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  Objective: To determine phenotypic and functional characteristics of memory B cells in 
patients with systemic lupus erythematosus (SLE). 
  Methods: The percentage of memory B cell subsets in peripheral blood mononuclear cells 
(PBMC) from normal control (n=11), inactive (n=15) and active (n=10) SLE patients was 
determined by Fluorescence Activated Cell Sorter (FACS). In addition, the activation status of 
memory B cells was measured by the surface expression of CD86 (B7-2). The production of 
antibodies to chromatin and dsDNA (IgG and IgM type) by isolated memory B cell subsets was 
examined by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). 
  Results: In this study, we analyzed 2 subtypes of memory B cells: FSC (Forward Side Scat-
ter)low and FSChigh memory B cell. The percentage of both subtypes from active and inactive 
SLE patients was significantly reduced compared to that of normal controls (p＜0.01). In addition, 
the expression of activation markers, CD86 on FSChigh memory B cells from active SLE patients 
was higher than those of inactive SLE patients and normal controls (p=0.014). Upon stimulation 
with CpG and IL-15 in vitro for 8 days, isolated FSChigh memory B cells from active SLE patients 
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revealed augmented production of autoantibodies to chromatin and dsDNA. 
  Conclusion: Our results suggest that abnormally activated FSChigh memory B cells from active 
SLE patients might be involved in spontaneous production of autoantibodies and induce transition 
from inactive to active phase of the patients.

  Key Words: Systemic lupus erythematosus, Anti nuclear autoantibodies, Memory B cell 
CD86 (B7-2), CPG

서      론

  전신홍반루푸스(systemic lupus erythematosus, SLE)

는 대표적 자가 면역질환으로 환자의 혈액에서는 다

량의 자가 항핵항체(antinuclear antibody, ANA)가 나

타나 질환 활성과 관련 있는 것으로 밝혀졌으나 아

직까지 이 자가 항핵항체의 발생기전에 대해서는 정

확하게 규명이 되지 않은 상태이다 (1,2).

  대표적인 자가 항핵항체인 anti-dsDNA antibodies IgG 

아형의 경우, 염기서열 분석을 통해서 heavy chain 

complementarity determining region (HCDR) 부위에 

체세포 돌연변이의 비율이 높다는 것이 알려져 있다 

(3). 이 변이를 통해서 dsDNA에 대한 결합력이 증가

하며, 배선염기서열로 복귀되었을 때 dsDNA에 대한 

결합력이 감소되는 연구 결과가 발표되면서, anti ds-

DNA 자가항체는 non-dsDNA 반응(reactive) B 세포가 

체세포 돌연변이와 항원 추진 선택을 통해서 생성될 

것이라고 추론되고 있다 (4-7).

  체세포 돌연변이와 항원 추진 선택은 이차 림프계 

기관의 배중심(germinal center)에서 이루어지고 선택 

되어진 배중심 B 세포, 중심세포(centrocyte) (CD19+ 

CD27󰠏CD38+)는 기억(Memory) B 세포(CD19+CD27+)

나 항체를 분비하는 장기생존 형질세포(plasma cell) 

(CD19+CD27++)로 분화된다고 알려져 있다 (8). 그러

나 배중심 B 세포가 어떤 기전에 의해 기억 B 세포 

혹은 형질세포로의 분화가 결정되는지에 관해서는 

아직 정확하게 알려져 있지 않다. 또한 기억 B 세포

가 형질세포로 분화되는데 필요한 전사인자(transc-

ription factor)는 시험관 내(in vitro) 실험을 통해서 

밝혀졌지만 분화유발 인자와 분화기전에 관해서는 

정확히 알려져 있지 않고 다만 존속하는 항원이나 

사이토카인 수용체 혹은 toll-like receptor (TLR)를 통

한 신호에 의해 유발될 것이라고 추론되고 있다 

(9,10). 

  SLE 환자의 말초혈액 단핵세포에는 CD27+ B 세

포의 비율, 특히 CD27++ 형질세포의 비율이 질병의 

활성도와 비례하여 증가되어 있음이 알려져 있다 

(11,12). 이는 기억 B 세포가 형질세포로 분화가 촉

진됨이 그 원인 중의 하나일거라고 가정하고 자가항

체 생성과 활동성(active) 기억B세포의 상관관계에 관

한 연구가 진행되고 있다. 최근 전신성경화증 (SSc)

환자 기억 B 세포의 경우 CD80 (B7.1)+ 기억 B 세포

수가 증가되어 있으며, 생체 외 자극에 의해서 정상

인보다 2.5배 이상의 IgG를 분비함이 알려졌다 (13). 

