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ABSTRACT
Background: CTLA-4 (Cytotoxic T Lymphocyte associated Antigen 4, CD152) has been 
known as a homologue of CD28, an accessory molecule providing a key costimulatory 
signal for successful antigen-driven activations of T lymphocyte. Most of biochemical 
and cell biological characteristics of the CD152 protein remain unknown while those 
of CD28 have been characterized in detail. Methods: In this study CD152 expression 
in both CD4+ and CD8+ PBLs was studied by using flow cytometry. And intracellular 
CD152 multiprotein complex was purified and used for generating antibodies recognizing 
proteins composing of intracellular CTLA-4 multi protein complex. Results: Level of 
surface expression of this molecule was peaked at 2 days of PHA stimulation in flow 
cytometric analysis. 40～45% of PHA blast cells were CD152+ in both of two subsets 
at this stage and the level of expression were equivalent in both two subsets. Contrary 
to this surface expression, intracellular expression was peaked at day 3 and it was 
preferentially induced in CD8+ cells and about 60% of CD8+ cells were CD152+ at 
this stage. High molecular weight (＞350 kD) intacellular CD152 protein complex 
purified by using preparative electrophoresis were immunized into rabbits and then 3 
different anti-P34PC4, anti-P34PC7 and anti-P34PC8 antibodies were obtained. Using 
these 3 antibodies two unknown antigens associated with intracellular CD152 multi-
protein complex were found and their molecular weights were 54 kD and 75 kD, 
respectively. Among these, the former was present as 110 kD homodimer in non- 
reducing condition. Conclusion: It seemed that 34 kD intracellular CD152 molecule 
forms high molecular weight multiprotein complex at least with 2 proteins of 75 kD 
monomer and 110 kD homodimer. (Immune Network 2002;2(1):35-40)
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서 론

CD28과 유사한 구조를 갖는 것으로 알려진 사람의

CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte associated antigen-4,

CD152) 분자는 T 림프구가 활성화되었을 때 일과성으로

발현되는 T 세포 활성 항원의 일종이다(1-4). CD152는

단백질을 발현하는 유전자 염기서열 및 단백질의 아미

노산 구성상에서 CD28과 비교하여 높은 유사성을 보이

며(4), 염색체상의 위치도 두 분자 모두 사람에서는 2번

염색체 장완(2q33-34)의(5), 마우스에서는 1번 염색체 장

완(1c1-3)의(1) 동일한 부위에 존재하는 것으로 알려졌

다. 또한 두 분자가 동일하게 항원제시 세포(antigen pres-

enting cell, APC) counter-receptor로서 CD80 (B7.1)와

CD86 (B7.2)를 인식하고(6-11), CD28분자의 제 3의 유사

분자인 ICOS-1과 그 counter-receptor B7H가 발견됨으로
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써(12,13) 이 분자들간의 기능적 유사성과 T 세포 활성화

및 면역반응 진행에 있어서 이들의 중요성이 한층 더 강

조되었다. 현재 CTLA-4항원에 대응하는 대응수용체는

최소한 3가지 이상 존재하는 것으로 추정되고 있다(14).

그러나 현재까지 알려진 바로는 이 CD152는 면역반응

의 증강조절자(positive regulator)인 CD28과는 달리 면역

반응의 억제조절자(negative regulator)의 기능을 한다는

실험적 증거들이 보고되고 있다(15).

CD152 관련 최근 5년간 주요 연구들의 상당수는 유전

자 재조합 CTLA4Ig 융합 단백을 사용한 각종 장기이식

거부반응의 억제 및 각종 자가면역질환의 치료에 집중

되고 있으며, 상당한 성과를 거두고 있다. 그러나 이상의

상당한 실험적 연구가 진행되었음에도 불구하고 CD152

분자의 기본적 생화학 및 세포생물학적 성격의 대부분

은 아직 알려지지 않고 있다.

이 연구에서는 정 등(16)의 선행연구결과를 토대로 하

여 사람 활성 T 세포 표면 항원 CD152의 두 유형 즉 세

포막형 및 세포질형의 발현적 차이를 세포표면과 세포

질내에서 발현양상의 차이를 관찰하고 CD152 분자의

세포외역에 대한 항-펩타이드 항체를 사용하여 세포질

액상 분획내에 존재하는 CD152 단백 복합체에 대한 항

체 등을 개발하였다. 이들 항체를 사용하여 이 연구에서

는 세포질내에서 CD152분자와 결합되는 세포질내 미지

의 단백복합체 구성 단백질을 동정하여 그 특성 일부를

확인하였다.

