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가슴샘 (thymus)은 골수에서 유래한 T 전구세포 (T

precursor cell)를 성숙한 T세포로 분화시키는 데 관여

하는 중추 면역기관이다(Schuurman 등 1997). 가슴샘

세포(thymocyte) 주위의 다양한 종류의 세포 및 세포바

깥바탕질(extracellular matrix) 성분들을 통칭하여 가슴

샘미세환경 (thymic microenvironment)이라고 하는데,

가슴샘세포는 가슴샘 미세환경과의 상호작용에 의해

증식, 분화 및 성숙 단계를 거치게 된다(Boyd 등 1993).

특히 가슴샘미세환경을 구성하는 세포들을 통칭하여

가슴샘버팀질세포(thymic stromal cell)라고 하는데 가슴

샘버팀질세포 중에서도 가슴샘상피세포(thymic epithe-

lial cell)는 가슴샘세포의 증식과 분화 및 성숙과정에

가장 주된 역할을 수행한다(Boyd 등 1993). 가슴샘상피

세포는 존재부위와 형태학적 특징에 따라 몇 가지 아

형(subpopulation)으로 나누어진다(Boyd 등 1993). 현재

는 면역세포화학적방법을 이용하여 피막밑 상피세포

(subcapsular epithelial cell), 겉질 상피세포(cortical epithe-

lial cell), 속질 상피세포(medullary epithelial cell) 및 가

슴샘소체(Hassall’s corpuscle)의 네 종류로 분류하는 방

법을 널리 사용하고 있다(Haynes 1984, Rouse 등 1988).

흰쥐 가슴샘 재생과정에서 IL-17A의 발현 특성
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간추림 : IL-17A는 활성화된 T 세포에 의해 분비되는 사이토카인으로 5개의 연관된 사이토카인인 IL-17B, IL-

17C, IL-17D, IL-17E 및 IL-17F과 함께 IL-17 family로 분류되며, 이들은 모두 유사한 단백질 구조를 가지고 있

다. IL-17A와 IL-17F는 활성화된 T 세포에서 발현되는 반면 IL-17B, IL-17C, IL-17D 및 IL-17E는 모든 조직에

서 광범위하게 발현되며 이들의 기능은 IL-17A와 부분적으로 일치하지만 이에 관해서 자세히 연구되어 있지

않다. 

가슴샘버팀질세포는 가슴샘세포의 증식, 성숙 및 분화의 조절에 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있기 때

문에, 본 연구에서는 가슴샘세포, 가슴샘상피세포, 큰포식세포, 가슴샘가지돌기세포 및 가슴샘종양세포에서 역전

사 중합효소 연쇄반응법을 이용하여 IL-17 family의 발현 특성을 확인하였다. 또한 cyclophosphamide를 흰쥐에

투여하여 가슴샘의 급성 퇴축을 유발시킨 다음 3, 7 및 14일째 실험 동물을 희생시켜, 가슴샘 재생과정 동안 시

간의 경과에 따른 IL-17 family와 IL-17 수용체(IL-17R)의 발현특성을 역전사 중합효소 연쇄반응법을 통해 조

사하였으며, IL-17A의 경우는 면역조직화학법을 이용하여 그 발현양상을 더 구체적으로 분석하였다. 그 결과

IL-17A와 IL-17E는 가슴샘종양세포에서만 발현되었고 IL-17C는 큰포식세포를 제외한 모든 세포에서 발현되고

있음을 확인하였다. IL-17F의 경우 실험군의 모든 세포에서 발현된 반면에 IL-17B와 IL-17D는 전혀 발현되지

않았다. 또한 IL-17A는 가슴샘 재생과정 중 가슴샘세포와 가슴샘버팀질세포에서 모두 증가되었으며 IL-17A의

수용체인 IL-17R은 재생모델의 가슴샘세포와 가슴샘버팀질세포에서 발현양이 거의 유사하였다. 면역조직화학법

을 이용한 분석에서도 재생과정 동안 상피세포에서 IL-17A의 발현이 증가됨을 확인하였다. 

따라서 가슴샘세포와 가슴샘 상피세포에서 IL-17A의 발현 및 그 수용체를 통한 신호전달은 가슴샘의 급성

퇴축 이후 가슴샘이 재생되는 과정에 중요한 역할을 할 것으로 생각된다.
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가슴샘은 여러 가지 원인에 의해 퇴축이 일어날 수 있

다. 나이의 증가와 더불어 발생하는 생리적인 가슴샘의

퇴축 외에도, 나이와 관계없이 전 연령층에서 비생리적

으로 가슴샘의 퇴축이 발생할 수 있다. 비생리적인 가

슴샘 퇴축을 가져올 수 있는 요인에는 항암 화학제, 스

테로이드 투여, 스트레스, 방사선 조사, 독성인자 및 각

종 질환 특히 종양, 감염, 만성 소모성 질환 등이 있으

며, 이러한 여러 인자들에 의해 T세포 사멸에 의한 가

슴샘의 급성 퇴축이 일어난다(Draber와 Nouza 1977,

Wang과 Cai 1999). 가슴샘의 퇴축은 신체 면역력을 저

하시켜, 여러 가지 질환을 유발하거나 이미 유발되어

있는 질환에 대한 치유능력을 감소시킬 수 있으므로 매

우 심각한 문제가 될 수 있다. 급성 퇴축의 경우 가슴샘

은 원인인자가 제거되면 서서히 회복하는데(Hofmann

등 1987), 그 과정에서 가슴샘을 이루는 세포의 형태

및 기능적 변화는 가슴샘의 생리와 기능의 연구에 중

요한 정보를 제공할 수 있다. 

