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재생불량성빈혈은 골수에서 조혈세포가 감소함으로

써 범혈구감소증을 초래하는 매우 드문 질환으로 대부

분의 환자에서는 질병의 원인이 밝혀지지 않은 특발성

혹은 일차성이다
1)
. 과거에 골수이식을 통해 재생불량

성빈혈의 성공적인 완치가 가능하게 됨으로써 조혈모

세포의 결핍이 병인으로 대두되었으나, 그 후에 항흉

선세포 글로불린(ATG)과 cyclosporine A(CsA) 등의

면역억제치료를 통해 많은 환자에서 혈액학적 호전이

관찰되므로 조혈장애에 면역학적 기전이 관여할 것임

을 시사하였다
1, 2)
. 재생불량성빈혈은 이 질환 자체가

매우 중하고, 알기 어려울 뿐만 아니라, 이 질환을 이

해함으로써 면역계가 어떻게 조혈모세포의 기능에 영

향을 주는 지를 이해할 수 있으므로 많은 연구가 시도

되고 있다. 재생불량성빈혈은 소수의 T-세포 클론이

심하게 장기-특성 파괴를 초래하는 사람의 여러 자가

면역질환과 임상적, 역학적 특징과 병태생리학적 기전

이 유사하다. 따라서 면역-매개 골수부전 증후군을 이

해하게 되면 다른 자가면역질환, 감염질환 및 장기 이

식 등의 기전에도 적용될 수 있다
1, 2)
. 하지만 재생불량

성빈혈은 혈액과 골수세포의 수가 매우 감소하므로 실

험실에서 연구하기가 본질적으로 어려운 질환이다.

면역-매개성 재생불량성빈혈

대부분의 이차성 재생불량성빈혈은 병태생리학적으

로 T-세포에 매개되는, 골수 조혈세포에 대한 장기-

특화성 파괴에 의한다
3)
. 각각의 환자에서 비정상적인

면역반응은 때로는 어떠한 바이러스 감염, 약물, 혹은

화학 물질에 노출과 연관되어 있을 수 있다. 그 외의

다른 기전인, 예를 들어 조혈모세포에 직접 독성, 혹은

골수기질세포의 결핍 혹은 조혈 성장인자 기능의 결핍

등에 대한 증거는 명확하지 않다. 게다가, 임상 경과가

다양하고, 치료에 대한 반응 또한 다양한 것도 조혈모

세포 파괴의 양적 정도와 면역 반응의 질적 변이로 설

명할 수 있다
1)
.

면역계가 조혈세포를 효율적으로 파괴시킬 수 있다

는 것은 동물실험에서 “runt disease” 또는 인간에서

수혈에 의한 이식편대 숙주반응에서 명백히 관찰할 수

있는데, 타인에 반응하는 소수의 T-세포가 치명적인

재생불량성빈혈을 초래한다
4)
. 많은 실험실 소견이 후

천성 재생불량성빈혈에서 림프구가 조혈세포의 파괴에

관여한다고 보고하고 있다. 초창기 병합-배양 및 제거

실험에서는 환자의 혈액이나 골수의 단핵구들이 정상

골수세포의 조혈 집락의 형성을 억제하였고, 환자 시료

에서 T-림프구를 제거하였더니 환자 골수에 의한 시험

관내 집락 형성의 억제를 개선시켰다
5-7)
. 환자의 혈액

과 골수에는 CD4/CD8 비의 역전과 함께
8)
, HLA-DR

9)
,

CD25
10)
과 CD28-CD57＋이 발현된

11)
활성화된 세포독

성 림프구들의 수가 증가되었고, 이 세포들의 수와 활

동성이 ATG로 성공적인 치료 후에는 감소되었다
12)
.

환자 세포 배양의 상청액에서 조혈기능을 억제하는

성분 중 하나로 interferon-γ가 증명되었고, 대량 배

양 혹은 클론한 T-세포가 실험실에서 조혈 집락세포
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를 억제하는 interferon-γ와 tumor necrosis fac-

tor(TNF) 두 가지 싸이토카인을 과생산하였다
13-15)
.

