
2006년  8월

박사학위논문

Endotoxin에 의해 유도되는 tissue 

factor 및 plasminogen activator 

inhibitor-1 유전자의 발현조절에 

관한 연구

- Tissue factor와 PAI-1발현에 관한 연구 -

조선대학교대학원

의학과

 문 현 식

[UCI]I804:24011-200000232685



Endotoxin에 의해 유도되는 tissue 

factor 및 plasminogen activator 

inhibitor-1 유전자의 발현조절에 

관한 연구

- Tissue factor와 PAI-1발현에 관한 연구 -

Gene expression mechanism of endotoxin-induced 

tissue factor and plasminogen activator inhibitor-1 

2006년 8월 25일

조선대학교대학원

의학과

 문 현 식



Endotoxin에 의해 유도되는 tissue 

factor 및 plasminogen activator 

inhibitor-1 유전자의 발현조절에 

관한 연구

- Tissue factor와 PAI-1발현에 관한 연구 -

지도교수    하 상 호

이 논문을 의학 박사학위신청 논문으로 제출함

2006년 4월   일

조선대학교대학원

의학과

 문 현 식



문 현 식의 박사학위 논문을 인준함

위원장  조선대학교 교수     유 재 원    (인)

위원    조선대학교 교수     이 상 홍    (인)  

위원    조선대학교 교수     전 제 열    (인)

위원    조선대학교 교수     전 영 진    (인)

위원    조선대학교 교수     하 상 호    (인)

2006년 6월  일

조선대학교대학원



-CONTENTS-

ABSTRACT                              

 I. 서론 ···················································· 1

 II. 재료 및 방법 ········································· 5

 A. 재료·················································· 5

  B. 세포배양············································· 5 

 C. 역전사효소-중합효소 연쇄반응··················· 5

 D. 벡터의 세포내 도입································· 6

 E. 겔이동성 분석시험·································· 7  

    F. Western Immunoblot analysis··················· 7

   G. 통계처리············································· 8

    

 III. 결과 ··················································· 9

    A. Endotoxin에 의한 tissue factor유전자 

        발현 증가················································ 9

    B. Endotoxin에 의한 PAI-1 유전자 발현 증가········14

   C. Protein kinase 저해제에 의한 tissue factor 유전자

       발현억제··················································19

   D. Protein kinase 저해제에 의한 PAI-1 유전자 

       발현억제··················································28 

 IV. 고찰 ····················································34 

 V. 결론 ····················································39 

 VI. 참고문헌···············································40



-LIST OF FIGURES-

Figure 1. Expression of tissue factor gene by LPS.···················· 12

Figure 2. Activation of NF-κB by LPS. ······························· 13 

Figure 3. Expression of PAI-1 gene by LPS.·························· 17

Figure 4. Activation of AP-1 by LPS.································· 18 

Figure 5. Effects of radicicol, PD98059, or SB203580 

on p44/42 or p38 MAP kinase activation.····················· 23

Figure 6. Effects of radicicol, PD98059, or SB203580 

on tissue factor gene expression.···························· 24

Figure 7. Effects of radicicol, PD98059, or SB203580

 on NF-κB DNA binding activity.····························· 25

Figure 8. Effects of PD98059 on NF-κB DNA binding activity.·········· 26

Figure 9. Effects of PD98059 or SB203580 on NF-κB activation.······· 27

Figure 10. Effects of radicicol, PD98059, or SB203580 

on PAI-1 gene expression.·································· 30

Figure 11.  Effects of radicicol, PD98059, or SB203580 

on AP-1 DNA binding activity.······························· 31

Figure 12. Effects of PD98059 on AP-1 DNA binding activity.·········· 32

Figure 13. Effects of PD98059 or SB203580 on AP-1 activation.······· 33



ABSTRCT                                
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The effects of protein kinase inhibitors on the expression of tissue 

factor and plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1) genes was 

investigated in U937 human monocyte cell line using reverse 

transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR).  Treatment of U937 

cells with PD98059, extracellular signal-regulated protein kinase 1/2 

(ERK1/2) pathway inhibitor, for 8 hrs decreased LPS-induced 

production of both tissue factor and PAI-1 mRNA. PD98059 also 

inhibited NF-κB and AP-1 which are important in the gene expression 

of tissue factor and PAI-1, respectively. Inhibition of LPS-induced 

expression of tissue factor and PAI-1 by SB203580, p38 MAPK 

inhibitor, was less than the inhibition by PD98059. Collectively, the 

experiments indicate that ERK1/2 pathways positively regulate tissue 

factor and PAI-1 gene expression through the activation of NF-κB and 

AP-1. Due to the critical role that tissue factor and PAI-1 play in 

mediating microthrombosis induced by endotoxin, the inhibitory effects 

of PD98059 on the gene expression suggest that ERK1/2 pathway may 

be a target to prevent endotoxin-induced thrombosis. 
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I. 서론  서론  서론  서론  

   그람 음성 세균에 의해 유발된 패혈증은 많은 경우 혈전증을 수반하여

(1,2), 다양한 장기의 혈관주위에 fibrin이 침착되어 세포손상, 조직괴사, 혈

관파괴 등을 일으켜 장기를 손상시킨다(3). 그람 음성 세균의 독성을 나타내

는 물질인 endotoxin(lipopolysaccharide, LPS)은 염증세포를 활성화시키

고, 여러 가지 물질을 합성 및 분비하여 septic shock의 병리과정을 유발한

다(4). 동물실험과 세포배양실험을 통하여 LPS에 노출되면 혈전증이 유발됨

이 알려졌으나 자세한 기전에 대해서는 밝혀지지 않고 있다.

  Tissue factor는 protease들의 응고 cascade의 일차적인 initiator이며(5), 

세포표면의 plasma Factor VII/Vlla의 receptor 및 cofactor역할을 한다(6). 

이러한 cascade의 활성화는 thrombin의 생성을 유발하고 생성된 thrombin

은 firinogen의 argine-glycine 펩티드결합을 절단하여 fibrin monomer로 

전환시키면, 이 fibrin monomer들이 결합하여 fibrin fiber를 형성한다. 혈관 

내피세포와 monocyte가 그람음성 세균의 세포벽성분인 LPS에 노출되면 

tissue factor의 발현이 증가하는데(7,8), 비정상적으로 증가된 tissue factor
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의 발현이 그람음성세균에 의한 패혈증을 포함한 다양한 질병의 혈전증에 중

요할 수 있다고 보고되었다(9). 또한 패혈증에 걸린 토끼와 baboon의 응고 

반응에 tissue factor가 중요한 역할을 한다는 사실(10)과 LPS를 주사한 생

쥐의 신장과 폐에서 tissue factor의 mRNA양이 증가하였음(11, 12)이 보고

되어 LPS에 의한 혈전증에 tissue factor가 관여하고 있음을 시사해준다. 

  Fibrin clot의 제거는 생성될 때와 마찬가지로 protease cascade에 의해 

신호가 증폭되어 일어난다(13). Serine protease인 plasminogen activator

가 plasminogen을 활성형의 serine protease plasmin으로 변형시키고 이렇

게 생성된 plasmin이 fibrin clot을 제거한다(13).
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    Plasminogen activator inhibitor-1(PAI-1)은 빠르고도 특이적으로 

plasminogen activator를 저해하여 fibrin clot의 제거를 방해한다. PAI-1의 

활성은 tissue factor의 경우와 마찬가지로 혈전증을 유발하는 질병상태에서 

증가하며, 흰쥐와 생쥐에서 LPS가 PAI-1 mRNA발현을 유도한다는 사실이 

보고 되었다(14-18).

