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Background: Several attempts have been made to expand human NK cells from peripheral blood 
mononuclear cells (PBMCs). This study examined the selective expansion of NK cells using interleukin 
2 (IL-2) plus the K562 cell line, the expression of the NK cell receptors, and the cytotoxic activity. 
Methods: The PBMCs from seven healthy volunteers were cultured in a medium containing the IL-2 plus 
the K562 cell line for 14 days. The expression of the activating and inhibitory receptors on the resting NK 
cells and the 72 hr-expanded NK cells were analyzed. A flow cytometric cytotoxic assay was used to 
determined the killing activity of the non-expanded NK cells and the 7 day-expanded NK cells against the 
K562 target cells.
Results: The NK cells from PBMCs expanded 4.5-fold after 7 days, and contained 56.5% CD3-CD56+ cells. 
The IL-2 or IL-2 plus K562 increased the expression levels of CD158b (MFI, mean florescence intensity), 
CD158e1/e2 (MFI), and NKp44 (MFI), while it decreased the expression levels of NKp30 (%), CD16 (MFI), 
and 2B4 (MFI). The non-expanded NK cells lysed 9.0% and 27.6% of the K562 target cells in the 1：1 
and 5：1 effector and target ratio, respectively, and the 7-day expanded NK cells lysed 36.9% and 57.2% 
of the K562 target cells, respectively.
Conclusion: The selective expansion of CD3-CD56+ NK cells occurred only during 7 days of culture. IL-2 
or IL-2 plus the K562 cells altered the expression of various activating and inhibitory receptors of NK cells, 
and the cytotoxicity of the expanded NK cells was higher than in the non-expanded cells. (Korean J Hematol 
2006;41:8-15.)
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서      론

  자연살세포(natural killer cell, NK 세포)는 형태학적

으로 세포질 내 과립을 갖는 림프구로, 정상 성인 말초

혈액 림프구의 10～20%를 차지한다.1) NK 세포는 면

역표현형상 CD56+CD3-의 특징을 보이며, T 세포와 

달리 특이 항원에 감작되지 않고도 바이러스 감염세포

나 암세포를 직접 살생하거나 각종 사이토카인을 분비

하여 자연면역(innate immunity)의 중요한 세포로 알

려져 있다. 비록 NK 세포가 표적세포(target cell)를 인

지하는 MHC-class I 분자가 필요하지는 않지만, 표적

세포에 존재하는 HLA-class I 혹은 class I 유사 항원이 

NK 세포의 활성화 및 억제성 수용체의 리간드(ligand)

로 작용하여 표적세포의 공격을 조절한다. 표적세포에 

존재하는 여러 항원들 중 HLA-C 항원은 NK 세포의 

수용체인 killer cell immunoglobulin-like receptors (KIRs)

의 리간드로 작용하여 강력한 억제성 신호를 보내서 

NK 세포가 표적세포를 공격하지 못하게 한다. 따라서 

NK 세포는 HLA-class I 분자가 존재하는 정상 자가세

포는 물론이고, 동종세포도 NK 세포의 수용체 및 해당 

리간드에 따라 공격하지 않을 수도 있다.2) 그러나, 바

이러스 감염이나 암 발생으로 MHC-class I 분자의 발

현이 감소되면 NK 세포의 이러한 억제성 신호가 상실

되어 이들 세포들을 공격할 수 있다. 이러한 NK 세포

의 특성 때문에 NK 세포는 암 발생의 면역감시기구

(immuno-surveillance)의 역할을 담당하는 것으로 알려

져 있고, 실험실에서는 MHC-class I의 발현이 되지 않

는 K562와 같은 세포주를 NK 세포의 세포독성능력을 

평가하는 데 활용할 수 있다. 

