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감감감사사사의의의 글글글

작년 감사의 글을 쓰고 있는 선배 옆에서 좋게 써달라고 말했던
기억이 생생한 데 옆에서 감사의 글 좋게 써달라는 후배의 말을 듣고
있으니 기분이 묘합니다.파이펫팅조차 할 줄 몰랐던 제가 실험실에
들어와서 이렇게 논문이란 것을 내기까지 참 많은 일들이 있었습니
다.처음으로 클로닝한 바이러스가 잘 만들어지지 않아 속상했던 일,
바이러스의 효과가 나타나는 실험 결과가 나왔을 때의 신기함 등 이
루 다 말할 수 없습니다.처음 논문을 쓰기 시작했을 때만 해도 제
자신이 뿌듯하고 대견스러웠는데 이렇게 마지막 정리를 하며 돌아보
니 너무 부족한 점이 많아 보입니다.그렇지만 석사 생활 2년 누구에
게도 부끄럽지 않게 열심히 했다는 자부심을 가지고 감히 이 논문을
마무리 합니다.
아직 모르는 것이 너무 많고 부족한 제가 석사 생활을 정리할 수

있는 이런 귀한 논문을 낼 수 있었던 것은 무엇보다도 저희 실험실
사람들 덕분입니다.항상 허허 하시며 저희들을 격려해 주시지만 때
론 예리하게 잘못된 점을 지적해 주시는 김주항 선생님,실험실의 모
든 일들을 세심히 돌봐주시고 저희 실험을 하나하나 이끌어 주시는
엄청난 능력의 소유자 윤채옥 선생님 두 분께 정말 감사드립니다.또
한,이 논문을 마치 선생님 실험실 학생의 논문처럼 꼼꼼히 살펴보시
고 검토해 주신 신전수 선생님께도 감사드립니다.항상 실험실 학생
들에게 친한 선배처럼 편하게 대해 주시는 손주혁 선생님과 새로이
오셔서 아직 친해지지는 못했지만 늘 암연구소 세미나를 열어주시는
안중배 선생님,그리고 항상 열심히 하는 모습을 몸소 보여 주셨던
김현희 선생님께도 감사의 마음을 전합니다.석사 생활을 큰 어려움
없이 즐겁고 재밌게 실험할 수 있도록 효과 좋은 zincfingerprotein
을 만들어 주신 그리고 많은 실험적인 조언을 해주신 김진수 선생님
과 신현철 선생님,전혀 angiogenesis를 모르던 제게 친절하게 많은
것을 가르쳐 주신 권영근 선생님,김억천 선생님,그리고 민정기 선생
님께도 정말 감사드립니다.
사랑하는 저희 실험실 식구들 모두 너무 너무 고맙습니다.분자

생물학적 지식이 부족한 저에게 늘 자세히 가르쳐 주시던 재성 선배
님,실험실 맏언니로 후배들에 많은 것을 전수해 주시던 영숙 언니,
멀리 중국에서 오셔서 열심히 실험하고 계시는 동물 실험의 대가 황
경화 선생님,고등학생도 모자라 중학생처럼 보이는 김진선 선생님,
늘 조용히 열심히 실험하시는 그러나 술자리에선 무서운 왕언니 민정



언니,아무것도 모르던 저에게 실험을 가르치느라 고생했을 이제는
아기 엄마가 된 경주 언니,같은 분야의 실험을 하며 실질적으로 제
가 논문 실험을 하는데 있어 가장 많은 조언과 도움을 준 열혈 실험
쟁이 지영 언니,1연구소 분위기 메이커이자 정말 꼼꼼한 평환 오빠,
털털한 성격이 정말 매력적인 아름 언니,이제 영국에서 새로운 출발
을 준비하는 태영 언니,저의 하나 밖에 없는 동기이자 분위기 메이
커인 너무 착한 일규 오빠,이제 막 실험실 막내를 벗어나 아직도 여
러 가지 잡일을 도맡아 하는 성실한 오준이,아기같이 귀엽고 착한
특히 웃는 모습이 너무나 사랑스러운 민주,그리고 명실상부 실험실
막내로 이제 막 새로운 걸음을 내딛는 성미.여러분 모두에게 정말
감사드리고 항상 좋은 일들만 함께 하기를 바랍니다.늘 보이지 않는
곳에서 실험실 여러 가지 일들을 도맡아 하시는 박근호 선생님과 선
영이 에게도 감사하다는 말씀을 전합니다.
제가 힘들고 지칠 때마다 항상 저에게 웃음과 여유를 주었던 사랑

하는 고등학교 친구들,대학 동기들,춤패탈 선후배 여러분께 사랑한
다는 말을 전하고 싶습니다.오빠 아닌 오빠로 실험에 지쳐 전화할
때마다 늘 웃으며 받아준 호준이,원생이란 동질감으로 힘이 되어준
성찬이,태식 오빠에게도 좋은 결과가 있기를 바랍니다.
무엇보다도 제가 정말 아끼고 사랑하는 우리 가족들,진심으로 존

경하는 잘생긴 우리 아빠,때로는 친구처럼 때로는 힘들다고 다 큰딸
이 어린애 마냥 어리광을 부려도 다 받아주시는 세상 때 묻지 않은
우리 엄마,늘 티격태격하지만 언어 능력이 아주 뛰어난 자랑스러운
멋쟁이 우리 언니 그리고 옆에서 늘 큰 힘이 되어준 사랑하는 민철이
에게도 저의 이 고마운 마음,사랑하는 마음을 전하고 싶습니다.

저자 씀
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국국국문문문요요요약약약

Zincfingerprotein을 이용한
VEGF-A promoter활성화 조절 연구

신생 혈관 형성은 내재하는 혈관에서 새로운 모세 혈관이 자라나
는 과정으로 vascularendothelialgrowthfactor(VEGF)는 신생 혈관
형성의 가장 강력한 유도체이다.VEGF가 중재하는 신생 혈관 형성은
종양의 성장 및 침윤에 중요한 역할을 하기 때문에 항암 치료에 있어
서 주된 표적이 되고 있다.항암 치료를 위한 신생 혈관 억제와 반대
로,치료 목적의 신생 혈관 형성은 허혈 조직에 산소와 혈액을 공급
하는 collateralvessel의 수를 증가시키는 혁신적인 방법이다.따라서
VEGF의 발현을 조절할 수 있다면 신생 혈관 형성을 억제 혹은 촉진
함으로써 항암 치료나 허혈성 질환 치료에 이용할 수 있다.
진핵 전사 인자 중 가장 큰 그룹을 이루는 Cys2-His2zincfinger

protein을 이용하여 내재적인 표적 위치를 바로 인지하여 전사를 촉진
하거나 억제하는 인공 전사 인자를 만들 수 있다.이는 표적 DNA의
변형 없이 그 발현을 조절할 수 있다는 이점이 있다.따라서 내재하
는 VEGF-A 프로모터의 활성을 조절함으로써 모든 isoform의 발현을
조절할 수 있는 전사 억제 인자인 F435-kox와 활성화 인자인
F435-p65를 유전자 전달 효율이 높은 아데노바이러스에 삽입하였다.
즉,아데노바이러스의 E1부위에 greenfluorescentprotein(GFP)

을 표지 유전자로 도입하고 E3부분에 F435-kox를 발현하는 복제 불
능 아데노바이러스를 제작하여 VEGF 발현 억제 정도를
humanVEGFELISA(enzyme-linkedimmunosorbentassay)를 수행하
여 확인하였다.VEGF발현 감소로 인한 혈관 내피 세포의 분화 능력
감소와 sprouting 감소를 tube formation assay와 aorta ring
sproutingassay를 통하여 확인할 수 있었다.이와 더불어 아데노바이
러스의 E1B유전자가 소실되고 E1A 부위 중 Rb와의 결합능이 소실
된 종양 선택적 살상 아데노바이러스의 E3부위에 F435-kox를 삽입



하여 뛰어난 생체 내 항종양 효과를 확인하였다.혈관 내피 세포 표
지 인자인 CD31발현 정도 확인을 통하여 종양 조직 내에서의 신생
혈관 억제 효과도 검증할 수 있었다.또한,F435-p65를 GFP를 발현
하는 복제 불능 아데노바이러스의 E3부위에 삽입하여 VEGF 발현
촉진 정도를 hVEGFELISA를 수행하여 확인하였고,그 효과를 tube
formationassay와 aortaringsproutingassay를 통하여 다시 한 번
검증할 수 있었다.
이와 같은 결과를 통하여 Ad-ΔE1GFP-kox와 Ad-ΔE1GFP-p65

모두 내재하는 VEGF-A 유전자의 발현을 효과적으로 조절할 수 있음
을 확인할 수 있었다.따라서 종양 선택적 살상 아데노바이러스 자체
의 종양 선택적 살상능과 더불어 E1A 발현과 F435-kox발현으로 유
도된 VEGF-A 발현 억제로 인해 상승된 항종양 효과를 보이는 Ad-
ΔB7-kox는 항암 치료에 유용하게 이용될 수 있을 것이라 생각된다.
모든 종류의 VEGF-A isoform을 발현시키는 Ad-ΔE1GFP-p65는 생
체 내의 생리학적 신생 혈관 형성과 가장 유사한 효과를 유도하여 허
혈성 질환이나 심혈관계 질환 치료에 효과가 있을 것으로 사료 된다.

