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생체에서 분리된 혈관조직에서 아데노바이러스벡터를 이용한
특정 단백질의 발현
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Abstract — Treatments of vascular disease via modulating the expression of specific proteins by gene transfer have been

attempted in various studies over the past few years. Among several methods to deliver genes, adenovirus currently has

been used because of a number of positive aspects. In this study, we test adenoviral vector as a potential mediator in the

treatment of vascular disease by using freshly isolated vascular tissues not cultured vascular cells. Freshly isolated vascular

tissues were directly exposed to adenoviral vector pAd5CMVmcsIRESeGFPpA to check the possibility of GFP expression

in different layer of vascular tissues. We found that the GFP expression by using adenoviral vector experiments is mainly

focused on the adventitia and failed to detect GFP expression at endothelial layer or vascular smooth muscle layer in vas-

cular tissues. However, we also found that several integrin receptors are robustly expressed in vascular smooth muscle,

thus the limited expression of protein in vascular smooth muscle are not likely the lack of integrin receptors. In conclusion,

adenovirus could not be a good tool for a specific protein expression in vascular smooth muscle cell. Thus, the application

of adenovirus as a tool for gene therapy of vascular smooth muscle cells in clinical therapeutic trial need to be optimized

further.
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전 세계적으로 많은 환자들이 심혈관계 질환으로 사망하고 있

으며 특히 고혈압, 당뇨, 비만 및 고지혈증 등과 같은 심혈관계

질환 위험요인의 증가는 심혈관계 질환의 발생, 유병률 및 사망

률의 급격한 증가를 나타내고 있다. 특히 혈액순환의 통로인 혈

관은 생명유지에 필수적인 여러 핵심장기에 혈액을 공급하는 핵

심적인 역할을 담당하고 있으며 혈관질환으로 인한 장애는 그 혈

관이 혈액공급을 담당하는 장기의 기능에 심각한 영향을 미치게

된다.1-3)

혈관의 구성은 일반적으로 내피층(intima)를 형성하고 있는 내

피세포(endothelial cell)과 내부 탄성층(elastical interna)이 가장

안쪽에 존재하고 그 주변에 혈관평활근 세포들이 놓여 있는 중

간층(media)과 섬유아세포(fibroblast) 등으로 구성된 외피층

(adventitia)로 구성되어 있다.1) 특히 혈관평활근은 혈관의 긴장

도(tone)을 유지하여 혈액공급조절과 관련한 중요한 역할을 담당

하고 있다. 혈관질환의 치료를 위하여 유전자 전달을 통한 단백

질의 발현을 조절하려는 다양한 시도들이 실험동물 등을 이용한

연구에서 시도되어 왔다.4,5) 실험실 또는 유전자 치료를 위한 임

상시험에서 세포에 어떤 특정 유전자를 전달하거나, 유전자 치

료를 시도할 때 사용하는 다양한 유전자 전달 방법들이 지난 수

십 년간의 많은 연구를 통해서 이루어져 왔다. 특히 유전자를 전

달하는 여러 방법들 중에서 아데노바이러스는 세포의 증식에 관

계없이 다양한 세포를 감염시킬 수 있고, 또한 감염 후 숙주의

유전자에 통합되지 않으므로 삽입성 돌연변이 위험이 낮기 때문

에 유전자 치료에 현재까지 가장 많이 사용되어 왔다.4,6) 아데노

바이러스는 envelope가 없으며 capside내에 이중나선의 유전자

를 가지고 있으며 capsid의 표면에 존재하는 penton 복합체가 바

이러스의 세포 내 유입에 중요한 조절자 역할을 하는 것으로 알

려져 있다.7) 아데노바이러스를 이용해 유전자를 표적세포에 전달
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하려고 할 때, 표적세포의 CAR(coxsackie virus and adenovirus

receptor)와 인테그린(integrin) 수용체의 존재 유무가 유전자 전

달의 효율을 결정하는데 있어서 중요한 인자들로 알려져 있다.8)

