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I report that single-stranded antisense as a part of large circular (LC-) genomic DNA of recombinant M13 phage 
exhibits enhanced stability, sequence specific antisense activity, and no need for target site search. A cDNA fragment 
(708 bp) of rat TNF-α was inserted into a phagemid vector, and TNF-α antisense molecules (TNFα-LCAS) were 
produced as single-stranded circular DNA. When introduced into a rat monocyte/macrophage cell line, WRT7/P2, 
TNFα-LCAS was able to ablate LPS-induced TNF-α mRNA to completion. The antisense effect of TNFα-LCAS was 
shown to be sequence-specific because expressions of three control genes (β-actin, GAPDH and IL-1β) were not 
significantly altered by the antisense treatment. Further, TNFα-LCAS was found to be highly efficacious as only 0.1 µg 
(0.24 nM) of TNFα-LCAS was sufficient to block TNF-α expression in 1×105 WRT7/P2 cells. I have also observed 
specific antisense activity in reduction of NF-κB gene expression. The results suggest that an antisense sequence as a 
part of single-stranded circular genomic DNA has a specific antisense activity. 
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validation 

 
서  론 

 
안티센스 기술 (antisense technology)은 유전자 기능분석 

및 의약품 개발을 위한 표적 유전자 (target gene)의 발굴에 
광범위하게 응용되고 있다. 안티센스 분자는 세포내에서 표

적 mRNA와 상보적 결합을 함으로써, 이 결합체를 인식하

여 mRNA를 분해하는 RNaseH의 작용을 유도하거나, 리보

좀 복합체의 mRNA에로의 접근을 방해함으로써 궁극적으로 
표적 유전자의 발현을 억제한다1). 기존에는 주로 antisense 
oligonucleotide (AS-oligo) 분자에 의한 유전자 발현 억제를 
통해 유전자의 기능을 분석하거나2~4), 항암제를 개발하여 왔
다5~11). 이 과정에서 AS-oligo가 가지는 문제점들이 발견되었

다. AS-oligo는 표적 서열로의 비접근성12,13), 핵산분해효소에 
대한 불안정성14~16), 낮은 서열 특이성 및 체내 부작용 유발 

등의 단점을 가지는 것으로 밝혀졌다. 이 중 불안정성 문제는 
AS-oligo를 phosphorothioate (PS) 기 또는 methylphosphonate 
(MP) 기 등으로 화학적 수식을 함으로써 부분적으로 개선되

어 왔다17~19). 그러나, 서열 특이적 반응성의 결핍, RNaseH
의 작용에 대한 둔감성, 분해된 수식 뉴클레오티드가 DNA 
복제 및 수복 과정에서 일으키는 돌연변이 현상 등은 개선해

야 할 문제점이다. 
본 연구실은 지금까지 stem-loop 구조13), CMAS (Covalently-

Closed Multiple Antisense) 구조20), RiAS (Ribbon Antisense)21) 
구조를 가지는 안티센스 분자들을 개발하여 왔다. 분자내 공
유결합을 통해 환형 폐쇄 구조를 가지게 함으로써 핵산분해

효소의 작용점을 원천적으로 제거한 CMAS 및 RiAS 분자는 
개선된 안정성을 보였으며, 표적 mRNA의 특이적 제거에도 
효과적이었다. 

한편, M13 박테리오페이지 등은 단가닥의 폐쇄적 환형 분
자 (single stranded closed circular structure)를 지놈 (genome)
으로 가져, 지금까지는 주로 돌연변이 연구 및 DNA 염기

서열 분석 등에 활용되어 왔다. 구축한 재조합 페이지미드 
(recombinant phagemid)를 숙주세포에 형질전환한 후 헬퍼 박
테리오페이지 (helper bacteriophage)를 감염시키면, 배양 상청
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액에 존재하는 재조합 박테리오페이지 (recombinant bacterio- 
phage)로부터 단가닥 형태의 large circular (LC-) DNA를 정
제할 수 있다. 이때, M13 페이지미드는 LC-DNA가 특정 유
전자 유래의 안티센스 서열을 함유할 수 있게 재조합될 수 
있다. 이러한 LC-antisense는 폐쇄된 환형 구조를 가져 핵산

분해효소에 대한 높은 안정성을 가질 수 있고, 제조원리상 
페이지미드를 이용하므로 수천 내지 수만 개 유전자들로 구

성된 안티센스 라이브러리 (antisense library)를 쉽게 구축할 
수 있을 것으로 기대하였다. 

