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복합조직의 동종이식에서 지속적인 면역억제제의 투입

없이 거부반응을 예방하는 일은 매우 중요하다. 최근에

수지상 세포(dendritic cell)는 항원제공세포로서, 또한

면역 관용을 유발할 수 있는 세포로서 많은 주목을 받고
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── Abstract ──

Rat Hindlimb Allotransplantation with Short-term Immune 
Suppressants and Dendritic Cell Pretreatment

Seok Chan Eun, M.D., Rong Min Baek, M.D. 

Department of Plastic and Reconstructive Surgery, Seoul National University College of Medicine , Korea 

Prevention of acute rejection in composite tissue allotransplantation without continuous immunosup-
pression lacks reports in worldwide literature. Recently dendritic cells (DC) gained considerble attention
as antigen presenting cells that are also capable of immunologic tolerance induction. This study assesses
the effect of alloantigen-pulsed dendritic cells in induction of survival in a rat hindlimb allograft. We per-
formed hindlimb allotransplantation between donor Sprague-Dawley and recipient Fischer344 rats.
Recipient derived dendritic cells were harvested from rat whole blood and cultured with anti-inflammato-
ry cytokine IL-10. Then donor-specific alloantigen pulsed dendritic cells were reinjected into subcuta-
neous tissue before limb transplantation. Groups: I) untreated (n=6), II) DC injected (n=6), III)
Immunosuppressant (FK-506, 2 mg/Kg) injected (n=6), IV) DC and immunouppressant injected (n=6).
Graft appearance challenges were assessed postoperatively. Observation of graft appearance, H-E staning,
immunohistochemical (IHC) study,  and confocal immunofluoreiscece were performed postoperatively.
Donor antigen pulsed host dendritic cell combined with short-term immunosuppression showed minimal
mononuclear cell infiltration, regulator T cell presence, and could prolong limb allograft survival.        
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있다. 본 연구는 항염증성 시토카인 IL-10을 처리하고

동종항원에 감작시킨 비성숙 수지상 세포가 쥐의 다리이

식 모델에서 생존률에 미치는 향을 평가하고자 하 다.

동종이식 수술시 Sprague-Dawley를 공여자로, F344를

수여자로 사용하 다. F344 쥐의 혈액으로부터 단핵세포

층을 뽑고 비성숙 수지상세포로 분화시킨 후에 IL-10을

첨가하여 관용성 수지상 세포로의 분화를 유도하 다. 공

여자 에서 뽑은 단핵구층과 24시간 동안 동시배양을 통해

감작시킨 수지상 세포를 피하주입시키고 다음날 이식수술

을 진행하 다. 실험은 각 6마리씩 4개의 군으로 나누어

진행하 고, 제 1군은 아무 처치도 시행하지 않은 군, 제

2군은 이식 하루 전에 동종항원에 감작된 수지상세포만을

주입한 군, 제 3군은 이식 후 면역억제제를 2주간 투여한

군, 제 4군은 이식 하루 전에 수지상세포를 주입하고, 면

역억제제를 2주간 투여한 군으로 분류하 다. 수술 후에

이식된 다리의 경과 관찰, 면역 조직화학 검사, 조절 T

림프구에 한 FACS검사 등을 실시하 다. 술 후 일주

일째 조직관찰을 시행한 결과 제 4군의 피부와 근육조직

내에서 면역반응세포의 저하 및 FoxP3 양성 조절 T림프

구가 존재함을 나타내었다. 따라서 본 실험을 통해 IL-

10을 처리하여 만든 관용성 수지상세포가 조직내에서 T

림프구의 저반응성과 조절 T세포의 생성을 유도함으로써

결과적으로 동종이식편의 생존을 증가시키는데 도움이 된

다는 것을 알 수 있었다. 

서 론

최근 여러 가지 면역억제제의 개발과 새로운 수술 기술

의 발전으로 복합조직 이식술이 점점 진화되어 가고 발전

을 거듭하고 있다. 그러나 비특이적이며 지속적인 면역억

제요법은 감염, 악성종양 등 많은 부작용을 야기하며 이

식외과 의사들에게 만만치 않은 도전으로 지금도 다가오

고 있다. 특히 피부조직은 다른 장기이식과는 달리 거부

반응이 매우 강하여 임상적 이용이 아주 제한되어 있는

실정이다1. 

