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NC/Nga 생쥐에서 분리한 T 세포에서 foxp3+ 세포 활성화에 대한

PGA-LM의 효과
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Effects of PGA-LM on CD4+CD25+foxp3+ Treg Cell Activation in Isolated CD4+ T Cells in NC/Nga
Mice. Jang, Soon-Nam1, Kum-Lan Kim1, and Sang-Mo Kang1,2*. 1Department of Bioengineering, Gradu-
ate School at Konkuk University, Seoul 143-701, Korea, 2Department of Microbial Engineering, Konkuk Univer-
sity, Seoul, 143-701, Korea − Poly-γ-glutamic acid (γ-PGA) was mixed natural flora of Bacillus subtilis,
contaminated from cooked soybeans. Also, it was performed to find out the antiallergic activity by using NC/
Nga mice, in vitro. The γ-PGA (PGA-HM : PGA-high molecular weight), Molecular weight 300 kDa, was
decomposed and made PGA-LM (PGA-low molecular weight) which has molecular weight below 30 kDa by
sonication. Therefore, it was same result between PGA-HM and PGA-LM, and reported PGA-LM as basic
result. We found that PGA-LM contains antiallergic efficacy that inhibit B cells and Th2 cells activation from
isolated CD4+ T cells in NC/Nga atopic dermatitis model mice, and not show a cytotoxicity in the hFCs. To
investigate the effects of these PGA-LM in vitro, isolation of splenic B cell and CD4+ T cells in atopic derma-
titis mice were used. To elucidate the role of PGA-LM in anti-CD40+ interleukin-4 (IL-4)-mediated B-cell
activation, showed that the capacity of B cells to expression IL-1β, IL-6, and TNF-α mRNA down-regulated,
and IL-10 mRNA up-regulation by PGA-LM treatment, but it had no effect on TGF-β expression. In addition
to CD4+IFN-γ+ and CD4+CD25+foxp3+, the functions of PGA-LM in the development of the CD4+
CD25+foxp3+ and CD4+IFN-γ+ cells, the phenotype and functions of PGA-LM induced CD4+CD25+
foxp3+, and CD4+IFN-γ+ cells in CD4+ T cells. These results suggested that PGA-LM could change cytokine
production and generate CD4+CD25+foxp3+ Tregs in NC/Nga mice, and may be effective for immunotherapy
in patients with AD.
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서 론

기존의 아토피 피부염은 IgE에 감작된 비만세포가 히스타

민(histamine) 등의 화학매체들을 분비시켜 부종, 붉은 반점

및 소양 등과 같은 증상들이 발생되는 것으로 알려져 왔으

나[55], 만성 염증상태를 나타내는 이유와 아토피 피부염환

자에서 흔히 보이는 세포매개성 면역기능의 저하를 충분하

게 설명할 수 없었다[42]. 그 후 세포성 면역에서 중요한 위

치를 차지하는 T 림프절구 아형 또는 그와 관련된 사이토카

인(cytokine)이 면역체계에 관여한다는 사실의 규명으로 이

부분에 대한 설명이 가능해졌고, 세포면역을 담당하는 T 세

포 및 그 아형의 이상, 그로 인해 나타나는 사이토카인의 불

균형이 아토피 피부염을 일으키는 주요 기전이 된다고 설명

하고 있다[35, 36].

최근 CD4+ T 림프구 등의 염증성 세포가 아토피 피부염

의 발생에 중요한 역할을 하는 것으로 보고되고 있는데, T

림프구는 Th1 세포와 Th2 세포로 분화하며[28], Th2 세포

는 interleukin(IL)-4, IL-5, IL-9, IL-13을, Th1 세포는 IL-

2, IFN-γ, TNF-α를 생성하는데, 이 중 Th2 세포에서 분비되

는 사이토카인이 아토피의 발생에 중요한 역할을 한다[1].

Th1 및 Th2 분화에 중요한 역할을 하는 전사인자에는 T-box
expressed in T-cells(T-bet), STAT-1, STAT-4, STAT-6, GATA-

binding protein-3(GATA-3), c-maf 등이 알려져 있는데 T-

bet, STAT-1, STAT-4 등의 전사인자가 활성화되면 Th1 림프

구로의 분화가 촉진되고, STAT-6, GATA-3, c-maf, NFAT

등의 전사인자가 활성화되면 Th2 림프구로의 분화가 촉진

된다[2]. 특히, GATA-3와 T-bet은 신호전달과정에서 유전자

의 전사를 조절하는 상위에 위치하는 전사인자이므로 Th1

및 Th2의 분화에 있어 가장 중요한 전사인자라 할 수 있다

[47, 48]. GATA-3의 활성화로 인해 Th2 세포가 활성화되면

여러 Th2 사이토카인의 생성, 분비가 증가하게 되고 B세포

활성화가 이루어지므로 알레르기 염증반응을 매개하여 아토
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피 피부염, 기관지 천식 등의 만성적인 질환을 유발한다[49,

54]. 2003년 Fontenot와 Curotto는 foxp3+ 조절 T 세포

(regulatory T cell, Treg cell)가 직·간접적으로 알레르기 염

증을 조절하여 호산구의 침윤, 염증 IFN-γ 생산 세포 등에

관여함으로써 foxp3+ Treg 세포의 활성화가 자가면역질환

치료에 획기적인 전기가 될 수 있는 결과를 발표하였다[10,
13].

