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Bacillus anthracis is a gram-positive, aerobic, spore forming, and rod-shaped bacterium. Anthrax spores are introduced 
into macrophage by phagocytosis and multiply after germination. The anthrax spores infected in macrophage produce 
lethal toxin eventually caused cell death. In this study, we analyzed apoptosis and cytokine TNF-α and IL-12 secretion 
after the infection of spores of B. anthracis Sterne in the murine macrophage RAW264.7 cells and in the primary human 
macrophages. In murine macrophage RAW264.7 cells infected by spore of B. anthracis Sterne, the cells were markedly 
changed in secretion of TNF-α (482~6,213 pg/ml) by lethal toxin, and induced apoptosis. In case of RAW264.7 cells 
infected by formalin-inactivated spores of B. anthracis, the cells were not able to produce lethal toxin, which released 
lower level concentration of TNF-α (7.7~97.2 pg/ml), and rarely induced apoptosis. When primary human macrophage 
cells infected with spores of B. anthracis Sterne, they secreted TNF-α (5~16 pg/ml), and induced apoptosis about 1% of 
total cells. We presented that inducing apoptosis by spores of B. anthracis Sterne capable of expressing lethal toxin is 
related with the secretion of TNF-α in murine macrophage RAW264.7 cells. These studies revealed that human and 
murine macrophages has affected differently by anthrax lethal toxin produced by spores of B. anthracis Sterne. 
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서  론 

 
탄저균은 아포 (spore)를 형성하는 간균 (rod-shape)형태

의 호기성 그람양성 세균으로 가축이나 사람에게서 탄저

(anthrax)를 유발한다. 숙주 내 대식세포의 식균작용으로 유
입된 탄저균 아포는 숙주의 전신으로 이동하고, 발아 증식한 
결과 탄저독소가 생성된다 (10, 22). 탄저균의 독소는 세 개

의 단백질로 구성되어 있으며, 그 각각은 방어항원, 부종요

소, 그리고 치사요소이다 (29). 탄저 치사독소는 방어항원과 
치사요소로 구성되며, 실험동물에 주입하였을 경우 치명적

인 쇼크를 유발하여 숙주를 사멸케 한다 (28). 
아직까지 탄저 치사독소에 의한 세포 내 병인 기전이 확실

히 규명된 것은 아니다. 현재까지 보고된 결과로부터 추정

할 수 있는 탄저 치사독소의 기전은 다음과 같다. 즉, 탄저 
방어항원이 세포에 존재하는 수용체에 먼저 결합하게 되고, 
세포 수용체에 결합한 방어항원은 퓨린 등에 의해 N-말단이 
절단되어 63 kDa 크기의 단편이 되고, 이들이 모여 방어항원

의 헵타머 (heptamer)를 형성하여 탄저독소에 대한 수용체가 
된다 (20). 형성된 헵타머에 부종요소 혹은 치사요소가 경쟁

적으로 결합하게 되면 수용체 매개세포 내 이동 (endocytosis)
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에 의하여 세포 내로 들어가 엔도좀 (endosome)을 형성한다. 
엔도좀 내부의 pH가 낮아지게 되면 헵타머의 구조가 변화하

게 되고, 부종요소와 치사요소는 세포질로 이동하게 된다 (2). 
탄저 치사요소는 아연 의존성 단백질 가수분해효소로 알려

져 있다 (16). 현재까지 알려진 치사요소의 세포 내 기질은 
mitogen-activated protein kinase kinases (Meks)로 Mek 5를 제
외한 대개의 Meks (Mek 1~Mek 7)의 N-말단을 절단하는 것
으로 알려져 있다 (4, 32). 그러나 치사요소에 감수성이 있
거나 혹은 저항성이 있는 대식세포 모두 치사요소에 의해 
Meks의 N-말단이 가수분되기 때문에 Meks의 절단이 대식

세포의 사멸에 직접적인 연관이 있는 것으로 보이지 않는다 
(30). 

