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Abstract : Experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) is an inflammatory disease in the murine

central nervous system (CNS) and has long been used as an animal model for human multiple sclerosis.

Development of EAE requires coordinated expression of a number of genes that are involved in the

activation and effector functions of inflammatory cells. Galectin-3 (Gal-3) is a member of the beta-

galactoside-binding lectin family and plays an important role in inflammatory responses through its

functions on cell activation, cell migration or inhibition of apoptosis. We investigated the functional role

of Gal-3 in EAE mice following immunization with myelin oligodendrocyte glycoprotein (MOG)35-55

peptide. During the peak stage of EAE, the localization of Gal-3 in inflammatory cells markedly increased

in subarachnoid membranes and perivascular regions of CNS. In contrast, Gal-3 was weakly detected

in cerebrum and spinal of the recovery stage of EAE. Consistent with this finding, western blot analysis

revealed that Gal-3 expression was significantly increased at the peak stage while it was slightly decreased

at the recovery stage in the CNS. In addition, the population of CD11b+ macrophage expressing Gal-

3 in spleen of EAE mice was markedly increased compared with control mice. In fact, most of activated

macrophages isolated from spleen of EAE mice expressed Gal-3. Taken together, our results demonstrate

that the over-expression of Gal-3 in activated macrophages may play a key role in promoting inflammatory

cells in the CNS during EAE.
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서 론

실험적 자가면역성 뇌척수염(experimental autoimmune

encephalomyelitis, EAE)은 T 세포 매개성 자가면역성 질

병으로서, 중추신경계에서 염증세포의 침윤과 수초탈락

의 특징을 가지는 사람의 다발성 경화증(multiple

sclerosis, MS)의 동물 모델이다 [19]. 자가면역성 뇌질환

의 진행은 뇌-혈관 장벽(Blood-brain barrier, BBB)을 통

과해서 중추신경계에 침윤하는 단핵구 유래 큰포식세포

와 CD4+의 T 세포의 염증세포의 침윤에 의해 악화되며

[1], 활성화된 큰포식세포의 수초의 탐식으로 인해 중추

신경계의 탈수초화가 진행되는 것으로 알려져 있다 [27].

EAE 질병 과정동안 활성화된 큰포식세포는 TNF-α, IL-

1, nitric oxide 등의 염증성 매개자의 분비에 의해 중추

*Corresponding author
Tel: +82-64-754-3374, Fax: +82-64-756-3354
E-mail: yhjee@jejunu.ac.kr



140 김대승·황인선·박석재·안긴내·박상준·박현정·주홍구·지영흔

신경계의 탈수초화를 유도해 EAE 질병의 악화에 밀접

한 영향을 미치게 된다 [24, 27, 28]. 그리고 중추신경계

에서 활성화된 큰포식세포는 항원제시에 결정적인 역할

을 하는 B7분자의 발현을 증가시키며, 이는 자가반응성

T 세포의 자극에 중요한 역할을 하는 것으로 밝혀져 있

다 [20]. 정상마우스의 중추신경계에서는 큰포식세포의

MHC class II가 약하게 발현되나, EAE 마우스에서는 큰

포식세포의 MHC class II의 발현이 증가됨이 확인되어

[19, 25], 큰포식세포의 활성은 EAE에서 질병의 진행에

있어 매우 밀접한 관련이 있을 것으로 생각되어지고 있다.

Galectin은 beta-galactoside 함유 oligosaccharides로 내

인성 lectin의 한 종류로서 다양한 정상 조직과 병리학

적 조직에서 나타나는 beta-galactoside-binding protein이

다 [2]. Galectin은 활성화된 큰포식세포, 활성화된 B 세

포, 수지상세포 및 활성화된 T 세포에서 발현 분비되며

[2, 33], 많은 면역세포에의 활성과 이주 및 세포자멸사

(apoptosis)에 관여하는 등의 다양한 역할을 하는 것으로

알려져 있다 [15]. Galectin-3는 Ho와 Springer에 의해

thioglycollate에 의해 활성화된 큰포식세포에서 큰포식세

포 분화항원(macrophage differentiation antigen, Mac-2)

으로 처음 발견된 이래 34 kDa 갈락토시드 결합 단백

(galactoside binding protein), 인간 Lectin-31(human

Lectin-31, hL-31), 탄수화물 결합 단백 35(carbohydrate

binding protein 35, CBP35), 종양 전이 연관 L-34(tumor

metastasis associated L-34), IgE 결합 단백(IgE binding

protein) 등 서로 다른 이름으로 연구되었으나, 최근 Mac-

2 단백질을 비롯한 유사 단백질을 통틀어 Galectin-3로

명명하였다 [3, 8]. 

