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Salmonella is a common food-borne intracellular bacterial pathogen that has triggered significant public 
health concerns. Salmonella hosts’ genetic factors play a pivotal role in determining their susceptibility 
to the pathogen. Cysteine-rich intestinal protein 1 (CRIP1), a member of LIM/double zinc finger protein 
family, is widely expressed in humans, such as in the lungs, spleen, and especially the gut. Recently, 
CRIP1 has been reported as a key marker of several immune disorders; however, the effect of CRIP1 
on bacterial infection remains unknown. We aimed to elucidate the relationship between Salmonella 
infection and CRIP1 gene deficiency, as Salmonella spp. is known to invade the Peyer’s patches 
of the small intestine, where CRIP1 is highly expressed. We found that CRIP1-deficient conditions 
could not alter the characteristics of bone marrow-derived myeloid cells in terms of phagocytosis 
on macrophages and the activation of costimulatory molecules on dendritic cells using ex vivo 
differentiation. Moreover, flow cytometry data showed comparable levels of MHCII+CD11b+CD11c+ 
dendritic cells and MHCII+F4/80+CD11b+ macrophages between WT and CRIP1 knockout (KO) mice. 
Interestingly, the basal population of monocytes in the spleen and neutrophils in MLNs is more abun-
dant in a steady state of CRIP1 KO mice than WT mice. Here, we demonstrated that the CRIP1 
genetic factor plays dispensable roles in host susceptibility to Salmonella Typhimurium infections 
and the activation of myeloid cells. In addition, differential immune cell populations without antigen 
exposure in CRIP1 KO mice suggest that the regulation of CRIP1 expression may be a novel im-
munotherapeutic approach to various infectious diseases.
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서 론

살모넬라는 대장균과 더불어 식중독을 유발하는 가장 

흔한 세균성 병원균으로 매년 수 천명의 사망자를 초래하

는 전 세계적인 공중 보건에 악영향을 미치는 세균이다. 
살모넬라는 주로 오염된 물이나 상한 음식물의 섭취를 

통해 감염되며, 살모넬라가 가진 지질다당류(lipopolysac-
charide, LPS)의 O항원과 플라젤린의 H항원을 기준으로 

약 2500개 이상의 혈청형으로 분류된다[3, 4, 17]. 인수공

통감염을 일으키는 Salmonella (S.) enterica는 가장 대표적

인 살모넬라 혈청형으로 S. enterica는 다시 장티푸스성

(typhoidal Salmonella)과 비 장티푸스성(non-typhoidal Sal-
monella)으로 분류된다[14]. S. typhi와 S. paratyphi를 포함

하는 장티푸스성 살모넬라는 인간에게만 감염되며, 감염 

시 파종성 전신감염을 일으켜 장티푸스성 발열과 복통, 
근육통을 유발한다[8]. 비 장티푸스성 살모넬라는 S. Ty-
phimurium과 S. enteritidis를 포함하며, 위장관 염증을 유

발하여 장염과 설사, 복통 등의 증상을 나타낸다[1]. 현재 

장티푸스성 살모넬라는 약독화 균주를 활용한 백신(Ty21a)
이 개발되어 사용되고 있지만 비 장티푸스성 살모넬라의 

경우 아직까지 효과적인 백신이 없다[3, 29]. 비 장티푸스

성 살모넬라는 특히 위생이 취약한 사하라 이남 아프리카

에서 주로 발생하며, HIV 또는 말라리아에 감염된 면역력 

저하 환자에게서 높은 감염률과 사망률을 나타낸다[11].
살모넬라는 체내로 유입되면 장 점액층을 침투하여 소

장, 특히 회장의 상피세포를 통해 세포 내로 침입한다[33]. 
살모넬라는 주로 회장의 파이어패치(Peyer’s patch)와 이

를 덮고 있는 특수한 소장 상피세포 아형인 M 세포를 표

적하는데[26], Salmonella pathogenicity island-1 (SPI-1)에 
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암호화된 Type-Ⅲ secretion system (T3SS)를 통해서 이루어

