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1)

서 론

미생물의 감염은 체내의 세포에 의해 인지되어 초기에 과립

구, 대식세포, 자연 살해 세포, 세포독성 임파구 등의 비특이적

면역체계에 의해 파괴되며 이때의 염증 반응은 여러 사이토카인

및 지질 중계물질(lipid mediator)들에 의해 조절된다.
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Granulocyte colony stimulating factor(G-CSF)와 granulo-

cyte macrophage colony stimulating factor(GM-CSF)는 과립

구의 증식과 생성뿐만 아니라 성숙 과립구의 강력한 활성인자로

작용하는 가장 중요한 사이토카인이며
1)
, 각각에 대한 특이세포

표면수용체에 결합함으로써 생리학적 효과를 나타낸다. G-CSF

는 주로 단구(monocyte)나 대식세포에서 만들어져 혈중으로 분

비되나 내피세포(endothelial cell)나 T임파구, 섬유모세포에서도

생성되는 것으로 아려졌다. 한편 CSF 수용체는 CD34 양성 미

성숙 골수 세포로 부터 말초혈액의 성숙 과립구까지 넓게 발현

되며
2)

내피세포같은 비조혈세포에서도 발현되나 림프구, 적혈구

백혈구 증가증 환아의 혈장내 G-CSF와 GM-CSF의

농도 및 과립구에서의 이들 수용체의 발현
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Purpose : Granulocyte-colony stimulating factor(G-CSF) and granulocyte macrophage-colony stimu-

lating factor(GM-CSF) are principal cytokines in granulopoiesis and their physiologic effects are

mediated through binding to specific cell surface receptors. Although it is known that the level of

serum G-CSF and GM-CSF, and presentation of the receptors are increased in infectious diseases,

there have been no studies to find the correlation between the granulopoiesis and leukocytosis. This

study was designed to measure G-CSF and GM-CSF in leukocytosis and in control and to demon-

strate the possible pathogenesis of granulopoiesis in leukocytosis using quantitative analysis of G-

CSF, GM-CSF and their CSFr.

Methods : The plasma levels of G-CSF, GM-CSF of 13 children without leukocytosis and 14 chil-

dren with leukocytosis were measured. Counts of cell surface G-CSFr and GM-CSFr were measured

by combining anti G-CSFr and anti GM-CSFr monoclonal antibodies to their respective receptors by

using quantitative flow cytometric assay.

Results : There was no significant difference betweeen the plasma concentration of G-CSF and

GM-CSF in acute leukocytosis and in the control group. However, levels of G-CSFr in acute leuko-

cytosis decreased significantly compared to the control(P=0.012) and the levels of GM-CSFr in both

groups revealed no significant difference.

Conclusion : Increase in the number of leukocyte in leukocytosis was mediated by increasing the

number of neutrophil, and increased plasma concentration of G-CSF may be the cause of neutro-

philia. But GM-CSF did not have any influence on leukocytosis. (J Korean Pediatr Soc 2003;46:

271-276)

Key Words : Granulocyte-colony stimulating factor(G-CSF), Granulocyte macrophage-colony stimu-

lating factor(GM-CSF), G-CSF receptor, GM-CSF receptor, Leukocytosis
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모세포, 호염구에는 표현되지 않는다
3, 4)

. 감염시 염증세포 및 사

이토카인 등의 상호 상관관계에 대한 정확한 이해는 아직 부족

한 실정이나 급성기 중 interleukin(IL)-1, tumor necrosis fac-

tor(TNF)-α, IL-2, interferon-γ, IL-6, IL-8, soluble IL-2

receptor등의 증가, T-세포, B-세포 활성화 등이 염증반응에 관

여하는 것은 잘 알려져 있다
5)
. 백혈구 증가증 초기에 띠중성구

나 후골수구 등의 미숙 중성구를 비롯한 백혈구가 증가하며, 백

혈구 증가증의 이환시에 여러 가지 세포로부터 산소기의 생성의

증가가 직접적으로 혈관 손상을 일으키고
6)

특히 Niwa와 Soh-

miya
7)
에 따르면 중성구에서 생성된 산소가 혈관 내피세포 손상

을 준다고 하였다. 백혈구 증가증에서 혈중 백혈구를 증가시키고

활성화시키는 사이토카인인 G-CSF의 혈청내 농도가 증가되어

있다고 알려졌으나
8-10)

