
Abstract : In order to develop effective vaccine to recover incomplete immunity
in patients with chronic hepatitis B virus infection, we produced various types of

vaccine for Hepatitis B virus core (HBc) antigen and compared their effects on

anti-HBc antibody response. Intramuscular injection of HBc DNA vaccine (pc

-HBc) and intraperitoneal injection of HBc-transfected Renca and EL-4 effectively

induced anti-HBc antibody response in mouse. Lipopolysaccharide (LPS) induced

gene expressions of IP-10, GM-CSF, and IL-12 in dendritic cell (DC). However,

LPS-stimulated DC or peritoneal macrophage, that were trasnsfected with HBc

mRNA, on HBc mRNA vaccine itself induced lower anti-HBc antibody response in

mouse compared to pc-HBc vaccine. These results suggest HBc DNA vaccine is

more simple and effective for the induction of anti-HBc antibody response than

HBc mRNA or mRNA-transfected cell vaccine.  
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서 론

B형 간염바이러스(Hepatitis B virus,

HBV) 보균자는 세계적으로는 약 2억 5천만명

이며 우리나라에서는 약 250만명 정도로 추산하

고 있다. 우리나라 성인의 HBV 항원의 양성율은

*이 논문은 2001년도 한국학술진흥재단의 지원(KRF-2001-015-FP0091)에 의하여 연구 되었음.



약 7% 정도이며 산모와 소아는 각각 5.9~7.4%

및 5% 정도이다. 급성 B형 간염환자 중에서 약

10%는 만성 B형간염으로 진행하며 이들중 약

10~30% 정도가 만성활동성 간염이 되어 황달,

간문맥압항진증 및 간경화로 이행한다[1,2]. 

HBV에 의한 만성 간질환의 다양한 원인은 아

직 완전히 밝혀지지 않고 있으나, 환자의 면역기

능과 감염된 HBV 유전자의 변이가 깊이 관여하

고 있는 것으로 생각되고 있다[3]. 감염된 간세포

의 상해와 HBV 제거가 모두 환자의 T 세포 활성

에 의해 결정된다는 것은 Chisari[4]가 제시한

HBV 형질전환 마우스 모델과 여러 임상연구들에

서 밝혀졌다[5-7]. 급성간염의 경우는 숙주의 면

역계 세포들이 HBV를 제거하기 위한 세포성 면

역과 체액성 면역반응을 통하여 영구면역을 획득

함으로서 간조직 손상으로부터 완전히 회복하지

만 HBV에 대한 면역반응이 불완전한 경우에는

HBV가 지속적으로 남아 만성 간질환을 지속시킴

으로서 다양한 임상경과를 취하게 된다. 한국에서

HBV에 의한 만성감염은 모자감염에 의한 경

우가 많으며, 이러한 경우에는 대개 오랜기간

동안의 면역관용기가 개재하여 보균자 상태가

된다. HBV 보균자의 성립 기전이나 경로 등

은 아직 정확히 밝혀지지 않았으나, HBV 보

균자의 면역학적 특징은 면역의 부전상태

(immunoinsufficiency) 때문에 HBV-infected

hepatocytes(및 기타 세포들)의 제거가 불충분

하다는 것이다. 보균자의 면역관용상태가 없어지

게 되면 환자의 면역반응의 효율성에 따라 완전한

치유도 가능하나, 면역기능이 불완전한 경우에는

지속성 감염상태, 즉 만성활동성 간염 및 간경변

등의 다양한 임상경과를 보이게 된다. 간염만성화

를 예방하거나 치료하기 위해서는 HBV에 대한

불완전한 면역반응을 면역적격 상태로 전환시킬

수 있는 면역요법이 필요하다.  HBV에 감염된

사람 중에 약 90%는 정상회복 되므로 신체내부

에 HBV를 저지할 수 있는 정상적 면역방어체제

가 있다고 생각되며, 면역요법에 의해 mutant

virus 등에 의해 초래되는 불완전한 면역반응을

개선할 수 있다면 만성질환자의 치료도 가능하리

라고 본다. 

