














국문요약

가와사끼병에서 B 세포의 oligoclonal expansion

가와사끼병은고열, 경부림프절염, 구내염, 결막염, 피부발진등의특징적증상을나타

내며 병리학적으로는 전신적인 혈관염의 양상이 관찰되는 질환이다. 중요한 합병증으로

심관상동맥에 혈액 응고성 혈관 폐색이나 확장, 동맥류를 일으킬 수 있어 소아의 후천성

심장병의중요원인의하나가되고있다.이질환에관한임상적,역학적,면역학적및병리

학적 특성에 관한 연구가 계속되어 많은 것들이 밝혀져 있는 반면에, 아직 발병 원인 및

기전은 명확히 밝혀져 있지 않다. 흥미있는 것은 가와사끼병 환자에서 면역반응 활성의

증거가관찰되는데,이러한면역학적이상이질환의발생,경과및합병증발생에관계되는

것으로 생각된다. 최근 가와사끼병 환자에서 Vβ2 및 Vβ8 family를 표현하는 T 세포의

선택적증식이관찰되어 superantigen의관련가능성이제기된이후,가와사끼병에서 T세포

의활성화에대한연구는활발하게진행되어온반면 B 세포의활성화에관한보고는많지

않다. 본 연구는 가와사끼병의 말초혈액내 B 세포의 활성화 양상 및 superantigen에 의한

자극의 증거를 찾고자 가와사끼병 환자에서 B 세포의 중쇄군 분포를 관찰하고, 중쇄군의

oligoclonal expansion이보이는지여부를확인하였다.가와사끼병환자에서급성기및아급

성기의 말초혈액 B 세포 수의 분포를 확인하였고, B 세포의 RNA로부터 추출하여 만든

cDNA를이용하여 PCR을시행하여중쇄군의분포를관찰하였다. VH 군중특정중쇄군의

oligoclonal expansion을 확인하기 위하여 각 군별로 시행한 PCR 산물을 이용하여 nested

PCR을시행하여각군에서 CDR3크기를관찰하였다.아울러 PCR 산물을이용하여 cloning

과 sequencing을통하여 CDR3부위의염기서열을분석하였다.급성기말초혈액에서 T세포

의구성비율은대조군에비하여의의있게(p＜0.05) 감소하였으나, B 세포는의의있게(p＜

0.05)증가되는양상을관찰할수있었다.그러나급성기에 B세포수의증가와동반된혈청

면역글로불린의 증가는없었다. 말초혈액내 B 세포 중쇄군의 일차 PCR을 시행하였을 때,

중쇄군의 분포가 다양하게 나타났다. 50%이상의 환자에서는 VH 1에서부터 VH 6까지 모든

중쇄군이 표현되었고, 경우에 따라서는 VH 3 군만유일하게표현되기도하고, 일부만표현

되기도하였다.그러나 Vκ에서는모든환자가 Vκ1에서 Vκ4까지모두표현되는것을관

찰할 수 있었다. 16명의 환자에서 VH 군의 표현 빈도를 조사한 결과 IgM (16/ 16, 100%)과

IgG (15/ 16, 93.8%) 모두에서 VH 3군이가장많이표현되는것을볼수있었고,그다음에는

VH 2, VH 1순으로표현되며 VH 6가가장적게표현되는것을관찰할수있었다. CDR3부위를

관찰하면서어떤크기의클론이증식되는지확인한결과 VH 6군에서 9개의아미노산으로

구성된클론이 5명에서관찰되어가장많은이용을보였다. CDR3부위의클론들은급성기

에 관찰된 것이 아급성기에 없어지는 것도 있었지만 일부는 아급성기에도 지속되며 또는
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새롭게표현되는경우도있었다. CDR3의 DNA sequence를조사해본결과 dominant clone은

찾아볼수없었다.결론적으로가와사끼병에서특정 VH군의활성화양상은관찰되지않았

으며, superantigen에의한 자극의증거는찾지못하였다. 급성기에서 표현되는 CDR3 클론

들이 아급성기에 소실되고 일부에서는 지속되는 한편, 아급성기에 새로 출현하는 클론성

증식도 존재하는점으로미루어보았을 때가와사끼병은 polyclonal activation에의한 것으

로사료되며, 임상증상이호전된후에도이러한항원에의한자극은지속된다고생각되었다.

핵심되는 말: 가와사끼병, B 세포, 면역글로불린 중쇄유전자, 클론성 팽창, superantigen
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가와사끼병에서 B 세포의 oligoclonal expansion

＜지도교수 김 동 수＞

연세대학교 대학원 의과학사업단

이 진 수

I. 서 론

가와사끼병은 고열, 경부 림프절염, 구내염, 결막염, 피부 발진 등의 특징적 증상을 나타

내며 병리학적으로는 전신적인 혈관염이 관찰되는 질환이다. 중요한 합병증으로 심장 관

상동맥에 혈액 응고성 혈관 폐색이나 확장, 동맥류를 일으킬 수 있어 소아의 후천성 심장

병의 중요 원인의 하나가 되고 있다. 이 질환은 1967년 일본의 가와사끼(Kawasaki)1에 의해

처음 기술된 이래 전 세계적으로 보고되고 있으며 서구보다는 한국, 일본을 비롯한 동양에

서 발생 빈도가 높다. 특히 한국과 일본에서는 미국에 비하여 6∼10배 이상의 빈도를 보이

는 것으로 알려져 있다.2

일반적으로 이 질환은 주로 6개월 이상 5세 미만의 소아에 호발하며, 지역적으로나 시기

적으로 유행성을 보인다. 남아에서 여아보다 약간 더 빈발하며 형제 사이에 발생 빈도가

약간 높으나 전염성 감염의 가능성은 확실하지 않다. 이 질환에 관한 임상적, 역학적, 면역

학적 및 병리학적 특성에 관한 연구가 계속되어 많은 것들이 밝혀져 있는 반면에, 아직 발

병 원인 및 기전은 명확히 밝혀져 있지 않다. 따라서 이 질환의 진단을 위해서는 아직까지

원인적 진단을 하고 있기 때문에, 중요 임상 소견인 1) 5일 이상 계속되는 고열, 2) 결막염,

3) 구강 점막의 염증, 4) 사지 말단의 경성 부종, 5) 피부 발진, 6) 경부 림프절염으로 6개

항목의 진단 기준을 설정하여 이 중 5가지 이상이 해당될 경우 가와사끼병으로 진단하고

있다.3-5 이와 같이 임상 소견을 기준으로 진단이 이루어지기 때문에 각 지역과 각 시기의

환자들이 실제로 단일 집단인지 아니면 다양한 집단의 한 형태인지에 관해서는 아직 규명

되지 않은 상태이다.

가와사끼병 환자에서는 공통적으로 전신의 중소 규모 동맥 혈관에 염증이 관찰된다.6 ,7

초기에는 혈관 내막에 국한된 염증으로 시작되어 10∼14일 후에는 혈관 중막에까지 염증

세포가 침윤되어 혈관 중막 조직이 손상되고 나아가서 혈관 확장 또는 동맥류를 유발한다.
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백혈구의 침윤과 혈관 내막 손상 기전에는 혈관 내피세포 표면에 발현되는 세포 결합 분

자인 endothelial leukocyte adhesion molecule-1, intercellular adhesion molecule-1과 백혈구의

lymphocyte function associated antigen-1이 관여하는 것으로 추정된다. 실제로 Kim 등8
의 보

고에 의하면 급성기 가와사끼병 환자의 혈중에 가용성 E-selectin치가 현저하게 증가되어

있는 양상을 보여 이러한 추론을 뒷받침하고 있다. 그러므로 가와사끼병은 소아에서 발생

하는 급성 전신성 혈관염의 한 형태로 받아들여지고 있다.