  NK 세포는 비활성화 상태에서는 그 기능이 약하지

만, IL-2와 같은 사이토카인으로 활성화되면 활성화 

및 억제성 수용체의 발현에 변화가 오고 세포수도 증

가하며 또한 강력한 항암 능력을 갖는다.3,4) 그러나 

IL-2 단독으로는 다량의 NK 세포를 선택적으로 증폭

시킬 수 없어서 부가자극(co-stimulant)을 제공할 수 

있는 feeder cell 등이 있어야 한다.5) 그런데, 대부분 

feeder cell로 사용되고 있는 세포주의 공통된 특징은  

MHC-class I이 감소되어 NK 세포가 쉽게 공격할 수 있

는 세포주인데 대부분 고형암에서 유래한 것이며, 혈

액암에서 유리한 세포주로는 K562 세포주가 대표적인

데, 이는 고형암 세포주에 비해 증식이 빠르며, 실험실

에서 유지하기가 쉬운 장점이 있어 그간 feeder cell로

도 널리 사용되었다.

  그 동안 자가 혹은 동종 NK 세포를 이용한 면역치료

를 위해서 사람의 말초혈액 단핵구로부터 살생능력이 

뛰어난 NK 세포를 대량으로 증폭 배양하려는 연구가 

많이 있었으나,
5-8)

 국내에서는 이에 관한 연구가 아직 

미흡하여 저자들은 NK 세포의 선택적 증폭에 널리 사

용되어온 K562 세포주를 feeder cell로 활용하고 IL-2

와 함께 배양하여서 말초혈액 NK 세포를 선택적으로 

증폭하고, 또한 NK 세포의 활성화 및 억제성 수용체의 

발현 양상과 세포독 성능을 평가하고자 본 연구를 수

행하였다.

대상 및 방법

    1. K562 세포주 준비 

  K562 세포주를 배양 하루 전에 RPMI-1 640 배지에 

50U penicillin-streptomycin, 10% fetal bovine serum (FBS)

를 첨가하여 37
o
C, 5% CO2 배양기에서 배양한 후, 다음

날 감마선조사기(Gammacell 3000 Elan, Nordion MDS, 

Ottawa, Canada)로 50Gy를 조사한 후 feeder cell로 이

용하였다. 

    2. 말초혈액 NK 세포의 증폭

  1) K562세포주와 IL-2를 이용한 배양법: 정상 성인 7명

으로부터 헤파린 처리된 시험관에 말초혈액을 40～

50mL 채혈한 후, Ficoll-Hypaque (LymphoprepTM, Ny-

comed, Oslo, Norway)을 이용한 비중 원침법으로 단핵

구를 분리하였다. 이 단핵구는 Dulbecco’s phosphate 

buffered saline (PBS)으로 한번 세척 후, 50U penicillin- 

streptomycin, 10% FBS가 첨가된 Cellgro SCGM 배지

(CellGenix, Freiburg, Germany)를 이용하여 24 well 

plate에 1×106/mL/well을 넣은 후, 여기에 감마선이 조

사된 K562 세포주를 1×105/mL/well로 추가하여 37oC, 

5% CO2 배양기에서 배양하였다. 또한, 배양 배지에 

IL-2 (500IU/mL)를 첨가하였다. 배양액은 매 2일 혹은 

3일에 한 번씩 교체하였다. 

  2) IL-2 단독 배양법: 대조군으로 이용하기 위해서 상

기에 기술된 동일한 방법에 feeder cell로 이용한 K562 

세포주는 사용하지 않고, IL-2만 동일하게 500IU/mL

를 추가하여 단핵구를 배양하였다. 

