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Tributyltin에 의한 흰쥐 흉선 내 상피세포의 지방세포 유도와 세포자연사 증가
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ABSTRACT : Tributyltin (TBT) is one of endocrine disrupters which are known as having similar function to sex steroid 

hormone inducing apoptosis in various tissues of rodents. Recently, it has been reported that TBT induces apoptosis in 

thymus causing the decreased thymic function, but little is known about the mechanism. To elucidate the mechanism, 

three-week-old SD female rats were orally administrated with TBT 1, 10, and 25 ㎎ per body weight (㎏) and sesame oil 

as a control for 7 days. On day 8, the thymi were obtained and weighed, and then the number of thymocytes was counted. 

We also performed H&E staining, TUNEL assay, and Annexin V flow cytometric analysis to examine the apoptosis rates 

and the structure in the thymus. Next, we investigated the adipogenesis and apoptosis-related mRNA expression levels in 

the thymi by real-time PCR. The thymic weight and the number of thymocytes were decreased by TBT in a dose-dependent 

manner. As a result of the H&E staining, the boundary between cortical and medullary area was blurred in the thymi of 

TBT treated rats compared to those of controls. In the results of TUNEL assay and Annexin V flow cytometric analysis, 

apoptosis rates in the thymus were increased after TBT treatment. The expression levels of thymic epithelial cell marker 

genes such as EVA, KGF, AIRE, and IL-7 were significantly decreased in the thymi of TBT treated rats, but PPARγ, 

aP2, PEPCK, and CD36 were significantly increased. The expression of TNFα and TNFR1 as apoptosis-related genes also 

was significantly increased after TBT treatment. The present study demonstrates that TBT can increase the expression of 

adipogenesis and apoptosis-related genes leading to apoptosis in the thymus. These results suggest that the increased 

adipogenesis of thymus by TBT exposure might induce apoptosis in the thymus resulting in a loss in thymic immune 

function.
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요  약 : 성 호르몬과 유사한 기능을 하는 것으로 알려진 내분비교란물질은 흰쥐 흉선세포에 세포자연사를 일으켜 흉선의

기능을 감소시키는 것으로 보고되고 있으나, 그 작용 기전에대해서는 잘 알려져있지 않다. 따라서 본 연구에서는 내분비

교란물질 중 하나인 Tributyltin(TBT)를 흰쥐에 투여한 후 흉선의 상피세포가 지방세포로 분화되는지를 조사하고, 이로

인한 T 세포의 세포자연사와 연관성을 조사함으로써 TBT가 흉선기능에 미치는 영향을 알아보고자 하였다. 3주령 된 암

컷 흰쥐에 각각 TBT 1, 10, 25 ㎎/㎏/day를 1주일 동안 경구 투여한 후, 흉선을 획득하여 무게와 세포 수를 측정하였고, 

파라핀 절편으로 H&E 염색, TUNEL 분석을 수행하였다. 또한 real-time PCR 방법으로 상피세포 표지 유전자들, 지방세포

유도 유전자들과 세포자연사 관련 유전자들을 비교 분석하였으며, 유세포 분석기를 통해 세포자연사 정도를 조사하였다. 

흉선의 무게와 세포 수는 대조군과 비교하여 TBT의 농도가 높을수록 유의하게 감소하였다. H&E 염색 결과, TBT의 농도

가 증가할수록 흉선의 크기가 감소하고 피질과 수질의 경계가 흐려짐을 관찰하였다. TUNEL 염색 결과에서는 대조군에
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비해 TBT를 투여한 군에서 세포자연사가 증가하였으며, 

유세포 분석결과에서도 TBT 농도 의존적으로 세포자연

사가 증가하였다. Real-time PCR 결과, 상피세포 표지

유전자인 EVA, IL-7, AIRE, KGF는 TBT의 농도가 증가
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할수록 발현양이 유의하게 감소한 반면, 지방세포 유도와 관련된 유전자인 PPARγ, aP2, PEPCK, CD36은 TBT의 농도가

증가할수록 발현양이 유의하게 증가하였다. 세포자연사와 관련된 유전자인 TNFα, TNFR1도 TBT의 농도가 증가할수록

발현양이 유의하게 증가하였다. 위의 결과를 종합하여 볼 때, 내분비교란물질인 TBT는 흉선 상피세포에 직접적으로 작용

하여 지방세포로 분화 유도시킴으로써 흉선의 기능을 상실케 만들면서 T 세포의 발달에 영향을 미치는 것으로 보인다. 

이러한 결과는 지속적으로 노출되는 TBT가 흉선의 기능을 떨어뜨림으로써 면역력 저하를 유발시킬 수 있음을 제시하고

있다.

