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서      론

  경구 관용(oral tolerance)이란 특정 항원을 소화기를 통

하여 반복적으로 주입하면 이후 동일한 항원에 노출되

더라도 이에 대한 면역 반응이 일어나지 않거나 그 강도

가 저하되는 현상을 일컫는 것으로, 이를 자가면역질환

들의 치료에 응용하기 위한 연구들이 오래 전부터 진행

되어 왔다(1). 류마티스 관절염(2,3)을 비롯한 다발성 경
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ABSTRACT
Oral administration of antigen has long been considered as a promising alternative for 
the treatment of chronic autoimmune diseases including rheumatoid arthritis (RA), and 
oral application of type II collagen (CII) has been proven to improve pathogenic 
symptoms in RA patients without problematic side effects. To further current 
understandings about the immune suppression mechanisms mediated by orally admin-
istered antigens, we examined the changes in IgG subtypes, T-cell proliferative response, 
and proportion of interleukin (IL)-10 producing Th subsets in a time course study of 
collagen induced arthritis (CIA) animal models. We found that joint inflammation in 
CIA mouse peaked at 5 weeks after first immunization with CII, which was significantly 
subdued in mice pre-treated by repeated oral administration of CII. Orally tolerized mice 
also showed increase in their serum level of IgG1, while the level of IgG2a was 
decreased. T-cell proliferation upon CII stimulation was also suppressed in lymph nodes 
of mice given oral administration of CII compared to non-tolerized controls. When 
cultured in vitro in the presence of CII, T-cells isolated from orally tolerized mice 
presented higher proportion of CD4+IL-10+ subsets compared to non-tolerized 
controls. Interestingly, such increase in IL-10 producing cells were obvious first in 
Peyer's patch, then by 5 weeks after immunization, in mesenteric lymph node and spleen 
instead. This result indicates that a particular subset of T-cells with immune suppressive 
functions might have migrated from the original contact site with CII to inflamed joints 
via peripheral blood after 5 weeks post immunization. (Im m une N etw ork  2003; 
3(2):136-144)
Key Words: Oral tolerance, rheumatoid arthritis, type II collagen, interleukin-10 (IL-10), 
interferon-gamma (IFN-γ)
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화증, 경피증, 제1형 당뇨병 및 홍채염과 같은 자가 면역

질환에서는 질병의 원인이 되는 자가 항원 단백질을 경

구 투여하는 치료법을 임상에 적용하는 보고들이 나오

고 있다(4). 경구로 반복 투여된 항원 단백질이 면역 억

제를 일으키는 기전은 완전하게 규명되지 못한 상태이

나, 실험 동물을 모델로 한 연구 결과에 따르면 아마도 

소화기를 둘러싼 점막 면역계에서 이들을 인지하는 T 

림프구들이 Th2 또는 Th3 아형으로 분화된 뒤 혈관을 

타고 병소로 이동하여 IL-4, IL-10, TGF-β를 비롯한 염

증 억제성 사이토카인들을 분비하기 때문일 것으로 추

정되고 있다(5,6). 그러나 자가항원을 투여하는 방법과 

시기, 그리고 투여량의 차이에 따라 상반된 결과가 얻어지

기도 하므로 아직 그 명확한 기전은 알려져 있지 않다(7).

  류마티스 관절염(rheumatoid arthritis, RA)의 병인은 아

직까지 정확히 밝혀지지 않았으나 일부 관절 단백질, 그 

중에서도 제2형 콜라겐(type II collagen, CII)이 자가 반응

의 유발에 중요한 역할을 한다고 알려져 왔다. DBA/1 마

우스나 같은 감수성 동물에 CII를 주사할 때 일어나는 

다발성 관절염의 병리학적 소견은 류마티스 관절염과 

매우 유사한 양상을 나타낸다(12,13).

  류마티스 관절염의 치료법에 있어서도 주로 비특이적 

염증 억제제인 부신피질 호르몬, 비스테로이드성 항염

제(NSAID), TNF-α 차단 항체 등 광범위한 면역억제제

들이 사용되어 왔으나 감염 또는 암의 발생과 같은 부작

용으로 인하여 장기 투여에 어려움이 따른다(18-20). 이

에 대한 대안으로 시도된 여러 생물학적 요법의 하나로 

90년대부터 하버드 의대를 중심으로 CII의 반복적 경구 

투여를 통한 관용 유도 치료법(2,3)이 시작되었다. 이 치

료법은 별다른 부작용이 없다는 장점이 있으나 복용된 

콜라겐이 위장관에서 빠르게 분해되어 효과적인 흡수가 

어렵고 그 효과가 뚜렷하지 않다는 것이 단점이다. 이 

경우 염증 억제성 사이토카인 등과 같이 경구 관용의 유

도 과정에 관여하는 다른 면역 조절 물질들을 함께 투여

하면 그 치료 효과를 증강시킬 수 있을 것으로 보이나 

RA 환자는 물론 관절염의 동물 모델인 콜라겐 유발 관

절염(collagen induced arthritis, CIA)에서도 관용 유도에 

수반되는 면역 세포들의 기능 변화 및 이를 조절하는 인

자들에 관한 정보는 그리 많이 알려져 있지 않다.