    3. 유세포 분석을 이용한 NK 세포 수용체의 분석 

  건강인 7명으로부터 얻은 말초혈액 단핵구로부터 

분리한 배양 전 NK 세포와 ‘IL-2법’ 및 ‘K562를 활용한 

IL-2법’으로 배양한 3일째에 분리한 NK 세포의 활성
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화 및 억제성 수용체의 발현 정도를 유세포분석기

를 이용하여 분석하였다. 모든 검체 시험관에 CD3- 

fluorescein isothiocyanate (FITC)와 CD56-(PC5) (Beck-

man-Coulter-Immunotech, Brea, CA, USA)이 동시에 부

착된 항체를 모든 시험관에 넣고, phycoerythrin (PE)이 

표지된 CD158a, CD158b (Becton Dickinson, San Jose, 

USA), CD158e1/e2, CD85j, CD94, NKG2A, NKG2D, 

NKp30, NKp46, NKp44, CD16, 2B4 (Beckman-Coulter- 

Immunotech) 단클론성 항체를 각 시험관에 넣었으며, 

매 검사마다 isotype control을 사용하였다. 3색 형광으

로 염색된 세포는 Coulter EPICS XL-MCL (Beckamn 

Coulter, Miami, FL)로 수집하였고, 데이터 분석은 Win-

MDI 2.8 software를 이용하였다. 림프구 구획은 forward- 

scatter (FS) gating과 side-scatter (SS) gating으로 정하

였다. 그리고 CD3-FITC와 CD56-PC5를 사용하여, CD3-/ 

CD56+인 세포만을 gating한 후, PE가 부착된 단클론성 

항체를 이용하여 11종의 수용체 발현에 대한 양상을 

분석하였다. 이들의 발현을 % expression과 MFI 값으

로 표기하였고, 또한 각 군 간에 통계학적인 유의성을 

분석하였다.

    4. NK 세포의 분리

  말초혈액 단핵구에서 NK 세포의 분리는 CD3, CD4, 

CD14, CD15, CD19, CD36, CD123와 glycophorin A가 

포함된 단클론성 항체를 이용하여 magnetic activated 

cellsorter (MACS) (Miltenyi Biotec, Gladbach, Germany)

로 negative selection하였으며, 분리된 NK 세포의 순도

는 유세포분석기(Coulter EPICS XL-MCL)를 이용하였

을 때 CD3-CD56+ 세포가 80% 이상이었다.

    5. 유세포분석을 이용한 세포독성(cytotoxicity) 시험

  유세포분석을 이용한 세포독성 검사는 방사선 동위

원소를 사용하지 않고 K562 세포와 같은 부유세포를 

활용한 세포독성검사에 유용한 Godoy-Ramirez 등9)의 

방법을 변형하여 시행하였다. K562 세포주는 검사 하

루 전날부터 배양하여 표적세포로 활용하였고, 효과기

세포(effector cell)는 검사 당일 MACS를 이용하여 NK 

세포를 분리한 후 사용하였다. 효과기세포(E)와 표적

세포(T)의 비율(E：T ratio)을 1：1과 5：1로 혼합한 

후 37oC, 5% CO2 배양기에서 4시간 동안 배양하였다. 

대조군으로는 표적세포만 넣은 것과 효과기세포만 넣

은 것을 이용하여 spontaneous cell death를 평가하였고, 

Fig. 1. The change of CD158b expression on 
gated CD3- CD56+ NK cells in response to 
IL-2 alone and IL-2 plus K562 cell line. Re-
presentative data using PE-labeled CD 158b
was shown. The increased expression was obs-
erved for CD 158b receptors, indicating that 
IL-2 alone (B) and IL2+K562 (C) induce up- 
regulation of CD158b compared to uncultured
cells (A).
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Table 1. Median cell count, percentage of CD3-CD56+ cells, and fold expansion rate from peripheral blood mononuclear
cells of seven donors. The cells were cultured in IL-2 (500U/mL) and irradiated K562 cell line as a feeder cell
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Cell count (×107/μL)(range)  2.0 (1.3～2.6)  2.3 (0.5～3.9)  3.0 (1.8～6.0)  1.9 (0.5～4.8) 1.9 (0.6～3.6)
CD3-CD56+cell% (range) 16.9 (13.1～30.6) 21.2 (15.3～29.1) 56.5 (38.7～66.4) 17.1 (1.2～22.0) 8.8 (3.0～20.0)
Expansion rate (range)  0.0  1.2 (0.6～3.0)  4.5 (2.5～10.0)  0.6 (0.1～1.7) 0.4 (0.2～1.5)
󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏

