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서      론

  항원 특이 면역기능의 활성화를 통한 항암 면역(세포) 

치료법의 개발은 맞춤 치료 개념의 치료 효과의 우수성 

뿐 아니라, 부작용이 현저히 감소될 수 있다는 장점을 

가지고 있다. 수지상 세포는 잘 알려진 항원 특이 면역 

기능 항진에 가장 강력하고 필수적인 항원 소개세포로 

최근에는 자연 살해 세포 기능에도 관여하는 등 면역 기

능 전반에 큰 영향력을 행사하는 것으로 알려져 있다 

(1-6). 1990년대 중반 이후 활발한 연구가 진행되어 수지

상 세포의 항암 면역 치료제로서의 가능성을 확인하고 

있다. 지금까지의 연구가 주로 면역원성이 강하거나, 항

원이 알려진 흑색종, 신장암, 전립선암을 대상으로 진행

되어 기대되는 임상 실험 결과(7-21)를 보고하고 있으나 

폐암을 대상으로 하는 수지상 세포 치료에 관한 보고는 

제한적이다(22-24). 

  흡연 또는 서구화되어 가는 식생활 등에 의해 발암 물
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ABSTRACT
Background: The anti-tumor therapeutic effect of autologous tumor cell lysate pulsed- 
dendritic cells (DCs) was studied for non-immunogenic and immune suppressive lung 
cancer model. To test the possibility as an adjuvant therapy, minimal residual disease 
model was considered in mouse in vivo experiments. Methods: Syngeneic 3LL lung 
cancer cells were inoculated intravenously into the C57BL/6 mouse. Autologous tumor 
cell (3LL) or allogeneic leukemia cell (WEHI-3) lysate pulsed-DCs were injected twice 
in two weeks. Intraperitoneal DC injection was started one day (MRD model) after tu-
mor cell inoculation. Two weeks after the final DC injection, tumor formation in the 
lung and the tumor-specific systemic immunity were observed. Tumor-specific lym-
phocyte proliferation and the IFN-r secretion were analyzed for the immune monitoring. 
Therapeutic DCs were cultured from the bone marrow myeloid lineage cells with 
GM-CSF and IL-4 for 7 days and pulsed with tumor cell lysate for 18 hrs. Results:
Compared to the saline treated group, tumor formation was suppressed in 3LL tumor 
cell lysate pulsed-DC treated group, while 3LL-specific immune stimulation was mini-
mum. WEHI-3-specific immune stimulation occurred in WEHI-3 lysate-pulsed DC 
treated group, which had no correlation with tumor regression. Conclusion: The data 
suggest the possible anti-tumor effect of cultured DCs as an adjuvant therapy for mini-
mal residual disease state of lung cancer. The significance of immune modulation in 
DC therapy including the possible involvement of NK cell as well as antigen-specific 
cytotoxic T cell activity induction was discussed. (Immune Network 2005;5(1):36-44)
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질에 노출정도가 심해지면서 현대 사회에서 암은 지속

적인 증가를 보이는 난치성 질환으로 두려움의 대상이 

되고 있다. 특히 폐암은 전 세계적으로뿐 아니라 우리나

라에서도 발생순위 1, 2위를 다투며, 사망률 수위를 차지

하고 있다. 폐암 사망률은 지속적으로 증가하는 추세이

며 우리나라에서도 다른 암에 비해서 낮은 생존율을 보

이고 있다. 현재 치료법으로는 외과적 수술, 약물치료 및 

방사선치료 등이 사용되고 있고 필요에 따라 상호보완

적으로 사용되고 있다. 새로운 항암제의 개발이 꾸준히 

진행되어왔음에도 불구하고 일반적으로 조기에 발견되

지 못하는 폐암의 경우 치료 효과는 상당히 낮은 상황이

다. 또한 정상세포에 대한 부작용이 해결되지 못한 현실

에서 새로운 치료법 개발 필요성이 계속 대두되고있다. 

이에 맞추어 최근의 표적 치료제 개발에 많은 연구가 집

중되고 있다. 대표적으로 상피세포 성장인자 수용체

(EGFR)에 작용하는 “이레사(Iressa)”가 개발되어 임상 응

용이 시작되었다. 또한 폐암 세포를 이용한 vaccine (BCG, 

GM-CSF transfection), Muc-1, Mage-3 등의 종양항원 

peptide vaccine, 유전자 치료 등이 연구되고 있으나 만족

할 만한 임상 실험 결과는 도출되지 않고 있다(25-32).

  수지상 세포 항암 면역(세포) 치료의 가능성과 활발한 

연구에도 불구하고 폐암 치료법으로의 개발에는 적극적

이지 못한 이유는, 폐암의 낮은 면역원성과 알려지지 않

은 종양 항원 뿐 아니라 폐암 세포 자체가 만들어내는 

IL-10 등에 의한 면역억제 환경(33-35)때문에 좋은 효과

를 기대하기 힘들기 때문이다. 소세포암 세포에서 분비

되는 면역 억제 물질 IL-10은 수지상 세포의 분화 성숙

을 방해하고, apoptosis를 일으키는 것으로 알려져 있다. 

