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서    론

정상적인 상처회복과정은 염증 반응, 육아조직의 형성, 

신생 상피세포와 신생혈관 형성 등 3가지 단계로 이 기전들

이 적절히 이루어졌을 때 완전 치유가 가능하지만 당뇨병성 

족부궤양 환자들의 경우 이들 모든 기전에 장애가 있어 정

당뇨병성 족부궤양 유전자 치료를 위한 새로운 Epidermal Growth Factor 

(EGF) 플라스미드 클로닝
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 Abstract

Background: Epidermal Growth Factor (EGF) is one of the important growth factors involved in the 

epithelialization during cutaneous wound healing. Peptide EGF has been used for the treatment of diabetic 

foot ulcer. But the inferiority of cost-effectiveness and the inconvenience of daily application might have 

restricted its wide clinical usage. EGF gene therapy could dramatically improve the efficacy and 

inconvenience through long-term expression and bypassing the EGF degradation by hostile non-specific 

proteinases expressed in the wound bed. 

Methods: EGF DNAs were amplified via PCR. For the more effective secretion from the transfected cell, we 

inserted furin cleavage site into EGF plasmids. The efficacy of novel plasmid pβ-EGF was verified by 

transfection into the various animal cell lines, and the biologic potency of expressed EGF was confirmed via 

phosphorylation of PI3K and GSK3β by Western blotting.

Results: We tested various kinds of human EGFs. One of the human EGF isoforms, EGF828 including a 

membrane-anchoring domain was successfully released as the mature EGF protein in the cell culture media. 

Also EGF plasmid including furin cleavage site showed more than 2-fold increased EGF expression compared 

with the sequence without furin cleavage site. 

Conclusion: In conclusion, these findings suggest that mature EGF could be released easily out of cells by 

modifying EGF DNA sequence. Our novel EGF plasmid DNA could markedly increase the efficiency of 

non-viral gene therapy for diabetic foot ulcer. (KOREAN DIABETES J 32:131~140, 2008)
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상인들보다 혈관생성이나 육아조직의 형성이 매우 늦어짐으

로써 2차 감염에 의해 최악의 경우 절단을 해야 하는 경우

가 발생한다. 심각한 보건학적 및 경제적 문제를 야기할 수 

있는 당뇨병성 족부궤양을 효과적으로 치료하기 위해 많은 

연구가 진행되고 있으며, 그 중에서 성장 인자를 이용한 치

료법이 활발히 연구되어 지고 있다. 

성장 인자(Growth factor)는 다양한 세포들의 활성을 유

도함으로써 악성 또는 만성의 상처 치료에 있어 가능성을 

열어 주었다. 성장 인자는 치료과정에서 세포의 분열과 이

동, 신생혈관생성 등 세포활성에 필요한 많은 요소들을 조

절한다. 이러한 과정에 관련된 성장 인자들로는 epidermal 

growth factor (EGF), platelet derived growth factor 

(PDGF)
1,2), fibroblast growth factor (FGF)3,4), keratinocyte 

growth factor (KGF)
5-8), transforming growth factor-β 

(TGF-β)2,4,9), granulocyte colony stimulating factor (G- 

CSF)10,11), vascular endothelial growth factor (VEGF)12,13) 

등이 있다.

EGF는 1962년 쥐의 침샘에서 가장 처음으로 발견되었으

며 사람의 EGF (human EGF: hEGF)는 1975년에 분리되었

다
14,15). Mature EGF는 53개의 아미노산으로 구성되어 있으

며 3개의 이황산 결합을 이루고 있다
16,17). 상처가 치료되는 

과정에서 EGF의 역할은 상피세포와 섬유아세포에 있는 

EGF 수용체와 결합하여 혈소판, 대식세포, 단핵세포 등의 

활성화에 관여하는데, 이로써 상피세포의 증식, 분화와 신생

혈관 형성, 많은 세포주에서 DNA, RNA, protein 합성과 같

은 다양한 생물학적 현상들을 일으켜 상처 회복 과정을 향

상시킨다
18-20). 다양한 이전의 결과들을 토대로 EGF가 피부 

상처 치료에 큰 효과가 있음을 확인하였고21-23) DNA의 재

조합 기술을 통하여 단백질을 합성하여 현재 임상에서 사용

하고 있다
21). 하지만 재조합 EGF 단백질을 상처 부위에 도

포하는 방법은 상처 내부로 침투되기 전에 상처 부위에 과

도하게 발현되는 비특이적 matrix metalloproteinase들에 의

해 대부분의 EGF 단백질들이 분해 되어 EGF 기능의 효율

성이 떨어지고, 이를 극복하기 위해 보다 많은 양의 도포가 

필요하다. 아울러 상처에서 장시간 생물학적 활성을 유지하

기 위해 매일 상처 부위에 도포해야 하는 불편함을 감수해

야 한다. 

