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Background: Intravenous immunoglobulin (IVIg) has been widely used in the management of patients with various 
autoimmune neurological diseases, however, its action mechanisms have not fully been elucidated yet. This study focused 
on the effects of IVIg on the production of interleukin-6 (IL-6), one of major proinflammatory cytokine, using a human 
skeletal muscle cell line (HM4). Methods: After HM4 cells were cultured in Dulbecco's modified eagle's medium 
(DMEM) containing 5% fetal bovine serum for 24 h, the culture medium was changed with serum-free media. TNF-α
(tumor necrosis factor-α, 100 ng/mL) and IVIg (5 mg/mL) were treated alone or in combination and cultured for various 
time. RT-PCR and ELISA kit were employed for mRNA expression and secretion of IL-6, respectively. Results:
Treatment with TNF-α or/and IVIg significantly induced IL-6 mRNA expression (p<0.001). Although IL-6 production 
was markedly increased by TNF-α (p<0.001), IVIg treatment alone or in combination with TNF-α had no effect on the 
production of IL-6 except at 6 h after the treatment. Conclusions: IVIg seems not to have a significant effect on IL-6 
production as an action mechanism of its immunomodulatory capabilities, at least in the HM4 cell line. 
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원    저

서  론

고농도 정맥 내 면역글로불린(intrvenous immuno-

globulin, IVIg)은 초기에 특발성 혈소판감소성자반증

(idiopathic thrombocytopenic purpura)이나 카와사키증

후군(Kawasaki syndrome)과 같은 자가면역 질환에 주

로 사용된 이후,1-3 최근에는 급, 만성 염증성탈수초성말

초신경병증이나 중증근무력증, 다발성경화증과 같은 많

은 자가면역성 신경계 질환의 치료에 그 사용 영역이 

확대되고 있다.4,5 그러나 IVIg가 이처럼 많은 질환에 널

리 사용되고 또한 치료 효과가 탁월함에도 불구하고, 아

직까지 정확한 작용 기전에 대한 이해가 부족한 실정

이다. IVIg의 작용 기전으로 Fc 수용체 매개 효과, 보

체(complement)의 조절, 사이토카인 생성 조절, 초항

원(superantigen)의 중화, 항인자형 항체(antiidiotypic 

antibody)에 의한 자기항체 중화, 면역글로불린의 대사 

항진을 유도하거나 T 임파구의 기능과 항체의 인식 조

절 등이 알려져 있다.6-8 이 중에서도 사이토카인에 대한 

IVIg의 영향에 관해서는 많이 알려져 있지 않다. 시험관

내 실험으로 리포다당질(lipopolysaccharide)로 자극을 
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가한 말초 혈액 단핵세포와 복막 대식세포에서 IVIg를 

투여하면 각각 IL-6, TNF-α와 IL-1의 생성이 줄어드

는 연구 결과가 보고되었다.9,10 또, IVIg를 투여한 환자

의 혈청에서 IL-1 수용체 길항물질(IL-1ra)이 증가하기

도 하고,11 IL-6, IL-8, IL-10, TNF-α 및 TGF-β의 생

성에 IVIg가 영향을 주는 것으로 알려져 있다.12-14

IL-6는 주로 대식세포나 T-임파구, 섬유모세포 등에

서 분비되는 전구염증성 사이토카인으로 B-임파구에서 

면역글로불린의 생성을 유도하고, T-임파구의 증식과 

세포독성 T-세포로 분화시키는 역할을 한다.
15
 뿐만 아

니라 감염에 대한 급성 반응에 관여하는 주된 사이토카

인 중 한 가지이다. 류마티스양관절염 환자의 윤활액

(synovial fluid)에는 다량의 IL-6가 존재하고, 이러한 환

자의 혈청 내 IL-6 양은 질병의 활성도와 밀접한 관계가 

있다.16 중증근무력증이나 근염과 같은 신경계 질환에서

도 IL-6가 질병의 병인에 어느 정도 관여를 하고 있다. 

