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– Abstract –

Purpose : To elucidate host immune responses to intradiscal gene transfer. 

Materials and Methods : Twenty rabbits were utilized. Ad/luciferase (adenovirus construct) were injected into nucleus pulposus

of lumbar vertebrae. Group 1 received intradiscal injection of Ad/luciferase only, Group 2 received subcutaneous and intradiscal

injection simultaneously, Group 3 received subcutaneous injection then intradiscal injection with 2 weeks interval. Blood sam-

ples were obtained serially after injection. Animals were sacrificed at 7 weeks. Antibody to adenovirus in peripheral blood was

measured with ELISA and transgene expression was measured with standard luciferase kits.

Results : All rabbits in the Group 2 and 3 exhibited increased production of neutralizing antibody. There were clearly two sub-

groups in Group 1, three rabbits exhibited production of antibody but remaining three rabbits showed little or no production of

antibody. All rabbits showed robust increase in transgene expression regardless of titer of neutralizing antibody.  

Conclusion : The intervertebral disc is favorable site for adenovirus-mediated gene transfer escaping from systemic immunity.
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서 론

척추 추간판의 퇴행성 변화와 그에 연관된 척추의 질

환들 환자에게 심대한 고통을 끼치며 이로 인한 의료비

용도 나날이 증가하고 있다4, 32). 추간판의 퇴행성 변화는

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) 내의 수분 분압 감

소에 기인하며5, 15, 17, 18, 27) 이로 인하여 척추의 전반적인 퇴

행성 변화를 일으키게 된다6 ). 현재까지 척추 추간판의

퇴행성 질환의 치료로는 보존적 요법이나 주로 퇴행된

추간판을 수술로 제거하였는데 이런 수술 방법에 관련

된 척추의 불안정성은 골이식으로 이환된 척추부위를

유합하는 치료 일색이었다1, 16, 19) . 즉 척추 추간판의 퇴행

성 변화를 예방한다거나 혹은 재생시키는 근원적인 치

료는 시행되지 않았다. 이와는 대조적으로 여러 종류의

성장 인자들 (transforming growth factor-ß1, osteogenic

protein-1, insulin like growth factor-1)을 시험관내의 추간

판 조직에 주입하여 기질의 생성을 자극한 실험들이 시

도되었으며14, 29, 30), 이러한 성장 인자들의 기질(matrix) 생

성능력은 추간판 퇴행에 가능한 치료법으로 제시되기

도 하였다. 이런 긍정적인 치료 효과에도 불구하고 성장

인자는 일회의 주입 및 도포로 지속적인 치료효과를 기

대하기는 어려우며 의미 있는 치료 농도를 유지하기 위

해서 계속적인 성장 인자의 침습적인 주입이 필요하지

만이는 임상적으로거의 불가능하다. 

한편생물학적으로 중요한 단백질의유전자의 염기서

열이 밝혀지고 이러한 유전자의 조작 및 바이러스 재조

합 기술의 발전으로 이제는 체세포로 유전자를 전달하

여 생물학적 효과를 기대하는 유전자 치료법이 각광을

받고있다10, 11, 28). 유전자 치료는 외부에서 원하는 유전자

를 전달체( v e c t o r )를 이용해서 세포내로 전달하고 강제

로 지속적으로 유전자를 발현하게 하고 원하는 산물을

내인적으로 생산하게 하여 생물학적 효과를 지속적으

로 얻는 치료개념이다2, 7, 9, 12, 22, 23). 유전자 치료의 경우는

한번의 유전자 전달로도 지속적인 유전자 발현을 유지

하여 만성 경과를 취하는 질환에 특히 그 강점을 발휘하

는세련된 약물공급기전의하나이다. 

이러한 획기적인 유전자 치료를 퇴행성 추간판 질환

에 적용시키기 위해서는 거쳐야할 단계가 있다. 시험관

내 실험 및 실험 동물을 이용한 생체내 실험이 필요하며

퇴행성 추간판 질환을 야기한 실험 동물에서 유전자 요

법의 치료 효과를 입증해야한다. 이러한 순서에 입각하

여 표식 및 치료적 유전자를 가토의 추간판 세포에 전달

하여 생체내에서 표식 및 치료 유전자의 발현 및 발현된

치료적 유전자에 의한 생체내 추간판의 기질 생성의 증

가가 보고되었으며24, 25) 인간 추간판 세포의 표식 유전자

를함유한 아데노바이러스에대한 감수성21)과 단층배양

된추간판 세포에서의치료적 유전자의생물학적 반응20)

등이보고되었다. 

