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서      론

  전세계적으로 수많은 사람들이 아토피성 피부질환으

로 고통받고 있다. 아토피 피부질환은 주로 유아와 소아

에 발생하는 만성적 또는 재발성 염증 피부질환이다

(1,2). 아직까지 정확한 원인을 규명하지 못하고 있으나, 

유전적인 가족력과 음식섭취 등으로 인한 생활․환경의 

영향, 결손된 피부층을 통해 유입된 항원물질에 대한 면

역반응에 따른 혈중 IgE 항체의 수준이 증가함으로써 나

타나는 복합적 질환이다(3,4). 기존 연구보고에 따르면, 

아토피 환자에서 T 세포들의 불완전한 IFNγ의 분비 그

리고 B 세포들에서의 IgE 항체의 과발현 등이 나타난다

(5). 즉, 아토피 질병 초기 단계에서 Th2 타입의 T 세포들

에서 IL4와 IL10이 과도하게 분비되고, 따라서 IL12가 불
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ABSTRACT
Background: Millions of people in the world are suffering from atopic dermatitis (AD), 
which is a chronic inflammatory skin disease triggered by Th2 immune responses. The 
NC/Nga mouse is the most extensively studied animal model of AD. Like human AD, 
NC/Nga mice demonstrate increased levels of IgE, a hallmark of Th2 immune 
responses. Adaptive immunity cannot be generated without help of innate immunity. 
Especially natural killer T (NKT) cells and marginal zone B (MZB) cells have been 
known to play important roles in linking innate immunity to adaptive immunity. 
Methods: Through flow cytometric analysis and ELISA assay, we investigated whether 
these lymphocytes might be altered in number in NC/Nga mice. Results: Our data 
demonstrated that the number of NKT cells was reduced in NC/Nga mice and IFNγ
production by NKT cells upon α-GalCer stimulation decreased to the levels of CD1d 
KO mice lacking in NKT cells. However, reduction of NKT cells in NC/Nga mice 
was not due to CD1d expression, which was normal in the thymus. Interestingly, there 
was a significant increase of CD1dhighB220+ cells in the spleen of NC/Nga mice. 
Further, we confirmed that CD1dhighB220+ cells are B cells, not dendritic cells. These 
CD1dhighB220+ B cells show IgMhighCD21highCD23low, a characteristic phenotype of 
MZB cells. Conclusion: We provide the evidence that there are decreased activities of 
NKT cells and increased number of MZB cells in the NC/Nga mice. Our findings may 
thus explain why NC/Nga mice are susceptible to AD. (Immune Network 2005; 
5(3):137-143)
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안정하게 생산되어 IFNγ 분비가 감소된다(6,7). 아토피 

피부질환은 Th2 면역반응에 의하여 개시되어 점차 만성

적인 Th1 면역반응으로 전환된다고 믿어지고 있다(8,9). 

  아토피 피부질환의 동물모델로는 NC/Nga 생쥐가 잘 

알려져 있다(10). NC/Nga 생쥐는 보통 specific pathogen- 

free 조건에서는 발병이 되지 않고 conventional 조건에서 

6∼7주 정도의 연령에서 아토피 피부염과 유사한 질환

이 자연적으로 발생한다. 혈액 속의 IgE 수준이 점차 증가

해서 약 16∼18주 연령에서 최고조에 달하게 된다. 16∼

18주 정도의 NC/Nga 생쥐에서, 피부가 건조해져서 점차 

마디 모양의 손상으로 발전하고 결국 딱딱한 상처로 변

한다. 조직학상으로, NC/Nga 생쥐에서 나타나는 피부 손

상들은 hyperkeratosis, acanthosis, parakeratosis 등의 특성

을 띠고 이러한 특징들은 아토피 환자에서 모두 관찰된

다.

