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ABSTRACT
Background: Immune regulatory dendritic cells (DCs) play an important role in main-
taining self-tolerance. Recent evidences demonstrate that DCs expressing indoleamine 
2,3-dioxygenase (IDO), which is involved in tryptophan catabolism, play an important 
role in immunoregulation and tolerance and induce T cell apoptosis. This study was 
devised to examine the role of IDO in the oral tolerance induction in collagen-induced 
arthritis (CIA) mouse model. Methods: Beginning 2 weeks before immunization, CII 
was fed six times to DBA/1 mice and the effect on arthritis was assessed. In tolerized 
mice, CD11c+ DCs were isolated and stimulated with CII, IFN-γ, and LPS with or 
without IDO inhibitor, 1-methyl-DL-tryptophan (1-MT) and IDO expression by CD11c+ 
DCs was analyzed using FACS and RT-PCR. The expression of IDO, MHC II, CD80, 
and CD86 by CD11c+ DCs were examined using confocal microscopy. Regulatory effect 
of CD11c+ DCs on Ag-specific T cell proliferative response to CII was examined by 
mixed lymphocyte reaction (MLR) with or without 1-MT. Results: The proportion of 
IDO-expressing CD11c+ DCs was slightly higher in tolerized mice than in CIA mice 
and significantly increased after stimulation with CII, IFN-γ, and LPS in an IDO- 
dependent manner. On confocal microscopic examination, the expression of IDO was 
higher and those of MHC II and CD86 were lower in CD11c+ DCs from tolerized 
mice compared to those from CIA mice. On MLR, CD11c+ DCs from tolerized mice 
inhibited T cell proliferative response to CII in an IDO-dependent manner. Conclusion: 
Enhanced IDO expression by CD11c+ DCs from tolerized mice may contribute to the 
regulation of proliferative response of CII-reactive T cells and could be involved in the 
induction of oral tolerance to CII. (Immune Network 2005;5(4):221-231)
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서      론

  면역 관용(immune tolerance)이란 특정 항원에 대해 면

역 반응이 일어나지 않거나 그 강도가 저하되어 있는 무

반응 상태(unresponsiveness)를 의미한다. 특히 항원을 경

구 투여하여 얻어진 면역관용을 경구 관용(oral tolerance)

이라고 하며, 류마티스 관절염을 비롯한 여러 가지 자가

면역질환의 질병의 원인이 되는 자가 항원 단백질을 경

구 투여하는 치료법을 임상에 적용하는 보고들이 나오

고 있다(1,2). 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 추정

되고 있다(3,4). 그러나 자가항원을 투여하는 방법과 시기, 

그리고 투여량의 차이에 따라 상반된 결과가 얻어지기도 

하므로 아직 그 명확한 기전은 알려져 있지 않다(5).

  수지상 세포(dendritic cells)란 항원제시세포로서 T 세

포의 항상성(homeostasis)을 조절하여 면역반응을 유도

하기도 하고 관용을 유도하기도 한다(6). 최근 수지상 세

포 중 일부는 특별한 면역 조절능을 가지고 있어서 Th1

반응 또는 Th2 반응을 조절하기도 하고, 면역 조절 T 세

포를 유도하여 면역 관용을 일으킬 수도 있다고 알려졌

다(7). 그러나 수지상 세포의 아형과 위치, 숙성도와 분

자적 특성에 따라 일부는 T 세포의 증식을 억제하기도 

하고, 일부는 오히려 T 세포 분화를 촉진시키는 데 관여

한다는 등 보고자에 따라 상반된 결과가 보고되어서

(5,8-12) 아직까지 면역관용 유도에서 수지상 세포가 어

떤 역할을 가지는 지에 대해서는 명확한 기전이 알려져 

있지 않다.

  Indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO)는 필수 아미노산인 

tryptophan을 분해하는 효소로서 세포 내에 기생하는 진

핵의 병균이나 종양 세포의 증식을 막아서 숙주 방어에 

기여한다고 알려져 있다. 생체 내에서 IDO는 주로 태반, 

림프절, 림프 조직 및 장내 점막 부위, 부고환, 안구 전방

에서 발현된다(13-18). IDO는 면역반응 조절에 중요한 

역할을 하는데, 임신한 쥐의 태반에 발현된 IDO는 태아

의 이종항원에 대해 관용을 유도하여 모체의 면역시스

템을 조절하는 역할을 하며, IDO의 특이적 억제제로 알

려진 1-MT를 투입하면 임신한 쥐가 유산된다(19-21). 

IDO는 또한 주조직 적합항원이 일치하지 않는 이식된 

동종 간에 대한 T 세포 면역 반응을 억제한다고 한다. 

IDO를 발현하는 세포로는 대식세포나 수지상 세포 등이 

있으며 IDO를 표현하는 수지상 세포는 T 세포의 증식을 

억제하여 면역 관용에 중요한 역할을 한다고 알려져 있

다(22-24). CD8 수지상 세포는 IDO 조절기능을 통해 T 

세포를 매개로 한 면역반응 조절에 결정적인 역할을 한

다고 보고되었다(25-27). 

  본 연구에서는 면역 관용 유도시 IDO가 수지상 세포

의 면역 조절 작용에 미치는 영향을 조사하기 위해서 사

람의 류마티스 관절염과 매우 유사한 양상을 나타낸다

고 알려진 콜라겐 유도 관절염모델에서 제2형 콜라겐

(type II collagen)을 경구 투여하여 경구 관용을 유도한 

다음 마우스의 수지상 세포에서 IDO 발현을 조사하고, 

항원 특이적 T 세포의 증식에 미치는 영향을 조사하였

다. 

