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Purpose : To survive in an ecological environment, an individual must develop immunity to 

various antigens. Therefore, populations of peripheral blood mononuclear cells(PBMC) in humans 

change continuously with growth. The object of this study is to evaluate the apoptosis of peri-

pheral blood mononuclear cells(PBMC) in normal children of different ages. 

Methods : PBMC were isolated from the study groups. Ten cord blood samples of normal babies, 

10 blood samples of normal children each from 4 different age groups(0-1, 2-5, 6-10, 11-15 year- 

old and adult), and 20 from normal adults were included in this study. After 24 and 48 hrs incu-

bation in RPMI1640 media containing 10% fetal calf serum, cells were stained with Annexin V 

and PI and then analyzed with FACScan flowcytometer.

Results : Cord blood mononuclear cells showed the lowest percentage of apoptosis compared to 

other age groups. PBMC isolated from the 0-1 year-old normal children showed the highest 

percentage of apoptosis, and the percentage of apoptosis decreased with increase of age. After the 

age of 10, the percentage of PBMC apoptosis was the same as that of adults.

Conclusion : The differences in the percentage of PBMC apoptosis with different age groups 

might be from immunologically different state of the hosts with different age. This result could 

be a useful reference data for the study of apoptosis in pediatric disease in the future. (J Korean 

Pediatr Soc 1999;43:463-469)
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1)

서     론

세포자멸사(apoptosis)란 원래 전자현미경으로 관

찰하였을 때 나타나는 특징에 의하여 괴사(necrosis)

와는 다른 세포사로 명명된 것이며 세포자멸사라는 
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말은 고대 그리스어로 꽃잎이 떨어지거나 또는 나뭇

잎이 떨어지는 것을 표현한 말이다1). 이러한 세포자멸

사를 특징으로하는 세포사는 정상적인 조직의 발생과

정이나, 성인에서 조직의 교체(turnover)시 흔히 나타

나기 때문에 병적인 세포사와 대비시켜 생리적인 세

포사(physiologic cell death)라고 부르기도 하고, 또

한 발생과정중에 세포사는 이미 계획(program) 되어

있는 것으로 간주하고 예정세포사(programmed cell
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death)라고 부르기도 한다. 예정세포사는 발생중인 모

든 조직에서 관찰되기 때문에, 모든 세포는 인접 세포

로부터 특수 신호를 받지 못하면 죽도록 계획 되어있

다는 가설이 제시되고 있다2).

이와 같이 세포자멸사는 정상적인 현상으로 우리 

몸의 항상성 유지에 중요한 역할을 하고 있지만 경우

에 따라서는 이러한 세포자멸사의 증가 내지는 감소

로 인하여 우리 몸의 질병을 일으키기도 한다. 즉 우

리 몸의 항원과 반응하는 세포가 세포자멸사가 잘 일

어나지 않으므로 자가면역성질환이 생기거나, 반대로 

HIV감염과 같은 경우는 세포자멸사가 증가되기 때문

에 우리 몸의 방어기전에 필요한 면역세포의 결여로 

문제가 생긴다3).

근자에 들어서 세포자멸사에 대한 연구는 광범위하

면서도 활발하게 이루어지고 있는 실정이다. 소아 질

환의 영역에서도 이와 같은 현상은 마찬가지이다. 그

러나 신생아에서부터 성인까지 성장해 가는 영유아기

에서 소아기에 이르는 상태는 생리적으로 성인과 많

은 부분에 있어서 차이를 가지고 있으며 더욱이 면역

학적으로는 다양한 변화가 있다. 말하자면 신생아기에

는 주로 모체에서 이행된 면역성 물질에 의존되어 있

으며 이들의 면역반응은 주로가 비특이적인 면역반응

이 주종을 이룬다. 또한 면역세포들은 아직 항원에 노

출되지 않은 상태여서 특이적인 면역반응세포가 되어

가는 시작단계라 볼 수 있다. 그리하여 memory 세포

보다는 virgin 세포들이 주축을 이루고 있다4). 그러나 

영유아기를 거치면서 다양한 항원에 노출되며 이들에 

대한 특이면역반응의 발전이 일어나면서 점차 성인형

으로 면역반응은 발전해 나간다. 이와 같은 생리적인 

현상을 고려해 볼 때 소아에서 말초혈액단핵구는 성

인과 다른 세포자멸사를 보일 것으로 추정할 수 있다. 

