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– Abstract –

Study Design : In vitro experiment to determine the matrix synthesis of human intervertebral disc (IVD) cell to adenovirus-

mediated therapeutic gene transfer.

Objectives : To elucidate proteoglycan and collagen synthesis of human IVD cells in vitro to adenovirus-mediated transfer of

cDNA of transforming growth factor-beta 1(TGF-β1).

Summary of Literature Review : Sophisticated method to delivery of growth factors, in continuous manner, is the genetic modi-

fication of disc cells through gene transfer. Confirming susceptibility of human IVD cell to adenovirus, anabolic response of

human IVD cells to therapeutic gene transfer should be next step.

Materials and Methods : IVD tissue was obtained from fourteen patients with grade III, IV degeneration. Isolation and culture

of disc cells were performed. Disc cells were treated with either Ad/TGF-β1 exogenous TGF-β1. Control cultures were treated

with either saline or Ad/luciferase. Newly synthesized proteoglycans were assessed by 35S-sulfate incorporation using chro-

matography on Sepadex G-25 in PD-10 columns. Uptake of 3H proline was used to measure synthesis of collagen and noncol-

lagen protein.

Results : Culture treated with Ad/TGF-β1 showed 3 fold increase in proteoglycan synthesis (p<0.05), culture with exogenous

T G F -β1 failed to demonstrate increase in proteoglycan synthesis. In collagen and noncollagen synthesis, cultures with

Ad/TGF-β1 and exogenous TGF-β1 showed similar 3.7 fold increase in collagen and 2.7 fold increase in noncollagen synthesis

comparing control (p<0.05).

Conclusion : Adenovirus-mediated gene transfer appears to be an efficient technique for modulating biologic activity of human

intervertebral disc cells in terms of matrix synthesis.
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서 론

척추추간판의퇴행성변화와이에연관된척추의질환

들(추간판 탈출증, 척추관 협착증, 퇴행성 척추증 등)은

환자에게 심대한 고통을 끼치며 이로 인한 의료비용도

나날이 증가하고 있다1, 3). 척추 추간판의 퇴행성 변화는

부분적으로 점진적인 당단백( p r o t e o g l y c a n )과 2형 교원질

(type II collagen)의 감소에 의한 수핵(nucleus pulposus) 내

의 수분 분압 감소에 기인하며5 , 1 5 ) 결과적으로 척추 후관

절및척추체에전반적인퇴행성변화를일으키게된다6 ).

현재까지척추추간판의퇴행성질환의치료로는주로

퇴행된 추간판을수술적 기법으로제거하여신경증상을

호전시켰는데이런수술방법에관련된척추의불안정성

은골이식으로이환된척추부위를강제로유합하는치료

일색이었다. 즉 척추 추간판의 퇴행성 변화를 예방한다

든지 퇴행성 변화를 역행시켜 추간판을 정상에 가깝게

회복시킨다든지하는근원적인치료는시행되지않았다.

이와는대조적으로여러 종류의성장인자들( t r a n s f o r m i n g

growth factor-β1, osteogenic protein-1, insulin like growth

f a c t o r - 1 )을 시험관내의 추간판 조직에 주입하여 기질의

생성을자극한실험들이시도되었다2 3 , 2 9 , 3 0 ). 이러한성장인

자들의기질생성능력은추간판변성에가능한치료법으

로 제시되기도 하였으나 성장인자는 일회의 주입 및 도

포로 지속적인 치료효과를 기대하기는 어렵다. 한편 생

물학적으로중요한 단백질의유전자의염기서열이밝혀

지고 이러한 유전자의 조작 및 바이러스 재조합 기술의

발전으로이제는 체세포로유전자를전달하여 생물학적

효과를기대하는치료법이각광을받고있다9 ).