수지상세포(dendritic cell)는 표적인 항원전달세포

(antigen presenting cell)로서 면역반응의 초기 단계에

서 항원을 T세포에 전달한다는 측면에서 중요한 의미를

지니고 있는데 같은 항원을 전달하더라도 반응하는 T세포

의 활성화를 유발하기도 하고 또는 관용을 유도하기도 한

다. 지금까지 알려진 인간의 면역 체계에서 가장 강력한

항원전달세포는 수지상세포로서 체외 및 체내에서 특이항

원으로 자극 후 원시 T 보조림프구 활성화 및 세포독성

T림프구를 증식시켜 항원을 이용한 면역치료에서 항원감

작의 효과적인 매개체로 알려져 있다2,3. 지금까지는 이러

한 수지상 세포를 이용하는데 제한점이 많았으나 최근 수

적으로 증가시킬 수 있는 배양기술의 발전, 수지상세포를

이용한 자연발생적인 T 림프구의 증식 및 이식 장기의 면

역관용에 조절 림프구의 역할이 있을 것으로 받아들여지

고 있다는 점에서 이를 이용한 항원에 한 면역 반응을

증가시키고자 하는 연구가 활발히 진행되고 있다4-6. 본 연

구의 목적은 동종 이식의 세포전처치의 한 방법으로 항원

에 감작된 수지상세포를 주입후 이식편의 면역세포의 침

윤정도 및 성상의 변화를 조직학적으로 확인하고 그 병리

학적 의의를 분석하는데 있다. 

재료 및 방법

1. 수지상세포의 배양 및 감작

수여자인 F344계의 쥐에서 8 ml의 혈액을 채취하여

DMEM과 1:1 비율로 섞은 다음 3 ml ficoll이 들어 있

는 튜브에 1:2의 비율로 서로 섞이지 않게끔 넣어 1500

rpm으로 20℃에서 30분간 원심분리 하 다. 단핵구를

적혈구, 다핵구 및 혈소판의 오염을 최소화 하면서 중간

층에서 buffy coat 부분을 획득한 후 1800 rpm으로 20

℃에서 10분간 원심 분리하 다. 상층액을 제거하고

DMEM을 2 ml 넣고 1200 rpm으로 20℃에서 10분간

원심 분리하 고 같은 방법으로 800 rpm으로 20℃에서

10분간 원심 분리하 다. 상층 액을 제거하고 원심 분리

하여 가라앉은 세포를 10% 우태혈청과 DMEM을 혼합

한 배양액에 수지상 세포로의 분화유도를 위하여 GM-

CSF(200 ng/ml) and IL-4(20 ng/ml)를 첨가하 고,

IL-10(40 ng/ml, R&D Systems, Minneapolis,

MN)를 처리하여 관용성 미성숙 수지상 세포(tolero-

genic immature dendritic cell)로의 분화를 유도하

다(Fig. 1). 공여자인Sprague-Dawley계의 쥐의 꼬리

에서 혈액 2 ml를 채취하여 단핵구 세포층을 일주일간

배양한 후 수지상 세포와의 감작을 위해24시간 동안 공동

배양하 다. 공여자 세포와 감작된 1-1.5×106 정도의 수

지상 세포를 피하에 주입시키고(1-1.5×106) 다음날 이식

수술을 진행하 다.

2. 동물실험

동종다리이식 수술시 Sprague-Dawley를 공여자로,

F344를 수여자로 사용하 다. 평균 9주령의 수컷만을 선

별하여 사용하 으며 사료 및 생활 조건을 동일하게 하
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고 IACUC (Institutional Animal Care and Use

Committee)의 지침을 준수하 다. 실험은 각 군당 6마

리씩 4개의 군으로 나누어 진행하 고, 제 1군은 아무 처

치도 시행하지 않은 군, 제 2군은 이식 하루 전에 동종항

원에 감작된 수지상세포만을 주입한 군, 제 3군은 이식

후 면역억제제를 2주간 투여한 군, 제 4군은 이식 하루

전에 수지상세포를 주입하고, 면역억제제를 2주간 투여한

군으로 분류하 다. 실험은 전신마취하에 진행되었고 21-

gauge needle을 이용하여 골고정한 후 좌골신경, 퇴

동정맥, 퇴신경에 하여 현미경을 이용하여 미세문합

술을 시행하 고 이어서 내외측 근육 봉합, 피부 봉합 순

으로 마무리지었다(Fig. 2).

