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돼지의 대동맥 판막 및 심낭에서 녹색콩 알파-갈락토시다아제를 이용한 
알파-갈 항원결정인자 제거
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Removal of α-Gal Epitopes in Aortic Valve and Pericardium of
Pig Using Green Coffee Bean α-Galactosidase
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Background: It is currently thought that tissue valve degeneration is related to an animal's immune response, 
which is mainly due to cell surface α-Gal epitopes. Cell surface α-Gal epitopes are known to be degraded by 
the enzyme called green coffee bean α-galactosidase. It is also well known that α-Gal epitopes are immunologi-
cally stained by Griffonia Simplicifolia isolectin type B4. We know that many commercially available tissue valves 
are made of aortic valves and pericardial tissue of pig. So, we investigated whether α-Gal epitopes of the aortic 
valve and pericardial tissue of a pig can be removed by green coffee bean α-galactosidase, and we did so by 
comparing immunologic staining of the tissues before and after the enzyme treatment. Material and method: After 
treating fresh porcine aortic valve and pericardial tissue with green coffee bean α-galactosidase at concentrations 
of 0.5 unit/mL, 1.0 unit/mL, 2.0 unit/mL, respectively, under the condition of pH 6.5, temperature 4oC and 24 hours 
of incubation, each sample was stained with Griffonia Simplicifolia isolectin type B4 immunofluorescent labeling. We 
then examined whether the α-Gal epitopes were reduced or abolished in each consecutive concentration of green 
coffee bean α-galactosidase by comparing the degree of the Griffonia Simplicifolia isolectin B4 staining in each 
sample. Result: In the pig aortic valve tissue, a 1.0 unit/mL concentration of green coffee bean α-galactosidase 
at pH 6.5, 4oC and reaction for 24 hours was enough for complete removal of α-Gal epitopes from the cell sur-
face on the immunostaining with Griffonia Simplicifolia isolectin B4. On the other hand, more α-Gal epitopes were 
present in the pig pericardial tissue on Griffonia Simplicifolia isolectin B4 staining before the enzyme treatment, and 
1.0 unit/mL of galactosidase was not sufficient for complete removal of α-Gal from the tissue. 2.0 units/mL of 
green coffee bean α-galactosidase was needed to completely remove the α-Gal epitopes from the pericardial tis-
sue on immunostaining. Conclusion: The α-Gal epitopes of the pig's aortic valve and pericardial tissue were suc-
cessfully stained with Griffonia Simplicifolia isolectin B4. We could remove nearly all the α-Gal epitopes using 
green coffee bean α-galactosidase at the concentration of 1.0 unit/mL in the aortic valve of pig, and 2.0 unit/mL 
was need to nearly completely remove all the α-Gal epitopes in the pericardial tissue of pig under the condition 
of pH 6.5, 4oC and 24 hours of reaction time. In the near future, removal of α-Gal epitopes in the pig's aortic 
valve and pericardial tissue will become a powerful tool for the improvement of the tissue valve durability. It needs 
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to be determined if α-galactosidase treated pig tissue is immune to human anti-Gal antibody or anti-Gal mono-
clonal antibodies.

(Korean J Thorac Cardiovasc Surg 2008;41:12-24)
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2. Tissue transplantation

서      론

  오랜 심장수술의 역사에서 돼지의 판막, 판막도관 및 

심낭절편은 성인의 심장판막 질환과 소아의 각종 선천

성 심기형의 수술적 치료에 다양한 형태로 적용되어왔

다. 특히 다양한 종류의 조직판막은 수술 후 환자에게 

영구적인 항응고요법이 필요 없고 혈역학적 특성이 우

수하여 이상적인 인간판막의 대체제로 여겨진다. 그러나 

일정 기간이 경과한 뒤 나타나는 구조적 손상으로 인한 

내구성 문제는 조직판막을 보다 광범위하게 사용하는데 

제한이 되고 있으며 이는 특히 유소년기의 환자에서 두

드러진 문제점으로 알려져 있다[1]. 조직판막의 구조적 

손상의 원인은 첫째, 반복되는 사용에서 오는 기계적 소

모, 둘째, 조직판막을 고정하는데 사용된 글루탈알데히드

(glutaraldehyde)가 유발하는 만성 염증 반응 및 조직판막

과 환자의 면역학적 반응 등으로 인한 콜라겐 단백질의 

손상과 이에 따른 칼슘 침착[2,3], 마지막으로 만성 염증

반응에 의한 조직 증식으로 초래되는 판누스 과도증식

(pannus overgrowth) 등으로 설명되고 있는바 각각의 원

인이 서로 영향을 미치면서 복합적으로 조직판막의 구

조적 손상을 초래하게 된다고 생각하고 있다. 한편 최근

에는 동물의 조직 세포 표면에 존재하는 대표적인 이종

항원(xenoantigen)인 알파-갈 항원결정인자(α-Gal epitope)

가 글루탈알데히드로 고정(fixation)한 상업적으로 판매되

는 조직판막에도 여전히 존재하며, 조직판막을 이식 받

은 환자들에서 알파-갈 항원결정인자에 대한 자연항체

(natural antibody)의 수치가 상승한다는 보고가 있어[4] 

조직판막의 구조적 손상에 있어 면역반응, 특히 동물면

역반응이 중요한 역할을 할 것으로 생각되어지고 있다.

