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국문요약

세포고사된 마우스 악성 흑색종주와 반응시킨 수지상세포의 T 세포 

자극 효과

  수지상세포(dendritic cell)는 형태학적으로 수상돌기를 갖고 있으며 가장 강력

한 항원전달능력이 있어 일차 면역반응 및 T 세포매개 면역반응에 가장 중요한 

기능을 수행한다. 최근 이러한 수지상세포를 사용하여 효과적으로 종양특이 세포

독성 T 세포를 유도함으로써 생체의 항암 면역작용을 증가시키는 방법이 연구되

고 있다. 

  세포고사(apoptosis)는 손상 받았거나 원하지 않는 세포를 생체 내에서 제거하

여 생물의 항상성을 유지하는데 중요한 역할을 한다. 이때 수지상세포가 강력한 

항원전달세포로 작용하여 세포고사된 항원을 T 세포에 전달하여 면역반응을 일

으키는 것으로 알려져 있다. 세포고사된 종양세포가 수지상세포를 이용한 면역치

료에 좋은 항원으로 사용될 수 있는 이유는 세포고사된 종양세포가 세포괴사

(necrosis)된 종양세포에 비해 교차장전을 잘 일으켜서 CD8
+ 
T 세포를 더 잘 유

도하여 결과적으로 종양억제 효과가 크기 때문이다. 하지만, 세포고사된 항원이 

면역치료에 좋은 항원으로 사용되지 못한다는 상반된 연구도 많은데 이는 세포고

사된 종양세포를 수지상세포가 T 세포로 항원전달할 때 필요한 성숙인자

(maturation factor)의 부족이 그 이유로 생각된다.   

  이 실험에서는 마우스 악성 흑색종주(B-16/F10)를 mitomycin-C (50 μg/ml)로 

48시간 동안 처리하고 뜬 세포(floating cell)만 채취한 후, 2500 rpm에서 5분간 

원심분리하고 상청액(supernatant)을 제거한 후 남은 침전물(pellet)을 세포고사 

항원으로 사용하였다. 세포괴사된 항원은 마우스 악성 흑색종주를 각 3분간 냉동

과 해동을 3번 반복한 후 2500 rpm에서 5분간 원심분리하고 상청액만을 채취하



- 2 -

여 사용하였다. 이러한 세포고사와 세포괴사의 방법으로 처리한 마우스 악성 흑

색종주를 배양 6일째의 미성숙 수지상세포와 함께 배양하여 항원을 전달하였다. 

그 후 수지상세포를 성숙인자(CD40 ligand와 lipopolysaccharide)로 재자극한 후 

표면항원(CD80, CD86, major histocompatibility complex(MHC) class II 분자)의 

발현과 interleukin(IL)-12의 생성을 관찰하였고 T 세포 증식 정도를 조사하였다. 

  그 결과 각 실험군에서 단순히 항원만 처리하였을 때보다는 성숙인자를 추가한 

경우, 더욱 증가된 표면항원의 발현과 IL-12 생성을 관찰할 수 있었다. 그리고 T 

세포 증식 검사에서는 세포고사시킨 항원을 수지상세포와 배양한 후, 성숙인자로 

재자극한 군이 세포고사시킨 항원과 배양하였으나 성숙인자로 재자극하지 않은 

군이나 세포괴사시킨 항원을 사용한 군보다 더욱 강력한 T 세포 증식을 보였다.

  이상의 결과로 수지상세포와 세포고사된 종양세포를 항원으로 반응시킨 후, 성

숙인자를 추가하였을 때 표면항원의 발현과 IL-12 생성의 증가와 함께 강력한 T 

세포 증식효과가 보임을 관찰하였다. 따라서 수지상세포에 세포고사된 항원을 처

리한 후 성숙인자로 재자극하는 방법이 향후 더욱 강력한 종양면역 효과를 얻기 

위한 방법으로 이용될 수 있으리라 생각된다.

ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

핵심되는 말 : 세포고사, 수지상세포, 악성 흑색종, 성숙인자, T 세포 증식, IL-12 
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세포고사된 마우스 악성 흑색종주와 반응시킨 수지상세포의 T 세포 

자극 효과

<지도교수 이민걸>

연세대학교 대학원 의학과

정우길

I. 서   론

수지상세포(dendritic cell, DC)는 형태학적으로 수상돌기를 갖고 있다
1
. 그리고 

가장 강력한 항원전달능력이 있어 일차 면역반응 및 T 세포매개 면역반응에 가

장 중요한 기능을 수행한다
2,3
. 항원가공능력이 발달되어 있으나, T 세포 자극능력

은 약한 초기상태를 미성숙 수지상세포(immature DC)라 한다. 그리고 외부항원 

등에 노출된 후 항원가공능력은 감소하고, T 세포 자극능력이 발달하며 동시자극

분자(costimulatory molecules)의 발현이 높아지면 성숙 수지상세포(mature DC)

라 한다
4-7
. 

