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Purpose :Mycoplasma pneumoniae is a common cause of lower respiratory disease. Sev-

eral studies have suggested that M. pneumoniae respiratory infection is associated with re-

active airway disease and asthma. It has been suggested that Interleukin-8(IL-8) has a role

in the pathogenesis of allergic inflammation of bronchial asthma and is well known to be

expressed in bronchial epithelial cells.

Methods : In this study, we examined the effect of M. pneumoniae extract and the role

of mitogen-activated protein kinases(MAPKs) on IL-8 expression in human lung epithelial

cells. IL-8 levels were determined by an enzyme linked-immunosorbent assay. Extracellular

signal-regulated kinase(ERK) phosphorylation was assessed by western blotting.

Results : In A549 cells, M. pneumoniae extract induced IL-8 release in a time- or dose-

dependent manner. Pretreatment with PD98059, which blocks the activation of MAPK/ERK

kinase 1, before M. pneumoniae extract stimulation inhibited the increase in the production

of IL-8 by 64.4% at 25 M. Stimulation of A549 cells by extract caused an increase in the

activity of ERK, compared with the non-stimulated cells. The extract stimulation had no ef-

fect on the activities of p38.

Conclusion : These observations suggest that activation of ERK by M. pneumoniae ex-

tract may be one of the mechanisms that result in the increase of the production of IL-8.
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렴, 인후염, 부비동염, 중이염 등의 호흡기질환을

일으키며 중추신경계, 피부, 관절, 신경 및 혈관

등에 합병증을 나타낼 수 있다.
1)
또한 호흡기감

염은 제 1형 과민 반응에 의한 기도 폐색으로

인하여 천명 및 기도과민반응의 주원인이 되고

기관지 천식을 유발한다고 알려져 있다.
2)
Ber-

kovich 등은 M. pneumoniae 폐렴시 정상아에서

천명을 동반할 수 있고 천식을 가진 경우 천식

을 악화시킬 수 있다고 하 으며 84명의 소아

천식 환아 중 천식의 발작시 32.1%에서 M.

pneumoniae 혹은 바이러스 감염을 증명할 수

있었다.
3)
또한 Yang 등은 M. pneumoniae로 인

체 기관지 상피세포를 감염시켰을 때 interleukin

(IL)-8, tumor necrosis factor(TNF)-α, IL-1β

등의 염증 전구 cytokine들의 생성이 증가된다고

하 다.
4)

IL-8은 CXC chemokine subfamily에 속하며

기도에서 염증부위로의 세포이동을 매개하는

chemokine으로 주공급 세포는 기관지 상피세포

로서
5)
알레르기 염증 반응에 접한 관련을 가

진다. IL-8은 천식 환자의 기관지 상피세포에서

발현이 증가되어 있으며,
6)
Der p 1, Der p 9과

같은 집먼지진드기 단백질 분해항원(proteolytic

allergen)
7)
이나 ragweed 등의 화분

8)
으로 기관

지 상피세포 자극시에도 생성이 증가된다.

본 연구에서는 기관지 상피세포에 M. pneu-

moniae 항원을 자극했을 때 IL-8 유전자의 발

현과 그 신호전달경로를 살펴보고자 하 다.

대상 및 방법

1. Mycoplasma pneumoniae 항원

고신대학교 미생물학교실에서 확보하여 보관

중인 M. pneumoniae 균주를 Chanock 증균배

지 5 mL에 접종하여 5-7일간 배양하 다. 배양

된 균액을 증균용 배지 100 mL, 1000 mL,

4,000 mL 순으로 증균시켜 이를 20,000 g에서

1시간 원침하 다. 상층액을 제거한 후 균체들만

을 다시 phosphate-buffered saline(PBS)으로

3회 씻은 다음 20 mL의 PBS로 부유시켰다. 균

부유액을 100 watt에서 10분간 초음파처리한 후

단백질 농도를 측정하 다. 항원 내에 endotoxin

유무를 확인하기 위하여 Limulus amoebocyte

assay(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

를 시행하 다.

