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Purpose: The human carcinoembryonic antigen (CEA) is expressed in several tumor types, including colorectal can-cer, and is a tumor-associated antigen used as a target for antigen-specific immunotheraphy. CEA is a self-antigen associated with development, expressed in fetal cells and rarely expressed in normal colorectal epithelial cells. The induction of immune response to CEA is very difficult. In this study, we attempted to increase the tumor immunity specific to CEA by using dendritic cells pulsed with fusion proteins of CEA and Tat (transactivator of transcription), which transduces extracellular proteins into cytoplasm and causes antigens to be presented with MHC class I pathway. Methods: The Tat gene was amplified in the PNL4-3 HIV plasmid and then inserted into PCEP4 plasmid vector. The CEA gene was cloned from cDNA from LoVo human colorectal cell line and then amplified through polymerase chain reaction method. After cloning of PCEP4 plasmid vector, the dendritic cell was sensitized and internalized with CEA and Tat-CEA protein. Then the Western blot analysis of the expression of CEA in the gene-modified dendritic cell and the immunofluorescent staining of the expression of CEA in CEA or Tat-CEA-pulsed dendritic cell were performed. A detection of IFN-γ-releasing CD8+ cell and a cytotoxicity of T-cell were was assesed using ELISPOT assay. The Immunoglobulin (Ig) G isotypes were analyzed with enzyme-linked immunosorbent assay. The statistical significance was assessed using Students t-test.Results: CEA pulsed in dendritic cells was distributed over the cell surface and TatCEA was observed in the cytoplasm. The cellular immune responses by immunization with dendritic cells pulsed with TatCEA (322/104 lymphocytes) 

were significantly increased compared with those with CEA (244/104 lymphocytes) by IFN-γ ELISPOT assay (P<0.05). The cytotoxic T lymphocyte (CTL) activity using mouse T-cell, EL-4 pulsed peptide (EAQNTTYL) as target cells was 23.3±2.75% (E：T=1：100) in the CEA group and 22.9±2.23% (E：T=1：100) in the TatCEA group. In ELISA analysis of the IgG isotype, the titer of IgG2a and IgG3, representing Th1 immune response, was lower than that of IgG1, representing Th2 immune response, in both the CEA group and the TatCEA group.Conclusions: These results suggest that TatCEA could be used for the development of a tumor vaccine and cellular immunotherapy using CTLs induced in vitro. J Korean Soc Coloproctol 2003;19:121-128
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서      론

  항종양 면역반응에는 일반적으로 세포성 면역반응

이 관여하고, 이러한 반응은 CD8+ 세포독성 T세포 

(CD8+ cytotoxic T lymphocyte; CTL)의 역할이 중요한 

것으로 알려졌다.
1
 이들 항종양 T세포를 유도하기 위

해 종양-연관 항원(tumor-associated antigen; TAA)에 대

한 연구가 지속되어 왔으며, 재조합 DNA 기술의 발달

로 종양에 대한 T세포 면역치료법의 개발을 위한 연구

가 최근 계속되고 있다.
2 종양-연관 항원에는 prostate- 

specific antigen,
3 HER-2/neu,4 MUC-1,5 point mutated or 

wild-type overexpressed p53,
6 MAGE antigen,7 그리고 

carcinoembryonic antigen (CEA) 등이 알려져 있으며, 

종양 항원 유래의 펩타이드 항원결정기(peptide epitope)

를 규명하고 이들 종양 항원에 특이적으로 작용하는 

세포독성 T 세포를 이용하여 종양을 치료하기 위한 면

역 치료법이 개발되고 있다.
8

CEA와 Tat 융합 단백질을 이용한 CEA 특이 항종양 면역능의 유도 
증가

가톨릭대학교 의과대학 외과학교실, 1미생물학교실

안창혁․강원경․오승택․조현일
1
․김태규

1

책임저자: 오승택, 서울시 서초구 반포동 505

가톨릭대학교 강남성모병원 외과(우편번호: 137-701)