본 연구에서는 HBV에 대한 불완전한 면역반

응을 개선할 수 있는 새로운 형태의 면역반응 유

도제를 알아보기 위하여 HBV DNA, HBV RNA

백신 및 이들을 이입시킨 antigen presenting

cell의 면역반응 유도성을 비교하고자 하였다. 

재료및방법

1. 실험동물

무균 환경에서 사육된 7주령의 암컷 C57BL6

마우스를 대한실험동물 센터에서 구입하여 실험

에 사용하였다. 계명대학교 의과대학 동물실에서

사육하며 8주령에서 10주령의 마우스를 실험에

사용하였다.

2. 진핵용 발현 백터에 HBc DNA의 클로닝

만성 B형 간염환자의 혈청에서 분리한 DNA

로부터 PCR법을 사용하여 precore 영역을 포함

하는 HBV core 유전자를 증폭시켰다. PCR에

사용한 primer에는 각각 BamHI 과 XabI 제한

효소 부위를 삽입하여 제작하였으며, 염기서열은

sense 부위가 5'-GTA AGG ATC CGT TCA

CCA GCA CCA TGC AA-3'이며, antisense

부위는 5'-GAG CTC TAG AGT TTC CCA

CCT TAT GAG TCC-3'로 바이오니아사(한국)

에서 합성하여 사용하였다. PCR로 증폭된 HBV

core DNA를 pcDNA3에 클로닝(pc-HBc)하였

다. 

3. Renca 및 EL-4 세포주의 transfection 

pc-HBc의 mRNA 발현을 조사하기 위하여,

Renca 및 EL-4 세포에 Lipofectin reagent

(GibcoBRL, 미국)를 이용하여 pc-HBc를

transfection 시켰다. 간기하면 serum-free

RPMI 1640 800 μL에 DNA 8 ㎍을 녹여

192 Ã̂Ÿ•Ï¢”fĭ ‚̇Úº Ø21œÁ 2̊ ‹ 2002



B형 간염바이러스 유전자 및 유전자 이입 항원제공세포를 이용한 항바이러스 항체생성 유도 193

serum-free RPMI1640 800 μL에 Lipofectin

48 μL 가 혼합된 배지에 첨가하여 잘 혼합하여

실온에서 45분간 반응시킨 후 serum-free배지로

한번 세척 한 세포에 첨가하여 48시간 및 72시

간 배양 후 실험에 이용하였다.

4. 역전사 중합효소 연쇄반응

RNA분리는 TRIzol를 이용하여 분리하였다.

pc-HBc 유전자의 발현 여부를 확인하기 위하여,

transfection 된 세포주를 0.1% DEPC가 첨가

된 PBS로 3회 세척 후 TRI zol을 넣어 잘 섞은

후 100 μL의 클로로포름을 넣고 15분간 얼음에

정치 시켰다. 그 후 4℃, 12,000 rpm에서 15분

간 원심 분리하여 윗층을 조심스럽게 취한 후 동

량의 isopropanol을 첨가하여 -20℃에서 45분

정치한 후 원침하고, 70% DEPC 에탄올로 1회

세척하였다. RNA를 실온에서 건조 시킨 후

DEPC가 첨가된 증류수에 녹여 RT-PCR에 사용

하였다. RT-PCR반응에서 클로닝된 DNA의 증

폭을 막기 위하여 RNA에 DNase를 첨가하여 실

험에 사용하였다.  cDNA 합성에는 Promega 사

의 MMLV-RT와 oligo dT primer를 사용하였

다. PCR 반응은 94℃에 10분간 1 cycle 반응

후, 94℃ 30초, 56℃ 45초, 72℃ 1분간 35

cycle 반응시켰으며, 72℃에서 5 min extention

을 시행하였다. 증폭된 산물은 1.2% agarose

gel에 전기 영동 하여 DNA band를 확인하였다.

