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Objectives：Leukotriene B4(LTB4) is lipid mediator derived from membrane phospholipids dur-
ing the process of inflammation, having many roles(ie；inducer of chemotaxis, the production 
of nitric oxide, transepithelial migration of neutrophil). The major activities of LTB4 include the 
recruitment and activation of leukocytes, suggesting that it may involve the process for transen-
dothelial migration of nuclear cells in bone marrow environment. Reactive Oxygen Species 
(ROS) have a cell signaling roles that are involved in signal transduction cascades of numerous 
growth factor-, cytokine-, and hormone-mediated pathways, and regulate many biological sys-
tems. In this present study, we focused on the role of LTB4 and ROS on transmigration of bone 
marrow nuclear cells across endothelial or stromal cell monolayer. 
Methods：MS-5, murine stromal cell line cells, or bEnd.3, murine microvascular cell line cells, 

were grown to confluence on microporous transwell membrane. Murine marrow cells were placed 
on top of the prepared transwell membrane. The transwells were then seated in wells containing 
media and LTB4 with or without pretreatment of N-acetylcysteine(NAC), an oxygen free radical 
scavenger, or diphenylene iodonium(DPI), an inhibitor of NADPH oxidase-like flavoproteins. 
Cells that migrated through the stromal or endothelial layer into the wells were assayed for tran-
sendothelial migration. 

Results：The numbers of migrated bone marrow nuclear cells through the bEnd.3 were increased 
by treatment of LTB4(control, 12.5±0.2%；50nM, 22.7±0.9%；100nM, 44.3±1.4%；200 
nM, 36.3±0.9%；p<0.05). The numbers of migrated bone marrow nuclear cells through the MS- 
5 were also increased by treatment of LTB4(control, 11.0±0.9%；50nM, 25.7±0.9%；100nM, 
35.8±1.8%；200nM, 32.1±0.9%；p<0.05). However, increasing effect of LTB4 to the transmi-
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gration of bone marrow nuclear cells through the MS-5 or bEnd.3 were inhibited by pretreatment 
of NAC or DPI. 
Conclusion：Through our data, it is suggested that LTB4 could induce the transmigration of 

bone marrow nuclear cells and ROS might be involved on the transendothelial migration of bone 
marrow nuclear cells by LTB4. It would be very interesting to test the effects of LTB4 and ROS 
on stem cell mobilization and homing in the future. 
 
KEY WORDS：Leukotriene B4·Reactive Oxygen Species·Transmigration·Bone marrow 

nuclear cells·Endothelial cell·Stromal cell. 

 

서     론 
 

류코트리엔 B4(LTB4)는 세포막 인지질로부터 유래된 

염증과정에 관여하는 지방매개체이다1-3). LTB4의 주된 

역할은 화학주성의 유도, 활성산소의 생산, 백혈구, 특히, 

호중구 및 호산구의 이동에 관여하고 있으며, 내피세포

와 백혈구의 부착에 중요한 역할을 하는데, 이러한 LTB4

의 역할은 케모카인에 의한 백혈구의 이동과 화학주성과 

많은 부분에서 유사한 특성을 가진다4-7). 염증반응과 백

혈구 이동과 연관된 LTB4의 역할들은 골수내 세포들의 

이동 과정에서 다른 시토카인이나 성장인자 혹은 케모카

인의 역할과 유사한 점이 많다. LTB4와 비슷한 작용을 

가진 여러 케모카인들이 조혈모세포를 포함한 골수내 세

포들의 이동과 연관이 있음이 최근 밝혀짐에 따라, LTB4

도 골수내 세포의 이동에 관련이 있을 가능성이 있다8-14). 

활성산소종(ROS)은 여러 종류의 성장인자, 시토카인, 

혹은 호르몬 등으로 유도된 조혈세포내 신호전달체계에 

중요한 역할을 하고, 조혈세포내 여러 생명현상의 조절

과 관련이 있다15-18).  

