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본 발명은 전구체 세포를 최종 내배엽으로 체외 분화시키는 방법을 개시하며, 이것은 신호 전달 경로의 조절을

통해 인간 결장 유사장기(HCO)로 추가로 분화될 수 있다. 더 나아가, 예를 들어 상기 HCO가 대장염, 결장암, 용
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성을 결정하기 위해 사용될 수 있기에, HCO 및 사용 가능할 수 있는 HCO를 사용하는 방법이 개시된다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

인간 결장 유사장기 (human colon organoid) (HCO)의 형성을 유도하는 방법으로서, 

a. 제1 기간 동안 최종 내배엽 (definitive endoderm) (DE)에서 FGF 신호 전달 경로 및 WNT 신호 전달 경로를

활성화하여, 상기 DE가 중장-후장(mid-hindgut) 회전타원체(spheroid)를 형성하도록 하는 단계;

b. 1 일 내지 3 일의 제2 기간 동안 단계 (a)의 중장-후장 회전타원체에서 BMP 신호 전달 경로 및 EGF 신호 전

달 경로를 활성화하는 단계; 및

c. 제3 기간 동안 단계 (b)의 중장-후장 회전타원체에서 BMP 신호 전달 경로를 활성화시키지 않고 EGF 신호 전

달 경로를 활성화하여, 상기 인간 결장 유사장기를 형성하도록 하는 단계를 포함하고, 

상기 인간 결장 유사장기는 SATB2를 발현하고,

상기 인간 결장 유사장기가 결장 장내분비(enteroendocrine) 세포(EEC), 결장 특이성 배상 세포, 음와(crypt),

결장 특이성 호르몬 INSL5 분비를 포함하며,

상기 인간 결장 유사장기에 실질적으로 파네드(Paneth) 세포 및 융모가 없는, 방법.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 DE가 배아 줄기 세포 또는 유도된 다능성 줄기 세포에서 유래되는, 방법.

청구항 3 

제2항에 있어서, 상기 DE가 유도된 다능성 줄기 세포에서 유래되는, 방법.

청구항 4 

제1항에 있어서, 상기 FGF 신호 전달 경로를 활성화하는 것은 FGF 신호 전달 경로 활성화제와 접촉시키는 것을

포함하는, 방법.

청구항 5 

제4항에 있어서, 상기 FGF 신호 전달 경로 활성화제가 소분자 FGF 신호 전달 경로 활성화제, 단백질 기반 FGF

신호  전달 경로 활성화제,  FGF1,  FGF2,  FGF3,  FGF4,  FGF10,  FGF11,  FGF12,  FGF13,  FGF14,  FGF15,  FGF16,

FGF17, FGF18, FGF19, FGF20, FGF21, FGF22, FGF23 또는 이들의 조합물에서 선택되는, 방법.

청구항 6 

제5항에 있어서, 상기 FGF 신호 전달 경로 활성화제가 200 내지 1000 ng/mL의 농도로 제공되는 FGF4인, 방법.

청구항 7 

제6항에 있어서, 상기 FGF4가 500 ng/mL의 농도로 제공되는, 방법.

청구항 8 

제1항에 있어서, 상기 WNT 신호 전달 경로를 활성화하는 것은 Wnt 신호 전달 경로 활성화제와 접촉시키는 것을

포함하는, 방법.

청구항 9 

제8항에 있어서, 상기 WNT 신호 전달 경로 활성화제가 단백질 Wnt 신호 경로 활성화제, 소분자 Wnt 신호 전달

경로 활성화제, 염화 리튬; 2-아미노-4,6-이중 치환된 피리미딘(헤테로) 아릴피리미딘; IQ1; QS11; NSC668036;

DCA  베타-카테닌;  2-아미노-4-[3,4-(메틸렌디옥시)-벤질-아미노]-6-(3-메톡시페닐)  피리미딘,  Wnt1,  Wnt2,
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Wnt2b,  Wnt3,  Wnt3a,  Wnt4,  Wnt5a,  Wnt5b,  Wnt6,  Wnt7a,  Wnt7b,  Wnt8a,  Wnt8b,  Wnt9a,  Wnt9b,  Wnt10a,

Wnt10b, Wnt11, Wnt16, GSK3 억제제, CHIR99021, 또는 이들의 조합물에서 선택되는, 방법.

청구항 10 

제9항에 있어서, 상기 WNT 신호 전달 경로 활성화제가 1 내지 50 μM의 농도로 제공되는 CHIR99021인, 방법.

청구항 11 

제10항에 있어서, 상기 CHIR99021가 3 μM의 농도로 제공되는, 방법.

청구항 12 

제1항에 있어서, 상기 BMP 신호 전달 경로를 활성화하는 것은 BMP 신호 전달 경로 활성화제와 접촉시키는 것을

포함하는, 방법.

청구항 13 

제12항에 있어서, 상기 BMP 활성화제가 BMP2, BMP4, BMP7, BMP9, BMP 경로를 활성화시키는 소분자, BMP 경로를

활성화시키는 단백질, 노긴(Noggin), 도르소몰핀, LDN189, DMH-1, 벤트로몰핀, 및 이들의 조합물에서 선택되는,

방법. 

청구항 14 

제13항에 있어서, 상기 BMP 활성화제가 50 내지 500 ng/mL의 농도로 제공되는 BMP2인, 방법.

청구항 15 

제14항에 있어서, 상기 BMP2가 100 ng/mL의 농도로 제공되는, 방법.

청구항 16 

제1항에 있어서, 상기 EGF 신호 전달 경로를 활성화하는 것은 EGF 신호 전달 경로 활성화제와 접촉시키는 것을

포함하는, 방법.

청구항 17 

제16항에 있어서, 상기 EGF 신호 전달 경로 활성화제가 EGF, TGF 알파, HB-EGF, 암피레굴린(Amphiregulin), 에

피겐(Epigen), 베타셀룰린(Betacellulin), db-cAMP와 같은 소분자, 및 이들의 조합물에서 선택되는, 방법.

청구항 18 

제17항에 있어서, 상기 EGF 신호 전달 경로 활성화제가 50 내지 500 ng/mL의 농도로 제공되는 EGF인, 방법.

청구항 19 

제18항에 있어서, 상기 EGF가 100 ng/mL의 농도로 제공되는, 방법.

청구항 20 

제1항에 있어서, 상기 FGF 신호 전달 경로를 활성화하는 것은 FGF4와 접촉시키는 것을 포함하고, 상기 WNT 신호

전달 경로를 활성화하는 것은 CHIR99021과 접촉시키는 것을 포함하고, 상기 BMP 신호 전달 경로를 활성화하는

것은 BMP2와 접촉시키는 것을 포함하고, 상기 EGF 신호 전달 경로를 활성화하는 것은 EGF와 접촉시키는 것을 포

함하는, 방법.

청구항 21 

제20항에 있어서, 상기 FGF4가 200 내지 1000 ng/mL의 농도로 제공되고, 상기 CHIR99021가 1 내지 50 μM의 농

도로 제공되고, 상기 BMP2가 50 내지 500 ng/mL의 농도로 제공되고, 상기 EGF가 50 내지 500 ng/mL의 농도로

제공되는, 방법.
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청구항 22 

제20항에 있어서, 상기 FGF4가 500 ng/mL의 농도로 제공되고, 상기 CHIR99021가 3 μM의 농도로 제공되고, 상기

BMP2가 100 ng/mL의 농도로 제공되고, 상기 EGF가 100 ng/mL의 농도로 제공되는, 방법.

청구항 23 

제1항에 있어서, 상기 단계 (a)의 제1 기간이 3일 내지 5일인, 방법.

청구항 24 

제1항에 있어서, 상기 단계 (a)의 제1 기간이 4일인, 방법.

청구항 25 

제1항에 있어서, 상기 단계 (b)의 제2 기간이 3일인, 방법.

청구항 26 

제1항에 있어서, 상기 DE가 중장-후장 회전타원체를 형성하는 상기 제1 기간이 단계(a)의 상기 중장-후장 회전

타원체에 의한 CDX2의 발현에 의해 결정되는, 방법.

청구항 27 

 제1항에 있어서, 상기 중장-후장 회전타원체가 상기 인간 결장 유사장기를 형성하는 상기 제3 기간이 상기 인

간 결장 유사장기의 세포에 의한 SATB2 및 CDX2의 발현에 의해 결정되는, 방법.

청구항 28 

제1항의 방법에 따라 수득된 인간 결장 유사장기(HCO).

청구항 29 

제28항에 있어서, SATB2 발현, 결장 장내분비 세포 (EEC), 결장 특이성 배상 세포, 음와, 결장 특이성 호르몬

INSL5 분비를 포함하는 HCO로서, 상기 HCO에 실질적으로 파네드 세포 및 융모가 존재하지 않는, HCO.

청구항 30 

사람이 아닌 포유 동물의 신장 캡슐(kidney capsule) 하에 제28항 또는 제29항의 HCO를 이식하는 단계를 포함하

는, 결장 조직을 형성하는 방법.

청구항 31 

대장염, 결장 암(colon cancer), 용종증 증후군 및/또는 과민성 대장 증후군에서 선택된 질환에 대한 잠재적인

치료제의 효능 및/또는 독성을 결정하는 방법으로서, 상기 잠재적인 치료제를 제28항 또는 제29항의 HCO와, 상

기 잠재적 치료제의 효능 및/또는 독성을 결정하기에 충분한 시간 동안, 접촉시키는 단계를 포함하는, 방법.

청구항 32 

제28항 또는 제29항의 HCO를 포함하는 면역 저하된 설치류.

발명의 설명

기 술 분 야

관련 응용 프로그램에 대한 상호 참조[0001]

본 출원은 2016년 12월 5일자로 출원된 미국 가출원 제62/429,948호의 이익을 주장하며, 이는 모든 목적을 위해[0002]

그 전체가 본원에 참고로 통합된다.

우선권 언어: 본 출원은, 2017년 3월 30일에 출원된 미국 가출원 연속 번호 62/478,962, 및 2016년 12월 5일에[0003]

출원된 미국 가출원 연속 번호 62/429,948의 이권을 주장하는, 2017년 12월 5일에 출원된 국제 특허 출원 번호
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PCT/US17/64600에 대한 이권을 주장하고, 이들은 모든 목적을 위해 그 전체가 본원에 참고로 포함된다. 

정부 지원 조항: 본 출원은 국립보건원(the National Institutes of Health)이 수여하는 EB021780, DK103117[0004]

및 AI116491하에 정부 지원으로 이루어졌다. 정부는 본 발명에 대해 특정 권리를 갖는다. 

배 경 기 술

다능성 줄기 세포(PSC)에서 유래된 위장 및 소장 유사장기의 생성은 인간 위장관(GI) 발달 및 질병에 대한 연구[0005]

에 혁명을 일으켰지만, 소대장 유사장기를 생성하기 위한 노력은, 부분적으로 후궁 소화관 발달에 대한 굳건한

이해의 부족으로 뒤쳐져 있다.

발명의 내용

본 발명은 전구체 세포를 최종 내배엽으로 체외 분화시키는 방법을 개시하는데, 이것은 추가로 신호 경로의 조[0006]

절을  통해  인간  결장  유사장기(HCO)로  분화될  수도  있다.  더  나아가,  HCO  및  HCO를  사용하는  방법이

개시되는데, 예를 들어 HCO는 대장염, 결장암, 용종증 증후군 및/또는 과민성 대장 증후군에서 선택되는 질병에

대한 잠재적 치료제의 효능 및/또는 독성을 판단하는 데 사용될 수 있다.

도면의 간단한 설명

본 출원 파일에는 색상으로 실행된 도면이 하나 이상 포함되어 있다. 컬러 도면이 있는 본 특허 또는 특허 출원[0007]

공보의 사본은 요청 및 필요한 수수료의 지불이 있을 때, 사무소가 제공할 것이다. 

당업자라면 아래에 설명된 도면이 단지 예시적인 목적을 위한 것임을 이해할 것이다. 도면은 어떤 식으로든 본

교시의 범위를 제한하지 않는다.