  면역시스템은 크게 내재면역과 적응면역으로 나뉘어

져 있다. 최근의 많은 연구보고에 의하면, 적응면역은 내

재면역반응 없이 일어날 수 없다(11). 이는 내재면역의 

중요성을 단적으로 말해준다. 내재면역계를 담당하고 

있는 여러 면역 세포들이 있는데 주로 수지상세포, 대식

세포, 호산구, 비만세포 등이 여기에 포함된다. 하지만 

이들 이외에 적응면역으로 발달하기 위해서 필요한 교

량 역할을 담당하고 있는 T와 B 세포가 있다: Natural 

killer T (NKT) 세포와 marginal zone B (MZB) 세포가 이

에 속한다(12,13). NKT 세포는 TCR 수용체와 NK 세포 

특이적 수용체를 동시에 발현하고 있으며 자가면역질

환, 감염성 질환, 암 등과 같은 다양한 면역질환(14)에서 

면역조절 작용을 수행하는 T 세포의 한 부류이다. Th1 

면역반응에 의해 매개되는 인슐린-의존성 제1형 당뇨병 

동물모델에서 adoptive transfer에 의해 NKT 세포의 수를 

증가시키거나, canonical NKT 세포 TCR인 Vα14-Jα18

의 transgene를 도입함으로써 병의 진전을 억제시킬 수 

있다는 보고가 있다(15,16). 더욱이, NKT 세포의 활성물

질로 널리 알려진 glycolipid의 하나인 α-GalCer의 반복

적인 투여로 Th2 반응을 유도함으로써 당뇨병을 억제할 

수 있다는 보고가 있다(17). NKT 세포의 발달에는 MHC 

I 유사 분자인 CD1d가 매우 중요하여 CD1d KO 생쥐에

는 NKT 세포가 결핍되어 있다(18). 한편, MZB 세포는 

주로 비장의 marginal zone에 많이 존재하는 특별한 B 세

포 군으로서 blood-borne microbial pathogen에 대한 방어

를 담당한다. MZB 세포는 B 세포 대부분을 차지하는 

follicular B 세포와는 세포표면에 발현되고 있는 분자에

서 구별된다. MZB 세포는 IgM
high
CD21

high
CD23

low
CD1d

high

의 표현형을 지닌다(19). 보체 수용체인 CD21 분자가 높

은 수준으로 발현하기 때문에 보체에 결합된 박테리아

에 대한 B 세포의 반응을 증진시켜준다(20).

  본 연구에서는 아토피 피부질환의 동물모델로 널리 

알려진 NC/Nga 생쥐에서 내재면역과 적응면역을 중개

해주는 NKT 세포와 MZB 세포에 변형이 있는지를 조사

하였다. NKT 세포의 수가 야생형 생쥐에 비해 상당히 

감소해 있을 뿐만 아니라 NKT 세포 활성 시에 분비되는 

IFNγ의 양도 줄어들어 있음을 관찰하였다. 그리고 흥미

롭게도 NKT 세포 발달 제한요소인 CD1d의 발현이 매우 

높게 발현되는 세포군이 NC/Nga 생쥐에서 2∼3배 증가

되어 있고 이들 세포가 MZB 세포임을 밝혔다.

재료 및 방법

실험 동물. Balb/c, C57BL/6 (B6), 그리고 NC/Nga 생쥐를 

일본 SLC (중앙실험동물)로부터 구입하였다. CD1d KO 

생쥐는 Dr. Ablert Bendelac (Univ. of Chicago, USA)로부

터 얻어 세종대학교 동물사육실에서 유지하였다. 방사

선 멸균사료와 autoclave한 물을 자유롭게 섭취시켰고, 

12시간 명：암 조건을 유지하였다.

사용배지 및 세포 배양. RPMI 1640 (Gibco, BRL)에 10% 

FBS, HEPES buffer, L-glutamine, penicillin-streptomycin, 

2-mercaptoethanol을 첨가한 complete medium을 사용하였

다.

