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초      록 

서론: T 세포는 면역반응의 발생과정 중 다양한 역할은 하며 이 

들 중 Treg(CD4+CD25+Foxp3+)세포와 Th17(CD4+CD25+IL-

17+)세포는 각각 면역반응의 억제화 활성화에 관여하는 중요한 

세포이다. Treg세포와 Th17세포에 대한 선택적인 억제작용을 통해 

면역관용의 유도를 얻을 수 있다. 본 연구에서는 다양한 

면역억제제가 두 세포에 미치는 영향을 분석하여 효율적인 

면역억제제에 대해 알아보았다. 

방법: C57BL/6 마우스의 비장으로부터 CD4+CD25- T 세포를 

분리하였다. BALBc 마우스의 비장으로부터 림프구를 분리하여 

방사선을 조사한 후 동종면역자극에 사용하였다. 분리된 세포는 

응답세포(C57BL/6) : 자극세포(BALBc)의 비율을 1:4로하여 CO2

배양기에서 37℃로 배양하였다. 각 세포들은 Mycofenolate mofe-

til(10 ng/ml, 100 ng/ml, 1000 ng/ml), Tacrolimus, Sirolimus(1 

ng/ml, 10 ng/ml, 100 ng/ml)을 각각 첨가한 배지에서 세포배양을 

시행하였다. 각각의 군은 다시 IL-2, TGF-β 를 첨가하여 

Treg세포의 분화를 촉진하는 군과 TGF-β, IL-6, neutral INF-γ 

그리고 IL-4를 첨가하여 Th17세포의 분화는 촉진하는 군으로 

나누었다. Treg세포는 3일 Th17세포는 5일간 배양 후 Foxp3, 

RORγ-T, IL-17의 발현을 유세포분석을 통해 측정하였다. 

결과: Mycofenolatge mofetil은 농도 증가에 따라 Treg세포와 

Th17세포의 분화를 동시에 억제하였다. 특히 1000 ng/ml군에서는 

두 세포의 발현이 완전히 억제되었다. Tacrolimus는 모든 농도에서 
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두 세포의 활성을 모두 억제하였다. 단 약제의 투여를 시점을 

24시간 지연한 경우 Treg세포이 분화억제가 동시 투여군에 비해 

억제의 정도가 낮았고 특히 Treg세포의 분화가 동시 투여군에 비해 

높게 나타났다. Sirolimus는 다른 면역억제제에 비해 두 세포의 

억제가 강하게 나타나지 않았다. Sirolimus는 다른 두 면역억제제에 

비해 세포의 증식의 지표로 볼 수 있는 전구세포비율 또한 높게 

나타났다. 

결론: Mycofenolate Mofetil 과 Tacrolimus는 면역감작 후 

T세포의 Treg세포 및 Th17세포로의 분화 및 증식을 억제하였다. 

하지만 tacrolimus군에서 약물의 투여를 지연하면 Treg세포의 

활성이 동시 투여한 군에 비해 증가하는 양상을 보여 면역억제제의 

투여시기를 적절하게 조절하여 면역세포의 분화를 조절할 수 있는 

가능성을 보였다. 반면 sirolimus는 두 세포에 대한 억제효과가 크지 

않았으며 세포의 분화와 증식을 다른 면역억제제와 비교하여 높게 

유지하였다. 이는 sirolimu가 Treg및 Th17세포에 대한 직접 

억제와는 다른 방법으로 면역관용을 유지하는 것으로 판단된다. 

이들 결과는 모두 시험관환경에서 이루어진 것으로 생체 내에서 

반응을 모두 대변할 수는 없다. 이들 결과를 토대로 추가적인 

연구가 필요하다. 

핵심단어; Foxp3, RORγ-T, IL-17, Treg, Th17 

학    번; 2004-31180 
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1. 서   론

면역관용은 장기이식 후 수혜자의 면역체계가 이식편에 대한 

면역반응의 발현을 억제하고 기능을 유지하여 이식편에 대한 장기생존을 

유지하는데 중요하다. 면역관용을 획득하기 위한 다양한 시도들이 있었고 

효과적인 면역억제를 위한 연구의 결과 다양한 종류의 면역억제방법이 

개발되었으며 그 중 가장 널리 사용되는 방법이 면역억제 약물을 이용한 

방법이다. 그 중 가장 대표적인 약물이 사이클로스포린 (cyclosporine) 

이며 이 약물의 개발결과 이식장기 생존기간의 비약적인 증가를 가져왔고 

이 후에도 다양한 종류의 면역억제제가 개발되어 임상에서 사용되고 있다. 

그러나 현재 사용하는 면역억제제들은 이식장기에 대한 면역반응뿐 

아니라 다른 모든 면역자극에 대한 면역반응을 억제 하여 정상인에 비해 

기회감염 및 악성종양의 발생률을 상대적으로 높인다. 따라서 현재의 

연구자들은 이러한 부작용을 줄이기 위한 면역억제 요법을 개발하기 위한 

연구에 몰두하고 있다.  

T세포는 이식 후 발생하는 면역반응에서 가장 핵심적인 역할을 한다. 

T 세포는 항원제시세포로부터 신호를 전달받아 이식편을 직접 공격하거나 

면역반응과 관련한 다른 면역세포를 활성화하여 이식편에 대한 

면역반응을 촉진하게 되는데 전자를 세포독성 T 세포(cytotoxic T cell)라 

부르며 후자를 도움 T 세포(helper T cell)라 부른다. 이식 후 면역반응은 

이식장기의 혈관 재관류 후 수혜자의 혈류속에 나타난 항원을 

항원제시세포가 인식하거나 이식편을 직접 인식하여 이식편에 대한 

항원정보를 T 세포에 전달 하거나 T 세포가 항원을 직접 인식함으로써 

시작된다(1). 도움 T 세포는 이러한 과정을 통해 항원을 인식하고 
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면역세포의 활성화를 조절하는 사이토카인 등을 분비 하거나 면역세포에 

활성화 신호를 직접 전달하며, 항원을 직접공격하기 보다는 세포독성 

세포의 활성화와 증식 및 항체 매개면역반응의 활성화를 촉진한다. 또한 

항원전달세포가 전달한 항원을 인식하여 면역반응의 발생을 조절하는 

역할을 한다. 즉 도움 T 세포는 면역반응의 조절자로서 역할 하고 있으며 

이를 적절하게 이용함으로써 이식편에 대한 수혜자의 면역관용을 유도할 

수 있다는 가정이 성립한다. 이러한 가정에 따라 도움 T 세포들이 가지는 

특성과 그 종류에 대한 연구들이 진행 되었으며 연구과정 중 생쥐의 

자가면역질환 유도모델에서 서로 상반되는 역할을 하는 두 가지 형태의 

도움 T 세포를 발견하게 되는데 하나는 활성화 시 자가면역 질환의 

발생과 염증반응을 유도하고 다른 하나는 면역반응 및 염증 반응을 

억제하는 역할을 하는 것으로 알려져 있다(2-5). 또한 이 두 세포는 

서로 다른 특성을 가지고 있는 데 전자는 IL-17 을 분비하고 후자는 

Foxp3 항원을 가지고 있으며 공통 항원으로 CD4 와 CD25 항원을 

가진다. 이에 따라 전자를 CD4+CD25+IL-17+ 세포, 후자를 

CD4+CD25+Foxp3+ 세포라 명명 하였으며 간단히 Th17 세포 후자를 

Foxp3+ T 세포 혹은 regulatory T (Treg) 세포라 부른다.  

이 두 세포는 서로 상반관계를 가지며 Treg 세포는 Th17 세포의 

활성을 억제하고 역으로 Th17 세포는 Treg 세포의 활성을 억제하는 

방향으로 작용한다(5). Treg 세포의 활성화는 Th17 세포 및 기타 

면역반응에 관여하는 T 세포의 활성을 억제할 수 있는 환경을 조성하며 

이러한 증거는 자가면역질환 모델에서 입증되었는데 면역질환의 발생유도 

단계에서 Treg 세포의 활성화가 Th17 세포의 활성 및 염증반응을 
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억제하여 면역질환의 발생을 막음을 확인하였다(6). 이러한 결과들이 

보여주듯이 Treg 세포와 Th17 세포의 적절한 조절을 통해 조직 혹은 

기관특이적 면역반응의 억제를 가져올 수 있어 이러한 특성을 장기이식 

분야에서도 적용할 수 있음을 알았다(7, 8).  

