
193

Ⅰ. 서 론

구강 내에서 바이러스에 의한 감염증은 면역 기능이 떨어

지는 환자에서 흔히 관찰된다. 예를 들면 헤르페스성 구순

염의 경우 구강 내 점막 질환 중에서 두 번째로 흔한 질환이

며 herpes simplex virus의 감염에 의하여 질환이 유발된

다1). 헤르페스성 궤양의 경우 구순 뿐 아니라 치은, 혀 및

경구개에서도 관찰된다2). 인간 유두종 바이러스에 의한 감

염도 구강 내에서 흔히 관찰되며 구강 내에서 발생하는 일

부 양성 종양이나 악성 종양이 이 바이러스에 의한 감염증

과 연관이 되어있다3-5). 비록 많은 종류의 바이러스들이 구

강 내 점막을 공격한다는 것은 임상적으로 명백하나 어떠한
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BBaacckkggrroouunndd:: Though it is clear that many types of viruses can infect the oral mucosa, its condition for

infection is unclear. The purpose of this study was to analyze the conditions for viral infection of normal

oral mucosa and explore the possibility of topical gene therapy to oral mucosa using a viral vector.

MMeetthhooddss:: Freshly taken fragments of the palate and the tongue of mice were used for organ culture.

The specimens were exposed to green fluorescent protein (GFP)-adenoviral vector for 1 hour except for the

control. Initial viral titer was 6.3×1011 pfu/ml and the virus was diluted to working concentrations. The

dilution ratio was 1:1,000 (6.3×108 pfu/ml), 1:10,000 (6.3×107 pfu/ml), and 1:100,000 (6.3×106

pfu/ml). They were then cultured on a stainless steel wire mesh in an organ culture dish. The specimens

were stereoscopically examined every 24 hours for 6 days, after which they were fixed and analyzed

through immunohistochemical methods.

RReessuullttss:: There was no visible expression in the control, 6.3×106 pfu/ml, and 6.3×107 pfu/ml groups.

Initial expression was observed at 24 hours after infection in both the palate and the tongue in 6.3×108

pfu/ml and the expression significantly increased until 3 days in the palate and 2 days in the tongue after

infection (P<0.05). In both groups, the expression was mostly observed at the resection margin.

Immunohistochemical studies showed that the epithelial cells were positive to GFP.

CCoonncclluussiioonn:: The present study showed that topically applied adenovirus containing specific genetic

information of GFP could successfully transduce GFP in normal oral epithelial cells at the resection margin

in organ culture in terms of dose and exposure time. 
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조건에서 바이러스가 쉽게 감염되는지에 대하여는 아직 분

명히 알려져 있지 않다. 이는 국소 도포법을 이용한 유전자

치료법의 개발에서도 중요한 문제가 될 수 있는데, 그 이유

는 유전자 치료법 중에서 가장 효율이 높은 방법이 바이러

스 벡터를 이용한 유전자 전달법이기 때문이다.

아데노바이러스 (adenovirus)는 DNA 바이러스로서 이

는 비인두 부위 감염과 연관이 되어 있다6). 비록 아데노바

이러스에 의한 구강 점막의 감염은 거의 보고되어있지 않으

나 이 바이러스는 유전자 치료법에서 가장 많이 사용되고

있는 벡터 중의 하나이다. 따라서 다양한 조건 하에 아데노

바이러스 벡터에 표적 유전자를 실어서 구강 점막에 보내어

본다면 표적 유전자의 발현량을 조사함으로써 어떠한 조건

에서 아데노바이러스가 구강 내 점막에 많이 침투하는 지를

알아볼 수 있다. Green fluorescent protein (GFP)의 유

전자는 가장 흔히 사용되는 표적유전자의 일종으로 바이러

스의 전파를 효과적으로 관찰할 수 있는 방법을 제공하고

있다7). 

본 연구의 목적은 다음과 같다. 첫째는 구강 내 조직의 종

류에 따라서 아데노바이러스에 의한 유전자 전달 효율에 차

이가 있는 지를 알아보고자 하였다. 둘째로 시간에 따른 유

전자 발현의 변화를 관찰하고자 하였다. 이를 통하여 정상

구강 점막에 아데노바이러스 벡터를 이용한 유전자 치료법

을 시행하고자 하는 경우 초기에 얼마만큼의 양을 투여하여

야 하고, 투여된 유전자는 몇 시간이 지나서 발현이 시작되

며, 얼마만큼 시간이 경과된 후에 최대 발현량에 도달하는

지를 조사하였다.