아토피 피부염에 사용되고 있는 치료제들을 살펴보면 연

고 형태로 glucocorticoid와 calcinulin 저해제인 FK-506

(tacrolimus)이 다용되고 있으며, 전신 투여 경우에는 항히스

타민제, 스테로이드 제제, 사이클로스포린, DNA 합성 저해

제(antimetabolite) 등이 사용되고 있으나, 다양한 부작용으

로 인하여 안전하면서도 우수한 효능을 가진 새로운 치료제

의 개발이 요구되고 있다[9, 30, 31]. 이에 본 연구는 기초

자료검색을 통하여 부작용이 없으며 장기간 복용이 가능한

천연물로 폴리감마글루탐산(Poly-γ-glutamic Acid. γ-PGA)의

효과를 검증하고자 하였다. γ-PGA는 글루탐산의 γ-카르복실

기와 글루탐산의 α-아미노기가 아마이드 결합된[6, 37] γ-폴

리펩타이드로 콩 발효식품미생물인 Bacillus sbutilis 등

Bacillus 속이 보유하고 있는 γ-PGA 합성계(γ-PGA synthetase

complex, pgsBCA system)에 의해서 생산된다[8]. 우리는 흔

히 청국장 점질물의 주성분으로 γ-PGA를 자주 접하고 있으

며 상업용으로는 Bacillus 속을 탱크 배양하여 대량으로 얻

고 있다. 이러한 γ-PGA는 수용성, 음이온성, 생분해성 원료

및 식용의 아미노산 고분자소재로 고부가가치의 의약품, 화

장품, 기능성 식품, 환경용, 공업용 등으로 적용 범위가 매

우 다양하다[45]. 최근 이 등[29]의 연구에서는 γ-PGA가 대

식세포를 자극하고 TNF-α와 IL-1β의 분비를 유도하여 면역

기능을 증강시키는 역할을 하며, 함 등[17]의 연구에서 γ-

PGA는 T 임파구에서 IFN-γ의 분비를 촉진하여 T 세포 및

B 세포, 대식세포, 자연살해세포(NK cell) 등을 활성화시켜

세포 내 세균 및 바이러스 감염에 대한 억제효능 및 암세포

살해에 대한 효능을 가지고 있다는 것이 보고되었다. 이와

같이 γ-PGA가 체내 면역세포를 활성화시켜 면역증강 효과

를 가지고 있다는 것이 확인되었다. 그러나 γ-PGA의 알레

르기 면역질환에 관한 연구에서 아직까지 CD4+CD25+

foxp3+ Treg 세포 활성에 관한 연구는 보고되지 않았다.

본 연구에서는 평균 분자량이 300 kDa의 고분자 γ-PGA(

이하 PGA-HM이라 한다)를 저분자화시켜 저분자 γ-PGA(이

하 PGA-LM이라 한다)를 만들고, in vitro에서 PGA-HM과

PGA-LM의 아토피 억제능을 조사한 결과 각각에서 동일한

실험결과를 얻어 PGA-LM 실험결과 중심으로 보고한다. 실

험내용은 NC/Nga 생쥐에서 B 세포와 T 세포를 순수분리

하고 PGA-LM를 처리함으로 PGA-LM이 염증 유전자 발

현억제 및 CD4+foxp3+ Treg와 IFN-γ+의 활성세포 빈도수

변화에 미치는 영향을 검토하고 아토피 억제 가능성을 조

사하였다.

재료 및 방법

실험재료

실험에 사용된 동물은 수컷 7주령의 SPF(Specific Patho-

gen-free) NC/Nga mouse(15~20 g)로 Charles River Japan

(Yokohama, Japan)사에서 공급받았다. 실험 당일까지 고형

사료(항생제 무첨가, 삼양사료 Co.)와 물을 충분히 공급하고

온도 22±2oC, 습도 55±15%, 12시간(light-dark cycle)의 환

경에서 1주간 적응시킨 후 in vitro 실험을 위하여 conven-

tional한 조건에서 18주령까지 사육하였다. γ-PGA는 바이웰

에서 구입하였으며 평균 분자량은 300 kDa이다.

저분자 γ-PGA (PGA-LM)의 제조
증류수(Distilled water)에 PGA-HM을 10%(w/v)가 되도

록 녹여 sonicator(Branson사)에 60분간 high level(40 khz)

로 sonication하여[39] 분자량 30 kDa 이하 분리 가능한 밀

리포어필터로 여과하여 여과액을 deep freezer에서 24 hr 동

안 냉동시킨 후 freeze dryer(Ilshin사)에 넣어 3~4일 동결건

조하고 결정화시켜 사용하였다.

시약

본 실험에 사용된 시약은 diethyl pyrocarbonate(DEPC),
chloroform, trichloroacetic acid, isopropanol, Tris-HCl, KCl,

MgCl2, 적혈구 용혈액(ACK lysis solution), DMEM 배양액,
dulbecco's phosphate buffered saline(D-PBS), Sulforhodamin

B(SRB), 2-isopropanol, sodium dodecyl sulfate(SDS), PMA,

ionomycin, FK506, antibiotics는 Sigma사(U.S.A.) 제품을 사

용하였으며, 우태아혈청(fetal bovine serum, FBS)은 Hyclone

사(Logan, U.S.A.) 제품을, anti-CD3-PE(phycoerythrin),
anti-CD4-FITC(fluorescein isothiocyanate), anti-CCR3-PE,

anti-B220-PE, anti-CD8-FITC, anti-B220-FITC, anti-CD49b-

FITC, anti-CD40 mAb, rmIL-4, rmIL-10, BD Cytofix/Cyto-

perm plus kit, anti-CD3 mAb, anti-foxp3-PE, anti-IFN-γ-

PE, anti-CD28 mAb 등은 Pharmingen사(Torreyana, U.S.A.)

제품을, CD4+ T cell isolation kit와 B cell isolation kit는

Miltenyi Biotec사(Bergisch Gladbach, Germany) 제품을, IL-

4, IFN-γ, IL-5, IL-13 ELISA kit는 BioSource사(California,

U.S.A.) 제품을, IgE, IgG1 ELISA kit는 SHIBAYAGI사

(Shibukawa, Japan) 제품을, anti-mouse CCR3 mAb와

anti-mouse CD4 mAb는 Santa-Cruz사(California, U.S.A.)

제품을, LSAB kit는 DAKO사(Glostrup, Denmark) 제품을

사용하였으며, 기타 일반 시약은 특급 시약을 사용하였다.

기기

본 실험에 사용된 기기는 CO2 incubator(Forma scientific
Co., U.S.A.), deep-freezer(Sanyo, Japan), real time quanti-

tative RT-PCR(Applied Biosystems, U.S.A.), homogenizer
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(OMNI, U.S.A.), VarioMACS(Bergisch Gladbach, Germany),

FACScalibur(BD, U.S.A.) 및 ELISA leader(Molecular

Devices, U.S.A.) 등을 사용하였다.