이식 후 이식 부위를 매일 육안으로 관찰하여 거부반응

유무를 판정하 고 이식편의 생착기간 산정은 표피탈락,

궤양, 가피화 및 괴사 등이 전체면적의 50%가 되는 때를

거부반응에 의한 탈락의 시기로 판정하 다(Fig. 3). 술

후 일주일째 염증세포의 침윤정도를 알아보기 위해H&E

staning, CD3, CD4, CD8, CD25에 한 immuno-

histochemistry, 조절 T 세포에 한 Confocal

microscopy 검사를 실시하 다. Mann-Whitney test

를 통해서 그룹간 통계적 검정을 실시하 고, p<0.05 이

하를 통계적으로 의미있는 수준으로 보았다.

결 과

다리이식 실험 후 그룹들간의 평균생착기간을 살펴 본

결과 1군(4.7일), 2군(5.3일), 3군(26.3일), 4군(46.7

일)로 나타나 수지상 세포와 단기간의 면역억제제를 주입

한 그룹에서 이식편이 가장 오래 생존함을 알 수 있었다

(p<0.05)(Table 1).
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Fig. 1. Cultured recipient immature dendritic cells of LM(×200) and EM(×4000) finding (A & B). This demon-

strated outsurface long dendrite with intracellular prominent nucleus, numerous vesicles and mitochondria.

A B

Fig. 2. Intraoperative findings of hindlimb allotransplantation. (A) Inhalation anesthenia, (B) Bone fixation and sciatic nerve repair

(C) femoral artery, vein and nerve repair, (D) Postoperative finding of intramedullary nailing by 21-gauze needle.

A B
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술 후 일주일째 조직관찰을 시행한 결과 피부와 근육의

H&E 염색에서 제 1, 2, 3군에서 단핵구 세포의 침윤이

관찰되면서 중등도의 염증반응을 보이는 반면에 제 4군에

서 거부반응 초기의 단계임을 알 수 있었다(Fig. 4). 면

역조직화학 염색소견에서도 CD3, CD4, CD8등 효과 T

세포(effector T cell)의 침윤이 제 1, 2, 3군에 비해 제

4군에서 적고 조절 T세포의 인자인 CD25는 증가된 걸

로 나타났다(Fig. 5). Confocal 현미경 검사에서는 조직

내에 FoxP3 양성 조절 T세포가 적은양이지만 주변 2차

림프절로부터 조직으로 이동하여 거부반응 억제에 기여하

고 있음을 알 수 있었다(Fig. 6).

고 찰

복합조직 동종이식이란 같은 종(species) 다른 계통

(strain)으로부터 채취한 팔, 다리, 얼굴 등의 복합조직

또는 외장기를 이식하는 것을 말한다7. 이러한 복합조직

은 피부를 포함하고 있기 때문에 면역반응이 강하게 일어

나는 특징이 있으며 이를 억제하기 위해서 강한 면역억제

제의 사용을 필요로 한다. 최근에 새로이 개발되고 본 실

험에 사용된 FK-506은 표적인 calcineurin

inhibitor로 streptomyces tsukubansis의 발효즙에서

추출하 으며 Cs A와 마찬가지로 T 림프구에 특이성을

가져 IL-2 수용체와 IL-2, interferon, IL-3를 포함한

lymphokine의 분비를 억제하는 것으로 알려져 있다6,7.

그러나 면역억제제는 신장독성, 감염, 종양발생 가능성

등 많은 문제를 야기할 수 있기 때문에 이를 극복하기 위

한 많은 전략을 필요로 한다6,8. 

최근 항원전달 능력이 식세포보다 100배나 강한 수

지상세포가 T림프구 면역반응의 내성 혹은 활성을 조절

하는 것으로 알려져 있어 면역질환 치료 등 방면에서 연

구 상으로 주목받고 있다. 수지상 세포의 이러한 능력은

과거에서부터 잘 알려져 왔으나 배양하기 어려웠기 때문

에 면역치료에 이용하는 연구가 활발하게 진행되지 못했

다. 그러나 말초혈액 단핵세포로부터 배양한 수지상세포

가 조혈모세포에서 배양한 것과 기능적으로 차이가 없음

이 보고되면서 다량의 수지상 세포를 말초혈액으로부터

쉽게 배양할 수 있게 되었고 따라서 면역치료법에 이용하

려는 연구가 활성화 되었다9-11. 많은 실험연구에 있어서

세포주입시기를 7~10일 전으로 기술하고 있으나 최근
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Fig. 3. Evaluation of endpoints for the clinical allograft rejection. (A) Immediate finding after transplantation, (B)

One week after transplantation that shows rejection responses.