Tel: 02-590-2781, Fax: 02-595-2992

E-mail: stoh@catholic.ac.kr



122   대한대장항문학회지 제 19권 제 3호 2003

  CEA는 180 kDa의 당단백질로서 대장암, 위암, 췌장

암에서 95% 이상 발현되고, 유방암의 약 50%, 비소세

포성 폐암의 70%에서 발현되는 것으로 보고되었다.
9 

종양세포에 특이적으로 작용하는 항원-특이 세포독성 

T세포가 유도되기 위해서는 MHC class I 분자에 항원

이 제시되는 과정이 필수적이다. 이러한 과정은 세포

내의 단백질이 large multifunctional proteasome 에 의해 

처리되어 transporter associated with antigen processing 

단백질에 의해 소포체(endoplasmic reticulum)로 이동하

여 MHC class I 분자와 결합되고, 골지체를 경유하여 

세포 표면에 제시되는 과정으로 이루어진다.
10 

  CEA를 이용한 항종양 효과 연구에서 MHC class I 

항원제시 과정에 의한 세포독성 T세포를 유도하기 위

하여 초기에는 CEA를 발현하는 재조합 vaccinia 바이

러스를 이용하였다. 마우스 모델에서 재조합 vaccinia

를 면역 주입하여 CEA에 특이적인 체액성 면역반응

과 세포성 면역반응을 유도하여 CEA를 발현하는 종

양세포에 대하여 방어적인 면역반응이 일어나는 것을 

확인하였다.
11 최근에는 전이성 선암 환자에서 재조합 

vaccinia를 이용하여 항종양효과를 유도하기 위한 연

구가 시도되고 있다.
12 또한 몇몇 MHC class I 분자에 

제한적인 CEA 항원 결정기(CEA peptide epitope)가 규

명됨으로서 수지상세포와 CEA peptide를 이용하여 종

양에 대한 세포독성 T세포를 유도하고자 하는 연구가 

있으며,
13 CEA를 암호화하고 있는 DNA를 결장직장암 

환자에 주입하여 CEA에 특이적인 세포독성 T세포 생

성을 유도함으로써 효과적인 항종양 면역반응을 유도

한 보고가 있다.
14
 그러나, 이러한 MHC class I 분자에 

의한 항원제시 과정은 세포 내부에서 발현되는 단백

질에 국한되어 나타나는 특징이 있으므로 최근에는 

외래 단백질을 직접 MHC class I 분자에 제시되도록 

하는 연구가 시도되고 있다. 일반적으로 백신으로 사

용되는 외래 단백질은 세포내에 이입(endocytosis)된 

후 대부분 MHC class II 분자에 의해 제시되어 Th (CD4

+) 세포를 자극하게 되므로 항종양 면역반응을 증가

시키는 데 부적합한 것으로 알려져 있다.

  HIV Tat (transactivator of transcription) 단백질은 

N-terminal domain, cystein rich domain, core domain, 

basic domain, 5th domain의 다섯 domain 구조로 이루어

져 있으며, chemokine으로 작용하여 단핵구의 화학주

성을 유도하고, 세포내 이입 과정을 거치지 않고 세포

질 내로 전달되는 특징이 있다.
15
 이 중 Tat 단백질이 

세포질 내로 전달되는 특징은 residue 49에서 57 아미

노기(RKKRRQRR)에 해당하는 부분에 의한 것으로 밝

혀져 있으며,
16 세포질 내로 전달된 Tat 단백질은 아직 

정확한 기전은 알려져 있지 않으나 세포질 내에서 단

백분해 과정을 거쳐 소포체 내에서 MHC class I 분자

와 결합하여 세포 표면으로 제시되는 것으로 알려져 

있으므로, 이러한 특징은 종양 항원들에 대한 MHC class 

I 분자에 제한된 세포독성 T세포 면역반응을 유도하기 

위해 이용될 수 있을 것으로 생각된다.

