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최근인체유래백혈구세포이용과활용에 한연구가많이진

행되고 있으나[1, 2]. 이에 필요한 정상 백혈구를 얻는 것은 쉽지

않다. 연구에 자발적으로 혈액을 제공하는 사람이 적을 뿐만 아

니라, 한 사람으로부터 얻을 수 있는 세포의 수에는 한계가 있기
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의 Leukoreduction Chamber 내 단핵세포의 성상분석과

수지상세포의 분화유도

Analysis of Characteristics of Mononuclear Cells Remaining in the Leukoreduction System 
Chamber of Trima Accel� and Their Differentiation Into Dendritic Cells
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Background : We investigated the characteristics of the mononuclear cells remaining in the leuko-
reduction system (LRS) chambers of Trima Accel� in comparison with those of standard buffy coat
cells, and evaluated their potential for differentiation into dendritic cells.

Methods : Twenty-six LRS chambers of Trima Accel� were collected after platelet pheresis from
healthy adults. Flow cytometric analysis for T, B, NK, and CD14+ cells was performed and the num-
ber of CD34+ cells was counted. Differentiation and maturation into dendritic cells were induced using
CD14+ cells seperated via Magnetic cell sorting (MACS�) Seperation (Miltenyi Biotec Inc., USA).

Results : Total white blood cell (WBC) count in LRS chambers was 10.8×108 (range 7.7-18.0×
108). The median values (range) of proportions of each cells were CD4+ T cell 29.6% (18.7-37.6),
CD8+ T cell 27.7% (19.2-40.0), B cell 5.5% (2.2-12.1), NK cell 15.7% (13.7-19.9), and CD14+ cells
12.4% (8.6-32.3) respectively. Although total WBC count was significantly higher in the buffy coat
(whole blood of 400 mL) than the LRS chambers, the numbers of lymphocytes and monocytes were
not statistically different. The numbers of B cells and CD4+ cells were significantly higher in the buffy
coat than the LRS chambers (P<0.05). The median value (range) of CD34+ cells obtained from the
LRS chambers was 0.9×106 (0.2-2.6×106). After 7 days of cytokine-supplemented culture, the CD14+
cells were successfully differentiated into dendritic cells. 

Conclusions : The mononuclear cells in LRS chambers of Trima Accel� are an excellent alterna-
tive source of viable and functional human blood cells, which can be used for research purposes.
(Korean J Lab Med 2009;29:353-60)
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때문이다. 연구용으로사용된백혈구소재는주로자발적인자원

자의 혈액에서 얻거나 전혈에서 성분분리시 원심분리하여 얻은

백혈구연층(buffy coat)을 주로 사용하여 왔다. 그러나 2000년

초반에동종면역을방지하고수혈로인한바이러스감염의전

파를 줄이기 위해 백혈구여과제거 혈액제제가 소개되면서 이때

사용한 백혈구제거용 필터를 얻어 역방향으로 생리식염수 등을

사용하여 세척함으로서 헌혈 혈액으로부터 제거된 백혈구를 이

용하게 되었다[3, 4]. 이는 폐기되는 필터에 걸린 백혈구를 사용

한다는장점이있는반면생리적으로적합한필터라하더라도한

번부착하여변형을받은백혈구를회수하여사용하는것이과연

그 기능에 변화를 발생시키지 않을까하여 연구 소재로서의 가능

성에 해많은논란이이어지고있다[4, 5]. 한편혈소판성분채

집에서도백혈구여과제거성분채집혈소판을제조하는기기가소

개되면서 필터는 아니지만 세포의 비중과 원심분리 효과로 혈소

판 성분채집과정에서 백혈구를 제거할 수 있는 leukoredution

system (LRS) chamber를 장착한 키트가 개발되었다. 즉, 혈소

판성분채집기인Trima Accel� (CaridianBCT, Lakewood, CO,

USA)에사용하는일회용채집키트에는혈소판이생리적인여과

기역할을하는LRS chamber 장착을통하여백혈구를제거하게

된다. 즉, 혈소판 채집이 시작되면, LRS chamber 안이 혈소판

으로 채워질 때까지 혈소판이 축적되어 혈소판층을 형성하게 된

다. Chamber 안의 혈장 이동에 의해 혈소판이 하나씩 chamber

밖으로 빠져나가서 모아지고 입자가 큰 백혈구는 혈소판층을 통

과할수없어chamber 내에그 로남게된다. 따라서따라서 혈

소판성분채집과정중에LRS chamber 내로백혈구제거가완료

되고, 최종모아진성분채집혈소판내에는백혈구수가1×106 이

하로거의남아있지않게된다[6]. Trima Accel�를이용한성분채

집혈소판은LRS chamber를통하여혈소판내의백혈구오염을

감소시키고, 백혈구가 모아진 LRS chamber는 폐기하게 된다.

