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H2-M3의 세포 표면 발현이 NK 세포의 활성에 미치는 영향 분석
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Abstract — H2-M3 (M3) is a unique antigen presenting molecule which provides N-formylated peptide to certain type of

T cells. Previous observation indicated that NK cell activity is significantly diminished during listerial infection in H2-M3-/- mice.

To explore the possibility that M3 expression directly effect on NK cell activity, we measured NK cell activity with or with-

out stimulation of N-formylated peptide on antigen presenting cells. Results indicated that the expression of M3 is not

directly influence on NK cell activity. Further study will be focused on the indirect effect of M3 on regulating NK cell activity.
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주요조직 적합성 항원(MHC; major histocompatibility complex)

은 구조와 기능에 따라 두 가지로 나뉜다. 그 중 class Ia는 8개

에서 11개로 구성되어진 peptide 항원을 세포독성 T 림프구에

전달해주며, class Ib는 기존의 peptide 항원이 아닌 각 각의 독

특한 항원을 인식하여 각기 특이적인 T 림프구에 전달 해 준다.1)

H2-M3(M3)는 주요조직 적합성 항원 class Ib로 분류되며 생쥐

(mouse)에서 그 기능이 발견되어진 매우 독특한 항원인식물질이

다. M3의 경우 항원인식부위가 N-formylated peptide에 매우 높

은 특이성을 가지고 있으며, 이러한 항원에 대한 반응성은 어떠

한 항원 인식 물질도 흉내 내지 못하는 것이다.2) 생체 내에서 N-

formylated peptide는 마이토콘드리아나 세균의 단백질에서 발견

되며, 따라서 항원인식물질로서 M3의 기능은 세균의 감염시 세

균 특이적 항원을 T 림프구에 전달해주는 것으로 생각되어진다.3)

M3의 발현은 주요항원인식세포(professional antigen pre-

senting cell)인 수지상세포(dendritic cell), 대식세포(macrophage),

미성숙(immature) B 림프구의 표면에 선택적으로 발현되는 것

으로 알려졌으며, 따라서 발현 양상은 MHC class II 물질과 유

사한 것으로 알려져 있다.4) M3가 항원을 전달해 주는 T 림프구

는 주로 세포독성 T 림프구(cytotoxic T lymphocyte)로 알려져

있으며, 지금까지 알려진 M3에 결합하는 항원은 mitochondria

에서 파생된 항원과 감염성 세균에서 파생된 항원으로 나뉜다.5)

그 중 감염성 세균에서 파생된 항원은 리스테리아와 결핵균에서

발견되었다.6,7)

M3에 결합하는 외부 항원인 리스테리아와 결핵균에서 파생된

항원을 인식하는 T 림프구는 실제로 리스테리아와 결핵균 감염

시 이러한 병원성 세균을 죽일 수 있고, 대표적인 Th1 type 싸

이토카인인 IFN-γ를 방출할 수 있다. M3에 의해 항원을 인식하

고 그에 따라 활성이 일어나는 세포독성 T 림프구의 중요성에

대해서는 리스테리아 감염 모델에서 자세히 연구되었다. 흥미로

운 것은 리스테리아 감염시 MHC class Ia 물질이 결핍된 생쥐

에서는 리스테리아에 대한 저항성이 정상 생쥐와 비교하여 전혀

저하 되지 않는다는 것이다. 이러한 원인으로 아마도 리스테리

아 감염시 M3에 의해 활성이 일어나는 세포독성 T 림프구의 역

할이 중요하기 때문일 것으로 생각되어진다.8) 또한 리스테리아

감염시 M3에 의해 활성이 일어나는 세포독성 T 림프구는 MHC

class Ia 물질에 의해 활성이 일어나는 세포독성 T 림프구보다

먼저 활성이 일어나는 것으로 알려졌다.9)

M3의 항원인식과 이에 따른 세포독성 T 림프구의 활성이 리
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스테리아 감염시에 중요한 역할을 한다는 결정적인 증거는 M3

결핍 생쥐를 이용한 리스테리아 감염 모델에서 입증 되었다.10)

