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  Objective: Indoleamine 2, 3-dioxygenase (IDO), an immuno suppression enzyme, is one of 
the initial and rate-limiting enzymes involved in the catabolism of the essential amino acid 
tryptophan. IDO inhibits T cell proliferation, induces T cell apoptosis, and plays a fundamental 
role in autoimmunity and allergy. We investigated which subtype of dendritic cells (DCs) is 
involved in IDO expression and the generation of regulatory T cells during the induction of oral 
tolerance in type II collagen-induced arthritis (CIA). 
  Methods: Type II Collagen was fed to DBA/1J mice before immunization. Changes in DC 
subtypes and induction of regulatory T cell in orally tolerized CIA mice were analyzed. Whether 
the effect of DC subtype was modulated by the IDO expression, was determined by flow 
cytometry (FACs) and confocal microscopy. 
  Results: IDO expression of CD11c＋ DCs was higher in orally tolerized CIA mice than in 
non-tolerized CIA mice. CD11b＋ DCs of the CD11c＋DCs, subtype was higher in the induction 
of in IDO expression. Our data suggest that these IDO expressing DCs of oral tolerized mice 
suppressed type II collagen-specific T cell proliferation and favored the differentiation of naïve 
CD4＋ T cells into regulatory T cells. Especially, CD11c＋CD11b＋ DCs expressed IDO, which 
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is known to be associated with regulatory T cell induction. 
  Conclusion: We observed that oral tolerance induced the increase in IDO-expressing CD11c＋

CD11b＋ DCs, which appeared to induce regulatory T cells. IDO-expressing CD11c＋CD11b＋ 
DCs are involved in oral tolerance, which may provide a new therapeutic approach for the 
treatment of rheumatoid arthritis.

  Key Words: CD11c＋CD11b＋ dendritic cells, Indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO), Oral 
tolerance, Regulatory T cell, Autoimmune arthritis

서      론

  경구관용이란 소화기를 통하여 체내로 들어 온 항

원에 대한 면역 반응이 억제되는 현상을 일컫는다. 

류마티스관절염의 경우 제2형 콜라겐을 경구 투여하

면 관절의 염증이 완화되는 치료 효과를 얻을 수 있

다 (1,2). 그러나 아직 경구 유도 기전이 확실하게 

밝혀져 있지 않다 (3). 현재 경구관용기전 연구에서 

키뉴레닌 대사 경로(Kynurenine metabolic pathway)를 

통한 트립토판 이화작용에 관련하여 주목하고 있다. 

이런 경로를 통해 트립토판을 분해하는 효소인 in-

doleamine 2,3-dioxygenase (IDO)는 트립토판 경로 기

전에 의한 부산물인 키뉴레닌을 생성하여 T세포 증

식이 억제되고 세포사멸을 유도하여 면역관용을 매

개하는 것으로 알려져 있다 (4-6). 이런 경로를 통해 

트립토판을 분해하는 효소인 IDO는 면역계를 포함

하는 많은 세포에서 발견되고 있다. 이전 보고에 따

르면 IDO의 발현을 억제시키면 태아에 대해 거부반

응을 일으키는데 (7), 이것은 트립토판의 분해과정이 

면역관용 유지에 있어 필수적이라는 것을 시사한다. 

  수지상세포(dendritic cells, DCs)는 가장 강력한 항

원 전달세포로써 그들의 위치, 성숙도, 활성 상태, 

아형에 따라 일부는 T세포 활성인자로 작용하고 일

부는 말초 T세포 관용을 유도한다 (8-13). 수지상세

포에서 발현된 IDO는 T세포의 증식과 생존에 영향

을 미친다. 사람과 마우스의 수지상세포에서 발현되

는 IDO는 조절성 표현형을 갖는 T세포의 분화를 유

도한다 (5,14,15). 우리는 이전 보고에서 경구관용이 

유도된 마우스의 파이어 소절 내 CD11c
＋

CD11b
＋

 수

지상세포는 IL-10의 분비를 증가시키고, 조절성 T세

포의 분화를 유도할 뿐만 아니라 CD11c＋CD11b＋ 수

지상세포를 관절염 유도 마우스에 입양 전이하였을 

때 관절염을 현저히 억제함을 관찰한 바 있다 (16). 