  본 연구에서는 대장암 환자의 임상 치료를 위한 기

초 연구로서 외부 단백질을 세포질 내로 이동시킬 수 

있는 성질을 가진 Tat 단백질을 CEA와 융합하여 CEA

를 단백질 형태로 제공하여 MHC class I 항원 제시 과

정을 경유한 항원 제시가 가능하도록 종양 항원을 변

형함으로서 CEA에 특이적인 항종양 면역능, 즉 세포

독성 T세포에 의한 세포성 면역반응을 증가시킬 수 있

는 종양 백신을 개발하고자 하였다.

방      법

    1) CEA와 TatCEA 융합 유전자의 클로닝과 발현

  HIV 유전자를 포함하는 PNL4-3 HIV plasmid에서 

Tat 유전자를 증폭하기 위하여 다음의 primer를 이용

하였다. Sense primer 5'-GCATAGATCTGATGTGTTT 

CATGACAAAAGCCT-3', antisense primer 5'-CGTAG 

GATCCGATTGCTTTGATAGA-GAAGCTTG-3'으로 증

폭된 유전자 산물은 1% agarose gel에서 전기영동하여 

확인하고, Gel extraction Kit (QIAGEN, Hilden, Ger-

many)를 이용하여 HIV-1 Tat 유전자를 분리하였다. 

CEA 유전자는 primer (sense 5'-GACTTTTTAACACAG 

AATTGGG-3', antisense 5'-CCTTGTGCCCATGGAAC 

ACAGAC-3')를 이용하여 사람 대장암 종양 세포주인 

LoVo 세포주(ATCC# CCL-229)로부터 분리된 cDNA에

서 PCR법으로 증폭하였다. 분리된 Tat 유전자를 Bgl 

II와 BamH I으로 자른 후 동일한 제한효소로 처리한 

pCEP4 plasmid vector (Invitrogen, Groningen, Nether-

lands)에 삽입하였다. 재조합 pCEP4 plasmid vector를 

다시 BamH I으로 처리하고 CEA 유전자를 삽입하여 

TatCEA가 삽입된 재조합 pCEP4 plasmid vector와 CEA 

유전자만 삽입된 pCEP4 plasmid vector를 클로닝하였다. 

    2) 세포주 및 배양

  EBNA 단백질을 발현하는 293EBNA 세포주와 CEA

를 발현하는 293EBNA/CEA, TatCEA가 발현되는 

293EBNA/TatCEA는 2 mM L-glutamine과 10% 우태아 

혈청(fetal bovine serum; FBS: Gibco BRL, Grand Island, 
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NY, USA)이 포함된 DMEM (Gibco BRL) 배지를 이용

하여 37
oC, 5% CO2 배양기에서 배양하였다. 마우스 T 

세포 림프종 EL-4 (ATCC, Manassas, VA, USA)세포는 

위와 같이 제조된 DMEM 배지에서 배양하였다.

    3) CEA와 TatCEA 융합 단백질로 감작시킨 수지상

세포를 이용한 면역

  실험쥐 유래의 수지상 세포를 배양하기 위하여 6∼

8주령 암컷 C57BL/6 마우스의 골수로부터 분리한 

골수 세포에서 T세포, B세포 및 대식세포를 제거한 후 

100 ng/ml GM-CSF (Genzyme, Cambrige, MA, USA)와 

500 U/ml IL-4 (Genzyme)가 포함된 RPMI 1640 배지 

(Gibco BRL)에서 7일간 배양하였다. 수지상 세포에 단

백질 감작은 TatCEA 융합 단백질과 CEA 단백질을 다

양한 농도로 처리한 후 상온에서 10분 반응시키고 형

광염색하여 형광현미경으로 관찰하거나 형광 분석기

를 이용하여 단백질 전이를 확인하였다.

