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서      론

  기억 면역 T 세포(memory T cell)가 항원에 대한 이차 

노출에 대하여 매우 빠르고 효과적인 반응을 보이는 것

은 적응 면역(adaptive immunity) 반응에 있어서 매우 중

요하게 여겨지고 각종 백신 및 바이러스 감염에 있어서 

주의 깊게 다루어지고 있다. 이와 같은 memory T 세포는 

바이러스나 세균 등에 의한 급성 감염(acute infection) 후 

naive T 세포가 반응을 하여 증식하는 확장기(expansion 

phase)를 거쳐 effector T 세포가 형성되고 그 후 90% 이

상의 대부분 effector T 세포가 세포사멸기전(programmed 

cell death)에 의하여 죽어가는 과정 중, 각종 생존신호

(survival signal)에 의하여 일부 effector T 세포가 남아 수

축기(contraction phase)를 거쳐 지속적인 생존을 보여주

는 기억면역세포 형성기(memory phase)를 이룸으로써 

실험적으로 항원에 의하여 일차 자극된 CD4+ T 세포의 
이차 면역 반응의 분석
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ABSTRACT
Background: Memory T lymphocytes of the immune system provide long-term 
protection in response to bacterial or viral infections/immunization. Ag concentration 
has also been postulated to be important in determining whether T cell differentiation 
favors effector versus memory cell development. In the present study we hypothesized 
that naïve Ag-specific CD4+ T cells briefly stimulated with different Ag doses at the 
primary exposure could affect establishment of memory cell pool after secondary 
immunization. Methods: To assess this hypothesis, the response kinetics of DO11.10 
TCR CD4+ T cells primed with different Ag doses in vitro was measured after adoptive 
transfer to naive BALB/c mice. Results: Maximum expansion was shown in cells 
primarily stimulated with high doses of ovalbumin peptide (OVA323-339), whereas cells 
in vitro stimulated with low dose were expanded slightly after in vivo secondary 
exposure. However, the cells primed with low OVA323-339 peptide dose showed least 
contraction and established higher number of memory cells than other treated groups. 
When the cell division was analyzed after adoptive transfer, the high dose Ag-stimulated 
donor cells have undergone seven rounds of cell division at 3 days post-adoptive 
transfer. However, there was very few division in naive and low dose of peptide-treated 
group. Conclusion: These results suggest that primary stimulation with a low dose of 
Ag leads to better memory CD4+ T cell generation after secondary immunization. 
Therefore, these facts imply that optimally primed CD4+ T cells is necessary to support 
effective memory pool following administration of booster dose in prime-boost 
vaccination. (Immune Network 2006;6(2):93-101)
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형성되는 것으로 여겨지고 있다(1-4). 이와 같이 형성된 

기억 면역 T 세포(memory T cell)는 바이러스와 같은 병

원균의 재감염에 대한 방어 면역을 형성하는 데 매우 중

요한 역할을 하고, 전체적으로 형성되는 항원 특이 기억 

면역 T 세포의 크기(memory T cell pool)는 각종 백신 개

발에 있어서 중요하게 여겨진다. 그래서, 기억 면역 T 세

포의 크기를 높일 수 있는 일반적인 방법으로 항원에 노

출 후 나타나는 확장기의 크기가 형성되는 기억 면역 T 

세포의 크기를 결정하는 것으로 여겨지며, 또한, 수축기

에서 effector T 세포의 세포사멸기전을 억제함으로써 보

다 많은 수의 기억 면역 T 세포를 형성할 수 있을 것으로 

생각된다(5,6).

  비록 naive T 세포와 기억 면역 T 세포가 항원 노출에 

의하여 활성화되고 유지되는 방법에 대한 기전과 인자

들의 많은 정보가 있지만, 위에서 언급한 확장기와 수축

기를 조절하는 기전에 대한 정보는 많지 않다. 많은 급성 

감염 모델에서 T 세포의 수축기의 시작은 항원이 생체 

내에서 사라짐과 동시에 시작되는 것으로 여겨진다(7). 

따라서, 급성 감염에 있어서 항원의 노출기간이 확장기

에서 수축기로의 전환을 유도하는데 중요할 것으로 생

각된다. 그러나, 최근의 연구 결과에 의하면 Listeria 

monocytogenes (LM) 감염 모델에서 급성 감염 후 항생제 

ampicillin을 처리함으로써 LM을 반응 초기에 제거함으

로써 급성 감염 기간과 항원 노출 시간을 조절한 실험 

모델에서 감염 기간과 항원 노출의 축소는 초기의 CD8
+
 

T 세포의 확장기에서 수축기로의 전환에 아무런 영향을 

미치지 못함을 알게 되었다(8). 마찬가지로, CD8+ T 세

포의 수축기의 시작은 만성 감염(chronic infection) 모델

로서 lymphocytic choriomeningitis virus (LCMV) 감염 모

델을 이용한 경우 지속적인 항원 노출이 아무런 영향을 

주지 못하였다(8-10). 따라서, 이와 같은 결과들은 감염 

기간과 항원 노출 기간이 항원 특이 CD8+ T 세포의 수

축의 시간과 크기를 변화시키지 못함을 의미하고, 적어

도 CD8
+
 T 세포의 경우에는 아주 이른 감염 초기에 수

축기의 시작과 규모는 정하여진 것으로 여겨진다.

