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Helicobacter pylori-infected gastric mucosa is characterized by infiltration of various inflammatory cells such as 
neutrophils and eosinophils. Although several mechanisms for neutrophil infiltration are well known, there has been little 
known the role of eotaxin, which is a potent chemoattractant for eosinophils, on the inflammatory process of H. pylori 
infection. The present study was to investigate the mechanisms of eotaxin expression in gastric epithelial cells stimulated 
with H. pylori vacuolating cytotoxin (VacA). Stimulation with VacA purified from VacA+ H. pylori slightly increased 
eotaxin expression in MKN-45 gastric epithelial cells. In contrast, the combined stimulation with VacA and IL-4 
synergistically increased the eotaxin expression as determined by quantitative RT-PCR and ELISA. In MKN-45 cells 
transfected with an eotaxin promoter-luciferase reporter plasmid, costimulation with VacA and IL-4 induced more 
luciferase activity than either VacA or IL-4 alone did. However, such up-regulation was significantly decreased in the 
cells transfected with luciferase reporter plasmid bearing an eotaxin promoter which has a mutation at STAT6 binding site. 
These results suggest that the up-regulation of eotaxin in VacA-stimulated gastric epithelial cells may be synergistically 
facilitated by IL-4 via a STAT6-dependent mechanism. 
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서  론 

 
Helicobacter pylori는 만성 위염, 위 · 십이지장 궤양 뿐만 

아니라, 위암 및 위림프종의 위험도를 증가시키는 균으로 알

려져 있다. 이와 같은 질병과 관계된 H. pylori의 독성인자 
중에서 분자량 87 kDa인 vacuolating cytotoxin (VacA)은 H. 
pylori에서 분비되는 단백질로 세포질의 공포화 (vacuolation)
를 유발하는 단백질이다 (9). 특히 소화성궤양 환자에서 분리

한 균주의 약 60%에서 VacA 독소가 생성되는데 반하여, 무
증상 보균자에서 분리한 균주에서는 30~50%에서만 생성된

다는 보고들은 이 독소가 염증 반응을 유도하는 주요 인자

일 가능성을 제시해준다 (10,29). 한편 실험실에서 정제한 
VacA 독소는 다양한 생물학적 기능을 나타낸다. 즉, VacA 독
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소를 구강으로 투여한 마우스에서는 비만세포 (mast cell) 축
적을 동반하는 급성 염증이 관찰된다. 이를 근거로 VacA가 
비만세포와 결합하여 조직 파괴를 촉진시킬 것이라는 가설

이 제기된 바 있다 (35). 또한 MHC class II에 의한 항원 전
달을 감소시킴으로써 감염의 만성화에도 기여할 것으로 추
측되기도 한다 (24). 이와 같이 VacA는 각종 면역병리기전

에 관여하기 때문에 백신 개발 (7,32)에도 이용되고 있는 등, 
VacA에 의한 숙주세포 반응의 규명이 매우 중요한 연구 분
야로 대두되고 있다. 

H. pylori에 감염된 환자의 위조직에는 호중구 (neutrophil)
와 호산구 (eosinophil)를 비롯한 다양한 종류의 염증세포가 
대량 유입된다 (13,22,39). 이 염증세포들 중에서 호산구는 
감염증 또는 종양에 대한 숙주 방어의 중심적인 역할을 수행

할 뿐만 아니라, 알레르기성 염증 질환 등에서는 세포 손상

을 매개하고 있다 (40). 특히 호산구에 의한 superoxide (O2
-)

와 hydrogen peroxide (H2O2)의 생성량은 호중구에 비해 몇

십배 더 높다고 알려져 있다 (34). 따라서 염증 반응에 있어

서 호산구는 가장 강력한 세포 독성 세포라고 할 수 있다. 
또한 H. pylori 감염증에서 superoxide와 hydrogen peroxide에 
의한 점막 염증 반응 가설이 제시되고 있는데 (3,4,30), 그 이
유는 호산구가 이들 superoxide와 hydrogen peroxide를 대량

으로 생성해 내는 세포이기 때문이다. 한편 H. pylori에 감염

된 위점막 내에서 호산구의 유입이 심할수록 위염의 정도가 
심하다는 연구보고는 (22) 호산구가 H. pylori에 의한 면역

병리기전에 매우 중요한 역할을 하고 있음을 시사해 준다. 
호산구 유입에는 IL-5, eotaxin 등과 같은 chemokine이 관

여한다 (40). 이 중에서 eotaxin은 호산구에만 특이하게 작용

하는 chemokine으로 CCR4라는 수용체에 결합하여 작용을 
나타낸다. 이외에도 eotaxin-2와 eotaxin-3 등도 알려져 있

는데, 이들을 eotaxin에 비해 수용체를 활성화시키는 능력이 
10배 이상 약하다 (8,18,19,). 또한 regulated upon activation 
normal T cell expressed and secreted (RANTES)도 관여할 수 
있지만, 호산구에 대한 작용은 eotaxin에 비해 현저히 낮다. 
따라서 H. pylori 감염증에서 호산구 유입기전을 설명하기 위
해서는 eotaxin에 대한 연구가 중요하다. 한편 eotaxin gene
의 활성화에 관여하는 signal pathway는 아직까지 명확하게 
규명된 바가 없다. 즉, IL-4와 IL-13의 경우 STAT6 (signal 
transducer and activators of transcription-6) pathway가 관여하는 
반면, IL-1 또는 TNF-α의 경우에는 NF-κB pathway를 통해 
eotaxin이 발현된다는 보고들이 발표되고 있다 (12,20,41). 따
라서 H. pylori 감염증에서 나타나는 점막 내부의 호산구 유
입기전에도 이와 같은 pathway가 관여할 가능성이 높다. 그
러나 H. pylori 감염증에서의 위상피세포에 의한 eotaxin 발

