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- ABSTRACT -  

Objective：Cryopreservation is very useful method for long term storage of various samples. Author tried to use 
the cryopreservation technique with ELISPOT assay to exam the T cell responsiveness to inner ear specific 
antigen (Cochlin) and evaluate its efficacy. Methods：Isolated peripheral blood mononuclear cells (PBMC) 
were suspended with freezing medias (A & B) in cryotube. After pre-chilling for 24 hours, transferred to 
liquid nitrogen tank. Cell viability and functionality were evaluated by viable cell count with trypan blue stain, 
proliferation assay with methyl-3H thymidine and the frequencies of IFN-γ and IL-5 producing T cells using 
ELISPOT assay with anti CD3 antibody before and after freezing. And also compared the frequencies of cyto-
kine producing T cells in response to human Cochlin using ELISPOT assay with frozen cells between patient 
and control subjects. Results：The rate of viable cell count and stimulation index of freezed cells showed about 
75%, 70% respectively when compared with before freezing cells. The frequencies of IFN-γ and IL-5 producing 
T cells in response to anti CD3 were 68% and 71% of before freezing condition. And the frequencies of IFN-γ 
and IL-5 producing T cells response to human recombinant cochlin were significantly higher in patients than 
control subjects using cryopreserved cell. Conclusion：The functional responsiveness and cell number of 
cryopreserved cells were restored nearly before freezing level. So the cryopreservation technique could be 
very useful tool in ELISPOT assay for determination of the frequencies of cytokines. (J Clinical Otolaryngol 

2007;18:170-177) 
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리하는 것이 가장 효과적인 방법이겠지만 시약 준비, 검

사물의 수량, 검사 인력의 효율적인 사용 등 여러 가지 
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를 시행하게 된다. 이로 인하여 효율적인 검체의 보관을 

위해 여러 방법들이 개발되어 있고 이는 검사 항목에 따

라 차이가 있다. 기술상의 어려움은 있지만 장기간 보관

할 수 있는 방법으로는 냉동보관요법이 있는데 해동 후

에도 세포 혹은 조직이 상하지 않고 최대한 해동 전의 상

태를 유지하고자 많은 방법들이 소개되어 이용되고 있

으며,1-3) 보존제와 같은 약물을 이용하는 방법에 비해서

는 월등히 오랜 기간 보존이 가능한 장점을 가지고 있다. 