본 연구에서는 단순히 LRS chamber 내의 백혈구수, 단핵구

수, 백혈구의백분율등세포의성상만을비교한Neron 등[7, 8]

의 연구에 비해 여기서 획득한 백혈구세포를 이용하여 수지상세

포로의 분화를 유도하고 그 기능을 평가함으로서, 앞으로 LRS

chamber내에 모아진 백혈구가 연구용 소재로서 그 활용이 가

능한지를 평가해 보고자 하 다. 

재료 및 방법

1. LRS chamber 수집

세브란스병원 혈액원과 한 적십자사 중앙혈액원에서 26명

의 건강한 헌혈자로부터 Trima Accel�을 사용하여 혈소판성분

채집을 시행한 후 폐기되는 키트에 부착된 LRS chamber를 수

거하 다. 모든 헌혈자는 헌혈자의 기준에 적합한 사람이었으며

헌혈 전에 헌혈자로부터 채취한 백혈구를 연구용으로 사용할 것

에 한 서면 동의서를 받았다. Trima Accel�을 이용한 혈소판

성분채집을 시행하 고, 장비에서 키트를 제거하기 전에 LRS

chamber를 수득하고 나머지는 폐기하 다. 

조군으로는400 mL 전혈에서성분분리시원심분리하여얻

은 백혈구연층을 사용하 다. 헌혈자 9명으로부터 삼중 헌혈백

에 400 mL 전혈을 헌혈받은 후 실온에서 30분 동안 방치하고

2,000 rpm에서 3분 동안 원심분리한 후, 백혈구연층을 분리하

다. 모든 과정은 무균적으로 시행되었으며 성분제제는 수혈용

으로 사용하 다. 

2. 세포의 성상분석

1) 혈액학적 분석

LRS chamber와 연결된 입출구 튜브를 알코올로 소독하여

자르고 50 mL cone tube에 세포를 모았다. 50 mL 주사기에

phosphate buffer saline (PBS) 40 mL를 담고, 출구 튜브 쪽

에 바늘을 삽입하고 분주하여 LRS chamber 내의 나머지 세포

를 모았다. LRS chamber로부터 얻어진 세포 1 mL를 취하여

자동혈구계산기 Advia 2120 (Bayer Corporation, Tarrytown,

NY, USA)로 통상혈액검사와 백혈구 감별계산을 하 다. 말초

혈액도말표본을Wright-Giemsa 염색하여백혈구모양과분포

를 관찰하 다. 

2) 유세포분석기를 이용한 면역표현형 분석

Ficoll-Hypaque (비중 1.077, Pharmacia Biotech, Uppsala,

Sweden)을 50 mL cone tube에 25 mL 넣고, LRS chamber

에서분리한세포25 mL을그위에중첩하 다. 900×g로20℃

에서 20분간 원심분리하여 상층액을 버리고, 백혈구연층을 다

른 50 mL cone tube에 모은 후, PBS로 두번 세척하 다. 면역

표현형 분석을 위하여 CD45-FITC, CD3-FITC, CD4-FITC,

CD8-PE, CD19-PE, CD16+56-PE, CD14-PE (Beckman-

Coulter Inc., Immunotech, Marseille, France)에 한 단클

론성 항체를 사용하 다. mIgG1/mIgG1, CD45/CD14, CD4/

CD8, CD3/CD19, CD3/CD16+56 조합으로 EPICS�XL (Beck-

man Coulter Inc., Miami, FL, USA)을 이용하여 분석하 다.

