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서      론

  많은 세포독성 림프구(CTL; Cytotoxic T lymphocyte, 

NK; Natural killer cell)는 종양에 대한 효과적인 면역인자

로 보고되어져 왔다(1,2). 적절한 조건하에서 그 세포들

은 종양세포를 인식하고 수 분내에 세포자살사(apopto-

sis)또는 괴사(Necrosis) 시킨다(3,4). CTL과 NK세포는 세

포가 중재된 반응에 관련되어 그 역할을 한다. CTL은 적

응 면역계의 일부이고, NK세포는 자연적인 면역계라고

할 수 있다. 이 두세포는 세포융해 분자인 perforin과 그

와 관련된 과립 단백질 분해효소(granzyme)이 포함되어 

있는 세포질성 과립들이 관여한 세포융해성 기작을 수

행한다(5,6). 그중 NK세포는 CTL세포가 인식하지 못한 

MHC class I이 결여된 표적세포를 인식하는 능력을 가지

고 있어 위와 같은 과정을 수행하는 중요한 역할을 한다

(7). NK세포는 다른 기원의 종양세포를 죽이는 세포로 

처음 확인되어졌으며, 그 세포는 바이러스에 의해 감염
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된 정상세포도 죽이는 능력을 가진다. 그리고 형태적으

로는 큰 과립림프구이며, T세포의 표지인자나 표면단백

질인 Ig이 존재하지 않는다. NK세포의 종양에 대한 세포

독성은 vitro상태에서 인터루킨-2 (IL-2)와 인터페론-α와 

같은 세포조절물질이 존재하면 증가하게 된다. NK세포

에서는 CD16 (FcγRIII)이 특이한 표면단백질이며 CD56

도 주된 표면 단백질이다. 그리고 T세포에서 발현되는 

CD3는 결여되어있다(8).

  암환자의 면역기능이 저하되면 면역결핍상태에서는 

암 발생이 증가한다는 것이 알려지면서 암에 대한 면역

학적 치료법에 관하여 연구가 진행되어 왔다. 그 중 하나

가 종양숙주에 항암작용이 있는 면역세포를 투여하여 

항암효과를 기대하는 양자면역요법이다(9). 1976년 인터

루킨-2의 발견으로 양자면역요법에 있어서 큰 발전을 이

루었다(10). 이 림프구 조절물질은 T세포뿐만 아니라 

NK세포의 증식과 성장을 가능하게 하며 그들 세포에서 

림프구 조절물질의 분비를 촉진, 증강시킨다(11). 

  본 연구에서는 현재 많이 연구되고 있는 세포면역치료

요법 중에서 NK세포와 NKT세포 그리고 T세포를 혼합

한 세포를 negative isolation 방법을 사용하여 분리하지 

않고 공혈자로부터 채취한 혈액에서 림프구를 분리하고 

anti-CD3, CD16, CD56 단일항체와 IL-2를 사용하여 활성

화시킨 림프구와 anti-CD3 단일항체와 IL-2를 사용하여 

활성화시킨 림프구의 세포성상과 세포독성을 비교 분석

하여 활성화를 위해 사용된 항체에 따른 림프구의 활성

을 조사하고, Burkitt 림프종세포주인 사람의 B세포 림프

종을 유발하는 Raji세포를 누드마우스에 주입한 후 종괴

를 유발시키고, anti-CD3, CD16과 CD56 단일항체에 의

해 자극되어 활성화된 사람의 림프구를 투여하여 종괴

에 대한 영향과 마우스의 생존도를 조사함으로써 림프

종에 대한 활성화 림프구의 영향을 알아보고자 한다.

재료 및 방법

세포 . 마우스를 이용한 생체실험을 위해서 종괴를 형

성시키는 세포로는 사람의 B세포 림프종을 유발하는 

Burkitt 림프종 세포주인 Raji세포(ATCC: CCL-86)를 사

용한다. 그리고 세포독성은 사람의 leukemia세포주인 

K562세포(연세대 소화기내과에서 배양중인 세포)를 사

용한다. 이 세포주들은 RPMI1640에서 10% 소태아 혈청

과 1%의 gentamycin을 첨가하고, 5% CO2 하의 습윤된 

공기, 37
o
C에서 배양하였다.

실험동물. 6주령의 BALB/c 누드마우스를 구입하여, 청

정동물사역구역에서 동일 먹이와 동일 수분의 조건에서

사육하였다.