세포독성 측정
Human fibroblast cells (hFCs) 배양: 사람피부조직을 cool

D-PBS로 3회 세척한 후 작은 조각으로 절단한 다음, conical

tube(15 mL)에 넣어 1,400 rpm에서 5분간 원심분리하고,

tube에 DMEM {containing collagenase A(5 mg/mL, BM,

Indianapoilis, U.S.A.)와 DNase type(0.15 mg/mL, Sigma),
antibiotics(penicillin 104 U/mL, streptomycin 10 mg/mL,

amphotericin B 25 µg/mL)}를 넣고 37oC CO2 배양기에서

2시간 동안 배양하였다. 다음 0.5% trypsin-0.2% EDTA를

첨가한 후 30분간 계속 배양하였다. 배양 후 인산완충용액

으로 약 2회 1500 rpm에서 원심분리한 후 DMEM-10%

FBS에 1주일 동안 배양하였다. 1주일 후 0.5% trypsin-0.2%

EDTA로 hFCs 세포를 분리하여 DMEM-5% FBS 배양액에

105 cells/mL 농도로 맞추어 96 well plate에 분주하였다.

SRB assay법: 세포독성측정방법은 SRB assay법[15]을 약

간 변형하여 실험에 사용하였다. hFCs 세포는 37oC, 5%

CO2 배양기에서 1시간 배양한 후 PGA-LM(최종 농도 10

mg/mL, 5 mg/mL, 1 mg/mL, 0.5 mg/mL, 0.25 mg/mL)을

48시간 동안 처리하였다. 배양종료 후에 배양액을 버리고 인

산완충용액으로 2회 세척하였다. 각 well에 50% TCA를 50

µL로 가하고 1시간 동안 4oC에 방치하였다. 증류수로 5회

세척한 다음 well plate를 공기 중에서 건조하였다. SRB

(0.4%/1% acetic acid) 용액을 100 µL/well로 가하고 실온에

서 30분간 염색하였다. 그리고 0.1% acetic acid 용액으로

약 45회 세척한 다음 공기 중에서 건조하고 10 mM Tris

base로 100 µL/well로 용해시켰다. 이 plate를 plate shaker

(Lab-Line, U.S.A.)에서 3.5 speed로 5분간 shaking하고

ELISA reader(molecular devices, U.S.A.) 540 nm에서 흡광

도를 측정하였다.

NC/Nga 생쥐에서 T 및 B세포 분리 및 배양: 일반적인

(Conventional) 상태에서 사육한 18주령의 NC/Nga 생쥐의

눈에서 capillary 관을 이용하여 100 µL의 혈액을 채혈하여

이 중 IgE 함량이 50 µg/mL 이상이고 피부에 발진이 나타

난 NC/Nga 생쥐를 선택하여 실험에 사용하였다. 이를 아토

피피부발진(atopic dermatitis-like skin) NC/Nga 생쥐라고

하였다. 순수한 T 세포와 B 세포를 분리하기 위하여 NC/

Nga 생쥐의 비장을 적출하여 100 mesh에서 분쇄하여 비장

세포를 얻어 2000 rpm에서 5분간 원심분리로 세포를 회수

하였다. 여기에 ACK 용액(8.3 g NH4Cl, 1 g KHCO3, in

1 L of demineralized water + 0.1 mM EDTA)을 실온에서

5분 동안 처리하여 적혈구를 제거하였다. 그리고 비장세포를

2%의 FBS가 함유된 PBS(PBS/FBS)에 1×108/mL로 현탁시

키고 normal rat serum을 5%되게 첨가하여 4oC에서 15분

간 blocking한 후, T 세포 분리는 biotinylated antibody
cocktail for lineage {CD8, CD14, CD16, CD19, CD36,

CD56, CD123, TCR γ/d, CD235a(glycophorin A)} (CD4+

T cell isolation kit, Miltenyi Biotec)를 가하였고, B 세포

분리는 biotinylated antibody cocktail for lineage {CD43
(Ly-48), CD4(L3T4), Ter-119}(B cell isolation kit, Miltenyi

Biotec)를 가하여 각각 4oC에서 15분간 반응시켰다. 각각의

세포를 PBS/FBS로 세척하여 1×107/mL로 현탁하였고, 20

µL의 Anti-Biotin MicroBeads를 가하여 다시 4oC에서 15분

간 반응시켰다. 이 세포를 magnetic column(CS column,

Milteny Biotech)을 이용하여 PBS로 세척하여 준비해둔

VarioMACS(Milteny Bio-tech)에 장치하고, magnetic bead

가 표지된 세포를 통과시켰다. PBS로 column을 충분히 세

척한 다음 column을 통과한 부유액을 원심분리하여 lineage

음성인 T 세포와 B 세포를 각각 모았다[34].

NC/Nga 생쥐에서 유전자 발현 분석

1) B 세포에서 RNA 분리 및 cDNA 합성

아토피피부발진 NC/Nga 생쥐에서 분리한 B 세포를 24

well plate에 1×106 cell/well로 분주하고 PGA-LM(100 µg/

mL)을 처리하였고, 약물처리 1시간 후 anti-CD40 mAb

(500 ng/mL)와 rmIL-4(recombinant mouse interleukin-4,

500 U/mL, PharMingen)를 넣고 6시간 동시 배양하였다. 그

리고 rmIL-10(recombinant mouse interleukin-10, 50 ng/

mL, Endogen)을 양성대조군으로 사용하였다. 배양 종료 후

배양 상층액을 제거한 후 RNAzolB 500 µL를 넣고 용해될

때까지 분쇄하였다. 이 혼합 부유액에 chloroform(CHCl3)

50 µL를 첨가한 후 15초간 다시 혼합하였다. 이를 얼음에 15

분간 방치한 후 13,000 rpm에서 원심분리한 후 약 200 µL

의 상층액을 회수하여 2-propanol 200 µL와 동량 혼합 후

천천히 흔들고 얼음에서 15분간 방치하였다. 이를 다시

13,000 rpm에서 원심분리한 후 80% EtOH로 수세하고 3분

간 vaccum pump에서 건조하여 RNA를 추출하였다. 추출한

RNA는 diethyl pyrocarbonate(DEPC)를 처리한 20 µL의 증

류수에 녹여 heating block 75oC에서 불 활성화시킨 후 first

strand cDNA합성에 사용하였다[22]. 역전사(reverse trans-

cription) 반응은 준비된 total RNA 2 µg을 DNase I(10 U/

mL) 2 U/tube를 37oC heating block에서 30분 동안 반응한

후 75oC에서 10분 동안 변성시켰다. 이에 2.5 µL 10 mM
dNTPs mix, 1 µL random sequence hexanucleotides(25

pmole/25 µL), RNA inhibitor로서 1 µL RNase inhibitor
(20 U/µL), 1 µL 100 mM DTT, 4.5 µL 5×RT buffer(250