도 1. Bmp 신호 전달은 마우스 및 개구리 배아에서의 Satb2 발현을 조절한다. (a) 발달중인 후장(hindgut)(n=6)

주위의 핵 염색을 보여주는 e8.5 마우스 배아의 온조직 표본고정 pSmad158(적색) 및 Foxa2(녹색) 염색. (b) 후

장 중배엽과 내배엽(D, 등쪽, V, 복부)에서 pSmad1/5/8 염색을 보여주는(a)의 박스 부위에서 광학 조각의 삽도.

(c) 머리주름(headfold)단계에서 단리되고 DMH-1로 2일 +/-BMP 억제에 대해 배양된 마우스 배아의 도식. 배양

48  시간 DMSO(0)  및 DMH-1(E)  처리된 배아의 온조직 표본고정 pSmad1/5/8(적색) 및 Foxa2(녹색) 염색. (f)

DMSO 또는 DMH-1에서 배양된 배아에서의 Cdx2에 대하여 pSmad1/5/8 및 pSmad2/3 염색의 정량(조건 당 3 마리의

배아). (g~j) DMSO(g, h) 또는 DMH-1(i, j)에서 배양 2 일 후 마우스 배아(각 조건에 대해 n=6)의 Cdx2(녹색),

Satb2(적색) 및 Foxa2(흰색)의 온조직 표본고정 면역 염색. h~j에서의 화살표는 난황 자루(BA1, 첫 번째 상완

아치)의 대략적인 위치를 가리킨다. (k) DMSO 또는 DMH-1로 처리한 마우스 배아에서의 Satb2 발현의 정량화.

(l) 제노푸스 트로피칼리스(손톱개구리속) 배아에서 Bmp 억제의 도식. DMSO(m) 또는 DMH-1(r)로 처리한 제노푸

스 트로피칼리스(손톱개구리속) 배아에서의 Satb2의 원위치 하이브리드화. (m)과(r)의 흰색 점선은 후속 분석에

사용된 단면 평면을 나타낸다. 첫 번째 상완 아치의 Mx와 md=상악과 하악 과정. Cba=꼬리 상완 아치. DMSO(n~q)

또는  DMH-1(s~v)로  처리한  제노푸스  트로피칼리스(손톱개구리속)  배아의  Satb2(적색),  pSmad1/5/8(녹색),

DAPI(파란색) 및 색 병합 이미지의 면역 형광. g~h에서 100μm, 다른 모든 패널에서 50μm의 스케일 막대. 2 꼬

리 t-검정의 경우, **p <0.01 및 ***p 0.001.

도 2. BMP2는 사람의 장의 관 회전 타원체에서 SATB2와 후방의 HOX 코드를 유도한다. (a) 장의 관 회전 타원체

패턴화  프로토콜의  도식.  (b~d)  NOGGIN(b),  미처리(c)  및  BMP2(d)로  12  시간  동안  처리된  회전  타원체의

pSMAD1/5/8(적색) 염색에 의해 측정된 BMP 신호 수준. (e) 성체 마우스 결장의 pSmad1/5/8 염색은 음낭 상단으

로 증가된 BMP 신호 전달을 나타낸다. (f~h) NOGGIN(f), 미처리(g) 및 BMP2(h)로 72 시간 동안 처리된 회전 타

원체에서 SATB2의 발현. (i) 패턴화 후 SATB2 + CDH1 + 상피의 비율을 정량화. (j) 3일간의 패턴화 후 초기 회

전 타원체 및 회전 타원체의 주요 구성 요소 분석. (k) BMP 대 NOG 처리된 회전 타원체 사이에 차별적으로 발현

된 유전자의 유전자 온톨로지(존재론) 분석. (l) 패턴화 전후의 회전 타원체의 TPM(백만당 전사) 값. 분석한 샘

플은 패턴화 이전의 회전 타원체(n=2)였고, 패턴화 3 일 후에 NOGGIN, 대조군 및 BMP2 처리된 회전 타원체(각

그룹에 대해 n=4)였다. i에서의 정량화를 위해, 적어도 3 회의 실험으에서 20 개의 유사장기가 검사되었다. 오

류 막대는 SD를 나타낸다. 스케일 막대=50 미크론. **** ps 0.0001은 2개 꼬리 t-검정에 의해 결정됨.

도 3. 부위별 패턴화는 장기간의 체외 배양 후 인간 장내 유사장기에서 유지된다. (a~d) NOGGIN, 대조군 또는

BMP2로 회전 타원체를 처리한 결과로 28 일된 유사장기의 근위 표지자 ONECUTI(녹색)를 이용한 온조직 표본고정

면역형광법 및 QPCR 분석. CDX2(적색) 및 DAPI(청색)를 이용한 염색은 또한 상피와 중간엽을 검출하는데 사용되
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었다. (e~h) IF 및 QPCR에 의해 검출된 후방 표지자 SATB2(적색)의 발현. (i~l) IF와 QPCR에 의한 전범위 배상

세포 표지자 MUC2(적색)의 분석. (m~p) IF에 의한 결장 특이 배상 세포 표지자 MUC5B(적색)의 분석. (p)에서

MUC5B + 세포의 수를 정량화 하였다. (q~s) 전체 유사장기에 비해 단리된 중간엽 배양물의 패턴화 표지자의 분

석. 전체 유사장기에서 및 NOGGIN, 대조군 또는 BMP2 처리된 유사장기에서 유래된 중간엽 배양물에서 CDH1(q),

근위 HOX 유전자 HOXD3(r) 및 원위 HOX 유전자 HOXA13(s)의 QPCR 분석. CDH1은 상피 세포를 포함한 전체 유사

장기에서만 관찰되었다. 오차 막대는 SEM을 나타낸다. IF의 경우, 적어도 3 가지 실험에서 최소 10 개의 유사장

기가 각 조건에 대해 조사되었다. QPCR의 경우, 2 개의 개별적인 실험에서 최소 5 개의 생물학적 복제물이 조사

되었다. 스케일 막대=100 미크론. **p5 0.01 및 ****p5 0.0001(꼬리 t-검정에 의해 결정됨).

도 4. HIO는 아니지만, HCO는 내분비 생산 관련(proendocrine) 전사 인자 NEUROGENIN 3의 발현에 반응하여 결

장 특이적 장 내분비 세포를 생산하였다. (a~b) IPSC72.3 유도성 NEUROG3 세포주를 생산하기 위해 사용되는 독

시사이클린 유도성 NEUROG3 렌티바이러스 구성체 및 독시사이클린 유도 프로토콜의 도식. NOGGIN(c, f), 미처리

(d, g) 또는 BMP(e, h)로 패턴화된 35 일된 유사장기의 크로마그라닌 A(녹색), CDX2(적색) 및 INS L5(흰색)로

의 온조직 표본고정 염색. (c~e) 미처리 유사장기(-Dox) 및(f~h) NEUROG3(+Dox)가 발현된 유사장기. e와 h의

삽도는 INSL5 염색의 확대보기를 보여준다. (i, j) CHGA(i) 및 INSL5(j) 발현에 의해 측정된 HIO 및 HCO 내의

장내 구획 세포의 NEUROG3 유도의 QPCR 분석. 데이터는 NOGGIN(n=3), 대조군(n=3) 또는 BMP(n=6) 처리된 유사

장기로의 2 가지 실험을 대표한다. 오차 막대는 SEM을 나타낸다. 스케일 막대=50 미크론. *p <0.05( 2가지 꼬리

t-검정에 의해 결정됨).

도 5. HIO 및 HCO는 체내 이식 후 부위적 동일성을 유지하였다. (a~e) 인간의 공장 및 결장에서 생검 및 마우스

신피막 아래에 이식하고 체내에서 8~10 주 동안 성장된 NOGGIN 유래 HIOs, 대조군 HIOs, 그리고 BMP2 유래 HCO

의 H & E 염색. 동일한 조건의 샘플이 근위 장 표지자 ATA4(f~j), 원위 장 표지자 SATB2(k-0), 파네스(Paneth)

세포 표지자 DEFAS(p~t) 및 결장-특이 배상세포 표지자 MUC5B(u~y)로 염색되었다. GATA4 및 SATB2 이중 염색이

다른 채널에서, 그러나 패널에 대해서는 동일한 슬라이드에서 수행되었지만(f-0), 개별 유사 색상(빨간색) 이미

지로 표시된다. 인간 생검의 경우, n=2이었다. 이식된 NOGGIN 처리 유사장기의 경우, n=12이고, 대조군 유사장

기의 경우 n=7, BMP2 처리 유사장기는 n=16이었다. 스케일 막대=50 pm.

도 6. 체내 성장 유사장기는 부위 특이성 호르몬을 발현한다. 마우스 신피막 아래에서 8~10주 동안 성장시킨

HIOs  및 HCO에서 부위별로 발현된 호르몬(a~d) 그렐린(GHRL), 모티린(MLN), (e~h)  GIP,  (i~l)  GLP-1,  (m~p)

PYY 및 (q~t) INSL5의 발현의 분석. 근위 농축된 호르몬인 GHRL, GIP 및 MLN은 NOGGIN및 대조군 HIO에서 풍부

하였다(a~h). GLP-1과 PYY는 BMP2 유래 HCO에 풍부하였다(1-0). 결장 특이성 호르몬 INSL5는 HCO에만 존재했다

(q~t). 데이터는 조건 당 최소 5 개의 이식된 유사 장기를 대표한다. (a)와 (b)의 삽도는 GHRL과 MLN 이중 양성

세포를 보여준다. GHRL, MLN, GIP, GLP1, PYY 및 INSL5에 대한 (D, H, L, P, T)FPKM 값은 RNA-seq 데이터에서

유래되었다. FPKM 값은 조건 당 3 개의 생물학적 복제를 나타낸다. 스케일 막대=30 마이크론.

도 7. HIO 및 HCO의 전체적 전사 분석 및 인간의 소장 및 결장과의 비교. (a) 이식된 HIO 및 HCO와 비교하여,

인간 성인 및 태아 소장 및 결장의 주성분 분석. (b) 초기 대장 측정은 인간 성인 소장과 HIOs의 비교 및 인간

성인 결장과 HCO를 비교하는 초기하 수단 검사(Hypergeometric means test). (c) HIO 및 HCO와 비교하여, 인간

의 소장 및 결장에서 차별적으로 발현된 전사물을 비교하는 4-방향 산점도(scatter plot). 

도 8. Gata4와 Satb2는 소장 및 대장의 발달 동안 신중한 부위 경계를 표시한다. (a) 난황 줄기(n=9)에서 발현

경계를 보여주는 e9.5 마우스 배아에서 Gata4(녹색)와 Satb2(빨간색)의 온조직 표본고정 염색. (b) 낮은 Gata4

및 낮은 Satb2 발현의 이행부위를 나타내는 el 1.5 장의 Gata4 및 Satb2 발현 부위를 묘사하는 모델. (c~e) 난

황 줄기에서 Gata4의 후궁 경계와 Satb2의 전 경계를 보여주는 e11.5 마우스 배아에서의 Gata4와 Satb2의 온조

직 표본고정 염색(n=3). (f~h) Satb2 발현의 전 경계가 유지되는 것을 보여주는 el 2.5 마우스 배아에서 Satb2

및 Foxa2의 온조직 표본고정 염색(n=3). (i) e1 6.5 마우스 배아(n=6)에서 단리된 근위 소장 및 대장에서 Gata4

및 Satb2의 온조직 표본고정 염색. (j) e1 6.5 마우스 배아(n=6)에서 단리된 원위 소장 및 대장에서 Gata4 및

Satb2의 온조직 표본고정 염색. (k) 사람의 공장(n=2)과 (l) 결장(n=2)의 섹션에서 GATA4와 SATB2의 염색. 스

케일 막대=50μm(b~d) 및 100 1Am(e~m). (c)와 (f)의 점선은 배꼽의 대략적인 위치를 표시한다. 약어:ys, 난황

줄기; cb, 맹장싹; tz, 이행부위; mx, 상악; 및 md, 첫 번째 상완 아치의 하악 부분; ti, 말단 회장; icj, 회맹

부 교차점.