마우스의 CD8α＋ 수지상세포에서 발현되는 IDO가 

종양항원에 대한 지연성 과민반응(DTH)을 억제한다고 

보고되었다 (17). 또한 Mellor 등은 CpG oligonucleo-

tide를 생체 내로 주입하였을 때, 비장세포내 CD19＋ 

수지상세포에서 IDO 발현이 유도되고 IDO에 의존적

인 면역 조절 기능을 갖는다고 보고하였다 (18). 

Puccetti 등은 IDO를 발현하는 plasmacytoid 수지상세

포가 염증과 관용을 조절하는 중요한 역할을 한다고 

보고하였다 (19). 그러나 경구관용이 유도된 관절염 

마우스 모델에서 특정 수지상세포가 이러한 IDO를 

발현하는지 조사가 필요하며, 이러한 IDO를 발현하

는 특정 수지상세포가 효과 T세포와 면역조절 T세

포를 조절하는지에 대한 연구가 필요하다. 면역관용

의 기전을 규명하는데 있어서, IDO에 의해 T세포 

증식을 억제시키는 트립토판 기전을 이용하여, 본 

연구에서는 제2형 콜라겐으로 경구관용을 유도한 관

절염 모델 마우스의 CD11c
＋

CD11b
＋

 수지상세포에서 

IDO 발현이 증가되었고 또한 그것은 type II collagen 

(CII)에 특이적인 효과 T세포증식 반응을 억제함과 

동시에 면역 조절 T세포의 생성을 유도하는데 관여

함으로써 면역관용을 매개하는데 중요한 역할을 수

행하고 있음을 관찰하였다. 이러한 결과를 통해 관

절염의 치료모델인 경구관용모델에서 경구면역관용 

기전규명에 접근할 것을 기대한다.

대상 및 방법

1. DBA/1J 마우스의 경구관용 유도

  7주령의 DBA/1J 마우스(SLC Inc. Shizoka, Japan)에 

2주간 이틀에 한 번씩 0.05 N 아세트산에 4 mg/ml으

로 녹인 bovine CII을 100 μg/100 μl씩 경구투여하

였다. 대조군으로 사용되는 DBA/1J 마우스에는 
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phosphate- buffered saline (PBS; Gibco, Gaitherburg, 

MD)를 투여하였다.

2. 관절염 유도와 관절염의 평가

  경구 투여를 마친 후, type II collagen-induced ar-

thritis (CIA) 유도는 CII 100 g을 Complete Freund’s 

Adjuvant (CFA; Arthrogen-CIA, Redmond, WA) 와 

1：1 (w/v) 비율로 혼합하여 꼬리에 피하주사 하였

다. 2주후에 CII 100 g을 Adjuvant incomplete Freund 

(IFA; DIFCO, Detroit, Michigan) 와 1：1 (v/v)비율로 

혼합하여 뒷다리 족근골(metatarsal)에 피하주사하였

다. 관절염의 평가는 Rosoliniec 등에 의한 평균 관절

염지수(mean arthritic index) (20)에 기준하여, 꼬리에 

주사한 시점으로부터 8주까지 일주일에 3회씩 실시

하였고, 평가자료는 실험과 관계없는 3인이 작성하

였다. 마우스마다 주사한 뒷다리를 제외한 나머지 

세 개의 다리에서 다음과 같은 척도에 준한 점수를 

합한 평균치를 얻고, 또다시 세 명의 평가자의 점수

를 합하여 평균점수를 얻었다.

 ㆍ0점: 부종이나 종창이 없다.

 ㆍ1점: 발 또는 발목관절에 국한된 경한 부종과 발적

 ㆍ2점: 발목관절에서 족근골에 걸친 경한 부종과 

발적

 ㆍ3점: 발목관절에서 족근골에 걸친 중등도의 부종

과 발적

 ㆍ4점: 발목에서 다리전체에 걸쳐 부종과 발적이 

있고 관절경직이 나타난 경우

3. 관절 조직 염색

  2차 면역유도주사를 하지 않은 뒷다리를 제거하

여 피부조직을 벗겨냈다. 관절조직은 4% parafor-

maldehyde가 포함된 PBS 용액에 담그고 4℃에서 1일

간 방치하였다. 그 다음, 조직을 10% ethylenediamine-

tetraacetic acid (EDTA; Amresco, Solon, Ohio)가 포함

된 증류수에 담그고 1개월동안 탈회시킨 다음 파라

핀으로 포매하였다. 절편의 두께는 7 μm로 하였고 

이를 탈파라핀, 재함수 과정에 이어 헤마토실린과 

에오신으로 염색하였다.