이전 연구에 따르면 Galectin-3의 발현은 염증성 안질

환, 류마티스성 관절염, 동맥경화증 등의 염증성 질환을

가진 환자의 염증 조직에서 그 발현이 증가하는 것으로

알려져 있다 [9, 23]. 특히 이렇게 발현된 Galectin-3는

염증성 반응과 관련이 있는 큰포식세포를 활성화시키

고, 큰포식세포, 단핵세포 및 상피세포의 이주를 유도하

고, 이들 세포의 세포자멸사(apoptosis)의 억제에 관여하

여 염증 세포의 염증성 반응을 촉진시키는 것으로 알려

져 있다 [26, 32]. 최근 Kim 등 [13]은 랫드의 자가면역

성 뇌척수염 모델의 척수조직에서 큰포식세포에서의

Galectin-3의 발현은 질병의 진행과정 중 염증 세포 활

성화와 관련된 중요한 인자 중 하나이며, 질병 초기 염

증 유도 및 질병 회복기의 염증 완화에 관련이 있는 것

으로 보고하고 있다. 또한 Galectin-3는 염증성 반응과

관련이 있는 큰포식세포 뿐만 아니라 중추신경계의 미

세아교세포를 활성화시키는 것으로 보고되었다 [13]. 이

와 같이 자가면역성 질환과 Galectin-3의 활성의 관련성

에 관해 소수의 연구들이 수행되어 왔으나, 면역학적으

로 격리된 중추신경계의 뇌조직의 손상 시 대뇌를 포함

한 중추신경계에서 나타나는 염증세포와 Galectin-3와의

연관성과 Galectin-3가 사람의 다발성 경화증(MS)과 유

사한 병변을 보이는 C57BL/6 마우스 모델에서 중추신

경계에서의 Galectin-3를 발현하는 염증세포의 귀소

(homing)와 관련이 있는 말초면역기관에서의 발현 및 분

포 양상에 관한 연구는 아직까지 직접적 보고가 미흡하

다. 따라서 본 연구에서는 C57BL/6 마우스의 EAE 모델

에서 중추신경계의 손상 시 Galectin-3의 중추신경계인

대뇌에서 발현 양상을 조사하고, 이와 함께 EAE 유발

마우스의 말초면역기관인 비장에서 Galectin-3의 발현과

분포 양상에 대해 관찰하고자 하였다. 이로부터 큰포식

세포의 활성과 밀접한 관련성을 가지는 Galectin-3의 중

추신경계와 말초면역기계에서의 발현 양상과 자가면역

성 질환인 EAE의 질병 경과에 따른 상관관계를 밝히고

자 하였다.

재료 및 방법

실험동물

본 실험에서는 6~8주령의 암컷 C57BL/6 마우스를

Jackson Lab(USA)으로부터 분양받아 실험에 사용하였

다. 실험동물은 표준적인 사육조건으로서 온도는 23 ±

1oC, 습도를 50 ± 5%로 유지시키고, 사료는 NIH-07 식

이를 주었고, 음수는 자유급식하게 하였다. 본 연구를 위

한 동물실험 계획서는 제주대학교 동물관리 및 사용위

원회의 승인을 받았으며, 모든 실험은 제주대학교의 동

물실험 규정에 따라 수행되었다.

마우스에서의 EAE의 유도와 임상증상의 평가

마우스에서 EAE을 유도하기 위하여 각각의 마우스의

양쪽 엉덩이 둔부에 myelin oligodendrocyte glycoprotein

(MOG, 200 µg; Bio Synthesis, USA)과 Mycobacterium

tuberculosis H37Ra(500 µg; Difco, USA)을 함유한

complete Freund’s adjuvant(CFA; Difco, USA)를 동일량

을 혼합하여 주사하였다. 그리고 pertussis toxin 200

ng(List Biological Laboratories, USA)을 면역 당일과 면

역 후 2일째 꼬리 정맥주사 하였다. 면역한 마우스는 매

일 체중과 임상증상을 측정하였다. EAE의 진행은

Riminton 등의 방법에 따라 특징적 임상 증상에 따라 5

단계로 나누었다: Grade(G)0, 무증상; G1, 꼬리마비; G2,

경도의 후지 마비; G3, 중증의 후지마비; G4, 사지마비;

G5, 죽음; R0, 회복기 [30].

