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서      론

  DNA vaccine의 출현은 각종 병원체 및 암에 대한 백신 

개발의 연구에 많은 변화를 유발하였다(1,2). 그러나 예

방 접종의 안전성에 비하여 DNA vaccine은 recombinant 
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ABSTRACT
Background: DNA vaccination represents an anticipated approach for the control of 
numerous infectious diseases. Used alone, however, DNA vaccine is weak immunogen 
inferior to viral vectors. In recent, heterologous prime-boost vaccination leads DNA 
vaccines to practical reality. Methods: We assessed prime-boost immunization strategies 
with a DNA vaccine (minigene, gB498-505 DNA) and recombinant vaccinia virus (vvgB498- 
505) expressing epitope gB498-505 (SSIEFARL) of CD8+ T cells specific for glycoprotein 
B (gB) of herpes simplex virus (HSV). Animals were immunized primarily with gB498-505
epitope-expressing DNA vaccine/recombinant vaccinia virus and boosted with alterna-
tive vaccine type expressing entire Ag. Results: In prime-boost protocols using vvgBw 
(recombinant vaccinia virus expressing entire Ag) and vvgB498-505, CD8+ T cell-mediated 
immunity was induced maximally at both acute and memory stages if primed with vvgBw 
and boosted with vvgB498-505 as evaluated by CTL activity, intracellular IFN-staining, and 
MHC class I tetramer staining. Similarly gB498-505 DNA prime-gBw DNA (DNA vaccine 
expressing entire Ag) boost immunization elicited the strongest CD8+ T cell responses 
in protocols based on DNA vaccine. However, the level of CD8+ T cell-mediated im-
munity induced with prime-boost vaccination using DNA vaccine expressing epitope 
or entire Ag was inferior to those based on vvgBw and vvgB498-505. Of particular interest 
CD8+ T cell-mediated immunity was optimally induced when vvgB498-505 was used to 
prime and gB DNA was used as alternative boost. Especially CD8+ T cell responses 
induced by such protocol was longer lasted than other protocols. Conclusion: These 
facts direct to search for the effective strategy to induce optimal CD8+ T cell-mediated 
immunity against cancer and viral infection. (Immune Network 2005;5(2):89-98)
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viral vaccine이나 다른 attenuated live vaccine과 달리 유도

되는 면역반응이 약하고 일부의 경우에는 완벽한 방어

기구를 형성하지 못한다는 단점을 가지고 있다. 이와 같

은 한계성을 극복하기 위하여 다양한 방법의 연구가 수

행되어 왔다(3-8). 그와 같은 연구에는 encoded Ag 발현

의 증가, DNA vaccine의 전달(delivery) 및 MHC class I 

pathway로 표적화(targeting)함으로써 CD8+ T 세포 반응

증가, cytokine adjuvant의 도입 등을 포함한다(3-8). 더욱

이 최근 DNA vaccine과는 다른 형태의 vaccine (reco-

mbinant viral vaccine, protein vaccine 등)을 이용한 prime- 

boost vaccination은 DNA vaccine을 보다 쉽게 임상에 적

용할 수 있는 길을 열었다(9-13). 이와 같은 heterologous 

prime-boost vaccination에서 DNA vaccine을 priming 시 이

용하고 boosting에서 recombinant viral vector를 이용한 것

이 DNA vaccine 또는 recombinant viral vector만을 이용한 

경우 보다 우수한 CD8+ T 세포 매개성 면역반응이 유

도되었다(14).

  CD4+ T 세포와 더불어 CD8+ T 세포는 적응 면역(ad-

aptive immunity)의 중요한 방어 면역의 축으로 바이러스 

및 세균뿐만 아니라 각종 암에 대하여 작용한다. CD8+ 

T effector cell은 항원을 인식하면 IFN-γ와 TNF-α를 생

산하거나 접촉에 의한 cytolytic effect에 의하여 표적세포

를 살해하거나 항바이러스 효과를 나타낸다(15). CD8+ 

T 세포의 priming response는 MHC class II 분자와 peptide 

epitope을 인식하는 CD4+ helper T 세포의 “help”를 필요

로 한다(16-20). 더욱이 immunostimulatory ODN 또는 선

천성 면역(innate immunity)을 자극하는 각종 activation 

signal (proinflammatory cytokine 등)은 CD4+ T helper 없

이 CD8+ T 세포 priming response을 유도할 수 있다(21, 

22). CD8+ T 세포 특이 epitope만을 이용한 vaccination

은 T cell epitope에 대한 경쟁과 epitope에 의하여 자극되

는 “suppressive” regulatory T cell이 유도되지 않는다는 

점에서 이점을 갖고 있다(23-25). 그러나 CD8+ T 세포 

특이 epitope peptide를 이용한 vaccination은 매우 약한 

CD8+ T 세포 반응을 유도한다. 그와 같은 innert epitope 

peptide는 immunostimulatory CpG ODN과 함께 투여하게 

되면 epitope-specific CD8+ T 세포 반응이 유도되고 바이

러스 감염에 대하여 저항성이 나타났다(26). 결국, CD8+ 

T 세포의 priming은 CD4+ help를 비롯한 innate stimu-

latory signal이 요구된다.

