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마우스 장 포  증식과 생존 에 

 BCG-CWS  면역자극 효과

(지도 : 주 구)

이 욱

주  원 과

균  포벽  구 는 cell-wall skeleton(CWS)  면역  자극 고 생체 내

에  분해가능  입자  adjuvant  자  면역 료에 사용 어 다. 

Mycobacterium bovis bacillus Calmette-Guerin  CWS(BCG-CWS)는 신에 

사용 고 있는 adjuvant , 강  효능과  있다고  있다.  BCG-CWS

에  많  연구가 행 고 있지만, 장 포에 BCG-CWS가 미 는 향에 

 연구는 미  실 이다. 우리는 MTT assay  trypan blue exclusion test를 

통해 BCG-CWS가 장 포  분열능 과 생존  매우 강 시킨다는 것  

내었고, 미경 찰에 도 분열능  입증해 주는 다  포 리를 목격 다. 

장  어떠  포가 어떻게 증식 었는지 포분  통 여 BCG-CWS는 

CD4+ 는 CD8+ T 림 구가 닌 CD19+ B 림 구에  분열능   상승시킨다

는 것    있었다. BCG-CWS는 bcl-2, bcl-xL과 같  anti-apoptotic 

molecules  조군에 해 많이 시 며, 포   높여주는 IL-2  

같  사이토카인  작용과  림 구  마커인 CD25, CD69를 면

 장히 높 다.  항원특이 인 면역 에 해 는 BCG-CWS를 처리

  항원특이 인 포분열이 욱 증가 고 interferon-gamma  같  T 



helper 1 면역 에 요  cytokine  생산이 증가 었다. 라  BCG-CWS는 

항원 특이 , 항원특이 인 림 구  분열능 과 생존능  향상시키며 주요 사

이토카인  생산  상승시킴 써 신 adjuvant가   있  것  다. 

Keywords: BCG-CWS, adjuvant, vaccine, Spleen cell, CD4
+, CD8

+ ,CD19
+  

lymphocyte immune responses.



Abstract

Immunostimulatory Effects of BCG-CWS

on the Proliferation and Viability of

Mouse Spleen Cells

Supervised by professor Hong-Gu Joo

Che-Wook Lee

College of Veterinary Medicine,

Graduate school, 

Jeju National University

Mycobacterial cell-wall skeleton (CWS) is an immunoactive and 

biodegradable particulate adjuvant and has been used for immunotherapy in 

patients with cancer. The CWS of Mycobacterium bovis bacillus 

Calmette-Guerin (BCG-CWS) was studied as a universal vaccine vehicle 

for antigen conjugation, to develop potentially effective and safe vaccine. 

Although a variety of biological activities of BCG-CWS have been studied, 

the effects of BCG-CWS on spleen cells are not fully elucidated. We 

investigated the effect of BCG-CWS on the viability and proliferation of 

spleen cells. Using MTT solution and trypan blue solution, we found that 



BCG-CWS significantly enhanced viability and proliferation. Multiple 

clusters, indicating proliferation, were observed in BCG-CWS-treated 

spleen cells and surface marker staining assay revealed that BCG-CWS 

promoted proliferation from CD19
+ B lymphocyte rather than CD4

+ or 

CD8
+ T lymphocyte. In addition, BCG-CWS up-regulated the expression 

of anti-apoptotic molecules such as bcl-2, bcl-xL. BCG-CWS increased 

the surface expression of CD25 and CD69 as well as production of IL-2 

from spleen cells, suggesting increased activation. Also, BCG-CWS can 

induce antigen-specific cell proliferation and interferon-gamma production 

of spleen cells. Taken together, these results demonstrate that BCG-CWS 

increases the viability and proliferation of spleen cells via multiple 

mechanisms, valuable information for broadening the use of BCG-CWS in 

clinical and research settings. It is thus suggested based on these data 

that BCG-CWS can be an effective vaccine adjuvant to induce 

antigen-nonspecific and specific lymphocyte proliferation and viability and 

produced cytokines in the spleen cells.

Keywords: BCG-CWS, adjuvant, vaccine, Spleen cell, CD4+, CD8+ ,CD19+  

lymphocyte immune responses.
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Ⅰ. 