  수지상세포가 가장 강력한 항원전달세포로서 일차 면역반응을 일으키는 중요한 

세포라는 것이 알려졌지만, 각 장기에 존재하는 수지상세포의 수가 너무 적어 연

구에 제약이 많았다. 그러다가 1992년 CD34
+
세포를 granulocyte/macrophage 

colony stimulating factor(GM-CSF)와 tumor necrosis factor(TNF)-α로 자극하

여 수지상세포의 대량배양이 가능하다는 것이 보고되었고
8-10
, 그 후 말초혈액에서 
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약 5-10% 정도인 CD14
+
세포도 GM-CSF와 interleukin(IL)-4를 이용하여 수지상

세포로 배양이 가능하다는 것이 보고되어, 수지상세포 연구가 크게 활성화될 수 

있었다11,12.

  암환자에서는 여러가지 이유로 항원전달세포의 기능이 억제되어, 암세포의 항

원이 정상적으로 T 세포에 전달되지 않아 암세포에 대한 세포독성 T 세포의 생

성이 잘 되지 않는 것으로 알려져 있다13. 따라서 최근에는 가장 강력한 항원전달

세포인 환자의 수지상세포를 실험실에서 배양하고 여기에 환자의 암세포나 알려

진 암세포 항원을 같이 배양하여 암세포 항원을 인지한 수지상세포를 만든다
14
. 

이 수지상세포를 환자에게 투여하여, 수지상세포가 효과적으로 종양특이 세포독

성 T 세포를 유도함으로써 생체의 항암 면역작용을 증가시키게 할 수 있다
15,16
. 

  특히 말기 악성 흑색종의 치료에 시험관에서 배양한 수지상세포를 이용하여 제

한적이지만 희망적인 결과를 보고한 연구가 있으며17,18, 이를 계기로 다른 여러 

종류의 암에서도 비슷한 연구가 시도되고 있다
19-21
. 그러나 아직까지 수지상세포

를 이용한 암 치료법은 초기 단계로 미성숙 수지상세포와 성숙 수지상세포의 사

용, 수지상세포의 투입방법, 투입하는 수지상세포의 수, 그리고 수지상세포에 어

떤 항원을 사용하는 것이 좋은지 등 여러 가지 확립되어야 할 점들이 많다
22
.

  세포고사(apoptosis)는 손상 받았거나 원하지 않는 세포를 생체 내에서 제거하

여 생물의 항상성을 유지하는데 중요한 역할을 한다23,24. 외부 항원을 major 

histocompatibility complex(MHC) class II 분자 뿐만 아니라 MHC class I 분자

를 통하여 항원전달하는 것을 교차장전(cross-priming)이라고 하는데, 세포고사된 

종양세포가 세포괴사(necrosis)된 종양세포에 비하여 더 효과적으로 MHC class I 

분자를 통한 항원전달을 할 수 있다
25-28
. 따라서 수지상세포를 이용한 면역치료를 

하는 경우에 세포고사된 종양세포가 종양특이 세포독성 CD8
+
 T 세포를 더 잘 유

도하여 종양살해 효과가 큰 것으로 보고되고 있다29-32. 또한 종양세포가 세포고사

되면 면역원성(immunogenecity)이 높아진다는 보고도 있다
33,34
. 
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  하지만, 상반되는 보고도 많다. 세포고사된 종양세포와 세포괴사된 종양세포가 

함께 있는 혼합물이 더 좋은 항원으로 사용될 수 있다는 보고가 있으며
35
, 각각 

세포고사와 세포괴사된 항원을 사용한 수지상세포의 치료결과가 동등하였다는 보

고도 있다
36
. 이렇게 현재까지 세포고사와 세포괴사된 항원 중 어느 것이 더 효과

적으로 수지상세포 면역치료에 사용될 수 있는지에 대해서는 이견이 많다. 

  세포고사된 종양세포가 수지상세포에 탐식되어 항원으로 사용될 때, 종양면역

을 나타내지 않고 면역관용을 일으키는 것은 수지상세포의 성숙상태와 연관이 있

을 가능성이 있다
37
. 그러나 수지상세포의 성숙상태를 변화시킬 수 있는 CD40 

ligand와 lipopolysaccharide(LPS) 같은 성숙인자(maturation factor)를 추가했을 

때, 세포고사 항원을 인지한 수지상세포에서 면역관용이 일어나지 않고 효과적인 

T 세포 활성이 일어나는지에 대한 연구는 미진하다. 

