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Inefficiency of in vivo gene transfer using currently available vectors reflects a major hurdle in 

cancer gene therapy. Both viral and non-viral approaches have been described to improve gene 

transfer efficiency but suffer from a number of limitations. Here we tested an adenovirus carrying 

the small peptide ligand derived from heregulinβ EGF-like domain onto fiber, the adenoviral capsid 

protein, to deliver transgene to ovarian cancer cells which overexpress ErbB, the cognate receptors 

for heregulin. The attachement of 53 amino acids to fiber didn’t affect on the fiber’s trimer 

structure that is critical for the viral entry to cells. The fiber-modified adenovirus can mediate entry 

and expression of a β-galactosidase into cancer cells in an increased efficiency compared the 

unmodified adenovirus. Particularly, the gene transfer efficiency was improved up to 5 times in 

OVCAR3 cells, an ovarian cancer cell line. Such transduction systems hold promise for delivering 

genes to ErbB receptor overexpressing cancer cells, and could be used for future cancer gene therapy.
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상피 난소암은 부인과 종양 중에서 가장 치명적인 암으로 

한국과 서구 국가의 부인암 관련 사망원인 중 세 번째로 빈번

하게 발생하지만(11, 17), 초기단계에서 진단이 어렵고 효율적

인 치료법이 적은 악성 암이다(19). 그러나 난소암은 말기 상

태에서도 대부분이 복강 내에 제한되어 진행되기 때문에 항암

치료제의 복강 내 주입과 같은 국부적 치료로 종양을 효율적

으로 제거할 수 있는 가능성이 높다. 이 때문에 바이러스 벡터

를 이용하여 종양특이 복제 바이러스, 자살유전자, 약물 전구

체 등의 다양한 치료제를 국부적으로 전달함으로써 종양을 효

율적으로 제거하려는 유전자치료법이 고안되고 있다(1, 16).

유전자치료에서 사용되는 바이러스 유전체 기반 벡터 중 

아데노바이러스 벡터는 숙주의 다양성과 안정성, 바이러스 준

비의 용이성과 같은 장점 때문에 많이 사용되고 있다(23). 그

러나 아데노바이러스 벡터를 이용한 난소암 유전자치료의 임

상시험은 임상단계에서 나타난 부작용으로 인해 조기 종료되
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었다(24). 임상시험에서의 부작용 외에도 지금까지 유전자치

료에 이용된 1세대 아데노바이러스 벡터는 유전자전달의 효율

성에 문제가 제기된다. 종양의 감소 또는 퇴치를 목표로 하는 

전통적인 유전자치료법에서 표적세포로의 유전자전달은 가장 

중요한 요인이다. 따라서 유전자치료에서 유전자전달 매체의 

비효율성은 유전자 주입 회수의 증가로 이어지고 이는 치료의 

부작용 발생 가능성을 높이는 원인이 된다. 아데노바이러스의 

세포 침투는 1차적으로 바이러스의 외피단백질 fiber와 세포 

수용체인 CAR (Coxsackievirus B and adenovirus receptor)

의 결합에 의해 일어나므로(2), 야생형의 fiber를 가지고 있는 

1세대 아데노바이러스 벡터의 유전자전달 효율은 침입하는 세

포에 발현하는 CAR의 양에 의존한다. 이런 면에서 CAR의 

발현량이 적은 난소암 세포의 유전자치료에서(10, 25) 1세대 

아데노바이러스를 이용한 유전자전달 효율은 높지 않을 것으

로 예상된다.

이런 문제점을 해결하여 유전자전달의 효율성을 증대시키

기 위하여 CAR의 발현과 관계없이 특정 세포로 표적하도록 

고안된 개량 아데노바이러스 벡터의 개발이 활발히 진행되고 
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있다(23). 우리는 아데노바이러스의 자연적인 감염경로에서 

