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편집순서 4

요   약   문

Ⅰ. 제    목

C형간염바이러스 만성감염에서 소모성 T세포 조절타겟 발굴

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 필요성

1) C형간염바이러스(HCV) 만성/지속성 감염에서는 제 기능을 하지 못

하는 "소모성 T세포 (exhausted T cell)"가 특징적으로 나타나며, 이

는 HCV 만성감염의 원인으로 여겨지고 있음

2) 본 연구에서는 HCV 만성감염에서 관찰되는 소모성 T세포의 결정

인자 및 조절인자를 발굴하여 신약개발의 타겟으로 삼고자 함   

Ⅲ. 연구개발의 내용 및 범위

본 연구에서는 다양한 C형간염 환자의 말초혈액림프구를 이용하여,

1) 각 환자에게 적합한 MHC class I tetramer/pentamer를 제작하고

2) Tetramer/pentamer 염색을 시행하여 HCV-특이 CD8 T세포를 분

리하고

3) 분리된 HCV-특이 CD8 T세포를 이용하여 real-time PCR array를 

시행하여 소모성 T세포 관련인자인자를 스크리닝하고

4) 스크리닝을 통하여 발굴된 인자를 FACS 분석을 이용하여 확인하고

5) 발굴된 인자의 기능을 차단하면 소모성 T세포를 기능성 T세포로 

전환시킬 수 있는지 여부를 테스트하였음
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Ⅳ. 연구개발결과

1) 각 HCV 환자에서 HCV 펩타이드 매트릭스법과 IFN-γ ELISpot을 

이용하여 HCV T세포항원을 결정하였음

2) 환자 맞춤형 MHC class I tetramer 주문 제작하여 HCV-특이 T세

포를 검출하였음

3) MHC class I tetramer 및 Cytokine secretion assay를 이용하여 

HCV-특이 CD8 T세포를 분리하였음

4) Microarray를 이용하여 소모성 T세포 조절인자를 스크리닝하였음. 

그 결과, PD-1, IL-10, TIM-3, CTLA-4, LAG-3 등이 조절타겟 후보

로 확인되었음

5) HCV-특이 T세포에서 PD-1, TIM-3, CTLA-4 등의 조절타겟이 

발현됨을 FACS 분석으로 확인하였음

6) 차단항체 또는 수용성수용체를 이용하여 조절타겟의 기능을 차단하

고 소모성 T세포의 기능 회복을 평가한 결과, PD-1, IL-10, TIM-3가 

향후 신약타겟으로서 가능성이 있음을 알게 되었음

Ⅴ. 연구개발결과의 활용계획

1) 본 연구를 통하여 HCV 만성감염에서 나타나는 소모성 T세포 결정

인자 및 조절타겟을 발굴하게 되어, 만성C형간염에 대한 신약개발의 

타겟으로 바로 이용가능하게 되었음

2) PD-1, IL-10, TIM-3를 타겟한 차단항체 또는 수용성수용체를 신

약후보로 개발하려 함
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편집순서 5

S U M M A R Y

(영 문 요 약 문)

In chronic persistent hepatitis C virus (HCV) infection, 

dysfunctional exhausted T cells are observed, and they are 

considered as a cause of chronic infection of HCV. In the 

present study, we identified regulating factor(s)/determining 

factor(s) of the exhausted T cells in chronic HCV infection as a 

target for new anti-HCV drug development.

We studied the following points by using the peripheral 

blood lymphocytes of patients with acute/chronic hepatitis C and 

spontaneously recovered patients.

1) Acquisition of tailor-made MHC class I tetramers for HCV 

patients

2) Isolation of HCV-specific T cells by using MHC class I 

tetramers

3) Screening of regulating factor(s)/determining factor(s) of the 

exhausted T cells by microarray

4) Confirmation of the identified factor(s) by FACS analysis

5) Test of blocking antibody or soluble receptor for the 

identified factors for functional restoration of exhausted T cells.

We can utilize the identified regulating factor(s)/determining 

factor(s) of the exhausted T cells for the development of new 

anti-HCV drugs.
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편집순서 8

제 1 장 연구개발과제의 개요

  1절 만성 바이러스성 간염 실태
1. 전세계적으로 만성 바이러스성 간염은 공중보건학적 위협이 되고 있음. 현

재 전세계에서 약 1억 7천만 명이 C형간염바이러스(hepatitis C virus: 

HCV)에, 약 3억 5천만 명이 B형간염바이러스(hepatitis B virus: HBV)에 

감염되어 있음

2. HCV나 HBV에 만성감염되면 만성간염의 시기를 거쳐 간경변증이나 간암으

로 사망할 확률이 증가함. 즉, 만성 바이러스성 간염은 환자의 morbidity와 

mortality를 증가시켜 의학 및 보건학적 문제뿐만 아니라 사회적 문제를 야

기함

3. 한국에서 만성 바이러스성 간염 실태

가. WHO의 조사에 의하면, 만성 간질환으로 인해 연간 140만 명이 사망하

고 있고, 미국에서는 전체 사망 원인의 9위를 차지하고 있음. 우리나라

는 간질환으로 인한 사망률이 OECD 국가 중 1위라는 불명예를 지켜오

고 있음

나. 2002년 통계청 발표에 의하면 우리나라의 간질환은 국민전체의 5대 사

망원인 (뇌혈관질환, 심장질환, 교통사고, 암, 만성 간질환) 중 하나로, 

활발한 사회 활동이 요구되는 40대, 50대 남성에서 만성 간질환이 사망

원인 2위를 차지하고 있음

다. 2004년도 요양급여 비용자료를 검토하면, 우리나라에서 간질환으로 인한 

요양급여지출 총액은 약 3550억원이며 실인원수 약 166만명임

라. 한국보건사회연구원이 ' 5대 사망 질병의 사회, 경제적 비용 추계: 2001

년'  이란 주제로 '보건복지포럼'에 발표(2003년 5월)한 자료에 따르면, 

간질환의 사회, 경제적 비용이 약 2조 6201억원으로 암 다음으로 높은 

것으로 나타났음. 여기에 간질환에서 비롯된 간암까지 고려한다면 그 

비용은 더욱 늘어날 것으로 예상됨

4. 현재 만성 바이러스성 간염의 문제점

가. HBV의 경우, 효과적인 예방백신이 개발되어 있으나 이미 감염되어 있

는 환자는 간경변증과 간암 발생에 취약한 상태로서 적극적인 의료 대

책이 필요함

나. HCV의 경우, 아직까지 예방백신이 개발되지 않은 상태로 새로운 감염

을 효과적으로 제어하지 못하는 실정임
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  2절 C형간염 바이러스 및 면역반응 특성
1. C형간염 바이러스(HCV)는 Flaviviridae 과(family)의 Hepacivirus 속(genus)

에 속하는 양의 방향(positive-sense) 단일 가닥(single-stranded) RNA 바

이러스로서, 전 세계에서 1억 7천만 명의 사람들이 이 바이러스에 감염되어 

있음(1)

2. 약 10~60%의 환자가 급성 감염에서 저절로 회복되지만(2), 나머지 환자에서

는 만성 지속성 감염으로 이행되어 간경화나 간세포성 간암이 발생하게 됨

(3)

3. 환자 연구(4-6)와 유일한 HCV 감염의 동물 모델인 침팬지 연구(7,8)에서 밝

혀진 바로는 HCV 감염의 자연 회복(spontaneous resolution)은 지속되는 

왕성한 바이러스-특이 T세포 반응과 관련되어 있음. 반면에 만성 HCV 감

염으로의 진행은 바이러스-특이 T세포의 짧고 약한 반응과 관련됨(4-8)

4. 불충분한 분열증식, 세포용해능, 및 사이토카인 생성능력과 같은, HCV-특이 

T세포의 여러 기능장애는 일반적으로 HCV 감염의 만성 단계에서 관찰됨

(9,10)

5. 세포성 면역 반응의 저하는 T세포 에피토프(T-cell epitope)의 돌연변이

(11-13), T세포의 편향된 분화(14), 조절 T세포의 억제 기능(15) 때문임

6. 인간에서는 B형간염바이러스(HBV), 인간면역결핍 바이러스(HIV)에 의한 

감염과 마우스에서는 림프구성 맥락수막염바이러스(lymphatic chorio- 

meningitis virus; LCMV) 감염과 같은 다른 만성 지속성 바이러스 감염에

서도 기능 장애가 있는 T세포가 관찰됨(16)

