
IL-12와 GM-CSF를 발현하는
아데노바이러스에 의한 항종양

효과 검증

연세대학교 대학원
의 과 학 과
최 경 주



IL-12와 GM-CSF를 발현하는
아데노바이러스에 의한 항종양

효과 검증

지도교수 김 주 항

이 논문을 박사학위 논문으로 제출함

2008년 12월

연세대학교 대학원
의 과 학 과
최 경 주



최경주의 박사학위논문을 인준함

심사위원 인

심사위원 인

심사위원 인

심사위원 인

심사위원 인

연세대학교 대학원
2008년 12월



감사의 글

암연구소에 있었던 지난 8년의 시간은 저를 키워내는 소중한
시간이였습니다.immunogenetherapy는 저를 잠못들게 만들 정도로
너무나 매력적인 연구였고,실험실 생활을 통해 제 자신을 한층 더
성숙해지고 인내심을 배울 수 있었습니다.이러한 것은 제 자신이 혼
자 이루어 낸 것이 아니라 주위에 많은 좋은 분들의 아낌없는 조언과
관심에 의한 결과라고 생각하며 감사의 마음을 전합니다.

환자의 진료 때문에 많이 바쁘시지만 만날 때마다 가슴으로
전해준 믿음과 신뢰로 자신감을 갖고 연구에 매진할 수 있게 해주신
김주항 교수님,석사학위와 박사학위를 지도하시면서 저의 기쁨 뿐만
아니라 누구보다 아프게 겪은 성장통을 함께 해 주신 윤채옥 교수
님.......윤채옥 교수님은 때로는 부모님 같았고,때로는 친언니 같았고
때로는 여린 소녀 같은 모습으로 저에게 정신적 멘토의 역할을 해 주
셨습니다.교수님의 가르침을 항상 가슴에 새기고 초심을 기억하며
살겠습니다.갑작스레 다리를 다치셔서 병과중이셨지만 공개발표에
끝까지 참석하시고 좋은 코멘트를 해주신 최인홍 교수님,“참 열심히
했어”라고 따뜻하게 격려해주셨던 이종두 교수님,바쁜 와중에도 논문
심사를 해주신 조남훈 교수님께 다시 한번 머리 숙여 감사드립니다.

미운정이 고운정으로 바뀌면 더 두텁다는 것을 보여준 황경화
선생님,은근히 유머 넘치는 임창수 선생님,내뱉는 말과 달리 마음
좋은 김인욱 선생님,유난히 고양이 흉내를 잘 내셨던 김현희 선생님,
나의 첫 파이펫을 쥐게 해준 김재성 선배님,외모만큼이나 참한 김은
희 선배님,너무나 인간적인 최혜진 선생님,다정 다감한 손주혁 선생
님,이렇게 많은 선생님들의 가르침과 관심으로 힘든 과정을 견딜 수
있었던 것 같습니다.지금은 졸업하였지만,나의 신앙의 두 감람나무
민주,솔직 담백한 성미,항상 소망을 품고 이젠 그 소망을 이룬 은아,
왁스의 ‘화장을 고치고’의 고음처리를 너무 잘했던 하태영,졸업한 후
에도 여전히 실험실에 많은 정보를 주는 고마운 구태영,실험실 어느
여자보다도 글씨 잘 썼던 동현 오빠,실험실 제 1대 맥가이버 대봉
선배님,그리고 누가 봐도 똑똑하고 줏대 있는 윤아가 있었기에 실험



실 생활이 즐거웠습니다.실험실 절대 책임감 송남이,귀여운 곰돌이
엄마 정선이,항상 열심히 사는 평환이,작지만 빠질 것 같은 매력적
인 눈의 소유자 정우,내년이면 새로운 곳에서 새롭게 시작하는 지영
이,‘친절한 금자씨’보다 친절한 일규,어느새 신앙도 실력도 훌쩍 커
버린 오준이,여리지만 발표 때는 누구보다 당찬 모습의 연아,음악적
감각이 남다른 민정언니,애교 넘치는 지훈이,실험실 대표 몸짱 아름
이,듬직하지만 마음 여린 혜원이,다른 사람에게 배려를 잘 하는 지
성이,좀 늦었기에 더욱 열심히 배우는 태진이 그리고 대구 사투리가
예쁘다는 것을 알려준 유진이,항상 밝고 씩씩한 선아와 고은이 그리
고 듬직하고 신뢰감 가는 영미와 같은 실험실 식구들을 만나서 행운
이라고 생각하며 실험실 식구들의 연구에 커다란 성과가 있길 간절히
바랍니다.

한주의 영혼의 오아시스 같은 연구원 성경공부반 식구들과 최
형철 목사님께 진심으로 감사드립니다.이제 곧 엄마가 될 나의 절친
한 친구 은미와 마지막으로 고생 많으신 부모님과 사랑하는 서현이
그리고 나의 든든한 형제들에게 진심으로 고마운 마음을 전합니다.

저자 씀



-i-

<<<차차차례례례>>>

그그그림림림 및및및 표표표 차차차례례례················································································iii

국국국문문문요요요약약약·······························································································1

ⅠⅠⅠ...서서서론론론································································································4

ⅡⅡⅡ...재재재료료료 및및및 방방방법법법················································································8
1.세포배양································································································8
2.실험동물································································································8
3.바이러스 제작 및 생산······································································8
4.마우스 세포주에서의 IL-12와 GM-CSF단백질 발현량 측정
·····················································································································9
5.생체 내 항종양 효과 검증······························································10
6.마우스 생체 내의 비장 적출··························································10
7.Flow Cytometry분석······································································10
8.IFN-γ enzyme-linkedimmunespot(ELISpot)assay··················
···············································································································11

9.CTL활성 측정··················································································11
10.조직면역염색법················································································12
11.마우스 한 개체 두 개의 종양 모델 수립··································13
12.흉선 적출 및 흉선세포 측정···················································14

ⅢⅢⅢ...결결결과과과······························································································15
1.아데노바이러스의 제작 및 바이러스 감염에 의한 IL-12와
GM-CSF단백질의 발현량 측정···················································15



-ii-

2.마우스 비장세포의 CD4+/CD8+T 세포 군집변화 관찰···············
···················································································································17
3.암세포 특이적 면역반응··································································18
4.조직면역염색······················································································21
5.IL-12와 GM-CSF를 발현하는 아데노바이러스에 의한 항종양
효과 검증····························································································23

6.마우스 한 개체 두 개의 종양 모델 수립 및 면역 기억능 측정
···················································································································24
7.마우스 비장에서의 면역 기억 세포의 군집 변화 관찰················
···················································································································27
8.사이토카인을 발현하는 아데노바이러스에 의한 마우스 면역
기관의 변화 관찰···············································································28

9.흉선에서의 조직면역염색································································32

ⅣⅣⅣ...고고고찰찰찰······························································································35

ⅤⅤⅤ...결결결론론론······························································································39

참참참고고고문문문헌헌헌·····························································································40

영영영문문문요요요약약약·····························································································43



-iii-

그그그림림림 차차차례례례

Figure1.Schematicrepresentation ofAdgenomes
usedinthisstudy.···················································16

Figure 2. Cytokine secreted by gene-modified
B16F10cells.······························································17

Figure 3. Analysis of CD4+ and CD8+ T cell
population····································································18

Figure4.Induction ofcancercellspecificimmune
response······································································20

Figure5.Frozen tumorsection werestained with
anti-CD4oranti-CD8antibody·······························
·····················································································22

Figure6.Anti-tumoreffectofinvivo······················24
Figure 7.△B7/IL12/GM induced potentantitumor

effects against not only the injected tumor
(primarytumor)butalsoanon-injectedtumor
(secondarytumor)distantsite·································
·····················································································27

Figure 8.Flow cytometry analysis ofCCR7 and
CD127T cellpopulation·········································28

Figure 9. Change of thymus treated cytokine



-iv-

expressingAds·························································31
Figure10.Histologicalchangeinthethymus·············

·····················································································33
Figure 11.TUNEL staining ofapoptosis cells in

thymus·········································································34



-1-

국문요약

IL-12와 GM-CSF를 발현하는 아데노바이러스에 의한 항종양 효과

증식 불능 아데노바이러스를 이용한 암 유전자 치료는 감염된
세포에서만 치료 유전자가 발현되어 그 효과가 일시적이라는 단점 때
문에 사용에 많은 한계가 있었다.이러한 단점을 극복하고자 암세포
에서만 세포 살상효과를 나타내는 종양 특이적 살상 아데노바이러스
를 제작하였으며 이는 암세포 내에서 자가 복제하여 주변으로 확산하
여 항종양 효과를 증대시킬 수 있을 뿐 아니라 기존의 증식 불능 아
데노바이러스보다 유전자 전달 효율이 우수한 것으로 알려져 있다.

