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ABSTRACT
Background: Disialoganglioside GD2 is a tumor-associated antigen that is overex-
pressed on tumor cells of neuroectodermal origin, such as melanoma, small cell lung 
carcinoma and neuroblastoma. Immunity against GD2 has anti-tumor activities, but GD2 
is poorly immunogenic. Anti-idiotypic antibodies that mimic GD2 may induce more 
effective immune responses than GD2 antigen itself, because they are protein antigens 
and are known to be able to break immune tolerance. In our previous study, we 
produced anti-idiotypic antibodies mimicking GD2 (3A4 and 3H9), which induced 
humoral immunity. However, cellular immunity is essential to eradicate tumor cells in 
vivo as well as humoral immunity. In the present study, we investigated whether these 
anti-idiotypic antibodies 3A4 and 3H9 could induce cellular immunes responses. 
Methods: BALB/C mice were immunized with anti-idiotypic antibody 3A4 or 3H9, or 
normal mouse IgG as a negative control. Lymphoproliferative responses, cytokine 
production responses, and delayed-type hypersensitivity reactions were measured in mice 
immunized with the anti-idiotypic antibodies. Results: Both the anti-idiotypic antibody 
3A4 and 3H9 induced GD2-specific lymphoproliferative responses and IFN-γ pro-
duction of lymph node lymphocytes in BALB/C mice. Only anti-idiotypic antibody 3H9 
induced significant GD2-specific delayed-type hypersensitivity in the mice. Conclusion: 
These results show that anti-idiotypic antibodies 3A4 and 3H9 have the potentiality of 
inducing GD2-specific cellular immune responses that cannot be induced by the native 
antigen GD2 itself. (Immune Network 2004;4(4):229-236)
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서 론

악성종양 치료에 이용되는 면역요법은 면역반응의 가

장 중요한 특징인 특이성 (specificity)을 이용하는 방법으

로서 면역계의 주효세포들(effector cells)이 정상세포에

는 영향을 주지 않으면서 종양세포만 선택적으로 공격

함으로써 효과적인 항암작용을 보일 것으로 기대되고

있다. 특히 능동면역요법은 수동면역요법에 비해 면역

반응의 효과와 지속성면에서 더 우수하다고 알려져 있

으며(1,2), 능동면역요법은 사용되는 면역원의 성질에 따

라 종양세포 자체를 항원으로 사용하는 종양세포 백신

(tumor cell vaccines), 종양관련항원(tumor-associated anti-

gen: TAA) 또는 종양특이항원(tumor-specific antigen:

TSA)을 사용하는 종양항원 백신(antigen vaccine), 그리고

TAA나 TSA의 항원결정부위만을 면역원으로 사용하는

항원결정부위 백신(epitope vaccine)으로 나눌 수 있다.

이중 항원결정부위 백신은 항원결정부위만을 표적으로

하므로 위의 두 방법들과 비교하여 면역반응의 특이성

이 가장 높아 정상조직에 대한 면역반응을 유발하지 않

는 장점을 가지고 있다(3).

항원결정부위 백신은 다시 peptide나 ganglioside와 같

이 항원결정부위를 갖는 분자를 직접 면역원으로 사용

하거나, 이 부위에 대한 항이디오타입 항체(anti-idiotypic
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antibody)를 면역원으로 사용하는 방법으로 나눌 수 있

다. 이 중 항이디오타입 항체는 종양항원의 항원결정부

위에 대한 항체 (Ab1)의 이디오타입(idiotype)에 대한 항

체(항이디오타입 항체: Ab2)로서, 한 종류의 Ab1에는 여

러 개의 이디오톱(idiotope)들이 존재하므로 한 종류의

Ab1에 대해서 여러 종류의 항이디오타입 항체가 생성될

수 있다(4). 이들 항이디오타입 항체 중에는 종양항원의

항원결정부위와 항원성이 유사한 internal image를 가지

고 있는 항체가 포함되어 있으며, 이러한 항이디오타입

항체는 종양항원과 항원성이 유사하므로 종양항원을 대

신하여 종양백신으로 사용될 수 있다(5). 항원결정부위

자체를 사용하는 백신과 비교한 항이디오타입 백신의

장점은 항이디오타입 항체가 단일클론 항체이므로 백신

의 대량 생산이 용이하다는 점이며(6), 특히 종양항원의

성분이 disialoganglioside GD2와 같이 당질(carbohydrate)

