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- Abstract -

Background: Despite improvement in insulin preparation and delivery, the use of

insulin therapy alone to maintain normal glucose concentration and prevent the

development of diabetic complication is not easy. Therefore, there has been

considerable interest in developing gene therapy to supply insulin. We

investigated that the administration of hemagglutinating virus of Japan (HVJ)-

liposome complex, containing human insulin construct into the portal vein to

control the blood glucose level in murine streptozotocin (STZ)-induced diabetes.

Methods: Human insulin gene was delivered to STZ-induced diabetic rats through

the portal vein using HVJ-liposome containing Epstein-Barr virus (EBV) replicon-

based plasmid (pEB). Blood glucose and body weight were measured after insulin

gene delivery. The animals were sacrificed 28 days later and the livers were

collected for immuno-histochemical staining of insulin. In addition plasma insulin

and C-peptide levels were measured.

Results: Significant decrease in blood glucose levels and an increase in insulin

and C-peptide levels were observed in the insulin gene transfection group as

compared to the control group. Immunohistochemical staining of insulin also

showed significant differences between these two groups.
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서 론

자가면역에 의해 췌장 베타세포가 대부분 파괴되어

발생하는 제1형 당뇨병은 고혈당을 조절하기 위해 진

단과 동시에 인슐린 치료가 필요하고
1,2)
, 인슐린 저항

성으로 시작되는 제2형 당뇨병의 경우도 초기에는 식

사 조절과 경구용 혈당강하제를 이용하여 혈당을 조절

할 수 있으나 결국에는 베타세포의 인슐린 분비 저하

로 인슐린 치료가 필요하게 된다
3)
. 지금까지 다양한

인슐린 제제의 발달과 함께 인슐린을 체내로 투여방법

이 개발되어 왔으나 기존의 인슐린 단독 치료만으로

당뇨병 환자들이 정상 혈당을 유지하고 당뇨병성 신

증, 망막증 등의 만성 합병증을 완전히 예방하기에는

현실적인 어려움이 많다
4)
. 이에 당뇨병을 근원적으로

치료하기 위한 노력으로 최근 발달한 분자생물학적 기

술을 이용한 인슐린 유전자 치료가 활발히 연구되고

있다.

췌장 베타세포가 남아 있지 않는 제1형 당뇨병과

진행된 제2형 당뇨병을 대상으로 인슐린 유전자 치료

를 하기 위해서는 비베타세포를 표적으로 하여 인슐린

유전자를 전달하고 인슐린 발현을 유도하여 혈당을 조

절하여야 한다. 비베타세포를 대상으로 한 인슐린 유

전자 치료는 인슐린 유전자를 비베타세포에 전달하였

을 때 혈당 변화에 따라 인슐린 발현 정도를 조절할

수 있는 가와 비베타세포에서 인슐린 유전자에 의해

발현된 프로인슐린이 생체 활성도가 높은 인슐린으로

전환될 수 있는지가 문제점으로 지적되어 왔다
5)
. 그리

고 장기간 안정적으로 인슐린 유전자의 발현이 이루어

지도록 하는 것도 인슐린 유전자 치료가 해결해야 할

문제점이었다. 지금까지 연구된 바에 의하면 안정적인

인슐린 유전자 전달 표적 기관으로 간세포
6∼10)
나 근육

세포
11∼13)

등이주로 연구되고있고 유전자 전달을 위한

매개체로서 adenovirus, retrovirus, adeno-associated

virus (AAV) 등의 바이러스 벡터
11∼17)

와 리포좀 같은

비바이러스 벡터
18,19)
를 이용한 유전자 치료가 시도되

고 있다. 본 연구팀은 바이러스 벡터를 이용한 유전자

전달의 단점을 극복하고 좀더 효율적인 유전자 전달

방법을 찾기 위해 1989년 일본 오사카대학의 Kaneda

연구팀이 개발하여 현재까지 유전자 치료에 많이 응용

하고 있는 hemagglutinating virus of Japan (HVJ)-리

포좀을 이용하여 유전자를 전달하였다
20)
. 그리고 유전

자 치료의 효과가 장기간 지속되도록 하기 위해 유전자

가 핵 내에서 안정적으로 발현되도록 하는 것으로 알려

진 Epstein-Barr virus (EBV) replicon- based plasmid

(pEB)를 제작하여 사용하였다
19)
.