도 9. SATB2는 GATA4 음성의 인간 소장 및 대장에서 발현된다. SATB2 발현이 원위 소장 및 전체 대장에 존재함

을 보여주는 인간 성인 십이지장, 소장, 맹장, 결장 및 직장에서의 SATB2 염색. 인간 성인 및 태아 장 샘플에서
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발표된 RNA-seq 데이터의 GATA4 및 SATB2 분석. 플롯된 샘플에는 인간 성인 십이지장(HuSI_Duo_A), 십이지장

(HuSI_Dist_A), 인간 성인 결장(HuColon_A) 및 인간 태아 소장(HuSI_F)이 포함된다. (c) 십이지장(Duo), 공장

(Jej), 회장(Ile), 상행 결장(AC), 횡행 결장(TC) 및 공기 결빙 인터페이스(ALI)에서 자라는 내림차순 결장에서

유래된 태아 장의 줄기 세포에 대한 Wang et al. 2015에 의해 생성된 마이크로어레이 데이터에서의 GATA4 및

SATB2 발현의 분석. r2 값은 Excel에서 CORREL 함수를 사용하여 결정되었다.

도 10. BMP는 후방 HOX 유전자의 SHH 활성화를 매개한다. (a) SHH-매개 후방 HOX 유전자의 이전 모델. (b) 후방

HOX 유전자의 SHH 매개 활성화 및 내배엽 HOX 유전자의 BMP-매개 활성화의 새로운 모델. (c) NOGGIN, 대조군,

평활화된 작용제(Smoothened agonist)(SAG) 또는 BMP2로의 처리 후 HOX 인자의 QPCR 분석. (d) SAG에 의해 유

도된 HOX13 유전자의 BMP4 의존 활성화 모델. (e) 3 일 후에 대조군에서, 5μM SAG, 5μM SAG + NOG 및 BMP2

처리된 유사장기에서 HOXA13의 QPCR 분석. (f) 외인성 재조합 인간 BMP2에 의해 유도된 HOX13 유전자의 SHH 독

립 활성화 모델. (g) 3 일 후, 대조군, BMP 및, BMP + 사이클로파민으로 처리된 유사장기에서 HOXA13의 QPCR 분

석(조건 당 n=6).

도 11. 연장된 체외 배양은 배상 세포의 성숙을 가능하게 한다. (a) 패턴화되고 이어서 다시 패턴화된 유사장기

에서 CDX2 + SATB2 + 세포의 비율의 정량화. 28일된 유사장기에서 HOXB13(b) 및 HOXD13(c)의 QPCR 분석. (d~f)

44 일된 NOGGIN, 대조군 및 BMP로 처리된 유사장기에서 CDH1(녹색), CDX2(적색) 및 MUC2(흰색)로 온조직 표본고

정 염색 및 (G1) 단면 염색. (j~l) 44 일된 BMP2 처리된 유사장기의 절편 염색. 흰색 화살표는 Mucin 2를 분비

하는 중이던 배상 세포를 가리킨다. QPCR의 경우, 2 개의 개별적인 실험에서 유래된 최소 5 개의 생물학적 복제

물을 조사 하였다. IF의 경우, 조건 당 최소 10 개의 유사장기를 검사하였다. 스케일 막대=50 pm.

도 12. 유사장기의 BMP 패턴화는 체외 체외 및 체내에서 안정하다. (a) NOGGIN, 대조군 및 BMP 패턴화된 유사장

기의 유사장기 이식의 효율성. 이식된 패턴화된 유사장기에서 GATA4 + CDX2 + 세포(b) 및 SATB2 + CDX2 + 세포

(c)의 비율의 정량화. 이식된 유사장기에서 GATA4(d) SATB2(e) DEFAS(f)와 MUCSB(g)에 대한 RNA-seq 데이터에

서 유래된 FPKM  값.  (h~i)  인간의 공장 및 결장 생검(부위마다 n=2)  및 (j~l)이식된 유사장기(n=5/조건)의

MUC2(적색) 염색. 스케일 막대=50 미크론.

도 13. 체외 및 체내에서 자란 유사장기는 장 전구체(조상s)를 함유한다. NOGGIN, 대조군 또는 BMP로 처리된

H9-LGR5-GFP 유래 유사장기에서 CDH1 및 GFP의 대표적인 온조직 표본 고정(a, f, k) 및 슬라이스 단면(b, g,

l) 이미지. (c~e) NOGGIN, (h~j) 대조군 또는 (m~o) BMP2 처리된 유사장기 섹션의 CDX2(적색) 및 SOX9(녹색)

염색. NOGGIN, 대조군 또는 BMP로 처리된 H9-LGR5-GFP 유사장기에서 유래된 유사장기 내 에서 염색된 CDX2 및

LGR5-GFP(p, s, v), CDX2 및 SOX9(q, t, w) 및 CDH1 및 KI67(r, u, x)의 대표적인 이미지. (y~a') NOGGIN, 대

조군 또는 BMP 이식체 각각에서 유래된 엔테로이드(enteroid)를 보여주는 입체 현미경 사진. (b'~d') 대조군 엔

테로이드(2 개 이식체에서 유래된 > 100 풀링된 엔테로이드) 및 BMP2로 처리된 콜로니오드(1 개 이식체에서 유

래된 50 개 이상의 콜로노이드)의 근위 및 원위 유전자에 대한QPCR 분석. 스케일 막대=50 μm.

도 14. 리보솜과 면역 세포 신호는 이식된 유사장기와 일차 인간 조직 간에 차별적으로 발현된다. (a) 패턴화된

이식 유사장기 및 인간 성인 및 태아 소장 및 결장의 주성분 분석. (b) 이식체에서 상향조절된 유전자와 사람의

일차 조직에 대한 유전자 존재론 분석. (c) 사람의 일차 조직과 이식체에서 상향조절된 유전자의 유전자 존재론

분석.

도 15. (a) 마트리겔에서 15 일 성장 후 HCO 온조직 표본 고정 면역형광법 염색. HCO 배양물은 내피 표지자

CD31(녹색) 및 후장 상피 표지자 CDX2(적색)에 대해 염색되었다. 배양물은 또한 조혈 세포 표지자 PU.1(빨간색

우측 패널)에 대해 염색되었다. (b)  조혈 전구 세포 분석의 도식. 세포를 HCO에서 수거하고, 원심 분리하고

Giemsa Wright 염색을 사용하여 염색하거나 또는 Methocult 배지에서 배양하여 조혈 세포 분화를 분석하였다.

(c) Giemsa Wright의 대표 이미지는 대식세포, 호중구, 호염기 및 호산구로의 분화와 일치하는 형태학을 가진

세포를 염색했다. (d) Methocult에서 14 일 후에 형성된 콜로니의 대표 이미지. 적혈구, 대식 세포 및 과립구

콜로니가 HCO에서 유래된 세포에는 존재하지만, NOGGIN으로 처리된 HIO에서 유래된 세포에는 존재하지 않았다.

도 16. (a) 마트리겔에서 28 일 동안 성장한 인간 결장 생검 또는 HCO의 면역형광 염색. 염색은 대식세포의 표

지자인 CD68에  대해  행해졌다.  (b)  HIOs  및  HCO에서 CD14  및  CD16의  CYTOF  분석 플롯.  작은 비율의 CD14

+/CD16 + 세포가 HCO(파란색 사각형)에 존재하지만, HIO에는 없다. 또한, CD16 단일 양성 세포가 HCO에 존재했

는데, 이는 단구세포가 상기 배양물에 존재함을 시사한다. (c) 14 일 및 28 일된 HIO 및 HCO에서 수집된 상등액

의 Luminex 어레이 분석. IL6과 IL8이 28 일된 HCO(BMP)에서는 검출되었지만 HIO에서는 검출되지 않았다. (d)

14  일 및 28  일된 HIO  및 HCO에서 수집된 상등액의 Luminex  어레이 분석. 대식세포에 특이적인 사이토킨인
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MIP1A와  MIP1B가  14  일과  28  일된  HCO(BMP)에서는  검출되었지만,  14  일이나  28  일된  HIO에서는  검출되지

않았다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

정의. [0008]

달리 언급되지 않는 한, 용어는 관련 기술 분야에서 당업자에 의한 통상적인 사용법에 따라 이해되어야 한다.[0009]

"약"또는 "대략"이라는 용어는 당업자가 결정한 특정 값에 대한 수용 가능한 오차 범위 내에 있음을 의미하며,[0010]

이는  값이  어떻게  측정되거나  결정되는지에,  예를  들어,  측정  시스템의  제한에  부분적으로  달려있다.  예를

들어, "약"은 당업계의 관행에 따라 1 또는 1 이상의 표준 편차 이내를 의미할 수 있다. 또는 "약"은 주어진 값

의 최대 20 %, 최대 10 % 또는 최대 5 % 또는 최대 1 %의 범위를 의미할 수 있다. 대안적으로, 특히 생물학적

시스템 또는 공정과 관련하여,이 용어는 값의 자릿수 내, 바람직하게는 5 배 이내, 보다 바람직하게는 2 배 이

내를 의미할 수 있다. 특정 값이 출원 및 청구 범위에 기재된 경우, 달리 언급되지 않는 한, 특정 값에 대한 허

용 오차 범위 내에서 "약"이란 용어의 의미를 가정해야 한다. 

본 명세서에서 사용되는 "전능 줄기 세포"(전능성 줄기 세포로도 알려짐)는 배아 및 외배엽 세포 유형으로 분화[0011]

할 수 있는 줄기 세포이다. 그러한 세포는 완전한 생존 가능한 유기체를 구성할 수 있다. 이 세포들은 난자와

정자 세포의 융합으로 만들어진다. 수정된 난자의 처음 몇 개의 분열에 의해 생산된 세포도 전능(totipotent)이

다. 

본원에서 사용된 "다능성 줄기 세포(PSC)"라는 용어는 일반적으로 PS세포로도 알려져 있는데, 신체의 거의 모든[0012]

세포 유형으로 분화할 수 있는 임의의 세포, 즉 내배엽(위장 내부면, 위장관, 폐), 중배엽(근육, 뼈, 혈액, 비

뇨  생식기)  및  외배엽(표피  조직과  신경계)을  포함하는  3  가지  배아  층(배아  상피)에서  유래된  세포를

아우른다. PSCs는 배아 줄기세포(배아 생식 세포 포함)에서 유래되거나, 또는 특정 유전자의 발현을 강요함으로

써 성체세포와 같은 비다능성 세포의 유도를 통해 얻어지는 전능 세포의 자손일 수 있다. 

본원에서 사용된 용어 "유도된 다능성 줄기 세포(iPSC)"는 일반적으로 iPS 세포로 약칭되며, 특정 유전자의 "강[0013]

제적" 발현을 유도함으로써, 성숙한 체세포와 같은 정상적으로 비-다능성 세포에서 인위적으로 유래된 유형의

다능성 줄기 세포를 가리킨다. 

본 명세서에서 사용되는 "배아 줄기 세포(ESC)"는 일반적으로 ES 세포로 약칭되며, 다능성이고, 초기 단계 배아[0014]

인 배반포의 내부 세포 덩어리에서 유래된 세포를 의미한다. 본 발명의 목적을 위해, 용어 "ESC"는 때로는 배아

생식 세포를 포함하도록 광범위하게 사용된다. 

본원에 사용된 바와 같이, "전구 세포"라는 용어는 하나 이상의 전구 세포가 자체를 갱신하거나 하나 이상의 특[0015]

수화된 세포 유형으로 분화하는 능력을 얻는 본원에 기술된 방법에서 사용될 수 있는 임의의 세포를 포함한다.

일부 측면에서, 전구 세포는 다능성이거나 다능성이 될 수 있는 능력을 갖는다. 일부 측면에서, 전구 세포는 다

능성을 획득하기 위해 외부 인자(예:성장 인자)의 처리를 받는다. 일부 측면에서, 전구 세포는 전능성(전능) 줄

기 세포; 다능성 줄기 세포(유도되거나 유도되지 않음); 다중능력성(multipotent) 줄기 세포; 만능 줄기 세포

및 단일능 줄기 세포일 수 있다. 일부 측면에서, 전구 세포는 배아, 유아, 어린이 또는 성인으에서 유래 될 수

있다. 일부 측면에서, 전구 세포는 유전자 조작 또는 단백질/펩티드 처리를 통해 다능성이 부여되는 치료 대상

체세포일 수 있다. 

