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(54) ＶＥＧＦ―Ａ 특이적 ｓｉＲＮＡ를 발현하는 개선된 종양살상 효과를 나타내는 재조합 아데노바이

러스

(57) 요약

본 발명은 (a) 아데노바이러스의 ITR (inverted terminal repeat) 뉴클레오타이드 서열 및 (b) 서열목록 제1서열의

VEGF-A (vascular endothelial growth factor-A)의 mRNA에 상보적이며 VEGF-A 유전자의 발현을 억제하는 siRNA

(small interfering RNA) 분자를 코딩하는 뉴클레오타이드 서열을 포함하며, 상기 siRNA 분자는 상기 아데노바이러스의

종양세포 괴사능을 향상시키는 것을 특징으로 하는 종양세포 살상능이 개선된 재조합 아데노바이러스 및 이를 포함하는

약제학적 항종양 조성물에 관한 것이다. VEGF-A 특이적 siRNA를 발현하는 본 발명의 재조합 아데노바이러스는 모든 종

류의 VEGF-A 동형체의 발현을 저해하여 종양내 신생혈관의 형성을 선택적으로 억제함으로써 항종양 효과를 극대화한

다. 그리고 VEGF-A 특이적 siRNA를 발현하는 본 발명의 재조합 아데노바이러스는 낮은 역가의 바이러스로도 높은 살상

효과를 유도할 수 있기 때문에 투여된 체내에서서의 안전성이 매우 우수하다.

대표도

도 11
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특허청구의 범위

청구항 1.

(a) 아데노바이러스의 ITR (inverted terminal repeat) 뉴클레오타이드 서열 및 (b) 서열목록 제1서열의 VEGF-A

(vascular endothelial growth factor-A)의 mRNA에 상보적이며 VEGF-A 유전자의 발현을 억제하는 siRNA (small

interfering RNA) 분자를 코딩하는 뉴클레오타이드 서열을 포함하며, 상기 siRNA 분자는 상기 아데노바이러스의 종양세

포 괴사능을 향상시키는 재조합 아데노바이러스로서,

상기 재조합 아데노바이러스는 E3 유전자 영역이 결실된 것이고, 상기 siRNA 분자를 코딩하는 뉴클레오타이드 서열은 상

기 E3 유전자 영역에 삽입되고,

상기 재조합 아데노바이러스는 비활성화된 E1B 19 유전자, E1B 55 유전자 또는 E1B 19/E1B 55 유전자를 가지며,

상기 재조합 아데노바이러스는 활성의 E1A 유전자를 포함하고,

상기 재조합 아데노바이러스는 ElA 유전자 서열에 위치한 Rb 결합 부위를 코딩하는 뉴클레오타이드 서열 중에서 45번째

Glu 잔기가 Gly으로 치환된 변이 및 121-127번째 아미노산 서열이 전체적으로 Gly으로 치환된 변이를 갖는 것을 특징으

로 하는 종양세포 살상능이 개선된 재조합 아데노바이러스.

청구항 2.
삭제

청구항 3.
삭제

청구항 4.
삭제

청구항 5.
삭제

청구항 6.

제 1 항에 있어서, 상기 siRNA 분자를 코딩하는 뉴클레오타이드 서열은 서열목록 제1서열의 VEGF-A mRNA 서열의

379-399 뉴클레오타이드 서열을 가지는 것을 특징으로 하는 재조합 아데노바이러스.

청구항 7.

제 6 항에 있어서, 상기 siRNA 분자를 코딩하는 뉴클레오타이드 서열은 서열목록 제1서열의 VEGF-A mRNA 서열의

379-399 뉴클레오타이드 서열과 이에 상보적인 서열이 동일한 가닥 (strand)에 모두 존재하는 것을 특징으로 하는 재조

합 아데노바이러스.

청구항 8.

제 1 항에 있어서, 상기 siRNA 분자를 코딩하는 뉴클레오타이드 서열은 서열목록 제2서열을 포함하는 것을 특징으로 하

는 재조합 아데노바이러스.
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청구항 9.

제 7 항에 있어서, 상기 siRNA 분자를 코딩하는 뉴클레오타이드 서열은 서열목록 제1서열의 VEGF-A mRNA 서열의

379-399 뉴클레오타이드 서열에 상응하는 서열 (corresponding sequence) 및 상보적인 서열 (complementary

sequence)을 가지며, 상기 해당하는 서열과 상보적인 서열 사이에 헤어핀 구조를 형성하게 하는 서열이 삽입되어 있는 것

을 특징으로 하는 재조합 아데노바이러스.

청구항 10.

제 9 항에 있어서, 상기 siRNA 분자를 코딩하는 뉴클레오타이드 서열은 서열목록 제3서열의 뉴클레오타이드 서열을 포함

하는 것을 특징으로 하는 재조합 아데노바이러스.

청구항 11.

제 10 항에 있어서, 상기 siRNA 분자를 코딩하는 뉴클레오타이드 서열은 서열목록 제4서열의 뉴클레오타이드 서열을 포

함하는 것을 특징으로 하는 재조합 아데노바이러스.

청구항 12.

제 1 항에 있어서, 상기 재조합 아데노바이러스는 도 3d - 도 3I로 구성된 군으로부터 선택되는 유전자 지도를 갖는 것을

특징으로 하는 재조합 아데노바이러스.

청구항 13.

(a) 상기 제 1 항 및 제 6 항 내지 제 12 항 중 어느 한 항의 재조합 아데노바이러스의 치료학적 유효량; 및 (b) 약제학적으

로 허용되는 담체를 포함하는 약제학적 항종양 조성물.

청구항 14.
삭제

청구항 15.
삭제

청구항 16.
삭제

청구항 17.
삭제

청구항 18.
삭제

청구항 19.
삭제
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명세서

발명의 상세한 설명

발명의 목적

발명이 속하는 기술 및 그 분야의 종래기술

본 발명은 VEGF-A 특이적 siRNA를 발현하는 개선된 종양 살상 효과를 나타내는 재조합 아데노바이러스에 관한 것이다.

RNA-매개 방해 (RNA-mediated interference: RNAi)는 21-25 뉴클레오타이드(nt) 크기의 작은 RNA 조각이 상보적인

서열을 갖는 mRNA에 선택적으로 결합하여 분해함으로써 단백질 발현을 억제하는 현상이다(1). RNAi 현상은 1995년에

C. elegance와 식물에서 유전자를 조절하는 메커니즘의 일부로 처음 발견되었으며, 1998년 미국 카네기 연구소의

Andrew Fire와 매사츄세츠 의과대학의 Craig Mello 팀의 실험을 통해, 특정 유전자의 염기서열에 해당하는 이중쇄 RNA

(dsRNA)를 선충(Caenorphabditis elegans)의 체내에 주입하였을 때 그 유전자의 발현이 현저히 억제될 수 있음이 밝혀

졌다(2). C. elegans에 주입된 장쇄의 dsRNA는 RNase Ⅲ 패밀리에 속하는 Dicer라는 효소에 의해 21-25 bp 크기의 작

은 방해 RNA (small interfering RNA: siRNA)로 절단되고, 그 절단된 짧은 dsRNA는 RISC (RNA-induced silencing

complex) 효소 결합체에 합체되어 siRNA의 이중나선이 풀리게 된다. 이후, 단일 가닥으로 분리된 siRNA는 상보적인 서

열을 갖는 특정 유전자의 mRNA에 결합하여 분해함으로써 그 유전자의 발현을 억제한다(3).

하지만, 포유류 같은 고등동물에서는 이와 같은 장쇄 dsRNA에 의한 특정 유전자의 발현 억제 현상이 관찰되지 않았다. 포

유동물에서는 체내에 주입된 장쇄 dsRNA에 의해 단백질 키나아제 R (PKR)을 활성화시키는 비특이적 인터페론 (IFN) 유

도와 같은 생체내 방어 기전이 활성화되고, 결과적으로 유전자의 발현 억제 현상이 비특이적으로 일어난다(4). 그러나

2001년, Elbashir 연구팀에서 21개 염기의 짧은 dsRNA (siRNA)를 배양된 포유동물 세포에 주입하여 특정 유전자의 발

현을 선택적으로 억제할 수 있음을 보고한 후, 포유동물세포에서의 RNAi 이용 가능성이 크게 증가하였다(5).

현재, siRNA를 이용한 유전자 발현 억제 기술은 다양한 종류의 유전자들의 기능을 이해하는데 널리 이용되고 있을 뿐 아

니라, 암, 감염성 질환과 같은 난치성 질환을 치료하는 치료제로서도 활발히 개발되고 있다(6). 종양 형성에 밀접히 관련된

Bcl-2와 c-Raf와 같은 암발생 (oncogenic) 유전자들에 특이적인 siRNA를 이용하여 인체 골수성 류케미아 세포에서 세포

고사를 유도할 수 있음이 보고되었고(7), 만성 골수성 류케미아 (chronic myelogenous leukemia: CML)에서 특징적으로

다량 발현되는 Bcr-abl 융합 유전자에 특이적인 siRNA를 이용하여 BCR-ABL 단백질의 발현량을 현저하게 감소시킬 수

있음이 보고되었다(8). 또한, HIV RNA에 상보적인 siRNA 또는 HIV-1의 보조 수용체 (co-receptor)인 CXCR4/CCR5

RNA에 상보적인 siRNA를 이용하여 HIV 바이러스의 감염을 저하시키고자 하는 방안들이 활발히 연구되고 있다(9). 최근

에는 간염 바이러스에 상보적인 합성 siRNA를 이용하여 간염 바이러스의 유전자 발현을 현저하게 억제할 수 있음이 보고

되었다(6).

siRNA를 이용하여 동물세포내의 특정 유전자의 발현을 억제하는 방법으로 생체외 (in vitro)에서 siRNA를 합성한 뒤 세

포내로 도입시키는 방법 (in vitro preparation of siRNA)이 많이 이용되었는데, siRNA를 생합성하는 가격이 고가이고,

또한 세포 내로 합성된 siRNA를 주입하는 방법인 세포 형질감염의 효율이 매우 낮기 때문에 siRNA에 의한 유전자 발현

억제가 충분히 일어나지 않고 RNAi 효과가 2-3일간만 유지되는 단점들이 부각되었다(10). 이를 극복하기 위해서, siRNA

를 세포내에서 발현시킬 수 있는 siRNA 발현 벡터 (plasmid vector)를 세포내로 도입시키는 방법이 개발되었다. 특히,

RNA 중합효소 Ⅲ의 프로모터로부터 siRNA 타깃 서열의 센스 및 안티센스 서열이 5-9개의 염기로 구성된 루프를 사이에

두고 위치한 짧은 헤어핀 RNA (short hairpin RNA: shRNA)를 발현하는 siRNA 발현 벡터의 경우에는, 세포내로 도입된

후 발현된 shRNA가 세포내에 존재하는 siRNA 프로세싱 효소 (Dicer 또는 RNase Ⅲ)에 의해 siRNA로 전환되어 특정 유

전자의 발현을 선택적으로 억제할 수 있는 특징이 있다(11).

Yang Shi 연구팀은 cdk-2와 라민 (lamin)과 같은 여러 종류의 내재성 유전자들의 발현을 DNA 벡터-기반 shRNA로 현저

하게 억제할 수 있음을 보고하였으며(11, 12), Thomas Becker 연구팀은 GLUT2 유전자에 상보적인 shRNA를 발현하는

복제 불능 아데노바이러스를 이용하여 초기 래트 아일릿 세포내의 GLUT2 발현을 90% 이상 억제할 수 있음을 보고하였

다(13). 또한, Sven Reske 연구팀은 p53 유전자에 상보적인 shRNA를 발현하는 복제 불능 아데노바이러스를 이용하여

유방암 세포주인 MCF-7과 폐암 세포주인 A549에서 p53의 발현을 선택적으로 억제할 수 있음을 보고하였다(14). 그러
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나, 플라스미드를 이용한 shRNA 발현 벡터 시스템의 경우, 플라스미드를 세포내로 주입하는 방법인 형질전환의 효율이

낮고 또한 shRNA의 발현이 지속적이지 않은 단점이 있고, 복제 불능 바이러스를 이용할 경우에는 비교적 높은 효율로 형

질감염이 가능하다는 장점이 있지만 shRNA의 발현이 약 7-10일 이상 지속되지 않는 단점이 있다(15).