역전사 중합효소 연쇄반응에 사용한 cytokine

primer 서열은 Table 1에 정리하였다. 

5. Dot blot analysis

Transient transfection된 세포주의 배양액

을 회수하여 dot blot에 사용하였다. 배양액을

vacuum tranfer 로 nitrocellulose막에 전달시

킨 후 3% bovine serum albumin-TPBS

(0.05% Tween-20 in PBS)로 blocking한 후

높은 anti-HBc 또는 HBe역가를 보이는 만성 간

염 보균자의 혈청을 blocking 용액에 500배 희

석하여 4시간 반응시켰다. TPBS로 3회 세척 후

horseradish peroxidase conjugated goat

anti human IgG(Tago Inc., CA, USA)를

blocking 용액에 500배 희석하여 반응시키고,

ECL kit(Amersham Pharmacia Biotech

Inc., 미국)를 사용하여 반응 정도를 측정하였

다.

6. pc-HBC  생산 및 주사

많은 양의 endotoxin free 플라스미드를 얻

기 위하여 Qiagen사 (미국)의 Endofree

plasmid maxi kit를 사용하여 플라스미드를 분

리하였으며, 또한 미국의 Aldevron사(미국)에

의뢰하여 pcDNA3 vector에 cloning된 HBc

DNA 플라스미드를 준비하였다.  PBS 60 ㎕에

플라스미드 DNA 농도를 여러 농도로 녹여 근육

내로 주사하였다. 

7. HBc mRNA 생산

먼저 In vitro transcription에 사용할 HBc

cDNA를 만들기 위하여 TagDT, Tag, T7 switch

primer 및 T7 primer를 제작하였다(TagDT,5'-

AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACTTTTTTTTTTT

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T V N - 3 '

V = G A C , N = G A T C ; T a g , 5 ' -

AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3'; T7 swit

chprimer,5'- CTAATACGACTCACTATAGGGCGGG-3' 및

T7, CCATCCTAATACGACTCACTA TAGGGC

-3'). pc-HBc가 transfection된 Remca cell에

서 Trizol 법을 이용하여 total RNA를 분리한

후 다음과 같이 HBc cDNA를 합성하였다. 먼저

시험관에 Tag dT(20 pmol), total RNA(2

㎍), 10 mM dNTP mix(1 μL) 와 DEPC-DW

를 넣어 total 12 μL가 되게 한뒤 65℃ 5분간

둔 후 즉시 ice에 두었다. 여기에 5X First-

strand buffer(4 μL), 0.1M DTT(2 μL),  40

U/μL  RNase inhibitor(1 μL)를 첨가하여 부

드럽게 혼합한 후 42℃에 2분 두었다. 여기에



200 U/μL Superscript II Enz(1 μL)를 첨가

하여 pipette으로 mix후 42℃에 30분 간 두었

다. T7switch primer(20 pmol)을 첨가하고

42℃에 30분간 처리하여 1st cDNA를 합성하였

다. 

10x cDNA PCR reaction buffer(10 μL),

50pM Tag primer(0.5 μL), 20pM T7

primer(0.5 μL), 10mM dNTP mix(8 μL),

advantage cDNA polymerase mix(2 μL,

Clontech Laboratories, 미국)를 혼합한 후 여

기에 상기한 cDNA를 2 μL 첨가하고 DW로 총

volume을 100 μL로 조정한 후 PCR machine

에서 95℃ 1분(1 cycle), 95℃ 30초, 65℃ 30

초, 68℃ 6분 (25 cycle), 68℃ 7분(1 cycle)간

열처리하여 2nd cDNA를 합성하였다. 합성된

2nd cDNA는 QIA quick PCR purification

kit(Qiagen, 미국)를 이용하여 순수 분리하였으

며 농축하여 HBc RNA 합성에 사용하였다. 

