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국문요약

Respiratorysyncytialvirus(RSV)재감염에 의한 기도과민성과
기도염증에 대한 Cytosine-phosphate-Guanine
Oligodeoxynucleotides(CpGODNs)의 효과

Respiratorysyncytialvirus(RSV)는 세기관지염과 폐렴을 일으키는 원인체이며
이 RSV에 의한 세기관지염은 영유아가 병원에 입원하게 되는 가장 흔한 원인 중
하나이다.특히 영아기에 RSV감염으로 심한 세기관지염을 앓게 되면 이후에 반복
적인 천명성 질환과 소아기의 천식으로 이행할 위험이 매우 높은 것으로 알려져
있다.본 연구에서는 BALB/c마우스 모델을 사용하여 영아기에 유발되는 RSV의
영아기 감염과 재감염에 의한 기도과민성과 기도염증반응을 연구하고 CpG ODNs
을 이용하여 이를 예방하고 치료하는 방법을 개발하고자 하였다.
생후 3일된 BALB/c마우스에,humanRSV A2균주(catalogueno.VR 1302)를

106 pfu씩 비강내 투여방법으로 감염시키고 3가지 군으로 나누었다:Sham군,
RSV/CpG ODNs투여군 및 RSV/Control ODNs 투여군. CpG ODNs(
5'-TGACTGTGAACGTTCGAGATGA-3'; GenoTech,대전)과 Control ODNs
(5'-TGACTGTGAAGGTTGGAGATGA-3';GenoTech,대전)의 투여는 RSV를
감염시킨후 2일 뒤에 각각 비강내로 2 μg씩 투여하였다.5주 뒤 다시 RSV를 재감
염시킨뒤 4일 후 기도과민성과 싸이토카인을 측정하고 병리학적검사를 시행하였다.
RSV/CpG ODNs투여군의 메타콜린 기도과민성이 RSV/ControlODNs투여군에

비하여 낮게 측정되었다.RSV/CpG ODNs투여군의 호산구수가 RSV/Control
ODNs투여군에 비하여 적었다. RSV/CpG ODNs투여군의 IL-13과 IL-5가
RSV/ControlODNs투여군에 비하여 낮게 측정되었으나 IFN-γ와 IgG2a는 높게 측
정되었다.RSV/CpG ODNs투여군의 기도상피세포의 배상세포 과형성(gobletcell
hyperplasia)이 RSV/ControlODNs투여군에 비하여 적었다.
마우스 모델에서 RSV 재감염은 기도과민성과 호산구성 염증반응을 유도하고
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배상세포 과형성(gobletcellhyperplasia)을 유도하며,CpG ODNs의 조기 투여는
RSV 재감염에 의한 기도과민성의 증가,기도 염증반응,폐포세척액내의 IL-13과
IL-5증가 및 기도상피세포에서 배상세포 과형성(gobletcellhyperplasia)을 막는데
효과가 있음을 알 수 있었다.

����������������������������������������������������������������������������

핵심되는말 :respiratory syncytial virus(RSV),Cytosine-phosphate-Guanine
Oligodeoxynucleotides(CpG ODNs),기도과민성,배상세포 과형성
(gobletcellhyperplasia)
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Respiratorysyncytialvirus(RSV)재감염에 의한 기도과민성과
기도염증에 대한 Cytosine-phosphate-Guanine
Oligodeoxynucleotides(CpGODNs)의 효과