현기전에 대해서는 아직까지 발표된 바가 없다. 본 연구에서

는 H. pylori에서 생성될 수 있는 병독인자인 VacA 독소가 
위상피세포를 자극했을 때, 호산구 유입에 관여하는 chemo- 
kine인 eotaxin의 발현을 증가시켜 염증 반응을 촉진시킬 수 
있을 것이라는 가설을 증명하기 위하여 수행되었다. 

 
재료 및 방법 

1. Toxigenic H. pylori의 배양 및 VacA 독소 정제 

VacA 독소를 분비하는 H. pylori 60190 (ATCC 49503)을 
IsoVitalex, FeCl3 · 6H2O (0.003 g/L)와 β-cyclodextrin (0.2%)이 
포함된 Brucella broth (Difco Laboratories, Detroit, MI, USA)에 
접종한 뒤, 37℃ 미세호기성 조건 (10% CO2, 5% O2, 85% N2)
에서 5~6일간 진탕 배양하였다. 이 배양액을 4℃, 12,000 g
에서 15분간 원심하고 상청액을 얻은 뒤, 동결 건조법과 초
여과법 (ultrafiltation)을 이용하여 상청액을 30배 농축시켰다. 
50% ammonium sulfate로 saturation하여 단백질을 침전시킨 
뒤, dialysis buffer (Tris 50 mM, EDTA 1 mM, NaC 100 mM, pH 
7.5) 용액에 재부유시켰다. 그 뒤, cut-off 14,000 dalton인 dial- 
ysis bag에 넣어 dialysis를 3회 시행하였다. Amicon Ultra-15 
centrifugal filter (Millipore)를 이용하여 배양여액을 농축하고, 
100 mM NaCl이 포함된 60 mM Tris (pH 7.5) 용액 하에서 
Superose 6 HR 16/50 column (Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, 
USA)으로 gel filtration chromatography를 시행하였다 (5). 정
제한 VacA는 독소 활성을 증진시키기 위하여 기존의 방법대

로 150 mM HCl을 이용하여 pH 2.0으로 조정하였다 (6). 이
와 같이 정제한 VacA의 순도를 알아보기 위하여 goat anti-
VacA monoclonal antibody (Santa Cruiz Biotechnology, Santa 
Cruz, CA, USA)를 이용하여 immunoblot을 시행한 결과 87 
kDa 부위의 band를 확인할 수 있었다 (Fig. 1A). 또한 정제한 
VacA가 생물학적 활성을 나타내는지의 여부를 알아보기 위
하여 HeLa cell (ATCC CCL2)을 이용하여 bioassay를 시행하

였다. 즉, MEM을 기본으로 10% 우태아혈청 (fetal bovine 
serum, FBS, Gibco-BRL, Grand Island, NY, USA)를 포함한 배
지를 이용하여 HeLa cell을 96-well plate에 배양하였다. 약 
95%의 confluent를 보인 세포에 기존의 배지를 제거한 뒤, 
활성화시킨 VacA (20 µg/ml, pH 2.0)를 첨가하고, 24시간 배
양 후 세포의 vacuolation 유무를 관찰하였다. 그 결과 대조

군에 비해 VacA를 첨가한 세포질에서 뚜렷한 vacuolation을 
관찰할 수 있었다 (Fig. 1B). 한편 lipopolysaccharide (LPS)의 
오염 여부를 확인하기 위하여 LPS test kit (quantitative chro- 
mogenic limulus amebocyte lysate; BioWhittaker, Walkersville, 
MD, USA)를 이용하여 측정하였으나 정제한 VacA 1 mg/ml
에서 LPS activity는 1 endotoxin unit/ml 이하였다. 
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2. 위상피세포주 배양 

실험에 이용한 인체 위상피세포주로는 MKN-45 세포주 
(JCRB)였다. 이 세포는 Dulbecco's modified Eagle's medium 
(DMEM, pH 7.4, Sigma, St. Louis, MO, USA)에 10% FBS와 
항생제 (100 unit/ml의 penicillin, 100 µg/ml의 streptomycin)를 
사용하여 37℃ 5% CO2 배양기에서 배양하였다. 