 Tissue factor와 PAI-1의 유전자발현은 각각 전사촉진제인 nuclear 

factor-κB(NF-κB)와 activator protein-1(AP-1)의 활성도에 의해 지배되는 

것으로 알려져 있다(19-22). Tissue factor의 유전자발현에 NF-κB가 중요

하다는 사실은 NF-κB의 활성을 특이적으로 저해하는 pyrrolidine 

dithiocarbamate가 tissue factor의 유전자발현도 억제한다는 보고에 의해 

확인되었다(19, 20). NF-κB는 자극 받지 않은 세포의 세포질에, 억제자인 

IκB와 결합한 상태로 존재한다. 어떤 외부자극에 의해 큰 포식세포가 활성화

되면 IκB의 인산화가 초래되어 NF-κB로부터 떨어져 나오게 된다. 유리된 

NF-κB은 핵으로 이동해서 NF-κB 결합부위와 결합하게 되면, 다양한 유전

자의 발현을 자극하게 된다. 
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 PAI-1의 유전자 발현을 조절하는 전사촉진제인 AP-1은 c-jun과 c-fos 단

백질의 heterodimer로 구성되어 있고, phorbol 12-myristate 13-acetate 

(PMA)나 LPS등이 세포를 자극하면 핵으로 이동하여 AP-1 결합부위에 결합

하여 유전자의 발현을 촉진하는 것이다.

AP-1 PAI-1

jun fosjun fos

 Endotoxin에 의해 유발되는 혈전증에 중요한 역할을 하는 tissue factor와 

PAI-1의 발현조절기전을 밝혀내기 위하여, 세포내 신호전달에 중요한 역할

을 수행하는 mitogen activated protein kinase (MAPK)의 특이적 저해제를 

사용하여 tissue factor와 PAI-1의 유전자 발현에 대한 영향을 분석하였다. 

또한, tissue factor와 PAI-1 유전자의 발현에 중요한 역할을 수행하는 

NF-κB와 AP-1의 활성에 대한 영향도 분석함으로써 tissue factor와 PAI-1

의 유전자발현조절 기전을 규명하고자 하였다.  
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II. 재료 재료 재료 재료 및 및 및 및 방법  방법  방법  방법  

A. 재료재료재료재료

  LPS는 Salmonella thyposa에서 분리한 것으로 Sigma (St. Louis, MO, 

USA)에서,radicicol, SB203580, 및 PD98059는 CalBiochem (La Jolla, CA, 

USA)에서, 세포배양에 사용된 물질들은 Gibco BRL (Grand Island, NY, 

USA)에서 구입하였다. 그 외의 다른 시약들은 Sigma (St. Louis, MO, USA)

에서 구입하였다. 

B. 세포배양 세포배양 세포배양 세포배양 

  Human monocyte 세포주인 U937 세포는 American Type Culture 

Collection (Bethesda, MD, USA)에서 구입하여 사용하였다. 세포들은 10% 

소태아혈청 (fetal bovine serum), 2 mM의 L-glutamine, 100 U/㎖ 페니실

린과 100 ㎍/㎖ 스트렙토마이신이 함유된 Dulbecco's Modified Eagle 

Medium으로 배양하였다.  세포들은 37
o
C에서 5% CO2  존재 하에 배양하였

다.   

C. 역전사 역전사 역전사 역전사 효소효소효소효소-중합효소 중합효소 중합효소 중합효소 연쇄반응  연쇄반응  연쇄반응  연쇄반응  

  Total RNA는 Tri Reagent(Molecular Researh Center, Cincinnati, OH, 

USA)를 사용하여 이전에 기술되었던 방법(23)으로 분리하였다. 분리한 total 

RNA를 0.8% agarose gel에 전기영동하여 28s ribosomal RNA와 18s 

ribosomal RNA가 깨지지 않고 있음을 확인하였다. Primer 염기서열은 다음

과 같다. tissue factor: sense primer; 5'-CCC AAA CCC GTC AAT 

CAA-3', anti-sense primer; 5'-TGT TGG CTG TCC GAG GTT-3', PAI-1: 
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sense primer; 5'-TAC GAC ATC CTG GAA CTG CC-3', anti-sense 

primer; 5'-GTC CAT GAT GAT CTC CTC GG-3', and 

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH): sense primer; 

5'-TGG AAT CCT GTG GCA TCC ATG AAA C-3', anti-sense primer; 

5'-TAA AAC GCA GCT CAG TAA CAG TCC G-3'. 동량의 RNA를 

oligo(dT)15 primer를 사용해 cDNA로 역전사시켰다. PCR은 cDNA와 각 

primer를 이용하였다.   시료들을 94
o
C에서 5분간 가열한 후 94

o
C에서 1분, 

55
o
C에서 1분 30초,  72

o
C에서 1분 순서로 30회 반복하고, 72

o
C에서 5분간 

더 반응시켰다. PCR 생성물들은 3% NuSieve 3:1 gels (FMC Bioproducts, 

Rockland, ME, USA)에서 전기영동시키고 ethidium bromide로 염색시켰다. 

Tissue factor, PAI-1과 GAPDH primer는 각각 257bp, 317bp, 및 349bp 

크기로 증폭되었다. 

D. 벡터의 벡터의 벡터의 벡터의 세포내 세포내 세포내 세포내 도입  도입  도입  도입  

 벡터는 이미 알려진 대로 NF-κB(24) 또는 AP-1(25)결합부위가 세 번 반

복되는 염기서열이 포함된 pCAT-promoter vector (Promega Corp,  ,USA)

를 사용하였다. U937 세포를  1 X 10
7
 cells/ml의 농도로 맞춘 후 DNA (10 

µg/ml)을 DEAE-dextran 방법으로 transfection 시켰다(26). 세포를 희석하

여 농도를 5 X 10
5
 cells/ml로 맞춘 후 37

o
C에서 5% CO2 하에 배양하였다. 

