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고해상도전산화 단층촬영(chest high-resolution computed to-

mography) 등의 영상진단 기술의 발달로 간질성폐질환의 원인 추

정 및 감별진단에 큰 도움을 받을 수 있게 되었다[1]. 그러나 환자병

력 및 임상소견, 영상소견으로 간질성폐질환을 감별할 수 없는 경

우 추가적으로 기관지폐포세척술(bronchoalveolar lavage)의 시행

을 고려할 수 있다[2].

기관지폐포세척액안의 세포들은 하부기관지 및 폐조직의 염증

상태와 면역학적 상태를 반영하므로[3], 기관지폐포세척액의 세포 

분석은 간질성폐질환의 진단과 치료반응의 확인에 도움이 된다[1, 

2, 4-6]. 기관지폐포세척액 세포성상의 참고치는 연구마다 조금씩 

차이를 보이나[7], 흡연을 하지 않는 건강한 성인에서는 대체적으

로 85% 이상이 폐포대식세포(alveolar macrophage)이며 림프구는 

10-15%, 호중구와 호산구가 각각 3%, 1% 미만, 편평상피세포와 섬

모상피세포가 5% 미만으로 나타난다[2]. 기관지폐포세척액의 림프

서  론

간질성폐질환(interstitial lung disease)은 폐실질을 침범하는 질

환을 통틀어 일컫는 것으로 다양한 원인에 의하여 발생한다. 흉부
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Background: Cellular analysis of bronchoalveolar lavage fluid (BALF) is a useful diagnostic tool for interstitial lung diseases (ILDs). The lympho-
cytes in BALF consist of CD3+CD4+ T cells (T4), CD3+CD8+ T cells (T8), and a few B cells. However, sometimes, an increased number of 
CD3+CD4-CD8- T cells (double-negative T cells, DNTs) are noted in BALF. It is known that DNTs in the blood are associated with immunoregulation 
and autoimmune diseases. However, there are only few studies on DNTs in BALF. We evaluated the DNTs in BALF in patients with pulmonary dis-
eases.
Methods: Immunophenotyping results of the BALF obtained from 122 pulmonary disease patients over an 8-yr period were reviewed. T-lympho-
cyte subsets (T4, T8, and DNT) and inflammatory markers were analyzed for each group of clinical diagnosis. T-lymphocyte percentage of more 
than 15% of the total cells was defined as BALF lymphocytosis, and DNT percentage of more than 5% of T lymphocytes was defined as high DNT.
Results: The most frequent diseases found in the patients were pneumonia (31.6%), autoimmune-related ILDs (18.0%), hypersensitivity pneu-
monitis (10.7%), and organizing pneumonia (10.7%). However, the occurrence of autoimmune-related ILDs was significantly high (40%) in pa-
tients with lymphocytosis and high DNT (P =0.002). All lung cancer patients showed lymphocytosis with high DNT. In addition, CD3-signal intensi-
ties of DNTs were significantly higher than those of other T-lymphocyte subtypes (P =0.003).
Conclusion: The number of DNTs in BALF was increased in patients with autoimmune-related ILDs and lung cancer. High DNTs in BALF are use-
ful as supportive diagnostic tools for autoimmune-related ILDs.
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구 중 절반 이상은 CD3+CD4+ T 림프구(T4)이며 그 다음으로는 

CD3+CD8+ T 림프구(T8)가 많고, B 림프구는 5% 미만으로 구성되

어 있어[8], 대부분의 검사실에서는 기관지폐포세척액의 림프구아

형검사에 T4와 T8, T4/T8 비를 실시하고 있다.

유세포분석을 이용한 림프구아형검사에서 한 시험관에 3색 이

상의 염색을 시행한 경우에는 T4와 T8 외에도 CD3+CD4-CD8- T 

림프구 분포를 확인할 수 있는데, 이를 이중음성T세포(double 

negative T cells, DNT)라 한다. 이러한 DNT는 대부분 T세포 수용

체(T cell receptor, TCR)가 γδ타입인 경우가 많으며 면역조절기능 

혹은 자가면역질환과의 연관성에 관한 연구들이 다수 보고되고 

있다[9-13]. 하지만 이에 대한 연구들은 대부분 혈액세포에 대한 것

으로 기관지폐포세척액에서 나타나는 DNT의 역할에 대해서는 보

고가 드물다.  본 연구에서는 기관지폐포세척액의 DNT가 특정 폐

질환과 연관성을 보이는지 알아보고자 하였다. 