최근에 급속한 세포 면역학의 발달로 항암 면역반응에 관여하
는 세포들과 그 작용 기전들이 밝혀지고,특히 여러 암세포 표면에서
면역반응을 일으키는 종양 항원들이 보고됨에 따라 암의 면역학적 치
료에 보다 많은 관심을 갖게 되었다.여러 가지 사이토카인 중에서
IL-12는 cytotoxicT lymphocytes(CTL)및 NK 세포에 직접 작용하
여 IFN-γ의 분비를 촉진시켜 NK 세포의 세포 용해능력(lysis
activity)을 증강시키고 Th1면역반응도 증진시킴으로써 면역반응을
활성화하는데 중요한 역할을 할 뿐만 아니라 암의 전이를 억제하는
데도 중요한 역할을 한다.또한,GM-CSF는 dendriticcell(DC)의 분
화와 성장을 조절하는 사이토카인으로써 T 세포들의 면역반응을 강
화시켜 주는 역할을 한다.

이러한 배경 하에 본 연구에서는,아데노바이러스의 초기 유전
자인 E1B19와 55kDa이 소실되고 pRb의 결합능이 소실되어 암세포
특이적 증식가능 아데노바이러스를 유전자 전달 매개체로 이용하여,
암세포에 대하여 강한 면역반응을 유도하는 IL-12와 GM-CSF를 종
양세포 특이적으로 고발현시켜 암세포에 대한 살상 효과의 개선 여부
를 검증하고자 하였다.먼저,IL-12와 GM-CSF유전자를 종양 특이
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적 살상 아데노바이러스인 Ad-△B7에 삽입하여 △B7/IL12, △
B7/GM,그리고 △B7/IL12/GM 바이러스를 제작하였다.제작한 아데
노바이러스에 의해 IL-12와 GM-CSF의 발현 정도를 ELISA를 시행
하였으며 바이러스 용량 비례적으로 IL-12와 GM-CSF가 발현되었음
을 알 수 있었다.C57BL/6마우스에 형성된 B16F10흑색종에 △
B7/IL12/GM 바이러스를 투여한 경우,종양 주변과 마우스 비장에서
CD4+와 CD8+ T 세포 군집이 다른 실험군에 비해 증가하였으며
GM-CSF의 발현에 의해 종양 주변으로의 antigen presenting
cell(APC)세포 군집이 증가함을 관찰하였다.또한,CTL assay와
IFN-γ ELISpotassay를 시행한 결과,△B7/IL12/GM 바이러스를 투
여한 마우스의 경우 암세포 특이적 면역반응에 의해 세포 살상능이
증가하였을 뿐만 아니라 항종양 효과에 중요한 사이토카인으로 알려
진 IFN-γ를 분비하는 세포군집도 증가함을 관찰하였다.뿐만 아니라
암에 대한 면역 기억능이 증가되는지 알아보고자 마우스 한 개체 내
에 두 개의 종양 모델과 면역 기억 세포의 표지자를 이용한 FACS
실험을 통해 △B7/IL12/GM 바이러스를 투여한 마우스에서 면역 기억
능이 유도되었음을 확인하였다.사이토카인을 분비하는 아데노바이러
스에 의해 항종양 효과와 면역 기억능 증가 이외에도 마우스 면역기
관의 변화를 관찰하였으며 특히 흉선의 크기는 종양의 크기와 매우
밀접한 관계가 있음을 관찰하였다.즉 항종양 효과가 미비하여 종양
의 크기가 활발하게 성장하는 음성 대조군 그룹에서는 종양의 크기가
커질수록 마우스 흉선의 크기가 줄어들었으며 항종양 효과가 뛰어난
경우 같은 주령의 흉선의 크기와 대동소이함을 관찰하였다.마우스
흉선의 변화를 H & E염색을 실시한 결과 흉선의 수축이 일어난 경
우 흉선의 cortex부분이 소실되었을 뿐만 아니라 cortex와 medulla의
경계가 사라졌으며 TUNELassay실시한 결과 흉선의 수축 주요 메
커니즘이 세포고사임을 알 수 있었다.

이상과 같은 결과들에 따라, 본 연구에서 제작한 △
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B7/IL12/GM 종양 특이적 살상 아데노바이러스는 바이러스의 증식에
의한 암세포 사멸을 유도할 뿐만 아니라 감염된 세포에서 IL-12와
GM-CSF를 지속적으로 발현시켜 숙주의 항종양 면역능이 증가되어
효율적으로 암세포를 살상시키기 때문에 암 유전자 치료에 유용하게
이용될 수 있을 것으로 사료된다.

���������������������������������������������������������������������

� 핵심되는 말 :IL-12,GM-CSF,oncolyticadenovirus
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IL-12와 GM-CSF를 발현하는 아데노바이러스에 의한 항종양
효과 검증

<지도교수 김주항>

연세대학교 대학원 의과학과

최최최 경경경 주주주

ⅠⅠⅠ...서서서 론론론

암 유전자 치료에 대한 연구는 1990년대에 시도되기 시작하였
으며1-3,초기에는 레트로바이러스의 활용이 큰 비중을 차지했지만 점
차 아데노바이러스를 이용한 임상연구사례가 늘어나고 있는 추세이다
1,4.재조합 아데노바이러스는 우수한 유전자 전달효율을 보이며 높은
역가로 생산이 가능하고 쉽게 농축할 수 있을 뿐 아니라 생체 내에서
도 유전자 전달이 용이하다는 점이 보고되면서 최근 5년 사이에 암을
대상으로 하는 유전자 치료에 재조합 아데노바이러스를 이용하는 빈
도수가 급격히 증가하고 있다.특히,아데노바이러스는 분열하지 않는
세포들로도 유전자를 전달할 수 있어 세포주기가 다양하게 존재하는
암을 대상으로 하는 유전자치료에 매우 적합하며,아데노바이러스에
의해 유도되는 숙주의 면역반응은 암치료의 경우 크게 문제시되지 않
거나 오히려 잇점이 될 수 있다.기존의 암치료용 아데노바이러스는
대부분이 증식 불가능한 일세대 바이러스로 이들을 유전자 전달체로
이용할 경우 일차 감염세포 또는 극히 일부의 주변 세포들에서만 항
암효과를 유발할 수 있어,임상적인 실용성 면에서 많은 제약이 있다
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5,6.이를 극복하기 위한 방안으로 암세포에서만 선택적으로 증식하여
암세포를 살상하는 종양세포 특이적 증식 및 세포살상 아데노바이러
스에 대한 연구가 McCormick그룹에 의해 처음 보고 된 이후7종양
세포 특이적 살상 바이러스의 가능성이 다각도로 연구되고 있다.

본 연구에서는 pRb의 기능이 소실된 암세포에서만 선택적 복
제 및 살상을 유도할 수 있는 바이러스를 이용하였다8.아데노바이러
스의 E1A는 CR(conservedregion)1인 30-60아미노산 서열과 CR2인
120-127아미노산으로 구성되어 있다.이들 중 어느 한 부위라도 결손
되면 E1A-pRb복합체의 형성이 제대로 이루어지지 않는다.이에 근
거하여 Fueyo등은 120-127아미노산 서열을 결손시킨 △24아데노
바이러스를 개발하여 Rb유전자가 돌연변이된 암세포만을 선택적으
로 살상할 수 있음을 보고하였다.대부분의 정상적인 세포들은 pRb를
포함한 세포주기 G1에서 S 주기로의 진행여부를 결정하는 G1-S
phasecheckpoint관련 신호 단백질들의 기능이 정상적으로 조절되어
G0-G1에서 세포주기가 정지되어 있으나,많은 종류의 암세포들은 Rb
유전자의 변이뿐만 아니라 pRbpathway,즉 p16/pRb/E2F신호전달
경로 등이 비정상적으로 조절되기 때문에,세포주기가 활발히 진행되
고 세포분열이 왕성해진다.따라서 △24아데노바이러스와 같이 Rb
유전자가 비활성화된 암세포에 감염되면 E1A-pRb의 결합이 이루어
지지 않아도 세포는 S주기로 진행하게 되고,결과적으로 아데노바이
러스 복제가 왕성하게 일어나게 된다.이에 반하여 pRb의 기능이 정
상적인 세포에서는 돌연변이 된 E1A가 pRb와 결합할 수 없어 S세
포주기로 진행되지 못하고,결과적으로 바이러스의 복제능이 현저히
감소하게 된다.본 연구에 사용된 Ad-△B7아데노바이러스는 암세포
특이성이 우수한 pRb결합능 소실 아데노바이러스 변이체이다.뿐만
아니라,p53의 기능이 손상된 종양세포 내에서만 선택적 복제가 일어
날 수 있도록 Ad-mt#7아데노바이러스로부터 E1B55kDa유전자를
결손시키고,동시에 감염된 세포의 세포사멸을 더욱 효과적으로 유도
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하기 위하여 E1B19kDa도 함께 결손시켜 개선된 종양 선택적 살상
아데노바이러스인 Ad-△B7아데노바이러스를 이용하였다.

