
161
Immune Network

서      론

  Anti-phospholipid (anti-PL) 항체에는 anti-cardiolipin (anti- 

CL) 항체와 lupus anticoagulant (LA) 항체 등이 있으며, 

대표적인 자가면역 질환인 systemic lupus erythematosus 

(SLE)와 anti-PL syndrome (APS) 환자의 혈청에 높은 농

도로 존재한다(1). Anti-PL 항체의 존재는 SLE 환자의 혈

소판 감소증(thrombocytopenia), 태아유산, 혈전증(throm-

bosis)과 central nervous system disorders 등과의 연관성이 

보고되었으며, 특히 이 항체는 반복적인 태아유산이나 

혈전증 환자의 혈청에서 빈번하게 발견된다(1). 

  최근에 자가면역증 환자 혈청에 있는 anti-CL 항체와 

CL의 결합이 50 kD 혈청단백, 즉, β2-glycoprotein 1 (β2- 

GP1)에 의하여 매개되는데 반하여, 다양한 infectious 

diseases 환자의 혈청에 있는 anti-CL 항체는 β2-GP1이 

없는 상태에서도 직접적으로 CL과 결합한다고 몇몇 연

구팀에 의하여 보고되었다(1-3). β2-GP1은 326개의 아미

노산으로 이루어져 있고 음이온을 띄는 PL에 결합하여 

ADP (adenosine diphosphate) 유도에 의한 혈소판의 응고

와 intrinsic coagulation pathway의 활성화 및 혈소판의 
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atherosclerosis. It is suggested that anti-CL Abs found in atherosclerosis patients are 
similar in terms of antigen binding property to those circulating in the patients with 
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prothrombinase activity 등을 억제한다. Anti-CL 항체는 β

2-GP1의 이러한 항응고(anti-thrombotic) 기능에 향을 

미칠 것이고 과응고상태(hypercoagulability)와 혈전증을 

유도할 수 있다. Anti-PL 항체는 sequential PL affinity 크

로마토그래피와 ion exchange 크로마토그래피에 의해 순

수분리될 수 있는데, 이 순수 분리된 항체는 blocking 

agent가 adult bovine serum 혹은 사람의 혈청을 포함하지 

않으면 ELISA에서도 CL 항원에도 결합하지 않고 PL 

affinity column에도 결합하지 않는다고 알려졌다. 또한 

이 연구자들은 anti-PL 항체가 CL과 결합 시 co-factor인 

β2-GP1의 존재를 필요로 한다는 것을 보 다. 

  Anti-CL 항체는 SLE 외에도 동맥경화증 등 심혈관 질

환 환자의 혈청에 존재하고, 이 질병들과의 연관성이 보

고되어 왔다(4-8). 최근에 점진적이고 자연발생적 관상

동맥심질환 동물 모델인 Apo-E 결핍(ApoE-/-) 생쥐에

서 혈액 내의 산화된 CL에 대한 자가 항체의 농도가 동

맥경화의 정도와 연관성이 있음이 밝혀졌다(9). 이는 

anti-CL 항체가 관상동맥심질환을 표시하는 민감한 증거

임을 시사한다. 최근의 연구 결과, CL에 대한 자가 항체

는 심장과 동맥벽 세포막 표면의 PL에 교차반응을 하여 

관상동맥심질환을 향상시키거나, 또는 혈액응고를 방해

함으로써 죽상혈전(atherothrombosis)을 일으키고 이차적

으로 심혈관 질환을 일으킬 수 있다고 보고되었다(10).

  본 연구에서는 세 명의 동맥경화 환자 혈청에 존재하

는 anti-CL 항체가 CL에 결합 시에 SLE와 APS 환자에서 

발견되는 anti-CL의 경우와 같이 β2-GP1 혹은 혈청의 

향을 받는지를 분석하 다. 그 결과 co-factor인 β2-GP1

과 혈청의 존재가 농도 의존적으로 CL-anti-CL 반응력을 

증가시킴이 관찰되었다.

재료 및 방법

시약. CL은 SIGMA-ALDRICH에서, β2-GP1은 CALBIO 

CHEM에서, Fetal bovine serum (FBS)은 Hyclone에서 구

입하여 사용하 다.

환자혈청 분리. 아주대학교 의료원의 순환기내과에서 

제공한 동맥경화환자 세 명의 혈액을 이용하 다. 환자 

혈액을 4oC에서 밤새 세워놓은 뒤 1,000×g에서 15분 동

안 원심분리를 하여 혈청을 얻은 후, 사용 전까지 -70
o
C

에 보관하 다.

Anti-CL ELISA. CL을 100 % ethanol에 50μg/ml로 용해

시킨 다음 세 개 (a, b, c)의 96 well plate (NUNC)의 각 

well에 100μl씩 가하여 4oC에서 밤새 coating을 하 다. 