24시간 후 LPS(1 µg/ml)를 처리하여 18시간 더 배양한 후 세포용해용 완충

액으로 세포의 단백질을 추출하였다. 세포추출물을 4
o
C에서 12,000 x g로 

10분간 원심분리하여 찌꺼기들을 가라앉히고, 상등액을 회수하여 

chloramphenicol acetyl transferase (CAT)의 발현 정도를 CAT ELISA kit 

(Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Germany)를 사용하여 제조

회사의 방법대로 측정하였다. 
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E. 겔이동성 겔이동성 겔이동성 겔이동성 분석시험 분석시험 분석시험 분석시험 

  겔이동성 분석시험은 전에 기술했던 방법 (27)으로 수행하였다. LPS를 2

시간 처리한 U937세포들을 저장액(10 mM HEPES, 1.5 mM MgCl2, pH 7.5)

에 용해시켰고, 핵은 3,000 xg에서 5분 동안 원심분리하여 침전시켰다. 핵을 

고장액(30 mM HEPES, 1.5 mM MgCl2, 450 mM KCl, 0.3 mM EDTA, 10% 

glycerol, 1 mM DTT, 1 mM PMSF, 1 µg/ml of aprotinin, and 1 µg/ml of 

leupeptin)을 이용하여 용해시켰다. 용해시킨 후, 14,500 x g에서 5분 동안 

원심분리시키고, 상층액은 DNA 결합실험에 사용하였다.  두 가닥의 올리고

핵산 (double-stranded)의 끝은 [γ-32
P]-ATP를 부착시켰다. 핵추출물(5 

µg)은 binding-buffer(100 mM KCl, 30 mM HEPES, 1.5 mM MgCl2, 0.3 

mM EDTA, 10% glycerol,1 mM DTT, 1 mM PMSF, 1 µg/ml의 aprotinin, 

and 1 µg/ml의 leupeptin)에서 poly(dI-dC)와 [
32

P]-labeled DNA probe와 

함께 10분 동안 반응시켰다. DNA-단백질 결합 복합체는 0.5X TBE buffer내

에서 4% polyacrylamide gel을 이용하여 DNA로부터 분리시켰다. 전기영동

을 시행하고 gel을 말린 후, autoradiography로 확인하였다. 

F. Western Immunoblot analysis 

  U937 세포를 LPS로 20분간 자극 시켰다. 세포를 용해시킨 후 단백질 (20 

㎍)을 10% SDS-PAGE로 분리한 다음 nitrocellulose 막(Amersham 

International, Buckinghamshire, UK)으로 electrotransfer하였다. 막들은 

0.05% Tween-20와 3% bovine serum albumin(BSA)을 포함한 

Tris-buffered saline(TBS, pH7.6)에 실온에서 1시간 동안 담가놓았다. 

Nitrocellulose 막들을 phospho p44/p42 항체 또는 phospho p38 항체 p38 

항체에 반응시켰다. 면역반응 띠들은 horseradish peroxidase가 붙어있는 
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항토끼 IgG를 이용하여 검출하였고, 화학발광시약물 (ECL 

Chemiluminescent Western Blotting Detection Reagents, Amersham)로 

확인하였다

G. 통계처리 통계처리 통계처리 통계처리 

  각각의 실험군은 평균 ± SD로 통계처리하였다. 처치군은 Dunnett's 

two-tailed t test를 사용해 대조군과 비교하였다 (28).
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III. 결과 결과 결과 결과 

A. Endotoxin에 에 에 에 의한 의한 의한 의한 tissue factor 유전자 유전자 유전자 유전자 발현 발현 발현 발현 증가 증가 증가 증가 

   Tissue factor의 유전자 발현이 endotoxin에 의해 증가 하는지 확인하기 

위하여 U937 세포에 LPS(1 µg/ml)를 처리한 후 시간대 별로 total RNA를 분

리하여 RT-PCR을 수행하였다. RNA는 불안정하여 잘 파괴되기 때문에 total 

RNA가 파괴되지 않고 잘 분리 되었는지 확인하기위하여 0.8% agarose에 

전기영동 하였다. Ethidium bromide로 염색한 결과 28s ribosomal RNA와 

18s ribosomal RNA가 파괴되지 않은 상태로 깨끗하게 분리되었음을 확인하

였다.  분리한 total RNA(1 µg)을 역전사 시킨 후, 그 중 100 ng을 tissue 

factor에 대한 sense primer와 anti-sense primer를 이용한 PCR 분석에 사

용하였다. 그 결과, LPS를 처리한 후 2 시간이 지나면서 tissue factor의 

mRNA가 발현되기 시작하였고, 8시간에 tissue factor mRNA의 생성이 최대

치를 이루고 16시간까지 유지되었다 (Fig. 1). Tissue factor 유전자는 LPS

를 처리한 후 8 시간에 최대로 발현되었으므로, 이 후의 tissue factor에 대

한 mRNA 분석실험에는 LPS를 8시간 동안 처리하였다.  LPS에 의한 tissue 

factor의 mRNA 발현증가가 비특이적으로 유전자의 발현을 증가시킨 것이 

아니고, tissue factor 유전자에 특이적인 현상인지 알아보기 위하여 

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)에 대한 RT-PCR

를 수행하였다. GAPDH는 해당과정에 관여하는 효소로서 대부분의 세포에

서 실험적인 상황에 관계없이 일정하게 발현되고 있으므로 실험상의 오류에 

의한 결과를 보정하기 위하여 분석하였다.  LPS를 처리에 의하여 GAPDH의 

mRNA 생성 정도에는 아무런 영향을 미치지 않았으므로, LPS에 의해 tissue 

factor의 mRNA 생성이 증가한 것은 LPS가 일반적으로 유전자의 발현을 증

가시키지 않으면서 tissue factor 유전자의 발현을 유도한 것임을 알 수 있었
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다. 

  이러한 LPS에 의한 tissue factor의 유전자의 발현증가의 작용기전을 알아

보기 위하여, tissue factor의 발현에 중요한 역할을 수행하는 전사촉진제에 

대한 영향을 확인하였다.  NF-κB는 p65와 p50의 heterodimer로 구성된 전

사를 촉진하는 단백질로서 tissue factor의 유전자 발현에 매우 중요한 역할

을 수행함이 알려져 있으므로 (19, 20), LPS가 NF-κB를 활성화 시킬 수 있

는지 확인하였다.  이미 알려진 대로 NF-κB 결합부위가 세 번 반복되는 염

기서열이 포함된 pCAT-promoter vector를 U937세포에 transfection 시킨 

후 LPS를 처리하였다. 만약, LPS가 NF-κB의 활성을 증가시킨다면 증가된 

NF-κB는 벡터의 바로 이웃한 유전자인 CAT의 발현을 증가시키게 된다.  발

현이 증가한 CAT 단백질은 아주 안정하고 포유류의 세포에서는 발현되지 않

기 때문에 만약 이 단백질의 발현양이 LPS에 의해 증가된다면 이는 LPS가 

NF-κB의 활성을 증가시켰기 때문인 것으로 판단할 수 있다. 벡터를 

transfection 시킨 후 LPS(1 µg/ml)를 18 시간 처리하고 세포 추출물을 분리

하여 CAT의양을 CAT ELISA로 측정한 결과 LPS에 의해 CAT의 발현양이 현

저히 증가하였음을 확인하였다(Fig. 2A). 이러한 결과는 LPS가 NF-κB의 활

성을 증가시켰기 때문인 것으로 판단할 수 있으며, 이를 다시 한번 확인하기 

위하여 NF-κB DNA결합실험을 수행하였다. NF-κB가 tissue factor 유전자

의발현을 증가시키기 위해서는 tissue factor의 promoter부위에 결합하는 

것이 필수 적이다.  따라서, U937 세포에 LPS(1 µg/ml)를 2 시간 처리한 후 

세포의 핵추출물을 분리하여 DNA 결합실험에 사용하였다. NF-κB가 결합하

는 DNA 결합부위의 3‘-끝부분을 방사성동위원소로 labeling한 후 핵 추출물

과 반응시켰다. 이 반응 물을 polyacrylamide gel electrophoresis 장치를 이

용하여 전기영동한 후 자가방사법으로 x-ray 필름에 감광되는 정도를 측정

하였다. NF-κB가 결합하지 않은 DNA 결합부위는 -극으로부터 +극 쪽으로 
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많이 움직이는 반면, NF-κB와 DNA의 복합체는 +극 쪽으로 아주 조금 움직