이러한 점을 고려하여 소아연령층에서 말초혈액을 이

용하여 세포자멸사를 연구할 경우를 대비하여 정상적

인 말초혈액단핵구의 연령별 세포자멸사의 차이를 규

명하고 참고자료로 제시하기 위하여 본 연구를 시도

하는 바이다. 

대상 및 방법

1. 대상 및 환아 및 대조군

연령군은 모두 6군(제대혈, 0-1, 2-5, 6-10, 11-15

세, 성인)으로 나누었다. 먼저 제대혈군은 총 10명으

로 본원 산부인과 분만실에서 만삭으로 정상 분만된 

신생아의 제대혈을 대상으로 하였다. 소아연령군은 본

원 외과에 선택적으로 수술을 위하여 내원한 소아로 

감염성 질환이나 면역질환 등이 없는 정상 아동을 각 

군마다 10명씩으로 하였다. 성인군은 의과대학생과 전

공의의 지원자 20명을 대상으로 하였다. 모든 검사는 

보호자 및 본인의 승낙을 얻은 후에 채혈하여 실시하

였다.

2. 말초혈액구의 분리 및 배양

헤파린 처리한 말초 혈액을 정맥에서 채취하여 동

량의 RPMI1640 배지와 잘 혼합한 후 Ficoll을 이용

하여 분리하였다. 분리된 단핵구는 우태아 혈청이 10 

% 함유된 RPMI1640 배지 1mL당 5×105 정도의 세

포를 넣어 5% CO2 , 37℃에서 배양하였다.

3. 세포자멸사의 평가

1) Annexin V와 Propidium Iodide 염색

단핵구를 배양하면서 24시간 및 48시간에 세포들을 

얻어서 FITC가 부착된 Annexin V와 PE(phycoery-

thrin)가 부착된 Propidium Iodide(PI)로 염색한 후 

15분간 배양 후 FACScan flow cytomertry로 분석

하였다. 각각 10,000개의 세포를 읽은 후, Annexin V

만 염색되어진 세포는 초기 세포자멸사로 Annexin V

와 PI가 동시에 염색되어진 세포는 말기 세포자멸사

로 판독하여 초기 세포자멸사 및 초기와 말기를 합한 

총 세포자멸사율을 구하였고(Fig. 1), 세포 크기와 과

립성 상태에 따라 포함된 적혈구는 제외시켜 판독하

였다.

2) DNA fragmentation

24시간째 4×106개의 세포를 분리하여 PBS로 2회 

세척후 세포층을 분리하여 lysis buffer(5mM Tris- 

HCI, 20mM EDTA, 0.5% Triton X-100, pH8) 250

μL와 TE(10mM Tris-HCI, 1mM EDTA, pH 8.0) 

250μL를 넣어 세포를 용해시킨 후 13,000rpm에 15분

간 원심 분리하여 상층액을 새 microfuge tube에 담

은 후 5M NaCl 30μl와 100% 에탄올 1mL를 넣어 

-20℃에 하룻밤 동안 냉동시켰다. 그 후 13,000rpm, 

15분간 원심 분리후 상층액을 버리고 침전물을 20- 

25분간 말린 후 TE(10mM Tris-HCl, 1mM EDTA, 

pH 8.0) 20μL에 녹여 1.8% agasrose gel에 60mA, 

70 volt로 running 시킨 후 ethidium bromide에 염
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Fig. 1. Typical FACS feaures of apoptosis of PBMC after 48 hours incubation in each age
groups. FL1(x axis) : Stained with Annexin V, FL2(y axis) : Stained with PI, A : cord
blood mononuclear cells, B : 6 month-old, C : 2 year-old, D : 7 year-old, E : 13 year-old,
F : adult.