어떤 특정세포에서 전달된 유전자가 발현되기를 원한다면 조직

혹은 세포 특이성 promoter를 이용하는 것이 적합하다.9-11) 체내

의 많은 세포가 아데노바이러스에 감염이 잘 되지만, 최근의 연

구에 의하면 혈관내피세포와 평활근세포, 분화된 호흡기도의 외

피세포, 임파구, 혈액모세포 및 섬유세포 등이 CAR과 인테그린

(integrin)의 발현이 낮아서 바이러스에 대한 감염률이 낮은 것으

로 알려져 있다.12-14)

따라서 본 연구에서는 실험실에서 배양된 혈관세포15) 또는 내

피세포가3) 아닌 동물에서 분리한 혈관조직을 이용하여 혈관조직

에 직접 노출시킨 아데노바이러스를 이용한 유전자 전달이 혈관

의 구성세포들에서 단백질의 발현 조절과 아데노바이러스 감염

에 중요한 역할을 담당하는 혈관조직에서의 인테그린의 발현을

확인하여 혈관질환의 치료에 있어서 유전자 전달의 매개체로써

아데노바이러스의 사용 가능성을 살펴보았다.

실험방법

시약

다음과 같은 약품이 사용되었다. Phenylephrine, Potassium

chloride, Monoclonal anti-beta-actin, Monoclonal anti-alpha-

smooth muscle actin(Sigma, St. Louis, MO, USA). GFP antibody

(Cell Signaling, Beverly, MA, USA). IRDye 800CW conjugated

goat(polyclonal) anti-mouse IgG(LI-COR Biosciences. Lincoln,

NB, USA). Integrin screen kit(Millipore), Integrin antibody

sampler kit(Cell Signaling Technolgy). Alexa Fluor Dye

conjugated secondary antibodis(Invitrogen). 그 외 다른 시약은

특급 또는 일급으로 사용하였다. 약품은 3차 증류수에 용해되어

필요에 따라 Krebs 용액이나 생리식염수에 첨가되었다. 일반적

인 시약은 분석등급 또는 그 이상의 것을 사용하였다.

조직준비

모든 동물 실험은 실험동물의 보호와 사용에 관한 가이드라인

(Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, NIH

1996)을 준수하여 수행되었다. 200g 정도의 Sprague-Dawley 흰

쥐를 과량의 isoflurane을 흡입하여 안락사 시킨 후 개복하여 대

동맥과 대퇴동맥(femoral artery)을 재빨리 적출한 후 냉각된(4oC)

생리학적 생리식염수에 위치하였다. 생리학적 식염수의 조성은

다음과 같다(단위 mM); 120 NaCl, 5.9 KCl, 1.2 NaH2PO4, 25

NaHCO3, 11.5 dextrose, 1 CaCl2, and 1.4 MgCl2(pH 7.4). 분

리된 혈관들은 외부에서 medical oxygen(95% O2-5% CO2)을 공

급하는 상태에서 혈관평활근과 내피세포를 포함하여 혈관 이외

의 부수적인 조직들을 제거한 후 실험에 사용하였다.

혈관 수축력의 측정

배양된 혈관의 일부를 절제한 고리 조각은 봉합실을 이용하여

온도가 유지되는 기관수조에 현수 되었다. 현수된 혈관은 등장

력 변환기에 연결하여 자극에 의한 혈관수축의 변화가 측정되도

록 하였다. 기관수조 내 용액은 생리학적 식염수를 사용하였으

며 37oC에서 medical oxygen(95% O2 and 5% CO2)을 공급하

였다. 1시간의 평형 기간 동안 휴지기 장력은 2.0 g으로 조절되

었으며 평형 기간 후에 혈관고리는 KCl(51 mM) 및 phenylephrine

(1 µM)로 자극하여 근육의 수축을 측정하였으며 충분한 수축이

발생하였을 때 추가적인 실험이 진행되었다.16)

