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초    록 

 

블레오마이신 유도  

폐섬유증 모델에서  

중간엽 줄기세포치료의 효과 

 

최 선 미 

의학과 내과학 전공 

서울대학교 대학원 
 

서론: 특발성 폐섬유증(idiopathic pulmonary fibrosis, IPF)은 아직까지 

호전시키는 치료제가 개발되지 않은 난치성 질환이다. 폐섬유증 동물모

델에서 폐의 염증과 섬유화를 개선시키는 중간엽 줄기세포

(mesenchymal stem cell, MSC)의 효과가 보고되었으나 아직까지 그 

작용 기전에 대한 연구는 많이 부족하다. 본 연구에서는 폐섬유증의 면

역학적 변화를 단핵구 및 대식세포를 중심으로 살펴보고, MSC 치료가 

이러한 면역세포들에 어떠한 효과를 보이는지 확인하고자 하였다. 

방법: 폐이식을 시행 받은 IPF 환자의 적출 폐 조직과 혈액을 수집하여 

단핵구와 대식세포를 분석하였다. 생체실험(in vivo experiment)을 위해 

블레오마이신(bleomycin, BLM)을 8주령 C57BL/6 마우스의 기관 내로 

투여하여 폐섬유증 모델을 확립한 후 인간 제대혈 유래 MSC를 10일 

째 정맥 또는 기관 내로 투여하고 14일째 비교 분석하였다. 면역세포에 

대한 분석을 위해 유세포분석을 시행하였고 정량적 역전사 중합효소 연

쇄반응을 통해 유전자 발현 정도를 분석하였다.    

결과: IPF 환자의 폐 조직에서 대식세포 및 단핵구, 특히 고전적 단핵구

가 유의하게 증가함을 확인하였다. IPF 환자의 단핵구에서 분화시킨 대
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식세포(monocyte-derived macrophage, MoM)들을 IL-13으로 자극하

였을 때, 고전적 단핵구 유래 대식세포에서 2형 대식세포(type 2 

macrophage, M2)의 유의한 활성화가 관찰되었고, 이 배양 상청액은 인

간 폐 섬유아세포의 섬유화 특성을 유도하였으나 이 효과는 MSC에 의

해 유의하게 억제되었다. BLM 그룹에서 증가하였던 염증세포 및 섬유화 

지표들 역시 MSC 투여 시 감소하였으며, 기도 내 투여보다 정맥 내 투

여 시 좀더 유의한 결과를 보였다. 폐대식세포에 대한 추가 분석 결과, 

BLM 투여 시 SiglecF-CD11b+CD11c-대식세포 즉 MoM에서 M1, M2 

모두 그 비율이 증가하였는데, MSC 투여는 그 중 M2를 유의하게 감소

시켰다. M2 아형에 대한 분석 결과 MSC 정맥 투여 시 M2c만 유의하게 

감소하였다. 또한 BLM 그룹에서 증가하였던 Ly6c+ MoM은 정맥 투여

된 MSC에 의해 유의하게 감소하였으며, 특히 M2 Ly6c+ MoM이 유의하

게 감소하였다.  

결론: MSC 투여가 BLM 유도 폐섬유화를 감소시키는 기전에는 여러 

면역세포들이 관여하며 특히 염증성 대식세포를 선택적으로 

감소시켰는데, 특히 M2, 그 중 M2c를 유의하게 감소시켰다. 이러한 

MSC의 효과는 고전적 MoM에서 유의하게 관찰되었고, 기관 내 

투여보다 정맥 투여 시 더 효과적이었다.    

 

------------------------------------- 

주요어 : 폐섬유증; 블레오마이신; 중간엽 줄기세포; 대식세포; 단핵구 

학  번 : 2013-30573 

 

이 연구는 한국 정부(과기부)에서 지원하는 국립 연구재단의 바이오 및 의료 

기술 개발 프로그램의 지원을 받아 진행되었음 (No. NRF-

2017M3A9B4061887). 



 

 iii 

목   차 

 

초록 ........................................................................................... i 

목차 ......................................................................................... iii 

표 목차 ..................................................................................... v 

그림 목차 ................................................................................. vi 

 

I. 서    론 ................................................................................ 1 

1. 특발성 폐섬유증 (idiopathic pulmonary fibrosis, IPF)의 역학  

및 예후 ..................................................................................... 2 

2. IPF에서 면역세포의 역할   ....................................................... 3 

3. 중간엽줄기세포 (mesenchymal stem cell, MSC)의 특징 ........ 9 

4. 제대혈 유래 MSC의 특징 ....................................................... 11 

5. MSC의 면역세포 억제능의 기전 및 항섬유화 효과 ................. 12 

6. MSC 임상시험 결과 ................................................................ 13 

7. 연구의 필요성과 목적 ............................................................. 14 
 

II. 연구 방법 ........................................................................... 16 

1. 환자 시료 수집  ...................................................................... 16 

2. 폐섬유증 마우스 모델 ............................................................. 16 

3. 폐의 염증 반응 및 조직학적 분석 ........................................... 17 

4. 유세포분석 .............................................................................. 19 

5. 인간 말초 혈액 단핵세포 분리 및 단핵구 분류  ..................... 32 



 

 iv 

6. Ex vivo 면역세포 배양 ........................................................... 32 

7. In vitro 섬유화 모델 ............................................................... 33 

8. 정량적 역전사 중합효소 연쇄반응 ........................................... 33 

9. 인간 제대혈 유래 MSC 준비 및 투여 ..................................... 38 

10. 통계 분석 .............................................................................. 39 
 

III. 결    과............................................................................ 40 

1. IPF 환자 폐의 조직학적 분석 ................................................. 40 

2. IPF 환자 폐의 유세포 분석 ..................................................... 44 

3. IPF 환자 혈액의 단핵구 분석 ................................................. 47 

4. 폐섬유증 모델에서 MSC에 의한 폐 염증반응의 완화 ............. 50 

5. 폐섬유증 모델에서 T 세포 및 선천 림프구 세포(innate 

 lymphoid cell, ILC)에 대한 MSC의 조절 효과 ...................... 55 

6. 폐섬유증 모델에서 MSC에 의한 폐 조직 mRNA 발현의 변화59 

7. 폐섬유증 모델에서 선천 면역세포에 대한 MSC의 효과 ......... 63 

8. 폐섬유증 모델에서 Ly6c+/- 대식세포에 대한 MSC의 효과 ... 68 

 

IV. 고    찰............................................................................ 75 
 

V. 결    론 ............................................................................. 89 

 

참고문헌 .................................................................................. 90 

Abstract ............................................................................... 107 

 



 

 v 

표 목차 

 

[표 1] 조직의 염증 및 섬유화 점수 지표  .............................. 18 

[표 2] 유세포분석에 사용된 염색  .......................................... 30 

[표 3] 정량적 역전사 중합효소 연쇄반응 증폭에 사용된 프라이머 

 서열   ............................................................................ 35 
 

 

 



 

 vi 

그림 목차 

 

[그림 1] 인간 대식세포와 단핵구에 대한 게이팅 전략 ........... 20 

[그림 2] 마우스 T 세포 및 ILC에 대한 게이팅 전략 ............. 23 

[그림 3] 마우스 대식세포에 대한 게이팅 전략 ....................... 26 

[그림 4] IPF 환자 폐조직 분석 ............................................... 41 

[그림 5] IPF 환자 폐에서 단핵구 및 대식구 아형의 변화 ...... 44 

[그림 6] 기원 단핵구 아형에 따른 대식세포의 폐 섬유화 유도능 

 ................................................................................. 48 

[그림 7] 폐섬유증 모델에서 MSC의 기도 염증 조절 효과 ..... 51 

[그림 8] 폐섬유증 모델에서 폐의 periodic acid-Schiff 염색 

 분석 ............................................................................ 54 

[그림 9] 폐섬유증 모델에서 ILC및 T 세포 활성화에 대한 MSC 

의 조절 효과 ............................................................ 56 

[그림 10] 폐섬유증 모델에서 폐의 mRNA 발현에 대한 MSC의 

효과 .......................................................................... 60 

[그림 11] 폐섬유증 모델에서 수지상세포의 아형 활성화에 대한 

 MSC의 효과 ........................................................... 65 

[그림 12] 폐섬유증 모델에서 MSC에 의한 대식세포 아형 활성화 

의 변화 ..................................................................... 66 

[그림 13] In vivo와 ex vivo 의 Ly6c+/- 대식세포 활성화에 대한 

    MSC의 조절 효과 .................................................... 70 

  



 

 1 

 I. 서    론  

특발성 폐섬유증 (idiopathic pulmonary fibrosis, IPF)은 아직까지 그 

발병 원인이 명확하게 밝혀지지 않은 질환으로 현재까지 진행된 여러 

연구들을 바탕으로 제시되는 병태생리는 다음과 같다. 유전적 감수성이 

있는 사람에서 노화된 폐포의 상피세포에 반복적으로 미세 손상이 

가해지면 상피세포가 활성화되고 기저막이 손상되면서 신호전달체계의 

조절에 문제가 생기고 면역계가 활성화되어 여러 섬유화 인자들을 

분비하게 된다. 이로 인해 여러 가지 원천으로부터 폐포로  

섬유아세포(fibroblast)가 모집되어 활성화하게 되며, 결국 

근섬유아세포들(myofibroblast)의 침착, 세포 외 기질의 조성 변화, 

이로 인한 생체 역학적 경직(biomechanical stiffness)의 항진으로 

섬유화가 진행된다. 이는 양성되먹임회로를 통해 지속적인 섬유아세포의 

증식에 기여하며 결국 정상적인 수복과정을 담당하는 폐포 줄기세포의 

소진, 기저세포 기능 장애와 함께 폐포 구조의 비정상적 개형(aberrant 

remodeling)이 발생하여 정상 폐포가 소실되고 벌집양 

낭포(honeycomb cyst)와 같은 병적인 구조 변화가 발생하여 호흡 

부전에 이르게 된다(1). 
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1. IPF의 역학 및 예후 

IPF 는 희귀 질환 중 하나로 그 발생율은 지역에 따라 차이가 있는데 

아시아태평양 국가들에서는 10,000 명 당 0.35-1.5 명, 유럽에서는 

0.09-0.49 명, 북미 지역에서는 0.75-0.93 명으로 보고되었다(2). 

IPF 는 고령 및 남성에서 높은 유병율을 보이는데, 고령화 사회로의 

진행에 따라 유병률 및 발생률이 지속적으로 증가하고 있으며(3) 

국내에서는 2020 년 한 해 동안 약 4000 여명의 신규 환자가 

발생하였다(4).   

IPF 는 수 년 전까지도 진단 후 중앙 생존 기간이 약 3-5 년 정도로 

보고되었던 예후가 매우 나쁜 질환이다. 비교적 최근까지도 이 질환에 

대해 효과가 입증된 약물이 전무하였으나 여러 임상시험 끝에 2014 년 

nintedanib 과 pirfenidone 이라는 약제들이 질환의 진행 속도를 

유의하게 늦출 수 있음이 발표되면서 IPF 의 표준 치료로 사용되기 

시작하였다(3, 4). 그러나 이러한 항섬유화 약제 역시 질병의 진행을 

완전히 멈추거나 진행된 섬유화를 회복시켜주지는 못하기 때문에, 

아직까지도 IPF 에 대한 치료 방법은 매우 제한적이라고 할 수 있다. 

이에 효과적인 치료법 개발을 위한 여러 연구가 여전히 활발하게 

진행되고 있다.   
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2. IPF에서 면역세포의 역할 

1990 년대 여러 연구들에서 IPF 환자 및 폐섬유증 동물모델의 폐에 

면역세포들의 침윤 및 tumor necrosis factor (TNF)-α, interleukin 

(IL)-8 과 같은 염증성 사이토카인들의 발현이 증가되어 있다는 

결과들이 발표되면서(5-7), 2010 년대 초반까지 IPF 의 치료제로 염증 

및 면역반응을 억제하는 약물이 널리 사용되었다(8). 그러나   

IPF 환자에서 TNF-α 중화항체인 etanercept 를  사용한 임상 

시험에서 그 효과를 입증하는데 실패하였고(9), 이어 2012 년 

IPF 환자에게 prednisone, azathioprine, N-acetylcysteine 을 

투여하였던 PANTHER-IPF 임상시험에서 위약군에 비해 시험군의 

입원 및 사망률이 유의하게 높다는 결과가 보고되면서(10) IPF 의 

병태생리에서 염증 및 면역반응이 중요한 기전이라는 가설에 대한 

의문이 제기되었다. 이후 2014 년 2 가지 항섬유화제의 효과가 대규모 

임상시험에서 입증됨에 따라 IPF 치료 전략의 방향이 항염증 및 면역 

억제에서 항섬유화제로 크게 전환되었다(3, 4). 그러나 앞선 연구들의 

실패가 곧 IPF 의 병태생리에 염증 및 면역 반응이 중요하지 않다는 

것을 의미하지는 않으며, 다만 각 연구에서 사용된 약제의 선택 및 

조합이 효과가 없었다고 해석되어야 할 것이다(11).   

이후 연구 기법이 발전되고 유전학 및 면역학 분야에 대한 이해가 

깊어지면서 면역 반응과 관련된 여러 유전자들, 즉 Toll-like receptor 

3 (TLR3), Toll-interacting protein (TOLLIP), IL-1 receptor 
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antagonist (IL-1RA)와 같은 유전자들의 다형성(polymorphism)이 

IPF 의 발생 위험 및 중증도와 유의한 관련이 있다는 연구 결과들이 

보고되었다(12-15). 이를 바탕으로 IPF 의 병태생리에서 염증 및 

면역반응에 대한 중요성이 다시 대두되기 시작되었고, IPF 의 병태 

생리에서 가장 중요한 세포 중 하나인 섬유아세포의 활성화 및 그 

기능의 조절에 면역계가 중요하게 관여한다는 것이 밝혀지면서 IPF 에서 

면역 반응의 조절에 대한 관심이 다시 증가하기 시작하였다(16).  

IPF 의 발생 및 병태생리에는 여러 면역세포들이 관여를 하는데, 특히 

여러 폐섬유증 동물 모델 실험들에서 단핵구 및 단핵구 유래 대식세포 

(monocyte-derived macrophage, MoM)의 중요성이 제시되었다 

(17-19). 더하여 최근 진행되었던 임상 시험들에서 IPF 환자의 혈액 

내 단핵구 수의 증가가 질환의 진행 및 사망 등 나쁜 예후와 유의하게 

관련이 있음이 발표되어 단핵구에 대한 관심이 더욱 커지고 있다 (20-

22). 2019 년 발굴 코호트(discovery cohort)와 독립된 2 개의 검증 

코호트(validation`1n cohort) 및 대규모 공단 자료를 사용하여 

IPF 환자들의 혈액 내 단핵구와 예후와의 관련성을 분석한 연구에서는 

0.95× 109 cells/L 이상의 단핵구 수가 환자의 나쁜 예후와 유의한 

관련성이 있다는 것을 보여주었다(20). 이후 2020 년 Australian IPF 

Registry 를 사용한 분석에서도 동일한 결과를 보고하였으며(21) 

2021년 4개의 3상 IPF 임상시험들의 통합 분석에서는 혈액 내 단핵구 

수가 0.60 cells/L 이상 0.95 × 109 cells/L 미만 또는 0.95 × 109 
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cells/L 이상인 환자들이 단핵구 수가 0.60 × 109 cells/L 미만인 

환자들에 비해 질환의 진행, 입원, 사망 모두 유의하게 증가하는 것을 

확인하였다(22). 