3. RNA 추출, 표준 RNA 제작 및 RT-PCR 

1) RNA 분리 

VacA 또는 recombinant human IL-4 (R&D, Minneapolis, MN, 

USA)로 자극한 MKN-45 위상피세포로부터의 RNA는 Trizol 
reagent (Life Technologies, Grand Island, MD, USA)를 이용하

여 추출하였다. 
2) 위상피세포에서의 eotaxin mRNA 발현능 확인을 위

한 RT-PCR 

추출한 RNA를 0.1 µg의 oligo(dT)15와 함께 37℃에서 60분 
동안 반응시켜 cDNA를 만든 후, PCR thermal cycler (GenAmp 
PCR System 9600, Perkin-Elmer Cetus, Norwalk, CT, USA)로 
cDNA를 증폭시켰다. Eotaxin의 경우 94℃에서 45초, 53℃에

서 1분 30초 그리고 72℃에서 1분간 시행하였다. 이들의 시
행 횟수는 총 35회였다. β-actin에 대한 PCR은 기존의 방법

과 동일하게 시행하였다 (1). PCR에 사용한 eotaxin과 β-actin
의 primer 염기 서열은 Table 1과 같다. 한편 eotaxin에 대한 
양성 대조군으로는 human monocyte cell line인 U-937 cell을 
PMA (0.1 µM)로 16시간 자극한 RNA를 이용하였다 (26). 
모든 실험은 3회 이상 반복 시행하였다. PCR이 끝난 후, PCR 
산물은 2% NuSieve agarose gel (FMC Bioproducts, Rockland, 
ME, USA)로 전기 영동한 뒤 ethidium bromide 염색으로 확
인하였다. 

3) 발현된 eotaxin 및 β-actin mRNA의 정량 

발현된 eotaxin mRNA와 β-actin mRNA의 정량을 위하여 
표준 RNA를 제작하였다. 이 표준 RNA는 기존의 방법대로 
역전사의 첫 단계부터 세포에서 추출한 RNA와 동일한 시험

관에서 사용 가능하도록 설계하였다. 즉, 표준 RNA는 eota- 
xin gene을 증폭할 수 있는 sense primer와 antisense primer의 
염기 서열이 일렬로 연결되도록 설계하였으며, 이의 PCR 
증폭 product 크기가 세포로부터 추출된 RNA에서 증폭된 
목표 RNA의 PCR product의 크기에 비해서 약 100 bp 정도 
차이 나게 하였다. 이와 같은 설계에 입각하여 제작한 eota- 
xin에 대한 표준 RNA의 PCR product의 크기는 481 bp이고, 
β-actin에 대한 표준 RNA의 PCR product의 크기는 746 bp
였다 (Table 1). 그 뒤, 세포로부터 추출한 1~2 µg의 RNA와 
2~5배로 연속 희석시킨 표준 RNA를 동일한 시험관에서 반
응시켜 역전사를 시행하여 기존의 방법대로 발현된 mRNA
의 분자수를 정량하였다 (1). 즉, PCR 생성물을 전기 영동으

로 분리하고 폴라로이드 필름에 영상을 기록하였다. 이 영상

Table 1. Sequences of oligonucleotide primers for RT-PCR analysis of human eotaxin and β-actin 

Size of PCR products (bp)mRNA 
species Sense primers Antisense primers 

target standard 

eotaxin 5'-TGT GCC GAC CCC AAG AAG AAG T-3' 5'-GAG AGG AGA GGG GGA ACA TTG-3' 376 481 

β-actin 5'-TGA CGG GGT CAC CCA CAC TGT 
GCC CAT CTA-3' 

5'-CTA GAA GCA TTG CGG TGG ACG 
ATG GAG GG-3' 661 746 

A B 

Figure 1. Purification of H. pylori vacuolating cytotoxin. (A)
Immunoblot analysis of VacA preparations electrophoresed on a
10% acrylamide gel, transferred to nitrocellulose, and reacted with
goat anti-VacA antibody. (B) Vacuolation in HeLa cells treated with
H. pylori vacuolating cytotoxin. HeLa cells in a 96 well plate were
treated with H. pylori vacuolating cytotoxin (20 µg/ml) for 24 h.
Vacuolation was observed by an inverted microscopy (× 300). 
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을 imaging densitometer (GS-670, Bio-Rad, Hurcules, CA, USA)
로 처리하여 각 PCR 밴드의 peak에 해당하는 면적을 구하

였다. 그 뒤 세포 RNA로부터 얻은 PCR 면적과 표준 RNA
로부터 얻은 PCR 면적비를 이중 로그 스케일을 이용하여 
표준 RNA 분자수와 동일한 등전점 (equimolar point)을 구하

여 세포 RNA 내에 존재하는 eotaxin mRNA 분자수를 계산

하였다. 

4. 위상피세포로부터 생성된 eotaxin 단백질 측정 

Eotaxin 단백질은 배양상청액을 대상으로 효소면역측정법 
(ELISA)으로 측정하였다. 실험에 이용한 ELISA kit는 R&D 
System 사 (Quantikine, Minneapolis, MN, USA)의 것을 이용

하였다. 

