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국문 요약

IL-16 유전자 형질 도입에 의한 마우스

신경모세포종의 항 종양 효과

IL- 16은 CD4+ T 세포, 단핵구, 호산구에 대해 화학 주성 인자로 작용하

고, CD4+ T 세포 표면에 IL- 2 수용체의 발현을 증가시키며 항원 전달 세포

의 기능을 조절하는 것으로 알려져 있다. 본 연구에서는 신경모세포종 세포

내로 IL- 16 유전자 도입이 신경모세포종이 성장이 생체내에서 억제되는지

그리고 향후 신경모세포종의 면역 유전자 치료에의 이용 가능성을 알아보고

자 본 연구를 시행하였다.

1) 사람의 IL- 16 유전자를 재조합시킨 retrovirus를 A/ J 마우스의 신경모세

포종 세포주인 neuro- 2a 세포에 감염시킨 후 약 1x 105개의 IL- 16 유전자가

발현된 신경모세포종 세포(neuro- 2a/ IL- 16)를 시험관 내에서 24시간 배양하

고 상층액에 있는 IL- 16의 농도를 측정하였다. 2) IL- 16의 발현이 종양 형성

능에 미치는 영향을 알아보기 위해 neuro- 2a/ IL- 16 세포를 마우스 피하에

주사한 후 neuro- 2a/ IL- 16 세포에 의한 종양 발생 및 마우스의 생존 여부를

일주일 단위로 측정하였다. 이때 대조군으로 IL- 16 유전자가 도입되지 않은

neuro- 2a 세포(neuro- 2a/ LNCX)를 이용하였다. 3) 종양 백신 효과를 알아보

기 위해 neuro- 2a/ IL- 16 세포를 A/ J 마우스에 먼저 피하 주사하고, 2주 후

unmodified neuro- 2a 세포를 동일 마우스의 피하에 투여하여 종양의 성장을

효과적으로 억제하는지 조사하였다. 대조군으로 neuro- 2a/ LNCX 세포를 이

용하였다. 4) 치료 효과를 관찰하기 위해 wild type neuro- 2a 세포를 마우스

피하에 주사하여 5- 10mm 크기의 종양을 형성시킨 후 반대측 피하에

neuro- 2a/ IL- 16 세포를 투여하고 wild type neuro- 2a 세포에 의해 형성된

종양의 크기 및 생존 여부를 관찰하였다. 5) IL- 16의 항 종양 효과와 T 세
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포와의 관련성을 알아보기 위해 nude 마우스에서 상기 2), 3)실험을 진행하

였다. 6) 면역 세포의 침윤 정도를 알아보기 위해 neuro- 2a/ IL- 16 세포를 피

하 주사한 부위에서 조직을 절개하여 면역 조직 화학 검사를 시행하여 다음

과 같은 결과를 얻었다.

1) 각각의 clone에서 IL- 16의 분비 능력은 4.2 ng/ 105 cells/ 24hr에서 부터

6.0 ng/ 105 cells/ 24hr까지 다양하였다. 2) neuro- 2a/ IL- 16 세포를 투여한 마

우스에서는 종양이 형성되지 않아 8마리 모두 6주 이상 생존하였다. 그러나,

unmodified neuro- 2a 세포를 투여 받은 마우스는 1 주 후 부터 종양이 형성

되기 시작하여 6 주 후까지 생존한 마우스는 없었다. 3) neuro- 2a/ IL- 16 세

포를 투여 받고 2주 후 unmodified neuro- 2a 세포를 투여 받은 마우스에서

는 종양이 형성되지 않았다. 이에 반해 neuro- 2a/ LNCX 세포를 투여한 후

unmodified neuro- 2a 세포를 투여 받은 마우스에서는 종괴가 형성되었으며

6주 이후에 생존한 마우스는 없었다. 4) neuro- 2a/ IL- 16 세포를 마우스 피하

에 투여한 결과 이미 형성된 종양을 갖고 있는 마우스의 생존율은 대조군과

차이가 없었다. 5) nude마우스에서 종양 형성능은 A/ J 마우스와 차이가 없

었으며 종양의 예방 효과는 없었다. 6) 면역 조직화학 염색 검사에서 림프구,

호산구, 호중구, 조직구의 침윤을 관찰할 수 있었다.

결론적으로 IL- 16 유전자로 도입시킨 neuro- 2a/ IL- 16 종양 세포는 국소적

IL- 16 분비에 의해 마우스에서 종양 형성이 되지 않는 반면에 종양 백신의

효과를 나타내었다. 이 세포에 의한 종양 형성 실패는 A/ J 마우스 및 T 세

포가 결여된 nude 마우스 모두에서 관찰되나 종양 백신의 효과는 단지 A/ J

마우스에서만 관찰되었다. 이러한 사실에서 neuro- 2a/ IL- 16 세포의 종양 백

신의 효과는 T 세포에 기인되지만 종양 형성의 실패는 T 세포 외에 다른

면역 기전이 관여하였을 것으로 사료된다.