이를 세포독성 분석 시 isotype control처럼 기준점으로 

삼았다. 이후 CD45-FITC 단클론성항체(Beckman-Coulter- 

Immunotech) 10L를 각각의 시험관에 넣은 후 얼음에

서 20분간 반응하였다. 유세포분석기로 수집하기 10～

15분 전에 propidium iodide (PI) 1μg/mL를 넣은 후, 

Coulter EPICS XL-MCL를 이용하여 수집하였고, Win-

MDI 2.8 software로 분석하였다. 데이터의 분석은 CD45- 

FITC FS에서 SS로 효과기 세포 구역(NK 세포) 그리고 

표적세포 구역(K562 세포주)을 정하고, 각 구역을 

gating하여, PI의 형광강도를 분석하여 PI에 염색된 세

포는 세포가 사멸된 것으로 판단하여 이를 세포독성 

정도를 수치화하였다(Fig. 1). 효과기 세포와 K562 세포

는 95% 이상의 세포가 생존해 있어야 세포독성시험에 

유효한 것으로 판정하였다.

    6. 통계 분석

  통계 분석은 SPSS 12.0 (SPSS for windows, Chicago, 

IL, USA) 프로그램을 이용하여 시행하였다. 말초혈액 

단핵구(배양전 검체)와 ‘IL-2 단독배양법’ 및 ‘K562 세

포주를 활용한 IL-2법’으로 배양한 NK 세포의 수용체 

발현 정도(% expression; MFI)의 비교 분석은 비모수적 

방법 중 하나인 Wilcoxon signed ranks test법으로 검증

하였고, P값이 0.05 이하인 경우에 통계적으로 유의한 

것으로 간주하였다.

결      과 

    1. 말초혈액 단핵구로부터 NK 세포의 선택적 증폭

  정상인 7명으로부터 각각 채혈한 말초혈액 40～50 

mL에서 분리된 단핵구의 중앙값은 2.0×107μ/L (범

위, 1.3～2.6×107μ/L)였고, 유세포분석기를 이용하여 

림프구 영역에서 측정한 CD3-CD56+ 세포의 비율의 

중앙값은 16.9% (범위, 13.1～30.6%)였다. 이들을 K562 

세포주와 IL-2를 이용해 배양하였으며, 배양 후 3일, 7

일, 10일, 13일에 수확한 세포 수와 CD3-CD56+ 세포

의 비율은 Table 1과 같았다. NK 세포는 배양 3일째와 

7일째에는 각각 1.2배와 4.5배 증폭되었지만, 배양 10

일째와 13일째에는 0.6배와 0.4배로 오히려 세포 수가 

감소하였고, 또한 CD3-CD56+ 세포의 비율도 3일째와 

7일째에는 각각 21.2%, 56.5%로 높아졌다가, 이후 배양 

10일째와 13일째에는 각각 17.1%, 8.8%로 낮아지면서 

더 이상 증폭되지 않았다. 

    2. NK 세포에서 활성화 및 억제성 수용체의 분석

  배양 전 NK 세포와 ‘IL-2법’으로 배양된 NK 세포를 

비교 분석하였을 때 CD158b (MFI), CD158e1/e2 (MFI), 

NKp30 (% expression), NKp46 (% expression), NKp44 

(MFI), CD16 (MFI), 2B4 (MFI) 등의 발현 정도가 통

계적으로 유의한 차이를 보였으며(P＜0.05), 배양 전 

NK 세포와 ‘K562를 활용한 IL-2법’으로 배양된 NK 세

포 사이에는 CD158b (MFI), CD158e1/e2 (MFI), NKp 

30 (% expression), CD16 (MFI), 2B4 (MFI) 등의 발현 

정도가 유의한 차이를 보였다(P＜0.05). 