Ethanol을 evaporation 시킨 후 β2-GP1을 항원과 함께 

coating 했을 때의 효과를 분석하기 위해 plate (b)에 β

2-GP1을 phosphate-buffered saline (PBS)에 1, 2, 4μg/ml로 

용해시켜 CL이 coating 되어 있는 well에 첨가하여 실온

에서 2시간 incubation 하 다. coating이 끝난 plate를 

PBS로 1번 세척 후 PBS에 녹인 3 % skim milk를 200μl

씩 첨가하여 실온에서 2시간 동안 blocking 하 다. 0.05 

% tween 20이 첨가된 PBS (PBST)로 3번 세척하고 동맥

경화 환자의 혈청을 plate (a)와 (b)에는 PBS에 녹인 3 % 

skim milk로 1：10으로 희석하여 50μl씩 첨가하 다.  

β2-GP1을 환자혈청과 함께 섞어 coating된 CL에 첨가하

는 경우의 효과를 분석하기 위해 1：5로 희석한 혈청과 

2, 4, 8μg/ml 농도의 각 β2-GP1을 1：1로 섞어서 결과적

으로 1：10으로 희석된 환자 혈청과 1, 2, 4μg/ml 농도의 

β2-GP1이 되게 하여 CL이 coating 된 plate (c)의 well에 

50μl씩 첨가하여 실온에서 2시간 동안 반응시켰다. 다

시 PBST로 3번 세척을 하고 alkaline phosphatase (AP)가 

결합된 anti-human IgG를 PBS에 녹인 3 % skim milk에 

1：30,000으로 희석하여 50μl씩 첨가하여 2시간 동안 실

온에서 반응시켰다. 다시 PBST로 3번 세척하고 마지막

은 TBS로 세척하 다. AP 기질 buffer (0.05 M Sodium 

carbonate, 1 mM MgCl2, pH 9.8)에 p-Nitrophenyl phosphate 

tablets (SIGMA-ALDRICH)을 녹여 50μl씩 첨가하 다. 

색변화를 관찰하여 자동 ELISA 측정기(BIO-TEK, ELx- 

808)를 이용하여 405 nm에서 흡광도를 측정하 다. FBS 

final 농도, 2.5 %에서 20 % 사이에 적절하게 첨가하여 

시행하 다.

결      과

  동맥경화환자 혈청 내에 존재하는 anti-CL 항체가 CL

에 결합할 때 β2-GP1이 결합력을 증가시키는 co-factor로

서 작용하는지, ELISA의 어느 단계에 β2-GP1을 첨가하

는 것이 효과적인지를 test 하 다. 우선 CL을 coating 항

원으로 사용하여 총 17명의 동맥경화 환자의 혈청 내에 

존재하는 anti-CL 항체를 측정하기 위하여 ELISA를 수

행하 다. 그 결과, 두 환자의 혈청에서는 비교적 높은 

titer를 보 고 나머지 15명의 혈청에서는 titer가 거의 탐

지되지 않았다. β2-GP1이 anti-CL 항체와 CL의 결합력

을 증가시킬 수 있는지의 향을 확인하기 위하여 

anti-CL의 titer가 높은 두 환자의 혈청과 titer가 낮은 환

자의 혈청 하나를 무작위로 선택하 다. Fig. 1 A는 CL 

coating후 1∼4μg/ml의 농도로 β2-GP1을 coating한 조건

에서 환자혈청을 반응시킨 것이다. 세 개 시료의 평균치

를 보았을 때, β2-GP1을 첨가하지 않았을 때의 결과에 

비하여 β2-GP1을 4μg/ml 농도까지 첨가하 을 때 농도 

의존적으로 CL과 anti-CL의 결합력을 증가시켰다. 세 시

료 각각의 경우도 같은 경향을 보 다(data not shown). 

β2-GP1이 첨가되지 않았을 때의 수치를 0으로 놓고 첨

가 되었을 때의 CL과 anti-CL의 결합력 증가율을 %로 

그림에서 나타내었다. 1μg/ml의 β2-GP1에서 44.9%, 2 

μg/ml에서 59.4 %, 4μg/ml에서 63.7%의 증가율을 보 다.

  Fig. 1 B는 β2-GP1을 환자혈청과 함께 혼합한 후,
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coating 된 CL에 반응시킨 결과로서, 이 경우도 4μg/ml

까지의 β2-GP1 첨가가 전반적으로 anti-CL과 CL의 결합

력을 증가시켰으며, Fig. 1 A에서보다 더 높은 증가율을 

보 다. 세 시료 각각의 경우도 같은 경향을 보 다(data 

not shown). 1μg/ml의 β2-GP1에서 76.9 %, 2μg/ml과 4 

μg/ml에서 86.8%의 증가율을 보 다.

