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외과의사라는 우월한 직업을 잠시 그만두고 박사공부를 

선택하여 한국에 나온지 어언 4 년이란 세월이 흘렀습니다. 

인생에서는 적지 않는 시간이라고 생각합니다. 이 선택을 

하기에는 거의 2 년이라는 시간이 걸렸었습니다. 그렇지만 암 

치료에 대한 열정과 욕망은 저를 이곳까지 불렀고 지금까지 

달려오게 되었습니다. 언제인가 이런 말을 들은 적이 있습니다. 

‘이미 늦었다고 생각하였을 때가 제일 빠른 시기이다’라고…… 

그리고 ‘인생은 배움의 길’이라고…… 이것은 누구의 

인생에서나 채찍이 될 말인 것 같습니다. 4 년 전, 그런 와중에 

연변병원의 김해 병원장님, 허동철 외과교수님과 동생 심웅호 

박사의 도움으로 어려운 결정을 내리게 된 것을 진심으로 감사 

드립니다. 박사과정 시작부터 논문을 완성하기까지 주변의 모든 

분들의 도움이 없었다면 불가능하였을 것입니다.  

 

2003 년, 단풍이 울긋불긋 물들었을 때 희망에 가득 찼던 

제가 처음 연세대학 암연구소에 와서 보고, 듣고 하는 것이 왜 

그렇게 생소하고 낯설기만 하던지, 너무 힘들어서 모든 것을 

포기하고 집으로 돌아가기 싶은 생각이 날 때가 한 번 두 번이 

아니었습니다. 의과대학을 졸업했기에 다른 사람만 나을 거라고 

생각했지만 그것은 80년대의 지식에 불과하였습니다. 학부 때의 

기초 실험은 지금에서 보면 참으로 너무나도 기본이었습니다. 

처음 제가 영어장애부터 여러 가지 생소한 분자생물학과 유전자 

기초실험을 접촉하였을 때 너무 힘들어 하던 저에게 항상 힘이 

되어 주셨던 김주항 교수님과 윤채옥 교수님을 너무나 고맙게 

생각합니다. 바쁘신 시간을 내어 연구실에 올라오실 때마다 

저에게 연구진행 상황을 상세히 물으시면서 빨리 좋은 

연구실적을 내기를 기대하시던 김주항 교수님, 그리고 윤채옥 



 

교수님은 제가 한국에 처음 왔을 때, 영어장애 때문에 저와의 

discussion 에서 항상 간단한 언어로 대화하려고 하셨던 기억이 

아직도 생생합니다. 그리고 기본이 안 되어 있는 저의 

기초분자생물학 지식이 저의 열정에 걸림돌이 될까 염려하시어 

임상적인 혹은 해부학적 문제로 저에게 물으시면서 항상 용기와 

열정에 사랑의 물줄기를 뿌려 주셨습니다. 또 나이가 좀 많은 

학생인 저의 자존심을 고려하시어 어린 학생들 앞에서 항상 

저에게 관심을 가져주셨던 것도 저에게는 얼마나 큰 도움이 

되였는지 참으로 고마운 일이었습니다. 나이가 좀 많아서 

그런지 아니면 저의 적응력이 부족하여 그런지 여러 가지 

원인으로 인하여 이 연구소에서 생활한지가 거의 2 년 반이 

지났을 때 윤채옥 교수님이 처음 저에게 이런 말씀하셨습니다. 

저와의 discussion 이 enjoy 라고…… 그렇게 기초가 안되어 

있던 저를 이제껏 이끌어 주시고 지도해주셨던 분이라는 것을 

새삼스럽게 다시 생각하여 보았습니다. 언제나 선생님이기도 

하시면서 누님 같기도 하신 윤채옥 교수님, 깊이 머리 숙여 

감사 드립니다…… 그리고 그렇게 바쁘신 와중에도 저의 논문에 

깊은 관심을 가져주셨고 또 많은 보귀한 의견과 수정을 해주신 

이민걸 교수님, 김경섭 교수님, 라선영 교수님께 머리 숙여 

감사 드립니다. 또 항상 재미있게 저와 discussion을 하여 주신 

안중배 선생님과 손주혁 선생님에게도 감사 드립니다. 

 

이렇게 어렵게 ‘아기 걸음발’부터 시작한 박사과정에서 

항상 옆에 있어 주었던 두 사람은 저의 실험실 선배이자 동생인 

김재성 박사, 그리고 아직 저와 같은 박사과정이지만 실험실 

선배나 다름이 없는 최경주, 이 두 분은 제가 실험실 생활에서 

파이펫맨 쓰는 방법부터 가르쳐주신 고마운 동생들입니다. 

명절연휴에 외국타향에 나와서 외로워 할까 근심되어 

자기집에까지 초대해주던 최경주, 참으로 맘 한구석이 뜨거웠던 



 

일이었습니다. 그리고 이미 박사과정을 졸업했지만 저에게 

여러모로 도움을 줬던 이영숙씨, 저와 같이 ‘아저씨 

삼총사’의 일원이자 룸메이트 동생인 림창수박사와 직설적인 

성격에 맘이 더운 김인욱 박사, 만화 속의 공주 같고 애교 

만점인 김진선박사, 또 ‘아저씨 삼총사’ 앞줄에 앉아 매일 

실험하면서 재미있는 이야기를 주고 받던 박사과정 

‘미녀삼총사’- ‘우리 큰 며느리’민정이, 열씸이 유지영, 

쭉쭉빵빵 아름이, 그리고 이젠 어였한 회사원이 된 동현이, 

례절 바른 김평환, 덜렁덜렁한 것 같지만 세심하고 귀여운 

구태영이, 정이 많고 의리에 사는 지훈이, 연기의 달인 최일규, 

이쁜이 강윤아, 이쁜 일만 골라서 하는 사랑스런 김민주, 가수 

뺨을 치는 정선미, 박사과정에 금방 들어선 장송남, 우리 

실험실에 금방 발을 들여놓고 열정에 쌓인 최정선, 섬세하고 

예절 바르고 실험과 사랑에 열정을 쏟을 줄 아는 오준이…… 

모두 가슴이 찡하게 여러모로 저에게 도움을 줬던 고마운 

동생들이었습니다. 진짜 어느 세월에 10 명도 안되었던 우리 

실험실이 이렇게 식구가 많아졌는지 모를 정도로 그사이 많이 

컸구나 하는 생각이 듭니다. 거기에는 김주항 교수님과 윤채옥 

교수님의 피땀이 들어 있었고 실험실 일동이 퍼부은 열정이 

깃들어 있습니다. 

 

한때 룸메이트도 같이 하고 술잔에 이 세상의 모든 맛을 

담아 마시면서 동고동락했던 친구 송범이, 그리고 언제나 

사랑과 격려로 배려해주고 이 친구가 잘 되기만 바라던 친구 

장위훈, 주영호 등에게 진심으로 고맙게 생각합니다. 그리고 

아버지가 간암으로 입원해 있을 때, 이 자식을 대신하여 

남부럽지 않게 치료와 보살핌을 아끼지 않았던 연변병원 

종양외과 허동철 과장님, 김문호 부과장님, 최현선생님과 



 

김성림, 최해, 김철수 등 의사 여러분들과 간호사분들에게 

진정으로 감사 드립니다. 

 

어렵게 시작한 저의 박사학업이 순조롭게 마칠 수 있게 

든든한 뒤심이 되어 주시고 적극 지지를 해주셨던 돌아가신 

아버지와 아직 고향에 계시면서 이 아들을 어렵게 뒤 바라지를 

하셨고 지금까지 지켜보고 계시는 노숙하신 어머님께 깊은 감사 

드립니다. 제가 학업이 끝나기를 기다려 주시지 못하고 

간암으로 돌아가신 아버지, 운명하시는 시간까지 옆을 지켜주지 

못한 이 아들의 불효를 용서해 주십시오. 아버지, 부디 

하늘나라에서 행복하게 보내십시오. 그리고 축복해주십시오, 이 

아들을…… 

 

또 그렇게도 이 사위를 사랑해주시고 아껴주셨던 장인 

어르신과 장모님, 변함없는 사랑과 지지를 주신 백일수 형님 

부부와 그 일가족들, 경자누님과 제부 차덕수, 맏형님 정승일, 

큰 처제 김옥설, 둘째 처제 김란, 처남 김걸과 처남댁 

이연화에게 감사드립니다. 그리고 사랑하는 백학림, 백미화 

일가족, 차충학, 정춘려, 박서연, 김리정 등 여러 조카들에게도 

항상 고맙게 생각합니다. 

 

돌이켜 생각하면 무엇보다 저를 행복에 잠기게 한 것은 

저의 일 가족입니다. 남편을 타지에 보내고 속으로만 눈물 

흘렸고 남편의 고생과 락을 함께 나누며 사랑으로 든든한 

뒷심이 되여 준 사랑하는 아내 김영이와 10 살 나이에 집안일을 

도와서 한 가정의 남자노라 힘을 자랑하고 이 불효한 아버지를 

대신하여 할아버지의 영전을 지켜주었으며 또 아버지에 대한 

사랑으로 늘 학업에서 우수한 성적을 알려준 사랑하는 아들 

지홍이에게 너무나 감사하고 미안하기만 합니다. 너무나도 



 

감동스런 세월이었으며 하나 하나가 저를 여기까지 이끌어 준 

힘이었습니다.   

 

4 년이라는 세월은 어느새 이렇게 흘러가고 감개무량한 

추억과 여운을 남겨주었습니다. 오늘도 논문을 마무리하는 저의 

맘이 동해안의 출렁이는 저 파도처럼 설레이게 합니다. 저에게 

알게 모르게 도움을 주시고 축복해주었던 주변의 모든 분들에게 

이 논문을 바치면서 늘 행복하고 기분 좋은 일만 찾아 들기를 

기원합니다. 
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국 문 요 약 

 

 IL-12와 4-1BB ligand를 발현하는 종양 선택적 살상 복제가능 

재조합 아데노바이러스와 수지상세포 병합치료의 항 종양 효과 

 

종양 선택적 살상, 복제가능 아데노바이러스를 이용한 암에 대한 

유전자치료 연구가 최근에 활발히 진행되고 있으며, 암 치료에 

이용되는 유전자로는 주로 면역 활성화, 혈관형성 억제, 세포 주기의 

억제에 관여하는 유전자 등이 있다.  

대부분의 종양세포는 그 세포막에 공동자극분자의 결핍으로 

면역계통의 인지를 피하게 된다. 이러한 종양세포의 면역반응 회피를 

극복하기 위하여 여러 가지 공동자극분자 또는 수지상세포 등이 

이용되고 있다. CD137(ILA/4-1BB) ligand(4-1BBL)는 활성화된 

수지상세포 및 B 세포 표면에 있는 공동자극분자인데 4-1BB 와 

반응하여 T 세포(특히 CD8+) 등의 증식을 거쳐 항암면역을 나타낸다. 

또한 전문화된 항원제시세포(antigene presenting cells, APCs)인 

수지상세포(dendritic cells, DCs)는 종양에 대한 면역반응에서 

innate immunity 와 adaptive immunity 를 이어주는 연결고리임으로 

현재까지 알려진 가장 강력한 암 치료용 세포치료제로써 많이 주목 

받고 있다. 그리고 interleukin-12(IL-12)는 강력한 항암면역기능을 

가진 cytokine 으로 알려져 있으며, natural killer(NK) 세포와 

lymphokine-activated killer(LAK) 세포, T 세포, 대식세포 등의 

세포살상 기능을 높여주는 기능을 한다. 

본 연구는 아데노바이러스의 E1B55kDa 과 E1B19kDa 유전자의 

결손 및 E1A 부위의 retinoblastoma 단백질(pRb)과의 결합부위를 

변이 시킨 Ad-∆E1Bmt7(Ad-∆B7) 아데노바이러스를 매개체로 IL-12, 4-

1BBL 를 발현 시킬 수 있는 복제가 가능한 Ad-∆B7/IL12/41BBL 가 Ad-

∆B7, Ad-∆B7/IL12 와 Ad-∆B7/41BBL 에 비하여, 그리고 수지상세포와의 

병합치료가 각각의 Ad-∆B7/IL12/41BBL 단독 치료와 수지상세포 단독 

치료에 비하여 항 종양 효과를 더욱 개선할 수 있는지 여부를 

규명하기 위하여 계획되었다.  

IL-12 단백질과 4-1BBL 의 발현은 ELISA 와 Western blotting 

assay 로 확인하였으며, 마우스의 피하 악성흑색종에서 Ad-
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∆B7/IL12/41BBL 바이러스가 Ad-∆B7, Ad-∆B7/41BBL, Ad-∆B7/IL12 등 

바이러스 보다 종양의 성장을 더 현저하게 억제함을 관찰 

하였다(p<0.05, Ad-∆B7/IL12/41BBL: Ad-∆B7/IL12; p<0.01, Ad-

∆B7/IL12/41BBL: Ad-∆B7/41BBL and Ad-∆B7). 이러한 항암기전이 

종양에 대한 특이면역반응에 의한 것인지 여부를 검증하기 위하여 

마우스 비장세포의 interferon-γ (IFN-γ) ELISpot 분석, 종양 내 IFN-

γ 발현 및 cytotoxic T lymphocyte(CTL) 분석을 하였다. 그 결과, Ad-

∆B7/IL12/41BBL 를 이용하여 치료한 마우스에서 다른 대조 마우스에 

비하여 종양 내 IFN-γ 발현이 현저하게 증가함과 CTL 의 종양특이 

세포살상능 증가, 그리고 ELISpot 분석을 통하여 비장세포 종양 특이 

면역세포의 유의한 증가를 확인하였다. 종양 내 CD4+, CD8+, CD86+, 

CD11c+ 등 면역세포의 침윤은 IL-12 와 4-1BBL 를 발현하는 

아데노바이러스로 치료한 종양에서 Ad-∆B7 로 치료한 경우에 비하여 

현격하게 증가한 것을 확인하였다. 

나아가서 Ad-∆B7/IL12/41BBL 아데노바이러스를 수지상세포와 함께 

마우스의 악성흑색종에 투여할 때 Ad-∆B7/IL12/41BBL 바이러스 단독 

치료그룹에 비하여, 그리고 수지상세포 단독 치료그룹에 비하여 각각 

더욱 개선된 항 종양 효과를 나타내었다. 또한 종양에 대한 특이 

면역반응 여부를 검증하기 위하여 비장세포의 IFN-γ ELISpot 분석과 

종양 내 IFN-γ 발현 및 CTL 분석으로 그 변화를 관찰한 결과, Ad-

∆B7/IL12/41BBL 바이러스와 수지상세포를 병합하여 치료한 마우스의 

비장에서 종양 특이 살상세포의 증가와 종양 내 IFN-γ 발현의 증가, 

그리고 종양세포에 대한 특이 살상능의 현저한 증가를 확인하였다. 

치료 후 종양조직에는 CD4+, CD8+, CD86+, CD11c+ 등 면역세포의 

침윤이 현저하게 증가함이 관찰되었다. 또한 Ad-∆B7/IL12/41BBL 

바이러스와 수지상세포를 병합하여 치료할 때 lymph node 로 이동한 

수지상세포의 수가 수지상세포를 단독으로 치료할 때 보다 더욱 

증가됨을 확인하였다. 마우스 B16BL6 악성흑색종을 이용한 폐 

자연전이 모델에서 Ad-∆B7/IL12/41BBL 바이러스와 수지상세포의 

병합치료 결과, 폐에 암전이가 현저히 억제됨을 확인하였다. 