  반대로, CD4+ T 세포의 이와 같은 확장기와 수축기에 

대한 정보는 많지 않다. CD4
+
 T 세포는 수지상 세포 

(dendritic cell)의 활성, 대식세포(macrophage)의 활성을 

유도할 수 있는 각종 염증성 cytokine의 생산, 항체 형성

을 위한 cytokine의 생산 등의 다양한 방법에 의하여 면

역 반응에 관여한다(11,12). 일반적으로, CD4+ T 세포와 

CD8+ T 세포의 활성은 항원(antigen)과 CD28을 비롯한 

costimulation 신호를 요구하며 같은 방법에 의하여 확장

기, 수축기를 거쳐 기억 면역 세포 형성기를 형성할 것으

로 생각된다(13,14). 그러나, 급성 감염에 대한 CD4+ T 세

포와 CD8
+
 T 세포 반응의 비교 연구에서 차이점이 나타

났고, 이러한 차이점은 CD4+ T 세포와 CD8+ T 세포가 

병원체 감염에 대하여 서로 다른 기능을 할 수 있음을 

의미한다(15,16). 예를 들어, 항원에 대한 노출을 유도하

고 나타나는 CD4+ T 세포와 CD8+ T 세포 반응의 동역

학(kinetics)을 분석하면, 두 세포 간의 반응은 같은 수준

의 역학을 보여준다. 그러나, 형성된 항원 특이 CD8+ T 

세포의 기억 면역 세포보다 안정정인 기억 면역 T 세포

의 크기를 형성하여 오랫동안 지속되는 반면에 항원 특

이 CD4+ T 세포는 시간이 지남에 따라서 계속적인 감소 

현상을 나타내었다(17). 더욱이, 형성된 기억 면역 CD8+ 

T 세포는 이종 감염(heterologous infection) 후 기억 면역 

세포의 크기가 감소된 반면에 CD4+ T 세포의 경우 아무

런 변화를 보여주지 못하였다(18-21). 이와 같은 기억 면

역 CD8
+
 T 세포와 CD4

+
 T 세포를 유지하는 데 있어서

의 차이는 T 세포의 생존과 증식에 관여하는 각종 

cytokine 및 생존 신호의 차이를 반영하는 것으로 보여 

진다. 따라서 실제로 IL-7은 기억 면역 CD4
+
 T 세포와 

CD8+ T 세포의 생존에 관여하는 것으로 보고되었으며, 

IL-15은 기억 면역 CD8+ T 세포의 유지에만 관여하고 

기억 면역 CD4
+
 T 세포의 유지에는 아무런 영향을 주지 

못하는 것으로 보고된 바 있다(22-26).

  현재, 감염기간과 항원 노출 기간에 따른 CD4+ T 세

포 반응의 동역학에 대한 정보는 없다. 더욱이, 일차 항

원에 노출된 CD4+ T 세포가 이차 항원에 노출되었을 때 

나타나는 역학에 대한 정보는 없다. 따라서, 본 연구에서

는 형질전환 실험동물 DO11.10.BALB/c 생쥐에서 chick-

en ovalbumin의 epitope peptide OVA323-339 (ISQA-

VHAAHAEINEAGR) 특이 CD4+ T 세포를 얻어 실험실

적으로 저용량의 항원 또는 고용량의 항원으로 자극한 

다음(primary exposure), naive BALB/c 생쥐에 adoptive 

transfer 후 이차 항원 노출(secondary exposure) 후 나타나

는 CD4
+
 T 세포의 역학을 살펴보았다. 그 결과 흥미롭

게도 저용량의 항원으로 일차 자극된 CD4+ T 세포의 수

축기의 규모가 적게 유도됨으로써 궁극적으로 보다 많

은 항원 특이 CD4
+
 T 세포의 기억 면역 T 세포가 형성

될 수 있음을 알게 되었다. 이와 같은 결과는 향후 CD4+ 

T 세포의 기억 면역 T 세포 형성에 대한 정보와 CD4+ 

T 세포가 방어 면역에 깊게 관여하는 각종 감염에 대한 

백신 개발에 중요한 정보를 제공할 것으로 여겨진다.

재료 및 방법

실험동물. 실험동물은 5∼6주령의 BALB/c (H-2d)를 (주) 

다물 사이언스에서 구입하여 사용하였으며, chicken ovalbu-

min의 peptide 323-339 (OVA323-339: ISQAVHAAHAEINEAGR)

에 특이 CD4+ T 세포를 높은 빈도로 갖고 있는 형질전

환 실험동물 DO11.10.BALB/c는 울산대학교 면역 조절 

센터로부터 공급받아 실험에 사용하였다. 실험에 사용

된 실험동물은 전북대학교 수의과대학 실험 동물실에서 
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유지되어 관리규정에 맞추어 실험에 사용하였고, 형질 

전환된 실험 동물은 trimethoprim과 sulfamethoxazol이 첨

가된 멸균된 물과 사료를 공급하고 정화시설이 갖추어

진 살균된 깨끗한 환경에서 실험에 사용되었다. 

