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1)

서 론

거대세포바이러스(cytomegalovirus, CMV)는 human herpes

virus로 전체 인구 중 50-100%에 잠복하고 체내에서는 CD34양

성 세포, 수지상세포(dendritic cells, DCs), 골수모양세포(mye-

loid cells), 그리고 단핵구에 존재한다
1-3)
. CMV 감염은 임상에

서 흔히 접하게 되는 질환은 아니지만 최근 장기이식과 면역억

제제의 사용빈도가 증가하면서 비교적 자주 접하게 되었다. 특히

동종조혈모세포이식(allogeneic stem cell transplantation, allo-

SCT) 후 첫 3-4개월에 약 2/3의 환자가 CMV에 대한 방어력

이 있는 CD8 양성 T 림프구 반응을 만들지 못하게 되고 이런

환자에서 결국 CMV 재활성화의 위험에 노출되어 치명적인 폐

렴, 위장관염, 망막염, 척수염, 골수억제(myelosuppression) 등을

일으키고 심지어 생착실패(graft failure)의 원인이 된다
4)
. 수혜

자의 CMV 혈청학적 양성, 기증자의 CMV 혈청학적 음성, T세

포 제거 이식, 비혈연간 기증자(unrelated donors), 혈연간 부분

불일치 기증자(haploidentical donor) 등은 모두 CMV 감염의

발병 가능성을 높인다
5, 6)
. 효과적인 항바이러스제가 개발되기

전에는 CMV 재활성화로 인한 사망률이 20%에 달했었고, 아직

도 여전히 allo-SCT 후 감염으로 인한 사망의 가장 흔한 원인

중의 하나이다.

Gancyclovir와 foscarnet는 CMV 감염병을 예방하고 치료하

기 위해 가장 흔히 사용되는 약제로 특히 gancyclovir는 정맥면

역 로불린주사와 병용 투여하여 CMV 폐렴의 예후를 현저히

상승시켰다
7)
. 그러나 이러한 항바이러스제를 이용한 치료가 위

험성이 없는 것이 아니다. Gancyclovir의 경우 화학적 예방 또

는 선제요법(pre-emptive therapy)으로 CMV 감염 발생을 감

접수 : 2003년 3월 30일, 승인 : 2003년 4월 9일

책임저자 :박경덕, 충남대학교 의과대학 소아과학교실

Tel : 042)220-7249 Fax : 042)255-3158

E-mail : kdpark@cnuh.co.kr

소시키지만 조혈모세포기능의 억제로 인한 호중구 감소증이 생

겨 세균, 진균감염이 증가하게 하는 것이 문제점을 지적되고 있

다. 또한 계속적인 항바이러스제의 사용은 약물의 내성을 유발하

고 CMV 특이 면역의 회복을 지연시킬 수 있다
8, 9)
. 이러한 이유

로 이식 후 100일이 지나서 발생하는 지연발생 또는 지속적인

CMV 감염이 T세포 제거술을 사용하지 않는 센터에서는 가장

빈발하는 것으로 알려져 있다
10)
.

이러한 이유로 CMV disease를 치료하기 위한 다른 더 좋은

방법을 찾는 노력이 있었고 그 중 하나가 입양세포면역치료

(adoptive cellular immunotherapy)이다. 건강한 CMV 혈청학

적 양성인 개인에게서 CMV 특이 세포독성 T 림프구(Cyto-

toxic T lymphocyte; CTL)이 1/5000-1/20000인 빈도로 유지

되면 CMV 재활성화가 예방되는데 이런 CTL 반응이 allo-SCT

후 즉시 없어지며 면역반응이 돌아오는 것은 수개월이 걸릴 수

있다
11)
.

여러 연구에서 allo-SCT 후 CMV-specific CTL을 만드는

능력과 치명적인 폐렴의 경과와 상관관계가 있다는 것을 시사해

주었고 이런 소견에서 기증자의 CMV-specific CTL을 방어력

을 가지는 정도의 세포를 환자에게 전해주면 allo-SCT 후 CMV

재활성화를 예방할 수 있겠다는 아이디어를 주었다
12, 13)
. 이러한

원리를 이용하여 Walter와 Riddell이 donor의 말초혈액에서 채

취하여 in vitro에서 만들어진 CMV-specific CD8＋ T-cell

clones이 CMV에 대한 세포면역성을 회복하고 바이러스의 재활

성화를 막아준다는 것을 보여주었다
14)
. 비록 T-cell clone을 만

드는 접근방법이 노동집약적이고(labor-intensive) 널리 일상적

으로 사용되기에는 문제가 있지만 이런 선구자적 시도는 CMV

에 대한 입양면역치료가 적용되기에 가능하고 안전하다는 것을

알려주었다.