  알파-갈 항원결정인자는 동물의 세포막 표면에 존재하

는 당단백질(glycoprotein) 및 당지질(glycolipid)에 갈락토

실(galactosyl)기가 결합한 Galα1-3Galβ1-4GlcNAc로 표현

되는 탄수화물고리의 일종으로 영장류를 제외한 포유류 

에서 발현되며 포유류의 알파-1,3 갈락토실트랜스퍼라아

제(α-1,3 galactosyltransferase)에 의해 생성된다[5,6]. 이는 

포유류의 종에 따라, 또한 같은 종 내에서도 개체에 따

라 그 발현 빈도가 다르나 일반적으로 세포 한 개당 106

개에서 35×106개 정도로 그 양이 많으며 영장류에게 강

한 면역학적 반응을 유발하는 것으로 알려져 있다[7].  

이러한 알파-갈 항원결정인자는 영장류에 본래부터 존재

하는 자연항체인 항-갈(anti-Gal)과 반응하여 포유류의 장

기가 영장류에 이식되었을 때 강한 면역반응을 유발하

게 되는데 특히 포유류 혈관내피세포의 알파-갈 항원결

정인자가 영장류의 혈액 내에 존재하는 항-갈과 반응하

여 과급성거부반응(hyperacute rejection)을 일으키게 된다

[8]. 그러나 포유류의 장기가 아닌 판막이나 심낭을 이용

하는데 있어서는 그 이종항원성(xenoantigenicity)을 제거

하고 가능한 감염원을 없애며 조직을 강화하기 위하여 

고정을 하게 되므로 장기 이식에 비하여 면역반응에 대

한 우려가 상대적으로 덜했던 것이 사실이며 조직판막

의 구조적 손상의 원인들 중에서도 면역반응은 주목을 

덜 받아왔다. 하지만 위에서 기술하였듯이 최근 글루탈

알데히드로 고정한, 상업적으로 판매되는 조직판막에서 

동물 면역반응이 관찰됨에 따라 조직판막의 구조적 손

상의 원인으로 동물 면역반응이 주목 받고 있는 실정이

다.  

  한편 커피의 열매에서 추출한 식물성 효소인 알파-갈

락토시다아제(α-galactosidase)는 배양된 돼지의 혈관내피

세포에서 알파-갈 항원결정인자를 적정 반응조건하에서 

완전히 제거하는 것으로 보고되어 있고[9], 돼지의 관절

연골 및 관절초승달(articular meniscus)에 고농도로 적용

하였을 때 알파-갈 항원결정인자를 완전히 제거한다고 

되어있으며[10] 돼지의 서혜부정맥을 알파-갈락토시다아

제로 처리하였을 때 30분 이내에 면역조직염색 검사상 

알파-갈 항원결정인자가 발현되지 않았다고 한다[11].  

또한 포유류의 세포표면에 존재하는 탄수화물기의 일종
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Fig. 1. GS-IB4 staining on pig aortic valve (A) and pericardium (B)/DAPI staining on the same tissues (C, D) before green coffee bean 
α-galactosidase treatment; ×200=more GS-IB4 staining on pig pericardium indicates more α-Gal on the pericardial tissue.

인 알파-갈 항원결정인자는 아프리카산 관목의 일종인 

Griffonia simplicifolia에서 추출된, 탄수화물과 반응하는 

당단백질인 렉틴(lectin) 중 갈락토실기와 선택적으로 반

응하는 동종렉틴 B4 (isolectin B4)를 사용한 면역조직염색

에 의해 염색이 된다고 알려져 있다[12-14]. 따라서 돼지

의 조직을 다양한 농도의 알파-갈락토시다아제로 처리한 

후 Griffonia simplicifolia I isolectin B4 (GS-IB4)를 사용한 

면역조직형광염색법(fluorescein labelled immunohistostain-

ing)으로 염색하면 동물 면역반응의 주원인인 알파-갈 항

원결정인자를 알파-갈락토시다아제로 어떠한 조건에서 

얼마만큼 효과적으로 없앨 수 있는지 알아볼 수 있을 것

이며 이는 향후 돼지의 판막 및 심낭으로 만들어지는 조

직판막에 대한 동물 면역학적 연구에 중요한 기초 자료

가 될 수 있을 것이다. 이에 본 연구팀은 조직판막의 재

료로 가장 많이 사용되고 있는 돼지의 심장판막 및 심낭 

절편을 다양한 농도의 알파-갈락토시다아제로 처리한 후 

조직내의 알파-갈 항원결정인자를 GS-IB4로 면역조직형

광염색하여 그 변화를 관찰하고자 하였다. 