  본 연구에서는 CII의 경구 투여가 관절 염증의 완화

에 기여하는 과정에서 일어나는 면역 변화를 조사하기 

위하여 관용이 유도된 DBA1 마우스에서 CIA를 유발

시킬 경우 관절염이 일어나는 빈도와 염증의 정도, CII

를 인지하는 IgG 항체의 아형 변화, 그리고 이들의 림

프절과 비장에서 추출한 세포에서 CII로 자극하였을 

때 일어나는 세포 분열 및 사이토카인 생성 패턴의 변

화를 관절염 유도 후 주기별로 관찰하여 그 결과를 조

사하였다.

재료 및 방법

DBA/1 마우스의 경구관용 유도. DBA/1 마우스를 이틀

에 한 번씩 2주간에 걸쳐 0.05 N 아세트산에 2 mg/ml으

로 녹인 bovine type II 콜라겐(유한 양행, 서울)을 oral 

Zonde needle (Natsume, Japan)을 사용하여 100μg씩(용액 

50μl+150μl 아세트산) 투여하였다. 대조군으로 사용되

는 DBA/1 마우스에는 CII 대신 phosphate-buffered saline 

(PBS)를 2주간 6회 투여하였다.

CIA의 유도와 관절염의 평가. CII 또는 PBS의 경구 투

여를 마친 DBA/1 마우스(n=6)에 complete Freund's ad-

juvant (CFA)와 동량으로 섞어준 bCII 100μg (0.05N 아

세트산에 2 mg/ml로 녹인 용액의 50μl)을 26 게이지 바

늘로 꼬리에 주사한다. 이로부터 2주 후 200μg의 CII와 

동량의 IFA (incomplete Freund's adjuvant) 혼합액을 한 

쪽 뒷다리에 주사하고, 첫 번 접종을 시작점으로 하여 

실험의 내용을 알고 있지 않은 관찰자 세 명이 18일, 즉 

2.5주째 되는 날로부터 매주 세 번씩 관절 염증의 위증도

를 평가하여 11주까지 계속한다. 관절염 평가는 Roso-

liniec 등에 의한 평균 관절염 지수(mean arthritic index)(8)

에 기준하여 마우스당 2차 접종 때 CII/IFA를 투여한 다

리를 제외한 나머지 세 다리에서 아래의 척도에 따라 매

긴 점수를 합하여 3으로 나눈 평균치를 얻고, 다시 각 

마우스에서 3명의 관찰자가 얻은 수치를 합산하여 나눈 

평균치를 사용한다.

  0점: 부종이나 종창이 없다.

  1점: 발 또는 발목관절에 국한된 경한 부종과 발적

  2점: 발목관절에서 족근골(metatarsal)에 걸친 경한 부

종과 발적

  3점: 발목관절에서 족근골에 걸친 중등도의 부종과 발적

  4점: 발목에서 다리 전체에 걸쳐 부종과 발적이 있는 

경우

IgG 항체의 아형 분석. CII/CFA의 1차 접종 후 3주, 5주, 

그리고 7주째에 마우스의 혈액을 채취하여 Bethyl Lab 

Co. (Montgomery, TX)의 mouse IgG1/IgG2a ELISA quan-

titation kit를 사용하여 IgG 항체의 아형을 조사하였다.

CII 자극에 대한 T 림프구의 증식반응 측정. 각 림프절

과 비장을 적출하여 인산 완충 용액(phosphate-buffered 

saline, PBS)로 2회 세척한 후 잘게 자르고 cell strainer로 

거른다. 4oC 1,500 rpm에서 10분간 원심분리 후 상층액

을 버리고 세포층을 RPMI 1640 배양액에 재부유시켜 

1×105 cells/ml로 맞춘다. 96 well microtiter plate의 각 혈

액 림프구와 비장을 각각 2×105개씩 넣고 40μg/ml 농

도의 CII로 3일간 자극하며 배양한다. 이 때 대조군으로

는 동일한 양의 ovalbumin을 사용한다. 배양 종료 18시간 

전에 3H-thymidine (NEN, Boston MA)을 혈당 0.5μCi씩 

넣어 주었다가 세포를 수집한 후 beta counter (Packard 
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Instrument Co., Downers Grove, IL)로 동위원소 양을 측

정한다. T 림프구 증식반응의 결과를 나타내는 자극지수 

(stimulation index, S. I.)는 CII로 자극한 세포의 동위원소

량을 ovalbumin으로 자극한 세포의 동위 원소량으로 나

눈 값이며, S. I. 값이 2 이상인 경우를 양성 증식반응 

(positive proliferative response)으로 간주하였다.

