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서 론

Helicobacter pylori (H. pylori)는 최근 20년 동안 위염 및

위궤양을 포함한 다양한 위질환의 직접적인 원인균으로 인

정되고 있다 . H. pylori 감염이 위염의 원인일 것이라는 사실

은 이미 1920년대부터 주장되어 왔으나, 당시에는 음식으로

부터 이입되어 소화되지 않은 균일 뿐, 병리학적 의미는 없

다고 생각하였고 ,1 대부분의 학자들은 이 균의 의미를 무시

하여 왔다 . 그러나 1982년 Warren과 Marshall에 의하여 위염

환자의 위점막에서 최초로 분리 , 배양에 성공한 이래2 H.

pylori 균주는 만성 위염 , 소화성 궤양 및 위암의 원인 요인

으로 주목을 받고 있다 .3 H. pylori가 사람의 위에서 상기의

병변을 유발하는 것에 대해서 논란이 일자 , 균의 동정자인

Marshall 박사는 직접 자신이 동정한 균주를 흡입하여 자신

의 위에서 위염이 유발되었다는 사실을 밝혀냈다 . 그러나

사람을 이용하여 H. pylori에 의한 위질환의 발병기전을 밝

히기에는 제한이 있으므로 동물의 감염을 통한 모델의 개발

이 필요하다 .4

현재까지 돼지나 개 , 원숭이, 심지어 치이타를 이용한 H.

pylori 감염을 유도한 실험들이 있었으나 이러한 동물들은

시간과 비용이 많이 들며 , 대량으로 다양한 실험을 진행하
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기에는 어려운 점이 많고 또한 인간의 조직병리학적 변화와

는 많은 차이를 보였다 .5 -7 따라서 보다 재현성이 높고 관찰

기간이 짧으며 , 인간의 위조직 변화와 유사한 병변을 유발

시킬 수 있는 동물모델이 필요하게 되었는데, 이러한 조건

을 만족시키는 동물로는 설치류가 이상적인 것으로 알려져

있다 .

1990년부터 H. f elis를 이용한 동물모델이 개발되었는데 ,

H. f elis는 고양이의 위장에서 분리되어 H. pylori와 상당히

유사한 구조를 지닌 균으로서 쥐의 위장에서도 비교적

잘 자라 생쥐 감염의 모델로도 사용되고 있다 .8 그러나

H. f elis에 의한 위병변은 인간의 위점막에서 발생한 병리학

적 변화와는 다소 차이가 있으므로 흔히 사용될 수 있는 이상

적인 모델이라고 할 수는 없었다 .9 이런 중에 1997년 Lee 등10

은 10년간 위궤양을 앓아오던 여성의 위점막에서 H. pylori를

성공적으로 분리, 배양하여 Lausanne criteria를 만족시키는

SS1 (Sidney strain 1)이라 명명된 균주를 배양한 후, 이를

C57BL/6과 BALB/C 등의 마우스에서 높은 집락형성을 시킬

수 있다고 보고하였다 . 마우스 모델 이외에도 H. pylori의 동

물모델로는 Mongolian gerbil, ferret, 고양이 및 개 등이 보고

되고 있으나 현재는 Mongolian gerbil, 마우스 및 ferret이 가장

많이 이용되고 있다 .

H. pylori 감염이 과연 위암을 유발할 수 있는가 하는 문

제는 1994년 세계보건기구의 IARC회의에서 H. pylori를

group I carcinogen 즉 , 명확한 발암인자로 규명하여 발표하

기는 하였으나 현재까지 이의 정의에 대해서는 다소 회의적

이라 할 수 있다 .11 왜냐하면 역학적 조사 결과 H. pylori를

위암 발암인자로 규정하기는 하였지만 오히려 전혀 관계가

없다는 보고도 있으며 12 ,13 동물모델에서도 일본의 한두 연구

기관에서는 위암 발생이 관찰되었다는 14 연구 결과가 발표

되었지만 명확한 인과관계를 설명하기에는 아직까지 논란

이 되고 있다 .

본 연구에서는 마우스를 이용해 H. pylori 감염 모델을 수

립하고, 과연 마우스 모델에서 H. pylori 감염이 위암이나 이

와 연관된 병변을 유발시킬 수 있는지를 알아보기 위하여

생후 4주된 C57BL/6 마우스에 H. py lori SS 1 균주를 감염

시켜 80주까지 시간 경과에 따른 위병변의 병리학적 고찰 ,

위점막 증식 상태, 세포사멸(apoptosis)의 변화 및 점액의 변

화를 관찰하였다 .

대상 및 방법

1 . 실험 동물

실험에 이용된 대상 동물은 4주령의 specific pathogen free

(SPF) C57BC/6 (Charles River, Tokyo, Japan)였고, 사료는 멸균

소독된 휴리나 사료(Hae Eun International Co., Seoul, Korea)

를 주었으며 실험실 환경 적응을 위해 2주간 사육하면서 건

강 상태가 양호하다고 판단되는 것들만 골라 실험에 사용하

였다 . 실험에 사용된 마우스는 총 115마리였으며, 대조군으로

35마리를 사용하였다 . 동물실험실은 12시간의 밤낮이 잘 구

분되는 시설이 이용되었고 실내 온도 및 습도를 적정 수준으

로 유지시켰으며 음용수는 소독하여 제한없이 공급하였다 .