4. T세포 증식반응

  CIA 유도 5주째에 비장을 적출하였다, 적출한 비장

은 PBS 용액으로 2회 세척 후 가위로 잘게 자르고, 

이를 Cell strainer (BD Falcon, Bedford, MA)에 통과

시켰다. 4
o
C에서 1,300 rpm으로 5분간 원심분리 후 

상층액을 제거한 비장 세포들 중에서, 적혈구는 적

혈구용해 용액(2.06% Tris와 0.83% NH4Cl이 1：9로 

섞음)과 실온에서 20분간 반응시킨 후 제거하였다. 

제거 후 세포층을 10% 우태아혈청이 포함된 RPMI1640 

(Gibco) 배지에 재부유시켰다. T세포를 분리하기 위해 

anti mouse CD4 microbead (Miltenyi biotec, Bergisch 

Gladbach, Germany)와 4oC에서 15 분간 반응시킨 후 

1% BSA, 2 mM EDTA (Amresco) 가 포함된 PBS 용

액(pH7.4)으로 세척하였다. 그것을 column (Miltenyi 

biotec)에 통과시켜 CD4＋ T세포를 얻었다. 항원제시

세포만을 얻기위해서, T세포는 Mouse pan T cell iso-

lation kit (Miltenyi biotec)와 4
o
C에서 15분간 반응시

킨 뒤 앞에서와 같은 방법으로 column에 통과시킨 

후 T세포를 제거하였다. 항원제시세포는 스스로 증

식하지 못하게 하고 CD4
＋ 

T세포에 항원제시기능만 

갖게 하기 위해 5,000 rad 에서 방사선 조사 하였다. 

위와 같은 방법으로 경구관용 유도군과 관절염 유도

군의 비장세포에서 anti CD11c microbead (Miltenyi 

biotec)를 이용하여 수지상세포를 분리하였다. CD11c
＋

CD11b
＋

 수지상세포를 분리하기 위해 앞에서 분리

한 수지상세포에 anti-CD11c FITC 항체(Pharmingen, 

San Diego, CA)와 anti-CD11b PerCP 항체(Pharmingen)

를 넣고 4
o
C에서 15 분간 반응시키고 PBS로 씻어 준 

다음 FACs Ventage (Becton Dickinson, San Diego, 

CA)로 분리하였다. 앞서 얻은 CD4＋ T세포와 항원제

시세포를 각각 1×10
5
 cell/well씩 넣고 경구관용 유도

군과 대조군인 관절염 유도군의 CD11c
＋

 또는 

CD11c＋CD11b＋ 수지상세포를 1×104 cell/well씩 넣

은 후 CII 40 μg/ml으로 자극하여 3일간 공조배양하

였다. 그리고 IDO의 억제제인 1-methyl tryptophan 

(1-MT, Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo) 200 μM를 자극

제 사용하기 2시간 전에 처리하였다. 배양종료 18시

간 전에 
3
H-thymidine (NEN, Boston, MA)을 well당 

1.0 Ci씩 넣어 주었다. 배양이 끝난 세포를 수집한 

후 Beta counter (Packard Instrument Co., Downers 

Grove, IL)로 동위원소 양을 측정하였다. 
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Fig. 1. Supression of arthritis development in tolerized CIA mice. (A) Severity of arthritis was recorded as the mean 

arthritic index on a 0 to 4 scale according to the following criteria: 0=no edema or swelling, 1=slight edema 

and erythema limited to the foot or ankle, 2=slight edema and erythema from the ankle to the tarsal bone, 

3=moderate edema and erythema from the ankle to the tarsal bone, and 4=edema and erythema from the ankle 

to the entire leg. The sum of the values from three legs, excluding the hind leg into which CII-incomplete 

Freund's adjuvant was injected, were determined and divided by three to obtain an average. The final value 

represents the average recorded by three independent observers. The arthritis index was significantly lower in 

the orally tolerized CIA mice group than those in the non-tolerized CIA mice group throughout the experiment 

period. (B) Section of joint from tolerized CIA mice and non-tolerized CIA mice were stained by hematoxylin 

and eosin. Tolerized CIA mice had preserved joint histology with mild inflammatory infiltrate (left), whereas 

non-tolerized CIA mice had intense inflammatory infiltrates and severe bony destruction (right).