암세포의 이식. Raji 세포 1×107개를 누드마우스의 오

른쪽 옆구리에 있는 피하조직에 주입하였다. 종양덩어

리는 늑골 융선을 덮으면서, 측면대부분을 차지하게 된

다. 이식 후 동일한 조건에서 사육하였다.

활성화림프구의 준비. 정상인 공혈자의 말초혈액을 헤

파린 처리된 10 ml 진공채혈관(BD Vacutainer
TM
)에 채혈

하고 히스토파크(Histopaque, Sigma #1077-1, endotoxin 

tested, 밀도 1.077 g/ml) 밀도구배 원심법에 의해 림프구

를 분리한다. 분리된 림프구의 잔존 적혈구를 제거하기 

위해서 0.83% 염화암모늄(NH4Cl)용액을 처리하고, 원심

Figure 1. Activated lymphocytes attack-
ing Raji, K562 cancer cell lines. Micro-
scopic sections of cancer cells and acti-
vated lymphocytes incubated together at
the rate of  1：10 for I hour (×400,
inverted microscope).
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분리로 침전된 림프구 1×107의 세포를 CD3 (OKT3)로 

자극시키고, IL-2 (1000 IU/ml)와 anti-CD16 또는 CD56 

단일항체를 처리하여 RPMI1640배양액에 공혈자의 혈장

을 10%넣어주고, 5% CO2하의 습윤된 공기, 37
oC에서 4

일간 75 cm2의 플라스크에서 배양한 후, 활성화된 상태

가 확인되면 225 cm
2
의 플라스크로 옮기고 CD16과 

CD56을 처리한 후 3일간 배양한다. 다시 그 배양된 세포

를 1000 ml용 CO2 투과백(Nipro Co.)에서 다시 IL-2 (175 

IU/ml)를 처리한후 7일간 배양한다. 

활성화림프구의 투여. 종양세포 주입 후 4일째에 마우

스는 종양세포의 graft가 발달하였다. 상기 마우스를 무

작위적으로 4개의 투여그룹중의 하나로 할당하였다: (a)

대조군(5마리) (b) PBS투여 처리군(5마리) (c) PBMC 투

여 처리군(5마리) (d) 활성화림프구처리군. 종양이 가로 

5 mm, 세로 5 mm 이상 되는 날(대략 7일째)에 각 실험군

의 마우스에게 26게이지 바늘을 사용하여 꼬리의 미세

정맥을 통해서 1×108개의 사람의 활성화된 림프구를 투

여하였다.

Flow Cytometry Analysis. 배양된 세포를 수확한 후 FAC 

Scan용 시험관 CD3+CD19, CD3+CD56항체를 10μl씩 

넣고, 수확한 세포를 5×10
5
씩 넣는다. 대조군으로 γ1/

γ1 (simultest control)항체를 준비하고 동일한 수의 세포

를 넣는다. PBS 200μl씩을 각각에 첨가하고, 냉장고에서 

염색한 후 원심분리하여 침전된 염색된 세포에 1% phara-

formaldehyde을 첨가한다. 세포는 FACSCalibur (BD Bio-

sciences, San Jose, CA)로 분석한다. 

Cytotoxic assay. 세포독성을 측정하기 위해서 Cytoto-

xicity Detection Kit (LDH)(Roche Applied sciences)를 사용

하고 Elisa reader를 사용하여 측정하였다. 96well 조직배

양용 플레이트에 각 well에 희석률(1：5. 1：10)을 달리

하여 표적세포(K562, Raji세포)와 활성화림프구를 혼합

하여 6시간 배양한 후 측정하였다.

결     과

  Fig. 1은 Raji와 K562세포와 배양된 활성화된 림프구

를 혼합하여 배양하였을 때 그 암세포주를 공격하는 그

림이다. 각 NK세포는 부정형 또는 다량의 세포질을 포

함한 큰 세포로서 암세포를 공격하여 apoptosis를 유도하

는 현상을 관찰할 수 있다.

