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골수세포에 대한 Bordetella bronchiseptica 항원의 자극 효과 및 면역기억반응
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Abstract : Bone marrow is a hematological and immunological organ that provides multiple immune cells, including
B lymphocytes, and thus plays a critical role in the efficacy of vaccine. We previously demonstrated that Bordetella
(B.) bronchiseptica antigen has high immunogenicity in spleen cells, a peripheral immune organ. In this study, we
investigated the immunogenicity of B. bronchiseptica antigen in bone marrow cells, a central immune organ. B.
bronchiseptica antigen increased the cellular activity of bone marrow cells and significantly enhanced the production
of nitric oxide, IL-6, and TNF-α. Bone marrow cells primed with B. bronchiseptica antigen in vivo were harvested and
stimulated with the same antigen in vitro. The stimulation of B. bronchiseptica antigen significantly increased the cellular
activity and proliferation rate of the primed cells. B. bronchiseptica antigen also greatly induced the production of antigen-
specific antibody in the primed cells. Taken together, the present study demonstrated that B. bronchiseptica antigen can
stimulate bone marrow cells, a central immune organ, and recall the immune response of the primed bone marrow cells.
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서 론

골수는 조혈작용을 담당하는 red marrow와 지방세포로 구

성된 yellow marrow로 이루어진 복합적인 구조물이다.

Hematopoietic cell은 골수에서 만들어진 뒤 혈관으로 들어가

전신에 분포된다. 또한 골수는 B cell의 생산과 분화가 이루

어지는 장소이다. 미성숙 B cell은 골수에서 lymphoid

progenitors로부터 발생하여 분화되며, 이때 골수의 stromal

cell은 B cell과 직접적으로 상호작용하고 발달에 필요한 여

러 가지 cytokine을 분비한다 [8].

항원을 인식한 B cell은 여러 단계의 활성화 과정을 거쳐

memory B cell로 분화된다. 또한 항체를 생산하는 plasma

cell이 되며, 이들이 분비하는 항체는 면역체계에서 중요한 역

할을 수행한다. 병원성 미생물에 노출된 숙주는 항원 특이적

인 항체를 일정 기간 생산하여, 병원성 미생물의 재침입 시

효율적인 방어를 할 수 있다. 이러한 면역방어기전에서 단기

및 장기 기억능력을 갖춘 memory B cell과 plasma cell이

결정적인 역할을 하게 된다. 이들 세포는 골수가 주요 저장

부위인 것으로 알려졌다 [3, 9].

Bordetella(B.) bronchiseptica는 돼지에서 위축성 비염을

일으키는 주된 병인체 중 하나이다. 단독으로 감염되는 경우

에는 위축성 병변을 일으키지 않지만, Haemophilus parasuis

또는 Pasteurella multocida와 복합 감염되면 심각한 진행성

위축성 비염과 성장장애를 일으킨다 [4, 5]. 이 때문에 돼지

농가에서는 체중증가율 감소와 성장률 저하로 말미암은 막

대한 경제적 손실을 보고 있다. 따라서 많은 연구자는 B.

bronchiseptica를 효과적으로 예방할 수 있는 백신을 개발해

왔지만 [7], 항원 자체의 면역원성에 대한 연구는 매우 부족

한 실정이다.

본 연구팀에서는 말초 면역기관인 비장에서 B. bron-
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chiseptica 항원에 대해 일어나는 면역반응을 연구하였다 [6,

12]. 앞서 수행된 연구를 바탕으로, 이번 연구에서는 B 세포

의 분화기관인 골수의 세포에서 B. bronchiseptica 항원에

대한 면역반응을 확인하였으며, 특히 백신 효과와 밀접한 면

역기억반응에 대해 살펴보았다.

재료 및 방법

실험동물과 백신항원

실험동물은 제주대학교 수의약리학 실험실의 8~12주령 사

이의 C57BL/6 마우스와 BALB/c 마우스를 사용하였다. 동

물실험은 제주대학교 동물실험윤리위원회의 승인을 받아 제

주대학교 동물실험윤리지침을 준수하여 시행되었다(승인번호

2013-0024). B. bronchiseptica는 ㈜고려비엔피에서 사균을

공급받아 단백질 정량을 시행한 후 실험에 사용하였다.

골수세포의 준비, 배양 및 실험

골수세포는 마우스에서 분리하여 얻었다. CO2 gas로 마우

스를 안락사시킨 뒤 외과적으로 대퇴골과 경골을 적출하였

다. 이들의 양측 골단을 절단하여 골수강을 노출하고, 골수

강 내의 골수 조직을 phosphate buffered saline(PBS)으로

flushing 하여 채취하였다. 이 세포들을 10분간 ammonium

chloride-potassium lysis buffer로 처리하여 적혈구를 제거하

였다. 이후 40 µm cell strainer(BD Bioscience, USA)에 걸

러 내어 골수세포를 획득하였다. 이 세포를 96-well 배양 용

기에 1 × 106cells/mL의 농도로 배양하여 실험에 사용하였다.