<지도교수 김 규 언>

연세대학교 대학원 의학과

장 광 천

Ⅰ.서론

Respiratorysyncytialvirus(RSV)는 paramyxoviridaefamily에 속하는 RNA 바
이러스이며,크게 A와 B균주 구분되고,A 균주가 일반적으로 우점종이다.RSV는
세기관지염과 폐렴을 일으키며,RSV에 의한 세기관지염은 영유아가 병원에 입원
하게 되는 가장 흔한 원인 중 하나이다1).특히 영아기에 RSV감염으로 세기관지염
을 앓게 되면 이후의 반복적인 천명성 질환과 소아기의 천식으로 이행할 위험이
매우 높은 것으로 알려져 있다.RSV 유행시기에 급성 세기관지염은 아토피를 가
진 경우에 더 잘 발생하며,RSV 세기관지염을 앓은 후 혈청 IgE가 증가한다는 보
고가 있었다2,3).Sigurs등의 보고에 의하면,병원에 입원한 중증의 RSV 환아 47예
를 7.5세까지 경과 관찰한 결과,천식 현증의 유병률이 23%인 반면에 대조군은
2%에 불과하였다2).RSV감염과 천식의 발병이 연관되어 있다는 연구들이 많았지
만 아직 명확한 기전이 밝혀져 있지 않다.여러 연구자들은 RSV감염이 알레르기
염증반응과 알레르겐에 대한 감작빈도를 높여서 천식을 유발한다고 보고하고 있으
나,다른 연구자들은 유전적으로 아토피 배경이 있거나 기관지 과민반응이 있는 환
아군이 RSV에 감염될 때 천식과 유사한 임상증상이 유발되고 천명음이 들리며,
RSV감염이 천식을 악화시키는 요인이라고 보고하였다4,5).
RSV는 인체에서 다양한 면역반응을 유발할 수 있으며,이는 다른 호흡기 바이

러스와 큰 차이점이다.RSV 감염에 의해 획득된 면역력에는 양면성이 있다.한쪽
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에서는 감염에서 회복을 촉진하고 부분적인 예방 효과도 기대할 수 있지만 반대로
면역반응으로 인해 병변이 유도될 수 있다6-8). Kim등의 보고에 의하면 RSV에 감
염된 일부 환아의 기관지 폐포 세척액에서 호산구가 증가하고,RSV 특이 IgE가
검출되며,환아의 증상도 천식과 같은 천명음이 청진되는 등 Th2면역반응이 관여
한다고 보고하였다9).마우스 동물실험에서도 감염 조건에 따라 Th1면역반응 이외
에도 Th2알레르기 면역반응이 유발될 수 있다는 보고가 있었다.RSV는 10개의
단백질로 구성되어 있으며 각 단백질이 일으키는 면역반응에 차이가 있다.이 중
F protein은 Th1 면역반응을 유도하며,G protein은 Th2 싸이토카인인 IL-5,
IL-13 등의 생산을 유도하는 것으로 알려져 있다.마우스 동물실험에서도 G
protein이나 formalineinactivatedRSV로 먼저 감작시킨 후 RSV로 감염시키면 호
산구성 염증반응이 유발되며,Th2싸이토카인이 증가하였다10-12).지금까지의 연구
결과에 의하면 IL-4와 IL-5,특히 IL-13이 RSV에 의한 알레르기 염증반응과 기도
상피세포의 배상세포 과형성(gobletcellhyperplasia)을 유발시키는데 관여하는 것
으로 알려져 있고,IFN-γ는 알레르기 염증반응을 억제한다는 보고가 있다13-17).이
러한 현상으로 인해 RSV백신 개발에 어려움을 겪고 있다.1960년대 말에 처음으
로 formalineinactivated RSV 백신이 개발되어 임상시험을 실시하였으나,오히려
접종받은 소아중 RSV 감염에 의해서 80%내외가 입원하였고,일부 환자는 이로
인해 사망하였으며,부검소견을 보면 폐에 호산구 침윤이 현저하였다18).
최근에는 기관지 천식에 대한 예방접종 및 치료에 DNA를 이용하려는 연구들로

서, 알레르겐을 코드화하는 plasmid DNA의 적용, DNA 백신, 그리고
Cytosine-phosphate-GuanineOligodeoxynucleotidesCpG (ODNs)등이 시도되고 있
다19).
이에 본 연구자는 RSV마우스 모델에서 RSV 재감염에 의한 기도과민성과 기도

염증반응을 연구하고 CpGODNs을 이용하여 이를 예방하고 치료하는 방법을 개발
하고자 하였다.
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Ⅱ.재료 및 방법

111...동동동물물물 및및및 RRRSSSVVV 감감감염염염
마우스는 생후 3일된 BALB/c를 사용하였고 specificpathogenfree상태에서 사