In vitro transcription은 Ambion사(미국)

의 T7 mMessage mMachine Kit를 사용하였

다. 간기하면 10x transcription buffer (2 μ

L), 2x Ribonucleotide mix(10 μL),  cDNA

(1 ㎍), 10x enzyme mix (2 μL)를 시험관에

넣은 후 RNase free DW를 첨가하여 총량이

20 μL 되게 하였다. 가습된 37℃ 배양기에 3시

간 작용 후 RNase free DNase I(2 U/μL)를 1

μL 넣고 15분 반응시켰다. 

상기 반응믈을 1 mL Trizol이 든 시험관으로

옮긴 후 혼합하고 chloroform 150 μL를 첨가하

여 혼합한 후 원심하였다(12,000 rpm, 15분).

상층액을 수거하여 동량의 isopropanol과 혼합

한 후 원심하여 RNA pellet을 침전시켰다. 70%

ethanol로 RNA pellet을 세척한 후 DEPC-

DW 30 μL에 녹였으며 LiCl 25 μL를 첨가하여

-20℃에서 2시간 동안 RNA를 침전시켰다. 생성

된 RNA pellet을 70% ethanol로 다시 세척한

후 DEPC-DW에 녹이고 농도를 측정하여 실험에

사용하였다.

8. DC 및 macrophage 분리 및 배양

마우스에서 장골을 추출한 후 골수를 분리하였

다. 골수세포에 ACK lysis buffer 2 mL을 넣어

2분간 처치하여 RBC를 제거하였다. 세포를 3회

세척한 후 DMEM 배지에 넣어 5 x 106 cell/mL

농도로 부유하고 GM-CSF 40 ng/mL, IL-4

20 ng/mL을 첨가하여 4시간 배양하였다. 배양

접시를 흔든 후 상층(비부착세포)을 수거하여 6

well plate에 7.5 x 106 cell/ 3 mL/well 농도

로 분주하고 CO2 배양기에서 배양하였다. 2일 후

plate를 부드럽게 흔들어 상층을 제거하고 GM-

CSF 및 IL-4가 함유된 DMEM 배지(DMEM-

GM-IL4)를 3 mL 첨가하여 배양하였다. 2일 후

배양접시를 부드럽게 흔들어 상층을 제거하고 다시

DMEM-GM-IL4를 첨가하여 cell cluster를 파

괴한 후 세포수를 측정하고 실험에 사용하였다.  

마우스 복강 macrophage는 다음과 같이 분

리하였다. 마우스 복강에 생리식염수를 5-8 mL

주사 후 재 추출하여 복강 세포를 추출하였으며,

이세포를 10% FBS가 첨가된 RPMI 1640 배지

에 부유시켜 37℃에 3시간 둔 후 접시에 부착된

세포를 수거하여 사용하였다. 

9. Anti-HBc ELISA

마우스에 여러 형태의 백신을 주사한 후 3주가

경과한 후 심장을 천자하여 채혈하고 혈청을 분리

하였다. 분리된 혈청은 -20℃에서 보관하며 실험

에 사용하였다.  간략하게 설명하면, 먼저 PBS로

혈청을 희석하여 recombinant HBc 가 코팅된

microtiter plate에 50 μL 씩 첨가하고, 양성,

음성 대조군은 ELISA kit 내 제품을 사용하였다.

그 다음 horesradish peroxidase conjugated

human HBc 항체 용액을 100 μL첨가하여 37

℃에서 1시간 반응하였다. TPBS으로 5회 세척

후 tetramethyl benzidine 기질액 100 μL를

첨가하여 실온에서 30분간 반응한 후 1.6 N

H2SO4를 100 μL 첨가하여 반응을 정지시키고,

450 nm에서 흡광도를 측정하였다. ELISA에 사
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용된 Kit는 녹십자사에서 제작한 GENEDIA

Anti-HBc ELISA Plus kit를 사용하였다. 이번

실험에 사용된 ELISA는 microplate의 각 well

에 코팅된 HBc 항원에 대하여 horesradish

peroxidase conjugated human HBc 항체와

HBc DNA에 의해 유도된 마우스의 anti-HBc 항

체에 대한 경쟁적 효소 면역반응으로 마우스 혈청

의 항체 역가는 % competition 값으로 계산하였

다. 계산식은 다음과 같다.