NKT 세포 활성 측정. 비장세포 내의 NKT 세포의 활성

을 측정하기 위하여 round bottom의 96well plate에 

106/well빈도로 비장세포를 넣어주고 여기에 NKT 세포 

활성분자인 α-GalCer (100 ng/ml)을 처리하였다. 72시간 

후에 세포배양 상층액을 걷어 사이토카인 IFNγ의 양을 

ELISA 방법으로 측정하였다.

말초혈액세포, 비장세포, 흉선세포 및 간 림프구의 적

출. 생쥐(7∼10 주령)로부터 혈액을 뽑은 다음, 이를

Lympholyte-M (Cedarlane, USA)에 실어 원심분리 (3,200 

rpm, 실온, 20분)를 하여 lymphocyte만을 분리하였다. 비

장의 경우, 비장을 적출하여 frosted microscope slide 

(Fisher, USA)를 사용하여 single cells suspension으로 만

든 다음, ACK lysis buffer을 사용하여 적혈구를 제거하

였다. PBS buffer로 세척한 후 세포배양 및 antibody 

staining에 이용하였다. 흉선세포의 경우에도 동일한 방

법을 이용하여 antibody staining 실험을 하였다. 간에서

의 NKT 세포를 조사하기 위하여 생쥐를 PBS buffer로 

perfusion하여 간에 존재하는 혈액세포를 제거한 후, 간

을 적출하여 frosted microscope slide를 사용하여 single 

cells suspension으로 만든 다음 Lympholyte-M에 실어 원

심분리(3,200 rpm, 실온, 20분)하여 lymphocyte만을 분리

하였다.

유세포 분석 및 항체 염색. Flourescein isothiocyanate가 

결합된 항TCR, IgM, CD23와 Phycoerythrin가 결합한 항

NK1.1, CD1d, CD21항체, Tricolor가 결합된 항B220 항체

를 이용하여 세포를 염색하였다. Antibody로 염색한 세

포의 분석은 FACSCalibur (Becton Dickinson, USA)를 이
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용하였다. 1×10
6
세포에 각 항체를 염색(4

o
C, 45∼50분)

한 후, FACS wash buffer (1% FBS을 함유한 PBS)로 3번 

세척하고 1% paraformaldehyde로 고정시켰다. 본 연구에 

사용된 anti-TCR, anti-NK1.1, anti-DX5, anti-CD1d, anti- 

CD21 단클론항체는 BD Pharmingen에서 구입하였고, 

anti-B220, anti-IgM, anti-CD23 단클론항체는 Caltag에서 

구입하였다.

ELISA. α-GalCer을 처리하여 배양한 세포의 배양 상층

액에 있는 IFNγ의 함량을 측정하기 위하여 표준 sand-

wich ELISA 방법을 사용하였다(21).

결      과

Lack of NKT cells in NC/Nga mice. NKT 세포는 α- 

GalCer 와 같은 ligand에 의해서 활성화 될 때 IFNγ, IL4

Figure 1. Lack of NK1.1+T cells
in the NC/Nga mice. The number
of NK1.1+ T cells in the spleen
(A) and liver (C) of NC/Nga mice
was reduced to the level of CD1d
KO mice which lack NKT cells.
(B) While the number of splenic
DX5+TCRβ+ NKT cells in NC/ 
Nga was decreased to that of CD1d
KO mice, the number of NK cells 
(DX5+TCRβ-) in NC/Nga was 
not significantly different from that
of the control mice. (D) Splenocy-
tes from NC/Nga mice did not 
produce IFNγ upon stimulation 
with α-GalCer.