동종조혈모세포이식 후 거대세포바이러스 감염을 방지하기 위한

입양면역치료에 대한 최신 지견

충남대학교 의과대학 소아과학교실, 충남대학교 암공동연구소

박 경 덕

Recent Advances of Adoptive Immunotherapy to Prevent CMV Disease after

Allogeneic Stem-cell Transplantation

Kyung Duk Park, M.D.

Department of Pediatrics, Cancer Research Institute, College of Medicine,

Chungnam National University, Daejeon, Korea

- 418 -



소아과 : 제 46 권 제 5 호 2003년

거대세포바이러스 특이 T 세포 생산에 필요한 조건

CMV-specific CTL의 만드는 것이 통상적으로 임상에서 적

용이 되기 위해서는 좋은 환경에서 수일 내에 만들어져야하고

만드는 과정에 활동성 바이러스나 이종 단백질인 fetal calf

serum 등이 사용되지 말아야한다. 더욱이 CMV항체 양성 기증

자의 경우에서뿐만 아니라 CMV음성 기증의 경우에서도 CMV-

specific CTL을 만드는 것이 필요하게 될 것이다.

그리고 최종적으로 CTL은 allo-reactivity를 나타내지 말아야

한다.

이렇게 CMV특이 T 세포를 생산하기 위한 시스템의 중요한

변수에는 ① 항원전달세포(Ag-presenting cells, APC)의 형태,

② 사용되는 항원의 종류, ③ 임상 사용 가능한 충분한 양의

CMV-specific CTL을 유도하고 증폭시키는 방법, ④ 동종반응

T 세포를 제거하고 CMV 특이 T 세포를 유지하는 선별과정 등

이 있다.

1. 항원전달세포(APC)의 형태

APC로 사용될 수 있는 세포에는 섬유모세포, CD40L ligated

B 림프구, EBV immortalized B 림프구, 단핵구, DCs 등이 있

다. CMV-infected fibroblast는 HLA-Class II가 없어 전문적

인 APC로서 역할을 하기 위해서는 costimulatory molecule과

accessory molecule이 필요하다. Fibroblasts는 CMV음성기증

자로부터 초기면역반응을 자극하는데 사용될 수 없고 CD4＋ 세

포도 배양할 수 없다. CMV-specific CD4＋ 세포가 CMV-spe-

cific CD8＋ 세포의 빈도를 유지하는데 필수적이기 때문에 APC

로서 적절한 것은 MHC Class I과 Class II 모두를 통해 CMV

Ag을 전달하는 APC인 B 세포, 단핵구, DCs 등이다
15, 16)
.

2. 사용되는 항원의 종류

allo-SCT 수혜자에서 CMV에 대한 주 CTL 반응(dominant

CTL response)은 structural viral protein에 대해 일어난다. 이

단백질은 CMV-감염세포에 의해 처리되고 전달되는데 endoge-

nous replication이나 gene expression이 필요하지는 않다
12)
. 최

근의 연구에서 골수이식 수혜자나 건강한 CMV 혈청학적 양성

인 정상인에서 viral matrix phosphoprotein인 pp65가 세포독성

T 세포반응 그리고 helper T 세포 반응의 주요 표적으로 규명

되었다
12, 17)
. 더욱이 pp65 단백질에 대한 반응성은 HLA에 독립

적인 것으로 보여지고 이것은 이 단백질이 수많은 immuno-

genic epitopes를 갖고 있다는 것을 시사한다. 최근 HLA*0201,

HLA*2402, HLA*0101, HLA*0301, HLA*1101, HLA B*0702,

HLA B*3801/02, HLA*3801/2, HLA*B3502, HLA*A69801/2,

HLA A*B44xx, HLA DR3, DR11 등에 대한 epitope의 fine

mapping이 truncated pp65 sequence와 pp65 recombinant

protein을 담고 있는 vaccinia viruses를 가지고 수행되었다

18-20)
. 그리고 pp65 matrix protein이 가장 강력하고 광범위하게

반응을 보이는 항원 중의 하나로 CMV 항원에 대해 세포면역반

응을 나타내어 protective CMV immunity에 필수적이므로 pp65

peptides가 CMV-specific T cell lines의 생산에 이상적이다.