5. 유세포 분석

  앞서 T세포의 증식 반응 측정에서 설명한 것과 

동일한 방법으로 관절염 유도군과 경구관용 유도군

의 비장으로부터 single cell suspension을 만든 후 24 

well plate에 well당 1×10
6
씩 넣어주고 40 μg/ml CII

로 자극한것과 자극하지 않는 세포를 24시간 동안 

배양하였다. 1-MT는 200 μM씩 자극제를 사용하기 

2시간 전에 처리하였다. 배양 종료 후 4시간 동안 

Golgi Stop (Pharmingen)으로 고정시킨 뒤 anti-CD11c 

FITC 항체(Pharmingen), anti CD11b PerCP 항체(Phar-

mingen)를 넣고 4
o
C에서 20분간 반응시켰다. PBS로 

두 번 씻어 준 후 Cytoperm/cytofix (pharmingen)를 부

양하여 4
o
C에서 20분간 배양한후에 permeabilization 

solution (Pharmingen)으로 씻어주었다. Anti IDO 항체

를 넣고 4oC에서 30분간 반응시킨 다음 PBS로 씻어

주었다. 세포질 내 합성된 IDO를 표지시키기 위해 

anti-rabbit IgG PE 항체(Pharmingen)를 넣고 4
o
C에서 

30분간 반응시킨 후 PBS로 씻어주었다. 유세포분석

기(FACS Calibur; Becton Dickinson, San Diego, CA)

로 측정하였다.

6. 공초점 현미경

  손상되지 않은 비장 조직을 OCT compound (Sakura 

Finetech USA.)에 포매 시킨 뒤 액체질소로 동결하여 

Cryostat (Lecia, Germany)을 이용하여 6∼7 μm 두께

의 연속적인 조직 절편을 Coated slide에 부착하였다. 

이것을 공기 중에서 30분간 건조시킨 후 4% paraf-

ormaldehyde solution (Sigma)에 넣어 실온에서 15분

간 고정시킨 뒤 pH7.4 PBS로 15분간 씻어주었다. 불

특정 결합을 억제하기 위해 10% normal goat serum

을 넣고 상온에서 30분간 반응시켰다. Anti- CD11c 

APC 항체(Pharmingen), anti-CD11b FITC 항체

(Pharmingen)와 anti-IDO 항체를 넣고 4
o
C에서 18시

간 동안 반응시켰다. 반응이 끝난 후 anti-rabbit IgG 

Cy3항체(Pharmingen)를 넣고 실온에서 2시간 동안 

반응시킨 후 pH7.4 PBS로 30분간 씻어주었다. 

Cover-slip 위에 수용성 봉입제(Dako cytomation, 
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Fig. 2. FACs analysis of DCs in splenocytes. (A) splenocytes from tolerized CIA mice and non-tolerized CIA mice 

were stained with anti-mouse CD11c (FITC conjugated), anti-mouse CD11b (PerCP conjugated) antibodies and 

were analyzed on FACs. The proportion of CD11c＋ DCs in spleen was slightly higher in tolerized CIA mice 

than in non-tolerized CIA mice. (B) The proportion of CD11c＋CD11b＋ DCs in spleen was slightly higher in 

tolerized CIA mice than in non-tolerized CIA mice.

Denmark)를 한 방울 떨어뜨린 뒤 조직 부위에 살포시 

덮었다. 그리고 공초점 현미경(Zeiss, LSM 510 Meta, 

Germany)으로 관찰하였다. 

7. 통계적 유의성의 검증

  실험 결과는 평균±표준 오차로 나타냈으며, 통계

적 유의성은 Student’s t-test를 실시하였고 p 값이 

0.05이하일 때 통계적으로 유의하다고 분석하였다.

결      과

1. CII 경구관용 유도를 통한 마우스의 관절 염증 

억제 효과

  DBA/1J 마우스에 관절염 유도 전 CII로 경구투여 

한 경구관용 유도군과 대조군인 관절염 유도군의 관

절염 수치를 조사하기 위해 관절염 지수를 관절염 

유도 후 2주째 되는 시점부터 11주에 걸쳐 조사하였

다(그림 1A). 

  CII를 발에 주사한 시점으로부터 4주째까지 경구

관용 유도군과 관절염 유도군 모두에서 위증도가 낮

았다. 그 이후 관절염 지수가 증가하여 7주에서 10

주 시기에 가장 큰 증가를 보이며, 14주째부터 감소

하기 시작하여 15주에 두 군의 관절염 지수가 비슷

한 수준으로 유지되는 것이 관찰되었다. 경구관용 

유도군 역시 5주부터는 대조군과 마찬가지로 관절염

이 증가하는 경향을 보였으나 관절염 유도군에 비해 

전반적으로 낮은 관절염 지수를 보였다(그림 1A). 