7. 최근 T세포 기능장애의 새로운 기전이 마우스 모델의 만성 LCMV 감염 모

델에서 밝혀졌음(17)

가. 마우스에서 기능장애가 있는 LCMV-특이 CD8 T세포에서 PD-1이 과

발현되어 있었음(17)

나. 생체 내에서 PD-1과 그 리간드(ligand)인 PD-L1의 상호작용을 차단하

였더니, LCMV-특이 CD8 T세포가 기능을 회복하였으며 바이러스 역가

(viral titer)가 감소하였음(17)

다. 이 발견은 인간 만성 바이러스 감염에서 T세포 조절에 대한 PD-1의 역

할에 대한 광범위한 연구로 이어졌음(16)

라. 더욱 최근에, CTLA-4, TIM-3와 같은 다른 억제 수용체도 연구되었으

며, 이 수용체들이 만성 바이러스 감염에서 T세포 기능 장애를 조장한

다는 사실이 밝혀졌음
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  3절 만성 C형간염에서 T세포 억제분자의 중요성
1. 만성 C형간염의 치료 동향

가. 만성 HCV 감염의 치료는 페그인터페론과 리바비린의 병합요법에 의존

하고 있으나, 장기간 치료를 해야 하며 발열, 골수억제, 우울증 등의 심

각한 부작용을 동반함

나. 전반적으로는 50-80%의 치료 성공률을 보이나, 우리나라나 다른 선진국

에 가장 많은 1형 유전자형 HCV의 경우에는 50%의 환자만이 치료되고 

50%는 치료에 실패함

다. 어떤 환자가 치료에 성공하고 실패할 것인지 정확히 예측하지 못하여 

비효율적인 치료를 시행하고 있는 실정임

라. 치료 전이나 치료 초기에 HCV 환자의 최종 치료결과를 예측할 수 있는 

예후인자 개발이 필요함

마. 항바이러스 치료제의 세계시장 규모는 2005년 17,493백만 달러로 2015년

에는 70769백만 달러 규모로 성장할 것으로 예상된다(BT 기술동향 보

고서 121권, 국가생명공학정책연구센터). 이중 약 50%를 HBV 및 HCV 

등의 간염바이러스 치료제가 차지하고 있다. 현재 사용되는 항바이러스

제는 인터페론 제제를 제외하고는 모두 바이러스에 직접 작용하는 화합

물(small chemical) 제제로서 근본적으로 내성바이러스의 문제에 직면해 

있음

2. 만성 C형간염에서 T세포 억제분자의 중요성

가. HCV 감염이 만성감염으로 지속되는 것은 이들 바이러스에 반응하는 T

세포의 기능저하 때문으로 여겨짐

나. 활발한 연구에도 불구하고, 몇 년 전까지만 해도 왜 HCV 감염 때 T세

포의 기능이 저하되는지 그 이유를 밝히지 못 했음

다. 2006년에, 마우스의 LCMV 만성감염에서는 바이러스-특이 CD8 T세포 

표면에 T세포 억제분자가 과발현되어 있고, 이 억제분자들 때문에 T세

포의 기능이 저하된다는 것이 밝혀짐 

라. 더욱 흥미있는 것은, 차단항체(blocking antibody)를 이용하여 T세포 억

제분자의 기능을 차단하면 T세포의 항-바이러스 기능이 회복되어 바이

러스 역가가 감소한다는 사실임. 이에 따라 T세포 억제분자가 항-바이

러스 치료의 새로운 치료타겟으로 각광을 받음

마. C형간염에서도 바이러스-특이 CD8 T세포 표면에 T세포 억제분자가 과

발현되어 있다고 보고되고 있음. 하지만 아직 다양한 C형간염 환자군에

서 T세포 억제분자의 임상적 의의는 체계적으로 연구된 바 없음

바. 또한, T세포 억제분자의 발현이 C형간염의 치료반응과 밀접한 관련이 

있다고 보고되기 시작함. 이는 치료반응 예후인자로서 T세포 억제분자

의 효용성 여부를 평가해야 함을 시사함
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그림 1. 바이러스 만성감염시에 CD8 T세포 표면에 PD-1이라는 T세포 

억제분자가 과발현되어 T세포의 기능을 억제하며, 그 기능을 항체로 

차단하면 T세포의 항-바이러스 기능이 회복되어 바이러스 역가가 감소함

3. 만성 C형간염에서 세포면역학적 예후인자 개발의 중요성

가. 현재까지는 주로 바이러스의 돌연변이, 유전자형 또는 바이러스 역가와 

같은 바이러스 인자들이 C형간염의 임상지표나 치료반응 예후인자로 이

용되고 있음

나. 최근 환자 개개인의 유전자의 중요성이 부각되면서 SNP와 같은 숙주 

인자들에 대한 연구가 많이 진행되고 있으나 아직은 숙주의 유전학적 

인자 연구에 국한되어 있음

다. HCV 만성감염이 바이러스-특이 T세포 기능저하 때문임을 고려하면 T

세포의 기능을 반영하는 세포면역학적 임상지표나 예후인자가 매우 중

요할 것으로 생각됨. 하지만 아직까지 좋은 세포면역학적 임상지표나 

예후인자는 개발된 바 없음

라. 최근 C형간염에서 T세포 억제분자들의 중요성이 밝혀지고 있으므로 T

세포 억제분자의 성질을 이용한 면역학적 임상지표나 예후인자는 매우 

유용할 것으로 기대됨
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제 2 장 국내외 기술개발 현황

  1절 HCV 관련 국내 기술개발 현황
1. HCV에 대한 분자바이러스학 기초연구는 세계 수준에 근접하고 있음.다

가. 최근 국내의 분자바이러스학 연구자들의 지속적인 연구로 인해 분자바

이러스학 기초연구는 세계 수준에 근접하고 있음

나. HCV의 경우 포항공대, 한림대, 고려대, 연세대 등의 연구진이 기초연구

를 활발히 진행하고 있음

2. HCV에 대한 바이러스 면역학적 접근은 제한적으로 수행되고 있음

가. 국내에서 HCV에 대한 분자바이러스학적 연구는 활발히 수행되는 반면, 

바이러스 면역학적 연구는 몇몇 연구팀에서만 제한적으로 수행되고 있

음. 포항공대 및 카이스트의 연구진 등이 수행하고 있음

나. 한편 사람의 만성 바이러스 감염은 아니지만, 마우스에서 만성 지속성 

감염을 일으키는 LCMV를 이용한 바이러스 면역학 연구가 최근 연세대 

연구진에 의해 활발히 수행되기 시작함

3. 국내에서 글로벌 수준의 항바이러스 신약이 개발된 바는 없음

가. 그 동안 국내에서 개발된 항바이러스 신약으로서 가장 성공적이었던 것

은 부광약품의 클레부딘 (상품명: 레보비르)이었음. 그러나, 안타깝게도 

근육병증 등의 부작용 문제 때문에 글로벌 수준으로 성장하지는 못하였

음. 이외에도 한국화학연구원 연구팀이 HIV 치료제를 개발하여 미국 길

리어드사에 기술이전을 한 바 있고, 이뮨메드는 인터페론의 한계점을 

극복할 수 있는 VSF를 개발하여 임상시험을 추진하고 있음

  2절 HCV 관련 국외 기술개발 현황
1. HCV, HBV, HIV 등에 의한 만성 지속성 바이러스 감염에서는 항바이러스 

기능을 제대로 하지 못하는 dysfunctional T세포가 특징적으로 관찰됨

가. 이러한 사실은 이전부터 알려져 왔으나, 2006년에 Emory University의 

Rafi Ahmed 박사팀의 연구에 의해 PD-1이라는 T세포 억제분자가 

dysfunctional T세포에 과발현되어 있고 blocking Ab를 이용해 PD-1의 

기능을 차단하면 T세포의 기능이 회복되면서 바이러스의 역가가 감소

한다는 사실이 처음으로 밝혀짐

나. 이 연구는 만성 바이러스 감염에서 T세포 억제분자의 중요성을 밝히는

데 그치지 않고 T세포 억제분자가 바이오신약 개발의 타겟으로 이용될 

수 있음을 보여 준 연구였음. 즉, PD-1과 같은 T세포 억제분자의 기능

을 차단하는 항체나 수용성 수용체(soluble receptor)를 항바이러스 바이

오신약으로 개발할 수 있는 가능성을 제시하게 되었음

다. 2006년도의 상기 연구는 마우스의 LCMV 만성감염 모델에서 이루어진 
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것이었지만, 그 후 HIV, HCV, HBV 등의 만성감염 환자의 말초혈액 림