그 외 다른 CMV Ag의 source로 상품화된 CMV-infected

fibroblast lysates, crude 또는 semi-purified, recombinant

pp65 proteins 등이 있다. CD4＋와 CD8＋ 반응을 생산하는 다

른 방법은 CD34＋ 유도 DCs(CD34-driven DCs)에 pp65 gene

을 retroviral transfer를 하는 것이다. Retroviruses는 단지 분

열중인 세포에만 intergration되어 transduction은 stem cell

factor와 GM-CSF를 사용하여 분열 중이 CD34＋-selected

cells에서 시행되었다
21)
. 더욱 최근에는 Keever 등이 adeno-

virus-pp65 vector를 이용하여 mature non-dividing CD14＋-

derived DCs에 episomal expression을 시켰다
22)
. Viral trans-

fer의 주요 관건은 실험실에서 좋은 생산 공정이 유지되어야 한

다는 것이다.

1) Non-peptide Ag system

CMV specific CTLs은 immature, donor monocyte-derived

DCs를 human CMV-infected fibroblast나 human embryonic

lung fibroblast monolayer로부터 만든 lysate로 된 crude, in-

activated CMV Ag으로 pulsing하여 만들어 왔다
23)
. 10개의 배

양하여 5개에서만 E : T ration 20 : 1에서 autologous CMV-in-

fected fibroblast나 DCs를 죽일 수 있었다. 또한 면역표현형검

사를 하 을 때 어떤 culture는 주로 CD4＋ cell로 구성되어 있

었다. 그리고 이런 것이 보여주는 정보에서는 광범위한 T cell

repertorie가 있어 allo-reactive cell이 충분히 제거되지 못했을

가능성이 있어 보인다. 이런 whole lysate를 사용하는 것의 또

다른 단점은 이 whole CMV lysate가 Ag processing과 pre-

sentation을 방해하여 culture의 결과 충분한 세포가 얻어지지

않을 수 있다는 것이다
24, 25)
. 하지만 뚜렷한 장점은 이 방법이

어떤 한 HLA element에 국한된 것이 아니기 때문에 Th 세포

(helper cell)와 Tc 세포(cytotoxic cell)가 같이 제공되고 이것

은 결국 T 세포의 수명을 증가시킨다는 것이다
26)
. 좀더 고안하

면 CMV-specific T cell을 유도하기 위해 lysate의 대체하여

pp65로 pulse를 할 수 있을 것이다. 하지만 pp65 protein은 아

직 상업적으로 얻을 수 없고, 실험실에서 합성되는 pp65는 large

hydrophobic epitope가 있어 문제를 가지고 있다. 현재 이를 극

복하기 위해 Santiago 등
27)
은 pp65의 solubility를 높힌 pp65-

intermediate early-1(IE-1)을 합성하 다.

2) Peptide Ag system

Whole protein이 가진 문제를 peptide를 사용함으로 극복하

려는 시도인데, pp65 같은 CMV Ag을 proteosomes로 process

하여 peptide로 만들고 이를 최종적으로 endoplasmic reticulum

으로 transport하여 HLA Class I molecule과 assembly를 만들

고 후에 세포표면에 전달하게 된다. 많은 연구가 HLA-A*0201

restricted peptide pp65495-503에 초점이 맞추어져 있는데 그
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이유는 HLA-A*0201 phenotype이 immunodominant peptide

로서의 인지도와 높은 빈도 때문이다
28, 29)
.

3. T 세포 증식의 방법

실제적인 방법은 기증자로부터 CMV-specific T cell line을

체외에서 만드는 것이다. Virus-specific or protein specific

T-cell lines은 CD8＋와 CD4＋ cell을 둘 다 가지는 이점을 가

지고 있다. EBV-transformed B 림프구(LCLs)가 stimulator

cell로서 virus-specific cell lines을 키우는데 사용되어 왔다.

EBV-specific T-cell line은 이미 체외 시험관내에서 성공적으

로 키워져 동종조혈모세포이식 후 EBV-induced lymphopro-

liferative disorder를 가진 환자들에게 수혈되었다
15)
.

