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측정하여 활성도를 평가하는 간단한 방법이 개발되었다[6]. 이 검

사는 PROMOCATM라는 NK세포를 자극시킬 수 있는 재조합 싸이

토카인이 코팅되어 있는 특수한 시험관을 사용한다. Phytohemag-

glutinin (PHA)는 red kidney bean (Phaseolus vulgaris)의 lectin

으로 림프구를 자극하여 분열을 일으킬 수 있어서 mitogen으로 

처음 발견되었다[7]. 뒤이어 PHA를 신선한 인체 백혈구와 함께 배

양시키면 interferon-like antiviral activity가 관찰된다고 보고되었

다[8]. PHA는 T cell receptor에 결합해서 resting T세포를 자극하여 

IFN-γ를 분비할 수 있다[9, 10]. 이러한 점을 응용하여 interferon-

gamma release assay (IGRA)에서는 불충분한 IFN-γ 분비를 감시

할 수 있는 양성대조물질로 이용되어 왔다[11]. 본 연구는 건강인

을 대상으로 NK세포 자극을 위해 PROMOCA가 사용되는 NK 

Vue Gold kit 검사 시에 추가로 양성대조물질의 역할로써 PHA가 

들어있는 튜브를 사용하여 분비된 IFN-γ 양을 각각 비교해 보고

자 하였다. 

NK세포 활성도에 영향을 미칠 수 있는 약물 복용력이 없는 건

강인 지원자 43명을 대상으로 하였다. PROMOCA 자극 후 분비된 

Natural Killer (NK)세포는 림프구 아형의 하나로 사전 면역조치

(previous priming)가 없어도 악성세포나 바이러스에 감염된 세포

를 죽일 수 있는 면역세포이다[1]. NK세포 활성도의 측정은 세포독

성(cytotoxicity)의 측면을 평가하거나 싸이토카인 분비능력을 측

정하는 방법들이 있다[2-5]. 최근에 전혈에서 세포 분리 과정 없이 

NK세포 자극 후에 분비되는 interferon (IFN)-γ를 ELISA 방법으로 

건강인에서 NK세포 자극 후와 T세포 자극 후 분비된 
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Interferon-γ (IFN-γ) is an important cytokine produced by natural killer (NK) cells and T cells in response to various stimuli. The levels of IFN-γ se-
creted after stimulation of NK cells using a recombinant cytokine is represented as one of functions of NK cells. Recently, a method for evaluating 
NK cell activity in whole blood samples was developed. The levels of IFN-γ secreted after NK cell stimulation with PROMOCATM (ATGen, Korea) and 
T cell stimulation with phytohemagglutinin (PHA) were compared using two different commercial kits: NK Vue Gold (ATGen, Korea) and QuantiFER-
ON-TB Gold In-Tube (Cellestis, Australia). Participants included 43 healthy individuals. Whole blood samples were incubated with either PROMOCA, 
a recombinant cytokine that specifically activates NK cells, or with PHA. IFN-γ levels in the supernatants were measured by ELISA. The level of 
IFN-γ by PROMOCA stimulation (PROMOCA IFN-γ) was more varied than that by stimulation with PHA (PHA IFN-γ) (median 1,544.4 pg/mL [ range 
193.7–2,530.9 ] vs. median 2,470.1 pg/mL [2,250.1–2,874.4 ] P =0.0001). The median of PHA IFN-γ/PROMOCA IFN-γ ratio was 1.9 (1.1–12.4). 
There was a significant difference in levels of IFN-γ secreted after stimulation with PROMOCA or PHA in the healthy population. 
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IFN-γ는 NK Vue Gold kit (ATGen Co., Korea)를 이용하여 측정하

