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1)

서 론

운동 유발성 천식은 운동 후 기도폐쇄로 인한 기침, 천명, 호

흡곤란을 특징으로 하는 질환이다
1)
. 운동이 기관지 수축을 일으

키는 기전에 대해서는 아직까지 정확히 밝혀져 있지 않은 상태

로 몇몇 가설들이 주장되고 있다
2)
. 첫째, 고삼투압 가설로서 운

동으로 인해 기도 표면의 수분 소실이 발생하게 되면 삼투압의

증가를 일으켜 염증 세포로부터 여러 화학매개체가 유리되어 기
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관지 수축을 일으킨다는 가설이다. 천식과 같이 기도 내에 만성

염증이 존재할 경우에는 염증 자체가 수분 소실을 더욱 용이하게

함으로써 운동으로 인한 기관지 수축이 쉽게 일어나게 된다
3, 4)
.

운동 유발성 천식의 발병에 대한 다른 가설로는 수분 소실에 의

한 건조보다는 기도 내 온도 변화에 의해 기관지 수축이 발생한

다는 설이다. 즉, 운동으로 인해 기도 내의 온도가 감소하게 되

면 점막하 혈관들의 확장이 일어나고 기도 점막의 부종이 초래

되어 결국에는 기도가 좁아진다는 가설이다
5-7)
.

호산구는 기관지 천식 및 아토피 피부염 등 알레르기 질환에

서 염증반응을 일으키는데 핵심적인 역할을 하며
8)
, 침윤된 호산

구 수와 천식 증상의 심한 정도와의 상관성이 잘 알려져 있다
9)
.

활성화된 호산구는 반응성 산소 매개체(reactive oxgen inter-

mediates), 지질 매개체(lipid mediators), 세포독성 과립성 단백

(cytotoxic granular proteins) 등을 분비함으로써 기도 조직에
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Purpose : Airway dehydration and subsequent hyperosmolarity of periciliary fluid are considered

critical events in exercise-induced bronchoconstriction. The aim of this study was to establish if a

hyperosmolar challenge could induce activation of eosinophils.

Methods : Human eosinophilic leukaemic cell lines, EoL-1 cells were incubated with hyperosmolar

solutions for 15 minutes. Activation of EoL-1 cells was monitored by degranulation and superoxide

anion production. In addition, we examined surface expression of CD69 and ICAM-1.

Results : Hyperosmolar stimuli didn't induce superoxide anion production and degranulation. In addi-

tion, EoL-1 cells cultured with hyperosmolar medium at 930 mOsm/kg H2O resulted in no significant

increment in fluorescent intensity of CD69 and ICAM-1 expression compared with results for cells

incubated with isomolar medium.

Conclusion :We found that hyperosmolar stimuli don't cause activation of EoL-1 cells, but further

studies are required to determine the role of eosinophil in the mechanism of exercise-induced asth-

ma. (Korean J Pediatr 2005;48:881-885)
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손상을 일으켜 알레르기 증상을 나타낸다
10)
. 세포독성 단백에는

major basic protein(MBP), eosinophil cationic protein(ECP),

eosinophil peroxidase(EPO), eosinophil protein X(EPX) 등이

있다.

본 연구에서는 운동 유발성 천식의 발병기전으로 생각되어지

는 고삼투압 환경을 호산구 세포주(human eosinophilic leu-

kaemic cell line, EoL-1 cells)에 자극했을 때 여러 염증 매개

체의 분비와 호산구 세포의 활성화 지표로 알려져 있는 CD69와

유착분자 중에 하나인 intracellular adhesion molecule-1

(ICAM-1)의 발현 여부를 알아보고자 하였다.

대상 및 방법

1. 호산구 세포주 배양

호산구 세포주인 EoL-1 세포(Riken Cell Bank, Tsukuba

Science City, Japan)를 L-glutamin, gentamycin sulfate, 10%

fetal bovine serum(FBS)이 첨가된 RPMI 1640(Gibco BRL,

Grand Island, N.Y., USA) 배양액에 풀어 세포 배양기(37℃,

5% CO2)에서 계대 배양하였다. 배양액은 3-4일 간격으로 갈아

주었다.