상기 두 가지 싸이토카인과 interleukin-2의 과생성과

T-세포의 면역표현형 검사로 보아 Th1-형 T-세포

반응이 활성화됨을 알 수 있었다
16)
. 환자의 시료에서

세포내 interferon-γ의 발현을 유세포 분석하면 면역

억제 요법의 반응과 상관관계를 볼 수 있고, 재발을

예견할 수 있었다
17)
. 또한 interferon-γ의 전령 RNA

가 대부분 환자의 골수에서 검출되었다
18-20)
. 동물실험

에서는 타인에 반응하는 림프구를 주입한 후 발생하

는 골수부전이 interferon-γ에 대한 단클론 항체로

처치하면 예방할 수 있었다
21)
.

조직 배양에서는 interferon-γ와 TNF가 전기 혹

은 후기 조혈전구 혹은 모세포의 증식을 억제한다
15)
.

이러한 억제는 두 싸이토카인을 배양세포에 첨가하는

것 보다 골수 미세환경에서 분비될 때 훨씬 강하였다
22)
. Interferon-γ와 TNF는 유사분열환에 대한 영향

으로 조혈 억제를 초래하나, 직접 세포 사멸도 중요

기전이다. 두 싸이토카인 모두 CD34 세포에 Fas수용

체의 발현을 유도하는데
23)
, 이 수용체가 리간드에 의

해 활성화되면 세포고사(apoptosis)를 초래한다
24, 25)
.

재생불량성빈혈 환자의 조혈세포들은 Fas수용체를 표

현하고
26)
, 골수에는 고사를 일으킨 세포가 많이 관찰

된다
26)
. Fas리간드, interferon-γ, TNF의 결합으로

시작되는 경로를 통한 신호전달에 의해 기능적으로

중요한 유전자들이 활성화함으로써 조혈세포의 세포

주기와 생존을 가능케 한다.

이상의 연구 결과로 재생불량성빈혈이 세포독성 림

프구에 매개되는 조혈세포를 매우 선택적으로 공격하

는 질환임을 암시하였지만, 이러한 병적인 면역 반응

을 초래하는 항원들의 성상에 대하여는 잘 알려져 있

지 않으므로 대부분의 실험 결과는 간접 소견일 뿐이

다. 게다가 현재의 실험 결과의 대부분이 질환의 활성

도를 잘 반영하지 못하고, 치료의 효과를 예측할 수

있는 소견도 전무한 실정이다. 또한 이 질환이 매우

이질적이며 질환 외적인 요인에 의하여 영향을 받으

므로 검사 소견의 해석도 어려울 때가 많다. 따라서

표적(자가)항원을 알아내는 것이 이 질환의 병태생리

를 이해하고 이상적인 치료 방침을 세우는 데 필수적

일 것이다.

표적으로서 조혈세포

다계열 조혈전구세포와 모세포가 골수부전 증후군

에서 면역학적 공격의 세포 표적이다. 재생불량성빈혈

환자에서 CD34세포
27)
와 시험관 내에서 측정할 수 있

는 가장 미성숙 세포인 장기 집락형성세포(LTC-IC)

가 매우 감소함을 보고하였다
28, 29)
. 앞서 언급한 바와

같이 재생불량성빈혈 환자의 CD34세포에는 Fas의 발

현이 증가하고
26)
, 고사된 세포가 많이 발견된다

25)
. 표

적 항원이 조기 조혈세포에 표현되어 있을 가능성이

높지만, 전구세포가 기능 연구에서 표적 혹은 유도자

로 사용되기는 매우 소수이고, HLA-일치 대조군을

찾기가 어렵다는 기술적 문제 때문에 직접 전구세포

를 공격하는 세포독성을 연구하기가 매우 어렵다. 또

한 표적 항원의 특징을 알기가 쉽지 않은데 이론적으

로 병을 유발하는 항원은 관용(tolerance)의 와해를

초래하거나, 특정한 정상적인 조혈 항원과 교차 반응

을 초래하는 이질 단백일 수 있다. 하지만, 교차 반응

을 하는 항원은 화학적 변형, 약물과 결합 혹은 이론

적으로는 돌연변이된 유전자에 의하여 생성될 수도

있고, 항원전파(antigenic spread) 과정을 통하여 또

다른 보다 흔한 항원결정부(epitoph) 혹은 새로운 항

원이 인식되어 특정 T-세포를 끌어들일 수 있어, 항

원의 스펙트럼이 질환의 경과에 따라 변할 수도 있

다
3)
.