  또한, anti-CL과 CL 결합력에 미치는 혈청의 효과를 

본 실험체계에서 검증하고자 하 다. 혈청의 재료로서 

FBS를 사용하 다. CL과 함께 2.5∼20%의 FBS를 coat-

ing하여 환자혈청을 반응시켜 본 결과, 20%의 FBS 농도

까지 지속적으로 CL에 대한 anti-CL의 결합력이 증가하

는 경향을 보 다(Fig. 2A). FBS의 농도 20%에서 76.1%

의 증가율을 보 다. 또한, FBS를 2.5∼10% 농도로, 환

자혈청과 함께 혼합한 후, coating된 CL에 반응시킨 경우

(Fig. 2B)도 전반적으로 결합력 증가를 보 고 10%에서 

최대치 결합력 증가율(55.2 %)을 보 다. Fig. 2A와 Fig. 

2B에서도 평균치로 보여준 경향이 시료 각각의 경우에

서 관찰되었다(data not shown).

고      찰

  동맥경화증은 동맥 벽에 콜레스테롤이 축적됨으로써 

유발되는 염증 반응으로 이 환자들에게서 많이 발견되

는 CL은 염증 반응을 유발하고 지속시키는 주요 자가 

항원 중의 하나이며, anti-CL 항체의 존재가 동맥경화증 

유발에 깊은 연관성이 있다고 알려져 있다. 그런데, 

anti-PL 항체의 대표적인 예인 anti-CL 항체와 CL의 결합

은 co-factor를 필요로 하며, 이 co-factor는 anti-coagulant 

특성을 갖는 β2-GP1 혈장 단백질로 밝혀졌다(11). 흥미

로운 점은 β2-GP1이 자가면역질환 혈청에 존재하는 

anti-CL 항체와 coating된 CL 항원의 친화력을 RIA(radio 

Figure 1. ELISA for the effect of β2-GP1 on the binding of anti-CL to CL. Various concentrations of β2-GP1 were added either
at the step of coating CL (A) or adding patients' sera (B). Anti-human IgG antibody conjugated with AP were used as a secondary 
antibody. Absorbance at 405 nm was measured by ELISA reader. Data are mean±S. E. M. from three samples.
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immuno assay)나 ELISA로 측정할 때 필요한 물질이라고 

보고 (12) 된 반면, 감염환자 혈청에 존재하는 anti-CL 항

체의 CL 항원과의 결합은 β2-GP1을 필요로 하지 않는다

고 알려져 있다는 것이다. 

  본 연구에서는 동맥경화증 환자에서 발견되는 anti-CL 

항체도 SLE 등의 자가면역질환 환자 혈청에 존재하는 

항체의 경우와 같이 β2-GP1에 의하여 항원 결합력이 증

가됨을 보 다. 또한, 이러한 효과는 FBS에서도 관찰되

었다. 그러므로 동맥경화증 환자에서 발견되는 anti-CL 

항체는 감염환자 혈청의 anti-CL 항체와는 항원 결합 특

성에 있어서 다르며, 자가면역질환 환자에서 나타나는 

항체와 유사한 성격을 갖는다고 제시할 수 있다. 어느 

단계에서 co-factor를 첨가하는 것이 더 효과적인지를 본 

실험 결과, β2-GP1을 anti-CL 항체와 함께 혼합한 후, 

coating된 CL에 반응시키는 경우가 CL coating시 혼합한 

경우보다 약간 더 반응효능을 증가시키는 것으로 나타

났다. FBS의 경우는 FBS를 anti-CL 항체와 함께 혼합한 

후, coating된 CL에 반응시킨 경우보다 CL과 함께 FBS를 

coating 한 후, 환자 혈청을 반응시키는 경우에 반응 효능

이 더 뚜렷이 증가하 다. 

  본 연구에서는 CL과 anti-CL 항체간의 결합 시 co- 

factor의 존재에 따라 결합력이 향상된다는 것을 동맥경

화 환자 혈청으로 보여주었을 뿐만 아니라, 잘 알려진 

co-factor인 순수 분리된 β2-GP1을 대신하는 FBS의 효과

도 동시에 보여 주었다. 이런 결과를 토대로 동맥경화 

환자의 CL ELISA시 결합력을 증가시키기 위해서는 

co-factor의 재료로서 β2-GP1 혹은 FBS를 사용하여 실험

하는 것이 효과적이라고 제시할 수 있지만, 측정한 시료 

수가 적어서 아직 명확한 결론을 내릴 수는 없다. 앞으로 

더 많은 수의 시료와 다른 종류의 자가면역질환 환자의 

혈청을 재료로 하여 같은 실험을 본 연구실에서 수행해 

볼 계획이다.

Figure 2. ELISA for the effect of FBS on the binding of anti-CL binding to CL. Various concentrations of FBS were added either
at the step of coating CL (A) or adding patients' sera (B). Anti-human IgG antibody conjugated with AP were used as a secondary 
antibody. Absorbance at 405 nm was measured by ELISA reader. Data are mean±S. E. M. from three samples.
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