리스테리아 감염시 M3 결핍 생쥐는 리스테리아에 상당한 감수

성을 나타내는 것으로 보여졌고, 이러한 결과는 M3에 의해 활

성이 일어나는 세포독성 T 림프구가 결핍되어 전체적인 세포독

성 T 림프구의 활성에 영향을 끼치기 때문이라고 알려졌다.10) 더

욱이 리스테리아 감염시 M3 결핍 생쥐는 NK 세포의 활성도 떨

어지는 것으로 알려졌다.10)

NK 세포의 활성은 활성증진 신호와 활성감소 신호의 두 가지

신호체계에 의해 조절된다. 활성증진 신호와 활성감소 신호가 동

시에 NK 세포에 전달되면 NK 세포는 활성이 일어나지 않지만

활성증진 신호만이 NK 세포에 전달되면 NK 세포는 활성이 일

어나 target 세포의 세포사멸을 유발한다.11) 지금까지 발견된 NK

세포의 활성감소 신호를 전달하는 물질 중 생쥐의 Qa-1과 인간

의 HLA(human leukocyte antigen)-E는 MHC class Ib로 구분

된다.12,13) 그러나 다른 MHC class Ib 물질이 NK 세포의 활성

감소 신호를 전달하는가에 대해서는 알려진 바 없다. 앞에서 언

급했듯이 리스테리아 감염시 M3 결핍 생쥐는 NK 세포의 활성

도가 떨어지는 것으로 알려져 있으며, 이러한 원인을 규명하기

위해 본 연구에서는 M3의 발현과 NK 세포에 활성의 연관성에

대해 알아보았다.

실험방법

실험재료

정제된 항 M3 항체(mAb 130 clone)4)와 LemA(fMIGWII)6)

and TB4(fMFLIDV)7) peptide는 Chung-Ru Wang 박사(North-

western Unviersity, USA)가 제공 하였다. 각각의 항체 isotype

control과 secondary antibody는 BD Pharmingen(USA)에서 구

입하였다. 이외 언급하지 않은 모든 시약은 Sigma(USA)에서 구

입하였다.

세포배양

생쥐 lymphoma 세포주인 YAC-1과 생쥐 macrophage 세포주

인 P388D1은 ATCC(USA)에서 분양 받아 실험에 사용하였다.

P388D1 세포주는 10% fetal bovine serum(FBS, Hyclone,

USA)을 함유한 DMEM(Invitrogen, USA) 배지에서 37oC, 5%

CO2 분압조건으로 배양하였다.

NK 세포 확립

Lymphokine activated killer cell(LAK) 세포는 C57BL/6(B6)

비장세포를 10% fetal bovine serum(FBS, Hyclone, USA)와

500 Unit/ml의 재조합 생쥐 IL-2(BDPharmingen, USA)를 함유

한 DMEM 배지에서 5일간 세포 배양하여 얻었다.14) 배양된 NK

세포는 T세포를 인식하는 항체(anti-TCRβ)와 NK세포 표면인자

를 인식하는 항체(anti-NK1.1)로 염색하여 유세포 분석기(flow

cytometry)에서 분석하였다. 그 후, NK 세포를 B6 생쥐 NK세

포 표면인자를 인식하는 항체가 붙어 있는 microbead(Miltenyi

Biotech, Germany)를 사용하여 분리 하고 세포독성측정(cyto-

toxicity assay)에 effector로 사용하였다. 또한 poly(I : C) activated

killer cell을 얻기 위해 B6 생쥐에 200 µg의 poly(I : C)(Sigma,

USA)를 복강 내 주사하고 20시간 후에 비장에서 세포를 분리하

였다. 그 후 DMEM 배지에서 1시간 배양 후, nonadherent cell

을 effector로 사용하였다.15) 이 때, T세포를 인식하는 항체(anti-

TCRβ)와 NK세포 표면인자를 인식하는 항체(anti-NK1.1)로 염

색하여 유세포 분석기(flow cytometry)에서 분석하였다.