% competion=100 - (실험군 혈청의 450

nm에서의 흡광도/양성 혈청의 450 nm에서의

흡광도×100)

성 적

1. HBc DNA 플라스미드 및 HBc RNA 생산

만성 간염환자의 혈액에서 DNA를 분리한 뒤

PCR법으로 HBc DNA를 증폭시키고 이를

pcDNA3 플라스미드에 클로닝하였다(Fig. 1A).

이 플라스미드(pc-HBc)를 EL-4 및 Renca cell

에 transfection하여 stable transfectant를 분

리한 후 이 세포로부터 RNA를 분리하였다.

RNA에서 RT-PCR법으로 HBc mRNA가 세포

내에서 발현되고 있음을 확인하였으며(Fig. 1B),

이 세포로부터 단백질을 추출하여 dot blotting

법으로 HBc 단백질이 생산됨을 확인하였다(Fig.

1C). HBc DNA로부터 HBc RNA를 in vitro

transcription 법으로 생산하였으며 생산된

RNA가 HBc 임을 RT-PCR법으로 확인하였다

(Fig. 2). 

2. HBc DNA의 항 HBV 면역반응 유도성

PBS, pcDNA3 플라스미드(100 ㎍), pc

-HBc(100 ㎍)를 마우스(n=3) 근육에 주사한

후 3주 째에 채혈하여 혈청을 수거하였으며, 혈청

내 anti-HBc 항체를 ELISA법으로 측정하였다.

PBS 및 pcDNA를 주사한 대조군에 비해 pc-

HBc를 면역조치한 마우스에서 anti-HBc 항체

반응이 증가하였다(Fig. 3A). 또 pcDNA3를 이

입시킨 Renca 및 EL-4 세포와 pc-HBc를 이입

시킨 Renca 및 EL-4 세포를 냉동한 후 녹여 마

우스 복강에 주사하고 3주 후 채혈하여 위와 동일

한 방법으로 anti-HBc 항체를 측정한 결과 pc-

HBc를 이입시킨 Renca 및 EL-4를 주사한 군에

서 항체반응이 증가함을 관찰하였다(Fig. 3B)

Table 1. Primer sequences used for RT-PCR

G3PDH

MIG

IP-10

GM-CSF 

IL-12

GCCACCCAGAAGACTGTGGATGGC/
CATGTAGGCCATGAGGTCCACCAC

GATCAAACCTGCCTAGATCC/
GGCTGTGTAGAACACAGAGT

ACCATGAACCCAAGTGCTGCCGTC/
GCTTCACTCCAGTTAAGGAGCCCT

GGATGTGGCTGCAGAATTTACTT/
TCATTTTTGGACTGGTTTTTTGCA

GACATGTGGAATGGCGTCTC/
CCAACCAAGCAGAAGACAGC

Namea Sequences (sense/antisense)

aG3PDH, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; IP-10, IFN-γinducible protein 10; MIG, monokine

induced by IFN-γ; GM-CSF, granulocyte monocyte colony stimylating factor; IL-12, interleukin-12. 