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

한 후, 1 µL의 M-mLV RT(200 U/µL)를 다시 가하고

DEPC 처리된 증류수로서 최종 부피가 20 µL가 되도록 하

였다. 이 20 µL의 반응 혼합액을 잘 섞은 뒤 2,000 rpm에서

5초 동안 원심침강하여 37oC heating block에서 60분 동안

반응시켜 first-strand cDNA를 합성한 다음, 95oC에서 5분
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동안 방치하여 M-mLV RT를 불활성화시킨 후 합성이 완료

된 cDNA를 PCR에 사용하였다[27].
2) Real time quantitative PCR RT-PCR

Real time quantitative PCR은 Applied Biosystems 7500

Real-Time PCR system(Applied Biosystems, U.S.A.)를 이

용하여 수행하였다. 사용된 primers는 아래와 같다. 

Cytokine 유전자 발현은 SYBR Green PCR Master mix

(ABI)를 사용하였고, internal standard로 G3PDH를 사용하

였고, primer의 최종농도가 200 nM이 되게 반응시켰다.

Quantitative real-time RT-PCR의 RQ(relative quantita-

tive) 값은 Witney 등[51]의 다음과 같은 공식에 의하여 측

정하였다.

y = x(1+e)n

(x; starting quantity, y; yield, n; number of cycles, e;

efficiency)

IFN-γ+와 foxp3+ T 세포의 Intracellular Staining 분석: 18

주령의 NC/Nga 생쥐의 비장에서 순수 분리한 CD4+ T 세

포를 미리 α-CD3/α-CD28 Ab(1 µg/mL)가 coating된 24

well plate에 분주하여 자극, 활성화시킨 후 대조군(control,

CT)으로 사용하였으며, 분주 후 면역억제제인 cyclosporin A

(CsA) 5 µg/mL와 PGA-LM 100 µg/mL 등을 가하고 48시

간 동안 동시 배양하여 각각 양성대조군(positive Control,

PC)과 실험군으로 사용하였다. 또한 α-CD3/α-CD28 Ab(1

µg/mL)로 자극하지 않은 only CD4+ T 세포는 정상군으로

사용하였다. 배양 종료 후 BD Cytofix/Cytoperm Plus kit

(with BD GolgiPlug, 555028)와 mouse CD4+CD25+foxp3+

flow cytometry kit(from BioLegend)를 이용하여 각각 세포

내 염색을 통하여 CD4+IFN-γ+ 세포와 CD4+CD25+foxp3+

Treg cell의 형광염색을 실시하였다. 반응 후 3회 이상 인산

완충용액으로 수세한 후 형광 유세포분석기(Cytometry, BD,

U.S.A.)로 분석하였다. 분석프로그램은 CellQuest 프로그램

으로 활성세포(%) 비율을 산출하였다.

통계처리

다양한 실험으로부터 얻은 결과는 mean ± standard error

로 기록하였고, 유의성 검증은 Student's t-test분석방법을 이

용하여 결정하였다.

결과 및 고찰
 

PGA-LM의 in vitro 세포독성 
세포독성 물질은 세포의 증식·분화·기능을 저해하며,

세포분열을 할 때 염색체 복제 이전 단계에서 염색체의 활

성을 방해한다. Sonication하여[39] 분자량 30 kDa 이하의

PGA-LM을 얻은 후 PGA-LM이 정상세포에 미치는 영향을

SRB법으로 측정하여 안정성 여부를 관찰하였다[33]. 본 연

구에서 사용된 사람섬유아세포(hFCs)는 정상세포로 세포 성

장, 분열, 그리고 약물에 대한 반응이 최소한으로 조절되는

데, 보편적으로 세포독성 판정에 있어서 기준이 되는 세포

로 알려져 있다[16]. 그러나 본 실험에 사용된 NC/Nga 생쥐

의 T와 B 세포는 약물에 대한 반응이 세포분열, 사이토카인

의 자가분비 및 타가분비 등이 다양하게 나타나 세포독성 측

정에 적합하지 않아 보통 hFCs로 대체하여 실험을 한다.

PGA-LM이 hFCs에 나타내는 세포독성을 실험하였다.

hFCs을 96 well plate에 5×104 세포로 분주하여 subculture

한 후 PGA-LM을 10 mg/mL, 5 mg/mL, 1 mg/mL, 0.5 mg/

mL, 0.25 mg/mL 농도로 48시간 동시 배양하였다. 그 후 핵

내 단백질인 sulforhodamine B protein량을 측정하는 방법으

로 1차 검색방법인 비색법 중 가장 민감하고 안정한 방법으

로 알려져 있는 SRB방법[46]으로 세포독성을 실험한 결과,

PGA-LM를 처리하지 않은 상태인 대조군의 세포생존율은

100.0±5.8(%)로 나타났다. 그리고 PGA-LM를 10 mg/mL, 5

mg/mL, 1 mg/mL, 0.5 mg/mL, 0.25 mg/mL 농도로 처리한

실험군도 각각 대조군에 비하여 처리한 모든 농도에서 세포

독성을 나타내지 않았다(Fig. 1). Fig. 1에 의하면 오히려

PGA-LM 0.25 mg/mL 첨가에서는 약 25%의 세포생존율을

증가시키는 것으로 나타났다. 따라서 γ-PGA은 현재도 식이

가 가능하여 섭취하고 있는 식품으로 PGA-LM도 안전성이

매우 우수할 것으로 사료되었다.

Gracials 등의 보고에 의하면[39] 20 kHz로 γ-PGA를 초음

파 처리 시 분자량이 1/30 이하로 작아지는 것을 알 수 있

다. 이러한 초음파처리 특성원리를 이용하여 본 논문에서는

분자량 300 kDa인 PGA-HM을 40 kHz로 1시간 초음파처리

하고 밀리포어필터로 여과하여 분자량이 1/10이하 즉, 30

kDa 이하 PGA-LM을 얻었다. 이 PGA-LM은 hFCs의 세포

독성 실험에서 독성이 없는 것으로 나타났는데 PGA-HM도

Primers used for real time PCR.