근염 환자의 근육 조직에는 IL-6를 포함하는 다양한 사

이토카인들이 근육 내 염증세포나 내피세포, 혹은 근육

세포 자체에서 발현되거나 분비된다.
17-19
 뿐만 아니라 근

육세포주 세포20나 정상 근육세포21에서도 IL-6 mRNA

의 발현이나 분비가 확인되었다. 근육세포에서 분비되는 

다양한 사이토카인은 근염의 병인에 어느 정도 영향을 

주고 있는 것으로 알려져 있다.22 

저자들은 이러한 사실을 근거로 염증 상태의 근육에

서 IVIg가 IL-6의 발현이나 분비에 어떤 영향을 줄 것인

가에 대해 인간골격근 세포주인 HM4 세포를 이용하여 

조사해 보았다. 

대상과 방법

1. 재료

실험에 사용된 HM4 세포주는 기존의 SKM14 세포

주20와 동일한 성질의 인간골격근 근모세포(myoblast)

이다. 세포 배양에 사용된 Dulbecco's modified eagle's 

medium (DMEM), fetal bovine serum과 horse serum은 

Jeil Biotechservice Inc. (Daegu, Republic of Korea), 

trypsin, poly-D-lysine, penicillin 및 streptomycin은 

Sigma (Saint Louis, MO, USA)에서 구입하였다. cDNA

를 합성할 때 사용한 재료 중 Trizol과 M-MLV reverse 

transcriptase, yeast tRNA는 Invitrogen (Life Tech-

nologies, Rockville, MD), ribonuclease 억제제는 

Promega (Madison, WI, USA), isopropanol, chloroform

은 Sigma에서 구입하였다. 생성된 IL-6는 hIL-6 ELISA 

DuoSet (R&D systems, Minneapolis, MN, USA), 

ELISA-strip, 2×8 well flat bottom과 high binding 

removastrip용 96 well plate (Greiner, Maybachstrasse 

2, FH, Germany)를 이용하여 측정하였다. TNF-α는 

R&D systems사에서 구입하였고, IVIg (I.V.-Globulin 

S)는 녹십자(Yongin, Gyeonggido, Republic of Korea)

에서 제공해 주었다. 

2. 세포 배양

HM4 세포주 세포는 DMEM 용액에 5% fetal bovine 

serum과 5% horse serum, 그리고 1% penicillin 및 

streptomycin이 첨가된 배양액을 사용하여 37℃, 5% 

CO2 배양기에서 배양하였다.

3. IL-6 mRNA 발현 측정

6 well plate에 HM4 세포를 106 cell/well의 양으로 하

루 동안 배양한 후, 배양액을 무혈청 배양액(DMEM, 1 

mg/well)으로 바꾸고 reverse transcriptase-polymerase 

chain reaction (RT-PCR) 방법으로 mRNA 발현을 

측정하였다. 그 방법을 간단히 설명하면 다음과 같다. 