여서 동위원소로 labeling 된 DNA와 분리된 띠를 형성하게 된다. 이 띠의 굵

기와 진하기 정도로 NF-κB가 DNA에 결합하는 활성을 측정하였다. Fig. 2B

에 나타난 바와 같이 LPS를 2 시간 처리한 후 분리한 핵 추출물은 대조군인 

아무것도 처리하지 않은 세포의 핵 추출물에 비해서 상당히 진한 

DNA/NF-κB 복합체를 형성함을 확인할 수 있다. 이러한 DNA/NF-κB 복합

체의 형성이 특이적인 반응인지 확인하기 위하여 방사성동위원소를 붙이지 

않은 NF-κB 결합부위를 LPS를 처리한 핵추출물과 방사성동위원소가 붙은 

NF-κB 결합부위 반응에 과량 첨가하면 NF-κB가 대부분 방사성동위원소가 

붙지 않은 결합부위에 결합함으로써 방사성동위원소가 붙은 DNA/NF-κB 복

합체가 거의 형성되지 않고, 따라서 DNA/NF-κB 복합체의 띠가 나타나지 않

음을 확인할 수 있었다 (Fig. 2B).  이러한 결과는 LPS가 NF-κB의 DNA 결

합을 특이적으로 증가시킴을 시사한다. 

  이상의 결과들로부터 LPS가 패혈증상태에서 혈전 생성의 개시에 중요한 

역할을 하는 tissue factor의 발현을 증가시키며, 이 tissue factor의 발현에 

중요한 역할을 수행하는 전사촉진제인 NF-κB의 DNA결합을 증가시키고, 이

를 통하여 tissue factor의 mRNA 발현에 중요한 역할을 수행함을 확인할 수 

있었다.   
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rRNA
28S
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0       2       4        8      16    (hrs)
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Figure 1. Expression of tissue factor gene by LPS.  U937 cells (5x 105 

cells/ml) were incubated with LPS (1 µg/ml) for 0, 2, 4, 8, or 16 hrs.  Total 

RNA was then prepared and analyzed by RT-PCR. 
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Figure 2. Activation of NF-κB by LPS. (A) U937 cells were transfected wtih 

p(NF-κB)3-CAT by DEAE dextran method. Twenty-four hours after 

transfection, cells were treated with LPS (1 µg/ml) for 18 hrs. Cell extracts 

were then prepared and analyzed for the expression of CAT using CAT 

ELISA kit. (B) U937 cells were treated with LPS for 2 hrs.  Nuclear extracts 

were the isolated and subjected to EMSA. Radioisotope-unlabeled κB was 

used as a competitor.
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B. Endotoxin에 에 에 에 의한 의한 의한 의한 PAI-1 유전자 유전자 유전자 유전자 발현 발현 발현 발현 증가 증가 증가 증가 

   PAI-1의 유전자 발현이 endotoxin에 의해 증가 하는지 확인하기 위하여 

U937 세포에 LPS(1 µg/ml)를 처리한 후 시간대 별로 total RNA를 분리하여 

RT-PCR을 수행하였다.   PAI-1은 특이적으로 plasminogen activator를 저

해하여 serine protease인 plasminogen activator가 plasminogen을 활성형

의 serine protease plasmin으로 변형시켜 fibrin clot을 제거하는 것을 방해

한다(13).  RNA의 안정성을 28s ribosomal RNA와 18s ribosomal RNA의 

상태로 확인하였으며, 분리한 total RNA(1 µg)를 역전사 시킨 후 PAI-1 에 

대한 sense primer와 anti-sense primer를 이용하여 PCR 분석한 결과, LPS

를 처리한 후 4 시간이 지나면 PAI-1의 mRNA가 발현되기 시작함을 알 수 

있다 (Fig. 3).  LPS를 처리한지 8시간에 PAI-1 mRNA의 생성이 최대치를 

이루고 16시간까지 유지됨을 확인하였다 (Fig. 3). LPS에 의한 PAI-1의 

mRNA 발현증가가 비특이적으로 유전자의 발현을 증가시킨 것이 아니고, 

PAI-1 유전자에 특이적인 현상인지 알아보기 위하여 GAPDH에 대한 

RT-PCR를 수행한 결과,  LPS를 처리에 의하여 GAPDH의 mRNA 생성 정도

에는 아무런 영향을 미치지 않았으므로, LPS에 의해 PAI-1의 mRNA 생성이 

증가한 것은 LPS가 일반적으로 유전자의 발현을 증가시키지 않으면서 

PAI-1 유전자의 발현을 유도한 것임을 알 수 있었다. 

   이러한 LPS에 의한 PAI-1의 유전자의 발현증가의 작용기전을 알아보기 

위하여, PAI-1의 발현에 중요한 역할을 수행하는 전사촉진제에 대한 영향을 

확인하였다.  AP-1은 c-jun과 c-fos계열 단백질의 heterodimer로 구성된 

전사촉진제로서 PAI-1의 유전자 발현에 매우 중요한 역할을 수행함이 알려

져 있으므로(21, 22), LPS가 AP-1을 활성화 시킬 수 있는지 확인하였다.  

AP-1 결합부위가 세 번 반복되는 염기서열이 포함된 pCAT-promoter 

vector를 U937세포에 transfection 시킨 후 LPS를 처리하였다. 만약, LPS가 
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AP-1의 활성을 증가시킨다면 증가된 AP-1은 벡터의 바로 이웃한 유전자인 

CAT의 발현을 증가시키게 된다.  벡터를 transfection 시킨 후 LPS(1 µg/ml)

를 18 시간 처리하고 세포 추출물을 분리하여 CAT의양을 CAT ELISA로 측

정한 결과 LPS에 의해 CAT의 발현양이 현저히 증가하였음을 확인하였다

(Fig. 4A). 이러한 결과는 LPS가 AP-1의 활성을 증가시켰기 때문인 것으로 

판단할 수 있으며, 이를 다시 한번 확인하기 위하여 AP-1 DNA결합 실험을 

수행하였다. U937 세포에 LPS(1 µg/ml)를 2 시간 처리한 후 세포의 핵추출

물을 분리하여 DNA 결합실험에 사용하였다. AP-1이 결합하는 DNA 결합부

위의 3‘-끝부분을 방사성동위원소로 labeling한 후 핵 추출물과 반응시켰다. 

