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서      론

  줄기세포(stem cell)란 자신과 동일한 세포를 연속적으
로 재생(self-replication)하고, 다양한 조직세포로 분화

(differentiation)할 수 있는 능력을 가진 근원세포로서 손

상받은 조직을 재생시킬 수 있는 능력이 있어 임상적 응

용에 대한 연구가 오래 전부터 지속되어 왔으나(1), 현재

까지 임상적 응용은 조혈모세포(hematopoietic stem cell) 

이식이 주류를 이루고 있다. 

  최근 골수에서 존재하는 중간엽 줄기세포를 성공적으

로 배양하게 되면서 그 기능과 성상이 차츰 밝혀지게 되

어, 이들을 이용하여 골, 연골, 근육, 심장, 간, 뇌 및 상피

세포 등과 같은 각 조직세포로 분화하고자 하는 연구가 

활발하게 되었고(2-4), 일부 연구자들은 손상된 조직의 

재건, 또는 특정 유전자를 삽입하는 유전자치료법의 매

개체로 사용하는 등 각종 난치병을 치료하는 데 이용하

고자 하는 연구를 시도하고 있다(5-7).

세포배양삽입체계(Cell Culture Insert System)에서 중간엽 
줄기세포(Mesenchymal Stem Cell)가 수지상세포(Dendritic 
Cell)의 활성화에 미치는 영향
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ABSTRACT
Background: Bone marrow mesenchymal stem cells (MSC) inhibit the immune response 
of lymphocytes to specific antigens and dendritic cells (DC) are professional antigen- 
presenting cells whose function is to present antigen to naive T-lymphocytes with high 
efficiency and play a central role in the regulation of immune response. We studied the 
effects of MSC on DC to evaluate the relationship between MSC and DC in trans-
plantation immunology. Methods: MSC were expanded from the bone marrow and DC 
were cultured from peripheral blood mononuclear cells (PBMNC) of 6 myelogenous 
leukemia after achieving complete response. Responder cells isolated from PBMNC and 
lysates of autologous leukemic cells are used as tumor antigen. The effect of MSC on 
the DC was analyzed by immunophenotype properties of DC and by proliferative 
capacity and the amount of cytokine production with activated PBMNC against the 
allogeneic lymphocytes. Also, cytotoxicity tests against leukemic cells studied to evaluate 
the immunologic effect of MSC on the DC. Results: MSC inhibit the CD83 and HLA- 
class II molecules of antigen-loaded DC. The proliferative capacity and the amount of 
INF-γ production of lymphocytes to allogeneic lymphocytes were decreased in DC 
co-cultured with MSC. Also the cytotoxic activity of lymphocytes against leukemic cells 
was decreased in DC co-cultured with MSC. Conclusion: MSC inhibit the activation 
and immune response of DC induced by allogeneic or tumor antigen. (Immune 
Network 2004;4(2):88-93)
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  또한 동종 조혈모세포 이식에서 동종 면역세포에 대

한 면역반응을 억제시켜서 생착을 촉진시키는 중간엽 

줄기세포의 역할이 보고되면서(8,9), 면역조절기전에서

의 역할에 대한 연구가 관심을 끌고 있다. 중간엽 줄기세

포는 MHC 및 ICAM-1과 같은 유착분자나 CD80이나 

CD83과 같은 보조자극분자가 적은 것으로 알려져 있고, 

일부의 연구자들은 중간엽 줄기세포가 TGF-β 등을 분

비하여 면역세포의 활성도를 낮추어 면역반응을 저하시

키거나, 면역세포의 apoptosis를 유도한다는 보고도 있지

만(10), 아직까지 중간엽 줄기세포의 면역조절기전은 규

명되어 있지 못하다. 