결정적인 역할을 하는 fiber와 CAR의 결합을 배제하고, 암세

포에 과다발현하는 단백질을 통하여 바이러스가 감염되도록 

외피단백질인 fiber에 특정 분자와 결합하는 리간드를 부착할 

수 있도록 변형시킨 아데노바이러스 벡터 카세트를 개발하였

다(14). 이번 연구에서는 이 카세트를 기반으로 하여 난소암세

포에서 과다 발현되는 표면 분자를 표적할 수 있는 아데노바

이러스 벡터를 제작하고 난소암에 특이적으로 유전자를 전달

할 수 있는지를 검증하였다. 본고에서는 난소암에서 과다 발

현되는 것으로 알려진 ErbB receptor family를 표적분자로 선

택하고, 이 분자와 결합력이 높은 리간드인 heregulinβ (HRGβ)

를 fiber에 부착하여 아데노바이러스의 자연수용체 발현여부

에 영향을 받지 않고 난소암세포를 선택적으로 감염하는 아데

노바이스 벡터 전략의 타당성에 대해 기술하였다. 

재료 및 방법

세포배양

293세포와 LN319, DM54MG, U373MG는 ATCC (Ameri-

can Type of Cell Collection, USA)와 서울대학교 세포주은행

에서 각각 분양 받아, 10% fetal bovine serum (FBS; 

Hyclone, USA), 100 u/ml penicillin/streptomycin을 첨가한 

DMEM 배지(Life Technologies, USA)에서 37°C, 5% CO2 

조건으로 배양하였다. MCF-7, SKOV3, OVCAR3 세포는 10% 

FBS, 100 u/ml penicillin/streptomycin이 첨가된 DMEM/F12 

(50:50) 배지에서 37°C, 5% CO2 조건으로 배양하였다. 

HβE-AdLac의 제조와 확인

HRGβ EGF like domain에서 ErbB3 receptor와 결합력이 

높은 것으로 밝혀진 아미노산 172부터 232까지의 암호부위를 

쥐 신경조직으로부터 RT-PCR을 이용하여 증폭하였다. 위의 

염기서열을 갖는 cDNA를 아데노바이러스 C-말단에 특정 펩

티드를 부착하도록 고안된 plasmid cassette에(14) 클론 한 후, 

pAdEasy1 vector (Stratagene, USA)의 야생형 fiber gene을 

변형된 fiber cDNA로 대체하여 HβE-pAdEasy1 vector를 제

작하였다. 제조사의 방법에 따라 p-HβE-AdEasy1 vector를 이

용하여 reporter gene으로 E. coli β-galactosidase를 발현하는 

재조합 아데노바이러스 HβE-AdLac을 제작하였다. 이 바이러

스는 PCR과 Western blot 분석을 통해 확인하였다.

바이러스 배양 및 감염

야생형 fiber를 가진 AdLac과(15) 변형된 fiber를 가진 HβE 

-AdLac은 293 세포에서 증폭시키고 CsCl 밀도구배원심분리

에 의해 정제한 후 -80°C에 보관하였다. 재조합 아데노바이러

스는 293 세포에서 감염가(infectious unit)를 결정 한 다음 실

험에 사용하였다. 세포의 종류에 따라 바이러스는 50부터 

5,000 multiplicity of infection (MOI)로 2% FBS가 포함된 

배지에서 2시간 동안 감염시키고 정상 배지로 갈아 준 다음 

24시간 동안 배양하였다.

Western Blot 분석 

AdLac과 HβE-AdLac을 MOI 5로 감염시킨 후 24시간 동

안 배양한 HeLa 세포를 1% Triton X-100, 150 mM NaCl, 

50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 단백질 분해효소 억제제가 들어있

는 용액에 넣고 4°C에서 10분간 반응시킨 후 10,000×g에서 

10분간 원심분리하여 세포 찌꺼기를 제거하였다. 세포용출 단

백질 10 μg을 환원조건[32.15 mM Tris-Cl; pH 6.8, 1% 

Sodium Dodecyl Sulfate (SDS), 50 mM Dithiothreitol (DTT), 

10% glycerol]에서 가열하거나(reducing condition), 비환원조

건(DTT를 제외하고 환원조건과 같은 용액)에서 가열하지 않

고(nonreducing condition) 준비하여 9% SDS SDS-PAGE로 

분획한 후, nitrocellulose membrane에 옮겨 fiber에 대한 4D2.5 

항체와(7) 반응시켰으며 pico-enhanced chemiluminescence 

(Donjin Biotech, Korea)를 이용하여 확인하였다. 