이 반응 물을 polyacrylamide gel electrophoresis 장치를 이용하여 전기영

동한 후 자가방사법으로 x-ray 필름에 감광되는 정도를 측정하였다. Fig. 4B

에 나타난 바와 같이 LPS를 2 시간 처리한 후 분리한 핵 추출물은 대조군인 

아무것도 처리하지 않은 세포의 핵 추출물에 비해서 상당히 진한 DNA/AP-1 

복합체를 형성함을 확인할 수 있다. 이러한 DNA/AP-1 복합체의 형성이 특

이적인 반응인지 확인하기 위하여 방사성동위원소를 붙이지 않은 AP-1 결

합부위를 LPS를 처리한 핵추출물과 방사성동위원소가 붙은 AP-1 결합부위 

반응에 과량 첨가하면 AP-1가 대부분 방사성동위원소가 붙지 않은 결합부

위에 결합함으로써 방사성동위원소가 붙은 DNA/AP-1 복합체가 거의 형성

되지 않고, 따라서 DNA/AP-1 복합체의 띠가 나타나지 않음을 확인할 수 있

었다 (Fig. 4B).  이러한 결과들은 LPS가 AP-1의 DNA 결합을 특이적으로 

증가시킴을 시사한다. 특이적인 DNA/AP-1 복합체가 형성하는 띠 아래쪽에 

있는 띠는 LPS에 의해 더 증가되지도 않고, 방사성동위원소가 붙은 DNA에 

의해 없어지지도 않음을 알 수 있다. 따라서 아래쪽의 띠는 비특이적으로 어

떤 단백질이 결합한 것임을 알 수 있다.

  이상의 결과들로부터 LPS가 패혈증상태에서 혈전의 용해를 억제한데 중요
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한 역할을 하는 PAI-1의 발현을 증가시키며, 이 PAI-1의 발현에 중요한 역

할을 수행하는 전사촉진제인 AP-1의 DNA결합을 증가시키고, 이를 통하여 

PAI-1의 mRNA 발현에 중요한 역할을 수행함을 확인할 수 있었다.   
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Figure 3. Expression of PAI-1 gene by LPS.  U937 cells (5x 105 cells/ml) 

were incubated with LPS (1 µg/ml) for 0, 2, 4, 8, or 16 hrs.  Total RNA was 

then prepared and analyzed by RT-PCR. 
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Figure 4. Activation of AP-1 by LPS. (A) U937 cells were transfected wtih 

p(AP-1)3-CAT by DEAE dextran method. Twenty-four hours after 

transfection, cells were treated with LPS (1 µg/ml) for 18 hrs. Cell extracts 

were then prepared and analyzed for the expression of CAT using CAT 

ELISA kit. (B) U937 cells were treated with LPS for 2 hrs.  Nuclear extracts 

were the isolated and subjected to EMSA. Radioisotope-unlabeled AP-1 

binding oligomer was used as a competitor.
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C. Kinase 저해제에 저해제에 저해제에 저해제에 의한 의한 의한 의한 tissue factor 유전자 유전자 유전자 유전자 발현 발현 발현 발현 억제 억제 억제 억제 

   Tissue factor의 유전자 발현 조절에 관여하는 신호전달체계를 연구하기 

위하여 몇 가지 인산화효소 저해제를 사용하였다.  Radicicol은 heat shock 

protein 90의 억제제로서 mitogen-activated protein kinase/extracellular 

signal-regulated protein kinase(MAPK/ERK)와 p38 MAPK의 활성화를 억

제하는 것으로 알려져 있다 (29-31). PD98059는 ERK1/2의 활성을 조절하

는 MEK-1의 특이적 억제제이며, SB203580은 bycylic imidazole 화합물로

서 p38 MAPK의 특이적 억제제이다 (32, 33).  Radicicol, PD98059, 및 

SB203580의 구조는 아래와 같다. 

  

           

   ERK1/2와 p38 MAPK는 LPS에 의한 세포내 신호전달에 매우 중요한 효소

로서 threonine과 tyrosine에 인산화되어야 활성을 가지게 된다. 따라서 인

산화된 형태의 ERK1/2와 p38 MAPK에 대한 항체를 사용하여 Western blot 

immunoassay를 수행하면, LPS가 이들 인산화효소의 활성을 증가시켰는지 

확인할 수 있다. LPS (1 µg/ml)를 20분간 처리한 후 세포 추출물을 분리하여 



- 20 -

인산화된 형태의 ERK1/2에 대한 Western blot immunoassay를 수행한 결

과, LPS가 44 kilodalton과 42 kilodalton의 분자량을 갖는 단백질인 ERK1과 

ERK2의 인산화를 증가시킴을 확인하였다 (Fig. 5). LPS는 또한 p38 MAPK

의 인산화를 증가시킨다는 사실도 확인하였다. Radicicol, PD98059, 및 

SB203580의 활성을 측정하기 위해 LPS를 하기 전에 약 1 시간 동안 이들 

약물을 전 처리하였다. Radicicol을 전처리 한 경우 LPS에 의해 유도되는 

ERK1/2과 p38의 인산화를 동시에 억제하나 억제정도는 약간의 차이가 있었

다. ERK1/2의 인산화 억제정도는 약 50%정도 되는 것으로 보이고 p38 

MAPK의 경우는 약 90%이상 억제시킨 것으로 볼 수 있다. ERK1/2 pathway

의 특이적 저해제인 PD98059의 경우 p38 MAPK에는 별 영향없이 ERK1/2

의 인산화를 매우 강하게 억제함을 확인할 수 있었다. 이와 반대로 p38 

MAPK 저해제인 SB203580의 경우에는 ERK1/2에는 별 영향없이 p38 

MAPK를 강하게 억제함을 확인하였다.

   Tissue factor의 유전자 발현이 이들 인산화효소 저해제에 의해 억제되는

지 확인하기 위하여 RT-PCR을 수행하였다. U937 세포에 radicicol(200 

ng/ml), PD98059(50 µM), 및 SB203580(30 µM)를 1 시간 전 처리한 후 

LPS(1 µg/ml)를 8 시간 처리하고, total RNA를 분리하여 RT-PCR을 수행하

였다. 그 결과 radicicol, PD98059, 및 SB20580 모두 LPS에 의해 유도되는 

tissue factor mRNA 생성을 억제하였으며, 그 억제 정도는 PD98059가 가장 

강하였다(Fig. 6). 이러한 결과는 ERK1/2와 p38 MAPK 모두 tissue factor 

유전자의 발현에 중요한 역할을 수행하나 그 정도는 ERK1/2의 관련성이 

p38 MAPK보다 더 큼을 시사한다.  

   Tissue factor 유전자의 발현과 NF-κB의 활성과의 관련성 및 이들의 조절

기전을 알아보기 위하여 인산화효소 저해제들을 사용하여, NF-κB의 DNA 

결합능에 대한 영향을 실험하였다. 그 결과 인산화 활성 저해제들이 tissue 
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factor 유전자의 발현에 미치는 영향과는 조금 다른 결과를 얻었다. 우선 

radicicol과 PD98059의 경우 NF-κB의 DNA 결합 활성을 크게 억제하였으

나, SB203580은 별다른 영향이 없었다(Fig. 7). 이러한 결과는 ERK1/2는 

NF-κB의 DNA 결합활성에 중요한 역할을 수행하는 반면 p38 MAPK는 별다

른 기능을 수행하지 않음을 알 수 있다.  또한, p38 MAPK 저해제가 NF-κB

의 활성에는 영향이 없으면서 tissue factor의 유전자 발현을 억제한 것으로 

보아, SB203580은 NF-κB-비의존적인 경로를 통하여 tissue factor의 유전

자 발현을 조절함을 시사한다. ERK1/2과 NF-κB의 활성과의 관련성을 좀 더 

정확하게 알아보기 위하여 ERK1/2 경로 억제제인 PD98059를 여러 가지 농

도로 처리하였다. 그 결과 PD98059는 용량의존적으로 NF-κB의 DNA 결합 

활성을 억제함을 확인할 수 있었다(Fig. 8). 

