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DNA vaccine approaches have been applied to generate the protective immunity against various pathogens. However, 
the strength of immune responses induced by DNA vaccine is weak compared with conventional vaccines. The prime-
boost vaccination using DNA vaccine and other viral vector has been suggested as one way to circumvent this limitation. 
In the present study, we used in vivo CTL activity assay to determine CD8+ T cell-mediated immunity induced by 
prime-boost vaccination with a DNA vaccine (gB498-505 DNA) and recombinant vaccinia virus (VVgB498-505) expressing 
gB498-505 epitope peptide (SSIEFARL) of herpes simplex virus type 1 (HSV-1) glycoprotein B (gB). The most potent in 
vivo CTL activity was induced in mice received VVgB498-505 when both gB498-505 and VVgB498-505 were used at priming 
step and boosted with the alternative vaccine vector expressing whole antigen protein (gBw). Priming with vaccine 
vector expressing gBw followed by the use of VVgB498-505 at boosting step also induced strong in vivo CTL activity. 
We also examined in vivo CTL activity after immunization of mice with epitope-expressing vaccine vector at both 
priming and boosting step. Curiously, in vivo CTL activity mediated by CD8+ T cells was strongly elicited at memory 
stage when animals were primed with VVgB498-505 and subsequently boosted with gB498-505 DNA. Because the use of 
VVgB498-505 at priming followed by boosting with gB498-505 DNA induced most optimal immunity, these results suggest 
that the order of vaccine type should be carefully considered when used vaccine type expressing only epitope for 
prime-boost vaccination. 
Key Words: Prime-boost vaccination, in vivo CTL activity, CD8+ T cells, DNA vaccine, Recombinant vaccinia virus, 

Herpes simplex virus 

 

 *교신저자: 어성국. 561-756, 전북 전주시 덕진구 덕진동1가 664-14, 전북대학교 수의과대학 미생물학교실 
Phone:  063-270-3882, Fax:  063-270-3780, e-mail:  vetvirus@chonbuk.ac.kr 

**본 연구는 한국학술진흥재단 지역대학우수과학자 지원 연구 (R05-2003-000-10270-0)의 지원에 의하여 수행된 것임. 

1 



2 한영우, 박성옥, 김아름, Abi G. Aleyas, Junu A. George, 윤현아, 어성국 

 

 
서  론 

 
CD4+ T 세포와 더불어 CD8+ T 세포는 적응 면역 (adap- 

tive immunity)의 중요한 방어 면역의 축으로 바이러스 및 세
포 내 세균 감염뿐만 아니라 각종 암에 대하여 숙주를 보호

하는 주요한 방어 면역 기구이다. CD8+ T 세포는 림프절에

서 항원을 인식하면 활성화되어 IFN-γ와 TNF-α를 생산함으

로써 바이러스의 증식을 억제하거나, 접촉에 의한 cytolytic 
effect에 의하여 표적세포를 살해함으로써 바이러스가 숙주 
내에서 확산 (dissemination)되는 것을 저해한다 (28). CD8+ T 
세포가 완전하게 활성화되기 위해서는 MHC class II 분자와 
peptide epitope을 인식하는 CD4+ T helper 세포의 "help"를 
필요로 한다 (2,4,7,22,24). 한편 CpG와 같은 immunostimula- 
tory oligodexydinucleotide (ODN)과 또는 선천성 면역 (innate 
immunity)을 자극하는 각종 활성 신호 (activation signal)는 
CD4+ T helper 세포없이 CD8+ T 세포의 활성을 유도할 수 
있는 것으로 보고되었다 (23,26). 말초 조직에서 활성화된 
CD8+ T 세포는 감염된 표적세포의 표면에 발현된 MHC 
class I과 peptide epitope을 인식하여 표적세포를 제거한다. 이
와 같은 CD8+ T 세포에 의하여 인식되는 peptide epitope은 
8-11 아미노산 잔기로 이루어져 있으며, 연구 결과에 의하면 
CD8+ T 세포의 특이 epitope만을 이용한 예방 접종은 T 세
포 특이 epitope에 대한 경쟁과 epitope에 의하여 자극되는 
"suppressive" regulatory T 세포가 유도되지 않는다는 잇점

을 갖고 있다 (9,15,20). 그러나, CD8+ T 세포 특이 epitope 
peptide만을 이용한 예방 접종은 매우 약한 CD8+ T 세포 반
응을 유도함으로써 각종 면역증강제 (CpG 등)와 함께 투여 
함으로써 CD8+ T 세포의 반응을 증가시키려는 연구가 진

행 중이며, 또한 CD8+ T 세포의 epitope peptide를 발현하는 
minigene 형태의 DNA vaccine, recombinant vaccinia virus 또
는 adenovirus를 제작하여 epitope 특이 CD8+ T 세포 반응을 
유도하려는 시도가 이루어져 왔다 (1,27). 

