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국문 요약 

 
CD137 신호는 강력한 T 세포 공동자극분자이지만, 질병 유도 모델에서 CD137 

유전자 결핍 생쥐는 종종 면역이 과활성화되는 표현형을 가진다. 유사한 맥락으로 

CD137 항체는 면역을 억제하여 자가면역질환과 염증성 질환을 효과적으로 치료한다. 

본 연구에서는 CD137 신호에 의해 면역을 조절하는 수지상 세포를 동정하는 연구를 

수행하였다. 먼저, DBA/2→BDF1 만성 이식편대숙주병 모델에서 생쥐의 비장에서 

분리한 CD11b+ DC2 를 사용하여 scRNA seq(Single cell RNA sequencing: 단일세포 

RNA 시퀀싱)을 수행하였다. DC2 는 11 개의 cluster 로 분류되었으며 그 중 cluster 5 가 

mregDC2 (mature DCs enriched in immunoregulatory molecules: 면역조절분자가 

풍부한 성숙한 DC) 로 확인되었다. cluster 0 에서 DC2A, DC2B 와 cluster 7 로 분기되며 

mregDC2 는 cluster 7 로부터 분화된다. 의사시간 궤적 분석에 의하면 mregDC2 는 

가장 성숙한 형태의 DC2 이며 면역활성분자와 면역억제분자를 동시에 가지고 있다. 

GVHD 모델에서 CD137 유전자 결핍 생쥐에서 mregDC2 와 Treg(regulatory T cell: 

조절 T 세포)의 수가 감소하지만 CD137 항체를 주입한 생쥐에서는 이와 반대의 

양상을 보여준다. 시험관에서 CD137 항체로 프라이밍된 DC2 는 이식편대숙주병을 

억제할 능력을 가지고 있다. 이상의 결과는 CD137 신호는 mregDC2-Treg 세포 축을 

통해 면역을 억제할 수 있음을 보여준다. 
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서 론 

 
동종 조혈 모세포 이식은 골수 및 면역계의 다양한 악성 및 비 악성 질환에 점점 

더 많이 사용되는 치료법이다 (1). 이 방법은 불치병을 가진 많은 환자들을 

치료하지만 종종 심각한 면역학적 합병증, 특히 이식편대숙주병과 관련이 있다 (2). 

또한 골수 이식 후 질병률과 사망률의 주요 원인으로 남아 있는 이식편대숙주병은 

조혈모세포 이식에 포함된 성숙한 공여자 T 세포에 의해 매개된다. GVHD 를 모방하는 

생쥐 모델에서 DBA/2 계통의 기증자 T 세포를 (C57BL/6 X DBA/2)F1 (BDF1) 생쥐에 

주입하면 만성 이식편대숙주병이 유도되는 반면, 다른 부모인 C57BL/6 를 주입할 

경우는 급성 이식편대숙주병이 유도된다 (3). 그 중 만성 이식편대숙주병모델은 많은 

동종 조혈 모세포 이식 수혜자들에게 영향을 미쳐 수많은 장기 시스템의 기증 장애와 

종종 심각한 면역 결핍 상태를 초래한다 (4-6). 

CD137 은 T 세포에 대한 공동자극 분자로 기능한다. CD137 신호는 CD8+ T 

세포에서 가장 광범위하게 연구되었다 (7). 공동자극 분자는 T 세포 반응을 

결정하는데 중요한 역할을 한다 (8). 다양한 공동자극 분자 중에서, CD137 은 특히 암 

면역요법에서 널리 연구되어 온 종양괴사인자 슈퍼패밀리(TNFSF: Tumor Necrosis 

Factor Super Family) 수용체 중 하나이다.  T세포로의 CD137 신호전달은 제 1 형 도움 

T 세포(Th1) 및 세포 독성 T 세포(Tc1)를 통해 강력한 세포 면역 반응을 유도하여, 

감염 동안 향상된 바이러스 제거를 유도하고 (9), 종양에서 악성 세포의 세포 매개 

세포독성을 유도한다 (10,11,12,13). 활성화된 T 세포 상의 CD137 및 면역제시세포 

상의 CD137L 의 상호작용은 상호작용하는 세포 유형 둘 다를 공동 자극하거나 

활성화시키는 양방향 신호전달을 유도한다 (14). T 세포로의 CD137 신호전달은 

클론확장, 분화 및 생존을 촉진하는 반면
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(15), 면역 제시 세포로의 역 CD137L 신호 전달은 사이토카인 생산 증가와 항원 

제시의 향상된 능력으로 세포 활성화 및 성숙을 유도한다 (16). CD137 과 CD137L 의 

발현은 활성화에 의존적이고 일시적이다. 자가 면역 질환에서 면역관용이 깨지고 

면역 체계가 과민반응을 일으키고 조절이 어려워진다. 자가반응성 T 세포 및 

자가항체는 장기 손상을 초래하는 정상 조직을 표적으로 한다 (17,18).  