Ⅱ. 연구재료 및 방법

1. 조직 배양 시편의 준비

본 실험의 프로토콜은 미국의 필라델피아 어린이병원의

동물실험 윤리위원회의 심사를 거쳐서 시행이 되었고, 실험

에 이용된 백서는 국제 동물실험 윤리의 기준에 따라서 인

도적인 방법으로 희생되었다. 백서를 희생시키고 얻어진 구

개부 절편과 혀의 절편은 점차적으로 농도를 높인 포비돈액

에 의하여 소독을 시행하였다. 조직 시편의 소독 후에 샘플

을 적당한 크기로 절제한 다음에 nitrocellulose mem-

brane (Millipore, Billeria, MA)에 샘플을 부착시켰다. 대

조군은 같은 조건에서 조직배양을 한 시편으로 단지 바이러

스에만 노출을 시키지 않았다. 부착된 시편을 GFP-aden-

oviral vector (Fig. 1)에 한 시간 노출시켰다. University

of Pennsylvania에서 처음 받은 바이러스 농도는 6.3×

1011 pfu/ml였고 이를 1:1,000, 1:10,000, 및 1:100,000

으로 희석하여 사용하였다. 부착된 시편은 stainless steel

wire mesh 위에 올려진 다음에 organ culture dishes

(Felcon, San Jose, CA)에서 배양되었고 배양액은

DMEM/F-12 with L-glutamaine, 15 mM HEPES

buffer와 pyridoxine hydrochloride (#11330-032,

Gibco, Carlsbad, CA), antibiotics (#15240-062,

Gibco) 및 ascorbic acid로 구성되었다. Fetal bovine

serum (Atlanta biologicals, Lawrenceville, GA)의 농도

는 10%였다. 시편은 총 6일간 관찰되었고 관찰은 매 24시

간마다 시행하였다. 배양액은 매일 교환하여 주었고 시편의

사진은 fluorescent stereoscopic microscope (Leica MZ

16FA, Wetzlar, Germany)를 이용하여 촬영되었다. 실험

은 같은 조건에서 3회 반복하여 시행하였고 GFP의 발현

정도는 영상 분석 프로그램인 SigmaScan Pro 5.0 (SPSS

science, Chicago, IL)을 이용하여 분석하였다. GFP의 발

현 정도는 발현이 전혀 없는 0에서 최대 발현되는 경우 255

로 정하여 분석하였다. 전체 영역에서 녹색빛의 발현 정도

를 평균을 내었으며 각각의 관측 시점에서 발현되는 정도와

대조군과의 차이를 paired sample t-test를 이용하여 분석

하였고 유의수준은 P<0.05로 하였다.

2. 면역조직화학법

면역 조직 화학법을 위하여 GFP에 대한 항체를 Mole-

cular Probe (Eugene, OR, USA)로부터 구매하였고 희석

비율은 1:100으로 하였다. 면역 조직 화학법을 위한 시편

의 두께는 4μm로 준비하였다. 면역 조직 화학법의 구체적

인 방법은 이전에 출간된 논문을 참고로 하였다8,9). GFP의

검출을 위하여 슬라이드를 먼저 trypsin으로 처리하였다.

면역 조직 화학법은 Universal LSAB�+ Kits (Dako,

Glostrup, Denmark)를 이용하여 시행하였고 염색법은 제

조사의 설명서에 따라서 시행하였다. 면역 조직 화학법으로

처리한 시편의 역염색은 Mayer’s hematoxylin으로 시행

하였다.
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Fig. 1. Adenoviral vector. The circular plasmid had CMV
promoter and GFP gene was inserted into the site indicated
as PCR product (dark box).