진다[31, 47]. T3SS를 통해 살모넬라는 SopB, SopE, SopE2
를 포함한 10개 이상의 박테리아 단백질을 세포 내로 주

입시킨다[37]. 이러한 박테리아 단백질은 장 상피세포의 

Rho GTPases와 상호작용하여 NF-κb 신호 경로를 활성화

시키고, IL-1β와 IL-23와 같은 전염증성 사이토카인의 분

비를 유도하여 염증반응과 세포 밀착 접합 단백질의 파괴

를 유발한다[5, 15, 20]. 이는 살모넬라의 숙주 세포 내 유

입을 더욱 악화시킬 수 있다. M 세포와 파이어패치를 통

해 침입한 살모넬라는 그들 표면에 있는 지질다당류와 

플라젤린에 의해 톨-유사 수용체(Toll-like receptor)를 활

성화시켜 SPI-2의 발현을 유도하여 세포 내 생존과 성장

을 도모한다[2, 40]. 또한 살모넬라는 대식세포와 수지상

세포의 식세포작용에 의해 흡수되는데, T3SS를 발현하는 

살모넬라는 식세포 내부에서 caspase-1에 의해 매개되는 

세포 사멸(pyroptosis)이 유도되어 감염 조직의 염증반응

을 더욱 악화한다[13, 39]. 또한, 최근에는 대식세포의 식

세포 작용으로 흡수된 살모넬라는 대식세포 내부에서 증

식하여 숙주의 면역체계를 효과적으로 회피할 수 있다는 

사실이 보고되었다[43]. 일단 살모넬라가 장 내부에 성공

적으로 정착하고 나면, 살모넬라는 초기 감염 부위에서 

혈액이나 원심성 림프관을 통해 장간막 림프절 및 비장과 

같은 2차 면역기관과 전신의 모든 조직으로 전파될 수 

있는데, 이 또한 대식세포 및 수지상세포와 같은 식세포

에 의해 매개된다고 알려져 있다[25, 35, 42, 44].
Cysteine-rich intestinal protein1 (CRIP1)은 LIM/double 

zinc finger protein family에 속하는 단백질로 세포 내 DNA
와 단백질 혹은 단백질과 단백질의 상호작용과 같은 다양

한 분자생물학적 신호전달과정에 관여한다고 알려져 있

다[12]. CRIP1을 암호화하는 유전자는 폐, 간, 심장, 비장

을 포함한 다양한 조직에서 폭넓게 발현하며, 특히 소장

과 대장을 포함한 소화관에서 높은 수준으로 발현한다

[10]. 이러한 CRIP1의 기능은 주로 장내 아연 이온의 수송

에 관여하는 수송 단백질로서 기능하며[21], 최근에는 다

양한 질환 특히, 유방암, 골암, 간암, 난소암, 대장암 등 

다양한 암종에서 그 발현이 증가한다고 보고되고 있어, 
바이오마커로서 연구가 진행되고 있다[15, 19, 30, 32]. 뿐
만 아니라, 면역세포의 활성화와 분화에 CRIP1이 필수적

인 역할을 한다고 알려지면서, 다양한 면역학적 질환과 

CRIP1의 상관관계에 대한 연구가 이루어지고 있다[6, 38, 
45]. 그러나, S. Typhimurium의 감염에서 CRIP1의 역할에 

대해서는 아직까지 연구가 이루어지지 않고 있다. 따라서 

본 논문에서는 S. Typhimurium의 감염과 전신면역계에 대

한 CRIP1역할 규명을 위해 CRIP1 결손 마우스를 이용하

여 연구한 결과를 보고하고자 한다. 

재료 및 방법

실험동물 및 사육 조건

C57BL/6 마우스의 유전적 배경을 가진 CRIP1+/- 암컷과 

수컷 마우스의 교배를 통해 CRIP1+/+ (대조군)와 CRIP1-/- 
(실험군) 마우스를 얻었다. 본 연구에서 사용된 마우스는 

나이를 맞춘 동배 마우스를 사용하였다. 마우스는 온도 

25±1℃와 습도 50±5%, 12시간/12시간의 낮/밤 사이클이 

유지된 동물실험실에서 실험용 쥐사료 SAM#31 (Samtako)
와 1차 증류수를 공급받았으며, 외부로부터의 공기가 차

단된 MSRSII 케이지(Orient bio)에서 사육되었다. 모든 실

험동물은 부산대학교 동물실험윤리위원회의 사전승인 

하에 동물실험 윤리 기준에 따라 취급하였다(PNU-2021- 
015-A1C0(0)). 