성분인 경우에는 단백 성분의 항이디오타입 항체가 당

질항원을 대신함으로써 더욱 효과적인 면역반응의 유발

이 가능하다는 점이다. 그러나 무엇보다도 항이디오타

입 항체의 가장 큰 매력은 종양항원에 대한 면역관용을

항이디오타입 항체가 극복할 수 있다는 것이다. 대부분

의 종양항원은 정상조직에서도 발현되는 경우가 많아

종양항원과 반응하는 림프구가 소실되거나 불응상태를

보이는 면역관용이 유발된다(7,8). 이것이 종양이 면역계

를 빠져나가는 주요 기전이라 생각되고 있으며, 이것을

극복하는 것이 종양에 대한 능동면역요법의 가장 중요

한 과제라 할 수 있다. 항이디오타입 백신과 항원 백신을

비교 연구한 실험에서, 항원 자체로 면역시켰을 경우에

는 면역관용으로 인해 면역반응이 유발되지 않았으나,

항이디오타입 항체를 면역원으로 사용하였을 경우에는

항원에 대한 면역반응이 유발되어, 항이디오타입 항체

에 의해 면역관용이 극복될 수 있음을 보여주었다(9). 이

러한 결과는, 동일한 항원성을 지니고 있으나 분자 형태

가 다른 면역원(예, 항이디오타입 항체)을 항원대신 사

용함으로써 특정 항원에 대한 면역관용을 극복할 있다

는 가능성과 함께 종양에 대한 면역요법에 있어서 항이

디오타입 백신의 전망과 중요성을 의미한다.

본 연구실에서는 당질 성분의 종양항원인 disialogang-

lioside GD2에 대한 항이디오타입 항체들을 제조하였으

며, 이들 중 GD2의 internal image를 가지고 있을 것으로

판단되는 항체들(3A4와 3H9)을 선별하고, 이들 항이디

오타입 항체 3A4와 3H9를 토끼에게 주사하여 항이디오

타입 항체에 대한 항체, 즉 항항이디오타입 항체(anti-

anti-idiotypic antibody: Ab3)의 생성을 유도하였다(10). 토

끼의 혈청 내에 있는 항항이디오타입 항체는 항이디오

타입 항체에 결합할 뿐만 아니라 본래의 항원인 GD2와

GD2를 발현하는 종양세포에도 특이적으로 결합함으로

써 항이디오타입 항체 3A4와 3H9가 종양항원인 GD2에

직접 작용하는 항체매개면역반응을 유도함을 확인하였

다. 그러나 종양백신이 종양에 대해서 효과적인 면역반

응을 유발하기 위해서는 항체매개면역반응뿐만 아니라

세포매개면역반응도 유발할 수 있어야 한다. 따라서 이

번 연구에서는 본 연구실에서 제조한 항이디오타입 항

체 3A4와 3H9가 본래의 종양항원인 GD2에 대한 세포면

역반응을 유발할 가능성이 있는지를 알아보기 위해, 항

이디오타입 항체 3A4와 3H9으로 면역시킨 마우스 림프

구의 항원 자극에 대한 림프구 증식과 싸이토카인 생성

을 측정하고, 항이디오타입 항체 면역 마우스에서 항원

자극에 대한 지연형 과민면역반응(delayed-type hypersen-

sitivity: DTH)을 조사하였다.

재료 및 방법

면역원으로 사용된 항체 . 항이디오타입 항체에 의해서

대표적 세포면역반응인 림프구 증식, 림프구에 의한 싸

이토카인 생성, 및 지연형 과민면역반응이 유발되는 지

를 알아보기 위한 실험에서 3A4, 3H9, 그리고 normal

mouse IgG를 마우스 면역원으로 사용하였다. 이들 항체

중 3A4와 3H9은 disialoganglioside GD2에 대한 항이디오

타입 항체로서 본 실험실에서 제조되었으며, 각 항체를

각 마우스 군에 접종하였다. Normal mouse IgG (Cappel

JCN Pharmaceuticals, Aurora, OH, USA)는 항이디오타입

항체 3A4와 3H9에 대한 음성대조 면역원으로서 대조군

마우스에 접종하였다.

면역반응 자극제 . 항이디오타입 항체로 면역된 마우스

에서 림프구 증식, 싸이토카인 생성, 및 지연형 과민면역

반응의 유발을 위한 자극제로는 GD2 분자(Sigma, St

Louis, MO) 및 GD2 발현 세포인 WM115(melanoma cell

line)를 사용하였다. 이들 자극제들에 대한 음성대조로는

GD1a 분자(Sigma, St Louis, MO) 및 GD2를 발현하지 않

는 세포인 SW1116(colon carcinoma cell line)을 GD2와

WM115에 대한 각각의 음성대조 자극제로 사용하였다.

WM115와 SW1116 세포는 10% fetal calf serum (FCS)이

첨가된 L-15 배지에서 배양하며 사용하였다.