CD34+ 세포수는Stem-kit� (Beckman Coulter Inc., Fuller-

ton, CA, USA)로 CD45-FITC, CD34-PE에 한 단클론성



항체를 이용하 고, 세포의 생존성을 확인하기 위해서 7-ami-

noactinomycin D (7-AAD)로 염색하 다. 유세포분석기 EPI-

CS�XL (Beckman Coulter Inc.)로 분석하 다. 결과값은 중

앙값(범위)로 나타내었다.

3. 수지상세포로 분화 유도

말초혈액으로부터 분리한 단핵세포 중에서 CD14+ 세포를

Magnetic cell sorting (MACS) Seperation (Miltenyi Biotec

Inc., Auburn, CA, USA)으로 분리하 다. 순수분리한 CD14+

세포(5.0×105/mL)를 10% fetal calf serum 이 포함된 RPMI-

1640 (Gibco-BRL, Grand Island, NY, USA) 배지에넣고, 200

ng/mL granulocyte-macrophage colony stimulating fac-

tor (GM-CSF), 20 ng/mL interleukin-4 (IL-4, R&D Sys-

tems, Minneapolis, MN, USA)를 넣고 37℃에서 배양하 다.

5일째 되는 날에 세포를 수확한 뒤, 세척 및 원침하고, RPMI-

1640 (Gibco-BRL) 배지에 재부유시켰다. Tumor necrosis fac-

tor-α(TNF-α, 20 ng/mL), IL-1β(500 U/mL), IL-6 (500

U/mL), prostaglandin E2 (PGE2, 2×10-7 M)를 넣어 주어

48시간 동안 수지상세포 성숙을 유도하 다. 성숙유도물질을

넣지 않고, GM-CSF, IL-4만 넣은 세포를 동시에 배양하 다.

접종 0일, 5일(immature dendritic cell (iDC)), 7일(mature

dendritic cell [mDC])에각각세포를수확하 고, CD40-FITC,

CD80-PE, CD86-PE, HLA-DR-FITC, CD1a-FITC, CD83-

PE (Beckman-Coulter Inc.)에 한 단클론성 항체를 이용하

여 세포표지자의 변화를 관찰하 다. mIgG1/mIgG1, CD1a/

CD83, HLA-DR/CD86, CD40/CD80 조합으로 검사하고 분

석하 다. 일부 세포는 Wright-Giemsa 염색하여 세포의 형태

를 관찰하 다. 

4. 체외 림프구 혼합 배양법

CD14+ 세포, iDC 및 mDC에 의한 동종(allogeneic) T 림프

구 활성화 정도를 평가하기 위해 혼합배양법(mixed lympho-

cyte reaction)을 시행하 다. 위에서 기술한 방법으로 분리한

CD14+ 세포 및 배양한 iDC와 mDC를 2×104 cell/well로부터

1/4로 연쇄 희석한 96-well microtiter plate에 건강한 정상인

의혈액에서T 세포분리키트(pan T cell isolation kit, Miltenyi

Biotec Inc.)을 이용하여 분리한 T 림프구(2×105 cells/well)를

넣어 혼합 배양하 다. 배양 4일 후 각 well에 [3H]TdR 1 μCi를

넣고 16시간 동안 더 배양하 다. 반응이 끝난 후 multi-well

세포 수확기를 이용하여 세포를 분리한 후 [3H]TdR의 세포내

포획 정도를 평가하 다. 실험은 3회 반복하 고, 평균값과 표

준편차를 구하 다.

5. 통계학적 분석

통계학적인 분석은 Analyse-it (Analyse-it Software Ltd.,

Leeds, UK)의 Mann-Whitney U test를 이용하 다.

결 과

1. 세포의 성상분석

LRS chamber 내의총 백혈구수는10.8×108 (범위7.7-18.0

×108)개 고 림프구와 단핵구(monocyte)는 각각 총 백혈구 수

의 67.5% (범위 0.0-86.5)와 13.9% (범위 7.9-57.3)를 구성하

고 있었다. 또 중성구는 총 백혈구 수의 4.2% (범위 1.8-14.4)이

었다(Table 1). Ficoll-Hypaque (Pharmacia Biotech)으로 백

혈구연층을분리한후얻어진총단핵세포수는9.7×108 (범위4.0-

MNCs in LRS Chamber of Trima Accel� 355

*A P value of less than 0.05 was considered a statistically significant difference by Mann-Whitney U test.
Abbreviations: LRS, leukoreduction system; WBC, white blood cell.

