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서      론

  우리나라에서 높은 유병률을 보이고 있는 B형 간염 

바이러스(HBV)는 만성 간염과 간암을 일으킬 수 있다 

(1). HBV는 3.2 kb의 DNA와 지질의 외막을 가지고 있는 

바이러스로서 외막 단백질(s Ag), 캡시드 단백질(core 

protein), 복제효소(polymerase), X 단백질의 유전자를 가

지고 있는데 이 중 X 단백질은 간암 발생과 바이러스의 

복제에 관련되어 있어 주목을 끌고 있다(1).

  X 단백질에 의한 간암 발생과 관련하여 X 단백질이 

세포 주기(cell cycle)의 진행에 영향을 미치고, 종양억제 

유전자 P53과 결합하여 기능을 억제하며, 조건에 따라서 

세포사를 항진시키거나 억제하고, ras-raf-MAP kinase 신

호전달 체계의 활성을 유도하며, transactivator로서 작용

한다는 사실들이 보고되었다(2-7). 이렇게 다양한 기능

이 밝혀져 있지만 X 단백질이 간암을 유도하는 구체적 

기전은 아직 명확하지 않다.

  복제와 관련된 연구는 서로 상반된 결과를 보여주고 

있다. HBV의 복제가 활발하지 않은 보균자에서 분리된 

바이러스는 X 단백질의 결손 변이가 관찰된 반면 복제

가 활발한 활동성 만성 간염 환자에서는 이러한 변이가 

관찰되지 않은 사실에서 X 단백질이 바이러스 복제에 

관여할 것이라 하였으며, X 단백질이 세포내 칼슘 증가

를 통해 HBV 증식에 관여함을 보인 in vitro 실험 결과는 

이를 뒷받침하였다(8,9). 반면, X 단백질을 발현하지 않

는 HBV transgenic 마우스를 이용한 실험에서는 X 단백

질이 바이러스 복제에 필요하지 않다고 하였다(10). 한

편, HBV의 동물 모델인 woodchuck에서 X 변이 wood-

chuck 간염 바이러스가 증식이 활발하지 않으며 증식된 

바이러스는 X 유전자의 변이가 수정된 형태를 보인다는 

결과는 정상적인 면역 체계가 작용하는 상황에서 X 단

백질이 바이러스 증식에 도움을 주는가 하는 또 다른 문

제를 제기한다(11).
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  X 단백질의 기능을 억제하는 방법은 HBV에 의한 간

암 발생기전과 HBV의 복제에 관련한 연구에 유용하게 

이용될 수 있다. 단백질 수준에서 특정 단백질의 기능을 

억제하는 방법의 하나로 세포내 항체 발현법이 개발되

어 있는데, X 단백질의 발현량이 HBV 감염에서 낮은 수

준이므로 세포내 항체는 매우 효과적으로 X 단백질의 

기능을 억제할 수 있을 것으로 예측된다. 이제까지 HBV

의 외막 단백질과 캡시드 단백질에 대한 세포내 항체가 

보고되어 있으나 X 단백질에 대한 세포내 항체는 아직 

보고되지 않았다(12,13). 이에는 X 단백질에 대한 특이 

항체 유전자를 확보하기가 쉽지 않은 상황이 한 원인으

로 작용했을 것이다. 이 연구에서는 우리가 이전의 연구

에서 생산한 X 단백질에 대한 단클론 항체 H7(14)의 항

체 유전자를 이용하여 세포내 항체 발현 벡터를 생산하

고 그 발현을 확인하였다.

재료 및 방법

Prokaryotic H7 scFv expression vector의 생산. H7 중쇄 

가변부(VH)와 경쇄 가변부(VL) 유전자가 각각 들어있는 

pGEM-T Easy vector (14)를 주형으로 하여 PCR을 시행

함으로써 H7 VH와 VL 유전자를 각각 증폭시켰다. 이 

때 VH 유전자의 증폭을 위해 XmaI 인식 서열을 가진 

VHU2 (TCCCCCCGGGCACAGGTCCAACTGCAGCAG)

