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ABSTRACT 

Background and Objectives：The goal of tumor vaccine is to activate immune system specifically against proteins expressed 
by a tumor, and many types of vaccines such as gene modified vaccines have been developed to increase immunogenicity of 
vaccine. We studied to determine whether or not 5-aza-2’-deoxycytidine (ADC) can increase the immunogenicity of B16F10 
melanoma cell. Materials and Method：B16F10 cell was treated with ADC for the induction of DNA demethylation. An 
ADC treated B16F10 melanoma cell was analyzed first using the reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) 
technique to evaluate the gene expression of tumor antigen (MAGE-2, MAGE-5) and immunity-enhancing cytokines (GM-
CSF, IL-12), and then by flow cytometry to evaluate the expression of MHC and B7 that are responsible for antigen expres-
sion and T cell activation on B16F10 cell surface. In order to evaluate vaccination effect of ADC-treated B16F10 vaccine, 
each mouse group were injected with PBS, ADC, B16F10 vaccine or B16F10-ADC vaccine and they were also challenged 
with live B16F10 cell 7 days after vaccination. On the 20th day after live B16F10 cell challenge, the tumor mass size and the 
mouse survival period were determined. Results：ADC treatment for B16F10 melanoma cell increased expression of MHC 
and B7. ADC treatment also increased gene expression of MAGE-2, MAGE-5, GM-CSF and IL-12. The growth of tumor 
mass was decreased and the mouse survival period was elongated in B16F10-ADC vaccine immunized group. Conclusion：
ADC treatment may increase immunogenicity of B16F10 cell, and B16F10-ADC vaccine immunization can induce anti-
cancer immunity in vivo. ((((Korean J Otolaryngol 2002;45:784-90)))) 
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서     론 
 

암을 치료하는 방법으로서 기존의 수술, 화학요법, 방사선

요법 외에 항암면역요법과 유전자치료법 등의 새로운 치료기

술이 연구되고 있다. 이 중 면역요법이란 종양에 대한 면역성

을 회복시켜 신체 면역계가 종양을 파괴시키게 하는 방법이

다. 면역요법은 면역계의 감시기능을 이용하여 수술로 미처 

제거하지 못한 잔존 암세포나 전이된 암세포를 찾아 파괴할 

수 있는 장점이 있다. 종양면역요법은 크게 특이요법과 비특

이요법으로 나눌 수 있으며, 특이요법은 환자의 종양세포가 

가지고 있는 종양항원(백신)을 여러 가지 방법으로 환자에

게 투여하여 종양항원에 대한 특이 면역성을 유발시키는 방

법이며,1-3) 비특이요법은 사이토카인이나 BCG 등을 투여하

여 환자의 신체 면역성을 전반적으로 증가시켜 암을 치료하

는 방법이다.4)5) 비특이요법보다 특이요법이 더욱 전문적인 

치료 방법이며 효과적이고 부작용도 적은 방법이다. 그러나 

종양세포는 면역계의 공격을 회피하여 자랄 수 있는 특성이 

있어 신체내 항종양 특이면역성을 유발하는 것은 쉬운 일이 

아니다.6) 특이종양면역요법제로서 현재 종양세포에 사이토카

인 유전자를 넣는 gene modified cancer cell vaccine,7) 수

지상세포에 종양항원 단백질 펩타이드를 먹인(pulsing) 백

신,8) 수지상세포와 종양세포를 융합시켜 만드는 세포융합 백
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신9) 등이 많이 연구되고 있다. 상기한 종양백신을 신체 내에 

투여하는 가장 주된 이유는 종양세포를 인식하고 파괴할 수 

있는 cytotoxic T lymphocyte(CTL)를 유도하는 것이다. 

