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서 론

류마티스 관절염 의 발병 원인은 다른 자가 면역 질환

= Abs t r ac t =

Background: To determine the molecular structure of type II collagen-specific T-cell receptors associated with

rheumatoid arthritis (RA). M ethods: We generated CII-specific T-cell lines of 8 RA patients by prolonged in

vitro culture with bovine CII (bCII) and the immunogenic peptide (256-270) of human CII. The proliferation

response towards CII stimulation was measured from the uptake of 3H-thymidine. Changes in the secretion of Th 1

and Th2 cytokines in the culture supernatent were measured by ELISA. The TCR clonotypes of these T-cells

were examined by RT-PCR/SSCP analyses of all 22 Vβ chains. Results: T-cells from patients' tissue exhibited

strong proliferation index upon CII stimulation, which was maintained up to 6 months in the culture. The secretion

of INF-γfrom these T-cells increased along with the duration of culture time, while the amount of IL-4 production

did not show significant changes. The SSCP band patterns of patients' T-cells appear as discrete bands unlike the

smeary streak produced from normal samples. Some SSCP bands, each representing selected expansion of a TCR

containing certain subtype of Vβ peptides, appeared to be identical in more than one patients. Among these, the

expansion of SSCP band representing the Vβ 14 CDR3 region persisted after switching the antigen to the

immunogenic human peptide (256-270). Conclusion: CII-reactive T-cells expressing distinct CDR3 motifs are

selectively expanded in the peripheral blood and synovial fluid of RA patients, and their persistent proliferation

upon CII stimulation, as well as the production Th 1-type cytokines, may play pivotal roles in RA pathogenesis.
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에서와 마찬가지로 자가 항원을 인지하는 T 세포가 비

정상적으로 활성화됨에 따라 시발되는 일련의 면역 반

응에 대해 관용이 파괴되는 현상으로 설명된다 . 그러므

로 류마티스 관절염의 자가 항원 , 특히 제 2형 콜라겐이

나 aggrecan, cartilage glycoprotein gp39 등을 인지하는

T 세포에 관한 연구는 류마티스 관절염에서 자가항원을

인지하는 T 세포의 성상과 T 세포 수용체구조분석을 통

하여 질병의 병인을 이해하고 그 기전을 연구하는데 중

요한 단서를 제공 해 줄 수 있다 .

관절 연골의 주된 구성 성분인 제 2형 콜라겐을 인지

하는 T 세포의 활성이 류마티스 관절염의 발병과 밀접

한 상관관계가 있다는 사실은 기존의 여러 연구를 통하

여 이미 잘 알려져 있으나 (1), 실제로 이들 T 세포의 구

조적 특징 및 이들의 활성화가 초기 병인에 어떻게 작용

하고 조직의 붕괴에 어떤 영향을 미치는지에 대해서는

밝혀진 바가 없다 . 류마티스 관절염 환자의 말초혈액이

나 관절 활액에서 선택적으로 증폭되어있는 항원 특이

T 세포에 관한 연구는 지난 20여년간 꾸준히 이루어져

왔으나 항원 특이 T세포 수용체에 관한 연구는 최근에

와서야 비로서 그 이론적 뒷받침이 정립되고 있다 . 그러

나 주로 Southern Blotting이나 RT-PCR에 의존하는 기

존의 방법으로 T 세포 수용체 구조 분석을 할 경우 각

실험자마다 상반되는 결과가 얻어진 관계로 의미 있고

일관성 있는 결론을 추출해 내기에 많은 어려움이 있었

다 . 이에 반하여 최근 개발된 RT-PCR/SSCP 분석 방법

은 T 세포 수용체중 22개의 Vβ 에서 CDR3 부위를

RT-PCR로 증폭시킨 뒤 그 분자구조를 SSCP (Single

Strand Conformation Polymorphism)로 알아보는 테크닉

을 사용하여 각각의 CDR3 region이 개별적인 SSCP

band로 나타나도록 함으로써 , 각종 면역질환에서 환자

체내의 T 세포 조성이 변화된 양상을 성공적으로 제시

해 준 바 있다 1 2 .