실험적으로 가슴샘의 퇴축과 재생과정의 변화를 연

구하기 위하여 cyclophosphamide (CY)를 이용한 동물

모델이 개발되었다(Yoon 등 1997). CY는 1958년 이후

부터 임상에 쓰이기 시작한 alkylating group에 속하는

합성화합물로 종양성 병변이나 암 치료에 널리 쓰여

왔고, 구조적으로는 nitrogen mustard와 유사하다(Brock

1968, Sladek 1971). 또한 CY는 세포생성억제 및 항종

양효과와 면역억제기능을 나타내는 약물로, 세포의 정

상적인 분열과정을 방해하고, 세포의 구성성분인 amine,

-OH, -SH기와 결합하는 알킬화(alkylation)에 의해 DNA

합성을 억제하여 세포대사에 직접적인 영향을 미치고

세포분열을 막으며 세포질 속의 변화를 일으켜 세포를

사멸시킨다(Reynolds와 Prasad 1982). 이러한 CY의 작

용에 특히 민감한 세포 집단으로는 골수와 림프계통의

세포, 종자세포(germinal cell) 및 창자샘에 있는 미분화

세포들이 있다. 높은 농도의 CY는 골수이식 환자에서

거부반응을 억제시키는 면역 억제제로도 사용되고 있

으나, 골수에 독성을 미치는 등의 부작용을 나타내기도

한다(Hows 등 1984). CY 투여로 인해 급성 퇴축이 일

어난 가슴샘은 시간이 지남에 따라 퇴축 후 서서히 크

기가 증가하여 정상의 크기로 되는데, 이러한 재생과정

동안 가슴샘에서 가슴샘상피세포의 대사활동이 증가하

는 것으로 알려져 있다(Yoon 등 1997). 

활성화된 T 세포에 의해 분비되는 IL-17 (IL-17A) 사

이토카인은 생쥐의 하이브리도마에서 그 유전자가 클

로닝되었다(Rouvier 등 1993, Yao 등 1996). 사람의 IL-

17A 유전자의 경우 150개의 아미노산과 15 kDa의 분자

량으로 이루어져 있으며 30~35 kDa의 당단백과 동종

이합체로 이중결합되어 분비된다(Fossiez 등 1996). IL-

17A 외에도 IL-17A와 연관된 사이토카인인 IL-17B,

IL-17C, IL-17D, IL-17E 및 IL-17F가 동정되었고 이들

은 IL-17A와 함께 시스테인 잔기들이 잘 보존되어 있

는 유사한 단백질 구조를 가지고 있어 IL-17 family로

분류되었다(Starnes 등 2001). IL-17A와 IL-17F는 활성

화된 T세포에서 주로 발현되는 반면 IL-17B, IL-17C,

IL-17D 및 IL-17E는 모든 조직에서 광범위하게 발현되

며 그들의 기능은 IL-17A와 부분적으로 일치하지만

(Moseley 등 2003) 이에 관해서 아직 자세히 연구되어

있지 않다. IL-17A 수용체(IL-17R)는 대략 130 kDa의

single-pass transmembrane 단백질로 IL-17A와는 달리

여러 조직에서 광범위하게 발현된다(Moseley 등 2003).

IL-17A에 의한 IL-17 수용체의 활성의 일반적인 결과

로 NF-κB가 활성화되고 이로 인해 다른 전염증성사이

토카인(pro-inflammatory cytokine)들의 발현이 유도된

다(Moseley 등, 2003). IL-17 family는 연골과 관절염에

서 주로 연구되었으며 여기서 IL-17은 주로 연골의 기

능과 조직의 항상성에 영향을 주는 것으로 밝혀졌다

(Ziolkowska 등 2000). IL-17A는 관절이나 연골을 파괴

시킬 수 있는 다양한 인자들을 유도하고, IL-17E와 IL-

17F는 연골의 proteoglycan의 증가 또는 연골 바탕질의

합성을 억제하는 효과를 나타내었다(Cai 등 2001, 2002,

Hymowitz 등 2001). 이러한 IL-17A, IL-17E 및 IL-17F

는 연골 자체에서 생성되어 분비하는 것인지 다른 조

직에서 이동해 온 것인지 아직 명확하게 밝혀지지 않

다. 또한 IL-17A는 종양 모델에서 혈관 형성을 촉진시

키고 사람의 난소암에서 혈관의 수와 밀접한 관련이

있는 것으로 밝혀졌다(Kato 등 2001). 경부 종양에서는

IL-17A가 종양형성을 촉진시키는데 이때 종양 부위에서

IL-6 발현이 증가됨을 확인하였으며(Tartour 등, 1999),

이러한 IL-6 발현의 증가는 경부 종양의 침습성과 매우

밀접한 관련이 있는 것으로 보고되었다(Pages 등 1999).

또한 IL-6는 T세포의 분화와 증식에 중요한 요소로 알

려져 있다(Helle 등 1989, Kasahara 등 1990). 이러한 연

구에 따르면 IL-17A는 종양촉진에 관여하는 것으로 여

겨지지만 한편으로는 면역체계에 의해서 유발되는 종

양 거부반응을 일으킴으로써 종양의 형성을 억제한다

는 상반된 연구결과도 있어 현재까지 종양에서의 IL-

17A 기능에 관해서는 정확히 규명되어지지 않았다(Hi-

rahara 2000, 2001, Benchetrit 2002). 또한 최근 면역계

나 다른 여러 정상 및 병리 조직에서 IL-17에 관한 연

구가 이루어지고 있으나 아직 중추면역기관인 가슴샘
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에서의 역할에 관한 연구는 이루어져 있지 않다(Gaffen

2009). 특히 가슴샘 퇴축의 진행을 막고 재생을 촉진시

킬 수 있는 방법의 개발과 관련된 연구의 필요성이 매

우 크지만 이와 관련된 연구가 자세히 이루어져 있지

않을 뿐만 아니라 가슴샘의 재생과정에 대한 이해도

매우 부족한 실정이다. 따라서 흰쥐 가슴샘에서 IL-17A

와 함께 IL-7 family의 발현 특성을 분석하고 특히 가

슴샘의 재생과정에서 IL-17A의 발현 특성을 규명하고

자 본 연구를 실시하였다.