재료 및 방법

세포배양 . 건강한 성인에서 채취한 혈액을 RPMI-1640

배지로 1：1로 희석한 후 Ficoll-Hypaque (FH)에 중첩하

여 2,000×g로 20분간 밀도구배 원심침전한 후 림프구를

얻었고 이를 세척하여 사용하였다. 10% 우태아 혈청 함

유 RPMI-1640 배지(FBS-RPMI)로 림프구 농도를 5×105

cells/ml로 조절하여 37oC, 5% CO2에서 배양하였다. 림프

구활성화를 통해서 CTLA-4 발현을 유도하기 위하여

phytohemagglutinin-L (PHA-L, Sigma) 3～10μg/ml을 첨

가하여 배양하거나 또는 마우스에서 유래된 OKT-3

hybridoma cell을 상기한 동일배지에서 배양한 후 RPMI-

1640배지로 세척한 다음 6,000 rad로 조사하여 건강한 성

인으로부터 분리한 말초혈액림프구와 각각 세포농도가

1×106 cells/ml되게 혼합하여 상기와 동일한 조건에서

배양하였다.

항펩타이드 항체 제조. 사람 CTLA-4분자의 세포외역의

아미노산 중 N'-C103TGTSSGNQV112-C'서열을 갖는 10

mer의 펩타이드 B (CTLA4pB)를 peptide synthesizer를 사

용하여 제조하였다. 이 펩타이드를 각각 운반단백질인

keyhole limpet hemocyanin (KLH, Calbiochem, U.S.A.)에

결합하여 토끼면역에 사용하였다. 이 때 coupling 반응에

는 각 펩타이드의 N 말단 또는 C 말단 cysteine의 SH-기

와 운반단백질 아미노산의 NH2-기를 연결시켜 주는 m-

Maleimidobenzyl-N-hydroxysuccinimide ester (MBS, Pierce)

를 사용하였다. 실험과정을 요약하면 다음과 같다. MBS

를 dimethyl formamide (DMF)에 25 mg/ml로 녹인 다음,

50 mM sodium phosphate buffer (SPB, pH 6.0) 0.25 ml에

녹아 있는 5 mg의 KLH 용액에 1：40의 비율로 가한 다

음 실온에서 30분간 탁반하였다. 이렇게 하여 합성된

KLH-MB를 Sephadex G-25 column을 통과시켜 반응되지

않은 MBS와 분리시켜 회수하였다. KLH-MB를 50 mM

SPB (pH 7.5)로 투석한 후, 동일한 완충용액으로 준비된

펩타이드를 2 mg씩 가한 후 실온에서 3시간 이상 탁반

한 다음 하룻밤 투석하여 반응되지 않은 펩타이드를 제

거하였다.

매 회 상기의 제조된 펩타이드-KLH를 펩타이드 기준

200 ug씩 2주 간격으로 New Zealand White 토끼(수컷, 약

2.0 kg 내외)에 근육 및 피하 경로로 4회 면역한 후 마지

막 면역일로부터 2주 후 전채혈하여 혈청을 분리하였다.

단 첫 회 면역 시에는 Freund's complete adjuvant (Difco,

Detroit, Michigan, USA)에 유화시켜 투여한 다음 2주 후

동일한 용량의 면역원을 Freund's incomplete adjuvant

(Difco, Detroit, Michigan, USA)에 유화시켜 booster하였

고, 다시 2주 간격으로 adjuvant 없이 2회 더 면역하였다.

상기의 혈청을 PBS 동량으로 희석 후 KLH를 혈청이 혼

탁해질 때까지 점적한 다음 1,000×g로 30분간 원심침전

하여 KLH에 반응하는 항체를 제거하였다. 이를 다시

protein G 또는 protein A column (Pierce, U.S.A.)을 통과시

켜 부착된 항체를 0.05 M glycine완충용액(pH 2.7)으로

용출하여 PBS로 투석한 후 다음 실험에 사용하였다.