2. Superoxide anion의 측정

EoL-1 세포를 다양한 삼투질 농도(250-930 mOsm/kg H2O)

의 만니톨 용액에 15분 동안 자극시켰다. 각각의 EoL-1 세포를

세척한 후 10 mM HEPES, 0.03% gelatin, 100 uM cyto-

chrome c가 포함된 Hanks balanced salt solution(HBSS; pH

7.4) 용액을 첨가하여 96-well 조직 배양 플레이트에 분주하였

다. 550 nm의 파장에서 microplate reader(Thermomax, Mo-

lecular Device, Sunnyvale, Calif., USA)를 이용하여 30분 간

격으로 4시간 동안 흡광도를 측정하였다. 흡광도를 측정하지 않

을 동안 37℃, 5% CO2에서 배양하였다. Superoxide anion의

생성 정도는 흡광 계수(extinction coefficient : 21.1×10
-3
M/cm

for reduced cytochrome c)를 이용하여 측정하였다.

3. EoL-1 세포 표면의 CD69 및 ICAM-1 발현의 측정

EoL-1 세포(1×10
6
/mL)를 930 mOsm/kg H2O 삼투질 농도

의 만니톨 용액과 295 mOsm/kg H2O 삼투질 농도의 RPMI

1640 배지에 각각 15분 동안 자극시킨 후 ECP 측정을 위해 배

양 상층액을 -20℃에서 보관하였다. 수거된 EoL-1 세포를 1%

fetal bovine serum(FBS)이 포함된 phosphate-buffed saline

(PBS) 용액으로 2-3회 세척한 후 FITC-conjugated mouse

anti-human CD69 mAb(BD Bioscience, San Jose, Ca, USA)

와 FITC-conjugated mouse anti-human ICAM-1 mAb(R &

D systems Inc., Minneapolis, MN, USA)를 각각 첨가하여

4℃에서 30분간 보관하였다. FITC-conjugated mouse IgG1

mAb(R & D systems Inc., Minneapolis, MN, USA)를 iso-

type control antibody로 사용하였다. 이후 세포를 세척하였고,

0.5% paraformaldehyde로 고정한 후 FACScan(BD Biosci-

ence, San Diego, Ca., USA)을 이용하여 CD69와 ICAM-1의

발현을 측정하였다. 다음 실험으로 EoL-1 세포를 고삼투압의

만니톨 용액과 등장성의 RPMI 1640 배지에 각각 15분간 자극

시킨 후 배지를 등장성인 RPMI 1640으로 바꾸어 37℃, 5%

CO2에서 배양하였다. 5시간 동안 배양한 후 위에서 설명한 바와

같이 EoL-1 세포 표면의 CD69 및 ICAM-1의 발현을 측정하였

다.

4. 상층액 내 ECP 측정

앞서 보관해 놓은 배양 상층액 내의 ECP 농도를 Pharmacia

CAP system(Pharmacia diagnostics, Uppsala, Sweden)을 이

용하여 radioimmunoassay kit으로 측정하였다.

5. 통계 분석

통계 처리는 SPSS 11.0을 이용하여 student's t-test를 실시

하였으며, 유의성 검정은 P<0.05 경우 통계학적으로 유의한 것

으로 판단하였다.

결 과

1. Superoxide anion 측정

EoL-1 세포를 250-930 mOsm/kg H2O 삼투질 농도의 만니

톨 용액으로 15분간 자극시켰을 때, superoxide anion의 생성을

거의 관찰할 수 없었다. 또한 시간에 따른 superoxide anion 생

성의 변화를 관찰할 수 없었다(Fig. 1).