재료 및 방법

1. 실험동물

실험 동물은 Sprague-Dawley (SD)계의 수컷 흰쥐(200

~250 g) 및 C57BL/6 수컷 생쥐(20~25 g)이며, 모든 실

험 동물은 23±2�C의 항온 조건과 50±0.5%의 항습 상

태 및 12시간의 낮 주기와 12시간의 밤 주기가 일정하

게 유지되게 하고, 고압 증기로 멸균한 시판용 고형 사

료와 물을 자유로이 먹게 하여 specific pathogen free

(SPF) 상태가 적절하게 유지되는 조건하에서 사육하였

다. 실험 동물은 정상 대조군 및 약물 투여군으로 나누

었다. 

2. 가슴샘 재생 모델 제작

Cyclophosphamide (CY, Sigma, St Louis, MO, USA)

50 mg/mL을 멸균된 증류수에 녹인 후, 주사 전 재결정

이 생기지 않도록 보온 상태를 유지하였다. SPF 조건하

에서 사육된 SD계의 흰쥐의 무게를 측정한 후 CY를

복강 내에 150 mg/kg의 농도로 1회 주사하였다. 투여

후 3일, 1주 및 2주째에 동물을 희생하여 가슴샘을 절

취하였다.

3. 조직 처리

흰쥐의 가슴샘을 면역조직화학적 염색에 이용하기 위

해서 동결조직절편과 파라핀조직절편을 제작하였다. 동

결조직절편을 제작하기 위해서 cryomold (Miles Labora-

tories, Elkhart, IN, USA)에 optimum cutting temperature

compound (OCT compound, Tissue-Tek, Miles Labora-

tories)로 절취된 가슴샘을 포매한 후 액체 질소 속에서

10~15초 동안 동결 고정을 시행하였다. 동결 포매된

조직을 동결조직절편기(Reichert-Jung 2800 Frigocut E,

Bensheim, Germany)를 이용하여 5 μm의 두께로 조직절

편을 만들고, 2%의 3-aminopropylmethoxysilane (APES,

Sigma)로 표면 처리된 유리 슬라이드(Marienfeld, Bad

Mergentheim, Germany)에 부착시켰다. 조직이 부착된

슬라이드는 45�C의 조직 신전기에서 1시간 정도 충분

히 말린 후 실온에서 건조시켰다. 

파라핀조직절편을 제작하기 위해서 절취된 가슴샘을

Bouin 고정액(4�C)에서 4시간 동안 침적 고정 후 50%,

70%, 80%, 90%, 95% 및 100% 에탄올을 이용한 탈수과

정, xylene을 이용한 투명과정, 그리고 파라핀을 이용한

침투과정을 거쳐 파라핀에 포매하였다. 조직 박절기

(Microtome, Reichert, Bensheim, Germany)로 5 μm 두께

의 파라핀조직절편을 APES로 표면 처리된 유리 슬라이

드에 부착시키고 조직 신전기에서 건조시켰다. Xylene을

이용하여 슬라이드에 부착된 조직 절편의 파라핀을 제

거한 후 100%, 95%, 90%, 80%, 70% 및 50% 알코올과

증류수에 3분간씩 가수화(rehydration)하였다.

4. 가슴샘세포 및 가슴샘 기질세포의 분리

생쥐 가슴샘으로부터 가슴샘세포 및 가슴샘버팀질세

포를 분리하기 위해서, 생후 3개월의 C57BL/6 수컷 생쥐

로부터 가슴샘을 절취하여 세포배양용 접시에 올려두고

수술용 가위로 2~3 mm 간격으로 잘게 잘랐다. 자른 조

직을 30 mL의 RPMI1640 (GIBCO-BRL, Rockville, MD,

USA) 배지가 첨가된 용기에 넣고 자석교반기를 이용하

여 4�C에서 40~50분간 혼합하였다. 상등액을 회수하고,

남겨진 조직의 조각들을 10 mL의 RPMI1640 배지가 들

어있는 세포배양용 접시에 옮기고 피펫을 사용하여 여

러 번 혼합하였다. 원심분리하여 조직 조각들을 정착시

키고 상등액을 회수하였다. RPMI1640 배지에 0.0125%

(w/v) collagenase D (Roche, Mannheim, Germany)와 0.1%

(w/v) DNase I (Roche)이 포함된 효소반응액 5 mL을 첨

가하여 조직의 조각들과 혼합하면서 37�C에서 15분간

반응시켰다. 5 mL의 주사기와 18G 주사바늘을 순차적

으로 사용하여 조직을 완전히 풀어주고 원심분리하여

상등액과 침전물을 회수하였다. 회수한 모든 상등액을

125, 106 및 70 μm 메시에 순차적으로 통과시켜 가슴샘

세포를 회수하였다. 원심분리하여 상등액을 제거하고 20

mL의 ACK lysis 용액(0.15 M NH4Cl, 1 mM KHCO3, 0.1

mM Na2EDTA)을 첨가하여 적혈구를 제거하였고, 10%

우태아혈청 (FBS, GIBCO-BRL)이 첨가된 Dulbecco’s

modified eagle’s medium (DMEM, GIBCO-BRL) 30 mL

에 세포를 부유시켜 세포수를 측정하였다. 2차 효소반응

을 시행하기 위하여, 회수한 침전물을 다시 RPMI1640

배지에 0.0125% (w/v) collagenase D와 0.1% (w/v) DNase
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I이 포함된 효소반응액 5 mL을 첨가하여 조직의 조각

들과 혼합하면서 37�C에서 15분간 반응시켰다. 5 mL의

주사기와 18G, 21G 및 23G 주사바늘을 순차적으로 사

용하여 조직을 완전히 풀어주고 원심분리하여 상등액

을 제거하고 침전물을 회수하였다. 3~4차 효소처리과

정에서 회수한 상등액을 106 μm 메시에 통과시켜 가슴

샘 기질세포를 회수하여 세포수를 측정하였다.