세포 내재형 CD152 단백 복합체의 분리정제 및 항복

합체 항체제조. 건강한 성인의 혈액 약 300 ml로부터 말

초혈액 림프구를 전술된 방법으로 분리하였다. 여기에

3,000 Rad 가량 조사된 γ-irradiated OKT-3 hybridoma세

포와 세포수 1：1의 비율로 혼합 배양하였다. 배양 3일

에 세포를 회수하고 세포 농도가 5×107cells/ml 되게 조

절하여 항CD14 (Leu-M3), 항CD4 (OKT-4), 항CD56 (Leu-

19) 및 항CD20 (Leu-20) (Becton-Dickinson) 단일클론 항

체들을 각각 1μl/ml 되게 첨가한 다음 1% FBS-RPMI에

부유하여 4oC에서 30분간 진탕반응시켰다. 반응 후

RPMI-1640 배지로 3회 세척한 다음 세포농도를 2×108

cells/ml로 하였고, 세포와 bead의 비율은 1：4로 하여

goat anti-mouse IgG로 conjugate된 magnetic bead (Dynabeadⓡ

M-450)를 첨가한 다음 4oC에서 30분간 진탕반응 후 bead

에 부착된 세포를 자석으로 제거하므로써 순수분리된

CD8 양성 세포를 얻었다. 분리된 세포를 미리 응축시킨

0.5% Tx-114용액을 사용하여 용해하고 위상분리하여

cytosolic fraction을 얻었다(17). 이 세포용해액을 제한 분
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Figure 1. Flow cytometric analysis of surface expression of CD152 in PHA-activated human PBL showed equivalent induction pattern 
in both CD4+ and CD8+ T lymphocytes. Panels A, day 0 of stimulation; B, day 2 of stimulation; C, day 3 of stimulation. Numbers 
in four quadrants represent percent of cells.

자량 30만인 초여과막을 이용하여 고분자량 분획을 얻

은 다음 ammonium sulfate 포화도를 점증하여 CD152포

함 분획을 분리하였다. 이를 preparative native SDS-

PAGE를 실시한 다음 gel의 일부를 slice하여 Western blot

법으로 특정 CD152포함 band의 위치를 확인하였다. 확

인된 band를 전기적으로 용출하여 순수하게 분리정제된

intracellular CD152 complex를 얻었고 이를 상기의 방법

으로 항체생산에 사용하였다.

Western blot. 전기영동은 10% sodium dodecyl sulfate

polyacrylamide gel (SDS-PAGE)을 사용하였다. 각 전기영

동 시 한 lane에 가하는 시료는 세포수 1×106으로부터 추

출된 양이 되게 조절하였다. 전기영동 후 젤은 pore 크기

0.2μm 혹은 0.45μm의 nitrocellulose membrane (Schlei-

cher and Schuell, U.S.A.)으로 전기적으로 막전이하였다.

이 때 25 mM Tris-192 mM glycine (pH 8.3)-20% methanol

을 완충용액으로 사용하였다. 막 전이 후 2～3% 탈지분

유(skim milk) 및 0.1% Tween20 함유 10 mM Tris (pH 7.6,

blocking buffer, 이하 BF)로 blocking한 후 동일 BF에 일

차 항체를 넣고 하룻밤 반응시켰다. 이 때 사용된 일차

항체는 아래의 본 연구에서 제조된 항-펩타이드 항체를

사용하였다. 일차 항체반응 후 BF로 3회 세척한 다음

anti-rabbit goat IgG-peroxidase 및 anti-mouse goat IgG-

peroxidase 등을 1：2,000으로 희석하여 2시간 반응시켰

다. 반응 후 이를 다시 BF로 3회 세척한 다음 이차 증류

수로 1회 최종 세척하였다. 세척된 nitrocellulose mem-

brane을 25 mg diaminobenzidine 함유 10 mM Tris (pH

7.6) 50 ml에 담그고 33% H2O2 100μl를 첨가하여 실온에

서 10～15분간 진탕반응시켰다. 이 때 발색 반응은 수돗

물 세척으로 중단시켰다.

세포 유동 분석 (Flow Cytometry). 상기의 과정으로 준

비된 림프구를 PBS로 3회 세척한 다음 상기의 anti-

CTLA4pA antibodies (anti-peptide A antibody) 2μl를 첨가

하여 4oC에서 30분간 반응시켰다. 이를 다시 PBS로 3회

세척한 후 30μl에 재부유한 다음 goat anti-rabbit IgG-

FITC (Pharmigen USA) 1μl를 첨가하여 다시 4oC에서 30

분간 반응시켰다. 이를 다시 PBS로 3회 세척한 다음

FACSCALIBUR flow-cytometer (Beckton and Dickinson,

CA, U.S.A)를 이용하여 측정하였다.

세포내 항원 단백 발현은 permeabilization staining법으

로 관찰하였으며, 이는 상기와 동일한 sample을 PBS로

세척 후 permeabilzation buffer (5μg/ml lysolecithin-0.02

M sodium acetate pH 4.5) 1 ml로 4oC에서 2분 처리한 다

음 4% para-formaldehyde 250μl를 첨가하여 반응을 중단

시키고 이하의 동일한 염색과정 후 flow cytometry를 실

시하였다.