  따라서 본 연구에서는 마우스 악성 흑색종주를 세포고사시키고 수지상세포와 

배양한 후, CD40 ligand와 LPS로 자극하여 완전히 성숙시키고자 하였다. 그리하

여 세포고사된 항원과 부가적인 성숙인자 자극이 수지상세포의 표면항원과 T 세

포의 자극능력에 어떠한 영향을 주는지 시험관 실험(in vitro)을 통하여 확인하여 

보다 효율적인 항암 면역치료 방법을 찾고자 하였다. 
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II. 재료 및 방법

1. 마우스에서 수지상세포의 분리배양

  6 내지 8 주령의 암컷 C57BL/6 마우스의 대퇴골과 경골에서 골수세포를 분리

하였다. 보체매개 세포용해(complement-mediated cytolysis)와 표면항원 염색을 

수행하기 위한 단클론항체를 얻기 위해서 다음과 같은 하이브리도마 세포주를 사

용하였다(53-6.72 (anti-mouse CD8, rat IgG2a, ATCC TIB105), GK1.5 

(anti-mouse CD4, rat IgG2b, ATCC TIB207), RA3-3A1/6.1 (anti-mouse B220, 

rat IgM, ATCC TIB146), M1/70 (anti-mouse Mac-1, rat IgG2b, ATCC 

TIB128), M5/114.15.12 (anti-mouse I-Ab,d,q & I-Ed,k, rat IgG2b, ATCC TIB120)). 

하이브리도마 세포주에서 얻은 단클론항체를 이용하여 보체매개 세포용해를 일으

켜서 T 세포, B 세포, 단구 등을 제거하였다.

 세포제거 후 골수세포(1 × 106/ml)를 24 well culture plate (Costar, Cambridge, 

MA, USA)에 1 ml 씩 넣어주고 배양배지에서 배양하였다. 배양배지는 RPMI 

1640 (Gibco BRL, Grand Island, NY, USA) 배지에 56℃에서 30분간 비동화시킨 

우태아 혈청 10%, penicillin, streptomycin, L-glutamine (Gibco BRL), HEPES 

(Sigma, St. Louis, MO, USA) 그리고 2-mercaptoethanol (Sigma)을 첨가하여 사

용하였으며, 여기에 싸이토카인으로 재조합 마우스 GM-CSF (PharMingen, San 

Diego, CA, USA)와 IL-4 (PharMingen)를 각 10 ng/ml 씩 추가하였다. 2일 간격

으로 배지를 교환하면서 배양 6일째 채취하였다. 

  배양한 세포가 기대한 대로의 수지상세포인지 유세포 분석기(FACS calibur;  

Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA)로 수지상세포의 표면항원인 

CD11c (PharMingen), MHC class II (하이브리도마 세포주 M5/114.15.12), CD40 

(PharMingen), CD80 (PharMingen), CD86 (PharMingen) 분자의 항체로 확인하

였다. 
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2. 세포고사 및 세포괴사 

  세포고사는 C57BL/6 마우스 악성 흑색종 유래 세포주인 1 × 10
6
 B16/F10 세

포를 2.7 ml 배양배지에 부유시킨 후, mitomycin-C (50 μg/ml; Sigma) 0.3 ml로 

24시간, 36시간, 48시간, 그리고 72시간 동안 처리하여 뜬 세포(floating cell)만 채

취하였다. 채취한 뜬 세포에서 처리한 mitomycin-C와 후기 세포고사(late 

apoptosis)나 세포괴사된 세포조각(cell fragment)을 제거하기 위해 10 ml 

phosphate buffered saline(PBS)으로 부유시킨 후, 2500 rpm에서 5분간 원심분리

하고 상청액(supernatant)을 제거하였으며 이것을 3 차례 반복 시행하였다. 이렇

게 상청액을 제거하고 남은 침전물(pellet)을 세포고사 항원으로 사용하였다. 배양

한 세포가 기대한 대로의 세포고사된 것인지 유세포 분석기를 통하여 propidium 

iodide(PI)와 annexin-V (PharMingen) 염색으로 확인하였다.   

  세포괴사는 C57BL/6 마우스 악성 흑색종 유래 세포주인 3 × 10
5 
B16/F10 세

포를 각 3분동안 냉동과 해동을 3번 반복한 후 원심분리를 2500 rpm에서 5분간 

시행하고 상청액만을 채취하여 세포괴사 항원으로 사용하였다. 

3. 항원전달과 성숙인자 자극

  Mitomycin-C를 처리한 3 × 10
5 
B16/F10 세포를 원심분리하고 상청액을 제거

한 세포고사 항원에 배양된 1 × 105 수지상세포를 배양배지에 넣고 24시간 동안 

함께 배양하였다. 그리고 냉동과 해동을 3 차례 반복한 3 × 10
5 
B16/F10 세포를 

원심분리한 후, 채취한 상청액을 세포괴사 항원으로 사용하여 배양된 1 × 10
5 
수

지상세포와 배양배지에 넣고 24시간 동안 함께 배양하였다. 성숙인자 자극 군에

는 배양 마지막 12시간동안 성숙인자로 anti-CD40 (0.1 μg/ml; HM40-3; 