  Table I은 활성화세포의 성상에 따른 K562세포에 대한 

세포독성효과를 나타낸 표로써 T세포를 활성화시킨 세

포의 경우보다 본 회사의 활성화 기법에 따라 배양된 세

포의 세포독성이 유의하게 증가되었음을 보여주는 결과

로써 NK세포의 비율이 높을수록 세포독성이 높음을 나

타낸다. anti-CD3 단일항체와 IL-2를 사용하여 림프구를 

활성화시켜 배양하였을 경우(1)에 활성화된 림프구 세포

의 성상은 T세포가 74±5.2%이고, K562세포에 대한 세포

독성은 2.2±0.8%이고, (2)는 anti-CD3와 CD16 및 CD56 

Table I. Cytotoxic effects according to characterization of 
activated lymphocytes. Cytotoxicity was analyzed by Elisa reader,
using the method of LDH release. K562 cells and activated 
lymphocyte were incubated together at the rate of 1：10. (1), 
lymphocytes were activated by using anti-CD3 monoclonal
antibody and IL-2. (2), lymphocytes were activated by using 
anti-CD3, CD16 and CD56 monoclonal antibody and IL-2. (3),
lymphocytes were activated by using anti-CD3 and CD16 
monoclonal antibody and IL-2.
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Table II. Cytotoxic effects to the target cells of Raji and K562
cells. Cytotoxicity was analyzed by Elisa reader, using the method
of LDH release, Raji, K562 cells and activated lymphocyte were
incubated together at the rate of 1：5 and 1：10, respectively.
(1 and 2), the rate of K562 cells and activated lymphocytes are
1:5 and 1：10. (3 and 4), the rate of Raji cellsa nd activated 
lymphocytes are 1：5 and 1：10, respectively.
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단일항체와 IL-2를 사용하여 배양한 결과이고, (3)은 

anti-CD3과 CD16 단일항체를 사용하여 배양한 결과로

써, 세포의 성상은 각각 NK세포가 23.53±3.2, 68.71±

2.9%이고, T세포는 42.44±3.1, 9.83±1.1%이었다. 각각

의 K562세포에 대한 세포독성은 98.3±1.2, 52.3±1.7%

이었다.

  다음의 결과는 Balb/c 누드마우스에 1×107개의 Raji세

포를 각각의 실험군에 주입하여 종괴를 형성시킨 후 형

성된 종괴 (A), 꼬리의 미세정맥으로 PBS를 주입한 경우

(B), PBMC (C)를 주입한 경우 그리고 활성화된 세포를 

주입한 경우(D)에 대한 실험결과로써 Table II는 K562세

포와 Raji세포를 표적세포로하여 활성화된 세포를 1：5, 

1：10의 비율로 혼합시킨 후 LDH release방법으로 Elisa 

reader를 사용하여 측정한 결과로써 각각의 표적세포에 

대한 세포독성률은 각각 35.97±2.4, 50.63±1.1% 그리고 

31.2±0.9, 56.3±3.2%를 나타내고, 누드마우스에 주입한 

활성화림프구의 성상은 NK세포가 39.63±2.8%이고, T

세포가 45.48±4.1%이었다. 세포독성이 유의한 결과를 

보이는 세포를 위의 누드마우스에 투여한 결과 누드마

우스의 종괴의 변화와 누드마우스의 생존에 미치는 영

향을 관찰하여 나타낸 결과를 Table III과 Fig. 2에 표시하

였다. 각각의 실험군에서 활성화된 세포를 투여한 누드

마우스의 종괴의 크기의 증가는 A, B, C의 실험군에 비

해 현저히 증가추세가 둔화됨을 보이고 있고, 또한 누드

마우스의 생존에도 영향을 미친다. Fig. 2는 활성화된 세

포를 투여한 후 종괴의 크기가 줄어든 결과를 보여준다.

고      찰

  세포독성 T 림프구와 자연살해세포(NK)세포는 림프

구와 표적세포사이에서 형성된 시냅스와 유사한 접합부

위로 perforin과 granzyme이 내포된 특별한 세포외분비성 

분비 과립에 의해 표적세포를 융해시킨다(12,13). 여러 

가지 인간의 질병들에는 세포외 과립분비 과정을 통해

서 림프구에 의해 조정되는 세포독성효과가 결여되어 

있는 것으로 보고되었다(14). NK세포는 vitro 상태에서 

인간의 종양에 대해서 그리고 vivo 상태의 설치류에서 

항종양 활성을 보이는 것으로 보고되어졌다(15). vitro 상

태에서 배양된 표적세포인 종양세포나 vivo 상태에서 종

양을 융해시키는 NK세포의 능력에 대한 조사는 이후 

NK세포를 암의 치료에 적용시킬 수 있는 것으로 예상되

어 흥미를 유발한다. 그러나 몇몇의 보고에 의하면 실질

적으로 단지 IL-2에 의해서 유도된 NK세포인 LAK세포

는 melanoma의 증례에서 치료효과가 보고되었을 뿐 그

다지 효과적인 결과를 보이지 않았다. NK세포는 그 단

독으로서 종양세포를 융해시킬 수 있는 능력이 있으나 

T세포나 수지상세포와 같이 처리하였을 때 비 홉친스 

림프종에서 더 나은 항 종양 효과를 보이는 것으로 보고

되어졌다(16). 