특히, 염증세포에서 분비된 시토카인 혹은 케모카인들

이 세포내 ROS를 증가시키고, 이때 증가된 ROS는 혈

관내피세포 단층의 투과성을 증가시켜 백혈구의 경내피

세포 이행을 용이하게 한다19-22). 

조혈모세포 이식 후 조혈모세포가 말초혈액에서 골수

내로 자리잡는 귀소나, 골수내 조혈모세포를 혈액으로 

나오게 하는 가동화의 과정은 매우 복잡하여, 여러 다양

한 기전들이 관련이 있지만, 혈관내피세포 및 기질세포

와 골수 조혈세포들과의 유기적인 반응과 골수 조혈세포

의 경내피세포 이행이 중요한 역할을 한다23)24). 본 연

구에서는 골수유핵세포의 경내피세포 및 경기질세포 이

행에 LTB4와 ROS가 어떻게 영향을 미치는지 알아보고

자 하였다. 

대상 및 방법 
 

1. 골수유핵세포의 획득 

생후 6~8주된 수컷의 C57BL/6 마우스를 에테르로 

마취시켜 안락사 시킨 후, 대퇴골과 경골을 분리하고, 각

각 뼈 한쪽의 골수내강 입구에 8mL의 0.1% BSA가 섞

인 Hank’s Balanced Salt Solution(JBI, WELGENE 

Inc., KOREA)를 주사기와 24G의 주사바늘을 이용하여 

천천히 분사한 다음, 반대편 골수내강에서 흘러나오는 

골수현탁액을 받아 뼈를 제거한 다음, 원심분리(930g, 

15분, 18~20℃)에 의해 골수세포를 얻었다. 적혈구 제

거 완충제(Ammonium Chloride lysis buffer, NH4Cl 

8.29g, KHCO3 1g, EDTA 0.037g, 1L distilled water, 

4℃보관) 1mL에다가 골수세포를 부유 시키고 2분간 실

온에서 배양한 뒤, phosphate-buffered saline(PBS)을 

이용하여 1회 세척 후 원심분리하여(140g, 7분, 4℃) 적

혈구를 제거함으로써 골수유핵세포를 최종적으로 얻었다. 
 

2. Transmigration assay 
 

1) 골수유핵세포의 경내피세포 및 경기질세포 이행에 대

한 LTB4의 역할 

5μm Polycarbonate Membrane의 미세공막이 있는 

24 insert TranwellTM(costar, corning Inc., USA)의 

상방에 생쥐 미세혈관세포주인 bEnd.325) 혹은 생쥐 골수

기질세포주인 MS-526)를 혈(well) 당 5×103개의 세포

를 넣고 3일간 배양하여 단층을 형성한 후, 하방에 각각 

50, 100, 200 nM의 농도로 LTB4(SIGNA-ALDRICH 

Inc., USA)를 처리한 다음, C57BL/6 마우스로부터 얻

은 1×106개의 골수세포를 상방에 넣어 37℃, 5% CO2, 

완전 습윤상태에서 4시간 동안 배양하였다. 4시간 후 상

방을 제거한 뒤, 하방으로 이행한 골수세포를 trypan blue

로 염색하여 그 수를 센 다음 상방에 넣은 세포 수에 대
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한 이행한 골수세포의 비율을 측정하였다. bEnd.3 및 MS 

-5의 단층이 없는 상태로 같은 실험을 반복하여 bEnd.3 

및 MS-5의 단층이 있었던 경우와 비교하였다. 각각의 

실험당 한마리의 마우스에서 얻은 골수세포를 이용하였

으며, 4회의 실험을 반복하여 데이터를 얻었다. 
 