뿐만 아니라 최근 종양 면역학의 급속한 발전에 따라서 숙주
와 종양과의 관계가 점차 규명되고,여러 생물학적 인자들의 시험관
내 및 생체 내 기능이 밝혀짐에 따라 종양에 대한 숙주의 면역반응기
전의 활성화를 통하여 종양의 치료 가능성이 검토되기 시작하였다.
암의 면역학적 치료는 인체 내의 면역 세포들이 암세포 표면에서 정
상 세포와는 다른 물질을 인식함으로써 항암 면역반응을 일으킨다는
데 기초를 두고 있으며,암의 예방 및 퇴치뿐 아니라 수술이나 치료
후 재발의 방지 및 생명의 연장을 그 목적으로 하고 있다.현재 임상
시험으로 항암 효과가 평가되고 있는 면역 증진 유전자들로는 사이토
카인 유전자 interleukine(IL)-1,IL-2,IL-4,IL-6,IL-7,IL-12,IL-13,
interferon gamma(IFN-γ), colony-growth stimulating
factor(C-GSF), monocyte-colony stimulating factor(M-CSF),
granulocyte macrophage -colony stimulating factor(GM-CSF),
tumornecrosis factor(TNF)),MHC 항원,종양 항원,B7과 같은
co-stimulatory 분자 등이 있다.특히 GM-CSF는,Dranoff등이
retroviralvector를 이용한 여러 종류의 사이토카인의 효과를 비교한
실험에서 GM-CSF가 가장 강력하고 오래 지속되는 항암 면역효과를
일으킨다는 결과를 보고 한 이후9,활발한 연구가 진행되고 있다.
GM-CSF는 dendriticcell(DC)을 자극하여 APC로의 분화를 촉진시켜
CD4+및 CD8+T 세포들의 면역반응을 강화시켜 주는 역할을 하며,
GM-CSF는 DC의 분화를 촉진시키는 기능 외에 primarymonocyte에
서 MHCclassⅡ를 구성하는 분자들의 발현 조절에도 관여하는 것으
로 보고된 바 있다10.종양 내에서 GM-CSF를 발현시키면 종양 주변
으로 APC가 모이게 되고 종양 항원을 효과적으로 processing하여 강
한 항암 면역반응을 유도한다11.한편,IL-12는 p35와 p40소단위체가
공유결합 되어있는 분자량이 70kDa인 이형중합체로서 활성화된 대식
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세포 및 단핵구와 같은 APC에 의해 분비된다.IL-12는 Th1세포와
NK 세포의 분화,IL-2또는 TNF-β와 같은 사이토카인들의 생성 조
절을 조절하며 Th1세포에 의한 면역반응의 상승,CD8+세포의 분
화,그리고 혈액기원세포 증식 등에 관여 할 뿐만 아니라 CTL세포
와 NK 세포의 세포용해 능력을 증진시킴으로써 면역반응 활성화하는
데 중요한 역할을 하고 있다12-14.

이러한 배경 하에 본 연구에서는,암세포 특이적 증식가능 아
데노바이러스를 유전자 전달 매개체로 이용하여,암세포에 대하여 강
한 면역반응을 유도하는 IL-12와 GM-CSF를 종양세포 특이적으로
고발현시켜 암세포에 대한 살상 효과의 개선 여부를 검증하고자 한
다.
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ⅡⅡⅡ...재재재료료료 및및및 방방방법법법

1.세포배양
B16F10 세포주는 10%의 우태아 혈청(Invitrogen,Carlsbad,

CA,USA)과 항생제 penicillin/streptomycin(Invitrogen)을 포함하는
RPMI1640(Invitrogen)을 사용하여 5% CO2의 존재 하에 37°C 항온
배양기에서 배양하였다.

2.실험동물
생후 6-8주 된 체중 20g내외의 건강한 C57BL/6수컷 마우

스를 사용하였다.이들 마우스는 SLC(JapanSLC,Inc.,Japan)에서 구
입하여 폴리카보네이트 케이지에 3-4마리씩 넣어 멸균된 수돗물과
펠렛 사료(중앙 실험동물,Korea)를 공급하고 가능한 한 스트레스를
받지 않도록 조용한 분위기에서 사육하였다.

3.바이러스 제작 및 생산
pGL3basic클로닝 벡터에 삽입되어 있는 murineGM-CSF를

HindIII제한 효소로 처리하여 약 800bp의 DNA절편을 획득한 뒤,
pSP72ΔE3/GMCSF 셔틀벡터에 삽입하였다. 제작된 pSP72Δ
E3/GMCSF 셔틀벡터를 dl324/△B7토탈벡터와 함께 BJ5183대장균
에 형질전환시켜 상동 재조합(homologousrecombination)을 유도하여
△B7/GM 아데노바이러스를 제작하였다.또한,pCA14/IL-12벡터에
삽입되어 있는 IL-12를 SnaBI과 SalI제한 효소를 처리하여 2.4Kb
의 DNA 절편을 얻은 뒤 pXC1/△B7벡터에 삽입하여 pXC1/IL12셔
틀벡터를 제작하였다.제작된 pXC1/IL12셔틀벡터를 pvdmldl324BstB
토탈벡터와 함께 대장균 BJ5183에 형질전환시켜 상동 재조합을 유도
하여 △B7/IL12아데노바이러스를 제작하였다.IL-12와 GM-CSF를
동시에 발현하는 아데노바이러스를 제작하기 위하여 상기에서 제작된
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pXC1/IL12셔틀벡터와 dl324/GM 토탈벡터를 함께 대장균 BJ5183에
형질 전환시켜 △B7/IL12/GM 바이러스를 제작하였다.제작된 모든
바이러스들은 293 세포에서 증식 배양 한 후 CsCl density
purification을 시행하고 dialysis시킨 후, 4% sucrose를 함유한
storagebuffer(10mM Tris,4% sucrose,2mM MgCl2)에 용해한 뒤
-80℃ 냉동고에 저장하였다. 각 바이러스 stock의 titer는
spectrophotometer를 이용하여 바이러스 genome의 흡광도에 의한
opticaldensity(O.D)로 산출하였다.

4.마우스 세포주에서의 IL-12와 GM-CSF단백질 발현량 측정
IL-12와 GM-CSF는 분비형 단백질로써 제작된 바이러스의

감염에 따른 발현 정도를 측정하기 위하여 enzyme-linked
immunosorbentassay(ELISA)를 실시하였다.B16F10마우스 흑색종
세포 5X 105개를 25T flask에 분주한 다음날 여러 multiplicityof
infection(MOI)의 △B7/GM와 △B7/IL12/GM 바이러스로 각각 감염시
켰다.바이러스 감염 후 48시간 후에 배지를 수거하여 ELISA assay
를 실시하였다.ELISA assay의 전 과정은 mouseELISA GM-CSF
kit(ENDOGEN,Woburn,MA,USA)의 설명서에 따라 시행하였다.또
한,△B7/IL12와 △B7/IL12/GM 바이러스를 여러 MOI로 감염시킨 후
72시간 후에 배지를 수거하여 ELISA를 실시하였다.96-wellplate에
IL-12를 특이적으로 인지 하는 항체를 넣어 24시간 상온에 두어 코팅
한 후 수거된 세포 배양액 또는 순차적으로 희석한 IL-12표준재조합
단백질인 대조군을 에 각각 넣은 뒤,실온에서 1시간 동안 반응시킨
후 세척하였다.이 후,biotin이 부착된 항체를 plate에 넣어 실온에서
1시간 동안 반응시키고,streptavidin-HRP용액을 세척한 plate에 넣
어 30 분간 발색시킨 뒤 microplate readers(Molecular Devices
Corporation,Sunnyvale,CA,USA)로 흡광도 값을 구하였다.흡광도
는 450㎚와 540㎚에서 각각 측정하였으며,표준 용량곡선에 따라
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배양액 중에 분비된 IL-12의 양을 산출하였다.

5.생체 내 항종양 효과 검증
B16F10마우스 흑색종 세포를 서울대학교 세포주 은행에서

구입하여 사용하였다.B16F10흑생종 세포는 10% 우태아 혈청을 함
유한 RPMI 1640 배지에서 monolayer로 배양하여 0.25%
trypsin-EDTA(Invitrogen)를 처리한 후 RPMI1640배지로 세척하여
계대배양 하거나 또는 5X 105생존세포를 100㎕ Hanks'Balanced
saltsolution(HBSS)로 부유하여 마우스의 복벽에 피하 주사하였다.
종양세포 이식 후 약 5-7일 경,종양의 크기가 약 60-80㎣정도 성장
하면 PBS,△B7,△B7/IL12,△B7/GM 그리고 △B7/IL12/GM 아데노
바이러스를 5X 109또는 5X 1010virusparticle(VP)용량으로 2일
에 한번씩 5회 종양 내로 투여하였다.종양의 크기는 종양의 최장경
(a)과 최장경에 수직한 최단경(b)을 각각 측정하여 aX b2X 0.52의
공식으로 산출하였다.