  수지상세포(dendritic cells)는 인간의 면역체계에서 지

금까지 알려진 가장 강력한 항원전달세포로서, 생체 내 

및 시험관 내에서 항원으로 감작 후 원시 Th-림프구 및 

세포독성 T-림프구를 활성화시킬 수 있는 면역학적 활

성화의 효과적인 매개체로 알려져 있다(11,12). 지금까지

는 이러한 수지상세포를 이용하는 데 제약이 많았으나, 

최근 수적으로 증가시킬 수 있는 기술이 개발됨에 따라

(13) 이를 이용하여 종양항원에 대한 면역반응을 증가시

키고자 하는 연구가 활발하다.

  중간엽 줄기세포와 수지상세포는 모두 골수에서 기원

하는데 이들의 상호작용, 특히 중간엽 줄기세포의 수지

상세포 성숙과정 및 면역세포의 활성화 유도에 어떠한 

영향을 주는지 알려진 바가 거의 없다. 본 연구에서 저자

들은 면역학적 치료로 효과가 있다고 알려져 있는 수지

상세포를 발생시키고, 감작된 수지상세포가 반응세포인 

말초혈액 단핵세포(주로 세포독성T-림프구)의 활성화 

및 종양세포에 대한 특이적 면역반응을 유도하는 과정

에서 중간엽 줄기세포가 면역반응 활성화 유도에 어떠

한 영향을 미치는지 알아보고자 하였다.

대상 및 방법

대상. 백혈병(만성골수성백혈병 3, 급성골수성백혈병 3)

으로 진단된 환자의 혈액을 대상으로 하여 종양세포는 

골수세포에서 RBC lysis buffer (R&D Systems, Minne-

apolis, MN, USA) 및 Ficoll/Hypaque 비중구배 차이를 사

용하여 90% 이상이 될 때까지 분리한 후 냉동 보관하였

다. 종양항원은 냉동된 종양세포로부터 반복된 온도차

에 의하여 lysates를 만들어 사용하였다. 반응세포(res-

ponder cells)는 환자가 관해상태에 이른 후 말초혈액으

로부터 Ficoll/ Hypaque 비중구배 차이로 단핵세포(주로 

T 림프구)를 분리하여 사용하였다. 

수지상세포 발생 및 중간엽 줄기세포 배양. 수지상세

포는 환자가 관해상태에 이른 후 말초혈액으로부터 

Ficoll/Hypaque 비중구배 차이로 분리한 단핵세포를 

Macrophage-SFM (serum redd media) 배양액(Gibco. Gland 

Island, NY, USA)과 함께 GM-CSF (Endogen, Woburn, 

MA, USA) 200μg/ml와 IL-4 (R&D System) 8 ng/ml을 첨

가하여 약 7일간 발생시켰다. 중간엽 줄기세포는 환자가 

완전관해에 이른 후 채취된 골수에서 단핵세포를 분리

한 뒤 10% DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) 

배양액(Sigma, Saint Louis, MO, USA)에서 단핵세포와 대

식세포를 계속적으로 제거하면서 약 2주 이상 계대 배양

하였다.

중간엽 줄기세포가 수지상세포의 활성화에 미치는 영

향. 중간엽 줄기세포가 수지상세포의 활성화에 미치는 

영향을 조사하기 위하여 세포군 간에 서로 물리적으로 

간섭하지 않고 체액만 교류하는 transwell culture (혼합배

양)법을 이용하였고, 이를 위하여 1.0μm의 미세구멍을 

가진 세포배양삽입체계(Cell Culture Insert, Falcon, 

Flanklin Lakes, NJ, USA)를 사용하였다. 간단하게 설명

하면 약 7일 간 발생시킨 수지상세포를 종양항원으로 감

작시키고 세포배양삽입체계에서 중간엽 줄기세포와 약 

24시간 동안 tanswell culture한 후 대표적인 수상세포의 

면역표현형인 CD80, CD83 및 HLA-DR을 유세포기(flow 

cytometry)로 관찰하고, 같은 조건이지만 중간엽 줄기세

포만 없는 세포배양삽입체계에서 transwell culture된 수

지상세포의 면역표현형과 비교하여 보았다. 