핵심되는 말 :VEGF,신생 혈관 형성,zincfingerprotein,
인공 전사 인자,아데노바이러스



Zincfingerprotein을 이용한
VEGF-A promoter활성화 조절 연구

<지도교수 김주항 >

연세대학교 대학원 의과학과

강강강 윤윤윤 아아아

ⅠⅠⅠ...서서서론론론

Senger연구팀에 의해 vascularpermeabilityfactor(VPE)가 1983
년에 최초로 발견되고1 1989년에는 vascular endothelialgrowth
factor(VEGF)의 기능이 규명되었다.그 후 VPE와 VEGF가 같은 물
질이라는 것이 밝혀졌고 종양 신생 혈관 형성에의 결정적인 역할 때
문에 VEGF에 대한 많은 연구들이 이루어지기 시작하였다.VEGF-A
는 신생 혈관 형성의 주요 유도 물질로 VEGF-A의 단일 allele이 손
상되더라도 심혈관계 발달이 치명적으로 저해되기 때문에 어린 배아
상태에서 죽음에 이른다2.이로부터 VEGF-A의 발현이 아주 정교하
게 조절되어야 한다는 것을 알 수 있다.HumanVEGF-A에는 일곱
종류의 isoform이 존재하는데 이들은 각각 121,145,148,165,183,
189,그리고 206개의 아미노산으로 구성되어 있으며 alternative
splicing에 의해 만들어 진다3,4.최근 연구들에 의하면 VEGF가 세포
고사 억제,림프 신생 혈관 형성,면역 억제 그리고 조혈모세포의 생
존(hematopoieticstem cellsurvival)조절에도 작용한다고 알려져 있
다5-8.
VEGF가 중재하는 신생 혈관 형성은 내재하는 혈관에서 새로운

모세 혈관이 자라나는 과정을 말하는데 종양의 성장 및 침윤에 중요



한 역할을 하고 있으며,많은 종류의 종양 세포에서 VEGF-A가 과발
현 되어 있다9.종양이 자라는데 있어 신생 혈관 생성을 통한 혈류 공
급의 증가는 필수적이기 때문에 종양 내 혈관 생성 억제는 암 치료의
주요 표적이 되고 있고,angiostatin,endostatin,thrombospondin-1그
리고 uPA-fragment등이 현재 신생 혈관 생성 억제제로 이용되고 있
다10.이러한 신생 혈관 형성 억제제들을 종양 내에서 고발현 시켜 준
다면 상당한 치료 효과를 기대 할 수 있을 것이다.실제 전임상 연구
에서 angiostatin과 같은 신생 혈관 억제 물질들을 투여하여 항종양
효과를 보고한 바 있다11.그러나 신생 혈관 억제제 투여 방법은 이들
물질들의 짧은 반감기 때문에 반복 투여가 불가피하고 이로 인한 독
성 위험과 고비용,그리고 적정 사용량 등의 문제점을 안고 있다.이
에 비해 유전자 치료는 한 번의 시술로 지속되는 고발현 효과와 비용
절감 효과,그리고 하나 이상의 치료 유전자를 체내에 도입할 수 있
다는 장점이 있다12.암 유전자 치료에 이용되는 유전자 전달체 중에
서 아데노바이러스가 현재 가장 널리 사용되고 있는데,아데노바이러
스는 우수한 유전자 전달 효율을 보이고 높은 역가로 생산이 가능하
며 쉽게 농축할 수 있는 장점이 있다.실례로 angiostatin을 발현하는
복제 불능 아데노바이러스를 생체내로 일회 투여하여 U87MGglioma
xenograft모델에서 종양의 성장을 약 80% 억제하였다13.따라서 아데
노바이러스에 이들 신생 혈관 생성 억제제들을 도입하여 고발현 시켜
준다면 상당한 항암 치료 효과를 기대 할 수 있을 것이다.
항암 치료를 위한 신생 혈관 억제와 반대로,치료 목적의 신생 혈

관 형성은 허혈 조직에 산소와 혈액을 공급하는 collateralvessel의
수를 증가시키는 혁신적인 방법이다14.β-blockers,Ca2+-antagonists,
nitrates(coronary artery disease(CAD)의 치료), 그리고
prostanoids(peripheralarterialocclusivedisease(PAOD)의 치료)등
기존의 치료법들은 collateralvessel의 성장을 촉진시키지는 못한다10.
허혈 조직에 새로운 혈관을 형성시키는 초기 단계에는 성장 인자의
지속적인 발현이 필요하기 때문에 아데노바이러스를 이용한 유전자
치료는 재조합 성장 인자 단백질의 투여 방법에 비해 여러 측면에서
우월하다15.재조합 성장 인자 단백질을 투여할 경우에는 혈관의



luminalside부터 노출되고 높은 생산 원가와 시술 횟수 면에서 유전
자 치료에 비해 효율적이지 못하다.실례로 CAD환자를 대상으로 한
VEGF와 fibroblastgrowthfactor(FGF)단백질을 투여한 임상 실험
은 치료 효과를 보지 못하고 실패하였다16,17.이에 반해 CMV 프로모
터에 의해 발현되는 FGF-5를 발현하는 재조합 복제 불능 아데노바이
러스를 돼지의 관상 동맥에 주사한 경우에는,약 25-30%의 심근 세
포들이 아데노바이러스에 감염되었고,효과적인 치료 유전자의 발현
으로 새로운 collateral혈관들의 성장이 촉진되었다.또한,스트레스로
인해 유도되는 심장 혈류 흐름의 이상과 심근 기능의 결함도 정상으
로 돌아왔다18.
혈관은 유전자 도입을 위한 접근이 쉽고 형질 도입된 유전자의 단

기적 발현만으로도 허혈성 질환에 대한 치료 효과를 보기에 충분하기
때문에19,20아데노바이러스를 이용한 허혈성 질환에 대한 유전자 치료
는 전망이 밝다.즉,허혈성 심혈관 질환의 경우 유전자 치료법을 이
용하여 일부 심근 세포들에만 치료 유전자의 형질 이입이 이루어지더
라도 심근 세포들이 신생 혈관 성장 인자를 지속적으로 분비할 수 있
다.또한,성장 인자는 신생 혈관 형성 프로그램이 시작되는 초기 단
계에만 필요하기 때문에 치료 효과가 충분히 나타날 것으로 생각된다
10.오히려 국소적으로 VEGF가 장기간 발현될 경우에는 과도한 신생
혈관 생성과 혈관종(hemangioma)의 형성을 유도할 수 있어 안전성을
위협할 수 있다21.현재 심혈관 유전자 치료의 주요 대상은 관상동맥
질환(CAD),말초동맥 폐쇄 질환(PAOD)을 위한 신생 혈관 생성 촉진
14,22,혈관 성형술 후(postangioplasty),그리고 도관 재협찰(stent
restenosis)의 억제23,24등이다.
유전자 치료가 임상에 보다 효과적으로 적용되기 위해서는,치료

유전자의 발현을 특이적으로 조절할 수 있는 시스템의 개발이 선결되
어야 한다.자연계에서 특정 유전자의 전사 조절은 전사 인자라는 단
백질을 통해 이루어지는데 이 단백질은 두개의 기능적으로 분리된 단
위로 이루어져 있다.하나는 특정부위의 DNA를 인지하여 결합하는
도메인이고 다른 하나는 대상 유전자의 전사를 조절하는 기능적 단위
이다25.Cys2-His2zincfingerprotein은 진핵 전사 인자 중 가장 큰



그룹을 이루는 단백질로 인간 유전체 중 반 이상의 전사 활성화 인자
들이 이 그룹에 속한다26.따라서 zincfinger는 인공 전사 인자를 만
드는데 있어 매우 중요한 platform을 제공한다27.특정 DNA 위치에
결합하는 zincfinger를 자연계에 존재하는 전사 활성화 도메인 또는
억제 도메인과 결합시키면 내재적인 표적 위치를 바로 인지하여 전사
를 촉진하거나 억제하는 인공 전사 인자를 만들 수 있고 이는 표적
DNA의 변형 없이 그 발현을 조절할 수 있다는 이점이 있다.실제로
인공적으로 제작된 zinc finger protein을 이용하여 내재적인
chromosomalgene을 성공적으로 조절한 예들이 보고되고 있다28-30.
본 연구는 VEGF-A 프로모터에 특이적으로 결합하는,사람의 유

전체 염기 서열에서 유래한 zincfinger에 전사 억제 인자 (kox)또는
전사 활성화 인자(p65)를 결합한 인공 전사 인자들인 F435-kox또는
F435-p65를 아데노바이러스에 도입하여 VEGF-A의 발현 감소 또는
증대 효과를 알아보고자 하였다.
종양 세포에서는 p53단백질의 변이 뿐 아니라 retinoblastoma단

