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서      론

  세포성 면역의 중심세포인 T 세포는 흉선(thymus)에서 
선택의 과정을 거쳐서 생성된다. 발달하는 동안 자기 

MHC 분자와 펩티드에 중간 정도의 친화도를 가진 세포

는 양성선택(positive selection)을 거쳐서 CD4 또는 CD8 

T 세포로 성숙하고, 이보다 낮은 친화도를 가진 세포는 

생존 신호를 받지 못해서 사멸한다(1,2). 또한 친화도가 

아주 높은 세포는 자가 항원에 과도한 반응을 보이는 것

으로 이들은 말초에서 자가 면역 반응을 일으킬 소지가 

있어서 세포의 사멸과정을 통해서 제거되는데 이를 음

성선택(negative selection)이라고 한다(3,4).

  양성선택의 경우는 흉선의 피질에서 일어나는 것으로 

알려져 있으며, 피질 상피세포(cortical epithelial cell)와의 

상호작용이 중요하다(5-8). 반면에 자가 반응 T 세포를 

제거하는 음성선택의 경우는 일어나는 장소에 대해서 

논란이 있어서, 전적으로 흉선의 수질에서 일어난다는 

스테로이드와 TNF에 의한 항원 비특이적 미성숙 흉선세포 
사멸
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ABSTRACT
Background: In the thymus, developing thymocytes continually interact with thymic 
epithelial cell components. Self MHC restriction of mature T cells are imposed in the 
thymus through interaction of immature double positive thymocytes and thymic cortical 
epithelial cells. The site of negative selection, however, is a matter of debate. Through 
systemic injection of anti-TCR antibody or antigenic peptides, investigators suggested that 
most of the negative selection occurs in the thymic cortex. But the requirements for 
negative selection, i.e cellular counterparts and costimulatory molecules are more available 
in the medulla or cortico-medullary junction rather than in the thymic cortex. Methods:
The direct and indirect pathways of thymocyte death after systemic anti-TCR antibody 
injection were separated through several experimental systems. B6 mice were either 
adrenalectomized or sham-adrenalectomized to evaluate the role of endogenous 
glucocorticoids from adrenal gland. Role of TNF were evaluated through using TNF 
receptor double knockout mice. Results: We found that without indirectly acting 
mediators such as TNF-α or corticosteroid, double positive thymocyte death were 
minimal by systemic injection of anti-TCR antibody in TNF receptor double knockout 
neonatal mice. Also by analyzing neonatal wild-type mice with adoptively transferred 
mature T cells, only peripheral activation of mature T cells could induce extensive double 
positive thymocyte death. Conclusion: Thus, systemically injected anti-TCR antibody 
mediated thymocyte death are mostly induced through indirect pathway. (Immune 
Network 2004;4(2):81-87)
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견해와 일부의 경우는 흉선 피질에서도 일어날 수 있다

는 의견이 있다. 

  In vitro에서 여러 종류의 세포를 비교해보면, 수지상 

세포가 가장 강력한 흉선세포의 사멸을 촉진시키는데, 

흉선의 수지상세포는 주로 피질-수질 경계부와 수질에 

존재한다. 골수 키메라를 작성하는 경우, 대부분의 수지

상세포는 골수성분을 제공하는 공여자 유래인데, 음성

선택은 주로 공여자에 대한 것이 강력하게 일어난다(2). 

또한 MHC 분자를 전적으로 흉선피질에서만 발현시킨 

경우, 음성선택이 제대로 일어나지 않는다는 보고가 있

다(7). 이 밖에 음성선택에는 T세포수용체(T cell receptor, 

TCR)를 통한 신호뿐만 아니라 보조신호도 필요하며, 이

를 제공할 수 있는 것은 수질에 존재하는 수지상세포라

고 보고되었다(9-11).

  In vivo 실험으로는 주로 T세포수용체 형질전환 마우

스를 이용하여 선택적인 항원 펩티드를 주입하는 실험

이 많이 보고되었는데, 이 경우 흉선피질의 double 

positive (DP) 흉선세포가 선택적으로 다수 사멸되어서, 

미성숙 흉선세포의 항원에 의한 사멸의 상당 부분이 흉

선피질에서 일어난다는 의견이 제시되었다(12). 그러나 

이러한 실험은 보통의 마우스에 항 αβTCR 항체를 주

입하는 실험과 마찬가지로 말초에 주입한 항원 또는 항 

αβTCR 항체에 반응하여 활성화되는 T 세포가 대부분

을 차지하고 있기 때문에 말초의 활성화에 따른 이차적

인 미성숙 흉선세포의 사멸이라는 논란이 존재한다. 실

제로 다수의 T 세포가 활성화되면 TNF-α 등의 사이토

카인이 다량 분비되고 분비된 사이토카인들이 미성숙세

포의 사멸을 촉진시킬 수 있다. 예로 세균이나 바이러스

의 감염이 활발하게 되면 흉선의 미성숙세포가 급격히 

감소하게 된다(13).

