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  Purpose: Most of neuroblastoma (NB) patients present with advanced disease, and the survival 

of patients with advanced stage disease remains poor, despite of aggressive therapy such as high 

dose chemotherapy and autologouse stem cell transplantation. It is necessary to control of minimal 

residual disease in NB patients in order to reduce relapse rate. Dendritic cells (DC) are crucial 

for induction of antitumor immunity. Recent studies suggest that tumors avoid immune 

surveillence by inhibiting DC function. We investigated the effect of NB cells about maturation 

and/or function of dendritic cells using peripheral blood monocytes as dendritic cell source. 

Methods: DCs were generated in the presence of GM-CSF (granulocyte and marcrophage 

colony-stimulating factor) and IL (interleukin)-4 from peripheral blood of healthy donors. DCs 

were exposed to human some kinds of NB cells or NB lysate. And the maturation of DC was 

induced by adding TNF (tumor necrosis factor)-α, IL-1β, IL-6 and prostaglandin E2 for 2 days. 

DCs were analyzed by flow cytometry and mixed lymphocyte reactions. Results: DCs exposed 

to NB cells didn't upregulate the expression of CD83, HLA-DR, CD80 and CD86, and DCs 

exposed to NB lysate didn't upregulate the expression of CD83 and HLA-DR. DCs exposed to 

NB cells and NB lysate inhibited the proliferation of allogenic T cells in mixed lymphocyte 

reactions. Conclusion: NB cells induced impaired maturation and immune function of DCs. These 

findings have significant implications for DC-based immunotherapy in the treatment NB and 

suggested that it was necessary to develop a new method of priming antigen to dendritic cells 

at NB immunotherapy. (Korean J Pediatr Hematol Oncol 2005;12:47～54)
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서      론

  신경모세포종은 신경능선의 교감신경절 및 부

신에서 기원하는 소아의 가장 흔한 고형종양 중

의 하나로서 환자의 대부분이 3, 4기에 발견되고 

항암요법, 외과적 수술, 방사선 치료, 고용량 화학

요법 및 자가조혈모세포이식 등의 적극적인 치료 

후에도 미세잔존암으로 인해 재발률이 높다1,2). 수

지상세포는 초기 면역반응을 유도하는 강력한 항

원 표지 세포로 항원을 감작한 후 T 세포를 통해 

특이 면역과 자연살세포를 통해 비특이 면역을 

활성화시킨다3,4). 이러한 능력은 항암면역치료에

서 있어서 매우 유용한 것으로 여러 종양을 대상

으로 임상시험이 진행 중에 있다5～7). 본 연구는 

신경모세포종 환자의 미세잔존암의 제거를 위해 

수지상세포를 이용한 면역치료의 일환으로서 시

작하였다. 그러나 최근에 신경모세포종이 수지상

세포의 성숙화를 억제하며 면역세포의 능력을 떨

어뜨리는 면역회피기전을 일으킨다는 보고들8～11)

이 나타나고 있어서 이에 대한 연구 및 이를 극복

할 수 있는 기초적인 연구가 필요하다. 

  저자들은 말초혈액의 단구를 이용하여 수지상

세포로 분화하고, 항원으로서 신경모세포종 세포 

및 종양분쇄물들이 수지상세포의 성숙화 과정 및 

면역능력에 어떠한 영향을 미치는지를 연구하고

자 하였다.

대상 및 방법

    1) 신경모세포종 

  신경모세포종 세포주로써 SK-N-MC와 IMR32

를 한국세포주은행으로부터 배양받아 사용하였으

며 2 mM/L L-glutamine (Gibco-BRL, NY, USA), 

100 IU/mL) penicillin (Gibco-BRL), 100μg/mL 

streptomycin (Gibco-BRL), 10% 우태아혈청(Gibco- 

BRL)이 포함된 DMEM (Dulbecco's modified Eagle's 

medium, Gibco-BRL)을 기본배지로 사용하였다. 

또한 환자 보호자 동의를 받아 환자로부터 얻은 

동결된 신경모세포종 조직을 실험에 사용하였다. 