박테리아 배양 및 투여용량 설정

본 연구에서 사용한 균주는 Salmonella Typhimurium χ
3339로, 부산대학교 병원미생물학 강호영 교수 연구실로

부터 분양받아 사용하였다. 본 연구에서 사용된 균은 LB
배지 2 ml에 살모넬라 단일콜로니를 접종하여 진탕배양

기에서 37℃, 200 rpm으로 16시간 동안 전배양한 뒤, 배양

액 100 µl를 LB배지 10 ml에 접종하여 진탕배양기에서 

37℃, 200 rpm으로 본 배양을 실시하였다. 본 배양은 균의 

생장곡선을 고려하여 2시간 20분째(O.D. = 0.8~0.9)의 대

수증식기 상태의 균을 사용하였으며, 생균수 측정을 통해 

측정한 집락형성단위(Colony forming units, CFUs)는 1.12× 
108 CFUs/ml이다. 살모넬라의 적정 투여량을 결정하기 위

해 마우스를 세 그룹(PBS, 1.12×105 CFUs/ml, 1.12×106 
CFUs/ml)으로 나누고, 각각 100 µl의 균 희석액을 경구투

여하였다.

마우스 조직에서 살모넬라 집락형성단위 측정

안와채혈을 통해 100 µl의 혈액을 마우스로부터 추출하

고, 이를 10배 희석하여 LB배지에 도말하여 37℃, 5% CO2

의 조건에서 16시간 배양하였다. 소장의 회장만을 분리한 

뒤, 파이어패치를 절단하고, 이를 젠타마이신(50 mg/ml, 
Gibco)을 희석한 PBS 용액에 넣은 후 상온에서 1시간 동

안 반응시켜 장의 공생균을 제거하였다. PBS로 세 차례 

세척하여 조직에 잔존하는 젠타마이신을 제거한 후 조직

의 무게를 측정하여 조직 무게 당 일정한 PBS (1 mg당 

1 µl 혹은 10 mg당 1 µl)를 넣고 homogenizer (DAIHAN 
Scientific Co, HG-15A)로 1분간 갈아주어 조직 균질현탁

액을 얻었다. 100 µl의 조직 균질현탁액을 LB 배지에 도말

하여 살모넬라의 집락형성단위를 측정하였다. 비장과 간, 
장간막 림프절은 젠타마이신을 처리하는 과정 없이 소장

과 동일하게 진행하였다[28].
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Table 1. Antibody lists for flow cytometry 

Antibody Brand Clone No.
eFlour 450 Rat Anti-Mouse MHC class II
eFlour 450 Rat Anti-Mouse B220
PE Rat Anti-Mouse CD86
PE Hamster Anti-Mouse CD80
APC Rat Anti-Mouse F4/80
PE-Cy7 Rat Anti-Mouse CD11b
PE-Cy7 Rat Anti-Mouse CD45
FITC Hamster Anti-Mouse CD11c
FITC Hamster Anti-Mouse CD3
FITC Rat Anti-Mouse CD45
PE Rat Anti-Mouse CD8a
PE Rat Anti-Mouse Ly6G
APC Rat Anti-Mouse CD4
APC Hamster Anti-Mouse CD11c
APC-Cy7 Rat Anti-Mouse Ly6C

eBioscience
eBioscience
eBioscience
eBioscience
eBioscience

BD PharmingenTM

BD PharmingenTM

BD PharmingenTM

BD PharmingenTM

BD PharmingenTM

BD PharmingenTM

BD PharmingenTM

BD PharmingenTM

BD PharmingenTM

BioLegend

M5/114.15.2
RA3-6B2

B7-2
B7-1
BM8

M1/70
30-F11

HL3
145-2C11

30-F11
53-6.7
1A8

RM4-5
HL3

HK1.4

조직에서의 면역세포 추출법

소장의 lamina propria 면역세포를 추출하기 위해 마우

스로부터 소장을 적출하고 분변, 지방, 그리고 파이어패

치를 깨끗이 제거하였다. 약 1 cm의 크기로 조직을 잘라 

0.5 mM의 EDTA가 첨가된 RPMI 배지에 넣은 후 37℃, 
280 rpm으로 30분간 반응시켰다. 그 후 조직을 37℃의 

PBS로 3회 씻어준 뒤 이러한 세척 과정을 한 번 더 진행하

여 점막층을 제거하였다. DNase Ⅰ (0.1 mg/ml, Roche)와 

collagenase D (0.5 mg/ml, Sigma)가 첨가된 RPMI에 세척 

과정이 끝난 조직을 넣고, 37℃, 850 rpm으로 30분간 반응

시키는 효소 처리 과정을 두 번 진행하였다. 위의 과정에

서 상층액은 cell strainer (100 µm, Falcon)에 거른 뒤, 4℃, 
1,200 rpm으로 5분간 원심분리하여 세포 펠렛을 얻었다. 
Lamina propria 면역세포를 추출하기 위해 세포 펠렛을 