중간엽 줄기세포와 transwell culture된 수지상세포에 

의한 동종혼합림프구 증식반응. 세포배양삽입체계에

서 중간엽 줄기세포와 transwell culture된 수지상세포가 

동종혼합림프구 증식반응에 어떠한 영향을 미치는지 조

사하여 보았다. 간략하게 설명하면 발생시킨 수지상세

포를 30 Gy의 방사선에 조사된 동종단핵구로 감작시킨 

후 세포배양삽입체계에서 중간엽 줄기세포와 약 2일간 

transwell culture하고 나서 반응세포와 5일간 배양하고, 

[3H]-thymidine을 12시간 작용시킨 후 β-counter (Top-

Count NXT, Packard, Meriden, CT, USA)로 증식반응을 

측정하였다. 대조군으로 같은 조건이지만 중간엽 줄기

세포만 없는 세포배양삽입체계에서 transwell culture된 

수지상세포의 값과 비교하여 보았다. 그리고 30 Gy의 방

사선을 조사한 중간엽간세포가 수지상세포 발생에 미치

는 영향을 알아보고자 같은 방법으로 증식 반응을 조사

하여 비교하였으며, 중간엽간세포의 림프구 면역반응 

억제 기전 중의 하나로 보고된 TGF-β1에 대한 항TGF-

β1 중화항체(R&D system) 1μg/ml을 첨가하여 증식반응

의 변화 여부를 조사하여 보았다. 또한 세포성 면역반응

을 유도하는 인터루킨-12 (p70, Pharmingen, San Diego, 

CA, USA) 3.5 ng/ml를 첨가하여 저하된 증식반응이 교정

되는지를 조사하였다.

중간엽 줄기세포와 tranwell culture된 수지상세포에 

의한 반응세포 IFN-γ 생산. 중간엽 줄기세포가 수지상

세포의 Th1 면역반응 유도에 미치는 영향을 조사하여 

보았다. 간략하게 설명하면 발생시킨 수지상세포를 30 
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Gy의 방사선에 조사된 동종단핵구로 감작시키고 세포

배양삽입체계에서 중간엽 줄기세포와 약 2일간 transwell 

culture하고 나서 반응세포와 4일간 배양시킨 후 반응세

포에서 분비된 Th1 세포성 면역반응의 대표적 사이토카

인 IFN-γ 값을 ELISA법(Endogen)으로 측정하여 같은 조

건이지만 중간엽 줄기세포만 없는 세포배양삽입체계에서 

transwell culture된 수지상세포의 값과 비교하여 보았다.

중간엽 줄기세포와 transwell culture된 수지상세포에 

의한 반응세포 세포독성. 종양항원에 감작된 수지상세

포에 의하여 활성화된 반응세포가 종양세포에 특이적인 

세포독성 면역반응을 일으키는데 중간엽 줄기세포가 어

떠한 영향을 미치는지 비교하여 보았다. 간략하게 설명

하면, 세포배양삽입체계에서 중간엽 줄기세포와 약 2일

간 transwell culture된 수지상세포를 종양항원으로 자극

시키고 반응세포와 5일간 배양시킨 후 냉동 보관하였던 

종양세포와 24시간 반응시켜서 종양세포의 파괴 시 유

출되는 lactate dehydrogenase (LDH)를 측정하여 세포독

성실험을 시행하고(14), 같은 조건이지만 중간엽 줄기세

포만 없는 세포배양삽입체계에서 transwell culture된 수

지상세포의 값과 비교하여 보았다. 모든 반응은 3배수 

실험의 평균값으로 산출하였다.

통계학적 처리. 모든 반응은 3배수 실험의 평균값과 표

준 오차로 산출하였다. 통계학적 처리는 paired T-test를 

이용하였고 유의 수준은 0.05 이하로 판단하였다.