세포독성측정

세포독성측정은 lactase dehydrogenase(LDH) 방출을 이용한

non-radioactive cytotoxicity assay(Promega, USA)를 사용하여

측정하였다. 우선 effector와 target cell을 count하여 ratio를 정

하였다. 그 후 U bottom 96 well plate에 target cell(1×104

cells)과 ratio를 정한 effector(LAK와 poly(I : C) activated killer

cell)를 넣고 4시간 동안 37oC, 5% CO2 분압조건으로 배양하였

다. 이 때 total volume은 200 µl로 하였다. 그 후, 상층액 50 µl

를 LDH substrate와 반응 시켜서 absorbance 490 nm에서 상대

적인 세포독성을 측정하였다.

유세포 분석기(flow cytometry) 분석

YAC-1 세포주와 P388D1 세포주를 유세포 분석기로 분석하기

위해 PBS로 3번 세척하였다. 그 후, 세포를 2% fetal bovine

serum을 함유한 PBS 50 µl에 현탁 한 후, 4oC에서 anti-M3 항

체에 30분간 방치하였다. 그 후 세포와 항체가 들어있는 반응액

을 PBS로 3번 세척하였고 secondary antibody인 항 FITC-

conjugated hamster-IgG를 동일한 조건에서 반응 시켰다. Flow

cytometry 분석은 FACSCalibur(BD Pharmingen, USA)를 이용

하였고 PBS 400 µl에 세포를 현탁하여 M3의 세포 표면 발현을

측정하였다.

실험결과 및 고찰

NK 세포 확립 및 기능 고찰

본 연구는 MHC class Ib 물질 중의 하나인 M3의 발현이 NK

세포 활성에 직접적으로 영향을 미치는 가에 대한 고찰이다. 우

선 NK 세포를 확립하기 위해 LAK와 poly(I : C) activated killer

cell 두 종류의 NK 세포를 확립하였다. NK 세포를 확립하는 방

법은 지금까지 여러 가지 방법이 개발 되었는데, 본 연구에서 사

용되어진 방법은 고전적인 방법인 생쥐 비장세포에 다량의 IL-2
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(500 unit/ml)를 처리하는 방법14)과 생쥐의 복강 내 poly(I : C)

(200 µg/mouse)를 주사하는 방법을 사용하였다.15) 따라서 한 가

지 방법에서 파생된 NK 세포 보다 좀 더 다양한 조건에서 파생

된 NK 세포를 사용하여 M3가 NK 세포 활성에 미치는 영향을

평가하였다.

고전적인 NK 세포 확립 방법인 생쥐 비장세포에 다량의 IL-2

(500 unit/ml)를 처리하는 방법에 의해 만들어진 LAK는 두 가지

표현형으로 나뉜다. 즉 NK1.1+TCR+처럼 T 세포 수용체(T cell

receptor)를 가진 LAK와 일반적인 NK 세포의 표현형을 가진

NK1.1+TCR-의 두 가지 표현형으로 나뉜다.16) 실험 결과 Fig. 1

에서 보이는 것 같이 NK1.1+TCR- 세포형과 NK1.1+TCR+세포

형이 거의 1 : 1로 파생 되는데, NK1.1+TCR+세포형의 경우 대

부분 CD8+CD4- 세포형을 가지며, 이 때 CD8+세포형은 CD8αβ

heterodimer를 발현한다.16) Poly(I : C)의 경우 toll like receptor-

3(TLR-3)의 리간드로서 강력한 Th1 반응을 유발한다.17) 또한

1990년대부터 Poly(I : C)를 생쥐에 주사하여 NK 세포의 활성을

높이고 있다.15) Poly(I : C)를 생쥐에 주사하여 얻어진 비장세포

의 NK 세포와 T 림프구의 분포도는 Fig. 1에서 보이는 것 같이,

Poly(I : C)를 주사하기 전 생쥐의 NK 세포와 T 림프구의 분포

도와 비교해 별다른 차이가 없으며, Poly(I : C)에 의해 자극 받

은 nonadherent cell은 세포독성을 나타내는 것으로 알려졌다.17)