A

B

C

D
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와 같은 적응면역반응을 결정하는데 중요한 사이토카인

들을 빠르게 분비한다. 이러한 특성 때문에 NKT 세포는 

내재면역반응과 적응면역반응을 연결시키는 중요한 역

할을 수행할 수 있다(22). 이와 같이 중요한 역할을 담당

하는 NKT 세포가 아토피 피부질환 동물 모델인 NC/Nga 

생쥐에서 정상인지 아닌지를 비교하였다. 비장세포에서

의 NC/Nga 생쥐는 야생형인 B6 생쥐와 비교하였을 때 

NKT 세포의 수가 현저히 감소되어 있는 것을 알 수 있

었고 이는 NKT 세포의 발달에 매우 중요한 제한 요소로 

알려져 있는 MHC class I과 유사한 분자인 CD1d 결손 

생쥐와 거의 비슷한 수준의 NKT 세포가 있음을 flow 

cytometry 분석을 통하여 알 수 있었다(Fig. 1A). 말초혈

액세포를 분리하여 동일한 실험을 한 결과 마찬가지로 

NC/Nga 생쥐에서 NKT 세포가 상당히 줄어 있음을 알 

수 있었다(data not shown). 전체 NK세포 population을 관

찰하기 위해 pan-NK 세포 항체로 널리 쓰이는 anti-DX5

항체로 비장세포를 염색하였다. NK1.1에 대한 항체를 

사용한 실험에서와 마찬가지로 NC/Nga 생쥐에서 DX5+

TCRβ
+
한 NKT 세포가 역시 감소되어 있음을 확인하였

다(Fig. 1B). 그리고 이러한 현상이 NKT 세포에 국한된 

것이 아니고 전체적인 DX5+한 세포의 감소에 기인하는 

것인지를 확인하기 위해 NC/Nga 생쥐의 DX5
+
TCRβ

-
 

NK 세포의 비율을 대조군과 비교하였고 별 차이가 없음

을 알 수 있었다. 이와 같은 결과는 NKT세포가 높은 비

율로 존재하는 간에서도 같은 결과를 얻었다(Fig. 1C). 

이상의 실험으로 NC/Nga 생쥐는 NK 세포가 아닌 NKT 

세포에만 수적으로 감소되어 있음을 보였다. 그리고 

NC/Nga 생쥐에 존재하는 NKT 세포의 활성을 조사하기 

위하여 NKT 세포의 활성분자로 알려진 α-GalCer을 72

시간 동안 처리한 후 분비되는 IFNγ의 양을 야생형과 

CD1d 결손 생쥐에서 ELISA 방법을 통하여 비교하였다. 

NC/Nga 생쥐에서 NKT 세포의 활성은 매우 감소되어 있

는 것을 확인하였다(Fig. 1D). 

Expression of CD1 in NC/Nga mice. NC/Nga 생쥐에서 

NKT 세포의 감소가 NKT 세포 발달의 제한요소인 CD1d 

분자의 발현 여부와 관련되어 있는지를 조사하였다. 먼

저 NC/Nga 생쥐의 흉선에서의 CD1d 발현을 flow cyto-

metry 방법으로 비교분석하였다. 야생형 B6 생쥐에서의 

발현과 비교해볼 때 흉선에서의 CD1d 발현 정도는 큰 

차이가 없었다(Fig. 2A). 다음으로, 비장과 말초혈액에 

존재하는 세포에서의 CD1d 발현 정도를 위와 같은 방법

을 통하여 조사하였다. 전반적으로 CD1d 발현에는 이상

이 없었지만, 흥미롭게도 야생형 생쥐와 비교할 때, 

CD1d를 매우 강하게 발현하는 세포군이 있음을 관찰하

였다(Fig. 2B).