  본 연구는 미성숙 흉선세포의 사멸과정에 미치는 흉

선 및 말초의 영향을 고찰하여 흉선의 음성선택이 주로 

일어나는 장소에 대한 증거를 얻기 위해서 고안하였다. 

말초의 성숙 T 세포를 항 αβTCR 항체로 활성화시키는 

경우, 미성숙 흉선세포의 사멸이 관찰되었다. 신생 마우

스와 같이 말초의 성숙 T 세포가 적고, 부신피질 스테로

이드의 생산이 미약한 경우는 항 TCR 항체에 의해 미성

숙 흉선세포가 감소하지 않았다. 특히 신생 마우스에 성

숙 T 세포를 이식한 후에는 항 αβTCR 항체에 의한 미

성숙 흉선세포의 사멸을 관찰할 수 있어서 말초의 활성

만으로도 미성숙 흉선세포의 사멸에 이르는 것을 알 수 

있으며, 항 αβTCR 항체에 의한 미성숙 흉선세포의 사

멸은 대부분 말초의 성숙 T 세포의 광범위한 활성화에 

뒤이은 이차적인 결과임을 알 수 있다.

재료 및 방법

실험동물. 실험동물은 Specific pathogen free (SPF)의 환

경에서 사육하였다. C57BL/6 (B6) 및 BALB/c 마우스는 

Jackson Laboratory에서 구입하여 번식 후 사용하였다. 신

생 마우스는 교배를 시킨 후 vaginal plug를 확인하여 출

생 시기를 예측하고, 태어난 지 3일 이내의 것을 사용하

였다. TNF 수용체 double knockout 마우스는 원저자에게 

얻어서(14), 번식 후 사용하였다. 낮밤 주기는 12시간: 12

시간으로 고정하고 물과 사료는 제한 없이 제공하였다.

항체 및 시약. 항 αβTCR 항체는 H57-597 clone을 사용

하였으며 ascitic fluid를 saturated ammonium sulfate를 이

용한 salt precipitation한 후 FPLC system을 이용하여 

protein A affinity column으로 정제하여 사용하였다(15). 

유세포 분석에 사용한 FITC- conjugated anti-CD4, 

Cy5-conjugated anti-CD8, PE-conjugated anti-HSA 항체는 

BD-Pharmingen에서 구입하여 사용하였다.

부신적출술(adrenalectomy). 7∼8주령의 마우스를 사용

하였다. Avertin 복강주사로 전신 마취시켰다. 먼저 좌측

의 flank를 절개하여 열어 신장을 노출시킨 후 신장 위의 

부신을 curved forceps을 이용하여 제거하였다. 지혈을 시

킨 후 절개부위를 봉합한 후, 우측의 부신도 동일한 방법

으로 제거하였다. 수술 후 염분과 당을 보충하여 주었다.

Sham-adrenalectomy. 7∼8주령의 마우스를 사용하였다. 

Avertin 복강주사로 전신 마취시켰다. 먼저 좌측의 flank

를 절개하여 열어 신장을 노출시킨 후 신장 위의 부신을 

노출하여 curved forceps을 이용하여 부신적출술에 해당

하는 동일한 스트레스를 준 후에 지혈을 시킨 후 절개부

위를 봉합하였다. 우측도 절개하여 동일한 방법으로 수

술 스트레스를 가하였다. 

신생 마우스에서 항 αβTCR 항체의 주입. 생후 2일 

된 신생 마우스를 사용하였다. 뒷다리의 발바닥을 통해

서 30 G needle로 혈관의 손상 없이 복강 내로 접근하여 

항 αβTCR 항체를 주입하였다. 