5. 세포배양

Simian virus 40 T antigen transgenic 마우스로부터 얻

어진 생쥐 가슴샘피막밑/겉질 상피세포주[thymic sub-

capsular cortex or thymic nurse cells (427.1; SNEC)], 가

슴샘겉질상피세포주 [thymic cortex or cortical reticular

cells (1308.1; CREC)], 가슴샘속질상피세포주 [thymic

medullary epithelial cells (6.1.7; MEC)], 가슴샘가지돌기

세포주[thymic medullary interdigitating (IDC)-like cells

(6.1.1; MDC)]는 Dr. Barbara Knowles (The Jackson La-

boratory, Bar Harbor, Me, USA)로부터, 큰포식세포에서

유래된 RAW 264.7 세포주 및 가슴샘종양세포에서 유

래된 EL4 세포주는 American Type Culture Collection

(ATCC, Manassas, VA, USA)로부터 분양받았다. 이 세

포주들을 10% 우태아혈청(GIBCO-BRL), 10,000 U/mL

penicillin (GIBCO-BRL) 및 100 μg/mL streptomycin

(GIBCO-BRL)이 포함된 DMEM (GIBCO-BRL) 완전

배지를 사용하여 5% CO2 및 37�C 조건에서 100 mm

dish 혹은 96 well plates (Nunc, Roskilde, Denmark)에서

배양하였다. 세포들이 subconfluent 상태에 도달했을 때

세포를 phosphate-buffered saline (PBS) 혹은 DMEM으

로 세척한 후 세포를 배양바닥으로부터 떼어 내기 위

하여 0.05% trypsin (GIBCO-BRL) 및 0.53 mM ethylene-

diaminetetraacetic acid (EDTA, GIBCO-BRL) 혼합용액

을 사용하였다. 

6. Total RNA의 분리

세포에서 total RNA의 분리는 total RNA extraction

kit (Intron Biotechnology, Seoul, Korea)을 이용하였다.

Scraper를 이용하여 1×105개의 세포를 바닥에서 떼어

낸 후, extraction solution 1 mL을 첨가하여 13,000 rpm

(4�C)에서 10분간 원심분리를 하였다. 조심스럽게 상등

액을 새 tube에 옮기고 chloroform 200 μL를 첨가한 다

음 부드럽게 혼합하였다. 13,000 rpm (4�C)에서 10분간

원심분리를 한 후, 상등액(400 μL)을 새 tube에 옮기고

동량의 isopropanol을 첨가하여 부드럽게 혼합하였다.

13,000 rpm (4�C)에서 5분간 원심분리를 한 후, 조심스

럽게 상등액을 제거하였다. Pellet에 75% 에탄올을 첨가

한 후 15초 동안 혼합하고 10,000 rpm (4�C)에서 5분간

원심분리를 하였다. 조심스럽게 상등액을 제거하고 pellet

을 공기 중에 완전히 건조시킨 후 RNA pellet에 diethyl

pyrocarbonate (DEPC)가 처리된 증류수 20 μL를 넣어

RNA를 용해시켰다. 추출한 RNA는 흡광 광도계(Smart-

Spec TM3000, BioRad, Richmond, CA, USA)를 이용하

여 260 nm에서 흡광도를 측정하고 정량하였다. 

7. cDNA 합성

5 μg의 total RNA를 주형으로 사용하여 oligo (dT)12-18

(Gibco-BRL) 1 μL를 혼합하고 65�C에서 5분간 반응시

킨 후 얼음 위에서 5분간 보관하였다. 5× first-strand

buffer (Promega, Madison, WI, USA) 4 μL, 0.1 M dithio-

threitol (DTT, Promega) 2 μL와 10 U/μL의 RNase inhibi-

tor (Invitrogen, San Diego, CA, USA) 1 μL, 2.5 mM deoxy-

ribonucleoside triphosphate (dNTP, Promega) mix 4 μL,

그리고 200 U/μL의 M-MLV reverse transcriptase (M-

MLV RT, Gibco-BRL) 1 μL를 첨가하여 37�C에서 1시

간, 70�C에서 15분간 반응시키고, 4 mg/mL의 RNase H

1 μL를 첨가하여 37�C에서 30분간 반응시켰다. 반응이

끝난 후 같은 양의 chloroform을 첨가하여 30초간 강

하게 진탕하고 13,000 rpm에서 5분간 원심 분리하여

상층액을 새 tube에 옮기고 -20�C에 보관하였다.

8. Primer 합성

IL-17 cytokine famaily와 IL-17A 수용체 및 glyceralde-

hyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) 유전자를 증

폭하기 위해 GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Genbank)에서 유전자의 염기서열을 조사하였고, 각 유

전자에 특이적인 primer (Table 1) 셋트를 제작하였다

(Bioneer, Daejon, Korea).