실험동물 . 항이디오타입 항체의 면역을 위해 사용된 실

험동물은 모두 BALB/c 마우스로서 6주령의 female 마우

스를 사용하였다.

마우스면역. 림프구 증식 반응과 싸이토카인 측정을 위

해서는 항이디오타입 항체 3A4 또는 3H9을 BALB/C 마

우스의 발바닥에 두 차례 피하접종하였으며, 지연형 과

민면역반응을 유발하기 위해서는 각각의 항이디오타입

항체를 피하로 단 회 접종하였다. 두 차례 접종한 경우,

첫 회는 complete Freund's adjuvant와 섞어 50μg의 Ab2

를 접종하였으며, 2주일 후에 incomplete Freund's adju-

vant와 섞어 50μg의 Ab2를 재차 접종하였다. 한 차례 접

종한 경우에는 complete Freund's adjuvant와 섞어 100μg
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Table I. Proliferative responses of lymph node lymphocytes 
from mice immunized with anti-idiotypic antibodies to stimulants


Stimulation index (means±SD)


Stimulants Immunogen


3A4 3H9 NL mouse IgG


GD2 3.14±3.15  3.16±2.05 2.32±1.52
GD1a 2.16±1.05  2.12±0.98 1.16±2.38
WM115 22.56±4.25* 19.05±3.16* 4.12±2.45
SW1116 3.65±0.58  2.78±1.32 2.45±0.56


*Values are significantly (P＜0.05) higher than each of the con-
trol values.

의 Ab2를 피하접종하였다. 각각의 경우에 대조군 마우

스에게는 normal mouse IgG를 항이디오타입 항체와 동

일한 adjuvant와 섞어 동량 주사하였다.

림프구 증식 반응 측정. 각 면역원의 두 번째 접종 2주

후, 마우스로부터 비장과 림프절을 적출하여 림프구들

을 single-cell suspension으로 만들었다. 림프구들을 5%

FCS이 포함된 RPMI 1640배지에 풀어 U-bottom plate에

well당 2×10
5
개씩 넣고 각각의 증식 자극제들(stimul-

ants)을 첨가한 다음, 37oC의 5% CO2 배양기에서 3일간

배양하였다. 림프구의 증식을 유발하기 위해 사용된 자

극제로서는 GD2 분자와 이에 대한 음성대조인 GD1a 분

자, 그리고 방사선처리한 WM115세포와 이에 대한 음성

대조로서 방사선처리한 SW1116 세포를 사용하였으며,

GD2 분자와 GD1a 분자는 well당 30μg을, WM115 세포

와 SW1116 세포는 well당 104개를 첨가하였다. 각각의

자극제를 첨가하고 3일간 배양한 다음, well당 1.0μCi의
3
H-thymidine을 넣고 18시간 동안 더 배양하였다. 배양된

림프구들을 glass-fiber filter에 모은 다음 liquid scin-

tillation counter를 이용하여 림프구로 흡수된
3
H- thy-

midine의 양을 측정하였다. 이 때 한 종류의 실험에 대해

각각 세 세트(triplicate)를 구성하고, 세 세트 측정값(cpm)

의 평균값을 구하였다. 림프구의 증식 정도는 각각의 자

극제를 첨가했을 때의 값을 자극제 없이 buffer만을 첨가

했을 때의 값으로 나눈 값인 stimulation index (SI)로서

나타내었다.

싸이토카인 측정. 림프구들에 의해 분비되는 cytokine은

capture enzyme-linked immunosorbent assay (capture ELI

SA)를 사용하여 측정하였다. IFN-γ와 IL-4에 대한 mo-

noclonal rat antibody로 ELISA plate의 well을 coating한 다

음, 72시간 동안 각각의 자극제들과 함께 배양한 림프구

배양액의 상층액을 첨가하고 4
oC에서 12시간 동안 반응

시켰다. 이 때 각각의 mouse recombinant cytokine을 2배

계단 희석하여 cytokine standard를 만들고 monoclonal rat

antibody가 coating된 well에 첨가한 다음, 림프구 배양액

과 동일한 조건에서 배양함으로써 cytokine standard

curve를 얻었다. Well에 coating된 monoclonal rat antibody

와 결합한 cytokine의 양을 측정하기 위해 coating된 항체

와 다른 항원결정부위(epitope)를 인지하는 biotinylated

rat antibody를 첨가하고 상온에서 2시간 반응시켰다. 다

시 alkaline phosphatase가 결합된 streptavidin을 첨가하고

45분간 더 반응시킴으로써 streptavidin이 biotin에 결합하

도록 하였다. 마지막으로 10% diethanolamine과 phos-

phatase에 대한 기질을 첨가하고 10분간 반응시킨 다음,

ELISA reader의 415 nm에서 흡광도를 측정하고 cytokine

standard curve를 이용하여 각 흡광도에 해당하는 cyto-

kine의 농도를 구하였다.