DCs(Dendritic cells: 수지상세포)는 정상상태에서 미성숙하고, 낮은 MHCII(주조직 

적합성 복합체 클래스 II; Major Histocompatibility Complex class II) 및 공동 자극 분자 

표면 발현을 나타내는 전문적인 항원 제시 세포이다. 활성화 시 예를 들어, TLR(Toll-

유사 수용체; Toll-Like Receptor)자극에 노출되면, DCs 는 공동자극분자를 성숙시키고 

상향조절하여 적응면역을 촉진시킨다 (19). 또한, DCs 는 T 세포 내성을 유도하여, 자가 

반응성 T 세포가 중심 흉선 내성을 벗어나거나 자가항원 또는 주변 항원을 만나 자가 

면역을 유발하지 않도록 한다 (20,21). 이러한 관용성 DCs 는 여전히 T 세포에 항원을 

제시하고, 억제 신호에 대한 공동자극의 나타내지만, 궁극적으로 T 세포 활성화 및 

증식을 감소시킨다 (20,21). 말초 T 세포 내성에 대한 DC 의 영향을 뒷받침하는 

동물에서 CD11c DC 의 제거는 Th1(T helper 1; 제 1 형 도움 T 세포) 또는 Th17(T 

helper 17; 제 17 형 도움 T 세포) 효과기 계통에 대한 향상된 활성화 및 분화를 

나타내는 말초 조직에서 증가된 CD4 T 세포와 관련된 자발적 자가면역을 유발한다 

(22). DC 는 항원 전달 및 공동자극 시 발생하는 iTregs(induced T regulatory cells; 

유도된 T 조절 세포)의 확장을 통해 자가면역을 조절할 수 있다 (23,24,25). TGF-b, 

인터루킨 10, 코르티코 스테로이드 또는 라파마이신을 포함한 다양한 항 염증 및 

면역 억제제는 DC 의 성숙 또는 관용성 DC 를 유도한다 (26). cDC(conventional 

Dendritic cells; 보편적인 수지상세포)는 강력한 항원제시세포이며 두 가지 주요 

하위집합으로 분류된다.  cDC1 은 CD8+ T 세포로의 교차 자세를 통해 세포와 관련된 
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항원을 제시하고 제 1 형 면역 반응을 활성화 시키는데 효율적이다. 대조적으로 

cDC2 는 MHCII 를 통한 CD4+ T 세포 반응을 활성화시키는데 더 초점이 맞춰져 있다. 

cDC 와 달리 pDC(plasmacytoid dendritic cells; 혈장 세포질 수지상세포)는 상대적으로 

약한 항원제시세포이며 IFN-1(type 1 interferon, 제 1 형 인터페론)의 빠른 생산을 

전문적으로 하는 것으로 알려져 있다 (27). 

면역조절에 관여하는 면역 조절 분자가 풍부한 성숙한 DC 는 종양에서 처음 

기술되었다 (28,29,30). 하지만 이러한 세포는 종양에서만 국한되지 않았고 (31), 성숙 

및 면역 조절 능력과 관련된 마커를 특징으로 한다. 그리고 이러한 DC 는 

mregDC(mature DCs enriched in immunoregulatory molecules: 면역조절분자가 풍부한 

성숙한 DC) (30), LAMP3+ DC (32,33) 또는 cDC3 (29, 34)로 다양하게 지칭되었다. 

mregDC 라고 하는 이러한 DC 는 서로 다른 cDC 의 하위집합 (cDC1 및 cDC2)에서 

파생되고, 성숙(예: CD40, CD83, CD86), 이동(예: CCR7, ICAM1) 및 종양조절(IL-12) 뿐만 

아니라 내성/면역 억제(예: PD-L1, PD-L2, CD200)에 특이적인 특징을 가지고, IL-4 를 

통해 유도되는 것으로 제안되었다 (28,29,30,34).  

따라서 본 연구에서는 실험동물의 자가 면역 질환 모델에서 CD137 신호를 받아 

면역 조절에 관여하는 DC 인 mregDC 를 확인하고자 하였다. 이를 확인하기 위해 

CD137 이 결핍된 생쥐와 CD137 항체를 사용하여 면역 조절에서 DC 의 하위집합을 

유세포 분석을 통해 확인하였고, 자가항체의 수준을 확인하여 질병의 징후를 

확인하였다. 
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연구재료 및 방법 

Mice 

7-8주령의 Female C57BL/6, DBA/2, BDF1, Balb/c 마우스는 Orient Bio(Seoul, 

Korea)에서 구입하였다. C57BL/6 또는 (BalxB6)F1 background CD137KO−/− 생쥐와 

야생형 (BalxB6)F1 생쥐는 Specific Pathogen Free(SPF) 조건에서 유지되었으며, 실험 

전 최소 1주일 동안 적응시켜 사용하였다. 본 연구는 울산대학교 동물실험 협의회의 

승인에 따라 수행되었다.  

 

Reagents and Antibodies 

FITC-, PE-, APC-, Percp-, APC/cy7-, PE/cy7- 결합 단일 클론 항체들은 BD 

Biosciences 그리고 eBioscience 사에서 구입하였다: CD11c, MHCII, CD11b, CD24, 

sirpa(CD172a), CCR7, CD24, ESAM, CD3, CD4, CD8, H2kb, H2kd, LAG3, CD44, PD-1,CXCR5, 

CD25, FoxP3, PD-L1, PD-L2, CD371,  CD40, Fas, GL7, CD138, CD19. CD16/32(2.4G2) 

단일 클론 항체와 3E1(항-CD137 작용제)는 본 실험실에서 제작되어 복수로부터 

정제되었다. 