9. 중합효소 연쇄반응 (polymerase chain reaction)

역전사 효소를 이용하여 합성한 cDNA를 주형으로

사용하여 5 μL의 5× PCR reaction buffer (Promega), 2

μL의 2.5 mM dNTP mix, 0.5 μL의 forward primer (FP)

및 reverse primer (RP) 각 10 pmol/μL와 0.125 μL의

Taq DNA polymerase (5 U/μL)를 혼합하였다. 94�C에서

5분간 DNA를 변성시킨 다음 GAPDH는 94�C에서 30

초, 57�C에서 30초 그리고 72�C에서 30초간 25회 반복

시켰고 IL-17A, IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E 및 IL-
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17F는 94�C에서 30초, 55�C에서 30초 그리고 72�C에

서 30초간 35회 반복시켰으며 IL-17A 수용체는 94�C

에서 30초, 58�C에서 30초 그리고 72�C에서 30초간 35

회 반복하였다. 반응이 끝난 PCR 산물은 ethidium bro-

mide (0.5 μg/mL)가 포함된 1.5% agarose (BioWhittaker

Molecular Applications, Rockland, ME, USA) gel에 6×

gel loading buffer (Intron)로 loading하여 100 V에서 전

기영동하였다. UV illuminator (Vilber lourmate, Marne-

La-Vallée, France)를 통해 증폭된 DNA를 확인하여

Photo-Documentation Camera (Fisher Scientific, Pittsburgh,

PA, USA)로 촬영하고 Polaroid film (Polapan 667, Whea-

thampstead, UK)으로 사진을 현상하였다. 

10. 면역조직화학염색 (immunohistochemistry)

Acetone (-20�C)으로 20분간 고정한 후 충분히 건조

된 동결조직절편과 파라핀이 제거된 조직절편을 0.02

M PBS에서 5분 동안 수세한 후 내인성 과산화효소를

제거하기 위해 0.3% H2O2가 포함된 메탄올 용액에서

20분간 처리한 다음 0.02 M PBS에서 5분간 3회 세척

하였다. 항체의 침투력을 높이고 비특이적 항원항체반

응을 방지하기 위하여 2% bovine serum albumin에서

30~60분간 반응시킨 후 일차항체인 polyclonal goat

anti-mouse IL-17 antibody (Santa Cruz Biotechnology,

CA, USA)를 1 : 100으로 희석하여 4�C에서 16~18시간

동안 반응시켰다. 0.02 M PBS로 5분씩 3회 세척하고

이차항체인 biotinylated donkey anti-goat IgG antibody

(Jackson ImmunoResearch Laboratory, West Grone, PA,

USA)를 1 : 100으로 희석하여 실온에서 1시간 동안 반

응시켰다. 그 후 조직 절편을 0.02 M PBS로 5분씩 3회

세척하고, avidin-biotin horseradish peroxidase complex

(ABC, Vectastain Elite Kit, Burlingame, CA, USA) 용액

을 실온에서 1시간 동안 반응시켰다. 조직절편을 0.02

M PBS로 5분씩 3회 세척한 후 0.05% 3,3′-diaminoben-

zidine tetrahydrochloride (DAB, Sigma)와 0.003% H2O2

혼합용액을 실온에서 반응시킨 후 광학 현미경하에서

발색 정도를 확인하였다. 반응이 끝난 조직절편은 0.02

M PBS 및 증류수에서 각각 5분간 세척하고 핵 염색을

위한 Mayer’s hematoxylin (Muto pure chemicals Ltd,

Tokyo, Japan)으로 대조염색 후 알코올을 이용한 탈수

과정, xylene을 이용한 투명과정을 거쳐 Entellan (Merck,

Darmstadt, Germany)으로 봉입하여 영구표본을 제작하

였으며, 광학현미경(Leica, Wetzlar, Germany)으로 면역

반응세포의 분포상태를 관찰하였다. 모든 반응은 습도

가 유지되는 상자 내에서 실시하였고, 면역염색의 정확

도를 검증하기 위해 일차항체를 제외한 반응액으로 음

성 대조군의 염색을 시행하였으며, 과정상 염색 정도를

균일하게 하였다. 이와 같이 염색과정에서 일차 항체

적용과정을 생략시킨 결과, 이 과정을 거친 표본에서는

어떤 면역반응성도 나타나지 않았기 때문에 면역염색

의 특이성이 입증되었다. 면역반응이 끝난 영구표본 슬

라이드는 광학 현미경(BX50, Olympus, Tokyo, Japan)

으로 관찰하고, 디지털 카메라(DP70, Olympus)로 촬영

하였다.

11. 통계분석

통계분석은 Student’s t test를 이용하여 수행하였으며,

p 값이 0.05 이하일 경우 통계적으로 유의하다고 판단

하였다.

결 과

1. 생쥐 가슴샘 관련 세포에서 IL-17 family의

발현 분석

정상 생쥐의 가슴샘세포와 가슴샘피막밑/겉질상피세

포주, 가슴샘겉질상피세포주, 가슴샘속질상피세포주와
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Table 1. PCR primer sequences

Genes Forward sequence Reverse sequence Size

IL-17A 5′-TCTCTGATGCTGTTGCTGCT-3′ 5′-TCAGGACCAGGATCTCTTGC-3′ 349 bp
IL-17R 5′-CAGTCCAAGCTGTCGAATCA-3′ 5′-TCAAGCAGTCATTTTGGCAG-3′ 493 bp
IL-17B 5′-GGAACACCAAAGGCAAAAGA-3′ 5′-CGAGGAGGTTGAGGACAGAG-3′ 409 bp
IL-17C 5′-GCTAACTCGAAGTGCCAGGT-3′ 5′-GGATGAACTCGGTGTGGAAG-3′ 398 bp
IL-17D 5′-CTCCTGGAGCAGCTGTACG-3′ 5′-CACCGGGATGGTGATGTAGT-3′ 378 bp
IL-17E 5′-TGTACCAGGCTGTTGCATTC-3′ 5′-GAAGACCGTCTGGTTGTGGT-3′ 395 bp
IL-17F 5′-TGCCATTCTGAGGGAGGTAG-3′ 5′-GGTGCAGCCAACTTTTAGGA-3′ 394 bp
GAPDH 5′-CAACTCCCTCAAGATTGTCAGC-3′ 5′-GGGAGTTGCTGTTGAAGTCACA-3′ 449 bp