  적정 농도의 CEA 융합 단백질과 TatCEA 융합 단백

질로 처리한 수지상 세포(5×10
5/마리)를 각 실험군당 

4마리씩 마우스에 정맥주사하였다. 대조군으로 단백

질을 처리하지 않은 수지상 세포를 주입하였다. 제 1

차 수지상 세포의 정맥주사 후, 2주일 후 재주사하고, 

재주사 2주 후에 체액성 면역 반응과 세포성 면역 반

응을 측정하였다.

    4) ELISPOT에 의한 INF-γ 발현 림프구 측정

  CEA 펩타이드에 대한 세포성 면역반응 유도 효과

로서 IFN-γ를 측정하기 위해 마우스에서 분리하여 1

주간 배양한 수지상세포에 10 ug/ml로 CEA 펩타이드

를 감작시켜 항원제시세포로서 사용하였다. 마우스 

capture mAb IFN-γ가 코팅된 후 96-well 배양조에 면

역 주입한 마우스의 비장세포를 분리하여 적혈구를 

제거한 다음 CEA 펩타이드가 감작된 수지상 세포와 

같은 비율(1：1)로 혼합하여 1×10
4/well 농도로 배양

조에 접종한 후 37
oC, 5% CO2 배양기에서 24시간 반응

시켰다. PBS (phosphate-buffer saline)/Tween (0.05%)로 

3회 세척 후 2 ug/ml Biotinylate가 부착된 항 INF-γ항

체를 첨가하여 실온에서 2시간 반응시켰다. 4번 수세

한 다음 avidin/alkaline phosphatase를 첨가하여 실온에

서 1시간 반응시킨 후 발색하여 각 well의 spot 개수를 

ELISPOT 측정기(AID, ELISPOT Reader System, Strass-

berg, Germany)를 이용하여 측정하였다.

    5) CEA 특이 T세포주의 세포 살해능 측정

  면역되지 않은 수지상 세포 1×106/ml에 H-2Kb로 제

한된 CEA 펩타이드를(EAQNTTYL) 10μg/ml 농도로 4

시간 반응시킨 세포를 2번 수세한 다음 표적 항원이 

첨가된 수지상 세포를 3,000 cGy로 방사선 조사하였

다. 면역 주입한 마우스의 비장세포를 분리하여 20：1 

비율로 혼합하고 24-well 배양조에 접종한 후 37
oC, 5% 

CO2 배양기에서 배양하였다. 배양 2∼3일 마다 세포를 

관찰하면서 20 U/ml의 IL-2 (Genzyme)를 첨가하였다. 

배양 7일 후 자극된 림프구를 수득하여 CEA에 대한 

특이 CTL 살해능을 측정하기 위해 EL-4 세포에 CEA 

펩타이드를 10μg/ml 농도로 4시간 반응시킨 후 2회 수

세한 다음 표적세포로 사용하여 종양에 대한 특이적

인 세포 살해능을 측정하였다. 표적세포를 100 Ci 
51Cr/5

×10
5 세포로 90분 동안 표지한 다음 4회 수세 후 10% 

우태아 혈청이 포함된 RPMI 1640 배지에 부유하여 V-

형의 96-well 배양조에 1×10
4
/well 농도로 접종하고 시

험관내에서 배양된 T 세포주를 100：1 비율로 첨가하

였다. 배양조를 1,500 rmp에서 10분 원심 침전시킨 다

음 37
o
C, 5% CO2 배양기에서 4시간 배양한 후 100μl

의 상층액을 수거하여 γ-counter (Packard, Meriden, 

CT, USA)를 이용하여 방사량을 측정하고 다음의 계산

식을 이용하여 세포살해 정도를 측정하였다.