육하였다.RSV는 humanRSV A2균주(catalogueno.VR 1302)를 사용하였다.
RSV 는 HEp-2cell(Eagle’sminimum essentialmedium (Gibco)supplemented
with2% FBS)에 배양시켰으며,HEp-2monolayer에 RSV를 inoculation시킨뒤 주
기적으로 관찰하여 80%이상의 세포가 떨어져 뜰때 harvest하였다.세포현탁액을
18°C에서 2000g로 15분간 원심분리하고,바이러스가 포함된 pellet을 다시 신선한
배지(10mmol/LPBScontaining15% sucrose)를 추가한뒤–70°C 냉장고에 즉시
얼려 보관하였다.바이러스 역가는 microplaqueimmunoperoxidasemethod에 따라
정량화 하였다.

FFFIIIGGG...111...Schematicofstudyprotocolandexposuregroups.Neonatalmice(3days
ofage)wereinfected with RSV (1x106 pfu)and re-infected 5weeksafter
primaryinfection.

3d     5d                                                       40d     44d

RSV RSV

ODN

Sham

RSV/CpG ODN

RSV/Control ODN

AnalysisAnalysisAnalysisAnalysis

Mouse Age:

Protocol day: 0       2                                                       37      41

Groups
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생후 3일된 BALB/c마우스에,10 μl의 RSV(1x106pfu)균주 용액을 마우스 비강
을 통해 감염시키고 3가지 군으로 나누었다:Sham군,RSV/CpG ODNs투여군 및
RSV/Control ODNs 투여군. RSV 초기 감염 2일뒤에 CpG ODNs은
5'-TGACTGTGAACGTTCGAGATGA-3'(GenoTech,대전)과 ControlODNs은
5'-TGACTGTGAAGGTTGGAGATGA-3'(GenoTech,대전)을 비강내로 2 μg씩 1
회 투여하였다.처음 감염 후 5주 뒤 다시 동량의 RSV로 재감염시킨 후 4일 뒤에
기도과민성을 측정하였고,희생시킨후 기관지 폐포세척술을 시행하고 병리 조직학
적 연구를 위해 폐조직을 처리하였다(Fig.1.).

222...기기기도도도 과과과민민민성성성 측측측정정정
RSV 감염후 기도 과민성은 methacholine을 3.1 mg/ml에서 50 mg/ml까지

nebulizer(Omron,Bannockburn,USA)로 단계적으로 두배씩 증가하여 흡입시킨
후 기도 저항의 변화를 forced oscillometer법 (Flexiventsystem;SCRIQUE,
Quebec, Canada)으로 측정함으로서 판정하였다. 기도저항은 마우스를
pentobarbital(100mg/kg)로 마취한 다음 tracheostomy를 시행하고 18Gauge관을
통해 ventilator로 인공호흡 (Tidalbreathing-25.0mL/kg,호흡수 -120회/min)
을 시킨 상태에서 측정하였다(Fig2.).

FFFIIIGGG...222...Measurement of airway hyperresponsiveness by Flexivent system
(SCRIQUE,Quebec,Canada)aftertracheostomyunderpentobarbitalanesthesia.
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333...기기기관관관지지지 폐폐폐포포포 세세세척척척액액액 및및및 병병병리리리소소소견견견
기관지 폐포 세척액(BALfluid)은 Hank'sBalancedSaline용액 1ml를 관류시

켜 채취하였고,채취한 세척액은 원심분리하였다.상층액은 싸이토카인 농도측정에
이용하고 세포 침전물은 cytospin으로 원심도말 한 다음 Diff-Quick(IMEB Inc.,
California,USA)으로 염색하여 100배시야에서 최소한 300개의 세포를 세어 폐포대
식세포,호산구,림프구,호중구를 감별 계산하였다.폐조직은 10% formaline으로
고정한 다음 paraffinblock을 만들고,H & E및 PAS염색을 실시하였다.