와 XbaI 인식서열을 가진 VHL4 (GCTCTAGAGGAGAC 

TGTGAGGGTGG) primer가 사용되었고, VL 유전자의 증

폭을 위해 BglII 인식 서열을 가진 VKU3 (GAAGATCTT 

GATGTTGTGATGACCC)와 NcoI 인식서열을 가진 VKL2 

(CATGCCATGGGCGGCCGCGATCAGCCCGTTT) primer

가 사용되었다. 증폭된 VH DNA의 XmaI과 XbaI으로 자

른 조각을 pIg20 vector (Dr. B.D. Stollar, Tufts Univ., 

Mass., USA 제공)에 삽입시켜 pIg20-H7VH를 얻은 다음, 

BglII와 NcoI으로 잘린 VL DNA를 pIg20-H7VH vector에 

삽입하여 pIg20-H7scFv를 생산하였다(Fig. 1). 삽입된 

H7scFv의 유전자를 염기서열 분석하여 확인하였다. 유

사한 방법으로 HBV 외막 단백질에 대한 항체 S2E1 (15)

의 중쇄와 경쇄의 가변부 유전자를 pIg20 vector에 삽입

하여 pIg20-S2E1scFv를 생산하고 대조군으로 이용하였

다. 이때 사용한 primer는 다음과 같다. VHU2, VHL1 

(GCTCTAGAGACAGTGACCAGAGTCCC), VKU1 (GA 

AGATCTCAGGGGACAAAAGTTC), VKL6 (CATGCCA 

TGGTGTGATGATGATCAGCCCGTTT).

대장균에서 발현된 H7 scFv의 정제. pIg20-scFv로 형질 

변환된 대장균(BL21-plyse strain)을 ampicillin 100μg/ml

이 함유된 37oC LB 배지에서 배양하고 0.5 mM isopropyl 

β-D-thiogalactoside (IPTG)로 scFv 발현을 유도하였다. IgG 

sepharose column을 Tris-saline Tween 20 buffer (50 mM 

Tris buffer, pH 7.6, 150 mM NaCl, 0.5% Tween 20)와 5 

mM ammonium acetate buffer, pH 5.0로 세척한 다음, 배

양액을 원심 분리하여 얻은 상청액을 IgG sepharose column

에 반응시켰다. 반응시킨 column에 0.1 M acetic acid 

(ammonium acetate로 pH 3.4)를 통과시켜 H7scFv를 용출

(elution)하였다. 

대장균에서 X 단백질의 발현과 정제. Histidine tag가 결

합된 X 단백질 발현 vector를 가지고 있는 대장균 (DH5α 

strain)을 ampicillin 100μg/ml이 함유된 37oC LB 배지에서 

배양하고 600 nm에서 흡광도가 0.6∼0.7일 때 IPTG를 넣

고 실온에서 5시간 더 배양함으로써 X 단백질의 발현을 

유도하였다. 대장균을 수확하여 lysis buffer (50 mM 

Na2HPO4 pH8.0, 500 mM NaCl, 10 mM imidazole)에 부유

한 후 초음파로 세포를 분쇄하였다. 원심분리하여 회수

한 상청액에서 X 단백질은 Ni-NTA column (Qiagen Inc., 

Hilden, Germany)과 imidazole buffer를 이용하여 정제하

였다. 정제된 단백질을 SDS-PAGE하여 19 Kda 부근을 

오려 전기 용출(electroelution)하였다. 용출액(eluate)을 

4oC에서 1 mM EDTA에서 투석(dialysis)하여 ultrafilterator

와 microcon으로 농축하여 사용하였다.

Figure 1. Construction of scFv expression vectors. Genes for H7
VH and VL were inserted into a pIg20 vector. H7 scFv gene 
was subcloned into a pCMV-Myc vector.

pIg20-H7scFv
4163 bp

APr

H7VH

H7VL

protein A

linker

T7 promoter

SP6 promoter

f1 ori

pUC ori

pCMV-Myc/H7scFv
4531 bp

APr H7VH

H7VL

Myc tag

linker

SV40 poly A

P(CMV IE)

pUC ori

pIg20-H7scFv
4163 bp

APr

H7VH

H7VL

protein A

linker

T7 promoter

SP6 promoter

f1 ori

pUC ori

pCMV-Myc/H7scFv
4531 bp

APr H7VH

H7VL

Myc tag

linker

SV40 poly A

P(CMV IE)