항체와 펩타이드. 항원 특이 세포를 분석하기 위한 유

세포분석(flow cytometry)에 사용된 다음과 같은 항체는 

Pharmingen (BD Bioscience)로부터 구입하여 사용하였

다: PE-conjugated anti-CD4 (RM4-5), FITC-conjugated anti- 

CD25 (7D4), anti-CD44 (IM7), anti-CD26L (MEL-14) 및 

anti-CD69 (H1.2F3). OVA323-339 펩타이드에 특이 CD4
+
 T 

세포를 분석하기 위해 biotin-conjugated KJ1-26 (Caltag 

Lab., Burlingame, CA)와 streptavidin-PerCP를 사용하였

다. Chicken ovalbumin 단백질의 CD4
+
 T 세포의 epitope

인 OVA323-339 펩타이드(ISQAVHAAHAEINEAGR)는 화

학적으로 합성(Peptron Inc., Daejeon city, Korea)하여 사

용하였다.

항원 특이 CD4+ T cell 분리 및 in vitro 자극. 형질 전환 

실험동물 DO11.10.BALB/c 생쥐로부터 OVA323-339 펩타이

드에 특이적인 CD4
+
 T 세포는 nylon-wool column을 이용

하여 분리하고, 면역화 되지 않은 naive BLAB/c의 비장 세

포로부터 metrizamide (14.5 g/100 ml PBS)를 이용한 농도

구배방법에 의하여 항원제시세포(antigen-presenting cells, 

APCs)를 준비하였다. Nylon-wool column에 의하여 분리

된 T 세포는 유세포 분석에 의하여 분석한 결과 85% 이

상의 CD3+ T cells (＞65% CD4
+
 T cells, ＞25% CD8

+
 

T cell)와 그 외 ＜8% B220+ cell과 ＜5% CD11b+ cell의 

분포를 보여 주었다. 얻어진 T 세포(5×106 cells/ml)와 항

원제시 세포(1×10
6
 cells/ml)를 일정 비율(5：1)로 혼합하

고 OVA323-339 펩타이드를 0.05μg/ml 또는 5.0μg/ml의 농도

로 첨가함으로써 항원 특이 CD4+ T 세포를 12시간 동안 

자극하였다. Naive T 세포를 12시간 자극시킨 후 또 다시 

T 세포를 nylon-wool column에 적용하여 OVA323-339 peptide

와 항원제시세포를 제거하였다. OVA323-339 peptide에 특이 

CD4
+
 T 세포를 포함하는 분리된 T 세포는 naive BLAB/ 

c의 꼬리 정맥(tail vein)에 마리당 OVA323-339 peptide 특이 

CD4+ T세포가 1×106 cells가 되도록 주입하였다. Reci-

pient 생쥐는 adoptive transfer 후 3일째 되는 날에 발바닥

(footpad)에 complete Freund's adjuvant (CFA)를 섞은 

OVA323-339 peptide (마리당 20μg)를 주입함으로써 면역화 

하였다. 

FACS 분석. OVA323-339 peptide 특이 CD4
+ T 세포를 분

석하기 위한 유세포 분석은 지시된 항체를 이용하여 염

색한 후 분석하였다. 준비된 림프구 또는 비장 세포(1×

106 cells/100μl PBS-0.5% BSA)를 준비하고 지시된 항체

를 넣고 흔들어 준 후 4oC에서 40분간 방치하였다. 항체

로 염색된 세포는 PBS-0.5% BSA용액을 이용하여 두 번 

세척하고 고정액을 이용하여 고정시킨 후 FACSCaliber 

cytometer와 CellQuest software (Becton Dickinson, Mountain 

View, CA)를 이용하여 분석하였다. 

Cytokine assay. 자극된 항원 특이 CD4+ T 세포로부터 

생산된 IL-2와 IFN-γ의 측정은 사이토카인 ELISA방법

에 의하여 측정하였다. 준비된 비장세포 또는 림프절 세

포를 OVA323-339 peptide 1μg/ml의 농도로 처리하여 2일

간 자극시켰다. 자극을 위하여 항원제시세포가 필요한 

경우에는 naive BALB/c 생쥐로부터 준비하여 일정비율

(5：1)로 혼합함으로써 자극시켰다. 자극된 CD4+ T 세

포로부터 생산되는 사이토카인을 측정하기 위하여 배양 

상층액을 ELISA에 적용하였다. ELISA plate는 anti-mouse 

IL-2 (JES6-1A12) 및 IFN-γ (R4-6A2) 항체로 4oC에서 하

룻밤 방치하여 코팅하였다. ELISA plate를 PBS-Tween 20

으로 3회 세척하고, 3%의 탈지유로 처리함으로써 37oC

에서 2시간 동안 블로킹하였다. 배양 상층액과 표준 

cytokine 단백질을 처리하고 1시간 30분 동안 배양하였

다. 다시 PBS-Tween 20으로 3회 세척하고 biotinylated 

anti-mouse IL-2 (JES6-5H4)와 IFN-γ (XMG1.2) 항체를 처

리한 다음 37
o
C에서 2시간 동안 배양하였다. ELISA plate

를 또다시 PBS-Tween 20으로 3회 세척하고 peroxidase- 

conjugated streptavidin을 첨가한 다음, 1시간 배양한 후 

기질용액으로 발색시켰다. 각 well의 흡광도는 ELISA 

reader (Molecular Device, USA)로 405 nm에서 측정하여 

림프구에서 생산된 cytokine IL-2와 IFN-γ의 양을 계산

하였다. 