하지만 자가항체 분비에는 차이가 없는 것으로 확인

됨으로써 자가반응 기억 B세포가 항체 생성세포로

의 분화에는 비 자가반응 기억 B 세포와는 다른 요

소가 작용할 것이라는 추론이 가능하다. 

  본 연구에서는 자가반응 기억 B 세포 특이적인 

분화요소를 규명하기 위한 전 단계로서, SLE 환자와 

정상인의 말초혈액 단핵 기억 B 세포의 표현형과 

생체 외에서의 자가항체 생성을 비교 분석하였다. 

대상 및 방법

1. 대상

  본 연구는 강남성모병원 류마티스 연구센터에서 

1997년에 개정된 미국 류마티스 학회(American Coll-

ege of Rheumatology, ACR)의 SLE 분류 기준을 4가

지 이상 만족시키는 25명의 환자를 대상으로 진행되

었다. 연구 대상이 된 환자는 모두 여자였고 연령은 

34.1±7.9 (mean±SD)세였다. 건강 대조군은 의료종사

자중 최근의 건강검진에서 정상으로 판명된 11명의 

자원자로 모두 여자이며 연령은 30±5.7 (mean±SD)

세였다. 본 연구는 가톨릭 중앙의료원 강남 성모병

원 임상연구관리 규정과 헬싱키 선언을 준수하여 시

행하였다. 환자 군은 채혈 당시에 SLE 질병 활성도
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Fig. 1. Frequency of B cell subsets in human PBMC CD19+, CD27󰠏 naïve B cells, CD19+, CD27+ memory B cell, 

and CD19
low

, CD27++ plasma cells were determined in patients with active and inactive SLE and in healthy 

controls by flow cytometric analysis using 2 different gates; Lymphocyte gate (FSC
low

) and monocyte gate 

(FSC
high

).

(SLE Disease Activity Index, SLEDAI)를 측정하였고, 

복용 약물의 종류를 기록하였다 (14). SLEDAI 측정

값이 8점 이상을 활동성군으로(n=10), 8점 이하를 비

활동성군으로(n=15) 분류하였다.

2. 세포 분리

  말초혈액 단핵세포는 다음과 같이 분리하였다. 헤

파린을 처리한 주사기로 혈액을 phosphate-buffered 

saline (PBS, Gibco BRL. Carslbad, CA)와 1 : 1로 섞어 

Ficoll (Amercham Bioscience, Burkinghamshire, England)

과 1 : 4의 비율로 Ficoll층에 섞이지 않게 조심스럽

게 50mL tube에 천천히 띄운 다음 혈액을 20
o
C의 

2,000 rpm에서 30분간 원심 분리하였다. Buffy Coat 

층만을 따서 새 용기에 옮긴 후 PBS로 세척하였다. 

말초혈액 단핵세포의 FSC
high

와 FSC
low

세포는 FACs 

Ventage (Becton Dickinson, San Jose, CA)로 분리하였

다. 세포를 anti-CD19 PE Cy5 (Pharmingen San Diego, 

CA)와 anti-CD27 FITC (Pharmingen, San Diego, CA), 

anti-CD86 PE (Pharmingen. San Diego. CA) 항체로 

4
o
C에서 30분간 염색하고 PBS (Gibco BRL. Carlsbad, 

CA)로 2번 씻어준 후 10% 우태아 혈청이 포함된 

RPMI1640 (Gibco BRL. Carlsbad, CA)에 다시 부유 

시켜서 분리 분석하였다. 

3. 세포 자극 및 배양

  유세포 분석기(FACs Ventage)로 분리해서 얻은 

FSC
high

와 FSC
low

 세포는 3×10
4
개 세포 수를 맞추어 

10% 우태아 혈청이 포함된 RPMI1640 세포 배양액

과 함께 CpG2006 (Invivogen, San Diego, CA) 2.5μg/ 

mL와 IL-15 (R&D Systems, Minneapolis, MN) 10μg/ 

mL와 함께 자극하여 8일 동안 37
o
C 5% CO2 배양기

에서 배양하였다.