발달 생물학에서 세포 분화는 덜 특수화된 세포가 좀 더 특수화된 세포 유형이 되는 과정이다. 본원에서 사용된[0016]

바와 같이, "지향성 분화"라는 용어는 덜 특수화된 세포가 특정한 특수화된 표적 세포 유형이 되는 과정을 기술

한다. 특수화된 표적 세포 유형의 특수성은 초기 세포의 운명을 정의하거나 변경하는 데 사용할 수 있는 적용

가능한 방법으로 판단할 수 있다. 예시적인 방법에는, 비제한적으로, 유전자 조작, 화학 처리, 단백질 처리 및

핵산 처리가 포함된다.

본원에서 사용된 용어 "세포 성분"은 개개의 유전자, 단백질, mRNA 발현 유전자 및/또는 기타 가변 세포 성분[0017]

또는, 단백질 변성(예:인산화)과 같은 (당업자에 의해 생물학적 실험(예를 들어, 마이크로 어레이 또는 면역 조

직 화학에 의해)에서 전형적으로 측정되는) 단백질 활성이다. 생명체의 기저를 이루는 생화학적 과정의 복잡한

네트워크, 일반적인 인간 질병, 유전자 발견 및 구조 결정과 관련된 중요한 발견은 연구 과정의 일부로서 세포

성분 풍부 데이터(abundance data)의 응용에 기인할 수 있다. 세포 성분 풍부 데이터는 바이오표지자를 확인하

고 질병 아형을 식별하며 독성 메커니즘을 확인하는 데 도움이 될 수 있다. 
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본원에 기술된 바와 같이, 방법 및 시스템은 배양물에서의 배아 장 발달을 모방하기 위한 일련의 성장 인자 조[0018]

작을 사용하여 확립되어 있다. 특히, PSC, 인간 배아 줄기 세포(hESC) 및 유도된 다능성 줄기 세포(iPSC) 둘 다

를 장내 조직 내로 체외 분화시키는 방법 및 시스템이 확립되어 있다

다능성 줄기 세포(PSC)에서 위 및 소장 유사장기의 생성은 인간 위장(GI) 발달 및 질병의 연구에 혁명을 일으켰[0019]

다. 그러나, 대장 유사장기 생성을 위한 노력은, 부분적으로는 후방 장관 발달의 분자수준의 이해가 강하기 때

문에, 뒤쳐져 있다. 여기서, 출원인은 탯줄 후방의 장 상피가 발달 전 기간에 걸쳐, 그리고 출생 후 Satb2를 발

현한다는 것을 발견했다. 출원인은 추가로 BMP 신호 전달이 개구리 및 마우스 배아에서 Satb2 + 영역을 확립하

고, BMP 신호 전달의 짧은 활성화가 후방 HOX 코드를 활성화시키고 인간 PSC-유래 장관(gut tube) 배양물을 결

장 유사장기(HCO)로 직접 유도하기에 충분하다는 것을 추가로 발견하였다. 체외에서 성장한 HCO는 결장의 동일

성과 일치하는 표지자 프로필과 독특한 세포 유형을 가지고 있었다. 쥐에 이식한 후, HCO는 인간 결장의 분자,

세포 및 형태적 성질을 갖는 조직을 형성하는 형태 형성(morphogenesis) 및 성숙을 겪었다. 개시된 결장 유사장

기는 대장염과 결장암에 대한 향후 연구에 사용될 수 있다.

일 측면에서, 인간 결장 유사장기의 형성을 유도하는 방법이 개시된다. 상기 방법은 (a) 최종 내배엽(DE)을 상[0020]

기 DE가 중간 후장 회전 타원체를 형성하기에 충분한 기간 동안 FGF 신호 전달 경로 활성화제 및 WNT 신호 전달

경로 활성화제(예를 들어, CHIRON/GSK2 억제제)와 접촉시키는 단계, 및 (b) 단계(a)의 중간 후장 회전 타원체를

상기 인간 결장 유사장기를 형성하기에 충분한 시간 동안 BMP 활성화제 및 EGF 신호 전달 경로 활성화제와 접촉

시키는 단계를 포함하되, 상기 인간 결장 유사장기는 SATB2 를 발현한다.

일 측면에서, DE는 배아 줄기 세포, 배아 생식 세포, 유도된 다능성 줄기 세포, 중배엽 세포, 최종 내배엽[0021]

세포, 후 내배엽 세포, 후장 세포 또는 이들의 조합물에서 선택된 전구 세포에서 유래될 수 있다.

일 측면에서, FGF 신호 전달 경로 활성화제는 소분자 또는 단백질 FGF 신호 전달 경로 활성화제, FGF1, FGF2,[0022]

FGF3,  FGF4,  FGF10,  FGF11,  FGF12,  FGF13,  FGF14,  FGF15,  FGF16,  FGF17,  FGF18,  FGF19  ,  FGF20,  FGF21,

FGF22, FGF23 또는 이들의 조합물에서 선택될 수 있다. WNT 신호 경로 활성화제는 소분자 또는 단백질 Wnt 신호

전달 경로 활성화제, 바람직하게는 염화 리튬; 2-아미노-4,6-이중 치환된 피리미딘(헤테로)아릴피리미딘; IQ1;

QS11; NSC668036; DCA 베타 카테닌; 2-아미노-4-[3,4-(메틸렌디옥시)-벤질-아미노]-6-(3-메톡시페닐)피리미딘,

Wnt1, Wnt2, Wnt2b, Wnt3, Wnt3a, Wnt4, Wnt5a, Wnt5b, Wnt6, Wnt7a, Wnt7b , Wnt8a, Wnt8b, Wnt9a, Wnt9b,

Wnt10a, Wnt10b, Wnt11, Wnt16, GSK3 억제제, 바람직하게는 CHIRON 또는 이들의 조합물에서 선택될 수 있다.

일 측면에서, BMP 활성화제는 BMP2, BMP4, BMP7, BMP9, BMP 경로를 활성화시키는 소분자, BMP 경로를 활성화시

키는  단백질에서  선택될  수  있으며,  다음을  포함할  수  있다:Noggin,  도르소모르핀(Dorsomorphin),  LDN189,

DMH-1, 벤트로모핀 및 이들의 조합물. 

일 측면에서, 상기 DE가 중간 후장 회전 타원체를 형성하기에 분한 시간은 상기 단계(a)의 상기 중간 후장 회전[0023]

타원체에 의한 CDX2의 발현에 의해 결정될 수 있다. 이러한 측정은 일상적인 방법을 사용하여 당업자가 할 수

있는 능력 내에 있다.

일 측면에서, 중간 후장 회전 타원체가 인간 결장 유사장기를 형성하기에 충분한 기간은 상기 인간 결장 유사장[0024]

기의 세포에 의한 SATB2 및 CDX2의 발현에 의해 결정되되, SATB2 및 CDX2가 발현될 때, 중간 후장 회전 타원체

는 인간의 결장 조직을 이미 형성한 후이다. 그러한 측정은 시간 측정 대신에 사용될 수 있는데, 상기 나열된

유전자의 발현이 단계(a) 및(b)가 충분한 기간 동안 수행되었음을 나타내기 때문이다.

일 측면에서, 본원에 기재된 방법에 따라 수득된 HCO가 개시된다. 본 발명의 HCO는 다양한 상이한 방식으로 특[0025]

성화될 수 있다. 일 측면에서, 상기 HCO는 결장 장내분비(enteroendocrine) 세포(EEC)의 존재를 특징으로 할 수

있다. 일 측면에서, 상기 HCO는 음와(crypt)의 존재를 특징으로 할 수 있고 실질적으로 융모가 없다. 일 측면에

서, 상기 HCO는 결장-특이성 배상 세포의 존재를 특징으로 할 수 있다. 일 측면에서, 상기 HCO는 실질적으로 파

네스(Paneth) 세포가 없는 것을 특징으로 할 수 있다. 일 측면에서, 상기 HCO는 결장-특이적 호르몬인 INSL5를

분비하는 능력을 특징으로 할 수 있다. 장 유사장기는 면역 기능, 신경 분포, 혈관, 융모 및 판테스 세포 중 하

나 이상이 없을 수 있다.

일 측면에서, 결장 조직을 형성하는 방법이 개시되되, 기술된 발명의 HCO가 포유류, 바람직하게는 설치류, 바람[0026]

직하게는 면역 저하된 설치류, 바람직하게는 면역 저하된 마우스의 신피막 하에 이식될 수 있다.

일 측면에서, 본원에 개시된 HCO는 대장염, 결장암, 용종증 증후군 및/또는 과민성 대장 증후군에서 선택된 질[0027]

환에 대한 잠재적 치료제의 효능 및/또는 독성을 판단하는데 사용될 수 있다. 상기 방법은 상기 잠재적 치료제
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의 효능 및/또는 독성을 판단하기에 충분한 시간 동안 잠재적 치료제를 본원에 기재된 HCO와 접촉시키는 단계를

포함할 수 있다.

일 측면에서, 임의의 한 항의 HCO에서 유도된 장 콜로노이드가 고려된다.[0028]

일부 측면에서, 다능성이거나 다능성이 되도록 유도될 수 있는 줄기 세포가 사용될 수 있다. 일부 측면에서, 다[0029]

능성 줄기 세포는 초기 포유류 배아의 전능 세포에서 차례로 유도되고, 무제한의 미분화된 증식이 가능한 배아

줄기 세포에서 유래된 것이다. 배아 줄기 세포는 초기 단계의 배아인 배반포의 내부 세포 덩어리에서 유래된 다

능성 줄기 세포이다. 배반포에서 배아 줄기 세포를 유도하는 방법은 당 업계에 잘 알려져 있다. 예를 들어, 3

개의 세포주(H1, H13, 및 H14)는 정상적인 XY 핵형을 가지고, 두 개의 세포주(H7과 H9)는 정상적인 XX 핵형을

가지고 있었다. 인간 배아 줄기 세포 H9(H9-hESC)는 본원에 기술된 예시적인 측면에서 사용되지만, 본원에 기술

된 방법 및 시스템이 임의의 줄기 세포에 적용 가능하다는 것은 당업자에 의해 이해될 것이다. 

본 발명에 따른 측면에서 사용될 수 있는 추가의 줄기 세포에는, 비제한적으로, 국립 줄기 세포 은행(National[0030]

Stem Cell Bank, NSCB), 캘리포니아 샌프란시스코 대학(UCSF)의 인간 배아 줄기 세포 연구 센터; Wi 세포 연구

소의 WISC 세포 은행; 위스콘신 대학 줄기 세포 및 재생 의학 센터(UW-SCRMC); Novocell, Inc. (San Diego,

Calif.); Cellartis AB(예테보리, 스웨덴); ES Cell International Pte Ltd(싱가포르); 이스라엘 공대(Haifa,

Israel)에서 관리하는 데이터베이스; 및 프린스턴 대학 및 펜실베니아 대학에서 관리하는 줄기 세포 데이터베이

스에 의해 제공되거나 또는 그것에 기술된 것들이 포함된다. 본 발명에 따른 측면에서 사용될 수 있는 예시적인

배아  줄기  세포에는,  비제한적으로,  SA01(SA001);  SA02(SA002);  ES01(HES-1);  ES02(HES-2);  ES03(HES-3);

ES04(HES-4);  ES05(HES-5);  ES06(HES-6);  BG01(BGN-01);  BG02(BGN-02);  BG03(BGN-03);  TE03(13);  TE04(14);

TE06(16); UC01(HSF1); UC06(HSF6); WA01(H1); WA07(H7); WA09(H9); WA13(H13); WA14(H14)가 포함된다. 

일부 측면에서, 줄기 세포는 추가 특성을 포함하도록 추가로 변형된다. 예시적인 변형된 세포주에는, 비제한적[0031]

으로, H1 OCT4-EGFP; H9 Cre-LoxP; H9 hNanog-pGZ; H9 hOct4-pGZ; H9 inGFPhES; 및 H9 Syn-GFP가 포함된다.