골수부전증후군에서 효과기세포(effector cell)

재생불량성빈혈 환자에서 병인 림프구의 특징을 더

잘 알아 보고자 시행된 연구들에 의하면, 특수 T-세

포들은 HLA-DR, CD25, 그리고 CD69 등과 같은 활

동성 표지자를 표현하거나 interferon-γ를 분비한다
9,

10, 17)
. 항원-특이성 T-세포 수용체(T cell receptor,

TCR)와 병행자극 신호에 의하여 효과기세포는 비활

성화된 혹은 기억세포로부터 분화하는데 이때 CD45

동형변환 및 CD28의 소실이 동반된다. 그리하여 효과

기세포 표현형을 가진 세포독성 T 세포는 CD45RA,

CD11b, CD57을 과표현하면서, granzyme B나 per-

forin 등의 세포독성 과립을 함유하게 된다
11, 30)
. 이상

의 성숙 효과기세포 내에 조혈 억제를 초래하는 T-

세포가 있을 가능성이 높다. 질병을 일으키는 자가면
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역성 클론을 정상 T-세포 혹은 감염 등 이차반응을

일으키는 클론과 감별을 위해 활동성 혹은 효과기 표

면 표지자와 T-세포 수용체 분석을 병합하는 것이

유용할 것을 시사하였다.

T-세포 수용체의 분자생물학적 분석

T-세포 수용체의 분석은 자가 면역질환의 연구에

많이 사용되고 있다. TCR은 α와β사슬로 구성된 헤

테로다이머로서 각각의 사슬은 재배열된 V(D)J 분절

과 Constant 부분으로 암호가 쓰여져 있다. 이 V, D,

J-부분의 재배열이 항원 인식의 다양성과 미세한 특

이성을 나타내며 이는 주로 Vβ CDR3 영역(com-

plementarity determining region 3 domain)에 의하

여 수행된다. TCR Vβ 사슬의 CDR3는 non-germ-

line 암호화된 과변이 지역으로 적절한 HLA 상황에

서 펩타이드를 인식한다. 재배열 도중에 전이효소에

의해 다양한 Vβ-Dβ 혹은 Dβ-Jβ 접합점에 뉴클

레오타이드를 삽입 혹은 제거시켜 각각 Vβ 사슬내의

CDR3 사이에 6-8 아미노산 차이를 초래하여 특정한

고유의 서열을 만든다
31)
. 이 과정을 통하여 특정 클론

이 무제한으로 항원에 의한 팽창을 초래한다. 클론성

혹은 소수클론성 팽창은 재결합된 CDR3 증폭 PCR

산물의 정상적 Gaussian 크기 분포의 편향화를 초래

하는데(CDR3 skewing), 이 CDR3 증폭 PCR 산물의

크기 분포를 분자생물학적으로 분석하는 것을 CDR3

spectratyping이라 한다
32, 33)
.

어떤 TCR Vβ CDR3 부위의 특이한 서열(sig-

nature clonotype)이 자가 면역 질환 혹은 어떤 바이

러스 질환의 분자생물학적 표지자로 사용될 수 있으

며, 병태생리학적 과정에 연관된 항원에 따른 분류에

도 도움을 줄 수 있다. 특별히 면역학적으로 매개되는

재생불량성빈혈에서도 Vβ CDR3와 clonotype(Im-

munoscope)을 이용하면 골수부전질환의 특정 아형을

감별하고, 흔하게 질병을 초래하는 항원의 인식에 사

용할 수 있을 것이다.

Vβ CDR3 spectratyping

TCR 레파토리의 분석은 자가면역 질환과 바이러

스 감염에 있어서 면역 기전의 연구에 사용되어 왔다.

동물 모델에서 뿐 아니라 환자에서 특정 CDR3 Vβ

TCR 클론의 팽창이 다발성 경화증, 제1형 당뇨병, 류

마치성 관절염, 원발성 담즙성 간경변, 건선, 혹은 이

식편대 숙주반응이 있는 경우에도 관찰되었다
34-36)
.