이를 보완할 수 있는 방법으로 최근 유전자 치료가 많은 

각광을 받고 있다. 유전자 치료는 상처에 DNA를 직접 투여

하여 상처부위의 세포들에서 장시간 안정적으로 필요한 단

백질을 발현시켜 상처 치유효과를 효율적으로 증진 시킬 수 

있다. DNA를 세포 내로 전달하는 기술적 방법에 따라 유전

자 치료는 크게 바이러스 전달체(viral carrier)를 사용하는 

방법과 비바이러스 전달체(non-viral carrier)를 사용하는 것

으로 나눌 수 있다. 비바이러스 유전자 치료 방법은 바이러

스 전달체 방식이 가진 생물학적인 위험과 부작용들을 최소

화 할 수 있고, 대량생산 및 운송과 보관이 용이하다는 장점

들이 있는 반면 유전자 전달 효율이 현저히 낮다는 단점이 

있다. 비바이러스 유전자 치료 방법의 효율을 높이기 위해 

많은 연구들이 이루어지고 있는데, 이들 중에서 비바이러스 

유전자 치료 시 필수적으로 사용하게 되는 플라스미드 

DNA의 구조를 개량함으로써 현저히 효율을 증대시킬 수도 

있음이 알려져 있지만 기술적인 난점들 때문에 많은 연구들

이 이루어지지는 않고 있다.  

1994년 Cytomegalovirus promoter와 human growth 

hormone (hGH) secretory signal peptide를 붙인 mature 

EGF sequence 플라스미드 DNA를 사용한 피부 상처 유전자 

치료 연구가 보고되어 있었다
21). 저자들은 Cytomegalovirus 

(CMV) promoter 보다 보편적으로 효율이 더 높으면서 동

물세포들에서 보다 광범위한 활성을 가진 chicken beta 

actin promoter를 사용하고 다양한 human EGF isoform들

을 모두 확인하여 가장 효율적인 isoform을 선택하였으며, 

재조합 단백질의 세포 내 ER trafficking을 극복하기 위해 

furin cleavage site를 넣어 더 많은 단백질이 쉽게 분비될 

수 있는 플라스미드를 새로이 제작하여 비바이러스 유전

자 치료에서의 효과를 더욱 개선시키고자 본 연구를 진행

하였다.

재료 및 방법

1. 세포 배양

Human Embryo Kidney (HEK) 293, NIH3T3, 그리고 

A549 세포는 Dulbecco's Modified Eagle Media (DMEM) 

(Gibo, CA)에서, Chinese Hamster Ovary (CHO) 세포는 

F-12 Coon's modification 배지(Sigma, CA)에 배양하였다. 

모든 세포주들은 37℃, 95% 공기와 5% CO2 상태에서 10% 

우태아 혈청(Gibco, CA)에서 유지시켰다.

2. EGF 클로닝

Human EGF DNA는 홍콩대학교 Dr. Siu-Yuen Chan에

게서 기증 받아 클로닝을 하였다. Human mature EGF 플

라스미드를 이용하여 pβ-EGF159와 pβ-Furin EGF159를, 

Human Full length EGF를 이용하여 pβ-EGF828과 pβ-furin 

EGF828를 클로닝하였다. Primer sequence는 Table 1에 정
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리하였다. PCR premix (Invitrogen, CA)를 사용하여 먼저 