    3. 증폭된 NK 세포의 세포독 성능

  세포독성 검사는 정상인 2명의 말초혈액 단핵구에

서 분리된 NK 세포를 배양 배지에서 24시간 배양하여 

준비한 NK 세포(증폭 전 NK 세포)와 ‘K562를 활용한 

IL-2법’으로 7일간 배양하여 증폭이 이루어진 NK 세포

(증폭된 NK 세포)를 효과기세포로 이용하였고, K562 

세포주를 표적세포로 사용하여서 유세포분석기를 이

용하여 분석하였다. 분석 시 효과기 세포는 PI 양성률

이 모두 매 검사 시 5% 이내로 대부분 NK 세포가 살아

있었다. 증폭 전 NK 세포에서 K562 세포주에 대한 세

포독 성능은 유효기세포와 표적세포의 비율이 1：1인 

경우 표적세포 구역(K562 세포주)의 PI 양성률은 평균 

9.0% (7.3% & 10.7%)를 보였으며, 5：1의 비율에서는 

평균 27.6% (24.7% & 30.4%)를 보였다(Fig. 2). 7일간 

증폭된 NK 세포의 세포독 성능은 유효기세포와 표적

세포의 비율이 1：1인 경우 표적세포 구역의 PI 양성
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Fig. 2. Flow cytometric measurement of NK cytotoxicity using staining with FITC-congugated anti-CD45 and side 
scatter profiles to identify different cell populations and uptake of propidium iodide (PI) to detect cell death. Target cells
and effectors (1：5) incubated for 4 hrs, are identified by region 1 (R1) and region 2 (R2) repectively. Percentages of dead
cells in different regions are calculated from histograms showing PI uptake as measured by the intensity of fluorescence.

Table 2. The change of activating and inhibitory natural killer cell receptors when lymphocytes are treated with IL-2 alone
or IL-2 with irradiated K562 cell line as feeder cell
󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚

Day 0 Day 3rd IL-2 alone Day 3rd IL-2+k562
 P value 󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏 󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏 󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏

(＜0.05)
%a) MFIb) %c) MFId) %e) MFIf)

󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏
CD158a 26.1±17.5  53.5±26.2 27.7±17.0  77.4±33.9 28.5±18.1  80.4±31.0 －

CD158b 51.1±23.1  91.3±17.5 49.6±15.3 153.7±48.5 47.1±17.4 133.5±47.7 b/d, b/f
CD158e1/e2 16.1±9.3  65.2±41.9 16.3±9.6 127.0±73.4 17.3±9.5 128.2±66.0 b/d, b/f
CD85j 38.7±15.5  21.2±11.2 45.8±21.5  21.3±7.2 44.3±17.6  22.1±9.4 －

CD94 69.6±5.9  24.0±4.6 68.0±12.8  21.6±5.52 67.5±14.3  23.4±5.7 －

NKG2A 35.0±18.5  60.5±8.4 33.1±20.1  57.3±27.3 35.2±21.2  62.4±30.6 －

NKG2D 89.7±8.9  21.4±9.3 88.7±14.0  21.8±4.8 75.9±19.9  24.8±16.3 －

NKp30 25.7±15.5  12.7±2.1  9.2±7.8  12.6±2.5 10.1±7.4  12.9±4.8 a/c, a/e
NKp46 49.0±21.7  26.5±13.1 73.9±20.0  34.9±21.7 70.3±22.2  34.8±23.7 a/c 
NKp44  2.5±2.2   8.2±2.4  1.9±1.4  13.4±4.5  3.1±3.3   9.5±4.6 b/d
CD16 96.4±2.7 443.3±185.0 96.7±4.1 256.4±168.2 92.3±9.5 233.1±146.6 b/d, b/f
2B4 98.6±1.5  48.1±8.2 96.6±4.8  35.3±5.1 91.3±18.3  38.9±8.2 b/d, b/f
󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏
Abbreviation: MFI, mean fluorescence intensity.