LRS chamber (n=18)

Median
(×108)

Median
(%)

Range
(%)

Range
(×108)

P value* 
of median

Buffy coat (n=9)

Median
(×108)

Median
(%)

Range
(%)

Range
(×108)

Total WBC count 10.8 7.7-18.0 - - 14.9 10.5-22.0 - - 0.010 
Neutrophils 0.5 0.1-1.4 4.2 1.8-14.4 4.2 2.0-13.4 36.8 18.1-60.9 0.000 
Lymphocytes 7.1 0.0-14.4 67.5 0.0-86.5 5.9 4.5-10.4 41.1 27.5-57.0 0.165 
Monocytes 1.7 0.6-6.3 13.9 7.9-57.3 1.5 0.8-2.0 8.9 5.6-16.4 0.258 
Eosinophils 0.0 0.0-0.1 0.1 0.0-0.5 0.1 0.0-0.2 0.7 0.3-1.1 0.000 
Basophils 0.1 0.0-0.2 0.7 0.1-2.3 0.2 0.1-0.5 1.0 0.6-2.3 0.001 

Table 1. Total WBC count and differential count: comparision between cells isolated from LRS chambers and buffy coats seperated
from whole blood



14.3×108)로 90%의 회수율을 보 다.

면역표현형분석시에CD4+ T 세포, CD8+ T 세포, CD16+CD56

NK 세포, CD14+ 세포가각각총단핵세포의29.6% (범위18.7-

37.6), 27.7% (범위 19.2-40.0), 15.7% (범위 13.7-19.9), 12.4%

(범위 8.6-32.3)를 구성하 다(Table 2). CD34+ 세포 수는 0.9

×106 (범위 0.2-2.6×106) 고, 7-AAD로 염색하 을때 세포

의 생존율은 100%로 관찰되었다(n=8). 조군으로 사용한 400

mL 전혈유래 백혈구연층과 비교하 을 때 총 백혈구 수는 통계

학적으로 유의한 차이(P<0.05)를 보 으며, 전혈유래 백혈구연

층의 총 백혈구수가더많았다. 특히CD4+ 세포수와B 세포수

에서두그룹간에통계학적으로유의한차이(P<0.05)가있었고,

전혈유래 백혈구연층에서 그 수가 더 많았다. 그러나, 림프구와

단핵구수에는 두 그룹 간에 통계학적으로 유의한 차이는 없었다

(Table 1) (P>0.05). 

2. 수지상세포의 분화 유도

LRS chamber내의백혈구단핵세포에서CD14+ 세포를분리
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Fig. 1. Wright-Giemsa stain (×400) of cells isolated from LRS
chambers (A), CD14+ cells seperated by MACS�Seperation (B),
immature dendritic cells on Day 5 of culture (C), and mature den-
dritic cells on Day 7 of culture (D).

A B

C D

Day 0

DC generation from CD14+ cells of LRS chamber

Fig. 2. The immunophenotypic characteristics of mature dendritic cells (mDCs) and immature dendritic cells (iDCs) on Day 0, 5 and 7 of
culture. Phenotypic analysis was performed with CD14+ cells separated from LRS chamber (A) and buffy coat (D) on Day 0; iDCs gener-
ated by culturing CD14+ cells from LRS (B) and buffy coat (E) with GM-CSF and IL-4 for 5 days; and mDCs generated from LRS CD14+
cell-derived iDCs (C) and buffy coat-CD14+cell-derived iDC (F) for additional 48 hr in the presence of TNF-α, IL-1β, IL-6 and PGE2.
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*A P value of less than 0.05 was considered a statistically significant
difference by Mann-Whitney U test.
Abbreviations: LRS, leukoreduction system; NK cell, natural killer cell.