단핵구는 고전적 단핵구와 비고전적 단핵구로 분류하며, 순환하는 

단핵구의 다수는 고전적 단핵구이다. 폐의 염증이나 손상이 발생할 경우 

혈관 내의 고전적 단핵구가 C-C Motif Chemokine Receptor 2(CCR2) 

의존 방식으로 폐에 침윤하여 대식세포로 분화하게 된다. 이러한 폐의 

대식세포는 위치, 생성 기원과 아형에 따라 여러 방법으로 분류할 수 

있다.  

첫 번째 분류방법은 대식세포의 위치에 따른 분류로, 폐포에 위치하는 

폐포대식세포(alveolar macrophage, AM)와 간질에 위치하는 

간질대식세포(interstitial macrophage, IM)이다. AM는 폐포 내에 

머물며 미생물과 죽은 세포들을 제거하고 표면물질들을 대사시킴으로써 

외부 물질에 의한 염증과 면역 반응 혹은 면역관용(immune 

tolerance)을 유도하고, 암피레귤린(amphiregulin)을 통해 폐포 재생에 

관여한다. IM는 AM에 비하여 상대적으로 연구된 바가 적어 잘 밝혀져 

있지 않으나 최근 혈관 주위 및 폐포 간질에 위치하는 두 아형이 

존재한다고 보고되었다(23, 24).  

두 번째 분류방법은 대식세포의 기원에 따른 분류로, 태아의 간이나 

난환낭에서 유래하여 각 장기의 조직에 상주하는 조직 상주 

대식세포(tissue resident macrophage, TRM)와 혈액 내 단핵구에서 
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유래한 MoM으로 분류할 수 있다. 그 중 MoM는 염증이나 감염이 

발생하였을 때 백혈구가 유입된 후 급격히 유입되는 단핵구에서 분화된 

대식세포이다. 사람의 발생 초기 AM는 대부분 TR-AM으로, 이들 

세포는 자가증식(self-renewal)이 가능하여 조직에서 수년 이상 오랜 

기간 상주를 하게 된다. 이후 감염 또는 염증으로 인해 TR-AM의 

일부가 소실되는데, 소실 정도가 경미할 경우 자가증식을 통해 수를 

유지할 수 있지만 심각한 감염이나 염증으로 인해 TR-AM의 소실이 

심하게 발생할 경우 TR-AM의 증식만으로는 AM의 수를 유지하기가 

어렵다. 이 때 감염이나 염증으로 혈액에서 유입되었던 MoM의 일부가 

폐포대식세포로 전환이 되어(monocyte-derived alveolar macrophage, 

Mo-AM) 부족한 TR-AM의 수를 채우며 조직에 상주하게 된다(25). 

따라서 사람이 나이가 들수록 AM 중 원조 TR-AM은 줄어들고 Mo-

AM의 비율이 점차 증가한다(26).  

마지막 전통적 분류방법은 기능에 따라 1 형 대식세포(type 1 

macrophage, M1)와 2 형 대식세포(type 2 macrophage, M2)로 

분류하는 것이다. M1 은 고전적 활성화 대식세포(classically activated 

macrophage)로 염증성 사이토카인들을 분비하고 병원체 제거에 

관여하는 세포이다. M2 는 M1 과는 다른 대체 활성화를 보이는 

대식세포(alternatively activated macrophage)로 항염증성 

사이토카인들을 분비, 염증 반응을 종결하는 역할을 하고 조직의 

개형(remodeling)에 관여한다고 알려져 있다. 이전 문헌들에서는 M1 과 

M2 를 구분하여 두 아형의 차이를 비교 분석하는 연구들이 많았으나 
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최근에는 실제 인간이나 동물에서는 대식세포가 이렇게 이분화된 

표현형으로 존재하는 것이 아니라 M1 부터 M2 까지의 특성을 발현하는 

정도에 따라 하나의 스펙트럼을 이루고 있다고 이해되고 있다(25).  

이렇게 다양한 형태와 기능을 가지는 대식세포가 IPF의 발생 및 진행

에 있어 관여하는 기전에 대해서는 여러 가설들이 제시되고 있다. 먼저 

대식세포는 섬유화에서 중요한 역할을 하는 전환 성장 인자-β 

(transforming growth factor-β, TGF-β)의 주요 원천이며, 여러 성

장인자들과 사이토카인들을 생산함으로써 섬유아세포의 증식과 콜라겐 

생성을 증진시키는 역할을 한다(27-30). 또한 실제 폐 조직에서 폐섬

유화에서 중요한 역할을 하는 근섬유아세포에 가깝게 자리잡아 위치하면

서 이러한 병적인 섬유화 반응을 조절하는 세포로서 주목을 받고 있다

(29). 반면 대식세포는 섬유화에 억제 효과를 가지고 있는 matrix 

metalloproteinases (MMPs)를 생산하는 등 항섬유화 효과를 보이기도 

한다(28).  

이와 같이 대식세포는 미세환경에 따라 다양한 기능을 발현하고 때로

는 상반되는 효과를 보이기 때문에 폐섬유증의 연구에 있어서도 각 대식

세포의 아형에 따른 영향 및 효과를 밝혀내는 것이 중요하다. 그 중에서

도 활성화된 M2는 TGF-β나 혈소판 유래 성장 인자(platelet-

derived growth factor, PDGF)와 같은 섬유화 매개물질을 분비함으로써 

섬유아세포의 활성화를 유발할 수 있어, 이러한 M1/M2 표현형의 조절

의 변화 및 M2의 침윤이 폐섬유증의 발생 및 진행에 기여한다고 여겨

지고 있다(31).  
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비교적 최근 여러 연구들에서 이러한 M2를 억제하는 것이 

폐섬유증의 호전을 유도한다는 결과들이 보고됨으로써, IPF의 새로운 

치료제로서의 가능성을 제시하고 있다. 2020년 발표된 한 연구에서는 

Schsandra라는 물질이 M2로의 분극화를 억제함으로써 레트(rat)의 

폐섬유화를 호전시켰다(32). 같은 해 발표된 다른 연구에서는 

Microcystin-leucine arginine이 CD206+ 대식세포로의 분극화를 

약화시킴으로써 상피세포 혹은 섬유아세포의 상피-중간엽 

전이(epithelial-mesenchymal transition, EMT) 혹은 섬유아세포-

근섬유아세포 전이(fibroblast to myofibroblast transition, FMT) 

신호전달을 억제하여, 블레오마이신(bleomycin, BLM) 유도 폐섬유화를 

약화시킴을 보고하였다(33). 또한 SiRNA-loaded liposome을 사용하여 

Spliceosome associated factor 1(SART1)의 발현을 억제시켰을 때 

폐의 M2 침윤을 저해함으로써 BLM 유도 폐섬유증을 약화시킨다는 

결과도 보고되었다.  

대식 세포 이외에도 다양한 선천면역세포와 후천면역세포가 

섬유아세포 생리 및 섬유화에 중요하게 관여한다(16). T 세포의 경우 

그 역할이 다양하며 하위 유형에 따라 폐섬유화에 미치는 영향이 

다르다고 보고되고 있다(34, 35). 도움 T 세포 (helper T cell, Th) 중 

Th1, Th2, Th9, Th17 및 T 여포 보조 세포는 섬유화 촉진 효과가 

있는 반면 Th22에는 항섬유화 효과가 있다고 알려졌다(36). 한편, 조절 

T 세포 (regulatory T cell, Treg)는 섬유화 및 항섬유화 효과를 모두 

가질 수 있는데, 여러 다양한 요인에 의해 결정되게 된다(37).  
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선천성 림프구 세포(Innate lymphoid cell, ILC)는 2010년에 새롭게 

발견 및 정의된 세포군으로, 최근 면역 시스템에서 많은 관심을 받고 

있는 세포이다. 형태학적으로 림프구 계열 세포와 비슷한 외형을 

가졌으나 T 세포 수용체나 B 세포 수용체로 대표되는 수용체를 

발현하지 않는, 즉 항원특이성을 가지고 있지 않은 세포이다. 이 

세포들은 크게 3 군으로 나뉘며, 선천 면역세포에 가깝지만 Th에 

상응하는 역할을 담당하여 ILC1, ILC2, IL3는 각각 Th1, Th2, Th17 및 

Th22에 상응하는 효과를 보인다(38).  

ILC는 감염을 조절하고 항성성을 유지하는 기능을 가지고 있으나, 이

러한 ILC 조절에 문제가 발생할 경우 기도의 과민성이나 점액의 과분비, 

콜라겐 침착, 폐포의 손상에 기여함으로써 여러 질환의 발생에 기여할 

수 있다(39). 폐질환에서 ILC에 대한 연구는 주로 천식에서 시행되었으

며 특발성 폐섬유증과 관련된 연구는 매우 부족하다. 2014년 발표된 한 

연구에서 IPF 환자의 기관지폐포세척액 (bronchoalveolar lavage fluid, 

BALF) 및 폐조직에서 ILC2 및 IL-25의 발현이 증가해 있어 이들을 표

적으로 하는 치료법이 IPF 치료제로서 가능성이 있지 않을까 하는 제안

이 있었다(40).  

 

3. 중간엽줄기세포의 특징 

줄기세포는 줄기세포능(stemness)과 자기재생능(self-renewal)을 

유지하고 다양한 간엽조직으로 분화할 수 있는 능력(plasticity)이 있는 
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세포로, 항염증 및 항섬유 효과, 이동하는 특성, 그리고 면역관용의 

특성을 가지고 있어 여러 질환의 치료에서 활발하게 연구되고 있는 

치료방법이다.  그 중 중간엽 줄기세포 (mesenchymal stem cell, 

MSC)는 중배엽으로부터 유래된 조직인 연골, 뼈, 지방, 골수의 기질 

등에 존재하는 다분화능을 가진 기질 세포이다. MSC 는 특정한 

조건하에서 지속적으로 증식하고 분화하여 인간의 조직과 장기를 

구성하는 여러 종류의 세포로 분화할 수 있다. MSC 는 약 10 여년 

전부터 여러 질환의 치료제로서 연구되기 시작하였으며, 치료제로 

시도되는 MSC 의 종류는 다양하다.  

다수의 연구결과에서 MSC 는 낮은 면역원성을 가지며 면역관용능을 

가지기 때문에 동종 간에 이식거부반응이 일어나지 않음이 잘 알려져 

있다(41). 또한 자가줄기세포는 채취의 효용성으로 인해 지방유래의 

줄기세포에 한정된 경우가 많으나 동종유래줄기세포의 경우 다양한 

장기로부터 유래한 줄기세포를 이용하여 세포치료제를 만들 수 있는 

장점을 가지기 때문에 실제 임상에서도 골수, 탯줄/태반, 지방조직 등 

다양한 기원에서 유래된 줄기세포를 사용하여 연구가 진행되고 있다.  

MSC 는 그 출처에 따라 조금씩 다른 특징을 가지는데, 그 중에서도 

임상에서 사용되고 있는 MSC 는 크게 세 가지이다. 첫번째로 골수 유래 

MSC로, 동물모델에서 BLM 유도 폐섬유증을 호전시켰으며 이외의 여러 

지표들도 호전됨이 보고되었다. 최근 IPF 환자에게서 얻은 골수 유래 

MSC 가 미토콘드리아의 기능 이상과 DNA 손상으로 노화되었음이 
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보고된 바 있다(42). 두번째는 지방조직 유래 MSC 이다. 지방조직 유래 

MSC 는 지방 조직에서 쉽게 얻을 수 있다는 장점이 있으며 여러 

생리활성인자(bioactive factor)를 분비함으로써 세포 치료에서 좋은 

결과를 보여준다고 알려져 있다. 세번째는 제대혈 및 태반 유래 

MSC 이다. 제대혈 및 태반 유래 줄기세포는 줄기세포의 

가소성(plasticity)이 좋고 면역원성이 낮은 장점을 가지고 있다(43). 

BLM 유도 폐섬유증 모델에서 항염증성 조절 기전을 높이고 사이토카인 

발현은 감소시킴으로써 폐의 염증과 섬유화를 낮추는 결과를 

보여주었다(44, 45). 특히 태반유래 MSC 는 면역조절능이 있어 폐의 

수복과 재생에 중요한 역할을 한다고 생각되고 있다.  

 

4. 제대혈 유래 MSC의 특징 

제대혈 유래 MSC는 치료적 사용에 유리한 여러 특성을 가지고 있다.  

제대혈 유래 MSC에 의해 분화 및 생성된 세포들은 조직의 재생과 

기능을 촉진하는 특성을 보이고(46, 47), 여러 면역세포들의 증식 억제 

및 대식세포의 분화에 관여하여 염증을 억제하는 표현형으로의 분화를 

유도하며, IL-10, IL-4을 분비함으로써 염증을 억제하는 등 여러 면역 

반응의 조절을 통하여 조직의 수복을 가능하게 한다(47). 또한 여러 

종류의 RNA의 발현을 조절함으로써 표적 유전자의 조절에 관여하고 

(48, 49) 케라틴세포 성장인자(keratinocyte growth factor, KGF)나 
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간세포 성장인자(hepatocyte growth factor, HGF), 

표피성장인자(epidermal growth factor, EGF)와 같은 여러 

사이토카인들을 분비하여 조직의 재생을 촉진한다(47, 50, 51). 더하여 

IL-1β, TNF-α, IL-8과 같은 염증성 사이토카인들의 분비를 

억제함으로써 염증과 산화스트레스를 감소시키고 세포자연사 

(apoptosis)를 억제하는 항염증 효과를 가지고 있다(48, 52). 

마지막으로 섬유화와 관련된 세포들의 세포자연사를 촉진시키고 관련된 

신호전달 체계를 조절하고 혈관의 개형(remodeling)을 촉진시킴으로써 

항섬유화 효과를 가진다 (53). 

 

5. MSC의 면역세포 억제능의 기전 및 항섬유화 효과 

MSC는 폐섬유증의 병인론과 관련된 대식세포, T 세포 등 여러 면역

세포의 활성을 조절한다고 알려져 있다(54). 특히 다양한 기전을 통해 

대식세포를 조절하는데, 직접 세포에 접촉하거나, 프로스타글란딘 

E2(prostaglandin E2, PGE2), TGF-β, 인돌아민 이산소화효소

(indoleamine dioxygenase, IDO), TNF 자극유전자-6 (TNF 

stimulating gene-6, TSG-6), C-C Motif Chemokine Ligand 2 

(CCL2), C-X-C Motif Chemokine Ligand 12 (CXCL12)와 같은 수용

성 인자 및 세포 외 소수포(extracellular vesicles, EV)를 분비하거나, 

미토콘드리아전달 등의 기전을 통해 조절하게 된다(55).  