본 연구에서는 in vitro에서 콜라겐으로 자극을 주어

장기간 배양한 한국인 류마티스 관절염 환자들의 제 2형

콜라겐 특이 T세포주를 만들고 이를 RT-PCR/SSCP 방

법으로 분석하여 , 선택적으로 활성화 되어있는 T 세포들

의 cytokine 분비 양상 및 그 수용체의 분자적 구조를 살

펴보고자 하였다 . 이런 연구결과는 항원 특이 T 세포의

기능을 이해하고 이를 선택적으로 차단시키는 방법을

통하여 류마티스 관절염 치료를 위한 면역제어요법 개

발에 매우 유용한 정보를 주리라 생각된다 .

재료 및 방법

1. 대상

본 연구의 대상은 American College of Rheumatology

(ACR)의 진단기준에 합당한 8명의 한국인 류마티스 관

절염 환자와 3명의 정상인을 대상으로 하였다 (Table 1) .

환자 및 정상인의 HLA -DR 유전자 typing은 Han 등 1 4의

방법에 따라 각 대립 유전자에 특이적인 primer를 이용

한 이중 PCR의 결과로 판정하였다 .

T 세포의 분리 및 제 2형 콜라겐에 대한 증식반응

Ta ble 1 . 제 이형 콜라겐으로 자극한 배양을 통한 T 세포들의 사이토카인 분비 양상 변화

대상 나이 병력 (햇수) RF* HLA-DR 타입
S.I (제4일)

말초혈액 활액

환자 1 62 6.4 475 DR04/04 2.1 §

환자 2 59 1.2 2 11 DR01/ 15 § 3.1

환자 3 32 1.2 179 DR02/04 1.02 2 .9

환자 4 45 2.5 136 DR09/09 1.83 3.5

환자 5 47 5.3 § DR09/09 2 .7 3.7

환자 6 38 5.7 580 n.d . 1.08 1.2

환자 7 25 3.7 160 DR09/07 1.8 2 .4

환자 8 59 7.7 § DR04/04 1.8 2 .3

정상인 1 26 - - DR04/02 2 .4 §

정상인 2 30 - - DR04/04 2 .1 §

정상인 3 28 - - DR 15/ 16 1.2 §
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혈액 단핵 세포와 활액 단핵 세포는 각각 류마티스 관

절염 환자와 일반 환자로부터 얻은 혈액 또는 활액으로

부터 Ficoll-hypaque 농도를 이용하여 분리하였다 .

Ficoli-Hypaque-RBC 중간층을 얻어 Mini-MAC S 를 통

과시켜 각각 CD3+ 세포와 CD 3- 세포로 분리하였다 . 혈

액과 활액 샘플에서 분리된 CD3+ 세포들은 RPMI-1640

culture 배지에 2 mM L -glutamine, 100 IU/ml 페니실린 ,

100 ㎍/ml 스트렙토 마이신 , 20 mM HEPE S, 2 mg/ml

sodium bicarbonate, 1mM pyruvate, 50μM

(-mercapthoethanol, 1X nonessential amino acids , 그리

고 10% heat inactive fetal calf serum을 첨가하여 각 혈

당 2× 105 세포씩 배양하고 , 또 이와 동등한 양의 방사

선 조사된 항원 제시 세포를 함께 배양을 하였다 . 이중

제 2형 콜라겐에 반응을 보이는 세포를 선별하기 위하여

우형 콜라겐을 혈당 40μg로 주어 자극을 하였고 , 대조군

은 동량의 chicken ovalbumin으로 처리 하였다 . 장기 배

양의 경우 제 30일 까지는 우형 콜라겐 및 ovalbumin

control을 사용하고 , 30일 이후부터는 immunogenic

human peptide (256-270)와 non-immunogenic contorol

peptide (27 1-285)을 혈당 40 μg로 주어 자극하였다 (6) .

제 2형콜라겐에 반응을 보이는 T 세포의 증식반응검

사를 위하여 분리된 세포들을 in vitro에서 5일간 배양을

한 후 , 각 혈에 배양 종료 18시간 전에 1μCi 의
3 H-methyltymidine을 처리하고 , 함입된 3 H-TdR의 양을

multiple cell harvester (Cambridge Technology , Cam-

bridge, MA)로 수확한 세포에서 liquid scintillation

counter (Model Tri-Carb 300C, Packard International)로

측정하였다 . 우형 콜라겐으로 처리한 세포에서 얻어진

결과를 대조군과 비교하여 (SI [stimulation index] = 실

험군의 cpm값/대조군의 cpm값), 1,000 CPM 이하는 기

계상의 오류 값으로 무시하였으며 SI값이 2 이상인 것을

증식반응 양성으로 평가하였다 .