Fig. 1. Superoxide anion production induced by hyperosmolar
stimuli. Hyperosmolar stimuli didn't induce superoxide anion
production and degranulation.
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2. EoL-1 세포 표면의 CD69 및 ICAM-1의
fluorescent intensity 측정

EoL-1 세포를 고삼투압(930 mOsm/kg H2O) 만니톨 용액과

등장성(295 mOsm/kg H2O) 배지에 각각 15분간 자극시킨 후

CD69와 ICAM-1의 fluorescent intensity를 측정하였다. CD69

는 isotype control(10.3±1.3), 고삼투압 용액 투여군(12.0±0.7),

등장액 투여군(9.7±0.4) 세 군간의 mean fluorescent intensity

의 차이가 없었으며, ICAM-1 발현에 있어서는 isotype control

(10.3±1.3)에 비해 고삼투압 용액 투여군(138.0±11.3)과 등장액

투여군(145.6±6.1)이 유의한 증가를 보였으나 고삼투압 용액 투

여군과 등장액 투여군간의 차이는 보이지 않았다(Fig. 2, 3).

다음 실험으로 EoL-1 세포를 고삼투압의 만니톨 용액과 등

장성 배지에 각각 15분간 자극시킨 후 배지를 등장성 배지로 바

꾸어 5시간 동안 배양한 후, CD69 및 ICAM-1의 fluorescent

intensity를 측정하였다. CD69 및 ICAM-1 발현에 있어서 고삼

투압 용액 투여군과 등장액 투여군 간의 통계학적으로 유의한

차이를 보이지 않았다(CD69, 12.5±1.3 vs 10.5±0.5; ICAM-1,

125.4±15.0 vs 128.2±9.6)(Fig. 2, 3).

EoL-1 세포를 등장성 배지에 노출시켰을 경우 비록 낮지만

ICAM-1의 발현을 보였으나, CD69의 발현은 관찰할 수 없었다.

3. 상층액 내의 ECP 농도

배양 상층액에서 측정한 ECP 농도는 고삼투압 용액 투여군

과 등장액 투여군 모두에서 최저 측정치인 2 µg/L 보다 낮게

측정되었다(data not shown).

고 찰

본 연구에서는 고삼투압의 만니톨 용액으로 호산구 세포주인

EoL-1 세포를 자극시켰을 때 ECP의 생성이나 CD69 및

ICAM-1의 발현에 있어 등장성 배지에 노출시켰을 경우와 비교

하여 차이를 보이지 않았다. 위의 결과는 고삼투압 자극을 시킨

직후와 고삼투압 자극을 시킨 다음 등장성 환경에 노출시켰을

경우 모두 같은 결과를 나타내었다. Superoxide anion의 생성에

있어서도 다양한 삼투질 농도에 따른 차이를 보이지 않았으며,

시간의 경과에도 차이를 보이지 않았다.

운동 유발성 천식은 천식 환자에서 흔히 동반되는 질환이며,

운동 후 열손실에 의한 기도 내 온도 변화와 수분 소실에 의한

기도 내 삼투압의 변화가 기관지 수축을 일으키는 것으로 알려

져 있다
2, 11, 12)

. 운동에 의한 기관지 수축은 대개 운동 후 5분에

서 15분 사이에 일어나며, 약 50%에서는 운동 후 3시간에서 13

시간 사이에 일어나는 후기반응을 관찰할 수 있다
12-14)
. 이러한

후기 반응은 다양한 염증 매개체와 염증 세포에 의해 발생하는

것으로 생각되어진다
12, 15-18)

.

정상적인 상태에서 기관 내 분비물의 삼투질 농도는 360

mOsm/kg H2O 정도이며, 운동 후 기관지 내 분비물의 삼투질

농도는 약 900 mOsm/kg H2O로 증가된다
19, 20)
. 이러한 고삼투

압 환경이 여러 세포에 미치는 영향에 대해 살펴보면, 호염기구

와 비반세포는 고삼투압 환경에 의해 활성화되어 히스타민을 분

비하며, 호염기구는 1,050 mOsm/kg H2O의 삼투질 농도에서,

비반세포는 700-750 mOsm/kg H2O의 삼투질 농도에서 히스타

민을 최대로 분비하였다
19, 21-23)