CTL은 항원제공세포 표면에 표출된 class I MHC 분자에 

결합된 항원 펩타이드를 인식하고, 항원제공세포의 B7 부속

분자와 T 세포의 CD28간의 반응 및 T 세포 활성유도성 사

이토카인의 도움으로 활성화가 원활히 유도된다. 따라서 상기

한 종양백신과 같이 종양 세포에 유전자를 주입시켜 항원성 

또는 항원 전달성을 변화시키거나 또는 항원제공 능력이 강

한 수지상세포를 사용함으로써 종양에 대한 특이면역성을 증

가시킬 수 있다. DNA 메칠화는 유전자 프로모터 영역의 CpG 

dinucleotide에 있는 cytosine기에 일어나며 유전자전사 조

절에 중요한 역할을 한다. 5-aza-2’-deoxycytidine(ADC)

은 DNA 메칠화억제제로서 유전자 프로모터 영역의 CpG 

dinucleotide의 cytosine기에 메칠화를 억제시키며, 프로모

터의 메칠화 억제는 전사요소의 결합을 증가시켜 유전자전사

를 증가시킨다.10) ADC는 상기한 작용에 의해 melanoma an-
tigen gene(MAGE)이나 melanoma의 G antigen gene(GA-
GE) 등 CTL을 자극시킬 수 있는 종양항원의 발현을 증가

시킨다고 보고되고 있다.11-13) 본 연구는 ADC의 이런 작용

에 착안하여, 종양세포에 ADC를 처치하여 유전자 탈메칠화

를 유도시킴으로서 종양세포의 면역원성(immunogenicity)

과 종양항원 전달 및 CTL 활성화에 관여하는 물질이 증가하

는가를 조사하였다. 

 

재료 및 방법 
 

실험동물 

특정 병원체가 없는 환경에서 사육된 7주령의 수컷 C57 

BL/6(H-2b) 마우스를 대한 실험동물센터에서 구입한 후 계

명대학교 의과대학 동물사육실에서 사육하여 8주령에서 10

주령의 마우스를 실험에 사용하였다. 

 

세포주 

흑색종에서 분리 배양한 B16F10(H-2Db, C57BL6, me-
lanoma cell) 세포주는 DMEM(GibcoBRL, NY, USA) 배

지에 10% fetal bovine serum(Hyclone, Utah, USA)과 1x 

antibiotic-antimycotic(GibcoBRL, NY, USA)을 첨가하여 

37℃, 5% CO2 배양기에서 배양하였다. 

 

역전사 중합효소 연쇄반응 

배양세포를 Phosphate buffered saline(PBS)로 3회 세

척한 뒤 상층액을 제거하고, 여기에 1 mL Trizol용액을 넣어 

cell scraper로 혼합하여 세포를 녹였다. 세포가 용해된 Tr-
izol용액에 1/10량의 chloroform을 첨가하여 진탕 혼합한 후 

12,000 rpm으로 15분간 원심하여 단백질 층과 RNA를 분

리하였으며, 분리된 상층의 RNA용액을 조심스럽게 수거하여 

1.5 mL 시험관에 옮겼다. RNA용액에 동량의 100% isopr-
opanol을 첨가하여 혼합한 후 -20℃에 16시간 이상 보관하

여 RNA를 침전시켰다. RNA-isopropanol 혼합액을 12,000 

rpm으로 원심하여 RNA pellet을 만든 뒤 상층을 제거하였으

며, 여기에 ice-cold 70% ethanol을 1 mL 첨가하여 RNA 

pellet을 세척한 뒤 원심하여 상층의 ethanol용액을 완전히 

제거하고 RNA pellet을 DEPC-DW에 녹였다. Spectrop-
hotometer를 이용하여 용해된 RNA의 농도와 순도를 측정

하고 이를 역전사중합효소반응(reverse transcriptase-po-
lymerase chain reaction, RT-PCR)에 사용하였다. Total 

RNA용액을 70℃ 수조에 10분간 두어 RNA를 변성시킨 뒤 

얼음에 보존하였다. 먼저 5x RT buffer 2 μL, 10 mmol 

dATP 0.25 μL, 10 mmol dGTP 0.25 μL, 10 mmol 

dTTP 0.25 μL, 10 mmol dCTP 0.25 μL, MMLV re-
verse transcriptase(200 U/μL) 0.25 μL, RNase inhib-
itor(28 U/μL) 0.25 μL, 50 μmol oligo dT primer 0.5 