이들 혈관 내피세포의 세포결합 분자들은 가와사끼병 환자 혈청에 증가되어 있는 inter-

leukin(IL)-1, tumor necrosis factor-α (TNF-α) 등에 의하여 발현이 증가하는 것으로 알려져

있다.9 , 10
또한 이 질환에서는 질환의 초기에 면역글로불린을 대량 정맥 투여하면 임상 증

상이 호전되고 혈관에서의 염증 반응이 감소하며 관상동맥의 합병증이 예방된다.11,12
또한

면역글로불린을 투여하면 IL-1, TNF-α등의 싸이토카인 생성이 감소되고 혈관 내피세포에

서 세포결합분자의 발현이 감소하는 것이 보고되고 있다.13

흥미있는 것은 가와사끼병 환자에서 면역반응 활성의 증거가 관찰되는데 이러한 면역학

적인 이상이 질환의 발생, 경과 및 합병증 발생에 관계되는 것으로 생각된다. 면역학적인

이상 소견들은 다양하게 나타나는데 초기에는 T 세포, B 세포, 단핵구들이 활성화되고 혈

액 내 IL-1β, TNF-α, interferon-γ(IFN-γ), IL-6 등이 증가한다.14- 17 또한 가와사끼병 환자에

서는 억제 T 세포의 활성도가 감소되고18 혈액내에서 IL-2와 IL-2 수용체가 증가되어19 T

세포 활성화를 강력히 시사하고 있다.

일반적으로 가와사끼병은 발열, 림프절염 등의 임상 증상들이 일정 기간의 급성기 후 자

연 회복되는 경과를 보이며, 소아에 국한되는 발생, 발병의 유행성을 보이는 특징20,2 1으로

미루어 볼 때, 발병 원인으로 감염성 인자의 관련 가능성을 강하게 시사하고 있다. 지금까

지 가와사끼병의 발병 기전에 많은 감염성 인자의 관련 가능성을 시사하는 여러 보고들이

있었으나 아직 명확히 확인되고 있지 않다. 가와사끼병 환자에서 Epstein-Barr virus (EBV)

의 virus capsid 항원에 대한 항체의 증가로 EBV와의 관련성이 제기된 바 있고,22 환자의 회

복기 혈청에서 BCG 항원성 물질의 하나인 65 kDa heat shock protein에 대한 높은 항체가가

관찰되어 항산성균 항원과의 관련성이 제기된 바 있다.2 3 또 coxiella에 대한 항체가가 회복

기 환자의 혈청에서 증가된 점으로 미루어 이것이 원인이 될 수 있음을 주장하는 연구도

있었다.24 이 질환은 처음부터 임상 양상이 마치 성홍열과 비슷하기 때문에 연쇄상구균과

의 관련성에 대해서도 많이 연구되어 왔는데25 ,26 streptococcal pyrogenic exotoxin (SPE)에 의

한 T 세포 분열 반응이 가와사끼병 환자의 회복기 혈청에 의해 억제되어 SPE와의 관련성

이 제기된 바 있다.27

임상증상이 가와사끼병과 유사한 toxic shock syndrome은 포도상구균의 toxic shock syn-

drome toxin-1 (TSST-1)에 의하여, 성홍열은 연쇄상구균의 SPE에 의하여 유발된다. TSST-1

과 SPE는 superantigen으로서 T 세포를 활성화시키는 것으로 밝혀졌다.2 8,29 Superantigen은
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전형적인 항원반응에서처럼 한 항원 결정기를 인지하는 특이 T 세포 클론을 활성화하는

것이 아니라 특이 Vβ family를 표현하는 모든 T 세포 클론들을 활성화시킨다. 최근 가와

사끼병 환자에서 Vβ2 및 Vβ8 family를 표현하는 T 세포의 선택적 증식이 관찰되어30

superantigen의 관련 가능성이 제기되었으며, 일부의 가와사끼병 환자에서는 TSST-1을 생산

하는 포도상구균이 검출되어
3 1 TSST-1에 의한 superantigen 자극이 가와사끼병의 발병 기전

으로 추정되고 있다. 또한 가와사끼병 심장 합병증으로 사망한 환자의 관상동맥 주변에 침

투된 T 세포도 같은 superantigen 자극으로 활성화된 세포가 주종임이 밝혀져32
가와사끼병

과 superantigen과는 깊은 연관이 있음이 주장되어 왔다. 그러나 Choi 등33
과 Pioreta 등34

의

연구 결과에 의하면 가와사끼병에서 superantigen 자극이 관여했다는 증거는 찾아볼 수 없

었고, 오히려 conventional antigen 자극에 의한 T 세포의 변화만 관찰할 수 있었다. Rowley

등
35은 가와사끼병의 심장 합병증으로 사망한 환자의 심장 혈관에서 IgA 형질세포를 밝혀

전형적인 항원 반응에 의한 감염성 질환의 가능성을 주장하였다.

이처럼 가와사끼병에서 T 세포의 활성화에 대한 연구는 활발하게 진행되는 반면 B 세포

의 활성화에 관한 보고는 많지 않다. 현재까지 보고된 바에 의하면 다클론성 IgM 및 IgG

항체가 증가되며
36 혈관 내피세포에 대한 세포독성 항체가 보고된 바 있는데 이 항체는 싸

이토카인에 의해 활성화되어 나타나는 혈관 내피세포항원과 반응하는 것으로 추정된

다.9, 10 ,37 Kim 등38에 의하면 급성기 가와사끼병에서 Humkv 325 derived kappa chain CDR3의

11개의 아미노산 codon을 가지는 B 세포의 클론들이 두드러지게 증식되었다가 회복기에

소실되는 양상을 보인다고 하였다. 앞서 기술한 것처럼 가와사끼병 환자에서 EBV의 virus

capsid 항원에 대한 항체의 증가와,22
환자의 회복기 혈청에서 BCG 항원성 물질의 하나인

65 kDa heat shock protein에 대한 높은 항체가23는 가와사끼병에서 B 세포의 활성화를 뒷받

침해주는 것으로 생각된다. 그러나 실제 B 세포의 활성화에 대한 증거로 클론을 찾아내어

증명하는 연구는 되어 있지 않다. 본 연구는 이러한 B 세포의 클론성 팽창에 대한 조사를

통하여 가와사끼병의 면역학적인 기전을 밝혀보기 위하여 본 연구를 시도하는 바이다.

II 대상 및 방법

1 . 연구 대상

2000년 1월부터 2000년 12월까지 연세의료원에서 가와사끼병으로 진단 받은 환자 16명

을 대상으로 하였다. 환자는 6개 항목의 진단 기준4 중 5개 이상의 항목을 충족하는 환자

를 가와사끼병으로 진단하였고 비전형 가와사끼병은 제외하였다. 급성기 채혈은 면역글로

불린 투여 전에 실시하였고 모든 증상이 호전된 후 퇴원하기 전에 다시 채혈하였다. 모든

환자의 채혈은 환자 보호자의 동의를 거쳐서 시행하였다. 이 환자들의 혈청 면역글로불린

도 동시에 측정하였다.
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2. 방법

가 . 말초혈액 림프구 phenotyping

Pamela 등39
이 보고한 전혈을 이용한 방법을 이용하여 분석하였다. 방법을 간단히 기술

하면 먼저 헤파린 처리한 전혈 100μl 각각에 100μl의 anti-CD3와 anti-CD19 단세포군 항체

(Becton-Dickinson Monoclonal Center, San Jose, CA, USA)와 음성 대조군으로 PBS를 첨가하

고 30분 동안 4oC 암소에 방치하였다. 적혈구는 lysing reagent를 사용하여 용혈시키고 원심

분리하여 상청액을 버렸다. 남아있는 세포를 2%우혈청알부민이 함유된 0.01 M PBS 3 mL

를 넣고 부유액을 다시 만들었다. 이 용액을 원심분리하여 상청액을 버리고 남아있는 세포

를 1% paraformaldehyde가 함유된 PBS용액 0.3 mL를 넣고 FACStar (Becton-Dickinson, San

Jose, CA, USA)를 이용하여 분석하였다.

나 . 총 RNA 분리

총 RNA는 acid guanidium thiocyanate를 이용하여 분리하였다.40 Denaturing solution은 4 M

guanidium thiocyanate, 25 mM sodium citrate (pH 7.0), 0.5% sarcsosyl, 0.1 M 2-mercaptoe-

thanol로 구성되어 있는데, 림프구 1 107세포에 denaturing solution 600μl와 chloroform

isopropanol 120μl를 첨가하여 4oC에서 20분간 원침시킨 후 상청액에 포함된 총 RNA를 2.5

배의 ethanol로 침전시켜 얻었다.