   NF-κB의 활성에 대한 ERK1/2와 p38 MAPK의 관련성을 검증하고 이들 

신호전달효소들이 NF-κB의 전사촉진활성에 미치는 영향을 확인하기 위해 

NF-κB결합부위를 가진 벡터를 U937 세포에 transfection 시켰다. 

Transfection 24시간 후 PD98059 (50 µM)와 SB203580(30 µM)를 1시간 

전 처리하고 LPS(1 µg/ml)를 18 시간 처리하였다. 세포 추출물을 분리한 후 

CAT ELISA kit를 이용하여 CAT의 생성양을 측정한 결과 PD98059는 LPS에 

의해 유도되는 NF-κB의 전사촉진 활성을 억제하였으나, SB203580은 

NF-κB의 전사촉진 활성에 아무 영향이 없었다(Fig. 9).  따라서, NF-κB의 

전사촉진활성에 p38 MAPK의 경로 보다는 ERK1/2 경로가 중요함을 알 수 

있었다. 이러한 결과는 NF-κB의 DNA 결합 활성에서 얻은 결과와 일치하였

다. 

   이상의 결과들로부터 tissue factor의 유전자 발현에 ERK1/2 경로가 중요

하게 작용함을 알 수 있었으며, 또한 NF-κB의 DNA 결합 활성 및 전사촉진

활성에도 매우 중요한 역할을 수행함을 알 수 있었다. 반면, p38 MAPK의 경
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우 NF-κB의 DNA 결합 및 전사촉진 활성에는 영향이 없으면서 tissue 

factor 유전자의 발현에는 어느 정도 관련이 있음을 알 수 있었다. 
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LPS              - +        +       +        +
Radicicol - - +        - -
PD98059      - - - +        -
SB203580    - - - - +

p44P
p42P

p38P

Figure 5. Effects of radicicol, PD98059, or SB203580 on p44/42 or p38 MAP 

kinase activation. U937 cells were pretreated with radicicol (200 ng/ml), 

PD98059 (50 µM), and SB203580 (30 µM) for 1 hr before incubation with 

LPS (1 µg/ml) for 20 minutes. Cell extracts were prepared and subjected to 

Western immunoblot assay using antibodies specific for phosphorlated form 

of p44/42 or p38, repectively.
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Tissue 
factor

GAPDH

Radicicol PD98059  SB203580

LPS              - +          +            +          +

Figure 6. Effects of radicicol, PD98059, or SB203580 on tissue factor gene 

expression. U937 cells were pretreated with radicicol (200 ng/ml), PD98059 

(50 µM), and SB203580 (30 µM) for 1 hr before incubation with LPS (1 

µg/ml) for 8 hrs. Total RNA was then prepared and analyzed by RT-PCR. 
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LPS              - +        +         +        +
Radicicol - - +          - -
PD98059      - - - +        -
SB203580    - - - - +

NF-κB

Figure 7. Effects of radicicol, PD98059, or SB203580 on NF-κB DNA binding 

activity. U937 cells were pretreated with radicicol (200 ng/ml), PD98059 (50 

µM), and SB203580 (30 µM) for 1 hr before incubation with LPS (1 µg/ml) for 

2 hrs. Nuclear extracts were then prepared and subjected to EMSA. Positions 

of the specific DNA-protein complexes are indicated by arrow. 
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NF-κB

LPS             - +    +    +     +     +    
PD98059    - - 1     5     10    50 Com
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r

Figure 8. Effects of PD98059 on NF-κB DNA binding activity. U937 cells were 

pretreated with PD98059 (1, 5, 10, or 50 µM) for 1 hr before incubation with 

LPS (1 µg/ml) for 2 hrs. Nuclear extracts were then prepared and subjected to 

EMSA. Positions of the specific DNA-protein complexes are indicated by 

arrowhead. Radioisotope-unlabeled NF-κB binding oligomer was used as a 

competitor.
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Figure 9. Effects of PD98059 or SB203580 on NF-κB activation. U937 cells 

were transfected wtih p(NF-κB)3-CAT by DEAE dextran method. 

Twenty-four hours after transfection, cells were pretreated with PD98059 (50 

µM) or SB203580 (30 µM) for 1 hr before incubation with LPS (1 µg/ml) for 

18 hrs. Cell extracts were then prepared and analyzed for the expression of 

CAT using CAT ELISA kit. 
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D. Kinase 저해제에 저해제에 저해제에 저해제에 의한 의한 의한 의한 PAI-1 유전자 유전자 유전자 유전자 발현 발현 발현 발현 억제 억제 억제 억제 

   PAI-1의 유전자 발현이 인산화효소 저해제에 의해 억제 하는지 확인하기 

위하여 RT-PCR을 수행하였다. U937 세포에 radicicol(200 ng/ml), 

PD98059(50 µM), 및 SB203580(30 µM)를 1 시간 전 처리한 후 LPS(1 

µg/ml)를 8 시간 처리하고, total RNA를 분리하여 RT-PCR을 수행하였다. 

그 결과 radicicol, PD98059, 및 SB20580 모두 LPS에 의해 유도되는 PAI-1 

mRNA 생성을 억제하였으며, 그 억제 정도는 PD98059가 가장 강하였다

(Fig. 10). 이러한 결과는 ERK1/2와 p38 MAPK 모두 PAI-1 유전자의 발현

에 중요한 역할을 수행하나 그 정도는 ERK1/2의 관련성이 p38 MAPK보다 

더 큼을 시사한다.  

   PAI-1 유전자의 발현과 AP-1의 활성과의 관련성 및 이들의 조절기전을 

알아보기 위하여 인산화효소 저해제들을 사용하여, AP-1의 DNA 결합능에 

대한 영향을 실험하였다. 그 결과 인산화 활성 저해제들이 PAI-1 유전자의 

발현에 미치는 영향과는 조금 다른 결과를 얻었다. 우선 radicicol과 

PD98059의 경우 AP-1의 DNA 결합 활성을 크게 억제하였으나, SB203580

은 영향이 적었다(Fig. 11). 이러한 결과는 ERK1/2는 AP-1의 DNA 결합 활

성에 중요한 역할을 수행하는 반면, p38 MAPK는 미약한 기능만을 수행함을 

알 수 있다.  또한, p38 MAPK 저해제가 AP-1의 활성에는 영향이 약한 반면, 

PAI-1의 유전자 발현을 억제한 것으로 보아, SB203580은 AP-1-비의존적

인 경로를 통하여 PAI-1의 유전자 발현을 조절함을 시사한다. ERK1/2과 

AP-1의 활성과의 관련성을 좀 더 정확하게 알아보기 위하여 ERK1/2 경로 

억제제인 PD98059를 여러 가지 농도로 처리하였다. 그 결과 PD98059는 용

량의존적으로 AP-1의 DNA 결합 활성을 억제함을 확인할 수 있었다(Fig. 

12). 

   AP-1의 활성에 대한 ERK1/2와 p38 MAPK의 관련성을 검증하고 이들 신
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호전달효소들이 AP-1의 전사촉진활성에 미치는 영향을 확인하기 위해 

AP-1결합부위를 가진 벡터를 U937 세포에 transfection 시켰다. 