여러 종류의 암세포를 Lysis buffer (20 mM Tri-Cl; pH 7.5, 

137 mM NaCl, 40 mM β-glycerophosphate, 5 mM EDTA, 

1% Triton X-100, 1 mM Na3VO4, 50 mM NaF, 10 mg/ml 

aprotinin, leupeptin, pepstatin A, 1.0 mg/ml AEBSF)로 용출

시킨 후, 10,000×g에서 10분간 원심분리하여 세포 찌꺼기를 

제거하였다. 각 세포에서 발현되는 ErbB2와 ErbB3의 양은 세

포 용출 단백질 30 μg을 8% SDS-PAGE로 분획하였으며, 

nitrocellulose membrane에 옮겨 anti-erbB2와 anti-erbB3 (모

두 Santa Cruz, USA) 항체와 반응시킨 후, pico-enhanced 

chemiluminescence를 이용하여 확인하였다. 

X-gal 염색

AdLac과 HβE-AdLac을 감염시켜 배양한 세포는 4°C의 

0.25% glutaraldehyde 용액에서 10분 동안 고정시키고 생리식

염수로 씻어준 다음 X-gal 염색용액[1 M Na2HPO4, 1 M 

NaH2PO4, 1 M MgCl2, 20 mg/ml 5-bromo-4-chloro-3-indolyl- 

ß-galactopyranoside (X-gal), 50 mM K3Fe(CN)6, 50 mM 

K4Fe(CN)6]을 넣은 후 37°C에서 밤새 반응시켰다.

β-Galactosidase 효소 활성 측정 

바이러스를 감염시킨 암세포에 reporter lysis buffer (0.5% 

Triton X-100, 137 mM NaCl, 10 mM Tris-Cl, pH 7.5)를 첨

가하여 용출시킨 후 상층액을 취하였다. 96 well plate 각 well

에 상층액과 2× assay buffer (200 mM sodium phosphate 

pH 7.3, 2 mM MgCl2, 100 mM β-mercaptoethanol, 8 mg/ml 

o-nitrophenyl-β-D-galactopyranoside)를 50 μl씩 넣고 37°C에

서 30분 반응시킨 다음, 1 M Na2CO3 100 μl를 첨가하여 반

응을 중지시키고, microplate reader를 이용하여 420 nm에서 

흡광도를 측정하였다. 상용의 β-galactosidase (Promaga, 

USA)를 이용하여 작성한 표준곡선에 따라 각 시료의 활성을 

결정하여 이를 단백질 1 μg 당 milliunit로 나타내었다. 

결과 및 고찰

난소암의 유전자치료에서 치료 유전자의 전달 효율을 증가
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Fig. 1. Confirmation of HβE-LacZAd using PCR analysis. 
(A) Schematic diagram of recombinant adenovirus with 
HRGβ EGF-like domain attached to the C-terminus of fiber. 
(B) Location of PCR primers used to characterize virus 
stocks for the presence of the HRGβ EGF-like domain (1), 
for the presence of fiber (2), and for the presence of the β
-galactosidase (lacZ) transgene (4) and for the absence of 
wild type Ad in virus stocks [by the absence of a PCR 
product specific for early region 1 (3)]. (C) PCR analysis of 
recombinant adenovirus DNA. Primers specific for the 
sequences were annealed to purified Ad DNA for Adlac or 
HβE-Adlac. The products and primers used are numbered as 
in panel B. 

Fig. 2. Trimer formation by fiber expressing constructs. 
Boiled (B) and unboiled (U) lysates from cells infected with 
either AdLac or HβE-AdLac were separated by size and 
blotted, as described in ‘Materials and Methods'. The blot 
was developed with mAb against the fiber, 4D2.5. The 
positions expected for monomers and trimers are indicated 
with arrows. Monomer and trimer forms of the fiber in HβE 
-AdLac are slightly larger in molecular mass, due to the 
presence of the linker and HRGβ EGF-like domain.