대상 및 방법

    1) 알파-갈 항원결정인자 염색

  도살장에서 돼지의 심장 및 심낭절편을 4oC 생리식염

수에 담아 실험실로 가져온다. 이를 박리하여 돼지의 대

동맥판막과 심낭절편을 얻고 인산염완충식염수(phosphate 

buffered saline, PBS)에 여러 번 세척하여 준비한다. 실험
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Fig. 2. Treatment with 0.5 unit/mL green coffee bean α-galactosidase on aortic valve tissue (A, C=before enzyme treatment; B, D=after 
enzyme treatment); GS-IB4 staining (A, B); DAPI staining (C, D); ×200=considering DAPI staining, rare differences between pre and post 
enzyme treatment.

이 시작되면. 판막조직 및 심낭조직을 각각 5×5 mm 크

기로 자른 뒤 PBS 완충액으로 5분씩 3회 세척하고 30% 

설탕(sucrose) 용액에 가라앉을 때까지 담가둔다. 이후 조

직을 꺼내서 동결절편하고 슬라이드에 얹은 뒤 차가운 

아세톤에 10분간 담가 고정하고 이 슬라이드를 다시 

PBS 완충액으로 5분씩 3회 세척한다. Griffonia sim-

plicifolia I isolectin B4 (GS-IB4) (Invitrogen, Carlsbad, CA)

를 염화칼슘 완충액(calcium chloride buffer) 0.5 mL에 녹

이고 이를 PBS 완충액에 1：500 희석하여 슬라이드에 

0.2 mL 정도 떨어뜨린 후 이를 37oC에서 2시간 정도 배

양(incubation)한 뒤 형광봉입제(fluorescence mounting me-

dium)로 덮고 관찰하여 알파-갈 항원결정인자의 염색 정

도를 확인한다. 이때 형광염색 부위의 분포와 세포의 분

포를 비교하기 위하여 세포핵 염색법인 DAPI 염색을 같

은 슬라이드에서 동시에 실시한다.

    2) 녹색 커피콩 알파-갈락토시다아제(green coffee 
bean α-galactosidase) 처리

  먼저 80 mM의 칼륨인산염 완충액(potassium phosphate 

buffer)을 pH 6.5로 맞추어 준비하고 5×5 mm 크기로 자

른 판막조직 및 심낭조직을 칼륨인산염 완충액에 5분씩 

3회 세척하여 PBS 성분을 완전히 제거한다. 녹색커피콩 

알파-갈락토시다아제(Sigma, St. Louis, MO)를 위에서 준

비한 칼륨인산염 완충액에 첨가하여 0.5 unit/mL, 1.0 
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Fig. 3. Treatment with 1.0 unit/mL green coffee bean α-galactosidase on aortic valve tissue (A, C=before enzyme treatment; B, D=after 
enzyme treatment); GS-IB4 staining (A, B); DAPI staining (C, D); ×200=after the enzyme treatment; nearly complete absence of GS-IB4 
staining on many DAPI positive cells was noted; This indicates near complete eradication of α-Gal on the tissue.

unit/mL, 2.0 unit/mL의 농도로 준비하고 이에 세척한 대

동맥 판막 조직 및 심낭 조직을 넣어 4oC에서 반응시킨

다. 이때 반응시간은 24시간으로 한다. 반응이 끝나면 조

직을 PBS 완충액으로 5분씩 3회 세척하고 30% 설탕 용

액에 가라앉을 때까지 담가둔다. 이후 조직을 꺼내서 동

결절편하고 슬라이드에 얹은 뒤 위에서 기술한 방법대

로 GS-IB4를 이용한 형광염색과 DAPI를 이용한 세포핵 

염색을 비교하여 갈락토시다아제 처리 후 알파-갈 항원

결정인자의 염색 정도 변화를 관찰한다.

결      과

  돼지의 대동맥 판막 및 심낭 조직을 GS-IB4로 면역조

직형광염색하여 녹색 커피콩 알파-갈락토시다아제 처리 

전, 후 알파-갈 항원결정인자의 세포표면 분포를 보여주

는 슬라이드를 얻을 수 있었으며 각각 0.5, 1.0, 2.0 unit/ 

mL 농도의 갈락토시다아제를 이용하여 4oC에서 24시간 

반응시켜 알파-갈 항원결정인자를 제거하였을 때 조직에 

따라 다양한 항원결정인자의 제거 정도를 보였다.

    1) 알파-갈 항원결정인자 염색

  녹색 커피콩 알파-갈락토시다아제 처리 전 GS-IB4를 
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Fig. 4. Treatment with 2.0 unit/mL green coffee bean α-galactosidase on aortic valve tissue (A, C=before enzyme treatment; B, D=after 
enzyme treatment); GS-IB4 staining (A, B); DAPI staining (C, D); ×200=same result with 1.0 unit/mL enzyme concentration indicates near 
complete eradication of α-Gal on the tissue with this concentration.