, GM-CSF에 대한 연구는 없었으며 백혈

구 증가증 환아의 과립구가 정상아와 동일하게 G-CSF 수용체

(G-CSFr)와 GM-CSF 수용체(GM-CSFr)를 발현하고 있는지

여부는 아직 연구된 바 없었다. 본 연구에서는 백혈구 증가증

환아에서 G-CSF, GM-CSF의 증감이 과립구 수의 증가와 관련

되어 있는지 여부와 이들 수용체에 변화가 있는지 여부를 알아

보고 수용체를 포화시키기에 충분한 과량의 해당 CSF와 결합시

킨 후 결합하지 않고 남은 수용체의 발현양 즉, 활동성 수용체

의 발현양에는 어떤 변화가 있는지를 분석하여 백혈구 증가증의

과립구 수 증가에 G-CSF, GM-CSF, G-CSFr, GM-CSFr이

어떤 역할을 하는지 규명하고자 하였다.

대상 및 방법

1. 대상 및 재료

2000년 9월부터 2001년 12월까지 가톨릭대학교 성가병원과

강남성모병원에서 백혈구 증가증으로 진단받은 환아 14명에서

치료 시작 전의 급성기 말초혈액을 채혈하여 ethylenediamine

tetraacetic acid(EDTA)로 항응고를 시킨 후 이용하였다. 대조

군은 알레르기성 자반증, 혈소판 감소성 자반증, 장중첩증 등 비

감염성 질환으로 입원한 환아로 말초혈액 백혈구 수가 정상이었

던 아동 13명을 하였다. 백혈구 증가증 군의 남녀비는 8 : 6이었

고 평균연령은 3.2±2.5세이었으며 대조군의 남녀비는 5 : 8이고

평균연령은 4.6±3.4세이었다. G-CSF와 GM-CSF의 혈장 농도

측정을 위한 검체는 정맥혈로부터 혈장을 즉시 분리하여 -70℃

냉동고에 보관하였다가 해동 후 분석하였고, G-CSFr와 GM-

CSFr의 분석은 검체 채취 후 즉시 자동혈구 분석기(Coulter

Electronics, USA)로 말초혈액 분석을 시행한 후 실온(18-20℃)

에 보관하였다가 최대 4시간 이내에 시행하였다.

2. 혈중 G-CSF와 GM-CSF의 정량분석

혈장은 37℃ 수조에서 해동 후 즉시 분석에 이용하였다. 환아

군 및 대조군의 혈장의 G-CSF와 GM-CSF 농도는 enzyme

linked immunosorbant immunoassay(ELISA) 원리를 이용한

면역측정 키트(R & D Systems, MN, USA)로 시행하였다. 방

법은 제조사의 지시에 따랐으며 최종산물의 발색 정도는 micro-

plate spectrophotometer(Behring Co., Germany)를 이용하였

다. 모든 검체와 표준물질은 정확성을 위하여 이중 검사 후 평

균을 이용하였고, 표준물질들을 이용한 표준 곡선으로 각 검체의

농도를 환산하였다.

3. 세포표면 G-CSFr과 GM-CSFr의 정량

EDTA로 항응고된 전혈 검체 50 μL를 phycoerythrin(PE)이

부착된 항 G-CSF 수용체 단클론항체(PE conjugated mouse

anti-human CD114, Pharmingen International, San Diego,

CA)와 항 GM-CSF 수용체 단클론항체(PE conjugated mouse

anti-human CD 116, Serotec, Oxford, UK) 5 μL와 각각 혼

합한 다음, 암실에서 30분간 방치한 후 적혈구 용혈 용액(Bec-

ton Dickinson, NJ, USA) 2 mL를 첨가하여 용혈시켰다. 원심

분리된 침전물은 phosphate buffered saline(PBS)로 3회 세척

한 후, 유세포 분석기(FACSCalibur, Becton Dickinson, NJ,

USA)로 CELLQuest 소프트웨어를 이용하여 분석하였다. 결과

는 게이트된 각 세포군의 형광 강도의 기하 평균(geometric

mean)으로 기록하였고, 세포당 결합된 PE 분자 수로 환산하는

것은 PE 보합형광키트(QuantiBRITE, Becton Dickinson, San

Diego, CA)와 QuantiQuest 프로그램을 이용하였다. Quanti-

BRITE는 매번 환아의 검체와 같이 측정하였다.