흉선 내 미성숙 흉선세포의 사멸 분석. 흉곽을 노출한 

후 흉선을 적출하였다. 세포분리기를 이용하여 흉선을 

단세포로 분리하였다. FITC-conjugated anti-CD8, PE-con-

jugated anti-TCR, Cychrome-conjugated anti-CD4 항체(BD 

Pharmingen, La Jolla)를 사용하여 염색하였다 Flowcy-

tometer로 미성숙 흉선세포의 사멸을 평가하기 위해 FITC- 

conjugated annexin V, Propidium iodide, PE-conjugated 

anti-CD8, Cychrome-conjugated anti-CD4 항체를 사용하여 

미성숙 흉선세포의 apoptosis와 necrosis를 구별하였다

(16).

결      과

항 αβTCR 항체 투여에 의한 미성숙 DP 흉선세포의 

사멸. 7∼8주령의 성숙한 정상 C57BL/6 마우스에 100 ug

의 항 αβTCR 항체를 복강으로 투여한 경우는 기존에 

보고된 바와 같이 흉선세포의 감소, 특히 미성숙 DP 흉
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선세포의 감소가 현저하였다(Fig. 1B). 미성숙 흉선세포

의 감소는 항체 투여 3일 후에 가장 심하였다. 미성숙 

DP 흉선세포의 선택적인 감소로 정상 대조군에서 관찰

되는 80∼90%의 DP 흉선세포의 비율이 20∼30% 이하로 

감소하였고 상대적으로 single positive (SP) 흉선세포의 

비율이 증가하였다. αβTCR의 발현 정도로 비교한 결과

도 역시 중간정도의 발현을 보이는 DP 흉선세포의 선택

적인 감소로 αβTCR의 발현정도가 높은 SP 흉선세포의 

선택적인 생존에 따른 αβTCR high 세포의 증가 양상을 

보이고 있다(Fig. 1B).

  미성숙 DP 흉선세포의 사멸에 의한 감소는 주입한 항 

αβTCR 항체에 의해 흉선 피질에 존재하는 DP 흉선세

포가 직접 반응하여 activated induced cell death의 형태, 

즉 음성선택에 의한 경우이거나, 주입한 항 αβTCR 항

체에 의해서 말초의 성숙 T 세포의 대부분이 활성화되어 

많은 양의 사이토카인이 분비되어 간접적으로 사이토카

인에 의한, 또는 이에 의해서 분비가 촉진된 부신피질의 

스테로이드 호르몬에 의해서 촉진되었을 수 있다. 

  이와 같은 가능성을 검증하기 위해서 먼저 부신피질 

스테로이드의 영향을 살펴보았다. 부신피질 스테로이드

(cortisone acetate) 2 mg을 복강으로 투여하고 3일 후에 

관찰한 결과 미성숙 DP 흉선세포는 95% 이상 감소하였

다 (Fig. 1C).

부신 적출술(adrenalectomy)이 미성숙 흉선세포의 사

멸에 미치는 영향. 생체 내에서 생성되는 부신피질 스테

로이드의 작용이 미성숙 DP 흉선세포에 미치는 영향을 

살펴보기 위해 수술적으로 양측의 부신을 제거하였다. 

부신 적출술에 대한 대조군으로 sham-operation을 하였는

데, 마취, 피부 절개, 부신의 노출과 조작 및 봉합 등은 

모두 부신 적출술의 경우와 동일하게 하여 부신 적출술

과 동일한 수술적인 스트레스가 가해지도록 하였다. 

  부신 적출술을 시행한 경우는 수술을 하지 않은 정상

의 마우스와 비슷한 흉선의 크기 및 DP 흉선세포의 비율

을 유지하였다(Fig. 2B, Table I). 이와 같은 결과는 수술

의 스트레스에 의해 감소되는 흉선세포, 특히 DP 흉선세

포의 경우는 대부분 부신 피질에서 분비되는 스테로이

드에 의한 것이며, 부신 적출술을 한 경우와 같이 수술적

인 스트레스를 가해도 분비되는 부신피질 스테로이드가 

F igu re 1 . 8-w eek-old C 57BL/6 m ice w ere intraperitoneally injected
either w ith (A ) PBS (B) 100 ug anti-TC R antibody or w ith (C ) 2.0
m g cortisone acetate 3 days before analysis. T hym i w ere rem oved
and thym ocytes w ere analyzed by flow cytom eter after stained w ith
an ti-m urin e C D 8, an ti-m urin e C D 4 an d  an ti-alph a-beta-T C R
an tibodies.
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eith er adren alectom ized  or sh am -adren alectom ized  3  days before
analysis. T hym i w ere rem oved and thym ocytes w ere analyzed by
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없는 경우에는 흉선세포, 특히 DP 흉선세포의 감소는 미