이용한 알파-갈 항원결정인자 염색에서, 세포핵에 대한 

염색인 DAPI 염색에서의 세포 분포와 일치하는 분포를 

보이는 형광염색을 관찰할 수 있었으며(Fig. 1) 돼지의 

대동맥 판막 조직에서보다 심낭 조직에서 더 많은 형광

염색을 보여 알파-갈 항원결정인자가 돼지의 대동맥 판

막 조직 보다 심낭 조직에 더 많이 분포한다는 것을 보

여주고 있다.   

    2) 녹색 커피콩 알파-갈락토시다아제 처리

  대동맥 판막 조직의 경우 녹색 커피콩 알파-갈락토시

다아제 처리 후, 판막 조직에 대한 GS-IB4 염색에서 효

소 농도에 따른 알파-갈 항원결정인자의 염색에 상당한 

차이를 보였는데 0.5 unit/mL의 농도에서는 거의 변화를 

보이지 않다가(Fig. 2) 효소의 농도를 1.0 unit/mL로 증가

시켰을 때 GS-IB4 염색이 거의 되지 않는 모습을 보였

으며(Fig. 3) 농도를 2.0 unit/mL로 증가시켰을 때 그 차

이는 1.0 unit/mL이었을 때와 비교하여 경미하였다(Fig. 

4). 따라서 대동맥 판막 조직에서는 1.0 unit/mL 농도의 

녹색콩 알파-갈락토시다아제로 4oC에서 24시간 반응시켰

을 때 면역형광염색에서 염색되지 않을 만큼 알파-갈 항

원결정인자가 제거되는 양상을 보였으며 이는 효소의 

농도를 더 증가시켜도 비슷한 양상을 보여 돼지의 대동

맥 판막 조직의 경우, 1.0 unit/mL 농도의 녹색콩 알파-

갈락토시다아제가 세포 표면의 알파-갈 항원결정인자를 
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Fig. 5. Treatment with 0.5 unit/mL green coffee bean α-galactosidase on pig pericardial tissue (A, C=before enzyme treatment; B, D=after 
enzyme treatment); GS-IB4 staining (A, B); DAPI staining (C, D); ×200=rare differences between pre and post enzyme treatment in this 
concentration.

제거하는데 적합하다 하겠다. 한편 돼지의 심낭 조직의 

경우 효소 처리 전 GS-IB4 염색에서도 돼지의 대동맥 

판막조직에서 보다 많은 양의 알파-갈 항원결정인자를 

보였으며 0.5 unit/mL의 농도에서는 물론(Fig. 5) 대동맥 

판막조직에서 알파-갈 항원결정인자를 모두 제거할 수 

있었던 1.0 unit/mL의 농도에서 효소 처리 후에도 아직 

많은 양의 GS-IB4 형광염색을 보였고(Fig. 6) 효소의 농

도를 2.0 unit/mL로 올렸을 때 비로소 형광염색에 검출되

지 않을 정도의 알파-갈 항원결정인자의 제거가 가능하

였다(Fig. 7). 따라서 심낭 조직의 경우에는 대동맥 판막

에서의 경우와 달리 완벽한 알파-갈 항원결정인자의 제

거를 위하여 보다 고농도의 알파-갈락토시다아제가 필요

하다 하겠다.

고      찰

  최근 평균수명이 증가하고 승모판막 질환에 대한 성형

수술이 일반화 되면서 성인 심장판막 질환 수술 중 판막 

치환술의 대부분이 대동맥 판막 치환술인 형편이며 선

진국에서는 70세 이상의 대동맥 판막 치환 수술 중 조직

판막을 사용하는 경우가 70%에 이르고 있다[15,16]. 따라

서 조직판막의 내구성을 증대시키는 일은 심장판막 수

술 분야에 있어 매우 시급하며, 기계판막에 비해 혈역학

적 우수성 및 항응고요법이 필요치 않다는 장점을 가짐
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Fig. 6. Treatment with 1.0 unit/mL green coffee bean α-galactosidase on pig pericardial tissue (A, C=before enzyme treatment; B, D=after 
enzyme treatment); GS-IB4 staining (A, B); DAPI staining (C, D); ×200=after the enzyme treatment; some reduction in GS-IB4 staining was 
noted but never complete clearing as in pig aortic valve tissue.