결과적으로 Ad-∆B7/IL12/41BBL 바이러스와 수지상세포를 병합하여 

치료하는 것이 Ad-∆B7/IL12/41BBL 바이러스 혹은 수지상세포를 

단독으로 치료한 경우에 비하여 세포 독성면역으로 항 종양 효과가 

현저히 개선되는 것을 확인할 수 있었다.  
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종합하면 IL-12 와 4-1BBL 를 종양 선택적 세포살상, 복제가능 

아데노바이러스에 탑재하여 항 종양 효과의 개선을 확인하였다. 

그리고 Ad-∆B7/IL12/41BBL 바이러스와 종양항원으로 인지시킨 

수지상세포를 병합하여 치료하면 Ad-∆B7/IL12/41BBL 또는 

수지상세포를 각각 단독으로 치료에 사용하는 것 보다 더 강력한 

항암 효과 및 암전이 억제효과가 유도됨을 확인하였다. 

이에 근거하여 결론적으로 IL-12 및 4-1BBL 를 발현하는 

종양선택적 살상, 복제가능 아데노바이러스를 수지상세포와 병합하여 

악성흑색종을 치료하는 방법을 실제 환자의 치료에 응용하여 그 

치료효과의 유용성 여부를 규명할 필요가 있음을 제안한다.    
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핵심되는 말: 종양선택적 살상, 복제가능 아데노바이러스, IL-12, 4-

1BBL, 세포치료, 유전자치료, 면역치료, 암  
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<지도교수 김김김김    주주주주    항항항항> 

 

연세대학교 대학원 의과학과 

    

황황황황    경경경경    화화화화    

    

    

ⅠⅠⅠⅠ....    서서서서    론론론론    

 

바이러스를 이용한 암 유전자 치료는 1990 년대에 연구가 

시작되었으며, 초기에는 레트로바이러스 활용이 큰 비중을 

차지했으나 점차 아데노바이러스를 이용한 연구가 최근 연구의 주된 

흐름이다. 재조합 아데노바이러스는 우수한 유전자 전달효율 및 높은 

역가로 생산이 가능하고 쉽게 농축할 수 있는 특징을 갖고 있다. 

뿐만 아니라 in vivo 에서도 유전자 전달이 용이하다는 점이 보고 1 

되면서 최근 5 년 사이에 암을 대상으로 하는 유전자 치료에 재조합 

아데노바이러스를 이용하는 빈도수가 급격히 증가하고 있다. 

증식불능 아데노바이러스를 이용한 일 세대 아데노바이러스는 감염된 

세포 및 극히 일부의 주변세포들에서만 항암효과를 유발할 수 있어 

그 효과가 미미한 수준이었다 2. McCormick 그룹은 암세포에서만 

선택적으로 증식하여 암세포를 살상하는 종양세포 특이 증식 및 

세포살상 재조합 아데노바이러스에 대한 연구결과를 처음 보고하여 

그 한계를 극복하기 위한 방안을 제시한바 있으며 3, 그 후 종양세포 

선택적 살상 아데노바이러스를 이용한 항암치료의 가능성이 다각도로 

연구되고 있다.  
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아데노바이러스가 정상세포에 감염하면, 감염된 세포는 종양 

억제 단백질인 p53 을 활성화시켜 바이러스의 증식을 억제하며 

아데노바이러스의 E1B55kDa 단백질은 감염세포의 p53 단백질과 

결합하여 p53 의 기능을 억제하는 역할을 하게 된다 4. 결과적으로 

정상세포에 야생형 아데노바이러스가 감염하면 아데노바이러스의 

증식이 가능하게 되어 궁극적으로 감염세포의 살상을 유도한다. 

하지만 E1B55kDa 유전자가 소실된 재조합 아데노바이러스가 

정상세포에 감염되면 이들 세포에 있는 p53 의 비활성화를 유도할 수 

없어 바이러스의 증식이 억제된다. 그러나 정상세포와는 달리 p53 의 

기능이 억제되어 있는 암세포들에서는 바이러스의 증식을 억제하지 

못하여 바이러스의 증식이 활발하게 일어나게 되고 결과적으로 

종양세포에서만 살상을 유도하게 된다 3, 5. Bischoff 등은 E1B55kDa 

유전자가 부분 결실된 ONYX-015(dl 1520) 아데노바이러스의 선택적 

항 종양 효과를 보고하였고, cisplantin 과 같은 항암제를 동시에 

처리함으로써 암세포에 대한 살상능을 증가시킬 수 있었으며, p53 이 

정상인 암세포들도 효과적으로 살상할 수 있었음을 보고하였다 3, 5. 

    아데노바이러스 E1B 유전자의 또 다른 단백질인 E1B19kDa 은 

강력한 세포고사 억제제로서 Bcl-2 와 염기서열 및 그 기능이 

유사하다 6, 7. E1B19kDa 단백질은 아데노바이러스의 초기 발현 

유전자인 E1A 에 의해 유도되는 세포고사, 종양세포에서 p53 에 

의하여 유도되는 세포고사 8-11, 성장 인자의 결핍, 방사선치료 또는 

항암제에 의해 유도되는 세포고사 등을 억제한다 12. 이를 근거로 이미 

본 실험실에서는 아데노바이러스의 E1B19kDa 과 E1B55kDa 를 동시에 

결손시킴으로써 보다 우수한 항 종양 효과를 유도 할 수 있음을 

보고하였다 13. 

    아데노바이러스 E1A 는 바이러스 복제 시 가장 먼저 발현되는 

단백질로서 바이러스 복제에 필수적이다. E1A 단백질은 세포주기를 

조절하는 retinoblastoma 단백질(pRb)과 결합하여 E2F-pRb 

복합체로부터 E2F 의 해리를 유도하여 14-16 세포주기 활성화에 

관여하는 여러 단백질들의 전사를 촉진시킨다 17. 그러나 많은 

종양세포에서는 pRb 유전자의 변이로 이와 관련된 

신호전달체계(p16ARF/pRb/E2F 등)가 손상되어 세포주기가 계속 

진행되어지며 18 이에 따라 바이러스의 증식이 지속적으로 일어난다. 

이에 반하여 pRb 의 기능이 정상적인 세포 내에서는 pRb 와의 
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결합력이 상실된 증식가능 아데노바이러스의 E1A 가 pRb 와 결합할 수 

없어 감염된 세포는 S 세포주기로 진행되지 못하고 결과적으로 

바이러스는 복제되지 못한다. 이에 근거하여 Fueyo 등은 120-127 

아미노산 서열을 결손 시킨 △24 아데노바이러스가 Rb 유전자가 

돌연변이 된 암세포를 선택적으로 살상할 수 있음을 보고하였으며 19, 

본 연구실에서는 E1A 유전자 염기서열 중 pRb 단백질과의 결합에 

관여하는 CR1 결합부위의 Glutamine 을 Glycine 으로, CR2 의 121~127 

아미노산을 Glycine 으로 치환하고 동시에 E1B19kDa 과 

E1B55kDa 유전자를 결실시킨 Ad-∆B7 를 제작하였다. 이 바이러스는 

야생형 아데노바이러스와 유사하거나 보다 빠른 종양세포살상을 

유도하였으며, 정상세포에서는 Ad-∆B7 아데노바이러스의 세포 

살상능이 현저히 감소하는 종양세포 특이성을 확인하였다 20.  

    최근 종양 면역학의 급속한 발전으로 숙주와 종양과의 관계가 규

명되어짐에 따라 숙주의 면역반응의 활성화를 통하여 종양을 치료하

고자 하는 연구가 활발히 진행되고 있다. IL-12는 p40과 p35 소단위 

공유결합의 75kDa의 cytokine으로서21 Th1 세포 활성화의 중요한 조절

인자로 알려져 있으며, 수지상세포, 단핵세포, 대식세포에서 많이 발

현하고 있다22-24. IL-12는 감염초기반응에서 생성되며23 NK 세포와 T 

세포의 활성화를 유도한다24. Heller등은 IL-12를 발현할 수 있는 플

라즈미드를 B16-F10 악성흑색종에 직접 투여한 다음 전기충격을 주어 

세포가 IL-12를 발현하게 함으로써 항 종양 효과를 향상시킴과 동시

에 IL-12의 독성을 최소화 하는 방안을 보고한바 있다25.  

최근 연구가 많이 되고 있는 4-1BB와 4-1BBL는 일종의 면역세포

의 공동자극분자다. 4-1BB는 type Ⅰ 수송막 당단백질에 속하는 

tumor necrosis factor(TNF)의 수용체이다. 특히 생쥐와 인간의 

CD4+ 와 CD8+ 세포에서 발현되며 26-29, 생쥐에서는 활성화된 

NK 세포 및 수지상세포 외에 호중구에도 발현이 되고 있다 30. 

인간에서는 4-1BB가 여포의 수지상세포 31, 단핵세포 32, 간암세

포 27 그리고 악성종양에서 생성된 특정 혈관 벽에도 발현이 

된다고 보고되어 있다 33.  이에 상응하는 4-1BBL는 type Ⅱ 

수송 막 당 단백질에 위치하고 TNF superfamily에 속하는 세

포외부의 탄소말단구역에 위치하고 있으며 인간과 생쥐에서는 

주로 활성화된 수지상세포와 대식세포뿐만 아니라 B 세포에

도 그 발현이 증가된다는 보고가 있다 34-38. 4-1BB와 4-1BBL는 
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TNF-TNF 조절분자들의 한 family로서 T 세포의 활성화 28, 39, 40, 

분화 및 세포고사 억제에 41 관여한다. Lee42 등은 4-1BB의 활

성화가 Bcl-XL와 Bfl-1 등 세포고사 저해 단백질들을 증가시

킴으로써 NF-κB를 활성화시켜 CD8+ T 세포를 activation-

induced cell death(AICD)로부터 벗어나게 한다고 보고하였다. 

또한 Lindstedt 31와 Wen40 등은 수지상세포의 4-1BBL 발현과 

그 기능에 의해 증가된 효과기 CD8+ T 세포가 인간의 CD8+ T 

세포 면역반응을 기인한다고 보고하였다. 최근에는 4-1BBL가 

수지상세포의 활성화 기능을 하는 것으로 보고되었다 37, 

43.  4-1BBL는 효과기 CD8+ T 세포 및 기억 CD8+ T 세포 분화, 

증식과 생존연장에서 중요한 기능을 한다 40, 42, 44. CD8+ T 세

포뿐만 아니라 CD4+ T 세포에서도 4-1BBL의 신호전달경로를 

선택적으로 비교한 연구가 있는데, Melero45 등은 마우스 항

체를 사용하여 선택적으로 CD4+ T 세포 집락을 고갈시킨 후 

항 종양 효과가 없어지는 것을 생쥐 실험에서 관찰하였다. 

또한, Zhu46 등은 항원 투여로 생체실험을 했을 때 4-1BBL가 

B 세포의 생존을 조절함으로써 체액 면역반응을 조절한다고 

보고하였다.  

이러한 4-1BBL는 세포독성면역과 기억면역세포에서 그 면

역조절작용이 검증되었다 47, 48. Martinet49 등은 복제불능 아

데노바이러스를 벡터로 사용하여 유방암 간 전이모델에서 

IL-12와 항 4-1BB 항체 또는 4-1BBL를 마우스의 종양에 전달

시켜 마우스의 생존율이 각각 87%와 78%에 달하는 치료효과

를 보고하였으며, Xu50 등은 IL-12와 4-1BBL를 병합하여 치료 

시 항 종양 효과는 주로 CD8+ T 세포의 활성화를 기인한다고 

보고하였다. 그리고 Pan 51 등은 IL-12와 항 4-1BB 항체가 삽

입된 복제불능 아데노바이러스를 이용하여 BALB/c 대장암의 

간 전이를 억제하였을 뿐만 아니라 종양에는 수지상세포 와 

NK 세포의 침윤을 일으킨다고 보고하였다. 

Steinman과 Chon52 이 1973년에 보고한 수지상세포는 

‘nature's adjuvant'라는 명성을 얻고 있으며 고도로 전문화

된 항원제시세포로 resting / naive T 세포의 활성화에 중요

한 기능을 하는 것으로 밝혀졌다 53-57. 수지상세포가 강력한 

면역기능 활성의 중심에 설수 있는 이유는 세포표면에 major 

histocompatibility complex molecule(MHC) Ⅰ/Ⅱ를 발현함으

로써 APC의 기능을 수행할 뿐만 아니라 CD80, CD86과 4-1BBL, 

adhesion molecule(예, ICAM-1)등을 고농도로 발현하기 때문
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이다. 또한, 수지상세포는 CTL의 활성화를 통하여 TNF-α, 

IFN-γ, IL-12, IL-18 등 여러 가지 cytokine을 분비하도록 할 

뿐만 아니라 스스로 cytokine을 분비하는 것으로 알려져 있

다. 최근에는 수지상세포에 의한 CD4+ helper T 세포(Th1 

type)의 증식 및 활성화뿐만 아니라 in vivo 실험을 통해 생

체 내로 주입된 수지상세포도 CTL의 생성을 촉진한다고 보고

되었다 57-62. 따라서 수지상세포를 이용하여 치료하고자 하는 

종양의 항원/표지 인자로 교육시켜 종양 특이 면역세포의 기

능을 회복시키거나 활성화시키도록 유도한다면, 종양을 치료

하는 면역세포 치료제로서 사용할 수 있을 뿐만 아니라 기억

면역을 되살려 숙주가 종양세포의 공격을 받을 때 보호작용

을 할 수 있다.  

지금까지 IL-12와 4-1BBL를 종양 선택적 살상, 복제가능 

아데노바이러스에 삽입하여 항 종양 효과를 규명한 연구가 

없었다. 본 연구자는 앞에서 제시한 여러 가지 기전들을 종

합적으로 병합하여, 즉 IL-12와 4-1BBL를 발현하는 재조합 

종양 선택적 살상, 복제가능 아데노바이러스와 수지상세포를 

병합하여 항암치료에 적용한다면 아데노바이러스의 종양 살상

작용뿐만 아니라 유전자면역치료와 면역세포치료를 병합하여 

더욱 개선된 항 종양 효과를 유도할 수 있을 것으로 사료되

는바 이의 검증을 위하여 본 연구를 계획하였다. 
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ⅡⅡⅡⅡ....    재료재료재료재료    및및및및    방법방법방법방법    

 

1. 대상세포주 및 세포배양  

 

실험에 사용된 세포주로는 아데노바이러스의 E1 유전자를 함유하

고 있는 인체 배아 신장세포주(HEK293)와 인체 뇌종양 세포주(U343), 

폐암 세포주(A549), 마우스 피부 섬유아세포주(Mus Dunni) 그리고 마

우스 악성흑색종 세포주 B16BL6와 B16-F10 등 이다. B16BL6 는 한국 

서울대 세포주은행에서 구입하였고 그 외의 모든 세포주는 American 

Type Culture Collection(ATCC, Rockville, MD, USA)에서 구입하였다. 