최근 숙주와 병원균의 관계에 대한 연구와 탄저 치사독소

의 병인 기전을 이해하기 위해 다양한 연구 방법이 시도 되
고 있다. 탄저 치사독소가 처리된 세포에서 분비되는 사이토

카인에 대한 연구는 발표자에 따라 다양한 결과를 보여 주고 
있다 (Table 1). Table 1에서 보듯이 사용한 탄저 치사독소의 
농도나 대상 세포주에 따라 분비된다고 보고된 사이토카

인의 양상이 다르다. 즉, Hanna 등 (11)은 생쥐 대식세포인 
RAW264.7 세포에 아급사 (sublytic) 수준의 치사독소를 처리

했을 경우 tumor necrosis factor alpha (TNF-α)와 interleukin-1 
beta (IL-1β)가 분비된다고 보고하였다. 그러나 Erwin 등 (7)
은 생쥐 대식세포에 아급사 수준 (10-6 µg/ml)의 치사독소를 
처리했을 때 오히려 사이토카인의 분비가 억제된다고 하였

다. 또한, Moayeri 등 (21)은 생쥐에 100 µg의 치사독소를 처
리하였을 때 IL-1β는 증가하였으나, TNF-α의 분비량에는 변
화가 없다고 하였다. 인간 대식세포를 사용한 Popov 등 (25)
은 치사독소를 처리하여도 생쥐 대식세포와는 달리 인간 대
식세포가 죽지 않기 때문에 같은 대식세포일지도 종에 따라 
치사독소에 대한 반응이 다르게 나올 수 있음을 보고하였다. 
이러한 연구 결과의 양상은 치사독소 정제도나 치사독소의 
농도 및 종에 따라 사이토카인 분비에 대한 결과가 다름을 
알려주고 있다. 

본 연구에서는 탄저 치사독소의 정제도나 농도에 구애받

지 않도록 탄저균 Sterne 균주의 아포를 사용하여 생쥐 및 
사람의 대식세포에 처리하고 얻어지는 사이토카인 중 TNF-α
와 IL-12의 발현을 분석하였다. 

 
재료 및 방법 

1. 세포 배양 

실험에 사용한 생쥐 대식세포 RAW264.7 세포와 인간 대
식세포는 10% fetal bovine serum (FBS)과 100 IU/ml penicillin
과 10 µg/ml streptomycin이 포함된 RPMI 1640 배지를 사용

하여 37℃와 5% CO2가 유지된 배양기에서 배양하였다 (24). 
인간 대식세포의 분화 여부는 대식세포의 특이적인 표지자 
(marker)라 알려진 CD14과 CD18을 웨스턴 블랏 (Western 
blot)분석으로 확인하였다 (자료미제시). 

2. 탄저균 영양세포의 배양 

탄저균은 B. anthracis Sterne을 사용하였으며, 김 등 (13)
과 서 등 (27)의 배양 방법을 사용하여 배양하였다. 탄저균

의 영양세포는 탄저균 아포를 brain heart infusion (BHI: BD 
Science, Canada) 파우더 37 g/L과 Bacto-agar 15 g/L을 넣어 
만든 BHI agar 배지에 도말한 후 37℃에서 밤새 배양하여 수
확하였다. 

3. 탄저균 아포의 확보 

탄저균 아포 생성을 위한 배지는 Tarr's sporulation agar를 
사용하였다 (6). 사용된 배지는 1.5 g sucrose (Showa, Japan), 
1.5 g (NH4)2PO4 (Merck, Germany), 0.75 g MgSO4 · 7H2O 
(Merck, Germany), 7.5 g KH2PO4 (Merck, Germany), 75 mg 
MnSO4 · H2O (Merck, Germany), 150 mg CaCl2 · 2H2O (Merck, 
Germany), 2 mg FeCl2 · 6H2O (Yakuri, Japan)를 1500 ml의 증
류수에 넣고 녹인 후 11.25 g Bacto-agar (Gibco, USA)를 넣어 
만들었다 (6). 탄저균을 준비된 Tarr's sporulation agar 배지에 

Table 1. Cytokine expression by anthrax lethal toxin on different cells of immune system 

Cell Lines Toxin Time (hr) Cytokines References 

RAW264.7 LeTx* 2~4 TNF-α ↑ 11 

RAW264.7 LeTx* 24 IL-1β, IL-18 ↑  5 

J774A.1 LeTx* 2 TNF-α ↓  7 

J774A.1 spore 5~7.5 TNF-α, IL-12 ↑ 23 

Human macrophage LeTx* 48 TNF-α ↓, IL-1β, IL-6 ↑ 25 

Mouse macrophage spore 5~7.5 TNF-α, IL-6 ↑ 24 

RAW264.7: murine macrophage cell line, J774A.1: murine macrophage cell line, LeTx*: lethal toxin 
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도말하고, 37℃에서 14일 동안 배양하여 아포를 확보하였다. 