444...싸싸싸이이이토토토카카카인인인 발발발현현현 및및및 RRRSSSVVV 특특특이이이 IIIgggGGG222aaa측측측정정정
BAL fluid내의 IFN-γ,IL-13,및 IL-5의 변화량은 R&D systems(TECHNE

Corporation,Menneapolis,USA)에서 구매한 시약으로 ELISA법에 의해 측정하였
다.마우스 혈청내 IgG2a는 RSV를 2 μL/mL로 피막한 후,ELISA plate에 시험혈
청을 각각의 well에 100 μL씩 4oC에서 24시간 반응시킨 뒤, horseradish
peroxidase(HRP)conjugatedmonoclonalratanti-mouseIgG2a(SouthernBiotech,
Birmingham, AL, USA) 100 μL를 상온에서 1.5시간 반응시켰다.
substrate(p-nitrophenylphosphate,1mg/mLindiethanolaminebuffer,pH 9.8)로
발색 반응을 하였고,microplatereader(MolecularDevices,CA,USA)로 흡광도
450nm(OD 450)에서 측정하였다.모든 시험 측정은 ELISA에서 두 개의 well에
중복 측정하였으며 통계처리를 위해 평균치를 산출하였다.싸이토카인의 농도가 낮
은 경우 폐조직을 균질화한 검체를 이용하여 측정하였다.

555...통통통계계계
모든 변수는 평균±표준오차로 표시하였다.각 변수간 통계검정은 SPSS통계 프

로그램으로 분석하였고,95% 이상의 유의 수준을 인정하였다.
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Ⅲ.결과

111...기기기도도도 과과과민민민성성성

기도과민성은 메타콜린농도가 25(mg/ml) 일때 Sham군은 1.0425±0.1474
(cmH2O/ml/sec)이었고, RSV/Control ODNs투여군은 1.9100±0.1372
(cmH2O/ml/sec)이었으며, RSV/CpG ODNs투여군은 1.2080±0.1337
(cmH2O/ml/sec)이었다.메타콜린농도가 50(mg/ml)일때 기도과민성은 Sham군이
1.1725±0.1089(cmH2O/ml/sec)이었고,RSV/ControlODNs투여군이 3.6360±0.2475
(cmH2O/ml/sec)이었으며,RSV/CpG ODNs투여군이 1.7940±0.2541(cmH2O/ml/sec)
이었다.Sham군에 비해서 RSV 재감염군에서 메타콜린에 대한 기도과민성이 통계
적으로 의미있게(p<0.01)증가하였으며,RSV/CpG ODNs투여군에서 메타콜린에
대한 기도과민성이 RSV/ControlODNs투여군에 비하여 낮게 측정되었다(Fig.3.).

FFFIIIGGG...333...AirwayhyperresponsivenessdevelopedafterRSV re-infectionandisnot
affected by administration ofCpG.Results were expressed as changes in
airwayresistance(Fig1,A)anddynamiccompliance(Fig1,B). (*p< 0.01
comparedwiththesham group,#p< 0.05comparedwiththeCpG-treated
group.)
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폐 순응도(compliance)는 메타콜린농도가 25(mg/ml)일때 Sham군은 0.0332±
0.0043(mL/cmH2O)이었고,RSV/ControlODNs투여군은 0.0166±0.0009(mL/cmH2O)
이었으며,RSV/CpGODNs투여군은 0.02895±0.0025(mL/cmH2O)이었다.메타콜린농
도가 50(mg/ml) 일때 폐순응도 Sham군이 0.0315±0.0025(mL/cmH2O)이었고,
RSV/ControlODNs투여군이 0.0095±0.0008(mL/cmH2O)이었으며,RSV/CpG ODNs
투여군이 0.0199±0.0041(mL/cmH2O)이었다. RSV/CpG ODNs투여군이 RSV
/ControlODNs투여군에 비하여 폐순응도가 통계적으로 의미있게(p<0.05)높게 측
정되었다(Fig.3.).