Gene Primer Sequence

G3PDH
Forward 5' TGAAGCAGGCATCTGAGGG 3'
Reverse 5' CGAAGGTGGAAGAGTGGGAG 3'

IL-
1 beta

Forward 5' CAACCAACAAGTGATATTCTCCATG 3'
Reverse 5' GATCCACACTCTCCAGCTGCA 3'

TNF-
alpha

Forward
5' TTCTGTCTACTGAACTTCGGGGT-

GATCGGTCC 3'

Reverse
5' GTATGAGATAGCAAATCGGCTGACG-

GTGTGGG 3'

IL-6
Forward 5' TCCAGTTGCCTTCTTGGGAC 3'
Reverse 5' GTGTAATTAAGCCTCCGACTTG 3'

IL-10
Forward 5' AAGCAGCCTTGCAGAAAAGA 3'
Reverse 5' TGGAAGTGGGTGCAGTTAT 3'

TGF-
beta 1

Forward 5' TGGAGCAACATGTGGAACTC 3'
Reverse 5' CTGCCGTACAACTCCAGTGA 3'
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같은 결과를 보여, 고분자와 저분자의 γ-PGA 모두 세포독

성이 없는 것을 알 수 있었다.

PGA-LM에 의한 아토피피부발진 NC/Nga 생쥐 B 세포의
염증 유전자 발현 분석

NC/Nga 생쥐의 B세포에서 IL-1β, IL-6, 그리고 TNF-α

mRNA 유전자 발현 분석: 생쥐의 B 세포는 anti-CD40/rmIL-

4로 자극하면 전사인자인 NF-κB의 활성화로 IL-1β, IL-6,

그리고 TNF-α mRNA의 발현이 증가되고, B 세포의 증식

과 분화 및 IgE 생산이 유도되는 것으로 알려져 있다[23].

아토피피부발진 NC/Nga 생쥐의 비장세포를 anti-CD40/

rmIL-4로 자극하여 활성화시킨 후 PGA-LM이 IL-1β, IL-6

그리고 TNF-α mRNA 유전자 발현을 억제하는지를 관찰하

였다. 결과는 Fig. 2에 B 세포에 anti-CD40/rmIL-4를 처리

한 대조군에 대한 PGA-LM 처리군의 상대정량(RQ)값으로

나타내었다. Fig. 2와 같이 무처리군(정상군)의 IL-1β, IL-6,

그리고 TNF-α mRNA 유전자 발현은 대조군의 RQ값이 1

일 때 각각 0.795, 0.109, 0.491이었고, anti-CD40/rmIL-4와

PGA-LM을 동시 배양한 실험군은 대조군의 RQ값이 1일 때

IL-1β, IL-6, 그리고 TNF-α mRNA 유전자 발현이 0.715,

0.608, 그리고 0.557로 유전자 발현은 현저하게 억제되었고,

TNF-α mRNA 유전자 발현은 46% 이상 감소를 나타내었다.

그리고 PGA-HM에서도 같은 현상을 보였다. 또한 rmIL-10

을 처리하고 anti-CD40/rmIL-4로 자극한 양성대조군(PC)의

유전자 발현은 대조군의 RQ값이 1일 때 IL-1β, IL-6, 그리

고 TNF-α mRNA 유전자 발현이 0.233, 0.546, 그리고

0.375로 IL-1β, IL-6 그리고 TNF-α mRNA 유전자 발현은

55~75%이상 현저하게 억제되었다.

Kanda 등[21]은 최근 아토피 연구에서 ketoconazole이 사

람혈액에서 분리한 B 세포에서 anti-CD40/rmIL-4에 의한

IgE 생산과 IgG1 및 IL-1과 IL-6의 생산량을 억제하여 항아

토피 효과를 나타내었고, 그 기전이 cAMP signal의 억제에

기인한다고 보고하였다. 따라서 본 연구에서 PGA-LM은

Kanda 등의 보고와 같이 염증 cytokine인 IL-1β, IL-6, 그리

고 TNF-α를 만드는 유전자 발현을 억제한다고 생각되었다.

아토피피부발진 NC/Nga 생쥐의 비장 B 세포에서 IL-10와

TGF-β mRNA 유전자발현 분석: 아토피피부발진 NC/Nga 생

쥐의 비장 B 세포를 anti-CD40/rmIL-4로 자극하여 활성화

시킨 후 PGA-LM이 IL-10과 TGF-β mRNA 유전자 발현에

관여하는지를 관찰하였다. 결과는 Fig. 3에 대조군에 대한

PGA-LM 처리군의 상대정량(RQ) 값으로 나타내었다. Fig.

3과 같이 무처리군(정상군)의 IL-10과 TGF-β mRNA 유전

자 발현은 대조군의 RQ값이 1일 때 각각 0.593과 0.816이

었고, anti-CD40/rmIL-4와 PGA-LM을 동시 배양한 실험군

은 대조군의 RQ값이 1일 때 IL-10과 TGF-β mRNA 유전

자 발현이 1.885와 0.798이었고, IL-10 mRNA 유전자 발현

은 대조군(RQ)보다 189% 증가를 하였고, TGF-β 유전자 발

현은 20%이상 억제되었다. 그리고 PGA-HM에서도 같은 현

상을 보였다. 또한 양성대조군인 rmIL-10을 처리하고 anti-

Fig. 1. Cytotoxicity effects of PGA-LM on human fibroblast
cells (hFCs). Human fibroblast cells (hFCs) were cultured with
various concentration of PGA-LM for 48 hr and the cell viability
was measured by SRB method. The results are expressed the
mean± S.E (N=6). Statistically significant value compared with
control group data by T test.

