
머김교꾀강딛핸엔뺀반만한한혼 V이.7 ，No. 2.말힌

제주지역 알레르기 환자의 Toll-like receptor 4 (TLR 4) 유전자의 다형성

이 수 현，최 현， 이 혜 숙，흥 주 연， 박 지 연，김 수 영，홍 성 철， 이 근 화

제주대학교 의학전문대학원 환경보전센터

. - Abstract

Toll-like receptor 4 (TLR 4) polymorphisms in allergic diseases patients in Jeju

Su-Hyun Lee ，Hyun Choi ，Hyc-Sook Lcc ，Ju-ycon Hong ，ji-yeon Park ，Su- Young Kim ，Scong-Chul

Hong ，Keun-Hwa Lee

The EnvironmenlalHeallh Center Jeju Nation히 UniversilySCh。이。f MedicJne，Jeju‘Korea

A sludy W8S conducted 10 the TolHike receptor 4 πLR 4) polymorphisms in allergic diseases palients in Jeju. This study
based on -a TLR 4 polymorphism is associated with asthma and reduced Iipopolysaccharide induced inlerleukin-12{p7 이
responses in Swedish children" (J Atlergy Clin Immunol. 2004 8ep‘114(3):561-7.)
With allergic subjecl 40 people regislered in the Environmenlal Heallh Ce미er Jeju National University SChool 이 Medîcine

(alopy dermalitis and allergie rhinitis，asthma) and 24 people conlrol group DNA used gene amplification and base sequence
analyzed
The allergic subject and contr이 9roup all TLR 4 띠sp299Gly) palymorphism were nol visible. (J Med Ufe Scl 2010:7: 18-21)
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척추동환은 선천연역계와 적용연역계의 두 가지 면역체계월

보유하고있다

선천연역계 (innate immunity)는 병원체 감염 후 신속 Sf게
환성화 되어 작용할 수 있는 방어체계이여 여러 단계의 선천연역

체계에도 팔구 "S"tJl，몇몇 병원제들은 선천연역계블 회피하여

제내로 침입함 수 있는데 이런 경우 두 번째 연역체계인 적웅연

역계(adaptive imrnunity)가 유도 원다 I)‘

척추풍플은 다양한 미생물을 갑지하여 빠르게 반웅하기 위한

선천연역 전략을 진화 시켜 왔나 이러한 미생윤인지는 TolI-

유사 수용체 (ToJl-like receptors. 11&) 및 NOD-유사 수용체

(NOD-like receptoπ Nt&) 와 같은 패턴인지 수용체 (Pat1em
recognition receptors，PRPs)릅 몽하여 수행 된다 2)

선천성 연역과 신호 전달 연에서 핵심적인 역환올 하는 πR 중

71-'상 연구가 장된 수용체는 ToJl-like receptor 4 (π .•R 4)이다
π .•R4 는 그랍 음성 박테리아의 lipopoJysaccharide (버S)를

인지하는 주요한 센서이며 또한 π..R 4는 자가 연역질환플의

서 론 밥딸과 연관되어 있고 선천성 연역의 비정상적인 활성화는 관절

염， 영충성， 전신 흥반성 낭장관절염. 아태룹성 동맥 경회충

(A theroscierosis) ，천식과 국소빈혈 재관류 손상 Gschemia
reperfusion 때ury):2j-같은 염중 질환과 그랍 음성 박테리아어 1
의한 때현층과 감은 몇몇 질병플과 연관되어 있다-3-5)

본 연구에서는 제주대학교 의학전문대학원 환경보건샌터에

풍록된 알레프기 환자 (아토띠 피부염‘ 알레르기성비염， 천식)의

DNA웅 이용하여 2004년에 J A1lergy Clin Jmmunol에 실린 B。
* tcher et al 의 논문8'흘 근거로 π~R 4 pJimer흘 제착 하여

