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김치에서 분리한 Lactobacillus sakei proBio65의 면역 조절 특성
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Characteristics of immunomodulation by a Lactobacillus sakei proBio65 isolated from Kimchi. Lim,

Jeongheui1, Byoung-Joo Seo1, Jung-Eun Kim2, Chang-Suk Chae2, Sin-Hyeog Im2, Youn-Soo Hahn3, and

Yong-Ha Park1*. 1Department of Applied Microbiology and Biotechnology, Yeungnam University, Kyongsan
712-749, Korea, 2School of Life Sciences, Gwangju Institute of Science and Technology, Gwangju 500-712,
Korea, 3Department of Pediatrics, College of Medicine and Medical Research Institute, Chungbuk National Uni-
versity, Cheongju 361-763, Korea − We isolated and identified a novel probiotic strain, Lactobacillus sakei

proBio65 from Kimchi. To determine whether L. sakei proBio65 has an immunomodulatory effect, we investi-

gated cells via an in vitro screening system which co-cultured freshly isolated mesenteric lymphocyte with

probiotics. A significant increase of Foxp3+ transcription regulatory factor expression was observed, followed

by an increase in anti-inflammatory cytokines transcription regulatory factor. L. sakei proBio65 exhibited high

levels of the IL-10/IL-12 production ratio and enhanced Foxp3 expression in vitro. L. sakei proBio65 may thus

be therapeutically useful for the modulation of inflammatory immune disorders.
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유산균(probiotics)은 숙주가 적정한 양을 섭취하였을 경우,

숙주에게 긍정적인 영향을 줄 수 있는 미생물로 Bifidobac-

teria, Lactobacillus 등이 비교적 잘 알려져 있으며, 각 균 주

마다 여러 메커니즘을 통해 면역체계를 조절한다고 알려져

있다[1].

면역 체계(Immune system)는 면역 반응(Immune response)

과 면역 관용(Immune tolerance)의 균형을 이룸으로써 유지

된다. 면역 반응은 질병을 유발할 수 있는 병원체 등을 제거

하는 과정이며, 면역 관용은 체내에 존재하는 물질 혹은 생

명체가 필요로 하는 외부 물질 등에 과잉 면역을 억제하는

기작이다. 이러한 면역 반응과 면역 관용이 균형을 이루는

상태를 면역 항상성(Immunological homeostasis)라고 하며,

이러한 균형이 한 쪽으로 치우치게 되면, 여러 질병들이 나

타날 수 있다. 여러 종류의 면역 세포들이 면역 관용에 기여

하고 있는데, 이 중 면역 조절 T 세포(regulatory T cell)이 중

요한 역할을 담당하고 있다. 이 세포는 세포 내에 Forkhead

domain protein family의 한 종류인 Foxp3+전사조절인자를

특이적으로 발현하고 있으며, 흉선에서 자연적으로 생성되

거나 말초 면역계에서 effector T 세포가 면역 조절 T 세포

의 성격을 갖게 될 수도 있다. 이 때문에 면역 조절 T 세포

는 CD4+Foxp3+의 형질을 가지며, B7-H4 co-stimulatory

molecule과의 상호작용을 통해 tolerogenic dendritic cell을

생성하거나, immune suppressive cytokine인 interleukin-

10(IL-10), tumor growth factor-β(TGF-β) 등을 분비하여

면역 관용 반응을 일으킬 수 있다. 이러한 면역 조절 T 세

포의 중요성을 인간 질병 및 Knock-out 생쥐를 통해 면역조

절 T 세포 특이적으로 발현하는 Foxp3 단백질의 변형이

Immunodysregulation, Polyendocrinopathy, Enteropathy,

X-linked (IPEX) syndrome 환자에서 특이적으로 발견되며,

Foxp3 Knock-out 생쥐의 경우 역시 인간 IPEX와 동일한 다

발성장기 염증 현상을 보인다. 또한 다양한 염증성 면역질

병에서 면역조절 T 세포의 수가 정상에 비해 감소되어 있다

는 보고가 많으며, 면역조절 T 세포의 염증성 질환 환자 및

생쥐로의 입양 전이 (Adoptive transfer)가 염증질환에 큰 치

료 효능 보이는 것을 통해 면역관용에 있어 면역조절 T 세

포의 중요 위치를 확인할 수 있다. 최근 들어 면역조절 T 세

포의 강력한 면역억제 기능을 이용한 면역 치료 시도가 활

발하게 이루어지고 있다[2, 5].