배아 줄기 세포에 대한 자세한 내용은 예를 들어 Thomson et al., 1998, "Embryonic Stem Cell Lines Derived[0032]

from  Human  Blastocysts,"  Science  282  (5391):1145-1147;  Andrews  et  al.,  2005,  "Embryonic  stem  (ES)

cells and embryonal carcinoma (EC) cells: opposite sides of the same coin," Biochem Soc Trans 33:1526-

1530; Martin 1980, "Teratocarcinomas and mammalian embryogenesis,". Science 209 (4458):768-776; Evans

and  Kaufman,  1981,  "Establishment  in  culture  of  pluripotent  cells  from  mouse  embryos,"  Nature

292(5819):  154-156;  Klimanskaya  et  al.,  2005,  "Human  embryonic  stem  cells  derived  without  feeder

cells," Lancet 365 (9471): 1636-1641에서 발견될 수 있고; 이들 각각은 그 전체가 본 명세서에 통합된다. 

대안적으로, 다능성 줄기 세포는 배아 생식 세포(EGCs)에서 유래될 수 있는데, 이는 유성생식을 하는 유기체의[0033]

생식 세포를 발생시키는 세포이다. EGCs는 후기 배아의 생식선 융기에서 발견된 원시 배아 세포에서 유래되었으

며, 배아 줄기 세포의 많은 특성을 가지고 있다. 배아의 원시 생식세포는 줄기 세포로 발전하여 성인에서는 생

식세포체(정자 또는 난자)를 생성한다. 생쥐와 인간에서, 적절한 조건 하의 조직 배양물에서 배아 생식 세포를

성장시키는 것이 가능하다. EGC와 ESC는 모두 다능성이다. 본 발명의 목적을 위해, 용어 "ESC"는 때로는 배아

생식 세포를 포함하도록 광범위하게 사용된다. 

유도된 다능성 줄기 세포(iPSC)[0034]

일부 측면에서, iPSC는 특정 줄기 세포-관련 유전자를 성인 섬유 모세포와 같은 비-다능성 세포로 형질 감염시[0035]

킴으로써 유도된다. 형질감염은 레트로 바이러스와 같은 바이러스 벡터를 통해 달성될 수 있다. 형질 감염된 유

전자에는,  다른  유전자들이  유도  효율을  향상시키는  것으로  알려져  있지만,  마스터  전사  조절  인자  Oct-

3/4(Pouf51)와 Sox2가 포함된다. 3~4 주 후, 소수의 형질 감염된 세포는 다능성 줄기 세포와 형태학적으로 생화

학 적으로 유사하기 시작하며, 형태학적 선택, 배가된 시간을 통해 또는 리포터 유전자 및 항생제 선택을 통해

전형적으로 단리된다. 본 명세서에 사용된 iPSC에는, 비제한적으로, 마우스의 1 세대 iPSC, 2 세대 iPSC 및 인

간 유도 다능성 줄기 세포가 포함된다. 

일부 측면에서 비-바이러스 기반 기술을 사용하여 iPSC를 생성할 수 있다. 일부 측면에서, 아데노바이러스가 사[0036]

용되어 마우스의 피부 및 간세포 DNA로 필요한 4 개의 유전자를 수송할 수 있는데, 이것은 결과적으로 배아 줄

기 세포와 동일한 세포를 야기한다. 아데노 바이러스는 자신의 유전자를 표적화된 숙주와 결합시키지 않기 때문

에, 종양 생성의 위험이 제거된다. 일부 측면에서, 재프로그램화는, 비록 효율이 매우 낮지만, 바이러스 형질감

염 없이 플라스미드를 통해 수행될 수 있다. 다른 측면에서, 단백질의 직접 전달을 사용하여 iPSC를 생성함으로
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써, 바이러스 또는 유전적 변형의 필요성이 제거된다. 일부 구현예에서, 마우스 iPSCs의 생성은 하기의 유사한

방법론을 사용하여 가능하다: 폴리-아르기닌 앵커를 통해 세포 내로 보내진 특정 단백질로 세포를 반복적으로

처리하면 다능성을 유도하기에 충분했다. 일부 측면에서, 다능성 유도 유전자의 발현은 저 산소 조건 하에서

FGF2로 체세포를 처리함으로써 또한 증가될 수 있다.

배아 줄기 세포에 대한 자세한 내용은 예를 들어, Kaji et al., 2009, "Virus free induction of pluripotency[0037]

and subsequent excision of reprogramming factors," Nature 458:771-775; Woltjen et al., 2009, "piggyBac

transposition reprograms fibroblasts to induced pluripotent stem cells," Nature 458:766-770; Okita et

al.,  2008,  "Generation  of  Mouse  Induced  Pluripotent  Stem  Cells  Without  Viral  Vectors,"  Science

322(5903):949-953;  Stadtfeld  et  al.,  2008,  "Induced  Pluripotent  Stem  Cells  Generated  without  Viral

Integration,"  Science  322(5903):945-949;  and  Zhou  et  al.,  2009,  "Generation  of  Induced  Pluripotent

Stem Cells Using Recombinant Proteins," Cell Stem Cell 4(5):381-384에서 발견될 수 있고; 이들 각각은 그

전체가 본 명세서에 통합된다. 

일부 측면에서, 예시적인 iPS 세포주는, 비제한적으로, iPS-DF19-9; iPS-DF19-9; iPS-DF4-3; iPS-DF6-9; iPS[0038]

(포피); iPS(IMR90); 및 iPS(IMR90)을 포함한다. 

최종 내배엽 [0039]

본 개시의 HCO는 최종 내배엽(DE)라고 불리는 단순한 세포 시트에서 유도될 수 있다. 전구체 세포에서 최종 내[0040]

배엽을 유도하는 방법은 D'  Armor  2005  및 Spence  et  al.  등에 의해 교시된 바와 같이 당업계에 잘 알려져

있다. 전방 DE는 전장 및 그것과 관련된 기관, 예컨대 간과 췌장을 형성하고 후방 DE는 중간 장 및 후장(midgut

and hindgut)을 형성하여, 소장 및 대장 및 비뇨 생식기 계통의 일부를 형성한다. 마우스, 병아리 및 개구리 배

아를 이용한 연구는 낭배기(gastrula stage)의 DE에서 전-후방 패턴을 확립하는 것이 후속 전방-후방 발달을 위

한 전제 조건임을 시사한다. Wnt 및 FGF 신호 전달 경로는 이 과정에 중요하며 후방 내배엽 및 후장의 운명

(fate)을 촉진하고, 전방 내배엽 및 전장 운명을 억제하는 작용을 한다고 알려져 있다. 후장의 단순한 입방 상

피는 우선 거짓중층 원주 상피로 발달하고, 이어서 가정에 있는 조상 부위와 일치하는 융모의 기초에 극화된 원

주 상피와 증식 부위를 포함하는 융모로 발달한다. 

출원인은 본원에서 DE의 분화를 장 조직, 특히 인간 결장 조직 으로 체외에서 유도하기위한 견고하고 효율적인[0041]

방법을 설명한다. 유도된 분화는 iPSC 및/또는 DE 세포에서 특정 신호 전달 경로를 선택적으로 활성화시킴으로

써 달성될 수 있다. 

일반적으로 장 발달과 관련된 경로의 추가 세부 사항은 예를 들어, Sancho et al., 2004, "Signaling Pathways[0042]

in  Intestinal  Development  and  Cancer,"  Annual  Review  of  Cell  and  Developmental  Biology  20:695-723;

Logan and Nusse, 2004, "The Wnt Signaling Pathway in Development and Disease," Annual Review of Cell

and  Developmental  Biology  20:781-810;  Taipale1  and  Beachy1,  2001,  "The  Hedgehog  and  Wnt  signalling

pathways  in  cancer,"  Nature  411:349-354;  Gregorieff  and  Clevers,  2005,  "Wnt  signaling  in  the

intestinal epithelium: from endoderm to cancer," Genes & Dev. 19: 877-890에서 발견되고; 이들 각각은 그

전체가 본 명세서에 참고 문헌으로 포함된다. DE 발달과 관련된 신호 전달 경로의 기능에 대한 좀 더 자세한 내

용은 예를 들어 Zorn and Wells, 2009, "Vertebrate endoderm development and organ formation," Annu Rev

Cell Dev Biol 25:221-251; Dessimoz et al., 2006, "FGF signaling is necessary for establishing gut tube

domains  along  the  anterior-posterior  axis  in  vivo,"  Mech  Dev  123:42-55;  McLin  et  al.,  2007,

"Repression  of  Wnt/{beta}-catenin  signaling  in  the  anterior  endoderm  is  essential  for  liver  and

pancreas development. Development," 134:2207-2217; Wells and Melton, 2000, Development 127:1563-1572;

de  Santa  Barbara  et  al.,  2003,  "Development and differentiation of the intestinal epithelium," Cell

Mol Life Sci 60(7): 1322-1332에서 발견될 수 있고; 이들 각각은 그 전체가 본 명세서에 통합된다. 

다능성 세포(예:iPSC 또는 ESC)에서 최종 내배엽을 생산하는 방법은 본원에 기술된 방법에 적용할 수 있다. 일[0043]

부 측면에서, 다능성 세포는 상실배에서 유도된다. 일부 측면에서, 다능성 줄기 세포는 줄기 세포이다. 이러한

방법에 사용되는 줄기 세포에는, 비제한적으로, 배아 줄기 세포가 포함된다. 배아 줄기 세포는 배아 내 세포 덩

어리 또는 배아 생식선에서 유래될 수 있다. 배아 줄기 세포 또는 생식 세포는, 비제한적으로, 인간을 비롯한

다양한 포유 동물 종을 포함하는 다양한 동물 종에서 유래할 수 있다. 일부 측면에서, 최종 내배엽을 생산하기

위해 인간 배아 줄기 세포가 사용된다. 일부 측면에서, 최종 내배엽을 생산하기 위해 인간 배아 생식 세포가 사

용된다. 일부 측면에서, 최종 내배엽을 생성하기 위해 iPSC가 사용된다. 
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일부 측면에서, 다능성 줄기 세포에서 DE 세포로의 분화 과정에 하나 이상의 성장 인자가 사용된다. 분화 과정[0044]

에서 사용되는 하나 이상의 성장 인자에는 TGF-β 수퍼 패밀리에서의 성장 인자가 포함될 수 있다. 이와 같은

측면에서, 하나 이상의 성장 인자는 성장 인자의 TGF-베타 수퍼 패밀리의 Nodal/Activin 및/또는 BMP 서브 그룹

을 포함할 수 있다. 일부 측면에서, 하나 이상의 성장 인자는 Nodal, Activin A, Activin B, BMP4, Wnt3a 또는

임의의 이들 성장 인자의 조합으로 이루어진 군에서 선택된다. 일부 측면에서, 배아 줄기 세포 또는 생식 세포

및 iPSC는 하나 이상의 성장 인자로 6 시간 이상; 12 시간 이상; 18 시간 이상; 24 시간 이상; 36 시간 이상;

48 시간 이상; 60 시간 이상; 72 시간 이상; 84 시간 이상; 96 시간 이상; 120 시간 이상; 150 시간 이상; 180

시간 이상; 또는 240 시간 이상 처리된다. 일부 측면에서, 배아 줄기 세포 또는 생식 세포 및 iPSC는 10ng/ml

이상; 20ng/ml 이상; 50ng/ml 이상; 75ng/ml 이상; 100ng/ml 또는 그 이상; 120ng/ml 또는 그 이상; 150ng/ml

이상; 200ng/ml 이상; 500ng/ml 이상; 1,000ng/ml 이상; 1,200ng/ml 이상; 1,500ng/ml 이상; 2,000ng/ml 이상;

5,000ng/ml 이상; 7,000ng/ml 이상; 10,000ng/ml 또는 그 이상; 또는 15,000ng/ml 이상의 농도로 상기 하나 이

상의 성장 인자로 처리된다. 일부 측면에서, 성장 인자의 농도는 처리 과정 중에 일정한 수준으로 유지된다. 다

른 측면에서, 성장 인자의 농도는 처리 과정 동안 변경된다. 일부 측면에서, 성장 인자는 다양한 HyClone 농도

를 갖는 태아 소 세린(FBS)을 포함하는 배지에 현탁된다. 당업자는 본원에 기재된 처방이 단독으로 또는 조합하

여 임의의 공지된 성장 인자에 적용 가능하다는 것을 이해할 것이다. 둘 이상의 성장 인자가 사용될 때, 각 성

장 인자의 농도는 독립적으로 변화될 수 있다. 