다 . cDNA 생성

총 RNA 5∼10μg에 random primer 2 U, 10 mM dNTP 200 mM, 반응 완충액 및 DTT 80

μM과 reverse transcriptase 400 U을 혼합한 후 42oC에서 60분간 반응시키고 95oC에서 5분간

denaturation시킨 후 20oC에서 보관하였다.

라 . PCR

PCR 혼합물은 cDNA 1μl, sense primer 1μl (20 pmol/μl), anti-sense primer 1μl (20 pmol/

μl), Taq DNA polymerase 0.5μl (2.5 U/μl, AmliTaq Gold, Perkin-Elmer Cetus Corporation,

Emeryvill, CA, USA), 10x reaction buffer 5μl (15 mM MgCl2), 5 mM dNTP 1μl, 멸균수 40.5

μl, 총 50μl로 만들어 200μl PCR tube에 넣었다. PCR은 DNA thermal cycler 9600 (Perkin-

Elmer, Norwalk, CT, USA)을 사용하여 94oC에서 3분간 pre-denaturation 후 94oC 1분, 62oC 1

분, 72oC 1분간 30 cycles로 반응시키고, 72oC에서 7분간 last extension 반응시켰다. VH

primer (Bionia, Korea)는 gene bank에 publish된 cDNA 및 genomic DNA 서열을 비교해서

leader 와 FR1을 포함하는 primer로 제작하여 사용하였다(Table 1, 2).

마 . Primer의 end-labelling

6개의 VH군을 이용하여 각각의 군에 대하여 PCR을 시행한 후, PCR 산물로 second round

PCR (nested PCR)을 시행하였다. 이 때 sense primer에 γ-32P-ATP (Amersham)를 이용하여

end-labelling을 한 후 second round PCR을 시행하였다. End-labelling 방법은 T4 polynucleo-
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tide kinase 1.0μl (Promega, Madison, WI, USA)와 10 T4 polynucleotide kinase 1.0μl

(Promega, Madison, WI, USA)와 10 T4 polynucleotide buffer 2μl, primer 180 pmol (9μl),

50 mM DTT 4μl (Gibco BRL, Grand Island, NY, USA), γ-32P-ATP 3μl를 총 20μl가 되도록

증류수와 혼합하여 37oC water bath에서 1시간 반응시킨 후 5 M NH4AC 35μl를 넣어 반응

을 종료시켰다. Sephadex column (G-25, Pharmacia, Uppsala, Sweden)을 통과한 후 second

round PCR을 위한 labelled primer로 사용하였다.

바 . CDR3 region 분석을 위한 second round PCR

VH군 중 oligoclonal expansion을 확인하기 위하여 각각의 군별로 시행한 PCR 산물을 이

용하여 nested PCR을 시행하였다. 이 때 사용하는 sense primer는 5 -GGGGAATTCACACT-

GGTRTGTATTACTGTGC-3'이고, anti-sense primer는 5 -GCTCTAGATGAACAGACGGTGACC-

3'를 사용하였다. 앞에 기술한 것과 같이 primer 중 하나는 endlabeling하여 사용하였다. 각

각의 primer 양은 1μl (10 pmol/μl)를 사용하고 25 mM MgCl2 3μl를 혼합시켰다. Annealing

온도는 50oC로 1분간 시행하고, extension 온도는 72oC로 1분간 시행하였으며, 총 15 cycle

을 시행하였다. 3% agarose gel에서 product (126-138 bp)를 확인한 후 second round PCR

Table 1. Base sequence of the VH primer

Sense (5'→3')

VH 1 CGGAATTCATGGACTGGACCTGGAGGCTCATCT

VH 2 CGGAATTCATGGACACACTTTGCTCCACGCTCC

VH 3 CGGAATTCATGGAGTCTGGGCTGAGCTGGCTTT

VH 4 CGGAATTCATGAACCATCTGTGGTTCTTCCTGC

VH 5 CGGAATTCATGGGGTCAACCGCCATCCTCGCCC

VH 6 CGGAATTCATGTCTGTCTCCTTCCTCATCTTCC

Anti-sense (5'→3')

Cμ GCTCTAGAAGACGAGGGGGAAAAGGGTT

Cγ GCTCTAGAGGAGGAGGGTGCCAGGGG

Table 2. Base sequence of the Vκ primer

Sense 5' (5'→3')
Vκ1 CGGGATCCATGGACATGAGGGTCCYCGCTCAGC

Vκ2 CGGAATTCATGAGGCTCCCTGCTCAGCTCCTGG
Vκ3 CGGAATTCATGGAARCCCCAGCKCAGCTTCTCT
Vκ4 CGGAATTCATGGTGTTGCAGACCCAGGTCTTCA

Anti-sense (5'→3')

Cκ GCTCTAGATTTCAACTGCTCATCAGATGG
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product의 size 분포를 알기 위해 sequencing gel을 사용하였다. Spacer는 0.4 mm 두께를 사

용하고, 6% acrylamide gel을 제조하였다. 20% acrylamide stock solution (acrylamide 96.5 g,

bis-acrylamide 3.34 gm, 5 TBE 100 ml를 총 500 ml가 되도록 증류수를 채움) 30 ml와 urea

mix (urea 234 g, 5 TBE 100 ml를 총 500 ml가 되도록 증류수로 채움) 60 ml, 10% ammo-

nium persulfate 800μl, TEMED 100μl을 혼합하여 유리판에 넣었다. 상온에서 1시간 정도

방치하여 gel이 완전히 굳도록 한 후 sequencing gel 전기영동 장치에 gel kit를 조립하였다.

이때 buffer는 1 TBE를 사용하였다. Gel을 1,400 V 정도로 약 30분간 prerunning시키고

second round PCR product를 sequencing loading buffer와 섞어서 95oC에서 약 2분간 denatura-

tion시킨 후 sample을 채워 넣었다. 약 1,800 V로 2시간 동안 running시키고, running이 끝난

후 유리판을 잘 제거한 후 3 mm paper를 이용하여 gel을 떼어내었다. Uniwrap을 씌운 후

gel dryer에서 약 1시간 동안 건조시키고 X-ray film을 70oC에서 밤새 노출시킨 후 현상하

였다.

사 . PCR 산물의 cloning 및 sequencing

Immunoglobulin (Ig)의 VH 3 부위를 분석하기 위해 DNA template로 위에서 얻어진 cDNA

와 VH 3 primer 및 Cμ primer, 2.5 U의 Taq polymerase (Takara, Shiga, Japan), dNTP, 10

PCR buffer 5μl를 넣은 후 94oC에서 2분간 가열하고 각각 94oC에서 1분간, 62oC에서 1분간,

72oC에서 1분간 동안 35 cycle을 반응시키고 72oC에서 10분간 더 반응시켰다. Primer는 VH 3

family를 증폭하기 위해 sense primer는 VH 3의 sense primer와 Cμ 부위의 anti-sense primer

(Table 1)를 이용하였다.

PCR 생성물의 band 크기를 전기영동으로 확인한 후 pCR 2.1-TOPO kit (Invitrogen,

Calsbad, CA, USA)를 이용하여 transformation을 시행하였다. 우선 PCR 생성물과 pCR 2.1-

TOPO vector를 함께 섞어 5분간 실온에서 반응시켜 ligation하고 One Shot competent E.

coli와 섞은 후 5분간 얼음에 방치하고, 42oC 항온 수조에서 30초 가열한 후 즉시 얼음으로

옮겨 SOC 배지를 넣고 1시간 배양하였다. X-gal (Sigma Co., St. Louis, MO, USA)과 ampi-

cillin (100μg/ml)이 들어있는 선택 평판 배지에 배양액을 도말하여 37oC에서 밤새 배양하

여 plasmid가 transformation된 양성 집락을 얻었다. Transformation된 양성 집락을 ampicillin

(100μg/ml)이 들어있는 LB (Luria-Bertani) 배지에 진탕 배양한 후 QIAprep Miniprep kit

(Qiagen , Valencia, CA, USA)를 이용하여 plasmid를 얻고 DNA 양을 측정하였다.

