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Abstract

Differentiation and culture of dendritic cells from swine bone marrow cell

Young- Wook Park ，Hong-Gu JOO
벼∞ralory이Veterinary Pharmacology，College이Veterinary Medicine，Jeju NationalUniver::써y，Jeju. Korea

Dendritic cells (DCs) are lhe most petent anligen-presenting cells that play a crilical roles in connecling innate and adaplive
immunily，Allhough many sludies about mouse and human DCs have been performed，those using other mammalian species
including domestic animals are lacking，ln this study. we established an el’icien1 experimenlal melhod for s에ne myeloid염rigin
DCs，Bone marrow celts (8Ms) were cultured in vifro using an adequate cylokine for lhis purpese. 8Ms were harvesled Irom
bones of piglets and cultured in lhe presence of perci.ne recombinanl granulocyte-monocyte colony stimulating faclα (GM-cSF)
for 6-10 days，And also，we Iried to 1ind oPtimal condilions for cryopreservation 01 BMs，After 6 day cutture，semi-floating cells
were harvesled and characterized as DCs (BMDCs)，Inlerestingly，BMDCs revealed the excellent producfion of TNF-alpha ，a
representative innate cytokine ，upon Iìpopolysaccharide expesure. but n01 the case 01 nilric oxide，tn add’tion，we measured the
expression levet 01 immunological markers on the surface 이 BMDCs，Taken together. we es1ablished an efficient experimental
method lor swine myeloid→xigin DCs，The inlormation obtained’rom lhis study includes optimal cutture conditions and thus may
help researchers studying swine immunily in basic scienlific and-clinical ’ields. (J Med Ufe SCi 2012:9(2):84-87)
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서 론

수지상세포는 전문적인 항원제시세포로서 미경험 T 세포깥 딴
성화시켜 면역반응융 일으키는 역한윤 하고 었다” 수지상세포는

다양한 형태의 항원을 포획하고 소화한 후 T 세포에 항원성엠타

이드플 쩨시하는 득징적인 기능올 가지며 비혹 항원을 제시 하

기는 하지만 각각 포식작용과 항처l생산 기능에 특화된 대식세포，

B 세포플과는 차별화 된다H 또한，환성화 T 세포를 억져l함 수

있는 조절 T 세포의 분회흔 유도하여 조직이식 거부반웅 자가

연역반응 방지 및 연역관용의 유도에 있어서 충요한 역한융 수행

한다” 수지상세포에 염중성싸이토카인 <interferon-y ， tumor

necrosis factor-a 등):바이러스， 세균 둥융 처리하연 며성숙 수

지상세포는 성숙되고 성숙된 수지상세포는 MHC-II ，CD80，
CD86 퉁의 발현올 증가시켜 T 제포의 환성을 이끈다S 이러한

수지상세포듣 사이에서도 표현형과 기능적 측면에서 서로 차이
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쟁을 나타내는데， 예휠 틀어 plasmacyWid DCs (pDCs)는 다른

일반적인 수지상세포에 Hj해서 T 세포 환성화 욕면에서 능력이

얻어진다고 얄려져 었다찌

돼지는 면역체계연에서 인간과 비교적 유사하기 때문에 중요

한 동결 모텔이 되어왔다 예를 틀어 Tol\-like recept.or의 분포

도 측연에서 마우스보다는 돼지가 인간과 유사하다” 최근에는

돼지틀 이용한 이종이식 (xen。σ없splanætion) 에 대한 연구가 이

루어지고 있고 이로 인해 돼지의 면역체계에 대한 관심이 증가하

고 있다찌 대표적으로 돼지륜 이용한 훼장의 이종이식은 건강하

고 살아있는， 유전자 조작된 훼장의 islet 을 SPF (specific

pathogen 잠ee) 돼지로부터 무한정 공급할 수 있는 가능성을 열

어두고 있다 하지만 돼지 세포의 이총이식올 임상적으로 현실화

하려연 조직 거부반웅과 관련된 더 많은 연역반웅 연구가 요구된

다m 이플 위해 돼지 면역세포， 특히 자연연역과 적응면역에 펠

수적인 돼지 수지상세포에 대한 전문적인 연구가 매우 휠요한 실

정이다 본 연구에서는 팔수유래성 수지상세포틀 배양항 수 있는

효융적인 배양엄 둥쏠 알아보고 이릎 기초 및 잉상분야의 연구에

적용시킬 수 있는 지 연구하였다
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r 재료및 방법 5. Flow cytometric analysis