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, 이하 CII)

을 oral Zonde needle (Natsume, Japan)을 사용하여 100μg

씩 투여하였다. 대조군인 관절염 유도군의 DBA/1 마우

스에는 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 adjuvant 

(CFA, Arthrogen-CIA, Redmond, WA)와 동량으로 섞어준 

CII 100μg을 26 게이지 바늘로 꼬리에 주사한다. 이로부

터 2주 후 100μg의 CII와 동량의 Incomplete Freund’s 

adjuvant (IFA, DIFCO, Detroit, MI) 혼합액을 한 쪽 뒷다

리에 주사하고, 첫 접종을 시작점으로 하여 실험의 내용

을 알고 있지 않은 관찰자 세 명이 18일, 즉 2.5주째 되는 

날로부터 매주 세 번씩 관절 염증의 위증도를 평가하여 

11주까지 계속한다. 관절염 평가는 Rosoliniec 등에 의한 

평균 관절염 지수(mean arthritic index)에 기준하여 마우

스당 2차 접종 때 CII/IFA를 투여한 다리를 제외한 나머

지 세 다리에서 아래의 척도에 따라 매긴 점수를 합하여 

3으로 나눈 평균치를 얻고, 다시 각 마우스에서 3명의 

관찰자가 얻은 수치를 합산하여 나눈 평균치를 사용한

다.

  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 발

적

  4점: 발목에서 다리 전체에 걸쳐 부종과 발적이 있는 

경우

관절 조직염색. 1차 면역유도 주사 후 5주 후 마우스의 

뒷다리를 제거하여 피부조직을 벗겨낸 후 피부조직을 

벗겨낸 후 관절조직은 4% paraformaldehyde (Sigma, St, 
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Louis, MO)가 포함된 PBS (phosphate-buffered saline, Giebco, 

Gaitherburg, MD) 용액에 담그고 4oC에서 1일간 방치한

다. 그 다음 조직을 10% EDTA가 포함된 증류수에 담그

고 1개월 동안 탈회시킨 다음 파리핀으로 포매하였다. 

절편의 두께는 7μm로 하였고 이를 탈파라핀, 재함수 과

정에 이어 헤마토실린과 에오신으로 염색하였다.

IgG 항체의 아형 분석. Cll/CFA를 주사한 시점으로부터 

5주 후에 각 군의 마우스의 혈액을 채취하여 mouse 

IgG1, IgG2a 농도를 ELISA방법으로 측정하였다(Bethyl 

Lab Co., Montgomery, TX). 항 Cll IgG항체 측정 방법은 

다음과 같다. Cll를 40μg/ml 농도로 0.05M Sodium car-

bonate coating buffer (pH 9.6)에 희석하여 96-well micro-

titier plate에 도포한 다음 4
o
C에서 18시간 방치하였다. 도

포된 용액을 제거한 후 비특이적인 결합을 억제하기 위

하여 1% bovine serum albumin (BSA, Amresco, Solon, 

Ohio)이 포함된 TBS (pH8.0)를 200 ul씩 넣고 30분간 실

온에서 반응시켰다. 항 CII IgG2a 측정을 위해서 검체를 

1：1,000으로 희석하였으며, 항 CII IgG1측정을 위해서

는 1：20으로 희석하였다. 이때 희석용액은 1% BSA, 

0.05% Tween20 (Amresco)이 포함된 TBS (pH 8.0)용액을 

사용하였다. 다음으로 희석해 둔 혈청 샘플을 well당 50

μl씩 넣고 실온에서 1시간 반응시켰다. 반응이 끝나면 

0.05% Tween 20 (Amresco)이 포함된 TBS (pH 8.0)용액으

로 3번씩 세척한 뒤, TMB+H2O2 system (KPL, Gaither-

sburg, MD)으로 발색하였고, 1N H2SO4를 동량으로 넣어 

반응을 중지하였다. 이는 450 nm에서 흡광도로 읽었으

며, 항체 측정 결과는 흡광도 자체로 표시하였다.

T 세포 증식반응. 1차 면역주사 5주차 후 비장을 적출하

여 PBS (Gibco)용액으로 2회 세척 후 가위로 잘게 자르

고, 이를 cell strainer (BD Falcon, Bedford, MA)를 통과시

켰다. 4
o
C 1,300 rpm에서 5분간 원심분리 후 상층액을 제

거하고 세포층을 10% 우태아 혈청이 포함된 RPMI1640 

(Gibco)배지에 재부유시켰다. 다음으로 비장세포들 중에

서, 적혈구는 2.06% Tris (pH 7.65), 0.83% NH4Cl이 1：9 

(v/v)로 섞인 용액과 실온에서 30분간 방치하여 용혈시

켜 제거하였다. 관절염 유도군의 비장 세포는 anti-CD4 

microbead (Miltenyi biotec, Bergisch Galdbach, Germany)

와 4oC에서 30분간 반응시킨 후 1% BSA, 2 mM EDTA 

(Amresco)가 포함된 PBS 용액(pH 7.4)으로 세척한 뒤, 

Column (Miltenyi biotec)을 통과시켜 CD4
+
 T세포를 얻

었다. 같은 방법으로 경구관용 유도군과 관절염 유도군

의 비장세포에서 anti-CD11C microbead (Miltenyi biotec, 

Bergisch Galdbach, Germany)를 이용하여 수지상 세포를 

분리하였다. 항원 제시 세포만을 얻기 위해서, T 세포는 

mouse pan T cell isolation kit (Miltenyi biotec)과 4oC에서 

30분간 반응시킨 뒤 앞서와 마찬가지 방법으로 컬럼을 

통과시켜 제거하였다. 스스로 증식하지 못하게 하고 

CD4
+
 T 세포에 항원제시기능만 갖게 하기 위해 5,000 

rad에서 방사선을 조사하였다. 