CII로 인한 경구관용이 관절염 억제 효과를 조직학

적으로 조사하기 위해 경구관용 유도군과 관절염 유

도군의 관절을 헤마톡실린-에오신법으로 염색하였다

(그림 1B). 관절염 유도군의 관절은 파괴가 심하고, 

염증 부위에 면역세포들이 침윤되어 나타난 반면, 

경구관용 유도군은 관절염 유도군에 비해 관절 파

괴, 염증정도가 적고 면역세포들의 침윤이 현저히 

적게 관찰되었다(그림 1B).

2. 경구 관용 유도군에서 수지상세포의 증가

  수지상세포는 가장 강력한 항원제시세포로 T세포

의 항상성을 조절함으로써 면역반응을 유도하거나 

관용을 유도한다 (8). 우리의 이전 보고에서 수지상

세포가 경구관용 유도에 중요한 역할을 한다고 보고한 

바 있다 (15,21). 본 실험에서도 경구관용 유도군과 

관절염 유도군의 비장세포에서 수지상세포의 비율을 

유세포 분석을 통해 조사하였다. 경구관용 유도군과 

대조군인 관절염 유도군으로부터 분리한 비장세포

에서 CD11c＋ 수지상세포는 관절염유도군에 비해 경

구관용 유도군에서 더 증가 되어있었다(4.87±1.08% 

vs 7.66±0.65%, p＜0.05) (그림 2A). CD11c
＋

CD11b
＋

 

수지상세포 빈도 역시 관절염 유도군에 비해 경구관



― 김영주 외 : Expression of IDO by CD11b
＋

 DCs in Oral Tolerance to Type II Collagen ―

― 311 ―

Fig. 3. CD11c
＋

 DCs from tolerized CIA mice suppress CII-induced T cell proliferation. (A) Splenic CD4
＋

 T cells 

from non–tolerized CIA mice were cultured with splenic CD11c
＋

 DCs from non-tolerized CIA mice or tolerized 

CIA mice in the presence or absence of CII (40 ug/ml) with or without pretreatment with IDO inhibitor, 1-MT. 

CD11c
＋

DCs from tolerized CIA mice suppressed CII-induced proliferation of CII-reactive CD4
＋

 T cells, which 

was partly abrogated by 1-MT. Values are the mean±standard deviation from three independent experiments. 

*p＜0.05. (B) Splenic CD4+T cells from non - tolerized CIA mice were cultured with CD11c
＋

CD11b
＋

 DCs 

from non-tolerized CIA or tolerized CIA mice in the presence or absence of CII (40 ug/ml). CD11b
＋

 DC from 

tolerized CIA mice suppressed CII-induced proliferation of CII-reactive CD4
＋

 T cells. Values are the 

mean±standard deviation from three independent experiments. *p＜0.05.

용 유도군에서 증가 되어 있었다(0.85±0.075% vs 

2.16±0.365%, p＜0.05) (그림 2B). 

3. 경구 관용 유도군에서 수지상세포에 의한 CII에 

특이적인 T세포 증식반응 억제

  경구관용이 유도된 마우스의 수지상세포가 CII에 

특이적인 T세포 증식 반응을 조절할 수 있는지 조

사하기 위해, 관절염 유도군의 비장세포에서 분리한 

CD4
＋

 T세포와 경구 관용 유도군과 관절염 유도군

에서 분리한 수지상세포를 각각 3일간 공조배양하였

다. 경구관용 유도군의 CD11c
＋

 수지상세포는 관절

염 유도군의 수지상세포와 달리 CII에 특이적인 T세

포 증식 반응을 억제하였다(2,248±74 cpm vs 

4,811±388 cpm, p＜0.05) (그림 3A). IDO 억제제인 

1-MT를 처리했을때, 억제 되었던 CII에 대한 T세포 

증식 반응이 회복되는 것을 관찰할 수 있었다

(2,248±74 cpm vs 4,601±472 cpm, p＜0.05) (그림 3). 

또한, 경구관용 유도군의 CD11c
＋

CD11b
＋

 수지상세

포가 대조군인 관절염 유도군 보다 CII에 특이적인 

T세포의 증식 반응을 현저히 억제시키는 것을 관찰

하였다 (2,089±58 cpm vs 5,004±104 cpm, p＜0.05) 

(그림 3B). 