서  론

유기주석화합물인 Tributyltin(TBT)는 성 호르몬과 유사

한 기능을 하는 것으로 알려진 내분비장애물질로 각종 플라

스틱 첨가제, 산업용 촉매, 살충제, 살균제 등에 함유되어 실

생활에서 널리 사용되고 있다(Shawky & Emons, 1998). 그

러나 TBT 화합물에 의한 생태계 교란 현상이 1980년대 초

처음보고된이래로 TBT로인한임포섹스현상이보고되었고, 

또한 TBT가포유류에노출될경우어패류와마찬가지로생식

기능에 문제가 야기될 수 있는 것으로 알려져 있다(Blaber, 

1970). 최근 연구에서 생쥐가 TBT에 노출될 경우 정자 형성

과정에 이상이 생기면서 정자 수가 감소하는 것으로 보고하

고 있으며(Chen et al., 2008), 또한 Leydig 세포 내 스테로

이드 합성 효소의 발현을 억제시키고 세포자연사 유도 단백

질의 발현을 촉진시키는 것으로 보고하고 있다(Kim et al., 

2008). 본 연구실에서도 TBT가 흰쥐 정소 내 간질세포의 지

방세포 유도와 세포자연사를 증가시킴으로써 생식 기능이

저하되는 것으로 보고하였다(Song et al., 2010).

이러한 TBT의 위험성은 생식 기능뿐만 아니라 면역 기능

에도 영향을 미치는 것으로 알려져 있다(Smialowicz et al., 

1989). 흰쥐를 이용한 연구에서 면역기관에 대한 TBT의 독

성은 흉선세포의 세포자연사를 통해 유도되는 것이 밝혀졌

다(Zucker et al., 1994). 즉, 투여된 TBT는 흉선세포의 세포

자연사를 증가시키고, 이로 인하여 흉선 내 T 세포의 발달과

성장을 억제시킴으로써 흉선의 기능이 저하되는 것으로 보

고하고 있다(Grundler et al., 2001; Raffray & Cohen, 1993; 

Snoeij et al., 1988). 

흉선은 T 세포의 발달과 성장이 일어나는 기관으로, 골수

로부터 들어온 조혈모 줄기세포가 흉선 내 상피세포의 도움

으로 분화가 일어나는 곳이다. 흉선 내 상피세포는 흉선 바

깥쪽을 구성하는 피질 상피세포와 안쪽을 구성하는 수질 상

피세포로 구분할 수 있으며, 이 두 상피세포에서 분비되는

다양한 성장인자와 사이토카인에 의해 T 세포가 분화하고

성장한다(Linton & Dorshkind, 2004). 이러한 흉선 내 상피

세포는 사춘기에 접어들면서 지방세포로의 전환이 시작되

고, 중년기 이후에는 대부분 상피세포가 지방세포로 전환되

면서 면역력은 급속히 저하된다(Taub & Longo, 2005). 이

러한 흉선 퇴화 기전은 아직 명확히 밝혀져 있지 않고 있으

나, 최근 연구에 따르면 노화에 따른 흉선 퇴화 과정에서 흉

선 상피세포 내 PPARγ 유전자가 증가하는 것으로 보고하

고 있다(Yang et al., 2009). 또한 PPARγ 리간드 유사체인

rosiglitazone을 투여할 경우 흉선이 급속히 지방조직으로 전

환되면서 흉선 기능이 상실되고, 이로 인하여 면역력이 저하

되는 것으로 보고하고 있다(Youm et al., 2010). 

PPARγ는 핵 수용체 단백질인 retinoid X receptor(RXR)

와 복합체를 형성하면서 DNA상의 특정 부위에 결합하여 표

적 유전자를 전사시키는 조절자로서, 특히 지방세포 분화 유

전자의전사에관여하는것으로알려져있다(Berger & Moller, 

2002; Michalik et al., 2006). 흥미롭게도 TBT가 이러한

PPARγ 단백질의 활성화를 유도하면서 지방세포로의 분화

를 촉진시키고, 아울러 세포 내 지질의 축적을 유도하는 것

으로 보고하고 있다(Kirchner et al., 2010; Le Maire et al., 

2009). 지방세포 세포주를 이용한 실험에서도 TBT는 PPAR

γ의 활성화를 통해 직접적으로 지방세포 분화를 촉진시켰

고(Kanayama et al., 2005; Li et al., 2011), 흰쥐에 TBT를

투여한 실험에서도 간과 정소 주위에 지방 축적을 보고하였

다(Grün et al., 2006). 

이상의 보고된 결과들을 종합해 볼 때, TBT에 의한 면역

기능의 저하 원인을 TBT가 흉선 상피세포에 작용하여 지방

세포로의 전환을 유도하고, 이로 인하여 흉선기능이 떨어지

기 때문에 일어나는 것으로 가정하였다. 이를 증명하기 위하

여 본 연구에서는 흰쥐에 TBT를 투여한 후 흉선의 구조를

조사하고, 아울러 흉선에서 지방세포 유도 관련 유전자와 세

포자연사 관련 유전자의 발현을 조사함으로써 TBT 노출에
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따른 흉선의 기능 저하 기전을 밝히고자 하였다. 