μL, Diethyl pyrocarbonate를 처리한 증류수 4 μL를 PCR 

tube에 넣어 RT-mixture를 만들었다. 여기에 얼음에 보존

한 total RNA용액(1 μg/μL)을 2 μL 첨가한 뒤 mineral 

oil을 1방울 떨어뜨리고 실온에 10분간 두었다. 이 시험관을 

PCR machine(Cetus 480,Perkin Elmer, CT, USA)에 넣

어 42℃ 에서 60분간 열처리하여 역전사반응을 완료 하였

으며, 역전사반응물을 증류수로 1：1 희석한 뒤 PCR에 이

용하였다. PCR은 먼저 10x PCR buffer 3 μL, 25 mmol 

MgCl2 1.8 μL, 10 mmol dATP 0.3 μL, 10 mmol dGTP 

0.3 μL, 10 mmol dTTP 0.3 μL, 10 mmol dCTP 0.3 μL, 

50 μmol sense 및 antisense primer 0.25 μL, Taq pol-
ymerase(5 U/μL, Promega, WI, USA) 0.25 μL를 혼합

하고 여기에 증류수를 넣어 최종 용액량이 25 μL되게 하여 

PCR mixture를 만들었다. PCR mixture를 PCR tube에 넣

고 여기에 역전사반응물을 5 μL 넣고 혼합한 뒤 mineral oil

을 1방울 떨어뜨리고 PCR machine(GeneAmp PCR sys-
tem 2400, Perkin-Elmer, CT, USA)에 넣어 다음의 조건

으로 PCR을 실시하였다. 먼저 94℃에서 5분간 가열한 후 

94℃ 30초, 57℃ 45초, 72℃ 45초를 1cycle로 하여 18~35 

cycles 반응시켜 DNA를 증폭시켰으며, 최종적으로 72℃에

서 5분간 처치하여 PCR을 완료하였다. 1% agarose gel에 

PCR산물을 접종하고 전기영동한 뒤 Gel Doc 2000(Gibco-
BRL, NY, USA)을 이용하여 증폭된 DNA band를 관찰하
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였다. RT-PCR에 사용한 primer는 바이오니아사(Bioneer, 

Choongbook, Korea)에 의뢰하여 합성하였으며, 각 primer

의 염기서 열은 Table 1에 정리하였다. 

 

Flow cytometry 분석 

세포주기에 관한 분석은 다음과 같은 방법으로 실시하였다. 

간략하게 기술하면, 배양된 세포를 PBS를 넣어 원심분리 후 

PBS에 1×107 cells/mL 농도로 부유시켰다. 세포액 100 

μL를 취하여 진탕혼합하면서 95% 에탄올 200 μL를 서서

히 첨가한 후 4℃에서 1시간 동안 방치하였다. 세포를 PBS

로 다시 한 번 세척한 후, RNase가 12.5 μg 첨가된 1.12% 

sodium citrate 용액을 250 μL 첨가하여 37℃에서 30분간 

방치하였다. 세포의 DNA 염색을 위하여 propidium iodide 

(50 μg/mL)를 250 μL 첨가하여 실온에서 30분간 방치

한 후 유세포측정기(FACScan；Becton DicKinson, USA)

를 이용하여 분석하였다. 

세포의 면역 표현형의 변화에 관한 실험은 다음과 같이 

실시하였다. 배양된 세포를 2% fetal bovine serum(FBS；

Hyclone, USA)이 포함된 인산 완충액(FBS-PBS)으로 2

회 세척한 후 FBS-PBS에 세포를 재부유 시켜 세포 농도가 

1×106 cells/mL이 되게 조정하였다. 세포 용액 1 mL를 취

하여 원심 후 상층을 제거하고 세포 pellet에 Fluorescein 

isothiocyanate(FITC)가 결합된 특이항체(0.5 mg/mL)를 

10 μL 첨가하여 잘 부유시킨 후 4℃에서 30분간 방치하였

다. 세포에 FBS-PBS를 1 mL 첨가하여 2회 세척한 후, 세

척된 전체 세포를 500 μL의 FBS-PBS에 부유시키고 유세

포측정기를 이용하여 세포의 면역 표현형의 변화를 측정하였

다. 단클론항체로는 FITC-anti-mouse CD80(B7-1) anti-

body와, FITC-anti-mouse-H-2Kb antibody 및 purified 

anti-mouse-H-2Db antibody(Phar-Mingen, San Diego, 

CA, USA)를 사용하였다. 