일부 측면에서, 최종 내배엽 세포에 풍부한 세포 집단이 사용된다. 일부 측면에서, 최종 내배엽 세포는 단리되[0045]

거나 실질적으로 정제된다. 일부 측면에서, 단리되거나 실질적으로 정제된 최종 내배엽 세포는 SOX17, FOXA2 및

/또는 CXRC4 표지자를 OCT4, AFP, TM, SPARC 및/또는 SOX7 표지자보다 더 많이 발현한다. 최종 내배엽을 갖는

세포 집단을 풍부하게 하는 방법 또한 고려된다. 일부 측면에서, 최종 내배엽 세포는 정제된 내배엽 세포의 표

면 상에 존재하지만 다른 세포의 표면 상에 존재하지 않는 분자에 결합하는 시약과 세포를 접촉시키고, 이어서

시약에 결합된 세포를 단리함으로써, 혼합된 세포 집단에서 단리되거나 실질적으로 정제될 수 있다. 특정 측면

에서, 최종 내배엽 세포의 표면 상에 존재하는 세포 성분은 CXCR4이다.

본 발명에서 사용될 수 있는 DE 세포를 획득하거나 생성하기 위한 추가의 방법에는, 비제한적으로, D'Amour et[0046]

al.의 미국 특허 제 7,510,876 호; Fisk 등의 미국 특허 제 7,326,572 호; Kubo1 et al., 2004, "Development

of  definitive  endoderm  from  embryonic  stem  cells  in  culture,"  Development  131:1651-1662;  D'Amour  et

al.,  2005,  "Efficient  differentiation  of  human  embryonic  stem  cells  to  definitive  endoderm,"  Nature

Biotechnology  23:1534-1541;  and  Ang  et  al.,  1993,  "The  formation  and  maintenance  of  the  definitive

endoderm lineage in the mouse: involvement of HNF3/forkhead proteins," Development 119:1301-1315에 기

술된 것이 포함되고; 이들 각각은 전체가 본원에 참조로 통합된다. 

최종 내배엽에서 중장-후장 회전 타원체로[0047]

일부 측면에서, DE의 사후 내배엽 세포는 하나 이상의 특화된 세포 유형으로 추가로 발달된다. 액티빈에 의해[0048]

유도되는 최종 내배엽(DE)은 FGF/Wnt에 의해 유도된 후방 내배엽 패턴화, 후장 지정(specification) 및 형태 형

성, 및 최종적으로, 장 세포 성장, 형태 형성 및, 장 세포, 배상 세포, 파네스 세포 및 장내분비 세포를 비롯한

기능성 장 세포 유형으로의 세포분화를 촉진한 장 발달 배양 체계(pro-intestinal culture system)를 추가로 겪

을 수 있다. 일부 측면에서, 인간 PSC는 체외에서 분비, 내분비 및 흡수 세포 유형을 포함할 수 있는 장 상피로

효율적으로 분화하도록 유도된다. 성장 인자와 같은 분자가 특정 유형의 장 조직 형성을 촉진시키기 위해 임의

의 성장 단계에 첨가될 수 있음이 이해될 것이다. 

ESC 및 iPSC와 같은 PSC는 처음에는 최종 내배엽(DE)으로, 이어서 중장-후장 상피 및 중간엽(예를 들어 , 후장[0049]

회전 타원체)으로, 그러고 나서 장 조직으로 단계별 또는 비-단계별로 유도된 분화를 겪는다. 일부 측면에서,

최종 내배엽 세포 및 hESC는 하나 이상의 성장 인자로 처리된다. 

일부 측면에서, 용해성 FGF 및 Wnt 리간드는 iPSCs 또는 ESCs에서 발달된 DE를, 직접 분화를 통해, 모든 주요[0050]

장 세포 유형을 효율적으로 유발하는 후장 상피로 전환시키는 배양물에서 조기 후장 지정을 모방하는 데 사용된

다. 인간에서, DE의 직접 분화는 장 발달에 중요한 특정 신호 전달 경로를 선택적으로 활성화시킴으로써 이루어

진다. 임의의 FGF 리간드와 조합하여 임의의 Wnt 신호 전달 단백질의 발현을 변경하면 본원에 기술된 바와 같은

직접적인 분화를 일으킬 수 있음이 당업자에 의해 이해될 것이다. 

더 자세한 내용은 예를 들어 Liu et al., "A small-molecule agonist of the Wnt signaling pathway," Angew[0051]

Chem  Int  Ed  Engl.  44(13):1987-1990  (2005);  Miyabayashi  et  al.,  "Wnt/beta-catenin/CBP  signaling
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maintains long-term murine embryonic stem cell pluripotency," Proc Natl Acad Sci U S A. 104(13):5668-

5673 (2007); Zhang et al., "Small-molecule synergist of the Wnt/beta-catenin signaling pathway," Proc

Natl  Acad  Sci  U  S  A.  104(18):7444-7448  (2007);  Neiiendam  et  al.,  "An  NCAM-derived  FGF-receptor

agonist, the FGL-peptide, induces neurite outgrowth and neuronal survival in primary rat neurons," J

Neurochem.  91(4):920-935  (2004);  Shan  et  al.,  "Identification  of  a  specific  inhibitor  of  the

dishevelled  PDZ  domain,"  Biochemistry  44(47):15495-15503  (2005);  Coghlan  et  al.,  "Selective  small

molecule  inhibitors  of  glycogen  synthase  kinase-3  modulate  glycogen  metabolism  and  gene

transcription," Chem Biol. 7(10):793-803 (2000); Coghlan et al., "Selective small molecule inhibitors

of  glycogen  synthase  kinase-3  modulate  glycogen  metabolism  and  gene  transcription,"  Chemistry  &

Biology 7(10):793-803; and Pai et al., "Deoxycholic acid activates beta-catenin signaling pathway and

increases colon cell cancer growth and invasiveness," Mol Biol Cell. 15(5):2156-2163 (2004)에서 발견되

고; 이들 각각은 그 전문이 본원에 참고로 통합된다. 

일부 측면에서, Wnt  및/또는 FGF  신호 전달 경로와 관련된 세포 성분 요소를 표적으로 하는 siRNA  및/또는[0052]

shRNA는 이러한 경로를 활성화시키는데 사용될 수 있다. 

Wnt 신호 전달 경의 조절제/활성화제에는 Wnt1, Wnt2, Wnt2b, Wnt3, Wnt3a, Wnt4, Wnt5a, Wnt5b, Wnt6, Wnt7a,[0053]

Wnt7b, Wnt8a, Wnt8b, Wnt9a, Wnt9b, Wnt10a, Wnt10b, Wnt11 및 Wnt16이 포함된다. 일부 측면에서, 경로의 조

절은 전술한 경로를 활성화시키는 소분자 조절제 또는 단백질 조절제 또는 상기 경로를 활성화시키는 단백질의

사용을 통해 이루어질 수 있다. 예를 들어, Wnt 경로의 소형 분자 조절제에는, 비제한적으로, 염화 리튬; 2-아

미노-4,6-이중 치환된 피리미딘(헤테로) 아릴피리미딘; IQ1; QS11; NSC668036; DCA 베타 카테닌; 2-아미노-4-

[3,4-(메틸렌디옥시)-벤질-아미노]-6-(3-메톡시페닐) 피리 미딘이 포함된다. Wnt 신호 전달의 예시적인 천연 억

제제에는, 비제한적으로, Dkk1, SFRP 단백질 및 FrzB이 포함된다. 일부 측면에서, 외인성 분자에는, 비제한적으

로, WAY-316606과 같은 소형 분자; SB-216763; 또는 BIO(6-브로모 인디루빈-3'-옥심)이 포함된다. 일부 측면에

서, Wnt 및/또는 FGF 신호 전달 경로와 관련된 세포 성분 요소를 표적으로 하는 siRNA 및/또는 shRNA는 이러한

경로를 활성화시키는데 사용될 수 있다. 당해 분야의 숙련자는 표적 세포 성분에, 비제한적으로, SFRP 단백질;

GSK3, Dkk1 및 FrzB이 포함됨을 이해할 것이다. 추가적인 조절제에는 Wnt 신호 전달 경로를 활성화시키는, GSK3

를 억제하는 분자 또는 단백질이 포함된다. 예시적인 GSK3 억제제에는, 비제한적으로, 예를 들어 GSK3 를 억제

하는 Chiron/CHIR99021이 포함된다. 당업자는 개시된 방법을 수행하기에 적합한 GSK3 억제제를 인식할 것이다.

GSK3 억제제는 약 1uM 내지 약 100uM, 또는 약 2uM 내지 약 50uM, 또는 약 3uM 내지 약 25uM의 양으로 투여될

수 있다. 당업자라면 적절한 양 및 기간을 쉽게 알 수 있을 것이다.

섬유 아세포 성장 인자(Fibroblast growth factor, FGF)는 혈관 신생, 상처 치유 및 배아 발육과 관련된 성장[0054]

인자군이다. 일부 측면에서, 임의의 FGF가 Wnt 신호 경로에서 유래된 단백질과 함께 사용될 수 있다는 것이 당

업자에 의해 이해될 것이다. 일부 측면에서, 가용성 FGF에는, 비제한적으로, FGF4, FGF2 및 FGF3이 포함된다.

일부 구현예에서,  FGF  신호 전달 경로는 FGF1  ,  FGF2,  FGF3,  FGF4,  FGF10,  FGF11,  FGF12,  FGF13,  FGF14,

FGF15, FGF16, FGF17, FGF18, FGF19, FGF20, FGF21, FGF22 및 FGF23로 이루어진 군에서 선택된 하나 이상의 분

자와 전구 세포를 접촉시킴으로써 활성화된다. 일부 구현예에서, FGF 신호 전달 경로와 관련된 세포 성분 요소

를 표적으로 하는 siRNA 및/또는 shRNA는 이러한 경로를 활성화시키는데 사용될 수 있다. Wnt 및 FGF 신호 전달

경로와 관련하여 본원에 기술된 방법 및 조성물이 실시예에 의해 제공됨을 당업자가 이해할 것이다. 유사한 방

법 및 조성물이 본원에 개시된 다른 신호 전달 경로에도 적용 가능하다. 

일부 측면에서, DE  배양물은 본원에 기재된 신호 전달 경로의 하나 이상의 조절제로 6  시간 이상; 12  시간[0055]

이상; 18 시간 이상; 24 시간 이상; 36 시간 이상; 48 시간 이상; 60 시간 이상; 72 시간 이상; 84 시간 이상;

96 시간 이상; 120 시간 이상; 150 시간 이상; 180 시간 이상; 200 시간 이상, 240 시간 이상; 270 시간 이상;

300  시간 이상; 350  시간 이상; 400  시간 이상; 500  시간 이상; 600  시간 이상; 700  시간 이상; 800  시간

이상; 900 시간 이상; 1,000 시간 이상; 1,200 시간 이상; 또는 1,500 시간 이상 동안 처리된다. 

일부 측면에서, DE 배양물은 10ng/ml 이상; 20ng/ml 이상; 50ng/ml 이상; 75ng/ml 이상; 100ng/ml 또는 그 이[0056]

상; 120ng/ml 또는 그 이상; 150ng/ml 이상; 200ng/ml 이상; 500ng/ml 이상; 1,000ng/ml 이상; 1,200ng/ml 이

상; 1,500ng/ml 이상; 2,000ng/ml 이상; 5,000ng/ml 이상; 7,000ng/ml 이상; 10,000ng/ml 또는 그 이상; 또는

15,000ng/ml 이상의 농도로 본원에 기재된 FGF 신호 전달 경로의 하나 이상의 분자로 처리된다. 일부 측면에서,

신호 전달 분자의 농도는 처리 과정 중에 일정하게 유지된다. 다른 측면에서, 신호 전달 경로의 분자의 농도는

등록특허 10-2807995

- 14 -



처리 과정 동안 변화된다.  일부 측면에서, 본 발명에 따른 신호 전달 분자는 DMEM  및 소 태아 혈청(fetal

bovine serine, FBS)을 포함하는 배지에 현탁된다. FBS는 2 % 이상; 5 % 이상; 10 % 이상; 15 % 이상; 20 % 이

상; 30 % 이상; 또는 50 % 이상의 농도일 수 있다. 당업자는 본원에 기술된 요법이, 비제한적으로, Wnt 및 FGF

신호 전달 경로의 임의의 분자를 포함하는, 본원에 기재된 신호 경로의 임의의 공지된 분자에, 단독으로 또는

조합하여 적용 가능하다는 것을 이해할 것이다. 