2. 제 2형 콜라겐 sp ecif ic T 세포 주 형성과 유지

MiniMACs Column 사용 후 non-T-Cell(CD 3-) 단편은

EBV transformation 한 후의 B세포주나 제공된 혈액으

로부터 준비된 형태의 자가 항원 제시 세포 (APCs)로 사

용하였다 . APC즉 EBV 형질전환된 항원제시세포주를

얻기 위하여 CD3- 단편으로부터 나온 세포들을 2 mM

L-glutarnine, 100 IU/ml penicillin , 100 μg/ml steptomy -

cine, 20 mM HEPE S, 2 mg/ml sodium bicarbonate, 1mM

pyruvate, 50 uM β -mercapthoethanol, 1X nonessential

amino acids, 10% heat-inactivated fetal calf serum을 포

함한 1 ml의 RPMI-1640 배양액에서 배양하였다 . 이렇게

준비된 non-T세포에 B95-8세포배양액으로부터 얻은

EBV 포함 상층액 1ml을 넣어주고 , 37℃ , 5% CO2 항온

항습 배양기에서 한 시간동안 배양한 후 이들 세포들을

다시 새로운 배양액에서 2× 106 cell/ml의 농도로 맞춘

다음 96-well round bottom plate에 세포를 분주하여

EBV transformed APCs을 준비해 두었다 .

CD 3+ 의 T 세포는 이미 서술한 RPMI- 1640 배양액에

서 배양시키고 , 대략적으로 96-well plate 한 well당 세포

농도가 2× 105 cells가 되게 분주하고 동량의 방사선조사

된 APCs (EBV transformed non T 세포)를 혼합배양 하

였다 . 제 2형 콜라겐을 인식하는 T세포들만을 특이적으

로 선별하기 위하여 배양시에 40μg/ml의 농도의 우형콜

라겐으로 자극하거나 대조군으로 chiken ovalbumin을 사

용하였다 .

증식반응 검사 이후에 합성 human IL-2 (10unit)을 처

리하고 , 7일 후 각 well마다 1× 105개의 방사선 조사된

항원제시 세포와 40μg/ml 우형 콜라겐을 넣어주었다 .

10일 간격으로 이들 세포들을 resuspend시켜 죽은 세포

들을 씻어 내고 새로운 방사선조사 항원제세 세포를 T

세포와 혼합배양 하였다 . 이와 같은 10일 단위의 배양

사이클을 180일 까지 반복하였다 .

3. RT - P CR/ S S CP를 이용한 T 세포 수용체의 분석

각각의 T세포 mRNA들은 1 unit역전사 효소 (Gibco

BRL)와 100pmol random hexamer (GibcoBRL)를 사용

하여 42℃에서 두시간 동안 반응을 시켜 cDNA로 전환

시켰다 . 그 다음 각 200 ng의 cDNA을 주형으로 한 25

㎕의 반응액 내에 100 nM의 dNTP, 0.3 IU Taq

polymerase (Takara, Korea) 그리고 20 pmol의 공통 C(

primer와 현재까지 알려진 Vβ 의 22가지 Vβ primer(7)를

사용하여 각T 세포 수용체의 CDR 3 부위를 PCR로 증폭

시켰다 . PCR 의 조건은 94℃에서 45초 , 58℃에서 2분 ,

72℃에서 1분씩 하여 35 cycle을 반복하였다 . 증폭된

DNA들을 단일 가닥으로 분리하기 위하여 이들 PCR 산

물을 희석하고 94℃의 열을 주어 denaturation 시킨 후

4%의 polyacrylamide에 10% glycerol 이 들어 있는

non-denaturing 젤에서 전기 영동을 하였다 . 이렇게 전기

영동이 끝난 젤상의 밴드들을 nylon membrane에 첨착시

킨 후 해당 DNA의 절편을 바이오틴이 붙은 internal

TCR C( probe (5'-AAC AAG CGT GTT CCC ACC
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CGA GGT CGC TGT GTT-3')로 라벨하고 Phototope

star-detection kit (N ew England Biology, England)로 발

색 시켜 X선 필름에 감광 시켜 이동 패턴을 분석하였다 .