대상 및 방법

1. HVJ-리포좀의 제조

음이온 리포좀을 제조하기 위해 cholesterol (Chol),

dioleoylphosphatidylethanolamine (DOPE), phosphati-

dylcholine (ePC), sphingomyeline (eSph), phospha-

tidylserine (bPS)를 이용하였다. Chol, DOPE, ePC,

eSph, bPS를 50:13.3:13.3:13.3:10의 무게 비율로 혼

합하여 10 mg을 만들고 1 mL의 클로로포름에 녹인

다음 증발기를 통해 지질이 유리용기에 얇게 펴질 때

까지 휘발시켜 지질막을 만든다. 여기에 인체 인슐린

유전자 전달 매개체 200 g을 첨가하여 30초간 격렬히

Conclusion: This study demonstrated the possibility of insulin gene therapy through

the portal vein using pEB and HVJ-liposome method to produce a sustained

improvement of diabetic glucose metabolism (J Kor Diabetes Assoc 27:405∼413,

2003).
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혼합한 후 37℃ 항온수조에서 30초간 정치하는 과정

을 8번반복한다. 위혼합물을 0.4 m 및 0.2 m syringe

filter를 이용하여 여과하여 unilamellar 리포좀으로 만

든 후 얼음에 꽂아 30분간 정치한다. 25,000 hemag-

glutinating unit의 정제한 HVJ를 자외선을 조사하여

불활성화시킨후 준비된리포좀과 섞어서 37℃ 항온수

조에서 1시간 동안 반응시킨다. 배양동안 2 mL의

30% (w/v) sucrose 용액을 초원심 분리관에 넣어

sucrose 밀도구배를 준비한다. 여기에 반응시킨 HVJ-

리포좀 혼합액을 올리고 25,000 rpm에서 2시간 동안

4℃에서 원심분리한다. 원심분리 후 30% sucrose 용

액 상층에 위치하는 HVJ-리포좀을 조심스럽게 회수하

여 4℃에서 보관하여 실험에 사용한다.

2. Plasmid DNA의 제조

인체 인슐린 유전자를 함유하고 있는 pEBAct-

HINS plasmid는 Dr. Kaneda (Osaka University,

Osaka, Japan)로 부터 기증받아서 사용하였다. 이

plasmid의 제작 방법은 다음과 같다. 먼저 pcDNA 3

(Invitrogen, San Diego, CA, USA)의 Bgl II site에

OriP와 EBNA-1 염기서열을가진 p205의 Cla I-Nar I

단편을 클로닝 해서 pEB 벡터를 만들었다. pAct-CAT

유래의 chicken -actin promoter 부위를 pEB 벡터의

CMV promoter와 교체하여 pEBAct 벡터를 제작하였

다
19)
. 다음으로 인체 태아섬유모세포의 DNA를 이용

한 genomic DNA library에서 스크리닝하여 pAct 벡

터에 클로닝되어 있는 인체 인슐린 유전자의 BamHI-

EcoRI 단편 (1.6kb)을 pEBAct 벡터에 클로닝하여

pEBAct-HINS을 완성하였다
21)
.

3. 인슐린 유전자 발현 확인

Cos-1 세포에 인슐린 pEBAct-HINS와 Lipofec

Amine 2000을 1:3의 비율로 혼합하여 DNA:lipid 복

합체를 형성시키고 이를 무혈청배지를 처리한 세포에

처리하여 5시간 동안 배양하였다. 5시간 배양 후 PBS

buffer로 세포내로 전달되지 않은 DNA:lipid 복합체를

씻어내고 10% FBS를 포함한 DMEM 배지로 교체하

여 2일간 배양하였다. 인슐린 유전자의 발현을 확인하

기 위하여 항인슐린 항체 (Santa Cruz, CA, USA)를

이용하여 면역세포화학법으로 염색하였다.