CFSE에 의한 in vivo Ag-specific CD4+ T 세포 증식 측

정. OVA323-339 펩타이드에 특이적인 CD4
+ T 세포를 

OVA323-339 펩타이드 0.05μg/ml 또는 5.0μg/ml로 12시간 

동안 자극한 후 펩타이드를 nylon-wool column을 이용하여 

제거하였다. 12시간 자극 후 T 세포(2×107 cells/ml PBS)를 

5μM CFSE (carboxyfluorescein diacetate succinimidyl 

ester; Molecular Probes, Eugene, OR)에 넣고 5분간 상온

에서 방치하였다. 결합되지 않은 CFSE는 동량의 우태아 

혈청을 첨가함으로써 염색 반응을 종결짓고 배지를 이

용하여 3회 세척하였다. CFSE로 표지된 T 세포는 마리

당 1×107 세포가 되도록 naive BLAB/c의 꼬리 정맥(tail 

vein)에 주사하였다. 그로부터 3일째 되는 날 popliteal 

lymph node (LN)로부터 세포를 준비하고 PE-conjugated 

anti-CD4와 KJ1-26 항체를 이용하여 CFSE division을 분

석하였다. 

Mitotic events에 의한 세포 분열 계산. CFSE division에 

의한 총 mitotic event 수의 계산은 이전에 기술된 방법에 

준하여 수행되었다(27). Mitotic event를 보여주는 CFSE

의 각 peak를 0 division부터 n division까지 유세포 분석

에 의하여 분석하였다. n division이 유도된 하나의 T 세

포는 2
n
개의 daughter cell로 분화되기 때문에, 만약 세 번

의 division (n=3)이 유도된 총 T 세포의 수가 8이면 하나
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의 T 세포로부터 이루어진 것임을 알 수 있다(2
3
=8). 따

라서, 이와 같은 수학적 계산에 의하여 각 peak 내에 존

재하는 T 세포의 수를 분석한 다음 그로부터 precursor의 

수를 계산하고 발생된 총 mitotic event의 수를 계산하였

다. 

통계학적 처리. 각 실험군 간의 통계학적 처리는 별도로 

기술되지 않는 한 paired Student's t-test와 Chi-square test

에 의하여 검정하였다. 실험군 간의 유의성은 p＜0.05인 

경우에만 인정하였다.

결      과

항원 용량에 따른 in vitro 자극 후 표현형 변화. 형질전환 

실험동물 DO11.10.BALB/c 생쥐로부터 분리된 OVA323-339 

peptide 특이 CD4+ T 세포의 항원 용량에 따른 표현형의 

변화를 알아보기 위하여 nylon-wool column에 의하여 분

리된 T 세포를 syngeneic APC와 혼합한 다음 OVA323-339 

peptide 0.05μg/ml 또는 5.0μg/ml의 농도로 처리한 후 12

시간 동안 자극시킨 다음 표현형의 변화를 측정하였다. 

그 결과 저농도(0.05μg/ml)로 처리된 경우에는 세포크기

를 비롯하여 CD25, CD69, CD62L 및 CD44의 발현이 무

처리군과 비교하여 크게 변화되지 않음을 알 수 있었다 

(Fig. 1). 반대로 고용량 (5.0μg/ml)의 항원을 넣고 12시간 

자극시킨 경우에는 대부분의 OVA323-339 peptide 특이 

CD4
+
 T 세포가 활성화된 것으로 나타났다. 그래서 무처

리 군과 비교하여 세포 크기가 증가하였고 그 외에 

CD62L을 제외하고 CD25, CD69 및 CD44 등의 표면 단

백질 발현이 증가된 것으로 나타났다(Fig. 1). 이와 같은 

결과는 실험실적으로 분리된 항원 특이 CD4+ T 세포를 

저용량과 고용량의 항원으로 자극시킨 경우 고용량의 

경우 항원 특이 CD4
+
 T 세포는 12시간 자극에 의하여 

대부분이 활성화된 반면에 저용량으로 자극된 경우는 

자극되지 않은 naive CD4+ T 세포와 같은 수준의 활성 

정도를 보여주는 것을 의미한다. 

자극된 항원 특이 CD4+ T 세포 adoptive transfer 후 

이차 항원 반응의 Kinetics. 실험실적으로 12시간 동안 저

용량 또는 고용량으로 자극된 항원 특이 CD4
+
 T 세포의 

생체 내에서의 항원에 대한 이차 노출 후의 반응을 분석

하기 위하여 일차적으로 자극된 OVA323-339 peptide 특이 

CD4
+
 T 세포를 naive BALB/c 생쥐에 adoptive transfer하였

다. 그로부터 recipient 생쥐를 3일간 방치한 후 OVA323-339 

peptide를 이용하여 면역화함으로써 생체 내에서 이차 

반응을 유도하였다. Recipient 생쥐는 면역화 후 5일, 10

일 그리고 35일째에 림프절에 존재하는 OVA323-339 pep-

tide 특이 CD4+ T 세포의 수를 측정하는 데 이용되었다. 