본 명세서 전체에 걸쳐 다수의 인용문헌 및 특허 문헌이 참조되고 그 인용이 표시되어 있다. 인용된 문헌 및 특허의 개시

내용은 그 전체로서 본 명세서에 참조로 삽입되어 본 발명이 속하는 기술 분야의 수준 및 본 발명의 내용이 보다 명확하게

설명된다.

발명이 이루고자 하는 기술적 과제

본 발명자들은 외래 서열을 아데노바이러스 지놈에 삽입시키는 전략으로 아데노바이러스의 종양세포 살상능 (oncolytic

activity)을 향상시키기 위하여 연구 노력한 결과, VEGF-A (vascular endothelial growth factor-A)의 mRNA를 타겟팅

하는 siRNA (small interfering RNA) 분자를 코딩하는 뉴클레오타이드 서열을 아데노바이러스의 지놈에 삽입시켜 발현

시키면 아데노바이러스의 종양세포 살상능이 크게 향상되는 것을 발견함으로써, 본 발명을 완성하게 되었다.

따라서, 본 발명의 목적은 VEGF-A에 대한 siRNA 분자를 발현하는 종양세포 살상능이 개선된 재조합 아데노바이러스를

제공하는 데 있다.

본 발명의 다른 목적은 VEGF-A에 대한 siRNA 분자를 발현하는 재조합 아데노바이러스를 포함하는 약제학적 항종양 조

성물을 제공하는 데 있다.

본 발명의 또 다른 목적은 VEGF-A 유전자 발현 억제용 뉴클레오타이드 서열을 제공하는 데 있다.

본 발명의 다른 목적 및 이점은 하기의 발명의 상세한 설명, 청구범위 및 도면에 의해 보다 명확하게 된다.

발명의 구성

본 발명의 일 양태에 따르면, 본 발명은 (a) 아데노바이러스의 ITR (inverted terminal repeat) 뉴클레오타이드 서열 및

(b) 서열목록 제1서열의 VEGF-A (vascular endothelial growth factor-A)의 mRNA에 상보적이며 VEGF-A 유전자의

발현을 억제하는 siRNA (small interfering RNA) 분자를 코딩하는 뉴클레오타이드 서열을 포함하며, 상기 siRNA 분자는

상기 아데노바이러스의 종양세포 괴사능을 향상시키는 것을 특징으로 하는 종양세포 살상능이 개선된 재조합 아데노바이

러스를 제공한다.

본 발명자들은 외래 서열을 아데노바이러스 지놈에 삽입시키는 전략으로 아데노바이러스의 종양세포 살상능 (oncolytic

activity)을 향상시키기 위하여 연구 노력한 결과, VEGF-A (vascular endothelial growth factor-A)의 mRNA를 타겟팅

하는 siRNA (small interfering RNA) 분자를 코딩하는 뉴클레오타이드 서열을 아데노바이러스의 지놈에 삽입시켜 발현

시키면 아데노바이러스의 종양세포 살상능이 크게 향상되는 것을 발견하였다.

기존의 혈관으로부터 새로운 혈관이 형성되는 신생 혈관 형성은 종양이 성장하고 전이되는데 있어 매우 중요한 역할을 한

다(16). 신생혈관 형성이 일어나기 위해서는 여러 종류의 성장인자들이 필요한데, 이들 중 혈관내피세포 성장인자

(vascular endothelial growth factor, VEGF), 특히 VEGF-A가 신생혈관 형성에 주로 관여함이 밝혀졌다. VEGF-A가

세포 수용체에 결합하면, 혈관내피세포의 세포분열 및 케모탁시스를 유도하고 혈관 투과도를 증가시킴으로써 새로운 혈관

을 형성하거나 종양의 성장을 촉진시킨다(17-18). 오늘날 까지 확인된 인간 VEGF-A 동형체들은 7종류 (VEGF121,

VEGF145, VEGF148, VEGF165, VEGF183, VEGF189 및 VEGF206)이며, VEGF-A 단일 유전자로부터 8개의 엑손으로 구

성된 초기 VEGF-A mRNA가 만들어지고, 택일적 스플라이싱에 의해 7종류의 동형체들이 생성된다. 이들 isoform들 중

VEGF121의 염기서열은 모든 동형체들에 공유되어 있다(18-20).

본 명세서에서 사용되는 용어 “VEGF-A”는 인간 VEGF-A 동형체 7종류를 모두 의미하며, 바람직하게는 VEGF121를 의

미한다.

본 발명에 있어서, 서열목록 제1서열의 VEGF-A mRNA에 상보적인 VEGF-A 유전자의 발현을 억제하는 siRNA 분자를

코딩하는 뉴클레오타이드 서열이 아데노바이러스의 지놈 골격에 탑재된다. 본 발명에서 이용되는 siRNA 분자는 VEGF-
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A mRNA에 상보적인 서열을 포함하는데, 용어 “상보적”은 100% 상보적인 경우뿐만 아니라, RNA 방해 (interference)

기전을 통해 VEGF-A 유전자의 발현을 억제할 수 있을 정도의 불완전한 상보성도 포괄하는 의미이며, 바람직하게는 90%

의 상보성, 보다 바람직하게는 98%의 상보성, 가장 바람직하게는 100%의 상보성을 의미한다. 본 명세서에서 100% 상보

성을 표현하는 경우에는 “완전 상보적 (completely complementary)"으로 특별하게 기재된다.

본 명세서에서 용어 “siRNA 분자”는 RNA 방해 또는 유전자 사일런싱을 매개할 수 있는 핵산 분자를 의미한다 (참조: WO

00/44895, WO 01/36646, WO 99/32619, WO 01/29058, WO 99/07409 및 WO 00/44914).

본 발명의 바람직한 구현예에 따르면, 본 발명의 siRNA 분자를 코딩하는 뉴클레오타이드 서열은 서열목록 제1서열의

VEGF-A mRNA 서열의 379-399 뉴클레오타이드 또는 그의 일부를 포함하는 서열에 상보적인 뉴클레오타이드 서열을

갖는다. 재언컨대, 본 발명의 siRNA 분자를 코딩하는 뉴클레오타이드 서열은 서열목록 제1서열의 VEGF-A mRNA 서열

의 379-399 뉴클레오타이드 또는 그의 일부에 상보적인 뉴클레오타이드 서열을 최소 필요서열로 포함한다. 상기 379-

399 뉴클레오타이드의 일부 서열은 VEGF-A 유전자 사일런싱을 매개하는 데 유효한 최소 길이 10 뉴클레오타이드 (nt),

바람직하게는 최소 15 nt, 보다 바람직하게는 최소 18 nt, 가장 바람직하게는 최소 20 nt 길이의 서열이다.

본 발명의 siRNA 분자를 코딩하는 뉴클레오타이드 서열은 상기의 최소 서열을 포함하며, 최대 100 nt, 바람직하게는 최대

50 nt, 보다 바람직하게는 최대 40 nt, 보다 더 바람직하게는 최대 30 nt, 가장 바람직하게는 19-25 nt이다.

본 발명의 바람직한 구현예에 따르면, 본 발명의 siRNA 분자를 코딩하는 뉴클레오타이드 서열은 서열목록 제2서열의 뉴

클레오타이드 서열을 포함한다.

본 발명의 siRNA 분자를 코딩하는 뉴클레오타이드 서열은, 캐리어가 ds DNA 지놈을 갖는 아데노바이러스이기 때문에,

DNA 분자가 바람직하다.

본 발명의 siRNA 분자를 코딩하는 뉴클레오타이드 서열은, siRNA 분자를 코딩하는 일반적인 서열과 같이, 센스 가닥

(VEGF-A mRNA 서열에 상응하는 (corresponding) 서열)과 안티센스 가닥 (VEGF-A mRNA 서열에 상보적인 서열)이

서로 반대쪽에 위치하여 이중쇄를 이루는 구조를 가질 수 있다. 또한, 다른 구현예에 따르면, 본 발명의 siRNA 분자를 코

딩하는 뉴클레오타이드 서열은, 자기-상보성 (self-complementary) 센스 및 안티센스 가닥을 가지는 단일쇄 구조를 가

질 수 있다.

본 발명의 바람직한 구현예에 따르면, 본 발명의 siRNA 분자를 코딩하는 뉴클레오타이드 서열은, 자기-상보성 (self-

complementary) 센스 및 안티센스 가닥 사이에 짧은 뉴클레오타이드 서열 (예컨대, 약 5-15 nt)이 삽입된 형태를 가지며,

이 경우 뉴클레오타이드 서열의 발현에 의해 형성된 siRNA 분자는 분자내 혼성화에 의하여 헤어핀 구조를 형성하게 되며,

전체적으로는 스템-앤드-루프 구조를 형성하게 된다. 이 스템-앤드-루프 구조는 인 비트로 또는 인 비보에서 프로세싱되

어 RNAi를 매개할 수 있는 활성의 siRNA 분자를 생성한다.

본 발명의 바람직한 구현예에 따르면, siRNA 분자를 코딩하는 뉴클레오타이드 서열은 서열목록 제1서열의 VEGF-A

mRNA 서열의 379-399 뉴클레오타이드 또는 그의 일부를 포함하는 서열에 해당하는 서열 (corresponding sequence)

및 상보적인 서열 (complementary sequence)을 가지며, 상기 해당하는 서열과 상보적인 서열 사이에 헤어핀 구조를 형

성하게 하는 서열 (5-15 nt, 바람직하게는 8-12 nt)이 삽입되어 있다.

보다 바람직하게는, siRNA 분자를 코딩하는 뉴클레오타이드 서열은 서열목록 제3서열의 뉴클레오타이드 서열을 포함하

며, 보다 더 바람직하게는 제3서열의 뉴클레오타이드 서열을 포함한다. 서열목록 제3서열에서 "n"은 루프 (헤어핀) 구조를

형성시킬 수 있는 어떠한 염기도 가능하며, 길이는 5-15 nt, 바람직하게는 8-12 nt이다. 가장 바람직하게는, siRNA 분자

를 코딩하는 뉴클레오타이드 서열은 서열목록 제4서열의 뉴클레오타이드 서열을 포함한다.

VEGF-A를 타겟팅하는 siRNA 분자를 코딩하는 뉴클레오타이드 서열은 아데노바이러스 지놈에 탑재된다. siRNA 분자를

코딩하는 뉴클레오타이드 서열은 적합한 발현 컨스트럭트 (expression construct) 내에 존재하는 것이 바람직하다. 상기

발현 컨스트럭트에서, siRNA-코딩 뉴클레오타이드 서열은 프로머터에 작동적으로 연결되는 (operatively linked) 것이

바람직하다. 본 명세서에서, 용어 “작동적으로 결합된”은 핵산 발현 조절 서열 (예: 프로모터, 시그널 서열, 또는 전사조절

인자 결합 위치의 어레이)과 다른 핵산 서열사이의 기능적인 결합을 의미하며, 이에 의해 상기 조절 서열은 상기 다른 핵산

서열의 전사 및/또는 해독을 조절하게 된다. 본 발명에 있어서, siRNA-코딩 뉴클레오타이드 서열에 결합된 프로모터는,

바람직하게는 동물세포, 보다 바람직하게는 포유동물 세포에서 작동하여 siRNA-코딩 뉴클레오타이드 서열의 전사를 조

절할 수 있는 것으로서, 포유동물 바이러스로부터 유래된 프로모터 및 포유동물 세포의 지놈으로부터 유래된 프로모터를
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포함하며, 예컨대, U6 프로모터, H1 프로모터, CMV (cytomegalo virus) 프로모터, 아데노바이러스 후기 프로모터, 백시

니아 바이러스 7.5K 프로모터, SV40 프로모터, HSV의 tk 프로모터, RSV 프로모터, EF1 알파 프로모터, 메탈로티오닌 프

로모터, 베타-액틴 프로모터, 인간 IL-2 유전자의 프로모터, 인간 IFN 유전자의 프로모터, 인간 IL-4 유전자의 프로모터,

인간 림포톡신 유전자의 프로모터, 인간 GM-CSF 유전자의 프로모터, 유도성 (inducible) 프로모터, 암세포 특이적 프로

모터 (예컨대, TERT 프로모터, PSA 프로모터, PSMA 프로모터, CEA 프로모터, E2F 프로모터 및 AFP 프로모터) 및 조직

특이적 프로모터 (예컨대, 알부민 프로모터)를 포함하나, 이에 한정되는 것은 아니다. 가장 바람직하게는, U6 프로모터이

다.