프구를 이용한 in vitro 연구에서도 PD-1이 dysfunctional T세포에 과

발현되어 있고 blocking Ab를 이용해 in vitro에서 PD-1의 기능을 차단

하면 T세포의 기능이 회복됨이 증명되었음

라. 이러한 원리에 따라, HIV의 원숭이 모델인 SIV 감염 원숭이에서 

anti-PD-1 항체를 이용하여 PD-1의 기능을 in vivo에서 차단하였더니 

SIV의 역가가 감소하였다는 연구가 발표되었음

2. 하지만, 최근에 시행된 만성 C형간염 침팬지 in vivo 실험에서는 anti-PD-1 

항체가 T세포의 기능을 회복시키지 못하였고 HCV 바이러스 역가를 감소

시키지 못하였음(personal communication with Dr. Christopher Walker, 

Ohio State University)

3. 이러한 연구결과는 같은 만성 바이러스 감염이라 하더라도 마우스와 사람은 

다름을 시사하는 것으로서, PD-1과 같은 T세포 억제분자들을 마우스에서 

찾는 것보다는 직접 만성 바이러스 감염 환자의 T세포에서 발굴해야 한다

는 사실을 알 수 있음. 이와 같은 생각으로 많은 연구자들이 항바이러스 바

이오신약 타겟으로 이용 가능한 T세포 억제분자들을 스크리닝하고 있음

4. 만성 바이러스 감염에서 T세포 기능저하가 주요 원인이라는 것이 규명되면

서 T세포의 활성을 조절하여 만성 바이러스 감염을 치료하려는 시도들이 

활발해지고 있음. 이러한 연구들에 있어 한 가지 중요한 점은 누가 가장 좋

은 치료용 조절타겟을 발굴하느냐 하는가에 있음

5. 일단 좋은 조절타겟이 발굴되면 인간화 차단항체나 수용성 수용체(soluble 

receptor)를 이용하여 새로운 치료제를 개발하는 것은 비교적 용이한 일로 

여겨고 있음

6. 따라서 앞으로의 경쟁은 “누가 T세포의 가장 좋은 조절타겟을 발견하는

가?”하는 질문으로 압축된다고 여겨지고 있음
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제 3 장 연구개발수행 내용 및 결과

  1절 C형간염 환자에서 T세포항원 결정 
1. 다양한 C형간염 환자들에서 각 환자 맞춤형 T세포항원을 펩타이드 매트릭

스법으로 결정함

2. C형간염바이러스 펩타이드 매트릭스 구성

가. HCV의 전체 단백체에 대한 T세포반응을 측정하기 위해, HCV 전체 단

백체(3000 아미노산)에 해당하는 600개의 중복 펩타이드 시리즈를 고안

하여 구입함

나. 각각의 중복 펩타이드는 15 아미노산으로 구성되며, 이웃한 펩타이드와 

10 아미노산이 중복되게 고안함

다. 600개의 중복 펩타이드를 매트릭스법에 의거하여 배열을 하고, 이에 따

른 49개(A부터 Y까지, 그리고 AA부터 XX까지)의 펩타이드 혼합물을 

제조함 (그림 1)

그림 1. 600개의 중복 펩타이드를 이용한 HCV 펩타이드 매트릭스 구성

라. 각각의 중복 펩타이드는 적어도 2개의 펩타이드 혼합물에 포함되게 디

자인함

마. 이러한 매트릭스법에 의해, 49개의 펩타이드 혼합물에 의한 실험을 시행

하여, 600개의 펩타이드 중 어느 것이 특정 환자에서 T세포항원으로 작

용하는지 쉽게 식별 하였음

3. 각 환자에서 T세포항원 결정

가. HCV에 만성감염된 환자 또는 침팬지(침팬지 샘플은 미국 NIH와의 공

동연구로 확보)로부터 PBMC를 분리한 후, HCV 펩타이드 매트릭스를 

이용한 IFN-γ ELISpot assay를 시행함

나. 이 결과 HCV에 감염된 각 환자나 침팬지에서 HCV T세포항원을 결정

함(그림 2,그림 3)
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다. 15명의 HCV 환자로부터 전 HCV 프로테옴에 걸친 스크리닝을 통해 적

어도 각 환자당 1개 이상의 T세포항원을 발굴함

라. 침팬지의 경우, 유사한 실험을 5마리의 침팬지(3마리는 HCV 만성감염

에 이환되고, 2마리는 HCV로부터 자연회복됨)에서 시행하여 각 침팬지

마다 적어도 1개 이상의 T세포항원을 발굴함

그림 2. HCV에 만성감염된 환자의 PBMC에서 HCV 펩타이드 

매트릭스를 이용하여 IFN-γ ELISpot assay를 시행함. 그 결과 

펩타이드 믹스 X, JJ, SS에서 강한 양성반응을 보임

그림 3. HCV에 만성감염된 환자의 PBMC에서 HCV 펩타이드 매트릭스를 

이용하여 IFN-γ ELISpot assay를 시행한 결과 그림 2처럼 펩타이드 믹스 X, JJ, 

SS에서 강한 양성반응을 보여 펩타이드 585 및 594가 T세포항원임을 결정하였음
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  2절 T세포 기능을 측정하기 위한 민감한 기술 확립
1. 본 연구에서는 HCV-특이 T세포의 기능을 체계적이고 민감하게 측정할 수 

있는 방법을 이용하여야 하였음

2. 많은 환자들의 혈액샘플을 효과적으로 검사할 목적으로 IFN-γ ELISPOT 

기법을 확립함

3. 이외에도 T세포의 기능을 여러 기능요인으로 분석하여 체계적으로 파악할 

필요성이 존재하여, 여러 개의 사이토카인 생성을 한 번에 측정할 목적으로 

multi-cytokine cytometric bead array 법을 확립함. 이를 이용하여 약 12가

지의 주요 사이토카인 발현을 한번에 민감하게 측정할 수 있었음

  3절 환자 맞춤형 MHC class I tetramer 제조 및 이용
1. 각 환자나 침팬지에서 식별한 HCV T세포항원과 이의 MHC class I 제한성 

정보를 이용하여 이에 대한 맞춤형 MHC class I tetramer를 제조하였음

2. 미국 NIH tetramer core facility (침팬지의 경우) 및 Proimmune (환자의 경

우)에 환자 맞춤형 MHC class I tetramer를 주문 제작하였음

3. 확보한 MHC class I tetramer이 성공적으로 작동함을 검증하였음 (그림 4)

그림 4. HCV에 감염된 후 자연회복된 침팬지(Ch6461)나 HCV에 만성감염된 

침팬지(Ch6411)의 PBMC에서 각 침팬지 맞춤형 MHC class I tetramer를 이용하여 

HCV-특이 CD8 T세포를 검출한 결과. HCV-특이 CD8 T세포가 8-9주가 되어야 

검출됨을 알 수 있음. 이러한 과정으로 MHC class I tetramer를 검증하였음
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  4절 HCV-특이 CD8 T세포 분리
1. 각 환자에서 HCV-특이 CD8 T세포를 살아있는 채로 분리하기 위해서 두 

