretreatment of SN-50, the inhibitor of NFκB, strongly blocked the CpG DNA-induced MMP-9 expression and activity. 

Conclusion: These observations suggest that CpG DNA may play important roles in the activation of macrophages by regulating the production of

MMP-9 via the sequential TLR9-ERK-NFκB signaling pathway.
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화 (internalization)를필요로하며자발적으로일어나며, 엔도좀

속으로내면화된 CpG motif는 TLR9과반응한후, 어뎁터단백

질 Myd88와 신속하게 결합하며, interleukin-1 receptor-associated

kinase-1 (IRAK1), interferon regulatory-7 (IRF7) 및 tumor necrosis

factor-a receptor activated fsctor-6 (TRAF6)의활성화및결합을유

도한다8,9).

Matrix metalloproteinase (MMP)는 젤라틴이나 콜라겐과 같은

세포외기질을 분해하는 중요한 효소로서 질병과 건강상태의

균형을 유지하는 역할을 한다. MMP는 gelatinase, collagenase,

stromelysin 및 막결합성 MMP군으로 분류한다10). 다양한 종류

의 MMP 중, MMP-2와 MMP-9은 gelatinase군으로서 MMP-2는

다양한종류의세포에서항시발현되어 lamin과 type IV collagen

을분해하는역할을하는반면, MMP-9은각종염증성자극에

의해유도되고기저막성분을분해한다11). 특히, MMP-9 발현은

염증반응매개체에의해증가함으로서염증성질환과밀접한

관계가있음을증명하고있다. 

현재까지 밝혀진 CpG DNA의 MMP 발현 기전에 관한 연구

는 충분히 되어 있지 않지만, TLR9 활성물질이 MMP 활성을

증진시킴으로써 세포침투를 조절한다는 보고와 CpG가 전사

인자를활용하여 MMP-9 유전자발현과세포이동을조절한다

는 것을 보고하였다12). 최근에는 CpG에 의한 TLR9 활성화는

Akt 활성을유도하고TNF-α를생성하여MMP-9 발현을조절한

다는보고가있었지만3) 아직도CpG DNA에의한MMP 조절에

관한 정확한 작용기전과 그 중요성에 대한 해석은 부족한 상

태이다. 그러므로본연구에서는 CpG DNA자극에의한 MMP-

9 발현조절을야기하는 TLR9의구체적인작용기전을검토하

고 이들 활성을 매개하는 신호전달 단백질의 종류와 작용을

연구하였다.

Ⅱ. 실험 재료 및 방법

A. 실험 재료

RPMI-1640, Opti-MEM, penicilline-streptomycine, trypsin-EDTA,

lipofectamine 2000, 세포배양용 혈청 및 reverse transcriptase-PCR

kit은 Gibco BRL 사 (Grand Island, NY, 미국)로부터, SYBR Green

I은 Roche Applied Science 사 (Indianapolis, IN, 미국)로부터, CpG

dinucleotide (5’-TCCATGACGTTCCTGATGCT-3)와 각종 primer

합성은 GenoTech 사 (대전, 한국)에 의뢰하여 합성하였으며,

TLR9 저해제인 chloroquine, NF-κB 저해제인 SN-50와 zymogra-

phy 실험을위한젤라틴은 Sigma 사 (St. Louis, MI, 미국)로부터,

MEK-ERK 저해제인 U0126은 BioMol 사 (Plymouth Meeting, PA,

미국)로부터 구입하여 사용하였다. MMP-9 항체와 peroxidase

가부착된토끼 Ig 항체와쥐 Ig 항체는 Santa-Cruz 사 (Sant-Cruz,

CA, 미국)로부터, ERK, phospho ERK, IkBa와 NFκB 항체는 Cell

Signaling 사 (Beverley, MA, 미국)로부터구입하였다.

B. 실험 방법

세세포포배배양양과과CpG DNA 처처리리

세포는 American Type Culture Collection (Manassas, VA)로부터

구입한대식세포주 Raw264.7를 10% fetal calf serum과 1% peni-

cillin-streptomycin이 함유된RPMI-1640 배지를 사용하여 37℃,

5% CO2에서 배양하였다. 배양된 세포는 약 24 시간 간격으로

계대배양하여실험에사용하였다. 합성된CpG DNA는톡신이

없는물에녹여농도별로세포에직접처리하였다.