HM4 세포에 자극인자 TNF-α (100 ng/mL)와 IVIg 

(5 mg/mL)를 따로 따로 혹은 동시에 처리하고 4시간이 

경과한 다음, 배양액을 제거하고 well마다 산성 페놀

(acidic phenol), 클로로포름(chloroform), 구아니딘시안

산염(guanidine isothiocyanate)이 함유된 trizol 시약 

1 mL를 첨가한다. 상온에서 15분을 방치한 다음, 현미경

으로 plate 바닥에서 세포가 다 떨어졌는지를 확인하고 

용액의 점성이 없어질 때까지 1 mL 마이크로 파이펫으

로 피펫팅한다. 이 용액을 1.5 mL 마이크로 튜브에 옮긴 

후, 클로로포름 250 µL를 첨가하여 잘 흔들어 준 다음, 

얼음에서 15분간 방치하고 13,000 rpm에서 30분간 원심

분리하여 유기용매층과 mRNA가 함유된 상층액을 분리

시킨다. 이때 중간층에 있는 단백질 및 DNA가 빨려 올

라오지 않도록 주의하면서 상층액을 새 튜브에 옮기고 

클로로포름 250 µL를 넣어 다시 흔들어 준 다음, 13,000 

rpm으로 5분간 다시 원심분리 하여 잔존하는 페놀 용액

을 씻어준다. 혼합액의 상층액을 새 튜브에 옮기고, 같은 

용량의 isopropanol, 10 µL 효모 tRNA (10 mg/mL)를 

첨가하고 잘 섞은 후 -20℃에서 1시간 동안 방치하여 

RNA를 침전시킨다. 4℃, 12,000 rpm에서 30분간 원심분

리하여 RNA 침전물을 모은 다음, 75% 에탄올로 침전물

을 씻어 내고 10분 동안 건조시킨다. RT 완충용액(250 

mM Tris-HCl (pH 8.3), 375 mM KCl, 15 mM MgCl2), 

40 U/mL DNase가 함유된 용액을 25 µL 첨가하여 RNA 

침전물을 녹인 후, 37℃에서 20분 내지 30분 동안 반응시

켜 잔존 DNA를 제거시킨다. 그리고 95℃에서 10분, 얼

음에서 3분간 방치하여 DNase를 불활성화시키고, 30～

50 µL diethyl pyrocarbonate (DEPC) water (Upstate 

Biothechnology, Lake Placid, NY, USA)로 RNA가 잘 

섞일 수 있도록 피펫팅을 한다. 잘 섞인 RNA를 정량하

고 0.1 M DTT, M-MLV RTase (200 U/µL), 5× buffer, 

2.5 mM dNTP, RNasin (40 U/µL)이 함유된 용액 25 µL
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를 가한 다음, 37℃에서 2시간 동안 반응시켜 cDNA를 

합성한다. 이렇게 만들어진 cDNA에 PCR 완충용액(10

× buffer, 2.5 mM dNTP, primer, Taq. polymerase, 

template)을 넣고 PCR을 시행한다. 

hIL-6의 PCR primer sequence는 5‘-GTG TGA 

AAG CAG CAA AGA GGC-3' (sense primer)와 

5'-CTG GAG GTA CTC TAG GTA TAC-3' 

(antisense primer)이며, PCR product의 크기는 159 bp였

다. PCR 조건은 94℃에서 2분, 55℃에서 1분, 그리고 72

℃에서 1분으로 35사이클(IL-6)과 25사이클(GADPH)을 

수행하였다. 1.5% agarose gel running상에서 DNA를 

분리하고 0.5 µL/mL ethidium bromide로 염색을 하여 

PCR 밴드를 확인하였다.

4. IL-6 생성에 대한 ELISA 측정

96 well plate에 HM4 세포(105/well)를 하루 동안 

배양한 후, 무혈청 배양액으로 바꾸고 TNF-α (100 

ng/mL)와 IVIg (5 mg/mL)를 각각 그리고 동시에 처치

한 다음, 37℃, 5% CO2 배양기에서 6, 12, 24, 48, 72시간 

동안 배양하였다. hIL-6 immunoassay kit를 이용하여 

제조회사에서 지시한 측정 방법에 따라 시간에 따른 

IL-6의 양을 측정하였다.

5. 통계 분석

각 군 간의 IL-6 mRNA 발현과 사이토카인 생성은 

One-way ANOVA (Turkey-Kramer multiple com-

parisons test, GraphPad Instat, version 3.05)를 이용

하여 분석하였다. 데이터는 평균값±표준오차로 표기하

였으며, p<0.05이면 통계학적으로 유의한 차이가 있는 

것으로 판단하였다. 