2) 골수유핵세포의 LTB4 매개 경내피세포 및 경기질세

포 이행에 대한 ROS 억제의 영향 

5μm Polycarbonate Membrane의 미세공막이 있는 

24 insert TranwellTM(costar, corning Inc., USA)의 

상방에 bEnd.3 혹은 MS-5를 혈(well) 당 5×103개의 

세포를 넣고 3일간 배양하여 단층을 형성한 후, 하방에 

각각 100nM의 농도로 LTB4를 처리한 다음, C57BL/6 

마우스로부터 얻은 1×106개의 골수세포를 상방에 넣어 

37℃, 5% CO2, 완전 습윤상태에서 4시간 동안 배양한 

뒤 하방으로 이행한 골수세포의 비율을 측정하였다. ROS

의 억제가 LTB4 매개 경내피세포 혹은 경기질세포 골

수세포 이행에 미치는 영향을 관찰하기 위하여, N-ace-
tylcysteine(NAC, an oxygen free radical scavenger, 

SIGNA-ALDRICH Inc., USA) 혹은 diphenylene io-
donium(DPI, an inhibitor of NADPH oxidase-like fla-
voproteins, SIGNA-ALDRICH Inc., USA)을 LTB4 

처리 20분전에 여러 농도로 처리하여, LTB4만 처리한 

경우와 비교하였다. 각각의 실험당 한마리의 마우스에서 

얻은 골수세포를 이용하였으며, 4회의 실험을 반복하여 

데이터를 얻었다. 
 

3. 통계처리 

통계량은 Student t-test로 검정하였으며, p값이 0.05

미만인 경우 통계적으로 의미가 있다고 판정하였다. 

 

결     과 
 

1. 골수유핵세포의 경내피세포 및 경기질세포 이행에 대

한 LTB4의 영향 

bEnd.3 단층을 통한 골수유핵세포의 경내피세포 이행 

실험에서 LTB4의 처리를 한 경우, LTB4를 처리하지 않

은 대조군 12.5±0.2% 보다 골수유핵세포의 경내피세포 

이행을 촉진하였고, LTB4의 여러농도 중 100nM에서 대

조군에 비해 3.54배가 증가한 가장 높은 골수유핵세포의 

이행이 관찰되었다(50nM, 22.7±0.9%；100nM, 44.3±

1.4%；200nM, 36.3±0.9%；p<0.05). 그러나, bEnd.3 

단층없이 시행한 골수유핵세포의 이동은 LTB4의 처리에

도 불구하고 증가하지 않았다(대조군, 13.3±0.9%；100 

nM, 15.9±0.9%；p=0.220, Fig. 1). MS-5 단층을 통

한 골수유핵세포의 경기질세포 이행 실험에서도 LTB4의 

처리를 한 경우, LTB4를 처리하지 않은 대조군 11.0±

0.9% 보다 골수유핵세포의 경기질세포 이행을 촉진하였

고, bEnd.3와 마찬가지로 LTB4의 농도가 100nM일 경

우 대조군에 비해 3.25배가 증가한 가장 높은 골수유핵

세포의 이행을 관찰할 수 있었다(50nM, 25.7±0.9%；

100nM, 35.8±1.8%；200nM, 32.1±0.9%；p<0.05). 

그러나, MS-5 단층없이 시행한 골수유핵세포의 이동은 

bEnd.3와 마찬가지로 LTB4의 처리에도 불구하고 증가

하지 않았다(대조군, 10.1±0.9%；100nM, 11.9±1.8% 

；p=0.493, Fig. 2). 
 

2. ROS 억제에 의한 골수유핵세포의 LTB4 매개 경내

피세포 및 경기질세포 이행의 변화 

LTB4에 의해 유도된 bEnd.3 단층을 통한 골수유핵세

포의 경내피세포 및 경기질세포 이행의 증가는 ROS 억제

제인 DPI 혹은 NAC의 처리에 의해서 환원되었다(DPI 

및 NAC 비처리 대조군, 34.3±4.1%；NAC 2mM, 27.4 

±6.4%, p=0.074；NAC 4mM, 22.0±5.1%, p<0.05；

DPI 5μM, 18.1±1.3%, p<0.05；DPI 10μM, 12.3±

0.1%, p<0.05；Fig. 3). LTB4에 의해 유도된 MS-5 
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Fig. 1. Results of transmigration assay of bone marrow
nuclear cells from C57BL/6 mice across bEnd.3 
cell monolayer after treatment of LTB4. Each da-
ta point represents four independent experiments 
and is depicted as mean±standard deviation. 
Significant difference from control was assessed 
using student’s t-test. *：p-values<0.05. 
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단층을 통한 골수유핵세포의 경내피세포 및 경기질세포 