    2) 말초혈액으로부터 수지상세포의 분화

  말초혈액은 건강한 성인으로부터 동의서를 받고 

채혈하여 Ficoll-Hypaque (Histopaque-1077; Sigma, 

MO, USA)을 이용하여 단핵구 층을 분리하였다. 

단핵구를 모아 CD14 단일클론 항체를 이용하여 

고 구배 면역 자장 분리법(high gradient immuno-

magnetic separation, MidiMACS, Miltenyi biotech, 

CA, USA)을 이용해서 분리된 CD14 양성 세포를 

DMEM 배지에 10% 우태아혈청, 2 mM/L L-gluta-

mine, 100 IU/mL penicillin, 100μg/mL streptomycin 

첨가한 기본배지에 100 ng/mL GM-CSF (LG 

chemical, Seoul, Korea)와 20 ng/mL IL-4 (Endogen, 

Woburn, USA)를 넣어 5일간 배양하여 미성숙 수

지상세포로 배양하였다. 3일마다 배양배지를 바

꾸어 주었다. 성숙수지상세포를 만들기 위해서 10 

ng/mL TNF-α (Becton Dickinson, CA, USA), 1,000 

U/mL IL-6 (Becton Dickinson), 10 ng/mL IL-1β 

(Becton Dickinson), 1μg/mL prostaglandin E2 (Sig-

ma)를 기본배지에 넣어 사용하였다. 

    3) 신경모세포종 세포 및 종양분쇄물과 수지

상세포의 혼합배양

  1×106개의 미성숙 수지상세포를 동량의 신경

모세포종 세포와 25 T 플라스크(Nalge Nunc, IL, 

USA)에서 24시간 동안 혼합 배양 후 10 ng/mL 

TNF-α, 1000 U/mL IL-6, 10 ng/mL IL-1β, 1μg/ 

mL prostaglandin E2를 첨가하여 2일간 배양하여 

성숙 수지상세포로 분화시켰다. 대조군은 신경모

세포 없이 이들 사이토카인만으로 성숙 수지상세

포로 분화하였다. 종양분쇄물을 만들기 위해 신경

모세포종 세포들을 모아 얼리고 녹이는 것을 반

복하여 종양 분쇄물을 만들어 미성숙 수지상세포

와 24시간 동안 배양한 후 사이토카인을 넣어서 

성숙수지상세포로 분화하였다. 또한 동결시킨 환

자의 종양조직을 직접 분쇄하여 실험하였다. 
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Fig. 1. Morphologic characteristics of in vitro generated dendritic cells from peripheral blood CD14+ cells. Immature 

dendritic cells (A) and mature dendritic cells (B, C) morphology under the phase contrast microscope (A, B: 

×200) and with Wright stain (C: ×400).

    4) 유세포분석

  유세포분석기(FACScan, Becton-Dickinson)을 이

용하여 이들 수지상세포의 표현형을 확인하였다. 

유세포분석을 위해 수지상세포를 FITC (fluores-

cein isothioicyanate)나 PE (phycoerythrin)가 결합된 

CD40 (Becton Dickinson), CD80 (Becton Dickinson), 

CD83 (Becton Dickinson), CD86 (Becton Dickinson), 

HLA-DR (Becton Dickinson)에 대한 단일클론항체

로 4
o
C에서 15분간 반응시키고 DPBS (Dulbecco's 

phosphate-buffered saline; HyClone, UT, USA)로 세

척 후 유세포분석기로 확인하였다. 또한 미성숙 

수지상세포의 항원 탐식작용(phagocytosis)을 확인

하기 위하여 거대 분자량을 갖는 FITC가 표지된 

dextran (Sigma)을 수상돌기 세포와 혼합 배양하여 

유세포분석기로 분석하여 세포 내로 탐식된 dex-

tran을 측정하였다. 이때 대조군으로 4°C에서 배

양 후 실험하여 비 특이적 결합의 차단효과를 확

인하였다.