백질(pRb)의 돌연변이 혹은 pRb관련 신호기전이 상당부분 손상되어
있기 때문에,pRb와의 결합능이 소실된 아데노바이러스는 정상 세포
에서는 pRb의 활성으로 아데노바이러스의 복제가 억제 되지만 pRb의
기능이 억제된 종양 세포에서는 활발하게 복제되어 암세포를 선택적
으로 살상할 수 있다31,32.이러한 점에 착안하여,본 연구실에서는 아
데노바이러스의 E1A 유전자 부위 중 pRb와의 결합에 관여하는 CR1
부위의 Glu아미노산을 Gly로 치환시키고 CR2부위의 7개 아미노산
(DLTCHEA)을 Gly(GGGGGGG)으로 치환시킴으로서 pRb와의 결합
능이 소실된 아데노바이러스를 제작하였다.동시에 p53단백질의 기
능을 억제하는 E1B 55kDa과 세포 고사 억제 기능을 하는 E1B 19
kDa유전자를 제거함으로써,p53이 불활성화된 종양세포들에서 선택
적으로 복제 가능하고33-38,또한 세포 고사도 함께 유발할 수 있는 개
선된 종양 선택적 살상 아데노바이러스인 Ad-ΔB7을 제작하였다.
이러한 배경 하에,궁극적으로 본 연구에서는 VEGF-A를 전사 단

계에서 억제시키는 인공 전사 인자 유전자를 본 연구실에서 제작한
종양 선택적 살상 아데노바이러스에 삽입하여 고발현 시켜줌으로써,



복제 가능한 바이러스에 의한 암세포 특이적 살상 효과와 더불어 신
생 혈관 형성 억제에 의한 항암 효과가 함께 유도되어 총체적인 항종
양 효과가 향상되는지를 알아보고자 하였다.또한 복제 불능 아데노
바이러스에 VEGF-A의 발현을 촉진하는 인공 전사 인자 유전자를 삽
입하여 VEGF-A를 높게 발현 시켜줌으로써 허혈성 질환에서의 치료
효과를 알아보고자 하였다.

ⅡⅡⅡ...재재재료료료 및및및 방방방법법법



111...대대대상상상세세세포포포주주주및및및세세세포포포배배배양양양

실험에 사용된 세포주들은 인체 뇌암 세포주인 U343와 U87MG,
인체 평활근 세포인 coronaryarterysmoothmusclecell(CASMC)과
humanaorticsmoothmusclecell(AoSMC)를 이용하였다.뇌암 세포
주는 American Type Culture Collection(ATCC,Manassas,VA,
USA)에서 구입하였고, 평활근 세포들은 Cambrex(Cambrex Bio
Science,Walkersville,Maryland,USA)에서 구입하였다.Human
umbilicalvascularendothelialcell(HUVEC)은 연세대학교 생화학과
권영근 선생님으로부터 받았다.그리고 아데노바이러스 초기 발현 유
전자인 E1부위가 숙주 유전체 내에 내재되어 있는 HEK293세포주
(ATCC)를 아데노바이러스 생산 세포주로 사용하였다.뇌암 세포주들
은 10%의 우태아 혈청(FBS;Gibco-BRL,GrandIsland,NY,USA)이
포함된 DMEM 배양액으로 항생제 100U/mlpenicillin,100 μg/ml
streptomycin(Gibco-BRL)을 첨가하여 5% CO2의 존재 하에 37oC 항
온 배양기에서 배양하였다.평활근 세포들은 5% FBS,2 ng/ml
human fibroblastgrowth factor-B,0.5 ng/mlhuman epidermal
growthfactor,50 μg/mlgentamicin,50ng/mlamphotericin-B,그리
고 5 μg/mlbovineinsulin이 첨가된 SmGM-2(Cambrex)배양액으로
배양하였고 계대 배양 5-8 사이의 세포들만 실험에 사용하였다.
HUVEC세포는 20% FBS가 포함된 M199(Invitrogen,Carlsbad,CA,
USA)에 항생제 100 U/mlpenicillin,100 μg/mlstreptomycin,3
ng/mlbasicfibroblastgrowthfactor(UpstateBiotechnology,Lake
Placid,NY,USA),그리고 5U/mlheparin을 넣고 배양한 계대 배양
3-5사이의 세포들로 실험을 하였다.

222...실실실험험험동동동물물물



Rataortaringsproutingassay는 6주령의 Sprague-Dawley수
컷 쥐를 SLC(JapanSLC,Inc.,Japan)에서 구입하여 사용하였고,생체
내 항종양 효과 실험은 6～8주령의 수컷 누드 생쥐(BALB/c-nu)를
SLC에서 구입하여 사용하였다.동물 사육실의 온도는 22±2oC,습도
는 55～60%로 유지시켰으며,명암 순환이 12시간 단위로 조절되게
하였고,방사선 조사로 멸균한 고형사료(중앙실험동물,Seoul,Korea)
와 멸균된 급수를 자유로이 섭취하게 하였다.

333...VVVEEEGGGFFF---AAA프프프로로로모모모터터터특특특이이이적적적zzziiinnncccfffiiinnngggeeerrrppprrrooottteeeiiinnn을을을발발발현현현하하하는는는아아아데데데노노노바바바
이이이러러러스스스들들들의의의제제제작작작,,,생생생산산산및및및역역역가가가산산산출출출

VEGF-A의 전사를 효과적으로 억제 혹은 증가시킬 수 있는 zinc
finger protein 플라즈미드인 F435-kox와 F435-p65((주) 툴젠,
Daejeon,Korea)를 아데노바이러스 E3셔틀 벡터인 pSP72ΔE3에 삽
입하여 각각 pSP72ΔE3-F435-kox와 pSP72ΔE3-F435-p65를 제작하였
다.GFP와 zincfingerprotein을 동시에 발현하는 복제 불능 아데노
바이러스를 제작하기 위하여,상기에서 제작된 pSP72ΔE3-F435-kox
와 pSP72ΔE3-F435-p65E3셔틀벡터를 각각 PvuI과 ScaI제한효소
로 처리하여 선형화시키고,E3유전자가 소실되고 E1부위에 GFP가
삽입된 pAd-ΔE1GFP바이러스 벡터를 SpeI제한효소를 처리하여 선
형화시켰다.이들을 함께 대장균 BJ5183(obtainedfrom S.B.Verca,
UniversityofFribourgh,Switzerland)에서 동시 형질 전환시켜 유전
자 상동 재조합(homologousrecombination)을 유도하여 GFP유전자
와 VEGF-A 프로모터 특이적 zincfingerprotein을 동시에 발현하는
복제 불능 아데노바이러스 벡터인 pAd-ΔE1GFP-kox와 pAd-Δ

E1GFP-p65를 각각 제작하였다.VEGF-A 프로모터 특이적 zinc
fingerprotein을 발현하는 종양 특이적 살상 아데노바이러스를 제작
하기 위해서는,상기에서 제작된 pSP72ΔE3-F435-kox아데노바이러
스 E3셔틀벡터를 PvuI제한효소로 처리하여 선형화시킨 뒤,SpeI제



한효소를 처리하여 선형화 시킨 pAd-ΔB7아데노바이러스 토탈 벡터
(E1A의 Rb결합 부위가 변이되고,E1B 19kDa유전자와 E1B 55
kDa유전자가 함께 소실된 종양 특이적 살상 아데노바이러스)와 함께
대장균 BJ5183에서 동시 형질 전환시켜 pAd-ΔB7-kox종양 선택적
살상 아데노바이러스 벡터를 제작하였다.상동 재조합된 아데노바이
러스 벡터들을 HindIII제한효소로 처리하여 상동 재조합 유무를 확
인한 후,확인된 플라즈미드들은 PacI제한효소로 절단한 뒤 HEK293
세포주에 형질 전환시켜 아데노바이러스를 생산하였다.대조군으로
사용된 바이러스는 E1부위의 유전자들이 결손 되고 그 부위에 GFP
유전자를 가진 Ad-ΔE1GFP와 E1A 부위의 Rb결합 부위가 변이되
고,동시에 E1B19kDa와 E1B55kDa유전자들이 모두 결손된 Ad-Δ

B7이며,각각의 아데노바이러스는 HEK293 세포주에서 증식시켜
CsCl gradient로 농축하여 순수 분리하였으며,limiting titration
assay으로 역가(plaqueformingunit;PFU)를 산출하였다.