결 과

1. sBMDC microscopic picture

재조합 돼지 GM-CSF.플 이용해 배양한 수지상세포플 6-well
plate어|넣은 후 뻐S룬 처리하였다 반웅 후 scraper틀 이용하여

회수하였고. 5% FBS와 0.1.%sodium azide가 포함된 PBS로 서1
척한 후 anti-mouse CD16/32 (Fc blocker)툴 처리하여 Fc
recept야틀 bloc임ng하였다 그 후 anti-SLA class I，anti-MHC
class 11(MSA3). anti-human CD40 antib때y한 각각 처리하였

으며 1% paraformaldehyde 로 고정시켰다 영색원 세포플은

FACSCalibur'" (BD Bioscences)와 CellQuest'" software(BD
Bioscences}룹 이용하여 유세포분석을 실시하였다 i이

6-well culture pla따블 이용하여 수지상세포할 배양하였다

재조합 돼지 GM-CSF (Granulocyte-macrophage stimulating
fac!.or)는 10 명/뼈의 농도로 넣어주었다 처응 배양 0일째 5%
complete medium (CM) 1211&에 세포룹 넣은 뒤，윗줄 3개 well
에 4 뼈 Iwell 씩 넣어주었다 배양 2일째 윗준의 배양세포가 포항

된 배지룹 전부 아랫줄의 빈 well로 내려주고，윗중에 전부 4 m!
Iwell씩 GM-CSF가 포함원 새 배지를 넣어주었다 4일째에는
5% CM 12 뼈에 GM-CSF가 포함된 새 배지블 12 m!을 만든

뒤，전체 well에서 떠 있는 세포틀을 모두 버린 후 well당 2m!씩
넣어주었다 6‘8일째에는 배지틀 갈아주기 위해 well당 배지상

충액 1 m!을 뺀 뒤.GM-CSF가 포함된 5%새 배지 9 뼈을 만들

어 well 당 1.5 m!씩 새 배지틀 넣어주었다 사진으로 보이듯 4
일째에 비해서 6일째에는 수지상세포로 분화되는 모숨이 찰 관

장되었다 (Fïg. 1)
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1 수지상서|포의 춘비와 배앙

제주 농촌진흥청에서 영은 3-4주령 사이의 Yorkshire돼지를
사용하였다 지온의 경공 및 장골을 조각낸 후，도구뭘 이용해

공수월 채취 후 phosphate buffer saline (PBS) 25 11&에 넣는다

세포가 충분히 섞이도록 혼틀어 준 후 곧수세포딸 제외한 나머지

는 S뼈iner에 결러주고 12.5 11&씩 두 개의 conical tube로 나눈

다 1500 rpm에서 7분간 원심분리 후 상충액을 제거한 후 세포

틀 10분간 ACK Iysis b미Ter.와 반응시켜 적현구륜 용협 시키고

다시 동일한 조건으로 원심 분리하여 적현구가 제거된 세포를 분

리하였다 6-well plate애 2X10' cell/well 씩 세포틀 넣어준 후

GM-CSF플 2 ng/m!의 농도로 넣어주었다 371:; 5% CO，
incubalor에 6일간 배양하며 2일째와 4일째에는 윗출의 배지를

새 배지로 교환하였다 6일째 바닥에 완전히 불지 않고 반쯤 부

유된 세포를 걷어내어 미성숙 수지상세포로 실험에 시용하였다
，•.

2. 수지상세포의 형태 관찰

수지상세포의 특이적 형태흉 확인하기 위해 광학현미경올 이

용하여 배양 4일째 세포를 관찰하였고 디지털카메라틀 이용하여

세포의 모양융 항영하였다

3. ELlSA틀 이용한 cytokine 의 혹정

96-well plate에 swine BMDC틀 2.5XlO‘cells/ml의 농도로

sample틀을 춘비하였다 이후 lipopolysaccharide (LPS)틀 0-1
앵/뼈농도 범위에서 3배 껴l단희석법으로 처리하였고 371:;에서
2일간 배양한 후 시용하였다 Swine TNF-a 득이 항체룹 이리

coating 시킨 후 standard2J- sample을 처리하였고 detection
antibody (antib여y sp야ific for s1'NF-a)룹 차혜로 넣어 주었다