EGF
159는 95℃에서 10분간 변성을 시킨 후 94℃에서 30초 

변성, 57℃에서 결합, 68℃에서 확장을 30사이클, 68℃에서 

7분간 더 확장한 다음 PCR 생성물을 얻고, Furin EGF159는 

94℃에서 30초 변성, 40℃ 결합, 68℃ 확장 후 PCR 생성물

을 얻었다. EGF828은 2개의 부분으로 나누어 얻었다. 1. signal 

peptide, 2. Mature EGF부분에 transmembrane domain과 

cytoplasmic domain를 붙였다. 먼저 Full length EGF에서 

signal peptide (56℃ 결합)와 transmembrane domain과 

cytoplasmic domain (56℃ 결합)를 분리해내고 변성과 확장

은 앞의 PCR 생성물을 만드는 조건과 동일하게 하였다. 이

렇게 분리해 낸 PCR생성물은 다시 mature EGF와 반응 시

켜 EGF
828과 Furin-EGF828를 만들었다.

3. pβ-EGF 플라스미드를 이용한 대장균 DH5α의 형질

변환

각각 만들어진 생성물들과 pβ-vector를 EcoRⅠ, NotⅠ제한

효소로 처리한 후 T4 DNA ligase (Bioneer, Daejeon, Korea)

를 사용하여 4℃에서 16시간 동안 ligation을 하였다. Ligation

된 플라스미드를 DH5α (Invitrogen, CA)에 transformation을 

42℃에서 90초간 반응 시킨 후 1시간 37℃ 배양기에서 키

웠다. 항생제가 포함된 고형배지에서 overnight 키운 후 

mini-prep kit (Qiagen, CA)를 이용하여 플라스미드를 정제

하고 플라스미드를 확인하기 위해 EcoRⅠ, NotⅠ(DCC 

-bionet, Gyunggido, Korea)으로 자른 1% Agarose gel에서 

전기영동 한 다음 SL-20 DNA Image Visualizer (Seoulin 

Scientific Co., Ltd.)를 이용하여 확인하였다.

4. In vitro Transfection

6-well plate를 사용하여 각각의 세포를 면적의 80%가 

되도록 배양하여 24시간 후에 세포가 안정화 되면 

transfection을 수행하였다. transfection을 하기 전에 serum

이 없는 배지에 1시간 배양시켰다. Transfection reagent로 

Branched-PEI (Sigma, MO)를 사용하였고 DNA 양은 10 

ug, DNA/BPEI의 조건은 Nitrogen/Phosphate 비율을 5로 

하였다. DNA/BPEI 복합체를 30분간 실온에서 반응 시킨 

뒤 세포에 넣고 5시간 배양한 뒤에 10% 우태아 혈청이 포

함된 배지로 바꾸어 주고 48시간 키운 뒤 배지는 e-튜브에 

보관하고 세포는 PBS로 한번 씻어주고 mammalian tissue 

lysis/Extraction reagent (Sigma, MO)를 이용하여 단백질만

을 분리하였다.

5. EGF 단백질을 정량하기 위한 ELISA 실험

EGF 단백질의 양은 Quantikine human EGF ELISA kit 

(R&D, MN)를 사용하여 측정하였다. 샘플을 well당 200 

uL를 가한 후 2시간 실온에서 반응 시킨 뒤 wash buffer로 

3번 씻고. EGF conjugate 200 uL를 넣고 1시간 실온에서 

반응 시킨다. 또 wash buffer로 3번 씻고 substrate solution 

200 uL를 넣은 다음 색의 변화를 관찰한다. 30분 뒤 stop 

solution 50 uL를 넣고 450 nm에서 흡광도를 측정하였고, 

540 nm 파장에서 각각 보정하였다. 모든 실험은 Student 

t-test로 유의성을 평가하였다.

6. 발현된 EGF의 생물학적인 활성 측정

NIH3T3 세포를 사용하여 EGF 단백질을 세포 배양액 내

로 발현시키고 발현된 EGF가 포함되어 있는 세포 배양액을 

사람의 폐암세포이며 EGF 수용체가 많이 있는 A549 세포

에 첨가하여 분자생물학적 변화를 Western blot으로 확인하

였다. A549세포를 PBS로 한번 씻어주고 lysis buffer로 단

백질만을 분리해 4℃에서 12000 rpm으로 10분간 원심분리

를 하여 상층액만을 분리해 내고 BCA kit로 단백질을 정량

한 다음 Western blotting을 한다. 10% 또는 12% SDS 

page를 사용하였고 단백질 양은 한 well당 30 ug을 로딩하

였다. PVDF membrane에 transfer를 한 다음 5% Skim 

milk/0.1% TTBS (Tris-base 2.42 g, NaCl 8 g, Tween 20 

1 mL)로 blocking을 하고 1차 antibody, PI3K와 GSK3β 

(Cell Signaling, MA)를 4℃에서 overnight 반응시킨다. 