암을 대상으로 유전자 치료를 시행하는 경우에는 일생동안 치료 유전자의 발현을 지속시킬 필요가 없고, 국소 투여할 경우

에 아데노바이러스에 의한 면역반응이 크게 문제시 되지 않거나, 오히려 장점이 될 수 있기 때문에 아데노바이러스를 이용

한 암유전자 치료제 개발 연구가 활발하게 이루어지고 있다(23-25). 따라서, 본 발명에서도 기본적으로 아데노바이러의

지놈 골격을 이용하여 암의 유전자 치료를 달성하고 있다.

아데노바이러스는 중간 정도의 지놈 크기, 조작의 편의성, 높은 타이터, 광범위한 타깃세포 및 우수한 감염성 때문에 유전

자 전달 벡터로서 많이 이용되고 있다. 지놈의 양 말단은 100-200 bp의 ITR (inverted terminal repeat)를 포함하며, 이

는 DNA 복제 및 패키징에 필수적인 시스 엘리먼트이다. 지놈의 E1 영역 (E1A 및 E1B)은 전사 및 숙주 세포 유전자의 전

사를 조절하는 단백질을 코딩한다. E2 영역 (E2A 및 E2B)은 바이러스 DNA 복제에 관여하는 단백질을 코딩한다.

아데노바이러스 지놈의 작은 부분만이 cis에서 필요한 것으로 알려져 있기 때문에 (Tooza, J. Molecular biology of DNA

Tumor viruses, 2nd ed. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y.(1981)), 아네노바이러스는 대량

의 외래 DNA 분자를 운반할 수 있는 능력이 있으며, 이는 특히 293과 같은 특정 세포주를 이용하는 경우에 그러하다. 이

러한 측면에서, 본 발명의 재조합 아데노바이러스에 있어서, siRNA-코딩 뉴클레오타이드 서열 이외에 다른 아데노바이러

스의 서열은 적어도 ITR 서열을 포함한다.

siRNA-코딩 뉴클레오타이드 서열은 E1 영역 (E1A 영역 및/또는 E1B 영역, 바람직하게는 E1B 영역) 또는 E3 영역에 삽

입되는 것이 바람직하고, 보다 바람직하게는 E3 영역에 삽입된다. 한편, 다른 외래 뉴클레오타이드 서열 (예: 사이토카인,

면역-보조자극 인자, 자살 유전자 및 종양 억제 유전자)도 추가적으로 아데노바이러스에 포함시킬 수 있으며, 이는 E1 영

역 (E1A 영역 및/또는 E1B 영역, 바람직하게는 E1B 영역) 또는 E3 영역에 삽입되는 것이 바람직하고, 보다 바람직하게는

E1 영역 (E1A 영역 및/또는 E1B 영역, 바람직하게는 E1B 영역)에 삽입된다. 또한, 상기 삽입 서열들은 E4 영역에도 삽입

될 수 있다.

또한, 아데노바이러스는 야생형 지놈의 약 105%까지 패킹할 수 있기 때문에, 약 2 kb를 추가적으로 패키징할 수 있다. 따

라서, 아데노바이러스에 삽입되는 상술한 외래 서열은 아데노바이러스의 지놈에 추가적으로 결합시킬 수도 있다.

본 발명의 바람직한 구현예에서, 본 발명의 재조합 아데노바이러스는 비활성화된 E1B 19 유전자, E1B 55 유전자 또는

E1B 19/E1B 55 유전자를 갖는다. 본 명세서에서, 유전자와 관련하여 사용되는 용어 “비활성화”는 그 유전자의 전사 및/

또는 해독이 정상적으로 이루어지지 아니하여, 그 유전자에 의해 코딩되는 정상적인 단백질의 기능이 나타나지 않는 것을

의미한다. 예를 들어, 비활성화 E1B 19 유전자는 그 유전자에 변이 (치환, 부가, 부분적 결실 또는 전체적 결실)가 발생되

어 활성의 E1B 19 kDa 단백질을 생성하지 못하는 유전자이다. E1B 19가 결실되는 경우에는 세포고사능을 증가시킬 수

있고, E1B 55 유전자가 결실된 경우에는 종양세포 특이성을 갖게 한다 (참조: 특허출원 제2002-23760호). 본 명세서에서

바이러스 지놈 서열과 관련하여 사용되는 용어, “결실”은 해당 서열이 완전히 결실된 것뿐만 아니라, 부분적으로 결실된

것도 포함하는 의미를 가진다.

본 발명의 바람직한 구현예에 따르면, 본 발명의 재조합 아데노바이러스는 활성의 E1A 유전자를 포함한다. E1A 유전자를

포함하는 재조합 아데노바이러스는 복제 가능한 특성을 갖게 된다. 본 발명의 보다 바람직한 구현예에 따르면, 본 발명의

재조합 아데노바이러스는 비활성화된 E1B 19 유전자 및 활성의 E1A 유전자를 포함한다. 본 발명의 보다 더 바람직한 구

현예에 따르면, 본 발명의 재조합 아데노바이러스는 비활성화된 E1B 19 유전자 및 활성의 E1A 유전자를 포함하고,

siRNA-코딩 뉴클레오타이드 서열은 결실된 E3 영역에 삽입되어 있는 것이다 (예: 도 3e). 도 3e의 유전자 지도에 있어서,

shRNA는 VEGF-A 유전자 발현을 억제하기 위한 siRNA를 나타내며, 이의 상세한 내용은 위에 기재되어 있는 것과 동일

하다.
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본 발명의 가장 바람직한 구현예에 따르면, 본 발명의 재조합 아데노바이러스는 비활성화된 E1B 19 유전자 및 변이된 활

성의 E1A 유전자를 포함하고, siRNA-코딩 뉴클레오타이드 서열은 결실된 E3 영역에 삽입되어 있는 것이다 (예: 도 3d).

여기서 변이된 활성의 E1A 유전자는 Rb (retinoblastoma 단백질) 결합 부위를 코딩하는 뉴클레오타이드 서열 중에서 45

번째 Glu 잔기가 Gly으로 치환된 변이 및 121-127번째 아미노산 서열이 전체적으로 Gly으로 치환된 변이를 갖는다.

종양 세포에서는 p53 단백질의 변이뿐 아니라 Rb의 돌연변이 혹은 Rb 관련 신호기전이 상당부분 손상되어 있기 때문에,

Rb와의 결합능이 소실된 아데노바이러스는 정상 세포에서는 Rb의 활성으로 아데노바이러스의 복제가 억제 되지만 Rb의

기능이 억제된 종양 세포에서는 활발하게 복제되어 암세포를 선택적으로 살상할 수 있다(26, 27). 따라서, 상술한 Rb 결합

부위에서의 변이를 포함하는 본 발명의 재조합 아데노바이러스는 암세포 특이성이 매우 우수하다.

본 발명의 바람직한 구현예에 따르면, 본 발명의 재조합 아데노바이러스는 도 3b 및 도 3d-도 3I로 구성된 군으로부터 선

택되는 유전자 지도를 갖는다. 보다 바람직하게는, 도 3d-도 3I의 유전자 지도를 가지며, 보다 더 바람직하게는 도 3d-도

3f의 유전자 지도를 가지고, 가장 바람직하게는 도 3d의 유전자 지도를 갖는다.

하기의 실시예에서 예증된 바와 같이, VEGF-A 특이적 siRNA를 발현하는 본 발명의 재조합 아데노바이러스는 모든 종류

의 VEGF-A 동형체의 발현을 저해하여 종양내 신생혈관의 형성을 선택적으로 억제함으로써 항종양 효과를 극대화한다.

그리고 VEGF-A 특이적 siRNA를 발현하는 본 발명의 재조합 아데노바이러스는 낮은 역가의 바이러스로도 높은 살상 효

과를 유도할 수 있기 때문에 투여된 체내에서서의 안전성이 매우 우수하다.

본 발명의 또 다른 양태에 따르면, 본 발명은 상술한 VEGF-A 특이적 siRNA를 발현하는 본 발명의 재조합 아데노바이러

스의 치료학적 유효량; 및 (b) 약제학적으로 허용되는 담체를 포함하는 약제학적 항종양 조성물을 제공한다.

본 발명의 약제학적 조성물에 유효성분으로 포함되는 재조합 아데노바이러스는 상술한 본 발명의 재조합 아데노바이러스

와 동일한 것이므로, 재조합 아데노바이러스에 대한 상세한 설명은 본 발명의 약제학적 조성물에도 그대로 적용된다. 따라

서, 본 명세서의 불필요한 반복 기재에 의한 과도한 복잡성을 피하기 위하여 공통 사항은 그 기재를 생략한다.

본 발명에서 개발된 VEGF-A 특이적 siRNA를 발현하는 재조합 아데노바이러스는 신생혈관 형성을 효과적으로 억제하여

항종양 효과가 현격히 증대되며, 특히 E1B 55 유전자가 비활성화 되거나 E1A에서 Rb 결합 부위가 변이가 된 경우에는,

암세포 특이성이 매우 우수하다. 이는 결과적으로 암치료에 필요한 바이러스 투여량을 감소시킬 수 있어 바이러스에 의한

생체내 독성과 면역반응을 크게 줄일 수 있다.

본 발명의 조성물에 포함되는 재조합 아데노바이러스는, 다양한 종양 세포에 대하여 살상 효능을 나타내므로, 본 발명의

약제학적 조성물은 종양과 관련된 다양한 질병 또는 질환, 예컨대 뇌암, 위암, 폐암, 유방암, 난소암, 간암, 기관지암, 비인

두암, 후두암, 식도암, 췌장암, 방광암, 전립선암, 대장암, 결장암 및 자궁경부암 등의 치료에 이용될 수 있다. 본 명세서에

서 용어 “치료”는 (ⅰ) 종양 세포 형성의 예방; (ⅱ) 종양 세포의 제거에 따른 종양과 관련된 질병 또는 질환의 억제; 및

(ⅲ) 종양 세포의 제거에 따른 종양과 관련된 질병 또는 질환의 경감을 의미한다. 따라서, 본 명세서에서 용어 “치료학적

유효량”은 상기한 약리학적 효과를 달성하는 데 충분한 양을 의미한다.

본 발명의 조성물에 포함되는 약제학적으로 허용되는 담체는 제제시에 통상적으로 이용되는 것으로서, 락토스, 덱스트로

스, 수크로스, 솔비톨, 만니톨, 전분, 아카시아 고무, 인산 칼슘, 알기네이트, 젤라틴, 규산 칼슘, 미세결정성 셀룰로스, 폴리

비닐피롤리돈, 셀룰로스, 물, 시럽, 메틸 셀룰로스, 메틸히드록시벤조에이트, 프로필히드록시벤조에이트, 활석, 스테아르

산 마그네슘 및 미네랄 오일 등을 포함하나, 이에 한정되는 것은 아니다. 본 발명의 약제학적 조성물은 상기 성분들 이외에

윤활제, 습윤제, 감미제, 향미제, 유화제, 현탁제, 보존제 등을 추가로 포함할 수 있다.

본 발명의 약제학적 조성물은 비경구 투여가 바람직하고, 예컨대 정맥내 투여, 복강내 투여, 종양내 투여, 근육내 투여, 피

하 투여, 또는 국부 투여를 이용하여 투여할 수 있다. 난소암에서 복강내로 투여하는 경우 및 간암에서 문맥으로 투여하는

경우에는 주입 방법으로 투여할 수 있고, 유방암의 경우에는 종양 매스에 직접 주사하여 투여할 수 있으며, 결장암의 경우

에는 관장으로 직접 주사하여 투여할 수 있고, 방광암의 경우에는 카테테르 내로 직접 주사하여 투여할 수 있다.

등록특허 10-0749859

- 8 -



본 발명의 약제학적 조성물의 적합한 투여량은 제제화 방법, 투여 방식, 환자의 연령, 체중, 성, 질병 증상의 정도, 음식, 투

여 시간, 투여 경로, 배설 속도 및 반응 감응성과 같은 요인들에 의해 다양하며, 보통으로 숙련된 의사는 목적하는 치료에

효과적인 투여량을 용이하게 결정 및 처방할 수 있다. 일반적으로, 본 발명의 약제학적 조성물은 1 × 105 - 1 × 1015

PFU/㎖의 재조합 아데노바이러스를 포함하며, 통상적으로 1 × 1010 PFU를 이틀에 한번씩 2주 동안 주사한다.

