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– Abstract –

Study Design : In vivo study to determine the immune effects to adenoviral vector encoding LMP-1 cDNA in rabbit.

Objective : To quantify the immune effect of Ad5-LMP-1 in the rabbit during the therapeutic gene transfer.

Summary of Literature Review : One of the major limitations in the use of adenoviral vector for gene therapy is the immune

response and it made the poor transduction efficiency when re-administrated. Adenoviral antigen plus those derived from

transgene expression in transduced cell contribute to cellular, humoral and non-specific immune response constitutes barriers to

successful gene therapy. Therefore, the animal immune model will be mandatory to study the immune impact.

Materials and Method : We i.v. injected Ad5-βGal to total 24 adult NZW rabbits; 1x108, 1x109, 1x1010, 1x1011v.p. to each 6 rabbits

allowed them to develop immune response. Six non-immunized animals were used as control. Adenovirus antibodies were

measured at 0, 4, 8, 16, 20 weeks. Group I. 6 control rabbit underwent spinal arthrodesis at 4 weeks (n=3) and 16 weeks (n=3)

with 4 million cells and MOI of 4. Group II. 6 rabbit underwent spinal arthrodesis at 4 weeks after injection of 108 p.f.u virus

(n=3) and 16 weeks (n=3). Group III. six 109 immunized rabbits, Group IV. six 1010 immunized rabbits, Group V. six 1011 immu-

nized rabbits, underwent spinal arthrodesis at 4 and 16 weeks after injection. Total anti-Ad Ig and neutralizing antibody titer

was measured on the 0. 4. 8, 16, 20 weeks after injection.
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서 론

척추의후외방유합술은척추외과에서가장많이시행

되고 있으나, 적게는 10%, 많게는 4 0 %까지 불유합이보

고되고있다. 이러한시술의유합과정을알기위해가토

를이용한척추후외방유합에대한모델이보고되었다.

또한 최근분자생물학과유전공학의발달로골 대체

물질의개발이되고, 그중 골형성단백질은임상실험중

이며 그의효능이증명되고있다. 이러한골형성단백질

을 유전자를 이용하여직접 생체 내에서 만드는 골형성

유전자에 대한 연구가 매우 활발하며, 차세대 치료법으

로각광을받고있다. 이중세포안에서골형성인자를만

드는 Lim Mineralized Protein-1(LMP-1)을제 5형아데노바

이러스운반체(type 5 adenovirual vector)에실어상기한가

토모델에서척추후외방유합의성공이보고되었다1 5 ).

이때사용하는아데노바이러스운반체(adenoviral vec-

t o r )는포유류의세포에외부유전자발현을시킬수있는

우수한수단이다. 이바이러스운반체의여러가지장점

즉, 정지기에있는세포포함한여러단계의세포에적용

가능함, 많은 양의 유전자 운반이 가능함, 많은 양의 발

현유전자의이식이가능함, 인체의무해함등의많은장

점을가지고있다5 , 1 6 , 1 7 ). 이렇게아데노바이러스운반체는

많은장점이있으나, 유전자치료의이용시삽입유전자

[ t r a n s g e n e ]의 발현 유지 시간이 짧고, 재투입 시에 매우

낮은 transduction 효율의단점도있다. 이는 아데노바이

러스의 항원과 삽입 유전자 항원이 인체에서체액성 면

역, 세포 면역 및 비 특이성 면역을 유발하기 때문이며,

이들이삽입유전자의발현을방해한다6 ).

최근아데노바이러스의면역반응을극복하기위한방

법으로면역내성유도9 ), 아데노바이러스운반체의미생

혈청형전환1 2 ), 제 3세대아데노바이러스제작등의방법

이1 3 )일부효과를얻고있다. 하나면역내성유도와바이

러스의혈청형변화는많은시간과경비가들고, 제 2, 3세

대 아데노바이러스 운반체 제작도 면역 형성을 완전히

제거하지는못하고 있다. 다른 방법으로는 전신적 면역

억제제나면역반응에중요한역할을하는 C D - 4 0에대한

항체를투입하는방법도연구되어효과가보고되고있다
1 0 , 1 8 ). 이러한방법은 기존에아데노바이러스에 대해서면

역력이없는 동물에서는면역 발생을억제할 수는 있으

나, 실제 인간은 약 80% 이상에서이미 아데노바이러스

에대해서항체를가지고있다. 따라서유전자치료가효

과를 얻기 위해서는바이러스에대한 면역력이 있는 동

물에서면역력을극복하는방법이개발되어야하겠다.