Rabbit 2차 antibody (Bio-Rad, CA)는 실온에서 1시간 반

응시키고 AP-conjugated substrate kit (Bio-Rad, CA)를 이

용하여 발색시킨다.

Table 1. Primer sequences used for human EGF Cloning

Primer (5' → 3')

Furin sequence ATGCGGGGACGGCGG 

Mature EGF-Forward CCGAATTCATGCTCACTCTTATC

Mature EGF-Reverse AAAAGCGGCCGCTCACTGCGTCTCCATTTG

EGF-Forward AATAGTGACTCTGAATGTCCCCTG 

EGF-Reverse GCGCAGTTCCCACCACTTCAG
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결    과

1. pβ-EGF 유전자 클로닝 

사람의 염색체 내에 있는 EGF 유전자는 N 말단부터 signal 

peptide, prepro-region, mature EGF, 그리고 transmembrane 

domain과 cytoplasmic domain (membrane-anchoring 

domain)으로 이루어져 있다(Fig. 1). 세포 내의 단백질 합성 

과정에서 EGF 단백질은 827개의 아미노산으로 전환되어 

세포 밖으로 분비되면서 단백질 가수분해 과정을 거쳐 53개

의 아미노산만을 가지는 6 kDa 크기의 mature EGF 단백질

이 만들어진다
24,25). 우리는 6 kDa의 mature EGF에 해당하

는 mature EGF (159 bp)와 여기에 membrane-anchoring 

domain이 포함된 EGF (828 bp)를 만들어 두 플라스미드의 

차이점을 보고자 하였다. 또 강력한 promoter의 사용시 흔

히 나타나는 재조합 단백질의 ER에서의 막힘 현상을 극복

하기 위해 furin cleavage site를 넣었다(Fig. 1B, 1D). 

Vector는 in vitro 및 in vivo에서 일정한 발현 정도를 보이

는 chicken β-actin promoter가 포함된 pβ-vector를 사용하

였다. 우선 클로닝을 하기 위해 pβ-vector의 multi-cloning 

site를 관찰하여 vector에는 존재하지만 EGF sequence에는 

없는 EcoRⅠ과 NotⅠ제한효소를 처리한 후 pβ-vector와 

EGF 유전자를 ligation하여 플라스미드를 분리해 냈다. 완

성된 플라스미드들은 EcoRⅠ과 NotⅠ제한효소로 확인하였

다(Fig. 2).

2. EGF 단백질의 발현

클로닝된 EGF 플라스미드가 다양한 세포주에서 발현이 

되는지 확인하기 위하여 HEK 293, CHO, NIH 3T3 세포주

에 각각 transfection한 다음 배지와 세포를 용해시켜 얻은 

단백질을 분리해 내어 Human EGF ELISA kit를 이용하여 

EGF 발현을 확인하였다. 그 결과, EGF
159는 단백질이 세포 

내에서만 존재하지만 반면 EGF828는 세포 내에서 만들어진 

EGF가 세포 밖으로 배출됨을 관찰할 수 있었다(Fig. 3). 또

한 furin cleavage site가 포함된 EGF
828의 경우 포함되지 

않은 EGF828보다 더 많은 EGF 단백질을 발현시키는 것을 

볼 수 있었다. 특히 HEK 293 세포주에서는 furin site의 존

재 유무에 따라 발현율이 2배 정도의 차이를 보였다(Fig. 

3A). 따라서 EGF는 EGF 유전자에 membrane-anchoring 

domain을 가지고 있어야만 세포 밖으로 단백질을 배출될 수 

있으며 furin site는 세포에서의 발현을 더욱 높일 수 있음을 확

인 할 수 있었다.