유세포 분석을 통한 T 세포 아형 분석 및 IL-10과 IFN-

γ를 생성하는 림프구의 측정. 앞서 T 림프구의 증식 

반응 측정에서 설명한 것과 동일한 방법으로 각 장기로

부터 single cell suspension을 만든 후 24 well plate에 혈당 

1×106개씩 넣어주고 40 ug/ml의 CII로 자극하며 자극하

지 않는 세포와 함께 3일간 배양한다. 배양 종료 후 2시

간동안 Golgi Stop (Pharmingen, San Diego CA)으로 고정

한 후 fluorescin isothiocyanate (FITC)로 표지된 anti-CD4 항

체(Pharmingen, San Diego CA)로 4oC에서 30분간 염색한

다. PBS로 2번 씻어 준 후 cytoperm/cytofix (Pharmingen, 

San Diego CA)에 재부양하여 20분간 놓아 둔 후 phyco-

erhtyrin (PE)가 부착된 anti-IL-10 및 anti-IFN-γ 항체 

(Pharmingen, San Diego CA)로 세포질 내 합성된 사이토카

인을 표지하고 FACS Ventage 유세포 분석기(Becton 

Dickinson, San Jose CA)로 측정한다. CD25를 발현하는 T 

세포의 분석은 PE 또는 FITC로 표지된 anti-mouse CD25 

항체(Pharmingen, San Diego CA)를 사용하여 CD4+ 세포

의 분석과 마찬가지 방법으로 시행하였다.

통계적 유의성의 검증. 실험 결과는 평균 표준 오차로 

표현하였으며 통계적 유의성은 SPSS 통계 프로그램 

(version 10.0)을 사용하여 student's t-test를 실시하였고 

P값이 0.05 이하일 때 통계적으로 유의하다고 분석하

였다.

결      과

경구 관용을 통한 DBA/1 마우스의 관절염 유발 억제 

효과. 100μg의 CII를 여섯 번 경구로 투여한 DBA/1 마

우스와 동일한 용량의 용매를 준 대조군에서 관절염을 

유발시키고 이후 11주에 걸쳐 평균 관절염 지수를 조사

해 본 결과, CII/CFA의 1차 접종 후 4주째 되는 시점까지

는 실험군과 대조군 모두에서 비교적 낮은 위증도가 관

찰되었으며 두 군 사이에 별 다른 차이는 보이지 않았다

(Fig. 1). 대조군의 평균 관절염 지수는 이후 계속 증가하

여 5주에서 6주에 이르는 시기에 최대치를 이루며, 7주

째에 약간 감소한 뒤 11주까지 비슷한 수준으로 유지되

Figure 1. Suppression of arthritis in CIA mice which received
oral administration of CII prior to the induction of arthritis. Mice
that were given 6 consecutive administration of 100μg CII 
through oral route showed marked decrease in arthritis index 
compared to PBS-fed controls throughout the examination
period (e.g. from 2 to 11 weeks after the first CII injection.)
(Data represent average values of 5 individual mice each in 
experimental and control group.).
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Figure 2. Differences in serum levels of IgG1 and IgG2a 
subtypes between orally tolerized mice and PBS-fed controls at 
3, 5 and 7 weeks after the first CII injection. Mice undergone
oral administration of CII showed higher serum level of IgG1
than that of PBS controls in all three time points examined, while
the level of IgG2a was lower than PBS-fed controls. (A) Serum 
levels of IgG1 subtypes. (B) Serum levels of IgG2a subtypes 
(Data represent average values of 5 individual mice each in 
experimental and control group).
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었다. 이 기간 동안 CII를 경구로 투여한 실험군은 대조

군에 비해 현저하게 낮은 수치의 관절염 지수를 보였으

며, 5∼6주 때 최대치를 보인 후 7주 이후로도 11주째까

지 점진적인 감소를 나타내었다. 전반적으로 CII를 경구

로 투여한 실험군은 관찰 기간 동안 지속적으로 대조군

과 비교하여 통계적으로 유의한 감소를 보였다.