저자등은아데노바이러스운반체를이용하여 ex vivo

transfection 시켜서골형성유전자치료를가토에서성공

하였음을보고한바있다1 5 ). 아데노바이러스운반체를체

외에서 transfection 시키는 ex vivo 방법은바이러스가목

표세포에충분히 t r a n s f e c t i o n만된다면세포성면역을피

할 수 있다고 보고되었다1 , 1 1 ). 이렇게 정형외과 영역에서

성공을거두는 ex vivo 방법의아데노바이러스를이용한

유전자치료가 면역학적현상을 극복할 수 있나 알아보

고, 극복할방법을찾기위해서는이에대한면역학적동

물모델을만드는것이꼭필요하다.

이 연구의 목표는 가토에 아데노 바이러스를 정맥 주

사하여 면역력을 유발시키고, 이의 면역학적 영향과 요

추유합에미치는역할을알아보고,동물모델을만들어

추후아데노 바이러스 운반체 의면역학적 문제를 극복

하는데도움이되는데있다.

재료 및 방법

1. 세포 및 바이러스

인간배아신장 2 9 3세포를 Eagle’s MEM에서 5 ~ 1 0 %의

fetal clone III(Hyclone, CA)과 50 ug 겐타 마이신 이용해

서 일렬로 배양 증식하여, Ad5-LMP-1 cDNA의 생성 및

증식에이용되었다. 재조합 5형아데노바이러스를유전
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Results : Group I. All 6 non-immunized rabbits had solid spine fusions at 4 and 16 weeks. Group II. All 3 immunized rabbits

had not spine fusions at 4 weeks and all three had solid spine fusion at 16 weeks. Group III. None of them (n=6) immunized

rabbits had spine fusion at 4 and 16 weeks, but some bone formation was observed at 16 weeks. Group IV, V. None of them

immunized rabbits had bone formation. The anti-Ad5 Ig and neutralizing Ab were detected and peaked at the 4 weeks and

significantly dropped off 16 weeks after injection.

Conclusion : This experiment revealed that a small dose of adenovirus elicited an enough immune response that inhibited the

bone formation. Because majority of human posses the Ab against adenovirus, it will be mandatory to overcome immune

response in adenoviral vector gene therapy.

Key Words : Spine fusion, Lim mineralization protein, Gene therapy



자실기위해서는번식능력이제거했고(▽E1, E3), 제거

된 adenovirus 유전자 대신에 치료 유전자로 L M P - 1

c D N A를 조합하였다(Adeno-Quest Kit, Quantum Biotech-

nology, Quebec, Canada). 모든 유전자는 사이토 메갈로

바이러스 촉진자(cytomegalovirus promotor)에 의해 강제

로 발현되게 재조합 하였다1 1 ). 재 조합된 아데노 바이러

스는 2 9 3세포에서증식되었다. 증식한유전자재조합아

데노바이러스운반체는중합효소연쇄반응( p o l y m e r a s e

chain reaction, PCR)을통하여확인하였다. 아데노바이러

스 농도는 Multiplicity of infection(MOI)와 plaque forming

u n i t ( p . f . u . )를 사용하였고 , MOI는 세포당 p . f . u .이고 1

p . f . u .는대개 10-100 virus particle(v.p.)에해당하였다.

2. Buffy coat 만들기

가토의 귀 동맥에서 3 ml의 혈액을 채취하여 17 ml의

MEM 용액과 20U/ml 헤파린을 추가하여 50 ml 원형 통

에넣고 1500 rpm으로원심분리한다.이후혈장제거후

상층부약 0.5 ml의 buffy coat 층을 사용한다. 이때 세포

의수는단핵임파구(mono nuclear cell)을세어서계산하

여총 4백만 개가 되도록한 다음 여기에 αMEM을 추가

하여총 2 ml가되게한다.