    5) 동종 T 세포 증식 반응

  T 림프구의 자극 능력을 알아보기 위해 동종 T 

세포와 혼합백혈구반응(mixed lymphocyte reac-

tion)을 시행하였다. 정상인의 혈액에서 칼럼(hu-

man T cell enrichment column, R & D, MN, USA)

을 이용해서 T 림프구를 분리하여 반응세포(re-

sponder cell)로 사용하고, 표적세포(effector cell)는 

감마선으로 조사한 성숙수지상세포를 사용했다. 

수지상세포와 T-세포를 일정 비율로 넣고 96 well 

plate (Nalge Nunc)에 넣은 후 3일간 37°C에서 배

양 한 후 20μL의 BrdU (5-bromo-2'-deoxyuridine)

를 넣은 후 24시간 더 배양하였다. 고정액을 넣어 

30분간 상온에서 기다린 후 플레이트에 100μL의 

anti-BrdU 용액을 넣고 실온에서 90분간 반응시킨

다. DPBS로 세척한 후 발색 기질을 넣어 30분간 

반응시킨다. 1 N의 H2SO4로 반응을 정지시킨 후 

ELISA 측정기(Molecular device, USA)로 450 nm의 

파장에서 측정하였다. 

결      과

    1) 수지상세포의 관찰

  분리된 CD14 양성세포에 GM-CSF와 IL-4를 처

리하여 5일간 배양한 결과, 미성숙수지상세포를 

얻을 수 있었다(Fig. 1A). 이것은 CD40과 MHC 

class II (HLA-DR)이 99.8%과 99.4%로 각각 높게 

나타났고, costimulatory molecule인 CD80과 CD86

의 발현이 12.7%, 30.9%로 나타났으며, 성숙수지

상세포의 표현형인 CD83은 2.6%로 거의 나타나

지 않았고 항원섭취능이 있는 전형적인 미성숙수

지상세포임을 확인하였다(Fig. 2). TNF-α, IL-6, 

IL-1β, prostaglandin E2를 처리하여 성숙수지상세

포를 배양하였을 때 크기가 크고 다수의 긴 세포

질 돌기를 가지면서 부착되지 않고 배지에 떠있

는 전형적인 수지상세포 모습을 관찰할 수 있었

다(Fig. 1B). 또한 이러한 세포를 cytospin을 이용
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Fig. 2. Phagocytic activity and immunophenotypes of immature dendritic cells at 5th day of differentiation. 

Fig. 3. Immunophenotypes of mature dendritic cells cul-

tured with or without neuroblastoma cells.

하여 슬라이드에 부착시킨 후 Wright 염색하여 돌

기가 있는 성숙한 수지상세포의 모습을 확인하였

다(Fig. 1C). 

    2) 신경모세포종 세포와 수지상세포의 혼합배양

  미성숙수지상세포와 서로 다른 2가지(IMR32와 

SK-N-MC 세포주) 신경모세포종 세포들을 24시간 

동안 혼합배양한 후 사이토카인들을 넣고 성숙수

지상세포로 배양하였다. 신경모세포종 세포와 배

양하지 않은 대조군에 비하여 CD40은 거의 변화

가 없었고, CD80, CD86, HLA-DR와 성숙수지상세

포의 표지인자인 CD83은 많이 감소한 것을 확인 

할 수 있었다(Fig. 3). IMR32와 SK-N-MC의 세포

들이 모두 같은 양상으로 감소하였다.

    3) 신경모세포종 세포 및 동결된 신경모세포종 

조직의 분쇄물과 수지상세포의 혼합배양

  IMR32와 SK-N-MC의 세포들과 신경모세포종 

환자로부터 적출한 동결 신경모세포종 조직을 분

쇄한 것을 미성숙수지상세포와 24시간 배양한 후 

사이토카인들을 넣어 성숙수지상세포로 배양하고 

세포표현형의 변화를 확인하였다. 신경모세포종 

세포와 배양하지 않고 사이토카인만으로 배양된 

대조군에 비하여 CD83과 HLA-DR의 표현형이 감

소한 결과를 나타내었으나 CD80과 CD86 표현형

의 변화는 거의 없었다(Fig. 4). 