Treg 세포 및 Th17 세포의 활성 조절을 통해 이식 장기의 면역관용을 

유도할 수 있다는 가정을 바탕으로 Treg 세포 및 Th17 세포의 특성을 

이용한 장기이식 후 면역억제에 관한 연구들이 진행되었으며 특히 

면역반응의 억제기능을 가진 것으로 알려진 Treg 세포에 대한 관심이 

증가하였으며 이를 이용한 면역억제 치료에 관한 연구들이 진행되었고 

일부 에서 그 효과를 증명 하였다(9-11). 비록 동물실험에서 면역감작된 

Treg 세포를 투여하여 이식편에 대한 면역관용을 이루는데 성공하였으나 

이를 위해서는 다량의 활성화된 Treg 세포를 얻기 위한 세포배양이 

필요하다. 하지만 공여자에서 얻을 수 있는 Treg 세포의 수는 상당히 

제한적이며 실제로 혈액 내에서 Treg 세포는 소량만 존재하여 이를 

면역관용의 유도에 필요한 만큼의 유효한 수의 Treg 세포를 얻기 위해서는 

상당한 시간과 노력이 필요하여 Treg 세포를 이용한 직접적인 면역관용의 

유도는 실제 임상에서 사용하기에는 제한이 있다(7). 또한 최근 연구에서 

면역감작된 T 세포가 직접적으로 Th17 세포의 발생을 유도하거나 

심지어는 Treg 세포 자신이 Th17 세포로 변환한다는 사실이 밝혀져 

Treg 세포와 Th17 세포의 역할과 치료적 용도로의 이용에 대한 새로운 

생각이 필요하게 되었다(12, 13).  

활성화된 Treg 를 투여하여 면역관용을 유도하는 치료법외에 두 

세포가 가지는 상호보완적인 관계를 이용하여 체내의 Treg 세포의 활성을 
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증진시키고 Th17 세포의 활성을 억제하여 면역관용을 유도 할 수 

있는지에 대한 고민들이 있었고 레티노산(retinoic acid)이 Th17 세포의 

활성을 억제하고 Treg 세포의 활성을 촉진함이 확인되었다(14). 이 

연구결과를 통해 특정약물이 각각의 세포에 활성에 서로 다른 영향을 

미칠 수 있음을 알게 되었고 이에 따른 연구들이 진행되었다.  

현재 가장 널리 사용되는 면역억제제에 대해서도 연구가 진행 

되었으며 각각의 면역억제제가 Treg 세포 및 Th 세포에 미치는 영향에 

대한 관심이 늘어났다. Demirakan 등(15)은 면역억제제의 변화를 통한 

Treg 세포 수의 증가를 보고하였고 Ma 등(16)은 동종감작된 Treg 세포를 

수혜자에 이식 후 소량의 면역억제제를 투여 함으로써 이식된 Treg 세포의 

활성이 유지됨을 확인하여 약물을 이용하여 Treg 세포의 활성을 유지할 수 

있는 가능성을 시사하였다. 각각의 약물이 면역세포에 서로 다른 영향을 

미치고 일부 면역억제에 관여하는 세포를 억제하지 않거나 면역반응에 

관여하는 세포를 선택적으로 억제할 수 있다면 이에 적합하고 효과적인 

면역억제제를 사용함으로써 보다 효율적인 면역억제에 이를 수 있다는 

가정하에 면역억제제들이 Treg 세포에 미치는 영향에 대한 연구들이 

진행되었다(15-18). 각 연구의 결과 각각 약물들이 Treg 세포의 활성에 

서로 다른 영향을 미치는 것이 확인되었으며 가장 널리 사용되는 

대표적인 면역억제제인 칼시뉴린억제제는 Treg 세포 활성을 억제하였으나 

sirolimus 는 Treg 세포의 활성을 억제하지 않는 것으로 보인다(18).  

mycophenolate mofetil (MMF)은 대사억제제(antimetabolite)로 

T 세포의 세포분열 과정에 관여하여 억제 효과를 보인다. 

칼시뉴린억제제와 함께 병합요법으로 널리 쓰이는 약제이지만 장기이식 
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후 T 세포에 선택적으로 미치는 영향에 대한 연구에서 mycophenolate 

mofetil 은 Treg 세포와 Th17 세포에는 영향을 미치지 못하는 것으로 

보였다(19). 하지만 이식환자에서 칼시뉴린억제제를 mycofenolate mo-

fetil 로 전환하였을 때 CD4+FOXP3+ 세포 발현의 증가가 보고되었으며 

Treg세포의 adoptive transfer 후 단기간 소량의 mycofenolate mofetil 을 

투여함으로써 이식된 Treg 세포의 활성을 유지하여 이식편의 생존을 

지속할 수 있다는 보고가 있어 mycofenolate mofetil 의 Treg 세포 및 

Th17 세포에 대한 선택적인 효과를 보이며 mycofenolate mofetil 이 

Treg 세포의 활성을 유지하여 Treg 세포의 면역 조절자 로서의 기능을 

증진시킬 수 있을 가능성을 보였다(15, 16, 20, 21). 대부분의 결과는 

각각의 면역억제제가 Treg 세포에 미치는 영향에 중점을 두고 있으며 비록 

Treg 세포가 면역억제와 조절에 영향을 미치고 있다고는 하나 실질적으로 

면역반응의 발생에 관여하는 Th17 세포의 에 미치는 영향에 대해서는 

충분한 검증이 이루어 지지 않았었으나 최근 연구에서 Th17 세포 또한 

면역반응의 발생에 중요한 역할을 하며 이 세포의 기능에 대한 연구를 

통해 자가면역질환, 암, 감염 그리고 이식분야에서 가능성 있는 치료의 

목표가 될 수 있다는 연구결과들 보여 이들에 대한 관심이 증가하고 

있다(22, 23). 

또한 두 세포의 상호 배타적인 균형이 면역관용유지에 중요한 역할을 

하며 초기 면역반응에서 Th17 세포의 증가는 염증반응을 촉진하며 

면역반응 초기 Treg 세포의 활성 증가가 Th17 세포의 활성을 억제한다는 

연구 결과에 따라 두 세포 각각에 미치는 면역억제제의 영향을 검증할 

필요가 있다(24, 25). 또한 염증성 사이토카인이 증가하여 Th17 세포의 
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활성이 증가된 상황에서 각각의 면역억제제가 Treg 세포 및 Th17 세포의 

발현이 미치는 영향 특히 염증성 환경하에서 Treg 세포의 활성을 유지하고 

Th17 세포의 발현을 억제하는지에 대해 알아 봄으로써 Treg 세포 와 

Th17 세포에 대해 가장 효율적인 면역억제제에 대해 알 수 있을 것이다.  
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2. 실험의 목적 

앞서 언급한 바와 같이 대표적이 면역억제제인 칼시뉴린억제제와 si-

rolimus 의 Treg 세포에 대한 역할은 익히 알려져 있다. 반면 mycofeno-

late mofetil 의 Treg세포 및 Th17 세포에 대한 영향은 명확하지 않다.또한 

대부분의 연구들이 면역억제제와 Treg 세포와의 연관을 다루고 있으며 

Th1 세포의 분화에 미치는 영향에 대해서는 알려진 바가 없다. 본 

실험에서는 mycofenolate mofetil 와 칼시뉴억제제 및 sirolimus 이 동종 

면역감작 후 Treg세포 와 Th17세포의 분화 환경에서 각각의 세포 증식에 

미치는 영향을 확인하고 T 세포 활성화 시 각각의 면역억제제가 Treg 세포 

와 Th17 세포 상호간에 미치는 영향을 확인 함으로써 면역자극후 T 세포 

활성화 상황에서 면역억제제가 Treg 세포와 Th17 세포의 증식과 분화에 

미치는 결과를 확인해 보고자 하였으며 기존 연구결과와의 차이를 

비교하였다.  
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3. 실험방법 

(1) 마우스 

male wild type C57BL/6 마우스(SLC, Tokyo, Japan)와 male wild 

type BALB/c 마우스(SLC, Tokyo, Japan)를 사용하여 실험을 하였다. 두 

개체는 SPF(specific pathogen free) 환경에서 사육하였으며 8 주에서 

12 주 령 개체를 실험대상으로 하였다. 동물실험 윤리위원회 (IACUC No. 