3. 가토을 이용한 실험 계획 및 수술 수기

본원의 동물 위원회에서 승인을 얻은 후, 면역학적으

로이상이없는 30마리의생후 1년몸무게 4.0~4.5 kg 암

컷 뉴질랜드산 백색 토끼(New Zealand White, NZW)을

이용한다. 가토를 각각 케이지(cage)에 1마리씩 넣고 음

식물과물을 공급한다. 이중 6마리는대조 군으로격리

수용하였다. 나머지 24마리 중제 2군 6마리는 1×108의

베타 갈락토스 유전자를 가진 아데노 바이러스( A d 5 -β

Gal)를 정맥 주사하고, 제 3군 6마리는 1×109 Ad5-βGal,

제 4군 6마리는 1×1 01 0 A d 5 -βGal, 제 5군 6마리는 1×

1011 Ad5-βGal을 1 ml PBS에희석하여정맥주사하여제

5형 아데노 바이러스에 대한 면역학적 반응을 야기 시

킨다.바이러스주입 4주와 16주에제 5-6요추후외방유

합술을실시한다.이때수술방법은전에기술한바같이
12)양측으로척추후배근육을벌리고,횡돌기를노출시

킨다 . 이 노출된 횡 돌기를 전기 드릴(Stryker Instru-

ments, Kalamazoo MI)로 피질 골을 제거한다. 이후 4백

만 buffy coat cell에 4.0 MOI로 A d 5 - L M P - 1을 주입하여

2.0 ml을 만든다. 이렇게 만든 재조합 유전자를 형질 도

입(transfection) 시킨 2 ml의 buffy coat를 면역 후 4주군

에서는 우측은 15:85 hydroxyapatite and tricalcium phos-

phate(Integra Lifescience, Plainsboro, NJ) 좌측은 콜라젠

스펀지(Integra Lifescience, Plainsboro, NJ)에 적시여 양

측의 횡 돌기 사이에 놓는다. 면역후 16주에 수술한 군

에서는 하이드록시 아파타이트가 방사선 검사에서 골

형성 여부판별이 어려워서 양측 모두 콜라젠스펀지를

이용하였으며, 가토는 술 후 4주에 희생시켜 촉진, 방사

선, 조직학적으로판정하였다.

4. 아데노 바이러스 총 항체 측정

가토이(耳) 동맥에서바이러스주입전, 4주, 8주, 16주,

2 0주에 약 3 ml의 혈액을 1500 rpm으로 1 0분간 원심 분

리를시키어서혈장을얻어－7 0℃에보관한다. 이혈장

을 1 : 2 0 0으로희석하여아데노바이러스에대한총항체

측정을위해 ELISA(enzyme linked serum immunoassay)을

이용하였다. ELISA는 96 well Maxisoap(Nunc, Rochester,

N Y )에 2×1 08 p . f . u .의 제 5형아데노바이러스를 PBS 이

용 100 ul로만들어각각의 w e l l에 4℃로 8시간에걸쳐부

착시킨다. 각각의 평판을 PBS-0.05% Tween 20(Sigma,

Saint Louis, MO)으로 4차례 씻고, PBS-1% 우 혈장 알부

민(bovine serum albumin; Sigma, Saint Louis, MO)로 1시

간 동안 처리한다. 1:200 희석의 혈장을 각각 정( w e l l )에

첨가후 2시간을배양하고, 상기의방법으로각각 4 차례

세척한다. 알카라인 포스파타제가 부착된 가토에 대한

단일 항체(momoclononal anti-rabbit; Sigma, Saint Louis,

M O )를 PBS-0.5% 우 혈장알부민을 1 : 2 , 0 0 0으로희석후

첨가하여 상온에서 2시간 동안 배양한다. 각각 정을 상

기한바와같이 6차례세척후 50 ul 1% 포스파타제반응

액을 상온에서 2 0 ~ 3 0분 배양하였다 . 이후 405 nm에서

MRX Dynatech Microplate reader(Dynatech, Chantilly, VA)

를이용하여광학밀도(optical density)를측정하였다.