5. Eotaxin reporter gene 활성 측정을 위한 luciferase 

assay 

6-well dish에 세포를 배양한 다음 Fugene 6 transfection 
reagent (Roche molecular Biochemicals, Indianapolis, IN, USA)를 
이용하여 제조회사의 지침대로 1.5 µg의 pEotaxin-luciferase 
또는 pβ-actin-luciferase를 transfection시켰다. Eotaxin reporter 
gene의 활성을 측정하기 위한 plasmid는 luciferase reporter 
pGL3 Basic vector (Promega, Madison, WI, USA)를 기본으로 
eotaxin promoter region을 포함시킨 것이며 (pEotx. 1363), 
promoter region 중 QuickChange site-directed mutagenesis kit 
(Stratagene, La Jolla, CA, USA)를 이용하여 STAT6 binding 
site를 변형시킨 plasmid pEotx.M1은 pEotx. 1363 (GGC TTC 
CCT GGA ATC TCC CAC A; 이 중 "TTC CCT GGA A"가 
STAT6 결합부위에 해당됨)의 TTC를 AGC로 치환시켜 STAT- 
6의 결합부위를 차단시킬 목적으로 제작되었다. 이들 plas- 
mid들은 미국 Dr. Robert P. Schleimer가 제공해 주었다 (21). 
Transfection된 세포를 37℃, 5% CO2 배양기에서 48시간 동
안 배양한 후, VacA 또는 IL-4로 6시간 동안 작용시켰다. 
그 뒤, 세포를 수확하여 기존의 방법대로 세포 파쇄액을 얻
었다 (14). 즉, 6-well plate를 얼음 위에 올려놓고 4℃ Ca2+과 
Mg2+이 없는 HBSS로 2회 세척한 다음, Promega 회사에서 
구입한 reporter lysis buffer 300 µl를 25분 동안 작용시켰다. 
세포 파쇄액의 단백질 함량은 Bradford protein dye reagent 
(Bio-Rad)를 이용하였다. 이렇게 준비한 세포 파쇄액에 대한 
light release는 Luciferase Assay System (Promega)과 lumino- 
meter (MicroLumat Plus, Berthold GmbH & Co. KG, Bad Wild- 
bad, Germany)를 이용하여 10초 동안 측정한 수치로 정하

였다. 
 

6. 통계 처리 

Eotaxin mRNA 분자수 정량은 평균으로 표시하였고, eota- 
xin 단백질 및 luciferase 활성도 수치는 평균 ± 표준오차로 
표시하였다. 통계 처리는 Wilcoxon's rank sum test를 이용하

여 계산하였고, p<0.05일 때 유의한 것으로 판정하였다. 
 

결  과 

1. H. pylori vacuolating cytotoxin 또는 IL-4 자극에 의

한 eotaxin 유전자 발현 및 단백질의 생성 

VacA (5 µg/ml) 또는 IL-4 (50 ng/ml)로 위상피세포주인 
MKN-45 cell을 자극했을 때, eotaxin mRNA 발현 band는 자
극 시간이 증가함에도 불구하고 대조군에 비해 뚜렷한 차이

를 확인할 수 없었다. 그러나 VacA와 함께 IL-4를 동시에 가
했을 경우 eotaxin mRNA 발현 band가 현저히 증가하고 있
었다 (Fig. 2). 이와 같은 mRNA 발현을 객관적으로 측정하기 
위하여 eotaxin에 대한 표준 RNA를 이용하여 mRNA 분자

수를 정량하였다. 그 결과, 자극 초기부터 자극 24시간까지 
VacA 또는 IL-4만의 자극으로는 대조군에 비해 매우 미약한 
eotaxin mRNA 발현 증가를 관찰할 수 있었다. 즉, 자극 6시
간에 대조군에서는 eotaxin mRNA 분자수가 평균 3.7×103/ 
µg RNA를 나타내었지만, VacA 단독 자극군에서는 평균 4.5
×103/µg RNA로 매우 미약한 증가를 나타내었다. 또한 동일

Figure 2. RT-PCR for eotaxin expression in MKN-45 cells 
treated with H. pylori vacuolating cytotoxin and/or IL-4. Confluent 
monolayers of MKN-45 cells were treated with H. pylori vacuo-
lating cytotoxin (5 µg/ml) and/or IL-4 (50 ng/ml) for the indicated 
hours, after which cellular RNA was extracted. In this experiment, 
tissue culture medium was also supplemented with 5 mM NH4Cl. 
The (+) and (-) represent positive and negative controls, respec-
tively. 
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한 자극 시간대에 IL-4 단독 자극군에서는 평균 5.2×103 
eotaxin mRNA 분자수/µg RNA로 대조군에 비해서는 약 40%
의 증가를 나타내었다. 이에 비하여 동일 시간대에서 VacA
와 함께 IL-4를 함께 가했을 경우 발현된 mRNA 분자수는 
평균 2.3×104/µg RNA로 VacA 또는 IL-4 단독 자극에 비해 
현저한 증가를 나타내었다 (Fig. 3). 이와 같은 synergistic in- 
crease는 자극 6시간부터 뚜렷하게 관찰되고 있었고, 자극 
12시간에 최고의 수치를 나타내었다. 그러나 β-actin mRNA
는 VacA 또는 IL-4 자극군과 비자극군 모두에서 약 1×106 
transcripts/µg RNA로 일정한 발현을 나타내었다. 