  CD8+ T 세포 반응을 유도하기 위한 vaccinia virus를 

비롯한 viral vector는 많은 곳에서 이용되어 왔다(27, 28). 

그와 같은 viral vector의 이점은 강력한 세포성 면역 반

응을 유도할 수 있는 viral vector 자체 감염에 의한 innate 

immunity의 활성 및 viral vector에 대한 CD4+ help T 세

포 반응이 유도된다는 것이다(28). 본 연구 논문에서는 

epitope 발현 DNA vaccine/recombinant vaccinia virus과 전

체 항원 단백을 발현하는 DNA vaccine 또는 recombinant 

vaccinia virus을 이용한 heterologous prime-boost vaccina-

tion후 나타나는 항원 특이 CD8＋ T cell-mediated immuni-

ty를 분석하였다. 그 결과 epitope 발현 recombinant vac-

cinia virus를 priming시 이용하고 boosting시 전체 항원 발

현 DNA vaccine을 이용한 경우에 강력한 epitope-specific 

CD8+ T 세포 반응이 유도되었으며 그러한 면역 반응은 

오랫동안 유지되었다(long-lasting immunity). 

재료 및 방법

실험동물 및 바이러스. 실험에 사용한 실험동물은 5∼6

주령의 C57BL/6(H-2
b
) 암컷 생쥐를 (주)다물 사이언스에

서 공급받아 사용하였다. 구입된 실험동물들은 전북대

학교 수의과대학 실험동물실에서 유지되어 관리 규정에 

맞추어 실험에 사용하였다. 면역에 이용된 herpes simplex 

virus (HSV)의 전체 glycoprotein B (gB) 또는 CD8+ T 세포 

특이 epitope gB498-505 (SSIEFARL) 발현 recombinant vac-

cinia virus는 CV-1 세포 (ATCC, Manassas, VA)에서 증식

시켰다. 배양된 recombinant vaccinia virus, vvgBw (전체 

gB 단백질 발현) 및 vvgB498-505 (gB 단백질의 CD8+ 

epitope SSIEFARL만 발현)는 농축하여 plaque assay에 의

하여 바이러스 양을 측정한 후 -80oC에 보관하여 사용

하였다. 

DNA vaccine의 준비. HSV gB의 CD8+ T 세포 epitope 

발현 DNA vaccine (minigene, gB498-505 DNA)과 전체 gB 

단백질 발현 DNA vaccine (gBw DNA)는 이전에 기술한 

polyethylene glycol (PEG) precipitation 방법에 준하여 준

비하였다(29,30). 간략히 기술하면, 배양된 박테리아를 

분쇄한 후 세포 단백질은 7.5 M ammonium acetate로 처

리한 후 isopropanol precipiation에 의하여 plasmid DNA를 

얻었다. 얻어진 plasmid DNA는 다시 phenol-chloroform 

extraction과정을 거친 후 absolute ethanol precipitation에 

의하여 plasmid DNA를 얻었다. 최종적으로 얻어진 plas-

mid DNA는 1% agarose gel에서 확인하였다. 준비된 plas-

mid DNA의 내독소(endotoxin) 양은 Limulus amebocyte 

lysate test에 의하여 결정하고 내독소에 의한 영향은 대

조 plasmid DNA를 이용함으로써 결과를 보정하였다. 

면역 방법 및 비장 세포 준비. 각 실험군당 6∼7 마리의 

실험동물 C57BL/6 생쥐를 준비하고, gB epitope gB498-505 

(SSIEFARL) 발현 DNA vaccine (gB498-505 DNA) 또는 re-

combinant vaccinia virus (vvgB498-505)를 이용하여 근육 내 

주입하였다. 또 다른 실험군은 전체 gB 단백질 발현 

gBw DNA 또는 vvgBw로 면역하였다. DNA vaccine은 생

쥐 당 100μg을 주입하였고 recombinant vaccinia virus는 

10
6
 plaque-forming unit (pfu)를 주입하였다. 또한 peptide

의 경우는 100μg씩 근육 내 주사하였다. 이와 같이 면역

된 생쥐들은 10일 후 다시 다른 형태의 vaccine을 같은 
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방법에 의하여 boosting하였다. 마지막 boosting 후 2주째 

(acute phase)와 5주째(memory phase)에 각 실험군의 생쥐

를 희생한 후 비장을 꺼내어 적혈구는 hypotonic 0.83% 

ammonium chloride용액을 이용하여 제거하고, 준비된 비

장세포는 complete RPMI 배지에 재현탁한 후 실험에 이

용하였다.