  공 보건 이나 경 인 에  질병  료 는 것보다, 는 것이  

효 이다. 질병  목  신이 개  이래, 재 지 신  질병  

는데 있어  매우 요  역  고 있다. 신  체내 면역계  모리 

능  이용 여 같  병원체에 감염 었  , 면역   르고 강 게 상승시

다. 이러  신  신항원과 adjuvant  주요 구  고 있는 데, 신

항원  목 는 질병  원인체에 해 역  담당 며, adjuvant는 이러  신

항원  효능  높이는 역  다.

  이러  adjuvant 써 가장 리 사용 고 있는 것  지난 aluminum compound

인 alum이다 [1]. Alum  신항원  착 여 체내에  존재 는 간  연장

고 항원  항원 시 포가 탐식  좋도  용 항원  입자  질 태  변

시키며 [2], 항원  탐식 는 항원 시 포를 시킨다 [3-5]. 지만 alum  

포매개  면역  일 키는 능 이 약 고 T helper(Th) 1 면역 이 미 다 

[1]. 이 에 결핵, 티푸스, 루 라  같이 포내에 침입 여 증식 는 병원

미생 에 해 능이 약  단  가지고 있다.  alum  부작용   

는 내 종 시 종부 에 종    있 며 [6, 7], IgE 생산  증가

시  allergenicity를 생시킬  있다.  신경독  가지고 있 며 신장 능 

 자에 는 aluminum이 체내에 축 면  독  작용   있다. 

[8-10]. 

  이러  이 있 에도 가장 많이 사용 고 있는 이 는 재 지 이러  

  보 었다고 인 는 adjuvant  개 이 미  이다. 

라  고 인 면역  균 있게 일 킬  있는 adjuvant  개 이 

요 며 재 지  고 효 인 신개   연구가 많이 이루어지고 

있다 [11, 12]. 

  Mycobacterium bovis bacillus Calmette-Guerin(BCG)는 결핵 자에 신
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  사용 다 [13-15]. 마이 리  포벽  항원 시  

inflammatory cytokines  높   시키는 강  면역원 질 , 면역

 높   시킨다 [16, 17]. 그리 여 마이 리 는 포독  

T 림 구  자연살해 포   항체생산  증가시키   adjuvant  종

종 사용 었다. 특히 BCG  포벽 구 질인 cell wall skeleton(CWS)는 

mycolic acid  arabinogalactan 그리고  peptidoglycan complex가 공 결합  

이루어진 강  면역원  가진 구조 , 강  천면역  일 키   목

  Freund’s adjuvant  함께 사용 었다 [18-21]. BCG-CWS를 adjuvant  

사용   효  항체생산  도 고, 포독  T 림 구  증식  향

상시 고, 항종양효과를 나타내었다 [22, 23]. 이러  BCG-CWS  임상  효능

 종양에  면역 료 질  많  연구가 이루어지고 있다 [24, 25].  

BCG-CWS는 지상 포에  미생 과 결합   있는 Toll-like receptor 2  

(TLR2)  Toll-like receptor 4 (TLR4)   증가시  지상 포를 

시키는 역 도 행 다 [19, 26].

  장  림 구  몇몇 면역 포  구 어 있는 요  면역 이다. 장  

에  래  항원에  면역  며, 노  포  손상  포를 

거 는 역 도 행 다. 장  구를 장 고 에 존재 는 항원  인식

는 색질과 주  림 구  이루어  면역  주  능  는 색질  구

어 있다. 신체내    장  면역에  주요  능  행 고 있

에도,  BCG-CWS가 장에 미 는 향에  연구는 미  상태이다. 

  라  본 연구는 마우스  장 포에 BCG-CWS를 처리 여 장 포  분열

능 과 생존능  그리고 면역 동과  주요 사이토카인  분 에 어떠  향

 주는 가에 해 보고 장 포가 특이면역  상태에  BCG-CWS가 도

움이 는 역  는 지 인 여 이를 탕  adjuvant  BCG-CWS  가

능  가늠해 보   탕이 고자 행 다.
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Ⅱ. 재료  법

  실험동   시약

  모든 실험에 ORIENT BIO에  구입 여 주  약리 실험실에  지

 7-12 주  Balb/c 마우스를 사용 다. 동 실험  주  동 실험

리 원회  승인   시행 었 며 주  동 실험 리지침  다. 