발현된 mRNA가 protein 분비까지 이어지는지를 확인하기 
위하여, 배양 24시간 후 얻은 상청액을 대상으로 eotaxin의 
분비량을 측정하였다. 그 결과 IL-4 (50 ng/ml) 만의 자극으

로도 eotaxin 단백질 분비가 유의하게 증가하였다 (p<0.05). 
그러나 VacA와 IL-4를 함께 가했을 때 mRNA 발현과 동일

하게 VacA 또는 IL-4 단독으로 자극을 가했을 때에 비하여 
eotaxin의 분비량이 현저히 증가함을 확인할 수 있었다 (p< 
0.01, Fig. 4). 

2. H. pylori 균과 IL-4를 가한 위상피세포에서의 eotaxin 

발현 

VacA 자극이 아닌 H. pylori 균 자체의 감염에 의해서도 
eotaxin이 발현되는지의 여부를 알아보기 위하여 MKN-45 
cell에 일정수의 H. pylori 균과 함께 IL-4 (50 ng/ml)을 가하

였다. 24시간 배양 후 상청액을 대상으로 ELISA를 이용하여 
eotaxin의 분비량을 측정하였다. 그 결과 well 당 1×107, 1×
108, 1×109, 1×1010 CFU의 H. pylori 균과 함께 IL-4를 MKN-
45 cell에 가하더라도 eotaxin의 분비량은 대조군 또는 IL-4 
단독 자극에 비해 유의한 차이를 나타내지 못하였다. 그러나 
동일한 실험 system에서 IL-4와 VacA를 함께 가할 경우에

는 앞서와 같이 eotaxin의 분비가 현저하게 증가하고 있었다 
(Fig. 5). 이와 같은 결과는 정제한 VacA가 아닌 H. pylori 균
자체에 의해서는 IL-4의 동시 자극을 받더라도 위상피세포

로부터 eotaxin이 발현되지 않음을 시사해 준다. 

3. NH4Cl 첨가 및 H. pylori vacuolating cytotoxin의 산

성화가 위상피세포의 eotaxin 발현에 미치는 영향 

정제된 VacA에 의한 eotaxin의 발현에 있어서 NH4Cl 존재 
유무 또는 VacA의 산성화가 eotaxin의 발현에 미치는 영향

Figure 3. Quantification of eotaxin mRNA molecules in MKN-
5 cells treated with H. pylori vacuolating cytotoxin and/or IL-4. 
Confluent monolayers of MKN-45 cells were treated with H. pylori
vacuolating cytotoxin (5 µg/ml, VacA) and/or IL-4 (50 ng/ml) for
the indicated hours, after which cellular RNA was extracted. Quan-
tification of eotaxin and β-actin mRNA molecules was performed
as described by Materials and Methods. In this experiment, tissue
culture medium was also supplemented with 5 mM NH4Cl. The 
values are expressed as the mean of five different experiments. 

Figure 4. Eotaxin production in MKN-45 cells treated with H. 
pylori vacuolating cytotoxin and/or IL-4. Culture supernatants of 
MKN-45 cells were collected 24 h after stimulation with H. pylori
vacuolating cytotoxin (5 µg/ml, VacA) and/or IL-4 (50 ng/ml). 
Tissue culture medium was also supplemented with 5 mM NH4Cl.
Protein levels of eotaxin in culture supernatants were determined 
by ELISA. Data are mean ± SEM (n=5). *p<0.05 versus MKN-
45 cells in medium without VacA or IL-4. **p<0.01 versus MKN-
45 cells in medium with VacA alone or IL-4 alone. 
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을 관찰하였다. 이를 위하여 MKN-45 cell에 5 mM의 NH4Cl
과 함께 산성 상태의 VacA (pH 2.0) 또는 중성의 VacA (pH 
7.0)를 가하였다. 이와 더불어 앞서와 같이 IL-4 (50 ng/ml)

로 24시간 함께 자극한 후 상청액을 회수하였다. VacA의 
산성화는 150 mM HCl을 이용하여 pH 2.0으로 조정하였다. 
ELISA를 이용하여 eotaxin의 분비량을 측정한 결과, 5 mM
의 NH4Cl을 가하지 않은 군에서는 eotaxin의 분비량이 대조

군에 비해 유의한 증가를 나타내지 못하였다. 또한 pH 7.0을 
나타내는 VacA를 가한 군에서는 5 mM의 NH4Cl를 함께 첨
가해 주더라도 대조군에 비해 eotaxin의 유의한 증가를 관

찰할 수 없었다 (Fig. 6). 한편 pH 2.0을 나타내는 VacA를 
MKN-45 cell이 들어있는 6-well plate에 가하더라도 배양배지

의 pH는 별 영향을 나타내지 않았다. 이와 같은 결과로 미
루어 정제한 VacA는 산성화 상태에서, 그리고 ammonium 
chloride와 함께 위상피세포에 작용해야만 eotaxin이 발현될 
수 있음을 시사해 준다. 

4. H. pylori vacuolating cytotoxin 자극에 의한 eotaxin 

reporter gene의 적정 발현 농도 결정 

VacA 자극에 의한 eotaxin 적정 발현 농도를 결정하기 위
하여 MKN-45 세포에 pEotaxin-luciferase plasmid (pEotx. 1363)
를 transfection 시켰다. 그 뒤 VacA 및 IL-4 (50 ng/ml)를 6시
간 동안 처리한 후 luciferase 활성을 측정하였다. 그 결과 1 
µg/ml부터 eotaxin reporter gene의 활성이 증가되기 시작하여 
10 µg/ml에서 최대의 활성이 나타남을 확인할 수 있었다 
(Fig. 7). 