2. 기관지 상피세포 배양

기관지 상피세포주인 A549 세포(American

Type Culture Collection, Rockville, MD,

USA)를 평판하여 배양액으로 Ham's F-12

medium을 사용하고 10% fetal calf serum,

penicillin(100 U/mL), streptomycin(100 µg/

mL) 등을 배양액에 추가하여 37℃, 5% CO2에

서 배양하고 배양액은 3-4일 간격으로 갈아주었

다. 90-100%의 합류(confluency)를 이루는 시

점에서 세포들을 분리하여 6 well culture plate

에 충분히 분화할 때까지 배양 후 0.5% fetal

calf serum이 포함되지 않은 DMEM 배지에서

24시간 배양 후 PBS로 세척하 다. 다양한 농

도의 M. pneumoniae 항원을 노출시킨 후 이들

을 37℃, 5% CO2 배양기에서 여러 시간 간격으

로 배양하여 세포와 배양상층액을 수거하 다.

수거된 배양 상층액은 300 g에서 30분간 원침시

킨 후 그 상층액을 수거하여 세포와 함께 -70℃

에서 보관하 다.

3. IL-8 단백질의 측정

IL-8치는 ELISA kit(R & D System Inc.,

Minneapolis, MN, USA)를 사용하여 측정하

고 이미 알고 있는 농도의 표준곡선에 의하여

농도를 계산하 다. 검사의 민감도는 10 pg/mL

이하 다. 또한 신호전달경로를 밝히기 위한 실

험으로 ERK inhibitor인 PD98059(25 µM), p38

inhibitor인 SB202190(25 µM, Calbiochem-

Novabiochem, La Jolla, CA)을 A549 세포에

30분간 전처치한 후 M. pneumoniae 항원을 노
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출시켰다.

4. IL-8 mRNA 검색을 위한 역전사
효소중합 연쇄반응

배양된 A549 세포에서 RNeasy Mini Kit

(Qiagen, Valencia, Calif., USA)을 이용하여

total RNA를 분리하 다. 추출한 3 µg의 total

RNA를 100 µg/µL random hexamer 1 µL와

200 U의 Superscript II 역전사효소(GibcoBRL,

MD, USA)와 함께 42℃ 50분, 80℃ 10분간 반

응시켜 cDNA를 만들었다. 이 cDNA를 10 mM

Tris(pH8.3), 50 mM KCl, 1.5 mM MgCl2,

200 µM씩의 dATP, dCTP, dGTP 및 dTTP,

그리고 25 pmol씩의 sense primer와 antisense

primer가 포함된 100 µL의 buffer에서 Taq

DNA 중합효소(Takara, Shiga, Japan)를 첨가

하여 PCR thermal cycler로 증폭시켰다. Cycle

의 총 횟수는 35회로 시행한다. 효소중합 연쇄반

응 산물은 1.5% agarose gel로 전기 동한 뒤

ethidium bromide 염색으로 확인하 다. IL-8

mRNA 검색을 위한 primer sequence는 sense

5'-AGA TAT TGC ACG GGA GAA-3, anti-

sense 5-GAA ATA AAG GAG AAA CCA-3',

GAPDH는 sense 5'-ACC ACA GTC CAT

GCC ATC AC-3', antisense 5'-TCC ACC

ACC CTG TTG CTG TA-3' 다.

5. MAP kinase 활성 분석(in vitro
kinase assay)

p44/42와 p38 MAPK assay kit(New Eng-

land Biolabs, Beverly, MA, USA)를 이용하여

분석하 다. 제품설명서에 따라 기관지 상피세포

를 용해시킨 후 인산화된 p44/42 또는 p38

MAPK를 면역침전시켰다. 그 후 in vitro ki-

nase 반응으로서 activating transcription fac-

tor-2(ATF-2) 인산화 반응을 거친 후 반응혼합

물을 SDS polyacrylamide gel에서 전기 동으

로 분리하고 membrane에 이동시킨 후 phos-

pho-ATF-2 항체를 이용하여 표지하고 en-

hanced chemiluminescence(ECL) 발색에 의해

ATF-2 인산화정도를 측정하 다.

6. 통계 처리

통계처리는 SPSS 11.0 program을 이용하여

MAP kinase inhibitor에 의한 IL-8 생산을 비

교하기 위해 t-test를 사용하 고 신뢰구간은

95%를 유의성의 한도로 보았다.

