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RNAi-based Gene Therapy (하)

  

연속되는 2편의 기고문을 통해 RNAi 를 이용한 신약개발의 현황을 알아보고자 

합니다. 세포내 전달의 기술적 해결 방안, CRISPR-CAS9 과의 차별성, 앞으로 넘

어야할 문제점 등에 대해 다룰 것이며, 이 글은 그 중 두번째 기고문입니다.

Abstract

RNA 간섭(RNA interference, RNAi)은 특정 유전자를 침묵(silencing)하여 mRNA의 안

정성 및 단백질 번역(translation)을 조절하는 메커니즘이다. 이중가닥(double strand)으

로 이루어진 작은 RNA 분자를 이용하면 특정 유전자의 침묵(silencing)을 효과적으로 

유도할 수 있으나, 이를 치료적으로 적용하기에는 안전성 및 효능과 관련된 수많은 한

계점이 존재한다. 하지만 2018년 8월 미국 Food and Drug Administration (FDA)가 처

음으로 RNAi 기반 약물(Onpattro®)을 승인하면서 RNAi 치료제 분야에 새로운 가능성

이 제시되었다. 

본 글에서는 RNAi의 작용 기전 및 치료제로서의 개발 역사를 살펴보고 최근까지 개

발된 RNAi의 치료적 장점 및 한계점을 비교하며, RNAi 분자 전달 방식을 비바이러스

적 및 바이러스적 방식으로 분류하여 비교하고자 한다. 또한 현재 유전자 치료제 분야

에서 각광받고 있는 CRISPR/Cas9시스템과 비교하여 RNAi 기술의 장단점 및 필요성을 

시사하고, 마지막으로 최근 진행되고 있는 RNAi 관련 임상시험을 각 전달 방식에 기반

하여 정리하고 최근 RNAi 기술의 연구 동향을 분석하고자 한다. 

이바다 박사과정 연구원
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바이러스 기반 RNAi 치료제

Figure 3 아데노바이러스(A), human immunodeficiency virus type 1(B), adeno-associated virus(C)의 구
조 및 유전체 모식도 

(출처: (A)Viruses, 2014, Saha, B. et al.  (B)Nursing Times, 2020, Wilkins, T., Biomedicines, 2014, Shaw, A. et al. (C)BioRxiv, 2020, Wörner, P. et al.)
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   앞서 언급했던 것과 같이 생체 내에서 siRNA를 투여하는 경우 체내 전달 방식이 

비효율적이며 반감기가 짧아 지속적인 효과를 기대하기 어려운 등 많은 한계점에 봉착

한다. 이를 개선하기 위한 여러 시도들 중 특히 지속적인 효과를 보이는 RNAi 시스템

을 개발하는 데 집중한 많은 연구들에서 siRNA가 플라스미드 DNA(plasmid DNA) 시스

템을 통해 shRNA를 거쳐 발현될 수 있음이 밝혀졌다1,2. shRNA는 일반적으로 RNA pol 

III 프로모터(promoter)에 의해 발현되며, 21-25nt 길이의 짧은 말단 루프를 가지는 

RNA 서열이다. Pre-miRNA와 유사하게, shRNA는 exportin 5에 의해 핵으로부터 빠져

나가며, 이후 Dicer에 의해 분해되어 siRNA의 구조를 가지게 된다3. shRNA의 메커니즘

이 밝혀짐으로써 RNAi 치료제 분야에 바이러스 벡터를 기반으로 한 전달 방법이 새로

이 개발될 수 있었다. 바이러스 벡터를 이용하면 기존의 비바이러스적 RNAi 전달 방식

에 있어서 주요한 두 가지 단점인 비효율적인 체내 전달과 지속적이지 못한 유전자 침

묵 효과를 개선할 수 있었다. RNAi 치료제 연구에서 바이러스 벡터를 이용한 대부분의 

생체 내 실험은 주로 아데노바이러스(Ad), adeno-associated virus (AAV) 및 렌티바이

러스(LV)의 벡터(vector)를 사용하여 시행되었으며, 주로 암, 심장병, 안구 질환, 신경 퇴

행성 질환, 병원성 바이러스 감염 등과 같은 질병에 적용되어 왔다4. 이 바이러스 벡터 

시스템은 기존까지 이용되었던 바이러스 중 생물체 내에서 매우 안전한 것으로 잘 입

증되어 있으며, 바이러스 표면 (렌티바이러스의 경우 외막(envelope) 표면)단백질의 구

조와 결합 타겟이 많은 연구를 통해 뚜렷하게 밝혀져 있어 이를 조작함으로써 조직 특

이적으로 전달하기 용이하기 때문에 RNAi 치료에 가장 많이 이용되고 있다4. 