에도 불구하고 제한된 내구성으로 인하여 사용에 제한

을 받는 조직판막의 사용을 증진시킬 수 있다는 면에서 

중요한 과제이다. 조직판막의 내구성을 증대시키는 방법

에는 여러 가지가 있을 수 있으나 최근 동물의 장기이식

에서 과급성거부반응을 일으키는 알파-갈 항원결정인자

가 동물의 판막조직이나 심낭을 이용한 조직판막에도 

존재하며, 환자의 항-갈 항체가 조직판막 안에 존재하는 

알파-갈 항원결정인자와 반응하여 면역 반응을 일으키고 

결국 판막의 석회화 및 이에 따른 파괴에 일정부분 역할

을 할 것이라는 가설이 설득력을 얻고 있으며 따라서 조

직판막 내의 알파-갈 항원결정인자를 제거하는 것이 판

막의 내구성 증대에 기여할 것이라고 생각한다[4]. 조직

판막을 만드는데 많이 사용되는 돼지의 세포 표면에 광

범위하게 존재하는 알파-갈 항원결정인자를 제거하는 방

법에는 먼저 알파-갈락토시다아제라는 효소를 이용하여 

세포의 표면에 존재하는 알파-갈 항원결정인자를 제거하

는 방법[9-11]이 있고 돼지의 체내에서 알파-갈 항원결정

인자를 만드는 알파-1,3 갈락토실트랜스퍼라아제를 발현

시키는 유전자를 동물 복제기법을 이용하여 제거하는 

방법(α-Gal knockout pig)이 있는데[17,18], 알파-갈 녹아

웃 돼지(α-Gal knockout pig)를 사용하면 돼지의 조직뿐 

아니라 장기도 과급성거부반응의 걱정 없이 환자에게 

이식할 수 있으나 아직 경제적 효용성이 없는 상태이다.  

반면 효소를 이용하여 알파-갈 항원결정인자를 제거하는 
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Fig. 7. Treatment with 2.0 unit/mL green coffee bean α-galactosidase on pig pericardial tissue (A, C=before enzyme treatment; B, D=after 
enzyme treatment); GS-IB4 staining (A, B); DAPI staining (C, D); ×200=after the enzyme treatment with this concentration, nearly complete 
absence of GS-IB4 staining on many DAPI positive cells was noted; This indicates near complete eradication of α-Gal on the tissue.

방법은 쉽고 가격이 저렴한 장점이 있으나 살아있는 조

직 내에서는 일정 시간이 지나면 알파-갈 항원결정인자

가 다시 발현된다[11]는 단점이 있다. 따라서 살아있는 

장기가 아닌 고정된 심장판막 조직이나 심낭을 이용하

고자 하였을 때에는 효소를 이용하여 동물세포에서 알

파-갈 항원결정인자를 제거하는 방법이 유용할 것이다. 

알파-갈락토시다아제는 식물에서 추출한 효소로서 알파-

갈 항원결정인자(Galα1-3Galβ1-4GlcNAc)의 Galα1-3Gal 

사슬을 끊음으로써 그 이종항원성을 제거한다[9-11]. 본 

실험에서는 돼지의 심낭과 대동맥 판막을 5×5 mm로 잘

라서 효소처리를 하였는데 처리조건을 4oC, pH 6.5로 하

였을 때 효소의 농도 및 반응시간에 따라 면역조직형광

염색 검사상 알파-갈 항원결정인자의 감소 정도가 다르

게 나타났다. LaVecchio 등에 따르면 돼지의 대동맥 혈

관내피세포를 배양하여 0.5 unit/mL/106cells 농도의 알파-

갈락토시다아제로 37oC, pH 6.0 상태에서 2시간 처리를 

하였을 때 FITC (fluorescein isothiocyanate) 표지된 GS- 

IB4 (FITC labelled GS-IB4)를 사용한 흐름세포측정(flow 

cytometry) 정량분석에서 알파-갈 항원결정인자가 완전히 

제거되었다고 한다. 그리고 효소처리로 알파-갈이 제거

된 세포에 인간 혈장을 반응시키면 종특이성(species spe-

cific) 이차항체인 항-인간 면역글로불린 M (anti-human 

IgM)과 항-인간 면역글로불린 G (anti-human IgG)에 FITC

를 결합시켜 시행한 흐름세포측정 정량분석에서 인간의 
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자연항체인 항-갈 면역글로불린 M (anti-Gal IgM)과 항-

갈 면역글로불린 G (anti-Gal IgG)가 효소처리 이전에 비

하여 각각 71%, 59% 감소되어 발현된다고 하였다[9]. 또

한 Luo 등의 돼지의 서혜부 정맥을 사용한 실험에서는 

2.5 cm 길이와 0.5 cm 지름을 가진 서혜부 정맥 내에 20 

unit/mL 농도의 알파-갈락토시다아제를 4oC, pH 6.5 상태

에서 반응시켰을 때 30분이 지나면 GS-IB4를 이용하여 

시행한 면역조직염색 검사상 알파-갈 항원결정인자가 염

색되지 않았으며 동일한 조건에서 두 시간이 경과하면 

전자현미경 검사상 혈관내피세포의 파괴가 시작된다고 

하였다[11]. 돼지의 대동맥 판막 및 심낭조직을 사용한 

본 실험에서도 대동맥 판막의 경우 1.0 unit/mL, 심낭 조

직의 경우 2.0 unit/mL 농도 이상의 알파-갈락토시다아제

를 이용하여 pH 6.5, 4oC 상태에서 반응시켰을 때 24시

간이 지나면 거의 완전히 염색이 되지 않는 것을 발견할 

수 있었다. 이는 원래 심낭조직 표면에 존재하는 알파-

갈 항원결정인자가 대동맥 판막 조직에서 보다 많고, 심

낭 조직 자체가 대동맥 판막 조직에 비하여 두꺼운 관계

로 효소의 침투가 상대적으로 용이하지 않은데 기인한 

것으로 생각하며 향후 알파-갈락토시다아제를 처리하여 

알파-갈 항원결정인자를 제거하여 만드는 조직판막의 제

조과정에서 고려되어야 할 사실이라 하겠다. 