40% percoll (Cytiva) 4 ml에 현탁하여 75% percoll 2 ml 
위에 로딩하고 위와 같은 조건으로 원심분리하여 순수한 

세포층을 분리하여 수확하였다. 비장의 경우, RPMI 2 ml
에서 조직을 충분히 갈아준 후, cell strainer에 걸러 조직 

현탁액을 얻었다. 원심분리과정 후, 적혈구의 용해를 위

해 ACK buffer (Sigma) 2 ml을 넣고 얼음 위에서 2분간 

반응시켜 주었다. 장간막 림프절은 ACK buffer의 처리 과

정 없이 비장과 동일하게 진행하였다. 각 조직에서의 세

포수 측정은 trypan blue 염색을 통해 hemocytometer를 이

용하여 측정하였다.

유세포 분석

각 세포는 특정 형광이 부착된 항체를 반응시켜 유세포 

분석에 사용하였다. 먼저 조직으로부터 얻은 세포 현탁액

을 4℃, 4,000 rpm에서 3분간 원심분리하여 상층액을 제거

한 뒤, 유세포 분석에 사용할 형광 항체 cocktail 50 µl와 

반응시켰다. 30분 동안 4℃에서 차광한 상태로 반응시켜

준 뒤, 원심분리하여 형광 항체 cocktail을 제거시킨 뒤, 
RPMI를 1 ml넣고 다시 원심분리하여 세척 과정을 진행하

였다. 상층액을 버린 뒤, RPMI에 1% 포르말린이 첨가된 

FACS fixation buffer 200 µl로 현탁하여 유세포 분석을 위

한 샘플을 준비하였다. 유세포 분석에서 사용한 형광 항

체는 Table 1에 제시하였다.

골수 유래 대식세포와 수지상세포 배양

7주령 CRIP1+/+와 CRIP1-/- 마우스의 대퇴골을 적출한 

뒤, RPMI 배지에 1 ml 주사기를 이용하여 골수 세포를 분리

하였다. 골수 세포 현탁액은 4℃, 4,000 rpm에서 3분간 원

심분리하여 세포 펠렛을 얻은 후, ACK buffer를 처리하여 

적혈구를 용해시켰다. 원심분리 후, 얻은 골수 세포는 세

포수를 측정하여 RPMI에 10% FBS (Gibco), 50 µM 2-mer-
captoethanol (Sigma), 1% penicillin-streptomycin (Gibco), 20 
ng/ml GM-CSF (Peprotech)를 첨가한 배지 10 ml에 1×106 
개의 세포를 넣고 37℃, CO2 5% 조건에서 8일간 배양하였

다. 배양 배지는 2일차에 10 ml을 추가하였고, 그 이후 

2일마다 새로운 신선한 배지로 교체하였다. 완전히 분화

된 수지상세포와 대식세포는 배양 8일차에 수확되어 실

험에 이용하였다.

골수 유래 대식세포와 수지상세포의 살모넬라 감염 실험

완전 배양된 골수 유래 대식세포는 세포수 측정을 진행

하여 106개의 세포를 100 µl의 RPMI로 희석하여 96-well 
플레이트에 접종하였다. S. Typhimurium χ3339는 앞서 언

급한 조건으로 배양하여 각각 5×105 CFUs/ml, 1×106 CFUs/ 
ml, 5×106 CFUs/ml의 그룹으로 나누어 대식세포에 접종하

여 함께 배양하였다. 각 그룹은 (1:0.5), (1:1), (1:5)의 다중

감염도(Multiplicity of infection, MOI)를 나타낸다. 37℃, 
CO2 5% 조건에서 1시간 동안 배양한 뒤, 대식세포 현탁액
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을 수거하여 50 µg/ml의 gentamycin (Gibco)이 첨가된 

RPMI를 1 ml까지 채운 뒤, 4℃, 1,200 rpm에서 5분간 원심

분리하여 상층액을 제거하는 세척 과정을 3번 진행하여 

잔존하는 살모넬라를 제거하였다. 대식세포의 세포막을 

용해시키기 위해 0.5%의 Triton X-100이 첨가된 PBS 1 ml
을 넣어준 뒤 상온에서 10분간 반응시켜 주었다. 그 후, 
LB 배지에 도말하여 대식세포의 세포 내 살모넬라의 집

락형성능을 측정하였다. 완전 배양된 골수 유래 수지상세

포는 106개의 세포를 100 µl의 RPMI로 적절히 희석하여 

96-well 플레이트에 접종한 뒤, 1 µg/ml의 살모넬라 유래 

lipopolysaccharide (LPS)를 처리하고 24시간 동안 배양하

였다. 그 후, 수지상세포 현탁액을 수거하여 4℃, 1,200 
rpm에서 5분간 원심분리한 뒤, 유세포 분석을 진행하였

다.