결 과

CD152 분자의 세포막형 및 세포내재형 두 유형의 발

현 특성 . 이러한 두 유형의 CD152가 사람 말초혈액 림

프구의 CD4 양성 및 CD8 양성 각 아형에서의 활성화에

따른 발현 양상을 세포 유동 분석(flow cytometric analy-

sis)으로 관찰하여 보았다. 세포막형의 세포표면 발현을

관찰하기 위하여 항체의 표면염색(surface staining) 방법

을 썼고(Fig. 1), 세포내재형의 세포내부 발현을 관찰하

기 위하여는 세포투과 염색(permeabilization staining) 방

법을 썼다(Fig. 2).

먼저 사람 말초혈액 림프구의 세포 표면에서 활성화

에 따른 본 CD152 항원의 발현은 PHA 자극 2일경에 최

고조에 달한 후 3일경에 자극 이전의 수준으로 감소되는

것으로 관찰되었고, CD4 양성 및 CD8 양성 두 림프구

아형간의 차이는 없었다. 즉 두 세포간의 비율이(CD4/

CD8) 자극 이전보다 자극 후 CD8 양성 세포의 약간(2～

3%)의 증가로 인하여 감소되는 경향은 있으나 대체로

1.5～1.7 정도로 CD4 양성 세포가 많은 관계로 이를 기
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Figure 2. Permeablization-flow cytometric analysis of intracellular expression of CD152 in PHA-activated human PBL showed delayed 
induction course and preferential increase in CD8+ T lymphocytes. Panels A, day 0 of stimulation; B, day 3 of stimulation; C, day 
5 of stimulation. Numbers in four quadrants represents percent of cells.
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Figure 3. Antibodies generated against purified intacellular 
CD152 protein complex revealed that it was composed of 3 
proteins (p34, p54 and p75). Lanes 1～3, lysate treated in 
reducing condition; 4, lysate treated in non-reducing condition; 
1, anti-P34PC8 antibody; 2, anti-P34PC4 antibody; 3 & 4, anti- 
P34PC7 antibody.

준으로 교정해 보면 자극 2일에 두 아형 각각에서 약

40～45%에 해당되는 세포가 CD152 양성이었다(Fig. 1).

이에 반하여 본 분자의 세포내 발현은 자극 배양 제3일

경에 최고조에 달하였고 CD8 양성 세포는 이 아형 전체

의 60% 이상에서 CD152 양성으로 관찰되어 이 항원의

세포 내재형은 주로 CD8 양성 T 림프구에서 발현되었다

(Fig. 2).

CD152 분자의 세포내재형인 p34 단백 복합체의 구성.

세포내 CD152 단백 복합체를 정제하여 Western blot한

결과 분자량 약 350 kD 이상의 고분자량 복합체를 분리

정제할 수 있었고, 이를 토끼에 면역하여 anti-P34PC4,

anti-P34PC7 그리고 anti-P34PC8 등의 세 종류의 antibody

를 얻었다. 이를 사용하여 Western blot을 실시한 결과,

anti-P34PC4 antibody는 54 kD 및 75 kD 항원(Fig. 3, lane

3 & 4)을, anti-P34PC7 antibody는 75 kD 항원(Fig. 3, lane

2)을, 그리고 anti-P34PC8 antibody는 34 kD 항원(Fig. 3,

lane 1)을 각각 인식하였다. 이들 중 54kD 항원만이 비환

원 상태에서 약 110 kD band(Fig. 3, lane 4)를 형성하여

homodimer로 존재하는 것으로 관찰되었다.

고 찰

CD152에 관한 연구는 유전자 재조합 융합 단백인

CTLA4Ig를 사용한 생체 면역 조절 및 질환의 치료에 집

중되고 있다. 현재까지 대표적인 이 융합단백의 효과에

관한 연구결과를 보면, 본 CTLA4Ig는 동물실험에서 각

종 장기이식 거부반응억제(18,19), 유전자치료 시 보조

효과(20), 각종 감염질환 등의 치료와 예방 효과(21), 각

종 자가 면역 질환(22-24) 등의 예방 및 치료 효과 등이

입증되고 있다. 이 CD152와 CD28 간에는 공통점도 있지

만 상당한 차이점도 갖고 있다. 즉 CD152는 CD28과는

달리 T세포가 활성화되어야만 발현되고(7), 대응수용체

의 일부가 다르며(14), 세포표면 발현이 CD28의 1/20 이

하인 반면 CD80에 대한 결합력은 CD28보다 20배 가량

높으며(6), 비정상적으로 길며 수용성이 높은 N'-말단의

친수성이 높은 여유분(redundancy)을 갖는 leader se-

quence를 보유하고(1,4) 있다. 만일 이 CD152가 세포 표

면에 발현되면 costimulatory signal 전달에 매우 중요한

기능을 담당하고 있는 CD28의 기능이 차단될 것이다.