핵심 되는 말 : interleukin - 16, 신경모세포종, 유전자 치료
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IL- 16 유전자 형질 도입에 의한 마우스

신경모세포종의 항 종양 효과

< 지도교수 김 길 영 , 김 동 수 >

연세대학교 대학원 의과학사업단

조 현 상

Ⅰ . 서 론

1세 이상의 제 4기 신경모세포종은 치료에 대한 반응이 매우 불량하여 기

존의 고식적인 치료법으로는 장기 생존율이 10%이하에 불과하다1 . 최근 신

경모세포종에 대한 새로운 치료법으로는 고 용량의 항 암 화학 요법 후 자

가 조혈모세포이식을 시행하여 암 환자의 생존율 향상을 가져오고 있으나

50- 60%이상의 환자에서는 종양의 재발 등으로 인하여 사망하게 된다2 . 따라

서 신경모세포종의 생존율을 향상시키기 위하여 새로운 치료 방법의 개발

또는 자가 조혈모세포 이식 후 미세 잔존 암을 제거하여 종양의 재발을 줄

이는 치료법의 개발이 필수적이다. 현재 잔존 암 세포를 제거하기 위해 임상

에서 시도되고 있는 방법으로는 자가 조혈모세포 이식 후에 1) biological

response modifier인 13- cis - retinoic acid(RA )를 투여하여 신경모세포종 세

포의 분화를 유도하는 방법3 , 2) 13 1I- metaiodobenzylguanidine(MIBG) 동위

원소 투여 후 방사선을 조사하여 신경모세포종을 치료하는 방법4 - 5 , 3) 전신

적으로 저용량 또는 고용량의 interleukin (IL)- 2를 피하 또는 정맥 내로 투여

하여 전신적으로 면역 반응을 유발시키는 면역 치료6 , 4) 신경모세포종 세포

표면에 위치하는 세포 수용체인 GD2 수용체에 대한 antidisialoganglioside
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GD2 antibody - IL- 2 fusion protein을 투여하여 신경모세포종 세포만을 선택

적으로 파괴시키는 방법
6 , 5) 자가 종양 세포에 IL- 2 유전자 전달에 의한 국

소적 IL- 2 분비를 유도하는 면역 유전자 치료7 - 9
등이 시도되고 있다.

최근 유전자 치료의 도입으로 싸이토카인 유전자를 암세포에 동비시켜 동물

모델에 투여할 경우 그 종양 세포는 종양 형성 능력을 상실하거나 또는 종

양 백신의 효과를 나타내었다. 그 대표적 싸이토카인 IL- 210 - 12
는 T 세포 성

장인자로서 IL- 2를 자가 종양 세포에 도입시킨 후 이 세포들을 재 투여하면

투여된 동물이나 사람에서 CD4+ T 세포 및 NK 세포의 활성이 증가되어 항

종양 효과를 나타낸다
13 ,14 . 그밖에 IL- 415 , IL- 1216 , tumor necrosis

factor (T NF )- 17 , interferon (IFN )- 18 , granulocyte macrophage colony

stimulating factor (GM - CSF )19 등의 많은 싸이토카인 유전자들이 동물 또는

임상 치료에 시도되고있다.

IL- 16은 1982년2 0 처음으로 발견되어 lymphocyte chemoattractant factor로

명명되다가 1995년부터 IL- 16으로 명명되었다. 이 싸이토카인은 주로 CD8+

T 세포2 1에서 분비되나 CD4+ T 세포2 2 , 호산구2 2 , 비만 세포 및 천식 환자의

기관지 상피 세포23 등에서도 분비되며 그 구조는 1개의 chain이 14- 17kDa

으로 구성된 homotetramer의 구조를 갖고24 , 이의 수용체는 T세포 표면에

있는 CD4 수용체로 알려져 있다2 5 ,26 .

지금까지 알려진 IL- 16의 작용은 CD4+ T 세포2 7 , 단핵구 세포2 8 및 호산구

2 9
의 강력한 화학 주성 인자로 작용할 뿐만 아니라, CD4+ T 세포 표면의

IL- 2 수용체 발현을 증가를 유도하고3 0 IL- 16의 이러한 작용은 외부에서

IL- 2를 투여하면 더 증폭되는 것으로 알려졌다24 . 다른 한편으로 IL- 16은

CD4+ T 세포를 세포주기의 G0 주기에서 G1 주기로 변화시켜 T 세포 성장

에 관여하고3 0 , CD4+ T 세포에서 여러 싸이토카인의 분비를 촉진하며 CD4+

단핵구 세포 표면에 INFγ- independent HLA - DR의 발현을 유도한다고 알
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려져 있다
2 7 ,3 1 . 그 외에도 IL- 16은 CD+ T 세포를 자극하여 GM - CSF의 분비

를 유발하고, 수상 세포(dendritic cell) 및 대식 세포(macrophage) 같은 항원

전달 세포(antigen presenting cell)의 기능을 조절하는 것으로 알려져 있다

3 2 ,3 3 .

이상과 같은 연구 결과는 IL- 16이 T 세포 및 수상 세포같은 면역 세포의

조절에 어느 정도 관여하고 있다는 것을 암시하며 이는 IL- 16이 항 종양 효

과를 나타낼 수 있다는 가능성을 제시하고 있다. 본 연구에서는 in vivo에서

IL- 16이 항 종양 효과를 나타내는지 알아보기 위해 사람의 IL- 16를 coding

하는 유전자를 retrovirus에 재조합 시켜 마우스 신경모세포종 세포에 형질

도입시켜 IL- 16 발현을 유도하는 한편 생체 내에서 이 세포의 종양 형성능

과 그리고 항 종양 효과를 조사하였다.
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Ⅱ . 재료 및 방법

1. 대상 세포주 및 배양

AT CC(Rockville, MD, USA )로부터 구입한 마우스 신경모세포종 세포주인

neuro- 2a 세포를 가열 비활성화시킨 10% 우태아혈청(GIBCO, Grand Island,

NY, USA ), 2.8 g/ L HEPES (Sigma, St . Louis, MO, USA ), 2.2 g/ L

NaHCO3 (Sigma) 및 100 μg/ mL penicillin (GIBCO), 100 U/ mL

streptomycin (GIBCO)이 포함된 Minimum essential media (MEM, GIBCO)이

포함된 배지를 기본 배양액으로 하여 5% CO2의 존재 하에 37℃ 항온 배양

기에서 배양하였다.