Cytotoxic T lymphocyte (CTL) 활성 측정. CTL 활성 측

정은 이전에 기술된 것과 같이 표적세포(target cell)로부

터 유리되는 51Cr의 양을 측정함으로써 결정하였다(31). 

준비된 비장 세포를 10μg/ml gB498-505 (SSIEFARL) pep-

tide로 처리한 후 5일간 배양하여 항원 특이 CD8+ T 세

포를 자극하여 살해 세포 (effector cell)를 준비하였다. 

Effector cell은 
51
Cr로 labeling된 5시간 동안 혼합하여 배양

함으로써 세포 밖으로 유출되는 51Cr 양을γ-counter를 이

용하여 결정하였다. Target cell은 SSIEFARL peptide (1μg/ 
ml)로 처리된 MHC-matched EL-4 (H-2

b
), peptide 처리된 

MHC-mismatched EMT-6 (H-2d) 및 peptide 무처리 EL-4를 

포함하였다. Spontaneous lysis는 target cell을 배지에 ef-

fector cell과 혼합하지 않은 상태에서 유리되는 
51
Cr 양을 

측정함으로써 결정하였고, 51Cr-maximum release는 target 

cell을 5% Triton X-100으로 처리하여 유리되는 양을 측

정함으로써 결정하였다. Effector cell의 target cell에 대한 

specific lysis는 다음의 식에 의거하여 계산되었다.

 ([experiment release-spontaneous release])
Specific 

= ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ ×100 
 lysis (%)

 ([maximum release-spontaneous release])

MHC classⅠ-tetramer staining. gB498-505 (SSIEFARL) pep-

tide-specific CD8+ T 세포의 수는 이전에 기술된 MHC 

class I (H-2
b
) tetramer staining에 의하여 분석하였다(32). 

간략히 기술하면, 준비된 비장 세포를 10μg/ml gB498-505 

(SSIEFARL) peptide로 처리한 후 5일간 배양하여 FACS 

buffer 100μl에 현탁시킨 후 MHC class I (H-2
b
)/SSIEFARL- 

PE tetramer와 FITC-anti CD8 Ab를 넣고 4oC에서 45분간 

결합시켰다. 항체와 tetramer로 염색된 비장 세포는 FACS 

buffer를 이용하여 두 번 세척하고 formaldehyde 용액을 

이용하여 고정하였다. 고정된 세포는 다시 PBS 용액에 

재현탁 한 후 flow cytometry (BD FACSCalibur, Mountain 

View, CA)를 이용하여 SSIEFARL-specific CD8+ T세포를 

분석하였다.

Intracellular INF-γ staining. 면역화된 실험동물의 비장

세포 내 gB498-505 (SSIEFARL) peptide에 반응하여 IFN-γ

를 생산하는 항원 특이 CD8+ T 세포의 수는 intracellu-

lar IFN-γ staining에 의하여 이전에 기술된 방법에 준하

여 측정하였다(32,33). 준비된 비장 세포를 U-bottom 96- 

well microplate에 5×105 cells/well을 분주하고 SSIEFARL 

peptide (1μg/ml)로 처리하여 자극하였다. Brefeldin A (10

μg/ml) 존재 하에서 6시간 동안 배양한 후, 자극된 비장 

세포를 FACS buffer 100μl에 현탁하고 FITC-anti CD8 

Ab를 처리하고 4oC에서 40분간 방치하여 표면 항원을 

염색하였다. 표면 CD8 분자가 연색된 비장 세포는 for-

maldehyde용액을 이용해 고정시킨 후 permeabilization 

buffer (0.5% saponin in FACS buffer)을 이용해 세포의 투

과성을 증가시킨 후 PE-IFN-γ antibody (clone XMG1.2)

로 처리하고 상온에서 30분간 방치한 후 세포 내 IFN-γ

를 염색하였다. 염색된 세포는 FACS buffer로 두 번 세척

하고 다시 고정액을 이용해 고정시킨 후 IFN-γ를 생산

하는 SSIEFARL-specific CD8+ T 세포는 FACSCalibur 

flow cytometer를 이용해 분석하였다. 