약함을 알 수 있다. 이와 같은 수술적인 스트레스와 부신

피질 스테로이드의 역할은 sham-adrenalectomy를 한 경

우에 뚜렷하여, 수술적인 스트레스를 가하고 부신을 그

대로 둔 경우, 부신피질에서 분비된 스테로이드에 의해

서 흉선세포, 특히 DP 흉선세포의 사멸이 현저하였다

(Fig. 2C). 또한 스테로이드의 작용을 차단할 수 있는 약

제인 RU486을 동시에 투여한 경우에는 미성숙 DP 흉선

세포의 사멸이 감소됨을 보아서 미성숙 흉선세포의 사

멸에 부신피질 스테로이드가 중요한 역할을 함을 알 수 

있다 (Table I).

  부신피질 스테로이드가 항 αβTCR 항체의 투여 후에 

일어나는 미성숙 DP 흉선세포의 사멸에 미치는 영향을 

평가하기 위해서 부신 적출술을 시행한 후에 항 αβTCR 

항체를 투여하여 비교하였다.

  부신 적출술을 하지 않은 경우, 항 TCR 항체의 투여에 

의해서 약 71%의 DP 흉선세포의 감소가 초래되었다. 이

에 반해서 부신 적출술을 한 경우는 30∼35%의 감소를 

보여서 감소의 정도가 경감하였다(Table II). 이는 항 αβ

TCR 항체의 투여에 의한 DP 흉선세포의 사멸에 부신피

질에서 유래하는 스테로이드가 중요한 역할을 함을 보

여주는 것이다.

TNF-α가 미성숙 흉선세포의 사멸에 미치는 영향. 항 

αβTCR 항체의 투여에 의한 부신피질 스테로이드의 분

비는 말초의 성숙 T 세포의 대부분이 항체에 의해 활성

화되어 많은 사이토카인이 분비되고 이에 의해 시상하

부-뇌하수체-부신피질계가 활성화되어 분비되는 것으로 

알려져 있다. 이와 같이 성숙 T 세포에 의해 분비되는 

T ab le I. Effect of adrenalectom y and sham -adrenalectom y on the death of double positive thym ocytes. 8-w eek-old C57BL/c m ice w ere either
adrenalectom ized or sham -adrenalectom ized 3 days before analysis. Thym i w ere rem oved and thym ocytes w ere analyzed by flowcytom eter after
stain ed  w ith  anti-m urin e C D 8 an d  an ti-m urin e C D 4 antibod ies. E ach  group  o f experim en ts is com posed  o f 5  m ice
ꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚ

Strain P retreatm ent T reatm en t D P  th ym ocytes (× 10 6) %  dep letion  o f D P
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

E xp#1 
  B alb/c (8  w k s) 167.4± 20.4 -
  B alb/c (8  w k s) A drenalectom y    169 .1± 36.1     -1 .0± 21.5
  B alb/c (8  w k s) Sh am -adrenalectom y  38.6± 37.4   76 .7± 22.1*
E xp#2
  B 6 (7  w k s) 165.7± 9.4 -
  B 6 (7  w k s) A drenalectom y  158.3± 53.5  4 .4± 32.1
  B 6 (7  w k s) Sh am -adrenalectom y   31 .9± 24.0  80 .8± 14.5*
E xp#3 
  B 6 (8  w k s) P B S 102.9  -
  B 6  (8  w k s) Sh am -adrenalectom y    P B S   26 .5   74 .3± 20.3*
  B 6  (8  w k s) Sh am -adrenalectom y R U 486 56.4± 16.1  44 .7± 14.6**
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
*statistically significant (P＜0.01) w hen com pared w ith either adrenalectom y group or control group, **statistically significant (P＜0.05) w hen
com pared  w ith  sham -adren alectom y group  w ith  P B S treatm en t.