세포배양을 위해 우태아혈청 5%, 페니실린/스트렙토마이신

100 U/mL, L-glutamine 2 mM이 포함된 RPMI-1640배지를

사용하였다.

골수세포의 활성화 및 생존율의 측정 

B. bronchiseptica 항원에 의한 골수세포의 활성화 정도

를 측정하기 위해 세포를 3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide(MTT; Sigma, USA) 용액을

이용하여 분석하였다. 96-well plate에 골수세포를 넣고 B.

bronchiseptica 항원을 처리한 후 2일간 배양하였다. MTT

용액을 0.5 μg/mL 농도로 넣은 후 37oC CO2 배양기에서 4

시간 배양하고, 10% sodium dodecyl sulfate 용액을 well

당 100 μL씩 넣었다. 배양기에서 2시간 더 배양하고

microplate reader(Thermo Fisher Scientific, USA)를 이용

해 570 nm에서 흡광도를 측정하였다.

ELISA를 이용한 cytokine의 측정

골수세포에서 B. bronchiseptica 항원에 의한 cytokine 생

성변화를 알아보고자 ELISA를 실시하였다. 96-well plate에

골수세포를 넣고 B. bronchiseptica 항원을 처리한 후 3일간

배양하였다. 세포배양 상층액을 얻은 후 IL-6 Cytoset과

TNF-α Cytoset(Invitrogen, USA)을 이용하여 회사에서 제공

하는 방법에 따라 cytokine 양을 측정하였다.

Nitric oxide (NO) assay

B. bronchiseptica 항원을 처리한 골수세포에서 NO의 생성

변화를 알아보기 위해 NO detection kit(iNtRON, Korea)을

사용하여 NO assay를 실시하였다. 96-well plate에 골수세포

를 넣고 B. bronchiseptica 항원을 처리한 후 2일간 배양하

였다. 배양된 상층액을 분리하여 N1 buffer 50 μL/well을 섞

어준 뒤 10분간 반응시키고, 다시 N2 buffer 50 μL/well을

섞어 10분간 반응시킨 뒤 microplate reader를 이용하여

570 nm에서 흡광도를 측정하였다. Standard로는 sodium

nitrate를 0~100 μM 농도로 만들어 사용하였다.

마우스에 B. bronchiseptica 항원 접종

BALB/c 마우스를 사용하였으며, 대조군에는 PBS만을, 항

원접종군에는 B. bronchiseptica 항원을 접종하였다(10 μg/

mouse). 접종 후 2~4주 사이에 안락사시켜 혈청과 골수세포

를 채취하여 실험에 이용하였다. 골수세포의 활성화 및 생존

율 측정을 위해 앞서 제시된 방법으로 MTT assay를 진행하

였다.

Carboxyfluorescein succinimidyl ester(CFSE) cell proli-

feratioin assay

B. bronchiseptica 항원이 접종된 마우스에서 채취한 골수

세포에 B. bronchiseptica 항원을 처리하여 증식반응을 알아

보려고 CFSE assay를 실시하였다. 골수세포에 CFSE 용액을

5 μM 농도로 처리하였다. 이후 골수세포를 계수하여 96-well

plate에 넣고 B. bronchiseptica 항원을 처리한 후 4일간 배

양하였다. 배양된 세포를 1% paraformaldehyde 용액으로 고

정한 뒤 FACSCalibur(BD Biosiences)를 이용해 분석하였다.

B. bronchiseptica 항원을 접종한 마우스의 골수세포에서

항원 특이적 IgG 생산

B. bronchiseptica 항원이 접종된 마우스에서 채취한 골수

세포에 B. bronchiseptica 항원을 처리하여 항원 특이적인

IgG의 생산 정도를 측정하였다. 96-well plate에 골수세포를

넣고 B. bronchiseptica 항원을 처리한 후 3일간 배양하였다.

F8 Maxisorp Nunc-Immuno module(Thermo Fisher Scientific)

에 B. bronchiseptica 항원을 5 μg/mL 농도로 4oC에서 over-

night 처리하여 코팅하였다. Assay buffer I(Invitrogen)로

blocking 한 뒤, 배양 상층액을 처리하였다. 이후 goat anti

mouse IgG-horseradish peroxidase, tetramethyl-benzidine 용액

(SouthernBiotech, USA)을 차례로 처리하여 발색시켰다. 1 N

Hydrogen chloride 용액으로 반응을 정지시킨 후 microplate

reader를 이용하여 450 nm에서 흡광도를 측정하였다.