EBV-specific CTLs의 입양면역치료로는 이미 아주 효과적인

것으로 증명되었고, 바이러스에 재도전 받았을 때 반응하는 능력

을 가진 gene-marked CTLs가 장기간 유지되는 것은 gene

marking을 통해 보여주었다
16)
. LCLs은 HLA Class I과 II

molecules, 그리고 많은 accessory molecules를 발현하고 있어

아주 효과적으로 면역반응을 자극하고 이를 통해 EBV-specific

T cell line의 생산에 이용되었다. 최근의 한 연구에서 pp65

gene을 가지는 retrovirus로 transduce된 EBV-specific CTL을

사용하여 autologous LCLs를 modify해 CMV와 EBV Ag에

대해 presentation 시키고 polyclonal, bispecific CTLs를 만들

어내려 하 다
28)
. 그러나 이 방법은 CMV 항체음성인 기증자로

부터 반응을 유발하는데는 성공하지 못하 는데, 이는 항원에 대

해 처음으로 반응을 시작하기 위해서는 professional APC로써

DCs가 필요로 하기 때문일 것이다
30)
. 그 외 비슷한 시도가 있

었는데 adenovirus나 lentivurus를 이용하 었다
30)
. LCLs는 높

은 증식률을 가지고 있고 retrovirus로 modification 하는데 이

상적이다.

4. 성공적인 증식 후 Ag specific T cell의 선별

Ag에 대한 Ab의 affinity와 달리 단일 HLA molecule에 의

해 presentation되는 peptide 대한 T cell receptor의 affinity는

낮다. 하지만 relevant peptide로 결합되어 있는 HLA Class I

molecule의 tetramers는 훨씬 높은 binding affinity를 보여

Ag-specific T cell을 식별하고 선별하는데 사용될 수 있다
31)
.

Tetramers는 4개의 HLA Class I molecule로 이루어져 있고

각각 restricted peptide ligand 주위로 접혀져 있고 biotin-

streptavidin이 결합되어 있다. Fluochrome labelling하여 flow

cytometry로 Ag-specific CTLs를 시각화 할 수 있다. Tet-

ramer technology는 influenza, HIV, simian immune deficien-

cy virus, human T-cell lymphotropic 바이러스, lymphocytic

choriomeningitis 바이러스에 대해 특이한 CTL을 특화하여 분

리하는데 사용되어 왔다
32-36)
.

Tetramer technology를 이용하여 HLA molecule/peptide 복

합체로 label된 Ag-specific T cells는 anti-PE Ab로 coating

되거나, 또는 HLA molecule/peptide 복합체에 직접 coating된

immunomagnetic bead로 capture될 수 있다. 그러므로 CMV

peptide-HLA Class I tetramer를 가지고 leukapheresis pro-

duct로부터 CMV-specific T cells를 직접 분리해내는 것이 가

능하다
37)
.

하지만 개인적으로 CMV-specific T cell의 수치에 차이가

있고 CMV seronegative donor의 경우 circulating CMV-spe-

cific T cell이 적어 in vitro expansion step을 사용하는 것이

유리할 것이다.

또한 연구 중인 선별의 다른 방법으로는 CMV에 의해 자극

되어 IFN-gamma를 생성하는 CTL을 골라내기 위해 anti-

IFN-gamma magnetic bead를 사용하는 것이다.

CMV에 대한 입양면역치료의 미래

아직까지 CMV항체음성 기증자로부터 CTL을 유도 증식하는

데 어려움이 있어 이 부분에 대한 더 많은 연구가 필요하고 앞

으로 환자를 CMV 감염병으로부터 보호하는 것 뿐만 아니라 임

상적으로 이식 후 문제를 일으키는 varicella zoster virus, her-

pes simplex virus, adenovirus, 그 외 출혈성 방광염을 일으키

는 바이러스 등에 대해서도 특이 T 세포를 증식 및 선별하여

적용될 수 있을 것이고 또한 종양특이 T 세포를 생산하기 위해

방법을 개발하는 모델로서 사용될 수 있다. 도움이 되는 종양특

이항원을 찾아내는 것이 여전히 문제로 남아있지만 원칙적으로

CMV 특이 T 세포를 생산하면서 습득한 교훈은 널리 활용될

수 있을 것이다.
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