대상 및 방법

1. 연구 대상

2005년 7월부터 2013년 9월까지 8년 동안 대구가톨릭대학교병

원 진단검사의학과로 의뢰된 기관지폐포세척액 검체 중 림프구아

형검사가 시행된 145예의 분석결과를 대상으로 후향적 분석을 시

행하였다. 동일한 환자의 검체가 연속적으로 의뢰된 경우에는 T 

림프구 수가 더 많은 결과를 분석대상으로 하였으며, 동일한 환자

라도 검사 시기가 다른 경우에는 그 결과들을 모두 분석대상으로 

포함하였다. 

2. 연구 방법

1) 기관지폐포세척액 유핵세포 감별검사(세포원심법)

기관지폐포세척액의 유핵세포백분율을 검사하기 위해 Shan-

don cytospin Ⅲ (Thermo, Pittsburgh, PA, USA)를 사용하여 세포

원심분리를 다음과 같이 시행하였다. 기관지폐포세척액을 2,500 

rpm으로 10분간 원심분리한 후 상층액을 제거한 침전물에 달걀

알부민 2-3방울을 추가하여 혼합하였다. 이 혼합물을 슬라이드와 

여과지가 들어있는 세포침전함에 1-2방울 넣고 1,500 rpm으로 2분

간 세포원심하였다. 슬라이드는 Wright 염색한 후 광학현미경으로 

200개의 세포를 관찰하여 유핵세포백분율을 계산하였다(Fig. 1).

2) 기관지폐포세척액  림프구아형검사

대상기간 동안 기관지폐포세척액의 림프구아형검사는 Opti-

clone (Immunotech, Marseille, France) 시약을 사용하여 CD4-Flu-

orescein isothiocyanate (FITC)/CD8-Phycoerythrin (PE)/CD3-

Phycoerythrin-Cyanin 5 (PC5)의 3색 염색을 시행하였다. 염색은 

제조사의 지침에 따라 시험관에 시약 20 μL와 기관지폐포세척액 

100 μL를 혼합하여 20분 동안 실온암소에 보관 후 Immunoprep 

(Beckman Coulter Inc., Brea, CA, USA)을 이용하여 적혈구용해 

및 고정하였다. 분석은 Cytomics FC500 (Beckman Coulter Inc., 

Fullerton, CA, USA) 유세포분석기와 CXP프로그램(Beckman 

Coulter)을 이용하여 분석하였다.

림프구 gating은 forward scatter와 side scatter (SS)를 사용한 림

프구 gating으로 인한 오차를 줄이고 CD3- 림프구를 배제하기 위

하여 CD3+와 SS low영역을 T 림프구로 정의하고 gating 하였다. T 

림프구 아형 지표로는 T4 백분율(%), T8 백분율(%), T4/T8 비와 

DNT 백분율(%) 및 CD3 신호강도(mean fluorescence intensity, 

MFI)를 분석하였다.

3) 분석 방법

CD3+/SS low gating된 T 림프구의 event가 1,000 미만인 20예와 

T 림프구 아형의 분포가 명확하게 구분되지 않는 3예는 분석에서 

제외하였다. 나머지 122예에 대하여 gating된 T 림프구가 전체 세

포수의 15%를 초과하는 경우를 림프구 증가된 경우로, 15% 이하

인 경우를 림프구 증가되지 않은 경우로 구분하였다. 마찬가지로 

gating된 T 림프구 중에서 DNT가 5%를 초과하는 경우를 DNT가 

증가한 것으로 정의하였다. CD3 신호강도비교는 DNT와 T4, T8 그

룹을 각각 gating하여 CD3의 MFI를 비교하였다. 기관지폐포세척

액의 T 림프구아형검사 당시의 CBC, WBC 감별계산, ESR 및 CRP

를 확인하고 의무기록을 통하여 환자의 주 상병을 다음의 경우로 

분류하였다. 