4. 당뇨병 백서에서 인슐린 유전자 전달

7주령에 해당하는 250 g의 백서에 스트렙토조토신

(90 mg/kg in PBS buffer)을 복강내로 투여하여 당뇨

병을 유발시키고 스트랩토조토신 투여 3일 후 백서를

8시간 금식 시킨 다음 혈당을 측정하였다. 이 중 혈당

이 16.7 mmol/L 이상 측정되는 백서를 대상으로 간문

맥으로 pEBAct-HINS를 함유한 HVJ-리포좀을 주입

한 것을 유전자 전달군 (n=4)으로 pEBAct-HINS를 함

유하지 않은 HVJ-리포좀을 주입한 것을 대조군 (n=4)

으로 하였다.

5. 유전자 전달 후 백서의 혈당과 인슐린, C-펩타

이드 및 체중 측정

유전자 전달 후 매일 체중과 혈당을 측정하였다. 유

전자 전달 28일째 인슐린과 C-펩타이드의 측정을 하

였으며 인슐린은
125
I-인슐린 이중항체 방사성 면역 측

정 장비 (Techno Genetics, Milano, Italy)를이용해 측

정하였고 C-펩타이드는
125
I-C-펩타이드 이중 항체 방

사성 면역측정 키트 (Techno Genetics, Milano, Italy)

로 측정하였다.

6. 유전자 전달 후 백서 조직의 면역조직학적 염색

백서의 조직에서 인슐린 발현을 조사하기 위해 유

전자 전달 28일 후 당뇨병 백서에서 간을 적출하여 인

체 인슐린 항체 (Santa Cruz, CA, USA)를 이용하여

면역조직학적 염색을 실시하였다. 파라핀 포매된 백서

의 간 조직을 4 m 두께로 잘라서 슬라이드에 붙인다

음 탈파라핀을 거쳐 함수하였다. 메탄올에 희석한 3%

과산화수소수 용액에서 30분간 처리하여 내인성 과산

화효소에 대한 반응을 차단하고 0.01 M 인산염 완충

액에서 10분간 세척하였다. 인체 인슐린 1차 항체를

37℃에서 15분간 반응시키고 DAB로 발색한 다음 헤

마톡실린으로 대조 염색하여 광학현미경으로 관찰하

였다.
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결 과

1. 인슐린 유전자 발현 확인

pEBAct-HINS가 세포내에서 인슐린을 발현하는지

를 조사하기위하여인슐린 비발현 세포인 Cos-1 세포

에 LipopectAmine 2000을 이용하여 전달하고 3일 후

인슐린이 발현되는 지를 면역화학 염색법으로 조사한

결과 pEBAct-HINS를 처리한 Cos-1 세포에서 인체

인슐린이 발현됨을 확인하였다(Fig. 1).

Fig. 1. Expression of transfected human insulin gene in Cos-1 cells. Imunohistochemical stain of human

insulin in Cos-1 cell transfected with pEBAct-control vector (A), and transfected with

pEBAct-HINS (B).

Fig. 2. Effect of pEBAct-HINS transfection on fasting blood glucose concentrations

in STZ-induced diabetic rat. Control, STZ-induced diabetic rat injected with

HVJ-liposome only (n=4); pEBAct-HINS, STZ induced diabetic rat trans-

fected with HVJ-liposome containing pEBAct-HINS (n=4). Values are means

S.E.M (* p < 0.001 compared to control).
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2. 인슐린 유전자 전달군과 대조군에서 혈당 및 체

중 비교

혈당은 유전자 전달 2일째부터 유전자 전달군에서

감소하기 시작하여 7일간 정상 수준으로 유지되다가

이후 점차 증가하기 시작하여 28일째 혈당이 11

mmol/L 이상으로 증가하였다 (Fig. 2). 체중에 있어서

당뇨병 유발 후 대조군의 체중은 지속적으로 감소한

데 비하여 유전자 전달군은 초기에 체중이 감소하다가

유전자 전달 5일 후 혈당이 정상으로 조절되면서 더

이상 감소되지 않았으며 이후 점차적으로 증가하였다

(Fig. 3).