본 발명의 약제학적 조성물은 본 발명이 속하는 기술분야에서 통상의 지식을 가진 자가 용이하게 실시할 수 있는 방법에

따라, 약제학적으로 허용되는 담체 및/또는 부형제를 이용하여 제제화 됨으로써 단위 용량 형태로 제조되거나 또는 다용량

용기내에 내입시켜 제조될 수 있다. 이때 제형은 오일 또는 수성 매질중의 용액, 현탁액 또는 유화액 형태이거나 엑스제,

분말제, 과립제, 정제 또는 캅셀제 형태일 수도 있으며, 분산제 또는 안정화제를 추가적으로 포함할 수 있다.

본 발명의 약제학적 조성물은 단독의 요법으로 이용될 수 있으나, 다른 통상적인 화학 요법 또는 방사 요법과 함께 이용될

수도 있으며, 이러한 병행 요법을 실시하는 경우에는 보다 효과적으로 암 치료를 할 수 있다. 본 발명의 조성물과 함께 이

용될 수 있는 화학 요법제는 시스플라틴 (cisplatin), 카르보플라틴 (carboplatin), 프로카르바진 (procarbazine), 메클로레

타민 (mechlorethamine), 시클로포스파미드 (cyclophosphamide), 이포스파미드 (ifosfamide), 멜팔란(melphalan), 클

로라부실 (chlorambucil), 비술판 (bisulfan), 니트로소우레아 (nitrosourea), 디악티노마이신 (dactinomycin), 다우노루

비신 (daunorubicin), 독소루비신 (doxorubicin), 블레오마이신 (bleomycin), 플리코마이신 (plicomycin), 미토마이신

(mitomycin), 에토포시드 (etoposide), 탁목시펜 (tamoxifen), 택솔 (taxol), 트랜스플라티눔 (transplatinum), 5-플루오

로우라실 (5-fluorouracil), 빈크리스틴 (vincristin), 빈블라스틴 (vinblastin) 및 메토트렉세이트 (methotrexate) 등을 포

함한다. 본 발명의 조성물과 함께 이용될 수 있는 방사 요법은 X-선 조사 및 γ-선 조사 등이다.

본 발명의 또 다른 양태에 따르면, 본 발명은 서열목록 제1서열의 VEGF-A (vascular endothelial growth factor-A)

mRNA 서열의 379-399 뉴클레오타이드 또는 그의 일부를 포함하는 서열에 상보적인 뉴클레오타이드 서열을 가지는

VEGF-A 유전자 발현 억제용 siRNA 분자 또는 이를 코딩하는 뉴클레오타이드 서열을 제공한다.

VEGF-A를 타겟팅하는 본 발명의 siRNA-코딩 뉴클레오타이드 서열은 위에 기재된 내용을 인용하여 보다 상세하게 설명

된다.

이하, 실시예를 통하여 본 발명을 더욱 상세히 설명하고자 한다. 이들 실시예는 오로지 본 발명을 보다 구체적으로 설명하

기 위한 것으로, 본 발명의 요지에 따라 본 발명의 범위가 이들 실시예에 의해 제한되지 않는다는 것은 당업계에서 통상의

지식을 가진 자에 있어서 자명할 것이다.

실시예

실험재료 및 방법

1. 세포주 및 세포배양

실험에 사용된 세포주들은 인체 뇌암세포주 (U343, U87MG), 간암세포주 (SK-Hep1, Hep3B), 폐암세포주 (A549), 자궁

암세포주 (C33A), 만성 골수성 류케미아 세포주 (chronic myelogenous leukemia cell line, K562) 및 인간 제대혈관 내

피 세포 (human umbilical vascular endothelial cell: HUVEC)이며, 모두 American Type Culture Collection (ATCC,

Manassas, VA)에서 구입하였다. 그리고 아데노바이러스 초기 발현 유전자인 E1 부위가 숙주 유전체 내에 내재되어 있는

HEK293 세포주(ATCC)를 아데노바이러스 생산 세포주로 사용하였다. Hep3B를 제외한 모든 세포주들은 10%의 우태아

혈청 (Gibco-BRL, Grand Island, NY)이 포함된 DMEM 배양액 (항생제 페니실린/스트렙토마이신 (Gibco-BRL) 함유)에

서 5% CO2의 존재 하에 37℃ 항온 배양기에서 배양하였다. Hep3B 와 HUVEC 세포주는 같은 조건하에 MEM (Gibco-

BRL) 와 M199 (Invitrogen) 배양액으로 각각 배양하였다.

2. 실험 동물

생체내 항종양 실험은 6-8주령의 수컷 누드 생쥐 (BALB/c-nu)를 SLC(Japan SLC, Inc., Japan)에서 구입하여 사용하였

다. 동물 사육실의 온도는 22± 2℃, 습도는 55-60%로 유지시켰으며, 명암 순환이 12 시간 단위로 조절되게 하였고, 방사

선 조사로 멸균한 고형사료 (중앙실험동물, Seoul, Korea)와 멸균된 급수를 자유로이 섭취하게 하였다.
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3. VEGF-A에 특이적인 shRNA을 발현하는 플라스미드 벡터 제작

VEGF-A의 발현을 효과적으로 억제할 수 있는 siRNA 염기서열을 선정하기 위하여, 2 종류의 siRNA 염기서열 (siVEGF-

1; 5'-AAGTTCATGGATGTCTATCAG-3', siVEGF-2; 5'-AAATGTGAATGCAGACCAAAG-3')을 siRNA 염기 서열

선정 프로그램(dharmacon.com)을 이용하여 선별하였다 (도 1a). siVEGF-1 또는 siVEGF-2의 센스 및 안티센스 서열이

9개의 염기 (ttcaagaga)로 구성된 루프를 사이에 두고 위치하고, 양 끝에 BamHI과 HindIII 제한효소 염기서열을 가진 68

개의 염기로 구성된 올리고뉴클레오타드와 이에 상보적인 올리고뉴클레오타이드를 각각 합성하였다 (도 1b). 합성된 올리

고뉴클레오타이드들을 95℃에서 5분 동안 가열하여 변성시키고 서서히 감온시켜 서로 어닐링되도록 한 후, BamHI 부위

와 HindIII 부위를 절단하여 siRNA 클로닝 벡터인 pSilencer 2.0-U6 (Ambion, Austin, TX)에 삽입시켜 pSilencer-U6-

shVEGF-1 및 pSilencer-U6-shVEGF-2를 각각 제작하였다.

4. shRNA에 의한 VEGF-A 전사 억제 확인

상기에서 제작된 2 종류의 shRNA를 발현하는 pSilencer-U6-shVEGF-1 및 pSilencer-U6-shVEGF-2 플라스미드를

음성 대조군인 pSilencer-U6 플라스미드와 함께 K562 세포주에 형질전환 하였다. 형질전환 후 48시간 경에, RNeasy 미

니 키트 (Cat. #74104; Qiagen, Valencia, CA)를 이용하여 RNA를 분리한 다음, VEGF-A를 검출할 수 있는 프라이머 세

트 (센스 프라이머; 5'-CTACCTCCACCATGCCAAGT-3', 안티센스 프라이머; 5'-ATGTTGGACTCCTCAGTGGG-3')

를 이용하여 RT-PCR을 수행하여 VEGF-A의 mRNA 양을 비교 검증하였다.

5. 아데노바이러스들의 제작, 생산 및 역가 산출

아데노바이러스의 E1 부위에서 LacZ 유전자를 발현하고, E3 부위에서 U6 프로모터에 의해 shVEGF를 발현하는 복제 불

능 아데노바이러스를 제작하기 위하여, 먼저 상기에서 제작된 pSilencer-U6-shVEGF-2를 EcoRI과 HindⅢ 제한효소로

처리하여 U6 프로머터와 shVEGF-2 부위로 구성된 402 bp 크기의 DNA 절편을 잘라낸 뒤, 이를 아데노바이러스 E3 셔

틀벡터인 pSP72-E3 (Cancer Gene Therapy, 12:61-71( 2005))에 삽입하여 pSP72-E3-U6-shVEGF-2 셔틀벡터를

제작하였다. 제작된 E3 셔틀벡터를 XmnI 제한효소로 처리하여 선형화시키고, E1과 E3 유전자가 소실된 복제 불능 아데

노바이러스인 dl324 (스위스국 Fribourgh 대학의 Verca 박사; Heider, H. et al., Biotechniques, 28(2):260-265, 268-

270(2000))의 소실된 E1 부위에 표지 유전자로서 LacZ가 삽입된 바이러스 벡터인 dl-Z를 SpeI 제한효소를 처리하여 선

형화시킨 뒤, 이들을 함께 대장균 BJ5183 (스위스국 Fribourgh 대학의 Verca 박사; Heider, H. et al., Biotechniques,

28(2):260-265, 268-270(2000))에 동시 형질전환시켜 유전자 상동 재조합 (homologous recombination)을 유도하여

LacZ 유전자와 VEGF-A 특이적 shRNA를 동시에 발현하는 복제 불능 아데노바이러스 벡터인 dl-Z-shVEGF를 제작하

였다 (도 3a).

VEGF-A 특이적 shRNA를 발현하는 종양 특이적 살상 아데노바이러스를 제작하기 위해서는, 상기에서 제작된 pSP72-

E3-U6-shVEGF-2 아데노바이러스 E3 셔틀벡터를 XmnI 제한효소로 처리하여 선형화시킨 뒤, SpeI 제한효소를 처리하

여 선형화 된 pAd-ΔB7 아데노바이러스 토탈 벡터 (E1A의 Rb 결합 부위가 변이되고, E1B 19kDa 유전자와 E1B 55kDa

유전자가 함께 소실된 종양 특이적 살상 아데노바이러스; KCCM-10569)와 함께 대장균 BJ5183에서 동시 형질전환시켜

pAd-ΔB7-shVEGF 종양 선택적 살상 아데노바이러스 벡터를 제작하였다 (도 3b). 상동 재조합된 아데노바이러스 벡터들

을 HindⅢ 제한효소로 처리하여 상동 재조합 유무를 확인한 후, 확인된 플라스미드들은 PacI 제한효소로 절단한 뒤

HEK293 세포주 (Microbix, 캐나다국)에 형질전환하여 Ad-ΔB7-shVEGF 아데노바이러스를 생산하였다. 대조군으로 사

용된 바이러스들은 E1 부위가 완전히 결손되고 LacZ 유전자를 발현하는 복제가 불가능한 dl-Z 아데노바이러스와 E1B

55kDa 유전자가 결손된 Ad-ΔE1B55 (YKL-1; 대한민국 특허출원 제1999-33011호 참조), E1A 부위의 Rb 결합 부위가

변이되고, 동시에 E1B 19kDa와 E1B 55kDa유전자들이 모두 결손된 Ad-ΔB7(12, 14; KCCM-10569)이며, 각각의 아데

노바이러스는 HEK293 세포주에서 증식시켜 CsCl 농도구배로 농축하여 순수 분리하였으며, 한계희석분석 (limiting

titration assay) 또는 플라크 분석으로 역가 (plaque forming unit: PFU)를 산출하였다 (Hitt, M. et. al., Construction

and propagation of human adenovirus vectors. Cell biology: a laboratory handbook. New York: Academic Press

Inc, 479-490(1994)).

6. VEGF-A 특이적 shRNA를 발현하는 아데노바이러스에 의한 VEGF-A 발현 억제 검증

VEGF-A 특이적 shRNA를 발현하는 아데노바이러스에 의해 VEGF-A의 발현이 효과적으로 억제되는지를 검증하기 위하

여, ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)를 시행하였다. 먼저 여러 종류의 인체 암세포주들인 뇌암세포주

(U343, U87MG), 간암세포주(SK-Hep1, Hep3B), 폐암세포주(A549) 그리고 자궁암세포주(C33A)를 6-웰 플레이트에
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각각 분주한 뒤, 다음날 아데노바이러스를 여러 농도의 MOI (multiplicity of infection)로 감염시키고 2 시간 후, 5%

DMEM 배지로 교체하였다. 바이러스 감염 후 72, 96 시간에 배지를 수득하고, 3000 rpm으로 원심분리하여 상층액을 분

리한 뒤, 이 중 100 ㎕의 상층액을 이용하여 VEGF-A ELISA 분석을 시행하였다. ELISA의 전과정은 인간 VEGF

Quantikine Immunoassay (R & D Systems, Minneapolis, MN) 제조회사가 제시한 방법에 따라 시행하였다. 배지를 회

수한 후, 남아있는 세포는 150 ㎕의 차가운 라이시스 용액으로 세포를 용해시킨 다음, 10,000 x g에서 15분간 원심분리하

여 단백질을 분리하고, 단백질 분석 키트 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)를 이용하여 세포내 단백질 양을 정량하였다.