통계분석방법

본 실험의 모든 실험 결과는 평균±표준 오차로 나타내

었다. Graph pad prism (Graph Pad Software)를 이용하여 

통계분석을 진행하였으며, 마우스 생존율 실험결과는 

Log-rank test를 통해 검증하였으며, 마우스 몸무게 감소율 

실험 결과는 two-way ANOVA를 실시한 뒤, Sidak test를 

이용해 후속검증을 진행하였다. 그 외의 다른 실험결과는 

two-tailed unpaired t test를 통해 검증하였다.

결과 및 고찰

CRIP1-/- 마우스에서의 Salmonella (S.) Typhimurium

적정 감염농도 측정

먼저 S. Typhimurium의 마우스에 대한 적정 감염농도를 

알아보기 위해 CRIP1+/+ 마우스를 두 그룹으로 나누어 1× 
105 CFUs/ml, 1×106 CFUs/ml의 S. Typhimurium 현탁액을 

각각 100 µl씩 경구투여하고, 7일간 생존율과 몸무게 변화

를 관찰하였다. 1×106 CFUs/ml의 S. Typhimurium를 경구

투여한 그룹에서는 실험 6일차에 마우스가 죽어 66%의 

생존율을 나타내었지만, 1×105 CFUs/ml의 S. Typhimurium
를 경구투여한 그룹에서는 모든 마우스가 생존하였다

(Fig. 1A). 해당 마우스의 몸무게 변화 역시, 1×106 CFUs/ml
의 S. Typhimurium를 경구투여한 그룹에서 실험 5일차까

지 약 11%의 감소를 나타내다가 다시 회복하는 양상을 확

인했지만, 1×105 CFUs/ml 그룹에서는 몸무게 감소 추이가 

나타나지 않았다(Fig. 1B). 따라서, 우리는 S. Typhimurium
의 적정 감염농도를 1×106 CFUs/ml 라 정하고, 이후 실험

에 이용하였다. 다음으로, S. Typhimurium 감염에 대한 

CRIP1-/- 마우스의 성별에 따른 감수성 차이가 있는지 확

인하기 위해 1×106 CFUs/ml의 S. Typhimurium를 CRIP1+/+

와 CRIP1-/- 수컷과 암컷 마우스에게 각각 경구투여하여 

30일 동안 생존율을 관찰하였다. 수컷 마우스의 경우, 실

험 11일차에 모든 CRIP1-/- 마우스가 죽었으나 CRIP1+/+ 마
우스는 30일 동안 모두 생존하였다. 암컷 마우스는 다소 

다른 양상을 보였는데, 실험 9일차부터 마우스가 죽기 시

작하여, 30일이 지나기 전에 CRIP1+/+ 와 CRIP1-/- 마우스가 

모두 죽었다(Fig. 1C). 결과적으로 성별에 따른 S. Typhi-
murium 감염 감수성에 대한 유의미한 차이는 확인할 수 

없었지만, 암컷 마우스는 수컷 마우스에 비해 상대적으로 

S. Typhimurium의 감염에 취약한 것처럼 보인다. 이러한 

양상은 CRIP1-/- 마우스의 경우에도 동일하게 관찰되었는

데, 따라서 S. Typhimurium감염에 대한 CRIP1 유전자형에 

따른 생존율 차이를 보이는 수컷 마우스를 이후 실험에 

사용하였다. 수컷 마우스에게 S. Typhimurium를 경구투여

한 뒤, 3일 차에 마우스를 해부하여 각 조직에서 S. Typhi-
murium의 CFU를 측정한 결과, 혈액에서는 S. Typhimurium
이 검출되지 않았으며, CRIP1+/+와 CRIP1-/- 마우스의 비장

과 간, 소장, 파이어패치, 장간막 림프절, 각각의 조직에서 

S. Typhimurium의 유의미한 차이가 확인되지 않았다(Fig. 
1D). 본 실험을 통해 CRIP1 유전자형에 따른 S. Typhimu-
rium의 감염 감수성을 조사하였고, 암컷 마우스는 수컷 

마우스에 비해 S. Typhimurium에 상대적으로 취약한 것으

로 나타났으며, 이는 CRIP1-/- 마우스에서도 동일하게 관

찰되었다. 다양한 병원균의 성적 이형성에 대한 연구가 

활발히 진행되고 있지만, 아직까지 S. Typhimurium의 성

별에 따른 감수성 차이의 명확한 메커니즘은 밝혀진 바가 

없다[41]. 우리의 이러한 결과는 S. Typhimurium의 성적 

이형성에 대한 새로운 단서를 제공할 수 있다. 또한, 각 

조직에서 CRIP1+/+와 CRIP1-/- 마우스 간 S. Typhimurium의 

CFU가 유의미한 차이가 나타나지 않았는데, 이는 CRIP1
이 S. Typhimurium의 감염 감수성을 결정하는 필수적인 

인자는 아니라는 사실을 시사한다.