Ⅲ. 연구 결과

결과를 살펴보면 초기의 바이러스 농도가 구강 점막 감염

에 중요하다는 것을 알 수 있었다. 대조군과 6.3×106

pfu/ml 및 6.3×107 pfu/ml로 처리한 시편에서는 바이러

스 처리 후에 6일까지 육안으로 식별할 수 있는 GFP의 발

현은 관찰되지 않았다. 6.3×108 pfu/ml로 처리한 군의

GFP 발현은 Fig. 1에 보여지는 바와 같다. GFP의 발현이

처음 관찰되는 시점은 구개부와 혀의 조직 모두에서 감염

후 24시간이 경과된 후에 관찰된다. 구개부 시편에서 발현

정도는 11.06±0.11 (Fig. 2, 3A)였고 혀에서 발현되는

정도는 11.30±0.95이었다 (Fig. 2, 3B). 감염 후 2일이

경과된 상태에서 GFP의 발현은 두 시편 모두에서 다소 증

가된 상태로 구개부 시편에서는 21.52±0.81 (Fig. 2,

3C)이었고 혀에서는 18.03±2.96 (Fig. 2, 3D)이었다. 양

집단에서 GFP의 발현 정도를 감염 후 1일과 비교하면 통

계적으로 유의한 수준으로 증가되었다 (P<0.05). 감염 후

3일이 경과된 상태에서 구개부 시편에서 GFP의 발현은

25.32±1.23 (Fig. 2, 3E)이었고 이를 2일째 GFP의 발현

량과 비교하면 역시 통계적으로 유의할만한 수준으로 증가

되었다 (P<0.05). 혀의 조직에서 GFP의 발현은 3일째에

18.17±3.16로 약간 증가되었으나 2일째 발현량과 비교할

경우 그 차이가 통계적으로 유의하지는 않았다. 4일 이후의

GFP 발현량은 두 집단 모두에서 통계적으로 유의할만큼

증가하지는 않았다 (Fig. 2). 두 집단 모두에서 GFP가 발

현되는 부위는 외과적 절제연에 국한되었다 (Fig. 3). 조직

을 겸자로 잡기 위하여 형성된 외상성 궤양 부위에도 GFP

의 발현이 관찰되었다 (Fig. 3F). 치아 주위에 위치하고 있

는 치은 상피 일부에서도 GFP의 발현이 관찰되었다 (Fig.

3G). GFP의 발현을 면역 조직 화학법으로 조사한 결과

GFP의 항체에 결합하여 양성 반응을 보이는 세포들은 모

두 상피세포들이었다 (Fig. 4)
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Fig. 2. The expression level of green fluorescent protein at each observation point. The working
concentration was 6.3×108 pfu/ml of adenovirus and an asterisk (*) denotes that the expression
level was significantly increased compared to immediately previous observation (P<0.05). 

Fig. 3. Stereoscopic view. A. 1 day of the palate, B. 1 day of the tongue, C. 2 days of the palate, D. 2 days of the tongue, E. 3
days of the palate. F. 6 days of the palate. The arrows indicate GFP expression in the tissue forceps induced ulcer. G. 4 days of
the palate. The gingiva around the teeth (T) expressed GFP (arrow).
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Ⅳ. 총괄 및 고찰

본 연구에서 구강 점막을 통한 바이러스의 감염은 바이러

스의 농도, 바이러스에 노출된 시간 및 조직의 상태에 의하

여 영향을 받음을 알 수 있었다. 구강 점막 상피세포에 유전

자를 전달할 목적으로 아데노바이러스를 사용한다면 최소

한 6.3×108 pfu/ml 이상 농도의 아데노바이러스가 필요함

을 알 수 있었다. 아데노바이러스를 이용한 유전자 치료법

의 경우 유전자 전달이 처음 24시간이 경과된 후에 관찰이

되고 이는 72시간 후에 최대 발현량을 보인다고 보고되어

있다10,11). 본 연구에서는 구개부 점막의 경우 72시간에

GFP의 발현이 최대한으로 증가되었지만 혀의 경우에는 96

시간이 경과된 상태에서 최대 발현을 보였다 (Fig. 2)

Clayman 등은 정상 구강점막 상피세포에 국소적으로 1

×1010 pfu/mL의 아데노 바이러스를 1분간 노출시키는 경

우 유전자 전달에 실패하였다고 보고한 바 있다12). 그러나

본 연구에서는 정상 구강 점막에 6.3×108 pfu/ml의 농도

로 아데노바이러스를 이용한 유전자 전달에 성공하였다

(Fig. 2). Clayman 등의 연구12)와 본 연구 사이에 방법 상

차이점은 바이러스에 구강 점막을 노출시킨 시간에 있었다.