   아데노바이러스는 Adenoviridae 과(family)에 속하는 비외막형 바이러스

(non-enveloped virus)(Figure 3A)로, 실험적 유전자 치료에 자주 이용된다. 2010년까지

만 하더라도 임상 유전자 치료 실험의 25%가 아데노바이러스를 이용한 것이었다5. 아

데노바이러스는 비교적 큰 크기 (26-45 kb)의 선형 이중가닥 DNA(linear 

double-stranded DNA)를 유전체로 가지기 때문에 약 8-30kb의 전이유전자(transgene)

를 탑재할 수 있다6. 또한 아데노바이러스는 분열하는 세포 및 분열하지 않는 세포에도 

감염될 수 있고, 높은 수준으로 전이유전자를 발현하며, 생체 외에서 높은 역가(titer)로 

증식하는 특성을 가져 바이러스 벡터로 사용하기에 적합하다6. 아데노바이러스는 매우 

다양한 혈청형(serotype)을 가지나 인간에서는 53종의 혈청형이 발견되었고, 일반적으

로 전체 인구 중 80%가 최소 한 번 이상 아데노바이러스에 감염되며 혈청형 특이적 

면역 반응을 보인다7-9. 아데노바이러스가 숙주 세포 내로 들어가기 위해서는 먼저 바

이러스 표면의 바이러스 섬유 단백질(viral fiber protein)이 세포 표면의 수용체와 결합

해야 하는데, 아데노바이러스의 혈청형 별로 결합할 수 있는 수용체에 약간의 차이가 

있으나 혈청형 별로 감염되는 조직이 뚜렷하게 구분되어 있지는 않다6(예: group B 
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human 아데노바이러스 혈청형과 CD46, 다른 아데노바이러스 혈청형과 coxsackievirus 

adenovirus receptor (CAR)). 이 초기 결합 이후 아데노바이러스 표면의 penton base 

protein이 숙주 세포 표면의 integrin과 추가로 결합하면서 바이러스가 세포 내로 들어

가게 된다10. 

   지금까지 아데노바이러스 벡터에 shRNA를 탑재하여 타겟 세포에 전달하는 방법은 

생체 외에서 흔하게 사용되어 왔다. 여러 연구들을 통해 생체 내에서 또한 아데노바이

러스를 RNAi 치료에 효과적으로 적용할 수 있다고 보고하고 있다6. 이와 관련된 생체

내 연구는 2002년에 처음 입증되었는데11, 마우스 특이적 β-glucuronidase를 타겟으로 

하는 shRNA를 탑재한 아데노바이러스를 정맥투여(IV injection)했을 때 간 조직에서 해

당 단백질의 발현이 줄어든 것을 확인함으로써 아데노바이러스를 이용한 RNAi 치료의 

가능성을 확인하였다. 또한 2007년 VEGF 특이적 shRNA를 탑재한 아데노바이러스를 

생체내 마우스 모델에 적용한 결과 암세포의 혈관신생 및 증식을 억제할 수 있음을 보

여주었다12. 

   하지만 RNAi 치료에서 아데노바이러스를 이용할 때 가장 큰 문제점 중 하나는 반

복 투여 시 숙주에게 강한 면역반응이 유도될 수 있다는 것이다6. 아데노바이러스 벡터

는 보체 경로(complement pathways)의 매개체(mediator), 혈액 응고 인자, toll-like 

receptors (TLRs) 등과의 상호작용을 통해 숙주의 선천성 면역 체계(innate immune 

system)를 활성화시킨다13. 고용량의 아데노바이러스 벡터에 노출될 경우 숙주 체내의 

아데노바이러스 항체(antibody)의 존재 유무와 상관없이 보체 경로가 강력하게 활성화

되어 생명까지 위협할 수 있다14. 또한 TLR2 및 TLR9은 아데노바이러스와 연관된 인자

들을 인식하여 MAPK 및 NF-κB 경로를 활성화시키고, 그 결과 염증유발 사이토카인

(pro-inflammatory cytokine)과 케모카인 반응(chemokine response)이 유도된다15,16. 