5. 아데노 바이러스 중화 항체 측정

혈장에 존재하는 아데노 바이러스 중화 항체 측정을

위해 형광 물질을 발현하는유전자를 형질도입시킨 사

이토 메갈로 바이러스로 유도된 형광 발현 제 5형 아데

노 바이러스 운반체( A d 5 - C M V - G F P△E 1)을 만들었다. 60

m m의 조직 배양 평판(Nunc, Rochester, NY)에 5×1 05

A293 세포를 2 4시간 배양하였다. 배양액을 제거 후 2 %

FCS+2 mM 글로타민이 첨가된 400 ul 페놀 없는

D M E M ( S i g m a )액을첨가하였다. 여기에 5 MOI의농도로

A d 5 - C M V - G F P△E 1로 세포를 감염시키었다. 여기에 제 5

형 아데노 바이러스로면역력을 만든 가토의 혈장을 5 6

℃로 3 0분간 처리후 1 0- 1, 10- 2, 2×1 0- 2, 4×1 0- 2의 농도로

조직배양평판에 추가하였다. 이후이평판을 3 7℃, 5%

C O2에서 24 시간 배양 후 감염된 세포에서 형광 물질

골 형성 유전자 치료·김학선 외
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(green fluorescent) 발광을 형광 물질 판독기( f l u o r e s c e n t

plate reader;Fluoroskan, Cambridge, UK)를이용 485 nm의

파장에서판독하였다. 이렇게하여표준곡선을정한후

1 : 2 0 0의희석혈장에서시간별항체의량을측정하였다.

6. 방사선 검사

가토의 요추부를 일부 근육과 같이 채취하여 방사선

조사기와 필름의 거리를 90 cm로 하여 촬영하였다. 요

추 유합여부판정은본 연구에직접참가하지 않은 2인

이유합부인접횡돌기와골연결상태로판정하였다.

7. 조직학적 검사

각 군의 동물을 희생시키서 얻은 요추를 10% 중화된

버퍼포르말린에 24 시간처리후 70% 알코올에보관하

였다.이후에단계적으로 95% 와 100% 알코올으로수분

을 제거 후 실렌으로 청결하게 하였다. 이 조직에는 수

술시 착용한 콜라젠과 새로이형성된 골이 포함되어 있

다. 이 조직을 p o l y m e t h y l m e t h a c y l a t e로 함몰( e m b e d d e d )

시키고박절기(microtome, Jung Polycut E, Leica, Defield,

IL) 이용하여 5 um의두께로잘랐다.이조직을 1% 메틸

렌 블루 와 0.3% 기초 푸신으로 염색하였다. 조직은 남

아있는콜라젠과새로형성된골지주를기준으로판단

하였다. 골 지주가 인접해 있는 두 횡 돌기와 연결되어

있는경우유합된것으로판단하였다.

결 과

1. 바이러스면역용량및 시간경과에따른총 항체량

아데노바이러스에대한 NZW 가토의면역반응을상

기한 ELISA 방법을이용하여측정했다.수술전과 4주, 8

주, 16주, 20주 사이에 혈장을 채취하여 면역 글로불린

의 량을 측정하였다 . 항체의 총량 측정을 위해 1 : 1 0 ,

1:100, 1:200, 1:400 희석혈장에서같은방법을사용하여

1:200에서 가장 정비례 곡선을 얻었다. 1:200 희석한 혈

장의항체측정에서면역반응유발을위해많은바이러

스를 정맥 주사 할수록많은 항체가 발견되었고, 1×108

v.p. 면역 시가장작은량의항체, 1×1011v.p. 면역시가

장많은항체가검출되었다.주입한바이러스량에관계

없이 정맥 주입후 4주에 가장 강한 면역학적 반응을 보

였고, 16주 이후 의미 있게 총 항체량이 줄었다(Fig. 1).

이때 측정한 항체량은 광학 밀도로 하였으므로 절대적

인총량은아니고비례적항체의증가를의미한다.