2 . 재조합 re tro v ira l 벡터의 PA3 17 세포 감염

재조합 IL- 16 유전자를 포함하고 있는 pLNC/ IL- 16 벡터(Fig . 1) 는 한국

생명 과학 연구소로부터 얻었다. Amphotrophic packing 세포(PA317 세포)

약 5x 105 세포를 직경 60 mm 배양 접시에 10% 우태아 혈청이 함유된

Dulbecco`s Modified Eagle Medium (DMEM, Sigma) 배양액으로 배양한 뒤,

배양 접시 바닥 면적의 70- 80% 정도 세포가 자라면 calcium - phosphate 방

법으로 재조합 retrovirus를 형질 도입시킨 후 800 g/ mL 농도의

G418(Geneticin , GIBCO)이 포함된 DMEM 배지로 배양하여 pLNC/ IL- 16에

의해 형질 도입된 세포들만을 선택하였다. 12 - 15일 배양 후 G418에 저항

성을 가지고 있는 집락을 cloning 하여 증폭시킨 다음과 같이 바이러스 역가

를 측정하였다.
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3 . 재조합 re tro v irus의 역가 측정

높은 역가의 IL- 16 유전자를 포함한 재조합 retrovirus를 산출하는 master

packing cell line의 선별은 G418을 이용하여 cloning한 세포 상층액으로

target cell line인 NIH - 3T 3 세포를 감염시켰다. 감염 하루 전에 NIH - 3T 3

세포를 six - w ell plate의 w ell 당 2x 104
세포씩 plating 하여 배양하였고, 바

이러스 상층액을 DMEM 배양액으로 10- 1 , 10- 2 , 10- 3 , 10- 4 , 10- 5 , 10- 6 , 10- 7 배

로 계단 희석하고, 희석된 바이러스 액 1 mL을 세포 배양액이 제거된

NIH - 3T 3 세포에 감염시키기 위해 접종하였다. 30분 간격으로 천천히 dish를

흔들어 바이러스가 포함된 배지가 세포 전체로 균일하게 퍼지게 하였다. 3시

간 동안 바이러스를 세포에 감염시킨 후 4 mL의 DMEM 배양액을 첨가하여

세포를 배양하였다. 감염 48시간 후에 배양액을 제거한 후 800 g/ mL 농도

의 G418을 함유하는 DMEM 배양액 2 mL씩을 각 w ell에 투여하고 계속 배

양하면서 48시간 마다 배지를 갈아주었다. 약 12- 15일 후 G418에 저항성이

있는 세포군이 관찰되면 배양액을 제거하고 methylalcohol/ methylene blue

염색용액으로 세포군을 염색한 후 retrovirus 역가를 Kriegler3 4가 제안한 다

음의 공식에 의해 계산하였다.

titer = (number of colonies in highest dilution ) x (dilution)

- 7 -



가장 높은 역가의 retrovirus를 산출하는 clone(PA317/ LNC/ IL- 16)이 결정

되면 그 세포군의 배양액을 모아 다음 실험에 이용하였다.

4 . 재조합 re tro v irus의 신경모세포종 세포주에 형질 전환

약 1x 105 neuro- 2a 세포를 6 w ell 배양 접시에 접종한 후 가장 높은 역가

의 retrovirus를 산출하는 PA317/ LNC/ IL- 16 clone의 상층액 1 mL을 배양

접시에 골고루 섞으면서 세포에 감염시켰다. 이때 세포 감염의 효율성을 높

이기 위해 8 g/ mL의 polybrene을 첨가하였다. 4시간 후 G418이 포함되지

않은 MEM 배지 4 mL을 첨가한 다음 48 시간 후부터 500 g/ mL 농도의

G418을 포함하는 MEM 배지로 선별 배양을 10 - 14 일간 계속하였다.

G418에 저항성을 가지고 있는 집락 중에서 5개의 집락(neuro- 2a/ IL- 16)을

선택하여 각각의 집락 세포를 대량 배양하였다.

5 . IL- 16 농도 측정

Wild type neuro- 2a 세포와 G418에 내성을 나타내는 5 집락 세포를 각각

1x 106 개씩 6 well 배양 접시에 접종한 다음, 각각의 배양 접시에 1 mL의

MEM 배지를 첨가하고 배양 24시간 후 상층액을 취하였다. 채집된 상층액을

0.45 μm 크기의 syringe filter로 여과시킨 후 여과된 상층액 내의 IL- 16의

농도를 mouse IL- 16 ELISA kit (Endogen, Co., Woburn , MA, USA )를 이

용하여 450 nm의 파장에서 측정하였다.
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6 . W ild- ty pe ne uro - 2a세포의 종양 형성능

마우스 신경모세포종 세포의 종양 형성능을 알아보기 위해 약 2x 104 ,

2x 105 , 2x 106 , 2x 107
의 neuro- 2a세포를 0.1 mL의 생리식염수에 현탁한 후 1

mL 주사기를 이용하여 각각 3마리의 A/ J 마우스 피하에 주사한 후 종양 형

성 및 마우스 생존 유무를 주일 단위로 측정하였다.