 

Induction of GVHD 

만성이식편대숙주병 유도 모델로는 2 가지 모델을 사용하였다. MHCII 가 H2kd 

타입인 Balb/c, DBA/2 와 H2kb 타입인 C57BL/6 생쥐를 사용하였다.  공여자로는 Balb/c

또는 DBA/2 를 사용하였고, 수혜자로는 두 타입의 첫 세대인 (BalxB6)F1 과 BDF1 을 

사용하였다. 공여자의 비장과 림프절을 으깨서 PBS 에 부유시켜 스트레이너(40 ㎛ BD 

Falcon)에 걸러 찌꺼기 없이 세포들만 남겨주었다. 그리고 RBC(Red Blood Cell; 적혈구) 

용해 완충액 (삼차 증류수로 10x 완충액을 1x 로 희석시켜 사용하였다. Biolegend)을 
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사용하여 적혈구들을 깨주고 PBS 로 세척 후 재부유시켜 스트레이너에 한 번 더 

걸러주었다. 그리고 수혜자 한 마리 당 8x107 개의 세포를 0.2ml 로 하여 혈관 내 주사 

(intravescular injection)로 넣어주어 이식편대숙주병을 유도하였다. 

 

Cell isolation and FACS 

이식편대숙주병이 유도된 쥐를 경추탈골로 희생한 다음 비장만 꺼내어 비장을 잘게 

잘라주었다. 잘게 잘린 비장을 1% BSA(Bovine Serum Albumin) 5mM EDTA(Ethylene-

Diamine-Tetraacetic Acid) 완충액에 넣고, Collagenase IV (gibco) 1mg/ml, DNase I 

(sigma) 0.1mg/ml)을 넣어 비장 세포를 분리해주었다. FACS 표면 염색을 하는 경우 

하나의 FACS 튜브에 2x106 개의 세포를 넣고 2.4G2 를 10 ㎍넣고 blocking 을 하였다. 

FACS 염색 항체들을 넣어 염색해주었다. 세포 내 염색 (ex)IL-12)의 경우 세포를 배양 

용기에서 LPS(Merck) 10 ㎍/ml, GolgiPlug(BD Biosciences) 1 ㎍/㎕를 넣고 4 시간 

배양해준 다음 세포를 FACS 튜브에 넣고 표면염색을 해주었다. 그 다음 4% 

paraformaldehyde(Biosesang)로 세포를 고정해주고, Permeabilization 완충액(삼차 

증류수로 10x 완충액을 1x 로 희석시켜 사용하였다. Invitrogen)으로 세척하여 세포에 

구멍을 내주고 세포 내 염색을 해주었다. FACS-canto system (BD Biosciences 

Pharmingen)을 사용하여 분석하였고, 데이터는 FlowJo 소프트웨어(version10)와 BD 

Diva 를 사용하여 분석하였다. 

 

CD11b+ DCs Single Cell RNA seq 

만성 이식편대숙부병이 유도된 생쥐의 비장에서 단일 세포를 분리하여 MACS 로 

CD11c+ 세포를 풍부하게 만들어 주었다. 그 다음 CD11c, MHCII, CD11b 를 FACS 염색 
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항체로 표면염색을 하여 BD FACS Aria Fusion Cell Sorter 기계로 CD11b+ cDC(cDC2)를 

분리하였다. 이 세포를 마크로젠(서울, 한국)에 맡겨 sc RNA seq 을 수행하였다. 

 

Histology 

이식편대숙주병을 유도한 생쥐에서 간과 대장을 분리하여 10% 포르말린과 파라핀에 

고정시켰다. 조직학적 소견을 관찰하기 위하여 5 ㎛ 간격으로 조직 절편을 만들어서 

H&E 염색을 하였다. 또한 섬유화와 병리학적 차이를 확인하기 위하여 한 명의 

병리학과 전문의가 모든 폐 조직의 병리 소견을 분석하였다. 

 

ELISA 

생쥐의 정맥에서 채혈하고, 항-DNA IgG1 을 혈청에서 ELISA 로 확인했다. 