444...VVVEEEGGGFFF---AAA발발발현현현변변변화화화검검검증증증     

VEGF-A 프로모터 특이적 zincfingerprotein을 발현하는 아데노
바이러스에 의해 VEGF-A의 발현이 효과적으로 억제 혹은 증진되는
지를 검증하기 위하여,enzyme-linkedimmunosorbentassay(ELISA)
를 시행하였다.먼저 VEGF-A의 발현이 억제되는지 확인하기 위하여
뇌암 세포주인 U343,U87MG(1 Χ 106cells)를 25T flask에 각각 분
주한 뒤,다음날 아데노바이러스를 여러 농도의 multiplicity of
infection(MOI)로 감염시키고 4시간 후,5% FBS가 포함된 DMEM
배지로 교체하였다.바이러스 감염 후 48,72,96시간에 배지를 회수
하기 위하여,배지 회수 30시간 전에 FBS가 포함되지 않은 DMEM으
로 6시간 동안 starvation을 준 뒤 1% FBS가 포함된 DMEM으로 배
지를 교환하여 24시간 동안 배양하였다.회수된 배지는 800g로 원심
분리하여 상층액을 분리한 뒤,이 중 100 μl의 상층액을 이용하여
VEGF-A ELISA 분석을 시행하였다.배지를 회수한 후,남아있는 세
포는 150 μl의 차가운 lysis용액으로 세포를 용해시킨 다음,10,000g



에서 15 분간 원심 분리하여 단백질을 분리하고,단백질 분석
kit(Bio-Rad,Hercules,CA,USA)를 이용하여 세포내 단백질 양을 정
량하였다.ELISA 분석에 의해 산출된 VEGF-A 양은 세포내 단백질
양에 의해 보정하였다.VEGF-A 발현 증진 여부를 확인하기 위해서
는,U343세포주(6 Χ 105cells),CASMC,AoSMC(2.5 Χ 105cells)를
6-wellplate에 분주한 뒤 다음 날 아데노바이러스를 여러 농도의
MOI로 감염시키고 4시간 후,각각 1% FBS가 포함된 DMEM과
SmGM-2배지로 교체하였다.배지 교체 후 24시간,36시간 그리고
48시간에 배지를 각각 회수하여 상기된 방법과 동일하게 ELISA를
수행하였다.

555...TTTuuubbbeeefffooorrrmmmaaatttiiiooonnnaaassssssaaayyy

VEGF-A 프로모터 특이적 zinc finger protein 발현에 따른
VEGF-A의 발현 감소 혹은 증가로 혈관 내피 세포의 tubeformation
기능이 변화되는지를 알아보기 위하여,HUVEC 세포를 이용하여
tube formation assay를 시행하였다. 먼저, 250 μl의 growth
factor-reducedmatrigel(CollaborativeBiomedicalProducts,Bedford,
MA,USA)를 얼음 위에서 차갑게 만든 24-wellplate에 균일하게 분
주한 뒤,37oC에서 30분간 polymerization하였다.HUVEC(3-5계대
배양)세포는 6시간 동안 1% FBS를 포함한 M199배지에서 배양하
여 혈청 starvation시킨 뒤,trypsin을 처리하여 세포수를 측정하였다.
혈청 starvation 전처리가 된 HUVEC(2 Χ 105 cells) 세포를,
VEGF-A 발현 억제 실험군의 경우 Ad-ΔE1GFP 또는 Ad-Δ

E1GFP-kox아데노바이러스를 각각 30MOI처리한 후 48시간 후에
수득한 U343세포 배양액과 50MOI를 처리한 후 72시간 뒤에 수득
한 U87MG 세포 배양액과 섞은 뒤,matrigel이 분주된 24-wellplate
에 분주하고 배양하였다.VEGF-A 발현 촉진 실험군의 경우에는,100
MOI(U343)와 500 MOI(CASMC)의 Ad-ΔE1GFP 또는 Ad-Δ

E1GFP-p65아데노바이러스를 각각 처리하고 36시간 뒤에 수득한
세포 배양액과 섞은 뒤 배양하였다.양성 대조군으로는 40ng/ml의



VEGF-A 단백질(UpstateBiotechnology,LakePlacid,NY,USA)을
이용하였다.배양 후 18시간에서 24시간 사이에 배양액을 제거하
고 PBS로 2번 세척한 뒤 현미경으로 tube형성을 관찰하였다.

666...EEExxxvvviiivvvoooaaaooorrrtttaaarrriiinnngggsssppprrrooouuutttiiinnngggaaassssssaaayyy

VEGF-A 프로모터 특이적 zincfingerprotein발현에 따른 혈관
형성 억제 혹은 증가를 관찰하기 위하여,aortaringsproutingassay
를 시행하였다.6주령의 SpragueDawleyrat으로부터 aorta를 분리
하고,aorta주변의 fibro-adiposetissues를 제거한 뒤,1mm 두께의
ring으로 얇게 잘랐다.차갑게 한 48-wellplate에 matrigel을 120 μl
씩 분주하고 37oC에서 10분간 polymerization한 뒤,aortaring을 각각
의 well에 얹고,50 μl의 matrigel를 overlay하였다.30분 후 matrigel
이 굳으면,tubeformationassay에서 사용된 것과 같은 세포 배양액
250 μl를 각각의 well에 처리하여 배양하였다.양성 대조군으로는
VEGF-A 단백질(40ng/ml)을 처리하였다,배양 후 6일,9일,12일 경
에,현미경(opticalimagingtechnique)으로 aortaring으로부터 생성되
어진 혈관들을 관찰하였다39.형성된 혈관들은 double-blindedmanner
로 양성 대조군(mostpositive)을 5점,혈관이 형성되지 않은 실험군
(leastpositive)을 0점으로 점수를 부여하여 분석하였으며,각각의 실
험군에 대해 12개의 aorta ring을 대상으로 aorta ring sprouting
assay를 수행하였다.

777...VVVEEEGGGFFF---AAA전전전사사사를를를억억억제제제하하하는는는zzziiinnncccfffiiinnngggeeerrrppprrrooottteeeiiinnn을을을발발발현현현하하하는는는종종종양양양선선선택택택
적적적살살살상상상아아아데데데노노노바바바이이이러러러스스스의의의세세세포포포살살살상상상능능능검검검증증증

VEGF-A 프로모터 특이적 zincfingerprotein의 발현 여부가 아
데노바이러스의 복제에 어떠한 영향을 미치는지 검증하기 위하여,바
이러스의 복제 결과로 나타나는 cytopathiceffect(CPE)를 조사하였다.
뇌암 세포주(U343),간암 세포주(Hep1),자궁암 세포주(C33A),폐암
세포주(A549)등의 인체 종양 세포주들을 24-wellplate에 각각 분주



하고,24시간 후 Ad-ΔE1LacZ,Ad-ΔB7,또는 Ad-ΔB7-kox아데노
바이러스를 여러 농도의 MOI로 감염시켰다.낮은 MOI의 바이러스로
감염시킨 세포들이 거의 사멸된 시점에 배지를 제거하고 plate바닥에
남아있는 세포들을 0.5% crystalviolet(in50% methanol)으로 고정
하고 염색한 후 분석하였다.

888...생생생체체체내내내항항항종종종양양양효효효과과과및및및생생생존존존율율율검검검증증증

생후 6～8주 정도 경과된 누드 생쥐 복부 피하에 1 Χ 107개의 인
체 뇌암 세포주 U87MG를 주사하였다.종양의 용적이 약 60～70
mm3 정도 되었을 때, 5 Χ 108 PFU의 Ad-ΔE1GFP, Ad-Δ

E1GFP-kox,Ad-ΔB7또는 Ad-ΔB7-kox아데노바이러스를 음성 대
조군인 PBS와 함께 각각 이틀 간격으로 세 번 종양 내에 직접 주사
한 후 종양의 크기를 이틀 간격으로 측정하였다.종양의 용적은
caliper로 종양의 단축과 장축을 측정하여 다음과 같은 공식으로 산출
하였다36.

종양의 용적 (mm3)= (단축 mm)2 Χ 장축 mm Χ  0.523

999...VVVEEEGGGFFF---AAA전전전사사사를를를억억억제제제하하하는는는zzziiinnncccfffiiinnngggeeerrrppprrrooottteeeiiinnn을을을발발발현현현하하하는는는종종종양양양선선선택택택적적적
살살살상상상아아아데데데노노노바바바이이이러러러스스스투투투여여여에에에따따따른른른종종종양양양조조조직직직내내내신신신생생생혈혈혈관관관형형형성성성억억억제제제효효효과과과
검검검증증증

6～8주령의 누드 생쥐 복부 피하에 뇌암 세포주인 U343과
U87MG를 주사한 후 종양의 크기가 약 100～120mm3정도 되었을
때,5Χ 108PFU의 Ad-ΔB7또는 Ad-ΔB7-kox아데노바이러스를 음
성 대조군인 PBS와 함께 3회 종양 내 투여하였다.마지막 바이러스를
투여한 후 10 일경에 종양을 적출하여 IHC Zinc
fixative(Formalin-free)(BDBiosciencesPharmingen,SanDiego,CA,
USA)용액에 고정시킨 뒤 파라핀 블록을 제작하였다.제작된 파라



핀 블록을 4㎛ 두께로 잘라 슬라이드로 만든 뒤,이를 xylene,100%,
90%, 70% ethanol 용액에 차례로 담궈 파라핀을 제거
(deparafinization)한 후 hematoxylin과 eosin(H & E)으로 염색하였다.
VEGF-A 전사를 억제하는 zincfingerprotein의 발현에 의해 종양
조직 내 혈관 형성이 억제 되었는지 확인하기 위하여,혈관 내피 세
포 특이적 항원인 CD31을 선택적으로 인지할 수 있는 항체,rat
anti-mouse CD31 monoclonalantibody(MEC13.3;BD Biosciences
Pharmingen)를 이용하여 조직 면역 염색을 시행하였다.파라핀이 제
거된 4㎛ 두께의 종양 조직 슬라이드를 3% H2O2용액에서 10분간
반응시켜 내인성 과산화 효소의 작용을 차단시키고,
CAS-BLOCK(Zymed,SanFrancisco,CA,USA)으로 30분간 비특이
적인 항체 반응이 일어나지 않도록 한 후,α-CD31항체를 일차 항체
로 hybridization시켰다.Biotin이 결합된 polyclonalanti-rat IgG
antibody(BDBiosciencesPharmingen)를 이차 항체로 hybridization시
킨 뒤 DAB(DakoCytomation,Carpinteria,CA,USA)을 이용하여
CD31의 발현 양상을 규명하였다.