DNA vaccine은 항원 특이 CD4+ T 세포 반응뿐만 아니라 
CD8+ T 세포 매개성의 cytotoxic T-lymphocyte (CTL) 반응을 
유도할 수 있는 예방 접종법으로 많은 연구자들에게 관심을 
일으켰다. 특히 DNA vaccine은 생바이러스와 같이 항원제시

세포 (antigen-presenting cell; APC) 내에서 항원 유전자를 발
현함으로써 바이러스 감염 및 각종 암에 유효한 Th1-type 
CD4+ T 세포 반응과 CTL 반응을 유도할 수 있다 (17). 그러

나 DNA vaccine에 의하여 유도되는 면역 반응의 정도는 생
바이러스을 이용한 백신 또는 다른 단백질 백신과 비교하여 
낮게 유도되어, DNA vaccine의 면역원성을 증가시킬 수 있
는 다양한 방법이 시도되어 왔다 (10,11). 그와 같은 DNA 

vaccine의 한계성을 극복하기 위한 방법 중 최근 DNA vac- 
cine과 다른 형태의 백신, 즉 recombinant vaccinia virus 또는 
adenovirus를 이용한 prime-boost 접종에서 믿을 만한 결과를 
얻어내고 있다 (3,13,18). 그와 같은 recombinant viral vector
는 체액성 및 세포성 면역을 강하게 유도할 수 있는 잇점을 
갖고 있어 vaccinia, rabies virus, canarypox virus, Semliki Forest 
virus 등 다양한 viral vector가 시도되었다 (3,13,18). 이와 같
은 viral vector 중 vaccinia virus는 강력한 세포성 면역을 유
도할 수 있음이 보고되었고, 최근에는 CD8+ T 세포의 epitope 
peptide만을 발현할 수 있는 recombinant vaccinia virus가 제
작되어 CTL 반응 유도에 대한 결과가 발표된 바 있다 (3,13). 

CD8+ T 세포 반응의 정도를 측정하기 위해서는 면역화된 
실험동물이나 사람으로부터 분리된 면역세포를 CD8+ T 세
포의 특이 epitope peptide로 자극하여 세포 내에서 생산되는 
IFN-γ 또는 TNF-α를 측정하거나, 5~7일간 epitope peptide로 
자극된 APC를 이용하여 항원 특이 CD8+ T 세포를 증폭시

킨 다음 51Cr로 표지화된 표적세포와 혼합함으로써 세포 밖
으로 유리되는 51Cr 양을 측정함으로써 ex vivo/in vitro CTL 
activity가 측정되었다 (3,16). 최근 CD8+ T 세포 특이 epitope 
peptide로 처리된 표적세포를 형광물질로 염색한 후 직접 생
체 내에 주입하여 epitope 특이 CD8+ T 세포에 의한 표적세

포의 살해 정도를 추적함으로써 CD8+ T 세포 매개성 in vivo 
CTL activity 측정법이 고안되었다 (14,25). 이러한 in vivo 
CTL activity 측정법은 이전의 ex vivo/in vitro CTL activity 측
정법과는 다르게 생체로부터 얻은 항원 특이 CD8+ T 세포

를 배양할 필요가 없으므로 생체 내의 직접적인 CTL activity
를 보여줄 수 있다. 본 연구에서는 이와 같은 in vivo CTL 
activity 측정법을 이용하여 epitope 발현 DNA vaccine/ 
recombinant vaccinia virus와 전체 항원 단백질를 발현하는 
DNA vaccine 또는 recombinant vaccinia virus를 이용한 hetero- 
logous prime-boost 접종 후 CD8+ T 세포 매개성 면역 반응

을 측정하였다. 
 