대부분 세포주는 10%의 우태아혈청(fetal bovine serum, FBS, Gibco, 

Grand Island, NY, USA)을 포함하는 Dulbecco’s modified eagle 

medium(DMEM, Gibco, Grand Island, NY, USA) 배지에 배양하고, 

B16BL6 세포주는 1 x 의 Minimum essential medium (MEM) vitamin 

solution(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)이 함유된 10% 

MEM(Invitrogen) 배양하였다. 모든 세포의 배지에는 2 mM L-

glutamine 100 IU/㎖(Invitrogen); penicillin/ streptomycin 100 ㎍

/㎖(Invitrogen); gentamycin sulphate(Duchefa, Haarlem, 

Netherlands)를 15 ㎍/㎖ 되게 첨가하여 사용하였다. 수지상세포의 

분화와 배양에 사용한 10% RPMI-1640 에는 50 uM의 ß-

mercaptoethanol을 첨가하였고 recombinant mouse interleukin-

4(rmIL-4, Endogen, Woburn, MA, USA)를 0.01 ㎍/㎖, recombinant 

mouse granulocyte and monocyte-colony stimulating factor(rmGM-

CSF, Endogen)를 0.01 ㎍/㎖ 각각 첨가하였다.  

    

2. 실험동물  

     

생후 6~8 주 된 체중 20 g 내외의 건강한 C57BL/6 수컷 마우스를 

사용하였다. 마우스는 Shizuoka Laboratory Center (Japan SLC Inc, 

Tokyo, Japan)에서 구입하여 폴리카보네이트 케이지에 3~4 마리씩 

넣어 멸균된 수돗물과 사료(중앙실험동물, Seoul, Korea)를 

공급하고 가능한 스트레스를 받지 않도록 조용한 분위기의 specific 

pathogene free room 에서 사육하였다. 모든 동물실험은 연세대학교 

의과대학의 동물사육 및 실험관련규칙을 준수하였다.  
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3.    IL-12 와 4-1BBL 를 발현하는 종양선택적 복제가능 재조합 

아데노바이러스 제작, 생산 및 역가 산출     

 
연구에 사용된 아데노바이러스는 Ⅴ type으로 E1B 부위와 E3 부

위가 모두 소실되고 E1A 부위의 Rb 단백질 결합 위치가 돌연변이 된 

Ad-∆B7(pdl 324∆E1B/E1A mt#7)으로서 이는 이미 본 연구소에서 그 종

양세포 특이적 살상 복제가능 기능이 확인된 바 있다20. 

Ad-∆B7/IL12/41BBL를 제작하기 위하여, 먼저 mouse IL-12 유전자

를 발현하는 Ad-∆B7/IL12를 제작하였다. 이를 위하여 pcDNA3.1-IRES 

벡터(cytokine 은행, 전북대학교, 전주시, 한국)를 EcoRⅠ제한효소로 

처리하여 나온 약 800 base pair(bp) 크기의 IRES 유전자를 

pcDNA3.1-p35 벡터(cytokine 은행)의 p35 유전자 바로 뒤의 EcoRⅠ제

한효소를 이용하여 삽입시켜 pcDNA3.1-p35/IRES 벡터를 제작하였다. 

그리고 pcDNA3.1-p40(cytokine 은행)을 PmeⅠ 과 XhoⅠ 제한효소로 

처리하여 나온 1007 bp 크기의 p40 유전자를 pcDNA3.1-p35/IRES 벡터

의 IRES 바로 뒤의 EcoRⅤ 제한효소를 이용하여 삽입시켜 pcDNA3.1-

IL12 벡터를 제작하였다. pcDNA3.1-IL12 벡터를 PmeⅠ과 XhoⅠ 제한

효소로 다시 처리하여 나온 약 2.5 kb 크기의 IL-12(p35/IRES/p40)를 

EcoRⅤ과 SalⅠ제한효소로 처리된 pCA14 또는 pCA14/E1AE1B19 벡터에 

삽입시켜 pCA14/E1AE1B19-IL12 아데노바이러스 E1 셔틀벡터를 제작하

였다. 제작된 pCA14/E1AE1B19/IL12 셔틀벡터를 NdeⅠ제한효소로 처리

하여 선형화시키고, BstBⅠ을 처리하여 선형화된 토탈 벡터인 Ad-∆B7

과 함께 대장균 BJ5183에 동시에 형질 전환시켜 상동 재조합을 유도

하여 E1 부위에 IL-12 유전자가 삽입된 종양 특이적 살상, 복제가능 

아데노바이러스인 Ad-∆B7/IL12를 제작하였다.    

그리고 4-1BBL 유전자를 추출하기 위하여 C57BL/6 마우스의 골수

에서 분리, 분화, 활성화 시킨 수지상세포로부터 reverse 

transcription - polymerase chain reaction(RT-PCR)을 수행하여 

total RNA 산물을 획득한 다음 cDNA를 합성하였다. 4-1BB ligand를 

증폭할 수 있는 primer(sence: 5’-ATGGATCCACCATGGACCAGCACACACTTG-3’, 

anti-sence: 5’-AGATAAGCTTTCATTCCCATGGGTTGTC-3’)를 제작하고 PCR을 

수행하여 획득한 산물을 BamHⅠ 과 HindⅢ 제한효소로 잘라서 약 930 

bp 길이의 DNA 절편을 획득한 뒤, pSP72/∆E3/CMV-polyA 셔틀벡터63에 

ligation 하여 또 다른 pSP72/∆E3/CMV(cytomegalovirus promoter)-

41BBL-poly 셔틀벡터를 제작하였다. 4-1BBL 유전자의 염기서열을 확

인하여 본 결과 National Center for Biotechnology 

Information(NCBI) L15435 염기서열의 53~982 부분과 완전히 동일하
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였다. 이 셔틀벡터를 XmnⅠ으로 자른 다음 SpeⅠ 제한효소로 자른 

Ad-∆B7(pdl 324∆E1B/E1A mt#7) 토탈 벡터, 그리고 E1B 부위에 마우스 

IL-12 유전자가 삽입된 Ad-∆B7/IL12 아데노바이러스 토탈벡터(pdl 

324∆E1B/E1Amt#7/CMV-IL12-polyA)와 각각 BJ5183 대장균에 형질전환 

시켜 상동재조합을 유도하여 E3 부위에 마우스 4-1BBL 유전자가 삽입

된 Ad-∆B7/41BBL와 Ad-∆B7/IL12/41BBL를 제작하였다. 제작된 모든 플

라즈미드는 PacⅠ으로 자른 다음 lipofectamine(Invitrogen)과 

plus(Invitrogen)을 사용하여 HEK293 세포주에 형질 도입하였다. 이

렇게 각각의 아데노바이러스를 증식 배양 한 후 CsCl density 

purification을 시행하고 투석한 후, 4% sucrose를 함유한 storage 

buffer의 삼투를 거친 다음 분취하여 -80℃에 냉동 저장하였다63. 각 

바이러스 용액의 역가는 분광기를 이용하여 바이러스 genome의 흡광

도에 의한 optical density(O.D)로 산출하였다.     

 

4. Oncolytic assay를 통한 바이러스의 복제와 살상능 비교  

    

IL-12 와 4-1BBL 유전자의 발현여부가 아데노바이러스의 복제와 

종양세포 살상능에 어떠한 영향을 미치는지 검증하기 위하여 Ad-dl 

324BstB1(Ad-ΔE1), Ad-ΔB7, Ad-ΔB7/IL12, Ad-ΔB7/41BBL, Ad-

ΔB7/IL12/41BBL 등 5 종류의 바이러스를 이용하여 종양세포 

살상효과를 비교, 분석하였다. 실험에 사용한 세포주들은 인체 

뇌암세포주-U343, 인체 폐암 세포주-A549, C57BL/6 마우스의 

악성흑색종 세포주-B16-F10 이다. 암세포주들은 30~50% 의 

confluence 로 24-well plate 에 분주한 뒤 바이러스를 0.1~500 

multiplicity of infection(MOI) 별로 선택하여 각각 감염시켰다. 

이들 바이러스 중 어느 한 바이러스가 제일 낮은 역가에서 암세포를 

완전히 사멸시킨 시점, 혹은 감염 후 5~7 일 시점에서 모든 배지를 

제거하고 0.5% crystal violet(in 50% methanol)로 잔존한 세포들을 

고정하고 염색한 후 분석하였다.   

    

5. 골수유래 수지상세포의 분화와 배양  

     

골수유래 수지상세포(bone marrow derived dendritic cells, 

BMDCs)의 분화와 배양은 변형된 Inaba 등의 배양방법58으로 시행하였

다. 골수세포는 6~8 주령 된 C57BL/6 마우스의 경골과 대퇴골에서 분
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리하고 적혈구를 제거하기 위하여 EDTA-ammonium chloride 용액(0.15 

M NH4Cl, 1 mM KHCO3, 0.1 mM EDTA)을 10 ㎖ 넣어 4℃에서 5 분간 방

치한 후 10% RPMI-1640 배지로 2 회 세척하였다. 그리고 이를 100 ㎛

의 cell strainer에 걸러서 찌꺼기를 제거하였다. 이 여과 된 세포를 

1 x 106 cells/㎖로 10% RPMI-1640(50 uM ß-mercaptoethanol, 2 mM 

L-glutamine, 100 IU/㎖ penicillin, 100 ㎍/㎖ streptomycin, 15 ㎍

/㎖ gentamycin)에 부유시킨 다음 rmIL-4를 0.01 ㎍/㎖, rmGM-CSF를 

0.01 ㎍/㎖ 넣어주고 6 well plate에 분주하였다. 분주 후 2 일과 4 일

에는 부유되어 있는 세포와 배지를 버리고 rmIL-4와 rmGM-CSF가 각각 

0.01 ㎍/㎖ 함유된 신선한 10% RPMI-1640 배양액으로 갈아주었다. 분주 

후 6 일에는 위와 같은 배지로 갈아주는 동시에 B16-F10 혹은 B16BL6 

악성흑색종 세포에서 정제, 추출해 낸 총 단백질을 50 ㎍/㎖ 첨가하여 

주고 분주 후 7 일에는 lipopolysaccharide(LPS, Sigma, St. Louis, MO, 

USA)를 1 ㎍/㎖ 첨가하여 주었다. 배양 후 8 일에는 용기에 살짝 붙어

있는 세포를 파이펫 충격으로 떨어뜨려 회수한 다음 원심 분리하여 상

층액은 버리고 세포는 멸균된 식염수로 세척하여 사용하였다.  

    

6. B16-F10 악성흑색종 세포주에서의 IL-12 발현량 측정  

    
Ad-∆B7/IL12 와 Ad-∆B7/IL12/41BBL 의 세포감염 후 IL-12 단백질

의 발현 정도를 측정하기 위하여 enzyme-linked immunosorbent 

assay(ELISA)를 실시하였다. Murine 세포주에 대해서는 human 아데노

바이러스의 유전자 전달효율이 낮다고 보고 된 바 있어, 유전자 전달

효율을 증가시켜 주기 위해 lipofectamine과 plus를 이용하였다. 

B16-F10 마우스 악성흑색종 세포를 2 X 104 cells/well, 6 well plate 

에 분주한 다음 날 0, 25, 50, 100 등 여러 MOI로 배지 단독, 그리고 

Ad-∆B7/41BBL, Ad-∆B7/IL12/41BBL 바이러스를 lipofectamine과 15 분

간, plus와 15 분간 상온에서 반응시킨 다음 용적을 10% RPMI-1640 

배지로 1.5 ㎖ 맞추어 각각의 well에 감염시켰다. 감염 4 시간 뒤 

1.5 ㎖의 배지로 갈아주고 감염 후 48 시간 경에 배지를 수득하여 

ELISA를 실시하였다. ELISA의 전 과정은 mouse IL-12 ELISA 

set(Endogen)의 설명서에 따라 시행하였다.  

    

7. B16-F10 악성흑색종 세포주에서의 4-1BBL 발현량 측정 

 
바이러스가 감염된 세포에서 4-1BBL의 발현을 알아보기 위해서, 

lipofectamine과 plus를 첨가한 상기의 바이러스들로 20, 40, 80 MOI
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로 각각 감염시킨 1 x 106 개의 B16-F10 세포를 20 시간 뒤 수득하여 

phosphate buffered saline(PBS, Invitrogen)로 2 회 세척한 다음 

proteinase inhibitor cocktail(Sigma)을 1x 되게 첨가한 RIPA 용액

(0.15 M NaCl, 0.05 M Tris-Cl: PH 7.2, 1% Triton X-100, 0.1% SDS, 

in DW)을 사용하여 세포를 용해시켰다. 여기에서 총 단백질을 추출하

고 BCATM protein assay kit(Pierce biotechnology, Rockford, IL, 

USA)를 사용하여 단백질의 양을 각각 측정하였다. 측정한 단백질에 

ß-mercaptoethanol을 10% 되게 첨가, protein loading buffer 를 1 

x 되게 첨가한 다음 끓는 물에 5 분간 반응 시킨 후, 즉시 얼음에 넣

어 10 분간 충분히 냉각시키고 흔들어 섞어주었다. 이 준비된 단백질 

표본을 10% Tris-glycine SDS-polyacrylamide gel에서 전기 영동을 

한 뒤, 12 V 에서 전기영동으로 1 시간 동안 PVDF membrane에 단백질

을 옮겼다. 그 다음 1% BSA가 첨가된 PBS로 단백질이 옮겨진 PVDF 

membrane을 실온 shaker에서 30 분간 blocking 하였다. Blocking 된 

PVDF membrane을 5% 탈지분유가 함유된 PBS-T buffer에 담그고 33.3 

ng/㎖로 goat anti - mouse 4-1BB ligand 항체를(R&D systems, 

Minneapolis, MN, USA) 넣어서 실온에서 45 분간 binding 시킨 다음 

tween 20 이 0.1% 들어있는 PBS로 3 회 세척해주고 rabbit anti-goat 

IgG(H+L)-HRP(Southern Biotech, Birmingham, AL, USA)를 1:3000으로 

넣어서 실온, shaker에서 45 분간 반응시켰다. PBS-T로 3 회 세척한 

다음 western blotting luminol reagent solution “A”와 

“B”(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA)를 1:1로 섞

어서 PVDF membrane을 적셔주고 필름에 현상하였다.   

    

8. 악성흑색종 형성 및 항 종양 효과 관찰  

     
B16-F10 악성흑색종 세포는 10% RPMI-1640 배지에서 단층으로 배

양하여 0.25% trypsin-EDTA(Invitrogen)를 처리한 후 5 X 105 개의 생

존세포를 50 ㎕ hanks' balanced salt solution(HBSS, Invitrogen)으

로 부유하여 마우스의 우측 중앙 복부 피하에 주사하였다. 종양세포 

이식 후 약 5~7 일경에 종양의 크기가 약 60~80 ㎣ 성장한 다음 바이

러스 투여를 시작하였다. 대조군 PBS는 50 ㎕, Ad-∆B7 및 Ad-∆

B7/41BBL는 1 X 1010 viral particle(VP)/50 ㎕, Ad-∆B7/IL12, Ad-∆

B7/IL12/41BBL 아데노바이러스는 5 X 109 VP/50 ㎕로 lipofectamin과 

plus에 혼합하여 2 일에 한번씩, 3 회 종양 내로 주사하였다.  