지연형 과민면역반응 측정 . 각 면역원의 접종 7일 후,

BALB/C 마우스의 오른쪽 귀에는 방사선처리한 WM115

세포 또는 GD2 분자를 주사하고, 마우스의 왼쪽 귀에는

방사선처리한 SW1116 세포 또는 GD1a를 주사하였다.

WM115 세포와 SW1116 세포는 5×10
5
개씩 주사하였으

며, GD2와 GD1a는 1μg씩 사용하였다. 주사 후 24시간,

48시간, 72시간에 각각 귀의 두께를 caliper로 측정하고,

주사 전 두께와의 차이를 과민면역반응에 의한 증가치

로 계산하였다.

통계 분석 . 실험군과 대조군의 통계학적 차이는 t-test에

의해서 분석하였으며, P value가 0.05 이하인 경우에 통

계학적으로 유의한 차이가 있는 것으로 판정하였다.

결 과

항이디오타입 면역 마우스의 림프구 증식 반응 . 항이

디오타입 항체 3A4와 3H9에 의한 면역이 종양항원 GD2

에 특이한 림프구를 증식시키는지 알아보기 위해, 각각

의 Ab2로 면역시킨 마우스의 림프구를 GD2와 GD1a, 그

리고 GD2 발현 세포인 WM115와 GD2 비발현 세포인

SW1116으로 자극하여 림프구의 증식 정도를 측정하였

다. 이때 림프절 림프구와 비장 림프구를 분리하여 별도

로 실험하였다. 항이디오타입 항체 3A4 면역 마우스의

림프절 림프구는 GD2 분자로 자극했을 경우 이것에 대

한 음성대조 자극제인 GD1a 분자로 자극했을 경우보다

약 1.5배 더 높은 림프구 증식 반응을 보였으며, normal

mouse IgG로 면역시킨 마우스와의 비교에서도 약 1.4배

증가된 증식 반응을 보였다. 그러나 통계적으로는 의미

있는 차이로 나타나지 않았다(Table I). WM115 세포 자

극에 대한 림프절 림프구 증식 반응은 이것에 대한 음성

대조 자극제인 SW1116으로 자극했을 때의 증식반응과

비교하여 약 6배 정도 증가하였으며(P＜0.05), 항이디오

타입 항체 3A4에 대한 음성대조 면역원인 normal mouse

IgG로 면역시키고 WM115 세포로 자극한 경우와 비교

했을 경우에도 약 5배 정도의 림프구 증식 반응을 나타



232   Yoon-Sun Park and Woon-Seob Shin

0

5

10

15

20

25

GD2 GD1a WM115 SW1116

3A4

3H9

NL mouse IgG

A. IFN-g

C
o
n
c
e
n
tr

a
ti
o
n
 (

n
g
/m

l)

0

5

10

15

20

25

GD2 GD1a WM115 SW1116

3A4

3H9

NL mouse IgG

B. IL-4

Stimulants

0

5

10

15

20

25

GD2 GD1a WM115 SW1116

3A4

3H9

NL mouse IgG

A. IFN-g

C
o
n
c
e
n
tr

a
ti
o
n
 (

n
g
/m

l)

0

5

10

15

20

25

GD2 GD1a WM115 SW1116

3A4

3H9

NL mouse IgG

B. IL-4

Stimulants

Figure 1. Production of IFN-γ (A) and IL-4 (B) by lymph node lymphocytes from mice immunized with anti-idtiotypic antibodies 
(3A4 or 3H9) or normal mouse IgG (NL mouse IgG) in presence of stimulants. GD2 and WM115 (a GD2-positive cell line) were 
used as the stimulants, and GD1a and SW1116 (a GD2-negative cell line) were used as negative controls of GD2 and WM115 
respectively.

Table II. Proliferative responses of spleen lymphocytes (sple-
nocytes) from mice immunized with anti-idiotypic antibodies to 
stimulants


Stimulation index (means±SD)


Stimulants Immunogen


3A4 3H9 NL mouse IgG


GD2 2.57±1.54  2.36±1.99 1.63±0.76
GD1a 1.13±2.12  1.72±2.51 0.97±1.34
WM115 3.61±2.98 16.25±1.73* 3.54±1.78
SW1116 2.75±1.75  3.11±2.45 1.87±1.11


*Values are significantly (P＜0.05) higher than each of the con-
trol values.