재료 및 방법 

1. 실험동물 

실험에 사용한 실험동물은 5~6주령의 C57BL/6 (H-2b) 암
컷 생쥐를 (주)다물 사이언스 (대전)에서 공급받아 사용하였

다. 구입된 실험동물은 전북대학교 수의과대학 실험 동물실

에서 유지되어 관리 규정에 맞추어 실험에 사용하였다. 

2. 바이러스 

면역에 사용된 herpes simplex virus type 1 (HSV-1)의 전체 
glycoprotein B (gB) 또는 CD8+ T 세포 특이 epitope gB498-505 
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(SSIEFARL) 발현 recombinant vaccinia virus는 CV-1 세포

(ATCC, Manassas, VA USA)에서 증식시켰다. 간단히 기술하

면, recombinant vaccinia virus, VVgBw (전체 gB 단백질 발현) 
및 VVgB498-505 (gB 단백질의 CD8+ epitope SSIEFARL만 발
현)를 CV-1 세포에 0.01 (multiplicity of infection) moi의 양으

로 감염시키고 바이러스 흡착을 위해 1시간 동안 37℃, 5% 
CO2 배양기에서 배양하였다. 바이러스 흡착 후, 2% fetal 
bovine serum (FBS)을 함유한 배지를 넣고 48~72시간 동안 
배양하여 바이러스의 증식을 유도하였다. 배양세포의 80~ 

90% 정도의 세포 병변 현상이 나타나면 세포와 배지를 회

수하여, 3회의 freezing-thawing에 의하여 바이러스를 유리하

였다. 바이러스 농축은 50,000×g에서 원심 분리하여 이루어 
졌으며, plaque assay에 의하여 바이러스 양을 측정한 후 
-80℃에 보관하여 사용하였다. 

3. DNA vaccine의 준비 

HSV-1 gB의 CD8+ T 세포 epitope 발현 DNA vaccine (mini- 
gene, gB498-505 DNA)과 전체 gB 단백질 발현 DNA vaccine 
(gBw DNA)는 이전에 기술한 polyethylene glycol (PEG) pre- 
cipitation 방법에 준하여 준비하였다 (3,16,27). 간략히 기술

하면, 배양된 박테리아를 분쇄한 후 세포 단백질은 7.5 M 
ammonium acetate로 처리한 후 isopropanol precipitation에 의
하여 plasmid DNA를 얻었다. 얻어진 plasmid DNA는 다시 
phenol-chloroform extraction 과정을 거친 후 absolute ethanol 
precipitation에 의하여 plasmid DNA를 얻었다. 최종적으로 
얻어진 plasmid DNA는 1% agarose gel에서 확인하였다. 준비

된 plasmid DNA의 내독소 (endotoxin) 양은 Limulus amebo- 
cyte lysate test에 의하여 결정하고 내독소에 의한 영향은 대
조 plasmid DNA를 이용함으로써 결과를 보정하였다. 

4. 면역 방법 

각 실험군당 6~7마리의 실험동물 C57BL/6 생쥐를 준비

하고, 전체 gB 단백질 발현 DNA vaccine (gBw DNA), gB 
epitope gB498-505 (SSIEFARL) 발현 DNA vaccine (gB498-505 
DNA), 또는 recombinant vaccinia virus (VVgBw), VVgB498-505

를 이용하여 근육내 주입하였다. 또 다른 시험군은 전체 gB 
단백질 발현 gBw DNA 또는 VVgBw로 면역화하였다. DNA 
vaccine은 생쥐 당 100 µg을 주입하였고, recombinant vaccinia 
virus는 106 plaque-forming unit (pfu)를 주입하였다. 이와 같
이 면역된 생쥐들은 10일 후 다시 다른 형태의 vaccine을 같
은 방법에 의하여 boosting하였다. 마지막 boosting 후 2주째 
(acute phase) 또는 5주째 (memory phase)에 표적세포를 준비

하여 in vivo CTL activity를 측정하였다 (Fig. 1A). 