BCG-CWS는 충남  과 에  공 , sterile phosphate-buffered 

saline(PBS)에 녹여 사용 다. 

  포    양

  마우스  장 포를  후 양 는 실험  이미 립  법에 라 실시

했다 [27]. 간략히 명 면, 마우스  장  떼어내 리  분쇄시  포를 

얻었다. 삼 용 인 ammonium chloride potassium(ACK) lysis buffer를 이

용 여 구를 용 시  거  후 5% fetal bovine serum(FBS)과 

L-glutamine, penicillin/streptomycin이 첨가  RPMI1640 지에 포를 풀어 

T75 라스크에 고 1시간동  양 여 식 포  같  부착 포가 라스크  

닥에 부착 도  다. 이 후 떠 있는 포를 회  뒤 40 ㎛ cell strainer  

결합조직 등  걸러내고 10% FBS  L-glutamine, penicillin/streptomycin, 

sodium pyruvate, non-essential amino acids, 2-mercaptoethanol이 첨가  

RPMI1640 지를 이용해 96-well 는 6-well culture plate에 2×106 cells/

㎖  장 포를 어 양 다. 모든 포 양 시 도는 37℃, CO2  농도는 

5%를 지 도  다.

  장 포  분열능 과 생존  

  96 well culture plates에 장 포를 4×105cells/200㎕/well  seeding 고 

BCG-CWS를 농도별  처리 여 3일간 양  후 

3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT, 

Sigma) solution과 trypan blue exclusion test  분열능 과 생존능  평가

다. MTT assay를 해  양  포에 10 ㎎/㎖ MTT solution를 10 ㎕/well
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 처리 여 4시간동  37℃에  양   후, 다시 10% sodium dodecyl 

sulfate를 100 ㎕/well를 처리 여 2시간 37℃에  양 후 microplate reader 

(Molecular devices, Sunnyvale, CA) 사용 여, 570 nm - 650 nm  도에

 MTT assay  분열능  평가 다.  양 포  생존  보  

해 trypan blue solution (Invitrogen, Carlsbad, CA)  포염색 여, 살 있는 

포  죽  포  를 다. 양  장 포  사진  inverted microscope 

(Olympus Co., Tokyo, Japan)에  digital camera (Cannon Inc., Tokyo, 

Japan)를 연결 여 다. 

  포분

  6-well culture plates  각 well에 BCG-CWS를 농도별  처리 여 3일간 

양 후 포분  다. 포염색법  이미 립  법에 라 실시했다 [28, 

29]. 장 포는 biotin-labeled anti-CD4, anti-CD8, anti-CD19, anti-CD25 

antibody를 1차항체  처리 고 2차항체  phycoerythrin (PE)를 처리 다. 

CD69에  항체 는   PE-labeled anti-CD69 antibody를 이용 다 (all 

from BD Biosciences, San Jose, CA). 염색  포는 FACS CaliburTM 과 Cell 

QuestTM(Beckton Dickinson, Franklin Lakes, NJ)  이용 여 포분  실

시 다.

  ELISA를 이용  cytokine  

  장 포  분열능 과 생존능  평가에   법  3일간 장 포를 

양  후 포 양  걷어내어 IL-2  IL-4  생산량  CytoSetTM 

kit(Invitrogen)를 이용해 다. Lipopolyssacharide(LPS)  

Concanavaline A(ConA)를 positive control  사용 다.

  OVA 특이 인 장 포  분열능  평가

  마우스에 마리당 20 ㎍  OVA를 20 ㎕  alum과 함께 복강내 종  다. 

alum에 OVA를 착시키  해 착시간  30분 동  었다. 2주 후 종  마

우스  장 포를 채취 여 5 μM carboxyfluorescein succinimidyl ester 

(CFSE)  10분간 염색  후 OVA 1 ㎍/㎖  함께 는 없이 양 다. 4일 후 
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CFSE에 염색  장 포를 거 여 PBS   번 척 후 포분  다. 

림 구  분열능  보  해 MTT assay를 실시했 며, ELISA를 이용

여 포 양  거 여 IL-4  Interferon (IFN)-gamma를 다. 