111000...종종종양양양내내내혈혈혈관관관수수수의의의계계계산산산

혈관 내피 세포 특이적 항원인 CD31(plateletendothelialcell
adhesionmolecule1)양성으로 염색된 종양 내 혈관을 먼저 저배율
로 관찰하여 무작위로 사진을 찍은 후,배율을 높여 100배 시야에서
관찰되는 혈관의 수를 정량하였다.세 장의 슬라이드로부터 각각 5개
시야를 선택하여 혈관 수를 계산하고 평균값을 산출하여 그 값을 대
표 값으로 사용하였다.

ⅢⅢⅢ...결결결과과과



111...VVVEEEGGGFFF---AAA프프프로로로모모모터터터특특특이이이적적적zzziiinnncccfffiiinnngggeeerrrppprrrooottteeeiiinnn을을을발발발현현현하하하는는는아아아데데데노노노바바바이이이
러러러스스스의의의제제제작작작및및및VVVEEEGGGFFF---AAA발발발현현현변변변화화화검검검증증증

VEGF-A 프로모터에 특이적으로 결합하여 VEGF-A의 전사를 억
제 혹은 촉진하는 zincfingerprotein인 F435-kox와 F435-p65를 각
각 발현하는 두 종류의 아데노바이러스(Ad-ΔE1GFP-kox,Ad-Δ

E1GFP-p65)를 제작하였다.(Fig.1A)

FFFiiiggguuurrreee111...Schematicrepresentationsoftheadenoviralvectorsused
inthisstudy.Allindicatedadenoviralvectorswerederivedfrom
full-lengthadenovirusgenomesclonedandmanipulatedinE.coli
asbacterialplasmids.(A)Ad-ΔE1GFP hasthewholeE1region
deleted and expresses GFP gene under the controlof CMV
promoterinsertedintotheE1region;Ad-ΔE1GFP-kox and Ad-Δ



E1GFP-p65 have F435-kox and F435-p65 in E3 region,
respectively.(B)Ad-ΔB7containsmutatedE1A,butlacksE1B19
kDaandE1B55kDa;Ad-ΔB7-koxhasF435-koxinE3region.

아데노바이러스의 초기 유전자인 E1A를 발현하는 복제 가능 아데
노바이러스에 의하여 VEGF의 발현이 감소된다는 보고에 따라40,
F435-kox발현에 의한 VEGF-A 발현 변화를 검증하기 위하여,먼저
E1A가 소실되고 F435-kox와 GFP 유전자를 동시에 발현하는 복제
불능 아데노바이러스인 Ad-ΔE1GFP-kox를 제작하였다. Ad-Δ

E1GFP-kox를 VEGF 발현양이 높은 인체 뇌암 세포주 U343과
U87MG에 감염시키고,세포로부터 배지를 회수하여 ELISA를 통하여
VEGF-A 발현양을 정량하였다.

FFFiiiggguuurrreee222...The expression ofVEGF-A by U343 and U87MG
infectedwithAd-ΔE1GFP-kox.VEGF-A expression byU343and
U87MG infectedwithAd-ΔE1GFPorAd-ΔE1GFP-koxatdifferent
MOIswasmeasuredbyELISA asatimedependentmanner.

그 결과,두 종류의 세포주 모두에서 Ad-ΔE1GFP-kox아데노바



이러스의 감염에 의해 VEGF-A의 발현이 현저하게 감소되는 것을 확
인할 수 있었다(Fig.2).즉,U343세포주에서는 30MOI이상의 Ad-
ΔE1GFP-kox아데노바이러스로 감염된 모든 경우에 VEGF-A의 발
현이 완전히 억제되는 것을 확인하였으며,U87MG 세포주에서도 30
MOI이상의 Ad-ΔE1GFP-kox아데노바이러스로 감염된 배지에서는
VEGF-A가 거의 검출되지 않았다.특히,30MOI의 아데노바이러스
로 96시간동안 감염된 U87MG세포주의 경우,Ad-ΔE1GFP-kox에 의
해 감염된 세포에서 발현된 VEGF-A의 양(0.2ng/ml)이 대조군 바이
러스인 Ad-ΔE1GFP에 의해 감염된 경우(7.9ng/ml)에 비해 약 40배
정도 낮게 검출되는 것을 확인하였다.VEGF-A의 전사를 촉진하는
zincfingerprotein인 F435-p65를 발현하는 Ad-ΔE1GFP-p65아데노
바이러스를 인체 뇌암 세포주인 U343과 인체 평활근 세포인 CASMC
와 AoSMC에 감염시킨 경우에는,처리한 바이러스의 용량에 비례하
여,그리고 처리해준 시간에 비례하여 VEGF-A의 발현이 증가하는
것을 확인할 수 있었다(Fig.3).즉,AoSMC를 대조군 아데노바이러스
인 Ad-ΔE1GFP500MOI로 감염시킨 경우(340pg/ml)에 비해 Ad-Δ

E1GFP-p65아데노바이러스를 감염시킨 경우(819pg/ml)VEGF-A의
발현이 약 2.5배 증가하였다.



FFFiiiggguuurrreee333... The expression of VEGF-A infected with Ad-Δ

E1GFP-p65. The concentration of VEGF-A in the culture
supernatantwasmeasuredbyELISA.(A)VEGF-A expressionby
U343.(B)VEGF-A expressionbyAoSMCatdifferentMOIsasa
timedependantmanner.(C)VEGF-A expressionbyCASMC was
measuredat24hrsafterinfection.
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VEGF-A 발현을 억제 혹은 증가시키는 zinc fingerprotein인
F435-kox와 F435-p65의 발현으로 인한 VEGF-A 발현양의 변화가
혈관 내피 세포의 분화 능력에 미치는 영향을 검증하기 위하여,
HUVEC세포를 이용하여 tubeformationassay를 시행하였다.U343,
U87MG 세포주를 30MOI또는 50MOI의 Ad-ΔE1GFP또는 Ad-Δ



E1GFP-kox 아데노바이러스로 각각 감염시키고 48시간(U343)과 72
시간(U87MG)뒤에 수득한 배지로 HUVEC세포를 배양하였다.그 결
과 아무 것도 처리하지 않은 세포 배양액 또는 Ad-ΔE1GFP아데노
바이러스를 감염시킨 세포 배양액을 처리한 경우에는 크고 굵은 tube
가 형성된 반면,Ad-ΔE1GFP-kox아데노바이러스를 감염시킨 세포
배양액을 처리한 경우에는 HUVEC세포들의 혈관 형성이 잘 되지 않
아 가늘고 부분적으로 끊어진 tube가 형성된 것을 관찰할 수 있었다
(Fig.4A).이와 대조적으로,Ad-ΔE1GFP-p65아데노바이러스를 100
MOI(U343)또는 500MOI(CASMC)로 감염시키고 36시간 후에 회수
한 세포 배양액을 처리해 준 경우에는,아무 것도 처리하지 않은 세
포 배양액 또는 대조군 아데노바이러스인 Ad-ΔE1GFP를 처리해준
세포 배양액을 처리한 경우에 비해 형성된 tube의 굵기가 더 크고 끊
어진 tube의 빈도도 적은 것을 관찰할 수 있었다(Fig.4B).특히,양성
대조군인 40ng/ml의 VEGF-A 정제 단백질을 처리한 경우와 비슷한
정도의 활발한 혈관 형성을 확인할 수 있었다.

FFFiiiggguuurrreee444...ReplicationincompetentadenovirusencodingF435-koxor
F435-p65 inhibitsorpromotesVEGF-induced tubeformation of
HUVEC.(A)HUVECswereplatedonmatrigel-coatedplatesat a
density of 2 Χ 105 cells/welland then incubated with the
conditioned media ofAd-ΔE1GFP or Ad-ΔE1GFP-kox infected



U343at30MOIfor48hrs,inthecaseofU87MG,50MOIand72
hrs.(B)TheconditionedmediaofU343infectedwith100MOI
Ad-ΔE1GFP orAd-ΔE1GFP-p65for36hrsandthatofCASMC
infected with 500MOIfor36hrswereused.After18-24hrs,
microphotographs were taken (Χ40).Representative endothelial
tubeswereshown.