냈다(P＜0.05). 항이디오타입 항체 3H9으로 면역시킨 마

우스의 림프절 림프구도 GD2 분자의 자극에 대해서는

GD1a 자극 대조 및 normal mouse IgG 면역 대조와 비교

하여 림프구 증식이 각각 약 1.5배와 1.4배 증가되었으

며, WM115 세포로 자극했을 경우에는 각각의 음성대조

에 비해서 약 7배(P＜0.05)와 5배(P＜0.05) 증가된 림프

구 증식 반응을 보였다(Table I).

비장 림프구의 자극 실험에서는 항이디오타입 항체

3H9 면역 마우스의 비장 림프구만이 WM115 세포로 자

극했을 때 통계적으로 의미있는 림프구 증식 반응을 보

였으며(P＜0.05), 항이디오타입 항체 3A4 면역 마우스로

부터의 비장 세포는 WM115 세포로 자극했을 경우에는

음성대조들과 비교하여 의미있는 림프구 증식 반응의

차이를 보이지 않았다(Table II). 항이디오타입 항체 3A4

와 3H9 면역 마우스의 비장 림프구는 모두 GD2 분자의

자극에 대해서 음성대조들과 비교하여 증가된 반응을

보였으나, 통계적으로 의미있는 차이는 아니었다(Table

II).

항이디오타입 면역 마우스의 싸이토카인 생산 . 항이

디오타입 항체 3A4와 3H9에 의해 면역된 마우스의 림프

구들이 종양항원인 GD2에 반응하여 싸이토카인의 생성

을 증가시키는 지 조사하기 위해 싸이토카인 IFN-γ와

IL-4의 생성량을 측정하였다. 이 경우에도 림프절 림프

구와 비장 림프구를 분리하여 실험하였으며, 림프절 림

프구와 비장 림프구를 GD2, GD1a, WM115, 또는 SW

1116으로 자극한 다음 생성된 각각의 싸이토카인 양을

비교하였다. 림프절 림프구를 대상으로 한 실험에서

(Fig. 1), 항이디오타입 항체 3A4와 3H9에 의해 면역된

마우스의 림프구들은 모두 WM115의 자극에 대해서는

IFN-γ의 생성이 각각의 음성대조에 비해서 현저하게 증

가되었으며(P＜0.05), GD2의 자극에 대해서는 음성대조

보다 IFN-γ의 생성이 약간 증가되었다(Fig. 1A). IL-4 생

성 시험에서는 3A4와 3H9 면역 마우스 모두에서 림프절

림프구들의 항원자극 배양액으로부터 의미있는 양의

IL-4를 검출할 수 없었다(Fig. 1B). 비장 림프구를 대상으

로 한 실험에서는(Fig. 2), 항이디오타입 항체 3A4 면역

마우스의 비장세포를 WM115로 자극했을 경우에 음성

대조들에 비해서 IFN-γ의 현저한 생성 증가를 보였으

며, 항이디오타입 항체 3H9로 면역시킨 마우스의 비장

세포 배양액에서는 통계적으로 의미는 없으나 대조군들

에 비해서 약간 증가된 IFN-γ의 생성 증가를 나타냈다

(Fig. 2A). 비장 림프구도 림프절 림프구와 마찬가지로

항원으로 자극한 배양액 내에서 증가된 IL-4의 생성을

확인할 수 없었다.

항이디오타입 면역 마우스의 지연형 과민면역반응 .

항이디오타입 항체 3A4와 3H9에 의한 면역이 마우스에

서 GD2에 특이한 지연형 과민면역반응을 유발하는지
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Figure 3. Delayed-type hypersensitivity reactions in mice immunized with anti-idiotypic antibodies (3A4 or 3H9) or normal mouse 
IgG (NL mouse IgG) to GD2 (A), GD1a (B), WM115 (C) or SW1116 (D) challenge. GD1a and SW1116 (a GD2- negative cell line) 
were used as negative controls of GD2 and WM115 (a GD2-positive cell line) respectively.
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Figure 2. Production of IFN-γ (A) and IL-4 (B) by spleen lymphocytes from mice immunized with anti- idiotypic antibodies (3A4 
or 3H9) or normal mouse IgG (NL mouse IgG) in presence of stimulants. GD2 and WM115 (a GD2-positive cell line) were used 
as the stimulants, and GD1a and SW1116 (a GD2- negative cell line) were used as negative controls of GD2 and WM115 respectively.

알아보기 위해, 마우스를 세 group으로 나누어 각 group

의 마우스를 3A4, 3H9, 또는 normal mouse IgG로 면역시

킨 다음, 다시 각 group을 2개의 subgroup으로 나누었다.