본 연구에서는 TNF-α 및 NF-κB 유전자의 안티센스 서열

을 가진 LC-antisense 분자들을 대량 제작한 후, 이들의 핵산

분해효소에 대한 안정성 및 표적 유전자에 대한 서열 특이적 
안티센스 활성을 조사하였다. 

 
재료 및 방법 

1. 세포 배양 

THP-1 (acute monocytic leukemia) 세포를 한국세포주은행

으로부터 분양 받았으며, WRT7/P2 (mouse monocytic cell line) 
세포를 일본 쥰텐도 대학의 야기타 박사로부터 제공받았다. 
세포주들을 10% FBS, 100 U/ml penicillin, 100 µg/ml strepto- 
mycin을 함유한 RPMI 1640 또는 EMEM 배지 (JBI, Korea)
로 37℃, 5% CO2 조건에서 배양하였다. 형질감염 (transfec- 
tion) 하루 전날 세포들을 신선한 배지로 교환해 주었으며, 
형질감염을 위한 생존 세포수의 측정은 trypan blue (0.4%) 염
색법으로 하였다. 

2. 재조합 페이지미드의 구축 

표준 방법에 따라 TNF-α 및 NF-κB 유전자를 함유하는 
재조합 페이지미드를 제작하였다22). 먼저, 48-웰 플레이트에 
1×105개의 WRT7/P2 세포를 분주하고, 다음 날 랫트 TNF-α 
유전자의 발현을 유도하기 위해 최종농도 30 µg/ml의 lipo- 
polysaccharide (LPS, Sigma-Aldrich, USA)를 24시간 동안 처리

하였다. 세포로부터 적정량의 TRIzol 시약 (GibcoBRL, USA)
을 사용하여 total RNA를 분리하였다. 이어 한 쌍의 PCR 프
라이머 (forward: 5'-GATCGTCGACGATGAGCACAGAAAGC- 
ATGATCC-3', reverse: 5'-GATCGAATTCGTCACAGAGCAAT- 
GACTCCAAAG-3')를 사용하여 TNF-α 유전자의 전체 코드 
영역을 함유하는 cDNA 단편 (708 bp)을 증폭하였다. 획득한 
cDNA 단편을 SalI/EcoRI 제한효소로 분해한 후 pBS KS (-) 
phagemid (Stratagene, USA)에 클로닝하였다. 동일한 방법으

로, THP-1 세포로부터 한 쌍의 PCR 프라이머 (forward: 5'- 
GATCGTCGACGCGCCACCCGGCTTCAGAATGGC-3', reve- 
rse: 5'-GATCGAATTCGGTGAAGCTGCCAGTGCTATCCG-3')
를 사용하여 NF-κB 유전자의 cDNA 단편 (700 bp)을 증폭한 

다음 pBS KS (－)의 EcoRV 부위에 클로닝하였다. 대조군으

로서 LC-SE (표적 유전자의 센스 서열을 함유하는 단일가닥 
페이지 지놈) 및 LCSS (insert 서열을 함유하지 않은 단일가

닥 페이지 지놈) 분자들도 구축한 다음, 재조합 페이지미드

들을 대장균 숙주세포 (XL-1 Blue, Stratagene)에 calcium-
chloride 법으로 형질전환하였다. cDNA 단편들의 클로닝 방
향은 염기서열 분석 및 제한효소 처리로 확인하였다. 

3. LC-antisense 분자의 생산 및 정제 

재조합 페이지미드를 헬퍼 박테리오페이지 M13K07을 미
리 감염해 놓은 숙주대장균에 형질전환한 후, ampicillin (최
종농도 50 µg/ml)을 함유한 LB 고체배지로 37℃에서 종야

배양하였다. 다음날, 형성된 single colony를 2× YT 액체배지 
(10 g NaCl, 10 g yeast extract, 16 g bactotrypton/1000 ml)에 접
종하고, 37℃에서 16시간 동안 진탕 배양하였다. 배양액을 원
심분리한 후, 얻은 배양 상청액에 PEG/NaCl (20% PEG8000, 
2.5 M NaCl) 용액을 첨가하였다. 박테리오페이지 침전물을 
TE (pH 8.0) 완충용액으로 재용해한 후, phenol 추출 및 
ethanol 침전을 통하여 LC-antisense 분자를 회수하였다. 