결 과

1. Mycoplasma pneumoniae 항원의
endotoxin 측정

Limulus amoebocyte assay를 사용하 을 때

M. pneumoniae 항원내의 endotoxin은 음성 반

응을 보 다.

2. 기관지 상피 세포의 IL-8 생산

배양한 A549 세포에 M. pneumoniae 항원(5

µg/mL)을 노출시켰을 때 시간이 경과함에 따라

1시간 후 1.61±1.34 pg/mL, 2시간 후 3.47±

1.53 pg/mL, 6시간 후 15.64±3.70 pg/mL, 10

시간 후 49.24±18.90 pg/mL, 24시간 후 384.26

Fig. 1. Time-dependent production of IL-8 pro-
tein. A549 cells were stimulated with 5 µg/mL
Mycoplasma pneumoniae antigen at 37℃. After
incubation, culture supernatants were collected
and assayed for IL-8 by ELISA. The data re-
present the mean±SEM from four separate
experiments.
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±10.77 pg/mL로 IL-8의 생성이 증가되었다.

(Fig. 1) 다양한 농도의 M. pneumoniae 항원

투여 10시간 후 IL-8 생성은 2.5 µg/mL에서

29.94±14.15 pg/mL, 5 µg/mL에서 49.24±18.9

pg/ mL, 10 µg/mL에서 242.52±28.9 pg/mL로

역시 증가됨을 관찰할 수 있었다.(Fig. 2)

3. 기관지 상피 세포의 IL-8 mRNA
발현 유도

배양한 A549 세포에 M. pneumoniae 항원 5

µg/mL을 노출시켰을 때 시간이 경과함에 따라

IL-8 mRNA 발현이 증가됨을 관찰할 수 있었

다.(Fig. 3)

4. M. pneumoniae 항원에 의한 IL-8
생산에서 MAP kinase의 역할

배양한 A549 세포에 M. pneumoniae 항원 5

µg/mL을 24시간 노출시키고 상층액에서 측정한

IL-8치는 384.26±10.76 pg/mL 다. ERK in-

hibitor인 PD98059를 30분간 전처치하고 항원을

자극한 세포의 상층액에서 측정한 IL-8치는

137.85±8.9 pg/mL로 64.4%의 유의한 감소를

보 다.(P<0.05) 그러나 p38 inhibitor인 SB

202190를 전처치 하 을 때의 IL-8치는 354.22

±18.9 pg/mL로 의미있는 감소를 보이지 않았

Fig. 2. Dose-dependent production of IL-8
protein. A549 cells were stimulated with dif-
ferent concentrations of Mycoplasma pneu-
moniae antigen(2.5-10 µg/mL) or medium
alone at 37℃ for 10 h. After each incubation,
culture supernatants were collected and as-
sayed for IL-8 by ELISA. The data represent
the mean±SEM from four separate experi-
ments.

Fig. 3. Induction of IL-8 mRNA expressions
in human lung epithelial cells during Myco-
plasma pneumoniae antigen stimulation. Cells
were stimulated with Mycoplasma pneumoniae
antigen(5 µg/mL) or medium alone at 37℃.
After each incubation, total RNA was extract-
ed. The RT-PCR products were run on agar-
ose gels, stained with ethidium bromide, and
visualized with UV light. GAPDH was used
as an intenal control.

Fig. 4. Effect of MAPK inhibitors on Myco-
plasma pneumoniae antigen-induced IL-8 re-
lease from human lung epithelial cells. A549
cells were preincubated with PD 98059(25 µM)
or SB 202190(25 µM) for 30 min at room tem-
perature before the addition of 5 µg/ml Myco-
plasma pneumoniae antigen. After 24 h of
culture, supernatants were collected and eval-
uated for IL-8 presence. The data represent
the mean±SEM from four separated experi-
ments. *P<0.05 versus Mycoplasma pneumo-
niae antigen alone.
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다.(Fig. 4)

5. M. pneumoniae 항원에 의한 MAP
kinase 활성 분석

배양한 A549 세포에 M. pneumoniae 항원 5

µg/mL을 노출시키고 p44/42와 p38 MAP ki-

nase의 활성을 분석한 결과 p44/42 MAP ki-

nase의 활성도가 30, 45분에 최고점을 보이며

증가됨을 관찰할 수 있었다.(Fig. 5A) 그러나

p38 MAP kinase의 활성도는 증가되지 않았

다.(Fig. 5B)