이러한 두 가지 NK 세포들을 확립한 후 각 각의 NK 세포의

활성을 고찰하기 위해 세포독성 실험을 YAC-1 세포주와 P388D1

세포주로 나누어 실행하였다. YAC-1 세포주는 생쥐 lymphoma

세포주로 NK 세포들의 세포독성 실험에 가장 널리 사용되는 세

포주이며, P388D1은 생쥐 대식세포주로서 대식세포는 주요항원

인식세포로 M3를 발현할 수 있는 세포이다. LAK의 경우 세포

독성 실험에 NK세포 표면인자(NK1.1+)를 인식하는 항체가 붙

어 있는 microbead를 사용하여 분리 하여, 두 가지 세포형

(NK1.1+TCR- 세포형과 NK1.1+TCR+세포형)을 모두 사용하였

다. Poly(I : C)에 의해 활성화 한 NK 세포는 nonadherent cell을

effector로 사용하였다.17) Fig. 2A, B에서 보는 것 같이 두 가지

NK 세포들은 YAC-1 세포주와 P388D1 세포주 모두에게 세포

독성을 나타내었으며, YAC-1 세포주를 P388D1 세포주보다 더

효과적으로 살해하였다. 또한 LAK의 경우 percent specific lysis

가 거의 80~90%를 보였는데 반해, Poly(I : C)에 의해 활성화 한

NK 세포의 경우 percent specific lysis가 60%를 보였다. 따라서

LAK가 Poly(I : C)에 의해 활성화 한 NK 세포보다 세포독성에

대한 활성이 높았는데, 이러한 이유는 LAK의 경우 NK세포 표

면인자만을 발현하는 세포를 effector로 사용했기 때문일 것이다.
Fig. 1 − Establishment of LAK and poly I : C activated killer cells.

Generated LAK and poly I : C activated killer cells were

stained with antibody against TCRβ chain and NK1.1.

Numbers indicate percentages of cells in the corresponding

quadrant. The results are representative of three separate

experiments.

Fig. 2 − The function of LAK and poly I : C activated killer cells.

Percent specific lysis of target cells (YAC-1 and P388D1)

were measured to access the function of LAK (A) and poly

I : C activated killer cells (B). Three independent experi-

ments were done and results are shown as mean±SE.
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M3 발현이 NK 세포 활성에 미치는 영향 고찰

생체 내 면역 반응에서 NK 세포는 두 가지 중요한 역할을 한

다. 첫째로, 감염 초기에 병원성 미생물에 대한 생체 내 저항성

을 나타내며, 둘째로 암세포를 죽이는 역할을 한다. 따라서 최근

에는 NK 세포의 활성 조절을 이용한 면역 요법들이 활발히 연

구되어지고 있다. 최근에는 몇 몇 MHC class Ib 물질, 특히 생

쥐의 Qa-1과 인간의 HLA(human leukocyte antigen)-E가 NK

세포의 활성감소 신호를 전달하는 물질들임이 밝혀졌다.12,13) 그

러나 아직 M3와 NK 세포의 활성에 대한 연구는 이루어 진 바

없다. Fig. 2에서 보는 것 같이 LAK와 poly(I : C) activated

killer cell은 target 세포들인 YAC-1 세포주와 P388D1 세포주를

효과적으로 살해 할 수 있다. 따라서, 두 가지 세포주에서 우선

M3의 항원인 N-formylated peptide를 처리 한 후 M3의 세포표

면 발현을 유도 한 후, M3의 발현 유무가 이들 NK 세포들의 세

포독성 활성에 미치는 영향에 대해서 알아보았다.

실험에 사용되어진 N-formylated peptide는 LemA와 TB4

peptide로 LemA peptide는 listeria에서 파생된 항원으로 M3에

가장 높은 affinity를 가진 항원이다.6) Fig. 3에서 보는 것과 같이

LemA를 처리 하였을 시에는 M3의 세포 표면 발현을 유발한다.