   렌티바이러스는 Retroviridae 과(family)에 속하는 외막형 바이러스(enveloped 

virus)(Figure 3B)로, 양성-극성단일가닥 RNA(positive-sense single-stranded RNA)를 유

전체로 가진다17. 렌티바이러스의 일종으로 잘 알려진 HIV-1의 유전체에는 최소 15개의 

고유 단백질을 코딩하는 9개의 오픈 리딩 프레임(open reading frame, ORF)과 바이러

스의 생활 주기(life cycle) 유지에 필요한 여러 cis-acting element(long terminal 

repeats (LTRs), TAT activation region (TAR), primer binding site (PBS), splice donor 

및 acceptor sites, packaging 및 dimerization signal, Rev-responsive element (RRE), 

central 및 terminal polypurine tracts (PPT) 등)가 포함되어 있다17.  렌티바이러스는 숙

주 세포 내에 감염된 후 RNA 유전체를 이중가닥 형태의 상보적 DNA(complementary 

DNA, cDNA)로 복제하여 이를 숙주 세포의 유전체 내에 통합(integration)시키는 특성
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을 가지고 있다17. 이러한 독특한 메커니즘 덕분에, 렌티바이러스에 RNAi를 탑재할 경

우 숙주 세포의 유전체와 함께 복제되면서 지속적인 유전자 침묵 효과가 유지될 수 있

다18. 또한 렌티바이러스는 분열하지 않는 세포 뿐만 아니라 분열하고 있는 세포에도 

효과적으로 감염되며18, in vivo 연구에서 뇌, 눈, 간, 조혈 세포 등 다양한 조직에 존재

하는 비분열 세포에 활발히 감염될 수 있음이 확인되었다19. 특히 렌티바이러스가 비분

열 세포 중 하나인 신경세포(neuron)에 잘 감염될 수 있다는 특성을 이용하면 정위주

사(stereotactic injection)과 같은 뇌 국소적 투여 방법과 함께 응용하여 뇌 특정 질환에 

대한 효과적인 치료제로 사용할 수 있다20. 알츠하이머병(Alzheimer’s disease, AD)와 같

은 신경퇴행성질환의 경우 amyloid-β 펩타이드를 형성시키는 β-secretase (BACE1)를 

타겟으로 하는 연구가 가장 많이 진행되었다. 실제로 AD 마우스 모델에서 BACE1를 타

겟으로 하는 shRNA를 탑재한 렌티바이러스를 투여한 결과, 다른 부작용 없이 BACE1

의 발현을 성공적으로 낮추어 AD의 치료 가능성을 제시하였다21. 

   그러나 네이티브(native) 렌티바이러스의 경우 숙주에서 심각한 질병을 유발할 수 

있기 때문에 현재 유전자 치료에는 불필요한 유전자를 모두 제거하고 바이러스 입자 

생성 및 감염, 유전체 통합에 필수적인 trans-acting element와 cis-acting element를 

각각 다른 벡터로 분리한 비복제성(non-replicating) 렌티바이러스 벡터를 사용한다17. 3

세대 렌티바이러스의 경우 독립적인 4개의 플라스미드가 혼합된 형태로, 유전체 통합 

및 전이유전자를 탑재할 수 있는 1개의 벡터와 바이러스의 패키징(packaging)에 관련

된 인자들이 코딩된 3개의 플라스미드로 구성되어 있다. 이 4개의 플라스미드를 

HEK293T cell에 형질주입(transfection)한 결과, 바이러스 입자가 높은 역가(일반적으로 

10^8~1^10 infectious unit/ml)로 배양액에 축적되었음을 확인했다17. 