가지 방법을 사용하여 비교하였음

가. PE-conjugated MHC class I tetramer 염색을 시행한 후, anti-PE 

microbead (Miltenyi, Germany)를 이용하여 magnetic separation을 시

행하여 분리함

나. PBMC에 각 환자에서 결정되었던 T세포항원 펩타이드 자극을 주고 

Miltenyi 사의 IFN-γ secretion assay kit을 이용하여 IFN-γ 사이토카

인을 분비하는 CD8 T세포를 살아있는 채로 염색하고, 이를 magnetic 

separation으로 분리, 이때 그 순도가 90% 이상인 경우만을 다음 과정

에 사용하였음

2. 바이러스-특이 CD8 T세포 분리 결과

가. PE-conjugated MHC class I tetramer 염색을 시행한 후, anti-PE 

microbead (Miltenyi, Germany)를 이용하여 magnetic separation을 시

행하여 분리한 결과, 대부분의 경우에 있어 순도 90% 이상의 바이러스

-특이 CD8 T세포를 살아있는 채로 분리하였음. 그림 5는 대표적인 결

과로, 분리 전에는 0.5%의 세포가 바이러스-특이 CD8 T세포였는데 

magnetic separation을 1회 시행한 경우 48.3%, 2회 시행한 경우에는 순

도가 92.1%까지 증가하여 성공적인 분리의 예를 보여줌

그림 5. MHC class I tetramer를 이용한 바이러스-특이 CD8 

T세포 분리의 예. PBMC를 PE-conjugated MHC class I 

tetramer로 염색한 후, anti-PE microbead를 이용하여 magnetic 

separation을 시행하여 분리한 결과, 분리 전에는 0.5%의 세포가 

바이러스-특이 CD8 T세포였는데 (왼쪽) magnetic separation을 

1회 시행한 경우 48.3% (가운데), 2회 시행한 경우에는 순도가 

92.1%까지 증가 (오른쪽)하였음

나. 다른 방법으로서, 각 환자에서 결정되었던 T세포항원 펩타이드 자극을 

주고 Miltenyi 사의 IFN-γ secretion assay kit을 이용하여 IFN-γ 사이

토카인을 분비하는 CD8 T세포를 살아있는 채로 염색하고, 이를 
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magnetic separation으로 분리하였음. 그 결과 대부분의 경우에 있어 순

도 80% 이상의 바이러스-특이 CD8 T세포를 살아있는 채로 분리하였

음. 그림 6은 대표적인 결과로, 분리 전에는 11.1%의 세포가 항원펩타이

드-특이적으로 IFN-γ를 분비하는 세포였으나 분리후에는 81.8%의 순도

로 분리되었음. 하지만, 분리후에도 남은 PBMC에 아직 7.8%의 항원펩

타이드-특이 IFN-γ 분비세포가 남아 있음을 나타냄.

그림 6. IFN-γ secretion assay kit을 이용한 바이러스-특이 CD8 

T세포 분리의 예. PBMC에 T세포항원 펩타이드 자극을 주고 Miltenyi 

사의 IFN-γ secretion assay kit을 이용하여 IFN-γ 사이토카인을 

분비하는 CD8 T세포를 살아있는 채로 염색하고, 이를 magnetic 

separation으로 분리한 결과, 분리 전에는 11.1%의 세포가 

항원펩타이드-특이적으로 IFN-γ를 분비하는 세포였으나 (왼쪽에서 

2번째) 분리후에는 81.8%의 순도로 분리되었음 (왼쪽에서 3번째). 

하지만, 분리후에도 남은 PBMC에 아직 7.8%의 항원펩타이드-특이 

IFN-γ 분비세포가 남아 있음을 나타냄 (오른쪽)

다. 결과적으로, 분리된 세포의 순도 (purity) 및 효율 (yield)에 있어서 

MHC class I tetramer를 이용한 1번째 방법이 IFN-γ secretion assay 

kit을 이용한 2번째 방법보다 우월하였음. 이를 확인한 후에는 모든 실

험에서 MHC class I tetramer를 이용한 분리를 시행하였고, 순도가 

90% 이상인 경우만을 다음 단계의 실험에 사용하였음

  5절 소모성 T세포 조절타겟 스크리닝
1. 분리된 HCV-특이 CD8 T세포로부터 total RNA를 분리하고 RNA 증폭과정

을 거친 후, 이를 재료로 microarray를 시행하여 소모성 T세포 결정인자 및 

조절타겟을 스크리닝하였음

2. 대조군으로는 HCV 감염 후 자연회복자의 HCV-특이 T세포나, CMV-, 

EBV- 또는 flu-MHC class I tetramer를 이용하여 이들 바이러스-특이 

CD8 T세포를 분리하여 사용함
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3. 분리한 세포를 아무 in vitro 자극 없이 비교하거나, 또는 anti-CD3 항체로 

자극을 준 후 유전자 발현을 microarray (30K)로 비교함 (그림 7)

가. 그림 7A는 전반적인 유전자 발현 clustering pattern을 보여 줌

나. 그림 7B는 자극을 주지 않은 세포군들을 비교한 전체 유전자 결과이며, 

그림 7C는 anti-CD3 항체로 자극을 준 세포군들을 비교한 전체 유전자 

결과임. anti-CD3 항체로 자극을 준 경우에 두 세포군의 유전자 발현 

차이는 더욱 커짐

그림 7. 바이러스-특이 CD8 T세포들을 분리하고 total RNA를 분리하여 

microarray (30K)를 시행하여 HCV에 특이적인 T세포에서 특징적으로 

발현하는 유전자 발굴을 시도함. A는 전반적인 유전자 발현 clustering 

pattern을 나타내며, B는 자극을 주지 않은 세포군들을 비교한 전체 

유전자 결과, C는 anti-CD3 자극을 주고 비교한 전체 유전자 결과임

다. 그림 8은 costimulatory molecule 및 cytotoxicity molecule, senescence 

marker들만으로 두 세포군을 비교한 data로서, 몇몇 차별 발현되는 유

전자가 있음을 나타냄

그림 8. Costimulatory 

molecule, cytotoxicity 

molecule, senescence 

marker들만으로 비교한 

data. 왼쪽은 자극을 안 

주고 비교한 결과, 오른

쪽 그림은 anti-CD3 자

극을 주고 비교한 결과
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4. 그 결과, HCV 만성감염자의 바이러스-특이 CD8 T세포에서는 PD-1, 

IL-10, TIM-3, CTLA-4, LAG-3 등 총 5가지 유전자의 과발현이 관찰되었

음

5. 이 결과를 바탕으로 PD-1, IL-10, TIM-3, CTLA-4, LAG-3 등 5가지 단백

질을 HCV 만성감염에서 나타나는 소모성 T세포의 조절인자 후보로 여기

고 다음 단계의 실험을 수행함

  6절 조절타겟 FACS 분석

1. 만성 C형간염 환자의 PBMC에서 MHC class I tetramer와 T세포 억제분자

에 대한 형광 항체를 이용하여 염색하고 multicolor flow cytometer로 분석

하여 바이러스-특이 CD8 T세포에서의 T세포 억제분자 발현 특성을 조사

함

2. T세포 억제분자로 PD-1, IL-10R, Tim-3, LAG-3 등을 조사하고, 대조군 T

세포로서 MHC class I tetramer 음성인 CD8 T세포군을 이용함

3. 만성 C형간염 환자들의 PBMC에서 MHC class I tetramer를 이용하여 

HCV-특이 T세포를 검출하고, PD-1의 발현을 multicolor flow cytometry로 

분석한 결과, 대부분 만성 C형간염 환자의 HCV-특이 T세포가 PD-1을 매

우 강하게 발현하였음 (그림 9) 

그림 9. 7명의 만성 C형간염 환자 PBMC를 MHC class I tetramer와 

anti-PD-1 항체로 형광염색하고 multicolor flow cytometry를 수행한 결과, 

모든 만성 C형간염 환자의 HCV-특이 T세포가 PD-1을 매우 강하게 발현함 

4. 한편, T세포 억제분자 간의 발현 패턴을 분석한 결과 PD-1을 발현하는 세

포들은 Tim-3나 CTLA-4를 발현하는 세포들과는 다른 세포임을 밝힘. 즉, 

PD-1과 다른 T세포 억제분자를 동시에 발현하는 T세포는 거의 검출되지 

않음 (그림 10 및 11)
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그림 10. CD45RA 및 CCR7 발현 

양상을 기준으로 하여 CD8 T세포

를 Naive, central memory, 

effector memory, EMRA로 구분

하여 gating한 후, PD-1과 Tim-3

의 발현 양상을 분석한 결과. 