최근 아데노바이러스를이용한 표식유전자를정상 동

물의 추간판에전달하여장기적으로유전자가 발현됨이

보고되었고2 2 ) 또한 transforming growth factor-β1 ( T G F -β1 )

의 유전자를 가토의 추간판 세포에 전달하여 생체 내에

서 치료 유전자의발현 및 발현된 T G F -β1에 의한 생체내

추간판의기질생성의증가가보고되었다2 1 ). 이와병행하

여시험관에서배양된인간의추간판세포에아데노바이

러스를 이용한 표식 유전자를전달하여아데노바이러스

에 대한 인간 추간판 세포의 감수성도 보고되었는데1 9 , 2 0 )

그 다음 연구로 인간의 추간판 세포에 치료적 유전자를

전달하고 이에 대한 생물학적 반응은 밝힐 필요가 있다.

특히 외부 주입된 성장인자( T G F -β1 )와 유전자 치료법으

로내부적으로발현된성장인자의생물학적효과를비교

하여유전자전달법의유용성을증명할필요가있다.

그리하여 본 연구의목적은 아데노바이러스를 매개체

로 사용하여 배양된 인간의 추간판 세포를 유전적으로

조작하고 치료적 유전자를 발현시킨 것과 외부에서 직

접 주입된 성장인자에 의한 당단백과 교원질 생성 등 추

간판세포의 생물학적효과를 밝히는것이다.

연구 대상 및 방법

1) 추간판 조직 체취 및 배양

요추 및 경추 추간판 탈출증, 경추 척수증, 요추 척추

관 협착증 등의 척추 질환으로 수술을 시행한 예에서 추

간판 조직을 채취하였다. 척추관내로 탈출된 추간판 조

직은 엄격히 제외하고 역시 척추 연골판 조직도 육안으

로 제외하였으며 추간판의 수핵 및 내측 섬유륜 부위의

조직만을 채취하였다. 채취된 추간판 조직은 수술전 자

기공명영상 검사상 퇴행정도1 0 )를 분류하여 퇴행정도에

따른 생물학적 반응의 영향을 없애기 위해 grade III, IV

의퇴행된 추간판 14례를 대상으로하였다.

채취된 추간판 조직은 혈액 및 체액을 제거하기 위해

Geys balanced salt solution(GBSS, GIBCO-BRL, Grand

Island, NY)으로 세척한 후 통상 채취후 2 0분내에 수술실

에서 실험실로 옮겼다. 추간판 세포는 순차적 효소적 소

화법으로 조직에서 분리하였다7 ). 순차적 효소적 소화법

을 간단히요약하면, 먼저세척된추간판조직을잘게 썬

다음 5% heat-inactivated fetal bovine serum(FBS, GIBCO-

BRL, Grand Island, NY), 0.2% pronase(Calbiochem, La Jolla,

CA), 0.004% deoxyribonuclease II type IV(DNAse, Sigma, St.

Louis, MO)를 포함한 Hams F-12 medium and Dulbeccos

Modified Eagle Medium(F12/DMEM, GIBCO-BRL, Grand

Island, NY)을이용하여3 7℃에서 6 0분간소화시켰다. F12/

D M E M으로 세척 후 상기의 효소 용액에서 p r o n a s e를

0.02% collagenase type II(Sigma, St. Louis, MO)로 대치시킨

제 2의 효소용액으로역시 3 7℃에서 1 2시간 정도 소화시

켰다. 분리된추간판세포는 F 1 2 / D M E M으로세척후 n y l o n

여과지(pore size 75 um)를사용하여부유조직을제거하고

세포생존성검사1 7 ) 및 세포밀도를계산한후 5×1 05 세포

/ m l의 밀도로 24 well plate(Falcon, Franklin Lakes, NJ)에서

배양하였다. 세포 배양액은 10% FBS, 1% v/v penicillin,

streptomycin, nystatin(all antibiotics from GIBCO-BRL, Grand

Island, NY)을 함유한 F 1 2 / D M E M을 사용하였다. 추간판

세포는3주간 3 7℃및 5 %의 C O2하에서배양하였다.