6.마우스 생체 내의 비장 적출
C57BL/6마우스에서 무균적으로 비장을 적출한 뒤 비장을 균

질화하고,적혈구를 제거하기 위해 EDTA-ammonium chloride용액
(0.15M NH4Cl,1mM KHCO3,0.1mM EDTA)을 넣어 4℃ 에서 5
분간 방치한 후 2000rpm으로 10분간 원심분리한 뒤 상등액을 제거
하고 10% 우태아 혈청이 들어있는 RPMI1640배지로 2회 세척하였
다.

7.Flow Cytometry분석
마우스의 비장 세포를 적출하여 단세포 부유물로 만든 다음,

CD4와 CD8 세포 군집의 변화를 검증하기 위하여 fluorescein
isothiocyanate(FITC)-conjugated hamster anti-mouse CD3e



-11-

monoclonal antibody(DiNonA, Korea) 또는 PE-conjugated Rat
anti-mouse CD4/L3T4 monoclonal antibody(DiNonA),
PE-conjugated Rat anti-mouse CD8/Lyt-2 monoclonal
antibody(DiNonA)항체를 사용하였으며,마우스 면역세포 군집을 검
증하기 위하여 PE-conjugated Rat anti-mouse
CCR7(CD197,EBI-1)(BD PharMingen,CA,USA),PE-conjugated
Ratanti-mouseCD127(BD PharMingen)항체를 사용하였다.각각의
항체를 넣은 뒤 4℃에서 45분간 반응 시킨 후 PBS로 2번 세척하고
2% paraformaldehyde로 고정시킨 뒤 유세포 분석을 시행하였다.

8.IFN-γ enzyme-linkedimmunespot(ELISpot)assay
아데노바이러스를 투여한 마우스에서 종양세포 특이적 T 세

포 활성도를 검증하기 위하여,ELISpotassay를 실시하였다.각각의
아데노바이러스를 투여한 마우스의 비장세포를 상기의 방법으로 분리
하였다.Assayplate는 anti-IFN-γ 항체로 하루 동안 코팅한 다음 날
2.5X 105,5X 105개의 비장세포를 plate에 분주하고 하루 동안 반응
시켰다.이후 biotinylatedanti-IFN-γ 항체를 넣고 2시간 동안 반응시
킨 후 streptavidin-alkalinephosphatase접합체를 넣고 1시간 동안
반응시켰다.기질을 넣고 반응을 지속시킨 다음,자주빛 색깔이 있는
점으로 보이는 각각의 IFN-γ를 분비하는 세포들을 확대 현미경을 사
용하여 그 수를 측정하였다.

9.CTL활성 측정
아데노바이러스를 투여한 마우스에서 종양세포 특이적 T 세

포 활성도를 검증하기 위한 CTL 활성 실험은 4시간 51Cr유리법을
이용하였다.상기의 "마우스 생체 내의 비장 적출"방법에서 제조된
비장 세포를 1.5×106cells/㎖ 이 되도록 배지로 희석한 후 IL-2(100
U/㎖)와 방사선이 조사된 B16-F10세포주와 함께 37℃,5% CO2배
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양기에서 3-5일 동안 배양 하였다.배양 후 3-5일 경에 원심 분리하
여 세포를 침전 시키고,10% 우태아 혈청이 들어있는 RPMI1640배
지로 2회 세척하였다.표적 세포(T;B16-F10)를 51Cr로 표지(labeling)
하기 위하여 Na2CrO4(200 μCi)를 첨가하여 37℃,5% CO2배양기에서
60분간 배양한 뒤,1500rpm에서 10분간 원심 분리한 후 10% 우태아
혈청이 들어있는 RPMI1640배지로 2회 세척하였다.상기에서 준비
한 비장세포(E)와 51Cr으로 표지된 표적세포(E:T)를 10:1,30:1,또는
100:1의 비율로 섞은 뒤 v-bottomed 96-wellmicroplate(Corning,
NY,USA)에 넣고 37℃,5% CO2배양기에서 4시간 동안 배양하였
다.4시간 후 2,200rpm에서 5분간 원심 분리하고 상층액을 100㎕
씩 취해 γ-counter로 상층액에 유리된 51Cr에 의한 γ 선의 강도를
측정하여 세포 독성을 산출하였다.각 실험은 3배수(triplicate)로 하였
으며,다음의 공식에 의해 세포 독성을 산출하였다.

% Cytotoxicity=(E-S)/(M-S)×100
E:Experimentalreleasecount
S:Spontaneousreleasecount
M :Maximunincorporationcount

10.조직면역염색법
C57BL/6마우스의 복벽에 형성된 마우스 흑색종에 "생체 내

항종양 효과 검증"실험과 동일한 방법으로 아데노바이러스를 각각
투여한 뒤,마지막 바이러스 주사 후 3일 경에 종양을 적출하여 4%
PFA 용액에 넣고 4-8시간 동안 고정시킨 뒤 30% sucrose용액에서
12시간 탈수시켰다.탈수된 조직은 O.C.T.compound(SakuraFinetec,
Torrance,CA,USA)로 동결 박편한 뒤 10 μm 두께로 절단하여 젤라
틴이 코팅된 슬라이드 글라스 위에 부착하여 조직 면역 염색을 시행
하였다.슬라이드에 부착된 조직을 0.3% H2O2용액에서 10분간 반응
시켜 내인성 과산화 효소의 작용을 차단시킨 후 일차 항체인 rat
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anti-mouseCD4단클론 항체(BD PharMingen)또는 ratanti-mouse
CD8단클론 항체(BDPharMingen)를 넣어 실온에서 4시간 동안 반응
시켰다.이 후 HRP가 결합된 이차 항체인 goatanti-RatIgG-HRP
항체를 넣어 실온에서 1시간 동안 반응 시키고,DAB를 첨가하여 발
색 정도를 지켜본 후 70%,90%,100% etanol과 xylene용액에 침전
시키고 커버 글라스를 덮어 관찰하였다.또한,각각의 바이러스를 투
여한 후 마우스의 흉선을 수거하여 파라핀 블락을 제작한 후 3㎛ 두
께의 슬라이드로 절단하였다.이를 xylene,100%,90%,70% ethanol
용액에 차례로 침전시켜 파라핀을 제거(deparafinization)한 후
hematoxylin과 eosin(H & E)으로 염색하였다.한편,마우스 흉선에서
PCNA의 발현을 관찰하고자 상기와 같은 방법으로 파라핀을 제거
(deparafinization)한 후 세포 내 PCNA와 선택적으로 결합하는 mouse
anti-PCNA/PC10항체(Dako,Glostrup,Denmark)를 일차 항체로 사
용하였으며 Envision/HRPkit(Dako)를 이용하여 DAB발색시켜 관찰
하였다.흉선 내 세포고사 여부도 동일한 부위의 파라핀 슬라이드를
ApopTag Kit(Intergen,Purchase,NY,USA)을 이용해 제조회사가
제시한 방법에 따라 TUNELassay를 시행한 후 peroxidase와 결합된
streptavidin을 사용하여 DAB와 반응시킨 뒤 세포들이 갈색으로 변하
는 것이 육안으로 확인되면 0.5% methylgreen으로 10분간 염색하고
현미경으로 관찰하였다.

11.마우스 한 개체 두 개 종양 모델 수립
사이토카인에 의해 마우스의 면역 기억능의 향상되는지 여부

를 검증하고자 마우스 한 개체에 두 개의 종양을 형성하는 모델을 수
립하였다.“종양 유도”와 동일한 방법으로 마우스 왼쪽 하단 복부에 1
차 종양을 형성한 뒤 약 7일 뒤 종양의 크기가 100㎣에 도달하면 1
X 1010VP바이러스를 3회 종양 내부로 투여하였다.약 8일 뒤 마우
스 오른쪽 상단 복부에 1차 종양과 동일한 세포주를 투여하여 2차 종
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양을 형성하였다.1차와 2차 종양의 크기는 종양의 최장경(a)과 최장
경에 수직한 최단경(b)을 각각 측정하여 aX b2X 0.52의 공식으로
산출하였다.