한 subgroup의 마우스는 오른쪽 귀에 GD2 분자를 주사

하고 왼쪽 귀에 GD1a를 주사하였으며, 다른 subgroup의

마우스는 오른쪽 귀에 WM115, 왼쪽 귀에 SW1116을 주

사하고 24, 48, 72시간 후에 귀의 두께를 측정하였다(Fig.

3). 실험 결과, 항이디오타입 항체 3H9으로 면역시킨 마

우스를 WM115로 자극했을 경우에 각각의 음성대조들

에 비하여 현저하게 증가된 지연형 과민면역반응이 유

발되었다(Fig. 3C). 이 경우에는 자극 후 48시간뿐만 아

니라 72시간 후에도 음성대조 자극제(SW1116) 및 음성

대조 면역원(NL mouse IgG)과 비교했을 때 의미있는 지

연형 과민면역반응의 차이를 보였다. 항이디오타입 항

체 3A4로 면역시킨 마우스에서도 WM115의 자극에 대

해서 지연형 과민면역반응이 관찰되었으나, 음성 대조

들에 비해서 통계적으로 의미있는 차이는 아니었다.

고 찰

Disialoganglioside GD2는 melanoma, neuroblastoma,

small cell lung carcinoma 등과 같은 신경외배엽(neuroec-

toderm)에서 기원한 종양세포들에서 발현이 증가되어 있

는 종양연관항원(Tumor associated antigen)이다(11,12).

이들 종양연관항원이 알려진 이래 GD2에 대한 단일클

론 항체를 이용한 수동면역요법이 melanoma와 neurobla-

stoma 환자를 대상으로 시도되어 항종양 효과를 나타냈

으며(13,14), 마우스에서는 GD2에 대한 단일클론 항체가

종양전이를 억제하기도 하였다(15,16). 그러나 수동면역

은 종양항원에 대한 지속적인 면역반응을 유발하기 어

려우므로 더 효과적이고 지속적인 면역반응을 유발하기

위한 능동면역요법들이 시도되고 있다. GD2 항원 자체

를 백신으로 사용하는 연구들에서는 GD2 항원의 낮은

면역원성(immunogenicity)을 보완하기 위해 GD2 항원에

KLH(Keyhole limpet hemocyanin)와 같은 고분자의 운반

체(carrier)를 결합시키거나, GD2 면역시 아쥬반트(adju-

vant)를 함께 투여하는 방법들이 사용되고 있다. GD2-

KLH conjugate와 아쥬반트를 동시에 면역시킨 실험들에

서 GD2 항원과 반응하는 IgM 항체의 생산이 유도되었

으며, 항원에 대한 친화도가 높지는 않지만 IgG항체의

생성도 유도되었다(17-19). 그러나 이러한 연구 결과들

은 GD2-KLH conjugate 백신에 의해 항체매개면역반응

이 유발될 수 있다는 사실을 의미하며, GD2-KLH con-

jugate 백신이 세포매개면역반응을 유발했다는 연구결과

는 아직까지 보고되어 있지 않다.

본 연구자들은 당질 성분인 GD2 항원을 대신하여

GD2의 internal image를 갖고 있으나 단백 성분인 항이디
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오타입 항체를 백신으로 사용함으로써 GD2 항원 자체

의 면역에 의해 유발되지 않는 세포면역반응이 일어날

수 있을 것을 기대하고 GD2 항원에 대한 항이디오타입

항체 3A4와 3H9을 제조하였다. 몇몇 당단백(glyco-

protein) 성분의 종양항원들(gp175, gp52)에 대한 항이디

오타입 항체들이 각각의 당단백에 특이한 세포면역반응

을 유발한 실험 결과들도 이러한 가능성을 고무하고 있

다(20-22). 본 연구자들은 이미 항이디오타입 항체 3A4

와 3H9이 본래의 종양항원인 GD2에 대해서 특이적으로

결합할 수 있는 항체의 생성을 유도할 수 있음을 확인하

였으며, 이번 연구에서는 항이디오타입 항체 3A4와 3H9

이 GD2 항원에 특이한 세포면역반응을 유발할 수 있는

잠재성 여부를 조사하였다.