이행의 증가도 ROS 억제제인 DPI 혹은 NAC의 처리에 

의해서 환원되었다(DPI 및 NAC 비처리 대조군, 30.1±

1.4%；NAC 5mM, 21.4±4.3%, p<0.05；NAC 10mM, 

20.1±1.8%, p<0.05；DPI 10μM, 14.9±2.7%, p< 

0.05；DPI 15μM, 10.8±2.3%, p<0.05；Fig. 4). 각

각 ROS 억제제의 농도가 높을수록 LTB4 매개 골수유

핵세포 이행의 환원효과도 높게 관찰되었다.  

 

고     안 
 

본 연구는 그 동안 염증과 관련된 연구에서 호중구, 호

산구 및 비만세포와 관련하여 주로 연구되어 오던 LTB4

와 ROS를 골수내 환경, 특히 조혈세포를 포함한 골수유

핵세포와 혈관내피세포 및 기질세포와의 상호작용에 접목

시켜, 골수 환경내 존재하는 여러 세포에서 LTB4와 ROS

가 어떠한 역할을 하는지 확인함으로써, 가동화와 귀소 등 

골수내 환경을 유지하는 여러 현상들 가운데에서 LTB4 

및 ROS와 관련된 기전이 있는지 알아보고자 하였다. 

골수는 조혈세포를 만드는 장소일 뿐만 아니라, 다양한 

여러종류의 줄기세포가 존재하는 곳으로, 인체내 장기의 

다양한 변화에 따라 각종 세포들이 혈액으로 빠져나가거

나, 혈액내 세포들이 골수로 귀소하게 된다. 이런 세포들

의 이동의 과정에는 다양한 기전이 관련되어 있는데, 그 

동안 알려진 것으로는 G-CSF 및 GM-CSF와 같은 성

장인자와 IL-3, IL-7, IL-12, SCF 및 Flt-3 ligand와 

같은 시토카인, 그리고, IL-8, MIP-1α, MIP-2 및 SDF 
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Fig. 2. Results of transmigration assay of bone marrow
nuclear cells from C57BL/6 mice across MS-5 cell
monolayer after treatment of LTB4. Each data
point represents four independent experiments
and is depicted as mean±standard deviation.
Significant difference from control was assessed
using student’s t-test. *：p-values<0.05. 
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Fig. 3. Roles of ROS inhibitors in the LTB4-induced trans-
migration of bone marrow cells through bEnd.3
monolayer. Each data point represents four inde-
pendent experiments and is depicted as mean
±standard deviation. Significant difference be-
tween group was assessed using student’s t-test.
*：p-values<0.05. 
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Fig. 4. Roles of ROS inhibitors in the LTB4-induced trans-
migration of bone marrow cells through the MS-5 
monolayer. Each data point represents four inde-
pendent experiments and is depicted as mean
±standard deviation. Significant difference be-
tween group was assessed using student’s t-test. 
*：p -values<0.05. 
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-1과 같은 케모카인 등이 있으며, VLA-4/VCAM-1, 

VLA-5, PECAM-1, Hyaluronic acid/CD44, Selectin 

및 LFA-1/ICAM-1 등의 세포유착분자 등과 metallo-
proteinase 및 serine protease와 같은 단백분해효소 등

도 관련이 있음이 알려져 있다23)24). 