  단, 본 실험은 면역조직형광염색을 사용하여 알파-갈 

항원결정인자의 염색 정도만을 관찰한 것이므로 정량분

석이라고 보기 어려우며 따라서 본 실험에서 사용한 알

파-갈락토시다아제의 반응조건으로 완벽하게 알파-갈 항

원결정인자를 제거하였다고 보기는 어렵다. 또한 조직에 

대한 직접적인 면역조직염색이 세포 표면의 모든 알파-

갈 항원결정인자를 완벽하게 나타내 주지도 못한다. 실

제로 Chen 등의 연구에 따르면 돼지의 대동맥 판막조직

에 대하여 직접 GS-IB4로 면역조직염색을 시행하였을 

때에는 판막내피세포(valvular endothelial cell; VEC)에서 

알파-갈 항원결정인자가 발현되지 않았으나[19], 판막내

피세포를 배양하여 역전사효소중합연쇄반응(reverse tran-

scriptase polymerase chain reaction) 검사를 통한 전령알엔

에이(messenger RNA) 검사를 시행하였을 때에는 대동맥

내피세포에서와 동일한 분량의 알파-1,3 갈락토실트랜스

퍼라아제 유전자가 발현된다고 하였다[20]. 또한 대동맥 

내피세포와 대동맥판막 내피세포에서의 알파-갈 항원결

정인자의 발현을 조직 내에서의 GS-IB4를 이용한 면역

조직염색이 아닌 각각의 세포를 배양하여 FITC 표지된 

GS-IB4를 이용한 흐름세포측정 정량분석을 시행하여 비

교하였을 때에는 대동맥 내피세포나 대동맥 판막 내피

세포 모두에서 동일한 분량의 알파-갈 항원결정인자를 

검출할 수 있었다고 하였다[20]. 즉 조직에 직접 면역조

직염색을 시행하였을 때에는 염색되지 않았던 대동맥 

판막내피세포 표면의 알파-갈 항원결정인자가 유전자 발

현 검사나 흐름세포측정 정량분석에서는 대동맥 내피세

포에서와 동일한 양으로 세포표면에 존재한다는 것이다.  

이는 조직에 직접 면역화학염색을 할 때 면역반응 후 조

직세척과정을 거치게 되는데 이때 알파-갈 항원결정인자

와 결합한 GS-IB4 중 여러 가지 이유로 느슨하게 결합

된 GS-IB4 렉틴이 대부분 유실되어 면역염색이 되지 않

기 때문이며 따라서 조직 내에서 직접 GS-IB4를 이용하

여 면역조직염색을 시행하면 검사의 민감도(sensitivity)가 

현저히 감소한다는 것을 의미한다[20]. 또한 이 결과는 

Konakci 등[4]의 보고에서 상업적으로 구입 가능한 조직

판막에서 시행한 GS-IB4 면역조직염색 및 내피세포, 기

질세포에 대한 선별염색 결과 판막기질세포(valve matrix 

cell)인 섬유모세포(fibroblast)에서만 다량의 알파-갈 항원

결정인자가 발현되며 판막내피세포에서는 알파-갈 항원

결정인자를 발견할 수 없었는데도 이를 이식한 환자에

게서는 수술 후 10일만에 항-갈 면역글로불린 M 항체의 

증가가 나타난 것을 설명할 수 있게 한다. 즉 판막내피

세포에서 알파-갈 항원결정인자가 염색되지 않았는데도 

이식 후 단시일 내에 항-갈 항체가 발현된다는 것은 판

막내피세포의 GS-IB4를 이용한 면역조직염색 결과상 알

파-갈 항원결정인자가 발현되지 않았다고 해서 실제로 

판막내피세포에 알파-갈 항원결정인자가 전혀 존재하지 

않는다고 할 수는 없다는 것이다. 본 실험에서는 내피세

포에 대한 선별염색을 하지 않은 상태에서 알파-갈 항원

결정인자에 대한 면역형광염색을 시행하였기 때문에 대

동맥 판막내피세포에서의 알파-갈 항원결정인자와 판막

기질세포에서의 알파-갈 항원결정인자가 서로 명확하게 

구분되어 염색되지는 않았다. 또한 알파-갈락토시다아제 

처리 후 면역형광염색의 정도가 현저히 줄어들기는 하

였으나 위에서 기술한 대로 조직에 대한 직접적인 면역

염색의 감소량과 비례하여 알파-갈 항원결정인자가 감소

하였다고 말하기는 어렵다.  