2. 바이러스 면역 용량 및 시간 경과에 따른 혈장 및

buffy coat 중화 항체량

실제 in vivo에서 면역학적으로영향을미치는것으로

추측되는 혈장 및 buffy coat의 작용하는 항체를 아데노

바이러스의 감염력 감소를 기준으로 측정하였다. 일반

세포에 감염시 형광 물질을 발현하는 유전자를 형질도

입시킨 A d 5 - C M V - G F P△E 1을아데노바이러스에가장잘

감염되는 293 세포를감염시키고그의발현방해정도를

측정하였다. 대조군으로 A d 5 - C M V - G F P△E 1을 감염시키

지 않은 293 세포에서는 형질 도입 유전자에 의한 형광

물질의발현이거의없었다. 이에비해바이러스로면역

시키지않은혈장에서는약 3 0 ~ 4 0 %의세포에서형광물

질을 검출할 수 있었다 . 그러나 이러한 표시 유전자

(marker gene, GFP△E 1)의발현은 1×1 08 v.p. 과 1×1 09 v . p .

군 모두에서 1:2,000 희석 혈장에서 까지 50% 이하이었

다. 1:20,000 희석 혈장에서는 양군 모두에서 의미 있는

차이는없었다(Fig. 2). Ad5-LMP-1 cDNA을이용하여골

형성시도는 ex vivo이므로 이때 받는 실제 면역학적영

향을알아보기위하여 buffy coat 에서도같은 실험을하

였다. 1×1 08v.p., 1×1 09v.p. 양군에서는 1:50 희석군에서

는중화항체의영향을받아 표시유전자의발현이 5 0 %

이하이었고, 이에비해 1:500 희석 buffy coat에서도표시

유전자의발현이줄었으나, 50% 이상이었다(Fig. 3).

3. 아데노 바이러스 정맥 주입이 NZW 가토의 척추

유합에 미치는 영향

한 마리 토끼가 마취 후유증으로 수술 후 2일에 죽었

고,나머지 29마리는희생시킬때까지생존하였다.아데

노 바이러스를 주입한 토끼 24마리 전부에서 바이러스

량에일치하는항체및중화항체가검출되었다.

바이러스주입후 4주에시행한요추유합술시행한전

례에서바이러스량에관계없이요추유합을얻을수없

었고, 가장 적은 바이러스( 1×1 08v.p.) 주입한 2군에서만

소량의골형성을관찰할수있었다. 이때유합여부의판

정은실험자가가토의요추를적출후손으로움직이어서

양측횡돌기사이의움직임을관찰할수없고, 방사선검

사와 조직학적 검사에서 근위부와 원위부 횡 돌기까지

형성된골이연결되어있는것이같이관찰될때유합으

로판정하였다. 바이러스주입후급성면역반응이감소

한면역 1 6주후에수술을시행한군중가장적은바이러

스 주입군인 2군( 1×1 08v . p . )에서는 요추 유합을 얻을 수

있었다. 그 외에도바이러스주입이적은 3군( 1×1 09v . p . )

및 4군( 1×1 01 0v . p . )에서는골형성의흔적을찾을수 있었
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으나, 가장많은바이러스로면역반응을유발시킨 5군( 1

×1 01 1v . p . )에서는 면역 1 6주에도 골형성이 전혀 관찰 할

수없었다. 이는아데노바이러스총항체와중화항체의

량과일치하는결과이었다(Table 1, Fig. 4~6).

고 찰

이 연구의 기본적인 가설은 모든 지금까지 유전자 치

료에 사용되는 아데노 바이러스 운반체는 면역학적 영

향을 많이 받으나, Ad5-LMP-1 cDNA을 이용한 요추 유

합의 유전자 치료는 ex vivo 유전자 치료이므로, 기존의

유전자 치료보다면역학적 반응에 의한 방해를 적게받

을것이라는가정이다.이러한가정을하게된또하나의

이유는 척추후외방은 대부분 근육으로 둘려 싸여있으

므로,항체와임파구등이타기관에비해,예를들어폐,

간장등, 농도가낮을것이라는것이다3).

인간은 실험실에서 흔히 사용하는 동물인 백서보다

골재생능력이매우떨어지므로,백서에서얻은유전자
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Fig. 1. Kinetics of adenovirus specific antibody response
according to viral dose and time sequence. NZW rabbit
were immunized with i.v. injections of non-virus, 1×
1 08, 1×1 09, 1×1 01 0, 1×1 01 1v.p. of Ad5-ßGal(CMV
promotor). At the indicated times after administration,
serum anti-adenovirus immune globulin were mea-
sured. Era bars indicated the standard deviation of the
mean(n=5).