재료 및 방법

1. 실험동물과 TBT 투여

샘타코 바이오코리아에서 공급받은 3주령 된 Sprague- 

Dawley계 암컷 흰쥐를 서울여자대학교 동물 사육실에서 적

응시킨 후 그룹 당 6마리씩 총 4개의 실험군으로 나누어 실

험을 진행하였다. TBT(Tributyltin acetate; Sigma, USA)를

sesame oil(Sigma, USA)에 녹여 사용하였으며, 투여된 양은

1 ㎎(1 ㎎/㎏), 10 ㎎(10 ㎎/㎏), 25 ㎎(25 ㎎/㎏) 농도로 7일

간 경구 투여하였다. 대조군으로는 sesame oil만을 7일간 투

여하였다. TBT 투여 후 8일째에 체중을 측정한 다음, 흰쥐

를 희생시켜 흉선을 얻어 무게를 측정하고 T 세포수를 계수

하였다. 생식선지수(gonad somatic index)는 흉선 무게를 체

중으로 나눈 값에 100을 곱하여 산출하였다. 실험동물 사용

은 서울여자대학교 동물실험 윤리위원회의 심의를 거쳐 허

락을 받아 사용하였으며, 모든 실험과정은 동물실험 사용과

관리를 위한 규정에 따라 수행하였다.

2. Hematoxylin-Eosin 염색

획득된 흉선을 4% paraformaldehyde solution에서 15분

동안 고정시켰다. 흉선의 탈수를 위해 70%, 80%, 90%, 

100% ethanol 용액에 순서대로 30분간 처리한 후 xylene

에서 45분 동안 넣어 투명화 과정을 거치고, paraffin과

xylene을 1:1로 섞은 용액에 2시간 동안 처리하였다. 이후

100% paraffin 용액에서 2시간 동안 포매한 후 파라핀 블

록을 만들었다. 흉선 파라핀 블록은 박편절단기(RM2235, 

Leica, Germany)를 이용하여 두께 8 ㎛의 연속된 절편으로

만들었다.

흉선내구조를조사하기위하여흉선절편을 hematoxylin- 

eosin으로 염색하였다. 먼저 흉선 절편을 xylene에 3분간 넣

어두었다가 100%, 95%, 80% ethanol에 순서대로 3분씩 처

리하였다. 증류수로 5분간 세척한 다음 hematoxylin에 1분

30초간 담가 염색하였다. 흐르는 물로 5분간 세척한 다음

eosin으로 30초간 염색하였다. 염색된 조직은 95%과 100% 

ethanol에 5분간 처리한 후 xylene에 10분간 넣어두었다. 봉

입제로 염색된 절편을 봉입한 후 광학현미경 하에서 관찰하

였다.

3. Real-time PCR을 이용한 유전자 발현 분석

획득한 흉선에 Tri regent(RNA isoplus, TaKaRa, Japan) 

300 ㎕를 첨가하고 조직분쇄기를 이용하여 분쇄하였다. 분

쇄된 조직은 상온에서 5분간 방치하고 원심분리한 후(14,000 

rpm, 4℃, 20분) 상등액을 새 시험관에 옮겼다. Chloroform 

(Sigma, USA) 60 ㎕를 첨가하여 15초간 섞은 다음 상온에

서 10분간 방치한 후 원심분리하였다(14,000 rpm, 4℃, 15

분). 상등액을새 시험관에 옮긴후 isopropanol(Sigma, USA) 

150 ㎕를 첨가한 다음 원심분리하였다(14,000 rpm, 4℃, 10

분). 상등액을 제거하고 75% ethanol(Sigma, USA) 1 ㎖를

첨가한 후 원심분리하였다(14,000 rpm, 4℃, 5분). 시험관에

남아있는 75% ethanol을 제거하고 DEPC(TaKaRa, Japan) 

용액 20 ㎕를 넣어준 상태로 약 1분간 섞은 후 냉동 보관하

였다. 추출한 total RNA의 양은 Nano-drop(Thermo Fisher 

Scientific Inc., USA)을 이용하여 측정하였다. 각 조직으로

부터 준비된 RNA를 이용하여 reverse transcription PCR 방

법으로 cDNA를합성한다음, 합성된 cDNA를 template DNA

로 하여각특정 primer와 SYBR GreenⅠ(Roche, Switzerland)

을 넣고 Light Cycler 480(Roche, Switzerland)으로 특정 유

전자의 발현양을 분석하였다. 대조유전자로는 18s 유전자를

사용하였고, 18s를 기준으로 다른 유전자의 상대적인 발현양

을 계산하였다. 유전자 특이적 primer 서열은 다음과 같다.