고 찰

본 연구에서는 M. pneumoniae 항원으로 기

관지 상피세포를 자극했을 때 시간이 경과함에

따라 IL-8 단백질의 생성이 증가되었고 농도의

증가에 따라서도 IL-8 생성이 역시 증가됨을 관

찰할 수 있었다. 또한 시간이 경과함에 따라

IL-8 mRNA 발현도 증가됨을 관찰할 수 있었

다. 이 결과들로 인하여 M. pneumoniae 항원

이 기관지 상피세포를 직접 자극하여 IL-8 생성

에 기여함을 알 수 있었다.

이러한 IL-8 생성과 MAP kinase와의 연관성

을 밝히기 위하여 PD98059, SB 202190로 30분

간 전처치한 후 M. pneumoniae 항원으로

A549 세포를 자극한 실험에서는 ERK가 M.

pneumoniae 항원에 의한 IL-8 생성의 신호전

달경로에 관여함을 알 수 있었다.

Mycoplasma pneumoniae는 세포막이 없는

균으로서 주로 소아와 젊은 성인에서 폐렴을 포

함한 급성 호흡기질환을 일으키는 병원체로 알

려져 있으나 유아에서도 감염될 수 있으며 호

흡기 뿐 아니라 혈액, 위장관, 신경, 피부계 등을

침범하는 것으로 알려져 있다.
1)
국내에서도 M.

pneumoniae 폐렴 환아 중 유아의 빈도가

23.3%를 차지하며 연장아와 비교하여 임상 증상

및 검사 소견에서 차이가 없다고 보고되고 있

다.
9)
급성 천식 발작 환자 중 20-25%의 기관

지에서 M. pneumoniae가 검출되며
10, 11)

M.

pneumoniae 감염시 기관지 과민성이 있는 경우

정상 아동에 비해 천명의 빈도가 더 높게 나타

난다.
12)
또한 천명 등의 특별한 호흡기 증상이

Fig. 5. The activity of p44/42 MAPK(A) and p38
MAPK(B), in A549 cells. Cells(0.5×10

6
) were stimulat-

ed with Mycoplasma pneumoniae antigen(5 µg/mL) for
various time.
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없는 경우도 하기도 말단의 기관지 수축이나 폐

기능 장애를 관찰할 수 있었고
13)
기관지 과민성

이 계속 유지되었다.
14)
이러한 기관지 과민성은

바이러스 감염에서와 같이 제 1형 과민 반응에

의한 기도 폐색에 의해 가능하며
1)
그 기전으로

는 기도의 직접 손상으로 인한 cholinergic af-

ferent fiber의 과민성, β-adrenergic 기능의 감

소, 기도 상피 손상, 특이 IgE 항체의 생산, 화

학 매체 방출의 변화 등이 관여할 수 있다.
15)

정상인의 말초혈액 단핵구를 M. pneumoniae

와 함께 배양했을 때 IL-1β, IL-2, IL-6와

TNF-α가 증가하 고,
16)
M. pneumoniae 폐렴

환자의 기관지 폐포 세척액 검사상 IL-4 치와

IL-4/IFN-γ 비가 유의하게 증가되어 TH2 like

cytokine 반응을 보 다.
17)
또한 BALB/c mice

를 이용한 M. pneumoniae 폐렴 모델의 폐와

비장에서 TNF-α, interferon(IFN)-γ, IL-1β,

IL-2, IL-6, IL-10이 발현되었고,
18)
기관지 폐포

세척액 검사상 TNF-α, IFN-γ, IL-6, cyto-

kine-induced neutrophil chemoattractant(KC,

기능적으로 IL-8), macrophage inflammatory

protein(MIP)-1α, monocyte chemotactic pro-

tein(MCP)-1/JE 수치가 현저하게 증가하지만

IL-4, IL-10의 농도는 현저한 증가를 보이지 않

았으며,
19)
기관지 유발시험상 기관지 과민성을

유발하면서 조직내 IFN-γ수치가 유의하게 감

소하 다.
20)
또한 M. pneumoniae 감염이 epi-

thelial neutral endopeptidase를 억제하여 ta-

chykinin과 bradykinin의 증가로 인해 기관지

수축과 과민성이 유발된다
21)
는 결과가 보고되었

지만 M. pneumoniae가 인체내 호흡기로 들어

왔을 때 기관지 상피세포의 변화 및 기능, 신호

전달경로 등에 대한 병인 기전은 아직 알려져

있지 않다.