이제 까지 보고된 추간판 조직의 유전자 요법의 타당

성 및 효용성을 배경으로 향후 시행될 유전자 치료의 임

상적 시도이전에 규명되어야할 문제가 있다. 아데노바

이러스를 이용한 유전자 전달은 심한 전신 면역 반응을

일으키며 이로 인하여 장기적인 전달 유전자의 발현을

얻을 수 없었다31, 33, 34). 전달 유전자의 장기 발현은 만성

경과를 취하는 추간판 변성과 같은 질환인 치료에는 필

수적임을 고려하면 정상 면역학적 상태에서 장기간 전

달 유전자 발현은 중요한 문제로 대두된다. 이러한 맥락

에서 면역학적으로 정상인 가토에 표식 유전자를 전달

하였을 때 6개월간 전달 유전자가 발현됨을 보고되었는

데25) 이는 전신 면역 기전에 관계없이 전달 유전자가 장

기간 발현됨을 시사하였다. 그러나 이 연구에서는 아데

노바이러스를 이용한 유전자 전달에 대한 염증 반응, 항

체 생성, 전신 감작된 경우의 유전자 발현 등은 밝혀지

지 않았다. 그리하여 본 연구에서는 순순히 추간판내 유

전자 전달의 면역학적반응을 탐구하여 추간판 조직이

면역 특이조직인지를 규명하기 위하여 연구를 진행하

였다. 

연구재료 및 방법

E1 및 E3 유전자부분이 결여돼 성장이 제한된 제5형

아데노바이러스를 사용하였다. E1 유전자 부위에 표식

유전자로 luciferase, β-galactosidase 유전자가 재조합되

었다. 유전자는 cytomegalovirus promotor에 의해 강제발

현되었다. 재조합된 아데노바이러스는 human embryon-

ic kidney 293 cell에서 증식되었다. 

실험동물은 New Zealand White Rabbit (female 3kg)을

사용하였다. 두 마리에서는 전달 유전자의 발현을 조직

학적으로 증명하기 위하여 아데노바이러스-β-galactosi-

dase (lacZ) 재조합체 (Ad/lacZ)를 추간판에 주입하여 유

전자 발현을 분석하였고, 여섯 마리는 아데노바이러스-

luciferase 재조합체 (Ad/luciferase)를 추간판에만 주입한

군(제 1 군), 여섯 마리는 Ad/luciferase를 피하조직 및 추

간판에 동시에 주입한 군 (제 2 군), 여섯 마리는 먼저

A d / l u c i f e r a s e를 피하조직에 주입하고 2주 후 다시 추간

판에 Ad/luciferase를 주입한 군 (제 3 군)으로 나누어 사

용하였다. 제 1 군은 추간판내 국소적 유전자 전달이 전

신 면역반응을 일으키는지 알기 위함이고, 제 2 군은 바

이러스의 피하주입으로 일어나는 전신적 면역학적 반
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응이 추간판내의 전달 유전자 발현에 영향을 미치는지

를 알기 위함이며, 제 3 군은 바이러스의 피하주입으로

전신 면역 반응을 유도하고 난 후 감작된 숙주가 이차적

으로 전달된 유전자가 추간판내에서 발현하는지를 알

아보기 위함이었다. 

전신마취하에 좌측 후복막도달법으로 실험동물의 추

간판을 노출시켰다 . Ad/luciferase (10 6 P F U )을 포함한

15ul 생리 식염수용액을 28gauge 주사기로 노출된 제 2-

3, 3-4 요추 추간판에 주입하였다. 추간판내 수핵부위에

정확히 주입되었는지를 확인하기 위해서는 수핵내 양

압력으로 주사기가 뒤로 반등하는 현상을 이용하였다.

수술 후 가토는 사육장에서(4000 cm 2) 자유롭게 사육되

었다. 수술 후 3, 7, 14, 21, 42일째 말초 혈관에서 동맥혈

이 채취되었으며 혈청을 분리하여동결 보관되어 후에

항체 생성을 측정하였다 . 실험동물은 수술 후 4 2일째

ketamine (25.0 mg/kg) 근육주사와 sodium phenobarbital

(1.2g/kg) 정맥주사로 희생되었다 . 추간판을 채취하고

정량후전달유전자(luciferase) 발현정량에사용하였다.