ELISA 분석에 의해 산출된 VEGF-A 양을 세포내 단백질 양으로 보정하였다.

7. 관형성 분석 (Tube Formation Assay)

VEGF-A 특이적 shRNA 발현에 따른 VEGF-A의 감소로 혈관내피세포의 관형성 기능이 억제되는지를 알아보기 위해서,

HUVEC 세포를 이용하여 관형성 분석을 시행하였다. 먼저, 250 ㎕의 성장인자-감소 마트리젤 (Collaborative

Biomedical Products, Bedford, MA)을 24-웰 플레이트에 천천히 흔들어서 균일하게 분주한 뒤, 37℃에서 30분간 중합

반응을 실시하였다. HUVEC (3-5 계대 배양) 세포는 6시간 동안 1% FBS을 포함한 M199 배지에서 배양하여 혈청기아한

뒤, 트립신을 처리하여 세포수를 측정하였다. 마트리젤이 분주된 24-웰 플레이트에 혈청기아 전처리 된 HUVEC (2 x 105

cells/well) 세포를 200 MOI의 dl-Z 또는 dl-shVEGF로 감염하여 96시간 뒤에 회수한 U343 세포 배양액을 새로운 배지

와 1: 1로 혼합한 뒤 넣고 배양하였다. 양성 대조군으로서는 10 ng/㎖의 VEGF-A 정제 단백질 (Upstate Biotechnology,

Lake Placid, NY)을 이용하였다. 배양 후 20시간째에, 배양액을 제거하고 PBS로 2번 세척한 뒤 현미경으로 관형성을 관

찰하였다. 형성된 관은 Image-Pro Plus (Media Cybermetics Inc., Silver Spring, MD) 프로그램을 사용하여 정량하였하

였으며, VEGF-A 정제 단백질을 처리한 경우를 100%로 보정하여 상대적인 수치를 구하였다(32).

8. 엑스 비보 대동맥 고리 분석

VEGF-A 특이적 shRNA 발현에 따른 혈관 형성 억제를 관찰하기 위해, 대동맥 고리 스프라우팅 분석을 시행하였다. 6 주

령의 스프라그 돌리 래트로부터 대동맥을 분리하고, 대동맥 주변의 섬유-지방조직을 제거한 뒤, 1 ㎜ 두께의 고리로 얇게

잘랐다 (In Vitro Cell Dev. Biol., 26:119-28(1990)). 48-웰 플레이트에 마트리젤 (120 ㎕/웰)을 분주하고 37℃에서 30

분간 중합반응시킨 뒤, 대동맥 고리를 각각의 웰에 얹고, 50 ㎕의 마트리젤을 오버레이 하였다. 약 30분 후 마트리젤이 굳

으면, 관형성 분석에서 사용된 것과 같은 세포 배양액 (U343 세포주에 200 MOI의 dl-Z 또는 dl-shVEGF 바이러스를 처

리하고 96 시간 뒤 회수한 세포 배양액) 250 ㎕를 각각의 웰에 처리하여 배양하였다. 양성 대조군으로는 VEGF-A 정제 단

백질 (10 ng/well)을 처리하였으며, 음성 대조군으로는 U343 배양 배지만을 처리하였다. 배양 후 6일째에 현미경 (optical

imaging technique)으로 대동맥 고리로부터 생성되어진 혈관들을 관찰하였다(33). 형성된 혈관들은 대동맥 고리를 5 부

위로 나누어서 혈관 형성이 가장 왕성한 부위(most positive)를 1점, 혈관 형성이 가장 적게 일어난 부위(least positive)

를 0점으로 점수를 부여하여 분석하였으며, 5 부위에 대한 점수(0-5점)를 합산하였다. 각각의 실험군에 대해 6개의 대동

맥 고리를 대상으로 대동맥 고리 스프라우팅 분석을 수행하였다(32).

9. 마트리젤 플러그 분석 (Matrigel plug assay)

VEGF-A 특이적 shRNA 발현에 따른 신생혈관 형성 억제를 생체내에서 관찰하기 위해, 6-웰 플레이트에 2 x 105개의

U343 세포주를 분주한 뒤, 다음날 복제 불능 아데노바이러스 (dl-Z 또는 dl-Z-shVEGF) 또는 복제 가능 아데노바이러스

(Ad-ΔB7 또는 Ad-ΔB7-shVEGF)로 각각 감염시키고, 4시간 후 5% DMEM 배지로 교체하였다. 바이러스 감염 후 4시간

째에, 세포들을 트립신으로 처리하여 회수한 뒤 100 ㎕의 HBSS 완충용액에 재현탁하고 500 ㎕의 차가운 마트리젤과 균

일하게 혼합하고, 주사기를 이용하여 누드 생쥐의 등 (ventral groins)에 피하 주사하였다. 주사된 마트리젤은 빠르게 고형

의 젤 플러그를 형성하였으며, 14일 후 피부를 박피하여 마트리젤 내부와 주변으로 형성된 혈관들을 관찰하였다. 혈관수를

정량화하기 위하여 마트리젤을 적출하여 4% 파라포름알데하이드 용액에 넣은 뒤 4℃에서 4-8시간 동안 고정시키고,

30% 수크로오스 용액에서 12시간 정도 탈수 시켰다. 탈수된 마트리젤을 O.C.T compound로 동결 박편한 뒤 헤마토자일

린과 에오신 (H & E)으로 염색하여 혈관수를 관찰하여 정량하였다(34).

10. VEGF-A 특이적 shRNA를 발현하는 종양 선택적 살상 아데노바이러스의 세포 살상능 검증

VEGF-A 특이적 shRNA의 발현 여부가 아데노바이러스의 복제에 어떠한 영향을 미치는지 검증하기 위하여, 바이러스의

복제 결과로 나타나는 세포병변 효과(CPE)를 검증하였다. 뇌암 세포주(U343, U87MG), 간암 세포주(Hep3B, Hep1), 자

궁암 세포주(C33A), 폐암 세포주(A549) 등의 인체 종양 세포주들을 24-웰 플레이트에 각각 분주하고, 24 시간 후 dl-Z,
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Ad-ΔB7 또는 Ad-ΔB7-shVEGF 아데노바이러스를 여러 농도의 MOI로 감염시켰다. 가장 낮은 MOI의 바이러스로 감염

시킨 세포들이 거의 사멸된 시점에 배지를 제거하고 플레이트 바닥에 남아있는 세포들을 0.5% 크리스탈 바이올렛 (50%

메탄올)으로 고정하고 염색한 후 분석하였다.

11. 인 비보 항종양 효과 검증

생후 7-8주 정도 경과된 누드 생쥐에 1 x 107개의 인체 뇌암 세포주인 U343을 복부 피하에 주사하였다. 종양의 용적이 약

70-80 mm3 정도 되었을 때, 1 x 108 PFU의 Ad-ΔB7 또는 Ad-ΔB7-shVEGF 아데노바이러스와 음성 대조군으로서

PBS를 각각 이틀 간격으로 세 번 종양 내에 직접 주사한 후 종양의 크기를 2, 3일 간격으로 측정하였다. 종양의 용적은 캘

리퍼를 이용하여 종양의 장축과 단축을 측정한 후 다음과 같은 공식으로 산출하였다: 종양의 용적 (mm3) = (단축 mm)2x

장축mm x 0.523.

12. 종양조직 내 VEGF-A의 발현량 측정

약 6-8 주령의 누드 생쥐의 복벽에 뇌암 세포주인 U343을 피하 주사한 후 종양의 크기가 약 70-120 mm3 정도 되었을

때, 1 x 108 PFU의 Ad-ΔB7 또는 Ad-ΔB7-shVEGF 아데노바이러스를 음성 대조군인 PBS와 함께 3회 종양 내 투여하

였다. 마지막 바이러스 투여 후 10일 뒤에 종양을 적출하여 액체 질소에 담근 후, 막자사발로 분쇄하고 단백질 억제자 칵테

일 (Sigma)이 첨가된 PBS에 부유하였다. 종양 조직을 보다 미세하게 분쇄하기 위하여 균질화기 (ART-MICCRA D-8,

ART modern Labortechnik, Munchen, Germany)로 균질화한 후, 3000 rpm으로 10분간 원심분리한 뒤 상층액만 수득

하여 종양 내 VEGF-A 단백질의 발현 정도를 ELISA로 측정하였다. VEGF-A의 ELISA는 상기의 “VEGF-A 특이적

shRNA를 발현하는 아데노바이러스에 의한 VEGF-A 발현 억제 검증”과 같은 방법으로 수행하였다.

13. VEGF-A 특이적 shRNA를 발현하는 복제 가능 아데노바이러스 투여에 따른 종양 조직내 신생 혈관형성 억제효과 검

증

약 6-8주령의 누드 생쥐의 복벽에 뇌암 세포주인 U343을 피하 주사한 후 종양의 크기가 약 70-120 mm3 정도 되었을 때,

1 x 108 PFU의 Ad-ΔB7 또는 Ad-ΔB7-shVEGF 아데노바이러스를 음성 대조군인 PBS와 함께 3회 종양 내 투여하였다.

마지막 바이러스 투여 후 7일 경에 종양을 적출하여 IHC Zinc fixative (포르말린-부재) (BD Bioscience Pharmingen,

San Diego, CA) 용액에서 고정시킨 뒤, 파라핀 블록을 제작하였다. 제작된 파라핀 블록을 4 ㎛ 두께로 절단하여 슬라이드

로 만든 뒤, 이를 자일렌, 100%, 90%, 70% 에탄올 용액에 차례로 담궈 파라핀을 제거(deparafinization)한 후 헤마토자일

린과 에오신 (H & E)으로 염색하였다. VEGF-A 특이적 shRNA 발현에 의해 종양조직 내 혈관형성이 억제 되었는지 확인

하기 위해, 혈관내피 세포 특이적 항원인 CD31을 선택적으로 인지할 수 있는 항체(platelet/endothelial cell adhesion

molecule 1; BD Biosciences PharMingen)를 이용하여 조직 면역염색을 시행하였다. 파라핀이 제거된 4 ㎛ 두께의 종양

조직을 3% H2O2 용액에서 10분간 반응시켜 내인성 과산화효소의 작용을 차단시키고, CAS-BLOCK (Zymed, San

Francisco, CA)로 30분간 비특이적인 항체반응을 블롯킹한 다음, α-CD31 항체를 1차 항체로 반응시키고, 바이오틴이 결

합된 폴리클로날 항-래트 (multiple adsorption) 항체 (BD Biosciences PharMingen)를 이차 항체로 반응시키고, DAB

(DACO, Carpinteria, CA, USA)를 이용하여 CD31의 발현양상을 규명하였다. 또한, 동일한 부위의 파라핀 블록을 이용하

여, 아데노바이러스의 헥손 부위를 검출할 수 있는 조직 면역염색을 시행하였다. 상기와 같은 방법으로 파라핀을 제거한

후 아데노바이러스의 헥손 부위와 선택적으로 결합하는 항체 (MAB 8052 chemicon, Temecula, CA)를 일차 항체로, 그

리고 염소 항-래트 IgG-HRP (Santa Cruz Biotechnology)를 이차 항체로 반응시키고 DAB를 첨가하여 발색시켜 관찰하

였다. 종양 내 현성된 혈관수를 정량하기 위해서는, 혈관내피 세포 특이적 항원인 CD31 (platelet/endothelial cell

adhesion molecule 1) 양성으로 염색된 종양 내 혈관을 먼저 저배율로 관찰하여 무작위로 사진을 촬영한 후, 배율을 높여

100배 시야에서 관찰되는 혈관의 수를 정량하였다. 세장의 슬라이드로부터 각각 5개 시야를 선택하여 혈관 수를 계산하고

평균값을 산출하여 그 값을 대표값으로 사용하였다(34).

