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서   론

재생요법 (regeneration therapy)은 내분비호르몬 결핍질

환의 궁극적인 치료로 미래에 널리 이용될 전망인데, 크게 

시험관 내 (in vitro), 생체외 (ex vivo), 및 생체내 (in vivo) 

재생요법 등 3가지 범주로 나뉜다[1]. 시험관 내 재생요법은 

이미 확립된 세포주나  태아줄기세포 (embryonic stem cell)  

및 조직특이성 성체줄기세포에서 분화된 세포를 생체에 이

식하는 방법이며, 대부분 면역억제제를 병용하여야 한다. 생

체외 재생요법은 환자 자신의 줄기세포를 획득하여 체외에

서 분화를 유도한 뒤 다시 환자에게 이식하는 방법으로 면

역억제제를 쓰지 않아도 되는 장점이 있다. 생체내 재생요

법은 손상된 조직을 환자 몸안에서 재생을 유도하거나 줄기

세포로부터 새롭게 분화를 유도하는 방법으로 약물요법 및 

유전자치료법을 이용할 수 있다.

재생요법이 이용될 수 있는 내분비호르몬 결핍질환은 뇌

하수체호르몬결핍, 갑상선호르몬결핍, 원발성부신피질호르

몬결핍, 및 인슐린의 절대결핍에 의한 제1형 당뇨병 등이며, 

위에서 열거한 방법의 단독 및 병용한 연구가 많이 진행되

고 있으며, 본문에서는 유전자치료법을 응용한 생체내 재생

요법에 대해 소개하고자 한다. 

Current status and preclinical models

최근까지 유전자치료는 전달된 유전자에서 발현된 단백

질이 주로  치료작용을 하는 개념이었다. 즉 만성질환 및 유

전성 결핍질환에서 해당 세포에 결핍된 유전자를 전달하면, 

그 유전자에서 생성된 단백질이 세포의 기능을 정상화시키

게 된다. 그러나 발현된 단백질의 양이 조절되지 않기 때문

에 과잉 및 과소 치료를 가져올 수 있다. 예를 들어 인슐린 

결핍성 제1형 당뇨병의 치료로 인슐린유전자를 전달하여 혈

당을 조절한 실험동물 모델[2]에서 혈당이 때에 따라서는 

충분한 조절이 되지 않거나, 또는 인슐린이 과량 생성되어 

저혈당을 보인 경우가 있다. 이를 극복하기 위해 인슐린의 

생성을 조절할 수 있는 promoter를 사용하기도 하였으나[3], 

시시각각 변하는 실제 혈당의 조절은 인슐린 생성의 조절보

다는 췌장소도의 베타세포에서 생성된 인슐린 분비의 조절

에 의하므로 이 또한 혈당 조절을 완전하게 하지 못한다는 

단점이 있다. 이에 반해 베타세포의 분화에 필요한 유전자

를 유전자전달 벡터를 통해 생체의 줄기세포에 전달한다면 

분화된 완전한 세포를 얻을 가능성이 있어, 이에 대한 연구

가 활발히 이뤄지고 있다. 

최근 Ferber 등[4]은 췌장의 발생과 소도세포 기능에 중

요한 역할을 하는 pancreas-duodenum homeobox-1 (PDX-1) 

유전자를 아데노바이러스를 이용하여 당뇨병이 유발된 생

쥐의 간에 전달하여 혈당강하를 관찰한 바 있는데, 생쥐의 

간에서 추출한 mRNA에서 췌장 베타세포에서 볼 수 있는 

인슐린유전자의 활성화 및 파라핀 조직에서 면역염색상 인

슐린을 검출한 바 있다. 그 후로 Kojima 등[5]은 면역반응

이 적은 삼세대 아데노바이러스를 이용하여 PDX-1을 전달

한 결과 췌장 내분비 세포분화뿐만 아니라 외분비세포의 분

화도 촉진됨을 발견하였고, 이 결과 생성된 트립신 (trypsin)

이 심한 간손상을 유발하고 분화된 인슐린분비세포를 파괴

함을 관찰하였다. 한편 소도세포의 발달에 중요한 NeuroD 

(BETA2) 유전자 및 소도 성장촉진 유전자인 betacellulin을 

당뇨병이 유발된 생쥐에 동시에 전달하여  4개월간 혈당이 

조절됨을 보고했는데, 간 조직에서 인슐린 분비세포 및 소

도의 분화를 관찰했다. 인슐린 분비세포는 문맥삼각 (portal 

triads)의 주변에서 검출되었고, 소도는 간의 캡슐 (capsule) 