PharMingen)와 LPS (10 μg/ml; E. coli 026:B6; Sigma)를 첨가하였다. 
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4. 실험군

제 1군: 

 항원을 처리하지 않은 수지상세포를 CD40 ligand와 LPS 자극 없이, sensitized 

T 세포와 배양 

제 2군:

 항원을 처리하지 않은 수지상세포를 CD40 ligand와 LPS 자극 후, sensitized T 

세포와 배양 

제 3군:

 세포괴사된 항원과 반응시킨 수지상세포를 CD40 ligand와 LPS 자극 없이, 

sensitized T 세포와 배양 

제 4군:

 세포괴사된 항원과 반응시킨 수지상세포를 CD40 ligand와 LPS 자극 후, 

sensitized T 세포와 배양 

제 5군:

 세포고사된 항원과 반응시킨 수지상세포를 CD40 ligand와 LPS 자극 없이, 

sensitized T 세포와 배양 

제 6군: 

 세포고사된 항원과 반응시킨 수지상세포를 CD40 ligand와 LPS 자극 후, 

sensitized T 세포와 배양 
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5. 수지상세포 표면항원의 변화 관찰

  배양된 수지상세포가 성숙되었는지 유세포 분석기로 수지상세포의 표면항원인 

CD11c, MHC class II, CD40, CD80, CD86 분자의 항체로 확인하였다. 

6. 싸이토카인 분비 검사

  수지상세포를 세포고사와 세포괴사된 B16/F10 세포로 자극하였을 때, 배양 24

시간 후의 상청액을 모아 enzyme-linked immunosorbent assay(ELISA) kit 

(Endogen, Woburn, MA, USA)로 반응시킨 후, 발색정도는 microplate 

spectrophotometer (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA)를 이용하여 450 

nm에서 흡광도를 측정하여 IL-12p70을 정량 분석하였다.

7. T 세포 증식 검사

  비장 유래 T 세포는 6 내지 10주령의 암컷 C57BL/6 마우스에 5 × 10
5
 

B16/F10 세포를 등의 양쪽 피하에 주사한 후, 7일 동안 사육하여 악성 흑색종을 

유발시키고 비장을 분리한 후, 비장세포 부유물을 RPMI 1640 배양배지에 넣고 

36℃에서 1 시간 30분 동안 배양하여 뜬 세포만을 채취하고 nylon wool column

에 통과시켜 얻었다.  

  세포고사와 세포괴사된 B16/F10 세포와 배양한 후, 일부 실험군에서는 성숙인

자로 재자극한 1 × 10
3 
수지상세포를  96 well culture plate (Costar)에 놓고 1 

× 10
5 
마우스 비장 유래 T 세포를 첨가하여 배양하고, 배양 4일 후 [

3
H] 

thymidine (Costar)을 1 μCi/well의 농도로 첨가하여 liquid scintillation counter  

(Wallac, Turku, Filand)로 16시간 후 방사능을 측정하였다.  
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III. 결    과

1. 마우스에서 수지상세포의 분리배양

  6 내지 8 주령의 암컷 C57BL/6 마우스의 대퇴골과 경골에서 분리한 골수세포

를 하이브리도마 세포주에서 얻은 단클론항체를 이용하여 보체매개 세포용해를 

일으켜서 T 세포, B 세포, 단구 등을 제거하였다. 그 후 재조합 마우스 GM-CSF

와 IL-4가 첨가된 배양배지에 6일간 배양하여 미성숙 수지상세포를 얻었으며, 이 

세포들을 유세포 분석기로 수지상세포의 표면항원인 CD11c, MHC class II, 

CD40, CD80, CD86 분자의 발현을 확인하였다(그림 1).

2. Mitomycin-C로 유도한 마우스 악성 흑색종 세포고사 항원 

  B16/F10 세포를 mitomycin-C (50 μg/ml)로 24시간, 36시간, 48시간 그리고 

72시간 동안 처리하여 뜬 세포만 채취하였다. 채취한 뜬 세포에 처리한 

mitomycin-C와 후기 세포고사나 세포괴사된 세포조각을 제거하기 위해 10 ml 

PBS를 첨가하여 부유시킨 후 2500 rpm에서 5분간 원심분리하고 상청액을 제거

하는 것을 3 차례 반복 시행하였다. 그 후 상청액을 제거하고 남은 침전물을 

PBS로 부유시킨 후, 유세포 분석기를 통하여 annexin-V/PI 염색으로 시간의 변

화에 따른 조기 세포고사(early apoptosis)와 후기 세포고사를 확인하였다. 