  앞서 얻은 관절염 유도군의 CD4+ T세포와 항원제시

세포를 각각 1×10
5
 cell/well로 넣고 경구관용 유도군과 

대조군인 관절염 유도군의 non T cell이나 CD11c+ 수지

상 세포를 1×104 cell/well을 함께 넣는다. CII 40μg/ml

로 자극하여 3일간 공조 배양하였다. IDO의 억제제

(1-MT)는 200 uM로 자극제 사용 2시간 전에 처리하였

다. 실험시 대조군으로 자극하지 않은 세포와 비교하였

다. 배양 종료 18시간 전에 
3
H-thymidine (NEN, Boston, 

MA)을 well당 1.0 uCi씩 넣어 주었으며, 세포를 수집한 

후 beta counter (Packard Instrument Co., Downers Grove, 

IL)로 동위원소 양을 측정하였다. 

RT-PCR. 관절염군과 관용 유도군의 비장으로부터 

single cell suspension을 만들어 6 well plate에 well당 1×

10
7
을 넣어 CII (40μg/ml), IFN-γ (10 ng/ml), LPS (100 

ng/ml)로 자극하며 자극하지 않는 세포와 함께 24시간 

동안 배양한 후 각기 다른 자극 조건에서 anti-CD11C 

microbead (Miltenyi biotec, Bergisch Galdbach, Germany)

를 이용하여 수지상 세포를 분리하였다. 분리된 CD11c+ 

수지상 세포(1×106)를 얻어 RNAzolBTM (Tel. Test, Friend-

wood, TX)를 사용하여 세포를 녹인 뒤 mRNA를 추출하

였고, 이를 cDNA로 합성하기 위하여, 0.5μg random 

primer (Takar, Shiga, Japan)와 70oC에서 5분 반응시킨 뒤 

4
o
C에서 급냉시킨 다음 10 mM dNTP mix (Invitrogen, 

Carlsbad, Califonia) 1 ul, 역전사효소 M-MuLV (MBI Fer-

mentas, MD) 1 unit, 5×M-MuLV 희석용액(MBI Fermentas) 

0.5μl를 가하고 전체를 nuclease free water (Promega, 

Madison, WI) 20μl로 맞춘 뒤, 25oC에서 10분, 42oC에서 

60분, 72oC에서 10분간 반응시켰다. 25μl의 반응액 내

에, cDNA 2μl, 2.5 mM dNTP mix (Takara) 4μl, 10×Taq 

buffer (SuperBIO) 0.3μl, 10 pmol IDO primer 2μl를 사용

하였고, 사용된 primer 서열은 sense 5’-CACTGTACCA 

GTGCAGTAG-3’, antisense 5-CCATAATATGGTTGATG 

AACT-3’으로, IDO 증폭 조건은 94oC 30초, 55oC 1분 30

초, 72oC에서 30초간 반응을 40 cycle 반복하는 것으로 

하였다. 

유세포 분석. 앞서 T 림프구의 증식 반응 측정에서 설명

한 것과 동일한 방법으로 관절염 유도군과 관용 유도군

의 비장으로부터 single cell suspension을 만든 후 24 well 

plate에 well당 1×106개씩 넣어주고 40μg/ml의 CII, IFN-

γ (10 ng/ml), LPS (100 ng/ml)로 자극하며 자극하지 않는 

세포와 함께 24시간 동안 배양한다. 배양 종료 후 4시간 

동안 Golgi Stop (Pharmingen, San Diego CA)으로 고정한 

후 fluorescin isothiocyanate (FITC)로 표지된 anti-CD11C 

항체(Pharmingen, San Diego CA)로 4
o
C에서 30분간 염색

한다. PBS로 2번 씻어준 후 cytoperm/cytofix (Pharmingen, 
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San Diego CA)에 재부양하여 20분간 놓아 둔 후 anti-IDO 

Ab를 붙이고, PE가 부착된 anti-mouse IgG 항체(Phar-

mingen, San Diego CA)로 세포질 내 합성된 IDO 표지하

여 FACS Ventage 유세포 분석기(Becton Dickinson, San 

Jose CA)로 측정한다. 

공초점 주사 현미경. 조직 염색방법으로는 유세포 분석 

방법과 동일한 방법으로 염색하였으며, 세포는 슬라이

드 위에 Shandon CytoSpin III cytocentrifuge (GMI, Ramsey, 

MN)를 이용하여 고정시키고 모든 면역 형광염색된 표

본은 공초점 주사 현미경(FV300, Olympus, Japan)을 사용

하여 관찰하였다. 레이저 광선의 흥분파장으로는 488 

nm파장을 FITC용으로, 568 nm파장을 PE용으로 사용되

었다. 

통계적 유의성의 검증. 실험 결과는 평균±표준 오차로 

표현하였으며 통계적 유의성은 SPSS 통계 프로그램 

(version 11.5, Chicago, IL)을 사용하여 student’s t-test를 

실시하였고 P값이 0.05 이하일 때 통계적으로 유의하다

고 분석하였다. 

