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국문 요약

누에 분변으로부터 추출한 포르피린 유사체의 광활성에 의한

수포성 구내염 바이러스의 불활성화

누에 분변에서 추출된 포르피린 유사체 (CpD )는 광역동성 치료

(Photodynamic therapy ; PDT ) 라 불리는 종양의 광화학 치료를 위한 광활

성인자(photosensitizer )로 개발되었으며, 항레트로바이러스 제제의 역할을

할 수 있다고 보고되었다. 광역동성 치료와 같이 광역동성 항미생물 화학

치료(photodynamic antimicrobial chemotherapy )는 광활성인자와 빛에 의

해서 미생물에 산화적 손상을 주며, 특히 바이러스에 감염된 혈액산물들의

소독에 이용되고 있다. 광역동성 항미생물 화학치료는 in v itro에서 세균,

효모, 바이러스, 기생충을 억제하는 데 효과적인 것으로 알려져 있으나, 광

역동성 치료만큼 널리 사용되고 있지 않다.

광활성인자의 광활성에 의한 지질막을 가진 바이러스들의 불활성화에

관한 기전은 완전하게 알려지지 않았다. 따라서 지질막을 가지고 있는 수

포성 구내염 바이러스(vesicular stomatit is viru s ; VSV )를 CpD에 의한 광

역동성 작용의 주요한 표적을 찾기 위한 모델로 사용하여, CpD의 항바이

러스 효과를 확인하고, CpD에 의한 수포성 구내염 바이러스 광불활성화의

주요한 표적을 확인해보고자 하였다.

CpD에 의해 유도되어지는 VSV의 광불활성화에 대한 효과를 플라크

형성 측정법(plaque forming assay )을 사용하여 확인하였다. CpD는 농도에
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비례하여 최대 7log까지 VSV를 불활성화시켜, 광활성화된 CpD 농도 15∼

60 ㎍/ ml에서는 플라크가 형성되지 않았다. 세포내 바이러스 RNA를

RT - PCR을 통하여 확인하였고, 세포내 바이러스 RNA 합성능을

3H - urindine 흡착을 통하여 측정한 바, 광활성화된 CpD 30 ㎍/ ml에서 세

포내 바이러스 RNA가 검출되지 않았으며, 광활성화된 CpD 농도에 비례하

여 바이러스 RNA 합성능이 감소되었다. CpD의 광역동성 작용에 의한 바

이러스 단백질의 손상을 전기영동을 통하여 확인한 결과, M 단백질의 손

상이 확인되었고, 젤 상단에 소실된 바이러스 단백질에 의한 밴드

(cros s - links )가 생성되었다. 또한 CpD와 빛을 처리한 후의 바이러스 RNA

중합 억제는 in v itro 전사 측정법을 이용하여 확인하였는데, 광활성화된

CpD 농도에 따라서 바이러스 RNA 전사가 감소되었다.

이러한 결과들로써 광활성화된 CpD는 VSV와 같은 지질막을 가진 바

이러스를 불활성화시켜, 항바이러스 제제로서의 효과를 가지고 있으며,

CpD에 의한 VSV 광불활성의 주요한 표적이 M 단백질과 바이러스 RNA

나 바이러스 RNA 중합효소 또는 그 복합체임을 시사한다.

핵심되는 말 : 광역동성 항미생물 화학치료, 누에 분변 추출물(CpD), 수포

성 구내염 바이러스, 광불활성화, 바이러스 불활성화 표적
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누에 분변으로부터 추출한 포르피린 유사체의 광활성에 의한

수포성 구내염 바이러스의 불활성화

< 지도교수 이 원 영 >

연세대학교 대학원 의과학사업단

김 승 진

Ⅰ . 서 론

광활성인자(photosensitizer )와 빛을 이용한 생명체의 불활성화는 1903

년부터 알려지기 시작하였다1 . 광역동성 작용(photodynamic action )은 광활

성인자가 빛을 받아서 활성화되면서 일어나는 현상으로, 물리화학적 반응

과 구별하여 생물학에서 광활성화에 의한 반응을 의미한다2 . 이러한 광화

학 반응에는 typeⅠ 반응과 typeⅡ 반응으로 나눌 수 있는데, T ypeⅠ 반응

은 활성화된 광활성인자로부터 나온 전자에 의해서 생성된 hydroxyl

radical이 광활성인자에 근접한 생체분자나 목표에 작용하여 손상을 주는

것이다. T ypeⅡ 반응은 빛을 받은 광활성인자가 singlet oxygen (1O2 )을 형

성하여 생체분자에 손상을 주는 과정을 말한다2 . Singlet oxygen은 생물계

에서 짧은 시간(< 0.04 microsecond) 생성되었다 소실되고, 그 반응 범위도

한정되어 있다(< 0.02 ㎛)3 .

광역동성 작용을 생명체에 적용하여 특별한 파장의 빛에 의해 활성화

되는 광활성인자를 이용한 종양의 광화학치료를 광역동성 치료(photodynamic
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therapy ; PDT )라고 한다4 . 기초와 임상 연구결과들을 토대로 PDT 는 종양

치료를 위한 효과적인 방법의 하나가 될 수 있다4 . 1993년 이래로 캐나다,

네덜란드, 프랑스, 일본, 미국 등에서 상품화된 Photofrin 을 이용하여 초기

와 진행기의 폐, 소화기, 생식기 종양을 가진 환자들에게 제한적으로 적용

하고 있다5 , 6 . 그러나 Photofrin 의 피부 광독성 및 이용 파장(610 nm )의

문제가 보고되고 있기 때문에, 응용성이 개선된 새로운 광활성인자들이 임

상적용을 위한 연구가 계속 진행되고 있다5 , 6 .

한편, 광활성인자의 광역동성 작용을 항미생물 치료에 응용한 것을

광역동성 항미생물 화학치료(photodynamic ant imicrobial chem otherapy ;

PACT )라고 한다2 . PDT 에 의한 종양치료는 현재 임상에서 실용화되고 있

으나, 이에 비해 PACT 는 아직 기초적 연구단계에 있다. PACT 역시 광활

성인자와 특별한 파장의 빛을 이용하여 미생물을 불활성화시키는 광역동성

작용의 응용분야의 하나이다. 현재 PACT 을 이용하여 in v itro에서 박테리

아, 바이러스, 기생충 등을 제거하는 연구들이 수행 중에 있다2 . 최근에 가

장 대표적인 PACT 의 이용은 바이러스에 오염된 혈액제제에서 바이러스를

불활성화시키는 연구에 중점을 두고 있으나, 아직은 임상에 적용되기까지

는 더 많은 연구가 필요하다7 .

역사적으로 광활성인자가 항바이러스 효과를 가진다는 것이 처음으로

밝혀진 것은 Perdrau와 T odd에 의한 1933년의 보고이다8 . 이후에 neutral

red, methylene blue(MB), proflavin과 같은 heterotricyclic dye가 주로 항

바이러스 효과에 연구되었으며9 - 13 , 그 대상으로 herpes simplex virus (HSV)에

의한 피부와 눈 병변에 제한적으로 사용되었다12 , 13 . 그러나 이러한 치료의
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효과에 대해서는 논란이 되었고13 , 광활성작용에 의해 불활성화된 바이러스

가 오히려 포유동물 세포를 암세포화시켰다는 보고도 있었다14 .

현재 다양한 종류의 광활성인자가 개발되어 바이러스 불활성화 목적으

로 실험되고 있다. Hematoporphyrin derivatives (HpD), m erocyanine 540,

psoralen derivatives , aminomethyltrimethyl psoralen , aryl diol expoxide

등을 광활성인자로 하여, 혈액에 감염된 HSV, 수포성 구내염 바이러스

(vesicular stomatit is viru s ; VSV ), feline leukemia virus (FLV ), B형 간염

바이러스(hepatitis B virus ; HBV), non - A , non - B 간염 바이러스 등을 혈

액 세포들의 손상없이 불활성화시킨다는 것이 보고되었다7 , 15 - 20 .