가슴샘가지돌기세포주, 큰포식세포주 및 EL4 세포주 등

에서 IL-17 family의 발현을 확인하기 위해 역전사 중

합효소 연쇄반응을 실시하였다. 그 결과 IL-17A와 IL-

17E는 EL4 세포에서만 발현되었고 IL-17C는 가슴샘피

막밑/겉질상피세포주, 가슴샘겉질상피세포주, 가슴샘속

질상피세포주, 가슴샘가지돌기세포주, EL4 세포주 및 가

슴샘세포에서 발현되었으나 RAW 264.7 큰포식세포주

에서는 발현되지 않았다. IL-17F의 경우 실험군의 모든

세포에서 발현된 반면에 IL-17B와 IL-17D는 전혀 발

현되지 않았다. 또한 IL-17 수용체 역시 모든 실험 세포

군에서 대체로 유사한 발현 특성을 나타내었다(Fig. 1).

2. 가슴샘 재생모델에서 IL-17A와 IL-17A 수용체의

발현 확인

CY를 투여하여 정상 흰쥐의 가슴샘을 퇴축시킨 후 3

일, 7일 및 14일째의 가슴샘세포와 가슴샘버팀질세포를

이용하여 역전사 중합효소 연쇄반응을 실시하였다. 그

결과 가슴샘 재생과정 동안 CY 투여 후 3일째 가슴샘

세포에서 IL-17A의 발현이 높게 나타났으며 CY 투여

후 7일째 가슴샘세포에서도 발현이 증가되어 있는 것

을 확인할 수 있었다. 가슴샘버팀질세포에서는 정상 대

조군에 비해 CY 투여 후 3일째에서 가장 높게 발현되
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Fig. 1. RT-PCR analysis of IL-17 family mRNA expression in the mouse thymocytes, thymic epithelial cells (SNEC, CREC and MEC),
thymic dendritic cells (MDC), macrophages (RAW 264.7 cells) and EL4 thymoma cells. (A) Agarose gel electrophoresis showing a
representative RT-PCR result of IL-17 family and GAPDH. Lane 1; SNEC, lane 2; CREC, lane 3; MEC, lane 4; MDC, lane 5; RAW 264.7,
lane 6; thymocytes, lane 7; EL4. (B) The density of each band in the each lane was measured by scanning densitometry and then expressed
as the mean±SD. Data are expressed as ratios of each IL-17 subtype normalized to GAPDH mRNA.



었으며, CY 투여 후 7일째에도 정상 대조군에 비해 여

전히 발현이 높게 나타났다(Fig. 2).

3. 가슴샘 재생모델 조직에서의 IL-17A 발현 확인

정상 대조군의 가슴샘상피세포에서 IL-17A의 발현을

확인할 수 있었고, 속질상피세포에 비해 겉질상피세포

에서 좀더 높은 발현을 나타냈다(Fig. 4, Table 2). 가슴

샘 재생과정에서 IL-17A의 발현 변화를 조사한 결과,

CY 투여 후 3일째에서는 정상 대조군에 비해 IL-17A

의 발현이 현저하게 증가하였다(Fig. 4, Table 2). CY 투

여 후 7일째 IL-17A의 발현 역시 정상 대조군에 비해

증가하였지만 CY 3일째에 비해서는 발현이 감소하였

다(Fig. 4, Table 2). CY 투여 후 14일째 가슴샘에서는

정상 대조군과 거의 유사한 발현특성을 보였다(Fig. 4,

Table 2).

고 찰

Wang과 Cai (1999)는 흰쥐에 CY (70 mg/kg)를 투여

한 후 8시간째부터 대조군의 가슴샘에 비해 apoptotic

cell의 수가 증가하고, 48시간 후에는 더 이상의 apop-

totic cell을 확인할 수 없었다고 하였다. 이는 70 mg/kg

의 CY 투여 후 적어도 48시간 후부터는 가슴샘의 재생

과정이 시작되는 것을 의미하므로, 본 실험의 시기 설

정은 가슴샘의 재생과정을 연구하는 데 적절하였던 것

으로 생각된다. 가슴샘상피세포는 가슴샘세포 사이의
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Fig. 2. RT-PCR analysis of IL-17A mRNA expression in the thy-
mocytes and thymic stromal cells of the normal rat thymus (N) and
regenerating thymus 3 (CY3D), 7 (CY1W) and 14 (CY2W) days.
(A) Agarose gel electrophoresis showing a representative RT-PCR
result of co-amplified IL-17A and GAPDH. The 349-bp bands
represent IL-17A mRNA. Rat thymocytes especially at 3 days after
cyclophosphamide treatment exhibited a significant increase in IL-
17A mRNA expression compared with those of the control animals.
Rat thymic stromal cells especially at 3, 7 and 14 days after cyclo-
phosphamide treatment exhibit a significant increase in IL-17A
mRNA expression compared with those of the control animals. (B)
The density of each band in the each lane was measured by scan-
ning densitometry and then expressed as the mean±SD. Data are
expressed as ratios of IL-17A normalized to GAPDH mRNA. *P⁄
0.05, **P⁄0.01.