  본 연구의 결과에서 Fig. 1은 암세포주인 Raji와 K562

세포를 표적세포로 본 회사의 배양법으로 림프구를 활

성화시켜 1：10의 비율로 혼합하였을 때 NK세포가 각 

암세포를 공격하는 그림으로 NK세포는 각기 두가지 형

태로 나타나는데 한가지의 형태는 세포질이 많은 큰 형

태로 그 세포안에는 과립들이 관찰되며, 또 다른 형태는 

Table III. Tumor size (mm3) and survival of mice observed at 3 days intervals in five nude mices after 7 days of tumor injection
and subsequently injection of PBS, PBMC and activated lymphocytes, respectively
ꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧ

처리군 day0 day3 day6 day9 day13
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

1 PBS 121 473.1 836.7 (6;2) 1306 (8;1) day 10, All dead
2 PBMC 130.9 367.6 913.9 (5;1) 1200.8 (8;2) day 10, All dead
3 NKM1 106.8 195.2 557.7 (8;1) 869.5 (10;2) day 13, All dead
4 NKM2 112.3 244.7 523.8 895.6 (11;2) day 13, All dead

ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
( ), dead day and number of mice: (6;2), dead day was 6, and the number is 2 mice: NKM, NK cell and T cell.

Figure 2. The photograph of tumor at 6 days in nude mice were
injected PBS, PBMC and activated lymphocytes after 7 days of 
tumor injection. (A), Control, treatment with nothing after tumor
injection, (B)(C)(D), a mouse treated with PBS, PBMC and 
activated lymphocytes, respectively.
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부정형으로 각각은 암세포의 주변에 결합하여 암세포를 

apoptosis를 유발하는 것으로 관찰된다. Table I은 림프구

를 활성화시키는 배양방법에 따라 활성화된 림프구는 

각기 다른 성상을 나타내는데, 각 세포의 성상에 따라 

T세포가 많이 배양시킨 세포군과 NK세포를 많은 비율

로 배양시킨 세포군보다 NK세포와 NKT세포 그리고 T

세포를 고루 활성화시켜 배양시킨 세포군의 경우 K562

세포에 대한 세포독성이 더욱 증가함을 보여준다. 그러

므로 anti-CD3, CD16 또는 CD56 단일항체를 사용하여 

배양시 첨가하고 IL-2와 함께 배양시키는 경우 세가지 

항체를 모두 사용하여 배양한 림프구가 종양에 대한 세

포독성이 증가한다.

  한편 누드마우스에 Raji세포를 주입하여 종괴를 형성

시키고, 본 연구의 배양법으로 배양시킨 사람의 활성화

된 림프구세포를 주입하여 관찰한 결과, 활성화된 림프

구세포의 성상이 NK세포가 39.63±2.8%이고, T세포가 

45.48±4.1%인 세포의 K562세포와 Raji세포에 대한 세

포의 독성은 50.63±1.1, 56.3±3.2%이다. 이 세포를 종괴

가 형성된 누드마우스에 주입하였을 때 누드마우스의 

생존은 결과에서 관찰되는 것처럼 큰 유의성을 가진 차

이를 보이지는 않았지만 누드마우스의 생존에 다소간 

영향을 미치는 것으로 나타난다. 그러나 종괴의 크기에

서는 현저한 차이가 나타난다.

  그러므로 본 연구의 결과로 볼 때 이종세포를 누드마

우스에게 주입함으로써 발생되는 여러 문제를 고려하여 

볼 때 활성화된 사람의 림프구는 종괴가 형성된 누드마

우스의 생존과 종괴의 감소에 영향을 미친다고 할 수 있

으며, vitro상태의 실험에서 나타나는 표적세포에 대한 

세포독성과 생체실험의 결과와는 다소간 차이가 있는 

것으로 보이지만 본 연구에 사용된 배양법으로 활성화

시킨 사람의 자기 활성화림프구는 암세포의 증식이나 

마우스의 생존에 영향을 준다. 본 연구에서 배양된 세포

의 분자생물학적인 연구와 마우스의 생존이나 종괴의 

감소에 대한 연구가 더 있어야 할 것으로 생각된다.
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