Component

LRS chamber
(n=18)

Median
(%)

P
value*Range

(%)

Buffy coat
(n=9)

Median
(%)

Range
(%)

CD4+ cell 29.6 18.7-37.6 38.5 26.0-51.9 0.016
CD8+ cell 27.7 19.2-40.0 25.2 14.2-33.1 0.177
B cell 5.5 2.2-12.1 10.2 3.4-16.2 0.016
NK cell 15.7 13.7-19.9 12.9 4.8-26.5 0.272
CD14+ cell 12.4 8.6-32.3 8.7 3.2-15.2 0.062

Table 2. Flow cytometric characterization of mononuclear cells:
comparison between LRS chamber-derived and buffy coat-
derived cells



하 을때세포수는평균1.25×107개 다. 말굽모양의핵을가

진 전형적인 단핵구 고, 배양 4일째까지 세포막이 원형의 형태

로 유지되며 그 수가 점차 증가하 다. 배양 5일째에 수지상 모

양의 세포가 출현하기 시작하 고 Wright-Giemsa 염색하

을 때 세포질 내에 공포를 다수 관찰할 수 있었다. 배양 5일째

TNF-α, IL-1β, IL-6, PGE2를 넣어 수지상세포의 성숙을 유도

하 고, 7일째 수지상 모양이 잘 보이는 세포들을 관찰할 수 있

었다(Fig. 1). 배양 7일째에 면역표현형을 비교하 는데 성숙을

유도시킨 군에서 그렇지 않은 군보다 CD86/HLA-DR, CD40/

CD80의 발현정도가 강하 고 CD1a의 발현은 약화된 것을 볼

수 있었다. 또, 성숙을 유도한 군에서 성숙한 수지상세포에서만

발현이 증가되는 CD83의 발현이 증가하 다(Fig. 2).

3. 체외 림프구 혼합 배양법

수지상세포의 상 적인 항원제공 능력을 간접 측정하는 방식

으로 동종의 T 림프구의 증식 유도를 분석하는 혼합배양법을 수

행하 다. 총5일간혼합배양을시행한후T 림프구의증식정도

를 측정하 을 때, 다양한 세포비율의 혼합배양 모두에서 mDC

에 의한 T 림프구 증식 정도가 iDC에 의한 T 림프구 증식 정도

에 비해 높았고, 통계학적으로도 유의한 차이를 보 다(P<0.05)

(Fig. 3). 

고 찰

줄기세포를비롯하여인체유래백혈구를이용한많은연구가

진행되고 있다. 암세포의 특수한 부위를 목표로 암세포 특이적

인 항원에 해 T 세포의 면역반응을 유도하는 면역치료에

한 연구[9, 10], NK 세포를 이용한 연구, CD34+ 세포를 이용하

여 각기 다른 세포를 유도하는 연구[1, 2, 10] 등 다양한 주제가

있다. 이러한 연구들은 충분한 연구 소재를 갖추는 것에서부터

출발할 수 있다. 그러나 건강한 사람으로부터 연구에 이용할 세

포를 충분히 얻고 지속적으로 구하는 것은 쉽지 않은 일이다.