였고, PHA 자극 후 분비된 IFN-γ는 QuantiFERON-TB Gold In-

Tube kit (QFTGIT; Cellestis, Carnegie, Australia) 내의 PHA가 코팅

되어 있는 mitogen 튜브를 사용하였다. 각각 전용 용기인 PROM-

OCA-Gold 튜브와 mitogen 튜브에 1 mL씩 채혈하고 혈액을 부드

럽게 혼합하였다. 채혈 후 30분 이내에 37˚C 배양기에 20–24시간 

세워서 배양하였다. 배양 후 각각 상층액의 IFN-γ 농도 검사는 NK 

Vue Gold kit 내의 IFN-γ 측정 ELISA 키트를 동일하게 이용하였고, 

제조사의 지침대로 시행하였다. ELISA 흡광도는CODA microplate 

processor (Biorad, CA, USA)를 이용하여 측정하였다. IFN-γ값은 

2,000 pg/mL, 500 pg/mL, 125 pg/mL, 0-blank로 희석한 4가지 표

준액으로부터 표준곡선을 생성한 후 결과를 계산하여 얻었다. 음

성대조물질과 양성대조물질이 모두 적정 범위 안에 있는 것을 확

인하였다. 통계 분석은 MedCalc Software (ver.16.8, MedCalc Soft-

ware, Mariakerke, Belgium)을 이용하였다. 

건강인군의 평균 연령은 43.2±9.7세(범위 25–65)이었고, 남녀 

비율은 20:23이었다. PROMOCA 자극 후 IFN-γ 중앙값(범위)은 

1,544.4 (193.7–2,530.9) pg/mL이었고, PHA 자극 후 IFN-γ 중앙값
(범위)은 2,470.1 (2,250.1–2,874.4) pg/mL이었다. 두 중앙값은 통계

적으로 유의한 차이를 보였으며(P=0.0001 by Mann-Whitney test), 

PROMOCA 자극 후 IFN-γ 수치의 분포는 매우 다양하였지만, PHA 

자극 후 IFN-γ 수치는 좁은 범위 내에 있었다(Fig. 1). 모든 지원자

에서 PHA 자극 후 IFN-γ 수치는 PROMOCA 자극 후 IFN-γ 수치보
다 항상 높았으며 PHA IFN-γ/PROMOCA IFN-γ의 중앙값(범위)은 

1.9 (1.1–12.4)이었다. PROMOCA 자극 후 IFN-γ 양과 PHA 자극 후 

IFN-γ 양은 양의 상관관계에 있었으나 통계적으로 유의하지는 않

았다(r=0.41, P =0.06) (Fig. 2). PROMOCA 자극 후 IFN-γ 양은 남

성 중앙값(범위)은 1,854.1 (823.0–2,476.6) pg/mL이었고, 여성 중앙

값(범위)은 1,450.1 (193.7–2,530.9)로 차이가 관찰되었지만(P=0.01), 

PHA 자극 후 IFN-γ 양은 성별에 따른 차이가 없었다(P =0.13). 

NK세포 활성도의 측정은 성숙된 NK세포의 기능에 따라서 다

양하게 평가할 수 있다. 세포독성(cytotoxicity)의 측면을 평가하는 

검사로는 전통적인 Chromium 51 release assay [2]와 �ow cytome-

try-based NK cytotoxicity assay [3, 4]가 있다. NK세포의 싸이토카

인 분비능력을 측정하는 검사로 CD107a degranulation assay [5], 

intracellular cytokine staining assay 등이 있다. 이러한 검사들은 

방사선동위원소를 사용해야 하거나 전혈로부터 NK세포를 분리하

여야 하는 단점이 있다. 본 연구에 이용된 NK Vue Gold kit 검사는 

전혈을 배양한 후 ELISA 측정기를 이용하기 때문에 말초단핵구 분

리나 K562세포주의 배양, 유세포분석과 같은 복잡한 과정을 피할 

수 있어 사용이 편리한 장점이 있다.

결핵균 특이 IGRA 검사에서 관찰되는 미결정(Indeterminate) 결

과는 대부분 PHA에 대한 부적절한 IFN-γ 분비로 인한 것으로 면

역결핍 환자에게서 빈번하게 관찰된다[12, 13]. CD4 T 림프구의 심

한 감소를 가진 HIV-1 감염환자에서 indeterminate Quantiferon-

TB Gold In-Tube 검사 결과를 보이는 환자는 determinate 결과를 

보인 환자보다 불량한 예후를 보인다는 연구 결과가 있었다[14]. 이

처럼 PHA 자극 후 T 림프구에 의해 분비된 IFN-γ 수치를 측정하

는 것은 T세포 기능의 전반적인 평가에 이용될 수 있다. 또한 IGRA

와 유사하게 NK Vue Gold kit에 의한 NK세포 기능 검사의 양성대

조 역할을 할 수 있을 것으로 사료되었다. 본 연구는 최초로 건강

인에서 PROMOCA 자극과 PHA 자극 후 분비된 IFN-γ 수치의 차

이를 비교한 것이다. 만약 건강인이 NK Vue Gold 검사를 PHA 자

극과 함께 시행하였을 때 PHA 튜브에서 분비된 IFN-γ 수치가 감소

Fig. 1. Comparison of levels of IFN-γ secretion between PROMOCA 
stimulation and PHA stimulation (P =0.0001 by Mann-Whitney test). 
Horizontal bar indicates 95% confidence interval for the median.
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되어 있다면 분석 전의 변동성(pre-analytic variability)을 의심해 