밑에서 관찰되었는데, 분화된 소도에는 인슐린뿐만 아니라 

다른 소도세포 호르몬인 글루카곤 (glucagons) 및 소마토스

타틴 (somatostain) 등이 검출되었다. 
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이렇게 전달된 전사인자 유전자는 생쥐 전체 간세포의 

50~70%에서 발현되나 인슐린분비세포는 간 조직의 1.0%

미만에서 발견되는데, 이는 어떤 특정세포 즉 분화능력이 

있는 줄기세포에서 기원되었음을 암시한다. 문맥삼각 주위

에는 간줄기세포가 존재하는 것으로 알려져 있다[6,7]. 저자 

등[8]은 같은 방법을 사용하였을 때 다른 호르몬 생성도 촉

진하는지, 또 이런 분화과정을 규명하기 위하여 뇌하수체 

전사인자 (pituitary transcription factor-1, Pit-1) 유전자를 

아데노바이러스를 이용하여 생쥐의 간에 전달한 결과  프로

락틴분비세포 (lactotrope)의 분화를 관찰한 바 있는데, 초기

에 문맥삼각주위에서 발견된 프로락틴분비세포는 간줄기세

포의 표지자들을 발현하고 있었다 (Fig. 1). 이는 Pit-1 유전

자가 전달된 간줄기세포에서부터 분화가 시작됨을 의미한

다. 프로락틴분비세포는 시간이 지남에 따라 증식을 하고, 

점차로 중심정맥으로 이동함을 관찰했는데, 이는 정상 간세

포의 생성과 성장과정[9,10]을 밟는 것으로 생각된다. Koj-

ima 등 (5)이 4개월 후 발견한 분화된 소도는 간의 캡슐하

부인데 정확한 기원을 추적하기 위해서는 더 연구가 필요하

다.

한편 Pit-1유전자는 뇌하수체 성장호르몬, 갑상선자극호

르몬분비세포의 분화에도 필수적인데, Pit-1이 전달된 암컷 

생쥐의 간에서 프로락틴분비세포로 분화됨을 관찰하였는데, 

이는 성장호르몬분비세포나 갑상선 자극호르몬 분비세포로 

분화를 위해서는 다른 유전자의 발현[11,12]도 필요함을 의

미한다. 최근 베타세포특이성 전사인자 유전자들의 상호 보

완적인 작용이 인슐린유전자 활성화에 상승적으로 작용한

다는 보고가 있었으며[13,14], 따라서 2~3가지 전사인자유

전자를 동시에 전달한다면  보다 효과적인 내분비호르몬 분

비세포의 분화를 유도할 가능성이 있다. 실제 PDX-1, neu-

rogenin 3 (NGN3), 및 NeuroD 등을 아데노바이러스를 이

용하여 당뇨병 생쥐에 단독 및 병용 투여한 결과, 병용 투여

한 경우 혈당조절 및 인슐린유전자 활성화에 효과적임을 관

Fig. 1. Colocalization of prolactin (PRL) with stem cell markers in livers of mice treated with 

Ad-Pit-1. Paraffin sections of livers of mice at day 5 after treatment were analyzed by 

double immunofluorescence staining for PRL with c-kit, thy-1, or cytokeratin 14. Cells 

with red fluorescent cytoplasm express PRL (yellow arrow in left panel) and cells with 

green fluorescent cytoplasm (red arrow in center panel) express c-kit (upper), thy-1 

(middle) or cytokeratin 14 (lower). PV: Portal vein. Upper and middle panels are 630 

x magnification and lower panel is 1000 x magnification. Lactotrope cells express 

hepatic stem cells marker at the initial stage of differentiation. Reprinted from (8) with 

permission.
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찰하였다[15]. 하지만 병용 투여하는 경우 과량의 바이러스 

투여로 치명적이므로, 여러 전사인자 유전자를 1개의 벡터

에서 발현시키는 방법 개발 등 실제 당뇨병의 치료에 사용

되기까지는 많은 연구가 필요하다.