이어, 잔존하는 헬퍼 박테리오페이지 및 대장균 숙주세포 
유래의 지놈 DNA로부터 LC-antisense 분자를 대량으로 정
제하기 위하여 겔 여과 칼럼 크로마토그래피 (gel filtration 
column chromatography)를 이용하였다. 수지로는 Superfine 
Sephacryl S-1000 (Amersham Biosciences, Sweden)을 충진하

였고, 0.2 M NaCl을 함유한 50 mM Tris-HCl (pH 8.3) 완충용

액으로 평형화하였다. 정제 시작 부피는 겔 유효 부피의 5%
로 조정하였고, DNA 용출 (유출 속도: 0.3 ml/min)은 수지 
평형화에 사용하였던 완충용액으로 하였다. 이때, 샘플들을 
260/280 nm 파장으로 UV scan하면서 매 5~10분 간격으로 
수집하였다. 수집한 샘플 분획 I~VII들을 ice-cold ethanol로 
침전한 후, PBS (phosphate buffered saline) 용액으로 용해하

였다. 정제한 LC-antisense 분자들의 양 및 순도를 확인하기 
위해 1% 아가로스 겔 전기영동을 하였다. 단가닥 LC-anti- 
sense 분자들의 서열 충실도를 확인하기 위해 universal primer
를 사용한 DNA 염기서열 분석을 하였다. 동일한 방법으로 
대조군으로서 LC-SE 및 LC-SS 분자도 정제하였다. 

4. LC-antisense 분자의 안정성 조사 

LC-antisense 분자의 안정성을 확인하기 위해, 1 µg의 LC-
antisense 분자를 XhoI (10 U/µg DNA), Exonuclease III (160 
U/µg DNA) 및 S1 nuclease (10 U/µg DNA)로 37℃에서 3시간 
동안 각각 처리하였다. 또한, 혈청 속에서의 LC-antisense 분
자의 안정성을 확인하기 위해, 1 µg의 DNA를 1:3 (w/w)의 
비율로 리포좀과 복합체를 형성하고, 여기에 열처리를 하지 
않은 30% 소태아혈청을 첨가한 후 37℃에서 최대 48시간까
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지 다양한 시간 동안 반응하였다. 이때, 대조군으로서 리포좀

과의 복합체를 형성하지 않은 LC-antisense 분자를 동일하게 
반응하였다. 반응액으로부터 페놀 추출 및 ethanol 침전을 통
해 DNA를 회수하고, 1% 아가로스 겔에 전기영동하였다. 

5. LC-antisense의 형질감염 및 RT-PCR 

표적 유전자의 mRNA를 제거함에 있어 LC-antisense 분

자의 활성을 조사하기 위해, LC-antisense 분자를 세포에 형
질감염한 후 RT-PCR을 하였다. 이를 위하여, 먼저 세포들

을 200 µl의 배양배지로 48-웰 플레이트에 분주하고, LC-
antisense 분자와 양이온 리포좀의 일종인 Lipofectamine (In- 
vitrogen, USA) 시약을 표적 세포주의 종류에 따라 다양한 비
율 (w/w)로 혼합하였다. 리포좀-DNA 복합체의 혼합은 Opti-
MEM (Invitrogen) 배지로 한 후 제조사의 지침에 따라 세포

에 처리하였다. 37℃에서 6시간 동안 형질감염한 후, 배지에 
2× FBS 및 항생제들을 첨가하고 18시간 더 배양하였다. 

한편, 랫트 TNF-α 유전자의 발현을 유도하기 위하여 TNF-
α 유래 LC-antisense 분자를 형질감염 해 놓은 THP-1 세포에 
lippopolysaccharide (LPS, 30 µg/ml)를 처리하였다. LC-anti- 
sense 분자의 활성을 비교하기 위하여, 리포좀 자체 및 con- 
trol DNA-리포좀 복합체도 동시에 처리하여 분석하였다. 