Thymocytes Thymic stromal cells

N CY3D CY1W CY2W N CY3D CY1W CY2W

IL-17R

GAPDH

(A)

(B) 150

100

50

0

IL
-1

7R
/G

A
PD

H

Thymocytes Thymic stromal cells

Normal
CY3D
CY1W
CY2W

Fig. 3. RT-PCR analysis of IL-17R mRNA expression in the thy-
mocytes and thymic stromal cells of the normal rat thymus (N) and
regenerating thymus 3 (CY3D), 7 (CY1W) and 14 (CY2W) days
after CY treatment. (A) Agarose gel electrophoresis showing a re-
presentative RT-PCR result of co-amplified IL-17R and GAPDH.
The 493-bp bands represent IL-17R mRNA. (B) The density of each
band was measured by scanning densitometry and then expressed
as the mean±SD. Data are expressed as ratios of IL-17R mRNA
normalized to GAPDH mRNA.

Table 2. The intensity of IL-17 immunoreactivity in the cortex
and medulla of the normal thymus (N) and regenerating thymus 3
(CY3D), 7 (CY1W) and 14 (CY2W) days after CY treatment 

Cortex Medulla 

N -/++ -/++
CY3D ++++ ++++

CY1W ++ ++

CY2W -/++ -/++

Values were expressed as representative intensities in each group. Negative
to weak (-/++), weak (++) and strong (++++) immunoreactivity. 
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Fig. 4. Immunohistochemical localization of IL-17 in the cortex (C) and medulla (M) of the normal thymus (A) and regenerating thymus 3
(B), 7 (C), and 14 (D) days after cyclophosphamide treatment. Scale bars: 50 μm.



세포표면 분자들의 상호작용 외에도 (Boyd 등 1993,

Savino 등 1993, Anderson 등 1996) thymulin, thymopoi-

etin 그리고 thymosin과 같은 가슴샘 호르몬 (Kendall

1991), IL-1, IL-3, IL-7, transforming growth factor (TGF),

leukemia inhibitory factor, granulocyte and macrophage

colony stimulation factor (GM-CSF), granulocyte colony

stimulation factor (G-CSF)와 macrophage colony stimu-

lation factor (M-CSF) (Le 등 1988, 1990, 1991, Dalloul

등 1991, Nanno 등 1991, Chen 등 1992), stromal cell-

derived factor-1 (SDF-1), laminin 5 및 thymus-expressed

chemokine (TECK) (Wurbel 등 2000, 2001), thymus and

activation-regulated chemokine (TARC) (Oda 등 2002,

Kakinuma 등 2003, Hirata 등 2003) 등과 같은 사이토카

인과 oxytocin, vasopressin 및 calcitonin gene-related pep-

tide와 같은 neuropeptide (Geenen 등 1987, Kurz 등 1995)

의 다양한 생물학적인 활성인자들을 분비함으로써 가

슴샘세포의 증식과 성숙, 그리고 분화에 중추적인 역할

을 수행한다.

본 연구에서 사용된 생쥐 가슴샘상피세포주들은 simi-

an virus 40 T antigen transgenic mice의 가슴샘으로부터

분리한 가슴샘상피세포주로서 생체의 가슴샘상피세포

와 유사하게 IL-6, IL-7 및 GM-CSF를 포함한 가슴샘세

포 형성 촉진인자뿐만 아니라 여러 가지 사이토카인

및 성장인자를 발현하고, 가슴샘세포의 성장을 도와주

는 역할을 한다는 사실이 밝혀졌다(Faas 등 1993).

IL-17은 활성화된 T 세포에 의해 분비되는 사이토카

인으로 IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E 및 IL-17F와 함

께 IL-17 family 사이토카인에 속하며 흔히 처음 발견된

IL-17을 IL-17A라고 부르고 있다(Moseley 등 2003).

IL-17은 활성화된 CD4++CD45RO++ memory T세포에 의

해 주로 발현되어지며(Yao 등 1995, Fossiez 등 1996),

전염증성 사이토카인으로 간주되고 있는데 이는 큰포

식세포와 섬유모세포, 각질세포(keratinocyte) 및 윤활세

포(synovial cell) 등에서 IL-6와 IL-8의 생산을 증가시

키고(Yao 등 1995, Fossiez 등 1996, Chabaud 등 1998,

Jovanovic 등 1998, Teunissen 등 1998), 사람의 뼈 관절

연골에서 일산화질소의 생산을 증가시키기 때문이다

(Attur 등 1997, Shalom-Barak 등 1998). 또한 IL-17은

사람의 큰포식세포와 내피세포에서 IL-1β와 TNF-α의
분비를 유도한다(Jovanovic 등 1998, Kurasawa 등 2000).

IL-17은 G-CSF와 CXC chemokine의 생산을 유도하여

과립구 형성을 촉진하며 조직 내로 호중구(neutrophil)

를 유인한다(Laan 등 1999, Schwarzenberger 등 2000,

Witowski 등 2000, Liu 등 2011). IL-17의 수용체는 type

I transmembrane 단백질로 실질적으로 거의 모든 조직

과 세포에서 발현되는 반면 IL-17은 한정된 T세포에

의해 제한적으로 발현된다(Yao 등 1995, 1997, Gaffen

2009). 이러한 IL-17 family 사이토카인과 수용체의 발

현은 T세포의 면역체계와 관련된 염증성 반응에 관여

하며 이로 미루어 보아 T세포의 성숙에 관여하는 가슴

샘의 분화와 발달에도 영향을 줄 것이라 생각된다.