플레이트(96-well)는 10㎕/ml 농도의 100㎕ SSD(Salmon Sperm DNA, Sigma-Aldrich)와 

함께 4℃에서 밤새 인큐베이션하였다. 2% BSA 로 차단한 후 플레이트를 100 ㎕씩 

상온에서 2 시간동안 인큐베이션 하고 희석된 혈청 샘플들을 넣고 다시 상온에서 

2 시간동안 인큐베이션 해주었다. 그런 다음 0.1% Tween 20 을 포함하는 PBS 로 3 회 

세척하고 HRP-접합된 항-생쥐 IgG1 을 각 웰에 첨가하고 플레이스트를 상온에서 

2시간 동안 인큐베이션 하였다. 샘플을 동일한 용액으로 다시 세척하고 10-15분 동안 

100 ㎕의 3,5,3’,5’-tetramethylbenzene substrate(Pierce)에서 발색하고, 1M H3PO4 

50㎕를 첨가하여 발색을 멈추었다. 그럼 다음 플레이트를 SpectraMax iD3을 사용하여 

450nm 에서 판독했다 
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Co-Culture 

수여자로 사용하는 생쥐(BDF1)에 이식편대숙주병을 유도하고 3E1 을 주고, 3 일 째에 

비장에서 cell 을 분리하여 MACS를 통하여 CD11c+ cell 을 분리한 다음 초고속 유세포 

자동 분석/분리기(FACSAriaTM Fusion/BD)를 가지고 CD11c+MHCII+CD11b+CD371+cell 

(cDC2B)를 분리하고, 공여자로 사용하는 생쥐(DBA/2)의 비장에서 MACS 를 통하여 

CD4+ cell 을 분리한 다음 초고속 유세포 자동 분석/분리기(FACSAriaTM Fusion/BD)를 

가지고 CD4+CD62L+CD25- cell(활성화되지 않은 야생형 T 세포)를 분리하였다. 그리고 

96well 플레이트에 cDC2B:T 세포=1:5=6x104:3x105 씩 배양해주었다. 

 

Adoptive transfer 

수여자로 사용하는 생쥐(BDF1)에 GVHD 를 유도하고 3E1 을 주고, 3 일 째에 

비장에서 cell 을 분리하여 MACS를 통하여 CD11c+ cell 을 분리한 다음 초고속 유세포 

자동 분석/분리기(FACSAriaTM Fusion/BD)를 가지고 CD11c+MHCII+CD11b+cell (cDC2)를 

분리하고, 이식편대숙주병 유도할 때, 5x105 개씩 혈관 내 주사를 해주었다. 

 

Statistics 

본 연구의 data 는 GraphPad Prism 8(GraphPad Software)를 이용하여 분석 및 

시각화 되었다. 모든 값은 평균 ± 표준오차로 나타내었다. 통계적 유의성은 one-way 

analysis of variance(ANOVA)검정을 사용하였다. 서로 다른 그룹 간의 통계적 

유의성은 two-tailed t-test, one-way 또는 two-way ANOVA 를 이용하고 post-hoc Tukey 

분석을 통해 검증하였다. 통계학적 유의 수준은 P-value 가 0.05 미만인 경우로 

설정하였다.
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결과 

1. Identification of DCs subsets involved in immunoregulation by receiving 

CD137 signal through scRNA seq. 

 

CD137 신호를 받아 Treg 세포를 증가시켜 면역 조절에 관여하는 DC 의 하위집합을 

확인하기 위해 만성 이식편대숙주병 모델 생쥐에게 3E1 을 처리한 그룹과 대조군 그룹을 

가지고 scRNA seq 을 진행하였다. 

 

DBA/2 생쥐의 림프절과 비장에서 면역세포를 분리하여 BDF1 생쥐에게 i.v.(intravenous 

injection; 혈관내 주사)를 통해 주입해 주어 이식편대숙주병을 유도해주었다. 생쥐는 

대조군 생쥐와 CD137 항체를 처리한 두 그룹으로 구성되었다. 질병 유도 5 일 후 

비장에서 CD11c+MHCII+CD11b+ DC(cDC2 DC)를 분리하여 scRNA seq(single cell RNA 

sequencing; 단일 세포 RNA 시퀀싱)을 수행하였다. scRNA seq 데이터를 UMAP 에 의한 

클러스터 결과를 나타내었다 (Fig 1A). 그리고 유전자의 발현을 확인하여 각각의 

클러스터들이 추정되는 세포를 확인하였다. 총 16 개의 클러스터들 중 6 개를 제외한 

10 개의 클러스터가 DC 의 하위집합으로 확인되었고(Fig 1A), 그 중 클러스터 5 를 

mregDC2, 클러스터 7 을 mregDC2 전구체로 확인하였다 (Fig 1B). 의사시간 궤적분석을 

통해 mregDC2 로의 분화 과정은 클러스터 13 인 DC 전구체에서 시작되어 10,8,3 을거쳐 

클러스터 0 로 가게 되고, 그 이후 mregDC2 의 전구체인 클러스터 7 을 지나 클러스터 

5 인 mregDC2 로 분화된다는 것을 확인하였다 (Fig 1C). 클러스터 5 에서 유전자 발현들을 

확인하여 mregDC2 에서 많이 나타나는 수용체-리간드 상호작용 (Fig 1D), 전사 인자 (Fig  

1E), 효과기 분자 (Fig 1F) 들을 확인 하였고, 이를 바탕으로 CD137 신호가 면역억제 

유전자와 Treg 을 유도하는 유전자를 어떤 과정을 거쳐 발현시키는 지를 추정해 보았다 

(Fig 1G). 
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이러한 결과는 만성 이식편대숙주병을 유도한 모델의 비장에서 cDC2 를 scRNA seq 을 

통해 각 클러스터들의 유전자 발현을 확인해보았을 때, 면역 조절에 관여할 것으로 

추정되는 DC 의 하위집합을 확인할 수 있었다.  
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Fig 1. Identification of DCs subsets involved in immunoregulation by receiving 

CD137 signal through scRNA seq. 