PD-1은 central memory 및 

effector memory에서 발현하고, 

Tim-3는 central memory에서 발

현함. 하지만 PD-1과 Tim-3를 동

시에 발현하는 세포는 관찰되지 

않음

가. CD45RA 및 CCR7 발현 양상을 기준으로 하여 CD8 T세포를 Naive 

(CD45RA+CCR7+), central memory (CD45RA+CCR7-), effector memory 

(CD45RA-CCR7-), EMRA (CD45RA+CCR7-)로 구분하여 gating한 후, 

PD-1과 Tim-3의 발현 양상을 분석한 결과. PD-1은 central memory 

및 effector memory에서 발현하고, Tim-3는 central memory에서 발현

함. 하지만 PD-1과 Tim-3를 동시에 발현하는 세포는 관찰되지 않음 

(그림 10)

나. 이러한 발현 패턴은 PD-1과 CTLA-4의 발현 관계에서도 동일하게 관

찰됨 (그림 11)

그림 11. CD45RA 및 CCR7 발현 

양상을 기준으로 하여 CD8 T세포

를 Naive, central memory, 

effector memory, EMRA로 구분

하여 gating한 후, PD-1과 

CTLA-4의 발현 양상을 분석한 

결과. PD-1은 central memory 및 

effector memory에서 발현하고, 

CTLA-4는 central memory에서 

발현함. 하지만 PD-1과 CTLA-4

를 동시에 발현하는 세포는 관찰

되지 않음
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5. 한편, MHC class I tetramer로 항원-특이 CD8 T세포를 검출한 후 PD-1과 

CD38의 발현을 함께 분석한 결과, 환자를 크게 2 군으로 나눌 수 있었음

가. 첫 번째 군은 대부분의 항원-특이 CD8 T세포가 PD-1과 CD38을 동시

에 발현하였고 (PD-1+CD38+), 두 번째 군에서는 PD-1+CD38-와 

PD-1+CD38+가 각각 절반을 차지하였음 (그림 12). 아직 PD-1+CD38- T

세포와 PD-1+CD38+ T세포의 기능적 의의는 불분명함. 이는 향후 연구

에서 반드시 규명되어야 함

그림 12. 항원-특이 CD8 T세포를 MHC class I tetramer로 표지한 

후 FACS gating을 하고, PD1 및 CD38의 발현 관계를 분석함. 

왼쪽 두 명의 환자는 대부분의 항원-특이 CD8 T세포가 PD1과 

CD38을 동시에 발현하는 반면 (PD1+CD38+), 오른 쪽 두 명의 

환자에서는 PD1+CD38-와 PD1+CD38+가 각각 절반을 차지함

6. 두 종류의 환자군을 모두 포함하여 PD-1의 발현량과 CD38의 발현량의 연

관성을 분석하면 유의한 상관관계가 나옴. 이의 기능적 의의도 아직 불분명

하여 향후 연구에서 반드시 규명되어야 함 (그림 13) 

그림 13. 7명의 환자에서 항원-특이 CD8 

T세포를 MHC class I tetramer로 표지한 

후 FACS gating을 하고, PD-1 및 CD38의 

발현량을 평균형광값으로 측정하고 PD-1 

및 CD38 발현량의 관계를 회귀분석함. 

PD-1 및 CD38 발현량 사이에는 유의한 상

관관계가 있음

7. 한편, MHC class I tetramer로 항원-특이 CD8 T세포를 검출한 후 PD-1과 

IFN-γ intracellular cytokine staining을 함께 시행/분석하면, PD-1dim T세

포가 PD-1- T세포보다 IFN-γ 분비를 더 많이함을 알 수 있었음 (그림 14). 

이는 매우 새로운 연구결과로 PD-1의 발현량에 따라 PD-1dim T세포와 

PD-1bright T세포는 다르게 조절될 가능성을 제시함. 이의 구체적인 의미를 
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향후 연구에서 규명해야 함

그림 14. MHC class I tetramer로 항원-특이 CD8 T세

포를 검출한 후 PD-1과 IFN-γ intracellular cytokine 

staining을 함께 시행/분석한 결과. PD-1dim T세포가 

PD-1- T세포보다 IFN-γ 분비를 더 많이함

  7절 조절타겟 차단에 따른 효과 확인
1. 발굴된 조절타겟 차단에 따른 효과를 확인하기 위해, 각 3X105개의 환자 

PBMC를 10% FBS/RPMI-1640 배지에 부유시킨 뒤, 항원으로 1㎍/㎖의 농

도의 HCV NS3 중복펩타이드 혼합액을 첨가하고 각각의 T세포 억제인자 

(PD-1, IL-10, TIM-3, CTLA-4, LAG-3) 중화항체를 5㎍/㎖의 농도로 첨가

한 뒤, 37℃, CO2 항온배양기에서 72시간 동안 배양하였음. 배양이 끝나면 

세포배양액을 채취한 뒤, cytometric bead array (CBA)로 세포배양액 속 

IFN-γ, TNF-α, GM-CSF 사이토카인의 양을 측정하여 T세포의 기능 회복

을 평가하였음

2. 이를 총 21명의 HCV 만성감염자에서 시행한 결과, 5가지의 후보 조절타겟 

(PD-1, IL-10, TIM-3, CTLA-4, LAG-3) 중 PD-1, IL-10, TIM-3의 차단

에 의해 바이러스-특이 T세포의 기능이 회복됨을 관찰함 (그림 15)

그림 15. 소모성 T세포 조절인자의 차단에 따른 T세포의 기능회복. 각 

3X105개의 환자 (n=21) PBMC를 10% FBS/RPMI-1640 배지에 부유시킨 뒤, 

항원으로 1㎍/㎖의 농도의 HCV NS3 중복펩타이드 혼합액을 첨가하고 각각의 

T세포 억제인자 (PD-1, IL-10, TIM-3, CTLA-4, LAG-3) 중화항체를 5㎍/㎖의 

농도로 첨가한 뒤, 37℃, CO2 항온배양기에서 72시간 동안 배양하였음. 배양이 

끝나면 세포배양액을 채취한 뒤, cytometric bead array (CBA)로 세포배양액 속 

IFN-γ, TNF-α, GM-CSF 사이토카인의 양을 측정하여 T세포의 기능 회복을 

평가하였음. 왼쪽 그림은 IFN-γ, 가운데 그림은 TNF-α, 오른쪽 그림은 
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GM-CSF 결과를 나타내며, 각 그림에서는 왼쪽부터 각각 1) NS3 peptide mix 

only, 2) NS3 mix & anti-PD-L1, 3) NS3 mix & anti-IL-10, 4) NS3 mix & 

anti-TIM-3, 5) NS3 mix & anti-CTLA-4, 6) NS3 mix & anti-LAG-3를 

첨가하여 얻은 결과를 나타냄.

3. 이러한 기능회복은 IFN-γ, TNF-α, GM-CSF 등 multi-cytokine 반응으로 

나타남. 기능회복 효과가 모든 환자에서 관찰되지는 않았지만, 약 50%의 환

자에서 적어도 한 가지 molecule 차단에는 반응을 보여 신약타겟으로서의 

가능성을 나타냄

4. 한편, 본 연구과정 중 확립한 상기 실험법은, 향후 PD-1, IL-10, TIM-3 등

을 타겟으로 한 치료방법이 개발되었을 때 치료반응의 예후를 진단하는 예

후진단키트로 개발될 수 있음

5. HCV viral load를 측정할 수 있었던 4명의 환자에서 기능 회복 결과를 

HCV viral load와 연관지어 분석한 예비실험 결과, 기능 회복의 정도는 

HCV viral titer가 1,000 IU/ml보다 낮을때만 관찰되는 것으로 보여, 발굴된 

조절타겟의 차단 효과는 바이러스 항원량과 밀접한 관련이 있는 것으로 나

타났음 (그림 16)

그림 16. 소모성 T세포 조절인자의 차단에 따른 T세포 기능회복과 HCV viral 

load와의 관계. 4명의 HCV 만성감염자에서 상기기술한 T세포 기능 회복 평가를 

시행하고 그 결과를 하얀 박스 (□, 기능회복이 없는 경우)나 검은 박스 (■, 

기능회복이 나타난 경우)로 나타내고, 이를 각 환자의 HCV viral load와 함께 

나타냄. 4명의 환자 중, HCV viral load가 1,000 IU/ml 이하인 경우(환자번호 

52)에서만 기능 회복이 관찰되고, 10,000 IU/ml 이상인 경우에는 관찰되지 않음

6. 또 다른 종류의 환자군에서 T세포 억제-차단 시험을 시행함. 이 환자군은 

만성신부전 때문에 혈액투석을 지속적으로 받는 환자들로 HCV 감염 고위

험군에 속하는 환자군임. 이들에서 바이러스학적, 혈청학적 결과와 세포면역

반응을 토대로 전형적인 만성 C형간염(chronic hepatitis C), 잠복성 HCV 

감염(occult HCV infection), HCV 노출 후 기억 T세포반응 보유군(memory 

after HCV exposure)으로 나누어 실험함

7. 각 환자들에서 T세포 억제-차단 시험을 시행한 결과, 각 환자들마다 매우 
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다양한 패턴의 T세포 기능회복 패턴을 나타냄 (그림 17). 이로써, 각 환자