10-0217)의 승인을 얻어 실험을 시행하였다. 

(2) 면역억제제에 따른 Treg 세포 및 Th17 세포의 발현과 증식에 

미치는 영향 

가) 세포 분리 

a) CD4+CD25- T cell 분리 

C57BL/6 마우스의 비장과 장간막 림프절에서 림프구를 채취하여 

CD4+ T cell isolation Kit II(Miltenyi Biotec, Bergish Gladbach, Ger-

many)과 autoMACS Pro Separator - Starter Kit(Miltenyi Biotec, 

Bergish Gladbach, Germany)을 이용하여 CD4+CD25-Tcell 을 

분리하였다. 분리된 세포는 RPMI 1640 완충액이 든 시험관에 세포를 

분주하여 4℃에 보관하였다.  

b) 자극세포 (stimulator cell) 준비 

BALB/c 마우스의 비장을 적출하여 세포를 채취하였다. 채취된 

세포는 30Gy 방사능을 처리한 후 RPMI 1640 완충액 시험관에 분주하여 

4℃ 로 보관하였다.  

나) 세포배양 
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분리된 C57BL/6 마우스의 CD4+CD25- T cell 은 5 μM 

CFSE(Carboxyfluorescein succinimidyl ester, ebioscience, SanDiego, 

CA) 로 표지 하였다(1 x 107 cell/㎖ 5 μM CFSE).  분리된 세포들은 

Treg 세포군과 Th17 세포군으로 나누어 Treg 세포 발현군은 IL-2(100 

unit/㎖; ebioscience, SanDiego, CA)+TGF-β(5 ng/㎖, ebioscience, 

SanDiego, CA)이 첨가된 배양액(DMEM/high glucose supplemented 

HEPES 10 mM, β-mercpatoethanol 10 mM, MEM 1x, FBS 10%, 

gentamycin 50 ㎍/㎖, I-glutamex 1x)에 반응세포와 자극세포를 1:4 

(5x104 : 2x105)의 비율로 혼합하여 anti-CD3 antibody(5 ㎍/㎖, ebio-

science, SanDiego, CA)로 코팅된 96 well plate 에 각각 200μl 씩 

분주하였다. Treg 세포 발현군을 약제에 따라 다시 tacrolimus (5 mg/㎖, 

Astellas, Tokyo, Japan)군, Mycofenolate mofetil (50 mg/㎖, Sigma, St. 

Louis, USA )군, Rapamycin(1 mg/㎖, Sigma, St. Louis, USA)군으로 

나누었다. Th17 세포발현군은 IL-6(20 ng/㎖, ebioscience, SanDiego, 

CA)+TGF-β(1 ng/㎖, ebioscience, SanDiego, CA) + IFN-γ(9 ㎍/㎖, 

ebioscience, SanDiego, CA) + IL-4(9 ㎍/㎖, ebioscience, SanDiego, 

CA)이 첨가된 배양액에 반응세포와 자극세포를 1:4 (3x104 : 1.2x105)의 

비율로 혼합하여 96 well plate 에 분주하였으며 이를 다시 각각의 

면역억제제에 따라 Treg 세포의 경우와 같이 세 군으로 나누었다.  

나누어진 세 개의 군은 다시 약제의 투여시간과 용량에 따라 6 개의 

아군으로 재 분류 하였으며 약물은 반응세포와 자극세포 혼합과 동시에 

약물을 투여한 군(0 h)과 각 세포를 혼합하여 24 시간 배양 후 면역 

억제제를 투여한 군(24 h)으로 분류하였다.  mycofenolate mofetil 은 10 

ng/㎖, 100 ng/㎖, 1000 ng/㎖을 투여하였으며 sirolimus 과 tacrolimus 는 
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1 ng/㎖, 10 ng/㎖, 100 ng/㎖을 투여하였다. 각각의 약물은 DMSO 로 

용해한 다음 목표 농도까지 배양액으로 희석해 사용하였다. 준비된 

세포들은 37℃의 CO2 배양기에서 배양하였으며 Treg 세포는 3 일 간 

Th17 세포는 5 일 간 배양 하였다. Treg 세포는 배양 3 일째 Foxp3 염색 

완충액 세트(eBioscience, SanDiego, CA)를 이용하여 염색을 한 다음 

항체를 이용한 유세포 분석 (FACSCANTO II; BD, USA)을 하였으며 

Th17 세포에 대하여는 배양 후 5 일째 Treg 세포와 동일한 방법으로 

RORγ-T 및 IL-17 에 대한 FACS 분석을 시행하였다. 

(3) 동종감작 후 T세포의 활성화 단계에서 Treg cell 및 Th17세포의 

발현 미치는 면역억제제의 영향 

가) CD4+CD25- T cell 분리 

C57BL/6 마우스의 spleen 세포와 장간막 림프절에서 림프구를 

채취하여 mouse ant-CD4 antibody-bead 를 이용하여 MACS sort-

ing(autoMACS Pro Separator - Starter Kit, eBioscience, SanDiego, 

CA) 하여 CD4+CD25-Tcell 을 분리하였다. 분리된 세포는 RPMI 1640 

완충액 시험관에 세포를 분주하여 4℃로 냉장 보관하였다.  

나) 자극세포 (Stimulator cell) 준비 

BALB/c 마우스의 비장을 적출하여 세포를 채취하였다. 채취된 

세포는 30Gy 방사능을 처리한 후 RPMI 1640 완충액 시험관에 분주하여 

4℃ 로 냉장 보관 하였다.  

다) 세포 배양 

분리한 두 세포를 응답군(reaponder; C57BL/6) : 자극군(stimulator; 
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BALB/c) = 1 : 4 (5x104:2x105)의 비율로 anti-CD3 antibody-coated 

96 well plate 에 분주하였다. 각각의 plate 는 다시 (1) 사이토카인을 

투여하지 않은 군, (2) TGF-β 투여군, (3) TGF-β + IL-6 투여군으로 

구분하였다. 이때 투여한 TGF-β는 20 μl (2 ng/㎖,eBioscience, 

SanDiego, CA), IL-6 는 1μl (10 ng/㎖.eBioscience, SanDiego, 

CA)였다. 이렇게 분류한 세 군에 대해 각각의 면역억제제에 따라 다시 

세 개의 아군(subgroup)으로 구분하였다 (tacrolimus 군, mycofenolate 

mofetil 군, sirolimus 군). tacrolimus 군 에서는 각 well 에 각각 1, 10, 

100 ng/㎖의 tacrolimus 를 투여하여 배양하였으며 mycofenolate mo-

fetil 군에서는 각각 100, 1000, 10000 ng/㎖의 농도로 sirolimus 또한 

각각 1, 10, 100ng/㎖의 농도로 투여하였다. 각각의 약제는 적정 용매를 

이용하여 녹인 후 배양액을 이용하여 희석하여 실험에 필요한 농도를 

구성하였으며 최초 사용한 용매의 독성이 최소화 할 수 있도록 시약을 

조성하였다. 이 후 각각의 플레이트는 37 ℃ 의 CO2 배양기에서 배양 

하였으며 배양 3 일째 배양액의 교환을 시행하였다.  

라)유세포분석 

각각의 실험군은 배양 후 3 일과 7 일 째 Treg 세포 및 Th-17 에 

대한 유세포분석을 시행하였다. 세포의 표면은 PerCP-conjugated anti-

CD4 mAb(RM45; BD phamingen, San Diego, CA)와 1% 

소혈청알부민(BSA)과 0.2% sodium azide 가 첨가된 PBS 를 이용하여 

섭씨 4 도에서 약 20 분 간 세포의 표면을 염색하였다. APC-cy7 anti-

mouse CD45.1 antibody(ebioscience, SanDiego, CA)를 이용하여 

CD45.2+ 세포를 분리하였다. T 세포를 cytofix/cyperm(BD pharmingen, 
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SanDiego, CA)용액으로 고정하였으며 IL-17+세포에 대해서 PE conju-

gated anti IL-17 (TC11-18H10; ebioscience, SanDiego, CA)를 

이용하여 세포 내 염색을 하였다. Foxp3 또한 FITC-conjugated anti-

Foxp3 antibody(ebioscience, SanDiego, CA)를 이용하여 염색 하였다. 