RNA 조제는 Tri 시약 (Molecular Research Center, USA)을 
사용하여 제조사의 지침에 따라 하였다. 각 웰로부터 회수한 
세포들을 1 ml의 Tri 시약으로 균질화하고 chloroform 추출 
및 isopropanol 침전으로 RNA를 정제하였다. 이어 Access 

RT-PCR Kit (Promega, USA)을 사용하여 제조사의 지침에 따
라 RT-PCR을 하였다. 총 50 µl의 PCR 반응액에 total RNA 
(1 µg), 한 쌍의 프라이머 (TNF-α: forward, 5'-CATCTCCCT- 
CCGGAAAGGACAC-3', reverse, 5'-CGGATGAACACGCCAG- 
TCGC-3', NF-κB: forward, 5'-CCTGGCCGGAGCCACTAGAC- 
-3', reverse, 5'-CTATACTCAGATCCATCACC-3'), AMV reverse 
transcriptase (5 U/µl), Tfl DNA polymerase (5 U/µl), dNTP (10 
mM, 1 µl) 및 MgSO4 (25 mM, 2.5 µl)를 혼합하여 조제하였다. 
역전사 및 PCR 반응은 thermal cycler (MJ Research, USA)로 
하였다. First strand cDNA의 합성은 48℃에서 45분 동안, 이
어지는 DNA의 증폭은 일련의 94℃/30초, 59℃/1분, 68℃/2분 
반응들을 30회 반복함으로써 수행하였다. 획득한 PCR 산물

을 1% 아가로스 겔 전기영동으로 확인하였고, 증폭 DNA의 
정량을 위해 AlphaImager 1220 (Alpha Innotech, USA) 기기를 
사용하였다. 

6. ELISA 

LC-antisense 분자의 형질감염에 의한 TNF-α 단백질의 발
현 변화를 ELISA법으로 측정하였다. 이를 위하여, 세포 배
양 상청액을 50배 희석하여 anti-TNF-α 항체가 코팅된 플레

이트 (R&D System, USA)에 첨가하였다. Biotin 표식 2차 항
체를 각 웰에 다시 첨가한 후 상온에서 90분간 반응하였다. 
플레이트를 3회 세정한 후 streptavidin-peroxidase를 첨가하여 
45분간 반응하였다. 이어서 플레이트를 4회 세정하여 결합하

지 않은 streptavidin-peroxidase를 제거하고, 발색을 위해 ch- 

Fig. 1. A schematic diagram of construction of the phage genomic LC-antisense molecule for rat TNF-α (TNFα-LCAS). Rat TNF-α
was cloned into the multiple cloning site of the phagemid vector, pBS KS (-). Whereas single-stranded sense molecules were obtained by 
placing the sense strand of TNF-α cDNA in the reverse orientation as that of the lacZ gene, LC-antisense molecules were obtained by 
placing the sense strand in the same orientation to the lacZ gene. These constructs allow the rescue of either single stranded LC-antisense 
or sense control molecules of TNF-α when transformed into competent bacterial cells that were already superinfected with helper phage,
M13KO7. 
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romogen을 첨가한 후 20분간 반응하였다. 흡광도는 450 nm
에서 측정하였다. 

 
결  과 

1. 재조합 M13 박테리오페이지 시스템을 이용한 LC- 

antisense의 구축 

본 연구실은 공유결합으로 말단을 폐쇄한 환형 안티센스 
분자가 표적 유전자의 발현을 저해함에 있어, 높은 안정성과 

효능을 가짐을 보고한 바 있다20,21). 이러한 결과들을 기초로 
M13 박테리오페이지의 단가닥 환형 지놈도 안티센스 분자

로서 유용성을 가질 것으로 기대하였다. 표적 유전자의 센스 
또는 안티센스 서열을 함유하는 단일가닥의 환형 페이지 
지놈을 생성하기 위해 M13 페이지미드의 F1 복제 개시점 
(replication origin)을 활용하였다. 페이지 지놈의 일부로서 
LC-antisense 분자를 조제하기 위하여 랫트 TNF-α cDNA를 
pBS KS (－) 페이지미드에 클로닝하였다 (Fig. 1). 동일한 방
법으로 NF-κB cDNA도 클로닝하였다. Jupin 등의 방법23)에 