Experimental release

 -Spontaneous release
% specific release (SR) = ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ×100

Maximal release

 -Spontaneous release

Experimental release: 표적세포와 세포독성 T 세포를 함께 

배양하여 얻은 값

Spontaneous release: 배지만으로 배양된 표적세포에서 얻

은 값

Maximal release: 1% Triton X-100을 첨가하여 배양한 표

적세포에서 얻은 값

    6) CEA 특이 형광항체 역가 측정 및 IgG의 isotype 

분석

  면역 주입한 마우스에서 분리한 혈청을 단계별로 

희석하여 CEA를 발현하는 LoVo 세포주를 spot 슬라

이드에 코팅하고 고정시킨 후 혈청을 단계별로 희석

하여 30분 반응시킨 다음 3번 수세한 후 CEA에 대한 

항체 역가를 형광이 부착된 anti-IgG를 이용하여 형광

현미경하에서 관찰하였다.
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  마우스 혈청에 포함된 CEA의 항체 타입을 측정하

기 위해 96-well 배양조에 CEA를 발현하는 LoVo 세포

주로 코팅하여 고정한 다음 면역 주입한 마우스의 혈

청을 1：500으로 희석하여 1시간 반응시킨 후 IgG, 

IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3 (peroxidase-conjugated goat 

anti-mouse IgG)의 항체를 이용하여 포함된 농도를 

ABTS {2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonate)}기질

(Sigma, St. Louis, MO, USA)로 발색시킨 다음 Spectra 

MAX 250 ELISA 측정기 (Molecular Devices, Sunyale, 

CA, USA)를 이용하여 410 nm에서 흡광도를 분석하였다. 

    7) 통계학적 분석

  모든 측정 결과는 평균±표준편차로 표시하였고, 자

료의 유의성을 검정하기 위하여 Student's t-test로 통계

처리하여 유의성을 검정하였으며 통계학적 유의수준

은 P＜0.05 이하로 하였다.

결      과

    1) TatCEA 융합단백질 발현 및 단백질 전이능 확인 

  TatCEA 융합단백질과 CEA 단백질을 생산하기 위

해 재조합 pCEP4-TatCEA와 pCEP4-CEA plasmid를 사

람 태아 신장세포주인 293EBNA (Clontech, Palo Alto, 

CA, USA)에 전이한 후 hygromycin으로 선택배양하여 

안정된 세포주를 확립하고 항-CEA 항체를 이용하여 

180 kDa인 CEA와 183 kDa인 TatCEA를 western blot으

로 발현을 확인하였다(Fig. 1, 2).

  수지상세포에 대한 단백질의 전이능을 조사하기 위

해 CEA와 TatCEA로 10분간 감작시킨 후 고정시킨 수

지상세포를 CEA 특이 단세포군 항체로 형광염색한 

결과 CEA는 세포표면에 분포하고 있으며, TatCEA는 

세포질내로 이동하는 양상을 보였다(Fig. 3).

    2) IFN-γ 발현 림프구 빈도 측정에 의한 CEA 특

이 세포성 면역능 평가

  CEA와 TatCEA로 감작시킨 수지상세포에 의한 

세포성 면역반응 유도 효과를 측정하기 위해 면역

시킨 마우스에서 분리한 비장세포를 CEA 펩타이드

(EAQNTTYL)로 감작시킨 수지상세포로 시험관 내에

서 자극하여 IFN-γ 발현 림프구의 빈도를 측정하였

다. IFN-γ 발현 림프구 빈도는 대조군으로 사용한 

CEA로 감작되지 않은 수지상세포군에서는 14.5±4.5

Fig. 1. Map of recombinant plasmid, pCEP4-CEA and pCEP4-TatCEA. The direction of transcription is indicated by an arrow. 

Restriction endonuclease sites containing the EcoRI, Bam HI, Bgl II cloning site are showed and cloned with CEA, TatCEA.

Fig. 2. Expression of pCEP4-CEA and pCEP4-TatCEA in 

293EBNA cell line. Protein extracts of cell lysates were 

analyzed by 8% SDS-PAGE gel and subjected to western 

blot analysis with an anti-CEA antibody. CEA was expressed 

at 180 kDa and TatCEA at 183 kDa.