광활성인자에 의한 바이러스 불활성화의 정확한 기전은 아직 완전히

알려지지 않았다. 그러나 MB, merocyanine 540, A1PcS4 등의 광활성인자는

지질막을 가진 바이러스나 박테리오페이지를 불활성화시키며, 특히 바이러스

게놈이 광활성인자의 주요한 표적임이 확인되었다2 1 , 22 . 또한, MB와 rose

bengal은 Qβ 박테리오페이지에서 광활성인자로 작용하여 바이러스의 게놈에

손상을 주며, 특히, 바이러스 게놈에 8- oxo- 7, 8- dihydroguanosine(8- oxoG)을

형성하기 때문이라고 보고되었다2 3 . 또한 A 1PcS 4는 VSV의 RNA - RNA 중

합효소 복합체나 RNA 또는 RNA polymerase에 영향을 미치는데, 8- oxoG

형성이 바이러스의 불활성화에 중요한 역할을 한다고 보고되었다2 4 , 2 9 . 바

이러스 막단백질 역시 바이러스 감염력 상실에 주요한 표적으로 생각되고

있다. 이는 대부분의 광불성인자들이 소수성의 특성을 가지고 있기 때문에,

세포막의 지질층에 소수성 결합(hydrophobic interation )을 하는 것처럼2 ,

바이러스에 흡착되는 기전도 이와 유사할 것으로 생각되고 있다3 . 실제로
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HpD로 광불활성화된 바이러스는 증식 주기 중에 숙주세포 내로 들어가는

과정에 장애가 있었다2 6 . 또한 HIV가 숙주세포에 감염되어 acidic

endosom e과 융합하는 과정에도 hypericin과 rose bengal이 작용하여 HIV

와 endosome과의 융합을 억제하고, HIV의 합포체(syncyt ia )을 억제한다고

보고되었다2 7 . 하지만 바이러스 불활성화의 주요한 표적은 광활성인자에 따

라서 차이를 보였다2 4 , 2 8

이에 본 연구에서는 새로운 광활성인자인 누에(silkworm ; B om byx

m ori)의 분변으로부터 추출된 CpD2 9 - 3 1를 이용한 PACT 실험을 하였다.

CpD(CpD- A , B, C, D)의 기본적 화학 구조는 포르피린계와 유사하며, 포

르피린과 유사한 광화학적 특성을 가지고 있다3 0 . Singlet oxygen을 형성하

고 630∼670 nm에서 최대 흡광도를 나타내며, HpD보다 우수한 세포내 흡

수율과 광세포독성능을 가지고 있다2 9 , 3 1 . 또한 in v ivo 실험을 통하여 CpD

가 쥐의 피하와 복강내 종양의 치료에도 효과적이라는 것이 확인되었다3 2 .

또한 CpD- D는 Gross leukemia virus (GLV )의 역전사효소를 불활성화시켜

바이러스 감염력을 저해할 수 있음이 확인되어, CpD는 항레트로바이러스

제제로서의 역할을 할 수 있다는 가능성이 제시되었다3 3 .

본 연구에서 VSV를 표적으로 실험하였다. VSV는 지질막을 가지고

있는 R habdoviridae , Ves icularvirus에 속하며, 11,162 bp의 단일가닥 RNA를

게놈으로 가지고 있다. 세포질에서 복제가 이루어지는데, 세포막에 존재하는

phosphatidyl serine에 G 단백질이 결합하여 숙주세포 내로 들어가기 때문

에 사람에서 곤충세포까지 다양한 숙주세포를 감염시킬 수 있다3 4 . VSV는

HIV와 같은 바이러스들에 비하여 연구자에게 비교적 안전하고 광활성인자
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에 의한 광역동성 작용에 민감하며, 다양한 종류의 광활성인자에 의한 불

활성화 모델로 많이 연구되어졌기 때문에2 4 , 2 5 , CpD의 바이러스 광불활성

화 작용 기전을 연구하기에 비교적 적합한 바이러스 모델이라 할 수 있다.

현재까지 알려진 바이러스에 대한 광활성인자에 의한 주요한 표적은

바이러스 단백질, 바이러스 게놈, 바이러스 중합효소나 역전사효소가 보고

되고 있다2 1 - 2 6 , 3 4 - 3 7 . CpD를 이용한 PACT 연구의 유일한 예는 CpD가 효과

적인 항레트로바이러스 제제로서의 역할을 한다는 보고이며3 3 , 이상의 보고

에서는 CpD가 바이러스에 어떻게 영향을 미치는지, 그리고 GLV가 아닌

다른 바이러스에는 어떤 영향을 미치는지에 대해서는 연구되어진 적이 없

다. 나아가 CpD에 의한 바이러스의 광불활성화에 대한 주요한 표적이 무

엇인지에 대해서 전혀 밝혀진 사실이 없다. 따라서 실험에서는 우선 CpD

의 항바이러스 효과를 플라크 형성 측정법(plaque forming as say )으로 확

인하여, CpD에 의한 항 VSV 효과를 판정하였다. 세포내 바이러스 RNA와

세포내 RNA 합성능력의 변화를 측정하여, CpD에 의한 항 VSV 효과를

판정하였다. CpD에 의한 바이러스의 광불활성화에 주요한 표적을 확인하

고자, 바이러스 단백질은 단백질 전기영동으로, 바이러스 RNA 중합 활성

은 in v itro 전사 측정법(transcirption assay )을 이용하여 확인하였다. 광활

성화된 CpD는 농도에 비례하여, VSV를 불활성시켰다. 플라크가 형성되지

않는 CpD 농도에서 세포내 바이러스 RNA가 검출되지 않았고, 세포내 바

이러스 RNA 합성능은 CpD 농도에 따라 감소하였다. 또한 바이러스의 M

단백질이 소실되어 cros s - links를 형성하였고, RNA 중합 활성 역시 CpD

농도에 따라 감소함을 확인할 수 있었다.
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Ⅱ . 재료 및 방법

1. 누에 분변 추출물(CpD) 준비

CpD는 누에 분변에서 아세톤에 용해되는 부분을 추출하여 준비하였

다. 누에 분변을 질소를 이용하여 결정화시킨 후, 파쇄하여 빛을 차단한 상

태로 보관하면서 사용하였다. 파쇄된 분말에 아세톤을 1:10(w/ v )으로 첨가

한 후 밤새도록 현탁하여 추출하고, 4℃에서 3,000 rpm으로 20분 원심분리

한 후 상층액을 fume hood에서 건조시켰다. 이렇게 건조된 시료를 CpD라

고 명명하였다. CpD를 정량하여 아세톤에 녹여 35 mg/ ml로 만들어 - 20℃

에서 실험 전까지 보관하였다. 실험에서는 사용량에 맞추어 다시 아세톤으

로 녹여 4℃에서 3,000 rpm으로 20분 원심분리한 후 상층액을 정량하여 사

용하였다. 추출과정은 모두 빛이 차단된 상태에서 실시되었다.

2. 세포주 및 바이러스 배양

바이러스 배양 및 CpD를 이용한 VSV의 불활성화 관찰과 세포내 바

이러스 RNA와 세포내 바이러스 RNA 합성능을 확인하기 위하여, Vero 세

포주(CCL- 81, AT CC, Manasses , VA, USA )와 A549 세포주(CCL- 81,

AT CC)를 사용하였다. 각 세포주는 Eagle ' s minimal essential medium (MEM,

Gibco RBL)에 10% 우태아혈청(fetal bovine serum ; FBS , Gibco RBL,

- 8 -



Grand Island, NY, USA ), penicillin (100 unit s/ ml), streptomycin (100 ㎍

/ ml)을 첨가하여 배양하였다.