PCR 생성물의 염기서열 분석은 automatic DNA sequencing 방법을 이용하였다. 우선

BigDye terminator mix (PE Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), plasmid DNA, se-

quencing primer를 섞어 96oC에서 10초간, 50oC에서 5초간, 60oC에서 4분간으로 25회 동안

PCR 반응을 하여 DNA를 증폭시켰다. 증폭된 DNA는 ethanol로 washing 하고 ABI PRISM

310 (PE Applied Biosystems)으로 염기서열을 분석하였다. 염기서열은 M13 forward primer

(5' -GTAAAAC GACGGCCAG-3')와 M13 reverse primer (5'-CAGGAAACAGCTATGAC-3')를
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이용하여 양쪽 방향으로 분석하였다. 염기서열은 DNA sequencing analysis software (PE

Applied Biosystems) 및 DNAstar를 이용하여 확인하였고, VH CDRs 및 사람 Ig germline 유

전자와 비교 분석은 advanced blast search program을 통한 http:/imgt.cines.fr과 Genbank data

base(National center for Biotechnology Information, NIH, USA)를 이용하였다.

III. 결 과

1. 말초혈액 T 및 B 세포 분포

가와사끼병 환자의 급성기 및 아급성기의 말초혈액에서 T 세포와 B 세포를 분석한 결과

급성기에 T 세포의 비율은 대조군에 비하여 의의있게(p＜0.05) 감소하였으나, B 세포의 비

율은 의의있게(p＜0.05) 증가되는 양상을 관찰할 수 있었다(Table 3). 그러나 급성기의 B 세

포의 비율 증가와 혈청 면역글로불린의 증가는 상관 관계가 없었는데, 혈청 면역글로불린

은 급성기에 988 218 mg/dL로 대조군의 1,046 264 mg/dL와 비교하여 의미 있는 차이가

없었다. 물론 면역글로불린을 정맥내로 투여하고 24시간이 경과한 후 혈청 면역글로불린

은 2,723 259 mg/dL로 증가하였다가 퇴원전인 7일 후에는 여전히 2,470 311 mg/dL로 증

가되어 있는 양상을 보여주었다.

2. 면역글로불린 중쇄 및 경쇄의 V유전자 사용분석

말초혈액내 B 세포 중쇄군의 oligoclonal expansion의 증거를 찾기 위해 일차 PCR을 시행

하였을 때, 중쇄군의 분포는 다양하게 나타났는데, 50% 이상의 환자에서는 VH 1에서부터

VH 6까지 모든 중쇄군이 표현되지만(Fig. 1A), 일부만 표현되기도 하고(Fig. 1B), 경우에 따

라서는 VH3군만 유일하게표현되기도하였다(Fig. 1C). 그러나 Vκ의경우는모든환자가 Vκ1

에서 Vκ4까지 모두 표현되는 것을 관찰할 수 있었다(Fig. 4).

16명에서 VH군의 표현 빈도를 조사한 결과 IgM (16/16, 100%)과 IgG (15/16. 93.8%) 모

Table 3. Percentage of T and B cells and levels of Ig in Kawasaki disease

Cell/Ig Acute stage Subacute stage Controls

T cell 62.5 9.5* 69.2 7.9 70.0 7.2
B cell 14.8 6.5* 13.1 6.0 8.4 3.5

Ig (mg/dL) 988 218 2,470 311 1,040 264

Peripheral blood mononuclear cells were stained with anti-CD19 or anti-CD3 monoclonal
antobodies and total 5,000 to 20,000 cells were analyzed.
*p＜0.05 compared with normal controls
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에서 VH 3군이 가장 많이 표현되는 것을 볼 수 있었고, 그 다음에는 VH2, VH 1순으로 표현되

며 VH 6가 가장 적게 표현되는 것을 관찰할 수 있었다(Fig. 3 및 Fig. 4).

가와사끼병 환자에서 급성기와 아급성기 때 각 군의 CDR3 부위를 관찰하면서 어떤 크

Fig. 1. (A) The first round PCR of Ig VH genes in acute stage of Kawasaki
disease (left pannel: IgM, right pannel: IgG). Both pannels show all bands
in VH 1 to VH6 (M: size marker). (B) The first round PCR of Ig VH genes
in acute stage of Kawasaki disease (left pannel: IgM, right pannel : IgG).
Left pannel shows all bands in VH 1 to VH 6, but right pannel shows 3 bands
in VH 1, VH2, and VH3 (M: size marker). (C) The first round PCR of Ig VH

genes in acute stage of Kawasaki disease (left pannel: IgM, right pannel:
IgG). Both pannels show only one band in VH3 (M: size marker).
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기의 클론이 증식되는 지 확인해 보았다. 대표적으로 한 환자를 보면 Fig. 5에서 볼 수 있

듯이 급성기에 VH 1 군에서 9개의 아미노산으로 구성된 CDR3를 가진 클론, VH2군에서 10

개, 13개 및 17개의 아미노산을 가진 클론, VH 3군에서 14개와 17개의 아미노산을 가진 클

론, VH 5군에서 10개, 16개의 아미노산을 가진 클론, 그리고 VH 6군에서 10개의 아미노산을

가진 클론들의 활성화가 관찰되었다. 이 환자에서도 역시 급성기에 보였던 클론들이 아급

성기에 소실되고 아급성기에는 VH 1군 중 19개, 20개의 아미노산을 가진 클론, VH2군 중 13

개, 17개, 19개의 아미노산을 가진 클론, VH4군 중 18개, 19개의 아미노산을 가진 클론,

VH 5군 중 10개의 아미노산을 가진 클론, 그리고 VH 6군 중 10개의 아미노산을 가진 CDR3

Fig. 2. The first round PCR of Ig Vκ gene in acute stage
of Kawasaki disease. Bands appeared in all Vκ lanes (M:
size marker).

Fig. 3. Usage of IgM VH family in 16 patients with Kawasaki disease. Re-
sults of first round PCR (IgM VH) show the maximum use of VH3 family.
The distribution correlates with the size of VH family.
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클론들이 새롭게 활성화되는 양상이 보였다.

이러한 16명 환자들의 급성기 및 아급성기 때 B 세포 클론의 활성화를 확인해 보았을

때(Table 4), VH 6군에서 9개짜리 아미노산으로 구성된 CDR3를 갖는 클론이 5명(5/16,

31.3%)에서 관찰되어 이 클론이 가장 많이 이용되는 것을 볼 수 있었고, 그 외 다양한 클론

들이 급성기에 이용되었다가 아급성기에 소실되기도 하지만, 아급성기에 새롭게 나타나는

클론도 많았다.

Fig. 4. Usage of IgG VH family in 16 patients with Kawasaki disease. Results of
first round PCR (IgG VH) show the maximum use of VH3 family. The distribution
correlates with the size of VH family.

Fig. 5. Analysis of CDR3 lengths of VH 1-6 transcripts in a patient with
Kawasaki disease. CDR size profile was analyzed by two stage PCR.
Radioisotope 32P labelled PCR products were separated on 6% acrylamide
gel. The size marker *: (15-, 13-, 11-) showed CDR3 length of 15, 13 or
11 amino acids, respectively.
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Table 4. Clonal expansion of B cells in Kawasaki disease. CDR3 size profile was analyzed by two stage PCR*

Acute stage Subacute stage

VH 1 9, 14, 15 10(2), 18, 19

VH2 10, 12(2), 13(3), 15, 16, 17, 19, 22 8, 17, 19

VH3 14, 17 14(2), 17

VH4 8 7, 10, 14, 18, 19, 21

VH5 9, 10(2), 12, 13(2), 14(2), 17, 18, 21 10(2), 12, 13(2), 14, 16, 17

VH6 7, 8(2), 9(5), 10(2), 11(3), 12(2), 13, 14, 15 7, 8, 9, 10, 12, 13, 14, 15, 18

*The number is the amino acid number of CDR3 showing clonal expansions. The number in ( ) is the number
of cases.