MaxiSorp immunoplate (Nunc)에 1 0 0 u l의 p h o s p h a t e

buffer saline(PBS)에 함유된 107 PFU의 A d / l u c i f e r a s e를

각 well에 주입하고 4°C에서 하루 밤 보관하였다. 0.05%

Tween-20 (Sigma)를 함유한 PBS로 각 well을 씻은 다음

비특이적인 단백질 반응을 포화시키기 위해 탈지유 200

u l을 첨가하고 상온에서 1시간 보관하였다 . 1:100으로

희석된 혈청을 100 ul의 탈지유에 썩은 후 각 well에 주

입하고 3시간 동안 상온에서 보관하였다. 다시 전술한

방법으로 3번 씻은 다음 1:500으로 희석된 alkaline phos-

phatase conjugated goat anti-rabbit immunoglobulin

( S i g m a )를 주입하고 상혼에서 2시간 동안 보관하였다.

그 이후 6번 씻어낸 다음 P B S에 함유된 1% phosphate

substrate (Sigma)를 투여하고 상온에서 30분간 반응시켰

다. Optical density는 450 nm에서 측정하였다. 

luciferase 표식 유전자 발현은 standard luciferase assay

kit (Promega)를 사용하였다. 채취된 수핵 조직에 200uL

의 Cell culture lysis buffer (25 mM Tris-phosphate, pH 7.8,

2 m Mdithiothreitol, 2 mM diaminocyclohexane-tetraacetic

acid, 10% glycerol, and 1% Triton X-100)를 첨가하여 세

포를 용해시킨 후 원심분리용기에 옮겨서 12,000G로 30

초 동안 원심분리하고 상층액을 분리한 후 여기에

luciferase assay reagent를 첨가하여 발광 반응을 일으켰

다. 30초 동안의 발광 현상을 luminometer (Automat LB

953, EG &G, Gaithersburgh, MI)를 이용하여 측정하였으

며 측정 단위는 Relative light unit (RLU)로 표시하였다.

β-galactosidase (lacZ) 표식 유전자 발현은 아래와 같은

조직염색 방법으로 확인하였다. 바이러스를 주입한 후

3, 6주 후 각각의 실험동물을 희생시키고 추간판의 수핵

조직을 채취한 후 액체 질소로 급속 냉각시킨다. Cryo-

stat을 이용하여 10 um 굵기로 조직 표본을 절단한 다음

0.5% glutaraldehyde를 이용하여 4°C에서 15분간 고정한

다. PBS를 사용하여 고정액을 제거하고 X-Gal substrate

를 첨가하여 3 7°C 에서 2시간 보관한다 . 조직 표본은

eosin을 사용하여 배경 염색을 하였고 염증세포 및 신생

혈관의 관찰을 위해 hematoxylin-eosin 염색을 추가하였

다. 광학 현미경(Nikon, Labophot-2, Japan) 으로 LacZ 발

현및 염증반응의 유무를관찰하였다. 

모든 자료의 정리와 분석은 SPSS (SPSS Inc, Chicago

IL)를 사용하고 항체 생성량 및 추간판내 유전자 발현량

과의관계는 Pearson correlation analysis를사용하였다. 

결 과

1. β-galactosidase(lacZ) 유전자 발현 및 조직학적 소견

Ad/lacZ(106 PFU)를 요추 추간판에 주입하고 3, 6주에
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Fig. 1 . Qualitative analysis of intradiscal transgene expression
of A) 3 weeks, B) 6 weeks after direct application of Ad/lacZ
into lumbar intervertebral discs of adult New Zealand white
rabbits. There were strong transgene expresson indicated by the
arrow (dark staining, originally blue color) in the nucleus pul-
posus without evidence of infiltration of inflamatory cell and
neovascularization (X-Gal staining with counter staining with
hematoxylin-eosin, Original magnification ×100).



희생시킨 실험 동물의 추간판 조직에서 푸른색을 띄는

lacZ가 발현되는 세포를 다량 발견할 수 있었으며 그 빈

도는 3주와 6주 두 표본간 차이는 없었다. 조직 표본에

서 수핵 세포 이외의 염증 세포나 신생혈관 형성 등은

전관찰 구역에서발견되지 않았다(Fig. 1).

2. Ad/luciferase에 대한 항체 생성과 전달 유전자 발현

바이러스를 주입하기 이전에 채취한 혈액에서 의의

있는항체 생성은발견되지 않았다. 