현재까지는주로전혈에서성분분리시에얻어지는백혈구연

층을 분리하여 연구에 사용하 다. 전혈로부터 세 가지의 성분

혈액 제조시 삼중백을 이용하게 되는데 백혈구연층을 얻기 위해

서는 사중백을 이용하거나 삼중백에 추가적으로 혈액백을 연결

해야 하는 번거로움이 있고, 수혈용 혈액성분제제이므로 모든

과정을 철저히 무균적으로 시행하며 이에 따른 추가비용이 따른

다. 또한 이를 제조하는 사람에 따라서 얻어지는 세포수 차이가

날 수 있으며, 혈액은행의 업무에 따라 헌혈채집 후 성분분리할

때까지 시간이 지체될 수 있어서 연구자가 백혈구연층을 얻기까

지는 수시간이 소요된다. 또 헌혈자의 동의를 얻어 헌혈을 받은

후에라도 부적합 혈액으로 판정되는 경우에는 그 백혈구를 이용

하는데 신뢰도가 떨어진다. 전혈유래 백혈구연층은 전혈로부터

얻은 것이므로 백혈구의 세포구성과 분포가 혈중 백혈구와 유사

하다. 이는 정상인의 혈중에 중성구가 백혈구의 절반이상을 차

지함으로 전혈유래 백혈구연층의 중성구의 분포도 절반 이상을

차지할 것으로 예상할 수 있었다. 본 연구에서 전혈로부터 얻은

백혈구연층의중성구수는총백혈구14.9×108 (범위10.5-22.0×

108) 중 36.8% (범위 18.1-60.9)를 차지하 다. 상 적으로 연구

에 주로 사용되는 림프구와 단핵구의 수는 줄어드는 단점이 있

MNCs in LRS Chamber of Trima Accel� 357

Fig. 3. Mature dendritic cells (mDCs) generated from CD14+ monocytes possess strong allostimulatory capacitites. Allostimulatory capaci-
ties of DCs from LRS-derived MNCs (A) and DCs from buffy coat-derived MNCs (B) were analyzed by using identical allogeneic T cells.
Allogeneic T cells proliferated more vigorously when they were stimulated with mDCs than stimulated with immature DCs (iDCs) on vari-
ous DC:T cell ratio. Results shown are mean values (circle)±SD (bar) of triplicate wells.
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었다[4].

2000년 초부터는 백혈구제거용 필터로부터 연구용 세포를

얻게 되었다. 백혈구가 혼입되어 있는 농축혈소판과 농축적혈구

가 환자에게 수혈됨으로 발생되는 부작용을 줄이기 위해서 백혈

구제거용 필터를 사용하게 되었고, 그 수가 점차 증가하게 되었

다. 연구자들은 백혈구 여과 후에 버려지는 필터를 역방향으로

세척하여 분리한 세포를 사용하 다. 이는 폐기되는 것이므로,

혈액은행에서 얻기가 쉽고 이미 헌혈기준을 통과한 헌혈자로부

터 얻어진 것이므로 부적격 혈액으로 판정되어 버려지는 경우는

없을 것이다. 몇몇 연구에 의하면 백혈구제거용 필터로부터 얻

은 총 백혈구 수는 전혈로부터 얻은 것보다 적지만 단핵구와 림

프구수는거의비슷함을보고하 고, 이세포들의생존력과기능

성도 같이 증명하 다[4, 11, 12]. 그러나 백혈구제거용 필터를

이용하는데에는 한계점이 있었다. 백혈구제거용 필터를 이용한

연구를 살펴보면 부분 500 mL 정도의 전혈을 여과시켜 백혈

구를 얻는 것이었다. 그러나 우리나라에서 백혈구제거농축적혈

구는 이미 제조되어 있는 보관전백혈구제거(prestorage leuko-

cyte redution) 혈액을혈액원으로부터구입하여사용하는경우

가 부분이고, 병원에서 전혈을 직접 백혈구제거 여과과정을거

쳐 사용하는 경우는 많지 않다. 또 백혈구제거용 필터로부터 세

포 손실없이 분리하기 위해서 낮은 속도로 세척해야 하고, 150-

200 mL 정도의많은양의용매를필요로하 다. 여과된백혈구

를 충분히 분리하기 위해서 특별히 제조된 dextran 용매 등을 사

용하기도 하 다[8]. 백혈구제거용 필터는 농축혈소판에서 백혈

구를 여과하기 위해서도 사용한다. 그러나 농축혈소판 6단위를

하나의 백혈구제거용 필터에 여과시켜 사용하게 되는데, 하나의

필터에 6명 헌혈자의 백혈구가 혼입되므로 이용에 한계가 있다.

성분헌혈채집기의 발달과 함께 성분채집혈소판의 사용이 증

가하 다. 수기로 혈액내 백혈구를 제거하는 필터를 사용하듯이

성분헌혈채집기는 채집과정 중에 백혈구를 여과시켜 백혈구제

거 성분혈액을 수집하는 방식이다. Trima Accel�의 LRS cham-

ber는 전통적으로 이용하던 소재와 달리 이미 모여져 있는 세포

를 다른 과정없이 바로 이용할 수 있는 장점이 있다. LRS cham-

ber 내에 있는 세포를 직접 흘러 내리게 할 수도 있고, 50 mL

정도의 적은 양의 PBS로 LRS chamber를 세척하여 모든 세포

를 얻어 낼 수 있다. 폐쇄된 시스템에서 성분헌혈수집이 이루어

지므로 오염의 위험이 적은 장점이 있다. LRS chamber 내 세

포들이 연구용으로 사용할 수 있을 만큼 충분한 수가 모이고, 세

포의 생존력과 기능성이 증명된다면 장래에 연구용으로 좋은 소

재가 될 것으로 생각되었다. 본 연구에서는 LRS chamber 내에

있는 세포성분의 구성을 혈액학적 방법과 유세포분석을 통하여

알아보았고, CD34+ 세포 수를 측정하 다.