그 결과 면역화 후 5일째 되는 날 항원 특이 반응의 peak

를 이루는 것으로 나타났고 10일째에 활성화된 항원 특

Figure 1. Phenotype of KJ1-26+CD4+ T cells stimulated with different doses for 12 h in the presence of Th1-type driving cytokines.
T cells isolated from DO11.10.BALB/c mice were enriched by nylon-wool column and stimulated by different doses (0.05 and 5.0
μg/ml) of chicken ovalbumin peptide (OVA323-339) in the presence of cytokines IL-2 (10 ng/ml), IL-12 (2 ng/ml) and IL-4 antibody
(1μg/ml). Twelve hours later, phenotype of stimulated KJ1-26+CD4+ T cells was determined by three-color FACS analysis.
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이 CD4
+
 T 세포 대부분이 소실되어 10% 정도의 항원 

특이 T 세포가 존재하였으며, 그 후 35일째에 항원 특이 

CD4+ T 세포를 분석한 결과 일부의 세포가 생존하여 기

억 면역 세포(memory T cell)가 형성된 것으로 보여진다

(Fig. 2A). 더욱이 저용량으로 일차 자극된 OVA323-339 

peptide 특이 CD4+ T 세포의 경우 이차 자극에 의하여 

생체 내에서 수축의 정도가 자극되지 않은 naive CD4
+
 

T 세포보다 낮은 수준의 항원 특이 반응이 이루어져 최고

점을 이루는 5일째에 항원 특이 CD4+ T 세포의 수가 가

장 적게 나타났으며, 고용량으로 일차 자극된 OVA323-339 

peptide 특이 CD4+ T 세포의 경우는 생체 내에서 2차 항

원 반응에 의하여 가장 높은 이차 반응을 보여줘 면역화 

후 5일째에 가장 많은 수의 항원 특이 CD4
+
 T 세포가 

검출되었다. 그러나 수축이 완성되는 면역화 후 10일째 

존재하는 항원 특이 CD4+ T 세포의 수는 무처리군과 저

용량으로 일차 자극된 그룹과 비슷한 수준의 수를 보여 

주었으며 35일째에는 그와 같은 항원 특이 CD4+ T 세포

의 수가 계속적으로 감소되어 저용량으로 일차 자극된 

CD4
+
 T 세포를 adoptive transfer한 군보다 낮은 수준의 

항원 특이 CD4+ T 세포가 검출되었다(p=0.024)(Fig. 2A). 

이와 같은 일차 자극된 OVA323-339 peptide 특이 CD4
+ T 

세포를 adoptive transfer 후 이차 면역반응 후 나타나는 

동역학의 최고점을 이루는 5일째에 존재하는 항원 특이 

CD4+ T 세포를 100%로 하여 면역화 후 5일, 10일 및 

35일째에 존재하는 항원 특이 CD4
+
 T 세포의 수를 각각 

표준화(normalization)하였을 때 저용량과 고용량으로 일

차 자극된 항원 특이 CD4
+
 T 세포의 이차 면역반응 후 

나타나는 확장기의 증가(fold)는 고용량으로 일차 자극

된 군에서 높게 관찰되었고(fold＞20), 저용량으로 자극

된 CD4
+
 T 세포는 낮은 수준의 expansion 규모를 보여 

주었다(fold＜5.0)(Fig. 2B). 그러나 흥미로운 것은 저용량

으로 일차 자극된 항원 특이 CD4+ T 세포는 면역화 후 

10일째에 수축이 적게 유도되어 고용량으로 자극된 항

원 특이 CD4+ T 세포 또는 naive CD4+ T 세포보다 높은 

수준의 항원 특이 CD4+ T 세포가 존재하는 것으로 나타

났다(p=0.007). 이와 같은 사실은 저용량으로 일차 자극

된 항원 특이 CD4+ T 세포는 이차 면역 반응 후 확장기

는 고용량으로 자극된 경우 또는 무처리군의 항원 특이 

CD4
+
 T 세포와 달리 증식되는 항원 특이 CD4

+
 T 세포

가 낮은 수준의 확장기를 보여 주지만, 확장기의 최고점

을 이룬 후 수축기에서 낮은 수준의 수축이 유도됨으로

써 면역화 후 10일째와 기억 면역 세포 형성기(35일째)

에서 높은 수준의 항원 특이 CD4+ T 세포가 존재하는 

것으로 나타났다. 