4. 경구 관용 유도군의 수지상세포에 의한 면역조절 

T세포 분화 유도

  수지상세포가 면역조절 T세포를 분화 증식시킬 

수 있는지 조사하기 위해, 경구관용 유도군에서 분

리한 CD4
＋

 T세포와 경구관용 유도군 또는 관절염

유도군의 수지상세포를 3일간 공조배양하였다. 경구

관용 유도군에서 비장세포의 CD11c
＋

 수지상세포와 

CII를 함께 자극했을 때 의미있게 CD4
＋

CD25
＋

 T세

포로 분화되었고(10.98± 2.27% vs 6.28±0.88%, p＜0.05), 

이러한 증가는 IDO 억제제인 1-MT에 의해 현저히 

감소되었다(10.98± 2.27% vs 6.25±0.85%, P＜0.05) (그

림 4A). 이는 CD11c＋ 수지상세포에서 발현된 IDO에 

의해 CD4
＋

CD25
＋

 T세포가 유도되었음을 알 수 있다. 

또한 CD11c
＋

CD11b
＋

 수지상세포와 CII를 함께 자극

했을때, 관절염 유도군에 비해 경구관용 유도군의 수

지상세포와 공조배양에서 CD4
＋

CD25
＋

 T세포 생성

이 의미있게 증가되었다(18±4.52% vs 4.8± 0.87%, p

＜0.05) (그림 4B). 그러므로 CD11c＋CD11b＋ 수지상

세포는 CD11c
＋

 수지상세포보다 더 강력하게 면역조

절 T세포를 분화 시킬 수 있는 면역관용 항원제시

세포임을 알 수 있었다.
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Fig. 5. Expression of IDO on CD11c+CD11b+ DCs. (A) To experiment expression of IDO in DCs of tolerized CIA 

mice and non-tolerized CIA mice, splenocytes from tolerized and non-tolerized CIA mice were stained with anti 

mouse CD11c (FITC conjugated), anti mouse CD11b (PerCP conjugated) and IDO (PE conjugated) antibodies 

and were analyzed on FACs. IDO expression of CD11c
＋

CD11b
＋

 DCs of tolerized CIA mice increased. (B) 

Cryo sections of spleen from tolerized CIA mice and non-tolerized CIA mice were stained by anti mouse CD11c 

(APC conjugated), anti mouse CD11b (FITC conjugated) and IDO (Cy3 conjugated) antibodies. We analyzed 

it on confocal microscopy. Merged CD11c
＋

 CD11b
＋

 IDO
＋

 cells increased in tolerized CIA mice.

Fig. 4. Antigen-specific CD4
＋

CD25
＋

 regulatory T-cell induction by DCs. (A) For regulatory T-cell induction, isolated 

CD4
＋

 T cells from spleen of tolerized CIA  mice were cultured with CD11c
＋

 DCs from spleen of tolerized 

and non-tolerized CIA mice in the absence or presence of CII (40 μg/ml) with or without IDO inhibitor, 1-MT 

for 3 days. The proportion of CD4
＋

CD25
＋

 T cells was determined using FACs. CD4
＋

CD25
＋

 regulatory T 

cells of CD11c
＋

 DCs in tolerized CIA mice increased, which was partly abrogated by 1-MT. Values are the 

mean±standard deviation from three independent experiments. *P＜0.05. (B) CD4
＋

CD25
＋

 regulatory Tcell 

expression in the same method as (A). The numbers were represented CD4
＋

CD25
＋

 cell percentage by CD11c
＋

 

and CD11b
＋

 cells. CD4
＋

CD25
＋

 T cells were expanded to CD11c
＋

 CD11b
＋

 DCs of spleen from tolerized CIA 

mice in the presence of CII antigen stimulation. Values are the mean±standard deviation from three independent 

experiments. *p＜0.05.
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5. 경구 관용 유도군의 비장세포내 수지상세포에서의 

IDO 발현 조사

　이전 보고에 의하면 IDO는 사람의 조직뿐 아니라 

수지상세포와 대식세포에서 발현되며, IFN-r나 다른 

염증성 사이토카인에 의해 IDO 발현이 증가된다고 

알려져 있다 (22-24). 본 연구에서는 경구관용 유도

군의 말초면역기관인 비장 내 수지상세포에서의 

IDO 발현을 관찰하기 위해 유세포 분석법을 시행하

여 조사하였다. 경구관용 유도군의 비장 내 CD11c＋

CD11b
＋

 수지상세포는 대조군인 관절염 유도군에 비

해 IDO의 발현은 의미 있게 증가하였다(42.4±5.52% 

vs 4.3±0.187%, p＜0.05) (그림 5A). CD11c＋CD8α＋ 

수지상세포 아형과 비교했을 때도 CD11c
＋

CD11b
＋

 