아데노바이러스와 수지상세포를 병합치료하는 경우의 항 종양 효

과 관찰은 종양세포 이식 후 7~9 일경에 종양의 크기가 약 100~120 
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㎣ 성장한 다음 바이러스 투여를 시작하였다(0 일). 대조군 PBS와 바

이러스는 lipofectamin과 plus에 혼합하였으며 수지상세포는 생리식

염수에 용해시켰다. 대조군은 PBS를 투여하였으며 DC, Ad-∆

B7/IL12/41BBL, Ad-∆B7/IL12/41BBL + DC를 투여한 실험군에서는 바이

러스를 5 X 109 VP/50 ㎕로 2 일에 한번씩 3 회 종양 내로 투여(0, 2, 

4 일), 수지상세포는 1 X 106 cells/50 ㎕로 바이러스 투여를 시작한 

다음 날부터 2 일에 한번씩 3 회 종양 내로 투여하였다(1, 3, 5 일).  

종양의 크기는 바이러스 투여시점부터 1~2 일에 한번씩 종양의 

최장경(a)과 그에 수직되는 최단경(b)을 각각 측정하여 a X b2 X 

0.523(㎣) 의 공식으로 산출하였다.   

    

9.  악성흑색종 전이모델에서의 폐전이 억제 관찰 

 
B16BL6 악성흑색종 세포주를 이용한 폐 자연전이 암 모델에서의 

전이억제 관찰에서는 다음과 같이 실험을 진행하였다. 먼저 B16BL6 

세포를 1.5 X 105 cells/50 ㎕로 HBSS에 부유시킨 다음 마우스의 발바

닥 피하에 주사하였다. 그리고 악성흑색종의 크기가 약 180~200 ㎣ 

되었을 때(18 일) Ad-∆B7/IL12/41BBL 바이러스는 B16BL6 세포주사 후 

18 일, 20 일, 22 일에 각각 5 X 109 VP/50 ㎕씩 종양 내로 투여했고 

수지상세포는 B16BL6 세포주사 후 19 일, 21 일, 23 일에 각각 1 X 

106 cells/100 ㎕씩 흉강 내 투여를 실시하였다. 26 일에(수지상세포 

투여가 끝난 후 3일째) 오른쪽 무릎관절을 절단한 다음 사육, 관찰하

였다. B16BL6 세포주사 후 48 일에 마우스를 경추 탈골 시키고 해부

하여 폐 전이 상황을 분석하였다. 폐의 무게를 측정하고 폐의 자연전

이 된 악성흑색종 nodule 은 최장경에 근거하여 great>1 cm, 1 cm≥

large>0.5 cm, 0.5 cm≥medium>0.3 cm, 0.3 cm≥small로 나누어 분석

하였다.    

    

10.  마우스 생체 비장세포 추출  

      
C57BL/6 마우스에서 무균상태로 비장을 적출한 뒤 비장을 균질화

하고, 적혈구를 제거하기 위하여 EDTA-ammonium chloride 용액을

(0.15 M NH4Cl, 1 mM KHCO3, 0.1 mM EDTA, Sigma) 10 ㎖ 넣어 4℃에서 

5 분간 방치하고 2000 rpm에서 10 분간 원심 분리한 뒤 상층액을 제

거하고 10% RPMI-1640 배지로 2 회 세척하였다. 위의 세척과정이 끝

난 세포는 100 ㎛의 cell strainer에 찌꺼기를 걸러내고 여과된 세포

만 수거하여 실험에 사용하였다.  
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11. 종양조직 내 IFN-γ 발현량 관찰  

         
종양내의 면역관련 IFN-γ 발현정도와 항 종양 효과의 상관관계

를 확인하기 위하여 종양조직 단백질을 추출하여 IFN-γ ELISA로 측

정하였다. 마우스에 유발시킨 B16-F10 악성흑색종 내로 각각의 바이

러스를 5 X 109 VP/50 ㎕, 2 일 간격으로 3 회 투여를 끝내고 5 일 

후 종양을 적출하였다. 그리고 Ad-∆B7/IL12/41BBL 아데노바이러스와 

수지상세포의 병합치료 그룹에서 바이러스는 5 X 109 VP/50 ㎕, 2 일 

간격으로 3 회 종양 내 투여하였고 수지상세포는 첫 번째 바이러스 

투여를 시작한 다음 날부터 2 일 간격으로 3 회 종양 내 투여를 실

시하였다. 수지상세포의 투여가 끝난 5 일 후 종양을 적출하였다. 

적출한 종양을 막자 사발에 균질화 한 후 1 x protease inhibitor 

cocktail(Sigma)이 첨가된 PBS를 사용하여 부유한 다음, 4℃, 13200 

rpm에서 10 분간 원심 분리한 뒤 상층액을 수득하여 단백질 정량을 

시행하고 일정량의 단백질에서의 IFN-γ 발현량을 ELISA로 측정하였

다. ELISA 전부과정은 마우스 IFN-γ ELISA kit(Endogen) 사용설명서
에 따라 시행하였다.  

    

12. 수지상세포 flow cytometry 분석  

     
마우스의 골수유래 수지상세포를 단세포 부유물로 만든 다음, 

purified hamster anti-mouse CD3e monoclonal antibody, R-

phycoerythrin-conjugated hamster anti-mouse CD11c(Integrin αx 

chain) monoclonal antibody, purified rat anti-mouse CD14 

monoclonal antibody, purified rat anti-mouse CD19 monoclonal 

antibody, purified rat anti-mouse CD40 monoclonal antibody, 

purified rat anti-mouse CD86(B7-2) monoclonal antibody, 

purified rat anti-mouse CD80(B7-1) monoclonal antibody, 

purified mouse anti-mouse H-2Kb/H-2Db monoclonal antibody, 

purified mouse anti-mouse I-Ab monoclonal antibody(Pharmingen, 

San Diego, CA, USA)등을 각각 넣어 4℃에서 45 분간 반응시킨 후 

2% PBS 로 2 회 세척하고 fluorescence isothiocyanate(FITC)  혹은 

phycoerythrin(PE)가 연결된 이차항체(SouthernBiotech)를 첨가하여 

다시 45 분간 반응시켰다. 이후 2% PBS로 2 회 세척하고 2% 

paraformaldehyde(Sigma)로 고정한 후 flow cytometry 분석을 실시

하였다.  
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13. IFN-γ ELISpot assay  
    

아데노바이러스를 투여한 마우스에서 종양세포 특이적 T 세포 매

개 살상효과를 검증하기 위하여, 치료 후 마우스의 비장세포와 방사

선을 조사한 종양세포와 공동배양을 실행하고 IFN-γ ELISpot assay를 

실시하였다. 먼저 12000 Gy의 방사선을 조사한 B16-F10 세포를 3 X 

106 cells/175T로 나누어 넣어주고 24 시간 37℃, 5% CO2 배양기에서 

배양하고 24 시간 후 각각의 아데노바이러스 혹은 Ad-∆B7/IL12/41BBL 

와 수지상세포로 치료한 마우스의 비장세포를 분리하여 3 X 107 

cells/175T로 37℃, 5% CO2 배양기에서 recombinant mouse 

interleukin-2(rmIL-2, Endogen)가 100 U/㎖ 되게 첨가된 10% RPMI-

1640 배양액과 같이 넣어서 방사선 조사된 B16-F10 세포와 5 일간 공

동배양을 시행하고 다시 비장세포를 수거하였다. 24 시간 전에 anti-

mouse IFN-γ(Pharmingen) 항체로 4℃에서 코팅한 96 well assay 

plate(Pharmingen)를 10% RPMI-1640로, 37℃에서 2 시간 blocking하

고 수집된 비장세포를 2 X 104, 4 X 104, 8 X 104, 2 X 105, 4 X 105, 

8 X 105 개의 세포씩 96 well assay plate에 range 별로 분주한 뒤 

37℃, 5% CO2 배양기에서 12시간 배양하였다. 12시간 후 plate 에 있

는 세포를 버리고 증류수로 반응을 정지시킨 후 FBS가 10% 첨가 된 

PBS로 1 시간 blocking하고 washing buffer로 3 회 세척한 다음 

biotinylated anti-IFN-γ(Pharmingen) 항체를 넣고 2 시간 반응시키고 

streptavidine-alkaline phosphatase (Pharmingen) 접합체를 넣어 30 

분간 반응시켰다. 기질액(Pharmingen)을 넣고 반응을 지속시킨 다음 

각각의 세포에서 IFN-γ 단백질을 분비하면 항원-항체 반응에 의하여 

IFN-γ 가 붙은 부위가 자줏빛 색깔이 있는 점으로 보여지게 되는데, 

반점이 적당할 때 증류수로 반응을 정지시키고 ELISpot reader로 그 

수를 측정하였다. 모든 실험과정은 ELISpot mouse IFN-γ 
set(Pharmingen)에서 제시한 실험법을 그대로 시행하였다.  

    

14. 조직면역염색 분석 

    
약 6~8 주령의 C57BL/6마우스의 우측 중앙복부 피하에 5 X 105 개

의 B16-F10 세포를 주사한 후, 종양의 크기가 약 80~100 ㎣ 성장하면 

Ad-∆B7, Ad-∆B7/41BBL, Ad-∆B7/IL12, Ad-∆B7/IL12/41BBL 아데노바이
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러스를 5 X 109 VP로 각각 lipofectamin과 plus 용액 6: 8(㎕) 비율로 

반응시켜 2 일에 한번씩 3 회 종양 내로 주사하였으며 대조군은 PBS

를 주사하였다. 그리고 DC, Ad-∆B7/IL12/41BBL 그리고 Ad-∆

B7/IL12/41BBL + DC로 각각 치료한 그룹에서, 바이러스는 5 X 109 

VP/50 ㎕로 2 일에 한번씩 3 회 종양 내로 주사하였고 DC는 1 X 106 

cells/50 ㎕, 바이러스 투여간격 사이로 2 일에 한번씩 3 회 종양 내

로 주사하였으며 대조군은 PBS와 생리식염수를 주사하였다. 각각의 

치료가 끝난 5 일 뒤 마우스에서 종양을 적출하여 조직은 O.C.T. 

compound(Sakura Finetec, Torrance, CA, USA)로 동결 박편 하고 10 

㎛ 두께로 절단하여 젤라틴이 코팅된 글라스 슬라이드 위에 부착한 

다음 조직면역염색을 실시하였다. 먼저 조직과 슬라이드에 부착된 

OCT는 20 분간 4℃ 100% acetone 용액에 넣어서 제거하고 슬라이드에 

부착된 조직을 3% H2O2 용액에서 10 분간 반응시켜 내인성 과산화 효소

의 작용을 차단시킨 후 bovine serum albumin(BSA, Sigma)이 4% 함유

된 PBS로 실온에서 1 시간 blocking 처리를 한 다음 일차항체인 

CD4(purified rat anti-mouse CD4 monoclonal antibody, Pharmingen), 

또는 CD8(purified rat anti-mouse CD8 monoclonal antibody, 

Pharmingen), CD86(purified rat anti-mouse CD86 monoclonal 

antibody, Pharmingen), hamster anti-mouse CD11c(purified hamster 

anti-mouse CD11c monoclonal antibody, Pharmingen)를 1:20으로 

dilution한 용액을 100 ㎕씩 조직박편에 떨구어 습도가 적당한 실온

에서 2 시간 반응시켰다. 이 후 horseradish peroxidase(HRP)가 결합

된 goat anti-rat(goat anti-rat IgG-HRP, Pharmingen) 이차항체를 

넣어 실온에서 1 시간 반응 시키고, 3,3’-diaminobenzidine(DAB, 

DAKO, Carpinteria, CA, USA)를 첨가하여 발색 정도를 지켜본 후 70%, 

90%, 100% alcohol에 탈수하고 100% xylene에 침전시킨 다음 커버 글

라스를 덮어 관찰하였다.  

    

15. CTL 분석  

     

앞서의 여러 가지 아데노바이러스에 의한 항 종양 효과의 기전, 

종양에 대한 세포독성 정도, 그리고 또 제작된 아데노바이러스와 

수지상세포의 병합치료에서 어느 정도의 종양세포 특이 독성을 

나타내는지 등을 확인하기 위하여 CTL 분석을 실행하였다. 여러 가지 

그룹의 샘플 준비는 위의 IFN-γ ELISpot assay 와 같다.     
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마우스에서 종양세포 특이 살상 T 세포 활성도를 검증하기 위한 

실험은 5 시간 51Cr 유리법을 이용하였다. 비장에서 추출한 적혈구를 

제거한 세포를 1.5 x 106 cells/㎖이 되도록 10% RPMI-1640 배지로 

희석한 후 rmIL-2(100 U/㎖)와 방사선이 조사된 B16-F10 세포와 함께 

37℃, 5% CO2 배양기에서 5 일간 배양하였다. 배양 후 5 일에 세포를 

수집하여 원심 분리하고, 10% RPMI-1640 배지로 2 회 세척하였다. 

표적세포(target cell: B16-F10 and Mus dunni cells)를 51Cr 로 

표지시키기 위해서는, 51Cr 을 200 uci 첨가하고 10% RPMI 1640 을 

150 ㎕ 넣어주고 FBS 를 50 ㎕ 넣어준 다음 부유하여 37℃, 5% CO2 

배양기에서 60 분간 배양하였으며, 10% FCS 가 들어 있는 RPMI-1640 

배지로 1000 rpm 에서 3 분씩 2 회 원심 분리하여 세척하였다. 앞서 

준비된 5 일간 공동배양한 비장세포(effecter cell)와 51Cr 으로 

표지된 표적세포를 5:1, 15:1, 45:1(E: T)의 비율로 섞은 후 round-

bottomed 96-well microplate 에 넣고 37℃, 5% CO2 배양기에서 5 시간 

배양하였다. 배양 5 시간 후 1000 rpm 에서 5 분간 원심분리하고 

상층액을 100 ㎕씩 채취해 γ-counter 로 상층액에 유리된 51Cr 에 의한 

γ 선의 강도를 측정하여 세포에 대한 독성을 산출하였다. 각 실험은 3 

배수(triplicate)로 하였으며, 다음의 공식으로 세포독성에 의한 
51Cr의 방출량을 산출하였다.  

        51Cr Release (cytotoxicity) %= (E-S) x 100% / (M-S)  

         E: Experimental release count  

         S: Spontaneous release count  

         M: Maximum incorporation count  

 

16. Ad-∆B7/IL12/41BBL 재조합 아데노바이러스와 수지상세포 

병합치료 시 수지상세포 이동능 분석 

 

Ad-∆B7/IL12/41BBL 재조합 아데노바이러스가 수지상세포의 이동능

에 미치는 영향을 관찰하기 위하여 DCs 이동능 분석을 시행하였다. 