12.흉선 적출 및 흉선세포 측정
사이토카인을 발현하는 아데노바이러스에 의한 마우스 흉선의

변화를 관찰하기 위하여 종양의 크기가 약 100㎣에 도달하면 1X
1010VP바이러스를 3회 종양 내부로 투여한 후 1일,4일 그리고 13
일 뒤 각각 흉선을 적출하였다.마지막 바이러스 투여 후 13일 경에
적출한 흉선세포를 단세포로 부유한 뒤 Hemocytometer를 이용하여
흉선세포의 개수를 측정하였다.
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ⅢⅢⅢ...결결결 과과과

1.아데노바이러스의 제작 및 바이러스 감염에 의한 IL-12와
GM-CSF단백질의 발현량 측정

IL-12와 GM-CSF를 동시에 발현시켜 암세포에 대한 살상 효
과의 개선 여부를 알아보기 위하여 IL-12유전자가 아데노바이러스의
E1부위에 삽입되고 GM-CSF유전자가 E3부위에 삽입된 △B7/IL12
와 △B7/GM 아데노바이러스를 각각 제작하였으며, IL-12와
GM-CSF가 동시에 발현되는 △B7/IL12/GM 바이러스를 제작하였다
(Fig.1).제작된 △B7/IL12,△B7/GM 또는 △B7/IL12/GM 아데노바
이러스는 초기발현 유전자인 E1A의 pRb결합부분이 돌연변이 되었
으며 더불어 E1B55kDa와 E1B19kDa가 소실된 △B7아데노바이러
스에 IL-12와 GM-CSF가 E1과 E3부위에 각각 또는 동시에 삽입된
암세포 특이적 증식가능 재조합 아데노바이러스이다.각각의 아데노
바이러스에 의한 IL-12와 GM-CSF의 발현 정도를 알아보기 위하여,
B16F10 마우스 흑색종 세포에 △B7/IL12, △B7/GM 또는 △
B7/IL12/GM 바이러스를 50,100,500MOI로 각각 감염시키고,96시
간 후에 배지를 수거하여 ELISA를 시행하였다.Fig.2에서 보는 바와
같이,△B7/IL12아데노바이러스로 50,100,500MOI로 감염시킨 경
우 IL-12의 발현이 2336.85,5966.19,15741.42 pg/㎖이였으며,△
B7/GM 아데노바이러스 감염에 의한 GM-CSF의 발현량은 13468,
79176,728680pg/㎖이였다.한편,△B7/IL12/GM 아데노바이러스로
50,100,500MOI감염시킨 경우에는 IL-12의 발현량은 530,1327.50,
8499.04pg/㎖이였으며,GM-CSF의 발현량은 45474,126668,1273080
pg/㎖으로 IL-12와 GM-CSF발현량 모두 바이러스 역가가 증가함에
따라 용량 비례적으로 증가하는 것을 알 수 있었다.
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Fig.1)Schematic representation ofAd genomes used in this
study.∆B7containsmutatedE1A andlackingofE1B 19kD and
E1B55kD;∆B7/IL12 iscomprisedoftheIL-12genesdrivenby
theCMV promoterinsertedintotheE1regionof∆B7;∆B7/GM
isinsertedintotheE3regionof∆B7.∆B7/IL12/GM iscomprised
oftheIL-12andGM-CSF genesdrivenby theCMV promoter
inserted into the E1 and E3 region of ∆B7.
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Fig.2)Cytokinesecretedbygene-modifiedB16F10cells.Murine
B16F10 Melanoma cells were infected with ∆B7/IL12 and ∆
B7/IL12/GM atdifferentMOIs.Theconcentration ofIL-12 and
GM-CSFweremeasuredintheculturesupernatant48or96hours
afterinfectionbyconventionalELISA kits.

2.마우스 비장세포의 CD4+/CD8+T세포 군집변화 관찰
B16F10세포를 C57BL/6마우스에 접종 후 종양의 크기가

약 100 ㎣ 정도 되었을 때 △B7,△B7/IL12,△B7/GM 또는 △
B7/IL12/GM 바이러스를 이틀 간격으로 3회 종양 내에 직접 주사한
후 마지막 바이러스 투여일로 부터 3-5일 후 마우스의 비장을 적출하
여 helperT cell(CD4+)와 cytotoxicT cell(CD8+)군집 비율 변화를
관찰하였다.Fig.3에서 보는 바와 같이, △B7/IL12또는 △B7/GM
바이러스를 투여한 마우스의 경우 비장세포의 CD4+ T 세포 비율이
각각 13.40%,7.74%로 대조군으로 사용된 종양 선택적 살상 아데노바



-18-

이러스인 △B7의 6.12%에 비하여 증가하였으며 특히 △B7/IL12/GM
바이러스를 투여한 마우스의 경우 CD4+ T 세포 비율이 18.06%로서
다른 실험군에 비해 CD4+ T 세포군집이 크게 증가하였다.한편,△
B7/IL12/GM 바이러스를 투여한 마우스의 CD8+T 세포 군집의 경우
13.17%로서 △B7/IL12(11.27%)또는 △B7/GM(4.52%)바이러스를 투
여한 마우스에 비해 CD8+군집이 증가되는 것을 관찰하였다.

Fig.3)AnalysisofCD4+ andCD8+ T cellpopulation.Twocolor
flow cytometricanalysiswasperformed using spleen cellsfrom
micetreated ∆B7/IL12,∆B7/GM,∆B7/IL12/GM,∆B7orPBS.
CD4+andCD8+T cellsubsetswere increased inmicetreated
with∆B7/GM,∆B7/IL12/GM.

3.암세포 특이적 면역반응
IL-12또는 GM-CSF를 발현하는 바이러스에 의해 암세포 특

이적 살상능을 관찰하기 위해 51Cr유리법을 이용한 CTLassay를 수
행하였다.표적세포(T)는 마우스에 이식한 종양과 동일한 세포주인
B16F10세포를,음성대조군으로는 마우스 정상세포인 NIH3T3세포
주를 사용하였으며,effector(E)세포는 각각의 바이러스를 투여한 마
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우스의 비장세포를 사용하였다.CTLassay를 수행한 결과,B7/IL12,
△B7/GM 또는 △B7/IL12/GM 바이러스를 투여한 경우에서
E:T(effectorcell:targetcell)비율이 증가할수록 암세포 특이적 살상
능이 증가하는 것을 관찰할 수 있었다.Fig.4의 A에서 볼 수 있듯이
100:1E:T 비율에서 △B7/IL12,△B7/GM 또는 △B7/IL12/GM 바이
러스를 투여한 마우스에서 16.6%,4.9%,18.54%의 암세포 특이적 살
상능을 관찰하였으며,음성대조군으로 사용했던 NIH3T3세포주에서
는 살상능이 거의 관찰되지 않았다.이러한 결과는 IL-12와 GM-CSF
를 분비하는 아데노바이러스를 투여한 마우스에서 암세포 특이적 T
세포군이 활성화되었음을 알 수 있었다.또한,CTL에 의해 분비되는
중요한 사이토카인인 IFN-γ를 분비하는 세포들의 빈도를 IFN-γ 

ELISpotassay를 시행하여 측정하였다.각각의 아데노바이러스를 투
여한 마우스의 비장세포를 분리하여 2.5X 105 또는 5X 105개씩
anti-IFN-γ 항체로 코팅된 96wellplate에 분주한 뒤 IFN-γ를 분비
하는 세포들의 개수를 관찰하였다.Fig.4의 B에서 볼 수 있듯이,모
든 실험군에서 비장세포의 수가 증가함에 따라 IFN-γ를 분비하는 세
포들을 나타내는 갈색 spot의 개수도 증가됨을 관찰하였다.2.5X 105

개의 비장세포에서 △B7/IL12와 △B7/GM를 투여한 마우스의 경우
각각 53개 16개의 spot의 개수를 확인하였으며 이는 PBS(6개)또는
△B7(8개)을 투여한 마우스 보다 spot의 개수가 크게 증가되는 것을
관찰할 수 있었다. IL-12와 GM-CSF를 동시에 발현하는 △
B7/IL12/GM 바이러스를 투여한 마우스 경우에는 spot의 개수가 204
개로서 다른 실험군보다 IFN-γ를 분비하는 세포들이 현저하게 급증
하였다.이러한 결과를 통해 사이토카인을 분비하는 아데노바이러스
를 투여한 마우스가 PBS를 투여한 마우스에 비해 IFN-γ를 분비하는
면역 세포들의 빈도가 증가되었을 뿐만 아니라 IL-12와 GM-CSF를
단독으로 발현하는 아데노바이러스에 비해 동시에 발현하는 바이러스
를 처리한 경우에 암세포 특이적으로 면역세포들의 활성이 크게 증가
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하였음을 알 수 있었다.

Fig.4)Inductionofcancercellspecificimmuneresponse.(A)CTL
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assaywascarriedouttomeasurethetumor-specifickillingeffect.
B16F10cellswerelabeledwith 51Cr,andincubatedwithactivated
T cells isolatedfrom micetreatedwithAdsat10:1,30:1,100:1
effector:target(E:T) ratios. (B) ELISPOT analysis of mIFN-γ 

secreting cells.The number ofspotforming cell(SFC) was
determinedusingsevenconcentrationofmousesplenocytes(2.5X
105,5X105).