 

세포 백신 

세포백신은 B16F10 세포를 방사선조사하여 사멸시킨 wh-
ole tumor cell 백신(B16F10 백신)과 ADC를 48시간 처치

한 후 방사선을 조사한 B16F10-ADC 백신을 다음과 같이 

제작하여 사용하였다. 세포실험에 이용된 B16F10 세포 및 

B16F10-ADC 세포를 0.02% trypsin EDTA로 수거한 후 

PBS로 2번 세척한 후 PBS에 2×106 cells/mL 농도로 세포 

부유액을 만들었다. 세포 부유액 10 mL에 방사선을 조사하

였다(10,000 radiation, IBL437, CIS bio international, Fr-
ance). 방사선 조사 후 세포를 PBS로 1회 세척하고 PBS에 

5×106 cells/mL의 농도로 세포를 부유시켰다. C57BL/6 마

우스의 등쪽을 면도한 후 피하로 세포 부유액 200 μL씩을 

주사(1×106 cells/mouse)하여 면역조치하였다. 일주일 후 

살아 있는 B16F10 암세포를 백신에 사용한 농도와 같은 

농도로 PBS에 부유하여 200 μL 주사하여 암을 유발시켰

다. 암세포 주사 후의 tumor형성이 관찰된 10일 이후부터 매 

2~3일에 한번씩 암의 크기를 digimatic micrometer(Mit-
utoyo, Japan)를 사용해 측정하였으며, 마우스 생존기간을 

조사하였다. 

 

결     과 
 

ADC 처치가 B16F10 세포의 세포주기 및 세포성장에 미

치는 영향 

ADC를 이용하여 DNA 탈메칠화를 유도하기 전에 먼저 

ADC가 B16F10의 성장과 세포주기 변화에 미치는 영향을 

알아보았다. 배양중인 B16F10 세포에 ADC를 0, 0.2, 1 또

는 5 μmol 농도로 첨가한 후 24, 48 및 72시간 배양하였

으며, 배양 후 세포를 수거하여 세포수를 측정하였다. ADC를 

Table 1. Primers used for RT-PCR 

Name Primer sequence (sense/antisense) 

GM-CSF 5’-GGATGTGGCTGCAGAATTTACTT-3’/ 
 5’-TCATTTTTGGACTGGTTTTTTGCA-3’ 
IL-12p40 5’-ACATGTGTCCTCAGAAGCTAACCATC-3’/ 
 5’-ATCCTAGGATCGGACCCTGCAGGG-3’ 
MAGE-2 5’-ATCGCTCTGCAGTGCCAGTT-3’/ 
 5’-GTCCACCAAGTCATACACCT-3’ 
MAGE-5 5’-GACATTGTGGACTCAGCACC-3’/ 
 5’-GTCCACCAAGTCATACACCT-3’ 
G3PDH 5’-GCCACCCAGAAGACTGTGGATGGC-3’/ 
 5’-CATGTAGGCCATGAGGTCCACCAC-3’ 

Fig. 1. Effect of ADC on the proliferation of B16F10 cell. B16F10
cells were cultured in medium containing ADC for 24, 48 and
72 hours. Cells were detached by trypsin treatment from pl-
ate, and stained with trypan blue. The number of viable cells
was counted in hemocytometer. 
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처치하지 않은 대조군에 비해 ADC를 처치한 군에서 세포 

성장이 억제되었으며, ADC 처치 농도가 증가할수록 세포증

식 억제정도도 증가하였다(Fig. 1). 