Fig. 2. Chromatographic purification and biochemical properties of TNFα-LCAS. A. Elution profiles for large circular antisense mole-
cules from gel filtration column chromatography. B. Electrophoretic patterns of fractions obtained from gel filtration column chromato-
graphy. Lane 1, crude DNA; and lanes 2~8, fractions I-VII (correspond to retention time from panel A). C. Characterization of TNFα-
LCAS molecules. DNA was either double-stranded (ds) phagemid or single-stranded (ss) LC-antisense: Lane M, λ-HindIII DNA size 
marker; lane 1, phagemid DNA containing TNF-α cDNA (TNFα-phagemid); lane 2, TNFα-LCAS; lane 3, TNFα-phagemid/XhoI; lane 4, 
TNFα-LCAS/XhoI; lane 5, TNFα-phagemid/S1 nuclease; lane 6, TNFα-LCAS/S1 nuclease; lane 7, TNFα-phagemid/XhoI/exonuclease
III; lane 8, TNFα-LCAS/XhoI/exonuclease III. D. Stability test of LC-antisense molecules. Antisense molecules treated with sera were run 
on a 1% agarose gel and visualized with ethidium bromide staining. Lanes 1~8, treated with 30% fetal bovine serum for different periods 
of time as indicated; and lane 9, sham treated control. 
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따라 헬퍼 페이지를 미리 감염해 놓은 대장균 숙주세포에 
재조합 페이지미드들을 형질전환한 후 배양하였다. 

2. 크로마토그래피를 이용한 LC-antisense 분자의 대량 

정제 

재조합 박테리오페이지 시스템으로 생산한 LC-antisense 
분자는 소량의 M13 페이지 및 헬퍼 페이지 유래 지놈 DNA
와 혼재되어 분리될 수 있다. 또한, 형질감염 효율을 감소시

키거나 세포주의 성장에 영향을 주는 LPS 분자도 다량 함유

하게 된다. 따라서, 형질전환체의 배양 상청액으로부터 LC-
antisense 분자를 대량 정제하기 위하여 겔 여과 칼럼 크로마

토그래피를 이용하였다. Major peak는 75~120분의 용출 시
간대에서 분리되었다 (Fig. 2A). Peak들을 시간대별로 7개 
(fractions I~VII)의 분획으로 나누어 분리한 후, LC-antisense 
분자의 정제 순도를 확인하기 위해 1% 아가로스 겔 전기영

동을 하였다 (Fig. 2B). M13 페이지의 wild-type 지놈 DNA
는 분획 III (75분대)에서, LC-antisense 분자는 분획 IV~VII 
(80~110분대)에서 분리되었다. 분획 IV~VII들을 모은 후 
ethanol 침전을 하였다. LC-antisense 분자를 60%의 회수율로 
정제할 수 있었으며, OD260 / 280nm 측정법을 통한 순도 분석

결과 1.8 이상의 값을 가짐을 알 수 있었다. LAL endotoxin 
시험을 통하여, LPS도 대량 제거되었음을 확인하였다. 또한, 
정제한 단일가닥 페이지 지놈 DNA가 실제로 표적 유전자의 
안티센스 서열을 함유함을 T3 프라이머를 사용한 염기서열 
분석으로 확인하였다. 본 과정을 통해 정제한 TNF-α 및 NF-
κB 유전자 유래 LC-antisense 분자들을 각각 TNFα-LCAS 및 
NFκB-LCAS로 명명하였다. 

3. LC-antisense 분자의 구조 및 안정성 

LC-antisense 분자는 그 제조원리상 단가닥의 폐쇄적 환형 
구조를 가지므로 exonuclease에 대한 안정성을 가질 것으로 
기대하였다. 이를 확인하기 위하여 TNFα-LCAS를 다양한 효
소 또는 소태아혈청 (fetal bovine serum)과 반응해 보았다 
(Fig. 2C). TNFα-LCAS의 경우, 제한효소 XhoI과 exonuclease 
III를 3시간 이상 처리하여도 분해되지 않은 반면, TNF-α 
cDNA를 함유하는 두 가닥의 재조합 페이지미드는 XhoI의 
처리로서 완전히 분해되었다. 또한 재조합 페이지미드는 
XhoI과 exonuclease III를 동시에 처리하였을 때도 완전히 분
해되었다. TNFα-LCAS 분자가 단가닥의 DNA라는 사실은, 
단가닥 DNA만 특이적으로 인식하는 S1 nuclease가 동 안티