IL-8은 CXC chemokine subfamily에 속하며

기도에서 염증부위로의 세포이동을 매개하는

chemokine으로 호중구와 호산구에 대한 화학주

성을 가진다.
22)
주공급 세포는 기관지 상피세포

로서
5)
낭포성 섬유증

23)
이나 기관지 천식의 알레

르기 염증 반응과 접한 관련을 가진다. 최근

세포내 신호전달경로에 대한 많은 연구가 진행

되면서 기관지 상피세포에서도 mitogen-acti-

vated protein(MAP) kinase가 중요한 역할을

수행하는 것이 밝혀지고 있다.

이제까지는 IL-8 유전자 조절에 미치는 신호

전달경로로서 주로 NF-κB, JNK, p38 등의 역

할에 대해 연구가 되어져 왔으나 ERK의 역할은

많이 알려져 있지 않은 실정이다. 그러나 PD

98059나 U0126 등의 ERK inhibitor들이 ERK

가 IL-8 유전자 발현에 관여함을 밝히는데 기여

하 고
24)
Holtmann 등은 ERK의 생리적 acti-

vator인 EGF가 JNK와 NF-κB 등의 신호전달

경로와는 독립적으로 IL-8 생산을 유도한다고

보고하 다.
25)
또한 ERK의 구조적으로 활성화

된 mutant form의 발현이 일부 IL-8 tran-

scription을 유도하기는 하지만 의의있는 IL-8

단백질 생산을 유도하지는 못한다고 한다. 이러

한 결과들은 ERK 신호전달경로가 NF-κB 또

는 다른 신호전달경로를 자극하여 IL-8 생산에

기여한다는 사실을 의미한다.

따라서 앞으로의 연구에서는 M. pneumoniae

항원이 호흡기로 들어왔을 때 인체 기관지 상피

세포에서 어떠한 경로를 통하여 ERK 신호전달

경로를 활성화시키고, 활성화된 ERK가 실제로

단백질 생산과정에서 IL-8 유전자 promoter의

어떤 부위에서 어떤 transcription factor를 활성

화시켜 IL-8 단백질을 생산하는 지에 대한 연구

가 이루어져야 할 것이다.

요 약

목 적:Mycoplasma pneumoniae는 기도 점

막의 상피세포에서 증식하면서 호흡기 질환을

일으키며 기관지 천식의 발생이나 악화와 관계

된다고 알려져 있다. IL-8은 기도에서 염증부위

로의 세포이동을 매개하는 chemokine으로 기관
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지 천식의 알레르기 염증 반응에 접한 관련을

가진다. 본 연구에서는 기관지 상피세포에 M.

pneumoniae 항원을 자극했을 때 IL-8 유전자

발현과 그 신호전달경로를 살펴보았다.

방 법:M. pneumoniae 항원을 기관지 상피

세포주인 A549 세포에 노출시켜 시간과 농도에

따른 IL-8 단백질 생성과 mRNA 발현을 측정

하 다. 그리고 IL-8 유전자 조절과 관련된 신

호전달경로로서 MAP Kinase의 활성화를 알아

보았다.

결 과:A549 세포에 M. pneumoniae 항원을

노출시켰을 때 시간과 농도가 증가함에 따라

IL-8의 생성이 증가되고 mRNA 발현이 증가됨

을 관찰할 수 있었다. 또한 PD98059를 전처치

했을 때 IL-8 생성이 감소하 으나 SB 202190

를 전처치 하 을 때는 의미있는 감소를 보이지

않았다. MAP kinase 활성 분석에서도 p44/42

MAP kinase의 활성도가 증가되었지만 p38

MAP kinase의 활성도는 증가되지 않음을 알

수 있었다.

결 론:Mycoplasma pneumoniae 항원은 기

관지 상피 세포에서 IL-8 유전자 발현을 증가시

키며 그 신호전달과정에 ERK pathway가 중요

한 역할을 담당하고 있는 것으로 사료된다.
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