5. In vivo CTL activity 측정 

In vivo CTL activity 측정은 이전에 발표된 방법에 준하여 
조건을 확립하였다 (14,25). 같은 haplotype을 갖는 면역화되

지 않은 C57BL/6 생쥐로부터 비장세포를 준비하여 세포를 
헤아린 후, 동일한 세포 수에 해당되는 만큼 두 부분으로 나
누고 그 중 한쪽에 gB498-505 peptide (2 µg/ml)를 처리하였다. 
45분 배양한 후 peptide를 처리한 비장세포는 5 µM carboxy- 
fluorescein diacetate succinimidyl ester (CFSE)로 10분간 처리

하였다. CFSE를 넣어준 세포에 동일 양의 FBS를 넣어 세포

의 염색을 중지시키고 10% FBS를 포함한 RPMI 배지로 세 
번 세척하여 과량의 CFSE를 제거하여 표적세포 (CFSEhigh)를 
준비하였다. 마찬가지로, 표적세포에 대한 대조세포를 준비

하기 위하여 epitope peptide gB498-505를 처리하지 않은 비장

세포에 0.5 µM CFSE로 같은 방법에 의하여 형광 염색하여 
대조세포 (CFSElow)를 준비하였다. 같은 세포 수의 형광 염

색된 표적세포와 대조세포를 섞어 혼합한 다음 면역화된 
C57BL/6 실험동물에 꼬리 정맥을 통해 주입하였다. 5~7시간 
후 면역화된 실험동물로부터 비장을 꺼내어 적혈구는 hypo- 
tonic 0.83% ammonium chloride 용액을 이용하여 제거하고, 
준비된 비장세포는 complete RPMI 배지에 재부유한 후 epi- 
tope peptide로 처리된 표적세포 CFSEhigh/gB498-505와 epitope 
peptide로 처리되지 않은 대조세포 CFSElow/No peptide의 분
포를 유세포 분석기를 이용하여 분석하였다. 주입된 표적세

포와 대조세포의 수가 동일하기 때문에, 첫번째 면역화되지 
않은 실험동물 내에서의 in vivo CTL activity는 다음의 식에 
의하여 계산하였다. 
 

The percentage of killing of target cells in non-immunized mice; 
[(percentage of CFSElow-percentage of CFSEhigh) × 100]/ 
percentage of CFSElow 

 

또한, 면역화되지 않은 실험동물에서의 in vivo CTL 
activity를 기초로 면역화된 실험동물 내에서의 in vivo CTL 
activity를 다음의 식에 의거하여 계산되었다. 
 

The percentage of killing of target cells in immunized mice; 
Ratio = (percentage of CFSElow/percentage of CFSEhigh) 
Percentage specific lysis = [1-(ratio non-immunized/ratio 
immunized) × 100] 
 

결  과 

1. In vivo CTL activity 측정 조건 확립 

항원 발현 DNA vaccine 또는 recombinant vaccinia virus에 



4 한영우, 박성옥, 김아름, Abi G. Aleyas, Junu A. George, 윤현아, 어성국 

 

의하여 면역화된 C57BL/6 생쥐에서 in vivo activity를 측정

하기 위하여 면역화되지 않은 naïve C57BL/6로부터 비장세

포를 준비하여 항원 epitope peptide gB498-505 (SSIEFARL)로 
처리하여 5 µM CFSE로 형광 염색된 표적세포 CFSEhigh/ 
gB498-505와 그의 대조세포인 gB498-505로 처리되지 않고 0.5 
µM CFSE로 염색한 CFSElow/No peptide와 같은 세포 수를 
면역화된 생쥐의 꼬리 정맥에 주입하고, 5시간 후에 비장세

포를 준비하여 CFSEhigh/gB498-505와 CFSElow/No peptide 세포

를 유세포 분석기로 분석하였다. 그 결과 CFSEhigh/gB498-505 
표적세포와 CFSElow/No peptide 대조세포는 두 개의 세포 집
단으로 나누어져 각각의 세포 집단에 존재하는 세포 분포를 
분석할 수 있었고, 표적세포 CFSEhigh/gB498-505만이 면역화된 

실험동물 생체 내에 존재하는 gB498-505 epitope 특이 CD8+ T 
세포 매개성 in vivo CTL 반응에 의하여 검출되는 세포 수
가 감소하는 것이 관찰되었다 (Fig. 1B). 