자가면역성 감각신경성 난청(Autoimmune sensorineu-
ral hearing loss, 이하 ASNHL)4)은 발생 빈도가 아주 

낮아서 임상에서 쉽게 접할 수 없는 질환으로 특징적인 

임상경과와 스테로이드제에 대한 반응성 및 혈액학적 검

사상 HSP70, 68kD 단백질 등의 자가 항체를 규명하여 

진단한다.5) 그러나 본 질환의 병인에 대한 많은 연구들

이 진행되면서 원인 인자로 작용하는 내이 특이 항원들이 

동물 실험을 통해 규명이 되고 있고 청력장애의 원인이 

되는 내이 조직의 손상 과정에서 T 세포 매개성 면역반

응이 중요한 역할을 수행함이 확인되었다.6) 실제 환자에

서 이를 확인하기 위해서는 자가 항원에 감작된 환자의 T 

세포를 분리하여 합성된 원인 항원과 반응시켜 T 세포

에서 분비되는 특정 사이토카인의 양상을 분석하여 내이 

항원에 대한 환자의 T 세포 반응성을 확인하고 이를 바

탕으로 병인에서의 역할을 규명하는 것이 중요하다. 이

를 실행하기 위해서는 ASNHL이 의심되는 환자의 T 세

포를 치료 전, 즉 스테로이드 투여 전에 혈액을 채취하고 

말초혈액 림프구(PBMC, Peripheral blood mononu-
clear cells)를 분리하여 여기에 존재하고 있을 내이 특

이 항원에 감작된 T 세포의 수(frequency)를 정량적인 

방법으로 측정하는 것이 가장 이상적인 방법이다. 그러나 

본 질환의 특성상 발생빈도가 낮아서 환자의 방문일이 

극히 불명확하며, 일정 기간이 지나면 반응성에 문제가 

될 수 있는 내이 항원과 ELISPOT assay를 위한 준비

를 항상 하고 있어야 한다는 점, 대상선정 기준인 스테

로이드에 대한 반응성의 평가는 투여 후 수주 혹은 수

개월의 경과 관찰이 필요하므로 시간 및 시약 및 항원의 

불필요한 소모에 따른 경제적 손실이 뒤따르게 된다. 이

러한 문제점들을 해결하기 위하여 의심되는 환자의 첫 

내원시 혈액을 채취하여 분리된 말초혈액 림프구를 냉동

보관 하는 방법을 사용하고자 하였고 이에 수반되는 문

제인 냉동 및 해동 과정에서 형태학적인 생존세포(viable 

cell)의 수와 기능의 보존 정도를 자극에 대한 증식능(pro-
liferation assay) 및 사이토카인 분비 정도를 이용하여 

평가한 후 합성된 내이 항원 Cochlin을 이용한 환자 T 

세포의 반응성을 ELISPOT assay로 분석하여 냉동된 세

포를 이용한 ELISPOT assay의 효율성을 알아보고자 

하였다.  

 

대상 및 방법 
 

대  상 

자가면역성 감각신경성 난청의 대상 선정기준은 이학

적 검사, 청력검사, 과거력상 이상 소견이 발견된 경우는 

제외하였고 순음 청력검사상 30 dB 이상의 양측의 감각

신경난청이 있고 적어도 일측 귀가 연속하는 3개의 주파

수에서 3개월 이내에 10 dB 이상 역치의 상승 혹은 어

음 청력검사상 어음명료도치가 16% 이상 감소하는 경

우를 기준으로 하였다. 선천적 혹은 유전적 질환과 기타 

감각신경성난청을 일으킬 수 있는 경우는 제외하였다.5) 

기준을 만족하는 8명의 환자를 대상으로 하였으며 여자 

7명, 남자 1명 이었고, 나이 분포는 41세에서 73세까지 

평균 55.9세 이었다. 대조군으로는 전신적 문제가 없고 

정상 청력을 가진 성 및 연령이 일치하는 여자 7명 남자 

1명으로 하였다. 

 

혈액채취, 동결 및 해동 

말초 정맥혈 80 cc를 채취한 후 피콜 하이팩(Ficoll hy-
paque®, Pharmacia, Uppsala, Sweden)용액을 이용 

1,500 rpm에서 30분간 원심 분리하였다. 분리된 말초

혈액 림프구는 trypan blue로 염색시킨 후 혈구세포계

산기(hemocytometer)를 이용 생존 세포 수를 측정하였

고 일부는 세포 배양에 이용하였고 나머지 세포는 동결 

보존하였다. 동결 방법은 분리된 말초혈액 림프구를 실

온에서 냉동매체 A(60% FCS, 40% RPMI) 2 ml를 첨

가한 후 냉동 매체 B(20% DMSO, 80% FCS) 2 ml를 

실온에서 시험관을 흔들면서 서서히 점적하였으며 최종 

농도 2×107개/ml로 맞춘 4 ml의 혼합 용액은 1.8 ml 

냉동보관용 튜브(cryotube)에 1.5 ml씩 나누어 담은 후 

Nalgene Cryogenic Controlled-Rate Freezing Con-
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tainer에 넣고 -4℃ 냉장 보관한 다음 24시간 후에 액