그러나 제한된 연구 결과들에서 수지상 세포를 이용한 

폐암 치료의 가능성을 확인할 수 있다.  비소세포암을 

대상으로 mutant p53 peptide를 항원소재로 하는 임상 시

험이 미국 NCI에서 시행되고 있다. 폐암 환자에서 수지

상 세포가 종양 부위로 많이 유입된 경우 예후(36) 및 

생존율(7)이 좋은 것으로 보고되어 있다. In vitro실험에

서는, 수지상 세포가 폐암 세포를 항원으로 섭취하여 항

암 면역 반응을 성공적으로 유도하는 것이 확인되었다

(38). 인터루킨-7과 herpes simplex thymidine kinase 유전

자(31), beta-galactosidase 유전자(39), cytokine 유전자(30) 

또는 mutant p53 peptid 유전자(32)를 주입한 수지상 세포

의 면역 기능 유도와 항암 효과가 관찰되었다. 그러나 

수지상 세포가 최종 분화 세포임을 고려할 때 유전자 주

입의 효율이 낮고 유전자 전달 virus에 의한 부작용들이 

보고되고 있어 보다 간편하고 안전하며 효과적인 방법

이 필요할 것으로 생각된다. 

  본 실험에서는 마우스 폐암 모델에서 수지상 세포를 

이용한 항암 면역 치료법의 가능성을 확인하고자 하였

다 수술 등의 치료로 암 조직을 제거한 후 잔류암세포에 

의한 재발을 방지하기 위한 adjuvant therapy로서 수지상 

세포 치료의 가능성을 확인하기 위해 미세 잔류암 모델

을 만들었다. 또한 폐암 세포 용해액을 항원의 소재로 

사용하여(40), 알려지지 않은 폐암 특이 항원의 문제점

을 해결하면서 특이 항원 peptide만을 사용했을 때 나타

나는 약한 면역 기능 유도의 문제를 용해액 내에 포함되

어 있는 면역 adjuvant인 heat-shock protein 등의 도움으로 

해결하고자 하였다. 면역 치료 개념에서는 면역억제 물

질의 분비, 낮은 면역원성 등으로 인해 단점을 가진 폐암 

세포가 수지상 세포에 탑재되어 종양 특이 면역 기능을 

유도하는지 관찰하였고, 실제 in vivo 항암 효과와 연관

시켜 폐암의 수지상 세포 치료 가능성을 확인하였다. 

재료 및 방법 

동물. 암컷 순계인 C57BL/6 mice (5∼6 주령)를 대한 

Bio-Link (충청북도 음성)로부터 구입하였다. Mice는 특

정 병원균이 없는(specific pathogen -free, SPF) 동물로 실

험동물 연구실에서 ILAR (Institute of Laboratory Animal 

Resources) guideline에 따라 사육되었다. 실험 기간 중 사

료와 물은 자유롭게 섭취시켰고, 12시간 명: 암 조건을 

유지하였다. 모든 동물은 실험을 시작하기 전 일주일 동

안 적응 기간을 거쳤다. 

시약. RPMI-1640 medium, fetal bovine serum 및 penicil-

lin-streptomycin은 미국 GIBCO laboratories (Grand Island, 

NY)로부터 구입하였다. 아래의 시약들은 미국 SIGMA 

Chemical Co. (St.Louis, MO)로부터 구입하였다; lipopoly-

saccharide (LPS, from E. Coli 055:B5), concanavalin A 

(ConA), mitomycin-C. Carboxyfluorescein diacetate succini-

midyl ester (CFSE)는 Molecular Probes Inc., Eugene, OR)

로부터 구입하였다. (Flow cytometric phenotyping을 위하

여 BD-Pharmingen (Sandiego, CA, USA)으로부터 다음과 

같은 항체들을 구입하였다. : fluorescein isothiocyanate 

(FITC)-or phycoerythrin (PE)-labeled monoclonal Abs for 

MHC class I (H-2Kb), MHC class II (IAb), CD4, CD8, 

CD11c, CD80 and CD86. Low-Tox-M 보체 및Lympho-

lyte-M은 CEDARLANE (Ontario, Canada)으로부터 구입

하였다. 

세포주. C57BL/6 syngeneic 폐암 세포주인 Lewis Lung 

Carcinoma cell line (3LL) 및 Balb/C syngeneic 혈액암 세

포주인 WEHI-3 cell line을 미국 세포주 은행(ATCC, 

Rockville, MD)으로부터 구입하였다. 세포 주의 배양은 

RPMI-1640 medium (10% heat inactivated FBS, 2 mM 

glutamine, 100 U/ml penicillin, 그리고 100 g/ml strep-

tomycin을 첨가한 complete medium)으로 유지되었다. 생

쥐 골수 세포로부터 myeloid계 세포를 분리하기 위하여 

사용한 항체는 hybridoma cell lines에서 얻었다(GK1.5 for 

anti-L3T4, 53.672 for anti-Lyt-2, RA3 for anti-B220, J11d 
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for anti-B cells/neutrophills). 각 세포주는 미국 세포주 은

행 (ATCC, Rockville, MD)으로부터 구입하였다. 