  또한, 저용량 또는 고용량으로 일차 자극된 항원 특이 

CD4+ T 세포를 adoptive transfer한 다음 면역화 후 림프

절로부터 세포를 준비하여 OVA323-339 peptide로 실험실

적으로 자극하여 생산되는 cytokine IL-2와 IFN-γ의 생

산을 ELISA에 의하여 측정하였다(Fig. 3). 그 결과 면역

화 후 5일째 저용량으로 일차 자극된 항원 특이 CD4+ 

T 세포로부터 생산되는 IFN-γ와 IL-2 cytokine의 양이 

자극되지 않은 항원 특이 CD4+ T 세포와 고용량으로 자

Figure 2. Kinetics of KJ1-26+CD4+ T cell number in popliteal LN of recipients immunized with OVA323-339 peptide. T cells isolated
from DO11.10.BALB/c mice were enriched by nylon-wool column and stimulated by different doses (0.05 and 5.0μg/ml) of OVA323-339

peptide in the presence of Th1-type driving cytokines IL-2 (10 ng/ml), IL-12 (2 ng/ml) and IL-4 antibody (1μg/ml). Twelve hours
later, peptide was removed by washing with nylon-wool column again and then stimulated T cells were adoptively transferred into
naive BALB/c mice. The recipient BALB/c mice were immunized with 20 ug OVA323-339 peptide plus complete Freund’s adjuvant
(CFA) three days following adoptive transfer. The immunized recipients were sacrificed to determine Ag-specific T cell at 5, 10, and
35 days post-immunization. The number of KJ1-26+CD4+ T cell was determined by two-color FACS analysis. The graphs represent
the average and standard deviation of three mice per group.
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극된 항원 특이 CD4
+
 T 세포로부터 생산되는 양보다 적

게 나타났다(d5)(Fig. 3). 그러나, 그와 같은 cytokine 생산

은 10일째의 경우 역전되어 저용량으로 일차 반응시 자

극된 항원 특이 CD4
+
 T 세포가 많은 양의 IFN-γ와 IL-2

의 생산을 보여 주었고(d10), 기억 면역 세포 형성기의 

35일째 경우도 저용량으로 일차 자극된 항원 특이 CD4+ 

T 세포가 많은 양의 cytokine을 생산하는 것으로 나타났

다(d35). 따라서, 이와 같은 결과는 일차 반응시 저용량

으로 자극된 항원 특이 CD4+ T 세포는 생체내에서 이차 

항원에 대한 반응이 고용량으로 일차 자극된 것보다 확

장기의 규모가 적게 나타나지만 수축이 적게 유도됨으

로써 보다 많은 기억 면역 항원 특이 CD4+ T 세포가 존

재한다는 것을 보여 준다. 

CFSE에 의한 세포분열 분석. 실험실적으로 저용량 또

는 고용량의 항원으로 일차 자극된 항원 특이 CD4+ T 

세포가 생체내 adoptive transfer 후 면역화하기 전까지 3

일간에 세포분열 여부를 분석하기 위하여, 저용량 또는 

고용량의 항원으로 12시간 동안 일차자극 후 nylon-wool 

column을 이용하여 항원제시세포와 OVA323-339 peptide 

항원을 제거하고 CFSE를 이용하여 T 세포를 형광 염색

하였다. 염색된 T 세포는 naive BALB/c 생쥐에 adoptive 

transfer 후 3일째 되는 날에 popliteal LN에서 세포를 준

비한 다음, OVA323-339 peptide 특이 CD4
+ T 세포의 분열

을 분석하였다. 그 결과 저용량의 항원으로 자극된 항원 

특이 CD4+ T 세포와 항원으로 자극되지 않은 naive CD4+ 

T 세포는 세포 분열 현상이 adoptive transfer 후 3일간 발생

하지 않은 것으로 나타났다(Fig. 4A). 반면에, 실험실적으

로 고용량의 항원으로 일차 자극된 OVA323-339 peptide 특이 

CD4+ T 세포는 adoptive transfer 후 세포분열 현상을 보

여주어 3일째에 일부 세포의 경우 7∼8회의 세포 분열이 

이루어진 것으로 나타났다(Fig. 4A). 또 다시, adoptive 

transfer 후 3일째에 recipient 생쥐를 OVA323-339 peptide (20 

μg/mouse)로 면역화 후 3일째에 항원 특이 CD4
+
 T 세포

의 세포 분열을 분석한 결과 naive CD4+ donor cell과 저

용량으로 일차 자극된 항원 특이 CD4+ T 세포를 비롯하

여 고용량의 항원 특이 CD4
+
 T 세포는 모두 항원의 이

차 도입에 의하여 왕성하게 세포 분열이 이루어져 대부

분이 7번 이상의 세포분열이 일어난 것으로 나타났다 

(Fig. 4B). 이와 같은 세포분열 현상을 popliteal LN에서 

일어난 mitotic event의 총 수를 계산하여 보면 Table I과 

같다. 따라서, 저용량으로 일차 자극된 항원 특이 CD4+ 

T 세포는 naive CD4
+
 T 세포와 같이 adoptive transfer 후 

세포 분열 현상이 거의 유도되지 않은 반면에, 고용량으

로 12시간 동안 일차 자극된 CD4+ T 세포는 adoptive 

transfer 후 세포분열이 일어나 popliteal LN에서 총 2,629

번의 mitotic event가 일어났음이 수학적으로 계산되었

Figure 3. The production of cytokine IFN-γ and IL-2 from popliteal LN cells isolated of recipients immunized with OVA323-339 peptide.
The popliteal LN cells were isolated from recipients at 5, 10, and 35 post-immunization and stimulated with APCs pulsed by OVA323-339

peptide (1μg/ml). The amount of cytokines were determined by conventional ELISA after stimulating CD4+ T cells with antigen
for either 48 h (d5) or 72 h (d10 and d35). The graphs represent the average and standard deviation of three mice per group.
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다. 따라서, 이와 같은 결과는 저용량으로 일차 자극된 

항원 특이 CD4+ T 세포는 naive CD4+ 세포와 같은 특성

으로 adoptive transfer 후 아무런 변화가 유도되지 못하지

만 이차 항원 도입에 의하여 왕성하게 자극받을 수 있음

을 알 수 있고, 고용량으로 일차 자극된 항원 특이 CD4+ 

T 세포는 12시간의 자극으로 이미 활성화되어 adoptive 

transfer 후 항원이 존재하지 않은 상태에서도 세포분열

은 이루어져 effector cell이 만들어지는 것으로 보여진다. 