화질소 탱크(-70℃)에 옮겨 검사 전 까지 보관하였다. 해

동은 냉동보관용 튜브를 37℃ 물이 담기 용기를 이용하

여 냉동된 용액이 완전히 녹았을 때 15 ml Falcon tube

로 옮긴 후 용량의 2배 정도의 complete RPMI media 

(93% RPMI, 5% heat inactivated ABO serum, 1% 

L-Glutamin, 1% Penicillin-Streptomycin)로 실온에

서 2번 세척하여 냉동 보존액을 제거한 후 trypan blue 

염색을 시행하고 혈구세포계산기를 이용하여 생존 세포 

수를 측정하였다. 냉동 및 해동과정에서 세포막이 손상된 

세포는 trypan blue 염색에서 세포 전체가 청색을 뛰게 

되는데 이를 손상 파괴된 세포로 정의하였고, 세포의 원

형을 잘 유지하면서 염색약에 염색되지 않은 밝은 빛을 

띠는 세포를 생존 세포(viable cell)로 정의하고 계산하

였다. 혈구세포계산기는 가로 세로가 각각 1 mm인 9개

의 정사각형으로 구성되어 있고 각 칸은 16개의 정사각

형으로 구성되어 있으며, 현미경하에서 각 칸의 세포수

를 지그재그형으로 측정하였고 이를 4곳의 정사각형에

서 측정한 다음 평균하였다(Fig. 1). 냉동 기간은 혈액

을 채취하여 분리한 후 질소탱크에 보관한 날부터 검사

를 위해 해동한 날까지로 환자군의 8명의 경우 최소 45

일에서 최대 64일까지로 평균 약 51일이었고 대조군의 

경우 최소 27일에서 최대 50일까지로 평균 약 47일이

었다.  

 

Anti CD3 항체를 이용한 해동 전후의 증식능 및 사이토카

인(IFN-γ, IL-5) 측정 

96 well flat bottomed microtiter Falcon plate(BD 

Biosciences, San Jose, California, USA)에 세포를 

10% FBS(fetal bovine serum), 2 mM fresh L-glu-
tamine, 100 U/ml penicillin과 100 μg/ml strepto-
mycin, 30 mL HEPES buffer를 포함한 DMEM(Dl-

becco’s Modified Eagle Medium) 배양액에 첨가하여 

plate well 당 3×105개의 세포가 들어가도록 하였고 이

곳에 각각 0, 0.1, 1, 5, 10, 30 μl/ml의 anti CD3 항체

(BD Science)를 농도별로 첨가하여 well 당 총 200 

μl가 되도록 하고 이를 각 농도별 3개씩 준비하였다. 

plate는 5% CO2, 95% 공기가 공급되는 37℃ 배양기

에서 배양하였다. 72시간 배양 후 [3H]-thymidine(1 

uCi/ well, specific activity 6.7 Ci/mmol)를 첨가하였

으며 16시간 이후 scintillation spectrometer를 이용하

여 세포 증식에 사용된 핵산의 양을 radioactivity(count/ 

min)로 측정하였다. 각 동일한 농도별 3개의 radioacti-
vity가 측정되었고 이를 평균하였다. 측정된 결과는 anti 

CD3 자극을 주지 않았던 경우의 radioactivity와 자극을 

주었을 때의 radioactivity를 이용 stimulation index(SI= 

anti CD3 자극 후 radioactivity/무자극 radioactivity 

×100)를 구하여 가장 activity가 높았던 anti CD3 농

도 10 μl/ml에서 해동 전후 SI 값을 비교하였다. anti 

CD3 0, 0.1, 1, 5, 10, 30 μl/ml 각 농도별 IFN-γ와 

IL-5를 분비하는 T 세포의 수는 ELISPOT assay를 이

용하여 측정하였고 냉동 전후의 cell에 대하여 비교하였다. 

 

합성 내이 특이 항원 Cochlin을 이용한 ELISPOT assay 

ELISPOT assay로 냉동 보관된 환자 8명 및 대조군 

8명의 T 세포와 Cochlin을 이용하여 IFN-γ와 IL-5를 

분비하는 T 세포의 수(frequency)를 측정하여 비교하

였다. ELISPOT plate(Polyfiltrinics, Rockland, MA, 

US)에 mouse anti-human IFN-γ capture antibody 

(Endogen, Cambridge, MA)와 IL-5 capture anti-
body(BD Bioscience)를 각 well당 0.4 μl/well 씩 첨

가한 다음 4℃에서 12시간 전처치(coating) 하였다. 전

처치된 plate의 well에 3×105개의 세포를 추가하고 여

기에 다시 Cochlin 100 μg/ml를 추가하여 최종 200 

The formula of 
Cell number 

Counted cell number× 
Dilution factor× 

Volume×104 

= 
Fig. 1. Cell counting methods using 
hemocytometer and its formula. Ri-
ght block shows real hemocytome-
ter scales. Middle block shows coun-
ting method. Left block is the for-
mula of cell number. 
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μl가 되도록 하고 이를 검사 대상별 3개씩 만들었다. 