생쥐 골수 세포 분리. 경추 탈골 후 얻은 대퇴골을 주사

기에 담긴 RPMI-1640으로 씻어 골수를 분리한 후 배양

액 중에서 screen mesh를 통해 단일 세포로 만들었다. 적

혈구는 Tris-buffered 0.15 M ammonium chloride solution 

(pH 7.2)으로 씻어 용해시키고 남아있는 유핵 세포는 

hemocytometer에서 계수하였다. 세포 생존율은 Trypan 

Blue exclusion (routinely ＞90%)으로 확인하였다. 

골수성 수지상 세포(myeloid-DC)의 Ex vivo 배양. 생쥐

의 골수 단세포로부터 시작하는 골수성 수지상 세포의 

배양은 본 실험실에서 변형시킨 Inaba et al(41). 법으로 

시행하였다. 분리된 골수 단세포를 L3T4, Lyt-2, B220 및 

B 세포 항체와 보체로 panning하여 골수성 세포(mye-

loid-lineage cells)만 분리하고 1×106/ml의 세포에 GM- 

CSF 와 IL-4 (1×10
3
 units/ml)를 넣고 6일간 배양하였다. 

배양 6일째 tumor cell lysate 50μg/ml을 넣고 18시간 더 

배양하였다. Tumor cell lysate는 3LL (폐암 세포주) 및 

WEHI-3 (혈액암 세포주)을 liquid nitrogen (-180
o
C)과 

incubator (37oC)에서 freezing-thawing과정을 거친 후 

1,500 rpm에서 15분간 원심 분리하여 얻어진 상등액의 

단백질 함유를 Bradford 법으로 확인하여 정량하였다. 배

양 7일째 수지상 세포를 거두어 표현형(Table I) 및 syn-

geneic splenocyte를 responder로 하는 autologous mixed 

lymphocyte response (MLR) assay로 기능을 검색하였다. 

또한 배양액 중의 IL-10 및 IL-12의 양을 측정하여 수지

상 세포를 정성하였다. 치료용으로 주사하기 위한 수지

상 세포는 종양 세포 용해액과 함께 배양 한 후 수확하

여 주사용 생리 식염수에 부유시킨 후(1×106/200μl/ 

mouse) 2시간 이내에 생쥐 복강으로 투여하였다. 

종양 세포 이식 및 치료용 수지상 세포 주입. 배양된 

3LL cells을 거두어 정맥내(1×105 cells/100μl/mouse)로 

주입하였다. 치료용 수지상 세포의 투여는(1×106 DCs/ 

mouse), 종양 세포 주입 24시간 후부터 시작하였다. 일주

일 간격으로 2회 치료용 수지상 세포를 복강내로 투입하

였다(LDC). 대조군은 saline을 투여한 군과, 종양세포 용

해액으로 pulsing하지 않은 수지상 세포 투여군(UDC) 및 

혈액암 세포 용해액으로 pulsing한 수지상 세포 투여군 

(WDC)을 설정하였다. 종양 형성은 마지막 치료 2주 후 생

쥐를 희생시켜 확인하였다. 즉 3LL 폐암 세포 주사 후 21

일째까지 생존여부와 독성반응을 관찰하였으며, 21일째

에 살아있는 모든 실험동물들을 희생시켜 폐암 형성 및 

전신전이 양상을 육안으로 관찰하였다. 형성된 폐암은 수

지상 세포 치료에 반응을 보인 일부의 마우스를 제외하고 

폐에 생성된 종양의 결절들이 상당히 크고 서로 뭉쳐 있어

서 각개 결절의 수를 세는 것이 불가능하여 종양의 형성 

정도를 평가하기 위해 몇 개의 등급으로 구분하여 반 정

량적으로 평가하는 방법(42)을 활용하였다(Table 2).

세포 표현형 검색(Flow cytometric analysis). 수지상 세

포 또는 비장 세포의 표현형 검색은 기 발표된 Yoon 

등(43)의 방법을 따랐다. 비장 단핵세포는(1×10
5
 cells/ 

100μl) 형광 물질로 표식된 항체들을 함유한PBS with 

0.1% sodium azide and 1% FBS (PBS-CS)에 부유시킨 후 

4
o
C 에서 40분간 배양하였다. 사용된 항체들은 다음과 

같다: total T cell을 위한 hamster anti-mouse CD3-FITC, 

각각 CD4및 CD8 T cell subset을 위한 rat anti-mouse 

L3T4-PE, rat anti-mouse Lyt-2-PE, 활성 대식세포 확인을 

위한 rat anti-mouse Mac3-PE. Negative control은 rat 

IgG2b-PE (Pharmingen, San Diego, CA)와 hamster IgG- 

FITC (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., West 

Grove, PA). 수지상 세포의 확인은 같은 방법으로 Table 

1에 표시된 항체를 사용하였다. 배양이 끝난 후 세포를 

세척하고, 500μl의 PBS-CS에 풀어 Flow cytometer 

(FACSVantage, Becton-Dickson, Mountain View, CA)로 분

석하였다. 분석은 세포 염색 1시간 이내에 시행하였다. 