18s Forward(F) 5'-GTCTSTGATGCCCTTAGATG-3'; Re-

verse(R) 5'-AGCTTATGACCCGCACTTAC; 

EVA F 5'-GGCTGGCTTTCCCTGATGTAT-3'; R 5'-TTAA 

CCGAACATCTGTCCCGT-3';

AIRE F 5'-GGTTCTGTTGGACTCTGCCCTG-3'; R 5'- 

TGTGCCACGACGGAGGTGAG-3';

IL-7 F 5'-GGGAGTGATTATGGGTGGTGAG-3'; R 5'- 

TGCGGGAGGTGGGTGTAG-3';

KGF F 5'-TTGACAAACGAGGCAAAGTG-3'; R 5'- 

CCCTTTGATTGCCACAATTC-3';

PPARγ F 5'-ACAAGACTACCCTTTACTGAAATTA 

CCAT-3'; R 5'-TGCGAGTGGTCTTCCATCAC-3'; 

aP2 F 5'-GCGTGGAATTCGATGAAATCA-3'; R 5'- 

CCCGCCATCTAGGGTTATGA-3'; 

CD36 F 5'-CCTGCAAATGTCAGAGGAAA-3'; R 5'-G 

CGACATGATTAATGGCACA-3';

PEPCK F 5'-AACTGTTGGCTGGCTCTC-3'; R 5'-GA 
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ACCTGGCGTTGAATGC-3';

TNFα F 5'-AGGGTCTGGGCCATAGAACT-3'; R 5'-CC 

ACCACGCTCTTCTGTCTAC-3';

TNFR1 F 5'-ATGGATGTATCCCCATCAGC-3'; R 5'-A 

ATGGGGGAGTGAGAGGC-3';

4. TUNEL 염색

TBT 투여 후 흉선 내 세포자연사를 확인하기 위하여 ter-

minaldeoxynucleotidyl-transferase (TdT)-mediated dUTP- 

digoxigeninnick end-labeling(TUNEL) 방법을 사용하였다. 

흉선 절편은 xylene과 ethanol을 사용하여 파라핀을 제거한

후 PBS로 세척하였다. 흉선 절편 위에 TUNEL reaction 

mixture(In Situ Cell Death Detection Kit, Roche, Switzer-

land)를 30 ㎕ 떨어뜨리고 37℃에서 1시간 반응시켰다. 

DAPI로 2차 염색을 시행하였고 증류수로 2번 세척한 후 봉

입제로 봉입한 후 형광현미경(Axioskop2+, Carl Zeiss, Ger-

many) 하에서 세포자연사가 일어난 세포를 확인하였다.

5. 유세포 분석

먼저 흉선 내 T 세포는 흉선 조직을 yellow mesh 위에서

갈아서 획득하였다. 획득한 T 세포는 RPMI+5% FBS 용액

으로 세척한 후 trypan blue(Sigma, USA)로 염색하였고, 혈

구계를 사용하여 T 세포의 생존율과 세포 수를 계수하였다. 

T 세포 수가 1×106개가 되도록 취하여 1X binding buffer 

500 ㎕에 AnnexinⅤ(Annexin V-FITC Apoptosis Detection 

Kit, Sigma, USA) 5 ㎕와 Propidium Iodide(PI) 10 ㎕를

넣은 다음, 10분 동안 상온에서 배양한 후 유세포 분석기

Fig. 1. The body and thymic weights and the number of thymocytes after TBT treatment. Three week-old female rats were orally 

administrated with TBT 1, 10, and 25 ㎎/㎏ or sesame oil for 7 days daily. (A) The body weight was decreased in 25 ㎎/㎏ 

TBT treated rats, but showing no significant difference compared to sesame oil treated controls. (B) The thymic weights were 

significantly decreased in 10 and 25 ㎎/㎏ TBT treated rats compared to control rats. (C) The thymic somatic index were also 

significantly decreased in 10 and 25 ㎎/㎏ TBT treated rats. (D) The number of thymocytes was significantly decreased in 

25 ㎎/㎏ TBT treated rats. Data are represented as mean±SEM. * p<0.05 compared to sesame oil as a control.  

(CYTOMICS FC500, Beckman Coulter, USA)를 이용하여

분석하였다.

6. 통계학적 분석

각 실험군 당 6마리의 흰쥐를 사용하였으며, 무게와 모든

유전자의 발현 정도는 평균±표준오차로 표시하였다. 통계학

적 유의성 검정은 student t-test와 one-way ANOVA, Tukey 

test 방법을 사용하였으며, 대조군과 실험군을 비교하여 p값

이 0.05보다 작은 경우를 유의하다고 판정하였다.

결  과

1. TBT 투여 후 흉선 무게 및 T 세포 수의 감소

TBT 투여에 따른 체중의 변화를 알아보기 위해 7일간 체

중을 측정한 결과, TBT 25 ㎎/㎏을 투여한 실험군에서 체중

이 감소하는 경향을 보였으나, sesame oil만을 투여한 대조

군과 비교해서 유의한 차이는 보이지 않았다(Fig. 1A). 또한

TBT 투여가 흉선 무게에 어떤 영향을 미쳤는지 알아보기 위

해 TBT 투여 후 8일째에 흉선 무게를 측정한 결과, 흉선 무

게는 높은 농도의 TBT를 투여할수록 유의하게 감소하는 것

을 관찰할 수 있었고(Fig. 1B), 체중에 따른 흉선의 무게를

나타내는 somatic index 또한 고농도의 TBT를 투여할수록

유의하게 감소하였다(Fig. 1C). 흉선에서 획득한 T 세포 수

또한 대조군에 비해 TBT를 투여한 군에서 농도 의존적으로

유의하게 감소하였다(Fig. 1D).