pUC ori



 Intracellular Ab against Hepatitis B Virus X Protein  25

SDS-PAGE와 immunoblotting. 정제된 X 단백질 혹은 세

포 용해액을 15% 또는 10% SDS-PAGE로 분리한 후 

nitrocellulose membrane으로 전이(transfer)하였다. Mem-

brane을 3% 우혈청 알부민이 함유된 인산완충식염수에 

넣고 2시간 동안 실온에 정치한 다음 일차항체와 2시간 

동안 반응시켰다. 일차항체로 이용된 것은 대장균에서 

발현된 H7 scFv와 대조군으로 이용된 S2E1 scFv(HBV S 

항원에 특이한 항체), H7 단클론 항체 혹은 anti-Myc tag 

Ab이었다. Membrane을 0.05% Tween 20이 함유된 인산

완충식염수로 세 번 세척한 후 일차 항체가 대장균에서 

발현된 scFv인 경우 membrane을 토끼 항체와 2시간 반

응시킨 다음 alkaline phosphatase가 결합된 anti-rabbit Ig 

Ab와 2시간 반응시켰다. 일차항체가 H7 단클론 항체 또

는 anti-Myc tag Ab (ClonTech)인 경우 membrane을 alkaline 

phosphatase가 결합된 anti-mouse Ig Ab와 2시간 반응시켰

다. Membrane을 세척한 다음 5-bromo-4-chloro-3-indolyl 

phosphate와 nitroblue tetrazolium 기질과 반응시켰다.

Eukaryotic H7 scFv expression vector의 생산. PIg20- 

H7scFv를 주형으로 하고 EcoRI과 XhoI 인식 서열이 각

각 들어있는 VHU8 (GGAATTCATATGCAGGTCCAAC 

TGC)과 VKL7 (CCGCTCGAGTTAATGGTGATGATGA 

TG) primer를 이용하여 PCR을 시행하였다. 증폭된 H7 

scFv DNA를 pCMV/Myc (ClonTech)의 EcoRI과 XhoI site

에 삽입하여 pCMV/Myc-H7scFv를 만들었다(Fig. 1). 삽입된 

H7scFv의 유전자를 염기서열 분석하여 확인하였다. 

H7 scFv의 진핵세포내 발현. Lipofectamine (GibcoBRL)

을 이용하여 35 mm petridish에 배양한 COSM6 cell에 

pCMV/Myc-H7scFv를 도입시켰다. Immunoblotting으로 

H7 scFv의 발현을 검사하기 위하여 48시간 후 세포 용해

액을 얻었다. 이때 RIPA buffer (0.15 M NaCl, 10 mM 

Tris-Cl pH 8.0, 0.1% SDS, 0.5% Deoxycholate, 0.1 mM 

PMSF, 0.1% Aprotinin)가 이용되었다. 세포 용해액을 

10% SDS-PAGE로 분리한 후 nitrocellulose membrane으

로 전이(transfer)하였다. 위에 기술한 방법과 anti-Myc tag 

Ab와 alkaline phosphatase가 결합된 anti-mouse Ig Ab를 

이용하여 immunoblotting을 시행하였다.

  면역 형광 염색법으로 H7 scFv의 세포 내 발현 위치를 

조사하였다. 형질 변환된 COSM6 세포를 48시간 더 배

양한 후 4% formaldehyde가 함유된 인산완충식염수에 넣

고 15분간 정치함으로써 세포 고정하고, 0.2% Triton 

X-100이 들어있는 인산 완충 식염수에 15분간 정치하여 

세포막의 투과도를 높인 다음 anti-Myc tag Ab와 반응시

켰다. 세포를 세척한 후 Cy3가 결합된 anti-mouse Ig Ab

로 염색하고 형광현미경으로 관찰하였다.

결     과

H7 scFv의 대장균내 발현과 X 단백질 결합능. 처음 세

포내 항체 발현법이 개발되었을 때에는 전체 항체 유전

자를 세포 내에서 발현시켰으나, 세포 내의 안정성 및 

유전자의 크기 등의 이유로 항원 결합에 중요한 항체의 

Fab, 또는 scFv 형태의 유전자를 발현시키는 시도가 있

었고, 이후 많은 연구에서 scFv의 형태로 세포내 항체 발

현법을 이용하고 있다(16,17).