7 . 마우스 신경모세포종 세포에서 IL- 16 유전자 발현이 종양

형성능에 미치는 영향

Neuro- 2a 세포 내 IL- 16 유전자 발현이 neuro- 2a세포의 종양 형성능을

억제할 수 있는 지의 여부를 조사하기 위해 본 연구에서는 A/ J 마우스를 이

용한 neuro- 2a/ IL- 16 세포의 종양 형성 능력을 측정하였다. 약 2x 106의

neuro- 2a/ IL- 16 세포를 0.1 mL의 생리 식염수에 현탁한 후, 1 mL 주사기를

이용하여 A/ J 마우스에 피하 주사하였다. 각각의 실험에는 8마리의 A/ J 마

우스를 사용하였고, 대조군으로 IL- 16 유전자가 도입되지 않은 신경모세포종

세포(neuro- 2a/ LNCX) 약 2x 106 세포를 주사하였다. 신경모세포종 세포가 주

입된 A/ J 마우스로부터 종양 발생 및 생존 유무에 대한 조사는 주일 단위로

시행하였다.

8 . Ne uro - 2 a/ IL- 16 세포의 투여가 pa re nta l 종양 세포의 종양

형성능에 미치는 영향

약 2 x 106의 neuro- 2a/ IL- 16 세포를 0.1 mL의 생리식염수에 현탁한 후,
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1 mL 주사기를 이용하여 8마리의 A/ J 마우스에 먼저 피하 주사하고, 2주

후 약 2x 106
의 unmodified neuro- 2a 세포를 피하에 투여하여 먼저 투여된

neuro- 2a/ IL- 16 세포가 2번째 투여한 unmodified neuro- 2a 세포의 성장을

효과적으로 억제할 수 있는 종양 백신으로서의 효과를 나타낼 수 있는지를

조사하였다. 대조군은 약 2x 106
의 neuro- 2a/ LNCX 세포를 먼저 A/ J 마우스

의 피하에 주사한 후, 2주 후 약 2x 106
의 unmodified neuro- 2a 세포를 피하

에 투여하였다. 신경모세포종 세포가 주입된 A/ J 마우스로부터 종양 발생

및 생존 유무에 대한 조사는 주일 단위로 시행하였다.

9 . Ne uro - 2 a/ IL- 16 세포의 투여가 이미 형성되어 있는 종양의

성장에 미치는 영향

약 2x 106의 neuro- 2a 세포를 6마리의 A/ J 마우스에 먼저 피하 주사하고,

약 2주 후 5- 10 mm 크기의 종양이 형성된 후, 약 2x 106의 neuro- 2a/ IL- 16

세포를 피하에 투여하여 neuro- 2a 종양 세포가 억제되는지를 조사하였다.

대조군은 형성된 종양에 neuro- 2a/ LNCX 세포를 주사하였다. 신경모세포종

세포가 주입된 A/ J 마우스로부터 종양 발생 및 생존 유무에 대한 조사는 주

일 단위로 시행하였다.

10 . 종양 조직내에서 아포토시스 관찰

실험 9)에서 대조군과 neuro- 2a/ IL- 16 치료군의 아포토시스(apoptosis ) 정

도를 비교하기 위해 Apoptag kit (Oncor , Gaitherburg , MD, USA )를 이용하

여 아포토시스를 확인하였다. Nick end labeling 방법은 silane을 coating 처

리한 유리 슬라이드에 파라핀 포매된 조직을 3 μm 두께의 절편으로 붙인

- 10 -



후 58℃에서 2시간 동안 부착하였다. 슬라이드를 크실렌과 에탄올을 이용하

여 탈파라핀과 함수를 시킨 후 증류수에 두었다. 그 후 20 g/ mL 농도의

protein kinase(Sigma)로 37℃에서 10분간 반응시키고 Apoptag kit으로 염색

하였다. 즉 평형 완충액으로 10분간 처리한 후 labeling safe 완충액에

terminal deoxynucleotidyl transferase 효소를 섞어 37℃에서 90분간 반응시

켰으며, 정지/세척 용액으로 10분간 효소 반응을 중단시켰다. 다시

anti- digoxidinin - alkaline phosphatase를 30분 동안 반응시키고 nitro- blue

terazolium chloride/ 5- bromo- 4- chloro indolyl phosphate로 현미경하에서 발

색시켰다. 배경 염색은 nuclear fast red로 염색하였다.

11. Nude 마우스에서 ne u ro - 2 a/ IL- 16 세포의 항 종양 효과

Neuro- 2a 세포에 IL- 16 유전자 형질 도입에 의한 항 종양 효과와 T 세포

와의 관련성을 알아보기 위해 nude 마우스를 대상으로 실험을 하였다. 먼저

nude 마우스에서 neuro- 2a/ IL- 16 세포의 종양 형성능을 알아보기 위해 약

2x 106의 neuro- 2a/ IL- 16 세포를 0.1 mL의 생리식염수에 현탁한 후, 1mL 주

사기를 이용하여 nude 마우스에 피하 주사하였다. 각각의 실험에는 5마리의

nude 마우스를 이용하였고, 대조군으로 IL- 16 유전자가 도입되지 않은 신경

모세포종 세포(neuro- 2a/ LNCX) 약 2x 106 세포를 피하에 주사하였다. 신경모

세포종 세포가 주입된 nude 마우스로부터 종양 발생 및 생존 유무에 대한

조사는 주일 단위로 시행하였다. Nude 마우스에서 neuro- 2a/ IL- 16 세포의

종양 예방 효과를 알아보기 위해 약 2x 106의 neuro- 2a/ IL- 16 세포를 0.1 mL

의 생리식염수에 현탁 후, 1 mL 주사기를 이용하여 5마리의 nude 마우스에

먼저 피하 주사하고, 2주 후 약 2x 106의 unmodified neuro- 2a 세포를 피하에

투여하여 먼저 투여된 neuro- 2a/ IL- 16 세포가 후에 투여한 unmodified
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neuro- 2a 세포의 성장을 효과적으로 억제하는지 조사하였다. 대조군은 약

2x 106
의 neuro- 2a/ LNCX 세포를 먼저 nude 마우스의 피하에 주사한 후, 2주

후 약 2x 106
의 unmodified neuro- 2a 세포를 피하에 투여하였다. 신경모세포

종 세포가 투여된 nude 마우스로부터 종양 발생 및 생존 유무에 대한 조사

는 주일 단위로 시행하였다

12 . Ne u ro - 2 a/ IL- 16 세포의 Fa s 발현

Neuro- 2a/ IL- 16 세포의 항 종양 효과와 Fas 발현과의 관련성을 알아보기

위해 약 1x 106
의 neuro- 2a/ IL- 16 세포에 FIT C conjugated anti- mouse Fas

단일 클론 항체(Becton Dickinson Co., San Jose, CA , USA )를 5 uL 넣고

잘 섞어 15분간 반응시키고 FACScan 유세포 분석기(Becton Dickinson Co.)