2. Priming시 epitope 발현 vaccine 이용 

HSV-1의 gB 단백질의 immunodominant epitope peptide 
gB498-505 (SSIEFARL)를 발현하는 DNA vaccine (gB498-505 DNA) 
또는 recombinant vaccinia virus (VVgB498-505)를 이용하여 
heterologous prime-boosting 접종을 시도하였다. Priming시 
gB498-505 또는 VVgB498-505를 이용하고 boosting시 전체 gB 
단백질을 발현하는 gBw DNA 또는 VVgBw를 사용하여 나
타나는 gB498-505 epitope 특이 CD8+ T 세포 반응을 in vivo 

M1
M2

CFSEhigh/gB498-505 

CFSElow/No peptide B 

00dd  1100dd  2244dd  3355dd  

Prime Boost 

Acute phase 
in vivo CTL activity 

Memory phase 
in vivo CTL activity 

1) gBw DNA 
2) gB498-505 DNA 
3) VVgBw 
4) VVgB498-505 

1) gBw DNA 
2) gB498-505 DNA 
3) VVgBw 
4) VVgB498-505 

A 

Figure 1. (A) Diagram for prime-boost immunization. C57BL/6 (n=6~7) were immunized i.m. with VVgB498-505, gB498-505 DNA, 
VVgBw, or gBw DNA, and boosted via the same route with the alternative vaccine type. Two (acute phase) and five (memory phase) weeks
later, in vivo CTL killing activity was determined. (B) In vivo CTL killing assay for determining immunity mediated by epitope-specific 
CD8+ T cells. Splenocytes from naïve C57BL/6 mice (n=6~7) were evenly split into two populations. One was plused with gB498-505 peptide
(1 µg/ml) and then labeled with a high concentration (5.0 µM) of CFSE (CFSEhigh/gB498-505). The other was incubated without epitope 
peptide and labeled with with a low concentration (0.5 µM) of CFSE (CFSElow/No peptide). An equal number of cells from each population
were mixed together and adoptively transferred into mice immunized with prime-boost protocols. Both CFSEhigh/gB498-505 and CFSElow/
No peptide cells were analyzed with the flow cytometry 5 h after adoptive transfer. The histogram shows the reduced peak of CFSEhigh/
gB498-505 due to cytolysis by epitope-specific CD8+ T cells. 
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CTL activity 측정법에 의하여 결정하였다. 그 결과 priming 
시 gB498-505 epitope을 발현하는 recombinant vaccinia virus를 
이용하고, boosting시 전체 항원 발현 DNA vaccine을 사용한 
prime-boost 접종법이 가장 강력한 in vivo CTL killing 활성

을 나타내었다 (Fig. 2A). 다음은 전체 항원 발현 gBw DNA
를 이용하여 priming하고 VVgBw로 boosting하였을 때 14
일째에 in vivo CTL activity를 보여주었다. gB498-505 DNA-
VVgBw와 VVgBw-gBw DNA는 비슷한 수준의 activity를 
보여 주었다. 한편, boosting 후 5주째 memory stage에서 in 
vivo CTL activity를 측정하였을 때 이와 같은 killing 활성에 
약간의 변화가 나타났다 (Fig. 2B). gB498-505 epitope 발현 vac- 
cinia virus로 priming하고 gBw DNA로 boosting하였을 때 여
전히 가장 높게 측정되었으나, gBw DNA-VVgBw protocol
은 memory stage에서 가장 낮게 측정되었다. 대신 gB498-505 
DNA로 priming하고 VVgBw로 boosting한 것이 두 번째로 

in vivo CTL activity를 보여주어, priming시 epitope 발현 
vector를 이용하는 것이 memory stage에서 보다 높은 in vivo 
CTL activity를 보여주는 것으로 사료되며, 특히 vaccinia 
viral vector를 이용하는 것이 보다 높은 in vivo CTL activity
를 나타내었다. 