 

비장 DC2 의 UMAP 에 의한 cell clustering 분석결과. (A) cGVHD 유도 5 일 후에 

CD11b+CD11c+ MHCII+ DC 를 sorting 한 후 scRNA seq 을 실시하여 UMAP 으로 

나타내고, 각 클러스터들의 유전자 발현을 보고 세포를 추정. (B) 각 클러스터들의 유전자 

발현을 보여준 그래프. (C) pseudotime trajectory 분석을 통해 mregDC2 의 분화 과정 

확인  (D) mregDC(cluster5)에서 많이 발현하는 receptor-ligand 상호작용, (E) 전사 인자, 

(F) 효과기 분자. (G) CD137 신호가 면역 억제와 Treg 유도에 영향을 미치는 과정을 

보여주는 그림.
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2. Treatment of 3E1 in cGVHD model induces immune tolerance. 

 

CD137 항체의 효과에 대한 또 다른 이슈는 CD137 항체가 면역관용을 유발하는 

여부이며 이 점에 대한 연구도 아직 진행된 바가 없다. 이러한 면역관용에 관여할 

것이라 추정되는 세포는 DC 의 하위집합 중 하나로 다른 논문에서 mregDC 로 명명되며 

면역 조절에 관여한다. mregDC 는 PD-L1hiCD40+IL-12+ DC 로 특징지어진다. 이 DC 는 

RNA seq 상으로 CCR7 이 높게 발현된다.  

 

질병 유도 3 일 후 비장에서 CD137 항체는 투여 받은 생쥐의 mregDC2 는 야생형 

생쥐에 비해 유의미하게 증가하지만 mregDC1 은 두 그룹 간에 차이가 없다 (Fig 2A, Fig 

2B). 동시에 Treg 세포의 수도 증가한다 (Fig 2C). 이러한 Treg 의 증가는 자가항체의 감소 

효과와 이어졌다 (Fig 2D). 그러므로 mregDC→Treg 세포 축이 CD137 항체에 의한 

면역관용 유발에 핵심적인 역할을 할 가능성이 높다. 3E1(CD137항체)을 투여한 4주 후에 

생쥐의 공여 T 세포의 존재를 조사하였을 때 다소 편차는 심하지만 3E1 을 투여한 

생쥐에서도 공여 T 세포 수는 대조군에 비해 감소되어 나타났다.(Fig 2E, Fig 2F). 

 

이러한 결과는 숙주에서 증가된 공여 T 세포는 자가면역을 일으키지 않고 

동종항원반응도 일으키지 않는 것을 의미하며 3E1 항체는 면역관용을 유발함을 

의미한다.
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Fig 3. Treatment of 3E1 in cGVHD model induces immune tolerance. 

  

CD137 항체는 비장 mregDC2 를 증가시키며 자가항체 생산을 감소시킴. (A-C) 질병 

유도 3 일 후에 확인. (A) mregDC2 빈도수. (B) mregDC1 빈도수. (C) 활성화된 CD4+ T 

cell/Treg 비율. (D-F) 질병 유도 후 4 주후 확인. (D) 혈청 항-dsDNA 농도. (E) 공여/수혜 

CD4+ T 세포 비율. (F) 공여/수혜 CD8+ T 세포 비율. 
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3. CD137 antibody treatment increases mregDC2 in cGVHD. 

 

CD137 항체(3H3)가 만성 이식편대숙주병을 억제하는 것은 CD4+ T 세포를 AICD 에 

의해 제거되기 때문이라는 것이 이전의 논문에서 밝혀졌다. 만성 이식편대숙주병 

모델에서 Tfh 세포(follicular T helper cell: T 여포 도움 세포)는 공여 CD4+ T 세포에서 

유래되기 때문에 CD4+ T 세포가 제거되면 자가항체 생산이 저하된다.  

 

이 실험에서는 전의 논문에서 사용한 CD137 항체인 3H3 가 아니라 3E1(CD137 

항체)를 사용하여 실험을 진행하였다. 3E1 은 3H3 에 비해 CD137 자극 강도가 약하며 

CD137L 신호를 차단하는 효과가 있는 항체이다. DBA/2 를 가지고 BDF1 모델에 

유도하는 만성 이식편대숙주병 모델에 3E1 을 주고 3 일째에 비장에서 확인하였다. 

3E1 을 주었을 때, 공여 T 세포를 제거하는 능력과 자가항체 생산을 억제하는 능력은 

3H3 를 주었을 때와 유사하다 (Fig 3). 3E1 을 주었을 때, 염증성 DC2B(CD371+ PD-L2+ 

DC2B)를 증가시킨다 (Fig 3A). DC2B 를 활성화되지 않은 CD4+ T 세포와 공동 배양하여 

DC2B 가 T 세포에 미치는 영향을 확인하였다. 활성화된 염증성 DC2B 는 공여 CD4+ T 

세포를 활성화시키지만 Treg 세포 분화를 유도하지는 못한다 (Fig 3B).  

 

이러한 결과는 3E1(CD137 항체)을 주면 활성화된 염증성 DC2B 를 증가시키고, 

이러한 DC2B 는 CD4+ T 세포를 활성화시키지만 Treg 세포 분화를 유도하지는 못한다. 

이러한 DC2B 의 능력으로 보아 CD137 항체에 프라이밍된 DC2B 는 공여 T 세포를 

AICD 에 의해 제거할 가능성이 높다. 
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Fig 3. CD137 antibody treatment increases mregDC2 in cGVHD. 