결      과

CD8+ T 세포 특이 epitope발현 recombinant vaccinia 

virus를 이용한 prime-boost vaccination. 전체 항원 단백

질을 발현하는 recombinant vaccinia virus와 전체 항원 중 

CD8+ T 세포의 특이 epitope 만을 발현하는 recombinant 

vaccinia virus를 이용하여 prime-boost vaccination 후 나타

나는 CD8+ T 세포 반응을 분석하기 위하여, herpes sim-

plex virus (HSV)의 전체 glycoprotein B (gB)를 발현하는 

recombinant vaccinia virus (vvgBw)와 CD8+ T 세포의 

epitope gB498-505 (SSIEFARL) peptide (H-2
b)만을 발현하는 

recombinant vaccinia virus (vvgB498-505)를 이용하여 pri-

me-boost vaccination을 실시하였다. 면역 방법은 vvgBw, 

vvgB498-505 또는 SSIEFARL peptide (pepgB498-505)로 실험동

물의 근육 내에 주사하고 10일 후 다른 형태의 immuno-

gen으로 boosting하였다. CD8+ T 세포 반응은 boosting

후 2주째(acute phase)와 5주째 (memory phase)에 CTL 

activity, MHC class I (H-2
b
)/SSIEFARL tetramer staining 

및 intracellular IFN-γ staining 방법에 의하여 분석하였

다. 그 결과 vvgBw priming 후 vvgB498-505로 boosting하였

을 때 acute phase와 memory phase에서 다른 protocol보다 

강력한 CD8+ T세포의 CTL activity를 보여 주었다(Fig. 

1). 그 다음은 위의 순서를 바꾼 vvgB498-505 priming- 

vvgBw boosting 실험군에서 강한 활성을 나타내었다. 그

러나, pepgB498-505를 이용하여 priming된 면역 반응은 

vvgBw에 의하여 boosting 되지 않았고, vvgBw에 의하여 

유도된 primed immunity도 pepgB498-505에 의하여 증가되

지 않았다(Fig. 1). 또한, 면역된 실험 동물 내의 항원 특

이 CD8+ T 세포의 수를 분석하기 위하여 MHC class 

I(H-2
b
)/SSIEFARL tetramer staining과 intracellular IFN-γ 

staining을 이용하여 분석한 결과 같은 경향의 결과 나타

내었다. vvgBw priming-vvgB498-505 boosting 실험군에서 

가장 많은 수의 tetramer-positive cell와 IFN-γ 생산 CD8+ 

T 세포가 관찰되었다(Fig. 2A and B). 또한 pepgB498-505는 

priming 시 유도된 면역반응을 증가시키지 못하는 것으
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로 나타났으며 pepgB498-505 자체가 매우 약한 immunogen

임을 보여 주었다. 결국 이와 같은 결과는 recombinant 

vaccinia virus를 이용한 prime-boost vaccination의 경우에

는 전체 항원 단백 발현 vvgBw로 priming하고 epitope 발

현 vvgB498-505로 boosting하여야 훌륭한 CD8+ T 세포 반

응을 얻을 수 있음을 의미한다.

CD8+ T 세포 특이 epitope 발현 DNA vaccine을 이용

한 prime-boost vaccination. 전체 항원 단백 발현 DNA 

vaccine (gBw DNA)와 CD8+ T 세포 특이 epitope 발현 

DNA vaccine (gB498-505 DNA)를 이용한 prime-boost vacci-

nation에서 나타나는 CD8+ T 세포 반응을 분석하기 위

하여 기술된 방법에 의하여 실험동물을 면역하고 acute 

phase와 memory phase에서 반응을 분석하였다. 그 결과 

recombinant vaccinia virus를 이용한 결과와 다른 경향을 

보여 주었다. CD8+ T 세포 특이 epitope 발현 gB498-505 

DNA로 priming한 후 gBw DNA를 이용하여 boosting하였

Figure 1. CD8+ T cell-mediated 
CTL activity induced by prime- 
boost vaccination based on recom-
binant vaccinia virus expressing en-
tire Ag (vvgBw) or gB498-505 epitope
(vvgB498-505) of HSV gB protein. 
C57BL/6 (H-2b) mice were immu-
nized i.m. with vvgBw, vvgB498-505, 
or epitope peptide (pepgB498-505) 
and boosted via the same route 
used for priming with alternative 
vaccine type. Two (A: acute phase)
and five (B: memory phase) weeks
later, splenocytes were collected to 
measure CD8+ T cell-mediated 
CTL activity. The results are plotted
as the mean net percentage of speci-
fic lysis of EL-4 target cells (H-2b)
pulsed with gB498-505 (SSIEFARL) 
peptide in four mice per group.