Fig. 3. Antisense activity of TNFα-LCAS on TNF-α mRNA levels in WRT7/P2 cells. A. RT-PCR was performed with 2 sets of pri-
mers, either TNF-α primers or β-actin primers: Lane M, λ-HindIII DNA size marker; lane 1, liposome alone; lane 2, TNFα-LCAS (1.4 nM);
lane 3, TNFα-LCSE (1.4 nM); lane 4, LCSS (1.4 nM). B. Both IL-1β and GAPDH genes were amplified by RT-PCR to examine non-
specific antisense effects. The amounts of total RNA and single stranded circular molecules, including the antisense compounds were the 
same as those in panel A; Lane M, 100 bp DNA ladder; lane 1, liposome alone; lane 2, TNFα-LCAS (1.4 nM); lane 3, TNFα-LCSE (1.4 
nM); lane 4, LCSS (1.4 nM). C. Southern hybridization of panel A. D. Dose dependent effects of TNFα-LCAS on TNF-α mRNA expre-
ssion: Lane M, 100 bp DNA ladder; lane 1, liposome alone; lanes 2~5, TNFα-LCAS (0.03 nM, 0.14 nM, 0.28 nM and 0.56 nM, orderly); 
lane 6, TNFα-LCSE (0.28 nM); lane 7, LCSS (0.28 nM). 
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센스 분자를 완전히 분해함을 확인함으로써 증명하였다. 한

편, TNFα-LCAS 분자를 양이온 리포좀과 복합체를 형성한 
후 30% FBS와 24시간 이상 반응하여도 대부분의 분자들은 
분해되지 않았다 (Fig. 2D). 이러한 결과들은, 페이지 지놈 
유래의 LC-antisense 분자가 단가닥의 환형구조를 가지며, 생
체내에 존재하는 분해효소들에 대하여 높은 안정성을 가짐

을 증명해 준다. 

4. TNFα-LCAS에 의한 랫트 TNF-α mRNA의 특이적 

제거 

상기의 실험들을 통해 그 안정성을 확인한 LC-antisense 
분자의 안티센스 활성을 조사하였다. TNFα-LCAS (0.5 µg, 1.4 
nM)를 양이온 리포좀과 복합체를 형성하여 WRT7/P2 세포

에 처리한 후, TNF-α 유전자의 발현을 유도하기 위해 LPS를 
처리하였다. 그 결과, TNFα-LCAS를 처리한 세포에서는 TNF-
α mRNA의 발현 수준이 현저히 감소함을 알 수 있었다. 반
면에, TNFα-LCSE 또는 LCSS 분자의 처리는 TNF-α mRNA
의 발현에 있어 큰 변화를 일으키지 않았다 (Fig. 3A). 또한, 
동일한 조건으로 TNFα-LCAS를 처리한 후 β-actin, GAPDH 
(glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) 및 IL-1β 유전자

들의 mRNA 수준도 확인하였으나, 이러한 유전자들의 발현

에는 큰 영향을 주지 않았다 (Fig. 3A 및 3B). 한편, 획득한 
PCR 산물이 TNF-α 유전자에서 유래한 것임을 Southern blot- 
ting을 통하여 증명하였다 (Fig. 3C). 이때 probe로는 증폭된 

DNA 단편의 일부 영역과 일치하는 서열 (5'-GATGAGAGG- 
GAGCCCATTTGGG-3')을 가진 것을 사용하였다. 다음으로는, 
WRT7/P2 세포에 다양한 양의 TNFα-LCAS를 처리하여 처리

량의 증가에 따른 활성 변화를 조사해 보았다. TNF-α 유전자

의 발현은 0.05 µg (0.03 nM)의 TNFα-LCAS를 처리하였을 때 
소폭 감소되었고, 0.1 µg (0.14 nM)의 처리시 현저히 감소되기 
시작하여 0.5 µg (0.28 nM)의 처리로 완전히 억제되었다 (Fig. 
3D). 이러한 결과들은 TNFα-LCAS 분자가 서열 특이적으로, 
그리고 기존의 안티센스 분자들에 비해 소량으로도 표적 유
전자의 발현을 효율적으로 감소시킴을 보여준다. 