유의성 분석

대조군과 실험군에서 얻은 결과 사이의 유의차는 ANOVA

분석 후에 tukey 검정으로 유의성을 확인하였다. 대조군에

대한 실험군의 유의성은 *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001로

나타내었다.



Bordetella bronchiseptica Ag on bone marrow cells 205

결 과

B. bronchiseptica에 의한 골수세포의 활성화

골수세포에 B. bronchiseptica 항원을 처리하여 2일간 배

양한 후, MTT assay를 통해 세포의 활성화 정도를 측정하

였다(Fig. 1). MTT assay에서, B. bronchiseptica 항원에 의

해 골수세포의 활성화 정도가 유의하게 증가했다. 

B. bronchiseptica 항원에 의한 골수세포의 NO 생산량

변화

NO는 세포 내에 침입한 병원성 미생물을 제거하는 기능

이 있어, 세포 매개성 면역을 담당하는 주된 요소 중 하나다

[10]. B. bronchiseptica 항원을 처리하여 2일간 배양한 후,

NO assay를 통해 세포배양 상층액에 있는 NO 농도를 측정

하였다(Fig. 2). B. bronchiseptica 항원 처리에 따라 골수세

포의 NO 생산량은 유의하게 증가하였지만, 농도 의존적으로

증가하지는 않았다. 0.625 μg/mL의 항원으로도 골수세포에서

충분한 NO를 생산시키는 사실을 알 수 있었다.

B. bronchiseptica 항원 처리에 의한 골수세포의 cytokine

생산량 변화

골수세포는 다양한 종류의 cytokine을 생산하여 면역반응

을 담당한다. 골수세포에 B. bronchiseptica 항원을 처리한

후 IL-6와 TNF-α 생산에 미치는 영향을 알아보았다. 골수세

포에 B. bronchiseptica 항원을 처리하여 3일간 배양한 후,

ELISA를 통해 세포배양액의 cytokine 생산량을 측정하였다

(Fig. 3). 대조군에서는 두 cytokine의 생산이 나타나지 않았

으나, B. bronchiseptica 항원을 처리한 경우 농도 의존적으

로 IL-6 및 TNF-α의 생산량이 증가했다.

B. bronchiseptica 항원이 접종된 마우스에서 골수세포의

항원 재감작에 대한 반응

세포 활성화 및 분열 증가: PBS 또는 B. bronchiseptica

항원을 접종한 마우스의 골수세포에 B. bronchiseptica 항원

을 처리하여 2일간 배양한 후, MTT assay를 통해 세포의

활성화 정도를 측정하였다(Fig. 4A). 대조군보다 B. bron-

chiseptica 항원 접종군에서 B. bronchiseptica 항원에 의해

세포의 활성화 정도가 증가했다. 특히 실험에서 가장 낮은

농도였던 1.6 ng/mL의 경우 대조군보다 항원접종군의 골수

세포가 높은 세포활성도를 보였다. 하지만 골수세포 활성도

의 증가가 B. bronchiseptica 항원의 농도에 비례하지는 않

았다. 또한 세포 단위의 분열 측정을 위해, PBS 및 B.

bronchiseptica 항원을 접종한 마우스의 골수세포를 형광물질

의 한 종류인 CFSE로 염색한 뒤 B. bronchiseptica 항원을

처리하여 4일간 배양한 후, FACSCalibur를 이용해 분석하였

다(Fig. 4B). 대조군과 비교하면 B. bronchiseptica 항원 접

종군에서 세포분열이 증가했다.

Fig. 1. Enhanced cellular activity of bone marrow cells by the treatment of Bordetella (B.) bronchiseptica antigen. The cellular
activity was measured by MTT assay. Bone marrow cells were cultured in 96-well culture plates for 2 days in the presence of B.
bronchiseptica antigen. Data are mean ± SD from four individual wells (A). For the determination of protein amount, a standard
curve made by bovine serum albumin was used for protein assay (B).

Fig. 2. B. bronchiseptica antigen significantly enhances the
production of nitric oxide (NO). Bone marrow cells were
cultured in 96-well culture plates with B. bronchiseptica
treatment for 2 days. After then, the culture supernatants were
harvested and the amounts of NO were determined. All values
are represented as mean ± SD.
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Fig. 3. B. bronchiseptica antigen significantly enhances the production of IL-6 and TNF-α of bone marrow cells. The cells were
cultured and treated with B. bronchiseptica antigen for 3 days in 96-well culture plates. The culture supernatants were used for the
determination of IL-6 (A) and TNF-α (B). All values are represented as mean ± SD. n.d.: not detectable.