률은 평균 36.9% (33.8% & 39.9%)를 보였고, 5：1인 

경우는 평균 57.2% (57.4% & 57.0%)를 보여서, 증폭전 

NK 세포에 비해서 7일간 배양되어 증폭된 NK 세포에

서 세포독성능이 증진되었다(Fig. 2). 

고      찰 

  NK 세포 표면에 발현되어 있는 활성화 및 억제성 

수용체는 표적세포의 HLA class I 또는 class I 유사 항
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원을 리간드로 인지하여 활성화 또는 억제성 신호를 

보내서 표적세포의 공격을 조절한다.
10) 

만성골수구성

백혈병에서 유래한 K562 세포주는 표면에 HLA-class 

I 분자를 거의 발현하지 않아서 NK 세포로 억제성 신

호를 보낼 수 없어 NK 세포에 의해 쉽게 공격을 받기 

때문에, NK 세포의 세포독 성능을 증명할 때에 양성 

대조군으로 K562 세포주를 흔히 사용한다.
5)
 본 연구

에서도 증폭된 NK 세포의 세포독 성능을 증명하기 위

해 K562 세포주를 사용하였으며, 증폭된 NK 세포가 

효과적인 세포독 성능을 나타냄을 증명할 수 있었다.

  한편, 체외 실험에서 NK 세포가 K562 세포주를 살

생한 후에 증식되는 현상이 발견되었고, 이후 NK 세포

를 증폭 배양하는 feeder cell로도 활용되어 왔다.
11)
 일

반적으로 feeder cell은 각종 성장인자(growth factor)

나 사이토카인 등을 분비하여 어떤 세포를 배양할 때 

최적의 배양조건을 마련하기 위해 보조적으로 사용한

다. NK 세포의 증폭에 사용되었던 feeder cell로는 

K562 세포주 이외에도 EBV-transformed lymphoblastoid 

세포주,
6)
 악성흑색종 세포주,

12)
 자가 단구,

7)
 자궁내막

암 세포주,
5)
 윌름 종양 세포주

5)
 등이 있으며, 이들은 

K562 세포주와 유사하게 MHC-class I 분자의 발현이 

낮은 각종 암 세포주들이다. Feeder cell로 활용하기 위

해서는 통상 전처리를 실시하며, 이는 feeder cell이 배

양 중에 증식되지 않기 위해서 시행하는 대표적인 방

법으로는 방사선조사, 메탄올에 의한 고정, 가열(hea-

ting), 그리고 냉동-해빙 등이 있다.
5)
 본 연구에서는 좋

은 성적을 보인다고 보고된
5)
 방사선조사(50Gy)의 방

법을 이용하여 feeder cell로 활용하였고, 증식되지 않

음을 확인하기 위해 동일한 조건에서 feeder cell만을 

2차례 배양했으나 모두 증식되지 않았다.

  그간 여러 방법으로 말초혈액 NK 세포를 선택적으

로 증폭한 기법들이 보고되었다.
5,8)

 본 연구에서 정상

인의 말초혈액 단핵구를 K562 세포주와 IL-2 (500 

IU/mL)로 배양하였다. K562 세포주를 feeder cell로 사

용하지 않고, IL-2만으로 증폭할 경우NK 세포보다 T 

세포가 더욱 잘 반응하여 T 세포의 우세하게 증폭하지

만, K562 세포주를 함께 사용하면 기본적으로 적은 비

율을 차지한 NK 세포가 우세하게 선택적으로 증폭된

다. 본 연구에서 배양 7일째에 CD3-CD56+ 세포의 비

율이 54.8±9.6%를 보여 Carlens 등
8)
의 방법보다는 높

고, Harada 등
5)
의 결과보다는 다소 낮은 비율을 보였

다. 그러나, 최종적인 증폭배율은 현저하게 낮았는데, 

이는 배양 7일째까지는 적절한 배양조건에서 NK 세포

의 선택적 증폭이 잘 진행되었지만, 그 이후에는 

Harada 등
5)
의 K562 세포주를 사용한 실험과 유사하게 

세포가 사멸에 빠져 증폭이 잘 되지 않았는데, 그들과 

달리 9일 정도 일찍 이러한 현상이 관찰된 것인데, 그  

이유에 대해서는 명확하지 않다.