2 . H. py lo ri 균의 배양

Lausanne criteria15를 만족시키는 균으로 알려진 H. pylori

SS1을 서면 동의를 얻어 냉동 상태로 Lee 그룹 10에서 구하였

다. 일부를 해동하여 이 균의 특성을 알아보기 위하여 modified

Gram s stain을 시행하여 소 멍에 모양으로 만곡된 그람음성

간균의 형태를 보이고 oxidase, catalase 및 urease 양성인 것

을 확인한 후 , 액화질소에 보관하여 이후 배양 절차를 거

쳐 마우스에 감염시켰다 . 균 투입 6일전 냉동 균주를 해동

시켜 brain heart infusion용액에 150 µL를 부은 후 , horse blood

및 skirrow media가 함유된 H. pylori 배양 agar plate에 균주를

심은 후 상품화된 미호기성 조건 발생 kit인 CampyPack plus

(Becton Dickinson, Sparks, MD, USA)를 장착시킨 상태에서

혐기병에 넣고 밀폐한 다음 37℃ 이산화탄소배양기에 넣어

5% O2 , 10% CO2 , 85% N2의 조건으로 5일간 배양하였다 . 5

일 후 H. pylori의 집락형성을 확인한 후 이를 10% 우태아혈

청이 섞인 brain heart infusion broth (Difco, Detroit, MI, USA)

에 집락을 따서 shaking incubator에 넣고 미호기성 조건에서

4일간 추가 배양하였다 .

3 . 마우스로의 균 투입

4일 후 배양된 brain heart infusion용액에서 분광광도계를

이용하여 균수를 확인하고 이를 희석하여 100 mL당 1×109

CFU가 되도록 균수를 조절하였다 . 실험 마우스는 H. pylori

균 감염 1일전 절식판을 미리 깔아놓아 절식된 상태에서 마

우스용 위관을 이용하여 한 마리당 100 µL (1×109 CFU/mL)

의 H. pylori를 주입하였고 , 이러한 감염 절차는 이틀 간격으

로 3번 반복 투여하였다 . 이 때 대조군으로 사용된 35마리의

마우스는 생리식염수를 동량 주입하였고 상호감염의 기회

를 제공하지 않도록 별도의 동물실에 분리 기거시켰다 .

4 . 마우스 위절제 및 병리학적 관찰

시술 후 H. pylori를 감염시킨 생쥐는 4주, 8주 , 16주 후에

각각 10마리씩을 , 24주 , 36주 , 50주 후에 각각 20마리씩을 ,

80주 후에는 25마리를 희생시켰으며 대조군에서도 같은 시

기마다 각각 5마리씩을 희생시켜 육안 관찰 및 사진 촬영

후에 95% 에탄올에 고정시켰다 . 마우스의 희생은 안구를

적출하여 5 mL의 전혈을 EDTA tube에 보관시킨 후 경추

골절의 방법으로 고통 없이 희생시켰다 . 이 때 H. py lori 감
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염의 상태를 알아보기 위하여 조직의 일부를 아주 작게 절

제하여 CLO검사를 시행하였다 . 4시간 동안 알코올에 고정

시킨 후 포매하여 4 µm 간격으로 잘라 H&E 염색 및

Warthin-Silver 염색을 실시하여 균의 존재 및 병리학적 소

견을 관찰하였다 .

5 . 면역화학검사

Paraffin block을 4 µm 간격으로 절제하여 probe-on slide에

부착시킨 후 xylene 용액에 20분간 담궈 탈파라핀화를 시켰

다. 이후 graded alcohol용액(100%, 95%. 70%)에 2분간 슬라이

드를 담궈 rehydration시키는 과정을 거친 후 내인성 peroxidase

활성도를 약화시키기 위하여 1% H2O2가 함유된 methanol용

액에 4시간 동안 담궜다 . 마우스 조직에 비특이성 항체의 부

착을 줄이기 위하여 Vector Laboratory사에서 제작된 MOM

kit를 사용하였는데 여기에는 mouse IgG가 함유되어 있고 ,

이 용액에서 1시간 동안 실온에 작용시킨 후 항체 anti-PCNA,

PC-10 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) 1:500 희

석액을 첨가하여 4℃에서 18시간 반응시켰다. 이후 PBS에 세

척한 후 biotinylated anti-mouse IgG를 20분간 반응시키고

vectastain ABC reagent (Vector Laboratory Inc., Burlingame, CA,

USA)를 이용하여 발색시키고 Hematoxylin용액으로 대조염색

을 시행하였다 . PCNA-LI (PCNA-labeling index)는 3부분의 조

직 부위에 각각 500개의 세포를 세어 이중 PCNA염색에 양

성인 세포의 수를 백분율로 구하여 이를 평균한 값을 백분율로

표시하였다.16

6 . T UNEL (te rmina l de oxynuc le ot idyl t ro ms te ra s e -

m e d ia t e d d UT P b iot in n ic k e nd la b e l)

세포사멸을 검출하기 위해 Oncor사의 ApopTag를 사용하

였다 . 우선 4 µm로 절제된 포매 조직을 탈파라핀화시킨 후

20 µg/mL의 proteinase K를 처리하여 15분간 37℃에서 반응

시켰다 . 그 다음 내인성 peroxidase를 억제시키기 위하여 2%

H2O2용액에 20분간 반응시킨 후 TdT (terminal deoxynucleotidyl

transferase)효소가 함유된 용액을 37℃에서 1시간 동안 반응시

킨다 . 이후 anti- digitoxigen peroxidase로 반응시킨 후 DAB

(3,3 -diaminobenzidine)를 발색제로 사용하여 apoptotic nuclei를

염색하고 methyl green용액으로 대조염색을 시행하였다.