본 저자들은 조혈모세포이식술에 사용되는 조혈모세포

를 기존의 골수채취로부터 얻는 것보다 양적으로 우수한 

가동화를 이용하여 얻는 말초 조혈모세포의 채취에 대해 

관심을 가지고 연구를 진행해오고 있다. 가동화에 대한 

많은 연구에도 불구하고, 아직도 그 복합적인 세포 및 분

자생물학적 기전에 대해서는 잘 정립되지는 않았으나, 앞

서 기술된 다양한 시토카인, 케모카인, 세포유착분자, 그

리고 단백분해효소 들이 유기적으로 작용하여 가동화를 

일으키는 다원적인 작용으로 가동화를 유도하는 것으로 

이해되고 있다23)24). 이러한 과정은 만성염증에서 다양한 

시토카인, 케모카인, 세포유착분자 및 단백분해효소 들의 

작용에 의해 호산구, 호중구 등 염증세포가 염증부위로 

옮겨과 염증을 일으키는 과정과 유사하다.  

LTB4는 염증반응에서 호산구 및 호중구의 화학주성

에 중요한 인자 중 하나로, 세포의 화학주성에 필요한 여

러 인자들과 세포부착인자의 발현에 영향을 주는 것으로 

알려져 있다1)2). LTB4는 만성 폐쇄성폐질환에서의 세균

감염에 의한 급성악화시, 호중구가 염증부위로 동원하는

데 관여함이 이미 밝혀져 있을 뿐아니라, 이러한 과정에

서 IL-8, elastase와 같은 조혈모세포세포의 가동화와

도 관련이 있는 시토카인 및 단백분해효소 등과의 관련성

이 제시되었다27)28). 또한, 천식과정에서 염증부위로의 호

산구 및 호중구의 침착과정에서 LTB4의 역할이 밝혀져 

있는데, 조혈모세포의 가동화 혹은 귀소의 기전과 천식의 

병리과정에서 호산구 및 호중구의 조직내 침착의 기전과 

다소 유사한 점이 있다29-31). 

ROS는 여러 종류의 성장인자, 시토카인, 혹은 호르몬 

등으로 유도된 세포내 신호전달체계에 중요한 물질로서, 

골수내 세포들간의 상호작용과 조혈세포에서 발생하는 다

양한 현상에서도 그 역할이 알려져 있다. 예를 들면, 조혈

세포에 조혈성장인자를 처리한 경우 ROS의 생성이 증가

하고16), 염증반응에서 호중구의 신호전달 과정을 ROS가 

조절하며32), ROS에 의해 단백분해효소의 생성이 증가함

으로써 세포외 기질의 분해로 세포의 이동을 촉진시키거

나33-35), 백혈구가 혈관내피세포에 부착되면 ROS 생산

이 증가하며36), 이 ROS가 혈관내피세포 단층의 투과성

을 증가시켜 백혈구의 경내피세포 이행을 용이하게 한다

는 것19-22) 등이다. 

또한, 백혈구에 LTB4를 처리할 경우 ROS의 발현이 

증가함이 알려져31)37), 골수 환경내 존재하는 여러 세포

에 의한 가동화와 귀소를 포함한 골수내 미세환경의 여

러 현상들 가운데서 LTB4와 ROS가 어떤 역할을 하고 

있을 가능성이 충분히 있다. 

이상의 내용에 착안하여, 본 연구에서는 골수유핵세포

의 bEnd.3 단층을 통한 경내피세포 이행 실험 및 MS-

5 단층을 통한 경기질세포 이행 실험을 이용하여, 골수세

포의 귀소와 가동화에 중요한 기전 중 하나인 혈관내피

세포 및 기질세포와 골수세포들과의 유기적인 반응과 골

수세포의 경내피세포 및 경기질세포 이행에서 LTB4와 

ROS의 역할을 실험하였다. 본 연구결과는 앞서 세운 가

설대로 LTB4의 처리로 골수유핵세포의 이행이 촉진되

었고, LTB4에 의해 유도된 골수유핵세포의 경내피세포 

및 경기질세포 이행의 증가는 ROS 억제제 처리를 통해 

환원됨을 보여주였다. 이것은 LTB4가 조혈모세포를 포

함한 골수세포의 가동화 혹은 귀소 과정에서 어떤 형태로

든 중요한 역할이 있음과, 이 과정에 ROS가 관계하고 있

음을 시사하고 있다. 