VSV (Indiana serotype, VR- 1238 CAF , AT CC)는 75 T 배양플라스크

에 단층세포(monolayer )로 배양된 Vero 세포주에 바이러스(약 2 × 1010

pfu )를 감염시키고, 24시간 후에 배양액을 3000 rpm에서 10분 원심분리하

여 0.22 ㎛ syringe filter로 여과하였다. 여과된 바이러스 배양액을 1.5 ml

나 50 ml tube에 분주하여 사용 전까지 - 70℃에서 보관하였다. 바이러스의

단백질 분석과 RNA 중합 활성을 측정하기 위해서 바이러스 배양액을 4℃

에서 45,000 rpm으로 2시간 초원심분리하여 바이러스 입자를 분리하였다3 8 .

이것을 phosphat e- buffer saline(PBS, pH 7.4)에 현탁하여 Bradford 단백질

측정법(Bio- Rad Laboratories , Hercules , CA, USA )을 이용하여 농도를 측

정하였다3 9 .

3. VSV에 CpD 처리와 CpD 활성화를 위한 빛의 조사

CpD는 빛을 처리하기 전에 아세톤을 이용하여 1.875 ㎍/ ml∼60 ㎍/ ml

의 농도로 2배 계단희석하여 사용하였다. 바이러스 배양액과 농축액에 전

체 부피당 아세톤이 5% 함유되게 희석된 각 농도의 CpD를 첨가한 후, 1

시간 동안 37℃, 5% CO2 배양기에서 흡착시켰다. 이렇게 CpD가 흡착된

바이러스 액에 빛이 120 mJ/ cm 2 되게 조사하였다. 이 에너지량은 Laser

pow er m eter (Metrologic Instrum ent s , Inc ., Blackw ood, NJ, USA )를 이용
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하여 측정하였다. 이렇게 빛을 조사한 후에 2시간 동안 배양하여 각 실험

에 이용하였다.

4. 플라크 형성 측정법(Plaque fo rming as s ay)

CpD에 의한 광역동성 작용에 의하여 VSV의 감염력이 상실되는지를

플라크 형성 측정법을 이용하여 확인하였다40 . A549 세포주를 6 well culture

plate에 2 × 105 세포/ well로 분주하여 완전하게 단층세포로 배양하였다.

1.875 ㎍/ ml∼60 ㎍/ ml의 농도로 2배 계단희석한 CpD만을 사용한 군과 각

CpD 농도를 VSV에 처리하고 10 분간 빛을 조사한 군을 실험군으로 하고,

빛, 아세톤, 아무런 처리를 하지 않은 VSV를 대조군으로 하였다. 사용한

VSV의 역가는 7 × 107 pfu/ ml이었다. 대조군과 실험군을 MEM으로 10배

계단희석하여 A549 세포주에 37℃에서 1시간 동안 5% CO2 배양기에서 감

염시켰다. 바이러스액을 제거하고 MEM으로 2회 세척한 후, 가열하여 4

2℃에서 식힌 2% agarose 용액과 2 × MEM의 1:1의 혼합용액을 2 ml씩

well에 넣어서 상온에서 굳혔다. Plate를 37℃, 5% CO2 배양기에서 2일간

배양하였다. Agarose를 제거한 후 세포를 PBS로 2회 세척하고, 2%

paraformaldehyde로 15분간 고정하였다. 다시 PBS로 2회 세척하고 crystal

violet 용액으로 염색하여 플라크를 확인하였다. 바이러스 역가는 희석배수

와 플라크 수를 이용하여 결정하였다. 결과은 log 값으로 나타내었다.
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5. RNA 분리, c DNA 합성, 역전사 효소-중합효소 연쇄 반응(reve rs e

trans c riptas e -po lyme ras e c ha in re atio n;RT-PCR)

CpD 광활성 후, 세포내 VSV RNA를 RT - PCR을 통하여 확인하였다.

3.75, 7.5, 30 ㎍/ ml 농도의 CpD만을 사용한 군과 각 CpD 농도를 VSV에

처리하고 10 분간 빛을 조사한 군을 실험군으로 하고, 아무런 처리를 하지

않은 VSV를 양성 대조군으로 사용하였다. 6 well plate에 단층세포로 자란

A549 세포주에 실험군과 대조군의 VSV를 2 × 103 pfu/ well로 MEM으로

희석하여 37℃에서 1시간 동안 5% CO2 배양기에서 감염시켰다. 바이러스

용액를 제거하고 MEM으로 2회 세척한 다음, 37℃에서 16시간 동안 5%

CO2 배양기에서 배양하였다. 총 RNA는 T rizol total RNA isolation

reagent (Gibco- BRL)를 이용하여 분리하였다. 바이러스 cDNA를 합성하기

위하여 4 ㎍의 RNA를 100 ng/㎕의 random hexam er (Pham acia, Uppsala,

Sweden ) 4 ㎕, 10 mM dNT P (Promega, Medison , Wis, USA ) 4 ㎕,

M - MLV 5 × RT buffer 8 ㎕, 200 unit s/ ㎕ M - MLV RT (Prom ega) 1

㎕에 diethyl pyrocarbonate로 처리된 증류수를 첨가하여 총 반응액을 40

㎕로 맞추었다. 이 반응액을 42℃에서 1시간 반응시켜 cDNA를 제조한 후,

94℃에서 5분간 가열하여 역전사 효소를 불활성화시켰다.

PCR 반응은 Indiana serotype VSV의 G 단백질을 포함한 부분을 선택

적으로 증폭할 수 있는 prim er set (VSVINGP9, 10)를 이용하였다. 합성한

cDNA 3㎕를 주형으로 하여 AccuPowerT M PreMix - T op (Roche Molecular

System , Inc., Alameda , CA, USA )에 증류수 15 ㎕와 10 pm ol/ ml
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VSVINGP9, 10을 각각 1 ㎕씩 넣어 PCR을 수행하였다. 반응 조건은 94℃

에서 105초간 변성시킨 후, 94℃에서 15초, 56℃에서 30초를 주기로 35회

반응시켰고, 마지막으로 72℃에서 7분간 반응시켰다. 동일한 양의 RNA가

사용되었는지를 확인하기 위하여 β- actin mRNA의 발현정도를 확인하였

다. AccuPow erT M PreMix - T op(Roche Molecular Sy stem )을 이용하여 β

- actin primer 각 1 ㎕씩, cDNA 3 ㎕, 증류수 15 ㎕를 넣어 반응시켰다.

94℃에서 5분간 변성시키고, 94℃에서 30초, 59℃에서 30초, 72℃에서 30초

를 주기로 24회 반응시킨 다음에, 72℃에서 10분 반응시켰다. 사용된

primer의 염기서열은 다음과 같다. VSVINGP9: 5 ' - CAGCCT CT CGAACA

ACT A - 3' , VSVINGP 10: 5 ' - GT CAGAAT GCCAGGT T GT - 3 ' . β- actin

forw ard: 5 ' - CGT GGGCCGCCCT AGGCACCA - 3' , rever se: 5 ' - T T GGCC

T T AGGGT T CAGGGGGG- 3' . 양성 대조군으로 사용한 VSV cDNA와

VSVINGP primer 서열, PCR 조건은 국립수의과학검역원, 해외전염병과에

서 받아서 사용하였다.