경구 관용이 관절염 모델 마우스의 혈청 내 IgG 아형 

변화에 미치는 영향. 마우스의 경우 IgG 항체의 여러 

아형 중 IgG1은 염증을 억제하는 조절자의 역할을 하는 

반면 IgG2a는 염증을 매개하는 인자로 작용한다고 알려

져 있으며, DBA/1 마우스에서는 CIA를 유도할 경우 주

로 Th1 반응을 일으키는 IgG2a가 특이적으로 감소되어 

있다고 보고된 바 있다(9,14). 본 실험 결과에서도 경구 

관용이 유도된 실험 동물의 혈청 내 이 두 가지 IgG 항체 

아형의 상대적 농도가 서로 상반된 변화를 보이는 것이 

관찰되었다. 즉 CII를 먹인 DBA/1 마우스에서 관절염을 

유발시킬 경우 일어나는 혈청 내 IgG 아형의 농도 변화

를 1차 접종 이후 3주, 5주, 그리고 7주째 되는 시점에서 

각각 조사하였다(Fig. 2). CII를 경구로 투여한 실험군과 

용매를 대신 먹인 대조군 마우스의 혈청을 50,000배에서 

400,000배까지 단계적으로 희석한 뒤 각각 IgG1과 IgG2a

를 선택적으로 인지하는 ELISA로 분석 해 본 결과, 관절

염 유도에 앞서 CII를 경구로 투여한 동물의 IgG1 농도

는 대조군보다 높게 나타난 반면(104.6 ng/ml±21 vs. 

76.3 ng/ml±15, P＜0.05) IgG2a의 농도는 낮아져 있는 

것(86.6±17.5 vs. 114.7±12.2, P＜0.05)이 1차 접종 후 3

주와 5주째 되는 시점에서 관찰되었다(Fig. 2 A, B). 특히 

IgG2a의 경우는 1차 접종 후 5주 째 되었을 때 경구 관용

이 유도된 마우스에서 대조군의 50% 정도로 감소해 있

는 것을 볼 수 있었다. 그러나 관절염 평가의 수치가 정

점을 지난 후인 11주째에 시행한 조사에서는 IgG 아형별 

농도가 실험군과 대조군에서 별 차이가 없는 것으로 나

타났다(data not shown).

경구 관용 유도로 인한 CIA 모델 마우스의 장간막 림

프절 T 림프구 증식 반응의 억제효과. 다음으로는 반

복적인 CII의 경구 투여로 이 항원 단백질에 대한 관용

이 유도된 DBA/1 마우스에서 관절염을 유발시킬 경우 

말초면역기관 중 혈액 림프절, 장간막 림프절(mesen-

teric lymph node, mLN), 비장세포들이 CII 자극에 의해 

일어나는 증식 반응에 대해 조사하였다. 우선 혈액 림프

절(draining lymph node)로부터 추출한 세포들의 반응을 

살펴 본 결과, 1차 접종 후 3주와 5주되는 시점에서 경구 

관용이 유도된 동물의 림프절 세포가 대조군에 비하여 

약 25% 정도 낮은 증식반응을 보이는 것으로 나타났으

나(8.2±2.3 vs. 6.2±3.5, P＜0.05) 7주 이후부터는 두 군 

사이에 별 다른 차이를 볼 수 없었다(Fig. 3A). 장간막 

림프절의 경우 CII를 경구로 투여한 마우스의 림프구들

이 1차 접종 후 5주째 되었을 때 S. I.값이 30±2.5에 달

하는 강력한 증식반응을 보인 반면 대조군에서는 S. I. 

값이 8을 넘지 않았다(Fig. 3B). 한편 경구관용을 일으킨 

마우스의 비장에서 측정한 증식 반응은 5주 때 대조군보

다 낮은 수치를 보이기는 하였으며 7주 후에는 5주와 비

교해 각 군에서 50% 정도 감소하는 현상을 보였으며 두 

군 간의 차이는 거의 나타나지 않았다(Fig. 3C).

관용이 유도된 마우스에서 IL-10을 생산하는 T 림프

구의 분포 변화. CII의 반복적인 경구 투여가 DBA/1 마

우스의 세포 분화에 미치는 영향, 특히 IL-10을 생산하는 

억제성 세포의 CD4
+
 T 림프구의 상대적 빈도를 어떻게 

조절하는지를 알아보기 위하여 실험군과 대조군에서 각

기 파이어 소절, 장간막 림프절, 그리고 비장을 적출한 

Figure 3. Time-course examination of T-cell proliferative response in lymph nodes and spleen upon CII stimulation. Peripheral blood
mononuclear cells were isolated from lymph nodes and spleen of mice sacrificed at 3, 5 and 7 weeks after the first CII injection,
and cultured for 72 hours in the presence of CII. Panels show changed in the stimulation index (S.I.) of T-cells isolated from; (A)
draining lymph node; (B) mesenteric lymph node, (C) spleen (Data represent average values of 5 individual mice each in experimental
and control group.).
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뒤 각각의 세포를 분리하여 이 중 IL-10을 분비하는 세

포의 빈도를 CD4와 세포질 내 IL-10에 대한 항체로 이중 

염색한 뒤 유세포 분석기로 조사하였다. 이 때 CII에 특

이적인 T 림프구들로부터의 반응을 알아보기 위하여 각 

조직으로부터 분리한 세포들은 in vitro에서 CII로 자극

하며 3일 동안 배양하여 얻은 단기 세포주(short-term cell 

line)를 분석하고 ex vivo에서 얻어진 결과와 비교하였다.