결 과

1. 류마티스 관절염 환자의 말초혈액과 활액 내

T 세포의 증식반응

류마티스 관절염 환자와 정상인으로부터 얻은 혈액

단핵세포 및 활액 단핵세포를 2형 콜라겐으로 자극 한

후 배양 5일째에 비교 평가해본 결과 , 환자와 정상인의

말초 혈액 세포들은 그 증식반응에서 별다른 차이를 보

이지 않았으나 환자의 활액 단핵 세포들은 상대적으로

높은 SI 값을 나타내었다(Table 1) . 세포 배양을 통한

콜라겐 자극이 지속됨에 따라 환자의 혈액과 활액의 단

핵 세포구들은 SI값이 지속적으로 증가된 반면 정상인의

혈액에서 얻은 세포는 더 이상 증식하지 않았다 (not

shown) . 본 연구에서는 그 말초혈액이나 활액의 단핵구

가 콜라겐 자극에 대하여 양성 증식반응을 보인 환자의

T 세포들을 선별하여 장기간 배양하고 그 분열 반응을

살펴보았다 . (Fig . 1)에서 본보기로 제시된 실험 결과에

서 보여지는 바와 같이 , 2형 콜라겐에 대하여 양성 반응

을 보이는 환자의 말초 단핵구는 그 SI 값이 180일의 배

양 기간동안 약 12배의 증가를 보여주었다 .

2. 콜라겐 특이적 T 세포주에서 사이토카인

분비 양상 조사

2형 콜라겐으로 자극한 세포 배양을 통하여 환자 및

정상인의 T 세포로부터 분비되는 Th 1 및 Th2 type사이

토카인의 분비 양상을 배양 상층액의 ELISA assay로 알

아보았다 (Table 2) . 류마티스 관절염 환자의 활액에서

분리된 T 세포는 150일 동안 지속된 배양 기간동안

INF-γ의 분비가 계속적으로 증가한 반면 분비된 IL-4의

양은 별다른 변화를 보이지 않았다 . 이는 2형 콜라겐으

로 자극된 배양 세포군 내에 상대적으로 Th 1 type의 사

이토카인을 분비하는 세포의 숫자가 증가하고 있음을

시사해 준다 . 같은 환자의 말초혈액에서 분리된 T 세포

역시 30일 동안의 배양 기간동안 지속적인 INF-γ의 분

비 증가를 보인 반면 생성하는 IL-4의 양은 비슷한 수준

으로 유지되는 양상을 보였다 . 이와 같은 현상은 선행

연구에서 40명의 류마티스 관절염 환자를 대상으로 조

사하였을 때 배양 상층액의 INF-γ의 양이 평균 24pg/ml

에서 166pg/ml로 증가한 것과 합치하는 결과이다 (13) .

일반적으로 정상인의 말초 단핵구 T-cell들은 콜라겐

자극에 대하여 양성 증식반응을 보이지 않기 때문에 배

양을 유지시킬 수 없었으나 , 이중 특이하게 SI 값이 2 이

상인 반응을 보이는 두 사람을 대상으로 분석 해 본 결

과 이중 한명은 류마티스 관절염 환자로부터의 결과와

비교할 만한 INF-?의 증가를 나타내었다 (Table 2, 정상

인 1) . 이상의 결과는 항원을 인지하는 T 세포들이 생성

이 되어 세포주를 이룬다는 것을 나타낸다 .

Ta b le 2 . 제 이형 콜라겐으로 자극한 배양을 통한 T 세포

들의 사이토카인 분비 양상 변화

Tissue 배양기간 IFN-γ (pg/ml) IL-4 (pg/ml)

<환자 1>

말초혈액

6일

20일

30일

39

88

146

14

16

11

<환자 1>

혈액

10일

20일

30일

150일

64

146

12 1

387

19

17

17

4

<정상인 1>

말초혈액

20일

30일

99

171

19

2 1

<정상인 2>

말초혈액

20일

30일

78

31

8

9

Fig . 1 . <환자1>의 말초혈액으로부터 만들어진 2형 콜라겐

에 반응하는 T-ce ll line . S .I. (=st im ula t io n index )는 우형

콜라겐 또는 immunodo mina nt huma n pe pt ide (256-270 )