본 연구에 사용된 GD2 발현 양성 및 음성 세포는

WM115와 SW1116 세포로서 각각 사람의 melanoma cell

line과 colon cancer cell line이다. 이들 세포가 BALB/c 마

우스의 세포면역반응의 자극제로 사용됨으로써 실험 결

과에서 관찰된 세포면역반응들의 일부가 자극세포 표면

의 이종 항원(xenogeneic antigen)들에 대한 면역반응의

결과일 가능성을 완전히 배제할 수는 없다. 그러나 본

실험에서는 면역원으로서 GD2와 유사한 구조를 갖는

항이디오타입 항체들(3A4와 3H9)을 사용하였으므로 면

역반응 자극제로 사용한 세포 표면의 여러 항원들 중 면

역원으로 사용되었던 항원과 동일한 항원 즉 GD2에 대

해서 훨씬 더 활발하게 세포매개면역반응이 유발된다는

전제 하에 다음과 같은 설명이 가능하다. 우선 normal

mouse IgG를 면역원으로 사용한 경우와 항이디오타입

항체를 면역원으로 사용한 경우를 비교했을 때, WM115

의 자극에 대해서 항이디오타입 항체 3A4 및 3H9으로

면역시킨 마우스에서의 림프절 림프구 증식이 normal

mouse IgG로 면역시킨 마우스에서의 그것보다 약 4배

내지 5배 정도 증가함으로써, 림프구 증식 반응의 현격

한 차이를 보였다(Table I). 또한 3A4 및 3H9으로 면역시

킨 마우스들에서 GD2 양성 세포인 WM115의 자극과

GD2 음성 세포인 SW1116의 자극에 대한 반응을 비교했

을 때, 양성 반응을 나타낸 경우들 모두에서 WM115에

의한 자극이 SW1116에 의한 자극보다 의미있게 증가된

세포면역반응을 유발하였다. 마지막으로 림프구 증식

시험에서 통계적으로 의미있는 차이는 아니었으나,

GD2 분자를 자극제로 사용했을 경우에 림프절 림프구

와 비장 림프구 모두에서 GD1a 자극 대조군과 normal

mouse IgG 면역 대조군에 비해서 약 1.4배 내지 1.5배 정

도의 증가된 증식 반응을 보였다(Table I, II). 이상의 결

과들은 이종 항원에 대한 면역반응으로만은 설명할 수

없으며, 본 실험에서 유발된 세포면역반응 중 최소한 대

조군들과의 차이 부분은 GD2 유사 항이디오타입 항체

와 자극세포 위의 GD2항원에 대한 특이 면역반응의 결

과임을 시사한다. 그러나 이종 항원에 대한 면역반응의

가능성을 완전히 배제할 수 있는 방법, 즉 마우스에서의

세포면역반응을 유전형이 동일한(syngeneic) 세포를 사

용하여 측정하는 방법을 사용한다면 항이디오타입 항체

3A4와 3H9에 의한 항원특이 세포면역반응을 보다 명확

하게 증명할 수 있을 것으로 사료된다.

본 연구의 의의는 GD2 항원만으로는 유발되지 않는

세포면역반응이 항이디오타입 항체 3A4와 3H9의 면역

을 통해서 유발될 가능성이 있음을 보여주는 것이며, 이

러한 가능성을 뒷받침하는 실험 결과들로는 림프구 증

식 반응에서 3A4와 3H9이 모두 WM115 세포 자극에 대

한 림프절 림프구의 증식을 유발한 점(Table I), 싸이토카

인 생성 시험에서 두 항체 모두가 WM115의 자극에 대

해 림프절 림프구의 IFN-γ 생성을 유도한 점(Fig. 1A),

그리고 3H9으로 면역시킨 마우스에서 WM115의 자극에

대해 DTH 반응이 유발된 점 등을 들 수 있다(Fig. 3C).

항이디오타입 항체 백신이 면역계의 세포들을 활성화시

키는 기전은 아직까지 잘 알려져 있지 않으나, 항이디오

타입 항체가 외인성 단백처럼 작용하여 항원전달세포에

의해 섭취되고(endocytosis), 14개 내지 25개 정도의 아미

노산 펩타이드로 처리된 다음 MHC class II 분자에 의해

보조 T세포에게 전달된다는 가설이 있다(23). 이 가설에

서는 보조 T세포 중 Th2세포는 IL-4와 IL-10을 생성하여

B세포의 항체 생산을 활성화시키고, Th1세포는 IFN-γ

와 IL-2를 생성하여 T세포, 대식세포, 및 NK세포를 활성

화시킴으로써 항체매개면역반응 및 세포매개면역반응

을 포함한 전반적인 면역반응의 유발 가능성을 제시한

다. 또한 종양항원이 단백 성분의 항원인 경우에도 항이

디오타입 항체 백신이 단백항원 백신보다 더 우수한 면

역반응을 유발한다는 연구 결과들이 보고되었으며(24-

26), 이러한 효과들에 대한 기전을 설명하는 연구결과도

보고되었다(27). 이 연구 결과에 의하면 항이디오타입

항체가 자신의 Fc 부분을 통하여 항원전달세포의 Fc 수

용체에 결합함으로써 Fc receptor-mediated endocytosis가

가능하다는 것이다. 따라서 Fc 부분이 없는 일반적인 단

백항원에 비해서 항원전달세포에 의한 항원전달이 매우

효과적으로 이루어지며, 결과적으로 T세포 활성화에 따

른 세포매개면역반응이 유발된다고 설명하고 있다.