6. A549 세포에서 VSV RNA 합성능 확인

3.75, 7.5, 30 ㎍/ ml 농도의 CpD만을 사용한 군과 각 CpD 농도를

VSV에 처리하고 10 분간 빛을 조사한 군을 실험군으로 하고, 빛, 아세톤,

아무런 처리를 하지 않은 VSV를 대조군으로 하였다. 96 w ell plate에 단층

세포로 자란 A549 세포주에 실험군과 대조군의 VSV를 M .O.I=200으로 3
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7℃에서 1시간 동안 5% CO2 배양기에서 감염시켰다. A549 세포에서 VSV

RNA 합성능은 Moor 등2 4과 Schlegel 등4 1이 사용했던 방법을 변형하여

사용하였다. 바이러스 액을 제거한 후, MEM으로 2회 세척하고 숙주 세포

의 RNA 합성을 저해하기 위하여 actinomycin D (Sigm a, St . Louis , MO,

USA )를 최종 농도가 5 ㎍/ ml이 되게 하여 1시간동안 처리하였다2 4 , 4 1 .

Act inomycin D를 첨가한 배양액을 제거하고, MEM으로 2회 세척한 다음

에, well당 1 μCi가 되게 3H - uridine(20 Ci/ mmol, NEN Life Scinece

Product s , Boston , MA , USA )을 첨가하고, 37℃에서 6시간 동안 5% CO2

배양기에서 배양하였다. 배양된 세포에 0.25% trypsin - EDT A (Gibco BRL)

를 10분간 처리하여 부유된 세포를 cell harvester를 이용하여, 4℃로 냉각

시킨 10% trichloracetic acid (T CA )로 GF/ C filter (Whatm an , Maidstone,

UK )에 흡착시켰다. GF/ C filt er를 2회 10% T CA로 세척하고 건조시켰다.

건조된 GF/ C filter를 liquid scintillation counter로 GF/ C filter에 흡착된

3H - uridine 양을 count per mintue(cpm )로 나타내었다.

7. VSV 단백질 분석

CpD의 광활성에 의한 VSV 단백질의 변화를 확인하고자, 12%

sodium dodecyl sulfate- polyacrylamide gel electrophoresis (SDS - PAGE )42

를 이용하여 확인하였다. 3.75, 7.5, 30 ㎍/ ml 농도의 CpD만을 사용한 군과

각 CpD 농도를 VSV에 처리하고 10 분간 빛을 조사한 군을 실험군으로
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하고, 빛, 아세톤, 아무런 처리를 하지 않은 VSV 농축액(각 5 ㎍)을 대조

군으로 하였다. 각각의 바이러스 농축액을 1% SDS, 1% 2- mercaptoethanol

용액에 넣고 100℃에서 5분 동안 끓여서 변성시킨 후 120 V로 2시간 전기

영동하였다. 전기영동 후, 젤을 1 mg/ ml Coomassie brilliant blue

R- 250(Sigma) 용액으로 염색하여 VSV 단백질의 변화를 확인하였다.

8. In vitro 바이러스 RNA 중합 활성 측정

CpD 광활성에 의한 VSV RNA 중합 활성의 변화를 in v itro 전사 측

정법으로 확인하였다2 4 . 3.75, 7.5, 30 ㎍/ ml 농도의 CpD에 10분간 빛을 조

사한 VSV 농축액(각 20 ㎍)을 이용하여 측정하였다. 음성 대조군은 반응

액에 PBS만을 첨가하였다. 50 mM T ris - HCl, pH 8.0, 0.1 M NaCl, 5 mM

MgCl2 , 4 mM dithiothreitol, 0.05% T rion X- 100, 10 unit s RNase

inhibitor (Boehringer Mannheim , Germany ), 1 mM AT P, 1 mM GT P , 1

mM CT P , 0.1 mM UT P (Promega ), 10 μCi 3H - UT P (35 Ci/ mmol, NEN

Life Science Product s )로 200 ㎕의 반응액을 만들었다. 30℃에서 3시간동

안 반응시켰고, 반응액을 4℃로 냉각시킨 10% T CA로 GF/ C filter

(W hatman )에 침전·흡착시켰다. GF/ C filter를 2회 10% T CA로 세척하고

건조시켜서 GF/ C filter에 흡착된 3H - UT P를 liquid scintillat ion counter로

측정하였다. 측정결과는 cpm으로 나타내었다.
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Ⅲ . 결 과

1. CpD 광역동성 작용에 의한 VSV 불활성화

광활성화된 CpD가 VSV를 불활성화시킬 수 있는 유용한 제제로서의

역할을 할 수 있는지를 알아보기 위해, VSV에 CpD를 농도별로 처리하고

120 mJ/ cm 2의 빛을 조사하여, VSV의 세포독성 변화를 플라크 형성 측정

법으로 확인하였다. CpD를 1.875∼60 ㎍/ ml의 농도로 2배 계단희석해서,

역가가 7 × 107 pfu/ ml인 VSV에 CpD만을 사용한 군과 각 농도별로 CpD

처리후 10 분간 빛을 조사한 군을 비교하였고, VSV 단독, 빛, 아세톤에 의

한 영향도 확인하였다. VSV 단독은 약 7log pfu를 보였고, CpD를 추출하

기 위해 사용했던 용매인 아세톤이나 CpD의 활성화를 위해 조사했던 빛에

의해서도 VSV 단독으로 감염시켰을 때 나타나는 pfu와 차이가 없었다. 또

한 CpD만을 단독으로 처리하고 빛을 차단했던 군 모두가 CpD 농도에 상

관없이 pfu에 변화를 보이지 않았다(그림 1A ). 그러나 CpD에 빛을 조사해

서 광역동성 작용을 시킨 군에서는 CpD 농도에 따라서 pfu의 감소를 나타

내었다. 1.875 ㎍/ ml에서는 약 4log pfu를 나타내었고, 3.75 ㎍/ ml에서는 약

2log pfu를, 7.5 ㎍/ ml에서는 0.5log pfu를 각각 나타내었다. 특히, 15, 30,

60 ㎍/ ml의 CpD 농도에서는 전혀 플라크를 관찰할 수 없었다(그림 1B).

VSV에 3.75㎍/ ml과 30 ㎍/ ml CpD만을 처리한 군과 빛을 처리한 군을

A549 세포에 감염시켜, 24시간 후 숙주세포의 형태학적 변화를 확인하였

다. 플라크 형성 측정법의 결과와 마찬가지로 CpD만을 처리한 군은 VSV

단독 처리한 군과 같이 감염시키고 24시간 후에는 VSV에 감염된 대부분
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의 세포들이 용해되었다. 광활성화된 CpD 3.75㎍/ ml에서는 CpD만을 처리

한 군이나, VSV 단독 처리한 군보다 숙주세포가 용해되는 것이 감소되었

다. 또한, 광활성화된 CpD 30㎍/ ml에서는 숙주세포에 VSV에 의한 세포용

해가 관찰되지 않았다. 이러한 결과는 CpD가 농도에 비례하여 광역동성

작용에 의해 VSV의 감염력을 상실시킬 수 있음을 의미한다. 3.75, 7.5, 30

㎍/ ml의 CpD 농도에서 각각의 pfu 차이를 확연히 관찰할 수 있었기 때문

에, 세가지 농도를 이용하여 다음 실험을 수행하였다.