Apoptosis labeling index도 PCNA-LI와 동일한 방법으로 3부분

의 조직 부위에서 양성 핵을 100개의 핵으로 백분율을 구한 후

이를 모두 평균한 수를 백분율로 표시하였다.17

7 . 점액 염색

점액 염색은 Alcian blue at pH2.5/periodic acid Schiff

(AB/PAS)를 시행하였다. 이 염색은 점액의 산도가 산성화되면

파랗게 염색된다.

8 . 통계 처리

통계학적 의의를 알아보기 위해서 Student t test와 Cox-ranked

regression test를 시행하였으며 p 값이 0.05 이하를 의의가 있는

것으로 간주하였다.

결 과

1 . H. py lo ri 감염 마우스 모델 수립

새로운 환경에 잘 적응시킨 C57BL/6 마우스를 대상으로

사흘 간격으로 1×109 CFU/mL의 H. pylori SS1 균주를 주입

시켰으며 모든 실험 동물에 성공적으로 감염시킬 수 있었다 .

H. pylori 감염 4주 및 8주 후에 각 군별 무작위로 마우스를

추출하여 희생시킨 후 위조직을 배양하고 CLO검사를 시행

하였는데 , 감염시킨 모든 마우스에서 H. pylori가 배양 , 확인

되었으며 대조군에서는 H. pylori가 전혀 검출되지 않았다 .

감염시킨 후 80주까지 연속적으로 측정한 마우스의 체중은

대조군과 H. pylori 감염군 사이에 유의한 차이를 발견할 수

없었다(Fig. 1). H. pylori 감염 6주째의 평균 체중은 19.5±0.6

g이었으며 80주령의 표준 체중은 50.5±0.8 g이었다 .

2 . 병리학적 변화

1) 육안적 변화

Fig. 1. Serial changes of body weight of C57BL/6 mice
treated with H. pylori. There are no significant differences in
body weight for 80 weeks between H. pylori infected group
and control group.

Fig. 2. Gross morphology of normal stomach and H. pylori-
infected stomach of 80-week-old C57BL16 mice. (A) Normal
control mice show no pathological changes. (B) H. pylori-
infected mice developed hyperplastic gastritis without any evidence
of adenoma, dysplasia or carcinoma.
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대조군의 위는 시간 경과에 따라 유의한 육안적 변화를

관찰할 수 없었다 . H. pylori 감염군에서도 80주 관찰기간까

지 종양형성이나 궤양 등의 뚜렷한 변화는 관찰되지 않았으

나 Fig. 2에서 볼 수 있는 바와 같이 대조군에 비해 H. pylori

감염군에서 위벽이 비후되어 있다 . 또한 위점막에서 위주름

의 현저한 비후가 감염 후 36주부터 시작되어 대조군에 비

해 유의한 차이가 있음을 관찰할 수 있었는데 , 이는 감염 후

50주 및 80주에 더욱 더 현저한 변화를 보였다 . 일부 H.

Fig. 3. Serial histopathological changes in H. pylori-infected C57BL/6 mice. (A - B) Normal control mice show no significant pathological
changes at 80 weeks of age. (C - D) Inflammatory cell infiltration in the submucosa and lamina propria is noted in the fundus and the
antrum at 8 weeks, respectively. (E - F) Mononuclear cell infiltration is increased and atrophy of gland is noted in the fundus at 16 and 24
weeks. (G) Loss of gland is increased in the antrum at 36 weeks. (H - I) Hypertrophy of the mucosa in noted in the fundus and the antrum
at 50 weeks. (J - L) Hypertrophic gastritis is decreased in the fundus and the antrum at 80 weeks (H&E stain, ×100).
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pylori를 감염시킨 마우스에서는 16주 및 24주째 위에 미란

성 병변이 관찰되기도 하였다 .

2 ) 병리학적 변화

대조군에서는 80주까지 관찰한 소견에서도 뚜렷한 병리

학적 변화를 관찰할 수 없었다 (Fig . 3A, B). H. pylori 감염

군의 감염 8주째 위저부(Fig. 3C) 및 전정부(Fig. 3D) 관찰에서

정도의 차이는 있으나 모든 마우스에서 경한 염증반응 이

외의 특이 사항은 없었다 . 염증반응은 호중구 외에도 단핵

세포들로 구성된 염증세포의 침윤이 점막하뿐만 아니라, 위

고유층에서도 관찰되며 선와염의 소견도 관찰되었다 . 감염

16주째(Fig. 3E) 및 24주째(Fig. 3F)에는 만성 위염의 특징인

단핵세포들의 비중이 더욱 증가하였고 , 이러한 세포들의 침

윤에 의하여 위선이 파괴되는 위축의 소견이 모든 위점막에

서 보였다 . 염증 변화들은 감염 후 36주부터 매우 심해졌으

며 위선의 소실이 더욱 증가되었다(Fig. 3G). 이와 함께 위점

막의 증식이 현저하게 증가되어 감염 후 50주째(Fig. 3H, 3I)

최고조에 도달하며, 80주째(Fig. 3J, 3K, 3L)에는 증식성 위염

의 소견이 다소 감소됨을 알 수 있었다 . 일부에서는 장상피

화생의 소견과 선와농 , 위상피세포내 림프구 침윤 등의 소

견과 함께 림프소절의 형성을 관찰할 수 있었다 . 그러나 감

염 후 80주째까지 선종 , 이형성 또는 암화의 증거는 마우스

Table 1. Summary of Pathological Responses in Mice Infected with H. pylori during 80 Weeks

Finding
4 wk
(n=10)

No.