LRS chamber 내의총백혈구수는10.8×108 (범위7.7-18.0×

108)로400 mL 전혈로부터얻는백혈구연층보다적었고, Meyer

등[7]이 보고한 백혈구제거용 필터로부터 얻어진 세포 수와 큰

차이는 보이지 않았다. 세포의 구성은 LRS chamber 내 중성

구는 총 백혈구의 4.2% (범위 1.8-14.4)로 매우 적고, 림프구와

단핵구는각각67.5% (범위0.0-86.5)와 13.9% (범위7.9-57.3)

로 많은 부분을 차지하고 있었다. 반면에 400 mL 전혈로부터

분리된 백혈구연층에는 중성구 36.8% (범위 18.1-60.9), 림프

구 41.1% (범위 27.5-57.0), 단핵구 8.9% (범위 5.6-16.4)로 중

성구의 비율이 매우 높았다.

두 그룹 간에 총 백혈구 수에는 통계학적으로 유의한 차이가

있었고 전혈유래 백혈구연층에서 세포수가 더 많았다(P<0.05).

그러나연구용으로주로사용되는림프구와단핵구수는두그룹

간에 통계학적으로 유의한 차이를 보이지 않아서 기존의 전혈

유래 백혈구연층의 림프구와 단핵구를 치할 수 있음을 확인

하 다.

LRS chamber와400 mL 전혈로부터분리한백혈구연층의중

성구가 차지하는 비율이 크게 차이가 난다. 이는 Trima Accel�

장비에서전혈이원심분리되어혈소판층이chamber를통과하게

되는데혈소판층과 가까운단핵세포층이혈소판과함께cham-

ber 내로 진입되기 때문이다. 즉 전혈을 원심분리하 을때 비중

이 큰 적혈구-중성구-단핵구-림프구-혈소판 순서로 분리된다.

LRS chamber에는 혈소판층과 가까운 림프구와 단핵구가 주로

들어가기 때문에 chamber 내에는 이들 세포가 많이 모이고, 분

리층이 혈소판과 먼 중성구는 상 적으로 적게 모이는 것이다.

반면에 전혈로부터 얻은 백혈구연층의 경우에는 색깔을 육안으

로 보면서 분리하기 때문에 광범위한 백혈구연층을 모으게 되

고 중성구의 비율도 상 적으로 높게 된다.

Ficoll-Hypaque (Pharmacia Biotech)을 이용하여 LRS

chamber 내 세포에서 단핵세포를 분리하 을 때, 총단핵세포

수는 9.7×108 (범위 4.0-14.3×108)로 90%가 회수되었다. 면역

표현형을 분석하 을때 LRS chamber 내에는 NK 세포 15.7%

(범위 13.7-19.9), CD14+ 세포 12.4% (범위 8.6-32.3)로 구성

되어 있었고, 전혈유래 백혈구연층의 NK 세포, CD14+ 세포보

다 중간값이 높았다. 그러나, 이들 세포의 두 그룹 간에 통계학

적 유의한 차이는 없었다(P>0.05). CD4+ 세포와 B 세포는 두

그룹 간에 통계학적으로 유의한 차이를 보 고(P<0.05), LRS

chamber 내에세포수가더많았다(Table 2). CD34+ 세포를백

혈구제거용 필터로부터 분리하여 이용한 연구에 따르면 필터로

부터 0.45×106-1.1×106의 세포 수를 분리하 다고 보고하
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다[7, 13]. 본 연구에서 LRS chamber 내 CD34+ 세포 수는 0.9

×106 (범위 0.2-2.6×106)로 백혈구제거용 필터로부터 분리한

세포와 비슷한 양의 CD34+ 세포 수를 얻을 수 있었다.