2. CpD 광활성에 의한 세포내 VSV RNA 변화

CpD 광활성 후 세포내 VSV RNA를 VSV G 단백질을 암호화하고 있

는 부분(VSV - G, 639 bp)을 RT - PCR을 통하여 확인하였다. 6 w ell plate에

단층세포로 배양된 A549 세포에, VSV에 3.75, 7.5, 30 ㎍/ ml의 CpD만을

처리한 군과 각 농도 별로 CpD를 처리한 후 10분간 빛을 조사한 군을 최

종 2 × 103 pfu/ well이 되게 1시간 감염시켜, 16시간동안 배양하여 RNA를

분리하여 RT - PCR을 수행하였다. VSV 단독 또는 CpD만을 처리한 군에서

는 VSV - G RNA가 검출되었으며, 밴드 명암도(intensity )에도 커다란 차이

가 없었다. 그러나 플라크 형성 측정법에서 보이는, CpD 농도에 비례하여

감염력이 상실되는 것과는 다르게 3.75, 7.5 ㎍/ ml의 CpD와 빛을 처리한

군에서도 VSV RNA가 검출되었고, 밴드 명암도 역시 차이가 없었다. 그러

나 VSV에 30 ㎍/ ml의 CpD와 빛을 처리한 군에서 VSV - G RNA가 검출되

지 않았다(그림 2). 이러한 결과는 30 ㎍/ ml CpD에서 빛에 의한 광역동성
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작용에 의해 불활성화된 VSV가 숙주세포 내로 감염되지 않았거나, 감염되

어도 바이러스 게놈, 또는 RNA 중합효소가 손상되어 RNA를 복제할 수

없기 때문인 것으로 생각된다.

3. CpD 광역동성 작용에 의한 VSV의 세포내 RNA 합성능 변화

CpD의 광역동성 작용에 의해 숙주세포 내에서 VSV의 RNA 합성능

변화를 측정하고자, VSV에 CpD 단독, CpD와 빛, 아세톤 또는 빛만을 처

리하였다. 양성 대조군은 VSV 단독으로 A549 세포에 감염시켰고, 음성 대

조군은 세포에 바이러스를 감염시키지 않고 actinomycin D만을 처리하였

다. 각각 처리한 VSV를 A549 세포에 감염시키고 actionmycin D를 처리하

여 숙주세포의 RNA 합성을 저해시켜서 3H - uridine 흡착정도로 VSV의 세

포내 RNA 합성능을 확인하였다. 앞의 실험 결과와 마찬가지로 VSV 단독,

빛이나 아세톤, 또는 각 농도의 CpD만을 처리한 군에서는 양성 대조군과

비교하여 3H - uridine 흡착정도에 차이가 없었다(그림 3A ). 하지만 VSV에

3.75, 7.5, 30 ㎍/ ml CpD와 빛을 조사한 군에서는 CpD 농도 따라서

3H - uridine 흡착이 감소되어 플라크가 전혀 생기지 않았던 30 ㎍/ ml의

CpD 농도에서는 음성 대조군 정도의 3H - uridine이 흡착되었다(그림 3B).

이러한 결과는 CpD의 광역동성 작용에 의해 VSV의 감염력이 상실되어

VSV가 세포내로 감염되지 않았던지, 바이러스 게놈의 손상이나 바이러스

RNA - RNA 중합효소 복합체 또는 바이러스 RNA 중합효소의 손상에 기인

된 것으로 생각된다.
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(A ) (B )

(C )

그림 1 . CpD의 광역동성 작용에 의한 V S V 불활성화 . (A ) VSV 단독(untreated), 빛

(light ) 또는 acetone을 처리했을 때 VSV의 플라크 형성능을 측정하였다. (B) 각 농도의

CpD만 처리한 군(□)과 각 농도의 CpD와 빛을 처리한 군(■)에서 VSV의 감염력을 확인하

였다. 사용한 CpD 농도는 1.875∼60 ㎍/ ml을 2배 계단희석하였다. 데이타는 서로 다른 세

실험의 평균값과 표준 편차로 나타내었다. (C) CpD의 광역동성 작용에 의해 불활성화된

VSV에 감염된 A549 세포의 형태를 위상차 현미경을 이용하여 확인하였다. VSV를 감염시

키고, 24시간 후 세포가 용해되었다. CpD에 빛을 처리한 군(CL)에서는 숙주세포의 용해가

CpD 농도에 비례하여 억제되었다.
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그림 2 . CpD 광역동성 작용에 의한 세포내 V S V RN A 확인 . VSV에 CpD 3.75, 7.5, 30

㎍/ ml과 빛을 처리한 실험군, 각 농도의 CpD만을 처리한 대조군을 A549 세포에 감염시켜

16시간 배양한 후 전체 RNA를 얻어서 RT - PCR을 수행하였다. (+)는 VSV cDNA를 나타

내며, C는 CpD만을 처리한 대조군, CL은 CpD와 빛을 처리한 실험군을 나타낸다.
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(A ) (B )

그림 3 . CpD의 광역동성 작용에 의한 A 459 세포내에서 V S V RN A 합성능 변화 . 96

w ell에 A549 세포를 단층세포로 배양한 후, 각각 처리된 VSV를 M .O.I.=200이 되게 1시간

감염시켜 5 ㎍/ ml actinomycin D를 1시간 처리한 다음에 세포내 3H- uridine 흡착량을 6시

간후에 측정하였다. (A ) VSV 단독(untreat )이나 빛(light ), acetone 처리에 의한 세포내

VSV RNA 합성능을 확인하였다. N/ C: 음성 대조군으로 actinomycin D만을 처리한 것이다.

(B) 각 농도의 CpD만 처리한 군(□)과 각 농도의 CpD와 빛을 처리한 군(■)의 세포내 VSV

RNA 합성능을 확인하였다. 데이타는 서로 다른 세 실험의 평균값과 표준 편차로 나타내었다.
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4. CpD 광역동성 작용에 의한 VSV 불활성화의 주요한 표적

CpD 광역동성 작용에 의하여 VSV 감염력이 상실된 것을 플라크 형

성법으로 확인하였다. 또한 세포내 VSV RNA와 세포내 VSV RNA 합성

능 변화가 있음을 확인하였다. 이러한 결과들을 기초로 CpD가 광역동성

작용에 의해서 VSV를 불활성화시킬 때 주요한 표적이 무엇인지를 바이러

스 단백질을 전기영동으로 분석하였고, 바이러스의 RNA 중합 활성 변화를

in v itro 전사 측정법을 이용하여 확인하였다.

(1) V S V 단백질의 변화

CpD 광역동성 작용에 의한 VSV 불활성화가 단백질의 손상에 기인한

것인지를 확인하기 위하여 바이러스를 초원심분리기로 농축하여, CpD

3.75, 7.5, 30 ㎍/ ml만을 처리한 군과 빛을 같이 조사한 군, 빛이나 아세톤

을 처리한 군을 SDS - PAGE를 이용하여 VSV의 단백질 변화 양상을 확인

하였다. 아세톤이나 빛, CpD만을 단독으로 처리한 군에서는 바이러스 단백

질의 변화를 관찰할 수 없어, 젤 가장 하단에서 부터 VSV의 M (m atrix )

단백질, N (nucleocapsid) 단백질, G(glycoprotein ) 단백질, L (RNA

polymerase) 단백질이 확인되었다. CpD와 빛을 처리한 군에서 M 단백질

을 확인할 수 없었으며, G 단백질이 약간 감소되는 경향을 보였다. 또한,

CpD와 빛을 처리한 군에서는 젤 상단에는 대조군에서 보이지 않는 밴드

(XL)가 나타났다(그림 3). 광활성인자의 광역동성 작용에 의해 손상된 단
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백질이 cross - links를 형성하여 젤 상에서 가장 상단에 밴드를 형성한다는

Moor 등2 4의 보고를 미루어 보건대, 겔 상의 가장 상단에 의치한 밴드는

CpD의 광역동성 작용에 의해서 소실된 M 단백질이 일부 소실된 G 단백

질과 또는 기타 바이러스 단백질과 cross - link를 형성한 것으로 생각된다.
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그림 4 . CpD의 광역동성 작용에 의한 바이러스 단백질의 변화 . 5 ㎍의 농축된 VSV에

빛(I), 아세톤(A ), CpD 단독(C) 및 CpD와 빛을 처리한 군(CL)을 12% polyacrylamide 젤에

서 전기영동하였다. 전기영동한 젤을 Coomassie brilliant blue R- 250 용액으로 염색하여 바

이러스 단백질의 변화를 확인하였다. M .W : molecular w eight marker ; VSV : 수포성 구내염

바이러스; I : 빛 단독 처리; A : 아세톤 단독 처리; C: CpD만 처리; CL: CpD와 빛을 조사;