이후 5% CO2, 95% 공기가 공급되는 37℃ 배양기에서 

24시간(IFN-γ) 혹은 48 (IL-5)시간 동안 배양 후 세

포를 세척하여 제거하고 각 well에 이차 항체인 biotiny-
lated mouse anti-human IFN-γ(no. M701；Endo-
gen) 혹은 mouse anti-human IL-5(no. 18522D；

BD Biosciences)를 처치하였다. 다시 24시간 배양 후 

세척하고 Peroxidase-conjugated streptavidin(Dako-
Cytomation)와 3-amino-9-ethylcarbazole substrate, 

1/2000 희석된 30% H2O2로 처리 후 spot을 확인하였

고 이들 spot의 수를 automated Series-1 Immunospot 

Satellite Analyzer®(Cellular Technology, Cleveland, 

OH, USA)를 이용하여 측정하였다. 

 

결     과 
 

해동 전후 생존 세포 수의 변화  

8명의 환자의 냉동 전 측정한 생존 세포수는 8.8×

106개에서 최대 73×106개로 평균 45.7±21.0×106

개 이었으며, 냉동 보관 후 해동한 경우는 5.2×106개에

서 최대 59×106개로 평균 35.9±24.7×106개 이었다

(Fig. 2).  

 

Anti CD3 항체를 이용한 증식능 및 IFN-γ, IL-5 분비 측

정 결과 

증식능에서 측정된 simulation index(SI)는 냉동 전 

13.08에서 최대 28.21로 평균 21.0이었으며, 해동 후

는 9.83에서 최대 20으로 평균 14.7로 해동후의 SI는 

냉동 전의 약 70%에 해당하였다(Fig. 3). 

Anti CD3 항체에 대한 IFN-γ 및 IL-5 를 분비하

는 세포수를 측정한 결과 냉동 보관을 시행하기 전 anti 

CD3 항체 농도 0.1 μg/ml와 10 μg/ml에서 IFN-γ 

T 세포 수는 각각 평균 904.43±132.72/1×106 PBMC, 

1231.10±83.12/1×106 PBMC이었으며, 해동 후는 

각각 평균 640.38±34.25/1×106 PBMC, 840.36±

37.21/1×106 PBMC이었다(Fig. 4). IL-5를 분비하는 

T 세포 수는 각각 평균 726.63±93.52/1×106 PBMC, 

1129.10±97.33/1×106 PBMC이었으며, 해동 후는 각
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Fig. 2. Comparison of the number of
viable cells before and after freez-
ing using hemocytometer with try-
pan blue stain in each patient. Pn
means the entitled number of each
patient. Average viable cell number
of freezed cells were about 75% of
before freezed cell. 

Fig. 3. Comparison of the stimula-
tion index of before and after freez-
ing cells in each patient. SI defined
as mean counts minute of experi-
mental cultures with antigen divided
by mean counts per minute of cul-
ture without antigen. Pn means the
entitled number of each patient. Av-
erage SI of freezed cells were about 
70% of before freezed cell. 
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각 평균 499.54±62.36/1×106 PBMC, 809.24±52.06/ 

1×106 PBMC이었다(Fig. 5).  

 

냉동 보관된 환자 및 대조군의 T 세포에서 Cochlin에 대

한 IFN-γ, IL-5 assay 결과  

IFN-γ를 분비하는 T 세포 수는 환자군 및 대조군에

서 각각 472.22±64/87/1×106 PBMC 및 118.20±

23.97/ 1×106 PBMC로 환자군에서 대조군에 비해 약 

4배 정도 유의하게 증가하였다(p<0.05)(Fig. 6). IL-5

를 분비하는 T cell의 수는 환자 및 대조군에서 각각 

68.65±25.12/1×106 PBMC 및 8.41±2.30/1×106 

PBMC로 IFN-γ를 분비하는 세포 수 보다는 적었지만 

환자군에서 대조군에 비해 통계학적으로 유의한 증가를 

보였다(p< 0.05)(Fig. 7). 