180, 183 kDa
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개/104 림프구, CEA로 감작시킨 수지상세포군에서는 

244±29.5개/10
4 림프구, 또한 TatCEA로 감작시킨 수

지상세포군에서 322개±28.2개/10
4 림프구로 유의하게 

증가됨을 관찰하였다(P＜0.0001)(Fig. 4, 5).

    3) CEA 특이세포 독성 T 세포 면역능 측정

  면역시킨 마우스에서 분리한 비장세포를 CEA 펩타

이드(EAQNTTYL)로 감작시킨 수지상 세포로 시험관

내에서 자극하여 1주일간 배양 후 EL-4와 CEA 펩타이

드 감작 EL-4를 표적세포로 이용하여 CEA 특이 세포

독성 T세포 면역능을 측정하였다. EL-4에 CEA 펩타이

드를 감작시킨 표적세포에 대해 DC만을 면역시킨 실

험군에서는 CEA 특이 CTL이 유도되지 않았으나, DC/ 

CEA로 면역시킨 실험군에서 23.3±2.75% (effector cell: 

target cell, E：T=1：100), DC/TatCEA로 면역주입시킨 

실험군에서는 22.9±2.23% (E：T=1：100)로 두 군간에 

차이가 없었다. 음성대조로 CEA 펩타이드가 감작되지 

않은 EL-4를 표적세포로 이용한 경우 모든 군에서 T 

세포에 의한 세포독성이 나타나지 않았다(Fig. 6). 

    4) CEA 특이 형광항체 역가 및 IgG의 Isotype 분석

  면역시킨 마우스에서 분리한 혈청의 CEA 특이 IgG 

형광항체 역가는 DC/CEA 군과 DC/TatCEA를 면역시

킨 실험군에서 1：1280으로 동일하였다. Isotype를 분

석한 결과 OD 410 nm의 흡광도가 DC/CEA군에서는 

IgG1 (0.812±0.132)에 비해 IgG2a (0.372±0.149)와 

IgG3 (0.383±0.1308)였으며, DC/TatCEA를 면역시킨 

Fig. 4. Detection of antigen-specific CD8+ T cells by ELISPOT in the spleen cells of mice immunized with DCs pulsed 

with 293EBNA/CEA and 293EBNA/TatCEA cell lysates. Representative ELISPOT wells are shown after plate development. 

Cells are incubated with DCs pulsed with 10 ug/ml CEA peptide. These spots were visualized and counted as described in 

the method.

DC/cont DC/CEA DC/TatCEA

Fig. 3. Immunofluorescent staining of expression of CEA in 

CEA or TatCEA-pulsed dendritic cells. The dendritic cells 

were cultured for 10 days and pulsed with CEA (A) and 

TatCEA (B) at the ratio 1：1 at 37
oC for 2hr. CEA was 

expressed on the surface of DCs. TatCEA was expressed in 

intracellular space of DCs (×400).

Fig. 5. DCs pulsed with CEA peptide induces CEA specific 

DC8+ T cell responses in IFN-γ ELISPOT assays. Spleens 

from mice immunized with DCs pulsed with 293EBNA/CEA 

and 293EBNA/TatCEA lysates were incubated with 10
4 DCs 

pulsed with CEA peptide for 24 h. Each bar represents the 

mean of the results from four mice±S.D.

A B

CEA TatCEA
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실험군에서는 IgG1 (0.974±0.044)에 비해 IgG2a (0.368

±0.139)와 IgG3 (0.316±0.176)로 두 군 간에 유의한 

차이가 없었으며, 이는 Th2에 의한 면역반응이 높았음

을 보여준다(Fig. 7).