따라서 이 연구의 주제인 CD152 분자의 세포막형 및 세

포질 내재형의 두 유형의 존재는 본 분자의 막표면 발현

을 T 림프구가 적절하게 조절함으로써 면역반응을 정교

하게 유지시키는 중요한 기전이 될 수 있을 것이다.

이상의 논리적 배경에도 불구하고 이 연구주제인 세

포 표면에 존재해야 할 수용체 CD152 단백분자의 세포

질내의 존재는 그 유사한 예를 찾아보기 어려우므로 좀

더 구체적이며 완벽한 실험적 증거를 제시할 수 있어야

한다고 생각된다.

따라서 이 실험에서는 CD152 분자의 세포외역(extra-

cellular domain)에 대한 항-펩타이드 항체와 세포질 액상

분획내에 존재하는 CD152 단백복합체에 대한 항체 등

을 개발하였고, 이들을 사용하여 이 분자의 사람 말초

혈액 림프구에서의 세포표면 및 세포질내 발현 양상의

차이와 결합 단백복합체의 구성특성을 규명하고자

하였다.

이를 사람 CD152의 세포외역 부위를 인식할 수 있는

항-펩타이드 항체인 anti-human CTLA4pB antibody를 사

용하여 두 유형의 CD152가 사람 말초혈액 림프구의 활

성화의 시간 경과에 따라서 어떠한 발현 양상을 보이는

지를 세포 유동 분석(flow cytometric analysis)으로 관찰

하여 보았다. 세포막형의 세포표면 발현을 관찰하기 위

하여 항체의 표면염색법이 사용되었으며, 세포내재형의
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세포내부 발현을 관찰하기 위하여는 세포투과 염색(per-

meabilization staining) 방법을 썼다. 먼저 사람 말초혈액

림프구의 세포 표면에서 활성화에 따른 CD152 항원의

발현은 PHA 자극 2일경에 최고조에 달한 후 3일경에 자

극이전의 수준으로 감소되는 것으로 관찰되었고, CD4

양성 및 CD8 양성 두 림프구 아형간의 차이는 없었다.

즉 두 세포간의 비율이(CD4/CD8) 자극 이전보다 자극

후 CD8 양성 세포의 약간(2～3%)의 증가로 인하여 감소

되는 경향은 있으나 대체로 1.5～1.7 정도로 CD4 양성

세포가 많은 관계로 이를 기준으로 교정해 보면 자극 2

일에 두 아형 각각에서 약 40～45%에 해당되는 세포가

CD152 양성으로 관찰되었다. 이에 반하여 이 분자의 세

포내 발현은 자극 배양 제 3일경에 최고조에 달하였고

CD8 양성 세포는 이 아형 전체의 60% 이상에서 CD152

양성으로 관찰되어 이 항원의 세포 내재형은 주로 CD8

양성 T 림프구에서 발현되는 것으로 관찰되었다. 이러한

실험 결과는 선행연구에서 보고된 바와 일치하는 것이

며, 세포 표면 발현의 관점에서 본 CD152 분자는 CD4

양성 및 CD8 양성 두 아형 간의 차이가 없으나 세포 내

재형은 CD8세포에서 발현이 현저히 증가하므로 이 두

가지 발현을 종합하면 본 CD152 분자를 발현하는 주된

세포는 CD8 양성 T 림프구임을 시사한다.

끝으로 이 연구에서는 세포내 CD152 단백복합체를

정제하여 분자량 약 350 kD 이상의 고분자량복합체를

분리 정제하였으며, 이를 면역하여 얻은 세 종류의 항체

는 Western blot상에서 anti-P34PC4 antibody는 54 kD

(p54) 및 75 kD (p75) 항원을, anti-P34PC7 antibody는 75

kD 항원을, 그리고 anti-P34PC8 antibody는 34 kD 항원을

각각 인식하는 것으로 확인되었다. 이들 중 54 kD 항원

만이 비환원 상태에서 약 110 kD의 homodimer로 존재하

는 것으로 관찰되었다. 이 실험 결과는 이 세포내재형

CD152는 최소한 110 kD homodimer와 75 kD monomer와

결합한 상태에서 세포질내의 액상 분획에 존재할 것임

을 시사하고 있다. 따라서 anti-P34PC4 및 anti-P34PC7 두

항체는 향후 p54 및 p75 두 CD152 결합 단백의 유전자

클로닝에 귀중한 도구로 사용될 수 있을 것으로 생각

된다.
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