수지상 세포의 cytokine 분비 기능 평가. 배양 수지상 

세포의 성숙도 및 기능을 예측하는 방법으로 배양액 중

에 분비된 IL-12 및 IL-10의 양을 ELISA assay kit (Becton 

Dickinson, Sunnyvale, CA, USA)를 이용하여 측정하였다. 

즉 배양 7일째 수지상 세포 수확과 함께 배양액을 취해 

cytokine의 양을 측정한 후 배양액 중에 부유되어 있던 

1×10
6
개의 수지상 세포가 분비한 양으로 환산한다. 

비장 림프구 증식 반응. 배양 수지상 세포의 기능을 확

인(auto-MLR)하기 위하여 또는 치료 후 종양 특이 면역 

기능 증가를 확인(immune monitoring)하기 위하여 비장 

단핵세포의 증식을 확인하는 실험이다. 형광 물질인 car-

boxyfluorescein diacetate succinimidyl ester (CFSE)를 세포

에 결합시킨 후 수지상 세포와 같이 배양하거나(auto- 

MLR), 수지상 세포 pulsing에 사용한 종양 세포 용해액 

첨가로 세포증식을 유도하여(immune monitoring), 분열

한 세포내의 형광 발현도가 증식유도 이전에 비해 감소

하는 정도를 flow cytometer로 측정하는 방법을 사용하였

다. 분석할 비장세포들을 HBSS (Gibco BRL, Life Tech-

nologies, NY, USA)에 5×10
6
 cells/ml의 농도로 맞추어 

CFSE 0.5μM을 첨가하여 37oC 암소에서 10분간 반응시

킨 후, 5% FBS가 첨가된 차가운 HBSS로 2회 세척한 후 

2×10
6
 cells/mL의 농도로 24 well plate의 각 well에 넣고 

37oC, 5% CO2 및 가습 조건에서 96시간 배양한다. 배양 

후 수확한 비장세포의 형광 발생 정도를 flow cytometer

로 측정한다. 

종양 항원 특이 effector cytokine (IFN-γ)의 분비 측정.

수지상 세포 치료 후 생체 내에 종양 특이 항암 면역 반

응에서 주 역할을 담당하는 것으로 알려진 IFN-γ (44)가 

비장 면역 세포에서 분비되는지 확인하였다. 비장 림프
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구 1×107을 종양세포 용해액 20μg/ml 과 함께 24 well 

plate에서 37
o
C, 5% CO2 및 가습 조건으로 24시간 배양한 

상등액 중에서 분비된 IFN-γ를 ELISA assay kit (Becton 

Dickinson, Sunnyvale, CA, USA)로 측정하였다. 

통계 처리. In vivo 실험은 그룹당 6마리씩으로, 2번 반

복하였다. 통계적 유의성의 검색은 analyses of variance 

(ANOVA) using the Fisher protected least significant dif-

ference test를 이용하였다. P value가 0.05 이하일 때 통계

적 유의성이 있는 것으로 인정하였다. 

결      과

치료용 수지상 세포의 배양.

수지상 세포 면역 표현형 발현: 마우스의 골수성 세포

로부터 배양한 수지상 세포의 표현형(Table I) 발현을 

flow cytometry로 측정하여 확인하였다. 항원 소개 기전

을 담당하는 MHC class I/II, CD80 & 86이 고농도로 발현

되고, DC의 marker로 알려진 CD11c도 잘 발현되는 전형

적인 골수성 수지상 세포로 항원 특이 세포 면역 기능 

증가에 관여할 수 있음을 확인하였다. CD80 (B7.1)의 발

현이 약간 증가되는 경향 외에 종양 세포 용해액 pul-

sing에 의한 영향은 관찰되지 않았다(Fig. 1). 

수지상 세포의 Cytokine 분비: 배양된 치료용 수지상 

세포는 IL-12를 분비하는 성숙된 수지상 세포로 확인되

었다(Fig. 2). 폐암 세포 주 용해액 pulsing에 의해 IL-12의 

분비가 증가하는 경향을 관찰하였고, 혈액암 세포주 용

해액에 의해서는 약간 감소하는 경향을 나타내었다. IL- 

12가 종양특이 세포 면역(Th1/Tc1)활성화에 관여하는 것

으로 알려져 있어, 배양된 수지상세포에 의한 항암 치료 

효과를 기대할 수 있을 것으로 생각된다. 