2) 아데노바이러스 재조합

E1 및 E3 유전자부분이 결여돼 성장이 제한된 제5형

아데노바이러스를 사용하였다. E1 유전자 부위에 표식
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유전자로 luciferase 치료 유전자로 T G F -β1 유전자가 재

조합되었다. 재조합된 유전자는 cytomegalovirus promo-

t o r에 의해 강제 발현되었다. 재조합된 아데노바이러스

는 human embryonic kidney 293 cell에서증식되었다1 8 , 2 5 , 3 1 ).

추간판세포의치료적생물학적효과를알기위해서는

아데노바이러스- T G F -β1 ( A d / T G F -β1 )을 사용하였고바이

러스 대조군으로는 아데노바이러스- l u c i f e r a s e ( A d / l u c i -

f e r a s e )를 사용하였다. 아데노바이러스의 농도는 원칙적

으로 multiplicity of infection(MOI)를 사용하였고 M O I라

함은세포당 plaque forming unit(PFU)로정의하였다.

3) 시험관내 아데노바이러스 감염 술식 및 실험군

3주간배양된추간판세포에서배양액을제거후 G B S S

로 세 번 세척 후 여러 농도의 아데노바이러스를포함한

G B S S를 첨가하고 3 7℃에서 6 0분간감염시켰다. 그 이후

실험 성격에 따라 결정되는 배양액을 첨가 후 추가 배양

하였다. 아데노바이러스 첨가 전 및 첨가 후, 혹은 추가

배양후세포생존성검사및평균세포수를측정하였다.

표식 유전자 실험에서 구한 100% 감염을 달성할 수

있는 아데노바이러스의 농도 ( 1 5 0 M O I )1 9 )를 참고하여

150 MOI의 Ad/TGF-β1를 추간판 세포에 감염시켰고 외

부에서 주입되는 TGF-β1 의 농도는 최적의 생물학적 반

응을 보이는 2 ng/ml로 정하였다. 제 1군은 생리 식염수

대조군, 제 2군은 외부에서 주입된 T G F -β1(2 ng/ml)군,

제 3군은 A d / l u c i f e r a s e로 바이러스 대조군 , 제 4군은

Ad/TGF-β1을 감염시킨군으로 구분하였다.

4) 유전자 발현의 측정

Luciferase 측정

Firefly luciferase 유전자의 발현은 l u m i n o m e t e r를 이용

한표준 luciferase 측정법2 4 , 2 6 )으로정량적으로분석하였다.

T G F -β1 측정

전달된 유전자( T G F -β1 )의 발현 및 외부에서 주입된

T G F -β1(R&D system, Minneapolis, MN)의 잔류 농도를

측정하기 위해 세포 배양액을 체취하여 산을 이용하여

활성화 시킨 후 활성 및 비활성 TGF-β1 총량을 Enzyme

linked immunosorbent assay법으로(R&D system, Min-

neapolis, MN) 측정하였다.

5) 기질 생성 측정

당단백 생성 측정

치료적 유전자 실험 군에서 유전자 전달 후 2일만에

배양액을 채취하여 상기의 T G F -β1측정에 사용하고 세

포배양에는방사선동위원소 35S를 포함한배양액(serum-

less medium, Newman-Tytell)으로 교체하고 4시간 추가

배양 후 8M guanidine hydrochloride, 20 mM EDTA 그리

고 proteinase inhibitors 혼합액으로 세포 배양에 첨가하

여 4℃에서 4 8시간 동안 당단백을 추출하였다. 방사선

동위원소로 표식되는 당단백의 정량적인 분석을 위해

Sephadex G-25M을 포함한 PD-10 column(Pharmacia Bio-

tech, Uppsala, Sweden)으로 통과시켜 순차적으로 scintil-

lation mixture(Ultima Gold, Packard, Meriden, CT)를 첨가

하여 PD-10 column으로 유출되는 용액을 채취한 후 제

2, 3, 4 용액의 scintillation 활성을 측정하여 새로이 생성

된당단백의 농도를구하였다2).