Western blot

단백질의 발현을 확인하기 위한 실험에 사용된 혈관을 lysis

buffer로 용해하고 용해되지 않은 혈관구성물들은 원심 분리하여

제거하였다. 상등액을 취하여 SDS-PAGE로 변성 분리하고 이를

PVDF membrane에 이전시켰다. 이를 상온에서 Odyssey

blocking buffer에 넣어 1시간 동안 block한 후 적절한 1차 항체

에 넣어 4oC에서 밤새도록 반응시킨 후 tris buffered saline

(TBS)으로 집중적으로 세척한 후 형광이 표지 된 적절한 2차항

체 용액에 넣어 상온에서 1시간 동안 반응시켰다. 본 실험에 사

용한 GFP항체는 Cell Signaling(Beverly, MA)으로부터 구입하

여 1 : 1000의 비율로 희석하여 사용하였으며, 인테그린 항체는

Integrin screen kit(Millipore), Integrin antibody sampler kit

(Cell Signaling Technolgy)을 구입하여 1 : 1000의 비율로 사용

하였다. 또한 2차 항체는 IRDye® 800CW conjugated goat

(polyclonal) anti-mouse IgG(LI-COR® Biosciences. Lincoln,

NB, USA)을 구입하여 1 : 5000의 비율로 사용하였다. TBS로 충

분히 세척한 후 Odyssey infrared imaging system(LI-COR

Biosciences)를 이용하여 단백질의 발현 여부를 확인하였다.

아데노바이러스 벡터

본 실험에 사용된 아데노바이러스 벡터는 침투한 세포 내에서

자가복제가 발생하지 않아 증식이 불가능한 pAd5CMVmcs-

IRESeGFPpA로서 Gene Transfer Vector Core Laboratory at

University of Iowa에서 분양 받았다.6) Human adenovirus

serotype 5(Ad5) DNA constructs는 ±37.5 kb의 full-length

copy로 구성되어 있으며 복제를 위한 E1A와 E1B 유전자 초기

부분이 green fluorescent protein(GFP)를 위한 cDNA로 대체되

었으며 진핵세포(eukaryotic cell)에서 최대의 발현효과를 가질

수 있도록 변형하였다. 리포터 유전자의 발현은 특이성 없는

Cytomegalovirus(CMV) promoter에 의해 유도되었다. 재조합 바

이러스는 E1 early viral promoters가 보완된 human embryonic
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kidney(HEK) 293 cells에서 성장시켰으며 생성된 바이러스는

sucrose(3%)가 첨가된 phosphate-buffered saline (PBS)에 현탁

되어 실험실에 전달되었다.17)

조직배양

분리된 혈관은 1% glutamine, 50 units/ml penicillin 및 50

microgram/ml streptomycin이 첨가된 DMEM high glucose에서

배양하였으며, 혈관의 수축형 표현형을 유지하기 위하여 fetal

bovine serum을 첨가하지 않았다. 혈관 조직은 37oC, 5% CO2

조건에서 배양하였다. 혈관조직에 대한 아데노바이러스의 감염

은 분리된 대동맥 또는 대퇴동맥(femoral artery) 내측에 주사기

를 이용하여 적절한 감염다중도(multiplicity of infection, MOI)

의 아데노바이러스가 현탁된 배양액을 흘려 넣어 감염시켰다.7)

조직면역염색

실험에 사용된 혈관조직을 액체질소에서 급속 냉동시킨 후

OCT 용액에 넣어 액체질소에 담가 급속 동결시킨다. Cryostat을

이용하여 5~10 micrometer 두께로 조직을 얇게 자른 후 poly-

L-lysine이 코팅된 슬라이드 글라스에 부착시킨다. 고정액(4%

paraformaldehyde)으로 조직을 고정한 후에 비특이적 반응들을

blocking 한 후 적절한 항체를 처리한다. PBS로 잘 washing하고

적절한 형광표지된 2차 항체를 넣어 염색한 후 최종 washing 전

에 DAPI 용액을 넣어 counter staining을 한다. 수용성 mounting

solution을 이용하여 커버글래스를 마운팅한 후 CFI Plan Apo

VC 20X 대물렌즈가 장착된 Nikon 형광현미경을 이용하여 염색

된 형광을 관찰하였다.16)

통계처리

모든 측정 가능한 실험 결과는 평균치와 표준오차를 계산하고,

각 군 간의 차이는 Student's t-test를 사용하여 p<0.05 수준에

서 통계적 유의성을 판단하였다.