8 wk
(n=10)

No.

16 wk
(n=10)

No.

24 wk
(n=20)

No.

36 wk
(n=20)

No.

50 wk
(n=20)

No.

80 wk
(n=25)

No.

Neutrophils in lamina propria
Neutrophils in epithelium
Lymphoid cells in epithelium
Submucosal abscess
Crypt abscess
Mucosal atrophy
Neutral mucin at mucosal surface
Bacteriology

10
6
0
3
1
0
10
10

10
7
2
8
2
3
10
10

10
10
10
10
10
10
10
10

20
20
20
20
20
20
20
20

20
20
20
20
20
20
20
18

20
20
20
20
20
20
15
15

25
25
25
25
25
25
11
9

Fig. 4. Serial changes of immunohistochemical staining of PCNA in H. pylori-infected C57BL/6 mice. PCNA-positive cells were increased
and migrated to upper part of gastric gland as time passed. They reached their peak at 50 weeks, and tended to decrease at 80 weeks.
(A-F) PCNA of normal control (A) and H-pylori infected C57BL/6 mice at (B) 16 weeks, (C) 24 weeks, (D) 36 weeks, (E) 50 weeks, and
(F) 80 weeks after the infection (PCNA immunohistochemical stain, ×100).
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김성우 외 9인 . 장기 Helicobacter pylori 감염 마우스 모델 수립과 위암 발생에 미치는 영향

모델에서는 전혀 관찰되지 않았다 . 이상의 병리학적 변화를

요약하면 , 위 고유층과 상피세포에서 호중구의 침윤은 감염

후 4주째부터 관찰되어 지속되지만 위상피세포에서 림프구

의 침윤 및 선와농은 감염 후 16주째부터 현저히 발견되

었고 , 뚜렷한 위축성 변화 역시 16주째부터 흔하게 관찰되

었다(Table 1).

3 . P C NA 변화

H. pylori 감염 후 병리학적 소견상 유의한 증식성 위염의

소견이 관찰기간 경과에 따라 현저한 변화를 보였는데 이를

확인하기 위하여 PCNA 면역화학염색을 시행하고 labeling

index를 측정하였다 . 시간 경과에 따라 PCNA 양성 세포의

수는 물론 , PCNA 양성 세포가 위선 상부 부위까지 이동하

고 있음을 알 수 있었으며 , PCNA 양성 세포는 감염 후 50주

째에 최고조에 달하며 80주째에는 다소 감소되는 경향을 보

였다(Fig. 4). PCNA-LI는 Fig. 5에 표시하였는데 H. pylori를

감염시키지 않은 대조군에서는 시간 경과에 따라 PCNA-LI

의 변화를 보이지 않는 반면, H. pylori 감염군에서는 감염

후 16주째부터 50주째까지 가파른 상승을 보여 대조군과 통

계적으로 유의한 차이를 보였고(Fig. 5A, p<0.01), 병리학적

소견과 일치하게 감염 후 80주째에는 약간 감소하는 경향을

보였다 . 이상의 결과로 마우스의 H. pylori 감염은 시간 경과

에 따라 유의한 증식성 위염을 유발시키지만 암화의 증거는

관찰되지 않았다(Table 2).

4 . 세포사멸의 변화

H. pylori를 감염시키지 않은 대조군에서는 현미경하 조직

관찰시 시야당 2-3개 정도의 세포사멸 소견을 관찰할 수 있

었으나 Fig. 5B에서 볼 수 있는 바와 같이 H. pylori 감염 후

에는 고배율 시야당 7-8개 정도의 세포사멸을 관찰할 수 있

었고 , 이는 시간경과에 따라 증가하는 양상을 보였다(Table

2). PCNA-LI는 H. pylori를 감염시키지 않은 대조군에서는

Fig. 5. Serial changes of proliferating cell nuclear antigen-labeling index (PCNA-LI) and apoptosis-labeling index (apoptosis-LI) of
C57BL/6 mice infected with H. pylori. (A) PCNA-LI increased markedly between 16 weeks and 50 weeks in the H. pylori-infected
group (p < 0.01) compared with the control group showing no change. (B) Apoptosis of 2-3 cells per high power field of microscopy was
noted in control group. Apoptosis started at 8 weeks after the infection, showing 7-8 apoptotic cells/high power field and tended to
increase as time passed.

Table 2. Gastric Epithelial Kinetics during Long-term H. pylori Infection

0 wk 4 wk 16 wk 50 wk 80 wk

Pathologic diagnosis
Bacteria
Proliferation
Apoptosis
Mucin production

Normal

↑↑↑

Acute gastritis

↑↑↑

Chronic gastritis
↑↑↑

Chronic gastritis

↑↑↑

↑↑↑

Atrophy

↑↑↑
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시간 경과에 따라서 apoptosis-LI의 유의한 차이가 없었으나 ,

H. pylori 감염군에서는 감염 후 4주째부터 세포사멸이 증가

하고 감염 후 50주째에 최고조에 달하여 PCNA-LI와 비슷한

양상을 보였으며 H. pylori 감염군과 대조군 사이에는 유의

한 통계학적 차이가 보였다 . 그리고 PCNA-LI와 apoptosis-LI

사이에는 유의한 상관관계를 관찰할 수 있었다(p<0.0 1).