수지상세포에서 IDO의 발현이 의미있게 증가하였다 

(결과 제시하지 않음). IDO를 발현하는 수지상세포

를 조직학적으로 조사하기 위해 경구관용 유도군과 

관절염 유도군의 비장 조직을 냉동절편한 후 anti- 

CD11c APC항체, anti-CD11b FITC항체와 anti-IDO 

Cy3항체로 면역 형광 염색법을 시행하였다. 이것을 

공초점 현미경으로 관찰하였다. 관절염 유도군보다 

경구관용 유도군에서 파란색으로 표지된 CD11c＋ 수

지상세포와 초록색으로 표지된 CD11b
＋

 수지상세포

가 더 많이 관찰되었다. 또한 초록색과 빨간색이 섞

여 노란색으로 표지된 CD11c＋CD11b＋ 수지상세포가 

더 많이 관찰되었을 뿐만 아니라 붉은 주황색으로 

표지된 CD11c
＋

CD11b
＋

IDO
＋

 세포가 증가되어 있음

을 관찰하였다(그림 5B). 위의 결과를 통해 경구관

용을 유도한 마우스의 비장 조직에서 IDO를 발현하

는 CD11c
＋

CD11b
＋

 수지상세포가 증가되는 것을 관

찰하였다.

고      찰

  경구관용이란 특정 항원을 반복적으로 경구로 투

여할 경우 항원에 특이적인 면역 반응이 억제되어 

질병 관해를 일으키는 현상을 말한다. 실험동물모델

에서 다발성 경화증 (25,26), 제1형 당뇨병 (27), 특

발성 홍채염 (28) 등의 치료에 있어 항원의 경구 투

여가 효과적이라고 보고되었다. 류마티스관절염에서

도 CIA에 제2형 콜라겐을 반복적으로 경구투여하면 

관절염이 호전된다는 보고가 있어 (29) CII의 경구투

여가 류마티스관절염의 치료에 적용될 수 있음이 시

사되었다. 그러나 경구관용이 유도되는 과정에서 항

원의 농도나 정확한 기전은 명확하게 밝혀지지 않았

다. 경구관용을 유도하는데 중요한 면역세포로써 수

지상세포가 대표적으로 알려져 있으며, 세포의 성숙

도나 그들의 아형과 주위 환경에 따라 면역관용을 

유도하거나 면역반응을 일으킬 수 있다 (16,30). IDO

는 필수 아미노산 트립토판을 키뉴레닌으로 분해하

는 효소로 주로 수지상세포, 대식세포, B세포 에서 

발현되고 T세포의 증식반응을 억제하고 세포 사멸

을 유도하며 생체 내 면역반응을 줄임으로써 면역관

용이 일어난다고 알려져 있다 (15,23,31,32).

  본 연구에서는 경구관용 유도군과 대조군인 관절

염 유도군의 비장세포에서 수지상세포의 비율을 조

사하고, 그들의 면역기능 조사와 IDO를 특이적으로 

발현하는 수지상세포의 아형을 조사하였다. 그 결과, 

관절염 유도군에 비해 경구 관용 유도군의 비장 내 

CD11c＋ 수지상세포와 CD11c＋CD11b＋ 수지상세포 

아형이 증가하였다(그림 2). 그러나 CD11c
＋

CD8α
＋

 

수지상세포는 CD11c
＋
와 차이가 없었다(결과 제시하

지 않음). 이러한 결과는 우리의 이전 실험에서 파

이어 소절 내 CD11c
＋

CD11b
＋

 수지상세포가 경구관

용 유도군에서 증가한 것과 유사한 결과임을 관찰하

였다 (16). 또한 experimental autoimmune encephalo-

myelitis 모델에 자가항원을 정맥주사하여 관용을 유

도한 실험 결과에서도 관용을 유도한 마우스의 척수

와 비장세포에서 전체 수지상세포의 수 뿐만 아니라 

CD11c
＋

CD11b
＋

 수지상세포의 수가 증가되었다는 보

고가 있다 (33). 경구관용이 유도된 마우스에서 수지

상세포의 증가는 면역 관용을 유도하는데 있어 중요

한 역할을 할 것으로 생각된다. 