Fig. 4. Enhanced cellular activity and proliferation of the bone marrow cells primed with B. bronchiseptica upon the same antigen
stimulation in vitro. The cellular activity and proliferation rate were measured by MTT assay (A) and CFSE assay (B), respectively.
The cells were cultured in the presence of B. bronchiseptica antigen at indicated concentrations for 2 days (A) or 4 days (B). Data
are mean ± SD from four individual wells (A). The number in histogram indicates the percentage of proliferating cells with low
fluorescence intensity (B).
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항원 특이적 항체 생산량의 증가: PBS 또는 B. bron-

chiseptica 항원을 접종한 마우스의 골수세포에 B. bron-

chiseptica 항원을 처리하여 3일간 배양한 후, 항원 특이적인

항체 생산량을 측정하였다(Fig. 5). PBS를 접종한 대조군 마

우스는 항원 특이적인 항체가 거의 측정되지 않았던 반면,

B. bronchiseptica 항원 접종군에서는 항원 특이적인 항체의

생산량이 많게 나타났다. 특히 B. bronchiseptica 항원의 재

감작 농도가 10 ng/mL일 때 항원 특이적 항체가 가장 많이

생산되었다.

고 찰

골수는 전반적인 면역반응을 담당하는 림프구의 초기 생

산기관이며, 특히 백신의 효능을 측정하는 항체생산과 매우

밀접하다. 면역기억은 면역시스템이 동일한 항원에 재감작

되었을 때 이전보다 강력한 면역반응이 일어나게 되는 생체

방어기전이다. Memory B cell은 naive B cell이 최초 면역

반응에서 생산하는 것보다 높은 역가의 항원 특이적 항체를

생산함으로써 항원을 보다 효율적으로 제거한다 [1]. 본 연

구에서는 in vitro, in vivo 실험을 통해, B. bronchisetpica

항원에 의해 골수세포에서 일어나는 면역반응을 알아보았다.

먼저 B. bronchiseptica에 대한 골수세포의 활성 정도를 알

아보았다. MTT assay 결과 B. bronchiseptica는 골수세포를

활성화하는 것을 알 수 있었다.

항원에 의해 골수세포가 세포성 면역반응과 체액성 면역

반응을 나타내는지 알아보기 위해 NO, IL-6의 생산량을 측

정하였다. NO는 세포성 면역반응을 나타내는 대표적인 지표

로서, 미생물이 체내에 침입하게 되면 대식세포와 호중구가

탐식된 미생물을 죽이기 위해 NO를 생산한다 [10]. NO

assay에서 항원을 처리하였을 때 NO의 생산량이 증가하였다.

또한 IL-6는 체액성 면역반응을 나타내는 cytokine 중 하나

이다. T cell과 대식세포 등에서 분비되며, 골수의 plasma

cell의 생산과 항체 분비를 촉진하여 체액성 면역을 촉진하는

작용을 한다 [11]. ELISA 결과, 항원에 의해 농도 의존적으

로 IL-6의 생산이 증가하였다. 결과적으로 B. bronchiseptica

항원에 의해 골수세포가 세포성 면역반응 및 체액성 면역반

응을 일으키는 주요 활성 물질의 생산을 증가시키는 사실을

확인할 수 있었다. 

염증성 cytokine인 TNF-α는 주로 활성화된 대식세포가 분

비하며, 백신의 효능에 필수적인 면역반응을 유도한다. 항원

자체가 이러한 cytokine의 생산능력이 낮을 경우, 보조제를

함께 사용하여 그 역할을 보조한다 [2]. ELISA 결과, 항원

에 의해 농도 의존적으로 TNF-α의 생산이 증가하였다. B.

bronchiseptica 항원으로 백신을 제조할 경우, 보조제 없이

항원 자체만으로도 충분한 백신효능을 나타낼 수 있다는 것

을 예상할 수 있다. 

항원이 미리 접종된 마우스에서 채취된 골수세포가 동일

한 항원에 재감작 되었을 때 활성화 정도를 알아본 결과, 저

농도의 항원을 처리하였을 때도 골수세포가 활성화되는 것

을 알 수 있었다. 이는 B. bronchiseptica 백신을 접종한 경

우 소량의 병원체에 노출되어도 충분한 골수 유래 면역반응

을 유도할 수 있다는 것을 의미한다. 또한 primed 골수세포

는 항원 재감작 시 항원 특이적인 항체를 유의하게 생산하

였다. 특히 10 ng/mL 부근에서 B. bronchiseptica 항원에 특

이적인 항체를 높은 수준으로 생산하였다. 이는 항체생산에

필요한 최적의 항원농도가 있는 것을 의미한다. 

결론적으로, B. bronchiseptica 항원은 자체적으로 골수세

포를 활성화하고 면역을 유도할 수 있다. 또한 상당한 기간

숙주의 면역 기억을 유지할 수 있다는 사실을 확인했다. 이

는 기존의 백신에서 사용하고 있는 보조제의 적절성과 효율

성을 재고하여 새로운 B. bronchiseptica 백신을 개발하는

데 유용한 자료가 될 것이다.
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