3. Boosting시 epitope 발현 백신 이용 

Priming시 전체 gB 단백질을 발현하는 vaccine vector를 이
용하고 boosting시 epitope gB498-505를 발현하는 vaccine vector
를 이용할 때 나타나는 in vivo CTL activity를 측정하였다. 
그 결과 priming시 gB 단백질을 발현하는 DNA vaccine, gBw 
DNA를 사용하고 boosting시 gB498-505 발현 vaccinia virus를 
이용할 때 가장 높은 in vivo CTL activity를 보여주었다 (Fig. 
3A). 다른 prime-boost 접종법들은 서로 비슷한 수준의 활성

을 보여주었고, memory stage에서 in vivo CTL activity를 측

B A 

Figure 2. In vivo CTL killing activity of C57BL/6 mice immunized with prime-boost protocols using recombinant vaccinia virus 
(VVgB498-505) and DNA vaccine (gB498-505) expressing gB498-505 epitope peptide at priming. C57BL/6 (n=6~7) were immunized i.m. with 
VVgB498-505, gB498-505 DNA, VVgBw, or gBw DNA and boosted via the same route with either gBw DNA or VVgBw. Two (A; acute phase)
and five (B; memory phase) weeks later, in vivo CTL killing activity was determined. The graphs show the average and standard deviation 
(SD) of three to four mice per experiment. 

B A 

Figure 3. In vivo CTL killing activity of C57BL/6 mice immunized with prime-boost protocols using recombinant vaccinia virus 
(VVgB498-505) and DNA vaccine (gB498-505) expressing gB498-505 epitope peptide at boosting. C57BL/6 (n=6~7) were immunized i.m. with 
either VVgBw or gBw DNA, and boosted via the same route with VVgB498-505, gB498-505 DNA, VVgBw, or gBw DNA. Two (A; acute 
phase) and five (B; memory phase) weeks later, in vivo CTL killing activity was determined. The graphs show the average and standard
deviation (SD) of three to four mice per experiment. 



6 한영우, 박성옥, 김아름, Abi G. Aleyas, Junu A. George, 윤현아, 어성국 

 

정하였을 때 약간의 변화를 관찰할 수 있었다 (Fig. 3B). 
Priming시 gBw DNA를 사용하고 boosting시 VVgB498-505를 
이용한 접종법이 여전히 가장 높은 활성을 보여주었으나, 다
른 나머지 접종법 중 priming시 VVgBw를 사용하고 boosting
시 gB498-505 DNA를 사용한 접종법이 memory stage에서 두 
번째로 높은 활성을 보여주었다. 한편, gBw DNA-VVgB498-505 
접종법을 앞서 수행한 VVgB498-505-gBw DNA 접종법과 비

교하면 2주째 (acute phase)에서는 gBw DNA-VVgB498-505 접
종법이 보다 높게 나타났지만, memory stage에서는 비슷한 
수준의 in vivo CTL activity를 보여주었다. 따라서, priming시 
또는 boosting시 epitope gB498-505 peptide를 발현하는 vaccine 
vector를 이용하는 것이 보다 높은 활성을 보여 주는 것으로 
사료되면, 특히 vaccinia viral vector를 이용하는 것이 우수한 
in vivo CTL activity를 보여주는 것으로 사료된다. 

4. Priming과 boosting시 epitope 발현 vaccine 이용 

마지막으로, priming과 boosting시 gB498-505 epitope peptide
를 발현하는 vaccine vector를 이용하였을 때 나타나는 in vivo 
CTL activity를 앞서 수행한 priming 또는 boosting시 gB498-505 
epitope 발현 vector를 이용한 접종법과 비교하였다. 그 결과 
priming시 epitope 발현 DNA vaccine, gB498-505 DNA를 이용

하고 boosting시 VVgB498-505를 이용한 접종법이 2주째에 가
장 높은 in vivo CTL activity를 나타내었다 (Fig. 4A). 다음은 
반대의 접종법 즉, VVgB498-505-gB498-505 DNA 접종법이 우수

한 in vivo activity를 나타내었다. 이와 같은 급성기의 in vivo 
CTL activity는 memory stage에서 변화가 나타났다. 따라서, 
priming시 VVgB498-505를 이용하고 boosting시 gB498-505 DNA

를 이용한 접종법이 34% 정도의 in vivo CTL activity를 보여

준 반면, 급성기에 가장 높은 활성을 보여주었던 gB498-505 
DNA-VVgB498-505 접종법은 두 번째로 높은 in vivo CTL acti- 
vity를 나타내었다 (Fig. 4B). 전체 gB 단백질 발현 vaccine 
vector를 이용한 접종법에서는 2~5% 정도의 아주 낮은 in 
vivo CTL activity를 보여주었으며 나머지 다른 접종법들은 
10~15% 정도 수준의 in vivo CTL activity를 나타내었다. 따
라서, 이와 같은 결과는 gB498-505 epitope 발현 vaccine vector
를 이용하여 prime-boost 접종에 이용할 경우 모두 priming과 
boosting시에 epitope 발현 vector를 이용하는 것이 우수한 in 
vivo CTL activity를 보여주고, vaccine vector type의 접종 순
서에 따라 CD8+ T 세포 매개성 in vivo CTL activity가 다르

게 나타날 수 있음을 의미한다. 
 