또한, 그와 같은 상황에서 이차 항원 도입은 저용량으로 

일차 자극된 항원 특이 CD4
+
 T 세포도 활성화되어 세포 

분열이 유도될 수 있음을 의미한다.

고      찰

  생체 내(in vivo)에서 항원 특이 CD4+ T 세포와 CD8+ 

T 세포는 항원제시세포에 의하여 제시되는 항원과 costi-

mulation 분자들의 도움을 받아 활성화된다. 활성화된 후 

항원 특이 CD4+ T 세포와 CD8+ T 세포는 특이적으로 

증식하여 수많은 effector T 세포로 분화되며, 이러한 확

장기의 최고점은 면역화 후 비장의 경우 7∼9일, draining 

LN의 경우 5∼7일 사이에 형성되는 것으로 보여진다

(8,15,28,29). 이와 같은 확장기의 최고점이 형성된 후 대

부분의 항원 특이 CD4
+
 T 세포와 CD8

+
 T 세포는 세포사

멸기전에 의하여 죽어 수축기를 형성한다(15). 이와 같은 

수축기에서 생존신호를 받아 살아남은 항원 특이 CD4+ 

T 세포와 CD8
+
 T 세포는 기억 면역 세포 형성기로 들어

가 기억 면역 T 세포를 형성한다(15). 여기서, 수축기의 

시작과 수축의 크기를 결정하는 인자들에 대한 정보는 

없다. 일부의 경우 수축기의 시작은 도입된 항원이 생체

Figure 4. The in vivo division of CFSE-labeled OVA323-339-specific CD4+ T cells in popliteal LNs of recipients. T cells isolated from
DO11.10.BALB/c mice were enriched by nylon wool column and stimulated by different dose (0.05 and 5.0μg/ml) of chicken
ovalbumin peptide (OVA323-339) in the presence of cytokine IL-2 (10 ng/ml), IL-12 (2 ng/ml), adn IL-4 antibody (1μg/ml). Twelve
hours later, peptide was removed by washing with nylon-wool column again. Following staining the stimulated T cells with CFSE,
T cells were then adoptively transferred into naive BALB/c mice. The CFSE division was analysed by FACS analysis at 3 days
post-adoptive transfer and post-immunization.
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Table I. Total mitotic events of adoptively transferred OVA323-339-
specific CD4+ T cells in popliteal lymph nodes of recipients
ꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚ

OVA323-339 peptide used for
in vitro stimmulation (μg/ml)
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

Naive 0.05 5.0
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

Three days post-adoptive
 transfer (before 4 5 2,629
 immunization)

Three days post-
 immunization - - -
 (secondary exposure)
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

(A)

(B)
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내로부터 제거되는 시점에서 시작되는 것으로 여겨지

며, 이러한 경우 생존 cytokine 신호가 중요한 역할을 하

는 것으로 여겨진다(30-32). 이와 같은 모델은 감염체의 

생체 내 제거를 지연시킨 만성 감염 모델에서 항원 노출

을 지속적으로 유도한 경우 T 세포가 왕성하게 증식하

여 많은 기억 면역 T 세포를 형성한다는 결과와 항원을 

보다 짧은 시간동안 노출시킨 경우에는 T 세포의 증식

이 억제되고 일부의 경우 궁극적으로 면역 관용을 유도

한다는 사실은 앞서 이야기한 결론과 일치한다(33-37). 

결국 이러한 사실은 항원의 노출 또는 감염체의 감염 지

속 시간 등이 항원 특이 T 세포의 수축기의 시작과 전체 

기억 면역 T 세포의 크기를 결정한다는 것으로 예견된

다. 