으로 자극한 세포의 3 H-t hym id ine upta ke 양을 cont ro l

a nt ige n , 즉 c hic ke n ova lbumine이나 huma n pe ptide

(27 1-285 )로 자극한 세포의 3 H-thymid ine upta ke 양으로

나눈 값을 의미한다 .
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3. RT - P CR - S S CP 방법에 의한 제 2 형

콜라겐 반응 T 세포 수용기의 분자구조 분석

2형 콜라겐 자극에 대하여 높은 증식반응을 보인 T

세포의 수용기를 분석 조사하기 위하여 배양된 세포들

로부터 추출한 mRNA를 역전사 하여 cDNA를 만들어

내고 , 이로부터 22개의 Vβ primer를 이용하여 CDR3부

위를 포함한 항원 결합장소를 PCR로 증폭시키고 , SSCP

젤상에 전기영동 하여 각각의 Vβ CDR 3 부위가 단일

가닥의 DNA 형태로 특정 위치에 배열하도록 하였다 .

분석 결과 정상인의 말초혈액에서 얻어진 T 세포들은

모든 22개의 Vβ CDR3 부위가 젤 상에 smear한 패턴으

로 관찰 된 반면 (Fig. 2A), 류마티스 관절염환자의 말초

혈액 샘플은 대부분의 Vβ CDR 3 부위가 여러 개의 분명

한 밴드로 표현 된 것을 볼 수 있었다 (Fig. 2B) . 환자의

관절 활액에서 추출한 T 세포들의 SSCP 분석에서도 이

와 상이한 SSCP 결과가 얻어졌으며 , 이 중 많은 숫자의

밴드가 말초혈액에서 발견된 밴드들과 합치하는 이동

패턴을 보이고 있는 것으로 나타났다 (not shown) . 동일

환자의 말초혈액 또는 활액 T 세포의 Vβ CDR3 부위를

콜라겐으로 자극하기 전과 후에 비교 해 본 결과 이 두

시점 사이에 일부 밴드가 사라지거나 또는 새롭게 나타

났으며 , 전체적으로는 30일 배양 후 밴드들이 더욱 짙고

뚜렷해 진 것을 볼 수 있었다(Fig. 3) .

4 . 한국인 류마티스 관절염 환자들 사이의

공통 항원 수용기

RT-PCR/SSCP 방법에서는 젤 상에서 각 DNA의 이동

패턴이 해당 CDR3 부위의 염기서열과 그에 따른 단일

가닥의 꼬임형태에 따라 결정 되어지므로 , SSCP 젤 상

의 동일 위치에서 밴드가 관찰되면 이는 즉 이들의 염기

서열이 동일함을 의미한다(4, 9, 12) . 본 연구에서 행한

T 세포 수용체 Vβ 체인의 CDR 3 부위 분석 결과 , 조사

대상 환자 8명중 네 명에서 동일한 SSCP 밴드 패턴을

나타내는 Vβ 14 밴드가 관찰이 되었다(Fig. 4A). 이들

공통된 Vβ 14 밴드는 환자의 말초혈액과 활액에 모두

존재하며 배양 전의 조직에서도 관찰되었고 , 또 자극에

사용된 항원이 우형 콜라겐에서 immunogenic human

Fig . 2 . 정상인과 류마티스 관절염 환자의 말초 혈액 내 T 세포 수용체의 양상 비교 . 정상인과 환자의 말초혈액에서

분리한 T 세포의 Vβ C DR3 부위를 RT-P C R/S S C P 방법으로 분석하였다 . 그림 상단의 화살표는 각 la ne의 P C R에

사용된 22개의 Vβ s pe c ific prime r들을 나타낸다 .

A. <정상인 1의 말초혈액> B. <환자 6 >의 말초혈액
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peptide (256-270)으로 바뀐 뒤에도 유지되어 180일 동안

의 배양 기간동안 지속적으로 관찰되었다 (Fig. 4B) . 두

명 이상의 환자가 공유하고 있는 CDR 3 motif는 이 외에

도 Vβ 6와 Vβ 13.1 type의 수용체에서 발견되었다 (not

shown) .