골수 유래 수지상세포와 대식세포의 활성화 및 분화에 대한

CRIP1의 효과 조사

S. Typhimurium 감염 시 수지상세포와 대식세포와 같은 

식세포가 숙주의 방어 작용에 중요한 역할을 수행하며

[36], CRIP1이 면역세포의 분화와 발달에 영향을 미친다

[9]는 사실을 기반으로 우리는 CRIP1+/+와 CRIP1-/- 마우스

의 골수로부터 유래한 수지상세포와 대식세포를 이용하

여 S. Typhimurium에 대한 활성화와 분화 정도를 조사하였

다. CRIP1+/+와 CRIP1-/- 마우스의 골수에서 각각 골수 유래 

대식세포를 분화시킨 뒤, 1×106개의 골수 유래 대식세포

에 각각 5×105 CFUs/ml, 1×106 CFUs/ml, 5×106 CFUs/ml 
(각각 1:0.5, 1:1, 1:5 다중감염도)의 S. Typhimurium를 감염

시키고, 한 시간 뒤 대식세포의 세포 내 S. Typhimurium의 

CFU를 측정하였다. 그 결과, 식세포작용으로 인해 대식세

포 내로 흡수된 S. Typhimurium는 CRIP1+/+와 CRIP1-/- 그
룹간 큰 차이를 보이지 않았다(Fig. 2A). 다음은 CRIP1+/+
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Fig 1. General in vivo experiments for optimal infection dose of S. Typhimurium χ3339. (A-B). Lethal dose for mouse experiment 
was measured by daily monitoring survival rates (A) and body weight changes (B) of mice orally infected with S. 
Typhimurium χ3339 (1×105 or 1×106 CFUs/ml). (C) Survival rates of male and female mice orally infected with S. 
Typhimurium χ3339 were monitored to investigate sexual differences against Salmonella infection in CRIP1-/- mice. (D) 
Colony-Forming Units (CFUs) of S. Typhimurium χ3339 were measured form the indicated organs 3 days after infection. 
Data were presented as mean ± SEM. Statistical analysis was performed with Log-rank test (A, C), two-way ANOVA 
with Sidak’s multiple comparisons test (B), and two-tailed paired t tests with Holm-Sidak method (D). n.s.; not significant.

와 CRIP1-/- 마우스의 골수 유래 수지상세포에 S. Typhimu-
rium의 지질다당류 1 µg/ml를 처리하고 24시간 뒤, CD45+ 

CD11c+MHCⅡ+ 수지상세포에서 보조자극인자인 CD80
와 CD86의 발현 정도를 유세포분석을 통해 비교하였다

(Fig. 2B). S. Typhimurium의 지질다당류로 세포 자극을 

주기 전과 후 모두 Nil그룹과 대비해 CRIP1+/+와 CRIP1-/- 
그룹의 CD80와 CD86의 발현이 유의미한 차이를 나타내

지 않았으며(Fig. 2C), 평균형광광도(mean fluorescence in-
tensity, MFI) 역시 유의미한 차이를 보이지 않았다(Fig. 
2D). 선행연구에서는 급성 골수성 백혈병 환자에서 CRIP1
이 환자의 예후와 밀접한 연관성이 존재하며, 바이오마커

로서 기능할 수 있다는 가능성을 보고하고 있지만[34, 46], 
S. Typhimurium 감염 상황에서 CRIP1이 골수성 세포의 

활성과 분화에 미치는 영향은 아직 알려진 바가 없다. 우
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Fig 2. The influence of CRIP1 gene deficiency on activation of bone marrow-derived myeloid cells. (A). Invaded Salmonella 
spp. was measured in bone marrow-derived macrophages (BM-DMs) of WT and CRIP1-/- mice co-cultured with S. 
Typhimurium χ3339 for 1 hr. (B). Gating strategy of bone marrow-derived dendritic cells (BM-DCs). Representative images 
(C) of histograms and quantification bar graphs (D) of MFI values in CD80 and CD86 expression on BM-DCs of CRIP1+/+ 
and CRIP1-/- mice after LPS stimulation for 24 hr. Data were presented as mean ± SEM. Statistical analysis was two-tailed 
paired t tests with Holm-Sidak method. n.s.; not significant.