정상 대조군인 마우스(naive)와 EAE를 유도한 마우스

에서 임상증상이 G2-G4를 나타내는 시기를 발병기(peak

stage: 면역 후 18~22일째), 질병으로부터 회복되어 임상



자가면역성 뇌척수염을 유도한 C57BL/6 마우스 큰포식세포에서의 Galectin-3의 과발현 141

증상이 나타내지 않은 시기(R0)를 회복기(recovery stage:

면역 후 30일경 이후)로 나누고, 각 시기별로 마우스를

에테르로 마취하여 희생시켜 대뇌와 척수를 채취하였

다. 파라핀블록으로 제작할 조직은 10% 중성 포르말린

으로 고정한 후 탈수와 투명화 과정을 거쳐 파라핀 포

매한 후 3~5 µm의 두께로 조직절편을 만들어 H&E 염

색을 실시하였다.

Western blot analysis

질병 경과에 따라 대뇌와 척수조직을 채취한 다음 용

해액(lysis buffer)(40 mM Tris, 120 nM NaCl, 1 mM

phenylmethylsulfonyl fluoride, 10 µg/µL leupeptin, 2 mM

sodium orthovanadate, 10 µg/mL aprotinin; Sigma-Aldrich,

USA)에 넣어 균질화기(homogenizer)로 마쇄하고, 12,000

rpm으로 20분 동안 원심 분리하여 상층액을 취해 단백

질을 추출하였다. 추출한 단백질은 정량하여 sodium

dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis(10%

SDS-PAGE)를 이용하여 동일 양의 단백질을 전기영

동하였다. 분리된 단백질은 니트로셀룰로오스 막

(nitrocellulose membrane)에 100 V에서 2시간 동안 전이

시켰다. 그 후에 비특이적 반응을 방지하기 위해 5% 탈

지우유(nonfat milk)를 사용하여 1시간 동안 실온에서 반

응시켰다. Galectin-3에 대한 단클론항체를 생산하는 M3/

38 hybridoma 세포배양 상층액 [14]을 1차 항체로 사용

하여 1시간동안 반응시키고, 2차 항체로는 horseradish

peroxidase-conjugated goat anti-rat IgG(Santa Cruz

Biotechnology, USA)를 사용하여 실온에서 45분간 반응

시켰다. 단백질 밴드(band)는 암실에서 ECL detection

kit(Amersham, UK)로 발현을 시켰다. 각각의 밴드 밀도

는 scanning laser densitometer(GS-700; Bio-Rad, USA)를

통해 얻었으며, Molecular Analyst Software(Bio-Rad)를

이용하여 분석하였다.

면역조직화학 염색

대뇌와 척수조직에서 Galectin-3의 분포 및 발현 양상

을 관찰하기 위해 EAE를 유발시킨 마우스의 대뇌와 척

수조직의 각각의 세 절편을 질병의 진행시기에 따라 시

기별로 채취하여, 10% 중성 포르말린에 고정하고, 파라

핀 포매하여 절편을 만들어 슬라이드를 제작하였다. 면

역조직화학 염색은 Avidin-Biotin Complex Elite kit

(Vector Laboratories, USA)를 이용하였다. 조직절편은 파

라핀을 제거한 후, 내재성 과산화효소를 제거하기 위해

0.3% 과산화수소수에서 20분간 침적하였다. 그 후 비특

이적 면역반응을 방지하기 위해 blocking goat serum을

30분간 반응시켰다. 이를 제거한 후 1차 항체로 Galectin-

3 단클론항체(M3/38 hybridoma)을 1시간 실온에서 반응

시킨 후 biotinylated anti-rat IgG(Vector Laboratories,

USA)를 실온에서 45분간 반응시켰다. 이어서 Avidin-

Biotin Complex(ABC) reagents(Vector Laboratories, USA)

로 45분간 실온에서 반응시켰으며, 면역 반응이 끝난 조

직은 3, 3'-diaminobenzidine(DAB; Sigma-Aldrich, USA)

용액으로 발색시켰다. 각 단계 사이에는 PBS로 충분히

세척하였다. 양성반응을 나타낸 조직을 헤마톡실린

(hematoxylin; Sigma-Aldrich, USA) 용액으로 대조염색

하고, 탈수 및 투명화 과정을 거친 후 봉입하여 광학현

미경하에서 관찰하였다. 