4. 자가항체 측정

  FSChigh 세포와 FSClow 세포를 IL-15과 CPG로 자

극하고 8일간 배양하고 난 후 그 상층액에서 항 chro-

matin 항체(chromatin IgG, chromatin IgM), dsDNA IgG 

및 ds DNA IgM의 농도를 ELISA 법으로 측정하였

다. 항 Chromatin 항체의 ELISA 측정 방법은 다음과 

같다. dsDNA (Sigma Chemical. Co.)를 50μg/ mL 농

도로 PBS에 희석하여 96 well Immuno plates (Dyna-

tech Laboratories. Chantily, Virginia, USA)에 도포한 
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Table 2. Frequency of memory B cells from healthy, 

inactive SLE and active SLE

FSC
low

CD27+CD19+ FSC
high

CD27+CD19+

/FSClowCD19+cells /FSChighCD19+cells

Healthy (n=11) 29.23±8.24*,** 54.48±9.70*,**

Inactive SLE (n=15) 17.56±12.49*** 35.09±10.22
†

Active SLE (n=10) 15.20±9.67 21.54±13.79

*Significant difference between healthy and inactive SLE 

(p＜0.01), **Significant difference between healthy and 

active SLE (p=0.002), ***No significant difference 

between inactive and active SLE (p=0.601), 
†

Significant 

difference between inactive and active SLE (p=0.018)

Table 1. Frequency of plasma cells from healthy, inactive 

SLE and active SLE

FSC
low

CD27++CD19
low

FSC
high

CD27++CD19
low

/FSC
low

CD19+cells /FSC
high

CD19+cells

Healthy (n=11) 0.43±0.33*,** 13.40±7.39*,***

Inactive SLE (n=15) 1.38±1.38
†

26.27±14.85
‡

Active SLE (n=10) 5.82±8.13 59.93±20.58

*Significant difference between healthy and inactive 

SLE(p＜0.01), **No Significant difference between heal-

thy and active SLE (p=0.065), ***Significant difference 

between healthy and active SLE (p＜0.001), 
†

Nosignifi-

cant difference between inactive and active SLE (p= 

0.119), 
‡

Significant difference between inactive and 

active SLE (p＜0.001)

다음 4
o
C에서 18시간 방치하였다. 도포된 용액을 제

거한 후 비 특이적인 결합을 억제하기 위해 3% 

PBS에 0.1% bovine serum albumin (BSA; Amresco, 

Solon, OH)이 포함된 용액을 200μL씩 넣고 2시간 

실온에서 방치 시킨다. 항 chromatin 항체를 측정하

기 위해서 FSC
high

와 FSC
low

 세포를 배양하여 얻은 

상층액을 1 : 5 비율로 희석하여, 샘플을 well당 50

μL씩 넣고 실온에서 2시간 동안 반응시켰다. 그리

고 PBS로 3번 세척후, 검출항체 alkaline phosphatase- 

conjugated 항-human IgG와 IgM (Jackson Immuno-

Reserch Laboratories Inc, West Grove, Pensylvania, USA)

를 도포한 후 실온에서 2시간 동안 반응 시킨다. 기

질로는 Para-nitrophenyl phosphate를 사용 하였고 405 

nm에서 흡광도로 측정하였다.

5. 통계적 유의성의 검증

  실험 결과는 평균±표준오차로 표현하였으며, SPSS 

통계 프로그램(version 10.0)을 사용하였다. 정상인과 

환자군의 평균비교는 Mann-Whitney test 와 질병 활

성도, 항체 역가등과의 상관관계는 Spearman 상관 

계수를 이용하였으며, p값이 0.05 이하일 때 통계적

으로 유의 하다고 분석하였다.

결      과

1. CD19
+
 CD27

+
 기억 B 세포 아형 분석

  기억 B 세포가 naïve B 세포에 비해 세포의 사이

즈가 커져 있기 때문에 일반적인 lymphocyte 구획 

(FSC
low

)과 monocyte 구획 (FSC
high

)에서 CD19+CD27+ 

기억 B 세포의 빈도를 각 구획의 CD19+ B 세포에 

대한 %로 분석하였다 (11)(그림 1). Odendahl 등 (15)

의 결과와 유사하게 활동성 SLE 환자의 말초혈액 

단핵세포는 항체생성세포의 빈도가 비정상적으로 증

가된 것을 관찰할 수 있었다 (표 1). 기억 B 세포의 

경우, 그와 반대로 활동성과 비활동성 환자 모두에

서 정상인에 비해 감소되어 있음이 관찰되었다(표 

2). 특히 활동성 환자의 FSC
high

 기억 B 세포의 경우 

정상인 (p＜0.01)에 비해 현저히 감소했으며 비활동

성 환자의 경우와 비교할 때에도 뚜렷이 감소되어 

있었다(p=0.018).