교원질 생성 측정

치료적 유전자 실험 군에서 유전자 전달 후 2일만에

배양액을 채취하여 상기의 T G F -β1측정에 사용하고 세

포배양에는 방사선동위원소 3H-proline(50 Ci/ml)(New

England Nuclear, Boston MA), 500ug/ml β- a m i n o p r o p r i o n i-

trile(Sigma, St. Louis, MO), 50ug/ml L-ascorbic acid를 포

함한 배양액(serumless medium, Newman-Tytell)으로 교

체하여 2 4시간배양한후 상층액을제거하고세포는 3번

의 동결 및 해동의 반복으로 세포를 파괴시킨다. 상층액

과 파괴된 세포를 9 6시간 증류수에 투석시켜 유리된 3H -

p r o l i n e을 제거한다 . 투석된 세포 및 배양액을 c o l l a g e-

nase(Worthington Biochemical, Freehold, NJ) 소화시킨 후

50% trichloroacetate로처리하여소화안된단백질을분리

시키고 나머지는 4℃에서 6 0분간 12000 rpm으로 원심분

리후상층액을 scintillation 측정법으로분석하였다. 

6) 통계

자료는 SPSS(SPSS Inc. Chicago IL)를 이용하여 처리

하였으며 One-way Analysis of variance 및 Fisher’s pro-

tected LSD post-hoc test로 실험군간 비교하였다. 통계 방

법의유의 수준은 p<0.05로 정하였다

결 과

1) 추간판 세포의 분리 및 생존성

추간판 조직으로부터 분리된 추간판 세포의 숫자는 4

×106/g 이었고 추간판 세포는 106/ml 농도로 배양하였을

때 3주에 시험관내에서 포화 상태를 이루었다. 초기 순

차적 효소 분리 후의 세포생존성은 Trypan blue exclu-
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sion test상 95~100%였고 유전자 전달 술식 이후에도 생

존성은 90~95%를 유지하였다. 본 실험에서 사용된 아데

노바이러스 농도 1 5 0 M O I는 높은 세포 생존성을 볼 때

세포독성이 없음을알 수있다.

2) 배양액내의 T G F -β1 농도 변화

A d / T G F -β1으로 감염된 배양에서 T G F -β1의 농도가 감

염 1 8시간 후에는 4 . 5±1.1 ng/ml로 증가되어 있었고 배

양 4일까지 6 . 5±1.4 ng/ml으로높이유지되었다. 이에반

해서 대조군(생리 식염수 처리군, Ad/luciferase 처리군)

은 0.05 ng/ml 이하의무시할만한 T G F -β1 농도를보였다.

3) 새로 생성된 당단백

배양 이틀 후 분석한 새로 생성된 당단백은 Ad/TGF-β

1으로 감염된 배양에서 대조군(생리 식염수 처리군)에

비해 약 세배의 증가를 보였다(p<0.05, Fig. 1). 외부에서

TGF-β1를 주입한 배양 군에서는 대조군에 비해 의미 있

는 당단백 생성 증가는 없었다(p=0.07). 아데노바이러스

대조군으로 설정된 A d / l u c i f e r a s e로 감염된 대조군에서

는 생리식염수 처리군과 비교해 의미 있는 당단백 생성

증가는 없었다(p=0.63).

4) 교원질 및 비교원질 단백 생성

A d / T G F -β1로감염된배양군과 T G F -β1(2 ng/ml)으로처

리된 배양군에서는 생리식염수 처리군에 비해 3 . 7배의

교원질성단백생성증가와 2 . 7배의비교원질성단백증가

를 볼 수 있었다(p<0.05, Fig. 2). Ad/luciferase로 감염된대

조군에서는생리식염수처리군과비교해의미있는교원

질및비교원질성단백의생성증가는없었다( p = 0 . 5 3 ) .