Table 6. Usage of DH and JH segment with VH 3 transcripts in 8 patients with Kawasaki disease

Patient (Clone No.) D segment J segment

4-6 (8) 1, 2, 3(4), 5, 6 1, 4(7)

4-9 (8) 2(2), 3(4), 4, 6 2, 3, 4(3), 5, 6(2)

4-11 (8) 1(2), 2, 4, 6(3), 7 3(3), 4(4), 5

5-4 (5) 1, 2, 4, 5, 6 1, 4(5), 6

6-1 (7) 2(2), 3, 4, 6(3) 3, 4(2), 6

6-2 (4) 6(3), 7 3, 4(2), 6

6-10 (7) 1, 2, 3, 4(2), 6, 7 4(5), 5(2)

6-14 (6) 1, 2, 3, 4(2), 6 3, 4(4), 6

( ) No. of cases

Table 5. Usage of DH and JH segment with VH 3 transcripts in a patient with Kawasaki disease

No. Clones V D J

1 4-6-2 IGHV3 IGHD3 IGHJ4

2 4-6-3 IGHV3 IGHD5 IGHJ2

3 4-6-5 IGHV3 IGHD3 IGHJ4

4 4-6-6 IGHV3 IGHD3 IGHJ4

5 4-6-7 IGHV3 IGHD2 IGHJ4

6 4-6-8 IGHV3 IGHD6 IGHJ4

7 4-6-10 IGHV3 IGHD3 IGHJ4

8 4-6-11 IGHV3 IGHD5 IGHJ4

9 4-6-12 IGHV3 IGHD1 IGHJ1
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Fig. 6. DNA sequences of 8 clones from a patient with Kawasaki disease, which show no dominant clone.

FR1

4-9-1 CAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCGTGGTCCAGCCTGGGAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCT
4-9-2 GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCCGGGGGAGGCTTAGTTCAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCT
4-9-3 CAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCGTGGTCCAGCCTGGGAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCT
4-9-7 CAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCGTGGTCCAGCCTGGGAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCT
4-9-9 GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCCGGGGGAGGCTTATTTCAGACTGGGGGGTCCGTGAGACTCTCCTGTGAAGCCTCT
4-9-11 GAGGTTCAACTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTCCAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCT
4-9-12 GAGGTGCAXCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCOTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCT
4-9-15 GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTAAAGCCTGGGGGGTCCCTTAGACTCTCCTGTGCAGCCTCT

CDR 1

4-9-1 GGATTCACCTTCAGTAGCTATGGC
4-9-2 GGATTCACCTTCAGTAGCTATGGC
4-9-3 GGATTCACCTTCAGTAGCTATGCT
4-9-7 GGATTCACCTTCAGTAGCTATGCT
4-9-9 GGATTCACCTTCAGtAACTACTGG
4-9-11 GGATTCACCTTTAGGAGTTATTGG
4-9-12 GGATTCACCTTTAGGAGCTATGCC
4-9-15 GGATTCACTTTCAGTAACGCCTGG

FR2

4-9-1 ATGCACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGCAAGGGGCTGGAGTGGGTGGCAGTT
4-9-2 ATGCACTGGGTCCGCCAAGCTCCAGGGAAGGGGCTGGTGTGGGTCTCACGT
4-9-3 ATGCACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGCAAGGGGCTGGAGTGGGtGGCAGTT
4-9-7 ATGCACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGCAAGGGGCTGGAGTGGGTGGCAGTT
4-9-9 ATGCACTGGGTCCGCCAAGCTCCAGGGAAGGGGCTGGTGTGGGTCTCACGT
4-9-11 ATGAGTTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAGGGGGCTGCAGTGGGTGGCCAAC
4-9-12 ATGAGCTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCACCT
4-9-15 ATGAGCTGGGTCCGCCAGGCTCCAgGGAAGGGGCTGGAGTGGGTTGGCCGT

CDR2

4-9-1 ATATCATATGATGGAAGTAATAAA TACTATGCAGACTCCGTGAAG
4-9-2 ATTAATAGTGATGGGAGTAGCACA AGCTACGCGGACTCCGTGAAG
4-9-3 ATATCATATGATGGAAGCAATAAA TACTACGCAGACTCCGTGAAG
4-9-7 ATATCATATGATGGAAGCAATAAA TACTACGCAGACTCCGTGAAG
4-9-9 ATTAATACTGATGGGGGTAGGATA TTATACGCGGACTCCGTGAAG
4-9-11 ATAAAGGAAGATGGAAGTGAGAAA TACTATGCGGACTCTGTGAAG
4-9-12 ATTAGTGGTAGTGGTGGTAGCACA TACTACGCAGACTCCCGCGAA
4-9-15 ATTAAAAGCAAAACTGATGGTGGGACAACA GACTACGCTGCACCCGTGAAA

FR3

4-9-1 GGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCTGAGGACACGGCTGTGTATTACTTG
4-9-2 GGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAACGCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGTCTGAGAGCCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGT
4-9-3 GGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCTGAGGACACGGCTGTGTATTACTGT
4-9-7 GGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCTGAGGACACGGCTGTGTATtACTGT
4-9-9 GACCGATTCACCATCTCCAGAGACAACGCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGTCTGAGAGCCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGT
4-9-11 GGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAACGCCGAGAATTCACTGTTTCTGCAAATGAGCAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCATATATTTCTGT
4-9-12 GGGCCGGTTCACCATCTCCAGAGAGAATTCCAAGAACAGGTTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCCGACGACACGGCCGTATATTACTG
4-9-15 GGCAGATTCACCATCTCAAGAGATGATTCAAAAAACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAAAACCGAGGACACAGCCGTGTATTACTGT

CDR3

4-9-1 CGAAAGATCTCCAGTATTACTATGATAGTAGTGGTTATTACGACGTCGCGGATGCTTTTGATA
4-9-2 GCAAGGACTCCGTATTACGATTTTTGGAGTTACTTTGACTAC
4-9-3 GCGAATATTGTAGTAGTACCAGCTGCTATACAGGTGCACTACTACTACGGTATGGACGTC
4-9-7 GCGAATATTGTAGTAGTACCAGCTGCTaTACAG
4-9-9 GTAAGGGTTCAAGGAGGGCAGTGGCTGAAAGACTGGTACTTCGATTTT
4-9-11 ACGAGAAGTTTCGGGAACGACTAC
4-9-12 TGCGAAGTATTATATTTCGGCCGGCTGGTTCGACCCCTGGGGCCAGGGAACCC
4-9-15 ACCACAGATAGGGAATGGGTGTATTACGATTTTTGGAGTGGTTATTGCCAC

FR4

4-9-1 TCTGGGGCCAAGGGACAATGGCATCCGCCCC
4-9-2 TCACCGTCTCTTCAGGGAGTGTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGGGAGTGCATCCGCCCC
4-9-3 TGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAGGGAGTGCATCCGCCCC
4-9-7 GTGCACTACTACTACGTATGACGTCTGGG
4-9-9 TGGGGCCGTGGCACCGTGGTCTCCGCCCC
4-9-11 ACTGTCTTCTCAGGGAGTGCAACCGTCTCCTCAGGGAGTGCATCCGCCCC
4-9-12 CTGGGGCCAGGGAACCCTCCTCACCCTCTCCTCAGGGAGTGCATCGGCCCCAACCCTTTTCCCCXTXGTCTTCTAGAGC
4-9-15 TGGGGCCAGGGAACCCTGGTCTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGGGAGTGCATCCGCCCC
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3. V, D, J rearrangement

VH 3군의 이용이 가장 많은 것으로 관찰되어 8명의 가와사끼병 환자에서 53개의 Ig VH 3

클론을 얻어서 VH 3군의 V, D, J 분절의 rearrangement를 조사하였다. 모두 다양한 D, J 분절

이용을 관찰할 수 있었으며, 이 중 한 환자는 9개의 클론 중 같은 V, D, J 분절을 이용하는

경우가 4개로 44.4%의 일치율을 나타내었다(Table 5). D 분절 중에서는 D6 분절이, J 분절

중에서는 J4 분절이 가장 많이 이용되었다(Table 6). V, D, J 분절의 rearrangement는 V3D6J4

가 가장 많았다. 또 다른 환자는 5개의 클론 중 단 한 개도 같은 클론을 이용하지 않았다.

대표적으로, 한 환자의 아미노산 서열을 분석한 결과 특히 CDR3 부위에서 같은 V, D, J 분

절을 이용하였지만 아미노산의 일치가 없어. 같은 분절 안에서도 hypermutation이 있음을

관찰할 수 있었다(Fig. 7).