를 이용하여 Fas 양성 세포의 빈도를 측정하였다. 대조군으로 wild type

neuro- 2a세포를 이용하였다.

13 . 면역 조직 화학 염색

Neuro- 2a/ IL- 16 세포를 투여하고 5일째 이 세포를 주사한 피하 부위의 조

직을 채취하여 파라핀으로 포매하였다. 4 μm 두께의 조직 절편을 만들어

xylene과 alcohol로 탈파라핀과 함수를 시킨 후 20분간 0.3% 과산화 수소로

처리하여 내인성 과산화 효소의 작용을 차단시켰다. 다시 PBS 완충액에 10

분간 세척한 후 차단 혈청에 30분간 작용시켜 비 특이성 단백의 염색을 차

단하였다. 조직 절편을 PBS로 세척한 후, 실온에서 1시간 동안 1:100으로 희

석한 goat anti- mouse polyclonal CD4 및 rabbit anti- mouse polyclonal

CD8(Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA ) 항체들에 각각
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반응시켰다. PBS로 세척한 후에 이차항체로 PBS에 1:100으로 희석한

biotinylated anti- goat IgG(DAKO, Carpinteria , CA, USA )와 실온에서 30분

간 반응시킨 후 PBS로 10분간 2회 세척하고, 실온에서 30분 동안

hor seradish - peroxidase- linked streptoavidin (DAKO, LSAB kit )과 반응시켰

다. 이를 PBS로 10분간 2회 세척하고 diaminobenzidine(Sigma)으로 5- 10분

간 발색시켜 흐르는 물에 수세하고 Mayer hematoxylin으로 대조 염색한 후

비 수용성 봉입제로 봉입하였다.
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Ⅲ . 결 과

1. In vitro e x pe rime nt

가 . 재조합 retrov iru s의 역가 측정

2 x 104 NIH - 3T 3 세포를 6 well plate에 접종한 후 well 당 10- 3 , 10- 4 ,

10- 5 , 10- 6 , 10- 7 배로 희석된 바이러스 1 mL씩 감염시킨 후 감염된 세포만을

배양한 결과 상층액 1 mL당 바이러스 역가는 1x 105부터 1x 107사이로 존재하

였다(T able 1). 본 실험에서는 가장 높은 역가의 retrovirus를 산출하는

clone 4를 neuro- 2a 세포 감염에 이용하였다.
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나 . 재조합 retrov iru s의 신경모세포종 세포주에 형질 전환

약 1 x 105의 neuro- 2a 세포를 6 w ell 배양 접시에 접종한 후 바이러스

상층액으로 세포 감염을 실시한 후 G418을 포함하는 MEM 배지 하에 선별

배양을 10 - 14 일간 계속한 뒤 G418에 저항성을 가지고 있는 집락 중에서

4개의 집락(neuro- 2a/ IL- 16)을 선택하여 대량 배양하였다. Wild type

neuro- 2a 세포에 G418 포함된 배지로 배양한 결과 9- 12일 이후에 살아있는

세포는 없었다. 그러나 PA317/ LNC/ IL- 16 바이러스 상층액으로 감염시킨 후

G418 포함된 배지로 배양한 결과 6- 9일 이후부터 세포수가 증가하기 시작하

였다(Fig . 2). G418 투여 후에 계산한 형질 전환 효율은 12 2.1%였다.

다 . IL - 16 a s s ay

IL- 16 유전자가 발현된 신경모세포종 세포주를 배양하여 4개의 집락을 선

택하였다. 선택한 집락에서 약 1x 105 neuro- 2a/ IL- 16 세포를 선택하여 6
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well 배양 접시에서 24시간 배양 후 측정한 IL- 16의 농도는 T able 2와 같았

다. 각각의 clone에서 IL- 16의 분비 능력은 6.0 ng/ mL 에서 부터 4.2 ng/ mL

까지 다양하게 분비되었으며 이중에서 가장 많이 분비된 4번 clone을 in

vivo 실험에 이용하였다.

2 . In vivo e x pe rime nt

가 . W ild - ty pe n euro - 2a 세포의 종양 형성능

약 2x 104의 neuro- 2a 세포를 주입한 마우스에서는 종양이 형성된 마우스

는 없었다. 2x 105의 neuro- 2a 세포를 투여한 마우스에서는 3마리 중에서 2마

리에서 3주 후부터 종양이 형성되었으며 2x 106 이상의 neuro- 2a 세포를 주
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사한 마우스에서는 1- 2주 후부터 모두 종양이 발생되어 6주 후에 생존한 마

우스는 없었다(Fig . 3).