  경구관용 유도군에서 증가된 수지상세포가 T세포

에 미치는 영향을 조사한 결과, 관절염 유도군 보다 

경구 관용 유도군의 CD11c
＋

 수지상세포에서 CII에 

특이적인 T세포의 증식반응이 의미있게 감소되었고, 

면역 조절 CD4＋CD25＋ T세포의 분화가 현저하게 

증가한 것을 관찰하였다(그림 3A, 4A). 하지만 IDO

의 억제제인 1-MT를 전 처리하면 CII에 대한 T세포 

증식 반응이 회복될 뿐 아니라 면역조절 CD4＋CD25＋ 

T세포가 감소되는 것을 관찰 할 수 있었다. 이러한 
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결과를 통해 IDO를 발현하는 수지상세포가 CII에 

특이적인 병인 T세포의 증식 반응을 억제하고, 면역

조절 T세포를 유도하는데 관여함을 알 수 있다. 또

한 경구관용 유도군의 CD11c＋CD11b＋ 수지상세포에 

의해서도 T세포 증식 반응이 감소되었고, 조절성 T

세포의 분화가 증가되었다. 특히 CD11c
＋

CD11b
＋

 수

지상세포는 CD11c＋ 수지상세포 보다 더 의미있게 

면역 조절성 CD4
＋

CD25
＋

 T세포의 분화를 유도시키

는 것으로 관찰되었다(그림 3B, 4B). 면역조절 T세포

는 자가관용을 유지하는데 중요할 뿐 아니라 알레르

기와 만성 염증 질환 및 자가면역질환을 치료하는데 

중요한 역할을 한다. 최근 사람과 마우스에서 IDO를 

발현하는 plasmacytoid 수지상세포에 의해 면역 조절 

T세포가 분화 및 증식을 유도된다고 보고 되었다 

(34,35). 또한 이전 보고에서 우리는 경구관용 유도

군의 파이어 소절 내 IDO를 발현하는 CD11c＋ 수지

상세포에 의해 CD4
＋

CD25
−

 T세포를 CD4
＋

CD25
＋

 T

세포 즉 면역조절 T세포로 분화시키는 것을 확인한 

바 있다 (21). 이러한 결과를 토대로 CD11c+CD11b+ 

수지상세포에의한 면역조절 T세포의 증가에 있어 

IDO가 관여할 것이라고 추측할 수 있다. CD11c
＋

CD11b＋ 수지상세포에서도 IDO의 발현을 조사한 결

과, 관절염 유도군보다 경구 관용 유도군의 CD11c
＋

CD11b
＋

 수지상세포에서 IDO의 발현이 증가하였다

(그림 5A, B). 이는 CD11c＋CD11b＋ 수지상세포 내 

IDO의 발현이 경구 관용의 유도에 있어 중요한 조

절자임을 알 수 있다. 

결      론

  CII에 대한 면역관용을 유도한 마우스의 비장에서 

증가된 CD11c
＋ 

수지상세포와 CD11c
＋

CD11b
＋ 

수지

상세포가 CII 특이적인 T세포 반응을 억제하고 면역 

조절(CD4＋CD25＋) T세포의 분화를 유도하였다. 

CD11c
＋

 수지상세포의 경우, IDO의 억제제인 1-MT

에 의해 T세포 반응이 회복되고 조절 T세포가 감소

되는 것으로 보아 이러한 과정에 IDO가 관여함을 

시사한다. 또한 경구관용군의 비장세포 내 CD11c
＋

CD11b
＋

 수지상세포에서 IDO 발현이 증가되는 것으

로 보아, CD11c＋CD11b＋ 수지상세포에 의한 면역조

절 효과는 IDO에 의존적인 기전을 통하여 면역관용

을 유도하는데 중요할 것으로 생각된다. 우리의 이

전 결과에서 보여준 경구관용 유도군의 파이어 소절 

내에서 IDO를 발현하는 수지상세포의 증가와 비장세

포에서 IDO를 발현하는 특정아형 수지상세포의 증

가는 국소적인 면역 관용뿐만 아니라 전신성 면역 

관용을 유도 유지하는데 큰 역할을 하게된다. 

  결론적으로 경구 관용 유도군에서 증가된 CD11c＋

CD11b
＋

 수지상세포에 의한 면역 관용 유도는 IDO

발현을 증가시켜 항원에 특이적인 병인 T세포를 조

절함으로써 자가면역 질환의 면역 관용 기전을 해석

하는데 중요한 표적세포와 분자가 될 것으로 기대한

다.
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