유세포분석(Flow cytometry)

EAE를 유발시킨 마우스의 비장에서 Galectin-3의 발

현 세포의 수적 변화를 관찰하기 위해 flow cytometry

를 수행하였다. 마우스의 비장을 채취하여 세포 여과

기를 통해 단일 세포 부유액을 얻었다. 이렇게 얻어진

세포는 적혈구를 용해시킨 후 Dulbecco's phosphate-

buffered saline(Gibco BRL, UK)로 세정한 다음, 10%

소태아 혈청(Gibco BRL, UK)과 1% 항생제(100 U/mL,

penicillin-streptomycin; Gibco BRL, UK)가 포함된

RPMI-1640 배지(Gibco BRL, UK)에 부유시켰다. 이

후 Galectin-3 단클론항체(M3/38 hybridoma)을 30분간

4oC에서 반응시킨 후 FITC-labeled anti-rat IgG 항체

와 PE-labeled anti-mouse CD11b 항체를 각각 넣고 다

시 4oC에서 15분간 반응하였다. 반응이 끝난 세포에

1 mL 1% FBS를 포함하는 DPBS를 넣고, 1,500 rpm에

서 5분간 원심분리 하였다. 이어서 상층액을 제거하고

500 µL 1% paraformaldehyde에 재부유시켜 유세포 분

Fig. 1. Clinical course of EAE in C57BL/6 mice. C57BL/

6 mice were injected subcutaneously in the hind flank with

200 µg of myelin oligodendrocyte glycoprotein peptide

complete Freund's adjuvant containing 500 µg of mycobac-

terium tuberculosis H37Ra. Mice were also injected i.p.

with 200 ng of pertussis toxin before and 48 h after

immunization, and clinical symptoms of EAE were

monitored as described in the Materials and Methods. The

symbol (■) indicates the mean clinical score for each

group (n = 3~5) on the day indicated.
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석기(FACSCalibur; Becton Dickinson, USA)로 분석하

였다. 분석프로그램으로는 CellQuest software(BD

Bioscience, USA)를 사용하였다.

면역세포화학 염색

비장에서 분리한 큰포식세포의 Galectin-3 발현 양상

을 관찰하기 위해 EAE를 유발시킨 마우스의 비장으로

부터 세포를 분리하여 coating cover glass가 들어있는 6

Fig. 2. Histopathological profiles of EAE mice. Cerebrum and spinal cord were fixed in 10% formalin, and embedded

in paraffin. Five-micrometer sections were stained with H&E stain. Scale bars = 60 µm (A, C, E, G); 30 µm (B, D, F, H).
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well dish에 분주하여 37oC, CO2 배양기에서 2시간 동안

배양한 후 상층액을 제거하고 큰포식세포를 24시간 동

안 배양하였다 [5]. 부착된 세포를 4% paraformaldehyde

로 고정 후 비특이적 면역반응을 방지하기 위해 blocking

goat serum을 30분간 반응시켰다. 이를 제거한 후 1차

항체로 Galectin-3 단클론항체(M3/38 hybridoma)을 1시

간 실온에서 반응시킨 후 biotinylated goat anti-rat IgG(1 :

100; Vector Laboratories, USA)를 사용하여 실온에서 45

분간 반응시켰다. 이어서 Avidin-Biotin Complex(ABC)

reagents(Vector Laboratories, USA)를 이용하여 다시 45

분간 반응시켰으며, 면역 반응이 끝난 세포는 3, 3'-

diaminobenzidine(DAB; Sigma-Aldrich, USA) 용액에서

발색시켰다. 각 단계 사이에는 PBS로 충분히 세척하였

다. 양성반응을 나타낸 세포를 헤마톡실린 용액으로 대

조염색하고, 봉입하여 광학현미경하에서 관찰하였다. 양

성 세포의 수적 변화를 확인하기 위해 3~5개 이상의 시

야에서 500개의 세포 중 양성 반응을 보인 세포의 수를

세어 그 변화를 확인하였다.