별로 주로 작동하는 T세포 억제수용체를 판별하는 것이 매우 중요함을 알 

수 있었음 

그림 17. 만성 C형간염(chronic hepatitis C), 잠복성 HCV 감염 (occult HCV 

infection), HCV 노출 후 기억 T세포반응 보유군(memory after HCV exposure)의 

PBMC를 이용하여 T세포 억제-차단 시험을 시행한 결과. anti-PD-L1이나 

anti-IL-10 항체를 이용하여 T세포 억제인자를 차단하였을 때, IFN-γ나 TNF-α 

생성이 증가함을 나타냄. 그리고 반응은 각 환자마다 다양한 패턴으로 나타남
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제 4 장 목표달성도 및 관련분야에의 기여도

  1절 최종목표 달성도 
1. 본 연구개발의 최종목표는 HCV 만성감염의 원인이 되는 소모성 T세포

(exhausted T cell)의 결정인자 및 조절인자를 발굴하여 신약개발의 타겟으

로 삼고자 함이었고, 궁극적으로는 소모성 T세포의 기능을 최소한 100% 이

상 증강시킬 수 있는 조절타겟 발굴이 목표였음

2. 본 연구과제의 성공적인 수행으로 상기 최종목표를 모두 달성하였음

  2절 연도별 연구목표 달성도
1. 본 연구개발의 연도별 목표는 다음과 같고 이를 모두 100% 달성하였음

연 구 범 위 연구수행방법 구체적인 결과 내용

연구재료제조 (1차년도) 각 환자에서 HCV T세포항원 결정

각 HCV 환자에서 HCV 펩타이드 

매트릭스법과 IFN-g ELISpot을 이

용하여 HCV T세포항원을 결정함

연구재료제조 (1차년도)
각 환자 맞춤형 MHC class I 

tetramer 제조

환자 맞춤형 MHC class I tetramer 

주문 제작함(NIH 또는 Proimmune)

타겟스크리닝 (2차년도) HCV-특이 CD8 T세포 분리

MHC class I tetramer 및 Cytokine 

secretion assay를 이용하여 HCV-

특이 CD8 T세포를 분리함

타겟스크리닝 (2차년도) 소모성 T세포 조절인자 스크리닝
Microarray를 이용하여 소모성 T세

포 조절인자를 스크리닝함

조절타겟 적합여부결정 

(3차년도)
조절타겟을 FACS 분석으로 확인

세포표면분자, 세포내단백, 사이토

카인 등의 발굴된 조절타겟을 

FACS 분석으로 확인함

조절타겟 적합여부결정 

(3차년도)
조절타겟 차단에 따른 효과 확인

차단항체 또는 수용성수용체를 이

용하여 조절타겟의 기능을 차단하

고 소모성 T세포의 기능 회복을 평

가함
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  3절 관련분야 기술발전 기여도 
1. 국내 세포면역학 활성화 기여

가. 미국, 유럽, 일본에서는 과거부터 세포면역학의 기초연구 및 응용연구가 

활발했음. 반면, 우리나라에서는 세포면역학 연구가 활성화되지 않았음

나. 본 연구성과를 통하여 확립된 세포면역학 연구기술과 기법들이 우리나

라의 세포면역학 기초연구의 활성화에 일조할 것으로 기대됨

다. 본 연구과제는 세포면역학 기초연구를 임상응용으로 확대하는 중개연구

의 특성을 지니고 있어, 이러한 연구의 좋은 역할 모델로 삼을 수 있음

2. 사람 T세포 조절 기전에 대한 새로운 이해 기반 마련

가. 본 연구를 통하여 HCV 만성감염에서 T세포의 특성을 규명하여 사람 

T세포 조절 기전에 대한 새로운 이해 기반을 마련함

나. 본 연구를 통하여 발굴된 지식/기술은 간염바이러스뿐만 아니라 HIV나 

결핵 및 종양질환의 기반 지식/기술 발전을 촉진할 것으로 기대됨
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<첨부>

(1) 연구개발의 최종목표

HCV 만성감염의 원인이 되는 소모성 T세포(exhausted T cell)의 결정인자 및 

조절인자를 발굴하여 신약개발의 타겟으로 삼고자 함. 

소모성 T세포의 기능을 최소한 100% 이상 증강시킬 수 있는 조절타겟 

발굴이 목표 

(2) 연차별 연구개발 목표 및 내용 

구분 연구개발 목표 연구개발 내용 및 범위

1차년도 환자맞춤형 MHC class I tetramer 제조
각 환자에서 HCV T세포항원 결정

각 환자 맞춤형 MHC class I tetramer 제조

2차년도 소모성 T세포 조절타겟 스크리닝
HCV-특이 CD8 T세포 분리

소모성 T세포 조절인자 스크리닝

3차년도 조절타겟 차단효과 확인
조절타겟을 FACS 분석으로 확인

조절타겟 차단에 따른 효과 확인

(3) 계획대비 달성도(선정시 제시된 연구목표)

번호 세부연구목표 달성내용 달성도(%)

1 각 환자에서 HCV T세포항원 결정

각 HCV 환자에서 HCV 펩타이드 매트

릭스법과 IFN-γ ELISpot을 이용하여 

HCV T세포항원을 결정함

100%

2
각 환자 맞춤형 MHC class I 

tetramer 제조

환자 맞춤형 MHC class I tetramer 

주문 제작함 (NIH 또는 Proimmune)
100%

3 HCV-특이 CD8 T세포 분리

MHC class I tetramer 및 Cytokine 

secretion assay를 이용하여 HCV-특

이 CD8 T세포를 분리함

100%

4 소모성 T세포 조절인자 스크리닝
Microarray 분석을 이용하여 소모성 T

세포 조절인자를 스크리닝함
100%

5 조절타겟을 FACS 분석으로 확인

세포표면분자, 세포내단백, 사이토카인 

등의 발굴된 조절타겟을 FACS 분석으

로 확인함

100%

6 조절타겟 차단에 따른 효과 확인

차단항체 또는 수용성수용체를 이용하

여 조절타겟의 기능을 차단하고 소모

성 T세포의 기능 회복을 평가함

100%
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번호 세부연구목표 가중치

1 조절타겟 차단에 따른 효과 확인 40%

2 소모성 T세포 조절인자 스크리닝 30%

3 조절타겟을 FACS 분석으로 확인 10%

4 각 환자에서 HCV T세포항원 결정 10%

5 각 환자 맞춤형 MHC class I tetramer 제조 10%

계             총 100%

(4) 위 연구목표(총연구기간)에서 중요도 순으로 4-5개(최대 5개) 목표 추출 및 가중치 

부여
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제 5 장 연구개발결과의 활용계획

  1절 신약개발에 활용
1. 본 과제에서 조절타겟으로 발굴한 PD-1, IL-10, TIM-3의 blocking을 이용

한 만성 바이러스 감염 치료용 바이오신약을 개발할 수 있음

가. 본 연구의 연구주제인 T세포 억제분자는 최근 새로운 치료타겟으로 각

광을 받고 있음

나. 특히, anti-PD-1 항체가 T세포의 항-바이러스 기능을 회복시켜 바이러

스 역가를 감소시킴이 마우스 실험에서 증명된 이후 이러한 연구가 활

발히 진행되고 있음

다. 최근에는 HIV의 모델인 원숭이 SIV 감염에서 anti-PD-1 항체가 바이

러스 역가를 감소시킴이 보고되었음

라. 따라서 본 연구에서 새로운 T세포 억제분자를 발굴하게 되면 이는 바이

러스성 간염의 새로운 치료타겟으로 이용할 수 있음. 이 경우 개발하는 

치료제는 수용성 수용체나 차단 항체의 형태가 될 것으로 기대됨

2. 향후 침팬지를 이용한 in vivo 효능 평가를 시행함으로써, 전임상 및 임상시

험에 진입할 바이오신약 후보물질을 확보할 수 있음

3. 일단은 HCV 치료목적으로 개발하지만, 이는 매우 용이하게 HBV 및 HIV 

감염으로 적응증을 확대할 수 있을 것으로 기대됨

4. 한편, 본 과제를 통해 개발되는 바이오신약 후보물질은 악성종양 질환의 치

료 목적으로도 사용될 수 있을 것임. 최근 PD-1과 같은 T세포 억제분자가 

악성종양 환자의 T세포에도 과발현되어 있고, 이를 차단하면 T세포의 기능

이 회복되어 항종양 활성이 증가한다는 보고가 있어 이와 유사한 현상이 

TIM-3, IL-10에서도 일어날 것으로 기대됨

5. 일단, PD-1, IL-10, TIM-3 등의 조절타겟 후보 중 한 가지를 최적의 후보

로 결정하고 산업화를 추진해야 함. 현재 국내의 제넥신(주)에서는 TIM-3

의 T세포 조절 기능에 관심을 보여 제넥신(주)의 hybrid-Fc 기술을 이용한 

TIM-3-Fc 제조에 관심을 보이고 있음. 한편, 본 과제의 결과에 따라 제넥

신(주)이 PD-1-Fc나 IL-10R-Fc 형태로 T세포 활성 조절 바이오신약을 산

업화할 것으로 기대됨

6. 이외에도, 현재 공동연구를 수행하고 있는 에이앤알테라페틱스(주)와의 협력

을 통하여 PD-1, IL-10, TIM-3 등을 타겟하는 인간화 항체나 수용성 수용

체를 바이오신약 후보물질로 개발 중임
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  2절 C형간염 예후인자 검사법 개발
1. 본 연구를 통하여 확립된 T세포 억제-차단 시험 방법이 임상적 의의를 가