반웅 후 subsσate 훈 처리하였고 파란색의 생성유무플 확인하였

다 15-30분 후에 반용을 정지시키기 위해 slop solution을 처리

하였다 뻐croplate readeI등 이용해 405nm에서 홈광도룹 측정

하였다 lll. Stan뼈 rd룹 이용해 표준콕션을 만틀었고 생플의 홈광도

수치룹 대입하여 swine TNF-alphe륜 정량하였다

4. Nitric Oxide assay

TNF-alpha'틀 측정했볼 때와 4주사하게 96-well plate에 배양

된 swine BMDC을 2.5X 100cells1뼈의 농도로 넣어 setting하였
다 이후 LPS를 0-1 때1m!의 농도범위에서 2애 단계희석법으로

처리하였다 NO 생산량은 배양액에 녹아있는 NOo(ni미te)의 양

으로 측정하였다 배양액의 상총액과 동량으로 Griess reagent
(0.1% N-l-naphthylethylenediamine dihydrochloride ，1%
sulphanilamide in 5% phosphoric acid)를 넣어 섞어 준 뒤 10
분간 반웅시키고 microplate reader툴 이용하여 570 nm에서 홉

광도첼측정하였다，.

Figure 1. π1e microscopic morphology of swine BMDCs
Cells were cultured in the presence of GM-CSF after 4
days (A) 6 days (B). In B. arrows indicete dendritic process
of DCs

2. Tumor Necrotic Factor-alpha

LPS가 처리된 수지상세포에서 놓도별 앙tokine 생산량월 알아

보기 위해 ELISA틀 이용하여 수지상세포 배양액의 TNF-elpha
생산량올 측정하였다 (Fïg. 2) ’rNF-alpha 는 선천연역 (innate
immunity)에서 핵심적인 역할을 하는 연역 싸이토카인이다
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0.00.012 0.037 0.111 0.333 1.0
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Figure 4. Upre믿lllated expression of immune related
surface markers on B:MDCs treated 、Nith LPS π1e treated
B:MDCs were st.ained with antibodies specific for MHC I，
MHC II and CD40

수치와 비슷하였고， 전반적인 NO의 생산량이 매우 낮은 편이라

LPSl μg/rnQ을 제외하고는 NO의 생산이 유의하지 않았다 돼지

골수세포 유래의 수지상세포의 경우 π<F-alpha 의 생산과 비교

해 NC 는 다른 생산양상을 보이는 사실을 확인하였다

κ좌{C 1 ~따fC II CD40

Control 웹 ‘l 혔 ‘IÆ앓1
。1됐T↑어 센m”“1 어?양애땀';ó3'‘에

LPS 짧 J. 11 엽 • I 웹 ，I
。1 냉 -;âr"-W ，，;0 ui 짜%에。 샘「양-;:.

4. Flow cytometric analysis

돼지 골수세포로부터 배양된 수지상세포들 회수해 6-well

culture plate에 setting하였마 이후 LPS를 처리하여 2일 간 배

양한 뒤 세포를 scraper.로 모두 회수하였으며， 특이항체를 이용

하여 염색한 후 유세표분석을 싣시하였다 (Fig. 4). Histogram의

우측상단에 있는 숫자는 MHC ! ，MHCrr，CD40이 발현된 세포

에서의 형광강도로서 숫자가 높을4록 세포표면에 많은 수의 특

이항원이 있음을 뭇한다 LPS에 의해 MHC! 과 CD40의 발현은

증가한 반면，MHcrr 는 감소하는 겸향을 나타냈다

본 연구에서는 돼지의 골수세포를 채취한 뒤 재죠함 돼지

GM-CSF를 처리하여 골수유래 추지상세포를 배양히는 방법을

최적화시켰으며， 배양왼 수지상세포의 기능성 유무를 확인하기

위해 LPS를 농도별로 처리한 후 염증 양toklne의 일종인 η<F-
alpha와 NO의 생산량을 측정하였다 또한 수지상세포 표면에 발

현하논 특이적인 면역학적 마커의 발현량을 측정하여 수지상세

포의 생성유무， 성숙 (maturation) 정도를 증명하였다

배양된 돼지 수지상세포는 LPS를 단계희석법으로 처치했을 때

농도 의존적으로 TNF-alpha 의 양이 증가하였다 이는 마우스와

사람의 수지상세포에서 연구되었등이 또S를 인지 'Õ~는 수지상세

포의 표연수용체인 Toll-like receptα 4 (TLR4)가 정상적으로

작몽하고 있음을 의미한다'" 이는 돼지 수지상세포가 LPS에 반

응하여 성숙되는 과정을 거치는 것으로 판단된다

L←←←←←판촉 → → =j

l0.50.25

LPS concentration(uglJUl)
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를 300
t‘강 200