제주지역에서 알레르기 환자의 π.R 4 다형성을 살펴보았다

재료및방법
j

1) 시 료

본 연구에 사용한 환자의 DNA는 쩨주대학괴 의학전문대학원

환정보건센터의 알레르기 질환으로 퉁흑되어있는 환자 40영과
대죠군 24명에 대해서 사전 유전자 동의서 (IR8 심의)툴 흥해

동의푼 구한 후 채혈하여 까.R4 유전자의 다형성을 살펴보았다

Address for correspOndence: Keun쉬wa Lee
The EnvironmenlalHeaflhCenler (Alopic Dermatflisand Allergic
Rhinil녕)，Jeju NationalUniversilySChool01Med띠ne，66
Jejudaehakno，690-756，Jeju，Korea
E-mail: yomust7@jejunu.ac.kr
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2) 환자 DNA 추흩 및 분리

환자의 현액 800'& 에 멸균뭔 중류수 300'& 과 phenol
chlorofonn: isopropylalcohol (50:49:1) 용액 400 μI룹 함께

부유시켜 mini beater.로 1 분간 혼합한다 이 혼합액은 12000

mailto:yomust7@jejunu.ac.kr
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rpm으로 15분간 원심분리하고 상청액 (850 띠)을새로운 tube에
옮긴 후‘850 μQ의 isopropylalcohol 을 섞고，다시 15000 rpm으
로 10분간 원심 분리하였다 침전물은 70% 에탄올로 세척한 후

멸균된 증류수 100 때로 DNA를 회수하였다 .7)

3) 중합효소연쇄반응에 의한 TLR4 유전자 증폭

본 연구에서 TLR4 유전 X플 증폭할 수 있는 forward primer

(5’1'AGAGGGCC1'G1'GCAATTTGA-J) 와 reverse primer(5'-
C1'AAπ'C1'때A1'Gπ'GCCA1'CC-3' )을사용하였다 중합효소연

쇄반응은 2 단위의 1'aq po]y-merase. 10 mM dNTP. 10 mM
Tris-HCl (pH 8.3). 1.5 mM MgCI2을 포함하는 AccuPower
PCR PreMix (Bioneer ，Korea}을 이용하였다 DNA 2μQ，primer
TLR 4-F. TLR 4-R 각각 20 pmol 넣고 증류수를 최종 부피가

22 μ9가 되도록 첨가하여 혼힐낼펄 만들었다 중합효소연쇄반응

은 frrst denature 950C로 5분， 30 cycle로 denaturation 95t
30초.anealing 621:; 45초 extention 72 t 40초.fm외 extention
721:; 5분으로 수행하였다 (Model 9600 thermocycler ，Perkin-
Elmer cetus) 중함효소연쇄반응 후， 1.5% agéπ'ose gel에 선기

영통하여 172 bp의 반응산물을 확인하였다 7l

4)중합효소연쇄반응 t별의 정제

1.5% gel에 전기영통 후.TLR 4 유전자 산물 부위 (Fig U 의
젤을 X띈다음 새로운 tube 어1옮겨 DNA을 추출 몇 분리하였다

DNA 추출 및 정저]는 Qiaex (Qiagen ，Germany) system 을 이용

하였다 Gel solubilizing solution QXl 50C μQ을 gel 을 포함한

tube 에 첨가한 후 501:;에 15분간 방치하여 gel을 완전히 녹였다

그 후 gel bead 를 10μQ을 첨가하여 완전히 섞은 후에 501:;에 10
분간 방치하였다 그 사이 2분 간격으로 tube를 10초씩 vortex-를
수행하여 bead 가 골고루 퍼지도록 하였다 이 후 밍(l으로 l변，
QF로 2번 세척한 후 451:;에서 10분간 말련 후 TE buffer 20 μQ

로 DNA을회수하였다

Figure 1.Agarose gel electrophoresis of TLR4 PCR
products
[Lane M，molecular marker(1 ，OObp ladder) ，lane 1 and 2
aller밍c subject ，L뻐e3 Negative. DNA SIZE: 172bp]
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5)자동염기서열분석
ABI prism'"" BigdyeThl tenninator cycle sequencing Ready

reaction kit V.3.l(Fluorescent dye terminators method} 를
사용하여 sequencing reaction 한 다음， Millipore 사 제품