지는 것으로 판명되면 이는 새로운 검사법의 개발로 이어짐

2. T세포 억제-차단 시험 방법이 임상적 의의를 가진다면 이를 특허 출원하고 

kit 형태로 개발하여 상품화할 수 있음

3. 특히, 최근 타 감염질환(결핵)에서 T세포의 반응을 평가하는 임상진단 kit들

이 상용화되고 있는 실정(예, TBspot, Quantiferon 등)을 고려하면, T세포 

억제-차단 시험 방법은 이와 유사한 형태의 kit 형태로 개발될 것으로 기대

됨

4. PD-1 등의 T세포 억제분자의 과발현은 HBV 및 HCV 감염뿐만 아니라 

HIV 감염이나 결핵 및 종양질환에서도 관찰되는 현상임. 따라서 향후 T세

포 억제-차단 시험 방법은 HIV 감염이나 결핵 및 종양질환에서도 응용될 

가능성이 높음

5. 현재 이러한 T세포 억제-차단 시험 방법에 대해 특허 출원 준비 중임

  3절 사회적, 경제적 의의

1. 현재 전세계에서 약 1억 7천만 명이 HCV에 감염되어 있는 현실을 고려할 

때, 본 연구결과는 공중보건학적으로 매우 큰 의미가 있을 것으로 기대됨. 

특히 한국에서의 높은 간질환 사망률이 HBV 및 HCV 만성감염 및 이에 

따른 간경화 및 간암에 기인함을 고려할 때, 그 사회적 기여도는 매우 클 

것으로 기대됨. 구체적으로, 한국보건사회연구원이 발표한 자료에 따르면 간

질환의 사회 및 경제적 비용이 약 2조 6201억원으로 암 다음으로 높은 것으

로 나타남(2003년 5월 보건복지포럼)

2. 현재 항바이러스 치료제의 세계시장 규모는 2005년 17,493백만 달러로 2015

년에는 70769백만 달러 규모로 성장할 것으로 예상됨(BT 기술동향 보고서 

121권, 국가생명공학 정책연구센터). 이중 약 50%를 HBV 및 HCV 등의 간

염바이러스 치료제가 차지하고 있음. 그리고, 시장규모는 지속적으로 증가하

고 있기 때문에, 본 연구과제가 궁극적으로 바이오신약 개발로 이어진다면 

최소한 연간 수백억 달러 이상의 경제적 부가가치를 창출할 것으로 기대됨



- 33 -

제 6 장 연구개발과정에서 수집한 해외과학기술정보

  1절 HCV 감염에서 PD-1의 역할
1. PD-1은 T세포 표면에 발현하는 억제 수용체 중 하나임. PD-1에게는 두 종

류의 리간드가 있는데 B7 family에 속하는 PD-L1, PD-L2가 리간드임

가. PD-1은 리간드에 결합하면, SH2 모티프를 포함한 인산가수분해효소

(phosphatase)인 SHP-1, SHP-2를 immunoreceptor-tyrosin-based 

switch motif (ITSM)으로 소환하여 T세포의 억제 신호를 개시함. 소환

된 인산가수분해효소는 T세포 수용체(TCR)에 의해 매개되는 활성화 

신호를 차단함

2. 만성 바이러스 감염의 바이러스-특이 T세포에서 PD-1의 역할은 만성 

LCMV 감염 마우스 모델에서 처음으로 확인되었음(17). 

가. 만성 LCMV 감염에서처럼, 만성 HCV감염에서 바이러스-특이 CD8 T

세포에서 PD-1이 과발현되어 있었으며, HCV-특이 PD-1high T세포는 

기능이 저하되어 있었음(18-20)

나. 게다가 PD-1/PD-L1의 상호작용을 차단했을 때 분열증식능력, 세포용해

능, 및 사이토카인(IFN-γ TNF-α) 생성과 같은 T세포 기능이 회복되었

음(18-20)

다. PD-1high 기능장애 T세포는 기억 T세포의 전구 상태에서 발현되는 

CD127 발현이 낮았으며, T세포 노화 마커인 CD57의 발현이 높았음 

(18,20)

라. PD-1highCD127low HCV-특이 CD8 T세포는 자주 세포사(apoptosis)에 빠

졌음(21)

마. 간 내의 HCV-특이 CD8 T세포가 말초혈액에서 발견되는 경우보다 

PD-1이 과발현되어 있는 것으로 볼 때, PD-1 발현은 체내 CD8 T세포

의 위치에 의해 영향을 받는 것으로 생각됨(22)

바. 게다가 PD-1/PD-L1의 차단은 말초혈액에서 얻은 HCV-특이 CD8 T세

포의 기능을 회복시켰지만, 간에서 얻은 CD8 T세포는 그렇게 하지 못

했음(22). 체내의 서로 다른 구획에 위치하는 바이러스-특이 CD8 T세

포들의 차이는 향후에 연구해볼 필요가 있음

3. HCV 급성 감염기에 PD-1의 역할 역시 연구되어짐

가. 특히, PD-1 발현과 급성 HCV 감염결과와의 관계에 초점이 맞추어져 

있음. 최근 연구들에서, 급성 HCV감염이 만성으로 진행되는 경우에서 

급성기에 관찰되는 HCV-특이 CD8 T세포에 PD-1이 과발현되어 있었

고, HCV가 성공적으로 회복된 경우에는 PD-1 발현이 적었음(23, 24)

나. 한편, 적어도 한 연구이상에서는 급성 HCV 감염 시 PD-1의 과발현이 

HCV 감염 결과와 관계없다는 결론을 내렸음(25)
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다. 급성 C형 간염의 침팬지 모델에서, 간 내의 PD-1 발현 정도를 간생검

을 통한 real-time PCR로 정량한 결과, 높은 PD-1 mRNA 레벨이 만성 

HCV 감염과 연관이 있다는 것을 밝혔음(26)

라. 만성 HCV감염에서 HCV-특이 CD8 T세포의 PD-1 레벨은 T세포 에피

토프의 회피 돌연변이(escaping mutation)이 발생하게 되면 감소함(23).  