Strategy overcoming disadvantage of 

adenoviral vector

아데노바이러스에 의해 전달된 유전자는 숙주세포의 게

놈 (genome)에 통합되지 않기 때문에 장기간 유전자의 발현

이 필요한 만성 및 유전병 질환의 치료에는 적합하지 않다.  

최근에 개발된 제3세대 아데노바이러스 벡터는 약 1년 동안  

유전자의 발현이 관찰되었으나[16], 숙주의 유전자에 통합

되지 않는다면, 빠르게 분화 및 증식하는 세포에서는 궁극

적으로는 전달된 유전자가 소멸된다. 이러한 단점을 극복하

기 위해 숙주의 게놈에 통합 (integration)능이 있는 다른 바

이러스의 통합 단위 (unit)를 아데노바이러스의 게놈에 삽입

한 hybrid 벡터가 개발되었다. 즉 치료유전자 발현카세트를 

레트로바이러스 (retrovirus)의 long terminal repeat (LTR), 혹

은 아데노바이러스의존바이러스 (adeno-associated virus, 

AAV)의 inverted terminal repeat (ITR)로 둘러싸고, 이들을 

다시 아데노바이러스의 게놈에 삽입하게 되면 hybrid 벡터

(Fig. 2)가 완성된다[17,18].

AAV는 레트로바이러스와는 달리 질병을 일으키지 않고 

인체세포의 제 19번 염색체에 선택적으로 통합되므로, 만성

질환의 유전자치료벡터로 도입되었다[19~22]. 이런 AAV의 

장점에도 불구하고, 실제 임상에 적용할 때 많은 양의 바이

러스를 증식시키고 정제하는 과정이 쉽지 않고, 증식을 위

해 사용했던 아데노바이러스를 제거해야 하는 문제도 있다. 

AAV와 아데노바이러스의 각각 장점을 통합한 아데노바이

러스-아데노바이러스의존바이러스 (Ad/AAV) hybrid 벡터

는 숙주세포의 게놈에 유전자를 통합시킬 수 있고, 많은 양

의 바이러스를 용이하게 증식 및 정제할 수 있어 향후 유전

자전달 벡터로 많이 사용될 것으로 기대된다. 특히 AAV의 

ITR과 Rep78을 같이 병용할 경우 인체세포의 제 19번 염

색체에 선택적으로 삽입되며 (Fig. 2)[17,18,23], 제3세대 아

데노바이러스를 기본으로 한 hybrid 벡터나 mini-hybrid 벡

터는 면역성을 제거하였으므로 숙주의 면역반응에 의해 유

전자를 발현하는 세포가 제거될 가능성을 줄일 수 있다 

[24].

Fig. 2. Adenoviral vector and Ad/AAV hybrid vectors carrying gene of interest. Infection of cells with Ad/AAV hybrid vector 

enables precise excision of the AAV inverted terminal repeat (ITR)-flanked gene from adenoviral genome, 

subsequently integration into the host genome occurs. In the presence of Rep78 expression unit, transgene is 

predictably integrated into the AAVS1 locus on human chromosome 19.
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최근 저자는 PDX-1유전자와 green fluorescent protein 

(GFP) 유전자를 encephalomyocarditis 바이러스의 internal 

ribosomal entry site (IRES)로 연결한 bicistronic cassette를 

Ad/AAV hybrid 벡터에 삽입한 뒤 이를 HepG2세포에 감

염한 결과, 장기간 GFP의 발현을 관찰한 바 있는데 (Fig. 

3), 이를 이용해서 줄기세포 분화를 유도한다면 분화된 인

슐린분비 세포의 기원과 운명을 추적할 수 있는 가능성이 

있다.  또한 IRES[25]를 이용하면 여러 필수 전사인자 유전

자를 한 개의 벡터 (multi-cistronic vector)에서 발현시킬 수 

있는 장점이 있다.

결론 및 전망

본문에서 소개한 세포재생요법은 유전자치료방법을 응용

한 세포치료법으로 아직 초기의 시도단계에 머물고 있다.  

향후 줄기세포의 분화에 필요한 전사인자 유전자와, 분화 

및 성장 촉진유전자 등에 대한 지속적인 연구가 필요하며, 

생체내 각 장기의 줄기세포만 선택적으로  표적하여 결핍된 

호르몬분비세포로 분화를 촉진하는 방향으로 연구가 진행

될 것으로 기대된다.  
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