222...기기기관관관지지지 폐폐폐포포포 세세세척척척액액액내내내의의의 세세세포포포 소소소견견견

RSV 재감염된 군에서의 림프구,호산구,호중구가 증가하였으며,기관지 페포
세척액내 전체 세포수는 sham군(140.0±32.9x103/ml)이나 RSV/CpG ODNs투여군
(283.3±50.6x103/ml)에 비하여 RSV/ControlODNs투여군(570.0±66.4x103/ml)이 통
계적으로 유의하게 높았다(p<0.01). 대식세포는 RSV/Control ODNs투여군
(99.2±28.4x103/ml)이 sham군(123.0±29.8x103/ml)이나 RSV/CpG ODNs투여군
(138.5±27.1x103/ml)에 비하여 높았으나 통계적으로 의미는 없었다.림프구는 sham
군(7.5±1.8x103/ml)이나 RSV/CpG ODNs투여군(123.7±24.6x103/ml)에 비하여
RSV/Control ODNs투여군(248.1±46.4x103/ml)이 통계적으로 유의하게 높았다
(p<0.05).호산구는 sham군(0.237±0.15x103/ml)이나 RSV/CpG ODNs투여군(0.483±
0.306x103/ml)에 비하여 RSV/ControlODNs투여군(16.4±3.66x103/ml)이 통계적으로
유의하게(p<0.01) 높았으며, 호중구도 sham군(6.8±3.3x103/ml)이나 RSV/CpG
ODNs투여군(23.0±7.54x103/ml)에 비하여 RSV/Control ODNs투여군
(109.8±36.4x103/ml)이 통계적으로 유의하게(p<0.05)높았다(Fig.4.).
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FFFIIIGGG...444...Bronchoalveolarlavage(BAL)fluidinflammatorycellcounts.Theresults
arefrom thesamemiceshowninFig1.ThereweredifferencesinBALfluid
lymphocyte,neutrophiland eosinophilcountsbetween theRSV/CpG and the
RSV/controlODN group.(*p<0.01,#p<0.05)
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333... PPPAAASSS양양양성성성 세세세포포포수수수의의의 비비비교교교 및및및 조조조직직직학학학적적적 소소소견견견
기도 상피세포의 PAS 양성 세포수는 sham군(0.48±0.92/mmBM)이나 RSV/CpG
ODNs투여군(1.45±1.52/mmBM)에 비하여 RSV/Control ODNs투여군
(21.75±8.27/mmBM)이 통계적으로 유의하게(p<0.01)높았다(Fig.5).

FFFIIIGGG...555...QuantitativeanalysisofPAS-positivecellsinthecentralairways.RSV
reinfection causesperibronchialandperivascularinflammation andgobletcell
hyperplasia.AfterCpG administration,bronchialgobletcellhyperplasia was
markedlydecreased.Dataarefrom thesamemiceshowninFig1.Resultsare
expressed as the numberofPAS-positive cells permillimeterofepithelial
basementmembrane.(*p<0.01)
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조직학적 소견을 보면 sham군과 RSV/ControlODNs투여군을 비교해 보았을 때
RSV 감염이 기도염증과 기도 주변의 혈관을 따라 염증반응을 유발함을 관찰할 수
있었고,RSV/CpG ODNs투여군에서는 RSV/ControlODNs투여군에 비해 기도염증
과 기도주변 혈관의 염증반응 및 배상세포 과형성(gobletcellhyperplasia)이 억제
됨을 관찰할 수 있었다(Fig.6).

FFFIIIGGG...666...Lung histologicfeaturesinRSV re-infectedmice.Lung tissueswere
stainedwith H&E andperiodicacid-Schiff(PAS).RSV causesperibronchial
and perivascularinflammation and gobletcellhyperplasia (E).AfterCpG
administration,bronchialgobletcellhyperplasiawasmarkedlydecreased(Cand
F).Dataarefrom thesamemiceshowninFig1.
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444...기기기관관관지지지 폐폐폐포포포 세세세척척척액액액내내내의의의 IIILLL---111333비비비교교교
기관지 폐포 세척액내의 IL-13은 RSV/ControlODNs투여군(8.2±2.4pg/ml)이

sham군(0.0±0.0pg/ml)에 비하여 통계적으로 유의하게(p<0.01)높았고,RSV/CpG
ODNs투여군(1.8±0.8pg/ml)에 비해서도 통계적으로 유의하게(p<0.05)높았다(Fig.
7).