    4) T 세포 증식 반응

  수지상세포의 가장 중요한 기능인 T 세포 자극

능력의 변화를 확인하였다. 신경모세포종 세포와 

혼합배양한 것이나 신경모세포종 분쇄물과 혼합
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Fig. 4. Immunophenotypes of mature dendritic cells cul-

tured with or without neuroblastoma tumor lysates. 

Fig. 5. Mature DCs (control), DCs exposed to NB cells 

and NB lysate were compared for their capacity 

to stimulate proliferation of allogeneic T cells in 

mixed lymphocyte reaction assays. 

배양한 것이 사이토카인만으로 배양한 대조군에 

비해 훨씬 T 세포 자극능력이 떨어지는 것을 확

인 할 수 있었다(Fig. 5).

고      찰

  최근 고위험군 신경모세포종 환자를 치료하기 

위해 고용량항암요법 및 조혈모세포이식을 하여 

치료율이 많이 향상되었으나 치료 후 미세잔존암

으로 인해 재발률이 여전히 높다1). 이를 극복하기 

위하여 면역요법 및 분화제 투여하는 시도가 실

시되고 있는 가운데 최근 소아의 난치성 고형종

양의 치료 및 구제요법으로 등장하고 있는 것이 

수지상세포를 이용한 면역요법이다6,7). 

  수지상세포는 항암 면역반응에 중추적인 역할

을 수행하는데 생체 내에서 가장 강력한 항원제

시세포로 알려져 있다4). 수지상세포는 항원 특이 

T 세포에게 항원을 제시할 뿐만 아니라 휴지기의 

T 세포를 증식하고 분화시켜서 종양특이 항암면

역을 유도한다4,11). 이러한 특성으로 인해 수지상

세포는 특정한 항원에 대한 종양 백신의 역할을 

함으로 종양을 면역학적으로 치료하는데 있어서 

가능성이 있는 세포로 주목 받고 있고, 현재 임상

적으로 많은 종양 면역치료를 시도되고 있다. 현

재 진행 중인 종양 면역치료에서는 주로 성인질

병인 악성흑색종양(malignant melanoma), 전립선암

(prostate cancer), 신장암(renal cell carcinoma), 직장

암(colorectal cancer)에 대해서 연구5,12)가 이루어지

고 있으나 소아암에 대해서는 아직 연구가 미진

한 상태이다. 

  수지상세포를 이용한 면역치료에 있어서 CD34 

양성세포13,14)와 CD14 양성세포15～17)를 사용하는

데, CD34 양성세포를 사용하는 경우에는 재료의 

획득에 어려움이 있고, 배양 기간이 상대적으로 

길어 그 만큼 비용도 많이 든다는 단점이 있다18). 

CD14 양성세포는 GM-CSF와 IL-4 존재 하에 미성

숙수지상세포로 분화되고 TNF-α, IL-6, IL-1β, 

prostaglandin E2 존재 하에 성숙수지상세포로 분

화되어 높은 순도의 수지상세포를 얻을 수 있어 

최근에 미수지상세포를 성숙화 하는 방법으로 사

용되고 있다12,19). 본 연구에서도 CD14 양성의 단

구세포에 이들 네 가지 사이토카인으로 성숙화 

시키는 방법을 이용하였다. 

  수지상세포가 종양을 제거하도록 유도하기 위

해서 수지상세포에 감작시킬 종양항원을 선택하

는 것이 중요하다. 일반적으로 알려진 종양항원의 

경우 펩타이드를 이용하면 되지만, 대부분 경우 

종양 특이 펩타이드가 알려져 있지 않아 종양 분

쇄물을 사용하여 종양 특이 수지상세포를 유도하

고 있다6,12). 신경모세포종도 수지상세포를 감작 

시킬 만한 특이 항원이 없기 때문에 종양 분쇄물
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을 이용하고 있다. 