이상에서 확인된 신생 혈관 형성능의 차이를 exvivo상에서 확인
하기 위하여,rat의 aorta를 이용하여 vesselsproutingassay를 수행
하였다.먼저,Ad-ΔE1GFP또는 Ad-ΔE1GFP-kox아데노바이러스를
50MOI로 감염시키고 72시간 뒤에 회수한 U87MG 세포 배양액을
aortaring에 처리하고 7일 동안 배양한 결과,아무 것도 처리하지
않은 세포 배양액이나 Ad-ΔE1GFP를 감염시킨 U87MG 세포 배양액
을 처리한 aortaring과는 대조적으로,Ad-ΔE1GFP-kox아데노바이
러스를 처리한 세포 배양액으로 aortaring을 배양한 경우에 vessel
sprouting이 거의 일어나지 않은 것을 확인할 수 있었다(Fig.5A).이
를 보다 정량적으로 비교 검증하기 위하여, 형성된 혈관들을
double-blindedmanner로 양성 대조군(mostpositive)을 5점,혈관이
sprouting되지 않은 실험군(leastpositive)을 0점으로 점수를 부여하
여 분석하였다.아무 것도 처리하지 않은 세포 배양액이나 Ad-Δ

E1GFP를 감염시킨 U87MG세포 배양액을 처리한 모든 aorta에서 각
각 4.4±0.9와 3.4±1.5로 혈관형성이 활발하게 일어남을 확인할
수 있었으나,Ad-ΔE1GFP-kox 아데노바이러스를 감염시킨 세포의
배양액을 처리한 경우에는 1.0±0.0의 혈관만이 sprouting되어 대조
군 바이러스인 Ad-ΔE1GFP에 비해 혈관 형성이 현저하게 억제됨을
확인하였다(Fig.5B).



FFFiiiggguuurrreee555...Replication incompetentadenovirus encoding F435-kox
inhibitsVEGF-induced vesselsprouting ex vivo.(A)Aortasin
matrigel weretreatedwiththeconditionedmediaofAd-ΔE1GFP
orAd-ΔE1GFP-koxinfectedU87MG at50MOIfor72hrs.(B)
Ad-ΔE1GFP-kox blocked VEGF-induced vesselsprouting.The
assaywasscoredfrom 0(leastpositive)to5(mostpositive)and
thedataarepresentedasmean(n=7)±SE

또한,tubeformationassay결과와 마찬가지로 Ad-ΔE1GFP-p65
아데노바이러스를 감염시킨 세포 배양액을 처리한 경우에는,아무 것
도 처리하지 않은 세포 배양액이나 Ad-ΔE1GFP를 감염시킨 세포 배
양액을 처리한 경우에 비해,vesselsprouting이 매우 활발하게 일어
난 것을 관찰하였다(Fig.6A andC).이를 상기의 방법과 동일한 방
법으로 정량화한 결과,아무 것도 처리하지 않은 세포 배양액이나
Ad-ΔE1GFP대조군 아데노바이러스를 감염시킨 U343세포 배양액을
처리한 모든 aorta에서 각각 1.1± 0.22와 1.3± 0.45로 vessel



sprouting이 매우 낮은 빈도로 일어난 반면에,Ad-ΔE1GFP-p65아데
노바이러스를 감염시킨 세포 배양액을 처리한 경우에는 4.6±0.65로
vesselsprouting이 매우 왕성하게 일어난 것을 확인할 수 있었고,
CASMC 세포 배양액을 처리한 경우에도 같은 결과를 확인할 수 있
었다(Fig.6BandD).

FFFiiiggguuurrreee666...Replication incompetentadenovirus encoding F435-p65
promotesVEGF-inducedvesselsprouting exvivo.(A)Aortasin
matrigel weretreatedwiththeconditionedmediaofU343infected
with 100MOIAd-ΔE1GFP orAd-ΔE1GFP-p65for36hrs.(B)
Ad-ΔE1GFP-p65 promoted VEGF-induced vesselsprouting.The
assaywasscoredfrom 0(leastpositive)to5(mostpositive)and
thedataarepresentedasmean(n=5)±SE.(C)Theconditioned
mediaofCASMC infectedwith500MOIfor36hrsweretreated.
Representativeaorticrings werephotographed (Χ40).(D)The
assaywasscoredfrom 0(leastpositive)to5(mostpositive)and
thedataarepresentedasmean(n=8)±SE.



333...VVVEEEGGGFFF---AAA발발발현현현을을을억억억제제제하하하는는는FFF444333555---kkkoooxxx를를를발발발현현현하하하는는는종종종양양양선선선택택택적적적살살살상상상아아아
데데데노노노바바바이이이러러러스스스의의의세세세포포포살살살상상상능능능검검검증증증

VEGF-A 발현 억제로 인한 신생 혈관 형성능의 감소는 종양의 성
장을 억제 할 수 있기 때문에 F435-kox의 항암 효과를 확인해 보고
자 F435-kox를 발현하는 종양 선택적 살상 아데노바이러스인 Ad-Δ

B7-kox와 대조군 종양 선택적 살상 아데노바이러스인 Ad-ΔB7을 각
각 제작하였다(Fig.1B).F435-kox의 발현으로 아데노바이러스의 복
제가 저해될 수 있는지를 확인하기 위하여,여러 종류의 암세포주 및
정상세포주들을 Ad-ΔE1LacZ,Ad-ΔB7,또는 Ad-ΔB7-kox아데노바
이러스로 감염시키고,바이러스의 복제에 따른 세포 사멸 정도를
CPE assay로 관찰하였다(Fig.7).음성 대조군인 Ad-ΔE1LacZ복제
불능 아데노바이러스로 감염된 세포들에서는 아데노바이러스가 복제
되지 않기 때문에 세포 살상 효과가 나타나지 않았으나,복제 가능
아데노바이러스들인 Ad-ΔB7또는 Ad-ΔB7-kox로 감염된 경우에는
감염된 바이러스 양이 증가함에 따라 세포 살상 효과도 증가되었다.
특히,A549와 WI38 세포주를 제외한 모든 세포주들(Hep1,C33A,
U343,IMR90)에서,F435-kox를 발현하는 아데노바이러스인 Ad-Δ

B7-kox의 세포 살상능이 대조군 바이러스인 Ad-ΔB7에 비해 약간 빠
르거나 비슷한 것을 관찰할 수 있었다.



FFFiiiggguuurrreee777...CytopathiceffectsofAd-ΔB7-kox in vitro.Cellswere
infectedwith Ad-ΔE1LacZ,Ad-ΔB7,Ad-ΔB7-kox,orAd-XC at
the indicated MOI. Replication incompetent adenovirus, Ad-Δ

E1LacZandwildtypeadenovirusAd-XC servedascontrols.At
4-10daysafterinfection,cellsremainingontheplateswerefixed
andstainedwithcrystalviolet.
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VEGF-A 발현을 억제하는 F435-kox를 발현하는 아데노바이러스
의 생체 내 항종양 효과를 검증하기 위하여,인체 뇌암 세포주인



U87MG세포를 누드 생쥐의 복부 피하에 주사하고,형성된 종양의 용
적이 약 60～70mm3정도 되었을 때 5 Χ 108PFU의 Ad-ΔE1GFP,
Ad-ΔE1GFP-kox,Ad-ΔB7 그리고 Ad-ΔB7-kox 아데노바이러스를
음성 대조군인 PBS와 함께 이틀 간격으로 3번 종양 내에 투여한 후
종양의 성장을 관찰하였다(Fig.8A).음성 대조군인 PBS를 투여 받은
누드 생쥐의 경우,바이러스 투여 후 22일경에 이미 종양의 용적이
약 2789.4±337.4mm3으로 급격히 성장하였으나,F435-kox를 발현
하는 복제 불능 아데노바이러스인 Ad-ΔE1GFP-kox나 종양 특이적
살상 아데노바이러스인 Ad-ΔB7또는 Ad-ΔB7-kox를 투여한 경우에
는 종양의 성장이 크게 지연됨을 확인하였다.즉,Ad-ΔE1GFP-kox,
Ad-ΔB7,또는 Ad-ΔB7-kox아데노바이러스를 투여 받은 누드 생쥐
의 경우,바이러스 투여 후 22일경에 종양의 용적이 각각 1046.4±
163.5 mm3 ,942.9± 383.4 mm3 그리고 399.9 ± 158.3 mm3로,
F435-kox의 신생 혈관 형성 억제로 인한 항종양 효과와 종양 선택적
살상 아데노바이러스의 뚜렷한 항종양 효과를 관찰할 수 있었다.특
히,Ad-ΔB7투여군은 26일 경에 용적이 1000mm3를 넘은 반면 Ad-
ΔB7-kox아데노바이러스를 투여한 경우,36일 경에도 그 용적이 900
mm3를 넘지 않아 보다 향상된 항종양 효과를 확인할 수 있었다.또
한,복제 불능 바이러스인 Ad-ΔE1GFP를 투여한 경우에도 약소하게
나마 종양의 성장을 억제함을 확인할 수 있었다.
누드 생쥐의 생존율을 조사한 결과 Ad-ΔE1GFP-kox와 Ad-ΔB7

아데노바이러스를 투여한 경우 각각 28일과 36일 경에 생존율이 50%
이하로 떨어진 반면 Ad-ΔB7-kox아데노바이러스를 투여한 경우 50
여일이 경과하도록 한 마리의 누드 생쥐도 죽지 않아 F435-kox를 발
현하는 종양 선택적 살상 아데노바이러스의 뛰어난 항종양 효과를 확
인할 수 있었다(Fig.8B).