CpD 농도: ㎍/ ml; XL: cross - links ; L: RNA polymaerase; G: 바이러스막 glycoprot ein ; N :

nucleocapsid; M : matrix protein .
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(2 ) CpD 광역동성 작용에 의한 in v it ro 바이러스 RNA 중합활성

CpD 광역동성 작용에 의한 VSV 불활성화가 바이러스 게놈이나 RNA

중합효소에 영향을 주었는지 확인하기 위하여 in v itro 전사 측정법을 수행

하였다. 본 실험에서는 20 ㎍의 바이러스 농축액에 3.75, 7.5, 30 ㎍/ m의

CpD와 빛을 조사하여 실험을 실시하였다. 음성 대조군으로는 반응액에

PBS만을 넣어주었고, 양성 대조군은 아무런 처리도 하지 않은 바이러스

농축액을 이용하였다. 광활성화된 CpD의 농도가 증가할수록 바이러스

3H - UT P 흡착이 감소되었며(그림 5), 이는 CpD 농도에 비례하여 바이러스

RNA 중합이 감소한다는 것을 의미한다. 이러한 결과는 CpD의 광활성에

의해 VSV의 RNA 게놈이나 RNA 중합효소 또는 RNA - RNA 중합효소 복

합체가 손상되었음을 의미한다.
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그림 5 . CpD의 광역동성 작용에 의한 V S V RN A 중합 활성 변화 . 20 ㎍의 VSV에

3.75, 7.5, 30 ㎍/ ml의 CpD에 빛을 조사한 군에서 3H- UT P 흡착을 이용한 in v itro 전사 측

정법을 이용하여 VSV RNA 중합 활성을 측정하였다. N/ C는 VSV 대신에 PBS를 반응액

에 넣은 음성 대조군이다. 데이타는 서로 다른 세 실험의 평균값과 표준 편차로 나타내었다.
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Ⅳ . 고 찰

광활성인자는 현재 임상에서 제한적이긴 하지만, 일부 암환자들의 항

암치료를 위해 이용되고 있다2 . 또한 이러한 광활성인자가 바이러스를 포

함하는 미생물을 제거할 수 있다는 것이 보고되고 있지만 아직도 그에 대

한 연구는 미진한 실정이다3 .

광활성인자의 광역동성 작용을 이용하여 바이러스를 불활성화시키는

연구가 MB, A 1PcS4, Pc4, merocyanine 540, rose bengal 등 다양한 광활

성인자를 사용하여 연구되어 왔지만2 1 - 27 , 3 5 , 광활성인자에 의한 바이러스

불활성화의 기전은 아직도 완전히 밝혀지지 않았다. 지질막을 가지지 않는

바이러스들이 광활성인자와 빛에 의한 광역동성 작용에 효과적이지 않기

때문에 바이러스의 지질막이 광활성인자의 표적으로 중요할 것이라고 생각

되고 있다3 9 . 또한 최근의 연구들을 통해서 바이러스의 게놈 역시도 광활성

인자에 의해 손상을 받는다는 것이 보고되었다2 3 - 2 5 .

본 연구에서 사용한 광활성인자인 CpD는 건조된 누에의 분변에서 아

세톤을 이용하여 추출한 것을 총칭하여 명명하였다. CpD는 포르피린계와

유사한 구조와 특성을 갖고 있으며30 , in v ivo와 in v itro 실험을 통하여 종

양 치료를 위한 항암제로서의 역할을 할 수 있다는 것이 보고되었다3 2 . 또

한 레트로바이러스인 마우스 GLV의 역전사효소를 억제시킨다는 것이 보

고되었다3 3 . 하지만 CpD에 의한 항바이러스 작용기작이나 CpD가 바이러스

의 어느 부위에 영향을 미치는지에 대해서는 연구되지 않았다. 따라서 본
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실험에서는 CpD의 항바이러스 제제로서의 기능을, 지질막을 가지고 있으

며, 다양한 광활성인자를 사용한 바이러스 불활성화 연구에 사용된 VSV를

이용하여 확인하고, CpD의 광역동성 작용에 의한 바이러스 불활성화에 주

요한 표적이 무엇인지를 바이러스 단백질, in v itro 바이러스 RNA 중합 활

성 변화를 통하여 확인하였다.

CpD가 광역동성 작용에 의하여 바이러스를 불활성시킬 수 있는지 플

라크 형성 측정법으로 확인하였다. CpD를 유기용매인 아세톤을 이용하여

추출하고 다시 아세톤에 희석하여 사용하였기 때문에, 아세톤에 의한 바이

러스 불활성화 효과와 광역동 작용에 필요한 빛을 조사할 때 생기는 열에

의한 바이러스의 불활성화 효과가 있는지를 확인하였지만, 양성 대조군인

VSV 단독 처리군과 비교하여 차이가 없었다. 또한 CpD만을 단독으로 처

리한 군에서도 pfu가 양성 대조군과 비교하여 아무런 변화도 없었다(그림

1A, 1B). 이것은 CpD가 빛이 없는 상태에서는 활성화되지 않아 VSV 감염

력에 아무런 영향을 주지 않는다는 것을 의미한다. 하지만 CpD에 빛을 처

리한 군에서는 바이러스의 pfu가 농도에 따라 감소하여 15∼60 ㎍/ ml CpD

에서는 전혀 플라크를 관찰할 수 없었다(그림 1B). 3.75와 30 ㎍/ ml의 CpD

를 VSV에 처리한 후, 빛을 조사한 군과 조사하지 않은 군을 숙주세포에

감염시켜 24시간 후에 숙주세포 형태를 관찰하였다. 플라크 형성법의 결과

와 마찬가지로, CpD 단독 처리군에서는 VSV 단독 처리군과 같이 VSV를

감염시키고, 24시간 후에는 대부분의 세포들이 용해되었다. 3.75 ㎍/ ml

CpD와 빛을 조사한 군에서는 숙주세포의 용해현상이 감소되었고, 30 ㎍

/ ml에서는 숙주세포의 용해현상이 관찰되지 않았다(그림 1C). 이러한 결과
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는 CpD 광역동성 작용이 CpD 농도에 비례하여 VSV 감염력을 상실시킨

다는 것을 의미한다. 따라서 CpD가 광역동성 작용에 VSV와 같은 지질막

을 가진 바이러스에 대한 항바이러스 제제로 이용될 가능성을 시사한다.

광활성화된 CpD를 처리한 VSV를 감염시킨 A549 세포에서 세포내

VSV RNA를 RT - PCR로 확인하였다. 각 농도의 CpD만을 처리한 군과 각

농도의 CpD와 빛을 처리한 VSV를 A549 세포주에 감염시켰다. 플라크 형

성 측정 실험과 마찬가지로 CpD만을 처리한 군에서는 VSV RNA가 검출

되었다. 또한 CpD 3.75 ㎍/ ml과 7.5 ㎍/ ml에 빛을 처리한 군에서도 VSV

RNA가 검출되었다. VSV RNA가 광활성화된 CpD 농도에 비례하여 감소

되지 않았는데, 그 원인은 3.75 ㎍/ ml과 7.5 ㎍/ m을 처리한 군에서 감염력

을 가지고 있는 바이러스들이 증식하였기 때문에 증식된 바이러스 RNA들

이 총 RNA를 추출하는 과정에서 포함되었기 때문으로 생각된다. 이러한

것들을 배제하기 위해서 CpD와 빛을 처리한 VSV에서 바이러스 RNA를

직접 분리하여 확인할 필요가 있다. 그러나 CpD 30 ㎍/ ml과 빛을 처리했

을 때, VSV RNA를 검출할 수 없었다(그림 2).