Western Blot 분분석석

시료를처리한세포에서세포질분획을얻고, 전기영동하여

분리한단백질은니트로셀룰로스막으로 20% 메탄올, 25 mM

Tris 및 192 mM glycine 완충액하에서 transfer 탱크장치를이용

하여 이동하였다. 단백질이 이동된 니트로 셀룰로오즈 막은

Ponceau 용액으로 이동의 유무를 확인한 후 5% blocking 용액

(non-fat milk)을사용하여 30분간실온에서반응하였다. 반응후

완충액으로 1,000배희석한각종항체와단백질이이동된니트

로셀룰로스막을 4시간이상반응시켰다. 반응이끝난후Tris-

Tween buffered saline (TTBS)으로 5분 간격으로 6회 세척하고,

계속하여 horse radish peroxidase가 부착된 이차항체인 토끼 또

는 쥐 IgG 항체와 2시간 반응시키고 TTBS로 6회 세척하였다.

증류수로세척하고 enhanced chemiluminescence 용액으로 1분간

반응하고필름에감광하여나타난띠의두께를비교하여단백

질발현유무또는발현정도를확인하였다. 

ERK와와 NF-κκB 단단백백질질의의활활성성화화

CpG DNA를적정시간처리한세포는수확하여세포질을분

리하고전기영동을한후니트로셀룰로오즈막으로단백질을

이동시켰다. ERK의활성화는인산화된 ERK 단백질만을인지

할수있는항체를사용하여 Western blot을수행하여확인하였

다. ERK의단백발현정도는인산화된것과인산화되지않은

ERK 모두를인지할수있는항체를사용하여확인하였다. NF-

κB 활성화는저해단백질인 IκB-α의분해를Western blot을수행

하여확인하였다.

RT-PCR과과 real-time RT-PCR 
세포를배양하고CpG DNA 또는저해제와함께처리한세포

를수확하고 2% bovine serum albumin이포함된완충액으로세

척하고RNA 추출용액 (4 M guanidium thiocyanate, 0.5% sarcosyl,

25 mM sodium citrate, 0.1 M 2-mercaptoethanol)으로 mRNA를 얻

었다. Reverse transcriptase 반응은 분리한 mRNA를 사용하여

RT-PCR kit를이용하였으며역전사시켜 cDNA를얻었다. PCR

은주형으로사용하는시료 cDNA를 94℃에서1분동안변성시

키고 각 유전자에 대한 2개의 primer를 혼합하여 60℃에서 25

cycle을 반복하여 얻은 PCR 산물을 ethidium bromide가 포함된

1.5% agarose gel 전기영동으로 분리, 확인하였다. PCR 산물은
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β-actin을대조군으로사용하였다. Real-time PCR은 SYBR Green

I의 활성을 LightCycler 1.5 (Roche Diagnostics, Almere, The

Netherlands)를 이용하여 실시간으로 확인하였다. 반응 혼합액

은 cDNA 주형 5 ㎕, 2개의 primer 각각 0.5 ㎕, SYBR Green I mas-

ter mixture 1 ㎕, 25mM MgCl2 1.2 ㎕, H2O 1.8 ㎕를포함하였다.

실시간 PCR 조건은 95℃에서 10분간반응하고, 95℃에서 10초

간 denaturation, 63℃에서 5초간 annealing, 72℃에서 5초간 exten-

sion 조건으로 45 cycle를 반복하여 얻은 PCR 산물을 Roche

Diagnostics Light-Cycler 소프트웨어로분석하였으며, 정량치는

β-actin으로보정하여나타내었다.

DNA Transfection 및및 NFκκB Promoter 활활성성측측정정

대식 세포를 배양접시에 일정 수 나누어 배양하고 luciferase

를발현하는 DNA가결합되어있으며, NFκB 프로모터 DNA를

함유하는 매개체 DNA와 Lipopectamine 2000을 섞어서 혈청이

포함되지 않은 Opti-MEM 배지에 희석하여 20분간 실온에서

반응시킨다. 20분후천천히한방울씩세포에첨가하고계속

하여 18시간반응시킨다. 18시간후 10% 세포배양용혈청이포

함된 Opti-MEM 배지로 교체하고 계속하여 48시간 동안 배양

하였다. 48시간후배지를다시교체하고시료로자극한후수

확하였다. 수확한 세포는 완충액을 사용하여 세포질 분획을

얻었으며, luciferase 활성은 luminometer를 사용하여 기질과 반

응하여측정하였다.