LRS chamber 내 세포에 비하여 전혈로부터 얻은 백혈구연

층의 세포는 스트레스에 덜 노출된다. LRS chamber 세포는 혈

소판성분채집기 안에서 성분채집하는 1시간 동안 원심력에 노

출되는 반면에 전혈유래 백혈구연층의 세포는 3분 동안 원심분

리함으로 적은 스트레스를 받는다. 원심력의 스트레스로 인한

세포의 변성이 있을 것으로 생각되나, 이에 해서는 좀더 많은

연구가 필요할 것이다. 본 연구에서는 LRS chamber에서 분리

한CD14+ 세포가수지상세포로잘분화함을확인하 다. CD14+

세포를 분리하여 분화 및 성숙을 유도하 고, 수지상세포로 분

화시 증가하는 면역표현형인 CD40/CD80, CD86/HLA-DR의

발현이 증가함을 확인하 다. 성숙한 수지상세포에 특이적인

CD83가 증가하 고, CD1a의 발현은 감소하 다. 체외 림프구

혼합 배양에서 mDC에 의한 T 림프구 증식 정도가 iDC에 의한

T 림프구 증식 정도에 비해 월등히 높음을 확인할 수 있었다. 전

혈에서 유래한 수지상 세포의 표현 형질과 T 림프구 증식 유도

능력은 이전 연구[14, 15]에서보고된 바와 같이, 본 논문의 LRS

유래의 수지상 세포에서도 동일한 양상을 관찰할 수 있었다. 즉

동일한 T 림프구에 한 전혈 및 LRS 유래 수지상 세포가 유사

한 정도의 T 림프구 증식을 유도함을 확인하여(data not shown)

전혈과 LRS 유래 수지상 세포가 표현 형질뿐만 아니라 기능성

면에서 매우 유사함을 확인하 다. 이로서 LRS chamber 내

CD14+ 세포가수지상세포로분화및성숙함으로서LRS cham-

ber 내 세포를 세포치료 목적으로 추가 조작이 가능한 기능성을

가진 세포로 이용할 수 있다는 가능성을 확인하 다.

요 약

배경 :Trima Accel�의leukoreduction system (LRS) cham-

ber 내 세포의 성상을 전혈유래 백혈구연층과 비교, 분석함으로

써 연구용으로 활용 가능성을 확인하고 수지상세포로의 분화실

험을 실시하 다. 

방법 : 건강한 성인 26명으로부터 Trima Accel�을 이용하여

혈소판성분채집을실시한후LRS chamber를분리하 다. LRS

chamber 내 T 세포, B 세포, NK 세포, CD14+ 세포의 구성성

분을 유세포분석기를 이용하여 분석하 으며, CD34+ 세포 수

를 측정하 다. Magnetic cell sorting (MACS�) Seperation

(Miltenyi Biotec Inc., USA)로 CD14+ 세포를 분리한 후 수지

상세포의 성숙을 유도하 다.

결과 : LRS chamber 내의 총 백혈구 수는 10.8×108 (범위

7.7-18.0×108) 으며, 각각의 백혈구가 차지하는 비율의 중간

값(범위)은 CD4+ 세포 29.6% (18.7-37.6), CD8+ T 세포 27.7%

(19.2-40.0), B 세포 5.5% (2.2-12.1), NK 세포 15.7% (13.7-

19.9), CD14+ 세포가 12.4% (8.6-32.3) 다. LRS chamber와

400 mL 전혈유래 백혈구연층의 총 백혈구 수는 전혈유래 백혈

구연층에서 유의하게 많았으나, 림프구와 단핵구 수는 두 그룹

간에 통계학적인 차이는 없었다. CD4+ 세포 수와 B 세포 수가

두 그룹 간에 통계학적으로 유의한 차이를 보 고, 전혈유래 백

혈구연층에서 더 많았다(P<0.05). LRS chamber 내의 CD34+

세포 수 중간값(범위)은 0.9×106 (0.2-2.6 ×106)이었다. 또한

LRS CHAMBER에서 분리한 CD14+ 세포는 7일 동안 사이토카

인첨가후배양하여수지상세포로분화및성숙함을확인하 다.

결론 : Trima Accel�의 LRS chamber 내의 말초혈액 단핵

세포는 생존력과 기능성을 가진 세포들로서 연구용 소재로 매

우 유용하다고 판단되었다.
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