0

25

50

75

100

Sp
ec

ifi
c 

ly
si

s(
%

)
Ratio=E/T

50:1      17:1      5.6:1      1.8:1
0

25

50

75

100

Sp
ec

ifi
c 

ly
si

s(
%

)

pepgB498-505 - X

vvgB w - XvvgB498-505 - XvvgBw - pepgB 498-505

pepgB498-505 - vvgBwvvgBw - vvgB 498-505vvgB498-505 - vvgBw

50:1      17:1       5.6:1      1.8:1
Ratio=E/T

A B

Figure 2. Analysis of gB498-505 epitope-specific CD8+ T cells induced by prime-boost vaccination based on recombinant vaccinia virus
expressing entire Ag (vvgBw) or gB498-505 epitope (vvgB498-505) of HSV gB protein. C57BL/6 (H-2b) mice were immunized i.m. with
vvgBw, vvgB498-505, or epitope peptide (pepgB498-505) and boosted via the same route used for priming with alternative vaccine type.
Two (acute phase) and five (memory phase) weeks later, splenocytes were collected to analyze epitope-specific CD8+ T cells. 
Epitope-specific CD8+ T cells were determined by intracellular IFN-γ staining (A) and MHC class I (H-2b)/SSIEFARL tetramer 
staining (B). The graphs are showing the mean from four mice.
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을 때 acute phase에서 가장 강력한 CD8+ T 세포의 활성

을 보여 주었다. 그러나 그와 같은 CD8+ T 세포 활성은 

memory phase에서 오래 지속되지 못하고 낮게 나타났다 

(Fig. 3). 반면, gBw DNA priming후 gB498-505 DNA로 boo-

sting한 경우 acute phase에서 gB498-505 DNA priming- gBw 

DNA boosting protocol보다 활성이 낮게 나타났으나 me-

mory phase에서는 보다 높게 나타났다(Fig. 3). 또한, 

pepgB498-505는 recombinant vaccinia virus을 이용한 경우와 

같이 약한 immunogen으로 DNA vaccine에 의하여 유도

되는 면역반응을 boosting시키지 못했다. 이와 같은 경향

Figure 3. CD8+ T cell-mediated CTL activity induced by prime-boost vaccination based on DNA vaccine expressing entire Ag (gBw
DNA) or gB498-505 epitope (gB498-505 DNA) of HSV gB protein. C57BL/6 (H-2b) mice were immunized i.m. with gBw DNA, gB498-505
DNA, or epitope peptide (pepgB498-505) and boosted via the same route used for priming with alternative vaccine type. Two (A: acute
phase) and five (B: memory phase) weeks later, splenocytes were collected to measure CD8+ T cell-mediated CTL activity. The results
are plotted as the mean net percentage of specific lysis of EL-4 target cells (H-2b) pulsed with gB498-505 (SSIEFARL) peptide in four
mice per group.
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Figure 4. Analysis of gB498-505 epitope-specific CD8+ T cells induced by prime-boost vaccination based on DNA vaccine expressing
entire Ag (gBw DNA) or gB498-505 epitope (gB498-505 DNA) of HSV gB protein. C57BL/6 (H-2b) mice were immunized i.m. with gBw
DNA, gB498-505 DNA, or epitope peptide (pepgB498-505) and boosted via the same route used for priming with alternative vaccine type.
Two (acute phase) and five (memory phase) weeks later, splenocytes were collected to analyze epitope-specific CD8+ T cells. Epitope-
specific CD8+ T cells were determined by intracellular IFN-γ staining (A) and MHC class I (H-2b)/SSIEFARL tetramer staining 
(B). The graphs are showing the mean from four mice.
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의 결과는 tetramer staining과 intracellular IFN-γ staining

에서도 보여 주었다. 즉 acute phase에서는 gB498-505 DNA 

priming-gBw DNA boosting protocol이 가장 좋은 결과를 

보여 주는 반면에 memory phase에서는 반대의 protocol 

(gBw DNA priming-gB498-505 boosting)이 다른 실험군과 

비교하여 우수한 결과를 보여 주었다(Fig. 4A and B). 결

국 전체 항원 단백 발현 DNA vaccine gBw DNA와 

epitope 발현 gB498-505 DNA를 이용한 prime-boost vacci-

nation의 경우에서는 비록 recombinant vaccinia virus를 이

용한 경우보다 낮은 활성을 나타내지만, priming과 boo-

sting시 이용되는 immunogen형태에 따라 acute phase와 

memory phase에서의 면역 수준이 다양하게 나타날 수 

있음을 의미한다.