  우선 1차 접종 유도 후 3주째 되는 시점에서 적출한 파

이어 소절의 림프절 세포에서 CD4+ T 림프구에서 분비

되는 IL-10의 변화를 살펴보면, CII로 자극하지 않은 경우

는 관용이 유도된 실험군과 대조군에서 CD4+/IL-10+인T 

림프구의 숫자는 별 다른 차이가 없었으나 in vitro에서 3

일간 CII로 자극하며 배양한 단기 세포주는 관용이 유도

된 동물에서 IL-10을 생산하는 T 림프구의 수가 대조군에 

비하여 6.8%에서 25.1%로 3 내지 4배 정도 증가한 것을 

볼 수 있었다(Fig. 4). 한편 같은 시기에 장간막 림프절과 

비장에서 분리한 T 림프구로부터 구축한 단기 세포주는 

CII를 먹인 군과 용매를 먹인 대조군 사이에서 IL-10을 

생성하는 세포의 숫자에 큰 차이가 없었다(data not 

shown).

  관절염 유도 후 5주차 때 적출한 장간막 림프절과 비

장의 T 림프구들 역시 ex vivo에서는 관용 유도 여부에 

상관없이 CD4+/IL-10+인 세포들의 숫자가 비슷하게 나

타난 반면 이들을 3일 동안 CII로 자극한 후에는 경구 

관용이 유도된 마우스에서 IL-10을 생산하는 CD4
+
 T 림

프구가 대조군과 비교할 때 장간막 림프절에서는 13.9% 

vs. 49.5%로, 그리고 비장에서는 22.3% vs. 41%로 2 내지 

3배 가량 증가되어 있었다(Fig. 5A, B). 또 3주차 때 시행

한 분석 결과와는 대조적으로 이 시기에는 혈액 림프절

Figure 4. Changes in the proportion of IL-10 producing T-cells
in Peyer's patch. While lymphocytes cultured without CII stimu-
lation showed no difference in the proportion of IL-10 producing
cells between CII-fed and PBS-fed groups, lymphocytes of to-
lerized mice cultured in the presence of CII showed a marked 
increase in IL-10 producing fraction compared to controls. Organs
were extracted at 3 weeks from first injection of CII. Single cell
suspensions combined from organs of 5 independent mice were 
used for each FACS analyses.
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Figure 5. Proportion of IL-10 producing lymphocytes in the mesenteric lymph node and spleen. For both organs, lymphocytes isolated
from mice tolerized by oral administration of CII showed significant increase in the proportion of IL-10 producing cells upon in vitro
simulation with CII. (A) mesenteric lymph node, (B) spleen (Organs were extracted at 5 weeks from first injection of CII/CFA. Single
cell suspensions combined from organs of 5 independent mice were used for each FACS analyses.).
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과 파이어 소절의 IL-10
+
을 분비하는

 
T 림프구 숫자가 

CII를 먹인 군과 대조군 모두에서 비슷하게 나타났다 

(data not shown).

  관절염 유도 후 각각 7주와 11주째에 위와 동일한 방

법으로 IL-10 생성량을 조사하여 보니 3일 동안 CII로 자

극을 준 후에도 관용이 유도된 마우스와 대조군의 혈액 

림프절과 파이어 소절, 장간막 림프절, 그리고 비장에서 

분리한 T 림프구들 모두에서 별다른 차이점을 관찰할 

수 없었다(data not shown).

관용이 유도된 마우스에서 CD4+ CD25+ T 림프구

의 분포 변화. 다음으로는 관용 유도과정에서 IL-10의 

주된 생성자로 지목되고 있는 CD25+인 조절 T 림프구

(regulatory T lymphocyte)의 분포를 조사해 보았다(6,11) 

(Table I). 관용이 유도된 마우스와 용매를 대신 먹인 대

조군에서 각기 1차 접종 유도 후 3주와 5주째에 장간막 

림프절을 적출하여 그 T 림프구 내 CD4
+
/CD25

+
 세포들

의 비율을 분석해 본 결과 3주차 때에는 두 군 사이에 

별다른 차이를 보이지 않았으나 5주차 때 시행한 조사에

서는 3.49% vs. 16.32%로 관용이 유도된 마우스의 장간

막 내 CD4
+
/CD25

+
 세포들이 차지하는 비율이 훨씬 높

게 나타났다. 특히 이 증가는 전체 gating된 CD4+ 세포

의 수가 비슷하게 유지된 상황에서 CD4+/CD25- 세포

 