4. 과량의 CSF 처리 후 CSF와 결합하지 않은 수용체의
정량분석

수용체를 포화시키기에 충분한 과량의 해당 CSF와 결합시킨

후 결합하지 않고 남은 수용체의 발현양 즉, 활동성 수용체의

발현양에는 어떤 변화가 있는지를 분석하기 위하여 말초혈액 검

체의 1×10
6
개당 0.5 μg의 G-CSF(Neutrogen, Choong Wae

Pharm, Korea), 2 μg의 GM-CSF(Leukogen, LG Pham,

Korea)를 혼합한 후 각각 37℃에서 1시간 동안 배양하여 PBS

로 3회 세척하고 각각의 G-CSFr과 GM-CSFr를 유세포 분석

기를 이용하여 정량적으로 분석하였다. 채혈의 부족으로 인하여

정상 대조군은 12명, 백혈구 증가증 환아군은 11명을 대상으로

하였다.

5. 통 계

환아군과 대조군의 결과 분석은 SPSS 소프트웨어를 이용한

Mann-Whitney U test를 이용하였고 유의성 검정은 Wilcoxon

Singed Ranks test를 이용하였다. CSF 처리 전과 후의 비교는

paired sample t-test를 이용하였고, 백혈구 수, 혈장의 각 CSF

농도, 백혈구의 CSFr 발현양과의 상관관계는 Pearson의 상관분

석을 통하여 상관계수와 유의도를 구하였다.
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결 과

1. 말초 혈액 분석 결과

총 백혈구 수는 백혈구 증가증 환아에서 24,100±6,960/μL로

정상아의 8,680±3,780/μL에 비해 통계적으로는 유의하게 증가

되어 있었으며(P=0.016), 중성구는 정상아 3,360±2,120/μL, 백

혈구 증가증 환아 20,800±6,690/μL으로 유의한 증가를 보였고

(P=0.000), 단구는 정상아 560±330/μL, 백혈구 증가증 환아

760±630/μL으로 유의한 차이가 없었다(P=0.203). 백혈구 증가

증 환아의 경우 총 백혈구 수는 중성구수 증가에 따라 증가하였

다(r=0.944, P=0.000).

2. 혈중 G-CSF와 GM-CSF 농도

혈중 G-CSF 농도는 백혈구 증가증 환아에서 164.0±187.5

pg/mL로 정상아의 71.9±94.1 pg/mL보다 증가된 경향을 보이

고 있었으나 통계적으로 유의한 차이가 없었고(P=0.217), 혈중

의 GM-CSF 농도는 백혈구 증가증 환아에서 4.7±1.0 pg/mL

로 정상아의 4.0±3.5 pg/mL보다 유의한 차이가 없었다(P=

0.968, Table 1).

3. 중성구의 G-CSFr과 GM-CSFr 발현양

중성구의 G-CSFr의 발현양은 백혈구 증가증 환아에서

963.6±575.7로 정상아의 1711.1±452.6에 비해 유의한 감소를

보였으며(P=0.012), GM-CSFr의 발현양은 백혈구 증가증 환아

에서 471.7±217.0으로 정상아의 854.8±383.0과 유의한 차이가

없었다(P=0.220)(Table 1).