결 과

EAE의 임상 증상과 신경병리학적 소견

뇌조직 항원을 면역한 C57BL/6 마우스에서 EAE의

임상경과는 면역 후 9~15일경에 꼬리의 마비(G1)가 유

도되는 초기 증상이 나타났다. 18~24일경에는 꼬리 및

양쪽 후지 마비(G2-G3)가 일어나며, 이 질병이 악화되

었다가 잠시 회복되는 경향을 보였다. 그리고 30일경 이

후부터는 회복되지 않고 마비 증상이 계속 유지되는 경

향을 나타내었다. 임상증상의 최고값은 약 21일경에 G3.0

± 0.2이었다(Fig. 1).

EAE의 신경학적 손상 정도는 마우스의 대뇌와 척수

의 조직학적 병변을 관찰한 결과(Fig. 2), EAE 임상증상

이 발병기의 대뇌(Figs. 2A and B)와 척수(Figs. 2E and

F)에서는 염증세포들이 거미막밑공간과 연질막 근처의

실질 내로 염증이 침윤되면서 광범위하게 수막과 실질

내의 혈관주위에 침윤되었다. 반면 회복기에서는 대뇌

(Figs. 2C and D)와 척수(Figs. 2G and H)에서 염증 세

포가 현저히 감소하는 것을 관찰할 수 있었다.

EAE 마우스 대뇌와 척수에서의 질병 경과에 따른

Galectin-3의 발현 양상

EAE를 유도한 마우스의 대뇌와 척수에서 질병 경과

에 따른 Galectin-3 단백 발현 양상의 변화를 알아보기

위해 Western blot을 실시하였다. 대조군으로서 건강한

마우스의 대뇌와 척수를 사용하였고, EAE 마우스에서

는 질병의 경과에 따라 발병기(peak stage)와 회복기

(recovery stage)로 나누어 단백질을 추출하여 사용하였

다. 그 결과 Galectin-3는 약 29 kDa에서 특이적 밴드가

관찰되었고, 그 발현양은 정상 대조군 마우스에서는 미

약하게 발현하였으나(Fig. 3A, lanes 1, 2), EAE 질병이

가장 심화되는 시기에서는 강하게 발현됨을 관찰할 수

있었다(Fig. 3A, lanes 3, 4). 또한 이와 같은 Galectin-3

의 발현 양의 증가는 질병이 회복되면서 현저히 약화됨

을 볼 수 있었다(Fig. 3A, lanes 5, 6). 또한 질병 경과에

따른 Galectin-3의 양적 변화에 대한 밴드의 밀도 분석

결과 대조군에 비해 EAE 마우스의 발병기에서 유의성

있는 증가를 보였다(p < 0.05, Fig. 3B). 이상의 결과로부

터 Galectin-3의 발현 양의 변화는 EAE 질병의 중증도

(severity)와 밀접한 관련성이 있음을 알 수 있었다. 

EAE 마우스 중추신경계에서의 질병 경과에 따른

Galectin-3의 발현 세포의 특이성 

EAE를 유도한 마우스의 대뇌와 척수에서 Galectin-3

의 분포 및 발현 양상을 확인하기 위해 면역조직화학 염

색을 실시하였다(Figs. 4 and 5). 건강한 대조군 마우스

Fig. 3. Galectin-3 expression of the cerebrum and spinal

cord in healthy control and EAE mice at various stages

by Western blot analysis. (A) Minimal amounts of

Galectin-3 were identified in CNS of control mice (naive;

day 0 post immunization, PI) (lanes 1, 2). During disease,

Galectin-3 expression significantly increased in CNS of

EAE mice at the peak stage (G2-G4, days 18-22 PI) (lanes

3, 4) and gradually declined at the recovery stage (R0, days

30-35 PI) (lanes 5, 6). (B) The density of each band was

measured and plotted in the graph. *p < 0.05, significantly

different from control mice by student's t-test.
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의 대뇌(Figs. 4A and B)와 척수(Figs. 5A and B)에서

Galectin-3 염색은 양성 반응이 거의 관찰되지 않았다.