FFFiiiggguuurrreee888...Anti-tumoreffects and survivalrate ofadenoviruses
expressing F435-kox. (A) Tumors were established by
subcutaneousimplantation of1Χ 107cellsandallowedtogrow to
60～70mm3.Nudemicewithestablishedtumorswererandomized
into five treatmentgroups ofseven animals each.Each group
received intratumoralinjection ofadenovirus (5 Χ 108 PFU of
adenovirusin30 μlofPBS)ondays1,3,and5.Tumorgrowth
wasmonitoredeveryotherdaybymeasuringtheshortlength(w)
and the long length (L) of the tumor.Tumor volume was



estimatedonthebasisofthefollowingformula;
tumorvolume(mm3)=0.523Χ Lw2

(B)Survivalcurve analysis.The percentage ofsurviving mice
wasdeterminedbymonitoringthedeathofmice.Tumorsizeover
2000mm3wasregardedasdeath.
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인체 뇌암 세포주인 U343과 U87MG를 누드 생쥐의 복부 피하에
주사 한 후 형성된 종양에 Ad-ΔB7과 Ad-ΔB7-kox아데노바이러스
를 음성 대조군인 PBS와 함께 3회 종양 내 주사하였다.마지막 투여
후 10일 경에 종양 조직을 적출하여 혈관 내피 세포 특이적 항원인
CD31을 조직 면역 염색법을 통해 관찰하였다.그 결과,종양 조직 내
혈관 형성이 왕성히 일어난 PBS군에 비해 종양 선택적 살상 아데노
바이러스인 Ad-ΔB7과 Ad-ΔB7-kox를 투여한 경우에는 혈관 형성이
억제된 것을 관찰할 수 있었다(Fig.9A andB).특히,U343종양 조
직의 경우 대조군 바이러스인 Ad-ΔB7처리군의 혈관 수에(217±45)
비하여 Ad-ΔB7-kox 처리군의 혈관 수가(78± 15)약 3배 가까이
감소한 것을 확인 할 수 있었으며 U87MG 종양 조직에서도 혈관 형
성이 약 2.5배 억제 된 것을 확인 하였다(Fig.9C).



FFFiiiggguuurrreee999...Histologicalassessmentofangiogenesisin thetumor
tissue treated with Ad-ΔB7-kox. Ten days following third
adenovirus administration,mice were sacrificed and the tumor
tissueswereembeddedinparaffin.Paraffinblockswerecutand
stainedwithanantibodyagainstplateletendothelialcelladhesion
molecule-1.(A)U343 tumortissue;(B)U87MG tumortissue;
Representative CD31 stained tissues were photographed. (C)
Quantificationofvesselnumbersintumortissues.Thedataare
presentedasmean(n=3)±SE.



ⅣⅣⅣ...고고고찰찰찰

VEGFfamily는 생리학적 혹은 병리학적 신생 혈관 형성에 매우
중요한 역할을 담당하고 있으며,특히 VEGF-A는 가장 중요한 신생
혈관 형성 인자로 알려져 있다.따라서 이러한 VEGF-A의 발현을 조
절할 수 있다면 여러 병리학적인 신생 혈관 형성의 억제 또는 촉진
방안을 개발하여 궁극적으로 항암 치료나 허혈성 심혈관계 질환의 치
료에도 이용할 수 있다.
Zinc fingerprotein을 이용한 인공 전사 인자를 이용할 경우

antisense나 RNA-interference(RNAi)를 바탕으로 한 mRNA 분해 기
전보다 더욱 강력하게 VEGF-A 발현을 조절 할 수 있다.즉,
antisense나 RNAi는 한 세포 당 여러 copies의 mRNA에 결합해야
하지만 zincfingerprotein은 VEGF-A locus의 각 allele에만 결합하
여도 VEGF-A의 발현을 충분히 조절할 수 있다.따라서 그 효과를
유지하기 위해 필요한 농도가 VEGF-A 유전자의 발현 양과는 무관하
기41 때문에 VEGF-A의 발현 조절에 더 효율적이다.또한,zinc
fingerprotein은 singledeliverableeffectormolecule을 이용하여 내재
하는 유전자의 자연적으로 존재하는 모든 isoform을 조절할 수 있다
는 장점이 있다42.이미 zincfingerprotein 전사 인자를 이용하여
VEGF-A의 전사를 invitro와 invivo상에서 효과적으로 조절한 예
들이 보고되어 있다41,43.본 연구에서는,기존의 zincfingerprotein전
사 인자와는 다른 방법으로,(주)툴젠에서 개발한 GeneGrip기술로
만들어진 zincfingerprotein전사 인자를 사용하였다.GenomicDNA
들은 진핵 세포 내에서 chromatin상태로 뭉쳐 있기 때문에 invivo
상에서 선별한 GeneGrip방식의 zincfingerprotein이 기존의 phage
display방법으로 invitro상에서 선별해 낸 그것보다 고등 진핵 세포
의 유전자 발현을 조절하는 데에 더 효과적일 것이라 생각된다44.또
한,인간 유전체의 염기 서열에서 유래한 완전한(intact)야생형의



zincfinger를 이용하였고,각각의 finger를 연결하는 linker서열들 역
시 자연계에 존재하는(naturallyoccurringlinkersequences)것을 이
용하였기 때문에 본 연구에서 이용한 인간 zincfingerprotein으로 만
들어진 전사 인자는 숙주의 면역 반응 유도를 최소화 한다는 점에서
치료 적용(therapeuticapplications)에 더 유용할 것으로 사료 된다44.
이렇게 만들어진 VEGF-A 발현을 억제 혹은 증진하는 zincfinger

protein전사 인자인 F435-kox와 F435-p65를 아데노바이러스에 삽입
하여 세포 내로 도입한 결과 확연한 조절 효과를 관찰 할 수 있었다.
먼저,VEGF-A 전사 억제 인자인 F435-kox의 효과를 관찰하기 위하
여 복제 불능 아데노바이러스를 제작하여 혈관 형성이 왕성한 glioma
cell인 U343과 U87MG에서 VEGF-A 발현 양을 조사해 본 결과,바이
러스 용량과 시간에 비례하여 그 억제 효과가 증가하는 것을 확인 할
수 있었다.VEGF-A 발현 억제로 인하여 VEGF-A에 의해 유도되는
신생 혈관 형성 역시 억제됨을 invitro와 exvivo상에서 관찰하였다.
이러한 신생 혈관 형성 억제로 인한 항암 효과를 검증하고자 복제 불
능 아데노바이러스인 Ad-ΔE1GFP에 F435-kox를 삽입한 Ad-Δ

E1GFP-kox아데노바이러스와 본 연구실에서 개발한 종양 선택적 살
상 아데노바이러스인 Ad-ΔB7에 F435-kox을 삽입한 Ad-ΔB7-kox아
데노바이러스를 제작하여 U87MG xenograft모델에서 우수한 항종양
효과를 확인하였다.U87MG가 highlyvascularizingglioblastoma에서
유래된 세포주45임을 감안했을 때,Ad-ΔE1GFP-kox를 투여한 경우
복제 불능 바이러스였음에도 불구하고 종양의 성장을 대조군인 Ad-Δ

E1GFP 바이러스에 비하여 현저하게 억제하였다.종양 선택적 살상
아데노바이러스인 Ad-ΔB7-kox는 E1A 유전자의 발현에 따른
VEGF-A 발현 억제40뿐 아니라 F435-kox발현에 따른 VEGF-A 발
현 억제도 함께 유도하여,생체 내 항종양 효과를 더욱 현저하게 증
진시켰음을 확인하였다.종양 조직 내 혈관 분포를 관찰한 결과에서
도 Ad-ΔB7-kox의 효과를 다시 한 번 검증 할 수 있었다.U343과



U87MG 종양 조직 모두에서 PBS군에 비하여 종양 선택적 살상 아
데노바이러스를 처리한 경우 혈관의 수가 줄어들었다.U343의 경우
PBS군에 비해 Ad-ΔB7를 처리한 경우 혈관 개수는 큰 차이가 나지
않았지만 이는 혈관의 면적은 고려하지 않은 값이기 때문에 Fig.9A
에서 볼 수 있듯이 혈관 면적의 감소를 고려하면 종양 선택적 살상
아데노바이러스만으로도 신생 혈관 형성을 억제 할 수 있음을 확인할
수 있었다.또한,F435-kox로 인하여 더욱 확연한 신생 혈관 형성 억
제 효과를 입증함으로써 F435-kox가 효과적으로 VEGF-A의 발현을
억제하였음을 알 수 있었다.
VEGF-A의 발현을 증대시키는 F435-p65 역시 효과적으로