4. 과량의 CSF 처리 후 G-CSFr과 GM-CSFr
발현양의 변화

본 실험에 사용한 항 G-CSFr 항체가 결합하는 epitope은 수

용체가 G-CSF와 결합하는 부위와 가까와서 G-CSF와 결합한

수용체에는 다시 결합하지 못하는 것으로 판단되었다. 따라서 과

량의 CSF를 처리한 후 항체에 결합하는 수용체의 양을 측정하

여 CSF처리 이전에 비해 감소한 수용체 수는 CSF와 결합 가능

한 활성 수용체의 양을 의미하는데 정상아에서는 1,012.2±488.5,

백혈구 증가증 환아에서는 407.8±405.1로 백혈구 증가증 환아에

서 유의하게 감소되어 있었다(P=0.050, Table 2). 백혈구 증가

증 환아에서 활성 G-CSFr의 양은 혈중 G-CSF 및 GM-CSF

농도와 무관하였고(P=0.735, P=0.087), 정상아의 경우에서도 혈

중 G-CSF나 GM-CSF 농도 모두와 무관하였다(P>0.05). 수용

체가 포화되기에 충분한 과량의 GM-CSF 처리 후에 중성구의

GM-CSFr의 발현양을 배양 전과 비교한 결과는 항상 증가되는

양상을 보였는데, 이는 본 실험에서 사용한 항 GM-CSFr 항체

epitope가 항 G-CSFr 항체 epitope와 달리 GM-CSF와 GM-

CSFr의 결합여부에 영향을 받지 않으며 결국 총 GM-CSFr양

을 나타낸다고 생각된다. 증가된 GM-CSFr의 발현양은 정상아

576.0±529.6, 백혈구 증가증 환아 566.0±317.1로 유의한 차이를

보이지 않았다(P=0.828, Table 2).

고 찰

백혈구 증가증은 병원체 감염에 의해서 단구 등 면역적격세포

(immunocompetent cell)의 수나 기능이 변화됨에 이어 체액 및

Table 1. The Plasma Concentration of Colony Stimulating Factor Quantities of Receptor Molecules for Colony Stimulating Fac-
tors in Neutrophils in Normal Children and Patients with Leukocytosis(mean±S.D)

Group G-CSF GM-CSF G-CSFr GM-CSFr

Normal(n=13)

Leukocytosis(n=14)

71.9±94.1

164.0±187.5

4.0±3.5

4.7±1.0

1,711.1±452.6

963.6±575.7
*

854.8±383.0

471.7±217.0

*
P=0.012 compared with normal control
Unit of G-CSF and GM-CSF is pg/mL, Unit of G-CSFr and GM-CSFr is number of bound PE molecules per cell

Table 2. Quantities of Receptor Molecules for Colony Stimulating Factors(CSFr) after CSF Binding on the Surface of Neu-
trophils in Normal Children and Patients with Leukocytosis

Receptor Group CSF binding Counts of PE molecules Changed molecules

G-CSFr

GM-CSFr

Normal(n=12)

Leukocytosis(n=11)

Normal(n=12)

Leukocytosis(n=11)

Before

After

Before

After

Before

After

Before

After

1,729.2±449.6

724.1±142.3

963.6±575.7

555.8±263.3

857.1±365.4

1,434.1±825.8

471.7±217.0

1,037.7±155.2

-1,012.2±488.5

-407.8±405.1
*

576.0±529.6

566.0±317.1

number of bound PE molecule per cell±S.D. of mean,
*
P=0.050 compared with normal control
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세포매개성 면역학적 이상으로 발생한다는 가설이 있고
11-14)

, 이

러한 면역질환의 증거로는 백혈구 증가증 급성기에 대식세포/단

핵구의 증가, 다클론성(polyclonal) B림프구의 활성화, 활성화된

helper T림프구의 증가
15-17)

및 사이토카인 IL-1, IL-2, TNF-

α, IFN-γ, IL-6, IL-8의 증가
18-24)

를 들 수 있다. 그중 G-

CSF는 다핵구의 분화에 중심 역활을 하여 감염에 대한 숙주방

어 및 염증반응의 중심되는 사이토카인으로 알려졌다.

최근 들어서는 백혈구 증가증 급성기에 과립구가 증가되어 있

으며 이 과립구를 증진시키고 활성화시키는 사이토카인인 G-

CSF, M-CSF의 혈청내 농도가 증가되어 있음이 보고된 바 있

으나
8, 10, 25)

단순한 혈청농도 증가가 보고된 것 외에 수용체와의

결합여부 및 정상아와의 비교에 관한 연구는 없었다.

본 연구 결과 백혈구 증가증에서 총 백혈구 수의 증가는 주

로 중성구의 증가와 동반되었으며, 정상아에서는 총 백혈구 수

증가와 중성구 수 증가는 상관관계가 없었으나 백혈구 증가증

환아의 경우에는 중성구 수 증가에 따라 총 백혈구 수 증가를

보였다. 이것으로 백혈구 증가증 환아의 백혈구 수의 증가는 중

성구 수의 증가에 의한 것임을 알 수 있었고 이 결과는 Leung

등
15)
의 보고와 일치하였다.