4. 대식세포 배양 및 아포 처리 

분석에 사용할 대식세포는 RPMI 1640 배지 (10% FBS, 
100 IU/ml penicillin과 10 µg/ml streptomycin, Gibco, USA)를 
사용하여 생쥐 대식세포 RAW264.7 세포와 인간 대식세포를 
각각 1×106 세포/100 mm plate가 되도록 분주한 후 37℃, 
5% CO2 배양기에서 2시간 동안 배양하였다 (23). 실험군으로

서 사용할 대식세포는 PBS (pH 7.2)으로 2회 세척 후 RPMI 
1640 배지 (10% FBS, no penicillin과 streptomycin)를 넣고 
탄저균 아포 혹은 영양세포를 1×106 개/ml 첨가하여 37℃, 
5% CO2 배양기에서 30분 동안 배양하였다. PBS (pH 7.2)으로 
2회 세척하고 gentamicin (Sigma, USA)을 25 µg/ml의 농도로 
처리한 후 37℃, 5% CO2 배양기에서 30분 동안 배양하였다. 
Gentamicin의 배양이 끝난 시점을 1시간으로 기준을 삼았다. 
이 시점부터 3, 5, 및 7시간에 배양한 세포는 scraper (Falcon, 
USA)를 사용하여 수획하였다. 수획한 세포는 바로 FACS 분
석에 사용하였고, 배양이 끝난 배지는 1.5 ml 튜브에 모아서 
ELISA로 분석하기 전까지 -70℃에 얼려서 보관하였다. 

5. 유세포 분류기 (Fluorescence-activated cell sorter: 

FACS) 분석 

FACS 측정을 위한 세포 염색은 BD ApoAlertTM annexin 
V-FITC apoptosis kit (BD Biosciences, USA)를 사용하였다. 시
간별로 모은 세포는 곧바로 FACS용 5 ml 유리 튜브 (Falcon, 
USA)에 옮겨 1,000 x g, 4℃에서 5분간 원심분리 하였다. 상
층액을 제거한 후 PBS (pH 7.2) 완충액을 1 ml 넣어 섞고 다
시 1,000 x g, 4℃에서 5분간 원심분리 하였다. 얻어진 펠렛에 
바인딩 완충액을 200 µl 넣고 와류한 후에 다시 1,000 x g, 
4℃에서 5분간 원심분리 하였다. 결합 완충액을 제거하고 다
시 결합 완충액 500 µl를 넣어 와류한 후에 annexin V-FITC 
(20 µg/ml) 5 µl, propidium iodide (50 µg/ml) 10 µl를 첨가하여 
25℃, 15분간 암배양 (暗培養)하였다. 배양이 끝난 세포는 
Cell Quest software (Becton-Dickinson; Mountain View, CA)를 
이용한 FACScan flow cytometer로 분석하였다. 

6. 웨스턴 블롯 분석 

웨스턴 블롯 분석은 정 등 (12)의 방법을 사용하여 분석하

였다. 즉, 인간 대식세포에서 추출한 단백질 20 µg을 Lae- 
mmli sample 용액 (50 mM Tris-HCl, pH 6.8, 100 mM DTT, 2% 
SDS, 0.1% bromophenol blue, 10% glycerol)에 넣고 5분간 끓
인 후, 12% polyacrylamide-gel에 로딩하여 전기영동를 수행

하였다. 그 후 젤 내의 단백질을 20% 메탄올 용액에서 80 V
로 60분 동안 Polyvinylidene fluoride (PVDF) 막으로 옮겼다. 

단백질이 이송된 PVDF 막은 5% nonfat-dry milk가 포함된 
TBS-T 완충액 (20 mM Tris-HCl pH 7.6, 500 mM NaCl, 0.1% 
Tween 20)에 넣고 교반기에서 1시간 동안 반응하여 blocking
하였다. Blocking이 끝난 PVDF 막은 anti-CD14 항체와 anti-
D18) (200 µg/ml) 항체를 1:5000배 희석하여 첨가한 TBS-T 
완충액에서 1시간 동안 반응 시켰다. 반응이 끝난 PVDF 막
은 TBS-T로 15분간 3회 씻은 후 HRP-conjugated anti-rabbit 
IgG (1:1000 dilution)을 넣고 1시간 반응시켰다. 다시 PVDF 
막을 TBS-T 완충액으로 15분간 3회 씻은 후, ECL advanced 
키트를 이용하여 반응 시키고 필름으로 감광하였다. 