. 호염기구는 히스타민 분비에 있

어 45분에서 60분 정도의 시간이 필요하였고 부분적으로 Ca
＋＋

에 의존적인 양상을 보인 반면, 비반세포는 자극 후 5분 이내

히스타민을 분비를 완성하였고 Ca
＋＋
에 높은 의존적인 양상을

보였다
23)
. 기관지 상피세포에 고삼투압 자극을 10분간 준 후 등

Fig. 2. Effect of hyperosmolar stimuli on the expression of
surface CD69 on EoL-1 cells. EoL-1 cells cultured with hy-
perosmolar medium at 930 mOsm/kg H2O resulted in no sig-
nificant increment in fluorescent intensity of CD69 expression
compared with results for cells incubated with isomolar me-
dium. Data are presented as mean±SD obtained from five
independent experiments.

Fig. 3. Effect of hyperosmolar stimuli on the expression of
surface ICAM-1 on EoL-1 cells. EoL-1 cells cultured with
hyperosmolar medium at 930 mOsm/kg H2O resulted in no
significant increment in fluorescent intensity of ICAM-1 ex-
pression compared with results for cells incubated with iso-
molar medium. Data are presented as mean±SD obtained
from five independent experiments.
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장성 배지에 옮겨 24시간 동안 배양시켰을 때, 삼투질 농도와

비례하여 IL-8의 생성과 p38 MAP kinase의 tyrosine phos-

phorylation이 증가함을 관찰하였고, p38 MAP kinase 억제제인

SB203580을 전처치 하였을 때 IL-8의 생성이 부분적으로 억제

되었다
24)
. 따라서 기관지 상피 세포에서 p38 MAP kinase가

IL-8 생성의 신호전달경로에 관여하며, 기관지 상피세포가 운동

유발성 기관지 수축의 후기 반응에 있어 역할을 담당하고 있음

을 알 수 있다.

운동 유발성 천식과 관련한 호산구의 역할에 대해 아직까지

명확히 규명되지 않았다. 호산구에 의한 기도 염증은 천식의 중

요한 병인의 하나로 운동 유발성 천식의 중증도와의 관련성이 알

려져 있다. 천식 환자를 대상으로 유도 객담을 검사한 결과, 운동

유발성 천식을 가지고 있는 환자에서 그렇지 않은 환자에 비해

객담 내의 호산구 분율과 ECP 농도가 유의하게 높았으며, 운동

후 FEV1 감소 정도는 유도 객담 내 호산구 분율과 ECP 농도와

통계학적으로 유의한 양의 상관관계를 가지고 있었다
25, 26)
. 혈액

내 호산구 분율과 호산구 수의 로그값에 있어서도 운동 유발성

천식을 가지고 있는 환자에서 유의하게 증가되어 있었고, 운동

후 FEV1 감소 정도는 호산구 수와 비례하였으며, 호산구 수의

로그값과 유의한 양의 상관관계를 보였다
27)
. 이와는 달리 Gauv-

reau 등
28)
의 연구에 의하면, 운동 유발성 천식을 가지고 있는

환자를 대상으로 운동 전후의 객담과 혈액 내 호산수를 비교한

결과, 통계학적으로 유의한 차이를 보이지 않았다.

본 연구에서는 운동 후 기관지 내의 삼투압 환경과 동일하게

하기 위하여 930 mOsm/kg H2O의 고삼투압 만니톨 용액을 사

용하였고, 고삼투압 자극에 의한 세포독성을 줄이기 위해 자극

시간을 15분으로 하였으며 말초혈액 호산구를 대신하여 EoL-1

세포를 사용하였다. 혈액 내 호산구는 수명이 짧고 적은 농도로

존재하여 실험에 필요한 충분한 수의 호산구를 분리하기 어려운

단점이 있기 때문에 호산구의 기능을 연구하는 데 있어 human

eosinophilic leukaemic cell line인 EoL-1 세포가 유용하다
29)
.