Igarashi 등
8)
과 Suzuki 등

10)
은 백혈구 증가증 급성기에 혈중

G-CSF의 농도는 정상에 비해 증가되었다가 회복기에 감소하여

정상치로 회복된다 하였으며, Inoue 등
9)
은 질병 초기 혈중 G-

CSF 농도는 증가되나 혈중 M-CSF 농도는 정상아와 차이가

없다고 하였고, 그러나 Suzuki 등
10)
은 G-CSF 농도가 현저히

감소한다고 하였다.

그러나 본 연구에서는 혈중 G-CSF와 GM-CSF 농도가 모두

정상아와 백혈구 증가증 환아에서 유의한 차이를 보이지 않았다.

그러나 혈중 G-CSF 농도는 백혈구 증가증 환아에서 통계적으

로 유의하지는 않으나 높은 경향을 보였다. G-CSF 투여 후 1

시간에는 과립구의 일시적인 감소를 일으키며 이후 골수에서 과

립구를 동원하여 정상보다 증가하여 G-CSF 중단후 3일 까지

높은 상태를 유지한다
26)
. 특히 과립구 중 주로 호중구의 증가를

일으킨다
27)
. G-CSF의 투여는 호중구의 수를 증가시켜 일반적인

감염의 치료나 백혈구 감소증의 감염 치료에 도움을 준다
28)
. 그

러나 감염이 혈중 G-CSF의 증가를 일으키는지에 대해서는 아

직 정설이 없다. 본 연구에서 G-CSF 농도는 백혈구 증가증 환

아에서 증가되는 경향을 보이나 통계학적 의미가 없었던 것은

실험의 대상의 수가 적었던 것이 원인으로 사료되며 이에 대한

것은 추후에 더 연구되어져야 할 것이다. 한편 GM-CSF 농도

에 대한 연구결과는 저자들의 조사로는 최초의 연구결과로 생각

된다.

백혈구 증가증 환아에서 중성구의 G-CSFr와 GM-CSFr의

발현양에 대한 연구는 아직 없었으며 저자들은 백혈구 증가증

환아에서 중성구의 G-CSFr의 발현양은 정상아에 비해 감소하

였으며 GM-CSFr의 발현양은 정상아와 유의한 차이가 없음을

알 수 있었다. 백혈구 증가증 환아에서 중성구의 G-CSFr의 발

현양은 정상아에 비해 감소한 것은 백혈구 표면의 G-CSFr이

이미 G-CSF에 의해 채워져 있음을 의미한다.

말초혈액을 수용체가 포화되기에 충분한 과량의 G-CSF와 처

리 후에 감소된 중성구의 G-CSFr의 양, 즉 활성화된 G-CSFr

의 양은 백혈구 증가증 환아에서 유의하게 감소되어 있었다. 이

는 정상군에 비해 백혈구 감소증 환아의 백혈구 표면의 G-

CSFr이 많이 이용되었음을 의미하는 것으로 생각된다. 활성화된

G-CSFr의 양은 정상아와 백혈구 증가증 환아 모두에서 혈중

G-CSF 및 GM-CSF 농도와는 무관하였다.

말초혈액을 수용체가 포화되기에 충분한 과량의 GM-CSF와

처리한 후에 중성구 GM-CSFr의 발현양을 배양 전과 비교한

결과, 증가된 GM-CSFr의 발현양을 보였으며 이는 정상아와 백

혈구 증가증 환아에서 유의한 차이를 보이지 않았다.

이상을 종합하면 백혈구 증가증에서는 중성구 수 증가에 의하

여 총 백혈구 수가 증가되고 혈중 G-CSF의 농도는 중성구 증

가의 원인으로 생각되며 G-CSFr과 결합하여 백혈구 증가증을

일으키는 것으로 보인다. GM-CSF 농도 및 GM-CSFr은 백혈

구 증가에 영향을 주지 않음을 알 수 있었다.