ADC 처치가 B16F10 세포주의 세포주기에 미치는 영향을 

살펴보기 위하여, 배양된 B16F10 세포주에 ADC를 0 μmol, 

1 μmol, 5 μmol, 10 μmol 농도로 처치한 후 24시간 배

양하여 ADC처치에 의한 B16F10의 세포주기에 미치는 영

향을 조사하였다. 대조군에 비해 ADC를 처치한 군에서 세포

주기 중 S기에 있는 세포수가 증가하였다(Fig. 2). 

 

ADC 처치가 B16F10 세포의 암 항원 발현에 미치는 영향 

ADC를 B16F10 세포주에 처치할 시 cytotoxic T 세포 

유도성이 있는 암항원인 MAGE-2와 MAGE-5의 발현이 

유도되는지를 관찰하기 위하여 ADC를 농도별 그리고 시간

별로 처치한 후 이들의 발현 양상을 관찰하였다. ADC 처치

시 암항원인 MAGE-2와 MAGE-5의 발현은 초기 6시간

에는 모든 처리 농도에서 발현이 유도되지 않았으나, 1 μmol 

ADC 처치시 24시간부터 MAGE-2와 MAGE-5의 발현이 

유도되었으며, 48시간에는 전 농도에서 발현이 관찰되었다

(Fig. 3). 

 

ADC 처치가 B16F10 세포의 MHC 및 B7 표현에 미치는 

영향 

ADC 처치에 의한 B16F10 세포의 면역 표현형의 변화를 

관찰하기 위하여, 배양된 B16F10 세포주에 1 μmol 농도의 

ADC를 48시간 처치한 후 anti-MHC antibody 및 anti-

B7 antibody를 반응시켜 MHC 및 B7이 세포표면에 얼마

나 표현되는가를 유세포측정기로 조사하였다. 그 결과 대조

군에 비해 ADC를 처치한 군에서 MHC와 B7 분자를 표현

하는 B16F10 세포의 수가 모두 증가됨을 관찰할 수 있었다

(Fig. 4). 

 

ADC 처치가 B16F10 세포의 사이토카인 발현에 미치는 

영향 

항암면역효과가 있는 사이토카인으로 알려진 GM-CSF와 

IL-12의 발현에 미치는 영향을 알아보기 위하여 B16F10 

세포주에 ADC를 농도 별 그리고 시간 별로 처치한 후 total 

RNA를 수거하여 RT-PCR을 실시하였다. GM-CSF의 경

우 대조군에 비해 ADC를 1 μmol 처치한 군에서 24시간부

Fig. 2. Effect of ADC on the cell cycle of B16F10 cell. B16F10
cells were cultured in medium containing ADC for 24 hours.
Cells were detached by trypsin treatment from plate, and st-
ained with propidium iodide, and cell cycle was analyzed by
FACS scan. M1, M2 and M3 represent G1, S and G2/M phase,
respectively. 

Fig. 5. Effect of ADC on the GM-CSF and IL-12 gene expression
of B16F10 cell. B16F10 cells were cultured in medium contai-
ning ADC for 1, 6, 24 and 48 hours, and total RNA was isola-
ted. The gene expression of GM-CSF and IL-12 was measured
by RT-PCR. G3PDH：Glyceraldehyde-3-phosphate dehydro-
genase. 

Fig. 4. Effect of ADC on the MHC and B7 expression of B16F10
cell. B16F10 cells were cultured in medium containing 1 μ
mol of ADC for 48 hours, and stained with FITC-conjugated
anti-MHC (H-2kb) or anti-B7 (CD80) antibody for FACS anal-
ysis. Black color space represent control group, and white
color space represent ADC-treated group. 