 

  Western blot analysis

  장 포에  apoptosis에  단 질이 어떤  는 지 보  

해 Western blot analysis를 실시 다 [27]. 간략히 명 자면, BCG-CWS

가 처리  장 포를 2x10
6cells/㎖  농도  양  후에 PBS  척 여 실험

에 사용 다. Protease inhibitor  aprotinin과 leupeptin이 첨가  WB lysis 

buffer를 포에 첨가 여 10분간 보 여 포를 lysis 시킨 후 4℃ 12,000 

rpm에 10분간 원심분리 여 상  얻었다. 상  Bradford's method에 

라 단 질 량  고, 나 지 상  WB sample용  2x sample buffer

 동량  어 5분간 끓여 western blot sample  만들었다. 단 질 량 결과

에 라 동일  양  단 질  Loading 며, 12% SDS-PAGE 

(polyacrylamide gel electrophoresis)용 gel에 140V에  90분간 동  후, 

400 mA에  120분간 nitrocellulose membrane (Sigma)에 transfer 다. 

transfer  membrane  다시 5% skim milk 20 ㎖에 어 실 에  1시간 동  

면  blocking 고 1차 항체  mouse anti-Bcl-2  mouse anti-Bcl-xL

 5% skim milk에 500 ,  mouse anti-beta-actin  10000  희 여 룻

 동   시 다. 2차 항체  goat anti-mouse IgG horseradish peroxidase 

(HRP)를 1000  희 여 실 에  1시간 시 다.  이에 다시 0.1% 

Tween-20이 첨가  TBST  15분  3번 washing  후 실에  상 다. 

  분

  모든 data는 평균 ± 편차  나타내었 며 Instat software(Graphpad, San 

Diego, CA)를 이용 여 student t test를 통해 분 다. 0.05미만  p value를 

이 있다고 다. 
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Ⅲ. 결과

  장 포  분열능 과 생존 에  BCG-CWS  효과

  장 포  분열능 과 생존 에  BCG-CWS  효과를 보  해, 

MTT assay   trypan blue exclusion test를 사용 다.  0–100 ㎍/㎖  

BCG-CWS를 처리  장 포를 3일간 양 후, 도를 다. 이 결과, 

3.12–100 ㎍/㎖  CWS를 처리  장 포  증식 이 증가 었다(Fig. 1A). 

장 포  생존 에  CWS  효과를 보  여 trypan blue staining  

실시 고, 6.25 ㎍/㎖  농도에  가장 높  생존  보 다(Fig. 1B). 장

포  증식 에   다른 증거를 보  여 증식  장 포  cluster를 

inverted microscope  인 여 지 카 라   다(Fig. 2). 이  같

 결과는 BCG-CWS가 T 림 구  B 림 구를 포함  장 포에 면역원  

작용 다는 것  말해 다. T 림 구과 B 림 구이 BCG-CWS에  분열능 이 

어떠  지에 해 포 면염색  고, CD19+ B 림 구가 CD4+ 그리고 CD8+ 

T  림 구보다  높  분열능  보인다는 것  게 었다 (Fig. 3).
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Fig. 1. Effect of BCG-CWS on the proliferation/viability of spleen cells. 

The spleen cells were cultured at a concentration of 4×10
5 cells/200 ㎕

/well in 96-well culture plates and treated with 0–100 ㎍/㎖ BCG-CWS. 

After 3 days, (A) Proliferation assay using MTT solution, and (B) Trypan 

blue exclusion test were performed. Data are mean ± SD from three or 

four individual wells.

Fig. 2. Proliferating clusters in BCG-CWS-treated spleen cells. Spleen 

cells were cultured as described in Fig. 1, and treated with medium alone, 

1µg/ml, 5µg/ml or 25µg/ml CWS for 3 days.  Cell morphology was 

observed using an inverted microscope and the image was obtained by a 

digital camera.
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Fig. 3. Selective proliferation of CD19+ B lymphocytes by BCG-CWS 

treatment. Spleen cells were cultured at a concentration of 5×106 cells/5 

㎖/well in 6-well culture plates with medium alone or 1 ㎍/㎖ or 5 ㎍/㎖ 

BCG-CWS for 3 days. After harvesting, the cells were labeled with 

surface marker-specific antibodies. The numbers indicate the percentage 

of positive cells of a specific subset.
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  BCG-CWS에 향  장 포  사이토카인 생산량