 

Figure 7. Activation of eotaxin reporter gene in MKN-45 cells 
stimulated with H. pylori vacuolating cytotoxin and IL-4. MKN-45
cells were transfected with pEotaxin-luciferase transcriptional re-
porter (pEotx.1363). Forty-eight hours after transfection, cells were
stimulated with the indicated concentrations of H. pylori vacuola-
ting cytotoxin (VacA) and 50 ng/ml of IL-4 for 6 h. Tissue culture 
medium was also supplemented with 5 mM NH4Cl. Data are the 
mean fold induction in luciferase activity relative to unstimulated 
control. Values are the mean ± SEM of five experiments.

Figure 5. The effects of live H. pylori on the eotaxin production
in MKN-45 cells treated with IL-4. MKN-45 cells were incubated
with IL-4 (50 ng/ml) in the presence of live H. pylori or purified 
VacA (5 µg/ml). Tissue culture medium was also supplemented
with 5 mM NH4Cl. After 24 h of incubation, the levels of eotaxin 
protein were measured by ELISA. Results are expressed as the
mean ± SEM of five experiments. *p<0.05 versus MKN-45 cells 
in medium with IL-4 alone. 

Figure 6. Eotaxin production in IL-4-stimulated MKN-45 cells 
after incubation with acidified H. pylori vacuolating cytotoxin in
the presence or absence of ammonium chloride. MKN-45 cells 
were incubated with IL-4 (50 ng/ml) in the presence of purified 
VacA (either acid pH or neutral pH, 5 µg/ml), or in the presence
of buffer controls. Tissue culture medium was also either supple-
mented with 5 mM NH4Cl or not supplemented. After 24 h of in-
cubation, eotaxin production was measured by ELISA. Results
are expressed as the mean ± SEM of five experiments. *p<0.05
versus MKN-45 cells in medium without NH4Cl. 
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5. H. pylori vacuolating cytotoxin 및 IL-4로 자극한 위

상피세포에서의 STAT6 pathway에 의한 eotaxin reporter 

gene의 활성 

VacA에 의한 eotaxin 발현에 STAT6가 관여하는지의 여부

를 알아보기 위하여, pEotx.1363과 eotaxin promoter region 
중 STAT6 binding site를 변형시킨 plasmid pEotx.M1을 MKN-
45 cell에 transfection 시킨 뒤, VacA 또는 IL-4로 6시간 자극

하고 eotaxin reporter gene의 활성을 측정하였다. 그 결과 
STAT6 binding site가 온전히 보존된 eotaxin promoter를 갖고 
있는 pEotx.1363을 transfection 시킨 세포를 대상으로 VacA 
만의 자극을 가한 group에서는 eotaxin reporter gene의 활성

이 대조군에 비해 약 70% 증가하고 있었다. 또한 IL-4 만으

로 자극을 가한 경우에는 대조군에 비해 약 120%의 증가를 
나타내었다. 이 때 VacA와 IL-4로 함께 자극을 가했을 경우

에는 대조군에 비해 약 5.3배의 fold-increase를 보여 주었다. 
이와 같은 증가율은 단독 자극에 비해 synergistic한 증가를 
의미하고 있다. 이에 비하여 STAT6 binding site를 mutation
시킨 plasmid pEotx.M1을 transfection 시킨 group에서는 VacA
에 의해 증가된 활성이 약 40% 정도 감소한 반면 IL-4에 
의해 증가된 활성은 대조군 수준으로 100% 감소되었다. 또

한 VacA와 IL-4로 함께 자극을 가한 group에서는 90% 이상 
매우 높게 감소하여 VacA 자극에 의한 수준으로 감소하였다 
(Fig. 8). 이와 같은 결과는 VacA 자극에 의한 eotaxin 발현

에 STAT6 pathway가 관여하고 있음을 시사해 준다. 
 

고  찰 

 
VacA는 분자량이 약 87 kDa으로 세포질의 공포화 (vacuo- 

lation)를 유발하는 단백질이다 (9). 이와 같은 VacA는 서구

에서 분리한 H. pylori 균주 중 약 50%에서 생성된다고 보고

되어 있고 (10,29), 우리나라에서 분리한 균주의 경우에서도 
약 80% 정도에서 VacA를 생성하고 있다 (15). H. pylori 내
부에서 VacA는 140 kDa의 전구물질 (precursor) 형태로 합성

된다. 이러한 전구물질은 Sec 구조에 의존하여 세균 내막

을 통과한 후, 이어서 이 전구물질의 구조 성분인 40 kDa의 
C-terminal의 autotransporter에 의해 형성된 pore (β-barrel 형)
를 통하여 외막을 통과하면 87 kDa 크기의 독소가 된다 (28). 
분비된 VacA는 위상피세포의 수용체에 결합되고, endocy- 
tosis에 의해 endosome으로 이동한 후, 각종 이온 채널이 작
용하게 되어 결국 수분이 유입되어 커다란 공포화로 진행되