   AAV는 parvovirus 과(family)에 속하며 약 4.8 킬로베이스(kilobase, kb) 크기의 비외

막형, 단일가닥 DNA 바이러스이다(Figure 3C)22. AAV는 영장류에 자연적으로 감염되고 

그 자체로는 병원성을 띠지 않으며, 아데노바이러스와 함께 감염되었을 시에만 증식이 

가능하다22. AAV의 유전체에는 Rep(replication), Cap(capsid), aap(assembly)의 3가지 유

전자가 코딩되어 있는데, 이 유전자들은 각각 3종류의 프로모터, alternative translation 

start site, splicing에 의해 최소 9가지의 유전자 산물이 만들어질 수 있다22. 이 서열들

은 유전체 복제 및 패키징에 필요한 헤어핀 구조의 inverted terminal repeats (ITRs) 

서열 사이에 끼어 들어가 있다22. Rep 유전자는 유전체 복제 및 패키징에 관여하는 4

종류의 단백질(Rep78, Rep68, Rep52, and Rep40)을 코딩하고 있다23. Cap 유전자의 경

우 3종류의 바이러스 캡시드 단백질(viral capsid protein)(VP1, 2, 3)이 만들어질 수 있

으며, 총 60개의 VP 단백질이 일정 비율 (VP1:VP2:VP3=1:1:10)로 결합하여 이십면체

(icosahedral) 구조를 이루면서 캡시드를 형성한다23. aap 유전자는 assembly-activating 
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protein (AAP)를 코딩하고 있으며, 이 핵단백질은 캡시드 조립 시에 스캐폴드(scaffold) 

기능을 하는 것으로 생각된다23. AAV는 크게 11종의 혈청형(AAV1-11)으로 분류되며, 

각 혈청형마다 종 및 조직에 대한 감염 특이성이 다르기 때문에 치료제 개발 시 타겟 

조직에 특이적인 AAV를 선택할 수 있다22. 치료제로 사용되는 AAV 벡터의 경우 바이

러스성 유전자가 빠진 재조합형 AAV (recombinant AAV, rAAV)를 뼈대로 사용하며, 이

는 본질적으로 세포막을 쉽게 통과하도록 설계되었다. Rep 단백질이 없는 rAAV 벡터

의 경우 유전체의 ITR 사이에 타겟 서열이 끼어 들어가 있는 닫힌 원형(closed-circular) 

벡터의 형태로 만들 수 있다24. 또한 AAV는 기본적으로 숙주세포의 유전체에 끼어 들

어가는 확률이 아주 낮은 특성을 가지고 있다(신생아 마우스의 경우 0.05%, 인간을 포

함한 영장류의 경우 0.01% 이하)25-27. rAAV 벡터의 경우 원형 형태를 가지기 때문에 

숙주세포의 유전체에 끼어 들어가는 확률은 더욱 낮아지며, 숙주 세포가 분열할 때마

다 희석되어 시간이 지남에 따라 그 효과가 떨어질 수 있다22. 또한 rAAV 벡터는 상대

적으로 크기가 작기 때문에 전체 서열을 포함해야 하는 유전자 대체용 벡터 설계 시에

는 뼈대로 사용하기 어려울 수 있으나, 일반적으로 5kb 이내의 타겟 서열은 충분히 탑

재할 수 있기 때문에 RNAi를 적용하는 데에는 문제가 없다28. 

   AAV2는 11종의 혈청형 중 서열 및 특성이 가장 처음 밝혀진 혈청형이며, 가장 오

래 연구되어왔기 때문에 현재까지 대부분의 rAAV의 설계에 AAV2의 ITR이 이용되고 

있다22. ITR 사이에 배치되는 타겟 서열은 일반적으로 포유류 동물 유래 프로모터, 

RNAi 서열, terminator 서열로 구성되어 있으며, 전신적인 감염을 목적으로 하는 경우 

항상 높은 수준으로 일관되게 발현하는 프로모터를 사용하며 그 예로 CMV 

(cytomegalovirus), EF1a (elongation factor 1a), SV40 (simian virus 40), chicken β

-actin, CAG (CMV, chicken β-actin, rabbit β-globin) 등의 프로모터가 있다29. 목적에 

따라 특정 조직 또는 특정 질환에서만 발현하는 프로모터를 도입하는 것 또한 가능하

다. 예를 들어 골격근에서만 높게 발현하는 muscle creatine kinase와 desmin 프로모터

를 도입하면 골격근 특이적 RNAi 효과를 유도할 수 있다29. 