4.조직면역염색
종양 내부로 침윤된 lymphocyte의 군집을 면밀히 조사하고자

각각의 바이러스를 종양 내 1X 1010VP로 주사한 후 마지막 바이러
스 투여 후 3일 뒤 종양을 적출한 뒤 CD4,CD8항체를 이용하여 조
직면역염색을 실시하였다.△B7/IL12,△B7/GM 또는 △B7/IL12/GM
바이러스를 투여한 종양에서 증가된 CD4+,CD8+T 세포 군집을 관찰
할 수 있었으며 특히 IL-12를 발현하는 △B7/IL12와 △B7/IL12/GM
바이러스를 투여한 종양에서 좀 더 증가된 T 세포 군집을 확인하였
다.또한,GM-CSF 발현에 의한 APC 군집 변화를 관찰하기 위해
DC의 표지자로 알려진 CD86항체를 이용하여 조직면역염색을 실시
하였다.사이토카인을 발현하는 바이러스를 투여한 종양에서 APC군
집이 관찰되었으며,특히 GM-CSF사이토카인을 발현하는 △B7/GM
또는 △B7/IL12/GM 바이러스를 투여한 종양에서 증가된 APC 세포
군집을 확인하였다.
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Fig.5)Frozen tumorsections were stained with anti-CD4 or
anti-CD8antibody.Immunohistochemicalanalysisofthesesections
demonstratedsignificantlyenhancedinfiltrationofCD4+ andCD8+

T cells in tumor tissue of ΔB7/IL12, ΔB7/GM and Δ

B7/IL12/GM-treatedgroup.CD86stainedcellsinPBS-,ΔB7-,Δ

B7/IL12-, ΔB7/GM- and ΔB7/IL12/GM-treated tumors. A
significantincreasein thenumbersofCD86 stained cellswith
dendritic morphology infiltration into the ΔB7/GM- and Δ
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B7/IL12/GM-treated tumors was observed as compared to the
PBS-,ΔB7-treatedtumor.

5. IL-12와 GM-CSF를 발현하는 아데노바이러스에 의한 항종
양 효과 검증

IL-12또는 GM-CSF를 발현하는 종양 선택적 살상 아데노바
이러스인 △B7/IL12,△B7/GM,△B7/IL12/GM 아데노바이러스,그리
고 대조군 바이러스인 △B7에 의한 항종양 효과를 비교 검증하기 위
해서 B16F105X 105세포를 C57BL/6마우스의 피하에 주사한 후
형성된 종양에 각각의 바이러스를 1X 1010VP또는 5X 109VP로
종양 내에로 주사한 후 종양의 성장을 비교 관찰하였다.종양의 크기
가 약 100㎣ 정도 되었을 때 △B7/IL12와 △B7/IL12/GM 바이러스
는 5X 109VP로,△B7과 △B7/GM 바이러스는 1X 1010VP로 5
회 종양 내로 직접 주사한 후 종양의 성장을 관찰하였다(Fig.6).그
결과,PBS와 △B7바이러스를 투여한 종양에서는 종양이 급속하게
성장하여 PBS의 경우 13일 정도에는 종양의 크기가 7672.89±1018
㎣가 되었으며,△B7을 투여한 마우스의 경우 13일 정도에는 991.00
±274.78㎣로 종양의 성장이 PBS그룹에 비해 다소 억제된 경향을
보였으나 20일 이후에는 종양이 급격하게 성장하였다.한편,사이토카
인을 발현하는 종양 선택적 살상 아데노바이러스인 △B7/IL12,△
B7/GM를 투여한 그룹에서는 바이러스 투여 후 20일간 종양의 크기
가 각각 85.98±58.72㎣,1144.01±130.18㎣로써 종양의 성장이 강
하게 억제되었으며,특히 △B7/IL12/GM 바이러스를 투여한 경우 15
일 경에는 종양이 완전히 소실되는 뛰어난 항종양 효과를 나타내었
다.
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Fig.6)Antitumoreffectin vivo.C57BL/6micebearing tumors
establishedbysubcutaneousinjectionof5X 105cellsweretreated
with5timesintratumoralinjectionofAds(∆B7and∆B7/GM :1
X 1010VP/time,∆B7/IL12and∆B7/IL12/GM:5X 109VP/time).
Tumorgrowthwasmonitoredona2-to3–dayintervaluntil
theendofthestudy.

6.마우스 한 개체 두 개의 종양 모델 수립 및 면역 기억능 측
정

최근 DC를 매개로 한 면역반응을 측정해 본 결과 DC에 의해
memoryT 세포의 활성이 증가된다고 보고된 바 있다.따라서 종양
주변에 GM-CSF를 고발현 시키면 종양 주변으로 DC가 이동 및 성숙
되어 종양에 대한 면역 기억능이 증가되는지를 검증하고자 마우스 한
개체 동일한 종양을 두 개를 형성하는 종양 모델을 수립하였다.Fig.
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7의 A에서 볼 수 있는 것처럼 마우스 왼쪽 복부 하단부에 B16F10세
포주를 주입하여 1차 종양이 형성된 후 종양의 사이즈가 100㎣가 되
면 1X 1010VP바이러스를 이틀 간격으로 총 4회 종양에 투여하였
다.마지막 바이러스 투여 후 8일 뒤 마우스의 오른쪽 복부 상단부에
B16F10세포를 주입하여 2차 종양을 형성한 뒤 약 13-15일 경 마우
스의 종양을 관찰하였다.Fig.7의 B에서 볼 수 있는 것처럼 ∆B7과
∆B7/GM 바이러스를 투여한 마우스의 경우 일차 종양이 매우 비대
하게 성장하였으며 2차 종양 또한 종양이 활발하게 성장하고 있었다.
반면 ∆B7/IL12를 투여한 마우스의 경우 1차 종양은 음성대조군이
PBS에 비해 종양의 성장이 억제되었으나 다시 종양이 성장하였을 뿐
만 아니라 2차 종양도 활발히 성장하였으며 특히 ∆B7/IL12/GM 바이
러스를 투여한 마우스의 경우 다른 실험군에 비해 1차 종양뿐만 아니
라 2차 종양의 성장도 강하게 억제되고 있음을 관찰하였다.∆
B7/IL12바이러스와 ∆B7/IL12/GM 바이러스를 투여한 마우스의 1차
종양과 2차 종양의 성장곡선을 비교해 보면 Fig.7의 C에서 볼 수 있
듯이 두 바이러스 모두 1차 종양의 성장이 25일 경에 600.02±502.5
㎣,38.9±31.1㎣으로 ∆B7/IL12/GM 바이러스를 투여한 마우스의 1
차 종양성장이 강하게 억제되었을 뿐만 아니라 30일 경 2차 종양 성
장을 비교해 보면 515.03±6.06㎣,83.7±50.86㎣으로 GM-CSF를
발현하는 ∆B7/IL12/GM 바이러스를 투여한 마우스에서 2차 종양 또
한 항종양 효과가 뛰어남을 관찰하였다.
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Fig.7)∆B7/IL12/GM inducedpotentantitumoreffectsagainstnot
onlytheinjectedtumor(primarytumor)butalsoanon-injected
tumor(secondary tumor)distantsite.(A)A two tumormodel
schedule. C57BL/6 mice bearing tumors established by left
subcutaneousinjectionof5X 105cellsweretreatedwith4times
intratumoralinjection ofAds(1X1010 VP pertumor).Secondary
tumor cells were inoculated 8 days after intratumoral
administrationofAds.(B)Observationofmiceondays13after
secondarytumorinjection.(C)Tumorvolumeswereassessedthree
timeseach week.Thegrowth ofprimary and secondary tumor
wassignificantlyinhibitedintreated with∆B7/IL12/GM.

7.마우스 비장에서의 면역 기억 세포의 군집 변화 관찰
GM-CSF에 의해 증대된 면역 기억능이 memoryT 세포의 군
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집의 증가에 의한 것인지를 검증하고자 memoryT 세포의 표지자로
알려진 CCR7과 CD127항체를 이용하여 FACS를 실시하였다.Fig.8
에서 볼 수 있는 것처럼 CCR7의 경우 항종양 효과가 뛰어났던 ∆
B7/IL12와 ∆B7/IL12/GM 바이러스를 투여한 마우스에서 16.59,26.54
이였으며 CD127의 경우 22.47,64.41로서 GM-CSF를 발현하는∆
B7/IL12/GM 바이러스에 의해 증가된 memoryT 세포 군집을 확인
하였다.

Fig.8)Flow cytometric analysis ofCCR7 and CD127 T cell
population.Single cellsuspension ofsplenocytes from B16F10
bearingC57BL/6micestainedwithCCR7andCD127monoclonal
antibodies,andanalyzedbyflow cytometry.