3. 인슐린 유전자 전달군과 대조군에서 인슐린 및

C-펩타이드 비교

유전자 전달군의 혈당감소 및 체중증가가 전달된

인슐린 유전자에 의한 것인지를 확인하기 위해서 백서

의 혈중 인슐린 농도를 측정하였다. 대조군에서는 인

Fig. 4. Effect of pEBAct-HINS transfection on plasma

insulin level in STZ-induced rat. Control, STZ-

induced diabetic rat injected with HVJ-liposome

only (n=4); pEBAct-HINS, STZ induced diabetic

rat transfected with HVJ-liposome containing

pEBAct-HINS (n=4). Values are means S.E.M.

* p< 0.001 compared to control.

Fig. 3. Effect of pEBAct-HINS transfection on body weight in STZ-induced diabetic

rat. Control, STZ-induced diabetic rat injected with HVJ-liposome only

(n=4); pEBAct-HINS, STZ induced diabetic rat transfected with HVJ-

liposome containing pEBAct-HINS (n=4). Values are means S.E.M.

* p < 0.001 compared to control.
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슐린이 거의 측정되지 않은 반면 유전자 전달군에서는

인슐린이 현저히 높게 측정되었다 (Fig. 4). 또한 인슐

린 유전자에 의해 발현되는 프로인슐린이 인슐린으로

전환 가능한 지를 알아 보기 위해 C-펩타이드를 측정

하였는데 대조군은 거의 측정되지 않았으나 유전자 전

달군에서는 현저히 높게 측정되었다 (Fig. 5).

4. 인슐린 유전자 전달군과 대조군간의 표적기관의

면역조직학적 소견 비교

유전자 전달군과 대조군의 간을 적출하여 인체 인

슐린에 대한 면역조직학적 염색을 실시한 결과 유전자

전달군의 간 조직에서는 인슐린이 발현된 반면 대조군

에서는 발현되지 않았다 (Fig. 6).

고 찰

인슐린 유전자 치료가 성공하기 위해서는 다음과

같은 조건이 충족되어야 한다. 첫째, 효과적인 인슐린

유전자 전달법이 확립이 되어야 하고 둘째, 혈당 변화

에 반응하여 인슐린의 발현과 분비를 조절하는 기능이

있어야 하며 셋째, 프로인슐린이 활성형 인슐린으로

전환하는 과정을 매개할 수 있는 생화학적 기능이 있

어야 하고, 마지막으로 췌장의 베타세포와 비슷한 특

성을 가진 표적세포가 있어야 한다
22)
. 이러한 문제점

에 대하여 연구자들은 HVJ-리포좀을 이용한 유전자

전달 방법이 인슐린 유전자 치료에 효과적인지를 알아

보고 pEB를 이용한 인슐린 유전자를 전달법이 혈당을

지속적으로 조절하는지를 관찰하였다. 그리고 프로인

슐린을 발현하는 인슐린 유전자를 혈당 감식체계를 가

진 간세포에 전달하였을 때 인슐린에 비해 활성이 낮

Fig. 5. Effect of pEBAct-HINS transfection on plasma

C-peptide level in STZ-induced rat. Control,

STZ-induced diabetic rat injected with HVJ-

liposome only (n=4); pEBAct-HINS, STZ induced

diabetic rat transfected with HVJ-liposome

containing pEBAct-HINS (n=4). Values are means

S.E.M.

* p < 0.001 compared to control.