Fig. 3. Effect of ADC on the MHC and B7 gene expression of
B16F10 cell. B16F10 cells were cultured in medium containing 1
μmol of ADC for 48 hours, and stained with FITC-conjug-
ated anti-MHC or anti-B7 antibody for FACS analysis. Black
color space represent control group, and white color space
represent ADC-treated group. G3PDH：Glyceraldehyde-3-ph-
osphate dehydrogenase. 
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터 GM-CSF의 발현이 유도되기 시작하여 48시간 때까지 지

속되었다. IL-12의 경우 ADC 처리 모든 농도에서 처치 1시

간 이후부터 발현이 다소 증가하여 48시간 때까지 지속되었

다(Fig. 5). 

 

ADC가 처리된 B16F10 세포백신의 항암효과 

ADC를 처치한 B16F10 세포주의 세포백신으로서의 가

능성을 조사하기 위하여, B16F10 세포와 1 μmol 농도의 

ADC를 48시간 처치하여 앞서 기술한 바와 같이 MAGE와 

MHC, B7 및 사이토카인 발현을 증가시킨 B16F10 세포

(B16F10-ADC)에 방사능을 조사하여 종양백신을 만들었

다. 그 후 대조군인 PBS, ADC(1 μmol/mouse), B16F10 

백신과 실험군인 B16F10-ADC 백신을 각각의 마우스군에 

주사하여 면역조치 시켰으며, 1주일 후 살아있는 B16F10 암

세포를 주사하여 종양을 유발시키고 종양의 성장크기와 마우

스 생존성을 추적하였다. 먼저 종양 유발 후 20일 째 종양

의 크기를 측정한 결과 PBS와 ADC를 피하에 주사한 군 및 

B16F10 백신을 주사한 군에서는 종양의 크기(직경 표준편

차)가 각각 2.6 cm±0.2, 2.7 cm±1.6, 2.0 cm±0.9이었으

나 B16F10-ADC 백신을 주사한 군에서는 0.5 cm±1.1로 

나타나 B16F10-ADC 백신을 투여한 군에서 종양의 성장이 

지연됨을 관찰하였다(Fig. 6). 또 상기한 바와 같이 면역조치

한 마우스에 종양을 유발시키고 종양 유발 후 마우스의 생존

성을 2~3일 간격으로 조사한 결과 PBS, ADC 및 B16F10 

백신으로 면역된 군에 비하여 B16F10-ADC 백신으로 면

역한 군에서 마우스 생존기간이 3~7일 연장됨을 관찰할 수 

있었다(Table 2). 

 

고     찰 
 

종양백신요법이란 수술로 적출한 종양조직에서 종양세포

를 분리한 뒤 이를 배양하고 가공하여 다시 환자에게 투여함

으로서 환자에게 종양특이성 면역반응을 유도하여 종양을 치

료하는 기술이다. 종양백신이 체내에서 항종양 면역반응을 유

도시키기 위해서는 종양항원의 발현과 더불어 종양항원 제

공에 관여하는 분자의 발현이 필요하다. 