Fig. 2. Inhibitory effects of immune-rabbit sera on adenovirus
mediated in vitro infectivity. A293 cell were infected
with Ad5-CMV-GFP△ E 1 at an 10 particle per
unit(p.f.u.) per cell(10 M.O.I.), in the presence of serial
dilution of serum, and the fluorescence emission at 538
nm recorded after infection. Titers are compared to the
GFP fluorescence relative to the total recorded in
absence of serum. The number of % GFP fluorescence
infected with adenovirus with immunized sera was sig-
nificantly smaller than that infected with adenovirus
with non-immunized sera in 1:50, 500, 2,000 dilution.

Fig. 3. Inhibitory effects of immune-rabbit buffy coat on an
adenovirus mediated in vitro infectivity using same
method of figure 2. The number of % GFP fluores-
cence infected with adenovirus with immunized buffy
coat was significantly smaller than infected with aden-
ovirus with non-immunized buffy coat in 1:50 dilution
in 1×1 08 Ad5-ßGal and 1×1 09 A-5ßGal. However,
there was no significant difference between 1:500 dilu-
tion in 1×1 08 Ad5-ßGal and 1×1 09 ßGal immunized
buffy coat.

Table 1. In vivo spine fusion rate in the NZW rabbit according to viral doses and time sequence.

Immune Immune 4 weeks Immune 16 weeks

Group I (n=6) Non 3/3 fused (+++) 2/2 fused (+++)
Group II (n=6) 1×108v.p 0/3 fused (+?) 3/3 fused (++)
Group III (n=6) 1×109v.p 0/3 fused (–) 0/3 fused (+)
Group IV (n=6) 1×1010v.p. 0/3 fused (–) 0/3 fused (+?)
Group V (n=6) 1×1011v.p. 0/3 fused (–) 0/3 fused (–)

+++: Good bone growth, ++: moderate bone growth, +: Some bone growth, –: Absolutely no bone.



치료의 결과를 바로 인간에게 적용하기는 어려우므로

저자 등은 실험 동물로성공률이 인간과 비슷한 가토를

사용했다 . 또한, 저자들은 이미 가토를 이용하여 요추

유합 모델 및 유합률, 유합 시 유전자 발현에 대하여 연

구보고한바가있다12).또한저자들은같은모델을이용

하여 Ad5-LMP-1 cDNA을이용한유전자치료로가토에

서 1 0 0 %의 척추 유합을 보고한바 있다1 5 ). 그러나, 80%

이상의 사람은 제 2, 5형의 아데노 바이러스에 이미 면

역력을 가지고 있으므로, 사람에게 아데노 바이러스 운

반체를이용한처음유전자치료시도는,동물에서는같

은 종류 아데노 바이러스로면역력은 만든 동물에게 시

도하는 것과 같다10). 저자들이 시행한 ex vivo 형태의 유

전자치료는 in vivo 보다면역학적영향을적게만을것

으로추측되나16), 실제영향을직접평가하는것이꼭필

요할것으로추측된다.

실제바이러스가생체내에들어갈때크게체액면역,

세포 면역 와 비 특이성 면역이 작용한다. 이때 세포성

면역은바이러스항원에감작된임파구가, 비특이성면

역반응은간장의쿠퍼세포나 killer 세포등이관계하나

후자의 2 가지 면역 반응은 바이러스에이미 감염된 세

포에 작용하려면 최소 수일 내지 수주가 소요된다5 , 1 6 , 1 7 ).

저자들의 발표하지 않은 연구 자료에 의하면 L M P - 1의

발현은 2 ~ 3일만 지속하면 골형성과 골 유합을 이룰 수

있으므로, 본저자들의유전자치료에서문제가되는것

은체액면역반응이다. 바이러스를중화시키는중화항

체가혈장, 특히 buffy coat 내에존재하는경우가가장큰

영향을 미칠 것을 추측 할 수 있다. 따라서 저자들의 면

역학 반응의 분석은 아데노 바이러스 항체 특히, buffy

coat 안의 중화 항체에 집중하고이의 량과 골형성의 량

과의관계를분석하였다.