① 폐렴(pneumonia): 세균성, 바이러스성 및 비정형폐렴

②  자가면역관련(autoimmune-related): 자가면역질환이 확인되

고 간질성 폐질환의 원인으로 의심되는 경우

③  기질화폐렴(organizing pneumonia): 특발성 기질화 폐렴 및 

폐쇄 세기관지 기질화 폐렴

④  호산구성 폐렴(eosinophilic pneumonitis): 급성 및 만성 호산

구성 폐렴

⑤ 과민성폐렴(hypersensitivity pneumonitis) 

⑥ 폐암(lung cancer)

⑦ 결핵(tuberculosis)

⑧ 사르코이드증(sarcoidosis)

⑨ 기타: 구분이 불가능한 경우

4) 통계분석

검사지표들 간의 평균차이 및 상관관계를 평가하기 위하여 각

각 t 검증과 피어슨 상관관계 분석을 사용하였고, 주 상병 간 교차

분석으로는 피어슨 카이제곱검정을 사용하였으며 P값이 0.05 미
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만인 경우를 통계학적으로 유의하다고 해석하였다. 통계분석 프

로그램은 IBM SPSS version 19 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)를 사

용하였다.

결  과

122예의 환자들은 61명의 남성과 61명의 여성으로 평균 연령은 

각각 59.3세와 61.7세로 나타났다. 성별 간 T4 (%)와 T8 (%) 및 T4/

T8 비는 통계적으로 유의한 차이가 없었으나 DNT (%)는 남성에서 

유의하게 높았다(5.46 vs. 3.75, P=0.037). 의무기록을 통해 확인한 

122예의 환자들의 주 상병을 T 림프구의 증가유무(15% 기준)와 

DNT 증가유무(5% 기준)로 구분하여 Table 1에 요약하였다. 전체 

증례의 주 상병은 폐렴이 31.6% (51예)로 가장 높은 빈도를 보였으

며 자가면역관련이 18.0% (22예)로 두 번째로 높게 나타났고, 기질

화폐렴과 과민성폐렴이 각각 10.7% (13예), 호산구성 폐렴이 9.8% 

Table 1. Diagnosis and the results of BALF immunophenotyping of to-
tal 122 patients

Diagnosis

Number of patients

T cell>15%
DNT≦5%

T cell>15%
DNT>5%

T cell≦15%
DNT≦5%

T cell≦15%
DNT>5%

Total

Pneumonia 27  4  7 6  44

Autoimmune-
   related ILDs

 8 12  2 0  22

Organizing 
   pneumonia

10  3  0 0  13

EP  3  4  4 1  12

HP 10  3  0 0  13

Lung cancer  0  3  0 0   3

Tuberculosis  2  1  1 2   6

Sarcoidosis  5  0  0 0   5

Miscellaneous  3  0  1 0   4

Total 68 30 15 9 122

Abbreviations: BALF, bronchoalveolar lavage fluid; ILDs, interstitial lung diseases; 
DNT, double-negative T cell; EP, eosinophilic pneumonitis; HP, hypersensitivity 
pneumonitis.

A

C

B

D

Fig. 1. Representation of nucleated cells in cytocentrifuged bronchoalveolar lavage fluid (Wright stain, ×600). (A) Lymphocytes (black arrow) and 
alveolar macrophages (white arrow); (B) Neutrophils (black arrow); (C) Eosinophils (black arrow); (D) Ciliated epithelial cells (black arrow).
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(12예), 결핵 4.9% (6예), 사르코이드증 4.1% (5예), 폐암 2.6% (3예)

의 순서로 나타났다. 1예의 후천면역결핍증후군 환자와 타 병원에

서 스테로이드 치료를 받고 내원하여 진단을 내리지 못한 경우 및 

복합적인 폐질환으로 감별할 수 없었던 증례는 기타로 구분하였다. 