본 연구진들은 한국의 전통발효식품인 김치로부터 유래한

유산균 L. sakei proBio65의 항 염증성 유산균주의 선별 표

지 물질로 조절 T 세포의 master 전사조절인자로 알려진

Foxp3를 선정하였다. L. sakei proBio65가 Foxp3 전사조절

인자를 증가시키는지 확인하기 위하여 세포기반 screening

system을 이용하여 면역 조절 메커니즘을 규명해 보았다.*Corresponding author
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L. sakei proBio65에 의한 Foxp3+ 전사조절인자 

발현 증가능 평가

Foxp3 전사조절인자에 GFP 형광표지 단백질이 표지된 형

질전환 생쥐(Foxp3-GFP KI 생쥐, 광주과학기술원)를 이용

하였다. 생후 6-8주령 Foxp3- GFP KI 생쥐로부터 장간막 림

프절을 분리한 후 장간막 림프구와 MRS 고체배지(Difco,

USA)를 이용하여 37oC, 20시간 배양한 L. sakei proBio65

(1×109 CFU/mL)와 공동배양을 수행하였다. 72시간 동안 생

쥐의 장간막 림프구과 L. sakei proBio65를 1:1 공동배양(장

간막 림프구의 개수를 측정하며, L. sakei proBio65는 장간

막 림프구의 개수와 동일한 균수를 접종) 후 유세포 분석기

를 이용하여 GFP+ 신호를 측정함으로써 L. sakei proBio65

가 Foxp3 전사조절인자를 증가 시킬 수 있는 능력을 평가

하였다(Fig. 1).

대조군으로 사용한 PBS와 부용제의 Foxp3+ 전사조절인

자 발현은 높지 않았으며, L. sakei probio65의 생균과 사균

에서는 Foxp3+ 전사조절인자 발현이 높게 나타난 결과를 보

였다. 이는 Foxp3 세포의 수를 증가시키는 결과를 보여준다.

L. sakei proBio65에 의한 항염증성 사이토카인 

Interleukin 10(IL-10) 발현능 평가

IL-10은 TGF-β와 더불어 대표적인 항 염증성 사이토카인

이다. IL-10은 초기 생쥐의 Th2 세포에서 분비되어 Th1 세

포의 IFN-γ 분비를 억제하는 것으로 알려져 있다. 이후 T 세

포에 뿐 아니라, 대식세포(macrophage), 수지상세포

(Dendritic cells), CD8+ T 세포, B 세포, 비만세포(mast

cells) 등에서도 생성되는 것이 밝혀졌으며, 그 중에서도 대

식세포와 T 세포가 많은 양의 IL-10을 분비한다고 알려져

있다. IL-10은 Th1 세포의 IFN-γ 생성을 억제할 뿐만 아니

라 여러 가지 다른 세포의 사이토카인 분비를 억제한다. 즉,

T 세포에 작용하여 Th1 세포의 IL2, IFN-γ 형성을 억제하여

세포성 면역을 억제하고 대식세포, 자연사 세포에서의 염증

성 사이토카인 생성을 억제하여 항염증 작용을 한다[3]. 따

라서 유산균의 투여를 통해 면역세포에서 IL10의 생성을 증

가시키는 유산균의 경우 강력한 항염증성 기능을 가질 수 있

다. 이를 위해 L. sakei proBio65와 장간막 림프구와 공동배

양을 통해서 분비되는 상층액에 존재하는 IL-10 단백질의 양

을 측정함으로써 L. sakei proBio65에 의한 항염증성 기능

을 평가 할 수 있다.

L. sakei proBio65에 의한 IL-10을 증가능을 평가하기 위

해 sandwitch ELISA 방법을 사용하였다. plate에 IL-10와

결합할 수 있는 항체를 붙인 후 장간막 림프구와 L. sakei

proBio65를 공동배양 후 얻어진 상층액을 첨가하였다. 항체

와 결합한 상층액을 인식하는 또 다른 항체(detection 항체)

와 결합하게 한 후 secondary 항체에 결합되어 있는 효소에

의해 기질이 분해되면서 신호가 나오는 원리를 이용하여 각

상층액에 존재하는 IL-10의 양을 비교 분석하였다(Fig. 2).

L. sakei proBio65와 장간막 림프구를 공동배양 후 얻어진

상층액으로 IL-10의 발현량을 측정한 결과 PBS에 비해 L.

sakei proBio65 생균 또는 사균을 공동배양 하였을 때 IL-10

의 발현량이 증가되는 것으로 나타났다.