는 것으로 추측하고 있다 (25,33). 또한 세포 내에서 VacA 
단백질은 다양한 생물학적 기능을 나타낸다 (9,37). 본 연구

에서 VacA는 IL-4와 함께 위상피세포에서 eotaxin을 발현시

킬 수 있었다. 이와 같은 현상은 표준합성 RNA를 이용한 
eotaxin mRNA 발현 분자수 측정과 ELISA를 이용한 단백질 
분비 측정의 결과에서 분명히 확인할 수 있었다. 특히 repor- 
ter gene을 이용한 본 연구에서 VacA와 IL-4에 의한 위상피

세포에서의 eotaxin 활성화를 재확인할 수 있었다. 즉, VacA 
만의 자극으로는 eotaxin reporter gene의 활성이 대조군에 비
해 약 70% 증가하였고, IL-4 만의 자극으로는 대조군에 비
해 약 120%의 증가를 나타내었다. 한편 VacA와 IL-4로 함께 
자극을 가했을 경우에는 5.3배의 증가를 보여 단독 자극에 
비해 synergistic increase를 나타내었다. 이와 같은 결과들은 
VacA의 자극을 받더라도 IL-4의 동시 자극을 받지 않을 경
우에는 eotaxin 발현이 생물학적으로 유의한 level로 증가할 
수 없음을 의미하기도 한다. 따라서 VacA+ H. pylori에 감염

된 위점막에서는 점막 내부에 존재하는 면역세포와의 상호

작용이 병리기전 발현에 중요한 역할을 하고 있음을 시사해 
준다. 

H. pylori에 감염된 환자의 위조직에는 호산구가 비감염자

에 비해 매우 높게 증가해 있다는 보고들을 고려해 볼 때 
(13,22,39), 호산구 유입기전은 H. pylori 감염에 의한 위장점

막 병리기전 연구에 매우 중요하다고 할 수 있다. 이와 같은 
호산구 유입에는 IL-5, eotaxin 등과 같은 chemokine이 관여

한다 (40). 이 중에서 eotaxin은 호산구에만 특이하게 작용하

는 chemokine으로 CCR4라는 수용체에 결합하여 작용을 나
타낸다. 이외에도 eotaxin-2와 eotaxin-3 등도 알려져 있지만, 

Figure 8. Activation of the eotaxin promoter by STAT6. MKN-
45 cells were transfected with either a wild-type eotaxin promotor
luciferase reporter plasmid (pEotx.1363) or a plasmid mutated at
binding site for STAT6 (pEotx.M1). Forty-eight hours after trans-
fection, cells were incubated with or without VacA (5 µg/ml) and/or
IL-4 (50 ng/ml) for 6 h and then harvested. Tissue culture medium
was also supplemented with 5 mM NH4Cl. The luciferase activity
normalized to protein concentration and calculated as the fold in-
duction compared with the control vector. The data are presented
as the mean ± SEM of five independent experiments. *, p<0.05 
compared with pEotx.1363 
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이들을 eotaxin에 비해 수용체를 활성화시키는 능력이 10배 
이상 약하다 (8,18,19). 또한 RANTES도 관여할 수 있지만, 
호산구에 대한 작용은 eotaxin에 비해 현저히 낮다. 이와 같
은 고찰들을 토대로 본 연구에서는 H. pylori 감염증에 의한 
호산구 유입기전을 설명하기 위하여 eotaxin의 연구에 초점

을 맞추었다. 
본 연구에서 H. pylori 균 자체를 위상피세포주인 MKN-45 

cell에 감염시켰을 때, eotaxin의 발현은 관찰할 수 없었다. 
또한 H. pylori 균 자체와 IL-4를 동시에 가하더라도 eotaxin
의 발현 증가를 확인할 수 없었다. 그러나 앞서 언급한 대로 
H. pylori로부터 정제한 VacA 독소와 함께 IL-4를 MKN-45 
cell에 작용시켰을 때, eotaxin의 발현이 증가한다는 결과는 
위상피세포로부터 eotaxin 발현에는 H. pylori 균 자체보다는 
VacA 독소가 관여하고 있음을 시사해 준다고 할 수 있다. 
VacA 독소가 위상피세포로부터 IL-4를 생성할 수 있는지의 
여부는 확인된 바 없다. 그런데 H. pylori가 위상피세포에 감
염되었을 때 monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1)의 발현

이 증가한다 (2). MCP-1은 IL-4를 생성해 낼 수 있는 단핵

세포의 유입에 관여하는 chemokine이다. H. pylori 감염된 위
조직에서도 단핵구가 비감염자에 비해 많이 증가하고 있을 
뿐만 아니라, 특히 위조직 내부에 있는 세포들이 IL-4를 생
성해 낼 수 있다는 보고 (27)로 미루어 VacA+ H. pylori 감염