** P<0.05 compared to other age groups

Fig. 2. Early Apoptosis(%) at 24 Hr.

색시켜 세포자멸사시에 나타나는 사다리모양의 띠들

이 관찰되는 지를 살펴보았다.

4. 통계적 처리

세포자멸사율의 비교는 ANOVA를 사용하였으며 

P<0.05를 의미있는 것으로 간주하였다.

결     과

분리한 단핵구를 배양하면서 24시간에 측정한 

조기 세포자멸사는 제대혈이 2.2±0.9 %로 다른 군에 

비하여 의미있게(P<0.05) 감소되어 있는 양상을 보였

다. 즉 제대혈의 단핵구는 다른 연령군의 말초 단핵구

에 비하여 세포자멸사가 잘 안일어나는 소견을 보여 

주었다. 그리고 이러한 제대혈 단핵구의 특징은 변하

여 생후 1세 미만에서는 다른 연령군에 비하여 가장 

높은 세포자멸사율(9.0±1.4%)을 보이고 있었다. 이러

한 현상은 1세 이후 나이가 증가하면서 점차 감소하

는 경향을 보이나 통계학적인 의미는 없었다(Fig. 2). 

말초단핵구를 24시간 배양하면서 측정한 총 세포자멸

사율은 조기세포자멸사에서 보이는 양상이 그대로 보

여지고 있으며 이 양상이 더욱 뚜렷하게 나타나 제대

혈 단핵구의 세포자멸사율은 4.9±1.7%로 다른 연령군

에 비하여 가장 낮은(P<0.05) 세포자멸사율을 보이고 

있으며 이후 1세 미만의 소아에서는 18.9±2.1로 모든 

연령군에 비하여 가장 높은(P<0.01) 세포자멸사율을 
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** P<0.05 compared to other age groups with cord 
blood, * P<0.01 compared to cord blood.

Fig. 3. Total Apoptosis(%) at 24 Hr.

Fig. 4. Early Apoptosis(%) at 48 Hr.

** P<0.05 compared to other age groups with cord 
blood.

Fig. 5. Total Apoptosis(%) at 48 Hr.

보이다가 이후 점차 감소하여 10세 이후부터는 성인

과 차이가 없었다(Fig. 3).

48시간 말초 단핵구를 배양하면서 측정한 세포자멸사

율은 24시간에 측정한 세포자멸사율과 비숫한 양상을 보

여주고 있었다. 즉 48시간 배양한 말초 단핵구의 조기세

포자멸사는 제대혈이 2.9±1.1%로 다른 연령군들에 비하

여 의미있게 감소(P<0.01)되어 있으며, 1세 미만의 소아

에서는 12.9±2.5%로 다른 연령군에 비하여 가장 높은 세

포자멸사율을 보인후 나이가 증가하면서 점차 감소하는 

경향을 보이나 통계학적인 의미는 없었다(Fig. 4). 또한 

48시간을 배양하면서 측정한 말초 단핵구의 총 세포자멸

사는 조기세포자멸사에서 보인 경향이 더 뚜렷하게 관찰

되어 제대혈에서 6.5±0.8%로 다른 연령군에 비하여 가장 

낮은 세포자멸사율을 보이다가(P<0.05) 1세 미만에서는 

28.8±2.7%로 다른 연령군에 비하여 가장 높은 세포자멸

사율을 보였고(P<0.05), 이후 성인에 이르기까지 지속

적으로 감소하는 경향을 보였다. 그러나 10세 이후부터

는 세포자멸사율이 성인에서와 차이가 없었다(Fig. 5). 이

들의 세포자멸사는 FACS 이외에 DNA laddering으로

도 확인하였다(data not shown).

고     찰

세포자멸사가 처음으로 보고되는 1842년 Vogt가 

올챙이의 척삭에서 자연적으로 일어나는 세포사를 보

고한 것으로 시작되었다5). 그 후 양서류나 변태 등을 

주제로 여러 연구가 있어왔으나 당대의 학자들은 이

러한 자연적인 세포사에 큰 의미를 부여하지는 않  

았다. 20세기에 들어서면서 이러한 세포사에 관심을 

갖기 시작하였으나 발생학자들은 주로 세포의 성장 

및 분화에 중점을 두고 여러 구조들의 발생을 연구하

였다.