3. 과발현 시킨 EGF 단백질의 생물학적 기능

과발현 시켜 세포 밖으로 배출된 EGF 단백질이 내생의 

EGF 단백질과 같은 생물학적 기능을 가지는 확인하기 위하

여, EGF가 EGF 수용체와 만나 신호가 활성화될 때 인산화

의 영향을 받는 하계 신호전달 물질인 PI3K와 GSK3β의 변

화를 Western blotting으로 관찰하였다26). A549 세포주는 

Human Lung Carcinoma 세포주로 EGF 수용체가 과량으

로 발현되어 있어 EGF 단백질의 기능을 알아보기에 가장 

Fig. 1. EGF structures. Original EGF sequence is composed signal peptide, prepro region, mature EGF, transmembrane 

domain (TM), and cytoplasmic domain (CP). Only mature EGF sequence (EGF159) (A) and mature EGF included Furin site 

(Furin-EGF159) (B). EGF excluded prepro region in full-length EGF (EGF828) (C) and EGF828 included Furin site (D).
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A

◀ pβ-vector

◀ EGF
159

 

B

◀ pβ-vector

◀ Furin-
 EGF159  

C

◀ pβ-vector

◀ EGF
828

  

D

◀ pβ-vector

◀ Furin-
 EGF828

Fig. 2. pβ-EGF plasmid cloning. EGFs and pβ vector including chicken β actin promoter was cut by EcoRⅠ and NotⅠ 

restriction enzyme and ligased with T4 DNA ligase. Completed plasmids re-confirmed by EcoRⅠ and NotⅠ enzymes. pβ

-vector size is 4.0 kbp. pβ-EGF159 (A) and pβ-Furin EGF159 (B). pβ-EGF828 (C) and pβ-Furin EGF828 (D).

A

  

B

C

Fig. 3. EGF expression in diverse cell lines. EGF plasmid containing furin site in N-terimal and cytoplasmic domain and 

transmembrane domain in C-terminal highly increased released hEGF protein in culture medium in HEK293 cells (A), 

CHO cells (B), and NIH3T3 cells (C).
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적합한 세포주라고 생각하여 선택을 하였다. A549 세포주

의 배지와 같이 사용되는 NIH3T3 세포주에 furin-EGF828를 

transfection하여 48시간 뒤 배지만을 분리해 내어 A549 세

포주에 2, 5, 10, 15, 그리고 30분 반응을 시켰다. 그 결과 

PI3K는 2분에서 인산화가 가장 높았고 시간이 지날수록 점

점 감소하였다(Fig. 4A). GSK3β의 경우는 인산화가 점점 

증가하다가 10분에서 가장 높았고 그 뒤 점차 감소하였다

(Fig. 4B). PI3K와 GSK3β의 인산화되는 과정에서 시간에 

차이를 보이는 것은 PI3K는 EGF 신호가 활성이 될 때 처

음으로 인산화가 일어나는 단백질이며 GSK3β는 PI3K, 

PDK, PKB 등의 단백질을 거쳐 인산화가 일어남으로 그 차

이를 보일 수 있다. 이로써 pβ-EGF828를 통해서 발현된 

EGF는 내생의 EGF와 같이 생물학적으로 적절한 기능을 

보임을 본 실험에서 확인하였다.

고    찰

EGF 수용체의 신호전달은 정상 세포뿐만이 아니라 악성

종양 세포에서 세포의 성장, 분화, 운동성 등을 조절하는데 

중요한 역할을 한다. EGF 수용체의 신호 전달이 비정상적

으로 활성화되면 종양형성, 전이, 혈관 생성 등에 관여하여 

암을 일으키거나 더욱 악화시킨다
27-29). 그러나 당뇨병성 족

부궤양같이 혈관생성이나 대식세포, 단핵세포들의 활성이 

떨어져 있는 세포에 어느 일정 시간 동안만 EGF 수용체의 

신호전달을 활성화 시켜주면 정상 세포나 악성 종양 세포와 

달리 표피의 재생성과 신생혈관 생성을 적절하게 증가시켜 

치료효과를 볼 수 있다. 

EGF 수용체는 tyrosine kinase 수용체이며 ErbB-1 (EGFR), 

ErbB-2 (HER2), ErbB-3 (HER3), ErbB-4 (HER4)로 나뉜

다. 이들 수용체 리간드로는 EGF, TGF-alpha, Heparin-binding 

EGF, amphiregulin, epigen, neuregulin-1 등이 있다
30-34). 