고 찰

추간판의 정상적인 기능은 추간판을구성하는 교원질

및 당단백의 상태에 관련이 있다1 5 ). 이러한 의미로 교원

질 및당단백의생성자극은추간판변성의치료 및예방

에 중요하다. 본연구에서저자들은치료적유전자( T G F -

β1 encoding gene)를 인간의 추간판 세포에 아데노바이

러스를 사용하여전달하고기질 생성반응, 특히당단백,

교원질 생성을 측정함으로서 치료적 유전자 전달의 생

물학적반응을시험관내에서연구하였다.

치료적 유전자가 재조합된 아데노바이러스의 당단백

생성에 미치는 농도 반응 곡선을 보면 10 MOI의 바이러

스 농도에서 기질 생성 반응을 보이기 시작하여 25 MOI

에서 고원화(plateau)되어 300 MOI 까지 증가된 당단백

생성반응을 보였다. 이러한 결과는 생물적으로 활발한

아데노바이러스의 농도(10MOI)는 100% 감염을 일으키
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Fig. 1. Content of newly synthesized proteoglycan as assayed
by incorporation of 35S-sulfate. Human intervertebral
disc cells transduced by adenovirus-TGFβ1 con-
struct(150 MOI) showed 3 fold increase in newly syn-
thesized proteoglycan compared to those treated with
normal saline*(p<0.05), while culture treated by TGF-
β1(2 ng/ml) showed no increase in newly synthesized
proteoglycan compared to those treated with normal
saline(p=0.07).

Fig. 2. Content of newly synthesized collagen and noncollagen
as assayed by incorporation of 3H-proline. Human inter-
vertebral disc cells transduced by adenovirus-TGFβ1
construct(150 MOI) and thoses treated by TGF-β1 ( 2
ng/ml) showed 3.5 fold increase in collahen synthesis
and 2.5 fold increase in noncollagen synthesis*(p<0.05).



는 농도(150 MOI)에 비해서는 낮으며 이는 단층 배양에

서 유전자 산물을 고농도로 발현시킬 필요는 없으며 단

지 단기간의 배양일 경우 적절한 양의 유전자 발현으로

도 효과적인 기질 생성을 유도할 수 있음을 알려준다.

이러한 사실은 실제 생체내에서 적용하기에는 무리가

있는데 이는 추간판 변성과 같은 만성경과를 취하는 질

환의 경우 저농도의 바이러스로는 장기간 유전자 발현

을유도하기에는 무리가있기 때문이다.

추간판 세포의 당단백 생성에 있어 외부에서 주입된

T G F -β1의효과는다분히논쟁의소지가있다. Siegel 등2 7 )

은 토끼의 추간판 세포의 단층 배양에서 T G F -β1이 당단

백을 생성시키지 않음을 보고하였다. 이에 반해 T h o m p-

son 등3 0 )은 개의추간판조직을 조직배양했을때 T G F -β1

의 주입으로 효과적인 당단백 생성 증가를 증명하였으

며 Gruber 등1 2 )은 인간의 추간판 세포를 algiante gel을 이

용하여 3차원적으로배양하였을때 T G F -β1에 의한 증가

된 당단백 생성을 보고하였다. 이러한 상반되는 반응은

추간판 세포의 경우는 배양 환경에 따라 세포의 표현형

이 변화되고 표현형에 따라 T G F -β1에 대한 반응성이 달

라진다고생각할수있다. 단층배양에있어 T G F -β1가당

단백 생성에 영향을 못 미치는 이유는 구형의 추간판 세

포가 단층 배양으로 세포가 평면화됨으로 추간판 세포

의 고유의 표현형이 퇴화( d e d i f f e r e n t i a t i o n )되어 구형의

세포형태를잘 유지하는조직배양이나 3차원배양과는

다르게 T G F -β1의 생물학적 반응이 감소되었다고 볼 수

있다1 2 - 1 4 ).