Fig. 2. Effects of PGA-LM on IL-1β, IL-6 and TNF-α mRNA
expression by PGA-LM plus anti-CD40/rmIL-4-stimulated
murine NC/Nga B cells. Isolated B cells from atopy dermatitis-
like skin NC/Nga mice were either stimulated with anti-CD40/
rmIL-4 (10 µg/mL) or treated with PGA-LM (100 µg/mL). B cells
were not treated (normal; only B cells), co-cultured with anti-
CD40/rmIL-4 (CT), anti-CD40/rmIL-4 plus rmIL-10 (500 U/mL)
(PC), and anti-CD40/rmIL-4 plus PGA-LM (100 µg/mL) for 4hrs.
IL-1β, IL-6, and TNF-α mRNA synthesized by real-time PCR was
analyzed. IL-1β, IL-6, and TNF-α mRNA express were measured
real-time PCR. The amount of SYBR Green was measured at the
end of each cycle. The cycle number at which the emission inten-
sity of the sample rises above the baseline is referred as to the RQ
(relative quantitative) and is proportional to the target concentra-
tion. Real time PCR was performed in duplicate and analyzed by a
Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR system.
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CD40/rmIL-4로 자극한 실험군의 유전자 발현은 대조군의

RQ값이 1일 때 IL-10 그리고 TGF-β mRNA 유전자 발현이

0.815와 0.473으로 대조군에 비하여 모두 억제를 나타내었다.

Punnonen 등[40]은 IL-10에 대한 연구에서 사람의 PBMC

에서 B 세포를 순수 분리하여 anti-CD40 mAb와 rIL-4로

자극하면 IL-4에 의해 유도되는 IgG4와 IgE가 증가되는데

IL-10과 동시 배양하면 거의 억제된다는 것을 확인하고 IL-

10이 IgE의 항알레르기 효과를 나타낸다는 것을 보고하였

다. Komai-Koma와 Wilkinson[26]에 의하면 TGF-β가 B

세포에 anti-CD40 mAb와 rIL-4를 처리하여 배양할 경우 B

세포의 분화와 IgE 생성을 억제한다고 보고하였다. 그러나

본 연구 결과에서는 B 세포에서 TGF-β의 유전자 발현이

PGA-LM 처리군에서 대조군과 차이를 나타내지 않았다. 이

러한 결과는 TGF-β가 T 세포나 대식세포 등에서 분비되어

B 세포의 분화나 IgE 생성을 억제하는데 반하여, 우리가 B

세포에서 TGF-β의 유전자 발현을 분석한 것이 그 원인이라

생각된다.

생쥐의 B 세포에 anti-CD40+IL-4로 자극하면 IgE 생산과

B 세포 증식이 일어나고, 또한 신호전달기전인 NK-B와 표

면분자인 CD23이 증가하게 된다[20]. Guido 등[18]은 최근

연구에서 in vitro에서 vitamin D(1α,25-dihydroxyvitamin

D3)를 처리하여 B 세포의 분화와 IgE 생산을 감소시키는 결

과를 얻어 비타민 D가 NF-B의 활성을 억제하는 기전을 보

고하였다. 또한 Worm 등[53]은 in vitro에서 사람의 PBMC

와 B 세포에 retinoic acid를 처리한 후 anti-CD40+IL-4로

자극하면 IgE 생산이 억제된다는 결과를 발표하였다. 또한

Kimata, Kiniwa, Vercelli 등[24, 25, 50]은 B 세포에 anti-

CD40+IL-4의 자극으로 IgE 생산의 억제는 cytokine으로

IFN-γ, IL-8, IL-10, IL-12 등을 보고하였다. 그리고 Kang

등[23]은 생쥐의 B 세포에 NF-B를 활성화시키는 anti-CD40

과 LPS 또는 rHRF를 처리한 후 RT-PCR로 IL-1, IL-2,

IL-6, IL-10, TNF-α, 그리고 TGF-β mRNA 유전자 분석을

관찰한 결과 IL-1, IL-6, TNF-α, 그리고 TGF-β가 유도되는

결과를 얻었다.

본 결과에서 대조군에 비해 PGA-LM군에서 Fig. 2와 같

이 IL-1β, IL-6, TNF-α, 그리고 Fig. 3과 같이 TNF-β

mRNA 유전자 발현이 억제되었고, IL-10 mRNA 발현은 증

가를 나타내었다. 그리고 PGA-HM에서도 같은 현상을 보였

다. 이러한 결과로 PGA-HM과 PGA-LM이 B 세포에서

NF-B의 활성조절 기전에 관여하는 것으로 생각된다.

NC/Nga 생쥐의 CD4+ T세포에서 CD4+IFN-γ+의 세포내 염

색 분석: 1980년대 후반 Mosmann 등[36]이 생쥐에서 면역

반응을 일으키는 조력 T 세포(naiver T cell)에는 IL-2, IFN-

γ 등을 분비하는 Th1 세포와 IL-4, IL-5를 분비하는 Th2 세

포가 존재한다고 보고하였다. 이 후 많은 연구에서 Th1 반

응과 Th2 반응은 서로 길항작용을 하면서 균형을 유지하고

있고[12], 아토피 및 천식 같은 알레르기 질환의 면역학적

병인과 관련하여 이러한 Th1/Th2 반응의 불균형이 핵심적

인 요인임을 알아내었다. 알레르기 질환의 면역학적 발생기

전과 관련하여 Th2 가설을 기반으로 하여 아토피 및 천식

발생과 관련하여 대표적인 Th1 사이토카인인 IFN-γ의 역할

에 대한 많은 연구가 진행되었다[41]. 이들 연구결과를 바탕

으로 많은 연구자들이 IFN-γ가 알레르기 반응을 억제한다는

가설에 동의하고 있다. 그러나 최근 연구에서 기존의 Th2

가설과는 정반대로 아토피 및 천식환자의 면역기관에서 오

히려 IFN-γ가 감염에 의하여 증가되었다는 연구결과들이 발

표되었다[32].