  그러나, 최근 LM 감염 모델에서 감염 후 항생제 

ampicillin 처리에 의한 항원 노출 시간을 감소시켰을 때 

수축기를 비롯한 항원 특이 CD8
+
 T 세포의 반응 동역학

에 아무런 변화가 발견되지 않았음은 반대의 결론을 유

추한다(8). 이러한 사실은 항원 특이 CD8+ T 세포의 수

축기의 시작과 규모는 이미 항원이 도입된 후 초기에 결

정되어 있는 것으로 여겨진다. 또한, 항원 특이 CD4+ T 

세포의 경우도 LM 감염 모델에서 항원 특이 CD8+ T 세

포와 같은 역학을 보여주었다(38). 한편, 본 연구에서는 

형질전환 실험동물로부터 분리된 항원 특이 CD4+ T 세

포를 저용량 또는 고용량의 항원으로 자극한 다음 자극

된 항원 특이 CD4
+
 T 세포를 naive BALB/c에 adoptive 

transfer 후 3일 후에 일정량의 항원을 이용하여 면역화 

후 나타나는 CD4+ T 세포의 이차 반응의 동역학을 살펴

보았다. 흥미로운 사실은 항원이 도입된 후 5일째에 확

장기의 최고점을 형성한 후 수축기가 시작되었고, 수축

의 크기는 저용량으로 항원에 노출된 항원 특이 CD4+ 

T 세포의 수축이 낮게 유도됨으로써 궁극적으로 고용량

으로 자극된 항원 특이 CD4+ T 세포보다 많은 수의 기

억 면역 T 세포를 형성할 수 있음을 알 수 있었다. 이와 

같은 사실은 위에서 기술된 항원 특이 CD4
+
 T 세포의 

항원에 대한 반응 동역학이 같은 경향을 보여 주었지만 

항원 특이 CD4+ T 세포가 이전에 항원에 노출될 때의 

상황에 따라 이차 항원 노출에 대한 이차 반응의 역학이 

변화 될 수 있음을 의미하는 것이다. 또한, 본 연구에서 

실험적으로 저용량 또는 고용량의 항원으로 일차 자극

된 항원 특이 CD4
+
 T 세포를 naive BALB/c 생쥐에 adop-

tive transfer 후 면역화하기 전 3일째 되는 날에 세포의 

증식을 CFSE division에 의하여 분석하였다. 저용량으로 

전처리된 항원 특이 CD4
+
 T 세포는 naive CD4

+
 T 세포

와 같이 전혀 세포 분열이 유도되지 못하여 effector T 

세포를 형성하고 있지 못한 반면에, 고용량의 항원을 12

시간 동안 자극된 항원 특이 CD4
+
 T 세포는 이미 많은 

세포분열이 이루어져 딸세포(daughter cell)가 형성되어 

있는 것이 관찰되었다. 그러나, 면역화하기 전 popliteal 

LN에 존재하는 항원 특이 CD4+ T 세포의 총수를 분석

한 결과 저용량 또는 고용량으로 처리된 CD4+ T 세포

와 naive CD4
+
 T 세포를 adoptive transfer한 경우에 실험

군 사이에 차이를 보여 주었지만 유의성 있게 관찰되지 

않았다. 이러한 사실은 adoptive transfer 후 3일째 면역화

시 비슷한 수의 항원 특이 CD4
+
 T 세포가 popliteal LN에 

존재하여 이차 반응이 시작되었음을 의미한다. 그러나, 

고용량으로 처리된 항원 특이 CD4+ T 세포가 이차 반응

에서 가장 큰 규모의 확장기를 보여준 것은 일차 반응 

시 고용량의 항원에 의하여 보다 활성화됨으로써 다른 

실험군보다 폭발적으로 항원 특이 CD4+ T 세포가 증식

된 것으로 여겨진다.

  LM 감염 모델에서 항생제 ampicillin에 의한 항원 노출 

시간의 감소는 항원 특이 CD4+ T 세포와 CD8+ T 세포 

확장기의 최고 수준을 감소시키고, 최고점에 이르는 시간

도 대조군에 비교하여 1일 정도 빠르게 나타남이 관찰되

었다(38). 이러한 결과는 일차 반응의 역학을 기초로 하여 

나타난 결과로서 본 연구결과와 상이한 점이 발견된다. 

저용량 항원에 의하여 실험적으로 자극된 CD4+ T 세포

의 이차 항원 노출에 대한 이차 반응은 이전에 항원으로 

자극되지 않은 naive CD4
+
 T 세포와 비교해도 낮은 수준

의 확장 크기가 관찰되었고, 최고점에  이르는 시간은 고

용량 항원으로 자극된 CD4+ T 세포와 naive CD4+ T 세포

와 같은 5일째에 관찰되었다. 이와 같은 결과는 일차 반응 

시 항원에 대한 반응이 CD4+ T 세포의 이차 반응에 영향

을 줄 수 있다는 의미로서, 특히 백신의 prime- boost 접종

의 경우 일차 접종(primary exposure)에 의하여 나타난 면

역반응의 특성은 이차 접종 (secondary exposure)에 의하여 

유도되는 면역반응의 정도 및 기억 면역 T 세포의 크기를 

결정할 수 있음을 의미한다. 더욱이 본 연구에서 관찰된 

바와 같이 저용량으로 일차 노출된 항원 특이 CD4+ T 세

포는 이차 노출에 의하여 비록 확장기의 크기는 작지만 

수축기 규모가 적게 유도됨으로써 보다 효과적인 기억 면

역 T 세포가 형성되는 것으로 보아, 일차 노출 시 항원 

특이 CD4+ T 세포에 세포사멸기전을 억제할 수 있는 생

존 신호가 형성될 수 있음을 예견한다(39,40). 이러한 예

견은 향후 일차 노출 시 나타나는 생존 신호에 대한 보다 

정확한 분석에 의하여 밝혀지겠지만 결론적으로 본 연구

는 보다 효과적인 항원 특이 CD4
+
 T 세포의 기억 면역 

세포를 형성하기 위한 prime-boost 예방 접종에서의 일차 

항원 노출의 중요성을 암시한다.
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