고  찰 

 
림프절에서 활성화된 CD8+ T 세포에 의한 cytotoxic acti- 

vity는 각종 바이러스 및 intracellular bacteria 등에 의한 감

염을 비롯하여 악성 종양에 대한 방어 면역 구축하는데 중
요한 적응 면역의 축을 차지한다 (28). DNA vaccine의 출현

은 각종 질병에 대한 vaccine 개발 연구에 많은 변화를 유도

하였다 (6,8). DNA vaccine의 장점중의 하나는 항원 단백질을 
이용한 vaccine과 달리 DNA vaccine에 도입된 항원에 대하

여 세포성 면역이 자연 바이러스 감염과 같이 세포 내에서 
MHC class I pathway를 거쳐 CD8+ T 세포의 활성을 유도한

다는 것이다 (6,8). 그러나, 가끔 DNA vaccine에 의하여 유도

되는 세포성 면역은 바이러스나 각종 암에 대하여 충분한 

A B 

Figure 4. In vivo CTL killing activity of C57BL/6 mice immunized with prime-boost protocols using recombinant vaccinia virus 
(VVgB498-505) and DNA vaccine (gB498-505) expressing gB498-505 epitope peptide at priming and boosting. C57BL/6 (n=6~7) were immunized
i.m. with VVgB498-505, gB498-505 DNA, VVgBw, or gBw DNA, and boosted via the same route with the alternative vaccine type. Two (A;
acute phase) and five (B; memory phase) weeks later, in vivo CTL killing activity was determined. The graphs show the average and
standard deviation (SD) of three to four mice per experiment. 
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방어 면역을 구축하는데 미흡하다는 결과들이 나오고, 특히 
영장류에 이용할 때 DNA vaccine에 의하여 유도되는 면역 
반응이 극히 저조하다는 결과를 보여주었다 (6,8). 그래서 
DNA vaccine에 의하여 유도되는 면역 반응의 특성을 변화 
시키고 증강시키기 위한 많은 노력이 이루어져 왔다 (10,11). 

최근 DNA vaccine과 다른 형태의 vaccine type, 즉 recom- 
binant vaccinia virus 또는 adenovirus와 같은 viral vector를 이
용한 prime-boost 접종법은 DNA vaccine에 의하여 유도되는 
열악한 면역 반응을 증강시키고 보다 실용적인 접근이 가능

해졌다 (3,13,18). 이와 같은 prime-boost 접종법은 근육주사

로 DNA vaccine을 priming시 이용하고, boosting시 다른 형
태의 vaccine, 즉 recombinant vaccinia virus를 이용한 접종법

이 가장 우수한 세포성 면역 반응을 유도할 수 있음이 밝혀

졌다 (5,12,19,21). 그러나, 이와 같은 접종법을 비강 투여와 
같은 점막 조직에 적용하면 systemic immunity와 mucosal 
immunity를 동시 유도할 수 있지만 가장 강력한 면역 반응

을 유도하기 위해서는 primnig시 DNA vaccine의 근육주사와

는 다른 recombinant vaccinia virus를 이용하여야 한다는 것
이다 (3). 

또한, 본 연구에서도 이와 같은 prime-boost 접종법에 항

원을 HSV-1의 gB498-505 epitope만을 발현하는 vaccine vector
를 적용하였다. 그 결과 이전에 발표된 prime-boost 접종법과

는 다른 결과를 얻을 수 있었다. 첫 번째는 priming과 boos- 
ting시 gB498-505 epitope peptide 발현 vaccine vector를 모두 이
용할 경우 vaccinia viral vector를 priming시 사용하고, boos- 
ting시 사용하여야 가장 우수한 in vivo CTL activity를 얻을 
수 있었다. 이런 prime-boost 접종법은 기존에 발표된 결과와