CD8+ T 세포 epitope 발현 DNA vaccine과 recombi-

Figure 5. CD8+ T cell-medi-
ated CTL activity induced by 
prime-boost vaccination based 
on DNA vaccine/recombinant 
vaccinia virus expressing entire
Ag (gBw DNA/vvgBw) or gB 
498-505 epitope (gB498-505 DNA/ 
vvgB498-505) of HSV gB prote-
in. C57BL/6 (H-2b) mice were 
immunized i.m. with gBw DNA,
gB498-505 DNA, vvgBw or vvgB
498-505 and boosted via the sa-
me route used for priming with
alternative vaccine type. Two 
(A: acute phase) and five (B: 
memory phase) weeks later, 
splenocytes were collected to 
measure CD8+ T cell-medi-
ated CTL activity. The results 
are plotted as the mean net 
percentage of specific lysis of 
EL-4 target cells (H-2b) pulsed
with gB498-505 (SSIEFARL) pe-
ptide in four mice per group.
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Figure 6. Analysis of gB498-505 epitope-specific CD8+ T cells induced by prime-boost vaccination based on DNA vaccine/recombinant
vaccinia virus expressing entire Ag (gBw DNA/vvgBw) or gB498-505 epitope (gB498-505 DNA/vvgB498-505) of HSV gB protein. C57BL/6 
(H-2b) mice were immunized i.m. with gBw DNA, gB498-505 DNA, vvgBw or vvgB498-505 and boosted via the same route used for priming
with alternative vaccine type. Two (acute phase) and five (memory phase) weeks later, splenocytes were collected to analyze 
epitope-specific CD8+ T cells. Epitope-specific CD8+ T cells were determined by intracellular IFN-γ staining (A) and MHC class
I (H-2b)/SSIEFARL tetramer staining (B). The graphs are showing the mean from four mice.
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nant vaccinia virus를 이용한 heterologous prime-boost 

vaccination. 전체 항원 발현 DNA vaccine 및 recombinant 

vaccinia virus (gBw DNA 그리고 vvgBw)와 함께 epitope 

발현 DNA vaccine 및 recombinant vaccinia virus (gB498-505 

DNA 그리고 vvgB498-505)를 이용하여 heterologous prime- 

boost vaccination 후 나타나는 CD8+ T 세포의 항원 특이 

반응을 분석하였다. 그 결과 vvgB498-505를 이용하여 pri-

ming한 후 gBw DNA로 boosting하였을 때 acute phase에

서 gBw DNA priming-vvgB498-505 boosting protocol과 함께 

가장 우수한 CD8+ T 세포 활성을 나타내었다(Fig. 5). 그

와 같은 활성은 recombinant vaccinia virus 만을 이용한 

prime-boost vaccination의 경우보다 강력한 결과를 보여 

주었다(Fig. 1). 가장 흥미로운 것은 vvgB498-505 priming- 

gBw DNA boosting protocol의 acute phase에서의 활성은 

memory phase에서도 유지되어 다른 어느 실험군보다 강

력한 활성을 보여 주었다(Fig. 5B). 마찬가지로, MHC 

class I tetramer staining과 intracellular IFN-γ staining을 수

행하여 항원 특이 CD8+ T 세포의 수를 분석한 결과 같

은 경향의 결과를 보여 주었다(Fig. 6A and B). vvgB498-505 

priming-gBw DNA boosting 실험군과 반대의 protocol 

(gBw DNA priming-vvgB498-505 boosting) 실험군에서 acute 

phase에서 우수한 결과를 보여 주었으나, memory phase

에서는 vvgB498-505 priming-gBw DNA boosting 실험군에

서 항원 특이 CD8+ T 세포 반응이 유지되어 나타남을 

알 수 있었다. 이와 같은 결과는 epitope 발현 DNA vac-

cine과 recombinant vaccinia virus를 이용한 heterologous 

prime-boost vaccination의 경우 memory phase에서 보다 

강력한 항원 특이 CD8+ T 세포 반응을 유지하기 위해

서는 epitope 발현 vvgB498-505를 이용하여 priming 후 전체 

항원 단백 발현 DNA vaccine gBw DNA으로 boosting하

여야 함을 의미한다.

고      찰

  외래 항원에 대한 특이 면역 반응의 시작은 선천성 면

역(innate immunity)이 유도됨으로써 시작된다. 이와 같

이 시작된 innate immunity는 costimulatory molecule, cyto-

kine 및 그 외 각종 조절 물질의 발현을 통해 후천성 면

역(adaptive immunity)을 유도할 수 있는 항원제시 세포 

(antigen-presenting cell; APC)에 영향을 주어 활성화를 유

도한다(34). 결국 활성화된 APC는 cognate T 세포를 자극

함으로써 고유의 항원 특이 면역반응이 유도된다. 여기

서 본 저자들은 이와 같은 innate immunity 또는 CD4+ 

T 세포반응을 CD8+ T 세포와 함께 priming 시 유도하면 

boosting 시 도입되는 CD8+ T 세포의 항원 특이 반응이 

보다 증강된 형태로 나타날 것이고, 그와 같은 항원 특이 

CD8+ T 세포 반응은 오랜 기간 동안 유지될 것으로 가

정하였다. 