Ⅲ. 결 과

(1) CpG DNA에 의한 MMP 종류의 mRNA 발현변화

배양한대식세포에 1 μM CpG DNA를 30분, 1, 2, 4, 6, 시간각

각처리한후, RT-PCR을이용하여여러종류의MMP mRNA 발

현 변화를 검토하였다. 그 결과, MMP-7, MMP-8과 MMP-12의

mRNA 변화는관찰할수없었으나 MMP-2, MMP-9과 MMP-13

의 mRNA 발현은 30분부터 증가하기 시작하여 처리 4시간에

서최대의발현을나타내고이후부터다시서서히감소하였다

(Fig. 1A). RT-PCR 방법에서 mRNA 발현이 증가된 MMP-9

mRNA 변화는 real-time RT-PCR을 이용하여 정량적으로 재확

인하였다. 그결과, RT-PCR 결과와유사하게시간에따라점차

증가하고 4시간에서 최대로 발현이 증가하였으며 이후 감소

하였다 (Fig. 1B).

(2) CpG에 의한 MMP-9 단백발현과 활성변화

CpG DNA 처리에따라 MMP-9 mRNA 발현이증가하였으므

로MMP-9 항체를사용하여세포에서발현되는단백질발현양

을 Western blot 방법으로확인하였다. 배양된대식세포에 1 μM

CpG DNA를시간별로처리한후, conditioned media를일부취하

여MMP-9 발현양을측정하였다. 대조군세포배양액의MMP-

9 발현은아주미미하였으나CpG DNA을처리한세포는 6시간

처리한세포부터증가하고 12시간또는 24시간처리한세포도

점차 증가하였다 (Fig. 2A). 같은 조건으로 배양한 세포에서

zymography 방법으로 MMP-9 효소 활성을 측정하였다. CpG

DNA 시간처리에따른 MMP-9 활성도시간-의존적으로증가

하였다 (Fig. 2A). CpG DNA처리농도에따른MMP-9 발현과활

성변화도검토하였다. MMP-9의발현과활성은대조군에서는

아주 약하였으나 CpG DNA 처리에 따라 농도-의존적으로 증

가하였다 (Fig. 2B). 그러므로다음실험부터는 CpG DNA 농도

는1 μM로, 처리시간은24시간으로고정하였다.

Fig. 1. Effect of CpG DNA in mRNA expression of various

MMPs of macrophages. A, Following overnight serum

starvation, cells were treated with 1 μM of CpG DNA for the

indicated times and total RNA was isolated from cells and

then subjected to RT-PCR using specific primer. B, Cells

were treated with 1 μM of CpG DNA for the indicated times

and total RNA was isolated from cells and then subjected

to real-time RT-PCR using MMP-9 primer. Real-time PCR

was performed by SYBR Green I using LightCycler 1.5.
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(3) CpG-작용 MMP-9 발현에서 TLR9의 효과

CpG DNA 처리에 의해 증가하는 MMP-9 발현과 활성이

TLR9 수용체 매개로 이루어짐을 증명하기 위하여 CpG DNA

와 TLR9 결합을방해하는물질인 chloroquine을세포에 1, 3, 10

μg/ml 농도별로전처리하였다. Chloroquine만처리한세포는별

다른 영향이 없었다. 그러나 chloroquine을 전 처리한 세포는

CpG DNA에의해유도된단백발현과활성을 chloroquine 농도-

의존적으로급격히감소시켰으며, 10 μg/ml 농도의 chloroquine

전처리는90% 이상MMP-9 발현과활성을억제하였다 (Fig. 3). 