4. CDR3 부위 중쇄유전자의 DNA sequencing 결과

8명의 가와사끼병 환자에서 53개의 클론을 얻어서 VH부위의 DNA sequencing을 한 결과

dominant clone을 발견할 수 없었다. 일례로 한 환자에서 얻은 8개의 클론을 가지고 분석한

VH 부위의 DNA sequence (Fig. 6)와 expected amino acid sequence (Fig. 7)에서 dominant

clone은 찾아볼 수 없었고, 특히 CDR3 부위의 DNA sequence는 다양하였다. IMGT reference

directory에서 얻은 germline sequence와 비교한 것은 Table 6과 같으며, 이 표의 결과에서 보

여주는 것처럼 다양한 germline에서 이용되는 것을 관찰할 수 있었다.

Fig. 7. Expected amino acid sequences of 8 clones from a patient with Kawasaki disease, which show no dominant
clone.

FR1 CDR1 FR2 CDR2

4-9-1 QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAAS GFTFSSYG MHWVRQAPGKGLEWVAV ISYDGSNK
4-9-2 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS GFTFSSYW MHWVRQAPGKGLVWVSR INSDGSST
4-9-3 QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAAS GFTFSSYA MHWVRQAPGKGLEWVAV ISYDGSNK
4-9-7 QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAAS GFTFSSYA MHWVRQAPGKGLEWVAV ISYDGSNK
4-9-9 EVQLVESGGGLFQTGGSVRLSCEAS GFTFSNYW MHWVRQAPGKGLVWVSR INTDGGRI
4-9-11 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS GFTFRSYW MSWVRQAPGRGLQWVAN IKEDGSEK
4-9-12 EVXLLESGGGLVQPGGSLRLSCAAS GFTFRSYA MSWVRQAPGKGLEQVSP ISGSGGST
4-9-15 EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAAS GFTFSNAW MSWVRQAPGKGLEWVGR IKSKTDGGTT

FR3 CDR3 FR4

4-9-1 YYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYL RKISSITMIVVVITTSRMLLI SGAKGQWSPSLQG
4-9-2 SYADSVKGRETISRDNAKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYC ARTPYYDFWSYFDY WGQGTLVTVSSGSASAP
4-9-3 YYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYC ANIVVVPAAIQVHYYYGMDV WGQGTTVTVSSGSASAP
4-9-7 YYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYC ANIVVVPAAIQ VHYYYVWTS
4-9-9 LYADSVKDRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYC CRCQGGQWLKDWYFDF WGRGTVVTVFSGSASAP
4-9-11 YYADSVKGRFTISRDNAENSSLFLQMSSLRAEDTAIYFC TRSFGNDY WGQGTLVTVSSGSASAP
4-9-12 YYADSREGPVHHLQRQFEQVVSANEQPESRRHGRILL CEVLYFGRLVRP LGPGNPGHRLLRECIRPNPFPXXLLE
4-9-15 DYAAPVKGRFTISRDDSKNTLYLQMNSLKTEDTAVYYC TTDREWVYYDFWSGYCH WGQGTLVLTVSSGSASAP
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IV. 고 찰

가와사끼병은 원인과 발병 기전에 대해 명확히 밝혀지지 않은 질환이다. 감염에 의하여

발생하여 면역학적 이상을 초래하는 것으로 생각되지만, 감염에 관여할 것으로 생각되는

병원체는 아직 밝혀지지 않았다. 다만 포도상구균, 연쇄상구균, EBV, 항산성균, coxiella 등

이 거론되고 있다. 이러한 감염에 따르는 면역학적 이상으로, 항원에 의한 자극으로 발생

하는 일련의 과정이 있을 것으로 생각된다. 면역학적 이상으로는 크게 oligoclonal expan-

sion을 보이는 경우와 polyclonal expansion을 보이는 경우로, 연구자간에 논란 중이다.

Leung 등3 1
이 TSST-1을 분비하는 포도상구균을 보고한 이래 superantigen의 자극에 의하여

면역학적 과정이 초래된다고 하였으나, 반대 이론도 많아, Choi 등33
의 연구 결과를 보면

superantigen에 의한 자극의 증거를 찾지 못하였다.

가와사끼병의 면역학적 활성화로는 급성기 말초혈액내 T 세포, B 세포와 단핵구의 활성

화를 비롯하여 TNF-α, IFN-γ, IL-1, IL-6, IL-8, IL-10 등의 증가를 보이는데,39-44 T 세포와

단핵구에서 이러한 싸이토카인의 생성은 가와사끼병의 병인론을 알아내는 데 중요하며 특

히 혈관내피세포의 손상 기전에 중요하다. 급성기 T 세포의 감소와 CD4 T 세포의 증가,

CD8 T 세포, 세포독성 T 세포의 증가가 관찰되며,45 DR T 세포와 IL-2 수용체를 표현하

는 T 세포의 증가는 T 세포의 활성화를 시사하고 있다.13, 19 ,4 1,46 급성기 조직 병변에서 발견

되는 활성화된 T 세포는 B 세포의 분화를 촉진하는 IL-4, IL-5, IL-6의 생성을 촉진시키

고,47 ,4 8 활성화된 탐식구세포 침윤으로 이 세포가 IL-1과 TNF를 분비하여 가와시끼병의 말

초혈액내에 증가되어 있는 IgM, IgG 항체에 의한 혈관내피세포의 용해에 연관이 있고30 혈

관내피세포에 백혈구 침윤을 촉진시킨다.49 그러나 급성기 가와사끼병 환자에서 IgG가 감

소되었고,50 아급성기에는 IgG, IgM, IgA, IgE가 증가됨을 관찰할 수 있다.14 면역글로불린

의 감소와 증가는 감수성이 있는 환자에게 어떠한 감염성 질환에 이환된 후 싸이토카인에

의한 면역학적 과정을 거쳐 혈관 내피 세포가 손상된다고 볼 수 있는 간접 증거로 볼 수

있다.

최근 Leung 등3 1이 가와사끼병이 TSST-1을 분비하는 포도상구균에 의하여 발병한다는

가설을 제기한 이후 여러 저자들이 superantigen에 의한 가능성을 보고하였고9 ,10 ,30 ,32 ,5 1 최근

Vβ2 및 Vβ8군으로 구성된 T 세포 수용체(TCR)를 가진 T 세포가 가와사끼병 환자의 말

초혈액에서 증가하여 superantigen이 병인론과 관련 있음을 시사하였다. 그러나 Jason 등52

은 가와사끼병에서 면역글로불린 투여 전후에 Vβ2 T 세포의 유의한 변화를 관찰하였으

나 이러한 Vβ2 T 세포의 변화와 T 세포의 기억, 활성화 또는 흡착 표식 인자와의 연관

성이 없었으며, 심근 손상을 보이는 환자에서는 뚜렷한 Vβ2 변화가 없어 가와사끼병의

병태 생리에서 superantigen의 중요성에 대한 의문점을 제기하였다. 자극 받지 않은 신선한

16



말초혈액 림프구를 사용하여 시행한 연구에서는 급성기에 특정 Vβ군의 증식이 관찰되지

않으면서, HLA-DR과 IL-2R 등 T 세포 활성화 표식 인자들의 상승이 없는 것으로 나타났

다. 이외에도 CD8 T 세포에서만 CD45RO의 표현이 증가되어34 superantigen의 자극이라기

보다 conventional antigen에 의한 활성화 양상을 나타내었다. 최근 우리 나라의 Choi 등33
의

보고에 의하더라도 T 세포 활성화 표식자의 증가를 발견하지 못하였고, 다른 연구에서도

superantigen 자극에 의한 발병의 증거를 찾을 수 없어서5 3-57
오히려 conventional antigen 자

극으로 생각되어져 아직 이 질환의 발병 원인에 대한 논란이 많다.