고      찰

  CEA는 다양한 종양에서 발현되는 자가 항원의 일

원이며 면역치료에서 강력한 표지 인자로 정의되고 

있다.
7 지금까지 CEA는 태아 세포에서 자가 항원으로 

발현되고 정상 결장 표피세포에서 아주 적게 발현되

어 CEA에 대한 내성을 나타내므로 CEA에 대한 면역

반응의 유도가 어려웠다. 최근 항원-특이 CTL을 유도

함으로서 항원제시세포로 수지상세포를 이용하여 세

포성 면역 치료에 많이 응용되고 있으며 시험관내에

서 항원 존재 시 수지상세포의 발달은 악성종양의 면

역치료에 중요한 방법으로 연구되고 있다. 수지상세포

를 이용하여 종양-특이 T 세포를 유도하기 위한 방법

으로 이용되는 항원으로서 펩타이드, RNA 등이 있으

나,
17 본 실험에서는 수지상세포에 CEA와 TatCEA 융

합 단백질을 감작시킨 후 면역 주입하여 in vivo 상에

서 CEA 특이 세포 독성 T 세포의 유도를 확인하였다. 

  Tat 단백질은 HIV의 조절 단백질의 일종으로, 세포

외 환경에서 HIV에 감염된 세포에 전이되어 각 유전

자의 발현을 활성화시킴으로써 잠복기의 HIV가 활성

화된다는 사실이 발견되었다.
18 Staphen 등19은 Tat 단

백질의 37-72 부위의 아미노기를 효소에 접합시켜 배

지에 공급해 준 뒤 배양된 세포 내 효소의 활성도를 

측정하여 Tat 단백질의 전이특성을 확인하였다. 최근

의 연구에서 Tat 단백질의 전이 특성을 이용하여 MHC 

class I 분자에 CTL에 대한 표적항원을 제시하기 위한 

시도가 이루어져 왔다. Tat 단백질과 이종 단백질을 융

합하여 수지상세포에 접종한 뒤, 실험쥐에 투입하여 

in vivo 상에서 CTL의 유도를 확인하였고, 종양항원과 

같이 면역 유도능이 낮은 항원에 대한 CTL 유도 연구

에 응용되어 왔다.
20 이러한 연구들에서는 항원에 Tat 

단백질을 화학적으로 결합시키거나 Tat 융합 단백질

을 E. coli와 같은 세균에서 발현한 후 정제하여 동물에 

Fig. 6. Induction of the CTL response using dendritic cells pulsed with CEA peptide. DCs pulsed with CEA peptide at 37oC 

and used as stimulators. Spleen cells of immunized mouse were used as responders. Targets consisted of EL-4 untransduced 

or transduced with 10 ug/ml of CEA peptide.

Fig. 7. Analyses of IgG isotypes in immunized mice. Mice 

(four mice/group) were given 5×105 DCs and DCs pulsed 

with 293EBNA/CEA, 293EBNA/TatCEA lysate in HBSS 

twice at 2-week intervals. Two weeks after the final 

treatment, mice were bled and serum was tested for the 

presence of immunoglubulin. Data are the mean±S.D. of the 

OD 410 nm value for each group. 
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주입하여 면역 유도 기능을 보고하였다.21 그러나 이러

한 과정은 순수한 단백질 분리 과정을 거처야 하므로 

본 연구에서는 CEA의 중간 부위인 883번째 아미노산 

다음에 Tat의 123 아미노산 부위를 삽입한 융합단백질

을 293EBNA세포에서 발현시킨 후 세포 용해 분획을 

직접 수지상세포에 감작시켜 단백질전이를 확인한 결

과 10분내에 세포질 내로 이동하는 것을 확인하였다. 

또한 CEA 자체만으로도 세포표면에 CEA가 효율적으

로 전이되는 것은 CEA의 C-말단부위에 세포표면으로 

단백질을 이동시키는 특성이 있는 GPI (glycosylphosp-

hatidylinositol, a complex glycolipid) 가 있기 때문에
22 수

지상세포에 감작 시 CEA 자체만으로도 생체 내에서 

세포성면역반응을 유도할 수 있었던 것으로 생각되었다. 