는 반대의 prime-boost 접종법을 보여 주는 것으로 사료된다 
(3). 또한, 그와 같은 prime-boost 접종법은 memory stage에
서도 가장 우수한 gB498-505 epitope 특이 in vivo activity를 보
여 주었다. 두 번째는 priming 또는 boosting시 gB498-505 epi- 
tope 발현 vaccine vector를 한번만 이용할 경우에는 gB498-505 
epitope 발현 recombinant vaccinia virus (VVgB498-505)를 이용

한 것이 gB498-505 epitope 발현 DNA vaccine을 이용하는 것보

다 우수한 in vivo activity를 얻을 수 있었다. 이와 같은 결과

는 기존의 priming시 DNA vaccine에 의하여 유도되는 일차 
면역 반응의 특성이 boosting시 사용되는 viral vector에 의하

여 증강되어 보다 우수한 반응이 유도됨으로써, DNA vaccine
에 의하여 유도된 일차 면역 반응의 질적 우수성에 대한 보
고들과는 다르게 나타난 것으로 보다 심도 있는 결과들이 
모아져야 할 것으로 사료된다. 

CD8+ T 세포에 의한 면역 반응을 분석하기 위한 방법 중 
자극된 항원 특이 CD8+ T 세포로부터 생산되는 IFN-γ, TNF-α
의 세포내 축적을 유세포 분석을 이용한 intracellular cytokine 

staining법과 MHC class I tetramer를 이용한 염색법, 51Cr를 
이용한 CTL activity 측정법 등이 사용되어 지고 있다 (3,16). 
이러한, 방법들은 모두 면역화된 실험동물이나 사람으로부

터 얻은 면역세포를 자극하거나 시험관 배양함으로써 분석

되는 ex vivo/in vitro 분석법으로 생체 내에서의 직접적인 항
원 특이 CD8+ T 세포 매개성 면역 활성을 보여주는데 미흡

하다고 사료된다. 생화학적 기술의 발달로 MHC class I에 결
합하는 CD8+ T 세포의 epitope peptide 아미노산 서열이 밝혀

지면서 보다 정교한 CD8+ T 세포에 대한 분석법이 이루어지

고 있다 (14,25). 본 연구 논문에서 이용한 형광물질 CFSE
와 gB498-505 epitope peptide를 이용한 in vivo CTL response는 
생체 내에서 특이적으로 유도됨을 알 수 있고, 항원 특이 
CD8+ T 세포 매개성 면역 반응의 기능을 직접적으로 반영할 
수 있는 분석법으로 여겨진다. 

51Cr을 이용한 in vitro CTL activity 측정 및 intracellular 
cytokine staining, MHC class I tetramer 분석법을 이용하여 
gB498-505 epitope peptide 발현 vaccine vector를 이용한 prime-
boost 접종 후의 CD8+ T 세포 매개성 면역 반응이 분석된 연
구에서 priming시 VVgBw를 이용하고 boosting시 VVgB498-505

를 이용하였을 때 가장 우수한 CD8+ T 세포 반응을 보여주

는 것으로 나타났다 (16). 이러한 결과는 본 연구와 다소 다
르게 나타난 것으로 ex vivo/in vitro 분석법과 in vivo CTL 
activity 측정에서 도출되는 결과들이 다르게 반영될 수 있음

을 보여주는 것으로 사료된다. 여기서 이용한 in vivo CTL 
killing 활성 측정과 면역화된 실험동물로부터 얻어진 CD8+ 
T 세포 매개성 반응 intracellular cytokine staining 및 MHC 
class I tetramer 염색법과의 보다 심도 있는 관련성들이 이루

어져야 할 것으로 사료된다. 
본 연구에서 도출된 결론은 epitope 발현 vaccine vector를 

이용한 prime-boost 접종시 사용되는 vaccine vector type에 
따라 나타나는 CD8+ T 세포 매개성 면역 반응이 다르게 나
타날 수 있음을 의미하고, 그러한 CD8+ T 세포 매개성 면역 
활성을 강력하게 유도하기 위해서는 접종 순서를 주의 깊게 
고려하여야 할 것으로 여겨진다. 이러한 결과들은 CD8+ T 
세포 특이 epitope 발현 vaccine vector를 이용한 최적의 
prime-boost 접종법을 확립하는데 도움을 줄 것이다. 
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