수지상 세포 자극에 의한 비장 임파구의 증식 반응 

(Auto-MLR): C57BL/6 마우스에서 채취한 비장 임파구

를 같은 C57BL/6 마우스의 골수로부터 분화시킨 수지상 

세포와 같이 배양하여 유도되는 비장 세포의 증식 반응

을 CFSE assay로 관찰하였다. 배양된 수지상 세포는 비

장 세포의 증식을 유도하였고 폐암(LDC) 및 혈액암 세

포(WDC) 용해액 탑재에 의해 통계적으로 유의한 변화

는 나타나지 않았다(Fig. 3).

폐암의 미세 잔류암 모델에서 수지상 세포의 항암 효

과. Lewis lung carcinoma (3LL) 세포주를 주사한 24시간

후부터 일주일 간격으로 2회 폐암(3LL) 또는 혈액암 

(WEHI-3) 세포 용해액으로 탑재한 수지상 세포로 치료 

한 후 2주 후에 모든 실험 동물을 안락사시켜 종양의 생

성, 전이양상을 육안으로 관찰하였다(Fig. 4). 육안 및

Table I. List of surface marker antibodies for DC char-
acterization
ꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚ

Antibodies Fluorescence Specificity
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

CD4 PE Primed or unprimed T cells
CD8 PE Activated macrophages, 

 some dendritic cells
CD11c FITC Dendritic cells, CD4-CD8+ 

 intraepithelial lymphocytes
CD80 FITC B7-1 co-stimulatory molecule
CD86 FITC B7-2 co-stimulatory molecule
H2kb PE MHC class I molecule
IAb PE MHC class II molecule

ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

Figure 1. Flow cytometric phenotyping of cultured-DCs. DCs 
were cultured from the bone marrow of C57BL/6 mice with 
GM-CSF and IL-4 for 7 days (UDC) and pulsed with either 3LL
(LDC) or WEHI-3 (WDC) cell lysate. Cells were stained with
fluorescent labeled surface marker antibodies (Table I) and an-
alyzed with FACSVantageTM (Becton-Dickson, Mountain View, 
CA, USA). Antigen presentation related markers like MHC class
I/II (H2kb/IAb), co-stimulatory molecules B7.1 (CD80) and B7.2
(CD86), as well as CD11c were also expressed in high level. Data
supported that the cultured cells were DCs. 

Figure 2. IL-12 secretion from the cultured-DCs. Cytokines se-
creted into the culture media of DCs were determined by ELISA
(Becton Dickinson, Sunnyvale, CA, USA). Amount of cytokines
(pg/ml) was converted to pg/1×106 cells using # of cells in 1ml
of culture media. 
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현미경으로 관찰한 폐암의 생성 정도를 De Matos (42)를 

참고하여 마련한 기준에 따라 정량화하였다(Table II). 생

리식염수만으로 치료한 양성 대조군(saline)에 비해 수지

상 세포 치료 군에서 종양 생성이 적은 것을 확인  하였

다. 그러나 정량적으로 통계적 유의성은 관찰되지 않았

다(Table III). 실험 종료 전 사망한 마우스는 종양 세포 

용해액을 탑재하지 않은 unpulsed-DC (UDC) 투여 군에

서만 1마리 있었다. 수지상 세포의 폐암 치료 효과는 폐

암 세포주 용해액을 탑재한 수지상 세포 투여군(LDC)의 

종양 생성 억제 효과가 가장 뚜렷하였고(tumor scale 2.33 

vs. 1.50 for saline vs. LDC, respectively) 관련이 없는 혈액

암 세포주 탑재 수지상 세포(WDC)의 투여 효과는 UDC 

투여군과 동일하였다(tumor scale 1.67 for both UDC and 

WDC). 생성된 종양 세포와 같은 세포의 용해액을 탑재

한 수지상 세포의 항암 효과가 가장 큰 것은 종양 특이 

면역 반응에 의한 작용 기전의 중요성을 확인한 것이다. 

그러나 치료 군에서도 종양 생성이 완전히 억제되지 않

고 약간의 종양 생성이 관찰되었다. 이것은 폐암의 낮은 

면역원성과 폐암에서 분비되는 면역 억제 물질에 의한 

항암 작용 억제의 가능성을 시사하는 것으로 생각된다. 

종양 항원 특이 면역 반응 검색.

종양 항원 특이 임파구 증식 반응: 종양을 발생시키고 

수지상 세포로 치료한 마우스의 비장세포에서 종양 세

포 용해액 자극에 반응하여 증식하는 종양 항원 특이 면

역 기능을 검색하였다. T 세포 mitogen인 ConA 자극에 

따른 증식 반응이 수지상 세포 치료 군에서 증가하였다. 