  Th1의 대표적인 싸이토카인으로 알려진 IFN-γ는 

항원 또는 마이토젠 자극으로 활성화된 T 세포에서 생

성되며 MHC class I에 의해 제시되는 펩타이드에 대한 

항원 특이 T 세포 반응 시 분비되어 세포성 면역반응 

유도 효과를 측정하는 인자이다.
23 항원에 특이하게 반

응하는 T 세포의 빈도를 직접 측정할 수 있는 IFN-γ 

ELISPOT 검사에서 TatCEA로 감작시킨 수지상세포군

이 CEA로 감작시킨 군보다 세포성 면역 반응을 더욱 

효율적으로 유도할 수 있는 것으로 나타났다. 이러한 

결과는 Tat에 의해 CEA가 세포질 내로 직접 이동함으

로서 MHC class I 항원처리과정과 항원제시가 더욱 효

율적으로 이루어졌음을 시사한다.

  Rice 등
24은 마우스의 CEA 펩타이드(EAQNTTYL)를 

발견하여 이용함으로써 CEA 특이 세포 독성 T 세포 

반응을 유도하였다. 동일한 펩타이드로 감작된 수지상

세포로 비장세포를 자극하여 1주일간 배양시킨 결과 

CEA와 TatCEA로 면역한 마우스에서는 CEA 특이 세

포 독성 T 세포 면역능을 유도할 수 있었으나 두 실험

군 간의 차이를 나타내지 않았다. 이는 CEA의 특이 세

포 독성 T 세포 면역능을 정량적으로 반영하지 못한 

것으로 생각된다. 그러므로 두 군 간의 차이를 확인하

기 위해 백신의 횟수, 항원의 양, 표적세포 등의 특성

을 고려하여야 할 것으로 생각된다.

  종양에 대한 면역반응에 중요한 세포성 면역반응은 

Th1에 의해 나타나는 것으로 알려져 있으며, 대표적인 

Th1 세포의 사이토카인인 IFN-γ는 세포 독성 세포의 

성숙을 항진시켜 세포독성 T 세포의 표적세포 파괴는 

물론 CD4+ T 세포의 항원인지 반응을 효율적으로 항

진시킬 뿐 아니라 B 세포의 항체분비를 항진시키며 특

히 IgG2a로 class-crossmatch를 항진시킨다. 그러므로 

특정 항원에 대한 항체의 isotype 분포는 면역반응의 

특성을 반영하는 것으로 알려져 있다. CEA와 TatCEA

군에서 모두 IgG1에 비해 IgG2a와 IgG3가 낮게 나타나 

Th2 면역 반응이 강하게 나타났으며 이러한 결과는 본 

연구에서 충분히 성숙시키지 않은 수지상세포를 사용

하였기 때문인 것으로 생각된다. 종양항원에 대한 Th1 

반응을 증가시키기 위해 수지상세포의 성숙을 유도하

는 것이 필요할 것이다. 특히 CEA가 세포질 내로 이동

함으로서 항원처리과정이 효율적일 것으로 생각되는 

TatCEA군에서 IgG1에 대한 IgG2a, IgG3의 비율이 더

욱 낮은 결과에 대해 자세한 연구가 필요하다.

결      론

  이상의 결과로서 TatCEA는 종양백신이나 시험관내 

세포 독성 T 세포를 유도하여 세포성 면역치료법을 개

발하는 데 유용하게 사용될 수 있음을 시사하였다. 앞

으로 TatCEA와 수지상세포를 이용한 면역치료의 최

종적인 효과를 검증하고 전임상 연구를 위해 동물 모

델에서 종양의 발생을 억제하거나 종양의 치료 효과

를 증명하는 것이 필요할 것으로 생각된다.
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