본 연구에서는 6.3×108 pfu/ml의 농도로 1시간 동안 노출

시켰다. 본 연구에서도 6.3×107 pfu/ml와 6.3×106

pfu/ml의 아데노 바이러스를 이용한 유전자 전달은 실패한

바 있다. 따라서 아데노 바이러스를 이용한 유전자 치료법

에서 중요한 부분은 사용된 바이러스의 농도와 시편을 바이

러스에 충분한 시간 동안 노출시켜야 한다는 것이다. 이러

한 결론은 Eicher 등의 연구 결과와도 동일하다13).

본 연구의 결과를 살펴볼 때, 또 하나 특이한 점은 아데노

바이러스에 의하여 감염된 세포가 거의 대부분 외과적 절제

연에서만 관찰된다는 점이다 (Fig. 3). 점상 감염은 외상성

궤양 부위에서만 관찰되었다. 게다가 치은연에서도 GFP의

발현이 관찰되었다 (Fig. 3F, G). 따라서 본 연구의 결과는

정상적인 구강 점막 상피 세포는 바이러스에 의한 유전자

전달이 쉽지 않다는 것을 의미한다. 본 연구의 결과를 토대

로 검토하여 보면 정상 점막 상피 세포가 바이러스에 의한

유전자 전달이나 감염이 되기 위하여는 상피 세포 층 중에

서 가장 바깥층이 아닌 바이러스에 취약한 특정 부위가 노

출이 되어야 감염이 이루어질 것으로 추정된다. 아데노 바

이러스는 세포 표면에 위치한 수용체에 결합되어야 세포 내

로 들어갈 수 있으며 이때 요구되는 수용체는 integrins이

라고 알려져 있다14,15). 바이러스의 침투를 돕기 위한 세포의

수용체는 구강을 포함한 비인후부 및 기관지를 통틀어 불규

칙하게 분포하고 있고 세포의 기저부나 측면에 집중적으로

분포하고 있다16). 아데노바이러스 자체는 증식하는 세포나

증식하지 않는 세포나 모두 감염시킬 수 있다17). 따라서 본

실험에서 보여준 것과 같은 절제연에서 높은 GFP의 발현

은 세포의 증식 유무와는 관련이 없을 것으로 사료된다. 세

포와 세포 간의 긴밀한 접착은 바이러스의 침투를 억제하는

작용이 있다18). 만약 어떠한 이유에 의하여 이러한 세포 간

의 접착이 파괴된다면 이 물질이 세포 사이로 침투할 수 있

게 된다19). 따라서 세포와 세포 사이의 결합이 이완되거나

상피층이 얇아지거나 세포가 활발하게 증식하는 상황이나

표면에 궤양이 형성된 경우에 바이러스의 침투가 훨씬 용이

하게 일어날 것으로 사료된다. 만약 아데노바이러스를 이용

하여 유전자 치료를 계획하는데 그 방법이 국소적인 도포라

면 앞에서 언급한 조건들을 염두에 두어야 할 것이다. 

Ⅴ. 결 론

본 연구에서는 아데노바이러스를 이용한 국소 도포형 유

전자 치료법을 고려하거나 바이러스의 구강 점막 감염 조건

을 고려할 때, 바이러스의 농도 및 바이러스에 노출된 시간

등이 중요한 조건으로 작용할 것이라는 것을 알게 되었다.

만약 구강 점막 상피의 보호층이 파괴된다면 아데노 바이러

스는 감염 후 24시간 후 바이러스 단백질의 발현이 시작될

것이고 감염 후 3일까지 바이러스 단백질의 발현이 지속적
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Fig. 4. Immunohistochemical view. All samples were prepared at 6 days after infection. A. The palate (original magnification ×
100). The gingiva (arrow) around the teeth (T) was GFP-positive. The resection margin was also GFP-positive (arrowhead). B.
The tongue (original magnification ×40). The ulcer area was shown to GFP-positive (arrow). C. The tongue (original magnifi-
cation ×200). The epithelial cells in the resection margin were GFP-positive (arrows).
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으로 증가될 것이다. 정상점막에는 감염이 잘되지 않고 궤

양 같은 특정 조건의 구강 점막에만 잘 감염되는 성질을 이

용하면 치료가 잘되지 않는 구강 내 궤양에 대한 치료법으

로 국소 도포형 유전자 치료가 고려될 수 있을 것이라 사료

된다.
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