CD1d
high
 cells are B cells, not dendritic cells. CD1d는 주

로 T, B 세포, 수지상세포, 대식세포 등과 같은 hema-

topoietic 세포에서 주로 발현하는 것으로 알려져 있다

(23,24). 그렇다면, 비장세포에서 증가된 CD1d 분자가 어

떤 종류의 면역세포에서 과발현되는지 여러 면역세포 

특이항체를 이용하여 조사하였다. B 세포 표지분자인 

B220을 발현하는 세포의 일부가 CD1d를 매우 높게 발현

함을 관찰하였다. B220 분자를 발현하는 세포는 대개 B 

세포이지만 최근 보고에 따르면, 수지상세포의 한 종류

인 plasmacytoid 수지상세포는 B220를 발현하는 것으로 

알려져 있다(25-27). 따라서 높은 CD1d의 발현을 보이는 

B220
+
 세포가 어떤 세포인지 정확하게 구별하기 위하여 

B 세포에는 발현되지 않고 수지상세포에만 발현되는 세

포표면분자인 CD11c와, 수지상세포에는 발현되지 않고 

B 세포에만 발현되는 CD19 세포표면분자의 발현을 

flow cytometry 방법을 통하여 분석하였다. Fig. 3에서와 

같이 CD1dhighB220+ 세포군을 gate한 후 CD19와 CD11c

의 발현을 비교한 결과, 모두 CD19 분자만을 발현하는 

것으로 보아 CD1dhigh B220+ 세포군은 수지상세포가 아

니고 B 세포임을 알 수 있었다.

MZB cells are increased in NC/Nga mice. 앞서 우리는 

NC/Nga에서 CD1dhigh 발현하는 B 세포가 상당히 증가되

어 있음을 볼 수 있었다. B 세포 중 내재면역반응의 역할

Figure 2. CD1d expression in the NC/Nga mice. (A) Whole
thymic CD1d expression in NC/Nga mice is not different from
that in wild type mice. (B) CD1d expression of PBMC (top
panel) and splenocytes (bottom panel) from NC/Nga mice is
increased compared to that of wild type mice.

A

B
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을 담당하는 MZB 세포가 CD1d의 발현이 높다는 예전 

보고가 있다(19). MZB 세포는 CD1d의 과발현 이외에 

IgM
high
IgD

low
CD21

high
CD23

low
와 같은 표현형을 지닌다. 따

라서, NC/Nga 생쥐에서 MZB 세포의 수가 늘어나 있는

지 MZB 세포에서 발현되는 여러 세포표면 분자에 특이

적인 항체를 이용하여 그 존재 여부를 살펴보았다. B220
+

한 세포를 gate하여 IgM과 CD1d의 관계를 살펴 보았다

(Fig. 4A). CD1d와 IgM을 과발현하는 B 세포가 NC/Nga 

생쥐에서 야생형 생쥐인 B6와 Balb/c의 그것보다 3∼5배 

정도 많이 존재함을 알 수 있었다. 그리고 또한 B220
+
한 

세포에서 CD21과 CD23의 관계를 조사하였다(Fig. 4B). 

앞의 실험결과와 마찬가지로, MZB 세포의 특징인 

CD21
high
CD23

low
한 세포군이 NC/Nga 생쥐에서 많이 증

가되어 있음을 알 수 있었다.

Figure 3. Increased B220+CD1dhigh

expressing cells in NC/Nga mice 
are B cells, not dendritic cells. 
Splenocytes were prepared from B6
and NC/Nga mice. These cells 
were stained with antibodies against
B220, CD1d, CD11c, and CD19. 
Subsequently flow cytometric analy-
sis was followed to identify B220+

CD1dhigh cells. B220+CD1dhigh cells
in the spleen from NC/Nga mice
were increased in number (A) and
these cells are B cells (B), but not
dendritic cells (C).

Figure 4. B220+ B cells increased
in NC/Nga mice show a char-
acteristic phenotype of MZB cells.
Splenocytes were prepared from 
the indicated mice and were stained
with antibodies against B220, 
CD1d, IgM, CD21, and CD23. On
B220+ gated cells, both IgMhigh-
CD1dhigh cells (A) and CD21high-
CD23low cells (B) were increased in
NC/Nga mice.