Fig. 6. The number of IFN-γ secret-
ing T cells per 1×106 PBMC with hu-
man recombinant cochlin using ELI-
SPOT assay. Frequencies of cochlin 
responsive IFN-γ secreting T cells in 
ASNHL showed significantly higher 
than compare with normal control. 
P：patient, C：age and sex match-
ed control. 
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Fig. 4. The number of IFN-γ secreting T cells per 1×106

PBMC with anti CD3 antibody before (upper line) and
after freezing (lower line) using ELISPOT assay. Average
number of IFN-γ secreting T cells per 1×106 PBMC of
freezed cells were about 69% of before freezed cell
when compared with 10μl/ml of anti CD3 antibody. 
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Fig. 5. The number of IL-5 secreting T cells per 1×106

PBMC with anti CD3 antibody before (upper line) and
after freezing (lower line) using ELISPOT assay. Average
number of IL-5 secreting T cells per 1×106 PBMC of
freezed cells were about 71% of before freezed cell
when compared with 10μl/ml of anti CD3 antibody. 
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Fig. 7. The number of IL-5 secreting 
T cells per 1×106 PBMC with human 
recombinant cochlin using ELISPOT 
assay. Frequencies of cochlin res-
ponsive IL-5 secreting T cells in AS-
NHL showed markedly decreased
than IFN-γ secreting T cells but sig-
nificantly higher than compare with 
normal control. P：patient, C：age 
and sex matched control. 
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고     찰 
 

자가 면역질환은 자신의 조직에 대한 면역반응의 결과

로 질환이 초래된 상태로 신체의 어느 부위에나 발생 가

능하며 내이에 발생하여 감각신경성 난청이 발생한 경우

를 ASNHL이라 한다.4)7) 병인으로는 자가 내이 항원에 

대한 체액성 혹은 세포 매개성 면역반응으로 인한 내이 손

상이 원인으로 알려져 있지만 이에 관여하는 주된 면역

반응 및 과정에 대해서는 논란의 소지가 많은 실정이며 최

근 병인에 관여하는 원인 내이 자가 항원에 대한 연구

도 활발히 진행되고 있다. ASNHL의 임상적 특성상 다

른 장기의 이상 소견을 동반하지 않는다는 것은 전신적으

로 발현되는 항원에 대한 반응이 아니라 내이에서 특이

적으로 발현되는 항원에 대한 면역반응에 의해 발생한다

는 점은 병인 규명 뿐만 아니라 치료적 측면에서도 내이 

특이 항원에 대한 연구가 중요함을 알 수 있다. 최근 내이 

조직에 특이적으로 발현되는 단백질 중 하나인 Co-
chlin을 이용한 연구에서 이에 감작된 T 세포에 의해 실

험동물에서 자가면역성 청력장애가 유발됨을 증명하여 

자가 항원으로서의 Cochlin의 중요성과 T 세포 매개 반

응이 중요한 역할을 수행함을 보고하였다.6) 환자의 혈액 

내 존재하는 자가 항체의 규명에 비특이적 내이 조직을 

이용한 이전의 연구8)는 조직 특이성이 문제점으로 대두

되었고 이를 해결하기 위한 방법으로 환자의 말초혈액 림

프구에서 내이 특이항원에 감작된 T 세포에서 항원 자극

에 의해 분비되는 사이토카인의 양상을 규명하는 것이 

필요하게 되었다. 이를 측정하는 방법으로는 ELISA법과 

ELISPOT assay가 사용되고 있는데 ELISPOT assay

에서는 사이토카인을 분비하는 개개의 세포의 수를 정량

적으로 측정이 가능하여 기존의 검사법에 비해 민감도 및 

특이도가 높아서 최근 연구에서 많이 사용되고 있다.3)8)9) 