이러한 세포고사의 형태학적 특징은 세포막과 핵내

에 특이한 변화가 나타난다. 세포막 상에서 일어나는 

대표적인 변화로는 세포 크기의 축소, 세포막으로부터 

융기가 돌출하는 현상(memberane blebbing), 및 여

러 형태의 세포내용물이 세포막으로 쌓여져 세포로부

터 떨어져 나온 아폽토시스소포체(apoptotic body)라

는 특수한 구조를 형성한다6). 또한, 마이토콘드리아 

등과 같은 대개의 세포내 소기관(internal organelle)

들은 자신의 원형 구조를 대체적으로 유지하는데 비

해, 핵내에서는 염색사 응축(chromatin condensation), 

핵 분절(nuclea fragmentation)이나 DNA 분절 등과 

같은 특이한 변화가 동반된다7). 이와 같은 과정을 통

하여 필요가 없거나, 노화 되었거나, 병든 세포를 제

거해 나가게 된다3). 생체의 경우 아폽토시스의 과정을 

거치는 세포들은 주위에 존재하는 특이세포들에 의해 

제거되기 때문에 염증 반응(inflammatory response)
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이 일어나지 않는 특성이 있다6).

이와 같은 능동적 세포사멸 현상은 상기한 바와 같

이 발생과정에서 뿐만 아니라, 분화, 성장 및 노화의 

전과정을 통하여 일어나고 있다. 소화계의 내피를 구

성하는 상피조직이나, 피부를 구성하는 상피조직은 끊

임없이 기저에서 발생된 세포들이 상층으로 이동하면

서 일정 시간동안 기능을 수행하다가 죽어 나가게 되

는 대표적인 예이다8). 즉, 개체는 자신을 구성하는 세

포의 생존과 사멸의 균형(balance)을 통하여 비로서 

건강한 상태를 유지하게 된다. 따라서, 이와같은 균형

이 여러가지 원인에 의해 붕괴되거나 한쪽으로 치우

치게 될 경우에는 개체는 필연적으로 질병의 상태로 

전이가 된다. 암, 자가면역 질환 등은 제거되야 할 세

포들이 살아남게 되어 발생하는 대표적인 질병의 예

이며, 후천성 면역 결핍증이나 중추 신경계 퇴행성 질

환 예를 들어 Alzheimer병, Parkinson병, Hunting-

ton병, amyotrophic lateral sclerosis 등은 비정상적

인 세포의 사멸이 원인이 되어 발생하는 질병들의 예

라고 할 수가 있다3).

세포자멸사는 이와 같은 형태학적인 변화 이외에도 

여러 가지 생화학적인 변화도 동반하게 된다. 앞에서

도 언급하였듯이 세포자멸사는 세포자신이 선택한 능

동적인 과정으로서 에너지가 필요하며, 상당히 많은 

경우에 있어서 세포사멸을 조절하는 데에 직, 간접적

으로 관여하는 단백질의 합성이 필요하다. 이와는 별

도로 새로운 단백질의 합성이 없이도 세포자멸사로 

진행될 수 있는 예들이 많이 밝혀지고 있으며, 이 경

우에는 세포질 내에 이미 존재하고 있는 세포사멸 관

련 단백질이나 기구의 활성화에 의한다. 이때에 중요

한 역할을 하고 있는 단백질로서 여러 형태의 단백질 

분해효소, 예를 들어 caspases와 calpain 등과 같은 

non-caspases 류가 주목을 받고 있다9). 이외에도 마

이토콘드리아로부터 분비되는 세포자멸사 유도 물질

들, 예를 들어 cytochrome c, apoptosis-inducing 

factor 등도 이와같은 부류에 속하며10), 최근 들어 많

은 연구가 이루어지고 있는 핵심 분야이다.