T ab le  II . E ffect o f adren alectom y on  th e an ti-T C R  antibody-induced double positive thym ocyte death . 8 -w eek -o ld  C 57B L /6 m ice w ere
adrenalectom ized 3 days before anti-TCR antibody treatm ent. 21 hours after anti-TCR antibody treatm ent, thym i were rem oved and thym ocytes
w ere analyzed by flow cytom eter after stained w ith anti-m urine CD 8 and anti-m urine CD 4 antibodies. Each group of experim ents is com posed
of 5  m ice
ꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚ

Strain s P retreatm ent (3  days before) T reatm en t D P  th ym ocytes (× 10 6) %  depletion of D P
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

E xp#1
  B 6 (8  w k s) A drenalectom y P B S   155 .7± 24.3  -
  B 6  (8  w k s) A drenalectom y an ti-T C R  A b (21  hr)   100 .8± 11.2 35.3± 8.7*
  B 6  (8  w k s) P B S 143.93± 7.1  -
  B 6  (8  w k s) an ti-T C R  A b (21  h r)    41 .6± 30.4  71 .1± 16.5*
E xp#2
  B 6 (8  w k s) A drenalectom y P B S   155 .3± 12.9  -
  B 6  (8  w k s) A drenalectom y an ti-T C R  A b (21  hr)   108 .8± 29.4  30 .0± 17.4*
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
*statistically  sign ifican t (P＜0.05) w hen  com pared  w ith  P B S-treated  con tro l group .
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다량의 사이토카인은 또한 직접적으로 미성숙 흉선세포

의 사멸에 관여하는 것으로 보고되었는데, 대표적인 사

이토카인이 TNF-α이다. 

  TNF-α가 미성숙 흉선세포의 사멸에 미치는 영향을 

보기 위해서 말초의 성숙 T 세포가 발달하지 않은 신생 

마우스에 TNF-α를 주입하였다. TNF-α를 주입한 경우, 

오히려 통계적으로 미성숙 흉선세포의 증가가 관찰되었

는데(our unpublished data), 이는 TNF-α가 미성숙 흉선세

포의 사멸뿐 아니라 trophic factor로도 작용할 수 있다는 

보고(17)와 오히려 상응하는 것으로 외부에서 주입한 

TNF-α에 의한 작용기전의 규명은 해석에 난점이 있다. 

이와 마찬가지로 신생 마우스에 TNF-α 차단항체를 가

하고 항 αβTCR 항체를 주입한 경우도 역시 TNF-α 차

단항체의 작용이 완전하지 않아서 생체 내에서의 TNF-

α의 작용을 완전히 규명하기 힘들었다.

 이와 같은 한계점을 극복하기 위해서 TNF 수용체 결핍 

마우스를 사용하였다. TNF 수용체의 경우는 p55 form과 

p75 form이 있어서 TNF-α, lymphotoxin 등이 결합하여 

작용하는데, 실험에는 p55 form과 p75 form이 모두 결함

된 double knockout (DKO) 마우스를 사용하였다(14). 또

한 말초의 성숙 T 세포의 활성에 의한 역할을 배제하고, 

부신피질에서 분비하는 스테로이드의 영향을 배제하기 

위해서 성숙 T 세포가 발달하지 않고, 스테로이드 분비

능이 적은 신생 마우스를 사용하였고, 인위적으로 20×

10
6
의 성숙 림프절 T 세포를 주입하여 말초 성숙 T 세포

를 보충한 실험을 하였다(Table III).

  성숙 T 세포를 보충하지 않은 신생 마우스의 경우, 항 

αβTCR 항체에 의한 미성숙 흉선세포의 사멸이 미약하

였다. 신생 마우스의 경우는 말초의 성숙 T 세포가 발달

하지 않아서 주입한 항 αβTCR 항체에 의한 성숙 T 세

포의 활성화에 따른 사이토카인의 분비가 적다. 또한 부

신피질의 발달이 미약하여 부신피질에서 분비되는 스테

로이드의 양도 성체에 비해서 매우 적다. 항 αβTCR 항

체의 투여에 의해서 신생생쥐에서 미성숙 흉선세포가 

사멸하는 방법은 항체가 직접 흉선의 피질로 들어가서 

미성숙 흉선세포에서 발현하는 T 세포 수용체에 작용하

는 경우로 국한되는데 항 αβTCR 항체의 투여에 의해서 

신생 마우스에서 미성숙 흉선세포의 사멸이 미약한 것

은 항 αβTCR 항체가 직접 흉선피질에서 미성숙 흉선세

포를 만나도 T 세포 수용체의 활성화를 통한 음성선택이 

일어나지 않음을 의미한다. 또 다른 해석으로는 주입한 

항체가 흉선피질에 도달하지 않았기 때문에 작용하지 

않았을 것이라는 것이고 이는 흉선 특히 흉선피질이 일

차면역기관으로 blood thymus barrier 등이 있어서 외부의 

물질이 쉽게 들어가지 못한다는 기존의 보고에 따른 것

이다. 그러나 항체를 복강으로 주입하는 경우는 복강과 

흉강이 연결되어 있고 흉강 속의 흉선의 capsule에는 일

종의 통로가 있어서(transcapsular route), 주입한 항체가 

흉선피질로 잘 전달된다는 보고도 있어서(18) 논란의 여

지가 있다.