결      과

CII 경구관용 유도를 통한 마우스의 관절 염증 억제 

효과. CII에 의한 경구관용이 관절염에 미치는 영향을 

Figure 1. Supression of arthritis development in tolerance group. (A) The mean arthritis indexes in tolerance group were significantly 
lower than those in CIA group throughout the examination period. (B) The severity of CIA was significantly lower in the tolerance
mice five weeks after the first immunization. In CIA group, marked erythema and edema developed in observed paws (left). In contrast, 
only mild swelling was found in paws of tolerance group (right). (C) Hematoxylin and eosin-stained section of joint from CIA mice
showed intense inflammatory infiltrates and severe bony destruction (left), whereas Tolerance mice had preserved joint histology with 
mild inflammatory infiltrate (right). (D) Serum level of IgG1 (left) and IgG2a (right) anti-CII antibody were measured by ELISA five
weeks after first immunization. The serum level of IgG1 was significantly higher in Tolerance mice (□) than in CIA mice (■)(172±7 
ng/ml vs. 149±8.5 ng/ml, P＜0.05), whereas that of IgG2a was significantly lower in tolerance mice compared to CIA mice (108±17
ng/ml vs. 176±8.5 ng/ml, P＜0.05). *Data are represented as means±SD using ng/ml, as analyzed in five separate experiments (7
mice/group/experiment).
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조사하기 위해 경구관용 유도군과 관절염 유도군의 관

절염 지수를 관절염 유도 후 3주째 되는 시점부터 11주

에 걸쳐 조사하였다(Fig. 1A). 

  CII를 발에 주사한 시점으로부터 4주째 되는 시점까지 

관용 유도군과 관절염 유도군 모두에서 위증도가 낮았

으나 관절염 유도의 경우, 이후 계속 관절염 지수가 증가

하여 5주에서 8주에 이르는 시기에 최대치를 이루었으

며(Fig. 1B), 9주째에 감소하기 시작하여 12주까지 비슷

한 수준으로 유지되는 것이 관찰되었다. 관용 유도군 역

시 5주 이후부터는 대조군과 마찬가지로 관절염이 약간 

증가하는 경향을 보이나 관절염 유도과 비교해 볼 때 전

반적으로 현저히 낮은 관절염 지수를 보였다(Fig. 1A, 

B). 다음은 CII의 경구 관용에 의한 관절염 억제를 조직

학적으로 조사하기 위해 관용유도군과 관절염 유도군의 

관절을 헤마톡실린-에오신법으로 염색하였다(Fig. 1C). 

관절염 유도군의 관절을 살펴본 결과 관절이 심하게 파

괴되어 있거나 섬유화 현상이 일어났으며, 염증이 있는 

부위에 백혈구와 호중구 등이 침윤되어 나타나는 반면, 

관용 유도군의 경우 관절염 유도군에 비해 관절 파괴나 

염증 부위의 백혈구나 호중구 침윤 등이 현저하게 적은 

것이 관찰되었다. 

   마우스의 경우 IgG 항체의 여러 아형 중 IgG1은 염증

을 억제하는 조절자의 역할을 하는 반면 IgG2a는 염증을 

매개하는 인자로 작용한다고 알려져 있으며 DBA/1 마

우스에서는 관절염을 유도할 경우 주로 Th1 반응을 일

으키는 IgG2a가 특이적으로 증가되어 있다고 보고된 바 

있다(28). 특히 관절염의 자가항원으로 알려진 CII에 대

한 IgG 반응성은 관절염 질환의 정도와도 연관이 있다고 

알려져 있다(29,30). 본 실험에서도 경구 관용이 유도된 

실험 동물의 혈청 내 항 CII특이적 IgG1의 농도는 대조

군인 관절염군에 비해 높게 나타난 반면(172±7 ng/ml 

vs 149±8.5 ng/ml, P＜0.05) 항 CII특이적 IgG2a는 낮아져 

있는 것이 관찰(108±17 ng/ml vs 176±8.5 ng/ml, P＜0.05) 

되었다(Fig. 1D). 

경구 관용 유도로 인한 관절염 동물 모델에서 비장 세

포에서 IDO 발현 조사. 이전 보고에 따르면 IDO는 사

람의 조직 뿐만 아니라 대식세포와 수지상 세포에서 발

현되며 IFN-γ나 다른 염증성 사이토카인에 의해 IDO의 

발현이 증가된다고 알려져 있다(23,24,31). 본 연구에서

는 경구 관용이 유도된 DBA/1 마우스에 말초면역기관

Figure 2. FACs analysis of intracellular IDO in splenic CD11c+ DCs. Mononuclaer cells obtained from spleen of tolerance (A) and
CIA (B) mice were cultured in 24-well plates at a concentration of 1×106/well with Cll (40μg/ml) or IFN-γ (10 ng/ml) or LPS 
(100 ng/ml) for 24 hours with or without pretreatment with IDO inhibitor, 1-MT. Cells were probed with FITC-labeled anti-CD11c
and fixed with cytoperm/cytoFix for 20 min. Then cells were probed for intracellular IDO using PE-labeled anti-IDO and analyzed
on FACs caliber flow cytometer. The histograms were gated on CD11c+ DCs. The proportion of CD11c+ IDO+ DCs was slightly
higher in tolerance mice than in CIA mice. After Cll/IFN-r/LPS stimulation, the proportion of IDO+ cells significantly increased 
in CD11c+ DCs from tolerance mice (A) compared to those from CIA mice (B). The increase of the proportion of IDO+ DCs 
was partly abrogated by pretreatment with 1-MT. Dotted histogram lines represent cells stained with isotype-matched control monoclonal
antibodies. Data are from the representative FACs histogram of 3 independent experiments. 
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인 비장의 수지상 세포에서 발현하는 IDO의 변화를 보

기 위해 anti-CD11c와 anti-IDO 단일항체로 이중 염색하

여 유세포 분석으로 조사하여 보았다.