5 . 점액 변화

H. pylori 감염 후 점액의 변화는 정상일 때 보이는 중성

점액은 현저하게 감소되는 반면 산성 점액은 현저하게 증

가되는 뚜렷한 변화(Fig. 6)를 관찰할 수 있었다(Table 2).

고 찰

본 연구에서는 C57BL/6 마우스에 SS1 H. pylori를 감염시

켜 H. pylori 감염 마우스 모델을 수립하였고 , 이들 생쥐를

감염 후 80주째까지 유지하면서 시간 경과에 따른 위의 병

리학적 소견을 장기간 관찰하였다. 이 결과 만성 위염, 만성 위

축성 위염 및 증식성 위염의 소견을 관찰할 수 있었으나 위선

종 및 위암의 증거는 관찰되지 않았다 . 따라서 H. pylori는

세계보건기구 IARC에서 규정한 group I carcinogen 11으로서의

역할에는 미흡한 것으로 결론지었다.

H. pylori 감염 후 80주까지의 변화를 Table 2에 요약하였

는데 , 세균학적인 면에서 H. pylori의 집락형성은 4주째부터

관찰되고 16주째부터 유의한 병리학적 변화를 보여 가장 많

은 수의 세균 집락이 관찰되며 , 이후 50주째 및 80주째에는

위축이 진행되면서 세균 집락도 감소되었다 . SS1을 사용하

였을 경우 집락형성이 높았던 이유는 위궤양 환자에서 분리

배양한 H. pylori를 마우스에 먹인 후 감염을 유발시킨 위점

막에서 다시 분리 배양한 균을 다시 마우스에 먹이는 방법

으로 여러 번 계대배양하여 마우스의 위점막에 적응시킨 균

이었기 때문일 것이다 .10 또한 3번에 걸쳐 1×109 CFU/mL의

농도로 충분한 균주를 투입하여 H. pylori가 많이 자랄 수 있

도록 충분한 환경을 제공하였기 때문이기도 하다 . 실제 SS1

균주를 1.2×107 CFU/mL의 농도로 한 번만 쥐에 투입하여도

100%의 집락을 얻었다는 보고도 18 있으므로 SS1 균주는 H.

pylori 감염 동물모델의 재료로서 상당히 유용하다고 생각한다 .

본 연구에서 사용한 실험 동물은 specific pathogen free (SPF)

C57BL/6 마우스로서 SS1 균주가 가장 잘 자랄 수 있는 마우

스로 알려져 있다 .9 보고에 따르면 SS1 균주는 C57BL/6 마

우스의 전정부에서 가장 집락형성이 높고 체부나 위저부로

갈수록 낮아졌지만 BALB/C 마우스에서는 집락형성이 전반

적으로 낮고 전정부와 체부의 경계 부위에서 가장 높았다 .

또한 H. f elis를 C57BL/6, BALB/C, C3H/He 등 여러 종류의

마우스에 감염시켰을떄 마우스의 종류에 따라 염증의 차이

를 보이고 C57BL/6 마우스에서 염증이 가장 심하다는 보고

도 있었다 .19 이처럼 마우스의 종(strain)에 따라 집락형성이

차이를 보이는 이유는 마우스마다 면역기능의 차이가 있기

때문이며 , 해부학적인 장소에 따른 차이를 보이는 이유는 국

소적인 산도의 차이 때문일 것이다.

H. pylori 감염 모델로 흔히 BALB/C 마우스를 많이 이용

하여 왔지만 BALB/C 마우스에 SS1 균주를 감염시켰을 때에

Fig. 6. Pictures of Alcian blue/PAS staining for mucin in C57BL/6 mice infected with H. pylori. After H. pylori infection, the neutral
mucin reduced markedly, but the acidic mucin increased strikingly. (A) Mucin of normal C57BL/6 mice ( ×100). (B) Mucin of C57BL/6
mice at 36 weeks after H. pylori infection ( ×100). (C) Mucin of C57BL/6 mice at 80 weeks after H. pylori infection ( ×200).
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는 특히 전정부에서의 집락형성이 C57BL/6 마우스의 5% 정

도밖에 되지 못하였고 만성 위염이나 위축의 정도가

C57BL/6 마우스에 비해 적게 발생된다 .9 ,20 따라서 집락형성

이 높고 인간의 병리 소견과 유사한 결과를 얻기 위해서는

C57BL/6 마우스가 적합하다는 결론을 얻을 수 있었다 . H.

pylori strain SS1은 cag A와 vac A가 양성이고 C57BL/6 마우

스에 감염시킨 결과 106 ~107 CFU/g tissue 농도의 집락을 보

였고 , 계대배양에서도 안정적이었고 위상피세포에 강하게

유착(adhesion)되었으며 , 8개월 동안 감염시켰을 때 심한 위

축성 위염 소견을 보였다 .10 이러한 특징은 표준화 동물모델

이 갖춰야 하는 조건인 Lausanne criteria15를 만족시킴을 의

미한다 . 본 연구에서는 100%의 집락형성을 보이고 시간 경

과에 따라 H. pylori에 의한 염증 소견이 현저하게 증가하였

다 . 결론적으로 SS1 H. pylori를 이용한 동물모델은 재현성이

높아 H. pylori를 이용한 위염, 위궤양의 연구나 H. pylori의

치료 연구에 많은 도움을 줄 수 있는 것으로 생각된다 .