결      과

중간엽 줄기세포가 수지상세포의 활성화에 미치는 영

향. 발생된 수지상세포를 종양항원으로 감작시키고, 세

포배양삽입체계에서 중간엽 줄기세포와 transwell culture

된 수지상세포와 같은 조건이지만 중간엽 줄기세포만 

없는 세포배양삽입체계에서 transwell culture된 수지상세

포의 면역표현형 차이를 유세포기로 비교한 결과, 중간

엽 줄기세포는 일반적으로 활성화된 수지상세포에서 증

가되는 면역표현형으로 알려진 CD83과 HLA-DR의 표현

을 감소시켰다(Fig. 1). 

중간엽 줄기세포와 transwell culture된 수지상세포에 

의한 동종혼합림프구 증식반응. 세포배양삽입체계에

서 중간엽 줄기세포와 transwell culture된 수지상세포는 

동종항원에 대한 림프구 증식반응을 저하시켜서 수지상

세포의 림프구 증식반응 유도를 저하시켰다(Fig. 2). 또

한 중간엽 줄기세포에 30 Gy의 방사선을 조사하거나, 항

TGF항체를 첨가하여 수지상세포를 반응세포와 배양하

여도 반응세포의 증식반응 저하는 계속되어 기대하였던 

중간엽 줄기세포의 면역반응 억제를 상쇄시키지 못하였

다(Fig. 3). 세포배양체계에서 중간엽 줄기세포와 trans-

well culture된 수지상세포에 대한 IL-12의 첨가는 반응세

포의 증식반응을 증가시켰으나 중간엽 줄기세포의 영향 

없이 transwell culture된 수지상세포의 증식반응 유도에 

비하여 낮았다. 

중간엽 줄기세포와 tranwell culture된 수지상세포에 

의한 반응세포 IFN-γ 생산. ELISA법을 이용하여 IFN-

γ의 값을 측정한 결과 30 Gy의 방사선에 조사된 동종단

핵구로 감작시키고 세포배양삽입체계에서 중간엽 줄기

세포와 transwell culture된 수지상세포에 의하여 활성화

된 반응세포에서 IFN-γ 분비 값이 상대적으로 적게 측

정되유었다(Fig. 4).

중간엽 줄기세포와 transwell culture된 수지상세포에 

의한 반응세포 세포독성. 세포배양삽입체계에서 중간

엽 줄기세포와 transwell culture된 수지상세포와 같은 조

건이지만 중간엽 줄기세포만 없는 세포배양삽입체계에

서 transwell culture된 수지상세포의 종양세포에 대한 림

프구 세포독성 면역반응 유도능 차이를 조사한 결과 중

간엽 줄기세포와 transwell culture된 수지상세포에 의하

여 활성화된 반응세포의 종양세포에 대한 세포독성반응

률이 상대적으로 낮았다(Fig. 5).

고      찰

  중간엽 줄기세포는 손상된 간이나, 심장, 신경계 및 혈

관의 치료에 긍정적인 결과가 보고되면서 그 의학적 응

용의 가능성이 높아지고 있다. 중간엽 줄기세포의 면역

학적 기능은 최근까지 밝혀지지 않다가 동종 중간엽 줄

기세포 및 조혈모세포의 혼합 이식이 생착에 좋은 효과

를 보였다는 보고가 있고 나서(8,9) 이에 대한 관심이 높

아지기 시작하였다. 특히 조혈모세포이식 등의 세포면

역치료법에는 중간엽 줄기세포가 같이 투여되므로 중간

엽 줄기세포와 면역세포 간의 상호작용을 규명하는 것

이 필요하다고 사료되어 본 연구를 시작하게 되었다.

  본 연구의 목표는 조혈모세포이식 후 이식편대종양반

응(graft-versus-tumor reaction)이나 공여자림프구투여(do-

nor lymphocyte infusion) 등으로 면역학적 치료의 효과가 

확인된 백혈병 환자로부터(15) 발생된 수지상세포가 림

프구 활성화 및 종양세포에 대한 특이적 면역반응을 유

도하는 활성화 과정에서 중간엽 줄기세포가 어떠한 영

향을 미치는지 알아보는 것이다.