2. 활동성 SLE 환자의 FSChigh 기억 B세포에서 

CD86 발현 증가

  기억 B 세포의 빈도가 비활동성 SLE 환자에 비해

서 활동성 환자에서 감소되어 있고 항체생성세포가 

현저하게 증가해 있는 사실을 근거로 하여 활성화된 

FSC
high

 기억 B 세포가 항체생성세포로 활성 촉진됨

을 가정할 수 있다. 그리하여 FSC
low

 기억 B 세포와 

FSC
high

 기억 B 세포 각각의 활성 표지(activation 

marker)인 CD86 (B7-2)의 발현정도를 유세포분석기

로 비교 분석하였다(그림 2A, B).

  정상인과 비활동성 환자의 경우는 FSC
low

 기억 B 

세포와 FSC
high

 기억 B 세포의 CD86 발현 정도에는 

서로 차이가 없었으나 활동성 환자의 FSC
high

 B세포

에서 CD86 발현이 뚜렷이 증가되어 있음이 관찰되

었다.
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Fig. 2A. CD86 expression on the memory , naïve and plasma cells from normal control and inactive lupus patients. 

one of three independent experiments is shown.

3. SLE 환자의 FSChigh 기억 B세포에서 anti-chro-

matin과 anti-dsDNA 항체 생성의 증가

  항핵항체의 표적항원은 알려져 있지만 이 항원이 

실제로 항핵항체 생성을 유발하는 인자인지는 알려

져 있지 않다. 인간 기억 B 세포는 항원 특이적인 T 

세포 도움과 상관없이 CpG 혹은 CpG와 인터루킨 

15 동시 자극에 의해서 항체를 생성한다 (10). 

FSC
high

 기억 B 세포가 자가항체를 분비할 수 있는

지를 알아보기 위해 말초혈액 단핵세포에서 분리한 

FSChigh 기억 B 세포를 생체 외에서 CpG와 IL-15으

로 8일 동안 자극 후 자가항체 생성을 ELISA로 측

정 하였다(그림 3).

  활동성 환자의 FSChigh 기억 B 세포는 정상인과 

비활동성 환자에 비해 IgM형과 IgG형 anti-dsDNA 

항체와 anti-chromatin 항체의 역가가 높은 경향을 보

였으나 통계적 유의성은 없었다. 

고      찰

  정상인의 경우, 자가항체를 분비하는 자가반응

(autoreactive) B 세포는 중심 관용 메카니즘(central 

tolerance mechanism)에 의해 말초에 도달하기 전에 

여러 check point에서 대부분 제거되지만, 배중심 상

호작용을 통해서 새롭게 생성될 가능성이 있다 (4). 

대표적인 자가 항체인 anti-dsDNA 항체의 heavy 

chain complementarity determining region에 발견되는 

체세포 돌연변이는 자가반응 B 세포가 배중심에서 

새로 발생했을 가능성을 보여주고 있다 (4). 하지만 

배중심을 통해서 새롭게 생성된 자가반응 B 세포 

제거 기전에 대해서는 알려진 바가 없다. 최근 SLE 

환자의 기억 B 세포의 이상이 알려지면서 기억 B 

세포에서 형질세포로의 분화과정이 자가반응 B 세

포의 검색 및 제거표적지점으로 연구되고 있다 (15). 

  본 연구에서는 인간 말초혈액 단핵 기억 B 세포
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Fig. 2B. CD86 expression on the memory, naïve and plasma cells from normal control and active lupus patients. one 

of three independent experiments is shown.

Fig. 3. Autoantibody production by FSC
high

 memory B 

cells stimulated with CpG and IL-15 for 8 days 

in vitro each histogram shows the mean results 

obtained from each group. *(normal healthy supe-

rnatant).

를 세포 크기에 따라 2개의 아형(FSC
high

 기억 B 세

포와 FSC
low

 기억 B 세포)으로 나누고 각각의 빈도

율을 정상인과 SLE 환자에서 비교 분석하였다. SLE 

환자의 경우는 정상인에 비해 두가지 아형의 기억 

세포 빈도율이 모두 감소 하는 것을 관찰하였다.