  경구 관용군의 비장세포에서 발현하는 IDO는 대조군

인 관절염 유도군, 정상군에 비해 IDO가 의미 있게 증가

함을 확인할 수 있었다(결과 제시하지 않음). 다음은 유

세포 분석을 통해 수지상 세포의 마커로 사용된 CD11c
+
 

DC 세포를 먼저 gating한 뒤 IDO의 발현을 히스토그램

으로 나타내었다(Fig. 2). 그 결과 CD11c+ 수지상 세포의 

IDO 발현은 대조군으로 사용된 관절염 유도군에 비해 

관용 유도군에서 약간 높은 발현양상을 보였으나(55.4% vs 

60.4%), CII로 자극하면 그 두 군의 발현 양상의 차이가 

뚜렷해짐을 관찰할 수 있었다(46.8% vs 81.1%)(Fig. 2). 

또한 이전 보고와 같이 IDO의 양성 유도제인 IFN-γ나 

LPS 자극 시에도 관절염 유도군에 비해 관용 유도군 에

서 IDO 발현이 증가되어 있는 것이 관찰되었다(IFN-γ; 

64% vs 88%, LPS; 63.2% vs 92%). 사실 결과에 제시하지

는 않았지만 대조군인 관절염 유도군에서도 IDO 발현 

정도는 DBA/1 마우스 정상군에 비해 의미 있는 차이를 

보였고, CII로 자극한 경우뿐만 아니라 IFN-γ나 LPS로 

처리시에 발현이 더욱 증가되는 것을 관찰할 수 있었다. 

  Hwang 등에 의하면 미성숙한 monocyte-derived DC에

서 IDO발현이 증가하였고 IDO 특이적인 억제제인 1- 

MT를 처리한 뒤 24시간 후에 LPS나 CD40L 자극하면 

세포 내 IDO 발현은 현저하게 감소한다고 보고되었다

(27). 본 연구에서도 경구 관용군과 대조군인 관절염 유

도군의 수지상 세포에서 CII 자극에 의한 IDO 발현 효과

가 1-MT에 의해 조절되는지 알아보기 위해, CII로 자극

하기 전에 1-MT를 처리한 후 IDO의 발현을 유세포 분석

으로 조사하였다. 그 결과 경구 관용 유도군에서 CII 자

극 전 1-MT를 처리한 경우 CII만 자극한 경우에 비해 

81.1%에서 70.2%으로 줄어든 반면 대조군인 관절염 유

도군의 경우에는 46.8%에서 45.2%으로 감소되었다. 

IFN-γ나 LPS 역시 두 군 모두에서 IDO의 발현양상이 

1-MT에 의해서 모두 감소됨을 확인할 수 있었다(Fig. 2).

경구 관용 유도 여부에 따른 마우스 비장세포에서 

IDO mRNA의 발현 양상 변화. CII로 경구관용을 유도

한 마우스의 비장 단핵구에서 IDO의 mRNA 발현 양상

을 조사하기 위하여 RT-PCR법을 시행하였다. 이때 관용 

유도군과 관절염 유도군의 비장 단핵구들은 in vitro 상

에서 CII와 IFN-γ 또는 LPS로 자극하거나 또는 자극하

지 않은 조건 하에서 24시간 동안 배양한 뒤 RNA를 추

출하여 cDNA를 합성하였다. 자극하지 않은 경우, 관용 

유도군과 대조군인 관절염 유도군의 비장세포 내의 IDO 

발현에는 큰 차이가 없었으나, CII로 자극하면 관용 유

도군에서 현저하게 IDO mRNA 레벨이 증가하였으며, 

IDO의 양성 유도제인 IFN-γ나 LPS를 처리하면 자극하

지 않은 경우와 다르게 두 군 모두에서 IDO 발현이 최대

치로 증가되는 현상이 관찰되었다(결과 제시하지 않음). 

다음은 두 군의 비장 단핵구에서 microbead system을 이

용하여 CD11c
+
 수지상 세포를 분리한 다음 IDO mRNA

의 변화를 조사한 결과 관절염 유도군에 비해 관용 유도

군에서 약간 증가하였으며 CII로 자극 시에는 더욱 더 

증가된 양상을 보였다. 이와 동시에 IFN-γ나 LPS로 자

극 시 경구 관용 유도군의 수지상 세포에서 IDO 발현이 

증가함을 알 수 있었다(Fig. 3). 이를 통해 마우스에서 경

구관용이 유도되면 비장 세포뿐만 아니라 비장 세포에

서 분리한 수지상 세포에서도 IDO 발현이 증가하고 경

구관용의 특정항원으로 사용된 CII로 자극하면 IDO 발현

은 현저하게 증가됨을 실험을 통해 확인할 수 있었다. 

  강직성 뇌 척수염 동물모델(experimental allergic encepha-

lomyelitis, EAE), 다발성 경화증과 당뇨병 환자 등에서 

IDO를 발현하거나 인위적으로 주입시키면 자가항원에 

의한 질환의 심화도는 감소하고 생존율이 높아진다는 

보고가 있었다(25,32). 특히나 강직성 뇌 척수염 동물모

델의 수지상 세포에서 항원 특이적으로 증가된 IDO 

mRNA는 1-MT를 처리하면 특이적으로 감소하였다(25). 