  중간엽 줄기세포가 림프구의 활성을 억제시켜서 면역

학적 억제의 역할을 가진다는 보고는 많다(16-19). 이러

한 면역학적 억제는 동종간의 골수이식에서 생착을 용

이하게 유도하게 되는데, 실제적으로 골수세포를 이용

한 조혈모세포이식이 중간엽 줄기세포가 포함될 가능성

이 적은 말초혈액 조혈모세포이식보다 이식편대숙주질

환(graft-versus-host disease)이 적은 이유가 된다(20). 이

러한 면역학적 억제능으로 중간엽 줄기세포는 혈액학적 

이식뿐만 아니라 동종간의 조직이나 장기이식에도 이용 

될 수 있을 것으로 예상된다(21).
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F igure 1 . Im m unophenotypic findings. The expression of CD 83, and M H C class II are suppressed on dendritic cells which have been activated
by  au to logous tum or an tigen  load in g an d  cu ltured  over 24  h our in  the C ell C u lture In sert w ith  m esen chym al stem  cells. Surface 
im m unophenotypes are stained w ith fluorescent m ononuclear antibodies and analyzed by flow  cytom etry (A : antigen-loaded dendritic cells
w ith out m esenchym al stem  cells, B : an tigen -loaded  den dritic  cells w ith  m esench ym al stem  cells).

A B

 

Control 

CD 80  

CD 83  

HLA-DR  
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  본 연구에서 중간엽 줄기세포와 transwell culture되었던 