B 세포의 활성화를 생각할 수 있는 배경으로는 발진이나 발열의 임상 증상이 독소 쇼크

증후군, 홍역, 돌발진이나 성홍열과 같은 감염성 질환과 유사하며, 면역글로불린을 급성기

에 대량 정맥 투여하여 임상 증상의 완화를 관찰할 수 있는 것으로 미루어보아 어떤 병원

체에 대한 체액성 면역이 관여하는 것으로 생각된다. 따라서 가와사끼병에서 B 세포의 역

할이 중요할 것으로 예상할 수 있다. B 세포의 polyclonal activation과 혈관내피세포 항원을

유도하는 싸이토카인에 대한 항체가 증가되고
9 , 10 ,36 ,37 ,4 3 IFN, IL-1, TNF, IL-6, IL-10 등 싸이

토카인의 증가는 B 세포의 활성화를 시사한다.39-44 ,5 8 ,59 Kim 등38에 의하면 급성기 가와사끼

병에서 Humkv 325 derived kappa chain CDR3의 11개의 아미노산 codon을 가지는 B 세포의

클론들이 두드러지게 증식되었다가 회복기에 소실되는 양상을 보인다고 하였다. 그 밖에

가와사끼병 환자에서 EBV의 virus capsid 항원에 대한 항체의 증가가 보고되어 있고,22 환

자의 회복기 혈청에서 BCG 항원성 물질의 하나인 65 kDa heat shock protein에 대한 높은

항체가가 보고되어 있다.2 3

가와사끼병에서는 B 세포 중에서도 CD5 CD19 인 conventional B 세포의 증가가 현저하

지만, 반대로 CD5 CD19 인 B 세포는 급성기에 감소하였다가 회복기에 면역글로불린 투

여 후에 정상화되는 현상을 보인다.42 이러한 CD5 B 세포는 여러 자가면역질환에서 나타

나지만,60 아직 정확한 역할은 규명되지 않았다. CD5 B 세포가 류마티스 관절염에서 IgM

rheumatoid factor를 생성한다고 보고된 바 있으며,6 1
최근 연구에서는 정상 말초혈액내에서

CD5 B 세포가 pokeweed mitogen-stimulated 면역글로불린 합성을 억제한다고 알려졌다.62

가와사끼병 급성기에는 CD5 B 세포가 감소함에 따라 conventional B 세포의 면역글로불

린의 합성이 증가되다가, 면역글로불린 투여 후 CD5 B 세포가 증가하여 이러한 면역글

로불린 합성이 억제된다고 추정할 수 있으며,4 3 이러한 면역학적 불균형은 곧 가와사끼병

이 T 세포의 이상으로 초래되는 질환이라기보다 B 세포의 이상으로 오는 질환임을 시사하

고 있다.6 3 이러한 증거들은 가와사끼병에서 B 세포의 활성화를 뒷받침해주는 것으로 되어

있다. 그러나 실제적으로 B 세포의 활성화에 대한 증거로 클론을 찾아내어 증명하는 연구

는 되어 있지 않다. 가와사끼병 이외에 감염이 원인이라고 생각되는 질환 중 원인체에 대

한 clonal expansion을 관찰하여 증거로 찾는 연구가 다른 질환에서 진행되고 있다.64 ,65

항원을 인지하는 분자는 B 세포 표면 면역글로불린과 T 세포 표면 세포 수용체이다. 이
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물질에 대하여 특이하게 반응하는 항체는 B 세포가 생산한다. 그러나 생산된 항체는 없던

항체 분자가 항원 자극에 의하여 새롭게 만들어지는 것이 아니라 B 세포 표면에 있는 항

원 수용체인 면역글로불린이 항원과 결합하여 B 세포의 숫자가 많아지고 이 세포들이 형

질세포들로 분화되어 원래 B 세포 표면에 있던 면역글로불린과 동일한 분자를 다량 분비

하게 된다. 이 분비된 면역글로불린이 항체로 작용한다. 무수히 많은 항원들에 대하여 각

각 특이한 항체가 생산되려면 이들과 특이하게 결합하는 항원 수용체가 존재하여야 한다.

그러나 모든 항원에 대한 항원 수용체를 B 세포 모두가 똑같이 가지고 있지 않고 각각의

B 세포는 한가지 항원에 대한 수용체만 가지고 있다. MHC 분자와 결합된 항원 펩타이드

와 결합하는 T 세포도 마찬가지이다. 즉 한 T 세포는 한가지 항원 펩타이드와 반응하는 수

용체만 가지고 있다. B 세포 표면의 항원 수용체와 T 세포 표면의 T 세포 수용체는 항원과

접촉하기 이전에 각각의 세포 분화 과정에 이미 만들어진 것이며 이미 만들어진 수용체들

중 항원 분자가 들어가 자신에 가장 잘 맞는 수용체를 가진 세포를 선택하여 면역 반응을

일으키게 된다.

이 과정에서 clonal expansion을 보이는데, oligoclonal expansion을 보이는 경우는 전형적

인 항원 반응에서처럼 한 항원 결정기를 인지하는 특이 세포 클론을 활성화시키는 것이

아니며 superantigen에 의한 자극에 의하는데, polyclonal expansion을 보이는 경우는 전형적

인 항원 항체 반응으로 알 수 있다.

Kim 등38에 의하면 급성기 가와사끼병에서 Humkv 325 derived kappa chain CDR3의 11개

의 아미노산 codon을 가지는 B 세포의 클론들이 두드러지게 증식되었다가 회복기에 소실

되는 양상을 보인다고 하였다. 이는 곧 어떤 항원에 의하여 B 세포가 자극을 받아 oligo-

clonal expansion을 하고 있음을 증명하고 있으나 이 실험은 경쇄에 국한된 것이었다. 포도

상구균의 단백 A (SPA)가 B 세포의 superantigen으로 작용하여 VH 3 중쇄의 oligoclonal

expansion을 시킨다는 사실이 밝혀졌는데,66 가와사끼병이 포도상구균의 감염으로 발생한다

면 SPA에 자극을 받고, 또 말초혈액내 B 세포는 VH 3 중쇄를 표현하는 B 세포의 oligo-

clonal expansion의 증거를 관찰할 수 있을 것으로 기대하고 시행한 Kim 등67의 연구 결과

환자마다 각각 다양한 clonal expansion을 보여 VH 3를 비롯한 특정 중쇄군의 oligoclonal

expansion을 관찰할 수 없었다.

Terai 등55에 의하면 가와사끼병으로 사망한 환자의 동맥 내피세포에서 helper T 세포, 단

핵구, 탐식구 등이 발견되었고, Rowley32에 의하면 15명의 심한 가와사끼병 환자의 심장 혈

관에서 형질 세포가 많이 발견되었는데 이들 대부분이 IgA를 활발하게 생산하여, 이와 같

은 IgA를 생산하는 세포가 호흡기 점막이나, 위장관 등을 통하여 체내에 들어온 후 항원-

항체 반응을 유도하는 것으로 보았다. 말초혈액내 전반적인 다클론성 활성화로 B 세포가

유도되면 면역글로불린의 생성이 진행되는데, 영아에서는 주로 IgM이 대부분이고 IgG와

분비 IgA는 적다.6 8 이것이 의미하는 바는 가와사끼병이 원인 모르는 병원체에 의하여 호
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흡기나 위장관을 통하여 체내에 들어온 후 B 세포가 활성화되면서 여러 기관에 영향을 미

치는 것으로 생각된다. B 세포가 심장 관상동맥에서 다른 염증 세포와 함께 여러 싸이토카

인에 의하여 IgA 형질세포로 변환되는 것으로 생각되었고 이것은 전형적인 항원 반응에

의한다고 하였다. IgA의 클론성 팽창에 대한 연구가 이에 대한 실마리를 제공하여 줄 것으

로 예상되었는데, 최근 Rowley 등69
은 가와사끼병으로 사망한 환자의 심장 관상동맥에서

IgA를 분석한 결과 중쇄유전자의 가변부위 α유전자의 V, D, J 접합 부위의 서열 분석과,

CDR3 부위의 분석에서 oligoclonality를 관찰하였다. 특별한 원인체에 의해 점막 IgA가 자

극되는 항원 반응으로서, 다양한 항원결정부위에 작용하는 oligoclonality를 가지는 질환으

로 생각하여 conventional antigen의 자극에 의한 것이라고 결론지은 바 있다. 그러나 연구대

로 IgA 반응의 oligoclonality를 관찰하였다면 오히려 superantigen의 자극의 증거로 생각할

수 있는데, 결론은 conventional antigen의 자극이라고 결론 내렸다. 본 연구에서는 VH 3를 관

찰하였는데, dominant clone이 없었고 oligoclonality를 관찰할 수 없었다.