A B

Table 1. Hindlimb survival data after allotransplantation

Group Survival (days) Mean

I 4, 5, 5, 4, 5, 5 4.7

II 5, 4, 5, 5, 7, 6 5.3

III 23, 27, 33, 24, 26, 25 26.3

IV 42, 37, 55, 46, 51, 49 46.7*

*exact Mann-Whitney test(p<0.05)



연구결과를 보면 수지상 세포가 림프절에 머무는 반감기

가 1.5일 정도로 매우 짧은 것으로 나타나 감작을 시킨

후 빠른 시간내에 이식수술을 진행하는 것이 도움이 됨을

짐작할 수 있다12-14. 수지상 세포를 주입하는 최상의 방법

은 아직 결정되지 않았으나 정맥을 통한 주입은 부분이

폐, 간이나 비장, 골수 등으로 분산되어 정작 필요한 림

프절에는 도달하지 못하는 것으로 조사되었다. 반면에 피

하나 진피층으로 주사된 세포는 림프절의 T세포구역에서

확인됨으로서 주입방법이 수지상세포의 분포에 지 한

향을 미침을 알 수 있다15,16. 
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Fig. 4. Histopathological analysis of allo-skin and muscle sections. H&E staining performed on the allo-

skin and muscle biopsy samples obtained from the group I & II animals at 1 wk after transplanta-

tion revealed severe signs of skin rejection accompanied by necrosis. Group III treated with

tacrolimus exhibited delayed signs of rejection in the allo-skin and mild signs of rejection in the

muscle. Group IV received combined treatment with donor alloantigen-pulsed recipient BL-DCs

and tacrolimus exhibited no signs of rejection and minimal mononuclear cell infiltration in the

donor skin or muscle(×200).
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수지상 세포는 체내에 주입된 후 초기일수록 가장 미성

숙한 상태를 유지할 수 있으며 주입 후 주변 2차 림프절

로 이동하는 과정에서 성숙화 과정을 거치게 되고

CD80. 83, 86 등과 같은 동시 자극자가 발현하게 된다.

그러나 동종의 항원과 감작과정을 거친 수지상세포는 동

시자극자의 발현이 없는 미성숙 상태에서 T세포에 미약

한 자극반응을 보이게 됨에 따라 결과적으로 T세포가 불

완전한 활성화 반응을 나타내게 된다. 이식 후 나타나는

거부반응은 세포독성 T세포가 이식부위로 이동하여 표적

을 공격하는 일련의 면역반응의 결과물이라고 할 수 있으

며 우리 몸이 생존하기 위해서 기본적으로 갖추고 있어야

할 보호기전이다. 이 때 불완전하게 활성화된 T세포들과

조직으로 침윤된 조절 T세포(Treg)의 작용에 의해 거부

반응이 차단되고 관용상태가 만들어 질 수 있다. 이러한

일련의 면역관용반응이 정착되기 전까지 초기이식단계에

는 일시적이나마 면역억제제가 필수적이라고 할 수 있으

며 사용시기와 용량에 해 명확한 가이드라인이 설정되

어 있지는 않으나 면역관용 유도 전략과 결합하여 저용량

사용 또는 이후 중단이 가능할 걸로 생각된다. 

결론적으로 이상의 실험결과를 종합해 보면 공여항원에

특이적으로 감작된 수지상세포는 T세포의 저반응성을 유

도하여 결과적으로 거부반응을 억제하고 이식편의 생착을

─ 은석찬 외: 단기간 면역억제제와 수지상 세포주의 전처치를 이용한 복합조직 동종이식 ─

Fig. 5. IHC staining of the CD3, CD4, CD8 and CD25 in donor allo-muscle biopsy tissues. The allo-skin (A) and

muscle (B) revealed an reduced infiltration of T effector cells in group IV compared to other groups.

A B

Fig. 6. Confocal microscopy showed FoxP3 cells were only positively stained in the group IV skin (A) and muscle

(B) tissues although small in number (red). CD25 cells were slightly stained in the group III (blue). CD4 was

highly expressed in all the groups (green).

A B
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오래 지속시킴을 알 수 있었다.
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