7. 효소면역분석법 (enzyme linked immunosorbent 

assay: ELISA) 

대식세포에서 분비된 사이토카인의 양을 측정하기 위해서 
Bioscience 사의 ELISA kit를 사용하여 회사에서 제공한 지
침서에 따라 분석실험을 수행하였다. 분석실험은 96-well 
plate에 실험군과 대조군에서 얻어진 상층액 시료 50 µl/well
과 표준완충용액 50 µl/well을 넣고, 표준용액은 100 µl/well
씩 분주하였다. 그 후에 biotinylated anti-TNF-α (혹은 bio- 
tinylated anti-IL-1β, biotinylated anti-IL-12) 용액을 50 µl/well 
씩 분주한 후 가볍게 교반하였다. 그 후, 웰을 밀봉하여 1시
간 30분간 상온에서 반응시킨 후, 상층용액을 제거하고 PBS
로 4회 이상 세척하였다. 1x Streptavidin-HRP 반응용액을 100 
µl/well씩 넣고 30분 동안 상온에서 반응시킨 후 상층액을 제
거하였다. 완충용액으로 4회 이상 세척한 시료에 안정화된 
크로모겐을 100 µl/well씩 넣고 빛을 차단한 상온에서 30분 
동안 반응시킨 후 반응 종료용액을 100 µl/well씩 넣고 450 
nm에서 흡광도를 측정하였다. 

 
결  과 

1. 사이토카인의 정량 

생쥐 대식세포 RAW264.7 세포에 살아있는 탄저균 아포 
또는 탄저균 영양세포를 처리했을 경우 TNF-α의 분비량은 
불활성화된 탄저균 아포를 처리한 경우보다 급격하게 증가

함을 알 수 있었다. 불활성화된 탄저균 아포를 처리했을 경
우 TNF-α는 거의 분비 되지 않았으나, 살아있는 탄저균 아
포를 처리했을 경우 아포 처리 3시간 이후에는 아포 처리 
1시간 후 보다 5배, 탄저균 영양세포를 처리한 경우, 동일 시
간에 4배 이상 분비량이 증가하였다 (Table 2). IL-12는 살아

있는 아포, 불활성화된 아포, 영양세포를 처리한 생쥐 대식

세포 RAW264.7 세포 모두에서 분비되었으며, 처리 시간이 
경과할수록 분비량이 증가하였다 (Fig. 1). 

인간 대식세포에 탄저균 아포를 처리했을 경우, 아포가 살 
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아있거나 불활성화 되어있는 것에 관계없이 TNF-α는 거의 
분비되지 않았으나, 탄저균 영양세포를 처리한 인간 대식세

포의 경우, 처리 후 1시간에서는 46 pg/ml, 3시간에서는 39 
pg/ml, 5시간에서는 57 pg/ml, 7시간에서는 47 pg/ml을 분비

하였다. IL-1β의 경우 분비량은 다른 사이토카인에 비하여 
매우 적었으나, PBS만 처리한 대조군과 비교했을 때 살아

있는 아포, 불활성화된 아포, 영양세포를 처리한 실험군 
모두가 약간의 증가를 보였다. IL-12의 경우 불활성화된 아포

를 처리한 경우와 영양세포를 처리한 경우에는 거의 변화가 
없었으며, 살아있는 아포를 처리한 인간 대식세포는 IL-12 

분비에 있어서 시간에 특이적인 약간의 변화를 보였다. 인간 
대식세포에 살아있는 아포 처리 후 1시간에서는 106 pg/ml
을 분비하였으나, 다른 시간에서는 별다른 변화가 없었다 
(Fig. 2). 