2 개 이상의 신경전달 분자가 DE 배양물을 처리하는 데 사용되는 측면에서, 신호 전달 분자는 동시에 또는 개별[0057]

적으로 첨가될 수 있다. 2 개 이상의 분자가 사용되는 경우, 각각의 농도는 독립적으로 변할 수 있다. 

CDX2의 발현은 DE가 FGF 신호 전달 활성화제 및 Wnt 신호 활성화제, 예를 들어, FGF4 및 Wnt3a와 함께, 예를 들[0058]

어 12 시간 이상; 18 시간 이상; 24 시간 이상; 36 시간 이상; 48 시간 이상; 60 시간 이상; 또는 90 시간 이상

동안 배양된 후, 후장 형성 경향을 나타내기 위해 사용될 수 있다. 일부 측면에서, 장기간 발현된 CDX2에 의해

측정된 안정한 후 내배엽 표현형을 달성하기 위해 보다 긴 배양 시간이 필요하다. 이와 같은 일 측면에서, 배양

기간은 60 시간 이상; 72 시간 이상; 84 시간 이상; 96 시간 이상; 108 시간 이상; 120 시간 이상; 140 시간 이

상; 160 시간 이상; 180 시간 이상; 200 시간 이상; 240 시간 이상; 또는 300 시간 이상이 될 수 있다.

대안적으로, 일부 측면에서, 전장 표지자 Sox2, Pdx1, Cldn18 및 알부민과 같은 세포 성분의 부재는 유도된 후[0059]

장 형성을 나타내는 데 사용될 수 있다. 일부 측면에서, 장내 전사 인자 CDX2, KLF5 및 SOX9가 장 발달을 나타

내는 데 사용될 수 있다. 일부 측면에서, GATA6 단백질 발현이 장 발달을 나타내는 데 사용될 수 있다. 이와 같

은 측면에서, 배양 기간은 12 시간 이상; 18 시간 이상; 24 시간 이상; 36 시간 이상; 48 시간 이상; 60 시간

이상; 또는 90 시간 이상이 될 수 있다. 대안적으로, 배양 기간은 60 시간 이상; 72 시간 이상; 84 시간 이상;

96 시간 이상; 108 시간 이상; 120 시간 이상; 140 시간 이상; 160 시간 이상; 180 시간 이상; 200 시간 이상;

240 시간 이상; 또는 300 시간 이상이 될 수 있다.

일부 측면에서, 세포 성분 예를 들어, 단백질 및/또는 유전자 발현 수준의 풍부 데이터는 관련 신호 경로에서[0060]

분자를 표적으로 하는 1 차 및/또는 2 차 항체를 사용하는 면역 조직 화학에 의해 결정된다. 다른 측면에서, 세

포 성분, 예를 들어, 단백질 및/또는 유전자 발현 수준의 의 풍부 데이터는 마이크로어레이 분석에 의해 결정된

다. 

또 다른 방법으로, 형태학적 변화는 유도된 분화의 진행을 나타내는 데 사용될 수 있다. 일부 측면에서, 후장[0061]

회전 타원체는 추가 성숙을 위해 3 차원 배양 조건에 추가로 종속된다. 다른 측면에서, 중간엽 세포에 의해 둘

러싸인 고도의 복잡한(convoluted) 상피가 후장의 회전 타원체 형성 후에 관찰 될 수 있다. 또한, 장 유사장기;

분극된 원주 상피; 배상 세포; 또는 평활근 세포가 6 일 이상; 7 일 이상; 9 일 이상; 10 일 이상; 12 일 이상;

15 일 이상; 20 일 이상; 25 일 이상; 28 일 이상; 32 일 이상; 36 일 이상; 40 일 이상; 45 일 이상; 50 일

이상; 또는 60 일 이상 관찰 될 수 있다. 

중장-후장 회전 타원체에서 결장 유사 장기로 [0062]

FGF 및 WNT 신호 전달 외에도, BMP(Bone Morphogenetic Protein), 특히 BMP2 및 BMP4가 후방/후장 운명을 촉진[0063]

하고 전장 운명을 억압할 수 있음이 밝혀졌다. 또한, BMP 신호 전달은 장의 뚜렷한 부위 유형의 형성을 조절한

다. 후장 단계 후에 noggin으로 BMP를 억제하면 근위 장의 운명(십이지장/공장)이 촉진된다. 후장 단계 후에

BMP 신호 전달을 활성화 시키면 좀더 먼 원위 장 세포의 운명(맹장/결장)이 촉진된다. 

BMP의 활성화는 상기 인간 결장 유사장기를 형성하기에 충분한 시간 동안 중장-후장 회전 타원체를 BMP 활성화[0064]

제 및 EGF 신호 전달 경로 활성화제와 접촉시킴으로써 수행될 수 있다. 배양기간의 경계는 인간 결장 유사장기

가 SATB2를 발현하는 시점에 의해 정의될 수 있다. 적합한 BMP 활성화제 및 EGF 신호 전달 경로 활성화제는 당

업자에 의해 용이하게 이해될 것이다. 적합한 BMP 활성화제에는, 예를 들어 BMP2, BMP4, BMP7, BMP9 및 단백질,

또는  벤트로모르핀(Genthe  등,  2017)과  같은  소분자  작용제 또는 작용제로서 작용하는 단백질이 포함될 수

있다. BMP 활성화제 및 EGF 신호 전달 경로 활성화제는 약 1 일 내지 약 3 일 동안 중장-후장 회전 타원체와 접

촉될 수 있다. BMP 신호 전달은 처음 3 일 이내에 활성화될 수 있다. 일 측면에서, BMP 활성화제 및 EGF 신호

전달 경로 활성화제의 접촉 단계는 24 시간 내지 약 10 일, 또는 약 48 시간 내지 약 9 일, 또는 약 3 일 내지

약 8  일,  또는 약 4  일 약 8  일,  또는 약 5  일 내지 약 7  일 동안 지속될 수 있다. 적합한 EGF  활성화

인자에는, 예를 들어 TGF 알파, HB-EGF, 암피레굴린, 에피겐, 베타 셀 룰린 및, db-cAMP와 같은 소분자가 포함

될 수 있다. EGF 활성화제는 약 10ng/ml 내지 10,000ng/ml의 농도로 약 24 시간 내지 약 10 일 또는 약 48 시

간 내지 약 9 일, 또는 약 3 일 내지 약 8 일, 또는 약 4 일 내지 약 8 일, 또는 약 5 일 내지 약 7 일 동안,
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중장-후장 회전 타원체와 접촉될 수 있다. 

상기 중장-후장 회전 타원체는 5ng/ml 이상; 20ng/ml 이상; 50ng/ml 이상; 75ng/ml 이상; 100ng/ml 또는 그 이[0065]

상; 120ng/ml 또는 그 이상; 150ng/ml 이상; 200ng/ml 이상; 500ng/ml 이상; 1,000ng/ml 이상; 1,200ng/ml 이

상;  1,500ng/ml  이상;  2,000ng/ml  이상;  5,000ng/ml  이상;  7,000ng/ml  이상;  10,000ng/ml  이상;  또는

15,000ng/ml 이상의 농도로 BMP 활성화제 및/또는 EGF 활성화제와, 단독으로 또는 조합하여 접촉될 수 있다. 일

부 구현예에서, 신호 전달 분자의 농도는 처리 과정 동안 일정하게 유지된다. 다른 구현예에서, 신호 전달 경로

의 분자의 농도는 처리 과정 동안 변화된다. 일부 구현예에서, 본 발명에 따른 신호 전달 분자는 DMEM 및 소 태

아 혈청(fetal  bovine  serine,  FBS)을 포함하는 배지에 현탁된다. FBS는농도가 2  %  이상; 5  %  이상; 10  %

이상; 15 % 이상; 20 % 이상; 30 % 이상; 또는 50 % 이상일 수 있다. 당업자는 본원에 기술된 요법이 본원에 기

재된 신호 경로의 임의의 공지된 분자에 단독으로 또는 조합하여 적용 가능하다는 것을 이해할 것이다.

실시예[0066]

하기 비 제한적인 실시예는 본원에 개시된 본 발명의 측면을 추가로 설명하기 위해 제공된다. 하기 실시예에 개[0067]

시된 기법은 본 발명의 실시에서 잘 기능하는 것으로 밝혀진 방법을 나타내므로 그 실시를 위한 모드의 예를 구

성하는 것으로 간주될 수 있다는 것이 당업자에게 자명하다. 그러나, 당업자라면, 본 개시 내용에 비추어 본 발

명의 사상 및 범위를 벗어나지 않고 개시된 특정 측면에서 많은 변화가 이루어질 수 있고 여전히 유사하거나 유

사한 결과를 얻을 수 있음을 이해해야 한다.

위장관의 상피는 이것은 장배 형성(gastrulation) 중에 확립되는 일차 배아층 중 하나인 최종 내배엽에서 유래[0068]

된다. 장관 형태 생성 과정은 최종 내배엽을 전장, 중장 및 후장을 갖는 원시적 장관으로 변형시킨다. 중장은

소장 및 근위부의 대장을 생성하고, 후장은 원위 대장과 직장을 야기한다(Zorn and Wells, 2009). 소장은 영양

분의 흡수와 철분 흡수에 관여하는 십이지장, 영양소의 소화 흡수에 관여하는 공장 및 담즙산과 비타민-B12의

흡수에 관여하는 회장(ileum)의 세 부분으로 세분된다(Jeejeebhoy, 2002). 대장은 물과 전해질의 흡수에 관여하

는  맹장,  결장  및  직장으로  세분된다(Jeejeebhoy,  2002).  최근의  진보가  소장의  발달을  밝혀  주었지만

(Finkbeiner et al., 2015; Spence et al., 2011; Watson et al., 2014), 사람의 대장/결장 발달에 대해서는

거의 알려지지 않았다. 또한 위장관의 이들 부위에 생기는 질병들, 대장염, 결장암, 용종증, 과민성 대장 증후

군이 널리 퍼져 있다(Molodecky et al., 2012; Siegel et al., 2014; Zbuk and Eng, 2007). 용종증과 장암의

동물 모델은 폴립과 종양이 소장에서 우선적으로 형성되고 드물게 결장이나 직장에서 형성되기 때문에 제한적이

다(Haramis et al., 2004; He et al., 2004; Moser et al., 1990).

본 출원인은 이전에 인간 다능성 줄기 세포가 소장의 배아 발달과 유사한 유도성 분화 단계를 통해 장 조직으로[0069]

분화될  수  있는  방법을  기재하였다.  우선,  다능성  줄기  세포가  Activin  A로  처리하여  최종  내배엽으로

분화된다. 고농도의 Wnt 및 FGF에 최종 내배엽의 노출이 중장-후장 관 회전 타원체로 형태 형성을 유도한다. 일

단 형성되면, 이러한 중장-후장 회전 타원체는 장의 성장을 촉진하는 조건 하에 3 차원 배양에서 성장하면, 체

내 소장 발달과 유사한 단계를 통해 이행하여 인간 장 유사장기(HIO)를 형성한다 (Spence et al., 2011). HIO는

소장의  동일성을  가지고  있으며  소장  생물학  모델링에  매우  유용함이  입증되었다(Bouchi  et  al.,  2014;

Finkbeiner et al., 2015; Watson et al., 2014; Xue et al., 2013). 그러나 지금까지는 PSC에서 유래한 대장

유사장기가 개발되지 않았으며, 대장에서 질병의 유행을 감안할 때, 이러한 시스템은 위장관의 이 부위에서 발

달 및 질병 기전의 연구를 허용할 것이다. 