  대표적 동물 항원인 알파-갈 항원결정인자를 검출하는 

방법은 현재까지 Galα1-3Gal에 특이적인 결합을 보이는 

Griffonia simplicifolia의 씨앗에서 추출한 type I 렉틴 중 

동종렉틴 B4 (GS-IB4)를 사용하는 방법이 대표적이며

[12-14] 그밖에 Galili 등이 개발한, 알파-갈 녹아웃 생쥐
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(α-Gal knockout mice)와 토끼의 적혈구 세포막의 알파-

갈 항원결정인자를 반응시켜 만든 단클론항체(monoclonal 

antibody)인 M86을 이용하는 방법[21] 그리고 인간의 항-

갈 면역글로불린 M, 항-갈 면역글로불린 G에 대한 종특

이성 이차항체인 항-인간 면역글로불린 M, 항-인간 면역

글로불린 G 등에 FITC 등을 결합시켜 FACS (fluorescence 

activated cell sorter) 분석을 통해 검출하는 방법[9] 등이 

있다. 그런데 알파-갈 항원결정인자가 풍부한 신당단백

질(neoglycoprotein)과 생쥐의 라미닌(laminin)을 GS-IB4, 

단클론항체 M86, 인간의 혈장에 존재하는 자연항체 등

과 반응시킨 Kirkeby 등의 연구[22]에 따르면 각각의 반

응을 효소면역측정법(ELISA)을 사용하여 분석한 결과 

GS-IB4 렉틴의 결합부위가 단클론항체 M86 및 인간의 

항-갈 자연항체의 결합부위와 서로 다르며, 신당단백질 

및 생쥐의 라미닌의 알파-갈 항원결정인자를 알파-갈락

토시다아제를 사용하여 제거한 후 렉틴 및 항-갈 항체와 

반응시켰을 때 항-갈 항체 반응의 감소가 렉틴 반응의 

감소보다 더 현저하다고 하였다. 이는 결국 알파-갈락토

시다아제 처리를 한 후 조직에 대한 직접적인 면역조직

염색에 비하여 그 민감도가 우수한 효소면역측정법을 

사용한 GS-IB4반응에서 알파-갈 항원결정인자가 발현되

지 않았다고 해도 여전히 인간의 자연항체와 반응할 수 

있는 알파-갈 항원결정인자가 남아 있다는 것을 의미한

다. 또한 이 결과는 LaVecchio 등의 연구[9]에서 GS-IB4

를 이용한 흐름세포측정 정량분석에서 발견되지 않았던 

알파-갈 항원결정인자가 상당한 양의 항-갈 면역글로불

린 M, 항-갈 면역글로불린 G를 발현시켰던 결과와 일치

하는 것이며 본 실험에서 돼지의 심장판막 및 심낭 조직

에 대한 알파-갈락토시다아제 처리 후 GS-IB4 면역형광

염색으로 확인한 알파-갈 항원결정인자 발현의 감소가 

돼지의 해당 조직을 인간에게 이식하였을 때 이에 상응

하는 정도의 자연항체 발현 억제를 보장하지는 않는다

는 것을 의미하는 것이다. 따라서 동물의 세포 표면에서 

알파-갈 항원결정인자를 제거하여 동물면역반응을 완벽

하게 억제하고자 한다면 알파-갈 항원결정인자에 특이적

으로 반응한다고 알려져 있는 GS-IB4 반응뿐 아니라 항-

갈 단일클론항체나 인간의 항-갈 자연항체에서의 반응도 

확인하여 세포 표면의 모든 알파-갈 항원결정인자를 제

거하였다는 것을 증명하여야 할 것이다. 그러나 포괄적

으로 볼 때 알파-갈락토시다아제 처리 조직에 대한 항-

갈 자연항체의 전체 양의 감소는 분명 예측할 수 있는 

것이므로 동물면역반응이 완전히 제거되지는 않았다고 

할지라도 여전히 효소 처리 후 이식된 돼지의 판막 및 

심낭 조직의 이종면역 반응 감소나 지연에 따른 장기적

인 내구성 증가는 가능할 것이라고 생각한다. 이를 증명

하기 위하여 향후 신선한 돼지의 판막조직 및 심낭 조직

을 본 실험에서 찾아낸 알파-갈락토시다아제의 적정 반

응조건으로 처리 후 이를 글루탈알데히드로 고정한 뒤 

이에 인간혈장의 항-갈 항체를 반응시켜 항체 반응의 정

도를 관찰하고, 상업적으로 판매되는 글루탈알데히드로 

고정된 돼지의 조직판막을 인간혈장의 항-갈 항체와 반

응시켜 이의 반응을 서로 비교하면 알파-갈락토시다아제

로 처리한 돼지의 조직으로 만드는 조직판막의 동물면

역 반응 감소 여부를 보다 직접적으로 알 수 있게 될 것

이며 이는 알파-갈락토시다아제로 처리한 판막의 장기적 

내구성 증가를 간접적으로나마 증명할 수 있는 계기가 

될 수 있을 것이다.

결      론

  본 실험을 통하여 다음과 같은 결론을 얻을 수 있었다.