 그래서 prime-boost vaccination을 이용하여 priming 시 

CD8+ T 세포의 epitope만을 발현하는 vaccine type으로 

priming하는 것보다 다른 immune response, 즉 innate 

immunity 관련 세포로부터 생성되는 각종 면역 조절 물

질 및 항원의 다른 부분에 의하여 유도되는 CD4+ T 세

포 반응을 유도함으로써 일차 항원 특이 CD8+ T 세포

반응을 유도하고, 후에 boosting 시 도입되는 epitope에 의

하여 CD8+ T 세포의 반응이 다른 prime-boost vaccina-

tion protocol보다 증가된 형태로 나타날 것으로 예견하였

다. 본 연구 논문에서 기술된 바와 같이 CD8+ T 세포 특

이 epitope을 발현하는 recombinant vaccinia virus vvgB498-505

을 priming 시 이용하고 유도된 항원 특이 면역 반응을 

DNA vaccine gBw DNA로 boosting하면 acute phase에서 

우수한 CD8+ T 세포 반응을 보여 주었으며 그와 같은 

acute CD8+T 세포 반응은 memory phase까지 다른 실험

군과 비교하여 오랫동안 유지됨을 확인할 수 있었다. 보

다 흥미로운 사실은 vvgB498-505 priming-gBw DNA boos-

ting protocol이 recombinant vaccinia virus만을 이용한 

vvgB498-505 priming-vvgBw boosting protocol보다 유도된 

항원 특이 CD8+ T 세포 반응이 우수하고 오랫동안 유

지되었다는 것이다. 그리고 gBw DNA를 priming 시 이용

하고 boosting시 vvgB498-505를 도입하면 acute phase의 항

원 특이 CD8+ T 세포 반응은 강력하게 유도되었으나, 

memory phase에서 그와 같은 CD8+ T 세포 반응은 

vvgB498-505 priming-gBw DNA boosting protocol보다 낮게 

나타났다. 결국 이와 같은 결과들은 앞서 서술한 가정을 

뒷받침하고 바이러스 감염이나 항암에 유효한 항원 특

이 CD8+ T 세포 반응을 유도하기 위한 최적의 prime- 

boost vaccination strategy를 찾는데 중요한 단서를 제공

한다.

  CD8+ effector 세포에 의하여 발휘되는 cytotoxic T 

lymphocyte (CTL) 활성은 antiviral cytokine IFN-γ, TNF-

α를 생산함으로써 각종 바이러스 및 intracellular bac-

teria 등에 의한 감염을 비롯하여 악성 종양에 대하여 작

용하는 중요한 adaptive immunity의 축을 차지한다(15). 

또한 항원 특이 CD8+ T 세포는 MHC class I+epitope 

peptide complex를 인식하여 cytolytic effect에 의한 표적

세포를 살해함으로써 방어 면역을 발휘한다. DNA vac-

cine의 출현은 각종 질병에 대한 백신 개발의 경향에 많

은 변화를 유발하였다. DNA vaccine의 장점중의 하나는 

항원 단백질을 이용한 vaccine과 달리 DNA vaccine에 도

입된 항원에 대하여 세포성 면역이 자연 바이러스 감염

과 같이 endogenous Ag의 MHC class I pathway를 거쳐 

cognate CD8+ T 세포를 자극함으로써 세포성 면역을 

유도할 수 있다는 것이다(1,2). 그러나 DNA vaccine에 의

하여 유도되는 세포성 면역은 바이러스나 각종 암에 대

하여 충분한 방어 면역을 구축할 수 없다는 것이다(35). 
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최근 DNA vaccine과 다른 형태의 vaccine type, recombi-