실험그룹은 수지상세포만 종양에 투여한 마우스와 수지상세포와 Ad-∆

B7/IL12/41BBL를 병합하여 종양에 투여한 마우스, 2 개의 그룹으로 

나누었다. 6일까지 분화시킨 골수유래 수지상세포에 E1 부위에 green 

fluorescence protein 유전자가 삽입된 Ad-∆E1/EGFP 복제불능 바이러

스를 300 MOI로 감염시킨 동시에 50 ㎍/㎖의 종양항원과 1 ㎍/㎖의 

LPS를 첨가하여 8일까지 활성화시켰다. C57BL/6 마우스의 오른쪽 복
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부중앙 피하에 B16-F10 흑색종양을 유발한 다음 100 ㎣ 되었을 때부

터 Ad-∆B7/IL12/41BBL은 5 X 109 VP로 2일 간격으로 3회 종양 내 투여

를 실행하였으며, Green fluorescence protein(GFP)로 표기된 활성화

된 수지상세포(GFP-DCs)는 바이러스 투여가 시작된 다음날부터 1 x 

106 개의 세포를 2 일 간격으로 3 회 종양 내에 투여하였다. 마지막 

GFP-DCs 투여 후 48 시간 경에 마우스를 경추탈골시켜 종양과 종양하

단에 위치한 오른쪽 서혜부의 임프절을 적출하여 10 ㎛ 두께로 

paraffin section을 시행하였다. 절편된 종양과 임프절 조직은 GFP 

조직면역염색을 실시하여 GFP가 발현된 세포군집의 분포와 수를 분석

하였다. GFP 조직면역염색은 다음과 같이 실시하였다. 먼저 절편조직

을 100% xylene, 100%, 90%, 70% 알코올순서로 paraffin을 제거한 뒤 

1% nonidep-p40(NP40, Sigma))으로 10 분간 세포막을 용해시켰다. 슬

라이드에 부착된 조직을 0.3% H2O2 용액에서 10 분간 반응시켜 내인성 

과산화 효소의 작용을 차단시킨 후 BSA가 4% 함유된 PBS로 실온에서 

1 시간 blocking 하였다. 일차 항체인 mouse anti GFP monoclonal 

antibody(Chemicon, Temecula, CA, USA)를 1:500 희석한 용액을 100 

㎕씩 조직박편에 처리하여 상온에서 2 시간 반응시킨 후 goat anti-

mouse horseradish peroxidase (goat anti-mouse IgG-HRP, 

Pharmingen) 이차항체를 1:200으로 희석하여 100 ㎕씩 조직박편에 처

리하여 실온에서 1 시간 반응 시켰다. 다음 DAB을 첨가하여 발색시켰

다. 이후 70%, 90%, 100% 알코올에 탈수하여 100% xylene 에 침전시

킨 뒤 커버 글라스를 덮어 관찰하였다. 

 

17. 통계학적 분석 

 

서로 다른 검사결과들은 SPSS 통계프로그램의 t test 를 실행하여 

통계적 유의성 여부를 분석하였다. 
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ⅢⅢⅢⅢ. . . . 결결결결            과과과과    

    

1. IL-12 와 4-1BBL 를 발현하는 종양 선택적 살상, 복제가능 

재조합 아데노바이러스의 제작 및 IL-12 와 4-1BBL 발현양상 

규명 

 

Ad-∆B7 은 E1B 부위가 모두 결손되고 E1A 의 일부 유전자가 

인위적인 변이에 의해 pRb 와의 결합능이 소실된 암세포 특이적 살상 

아데노바이러스이다 20. Ad-∆B7 아데노바이러스 벡터를 이용하여 IL-12 

유전자가 E1B 부위에 삽입되고 4-1BBL 유전자가 E3 부위에 삽입된 

Ad-ΔB7/IL12, Ad-ΔB7/41BBL 아데노바이러스를 각각 제작하였으며, 

또한 IL-12 와 4-1BBL 유전자가 동시에 삽입된 Ad-ΔB7/IL12/41BBL 

재조합 아데노바이러스를 제작하였다(Fig. 1). 제작된 

아데노바이러스에 의한 4-1BBL 의 발현 정도를 알아보기 위하여 

마우스 악성흑색종 B16-F10 세포주에 lipofectamine 과 plus 를 

사용하여 감염시키고 20 시간 후 세포를 수득하여 4-1BBL 단백질의 

발현 정도를 Western blotting assay 를 실시하여 관찰하였다. 그 

결과, Ad-∆B7/41BBL 와 Ad-∆B7/IL12/41BBL 가 감염된 세포에서 28kDa, 

35kDa 과 50kDa 의 4-1BBL 단백질의 발현이 바이러스의 역가가 

증가함에 따라 용량 비례적으로 증가하는 것을 관찰할 수 있었다(Fig. 

2-A). 한편 마우스의 B16-F10 악성흑색종 세포주에 각각의 

아데노바이러스를 lipofectamine 을 사용하여 감염시킨 후 48 시간 

경에 배지를 수거하여 ELISA 를 실시하여 IL-12 의 발현량을 관찰한 

결과 Ad-ΔB7/IL12/41BBL 바이러스를 감염시킨 경우에서 바이러스의 

역가가 증가함에 따라 IL-12 단백질의 발현도 용량 비례적으로 증가 

되었음을 확인할 수 있었고 IL-12 유전자가 삽입되지 않은 바이러스나 

배양액에서는 거의 검출이 되지않았다(Fig. 2-B). 이러한 

결과들로부터 제작된 바이러스의 감염에 의해 IL-12 와 4-1BBL 

단백질이 마우스의 악성흑색종 세포에서도 발현됨을 확인 할 수 

있었다. 
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Fig. 1. Schematic representation of Ad-5 type genomes with IL-12 and/or 4-
1BBL gene. Ad-∆B7 contains mutated E1A (Rb protein binding site) and deleted 
E1B19kDa, E1B55kDa and E3 region; Ad-∆B7/IL12 expressed IL-12 (75kDa) 
genes driven by the CMV promoter in the E1 region of Ad-∆B7; Ad-
∆B7/41BBL expressed 4-1BBL gene driven by CMV promoter in the E3 region 
of Ad-∆B7. Ad-∆B7/IL12/41BBL is comprised of the IL-12 and 4-1BBL genes 
driven by the CMV promoter in the E1 and E3 region of Ad-∆B7, respectively. 
 ▲IL-12: mouse interleukin-12. 
 ▲4-1BBL: mouse 4-1BB ligand. 

 

    

    

Fig. 2. Confirmation of IL-12 and 4-1BBL expression. (A). Western Blot 
analysis for 4-1BBL expression. B16-F10 mouse melanoma cells were 
infected with recombinant adenovirus, and cells were harvested 20 hr after 
infection, and undergone western blot assay. 4-1BBL protein was detected only 
in the viruses inserting 4-1BBL gene in size of 28, 35kDa, 50kDa. 4-1BBL 
protein expression was increased in proportion to adenoviruses titer. (B). 
ELISA for IL-12 expression. B16-F10 mouse melanoma cells were infected 
with recombinant adenovirus, and media were harvested 48 hr after infection 
and undergone ELISA. IL-12 protein (75kDa) was highly expressed in the IL-
12 gene inserted viruses compared to control virus (p<0.01), and IL-12 
expression was proportional to MOI (0, 25, 50 and 100 MOI) of virus. 
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2. Oncolytic assay 를 통한 재조합 아데노바이러스의 복제와 

살상능 비교 

 
IL-12와 4-1BBL 유전자 발현이 아데노바이러스의 복제와 살상능

에 미치는 영향을 알아보기 위하여 oncolytic assay를 시행하였다. 

여러 종류의 암 세포주를 Ad-∆E1, Ad-∆B7, Ad∆B7/41BBL, Ad-∆B7/IL12 

그리고 Ad-∆B7/IL12/41BBL 등 5 종류의 아데노바이러스로 각각 

0.1~200 MOI 감염시키고 잔류 세포를 crystal violet을 염색하여 세

포사멸 정도를 관찰하였다.  관찰결과, 음성 대조군인 복제불능 Ad-∆

E1 아데노바이러스로 감염시킨 세포에서는 세포살상 효과가 나타나지 

않았으나 복제가능 아데노바이러스인 Ad-∆B7, Ad∆B7/41BBL, Ad-∆

B7/IL12 또는 Ad-∆B7/IL12/41BBL를 감염시킨 경우에는 현저한 세포살

상효과가 나타났을 뿐만 아니라 투여된 바이러스 역가의 증가에 따라 

종양세포 살상효과가 증대되는 것을 관찰하였다(Fig. 3). 특히 인간 

폐암세포주인 A549의 경우, 각각의 바이러스에 의한 세포사멸 정도가 

비슷하였으며 인간 뇌암 세포주인 U343과 마우스 악성흑색종 세포주

인 B16-F10에서 Ad-∆B7/IL12, Ad-∆B7/IL12/41BBL 바이러스의 감염에 

의해 세포 사멸 정도가 약간 빠르게 유도되는 것을 관찰하였다. 그리

고 IL-12와 4-1BBL 단백질의 발현에 의해 아데노바이러스의 복제와 

세포살상능이 감소되지 않음을 확인할 수 있었다. 

 
Fig. 3. Oncolytic assay of adenoviruses expressing IL-12 and/or 4-1BBL. 
Recombinant oncolytic adenoviruses revealed more powerful cytolytic efficacy 
than replication incompetent adenovirus (Ad-∆E1) in human (A549, U343) and 
mouse cells (B16-F10). Replication and cytolytic activity of adenovirus were 
not lessened by the expression of IL-12 or 4-1BBL. The description of lane, 1, 
Ad-∆E1; 2, Ad-∆B7; 3, Ad∆B7/41BBL; 4, Ad-∆B7/IL12; 5, Ad-
∆B7/IL12/41BBL. 
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3. IL-12와 4-1BBL를 발현하는 아데노바이러스의 항 종양 효과  

 
재조합 아데노바이러스의 항 종양 효과를 관찰하기 위하여 

C57BL6 마우스에 B16-F10으로 악성흑색종을 유발한 뒤 각각의 종양 

특이적 세포살상 아데노바이러스를 종양 내에 주사하고 종양의 성장

을 비교 관찰하였다. 음성 대조군인 PBS를 투여한 마우스의 경우 종

양이 빠른 속도로 성장하여 18 일 이후에는 생존한 마우스가 거의 없

었다. 치료를 시작한 후 12 일부터는 IL-12 유전자가 삽입된 2 종류

의 바이러스로 치료한 그룹(Ad-∆B7/IL12: 263.2 ㎣ ± 96.4; Ad-∆

B7/IL12/41BBL: 56.2 ㎣ ± 28.8)은 2 배의 높은 역가로 치료한 IL-

12 유전자가 삽입되지 않은 바이러스로 치료한 다른 그룹(Ad-∆B7 

3310.9 ㎣ ± 831.0; Ad-∆B7/41BBL 2239.8 ㎣ ± 749.4) 보다 현저한 

항 종양 효과를 보였다(p<0.01). 그리고 IL-12 유전자와 4-1BBL 유전

자를 발현하는 Ad-∆B7/IL12/41BBL(56.2 ㎣ ± 28.8)로 치료한 그룹은 

Ad-∆B7/IL12(263.2 ㎣ ± 96.4)로 치료한 그룹에 비하여 더욱 개선된 

항 종양 효과를 보였다(p<0.05). 그에 비하여 Ad-∆B7/41BBL(2239.8 

㎣ ± 749.4) 치료군은 Ad-∆B7(3310.9 ㎣ ± 831.0) 치료군에 비하여 

개선된 항 종양 효과를 보였지만 통계학적인 유의성은 없었다.  

 
Fig. 4. Elicited anti-tumor effect of IL-12 and/or 4-1BBL expressing 
oncolytic adenoviruses. Orthotopic mouse melanoma model was established by 
subcutaneous injection of B16-F10 cells into right abdominal frank of the 
C57BL/6 mouse. The first injection of the viruses was initiated when tumor 
volume reached around 80~100 mm3. The mice were treated with PBS (◇), Ad-
∆B7 (□) (1 X 1010 VP/time), Ad-∆B7/41BBL (○) (1 X 1010 VP/time), Ad-
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∆B7/IL12 (X) (5 X 109 VP/time) and Ad-∆B7/IL12/41BBL (△) (5 X 109 

VP/time). Tumor growth was monitored on one to two day interval. Data points 
represent the mean ± SD of the tumor size in each group at the indicated time 
points. Ad-∆B7/IL12 and Ad-∆B7/IL12/41BBL treated group showed significant 
anti-tumor effect compared to those of Ad-∆B7 and Ad-∆B7/41BBL even two 
fold high dose (p<0.01, n=8~9 mice per group). Also, Ad-∆B7/IL12/41BBL 
showed the enhanced anti-tumor effect compared to Ad-∆B7/IL12 (p<0.05). 
    

4. IL-12와 4-1BBL를 발현하는 재조합 아데노바이러스 치료 시 

악성흑색종 조직 내 IFN-γ 발현량 분석 

 
IL-12와 4-1BBL를 발현하는 재조합 아데노바이러스 치료 시 항암

효과의 기전이 종양조직 내의 NK 세포와 CTL 세포에 의한 cytokine 

의 변화에 의한 것인지를 검증하기 위하여 종양조직내의 IFN-γ 발현량
을 ELISA를 실시하여 비교, 분석하였다. 악성흑색종 조직에서 IFN-γ 
발현을 관찰한 결과, 4-1BBL 만 삽입한 아데노바이러스로 치료하였을 

때(Ad-∆B7/41BBL: 57.3 pg/mg ± 10.5) 벡터 대조그룹(Ad-∆B7: 25.2 

pg/mg ± 2.2)에 비하여 현저한 IFN-γ 발현 증가를 확인할 수 있었으

며(p<0.01) IL-12를 삽입한 2 종류의 아데노바이러스로 치료한 그룹

에서는(Ad-∆B7/IL12: 279.2 pg/mg ± 18.3; Ad-∆B7/IL12/41BBL: 

366.3 pg/㎎ ± 7.5) IL-12를 삽입하지 않은 아데노바이로 치료한 그

룹(Ad-∆B7: 25.2 pg/mg ± 2.2; Ad-∆B7/41BBL: 57.3 pg/mg ± 10.5) 

보다 유의한 IFN-γ 발현 증가를 확인 할 수 있었다(p<0.01). 그리고 

INF-γ의 발현량은 IL-12와 4-1BBL 유전자를 모두 삽입한 Ad-∆

B7/IL12/41BBL 재조합 아데노바이러스를 투여한 종양조직에서(366.3 

pg/㎎ ± 7.5) Ad-∆B7/IL12 아데노바이러스를 투여한 종양조직(279.2 

pg/㎎ ± 18.3) 보다 유의하게 높은 발현을 보였다(p<0.01).  
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Fig. 5. Evaluation of IFN-γ expression in tumor tissues after treatment of 
IL-12 and/or 4-1BBL expressing oncolytic adenoviruses. Five days after 
injection of PBS (□), Ad-∆B7 (▥), Ad-∆B7/41BBL (▤), Ad-∆B7/IL12 (▦), or 
Ad-∆B7/IL12/41BBL (▣) into B16-F10 tumors established in C57BL/6 mice, 
the IFN-γ expression was measured in tumor homogenates using IFN-γ ELISA. 
Tumors treated with IL-12 expressing adenovirus (▦, ▣) showed significantly 
higher level of IFN-γ expression than tumors treated with adenovirus not 
containing IL-12 (p<0.01). Furthermore, the expression of IFN-γ significantly 
increased in a group treated by adenovirus expressing both IL-12 and 4-1BBL 
(▣) compared to adenovirus expressing IL-12 only (▦) (p<0.01). We also 
demonstrated significantly high expressed IFN-γ in tumor treated with 4-1BBL 
inserted adenovirus (▤) than Ad-∆B7 vector control (▥). Data points represent 
mean ± SD of three independent experiments. 
 