CII stimulated

Nil 

Nil 

CII stimulated

  CII fed 

PBS fed 

   

 

Nil CII stimulated

CII stimulated 

PBS fed 

  CII fed

         

 

Nil 

Nil 

CII stimulated

CII stimulated

PBS fed 

  CII fed 

             

Table I. Proportion of CD4+ CD25+ T cells in the mesenteric
lymph node of mouse tolerized by oral administration of CII
ꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚ

3 wk 5 wk
Percent (%) ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

Control bCII Control bCII
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

CD25+ CD4+  2.83  4.99  3.49 16.32
CD25- CD4+ 60.55 59.00 66.03 47.78
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

Figure 6. Proportion of IFN-γ pro-
ducing T-cells in lymph nodes and 
spleen. Lymphatic organs isolated from 
mice tolerized by oral administration of
CII contained decreased proportion of 
T-cells that produce IFN-γ upon in 
vitro simulation with CII. (A) Peyer's 
patch, (B) mesenteric lymph node, (C) 
spleen.
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들의 상대적인 감소를 수반하고 있어 CD25를 발현하는 

조절 T 림프구의 분화가 촉진되었음을 시사해 준다.

관용이 유도된 마우스에서 IFN-γ를 생산하는 T 림프

구의 분포 변화. CII의 반복적인 경구 투여가 IFN-γ를 

생산하는 염증성 세포의 상대적 빈도를 어떻게 조절하

는지를 알아보기 위하여 실험군과 대조군에서 각기 파

이어 소절, 장간막 림프절, 그리고 비장을 적출한 뒤 세

포를 분리하여 조사하였다. 또한 IL-10의 경우와 마찬가

지로 CII에 특이적인 T 림프구들의 반응을 알아보기 위

하여 각 조직으로부터 분리한 세포들을 in vitro에서 CII

로 자극하며 3일 동안 배양하여 단기 세포주(short-term 

cell line)을 제작하여 ex vivo에서 얻어진 결과와 비교하

였다.

  관절염 유도 후 3주째 되는 시점에서 적출한 파이어 

소절의 경우, CII로 자극하지 않으면 관용이 유도된 실

험군과 대조군에서 CD4
+
/IL-10

+
인 세포의 분포에 별다

른 차이가 없었으나 in vitro에서 3일간 CII로 자극하며 

배양한 단기 세포주는 관용이 유도된 동물에서 IFN-γ를 

생산하는 T 림프구의 수가 대조군에 비하여 26.6%에서 

8.9%로 감소한 것을 볼 수 있었다(Fig. 6A). 한편 같은 

시기에 장간막 림프절과 비장에서 분리한 단기 세포주

에서 CII를 먹인 군과 용매를 먹인 대조군 사이에서 

IFN-γ를 생성하는 세포의 숫자에 큰 차이가 없었다 

(data not shown).

  관절염 유도 후 5주차 때 적출한 장간막 림프절과 비

장의 세포들 역시 ex vivo에서는 관용 유도 여부에 상관

없이 CD4+/IFN-γ+인 세포들의 숫자가 비슷하게 나타

난 반면 이들을 3일 동안 CII로 자극한 후에는 경구 관용

이 유도된 마우스에서 대조군과 비교할 때 장간막림프

절에서는 36% vs. 10.7%로, 그리고 비장에서는 42.6% vs. 

8.4%로 4 내지 5배 감소되어 있었다(Fig. 6. B, C). 또 3주

차 때 시행한 분석 결과와는 대조적으로 이 시기에는 파

이어 소절의 IFN-γ+ T 림프구 숫자가 CII를 먹인 군과 

대조군 모두에서 비슷하게 나타났다(data not shown).

  관절염 유도 후 각각 7주와 11주째에 위와 동일한 방

법으로 IFN-γ를 생성하는 CD4+ 세포들을 조사하여 보

니 3일 동안 CII로 자극을 준 후에도 관용이 유도된 마우

스와 대조군의 파이어 소절, 장간막 림프절, 그리고 비장

에서 분리한 세포들 모두에서 별다른 차이점을 관찰할 

수 없었다(data not shown).