  TNF 수용체 DKO 신생 마우스의 경우도 정상의 신생 

마우스와 유사하게 항 αβTCR 항체의 투여만으로는 미

T ab le III. A nti-TC*R antibody induced D P death in T N FR ꠚ/ꠚ neonates. 2-day-old TN F receptor double knockout neonate w ere adoptively
transferred w ith 20× 106 m ature lym phocytes from  adult B6 m ice 1 days before anti-TC R antibody treatm ent. 3 days after anti-TCR antibody
treatm ent, thym i w ere rem oved and thym ocytes w ere analyzed by flow cytom eter after stained w ith anti-m urine C D 8 and anti-m urine C D 4
an tibodies. E ach  group  o f experim ents is com posed  o f 5  m ice
ꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚ

Strain s P retreatm en t T reatm en t D P  th ym ocytes (×106) %  dep letion  o f D P
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

E xp#1
    B 6 D M E M an ti-T C R  A b 33.5± 4.2  -
    N eon ate B 6 L N an ti-T C R  A b 20.9± 3.1 37.4± 3.9*
    T N F R -/- D M E M   anti-T C R  A b    56 .4± 4.3  -
    N eon ate B 6 L N an ti-T C R  A b 56.5± 3.2 -0 .1± 2.3
E xp#2
    T N F R -/- D M E M  P B S  78 .6± 6.2  -
    N eon ate D M E M an ti-T C R  A b 79.7± 3.6  7± 1.4

B 6 L N an ti-T C R  A b 71.5± 3.7 11.5± 2.1
E xp#3
    B 6 D M E M an ti-T C R  A b 39.2± 6.3  -
    N eon ate B 6 L N an ti-T C R  A b 11.9± 3.4 69.7± 5.1*
E xp#4
    T N F R -/- D M E M  P B S   68 .2  -
    N eon ate D M E M an ti-T C R  A b 70.2± 3.1 2 .7± 0.5

B 6 L N an ti-T C R  A b 59.2± 4.6 10.5± 2.9
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
*statistically  sign ificant (P＜0.05) w h en  com pared  w ith  D M E M -pretreated  con tro l group .
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성숙 흉선세포의 사멸이 미약하였다(Table III). 정상의 

신생 마우스의 경우는 성숙 T 세포를 보충한 후 항 αβ

TCR 항체를 투여한 경우, 흉선의 크기가 현저하게 감소

하였고 미성숙 DP 흉선세포의 감소가 현저하였다(37∼

70%, Table III). 반면에 TNF 수용체 DKO 신생 마우스의 

경우는 정상 wild type의 성숙 T 세포를 보충하고 항 

abTCR 항체를 투여한 경우에 미성숙 흉선세포의 사멸이 

거의 관찰되지 않았다(0∼11%, Table III). 전술한 바와 

같이 신생 마우스의 경우에는 부신의 발달이 미약하여 

부신피질 스테로이드의 분비가 미약하다. 신생 마우스

에 성숙 T 세포를 첨가하고 항 TCR 항체를 가한 경우, 

성숙 T 세포의 활성화에 따른 사이토카인의 분비가 주된 

작용을 하고 이에 따른 이차적인 부신피질 스테로이드

의 작용은 미약해진다. TNF 수용체 DKO 마우스에서 미

성숙 흉선세포의 사멸이 미미한 것은 성숙 T 세포의 활

성화에 의해 미성숙 흉선세포를 사멸시킬 수 있는 사이

토카인 중에서는 TNF 수용체를 통해 작용하는 사이토카

인이 지배적인 역할을 함을 시사하는 것이다.

고      찰

  이번 연구의 결과는 항 αβTCR 항체의 투여에 의해 

나타나는 미성숙 흉선세포의 사멸이 항원의 자극에 의

한 사멸, 즉 음성선택의 기전을 통해서 일어나는 것과 

말초의 성숙 T 세포를 활성화시킴으로써 야기되는 비특

이적인 사멸이 복합적으로 일어날 수 있음을 시사하고 

있다. 또한 T세포수용체 형질전환 마우스에 항원 펩티드

를 주입하여 일어나는 미성숙 흉선세포의 사멸의 경우

도 이와 같은 복합적인 작용 기전에 의한 현상으로 해석

할 수 있다.