ASNHL의 진단은 대상 선정 기준에서처럼 특징적인 청

력장애 병력 및 임상경과와 스테로이드제에 대한 반응성

으로 진단한다.5) 검사실 소견으로는 HSP70, 68 kD 단

백질 등에 대한 자가 항체를 규명하는 것이 중요한데 일

부는 상품화 된 시약이 개발되어있어 임상에 이용되고 있

지만 내이 특이 항원에 대한 검사는 국내에서는 사용되고 

있지 않다. 따라서 Cochlin 같은 새로운 내이 특이 항원

에 대한 항체를 환자에서 확인을 하기 위해서는 실험실에

서 이를 합성하여 사용하게 되는데 본 질환처럼 발병률

이 매우 낮은 경우 환자의 내원을 예측하기가 불가능하

고 매우 불규칙적인 경우가 많아 합성된 항원을 환자 내

원일에 사용하는 것이 거의 불가능하다. 아울러 임상적으

로 의심이 되는 환자의 혈액을 내원 당일 채취하더라도 환

자의 경과 및 스테로이드제에 대한 반응성을 확인하는

데 최소 수주 혹은 수개월이 필요할 수도 있다. 결국 내

원 당일 준비된 항원과 혈액을 이용하여 검사하더라도 

결과에 따라 제외되는 경우가 발생한다. 항원을 준비하

는 시간과 경비, ELISPOT assay8)9)가 최소 7일 정도

의 시간과 많은 시약이 소요되는 점, 환자의 내원을 예측

할 수 없어 항상 준비를 하다가 이를 폐기해야하는 등

의 시간적 공간적 제약이 해결해야할 문제점으로 대두

하였다. 이런 문제들은 환자의 내원시 혈액을 채취하여 

세포를 분리한 후 장시간 보존할 수 있는 방법이 있다면 

검체를 얻은 후 이를 선정기준에 따라 제외하기도 하고 

일정한 수의 검체가 준비된 후 항원을 합성하고 검사에 

필요한 시약 및 재료들을 준비하여 효율적인 실험이 가

능하다. 이 방법으로 추천할 만한 방법이 냉동보존법으

로 현재 의학 및 타 분야에서도 장기 보존 목적으로 많이 

사용되고 있다. 보존 가능한 기간에 대해서는 이론적으

로 거의 영구 보존이 가능하지만 이에 대해 정확히 제시

된 자료는 없고, 특히 냉동 보존제 및 냉동 기법의 개발로 

인하여 해동 후 세포 혹은 조직 등이 거의 해동 전 수준

의 생존율을 보이고 있어 향후 많은 응용과 개발이 예상

되고 있는 보존법이다. 종단적 연구(longitudinal study)

가 필요한 임상 연구에서는 동일인에 대해 시간적 간격

(수개월 혹은 수년)을 두고 여러 번의 샘플 채취가 필

요하며 검사간의 차이를 최소화하기 위해 같은 시간에 

검사가 필요한데 이를 가능하게 하는 방법 중의 하나가 

냉동 보존 요법이다. 최근 알부민을 냉동매체로 사용하

고 해동 이후 초회 희석시 가온의 매체를 사용함으로서 

냉동 보존 이후 세포의 생존력과 기능을 최대한 유지할 

수 있는 다양한 프로토콜이 제시되고 있다.1-3) 냉동 보

존 요법을 사용하여 말초혈액 림프구를 장기간 보존할 

수 있으나 냉동 및 해동 과정에서 발생하는 세포의 생

존력과 기능에 대한 영향을 배제할 수는 없다.  

저자는 ASNHL 환자를 대상으로 내이 특이 항원에 대
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한 T 세포 반응성을 측정하기 위하여 스테로이드 투여 

전 말초혈액을 채취하여 냉동 보존하였고 냉동 전후 세

포 생존율과 기능의 보존 정도를 알아보고 환자의 냉동 

보존 세포를 이용한 ELISPOT assay의 유용성을 평가

하고자 하였다. 냉동 전후의 생존 세포수와 비특이적 자

극에 의한 증식능 및 사이토카인 분비 정도는 단순히 냉

동 전후의 변화를 동일인에서 비교하였기에 대조군이 따

로 필요치 않았으며, 본 질환의 원인 항원으로 생각되는 

Cochlin에 대한 반응성의 경우는 정상 대조군과의 비교

가 필수적인 조건이라 동일한 환경의 대조군(냉동 보존)

을 선정하여 비교하였다. 