리는 세포분화 실험을 통해 S. Typhimurium 감염 상황에

서 CRIP1+/+와 CRIP1-/- 마우스의 골수 유래 수지상세포와 

대식세포의 활성과 분화에 유의미한 차이가 없다는 사실

을 밝혔다. 이는 CRIP1이 감염상황에서 골수성 세포의 

활성과 분화를 조절하는데 관여하는 필수적인 인자는 아

니라는 점을 시사한다.

CRIP1 유전자형에 따른 소장의 면역세포 비율 조사

정상상태의 마우스에서 CRIP1 유전자형에 따른 소장의 

면역세포의 비율의 변화를 조사하기 위해 6주령 CRIP1+/+

와 CRIP1-/- 마우스에서 소장을 적출하고 lamina propria 내
의 면역세포를 추출하였다. 유세포분석을 통해 추출한 면

역세포를 각각의 형광 항체로 표지하여 in vivo상의 골수

성 세포의 비율을 분석하였다. CRIP1+/+ 마우스와 비교하

여 MHCⅡ-CD11b+Ly6ChiLy6G- 단핵구와 MHCⅡ-CD11b+ 

Ly6CintLy6G+ 호중구는 CRIP1-/- 마우스에서 경미하게 증

가하였다(Fig. 3A, 3B). MHCⅡ+CD11b+CD11c+ 수지상세

포는 CRIP1+/+와 CRIP1-/- 마우스에서 큰 차이가 없었으며
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Fig 3. Comparison of myeloid cell population taken from small intestine of CRIP1+/+ and CRIP1-/- mice. Lamina propria (LP) 
immune cells of the small intestine were analyzed by flow cytometry in CRIP1+/+ and CRIP1-/- mice. Representative flow 
cytometry images (A) and summary bar graph (B) indicated cell frequency of monocytes and neutrophils population. 
Other LP-immune cells (C-D; dendritic cells, E-F; macrophages) were analyzed as mentioned above. Data were presented 
as mean ± SEM. Statistical analysis was two-tailed paired t tests with Holm-Sidak method. n.s.; not significant.

(Fig. 3C, 3D), MHCⅡ+CD11b+F4/80+ 대식세포 역시 그룹 

간 큰 차이를 보이지 않았다(Fig. 3E, 3F). In vivo 마우스의 

장 내에는 공생미생물이 서식하며, 이러한 공생미생물은 

골수성 세포의 분화와 항상성 유지에 매우 중요한 역할을 

담당한다[16]. 또한, 숙주의 유전적 변이는 체내 전반적인 

생리학적 반응에 영향을 미치며, 활발한 면역반응이 끊임

없이 일어나는 장 내 면역세포는 특히 큰 영향을 받을 

수 있다[18]. 그러나, CRIP1-/- 마우스의 장내 단핵구, 호중

구, 대식세포와 수지상세포의 비율은 CRIP1+/+ 마우스와 

비교하여 유의적인 변화가 없다는 것을 확인하였다. 

CRIP1 유전자형에 따른 비장과 장간막 림프절의 면역세포

비율 분석

지질다당류를 활용한 패혈증 유도 마우스모델에서 

CRIP1의 과발현 마우스 그룹이 더욱 심각한 병리학적 증

상을 나타내고, 비장세포의 부조절을 유발한다는 선행연
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Fig 4. Altered myeloid cell population in secondary lymphoid organ of CRIP1-/- mice. Representative myeloid lineage populations 
(monocytes, neutrophils, dendritic cells, and macrophages) were analyzed in the spleen (A) and mesenteric lymph node 
(B) of CRIP1+/+ and CRIP1-/- mice by flow cytometry. Data were presented as mean ± SEM. Statistical analysis was 
two-tailed paired t tests with Holm-Sidak method. n.s.; not significant. *p<0.05, **p<0.01.