2. 세포사멸 측정 

정상 세포에서 포스파티딜세린 (phosphatidylserine)은 세포 
내막에 존재하고 세포사멸이 유도되면 세포 외막으로 이동

하여 노출된다. Annexin V는 포스파티딜세린과 강한 친화력

을 가진 단백질로서 세포사멸로 인해 노출된 포스파티딜세

Table 2. The amounts of TNF-α or IL-12 secreted from murine macrophage RAW264.7 cells were infected with spores of B. anthracis Sterne

TNF-α (pg/ml) IL-12 (pg/ml)  

1 hr 3 hr 5 hr 7 hr 1 hr 3 hr 5 hr 7 hr 

Inactivated spores ND* ND* ND* ND* 215 254 210 234 

Live spores 482 2,433 6,022 6,213 110 246 210 234 

Vegetative cells 692 2,844 5,128 6,045 151 175 318 340 

ND*: Not detectable 

Figure 1. Cytokine analysis in murine macrophage RAW264.7 cells infected with spores of B. anthracis Sterne at 1, 3, 5, and 7 hours 
using ELISA method. Control was murine macrophage RAW264.7 cells treated with PBS buffer. The concentration of 2 cytokines in the 
supernatants collected from murine macrophage RAW264.7 cells infected with formalin-inactivated spores (white bars), spores (gray bars),
and vegetative cells (black bars) of B. anthracis Sterne at the indicated time points are shown for TNF-α (A), and IL-12 (B). Three 
experiments were performed, and the results of a representative experiment are shown. Each value reported is the average of three samples.
Error bars represent 1 standard deviation. Statistical significance was determined by Student's t test analysis. In all cases, means were
compared to control group only treated with PBS buffer. *p<0.05, **p<0.01 

B 
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린과 결합한다. 본 연구에서 사용한 Annexin V는 fluorescein-
5-isothiocyanate (FITC)가 표지 (label)되어 있어 형광으로 초
기 단계의 세포사멸을 측정할 수 있도록 하였다. 세포사멸 
정도는 유세포 분류기 (FACS)를 사용하여 측정하였다. 생쥐 
대식세포 RAW264.7 세포의 사멸은 아무것도 처리하지 않은 
대식세포를 기준으로 하여 20,000개의 세포를 카운트하였다. 
실험군의 대식세포 사멸 정도는 전체 세포수 대비 세포사멸

이 일어날 것이라고 예상하는 부분에 분포한 세포들의 수를 

백분율로 나타내었다. 
불활성화된 탄저균 아포를 처리한 생쥐 대식세포 RAW- 

264.7 세포의 사멸 정도는 1시간에서는 0.33%, 3시간에서는 
0.21%, 5시간에서는 0.68%, 7시간에서는 0.49%로 대조군의 
0.05%와 비슷한 수준임을 확인하였다. 이에 비하여 살아있는 
아포를 처리한 생쥐 대식세포 RAW264.7 세포는 1시간에서

는 87.2%, 3시간에서는 88.0%, 5시간에서는 91.2%, 7시간에

서는 93.8%로 대부분의 세포가 세포사멸을 일으킨 것을 확

A 

B 

C

Figure 2. Cytokine analysis in primary human macrophage infected with spores of B. anthracis Sterne at 1, 3, 5, and 7 hours using 
ELISA method. Control was murine macrophage RAW264.7 cells treated with PBS buffer. The concentration of 3 cytokines in the
supernatants collected from primary human macrophage infected with formalin-inactivated spores (white bars), spores (gray bars), and 
vegetative cells (black bars) of B. anthracis Sterne at the indicated time points are shown for TNF-β (A), IL-1β (B), and IL-12 (C). Three 
experiments were performed, and the results of a representative experiment are shown. Each value reported is the average of three samples.
Error bars represent 1 standard deviation. Statistical significance was determined by Student's t test analysis. In all cases, means were
compared to control group only treated with PBS buffer. *p<0.05, **p<0.01 
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인하였다 (Fig. 3). 영양세포를 처리한 생쥐 대식세포 RAW- 
264.7 세포는 1시간에서는 86.9%, 3시간에서는 88.2%, 5시간

에서는 90.9%, 7시간에서는 91.6%를 나타내었다 (Fig. 3). 영
양세포를 처리한 생쥐 대식세포 RAW264.7 세포는 살아있

는 아포를 처리한 경우에 비해 세포사멸의 정도가 낮게 증
가했음을 확인하였다. 

인간 대식세포의 사멸 정도 측정은 생쥐 대식세포의 것과 
동일한 방법으로 수행하였다. 살아있는 아포, 불활성화된 아
포, 및 영양세포를 인간의 대식세포에 처리한 경우 거의 비

슷한 분포를 이루고 있었다. 대부분의 인간 대식세포가 0.5% 
내외로 세포사멸이 유도된 것으로 확인하였으나, 살아있는 
아포를 처리한 경우 5시간에서는 1.05%, 7시간에서는 2.53%
의 세포사멸이 일어났다 (Fig. 4). 