수지상세포에서 활성화된 면역표현형과 이에 활성화된 

림프구의 동종항원에 대한 증식반응, 세포성 면역반응 

사이토카인 IFN-γ 분비 및 종양세포에 대한 세포독성 

반응이 모두 저하되었다. 이는 중간엽 줄기세포가 수지

상세포의 활성화를 억제시키고 수지상세포의 림프구 면

역반응 활성화를 저하시켰음을 의미한다. 이러한 결과

는 중간엽 줄기세포에 대한 30 Gy의 방사선 조사 및 항 

TGF-β1 항체의 사용에도 계속되었다. Bartholomew들은 

동물 실험을 통해서 방사선 조사된 중간엽 줄기세포도 

림프구의 면역반응을 억제시켰다고 보고하였는데 본 연

구에서는 인간에서 방사선 조사된 중간엽 줄기세포도 

F igu re 2 . A llogeneic m ixed lym phocyte reaction by dendritic cells
w ith or w ithout m esenchym al stem  cells. D endritic cells cultured in
the C ell Cultrue Insert w ith m esenchym al stem  cells are less potent
for lym phocyte pro liferation against allogeneic lym phocytes than
dendritic cells w ithout m esenchym al stem  cells (RC : 1× 105 respon -
der cell w ithout dendritic cells, RC+ D C: 1× 105 responder cell w ith
1× 104 dendritic cells, R C + D C + M SC : 1× 105 responder cell w ith
1× 10 4 dendritic  cells an d  1× 10 4 m esen ch ym al stem  cells). D ata
po in ts sh ow n  are expressed  u sin g the m ean  value o f trip licate 
cu ltures (*: P＜0.01 , # : P＜0.05). cpm : β coun ts per m in utes.
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F igu re 3 . A llogeneic m ixed lym phocyte reaction by dendritic cells
w ith m esenchym al stem  cells in various conditions. The suppressed
allogeneic m ixed lym phocyte reaction by dendritic cells cultured in
the Cell Culture Insert w ith m esenchym al stem  cells are not affected
by 30 G y radiation of M SC , addition of anti-T G F-β antibody, or
IL -12. (RC + D C : 1× 105 responder cells w ith 1× 104 dendritic cells,
M SC : RC + D C +  1× 104 m esenchym al stem  cells, irM SC : RC + D C
+  1× 104 irradiated m esenchym al stem  cells, anti-T G F: R C + D C +
M SC + anti-T G F -β an tibody , IL 12: R C + D C + Il-12 , M SC + IL 12:
RC + D C + M SC + Il-12). D ata points show n are expressed using the 
m ean value of triplicate cultures (*: P＜0.05, #: P＜0.01 com pared
to  A ). cpm : β coun ts per m in utes.
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F ig u re  4 . IFN -γ in  th e supern atan t after activation  of responder
cells by dendritic cells cultured in the Cell Culture Insert with m esen -
chym al stem  cells in various conditions. A ll data are calculated using
the m ean  value o f trip licate cu ltures (R C + D C : 1× 105 responder
cells w ith  1× 10 4 den dritic  cells, M SC : R C + D C + 1× 10 4 m esen -
chym al stem  cells, irM SC : RC + D C+ 1× 104 irradiated m esenchym al
stem  cells, anti-T G F: R C + D C + M SC + anti-T G F-β antibody, IL12:
R C + D C + Il-12, M SC + IL 12: R C + D C + M SC + Il-12). D ata points
show n are expressed using the m ean value of triplicate cultures (*:
P＜0.05  com pared  to  A ).
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F igure 5. Cytotoxic activity of responder cells activated by dendritic
cells. C ytotoxicity of responder cells against autologous tum or cells
(target cells) is m easured using LD H  release assay. R esponder cells
are activated by the dendritic cells cultured in the Cell Culture Insert
with or w ithout m esenchym al stem  cells and pulsed w ith tum or cell
lysates. D ata points show n are expressed using the m ean value of
trip licate cu ltures (*: P＜0.05).
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수지상세포의 기능을 억제한다는 사실을 확인할 수 있

었다. 또한 Di Nicola 등(17)은 중간엽 줄기세포가 림프구

의 면역반응을 억제시키는 기전으로 TGF-β1의 분비를 

제시하였으나, 최근 Krampera 등(18)이 부정적인 실험결

과를 보고하였는데 본 연구에서도 가능성이 적음을 확

인할 수 있었다. IL-12의 영향은 지금까지 알려진 바가 

없으나 Bartholomew는 IL-2를 첨가하여도 중간엽 줄기

세포의 림프구에 대한 면역반응억제 현상이 계속되었다

고 발표하였고(10) 본 연구의 결과도 유사하였다. 일반

적인 면역세포는 방사선 조사나 항TGF-β 및 IL-12의 영

향을 받으므로 본 실험에서 배양된 중간엽 줄기세포가 

면역억제의 기능을 가지지만 일반적인 면역세포와는 다

른 특성을 가진 것으로 추측된다. 

  이상의 실험결과로 세포배양삽입체계를 이용하여 직

접적인 세포의 접촉이 없이 상층액과 교환되는 transwell 

culture의 조건에서 중간엽 줄기세포가 수지상세포에게 

영향을 미치는 것은 중간엽 줄기세포에서 분비되는 미

상의 물질이 수지상세포의 활성화를 억제한다는 것을 

유추할 수 있었고 향후 이에 대한 추가적인 연구가 필요

하리라 판단된다.

  골수의 환경을 구성하는 중간엽 줄기세포의 면역조절

기전에의 역할은 많은 연구가 필요한 분야이다. 이는 동

종간의 조혈모세포뿐만 아니라 조직이나 장기의 이식, 

그리고 면역질환에 대한 치료 및 유전자 치료, 나아가서

는 종양의 치료 등 여러 가지 면역조절요법에 응용될 수 

있을 것이다.

  결론적으로 중간엽 줄기세포는 면역반응의 활성화를 

조절하는 수지상세포의 기능을 억제하여 동종항원이나 

종양항원에 대한 면역반응 유도를 억제하고 이러한 면

역억제는 아직까지 밝혀지지 않은 체액성 물질에 의하

여 이루어지는 것으로 판단되며, 이 물질이 림프구뿐만 

아니라 수지상세포의 면역반응 유도능을 억제하는 것으

로 추측된다.
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