  일 인 면역 에  클 장  포함  림 구  증식이 주 요 다 [30, 

31]. IL-2는 림 구 장에 주요  사이토카인이다. BCG-CWS가 림 구 장에 

여 는 사이토카인  생산에 여 는 지 보  해, BCG-CWS가 처리  

장 포  포 양 에  IL-2  IL-4를 다. IL-2  생산량  

BCG-CWS  농도  여 증가 다(Fig. 4). 지만 동일  포 양 에  

IL-4는 지 다(data not shown). 이러  결과  CWS는 림 구  

IL-2 생산량  증가시킨다고 볼  있다.

Fig. 4. Spleen cells were cultured as described in Fig. 1 and treated with 

the indicated concentrations of BCG-CWS. After 3 days of treatment, the 

supernatants were collected and IL-2 was quantified. Data are mean ± SD 

from four individual wells.



- 10 -

  BCG-CWS에  장 포  면역  면인자  변

  림 구  에 BCG-CWS  향  보  여, BCG-CWS가 처리  

장 포에  CD25, CD69 면인자   평가해 보 다. CD25는 IL-2 

용체  체인  림 구가 IL-2에 해 욱 민감 게 도  해주며 

CD69는 림 구   early-activation marker이다 [32]. 5 ㎍/㎖  BCG-CWS를 

처리  장 포에  양 면인자  이 증가 는 것  나타났다(Fig. 5). 

라  BCG-CWS는 IL-2  같  림 구   증가시키는 사이토카인에 해 

민감 게   있도  해당 면인자를 증가시 다.

Fig. 5. Enhanced expression of activation markers on spleen cells treated 

with BCG-CWS. Spleen cells were cultured as described in Fig. 3. 

Following BCG-CWS treatment, spleen cells were harvested and stained 

with CD25 and CD69, activation markers of lymphocyte. The number of 

histograms indicates the percentage of highly expressed cells.
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  BCG-CWS에  장 포  자연사 분자  변

  자연사를 포함  포사는 포사 분자에 해 엄격 게 조 다 [33]. 

Bcl-2   bcl-xL는 포  미토 드리 에  생 는 자연사를 어해주는 분자

  있다 [34]. BCG-CWS가 장 포  자연사를 얼마나 어 는 지 

보  해 BCG-CWS가 처리  장 포에  bcl-2   bcl-xL  생 도를 

western blot analysis를 통 여 보 다(Fig. 6). BCG-CWS는 bcl-2   

bcl-xL 양쪽 분자를 모  증가시 고 이는 장 포  포사를 높  에  억

고 있다는 것  시 다.

Fig. 6. Upregulated expression of the anti-apoptotic molecules bcl-2 and 

bcl-xL following BCG-CWS treatment. Spleen cells were setup as 

described in Fig. 3 and Western blot analysis was performed. 
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  OVA 자극에 해 면역  장 포  분열능 과 cytokine 생산

  항원특이  면역 에 BCG-CWS  효과를 보  해, 마우스 마리당 20 

㎍  OVA  20 ㎕  alum를 복강주사 다. 2주 후, 장 포를 양 여 

CFSE  염색 고 OVA를 여 지  마우스  여  마우스  장 포에 

BCG-CWS를 처리 여 4일 동  양 다. MTT assay를 통 여 장 포  

분열능  다(Fig 7A). 면역  장 포는 CWS 농도에 라 분열능 이 

높 진 것  나타났다. BCG-CWS를 처리  장 포에 CFSE염색  여 

포분   결과, OVA 자극에 해 면역  장 포에  BCG-CWS에 해 분

열능 이 증가  것  나타났고(Fig. 7B), 이는 fig. 3에  나타난 것 처럼 특히 

CD19
+ B 림 구가 증가  것  보인다. 지만 포매개  면역 에 여

는 IFN-gamma도 BCG-CWS  농도에 여 증가 다(Fig. 8).
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Fig.7. Proliferation of OVA-immunized spleen cells by BCG-CWS 