재생불량성빈혈에서도 TCR Vβ 레파토리 분석이

이루어 졌다
37-41)
. 한 연구에서는 광범위한 정상적 V

β 분포 양상에 선택적 CDR3 사용을 암시하는 몇 개

의 Vβ 아형의 과표현이 관찰되었으나, 편향이 특정

Vβ에만 국한되지는 않았다
37)
. 또 다른 보고에서는

편향의 증가가 관찰되었는데, 예를 들어 HLA-

DRB1*1501을 공유하는 불응성 CsA-의존성 재생불

량성빈혈 환자에서 유의하게 편향된 CDR3 크기 분포

가 관찰되었다
38)
. 이들 5명의 환자 중에서 Vβ15

CDR3 서열이 우세한 클론임을 보여주었다. Vβ가 동

일한 각각의 helper와
42)
, cytotoxic

43)
T-세포 클론을

생성하였고, 이들이 기능적으로 조혈 표적세포에 특이

함이 밝혀졌다. 본 저자는 CDR3 spectratyping으로

재생불량성빈혈 환자의 진단 당시와 면역억제 치료

후에 총 림프구에서 T-세포 반응의 다양성 정도를

관찰하였고, TCR 스펙트럼의 특징적 변화를 연구하

였다
39)
. 새로 진단된 재생불량성빈혈 환자에서 일정한

Vβ계 내에서 소수클론성 T-세포 증식을 의미하는

Vβ CDR3 크기 분포 편향의 평균 빈도는 대조군에

비해 유의하게 증가하였다(44±33% vs 9±9%; P=

0.0001; Fig. 1). HLA-DR2를 가진 환자에서는 더욱

편향된 Vβ 레파토리를 보였다. 각각의 Vβ 아군 분

석에서는 모든 재생불량성빈혈 환자의 50% 이상에서

Vβ15, 16, 21, 24의 소수클론성 양상을 보였고,

HLA-DR*1501을 가진 환자의 70% 이상에서 Vβ15,

16, 24의 특이적, 일견 비무작위 편향 소견을 보였다.

하지만, 특이하고, 일정한 CDR3 편향 양상을 보이지

않고, 심한 편향이 여러 Vβ아군 내에서 보인 소견으

로 보아 이 방법을 총 T-세포군에 적용하여서는 자

가면역 T-세포 클론을 인식하기에 충분치 못함을 시

사하였다
39)
. 따라서, Vβ CDR3 편향을 CD4와 CD8

세포에서 분리하여 분석하는 방법 혹은 T-세포 감축

에 의한 소수클론성을 배제할 수 있는 더욱 섬세한

방법이 필요할 것이다.

TCR Vβ typing

CD8세포 반응은 HLA class I, 그리고 CD4세포

반응은 HLA class II로 서로 다른 상황 설정에 따르
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므로, CD4 및 CD8 세포들은 각각 다른 Vβ 사용 양