  원심분리 후 상청액을 제거하고 남은 침전물의 세포는 mitomycin-C 처리 24시

간 후에는 조기 세포고사가 57.2%, 후기 세포고사가 19.7% 관찰되었다. 그리고 

조기 세포고사가 mitomycin-C 처리 36시간 후에는 83.5%, 48시간에는 84.6% 그

리고 72시간에는 90.8%로 관찰되었다(그림 2). 따라서 이 실험에서는 

mitomycin-C로 48시간동안 처리하고 뜬 세포만을 채취한 후, PBS로 부유시켜 

2500 rpm에서 원심분리로 상청액을 제거하고 남은 침전물을 얻는 방법을 사용하

였으며 이러한 방법이 후기 세포고사나 세포괴사된 세포조각을 제거하여 80%이
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상의 조기 세포고사된 세포만 비교적 쉽게 얻을 수 있음을 유세포 분석기를 통하

여 annexin-V/PI 염색으로 확인하였다(그림 2C).

3. 항원의 종류와 성숙인자 자극 유무에 따른 수지상세포의 표면항원 변화

  세포고사와 세포괴사된 항원이 수지상세포의 성숙상태에 어떠한 영향을 미치는

지 확인하기 위하여 수지상세포를 세포고사와 세포괴사시킨 B16/F10 세포와 24

시간 동안 함께 배양하였다. 그 결과 수지상세포에서 MHC class II, CD80, CD86 

분자의 발현이 조금 증가됨을 확인할 수 있었고(그림 3A), 이러한 표면항원의 증

가는 CD40 ligand와 LPS를 성숙인자로 추가하였을 때 더욱 뚜렸하였다(그림 

3B). 

4. 항원의 종류와 성숙인자 자극 유무에 따른 수지상세포의 IL-12p70 생

성

  수지상세포에 항원과 성숙인자를 처리하였을 때 수지상세포의 성숙상태를 간접

적으로 측정하기 위해서 수지상세포를 세포고사와 세포괴사된 B16/F10 세포와 

배양하고 배양 24시간 후의 상청액을 모아 ELISA kit로 IL-12p70 생성을 측정하

였다. 

  그 결과, 항원의 종류와는 상관없이 성숙인자를 추가하지 않았을 때의 수지상

세포의 IL-12p70 생성은 ELISA로 검출되지 않았으며, 성숙인자를 추가한 경우에

는 세포괴사된 항원과 배양한 군에 비해 세포고사된 항원과 배양한 군에서 통계

학적으로 유의하게 높은 IL-12p70 생성을 보였다(p<0.05)(그림4). 



- 12 -

5. 항원의 종류와 성숙인자 자극 유무에 따른 수지상세포의 T 세포 증식

능

  세포고사와 세포괴사된 항원 중, 어떤 항원이 수지상세포와 배양하였을 때 높

은 T 세포 증식을 가져와 강력한 종양억제 효과를 가져올 수 있는지를 확인하기 

위하여 T 세포 증식능을 조사하였다. 수지상세포의 T 세포 증식능은 세포고사와 

세포괴사된 B16/F10 세포와 배양한 수지상세포에 C57BL/6 마우스의 등에 

B16/F10 세포를 피하에 주사하고 7일 후 얻은 비장 유래 T 세포를 첨가하여 배

양하고, 배양 4일 후 [3H] thymidine을 첨가한 후 방사능을 측정하였다. 그리고 

부가적인 CD40 ligand와 LPS와 같은 성숙인자를 추가하였을 때 수지상세포의 T 

세포 증식능이 어떻게 변하는지 확인하였다.  

  성숙인자를 추가하지 않았을 때는 세포괴사된 항원과 배양한 군에 비해 세포고

사된 항원과 배양한 군에서 수지상세포의 T 세포 증식을 나타내는 자극지표

(stimulation index, SI; 대조 배양군에 대한 자극 배양군의 thymidine 흡수비)가 

다소 높았으나 통계학적으로 유의하지 않았다(p>0.05). 

  반면 항원의 종류와 관계없이 성숙인자를 추가한 모든 경우에 성숙인자를 추가

하지 않은 군에 비해 수지상세포의 T 세포 증식을 보여주는 자극지표가 높게 나

타났다. 특히 항원을 사용하지 않거나 세포괴사된 항원을 사용하고 성숙인자를 

추가한 경우보다 세포고사된 항원을 사용하고 성숙인자를 추가한 수지상세포의 

T 세포 증식능이 통계학적으로 유의하게 높게 나타났다(p<0.05)(그림5).
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그림 1. 배양 6일째의 수지상세포의 표면항원의 발현 양상. 6 내지 8 주령의 암컷 

C57BL/6 마우스의 대퇴골과 경골에서 분리한 골수세포를 하이브리도마 세포주에

서 얻은 단클론항체를 이용하여 보체매개 세포용해를 일으켜서 T 세포, B 세포, 

단구 등을 제거하고, 재조합 마우스 GM-CSF와 IL-4가 첨가된 배양배지에 6일간 

배양한 후, 유세포 분석기로 수지상세포의 표면항원인 CD11c, MHC class II, 

CD40, CD80, CD86 분자의 발현을 확인하였다.
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그림 2. Mitomycin-C 처리 후, 뜬 세포만을 채취하여 원심분리로 상청액을·    