폐 질환에서 MSC의 효과는 특발성폐섬유증, 기관지폐 형성장애 
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(bronchopulonary dysplasia), 천식, 급성 폐손상, 만성폐쇄성폐질환 등

의 다양한 질환에서 동물 모델을 통해 연구되었다(56). 특히 폐섬유증 

동물모델을 사용한 연구들에서 일관되게 MSC 치료가 염증과 섬유화를 

호전시키는 결과를 보여주었다. BLM 유도 폐섬유증 모델에서 MSC 치

료는 IL-10, INF-γ, TNF-α의 발현을 감소시키고 TGF-β1의 농도

를 감소시켜 콜라겐 발현을 감소시키는 결과를 보여주었으며(44), 

MMP-2, MMP-9, MMP-13의 발현을 감소시켰다(57). BALF에서 염

증 세포와 대식세포를 감소시키고 조직에서 섬유화된 범위를 감소시키며 

1형 콜라겐과 α-smooth muscle actin (α-SMA) 농도를 감소시키는 

결과도 보고되었다(58). 이 외에도 여러 연구들에서 BALF에서 염증 세

포와 대식 세포를 감소시키고 IL-6와 TNF-α를 감소시켰으며 폐 조

직에서 섬유화병소의 감소 및 IL-1β, TGF-β, 혈관내피성장인자

(vascular endothelial growth factor, VEGF) 등을 감소시키는 것을 보

고하였다(59, 60).  

 

6. MSC 임상시험 결과 

여러 동물 실험의 긍정적 결과들을 바탕으로 IPF 환자에서 MSC 치료

에 대한 임상시험들이 진행되었다. 우선 1상 임상시험 결과들을 살펴보

면, 2013년 발표된 연구에서는 환자 자신의 지방세포유래 MSC를 총 

14명의 IPF 환자에게 투약하였고, 치료와 관련된 심각한 부작용 및 폐

기능의 저하는 보고되지 않았다(61). 2014년 발표된 연구에서는 타인의 
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태반 유래 MSC를 8명의 IPF 환자에게 투약하였고, 6개월 간 추적관찰

을 시행하였다. 치료와 관련된 심각한 부작용은 없었으며, 폐기능과 6분 

도보검사 거리도 치료시점과 비교하여 악화되지 않음을 보고하였다(62). 

2017년 보고된 한 연구에서는 골수 유래 MSC를 9명의 IPF 환자에게 

투약하였고 치료와 관련된 심각한 부작용은 없었다. MSC로 치료받지 않

은 환자 중 2명이 IPF의 진행으로 사망하였고, 투약 60주 후 MSC 치

료군에서는 3%의 강제폐활량(forced vital capacity, FVC) 감소 및 5.4%

의 폐확산능 (diffusing capacity of lung for carbon monoxide, DLCO)

의 감소를 보여주어, 질환 진행을 안정화되는 결과를 보고하였다(63).   

2020년 무작위 배정, 개방 표지, 위약 대조군, 1/2A상 임상시험 결과

가 발표되었는데, FVC와 DLCO가 1년간 10% 넘게 감소한 10명의 환

자를 치료군과 위약군에 각각 배정하여 투약군에서는 12주 간격으로 4

사이클의 골수 유래 MSC를 투약하였다. 각 사이클 마다 1주 간경으로 

2차례 정주하였다. 이 연구에서도 MSC치료와 관련된 심각한 부작용은 

없었으며, 2차 평가지표였던 FVC, DLCO, 6분도보거리 모두 투약군에서 

유의하게 좋은 결과를 보여주었다(64).  

 

7. 연구의 필요성과 목적 

이와 같이 MSC 치료가 폐섬유화를 감소시키는 효과를 보인다는 

전임상 및 임상 연구 결과들이 보고되고 있으나, 아직까지 MSC 가 
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어떠한 세포에 어떠한 효과를 보이는지, 특히 대식세포 중 각 아형에 

대한 효과는 어떠한 지, 어떤 경로로 투약하는 것이 효과적인지에 대한 

연구는 매우 부족하다. 따라서 본 저자들은 BLM 을 이용한 폐섬유증 

마우스모델에서 기관 내 및 정맥 내로 MSC 를 투여하여 각 치료가 

단핵구, 대식세포를 포함하는 면역세포들에 어떠한 영향을 끼치는지 

확인하고 섬유화에 미치는 영향을 확인함으로써 그 기전을 좀더 

이해하고자 연구를 시행하였다 
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II. 연구 방법 

1. 환자 시료 수집  

IPF로 폐이식을 시행 받은 환자들에게서 수집된 적출 폐 조직과 

혈액을 사용하여 연구를 시행하였다. 폐 조직은 육안상 섬유화 되지 

않은 정상에 가까운 부위와 섬유화가 심하게 진행된 부위의 조직을 각각 

수집하였다. 본 연구는 서울대학교병원의 의학연구윤리심의위원회로부터 

승인을 받았다(IRB No. H02204-146-1319). 이미 수집된 인체 

유래물에 대한 연구로 추가적인 동의는 면제되었다. 본 연구는 헬싱키 

선언에 근거한 윤리규정 등에 따라 수행되었다.  

 

2. 폐섬유증 마우스 모델 

Orient Bio(Anyang, Korea)에서 구입한 암컷 8주령 C57BL/6 

마우스를 사용하여 폐섬유증 모델을 구축하였다. BLM의 기관내 투여를 

위해 마우스를 3% isoflurane으로 마취하고 바닥과 수직으로 고정시킨 

후 집게로 마우스의 혓바닥을 밖으로 유출하여 식도를 막는 동시에 

기도를 확장시켰다. 이후 마우스 기도 근처에서 파이펫을 이용하여 

BLM (NIPPON KAYAKU, Tokyo, Japan) 3 mg/kg를 기관 내로 

투여하였고, 대조군에는 동일한 양의 인산완충식염수(phosphate 

buffered saline, PBS)를 기관 내로 투여하였다. 본 연구는 서울대학교 
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실험동물자원관리원 동물실험윤리위원회의 승인을 받았다. (IRB No. 

SNU-200327-1-3) 

 

3. 폐의 염증 반응 및 조직학적 분석  

폐의 염증 반응을 분석하기 위해 마우스의 BALF을 수집하였다. 마취 

후 카테터를 마우스의 상기도에 삽관한 후 0.9ml의 PBS를 2번 투여하

여 BAL을 시행하였고, 얻어진 BALF의 세포들을 Diff-Quik (Systmex, 

Kobe, Japan)으로 염색하고 계수하여 대식세포, 호중구, 호산구, 림프구

를 포함한 면역세포의 수를 확인하였다 

폐의 조직학적 변화를 확인하기 위해 파라핀으로 고정 후 

hematoxylin and eosin (H&E), periodic acid-Schiff (PAS) 및 

Masson's trichrome (MT) 염색을 시행하여 분석하였다. 관찰되는 폐의 

염증 및 섬유화 정도는 문헌을 참고하여 정량화하여 평가하였다(표 

1)(65-67)  
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표 1. 조직의 염증 및 섬유화 점수 지표 

(A) 염증 점수 체계 

점수 기준 

0 정상 

1 Few cells 

2 A ring of inflammatory cells 1 cell layer deep 

3 A ring of inflammatory cells 2-4 cell layer deep 

4 A ring of inflammatory cells of > 4 cells 

 

(B) PAS 점수 체계 

점수 기준 

0 <0.5% PAS 양성 세포  

1 <25% PAS 양성 세포 

2 25-50% PAS 양성 세포 

3 50-75% PAS 양성 세포 

4 >75% PAS 양성 세포 

 

(C) MT 섬유화 점수 체계  

점수 기준 

0 섬유화 없음 

1 

경증 섬유화: 폐의 20% 미만의 국소적 섬유화.  

폐포 구조의 약한 왜곡과 함께  

흉막과 흉막 하 실질의 간질을 포함하는 섬유화 

2 
중등도 섬유화: 폐의 20~50%를 침범하는 섬유화.   

흉막 안쪽으로 확장되지만 여전히 국소적인 섬유화 

3 

중증 섬유화: 폐의 50% 이상을 차지하는 광범위한 섬유화. 

입방 상피로 둘러싸인 낭포성 공기 공간을 포함한  

실질 구조의 광범위한 변화. 
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4. 유세포분석  

잘게 자른 IPF 환자의 폐 조직을 4형 콜라겐 분해효소(Worthington 

Biochemical Corporation, Freehold, NJ, USA)와 함께 37℃ 배지에서 

30분 동안 배양하였다.  잘게 자른 마우스 폐 조직도 마찬가지로 4형 

콜라겐 분해효소(Worthington Biochemical Corporation)와 함께 37℃ 

배지에서 90분 동안 배양하였다. 그 후 분리된 세포들을 멸균된 40㎛ 

스트레이너를 통해 여과시키고 적혈구 용해 완충액(Sigma Aldrich, 

Burlington, MA, USA)을 사용하여 적혈구를 제거하였다.  

그 다음, 여과된 폐 단일 세포 현탁액을 FcγR-차단 단일클론 

항체(BD Biosciences)로 처리하여 세포 표면, 세포 내 사이토카인 및 

전사 인자를 염색하고 각 면역세포를 게이팅하였다(그림 1-3, 표 2). 
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(A) 
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(B)  
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그림 1. 인간 대식세포와 단핵구에 대한 게이팅 전략  

 (A)인간 대식세포: SSC 및 FSC를 사용하여 살아있는 세포 집단을 선택하였다. 그 중 CD45+ 세포를 선택하여 CD68 및 CD11b 표지자를 사용하여 

대식세포를 분류하였다. 이 세포들을 CD11c 및 CD11b를 사용하여 각 대식세포 아형으로 분류하였다 (B)인간 단핵구: CD45+ 세포는 대식세포와 

동일한 방식으로 결정하였다. 그 다음 CD11b 및 CD15 표지자를 사용하여 단핵구 집단을 선택한 후, CD16 및 CD14 표지자를 사용하여 각 단핵구 

아형으로 분류하였다. SSC, side scatter; FSC, forward scatter    
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 (A)  
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(B) 
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그림 2. 마우스 T 세포 및 ILC에 대한 게이팅 전략  

(A) 마우스 도움 T 세포와 ILC: SSC 및 FSC 를 사용하여 폐 단일 세포에서 살아있는 세포들을 선택한 후 CD45+ 세포를 림프구로 정의하였다. 그 

다음, CD4+ T 세포는 lineage 대 CD4 산점도로 결정하였으며 ILC 는 lineage 대 CD90.2 산점도로 결정하였다. IL-5, IL-13, IL-17 및 IFN-γ를 

포함한 사이토카인에 따라 CD4+ T 세포 및 ILC 의 각 아형으로 분류하였다. (B)마우스 조절 T 세포: 동일하게 살아있는 세포에서 림프구를 선택한 후 

게이트된 CD45+ 세포에서 CD3 표지자를 사용하여 T 세포를 선택하였다. 선택된 T 세포들을 CD4+ T 세포와 CD8+ T 세포로 분류하였고 그 후 CD4 

대 CD8 산점도의 CD4+ 세포에서 Foxp3+CD25+ 세포를 조절 T 세포로 정의하였다. 사이토카인 분비 세포의 게이팅은 형광대조군을 사용하여 

결정하였다. ILC, innate lymphoid cell; IL, interleukin; IFN, interferon; Treg, regulatory T cells  
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(A) 
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(B) 
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(앞페이지에 연속)  
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그림 3. 마우스 대식세포에 대한 게이팅 전략  

(A) 마우스 단일세포와 CD45 세포: 림프구 게이팅도 T 세포 및 ILC 게이팅과 동일한 방식으로 시행되었다. (B) 마우스 호산구, DC 및 대식세포 아형 

분리: CD11c 대 SiglecF 산점도에서 호산구를 제외하였다. 그 다음 F4/80, CD11c 및 CD11b 표지자를 사용하여 DC 와 대식세포를 분류하였다. DC 는 

MHCII, CD11b, Ly6c 가 있는 CD11b+ DC 및 cDC2 로 세분화하였다. CD11c 및 CD11b 표지자는 대식세포에서 AM 및 MoM 을 분류하는 데 

사용되었다. AM 에서 SiglecF 발현이 있는 세포군은 TR-AM 으로 분류하였다. MoM 에서 CD11c 및 SiglecF 표지자를 사용하여 여러 하위 유형을 

나누고 분석을 시행하였다. 특히, MoM 의 추가적 분석을 위해 Ly6c, CD11c, CD86 및 CD206 표지자를 사용하였다. CD86+CD206-CD11c+ MoM 은 

M1 MoM 으로 정의하였다. M2 MoM 은 CD86-CD206+CD11c- MoM 으로 정의하였다. M2 하위유형은 다음과 같이 정의하였다. CD206 및 CD86 

히스토그램 플롯의 MHCIIhiCD206+CD86- 세포, MHCIImidCD206-CD86+ 세포 및 MHCIIlowCD206+CD86- 세포를 각각 M2a, M2b 및 M2c 로 

정의하였다. 모든 대식세포 아형은 전체 대식세포에 대한 비율로 나타내었다. 대식세포 아형 게이팅은 형광대조군을 사용하여 결정하였다. SSC, side 

scatter; FSC, forward scatter; DC, dendritic cells; cDC2; type 2 conventional DCs; AM, alveolar macrophages; MoM, monocyte-derived 

macrophage; TR-AM, tissue resident-alveolar macrophage; M1, type 1 macrophage; M2, type 2 macrophage; MHCII, major histocompatibility 

complex II
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표 2. 유세포 분석에 사용된 염색  

(1) 마우스용  

FcγR block 염색 

이름 회사명 

Purified Rat Anti-Mouse 

CD16/CD32 
BD Biosiences 

 

대식세포 염색 

이름 형광 회사명 

MHCII(I-Ad) APC 

eBioscience 

(eBioscience, San 

Diego, CA, USA) 

CD45 BV650 

Biolegend 

(Biolegend, San 

Diego, CA, USA) 

SiglecF BV421 

Ly6c BV510 

CD11c BV711 

CD11b BV785 

CD86 FITC 

F4/80 PE 

CD206 PE-Cy7 

 

CD8+ T 세포 & 조절 T 세포 염색 

이름 형광 회사명 

CD45 BV650 

Biolegend 

IL-10 APC 

CD25 BV421 

CD4 BV785 

CD3 FITC 

CD8 PE 

Foxp3 PerCP-Cy5.5 

 

CD4+ T 세포 & ILC 염색 

이름 형광 회사명 

CD45 BV650 

Biolegend 

IL-5 APC 

IL-17 BV421 

IFN-γ PerCP-Cy5.5 

CD4 BV785 

Lineage FITC 
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IL-13 PE 

CD90.2 PE-Cy7 

 

(2) 인간용 

 

FcγR block staining 

이름 회사명 

Human BD Fc Block™ BD Biosiences 

 

대식세포 염색 

이름 형광 회사명 

MHCII(I-Ad) APC eBiosience 

CD45 BV650 

Biolegend 

CD11c BV421 

CD11b BV785 

CD68 FITC 

CD206 BV711 

CD15 PE-Cy7 

 

단핵구 염색 

이름 형광 회사명 

CD45 BV650 

Biolegend 

CD11b APC 

CD14 FITC 

CD16 PE 

CD15 PerCP-Cy5.5 
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5. 인간 말초 혈액 단핵세포 분리 및 단핵구 분류  

IPF 환자의 혈액을 PBS로 희석한 후 Ficoll-Paque™ PLUS (GE 

Healthcare, Uppsala, Sweden)를 사용하여 원심분리하여 말초 혈액 

단핵세포 (peripheral blood mononuclear cell, PBMC)를 추출하였다. 