나 . 신경모세포종 세포에서 IL - 16의 분비가 종양 형성능에 미치는 영향

Neuro- 2a/ IL- 16 세포를 투여한 마우스에서는 종양이 형성되지 않아 8마리

모두 6주 이상 생존하였다. 그러나 neuro- 2a/ LNCX 세포를 투여 받은 마우

스는 1주 후부터 종양이 형성되기 시작하여 4주 후에는 평균 2.3 cm2의 종

괴가 형성되었으며 6주 후까지 생존한 마우스는 없었다(Fig . 4). 따라서

IL- 16 유전자로 형질 도입된 neuro- 2a세포는 종양 형성 능력을 상실하였음

을 알 수 있었다.
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다 . N euro - 2a/ IL - 16 세포의 투여가 pare nt al 종양 세포의 종양 형성능에

미치는 영향

Neuro- 2a/ IL- 16 세포를 투여 받고 2주 후 unmodified neuro- 2a 세포를 투

여 받은 마우스에서는 1마리에서 종양이 형성되었고 나머지는 종양이 형성

되지 않았다. 그러나 neuro- 2a/ LNCX 세포를 투여한 후 unmodified

neuro- 2a 세포를 투여 받은 마우스에서는 종괴가 형성되었으며 4주 후에는

평균 2.2 cm2
의 종괴가 형성되었고 6주 이후에 생존한 마우스는 없었다(Fig .

5). 따라서 neuro- 2a/ IL- 16 세포는 마우스 내에서 종양 형성 능력을 상실함

과 동시에 종양 항원에 대한 기억 능력을 갖고있거나 아니면 T 세포 이외의

다른 면역 세포 또는 염증 세포가 관여함을 시사한다.
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라 . N euro - 2a/ IL - 16 세포의 투여가 이미 형성되어 있는 종양의 성장에

미치는 영향

5- 10 mm 크기의 종양이 형성된 후 neuro- 2a/ IL- 16 세포를 피하 투여한

경우에 대조군과 비교하여 종양의 성장을 일시적으로 감소하였으나 생존율

에는 대조군과 큰 차이는 없었다(Fig . 6).
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마 . 종양 조직 내에서 아포토시스 관찰

4) 실험에서 대조군과 neuro- 2a/ IL- 16 치료군에서 아포토시스 정도를 관

찰한 결과 대조군에 비해 neuro- 2a/ IL- 16 투여한 마우스 군에서 아포토시스

의 빈도가 증가한 경향을 보였다(Fig . 7).

바 . N u de 마우스에서 n e uro - 2a/ IL - 16 세포의 항 종양 효과

T 세포가 결핍된 nude 마우스를 대상으로 neuro- 2a/ IL- 16 세포를 투여한

결과 모든 마우스에서 종양이 형성되지 않았지만 대조군(neuro- 2a/ LNCX)에

서는 1주 후부터 종양이 형성되기 시작하여 6주 이후 생존한 마우스는 없었

다(Fig . 8). 그러나 neuro- 2a/ IL- 16 세포를 투여한 2주 후 unmodified

neuro- 2a 세포를 투여 받은 nude 마우스에서는 1- 2주 후부터 모두 종양이

형성되어 6주 이후 생존한 마우스는 없었다(Fig . 9). IL- 16 유전자가 형질 도

입된 neuro- 2a세포는 A/ J 마우스나 nude 마우스 모두에서 종양 형성 능력
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을 상실하였고 A/ J 마우스에서는 종양 예방 효과가 있으나 nude 마우스에서

종양 예방 효과가 없는 것으로 볼 때 이는 A/ J 마우스에서는 T 세포에 의

해 항 종양 효과를 나타냈을 것으로 추측된다. 그러나 nude 마우스 모두에

서 종양 형성 능력을 상실하였으므로 이는 T세포 이외의 또 다른 면역 세포

또는 염증 세포가 관여할 것으로 생각된다.
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사 . N e uro - 2a/ IL - 16 세포의 F a s 발현

FACScan을 이용한 유세포 분석 결과 neuro- 2a 세포 및 neuro- 2a/ IL- 16

세포 모두에서 Fas 발현은 없었다(Fig . 10). 이는 A/ J 마우스나 nude 마우스

모두에서 종양 형성 능력을 상실하였던 이유가 Fas 발현에 의한 아포토시스

는 아닌 것으로 생각된다.

자 . 면역 조직 화학 염색

H&E 염색에서 종양 세포 주위에 림프구의 침윤이 관찰되었으며 드물게 호

중구, 호산구, 조직구의 침윤을 관찰할 수 있었다. 면역 조직 화학 염색에서

CD4+ T 세포 및 CD8+ T 세포 침윤이 관찰되었다. 이는 T 세포가 항 종

양 효과에 중요한 역할을 할 것으로 추측되며 이외에 호중구, 호산구, 조직

구 등의 세포도 일부 관여할 것으로 생각된다(Fig . 11).
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Ⅳ . 고 찰

최근 IL- 29 ,3 5 , IL- 415 , IL- 1216 , IL- 183 6 , T NF - 17 , INF - 18 ,3 7 , GM - CSF 19
등

과 같은 싸이토카인 유전자를 암세포에 전달한 후 마우스나 사람에 다시 투

여함으로써 국소적인 면역 반응을 유발시켜 항 종양 효과를 얻고자하는 면

역 유전자 치료가 시도되고 있다. 본 연구에서는 새로운 싸이토카인 유전자

로서 IL- 16이 마우스 신경모세포종 모델에서 항 종양 효과를 나타내는지 알

아보기 위한 실험을 하였다.