실험결과

1. VEGF-A의 발현을 효과적으로 억제할 수 있는 siRNA 염기서열 선정

siRNA 기술을 이용하여 신생혈관 형성에 있어 중요한 기능을 하는 VEGF-A의 발현을 효과적으로 억제하기 위한 본 연구

의 목적을 위해서, 먼저 VEGF-A의 발현을 효과적으로 억제할 수 있는 2 종류의 siRNA 염기서열 (siVEGF-1 및
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siVEGF-2)을 siRNA 염기 서열 선정 프로그램 (dharmacon.com)을 이용하여 선별하였다 (도 1a). 두 종류의 siRNA의 센

스 및 안티센스 서열이 9개의 염기(ttcaagaga)로 구성된 루프를 사이에 두고 위치하고, 양 끝에 BamHI과 HindIII 제한효

소 염기서열을 가진 68개의 염기로 구성된 올리고뉴클레오타이드와 이에 상보적인 올리고뉴클레오타이드를 각각 합성하

였다 (도 1b). 각각의 상보적인 올리고뉴클레오타이드들을 95℃에서 5분 동안 가열하여 변성시키고 서서히 감온하여 서로

어닐링시킨 뒤, BamHI 부위와 HindⅢ 부위를 절단하여 siRNA 클로닝 벡터인 pSilencer-U6에 삽입시켜 pSilencer-U6-

shVEGF-1 및 pSilencer-U6-shVEGF-2를 각각 제작하였다. 제작된 2 종류의 VEGF-A 특이적 shRNA를 발현하는

pSilencer-U6-shVEGF-1과 pSilencer-U6-shVEGF-2 플라스미드 중 VEGF-A의 전사를 가장 효과적으로 억제할 수

있는 shRNA를 선별하기 위하여, 음성 대조군인 pSilencer-U6 플라스미드와 함께 이들 두 종류의 플라스미드들을 각각

K562 세포주에 형질전환시켰다. 형질전환 후 48시간 경에 RNA를 분리한 뒤, VEGF-A를 특이적으로 증폭할 수 있는 프

라이머 세트(센스 프라이머; 5'-CTACCTCCACCATGCCAAGT-3', 안티센스 프라이머; 5'-

ATGTTGGACTCCTCAGTGGG-3')를 이용하여 RT-PCR을 수행하여 VEGF-A의 mRNA 양을 비교 검증하였다.

도 2에서 볼 수 있듯이, 아무 것도 처리하지 않은 K562 세포와 대조군 플라스미드인 pSilencer-U6을 형질전환 한 K562

세포, 그리고 pSilencer-U6-shVEGF-1 플라스미드를 형질전환 한 K562 세포의 경우에는 VEGF-A의 mRNA 양이 높게

검출되었으나, pSilencer-U6-shVEGF-2 플라스미드를 형질전환한 K562 세포의 경우에는 VEGF-A의 mRNA 양이 매

우 낮게 검출되어, shVEGF-2의 전사 시스템을 통하여 VEGF-A의 전사를 효과적으로 저해할 수 있음을 확인할 수 있었

으며, 이후의 모든 실험들에서는 VEGF-A 특이적 siRNA로서 shVEGF-2의 염기 서열을 사용하였다.

2. sVEGF-A 특이적 shRNA를 발현하는 아데노바이러스에 의한 VEGF-A 발현 억제 검증

siRNA가 특정 유전자를 효과적으로 낙-다운시키는데 유용한 방법이긴 하지만 전달 효율이 떨어지고 일시적으로만 효과

가 나타나기 때문에, 이를 보완할 수 있는 개선된 벡터 시스템이 요구된다(15). 신생혈관 형성에 중요하게 관여하는

VEGF-A 특이적 siRNA를 암세포 특이적으로 그리고 지속적으로 높게 전사시킴으로써 종양 선택적 살상능을 더욱 개선

시킬 목적으로, 상기에서 시행한 RT-PCR 분석을 통하여 선별된 shVEGF-2 전사 시스템을 Ad-ΔB7 종양 선택적 살상 아

데노바이러스의 E3 부위에 삽입하여 Ad-ΔB7-shVEGF 아데노바이러스를 제작 및 생산하였다 (도 3b).

먼저, Ad-ΔB7-shVEGF 종양 선택적 살상 아데노바이러스에 의해서 VEGF-A의 발현이 효과적으로 억제 되는지를 검증

하기 위하여, VEGF-A 발현양이 높은 인체 뇌암 세포주인 U343을 10-20 MOI의 Ad-ΔB7 또는 Ad-ΔB7-shVEGF 아데

노바이러스로 감염시키고 세포로부터 배지를 회수하여 ELISA를 시행하여 VEGF-A의 발현양을 정량하였다 (도 4). 그 결

과, Ad-ΔB7-shVEGF 아데노바이러스를 감염시킨 세포 배양액뿐만 아니라, Ad-ΔB7 아데노바이러스를 감염시킨 세포

배양액에서도 VEGF-A의 발현이 현저하게 감소되어 shVEGF의 전사에 따른 VEGF-A의 발현 억제 여부를 확인할 수 없

었다. Zhou 연구팀은 2003년, 아데노바이러스의 E1A 유전자에 의해서 신생혈관 형성 유도체인 VEGF-A 발현이 감소된

다는 결과를 발표한 바 있는데 (35), Ad-ΔB7 및 Ad-ΔB7-shVEGF 아데노바이러스로부터 발현되는 E1A에 의해서

VEGF-A 발현이 억제되는지를 검증하기 위하여, 대조군 복제 불능 아데노바이러스로서 dl-Z와 함께 Ad-ΔB7, Ad-ΔB7-

shVEGF 아데노바이러스를 10-20 MOI의 역가로 U343 세포주를 감염시킨 뒤, 배지를 회수하여 상기와 동일한 방법으로

ELISA를 시행하였다. E1A를 발현하는 또 다른 대조군 복제 가능 아데노바이러스로서 E1B 55 kDa 유전자가 소실된

YKL-1 바이러스도 함께 사용하여 실험을 진행하였다. 도 5에서 볼 수 있듯이, E1A를 발현하는 모든 3 종류의 복제 가능

아데노바이러스 (YKL-1, Ad-ΔB7 및 Ad-ΔB7-shVEGF)들을 감염시킨 세포 배양액에서는 처리해준 바이러스의 역가에

비례하여 VEGF-A의 발현이 현저하게 감소된 반면, E1A를 발현하지 못하는 복제 불능 아데노바이러스인 dl-Z를 감염시

킨 세포 배양액에서는 VEGF-A의 발현이 약간 감소하여, E1A의 발현에 따른 VEGF-A 발현 억제현상을 확인할 수 있었

다.

따라서 VEGF-A 특이적 shRNA에 의한 VEGF-A 발현 억제 효과를 알아보기 위해서, shVEGF-2 전사 시스템을 E1 부위

가 소실된 복제 불능 아데노바이러스인 dl-Z의 E3 부위에 삽입하여 dl-Z-shVEGF 복제 불능 아데노바이러스를 제작 및

생산하였다 (도 3a). 제작된 dl-Z-shVEGF 복제 불능 아데노바이러스를 대조군 바이러스인 dl-Z와 함께 다양한 인체 종

양 세포주 (U343, Hep3B, U87MG, SK-Hep1, A549 및 C33A)를 여러 역가로 각각 감염시키고, 96시간 후에 배지를 수

득하여 ELISA를 시행하여 VEGF-A의 발현양을 정량하였다. 도 6에서 볼 수 있듯이, 본 연구에서 사용된 모든 세포주들에

서 dl-Z-shVEGF 아데노바이러스로 감염된 세포에서는 투여된 아데노바이러스의 역가가 증가함에 따라 VEGF의 발현 양

이 용량 비례적으로 감소하는 것을 관찰할 수 있었다. 특히, U343 세포주에 500 MOI의 바이러스로 감염시킨 경우, dl-Z

(1790 pg/ml)에 비해 dl-Z-shVEGF (66 pg/ml) 바이러스로 감염시킨 세포에서 약 27배 정도 낮은 농도의 VEGF-A가 검

출됨을 확인하였다. 이러한 결과들을 통하여, 아데노바이러스에 의해 세포내에서 shVEGF가 효과적으로 전사되고, 전사

된 짧은 헤어핀 구조의 VEGF-A 특이적 shRNA는 세포내에 존재하는 siRNA 프로세싱 효소 (Dicer 또는 RNaseⅢ)에 의

해 정확한 구조를 갖는 siRNA로 전환되어 VEGF-A의 발현을 효과적으로 억제함을 확인할 수 있었다.
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3. VEGF-A 특이적 shRNA 발현에 따른 신생혈관 형성 억제 검증

VEGF-A 특이적 shRNA 발현에 따른 VEGF-A의 감소로 혈관내피세포의 분화가 억제되는지를 알아보기 위해서,

HUVEC 세포주를 이용하여 관형성 분석을 시행하였다. 인체 뇌암 세포주인 U343에 200 MOI의 dl-Z와 dl-Z-shVEGF를

각각 감염시키고 96시간 후 세포로부터 배지를 회수하여 HUVEC 세포주에 처리한 뒤, 관형성을 관찰하였다 (도 7). 혈관

형성을 유도하는 양성 대조군으로는, 10 ng/ml 농도의 VEGF-A 정제 단백질을 처리하였다. 그 결과, 아무 것도 처리하지

않은 세포 배양액과 dl-Z를 감염시킨 세포 배양액을 처리한 경우에는, 양성 대조군과 마찬가지로 튼튼하고 굵은 관이 형성

된 반면, dl-Z-shVEGF를 감염시킨 세포 배양액을 처리한 경우에는 가늘고 부분적으로 끊어진 관이 형성된 것을 관찰할

수 있었다. 형성된 관을 Image-Pro Plus 프로그램을 이용하여 정량한 결과, VEGF-A 정제 단백질을 처리한 경우를

100%로 하였을 때, 아무것도 처리하지 않은 U343 세포 배양액과 dl-Z 아데노바이러스를 감염시킨 세포 배양액을 처리한

경우에는 각각 77.26%와 59.28%의 혈관이 형성된 반면에 dl-Z-shVEGF 아데노바이러스를 감염시킨 세포 배양액을 처

리한 경우에는 27.57%의 관이 형성되어 혈관형성이 현저하게 감소되었음을 확인하였다 (도 7b).

상기의 인 비트로 실험들에서 확인된 VEGF-A 특이적 shRNA 발현에 따른 VEGF-A의 발현 감소 및 이에 따른 신생혈관

형성 억제 현상이 대동맥 고리를 이용한 ex vivo 실험을 통해서도 검증될 수 있는지를 알아보기 위하여, 6-8주령의 래트

로부터 대동맥 고리를 분리하여, 관형성 분석과 같은 조건과 방법으로 준비된 세포 배양액을 처리하여 혈관 스프라우팅 분

석을 시행하였다 (도 8). 양성 대조군인 20 ng/ml의 VEGF-A 정제 단백질을 처리한 경우에는 미세혈관의 스프라우팅이

왕성하게 일어났으며, 아무것도 처리하지 않은 U343 세포 배양액과 dl-Z 아데노바이러스를 감염시킨 세포 배양액 (U343

세포주에 200 MOI의 dl-Z 아데노바이러스를 처리하고 96 시간 뒤 회수한 세포 배양액)을 처리하였을 경우에도 양성 대조

군을 처리한 경우와 마찬가지로 혈관의 스프라우팅이 왕성하게 일어났다. 하지만 이와는 대조적으로, dl-Z-shVEGF를 감

염시킨 세포 배양액을 처리하였을 경우에는 혈관의 형성이 현저하게 억제되는 것을 관찰하였다 (도 8a). 이를 보다 정량적

으로 비교 검증하기 위하여, 대동맥 고리를 5부위로 나누어 혈관 형성이 가장 왕성한 부위(most positive)를 1점, 혈관 형

성이 가장 적게 일어난 부위(least positive)를 0점으로 각각 점수를 부여하여 분석한 결과, 양성 대조군으로 사용된

VEGF-A 단백질을 처리한 모든 대동맥에서 4 ± 0.63으로 혈관형성이 왕성하게 일어남을 확인할 수 있었으며, 또한 아무

것도 처리하지 않은 U343 세포 배양액과 dl-Z 아데노바이러스를 감염시킨 세포 배양액을 처리한 경우에도 약 3.83 ±

0.75와 3.5 ± 0.55의 혈관이 형성되었음을 확인할 수 있었다. 이와는 대조적으로, dl-Z-shVEGF 아데노바이러스를 감염

시킨 세포의 배양액을 처리한 경우에는 1.33 ± 0.52의 혈관만이 형성되어 dl-Z-shVEGF에 의해 혈관형성이 현저하게 억

제됨을 확인하였다 (도 8b).