L. sakei proBio65 에 의한 염증성 사이토카인 

Interleukin 12(IL-12) 발현능 평가

대표적 염증성 사이토카인으로 알려진 IL-12는 바이러스

의 감염에 의한 세포내의 외부 병원성 물질이 침입하였을 시

Fig. 1. Increased population of Foxp3+ cells from mesenteric

lymphocytes after co-culture with L. sakei proBio65. PBS

(phosphate buffered saline), Test-live (L. sakei proBio65 live bac-

teria), Test-dead (L. sakei proBio65 dead bacteria), Test-cont (sup-

plement).
Fig. 2. Detection of IL-10 secreted by mesenteric lymphocytes

after co-culture with L. sakei proBio65. 
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항원제시세포에서 주로 생성되며 Th1 면역 반응을 일으키

고 발달시키는데 중요한 역할을 한다. IL-12는 Th1 세포의

IFN-γ와 TNF-α 생성을 유도 하고 Th2 세포 발달은 억제한

다. IL-12는 CD8 T+ 세포와 자연사 세포의 cytotoxic 능력

을 증강시킨다. 따라서 유산균의 투여를 통해 면역세포에서

IL-12의 생성을 감소 또는 억제시키는 유산균의 경우 강력

한 항염증성 기능을 가질 수 있다[4]. L. sakei proBio65와

장간막 림프구와의 공동배양을 통해서 분비되는 IL-12 단백

질의 양을 비교하여, 항염증성 기능을 평가 할 수 있다.

L. sakei proBio65에 의한 IL-12의 발현 억제 능력을 평가

하기 위해 IL-10과 동일한 sandwich ELISA 방법을 시행하

였다.

L. sakei proBio65와 장간막 림프구를 공동배양 후 얻어진

상층액으로 IL-12의 발현량을 측정하였다(Fig. 3). 그 결과

L. sakei proBio65의 생균 및 사균이 PBS에 비해 IL-12의

발현량을 증가 시키고 있으나 그 정도가 크지 않았다.

L. sakei proBio65은 mesenteric lymphocyte와 공동 배양

하였을 경우, 항염증성 사이토카인인 IL-10과 염증성 사이

토카인인 IL-12의 발현을 모두 증가시키나 IL-12의 경우보

다 IL-10의 경우에 L. sakei proBio65에 의한 발현 증가가

더 크게 나타나는 것을 확인하였다. 이를 바탕으로 IL-10:IL-

12 비율을 계산하였을 때, 생균과 사균을 처리한 경우 IL-

10:IL-12 비율이 PBS에 비해 높음을 확인하였다(Fig. 4).

L. sakei proBio65 에 의한 Th1, Th17 관련

염증성 사이토카인의 발현능 평가

IL-12와 더불어 Th1 세포의 대표적인 사이토카인으로 알

려진 IFN-γ의 발현능과 최근 자가면역질환에서 중요한 병인

으로 작용하는 것으로 알려진 Th17 세포의 대표적인 사이

토카인인 IL-17의 발현을 조사하였다. L. sakei proBio65와

장간막 림프구를 1:1 공동배양을 하여 세포의 mRNA를 분

리 한 후 real-time PCR 실시간 증폭기를 이용하여 PBS와

공동배양 한 샘플과 비교를 통하여 L. sakei proBio65의

IFN-γ와 IL-17발현 조절능을 평가하였다(Fig. 5).

L. sakei proBio65의 생균 보다 사균을 공동배양 하였을

시 IFN-γ 및 IL-17의 발현이 더 높게 나타나는 것을 확인할

수 있었다.

면역 조절 물질의 분석을 통하여 L. sakei proBio65는 면

역증강 보다는 면역조절이나 면역억제(과다면역억제)에 대

한 사용 가능성이 높다고 사료된다.

요 약

김치로부터 새로운 프로바이오틱균주인 Lactobacillus

sakei proBio65를 분리하고 명명하였다. 형질전환 생쥐

(Foxp3-GFP KI 생쥐)를 이용하여 L. sakei proBio65의 면

역조절 메커니즘 규명 및 면역 조절능을 확인하고 in vivo

적용 질환제어 응용 가능성을  평가하였다. 조절 T 세포의

master 전사조절인자로 알려진 Foxp3+를 선정하고, L. sakei

가 Foxp3+전사조절인자를 증가시키는지 확인하기 위해 확

립된 세포기반 screening system을 이용하였다. 항 염증성

사이토카인 전사조질인자의 증가에 이어 Foxp3+ 전자조절

Fig. 4. The ratio of IL-10 to IL-12 from mesenteric lympho-

cytes after co-culture with L. sakei proBio65. 

Fig. 3. Detection of IL-12 secreted by mesenteric lymphocytes

after co-culture with L. sakei proBio65. 

Fig. 5. Measurement of pro-inflammatory cytokine from mesen-

teric lymphocytes after co-culture with L. sakei proBio65. 
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인자발현의 상당한 증가를 확인하였다. L. sakei proBio65는

염증성면역 장애의 조절에 치료적으로 유용할 것이다.
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