세포의 분석은 FACScan cytometer 와 CellQuest software(BD Biosci-

ence SanDiego, CA)를 이용하여 시행하였다. 

(4) 데이터 분석 

각 실험조건에 따라 세포의 발현을 유세포 분석을 통해 세포의 수를 

측정하였으며 동일 조건에서 배양된 서로 다른 세 개의 well 로부터 

세포를 획득하여 이를 평균하였다.  세포의 발현율은 유세포분석에서 

측정된 CD4+세포 중 Foxp3+, RORγ-T+, IL-17A+의 상대적인 비율을 

측정하였다. 또한 각 약제에 따른 Treg세포와 Th17 세포의 증식에 미치는 

실질적인 영향을 확인하기 위해 전구세포빈도율 (precursor cell fre-

quency rate)을 측정하였다. 전구세포빈도율은 세포분화 이후 증식한 

세포 중 실질적으로 분열한 세포의 수와 증식이 일어나기 전 즉 세포의 

면역자극 후 분열이 시작되기 전 시점의 모세포 비율을 측정함으로써 

실질적인 세포증식의 여부를 확인할 수 유효한 분석방법으로 이 

실험에서는 면역억제제가 각각 세포의 증식에 미치는 영향을 

비교하였다(26). 면역억제제의 효과가 커서 충분한 억제가 이루어질 경우 

증식한 세포의 전구세포 수는 현저하게 감소할 것이다. 계산 방법은 

세포분열 각 구간에서의 세포 수를 구하였고 이른 다시 2n 

(n=분열횟수)로 나누어 전구세포수를 구하였다(27). 이들 중 4-8 

구간을 세포증식을 실질구간으로 하였으며 이를 전체 전구세포수로 

나누어 그 비율을 측정하였다.  
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얻어진 데이터의 통계적 유의성은 Mann-Whitney U test 을 

이용하여 통계적 유의성을 검증하였으며 95% 신뢰구간 (p < 0.05)에서 

검증을 실시하였다. 검증은 SPSS. Ver.18 (SPSS Inc.)프로그램을 

이용하였다.   
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4. 실험결과 

1) 면역억제제가 Treg세포 및 Th17 세포 증식에 미치는 영향 

Foxp3+ 세포의 발현에 미치는 면역억제제의 영향을 보면 면역자극과 

동시에 면역억제제를 투여한 군(0h; 이하 0h 군)에서 mycofenolate mo-

fetil 는 고농도(1000 ng/㎖)에서만 Foxp3+세포의 증식을 억제하였다. 

Tacrolimus 투여군은 모든 농도에서 Treg 세포 활성의 완전한 억제를 

보였으나 sirolimus 는 유의한 억제를 보이지 않았다(Fig. 1). 자극 

24 시간 후 투여군(24h; 이하 24h 군) 에서도 mycophenolate mofetil 은 

동시 투여군에서와 같이 Treg 세포증식의 억제를 보여주었다. 반면 tac-

rolimus 는 비투여군에 비해 증식이 억제되었으나 0h 군에 비해 

상대적으로 높은 Treg 세포의 분화 및 증식이 보였다. sirolimus 는 0h 

군에서와 같이 강한 억제는 나타나지 않았다 (Fig. 2). RORγ-T 및 IL-

17 항원은 Th17 세포의 분화의 증거를 나타내는 중요한 표지자 이며 

Th17 세포는 면역반응 및 염증반응의 유도에 중요한 역할을 한다. 따라서 

Th17 세포 분화 및 증식의 효과적인 억제 또한 이식 후 면역관용 유도에 

중요한 열쇠이다. mycofenolate mofetil 군에서 RORγ-T+ 및 IL-

17+세포의 분화는 Foxp3+세포에서와 같이 고농도 그룹에서 완전한 

억제를 보였다. 하지만 저농도 군에서는 세포의 발현 및 분열양상이 

약물을 투여하지 않은 비투여군과 유사한 양상으로 나타났다(Fig. 3). 

tacrolimus 투여 군은 RORγ-T+ 세포에 대한 강한 억제를 보였다. 

이에 비해 sirolimus 는 억제 정도가 낮았으며 모든 농도군에서 고농도 

mycofenolate mofetil 이나 tacrolimus 에서와 같은 강한 억제를 보이지 

않았다(Fig. 3). 24 시간 후 투여 군에서 tacrolimus 는 동시 투여 군과 
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비교하여 세포의 발현 및 분열이 관찰 되었으나 다른 약물군에 비해 

현저히 낮은 발현을 보였다.  sirolimus 의 경우 고농도 mycofenolate 

mofetil 군 및 tacrolimus 군과 비교하여 비교적 높은 세포 발현을 

보였으며 1 ng/㎖군에서는 비투여군과 거의 유사한 발현을 보였다. (Fig. 

4). IL-17+세포 또한 RORγ-T+ 세포에서와 유사한 결과를 보여 

주었다. tacrolimus 는 동시투여군(0h)의 모든 농도에서 발현을 강하게 

억제하였으며 고농도의 mycofenolate mofetil 또한 낮은 발현율을 보였다. 

Sirolimus 는 IL-7+세포의 발현이 거의 억제되지 않았다. 이러한 현상은 

24h 군에서도 유사하게 나타났다. 다만 tacrolimus 는 24h 군에서의 

세포발현의 억제가 0h 군에서보다 약하게 나타났으며 이 현상은 

Treg
+세포와 RORγ-T+세포에서도 유사하게 나타났다.  

전구세포빈도(precursor cell frequency)는 세포의 실질적인 증식을 

여부를 반영할 수 있는 효과적인 방법이다. 세포 분열한 각 세포의 

분열시점에서 분열에 참여한 세포의 수를 계산하여 전체 전구세포에 대한 

비율을 확인하면 실질적으로 약물이 세포의 증식에 영향을 미쳤는지를 알 

수 있다. 전구세포빈도는 Foxp3+세포의 경우 세포의 발현은 

확인하였으나 CFSE 염색 하 세포분열에 의한 증식양상은 구분하기 

어려웠다 (Fig. 1). 따라서 약물과 전구세포비율과의 연관에 대한 분석은 

RORγ-T+세포와 IL-17+세포에 한하였다. 비투여군에서 증식한 

RORγ-T+세포의 전구세포의 비율은 86.8%로 측정되었으며 이는 

발현한 세포의 대부분이 증식에 관여함을 시사한다. mycofenolate mofetil 

1000 ng/㎖군에서 전구세포비율은 0h 군과 24h 군에서 각각 0.1%와 

0.3%를 보여 비투여군에 비해 강력한 증식억제를 시사하였으나(p<0.05) 
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저농도군 에서는 효과적인 증식의 억제가 이루어지지 않았다(Fig. 7A, 

7B). tacrolimus 의 경우 자극과 동시에 투여한 군에서는 1 ng/㎖, 10 

ng/㎖, 100 ng/㎖ 군에서 각각 5.1%, 1.8%, 2.1%의 전구세포비율을 

보였으나 24 시간 군에서는 35%, 33,8%, 35%로 증가하여 투여시간이 

지연되었을 때 투여 전 활성화된 T 세포의 증식에 대한 억제에는 충분한 

효과를 보이지 않았다(Fig. 7C, 7D). sirolimus 는 비록 약물의 농도에 

따라 증식이 상대적으로 감소하였지만 tacrolimus와 비교하여 투여시간에 

관계없이 동시 투여군(1 ng/㎖, 10 ng/㎖, 100 ng/㎖)에서 58.7%, 50.8%, 

46.6%로 높은 전구세포비율을 보였다. 특히 24 시간 후 투여군에서 각각 

85%, 79.1%, 74.9%로 전구세포비율이 높게 나타나 충분한 세포의 

증식억제가 되지 않음을 시사하고 있다(Fig. 7E, 7F). 또한IL-17+세포의 

증식에서도 유사한 결과를 보였다.  mycofenolate mofetil 10 ng/㎖ 

군에서의 세포증식은 비투여군과 비교하여 억제를 보이지 않았으나 my-

cofenolate mofetil 1000 ng/㎖군에서는 0.1%로 강한 억제를 보였다(Fig. 