반면 GD2 항원 자체는 disialoganglioside 성분으로서

일반적으로 단백 성분의 항원에 비해서 효과적인 세포

면역반응을 유발하지 못하는 것으로 알려져 있다. 최근

glycolipid 성분의 항원도 CD1d 라는 분자에 의해 natural

killer T (NKT) 세포에게 전달이 되는 것으로 밝혀지고

있으며 NKT 세포가 면역반응 조절에 중요한 기능을 하

는 세포로 알려짐에 따라, GD2 항원도 NKT 세포에게

전달되어 이를 활성화시킬 가능성이 있으나, 종양연관

항원인 GD2가 NKT 세포를 활성화시킨다는 직접적인



Cellular Immunity Induced by Anti-idiotypic Antibodies Mimicking GD2  235

보고는 아직까지 없는 상태이다. 또한 본 연구에서 GD2

항원을 자극제로 사용한 시험들 가운데 림프구 증식 시

험 및 싸이토카인 생성 시험과 같은 in vitro 시험에서는

GD2에 의한 자극이 약한 정도일지라도 세포면역반응을

유발하는 것이 관찰되었으나, in vivo 시험인 지연형 과

민반응 시험에서는 GD2 자극에 대한 효과가 전혀 나타

나지 않았다. 이는 GD2 항원이 in vivo에서 세포면역반

응 유발을 위해 효과적으로 전달되지 못했을 가능성을

의미하며, 정확한 설명을 위해서는 앞서 기술한 GD2의

항원전달과정에 대한 기전이 먼저 이해되어야 할 것으

로 사료된다.

항이디오타입 항체 백신의 가장 큰 단점은, 항이디오

타입 항체가 종양항원 중 한 개의 epitope 부분만을 갖는

항원백신(single-epitope vaccine)으로 작용하므로, 여러

개의 epitope을 갖는 항원백신(multiple-epitope vaccine)과

비교하여 면역반응의 양적인 면에서 면역원성이 낮다는

것이다(28). 본 연구에서 항이디오타입 항체 3A4는 비장

림프구의 IFN-γ 생산을 증가시켰으나 비장 림프구의 증

식은 유발하지 못하였으며, 항체 3H9은 비장 림프구의

증식은 유발하였으나, IFN-γ의 생산은 증가시키지 못하

였다. 림프구 증식 시험과 IFN-γ 측정 시험은 서로 다른

마우스들을 대상으로 시행하였으므로, 시험 결과가 음

성으로 나타난 경우에는 각 마우스 group에서 항이디오

타입 항체가 림프절 림프구와 비장 림프구를 모두 활성

화시키기 위해 충분한 면역원으로 작용하지 못한 것으

로 추측된다. 또한 동일한 마우스에서 림프절 림프구만

이 증식 반응 또는 IFN-γ의 생산이 증가되고 비장 림프

구는 각각의 반응이 음성으로 나타난 것은 GD2 항원에

특이한 림프구 클론의 수가 제한적이므로 활성화된

GD2-특이 림프구가 림프절에만 존재하고 비장에는 거

의 존재하지 않거나 매우 적은 수가 존재했을 가능성을

생각할 수 있다.

이와 같이 낮은 면역원성에도 불구하고 항이디오타입

항체 백신은 기존의 종양항원 백신과 비교했을 때, 종양

항원으로는 극복할 수 없는 면역관용을 극복할 수 있다

는 장점을 갖는다. 특히 종양항원이 당질 성분의 항원인

경우에는 면역반응의 유발 면에서 뿐만 아니라 백신의

제조 방법에 있어서도 종양항원 보다 훨씬 우월한 것이

사실이다. 따라서 항이디오타입 항체 백신의 단점을 보

완하기 위한 방법들, 즉 항원의 여러 epitope들에 대한

다양한 항이디오타입 항체를 사용하는 방법, 항이디오

타입 항체에 KLH를 결합시키는 방법, 및 항이디오타입

항체 백신을 아쥬반트와 함께 사용하는 방법 등을 이용

한다면 항이디오타입 항체 백신의 효과를 극대화할 수

있을 것이다.
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