이중 EGF는 ErbB-1 수용체에만 결합하여 신호전달을 활성

화 시키는 리간드이다. EGF는 총 829개의 아미노산 중에 분

리 과정을 통해 53개 아미노산(mature EGF)만이 신호전달에 

영향을 주게 된다. 그렇다고 mature EGF sequence만이 중요

한 것은 아니다. 보고에 따르면 full-length EGF sequence 중에 

membrane-anchoring domain이 존재하지 않을 경우에는 EGF

가 세포 밖으로 배출되지 않음이 증명되어 있다
35-37). 또한 2000

년에 EGF 고유의 membrane-anchoring domain이 아닌 

HB-EGF의 membrane-anchoring domain을 붙였을 경우에

는 EGF가 plasma membrane이 아닌 nuclear membrane에 

존재한다고 보고된 바 있다
38). 본 연구에서도 EGF159는 세

포 내에서만 발현이 되는 반면 EGF
828만 세포 밖으로 EGF 

단백질이 배출되는 것을 볼 수 있었는데 이는 membrane 

-anchoring domain이 EGF 단백질의 plasma membrane으

로 이동함에 있어 도움을 줌으로써 세포 밖으로 배출됨에 

매우 중요한 역할을 가지고 있음을 확인할 수 있었다. EGF

가 세포 밖으로 배출되는 과정이 중요한 이유는 autocrine/ 

paracrine으로써 자기 자신뿐만이 아니라 이웃하는 세포에까

지 영향을 주어 그 효과를 더욱 증가시킬 수 있기 때문이다.

Furin은 Arg-X-Lys-Arg sequence를 가지며 autocatalytic 

cleavage가 더 활발하게 작용을 하여 소포체에서의 단백질 

전송을 높여 준다
39,40). 그래서 우리는 EGF159, EGF828에 

furin cleavage site를 더 추가하여 발현율의 변화를 관찰해 

보았다. 그 결과 furin site가 포함되지 않은 플라스미드보다 

A

    

B

Fig. 4. Biological function of soluble hEGF protein in A549 cell. Cells were treated with 70 pg/mL EGF for a variety 

of time prior to extraction. Phosphorylation of GSK3β and PI3K was determined in immunoblot. After treated EGF, 

phosphorylation of PI3K (A) was maximum at 2 min and GSK3β (B) was at 15 min.
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2배 이상 단백질이 더 많이 발현되는 것을 볼 수 있었다. 반

면 EGF159는 같은 양의 DNA를 세포 transfection을 하였

는데 발현율이 EGF828보다 그리 높지 않았다. 이는 

EGF159는 만들어지는 동시에 세포 자신에 의해 바로 소모

될 가능성도 있고 또는 6 kDa으로 단백질이 매우 작기 때

문에 다른 단백질 보다 protease에 의한 영향을 보다 많이 

받아 빨리 proteolysis될 가능성도 높을 것이다.