(4) MMP-9 발현조절에서 ERK1/2 활성의 영향

CpG DNA에의한MMP-9 발현에미치는ERK1/2 활성의영향

을검토하였다. CpG DNA 처리는세포의 ERK1/2 인산화에따

른활성화를유도하였다. ERK1/2 인산화는 20분부터증가하기

시작하여 30분과 50분사이에서최대효과를나타내고시간에

따라다시감소하였으며, 70분이후는대조군과비슷한수준으

로회복하였다. 전체 ERK1/2의발현은 CpG DNA 처리에의해

영향이없었다 (Fig. 4A). CpG DNA에의한MMP-9 발현증가가

ERK1/2 인산화 매개로 이루어지는 것을 확인하기 위하여

MEK-ERK1/2 전달과정저해제인 U0126을사용하여검토하였

다. ERK1/2 활성저해제를 30분간전처리하고 CpG DNA를연

속적으로 처리한 다음, MMP-9 발현을 측정하였다. 그 결과,

ERK1/2 저해제는 농도-의존적으로 CpG DNA의 자극으로 발

현되는 MMP-9 양을 감소시켰으나 대조군으로 사용한 β-actin

의발현변화에는영향이없었다 (Fig. 4B). 한편, ERK1/2 저해제

작용은MMP-9 활성에도유사한효과를나타내었다 (Fig. 4C).

(5) ERK1/2와 TLR9간의 상관성

CpG DNA가결합하는TLR9과ERK1/2간의상관성을검토하

였다. CpG DNA와 TLR9간의 결합을 방해하는 chloroquine은

CpG DNA에의해증가된ERK1/2의인산화를강력하게억제하

였으나ERK1/2 전체발현변화에는영향이없었다 (Fig. 4D).

(6) MMP-9 발현조절에서 NFκB 활성의 영향

다음은 CpG DNA가매개하는 MMP-9 발현과정에참여하는

전사인자의종류와작용기전을검토하였다. CpG DNA에의한

전사인자NFκB가활성화되는가를두가지방법으로확인하였

다. 하나는 NFκB와결합한상태로작용하는내재성저해단백

질인 IκB-α의 분해 정도를 항체를 사용하여 검토하였다. CpG

DNA 처리는 IκB-α의 단백을 20분부터 분해하기 시작하여 30

분에서최대효과를나타내고 60분이후에원상으로회복되었

다. 그러나 IκB-α와결합되어있는NFκB 발현변화는관찰되지

않았으며 control로사용한β-actin의단백변화도관찰되지않았

다 (Fig. 5A). 다른하나는프로모터활성방법으로확인하였다.

CpG DNA 처리는NFκB 프로모터활성을대변하는 luciferase 활

Fig. 2. Effect of CpG DNA in MMP-9 expression and activity

of macrophages. Following overnight serum starvation,

cells were treated with 1 μM of CpG DNA for the indicated

times (A), or cells were treated with the indicated

concentrations of CpG DNA for 24 hr (B). Conditioned

media were collected and the expression and activity of

MMP-9 were determined by Western blot or Zymography

analysis, respectivey.

Fig. 3. TLR9 activation mediated CpG DNA-induced MMP-9

expression and activity. Cells were treated with 1 μM CpG

DNA in the absence or presence of the indicated doses of

chloroquine. After 24 hr, conditioned media were collected

and analyzed for MMP-9 expression and activity using

Western blot or Zymography. 
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성을농도-의존적으로증가시켰다 (Fig. 5B). CpG DNA에의해

증가한 NFκB 활성이 MMP-9 발현에미치는영향을검토하였

다. DNA와결합하는 NFκB의구조적특징을활용하여개발된

펩타이드성NFκB 저해제인 SN-50 전처리는CpG DNA가유도

한MMP-9 발현및활성을강력하게억제하였다 (Fig. 5C).

Fig. 4. CpG DNA phosphorylates ERK of macrophages. A,

Cells were treated with 1 μM CpG DNA for the indicated

times (0-70 min). To detect ERK phosphorylation, equal

amounts of cell extracts were analyzed by Western blotting

using phospho- specific ERK antibody. As a loading

control, the same blots were reprobed with anti-ERK

antibody. B and C, Cells were treated with 1 μM CpG DNA

in the absence or presence of indicated doses of U0126.

After 24 hr, conditioned media were collected and

analyzed for MMP-9 expression and activity using Western

blot or Zymography. D, Cells were treated with 1 μM CpG

DNA in the absence or presence of chloroquine for 30 min.