FFFIIIGGG...777...LevelsofIL-13inthebronchoalveolarlavagefluidofRSV re-infected
mice.Resultsarefrom thesamemiceshowninFig1.(*p<0.01,#p<0.05)
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555...기기기관관관지지지 폐폐폐포포포 세세세척척척액액액내내내의의의 IIILLL---555비비비교교교
기관지 폐포 세척액내의 IL-5는 RSV/ControlODNs투여군(3251.0±610.7pg/ml)

이 sham군(2344.0±652.7pg/ml)이나 RSV/CpGODNs투여군(2432.0±326.4pg/ml)에
비하여 통계적으로 유의하게(p<0.05)높았다(Fig.8).

FFFIIIGGG...888...LevelsofIL-5inthebronchoalveolarlavagefluidofRSV re-infected
mice.(*p<0.05)
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666...기기기관관관지지지 폐폐폐포포포 세세세척척척액액액내내내의의의 IFN-γ 비비비교교교

기관지 폐포 세척액내의 IFN-γ는 RSV/ControlODNs투여군(355.0±149.4pg/ml)
이 sham군(225.0±162.7pg/ml)에 비하여 통계적으로 유의하게(p<0.05)높았으며,
RSV/CpG ODNs투여군(550.0±168.8pg/ml)에 비하여 통계적으로 유의하게(p<0.05)
낮게 측정되었다(Fig.9).

FFFIIIGGG...999...LevelsofIFN-γ inthebronchoalveolarlavagefluidofRSV re-infected
mice.(*p<0.05)
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777...혈혈혈청청청에에에서서서의의의 RRRSSSVVV 특특특이이이 IIIgggGGG222aaa비비비교교교
혈청에서의 RSV 특이 IgG2a는 RSV/CpG ODNs투여군(6.24±1.88)이 sham군

(3.09±0.36)이나 RSV/ControlODNs투여군(3.44±0.46)에 비하여 통계적으로 유의
하게(p<0.05)높았다(Fig.10).

FFFIIIGGG...111000...IgG2aintheseraofRSV re-infectedmice.(*p<0.05)
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Ⅳ.고찰

RSV는 다른 호흡기 바이러스와 달리 감염에 의해 생기는 면역력이 불완전하여
1～2년 후에 동일한 strain의 RSV에 여러 번 재감염되는 경우를 흔히 볼 수 있으
며,효과적인 백신이 개발되지 않고 있다20).RSV에 감염된 후에도 오랫동안 기도
에 남아있어 만성적으로 기도 염증을 일으킬 가능성이 제시되고 있다21).마우스 감
염모델에서 RSV에 의해 유도되는 CD8+세포는 다른 호흡기 바이러스에 의해 유
도되는 CD8+세포에 비해 IFN-γ,항원자극에 의한 증식력 등 여러 기능이 떨어지
는 것으로 보고된 바 있으며,이러한 사실은 왜 RSV가 재감염이 잘되고 오랜 기
간 기도에 잠복해 있을 수 있음을 부분적으로 설명하고 있다22-25).
RSV 감염시 대표적인 Th1싸이토카인인 IFN-γ가 현저히 올라가고 CD8+T 세

포침윤이 증가한다25).그러나 RSV가 알레르기 염증반응을 유발할 수 있음은 RSV
재감염모델에서 알 수 있다.생후 3주 이후에 처음 RSV에 감염된 경우에는 RSV
재감염시 기도과민반응이 억제되지만,생후 1주내에 RSV에 감염되었다가 6주에
재감염되었을때 Th2면역반응이 유도된다고 하였다13).본 연구에서도 RSV/control
CpG ODN군에서는 생후 1주 이내에 RSV에 감염되었다가 6주에 재감염되었을 때
Th2면역반응이 유도되어 호산구성 염증반응과 더불어 강한 기도과민반응,그리고
기관지상피세포에서의 배상세포 과형성(gobletcellhyperplasia)이 현저하게 증가됨
을 관찰할 수 있었으며,RSV/CpG ODN군에서는 호산구성 염증반응과 기도과민성
및 golbletcellhyperplasia가 억제됨을 관찰할 수 있었다.Kim 등의 보고에 의하
면 RSV에 감염된 일부 환아의 기관지 폐포 세척액에서 호산구가 증가함을 알 수
있었고,RSV 특이 IgE가 검출되며,환아의 증상도 천식과 같은 천명음이 청진되어
Th2면역반응이 관여한다고 보고하였다9).본 연구에서도 RSV/controlCpG ODN
군에서 기관지 폐포 세척액에서 호산구가 증가함을 알 수 있었고 기도과민성이 증
가함을 관찰할 수 있었다.
RSV는 10개의 단백질로 구성되어 있으며 각 단백질이 일으키는 면역반응에 차