제거한 마우스 악성 흑색종 세포의 조기 세포고사. B16/F10 세포를 mitomycin-C 

(50 μg/ml)로 각 24시간, 36시간, 48시간, 그리고 72시간 동안 처리하여 뜬 세포

만 채취하였다. 그 후 처리한 mitomycin-C와 후기 세포고사나 세포괴사된 세포

조각을 제거하기 위해 10 ml PBS로 부유시킨 후, 2500 rpm에서 5분간 원심분리

하여 상청액을 제거한 후, 남은 침전물을 유세포 분석기를 통하여 annexin-V/PI 

염색으로 시간의 변화에 따른 조기 세포고사와 후기 세포고사를 확인하였다. 
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그림 3. 항원의 종류와 성숙인자 자극 유무에 따른 수지상세포 표면항원 변화. 수

지상세포를 세포고사와 세포괴사시킨 B16/F10 세포와 24시간 동안 함께 배양하

고 성숙인자(maturation factor; CD40 ligand와 LPS)를 추가한 후, 유세포 분석기

를 통하여 MHC class II, CD80, CD86 분자의 발현을 관찰하였다. 

.
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그림 4. 항원의 종류와 성숙인자 자극 유무에 따른 수지상세포 IL-12p70 생성.  

수지상세포를 세포고사와 세포괴사된 B16/F10 세포와 배양하고 24시간 후의 상

청액을 모아 ELISA kit로 IL-12p70을 정량 분석하였다. 항원의 종류와는 상관없

이 성숙인자를 추가하지 않았을 때의 IL-12p70의 생성은 ELISA로 검출되지 않

았으며, 성숙인자를 추가한 경우에는 세포괴사된 항원과 배양한 군에 비해 세포

고사된 항원과 배양한 군에서 통계학적으로 유의하게 높은 IL-12p70 생성을 보였

다(*: p<0.05).
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그림 5. 항원의 종류와 성숙인자 자극 유무에 따른 수지상세포 T 세포의 증식능. 

세포고사와 세포괴사된 B16/F10 세포와 배양하고 성숙인자로 재자극한 1 × 10
3 

수지상세포를 96 well culture plate에 놓고 1 × 10
5 
마우스 비장 유래 T 세포를 

첨가하여 배양하고, 배양 4일 후 [3H] thymidine을 1 μCi/well의 농도로 첨가하

여 liquid scintillation counter로 16시간 후 방사능을 측정하고 SI를 계산하였다. 

항원을 사용하지 않거나 세포괴사된 항원을 사용하고 성숙인자를 추가한 군보다 

세포고사된 항원을 사용하고 성숙인자를 추가한 군에서 SI가 통계학적으로 유의

하게 높게 나타났다(*: p<0.05).

Factor; CD40 ligand와 LPS.
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IV. 고    찰

  여러 종류의 암에 대하여 수술, 항암 화학요법, 방사선 치료 등이 시행되고 있

지만 특히 말기 암에서는 아주 제한적인 효과만이 보고되고 있다. 따라서 보조적

인 여러 면역치료법이 개발되고 있으며 강력한 항원전달세포인 수지상세포를 이

용한 항암 면역치료가 새로운 가능성을 제시하고 있다14-22.

  수지상세포를 이용한 면역치료에서 세포고사된 항원이 좋은 항원으로 사용될 

수 있는 가능성이 있음에도 불구하고 현재까지 효과가 떨어진다는 상반된 결과는 

수지상세포의 성숙상태와 연관이 있을 가능성이 있다37. 수지상세포를 이용한 면

역치료에는 주로 성숙 수지상세포가 사용되는데, 미성숙 수지상세포가 항원가공

능력이 발달되어 있지만, 실제 동물 실험에서는 면역관용(immune tolerance)을 

유발하는 경우가 많고 T 세포 자극능력은 성숙 수지상세포가 더 강하기 때문이

다. 그러나 세포고사된 항원은 교차장전을 더 효과적으로 일으키고 면역원성이 

높아지는 장점에도 불구하고 수지상세포를 성숙시키는 능력은 부족하기 때문에 

종종 면역반응보다는 면역관용을 일으킨다38,39. 

  이러한 단점을 극복하기 위하여 이 실험에서는 면역관용 상태를 일으킬 것으로 

생각되는 미성숙 수지상세포를 성숙한 상태로 돌리기 위해 성숙인자를 사용하였

다. 마우스 골수세포에서 유래한 수지상세포를 CD40 ligand와 같은 성숙인자와 

같이 배양하였을 때, 마우스 상피 세포암을 포함한 여러 암종에서 더 성숙된 수

지상세포의 생성과 T세포 독성반응을 관찰하였다는 보고가 있으나
40-42
, 마우스 

악성 흑색종에서는 T 세포 독성반응이 감소하였다는 상반된 보고도 있다43. 또한 

인체 말초혈액 단구세포에서 유래한 수지상세포에 CD40 ligand와 LPS를 동시에 

추가하여 배양하였을 때, 성숙된 수지상세포의 생성과 인체 악성 흑색종에서 T 

세포 독성반응을 보였다는 보고도 있다44.