Transfection 24시간 후 PD98059 (50 µM)와 SB203580(30 µM)를 1시간 

전 처리하고 LPS(1 µg/ml)를 18 시간 처리하였다. 세포 추출물을 분리한 후 

CAT ELISA kit를 이용하여 CAT의 생성 양을 측정한 결과 PD98059는 LPS

에 의해 유도되는 AP-1의 전사촉진활성을 강하게 억제하였으나 SB203580

은 그 억제 정도가 적었다(Fig. 13).  따라서, AP-1의 전사촉진활성에 

ERK1/2 경로가 더 중요함을 알 수 있었다. 이러한 결과는 AP-1의 DNA 결

합 활성에서 얻은 결과와 일치하였다. 

   이상의 결과들로부터 PAI-1의 유전자 발현과 AP-1의 DNA 결합 활성 및 

전사촉진활성은 ERK1/2 경로가 중요하게 작용함을 알 수 있었으며, p38 

MAPK의 경우 AP-1의 활성과 PAI-1 유전자의 발현에 미약하나마 관련이 있

음을 알 수 있었다. 
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Radicicol PD98059  SB203580

LPS              - +          +            +          +

Figure 10. Effects of radicicol, PD98059, or SB203580 on PAI-1 gene 

expression. U937 cells were pretreated with radicicol (200 ng/ml), PD98059 

(50 µM), and SB203580 (30 µM) for 1 hr before incubation with LPS (1 µg/ml) 

for 8 hrs. Total RNA was then prepared and analyzed by RT-PCR. 
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LPS              - +        +         +        +
Radicicol - - +          - -
PD98059      - - - +        -
SB203580    - - - - +

AP-1

LPS              - +        +         +        +
Radicicol - - +          - -
PD98059      - - - +        -
SB203580    - - - - +

AP-1

Figure 11.  Effects of radicicol, PD98059, or SB203580 on AP-1 DNA binding 

activity. U937 cells were pretreated with radicicol (200 ng/ml), PD98059 (50 

µM), and SB203580 (30 µM) for 1 hr before incubation with LPS (1 µg/ml) for 

2 hrs. Nuclear extracts were then prepared and subjected to EMSA. Positions 

of the specific DNA-protein complexes are indicated by arrow. 
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Figure 12. Effects of PD98059 on AP-1 DNA binding activity. U937 cells were 

pretreated with PD98059 (1, 5, 10, or 50 µM) for 1 hr before incubation with 

LPS (1 µg/ml) for 2 hrs. Nuclear extracts were then prepared and subjected to 

EMSA. Positions of the specific DNA-protein complexes are indicated by 

arrowhead. Radioisotope-unlabeled AP-1 binding oligomer was used as a 

competitor.
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Figure 13. Effects of PD98059 or SB203580 on AP-1 activation. U937 cells 

were transfected wtih p(AP-1)3-CAT by DEAE dextran method. Twenty-four 

hours after transfection, cells were pretreated with PD98059 (50 µM) or 

SB203580 (30 µM) for 1 hr before incubation with LPS (1 µg/ml) for 18 hrs. 

Cell extracts were then prepared and analyzed for the expression of CAT 

using CAT ELISA kit. 



- 34 -

IV. 고찰 고찰 고찰 고찰 

   본 연구를 통하여 세포 내 신호전달에 중요한 역할을 수행하는 ERK1/2 경

로가 패혈증에 의한 혈전증의 유발에 중요한 역할을 수행하는 tissue factor

와 혈전의 용해를 방해하는 PAI-1의 유전자 발현에 중요함을 확인하였다.  

패혈증 증후군은 내재면역이 심각하게 활성화되어 나타나는 복합적인 반응

의 결과로서 흔히 환자들을 죽음에 이르게 할 수 있다. 내재면역이 조절되지 

않는 동안 혈액응고 cascade가 개시되어 광범위하게 혈관 내 혈액응고를 유

발하고 미세혈관 혈전증을 유발함으로써 임상증상을 유발하게 되며, 이러한 

혈액응고 cascade의 개시에 관여하는 세포표면 수용체가 tissue factor이다 

(5). Tissue factor는 monocyte나 혈관내피세포등에서 염증성 사이토카인이

나 endotoxin에 의해 유도된다(34).  Tissue factor는 혈액응고 인자인 VIIa

에 대한 친화성이 매우 큰 수용체로 작용한다. Tissue factor가 없을 때, VIIa

는 매우 낮은 활성을 가지고 있다가, tissufe factor와 결합하게 되면 매우 강

한 활성을 지니게 된다(35). Tissue factor/VIIa 복합체는 factor X를 활성화 

시켜 Xa로 전환 시킨다. 이러한 cascade의 활성화는 thrombin의 생성을 유

발하고 생성된 thrombin은 firibogen의 argine-glycine 펩티드결합을 절단

하여 fibrin monomer로 전환시키면, 이 fibrin monomer들이 결합하여 fibrin 

fiber를 형성한다. 혈관 내피세포와 monocyte가 그람음성 세균의 세포벽성

분인 LPS에 노출되면 tissue factor의 발현이 증가하는데(7,8), 비정상적으

로 증가된 tissue factor의 발현이 그람음성세균에 의한 패혈증을 포함한 다

양한 질병의 혈전증에 중요할 수 있다고 보고 되었다(9). 또한 패혈증에 걸린 

토끼와 baboon의 응고 반응에 tissue factor가 중요한 역할을 한다는 사실

(10)과 LPS를 주사한 생쥐의 신장과 폐에서 tissue factor의 mRNA양이 증

가하였음(11, 12)이 보고 되어 LPS에 의한 혈전증에 tissue factor가 관여하

고 있음을 시사해준다. 
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  Tissue factor의 유전자 발현이 endotoxin에 의해 증가 하는지 RT-PCR로 

확인한 결과, GAPDH의 mRNA 생성 정도에는 아무런 영향을 미치지 않으면

서 tissue factor의 mRNA 생성을 증가시킨 것을 확인하였다. LPS에 의한 

tissue factor의 유전자의 발현증가의 작용기전을 알아보기 위하여, tissue 

factor의 유전자 발현이 인산화효소 저해제에 의해 억제되는지 확인하였다. 

그 결과 radicicol, PD98059, 및 SB20580 모두 LPS에 의해 유도되는 tissue 

factor mRNA 생성을 억제하였으며, 그 억제 정도는 PD98059가 가장 강하

였다(Fig. 6). 이러한 결과는 ERK1/2와 p38 MAPK 모두 tissue factor 유전

자의 발현에 중요한 역할을 수행하나 그 정도는 ERK1/2의 관련성이 p38 

MAPK보다 더 큼을 시사한다. ERK1/2 경로는 LPS에 의한 세포내 신호전달

에 매우 중요한 효소로서 threonine과 tyrosine에 인산화되면 NF-κB를 포함

한 다른 전사촉진제를 인산화 시킴으로써 특정한 유전자의 발현을 유도하게 

된다.  본 연구결과를 통하여 ERK1/2가 tissue factor의 유전자 발현에 중요

하다는 사실을 확인하였으므로, 앞으로 tissue factor의 유전자 발현을 감소

시킴으로써 패혈증에 의한 혈전증을 치료 또는 예방하고자 할 때, ERK1/2를 

표적으로 하는 약물을 개발 할 수 있을 것으로 판단된다.  