따라서 본 연구에서도 자가항원으로 알려진 CII에 의해 

Figure 3. Expression of Indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) 
mRNA in splenocytes. Mononuclaer cells obtained from spleen
of tolerance and CIA mice were cultured in 6 well plates at a 
concentration of 1×107/well with Cll (40μg/ml) or IFN-γ (10 
ng/ml) or LPS (100 ng/ml) for 24 hours with or without pre-
treatment with IDO inhibitor, 1-MT. After stimulation, CD11c+

DCs were isolated using MACs. Then, RNA (2μg) was isolated
and the expression of IDO mRNA was analyzed using RT-PCR.
β2 microglobulin (β2M) was used as an internal control.
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증가된 IDO mRNA 발현양상이 보고에서처럼 1-MT에 

의해 변화하는지 조사하여 보았다. Fig. 3에서 보는 바와 

같이 관용 유도군과 대조군에서 CII로 자극한 CD11c+ 수

지상 세포에 1-MT를 처리하면 증가되었던 IDO mRNA가 

1-MT에 의해 모두 감소됨을 알 수 있었다. IFN-γ나 LPS 

자극 역시 1-MT에 의해 감소된 것으로 보아 경구관용 

유도군과 대조군인 관절염 유도군의 CII, IFN-γ나 LPS

에 의한 IDO mRNA 레벨은 모두 1-MT에 의해 감소됨을 

확인할 수 있었다. 

관용이 유도된 마우스에서 IDO를 생산하는 수지상 

세포의 특성 변화. Human system에서 IDO를 발현하는 

수지상 세포표면에 CD83+, CD80+, CD86HI, HLA-DRHI

인 성숙한 상태라고 알려져 있다(33). 반면 Andrew 등에 

의하면 미성숙 상태의 수지상 세포에서 IDO가 더 많이 

발현한다는 논문도 보고된 바 있다(34). 그러나 아직까

지 IDO를 발현하는 수지상 세포에 대한 특성을 비교해 

볼 때 성숙도에 따라 IDO의 발현이 어떻게 다른지는 아

직까지 정확하게 정의된 바가 없다. 본 실험에서도 IDO

를 발현하는 수지상 세포가 어떤 특성을 가지는지 알아

보기 위해 관절염 유도군과 관용 유도군의 비장세포를 

anti-CD11c mAb와 anti-IDO mAb로 이중염색을 한 후 공

초점 주사 현미경을 이용한 면역형광 염색법을 시행하

여 수지상 세포의 IDO, MHC II 및 보조자극인자인 

CD80, CD86 발현 정도를 살펴보았다. 그 결과 관용 유

도군의 수지상 세포에서 발현하는 IDO 발현 정도는 앞

서 결과와 마찬가지로 대조군인 관절염 유도군에 비해 

높았으나(Fig. 4A), MHC II와 CD86는 관절염 유도군에 

비해 낮게 발현되었다(Fig. 4B). 그러나 CD80 발현 정도

는 두 군 모두 뚜렷한 양상의 차이를 관찰할 수 없었다

(Fig. 4B). 이상에서 IDO는 미성숙 세포의 특징을 갖는 

수지상 세포에서 발현됨을 확인할 수 있었다.

관용이 유도된 마우스에서 IDO를 발현하는 수지상 

세포가 CII에 특이적인 T 세포 증식반응에 미치는 변

화. Munn 등은 IDO를 발현하는 대식세포나 수지상 세포

가 트립토판 결핍 기전을 통해 T 세포 증식반응을 억제

하고, 이러한 억제효과는 IDO 특이적 억제제인 1-MT를 

사용하면 역전된다고 보고하였다(24,33). 본 연구에서도 

관용 유도군의 IDO를 발현하는 수지상 세포가 관절염의 

자가항원인 CII에 특이적으로 반응하는 병인 T 세포에 

어떠한 영향을 미치는지 알아보기 위해 
3
H- thymidine을 

이용한 증식반응을 조사하였다. 이를 위해 먼저 관절염 

유도군 또는 관용 유도군의 비장세포 모두에서 micro-

bead system을 이용하여 non T 세포와 CD4
+
 T 세포를 

분리하였다. 관절염 유도군에서 분리한 T 세포와 non T 

세포를 공조 배양한 뒤 CII로 자극하여 증식반응을 관찰

한 결과, CII로 자극하지 않은 경우에 비해 CII로 자극하

면 관절염 유도군의 T 세포 증식반응은 현저히 증가하

였다(9299±930 cpm vs 1653±322 cpm, p＜0.01). 이와는 

반대로 관절염 유도군의 T 세포와 관용 유도군의 non T 

세포를 공조 배양하면 CII 자극이 있어도 자극하지 않은 

경우와 비교해 여전히 낮은 증식반응을 보였다(1906±

58 cpm vs 1653±322 cpm). 여기에 IDO의 특이적 억제제

Figure 4. Immunofluorescent confocal microscopic examination
of the expression of IDO (A), MHC II, and costimulatory 
molecules (B) by splenic CD11c+ DCs. Splenocytes were stained
with FITC-labeled anti-CD 11c (green) and anti-IDO, anti-MHC
II, anti-CD80, or anti-CD86 (red) and fixed before confocal 
microscopic examination. Isotype-control antibody staining was 
negative (not shown). 
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인 1-MT를 처리하면, CII에 대한 증식 억제반응이 회복

되는 것을 관찰할 수 있었다(1906±58 cpm vs 7732±937 

cpm, p＜0.01)(Fig. 5A).