시킬 수 있는 전략으로 선택적 유전자전달 능력이 향상된 아

데노바이러스를 제작하였다. 기존 1세대 아데노바이러스를 통

한 유전자전달의 비효율성을 줄이고 난소암세포로의 선택적 

유전자전달 효율을 높이기 위해 세포 수용체 CAR와 결합하

여 아데노바이러스가 세포에 침투할 때 주된 역할을 하는 바

이러스 외피단백질 fiber (2)를 변형시켰다(Fig. 1A). 

ErbB receptor family는 악성종양의 형성에 중요한 역할을 

하며 많은 종양세포에 과다 발현되어 있으므로 암의 진단이나 

치료를 위한 표적 분자로 이용되고 있다(9). 이 중 ErbB2와 

ErbB3 receptor는 난소암세포에서 그 발현이 증가되는 것으로 

보고되었으며, 이를 난소암의 진단과 치료의 표적분자로 이용

하려는 시도가 이루어지고 있다(5-6, 8, 18, 20-22). ErbB2와

EbrB3에 결합하는 ligand 중 Neuregulin-1 (NRG-1), 또는 

Heregulin (HRGs)은 하나의 유전자에서부터 선택적 mRNA 

splicing에 의해 다양한 isoform이 만들어진다. 모든 HRG 

isoform은 EGF-like domain을 갖고 있는데 이 부위만으로 

ErbB receptor와 결합할 수 있다(3). 따라서 이와 같이 난소암

세포에 과다 발현하는 ErbB2, ErbB3 receptor와 그 ligand인 

NRG-1 사이의 결합력을 바탕으로 종양세포로 표적되는 유전

자전달 system을 고안하였다. In vitro binding system을 이용

하여 ErbB receptor와 EGF를 포함한 여러 NRG-1 isotype에 

있는 EGF-like domain간의 결합력을 측정한 일련의 연구결과

에 따르면 ErbB3 receptor에 대해 HRGβ의 EGF domain이 

가장 강하게 결합하는 것으로 밝혀졌다(12, 13). 

이번 연구에서는 HRGβ의 전체 EGF-like domain과 비슷한 

결합력으로 ErbB3 receptor와 결합하는 것으로 알려진 HRGβ
의 EGF-like domain 중 53개의 아미노산(HRGβ의 amino 

acid 177부터 229)만을 fiber에 부착시켰다. 변형된 Fiber를 

가진 재조합아데노바이러스의 유전자전달 효율을 측정하기 위

해 reporter gene으로 β-galactosidase를 발현하는 재조합아데

노바이러스 HβE-AdLac을 제작하였다. 이 바이러스를 부위 

특이적 primer를 이용한 PCR로 조사하였을 때, HRGβ 
EGF-like domain이 부착되어 야생형 fiber보다 크기가 큰 변

형 fiber 유전자를 확인하였다(Fig. 1C). 

아데노바이러스 외피단백질 fiber는 trimer 구조를 형성하며 

이 구조가 바이러스의 세포 침투에 중요한 역할을 한다. HRGβ
의 EGF-like domain이 부착된 변형된 fiber가 세포 감염에 필

수적인 trimer 구조를 형성하는지 확인하기 위하여 야생형 fiber

를 가진 AdLac과 변형된 fiber를 가진 HβE-AdLac을 감염시

킨 HeLa 세포를 이용하여 Fiber의 구조를 조사하였다(Fig. 2). 
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Fig. 3. Virus mediated transduction of β-galctosidase in 
various cancer cells detected by X-gal staining. Cells 
infected with AdLac or HβE-AdLac in a 24 well plate were 
stained with X-gal and images were captured on Axioskop 
microscope (Carl Zeiss, Germany). Expression of β-galcto-
sidase was shown in dark stained cells. MOIs used in this 
experiment were 50 for 293, 5000 for MCF7, and 1000 for 
LN319, U373MG, OVCAR3, SKOV3, respectively. Scale 
bars, 25 μm.

Fig. 4. Virus-mediated transduction of β-galactosidase 
activity into various cancer cells measured by enzyme assay. 
Cells were infected with AdLac or HβE-AdLac at MOI 
indicated as pfu. β-Galactosidase activity measured by enzyme 
assay and enzyme activities are expressed as miliunits 
according to manufacturer’s instruction (Promega, USA). 
Data shown represent the average of three independent 
experiments. 