고      찰

  자가 면역질환의 항원을 경구로 투여하여 이에 대한 

관용을 유도하는 것은 특히 광범위 면역억제제의 장기

간 투약으로 인한 부작용이 우려되는 만성 질환의 치료

에 적합한 방법이며 현재까지의 임상 적용에서 별다른 

문제점이 발견되지 않았다는 점에서 전망이 밝은 치료

법이다. 경구로 복용한 항원 단백질은 소화기 내에서 신

속하게 분해되어 그 면역 조절 효과가 오래 지속되지 않

는다는 단점이 있지만, 본 연구팀에서는 류마티스 관절

염의 주요 자가항원인 CII를 특수한 고분자 복합체로 싸

서 투여하여 이를 현저하게 개선한 바 있다(10). 이와 병

행하여 경구관용이 유도되는 과정에 관여하는 생체 내 

면역 세포들의 기능과 이들이 분비하는 조절인자들을 

적절히 이용한다면 염증 억제효과를 크게 증진시킬 수 

있을 것으로 보여지나, 현재 경구관용의 기전을 분석하

는 in vivo 연구들은 대부분 ovalbumin과 같이 실험 항원

과 이를 인지하는 T 림프구의 클론을 transgene으로 과 

발현하는 동물 모델에서 진행되고 있으므로 실제로 임

상적인 의미를 찾기는 어렵다(15).

  본 연구에서는 CII를 반복적으로 경구 투여한 DBA/1 

마우스에 CIA를 유발시킬 때 일어나는 면역기능의 변화

를 조사하여 그 염증이 억제되는 기전을 알아보고자 하

였다. 이를 위하여 CIA 동물 모델에서 관절염이 진행되

는 kinetics를 1차 접종을 한 시기로부터 11주까지 지속

적으로 관찰한 결과, 3주째부터 관절의 염증이 관찰되기 

시작하여 5∼6주 사이에 평균 관절염 지수가 최고치를 

보였으며 7주에는 약간 감소한 뒤 이 상태가 11주까지 

유지되는 것으로 나타났다. 관절염 유도에 앞서 CII를 

경구로 투여한 동물 역시 5∼6주 때 관절지수가 가장 높

았으나 관찰 기간 내내 대조군보다는 의미있게 낮은 수

치를 보였으며, 7주차에 접어 들면서부터는 점진적으로 

염증이 해소되는 양상이 나타났다. 이 결과에 근거하여 

1차 접종 후 3주, 5주, 그리고 7주가 되는 시점을 대상으

로 그 혈청 내 IgG 항체의 아형과 각 림프절 및 비장의 

T 림프구 증식반응, 그리고 경구관용의 중추적인 조절자

로 알려진 IL-10과 IFN-γ의 생성을 살펴 본 결과, 앞서 

관찰된 관절염의 진행 양상과 시간적으로 병행하는 변

화들이 관찰되었다.

  우선 실험대상 동물의 IgG2a와 IgG1의 농도 변화를 살

펴본 결과, CIA의 증세가 점차 악화되어가는 과정인 3주

에서 5주까지의 기간 동안은 관용이 유도된 마우스가 대

조군, 즉 일반적인 CIA 마우스에 비하여 IgG2a는 감소되

어있는 반면 IgG1은 더 높은 것으로 나타나 있어 이러한 

IgG 아형별 농도의 상대적 차이가 관용을 일으키는 기전

에 관여하고 있음을 시사해 준다. 또 1차 접종 후 7주부

터는 선행된 관용유도가 이 두 가지 IgG 아형의 농도에 

별다른 영향을 미치지 않는 것으로 보아 CIA 마우스에

서 IgG 2a가 관여하는 염증반응은 주로 병의 초기단계에

서 작용할 것으로 짐작된다.

  CIA 유도 후 각 림프절과 비장의 T 림프구들이 CII 

자극에 대하여 보이는 증식반응의 양상도 관절염 유도

에 앞서 CII를 경구로 투여한 마우스와 용매를 대신 먹

인 대조군에서 흥미있는 차이를 보였다. 먼저 일반적인 
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CIA의 진행경로를 따르는 대조군의 경우, 1차로 꼬리에 

접종한 CII/CFA를 인지한 T 림프구들이 가장 먼저 

homing하는 장소인 혈액림프절에서 분리한 세포들은 3

주차 때 가장 높은 증식 반응을 보인 뒤 이후 점차로 감

소하는 양상을 보였으나 장간막 림프절에서는 이보다 

조금 늦게 5주가 되는 시점에서 S. I. 값이 35에 달하는 

최고치를 나타내었다. 이처럼 관절염 유도에 앞서 CII를 

먹인 마우스의 경우는 5주차 때 적출한 장간막 림프절에

서 현저한 증식 반응의 증가가 나타난 이유는 경구를 통

하여 들어간 CII가 장간막 림프절의 T 세포들로 하여금 

Th2와 Th3와 같은 면역 억제성 아형으로의 분화를 촉진

시킨 결과로 추정된다(16,17). 한편 경구관용을 일으킨 

마우스의 비장에서는 측정한 증식반응은 3주와 5주 때 

대조군 보다 낮은 수치를 보이기는 하였으나 장간막 림

프절에서 나타난 것과 같은 극적인 차이는 볼 수 없었다 

(Fig. 3C).