5. IL-12와 4-1BBL를 발현하는 재조합 아데노바이러스 치료 시 

IFN-γ ELISpot 분석  

 
재조합 아데노바이러스를 투여한 마우스에서 종양세포 특이적 항 

종양 유도에 관여하는 IFN-γ cytokine을 분비하는 세포들의 빈도를 

ELISpot 분석으로 측정하였다. 재조합 아데노바이러스로 치료한 마우

스에서 분리한 비장세포와 방사선 조사를 한 B16-F10 세포를 5 일간 

공동배양을 시행하고 수집된 세포를 2 X 104, 4 X 104, 8 X 104, 2 X 

105, 4 X 105, 8 X 105 개씩 anti-mouse IFN-γ 항체로 코팅된 96 well-

PVDF membrane plate에 분주하고 12 시간 반응시켰다. 이를 위해서는 

ELISpot mouse IFN-γ set를 사용하였고 실험은 제조사의 추천방법대로 

진행하였다. Ad-∆B7/IL12로 치료한 마우스에서 4 x 104 개의 세포를 

처리한 경우, spot의 수가 175.7 ± 20.3로 다른 세 개의 치료그룹, 

즉 PBS(14.0 ± 3.1)와 Ad-∆B7(29.0 ± 6.2) 그리고 Ad-∆

B7/41BBL(40.3 ± 6.1)에 비해 크게 증가하였으며(p<0.01) 특히 Ad-∆

B7/IL12/41BBL로 치료한 경우는 Ad-∆B7/IL12로 치료한 경우에 비해서

도 더욱 크게 증가한 spot(409.3 ± 17.0) 수를 관찰하였다

(p<0.01)(Fig. 6).     
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Fig. 6. IFN-γ ELISpot assay using the splenocytes of the B16-F10 bearing 
mice treated with IL-12 and/or 4-1BBL expressing oncolytic adenoviruses. 
Five days after injection of PBS (□), Ad-∆B7 (▥), Ad-∆B7/41BBL (▤), Ad-
∆B7/IL12 (▦), or Ad-∆B7/IL12/41BBL (▣) into B16-F10 tumors established in 
C57BL/6 mice, mice were sacrificed and their splenocytes were co-cultured with 
irradiated B16-F10 cells for five days. IFN-γ spot number were significantly 
increased in IL-12 expressing adenovirus treated groups compared to its cognate 
control groups (p<0.01). Moreover, Ad-∆B7/IL12/41BBL treated group showed 
significantly augmented spot numbers than Ad-∆B7/IL12 treated group 
(p<0.01). Data points represent mean ± SD of three independent experiments. 
    

6. IL-12와 4-1BBL를 발현하는 재조합 아데노바이러스 치료 시 

악성흑색종 조직 내 면역세포 분포 분석  

    
재조합 아데노바이러스 치료 5 일 후 각각 종양의 괴사범위를 분

석하기 위하여 H&E 염색을 실시한 결과, Ad-∆B7/41BBL로 치료하였을 

때 벡터 대조 아데노바이러스인 Ad-∆B7로 치료한 그룹에 비하여 더욱 

넓은 종양의 괴사가 확인 되었고 Ad-∆B7/IL12와 Ad-∆B7/IL12/41BBL로 

치료한 그룹에서 종양이 가장 크게 감소하였을 뿐만 아니라 종양조직

의 괴사범위도 제일 넓었다. 또한 종양조직 내 침윤된 림프구 세포군

집을 조사하기 위하여 CD4+, CD8+ T 림프구를 특이적으로 인지할 수 

있는 항체와 수지상세포 군집을 인지하는 CD86+, CD11c+ 항체를 사용하

여 조직면역염색법을 실시한 결과 Ad-∆B7/41BBL로 치료한 종양조직에

서 Ad-∆B7로 치료한 종양조직 보다 더욱 많은 CD4+ 와 CD8+ T 세포군집

과 CD86+, CD11c+ 세포군집을 확인하였고 IL-12 유전자가 삽입된 Ad-∆

B7/IL12, Ad-∆B7/IL12/41BBL 바이러스의 경우, 더 크게 증가된 CD4+, 

CD8+ T 세포 군집과 CD86+, CD11c+ 세포 군집을 확인하였다.  그리고 
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이러한 세포군집의 침윤이 Ad-∆B7/IL12/41BBL로 치료한 종양에서 

Ad-∆B7/IL12로 치료한 종양조직 보다 더욱 많이 나타나는 것을 확인

하였다.  

    
Fig. 7. Histological assessment of tumor tissues treated with IL-12 and/or 4-
1BBL expressing oncolytic adenoviruses. Five days after third adenovirus 
administration, mice were sacrificed and the tumor tissues were embedded in 
frozen sections. Frozen sections were stained with an antibody against various 
immune cell markers. Brown staining indicates positive staining. PBS (1), Ad-
∆B7 (2), Ad-∆B7/41BBL (3), Ad-∆B7/IL12 (4), Ad-∆B7/IL12/41BBL (5). 
Necrotic area of Ad-∆B7/IL12 (4) and Ad-∆B7/IL12/41BBL (5) treated groups 
were large compared to other groups. CD4+, CD8+, CD86+ and CD11c+ cells 
were highly infiltrated in tumors treated by Ad-∆B7/IL12 or Ad-
∆B7/IL12/41BBL compared with other adenovirus treated groups. 
    

7. IL-12와 4-1BBL를 발현하는 재조합 아데노바이러스 치료 시 

CTL 분석 

    
IL-12와 4-1BBL를 발현하는 재조합 아데노바이러스의 항 종양 효

과가 종양 특이적 세포독성 CD8+ T 세포의 관련성 여부를 검증하기 위

하여 본 실험을 진행하였다. 실험과정은 ELISpot assay 실험과정과 

유사하게 진행하였으며 표적세포는 B16-F10을 사용하였고 대조 표적

세포로는 Mus dunni 종양세포를 사용하였다. 실험 결과 IL-12 가 삽

입된 아데노바이러스에서 세포살상기능의 현격한 증가를 확인 하였으

며(T:E=1:45, Ad-∆B7/IL12 = 22.20% ± 1.48 and Ad-∆B7/IL12/41BBL 

= 25.88% ± 0.94, p<0.01, versus Ad-∆B7/41BBL), 그 중 IL-12와 4-
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1BBL를 발현하는 Ad-∆B7/IL12/41BBL에서 더욱 현저한 세포살상능의 

증가를 보였다(p<0.01 versus Ad-∆B7/IL12 group). 반면에 Mus dunni 

세포에서는 이러한 살상효과가 5~7% 미만에 그치는데 불과 하였다

(data not shown)(Fig. 8).  

    
Fig. 8. Cytotoxic activity after IL-12 and/or 4-1BBL expressing oncolytic 
adenoviruses treatment. Spleen cells derived from mice treated with PBS 
(◆), Ad-∆B7 (■), Ad-∆B7/41BBL (▲), Ad-∆B7/IL12 (○), or Ad-
∆B7/IL12/41BBL (X), and were re-stimulated with irradiation-inactivated B16-
F10 cells for five days in vitro. B16-F10 and Mus dunni cells were used as 
targets. Target cell (B16-F10): effector cell (co-cultured splenocyte) (T:E) 
ratios ranged from 1:5, 1:15, 1:45. Cytotoxic activity of Ad-∆B7/IL12 and Ad-
∆B7/IL12/41BBL treatment groups were significantly increased than other 
groups (p<0.01). Cytotoxic activity in ∆B7/IL12/41BBL treated group were 
significantly increased than in Ad-∆B7/IL12 group (p<0.01). Data points 
represent mean ± SD of three independent experiments. 
 

8. 골수유래 수지상세포의 분화과정과 flow cytometry 분석  

 
마우스 골수에서 추출한 수지상세포의 분화와 활성화 정도를 알

아보기 위하여 활성화된 수지상세포에서 과발현되는 표식자를 인지하

는 항체를 사용하여 flow cytometry 분석을 실시하였다. 분석결과, 

CD11c+, CD40+, CD86+, MHCⅡ 세포군은 93.13%, 62.95%, 60.82%, 

89.65%로 각각 관찰 되었다. 한편 마우스에서 분리한 수지상세포의 

경우, 다른 면역세포에 의해 오염될 수 있기 때문에 T 세포 표식자인 

CD3e+와 B 세포 표식자인 CD19+, 단핵세포 표식자인 CD14+을 이용하여 

세포군집의 양을 확인하였다. CD3e+ 세포군집은 0.68%, CD19+ 세포군

집의 경우 3.29%, CD14+ 단핵세포군집의 경우 9.42%로 확인되었다. 따

라서 앞서 언급한 방법으로 추출한 골수유래 마우스 수지상세포는 
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CD11c+ 표식자가 과발현 되어 있고 전형적인 수지상세포의 특징을 보

이고 있을 뿐만 아니라 T, B 세포와 단핵세포의 오염도가 낮고 순도

가 높은 수지상세포임을 확인하였다.  또한 현미경상으로도 돌기가 

방사형으로 돌출되고 약간 부유된 상태의 전형적인 수지상세포의 성

숙된 형태임을 관찰 할 수 있었다(Fig. 9). 

 
 

Fig. 9. Microscopy and flow cytometry analysis of Bone marrow derived 
dendritic cells. Population of CD11c (93.13%), CD3e (0.68%), CD19 (3.29%), 
CD14 (9.42%), CD40 (62.95%), CD80 (60.88%), MHC I (70.99%), and MHC II 
(89.65%) in total cultured cells. Similar results were also obtained in three 
independent experiments. 
    

9. Ad-∆B7/IL12/41BBL 아데노바이러스와 수지상세포 병합치료에 

의한 항 종양 효과  

 
본 연구에서 제작된 아데노바이러스 중 종양 살상능이 가장 우수

한 Ad-∆B7/IL12/41BBL 바이러스와 종양 항원으로 인지시킨 수지상세

포를 병합 투여하여 항 종양 효과의 증가여부를 생쥐의 복부피하 

B16-F10 악성흑색종 모델에서 종양 내로의 직접적인 투여방식으로 비

교하였다. 바이러스 투여를 시작한 후 12 일에 종양의 크기를 분석한 

결과 Ad-∆B7/IL12/41BBL 바이러스와 수지상세포를 병합하여 치료한 

그룹(20.8 ㎣ ± 12.3)이 바이러스 단독 치료한 그룹(281.5 ㎣ ± 

92.4)에 비하여 유의한 항 종양 효과를 보였고(p<0.05) 그리고 수지

상세포로 단독 치료한 그룹(2347.9 ㎣ ± 1107.1)에 비하여는 더욱 

유의한 항 종양 효과를 보였다(p<0.01). 또한, 종양이 완전 소실된 
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마우스도 3 마리가 있었으며(3/7) 이들 마우스는 추후의 관찰기간 

동안(120 일)에도 종양이 다시 형성되지 않았다. 수지상세포로 단독 

치료한 그룹은 PBS 치료그룹(6148.1 ㎣ ± 646.5)에 비하여 항 종양

효과가 우수하였다(p<0.01). 모든 그룹의 마우스 개체 수는 6~7 마

리였다.  

 
Fig. 10. Elicited anti-tumor effect of Ad-∆B7/IL12/41BBL and DCs 
combinatorial therapy. Tumors were grown subcutaneously in the abdomen 
of C57BL/6 mice and were subsequently injected with PBS (◇), DCs (■), Ad-
∆B7/IL12/41BBL (△), or Ad-∆B7/IL12/41BBL with DCs (●). Virus was 
injected intra-tumorally 3 times (2.5 x 109 VP/time) with 2 days interval. DCs 
were also injected intra-tumorally 3 times between the virus injections with 2 
day interval. Tumor growth was monitored on 1 to 2 day interval after each 
treatment. Ad-∆B7/IL12/41BBL with DCs combined treatment group showed 
remarkably enhanced anti-tumor effect compared to Ad-∆B7/IL12/41BBL 
alone treated group (p<0.05) and DCs alone treated group (p<0.01). DCs alone 
treated group also showed anti-tumor effect (p<0.01, compared to PBS treated 
group). (Number was 6~7 mice per group). 
 

10. 악성흑색종 전이모델에서의 Ad-∆B7/IL12/41BBL 아데노바이

러스와 수지상세포 병합치료에 의한 폐 전이 억제 효과  

 
Ad-∆B7/IL12/41BBL 재조합 종양 선택적 살상, 복제가능 아데노바

이러스와 종양 항원으로 인지시킨 수지상세포의 병합치료가 악성흑색

종 폐 전이에 미치는 효과를 분석하기 위하여 B16BL6 마우스 악성흑

색종 폐 자연전이 모델에서 바이러스와 수지상세포의 병합치료를 시

행한 후 전이된 악성흑색종 nodule과 폐 무게를 측정하여 비교하였다. 

수지상세포 및 바이러스의 단독 치료 그룹에서 PBS 그룹에 비하여 폐
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의 전이 nodule이 감소하였다. 수지상세포와 바이러스의 병합치료 시

에는 great nodule의 감소를 관찰하였다. 그러나 medium과 small 크

기의 종양은 바이러스 치료그룹에서 오히려 더 많이 나타났다(Fig. 

11-C). 폐의 무게를 측정한 결과 PBS로 치료한 그룹(505.0 ㎎ ± 

59.3)에 비하여 수지상세포 단독 치료그룹(340 ㎎ ± 83.8)(p<0.05), 

바이러스 단독 치료 그룹(295 ㎎ ± 65.8)(p<0.01)은 유의하게 폐의 

무게가 적었다. 바이러스와 수지상세포의 병합치료 그룹(226.7 ㎎ ± 

15.2)은 바이러스 단독 치료 그룹과 비교하여 폐의 무게가 유의하게 

적었으나(p<0.05) 수지상세포를 단독 처리한 그룹에 비하여는 유의한 

차이를 보이지 않았다(p=0.0572, 340 ㎎ ± 83.8). 그러나 폐 무게가 

감소하는 경향성은 확인할 수 있었다(Fig. 11-B, D). 각 그룹의 마우

스 개체 수는 6~7 마리였다. 

  

 

    
Fig. 11. Anti-metastasis effect of Ad-∆B7/IL12/41BBL and DCs 
combinatorial therapy on melanoma metastasis. Melanoma (B16BL6) was 
established in right foot pad of C57BL/6 mice. Treatment was initiated when 
tumor sizes reached around 180~200 mm3 (day 18). On days 18, 20, 22, virus 
were injected intra-tumorally (5 X 109 VP/time, total 3 time), and on days 19, 
21, 23, DCs were injected into intra-pleural cavity (1 X 106 cells/time, total 3 
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time). On day 26, the right knees of mice were cut. On day 48, mice were 
sacrificed and metastatic melanoma nodules and lung weights were measured. 
Nodule sizes were designated as great>1 ㎝, 1 ㎝≥large>0.5 ㎝, 0.5 ㎝
≥medium>0.3 ㎝, 0.3 ㎝≥small. Lung weight of combination therapy with 
virus and DCs group was significantly lighter than virus alone treated group 
(p<0.05). In virus alone treated group and DCs alone treated group, the lung 
weights were significantly low compared to PBS treated group (p<0.01, virus 
treated group versus PBS treated group; and p<0.05, DC treated group versus 
PBS treated group). (Number was 6~7 mice per group). 
    