  1) 돼지의 대동맥 판막 조직과 심낭 조직의 알파-갈 

항원결정인자는 Griffonia simplicifolia 의 type I 렉틴 중 

동종렉틴 B4를 사용한 면역조직형광염색에서 잘 염색되

었으며 이를 알파-갈락토시다아제를 사용하여 제거하였을 

때 GS-IB4 동종렉틴의 염색 정도가 현저히 감소하였다. 

  2) 돼지의 대동맥 판막 조직과 심낭 조직에 각각 1.0 

unit/mL, 2.0 unit/mL 농도의 녹색콩 알파-갈락토시다아제

를 4oC, pH 6.5의 조건에서 24시간 반응시켰을 때 동물

면역 반응을 일으키는 대표적인 동물항원인 알파-갈 항

원결정인자를 효과적으로 상당량 제거할 수 있었다.

  3) 향후 돼지의 판막조직 및 심낭조직으로 만드는 조

직판막의 내구성 증대에 대표적인 동물 면역항원인 알

파-갈 항원결정인자의 제거가 유용한 도구가 될 수 있을 

것이며 이를 위한 앞으로의 실험에 본 실험의 결과가 기

초자료로서 유용하게 사용될 수 있을 것이다.

  4) 앞으로 알파-갈락토시다아제로 처리한 돼지의 조직

판막에 대한 인간혈장의 항-갈 항체 및 항-갈 단클론항

체를 이용한 직접적인 면역학적 연구가 필요하다.
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=국문 초록=

배경: 최근 조직판막의 구조적 손상에 있어서 동물면역 반응이 중요한 역할을 할 가능성이 제기되면

서 동물의 대표적 이종항원 물질인 알파-갈 항원결정인자에 대한 환자의 면역반응에 관한 관심이 높

아지고 있다. 또한 알파-갈은 세포 표면에 존재하며 이는 녹색콩 알파-갈락토시다아제 라는 효소를 

이용하여 제거할 수 있다고 알려져 있고 조직 표면의 알파-갈 항원결정인자는 Griffonia Simplicifolia
의 동종렉틴 중 B4 타입에 선택적으로 결합하여 이를 이용해서 염색할 수 있다고 알려져 있다. 이에 

본 연구팀은 조직판막을 만드는데 많이 사용되는 돼지의 대동맥 판막 및 심낭 조직을 가지고 녹색콩 

알파-갈락토시다아제를 이용하여 이들 조직의 알파-갈 항원결정인자를 제거할 수 있는지 알아보고자 

하였다. 대상 및 방법: 신선한 돼지의 대동맥 판막 및 심낭 조직을 0.5 unit/mL, 1.0 unit/mL, 2.0 
unit/mL 농도의 녹색콩 알파-갈락토시다아제로 pH 6.5, 4oC에서 24시간 처리한 뒤 이를 Griffonia 
Simplicifolia 동종렉틴 B4 타입을 이용한 면역조직형광염색으로 염색하여, 각각의 농도에서 효소 반

응 후 해당 조직의 알파-갈 항원결정인자가 얼마나 제거되는지를 형광염색의 정도로 판단하였다. 결
과: 돼지의 대동맥 판막 조직의 경우 1.0 unit/mL 농도의 녹색콩 알파-갈락토시다아제를 pH 6.5, 4oC
에서 24시간 처리하였을 때 형광염색이 거의 되지 않을 정도로 알파-갈 항원결정인자가 제거되었고 

이는 효소의 농도를 2.0 unit/mL로 증가시켰을 때에도 비슷한 양상을 보였다. 돼지의 심낭 조직의 경

우 효소 처리 전의 알파-갈 염색에서도 대동맥 판막조직에 비하여 많은 양의 형광염색을 보였으며 

효소 처리의 농도도 대동맥 판막의 경우보다 높은 2.0 unit/mL의 농도에서 알파-갈 항원결정인자가 

제거되는 양상을 보였다. 결론: 돼지의 대동맥 판막 조직과 심낭 조직의 알파-갈 항원결정인자는 

Griffonia simplicifolia 의 동종렉틴 B4를 사용한 면역조직형광염색에서 잘 염색되었으며 이를 알파-
갈락토시다아제를 사용하여 제거하였을 때 각각 1.0 unit/mL, 2.0 unit/mL 농도의 녹색콩 알파-갈락토

시다아제를 4oC, pH 6.5의 조건에서 24시간 반응시켰을 때 효과적으로 상당량 제거할 수 있었다. 향
후 돼지의 판막조직 및 심낭조직으로 만드는 조직판막의 내구성 증대에 대표적인 동물 면역항원인 

알파-갈 항원결정인자의 제거가 유용한 도구가 될 수 있을 것이며 앞으로 알파-갈락토시다아제로 처

리한 돼지의 조직판막에 대한 인간혈장의 항-갈 항체 및 항-갈 단클론항체를 이용한 직접적인 면역학

적 연구가 필요하다.

중심 단어：1. 면역학

2. 조직이식
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