상을 보일 수 있으므로, 이들을 동시에 분석한다면 클

론성 분포의 질환 특이 변화를 인식하지 못할 수 있

다. 따라서 과팽창된 Vβ아군을 먼저 밝히면 분자생

물학적인 추후 분석이 필요한 Vβ아군을 선택할 수

있을 것이다. 따라서 먼저 각각의 Vβ아군에 특이한

항체를 이용하여 총 림프구 풀에 각각의 Vβ아군의

기여 정도를 알아보았다
41)
. 유세포 분석을 통하여 각

각의 Vβ아군의 팽창 정도와, Vβ편향의 전체적 정

도를 관찰하였다. CD4 및 CD8 세포 모두에서 Vβ

분포의 변화가 대조군에서는 낮은 데 비해 재생불량

성빈혈 환자에서는(N=23) 여러 서로 다른 Vβ아군에

서 대조군의 평균보다 2SD 이상 증가한 경우인 일견

무작위 과표현이 존재하였다. 각 환자마다 22 Vβ아

군 중 평균 10%에서 팽창이 있었다. 또한 CD28-

CD57＋ 효과기세포에서 더욱 명백한 Vβ 분포가 발

견되었다
41)
. 하지만 어떤 HLA와 연관된 특정 Vβ아

군의 팽창은 관찰되지 않았다. 팽창된 CD4 Vβ아군

의 CDR3 spectratyping에서는 다클론성 CDR3 크기

분포를 보였는데 비해 팽창된 CD8 Vβ계에서는 특정

T-세포 클론의 비무작위 팽창을 의미하는 심한 편향

을 보였다(Fig. 2)
41)
. 이 외에도 총 T-세포 레파토리

에 대한 각각의 Vβ아군의 기여를 관찰하는 유세포

분석이외의 방법으로는 Vβ microarray 방법도 사용

할 수 있다.

질환 특이 클론에 대한 탐색

팽창된 Vβ아군의 CDR3 증폭 산물을 E. coli에

subcloning한 후 20개의 무작위 선택된 클론에서 각각

의 염기서열의 빈도를 알아보았다. 정상 대조군에서는

동일한 염기서열은 CDR3 클론의 평균 16±3%에서

관찰되었으나, 한 환자에서는 20개의 Vβ7 클론 중 12

에서 특이한 CDR3 염기서열(Vβ7J2.1C1)이 관찰되었

다. 또 다른 환자에서는 Vβ13아군의 20 중 15 클론

에서 동일한 CDR3 염기서열(Vβ13J1.1C2)이 관찰되

었다
40)
. 하지만 CD4 세포 내에서 팽창된 Vβ아군에는

CDR3 증폭 양상에 소수클론성 편향 양상이 거의 보

이지 않는다. 따라서, 소수클론성으로 분배되고, 수적

으로 팽창된 CD8 세포 내에서 Vβ아군이 클론성

CDR3 특이 염기서열의 cloning에 사용될 수 있다.

Cloning을 위한 Vβ아군의 선택에는 활성화된 림

프구나 혹은 성숙 효과기 표현형을 가진 세포를 추출

이 더욱 유용할 수 있다.

결 론

면역학적으로 매개되는 재생불량성 빈혈의 병태생

리를 이해하는데 가장 중요한 부분은 병적인 면역 반

응을 일으키는 항원(들)의 성상을 파악하는 것이다.

그러나, 이러한 항원을 찾는 것은 자가반응성 T-세포

를 cloning하여야 하므로 매우 어려워 현재까지의 세

포학적 혹은 혈청학적 방법으로는 성공하지 못하였다.

분자생물학적 방법으로 특이한 Vβ CDR3 염기서열

의 존재를 바탕으로 T-세포 클론을 찾아내고 정량분

석을 통해 병적인 면역 반응을 연구해 보았다. 하지만

클론의 표현형을 단순한 분석으로는 유전적, 그리고

Fig. 1. Skewing of Vβ repertoire in aplastic
anemia(AA), described in percent of skewing among
21 Vβ subfamilies(mean±SD). (A) Healthy con-
trols. (B) New AA. (C) Patients with AA with
HLA-DR2. (D) Patients with AA with HLA-A2.
(E) Patients with PNH/AA.

*
P<.05;

†
P<.01(Adapted

from Kook H, Risitano AM, Zeng W, et al. Blood
2002;99:3668-3675).

†

†
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임상적 다양한 상황에서의 면역 반응을 초래하는 재

생불량성빈혈의 복잡한 성상을 이해하기엔 불충분하

다. 따라서 Vβ와 CDR3 레파토리를 CD4 및 CD8

세포 각각, 그리고 활성화 혹은 효과기세포에서 분석

하였다. 진성으로 팽창되어 따라서 면역학적으로 우세

한 클론을 구분하기 위하여 팽창된 Vβ아군으로부터

Vβ 분포를 알아보았고, CDR3 염기서열을 클론하였

다. 발견된 클론성 염기서열은 결국 병적 면역반응의

강도를 정량하는 분자생물학적 방법이 될 수 있을 것

이다. 비슷한 임상적 특징을 갖는 환자에서 동일한 항

원을 의미하는 clonotype 공유가 관찰되었으므로

clonotype의 지속여부 및 양상을 보면 면역-매개성

골수부전 증후군의 분류 및 유발하는 경로를 이해하

는 데 도움을 줄 것이다.
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