피어슨 카이제곱검정을 통해 그룹 간 상병을 비교한 결과 T 림

프구가 증가하지 않은 그룹 혹은 T 림프구 증가가 있어도 DNT가 

낮은 그룹들의 주 상병은 각 그룹 간 및 전체 주 상병 빈도와 유의

한 차이를 보이지 않았으나(P=0.120), T 림프구와 DNT가 모두 증

가된 그룹은 다른 그룹과 비교하여 통계적으로 유의한 차이를 보

였다(P=0.009). 또한 기질화폐렴과 과민성폐렴 환자들은 모두 T 

림프구가 증가한 그룹에 속했으며, 폐암 환자들은 3예 모두 T 림프

구와 DNT가 증가된 그룹으로 나타났다. 

DNT와 염증과 연관성을 확인하기 위하여 일반적으로 체내의 

염증지표로 사용되는 CRP, ESR 및 절대호중구수(absolute neutro-

phil count, ANC)의 연관성을 확인하였다. CRP 및 ANC의 경우 기

관지폐포세척액의 DNT (%)와 피어슨 상관관계 분석에서 통계적

으로 유의한 상관관계를 보였으나(vs. CRP, P=0.001; vs. ANC, 

P=0.010) 상관성은 각각 0.311, 0.233으로 낮게 나타났다. 하지만 

ESR은 DNT와 유의한 관계를 보이지 않았다(P=0.087).

또한 DNT가 증가한 39예를 통해 전체 T 림프구 세 가지 아형을 

각각 gating하여 CD3 신호강도를 확인하였다(Fig. 2). t 검증을 이

용한 T 림프구 아형별 CD3 신호강도는 DNT 그룹이 T4, T8 그룹보

다 통계적으로 유의하게 높았다(vs. T4, 10.54 vs 8.19, P=0.003; vs. 

T8, 10.54 vs 8.03, P=0.001).

고  찰

기관지폐포세척술은 폐생검술에 비해 상대적으로 안전하게 폐

포의 면역상태를 확인하는 방법이다. 특별한 질환이 없는 경우 기

관지폐포세척액의 세포성상은 나이, 연령 등의 요인에 따라 다르

게 나타나지만 간질성폐질환 환자들에서는 기관지폐포세척액의 

세포성상이 변화되어 나이, 성별 및 흡연 유무가 기관지폐포세척

액의 세포성분에 큰 영향을 미치지 않는다[14]. 그러므로 기관지폐

포세척액의 세포성상을 확인하여 간질성폐질환의 감별진단에 보

Fig. 2. CD3 mean fluorescence intensity of double-negative T (DNT, green) was higher than that of T8 (blue, 10.54 vs. 8.03, P=0.001) and T4 sub-
types (purple, 10.54 vs. 8.19, P=0.003).
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조적인 도움을 받을 수 있을 것으로 생각되고 있다[1, 2, 7]. 대표적

으로 사르코이드증은 T4 세포의 급격한 증가가 일어나 기관지폐포

세척액의 T 림프구아형검사가 진단적 가치를 가지며, 혈청의 안지

오텐신전환효소 증가 및 기관지폐포세척액의 CD3+CD4+ 세포를 

확인하면 사르코이드증을 더 정확하게 진단할 수 있다[15]. 본 연구

에서 확인된 5예의 사르코이드증 증례 모두에서도 T4의 확연한 증

가로 인해 T4/T8 비가 4 이상으로 높게 나타나(11.41±4.64) 사르

코이드증을 쉽게 감별할 수 있었다.

본 연구에서 T 림프구와 DNT가 모두 증가된 그룹은 그 외 그룹

들과 피어슨 카이제곱검정으로 비교하였을 때 상병명에서 통계적

으로 유의한 차이를 보였다. 이것은 다른 그룹들이 폐렴 상병의 빈

도가 가장 높은데 비해 T 림프구와 DNT가 모두 증가된 그룹에서

는 자가면역관련 간질성폐질환이 40% (12예)로 가장 높은 빈도를 

보였기 때문이다. 그러므로 T 림프구와 DNT의 증가가 확인되는 경

우에는 자가면역질환을 감별할 수 있는 추가적인 검사의 시행을 

고려할 필요가 있겠다. 기질화폐렴, 과민성폐렴 및 폐암 환자들 또

한 그룹 간 눈에 띄는 차이를 보였으나 증례수가 적어 통계적인 유

의성은 확인할 수 없었다. 그러나 기질화폐렴 및 과민성폐렴 환자

들은 모두 T 림프구가 증가한 그룹에 속하였고, 폐암 환자들은 3 

예 모두 T 림프구와 DNT가 증가된 그룹에서 나타났다.