  최근에 신경모세포종 세포주로부터 얻은 세포

들을 직접 수지상세포와 직접 접촉시킨 상태에서 

배양을 시키면 성숙화를 억제한다는 보고들이 있

다8～10). 물론 난소암이나 췌장암 같은 종양들이 

IL (interleukin)-10, TGF-β 또는 VEGF와 같은 물

질들을 분비함으로써 면역회피하는 기전으로서 

작용한다는 것은 이미 알려진 사실이다. 그러나 

수지상세포는 이들과는 다르게 수지상세포와 직

접 접촉을 통해서 이루어진다는 사실이다. 뿐만 

아니라 신경모세포종 세포와 접촉한 수지상세포

는 T 세포 분열반응을 충분히 일으키지 못하며 

수지상세포의 자연사멸(apoptosis)를 유도한다고 한

다. Shurin 등20)은 CD34양성 조혈전구세포로부터 

유래된 수지상세포가 신경모세포종 세포에서 생

산되는 ganglioside, 특히 GD2에 의해서 수지상세

포형성(dendritogenesis)를 억제하며 결국은 종양특

이 면역능력을 떨어뜨린다고 했다. Wolfl 등10)은 

단구로부터 유래된 수지상세포는 Ganglioside 중

에서도 GM2에 의해서 수지상세포의 발달과 기능

이 억제된다고 하였다. 이런 결과들는 신경모세포

종 관련 항원들을 인지하는 특이 T 세포가 있는

데도 불구하고 종양이 발생되는 종양회피 기전의 

하나로 제시되었다8,11,20). 그러나 이러한 결과들은 

단순히 신경모세포종의 면역회피 기전만을 설명

하는 의미만 있는 것은 아닐 수 있다. 신경모세포

종의 치료로서 수지상세포로 면역반응을 유도하

려고 할 때 수지상세포의 성숙화를 억제하고 결

국은 면역능력을 억제하는 결과를 가져올 수 있

기 때문이다. 본 연구는 여러 신경모세포종 세포

주유래의 세포들에서도 면역억제의 결과를 나타

내며 또한 신경모세포종의 종양분쇄물을 항원으

로서 사용하고자 할 때에도 이런 결과가 나오는

가를 알고자 하였다. 본 연구에서는 신경모세포종 

세포와 혼합 배양한 수지상세포는 대조군으로 설

정된 사이토카인만 처리한 성숙수지상세포에 비

해 CD83과 HLA-DR의 발현이 감소하였고 CD86

과 CD80도 감소하였다(Fig. 3). 성숙화 인자인 

CD83의 감소와 성숙한 수지상세포에서 증가되어 

최대로 발현하는 HLA-DR의 감소는 신경모세포

종 세포가 수지상세포의 성숙화를 대조군보다 억

제하는 경향이 있음을 나타낸다. 이는 대표적인 

신경모세포의 세포주인 IMR32과 SK-N-MC 세포

주 모두에서 동일한 결과를 보였다. 이러한 결과

들은 신경모세포종의 면역회피기전에서 이미 설

명한 것과 같은 결과를 나타낸다. 본 연구에서는 

특히 앞으로 실제로 종양백신이나 신경모세포종

의 면역치료에 사용할 수 있으며 이미 몇몇 보고

에서는 이미 사용한 바 있는 신경모세포종 분쇄

물을 사용해서 시험을 하였다. IMR32 세포주와 

SK-N-MC 세포주를 배양시킨 세포들의 종양분쇄

물과 얼려놓았던 환자의 신경모세포종 적출물로 

종양분쇄물을 만들 것을 수지상세포와 혼합배양

하였을 때는 CD86과 CD80의 변화는 큰 차이가 

없었고 CD83과 HLA-DR의 발현만 감소하였다

(Fig. 4). 이는 세포주의 종양분쇄물이나 환자의 

얼린 종양조직의 종양분쇄물들이 모두 정도의 차

이는 있으나 대조군에 비해서 수지상세포의 성숙

화를 억제한다는 것을 알 수 있다. 동종 T 세포를 

이용한 T세포증식능력검사도 신경모세포종 세포

나 종양분쇄물과 혼합 배양한 것의 능력이 대조

군보다 감소되어 있었으므로 종양특이 T세포의 

기능도 감소되어 있음을 알 수 있었다. 