아직까지 본 연구에서와 같이 마우스 동물모델에서 실험

동물의 수명이 다하는 시기까지 장기간 위의 병리 소견을

관찰한 보고는 국내외적으로 없었다 . 유사한 보고로

Mongolian gerbil에서 시간 경과에 따른 위의 병리 소견을 관

찰한 것이 있지만 이는 52주째까지의 보고이며 , 또 다른 보

고는 감염 후 80주째에만 관찰이 이루어졌다 . 따라서 마우

스 모델에서의 장기 추적관찰 결과는 본 연구가 최초이다. 위

에 언급한 Mongolian gerbil에서의 관찰 결과와 본 연구 결과를

상호 비교하기 위하여 우선 Mongolian gerbil에서의 변화를 살

펴보면,2 1 생후 7주된 SPF Mongolian gerbil에 ATCC사의 H.

pylori 43504 균주를 1×109 CFU/mL씩 구강으로 감염시킨 후

9주 , 11주 , 15주, 19주 , 33주 , 45주, 59주째 희생시켜 병리 소

견을 관찰하였을 때, 감염 2주에는 뚜렷한 위병변이 관찰되

지 않았으나 감염 4주 후에는 벽세포와 주세포가 감소되기

시작하였으며 전정부 점막에 경한 염증반응이 시작되었다

고 하였다 . 침윤된 염증세포는 주로 다핵형 백혈구였으며

소와 미세농양을 형성하기도 하였으나 뚜렷한 H. pylori의

집락형성은 관찰되지 않았고 특징적으로 BrdU labeling이 현

저하게 증가되었다고 하였다 . 감염 8주 및 12주째에 염증 소

견은 더욱더 현저해지고 만성 염증의 소견을 보이며 다양한

크기의 미란이 다발적으로 발생되고 림프 소절의 형성이 나

타나며 전정부 위선이 증대되고 점액 함유가 증가되었다 .

감염 후 26주째 및 38주째에 위궤양과 위의 증식성 병변이

나타나며 궤양은 주로 이행대(transitional zone)에서 발생되

며 궤양 주변에 심한 염증 소견이 관찰되었다 . 위의 증식성

병변은 주로 유문부 및 전정부에 나타나며 위저부에서도 증

식성 위염 및 용종이 관찰되었고 , 장상피화생은 H. pylori 감

염 후 26주째에 관찰되기 시작하여 52주째까지 서서히 증가

된다고 하였다 . 이상의 소견과 본 연구에서 관찰된 마우스

에서의 병리 소견은 매우 유사하다 . 그러나 마우스 모델에

서는 위궤양이나 위용종이 발견되지 않았으며 장상피화생

은 Mongolian gerbil과 같이 감염 후 24주째에 관찰되기 시작

하나 시간 경과에 따라 유의하게 증가되는 소견은 없었다 .

특이한 점은 두 모델 모두 위에 증식성 병변을 유발했다는

것이다 . Helicobacter 감염 후 위의 증식성 병변 모델로는 H.