본 연구에서 IL- 16 유전자로 형질 전환된 1x 105 neuro- 2a 세포에서 IL- 16

의 양을 측정한 결과 6.0 ng/ mL/ 24hr 에서부터 4.2 ng/ mL/ 24hr까지 다양하

게 분비됨을 확인할 수 있었다. 싸이토카인 유전자로부터 싸이토카인의 분비

능력은 promoter의 종류 및 세포 종류에 따라 다양하게 분비되는데

Gansbacher 등10은 마우스의 섬유육종(fibrosarcoma) 세포주인 CMS - 5 세포

에 Molney murine leukemia virus의 cis acting promoter가 존재하는 long

terminal repeat s (LT R)를 promoter로 이용한 경우가 cytomegalovirus (CMV )

의 internal promoter를 이용한 경우보다 IL- 2의 분비가 높았다고 하였으며

Katsanis 등9은 마우스의 신경모세포종 세포주인 neuro- 2a 세포에 LT R을

promoter로 이용한 결과 약 1x 106 세포에서 2.2 - 55.3 U/ mL 범위로 다양하

게 분비된다고 하였다. 본 연구에서는 CMV promoter를 이용하여 항 종양

반응을 일으킬 수 있을 정도의 충분한 양의 IL- 16를 얻을 수 있었다. IL- 16

에 의해 형질 전환된 neuro- 2a 세포를 마우스 피하에 투여하여 종양 형성능

을 관찰한 결과 종양 세포의 종양 형성 능력이 소실되었음을 확인하였다. 싸

이토카인을 생성하도록 형질 전환된 암세포는 종양 형성능이 소실되고 wild

type 종양 세포에 대한 전신적인 면역을 얻게되는데 이의 기전으로 종양 세

포에서 분비되는 싸이토카인 및 주변의 다른 면역 세포에 의한 이차적인 싸
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이토카인의 분비에 의해 싸이토카인을 생성하도록 형질 전환된 암세포가 죽

게되고 이때 생기는 종양 세포 파편이 class 2 조직 적합 항원 양성 세포에

전달하여 연속적으로 CD 4+ 및 CD 8+ 세포의 활성화를 일으켜 종양 세포

를 파괴하며 더불어서 기억력을 갖는 T 세포에 의해 종양 백신 효과 및 치

료 효과를 보이는 것으로 알려져 있다
38 .

지금까지 in vitro 결과에서 알려진 IL- 16의 기능은 (1) GM - CSF의 분비를

유발하여 항원 전달 세포의 활성화를 유발하고
3 0 , (2) IL- 2와 함께 CD4+ T

세포 증식에 관여하며
24 (3) 수상세포 및 대식세포같은 항원 전달세포의 기

능을 항진시키는 것
32
으로 알려져 있다. 따라서 이런 결과를 종합해 볼 때

IL- 16 역시 다른 싸이토카인 유전자 치료에서처럼 탐식된 종양 세포 peptide

를 CD4+ T 세포에 전달함으로서 항 종양 반응을 유발하는 것으로 추론해볼

수 있으나 향후 더 많은 실험들이 필요할 것으로 생각된다.

IL- 16에 의해 형질 전환된 neuro- 2a 세포를 마우스의 피하에 투여한 다

음, 2주일 후 wild type neuro- 2a 세포를 투여하여 종양 형성 유무를 관찰함

으로서 종양 세포에 대한 백신 효과를 관찰한 결과 IL- 16에 의해 형질 전환

된 neuro- 2a 세포 투여군에는 종양이 형성되지 않아 IL- 2 유전자를 이용한

면역 유전자 치료와 마찬가지로 종양 백신으로서의 향후 이용 가능성이 있

음을 시사하였다. 그리고 nude 마우스에서 neuro- 2a/ IL- 16 세포를 먼저 투

여한 2주 후 wild type neuro- 2a 세포를 투여한 종양 백신 모델에서는 종양

이 형성된 것으로 볼 때 항 종양 효과를 일으키는 면역 세포는 자연 살상

세포보다는 주로 T 세포가 관여 할 것으로 추측된다. 이는 neuro- 2a/ IL- 16

세포를 피하에 주입한 후 주입 부위의 조직을 절개하여 시행한 조직 검사에

서 림프구의 침윤이 관찰된 것으로 미루어 볼 때 T 세포가 중요한 역할을

할 것으로 생각된다. 그러나 nude 마우스에서 neuro- 2a/ IL- 16 세포의 종양

형성능은 A/ J 마우스에서와 마찬가지로 소실되었으므로 이는 T 세포 이외
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의 또 다른 면역 세포나 염증 세포가 관여할 것으로 생각된다. 본 연구에서

는 IL- 16이 neuro- 2a 세포에 Fas 항원을 발현시켜 면역 세포에 의해

apoptosis가 일어나는지 알아보기 위해 Fas 발현을 측정하였으나 neuro- 2a

세포나 neuro- 2a/ IL- 16세포 모두에서 Fas 발현을 관찰할 수 없었다. 한편

neuro- 2a/ IL- 16 세포를 피하에 주입한 부위에서 시행한 조직 검사에서 림프

구 이외에 조직구, 호중구, 호산구의 침윤이 관찰된 것으로 미루어 볼 때 이

들 세포가 nude 마우스에서 항 종양 효과를 유발할 것이라고 추론해 볼 수

있다. 또한 본 연구에서 자연 살상 세포에 의한 항 종양 효과의 가능성을 완

전히 배제할 수 없다. 즉 IL- 16 분비에 의해 INF - 같은 이차적인 싸이토카

인을 분하여 neuro- 2a 세포에 제 1형 조직 적합 항원이 많이 표현되어 자연

살상 세포에 의해 항 종양 효과를 나타낼 수 있다3 9 - 4 1 . 그러나 싸이토카인

유전자 치료의 정확한 기전12은 아직 밝혀지지 않았듯이 IL- 16 유전자 치료

의 작용 기전에 대해서도 향후 더 많은 연구를 통해 규명되어져야 할 것으

로 생각된다.