본 연구에서 정상 흰쥐의 가슴샘세포, 가슴샘상피세

포주, 큰포식세포주, 가슴샘가지돌기세포주, 그리고 EL4

세포주에서 이들 IL-17 family 발현 특성을 분석한 결

과, IL-17A의 경우 정상 가슴샘세포와 가슴샘상피세포

주에서는 발현이 관찰되지 않았고 가슴샘종양세포로부

터 유래한 EL4 세포주에서만 발현이 관찰되었다. 이는

IL-17A가 종양 조직에서 혈관형성을 촉진시키고 그 종

양 부위에서 IL-6의 발현을 증가시키는 등, 종양과 관

련된 여러 인자들의 분비를 촉진시킨다는 연구결과와

유사하게 가슴샘종양세포에서도 그 기능조절에 중요한

역할을 수행할 것이라고 생각된다. 가슴샘상피세포주에

서 IL-17A가 발현된다는 연구결과는 아직 보고되어 있

지 않다. 그러나 IL-17A는 뼈조직, 활액 및 연골에서

IL-6의 발현을 계속적으로 조절하며(Chabaud 등 1998,

1999, 2000, 2001, Shalom-Barak 등 1998, Rifas 등 1999,

Katz 등 2001, Tokuda 등 2002), IL-6는 관절염에서 염

증반응을 일으키는 강력한 매개체로 작용하여 연골 파

괴에 관여한다. 또한 IL-6는 T세포의 분화와 증식에도

중요한 요소로 알려져 있으며(Helle 등 1989, Kasahara

등 1990), 가슴샘버팀질세포에서도 발현된다는 사실이

밝혀졌다(Lee 등 2000, Tokuda 등 2004). 따라서 IL-17A

의 발현으로 인해 IL-6의 발현이 조절되고 이로 인해

T세포의 증식과 분화에도 영향을 줄 것으로 추정된다.

정상 생쥐 가슴샘세포 및 흰쥐 가슴샘세포에서 동일하

게 IL-17A 유전자의 전사체가 검출되지 않았는데, 이는

정상 가슴샘세포에서는 두 종간에 IL-17A의 발현이 일

치한다는 사실을 증명해주는 결과라고 할 수 있다. 또

한 IL-17A는 가슴샘상피세포주, 큰포식세포주 및 가슴

샘가지돌기세포주에 비하여 생체로부터 분리한 정상

가슴샘버팀질세포에서 발현이 약간 증가되었지만, 정상

가슴샘버팀질세포에서 IL-17A의 발현이 매우 약하였다

는 점에서 미루어 볼 때 본 실험에 사용된 각종 가슴샘

버팀질세포주는 생체 가슴샘버팀질세포와 본질적으로

동일한 발현 특성을 나타내는 것으로 판단된다.

IL-17A와는 다르게 IL-17 수용체의 경우 정상 흰쥐

의 가슴샘세포, 가슴샘상피세포주, 큰포식세포주, 가슴샘

가지돌기세포주, 그리고 EL4 세포주 모두에서 일정하게
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발현이 되는 것으로 나타났는데, 이는 다양한 조직과

세포에서 널리 발현되는 것으로 알려져 있는 IL-17 수

용체의 특성과 일치하는 현상으로 사료된다 (Gaffen

2009). 또한 가슴샘 재생 과정에서도 IL-17A와는 다르

게 IL-17 수용체의 경우 흰쥐의 가슴샘세포 및 가슴샘

버팀질세포 모두에서 유의한 발현상의 변화가 없는 것

으로 나타났는데, 이는 아마도 유전자 발현 분석에 가

장 일반적으로 사용되며, 또한 본 연구에서도 사용된

기법인 반정량 역전사 중합효소 연쇄반응의 감도의 한

계에 기인하는 것으로 여겨진다.

본 연구에서 가장 특징적인 사실은 정상 가슴샘세포

에서는 발현되지 않고 정상 가슴샘버팀질세포에서는

매우 약하게 발현되었던 IL-17A가 가슴샘 재생과정 중

가슴샘세포 및 가슴샘버팀질세포 모두에서 현저하게

발현이 증가되었다는 점이다. 특히 CY 투여 후 3일째

에 발현이 최대로 증가하였다가 CY 투여 후 7일째부터

감소하는 양상을 나타내었다. 이는 IL-17A가 가슴샘에

서 여러 종류의 인자들의 발현을 유도하고 그 분비를

촉진시키는 등 중요한 작용을 할 것으로 추측되며, 앞

으로 이에 대한 추가적인 연구가 필요할 것으로 사료

된다.

따라서 본 연구의 결과는 가슴샘 재생과정 동안 가

슴샘상피세포에서 IL-17A의 발현이 증가됨을 확인함으

로써 IL-17A가 수용체인 IL-17R을 통해 가슴샘의 재

생과정 동안 중요한 역할을 수행할 것이라는 사실을

시사한다.
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Expression of IL-17A during Thymus Regeneration in the Rat
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Abstract : IL-17A is a pro-inflammatroy cytokine secreted by activated T cells. The IL-17 family consist of IL-
17A, IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E and IL-17F. IL-17A and IL-17F are produced primarily in activated T
cells. In contrast, IL-17B, IL-17C, IL-17D and IL-17E are expressed in a wide assortment of tissues. Their
functions partially overlap those of IL-17A, although they have not been as thoroughly investigated. The receptor
for IL-17A (IL-17R) is widely expressed in a variety of tissues.

IL-17A and IL-17E mRNAs were expressed in only EL4 cells. IL-17C mRNA expression was observed in the

thymic subcapsular/cortex epithelial cells (SNEC), cortex or cortical reticular cells (CREC), medullary epithelial

cells (MEC), medullary interdigitating-like cells (MDC), thymocytes and EL4 cells. However, IL-17C mRNA

was not expressed in RAW 264.7 cells. Immunohistochemical study also demonstrated not only the presence of

IL-17A mainly in the thymic epithelial cells, but also the upregulated expression of IL-17A in the thymic

epithelial cells of the regenerating thymus.

Thus, the results of the present study suggest that IL-17A expressed in the thymocytes and thymic epithelial

cells could play an important role in the development of new T cells to replace T cells damaged by cyclophos-

phamide treatment during thymus regeneration.

Keywords : IL-17, IL-17A, Thymus, Thymic stromal cells, Thymocytes, Thymic epithelial cells, Thymus
regeneration
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