Fig. 6. Expression of pEBAct-HINS in rat liver tissues. Immunohistochemical staining of insulin in

control and pEBAct-HINS transfected rat liver at 28 days after HVJ-liposome transfection.

The arrows indicate insulin-positive hepatocytes. All figures at 200 magnification.

Control pEBAct-HINS
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은 프로인슐린이 생체내에서 효과적으로 혈당을 조절

할 수 있는지를 조사하였다.

이미 여러 논문에서 유전자 전달 매개체로 비바이

러스 벡터인 리포좀을 HVJ에 결합시킨 HVJ-리포좀을

사용하여 그 우수성을 입증하였고 표적 기관에서 상당

히 안정적이고 효율적인 유전자 발현을 유도할 수 있

다고보고되었다
20,21)
. 본연구에서도 HVJ-리포좀을이

용하여 기존의 바이러스 전달 매개체가 가지고 있던

무작위성 유전자 전달의 위험성이 없이 충분한 치료효

과를 얻을 만큼의 유전자 전달 효과를 보여주었다. 인

슐린 유전자의 치료 지속 시간에 있어서는 Kaneda 등

이 pAct-HIN plasmid로 인슐린 유전자를 문맥정맥으

로 투여하여 유전자 치료를 실시한 결과 간에서 인슐

린 유전자가 7일 후 사라졌으며 혈중 인슐린도 7일에

서 8일 사이에 최고치를 보이다가 급격히 감소하여
7)

성공적인 인슐린 유전자 치료를 위해서는 전달된 유전

자가 장기간 발현 될 수 있는 방법이 개발되어야 할

필요성이 제기되었다. 표적세포에 전달된 유전자가 장

기간 발현되도록 하기 위한 방법으로 retroviral 벡터

를 이용하여 전달된 유전자를 표적세포의 유전자에 융

합시키는 방법이 있는데 이 경우 전달된 유전자가 무

작위로 표적세포 유전자에 융합 되어 발암성, 성장장

애, 세포사멸등을유발할수있어유전자치료에는제

한점이있는것으로보인다
23)
. 최근재조합 AAV를이

용하여 인슐린 유전자를 간 문맥으로 전달하여 장기간

성공적으로 혈당을 조절한 보고가 있으나
24)
장기간 인

슐린 유전자가 발현되도록 하기 위해서는 많은 연구가

필요한 상태이다. 본 연구진은 숙주의 세포핵내의 염

색체에 결합하지 않으면서 잠복감염을 일으키는 특성

을 가진 유전자 전달매개체로 pEB를 이용하여 인슐린

유전자를 전달함으로서 28일동안 장기간혈당이안정

적으로 조절되는 것을 확인하였으며 EBV replicon에

포함된 유전자가 장기간 발현할 수 있음을 확인하

였다.

표적장기로서 간세포는 췌장 베타세포와 동일한 혈

당 감식 체계를 가지고 있는 장점이 있지만 프로인슐

린을 인슐린으로 가공시키는 효소가 없는 것으로 알려

져있다
25,26)
. 프로인슐린은활성형 인슐린에비해 10%

미만의 생물학적인 효과를 가지므로
27)
간세포를 표적

세포로 하여 인슐린 유전자 치료를 실시하였을 때 생

산된 프로인슐린이 혈당조절을 효과적으로 할 수 있는

지에대한의문이있다. 이러한점을보완하기위해인

슐린 수용체에 잘 결합하도록 C chain 대신에 turn-

forming motif를 가진 7개의 아미노산으로 구성된 짧

은 펩타이드로 대치된 돌연변이 프로인슐린을 개발하

여 특별한 가공 없이 활성도가 인슐린의 40∼50%나

되는 돌연변이 프로인슐린을 발현시켜 장기간 혈당

조절이 가능하였다는 보고가 있었다
24)
. 그리고 쥐를

대상으로 cDNA 변이를 유발하여 췌장 외 다른 장기

에서도 분비되는 furin에 의해 프로인슐린이 분해되

도록 하여 인슐린 활성을 높인 연구도 있었다
28,29)
.