정상적으로 말초혈액의 T 세포와 관련된 세포자멸사

의 기전도 많은 연구가 되고 있다. 특히 Fas-FasL계가 

중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있는데11, 12) FasL는 

CD8＋ T 세포와 Th013, 14), 그리고 CD4＋ T 세포에서 

TCR 이 특이항원에 의하여 자극받으면 표현된다15). 이 

과정은 src family나 다른 tyrosine kinase의 활성화가 

필요하고 RNA와 단백합성이 필요한 과정이다. 말초 T 

세포는 항원자극을 준 후에만 Fas 매개 세포자멸사에 

대하여 예민하여 지며16, 17), 항원에 의하여 유도된 세포

사멸은 FasL 표현 유도에 의하여 일어난다18). FasL에 

의한 세포자멸사는 세포막에 결합된 FasL에 의한 것과 

수용성 FasL분자에 의한 경우의 두가지로 나누어진다. 

즉 T 세포 자신의 FasL 표현이 증가하여 사멸하는 경우

나 주변의 T 세포가 표현하는 FasL에 의하여 일어날 수 

있고, FasL가 metalloproteinase에 의하여 수용성 형태

로 분비되어 전신적인 효과를 가져오는 경우가 있다. 결

국 Fas에 의하여 매개되는 사멸은 항원 자극 후에 활성화

된 T 세포의 수를 줄이고19), self tolerance를 유지하는 

중요한 기전이다20). 그러나 Fas-FasL를 통한 세포자멸

사 경로 외에 성장 촉진인자인 cytokine의 결핍이 세포죽

음의 주된 원인이 되기도 한다21).

B 세포와 Fas-FasL 계와의 상관관계에 관한 연구

도 활발하게 이루어지고 있는데 lpr나 gld 돌연 변이 

마우스에서 B 세포는 hyperactive한데, 이는 B 세포 

자체의 장애 때문에 일어나거나 T 세포가 B 세포를 

부적절하게 돕기 때문이다22). Severe combined im-

munodeficiency(SCID) 마우스는 스스로의 T세포나 

B 세포를 생성하지 못하는 마우스인데 SCID 마우스

에 사람의 말초 림프구를 전달한 후 특이항원과 ago-

nistic 항 Fas 항체를 투여하면 항원특이적인 면역저

하가 일어난다. 이 면역저하에서 관찰되는 특이항체의 

감소는 항원특이 항체를 생성하는 세포의 수와 비례

한다. 이 결과를 통하여 항원특이적으로 활성화된 B 

세포의 세포자멸사가 체액성면역을 조절함을 알 수 

있다23).

CD40 동시자극과는 무관하게 B 세포 표면 항원수용

체인 IgM을 자극하면 Th1 세포에 의한 CD95L 매개 세

포자멸사가 일어나지 않는다. 반면에 IgM 자극없이 

CD40L로 B 세포를 자극하면 Th1 세포에 의한 CD95L 

매개 세포자멸사가 일어난다24). 이 결과는 활성화된 T 

세포가 B 세포 expansion을 조절함을 말한다. 즉 B 세포 

항원수용체를 통한 신호가 없는 상태에서 활성화된 T 세

포가 B 세포의 CD40을 통한 신호를 주면 B 세포가 세포

자멸사로 들어간다. 이와 같이 CD4＋ T 세포가 매개하는 

B 세포 죽음은 B 세포가 표현하는 Fas와 T 세포가 표현

하는 FasL에 달려있으며25) Fas-FasL system은 self 

reactive B 세포를 제거하며 B 세포의 self tolerance를 

조절하는 기전이다26). 
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본 연구에서 이와 같은 말초혈액 단핵구에 대한 세