  X 단백질에 대한 항체 H7 유전자로부터 scFv 형태의 

항체 발현 벡터를 생산하기 위하여 중쇄와 경쇄를 연결

시켜주는 연결(linker) 펩타이드 유전자가 이미 들어있는 

벡터 pIg20에 H7의 중쇄와 경쇄의 유전자를 각각 도입하

였다(Fig. 1). pIg20은 세균 발현 벡터로서 scFv 유전자의 

5' 말단에 세균의 alkaline phosphatase A의 leader 펩타이

드 유전자가 있어 scFv가 대장균에서 세포밖으로 분비

되도록 한다. 또한 pIg20에는 scFv 유전자의 3' 말단에 

protein A 단백질 유전자가 있어 scFv-protein A 융합 단

백질로 발현되도록 하여 scFv의 정제와 검출을 쉽게 한

다. H7 scFv가 세균에서 발현되며 항원 결합능을 유지하

는지 알고자, 만들어진 pIg20-H7scFv를 도입한 대장균의 

배양액에서 H7 scFv-protein A 융합 단백질을 IgG-se-

pharose column을 이용하여 정제하였다. 먼저 SDS-PAGE

와 immunoblotting을 시행하여 기대하던 약 35 kd 크기의 

band를 검출함으로써 H7 scFv의 발현을 확인하였다 

(Fig. 2). 다음으로 정제된 H7 scFv와 정제된 X 단백질을 

이용하여 immunoblot을 시행한 결과 대조군으로 사용한 

Figure 2. Purification of bacterially expressed H7 scFv. H7 scFv
secreted by E. coli. transformed with pIg20-H7scFv was purified
by IgG sepharose column chromatography using the advantage
of protein A, the fusion partner of H7 scFv. For immuno-
chemical detection, rabbit Ig and alkaline phosphatase conjugated
anti-rabbit Ig Ab were used. (A) SDS-PAGE and (B) immunoblot
analysis of purified H7 scFv.
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S2E1 scFv는 X 단백질에 결합하지 않은 반면 H7 scFv는 

X 단백질과 결합함을 보임으로써 H7 scFv의 항원 결합

능을 확인할 수 있었다(Fig. 3).

진핵세포 COSM6 세포에서의 H7 scFv의 발현. H7 

scFv 세포내 발현 벡터를 만들고자 pIg20-H7scFv를 이용

하여 증폭한 H7 scFv 유전자를 pCMV-Myc vector에 도입

하였다(Fig. 1). 생산된 pCMV-Myc/H7scFv를 진핵 세포 

COSM6에 도입한 후 H7 scFv의 발현을 조사하였다(Fig. 

4). 형질 변환된 COSM6 세포의 세포 용해액으로 im-

munoblotting을 시행한 결과 기대하던 크기인 약 30 kd의 

band를 확인할 수 있었고, 형광 항체 염색 결과 COSM6 

세포의 세포질에서 H7 scFv가 발현되는 것을 관찰하였

다.

고      찰

  여러 바이러스 단백질과 oncogene 단백질에 대한 세포

내 항체가 개발되어 표적 단백질의 기능을 억제하였다

고 보고되어 있다. Human immunodeficiency virus Vif pro-

tein, matrix protein p17, tat, 그리고 gp120의 CD4-binding 

부분에 대한 세포내 항체는 각각 이 바이러스의 증식을 

억제하였고, C형 간염 바이러스의 nonstructural 3 protein

의 helicase 기능을 나타내는 부분에 대한 세포내 항체는 

C형 간염 바이러스의 증식을 억제하였으며, HBV의 캡

시드 단백질에 대한 세포내 항체는 HBV의 증식을 억제

하고, HBV의 외막 단백질에 대한 세포내 항체는 외막 

단백질의 분비를 억제하였다(12,13,18-22). 종양 유전자 

단백질 중 ras에 대한 세포내 항체는 ras 신호 전달 과정

을 억제하고 nude 마우스에서 종양 크기의 감소를 가져

왔으며, 특히 erbB-2에 대한 세포내 항체는 난소암 환자

의 새로운 치료 방법으로 이용될 수 있는지 알아보기 위

해 phase I 연구까지 마쳐진 상태이다(23,24).