또한 상기의 생체외 실험들에서 확인된 VEGF-A 특이적 shRNA 발현에 따른 VEGF-A의 발현 감소 및 이에 따른 신생혈

관 형성 억제 현상이 마트리젤을 이용한 인 비보 실험을 통해서도 검증될 수 있는지를 알아보기 위하여 마트리젤 플러그

분석을 수행하였다. U343 세포주를 dl-Z(100 MOI), dl-Z-shVEGF(100 MOI), Ad-ΔB7(10 MOI) 또는 Ad-ΔB7-

shVEGF(10 MOI) 아데노바이러스로 각각 감염시키고 마트리젤과 함께 혼합하여 누드생쥐의 등에 피하 주사하여 고형의

젤 플러그를 형성시킨 뒤, 14일 후 마트리젤 내부와 주변에 형성된 혈관들을 관찰하였다 (도 9). 그 결과, VEGF-A 특이적

shRNA를 발현하지 않는 대조군 아데노바이러스(dl-Z, Ad-ΔB7)로 감염시킨 경우에는 마트리젤의 주변과 내부에서 혈관

형성이 매우 활발하게 진행되어 많은 개수의 혈관들을 관찰할 수 있는 반면, VEGF-A 특이적 shRNA를 발현하는 아데노

바이러스(dl-Z-shVEGF, Ad-ΔB7-shVEGF)로 감염시킨 경우에는 고형화된 마트리젤 주변과 내부에 형성된 혈관의 개

수가 적음을 확인하였다. 상기의 실험 결과들을 통하여, VEGF-A 특이적 shRNA를 발현하는 두 종류의 아데노바이러스들

인 dl-Z-shVEGF와 Ad-ΔB7-shVEGF에 의해 VEGF-A의 발현이 억제되고, 그 결과 혈관내피 세포의 분화 및 신생혈관

형성이 효과적으로 억제됨을 확인할 수 있었다.

4. VEGF-A 특이적 shRNA를 발현하는 종양 선택적 살상 아데노바이러스의 세포 살상능 검증

VEGF-A 특이적 shRNA 발현이 아데노바이러스의 복제에 미치는 영향을 알아보기 위하여 아데노바이러스의 복제에 따

른 세포 사멸 정도를 CPE 분석으로 관찰하였다. 여러 종류의 인체 종양 세포주들을 dl-Z, Ad-ΔB7 또는 Ad-ΔB7-

shVEGF 아데노바이러스로 각각 0.1-20 MOI로 감염시키고 잔류 세포를 크리스탈 바이올렛으로 염색하여 아데노바이러

스의 복제에 따른 세포 살상 정도를 비교 관찰하였다 (도 10). 음성 대조군인 dl-Z 복제 불능 아데노바이러스로 감염된 세

포들에서는 아데노바이러스가 복제되지 않기 때문에 세포 살상효과가 나타나지 않았으나, 복제 가능 아데노바이러스들인

Ad-ΔB7 또는 Ad-ΔB7-shVEGF로 감염된 경우는 투여된 바이러스 양이 증가함에 따라 세포 살상 효과가 증가되었다. 본

연구에 사용된 모든 종양 세포주들(A549, Hep1, U343, U87MG, Hep3B 및 C33A)에서 Ad-ΔB7와 Ad-ΔB7-shVEGF의

세포 사멸 정도가 비슷하였다. 이러한 결과들에 의해, VEGF-A 특이적 shRNA의 발현으로 아데노바이러스의 복제가 저해

되지 않고 그 결과, 세포 살상능도 감소하지 않음을 확인할 수 있었다.
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5. VEGF-A 특이적 shRNA를 발현하는 종양 선택적 살상 아데노바이러스의 생체내 항종양 효과 검증

VEGF-A 특이적 shRNA를 발현하는 종양 선택적 살상 아데노바이러스인 Ad-ΔB7-shVEGF의 생체내 항종양 효과를 검

증하기 위해, 인체 뇌암 세포주인 U343 세포주를 누드마우스의 복부 피하에 주사하고 형성된 종양에 1 x 108 PFU의 Ad-

ΔB7 또는 Ad-ΔB7-shVEGF 아데노바이러스를 음성 대조군인 PBS와 함께 이틀 간격으로 3번 종양 내에 투여한 후 종양

의 성장을 관찰하였다 (도 11). 본 실험에서는 암세포 특이적 살상 아데노바이러스인 Ad-ΔB7과 Ad-ΔB7-shVEGF의 항

종양 효과를 비교하기 위해서, Ad-ΔB7의 항종양 효과를 검증한 이전 연구들에 비해 5 배 낮은 역가의 바이러스를 투여하

였다.

음성 대조군인 PBS를 투여 받은 생쥐의 경우, 바이러스 투여 후 36 일경에 종양의 용적이 약 2531 ± 256 mm3으로 급격

히 성장하였으나, 종양 특이적 살상 아데노바이러스인 Ad-ΔB7 또는 Ad-ΔB7-shVEGF을 투여한 경우에는 종양의 성장

이 크게 지연됨을 확인하였다. 즉, Ad-ΔB7와 Ad-ΔB7-shVEGF 아데노바이러스를 투여 받은 생쥐의 경우, 바이러스 투

여 후 36 일경에 종양의 용적이 각각 973.51 ± 313.5 mm3과 292 ± 241 mm3로, 이들 아데노바이러스의 뚜렷한 항종양

효과를 관찰할 수 있었으며, 특히 Ad-ΔB7을 투여한 경우보다 Ad-ΔB7-shVEGF를 투여한 경우에 보다 향상된 항종양 효

과를 확인할 수 있었다. 또한 Ad-ΔB7-shVEGF 아데노바이러스를 투여한 총 8 마리의 마우스들 중 1 마리는 바이러스 투

여 후 35 일경에 종양이 완전히 소멸되어 없어졌으며, 60 일이 지나도 종양의 재성장은 관찰되지 않았다. 이러한 결과를

통하여, 종양 선택적 살상 아데노바이러스인 Ad-ΔB7-shVEGF는 E1A 유전자의 발현에 따른 VEGF-A 발현 억제뿐만 아

니라 VEGF-A 특이적 shRNA의 발현에 따른 VEGF-A 발현 억제도 함께 유도할 수 있어, 생체내 항종양 효과를 현저하게

증진시킬 수 있음을 확인하였다.

6. 종양내 VEGF-A의 발현량 측정

VEGF-A 특이적 shRNA를 발현하는 종양 선택적 살상 아데노바이러스의 종양세포 감염 및 복제에 따른 VEGF-A 특이적

shRNA의 발현에 의해 종양 내 VEGF-A 발현이 실질적으로 감소되었는지를 알아보기 위하여, 바이러스 투여 후 10일 경

에 종양조직을 적출하여 미세하게 분쇄한 뒤 VEGF-A ELISA 분석을 시행하였다 (도 12). 음성 대조군인 PBS를 종양내로

투여한 실험동물에서는 종양 조직 1 g당 2429 ± 0.7698 pg의 VEGF-A가 발현된 반면, 종양 선택적 살상 아데노바이러

스인 Ad-ΔB7 또는 Ad-ΔB7-shVEGF을 투여한 실험동물에서는 각각 1617 ± 0.6558 pg과 851 ± 1.296 pg의 VEGF-

A가 생성되어, 암조직 내에서 Ad-ΔB7와 Ad-ΔB7-shVEGF의 감염에 의해 종양 조직내 VEGF-A의 발현이 효과적으로

억제되고, 특히 Ad-ΔB7-shVEGF 아데노바이러스의 감염에 의해 종양 조직내 VEGF-A의 발현이 보다 효과적으로 억제

됨을 확인하였다.

7. VEGF-A 특이적 shRNA를 발현하는 종양 선택적 살상 아데노바이러스 투여에 따른 종양조직의 변화 관찰

앞서 진행된 여러 실험들을 통하여 확인된 VEGF-A 특이적 shRNA 발현에 따른 VEGF-A의 발현 감소 및 이에 따른 개선

된 항종양 효과가 실제로 종양 내 혈관 형성 억제에 의한 것인지를 확인하기 위해서, H & E 염색 및 혈관내피 세포 특이적

항원인 CD31의 발현을 조직 면역염색을 시행하여 검증하였다. 먼저, 인체 뇌암 세포주인 U343 세포주를 누드 생쥐 복벽

피하에 접종한 후 형성된 종양에 Ad-ΔB7 또는 Ad-ΔB7-shVEGF 아데노바이러스를 음성 대조군인 PBS와 함께 이틀 간

격으로 3 회 종양 내 주사한 후 7일 경에 종양 조직을 적출하여 헤마토자일린과 에오신으로 염색하여 조직의 상태를 검증

하였다.

도 13에서 볼 수 있듯이, Ad-ΔB7 아데노바이러스를 투여한 종양의 경우는 종괴의 중심부위에서 자연히 발생하는 세포괴

사와 바이러스가 투여된 종괴의 가장자리의 국소적 부위에서만 세포괴사가 진행된 반면, Ad-ΔB7-shVEGF 아데노바이

러스를 투여한 종양의 경우에는 종괴의 중심부위뿐 아니라 바이러스가 투여된 종괴의 가장자리까지 넓은 부위에서 세포괴

사가 활발하게 진행되었음을 관찰할 수 있었고, 특히 종양의 내부가 대부분 괴사되어 근접 총 세포괴사 (near total

necrosis)가 일어났음을 확인할 수 있었다.

이러한 종양내 변화의 현상이 실제로 VEGF-A 특이적 shRNA에 의한 혈관 형성 억제 때문인지를 좀 더 면밀하게 확인하

기 위해, 동일한 블록의 슬라이드를 사용하여 CD31 면역염색을 시행하였다. 그 결과, 음성 대조군인 PBS를 처리한 종양

조직 내부에는 크고 많은 수의 혈관들이 관찰된 반면에, Ad-ΔB7 또는 Ad-ΔB7-shVEGF 아데노바이러스를 투여한 종양

내부에는 형성된 혈관의 개수와 크기가 감소하였다. 특히, VEGF-A 특이적 shRNA를 발현하는 Ad-ΔB7-shVEGF 아데

노바이러스를 투여한 종양의 경우에는, 새로이 형성된 혈관의 개수도 현저히 감소하였을 뿐 아니라 혈관의 크기도 매우 작

음을 확인하였다 (도 14a). 종양조직 내부에 새로이 형성된 혈관의 밀도를 정량하기 위하여, CD31 양성으로 염색된 종양
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내 혈관을 100 배 배율에서 무작위로 5 부위를 선택하여 혈관 개수를 계수하였다 (도 14b). 음성 대조군인 PBS를 투여한

종양에서는 평균 117.7 ± 8.7개의 혈관이 관찰된 반면, 종양 선택적 살상 아데노바이러스인 Ad-ΔB7 또는 Ad-ΔB7-

shVEGF을 투여한 경우에는 종양내 혈관의 수가 각각 101.9 ± 6.2개와 23.8 ± 4.5개의 혈관들이 관찰되어, VEGF-A 특

이적 shRNA를 발현하는 종양 선택적 살상 아데노바이러스를 투여한 경우에 신생혈관 형성이 현저히 억제됨을 확인할 수

있었다. 특히, 혈관의 크기와 상관없이 혈관 개수만을 계수한 본 연구의 혈관 밀도 정량화 방법으로는(34), Ad-ΔB7 아데

노바이러스의 투여에 의한 신생혈관 형성 억제효과가 크지 않게 나타났지만, 종양내 형성된 신생혈관의 크기가 대조군인

PBS를 처리한 경우에 비해 현저하게 작음을 관찰할 수 있었으며, Ad-ΔB7-shVEGF를 투여한 종양에서는 혈관의 개수뿐

만 아니라 크기도 Ad-ΔB7을 투여한 경우보다 현저하게 감소되어, VEGF-A 특이적 shRNA의 발현에 따른 상승적인 혈관

형성 억제 현상을 확인할 수 있었다.