고 찰

생체 내에 항원이 들어오게 되면 일단 항원 제시 세포

가 이들 항원을 소화하고 MHC를 통하여 세포 표면에

Fig . 3 . 콜라겐으로 자극한 배양 전과 후의 T 세포 수용체 이용 양상 . 환자의 말초 혈액과 활액에서

분리한 T 세포들을 우형 콜라겐으로 자극하여 30일간 배양하여 배양 시작점 (제 0일)과 배양 후

(제 30일 )의 수용체 이용 양상을 RT-P C R/S S C P 방법으로 분석하였다 . 그림 상단의 화살표는 각

la ne의 P C R에 사용된 22개의 Vβ s pe c ific prime r들을 나타낸다 .

A. <환자 2 > 말초혈액 T 세포 (0일) B. <환자 2 > 말초혈액 T 세포 (30일)

C . <환자 3> 활액 T 세포 (0일 ) D. <환자 3> 활액 T 세포 (30일 )
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표지 하게 된다 . 이렇게 제시된 T세포가 인식함으로써

자가 면역반응이 유발된다 . 인체에서 항원 특이 T세포에

관한 연구는 실험동물예서와는 달리 커다란 진전이 없

는 실정이다 . 본 연구진은 제 2형 콜라겐 반응 T 세포가

인체 류마티스 관절염에서 활성화되는 현상을 연구해

보고한 바 있다 . 이 연구의 연장으로 제 2형 콜라겐 특

이 T세포를 만들어 이들의 사이토카인 분비 양상과 특

성을 T 세포 수용체분석을 통하여 관찰하고자 하였다 .

T세포가 항원 및 이와 결합된 MHC 분자를 인식하는 부

위를 T세포 항원 수용기의 CDR3라고 하며 , 이 부위의

다양성에 의해서 자연계 내의 수많은 항원들을 모두 인

지하여 그에 특이적인 면역반응을 유도할 수 있다 . 류마

티스 관절염의 경우 다양한 T 세포 중 특정한 Vβ 체인

을 가지는 항원 특이 T세포들이 염증부위에 선택적으로

모인다 . 그러나 , 아직까지 이 T세포 간에 공통적으로 존

재하는 T 세포 수용체 아형이 존재하는지 확인 된 바가

없다(10) .

본 연구에서 류마티스 관절염 환자 T세포 항원수용기

와 2형 콜라겐의 결합부위를 구조적으로 규명하고자 , in

vitro상에서 우형 콜라겐 특이 T 세포주를 형성하여 최

근 개발된 RT-PCR/SSCP방법을 이용하여 분석하여보니 ,

환자 8명에서 절반가량이 공통된Vβ 14 CDR3 밴드를 가

지고 있음을 관찰하였다 . 이 결과는 류마티스 관절염에

서 2형 콜라겐을 인식하는 공통된T세포 수용체의 특정

아형이 선택적으로 증폭되고 있음을 의미한다 . 본 연구

에 앞서 관절염 환자의 활막 조직에서 RT-PCR/ SSCP를

이용한 T 세포의 clonality 조사가 실행 된 예는 있으나

( 11), 이 경우 항원 (제 2형 콜라겐)에 대한 T 세포 반응

성을 확인하기에 부족한 시간이며 또 한 환자에서 관찰

한 변화이기에 류마티스 관절염의 병인을 설명하기에는

부족하였다 . 본 연구는 제 이형 콜라겐 반응T 세포들은

6개월에 걸친 장기 배양으로 지속적으로 증식 유지시켜

제 2형 콜라겐 특이 반응성을 가지는 T 세포들로 선별

하였다 (6) . 본 연구 결과에서 제 2형 콜라겐을 인식하

는 T 세포 중Vβ 14를 사용하는 항원 수용체가 4명의 환

자에서 공통적으로 발견이 된다는 사실은 , 이미 여러 연

구자에서 Vβ 14을 표현하는 T 세포가 류마티스 관절염

발현에 중요한 역할을 한다는 점에서 주목 할 만 하다

(2,5) .