 
고  찰 

 
사이토카인은 생체 여러 조직의 세포로부터 유래하고, 면

역응답 반응이나 조절 등 세포 간 상호작용에 관여하는 생물

A B C D 

Figure 3. Apoptosis analysis in murine macrophage RAW264.7 cells infected with spores of B. anthracis Sterne at 1, 3, 5, and 7 hours 
by flow cytometry with annexin-PI double-labeled cells. The annexin-positive population corresponding to apoptotic cells, PI-positive 
population corresponds to necrotic cells, and the double-positive position corresponds to necrotic and/or late apoptotic cells. Murine
macrophage RAW264.7 cells were treated with PBS buffer (A), formalin-inactivated spores (B), spores (C), and vegetative cells (D) of B. 
anthracis Sterne. 
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활성인자이다. 대부분 림프구나 대식세포에 의해 생성되는데 
낮은 농도 (10-9 M 이하)의 사이토카인이 분비되면 숙주세

포의 면역반응을 유도하지만, 높은 농도 (10-7 M 이상)로 분
비되면 세포사멸과 같이 숙주세포에게 치명적인 피해를 입

히기도 한다 (31). 
이중, TNF-α는 세포사멸과 관련된 수용체를 자극하여 세

포사멸을 일으킨다 (33). 단핵세포에서 생성되어 염증반응

에 관여하는 IL-1β는 세포사멸이 유도되면 IL-1β 전환효소 
(interleukin-1β converting enzyme, ICE)라는 프로테아제에 의
해 절단되어 세포 밖으로 분비된다 (3). 분비된 IL-1β는 IL-1 

수용체에 결합하여 p38, JNK, 및 NF-κB 등의 신호전달 작
용을 유도하여 세포사멸을 유도하는 것으로 보고되어 있다 
(34). IL-12는 선천적 면역반응을 증가시키고, helper T cell의 
활성화 등 후천적 면역반응을 유도한다 (19). 

TNF-α의 분비량은 살아있는 탄저균 아포의 감염에 의해 
대식작용이 유도된 생쥐 대식세포 RAW264.7 세포에서 급격

하게 증가하였으나, 불활성화된 탄저균 아포를 처리한 경우

에는 뚜렷한 변화가 없었다. 또한 살아있는 탄저균 아포를 
처리한 약 90%의 생쥐 대식세포 RAW264.7 세포에서 세포

사멸이 유도되었으나, 불활성화된 탄저균 아포를 처리한 생

A B C D 

Figure 4. Apoptosis analysis in primary human macrophages infected with spores of B. anthracis Sterne at 1, 3, 5, 7 hours by flow 
cytometry with annexin-PI double-labeled cells. The annexin-positive population corresponding to apoptotic cells, PI-positive population 
corresponds to necrotic cells, and the double-positive position corresponds to necrotic and/or late apoptotic cells. Primary human 
macrophages were treated with PBS buffer (A), formalin-inactivated spores (B), spores (C), and vegetative cells (D) of B. anthracis Sterne.
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쥐 대식세포 RAW264.7 세포는 1% 미만이 세포사멸하였다. 
이는 TNF-α의 분비량과 세포사멸이 서로 상관관계가 있으며 
(19) 저농도의 치사독소는 세포사멸을 일으킨다는 보고 (11)
와 일치한다. 

McHugh 등은 생쥐 대식세포에 독성 Legionella pneumo- 
phila와 무독성 L. pneumophila를 감염시켜 TNF-α와 IL-1β 
등 사이토카인 분비에 있어서 차이가 존재함을 관찰하였다 
(19). 독성 L. pneumophila는 대식세포 내에서 빠르게 증식할 
수 있으나 무독성 L. pneumophila는 증식할 수 없다고 알려

져 있다. 세포 내 박테리아의 독성 물질 생성 유무는 대식세

포에 의한 proinflammatory 사이토카인 분비에 영향을 미치

는 중요한 요소로 생각된다. 
Table 1에서 보는 바와 같이, 몇몇 연구들에 의해 탄저균 

치사독소는 대식세포의 사이토카인 분비를 억제한다고 보고

된 바 있다 (7, 25). 이들 연구에서의 치사독소는 대식세포에 
직접 작용한 것으로 보인다. 그러나 본 연구에서는 치사독소

를 만들 수 있는 탄저균 아포를 처리하여, 감염 초기 단계에 
식균작용을 유도하여 시간이 흐름에 따라 점차적으로 치사

독소가 생성되도록 하였다. 또한 살아있는 탄저균 아포를 처
리한 것이기 때문에 증식 과정이나 발아 과정에 있어서 생긴 
다양한 요소들이 사이토카인 분비에 영향을 줄 수 있을 것으