구를 바탕으로[27], 정상상태의 CRIP1+/+와 CRIP1-/- 마우

스에서 비장과 장간막 림프절의 면역세포 비율을 유세포

분석을 통해 분석하였다. 흥미롭게도, 비장의 MHCⅡ
-CD11b+Ly6ChiLy6G- 단핵구와 MHCⅡ+CD11b+CD11c+ 수
지상세포가 CRIP1-/- 마우스에서 유의적으로 증가한다는 

것을 확인하였다(Fig. 4A). 또한, 장간막 림프절의 MHCⅡ
-CD11b+Ly6CintLy6G+ 호중구가 CRIP1+/+마우스와 비교하

여 CRIP1-/-마우스에서 유의적으로 증가하였다(Fig. 4B). 
비장과 장간막 림프절과 같은 2차 면역기관의 골수성 세

포는 병원체에 대한 전신면역반응에 필수적인 역할을 수

행한다[24]. 호중구는 급성감염상황에서 유입된 병원체을 

인식하고, 호중구 세포 밖 덫(neutrophil extracellular trap, 
NET)을 형성하여 병원체를 효과적으로 제거한다[7]. 단핵

구는 염증이 일어난 조직을 제거하고 빠르게 수복하는데 

기여하며 대식세포의 전구체로서 기능하고, 수지상세포

는 효율적인 항원제시세포로 T세포를 활성화시키는데 중

요한 역할을 한다[22, 23]. 우리는 CRIP1-/- 마우스에서 비

장의 단핵구와 수지상세포, 그리고 장간막 림프절의 호중

구가 CRIP1+/+ 마우스에 비해 상당히 유의적으로 증가한다

는 사실을 밝혔다. 이는 CRIP1이 2차 면역기관의 골수성 

세포 형성에 관여할 수 있다는 가능성을 제시하고, CRIP1 
발현의 조절이 다양한 감염질환을 치료하는 새로운 접근

법이 될 수 있다는 것을 시사한다. 추후에는 CRIP1-/- 마우

스에서 나타난 골수성 세포의 변화가 S. Typhimurium 감
염 상황에서 발생하는 면역반응에 어떻게 기여할 수 있는

지, 또한 골수성 세포로부터 시작된 염증반응이 T세포와 

B세포의 기능에 어떠한 영향을 미치는지를 밝히기 위한 

추가적인 연구가 필요하다.
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초록：CRIP1결손조건 하에서 Salmonella Typhimurium 감염에 의해 유도되는 면역반응에 관한

연구

서동주1․이세희1․박 선1․김혜윤1․양진영1,2*

(1부산대학교 생명시스템학과, 2부산대학교 생명과학과)

살모넬라는 일반적으로 식품에 의해 전파되고 심각한 공중보건 문제를 야기하는 병원성 미생물로, 살모

넬라에 대한 숙주의 감수성을 결정하는데 숙주의 유전적 요소가 중요한 역할을 담당한다. Cysteine-rich 
intestinal protein1 (CRIP1)은 LIM/double zinc finger protein family에 속하는 단백질로, 인간의 소화관과 폐, 
비장을 포함한 인체 전반적인 부위에서 폭넓게 발현된다. 최근 CRIP1은 여러 면역 질환의 핵심적인 마커로

서 보고되고 있지만, 숙주의 세균 감염에 대한 CRIP1의 영향은 아직 알려진 바가 없다. 살모넬라는 CRIP1 
유전자를 굉장히 높은 수준으로 발현하는 소장의 파이엘반 내로 침입한다고 잘 알려져 있기 때문에, 본 

연구에서는 살모넬라 감염과 CRIP1 결핍 간의 상관관계를 규명하는 것을 목표로 하였다. 우리는 ex vivo 
분화 실험을 통해서 CRIP1 결핍은 골수-유래 대식세포의 식세포작용과 골수-유래 수지상세포의 보조자극

인자의 활성을 변화시키지 않는다는 것을 발견하였다. 게다가, 유세포 분석 데이터를 통해 야생형 마우스

와 CRIP1 유전자 결핍 마우스 간의 MHCII+CD11b+ CD11c+ 수지상세포 및 MHCII+F4/80+CD11b+ 대식세포

가 비슷한 수준을 나타낸다는 것을 보여주었다. 흥미롭게도, 비장의 단핵구와 장간막 림프절의 호중구의 

기저 수준은 야생형 마우스보다 CRIP1 유전자 결핍 마우스에서 더욱 풍부하게 나타났다. 요약하자면, 우리

는 CRIP1이 Salmonella Typhimurium 감염에 대한 숙주의 감수성과 골수성 세포의 활성에 불필요한 유전자

임을 명확하게 증명하였다. 또한, 항원에 노출되지 않은 CRIP1 유전자 결핍 마우스에서 나타난 면역세포의 

각기 다른 비율은 CRIP1 유전자의 발현 조절이 다양한 감염성 질환에 대한 새로운 면역치료 접근법일 

수 있음을 시사한다.