   AAV는 타겟 세포 표면의 시알산(sialic acid), 갈락토스(galactose), 황산헤파린

(heparin sulfate)과 같은 탄수화물(carbohydrate)과 일차적으로 상호작용하여 세포에 침

투하도록 진화했다30,31. 따라서 캡시드 서열의 차이로 인해 결합할 수 있는 탄수화물의 

종류가 미묘하게 달라진다32. 예를 들어 AAV9에 포함된 특유의 캡시드 서열은 갈락토

스와의 일차적 결합을 선호하게 된다33. 이로 인해 AAV9은 다른 혈청형들과 비교했을 

때 혈액뇌장벽(blood–brain barrier, BBB)를 잘 통과하여 일차 신경세포(primary 

neuron)를 포함한 중추 신경 계통(central nerve system, CNS)에 감염이 더욱 잘 되는 

특성을 가지는 것이라 사료된다34,35. 탄수화물과의 일차적 결합 외에 AAV가 세포 및 
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조직 특이적으로 결합하는 데에 기여하는 이차적 수용체의 존재 또한 연구를 통해 밝

혀졌다. AAV2의 경우 fibroblast/hepatocyte growth factor 수용체 및 integrins αVβ5, 

α5β1등을 이용하며, AAV6의 경우 epidermal growth factor 수용체를, AAV5의 경우 

platelet-derived growth factor 수용체를 이용한다22. rAAV 설계 시 AAV 혈청형 별 탄

수화물 및 수용체 선호도를 고려하면 RNAi의 타겟 세포 및 조직 특이적 전달 효율을 

더욱 높일 수 있다. 

 이에 그치지 않고 rAAV의 타겟 세포 및 조직 특이성을 향상시키기 위한 연구가 계

속 진행되었으며, 인간 및 영장류의 조직에서 새로운 AAV 변형체(variants)를 찾아내려

는 노력 끝에 독특한 캡시드 서열이 다수 발견되었다36. 또한 capsid shuffling, direct 

evolution, random peptide library insertion 등의 재조합 기술을 적용하여 기존에 알

려진 AAV 혈청형의 단점을 보완한 다양한 변형체를 만들어내었다37. 

   최근 들어 레베르 선천성 흑암시(Leber’s congenital amaurosis, LCA)38, B형 혈우병

(hemophilia B)39, 지질단백 지질분해효소 결핍증(lipoprotein lipase deficiency)40 등의 

질환의 임상 시험에서 rAAV를 치료제로 이용하여 좋은 치료적 성과를 보이고 있어 그 

안전성과 효능이 더욱 주목받고 있다. 그러나 2006년 shRNA에 의한 간 독성 문제가 

대두되었고, AAV8-shRNA를 고용량 투여한 마우스가 사망하는 실험 결과도 보고된 바 

있다41. shRNA의 독성은 장기 또는 생물종에 특정되지 않는다. Elhert 외 연구진들에 

의하면 AAV1-shRNA를 사용하였을 때 마우스에서 신경 독성이 관찰되었으며 바이러스 

투여 용량을 줄이거나 효율이 낮은 혈청형을 사용하면 신경 독성이 완화됨을 보여주었

다42. 당시에 AAV가 이러한 독성을 보이는 이유는 세포 내 shRNA의 농도가 과하게 높

아짐에 따라 Dicer 및 RISC를 통한 처리(processing)과정이 shRNA의 처리에 포화되게 

되고, 같은 경로로 처리되는 내인성(endogenous) miRNA는 상대적으로 적게 처리되어 

세포 독성이 발생하는 것으로 여겨졌다(Figure 1)43. 실제로 하위 인자인 Ago 2 또한 

RNAi 경로에서 포화된다는 사실이 밝혀짐에 따라 AAV로 인해 나타나는 세포 독성의 

메커니즘이 입증되었다44. 