DNT는 CD3+ T림프구 중에서 T4와 T8에 모두 속하지 않는 세포

들로 정의되므로 γδ T 림프구, 일부 자연살해 유사 T 세포, αβ T 림

프구의 DNT와 같이 드물게 관찰되는 T 림프구의 세 가지 아형들

을 모두 포함한다[9]. 이 아형들은 TCR의 종류, CD49b의 발현 등

의 차이를 보이지만 아직까지 이 세 가지 아형을 명확하게 구분할 

수 있는 표지자는 알려지지 않았다. 본 연구는 후향적으로 진행되

어 기관지폐포세척액에 있는 DNT의 TCR수용체나 기타 다른 표지

자들을 확인할 수는 없었다. 그러나 본 연구에서 DNT가 자가면역

관련 간질성폐질환 증례 및 폐암 증례에서 높은 연관성을 보이는 

점을 고려하면, 기관지폐포세척액에서 나타나는 DNT는 항원제시

세포(antigen presenting cell)처럼 B 림프구와 T 림프구를 자극하

여 자가면역질환을 유발하는 원인이면서 암환자에서 항암 면역기

능과 관련성이 알려진 γδ T 림프구[16]의 가능성이 높다고 생각된

다. 위암 환자를 대상으로 시행된 연구에서도 DNT와 γδ T 림프구

가 유의한 양의 상관관계를 보이는 것으로 보고된 바 있다[17].

DBA/2 쥐를 이용한 연구에서 DNT가 높을수록 말라리아 감염

에 대한 저항성을 보이는 것[18], HIV 감염에서 DNT가 CD4+ 

count와 상관관계를 보이는[19] 등 감염과 관련된 DNT의 면역조절 

기능이 알려져 있다. 하지만 본 연구에 포함된 1예의 후천면역결핍

증후군 증례에서는 T4 5%, T8 89.2%, T4/T8 0.06, DNT 3.3%로 T4 

및 T4/T8 비가 크게 감소되어 있었으나 DNT의 확연한 감소는 보

이지 않았다. 감염 이후 폐조직에서 DNT가 증가한다는 보고가 있

는데[20], 기관지폐포세척액은 폐조직의 염증상태와 면역학적 상

태를 반영하므로 기관지폐포세척액의 DNT와 염증상황의 관련성

을 고려해 볼 수 있다. 하지만 본 연구에서는 DNT와 CRP, ANC의 

상관계수가 0.3 정도로 낮게 나타나 감염 및 염증상태와 관련된 

DNT의 면역조절기능에 대해서는 추가적인 증례와 연구가 필요 

할 것으로 생각된다. 

마지막으로 DNT세포에서 증가된 CD3 신호강도는 세포분화과

정 및 자가면역질환에서의 세포병리기전과 관련이 있는 것으로 보

인다. 골수에서 유래된 원시세포(progenitor cells)는 흉선(thymus)

으로 이동하여 미성숙한 DNT 단계를 거쳐 이중양성 T 림프구가 

된 이후 T4 혹은 T8로 분화하게 된다[20]. Mixter 등[21] 은 세포자

멸사(apoptosis) 기전이 결핍된 쥐를 이용한 연구를 통해 흉선세포 

발달과정 중 TCR/CD3 복합체의 신호강도가 강할수록 DNT가 증

가함을 확인하였다. 세포자멸사 기전이 정상인 경우, TCR/CD3 복

합체의 신호강도가 강한 DNT는 흉선에서 세포자멸사를 통하여 

사라진다. 그러므로 대부분의 DNT는 흉선이 아닌 말초장기로 이

주한 T 림프구들에 의해서 발생하며, Fas 세포자멸기전에 돌연변

이가 생긴 자가면역질환을 가진 환아에서 심각한 림프비대와 함

께 DNT가 증가됨이 보고되었다[22]. 본 연구에서도 DNT의 CD3 

신호강도가 다른 T 림프구 아형들에 비해 강하게 나타나는 것이 

확인되었다. 이것은 자가면역관련 질환 등이 DNT의 세포자멸사 

기전에 영향을 주었을 가능성을 시사하는 것으로 이에 대해서도 

추가적인 연구가 필요할 것으로 생각된다. 