  Th2 아형의 세포들이 분비하는 대표적인 염증 억제성 

사이토카인인 IL-10이 말초관용 유도과정에서 중요한 

역할을 담당한다는 결과는 최근 많은 연구에서 보고된 

바 있다(1,6). 본 연구에서는 관용이 유도된 마우스의 림

프절들과 비장에서 분리한 세포로부터 T 림프구에서 분

비하는 IL-10과 IFN-γ의 생성을 조사해 본 결과 대조군

과 비교해 보았을 때 림프 조직의 종류 및 그 적출 시기

에 상관없이 두 군 사이에서 의미있는 차이를 볼 수 없

었다. 그 이유는 아마도 인위적인 자극을 주지 않은 상태

에서는 CII 특이적인 T 림프구의 숫자가 충분히 많지 않

기 때문인 것으로 짐작되며, 현재까지 관용 유도의 기전

을 분석하는 연구들이 특정 T 세포 수용체의 transgenic 

동물 모델에 국한되어 있는 것은 바로 이러한 제약 때문

이다. 본 연구에서는 이러한 과발현시스템을 사용하지 

않은 관절염 모델에서 관용 유도가 미치는 영향을 조사

하기 위하여 림프절과 비장에서 분리한 세포들을 in 

vitro에서 CII로 자극을 주며 3일간 배양하여 단기 세포

주를 구축하였다. 이들을 분석 해 본 결과 CII의 반복적 

경구 투여로 관용을 일으킨 동물의 T 림프구 세포주들에

서 IL-10을 생산하는 세포의 숫자는 증가된 반면 IFN-γ

를 생성하는 세포들의 숫자는 줄어든 것으로 나타났는데, 

이 때 특히 흥미로운 것은 CII/CFA의 1차 접종 후 3주째 

되는 시기에 파이어 소절에서 변화가 보인 반면 장간막 

림프절과 비장에서는 차이가 없었고 5주차 때에는 이에 

반대되는 양상을 보였으며, 7주 이후로는 어느 조직에서

도 의미있는 변화가 관찰되지 않았다는 점이다. 이는 

IL-10의 주요 생산자로 추정되는 Th2 또는 Th3 아형의 세

포들이 초기에는 경구항원이 들어오는 길목에 있는 파이

어 소절에 존재하다가 시간의 경과에 따라 장간막 림프절

로 옮겨가며 또 혈관을 타고 관절 염증 부위로 이동해 가

는 과정에서 비장에도 분포하게 되었음을 시사하는 결

과로, 경구 관용에 의한 염증 억제과정에 IL-10이 관여함

을 간접적으로 보여주고 있다. 이 가설을 지지하는 또 

다른 결과는 말초관용이 유도되는 과정에서 IL-10의 생

성과 IFN-γ의 생성을 억제하는 기능으로 그 역할이 주

목되고 있는 CD25+ 조절 T 림프구(6,11)의 숫자가 5주 

째의 장간막 림프절에서 증가되어 있다는 사실이다. 현

재 CII를 통한 경구 관용 유도과정이 CD25
+
 인 조절 세

포로부터 IL-10의 생성에 미치는 영향을 조사 중에 있다.

  이상의 내용을 요약하면, DBA/1 마우스에서 CIA를 유

도하기에 앞서 그 원인 항원인 CII를 반복적으로 경구 

투여하면 이에 대한 관용이 유도되어 용매를 대신 투여

한 대조군과 비교하였을 때 관절 염증이 감소되며 혈청 

내 IgG1의 농도는 높아지는 반면 IgG2a의 농도는 감소하

였다. 또 관절염 유도 후 5주 차 때에 최고치를 나타내는 

T 림프구의 증식반응이 억제되었고, 각 림프절과 비장에

서 IL-10을 생산하는 T 림프구의 숫자가 초기에는 파이

어 소절에서, 그 이후로는 장간막 림프절과 비장에서 증

가된 반면 IFN-γ를 생성하는 세포는 줄어 들었음이 관

찰되었다. 이러한 결과들은 류마티스 관절염의 동물 모

델에서 CII의 경구투여를 통하여 얻어지는 관용의 기전

에는 IgG1 항체의 증가 및 IgG2a 항체의 감소, 그리고 

CII 특이적 T 림프구의 증식 억제와 이들 중 IL-10을 생

성하는 억제성 아형을 가지는 세포들의 선택적 증가 및 

IFN-γ를 생성하는 염증성 세포를 억제하는 작용들이 기

여하고 있음을 말해 준다.
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