   비바이러스적 전달 방식에서 언급했던 내용과 유사하게, AAV를 이용한 RNAi 치료

에서도 부정확한 영향(off-target effect)으로 인한 독성이 발생할 수 있다. AAV-shRNA

로 인한 부정확한 영향의 원인 중 하나는 Dicer에 의한 비표준적 shRNA 절단

(noncanonical shRNA cleavage)으로, 이 경우 5’ 와 3’ 절단 위치(cleavage site) 및 

siRNA 길이가 달라지게 되어 벡터에 탑재한 서열과는 다른 불균질(heterogenous)한 

siRNA 풀(pool)이 만들어지게 된다45. 하지만 이러한 부산물이 실제로 부정확한 영향을 

일으킬 수 있는지에 대해서는 아직 알려진 바가 없다. 그럼에도 불구하고 이를 방지하
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기 위해 shRNA의 절단 위치의 서열을 변형하거나 Dicer를 우회하는 등의 다양한 연구

가 시행되었다46. 특히 기존의 shRNA보다 짧은 17-19nt 길이의 shRNA (AgoshRNA라 

명명됨)는 Dicer를 거치지 않고 바로 RISC에 결합하여 이후 과정이 진행될 수 있다47. 

위에서 언급한 바와 같이, 충분한 유전자 침묵 효과를 보이는 최소 용량의 AAV를 투

여하는 것 또한 부정화한 영향의 범위를 줄이기 위한 방법으로 고려할 수 있다48. 

RNAi 전달 벡터로 사용할 AAV를 선택할 때에는 타겟 세포 또는 조직의 유형, 전달

될 RNAi의 효과와 관련된 안전성, 전달 범위(전신 또는 국소), 도입할 프로모터의 발현 

유형(지속적 또는 타겟 특이적) 등의 사항을 고려해야 한다. 비바이러스적 전달 방식과

는 다르게 바이러스 벡터를 통한 전달 방식은 RNAi 분자보다는 바이러스의 특성에 크

게 의존한다. 아직 바이러스에 의한 독성 문제 및 타겟 특이적 발현에 대한 한계점들

이 존재하지만 적용 가능성이 무궁무진한 바이러스 시스템이 미래의 전도유망한 RNAi 

치료제로 자리잡을 것이다. 

결론

   RNAi 메커니즘이 처음 밝혀진 후 약 20여년 간 전 세계의 많은 연구진들은 이를 

다양한 질병(특히 완치가 불가능한 난치병)을 치료하기 위한 수단으로 개발하기 위해 

많은 노력을 해왔다. RNAi는 약리학 및 독성학적 관점에서 다양한 장점을 가지기 때문

에 광범위한 질병에서 치료제로서 선호되어 왔으나 효능 저하, 비특이적 부작용 발생, 

독성, 면역반응, 생체 내 안정성 문제 등의 한계점으로 인해 초기에 시행된 대부분의 

임상 시험이 성공하지 못했다. 현재 이를 극복하기 위해 투여 방식을 국소적으로 변경

하거나 체내 안정성을 높이는 방법을 도입하는 등의 다양한 연구가 진행되고 있다. 

   Pubmed에 따르면 현재 게재된 10만개 이상의 siRNA와 관련된 논문 중 대다수는 

실험실 수준 및 전임상 수준에서의 연구이다. 1998년부터 초기 몇 년 동안은 매우 낮

은 수준에서 시작하여 최근 10년동안 임상 연구에 관한 논문의 수가 꾸준히 증가했으

나 임상적으로 사용 가능한 RNAi 치료제는 현저히 적은 실정인데, 앞서 언급한 한계점

들로 인해 아직까지는 임상으로의 적용에 많은 어려움이 남아있음을 보여준다. 하지만 

현재 진행 중인 임상 시험의 수를 고려했을 때 근래에는 더 많은 RNAi 치료제가 승인

될 것이라 기대한다. 장기적인 관점에서, RNAi는 약물 개발이 매우 어렵거나 완치가 

불가능한 질환에 있어 매우 획기적이고 혁명적인 치료제가 될 수 있다. RNAi가 발견되

고 첫 시판 약물(Onpattro®)이 나오기까지 20년이 걸렸지만 다가오는 미래에는 더 많

은 RNAi 치료제가 보다 짧은 기간 안에 개발될 수 있을 것이다. 
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