뚱 100

← o

Figure 2. Effects of LPS on TNF-alpha production of
swine B:MDCs. IPS concentration ranges from 0 μglm!! to 1
맹Ir뼈 (mean :t S.E.M.l

3. Nitric Oxide

LPS가 처리된 수지상세포의 nitric oxide (N이생산량을 알아

보기 위해 Griess reagent-를 이용하여 LPS 농도별 수지상세포

배양액의 NO 생산량을 측정하였다 (Fig. 3)

Swine BMDC 2.5 x 10' eells/m!!에 LPS를 3배 계단희석으로 처리

한 결과，LPS 1.0 얘1m!!에서는 TNF-alpha 490 pg/rnQ，0.333 명
1m!!에서는 465 pgl뼈，0.111 탱1m!!에서는 454 pglm!!，0.037 μ~I
m!!에서는 375 pglm!!，0.012 탱Ir뼈에서는 270 pglm!!이 정량되었

다 결과적으로 LPS의 일정농도， 즉 0-0.111 ~/m!!의 범위에서

는 농도의존적으로 π<F-a!pha 의 생산을 증가시켰다 그 이상의

농도에서는 생산능력이 옴라가지 않고 포화되는 현상을 확인할

수 있었다 이러한 사실은 임상의，특히 백신개발을 포함한，돼지

면역관련연구에서 고려되어야 할 것으로 판단된다

Figure 3. Effects of IPS on releasing nitric oxide (N이
IPS concentration range from 0 ug/ml to 1 ug/ml (mean
:t S.E.M.l‘

Swine .BMDC 2.5 x 10' eells/m!!을 96-well eullure plate에
setting'한 후 LPS를 농도별 2배 단계희석법으로 처려하였다

LPS의 처리농도별 NO의 생산량을 보면 LPS 처리 안 한 그룹에

서는 114 마 Æ ，LPS 0.25 탱1m!!에서는 2.57 마 Æ ，LPS 0.5 μglm!!에
서는 114 마 Æ，LPS 1.0 탱1m!!에서는 4.0 마에 측정되었다 그러

나 LPS 0.5 ~Ir뼈의 경우 LPS를 전혀 처리하지 않은 대조군의
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본 연구는 농림수산식용부 생영산업기술개발사업에 의해 이루

어진것임

이번 연구에서는 돼지 공수세포를 이용해 수지상세포등 효윤
적으로 배양할 수 있었고 LPS처리룹흉해 돼지 수지상세포의 연

역학적 특성올 부분적S로 규영할 수 있었다.이러한 기초정보듣

은 향후 돼지블 이용한 이중이식이냐 돼지 진병에 대한 액신개발

에 ~.용펠수 있을 것으호 기대된다
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돼지 곧수세포로부터 배양된 수지상세포의 세포표연마커듬 대

상으로 유세포분석을 실시하였다. LPS에 대한 표연마커‘측

MHC c1ass 1. MHC CI잃s II，CI껴0의 발현정도플 측정한 견과

MHC 1과 CD40의 받현량은 증가한 반연 MHcn 의 발현량은 갑
소한 결괴플 얻었다 T세포 수용체틀은 주조직적합복합쳐i(MHC}
세포박 단백점에 결합한 항원만융 인식함 수 있는데，일반척으로

CI껴‘T 링프구는 class n 분자플과 결합한 항원성 엠바이드흰

인식하고，반연에 CD8' T립프구는 CI잃s 1 분자들과 결함한 항

왼성 엠타이드륜 인식한다 한연 T 립프구의 CD40 Iigand
(CD40L)은 수지상세포 표연의 CD40과 겸합하고 이는 수지상세

포블 더욱 환성화하고 성숙되게 하는 역할을 한다 따라서 이 실

혐 결과 LPS 처리에 의해 수지상세포 표연에 증가원 MHC 1와

CD40의 밸현증가는 CD8’T럼프구가 관련된 연역반용올 중가시

원수았다
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