  다음은 비장세포로부터 CD11c+ 수지상 세포를 분리

한 뒤 CII에 대한 병인 T 세포의 증식반응을 관찰하였다. 

그 결과 관절염 유도군의 T 세포와 CD11c+ 수지상 세포

에 CII를 처리한 경우보다 관용 유도군의 CD11c+ 수지

상 세포와 관절염 유도군의 T 세포에 CII를 처리하였을 

때 앞서 비장세포 결과와 마찬가지로 낮은 증식반응이 

확인되었다(1503±328 cpm vs 687±62 cpm, P＜0.03) 

(Fig 5B). 여기에 다시 1-MT를 처리하면 관절염 유도군

의 CD11c+ 수지상 세포와 CD4+ T세포에 CII로 자극한 

조건과 유사한 정도로 회복되는 것이 관찰되었다(4823

±322 cpm vs 4105.5±87 cpm). 그러나 CII 반응성에 대

한 음성 대조군으로 ovalbumin (OVA)을 처리하면 CII에 

대한 자극반응과 비교할 때 반응성이 낮았으며 여기에 

1-MT를 처리하여도 별다른 차이를 발견할 수 없었다

(506±15 cpm vs 595±21 cpm). 

고       찰

  경구 관용이란 항원을 경구로 투여하면 이에 대한 면

역 관용을 유도하는 현상으로 Nagler-Anderson 등이 제 

2형 콜라겐을 경구 투여하여 관절염을 억제하였다는 논

문이 발표된 이래 지금까지 이에 대한 많은 논문들이 발

표되었다(1-4). 경구관용이 유도되는 과정에는 생체 내 

여러 가지 면역 세포들과 이들이 분비하는 조절인자들

이 관여할 것으로 생각한다. 경구 관용 유도에 관여하는 

중요한 면역 세포로는 수지상 세포(dendritic cells)를 들 

수 있으며, 성숙 상태나 주위 환경에 따라 관용 유도를 

일으키기도 하고 면역반응을 일으킨다고 알려져 있다

(33). 수지상 세포가 미성숙(immature) 또는 휴지기 상태

인 경우 항원에 대해 관용현상이 나타나는 반면 성숙한 

수지상 세포는 항원에 대한 T 세포의 면역 반응을 일으

킨다고 알려져 있다(33). 

  최근 들어 주목을 받고 있는 면역 관용 유도에 관여하

는 중요한 인자로 indoleamine 2,3 dioxygenase (IDO)를 

들 수 있다. IDO란 우리 몸에 필수 아미노산인 트립토

Figure 5. CD11c+ DCs from CII-fed mice suppress CII-induced T cell proliferation via IDO-dependent manner. (A) Splenic CD4+

T cells (1×105/well) from CIA mice were cultured with splenic non T cells (1×105/well) from CIA or tolerance mice in the presence
or absence of CII (40μg/ml) in 96 well, U-Bottomed plates for 3 days with or without pretreatment with 1-MT (200 uM). 1-MT
was pretreated for 2 hr. Non T cells from tolerance mice suppressed CII-induced proliferation of CII-reactive CD4+ T cells form
CIA mice, which was partly abrogated by IDO inhibitor, 1-MT (76% inhibition). (B) CII-reactive splenic CD4+ T cells (1×105/well)
from CIA mice and irradiated splenic non-T cells (1×105/well) were culture with splenic CD11c+ DCs (1×104/well) from tolerance
or CIA mice in the presence or absence of CII (40μg/ml) in 96 well, U-Bottomed plates for 3 days with or without pretreatment 
with 1-MT (200 uM). 1-MT was pretreated for 2 hr. CD11c+ DCs from tolerance mice suppressed CII-induced proliferation of 
CII-reactive CD4+ T cells form CIA mice, which was partly abrogated by IDO inhibitor, 1-MT (75% inhibition). Data were presented
as the mean cpm of triplicate cultures.
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판을 분해하는데 사용되는 효소로 주로 대식 세포와 수

지상 세포에서 발현된다고 알려져 있고, IDO를 발현하

는 세포는 T 세포의 증식반응을 억제하고, 생체 내에서

는 면역반응을 줄여 면역관용이 일어난다는 보고가 있

었다(23,24,35,36).

  따라서 본 연구에서는 CII를 반복적으로 경구 투여하

여 CII에 대한 면역 관용이 유도된 DBA/1 마우스에 관절

염을 유발시킬 때 수지상 세포에서 IDO를 발현하는지 

조사하고, 이로 인해 일어나는 면역기능의 변화를 조사

하여 염증이 억제되는 기전을 알아보고자 하였다. 