실험결과 및 고찰

아데노바이러스에 감염된 혈관의 조직배양 후 수축력

실험동물로부터 분리한 혈관조직을 위에 기술한 대로 준비하

여 혈관의 안쪽부분에 충분한 양의 pAd5CMVmcsIRESeGFPpA

아데노바이러스 현탁액을 흘려 넣어 감염시킨 후 DMEM 배양

액에 넣어 37oC, 5% CO2 조건에서 3일간 배양하였다. 조직배양

후 혈관조직을 배양접시에서 회수하여 혈관 고리를 만들고 위에

서 기술한 바와 같이 기관수조에 현수 하였다. 배양액에서 3일

간 배양한 후 혈관조직의 주요 기능인 수축력을 측정하여 구성

하고 있는 혈관평활근의 생존과 사멸여부를 확인하였다. 분리된

혈관중에서 대동맥혈관은 KCl 또는 phenylephrine의 수축자극

에 반응하지 않아 위에 배양조건에서는 추가적인 실험을 진행하

지 않았다(Fig. 1A). 그러나 대동맥 혈관조직을 2 g의 장력이 있

는 상태로 medical oxygen을 공급하면서 25oC에서 조직배양을

하는 경우에는 KCl을 이용하여 자극하는 경우에는 충분한 수축

력을 나타내었으나 이 경우에도 phenylephrine에 의한 수축반응

은 매우 낮았다(Fig. 1B). 그러나 혈관의 내경이 작은 대퇴동맥

(femoral artery)은 DMEM 배양액에 넣어 37oC, 5% CO2 조건

에서 3일간 배양한 후에도 KCl 및 phenylephrine의 자극에 모

두 충분한 수축력을 나타내었다(Fig. 1A). 따라서 이후의 실험에

서는 충분한 혈관수축력을 나타내는 대퇴동맥을 사용하여 실험

을 진행하였다.

아데노바이러스에 감염된 혈관조직에서의 green fluorescent

protein의 발현

분리된 혈관에 pAd5CMVmcsIRESeGFPpA를 감염시킨 후 배

양하면 감염된 혈관조직의 세포들에서 green fluorescent protein

(GFP)이 발현하게 된다. 혈관조직에서의 GFP 발현을 확인하기

Fig. 1 − Vascular smooth muscle contractility of cultured vascular

tissues after infecting with pAd5CMVmcsIRESeGFPpA. A.

vascular tissues are cultured in 37oC CO2 incubator for 3

days after infection. B. vascular tissues are cultured in

25oC medical oxygen supplied organ-bath for 3 days.

Contractility is measured after stimulating by either KCl

(51 mM, for 10 minutes) or phenylepherin (10−6 M, for

10 minutes). P<0.01, aorta vs femoral artery.
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위하여 감염 후 배양된 혈관조직을 급속냉동한 후 lysis buffer

로 용해하여 GFP 특이적 항체를 이용하여 Western blot을

시행하여 단백질의 발현 여부를 확인하였다. Fig. 2와 같이

pAd5CMVmcsIRESeGFPpA에 감염된 혈관조직에서는 강한 GFP

단백질의 발현이 관찰되었다. 바이러스에 감염되지 않은 동일한

조건의 혈관조직에서는 GFP 단백질의 발현이 관찰되지 않았다.

이러한 결과는 본 실험에 사용된 pAd5CMVmcsIRESeGFPpA

아데노바이러스 벡터가 혈관조직에서 외부에서 유래된 이종 단

백질인 GFP를 성공적으로 발현 시킬 수 있음을 나타낸다.