8.사이토카인을 발현하는 아데노바이러스에 의한 마우스 면역
기관의 변화 관찰

사이토카인을 발현하는 아데노바이러스에 의해 종양의 성장뿐
아니라 마우스 면역 기관에도 영향을 미치고 있음을 관찰하였다.종
양의 크기가 비교적 큰 PBS,∆B7,∆B7/GM 바이러스를 투여한 마
우스인 경우 같은 주령의 정상 마우스에 비해 비장이 크게 비대해져
있었으며 항종양 효과가 뛰어났던 ∆B7/IL12와 ∆B7/IL12/GM 바이
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러스를 투여한 마우스의 경우 비장이 정상 마우스에 비해 근소하게
비대해진 것을 관찰 할 수 있었다.그러나 마우스 흉선의 경우 다른
양상을 보였다.즉 종양의 크기가 큰 마우스에서 정상 마우스에 비해
오히려 줄어든 흉선의 크기를 확인 하였으며,항종양 효과가 좋은 ∆
B7/IL12와 ∆B7/IL12/GM 바이러스를 투여한 마우스의 경우 정상 마
우스와 대동소이한 흉선의 크기를 확인하였다(Fig.9의 A).이러한 흉
선의 변화를 좀 더 면밀히 관찰하기 위해 Fig.9의 B에 제시된 도표
대로 마지막 바이러스 투여 후 1일,4일 그리고 13일에 흉선을 수거
하여 흉선의 크기와 흉선세포 수를 관찰하였다.Fig.9C에서 볼 수
있듯이 마지막 바이러스 투여 후 1일과 4일의 경우 각 그룹 간 흉선
의 크기 변화가 대동소이한 반면 13일인 경우 PBS,∆B7,∆B7/GM
바이러스를 투여한 마우스의 흉선의 크기가 줄어들었음을 확인하였
다.13일에 수거한 흉선에서의 흉선 세포수를 관찰한 결과 ∆B7/IL12
와 ∆B7/IL12/GM 바이러스를 투여한 경우 6238±106.9X 104,6586
±57.4X 104개의 흉선세포를 관찰하였으며 ∆B7과 ∆B7/GM 바이
러스를 투여한 마우스의 경우 1816±10.6X 104,1897±57.4X 104

개의 흉선세포를 관찰하였다.반면 PBS의 경우 13일에 ∆B7,∆
B7/GM 바이러스를 투여한 마우스의 흉선과 크기가 비슷했음에도 불
구하고 514±12.0X104개로 약 3.6배 낮은 수의 흉선세포를 관찰하
였다.각각의 흉선을 수거한 날의 종양의 크기를 관찰해 본 결과 마
우스 종양이 성장함에 따라 흉선의 크기가 줄어드는 것을 통해 흉선
의 수축이 종양과 밀접한 관계가 있음을 확인 할 수 있었다.
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Fig.9)Changeofthymustreatedcytokineexpressing Ads.(A)
C75BL6miceweretreatedwith ΔB7,ΔB7/IL12,ΔB7/GM and Δ

B7/IL12/GM intoestablishedB16F10tumors.Micewerekilledon
day1,4and13afterfinalviralinjection.(B)A thymicharvest
schedule. C57BL/6 mice bearing tumors established by left
subcutaneousinjectionof5X 105cellsweretreatedwith4times
intratumoralinjectionofAds(∆B7and∆B7/GM,∆B7/IL12and
∆B7/IL12/GM 1X1010VP/time).Thymiwereharvestedonday1,
4,and 13 following the Ads injection.(C) Thymocyte was
observedadramaticreductioninmicetreatedwithPBS,ΔB7orΔ

B7/GM.Tumortissuewascollectedonday1,4and13afterfinal
viralinjection.Mean absolute thymocyte numbers ± SD from
PBS-orcytokineexpressingAds-miceevaluatedonday13after
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finalviralinjection.

9.흉선에서의 조직면역염색
마지막 바이러스 투여 후 1일,4일 그리고 13일에 흉선을 수

거하여 H&E염색을 실시하였다(Fig10).그 결과 각각의 바이러스를
투여한 흉선의 1일과 4일에서는 흉선의 cortex와 medulla가 뚜렷하게
구별되는 형태를 띠고 있었다.반면 PBS,∆B7,∆B7/GM 바이러스를
투여한 마우스의 13일에 수거한 흉선의 경우 흉선의 cortex와
medulla의 경계가 모호한 형태를 띠고 있었으며 항종양 효과가 뛰어
났던 ∆B7/IL12와 ∆B7/IL12/GM 바이러스를 투여한 마우스의 경우
흉선의 cortex와 medulla의 경계가 뚜렷히 구별되어 있었다.흉선 수
축의 주요 메커니즘은 세포 고사라고 보고된 바 있어 흉선에서
TUNNEL을 실시하였다.Fig11에서 볼 수 있듯이 PBS,∆B7바이러
스를 투여한 마우스의 흉선에서 마지막 바이러스 투여 후 1일에서 세
포고사가 일어나는 세포가 관찰되었으며 이러한 세포군은 마지막 바
이러스 투여 13일에서도 관찰 되었다.반면 ∆B7/GM 바이러스를 투
여한 마우스의 경우 마지막 바이러스 투여 후 13일에서 증가된 세포
고사 군집을 확인하였다.반면 ∆B7/IL12와 ∆B7/IL12/GM 바이러스
를 투여한 마우스의 경우 세포 고사가 일어난 세포군이 현저하게 줄
었으며 세포 분열 표지자인 PCNA 항체를 이용하여 조직면역염색을
실시한 결과 세포 분열이 활발히 일어나고 있음을 확인하였다.
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Fig. 10) Histological change in the thymus. H&E stained
preparationswerephotographedatamagnificationof100X,200
X.Onday13,depletionofthecortex anddisappearanceofthe
corticomedullaryjunctionsareobservedintheinvolutedthymus.
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Fig.11)TUNEL staining ofapoptotic cells in thymus;methyl
greencounterstained(TUNEL).ThymustreatedwithPBSorΔB7
exhibited significant increase in apoptotic levels.
ImmunohistochemicalstainingofPCNA proteininthymustissue;
Hematoxylincounterstained.A significantincreasewasobservedin
thethymusofΔB7/IL12/GM-treatedtumorbearingmouse.
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ⅣⅣⅣ...고고고 찰찰찰

암의 면역학적 치료는 인체 내의 면역 세포들이 암세포 표면
에 발현되는 정상세포와 다른 구조를 인식하여 면역반응을 일으켜 암
세포를 살상할 수 있다는데 기초를 두고 있다.그러나 실제로 암 환
자내의 암세포들은 여러 가지 원인에 의해 충분한 면역반응을 일으키
지 못하거나 유도된 항종양 면역반응으로 도피할 수 있는 능력을 가
지고 있어,결과적으로 종양이 계속적으로 성장하게 된다.이러한 기
전으로는 첫째,CTL 세포가 암세포를 인지할 때 사용하는 MHC,
adhesionmolecules,그리고 co-stimulatorymolecule과 같은 분자들
의 발현을 암세포 자신이 낮추거나 세포내로 감춤으로써 CTL세포가
인지하지 못하도록 한다15,16.둘째,암세포가 transforming growth
factor(TGF)-β와 같은 면역억제제나 방해물질을 분비하여 면역억제
상태를 유도하며17,18, 셋째,어떤 암세포는 자신의 표면을 덮는
mucopolysaccharides를 분비하여 CTL세포가 암세포를 인지하지 못
하도록 한다.넷째,보체를 활성화 시키지 못하는 방해 항체를 만들어
암세포에 붙임으로써 neutrophil및 macrophage를 매개로하는 염증반
응을 일으키지 못하도록 할 수 있다.다섯째,암세포는 CD95L을 발현
시켜 이들로 하여금 암세포로 몰려든 항원제시세포와 CTL세포를 죽
일 수 있다16.또한,암세포는 바이러스와 같은 병원균의 침입 때와는
다르게 GM-CSF와 TNF-α와 같은 위험신호와 B7,IL-12와 같은 보
조 신호를 줄 수 없기 때문에 암 항원에 대해 면역반응 보다는 내성
을 주로 유도한다.

현재,암 면역치료법 개발에 이용되고 있는 치료 유전자들로는
사이토카인,MHC항원,종양항원,B7과 같은 보조신호 분자 등이 있
으며,이들 유전자들을 이용한 유전자치료가 임상적으로 암을 치료하
는데 이용되기 위해서는 효율적으로 치료 유전자를 전달할 수 있는
벡터의 개발이 필수적이다.유전자 전달 벡터로써 아데노바이러스의
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여러 가지 장점들이 부각되면서 암 유전자치료에서 그 사용빈도는 꾸
준히 증가하고 있는 추세이며 특히 아데노바이러스에 의해 유발되는
면역반응은 암치료시에 오히려 이점이 될 수 있어 그 유용성이 뛰어
나다고 할 수 있다.또한,종양 특이적 살상 아데노바이러스가 새로운
암 유전자 치료법으로 대두된 이후 현재 이를 이용한 임상시험들이
활발히 진행되고 있다.종양 특이적 살상 아데노바이러스는 인체에
투여시 안전하게 항종양 효과를 유도한다는 것이 밝혀졌지만,야생형
아데노바이러스에 비해 낮은 세포 살상능으로 고농도의 아데노바이러
스를 인체에 반복적으로 투여하여야 하고 기존의 다른 항암요법들과
함께 병용치료를 하여야 하는 문제점들이 대두되고 있다19.