  B형 간염 바이러스의 X 단백질은 바이러스의 증식과 

간암 발생에서 중요한 역할을 하는 단백질이나 아직 이 

단백질에 대한 세포내 항체는 보고되지 않았다. X 단백

질의 기능을 억제하고자 이 단백질에 특이한 anti-sense 

oligonucleotides와 ribozyme이 고안되었으나 이들이 인터

페론의 생성을 유도할 수 있으므로 이들에 의한 X 단백

질 억제 효과가 인터페론과 함께 작용하여 나타난 결과

일 가능성이 배제되어야 하지만 이를 명확히 한 연구는 

찾아 볼 수 없다(25,26). 한편, X 단백질에 대한 dominant 

negative mutant의 개발은 쉽지 않을 것으로 예측된다. 왜

냐하면, X 단백질에 의한 유전자 활성 기능, 세포사 억제 

등 많은 기능이 X 단백질의 C 말단 2/3 부분에 의해 일

어난다고 보고되어 있는 반면 한 연구에서 X 단백질의 

나머지 N 말단 1/3 부분이 간암 발생에 중요한 부분이라

고 하였고 간암 조직에서 발현되는 X 단백질은 C 말단

이 결실된 형태가 상당히 많았다는 보고가 이를 뒷받침

하고 있어 dominant negative mutant로 이용할 수 있는 X 

단백질의 형태가 아직 명확하지 않은 상태이기 때문이

다(27-31).

  이번 연구에서는 본 연구진이 이전의 연구(14)에서 확

보한 X 단백질에 대한 단클론 항체 H7의 유전자를 이용

하여 scFv형태의 세포내 항체 발현 벡터를 제조하였다. 

먼저 항체의 중쇄와 경쇄의 가변부가 linker 펩타이드로 

Figure 3. Immunoblot analysis of H7 scFv binding to HBx. HBx
was electrophoresed on a SDS-PAGE and transferred to a 
membrane. The membrane was incubated in the solution 
containing either purified scFv or H7 control Ab. The bound 
scFv was visualized with rabbit Ig and alkaline phosphatase 
conjugated anti-rabbit Ig Ab as described in Methods. The 
purified H7 scFv (lane 2) but not control S2E1 scFv (lane 3)
shows the binding activity to HBx. Purified H7 Ab (lane 1) was
used as a positive control.
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Figure 4. Intracellular expression of H7 scFv in eukaryotic cells.
(A). Immunoblot analysis of H7 scFv expression in COSM6 cells
transfected with pCMV-Myc-H7scFv (lane 2) using mouse 
anti-Myc tag Ab and alkaline phosphatase conjugated anti-mouse
Ig Ab. As a negative control, cells transfected with pCMV-Myc
(lane 1) were used. (B). COSM6 cells transfected with pCMV-
Myc-H7scFv were stained with mouse anti-Myc tag Ab and Cy3
conjugated anti-mouse Ig Ab. Negative control (cells transfected
with pCMV-Myc) was not shown because there was no signal.
(×200).
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연결된 H7 scFv의 항원 결합능을 알아보고자 대장균에

서 생산된 H7 scFv를 X 단백질과 반응시켜 보았다. 양가

로 결합할 수 있는 H7 항체에 비하여 단가로 결합하는 

H7 scFv가 X 단백질에 대한 반응성이 상대적으로 낮을 

것으로 예상되었으나 immunoblotting으로 두 단백질 간

의 결합을 확인할 수 있었다. 다음으로 COSM6 진핵 세

포에서 H7 scFv가 발현되는 것을 immunoblotting으로 보

이고, 면역 형광 현미경검법으로 H7 scFv의 발현 장소가 

세포질인 것을 확인하였다. 아쉽게도 본 연구에서는 진

핵 세포 내에서 발현된 H7 scFv의 항원 반응성은 확인하

지 못하였다. 이를 확인하기 위하여는 X 단백질과 H7 

scFv가 같이 발현되는 세포에서 immunoprecipitation을 

시행해야 할 것이다(현재 진행 중). 이때 마주치는 어려

움은 X 단백질의 발현량이 매우 낮다는 점이다. 한편 H7 

scFv의 진핵 세포 내 발현량이 대장균에서처럼 높지 않

고 대량 배양하는 데 따른 어려움이 있으므로 진핵 세포 

내 발현된 항체를 정제하여 X 단백질과 반응시켜 보고

자 시도하지 않았다. 그러나 세균에서 발현된 H7 scFv가 

X 단백질과 결합한다는 점과 다른 연구자에 의한 세포

내 항체 발현 연구 결과를 고려할 때 진핵 세포 내에서 

발현된 H7 scFv가 X 단백질과 결합하지 않을 가능성은 

높지 않다고 생각된다. 본 연구 결과는 X 단백질에 대한 

연구에 이용될 수 있는 세포 내 항체 발현법 확립을 위

한 첫 시도로서 그 의의가 있다.
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