그러나 이 반응은 종양 항원에 대한 특이 반응이 아닌 

Table II. Seimiquantitiative rating system of pulmonary Lewis lung carcinoma in C57BL/6 mice
ꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚ
Grade Score Description of pulmonary tumor burden
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

I 0 No tumor mass or colonies are observed grossly or microscopically. No enlargement of lung was observed.
II 1 Tumor mass or colonies account for less than 10% of the pulmonary mass.
III 2 Tumor mass or colonies account for approximately 10∼50% of the pulmonary mass.
IV 3 Tumor mass or colonies covered over 50% of pulmonary mass.
V 4 Death by heavy tumor burden.

ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

Figure 4. Gross findings of lewis lung 
carcinoma formed in the C57BL/6 
mouse lung. Representative lung tissues
were obtained from naive mice (Naive)
control mice treated with saline (Sa-
line), and mice treated with unpulsed- 
DC (DC), 3LL lysate pulsed-DC (LLC-
DC), and WEHI-3 lysate pulsed-DC 
(WEHI-DC), respectively.

Figure 3. In vitro induction of autologous -lymphocyte prolifera-
tion (Auto-MLR) by cultured myeloid-DCs. As a responder, 
CFSE labeled splenocytes (2×105 cells/well) from the syngeneic
C57BL/6 mice were co-cultured with mitomycin-C treated DCs
(stimulator) pulsed with 3LL (LDC) or WEHI-3 (WDC) cell 
lysates for 96 hrs. Decreased fluorescence intensity of prolif-
erating splenocytes were detected by flow cytometer. The con-
centrations of DCs were 2×105, 1×105 and 4×104 for the ratio
of responder: stimulator 1：1, 2：1 and 5：1 respectively. The
proliferative response was proportional to the DC concentrations.
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비 특이적 T 세포 증식 반응으로 수지상 세포 투여에 의

한 비 특이적 면역 반응 증가를 유추할 수 있었다. 반면

에 자가 폐암 세포 용해액으로 자극한 비장 세포의 증식

은 media만 넣은 대조군과 유사한 정도로 폐암 항원 특

이 면역 반응이 충분히 유도되지 못했음을 확인하였다. 

폐암과 무관하며 동종인 혈액암 세포 용해액에 대한 반

응은 자가 폐암 용해액에 의한 반응보다 우수하여, allo-

geneic 면역 반응이 일어났음을 시사하였다. 이 결과는 

종양 생성 억제 효과와 상관성을 보이지 않았다(Fig. 5). 

종양 항원 특이 IFN-γ분비 반응: 임파구에서 분비하는 

IFN-γ는 수지상 세포의 항암 작용 기전에서 중심 역할

을 담당하는 것으로 알려져 있다(44). 종양을 발생시키

고 수지상 세포로 치료한 마우스의 비장세포를 종양 세

포 용해액으로 자극하여 배양액 중으로 분비된 IFN-γ를 

ELISA로 측정하였다. ConA에 의해 비 특이적 자극을 받

았을 때 수지상 세포를 치료한 군에서 IFN-γ의 분비가 

증가하였다. 그러나 종양 항원 특이 비장 세포 증식 반응

에서와 같이 자가 폐종양 항원에 대한 반응은 미미하였

고, 특히 폐암 세포 용해액을 탑재한 수지상 세포로 치료

한 군에서는 폐종양 항원 특이 IFN-γ의 분비가 오히려 

저하되는 것을 관찰하였다. Alloantigen인 혈액암 세포 

용해액에 대한 반응은 수지상 세포 투여 군에서 현저히 

증가하였다. 종양항원 특이 임파구 증식 반응에서와 마

찬가지로 IFN-γ의 분비 반응도 종양 생성 억제 효과와 

상관성을 보이지 않았다(Fig. 6). 

Table III. Quantitation of anti-tumor effect of DCs for lewis lung carcinoma formed in lung
ꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚ

Grade (score) of tumor burdena

Mean score ofDC Treatment ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ No. of mice P valueb

tumor burdena

 I (0) II (1) III (2) IV (3) V (4)
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

Naive 3 3 1.00±0.00 -
Saline 2 1 3 2.33±0.33 -
Unpulsed DC 1 2 2 1 6 1.67±0.56 0.46
LCC-DC 3 3 6 1.50±0.22 0.07
WEHI-DC 3 2 1 6 1.67±0.33 0.25

ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
a Pulmonary metastatic tumor burden is classified according to the subjective grading system (Table 2), b P values of ＜0.05 are considered
significant in comparison to control (saline-treated) mice group.

Figure 5. Splenocyte proliferations induced by tumor cell lysates.
CFSE labeled splenocytes from the Lewis lung carcinoma bearing
and tumor cell lysate pulsed-DC treated mice were cultured with
3LL and WEHI-3 cell lysates or ConA for 96 hrs to observe
the proliferations. Splenocytes were prepared from the naive mice
(Naive), control mice treated with saline (Saline), and mice treated
with unpulsed-DC (UDC), 3LL lysate pulsed-DC (LDC), and 
WEHI-3 lysate pulsed-DC (WDC), respectively. 