2. TBT 투여 후 흉선의 구조 변화
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 A.

 B.

Fig. 2. The thymic gross morphology and the structure of inner 

thymus after TBT treatment. Three week-old female rats 

were orally administrated with TBT 1, 10, and 25 ㎎/㎏ 

or sesame oil for 7 days daily. (A) The size of thymus 

was decreased in TBT treated rats in a dose-dependant 

manner. (B) The thymic sections were stained with hema-

toxylin and eosin. The thymus of sesame oil treated rat 

showed clear boundary between medulla and cortex area, 

but the thymus of 25 ㎎/㎏ TBT treated rat showed 

most vague boundary between medulla and cortex area. 

(a) Sesame oil, (b) TBT 1 ㎎/㎏, (c) TBT 10 ㎎/㎏ (d) 

TBT 25 ㎎/㎏. Original magnification, ×100.

흰쥐 흉선의 크기는 TBT 투여 후 현저히 줄어드는 것을

관찰할 수 있었다(Fig. 2A). 이러한 흉선 크기의 변화가 흉선

내 구조에는 어떤 변화를 유발시켰는지를 확인하기 위하여

흉선 내부를 관찰하였다. 흉선 내 구조 변화를 알아보기 위

하여 H&E 염색한결과, 대조군에비해 TBT를투여한군에서

흉선 수질과 피질의 경계가 뚜렷하지 않게 흩뜨려져 있음을

관찰할 수 있었다(Fig. 2B). 특히, TBT 25 ㎎/㎏을 투여한 흉

선 내 피질 부위는 상피세포들 사이에 많은 공간이 보이면서

T 세포 수가 감소해 있는 것을 관찰할 수 있었다(Fig. 2B,d).

3. TBT 투여 후 흉선 내 세포자연사 세포 증가

TBT 투여 후 흉선 내에서 세포자연사가 일어난 세포를

Fig. 3. The apoptosis detection in thymus after TBT admini-

stration. Three week-old female rats were orally admi-

nistrated with TBT 1, 10, and 25 ㎎/㎏ or sesame oil 

for 7 days daily. Apoptotic cells were detected by TUNEL 

assay kit using the paraffin sections of the TBT treated 

thymi. The number of apoptotic cells was dramatically 

increased in the thymus treated with 25 ㎎/㎏ of TBT. 

(a) Sesame oil, (b) TBT 1 ㎎/㎏, (c) TBT 10 ㎎/㎏ (d) 

TBT 25 ㎎/㎏. Original magnification, ×100.

확인하기 위하여 TUNEL 방법으로 염색한 후 확인한 결과, 

대조군에서는 세포자연사가 일어난 세포들(녹색으로 염색

됨)을 거의 찾아볼 수 없었으나(Fig. 3a), TBT를 투여한 실

험군에서는 투여된 TBT 농도 의존적으로 세포자연사가 일

어난 세포 수가 증가하였고(Fig. 3b,c), 특히 TBT 25 ㎎/㎏

을 투여한 실험군의 흉선에서 다량의 세포자연사가 일어나

고 있음을 확인하였다(Fig. 3d).

흉선에서 분리한 T 세포를 Annexin-Ⅴ와 PI로 표지하여

유세포 분석기를 이용하여 분석한 결과, TBT 25 ㎎/㎏을 투

여한 실험군에서 Annexin-V로 염색된, 즉 세포자연사가 일

어난 세포 수는 증가하는 것을 확인하였다(Fig. 4).

4. TBT 투여 후 흉선 내 유전자 발현

흉선 상피세포 표지 유전자 발현을 real-time RCR 방법으

로 확인한 결과, TBT 투여군에서 상피세포 표지 유전자인

EVA, KGF, AIRE, IL-7의 mRNA 발현이 TBT 농도에 의

존적으로 감소하였다(Fig. 5). 지방세포 유도 관련 유전자 발

현을 real-time PCR 방법으로 확인해 본 결과, TBT 투여군

에서 지방세포 분화 관련 유전자인 PPARγ, CD36, PEPCK, 
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A. B.

Fig. 4. Flow cytometric analysis of apoptotic cells in rat thymus after TBT treatment. Three week-old female rats were orally 

administrated with TBT 1, 10, and 25 ㎎/㎏ or sesame oil for 7 days daily. Total thymocytes were prepared from thymus. 