몇 가지 연구들에서 EGF는 상처치료에 매우 좋은 효과

를 가진다고 알려져 있다
21-23). 2 ug의 EGF 유전자를 투여

했을 경우 mitogenic 활성이 대조군에 비해 5배 이상 증가

하였으며 10일이 지나서야 상처가 치료되는 대조군에 비해 

EGF 유전자를 투여한 군에서는 8일이면 완벽하게 치유됨

을 관찰하였다. 하지만 유전자 상처치료의 경우 시간이 지

날수록 발현율이 떨어짐으로 당뇨병성 족부궤양과 같은 곳

에서는 같은 시간 내에 더 많은 EGF 단백질을 만들어 낼 

수 있는 EGF 유전자가 필요하다. 또한 EGF 유전자뿐만이 

아니라 국내에서도 EGF 단백질을 상처 부위에 도포하는 형

태의 치료제가 이미 개발이 되어 당뇨병성 족부 궤양의 치

료에 효과가 있었다
23). 하지만 이러한 단백질 제제는 전술

한 것과 같이 상처 부위에 과발현되는 비특이적 단백분해 

효소들에 의해 대부분 빠른 시간 내에 분해되고, 단백질 자

체의 상처 투과력이 낮아 실제 필요량의 수십 배를 도포해

야만 하는 문제가 있고, 상처에서의 효과 지속 시간이 짧아 

매일 도포해야 하는 불편함이 있다. 치료용 단백질을 특수

한 화학물질로 처리하여 상처 부위에서 지속적으로 소량씩 

분비되도록 하는 controlled release formulation의 경우 역

시 단백분해 효소들에 의한 분해를 피할 수는 없고, 

formulation에서 분비되는 단백질이 시간이 지남에 따라 변

성되어 생물학적인 효능이 점점 감소될 수 있는 점, 그리고 

이러한 formulation으로 상처 부위를 덮는 경우 상처 부위

의 드레싱이 어렵고 지속적으로 만들어지는 배출물들이 원

활히 배출되지 못하는 등의 단점들이 있어 아직까지는 본격

적으로 실용화되고 있지 못하다.

유전자 치료는 이러한 단점들을 모두 효과적으로 극복할 

수 있는 새로운 치료 방법이다. 하지만 유전 물질을 세포 속

으로 전달하는 기술적인 방법들의 단기 및 장기적인 안전성 

때문에 아직 악성종양을 제외한 영역에서의 상용화 연구는 

미미한 수준이다. 비바이러스 전달 방식을 사용하는 유전자 

치료 방법은 단기 및 장기적인 안전성 부분에서 월등하지만 

효과의 미약함 때문에 아직 실용화되고 있지 못하다. 본 연

구는 당뇨병성 족부궤양의 치료에 이미 효과가 있는 것으로 

검증된 EGF를 플라스미드 구조의 변경에 의해 비바이러스 

유전자 치료 방법을 통한 발현 효율을 실제 임상에서 사용

할 수 있는 수준까지 증대시킨 것으로 가까운 장래에 실제 

임상진료에서 사용할 수 있기를 기대한다. 

요    약

연구배경: EGF는 혈관생성이나 종양생성, 전이 등으로 

암을 악화시킬 수 있는 유전자이지만 비정상적으로 EGF 수

용체의 활성이 떨어져 있는 당뇨병환자에게는 표피의 재생

성을 유도하여 피부상처회복을 촉진시켜주는 중요한 성장 

인자이다. 현재 판매되고 있는 Peptide EGF는 당뇨병성 족

부궤양 상처치료에 유용하게 사용되고 있지만 가격이 매우 

비싸고 임상치료에 있어 효율성이 떨어진다. 또한 매일 도

포해야 하는 불편함으로 임상에서 사용하기에는 불편하다. 

EGF 유전자 치료는 이러한 단점들을 극복하여 한 번의 투

여로 상처의 회복을 기대할 수 있다.  

방법: 각각의 EGF 유전자를 만들기 위해 PCR 방법을 통

해 생성, 증폭시켰으며 pβ-vactor에 클로닝하기 위해 제한효

소 EcoRⅠ과 NotⅠ을 사용하였다. 클로닝된 유전자들은 여

러 종류의 세포주에 BPEI polymer를 이용하여 transfection

을 하고 Human EGF ELISA kit로 단백질 양을 측정하였

다. 그리고 Western blotting을 통하여 EGF의 생물학적 기

능을 관찰하였다.

결과: EGF
159와 EGF828를 pβ-vector에 클로닝하여 만들

었으며 ELISA 실험을 통해 단백질 생성을 확인하였다. 그 

결과 EGF159는 세포 안에서만 발현이 되지만 EGF828은 발현

된 단백질이 세포 밖으로까지 배출되었으며 furin cleavage 

site를 포함한 EGF 유전자는 포함하지 않은 EGF 유전자보

다 그 발현율이 2배 이상 차이가 나는 것을 볼 수 있었다. 

또한 배지 속으로 배출된 EGF 단백질은 EGF 수용체의 하

계 신호전달물질인 PI3K와 GSK3β의 인산화를 Western 

blotting 실험을 통하여 관찰함으로써 생물학적 기능을 가지

고 있음을 확인할 수 있었다.

결론: pβ-furin EGF828은 생물학적으로 활성이 있는 EGF

의 발현 효율을 높여 당뇨병성 족부 궤양의 비바이러스 유

전자 치료에 유용하게 사용될 수 있을 것이다.
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