결  과

아무런 자극이 없는 상태의 HM-4 세포에서 비록 소

량이지만 IL-6의 mRNA 발현이 관찰되었다. TNF-α 

(100 ng/mL) 혹은 IVIg (5 mg/mL)를 투여하고 4시간 

후에 IL-6 mRNA 발현은 현저하게 증가되었으며

(p<0.001), 특히 TNF-α에 의한 자극 효과가 두드려졌

다. TNF-α와 IVIg를 동시에 투여한 경우, 단독으로 투

여한 경우보다 의미 있게 IL-6 mRNA 발현이 증가되어

(p<0.001) 서로 상승 효과가 있는 것으로 판단되었다

(Fig. 1). 

IL-6 생성의 관점에서 IL-6 mRNA 발현과 다소 다른 

양상을 보여주었다. IVIg에 의한 IL-6의 증가는 관찰되

지 않아 대조군과 비슷한 IL-6의 생성이 관찰되었다. 자

극 시간이 길면 길수록 대조군과 IVIg 자극군에서 IL-6

의 생성이 증가하였지만, 의미 있는 차이는 아니었다. 한

Figure 1. IL-6 mRNA expression 4 h after TNF-α (100 ng/mL) 
or/and IVIg (5 mg/mL) administration to HM4 cells. TNF-α and 
IVIg, alone or in combination, induce a significant expression 
of IL-6 mRNA in HM4 cells (p<0.001).

Figure 2. IL-6 production of HM4 cells according to time (6 h, 
12 h, 24 h, 48 h, and 72 h) after treatment of TNF-α (100 ng/ 
mL) and/or IVIg (5 mg/mL). TNF-α significantly increases the 
production of IL-6 by time, but IVIg does not. Co-treatment of 
TNF-α and IVIg can not reduce IL-6 production except at 6 h. 
All values are mean±SEM. Asterisk indicates p<0.05.

편, TNF-α 자극군의 경우, 대조군이나 IVIg 자극군에 

비해 현저하게 IL-6의 증가를 보였으며 동시에 두 가지

를 처리한 경우에도 결과는 마찬가지였다(p<0.001). 그

러나 TNF-α와 IVIg를 동시에 투여한 경우와 TNF-α

를 단독으로 처리한 경우를 비교해 보면, 투여 6시간째

를 제외하고 IL-6의 생성에 의미 있는 변화는 관찰되지 

않았다. 다만, 투여 6시간째 TNF-a에 의한 IL-6 생성 

증가가 IVIg에 의해 어느 정도 억제되는 것으로 밝혀졌

다(p<0.05) (Fig. 2). 

고  찰

1981년 처음으로 사용된 이래, 다양한 영역의 질환에 

IVIg가 사용되고 있으며, 최근 신경계 질환의 영역에서

도 IVIg의 사용이 증가되고 있는 추세이다.
4-5
 이미 효과
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가 검증된 길랑-바레증후군(Guillain-Barre syndrome)