(A) Apoptotic cells were stained using Annexin Ⅴ labeling kit followed by analyzed by flow cytometry. (B) The percentage 

of apoptotic cells was significantly increased in the thymus treated with 25 ㎎/㎏ of TBT. Data are represented as mean±SEM. 

*p<0.05 compared to sesame oil as a control. 

Fig. 5. The expression levels of epithelial cell marker genes in the rat thymus after TBT treatment. Three week-old female rats were 

orally administrated with TBT 1, 10, and 25 ㎎/㎏ or sesame oil for 7 days daily. Total RNAs were prepared from thymi after 

TBT treatment and mRNA expression levels were analyzed by real-time PCR. The expression levels were normalized to 18s 

mRNA. Data are represented as mean±SEM. * p<0.05 compared to sesame oil as a control. 

Fig. 6. The expression levels of adipogenesis-related genes in the rat thymus after TBT exposure. Three week-old female rats were 

orally administrated with TBT 1, 10, and 25 ㎎/㎏ or sesame oil for 7 days daily. Total RNAs were prepared from thymi 

after TBT treatment and mRNA expression levels were analyzed by real-time PCR. The expression levels were normalized 

to 18s mRNA. Data are represented as mean±SEM. * p<0.05 compared to sesame oil as a control. 

aP2의 mRNA 발현이 TBT 농도 의존적으로 유의하게 증가

하였다(Fig. 6). TBT 투여와 흉선 내 세포자연사와의 연관성

을 알아보기 위해 세포자연사 관련 유전자 발현을 real-time 

PCR 방법으로 확인한 결과, 세포자연사 관련 유전자인 TNF

α와 TNFR1의 mRNA 발현이 TBT를 투여한 군에서 유의

하게 증가하는 것을 확인할 수 있었다(Fig. 7).
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Fig. 7. The expression levels of apoptosis-related genes in the 

rat thymus after TBT exposure. Three week-old female 

rats were orally administrated with TBT 1, 10, and 25 

㎎/㎏ or sesame oil for 7 days daily. Total RNAs were 

prepared from thymi after TBT treatment and mRNA 

expression levels  were analyzed by real-time PCR. The 

expression levels were normalized to 18s mRNA. Data 

are represented as mean±SEM. * p<0.05 compared to 

sesame oil as a control. 

논  의

대표적인 환경성 내분비교란물질인 TBT는 흉선 기능을

억제시키면서 면역력을 저하시키는 것으로 보고하고 있으

나, 어떠한 기전으로 TBT가 흉선 기능에 영향을 미치는지는

잘 알려져 있지 않다. 그러나 이미 발표된 여러 연구결과에

따르면, TBT는 생식기관을 포함한 다양한 기관에서 PPAR

γ의 리간드로 작용하면서 지방세포 분화를 유도하고, 이로

인하여 각 기관의 기능이 감소하는 것으로 보고하고 있다

(Kirchner et al., 2010). 이에 본 연구에서도 기존에 밝혀진

연구결과와 같이 TBT가 흉선에서도 지방세포 분화를 유도

하면서 흉선 기능을 억제할 것이라고 가정하고, 흰쥐 흉선을

대상으로 TBT 투여 후 흉선 내에서 지방세포 분화가 일어나

는지, 이에 따른 흉선의 기능이 감소하는지를 조사하였다.  