포자멸사의 연령별 차이를 관찰하여 보았다. 사실 본 

연구는 연령별 말초혈액의 세포자멸사의 차이를 관찰

하기 위하여 연구를 시도한 것이기 보다는 정상인의 

말초혈액을 가지고 바이러스 감염에 의한 세포자멸사

를 연구하다가 우연하게 발견된 것이다. 본 연구에서 

연령별로 말초혈액 단핵구의 세포자멸사의 차이는 단

핵구에 포함된 T 세포, B 세포, monocyte, natural 

killer cell 등을 나누어서 연구하는 것이 원칙이겠지

만 각각의 세포를 분리하는 과정상에서 올 수 있는 

세포자멸사에 미칠 영향을 고려하고, 또 소아 영역에

서 연구에 합당한 만큼의 각각의 세포를 얻기 위하여 

필요한 채혈량을 고려할 때 어려움이 따르기 때문에 

불가능하였다. 이러한 이유로 소아 질환에서 말초혈액

의 세포자멸사를 연구할 때 전체적인 말초혈액 단핵

구를 그대로 사용하기 때문에, 본 연구에서처럼 말초

혈액 단핵구를 한꺼번에 사용하여 연구하는 것도 의

미가 있으리라 생각된다. 

연령별 세포자멸사의 차이는 매우 흥미로운 결과를 

보여주고 있었다. 전체적으로 보면 제대혈로 표현되는 

출생시 말초혈액의 단핵구는 거의 세포자멸사가 일어

나지 않는 것을 알 수 있었고 이러한 성질은 출생후 

1세에 이르기까지 정 반대로 다른 연령군에 비하여 

세포자멸사가 가장 잘 일어나는 세포로 변해 있음을 

알 수 있었다. 이러한 현상은 점차로 감소하기 시작하

여 10세가 넘어서 부터는 정상 성인과 다를 바가 없

는 결과를 보이고 있었다. 이와같은 결과는 여러가지

로 생각할 수 있겠지만 가장 가능한 추측으로는 출생 

직후 말초혈액 단핵구는 거의가 virgin cell로 구성되

어 있기 때문으로 생각된다. 앞서 기술한대로 말초혈

액 T 세포나 B 세포의 세포자멸사는 주로 항원자극

에 의하여 유도되는 세포사멸이 주종을 이루고 있다

는 사실이다. 즉 출생 직후 말초혈액은 항원자극이 전

혀 없는 상태이기 때문에, 다시 말해서 세포자멸사 유

도 자극을 전혀 받지 않은 상태이기 때문에 다른 연

령군에 비하여 가장 낮은 세포자멸사율을 보이고 있

는 것으로 생각할 수 있다. 

출생후가 되면 태내에서 접하지 못하던 항원에 무

수히 노출되기 시작하면서 한 개체가 생태계에서 살

아남기 위하여 면역학적인 기억(immunological me-

mory)을 다양하게 만들어 가기 시작하여야 한다. 이 

시기는 출생 후부터 시작하여 계속되는 현상이지만 

특히 생후 1세까지는 예방접종을 포함하여 가장 다양

한 항원과 접하는 시기이다. 그러므로 이 시기에 단핵

구는 계속해서 항원에 자극을 받아 활성화되면서 세

포자멸사가 활발하게 일어나게 되는데 이러한 이유로 

이시기의 말초단핵구의 세포자멸사가 가장 높게 일어

나고 있는 것이 아닌가 생각된다. 이러한 항원접촉은 

그 후에도 계속되지만 10세가 넘어서는 새로운 항원

과의 접촉은 사실상 미미하다고 해도 과언이 아닐 것

이다. 그렇기 때문에 이 나이부터는 감염성질환을 위

시로 한 질환이 거의 없어 병원을 찾는 일은 별로 없

게된다. 그러므로 10세 이후부터는 성인과 비교하여 

말초단핵구의 세포자멸사는 큰 차이가 없다는 것이 

설명될 수 있을 것이다. 

물론 이러한 연령별 세포자멸사의 차이가 어떠한 

이유에서 오는 지는 더 많은 연구가 이루어져야 할 

것이지만, 소아 연령에서 말초혈액단핵구를 이용한 세

포자멸사를 연구하려면 이러한 서로 다른 차이를 이

해하고 연구해야 할 것으로 생각되며, 본 연구의 결과

는 앞으로 소아질환에서 세포자멸사의 증감 여부를 

연구하는데 있어서 기초자료가 될 수 있을 것으로 생

각된다.
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