제 1 군에서는 확연하게 두 가지의 양상을 보였다. 첫

번째는 추간판내 바이러스 주입 후 전혀 항체 생성이 없
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Fig. 2. Sequential production of specific antibody for adenoviral proteins in peripheral blood as function of time. Transverse bar chart
on the right denote intradiscal transgene expression in each individual rabbit. A: Three rabbits injected with Ad/luciferase pro-
duced little or no neutralizing antibody while remaining three rabbits showed production of antibody (likely due to leakage of
adenovirus from injected disc). B: Six rabbits in Group 2 after simultaneous injection of Ad/luciferase into subcutaneous tis-
sue and intervertebral disc produced neutralizing antibody in significant amount. C: Six rabbits in Group 3 were immunized
two weeks prior to intradiscal gene transduction with injection of Ad/luciferase into subcutaneous tissues. All rabbits showed
significant amount of transgene (luciferase) expression. 

A

B

C



는 양상이었으며 두 번째는 바이러스 주입 후 피하주입

군과 비슷한 전신 항체 생성 반응을 보인 양상이었다

(Fig. 2A). 항체 생성이 된 경우는 확실한 기전은 밝혀지

지는 않았지만 아마 추간판내 바이러스 주입 후 미량의

바이러스가 주입된 주사 경로를 통해 새어나옴으로서

전신 감작이일어났을 것으로추정할 수있다. 

제 2 군 및 제 3 군의 모든 실험 동물은 의의 있는 항체

생성을 보였으며 특히 바이러스의 피하주입 후 2-3주에

항체 생산이 최대치를 보였으며 그 이후 서서히 감소되

는 경향이었다 (Fig. 2B, C). 

제 1, 2, 3 군공히 항체 생성량과는무관하게 추간판내

luciferase 유전자의발현은강력하게유지되었다 ( p = 0 . 1 7 0 )

(Fig.2A, B, C). 

고 찰

기초 연구 및 임상에서 최근 각광을 받고 있는 유전자

전달을 이용한 질환의 치료는 유전자 조작에 의해 생물

학적 반응을 유도한다는 장점에도 불구하고 극복해야

할 문제들이 있다. 유전자 치료가 임상적으로 성공하기

위해서는 첫째, 목표 기관 혹은 조직으로 효율적인 유전

자 전달이 이루어져야하며, 둘째, 전달된 유전자는 충분

한 양 (치료적 농도)의 유전자 발현 산물이 충분한 기간

동안 생산 되어야하고, 셋째, 이러한 모든 조작이 전신

적 혹은 국소적으로 부작용이 없어야 한다는 것 등이 충

족되어야만 한다. 저자들의 이전 연구들에서 추간판내

유전자 전달법이 전술한 첫번째와 두 번째의 요구를 만

족시켰는데20, 21, 24, 25) 이는추간판내 유전자치료가 추간판

변성의 가능한 치료법임을 시사하는 것이다. 그러나 과

연 왜 추간판내로 전달된 유전자가 효율적으로 발현되

고 특히 숙주의 면역반응을 강력히 유도하는 아데노바

이러스를 이용했음에도 전달 유전자의 장기 발현이 가

능한지에 대한 순수 학문적 규명은 안되었다. 즉 외부에

서 투입된 강력한 항원성 물질이 숙주에 의해 거부되지

않으려면 숙주가 면역 결핍 (immunodeficiency) 상태에

있거나 면역 기능이 정상인 숙주라면 면역 특이(immune

privilege) 조직에 항원이 주입되면 된다. 추간판 조직이

면역 특이성을 가질 것이라는 추정은 임상적 연구에서

제시되기도 하였다. 가령 탈출된 추간판은 강력한 염증

반응을 일으키며 이로 인하여 신경근 병변이 생기고 특

히 격리된 추간판 조직은 임상적으로 서서히 흡수될 수

있음이 관찰되었는데3, 13) 이는 추간판 수핵 조직이 면역

특이성을 가지기 때문에 평생 전신 면역 기전에 감작되

지 않고 있다가 추간판 섬유륜의 파괴 등으로 원래의 자

리에서 탈출되어 척수강으로 노출되면 비로소 전신 면

역 기전에 포착되어 강력한 면역거부 반응이 일어나고

이로 인하여 상기의 임상증상을 야기한다고 추론할 수

있다. 그리하여 저자들은 연구를 진행함에 앞서 척추 추

간판 조직이 면역특이 조직일 것이라는 가정을 세웠다.