본 연구에서 비록 외부에서 주입된 TGF-β1는 당단백

생성 증가의 효과를 나타내지는 못했지만 T G F -β1

encoding gene을 재조합한 아데노바이러스로 감염되어

T G F -β1를 내인적으로 생산하는 배양에서는 단층 배양

임에도 불구하고 생리식염수 대조군에 비해 3배 증가된

당단백 생성증가를 보였다. 이러한 결과는 유전자 전달

법으로 내인적으로 생산된 TGF-β1가 외부 주입된 TGF-

β1보다 월등히 높은 효과를 발휘함을 알 수 있다. 이에

반해서 교원질 생성의 경우는 유전자 전달법 및 외부에

서 주입한 경우에 차이 없이 같이 증가된 교원질 생성반

응을보였다.

바이러스의 감염 자체가 전달된 유전자에 의한 생물

학적 반응에 영향을 미칠 수도 있음으로 이런 효과를 알

아보기 위해 기질 생성 효과가 없는 luciferase 유전자를

전달했는데 이 배양에서는 생리 식염수로 처리한 대조

군과 비교해서 기질 생성 반응의 증가는 관찰되지 않았

다. 이는 아데노바이러스의 세포내 감염 및 유전자 발현

과정 자체는 당단백 생성이라는 기질 생성 반응에는 전

혀영향을 미치지않음을 알수 있다.

본 연구의 제한점은 추간판 조직이 어느 정도의 퇴행

성 변화를 가지고 있고 육안적으로 탈출된 조직과 원래

의 수핵 조직을 구분하였음으로 어느 정도는 섬유륜 및

이행부위의 세포도 배양되었을 가능성이 있는 것이다.

그러나 이 단점은 유전자 치료의 임상적 적용성을 생각

하면 장점으로 변화 될 수 있다. 즉 추간판내 유전자 치

료가 정상 추간판 조직보다는 어느 정도 퇴행이 진행된

추간판에서 적용될 것을 고려하면 퇴행이 진행된 추간

판 세포 특히 수핵, 이행지대, 섬유륜 세포에서도 강력

한 기질 생성 반응을 보였다는 것은 향후 추간판내 유전

자치료의 임상적용성을 한층높여주는 결과라하겠다.

결 론

인간의 추간판 세포를 이용한 시험관내 연구에서 치

료적 유전자 전달법이 효과적이고 지속적인 기질 생성

반응을 보였으며 이는 퇴행성 추간판 질환 치료에 유전

자전달법의 적용을한발 앞당기는데도움을 줄것이다.
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연구계획 : 아데노바이러스를 매개체로 하여 치료적 유전자를 배양된 인간의 추간판 세포에 전달하여 기질 생성반

응을시험관내에서연구하였다.

연구목적 : 성장인자의유전자를 아데노바이러스를매게체로인간의 추간판세포에 전달하여치료적유전자를 발현

시킨것과외부에서직접주입된성장인자에의한당단백과교원질생성을시험관내에서밝히고자하였다.

연구대상 및 방법 : 인간 추간판 세포를 14명의 환자에서 채취하여 분리 및 배양하였다. 추간판 세포에 Ad/TGF-β1

을 감염시키거나 외부에서 TGF-β1을 주입하였다. 대조군으로서 생리 식염수 또는 Ad/luciferase을 감염시킨 군을 사

용하였다. 생성된 당단백의 농도는방사선 동위원소 35S를 포함한 배양액에서추가배양후에 Sephadex G-25M을 포함

한 PD-10 column에 통과시켜측정하였다. 교원질 및비교원질의 생성은방사선동위원소 3H-proline을이용하여 측정

하였다.

결과 : Ad/TGF-β1를 이용한 배양에서는 당단백 생성이 3배 이상 나타났으며(p<0.05), 외부 주입된 TGF-β1 배양의 경

우, 당단백 생성의 증가를 볼수 없었다. 교원질및 비교원질성 단백 합성의 경우, Ad/TGF-β1과 외부 주입 TGF-β1 배

양에있어서대조군에비해각각 3.7배와 2.7배의증가를보였다(p<0.05).

결론 : 아데노바이러스를 매개체로 한 치료적 유전자 전달법이 인간의 추간판 세포에서 효과적인 기질 생성반응을

보였다.

색인단어 : 유전자전달, Ad/TGF-β1, 당단백, 교원질
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