3. LPS 에 의한 DC cytokine 발현 변화

DC를 항원을 발현시키는 세포로 사용하기 위

하여 먼저 IFN-γ및 LPS가 DC 사이토카인 발

현에 미치는 영향을 알아보았다. 배양된 DC에

IFN-γ(10 U/mL) 및 LPS(1 ㎍/mL)를 처치한

후 6시간 후 RNA를 수거하여 RT-PCR법으로

MIG, IP-10, GM-CSF, IL-12 발현 변화를 측

정한 결과 IFN-γ는 DC 사이토카인 발현에 큰 영

향을 미치지 않았으나 LPS는 IP-10, GM-CSF

및 IL-12의 발현을 대조군에 비해 현저히 증가시

킴을 알수 있었다(Fig. 4A). LPS가 DC에 미치

는 영향을 세밀히 분석하기 위해 배양된 DC에

LPS(1 ㎍/mL)를 처치한 후 2시간, 6시간 및

24시간 후 세포로 부터 RNA를 추출하여 RT-

PCR을 실시한 결과 IP-10, GM-CSF 및 IL-

12의 발현이 LPS처치 2시간 후부터 현저히 증가

함을 관찰하였으며, 특히 GM-CSF의 경후 24시

간 이후에도 지속적으로 증가하고 있음을 확인하

였다(Fig. 4B).   

4. HBc DNA, RNA, RNA 이입 DC 및
MP의 면역반응 유도성

여러 형태의 HBc 백신의 면역반응 유도성을

비교하기 위하여 마우스(n=3)에 PBS,

pcDNA(100 ㎍), pc-HBC(10 및 100 ㎍),

HBC RNA(0.5 및 1 ㎍)를 근육주사 하였으며,

HBc RNA(1 ㎍)을 전달시킨 LPS 자극 DC

(HBc-DC-LPS) 및 macorphage(HBc-MP)를

복강에 주사한 후 3주째 혈청을 분리하여 상기한

방법으로 anti-HBc 항체반응을 측정하였다. pc-

HBc를 투여한 군에서는 투여된 DNA 백신에 비

례하여 anti-HBc 항체반응이 증가하였으나,

naked HBc mRNA를 투여한 결과 항체반응 증

가가 나타나지 않았다. HBc RNA를 이입시킨

DC세포로 면역한 군에서는 다소 항체반응이 증가

하였으나 pc-HBc에 비해 현저히 반응이 낮았으

며, HBc mRNA를 이입이킨 MP의 경우 항체반

응을 나타내지 않았다(Fig. 5).

Fig. 1. Production of pc-HBC. HBc DNA amplified from DNA isolated from blood of HBV patient was

cloned into pcDNA 3 plasmid (A). After trasnfecting pc-HBc into EL-4 and Renca cell, stable

transfectants were selected in G418 media. HBc mRNA in transfectant was deteced by RT-PCR (B),

and recombinant HBc protein in transfectant was detected by dot blotting (C). 
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고 찰

만성 B형간염의 불완전한 면역성을 극복시키

는 방법을 찾기 위하여 여러 가지 형태의 HBc 백

신을 만들어 그 효과를 비교해 보았다. 이 실험에

사용된 HBc 유전자는 만성간염환자에서 분리되

Fig. 2. Production of HBc RNA by in vitro transcription. Lane 1, size marker;  lane 2, pcDNA 3 plasmid;

lane 3, Pc-HBc; lane 4, HBc amplified  from pc-HBc by PCR; lane 5, mHBC produced from HBc

by in vitro transcription; lane 6, HBc amplified  from mHBc by RT-PCR. 

Fug. 3. Induction of anti-HBc antibody response by immunization with pc-HBc,  pc-HBc-Renca and pc

-HBc-EL-4. Mice were injected with PBS, pcDNA3 (100 ), pc-HBc (100 ), pcDNA-Renca, pc

-HBc-Renca, pcDNA-EL-4 and pc-HBc-EL-4. Three weeks after immunization, serum was

harvested and anti-HBc antibody in serum was measured by competitive ELISA.



었음에도 불구하고 pcDNA 3 플라스미드에 클로

닝하여 세포 및 생체 내에 전달하였을 때 mRNA

및 단백질 생산이 잘 되고 있음을 알 수 있었다.