추출된 PBMC를 BD AriaIII (BD Biosciences)를 사용하여 각 단핵구 

아형으로 분류한 후 MSC와 함께 재조합 인간 대식세포 집락자극인자 

(macrophage colony-stimulating factor, M-CSF)(Biolegend)를 

처리하여 5일동안 대식세포로 분화시켰다. 이후 분화된 대식세포에 

재조합 마우스 IL-13 (Biolegend)을 하루 동안 처리하였다.  

 

6. Ex vivo 면역세포 배양  

마우스의 CD4+ T 세포 분리를 위해 여과된 비장 세포 현탁액에서 

MojoSort™ Mouse CD4 Naive T Cell Isolation Kit (Biolegend) 음성을 

보이는 세포들을 선택하였다.  Th17 면역 반응 조절에 대한 MSC의 

효과를 확인하기 위해, 마우스 비장에서 분리된 CD4+ T 세포를 24웰 

트랜스웰 플레이트의 하부 챔버에서 MSC와 함께 CellXVivo 마우스 

Th17 세포 분화 키트(RnD systems, Minneapolis, MN, USA)로 

분화시켰다.  
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마우스의 단핵구 분리를 위해 BLM 모델의 골수 단일 세포 현탁액을 

여과한 후 MojoSort™ Mouse Monocyte Isolation Kit (Biolegend) 

음성을 보이는 세포들을 선택하였다. 음성으로 분리된 단핵구는 

피코에리드린(phycoerythrin, PE)-conjugated Ly6c 항체로 염색한 뒤, 

MojoSort Mouse anti-PE nanobeads (Biolegend)를 사용하여 Ly6c+ 

또는 Ly6c- 단핵구로 분류하였다.  

 

7. In vitro 섬유화 모델  

인간과 마우스 폐섬유화의 in vitro 모델을 확립하기 위해 CCL-117 

세포(인간 폐 섬유아세포)과 MLg 세포(마우스 폐 섬유아세포)를 한국 

세포주은행에서 구입하였다. 모든 세포주는 Dulbecco′s Modified 

Eagle′s Medium (DMEM)에 10% FBS를 첨가하여 37℃에서 

배양하였고, 배지는 3일에 1회 교체하였다. 재조합 TGF-β와 함께 2 x 

104 조건으로 파종된 섬유아세포에 인간 또는 마우스 유래 MoM의 배양 

배지를 투여하여 섬유화 유도능을 분석하였다.  

 

8. 정량적 역전사 중합효소 연쇄반응 (RT-qPCR) 

동결된 인간 및 마우스 폐 조직을 균질화한 후 Trizol (Thermo 



 

 34 

Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) 및 클로로포름을 사용하여 

RNA를 분리하였다. 분리된 RNA를 SensiFAST cDNA Synthesis 

Kit(Bioline, London, UK)로 역전사하여 cDNA를 합성하였다. RT-

qPCR은 SensiFAST™ SYBR® No-ROX Kit(Bioline)을 이용하여 

수행하였고, 목표 유전자의 발현은 house keeping 유전자를 이용한 

ΔΔCt 방법으로 확인하였다(표 3). 
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표 3. 정량적 역전사 중합효소 연쇄반응 증폭에 사용된 프라이머 

서열 

(1) 마우스용  

Gene Mouse primer sequence 

 

Gapdh Forward primer: 5’-AGACTCCACGACATACTCAG-3’ 

Reverse primer: 5’-ACGGCAAATTCAACGGCACA-3’ 

Hprt Forward primer: 5’-CTGGTGAAAAGGACCTCTCGAAG-3’ 

Reverse primer: 5’-CCAGTTTCACTAATGACACAAACG-3’ 

Il13 Forward primer: 5’-GATCTGTGTCTCTCCCTCTGA-3’ 

Reverse primer: 5’-GTCCACACTCCATACCATGC-3’ 

Fn1 Forward primer: 5’-TACCAAGGTCAATCCACACCCC-3’ 

Reverse primer: 5’-CAGATGGCAAAAGAAAGCAGAGG-3’ 

Gata3 Forward primer: 5’-CCAGCTCACAGTATGGG-3’ 

Reverse primer: 5’-CCAGCTCACAGTATGGG-3’ 

Rorc Forward primer: 5’-CCGCTGAGAGGGCTTCAC-3’ 

Reverse primer: 5’-TGCAGGAGTAGGCCACATTACA-3’ 

Fgf1 Forward primer: 5’-GGGAGATCACAACCTTCGCA-3’ 

Reverse primer: 5’-CTGTCCCTTGTCCCATCCAC-3’ 

Ccl11 Forward primer: 5’-CCATGAAACCCACTGCCAT-3’ 

Reverse primer: 5’-GGAAGCTCTTTCTTCAAGGTG-3’ 

Il17a Forward primer: 5’-GAAGGCAGGAATCACAATC-3’ 

Reverse primer: 5’-GCCTCCCAGATCACAGA-3’ 

Cd86 Forward primer: 5’-CAGACTCCTGTAGACGTGTTC-3’ 

Reverse primer: 5’-AACAGCATCTGAGATCAGCA-3’ 

Mrc1 Forward primer: 5’-TATCTCTGTCATCCCTGTCTCT-3’ 

Reverse primer: 5’-CAAGTTGCCGTCTGAACTGA-3’ 

Mmp9 Forward primer: 5’-CTTCTGGCGTGTGAGTTTCCA-3’ 

Reverse primer: 5’-ACTGCACGGTTGAAGCAAAGA-3’ 

Tbx-
21 

Forward primer: 5’-AGCAAGGACGGCGAATGTT-3’ 

Reverse primer: 5’-GGGTGGACATATAAGCGGTTC-3’ 

Itgam Forward primer: 5’-ACGTCAGTACAAGGAGATGTTGGA-3’ 

Reverse primer: 5’-TCCCCATTCACGTCTCCCA-3’ 

IL10 Forward primer: 5’-GGGTTGCCAAGCCTTATCG-3’ 

Reverse primer: 5’-TCTCACCCAGGGAATTCAAATG-3’ 

Il5 Forward primer: 5’-GCCTCCCAGATCACAGA-3’ 

Reverse primer: 5’-CAGGAACAGGAATCCTCAGA-3’ 
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Ym1 Forward primer: 5’-AGAAGGGAGTTTCAAACCTGGT-3’ 

Reverse primer: 5’-GTCTTGCTCATGTGTGTAAGTGA-3’ 

Cxcl1 Forward primer: 5’-CTGGCCACAGGGGCGCCTATC-3’ 

Reverse primer: 5’-GGACACCTTTTAGCATCTTT-3’ 

Cxcl2 Forward primer: 5’-CCAACCACCAGGCTACAGG-3’ 

Reverse primer: 5’-GCGTCACACTCAAGCTCTG-3’ 

Ifng Forward primer: 5’-GGCCATCAGCAACAACATAAGCGT-3’ 

Reverse primer: 5’-TGGGTTGTTGACCTCAAACTTGGC-3’ 

Cd163 Forward primer: 5’-ACTCTGAAGCGACGACAGATT-3’ 

Reverse primer: 5’-TGAATGACCCCCGAGGATTT-3’ 

Ccl22 Forward primer: 5’-TACATCCGTCACCCTCTGCC-3’ 

Reverse primer: 5’-CGGTTATCAAAACAACGCCAG-3’ 

Foxp3 Forward primer: 5’-CACCCAGGAAAGACAGCAACC-3’ 

Reverse primer: 5’-GCAAGAGCTCTTGTCCATTGA-3’ 

Tgfb Forward primer: 5’-AGGAGACGGAATACAGGGCT-3’ 

Reverse primer: 5’-CCACGTAGTAGACGATGGGC-3’ 

Col4a1 Forward primer: 5’-GTCTGGCTTCTGCTGCTCTTC-3’ 

Reverse primer: 5’-CCTTCACGCCATGACAGTCA-3’ 

Il1b Forward primer: 5’-GCAACTGTTCCTGAACTCAACT-3’ 

Reverse primer: 5’-ATCTTTTGGGGTCCGTCAACT-3’ 

Fgf2 Forward primer: 5’-GCGACCCACACGTCAAACTA-3’ 

Reverse primer: 5’-CCGTCCATCTTCCTTCATAGC-3’ 

Itgax Forward primer: 5’-ACGTCAGTACAAGGAGATGTTGGA-3’ 

Reverse primer: 5’-ATCCTATTGCAGAATGCTTCTTTACC-3’ 
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(2) 인간용  

 

Gene Human primer sequence 

 

HPRT Forward primer: 5’-TGGTCAGGCAGTATAATCCAAAGA-3’ 

Reverse primer: 5’-GTCAAGGGCATATCCTACAACAAAC-3’ 

HLA-
DR 

Forward primer: 5’-TTTCCGCAAGTTCCACTATCTCCC-3’ 

Reverse primer: 5’-AATAATGATGCCCACCAGACCCAC-3’ 

RORC Forward primer: 5’-GCAGCGCTCCAACATCTTCT-3’ 

Reverse primer: 5’-ACGTACTGAATGGCCTCGGT-3’ 

CCR2 Forward primer: 5’-ATGCTGTCCACATCTCGTTCTCG-3’ 

Reverse primer: 5’-TTATAAACCAGCCGAGACTTCCTG C-

3’ 

FN1 Forward primer: 5’-TCTGTGCCTCCTATCTATGTGC-3’ 

Reverse primer: 5’-GAGGGACCACGACAACTCTTC-3’ 

ACTA2 Forward primer: 5’-GACAATGGCTCTGGGCTCTGTAA-3’ 

Reverse primer: 5’-ATGCCATGTTCTATCGGGTACTT-3’ 

TGFB1 Forward primer: 5’-CCCAGCATCTGCAAAGCTC-3’ 

Reverse primer: 5’-GTCAATGTACAGCTGCCGCA-3’ 

CCL2 Forward primer: 5’-GAGAGGCTGAGACTAACCCAGA-3’ 

Reverse primer: 5’-ATCACAGCTTCTTTGGGACACT-3’ 

CD163 Forward primer: 5’-CAGCCTTTGACCTTATGTCATGG-3’ 

Reverse primer: 5’-CCTGTGCTGTAGTCGCACT-3’ 

ITGAX Forward primer: 5’-CGTTCGACACATCCGTGTA-3’ 

Reverse primer: 5’-TTTGCCTCCTCCATCATTTC-3’ 

ITGAM Forward primer: 5’-CAGCCTTTGACCTTATGTCATGG-3’ 

Reverse primer: 5’-CCTGTGCTGTAGTCGCACT-3’ 

MRC1 Forward primer: 5’-GCAAAGTGGATTACGTGTCTTG-3’ 

Reverse primer: 5’-CTGTTATGTCGCTGGCAAATG-3’ 

IL13 Forward primer: 5’-TGAGGAGCTGGTCAACATCA-3’ 

Reverse primer: 5’-CAGGTTGATGCTCCATACCAT-3’ 

IL5 Forward primer: 5’-AGCTGCCTACGTGTATGCCA-3’ 

Reverse primer: 5’-GCAGTGCCAAGGTCTCTTTCA-3’ 

IL17 Forward primer: 5’-GGACTGTGATGGTCAACCTGA-3’ 

Reverse primer: 5’-TCATGTGGTAGTCCACGTTCC-3’ 

CD86 Forward primer: 5’-TGCTCATCTATACACGGTTAC-3’ 

Reverse primer: 5’-TTTCTTGGTCTGTTCACTCTC-3’ 

COL1A1 Forward primer: 5’-ATGTCTAGGGTCTAGACATGTTCA-3’ 

Reverse primer: 5’-CCTTGCCGTTGTCGCAGACG-3’ 

  



 

 38 

9. 인간 제대혈 유래 MSC 준비 및 투여 

인간 제대혈 및 인간 제대혈 유래 MSC를 사용하는 모든 절차는 

서울대학교 의과대학 및 병원기관심사위원회(IRB No. C-1708-083-

878)의 지침에 따라 수행되었다.  

인간 탯줄 조직은 사전 동의를 얻은 만삭의 산모에서 제왕 절개로 

출산 시 수집되었다. 먼저 탯줄 내의 혈관과 양막을 제거하기 위해 

PBS로 세척 후 탯줄 내의 와튼 제대 교질(Wharton’s jelly) 조직을 

분리하고 잘게 썰어서 효소 혼합물(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 

NRW, Germany)로 37℃에서 3시간 동안 소화시켰다. 이후 100μm 

세포 여과기(BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA)를 통해 

여과하고 200 × g에서 10분간 펠렛화 하였다. 분리된 MSC를 가습 

조건의 37℃ 인큐베이터에서 5% CO2와 함께 배양하였는데, 배지는 2% 

인간 혈소판 용해물(StemCell Technologies, Vancouver, BC, 

Canada)이 보충된 CellCor™ CD 배지(Xcell Therapeutics, Seoul, 

Korea)를 사용하였다. 배양 세포들이 90% 세포 밀집도(confluence)에 

도달하면 세포를 채취하였다. 살아있는 줄기세포에서 활성 

산소(reactive oxygen species) 유도 글루타티온(glutathione, GSH) 

변화를 모니터링할 수 있는 비율 측정 프로브인 형광 실시간 티올 

추적자(fluorescent real-time thiol tracer)를 사용하여 인간 탯줄 

MSC에서 높은 수준의 글루타티온을 보이는 세포들을 분리하였다(68). 

4계대에서 동결보존된 hUC-MSC를 7계대까지 배양한 후 실험에 
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사용하였다(69). 

In vivo 실험에서는 10일째 1×105의 MSC를 50uL와`100uL PBS에 

풀어 마우스의 기관 내 및 꼬리 정맥으로 각각 투여하였으며 in vitro 

실험에서는 1 × 104의 MSC를 각 홈(well)에 공배양하였다 

 

10. 통계 분석 

모든 통계 분석은 GraphPad Prism 10 (GraphPad Software, San 

Diego, CA, USA)을 사용하여 시행하였다. 데이터는 mean ± standard 

error of the mean (SEM)으로 표시하였다.  Mann-Whitney 테스트는 

두 그룹을 비교하는 데 사용되었고 one-way ANOVA는 Turkey post-

test 와 함께 4개 이상의 그룹을 비교하는 데 사용되었다. 0.05 미만의 

유의 확률 (p-value) 값은 통계적으로 유의한 것으로 간주하였다.  
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III. 결    과 

1. IPF 환자 폐의 조직학적 분석 

IPF 환자의 폐 조직을 분석 결과 육안상 섬유화된 부위에서 현미경적 

소견으로도 염증과 섬유화가 유의하게 심하였으며(그림 4A) 동일 

부위에서 섬유화 관련 표지자의 발현이 증가함을 확인하였다(그림 4B). 