VEGF-A 발현을 증가시킬 수 있음을 확인하였다.VEGF 발현양이
이미 높은 암세포에서도 그 발현양이 대조군에 비해 2배 이상 증가하
였고(Fig.3A),아데노바이러스의 감염률이 낮은 AoSMC나 CASMC
에서도 2배 이상 VEGF-A 발현양이 증가하였다(Fig.3B andC).
VEGF-A에 의하여 유도되는 신생 혈관 형성능 역시 증대되었음을 대
조군에 비해 더 견고하고 튼튼한 HUVEC세포의 관 형성 결과를 통
해 알 수 있었다.대조군 아데노바이러스인 Ad-ΔE1GFP를 처리한 상
기의 실험(Fig.4A)에 비해 Ad-ΔE1GFP-p65아데노바이러스의 혈관
내피 세포 분화능 증대 효과를 알아본 실험(Fig.4B)에서 Ad-Δ

E1GFP를 처리한 경우에 혈관 형성이 적게 일어난 이유는,바이러스
처리 후 배양 시간이 짧기 때문에 세포 배양 동안 발현되는
pro-angiogenicfactor의 양이 낮기 때문인 것으로 생각된다.Aorta
ringsproutingassay결과 역시 마찬가지로 바이러스를 처리한 후의
세포 배양 시간을 조절하여,대조군 바이러스인 Ad-ΔE1GFP를 처리
한 세포 배양액 내의 pro-angiogenicfactor의 발현양을 달리하여(Fig.
5andFig.6)Ad-ΔE1GFP-p65아데노바이러스의 신생 혈관 형성능
증대 효과 및 Ad-ΔE1GFP-kox아데노바이러스의 신생 혈관 형성능
억제 효과를 검증하였다.또한,tubeformationassay나 aortaring



sproutingassay에서 VEGF-A 단백질 양은 U343세포 배양액이 더
높았음에도 불구하고(Fig.5andFig.6A)CASMC세포 배양액을 처
리한 실험군이 tube형성이나 sprouting이 더 활발하게 일어난(Fig.4
andFig.6C)이유는 smoothmusclecell배양액인 SmGM-2배양액
에 들어있는 여러 growthfactor들이나 unknownfactor들이 HUVEC
세포의 분화나 혈관 sprouting에 좀 더 유리한 환경을 제공하고 있다
가 VEGF에 의해 신호가 trigger되어 왕성한 tube formation과
sprouting을 유발했을 가능성 때문일 수도 있다고 생각된다.
VEGF-A 유전자는 여러 종류의 isoform을 발현하고 이 isoform들

은 기능이 같거나 중복되지 않다는 결과46에 따르면 결국 zincfinger
protein을 이용하여 내재적으로 존재하는 VEGF-A 유전자의 발현을
증대시키면 모든 isoform의 발현으로 단일 isoform cDNA를 발현시키
는 것보다 생리학적으로 더 성숙한 신생 혈관 형성을 유도할 수 있다
는 장점이 있다.실례로 VEGF-A165단일 isoform 발현으로 인해 유
도된 신생 혈관이 zincfingerprotein을 이용하여 내재하는 VEGF-A
를 발현 시켰을 때 유도되는 신생 혈관보다 더 hyperpermeable하다는
결과가 있다43.또한,새로이 형성되는 혈관들은 방향성(directional)있
는 이동을 위해 길고 짧은 단위(range)의 guidancecues가 모두 필요
한데,VEGF-A165는 soluble한 형태와 matrix bound된 형태가 모두
존재하여 길고 짧은 단위의 신호(cue)를 모두 제공할 수 있지만
VEGF-A121이나 VEGF-A189는 각각 긴 단위의 신호와 짧은 단위의
신호만을 제공하여 VEGF-A121이나 VEGF-A189만 발현하도록 유전적
으로 형질 전환된 마우스의 경우 severevascularanomalies를 보인다
47.이렇듯 VEGF-A165만으로도 정상적인 신생 혈관의 발달을 보이지
만 모든 isoform을 발현하면 한 종류의 isoform을 발현했을 때보다
murinehindlimbischemia에서 단일 isoform 투여 용량의 1/100이
하의 낮은 용량에서도 치료 효과가 있음이 보고되고 있다48.즉,
F435-p65를 이용하여 내재하는 VEGF-A 발현을 증대시키는 것이 여



러 isoform의 상승효과(synergisticeffect)로 인해 CMV 프로모터에
의해 한 종류의 isoform만을 고발현 시키는 것보다 신생 혈관 형성에
더 효과적이라는 것을 알 수 있다.
인공 전사 인자를 유전자 치료에 적용함에 있어 대두되고 있는 세

가지 이슈는 첫째,표적 DNA에 대한 결합 특이성이 높아야 함과 둘
째,대상 세포에서 충분한 유전자 발현이 유도되어야 함,그리고 셋째,
인공 전사 인자가 표적 유전자의 발현만을 특이적으로 조절하고 주변
유전자의 발현은 조절해서는 안 된다는 점이다25.이러한 면들을 고려
해 볼 때,F435-kox 또는 F435-p65는 생체 내에서 사람의 zinc
fingerprotein을 선별하여 제작된 인공 전사 인자이기 때문에 상기의
조건들을 만족시킬 뿐만 아니라 궁극적으로 임상 단계에서도 숙주의
면역 반응 유발을 최소화한다는 장점이 있다.또한,VEGF-A의 모든
종류의 isoform 발현을 억제 혹은 촉진하기 때문에 한 종류의
isoform 발현을 조절하는 것 보다 그 효과가 훨씬 증대될 수 있을 것
으로 생각된다.



ⅤⅤⅤ...결결결론론론

인간 유전체에서 선별한 zinc fingerprotein을 이용하여 만든
VEGF-A 발현 억제 전사 인자인 F435-kox와 활성화 인자인
F435-p65는 내재하는 VEGF-A 유전자의 발현을 효과적으로 조절할
수 있었다.따라서 종양 선택적 살상 아데노바이러스 자체의 종양 선
택적 살상능과 더불어 E1A 발현과 F435-kox 발현으로 유도된
VEGF-A 발현 억제로 인해 상승된 항종양 효과를 보이는 Ad-Δ

B7-kox는 항암 치료에 유용하게 이용될 수 있을 것이라 생각되며,모
든 종류의 VEGF-A isoform을 발현시키는 Ad-ΔE1GFP-p65는 생체
내의 생리학적 신생 혈관 형성과 가장 유사한 효과를 유도하여 허혈
성 질환이나 심혈관계 질환 치료에 효과가 있을 것으로 사료된다.
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Vascularendothelialgrowth factor(VEGF)isamostpotent
inducerofangiogenesis,thesproutingofnew bloodvesselsfrom
pre-existingvessels.VEGFisanattractivetargetforanti-cancer
therapybecauseofitscriticalroleoftumorgrowthandinvasion.
Unlike anti-cancer therapy, therapeutic angiogenesis is a
progressiveapproachaimedatincreasingthenumberofcollateral
vesselsdeliveringoxygenandbloodtoischemictissue.Therefore,
it can be used as anti-cancer therapy or ischemic disease
treatmentby inhibition oractivation ofangiogenesis,modulating
VEGFexpression.
Artificialtranscription factorsbased on Cys2-His2 zincfinger

proteins(ZFPs)recognizeanendogenoustargetsitedirectlyand
couldactivateorinhibittranscription.Fortheaim todemonstrate
theutilityofZFPsastherapeuticagents,inthisstudy,wehave
generatedadenovirusesexpressingVEGF promoter-inhibitingZFP
(F435-kox) and VEGF promoter-activating ZFP (F435-p65).
Replication-incompetent adenovirus expressing F435-kox,Ad-△
E1GFP-kox,significantly down-regulated angiogenesis,showing
reducedlevelofVEGFexpressionandinhibitionoftubeformation
andvesselsprouting.Inaddition,oncolyticadenovirusexpressing
F435-kox,Ad-△B7-kox,elicited enhanced anti-tumor effectin
comparisontoitscognatecontroloncolyticadenovirus,Ad-△B7,in
U87MG xenograftmodel.Furthermore,vesseldensity in tumor
tissuetreatedwithAd-△B7-koxwasgreatlyreducedcomparedto
thatintumortreatedwithAd-△B7.Intheotherhand, F435-p65



expressing adenovirus, Ad-△E1GFP-p65, induced therapeutic
angiogenesis.TheexpressionofVEGF-A inCASMCandAoSMC
treatedwithAd-△E1GFP-p65increasedtwofoldcomparedtothat
treated with Ad-△E1GFP.Additionally,the increased VEGF-A
expressioninducedenhancedtubeformationandvesselsprouting.
In summary, these results demonstrated that artificial

transcriptionfactorsbasedonzincfingerproteinscouldbepotent
regulators ofgene expression with therapeutic promise in the
treatmentofdisease.

KeyWords:VEGF,angiogenesis,zincfingerprotein,
artificialtranscriptionfactor,adenovirus
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