ADC는 DNA 메칠화를 저하시킴으로서 여러 가지 유전자

의 발현을 증가시키는 것으로 알려져 있으며 특히 CTL 유

도성 종양항원인 MAGE와 GAGE 및 NY-ESO-1의 발현

을 유도시키는 것으로 알려져 있다.11-13) 따라서 ADC는 종

양세포에 종양항원 발현을 증가시켜 강한 면역반응을 유발

시킬 가능성이 있으며 이런 특성은 종양백신을 생산하는데 

이용될 수 있다고 생각된다. 그러나 ADC를 세포에 처치했을 

때 과도한 세포사가 유발된다면 다량의 종양백신을 생산하

는데 어려움이 생긴다. 본 연구에서는 먼저 ADC의 B16F10 

세포에 대한 직접 세포독성을 알아보기 위해 ADC를 여러 

농도로 처치한 후 시간별 세포수와 세포주기 변화를 조사하

였다. 그 결과 ADC 처치농도가 증가함에 비례하여 세포의 

증식속도는 억제되었으며, 세포주기도 S기에서 일부 차단되

는 것으로 나타났다. 그러나 ADC를 1 μmol 농도로 처치시 

세포증식이 완만하나 서서히 증가하였으며 trypan blue에 염

색되는 세포가 거의 없는 것으로 보아 이 농도가 B16F10 세

포에 독성을 최소화하면서 유전자 발현 변화를 유도하는데 

적절하다고 생각된다. 또 ADC 매개성 DNA 메칠화 억제에 

의한 유전자발현의 변화는 epigenetic change, 즉 DNA의 

돌연변이는 없이 유전성의 변화가 유전되는 현상을 초래한

다.14) 그러므로 ADC 처치 48~72시간 후 세포배양 배지를 

ADC가 없는 배지로 교대함으로서 ADC 자체의 독성은 제거

하면서 세포유전자발현성 변화는 유지시킬 수 있다. 따라서 

ADC가 다소 세포증식 억제성이 있더라도 종양백신을 다량 

생산하는데 이용될 수 있다고 생각된다. 종양세포의 면역원

성은 class I MHC 분자와 공동자극분자 및 종양관련 항원

(tumor-associated antigen)의 발현과 관련이 있다.15) Cl-
ass I MHC 분자의 발현 증가는 CTL 자극을 위한 종양항

원의 세포표면 표출에 필수적이며, B7 등의 공동자극 분자는 

CTL이 암세포 표면의 MHC-펩타이드 항원복합체를 인식하

Table 2. Delay of mice death by immunization with B16F10-ADC 

Number of survived mice 
Day 

PBS ADC B16F10 B16F10-ADC 

20 5 5 5 5 
25 3 4 2 5 
28 0 0 2 5 
31 0 0 0 3 
34 0 0 0 0 

PBS：Phosphate buffered saline 
ADC：5-aza’-2-deoxycytidine 

Fig. 6. Effect of vaccination with B16F10-ADC on the tumor
growth. Mice immunized with PBS, ADC, B16F10 or B16F10-
ADC were challenged with live B16F10 cell. Twenty days after
tumor challenge, the size of tumor mass of each group was
measured. PBS：Phosphate buffered saline, ADC：5-aza’-2-
deoxycytidine 
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여 활성화 될 때 CTL 표면분자와 결합하여 이 세포의 활성

화를 유도시키는 역할을 한다. 그러므로 T 세포의 활성화를 

유도시킬 수 있는 효율적인 종양백신이 되기 위해서는 MHC

와 더불어 상기한 공동자극 분자 및 T 세포 활성화를 위한 

사이토카인 등의 발현이 필수적이다. 본 연구에서는 ADC 처

치가 B16F10 세포의 MHC 분자 및 B7 분자의 발현에 미치

는 영향을 알아본 결과 두 분자 모두 대조군에 비해 ADC를 

처치한 군에서 현저히 발현이 증가됨을 보았다. 이 결과는 

ADC를 처치한 B16F10(B16F10-ADC) 백신이 다량의 

MHC 분자와 B7 분자를 생산하여 B16F10 자체 암항원을 

CTL에 전달시킬 가능성이 있음을 나타낸다. 