그러나 EAE 마우스의 질병의 초기에는 지주막하강으로

침윤된 염증세포들에서 양성 세포를 관찰할 수 있었고,

Fig. 4. Immunohistochemical staining of Galectin-3 in cerebrum during EAE. Galectin-3 immunoreactivity is not found

in the cerebrum of control mice (A, B). During EAE, considerable numbers of infiltrating cells were present pia mater

in the cerebral. Intense Galectin-3 immunoreactivity is present in perivascular clusters of inflammatory cells and glial cells

in the parenchyma at the peak stage (C~F). However Galectin-3 was detected marginally in cerebrum at the recovery stage

of EAE (G, H). Scale bars = 60 µm (A, C, E, G); 30 µm (B, D, F, H).
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뇌실막세포와 척수 실질부위의 신경아교세포들에서 약

한 양성 반응이 나타났다. 또한 질병이 경과함에 따라

양성 세포는 증가하였고, 대뇌에서는 지주막하강과 혈

관주위의 염증세포 침윤 부위에서 양성 반응이 나타났

Fig. 5. Immunohistochemical staining of Galectin-3 in spinal cord during EAE. Galectin-3 immunoreactivity is not found

in the spinal cords of control mice (A, B). In EAE, considerable numbers of infiltrating cells were present subarachnoid

space in the spinal cords. Intense Galectin-3 immunoreactivity is present in perivascular clusters of inflammatory cells and

activated glial cells in the parenchyma during the peak stage (C~F). At the recovery stage of EAE, Galectin-3 was weakly

detected in a few glial cells of the white matter (G, H). Scale bars = 60 µm (A, C, E, G); 30 µm (B, D, F, H).
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으며(Figs. 4C~F),척수에서는 백색질의 실질과 혈관 주

변부의 큰포식세포와 T 림프구 등의 염증세포들에서 강

한 양성 반응이 나타났다(Figs. 5C~F). 특히 대뇌와 척

수 실질내 특이적으로 강한 양성 반응을 보인 주된 세

포는 염증성 세포 집단(cluster)에서 큰포식세포임을 알

수 있었다. 이러한 양성 반응은 주된 반응을 보이는 염

증세포들 뿐만 아니라 미약하지만 신경아교세포들에서

도 관찰되었다. 그러나 질병이 회복되면서 대뇌(Figs. 4G

and H)와 척수(Figs. 5G and H)에서 양성 반응은 거의

관찰되지 않았다.

이상의 결과로부터 Galectin-3의 발현 양상은 질병의

발달 및 경과와 일치하는 것을 알 수 있었고, 이들 결과

는 Western blot에서 나타난 양상과 일치하였다. 이들 결

과로부터 Galectin-3는 EAE의 발달과 진행에 매우 중요

한 역할을 담당할 것으로 사료된다.

유세포분석을 통한 EAE 마우스 말초면역기관의 큰포

식세포에서의 Galectin-3 발현 양상

말초면역기관으로부터 중추신경계로 유주한 자기 항

원을 인식하는 염증성 세포들은 EAE의 질병 경과에 있

어 매우 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다 [19,

27]. 따라서 EAE 마우스 중추신경계의 큰포식세포에서

의 Galectin-3의 과발현과 함께 중추신경계로 유주하는

자기 항원을 인식한 세포들의 집단이 존재하는 말초면

역기관인 비장의 큰포식세포에도 Galectin-3를 과발현

하는지를 알아보기 위해 유세포분석기를 이용하여

Galectin-3를 발현하는 세포의 수적 변화를 관찰하였다.

Fig. 6A에서 보듯이 비장에서 Galectin-3를 발현하는 큰

포식세포의 수를 분석한 결과, 정상 대조군에 비해 EAE

유발 마우스에서 Galectin-3를 발현하는 큰포식세포의 수

가 7.4%에서 21.4%까지 현저히 증가함을 알 수 있었다

(Fig. 6B, 7.4 ± 0.00 vs. 21.4 ± 5.66, p < 0.05). 이상의 결

과로부터 EAE 마우스의 중추신경계 뿐 만 아니라 말초

면역기관에서 Galectin-3를 발현하는 큰포식세포의 수적

증가가 있음을 알 수 있었다.

면역세포화학염색법을 통한 EAE 마우스 말초면역기

관의 큰포식세포에서의 Galectin-3의 발현 

EAE가 유발된 마우스의 비장에서 Galectin-3를 발현

하는 활성화된 큰포식세포의 수적 증가와 그 발현 강도

를 확인하기 위해 EAE 유발 마우스 비장으로부터 큰포

식세포를 분리하여, 이들 분리된 큰포식세포에 대해

Galectin-3에 대한 면역세포화학염색법을 실시하였다

(Fig. 7). 그 결과, EAE 마우스에서 Galectin-3를 발현하

는 큰포식세포의 수는 대조군에 비해 수적으로 유의성

있는 증가를 관찰할 수 있었고(Fig. 7C, 82.5 ± 20.5 vs.