  본 연구를 통해서 신경모세포종 환자에게 수지

상세포를 이용한 면역치료를 시행하기 위해서는 

직접적인 신경모세포종 세포주를 이용하거나 환

자의 신경모세포종의 종양분쇄물을 이용할 때 성

숙화 과정이 억제되며 수지상세포의 기능이 충분

히 활성화시킬 수 없다는 사실을 알 수 있다. 이

런 이유 때문에 신경모세포종을 이용하여 면역치

료를 시도한 연구에서 아직 두드러질 만 한 연구 

결과가 있지 못한 것 같다6,7). 그러므로 향후 이런 

면역기능을 떨어뜨리지 않은 항원을 찾거나 수지

상세포의 성숙화를 억제하는 물질을 제거하는 등 

향후 이를 극복할 다양한 방법에 관한 연구가 필

요할 것으로 사료된다.
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요      약

  목적: 소아의 고위험군 신경모세포종은 고용량

항암요법 및 조혈모세포이식 치료법에도 불구하

고 여전히 재발률이 높은 병으로서 치료 후에 미

세잔존암을 제거하고자는 목적으로 수지상세포를 

이용한 암세포에 대한 특이 면역을 유도하고자 

하는 시도들이 있다. 그러나 최근 여러 보고에 의

하면 신경모세포 자체가 오히려 수지상세포의 성

숙화를 억제하며 인체 내에서 면역회피 기전을 

일으킬 수 있다는 보고들이 있다. 본 연구는 신경

모세포종 세포 및 종양분쇄물이 수지상세포의 성

숙화 및 면역능력에 미치는 영향을 밝혀서 향후 

수지상세포를 이용한 면역치료에 도움을 주고자 

하였다. 

  방법: 건강한 성인 말초혈 단핵구세포로부터 

CD14 양성세포를 분리하여 GM-CSF와 IL-4를 넣

고 5일간 배양하여 미성숙수지상세포로 분화한 

것을 유세포분석기를 이용하여 확인하였다. 첫 번

째 실험에서는 미성숙수지상세포와 2가지(IMR32

와 SK-N-MC 세포주)의 신경모세포종 세포와 혼

합배양한 후 사이토카인들(TNF-α, IL-6, IL-1β, 

prostaglandin E2)을 넣어 배양하였고, 두 번째 실

험에서는 미성숙수지상세포와 2가지의 신경모세

포종 세포들의 분쇄물 및 환자로부터 적출한 얼

려둔 신경모세포종 조직 분쇄물을 배양 후 사이

토카인들과 배양하였고, 미성숙 수지상세포에 사

이토카인만 처리하여 배양한 것을 대조군으로 하

여 서로의 수지상세포로의 분화 및 성숙도를 세

포표현형의 변화를 관찰하였으며 T 세포의 증식

능력검사도 실시하였다.

  결과: 신경모세포종 세포와 혼합 배양한 수지상

세포는 사이토카인만 처리한 성숙수지상세포에 비

해 CD83과 HLA-DR의 발현이 감소하였고 CD86과 

CD80도 감소하였다. 신경모세포종 및 종양조직 

분쇄물과 혼합 배양한 수지상세포는 CD83과 HLA- 

DR의 발현이 감소하였다. T 세포증식능력검사도 

신경모세포종 세포나 종양분쇄물과 혼합 배양한 

것의 능력이 대조군보다 감소되어 있었다. 

  결론: 미성숙수지상세포에 신경모세포종 세포

를 감작시키는 것은 오히려 면역치료에 사용하고

자 하는 수지상세포의 면역능력을 떨어뜨리고, 신

경모세포종 분쇄물로 감작시키는 것도 수지상세

포의 성숙화를 감소시킨다. 그러므로 신경모세포

종 세포를 항원으로 감작시켜 종양특이 면역을 

가진 수지상세포를 얻고자 할 때, 기존과는 다른 

새로운 방법의 항원의 감작 및 성숙화방법의 개

발이 필요할 것으로 사료된다. 
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