  한편, 본 연구에서는 ‘K562를 활용한 IL-2법’으로 7

일간 배양하여 증폭이 이루어진 NK 세포와 배양 전 

NK 세포에 IL-2만을 처리한 후의 세포독 성능을 비교

하였는데, 증폭된 NK 세포가 더 강력한 세포독 성능을 

보였다. 이러한 비교 분석은 자가 NK 세포를 이용한 

치료 모델에서 환자의 말초혈액 단핵구로부터 7일 이

상 NK 세포를 선택적으로 증폭한 후 환자에게 주입한 

보고에 근거하여 시행하였다.
13)
 따라서, 이러한 실험 

결과는 NK 세포를 이용한 면역치료법에서 보다 강력

한 치료 효과를 얻기 위해서는 사이토카인이나 feeder 

cell 등을 이용하여서 NK 세포를 활성화시키거나 증폭

시켜야 함을 시사해주고 있다.

  NK 세포의 여러 활성화 및 억제성 수용체가 규명된 

이래로 표적세포를 보다 효과적으로 공격하기 위한 전

략이 많이 연구되어 왔다.
14-16)

 각종 사이토카인을 이용

하여서 활성화 수용체를 강화시키거나 NK 세포의 공

격이 효과적으로 이루어질 수 있는 조건을 만드는 것

이다. 대표적으로 Ruggeri 등
14)

의 보고에 의하면 T 세

포 제거 haploidentical 조혈모세포이식에서 공여자 NK 

세포의 억제성 KIR 수용체와 환자의 해당 리간드인 

HLA-C group이 불일치한 경우(KIR mismatch) 억제성 

신호는 발생하지 않고, 활성화 신호를 통하여 NK 세포

가 급성골수성백혈병의 잔존 세포를 효과적으로 공격

하여서 생존율이 향상된다는 보고를 하였으며, Giebel 

등
15)

도 비혈연 T 세포 제거 조혈모세포이식술에서 유

사한 결과를 보고하였다. 한편, Miller 등
16)

은 조혈모세

포이식을 시행하지 않고 고식적인 치료를 받는 환자를 

대상으로 haploidentical sibling의 동종 NK 세포를 투여

해서 효과적으로 잔존하는 급성골수성백혈병 세포를 

살상하였음을 보고하였는데, 이들은 백혈구분반술로 

채집한 세포로부터 NK 세포를 분리한 후 세포독성능

을 높이기 위해서 ex vivo에서 IL-2 (1,000IU/mL)로 활

성화시킨 후에 환자에게 투여하였다. 

  NK 세포를 활성화시켜 세포독 성능을 증진시키기 

위하여 IL-2가 흔히 이용되지만, IL-2가 NK 세포의 활

성화 및 억제성 수용체의 발현에 미치는 영향에 대해

서는 아직 많이 규명되지 않았다. Kogure 등
17)

에 의하

면 IL-2를 투여하였을 때 NK 세포의 KIR 수용체인 

CD158a와 CD158b의 발현이 증가되어서 표적세포를 

감별하는 능력이 증가하여서 세포독성능이 강화될 것
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이라고 보고하였으며, Shin 등
18)

은 NK 세포를 IL-2로 

배양하였을 때, 배양 24시간 후에는 NK 세포의 억제성 

수용체 뿐만 아니라 활성화 수용체의 기능을 가진 

CD158a와 CD158b KIR 수용체의 발현에 변화가 없었

지만, 배양 72시간 이후에 CD158b KIR 수용체의 발현

이 증가함을 보고하였다. 본 연구에서도 증폭 배양을 

하였을 때 CD158b의 MFI는 유의하게 증가하였지만, 

CD158a의 경우 발현율에 유의한 변화가 없었다. 또한, 

본 연구에서 증폭 배양 후에 발현율에 유의한 차이를 

보인 수용체로는 CD158b 이외에도 CD158e1/e2, NKp30, 

NKp46, NKp44, CD16, 2B4 등이 있었다. NK 세포를 

IL-2로 활성화시키는 경우 활성화 수용체인 natural 

cytotoxicity receptor (NCR)인 NKp30, NKp44, NKp46

의 발현이 증가되어서 NK 세포의 세포독 성능을 증진

시킨다고 보고되었다.
19,20)