8A, 8B). tacrolimus 군 또한 1 ng/㎖, 10 ng/㎖, 100 ng/㎖ 농도에 대해 

각각 5.1%, 1.8%, 2.1%의 비율로 강한 억제를 보였다. 반면 24 시간 

군에서는 증가하여 각각 35%, 33.8%, 35%로 상대적으로 증가된 비율을 

보였으나 투여하지 않은 군에 비해 낮은 비율을 보였다(Fig. 8C, 8D). 

반면 sirolimus 는 RORγ-T+세포에서와 같이 다른 두 군과 비교하여 

높은 증식율을 보였으며 동시 투여군 1 ng/㎖, 10 ng/㎖, 100 ng/㎖군에서 

각각 58%, 49% 67%로 나타났으며 24 시간 군에는 83.8%, 77.9%, 

63.6%로 비투여군과 차이가 농도가 낮을수록 작았다 (Fig. 8E, 8F). 

이러한 결과적으로 tacrolimus 와 sirolimus 에서 RORγ-T+와 IL-

17+세포의 증식은 투여시간에 따라 그 정도가 달라지며 적절한 
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투여시기의 선정이 효과적인 면역세포의 활성과 관련되어 있음을 알 수 

있었다.  

실질적으로 생체에서는 면역반응 발생시 두 세포가 동시에 발현된다. 

그리고 이 두 세포는 서로에게 영향을 미치게 되는데 이 환경에서 각각의 

면역억제제가 두 세포의 발현과 상호작용에 어떤 영향을 미칠 수 

있는지에 대해서도 알아볼 필요가 있다. 따라서 저자는 T 세포를 활성화 

하여 두 세포의 활성화에 면역억제제가 미치는 영향과 극단적으로 

Th17 세포의 활성을 촉진한 상황에서 면역억제제의 영향을 보고자 

하였다.  

2) T세포 활성화 조건에서 면역억제제가 Treg및 Th17세포에 미치는 

영향 

TGF-β는 동종감작된 T 세포에서 Treg 세포 및 Th17 의 활성에 

관여하며 특히 Treg 세포의 활성화에 중요한 역할을 하는 

사이토카인(cytokine)이다(28, 29). TGF-β를 투여한 군의 경우 Tac-

rolimus 군은 Treg 세포 및 Th17 세포를 초기(배양 후 3 일)째는 모두 

억제 하였으나 시간의 경과에 따라 Th17 세포의 활성은 비투여군에 비해 

차이가 없게 나타났고 Treg 세포에 대해서는 강한 억제를 보였다. 반면 

sirolimus 는 초기 Th17 세포의 발생은 유의한 억제를 보였고 

Foxp3+세포의 발현은 고농도에서만 일부 억제를 보였으나 유의하지는 

않았다. 배양 후 7 일 째 Foxp3+세포 비투여군에 비해 유의한 억제를 

보였고 Th17 세포에 대해서는 비투여군과 유사한 발현을 보였다. my-

cofenolate mofetil 은 두 세포 모두 고농도에서 억제를 보였고 배양 후 

7 일째에는 Treg세포의 활성이 Th17 세포와 비교하여 더 억제되는 양상을 
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보였다. 저농도에서는 오히려 Th17 세포의 활성이 비투여군에 비해 

증가되는 양상을 보였다(Fig 9).  

3) Th17 세포 활성화 환경에서 면역억제제가 Treg 및 Th17 세포에 

미치는 영향 

IL-6 는 T 세포의 활성화 과정 중 면역감작된 T 세포를 

Th17 세포로 분화시킬 수 있는 강력한 염증성 사이토카인이다. 또한 IL-

6는 활성화된 Treg세포를 Th17세포로의 변환을 촉진하는 기능을 한다(5, 

13). 따라서 TGF-β와 IL-6 는 동종감작된 T 세포를 Th17 세포로 

분화시키는 강력한 효과를 발휘한다. 이식 후 장기는 재관류 손상 및 

항원 표지세포에 의해 면역반응 및 염증반응이 발생하며 이 과정에서 

TGF-β와 IL-6 는 Th17 세포의 활성화에 중요한 역할을 한다. 이러한 

환경에서 각각의 면역억제제가 Treg 세포와 Th17 세포에 미치는 영향을 

보고자 하였다. 실험군에서 tacrolimus 는 초기(배양 후 72 시간)부터 

모든 Treg 세포와 Th17 세포에 대한 강한 억제를 보여주었고 배양 후 

7 일째 에도 두 세포에 대한 지속적인 억제를 보였다. sirolimus 는 초기 

Treg 세포 및 Th17 세포의 활성억제는 보이지 않았다. 하지만 시간경과에 

따라 배양 후 7 일 째 오히려 Th17 세포의 활성이 증가하였으며 이와는 

반대로 Treg 세포의 활성은 억제 되었다. mycofenolate mofetil 는 초기 

Treg 세포 및 Th17 세포의 억제를 보여주었고 억제의 정도는 농도에 

비례하여 증가하였다. 특히 Treg 세포의 경우 고농도에서 유의한 활성의 

억제를 보여 Treg 세포에 대해 강력한 억제작용을 보이고 있었다. 배양 후 

7 일째 Th17 세포의 활성은 비투여군에 비해 오히려 증가하는 양상을 

보이고 있으며 Treg세포는 농도에 비례하여 억제 되었다(Fig. 10).  
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(Fig. 1) Differentiation of Foxp3+ cells in 0h group 

A; Foxp3+ cell expression at each drugs. Expression of foxp3+ cell is significantly 

suppressed on Tacrolimus group, and 1000ng/㎖ mycofenolate mofetil group also sup-

pressed.  

B; relative ratio for Foxp3+ cells in CD4+ cell group. CD4+ and CD45.2 cells are 

selected by negative selection method using anti-mouse CD45.1 Ab Tacrolimus group 

rarely express the Foxp3+ cells. (*; p < 0.05) 



２０ 

(Fig. 2) Differentiation of Foxp3+ cells in 24h group 

A; Foxp3+ cell expression at each drugs. Expression of foxp3+ cell is less suppressed on Tac-

rolimus group, although 1000ng/㎖ mycofenolate mofetil group also suppressed.  

B; relative ratio for Foxp3+ cells in CD4+ cell group. Foxp3+ cell expression on Tacrolimus group 

is relatively increased in 24h group. Although the total population of CD4+ cell is smaller the other 

groups compared to mycofenolate mofetil 1000ng/㎖ group, ratio for Foxp3+cell/CD4+ cells are 

similar compared to others. CD4+ cells are selected by negative selection method by anti-mouse 

CD45.1 Ab and select the CD45.2+ cells that represent C57BL/6 mouse. (*; p < 0.05) 
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(Fig. 3) Differentitation of RORγ-T+ cells in 0h group 

A; RORγ-T+ cell expression at each drugs. Expression of RORγ-T+ cell is sig-

nificantly suppressed on tacrolimus group, and 1000ng/㎖ mycofenolate mofetil group 

also suppressed. B; relative ratio for RORγ-T+ cells in CD4+ cell group. Expression of 

RORγ-T+ cells are suppressed on 1000ng/㎖ mycofenolate mofetil group and tacro-

limus group. (*; p < 0.05) 
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(Fig. 4) Differentitation of RORγ-T+ cells in 24h group 

A; RORγ-T+ cell expression at each drugs. Expression of RORγ-T+ cell is sig-

nificantly suppressed on tacrolimus group, and 1000ng/㎖ mycofenolate mofetil group 

also suppressed. B; relative ratio for RORγ-T cells in CD4+ cell group. Each group 

shows expression and division of RORγ-T cells. Although relative cell counts are re-

duced but cell division did not suppressed by immunosuppressants. (*; p < 0.05) 
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(Fig. 5) Differenciation of IL-17A+ cells at 0h 

A; IL-17A+ cell expression at each drugs. Expression of IL-17A+ cell is signifi-

cantly suppressed on tacrolimus group, and 1000ng/㎖ mycofenolate mofetil group also 

suppressed. B; relative ratio for IL-17A+ cells in CD4+ cell group. Same patterns are 

shown compare to RORγ-T group. (*; p < 0.05)



２４ 

 (Fig. 6) Differentiation of IL-17A+ cells at 24h 

A; IL-17A+ cell expression at each drugs. Expression of IL-17A+ cell is signifi-

cantly suppressed on tacrolimus group, and 1000ng/㎖ mycofenolate mofetil group also 

suppressed. But cell division does not suppressed by drugs. B; relative ratio for IL-