여러 항원에 대한 반응성이 있는 다양한 T 세포들이

공존하는 말초 혈액은 이 방법으로 분석 할 경우 SSCP

젤 상에서 smear한 형태로 나타나며 , 실제로 정상인의

말초 혈액의 경우 예상된 결과가 관찰되었다 . 조사 대상

류마티스 관절염 환자들의 말초 혈액은 smear pattern이

아닌 밴드패턴이 나타난다 . 일본인을 대상으로 이와 유

사한 연구를 시행한 기존의 한 연구에서는 환자의 활액

T 세포들이 뚜렷한 SSCP 밴드 패턴을 보인 반면 이들의

말초 혈액은 정상인과 마찬가지로 smear한 형태를 보였

다 (10) . 이는 본 연구의 대상환자들의 말초혈액내에 제2

형 콜라겐을 인지하는 T 세포들이 선택적으로 증폭되어

있으며 이러한 말초혈액 T 세포 중 제 2형 콜라겐과 반

응하는 T세포가 선발되어 활액 내로 간다는 것을 말해

준다 . 최근의 여러 연구에서 제2형 콜라겐에 반응을 보

이는 T 세포 항원 수용기를 분석한 결과 환자의

HLA -DR4가 류마티스 관절염발병과 밀접하게 관련되어

있다고 보고하고 있으나 (8, 11), 본 연구의 결과는

non-DR4에서도 뚜렷한 밴드의 pattern이 관찰되었다 . 본

연구에서 대상으로 사용한 환자 중 제 2형 콜라겐에 대

하여 양성 증식 반응을 보인 7명 중에는 기존에 류마티

Fig . 4 . 4명의 관절염 환자에서 공통으로 관찰되는 2형 콜

라겐 특이적 Vβ14 C DR3 .

A. 환자 T 세포의 RT-P C R/ S S C P 분석 과정에서 4명의

환자에서 공통적으로 발견되는 Vβ14 C DR3 밴드 (화살

표 ). 1: <환자 3> 2 : <환자 4 > 3 : <환자 5> 4 : <환자

6 >. 실험에 사용된 T 세포들은 말초혈액에서 분리된 배양

9일째의 단핵구들이다 .

B. Vβ14 C DR3를 표현하는S S C P 밴드 (화살표 )는 우형

콜라겐으로 자극한 30일까지의 in vitro 배양과

im munodo mina nt huma n pe pt ide (2 56-2 70)으로 자극한

150일까지 의 배양에서 모두 관찰되어 이를 표현하는T 세

포의 지속적인 증식을 시사해 준다 . 1: <환자1>의 배양

전 말초혈액 T 세포 , 2 : 배양 9일 말초혈액 T 세포 , 3 : 배

양 150일 말초혈액 T 세포 .
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스 관절염의 발병에 관련되어 있다고 알려진 HLA-DR 1

과 DR4 이외에도 DR9, DR7을 비롯한 다양한 종류가

포함되어 있다 . 이러한 데이터는 본 연구팀의 선행 연구

결과와도 합치하는 것으로 (6), 정확히 설명하기는 어렵

지만 제2형 콜라겐의 인식이 HLA -DR 타입에만 관여 하

는 것이 아니라 이 외에도 T 세포 수용체의 CDR3 다양

성 , 특정 J와의 조합에 따른 결합 친화도 등 여러 가지

요인에 따라 결정되기 때문인 것으로 추정된다 .

본 연구에서 조사한 7명의 환자 중 4명에서 공통적으

로 증식되어 있는 것으로 나타난 Vβ 14 CDR 3 을 발현

하는 T 세포들은 배양 전의 말초혈액과 활액에서도 발

견되었으며 , 배양 30일째에 자극 항원을 우형 콜라겐에

서 합성 human peptide (256-270)으로 계대하여도 항원

에 반응을 하는 T세포가 유지됨이 관찰되었다 . 이는 류

마티스 관절염 환자의 조직에서 제 2형 콜라겐에 대한 T

세포 면역 반응이 이 immunodominant 펩타이드

(256~270)를 통해서 일어난다고 해석된다 . 류마티스 관

절염 환자들 사이에 공통적으로 증식된 T 세포들은 Vβ

14 이외에도 Vβ 4, Vβ 13.1 등의 수용체 아형을 표현

하고 있으며 , 그 양상은 환자마다 다소간의 차이를 보여

주었다 . 이처럼 류마티스 관절염 환자들 사이에서 공통

적으로 증폭되어 있는 제 2형 콜라겐-reactive 수용체들

의 구조를 분석하는 작업은 류마티스 관절염의 pathoge-

nesis에서 항원 특이적 T 세포의 면역 반응을 이해 하고

이를 선택적으로 제어하는 치료법을 개발하는 일에 중

요한 역할을 담당하리라 믿어진다 .
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