종양백신이 신체 내에서 항종양 면역반응을 유발시키기 위

해서는 상기한 MHC와 B7 발현과 더불어 종양항원과 면역세

포 활성화를 유도시키는 사이토카인의 발현이 많을수록 좋

다. 본 연구에서는 먼저 B16F10 세포에 ADC를 처치한 후 

종양항원인 MAGE-2와 MAGE-5의 발현을 조사한 결과 

이 두 분자의 발현이 ADC 처치에 의해 증가함을 관찰하였

다. MAGE는 여러 아형이 있으며 이들 아형들은 서로 간에 

구조적 유사성이 매우 크며,16) 또 이들은 CTL 활성화를 유

발하는 T cell epitope을 가지고 있는 것으로 보고되고 있

다.17) 따라서 B16F10 종양세포에 ADC 처치는 MAGE-2

와 5 및 상기한 MHC 및 B7 발현을 동시에 증가시켜 종양

항원을 세포 표면에 표현하여 CTL을 자극시킬 수 있다고 

생각되며, MAGE 아형간에 구조적 유사성이 있기 때문에 

MAGE-2와 MAGE-5에 반응하는 CTL은 다른 MAGE 아

형에 교차반응하여 암세포를 파괴할 가능성이 크다고 생각된

다. 또 ADC 처치가 면역세포 활성화에 관여하는 사이토카인 

분비를 유도하는가를 알아보기 위해 B16F10 세포에 ADC

를 처치한 후 GM-CSF와 IL-12의 발현변화를 조사하였

다. IL-12 발현은 ADC 처치 후 1시간 때부터 증가하였으

며, GM-CSF의 경우 ADC 처치 후 24시간 후부터 발현이 

증가하였으므로 GM-CSF는 DNA 탈메칠화에 의해 발현이 

증가되었을 가능성이 있다. 마우스 GM-CSF 유전자를 조사

한 결과 promoter의 TATA box로부터 약 950~960 bp 상

부에 여러 개의 CpG dinucleotide가 밀집되어 존재하고 있

음이 확인되어 이런 가설을 뒷받침한다.18) IL-12와 GM은 

비특이 종양면역요법제로서 널리 연구되고 있다. 따라서 ADC 

처치에 의한 B16F10 세포에서의 IL-12 및 GM-CSF 발

현 증가는 이 세포를 백신으로 사용했을 때 항종양 면역성을 

유발시키는 중요한 작용을 할 것으로 생각된다. 

이 연구를 통하여 ADC 처치가 B16F10 세포에 종양항원 

발현, 종양항원을 세포 표면에 표출시키는 MHC 발현, T cell 

활성화에 필요한 B7 부속분자 및 IL-12와 GM-CSF의 발

현을 증가시킴을 알 수 있었다. ADC의 이러한 작용이 실제 

마우스 내에서 항종양 면역반응을 유발시키며 더 나아가 종

양백신개발에 사용될 수 있는가를 알아보기 위하여 ADC를 

처치한 B16F10을 방사선 조사하여 백신을 만든 뒤 이를 마

우스에 주사하였으며, 이렇게 면역 조치된 마우스에 살아있는 

B16F10 세포를 접종하여 종양성장이 지연되고 면역된 마우

스의 생존율이 향상되는지를 관찰하였다. 먼저 생리식염수나 

ADC를 처치하지 않은 B16F10을 면역 조치한 대조군과 

B16F10-ADC를 면역 조치한 군의 종양크기를 측정한 결

과 대조군에 비해 B16F10-ADC를 면역 조치한 군의 종양

의 크기가 매우 작았으며, 마우스 생존기간을 조사한 결과에

서도 B16F10-ADC를 면역처치한 군에서 생존기간이 가장 

길게 연장됨을 관찰하였다. 따라서 B16F10-ADC 백신은 

마우스에 항종양 면역성을 유발시켜 종양의 성장을 지연시킬 

수 있다고 생각된다. 향후 B16F10의 면역원성을 더욱 증가

시키기 위한 ADC 처리조건(용량과 시간)을 조사하여 백신 

생산에 적용시키고, 이렇게 생산한 B16F10-ADC의 면역

횟수를 증가시킴으로써 항종양 면역요법의 효과가 더욱 증

가할 것으로 생각된다. 또 본 연구에서 규명된 ADC를 종양

세포에 처리하는 기술과 수지상세포를 이용한 면역요법을 병

용하면 보다 효과적인 종양면역 치료법이 개발될 수 있을 것

으로 생각된다. 

 

결     론 
 

이상의 연구 결과를 통하여 B16F10 세포에 ADC를 처치

하면 B16F10 세포에 암 항원과 사이토카인 그리고 MHC와 

B7 등 종양 면역반응을 증가시키는 물질의 발현이 증가되며, 

ADC 처치한 B16F10 세포를 면역조치하면 마우스 내에서 

흑색종의 성장을 지연시킴을 관찰하였다. 이러한 결과로 보

아 ADC는 B16F10(흑색종) 종양백신 및 종양면역요법 개

발에 사용될 수 있을 것으로 생각된다. 
 

중심 단어：5-aza-2’-deoxycytidine·흑색종·종양백신. 
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