5. NFκB-LCAS에 의한 NF-κB mRNA의 특이적 제거 

LC-antisense 분자의 범용성을 확인하기 위하여, 동 안티

센스 분자가 TNF-α 이외 다른 표적 유전자의 발현도 저해할 
수 있는지를 조사하였다. 이를 위하여, 다양한 양의 NFκB-
LCAS 분자를 리포좀과 복합체를 형성한 다음 THP-1 세포

에 처리하였다. 0.05 µg (0.14 nM)의 NFκB-LCAS를 처리하였

을 때, NF-κB mRNA의 수준은 70% 정도 감소하였고, 0.1 µg 
(0.28 nM) 또는 0.2 µg (0.56 nM)을 처리하였을 때 90% 이상 
감소하였다 (Fig. 4A). 반면에, NFκB-LCSE 또는 LCSS 분자

를 처리한 세포들은 NFκB mRNA의 발현에 있어 큰 변화를 
나타내지 않았다. 증폭한 PCR 산물이 NFκB 유전자에서 유
래한 것임을 Southern blotting으로 확인하였다 (Fig. 4B). 이 
때 probe로는 증폭된 DNA 단편의 일부 영역과 일치하는 서
열 (5'-CTTCCAGTGCCCCCTCCTCCACCGC-3')을 가진 것을 
사용하였다. 이러한 결과들은 LC-antisense 분자가 다른 종류

의 표적 유전자에 대해서도 그 발현을 저해할 수 있는 범용
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Fig. 4. Effects of NFκB-LCAS on mRNA levels of NF-κB 
gene in THP-1 cells. Amplified PCR fragments were run on a 1%
agarose gel and visualized with ethidium bromide staining. A. RT-
PCR results. Lane M, 100 bp ladder marker; lane 1, sham treated
control; lanes 2~4, NFκB-LCAS (0.14 nM, 0.28 nM and 0.56
nM, orderly); lanes 5~6, NFκB-LCSE (0.28 nM and 0.56 nM);
lanes 7~8, LCSS (0.28 nM and 0.56 nM); lane 9, liposome alone.
B. Southern blotting of panel A. 

Fig. 5. Effect of TNFα-LCAS on the level of TNF-α protein. 
ELISA of TNF-α protein in media: WRT7/P2 cells transfected 
with TNFα-LCAS, TNFα-LCSE or LCSS. Each bar value repre-
sents the mean ± S.D. of triplicate experiments. Statistical signi-
ficance was calculated with students t-test. A value of P<0.05 was 
considered to be statistically significant. 
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성을 가진다는 사실을 증명해 준다. 

6. TNFα-LCAS에 의한 TNF-α 단백질 수준의 감소 

LC-antisense 분자가 표적 유전자의 mRNA를 제거할 뿐만 
아니라, 궁극적으로 단백질의 수준도 감소시키는지를 확인

해 보았다. 이를 위하여, WRT7/P2 세포에 TNFα-LCAS를 처
리한 다음, 배양 상청액으로 분비된 TNF-α 단백질의 수준을 
ELISA법으로 측정한 결과, 세포내 mRNA의 수준이 감소한 
바와 같이, 단백질의 수준도 90% 이상 감소함을 알 수 있었

다 (Fig. 5). 반면에, TNFα-LCSE 또는 LCSS 분자 등의 대조

군 처리는 TNF-α 단백질의 수준에 큰 변화를 주지 않았다. 
이러한 결과는 LC-antisense 분자에 의한 mRNA 수준의 특
이적 감소는 세포내 표적 단백질의 수준 감소로도 이어짐을 
증명해 준다. 

 
고  찰 

 
본 연구에서는 재조합 박테리오페이지가 가지는 단가닥 

지놈 DNA의 일부로서 안티센스 서열을 함유하는 LC-anti- 
sense 분자를 대량 정제하였으며, 그 안정성 및 활성을 조사

하였다. 본 연구실은 증가된 안정성 및 안티센스 활성을 가
지는 일련의 환형 AS-oligo 분자들을 고안하여 왔으며, 최근

에는 RiAS 분자에 대하여 보고하였다21). c-myb 유전자에 대
한 RiAS (ribbon antisense) 분자를 구축하였고 이를 암세포주

에 처리함으로써, 동 안티센스 분자가 표적 유전자의 발현을 
억제하며 나아가 세포의 성장도 저해함을 확인하였다. 본 연
구에서 시험한 LC-antisense 분자 역시 환형 구조를 가지며, 
개선된 안정성 및 활성을 보여 주었다. 