11. Ad-∆B7/IL12/41BBL 재조합 아데노바이러스와 수지상세포 병

합치료 시 종양조직 내 IFN-γ 발현량 분석 

 

 Ad-∆B7/IL12/41BBL 재조합 아데노바이러스와 수지상세포의 병합

치료에서 각각의 치료를 개별적으로 시행하는 경우에 비하여 항암효

과의 개선이 종양조직 내의 면역 세포에 의한 IFN-γ 의 변화와 어떠한 

상관관계가 있는지를 검증하기 위하여 종양조직 내의 IFN-γ 발현량을 

ELISA로 비교하였다. IFN-γ 발현은 Ad-∆B7/IL12/41BBL와 수지상세포를 

병합하여 치료한 종양조직(508.4 pg/㎎ ± 29.5)에서 수지상세포로 

단독 치료한 종양조직(316.9 pg/㎎ ± 14.8) 및 바이러스로 단독 치

료한 종양조직(366.3 pg/㎎ ± 7.5)에서 보다 현저하게 증가 되었다

(p<0.01, versus virus alone and DC alone treated tumors). 그리고 

수지상세포를 단독으로 치료한 종양조직도 PBS로 치료한 종양조직

(28.1 pg/mg ± 2.9)보다 현저하게 더 많은 양의 IFN-γ를 발현하였다

(p<0.01). 바이러스 단독 치료그룹과 수지상세포 단독 치료그룹을 비

교한 결과, 수지상세포 단독 치료그룹에서 종양 내 IFN-γ 발현이 유의

하게 높았다(p<0.01). 이 실험은 C57BL/6 마우스를 이용하였으며, 종

양에 바이러스 투여하여 그룹당 3 마리를 이용하여 3 회의 반복실험

을 거쳐 모두 유사한 결과를 얻을 수 있었다. 
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Fig. 12. Effect of Ad-∆B7/IL12/41BBL and DCs combinatorial therapy on 
IFN-γ expression. Melanoma (B16-F10) model was established in right 
abdomen of C57BL/6 mice subcutaneously and treated with PBS (□), DCs (▨), 
Ad-∆B7/IL12/41BBL (▣), and combination of Ad-∆B7/IL12/41BBL and DCs 
(■). Treatment were initiated when tumor volume reached around 60~80 mm3. 
Five days after treatment, mice were sacrificed and tumors were harvested. In 
the tumor of combined treated with Ad-∆B7/IL12/41BBL and DCs (■), the 
expression level of IFN-γ showed marked increase compare to virus alone 
(p<0.01) or DCs alone (p<0.01) treated group, respectively. Treatment with DC 
alone group also showed significantly higher level of IFN-γ than that of PBS 
group (p<0.01), but lesser than that of Ad-∆B7/IL12/41BBL alone treated group 
(p<0.01). Data represents three independent experiments. 
 
12. Ad-∆B7/IL12/41BBL 재조합 아데노바이러스와 수지상세포 병

합치료 시 IFN-γ ELISpot 분석 

 

Ad-∆B7/IL12/41BBL 바이러스와 수지상세포를 병합 투여 시 종양 

특이적 면역세포의 증식을 확인하기 위하여 비장세포를 분리, 수거하

여 IFN-γ ELISpot 분석을 실시하였다. 그 결과, 바이러스와 수지상세

포를 함께 치료한 마우스의 경우 spot 수가 1025.0 ± 19.2로 다른 

방법으로 치료한 마우스에 비하여(PBS: 50.0 ± 5.0, DCs: 323.0 ± 

16.5, Ad-∆B7/IL12/41BBL: 527.3 ± 11.8) IFN-γ 의 spot 수가 훨씬 

더 많이 증가됨(p<0.01)을 관찰하였다. 이 실험은 C57BL/6 마우스를 

이용하였으며 그룹당 3 마리를 이용하여 3 회의 반복실험을 거쳐 모

두 유사한 결과를 얻을 수 있었다. 
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Fig. 13.  INF-γ ELISpot assay in Ad-∆B7/IL12/41BBL and DCs combine 
treated mouse. Melanoma (B16-F10) model was established in right abdomen 
of C57BL/6 mice subcutaneously and treated with PBS (□), DCs (▨), Ad-
∆B7/IL12/41BBL (▣), and combination of Ad-∆B7/IL12/41BBL and DCs (■). 
Treatment were initiated when tumor volume reached around 60~80 mm3. Five 
days after treatment, mice were sacrificed and tumors were harvested, and 
splenocytes were co-cultured with irradiated B16-F10 cells for five days.  IFN-
γ spot number were significantly increased in Ad-∆B7/IL12/41BBL with DCs 
combination group than that of virus alone treated group (p<0.01) and than that 
of DCs alone treated group (p<0.01). DCs alone treated group were significantly 
higher number of IFN-γ spot than that of PBS treated group (p<0.01), but lesser 
number than that of Ad-∆B7/IL12/41BBL alone treated group (p<0.01) Data 
represents three independent experiments. 
    

13. Ad-∆B7/IL12/41BBL 재조합 아데노바이러스와 수지상세포 병

합치료 시 면역세포 분포 분석 

   
마우스에 형성된 악성흑색종에 Ad-∆B7/IL12/41BBL 아데노바이러

스와 수지상세포 병합치료 후 종양 내 괴사범위를 비교하기 위하여 

H&E 염색을 실시한 결과 Ad-∆B7/IL12/41BBL와 수지상세포를 함께 치

료한 그룹에서 Ad-∆B7/IL12/41BBL 단독 치료그룹 또는 수지상세포 단

독 치료그룹에 비하여 현저한 종양크기의 감소를 보였으며, 종양조직 

괴사범위도 제일 컸다. Ad-∆B7/IL12/41BBL로 치료한 종양에서 증가된 

CD4+, CD8+ T 군집을 관찰할 수 있었으며 또한 증가된 CD86+ 항원제시

세포 군집과 CD11c+ 수지상세포 군집을 확인할 수 있었다. 종양항원으

로 인지시킨 수지상세포만 투여한 경우에도 종양 내에 증가된 앞서의 

면역세포들을 확인할 수 있었다. 그리고 Ad-∆B7/IL12/41BBL 아데노바

이러스와 수지상세포를 병합하여 치료한 종양조직에서는 각각의 단독 
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치료그룹에 비해 현격하게 증가된 CD4+, CD8+ T 세포 군집과 CD86+, 

CD11c+ 세포 군집을 관찰 할 수 있었다.  

    

    

Fig. 14. Histological assessment of Ad-∆B7/IL12/41BBL and DCs treated 
melanoma. Five days following third adenovirus and DCs administration, mice 
were sacrificed and the tumor tissues were embedded in frozen sections. Frozen 
sections were stained with antibodies against various immune cell markers. 
Brown staining indicates positive staining. PBS (1), DC (2), Ad-
∆B7/IL12/41BBL (3) and combination treatment with Ad-∆B7/IL12/41BBL 
and DC (4). Necrotic areas of the melanoma treated with Ad-∆B7/IL12/41BBL 
and DC were large compared to that of other groups. CD4+, CD8+, CD86+ and 
CD11c+ cells were heavily infiltrated in tumors treated by Ad-
∆B7/IL12/41BBL with DCs compared to that of Ad-∆B7/IL12/41BBL alone or 
DC alone treated group. Data represents three independent experiments. 
 

14. Ad-∆B7/IL12/41BBL 재조합 아데노바이러스와 수지상세포 병

합치료 시 CTL 분석 

 

Ad-∆B7/IL12/41BBL 재조합 아데노바이러스와 수지상세포의 병합치

료 시 CTL 분석을 수행하였는데 실험과정은 ELISpot 분석실험과정과 

유사하게 진행하였으며 표적세포는 B16-F10을, 그리고 대조 표적세포

로는 Mus dunni 세포를 사용하였다. 실험 결과(Fig. 15) 바이러스 단

독 치료그룹, 수지상세포 단독 치료그룹, Ad-∆B7/IL12/41BBL 아데노

바이러스와 수지상세포 병합 치료그룹에서 모두 T:E 비례가 증가함에 

따라 악성흑색종 세포 살상효과도 증가하는 것을 관찰하였다. Ad-∆

B7/IL12/41BBL 치료그룹과 수지상세포 치료그룹은 거의 비슷한 세포 

살상효과(T:E=1:45에서 Ad-∆B7/IL12/41BBL 단독 치료그룹은 25.88% 
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± 0.94, 수지상세포 단독 치료그룹은 22.53% ± 1.40)를 보였으나 

병합 치료그룹(34.95% ± 0.91)은 보다 향상된  종양세포 특이 살상

능을 보여주었다(p<0.01,versus Ad-∆B7/IL12/41BBL or DCs alone 

treated group). 반면에 Mus dunni 세포에서는 이러한 살상효과가 6% 

미만에 그치는데 불과하였다(data not shown).  

    

Fig. 15. Cytotoxic activity in Ad-∆B7/IL12/41BBL and DCs combine 

treated mouse. Spleen cells derived from the mice treated with PBS (◆), DCs 

(□), Ad-∆B7/IL12/41BBL (X), and Ad-∆B7/IL12/41BBL with DCs (●) were 

re-stimulated with irradiation-inactivated B16-F10 cells for five days in vitro. 

Target cell (B16-F10): Effector cell (co-cultured splenocyte) (T:E) ratios 

ranged from 1:5, 1:15, 1:45. Cytotoxic activity were significantly increased in 

Ad-∆B7/IL12/41BBL and DCs combination therapy group than in virus alone 

treated group (p<0.01) and than in DCs alone treated group (p<0.01).  Data 

points represent mean ± SD of three independent experiments. 

 

15. Ad-∆B7/IL12/41BBL 재조합 아데노바이러스와 수지상세포 

병합치료 시 수지상세포 이동능 분석    

 

Ad-∆B7/IL12/41BBL 재조합 아데노바이러스가 수지상세포의 이동

능에 미치는 영향을 관찰하기 위하여 먼저 300 MOI의 Ad-∆E1/EGFP로 

수지상세포를 감염시키고 48시간 후 95% 이상의 수지상세포가 GFP를 

발현하는 것을 현미경상으로 확인하였다. GFP로 표기된 수지상세포

(GFP-DCs)를 수득하여 Ad-∆B7/IL12/41BBL 바이러스와 함께 악성흑색

종에 투여한 마우스의 임프절에서(94.7 ± 11.9) GFP-DCs를 단독으로 

투여한 마우스의 임프절에서(67.3 ± 11.7) 보다 GFP-DCs의 수가 증
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가됨을 관찰하였다(p<0.05). 반면에 종양 내 GFP-DCs 수는 GFP-DCs와 

Ad-∆B7/IL12/41BBL를 병합하여 투여하였을 때 GFP-DCs를 단독으로 투

여한 것 보다 더 적다는 것을 현미경상으로 관찰할 수 있었다(Fig. 

16). 결과적으로 Ad-∆B7/IL12/41BBL 바이러스와 GFP-DCs를 병합하여 

치료할 때 GFP-DCs의 임프절 내로의 이동능이 더욱 활성화된다는 것

을 알 수 있었다. 이 실험은 각각 서로 다른 3 마리의 마우스의 악성

흑색종 조직과 임프절에서 확인되었다.  

 

 
Fig. 16. DCs migration activity in Ad-∆B7/IL12/41BBL and DCs combine 
treated mouse. Melanoma (B16-F10) model was established in right abdomen 
of C57BL/6 mice subcutaneously. Ad-∆B7/IL12/41BBL and GFP - DCs were 
injected three times at intervals of two days, intratumorally. Two days after final 
injection, the tumor tissues and the draining lymph nodes (lymph nodes of the 
groin region in the right rank of mice) were embedded in paraffin sections. 
Tissue sections were stained with GFP antibody. Experiment Groups were 
divided into two groups that of the GFP - DCs alone treatment and Ad-
∆B7/IL12/41BBL with GFP - DCs combination treatment. GFP - DCs number 
were augmented in the LNs of Ad-∆B7/IL12/41BBL with GFP - DCs 
combination treatment (94.7 ± 11.9) compared to that of the GFP - DCs alone 
treatment (67.3 ± 11.7) (p<0.05). Data represents three independent experiments. 
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ⅣⅣⅣⅣ. . . . 고고고고        찰찰찰찰    

 

암 유전자치료 연구에서 면역유전자를 치료유전자로 사용하는 

비중은 지속적으로 증가하는 추세이다.  

본 연구에서는 세포고사 기능을 억제하는 유전자인 E1B19kDa 과 

p53 단백질의 기능을 억제하는 유전자인 E1B55kDa 이 결손되고, 

바이러스의 복제에 필수적인 E1A 유전자의 pRb 결합부위가 변형되어 

Rb 유전자가 변이된 암세포 내에서만 선택적으로 증식하는 Ad-

∆B7 종양 선택적 살상 및 복제가능 아데노바이러스 20 를 유전자 

전달체로 이용하여 IL-12 유전자를 E1B 가 제거된 부위에 삽입하고 4-

1BBL 유전자를 E3 부위에 삽입하여 Ad-∆B7/IL12/41BBL 를 제작하였다. 

이는 재조합 아데노바이러스로 종양세포를 선택적으로 살상할 뿐만 

아니라 다른 한편으로는 종양 내에 면역 단백질의 발현으로 더 한층 

개선된 항 종양 효과를 유도하고자 하는 전략이었다. 면역체계에 

미치는 영향으로 IL-12 는 NK 세포와 CTL 의 활성화를 유도하고 APC 의 

항원제시능력을 증가시키는 작용을 하며, 4-1BBL 는 CTL 과 CD4+ T 

세포, 그리고 수지상세포의 활성화를 유도할 수 있기 때문이다. 

Ad-∆B7/IL12/41BBL 는 oncolytic assay 에서 확인된 바와 같이 

A549, U343 세포주에서의 복제, 살상능이 매우 효과적일 뿐만 아니라 

B16-F10 마우스 악성흑색종 세포주에서도 바이러스의 복제가 저해 

되지 않고 세포살상능도 감소하지 않음을 확인할 수 있었다. Guinn 64 

등은 적은 양의 4-1BBL 를 발현하는 A20 lymphoma 세포를 마우스에 

주사하였을 때 150 일 가량의 생존율을 보였지만, 고 발현 시 종양의 

형성이 보이지 않음을 관찰하여 본 연구에서 바이러스의 투여용량 

의존적으로 cytopathic effect 가 증가하고 동물모델에서 종양의 

크기가 감소한 경우와 유사하였다. 이는 4-1BBL 와 같은 

공동자극분자의 발현량이 충분하지 못하면 항암효과를 나타내지 못할 

것으로 생각되며 어느 정도의 발현량이 항 종양 효과를 최적으로 

유도할 수 있는지에 대하여 추후의 연구로 확인이 필요하다고 

생각한다.  
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최근 복제불능 아데노바이러스에 IL-12 와 4-1BBL 유전자를 

삽입하여 유방암 모델, 장암 모델, 장암 간 전이모델 등에서 우수한 

항 종양 효과를 유도한 결과들도 보고된바 있으나 44, 50, 51 이들 실험에 

사용한 유전자 전달체는 복제불능 제 1 세대 아데노바이러스로서 본 

연구에서 이용한 종양 선택적 살상 복제가능 아데노바이러스에 

비하여 그 치료효능이 낮은 단점을 가지고 있다. 