면역세포염색을 이용한 혈관조직에서의 GFP 발현의 관찰

실험동물에서 분리된 혈관의 구성은 일반적으로 내피층(intima)

를 형성하고 있는 내피세포(endothelial cell)과 내부 탄성층

(elastical interna)이 가장 안쪽에 존재하고 그 주변에 혈관평활

근 세포들이 놓여 있는 중간층(media)과 섬유아세포(fibroblast)

등으로 구성된 외피층(adventitia)로 구성되어 있다. Western blot

을 통해서 pAd5CMVmcsIRESeGFPpA 아데노바이러스 벡터에

감염된 혈관조직에서 GFP가 충분하게 발현된다는 것을 확인하

였지만(Fig. 2), 이러한 발현이 혈관조직의 어느 부분에 집중되는

가에 대한 정보는 확인되지 않았다. 따라서 GFP가 발현되어 있

는 혈관조직을 면역염색을 통해 발현부위를 확인하고자 하였다.

특히 혈관평활근은 혈관의 긴장도(tone)을 유지하여 혈액공급조

절과 관련한 중요한 역할을 담당하고 있어 혈관평활근층에 GFP

의 발현여부를 집중적으로 확인하였다. 횡단면으로 절단된 혈관

조직을 GFP 특이적 항체로 염색하고 DAPI를 counter staining

으로 하여 세포핵을 염색하였다. 대조군 혈관조직과는 달리 실

험군으로 사용한 pAd5CMVmcsIRESeGFPpA 아데노바이러스

벡터에 감염된 혈관조직에서는 GFP가 형광현미경에서 green

channel에서 관찰되었으며, GFP 특이적 항체염색에서도 강한 형

광을 확인할 수 있었다(Fig. 3). 혈관조직에 많이 존재하는 것으

로 알려져 있는 콜라젠 섬유들은 강한 auto-fluorescent를 가지

고 있다는 것이 알려져 있으며 본 실험에서도 강한 auto-

fluorescent를 관찰할 수 있었다(Fig. 3, green channel). GFP가

발현된 부위가 혈관의 구성부위 중 외피층에 집중되어 있어 본

실험의 주요타깃인 혈관평활근에서의 발현 여부를 확인하기 위

하여 혈관평활근세포의 marker로 사용되는 alpha-smooth muscle

특이적 항체를 이용하여 혈관평활근층을 형광 염색하였다(Fig.

4). 혈관평활근층을 대표하는 alpha-smooth muscle 항체에 염색

된 부위와(Fig. 4, green)과 GFP 항체에 염색된 부위(Fig. 4, red

color)간에 co-localization이 나타나는 부위를 관찰할 수 없었다.

이러한 결과는 혈관조직에 사용한 pAd5CMVmcsIRESeGFPpA

아데노바이러스 벡터에 감염에 따른 GFP의 발현은 주로 외피층

Fig. 2 − Representative immunoblot of GFP in cultured femoral

artery after infecting with pAd5CMVmcsIRESeGFPpA.

Fig. 3 − GFP expression in cultured vascular tissues. The images at upper row are control and the images at bottom row are after infecting

with pAd5CMVmcsIRESeGFPpA. Nuclei are stained with DAPI (blue). GFP is stained with GFP antibody (red color). Green channel

shows expressed GFP and collagen fibers (auto fluorescence). Scale bar=100 micrometer.
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에 집중되며 혈관평활근층인 중간층 또는 내피세포가 주를 이루

고 있는 내피층에서는 발현이 제한되어 있음을 알 수 있다. 실험

에 사용된 바이러스 현탁액을 세포 외부가 아닌 혈관내부에 주

로 주입하였음을 미루어 볼 때 CMV promoter를 가지고 있는

아데노바이러스 벡터는 혈관평활근의 세포들에서 외부 단백질의

발현을 조절하기 어렵다는 것을 알 수 있다.13)

아데노바이러스에 감염된 혈관의 조직배양 후 수축력

아데노바이러스를 이용해 유전자를 표적세포에 전달하려고 할

때, 표적세포의 CAR(coxsackie virus and adenovirus receptor)

와 더불어 인테그린(integrin) 수용체의 존재 유무가 유전자 전

달의 효율을 결정하는데 있어서 중요한 인자들로 알려져 있다.