본 연구는 아토피피부발진 NC/Nga 생쥐의 비장에서

CD4+ T 세포를 VarioMACS를 사용하여 순수 분리하여 미

리 coating해 놓은 α-CD3/α-CD28(1 µg/mL)로 자극하여 활

성화시킨 후 72시간 배양하여 IFN-γ+를 세포내 형광염색으

로 분석하였다. 그 결과 Fig. 4에서 보듯 α-CD3/α-CD28(1

µg/mL)로 자극하지 않은 only CD4+ T 세포군의 CD4+IFN-

γ+는 2.9%이었고, anti-CD3/anti-CD28(1 µg/mL)로 자극한

대조군의 CD4+IFN-γ+는 10.8%이었다. 양성대조군으로

cyclosporin A(1 µg/mL)를 α-CD3/α-CD28(1 µg/mL)와 동

시 배양한 CsA 처리군의 CD4+IFN-γ+는 6.8%이었고, 실험

Fig. 3. Effects of PGA-LM on IL-10, and TGF-β mRNA
expression by PGA-LM plus anti-CD40/rmIL-4-stimulated
murine NC/Nga B cells. Isolated B cells from atopy dermatitis-
like skin NC/Nga mice were either stimulated with anti-CD40/
rmIL-4 (10 µg/mL) or treated with PGA-LM (100 µg/mL). B cells
were not treated (normal; only B cells), co-cultured with anti-
CD40/rmIL-4 (CT), anti-CD40/rmIL-4 plus rmIL-10 (500 U/mL)
(PC), and anti-CD40/rmIL-4 plus PGA-LM (100 µg/mL) for 4hrs.
IL-10, and TGF-β mRNA synthesized by real-time PCR was ana-
lyzed. IL-10, and TGF-β mRNA express were measured real-time
PCR. The amount of SYBR Green was measured at the end of
each cycle. The cycle number at which the emission intensity of
the sample rises above the baseline is referred as to the RQ (rela-
tive quantitative) and is proportional to the target concentration.
Real time PCR was performed in duplicate and analyzed by a
Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR system. 
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군인 PGA-LM(100 µg/mL)를 α-CD3/α-CD28(1 µg/mL)와

동시 배양한 PGA-LM 처리군의 CD4+IFN-γ+는 15.4%로

대조군에 비하여 1.5배 이상 증가하였다. 그리고 PGA-HM

에서도 PGA-LM과 같은 결과를 보였다.

Bellinghausen 등[5]의 연구에서 insect venom이 T 세포

의 IL-10과 IFN-γ의 증가를 촉진시켜 알레르기반응에 대한

Th2 세포에서 Th1 세포로 전환시키는 면역억제제 효능을 보

고하였고, 이와 같이 본 연구에서도 PGA-LM이 알레르기

반응을 억제하는 IFN-γ를 증가시켜 알레르기 반응에 우위

한 Th2 세포에서 Th1 세포로 shift시킬 수 있을 것으로 생

각된다.

NC/Nga 생쥐의 CD4+ T 세포에서 CD4+CD25+foxp3+

Treg의 세포내 염색 분석: 면역 체계는 자가항원을 인식하는

면역세포는 선택적으로 제거하고, 면역 반응의 조건이 충족

되지 않았을 때는 알레르기를 유도하여 숙주를 보호한다. 면

역반응을 직접적으로 억제할 수 있는 세포가 있을 것이라는

의견이 오래 전부터 제기되어 왔으나 이 세포의 존재는 오

랫동안 논쟁거리가 되어왔고, 최근의 연구 결과에 의해서야

비로소 조절 T 세포(regulatory T cells, Treg cells)의 존재

가 드러났다[43]. 조절 T 세포는 흉선(thymus)으로부터 직접

유래한 자연(natural) Treg와 말초(periphery)에서 미성숙

(naive) T cell이 항원의 자극을 받아 유도되는 유도(induci-

ble) Treg이 존재한다고 알려져 있다. 이러한 Treg의 특징은

세포 표면에 CD25(IL-2Rα)를 지속적으로 발현하고 있고

foxp3+라는 전사인자를 특이적으로 발현한다. 따라서 CD25

와 foxp3+를 marker로써 CD4+CD25+foxp3+ natural Treg

을 식별할 수 있고 Treg가 직접적으로 다양한 면역 반응을

억제하는 역할을 한다는 연구 결과들이 발표되었다[14].

foxp3+ Treg은 흉선에서 만들어지고 이들은 naive T 세포

의 활성화와 성장 및 다양한 면역 반응을 주관하는 Th1,

Th2, Th17을 포함한 effector T 세포로의 분화를 억제한다

[44]. Periphery에서는 비록 그 기전은 명확하지 않지만 naive

T 세포가 foxp3+ Treg으로 분화하기도 한다. 최근의 연구

결과에 따르면 Treg은 대식세포, Th17 세포 분화, 과잉 Th2

세포의 GATA3, 그리고 B 세포와 같은 다양한 면역세포들

에 대하여 Treg의 세포 표면에 발현하는 CTLA4, GITR,

CD25 그리고 LAG3 등을 통하여 면역억제 신호를 전달하

거나 면역 세포들 사이의 상호작용을 저해한다고 한다[11].

본 연구는 아토피피부발진 NC/Nga 생쥐의 비장에서

CD4+ T 세포를 VarioMACS를 사용하여 순수 분리하여 미

리 coating해 놓은 α-CD3/α-CD28(1 µg/mL)로 자극하여 활

성화시킨 후 72시간 동안 PGA-LM과 동시 배양하여

CD4+CD25+foxp3+ Treg 세포를 세포내 형광염색으로 분석

하였다. 그 결과 Fig. 5에서 보듯이 α-CD3/α-CD28(1 µg/

mL)로 자극하지 않은 only CD4+ T 세포군의 CD4+CD25+

foxp3+는 0.8±0.25%이었고, α-CD3/α-CD28(1 µg/mL)로 자

극한 대조군의 CD4+CD25+foxp3+는 5.2±0.28%이었다. 실

험군인 PGA-LM(100 µg/mL)를 α-CD3/α-CD28(1 µg/mL)

와 동시 배양한 PGA-LM 처리군의 CD4+CD25+foxp3+는

13.7±3.2%로 대조군에 비하여 1.65배 이상의 유의성 있는

증가를 나타내었다(p<0.01). 그리고 PGA-HM도 PGA-LM과

같은 결과를 보였다.

Bellanti 등[4]의 연구에서는 인체의 방어 기전인 면역체계

는 T 세포의 활성화를 중심으로 이루어진다고 보고하였다.