A B C

A

B
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고      찰

  본 연구에서 내재면역 T와 B 세포로 적응면역반응에 
중요한 영향을 미치는 NKT 세포와 MZB 세포가 아토피 

피부질환 동물모델인 NC/Nga 생쥐에서 야생형 생쥐와

는 달리 양적으로 변형되어 있음을 발견하였다. NC/Nga 

생쥐를 이용한 기존의 연구를 살펴보면 내재면역세포인 

비만세포 또는 호산구 등의 수가 다소 증가되어 있음이 

보고되고 있고(28) 아토피 피부질환 환자에서 수지상세

포의 아집단이 정상인과 다소 차이가 난다는 보고도 있

다(29). 하지만 적응면역세포인 T와 B 세포의 수에는 큰 

차이가 없는 것으로 보고되고 있다(6). 감염성 질환, 알

레르기 등과 같은 적응면역반응은 내재면역반응의 도움

이 없이는 일어나지 못한다. 즉, 내재면역세포에서의 차

이는 적응면역반응으로의 차이로 발전할 것이며 따라서 

아토피 피부질환 모델 생쥐가 Th2 면역반응 매개성 질

환에 쉽게 노출되리라 여겨진다. 이런 근거를 토대로, 

NC/Nga 생쥐에 내재면역과 적응면역을 중개하는 면역

세포인 NKT 세포와 MZB 세포에 양적인 변화가 있는지 

조사하였다. 먼저, NKT 세포의 경우를 살펴보면, NKT 

세포가 거의 결여되어 있는 CD1d KO 생쥐와 비슷한 수

준까지 감소되어 있음을 확인하였다. Habu et al. 연구(6)

에 의하면 NC/Nga 생쥐의 경우 TCRβ 사슬의 Vβ8 유전

자 부분에 결손이 있다. Vβ8은 NKT 세포의 TCR 수용

체를 이루는 중요한 구성요소이므로 NC/Nga 생쥐에서

의 NKT 세포 감소는 예전의 결과를 매우 잘 뒷받침해준

다고 할 수 있다. 또한 NKT 세포에 내재면역 수용체인 

Toll-like receptor들이 발현하고 있다는 보고가 있다(per-

sonal communication). 이는 외부에서 들어오게 되는 여

러 pathogen의 TLR ligand들을 인지하여 그 결과로 IFN

γ와 같은 Th1 타입의 사이토카인 분비를 유도할 수 있

음을 의미한다. NC/Nga 생쥐에서는 이러한 NKT 세포의 

활성이 크게 감소되어 있어 보다 Th1 타입의 면역반응

이 약화되어 나타날 가능성이 있다. 아토피 환자의 경우 

NKT 세포의 수가 정상인에 비해 현저하게 줄어 있다는 

보고는 매우 흥미롭다(30).

  한편, blood-borne pathogen들에 민감하게 반응하여 적

응면역반응에 큰 영향을 미치는 MZB 세포는 NC/Nga 생

쥐에서 3∼5배 정도 증가되어 있는 것을 관찰하였다. 주

로 초기 항체면역반응에 관여하는 MZB 세포가 lupus 동

물모델인 NZB/NZW 생쥐에서 수적으로 많이 증가되어 

있다는 홍미로운 보고가 있다(31). 이는 MZB 세포의 증

대가 Th2 면역반응과 관련성이 있음을 시사한다. 종합적

으로 NKT 세포의 양적 감소와 MZB 세포의 증가는 

NC/Nga 생쥐가 왜 아토피 피부면역 질환의 좋은 모델이 

될 수 있는지에 대한 설명이 된다고 생각된다. 앞으로 

MZB 세포가 아토피 피부질환의 발달에 어떠한 영향을 

미치는지 조사하는 것은 매우 흥미로울 것이다. 아울러, 

MZB 세포의 활성을 조절할 수 있는 방법을 모색한다면 

보다 나은 아토피 치료제 개발에 많은 도움이 될 것이라

고 생각된다.
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