17A+ cells in CD4+ cell group. Relative increase of IL-17A+ expression on 24h group 

compare to 0h group. (*; p < 0.05) 
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 (Fig. 7) Precursor frequency ratio of RORγ-T+ cell proliferation 

Lower precursor frequency means inhibition of proliferation affected by drugs. tac-

rolimus shows inhibition of cell proliferation of RORγ-T+ cells (C, D). High dose my-

cofenolate mofetil also shows inhibition of RORγ-T+ cell proliferation (A, B). But pre-

cursor frequency rate is relatively higher in sirolimus group. In 24h group (F, red), pre-

cursor frequency rates are similar that of no treatment group. (*; p < 0.05) 

Blue; Simultaneous administration of immunosuppressants and allogeneic stimulation (blue) 

Red; Administration of immunosuppressants 24 hours after allogeneic stimulation (red) 
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 (Fig. 8) Precursor frequency ratio of IL-17+ cell proliferation 

Sirolimus group does not suppress the proliferation of IL-17+ cells especially in 

24h group (red). In high dose mycofenolate mofetil (A, B) and tacrolimus(C, D) group 

suppress the proliferation of IL-17+ cells. (*; p < 0.05) 

Blue; Simultaneous administration of immunosuppressants and allogeneic stimula-

tion (blue) 

Red; Administration of immunosuppressants 24 hours after allogeneic stimulation 
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(Fig. 9) Differenciation of FoxP3+ T cell and IL-17+ T cell in TGF-β with immu-

nosuppressants. 

A) At 3rd day, Mycofenolate mofetil and tacrolimus shows both suppression of 

FoxP3+ and IL-7+ cells. But sirolims shows more suppressive effects on IL-17+ cells 

and protective effect on FoxP3+ cells. 

B) At 7th day, all agents show suppression of FoxP3+ cells expression but the sup-

pression for IL-7+ cells are not significant. Furthermore low dose mycofenolate mofetil 

show enhancement of IL-17+ cell expression. (*; p < 0.05)  
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(Fig. 10) Differentiation of Foxp3+ T cell and IL-17+ T cell in TGF-β + IL-6 

with immunosuppressants 

In the circumstance under IL-6, inflammatory cytokine, differentiation of IL-17+ 

cells are accelerated. At 3rd day both sirolimus and mycofenolate mofetil did not suc-

cessfully suppress the activity of IL-17+ cells (A). At 7th day Foxp3+ cells are sup-

pressed by all type of immunosuppressants but only tacrolimus had suppressive effect 

on IL-17+ cell differentiation. Even certain concentration of immunosuppressants the 

activity of IL-17 is up regulated compared to control (B). (*; p < 0.05) 
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5. 고  찰 

Treg 세포와 Th17 세포는 도움 T 세포중 면역반응의 조절에 

직접적으로 영향을 미치는 세포로 알려져 있고 이 세포 중 Treg 세포는 

면역반응의 발현을 억제할 수 있는 능력을 가지고 있으며 자가면역질환 

동물 모델에서 활성화된 Treg 세포가 면역염증 반응유도를 억제하여 

면역질환의 발생을 막을 수 있음을 보여 줌으로써 Treg 세포를 이용한 

이식 후 면역반응의 억제와 궁극적으로는 면역관용을 유도할 수 있는 

가능성에 대한 논의 들이 있었고 실제로 Treg 세포를 이용한 면역억제 

실험들을 통해 그 가능성을 보였다(7-9, 30). 비록 Treg 세포의 

면역억제기능이 동종이식편의 생존을 증가 시킬 수 있다고는 하나 이를 

실제 임상에 적용하기에는 많은 난관이 있으며 세포의 추출 및 배양을 

위해 많은 시간과 노력이 필요하고 동물이 아닌 인간을 대상으로 하였을 

때 면역억제에 필요한 적절한 세포수량을 얻기는 어렵다(7). Treg 을 

이용한 실험들 중 아토피 피부염 유발실험에서 Treg 과 tacrolimus 가 

아토피 피부염의 발현의 억제에 상승효과를 나타낸다는 연구가 있어 

약물을 이용한 Treg 세포의 발현을 통해 면역관용에 이르는 데 대한 

연구의 필요성이 대두되었다(31). Mucida 등(14)이 레티노산(retinoic 

acid)이 TGF-β에 의해 유도되는 Treg 세포의 분화를 촉진함을 보고하고 

Gregori 등(20)이 1α,25-dihydroxyvitamin D3와 mycofenolate mo-

fetil 에 의해 유도된 Treg 세포가 이식편에 대한 면역관용을 유도함을 

보고함으로써 이식 후 약물을 이용한 Treg 세포의 유도와 이에 따르는 

면역관용의 유도 가능성을 보여주어 이 후 면역억제제와 Treg 세포에 

미치는 영향에 대한 증거 와 연구들이 진행되었다.  
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Treg 세포에 대해 면역억제제가 미치는 영향은 다양하게 나타나는데 

이들 중 tacrolimus 는 Treg세포의 활성을 강하게 억제한다. tacrolimus 는 

NFκB 와 관련한 T 세포 신호전달체계를 억제하여 T 세포의 활성을 

억제한다(32). NFκB 는 또한 Treg 세포의 발현을 위한 신호 전달체계 중 

Treg 세포의 발현을 증가시키는 경로에 존재하여 NFκB 의 억제는 곧 

Treg 세포의 발현을 억제하는 방향으로 작용함을 의미한다(18, 33). 본 

실험에서도 tacrolimus 는 면역자극과 동시에 투여 한 경우 Treg 세포에 

대한 강한 억제효과를 보였다. 하지만 면역자극 24 시간 후 투여군에서는 

Treg세포의 발현의 억제가 동시 투여군에 비해 낮은 억제를 보였다. siro-

limus 는 현재까지 알려진 면역억제제 중 Treg 세포의 활성을 가장 잘 

유지하며 Treg 세포 활성유지에 긍정적인 효과를 발하는 것으로 

알려졌다(17).  

sirolimus 는 mTOR 억제를 통해 T 세포의 활성을 억제한다. 하지만 

Treg 세포의 활성과 관련한 세포신호전달체계에서 mTOR 는 Treg 세포의 

활성화를 억제하는 경로에 존개하고 있어 mTOR 억제제인 sirolimus 는 

오히려 Treg 세포의 활성을 유지하는 방향으로 작용한다(33, 34). 본 

연구에서도 이러한 사실이 입증됨을 알 수 있었으며 sirolimus 

투여군에서 Treg세포의 발현은 비투여군과 비교하여 차이가 없었다.  

mycofenolate mofetil 은 세포대사 억제제이며 purine 및 pyrimi-

dine 의 합성과 관련하여 Treg 세포의 활성을 억제하는 것으로 알려져 

있다(20). mycofenolate mofetil 10 ng/㎖, 100 ng/㎖투여군에서 

Treg 세포의 활성은 크게 억제되지 않는 반면 1000 ng/㎖ 투여군에서는 

강한 억제를 보였다. 약제의 농도가 증가함에 따라 Treg 세포의 활성이 
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비투여군에 비해 억제되는 양상을 보였고 1000 ng/㎖군에서는 세포의 

발현이 거의 나타나지 않을 정도의 억제를 보였으며 이는 tacroli-

mus 군에서와 유사한 결과였다. mycofenolate mofetil 이 Treg 세포의 

활성에 미치는 영향에 대해서는 상반된 의견이 존재하였으나(15, 19). 

최근의 연구들은 mycofenolate 가 Treg 세포의 활성을 억제하는 것으로 

보고 있어 본 연구의 결과를 뒷받침 한다고 볼 수 있다(18).  

Th17 세포는 Treg 세포와 달리 염증성 사이토카인에 의해 유도되며 

IL-17 을 분비하여 면역세포의 활성화 하며 염증세포의 활성을 유도하는 

역할을 하여 이의 효과적인 억제를 통해 이식편에 대한 면역관용을 이룰 

수 있으며 Treg 세포와 함께 면역억제치료의 목표로서 조명되고 있다. 