 본 연구에서도 NKp44, NKp 

46의 발현이 증가되어서 동일한 결과를 보였지만, NKp 

30의 경우 오히려 발현이 감소되는 결과를 보였는데, 

이러한 상반된 결과에 대해서는 추후 연구를 통해서 

규명되어야 할 것이다. 

  결론적으로 저자들은 말초혈액 단핵구에 K562 세포

주를 feeder cell로 활용하고 IL-2와 함께 배양하여 7일

까지는 효과적으로 NK 세포를 선택적으로 증폭할 수 

있었으며, 증폭된 NK 세포는 효과적인 세포독 성능을 

갖고 있음을 규명하였고, 또한 이들 배양법이 NK 세포

의 활성화 및 억제성 수용체의 발현에 미치는 영향을 

규명하는 기초자료를 마련하였다. 하지만, 본 연구에

서 활용한 방법으로 7일 이상 배양했을 때 NK 세포가 

사멸에 빠지며 더 이상 증폭되지 않은 점은 극복되어

야 할 것이다.

요      약 

  배경: NK 세포를 이용한 면역치료를 위해서 사람의 

말초혈액 단핵구로부터 NK 세포를 증폭시키려는 많

은 연구가 있었다. 저자들은 말초혈액 NK 세포를 IL-2

와 K562 세포주를 활용하여 선택적 증폭, 증폭된 NK 

세포의 활성화 및 억제성 수용체의 발현 양상, 그리고 

이들 NK 세포의 세포독 성능을 평가해 보았다.

  방법: 정상 성인 7명의 말초혈액 단핵구를 Cellgro 

SCGM 배지에 IL-2 (500IU/mL)와 feeder cell로 K562 

세포주를 사용하여 14일간 배양을 하였고, NK 세포의 

활성화 및 억제성 수용체를 분석하기 위해 배양을 하

기 전의 NK 세포와 IL-2 단독배양법과 K562와 IL-2를 

함께 사용한 배양법으로 72시간 배양한 NK 세포의 활

성화 및 억제성 수용체를 분석하였다. 세포 독성능 평

가는 증폭 전과 7일간 증폭된 NK 세포를 이용하여 

K562 세포주를 표적세포로 하여 유세포를 활용한 독

성 검사로 실시하였다. 

  결과: NK 세포는 7일간 배양 후 4.5배(범위 2.5～10) 

증폭되었으며, CD3-CD56+ 세포는 56.5%를 보였다. 

IL-2 단독 혹은 IL-2와 K562를 함께 사용한 배양법에 

의한 NK 세포의 수용체 중 CD158b (mean florescence 

intensity, MFI), CD158e1/e2 (MFI), NKp44 (MFI) 및 

NKp46 (%)는 그 발현이 증가하였고, NKp30 (%), CD16 

(MFI) 및 2B4 (MFI)는 그 발현이 감소하였다. 세포독 

성능 평가에서 비 증폭된 NK 세포는 표적세포인 K562 

세포주와 1：1 및 5：1에서 각각 9.0%와 27.6%를 살생

했으며, 7일간 증폭된 NK 세포는 표적세포를 각각 

36.9%와 57.2%를 살생했다.

  결론: NK 세포의 의미 있는 선택적 증폭은 배양 7일 

동안만 이루어졌으며, 증폭된 NK 세포의 다양한 활성

화 및 억제성 수용체의 발현이 변화되었으며, 세포독 

성능은 증폭된 NK 세포가 비 증폭된 것에 비해 높았다.
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