이는 HCV-특이 CD8 T세포의 PD-1의 과발현이 T세포 수용체(TCR)

의 지속적인 지극을 통해서 유지되며, 이는 만성 지속성 바이러스 감염

에서 PD-1의 과발현이 통상적으로 관찰되는 이유를 설명할 수 있음

 4. 실험 백신을 투여한 경우의 PD-1

가. 아주 최근에 실험 백신을 투여하고, HCV를 감염시킨 침팬지에서 PD-1 

발현을 측정한 연구가 있었음

나. 이 연구에서 HCV에 감염된 침팬지의 HCV-특이 CD8 T세포의 표현형

이 분석되었고, 이는 adenovirus/DNA HCV NS3-NS5 백신 연구에서 

일부 결과가 나와있음(27)

다. 대조군에 비해 백신을 투여한 침팬지의 HCV-특이 CD8 T세포는 PD-1

을 적게 발현하였으며 IFN-γ의 분비능이 더 높았음. 이 결과와 일치하

게, 간 내 PD-1, PD-L1의 mRNA 레벨 역시 대조군에 비해 백신을 맞

은 침팬지에서 유의하게 낮았음

라. 이 연구결과에 따르면 PD-1과 PD-L1의 낮은 발현이 백신에 의한 급성 

HCV 감염의 소멸의 특징적인 소견이며, 백신에 의한 HCV의 제거에서 

PD-1/PD-L1 경로의 감약이 HCV-특이 CD8 T세포와 항바이러스 기능 

증진에 기여했을 수 있음

  2절 HCV 감염에서 CTLA-4의 역할

1. CTLA-4는 구조적으로 중요한 T세포 보조자극(costimulatory) 분자인 CD28

과 상동적임(homologous). 그리고 CTLA-4의 발현은 활성화 T세포에서 증

가되어 있음(28)

2. CTLA-4는 다양한 기전을 통해 T-세포 억제 기능을 수행함. CTLA-4는 

CD80과 CD86과 결합하여 CD28과 B7 분자의 상호작용을 경쟁적으로 저해

함. 게다가, CTLA-4는 SHP-2와 같은 인산가수분해효소(phosphatase)를 소

환하여 TCR에 의한 활성화 신호를 저해함  

3. 만성 LCMV 감염 마우스 모델에서 CTLA-4을 차단했을 때 T세포 기능이 

회복되지는 않았지만(17), 최근 연구에서 만성 HCV 감염에서 CTLA-4의 

역할이 중요하다는 결과를 보임(22,29)

4. 만성 C형 간염 환자의 간조직에서 분리한 HCV-특이 CD8 T세포는 PD-1 

뿐만 아니라 CTLA-4까지 과발현하고 있었음

5. PD-1과 CTLA-4의 동시 발현(co-expression)은 간에 침윤되어 있는 림프구
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에서는 관찰되었으나, 말초혈액의 림프구에서는 관찰되지 않았음(29). 이는 

체내에서 구획에 따른 바이러스-특이 CD8 T세포의 표현형에 차이가 있음

을 의미함

6. PD-1+CTLA-4+ HCV-특이 T세포는 심각한 기능장애가 있었음(22). 

PD-1+CTLA-4+ HCV-특이 T세포는 PD-1과 CTLA-4 경로를 동시에 차단

하였을 때에만 기능이 회복되었고, 각각의 경로를 차단했을 때에는 그러지 

못하였음(29)

7. HCV-특이 CD8 T세포의 기능을 회복시켜 치료에 이용하는 전략으로서 여

러 종류의 억제 수용체를 동시에 차단하는 것이 필요함

  3절 HCV 감염에서 TIM-3의 역할
1. Tim-3은 원래 Th1 CD4 T세포의 특수한 표지로서 발견되었음(30). Tim-3

와 그 리간드인 galectin-9 사이의 상호작용은 Th1 세포의 세포사를 촉진하

고 Th1 세포의 반응을 종결시킴

2. 만성 바이러스 감염 시 Tim-3의 역할은 처음에 HIV 감염에서 확인되었음

(31). HIV에 감염된 환자들에서 Tim-3+ CD8 T세포가 증가되었고 T세포가 

발현하는 Tim-3 수준이 바이러스 역가(viral titer)와는 양의 상관관계를, 

CD4 T세포 수와는 반대의 관계를 나타냄(31)

3. Tim-3를 과발현하는 HIV-특이 CD8 T세포는 기능적으로 장애를 나타냈으

며 Tim-3의 차단은 HIV-특이 CD8 T세포의 기능을 회복시킴(31)

4. 이후, Tim-3의 기능은 만성 HCV 감염에서도 연구되었음(32). Tim-3가 기

능이 저하된 HCV-특이 CD8 T세포에서 과발현되었고, Tim3+ CD8 T세포

는 표현형이CD127lowCD57high로서 만성 HCV 감염시 PD-1+ CD8 T세포의 

표현형과 동일하였음(18,20)

5. Tim3+PD-1+ HCV-특이 CD8 T세포는 우선적으로 말초혈액보다 간 내부에 

더 많았음. 중요하게, Tim-3의 차단은 증식과 INF-γ 생산의 증가로 뒷받침

되는 HCV-특이 CD8 T세포의 기능적인 회복으로 이어짐

6. Tim-3의 역할은 또한 HCV/HIV 동시 감염에서도 연구되었음. HCV 감염만 

있는 경우에 비하여 HCV/HIV가 동시감염된 경우에 Tim3+PD-1++ HCV-특

이 CD8 T세포가 더 많았고 Tim-3/PD-1 동시 발현이 간 손상과 상관관계

가 있었음(33). Tim-3 또는 PD-1 차단, 둘 중 하나 만으로도 Tim3+PD-1+ 

HCV-특이 CD8 T세포의 기능을 충분히 회복시킬 수 있다는 것이 확인됨. 

흥미롭게도 Tim3+PD-1+ 표현형은 HCV-특이 CD8 T세포에서 HIV-특이 

CD8 T세포 보다 많았으며, 이는 서로 다른 바이러스-특이 T세포에서의 서

로 다른 장애(impairment)를 의미함 
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  4절 HCV 감염에서 다른 억제성 수용체의 역할
1. 만성 바이러스 감염시 T세포의 기능을 하향조절(downregulation)할 수 있는 

가능성이 있는 또 다른 분자들을 발견하기 위해서 microarray와 gene 

expression profiling이 LCMV 감염 설치류 모델에서 수행됨(34)

2. PD-1, LAG-3, 2B4, CD160, CTLA-4, PIR-B 그리고 GP49B 같은 몇 가지 

후보 분자들이 확인됨. 그리고 이후의 연구에서 억제성 분자들의 복잡한 발

현 양상들이 밝혀졌고 다수의 억제성 분자들의 동시발현이 감염의 중증도와 

관련이 있음이 알려졌음(35)

3. 가장 최근에, T세포의 PD-1, 2B4, CD160, KLRG1, LAG-3 그리고 

CTLA-4의 동시발현이 만성 HCV 감염에서 연구되었음(36). 다수의 억제성 

수용체들의 동시발현이 HCV-특이 CD8 T세포에서 관찰되었고 이는 낮은 

수준의 CD127 발현과 관련 있었음 

  5절 관련연구에 대한 향후 전망
1. 만성 LCMV 감염에서 PD-1이 T세포 기능장애와 관련 있는 억제성 수용체

로 밝혀진 이래로, 바이러스-특이 CD8 T세포의 억제성 수용체들이 나타내

는 다양한 기능이 HCV, HBV 및 HIV 감염과 같은 인간의 만성 바이러스 

감염에서 폭넓게 연구되어 왔음. 체외에서 억제성 수용체의 차단(blocking)

이 바이러스 특이 T세포 기능을 회복시켰으므로, 억제수용체의 차단은 만성 

바이러스 감염의 획기적인 치료법이라 생각됨

2. 최근의 한 연구에서 SIV에 감염된 macaque들의 생체 내(in vivo)에서 

anti-PD-1 antibody가 나타내는 차단 효과를 평가했음(38). PD-1의 차단은 

면역 반응을 증진시켰으며 바이러스 역가를 상당히 감소시켰고 감염된 숙주

들의 생존은 연장되었음(38)

3. 그러나 생체 내에서의 억제성 수용체 차단을 실제 치료에 적용하기 위해서

는 몇 가지 발생가능한 부작용들을 고려해야 함. 한 연구에서 PD-L1-/- 마

우스의 만성 LCMV 감염은 심한 면역병리학적 손상 때문에 치명적이라는 

것을 밝혔으며(17), 이는 PD-1/PD-L1이 바이러스 감염으로 유발되는 치명

적인 면역병리적 손상을 막는 데에 중요하다는 것을 의미함. 특별히, HCV

에 감염된 경우 T세포 반응을 통해 간 손상이 일어나는 것으로 알려져 있

으므로 T세포가 매개하는 간 손상은 억제성 수용체들을 차단함으로써 더 

악화될 수 있이며 이는 치명적인 간염으로 이어질 수 있음(39)

4. 이미 언급한 것과 같이, 몇몇의 환자들은 급성 HCV 감염으로부터 회복하고 

억제성 수용체들을 낮은 수준으로 발현하지만, 나머지 환자에서는 억제성 

수용체들이 과다발현되고, T세포의 기능이 점진적으로 소실되어가는 만성 

단계로 들어서게 됨. 따라서 급성 HCV 감염 초기의 억제성 분자들의 차단

이 만성 단계로의 이행을 막을 수 있을 것이라는 가능성을 고려해야 함 
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