To detect ERK phosphorylation, equal amounts of cell

extracts were analyzed by Western blotting using phospho-

specific ERK antibody. As a loading control, the same

blots were reprobed with anti-ERK antibody.

Fig. 5. NFκB is a transcription factor of CpG DNA response.

A, Cells were treated with 1 μM CpG DNA for the indicated

times (0-60 min). Whole cell lysates were used for the

Western blot analysis of IκB-α, NFκB, and β-actin, as

indicated. B, Cells were treated with promoter DNA of NFκ

B combined with Lipofectamine 2000. After 18 hr, cells

were treated with CpG DNA at the indicated doses for 6 hr

and then assayed luciferase activity using luminometer. C,

Cells were pretreated with 10 ug/ml SN-50 for 1 hr and

treated with 1 μM CpG DNA for 24 hr. After 24 hr,

conditioned media were collected and analyzed for MMP-9

expression and activity using Western blot or Zymography.

N
F
κB

 L
u
c
if
e
ra

s
e

A
c
ti

v
it

y
(R

L
U

)

CpG DNA(μM)

Promoter Activity



Toll-like receptor 9-매개에 의한 matrix metalloproteinase-9 발현에서 NFκB의 역할

641

Ⅳ. 고 찰

박테리아 DNA는 면역증진효과를 가지는데 이러한 효과를

나타내기위해서는메틸화되지않은CpG DNA를포함한특별

한 nucleotide sequence (뉴클레오티드 시컨스)가 필요하다13). 그

러나CpG DNA의과다한작용은오히려숙주에해로운염증반

응을 비롯한 각종 반응을 초래한다14). TLR9은 CpG DNA의 수

용체로밝혀졌으며, CpG DNA에관한많은연구는전사인자의

활성화를유도하는 adaptor 단백질과하위의각종인산화효소

에중점을두었다15,16). 비록수많은단백질들이직접적혹은간

접적으로선천성면역반응에참여하지만CpG DNA 매개로이

루어지는 MMP 발현에 관여하는 인산화 효소들의 특징적인

역할은 아직도 충분히 밝혀지지 않았다. 그러므로 본 연구에

서는 CpG DNA와결합하는 TLR9 수용체활성화로인해생성

되는 MMP-9을 조절하는 새로운 인산화 효소 및 전사인자를

규명하고서로간의상관성을규명하였다.

CpG DNA에의한 MMP 발현과활성조절은 MMP 종류에따

라서다른양상을나타내었다. 가장큰특징은젤라틴분해효

소 군으로 잘 알려진 MMP-2와 MMP-9 mRNA 발현에 영향을

미치는 것이다. 반면 다른 종류의 그룹에 속하는 MMP-7,

MMP-8 및 MMP-12 발현에는 전혀 영향이 없었다. 또 하나의

특징은 MMP-13 발현을 강하게 조절하는 것이다. 그러나

MMP-13에관한구체적인연구는더이상진행하지못하였으

나 CpG DNA에 의한 MMP 발현 조절은 여러 종류의 MMP를

통하여조절함으로써전체적인세포의염증반응을제어할것

으로생각한다. 

CpG DNA에의한대식세포활성화는여러종류의인산화효

소를통하여유도되기도한다17). 특히, MAPK 활성은대식세포

를자극하는중요인산화효소로알려져있다18). 특히일부보

고에서는MAPK 활성화과정은CpG DNA가매개하는세포내

활성에서가장필수적인초기인산화효소라고주장하기도하

였다19). MAPK는크게 ERK, p38 MAPK 및 JNK 3종류로분류하

고있으며, 이중에서 ERK는 MMP를비롯한다양한세포기능

을 조절하는 역할을 담당하고 있다20). 다른 한편에서는 p38

MAPK와 JNK 역할의중요성도제시되었지만, CpG DNA 작용

으로 야기되는 MMP-9 발현에서 ERK 활성의 역할에 관한 연

구내용은 충분하지 못하였다. 그러나 본 연구 결과에서 CpG

DNA는 TLR9 수용체와 결합하여 하위의 ERK를 인산화 시킴

으로서 MMP-9 발현과 활성을 조절한다는 것을 보여주고 있

다. 그러므로최소한 ERK 활성이 CpG DNA의 매개로이루어

지는대식세포활성화에서중요한역할을담당한다는것을입

증한것이다. 또한 TLR9 수용체자극은하위에존재하는 ERK

인산화를일으켜지속적인신호전달과정을수행하고, 세포외

기질을 조절하는 MMP-9 생성을 조절할 것으로 추측하고 있

다.