TNF-α 유전자는 cytokine의 일종이며 류마티스 관절염, 알
레르기, 그리고 패혈증 등의 기타 면역질환들과 밀접한 관련

성을 가진다24~26). 따라서, TNF-α 유전자의 효율적 발현 조
절은 특정 면역질환들의 잠재적 치료법으로서 추구되어 왔
다27,28). 본 연구를 통하여 TNFα-LCAS가 TNF-α mRNA의 
발현 저해에 유용함을 확인하였다. 또한, 동일한 접근법으로

서 NF-κB 유전자의 발현 감소도 확인함으로써, LC-antisense 
분자가 모든 유전자에 대하여 범용성을 가진다는 사실도 검

정하였다. 
새로운 형태의 LC-antisense 분자는 핵산분해효소들에 대해 

높은 안정성을 가질 뿐만 아니라, 기존 AS-oligo 분자들의 
사용량에 비해 1/10의 수준으로도 표적 유전자를 효율적으로 
제거하였다. 이러한 LC-antisense 분자의 활성 증가는 다음의 
두 가지 이유로 설명할 수 있다. 첫째, LC-antisense 분자는 
긴 영역의 안티센스 서열을 가지므로, 표적 mRNA의 상보적 
서열과 보다 안정된 결합체를 형성함으로써 보다 장시간 동
안 RNaseH 활성에 대한 기질로서 작용할 수 있다. 둘째, 

mRNA는 분자내 서열간의 상보성 및 세포질내에 존재하는 
RNA 결합 단백질 (RNA-binding protein)과의 상호작용으로 
인하여 광범위한 2차 구조 및 3차 구조를 형성하는 경향을 
가진다. 따라서, 길이가 짧은 안티센스 분자는 표적 서열에 
접근하지 못할 확률이 높다. 이러한 이유 때문에, AS-oligo의 
경우 표적 유전자의 효율적 발현 억제를 위해 번거로운 표적 
부위 설정을 거쳐야 한다. 반면에, LC-antisense 분자는 긴 길
이의 안티센스 영역을 가지므로 특정영역이 표적 mRNA 서
열에 보다 쉽게 결합할 수 있다. 따라서, 짧은 영역의 안티

센스 서열을 가진 기존의 AS-oligo 분자보다 표적 mRNA를 
보다 효율적으로 제거할 가능성이 높아질 것이다. 지금까지 
긴 길이의 AS-oligo 분자는 특이성의 저하, 합성 길이의 한
계성, 그리고 비효율적 세포내 전달 등의 문제점으로 인하여 
응용하기 힘든 것으로 인식되어 왔다. 그러나, 표적 유전자를 
세포에 형질감염한 후 긴 길이의 antisense RNA를 발현하고, 
이를 다양한 in vitro 연구에 활용하고 있음은 주지의 사실이

다29). 이러한 연구흐름은 긴 길이의 안티센스 분자가 반드시 
증가된 비특이성을 가지는 것은 아님을 반증해 주는 것이다. 
한편, TNFα-LCAS의 형질감염은 표적 mRNA의 발현 감소 
뿐만 아니라 TNF-α 단백질의 수준에도 영향을 준다는 사실

을 확인하였다. 
안티센스 분자에 의한 유전자 발현 저해는 표적 유전자의 

기능 연구를 위한 효율적인 수단으로서 활용되고 있다30~32). 
안티센스에 의한 유전자 기능연구는 기존의 유전자 발현 저
해법들보다 빠른 속도로 진행될 수 있다. LC-antisense 분자

는 보다 높은 안정성을 가지며 소량으로도 높은 활성을 나
타낸다. 특히, 박테리오페이지 및 페이지미드 시스템을 이용

하므로 수천 내지 수만 개의 다른 유전자에서 유래한 안티센

스 분자들을 대량으로 얻을 수 있다. 따라서, LC-antisense 분
자는 antisense library의 형태로서 쉽게 구축될 수 있어 대규

모 유전자 기능분석을 위한 이상적인 도구로서 활용할 수 
있을 것이다. 
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