Ciszak 등[23]에 따르면, 대표적인 자가면역질환인 전신성홍반성 

루푸스(systemic lupus erythematosus, SLE)에서 T4의 TCR/CD3 

복합체를 구성하는 요소인 CD3ζ 사슬발현이 감소되고 이를 대체

하는 FcRγ가 증가한다. 일반적으로 휴식상태의 T 림프구는 TCR/

CD3/CD3ζ/ZAP-70 복합체를 가지고 있으나 활성화된 T4에서는 

TCR/CD3/FcRγ/Syk 복합체로 변하여 신호전달이 일어나 각종 사

이토카인 등을 증가시키는데, SLE 환자에서는 T 림프구의 활성 유

무에 관계없이 활성화된 T4의 복합체가 증가하여 IL-2 등의 사이

토카인 증가가 유도된다[24]. 자가면역질환에서 DNT의 증가가 유

도되는 기전은 정확하게 확인되지는 않았으나 TCR/CD3 복합체의 

변화로 인해 활성화된 T4와 유사한 신호전달이 발생하고 T 림프구

의 세포분열 및 증식이 유도되면서 DNT의 증가가 일어났을 것으

로 생각된다.

본 연구는 후향적으로 진행되었으며 상병명간 부족한 증례, 낮

은 상관계수 등의 통계학적 한계점을 가지고 있어 기관지폐포세척

액의 DNT에 대해서 결론을 내리기 위해서는 차후 더 많은 연구가 

필요하다. 그러나 이러한 제한점에도 불구하고 자가면역관련 질환

과 폐암에서 타 질환에 비하여 뚜렷한 DNT 증가빈도를 보여 차후 

림프구증가성 간질성폐질환의 감별진단에 DNT가 보조적으로 사
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용될 수 있을 것으로 기대된다.

요  약

배경: 기관지폐포세척액의 세포분석은 간질성폐질환환자에서 유

용한 진단도구로 사용된다. 기관지폐포세척액의 림프구들은 CD3 

+CD4+ T 림프구(T4)와 CD3+CD8+ T 림프구(T8), 그리고 일부 B 

림프구로 구분된다. 그러나 가끔씩 CD3+CD4-CD8- T 림프구(DNT)

가 확인된다. 혈액에서 확인되는 DNT는 면역조절기능과 자가면역

질환과 연관성이 알려져 있으나 기관지폐포세척액에서의 역할은 

아직 명확하지 않다. 본 연구에서는 기관지폐포세척액의 DNT 증

가 소견과 폐질환의 연관성을 알아보고자 하였다. 

방법: 8년간의 122예의 유세포분석 결과를 확인하고 각 임상 진단

별 T 림프구 아형들(T4, T8, DNT)과 염증표지자를 후향적으로 분

석하였다. 림프구가 15% 이상으로 증가된 경우를 림프구증가성질

환으로, DNT가 5% 이상인 경우를 증가소견으로 구분하였다. 

결과: 전체 환자군에서는 폐렴(31.6%), 자가면역관련폐질환(18.0%), 

과민성폐렴(10.7%), 기질화폐렴(10.7%)의 순서로 상병의 빈도가 나

타났다. 그러나 림프구 증가와 DNT 증가가 동반된 그룹에서는 자

가면역관련폐질환 상병이 확연하게 높은 빈도를 보였다(40%). 모

든 폐암 환자들은 림프구증가와 DNT 증가가 동반된 그룹에 속했

다. 또한 DNT의 CD3 신호강도는 다른 T 림프구 아형들의 CD3 신

호강도에 비해 유의하게 높았다(P=0.003).

결론: 기관지폐포세척액의 DNT는 자가면역관련폐질환과 폐암에

서 증가하는 소견을 보인다. 기관지폐포세척액의 DNT 증가소견은 

자가면역관련 폐질환의 진단에 보조적인 도구로 사용될 수 있을 

것이다.
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