   LPS에 의한 tissue factor의 유전자의 발현증가의 작용기전을 알아보기 위

하여, tissue factor의 발현에 중요한 역할을 수행하는 전사촉진제에 대한 영

향을 확인하였다. CAT reporter유전자를 transfection 시킨 후 활성을 측정

한 결과 LPS는 NF-κB의 전사촉진 활성을 활성화시킴을 확인하였고, DNA

결합실험을 통하여 LPS가 NF-κB의 DNA 결합 활성을 촉진함을 확인하였

다. 이상의 결과들로부터 LPS가 패혈증상태에서 혈전의 생성의 개시에 중요

한 역할을 하는 tissue factor의 발현을 증가시키며, 이 tissue factor의 발현

에 중요한 역할을 수행하는 전사촉진제인 NF-κB의 DNA결합을 증가시키고, 
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이를 통하여 tissue factor의 mRNA 발현에 중요한 역할을 수행함을 확인할 

수 있었다. Tissue factor의 유전자발현에 NF-κB가 중요하다는 사실은 

NF-κB의 활성을 특이적으로 저해하는 pyrrolidine dithiocarbamate가 

tissue factor의 유전자발현도 억제한다는 보고에 의해 확인되었다(17, 

17-1). NF-κB는 자극 받지 않은 세포의 세포질에, 억제자인 IκB와 결합한 

상태로 존재한다. 어떤 외부자극에 의해 큰 포식세포가 활성화되면 IκB의 인

산화가 초래되어 NF-κB로부터 떨어져 나오게 된다. 유리된 NF-κB은 핵으

로 이동해서 NF-κB 결합부위와 결합하게 되면, 다양한 유전자의 발현을 자

극하게 된다. 

   PAI-1 유전자의 발현 역시 tissue factor와 마찬가지로 LPS에 의해 증가

되고, ERK1/2에 의한 신호전달이 중요함을 확인하였다.  패혈증에 의한 혈

전증의 유발에는 fibrin clot의 생성 못지않게 fibrin clot의 제거시스템을 억

제하는 것이 중요하다. Fibrin clot의 제거는 생성될 때와 마찬가지로 

protease cascade에 의해 신호가 증폭되어 일어난다(13). Serine protease

인 plasminogen activator가 plasminogen을 활성형의 serine protease 

plasmin으로 변형시키고 이렇게 생성된 plasmin이 fibrin clot을 제거한다

(13). Plasminogen activator inhibitor-1(PAI-1)은 빠르고도 특이적으로 

plasminogen activator를 저해하여 fibrin clot의 제거를 방해한다. PAI-1의 

활성은 tissue factor의 경우와 마찬가지로 혈전증을 유발하는 질병상태에서 

증가하며, 흰쥐와 생쥐에서 LPS가 PAI-1 mRNA발현을 유도한다는 사실이 

보고 되었다(14-17).  본 연구를 통하여 ERK1/2 억제제가 PAI-1 유전자의 

발현을 억제함을 밝힘으로써, ERK1/2 경로가 PAI-1 유전자 발현에 중요함

을 확인하였다. 

   PAI-1유전자의 발현조절기전을 더 명확하게 규명하기 위하여 전사촉진제

에 대한 영향을 분석하였다. PAI-1유전자의  발현조절에는 AP-1이 중요한 
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역할을 하는 것으로 알려져 있다(21, 22). AP-1은 c-jun과 c-fos 계열 단백

질의 heterodimer로 구성되어 있고, phorbol 12-myristate 13-acetate 

(PMA)나 LPS등이 세포를 자극하면 핵으로 이동하여 AP-1 결합부위에 결합

하여 유전자의 발현을 촉진하는 것이다. CAT reporter유전자를 transfection 

시킨 후 활성을 측정한 결과 LPS는 AP-1의 전사촉진 활성을 활성화시킴을 

확인하였고, DNA결합실험을 통하여 LPS가 AP-1의 DNA 결합 활성을 촉진

함을 확인하였다. 이상의 결과들로부터 LPS가 패혈증상태에서 혈전의 용해

를 억제하는 PAI-1의 발현을 증가시키며, 이 PAI-1의 발현에 중요한 역할을 

수행하는 전사촉진제인 AP-1의 DNA결합을 증가시키고, 이를 통하여 AP-1

의 mRNA 발현에 중요한 역할을 수행함을 확인할 수 있었다.

   LPS는 큰 분자크기를 갖고 있고, 세포 안으로 침투하지 못하여 세포막 수

용체에 작용한다. LPS분자는 CD14와 결합하고, PKC와 PKA와 같은 신호전

달체계를 활성화시키는 것으로 알려져 있다(36,37). 일련의 신호전달경로를 

통해서 NF-κB/Rel나 AP-1의 활성을 증가시키면 tissue factor와 PAI-1을 

포함한 여러 염증 유전자 전사활성화를 유도한다. LPS의 막수용체는 몇몇 

막단백질들이 대식세포의 수용체로 작용하는 것으로 알려져 있다. 예를 들

면, CD14과 Toll-like receptors (TLRs)등이다. CD14는 단핵구와 호중구에

서 잘 발현되는 55-kDa의 glycosylphosphatidylinositol-anchored protein

으로(38) LPS수용체라고 알려져 있으며, LPS와 강하게 결합한다. TLRs는 

포유류 막투과성 단백질군을 구성하고, 신생면역인식에서 중요한 역할을 한

다(39, 40). 

   Tssue factor와 PAI-1 유전자가 LPS에 의해 발현이 증가됨으로써 혈액응

고 cascade의 자극과 fibrin 용해 시스템의 저해가 동시에 이루어져서 과응

고상태를 유발할 수 있다(41). 따라서, ERK1/2 경로 억제제가 전사촉진제인 

NF-κB와 AP-1의 활성을 조절하여 tissue factor와 PAI-1의 발현을 조절한
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다는 것은 혈액응고 cascade와 fibrin 용해 시스템을 동시에 조절함으로써 

endotoxin에 의해 유발되는 혈전증을 막을 수 있는 가능성을 제시하는 것이

다.
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V. 결론결론결론결론

1.  Endotoxin은 전사촉진제인 NF-κB와 AP-1의 활성을 증가시켜, 혈전의 

생성에 중요한 tissue factor와 PAI-1 유전자의 발현을 증가시켰다.

2.   Protein kinase 억제제들은  endotoxin에 의한 tissue factor와 PAI-1 유

전자의 발현을 억제하였다. 

3.  Protein kinase억제제들은  endotoxin에 의한 NF-κB와 AP-1의 활성을 

억제하였다.

4.  ERK 경로 차단제인 PD98059가 가장 강하게 억제하여 ERK경로가 혈전

증유발 유전자의 발현에 더 중요한 역할을 수행함을 확인하였다. 

 패혈증에 의한 혈전의 생성에 tisssue factor와 PAI-1 유전자의 발현이 중

요한 역할을 수행하며, 이들 유전자의 발현은 전사촉진제인 NF-κB와 AP-1

에 의해 조절된다. 따라서, 이 tisssue factor와 PAI-1 유전자 그리고 NF-κB

와 AP-1을 표적으로 하는 약물을 개발한다면 패혈증에 의한 혈전증을 줄일 

수 있을 것으로 판단된다.
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