한편 IL- 16 유전자 형질 전환에 의한 이미 형성된 종양에 대한 치료 효과

는 뚜렷하지 않았다. 이는 대부분의 싸이토카인 유전자 치료 결과와 일치하

는 것으로 종양 세포 수가 많을 때 즉 종양이 많이 진행한 경우 유전자 치

료의 효과가 적은 것을 알 수 있다16 .

1세 이상의 제4기 신경모세포종은 치료에 대한 반응이 매우 불량하여 고 용

량 항 암 화학 요법 후 자가 조혈 모세포 이식을 시행하여도 50%이상의 환

자에서 종양의 재발 등으로 인하여 사망하게 된다. 최근 자가 조혈모세포이

식 후 미세 잔존 암세포를 제거하기 위한 시도로 전신적으로 IL- 211를 투여

함으로서 자연 살상 세포의 활성화에 의한 면역 치료, 13- cis - RA 또는

MIBG을 이용한 방사선 치료 등이 시도되고 있으나 그 효과는 아직 확실하

지 않다. 본 연구에서는 종양 세포 내 IL- 16 유전자 전달이 항 종양 효과가
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있다는 사실을 실험적으로 증명하였으며, 최근 활발히 연구되고 있는 IL- 2

유전자를 이용한 유전자 치료
7 ,9
와 더불어 IL- 16 유전자 치료를 임상에 적용

함으로서 진행된 종양 및 미세 잔존 암의 치료에 이용할 수 있으리라 생각

된다. 이의 적용 가능성으로 1) 적절한 자가 종양 세포 배양 방법을 확립하

거나 또는 자가 섬유 아세포(fibroblast )의 배양을 통한 IL- 16 유전자를 전달

함으로서 잔존 암의 치료 및 종양 백신으로서 이용할 수 있을 것으로 생각

되며 2) 자가 조혈 모세포 이식 후 문제되고 있는 재발 방지를 위하여 조혈

모세포에 IL- 16 유전자를 전달함으로서 신경모세포종 환아의 생존율 향상에

기여할 수 있을 것으로 생각된다.
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Ⅴ . 결 론

1. A/ J 마우스 신경모세포종 세포 내로의 IL- 16 유전자 전달에 의한 국소

적 IL- 16 분비는 A/ J 마우스에서 종양 형성능을 소실시켰으며 종양 백신 효

과를 관찰할 수 있었다.

2. 그 작용 기전은 A/ J 마우스에서 종양 백신 효과가 있었으며 nude 마우

스에서는 종양 백신 효과가 없고 면역 조직 검사에서 림프구 침윤이 관찰된

것으로 볼 때 T 세포에 의한 항 종양 효과가 나타난 것으로 추측되나 nude

마우스에서 항 종양 효과가 나타나지 않는 것으로 볼 때 T 세포 이외의 호

중구, 호산구 등의 염증 세포가 관여할 것으로 생각된다. 그밖에 neuro- 2a

세포에서 분비되는 IL- 16에 의한 INF - 와 같은 이차적인 싸이토카인 분비

에 의한 자연 살상 세포의 활성화에 관한 연구 등이 필요할 것으로 생각된

다.
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Abs tra ct

An a nt i- tumo r immune re s po ns e by IL- 16 g e ne tra ns fe r into

mu rine ne u ro bla s to ma c e lls

Hy un- S a ng C ho

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

The Graduate S chool, Y ons ei Univers ity

(Directed by Professor Kir - Young Kim, Dong - Soo Kim )

Interleukin (IL)- 16 is a potent chemoattractant factor for CD4+ T cells,

monocytes , and eosinophils and up- regulates IL- 2R on CD4+ T

lymphocytes and regulates the function of antigen presenting cell.

Retroviral- mediated gene transfer of the human IL- 16 gene into the

neuro- 2a cells , murine neuroblastoma cells , w as used to investigate

whether locally secreted IL- 16 might generate anti- tumor immune

responses . It was estimated whether the local secretion of IL- 16 from the

genetically modified tumor cells would affect their tumorigenicity in vivo,

and then , IL- 16- transfected neuroblastoma cells would have prophylactic

effect and therapeutic effect in A/ J mice. T he mechanism of IL- 16 w as

investigated by nude mice trial of an anti- tumor immune response and
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by the evaluation of the infiltrat ion of immune cells at neuro- 2a/ IL- 16

cell injection sites .

T he IL- 16 gene- transduced neuro- 2a cell clones were secreted 4.2- 6.0

ng of IL- 16 per mL per 105 cells during 24hr . None of the mice (N =8)

which injected with 2 x 106 IL- 16 gene- transfected neuro- 2a cells

developed tumors within 6 weeks while all of the mice (N=8) which

injected with wild- type neuro- 2a cells developed tumors . Immunization of

mice (N =8) with 2 x 106 IL- 16 gene- transfected neuro- 2a cells protected

these animals against a subsequent challenge with 2 x 106 wild- type

tumor cells . T he growth of large neuroblastomas was slightly delayed

after IL- 16- secreting neuro- 2a cell injection into mice compared with the

control group.

Nude mice w ere also shown an anti- tumorigenicity effect , but there

was not shown the prophylactic effect against murine neuroblastoma .

Immunohistochemical stain of the subcutaneous tissue injected with

neuro- 2a/ IL- 16 cells revealed frequently the infiltration of lymphocytes,

neutrophils , eosinophils and histiocytes .

T hese result s suggest that the local secretion of IL- 16 by transduced

tumor cells abrogated their tumorigenicity and induced protective

immunity . It may depend on T cells, but some other immune cells might

also induce an anti- tumor immune response in murine neuroblastoma

model.

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

K ey W ords : interleukin - 16, neuroblastoma, gene therapy
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