또한 TB4 peptide는 결핵균에서 파생된 항원으로 LemA보다는

M3에 대한 affinity가 높진 않지만, TB4 peptide 역시 M3의 세

포 표면 발현을 유발한다(Fig. 3).7) 흥미로운 점은 LemA나 TB4

peptide가 YAC-1 세포주에서는 M3의 세포 표면 발현을 못 시킨

다는 것이다(Fig. 3). 지금까지 알려진 M3의 세포 표면 발현은

주요항원인식세포들인 수지상세포, 대식세포, 미성숙 B 림프구

들에서만 관찰 되었다. 따라서 본 연구에서는 처음으로 YAC-1

세포주에 high affinity N-formylated peptide를 제공해도 M3의

발현이 거의 유도가 안 된다는 점을 처음으로 밝혔다. 그 반면

Fig. 4 − The induction of M3 on cell surface of target cell does not

influence cytotoxic activity of NK cells. P388D1 cells were

incubated with LemA peptide (10 mM) or negative control

(0.1% DMSO) for overnight. Percent specific lysis of target

cells (DMSO and LemA) were measured to access the

cytotoxic activity of LAK (A) and poly I : C activated killer

cells (B). Three independent experiments were done and

results are shown as mean±SE.

Fig. 3 − Induction of M3 on the cell surface by N-formylated

peptides. (A) YAC-1 and P388D1 cells were incubated with

LemA (fMIGWII) and TB4 (fMFLIDV) peptides at a

concentration of 10 mM overnight. Then, Flow cytometric

analysis was assessed the induction of M3 on the cell

surface. The results are representative of three separate

experiments. (B) YAC-1 and P388D1 cells were incubated

with LemA and TB4 peptides with varying concentrations

of M3-binding peptides. The range of concentrations and

the corresponding hatchmarks are shown. Bars represent

mean fluorescence intensity after staining with anti-M3

antibody as described. Three independent experiments

were done and results are shown as mean±SE.
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대식세포주인 P338D1에서는 Fig. 3B에서 보는 것 같이 농도 의

존적으로 M3의 세포표면 발현이 유도 되었다(Fig. 3).

그 후, P388D1에 high affinity N-formylated peptide인 LemA

를 처리하고, LAK와 poly(I : C) activated killer cell의 세포독성

효능을 측정하였다. 이 때 음성대조구로는 0.1% DMSO를 사용

하였다(Fig. 4). 실험 결과 그림 4에서 보는 것 같이 DMSO를 처

리한 세포와 LemA를 처리한 세포주의 세포독성 효능은 별다른

차이가 없음이 나타났다. 결국 M3의 발현은 NK 세포의 활성에

직접적으로 영향을 끼치지는 않는 것으로 사료된다.10) 이러한 결

과로 미루어 볼 때, M3 유전자 적중 생쥐의 리스테리아 감염 시

NK 세포의 활성이 감소하는 것은 T 림프구의 활성이 줄어들어

보이는 간접적인 결과로 생각 된다. 앞으로는 M3 유전자 적중

생쥐의 리스테리아 감염 시, NK 세포의 활성을 조절할 수 있는

Th1 type 주요 cytokine인 IFN-γ 또는 IL-12의 발현 수준을 살

펴 볼 예정이다.

결 론

본 연구에서는 N-formylated peptide를 세포독성 T 림프구에

전달해 주는 M3의 발현이 NK 세포의 활성에 어떤 영향을 주는

가에 대해 고찰하였다. 그 결과 M3의 발현은 NK 세포의 활성

에 직접적으로 영향을 끼치지는 않는 것으로 사료된다. 이러한

결과로 미루어 볼 때, M3 유전자 적중 생쥐의 리스테리아 감염

시 NK 세포의 활성이 감소하는 것은 간접적인 결과로 생각 된

다. 앞으로는 M3 유전자 적중 생쥐의 리스테리아 감염 시, NK

세포의 활성을 조절할 수 있는 Th1 type 주요 cytokine인 IFN-

γ 또는 IL-12의 발현 수준을 살펴 볼 예정이다.
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