환원조건에서 수행한 Western Blot 분석에서 HβE-AdLac의 

fiber는 AdLac의 야생형 Fiber보다 크기가 크게 나타났다. 이

는 fiber에 부착된 EGF-like domain의 크기만큼의 차이를 나

타내며 PCR 분석의 결과와 일치한다. 비환원조건에서 수행한 

Western Blot 분석에서 HβE-AdLac은 야생형 fiber와 마찬가

지로 trimer 구조를 형성하는 것을 알 수 있었다. 따라서 fiber

에 부착된 HRGβ EGF-like domain이 fiber의 3차 구조 형성

에 영향을 미치지 않는 것을 알 수 있다.

HβE-AdLac이 난소암 특이적으로 유전자전달을 하는지 측

정하기 위해 난소암 세포주를 포함한 다양한 종류의 암세포주

에서 바이러스에 의한 β-galactosidase 발현을 X-gal 염색법으

로 측정하였다(Fig. 3). 293 세포에서는 AdLac과 HβE-AdLac

의 유전자전달 효율이 크게 차이가 나지 않았다. 이는 ErbB 

receptor의 발현이 적은 293 세포에서 fiber-CAR의 특이적 결

합이 아닌 fiber의 RGD domain과 세포의 integrin과의 결합 

경로를 통해 바이러스가 침투하는 것으로 보인다(2). 유방암세

포주인 MCF7과 뇌종양세포주인 LN319에서 HβE-AdLac에 

의한 β-galactosidase 유전자전달이 AdLac에 비해 약간 증가

하였으나 또 다른 뇌종양 세포주 U373MG에서는 큰 차이를 

확인할 수 없었다. 그러나 난소암세포주인 OVCAR3와 SKOV3

에서는 HβE-AdLac이 야생형 fiber를 가진 AdLac에 비해 

유전자를 훨씬 잘 전달하는 것을 알 수 있었다. 다음으로 

ß-galactosidase 효소활성 측정을 이용하여 fiber가 변형된 바

이러스에 의한 유전자전달 효율이 야생형 fiber를 가진 1세대 

바이러스에 비해 얼마나 향상되었는가를 정량적으로 조사하였

다(Fig. 4). 같은 양의 바이러스를 세포에 감염시켰을 때 HβE- 

AdLac은 유방암세포주 MCF7이나 뇌종양세포주 LN319에 비

해 난소암세포주인 OVCAR3와 SKOV3로 유전자를 더 효율

적으로 전달하는 것을 확인하였다. 특히 OVCAR3 세포주에

서는 야생형 fiber를 가진 AdLac에 비해 HβE-AdLac에 의한 

유전자전달 효율이 약 5배 증가하였다.

다른 종류의 종양세포보다 난소암세포로의 HβE-AdLac에 

의한 유전자전달 효율이 우수한 이유는 아데노바이러스의 외

피 단백질인 fiber에 부착한 HRGβ-EGF like domain이 ErbB 

receptor에 결합함으로써 바이러스를 세포로 유도하기 때문인 

것으로 생각된다. 따라서 HβE-AdLac에 유전자전달이 fiber에 

부착한 HRGβ EGF-like domain에 의해 매개되는지를 알아보

기 위하여 각 세포주에 발현하는 ErbB2와 ErbB3 receptor의 

양을 조사하였다(Fig. 5). 다른 세포주에 비해 난소암세포주인 

OVCAR3와 SKOV3에서 ErbB2 발현이 현저히 높은 것을 알 
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Fig. 5. Relative amounts of ErbB2 and ErbB3 receptors as 
determined by Western blotting. Same amounts of total 
proteins (30 μg) from each cell line were used for the 
analysis as described in ‘Materials and Methods’.

수 있었고 이런 표적분자의 과다발현이 HβE-AdLac에 의한 

유전자를 전달 효율 증가의 원인이 되는 것으로 추측된다. 