Figure 6. IFN-r secretions induced by tumor cell lysates from
the splenocytes. Splenocytes from the Lewis lung carcinoma 
bearing and tumor cell lysate pulsed-DC treated mice were 
stimulated with 3LL and WEHI-3 cell lysates or ConA for 24
hrs to observe the IFN-r secretion into the culture media which
is quantitated by ELISA. Asterisks (*) indicate that the concen-
trations of IFN-γ secreted from each tumor cell lysate pulsed-
DC treated group were higher than that of saline treated group
with statistical significance (P＜0.05). 
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고      찰

우리나라를 비롯한 전 세계의 많은 나라에서 발병률 또

는 암으로 인한 사망률의 수위(45)를 차지하고 있는 폐

암은 새로운 치료제 개발에 많은 노력을 기울이게 하고

있다. 새로운 기전의 항암제 또는 EGFR을 대상으로 하

는 표적 치료제 등(46)의 연구가 활발히 진행되고 있으나 

여전히 부작용의 문제는 남아 있다. 정상세포에 대한 부

작용을 해결할 수 있을 것으로 고려되는 종양 특이 면역 

기능의 증진을 치료에 응용하려는 항암 면역(세포) 치료

법의 연구가 활발함에도 불구하고 폐암 치료법으로의 

개발에는 적극적이지 못한 이유는, 폐암의 낮은 면역원

성과 알려지지 않은 종양 항원 뿐 아니라 폐암 세포 자

체가 만들어내는 면역억제 환경(33-35)때문에 좋은 효과

를 기대하기 힘들기 때문이다. 수지상 세포는 잘 알려진 

항원 특이 면역 기능 항진에 가장 강력하고 필수적인 항

원 소개세포로 최근에는 자연 살해 세포 기능에도 관여

하는 등 면역 기능 전반에 큰 영향력을 행사하는 것으로 

알려져 있다(1-6). 1990년대 중반 이후 활발한 연구가 진

행되어 수지상 세포의 항암 면역 치료제로서의 가능성

을 확인하고 있다. 지금까지의 연구가 주로 면역원성이 

강하거나, 항원이 알려진 흑색종, 신장암, 전립선암 등을 

대상으로 진행되어 기대되는 임상 실험 결과(7-21)를 보

고하고 있으나 폐암 등 낮은 면역원성 종양을 대상으로 

하는 수지상 세포 치료에 관한 연구는 제한되어 있다. 

본 실험에서는 암 조직의 외과적 적출 후에 잔류 할 것

으로 생각되는 암세포를 제거하기 위한 adjuvant therapy

로서 수지상 세포를 이용한 면역 세포 치료법의 가능성

을 확인하고자 하였다. 또한 폐암 세포 용해액을 항원의 

소재로 사용하여(40), 알려지지 않은 폐암 특이 항원의 

문제점을 해결하면서 특이 항원 peptide만을 사용했을 

때 나타나는 약한 면역 기능 유도의 문제를 용해액 내에 

포함되어 있는 면역 adjuvant인 heat-shock protein 등의 도

움으로 해결하고자 하였다. 임상에서 시도 가능한 자가 

수지상 세포에 자가 암 조직을 사용하는 개념의 마우스 

모델을 만들기 위해, C57BL/6 마우스에서 수지상 세포

를 배양하고, syngeneic 세포인 Lewis lung carcinoma 세

포주(3LL)로 암을 유발하고, 또 그 용해액으로 항원 소

재를 삼아 수지상 세포에 탑재하였다. 잔류 암세포 치료 

모델로, 3LL세포 주입 후 24시간 후에 수지상 세포 치료

를 시작하였다. 종양을 유발하고 saline만을 투여한 대조 

군에서보다 수지상 세포 치료를 시도한 군에서 종양 생

성이 억제되었다. 특히 폐암 세포 용해액으로 탑재한 수

지상 세포 투여군의 종양 생성 억제 효과가 가장 월등하

였다. 그러나 통계적인 유의성을 나타내지 못하였고, 종

양 생성을 완전히 차단하지 못하였다. 수지상 세포 치료

군의 비장 임파구를 통해 분석한 폐암 항원 특이 면역 

반응이 미약한 것이 약한 항암 효과와 상관성을 가질 것

으로 생각된다. 비록 배양된 치료용 수지상 세포는 in 

vitro 확인 실험을 통해 성숙도가 높고 수지상 세포의 면

역 증진 기능을 담당하는 IL-12를 잘 분비하는 등 세포 

면역 기능 활성화에 적합한 기능을 가지고 있는 것으로 

확인되었으나, 실제 생체 내 폐암 환경에서는 수지상 세

포의 apoptosis가 일어날 뿐 아니라 T 세포 등도 기능이 

억제되므로 원하는 종양 항원 특이 면역 기능 유도가 제

대로 일어나지 못했음을 유추 할 수 있었다. 특히 종양 

항원 특이 CD8+ 세포가 분비하고 항암 효과의 주역으

로 알려져 있는 IFN-γ의 분비가 유도되지 못한 것을 관

찰하였다. 