DNA 백신은 항원에 대한 항체반응과 세포성 면

역반응을 모두 유발시킬 수 있다. 세포 내로 전달

된 DNA 백신은 항원을 세포 내에서 발현시키며

이 항원은 B세포에 인식되어 항체생산을 유도시

킨다. 또 세포 내에서 class I MHC 분자와 결합

되어 세포면에 표출됨으로서 세포독성 T 세포의

활성화도 유발할 수 있다[8,9].  이와 같은 일반

적인 DNA 백신과 마찬가지로 이 연구에 사용된

pc-HBc 역시 마우스 생체 내에서 anti-HBc 항

체반응을 잘 유도함을 알 수 있었다. 또 pc-HBc

를 전달받은 Renca나 EL-4 세포주를 이용한 면

역반응 조사결과에서도 항체반응이 증가함을 관

찰하였다. 이 결과로 보아 이 연구에 사용된 HBc

DNA는 anti-HBc 항체반응을 충분히 유도시킬

수 있다고 생각된다. 

pc-HBc 백신에 비해 pc-HBc로부터 생산된

HBc mRNA를 바로 근육에 주사한 결과 anti

-HBc 항체가 유도되지 않았다. HBc를 전달시키

는 플라스미드내에 있는 CMV promoter는 강하

게 유전자를 발현시킬 수 가 있으며 플라스미드

DNA의 genomic DNA 내 삽입가능성이 있어

세포 유전자에 이상을 일으킬 가능성이 있다. 이

에 비해 HBc mRNA는 세포 유전자에 이상을 일

으킬 가능성이 전혀 없으며, 일시적으로 항원을

표현시키기 때문에 DNA 형태의 백신에 비해 안

전성에서 장점이 있다. 그러나 mRNA는 DNA에

비해 쉽게 파괴되는 단점이 있으며, 본 연구결과

에서 HBc mRNA의 직접 주사가 비효과적인 이

유는 조직 내에서 mRNA의 급속한 degradation

이 주 원인인 것으로 생각된다. 따라서 RNA를

생체 내로 직접 주사하기에 앞서 생체 내에서

RNA 안정성을 증가시키는 방법이 고안되어야 할

것으로 사료된다. 

DC는 강력한 항원제공능력을 가지고 있어 각

종 난치성 질환의 예방 및 치료를 위해 연구되고

있다[10-12]. DC는 시험관 내에서 증식시켜 이

용하는 방법과 생체 내에서 DC 세포수를 직접 증

가시켜 질병치료에 이용하는 방법이 있다. 본 연

구자는 기존에 알려진 DC 유도 사이토카인인

Flt-3 ligand[13,14] 플라스미드를 사용하여 생

체 내에서 DC를 증가시킨 후 HBc 면역반응에

미치는 영향을 조사해 본 결과 Flt-3 ligand 농

도가 증가할수록 pc-HBc에 의한 anti-HBc 항

체량이 감소하였으며,  pc-HBc와 flt-3 ligand

의 접종시기 및 접종 부위에 따른 면역유발효과

를 비교한 결과에서 두 플라스미드를 동시에 같은

장소에 주사할수록 면역반응이 감소함을 보고한

Fig. 4. Effect of LPS on cytokine gene expression of DC. DC was stimulated with IFN- (10 U/㎖) or LPS

(1 ㎍/㎖) for 6 hours (A) or DC was stimulated with LPS (1 ㎍/㎖) for 2, 6, 24 hours (B). Total

RNA was isolated and cytokine mRNA was detected by RT-PCR.  
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바가 있다[15]. Flt-3 ligand에 의해 생체 내에

서 증가된 DC는 휴지기 상태에 있으며 세표면에

CD80과 CD86의 발현이 매우 낮은 것으로 알려

져 있으며[16], 이런 DC는 high affinity

CTLA4 수용체를 이용하여 T cell의 CD28에 결

합하며 T cell 관용을 유도시킨다고 알려져 있다.