학자들이 실험 동물로 가장 많이 사용하는 백서

( C 5 7 B L / 6 )는 아데노 바이러스에 대한 면역학적 반응은
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Fig. 4. Comparison of plain radiography 4 weeks after immunization according to immunized viral doses. A is the 1×108v.p. immu-
nized rabbit, B 1×109v.p., C 1×1010v.p., D 1×1011v.p. Generally, the bone formation were not observed and small bone for-
mation could be observed at the 1×108v.p. immunized rabbit. It represents that recent any viral doses effect strong inhibition
in bone formation.



유발 2주후에최고이고, 이후감소한다3 ). 원숭이는유발

후 5 ~ 2 0주 사이가 최고4 ), 사람은 3 0일~ 1년 사이가 가장

높은항체를보유한다7 ). Turner 등1 4 )은 NZW 가토의면역

학적 현상을 연구한바가토의 면역학적반응은 유발 후

7 - 2 8일사이가최고조에달했다가점차떨어진다보고하

였다. 백서에서 1×1 08v . p .이 충분한면역 반응을야기함

이 보고되었고, 사람에서는 1×1 09p . f . u (종류에 따라 1×

1 01 0－1×1 01 1v . p . )의 바이러스 용량이 충분히 많은 면역

반응을 일으킴을 고려시 가토에서 1×1 09v . p .이 실제 인

간이감기걸린경우와비슷한정도의면역반응을일으

킴을추측할수있다7 , 8 ). 따라서각동물간의차이를고려

시사람에게 a d e n o v i r u s의면역반응이최고인때는가토

에서 주입후 약 4주이고, 사람의 감기와 비슷한 정도의

바이러스주입량은 1×1 09v.p. 임을 알 수 있다. 본 연구

에서 아데노 바이러스에대항 총 면역 글로불린의량은

주입후 4주에최고조에달했다가 1 6주이후부터급격히

감소하는것을보여추측한대로이었다. 또한혈장내중

화항체량도총아데노바이러스면역글로불린량과일

치하였다. 저자들의 방법으로 buffy coat을 만드는 경우,

산술적으로혈장의약 5 0배희석이나, 중간에원심분리

시키므로 항체의 침착을 감안하면 5 0 ~ 5 0 0배 희석으로

추측할 수 있다. 놀랍게도 2군, 3군에서 모두 1:50 희석

buffy coat 안에서아데노바이러스운반체는 50% 이상의

감염력을소실하였다. 이는본유전자치료가 ex vivo 임

에도불구하고혈장중의극소수중화항체가아데노바

이러스의감염력에매우큰영향을미침을시사한다.

수술후마취의합병증으로죽은 1 마리를제외한대조

군 5마리 전부에서 요추유합을 얻을 수 있었음은 A d 5 -

LMP-1 cDNA가 우리가사용한방법으로요추유합을시

킴을증명한다. 하나, 면역반응이최고조인4주후에수술

한전군에서, 가장소량의바이러스( 1×1 08v.p.) 주입한2군

포함한면역시킨전(全)군에서요추유합을얻을수없었

다. 이는적은량의바이러스도유전자치료를방해할만

큼의충분한면역력을야기 시킴을증명한다. 또한면역
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Fig. 5. Comparison of plain radiography 16 weeks after immunization according to immunized viral doses. A is the 1×108v.p. immu-
nized rabbit, B 1×1 09v.p., C 1×1 01 0v.p., D 1×1 01 1v.p. Generally, the more bone formation were observed in small viral
doses(A, B) It represents that large viral doses effect more strong inhibition in bone formation.



반응이감소된 1 6주 후(인간으로추론하면 1년 후), 에도

가장 소량의바이러스주입군인 2군을 제외하고는요추

유합을얻을수없었다. 다만, 주입한바이러스량이비교

적적은 3군과 4군에서는소량의골형성을관찰할수있었

다. 이러한골형성결과는총아데노바이러스면역글로불

린의량과일치하는것이어서본유전자치료에면역학적

영향을미치는면역학적이유가체액성면역반응이고그

중특히 buffy coat 안의중화항체임을알수있었다 .