CpG DNA 매개로이루어지는대식세포활성화과정은세포

내 pH-의존 단계가 필수적이며21), endosome 산성화 과정은

TLR9 수용체결합을통한 CpG DNA 작용의개시에서중심되

는과정이라고생각하고있다22). 본연구에서도CpG DNA-매개

로이루어지는MMP-9 발현이엔도좀산성화과정이필수적임

을나타내고있다. 즉, 엔도좀내에 pH를증진시키는 chloroquine

의 전 처리는 CpG DNA가 야기하는 MMP-9 생성을 강력하게

억제하였다. 더구나 TLR9 수용체 결합 방해는 CpG DNA의

ERK 인산화도 억제하고 따라서 MMP-9 생성도 억제하였다.

이러한 결과는 CpG DNA의 ERK 활성화는 MMP-9 생성에 필

수적임을의미하는것이다. 

만성염증의지표는염증반응을담당하는세포의축적과세

포외바탕질의분해를담당하는효소의증진이다23). 대식세포

는염증반응을조절하는대표적인종류이고활성화된대식세

포는사이토카인과같은세포독성을나타내는물질을방출하

여조직손상을초래하거나관절염이나패혈증과관련한다양

한질환을초래하기도한다. 이와같은방식으로조직이손상

될 때는 세포외 바탕질의 분해가 촉진되는데 가장 큰 공헌을

하는 것은 MMP이다24). 특히 MMP-2와 MMP-9은 대표적인

laminin과 type IV 콜라젠분해효소로서 MMP-2가항상발현하

고있으면서작용하는반면, MMP-9은 TNF-α, IL 및내독소같

은염증성매개체자극으로발현이증가하는 MMP-이며특정

전사인자에 의해서 조절된다25). 특히 대식세포에서 활성형

MMP-9 발현은 plaque 손상같은급성염증반응을야기하고사

람유전자연구는염증반응과관련한대식세포의기능을수행

하는데있어서MMP-9이가장강력한후보자라고제시하였다11).

그러므로 본 연구에서 CpG DNA에 의한 대식세포의 MMP-9

발현 증가는 CpG DNA가 염증반응을 촉진시키는데 있어서

MMP-9이아주중요한역할을한다는것을시사하고있다. 결

과를종합하였을때, CpG DNA 자극은대식세포에서발현하고

있는 TLR9과결합하고하위의 ERK 인산화를조장하며, 활성

화된 ERK 인산화는 NFκB 전사인자를 활용하여 MMP-9 발현

을촉진하여대식세포의염증반응을조장할것으로생각한다.

Ⅴ. 결 론

CpG DNA는면역세포의기능에서중요한역할을담당한다.

이논문은CpG DNA의 toll-like receptor (TLR) 9 수용체의조절을

통하여 matrix metalloproteinase-9 발현을조절하는것을연구한

결과이다. CpG DNA는 MMP-2와 MMP-9을비롯하여 MMP-13

mRNA 발현을 증가시켰으나, MMP-7, MMP-8과 MMP-12

mRNA에는 영향이 없었다. 특히 MMP-9 mRNA 변화를 real-

time RT-PCR로 정량하였을 때 시간-의존적으로 증가하였다.

엔도좀이 산성화되는 것을 막는 저해제인 chloroquine은 CpG

DNA가 유도한 MMP-9 발현과 활성을 강하게 억제하였다.

CpG DNA은 ERK 인산화를 야기하고, ERK 인산화 저해제인

U0126 전처리는CpG DNA에의한MMP-9 발현과활성을억제

하였다. CpG DNA는전사인자NFκB 활성의지표인 IκB-α분해

를촉진하고 NFκB 프로모터활성을증진시키고증진된 NFκB

활성은 CpG DNA가 야기하는 MMP-9 발현을 조절하였다. 이

와같은결과로부터 CpG DNA은 TLR9과결합하고하위의신
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호전달분자인ERK 인산화를야기하여전사인자NFκB를통하

여MMP-9 발현과활성을조절하는것으로생각된다. 
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