이나 다초점성운동신경병증(multifocal motor neuro-

pathy), 만성염증성탈수초성다발신경병증(chronic inflam-

matory demyelinating polyneuropathy)뿐만 아니라, 중

증근무력증, 다발성근염(polymyositis), 다발성경화증, 

근강직증후군(the stiff-man syndrome) 등 다양한 질환

의 치료에 IVIg가 시도되고 있다. 이들 자가면역 질환

을 치료하는 기전 중 하나가 IVIg에 의한 사이토카인 

분비의 조절이다.8 IVIg를 투여한 후 검사한 피부근염

(dermatomyositis) 환자의 근육 생검에서 MHC-I과 

ICAM-I의 발현이 현저하게 감소하였고,23 Ling 등

은 난치성 간질 환자에서 IVIg를 주고 나서 혈액 내 

Interferon-γ (IFN-γ)와 IL-6의 변화를 보고하였다.24 

염증성근병증의 근육 조직에 대식세포의 침윤이 특징

적이며,25 대식세포에서 생성되는 주된 사이토카인 중 하

나가 TNF-α이다. TNF-α는 IL-6를 포함하는 다양한 

사이토카인의 발현을 조장함으로써 염증반응에 관여한

다.20 본 실험에서도 TNF-α를 투여하고 나서 상당한 

IL-6의 증가가 관찰되었다. 처치 시간이 길수록 IL-6의 

생성이 증가하는 경향을 보였으나, 단일 용량만 사용하

였기 때문에 용량에 따른 IL-6의 변화는 확인할 수 없었

다. IVIg의 경우, mRNA 발현과 달리 의미 있는 IL-6의 

증가는 관찰되지 않았다. 이것의 정확한 이유를 알 수 없

지만, mRNA 발현 정도와 단백질의 생성이나 분비가 반

드시 일치하지 않는 점을 고려한다면 가능한 일이라고 

하겠다. 지금까지 IL-6에 대한 IVIg의 영향은 다양한 것

으로 알려져 있다. Ballow 등,7 Schiller와 Elinder,26 그리

고 Gupta 등
12
은 IVIg 투여 후에 IL-6의 양이 줄어드는 

것으로 보고하였지만, Ling 등24은 반대의 결과를 보고하

였다. 뿐만 아니라, IVIg 투여 후 IL-6의 증가 혹은 감소

되는 시점도 대체로 수십분에서 수시간이지만 길게는 

수일에 걸쳐 다양하게 나타났다. 이는 사용된 검사 방법

이나 면역글로불린의 종류와 용량이 서로 다르기 때문

으로 생각된다. 더욱 중요한 것은 연구 방법으로 생체내

(in vivo) 연구는 시험관내(in vitro) 연구와 달리 생체에 

존재하는 여러 가지 사이토카인이나 사이토카인의 생성

에 영향을 줄 수 있는 호르몬과 같은 물질, 혹은 이와 관

련이 있는 세포들과의 상관 관계로 인해 다양한 양상을 

보일 수 있다.

IVIg는 TNF-α를 포함하는 다양한 사이토카인의 생

성을 조절하며,27 TNF-α에 의해 조장된 염증반응을 억

제한다.28 IL-6의 대표적 기능 중 하나가 염증과 관련된 

것으로 B-cell을 자극하여 면역글로불린의 생성을 촉진

하고, IL-2와 IL-2 수용체를 통한 T-cell의 분화, 대식

세포의 분화를 유도한다. 특발성염증성근염(idiopathic 

inflammatory myopathy)과 같은 염증 상태의 근육에서 

IL-6의 발현이 증가되고,29 근모세포에 TNF-α와 같은 

염증성 자극을 주면 IL-6의 생성이 증가되는 점30을 고

려해 볼 때 근육 염증에 IL-6가 어느 정도 관련되어 있

음을 시사한다. 이러한 관점에서 HM4 세포에 TNF-α

와 IVIg를 동시에 투여하면 TNF-α에 의한 IL-6의 증가

가 억제될 것을 예상하였지만 투여 6시간을 제외하고 의

미 있는 IL-6의 감소가 관찰되지 않았다. 이것은 IVIg의 

항염증 효과가 적어도 근육세포에서 IL-6의 억제를 통

한 경로가 아닌 다른 경로로 인한 가능성을 의미한다. 하

지만 IVIg 투여 6시간 후 TNF-α만 처치했을 때에 비

하여 뚜렷하지는 않지만 통계적으로 의미 있는 IL-6의 

감소가 확인되었다. 이는 대부분의 연구처럼 IVIg 투여 

후 IL-6의 감소 시점이 수십분에서 수시간 이내인 것을 

감안하다면 시간적 요인에 의한 결과일 수도 있다. 본 실

험에 사용된 IVIg의 용량은 5 mg/mL로서 치료에 사용

되는 적정 용량을 투여하였을 때의 생체 내 농도(6 

mg/mL)27보다 다소 낮아 이것이 결과에 영향을 줄 수 

있었다고 생각된다. 