이러한 한계점들을 극복하기 위한 한 방안으로,본 연구에서는
종양 특이적 살상 아데노바이러스인 △B7바이러스를 유전자 전달체
로 이용하여 IL-12와 GM-CSF를 종양세포 특이적으로 고발현시켜
항암효과를 향상시키고자 하였다.GM-CSF는 종양 주변으로 APC세
포를 이동시키고 성숙시켜 종양 특이적 살상 아데노바이러스에 의해
죽은 암세포 잔해를 흡입한 후 공정과정(antigen presentation
processing)을 거쳐 주변 림프절로 이동하여 종양세포의 항원을 naive
T 세포에 전달하여 자극하며,IL-12는 CTL과 NK 세포를 활성화 시
키는 등 서로 다른 경로로 작용하기 때문에 이 두 가지 유전자를 함
께 사용하여 강력한 항암효과를 유도할 수 있는지를 알아보았다.생
체 내에서의 항종양 효과를 비교 검증한 실험에서,∆B7/IL12/GM 아
데노바이러스를 투여한 경우 종양의 성장이 억제되고 그 억제 효과가
지속된 반면,∆B7/IL12바이러스를 투여한 실험군에서는 초기에 종
양의 성장이 억제되었지만 종양이 재성장하는 결과를 얻을 수 있었
다.특히 음성대조군에 비해 암세포 특이적 살상 바이러스에 의해 항
종양 효과가 증가하였으며 사이토카인을 분비하는 바이러스인 경우
△B7바이러스 보다 증가된 항종양 효과를 보였다.이러한 결과들은
IL-12와 GM-CSF 발현에 의해 효과적인 면역반응이 유도되어 항종
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양 효과가 증대되었음을 의미한다.
GM-CSF는 항원 전달 기능을 강화시켜 T 세포 매개 암세포

독성을 증진시킨다20.따라서 GM-CSF를 발현하는 ∆B7/IL12/GM아
데노바이러스를 투여한 마우스 비장에서는 ∆B7/IL12바이러스를 투
여한 마우스 보다 증가된 CD4와 CD8군집을 관찰하였으며 종양에서
증가된 APC군집을 관찰하였다.특히 종양 특이적 T 세포 매개 살상
효과를 알아볼 수 있는 CTLassay와 IFN-γ ELISpotassay에서,∆
B7/IL12/GM 바이러스가 ∆B7/IL12바이러스에 비해 암세포 특이적
살상능이 증가되었을 뿐만 아니라 IFN-γ를 분비하는 세포군도 크게
증진시킬 수 있음을 확인하였다.사이토카인을 이용한 유전자 치료의
궁극적 목적은 숙주의 항종양 면역능을 향상시키고,종양에 대한 지
속적인 면역능을 갖게 하는데 있다.최근 DC에 의해 면역 기억능이
증가하다는 연구 결과를 통해 종양 주변에서 분비되는 GM-CSF에
의해 DC 세포를 매개로 한 면역 기억능이 증가되는지를 마우스 한
개체 두 종양 모델을 수립하여 검증한 결과 GM-CSF에 의해 항종양
면역 기억능이 유도되었음을 종양의 성장과 memoryT 세포 표지자
를 통해 확인하였다.뿐만 아니라 B7/IL12/GM 바이러스를 투여하여
종양이 완전히 제거된 마우스에 재차 B16F10세포를 주입하였을 경
우 종양이 생성되지 않은 결과를 통해 마우스 면역 기억능이 유도되
었음을 재차 확인할 수 있었다.이러한 결과들은,강력한 항종양 효과
를 유도하는 IL-12에 의해 직접적인 CTL의 활성화뿐만 아니라
GM-CSF에 의한 APC의 분화 및 기능 강화와 종양 특이적 T세포의
활성으로 항종양 면역효과를 보다 효과적으로 유도할 수 있음을 의미
한다.또한,모든 실험군에서 비장의 비대 소견이 관찰되었는데,이러
한 현상은 종양 항원과 사이토카인 자극에 의한 림프구의 활성화 때
문으로 사료된다21.그러나 마우스 흉선의 경우 종양의 크기가 커질수
록 흉선의 크기가 줄어들어 종양의 크기와 매우 밀접한 관계가 있음
을 관찰하였다22-24.흉선의 H&E를 통해 치료 효과가 미비하여 종양이
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크기가 큰 PBS와 △B7바이러스를 투여한 마우스의 경우 흉선의
cortex와 medulla의 경계가 모호할 뿐만 아니라 세포고사를 일으키는
세포군집이 증가되었음을 관찰하였다. 반면 치료효과가 좋았던
B7/IL12/GM와 ∆B7/IL12바이러스를 투여했던 마우스의 흉선의 경
우 정상 마우스와 대동소이한 흉선의 크기를 관찰하였을 뿐만 아니라
활발하게 세포 증식이 일어나고 있음을 조직면역염색을 통해 확인하
였다.



-39-

ⅤⅤⅤ...결결결 론론론

본 실험의 결과를 전체적으로 종합한다면,종양 선택적 증식
및 살상이 가능한 아데노바이러스에 의한 암세포 살상뿐 아니라,
IL-12와 GM-CSF의 암세포 특이적 고발현에 따른 항암 면역반응으
로 국소적인 암의 치료는 물론 암의 재발을 억제하고 또한 전이암의
치료에도 유용하게 사용될 수 있을 것으로 사료된다.
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IL-12exhibitsimportantbiologicalactivities,includingthe
ability to enhance NK and CTL activities and to direct a
cell-mediatedimmuneresponsebygeneratingaTh1-typeimmune
response and inhibiting differentiation ofTh2-type lymphocytes.
Recent reports demonstrated that IL-12 administration could
enhancethestimulatorycapacityofbonemarrow-derivedDCsin
vitro.Granulocyte-macrophagecolonystimulatingfactor(GM-CSF)
is the most potent stimulator of a specific and long-lasting
antitumor immunity and documented its importance for the
maturation ofantigenpresenting cellsintostimulatorsofT cell
activation.Onthebasisofthesefindings,wedecidedtoevaluate
the capacity to enhance antitumor- effect.To increase the
potential anti-tumor activity of oncolytic adenovirus, we
constructed∆B7/IL12/GM oncolyticadenoviralvectordeletedE1B
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region(E1B55kDaandE1B19kDa)andmutatedretinoblastoma(Rb)
binding sites. The expression of IL-12 and GM-CSF was
confirmed by ELISA. The therapeutic efficacy of oncolytic
adenovirusexpressing IL-12andGM-CSF wasevaluated in an
immunocompetentmousebearingmurinemelanomaB16F10tumor.
Theresultsshowedsignificantinhibitionoftumorgrowthtreated
with saline-treated tumors.Moreover,the IL-12 and GM-CSF
expressingoncolyticadenovirusdemonstratedenhancedanti-tumor
activity and a higher incidence of complete tumor regression
comparedtotumorstreatedwiththeanalogousvector(∆B7)that
lacks the IL-12 and GM-CSF transgene.Survivalwas also
significantly prolonged in ∆B7/IL12/GM treated animals. To
establishthattheabservedanti-tumoreffectisassociatedwiththe
generationoftumor-specificimmuneresponse,wecarriedoutCTL
assay.NumberofcellsexpressingIFN-γ,acytokinesecretedby
CTL wasevaluatedthroughIFN-γ ELISpotassay.Weobserved
that∆B7/IL12/GM inducedhigherspecifickillingeffectthanthose
treated with ∆B7.MoreoverCD4+ and CD8+ T cellpopulation
was elevated in ∆B7/IL12/GM treated mice compared to ∆B7
treated mice.We investigated the relationship between tumor
growthandtheimportantalterationinthesizeofthymus.TUNEL
assay was performed to examine apoptosis in situ,in whole
thymus tissue section. With this methodology, significant
differencesinthelevelofapoptosisweredemonstrablebetweenthe
thymifrom PBS or△B7-treated miceand thosefrom cytokine
expressing adenovirus treated tumorbearers.In conclusion,the
findingofthisstudydemonstratetheeffectivenessofaugmenting
the immune response againsttumors with oncolytic adenovirus
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expressingbothIL-12andGM-CSF.The∆B7/IL12/GM showed
augmentedandprolongedeffectin suppressing tumorgrowth in
vivo.Giventheresultsshowninthisstudy,IL-12andGM-CSF
gene transferprovides a potentialtherapeutic strategy forthe
managementofneoplasia.
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