 

cGVHD 유도 3 일 후에 비장에서 확인. (A) DC2B(PD-L2+CD371+ DC) 빈도 수. (B) 

CD137 항체로 프라이밍된 숙주 (BDF1)의 DC2B 를 분리하여 DBA/2 CD4+ T 세포와 

공동배양. 배양 3 일과 4 일 후에 활성화된 T/Treg ratio 를 분석함. 
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4. Immune tolerance was induced when 3E1-priming DC2 was adaptive 

transfer to the cGVHD model. 

 

만성 이식편대숙주병을 유도하고 3E1 을 투여한 생쥐의 비장에서 FACS Aria 를 

사용하여 DC2 를 분리하였다. 그리고 이 3E1 이 프라이밍된 DC2 를 만성 

이식편대숙주병을 유도한 생쥐에서 입양 전달해주었다. 이 입양 전달 모델이서 3E1 이 

프라이밍된 DC2 가 자가항체 반응을 억제할 능력을 가지는지 확인하였다. 

 

만성 이식편대숙주병을 유도하였을 때, DC2 를 입양전달한 생쥐에서 자가항체 생산이 

감소한다 (Fig 4A). 입양 전달한 생쥐의 비장에서 생성되는 Tfh 는 대부분 FoxP3 를 

발현하는 Treg 세포였다 (Fig 4B). 그리고 자가항체 생산이 감소된 결과와 일치하게 입양 

전달한 생쥐에서 GC B 세포와 플라즈마 B 세포가 감소되었다 (Fig 4C). 그리고 이전에 

그림에서 3E1 을 주었을 때 Treg 세포가 증가된 것 일치한 결과로 입양 전달한 생쥐에서 

또한 Treg 의 수가 증가되었다 (Fig 4D).  

 

이러한 결과는 이전에 CD137 신호를 준 데이터와 유사한 양상을 나타낸다. 그래서 

DC2 가 CD137 신호를 받아 면역관용에 관여한다는 사실을 확인할 수 있다. 그리고 향후 

DC2 중에 mregDC2 가 이 현상을 매개하는 여부는 검증이 필요하지만 이 연구 결과는 

3E1 을 tolDC2(tolerogenic DC2 : 관용성 제 2 형 수지상세포)를 매개로 면역관용을 

유발하는 것으로 판단된다. 
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Fig 4. Immune tolerance was induced when 3E1-priming DC2 was adaptive 

transfer to the cGVHD model. 

  

CD137 항체로 priming 된 DC2 는 자가항체 반응을 억제함. 질병 유도 3 일 후 CD137 

항체를 투여한 cGVHD 생쥐의 비자에서 DC2 를 분리하여 cGVHD 유도 시 입양 전달함. 

2 주 후 sampling. (A) 혈청 항-dsDNA IgG1 항체 수준. (B) Tfh 빈도수. (C) GC B 빈도수. (D) 

플라즈마 B 세포 빈도수. (E) regulatory Tfh 빈도수.  
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5. The inflammatory response was increased in GVHD-induced (BalxB6)F1 

CD137 KO mice. 

 

이식편대숙주병 모델에 CD137 신호가 미치는 영향을 확인하기 위해 CD137 KO 

생쥐를 사용하여 DC 의 하위집합을 확인하였다. 유세포 분석을 통하여 DC 하위집합의 

표지인자를 확인하였다. cDC 의 마커인 CD11c+MHCII+로 게이트 해서 cDC1 은 

CD24+sirpa-, cDC2 는 CD24intsirpa+로 게이트 하고 염증성 DC2B 는 CD371+, mregDC 는 

ESAM-CCR7+로 확인하였다.  

 

이식편대숙주병 생쥐 모델로 수혜자는 C57BL/6 와 Balb/c 의 첫 세대인 (BalxB6)F1 을 

사용하였고, 공여자로 Balb/c 를 사용하였다. CD137KO 생쥐의 비장에서 DC2B:mregDC2 

비율은 야생형 생쥐가 1.76 배 높다 (Fig 5B). 하지만 CD371+cDC1:mregDC1 의 비율은 

CD137KO 와 야생형 생쥐에서 차이가 없다 (Fig 5A). 

  

이러한 결과는 CD137 이 주로 mregDC2 에 발현되는 것과 관련이 있다. 즉, mregDC2 

분화가 손상되면 염증성 DC2B 가 조절 장애가 생겨 CD137KO 생쥐에서 염증반응이 

증가함을 암시할 수 있다. 이러한 해석은 BM12→B6 급성 이식편대숙주병 모델에서 

CD137 KO 생쥐에서 전신 염증이 증가한 것과 일치한다
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Fig 5. The inflammatory response was increased in GVHD-induced (BalxB6)F1 

CD137 KO mice. 

 

naive (Balb/c x B6)F1 WT 및 CD137 KO 생쥐의 비장에서 DC1, DC2 와 mregDC 를 분석 

결과. (A) CD371+ DC1/mregDC1 과 (B) DC2B/mregDC2 ratio 가 제시됨
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6. aGVHD is induced in WT (BalxB6)F1 mice and CD137KO B6 mice. 