  본 연구결과와 다르게 Odendahl 등 (15)의 연구결

과에 따르면, SLE 환자의 특징인 림프구 감소증이 

기억 B 세포 개체 보다 naïve B 세포에서 더 현저하

게 나타나기 때문에 상대적으로 기억 B 세포의 빈

도율이 증가하고, 면역억제 치료(immunosuppressive 

therapy)에 반응하여 기억 B 세포의 반응성이 naïve 

B 세포의 반응성에 비해 감소 되어 있어 상대적으

로 naïve B 세포 보다는 기억 B 세포의 숫자가 증가

되어 있다고 보고 되었다. Odendahl 그룹의 고찰에

서 언급 한대로 면역 억제 치료를 전혀 하지 않은 

환자의 경우, 특히 활성 환자의 경우에 기억 B 세포

의 감소율이 더 현저하게 나타나는 것을 우리 실험

결과에서도 확인할 수 있었다. 따라서 우리 결과와 
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Odendahl의 결과와의 차이는 결국 환자의 면역억제 

치료제의 투약 정도나 유무에 의한 차이라고 보여진

다. 하지만 면역억제제가 기억 B 세포의 활성에 미

치는 연구보고가 없으므로, 앞으로의 연구에서는 가

능한 면역 억제제를 복용하지 않은 환자군도 포함한 

실험군이 추가되어야 할 것 이다. 그러나 항체 생성 

세포의 경우 Odendahl의 보고와 같이 SLE 환자에게

서 현저히 증가되는 현상을 확인할 수 있었다. 

  우리는 활동성 환자의 기억 B 세포 빈도율이 비

활동성 환자의 경우에 비해 감소되어 있는 원인으로

서 현재까지 알려지지 않은 원인이 있을 것을 생각

하고 기억 B 세포가 활성화 되고, 항체생성세포로 

분화 됨으로써 상대적으로 감소될 것이라고 가정해 

보았다.

  이러한 가정에 따라 기억 B 세포의 활성도 상태

를 B 세포 활성 지표 중 하나인 CD86 발현 정도를 

가지고 분석했을 때, 활동성 환자의 기억 B 세포, 

특히 FSC
high

 기억 B 세포에서 그 발현이 증가되어 

있었다. 이 결과로는 활성환자의 FSC
high

 기억 B 세

포가 활성화 되어있음을 확인할 수 있었다. 하지만 

이러한 결과만으로 이 활성화 상태가 직접적으로 형

질세포로의 분화를 촉진하는지는 알 수 없다. 그러

나 활동성 환자의 FSC
high

 기억 B 세포가 항원 비 

특이적인 생체 외 자극에 의해서 비활동성 환자나 

정상인에 비해서 더 많은 양의 자가항체(anti-dsDNA, 

anti chromatin antibody)를 분비하는 사실로 활성화된 

기억 B 세포는 외부자극에 의해서 쉽게 항체생성 

세포로 전환되는 것 같다. 이런 사실로 보아 SLE 환

자의 기억 B 세포는 어떤 원인에 의해 세포가 활성

화 되고 형질 세포로 분화되어 자가항체를 분비하고 

그 결과로 환자의 상태가 활성상태로 전환되는데 기

여할 것이라고 가정할 수 있다. 하지만 환자의 질병

활성도가(활동성과 비활동성) 자가 항체의 혈중 존

재 정도와 항상 비례하지 않고, SLE의 임상적 특성

과 자가항체와의 연관성이 불분명하므로 SLE 발병

에 미치는 활성 기억 B 세포의 역할을 규명하기 위

해서는 더 많은 연구가 필요하다.

결      론

  활동성 SLE 환자의 말초혈액에 존재하는 FSC
high

 

기억 B 세포는 정상인이나 비활동성 환자의 세포군

들과 비교할 때 B 세포 활성 표지자인 CD86을 더 

많이 발현하고 있다. 그리고 항원 비특이성 자극에 

의해서도 많은 양의 자가항체가 형성됨을 관찰하였

다. 이런 결과는 말초에서 자가면역 반응의 기전을 

밝히고 활성 SLE 환자의 병인을 규명하는 기초 자

료가 될 것이다. 
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