광활성화된 CpD를 처리한 VSV를 감염시킨 A549 세포에서 세포내 바

이러스 RNA 합성능을 세포내 침착된 3H - urindine 변화를 통하여 확인하

였다. 플라크 형성 측정 실험의 결과와 같이, VSV에 아세톤이나 빛만을

처리한 군과 VSV만을 처리한 군에서 세포내 VSV RNA 합성능에서 차이

를 보이지 않았다. 또한 CpD만을 처리한 군에서도 세포내 침착된 VSV

RNA 합성능에 별다른 영향이 없었다. 그러나 각 농도의 CpD와 빛을 처리

한 군에서는 세포내 VSV RNA 합성능이 CpD 농도에 비례하여 감소되었
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다(그림 3). 이것은 CpD 광역동성 작용에 의해 세포내 바이러스 RNA 합

성능이 저해되었음을 의미한다. 세포내 VSV RNA 검출과 세포내 VSV

RNA 합성능의 결과들은 CpD의 광역동성 작용에 의해 VSV의 감염력이

상실과 연관되어 있는데, 몇 가지 의문이 제시된다. 우선 바이러스가 CpD

의 광역동성 작용에 의해 감염력을 상실하여 세포에 VSV가 감염되지 않

았는지, 또는 바이러스 게놈의 손상, 바이러스 RNA 중합효소의 손상 또는

바이러스 RNA - RNA 중합효소 복합체에 기인된 것인지 명확하지 않다. 그

래서 그 원인을 확인하고자 CpD의 광역동성 작용에 의한 VSV 불활성화

의 주요한 표적을 바이러스 단백질 분석과 in v itro 전사 측정법을 통하여

찾고자 하였다.

CpD의 광역동성 작용에 의한 VSV의 불활성화가 바이러스 단백질의

손상에 의한 것인지를 확인하였다. 전기영동에서 확인한 것은 M 단백질이

CpD의 광역동성 작용에 의해 소실되었으며, G 단백질 역시 약간 감소되는

경향을 보였다(그림 4). 젤의 가장 상단에 CpD와 빛을 처리한 군에서 밴드

가 나타나는데, 이는 소실된 단백질들이 cross - linking되어 나타나는 것이

보고된 것으로2 4 미루어 보건대, 소실된 M 단백질과 G 단백질 또는 기타

바이러스 단백질의 cros s - linking에 의해 젤의 상단에 밴드가 형성된 것으

로 생각된다.

광활성인자에 따라서 바이러스 단백질의 변화는 차이를 보인다. 예를

들어, A 1PcS 4의 경우에는 G 단백질이 가장 많이 손실되었으나2 4 , MB의 경

우에는 바이러스 단백질에 아무런 변화 없이도 바이러스가 불활성화되었다

2 2 . 광활성인자의 광역동성 작용에 의해 발생되는 cross - link 역시 광활성인
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자에 따라서 바이러스의 감염력 상실에 영향을 미치는 경우27와 그렇지 않

은 경우가 있다2 4 . 본 실험결과에서는 cross - link가 주로 M 단백질의 손상

에 의해 생성된 것이기 때문에 바이러스의 불활성화에 중요하리라 생각된

다.

VSV 지질막에 존재하는 G 단백질은 숙주세포막에 존재하는 phosphatidyl

serine을 이용하여 숙주세포로 세포내이입(endocytosis )되기 때문에 바이러

스가 숙주세포에 감염되는 데 중요한 역할을 한다34 . 하지만 바이러스 G

단백질의 손상은 바이러스 감염력 상실에 중요하지 않다는 보고가 있다.

그 이유는 광활성인자에 의해 G 단백질이 완전히 소실되어도 cross - link된

단백질에 존재하는 G 단백질 부분이 바이러스가 숙주세포로 들어가는 역

할을 할 수 있기 때문이다2 4 . 본 실험에서는 G 단백질이 거의 손상되지 않

았기 때문에, 광활성화된 CpD에 의해 불활성화된 VSV가 숙주세포로 들어

가는 데에는 문제가 없을 것으로 생각된다.

VSV의 M 단백질은 바이러스의 총 단백질의 중요한 부분을 차지하

고 있는 26 kDa의 당화되지 않은 단백질이다45 . VSV의 M 단백질은 세 가

지의 중요한 기능이 있다. 첫째, 바이러스의 조립(as sembly )에 중요한 역할

을 한다4 6 . 둘째, 바이러스 전사를 조절한다46 , 47 . 셋째, VSV의 세포병인

(cytopathogenesis )에 중요한 역할을 한다4 8 . VSV가 숙주세포에 감염되면,

우선 세포의 RNA와 단백질 합성을 저해하고, 세포골격체(cytoskelecton )를

분해하여, 둥근 형태로 부유시키게 된다. 이런 상태에서 바이러스의 복제가

이루어지게 된다. 여기서 중요한 역할을 하는 것이 바로 M 단백질이다

4 6 - 4 8 . 따라서 CpD의 광역동성 작용에 의한 M 단백질의 손실은 VSV의 세
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포변성 효과를 저해하게 되고, 또한 바이러스의 전사를 저해함으로서 바이

러스를 불활성화시키는 것으로 생각된다.

CpD에 의한 광역동성 작용이 바이러스 RNA 중합에 영향을 미치는지

를 바이러스 RNA를 주형으로 새롭게 합성된 RNA양을 in v itro 전사측정

법을 통하여 확인하였다. 본 실험에서는 CpD와 빛을 처리한 군을 실험군

으로 하고, 양성 대조군으로는 VSV 단독 처리한 것을, 음성 대조군으로는

반응액에 PBS를 넣어 사용하였다. VSV RNA 전사 역시 광활성화된 CpD

의 농도에 비례한다는 것을 확인하였다(그림 5). 이러한 결과는 바이러스

RNA가 중합되는데 주형이 되는 바이러스 RNA와 RNA 중합효소에 의해

결정되기 때문에 CpD에 의해 바이러스가 불활성화되는 데, 바이러스 게놈

이나 바이러스 RNA 중합효소가 영향을 줄 것으로 생각된다. 이는 CpD의

광역동성 작용에 의한 VSV 불활성화의 표적이 M 단백질 외에도 바이러

스 게놈이나 바이러스 RNA 중합효소 또는 RNA - RNA 중합효소 복합체임

을 의미한다.

광활성인자들은 산소가 존재하는 환경에서 빛에 의해 typeⅠ 반응과

typeⅡ 반응을 일으키게 된다. T ypeⅠ 반응은 자유전자(free radical)들이

생체분자에 영향을 주는 것으로, 이는 주로 peptide를 cross - link 시키거나

호흡연쇄(respiratory chain )에 산화·환원 반응을 일으켜 호흡을 저해한다

3 . T ypeⅡ 반응은 singlet oxygen에 의해 세포벽이나 세포막에 손상을 주

고 바이러스 외피 단백질의 T yr , Met , His를 산화시켜 바이러스의 감염력

에 영향을 준다. 또한 세포내 효소나 바이러스 효소와 핵산 잔기, 그중에서

도 guanosine에 영향을 주어 8- oxo- 7,8- dihydroguanosine(8- oxoG)을 형성
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하게 되고 이것은 돌연변이를 일으키거나 게놈 복제를 저해한다3 . CpD 역

시 singlet oxygen을 형성할 수 있기 때문에28 , 3 2 바이러스 불활성화는

CpD가 빛에 의해 singlet oxygen을 형성하여 VSV의 감염력에 중요한 M

단백질이나 RNA 게놈 또는 RNA 중합효소 또는 RNA - RNA 중합효소 복

합체에 영향을 준 것으로 생각된다.