 

BM12 →CD137KO B6 만성 이식편대숙주병과 Balb/c (B/c) →(B/c x B6)F1 CD137KO 이식 

편대숙주병 모델을 사용하여 숙주의 DC 역할에 대해 연구를 수행하였다. 이전 결과에 

따르면 BM12→CD137KO B6 이식편대숙주병 모델에서 숙주는 급성 이식편대숙주병인 

전신 염증반응을 보이며 숙주 DC 의 유전자 발현 조절장애에 기인한다. B/c→(B/c x B6)F1 

CD137 KO 이식편대숙주병 모델은 아직 보고된 바가 없는 모델이다. 

 

질병 유도 2 주 후에 야생형 생쥐는 대장염을 발병하지 않지만 심한 간염을 보여준다 

(Fig 6A, Fig 6B). 반면, CD137KO 생쥐는 자가 항체를 생산하는 전형적인 급성 

이식편대숙주병 양상을 보여준다 (Fig 6C). CD137KO 생쥐는 공여 T 세포가 비장에 거의 

존재하지 않는다 (Fig 6E). 질병 유도 후 5 일에 CD137KO 생쥐의 비장에서 공여 T 

세포가 야생형 생쥐에 비해 높은 비율로 존재하는 것을 고려하면 공여 T 세포는 

CD137KO 생쥐의 비장에서 AICD(Activation-Induced Cell Death; 활성화에 유도된 

세포사멸)에 의해 제거되는 것으로 추정된다 (Fig 6E). 이 모델에서 CD137 항체는 질병 

유도 5 일에 이미 대부분의 공여 T 세포를 제거하였고, 비장에서 야생형 생쥐의 CD4+ T 

세포는 높은 빈도로 활성화되어 있으며 대부분 공여 T 세포에서 유래된다 (Fig 6E). 

활성화된 CD4+ T 세포 : Treg 세포 비율이 CD137KO 생쥐에 비해 야생형 생쥐에서 

월등히 높다 (Fig 6D). 이 결과는 야생형 생쥐에서 급성 이식편대숙주병이 발생했음을 

보여준다. 질병 유도 2 주 후에 비장의 DC 를 분석하였을 때, 야생형 생쥐의 CD371+는 

PD-L2 를 높은 수준으로 발현하는 활성화된 DC 이지만 CD137KO 생쥐의 CD371+ DC 는 

PD-L2 가 발현되지 않는 활성화되지 않은 DC 이다 (Fig 6G). 
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이러한 결과는 CD137KO 생쥐의 항원 제시 세포는 과도하게 공여 T 세포를 

활성화시켜 AIDC 를 유도하고, 이 과정에서 공여 T 세포는 B 세포의 면역관용을 

깨버린다는 것을 가설로 세울 수 있다. 이 가설을 DC 를 확인하여 야생형 생쥐의 

활성화된 염증성 DC 가 공여 T 세포를 활성화시켜 급성 이식편대숙주병을 유도한다는 

가설과 일치하는 것을 확인할 수 있다. 만약 이 가설이 사실이면 동종 항원 자극 강도는 

CD137 항체 > MHC 하플로타입 불일치 > 작은 MHCII 불일치 순으로 판단된다. CD137 

항체는 급성 이식편대숙주병과 만성 이식편대숙주병을 억제하고, 하플로타입이 

불일치하는 면역 제시 세포는 급성 이식편대숙주병을 억제하지만 B 세포 면역 관용을 

깨트리고, 마지막 경우에는 급성 이식편대숙주병이 발병한다. 
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Fig 6. aGVHD is induced in WT (BalxB6)F1 mice and CD137KO B6 mice. 

  

B/c->(B/c x B6)F1 WT 과 CD137 KO 생쥐에 GVHD 유도. 질병 유도 2 주 후 확인. (A, B) 

간과 대장의 조직학 사진. (C) 혈중 anti-dsDNA IgG 농도. 의 BM12 splenocytes 를 B6 

생쥐에 주입한 14 일 후 혈장에서 항-DNA IgG 양을 측정함. (D) 활성화된 T 세포 빈도수 

(E) 5 일, 7 일, 2 주 donor T cell/recipient T cell ration.. (F) activated T cell/Treg ration. (G) 

activated DC2B/total DC2B ratio.  
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고 찰 
 

CD137신호는 T 세포에 대해 공동자극분자로 기능하고, 이러한 공동자극분자는 T 세포 

반응을 결정하는데 중요한 역할을 한다 (8). T 세포로의 CD137 신호 전달은 제 1형 도움 

T 세포 및 세포 독성 T 세포를 통해 강력한 세포 면역 반응을 유도한다 (9). 그리고 

CD137과 OX40, TNFR2 및 GITR은 비유도 야생형 T 세포가 FoxP3+ T 조절 세포(Treg)으

로 분화하는 것을 차단하는 것으로 나타났지만 이러한 수용체의 자극이 오히려 Treg의 

증가를 유도하였다 (35) 그래서 면역이 과 활성화되어 자가 항체 증가, 수많은 장기 시스

템의 기능장애와 심각한 면역 결핍상태를 나타내는 이식편대숙주병 (4-6)에 CD137 항체

를 처리 하였을 때, 면역을 억제하여 자가면역질환과 염증성 질환을 효과적으로 치료한

다는 것이 확인 되었다.  

이 연구에서는 자가면역질환 모델이 CD137 항체를 처리하였을 때 일어나는 면역 억제에 

핵심이 되는 DC를 단백질 수준과 유전자 수준으로 확인하였다. 