Th17 세포 발현의 표지자로서 IL-17 과 RORγ-T 표면항원을 가지며 

이를 통해 Th17 세포의 발현유무를 알 수 있다. Th17 세포 발현을 위한 

세포 내 신호 전달체계 중 mTOR는 Treg세포에서와는 달리 Th17세포의 

활성을 증진하는 역할을 한다(35, 36). 따라서 mTOR 억제제인 siroli-

mus 는 Th17 세포에 대해 선택적인 억제기능을 가진다. 그 결과 

Th17 세포의 표지자인 IL-17 과 RORγ-T 의 발현을 억제한다. 하지만 

본 실험에서 sirolimus 는 이 두 가지 Th17 세포 표지자에 대한 충분한 

억제를 보이지 않았다. 억제의 정도는 투여시간의 지연에 따라 

감소하였다. tacrolimus 는 Th17 세포의 발현과 증식을 강하게 

억제하였으며 알려진 바와 같이 T 세포 전반에 대한 강한 억제작용을 

나타내었다. mycophenolate mofetil 의 Th17 세포에 대한 억제의 양상은 

Treg세포의 그것과 유사하게 나타났다.  

면역반응에서 면역감작에 의해 면역세포가 활성화되고 활성화된 



３２ 

면역세포들이 분열을 통해 증식하여 면역반응을 유도하게 된다. 이러한 

세포의 증식에 대해 면역억제가 미치는 영향에 대한 분석을 할 수 있는 

지표로서 전구세포비율이 있다(26). 이는 각 분열단계의 세포수로부터 

분열한 원래의 세포 수를 구하고 전체 전구세포 수 대비 활성 분열한 

전구세포수의 비율을 구하여 각각의 약제가 세포의 분열증식의 억제 

조절에 기여한 정도를 파악할 수 있다. Treg 세포의 경우 발현의 증가는 

보였으나 세포의 분열은 뚜렷이 나타나지 않았다. Th17 세포의 경우 

세포의 발현과 분열의 양상이 비교적 분명하게 확인되어 전구세포비율을 

구할 수 있었다. 전구세포비율은 sirolimus 군에서 높은 비율을 보였으며 

tacrolimus 군에서 가장 낮게 나타났다. mycofenolat mofetil 군에서는 

저농도에서 전구세포비율이 비투여군과 유사하였으며 용량의 증가에 따라 

비율은 감소하였다. 특히 고농도에서는 전구세포의 비를 구할 수 없을 

정도의 강한 억제를 보이고 있다.  

mycofenolate mofetil 의 Treg및 Th17 세포에 대한 작용은 선택적이 

아닌 두 세포 모두를 억제하는 양상으로 보였다. Treg 세포 활성유지와 

관련한 이전의 연구들을 종합하여 볼 때 mycofenolate mofetil 은 세포의 

활성 유지난 증식에 기여하지 않는 것으로 판단하고 있었으며 본 

연구에서도 모든 T 세포에 대한 억제효과를 보였다. 이는 Treg 세포 및 

Th17 세포의 발현과 관련하는 세포신호 체계에서 mycofenolate mo-

fetil 은 T 세포의 활성화 신호전달체계의 중간과정이 아닌 최종단계의 

세포대사를 억제함으로 비 특이적인 세포의 억제성향을 보인다고 할 수 

있다. 본 실험에서 mycofenolate mofetil 는 1000 ng/㎖농도에서 강한 

억제를 보였다. 하지만 저농도인 10 ng/㎖에서는 거의 억제가 일어나지 
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않았으며 1000 ng/㎖군에서만 강한 억제를 보였다. 다른 약물에 비해 

mycofenolat mofetil 군에서는 고농도에서의 억제가 강하게 나타났으며 

세포의 증식 또한 강하게 억제 되었다. 타 약제에 비해 높은 강도의 

면역억제제가 가지는 약제고유의 작용 때문인지 아니면 약제 나 약제를 

운반한 운반체의 독성인지를 구분할 필요가 있다. 본 실험에서 약제는 

소량의 DMSO 를 이용하여 용해하였으며 이를 배양액을 이용 단계별로 

희석하여 실험에 필요한 농도로 조절하였다. 이 과정을 통해 최초 사용한 

용매가 세포에 미칠 영향을 최소화 하도록 하였다. 일반적으로 알려진 

mycofenolate mofetil 의 세포 억제농도(IC50; 50% inhibitory concen-

tration)는 25 nM로 보고하고 있다(37). mycofenolate mofetil의 1 mole 

농도는 433 g/L 로 mycofenolat mofetil 의 IC50 인 25 nM 은 약 0.108 

mg/L 의 무게/부피 농도로 환산될 수 있으며 108 ng/㎖의 값을 가진다. 

하지만 실질적으로 mycofenonlate mofetil 의 인체에서 유효 농도는 

1 ㎍/㎖ 에서 23 ㎍/㎖의 범위를 가지며 본 실험에서 사용된 최대 용량은 

일반적인 인체 유효농도의 최소량이므로 본 실험의 결과가 약제나 용매의 

독성에 의한 결과로 보기는 어려우며 오히려 실험과정에서의 약제의 

유효농도범위를 비교적 낮게 책정되었다. 또한 mycofenolat mofetil 은 

약제에 의한 세포자멸 유도가 세포 활성억제의 주된 작용기전으로 

보인다(38). 하지만 (Fig. 9 – 10)에서의 결과를 보면 동일 농도에서 Treg 

세포의 활성을 억제하였으나 Th17 세포이 활성은 오히려 비투여군에 

비해 증가하는 양상 또한 보여주었다. 이러한 결과들로 보아 1000 

ng/㎖농도에서 T 세포에 대한 mycofenolat mofetil 자체의 세포독성은 

크지 않을 것으로 판단할 수 있으며 결론적으로 mycofenolate mofetil 에 

의한 T 세포의 억제는 Treg 세포 또는 Th10 세포의 발현억제뿐 아니라 
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고농도에서의 T 세포의 세포자멸 또한 세포억제 에 기여하는 것으로 

판단된다.  

본 실험에서 Treg 세포 및 Th17 세포의 분화는 다른 실험과 비교하여 

전반적으로 높게 나타났다. 실험조건에서 일반적으로 T cell 활성화의 

주요 사이토카인인 TGF-β를 이용하여 Treg 세포를 활성화 하였고 

활성화된 T 세포의 증식을 촉진하기 위해 IL-2 를 동시 투여하였다. 

Mucida((14)등은 TGF-β와 IL-2 조합이 TGF-β 단독 투여의 

경우보다 Treg 세포발현이 더높게 나타나는 것을 보고하였다. IL-2 는 

Th1 세포와 treg 세포의 활성을 촉진하는 역할을 한다(25). Treg 세포와 

Th17 세포의 상호작용과 면역억제제의 영향을 본 실험에서는 TGF-

β만을 사용하여 Treg 세포의 발현을 유도함으로써 그 발현율이 IL-2 를 

동시에 투여한 군보다는 낮게 나타난 것으로 판단된다. CD4+CD25- 

T 세포로부터 Th17 세포로의 분화에는 TGF-β와 IL-6 가 중요한 

역할을 한다. Bedoya 등(39)은 Th17 을 성공적으로 유도하기 위한 

조건으로 IL-6 와 TGF-β중요성을 이야기 하고 있으며 CD4+CD25-

세포로부터 성공적으로 Th17 세포의 발현(4.5%)을 유도하였음을 

보고하였다. 이 연구과정과 본 연구에서의 차이점을 Bedoya 등(39)은 

Th17 세포의 발현을 IL-6 와 TGF-β 만을 이용하여 유도하였으나 본 

실험에서는 동종면역 자극세포(BALBc)를 이용하여 T 세포를 활성화 한 

다음 TGF-β와 IL-6를 투여하였으며 anti-INF-γ antibody와 anti-

IL-4 를 동시에 투여하여 Th17 세포의 활성을 촉진하였다. 자극세포의 

활용과 anti-IFN-γ antibody 및 anti-IL-4 antibody 의 활용이 본 

실험에서 Th17 의 높은 활성의 결과로 볼 수 있다. 이전의 Th17 세포 
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분화의 방법은 사이토카인을 주로 이용한 발현의 중심이었다. 본 

연구에서와 같은 면역자극과 사이토카인을 병용하는 방법으로 

Th17 세포의 분화율을 높일 수 있는 가능성을 보였으며 기존의 실험실 

내 실험조건에서도 비교적 높은 분화율(자료 미 제시)을 보이는 결과가 

있어 분화조건의 변화에 따른 분화율의 증가로 판단된다.  