nant poxvirus 또는 adenovirus를 이용한 prime-boost vac-

cination은 DNA vaccine에 의하여 유도되는 열악한 면역 

반응을 증강시킴으로써 보다 실용적인 접근이 가능해졌

다(13). 이와 같은 DNA vaccine을 포함한 prime-boost 

vaccination에서 굳어져 왔던 정설(dogma)은 DNA vac-

cine을 priming 시 이용하고 boosting 시 다른 형태의 

vaccine, 즉 recombinant vaccinia virus을 이용하여야 강력

한 세포성 면역이 유도될 수 있었다(14,36). 이러한 정설

은 systemic immunization (근육주사 등)의 경우 굳어진 

protocol이 되었다. 그러나 그와 같은 DNA vaccine을 포

함한 prime-boost vaccination protocol을 mucosal route (비

강 투여 등)을 통해 면역하면 systemic immunity와 mu-

cosal immunity가 동시에 유도될 수 있으나 강력한 면역 

반응을 유도하기 위해서는 기존의 protocol과 반대로 

recombinant vaccinia virus를 priming시 이용하고 boosting

시 DNA vaccine을 이용하면 가장 우수한 면역 반응을 

유도할 수 있었다(31). 본 연구에서도 이와 같은 기존의 

굳어진 protocol과 다른 결과를 얻을 수 있었다. CD8+ 

T 세포 epitope 발현 vector를 이용해 강력한 CD8+ T 세

포를 유도하기 위해서 priming 시 epitope 발현 recombi-

nant vaccinia virus를 이용하고 boosting 시 전체 항원 발

현 DNA vaccine을 이용하여야만 했다. 그리고 그와 같이 

유도된 CD8+ T 세포 반응은 오랫동안 유지될 수 있었

다. 결국 이러한 protocol은 기존의 DNA vaccine priming- 

viral vector boosting protocol과 반대되는 것으로 흥미로

운 결과이다. 생각컨데, priming 시 사용된 recombinant 

vaccinia virus감염에 의하여 유도되는 innate immunity관

련 세포로부터 생성되는 각종 “innate cytokine storm”이 

encoded epitope에 대한 CD8+ T 세포의 primary response

에 영향을 주어 boosting시 도입되는 DNA vaccine에 대

한 primary CD8+ T 세포가 반응함으로써 유효한 me-

mory CD8+ T 세포 반응이 나타난 것으로 예견된다

(16,17,19,20). 그러나 본 연구 논문에서 vaccinia virus의 

주입에 의하여 유도되는 vaccinia virus에 대한 innate 

immunity와 adaptive immunity의 HSV gB498-505-sepcific 

CD8+ T 세포 반응에 대한 공헌을 분석하지 못했다. 이

러한 eptitope 발현 viral vector를 이용한 vaccination에서

의 encoded epitope에 대한 반응과 viral vector자체에 대한 

CD4+/CD8+ T 세포 반응을 분석하는 것은 viral vector

를 이용한 prime-boost vaccination을 최적화하는 데 유용

하게 이용될 수 있을 것이다(37). 

  Long-lasting memory CD8+ T 세포는 바이러스 재감염

에 대하여 중요한 protective immunity로 작용한다. 그와 

같은 memory CD8+ T 세포의 발생은 많은 인자에 의하

여 좌우되는 것으로 보인다(38-42). 특히, naive CD8+ T 

세포가 항원에 노출될 때 자극의 수준에 의하여 세포의 

생존기간이 결정되는 것으로 보인다(43-46). 즉 최초 자

극 시 APC 표면의 Ag density, APC와의 접촉 기간, 

costimulatory molecule 및 inflammatory cytokine (IFNs, 

IL-12 등), 그 외 IL-2, IL-7, IL-15 등의 cytokine에 의한 

자극에 의하여 결정될 것이다. 결국, recombinant vaccinia 

virus 감염에 의하여 나타나는 각종 inflammatory cytokine 

등에 의하여 priming 시 나타나는 primary CD8+ T 세포

에 대한 survival signal이 유지됨으로써 gBw DNA로 

boosting 후의 항원 특이 CD8+ T 세포가 유지되는 것으로 

보인다. 그러나 vvgBw priming-vvgB498-505 boosting protocol

이 반대 protocol (vvgB498-505 priming- vvgBw boostin)보다 

우수한 결과를 보여준 것과 vvgB498-505 에 의하여 유도된 

primary CD8+ T 세포가 gB DNA에 의하여 크게 boost-

ing된 것은 더욱 고찰되어야 할 것으로 보인다. 결국, 본 

연구 논문에서는 priming 후 유도되는 항원 특이 CD8+ 

T 세포에 전해지는 survival signal (anti-apoptosis), IL-7 

receptor 발현 등의 분석이 이루어지지 않았다. 이와 같은 

분석은 보다 정교한 prime-boost vaccination strategy를 이

룩하는데 흥미로운 결과를 얻을 수 있을 것으로 보인다. 

결론적으로 본 저자들에 의하여 도출된 결과들은 각종 

암이나 바이러스 감염에 대한 CD8+ T 세포 반응을 유

도하기 위한 최적의 prime-boost vaccination strategy를 확

립하는데 도움을 줄 것이다. 특히, CD8+ T 세포 특이 

epitope을 이용한 prime-boost vaccination을 확립하는데 

중요한 단서를 제공할 것이다.
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