Th1/Th2 세포들은 서로 상호 견제를 통하여 균형을 이루는

데 어떤 이유에서 Th2 세포 쪽으로 기울게 되면 알레르기

반응이 일어난다. 그래서 PGA-LM 처리군의 CD4+CD25+

foxp3+ Treg 세포의 유도로 알레르기 반응에서 IL-4를 분비

하는 Th2 세포의 GATA-3 전사인자를 억제하는 결과로 우

위한 Th2 세포에서 Th1 세포로 shift시킬 수 있을 것으로 생

각된다. 이러한 결과는 최근 Peter(2008)의 보고에서 활성화

된 CD4+CD25+foxp3+ Treg 세포의 Th2 세포 억제기전에

의 내용과 일치하는 연구결과이다[3].

CD4+CD25+ T 림프구(Treg cells)는 다른 T 세포의 아형

Fig. 4. Effects of PGA-LM on IFN-γ+ intracellular staining analysis by α-CD3/α-CD28 stimulated murine CD4+ T cells. Isolated
CD4+ T cells from atopy dermatitis-like skin NC/Nga mice were either stimulated with α-CD3/α-CD28(1µg/mL) or treated with PGA-LM
(100 µg/mL). CD4+ T cells were not treated(normal; only cells), co-cultured with α-CD3/α-CD28 (1 µg/mL) (Control), and with α-CD3/
α-CD28 (1 µg/mL) plus PGA-LM (100 µg/mL), and with α-CD3/α-CD28 (1 µg/mL) plus cyclosporin A (CsA, 5 µg/mL) for 48hours.
After a 48-hours stimulation, 0.6 µL/mL monensin (GolgiStop; BD Pharmingen) was added and included in subsequent incubations until
fixation. Cells were stained with FITC-labeled anti-CD4. After fixation in Cytofix/Cytoperm (BD Pharmingen), cells were washed twice
and permeabilized in Perm/Wash buffer (BD PharMingen), stained with PE-labeled anti-IFN-γ mAb (BD Pharmingen) and immediately
analyzed on a FACScalibur (BD Biosciences) using CellQuest software (BD Biosciences). 



EFFECTS OF PGA-LM ON foxp3+ TREG CELL ACTIVATION 167

들처럼 흉선에서 발생되고 전사인자인 foxp3+을 발현하여

다양한 T 림프구의 활동들을 제어하는 능력을 갖고 있다. 그

러나 Treg 세포가 T 림프구의 활동을 억제하는 기작에 대해

서는 몇 가지 모델이 제시되었지만 각 모델마다 논쟁의 여

지가 있고 그 메커니즘이 명확하지 않다[13, 19]. ‘Nature

Immunology` 최신호에는 Treg 세포가 IL-2를 선택적으로 사

용하여 결과적으로 목표 T 림프구의 사멸을 유도하는 새로

운 모델을 제시하고 있다[38]. Brunkow 등[7]의 연구에서는

조절 T 세포(Treg cells)에서 발현되는 foxp3+ 전사인자는

자가 면역 질환들을 조절하는데 필수적이라고 보고하였다.

따라서 세포독성이 없는 PGA-HM(data not shown)과

PGA-LM은 IL-1β, IL-6, 그리고 TNF-α mRNA 유전자 발

현을 억제하고 IL-10, mRNA 유전자 발현을 증가시켜 염증

유전자 발현을 억제하였다. 그리고 CD4+ T 세포에서

CD4+IFN-γ+ 및 CD4+CD25+foxp3+ Treg의 세포내 형광염

색으로 분석한 결과 대조군에 비해 그 값이 유의적으로 증

가하였다. PGA-HM과 PGA-LM에 의한 이러한 염증유전자

발현억제와 CD4+IFN-γ+ 및 CD4+CD25+foxp3+ 증가로 아

토피 억제 가능성이 있을 것으로 사료된다.

요 약

γ-PGA는 우리 전통 콩 발효식품인 청국장의 끈적끈적한

점액성의 성분으로, 매우 다양한 기능을 가지고 있는 천연

소재이다. 이러한 γ-PGA가 아토피발진 억제 가능성을 알아

보기 위해 NC/Nga 생쥐를 사용하여 in vitro 실험을 실시하

였다. γ-PGA(PGA-HM, 분자량 300 kDa)를 초음파처리로

저분자화시킨 30 kDa 이하의 저분자 PGA-LM를 만들고, 고

분자 PGA-HM과 PGA-LM을 사용하여 실험하였는데 동일

한 결과를 얻어 PGA-LM 실험결과 중심으로 보고한 것이

다. 아토피 피부발진 NC/Nga 생쥐의 비장에서 B 세포와 T

세포를 순수 분리하여 항알레르기 작용에 대한 in vitro 실

험을 실시하였다. PGA-LM은 hFCs에 대한 세포독성 실험

에서 모든 농도에서 세포독성을 나타내지 않았다. PGA-LM

이 B 세포 분화 및 활성화에 미치는 영향을 관찰하기 위하

여, NC/Nga 생쥐의 비장에서 순수 분리한 B 세포에 anti-

CD40/rmIL-4로 자극한 결과, 대조군은 전사인자인 NF-κB

의 활성화로 IL-1β, IL-6, 그리고 TNF-α mRNA의 발현이

증가되었다. 그러나 PGA-LM과 양성대조군인 rmIL-10 투여

군은 염증사이토카인 IL-1β, IL-6 그리고 TNF-α mRNA 유

전자 발현이 감소하였고, IL-10 mRNA 유전자 발현은 증가

하였으나 TGF-β mRNA의 유전자 발현은 대조군과 큰 차이

가 나타나질 않았다. 또한 CD4+ T 세포에 PGA-LM 100

µg/ml를 처리한 후 4일간 동시 배양하여 CD4+IFN-γ+와

CD4+CD25+foxp3+ Treg 세포를 세포내 염색으로 분석한

결과에서는 CD4+IFN-γ+인 Th1 세포의 증가와 CD4+

CD25+foxp3+ Treg 세포를 증가시켜 알레르기반응에서 우

위한 Th2 세포에서 Th1 세포로 전환시키는 면역조절 역할

을 나타내었다. 이상의 결과로 NC/Nga 생쥐에서 PGA-LM

은 염증유전자 발현을 억제시키고 IFN-γ+의 증가 및 조절

T 세포의 유도로 아토피피부염의 피부발진을 치료하는 면역

조절제로 사용될 수 있을 것으로 생각된다.
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