로 보인다 (25). Pickering과 Merkel의 보고에서 탄저균 치사

독소를 만들 수 있는 탄저균 아포는 일정 시간 후에 대식세

포를 사멸시켰고, 그렇지 못한 탄저균 아포는 대식세포를 사
멸시키지 못하였다 (25). 사이토카인의 분비량에 있어서 차이

가 있었으나 두 실험군 모두에서 TNF-α가 분비되었다. 이는 
치사독소가 세포사멸과 관련된 TNF-α의 분비량과 연관성이 
있기는 하나, 절대적인 요소가 아니라는 가능성을 제시한다. 

살아있는 탄저균 아포를 처리한 생쥐 대식세포 RAW264.7 
세포의 경우, 시간이 지남에 따라 IL-12의 분비량이 증가함

을 관찰하였다. 영양세포를 처리한 생쥐 대식세포 RAW264.7 
세포의 경우 살아있는 아포를 처리한 생쥐 대식세포 RAW- 
264.7 세포의 분비량에 비해 IL-12의 분비량이 적게 분비되

는데 이는 탄저균 영양세포에 의해 분비된 치사독소가 IL-
12의 분비를 억제한 것으로 사료된다. Agrawal 등은 수지상 
세포에 고농도의 치사독소를 처리하여 IL-12의 분비량이 억

제됨을 관찰하였다 (1). 일반적으로 IL-12는 선천적 면역반응

을 증가시키고 후천적 면역반응을 유도한다고 알려져 있으

며, 본 연구에서는 탄저균 영양세포에 의해 분비된 치사독소

는 IL-12의 분비량을 억제하여 숙주세포의 후천적 면역반응

이 유도되지 않도록 작용하는 것으로 보인다. 
Popov 등은 고농도의 치사독소 (치사요소 0.5 µg/ml, 방어

항원 0.5 µg/ml)를 생쥐 대식세포인 RAW264.7 세포와 인간 
대식세포에 각각 처리하여, 생쥐 대식세포는 세포사멸이 일

어나지만 인간 대식세포는 반응이 없음을 확인하였다 (25). 
탄저균 치사독소가 아닌 탄저균 아포를 처리한 본 연구에서

도 인간 대식세포의 세포사멸과 사이토카인 분비는 생쥐의 
것과는 차이를 나타내었다. 살아있는 아포를 처리한 생쥐 대
식세포에서 급격한 증가를 보였던 TNF-α의 경우 인간 대식

세포에서는 거의 분비되지 않았다. 영양세포를 처리한 인간 
대식세포는 시간이 지남에 따라 TNF-α가 분비되기는 하였으

나 생쥐의 분비량보다 500배 이상 낮은 농도로 분비되었다. 
인간 대식세포는 약 1%의 세포만이 세포사멸이 유도됨을 유
세포 분류기로 측정하였고, TNF-α의 분비량이 적어지면 세
포사멸 또한 적게 일어남을 확인하였다. 이에 비해 IL-1β와 
IL-12의 분비량은 PBS만 단독으로 처리한 대조군에 비해 차
이가 없어 탄저균 아포에 의한 세포사멸과 IL-1β와 IL-12의 
분비량과는 관련이 없음을 확인하였다. 

생쥐 대식세포인 RAW264.7 세포와 인간 대식세포에서 탄
저균 아포에 의한 특정 사이토카인의 분비에서 차이가 나는 
것은 같은 생쥐의 대식세포라고 하더라도, 생쥐의 종에 따라

서 탄저 치사독소에 의한 감수성의 차이가 나기 때문인 것으

로 짐작된다 (21,25). 본 연구에서는 연구자들 마다 탄저 치
사독소의 분리 방법이나 정제도에 따라서, 조금씩 차이가 나
는 사이토카인 분비량을 탄저균 아포를 사용하여 측정하였

다는데 의의를 갖고 있다. 또한 다른 생쥐의 대식세포에 따
라서 탄저 아포에 의한 사이토카인 발현의 차이를 유전체학

기술과 프로테오믹스 기술을 사용하여 본 연구실에서 현재 
연구 중에 있다. 
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