요 약

목 적: G-CSF와 GM-CSF는 과립구생성에 중요한 사이토카

인으로서, 각각의 수용체 G-CSFr과 GM-CSFr에 결합하여 기

능을 하게 되며, 이들 수용체들은 미성숙 골수 세포로부터 성숙

된 말초 과립구까지 발현된다. 일반적으로 혈중 G-CSF와 GM-

CSF의 농도 및 이들 수용체의 발현은 과립구가 증가하는 감염

질환에서 변화한다고 알려져 있으나, 백혈구 증가증에서 과립구

수 증가와 관련된 변화에 대해서는 아직 연구된 바가 없다. 본

연구에서는 백혈구 증가증 환아와 정상아의 혈중 G-CSF와

GM-CSF의 농도를 측정하고 말초혈액의 과립구 표면에 존재하

는 이들의 수용체를 정량분석하였으며, 활동성이 있는 수용체 발

현 양에는 어떤 변화가 있는 지를 분석하여 백혈구 증가증 환아

의 과립구 수 증가와 G-CSF와 GM-CSF 및 이들 수용체 변화

의 관련성을 규명하고자 하였다.

방 법:정상 대조군으로서 비감염성 질환으로 입원한 같은

연령대의 아동 중 말초혈액 백혈구 수 및 중성구 수가 정상인

아동 13명과 급성기 초기의 백혈구 증가증 환아 14명, 총 27명

의 혈중 G-CSF와 GM-CSF의 농도를 측정하였고 세포표면

G-CSFr와 GM-CSFr의 발현양은 각각 항 G-CSF 수용체 단

클론항체, 항 GM-CSF 수용체 단클론항체와 혼합 후 유세포

분석기를 이용하여 정량적으로 분석하였으며, 활동성 G-CSFr,

GM-CSFr의 양적변화를 유세포 분석기를 이용하여 측정하였다.

결 과:백혈구 증가증 환아의 총 백혈구 수는 24,100±6960/

μL로 정상 대조군 8,680±378/μL에 비해 유의하게 증가되었으

며 중성구 수는 백혈구 증가증 환아에서 유의하게 증가되어 있

었으나(20,800±2120/μL vs 3,360±2,120/μL) 단구수는 차이가
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없었다. 혈중 G-CSF의 농도 164.0±187.5 pg/mL는 정상 대조

군 71.9±94.1 pg/mL과 감소된 경향을 보였으나 통계적으로 유

의한 차이가 없었고(P=0.217) 혈중 GM-CSF의 농도도 유의한

차이가 없었다(P=0.968). 백혈구 증가증 환아의 중성구의 G-

CSFr 발현양 963.6±575.7은 정상대조군 1711.1±452.6에 비해

유의한 감소를 보였으며(P=0.012), 백혈구 증가증 환아의 중성

구의 GM-CSFr의 발현양 471.7±217.0은 정상대조군의 854.8±

383.0과 통계적으로 유의한 차이가 없었다(P=0.220). 항 G-

CSFr항체는 수용체가 G-CSF와 결합하고 나면 수용체에 결합

하지 못하는 epitope에 대한 항체로 보여지며, 수용체를 포화시

키기에 충분한 과량의 CSF와 배양시킨 후 포화농도에도 결합하

지 않은 수용체의 양을 측정하면 남은 수용체 즉, 활동성 수용

체 수는 감소하게 되는데, 백혈구 증가증 환아에서 과량의 G-

CSF에 배양한 후 감소된 중성구 G-CSFr의 발현양은 407.8±

405.1로 정상 대조군의 1,012.2±488.5에 비해 유의한 감소를 보

였고(P=0.050), 혈중 G-CSF 농도 및 혈중 GM-CSF 농도와

무관하였다(P=0.735, P=0.087). 백혈구 증가증 환아와 정상대조

군에서 수용체를 포화시키기에 충분한 과량의 GM-CSF에 배양

한 후 중성구의 GM-CSFr의 발현양을 분석한 결과는 발현이

증가된 소견을 보였다. 증가된 중성구의 GM-CSFr의 발현 양은

정상아 및 백혈구 증가증 환아에서 유의한 차이가 없었다(P=

0.828).

결 론:백혈구 증가증에서는 중성구 수 증가에 의하여 총 백

혈구 수가 증가되고 혈중 G-CSF의 농도는 중성구 증가의 원인

으로 생각되며 G-CSFr과 결합하여 백혈구 증가증을 일으키는

것으로 보인다. GM-CSF 농도 및 GM-CSFr은 백혈구 증가에

영향을 주지 않음을 알 수 있었다.
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