 

먼저 이식편대숙주병을 유도한 생쥐에서 5일 째에 비장에서 cDC2를 분리하여 

scRNAseq을 통해 유전자 수준들을 기준으로 클러스터들을 분류하였다. 이 중 면역조절

에 관여할 DC들의 하위집합을 확인할 수 있었고, 그 중 의사시간 궤적 분석을 통해 

mregDC2로의 분화 과정을 확인하였다. 그리고 클러스터들의 유전자 발현을 비교하여 

mregDC2에게 영향을 미치는 수용체와 리간드의 상호작용, 전사인자 그리고 효과기 분자

를 확인하여 CD137신호가 면역억제 유전자와 Treg분화 유전자를 발현시키는 기작을 예

상할 수 있었다. 자가면역질환 모델로 사용된 이식편대숙주병 모델에 CD137 항체를 주

었을 때, mregDC2의 수준이 DC1과 달리 유의미하게 증가되는 것을 확인할 수 있었고, 

면역 조절의 핵심 세포인 Treg의 수준도 증가되고, 자가항체의 수준은 감소되는 결과가 
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도출되었다. 이는 CD137 항체는 면역관용을 유발했음을 확인하였다. 그리고 CD137 신호

는 먼저 염증 수준을 높이고 그 이후 면역 관용에 영향을 미치기 때문에 CD137 항체를 

주었을 때, 염증성 cDC2또한 증가 되어 나타났는데 이 세포를 분리하여 비유도 야생형 

T 세포와 공동배양 하였을 때, T 세포를 Treg 세포로의 분화를 유도하는 것을 확인하였다. 

이러한 결과가 CD137을 받은 cDC2의 효과인지 확인하기 위해 입양전달실험을 수행하였

다. 그 결과 CD137 항체를 주었을 때와 같은 결과를 나타내는 것을 확인 하였고, 이는 

CD137이 cDC2를 매개로 면역 관용을 유발한다는 것으로 판단되었다. 

또한, 다른 생쥐 모델((B6xBal)F1)에서 CD137 결핍생쥐를 가지고 mregDC2와 염증성 

cDC2B를 확인하였을 때, CD137 결핍된 생쥐에서 더 낮은 수준을 나타내는 것을 확인할 

수 있었다. 이러한 결과는 mregDC2 분화가 손상되면 염증성 cDC2B가 조절 장애가 생겨 

CD137이 결핍된 생쥐에서 염증반응이 증가함을 예상할 수 있다. 그리고 이 모델에서 자

가면역질환의 중증도를 확인 하였을 때, CD137이 결핍된 생쥐에서 항원 제시 세포가 과

도하게 공여 T 세포를 활성화 시켜 AICD를 유도하고 이 과정에서 공여 T 세포가 B 세포

의 면역관용을 깨버린다는 것으로 판단되었다. 

이러한 결과를 종합하여 봤을 때, DC가 cDC2B나 mregDC로 분화되는데 CD137이 필수

적이고, 이러한 DC는 비유도 야생형 T 세포가 면역 조절에 관여하는 Treg으로 분화되는

데 영향을 미친다. 그리고 CD137신호를 주었을 때, 자가면역질환 모델인 이식편대숙주병 

모델에서 질병이 징후에 긍정적인 영향을 미쳤고, 이는 CD137 항체가 면역관용을 유발

함으로써 일어났다. 그리고 이 CD137 신호를 받아 면역관용을 유발하는 세포는 cDC2인 

것을 확인할 수 있었다. 따라서 본 연구는 자가면역질환에서 CD137신호를 받아 면역 관

용을 유발하는 DC를 유세포 분석으로 확인하고, 그 세포의 유전자 발현까지 확인을 하

였다. 그래서 자가면역질환의 치료에서 이 mregDC가 중요한 키워드가 될 수 있음을 확

인하였다. 
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영문 요약 

 

 Although CD137 signaling is a efficient T cell costimulatory molecule, CD137 deficient 

mice often present a phenotype in which immunity is hyperactive in disease induction 

models. In the case of the anti-CD137 agonist antibody effectively treats autoimmune and 

inflammatory diseases through immunosuppression. In this study, the author conducted a 

study to identify dendritic cells that regulate immunity through CD137 signaling. Initially, 

scRNAseq was performed by isolation of CD11b+DC(cDC2) from mice spleen in chronic 

GVHD model (DBA/2 → BDF1). In the analysis, DC2 was categorized into 11 clusters, of 

which cluster 5 was identified as mregDC2, a mature DC2 enriched in immunoregulatory 

molecules. It branched from cluster 0 to cDC2A, cDC2B and cluster 7, and mregDC2 is 

differentiated from cluster7. According to pseudotime trajectory analysis, mregDC2 is the 

most mature form of cDC2, presenting both immunoactive and immunosuppressive 

molecules. In the GVHD model, the number of mregDC2 and Treg cells decreased in the 

CD137 deficient mice, but the opposite pattern was confirmed in the mice injected with 

the anti-CD137 antibody. In addition in vitro study showed that cDC2 primed with anti-

CD137 antibody has the ability to inhibit GVHD. In summary, the results show that CD137 

signaling can suppress immunity through the mregDC2-Treg cell axis. 
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