ErbB receptor family는 구조적으로 비슷한 ErbB1-4의 4개

의 receptor로 구성되어 있으며 이들은 동형(homodimer) 또는 

이형이량체(heterodimer)를 형성하여 세포 내로 다양한 신호

를 전달한다. 이 중 ErbB1, ErbB3, ErbB4는 각기 다른 ligand

에 결합하며, ErbB2는 특정 ligand와 결합하지 않지만 ligand

에 결합한 다른 ErbB receptor와 일차적으로 이량체를 형성한

다(4). 지금까지 알려진 모든 HRG isoform은 ErbB3와 B4에

만 특이적으로 결합하여 ErbB2/B3, ErbB2/B4의 이형이량체나 

ErbB4/B4의 이형이량체를 형성하는 것으로 알려졌다. ErbB3 

receptor의 발현이 현저히 증가되어 있는 유방암세포주 MCF7

에서도 HβE-AdLac에 의한 유전자전달은 AdLac에 비해 증가

하였으나 전체적인 유전자전달 효율은 떨어졌다(Fig. 4). 이는 

HβE-AdLac 외피에 위치한 HRGβ EGF-like domain이 ErbB3

에 특이적으로 결합한 후 ErbB2/B3 이형이량체를 형성할 때 

바이러스의 세포 내 침투가 증가될 것으로 추측할 수 있다. 따

라서 ErbB3 외에 ErbB2 receptor가 과다발현된 세포에 HβE 

-AdLac 바이러스의 유전자전달효율이 증가하는 것으로 생각

된다.

상피 난소암은 초기단계에서 진단이 어렵고 효율적인 치료

법이 적은 악성암이다(19). 그러나 난소암은 말기 상태에서도 

대부분이 복강 내에 제한되어 진행되기 때문에 항암치료제의 

복강 내 주입과 같은 국부적 치료로 종양을 효율적으로 제거

할 수 있는 가능성이 높다. 이번 연구에서는 난소암세포에 과

다 발현되는 것으로 알려진 ErbB2, ErbB3 receptor를 목표로 

하여 이와 결합할 수 있는 최소 부위인 EGF domain 중 53개 

아미노산으로 구성된 암세포 표적 ligand를 바이러스 외피에 

부착한 재조합 아데노바이러스 벡터를 개발하였다. 이 벡터를 

이용할 때 난소암세포주로 외래 유전자를 선택적이고 효율적

으로 전달할 수 있는 것을 확인하였다. 따라서 이번 연구에서 

개발된 아데노바이러스에 살상 유전자 발현하도록 조작하면 

난소암을 선택적으로 죽임으로써 효율적인 난소암 치료효과를 

기대할 수 있는 바이러스 벡터를 개발을 할 수 있을 것으로 

생각된다.

적요

암의 유전자치료에서 암세포로의 선택적 유전자전달 매체

의 부족은 치료효과의 감소를 야기하는 문제이다. 본 연구에

서는 난소암 유전자치료의 효율을 높이기 위한 목적으로 난소

암세포로 선택적인 유전자전달을 하도록 개량된 아데노바이러

스 벡터를 제조하고, 그 효율성을 난소암세포주를 이용하여 

조사하였다. 난소암세포에 과다발현하는 분자인 ErbB receptor

를 표적하도록 아데노바이러스 외피단백질 fiber에 ErbB 

receptor에 대한 ligand인 heregulin으로부터 유래한 펩티드를 

부착하였다. 53개의 아미노산으로 구성된 외부 펩티드를 fiber

에 부착하였을 때 바이러스 감염에 중요한 기능을 하는 fiber 

삼량체 구조 형성에 영향을 미치지 않았다. Fiber를 조작한 개

량 아데노바이러스는 야생형 fiber를 가진 1세대 아데노바이

러스 벡터에 비해 선택적으로 난소암으로 유전자를 전달하는 

비율이 증가하였다. 특히 항암제에 저항성을 가진 난소암세포

주 OVCAR3에서 유전자전달 효율이 약 5배 증가되었다. 따

라서 난소암의 유전자치료에서 개량된 아데노바이러스로 치료

유전자를 전달하면 치료의 효율성을 향상시킬 수 있을 것이다.
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