289.5 ± 36.1, p < 0.01), 그 발현 강도 또한 대조군에 비

해 매우 강한 반응을 보였다(Figs. 7A and B). 따라서 면

역세포화학염색법을 통해 말초면역기관의 큰포식세포에

서의 Galectin-3의 발현을 확인한 결과 유세포분석에서

의 결과와 일치하는 결과로서 EAE 유발 마우스의 말초

면역기관에서 활성화된 큰포식세포에서 Galectin-3의 발

현이 유의적으로 증가됨을 확인할 수 있었고, 말초면역

기관에서 활성화된 큰포식세포의 Galectin-3 발현 양의

증가는 중추신경계에서의 Galectin-3의 발현과 밀접한 관

련이 있을 것으로 사료되었다.

Fig. 6. The splenocytes from control or EAE mice were

analyzed using flow cytometry for the expression of

Galectin-3. The expression of Galectin-3+CD11b+ cells was

compared with an appropriate isotype control within this

gate. *p < 0.05, significantly different from control mouse

by student’s t-test.
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고 찰
 

Galectin-3는 마우스의 큰포식세포주(macrophage cell

line)의 포식소체(phagosome)와 수지상세포주(dendritic

cell line)에서 파생된 엑소솜(exosome)의 주요한 구성성

분으로서 [7, 31], 단핵구가 큰포식세포로 분화 시에 높

은 수준으로 그 발현이 증가되고, 단핵구가 수지상세포

로 분화 시에 발현이 감소한다 [6, 17]. Galectin-3는 조

직내 활성화된 큰포식세포, 수지상세포, 폐포 큰포식세

포 또는 쿠퍼 세포 등을 포함한 큰포식세포 계통의 세

포들과 장, 신장, 폐의 상피세포와 중추신경계 등의 다

양한 세포에서 발현, 분비된다 [10, 18]. 이들 세포들 중

Galectin-3는 큰포식세포의 잠재적인 화학주성인자

(chemotaxis)로서, 큰포식세포의 활성(activation), 보충

(recruitment)과 이주(migration) 등 염증 반응에 기여하는

것으로 알려져 있다 [29].

이러한 염증 반응과의 관련성에 대해서는 염증성 질환

환자를 대상으로 한 연구에서 보고되었듯이 염증성 안질

환을 가진 환자의 눈물 [9], 류마티스성 관절염 환자의

활액(synovial fluid) 및 thioglycollate로 유도된 복막염

(peritonitis) 환자의 복막 등 사람의 염증 부위에서 Galectin-

3의 발현이 증가하였다 [4, 23]. 또한 streptococcus

pneumoniae에 감염된 마우스의 폐로의 백혈구의 보충

에도 중요한 역할을 하여 이 질병의 염증성 반응을 촉

진 시키는 것이 밝혀졌다 [22]. 최근 Galectin-3가 결여

된 마우스를 이용한 폐렴구균성 폐렴(pneumococcal

pneumonia), 죽상 동맥경화증(atherosclerosis), dextran

sulfate sodium으로 유도된 대장염(colitis) 등의 다양한 질

환 모델의 연구에서 Galectin-3의 결여에 의해 이들 질

병의 염증성 발달을 억제됨을 보고하였다 [11, 21, 22].

또한 각 기관에 특이적으로 나타나는 자가면역성 질환

(organ-specific autoimmune disease)의 일종인 전신성 홍

반성 루프스(systemic lupus erythematosus), 다발성근염/

피부근염(polymyositis/dermatomyositis) 등의 자가면역성

질환의 환자에서 Galectin-3 자가항체(autoantibody)가 높

은 빈도로 나타나는 것이 보고되었다 [16]. 