종양형성에 대한 면역감시에서 T 세포를 매개로 한 adaptive 

immunity 는 효과적으로 종양을 살상하고 나아가서 장기적인 종양의 

완치에서 필수적인 역할을 한다 65. 본 연구에서 항 종양 효과의 

기전을 규명하기 위하여 NK 세포와 CTL 에서 분비하는 cytokine 인 

INF-γ 의 종양 내의 발현을 ELISA 로 분석한 결과 Ad-∆B7/IL12/41BBL 

아데노바이러스로 치료한 종양에서 INF-γ 발현이 유의하게 증가하였고 

ELISpot 분석을 통하여서도 종양세포 특이적으로 IFN-γ 를 분비하는 

면역세포가 더욱 증가함을 확인하였다. Ad-∆B7/IL12/41BBL 

아데노바이러스로 치료한 종양에서 대조그룹 아데노바이러스로 

치료한 종양에 비하여 종양 내 괴사가 더 광범위하게 진행되었으며 

또한 종양 내에 CD4+, CD8+ T 세포, 그리고 항원제시세포의 표지인자인 

CD86+과 수지상세포 표지인자인 CD11c+를 발현하는 세포의 침윤이 더 

많이 관찰되었다. 이는 4-1BBL 와 4-1BB 가 결합함으로써 CD8+ T 

세포의 활성을 증가시켜 면역반응을 향상시킨다는 보고 43 와 또 

Shuford 와 Melero 등이 보고한 4-1BB 와 4-1BBL(혹은 항 4-

1BB 마우스항체)의 반응이 T 세포를 매개로한 면역반응의 증가를 

유도한다는 결과 45, 66, 그리고 Melero67의 마우스의 피하종양 모델에서 

항 4-1BB 항체를 사용하면 CD4+, CD8+ T 세포를 활성화시켜 종양이 

치료된다고 한 보고와 유사하다. 또한 이는 IL-12 의 NK 세포와 T 

세포의 활성화를 유도하는 24 작용이 동시에 면역활성을 유도한다는 또 

하나의 증거이기도 하다. 본 연구에서 Ad-∆B7/IL12/41BBL 로 

실험동물의 악성흑색종에 투여하였을 때 종양 내의 수지상세포의 

침윤이 증가한 것은 4-1BBL 가 수지상세포의 activator 로도 

작용하고 37 IL-12가 NK세포와 T세포를 활성화시켜 INF-γ를 분비하게 

되어 수지상세포를 활성화 시키는 작용이 서로 합치되어 나타난 



- 40 - 

결과로 생각되는데 이는 Pan51 등이 복제불능 아데노바이러스를 

벡터로, IL-12 와 항 4-1BBL 를 사용하여 진행한 실험결과와 

유사하였다. 

앞서 언급한 것처럼 Ad-∆B7/IL12/41BBL 바이러스의 종양 특이 

살상능의 검증을 위하여 ELISpot 분석과 CTL 분석한 결과에서는 종양 

특이 세포독성 면역세포의 증가에 의한 종양 살상능의 증가임를 

확인할 수 있었다. 이 결과는 IL-12 와 4-1BBL 병합치료는 innate 

immune 의 NK 세포에 의한 항 종양 효과도 있지만 그에 의해 더 

증가된 CTL 반응을 나타내어 adaptive immune 반응을 거쳐 장기적인 

항 종양 효과를 나타낸다고 Chen68, 69 등이 보고한 결과와 

유사하였으며 그 효과는 IL-12 혹은 4-1BBL 유전자를 단독으로 

삽입한 종양 선택적 살상 아데노바이러스로 치료한 것 보다 더 

강력하였다. 

종양세포가 면역계의 감시를 회피하는 하나의 기전은 전문화된 

항원 제시세포가 결핍되어 있거나 또는 이런 면역세포의 종양 항원에 

의한 활성화가 충분하지 못한 결과이다. 생체 내로 주입된 

수지상세포는 CTL 의 생성을 촉진 시킨다 57-62. 수지상세포, 

대식세포와 같은 항원제시세포 들은 생체 내에서 주로 자극에 

의해 IL-12 를 생산함으로써 NK 세포나 T 세포를 활성화시켜 IFN-γ 를 

생성하고 그에 따라 항 종양 활성을 나타낸다 70 71. 본 연구에서 

골수유래 수지상세포를 ex vivo 에서 배양하여 종양항원을 

인지시키고, 이 수지상세포를 Ad-∆B7/IL12/41BBL 아데노바이러스와 

함께 B16-F10 악성흑색종 내에 병합치료한 결과, 각각의 단독 치료 

보다 그 항 종양 효과가 더 개선된 것은 면역활성화 유전자와 

수지상세포 간에는 상호보완적으로 면역체계의 활성화를 유도하고 

있음을 의미한다.  

Ex vivo 에서 분화, 증식된 수지상세포의 주요 제한점의 하나는 

투여부위로부터 주위의 lymph node 로의 이동능이 안정하지 못하다는 

것이다 72, 73. 종양항원을 인지한 수지상세포로 종양을 치료할 때 먼저 

투여한 IL-12 와 4-1BBL 를 발현하는 종양세포 특이살상, 복제가능 

재조합 아데노바이러스에 의해 종양세포가 살상되면서 방출된 
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종양항원과 4-1BBL 공동자극분자의 발현에 의해 수지상세포는 더욱 

활성화될 것이다 고 본 실험에서는 추정하였다. 결과, Ad-

∆B7/IL12/41BBL 바이러스와 수지상세포를 병합하여 치료할 때 

수지상세포 단독치료 보다 수지상세포의 임프절로의 이동능이 

상향조절됨을 확인하였다. 항암면역을 일으키는 T 세포는 종양항원에 

대하여 낮은 친화력을 자주 발생함 74 으로 강력한 공동자극이 

필요하다. Liu75 등은 4-1BBL 를 사용하였고 그 외에 secondary 

lymphoid organ chemokine (SLC)과 tumor necrosis factor-related 

activation induced cytokine (TRANCE) 등을 수지상세포에 painting 

하여 종양에 투여하였을 때 draining lymph node 로의 이동능력이 

개선된다는 것을 검증하였으며 그에 의해 개선된 면역반응으로 항 

종양 효과를 증가시킨다는 것을 확인하였다. 이에 근거하여 본 

연구자는 골수유래 수지상세포 치료에 4-1BBL 와 IL-12 유전자를 

병합하여 치료하면 항암면역 중심위치의 수지상세포의 이동능의 

증가와 활성화에 더욱 도움을 주었다고 사료할 수 있었다. 

본 실험결과에 의하면 수지상세포와 아데노바이러스를 병합하여 

치료하였을 때 악성흑색종 내에 CD4+, CD8+ 등 T 세포의 침윤 증가, 

CD86+, CD11c+ 등 항원제시세포의 침윤 증가, 그리고 종양 내에 IFN-γ 
의 발현 증가 등을 함께 수반하여 결과적으로 항 종양 효과의 개선을 

나타내었다. 본 연구에서는 장기적인 종양 억제, 살상효과를 나타낼 

수 있는 adaptive immunity 를 분석한 결과, 종양 특이 면역세포의 

침윤 증가가 종양 특이 독성반응을 유도함으로써 항 종양 효과를 

나타내는 것을 확인하였다. 그러나 본 연구와 같이 수지상세포와 IL-

12, 그리고 4-1BBL 를 병합하여 치료한 연구사례는 보고된 바가 없어 

본 연구의 결과를 직접 비교, 고찰하기는 어려웠다. 

또한 본 연구에서 암 전이모델로 B16BL6 악성흑색종 폐 자연전이 

모델 76 을 선택하여 새로운 방식의 병합치료를 시행한 결과, Ad-

∆B7/IL12/41BBL  혹은 수지상세포를 각각 단독으로 치료하였을 때 

보다 현저한 항 암전이 억제효과가 있음을 알 수 있었다. 이는 

종양항원으로 활성화되고 성숙된 수지상세포에 의한 항 암 백신효과와 

암전이 억제 77, 4-1BBL 를 수지상세포에 고 발현시킴으로써 나타나는 
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항암작용 75 그리고 IL-12 와 4-1BBL 가 함께 발현됨에 따라 암전이 

억제가 유도된 결과 49 들과 유사하였다. 결과적으로 이는 앞서의 

면역반응들이 통합되어 유도된 CTL 면역반응에 의해 암전이 억제 

효과가 유발된 것으로 사료된다. 

본 실험의 결과를 전체적으로 종합하면, IL-12 와 4-1BBL 를 

발현하는 종양 선택적 복제, 살상가능 아데노바이러스는 바이러스에 

의한 종양세포 살상뿐만 아니라 IL-12 와 4-1BBL 의 발현에 따른 종양 

특이 면역반응의 유도, 그리고 수지상세포 병합치료에 의한 종양 

특이 면역반응을 더욱 활성화함으로써 실험동물모델에서 국소종양의 

퇴행과 암세포의 전이 억제가 더욱 효율적으로 유도된 것으로 

사료된다.     
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ⅤⅤⅤⅤ. . . . 결결결결            론론론론    

 

본 연구는 종양선택적 살상, 복제가능 아데노바이러스인 Ad-

∆B7 에 IL-12 와 4-1BBL 를 동시에 발현할 수 있는 Ad-

∆B7/IL12/41BBL 를 제작하고 이를 Ad-∆B7, 또는 IL-12 와 4-1BBL 가 

각각 하나씩 삽입된 바이러스와 비교한 결과 Ad-∆B7/IL12/41BBL 의 

항 종양 효과가 더욱 우수함을 확인하였다. 그리고 Ad-

∆B7/IL12/41BBL 재조합 아데노바이러스와 수지상세포를 C57BL/6 

마우스의 B16-F10 악성흑색종에 병합투여 하여 다음과 같은 결론을 

얻었다. 

Ad-∆B7/IL12/41BBL 와 수지상세포의 병합치료는 종양선택적 살상 

아데노바이러스에 의한 종양세포의 살상과 함께 종양특이 면역세포의 

활성화를 유도하여 우수한 항 종양 효과와 암전이 억제효과를 보였으며, 

이는 Ad-∆B7/IL12/41BBL 종양선택적 살상 아데노바이러스와 수지상세포를 

각각 단독으로 치료한 경우에 비하여 현저히 개선된 치료반응을 

나타내었다.  

따라서 향후, 위와 같은 치료전략을 실제 암환자의 치료에 

응용하여 그 치료효과의 효용성 여부를 규명할 필요가 있음을 

제안한다. 
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Oncolytic adenoviral vectors are currently being developed as biological 

anti-tumor therapeutic agents. A clear benefit of oncolytic adenovirus is 

amplification of the therapeutic gene expression, as the replicating vector could 

infect and deliver the therapeutic gene to adjacent cells as well as the first 

infected cells.  

Intereukin-12(IL-12) is a cytokine known to enhance the cytolytic activity of 

natural killer cells (NK cells), lymphokine-activated killer cells (LAK cells), T 

cells, and macrophages. However, most of tumor cells lack the expression of co-

stimulatory molecules on their surface, resulting in escape of recognition by 

immune system. CD137 ligand (4-1BBL) is a co-stimulatory molecule expressed 

on the surface of activated T cells. Interaction of 4-1BBL with its own receptor, 

CD137 (4-1BB) has shown amplification of T-cell (especially CD8+)-mediated 

anti-tumor immunity. It is already known that DCs are the most potent antigen 

presenting cells and thus considered as a favorable type of therapeutic cell in 

cancer immunotherapy.  

In this study, to increase the potential anti-tumor activity of oncolytic 

adenovirus, we constructed E1B deleted, and retinoblastoma (Rb) protein 

binding site of E1A region mutated oncolytic adenoviral vector expressing 

murine IL-12 and murine 4-1BBL, Ad-∆B7/IL12/41BBL. The anti-tumor 

efficacy of Ad-∆B7/IL12/41BBL was evaluated in B16-F10 melanoma bearing 

immune-competent mice. Significant inhibition of tumor growth was shown in 

Ad-∆B7/IL12/41BBL treated group compared to PBS, Ad-∆B7, Ad-∆B7/41BBL, 
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or Ad-∆B7/IL12 treated groups. We demonstrated that the anti-tumor effect is 

associated with the tumor-specific immune response; we first quantified the 

expression level of interferon- γ (IFN-γ) in tumor tissues and examined the 

cytolytic activity of splenocytes using cytotoxic T lymphocyte (CTL) assay and 

IFN-γ ELISpot assay. Furthermore, the infiltrations of CD4, CD8, CD86, CD11c 

immune cells in tumors were confirmed with immunohistochemistry.  

Moreover, we also demonstrated the enhanced anti-tumor efficacy of Ad-

∆B7/IL12/41BBL and dendritic cells (DCs) combinatorial therapy showing a 

higher incidence of tumor regression compared to an IL-12 and 4-1BBL 

expressing oncolytic adenovirus alone treated (p<0.05) or DCs alone treated 

(p<0.01), respectively. Furthermore, we verified strong anti-metastatic potency of 

Ad-∆B7/IL12/41BBL and DCs combination therapy in spontaneous lung 

metastatic B16BL6 melanoma model. In order to prove that the anti-tumor effects 

is associated with the tumor-specific immune response, we quantified the 

expression level of IFN-γ in tumor tissues and examined the cytolytic activity of 

splenocytes using CTL assay and IFN-γ ELISpot assay. Furthermore, confirmed 

the infiltrations of CD4, CD8, CD86, CD11c immune cells in tumor through 

immunohistochemistry. In addition, the number of migrated Green fluorescent 

protein labeled DCs(GFP-DCs) were augmented in the lymph nodes of Ad-

∆B7/IL12/41BBL with GFP - DCs combination treatment compared to that of the 

GFP - DCs alone treatment (p<0.05). We validated that Ad-∆B7/IL12/41BBL and 

DCs combinatorial therapy induced significantly higher T cell-mediated anti-

tumor activity than Ad-∆B7/IL12/41BBL alone and DCs alone treatment.  

Taken together, these improved the anti-tumor effects obtained by Ad-

∆B7/IL12/41BBL oncolytic adenovirus. Subsequent we also demonstrated that 

Ad-∆B7/IL12/41BBL and DCs combination treatment showed remarkably 

enhanced anti-tumor effects as well as the anti-metastatic effects compared to 

Ad-∆B7/IL12/41BBL alone treatment and DCs alone treatment. 

 To conclude, we were considered as new strategy for clinical anti-cancer 

therapy using oncolytic adenovirus, expressing IL-12 and 4-1BBL, and the DCs 

combination therapy.  

_________________________________________________________________ 

Key Words: oncolytic adenovirus, IL-12, 4-1BBL, dendritic cell, cancer, cell 

therapy, gene therapy, immunotherapy. 
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