결 론

토끼( N Z W )에서 1×1 08v.p. 이상의 아데노 바이러스

주입은 심한 면역학적 반응을 일으키었으며, 이는 골형

성 유전자 치료를 방해하기에 충분하였다. 인간에게서

아데노 바이러스 전달체를 이용하여 뼈를 만드는 유전

자 치료가성공하려면, 80% 이상의인간이가지고 있는

아데노바이러스의면역반응을극복할수있는방법을

찾아야 하며, 면역 반응은 항체의 량(중화 항체의 량)과

일치하므로,중화항체의극복이 Ex vivo 유전자치료의

핵심이될것으로시사된다.
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Fig. 6. Comparison of histology at 4 weeks and 16 weeks after immunization in 1×108 Ad5-ßGal immunized group II. Left figure is
the histology of 4 weeks after immunization. Right figure is the histology of 16 weeks after immunization. The lots of bone
formation were observed in left, but right. It represents that time sequence blunted the impact of immune reaction.
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연구계획 : 아데노 바이러스 벡타는 포유류의 세포에 외부 유전자 발현을 시킬 수있는 우수한 수단이다. 이러한 아

데노바이러스운반체는많은장점이있으나,유전자치료의이용시면역학전반응때문에형질유전자의발현유지

시간이짧고,재투입시에매우낮은 transduction 효율을보인다.면역학적연구를위해가토를이용한면역학적모델

을만들고자한다.

연구목표 :가토에아데노바이러스를정맥주사하여면역력을유발시키고,이의면역학적영향과요추유합에미치

는 역할을 알아보고 그의 동물 모델을 만들어 추후 아데노 바이러스 운반체의 면역학적 문제를 극복하는데 도움이

되고자한다.

재료 및 방법 :면역학적으로이상이없는 30마리의생후 1년몸무게 4.0~4.5 kg NZW을이용한다.가토를각각케이

지(cage)에 1마리씩 넣고음식물과 물을공급한다. 이중 6마리는 대조군으로격리 수용하였다. 나머지 24마리 중제

2군 6마리는 1×108의 베타 갈락토스유전자를 가진 아데노 바이러스(Ad5-βGal)를 정맥 주사하고, 제 3군 6마리는 1

×109 Ad5-βGal, 제 4군 6마리는 1×1010 Ad5-βGal, 제 5군 6마리는 1×1011 Ad5-βGal을 1 ml PBS에희석하여정맥주사

하여 제 5형 아데노바이러스에 면역학적 반응을 야기 시킨다.바이러스 주입 4주와 16주에 제 5-6요추후외방 유합

술을실시한다. 바이러스의총항체, 중화항체및척추유합여부를평가한다.

결과 :면역반응유발을위해많은바이러스를정맥주사할수록많은항체가발견되었고, 1×108v.p. 면역시가장작

은 량의 항체, 1×1011v.p. 면역 시 가장 많은 항체가 검출되었다. 주입한 바이러스 량에 관계없이 정맥 주입후 4주에

가장 강한면역학적 반응을보였고, 16주 이후의미 있게총 항체량이줄었다. 1×108v.p., 1×109v.p. 양군에서는 1:50

희석군에서는중화항체의영향을받아표식유전자발현이 50% 이하이었다.이에비해 1:500 희석 buffy coat에서도

표식 유전자 발현이 줄었으나, 50% 이상이었다. 바이러스 주입 후 4주에 시행한요추 유합술에서 바이러스 량에 관

계없이전군에서요추유합을얻을수없었고,가장적은바이러스(1×108v.p.) 주입한 2군에서는소량의골형성을관

찰 할수 있었다. 면역 16주후에 수술을 시행한군중 가장 적은바이러스 주입군인 2군에서는 요추 유합을 얻을수

있었다. 그 외에도 바이러스 주입이 적은 3군 및 4군에서는 골형성의 흔적을 찾을 수 있었으나, 가장 많은 바이러스

로면역반응을유발시킨 5군에서는면역 16주에도골형성이전혀관찰할수없었다.

결론 :토끼(NZW)에서 1×108v.p. 이상의아데노바이러스주입은심한 면역학적반응을일으키었으며,이는골형성

유전자치료를방해하기에충분하였다.

색인단어 : 척추유합, 원형성단백질, 유전자치료
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