또 한가지 흥미로운 것으로 CDR3 부위의 염기 서열과 아미노산 서열을 분석한 결과 같

은 V, D, J 분절을 사용함에도 그 안에서 dominant clone이 없었고 그 안에서 somatic muta-

tion이 있음을 관찰할 수 있었다. Ig의 다양성은 초기 B 세포 분화 과정 중 V, D, J 분절의

임의 재결합(random recombination)시, 이러한 요소들이 접합 부위에서 새로운 염기의 첨가,

삭제로 발생한다.70 B 세포 superantigen은 전반적인 B 세포 활성화에 의한 polyclonal activa-

tion으로 germline Ig의 골격부위(framework region)에 우선적으로 결합하여 비교적 somatic

hypermutation이 IgG나 IgA보다 적은 IgM에 결합한다. IgV 부위의 somatic mutation은

germinal center에서 일어나는 것으로 믿고 있는데 이것은 전형적인 항원 반응에 CDR 혹은

골격 부위에서 가장 많이 발생하면서 항원 반응에 친화력이 있는 성숙(affinity maturation)

단계가 있음을 말해준다.64 ,7 1 다시 말해 이 질환이 전형적인 항원 반응에 의한다는 것으로

보여주는 것이다. 이와 같은 연구 결과는 multiple sclerosis와 SSPE 등의 질환에서도 볼 수

있었으며64 ,65 ,7 1 Rowley도 가와사끼병에서 밝힌 바 있다.69 본 연구에서는 polyclonal expan-

sion과 함께 somatic mutation도 같이 관찰되어 전형적인 항원 반응으로 보는 것이 합당하다

고 생각되었다. 그러나 이번 연구는 말초혈액에서 시행하였지만, 심장 관상동맥의 조직 등

에서도 CDR3 부위에서 mutation을 확인한다면 좀 더 확실한 정보를 얻을 수 있을 것으로

생각된다.

한편으론 superantigen의 자극에 의한 T 세포 반응이 B 세포의 전형적인 항원 반응과 같

이 일어날 수도 있다는 것을 완전히 배제할 수는 없다. Choi 등33의 연구에서 밝혔듯이

CD8 세포의 clonal expansion이 CD4 세포와 CD8 세포로 분리되지 않고 숨겨져 있을

가능성도 있기 때문이다. 또한 somatic mutation의 여부도 Rowley 등69은 심장혈관 조직에서

관찰하였고, 본 연구는 말초혈액에서 시행하였기 때문에 더 많은 분석이 필요할 것으로 생

각된다. 여전히 가와사끼병의 원인에 대한 증거로 clonal expansion을 찾는 것은 논란의 여
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지가 있지만 clonality를 관찰하고, 좀 더 발전되고 새로운 생물학적 방법을 이용한다면 가

와사끼병의 원인에 대한 중요한 결과들을 얻을 수 있을 것이다.

결론적으로 가와사끼병에서 특정 항원에 의한 자극의 증거를 찾기 위하여 nested PCR을

이용해 각 군에서 CDR3 부위를 증폭하여 관찰하였다. 급성기와 아급성기 모두에서 다양

한 크기의 클론들이 활성화되어 polyclonal expansion을 하는 것으로 생각되었다. 염기 서열

과 아미노산 서열 분석에서도 보았지만, 같은 분절을 사용함에도 그 안에서 중복되는 서열

이 없고 dominant clone이 없는 것은 mutation이 존재함을 나타내었다. 또한 급성기와 아급

성기에 활성화되는 클론들의 크기가 모두 다르고, 소실과 새로운 출현이 있는 것은 가와사

끼병에서 아급성기에 면역글로불린을 투여하여 증상이 호전된 후에도 꾸준한 항원의 자극

이 있는 것으로 추측할 수 있다. 가와사끼병에 대한 지속적인 Clonality 연구가 필요할 것

으로 생각한다.

V. 결 론

가와사끼병 환자의 발병 원인과 기전에 대한 많은 논란이 있는 가운데 Vβ2 및 Vβ8 군

을 표현하는 T 세포의 증식이 선택적으로 관찰되어 superantigen의 관련 가능성이 제기된

이후, T 세포에 대한 연구는 활발하게 진행되어 온 반면 B 세포의 활성화에 대한 보고는

많지 않다. 이에 연구자는 가와사끼병으로 진단 받은 환자에서 급성기와 아급성기의 말초

혈액내 B 세포의 분포를 관찰하고, VH군 중 특정 중쇄군의 oligoclonal expansion을 확인하

여 가와사끼병의 말초혈액내 B 세포의 활성화 및 superantigen에 의한 자극의 증거를 찾고

자 본 연구를 시행하였고, 다음과 같은 결과를 얻었다.

1. 가와사끼병 환자의 급성기에 T 세포는 대조군에 비하여 의의있게 감소하였고 B 세포

는 의의있게 증가하였다(p＜0.05). 그러나 B 세포의 증가에 따른 혈청 면역글로불린의 증

가는 관찰되지 않았다.

2. 면역글로불린의 V 유전자 이용을 분석한 결과 50%이상의 환자에서 VH 1-6까지 표현

되었고, 경우에 따라서는 일부만 표현하였고, 일부의 환자는 VH 3만을 표현하였다.

3. Vκ의 경우는 모든 환자에서 Vκ1에서부터 Vκ4까지 모두 표현하였다.

4. VH군의 표현 빈도는 IgM과 IgG모두 VH 3군이 가장 많이 표현되었고 VH 6가 가장 적게

표현되었다.

5. 급성기와 아급성기 때 각 군의 CDR3 부위에서 다양한 크기의 클론들이 활성화되었다

가, 아급성기에 소실되거나 일부는 유지되고 새로운 크기의 클론들이 활성화되었다. 이 중

급성기에 9개의 아미노산으로 구성된 클론이 가장 많이 이용되었다.

6. 8명의 환자에서 53개의 클론을 얻어 CDR3 부위의 DNA를 염기서열을 분석한 결과

dominant clone을 찾아볼 수 없었다.
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7. 각 환자의 IgVH에 다양한 V, D, J gene 분절의 조합이 사용되었는데, 같은 분절을 이

용하더라도 아미노산의 서열이 일치하지 않았다.

이와 같은 결과를 종합해 볼 때 가와사끼병 환자의 말초혈액에서 급성기에 다양한 VH군

유전자가 관찰되었으나, 특정 VH군의 팽창은 없었다. VH 3군을 표현하는 B 세포가 급성기

에 증가하였는데 CDR3 부위의 분석 결과 다양한 클론들이 급성기에 사용된 후 아급성기

에 소실되거나 새로운 클론들이 출현하였고, dominant clone을 발견할 수 없어서 가와사끼

병은 polyclonal expansion으로 발생하는 질환으로 생각되었다.
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Abstract

Oligoclonal expansion of VH family in Kawasaki disease

Jin Soo Lee

Brain Korea 21 Proj ect f or Medical Sciences
The Graduate School, Yonsei University

(Directed by Professor Dong Soo Kim)

The etiology and pathogenesis of Kawasaki disease (KD) remains unknown and KD is a
potentially fatal acute systemic vasculitis of childhood. KD is suspected of being an infectious
disease, but immunologically, it is associated with the activation of T cells, monocytes, and
macrophages resulting in highly elevated levels of several cytokines. Recently, expansions of T

cells expressing TCR Vβ2 and TCR Vβ8 chains have been reported, and this suggests the
involvement of a superantigen in the pathogenesis of KD. We investigated clonal expansion to
search for evidence of B cell activation and superantigen involvement in KD.

The percentage of B cells increased significantly (p＜0.05) in both acute and subacute phases.
Random utilization of diverse VH family genes was observed in the acute phase, and no specific
expansion of VH family was detected. An increase in B cells expressing the VH 3 family was

seen during acute phase. Analysis of CDR3 size profile showed that various prominent bands
appeared in acute phase, and some disappeared in the subacute phase, while other new bands
were developed in subacute phase. The DNA sequences of CDR3s of VH 3 showed no dominant
clone. These data suggest KD may be caused by polyclonal expansion from unknown infectious
agent.

Key words: Kawasaki disease, B cell, oligoclonal expansion
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