treatment (A) Proliferation assay using MTT solution, in which 

OVA-immunized spleen cells were treated with 0-5 ㎍/㎖ BCG-CWS for 4 

days. Data are mean ± SD from four individual wells. (B) OVA-immunized 

spleen cells stained with CFSE were cultured in 96-well culture plates 

with medium alone, 1 ㎍/㎖ or 5 ㎍/㎖ BCG-CWS for 4 days. After 

harvesting, the cells were analyzed by flow cytometry. The numbers of 

histograms are percentage of proliferating cells.
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Fig.8. Increased production of IFN-gamma by OVA-immunized spleen cells 

with BCG-CWS treatment. OVA-immunized spleen cells were cultured 

described in Fig. 7 and treated with or without the indicated concentrations 

of BCG-CWS. After 4 days of treatment, the supernatants were collected 

and IFN-gamma was quantified. Data are mean±SD from four individual 

wells.



- 15 -

Ⅳ. 고찰

  가장 많이 사용 고 있는 adjuvant인 alum  포함 여, 재 지 개  

adjuvant는 독 과 , 면역 도 효과 등에   가지고 있다. 라  

고 인 면역  균 있게 일 킬  있는 adjuvant  개 이 요

다. Mycobacterium bovis bacillus Calmette-Guerin(BCG)는 결핵 자에 신

  사용 었 며 [13-15], BCG-CWS는 심  부작용없이 료  목

 결핵 자  자에 adjuvant  사용 어 다 [35].  BCG-CWS는 항체

생산  강 게 도 며, 포독  T 림 구  분열능  향상시키어, 자  

료에 사용 었다 [22, 23]. 우리는 BCG-CWS에  장  림 구가 어떠

  보이는 지  사이토카인 생산  양상 그리고 포자연사에 해 어떠  

효과를 보이는 지 보  했다. 

  장  T 림 구, B 림 구를 포함해 자연살해 포, 식구  지상 포등  

구 어 있 나, 실험에 쓰인 장 포는 과 에  식 포  같  부착 포

를 거 여 부분 림 구  구  포를 사용 다. BCG-CWS는 장 포  

분열능 과 생존능  향상시 다. 우리는 BCG-CWS가 어떠  림 구에 분열능

 강 시키는 지 인해보  여 BCG-CWS가 처리  장 포에 포 면

염색   후 포분  니, CD19+ B 림 구가 분열능 이 크게 향상

었고 CD4+ 는 CD8+ T 림 구는 분열능 향상이 미 다. BCG-CWS에 

해 자극  장 포에  CD19+ B 림 구가 특히 증가 는 것  BCG-CWS가 체

면역  상승시 주는 것  추 다. 그러나 이러  것이 BCG-CWS가 

IgG  Isotype  생산 게 여 상승 는 것인 지, 는 antigen-specific IgG  

생산  증가시킨 것인 지 실 지는 다. 이러    계속 연구 어

야  것이다. 

  림 구는 면역 능  나타내는 작동 포  여러 면역 에 주요  능  행

 해 는 효과 인 면역  나타내도  드시 충분  분열증식  해야 

다. IL-2는 면역 포  증식과 분 를 진시키는 사이토카인이다. BCG-CWS는 
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IL-2 용체  체인인 CD25  면  증가시키어 장 포를 CD25를 

통 여 IL-2에 민감 게 작용 도  해 다. 우리는 BCG-CWS가 장 포  분

열능  증가시키는  다른  인해보  해 BCG-CWS가 처리  장

포에  면인자염색  여 CD25, CD69 면인자   평가해 보 다. 

fig. 5에    있듯이 BCG-CWS는 장 포  림 구에  CD25  CD69  

 증가시 다.  BCG-CWS는 양  장 포에 CD25  자인 

IL-2  생산에 해 본 결과 는 fig. 4에  보 듯이 IL-2  생산  증가시

다. 이러  결과는 BCG-CWS가 IL-2 용체  체인인 CD25  과 

IL-2  생산량  증가시  장 포가 CD25를 통 여 IL-2에 양  

 상승시키  에, 결과  BCG-CWS가 클 장  롯  림 구  분열

능  증가시키는 것  생각   있다. 