지금까지 알려진 바와 같이 많은 세포가 아데노바이러스에 의해

감염이 잘 되지만, 최근의 연구에 의하면 혈관내피세포와 평활

근세포 등은 CAR과 인테그린(integrin)의 발현이 낮아서 바이러

스에 대한 감염률이 낮은 것으로 알려져 있다.5,13,18) 따라서 혈

관조직에서 아데노바이러스에 의해 감염이 잘 되지 않아 GFP의

발현이 낮은 내피세포와 혈관평활근 세포에서 인테그린의 발현

을 확인해 보았다(Fig. 5). 인테그린 수용체는 특히 외부에서 세

포 내로 전달되는 기계적 자극을 인식하는 mechano-sensitive

수용체로 알려져 있으며 세포간 혹은 세포기질과의 상호작용

에 있어서 매우 중요하며, 추가적으로 염증반응, 혈관신생

(angiogenesis) 등과 같은 생체 내 현상에서도 중요한 역할을 담

당하는 것으로 알려져 있다.19) 인테그린 수용체는 alpha subunit

과 beta subunit의 비공유 결합으로 이루어져 있으며 현재까지

Fig. 4 − GFP is intensively expressed at adventitia in cultured vascular tissues. Vascular smooth muscle layer is stained with alpha-smooth

muscle antibody (green color). Nuclei are stained with DAPI (blue). GFP is stained with GFP antibody (red color). Scale bar=100

micrometer.

Fig. 5 − Integrin subunits are expressed in vascular tissue.

Representative immunoblots of integrin receptors in

femoral artery with endothelial layer (w Endo) or without

endothelial layer (w/o Endo). Integrin α2, α3, α4, α5 and

β1 are strongly expressed but not α1, αv in femoral artery.

Actin band is used as a loading control.
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alpha subunit이 18종류, beta subunit이 8종류가 알려져 있으며

이들간의 구성 가능한 조합으로 24종의 조합이 알려져 있다.19)

본 연구에서는 이중에서 alpha subunit 6종과 beta subunit 1종

을 각각의 특이적 항체를 이용하여 혈관의 내피세포와 혈관평활

근 세포에서의 발현여부를 확인하였다(Fig. 5). 시험에 사용된 혈

관조직에서 혈관내피세포와 혈관평활근 세포에서는 alpha 2, 3,

4, 5의 발현이 확인되었으며 특히 alpha 4 subunit이 강하게 발

현되어 있음을 확인할 수 있었다. 그러나 동일한 혈관에서 alpha

1과 alpha v의 경우에는 비교적 낮거나 흔적 정도의 양으로 발

현이 되고 있음을 확인하였다. 아울러 혈관내피세포와 혈관평활

근세포에서 인테그린 beta 1 subunit가 강하게 발현하고 있음을

확인하였다. 이러한 결과들은 혈관의 내피세포 또는 혈관평활근

세포에서 나타나는 낮은 GFP의 발현은 혈관평활근 및 내피세포

에서의 낮은 인테그린 수용체의 발현보다는 CAR의 낮은 발현으

로 인해 아데노바이러스의 감염이 낮아진 것으로 추정 할 수 있

다. 하지만 본 실험에서는 혈관의 내피세포 또는 혈관평활근에

서 실제로 CAR의 발현이 낮은지 여부에 대하여서는 확인하지

못하였으며 생체에서 분리된 혈관평활근과 내피세포에서의 CAR

의 발현에 대한 확인 실험이 요구된다.

결 론

본 연구에서는 생체에서 분리된 혈관조직을 이용하여 혈관조

직에 직접 노출시킨 pAd5CMVmcsIRESeGFPpA 아데노바이러

스 벡터의 감염에 따른 GFP의 발현가능성을 확인하는 실험을

통해 아데노바이러스에 의한 단백질의 추가적인 발현은 주로 외

피층에 집중되는 것을 확인하였으며 혈관내피세포 및 혈관평활

근층에는 발현되지 않는다는 것을 확인하였다. 따라서 생체조직

에서 아데노바이러스를 이용하며 혈관내피 또는 혈관평활근층에

특정한 단백질을 발현시키려는 임상적 치료적 접근법에는 제약

이 있을 가능성이 있으며, 이러한 낮은 발현은 이전에 알려진 바

와 같이 조직에서 낮은 인테그린 수용체의 발현에 따른 것이 아

님을 제시한다.12)
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