EoL-1 세포는 말초혈액 호산구와 많은 유사한 특성을 가지고

있어, ECP, CD95(Fas)를 표현하며, IL-3, IL-5, GM-CSF에

대한 수용체를 표현하고 있고, CD49d, CD11b, LFA-1, ICAM-

1, Mac-1, integrin a4 등과 같은 유착분자를 표현한다
29, 30)
.

ICAM-1은 LFA-1과 결합하여 호산구를 염증 부위로 이동시

키는 등 기도 내 염증과 관련하여 중요한 역할을 담당하며, 호

산구를 활성화시켰을 때 ICAM-1의 발현이 증가하는 것으로 알

려져 있다
31, 32)
. CD69는 활성화된 T 세포, B 세포, NK 세포,

호산구 등에 표현된다. 천식 환자군에 알레르겐을 노출시켰을

때, 대조군에 비해 천식 환자군에서 기관지폐세척액과 말초혈액

내 호산구 세포에 CD69의 발현이 증가됨을 관찰할 수 있었다
33-35)
. 따라서 호산구 표면의 ICAM-1 및 CD69 발현의 증가는

호산구의 활성화를 나타냄을 알 수 있다.

결론적으로 본 연구에서는 운동 후 기도 내의 삼투압 환경인

930 mOsm/kg H2O 정도의 고삼투압 자극을 EoL-1 세포에 자

극시킨 후 호산구 활성화 지표인 CD69, ICAM-1의 발현과 su-

peroxide anion의 생성을 관찰한 결과, 등장성 배지로 자극하였

을 때와 비교하여 유의한 차이를 보이지 않았으며, EoL-1 세포

의 탈과립 정도를 확인하기 위하여 측정한 ECP 농도의 증가를

관찰할 수 없었다. 비록 이번 연구에서는 운동 후 발생하는 기

관지 수축의 조기 반응과 후기 반응에 있어 고삼투압 자극에 의

한 호산구의 활성화를 관찰할 수 없었으나, 향후 연구에 있어

운동 유발성 천식과 관련한 호산구의 역할에 대한 많은 실험과

연구가 필요하리라 사료된다.

요 약

목 적:운동 중 과호흡으로 인해 기도 내에 열과 수분이 손

실되어 기도 내의 삼투압이 높아지게 되고, 이로써 여러 세포들

이 염증 매개체를 유리함으로써 운동 유발성 천식을 일으킨다고

추정하고 있다. 이에 본 연구에서는 알레르기 염증반응에 중요한

역할을 하는 호산구에 고삼투압으로 자극시킨 후 호산구의 활성

화 여부를 알아보고자 하였다.

방 법:호산구 세포주인 EoL-1 세포에 각각의 삼투질 농도

와 시간에 따른 superoxide anion의 생성을 측정하였고, EoL-1

세포에 15분 동안 고삼투압 자극(930 mOsm/kg H2O)을 준 직

후와 이후 등장성 배지에 옮겨 5시간 동안 배양 후 유세포 분석

기를 이용하여 호산구 표면의 CD69와 ICAM-1의 발현을 측정

하였고, 배양 상층액에서 ECP 농도를 측정하였다.

결 과: EoL-1 세포에 15분간 고삼투압 자극을 준 직후 측정

한 ECP 농도와 CD69 및 ICAM-1의 fluorescent intensity는

등장성 배지에 노출시켰을 경우와 비교하여 차이를 보이지 않았

으며, 고삼투압 자극 후 등장성 배지에 5시간 동안 배양하였을

때에도 유의한 차이를 보이지 않았다. Superoxide anion의 생성

에 있어서도 다양한 삼투질 농도에 따른 차이를 보이지 않았으

며, 시간의 경과에도 차이를 보이지 않았다.

결 론:이번 연구에서는 운동 후 발생하는 기관지 수축의 조

기 반응과 후기 반응과 관련하여 고삼투압 자극에 의한 호산구

의 활성화를 관찰할 수 없었으나, 향후 연구에 있어 운동 유발

성 천식과 관련한 호산구의 역할에 대한 많은 실험과 연구가 필

요하리라 사료된다.
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