자가면역성 질환인 EAE 유발 마우스에서도 Galectin-

3에 대한 소수의 연구들이 수행되어 Galectin-3가 EAE

유발 마우스의 염증세포, 특히 활성화된 큰포식세포나

미세아교세포에서 발현하며, 이들 세포의 활성화를 유

도하는 것을 보고하였다 [26]. 또한 최근 Jiang 등 [12]

은 Galectin-3가 결여된 자가면역성 뇌척수염 마우스에

서 Galectin-3의 결여는 중추신경계에서 염증의 침윤의

억제, 단핵구나 큰포식세포의 세포자멸사 유도하고, IL-

17과 IFN-γ의 염증성 싸이토카인(pro-inflammatory

cytokine)의 합성을 감소시키고, IL-5, IL-10의 항염증성

싸이토카인(anti-inflammatory cytokine)의 합성을 증가시

킴으로 자가면역성 뇌척수염 질병을 억제하는 것을 관

찰하였다. 현재까지 밝혀진 EAE의 진행은 뇌-혈관 장벽

(BBB)을 통과한 말초면역기관으로부터 중추신경계로의

자가반응성 T 림프구과 큰포식세포의 이주가 매우 중요

한 원인으로 밝혀져 있다 [27]. 이 과정 중 T 림프구와

큰포식세포의 활성은 염증 반응의 촉진에 중요한 역할

을 하며, 그 활성화 지표로는 다양한 lectin들이 이용되

고 있다. 그 중 Galectin-3는 특히 큰포식세포의 이주를

유도하는 것을 알려져 있다 [26, 32]. 본 연구에서

Galectin-3는 EAE 질병 경과와 매우 밀접한 관련이 있

으며, 질병이 경과함에 따라 중추신경계와 말초면역기

계의 큰포식세포에서 발현이 증가함과 동시에 Galectin-

3를 발현하는 큰포식세포의 수도 현저히 증가하는 것을

확인할 수 있었다. EAE가 유발된 마우스의 말초면역기

관에서의 Galectin-3를 발현하는 활성화된 큰포식세포의

수적 증가와 발현양의 증가는 중추신경계에서의

Galectin-3를 발현하는 이들 세포의 증가와 매우 밀접한

관련이 있을 것으로 생각된다. 

Fig. 7. Immunocytochemical staining of Galectin-3 in

isolated macrophage from spleen. Immunoreactivity for

Galectin-3 were significantly increased in EAE mice (B),

compared to control mice (A). Quantitative analysis for

Galectin-3 positive cells are shown as means ± SD of five

hundreds cell counting (C). **p < 0.01, significantly

different from control mouse by student’s t-test. Scale

bars = 30 µm.
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이상의 결과로부터 EAE가 유발된 C57BL/6 마우스의

말초면역기관으로부터 활성화된 큰포식세포에서 발현하

는 Galectin-3는 중추신경계에서 과발현하는 큰포식세포

와 더불어 EAE의 발병과 진행에 결정적 영향을 미치

고, 염증 반응 발달에 중요한 지표가 될 것으로 사료된다.

결 론

본 연구에서는 사람의 다발성 경화증(MS)과 유사한

병변을 보이는 C57BL/6 마우스 EAE 모델에서 중추신

경계의 손상 시 Galectin-3의 중추신경계에서의 발현 양

상과 염증세포의 귀소(homing)와 관련이 있는 말초면역

기관에서의 발현 및 분포 양상에 관해 연구하고, 큰포식

세포의 활성과 밀접한 관련성을 가지는 Galectin-3의 발

현 양상을 통해 자가면역성 질환인 EAE의 질병 경과에

따른 상관관계를 밝히고자 하였다. 그 결과 EAE 마우

스의 중추신경계와 말초면역기계에서의 Galectin-3의 발

현의 강도는 EAE 질병의 발달 및 경과와 일치하였으

며, EAE 마우스의 질병이 경과함에 따라 중추신경계인

대뇌와 척수와 더불어 말초면역기계의 활성화된 큰포식

세포에서도 Galectin-3의 발현이 증가함과 동시에

Galectin-3를 발현하는 큰포식세포의 수도 현저히 증가

하는 것을 확인할 수 있었다. 이상의 결과로부터 Galectin-

3는 EAE의 발달과 진행에 매우 밀접한 관련이 있으며,

EAE가 유발된 마우스의 말초면역기관에서의 Galectin-3

를 발현하는 활성화된 큰포식세포의 발현양의 증가와

수적 증가는 중추신경계에서의 Galectin-3를 발현하는 이

들 세포의 증가와 매우 밀접한 관련이 있을 것으로 사

료되었다.
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