  항 αβTCR 항체의 투여에 의한 미성숙 흉선세포의 사

멸은 T세포수용체 low 수준의 미성숙 흉선세포의 사멸

을 특징으로 하며, 항체의 투여 후 2일에 현저하고 3일에 

최고치를 나타내었다. In vitro 실험에서 직접적인 항원

의 자극에 의한 미성숙 흉선세포의 사멸은 이미 2일에 

최고치를 나타내며, 미성숙 흉선세포에 직접 작용하는 

부신피질 스테로이드의 투여의 경우도 역시 투여 2일 이

내에 최고치의 세포 사멸을 보였기 때문에 항 αβTCR 

항체의 투여에 의한 미성숙 흉선세포의 사멸은 항체에 

의한 직접적인 자극, 즉 항원 자극에 의한 것보다는 시간

적으로 지연됨을 알 수 있다. 이와 같은 작용의 지연은 

복강으로 투여한 항체가 흉선으로 도달하기까지 많은 

시간이 걸릴 가능성과 투여한 항체가 직접 작용하기보

다는 또 다른 매개물질을 통해서 간접적으로 작용할 가

능성을 고려해 볼 수 있다. 실제 복강과 흉강은 서로 연

결이 되어서 투여한 물질의 이동은 매우 신속하며, 흉선

의 경우는 흉강에 직접적으로 노출되어 있기 때문에 복

강으로 주입한 물질은 신속하게 흉선으로 이동하게 된

다. 특히 transcapsular route가 보고되어서 흉선의 혈관-흉

선 장벽이 복강으로 투여한 물질에 대해서는 적용되지 

않는다는 보고도 있다(18).

  특히 항 abTCR 항체를 투여한 경우에 lipopolysaccha-

rride (LPS)의 투여에 의한 쇼크와 유사한 증상이 보고되

었는데(13), LPS 투여 후 전신적인 염증 반응에 관여하는 

cytokine, 특히 TNF-α가 또한 T 세포의 활성화에 의해서 

다량 분비될 수 있기 때문에, 항체 투여 후의 전신의 반

응 및 미성숙 흉선세포의 사멸에 관여할 수 있다. 또한 

TNF-α는 신경내분기계의 다른 염증 관련 cytokine과 같

이 작용함으로써 작용의 효과가 증대될 수 있다. 한편 

활성화된 T 세포에 의해서 부신피질 자극호르몬(adreno-

corticotropic hormone, ACTH)이 분비되고 이에 의해서 부

신피질의 부신피질 스테로이드의 합성이 촉진된다(19). 

  즉 항 αβTCR 항체의 전신 투여에 의한 작용은 전신

적으로 분비되어 간접적으로 작용할 가능성이 있는 

TNF-α와 부신피질 스테로이드의 역할을 규명함으로써 

항체에 의한 직접적인 작용과 간접적인 작용의 역할을 

가늠할 수 있다. 

  외부에서 투여한 부신피질 스테로이드에 의해서 미성

숙 흉선세포는 거의 대부분 사멸되었다. 생체 내에서 정

상적으로 생성되는 부신피질 스테로이드에 의한 영향을 

보기 위해서 양측의 부신을 제거하는 부신 적출술과 동

일한 수술적 스트레스만을 가해주는 sham adrenalectomy

를 시행한 결과 수술적 스트레스에 의한 반응으로 분비

된 부신피질 스테로이드에 의해서 미성숙 흉선세포가 

사멸되었다. RU486에 의해서 흉선세포의 사멸이 감소된 

것은, sham adrenalectomy 군의 경우 미성숙 흉선세포가 

감소된 것은 수술적 스트레스에 의해 생성된 부신피질 

스테로이드가 주된 역할을 함을 알 수 있다. RU486는 항

원특이적인 미성숙 흉선세포의 사멸에는 영향을 미치지 

않으므로(20) 부신피질 스테로이드에 의한 미성숙 흉선

세포의 사멸은 대부분 간접적인 경로에 의한 것이다. 