  세포고사는 자외선, 방사선, 항암제 등 여러 가지 방법으로 유도할 수 있다
34-36
. 

암세포가 자외선에 노출되면 초기 세포고사(annexin-V
+
, PI

-
)가 일어나지만, 곧 
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후기 세포고사(annexin-V
+
, PI

+
)가 일어난다

37
. 세포고사를 유도함에 있어 

mitomycin-C 처리 후 배양접시에 붙어있는 세포와 뜬 세포 모두를 사용하거나, 

원심분리 후 상청액을 제거하지 않았을 때는 후기 세포고사(annexin-V+, PI+)나 

살아있는 세포(annexin-V
-
, PI

-
)가 높은 비율로 관찰된다. 반면 본 실험에서 사용

한 48시간 동안 mitomycin-C로 처리하여 뜬 세포만을 채취한 후, 원심분리하여 

상청액을 제거하고 침전물만을 세포고사 항원으로 사용하는 방법은 80%이상의 

조기 세포고사된 세포만을 쉽게 얻을 수 있는 좋은 방법으로 사료된다. 따라서 

후기 세포고사되거나 살아있는 세포의 영향은 최소화하고 80%이상 조기 세포고

사된 항원만으로 실험할 수 있었다. 조기 세포고사 세포가 수지상세포의 성숙을 

억제시키고, 후기 세포고사 세포는 수지상세포의 성숙을 촉진하는 것으로 보고되

고 있으나, 조기 세포고사 세포만 사용한 이유는 종양연관항원을 가장 많이 발현

할 것으로 생각되기 때문이다37. 본 실험에서는 80%이상의 조기 세포고사된 세포

를 사용하여 종양연관항원이 많이 발현되는 이점을 취하면서 수지상세포의 성숙

의 억제는 성숙인자를 통한 재자극으로 극복하여 하였다.   

  미성숙 수지상세포가 항원 자극을 받으면 여러 가지 표면항원과 유착분자의 발

현이 증가하게 된다
4-7
. 본 실험에서 세포고사와 세포괴사된 B16/F10 세포를 24시

간 동안 함께 배양한 결과 MHC class II, CD80, CD86 분자의 발현이 조금 증가

됨을 관찰할 수 있었고, 이러한 결과는 성숙인자 자극없이 항원 자체만으로도 수

지상세포의 성숙상태를 변화시킬 수 있다는 것을 반영한다. 하지만 이러한 표면

항원의 증가는 CD40 ligand와 LPS를 성숙인자로 추가하였을 때 더욱 강력하게 

나타났다. 이는 세포고사나 세포괴사된 항원 자체만으로는 수지상세포를 완전히 

성숙시킬 수 없으며, 부가적인 성숙인자의 추가가 수지상세포의 완전한 성숙에 

꼭 필요함을 의미한다. 하지만 표면항원 자체가 마우스의 성숙정도를 정확히 반

영할 수는 없으므로 추가적인 연구가 필요할 것으로 사료된다. 

  IL-12는 p35와 p40단백이 이종 이량체(heterodimer)를 이루고 있으며 특히 TH1 
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반응의 시작을 유도하고 반응을 지속시키는 효과를 나타낸다
45
. 항원전달 과정에

서 수지상세포는 여러 가지 표면항원과 유착분자의 발현이 증가되고 IL-12의 생

산능도 높아지게 되는 등 기능적으로 성숙하게 된다45,46. 본 실험에서 수지상세포

의 IL-12 생성능은 성숙인자를 추가한 경우에 세포괴사된 항원과 배양한 군에 비

해서 세포고사된 항원과 배양한 군에서 통계학적으로 유의하게 높았다(p<0.05). 

이것은 세포고사된 항원을 수지상세포에 처리하였을 때, 성숙인자 존재하에서 더

욱 강력한 TH1 반응을 보임을 반영한다. 

  본 연구에서 성숙인자를 추가한 모든 실험군에서 수지상세포의 T 세포 증식을 

나타내는 자극지표가 높아졌으나, 세포고사를 항원으로 사용하고 성숙인자를 추

가한 군에서만 통계학적으로 유의하게 높았다(p<0.05). 이러한 결과는 시험관 실

험에서 세포고사된 항원이 성숙인자 존재하에서는 좋은 수지상세포 면역치료의 

항원으로 사용될 수 있으며, 또한 생체 실험(in vivo)상에서도 세포고사 항원을 

수지상세포와 배양한 후 성숙인자로 재자극하는 방법이 효과적으로 이용될 수 있

음을 추정할 수 있다. 
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V. 결   론

  본 연구에서는 마우스 악성 흑색종주(B16/F10)를 세포고사와 세포괴사시키고 

수지상세포와 반응시킨 후, CD40 ligand와 LPS로 자극한 후, 항원 준비방법과 부

가적인 성숙인자 자극 유무에 따른 수지상세포의 표면항원의 증가와 IL-12의 생

산능, 그리고 T 세포의 자극능력이 어떻게 변화하는지를 시험관 실험을 통하여 

관찰하고, 다음과 같은 결과를 얻었다. 