항바이러스 화학요법은 소수의 바이러스 감염질환에서 사용되고 있지

만3 , 아직도 숙주 손상을 최소화하면서 감염된 바이러스를 불활성화시킬

수 있는 방법에 관한 연구는 미진하다. 바이러스는 숙주세포의 대사과정을

이용하고 있어, 감염된 세포와 바이러스만을 선택적으로 제거할 수 있는

방법을 개발하는데 어려움이 있다. 특히, 다양한 진단법의 개발로 혈액의

안정성이 증가되고 있지만, HIV - 1/ 2나 human HT LV - I/ II와 같은 레트로

바이러스와 HBV와 HCV 등에 의한 혈액구성물의 오염에 대한 위험이 여

전히 존재하고 있다49 . 더욱이 면역기능이 저하된 환자들의 수혈과정이 골

수 이식에서 cytomegalovirus (CMV), parvovirus나 알려지지 않은 새로운

바이러스들에 의한 혈액구성물들의 오염이 중요한 문제가 되고 있다. 따라

서 이러한 바이러스들을 제거할 수 있는 방법의 개발에 많은 관심이 모아

지고 있다5 0 , 5 1 . 혈액에 오염된 바이러스를 제거하기 위해서는 정상세포에

는 영향을 미치지 않으면서 바이러스와 바이러스가 감염된 세포내에 존재

하는 바이러스를 파괴할 수 있어야 한다. 이처럼 CpD를 바이러스 감염질

환이나 바이러스가 오염된 혈액의 소독에 이용하기 위한 연구가 필요하다.

이를 통하여 혈액제제의 소독이나 바이러스 감염질환의 치료에 CpD가 효

과적으로 사용될 수 있을 것이다. 하지만 본 실험에서 사용한 VSV는 숙주
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세포에 잠복 감염되지 않기 때문에 세포에 감염된 바이러스를 파괴 효과를

확인할 수 없었다. 따라서 CpD의 항바이러스 효과를 임상에 적용시키기

위해서는 세포내·외에 감염된 바이러스를 효과적으로 파괴할 수 있는 바

이러스를 이용하여 적합한 조건을 찾아야 할 것으로 생각된다.

광활성화된 CpD는 농도에 비례하여 VSV를 불활성화시켰다. 플라크가

형성되지 않은 CpD 농도에서 세포내 VSV RNA가 검출되지 않았으며, 세

포내 RNA 합성능 역시 CpD 농도에 따라 감소하였다. 또한 VSV M 단백

질이 소실되어 젤 상단에 소실된 단백질의 cros s - linking에 의한 밴드가 형

성되었고, RNA 중합 활성 또한 CpD 농도에 따라 감소함을 확인하였다.

이상의 결과로 CpD는 지질막을 가진 바이러스에 대한 항바이러스 제제로

사용할 수 있으며, 광활성화된 CpD에 의한 VSV 불활성화의 표적은 M 단

백질과 VSV RNA 게놈이나 VSV 중합효소 또는 RNA - RNA 중합효소 복

합체임을 확인하였다.

CpD는 여러 성분이 혼합된 물질로 항바이러스 작용이나 세포 독성에

직접적으로 작용하는 성분이 무엇인지는 알 수 없다. 따라서 항바이러스

작용이나 세포 독성을 나타내는 성분의 분리가 필요할 것으로 생각된다.
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Ⅴ . 결 론

본 연구에서는 광활성인자에 의한 바이러스 불활성화의 모델인 VSV

를 이용하여 CpD가 가지고 있는 항바이러스 효과를 플라크 형성 측정법,

세포내 VSV RNA 검출, 세포내 VSV RNA 합성능 변화를 통하여 확인하

고, 불활성화 된다면 CpD에 의한 바이러스의 불활성화의 주요한 표적이

무엇인지를 바이러스 단백질의 변화, 바이러스 RNA 중합 활성 변화를 통

하여 확인하여 다음과 같은 결과를 얻었다.

1. CpD는 15∼60 ㎍/ ml의 농도에서 광역동성 작용에 의해 7log의 VSV

를 불활성화시켰다.

2. CpD 30 ㎍/ ml에서 CpD의 광역동성 작용에 의해 세포내 VSV RNA

가 검출되지 않았다.

3. 세포내 VSV RNA 합성능이 광활성화된 CpD 농도에 따라 감

소하였다.

4. VSV의 M 단백질이 CpD에의한 광역동성 작용에 의해 소실되었고,

소실된 단백질들이 cross - link를 형성하였다.

5. VSV 중합 활성이 광활성화된 CpD 농도에 따라서 감소하였다.

이상의 결과로 CpD는 지질막을 가진 바이러스에 대한 항바이러스 제

제로서의 역할을 할 수 있으며, CpD에 의한 VSV 광불활성의 주요한 표적

이 M 단백질과 RNA나 바이러스 RNA 중합효소 또는 RNA - RNA 중합효

소 복합체임을 알 수 있다.
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Ro le o f Po rphy rin De rivative s fro m S ilkw o rm Exc reta in

Inac tivatio n o f Ve s ic ula r S to matitis Virus

S e ung -J in Kim

B rain K orea 21 P roj ect f or M edical S ciences

T he Graduate S chool, Y ons ei Univers ity

(Directed by Professor W on - young Lee)

Efficacy of porphyrin derivatives from silkw orm excreta (CpD) in

photodynamic antimicrobial chemotherapy (PACT ) was examined. Vesicular

Stom atitis Viru s (VSV ), a lipid- enveloped viru s , was used as a model

viru s to explore the prim ary target s for the photoinactivation by CpD

with light (CpD- PACT ). CpD was developed as a photosensitizer in

photochemotherapy of cancer called "photodynamic therapy (PDT )" and a

putative antiviral effect of CpD on Gross leukemia viru s was also

demonstrated in experimental CpD- PACT . PACT is widely used in

disinfections of blood product s , particularly for viru s contamination . Like

PDT , PACT also ut ilizes photosensitizer s and visible or ultraviolet light

in order to give oxidative dam age to microbes . T he ant iviral effect of

CpD- PACT on VSV is not studied. T hus , a study w as designed to

clarify the primary target for the photoinactivation by CpD on VSV .

T he effect s of CpD- PACT on VSV were scored by use of the
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plaque forming unit (PFU ) assays . Reduction in PFU by CpD inactivated

VSV was exhibit ed in a dose- dependent manner . Complet e loss of

infectivity of the viru s w as scored when the viru s was treated with a

dose of 15∼60 ㎍/ ml of CpD. Synthesis of the viral RNA in host cells

was comparatively assayed in assays of RT - PCR. T he viral RNA w as

undetectable at a dose of 30 ㎍/ ml CpD following the light irradiat ion .

As expected, reduced viral RNA synthesis in the host cells det ermined

by the incorporation of 3H - uridine w as correlated with the los s of

infectivity in PFU assay s . Direct effect of CpD- PACT on the level of

M protein and the rate of RNA transcription of the VSV w as examined

to determine the immediate target m olecules affected by the treatment .

Gel electrophoresis for the level of M protein and an in vitro transcription

as say employing 3H - UT P for RNA transcription w ere employed. T he

result s revealed an immediate decrease in M protein levels and a

gradual decrease in RNA transcription in a dose- dependent m anner

following CpD- PACT . T hese result s indicat ed that both of the M

protein and the transcription machineries of the viru s served as the

target molecules for CpD- PACT .

A s result s , CpD is dem onstrat ed to be a potential anti- VSV agent

by damaging the matrix protein as w ell as transcription m achineries

involved. At present , differential effect of CpD- PACT on M protein ,

RNA, and RNA polymerase are not demonstrated.

K ey W ords : Photodynamic antimicrobial chemotherapy (PACT ), extract

of silkworm excreta (CpD), vesicular stomatitis virus (VSV),

photoinactivation , prim ary target
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