증에서 IL-4가 위상피세포에 함께 작용할 수 있음을 이론적

으로 추정할 수 있다. 그렇지만 아직까지 VacA- H. pylori에 
감염된 환자에 비하여 VacA+ H. pylori에 감염된 환자의 위
점막 조직에서 호산구가 현저히 증가하고 있다는 보고는 발
표된 바 없다. 이와 같은 연구는 VacA에 의한 eotaxin의 발
현 증가와 이에 의한 호산구 유입 증가라는 일련의 가설을 
증명하는데 매우 중요한 과제이므로, 이에 관한 연구가 필

요하리라 생각한다. 
IL-4는 Janus kinase-1 (JAK1)과 JAK3라는 수용체를 통해 

STAT6라고 불리는 세포질 내의 전사인자를 인산화시킨다 
(31). 인산화된 STAT6는 dimeric 형태를 나타내며, 핵내로 
이동하여 STAT6에 특이적인 조절인자를 갖고 있는 유전자

를 활성화시키게 된다 (11,23). 호흡기 상피세포를 비롯한 다
양한 세포에서 STAT6가 활성화된다는 보고가 있지만 (21, 
31), 아직까지 위상피세포에서의 STAT6 활성화에 관해서는 
알려진 바가 거의 없다. 본 연구에서 STAT6 binding site를 
mutation 시킨 reporter gene을 transfection 시킨 MKN-45 cell
에서는 VacA에 의해 증가된 eotaxin reporter gene의 활성이 
약 40% 정도 감소한 반면, IL-4에 의해 증가된 활성은 대조

군 수준으로 100% 감소되었다. 또한 VacA와 IL-4로 함께 자
극을 가한 group에서는 90% 이상 매우 높게 감소하여 VacA 
자극에 의한 수준으로 감소하였다. 이와 같은 결과는 VacA 

자극에 의한 eotaxin 발현에 있어서 STAT6 pathway가 관여

하고 있음을 시사해 주고 있다. 그러나 이와 같은 추정은 
간접적 확인에 불과하다. 따라서 본 연구실에서는 인산화된 
STAT6 단백질과 핵 내의 STAT6 전사인자를 Western blot과 
electrophoretic mobility shift assay 등의 방법을 이용해 확인

하고 있다. 이와 같은 연구결과가 확인된다면 앞서 제시한 
가설을 보다 확실하게 증명할 수 있을 것으로 기대한다. 

VacA와 IL-4에 의하여 발현이 증가된 eotaxin은 호산구의 
유입에 관여할 것으로 추정된다. H. pylori에 감염된 환자의 
위조직에는 호산구가 비감염자에 비해 매우 높게 증가해 있
음을 알 수 있다 (13,22,29). 또한 H. pylori에 감염된 위점막 
내에서 호산구의 유입이 심할수록 위염의 정도가 심하다는 
연구보고는 (22) 호산구가 H. pylori에 의한 면역병리기전에 
매우 중요하게 관여하고 있음을 제시해 준다. 호산구는 감염

증 또는 종양에 대한 숙주 방어의 중심적인 역할을 수행할 
뿐만 아니라, 알레르기성 염증 질환 등에서는 세포 손상을 
매개하고 있다 (40). 특히 호산구에 의한 superoxide (O2

-)와 
hydrogen peroxide (H2O2)의 생성량은 호중구에 비해 몇십배 
더 높다는 점에 비추어 (34) 호산구는 가장 강력한 세포 독
성 세포라고 할 수 있다. 이와 더불어 H. pylori 감염증에서 
superoxide와 hydrogen peroxide에 의한 점막 염증 반응 가설

이 제시되고 있다 (3,4,30). 또한 호산구는 탈과립 과정을 통
해 eosinophil peroxidase (EPO), myeloperoxidase (MPO), eosino- 
phil cationic protein (ECP), eosinophil-derived neurotoxin (EDN) 
등과 같은 과립단백질을 분비한다 (38). 이와 같은 과립단백

질은 조직 독성이 매우 강하기 때문에 염증 반응에 직접적으

로 관여한다. 특히 EPO는 호산구의 respiratory burst 동안에 
생성되는 hydrogen peroxide (H2O2)의 산화 능력을 증강시켜 
세포 독성을 촉진시킨다 (38). 또한 EPO는 nitrite (NO2)를 
substrate로 하여 nitrotyrosine를 형성할 수 있다 (42). 그런데 
H. pylori는 매우 강력한 urease 활성을 지니고 있고 (36), 이 
균의 감염에 의해 위상피세포에서도 nitric oxide를 생성해 
낼 수 있다 (16,17). 따라서 H. pylori에 감염될 경우 위점막 
내에서는 nitrite의 농도가 높아지게 된다. 결국 H. pylori 감염

에 의해 점막 내로 유입된 호산구에서 생성된 EPO가 nitrite
를 분해함으로써 염증 반응을 더욱 촉진시킬 수 있음을 시
사해 준다. 이와 같은 고찰과 더불어 본 연구결과들은 H. 
pylori 병독인자인 VacA가 단핵구로부터 생성되는 IL-4와 함
께 위상피세포를 자극하여 eotaxin의 발현을 증가시키고, 이
어서 eotaxin은 호산구의 유입을 촉진시킴으로써 점막 염증 
반응을 더욱 증폭시킬 것이라는 가설의 일부를 증명하고 있

다고 할 수 있다. 
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