IL-6를 포함하는 여러 가지 사이토카인에 대한 IVIg

의 조절 기전에 관해서는 아직까지 정확하게 알려진 바 

없다. 다만 몇 가지 가능한 기전을 생각해 볼 수 있는데, 

첫째로 IVIg에 포함된 다양한 물질에 의한 효과이다. 

IVIg는 다량의 TGF-β를 포함하고 있는 것으로 알려져 

있다.14 TGF-β는 대식세포나 Th1 세포의 분화를 억제

하여 자가 면역반응을 감소시키는 역할을 한다. 둘째, 

IVIg는 다양한 항체를 포함하고 있어 이들 항체들이 항

사이토카인의 성질을 가지고 있는 것으로 알려져 있다.31 

마지막으로, 단백질의 응집을 막기 위해 IVIg에 첨가되

어 있는 sucrose나 maltose와 같은 안정제가 면역세포의 

증식을 억제하기도 한다.32 뿐만 아니라, 최근 난소암세

포를 산성 배지에서 배양하면 IL-8의 생성이 증가하는 

연구 결과33를 토대로 볼 때, 본 실험에 사용된 IVIg의 

이온농도(pH)가 4.25 (제품 설명서에 의거함)인 것을 감

안한다면 이것이 사이토카인의 생성에 영향을 미칠 가

능성을 배제할 수 없다. 

IVIg에 의한 IL-6의 분명한 억제가 관찰되지 않는다

고 해서 IVIg의 치료 효과를 나타내는 데 IL-6가 아무런 

역할을 하지 않는 것은 아니다. 최근에는 IL-6가 항염증 

사이토카인으로 분류되어야 한다는 주장이 있듯이,34 고

농도의 IL-6는 IL-1 receptor antagonist (IL-1ra)의 발

현을 유도함으로써 대표적인 전구염증성 사이토카인인 

IL-1의 기능을 억제하여 오히려 항염증작용을 나타내기

도 한다.
35
 최근의 한 연구에 의하면, 생리적 농도의 IL-6

가 IL-1ra뿐만 아니라 IL-10의 생성을 촉진하여 역시 항

염증 효과를 보인다고 하였다.36 게다가 IL-6는 근모세포

(위성세포, satellite cell)의 증식을 유도하는 것으로 알

려져 있고,37 IL-6 receptor (IL-6R)와 같이 작용하여 근

육세포에 gp130의 발현을 유도함으로써 심장근육의 비

대를 초래하는 것
38
으로 보아 IL-6가 근육의 재생에 긍

정적인 효과를 보이는 것으로 판단된다.

본 연구의 결과에 의하면, IL-6에 대한 IVIg의 효과는 

적어도 근육세포에서 주된 항염증 기전으로 작용하지 



인간 골격근세포주(HM4)에서 Interleukin-6 생성에 대한 정맥내 글로불린의 효과 

22권 3호 대한신경과학회지 253

않는 것으로 판단된다. 하지만 실험에 사용된 세포가 유

전적으로 조작된 세포인 것, IVIg의 농도가 일반적으로 

치료에 사용되는 용량에서 기대되는 혈중 수치보다 조

금 낮은 것, IL-6 이외 IVIg의 항염증 효과와 관련된 다

른 사이토카인의 분석이 없었던 것 등이 근육세포에서 

IL-6를 통한 IVIg의 항염증 기전을 이해하려고 시도한 

이 논문의 단점이다. 향후, 근육세포의 일차 배양을 통하

여 여러 종류의 면역글로불린 및 다양한 농도를 적용함

으로써 염증과 관련된 많은 사이토카인의 분석이 근육 

질환에서 IVIg의 항염증 기전을 이해하는 데 도움이 될 

것이다. 
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