f elis 감염 후 증식성 위염을 보인 ferret model을 들 수 있

다 .22 그러므로 본 연구 모델을 포함한 마우스, Mongolian

gerbil 및 ferret 모두에서 유의한 BrdU나 PCNA labeling index

의 증가가 보고되고 있다 . 그런데 이중 ferret 모델은 증식성

위염이 진행된 후에 위축성 위염으로 이행되고 시간이 경

과하면 위선암이 발생되는 것으로 보고되고 있는데 , 연구

결과는 주로 MNNG나 MNU와 같은 발암물질을 전처치한

후 H. pylori를 감염시킨 연구로서 연구자들의 선행연구나

Mongolian gerbil에서의 여러 연구 결과 모두에서 H. pylori

감염 자체는 명확한 발암인자라기보다는 암 유발 촉진인자

즉 promoter의 역할을 할 것이라는 주장이 더욱 받아들여지

고 있다 .23 -2 5 본 연구자 등도 선행연구에서 TGF-β 수용체가

결함되어 있는 형질 전환 마우스에 H. pylori ATCC 43504를

감염시킨 후 36주째에 위암이 발생된다는 연구 결과로 미루

어 H. pylori 감염이 명확한 위암의 initiator라기보다는

promoter로서 역할을 할 것으로 생각된다 . 단 , 균주에 감염된

숙주의 유전적 감수성이 선행되어 있는 경우에 암의 유발을

개시하는 것으로 생각된다 .26 본 연구에서 생후 80주째까지

의 관찰 결과에서도 위선종이나 위암의 명확한 증거는 관찰

되지 않았다 . 그러나 위암의 발생에 영향을 줄 수 있는 위축

성 위염이나 유의한 점액의 변화 및 장상피화생이 관찰되어

H. pylori 감염이 생쥐에게는 전암병소를 유발하는 것으로

결론지었다 . Mongolian gerbil의 경우 감염 후 50주째 및 80

주째에 위암이 발생되었다는 보고가 있다 .27 그러나 일부에

서는 H. pylori가 Mongolian gerbil에 위암을 유발시키지 못한

다고 보고하면서 전술한 바와 같이 MNU나 MNNG와 같은

발암물질을 먼저 투여하고 이후 H. pylori를 감염시켰을 때

유의한 위암 발생이 증가된다고 보고한 바 있다 .24 -2 8 이들의

주장에 의하면 H. pylori 감염 후 보고된 Mongolian gerbil의

위암 병리조직이 암으로서 뚜렷한 근거가 약하고 재연실험

에서 증명해주지 못하였으며 Mongolian gerbil이라는 동물이 워

낙 불안정하여 암화의 증거로는 부족하다는 것이다. 반면에 본

연구에서 사용된 마우스 모델은 쉽게 H. pylori 감염이 되

지 않고 일반적인 발암물질 투여에도 암화에 저항성을 보이

기 때문에 , 일단 암화가 발생될 수 있다면 뚜렷한 원인-결과

관계를 규명하기에 다른 모델보다도 매우 우수하다고 하겠

다 . 또 마우스 모델은 Mongolian gerbil에 비하여 많이 연구

되어 있고 여러 가지 항체 및 유전자 조사가 많이 되어 있어

병리학적 소견 분석 이외에 H. pylori 감염에 따른 여러 가지
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분자생물학적 관찰이 용이하고 , knock out (KO)이나 형질전

환 마우스 모델이 유용하다는 장점을 가지고 있다 . 실제로

C3H/He 마우스에 H. pylori를 감염시킨 결과 H+-K+ ATPase

에 대한 면역반응이 나타난 자발성 자가면역성 위염이 발생

되었다는 보고 ,29 BALB/C 마우스에 H. f elis를 감염시켰을 때

MALToma가 발생되었다는 보고,30 IL-10 KO 마우스에 H.

f elis를 감염시켜 본 결과 아주 심한 증식성 위염이 발생하였

다는 보고 ,3 1 APC 유전자 결함 마우스에 H. f elis를 감염시켰

더니 위 세포증식 및 염증이 줄었다는 보고 ,3 2 IFN-r KO 마

우스에 H. pylori를 감염시켰더니 전혀 염증반응이 유도되지

않았다는 보고33 등 다양한 wild type 마우스나 KO 마우스를

이용한 실험이 유용하다는 점을 알 수 있다 .

본 연구와 같이 장기간 H. pylori 감염 실험 동물의 생명

이 다할 때까지 관찰한 또 다른 연구로 고양이를 대상으로

한 보고가 있는데, 연구 결과는 연구자들의 마우스 모델과

매우 유사하다 . 즉 3년간 고양이에게 H. pylori를 감염시킨

결과 위암의 발생보다는 주로 위축성 위염 및 증식성 위염

을 보여 이들 연구가들도 본 연구 결과와 유사하게 결론적

으로 전암병소가 H. pylori 감염에 의하여 증가되는 것으로

보고하였다 .3 4 H. pylori에 의한 상피세포 손상의 기전은 H.