이가 있다1).이 중 Fprotein은 Th1면역반응을 유도하며,G protein은 Th2싸이
토카인인 IL-5,IL-13등을 생산하는 것으로 알려져 있다10-12).지금까지의 연구결과



-18-

에 의하면 IL-4,IL-5와 특히 IL-13이 RSV에 의한 알레르기 염증반응을 유발시키
는데 관여하는 것으로 알려져 있으며,IFN-γ는 알레르기 염증반응을 억제한다는
보고가 있다13-17).RSV 1차 감염과 재감염에 대한 다른 보고에서는 RSV 1차 감염
시에는 Th1면역반응이 Th2면역반응에 비해 우세하며 이로 인해 B세포에서 항
바이러스 작용의 IgA와 IgG가 생성되어 RSV가 감소하여 치유단계로 넘어간다고
설명하고,RSV 재감염시에는 Th2 면역반응이 Th1 면역반응에 비해 우세하여
IL-4,IL-5,IL-13과 histamine,prostaglandin이 증가하고 호산구가 증가하여 기도
에서 호산구성 염증반응이 일어나서 급성세기관지염 증세와 호흡기 천명이 일어난
다고 설명하고 있다26).
DNA를 adjuvant로 한 연구는 1937년 Freund등에 의해 처음 시작되었고27),최
근에는 DNA 백신이 안전하면서도 세포성 면역반응을 유도하고 조절할 수 있다
는 사실이 보고되면서 새로운 치료법으로 연구되고 있다19).이러한 DNA 백신의
면역활성은 백신벡터에 존재하는 DNA 염기서열인 CpG motif
(5'-purine-purine-CG-pyrimidine-pyrimidine-3')에 의해 더욱 강화 되는데 투여
후 수지상 세포와 같은 항원제시세포에서 MHCclassII분자와 CD80및 CD86
의 costimulatorymolecule의 발현이 증가되고,4시간내에 IL-6,IL-12등을 분비
함으로서 Th2싸이토카인인 IL-4,IL-5,IL-13에 의한 염증 반응을 억제하고,
NK 세포를 활성화시키며 T세포를 Th1면역반응쪽으로 활성화시킨다.또한
cytotoxicT 세포 생성과 Th1싸이토카인인 IFN-γ의 분비가 증가되며 B 세포
에서는 IgE의 생성이 감소하고 IgM과 IgG2a의 생산이 증가하여 광범위하게 염
증반응과 면역 반응 조절에 영향을 준다고 하였다28).본 연구에서도 RSV/CpG
ODNs투여군의 IL-13와 IL-5가 RSV/ControlODNs투여군에 비하여 낮게 측정
되었으나,Th1 면역반응에 관여하는 IFN-γ는 RSV/CpG ODNs 투여군이
RSV/ControlODNs투여군에 비하여 높게 측정되었고 RSV/CpG ODNs투여군
의 IgG2a가 RSV/Control ODNs투여군에 비하여 높게 측정되었다. 또한
RSV/CpG ODNs투여군의 호산구수와 기도과민성이 RSV/ControlODNs투여
군에 비하여 낮게 측정되었으며 이는 CpG ODNs투여로 Th2면역이 억제되고
Th1면역반응이 유도되어 알레르기염증반응과 기도과민성에 영향을 주었을 것
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으로 추정된다.
Kline등의 연구에서는 천식 마우스 모델에서 CpG ODN의 투여는 IFN-γ와
IL-12가 모두 없거나 두가지 중 하나가 없는 경우에서도 기도의 호산구와 기관
지 과민반응성이 감소될 수 있다는 것을 알게 되었고,이들 cytokine이 없는 상
태에서는 CpG ODN의 농도가 더욱 많이 필요하다는 것을 보고하였다29).본 연
구에서는 결과를 보이지는 않았지만 CpG ODN의 농도를 0.5 μg,1 μg,2 μg4
μg,10 μg으로 투여하여 보았으나 차이를 보이지 않았고 다른 연구에서와 같이
고용량의 투여는 생후 1주 이내에 비강내로 많은 양을 투여해야 하는 어려움 때
문에 시행하지 못하였다.따라서 앞으로 IFN-γ knockoutmouse를 통한 실험과
고용량 투여에 대한 추가 연구가 필요할 것으로 사료된다.
CpG ODN의 투여경로와 시기에 따라 염증반응에 영향을 줄 수 있으며,본 연
구에서는 RSV초기 감염후 2일후에 CpG ODN/ControlODN을 비강내로 투여
하는 방법을 사용하였다.Broide등이 연구한 실험에서 기관지 폐포 세척액내의
호산구수는 항원 유발전 복강내로 CpGODN을 투여했을때가 가장 많이 억제 되
었고 CpG ODN과 항원 유발을 동시에 했을 때는 비강내 투여나 복강내 투여가
비슷한 결과를 보인다고 보고하였다30).전신적 투여에 비하여 국소적 투여의 경
우 전신적인 독성 작용을 줄일 수 있지만 원하는 효과가 감소될 수 있는 단점이
있을 수 있다.CpG ODN 백신 접종은 다른 동물 실험에서 높은 효율성과 특이
성,안정성이 증명되고 있으며,본 연구를 통해 RSV의 재감염에 의한 기도 염증
반응과 기도과민성을 예방할 수 있는 방법으로 CpGODN이 효과가 있음을 관찰
할 수 있었다.
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Ⅴ.결론