먼저 TBT 투여에 따른 섭식과 체중의 변화를 평가하기

위하여 TBT 투여 후 매일 체중을 측정하였다. 흰쥐의 체중

은 TBT 투여와 상관없이 정상적인 증가 양상을 보였다. 25 

㎎/㎏ TBT를 투여한 실험군에서 체중 증가 폭이 다른 군에

비하여 낮았으나, sesame oil만 투여한 대조군과 비교해서

유의한 차이는 보이지 않았다. 그러나 흉선의 무게는 TBT 

투여 후 유의하게 감소하였으며, 체중에 따른 흉선의 무게

(somatic index) 또한 투여된 TBT 농도가 높을수록 감소하

는 결과를 보였다. 아울러 흉선 내 T 세포의 숫자도 TBT 투

여 후 유의하게 감소하였다. 이러한 결과는 TBT가 흉선 세

포의 세포자연사를 유도함으로써 흉선의 무게와 T 세포 수

를 감소시킨다는 기존의 보고와 일치하고 있다(Raffray & 

Cohen, 1993; Ueno et al., 2009). 이러한 흉선 무게와 T 세

포 수의 감소가 흉선 내부 구조 변화와 어떤 연관성이 있는

지를 확인하기 위하여 흉선 절편을 가지고 H&E 염색을 수

행한 결과, TBT를 25 ㎎/㎏으로 고농도로 투여한 실험군에

서 흉선 내 피질과 수질 사이의 경계가 불분명해짐을 확인할

수 있었다. 흉선은 피질과 수질 부위로 나눌 수 있으며, 피질

과 수질 경계 부위에 존재하는 혈관을 통해 골수로부터 조혈

모 줄기세포가 유입된다. 이러한 조혈모 줄기세포는 피질부

위로 이동하면서 피질 상피세포의 도움으로 분화하기 시작

하고, 최종적으로 분화된 CD4+ 또는 CD8+ T 세포는 수질

부위로 이동하여 수질 상피세포의 도움으로 음성 선택과정

을 거쳐 혈관으로 방출된다(Love & Bhandoola, 2011). 이

러한 흉선은 태아시기에 가장 발달되어 있으면서 흉선의 크

기도 크고 피질과 수질부위의 경계도 명확하게 구분되어 있

다. 그러나 점점 노화가 진행이 되면서 흉선의 크기는 작아

지고 흉선 내 상피세포들은 지방세포로 변하면서 피질과 수

질부위의 경계부위도 불분명해진다(Lynch et al., 2009). 이

러한 과정을 흉선 퇴화 과정이라고 하며, 흉선 퇴화는 사춘

기에 시작하여 중년기 이후에는 대부분의 흉선 조직이 지방

조직으로 변하면서 그 기능이 상실된다(Lynch et al., 2009). 

본 실험결과에서 TBT 투여 후 흉선 내 피질과 수질부위의

경계가 불분명해진다는 것은 TBT에 의해 흉선의 퇴화가 유

발될 수 있음을 제시하는 것이라 할 수 있다.  

한편, TBT가 생식기관을 포함한 다양한 조직에서 세포자

연사를 유발시킨다는 것은 잘 알려진 사실이다(Fawthrop et 

al., 1991). 이에 본 연구에서도 투여된 TBT에 의해 흉선 내

세포자연사가 증가하는지를 확인하였다. 흉선 절편을 이용

하여 TUNEL 분석을 수행한 결과, 투여된 TBT 농도가 높을

수록 흉선 내 세포자연사가 증가하는 것을 확인할 수 있었

고, Annexin V 염색 후 유세포 분석기로 분석한 결과에서도

TBT 농도 의존적으로 세포자연사가 증가하는 것을 확인할

수 있었다. 이러한 결과들은 TBT가 직접적으로 T 세포의 세

포자연사를유발시켜흉선 기능을 감소시킨다는 기존의 보고

와 일치하고 있다(Ken et al., 2004; Tomiyama et al., 2009).

이상의 본 실험결과와 기존에 발표된 연구결과들을 종합

하여 볼 때, TBT는 흉선의 크기와 구조를 변화시키고, 아울

러 흉선 내 세포자연사를 일으키면서 흉선의 기능을 억제시
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키는 것으로 판단할 수 있다. 이러한 TBT 투여에 따른 흉선

내 구조의 변화와 세포자연사의 증가가 어떤 기전으로 유발

되는지를 알아보고자 T 세포 분화와 발달에 중요한 역할을

하는 흉선 내 상피세포의 기능을 조사하였다. 먼저, 기존에

알려진 바와 같이 TBT가 흉선 조직 내에서도 지방세포 분화

를 유도하는지를 확인하기 위하여 지방세포 유도 관련 유전

자와 흉선 상피세포 표지 유전자의 발현을 조사하였다. 본

연구결과에서 지방세포 유도 관련 유전자로 알려진 PPAR

γ, aP2, CD36, PEPCK 모두 TBT 투여 후 유의하게 발현양

이 증가하는 것을 확인할 수 있었다. TBT가 PPARγ의 발현

을 촉진시키고, 또한 RXR과 상호작용하여 지방세포로의 분

화를촉진시킨다는것은 이미 잘 알려진 사실이다(Nakanishi, 

2008). 또한 aP2(adipocyte fatty acid binding protein)는 지

방대사와 지방산 세포 내 수송에 관여하는 단백질로 지방세

포화과정에서다량발현하는것으로알려져있으며(Mandrup 

& Lane, 1997; Gregoire et al., 1998), 배양된 지방세포주에

TBT를 처리할 경우 aP2 발현이 급속히 증가한다는 것이 보

고되었다(Carfi et al., 2008; Shao & Lazar, 1997). CD36은

지방세포에서 발현되는 scavenger receptor로 산화된 LDL

을 제거하고 (Febbraio et al., 2001), 지방산을 지방세포 안

으로 수송하는 기능이 있는 것으로 보고하고 있다 (Ibrahimi 

et al., 1996). CD36 발현은 지방세포로의 분화과정 중에

aP2와 마찬가지로 PPARγ에 의해 조절 받는 것으로 알려져

있다(Feng et al., 2000). 이러한 연구결과들을 고려해 볼 때, 

TBT가 흉선 조직 내 PPARγ 유전자의 발현을 촉진시키고, 

이로인하여지방세포분화관련유전자인 aP2, CD36, PEPCK 

유전자 발현이 증가한다는 것은 TBT가 다른 기관에서와 마

찬가지로 흉선에서도 지방세포화를 촉진시킬 수 있다는 것

을 보여주고 있다.