다음으로 도움 T 세포 면역 반응과 관련된 사이토카인을 분석하였다. 

섬유화 부위에서 IL17A발현 및 최종 조절자(master regulator)의 

발현이 증가하였으며 Th2 사이토카인도 증가함을 확인하였다(그림 

4C). 대식세포를 확인하기 위해 대식세포 표면 표지자 분석을 

시행하였고, 섬유화 부위에서 대식세포 표면 표지자 Integrin Subunit 

Alpha X (ITGAX)와 Integrin Subunit Alpha M (ITGAM)의 발현이 

증가하였으며 특히 ITGAX의 발현이 더욱 현저하게 증가하였다. 또한, 

M1 및 M2 활성화 관련 표지자도 섬유화 부위에서 증가함을 

확인하였다(그림 4D). 마지막으로 단핵구 표지자를 분석하였고, 단핵구 

주화성(chemotaxis) 및 그 수용체도 섬유화 부위에서 증가하였다(그림 

4E). 
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그림 4. IPF 환자 폐조직 분석  

(A) IPF 환자 폐 조직학의 H&E 염색 및 MT 염색(x40 및 x100) (B) IPF 환자 폐에서 FN1, COL1A1, TGFB1 mRNA 발현의 변화. (C) IPF 환자 

폐에서 IL17A, RORC, IL13, IL5 mRNA 발현의 변화. (D) IPF 환자 폐에서 ITGAX, ITGAM, MRC1, CD86, HLA-DRA, CD163 mRNA 발현의 변화. 

(E) IPF 환자 폐에서 CCL2, CCR2 mRNA 발현의 변화 *유의 확률 <0.05, **유의 확률 <0.01. 모든 결과는 최소 3 번의 독립적인 실험을 대표함. IPF, 

idiopathic pulmonary fibrosis; H&E, hematoxylin and eosin; MT, Masson's trichrome; FN1, fibronectin 1; COL1A1, collagen type I alpha 1 chain; 

TGFB1, transforming growth factor beta 1; IL17A, Interleukin 17A; RORC, RAR Related Orphan Receptor C; IL5, interleukin 5; IL13, interleukin 

13; ITGAX, Integrin Subunit Alpha X; ITGAM, Integrin Subunit Alpha M; MRC1, Mannose Receptor C-Type 1; HLA-DR, Major 

Histocompatibility Complex, Class II, DR Alpha; CCL2, C-C Motif Chemokine Ligand 2; CCR2, C-C Motif Chemokine Receptor 2; HPRT, 

Hypoxanthine Phosphoribosyltransferase.  
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2. IPF 환자 폐의 유세포분석 

유세포분석을 통해 대식세포에 대한 추가 분석을 시행한 결과(그림 

5A) 섬유화가 심한 부위에서 대식세포와 그 아형 CD11c+CD11b- 

대식세포가 증가하는 경향을 보였으나 통계적으로 유의하지는 않았다 

(그림 5B). 반면 단핵구 분석 결과에서는 고전적 단핵구(classical 

monocyte)가 유의하게 증가하고(그림 5C) 비고전적 단핵구(non-

classical monocyte) 가 유의하게 감소하는 것이 관찰되었다(그림 5D). 
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 (D) 

 

 

그림 5. IPF 환자 폐에서 단핵구 및 대식구 아형의 변화  

(A) CD11c 대 CD11b 표지자 발현에 따른 in vivo 폐의 AM 및 MoM 분포를 보여주는 대식세포 게이팅 프로토콜 및 도트 플롯 (B) IPF 환자 폐에서 

총 대식세포 및 그 아형의 변화 (C) 단핵구 및 그 아형의 게이팅 프로토콜 (D) IPF 환자 폐에서 단핵구 아형의 변화. 각 실험군당 n=5. **유의 확률 

<0.01. 모든 결과는 최소 3 번의 독립적인 실험을 대표함. IPF, idiopathic pulmonary fibrosis
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３. IPF 환자 혈액의 단핵구 분석 

단핵구 아형의 추가 분석을 위해 IPF 환자의 혈액에서 고전적 

단핵구, 중간형 단핵구(intermediate monocyte), 비고전적 단핵구 

아형을 분리하였다. 분리된 각 단핵구 집단을 M-CSF를 사용하여 

대식세포로 분화시킨 후 IL-13으로 자극하였을 때, 고전적 

단핵구에서 유래된 대식세포군에서 AM의 표지자인 ITGAX, 

MoM의 표지자인 ITGAM 및 M2 활성화 표지자인 Mannose 

Receptor C-Type 1 (MRC1)의 발현이 가장 뚜렷하게 

관찰되었다(그림 6A). 또한, 인간 폐 섬유아세포를 각 대식세포가 

배양된 상청액에서 배양하였을 때 고전적 단핵구 유래 대식세포의 

상청액에서 배양한 섬유아세포에서 섬유화 표지자인 Actin Alpha 2, 

Smooth Muscle (ACTA2)과 fibronectin 1 (FN1)의 활성이 가장 

뚜렷하게 관찰되었다(그림 6B). 이러한 대식세포 분화와 M2 

활성화 및 섬유화 유도능은 MSC에 의해 유의하게 억제되었다(그림 

6A, B). 
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(A)  
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그림 6. 기원 단핵구 아형에 따른 대식세포의 폐 섬유화 유도능 

(A) 단핵구 아형 분리 및 대식세포 분화 프로토콜; 단핵구 아형에 따른 대식세포 

분화 및 M2 활성화 능력 (B) 단핵구 유래 대식세포 배양 배지 전달 프로토콜; 

단핵구 아형에 따른 섬유화 유도 능력. 각 실험군당 n=5, *유의 확률 <0.05, 

**유의 확률 <0.01, ***유의 확률 <0.001, ****유의 확률 <0.000. 모든 결과는 

최소 3 번의 독립적인 실험을 대표함. IPF, idiopathic pulmonary fibrosis; MSC, 

mesenchymal stem cell; CL, classical monocyte-derived macrophage; INT, 

intermediate monocyte-derived macrophage; NCL, non-classical monocyte-

derived macrophage, ITGAX, Integrin Subunit Alpha X; ITGAM, Integrin 

Subunit Alpha M, MRC1, Mannose Receptor C-Type 1, ACTA2, Actin Alpha 

2 Smooth Muscle; FN1, fibronectin 1; B2M, Beta-2-Microglobulin; ACTB, 

Actin Beta   
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４. 폐섬유증 모델에서 MSC에 의한 폐 염증반응의 

완화  

BLM 마우스 폐섬유증 모델에서 MSC의 치료 효과를 확인하기 

위해 BALF 분석을 시행하였다(그림 7A). BLM 투여 후 유의하게 

증가하였던 대식세포, 호중구, 호산구를 포함한 염증 세포가 MSC 

투여군에서 유의하게 감소하였으며 이는 기관 내 투여보다 정맥 내 

투여가 주사 시 더 유의한 결과를 보였다(그림 7B). 또한, 

유세포분석 결과 BLM 투여군에서 크게 증가하였던 호중구 및 

호산구가 MSC의 정맥 주사 후 감소하였다(그림 7C). 호중구 및 

호산구에 대한 주화성 역시 MSC 투여 후 감소하였다(그림 7D). 

다음으로 조직에서의 변화를 확인하기 위해 H&E 및 MT 염색을 

시행하였고, BLM 투여군에서 증가하였던 염증과 섬유화가 MSC 

투여군에서 개선됨을 확인하였다(그림 7E, F). PAS 양성 세포도 

마찬가지 소견을 보였다(그림 8). 마찬가지로 섬유화와 관련된 Fn1 

(Fibronectin1), Mmp9 의 mRNA 발현도 MSC 투여군에서 

감소하였다. (그림 7G). 
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(G)  

 

그림 7. 폐섬유증 모델에서 MSC의 기도 염증 조절 효과  

(A) 마우스 폐섬유증 모델 확립 프로토콜: 0일에 BLM 3 mg/kg을 기관 내 투여하고 10일째 MSC(105개 세포)를 기관 내 또는 정맥 내 투여하였다. (B) 

BALF의 대식세포, 호중구, 호산구, 림프구를 포함한 면역세포의 변화 (C) 폐의 호산구 및 호중구에 대한 유세포분석 (D) 폐의 호산구 및 호중구와 관

련된 주화성 mRNA의 변화 (E) 폐조직의 H&E 염색(×100) 및 점수화 (F) 폐조직의 MT 염색(×40) 및 점수화 (G) 폐에서의 Fn1 및 Mmp9 발현. 

각 실험군당 n=5, *유의 확률 <0.05, **유의 확률 <0.01, ***유의 확률 <0.001, ****유의 확률 < 0.0001. 모든 결과는 최소 3번의 독립적인 실험을 대

표함. BLM, bleomycin; MSC, mesenchymal stem cell; i.t, intravenous; i.t, intratracheal; BAL, bronchoalveolar lavage; H&E, hematoxylin and eosin; 

MT, Masson's trichrome; Fn1, fibronectin 1; Mmp9, Matrix metalloproteinase 9; Cxcl1, C-X-C Motif Chemokine Ligand 1; Gapdh, 

Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase; Ccl11, C-C Motif Chemokine Ligand, BLM, bleomycin  
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그림 8. 폐섬유증 모델에서 폐의 PAS 염색 분석. 

폐 조직의 PAS 염색(×100) 및 점수화.  각 실험 군당 마우스 5마리 분석함, ****유의 확률 <0.0001. 모든 결과는 최소 3번의 독립적인 실험을 대표

함. PAS, Periodic acid–Schiff; i.t, intravenous; i.t, intratracheal; BLM, bleomycin   
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５. 폐섬유증 모델에서 T 세포 및 선천 림프구 세포에 

대한 MSC의 조절 효과 

면역세포에 대한 MSC의 효과를 확인하기 위하여 T 세포, ILC와 같은 

사이토카인 분비 세포를 분석하였다. BLM 모델에서 ILC의 총 숫자 및 

모든 아형의 ILC가 증가하였으며, 이는 MSC 투여 시 감소하였다(그림 

9A). CD4+ T 세포를 분석한 결과 BLM 모델에서 IL-17+CD4+ T 세포 

(Th17)가 증가하였다가 마찬가지로 MSC 투여 시 감소함을 확인하였다. 

반면 IL-22+CD4+ T 세포(Th22)는 MSC 투여로 인해 유의하게 

증가하였다. IFN-γ+CD4+ T 세포(Th1)는 BLM 모델에서 현저하게 

증가하였다가 MSC에 의해 감소하였다(그림 9B). 이와 유사하게, BLM 

투여군에서 유의하게 증가하였던 IL-5+CD4+ T 세포 및 IL-13+CD4+ 

T 세포(Th2)는 MSC에 의해 감소하였고, 특히 IL-13+CD4+ T 세포는 

기관 내 및 정맥 내 투여 모두에서 유의한 감소를 보였다. (그림 9C). 

흥미롭게도 IL-10+Foxp3+CD25+CD4+ T 세포 즉 조절 T 

세포(Treg)는 MSC 투여군에서만 현저하게 증가하였다(그림 9D). 

BLM 모델에서 Th17 우세 면역 반응 조절에 MSC가 어떠한 영향을 

미치는 지 확인하기 위하여 마우스의 비장에서 CD4+ T세포를 분리하여 

Th17로 분화를 유도한 후 활성화된 CD4+ T세포를 24-well transwell 

plate의 하부 챔버에서 MSC와 함께 배양하였다(그림 9E). 이렇게 

MSC와 공배양을 시행한 결과 Th17의 감소와 조절 T 세포의 증가가 

관찰되었다(그림 9F). 유사하게, mRNA 수준에서 Th17 관련 표지자의 
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감소 및 조절 T 세포 관련 표지자의 증가가 확인되었다(그림 9G).  
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그림9. 폐섬유증 모델에서 ILC및 T 세포 활성화에 대한 MSC의 조절 효과  

(A) 폐의 총 ILC 및 IL-17A+ ILC(ILC3), IFN-γ+ ILC(ILC1), IL-5+ ILC 및 IL-13+ ILC(ILC2)의 수 (B) IL-17+CD4+ T 세포(Th17), IL-

22+CD4+ T 세포(Th22) 및 IFN-γ+CD4+ T 세포(Th1)의 수 (C) IL-5+CD4+ T 세포 및 IL-13+CD4+ T 세포(Th2)의 수 (D) IL-

10+Foxp3+CD25+CD4+ T 세포(Treg)의 비율 (E) Th17 분화 유도 프로토콜 (F) Th17 세포와 Treg 의 상대 비율 (G) Th17 세포에서 MSC 에 의한 

Il17, Rorc, Il10, Foxp3 mRNA 발현의 변화. 각 실험군당 n=4-5, *유의 확률 <0.05, **유의 확률 <0.01, ***유의 확률 <0.001, ****유의 확률 < 

0.0001. 모든 결과는 최소한 3 번의 독립적인 실험을 대표함. i.t, intravenous; i.t, intratracheal; BLM, bleomycin; ILC, innate lymphoid cell; IL-17A, 

interleukin-17A; IFN, interferon; IL-5, interleukin-5; IL-13, interleukin 13; IL-17, interleukin 17; IL-22, interleukin-22; IL-10, 

interleukin-10; Th17, T helper 17 cell; Th22, T helper 22 cell; Th1, T helper 1 cell, Th2, T helper 2 cell, Treg, regulatory T cell; MSC, 

mesenchymal stem cell; IL17, interleukin 17; Rorc, RAR Related Orphan Receptor C; IL10, interleukin 10; Foxp3, Forkhead Box P3, Hprt, 

Hypoxanthine Phosphoribosyltransferase
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６. 폐섬유증 모델에서 MSC에 의한 폐 조직 mRNA 

발현의 변화  

BLM 유도 폐섬유증 마우스 모델에서 폐의 유전자 발현의 변화와 

이에 대한 MSC의 영향을 확인하기 위해 mRNA 발현을 분석하였다. 

Il17과 이의 최종 조절자인 Rorc의 발현은 BLM 모델에서 증가하였고, 

MSC를 정맥 내로 투여하였을 때만 BLM 모델에서 두 유전자의 발현이 

모두 감소하였다(그림 10A). 반면 Interferon gamma(Ifng)의 발현은 

BLM 모델에서 유의하게 증가하였지만 최종조절자인 T-Box 

Transcription Factor 21(Tbx21)에서는 유의한 변화가 없었고, MSC에 

의한 조절 효과도 유의하지 않았다(그림 10B). 