본 연구결과는 골수내 환경에서 LTB4 및 ROS의 역

할을 제시하고 있지만, 궁극적인 조혈모세포를 이용한 것

이 아니라 골수유핵세포 전체를 이용하였기에, 조혈모세

포 가동화 혹은 이식 후 귀소에서 LTB4 및 ROS의 역할

에 대한 결론을 내리기에는 다소 미흡한 점이 있다. 마우

스의 조혈모세포를 직접 분리하거나 마우스 생체를 이용

한 LTB4와 ROS의 영향의 연구 결과가 나오면 조혈모

세포의 가동화에 직접적으로 관여되는 여러 기전 가운데

서 LTB4와 ROS가 어떤 과정에서 그 역할이 있을지 좀 

더 확실한 결론을 내릴 수 있을 것으로 생각한다. 

 

요     약 
 

목  적 

염증반응에 중요한 역할을 하는 류코트리엔 B4는 백혈

구의 이동, 화학주성 및 활성산소종의 생산에 관련이 있

다. 활성산소종은 여러종류의 성장인자, 시토카인, 케모

카인 및 호르몬에 의한 세포의 신호전달에 중요한 작용

이 있으며, 내피세포 단층의 투과성을 증가시켜 백혈구의 

이행을 용이하게 한다. 외부자극에 의한 골수세포의 이동
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과정에 혈관내피세포 및 기질세포와 조혈세포와의 유기

적인 반응과 골수세포의 경내피세포 이행이 중요하다. 본 

연구에서는 골수유핵세포의 경내피세포 및 경기질세포 이

행에서 류코트리엔 B4와 활성산소종이 어떻게 영향을 미

치는지 알아보고자 하였다.  

방  법 

생후 6~8주된 수컷의 C57BL/6 마우스로부터 골수유

핵세포를 얻은 후, 골수유핵세포의 TranwellTM을 이용

한 경내피세포 및 경기질세포 이행에서 류코트리엔 B4가 

어떠한 역할을 하는지 실험하였고, 더하여 활성산소종 억

제제인 NAC와 DPI를 처리할 경우 골수유핵세포의 경내

피세포 및 경기질세포 이행에 어떠한 영향을 미치는지 실

험하였다. 

결  과 

골수유핵세포의 bEnd.3 단층을 통한 경내피세포 이행 

실험 및 MS-5 단층을 통한 경기질세포 이행 실험에서 

류코트리엔 B4의 처리가 통계적으로 유의하게 골수유핵세

포의 이행을 촉진시키고, 100nM의 류코트리엔 B4 농도에

서 가장 높은 이행이 관찰되었다(경내피세포 이행, 44.3±

1.4%, 대조군의 3.54배；경기질세포 이행, 35.8±1.8%, 

대조군의 3.25배). LTB4에 의해 유도된 골수유핵세포

의 경내피세포 및 경기질세포 이행의 증가는 ROS 억제

제인 DPI 및 NAC 처리 모두에서 통계적으로 유의하게 

환원되었다. 

결  론 

본 연구결과는 류코트리엔 B4가 골수유핵세포의 이행

을 촉진시키고, 골수유핵세포의 류코트리엔 B4 매개 경내

피세포 및 경기질세포 이행에 활성산소종이 관련이 있음

을 시사한다. 이 결과는 향후 조혈모세포의 가동화 및 이

식 후 귀소에서 류코트리엔 B4와 활성산소종이 어떠한 역

할을 하는지에 대해 연구를 통해 조혈모세포이식 기술의 

발전 및 기전연구에 토대가 될 것으로 기대한다. 
 

중심 단어：류코트리엔 B4·활성산소종·이행·골수유핵

세포·내피세포·기질세포. 
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