한편, TBT 투여에 따른 흉선 내 지방세포화 촉진이 흉선

상피세포의 기능을 감소시킬 수 있을 것으로 판단하고, 흉선

상피세포 표지 유전자인 EVA, KGF, AIRE, IL-7의 발현을

분석하였다. EVA(Epithelial V-like antigen)는 흉선 상피세

포에서 발현되는 단백질로 흉선 내 T 세포의 발달 과정에

중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다(Maria et al., 1998). 

KGF(Keratinocyte growth factor)는 흉선을 포함한 다양한

조직의 상피세포에서 발현되는 fibroblast growth factor 중

의 하나로(Danilenko, 1999), FGF receptor 2와 결합하여 흉

선 상피세포의 발달에 영향을 미치는 것으로 알려져 있다

(Erickson et al., 2002). 흉선 수질 상피세포에서 발현되는

AIRE(Autoimmune regulator)는 면역 관용을 조절하면서 T 

세포 발달 과정 중 음성 선택 과정에 관여하는 것으로 알려

져 있다(Liston et al., 2003). IL-7은 흉선 세포의 생존, 증식, 

분화를 증진시키는 사이토카인 중 하나로 T 세포 발달 과정

양성선택과정에서음성선택과정으로의전환과성숙한 T 세

포의 증식을 촉진시킨다(Maraskovsky et al., 1997; Trigueros 

et al., 2003; Hare et al., 2000). 본 연구결과에서 이러한 흉

선 상피세포 표지 유전자인 EVA, KGF, AIRE, IL-7의 발현

양은 TBT 투여 후 유의하게 감소하는 것을 확인할 수 있었

다. 최근 생쥐를 이용한 연구결과에 따르면, 노화에 따른 흉

선 퇴화 과정에서 흉선 상피세포 표지 유전자의 발현양이 감

소하고, 이로 인하여 흉선의 기능이 떨어지면서 면역력이 감

소하는 것으로 보고하고 있다(Youm et al., 2010). 이러한

상피세포 표지 유전자 발현의 감소는 흉선 퇴화가 진행되는

과정에서 PPARγ와 같은 지방세포 유도 유전자 발현의 증

가 때문인 것으로 밝혀졌다(Yang et al., 2009). 이러한 결과

들을 고려해 볼 때, TBT는 흉선 내 상피세포의 지방세포화

를 유도하고, 이로 인하여 상피세포의 기능이 상실되면서 흉

선의 기능이 억제되는 것으로 사료된다.      

다음으로 본 연구에서는 투여된 TBT가 흉선 내 세포자연

사를 증가시키는 원인을 알아보고자 세포자연사 관련 유전

자의 발현양을 조사하였다. TNFα와 TNFR1의 발현이 TBT 

투여 후 유의하게 증가하는 것을 확인할 수 있었다. TNFα

는 대표적인 염증성 사이토카인으로 염증반응 시 호중구 세

포의 생성을 유발하지만, 일반적으로 다양한 세포에서 세포

자연사를 유발하는 것으로 알려져 있다(Murray et al., 1997). 

TNFα에 의해 유도되는 세포자연사는 세포 표면에 발현하

는 TNF Receptor 1(TNFR1)과 연관이 있으며, 이 수용체에

TNFα가 결합할 경우 세포자연사가 유발되는 것으로 보고

하고 있다(Micheau & Tschopp, 2003; Gaur & Aggarwal, 

2003). 또한 흉선을 체외에서 배양하면서 TNFα를 처리하

면 흉선 내 T 세포의 발달이 억제되는 것으로 밝혀졌고

(Middlebrook et al., 2007), 최근 연구에서는 TNFα가 IFN

γ와 함께 골수 줄기세포로부터 분화되는 T 세포의 세포자

연사를 유발시키는 것이 밝혀졌다(Liu et al., 2011). 이러한

결과들은 TBT에 의해 증가된 TNFα가 TNFR1를 발현하고

있는 흉선 내 세포들에 작용하여 세포자연사를 유발시킬 수

있다는 것을 뒷받침하는 증거라고 사료된다.
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본 연구 결과들을 종합해 볼 때, TBT는 흉선 내 지방세포

유도 관련 유전자인 PPARγ, aP2, PEPCK 및 CD36의 발현

을 증가시키면서 지방세포화를 촉진하고, 흉선 상피세포의

표지 유전자인 EVA, KGF, AIRE, IL-7의 발현을 감소시킴

으로써 T 세포의 분화와 발달을 저해하는 것으로 사료된다. 

아울러 TBT는 세포자연사 유도 유전자인 TNFα와 TNFR1

의 발현을 증가시켜 흉선 내 T 세포의 세포자연사를 유발시

키는 것으로 판단된다. 이러한 결과는 일상생활 속에서 지속

적으로 노출되고 있는 TBT가 흉선의 기능을 떨어뜨림으로

써 면역력 저하를 유발시킬 수 있음을 제시하고 있다.
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