  본 연구에서는 먼저 관절염 유도 후 비장세포에서 

IDO의 변화 양상을 유세포 분석을 통해 관찰하였다. 그 

결과 관절염 유도군이나 정상군에 비해 경구관용 유도

군의 비장세포에서 IDO의 발현이 가장 높았고(결과 제

시하지 않음) 비장 세포로부터 수지상 세포를 분리한 후 

IDO의 변화를 유세포 분석기로 관찰한 결과 Fig. 2에서 

보는 바와 같이 자극 전에는 관용 유도군에서 관절염 유

도군에 비해 약간 증가하는 정도로 발현되는 것이 관찰

되었으나 CII로 자극하면 관용 유도군에서 IDO 발현이 

약 2배 가량 증가하였다(Fig. 2). 이전 보고에 따르면 

CTLA4 면역 글로불린으로 ligation을 하지 않거나 IDO 

유전자가 결핍된 마우스의 수지상 세포는 오히려 면역

성을 가진다는 보고가 있었다(14,33). 본 연구에서는 이

러한 면역 글로불린이나 유전자 과발현 시스템을 사용

하지 않은 관절염 모델 시스템에서 CII 자극 시 IDO는 

관절염 유도군에 비해 관용 유도군에서 현저하게 과발

현 됨을 확인할 수 있었으며 여기에 IDO의 억제제인 

1-methyl-DL-tryptophan (1-MT)를 처리하면 현저하게 줄

어드는 것이 관찰되었다(Fig. 2, 3). 이처럼 관절염 유도

에 앞서 CII를 먹인 관용 유도 마우스의 수지상 세포에

서 현저하게 IDO가 발현되는 이유로, 경구를 통하여 들

어간 CII가 비장의 수지상 세포들로 하여금 IDO 발현을 

촉진시킨 결과로 추정되며, 항원특이적으로 경구관용을 

일으킨 관절염 동물에서 자가항원인 CII에 의해 IDO 발

현이 가능함을 제시하였다고 생각한다. 

  IDO 발현을 transcription과 translation 수준에서 조사해 

본 결과 관용 유도군의 비장세포에서 관절염 유도군의 

비장세포에 비해 약간 증가하였으며, CII로 자극하면 

IDO가 발현하였고, 또한 IDO 특이적 유도제인 IFN-γ나 

LPS 자극 시에도 역시 실험적으로 의미 있는 증가를 보

였다. 관절염 유도군의 IDO 발현 정도는 DBA/1 마우스 

정상군에 비교해 자극하기 전이나 CII, IFN-γ나 LPS에

서 모두 증가한 것으로 보아 관절염 동물모델에서 관절 

염증이 진행되더라도 IDO를 연속적으로 발현함으로써 

염증을 제어하려는 하나의 의미로 해석해 볼 수 있겠다. 

또한 IDO의 증가는 IDO의 특이적 억제제인 1-MT (1- 

methyl-dl-tryptophan)를 전 처리한 뒤 자극하면 자극제에 

의해 증가된 IDO가 감소하는 현상이 관찰되는 바 관용 

유도군에서 IDO가 관용유도의 조절자임을 실험을 통해 

확인할 수 있었다(Fig 3, 4).

  IDO를 발현하는 경구관용 유도군의 수지상 세포의 특

성을 조사하기 위해 공초점 주사 현미경을 이용해 보조

자극인자와 MHC class molecule을 면역형광염색으로 염

색해 본 결과 관절염 유도군에 비해 경구관용 유도군의 

비장세포의 CD11c+ 세포에서 IDO발현이 증가되었으

며, 세포의 모양은 사람의 plasmacytoid DC의 모양과 유

사하였고(결과 제시하지 않음) 세포 표면에 MHC II, 

CD86의 발현 정도는 관절염 유도군에 비해 낮은 것으로 

조사되었다. 결과적으로 수지상 세포의 성숙도는 미성

숙 상태(immature state)임을 관찰할 수 있었다. 그러나 또 

다른 보조자극인자 중 CD80은 두 군 간의 별다른 차이

를 보이지 않았다(Fig. 4). 

  경구 관용유도 모델에서 수지상 세포에서 IDO 발현을 

조사하고 그것이 직접적으로 자가 항원 T 세포를 조절

하거나 자가면역질환과 관련하여 어떤 직접적인 영향을 

주는지에 대해서 아직 보고가 많지 않다(24,25,35-37). 그

러나 본 연구를 통해 관용 유도군의 non T 세포, 특히나 

수지상 세포에서 IDO를 발현한다는 사실과 간접적으로 

IDO를 발현하는 수지상 세포가 관절염 유도군의 항원 

특이적인 병인 T 세포 증식을 억제하는 데 관여한다는 

사실을 아울러 확인할 수 있었다. 이는 경구 관용에 의한 

염증 억제 과정에 IDO가 관여함을 시사하는 결과라고 

추측해 볼 수 있겠다. 

  다시 말해 IDO를 발현하는 수지상 세포가 T 세포 증

식반응을 억제한다는 기전으로 트립토판의 결핍이나 그 

대사 산물에 관여한다는 가설을 뒷받침하는 연구가 보

고된 바 있다(35,36). 

  이상의 내용을 요약하면 DBA/1 마우스에서 관절염을 

유도하기에 앞서 그 원인 항원인 CII를 반복적으로 경구 

투여하여 CII 에 대한 면역 관용이 유도되면, 관용 유도

군 비장세포와 수지상 세포에서 모두 IDO 발현이 증가

하였다. IDO의 특이적 억제제인 1-MT를 사용하였을 때 

증가된 IDO 발현이 억제되는 것으로 보아 IDO 기전을 

통해 CII 특이적인 수지상 세포가 면역 관용에 관여함을 

시사한다. 또한 IDO를 발현하는 수지상 세포의 특성을 

조사해 본 결과 미성숙 상태(immature state)임을 알 수 

있었고, 관용 유도군의 수지상 세포는 IDO에 의존적으

로 CII 자극에 대한 관절염 유도군의 병인 T 세포의 증식

반응을 감소시킬 수 있다는 사실을 아울러 확인하였다. 

따라서 본 연구를 통해 경구 관용 유도군에 IDO의 발현

은 궁극적으로 자가항원 특이적인 T 세포의 증식억제 

반응을 유도함으로써 자가 면역질환의 면역 관용을 이

해하는데 하나의 표적 물질로 작용할 수 있을 것으로 기

대해 본다. 
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