또한, 종양 조직 내 아데노바이러스의 복제 양상을 검증하기 위하여, 아데노바이러스의 헥손 부위와 선택적으로 결합하는

항체를 이용하여 IHC를 시행하였다. 도 15에서 볼 수 있듯이, Ad-ΔB7을 투여한 종양의 경우에는 종괴의 넓은 부위에서

아데노바이러스를 검출할 수 있어 아데노바이러스가 종양내부에서 활발히 복제함을 확인할 수 있었으나, Ad-ΔB7-

shVEGF를 투여한 종양에서는 종양내의 대부분의 조직이 이미 괴사되어 아데노바이러스를 검출할 수 없었으며 종양 가장

자리 일부 국소적 부위에서만 아데노바이러스가 검출되었다.

발명의 효과

VEGF-A 특이적 siRNA를 발현하는 본 발명의 재조합 아데노바이러스는 모든 종류의 VEGF-A 동형체의 발현을 저해하

여 종양내 신생혈관의 형성을 선택적으로 억제함으로써 항종양 효과를 극대화한다. 그리고 VEGF-A 특이적 siRNA를 발

현하는 본 발명의 재조합 아데노바이러스는 낮은 역가의 바이러스로도 높은 살상 효과를 유도할 수 있기 때문에 투여된 체

내에서서의 안전성이 매우 우수하다.

이상으로 본 발명의 특정한 부분을 상세히 기술하였는 바, 당업계의 통상의 지식을 가진 자에게 있어서 이러한 구체적인

기술은 단지 바람직한 구현예일 뿐이며, 이에 본 발명의 범위가 제한되는 것이 아닌 점은 명백하다. 따라서, 본 발명의 실

질적인 범위는 첨부된 청구항과 그의 등가물에 의하여 정의된다고 할 것이다.
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도면의 간단한 설명

도 1a-1b는 혈관내피 성장인자-A (vascular endothelial growth factor-A: VEGF-A)의 발현 억제에 관여하는 짧은 억

제 RNAs (small interfering RNAs: siRNAs)의 디자인을 보여준다. 도 1a는 실시예에서 이용된 VEGF-A의 2종 siRNA의

작용 위치를 보여준다. 도 1b는 pSilencer-U6 플라스미드 또는 아데노바이러스에서 전사된 항-인간 shVEGF의 예상되

는 2차 구조를 나타낸다.

도 2는 VEGF-A 유전자의 shRNA-매개 인 비트로 녹다운 결과를 나타낸다. VEGF-A mRNA를 RT-PCR로 정량하였다.

6-웰 플레이트 내의 U343 세포를 shVEGF-1 또는 shVEGF-2를 발현하는 pSilencer-U6 플라스미드로 안정되게 형질

전환시켰다. 형질전환 48시간 후에 세포내 RNA를 분리하고 VEGF-A 발현의 녹다운을 RT-PCR로 측정하였다. 덴시토미

터 분석을 실시하였고, 각각의 밴드에 대한 상대적인 발현량은 β-액틴으로 정규화 하였다.

도 3a-3i는 실시예에서 이용된 재조합 아데노바이러스 벡터의 유전자 지도를 나타낸다. 모든 아데노바이러스 벡터는, E.

coli에서 박테리아 벡터로 클로닝되고 조작된 전장 아데노바이러스 지놈으로부터 유래된 것이다. 도 3a 및 도 3b에서, dl-

Z는 E1 영역 전체가 결손되어 있고, 여기에 삽입된 CMV 프로모터의 조절 하에 LacZ 유전자를 발현한다. dl-Z-shVEGF

는 dl-Z의 E3 영역에 삽입된 shVEGF 서열을 포함한다. 도 3c-도 3f에서, Ad-B7는 변이된-E1A를 포함하며, E1B

19kDa과 E1B 55 kDa은 결실되어 있고, Ad-B7-shVEGF는 E3 영역에 삽입된 shVEGF 서열을 포함한다. “★”는 E1A의

Rb (retinoblastoma) 결합 위치인 CR1에서 45번째 아미노산의 글루탐산 (Glu)이 글라이신 (Gly)로 치환된 것과 CR2에서
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7개 아미노산 (DLTCHEA)이 7개 글라이신 (GGGGGGG)으로 치환된 변이를 나타낸다. 결실된 E3 영역에서의 숫자,

28592-30470는 Ad5 지놈에서의 위치를 나타낸다. 도면에서, Δ는 해당서열이 결실된 것을 나타내고, ITR은 inverted

terminal repeat의 축약어이고, Ψ는 패키지 시그널을 포함하는 서열을 나타내며, 기호 Ad는 아데노바이러스의 축약어이

고, CMV는 CMV 프로모터를 나타내며, U6는 U6 프로머터이고, IX는 아데노바이러스의 단백질 IX 유전자를 나타낸다.

도 4는 종양살상 아데노바이러스로 감염된 U343에 의해 분비된 VEGF-A를 정량한 결과를 보여준다. 인간 U343 신경교

세포를 Ad-ΔB7 또는 Ad-ΔB7-shVEGF를 이용하여 10-20 MOIs로 감염시켰다. 감염후 72시간과 96시간째에 배양 상등

액에서의 VEGF-A 농도를 ELISA로 측정하였다. VEGF-A 농도는 아무것도 처리하지 않은 경우에 비해 Ad-ΔB7- 및

Ad-ΔB7-shVEGF-감염된 세포 배양 상등액에서 현저하게 감소하였다. 각각의 값은 최소 3번의 독립적인 실험들의 평균

이다.

도 5는 종양살상 아데노바이러스로 감염된 U343에 의해 분비된 VEGF-A를 정량한 결과를 보여준다. 인간 U343 신경교

세포를 dl-Z, YKL-1, Ad-ΔB7 또는 Ad-ΔB7-shVEGF를 이용하여 10-20 MOIs로 감염시켰다. 감염후 72시간과 96시간

째에 배양 상등액에서의 VEGF-A 농도를 ELISA로 측정하였다. VEGF-A 농도는 복제 가능 아데노바이러스 (YKL-1,

Ad-ΔB7- 및 Ad-ΔB7-shVEGF)로 감염된 세포 배양 상등액에서 크게 감소하였다. 각각의 값은 최소 3번의 독립적인 실

험들의 평균이다.

도 6은 복제 불능 아데노바이러스에 의해 감염된 여러 암세포로부터 분비된 VEGF-A 정량 결과를 보여준다. 여러 인간 암

세포주를 dl-Z 또는 dl-Z-shVEGF 복제 불능 아데노바이러스를 이용하여 10-500 MOIs로 감염시켰다. 감염후 96시간째

에 배양 상등액에서의 VEGF-A 농도를 ELISA로 측정하였다. VEGF-A 농도는 감염량 의존적으로 감소하였다. 모든 데이

터는 3회 실험의 평균± SD이다.

도 7a-7b는 인간 내피세포에서 shVEGF에 의한 관형성 억제를 보여준다. HUVEC 세포를 dl-Z- 또는 dl-Z-shVEGF-감

염된 콘디션드 배지로 중합된 마트리젤 상에서 감염시켰다. HUVEC 세포를 마트리젤-코팅 플레이트에 2 x 105 세포/웰

밀도로 플레이팅하고 dl-Z- 또는 dl-Z-shVEGF-감염된 콘디션드 배지와 반응시켰다. 16시간 이후, 세포 형태 변화를 도

립 현미경 (X40, X400)으로 관찰하였다. VEGF-A (10 ng/ml) 재조합 정제 단백질에 의해 자극된 HUVECs는 마트리젤

비드 상에서 루멘을 갖는 비어있는 튜브를 정상적으로 형성하였고, 이는 포지티브 대조군으로 이용되었다. 관 네트워크에

의해 덮여 있는 면적을 Image-Pro Plus 소프트웨어를 사용하여 정량하였으며, VEGF-A 정제 단백질을 처리한 경우를

100%로 보정하여 상대적인 수치를 구하였다(32). 실험을 두 번 반복하였고, 값은 3회 실험의 평균± SE로 나타내었다.

도 8a-8b는 shVEGF에 의한 관 스프라우팅의 억제를 나타낸다. 스프라그 돌리 래트로부터 분리된 대동맥의 얇은 고리

(ring)를 VEGF-A (20 ng/ml) 재조합 정제 단백질, 비감염 컨디션드 배지, dl-Z- 또는 dl-Z-shVEGF-감염된 컨디션드

배지와 반응시킨 다음, 6일째에 Diff-Quick으로 염색시켰다. 도 8b에서, 점수 0 (least positive) 내지 5 (most positive)

를 부여하여 실시하였고, 데이터는 평균 ± SE로 나타내었다.

도 9는 마트리젤 플러그 분석 결과를 보여준다. (A1-A2) 복제 불능 아데노바이러스 (dl-Z, dl-Z-shVEGF)로 감염된 마

트리젤 플러그, (B1-B2) 복제 가능 아데노바이러스 (Ad-ΔB7, Ad-ΔB7-shVEGF)로 감염된 마트리젤 플러그.

도 10은 shVEGF-발현 종양살상 아데노바이러스의 세포병변 효과 (CPE)를 보여준다. 세포를 dl-Z, Ad-ΔB7 또는 Ad-

ΔB7-shVEGF으로 감염시켰다. 감염 후 4-10일째, 생존 세포를 크리스탈 바이올렛으로 염색하였다. 복제 불능 아데노바

이러스인 dl-Z는 네가티브 대조군으로 이용하였다. 각각의 세포주에 대하여 적어도 3회 시험하였고, 도면의 데이터는 각

각의 대표적인 실험 결과이다.

도 11은 shVEGF-발현 종양살상 아데노바이러스에 의한 종양 성장의 억제를 보여준다. U343 인간 신경교세포로부터 유

래된 피하 이식된 종양을, 네가티브 대조군으로서 PBS (●)와 함께 Ad-ΔB7 (■) 또는 Ad-ΔB7-shVEGF (▲)으로 처리하

였다. 아데노바이러스 처리 후 시간 경과에 따라 종양 용적을 모니터링 하였다. 아데노바이러스 투여 (1 x 108 PFU/

mouse) 시점은 화살표로 나타내었다. 값은 각각의 그룹 당 8마리로부터 얻은 데이터의 평균± SE이다.

도 12는 PBS, Ad-ΔB7 또는 Ad-ΔB7-shVEGF의 처리 후의 VEGF-A 발현의 감소를 보여주는 그래프이다. U343 종양

에 PBS, Ad-ΔB7 또는 Ad-ΔB7-shVEGF를 주입한 후, ELISA 키트를 이용하여 종양 균질액에서의 VEGF-A 발현 정도

를 측정하였다. Ad-ΔB7-shVEGF의 처리 후에 VEGF-A 발현이 크게 감소하였다.
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도 13은 PBS, Ad-ΔB7 또는 Ad-ΔB7-shVEGF의 투여에 따른 U343 종양 조직의 변화를 보여주는 H & E-염색 단면 사

진이다. Ad-ΔB7-shVEGF로 처리된 종양은, 전체적으로 주로 괴사세포로 이루어져 있다.

도 14a-14b는 혈관 밀도를 평가하기 위한 CD31에 대한 면역조직화학 염색 결과를 보여준다 (헤마토자일린으로 카운터염

색됨). 도 14a에서, 갈색으로 염색된 것은 PBS, Ad-ΔB7 또는 Ad-ΔB7-shVEGF으로 처리된 마우스의 내피세포에 대한

포지티브 염색을 나타낸다. 도 14b에서, CD31-포지티브 혈관의 수를 계수하였다. LPF (low-power field, X 100). 3개의

슬라이드의 평균± SE.

도 15는 종양 조직에서 아데노바이러스의 국소위치를 확인하기 위한 헥손 단백질의 면역조직화학 염색 결과를 보여준다

(헤마토자일린으로 카운터염색됨). Ad-ΔB7을 투여한 종양의 경우에는 종괴의 넓은 부위에서 아데노바이러스를 검출할

수 있었다. 그러나 Ad-ΔB7-shVEGF-주입 종양에서는, shVEGF에 의한 혈관신생의 억제에 따라 종양내의 대부분의 조

직이 괴사되어 일부 국소적 부위에서만 아데노바이러스가 관찰되었다.

도면

도면1a

도면1b
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도면2

도면3a

도면3b

도면3c

도면3d
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도면3e

도면3f

도면3g

도면3h

도면3i
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도면4

도면5
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도면6

도면7a
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도면7b

도면8a
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도면8b

도면9

도면10
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도면11
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도면12
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도면13
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도면14a

도면14b
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도면15

서열목록

서열목록 전자파일 첨부
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