  이 같은 종양 항원 특이 면역기능 유도가 불완전한 것

은 in vitro에서 stimulator로 이용한 폐암 세포 용해액 중

에 포함된 IL-10, TGF-β 등의 면역 억제 물질(47)도 한가

지 이유가 될 수 있을 것으로 생각된다. 폐암과 연관이 

없고 allogeneic인 Balb/c syngeneic 혈액암 세포의 용해액

을 탑재한 수지상 세포 치료군의 혈액암 항원 특이 면역 

반응은 폐암을 가지고 있는 마우스에서도 증가한 것을 

관찰하였다. 그러나 이 같은 반응은 실제 폐암의 생성과 

성장을 막는데 큰 역할을 하지 못한 것으로 확인되었다. 

즉 in vitro면역 반응에서와 다르게, 실제 in vivo 항암 효

과와 관련된 반응은 종양 특이 반응일 것으로 유추할 수 

있고 이는 폐암 세포 용해액 탑재 수지상 세포 치료 군

에서 관찰된 미미한 면역 반응이 부분적으로 in vitro 

stimulator로 첨가된 폐암 용해액의 영향 때문일 가능성

을 추측하게 한다. 또한 ConA로 자극한 실험의 결과 비

특이적 T 세포 기능이 현저히 증가하여 있는 것을 관찰  

하였고, 이 같은 수지상 세포 투여로 인한 반응이 일부 

종양 생성 억제에 관여하였을 가능성도 배제할 수 없다. 

실제 수지상 세포의 항암 면역 기전은 종양 항원 특이 

살해세포의 활성화 유도에 그치지 않고, 자연 살해 세포 

등 innate와 adaptive 면역계 전반에 영향을 미치는 것과 

연관되어 있기 때문이다. 이 같은 가능성을 확인하기 위

하여, 종양 항원 비특이적 세포 면역 반응 즉, 자연 살해 

세포 등의 활성을 검토할 예정이다.

  지금까지 발표된 수지상 세포를 이용한 폐암 치료는 

유전자 삽입을 통한 치료법 연구와 최근의 자가 수지상 

세포의 비소세포 암에 대한 임상 결과로 제한되어 있다

(22). 폐암을 대상으로 면역 기능 유도와 항암 효과가 관

찰된 유전자 주입 수지상 세포 연구들은(25-32) 폐암이 

만들어내는 면역 억제 환경을 피해 가거나 적극적으로 

대처하려는 시도이다. 즉 폐암 세포의 apoptosis를 유도

하거나, 면역원성을 증강시키거나, 폐암 세포에서 분비

되는 면역억제 물질의 작용을 억제하려는 시도와 함께 

수지상 세포의 종양 항원 소개 기능을 이용하여 항암 반

응을 강화하려는 시도이다. 자가 수지상 세포에 자가 종
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양 세포 용해액을 항원으로 탑재한 수지상 세포는 폐암

과 같은 낮은 면역원성과 면역억제 환경을 만들어 내는 

종양의 치료에는 좋은 결과를 기대하기 힘들 가능성 때

문이다. 그러나 수지상 세포와 같은 분화 말기 세포는 

유전자의 삽입이 매우 어렵고, 또한 유전자 치료에 수반

되는 부작용이 대두되고 있는 현 상황에서는 임상 응용

에는 많은 문제점을 포함하고 있다. 따라서, 폐암의 환경

을 조절하면서, 자가 종양 세포 용해액을 항원으로 하는 

수지상 세포 자체를 이용한 치료법의 가능성을 시도할 

필요가 있을 것이다. 수술 등으로 종양의 주 조직을 제거 

한 후 잔류하는 부분의 치료를 위한 adjuvant therapy로서

의 가능성을 고려할 수 있는 것은 제거해야 할 tumor 

burden이 적어, 낮은 면역원성 과 면역억제 환경을 극복

하고 수지상 세포의 항암 면역 반응을 이용할 수 있을 

것으로 예상되기 때문이다. 면역원성이 강한 흑색종 

(48)이나 신장암(49)의 동물 실험에서 보고한 수지상 세

포의 강한 항암 효과 및 종양 항원 특이 면역 기능 유도

에는 미치지 못하나, 본 실험은 자가 종양 세포 용해액을 

탑재한 자가 수지상 세포의 폐암 치료 가능성을 확인하

였다. 보다 효과적인 치료용 수지상 세포 배양법 확립 

등 치료법의 개선을 위한 연구와 함께 폐암과 관련된 면

역억제 환경 조절을 위한 IL-2, IL-12 등과의 병용 투여 

등의 방법을 통해 보다 확실한 폐암의 치료제로서 수지

상 세포를 이용할 수 있을 것으로 생각된다. 
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