본 실험에서는 프로인슐린을 분비하는 인슐린유전

자를 백서의 문맥혈관으로 주입하여 유전자 치료를

시행하였는데 유전자 치료를 시행한 백서의 혈액에

서 당뇨병을 유발하지 않은 정상군과 유사한 양의

C-펩타이드를 검출할 수 있었으나 유전자 치료를 시

행하지 않은 대조군에서는 혈액내에서 C-펩타이드

가 아주 낮은 농도로 검출되었다. Morishita 등도 비

슷한 벡터를 사용하여 쥐의 꼬리정맥을 통해 유전자

치료를 실시한 경우에서도 C-펩타이드의 검출이 가

능하였다고 보고하였다
21)
. 이러한 결과는 체내에서

프로인슐린이 인슐린으로 전환되었다는 것을 보여

주나 어떤 장기에서 프로인슐린 분해효소가 작용하

여 이러한 결과를 나타내었는지 더 연구가 필요한

상태이다. 간세포보다 접근이 용이한 근육 세포를

이용한 인슐린 유전자 치료 연구도 보고되었는데 간

세포와 비교하여 근육 세포를 이용하여 인슐린 유전

자 치료를 하였을 때 치료유전자의 이입효율이높고

좀 더 장기간에 걸쳐 안정적으로 인슐린 유전자 발현

이 유도되었으나 간세포와 달리 혈당 감시 체계가

없고, 또한 프로인슐린이 인슐린으로 가공되는 데

필요한 효소가 없는 것도 문제점으로 남아있다
11,31)
.

이상의 본 연구 결과를 종합하면 스트렙토조토신으

로 당뇨를 유발시킨 백서에 인슐린 유전자를 포함한

pEB를 HVJ-리포좀을 이용하여 간문맥을 통해 전달

하면 표적장기인 백서의 간에서 지속적으로 인슐린

을 생산하여 혈당을 효과적으로 낮출 수 있음을 확인

하였다.
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요 약

연구배경: 지금까지 다양한 인슐린 제제의 발달과

함께 인슐린을 체내로 투여방법이 개발되어 왔으나 인

슐린 단독 치료만으로 당뇨병 환자들이 정상 혈당을

유지하고 당뇨병성 합병증을 완전히 예방하기에는 현

실적인 어려움이 많다. 이에 당뇨병을 근원적으로 치

료 하기 위한 노력으로 인슐린 유전자 치료가 활발히

연구되고 있다. 본 연구진은 스트렙토조토신으로 당뇨

를 유발한 백서에서 HVJ-리포좀과 pEB를 이용한 유

전자 치료의 효용성을 연구하였다.

방법: 스트렙토조토신으로 당뇨를 유발한 백서에

pEBAct-HINS를 함유한 HVJ-리포좀을 간문맥을 통

하여 주입하고 혈당과 체중을 매일 측정하였다. 유전

자 전달 28일째 백서를 희생시켜서 간을 적출하여 면

역조직학적 염색을 하였고 쥐의 혈액을 채취하여 인슐

린과 C-펩타이드를 측정하였다.

결과: 혈당은 대조군에 비하여 유전자 전달군에서

현저히 감소하였고 당뇨병 유발 후 감소하던 체중은

혈당이 조절되면서 증가하였다. 인슐린과 C-펩타이드

는 유전자 전달군에서 대조군에 비하여 현저히 증가되

어 있었다. 인체 인슐린에 대한 면역조직학적 염색 결

과 유전자 전달군의 간조직에서 인슐린이 발현된 반면

대조군에서는 발현되지 않았다.

결론: 스트렙토조토신으로 당뇨를 유발시킨 백서에

서 인슐린 유전자를 포함한 pEBAct-HINS를 HVJ-리

포좀을 이용하여 인슐린 유전자를 전달하면 백서의 간

에서 지속적으로 인슐린을 생산하여 효과적으로 혈당

을 낮출 수 있음을 확인하였다.
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