이와 상응하게 BLM 모델에서 Il13 및 이에 대한 최종 조절자인 

GATA binding protein 3(Gata3)가 유의하게 증가하였으며, MSC 투여 

시 유의하게 감소하였다. 또한 MSC 투여는 BLM 투여와 관계없이 Il5 

발현을 조절하였는데, BLM 모델에서는 정맥 내로 투여하였을 때만 그 

효과가 유의하였다. T 조절세포의 표지자인 Il10 mRNA 발현은 BLM 

모델에서 MSC에 의해 유의하게 증가하였다(그림 10C). 

대식세포와 관련된 표지자들의 발현을 분석한 결과 BLM 투여군에서 

폐포 대식세포와 단핵구 유래 대식세포 표지자인 Itgax와 Itgam의 

발현이 증가하였는데 특히 Itgax의 발현이 유의하게 증가하였다. 이렇게 

증가한 Itgax와 Itgam 발현은 MSC 투여시 유의하게 감소하였다. 이와 
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유사하게 M1 및 M2 대식세포 표지자인 Cd86 및 Mrc1도 BLM 

투여군에서 유의하게 증가하고, MSC를 투여하였을 때 다시 유의하게 

감소하였다(그림 10D).  
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그림10.  폐섬유증 모델에서 폐의 mRNA 발현에 대한 MSC의 효과  

(A-C) 폐에서 MSC에 의한 Il17, Rorc, Ifng, Tbx21, Il5, Il13, Gata3, Il10 mRNA 발현의 변화 (D) 폐에서 MSC에 의한 Itgax, Igtam, Mrc1, Cd86 

mRNA 발현의 변화. 모든 데이터는 실시간 정량적 PCR 분석을 통해 분석되었다. 각 실험군당 n=5, *유의 확률 <0.05, **유의 확률 <0.01, ***유의 확

률 <0.001, ****유의 확률 < 0.0001. 모든 결과는 최소 3번의 독립적 실험을 대표함. i.t, intravenous; i.t, intratracheal; BLM, bleomycin; IL17, 

Interleukin 17; Rorc, RAR Related Orphan Receptor C; Ifng, interferon gamma; Tbx21, T-Box Transcription Factor 21; Il5, interleukin 5; Il13, 

interleukin 13; Gata3, GATA binding protein 3; Il10, interleukin 10; ITGAX, Integrin Subunit Alpha X; ITGAM, Integrin Subunit Alpha M; MRC1, 

Mannose Receptor C-Type 1; Gapdh, Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase 



 

 63 

７. 폐섬유증 모델에서 선천 면역세포에 대한 MSC의 

효과 

BLM은 마우스 폐에서 CD11c+ 수지상 세포(dendritic cell, DC) 

및 2형 전통적 수지상 세포(conventional DC2, cDC)와 같은 

수지상 세포들을 활성화하고 MSC 치료는 이를 감소시키는 것을 

확인하였다 (그림 11). 

MSC 치료는 BLM 모델에서 유의하게 증가하였던 대식세포의 

수를 감소시켰으며 특히 정맥 투여 시 그 효과가 유의하였다(그림 

12A). 이들 대식세포를 아형으로 나누어 분석을 시행하였는데 

SiglecF와 CD11b 표지자를 기준으로 AM과 MoM으로 나누어 

분석을 시행하였다 (그림 12B, 그림 3B).  

모든 SiglecF+ 대식 세포는 CD11c+를 보였고, 대조군에서는 

99.4%, BLM 투여군에서는 81.8%의 세포에서 CD11b-를 보였다. 

이러한 SiglecF+CD11c+CD11b- 대식 세포는 BLM 투여 시 

유의하게 감소하였고 MSC투여는 이를 회복시키지 못하였다. 한편 

소수의 SiglecF+CD11c+CD11b+ 대식세포들은 MoM에서 유래하여 

AM의 성질을 갖기 시작하는 중간 단계의 세포의 가능성이 

있겠으며, 이 세포들은 BLM 그룹에서 유의하게 증가하였고 MSC는 

마찬가지로 유의한 영향을 끼치지 못하였다(그림 12C). 
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다음으로 SiglecF 음성 대식세포를 분석하였을 때, 대조군에서는 

SiglecF-CD11b+인 MoM이 다수를 차지하였고, 일부 SiglecF-

CD11b-인 세포들이 확인되었다. SiglecF-CD11b+인 MoM을 

CD11c+여부에 따라 분석하였을 때, SiglecF-CD11c+CD11b+ 

대식세포는 BLM 모델에서 크게 증가하였으며, 이는 정맥으로 

투여된 MSC에 의해 유의하게 감소하였다. 그러나 SiglecF-

CD11c-CD11b+ 는 BLM투여나 MSC 투여에 유의한 변화를 

보이지 않았다(그림 12D). 이에 이 세포군에 대한 추가 분석을 

시행하였고 CD86+CD206-(M1) 및 CD86-CD206+(M2) 모두 

BLM 모델에서 그 비율이 증가하였으나, 정맥 내 투여된 MSC는 

CD86-CD206+ 즉 M2만 유의하게 감소시키는 것을 

확인하였다(그림 12E). 추가로 major histocompatibility complex 

(MHC)II, CD86, CD206 표지자 발현을 사용하여 MHCIIhighCD86-

CD206+, MHCIImidCD86+CD206-, MHCIIlowCD86-CD206+ MoM을 

각각 M2a, M2b, M2c로 정의하여 분석한 결과 MHCIIlowCD86-

CD206+(M2c) MoM과 MHCIImidCD86+CD206-(M2b) MoM이 

BLM 모델에서 증가하였으나 정맥 주사 된 MSC는 

MHCIIlowCD86-CD206+(M2c) MoM만 유의하게 감소시켰다(그림 

12F). 
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(A)                   (B)                     (C) 

 

 

그림 11. 폐 섬유증 모델에서 DC의 아형 활성화에 대한 MSC의 

효과 

(A) 생체 내 폐 CD11b+ DC 세포 집단을 보여주는 도트 플롯 (B) CD11b+ DC 의 

활성화 변화 (c) cDC2 의 활성화 변화. 각 실험군당 n=5. *유의 확률<0.05, 

**유의 확률<0.01, ***유의 확률<0.001, ****유의 확률<0.0001. 모든 결과는 최소 

3 번의 독립적 실험을 대표함. MHCII, major histocompatibility complex II; DC, 

dendritic cell; cDC2; type 2 conventional DC; i.t, intravenous; i.t, intratracheal; 

BLM, bleomycin 
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(E)         
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그림 12. 폐 섬유증 모델에서 MSC에 의한 대식세포 아형 활성화의 

변화  

(A) 폐 대식세포의 수. (B) SiglecF 대 CD11b 표지자 발현에 따른 생체 내 폐 

AM 및 MoM 분포를 보여주는 산점도 (C, D) SiglecF 발현에 따른 AM 및 

MoM 의 아형 변화 (E) 폐 내 MoM 에서 CD86 및 CD206 표지자의 발현 (F) 

폐에서 MHCII, CD206, CD86 표지자의 발현에 따른 M2 대식세포 아형의 변화. 

(E), (F)의 대식세포 하위 집단에 대한 비율은 MoM 집단 내 비율을 나타냄. 각 

실험군당 n=5. *유의 확률<0.05, **유의 확률<0.01, ***유의 확률<0.001, 

****유의 확률<0.0001. 모든 결과는 최소 3 번의 독립적인 실험을 대표함. i.t, 

intravenous; i.t, intratracheal; BLM, bleomycin; AM, alveolar macrophages; 

MoM, monocyte-derived macrophage; MHCII, major histocompatibility 

complex II 
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８. 폐섬유증 모델에서 Ly6c+/- 대식세포에 대한 

MSC의 효과 

MoM의 기원에 따른 차이를 확인하기 위해 Ly6c 발현 여부로 

고전적 단핵구와 비고전적 단핵구 유래 대식세포로 분류하여 

분석을 시행하였다. BLM 마우스 모델에서 Ly6c+ MoM이 유의하게 

증가하였고 정맥 내 MSC 투여는 이를 유의하게 감소시킨 반면 

Ly6c- MoM은 BLM이나 MSC 투여에 의해 변화를 보이지 

않았다(그림 13A, B). MSC가 효과를 보였던 Ly6c+ MoM 집단을 

추가 분석하였을 때, CD86+CD206-은 MSC에 의해 변화가 

없었으며 CD86-CD206+가 유의하게 감소함을 확인하여, MSC 

투여는 BLM으로 인해 증가한 Ly6c+ MoM중 특히 M2를 유의하게 

감소시킴을 확인하였다(그림 13C). 다음으로 MoM의 섬유화 유도 

효과 및 M2 표현형, 그리고 이에 대한 MSC의 효과를 확인하기 

위해 BLM 마우스와 대조군 마우스의 골수에서 Ly6c+ 및 Ly6c-

단핵구를 추출한 뒤, M-CSF를 투여하여 대식세로로 분화시킨 후 

5일 째 IL-13를 투여하여 섬유화 유도 및 M2 분극화를 

유도하였고, MSC 투여 여부에 따른 차이를 6일째 비교 

분석하였다(그림 13D, F). BLM 마우스 모델에서는 M2 활성화 

표지자인 Cd163과 M1 활성화 표지자인 Il1b이 Ly6c- MoM보다 

Ly6c+ MoM에서 유의하게 증가하였고 이는 MSC 투여 시 유의하게 

감소하였다. Fibroblast growth factor 1(Fgf1), Ccl22 및 CxCl2 
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역시 Ly6c+ MoM에서 Ly6c- MoM보다 유의하게 증가하였고, MSC 

투여는 이를 유의하게 감소시켰다. 한편 Tgf1와 Ccl22의 경우, 

Ly6c- MoM 에서도 MSC 투여에 의해 그 발현이 유의하게 

감소하였다(그림 13E). 대조군 마우스 실험에서는 Cd163, Il1b의 

경우 Ly6c+/- MoM 군 간 발현의 차이가 없었고 MSC 투여 역시 

변화를 유발하지 않았다. Tgf1b, Ccl22, Cxcl2는 MSC 치료 시 

Ly6c+ MoM에서 그 발현이 유의하게 감소하였으며 Ly6c- 

MoM에는 효과를 보이지 못하였다(그림 13G). 

추가적으로 Ly6c+ 및 Ly6c- MoM의 섬유화 유도능과 MSC의 

효과를 평가하기 위해 BLM 마우스 유래 Ly6c+ 및 Ly6c- MoM에 

5일째 IL-13을 투여한 후 6일 째의 배지를 마우스 폐 

섬유아세포에 투여하였다.  MSC와 공배양된 Ly6c+ MoM의 

배지에서만 마우스 폐 섬유아세포의 Fn1과 Fgf2의 발현이 

유의하게 감소하였다(그림 13H). 
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그림 13. In vivo와 ex vivo Ly6c+/- 대식세포 활성화에 대한 MSC의 

조절 효과 

(A, B) 폐에서 Ly6c+ 및 Ly6c
- 

MoM의 변화. (C) 폐에서 Ly6c+ MoM의 CD86 및 

CD206 표지자 발현 집단의 변화. (D) BLM 모델에서 분리된 Ly6c+ 및 Ly6c
- 
단핵구

의 대식세포 분화 프로토콜. (E) BLM 모델에서 유래된 Ly6c+ 및 Ly6c- MoM에서 대식

세포 활성화 표지자, 섬유화 관련 표지자 및 면역 세포 주화성 표지자의 mRNA 발현 

(F) 대조군 마우스에서 분리된 Ly6c+ 및 Ly6c
- 
단핵구의 대식세포 분화 프로토콜. (G) 

대조군 마우스에서 유래된 Ly6c+ 및 Ly6c- MoM에서 대식세포 활성화 표지자, 섬유화 

관련 표지자 및 면역 세포 주화성 표지자의 mRNA 발현. (H) Ly6c+ 또는 Ly6c
- 

MoM

의 섬유화 유도능 및 MSC의 효과. 각 실험군당 n=4-5 *유의 확률<0.05, **유의 확률
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<0.01, *** 유의 확률<0.001, ****유의 확률<0.0001. 모든 결과는 최소 3번의 독립적인 

실험을 대표함. i.t, intravenous; i.t, intratracheal; Ly6c, lymphocyte antigen 6 complex; 

MoM, monocyte-derived macrophage; BLM, bleomycin; MSC, mesenchymal stem 

cell; BM, bone marrow; IL-13, interleukin-13; Il1b, interleukin 1b; Tgfb1, 

transforming growth factor beta 1; Fgf1, fibroblast growth factor 1; Ccl2, C-C Motif 

Chemokine Ligand 2; Cxcl2, C-X-C Motif Chemokine Ligand 2; Ccl22, C-C Motif 

Chemokine Ligand 22; Hprt, Hypoxanthine Phosphoribosyltransferase; M-CSF, 

Macrophage Colony-Stimulating Factor; Fn1, fibronectin 1; Fgf2, fibroblast growth 

factor 2  
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IV. 고    찰 

본 연구에서는 IPF환자의 폐조직과 혈액, 그리고 BLM 마우스 

폐섬유증 모델을 사용하여 MSC 투여가 BLM 유도 폐섬유화를 

유의하게 감소시키며 그 기전에 여러 면역 세포들이 관여하고, 특히 

대식 세포 중 MoM, 그 중에서도 M2c를 선택적으로 감소시킴으로써 

폐섬유화를 감소시킨다는 것을 확인하였다. 특히 이러한 효과는 기관 내 

투여보다 정맥으로 MSC를 투여하였을 때 더 유의하게 나타났다.  

IPF는 진행하는 섬유화를 특징으로 하는 질환으로, 흡연이나 환경 

오염물질, 위산 역류 등으로 인해 반복적으로 폐포의 상피세포에 

미세손상이 발생하면서 시작된다고 생각되고 있다(70). 이러한 

반복되는 미세손상에 대한 염증 및 면역 반응은 IPF의 주요 병태생리 

기전 중 하나로 인간과 동물모델들에서 연구되어 왔다. 여러 면역 세포 

중 CD4+ T 세포의 비정상적인 활성화가 IPF의 발생에 관여한다고 

알려져 있으며, 특히 Th2 및  Th17 세포가 섬유아세포를 활성화 및 

증식시키고 ECM 생성을 통해 IPF의 발생에 중요한 역할을 한다(71).  

대식세포와 단핵구는 최근 폐섬유증과 관련하여 활발하게 연구되고 

있는 세포군이다. 발생 초기 AM 는 대부분 태아의 간이나 난황낭에서 

유래된 TR-AM 로, 자기재생능을 가지며 장기간 생존하게 된다. 이후 

감염이나 염증 시 폐로 단핵구가 유입되고 이 단핵구들은 조직에서 

대식세포로 분화하여 염증과 감염에 반응하게 된다. 이후 유입되었던 
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MoM 의 일부가 TR-AM 과 비슷하게 변화하여 Mo-AM 으로 조직에 

상주하게 되는데(25) 사람이 나이가 들수록 AM 중 Mo-AM 의 비율이 

점차 증가하는 것으로 알려져 있다(26). 2017년 한 연구에서 14개월령 

정상 마우스를 분석하면 AM 의 95% 이상이 TR-AM 이지만, 8 주째 

BLM를 투여한 마우스를 10개월 후 분석하였을 때는 약 50%의 AM가 

Mo-AM 인 것을 확인하여, AM 의 조성은 개체의 손상이나 감염 등 

미세 환경에 따라 크게 변화되고, 또한 그 변화가 장기간 유지됨을 

확인하였다(17).    