냉동 전 후의 생존 세포 수의 변화는 냉동 후가 전에 비

해 약 55%에서 최대 81% 수준임을 알 수 있었고, 대

상 환자 P1, P2, P3에서 세포의 수가 적었던 것은 혈액

을 분리하는 과정에서 기술적 측면의 미숙으로 인하여 적

은 수의 세포를 얻었기 때문이었으며 P4에서 P8까지의 

5명의 환자에서는 혈액채취 당시 많은 세포를 분리 저장

한 결과 이었지만 전체적으로 냉동 전후 생존 세포의 비

율은 각 환자 별로 큰 차이는 없이 냉동 전에 비해 약 75% 

수준으로 냉동으로 인한 세포 소실이 약 1/4 정도임을 

알 수 있었다(Fig. 2). 따라서 실험을 계획할 때 이를 

감안하여 냉동 보관전의 세포 수를 미리 계산하여 저장

하는 것이 필요할 것으로 생각된다. 세포의 기능 보존 유

무는 2가지 방법으로 측정을 하였는데 정상적인 기능을 

수행하는 세포는 적절한 환경 및 특정 자극이 있을 때 증

식하는 능력과 특정 자극에 대한 반응으로 사이토카인

을 분비하는 정도를 이용하여 평가하였다. 세포가 증식

할 때는 DNA 합성을 위해 핵산(nucleic acid)이 필요

하게 되는데 방사능동위원소가 포함된 핵산([3H]-thy-
midine)을 이용하면 세포의 증식에 이용된 핵산의 양을 

방출하는 방사선량으로 계산 할 수 있는데 anti CD3 항

체를 첨가하지 않은, 즉 자극이 없는 경우와 첨가한, 즉 

자극을 준 경우의 비(Stimulation Index)를 구하여 이

를 냉동 전후에 비교한 결과 냉동 전의 약 70%에 해당

하여 세포 기능이 약 70% 정도가 보존됨을 알 수 있었

다. 이는 현미경하의 육안적 형태가 정상적인 세포라도 

일부, 약 5% 정도는 기능이 상실됨을 보여준다고 할 수 

있다. 본 실험의 궁극적인 목표인 냉동 보관 세포의 특

정 자극(Cochlin)에 대한 사이토카인(IFN-γ 및 IL-

5)의 분비 양상을 측정하는 것으로 이에 대한 전 단계

로 비특이적인 자극(anti CD3 항체)에 대한 냉동 보관 

세포의 IFN-γ 및 IL-5의 분비 정도가 각각 해동 전

에 비해 약 69%, 71% 수준임을 알 수 있어 전체 세포의 

약 70%가 기능적인 회복을 보이는 것임을 알 수 있었다. 

이를 토대로 환자의 냉동 보관 세포의 Cochlin에 대

한 반응성을 측정한 결과 IFN-γ를 분비하는 T 세포의 

수가 대조군에 비해 약 4배 정도 유의한 증가가 관찰되

었고, IL-5를 분비하는 세포의 수는 IFN-γ에 비해 현

저히 감소되어 있었지만 대조군에 비해서는 유의한 증가 

소견이 관찰되었다. 따라서 Cochlin에 대한 환자의 T 

세포 반응은 proinflammatory Th1-like response가 

현저히 증가되어 있음을 알 수 있어 본 질환의 병인 원

인 항원으로서 Cochlin의 중요성과 proinflammatory Th1 

response가 중요할 것이라 생각되었다. 

Cochlin에 대한 세포의 반응성은 냉동 보관 전에는 앞

서 언급한 여러 가지 문제로 인하여 실시하지는 못하였

지만 냉동 보관후의 세포 상태를 분석한 결과 냉동 보관

된 세포로도 충분히 만족할 만한 결과를 얻을 수 있음

을 파악한 후 진행한 결과 Cochlin에 대한 반응성에서 

환자군에서 대조군에 비해 뚜렷한 차이를 관찰 할 수 있

었고 또한 동시기에 한꺼번에 실험을 진행함으로 시간

적 공간적 제약 및 검사의 신뢰성 및 객관성이 높아질 수 

있고 인력 및 경비에서 많은 이익을 볼 수 있음을 알 수 

있어 냉동 보존법을 이용한 ELISPOT assay가 유용한 

방법임을 알 수 있었다.  

 

결     론 
 

냉동 보관된 세포의 수 및 기능이 해동 후에 거의 대

부분 회복 할 수 있음과 특정 자극에 대한 반응으로 사

이토카인을 분비하는 정도가 환자 및 대조군에 명확한 

차이를 보이는 점은 향후 연구에 냉동보관 요법이 유용

하게 사용될 수 있고 특정 검사를 위한 시간적 공간적 제

약 및 경비를 절감할 수 있는 효율적이며 추천할 만한 

방법의 하나로 생각된다.  
  

중심 단어：냉동보관법·자가면역성 감각신경성 난청·

ELISPOT assay. 
 



 
 
 
 
 
 
 
 

백무진：자가면역성 감각신경성 난청 환자에서 냉동보관법을 이용한 내이 조직 항원에 대한 T세포 반응성 검사의 유용성 
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