본 실험에서 주목할 점은 sirolimus의 Treg 세포와 Th17세포에 대한 

영향이다. sirolimus 는 이전의 연구결과들에서 Treg 세포의 발현을 

억제하지 않아 타 약제 특히 칼시뉴린억제제와 비교 하여 Treg 세포의 

상대적인 비율을 높이는 것으로 알려져 있다. 이는 siorlimus 가 억제하는 

mTOR 신호전달체계가 Treg 세포 발현을 억제하는 기능을 하며 이의 

억제를 억제함으로써 Treg 세포에 대한 활성을 유지할 수 있게 한다(33). 

Bocian 등(17)은 Treg세포의 활성을 다른 면역억제제에 비해 덜 억제하고 

Treg 세포의 기능을 유지하여 면역관용을 유도하는데 기여하는 것으로 

보고하였다.  

또한 mTOR 는 Th17 세포의 활성화 과정에도 관여하여 mTOR 의 

억제는 곧 Th17 세포의 활성을 억제함을 시사한다(34, 40). 그러나 본 

실험에서 Th17 세포에 대한 sirolimus 의 영향은 기존의 알려진 바와는 

다르게 Th17 세포의 표지자인 RORγ-T 및 IL-17+ 세포의 활성이 나 

증식의 억제가 다른 면역억제제와 비교하여 약하게 나타났다. 비록 

시험관 실험이기는 하나 sirolimus 는 세포신호 전달체계 차단에 의한 

선택적인 세포활성의 조절은 보여 주지 않았다. 이러한 현상은 siroli-

mus 가 Treg 및 Th17 세포에 관여하여 면역기능의 조절을 하는 기전은 

다른 면역억제제가 보여주는 것과 같은 세포의 억제를 통한 면역억제가 



３６ 

아닌 두 세포의 균형 유지를 통한 면역반응 조절이 이루어 지는 것으로 

보이며 두 세포 각각에 대한 분화비율의 적절한 유지가 염증과 

면역반응의 억제에 유효하다는 연구결과가 이를 뒷받침 해 주고 있다(24, 

41, 42).  

tracrolimus 는 강력한 T 세포 억제작용을 보이며 본 실험에서도 

같은 결과를 보였다. 하지만 면역억제제를 24 시간 지연 투여한 경우 

Treg 세포의 발현이 동시에 투여한 경우보다 높게 나타났다. 이는 최초 

면역자극 감작 후 진행된 면역반응의 억제가 충분히 이루어지지 못함을 

시사하는 결과로 볼 수 있다. 따라서 Treg 세포의 활성을 유지하는 면에서 

tacrolimus 의 지연투여가 유리 할 것으로 보인다. 하지만 후반부 

실험에서 tacrolimus 는 Treg세포와 Th17 세포에 대해 강력하고 지속적인 

억제작용을 보이고 있어 생체에서의 가능성은 검증이 필요하다.  

지금까지의 결과로 보아 Treg 세포의 활성을 보다 잘 유지할 수 있는 

면역억제제로는 이전의 연구결과에서도 언급되었듯이 sirolimus 가 가장 

적당한 약물로 판단된다. 면역자극의 발생과 함께 높은 Treg세포의 활성을 

유지함으로써 면역반응의 발현을 억제할 수 있다. tacrolimus의 경우 투여 

시기를 지연함으로써 Treg 세포의 활성유지를 기대할 수 있다. 하지만 

이러한 투여방법의 변화를 위해서는 면역억제제의 새로운 조합과 투여에 

대한 추가적인 연구가 더 필요하다.  
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6. 결론 

mycofenolate mofetil 은 본 연구에서 Treg세포와 Th17 세포에 대한 

선택적인 영향을 나타내지 않았다. 이 전의 연구들에서 보였던 선택적인 

Treg세포에 대한 선택적인 효과는 보이지 않았다. sirolimus 는 Treg세포에 

대한 억제가 다른 면역억제제에서 억제의 정도보다 낮게 나타났다. 

동시에 Th17 세포의 활성 또한 강한 억제를 보이지 않았다. 이러한 

사실로 볼 때 siroliums 의 면역억제 기전은 면역세포의 활성을 억제할 뿐 

아니라 Treg 세포와 Th17 세포사이의 균형을 유지함으로써 면역관용에 

기여함을 유추할 수 있으며 이에 대한 추가 검증이 필요하다. tacroli-

mus 는 T 세포에대해 전반적으로 강한 억제를 보였다. 하지만 면역자극 

24 시간 후 tacrolimus 를 투여한 군에서 Treg 세포의 발현이 확인되어 

적절한 Treg 세포분화 및 유지를 통한 면역관용의 유도를 이루기 위해 

각각의 면역억제제에 대한 특성에 따른 면역억제제의 구성과 적절한 투여 

시기에 대한 보다 정밀한 연구가 필요하다.  
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Abstract 

Effect of immunosuppressive agents on differentiation and proliferation 

of Foxp3+ cells and IL-17+ cells after allogeneic stimulation of T cells 

Jeong Hoon Lee 

Immunology, Department of medicine 

The Graduate School of 

Seoul National University 

Introduction; T cells play important role in the development of immune 

reaction. Among them Treg(CD4+CD25+Foxp3+) and 

Th17(CD4+CD25+IL-17+)cell are important in regulation of immune 

reaction. Selective suppression or activation of two cells may obtain 

suitable immune suppression and it can be achieved by using adequate 

immunosuppressive agents. In this report, I investigated the effects of 

variable immune-suppressive agents on Treg and Th17 cell differen-

tiation and proliferation after allogeneic stimulation of T cells. 

Material and methods; CD4+CD25- T cells were separated from the 

spleen of C57BL/6 mouse as the responder and stained with CFSE. 

Allogeneic stimulator cells were separated from the spleen and lymph 

node of BALB/c mouse and irradiated. Responder and stimulator cells 

were mixed with 1:4 ratio and cultured with 37℃ in CO2 incubator in 

96 well plate. They divided in two groups, one is Treg differentiation 
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group stimulated by TGF-β and IL-2, the other group is Th17 dif-

ferentiation group stimulated with TGF-β, IL-6, anti- IFN-γ and IL-

4 antibodies. Each cell groups are divided into three subgroups de-

pending on immunosuppressive agents (mycofenolate mofetil, tacro-

limus and sirolimus). 3 days after cell culture, Foxp3+ cell differenti-

ation and proliferation were analyzed with Flow cytometry. RORγ-T 

and IL-17 expressions were analyzed at day 5 of cell culture in Th17 

cell group. Precursor frequency ratio was analyzed in RORγ-T and 

IL-17 cell expression group.  

Results; Mycofenolate mofetil suppressed the differentiation of Treg 

and Th17 cells with dose dependent manner. In 1000 ng/㎖ group cell 

differentiation were significantly suppressed compare to other con-

centration groups. Tacrolimus showed suppression of differentiation 

and proliferation in all types of cells. However in delayed administra-

tion (24hr after allostimulation) group, Treg cell differentiation was in-

creased compared to simultaneous group. No significant suppression 

of Treg and Th17 cells was shown in sirolimus group compared to the 

others. Precursor frequency ratio for RORγ-T+ and IL-17+ cells did 

not significantly suppressed in sirolimus group compare to others. 

Conclusion; Mycofenolate mofetil and tacrolimus showed non-specific 

suppression of Treg and Th17 cell differentiation and proliferation. 

However, delay administration of tacrolimus showed increased differ-

entiation of Foxp3+ cells compared to simultaneous group. Sirolimus 
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did not significantly suppress the differentiation and proliferation of 

Treg and Th17 cells, suggesting that sirolimus is a candidate of suitable 

immunosuppressive agents to maintain the immune tolerance without 

significant suppression of Treg and Th17 cell differentiation. In this 

study, immunosuppressive agents showed variable effects on differ-

entiation of Treg and Th17 cells. To enhance the selective effect for 

the Treg and Th17 cell differentiation, Study for combination and tim-

ing of immnunosuppressive agents administration are necessary.   

Keywords; RORγ-T, Foxp3, IL-17, Treg, Th17 
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