pylori가 위산에 대한 위점막 상피세포의 저항력을 감소시키

거나 , 혹은 H. pylori가 세포주성 물질인 사이토카인 생성을

유도하고 이에 따라 활성화된 백혈구가 점막의 손상을 초래

하기 때문이라고 생각되고 있다 .35 ,36 H. pylori에 감염된 위조

직에서 몇몇 사이토카인과 iNOS mRNA가 발현되고 , 위암세

포에 H. pylori를 감염시키면 각종 사이토카인뿐만 아니라

IL-8이나 RANTES 같은 chemokine과 세포접합분자의 발현

이 증가된다는 사실은 두 번째 가설을 뒷받침해주는 소견이

다 .37 H. pylori의 또 다른 점막 손상의 한 기전으로 세포사멸

을 들 수 있는데 , H. pylori가 감염된 위조직에서는 정상보다

세포사멸이 증가하고 H. pylori를 박멸한 후에는 세포사멸이

감소한다는 관찰에 근거하여 세포사멸이 H. pylori에 의한

점막 손상의 중요한 기전으로 간주되고 있다 .3 8 이와 동반하

여 H. pylori 감염시에는 본 연구에서도 관찰할 수 있었던 바

와 같이 세포증식이 활성화되어 이 결과 증식성 위염이 유

발된다 . 그러므로 H. pylori 감염 후 시간 경과에 따른 이들

세포증식 및 세포사멸의 변화를 관찰하는 것은 매우 의의

있는 일이다 . 본 연구에서는 H. pylori 감염 후 시간 경과에

따라 세포증식 및 세포사멸이 모두 다 유의하게 증가되고

있다 . 만일 세포증식은 진행되고 세포사멸에 어떠한 장애가

발생한다면 이는 암화의 진전에 크게 도움을 줄 것이다 .39

왜냐하면 대장암의 발생에서 이미 잘 밝혀져 있는 바와 같

이 세포사멸의 장애는 세포의 과증식 및 축적을 유발하며

탈분화 과정과 함께 암화에 매우 중요한 역할을 하기 때문

이다 . 본 연구에서 80주까지의 경과 관찰에서 위암이 발생

되지 않은 이유는 바로 세포증식과 세포사멸이 다같이 증가

되어 있었고 이들 사이의 균형이 유지되었기 때문일 것으로

생각된다 . 특히 H. pylori 감염에 의해 유도되는 세포사멸은

위축성 위염을 유발하여 이 때 세포사멸에 의한 세포손실은

anti-canalicular 형태와 연관된다는 사실에서 H. pylori 감염에

의해 자가면역 위염이 발생될 수 있고, 이는 세포사멸 유도

와도 연관된다는 보고40도 있다 . 실험 동물에서 H. pylori 감

염에 따른 세포사멸 유도 실험은 아직까지 없었으며 H. pylori

대신 H. pylori의 lipopolysaccharide를 쥐에 투여한 후 유의한 위

염의 발생과 함께 상피세포의 세포사멸을 보고한 연구4 1도 있

다 . 본 연구와 같이 동물모델에서 시간적 경과에 따른 세포

사멸 변화를 관찰한 연구는 처음이다 . 실제 실험적으로 증

명되지는 않았으나 H. pylori 감염시 세포증식과 세포사멸이

균형을 유지할 경우에는 염증 이외에 암이나 궤양이 발생되

지 않으나, 세포증식보다 세포사멸 반응이 유의하게 증가될

경우에는 소화성 궤양이 , 반대로 세포증식이 유의하게 증가

될 경우에는 암화가 가능하겠다는 가설 및 실험적 결과가

보고42된 바 있다 . 본 연구에서는 점액의 변화를 시간 경과

에 따라 관찰하였다 . 산성 점액의 변화가 유의하게 관찰되

었는데, 이는 H. pylori 집락형성과도 유의성을 보여 점액의

변화가 H. pylori 생존은 물론 암화의 한 초급단계로도 생각

되며 이에 대한 연구는 향후 더 진행될 것이다 .

이상의 고찰 결과, H. pylori를 감염시킨 C57BL/6 마우스는

인체에서와 유사한 병리 소견을 보이는 좋은 H. pylori 연구

모델이며 , H. pylori 감염은 위암을 유발시킬 수 있는 group

I carcinogen으로서의 역할은 다소 미흡한 것으로 판단되고 ,

세포증식 및 세포사멸의 균형이 H. pylori 감염에 의한 운명

을 결정짓는 중요한 요인이라고 생각된다 . H. pylori는 최근

20년 동안 위염 및 위궤양을 포함한 다양한 위질환의 원인

균으로 밝혀져 정확한 병인 및 위암 유발 여부에 대해서는

현재까지 다양한 연구가 진행되고 있다 . 이러한 연구를 위

해서는 특히 모델 수집이 용이하고 , 비용이 적게 들며 인체

에서와 유사한 병리 소견을 보이는 이상적인 동물모델의 개

발이 필요한데 , 본 연구에서는 C57BL/6 마우스 모델을 개발

하여 이상의 조건을 만족시킬 수 있는 우수한 모델임을 밝

혀냈으며 이들의 장기 관찰 결과 H. pylori는 다른 동물모델

과 같이 정상 야생형 마우스에서는 위암을 유발시키지 않는

다는 사실과 이를 위해서 세포증식과 세포사멸 간의 균형이

중요하다는 사실을 밝힐 수 있었다 . 그리고 비록 H. pylori는

마우스 모델에서는 위암을 유발시키지는 않으나 증식성 위

염이나 만성 위축성 위염과 같은 전암병소를 유발시킬 수

있다는 결론을 얻을 수 있었다 .

요 약

목적 : 본 연구에서는 마우스를 이용해 H. pylori 감염 모
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김성우 외 9인 . 장기 Helicobacter pylori 감염 마우스 모델 수립과 위암 발생에 미치는 영향

델을 수립하고 감염 후 80주까지 연속적으로 병리학적 변화

를 관찰하여 마우스 모델에서 H. pylori 감염이 위암을 유발할

수 있는가를 알아보고자 하였다. 대상 및 방법 : 4주령의

specific pathogen free C57BC/6 (n=115)에게 H. pylori를 주입

하였다 . 시술 후 H. pylori를 감염시킨 마우스를 각각 4주 , 8

주 , 16주 후에 10마리씩을, 24주, 36주 , 50주 후에 20마리씩

을 , 80주 후에 25마리를 희생시켰으며 대조군에서도 같은

시기마다 각각 5마리씩을 희생시켰다 . 결과 : H. pylori 감염

군에서 80주까지 선종 , 이형성 또는 암화의 증거는 전혀 관

찰되지 않았으나 위벽이 비후되어 있었다 . PCNA 양성 세포

는 감염 후 50주째에 최고조에 달하며 80주째에는 다소 감

소되는 경향을 보였다 . H. pylori 감염 후에는 고배율 시야당

7-8개 정도의 세포사멸을 관찰할 수 있었고 , 시간 경과에 따

라 증가하는 양상을 보였다 . H. pylori 감염 후 중성 점액은

현저하게 감소되는 반면에 산성 점액은 현저하게 증가되는

변화를 관찰할 수 있었다 . 결론 : C57BL/6 마우스 모델은 H.

pylori 감염에 따른 위병변을 연구할 수 있는 우수한 모델임

을 밝혀냈으며, 이들의 장기 관찰 결과 H. pylori는 정상 야

생형 마우스에서는 위암을 유발시키지 않는다는 사실과 위

암을 유발시키기 위해서는 세포증식과 세포사멸 간의 균형

이 중요하다는 사실을 밝힐 수 있었다 .

색인단어 : Helicobacter pylori, C57BL/6 mice, 위암화, 세포사

멸, 세포증식
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