Montage dye remave kit 사용하여 sequencing product
purification 하고， 마지막으로 ABI 3730XL capillary DNA
Sequencer 로 sequencing product running 한 후 염기서열을

확인하였다

결과및고찰

πR는 선천면역계에 관여하는 수용체로서 외부에서 미생물이

침입한 경우에 미생물들이 공통적으로 가지고 있는 구조인

pathogen associated - molecular pattems (PAMP}를 인식한다

인처1에서 밝혀진 I17H의 TLR 중에서 9개의 기능이 밝혀졌으

며，각각 고유한 리간드 Oigand) 를 인식함으로써 면역반응의

초기 단계에서 중요한 역할을 한다 이중에서 TLR-4 는 그람응정

세균의 세포벽인 LPS를 인식하고 π.R2 와 TLR 6는 세균 세포

벽 성분 중에서 lipoprotein 과 진균 세포벽 성분인 zymosan 을
인식하며 ’TI.R 3는 ds없lA 즉， 바이러스 감염 인식에 중요한

역할을한다 10-14)

π.R 5는 세균의 펀모를 인식하고 π.R~ 은 세균의 DNA를
인식한다 151. TIR 틀은 여러 종류의 세표에 발현되어 있으며 세포

의 종류마다 다$t한 발현 양상을 보인다 이 중 그람 음성세균의

LPS 통로역할을 하는 1'LR 4가 가장 많이 얄려져 있는데，

D299G(Asp2~~Gly) 다형성 (polymorphism) 이 패혈증의 위험도

를 증가시카며， 관상 동맥경화증의 위험도는 감소시킨다 또한

세기관지염 (bronchioiitis) 을 심하게 앓는 소아틀도 π.R4 다형

성을 가지고 있다는 보고가 있으며， 이 보고에 따르면 π.R4

다형성이 기관지 천식과 관련성이 없어 보이기는 하지만 LPS가
강력한 T helper 1 cells ('깨1) 유도 물질이기에 이와 관련되어

두 가지 서로 대립되는 결과들이 있다고 밝혀졌다

1'LR 4 수용체로 인식되는 병원체 독소의 하나인 LPS에 노출

된 천식 환자는 증송에 심해진다는 것이다 즉，πR4 자극이

기관지염증반응을 악화시킨다는 점이다 이는 천식환자에서 알레

르겐 놓도보다는 LPS 양과 천석증상과의 상관관계가 높다는

점과 내독소를 홉입하면 기관지 수축이 일어난다는 연구결과가

뒷받침 한다 이와 달리 소아에서는 내독소에 노출된 아이틀이

아토피성 천식에 잘 걸리지 않는 다는 보고가 있다 이는 LPS가

천식 예방효과가 있다는 것을 보여 준다 이런 모순된 결과는

TLR 4의 다형성이 기관지 천식과 연관은 없지만 기관지 과민도

를 감소시키고 아토피 위험도를 증가시킨다는 다른 결과틀을 볼

때 TLR 4 나형성이 기관지 천식과 연결고리가 있음을 보여 주는

보고였다끼

또한 1'LR 4는 면역반응을 매개하는 대식세포나 단핵세포

중성구들에 발현되며 이외에도 혈관내피세포와 같이 외부의

항원과 만날 수 있는 조직에서도 여러 종류 의 πR들과 함께
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발현되어 있다" 1히 이렇게 특정 병원제를 받아들이는 수용체가

다르며 그 수용체의 다형성이 질병정과에 영호노을준다는 연구는

알레르기환지를 대상4로도 활발히 연구되고 있다 2004년에
스웨덴에서 어린 아이들의 천식이 TLR 4.2↓관련성이 있다고

보고됨 바 있다껴)이 논문에서 TLR쐐 CD14 유전지의 다형성

(polymorphism) 과 Peripherai blood mononuclear cell(PBMCs)
의 LPS 반응성을 비교하여 아이틀에 있는 일반 천식 그라고