즉 추간판 조직은 물리적 혹은 면역학적으로 항체 전달

세포(antigen presenting cell, macophage)의 접근을 막고

전신적으로는 감작된 경우라도 항체나 면역 세포들이

추간판 조직내로 침투가 안되어 면역학적 거부반응을

피할수 있으리라는가정이다. 

본 연구에서 L a c Z의 발현을 조직학적으로 관찰하였

는데 바이러스 주입 후 6주까지 유전자 발현의 감소가

없었고 특히 감염된 세포주위로 염증을 의심할만한 소

견 (염증세포 침윤, 신생 혈관 형성)은 관찰되지 않았는

데 이는 강력한 항원인 아데노바이러스와 β- g a l a c t o s i-

d a s e자체에 전혀 면역학적 거부 반응이 일어나지 않았

음을 증명한다. 물론 보다 과학적인 접근법은 T, B 임파

구의 표식자로 염색하여 규명해야하나 실제 추간판조

직에서 수핵세포만 관찰되었음으로 T, B 임파구의 표식

자를 이용한 조직 염색은 진행하지 않았다. 제 3 군의 실

험의 경우 즉 피하조직에 바이러스를 주입하여 전신 감

작을 일으키고 충분한 전신 항체 생산을 유도하고 난 후

이차적으로 추간판내 같은 바이러스를 주입했을 때 만

일 추간판 조직이 면역학적으로 정상적인 조직이라면

당연히 급격한 거부 반응을 일으키고 주입된 바이러스

에 의한 유전자의 발현은 생길 수가 없다. 그러나 본 연

구 결과에 의하면 전신 감작된 경우에도 추간판내 유전

자 발현은 같은 강력하게 지속적으로 유지됨을 알 수 있

었다. 이는 전신 순환중인 항체와 면역세포가 전혀 추간

판 조직에 접근 못하였음을 증명하는 결과이다. 제 1 군

의 실험에서 추간판내 바이러스를 주입하였지만 전혀

전신적인 항체를 생산하지 않은 실험동물이 있었는데

이는 만약 외부 주입된 바이러스가 유출없이 추간판 조

직내로 완전히 머물 수만 있다면 전신 면역반응을 일으

키지않음을 증명하는결과이다. 

본 연구의 결과는 추간판내 유전자 전달이 어떤 기전

으로 장기 발현하는지를 면역학적 기초하에 설명할 수

있었으며 또한 추간판 조직의 면역학적 특이성을 밝힘

으로서 추간판에 관련된 기초 의학의 발전에도 기여했

다고 할 수 있다. 향후 추간판 조직의 면역학적 특성을

증명하기 위해서는 최근 연구가 진행되는 Fas, FasL 의

역할과 정상 추간판 조직과의 관련성이 탐구되어야 할

것이다. 

결 론

추간판은면역학적 특이성을 가지며이는 아데노바이

러스를 이용한 유전자 전달에 대해 전신 거부 반응이 없
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으며 감작된 경우에도 면역 기능이 추간판내에는 영향

을 미치지 못함으로 결과적으로 장기적인 전달 유전자

의 발현을 가능하게 되고 이는 아데노바이러스를 이용

한 유전자 전달법이 추간판 질환의 치료에 이용할 수 있

는이상적인 방법임을시사한다. 
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연구목적 : 추간판내 유전자 치료의 전신 면역 반응과 추간판내 유전자 발현에 대한 항체 생성 반응을 알기 위하여

연구를진행하였다.  

대상 및 방법 : 20마리의 성숙한가토를대상으로 하였으며아데노바이러스-luciferase를가토의 요추추간판에주사

하였다. 1 군은 바이러스를 추간판내에만 주입한 군이며 2 군은 추간판 및피하조직에 동시에 바이러스를 주입한 군

이며 3 군은 피하주사 2 주 후 추간판에 바이러스를 주입한 군으로 하였다. 바이러스 주입 후 날짜별로 말초혈액을

채취하여 ELISA법으로항체를검출하였다. Standard luciferase kit으로유전자발현을측정하였다. 

결과 : 2, 3군의가토는전부가 항체를생성하였다. 1군은 3마리에서 항체생성을보인반면에 나머지 3마리에서는항

체생성이없었다. 모든가토에서항체생성과관계없이추간판내의전달된유전자는강하게발현되었다. 

결론 : 추간판은전신면역반응에영향을받지않으므로아데노바이러스를이용한유전자전달에적합한조직이다. 

색인단어 : 추간판내유전자치료, 면역반응
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