따라서 Flt3 ligand에 의해 생체 내에서 유도된

미성숙 DC는 항원을 관용원 양상으로 제공할 가

능성이 있다[17,18]. 본 연구에서는 DC의 강력

한 항원제공능력을 이용하기 위해 시험관 내에서

DC를 배양한 후 LPS로 자극하여 활성화시켜 항

원제공 세포로 사용하고자 하였다. 먼저 배양된

DC를 LPS로 자극한 후 cytokine을 조사한 결

과 IP-10, GM-CSF 및 IL-12의 발현이 모두

증가하였으며, DC에서 증가된 IP-10은 활성화

된 T cell의 화학주성을 유발하고[19,20] GM-

CSF[21] 및 IL-12 [22,23]는 면역활성제로 작

용할 수 있다고 기대되었다. 그러나 실제 HBc

mRNA를 전달시킨 DC를 마우스에 주사한 결과

pc-HBc에 비해 면역반응 유도성이 낮았다. DC

는 성숙형과 비성숙형이 있으며, 항원 세포내 흡

수는 비성숙형이 우수하고 항원 제공은 성숙형이

우수하며, LPS자극은 DC의 성숙을 유도한다고

알려져 있다[24-26]. HBc RNA를 전달 받은 후

RNA uptake에서 항원 발현까지 미성숙 DC가

효율적인지 또는 성숙형 DC가 효율적인지는 알

수 없으며, 따라서 DC 분화 상태에 따른 전달된

항원 RNA의 발현과의 상관관계는 추후 더 연구

되어야 할 것으로 생각된다. 탐식세포는 DC 보다

쉽게 분리될 수 있어 항원제공세포로서의 기능성

은 있으나 DC에 비해 항원제공 능력이 현저히 낮

으며 특히 RNA를 전달 받을 경우 이를 단백질로

표현시키기 보다는 이물질로 up-take하여 RNA

자체를 파괴시킬 가능성이 있다. 

이상의 실험을 통하여 HBc DNA 백신은 다

른 형태의 백신에 비해 anti-HBc antibody 반

응을 유도하는 데 매우 효과적임을 알 수 있다.

mRNA 백신 또는 mRNA를 이입시킨 DC를 이

용한 면역법은 더 효율적인 형태가 개발되어야 할

것으로 생각되며, DC의 경우 단순한 DC 수의 증

가 또는 활성화 보다는 이런 유전자 발현에 의한

항원전달에 적합한 DC를 유도하는 방법이 우선

Fig. 5. Anti-HBc antibody response induced by immunization with pc-HBc,  HBc mRNA and cells

transfected with HBc mRNA. Mice were injected with PBS, pcDBA3 (100 ㎍), pc-HBc (10, 100

㎍), HBc mRNA (0.5, 1 ㎍), HBc-DC-LPS, HBc-MP. Three weeks after immunization, serum was

harvested and anti-HBc antibody in serum was 



개발되어야 한다고 생각된다.     

요 약

만성 B형간염의 불완전한 면역성을 극복시키

는 방법을 찾기 위하여 여러 가지 형태의 HBc 백

신을 만들어 그 효과를 비교해 보았다.  Hepatitis

B virus의 core 항원(HBc) 유전자를 삽입한

DNA 백신은 생체 내에서 anti-HBc antibody

response를 잘 유도하였으며, 이 유전자를 이입

받은 Renca 및 EL-4 cell도 면역반응을 유발할

수 있었다. 새로운 면역형태를 개발하기 위하여

우선 dendritic cell(DC)를 배 양한 후

lipopolysaccharide를 처치한 결과 IP-10,

GM-CSF, IL-12 등 중요 사이토카인 발현이 현

저히 증가하였으며, 이 세포가 유전자를 이입 받

을시 뛰어난 면역반응을 일으킬 것으로 예상하였

다. 그러나 HBc mRNA 백신 자체 또는 이를 전

달받은 DC나 탐식세포는 pc-HBc 백신에 비해

면역반응 유도성이 낮거나 없었다. 이상의 실험을

통하여 HBc DNA 백신은 다른 형태의 백신에 비

해 anti-HBc antibody 반응을 유도하는 데 매

우 효과적임을 알 수 있으며,  mRNA 백신 또는

mRNA를 이입시킨 DC를 이용한 면역법은 더 효

율적인 형태가 개발되어야 할 것으로 생각된다.  
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