볼 수 있을 것이다. IGRA 검사는 분석전의 변동성이 영향을 미치

는 것으로 보고되어 있으며 NK Vue Gold 검사도 유사한 분석 형

식을 가지기 때문이다[15]. IL-2, IL-12, IL-15의 조합에 의한 싸이토

카인 자극으로 CD56dimCD16+ NK세포에서 IFN-γ 생성이 유도된다

는 보고가 있었다[16]. 단독 분리된 T세포, B세포, NK세포 및 단구

를 PROMOCA와 함께 48시간 배양했을 때 NK세포 배양 상층액에

서 의미 있게 높은 IFN-γ가 측정되어, PROMOCA 자극 후 분비되는 

IFN-γ는 주로 NK세포 유래임을 알 수 있다[6]. 본 연구에서 PHA 

자극 후 분비된 IFN-γ 수치에 비해 PROMOCA 자극 IFN-γ 수치는 

개인 간의 차이가 매우 컸다. 이는 NK세포의 cytotoxic activity를 

측정하였던 연구에서도 개인 간의 차이가 10%에서 90%까지 다양

하게 관찰된 것과 일치하였다[17]. 또한 Lim 등의 연구에서 정상인 

대조군 40명을 대상으로 NK Vue 검사를 시행하여 333–2,000 pg/

mL의 결과를 보고한 것과 유사하다[18]. 다만 본 연구에서는 2,000 

pg/mL 초과하는 값도 수치로 계산하여 상한 값이 차이가 난다. 

Hou 등은 IL-12로 자극한 말초단핵구 배양 상층액의 IFN-γ값은 평

균 330.4 pg/mL (2.5th–97.5th percentile: 41.4–717.8)로 보고하였다

[19]. 본 연구보다 낮은 농도의 IFN-γ를 보였는데, 전혈과 말초단핵

구 배양의 차이, 자극에 이용된 싸이토카인 종류 및 농도나 IFN-γ 
측정에 이용된 ELISA 키트의 차이 등으로 설명할 수 있겠다. Lim 

등의 연구에서는 성별 간의 차이는 없었지만 본 연구에서는 남자

가 높게 관찰되었다. 이는 적은 검체 수에서만 관찰한 것으로 성별 

간 차이를 단정할 수 없으므로 더 많은 검체를 이용한 추가적인 연

구가 필요할 것이다. 

NK세포 활성도가 암 발생 및 예후와 밀접한 관계를 보인다는 

연구 발표들이 있다. 일반인 집단의 11년 추적 관찰 연구에서 전통

적인 Chromium 51 release assay로 측정한 NK세포 활성도가 낮은 

그룹에서 암 발생의 증가가 관찰되었다고 보고되었다[17]. 전립선

암 환자에서 진행병기가 높아짐에 따라 NK세포 자극 IFN-γ 수치
가 의미 있게 낮아진다고 보고되었다[20]. 또한 대장암 환자에서 

건강인 대조군에 비해 NK세포 자극 IFN-γ 수치가 의미 있게 낮았

다는 보고도 있다[6]. 최근에는 암 면역치료 영역에서 NK세포를 

이용한 치료가 활발하게 진행되고 있다[21, 22]. 향후 암과 관련된 

예후 추정이나 모니터링에 이러한 싸이토카인 자극을 이용한 면역

세포의 기능적 검사들이 필요하게 될 것이다. 특히 본 연구에서 사

용된 검사는 전혈을 이용하여 검사실에서 손쉽게 수행할 수 있는 

장점이 있으며, PROMOCA를 이용하여 NK세포를 자극하는 것 외

에도 PHA를 이용하여 T세포의 싸이토카인 분비 기능까지 추가적

으로 평가하여 검사의 양성대조 역할까지 가능하였다. 이번 연구

의 결과는 면역학적 검사의 기초 자료로 건강인 데이터를 제공하

는 데 의의가 있다.
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