1. Mitomycin-C를 48시간동안 처리하여 뜬 세포만을 채취한 후, 원심분리하여 상

청액을 제거하고 침전물만을 세포고사 항원으로 사용하였다. 이러한 세포고사 항

원 준비방법은 후기 세포고사나 세포괴사된 세포조각을 제거하여 80%이상의 조

기 세포고사된 세포만 비교적 쉽게 얻을 수 있었다.  

2. 세포고사와 세포괴사된 항원과 배양한 수지상세포의 MHC class II, CD80, 

CD86 분자의 발현은 CD40 ligand와 LPS를 성숙인자로 추가하였을 때 뚜렸하였

다.

3. 성숙인자를 추가한 경우에는 세포괴사된 항원과 배양하였을 때에 비해 세포고

사된 항원과 배양하였을 때 수지상세포가 높은 IL-12p70 생성을 보였다(p<0.05).  

4. 항원의 종류와 관계없이 성숙인자를 추가한 경우에 성숙인자를 추가하지 않은 

군에 비해 수지상세포의 T 세포 증식을 보여주는 자극지표가 높게 나타났다. 특

히 수지상세포의 자극지표는 항원을 사용하지 않거나 세포괴사된 항원을 사용하

고 성숙인자를 추가한 경우보다 세포고사된 항원을 사용하고 성숙인자를 추가였

을 때에 통계학적으로 높게 나타났다(p<0.05).

  이러한 결과로 마우스 흑색종 생체 실험 모델에서 수지상세포를 세포고사된 항

원과 배양하고 부가적인 성숙인자를 추가하였을 때, 수지상세포의 T 세포 증식 

능력이 높을 것임을 예상할 수 있다. 따라서 흑색종의 수지상세포에 세포고사된 

항원 처리 후, 부가적인 성숙인자로 재자극하는 방법이 향후 더욱 강력한 종양면
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역 효과를 나타낼 수 있는 치료로 이용될 수 있으리라 생각된다.
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Abstract 

T cell proliferation effect of dendritic cells cultured with apoptotic mouse 
melanoma cells

Woo Gil Chung

Department of Medicine 
The Graduate School, Yonsei University 

 (Directed by Professor Min-Geol Lee)

  Dendritic cells(DCs) are antigen-presenting cells that induce T cell responses, which 

play roles in autoimmune and allergic diseases, transplantation, and cancer. DCs can 

present exogenous antigens to T cells not only in the context of major 

histocompatibility complex(MHC) class II, but also of MHC class I molecules, a 

phenomenon termed cross-priming. DCs efficiently present antigens derived from 

apoptotic cells, stimulating class I-restricted CD8+ cytotoxic T lymphocytes. However, 

DCs that have ingested apoptotic cells may not become activated, therefore inducing 

T cell tolerance unless further DC maturation is promoted by additional maturation 

factors.

  In this study, the aim was to improve the methods for antigen preparation in DC 

immunotherapy. We postulated that apoptosis antigen would be a more efficient 

antigen with additional full DC maturation factors.

  To remove the supernatant which included late apoptotic and necrotic cells, floating 

cells, which were previously treated with mitomycin-C for 48 hours, were centrifuged 

and the pellet was obtained. When the pellet was stained with annexin-V/propidium 

iodide, more than 80% of the cells were early apoptotic cells. We also observed an 

increased expression of MHC class II, CD80 and CD 86 molecule after antigen 
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pulsing with maturation factors(CD40 ligand and lipopolysaccride(LPS)). However, 

there were no definite differences in the expression of DC surface molecules, 

according to the method of preparation of tumor antigens. DCs pulsed with apoptotic 

cells, followed by activation with CD40 ligand and LPS, had enhanced T cell 

stimulatory activity compared to other experiment groups. When cultured DCs, which 

were pulsed with apoptotic cells, received simultaneous stimulation with CD40 ligand 

and LPS, interleukin(IL)-12 secretion was increased compared to the group stimulated 

with necrotic cells.

  These results reflect that DCs pulsed with apoptotic cells, with the supplement of 

additional maturation factors, induced enhanced T cell proliferation and secreted high 

levels of IL-12. It also suggests the utility of mitomycin-C induced apoptosis, 

supplemented with additional maturation factors, as a mean to generate efficient 

immunity for tumor in vivo.
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