최근 여러 연구에서 MoM 이 폐섬유증의 병태생리에 중요한 역할을 

한다고 보고되었다. MoM 은 섬유아세포의 증식에 필요한 platelet-

derived growth factor subunit A 를 분비하는 측분비효과(paracrine 

effect) 및 섬유화 병소 내에서 MoM 의 유지에 필요한 M-CSF 를 

분비하는 자가분비효과(autocrine effect)를 통해 섬유화의 발생 및 

유지에 중요한 역할을 한다(72, 73). 최근 계통 추적 시스템(lineage 

tracing system)이 개발되고 연구에 사용되면서 시간에 따른 

대식세포의 변화에 대한 연구들이 발표되었다. 2017 년 Misharin 등이 

보고한 연구에서는 BLM 마우스 모델에서 BLM 투여 5 일 째 분석 결과 

CD64+SiglecF- 대식세포(IM)가 증가하고 CD64+SiglecF+ 

대식세포(AM)가 감소하였는데, BLM 투여 21 일 후 즉 섬유화 시기에 

분석하였을 때는 IM 이 감소하고 AM 이 증가함을 확인하였다. 이에 

증가한 AM 을 분석한 결과 SiglecF 를 낮게 발현하는 새로운 AM 의 

출현으로 총 AM 이 증가함을 확인하였고, 계통 추적 시스템을 사용하여 
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이 새로운 대식세포들이 단핵구에서 유래된 MoM 임을 확인하여 이들을 

Mo-AM 으로 정의하였다. 저자들은 이 연구에서 여러 유전자 재조합 

마우스와 전사체 분석을 통해 폐섬유화에 TR-AM 은 거의 관여하지 

않으며 Mo-AM 이 폐섬유화에 중요한 역할을 한다는 것을 

제시하였다(17). 2018년 발표된 다른 연구에서도 항 세포사멸 단백질인 

cellular FADD-like IL-1β–converting enzyme–inhibitory protein 

(c-FLIP)을 제거하여 CD11bhi 대식세포의 세포사멸을 유도하면 BLM 

유도 폐섬유증이 유의하게 억제됨을 확인하였다(18).  

이러한 MoM 의 기원은 혈관 내에 순환하는 단핵구로, 이의 대부분은 

CCR2 에 의존하여 폐에 침윤하는 고전적 단핵구이다. 이전 연구들에서 

CCR2-/- 마우스를 사용하거나 liposomal clodronate 를 투여하여 

순환하는 단핵구를 결핍시켰을 때 폐 섬유화의 정도가 감소하는 것을 

보고하여, TR-AM 가 아닌 MoM, 그 중에서도 특히 고전적 단핵구에서 

유래한 MoM 이 폐섬유화에 중요한 역할을 한다는 것을 

제시하였다(74-77). 본 연구에서도 BLM 마우스 모델의 폐에서 

대식세포와 관련된 유전자들의 발현이 유의하게 증가하였고, 유세포 

분석 결과 총 대식세포 수의 유의한 증가를 확인하였다. 본 연구에서 

SiglecF 은 AM 의 표지자로 사용되었는데, 정상 상태(대조군)에서 

SiglecF+ 대식 세포의 대부분을 차지하는 TR-AM 인 

SiglecF+CD11c+CD11b- 대식세포는 이전 발표된 연구들과 마찬가지로 

BLM 그룹에서 유의하게 감소함을 확인하였다(17). SiglecF-CD11b+ 
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대식세포 즉 MoM 을 CD11c 의 발현에 따라 분류하였을 때 SiglecF-

CD11c+CD11b+ 대식세포는 AM 로 변하는 단계의 MoM 일 가능성이 

있겠다. SiglecF-CD11c-CD11bc+ 대식세포는 화학주성에 의해 

순환계에서 폐로 유입된 직후의 MoM 으로 간주하였다. BLM 그룹에서 

SiglecF-CD11c-CD11b+ 대식세포는 유의하게 변화가 없는 것처럼 

보였으나, CD86 과 CD206 을 사용하여 M1 및 M2 로 아형을 분류하여 

분석하였을 때 BLM 투여는 M1 및 M2 MoM 을 모두 증가시켰다.   

추가로 Ly6c 를 사용하여 고전적 단핵구와 비고전적 단핵구를 

분류하였을 때 BLM 그룹에서 Ly6c+인 고전적 MoM 이 유의하게 

증가하는 것을 확인하여, IPF 환자의 섬유화된 폐와 혈액에서 고전적 

MoM 이 증가한 것과 부합하는 결과를 확인하였다. 인간의 시료로 

시행한 이전 연구들에서도 유사한 결과를 보고하였는데, IPF 로 폐이식을 

받은 환자들의 적출폐에서 기증자 폐조직에 비해 MoM 가 증가되어 

있음을 보고하였다(17). 또한 전사체 분석 결과 BLM 마우스에서 

확인되었던 섬유화 유전자들의 인간 상동 유전자들 중 61 개의 유전자가 

IPF 환자의 폐와 기증자폐의 대식세포에서 다르게 발현됨을 확인하여, 

인간과 마우스의 대식세포에서 공통된 섬유화 경로의 가능성을 

제시하였다(17). 본 연구에서도 역시 IPF 환자의 섬유화된 폐에서 

ITGAM, ITGAX, MRC1, CD86, HLA-RDA 와 같은 대식세포 관련 

유전자들과 단핵구 화학주성 유전자들 (CCL2, CCR2)의 발현이 정상 

부위에 비하여 유의하게 증가되어 있음을 확인하였다. 유세포 
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분석에서도 섬유화된 부위에서 고전적 단핵구가 유의하게 증가하고 

비고전적 단핵구가 감소하였다.     

대식세포의 가소성, 즉 M1/M2 분극화는 in vitro 연구에서는 비교적 

잘 관찰되지만 in vivo 에서 동일하게 발생하지는 않는다. 대식세포의 

기능적 표현형에 대한 연구들에서 M2 와 관련된 유전자의 결실을 

만들었을 때 M2 분극화가 억제되면서 BLM 유도 폐섬유화에 대한 보호 

효과를 보고하였고, 다시 M2를 회복시켰을 때는 BLM에 대한 감수성이 

다시 증가하는 결과를 확인하였다(78, 79). 또한 IPF 환자가 급성 

악화가 발생하였을 때 시행한 BALF 에서 IL-1RA 와 CCL2 와 같은 

M2 사이토카인들의 상승을 확인하여, M2 와 폐섬유화의 연관성을 

확인하였다(80). 본 연구에서 유세포 분석 결과 CD86+CD206-(M1) 

MoM 과 CD86-CD206+(M2) MoM 모두 BLM 그룹에서 상승하는 

소견을 보여, 폐의 손상과 수복에 관여하는 M1/M2 의 가소성에 대한 

평가를 위해 시간이 경과함에 따라 어떻게 변화하는지 추가 연구가 

필요하겠다.  

In vitro 실험을 위해 IPF 환자의 혈액에서 각 단핵구 아형을 분리하여 

M-CSF 를 사용하여 대식세포로 분화시킨 후 IL-13 으로 자극하여 

단핵구 기원에 따른 MoM 의 차이를 추가로 확인하였다. IL-13 은 잘 

알려진 섬유화의 주요 매개물질로, 섬유아세포의 증식 및 세포외 기질 

(extracellular matrix, ECM) 침착을 활성화시키고 섬유성 사이토카인 

및 fibronectin 생성을 유도하며(81) 또한 M2 로의 분극화를 유도한다. 
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실험 결과 고전적 단핵구에서 분화된 MoM 에서 AM 의 표지자인 

ITGAX, MoM의 표지자인 ITGAM, M2 활성화 지표인 MRC1 의 발현이 

유의하게 관찰되었다. 또한 인간 폐 섬유아세포를 각 단핵구 집단 배양 

상청액에서 배양하였을 때도 고전적 단핵구 집단의 상청액에서 

섬유아세포의 섬유화 관련 유전자 발현을 유의하게 증가하였으며, 

MSC 는 이를 유의하게 감소시켰다.  

IPF의 병태생리에는 대식세포 및 단핵구 이외의 다른 면역 세포들, 즉 

T세포, 과립구, 그리고 ILC등도 관여하고 있다. 최근 도움 T 세포에 대

해 정리한 한 종설에 따르면 Th22는 항섬유효과를 가지며 Th1, Th2, 

Th9, Th17, 여포 보조 T 세포는 섬유화 효과를 가진다고 알려졌다(36). 

이전에 발표되었던 여러 연구들에서 IFN-γ(82), IL-13(81), IL-

17(83-87)와 같은 Th 사이토카인들이 폐섬유화에 관여하고 있다는 것 

역시 같은 맥락이라 하겠다. 또한 최근 한 연구에서 진행하는 섬유화 간

질성 폐질환(progressive fibrosing interstitial lung disease) 환자들의 

BALF에서 대조군에서는 관찰되지 않는 IL-13+IFN-γ+CD4+ T 세포

집단이 발견되어(88), IL-13과 IFN-γ가 폐섬유화에 중요하게 기여한

다는 것을 간접적으로 제시하였다. 따라서 MSC가 이러한 T세포들의 활

성을 억제함으로서 섬유성 사이토카인 분비를 억제하는 것이 MSC의 항

섬유화 효과의 중요한 기전 중 하나라 할 수 있겠다. 본 연구에서도 이

전 문헌들과 동일하게 BLM 마우스에서 Th22를 제외한 Th 반응들이 

유의하게 증가함을 확인하였다.     
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한편 조절 T세포의 경우 폐섬유화에 대한 연구들에서 상반되는 효과

들이 보고되면서, 조절 T 세포는 폐섬유화의 촉진 및 완화 두 가지의 

효과를 모두 가진다고 이해되고 있다. 조절 T 세포가 폐섬유화를 촉진

시키는 기전으로는 PDGF, TGF-β를 분비하고 상피-중간엽 전이를 촉

진하며 Th1 및 Th2 균형에 영향을 주는 것 등이 알려져 있다. 폐섬유

화를 억제하는 기전으로는, 손상된 상피 세포의 복구를 촉진하고 섬유아

세포의 축적을 억제하며, 염증 유발 인자 및 염증 세포의 생성 및 기능

을 강력하게 억제하는 것이 알려져 있다(37). 이러한 효과는 조절 T 세

포의 아형, 발현하는 항원, 분비하는 물질, 섬유화 시기 등 다양한 요인

에 영향을 받아 결정되게 된다. 그 중 폐섬유증 마우스 모델을 사용한 

한 연구에서 염증과 섬유화의 시기에 따라 조절 T 세포의 효과가 다르

다는 것을 보고하였는데, 염증이 시작되는 초기에는 염증을 악화시키는 

효과를 보이지만 섬유화가 시작되는 시기(BLM 투여 9일과 16일째)에

는 섬유화를 감소시키는 효과를 가진다는 것을 보고하였다(89). 본 연

구에서 마우스의 분석 시점이 BLM 투여 14일째임을 고려할 때 본 연

구에서의 조절 T 세포는 항섬유효과를 가질 가능성이 높겠으며, 본 연

구에서 MSC 투여는 조절 T 세포를 증가시켰고, 이 결과는 이전의 여러 

연구들과 일치하는 소견이다(90-93).  

ILC는 비교적 최근에 활발히 연구되고 있는 면역세포로 폐질환에서 

ILC의 역할에 대한 연구는 주로 기도질환에서 진행되었는데, 대표적으

로 ILC2가 2형 면역 반응을 활성화함으로써 천식의 발생에 기여한다고 

생각되고 있다. 한편 폐섬유증에서 ILC에 대한 연구는 상대적으로 부족
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하지만, BLM 유도 폐섬유증 모델에서 ILC2에 의한 IL-13의 생성이 콜

라겐 침착을 유도한다는 결과를 보여주었고(40), 인간에서도 IL-33, 흉

선기질림프포이에틴(Thymic stromal lymphopoietin, TSLP), IL-25와 

같은 ILC2 유도 물질들이 IPF 환자의 BALF에서 유의하게 증가됨이 보

고됨에 따라 폐섬유화에도 ILC가 관여하고 있을 것이라는 관심을 받고 

있다(40, 94). 또한 최근 연구에서 Gata3 및 Early growth response 

protein 1 (Erg1)과 같은 섬유화 관련 유전자 조절 전사 인자를 암호화

하는 mRNA를 억제하는 리보뉴클레아제인 Regnase-1의 결핍이 ILC2

를 증가 및 활성화시키며 폐섬유화와 관련된 유전자발현이 증가함을 확

인하여 ILC2의 섬유화 유도 기능을 확인하였다(95). ILC3 역시 섬유화

에 관여하는 사이토카인 특히 IL-17을 분비함으로써 섬유화에 기여할 

것으로 생각되고 있다(96). 본 연구에서는 BLM 투약 시 총 ILC 및 

ILC 1, ILC2, ILC3 모두 유의하게 증가하였다.  

MSC는 여러 면역 세포들을 조절하는 역할을 한다는 것이 잘 알려져 

있다. 폐섬유증 마우스 모델의 BALF에서 증가하였던 대식세포, 림프구, 

과립구와 같은 여러 면역세포들이 MSC 투약으로 인해 유의하게 감소하

였고(58, 59, 97), BLM 그룹의 폐 조직에서 증가하였던 염증 및 섬유화 

역시 MSC 투여가 유의하게 감소시킴이 여러 연구들에서 보고되었다

(58, 59, 98). 이러한 소견은 본 연구에서도 동일하게 관찰되었다. 또한 

BLM으로 인하여 증가되었던 Th 반응들이 MSC 투여로 인해 다시 유의

하게 감소하였고, 반면 BLM 그룹에서 감소하였던 Th22 반응은 MSC투

여로 인해 다시 회복됨을 확인하였다. 또한 BLM 투약 시 유의하게 증
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가하였던 총 ILC와 ILC1, ILC2, ILC3 모두 MSC 투여 시 유의하게 호

전되는 것을 확인하였다. 현재까지 MSC가 ILC에 어떠한 영향을 끼치는

지에 대한 연구는 매우 부족하며, 최근 MSC 치료가 Th2 세포와 IL2를 

억제하여 중증의 천식을 호전시킨다는 것이 보고되었고(69), 다른 연구

에서는 MSC로 인해 유도된 T 조절 세포가 IL-10을 분비함으로써 

ILC2를 억제함을 보고하였다(99).  

MSC가 이러한 세포들을 조절하고 섬유화를 조절하는 기전은 

다양하며, 세포에 직접 작용하여 조절하거나 여러 성장 인자와 EV들을 

포함하는 생체 내 활성 물질들을 분비하여 조절한다(100). MSC가 

조절하는 여러 면역세포들 중 대표적인 세포가 대식세포이다(55). 