  림 구  분열증식이 면역 에 요 다는 뜻  그만큼 작동 포  작용   

있는 림 구가 양  요 다는 미이  에, 림 구  생존 도 면역

에 요  면이 다   있다. 양  장 포는 생존에 요  요인이나 

장요소들이 결  시작 면 자연사  상태  들어가  에 우리는 

BCG-CWS를 처리 거나 처리 지  장 포  fig. 1과 fig. 2에  같이 

생존능  , 평가   있었다. 우리는 BCG-CWS가 림 구  생존  어느 

도 상승시킨다는 결과를 내고 BCG-CWS가 어떻게 양  장 포  생존

 증가시키는 지 인  여, anti-apoptotic molecules인 bcl-2과 

bcl-xL  도를 인  해 western blot analysis를 행 다. 그리

여 fig. 6에  보듯이 bcl-2과 bcl-xL가 BCG-CWS에 해 높게 다는 것

 냈다. 라 , BCG-CWS는 분열능 뿐만 니라 생존 도 상승시  작동

포를 양 인 면에  효과 인 면역작용  일 킬  있  것이라 생각   있

다.

  BCG-CWS  adjuvant  효능  보  해  항원인 OVA를 사용

여 항원특이면역  보 다. OVA  면역   장 포에 BCG-CWS를 

처리 거나 처리 지 고 양 다. Fig. 7에  볼  있듯이 OVA  면역  

마우스  장 포에 BCG-CWS를 처리 지  것보다, BCG-CWS를 처리  
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것이  높  분열능  나타내었다. 즉 면역  포에  BCG-CWS는 OVA 

특이 인 면역  향상시킬  있다는 것    있다. 이러  실험결과는 

BCG-CWS가 adjuvant  사용   장 포  면역  욱 시킬  

있  것이라 상해 볼  있다.

   BCG-CWS가 B 림 구  분열능  향상시키고 T 림 구  분열능 에

는 큰 향  주지는 못 지만, BCG-CWS는 자  러지 자  료  

균 신  adjuvant  사용 었  에 Th-1 포에 향  미 는 것  

다 [24, 35, 36]. Interferon-gamma (IFN-gamma)는 T 림 구  자연살해

포에 해 생산 는 사이토카인  천면역 과 포매개 면역  모 에

 큰포식 포를 는 것  주  능  가진다.  많  포에  항원

시를 조 는 면역 계에  요  역  는 사이토카인이다 [37]. 우리는 

BCG-CWS가 장에 존재 는 T 림 구에 얼마나 향  주는 지 보  해, 

OVA  면역  장 포를 양 여 BCG-CWS를 처리  후, IFN-gamma  

생산  보 다. Fig. 8에  같이 BCG-CWS는 농도에 여 

IFN-gamma  생산량  증가시 고, OVA  in vitro에  재자극  포에  

그 생산량이 욱 증가 어 나타났다. 이는 BCG-CWS가 장 포에 는 T 림

구  분열능  향상시키지는 못 했지만, 를 향상시키는 면에 는 가능  

나타낸 것이라 볼  있다.  BCG-CWS에 해 생  IFN-gamma 역시 여

러 경 를 통 여 면역 동  자극시킬 것이다 [35, 38].

  존 신 adjuvant  단 들  보  해, 여러 질들이 연구 고 있는 가

운데  BCG-CWS는 이러  연구 상 질 에 나이고, 이미 임상  BCG

는 결핵균에 는 신  사용 어 며, BCG-CWS는 료에 adjuvant

 사용 고 있다. 지만, BCG-CWS에  연구 , 체내 주요 면역 인 

장에  어떠   일 키는 가에  결과는 미  실 이었다. 실험결과를 

종합했  , 장 포에  BCG-CWS는 명 히 B 림 구  분열능  증가시

며, 림 구  생존  향상시 다. IL-2  IFN-gamma  같  주요  사이토

카인  생산능  향상시 고 CD25  CD69  같  면역 에  면인자

  높 다. 이러  결과는 장에  BCG-CWS가 면역  강 시키고 체
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면역 뿐만 니라 포 면역 에도 여 는 효과가 있  가능  보여

다.  존 adjuvant가 가지는 단  어느 도 효  보 고 있는 

지  항체생산능 이 평가 어야  것이고, 항원이 닌 실  병원  항원과 

함께 용 는 실험 등이  계속 어야 adjuvant  실용  증명   

있  것이다. 
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