알레르기성 비성결막염 (rhino conjunctivitis) 의 존재를 조사하였

고 결과로 LPS 유도히는 IL-12 (p70) 감소와 IL-lO 반응으로

보아 πR 4 (Asp299Gly) 다형성이 일반 천식과 아토피성 천식

에 연관되어 있다고 밝혔다

이에 본 연구에서는 이런 보고들을 큰거로 제주지역에서의

알레르기 환자의 TLR 4의 유전자의 다형성에 대해 연구하였마

또한 천식뿐만 아니라 다른 알레르기질환에도 영향을 미치는지

알아보았다

Table 1. Characteristics of patients and control group

Characteristics

연구 시료는 제주대학교 병원에서 전문의 진료소견에 따라

제주대학교 의학전문대학원 환경보건센터에 등록된 알레르기

환자 40영(환자군)과대조군으로 등록된 24명의 환자의 동의를

구하여 혈액에서 DNA를 추출하여 TLR 4 프라이머를 이용하여

PCR과 염기서열 분석법을 통하여 비교 히였다

40병의 환자군블은 내과에서 11명，피부과에서 18명，이비인
후과에서 7명，소아 청소년과에서 1영이 진료를 통해서 환경보건

샌터에 등록되었으며， 알레르기성 비염 환자가 11명，아토피
피부염 환자가 20명，아토피 피부염과 알레르기성 비염，전식

모두 있는 환자는 3명，아토피 피부염과 얄례르기성 비염만 있는

환자는 4명，알레르기성 비염과 천식만 있는 환자 2명을 대상으

로 하였다 24명의 대조군은 건강검 잔을 위해 제주대학병원을

방문한 사람 중 설문지를 통해 알레르기 질환의 증상들과 펴부

단자 검사에 음성을 보인 경우를 대상으로 하였다 (Table 1)

allergic subject Contr이

n::4이%) n::24(%)

Age

Medieal
디"eatment

Diagnosîs

Sex(FI M)

0-10
10-19
20-29
30-39
40-49
50-

Intemal medieine
Dennatology。rhinolæγng'이。gy
Pediatrics

AlIergîcrhînitis
AtopîeDel끼natitis
AtopîcDeπnatitis ‘Allergîcrhinitis. Asthma
Atopic Dennatitis ，AlIergîcrhinitis
Allergîcrhinitis. Asthma

17:23

11127，5)
18(45)
5(12，5)
3(7.5)
1(2 ，5)
2(5)

14(35)
18(45)
707.5)
1(2，5)

11(27.5)
20(50)
3(7，5)
4 (10)
2 (5)

13:11

5(21)
19(79)

Table 2. Toll-like receptor 4 (TLR4) poiyrnorphism (Asp299Gly) of allergic subject and control group

TLR4 polymorphism

Asp299Gly

allergic subject

n=4이%)

0/4이0%)

Control

n=24

0/24(0%)

이번 연구결과 환자군과 대조군 모두 TLR-4 (Asp299Gly) 다

형성은 관찰 되지 않았다 (Table 2) 이와 비슷하게 2004년에
중국어l서 디른 인종 인구간에 TLR-4 (Asp299Gly)의 다형성 비

율을 조사한 결과 나병에 결린 한국인에서 다형성이 보이긴 했으

나 알레르기 질환과 관련된 보고는 없었으며 또한 이 논문에서는

서양(미국과캐나다)인보다몽양 (중국과일본)인에게서는 유전자

20

가 잘관창되지 않았다고 보고됨 바 있다 18)

따라서 제주지역에서는 ’rLR-4 다형성이 알레르기 질환자에게

미치는 영향이 없다는 것을 얄 수 있었다 그러나 이 연구는 아

직 진행 중인 상황 이니 만큼，좀 더 많은 환자문과 대조군의 시

료가 필요하며，배경이 된 논문들을 근거로 많은 천식 환자의 시

료 확보가 필요하다고 사료된다
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