마우스 모델에서 RSV 재감염은 기도과민성과 기도염증반응을 유도하며 배상세
포 과형성(gobletcellhyperplasia)을 유도한다.CpG ODNs의 조기 투여는 폐포세
척액내의 IFN-γ와 혈청내의 RSV 특이 IgG2a가 증가하여,RSV 재감염에 의한 기
도과민성의 증가,기도염증반응,폐포세척액내의 IL-13,IL-5증가 및 기도 상피세
포에서 배상세포 과형성(gobletcellhyperplasia)을 막는데 효과가 있었다.이러한
사실은 RSV 중증 감염 환아에서 CpG ODNs이 새로운 치료법으로 사용될 가능성
을 제시하고 있다.
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EffectofCytosine-phosphate-GuanineOligodeoxynucleotides(CpG
ODNs)ontheairwayhyperresponsivenessandinflammationof
repeatedRespiratorysyncytialvirus(RSV)infectionmousemodel

GwangCheonJang
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(DirectedbyProfessorKyuEarnKim)

Severe RSV infection in neonate hasbeen reported as a risk factorfor
developmentofallergicasthmaorearlytransientwheezing.RSV caninduce
re-infection by same strain,and re-infection afterearly RSV infection at
neonate can induce eosinophilic inflammation and aggravate airway
hyperresponsiveness(AHR)inBALB/C mousemodel. Weevaluatewhether
CpGadministrationatinitialRSV infectioncanpreventtheaggravationofAHR
and eosinophilic inflammation by re-infection.RSV (106 pfu)was infected
BALB/C mouseby intranasaladministration atageof3 day and 6week,
respectively.PhosphorothioateCpG(1826s;2mcg/mouse)wasalsoadministered
intranasallyafterinitialRSV infectionandpost-infectionday2.RepeatedRSV
infection induced methacholine AHR,eosinophilic inflammation,goblet cell
hyperplasia.CpG administrationatinitialRSV infectionattenuatedMChAHR,
eosinophilicinflammationandIL-13,IL-5,andIFN-γ levelinBAL fluid,and
gobletcellhyperplasia ofrespiratory epithelium by repeated RSV infection
comparedtocontrolODN.ThesefindingssuggestthepossibilitythatCpG can
beusedforpreventionofairwaypathologyinducedbyRSV re-infection.
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Key Words : respiratory syncytialvirus(RSV),Cytosine-phosphate-Guanine
Oligodeoxynucleotides(CpG ODNs), airway hyperresponsiveness, goblet cell
hyperplasia
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