  한편 부신피질 스테로이드의 생성을 차단한 군, 즉 부

신 적출술 시행군에서도 항 αβTCR 항체를 투여한 경우

에 의해 미성숙 흉선세포의 사멸이 나타나는 것은 항체

에 의한 직접적인 사멸 또는 다른 간접적인 사멸의 기전

이 존재함을 의미한다. 특히 부신 적출술을 시행한 경우

는 정상에 비해서 항 αβTCR 항체에 의한 흉선세포의 

사멸의 정도가 감소하였으므로(71% → 35%), 항 αβ

TCR 항체 투여 후 생성되는 부신피질 스테로이드가 간

접적인 미성숙 흉선세포의 사멸을 유도함을 알 수 있다.

  항 αβTCR 항체에 의한 직접적인 작용 및 다른 간접

적인 경로를 추적하기 위하여 활성화된 T 세포에서 분비

되어 전신적인 작용을 하는 cytokine인 TNF의 영향을 살

펴볼 필요가 있다. TNF의 작용은 주로 TNF 수용체 p55 

형과 p75 형에 의하기 때문에 p55와 p75의 DKO 마우스
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를 사용하여 검증하였다(14). 성체 TNF 수용체 DKO 마

우스에 항 αβTCR 항체를 주입하면 미성숙 흉선세포의 

사멸이 관찰된다. 이를 통해서 TNF 외의 다른 간접적인 

작용의 가능성과 직접적으로 미성숙 흉선세포의 사멸이 

TNF 수용체를 통하지 않고 일어나는 가능성을 모두 생

각해 볼 수 있다. 이 중에서 직접적인 항원특이적인 흉선

세포 사멸의 가능성을 보는 모델, 즉 TNF 수용체를 통한 

간접적인 가능성과 활성 성숙 T 세포에서 유래하는 다른 

간접적인 인자, 특히 앞서 기술한 실험에서 중요성이 인

정된 부신피질 스테로이드의 영향을 배제한 모델을 사

용하기 위해서 TNF 수용체 DKO 신생 마우스를 사용하

여 항 αβTCR 항체를 투여한 결과 미성숙 흉선세포의 

사멸은 거의 일어나지 않았다. 이는 항 αβTCR 항체의 

전신 투여에 의한 미성숙 흉선세포의 작용은 TNF 수용

체 DNK 신생 마우스에서는 작용하지 않는 TNF-α 또는 

부신피질 스테로이드에 의한 간접적인 경로가 대부분 

이라는 것을 의미한다. 실제로 TNF 수용체 DKO 신생 

마우스에 야생형 동계 마우스의 성숙 T 세포를 주입한 

후에 항 αβTCR 항체를 투입하여도 간접적으로 작용하

는 부분 즉 성숙 T 세포의 활성에 의해서 생성되는 TNF

의 경우는 흉선세포에 수용체가 존재하지 않아서 작용

을 하지 않고, 신생 마우스의 경우에는 부신피질의 기능

이 미약하여 부신피질 스테로이드의 생성이 부족하므로 

작용하지 않게 되어, 항 αβTCR 항체의 전신투여에 의

한 것은 직접적인 항원 특이적인 반응보다는 간접적인 

작용이 대부분이며, 간접 작용을 하는 경우도 대부분의 

작용이 활성화된 성숙 T 세포에서 직접 또는 간접적으로 

생성되는 TNF 또는 부신피질 스테로이드에 의한 작용임

을 알 수 있다. 정상 wild-type의 신생 마우스에 성숙 T 

세포를 이식한 후 항 αβTCR 항체를 투여하면 미성숙 

흉선세포의 사멸을 관찰할 수 있다. 이와 같은 실험 결과

는 정상 syngeneic 마우스에 T세포수용체 형질전환 마우

스의 성숙 T 세포를 adoptive transfer한 후에 항원 펩티드

를 주입하여 말초의 성숙 T 세포만을 활성화시킨 모델에

서 광범위한 미성숙 흉선세포의 사멸이 보고된 것(13)과 

일관된 결과를 보이는 것으로 항 αβTCR 항체에 의한 

말초의 활성화만으로도 미성숙 흉선세포가 사멸됨을 의

미한다.

  즉 항 αβTCR 항체의 전신투여에 의한 미성숙 흉선세

포의 사멸은 기존에 보고된 것과는 달리(21), 항원 특이

적인 사멸, 즉 흉선의 음성선택에 의한 것이라기보다는 

말초의 성숙 T 세포의 활성화에 따른 간접적인 결과이

며, 이에 따라 흉선의 음성선택이 주로 흉선피질의 DP 흉

선세포의 과정에서 일어난다는 주장은 재검토되어야 한다.
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