마우스 폐섬유증 모델을 사용하여 MSC의 엑소좀(exosome)의 효과를 

분석하였던 한 연구에서 폐의 유세포 분석 결과 BLM 투여 시 고전적 

단핵구의 비율이 유의하게 증가하고 비고전적 단핵구의 비율이 

감소하였으며, MSC의 엑소좀 투여는 이를 유의하게 회복시켰다고 

보고하였다. 추가로 마우스 골수 유래 단핵구들을 추출하여 ex vivo에서 

MSC 엑소좀으로 전처리 후 이 세포들을 BLM 마우스에 0일째, 그리고 

3일 째 입양전이를 시킨 후 14일 째 분석을 시행하였을 때, 섬유화 

정도 및 총 콜라겐의 유의한 감소를 확인하였다. 저자들은 이러한 

효과가 TR-AM에 의한 것인지 확인하기 위해 정상 마우스의 

BALF에서 AM을 분리하여 추가 실험을 시행하였다. 분리된 AM을 

MSC 엑소좀으로 전처리 후 BLM 마우스 모델에 기관 내로 투여하였을 
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때, 앞의 단핵구 실험과는 다르게 BLM로 인한 섬유화를 호전시키지 

못하였다(101). 본 연구에서도 정맥 내로 투여한 MSC는 BLM 

그룹에서 유의하게 증가하였던 총 대식세포수를 유의하게 감소시켰는데 

대식세포의 각 아형에 대해 추가 분석한 결과 BLM로 인해 유의하게 

감소하였던 TR-AM은 MSC 치료로 호전되지 못하였고, 이는 앞선 

MSC의 엑소좀이 BALF에서 분리한 AM에 효과가 없는 것과 부합하는 

결과라 하겠다(101). 반면 BLM모델에서 증가하였던 SiglecF-

CD11c+CD11b+ 대식세포는 정맥 주사 된 MSC에 의해 유의하게 

감소하였다. SiglecF-CD11c-CD11b+ 는 BLM투여나 MSC 투여에 

유의한 변화를 보이지 않았지만 이 세포군에 대한 추가 분석을 

시행하였을 때 BLM에서 증가하였던 CD86+CD206- MoM (M1 MoM), 

및 CD86-CD206+ MoM (M2 MoM) 중 M2 MoM만이 정맥 내 투여된 

MSC에 의해 유의하게 감소함을 확인하였다. 이러한 결과는 이전 

연구들에서 MSC 치료가 주로 M1을 억제하고 M2 분극화를 유도한다고 

보고되었던 것과는 다소 상반되는 결과인데(67), 이는 이전 연구들과 

본 연구에서 MSC의 투여 시점 및 폐의 분석 시점이 다르기 때문으로 

생각된다. 이전 연구들은 주로 MSC의 항염증 효과에 초점을 맞추었기 

때문에 폐섬유증에서의 MSC의 작용 기전 역시 초기 염증을 

억제함으로써 폐섬유화의 발생을 예방한다고 생각하여 BLM 투여와 

동시 혹은 수시간 이내, 또는 7일 이내 즉 염증의 매우 초기에 MSC를 

투여하여 효과를 입증한 반면 폐섬유화가 발생한 이후에 MSC를 투약한 

경우에는 효과가 없다고 보고하였다. 본 연구에서는 BLM투여 10일 
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후에 MSC를 투여하고 14일 후 폐를 분석하였을 때 MSC의 효과를 

확인하였는데, 이는 비교적 최근에 발표된 rat을 사용하였던 연구들에서 

BLM 투여 21일 및 28일 후에 MSC를 투여하였을 때도 유의하게 

섬유화를 호전시켰다고 보고한 결과와 잘 부합한다 하겠다(102, 103). 

MSC의 효과가 항상성의 유지 및 안정 상태로의 수복임을 고려할 때 

초기 염증 시기를 지난 후기 섬유화 시기의 MSC의 작용은 섬유화를 

유발하는 M2를 억제하는 효과를 보이는 것으로 설명할 수 있겠다.  

최근 M2의 아형에 따른 연구들이 활발히 진행되고 있는데, 그 중 

M2c는 TGF-β와 IL-10을 분비함으로써 염증을 억제하고 손상 

부위의 회복 및 조직의 개형(remodeling)과 섬유화에 관여한다고 

알려져 있다(104). 그러나 현재까지 MSC가 M2의 각 아형에 미치는 

효과는 연구된 바가 없는 상황이다. 본 연구에서는 MHCII 발현의 

정도에 따라 M2 아형을 분류하여 추가 분석을 시행하였고, 그 결과 

MHCIIlowCD206+CD86-(M2c)와 MHCIImidCD206-CD86+(M2b)가 

BLM 모델에서 증가하였고, 그 중 M2c만이 정맥 주사된 MSC에 의해 

유의하게 감소됨을 확인하여, 이러한 M2c에 대한 효과가 MSC의 항 

섬유화 기전 중 하나일 가능성을 처음으로 제시하였다. 

마지막으로 Ly6c+ MoM의 섬유화 유도 효과 및 M2 표현형의 발현, 

그리고 이에 대한 MSC의 효과를 확인하기 위해 ex vivo 실험을 

시행하였고, BLM 마우스와 대조군 마우스의 골수에서 Ly6c+/- 

단핵구를 추출하여 대식세포로 분화시킨 후 5일째 IL-13을 투여하여 
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섬유화 및 M2 로의 분극화를 유도하고 MSC 투여에 따른 변화를 

분석하였다. 그 결과 BLM 마우스에서 MSC 투여는 Ly6c+ MoM 뿐 

아니라 Ly6c- MoM에서도 Tgfb1과 Ccl2를 유의하게 감소시키고 

이외의 화학 주성 표지자들도 감소시키는 경향을 보여주었다. 또한 

MSC 치료는 대조군 마우스의 Ly6c+ MoM 에서도 T 세포, 호산구, 

호중구 등 여러 면역 세포에 대한 화학주성을 감소시키는 효과 및 

섬유화 유도를 저하시키는 효과를 나타내지만 Ly6c- MoM에서는 

유의한 효과를 보이지 않았다. 즉 MSC 치료는 Ly6c+ MoM에서 

뚜렷하게 효과를 보이지만 BLM 처리와 같이 염증과 손상이 발생했을 

경우에는 Ly6c- MoM에도 일부 효과를 보여, 항상성이 유지되는 

안정상태 보다는 염증과 손상이 발생하였을 경우 이를 조절하는 MSC의 

효과가 두드러지게 나타남을 확인하였다. BLM 마우스에서 유래한 

Ly6c+/- MoM의 배지를 마우스 폐 섬유아세포에 투여하였을 때도 

MSC의 효과는 Ly6c+ MoM 유래 배지에서 유의하게 나타났다.  

여러 연구에서 MSC의 투여는 다양한 경로로 시도되었으나 

폐질환에서 가장 많이 사용되는 경로는 정맥 내 투여와 기관 내 

투여이다. 폐섬유증에 대한 연구들에서는 87.5%의 연구에서 정맥 내 

투여를 사용하였고 기관 내로 투여한 연구는 상대적으로 매우 

적었다(105). 급성 폐질환에 대한 MSC의 연구에서도 정맥 내 투여의 

비율이 가장 높았으나, 폐섬유증에 대한 연구보다는 기관 내 투여의 

사용 빈도가 좀더 높아서 약 30%의 연구에서 기관 내 투여를 



 

 87 

시행하였다(106). 두 가지 투여 경로 중 어떤 경로가 더 우월한지에 

대해서는 대상 질환 및 연구에 따라 상반되는 결과들이 보고되었는데, 

급성 폐손상과 관련된 연구들 및 이에 대한 메타분석에서는 기관 내 

투여가 정맥 내 투여보다 우월하다는 결과를 보고하였고(107-109), 

폐기종 모델에서는 정맥 내로 투여한 경우 폐기능 감소를 줄여주는 

효과를 보여주었다(110). 한편 폐섬유증에서는 어떠한 경로가 더 

우월한지 연구된 바가 거의 없어, 두 방법 중 어느 방법이 우월하다고 

결론을 내리기에는 아직까지 연구가 충분하지 않다. 본 연구에서는 

MSC를 정맥 내 및 기관 내 두 가지 경로로 투여하여 그 효과를 직접 

비교하였고, 통계적 유의성의 차이는 약간 있었지만 대체로 정맥 내 

투여가 기관 내 투여보다 우월한 효과를 보였다. 정맥 내 MSC 투여가 

더 효과적인 이유에 대해서 잘 연구된 바는 없으나 본 연구의 결과를 

고려할 때 정맥 내 투여가 MoM의 기원인 혈관 내의 단핵구에 좀더 

빠르고 효과적으로 작용하기 때문일 것으로 생각된다.  

본 연구에는 몇 가지 제한점들이 있다. 첫째로 본 연구는 BLM 투여 

후 14일 째 마우스를 분석한 연구로, 비교적 초기 섬유화 시기에 대한 

연구라고 할 수 있다. 폐 대식세포의 조성 및 표현형은 시기에 따른 변

화가 매우 크며, 이전 연구에서 Mo-AM의 증가가 섬유화 시기 전반에 

거쳐 천천히 나타난다고 보고했던 것과 BLM투여 21일 째 AM의 확연

한 증가를 관찰하였던 연구 결과들을 고려할 때, 본 연구는 Mo-AM의 

본격적 증가가 나타나기 전 초기 섬유화 시기일 가능성이 높겠다. 따라

서 본 연구 결과를 섬유화 과정 전반에 적용하여 일반화할 수 없겠다. 
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두 번째로 본 연구에서는 대식세포들의 폐 내 위치를 직접적으로 분석하

지 못하고 대표적인 세포 표지자를 사용하여 간접적으로 분석하였다. 따

라서 실제 생체 내의 폐 조직에서 대식세포의 위치관계를 정확하게 반영

하지 못하였을 가능성이 있겠다. 또한 대식세포의 각 아형이 폐섬유증의 

발생에 직접적으로 작용하는 지 확인하기 위해서는 각 대식세포 아형을 

제거한 마우스 모델을 사용하여 BLM에 의해 섬유화를 유발하여 섬유화

의 발생 정도를 확인하는 것이 필요하나, 본 연구에서는 이를 확인하지

는 못하였다. 따라서 본 연구는 직접적 인과관계 보다는 관련성을 제시

한 연구로, 이를 규명하기 위한 추가적인 연구가 필요하겠다. 세 번째로, 

단핵구에서 분화시킨 대식세포에 MSC를 공배양한 배지의 섬유아세포에 

대한 섬유화유도 감소 효과가 MSC가 MoM에 영향을 끼쳐 발생한 것인

지, MSC에서 분비된 엑소좀이 직접 섬유아세포에 작용한 것인지, 또는 

두 기전이 모두 작용한 것인지 구별하기가 어렵다. 이전 문헌들을 참고

했을 때 MSC에서 분비하는 엑소좀이 직접 작용하였을 가능성도 배제할 

수 없을 것으로 생각된다(101). 마지막으로 본 연구에서는 MSC의 여러 

면역 세포들에 대한 효과를 확인하고 특히 대식 세포의 각 아형들에 대

한 효과를 개별적으로 확인함으로써 MSC의 효과에 기여하는 특정 세포

들의 가능성을 제시하였지만 추가적 신호 전달 체계에 대한 분석이나 약

물을 통한 중재 등을 이용한 작용 기전에 대한 분석은 시행하지 못하여 

이에 대한 추가적인 연구가 필요하겠다.  
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V. 결    론 

 

본 연구에서는 IPF 환자의 폐 조직에서 대식세포 및 단핵구가 

증가되어 있고 특히 고전적 단핵구가 유의하게 증가하였음을 확인하였다. 

BLM 마우스 폐섬유증 모델을 사용한 실험에서 MSC가 여러 

면역세포들을 조절하여 폐섬유화를 호전시키며, 특히 혈액에서 유입된 

고전적 단핵구 유래 대식세포(Ly6c+ MoM)를 선택적으로 감소시키고 

특히 M2, 그 중에서도 M2c를 유의하게 감소시킴을 확인하였다. 이러한 

MSC의 효과는 기관 내 투여보다 정맥으로 투여하였을 때 더 유의하게 

나타났다. Ex vivo 실험 결과 Ly6c+ MoM에서 높게 발현된 M2 활성화 

및 섬유화 표지자가 MSC 투여에 의해 유의하게 감소하였고, in vitro 

실험에서도 마우스 섬유아세포를 Ly6c+ MoM 배양 상청액에 배양했을 

때 섬유화표지자의 발현이 증가되며 MSC 투여는 이를 유의하게 

감소시킴을 확인하였다. 본 연구 결과는 MSC의 항섬유화 효과를 

이해하고 이를 폐섬유증 환자에게 적용하는데 있어 도움이 될 것으로 

생각된다.       
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Effect of mesenchymal stem cell 

treatment in bleomycin-induced 

pulmonary fibrosis  

Sun Mi Choi 
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Background Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a rare and 

progressive fibrotic lung disease without a cure. Although 

mesenchymal stem cells (MSCs) have been reported to ameliorate 

lung inflammation and fibrosis in animal models, studies on their 

mechanism of action are lacking. Therefore, we aimed to determine 

the change of various immune cells, especially macrophages and 

monocytes, involved in the effect of MSC treatment on pulmonary 

fibrosis. 

Methods We collected and analyzed explanted lung tissue and blood 

from IPF patients who underwent lung transplantation. After 

establishing a pulmonary fibrosis model by intratracheal 

administration of bleomycin (BLM) to 8-week-old mice, MSCs 

derived from human umbilical cords were administered intravenously 

or intratracheally on the 10th day and lungs were immunologically 

analyzed on the 14th day. Flow cytometry was performed to analyze 

immune cell characteristics, and gene expression levels were 
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examined through quantitative reverse transcription-polymerase 

chain reactions.  

Results In the histologic analysis of human explanted lung tissue, the 

fibrotic areas contained a larger number of macrophages and 

monocytes in comparison to the preserved area of the lungs. When 

human monocyte-derived macrophages (MoMs) were stimulated 

with interleukin (IL)-13 in vitro, expression of type 2 macrophage 

(M2) markers was more prominent in MoMs from the classical 

monocyte subsets than those from the intermediate or non-classical 

monocyte subsets, and MSCs suppressed M2 markers independent 

of MoM subsets. In the murine model, the number of inflammatory 

cells in the bronchoalveolar lavage fluid and the degree of lung 

fibrosis observed in BLM-treated mice were significantly reduced 

by MSC treatment. Both M1 and M2 MoMs were upregulated in the 

BLM-treated mice. M2c, a macrophage subset of M2 MoM, was 

significantly reduced by MSC treatment. In addition, increased Ly6c+ 

MoMs observed in BLM-treated mice were significantly reduced by 

MSC treatment, and the intravenous administration of MSCs 

significantly decreased especially M2 Ly6c+ MoMs. 

Conclusions Inflammatory classical monocytes may play a role in the 

lung fibrosis of human IPF and BLM-induced pulmonary fibrosis. 

Intravenous administration of MSCs may ameliorate pulmonary 

fibrosis by inhibiting the differentiation of monocytes into M2 MoMs.  
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