대장 유사장기를 생성하는 방법을 개발하기 위해, 본 출원인은 먼저 개구리, 생쥐 및 인간에서 추정되는 대장[0070]

상피의 최종 표지자로 Satb2를 식별하였다. Satb2를 표지자로 사용하여, 출원인은 후각-복부 발달에서 BMP의 공

지된 역할과 일치하는, 개구리 및 마우스의 후방 장 내배엽의 지정에 BMP 신호 전달이 요구됨을 보여 주었다

(Kumar et al., 2003; Roberts 등, 1995; Sherwood et al., 2011; Tiso et al., 2002; Wills et al., 2008).

또한 PSC 유래 장관 배양에서 3 일간 BMP 신호 전달의 자극이 후방 HOX 코드를 유도하고 SATB2- 발현 결장 유사

장기를  형성하는데  충분하다.  인간  결장  유사장기(HCO)는  대장과  일치하는  표지자  프로필과  세포  유형을

가졌다.  또한  HCO는,  HIOs는  아니지만,  NEUROG3의  발현에  반응하여  결장  장내분비  세포(colonic

enteroendocrine cell, EEC)를 형성함으로써, HCO가 기능적으로 결장 부위에 전념한다는 것을 보여 주었다. 또

한 면역 저하 마우스의 신피막 아래 이식되고 8-10 주 동안 체내에서 성장한 HCO는 결장 형태를 갖는 조직을 형

성하고, 결장 특이적 세포 유형을 포함하고, 증식 및 분화 부위 뿐만 아니라 잘 형성된 평활근층을 가짐으로써

부위적 동일성을 유지하였다. 체내에서 자란 유사장기에서 유래된 장 엔테로이드와 콜로노이드가 부위적 동일성

을 유지하였다. 마지막으로, RNA-seq 분석이 HIO와 HCO가 상당한 성숙을 겪었으며, 각각 소장 및 대장의 동일성
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과 일치하는 부위 표지자를 발현함을 입증하였다. 요약하면, 본 출원인은 개구리 및 마우스에서 진화적으로 보

존된 BMP-HOX 경로를 식별하고, 이를 사용하여 후장 패턴화 및 인간 결장 유사장기를 유도하였다. 

결과[0071]

SATB2 발현은 후방 배아 및 성인 장의 장 내배엽을 표시한다.[0072]

중장 및 후장(소장 및 대장으로 추정됨)을 확립하는 분자 경로는, 부분적으로, 잘 정의된 표지자의 부족으로 인[0073]

해 제대로 이해되지 못했다. 이것은 인간 PSC를 부위적으로 뚜렷하게 다른 장 유사장기, 특히 대장 유사장기로

분화하도록 유도하는 능력을 제한했다. 출원인은 따라서 마우스 배아 장관의 상이한 영역을 구별하는 표지자를

식별하고, 이들을 사용하여 조기 창자를 패턴화하는 신호 전달 경로를 조사하였다. 이전의 보고와 일치하게도,

출원인은  e9.5  마우스  배아에서,  Gata4가  후방  전장에서  난황  줄기로의 장  내배엽을 표시함을 발견했다(도

8a)(Aronson et al., 2014; Battle et al., 2008; Beuling et al Beuling et al., 2007a; Beuling et al.,

2007b;  Beuling  et  al.,  2010;  Beuling  et  al.,  2008b;  Bosse  et  al.,  2007;  Kohlnhofer  et  al.,  2016;

Patankar et al., 2012a; Patankar et al., 2012b; Sherwood et al., 2009; Walker et al., 2014). 발달 후기

단계(e11.5-e16.5)에서, Gata4는 후방의 창자가 아니라 전방의 창자를 지속적으로 뚜렷히 표시했다(도 8b~d,

i~j).  이 발현 영역은 마우스(도시되지 않음) 및 인간(도 8k~l)  둘 다에서 성인기까지 손상되지 않은 채로

있다.

후방 태아 장의 표지자를 확인하기 위해, 출원인은 결장에 풍부한 유전자(재료 및 방법 섹션에 기술되어 있음)[0074]

를 찾기 위해 GNCProTM, TiGER 및 Human Protein Atlas와 같은 공공 발현 데이터베이스를 뒤졌고, Satb2가 대

장의 잠재적 표지자임을 발견했다. Satb2는 핵 모세관 결합 부위에 결합하고 염색질 재구성에 관여하는(Gyorgy

et al., 2008) 호메오박스(homeobox) 유전자의 CUT-클래스(Holland et al., 2007)의 구성원이다. 면역 염색은

Satb2 단백질이 e9-9.5에서 마우스 배아의 후 내배엽에서 처음으로 검출되었고, 난황 줄기에서 Gata4(도 8a)와

는 신중한 발현 경계를 형성하였음을 보여주었는데, 이것은 Satb2 + 영역이 이전에 확인된 것(Dobreva et al.,

2006)보다 더 넓은 발현인 후방 창자를 표시 함을 시사한다. Satb2 발현은 발달(e11.5-16.5)(도 8b, c, e, f,

h, j) 전 기간 동안, 그리고 마우스(도시되지 않음) 및 인간(도 8l)의 출생 후 결장에서 후 장내 내배엽을 표시

하였다. 공개된 인간 프로테옴 및 RNA-seq 데이터를 사용하여, 출원인은 GATA4 및 SATB2가 각각 인간 태아 및

성인 장의 근위 및 원위 부위를 차별적으로 표시한다는 것을 확인했다(Bernstein et al., 2010; Fagerberg et

al., 2014)(Wang et al., 2015)(도 9a~c). 이 데이터는 Gata4 및 Satb2 발현 경계가 마우스의 발달 초기에 확

립되고, 마우스 및 인간에서 발달되는 소장 및 대장의 미래 경계를 표시함을 입증한다.

BMP 신호는 배아 후장 내배엽에서의 Satb2 발현에 필요하다.[0075]

출원인은 다음으로 배아에서 후방 창자의 운명을 촉진시키는 경로를 확인하기위한 지표로 Satb2를 사용했다. 출[0076]

원인은 우선BMP 신호 전달이 제브라피시, 손톱개구리속, 병아리 및 마우스의 여러 단계의 발달 단계에서 내배엽

을 패턴화하는 것으로 알려진 역할(Kumar et al., 2003; Roberts et al., 1995; Sherwood et al., 2011; Tiso

et al., 2002; Wills et al., 2008)을 감안하여, 후방 장관에서 활성인지 여부를 판단하였다. 출원인은 BMP 신

호 전달이 인산화된 Smad1/5/8(pSMAD1/5/8)(도 1a~b)에 의해 측정된 바와 같이 e8.5 마우스 배아의 후방 장관의

내배엽 및 중배엽에서 매우 활성임을 관찰하였다. BMP 신호 전달이 후방 장관의 패턴화에 필요한지 여부를 판단

하기 위해, 본 출원인은 BMP 신호 전달 억제제 DMH-1(도 1c)에서 초기 머리주름 단계 마우스 배아(e7.5)를 배양

하였다. 48 시간의 DMH-1 처리 후, 출원인은 pSmad1/5/8 수준의 현저한 감소 및 후방 장관에서의 Satb2 발현의

감소를 보았다(도 2d~k). 또한, 제브라피시의 이전 연구(Sheehan-Rooney et al., 2013)와 일치되게, DMH-1 처

리 배아의 첫 번째 상완 아치에서 Satb2 발현이 상실되었다. DMH-1은 pSmad2/3 수준에 의해 측정된 바와 같이

TGFI3 신호 전달에 영향을 미치지 않았다(도 1f). 척추 동물 종에 걸친 Satb2의 진화적 보존을 감안하여(Li et

al., 2006), 출원인은 BMP가 개구리 배아의 후장에서 Satb2 발현에 필요한지 여부를 조사하였다(도 2l). 마우스

와 유사하게, DMH-1로의 손톱개구리속 배아의 처리 (도 1m~v) 또는 BMP-길항제 Noggin의 형질전환 발현(도시되

지 않음)이 후장 및 상완 아치에서 Satb2 발현의 손실을 초래하였다. BMP 신호 전달은 Smad1/5를 보존된 인핸서

에 직접 결합시킴으로써 마우스 배아 중궁에서 Satb2 발현을 직접 조절하는 것으로 나타났는데(Bonilla-Claudio

et al., 2012), 이는 Satb2가 장에서 또한 직접적인 BMP 표적일 수 있음을 시사한다. 종합적으로 살펴보면 이와

같은 결과는 척추 동물에서 보존 경로를 밝혀주었고, 이로써 BMP 신호 전달이 원위 회장 및 대장을 생성하는 발

달 중인 장관의 대부분의 후방 부위를 정의하는 데 필요함을 보여주었다. 

BMP 신호 전달이 인간 장관 배양물에서 후방의 운명을 촉진한다.[0077]
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출원인은 다음으로 BMP 신호 전달이 이전에 기술된 바(Spence et al., 2011)와 같이 인간 PSC에서 유래된 초기[0078]

CDX2 + 장관 회전 타원체를 사용하여 인간에서 후방 장관을 촉진시키는데 사용될 수 있는지를 조사하였다. 출원

인은 각각 BMP 억제제인 NOGGIN 또는 BMP2를 사용하여 BMP 신호 전달을 각각 억제하거나 활성화 시켰으며(도

2a), 핵 pSMAD1/5/8의 축적에 의해 BMP 신호 수준을 모니터링하였다. 대조군 배양물은 낮은 수준의 pSMAD1/5/8

단백질을 갖고, NOGGIN의 첨가는 이 염색을 취소시켰다(도 2b~d). 대조적으로, BMP2의 첨가는 상피 세포 및 중

배엽 세포 모두에서 pSMAD158의 빠른 축적을 유발하였고, 이는 두 세포 유형이 본 출원인이 마우스 배아에서 관

찰한 것과 유사한 BMP 신호에 반응한다는 것을 시사한다(도 1a~b). 성숙한 마우스 결장을 사용하여 pSmad1/5/8

염색의  특이성을  확인하였으며,  이는  이전에  보고된  바(Hardwick  et  al.,  2004;  van  Dop  et  al.,  2009;

Whissell et al., 2014)와 같이 상부 음와의 분화된 구획으로 제한된 pSmad1/5/8 염색을 나타냈다(도 2e). 유

사장기의 추가 분석에 따르면, 3 일간의 BMP2 처리가 NOGGIN 및 대조군 배양과 비교하여 상피에서 높은 수준의

SATB2 단백질을 유도하는데 충분함이 밝혀졌다(도 2f-i). 이것은 BMP 활동의 짧은 펄스가 회전 타원체 내배엽을

후방 장관 운명으로 패턴화하기에 충분함을 시사한다.

BMP 신호 전달이 내배엽의 전후방 패턴화를 조절하는 것으로 알려져 있지만, 포유 동물에서 A~P 축을 따라 궁극[0079]

적으로 위치 동질성을 부여하는 전사 네트워크에 대해서는 알려진 바가 거의 없다. 출원인은 인간 장관 회전 타

원체 및 RNA-seq를 사용하여 BMP 신호가 발달 중인 인간 창자에서 후방 영역을 확립하는 방법을 식별하였다. 주

성분 분석 결과, BMP로 3 일간 처리한 장관 회전 타원체가 NOGGIN과 대조군으로 처리된 유사장기에서 별도로 군

집되었다(도 2j). 유전자 온톨로지 용어(GO terms)를 조사한 결과, BMP 신호 전달의 조절은 기관 형태 형성, 세

포-세포 신호 전달, 패턴 지정 및 BMP 신호 전달에 대한 세포 반응을 포함하는 다수의 생물학적 과정에 영향을

미친다(도 2k). A~P 패턴화의 가장 결정적인 조절 인자는 HOX 유전자이고, 출원인은 BMP 활성화가 전방 HOX 유

전자의 하향 조절 및 후방 HOX 유전자의 상향 조절을 유도한다는 것을 발견하였다(도 2l). 특히, 출원인은 HOX

10, 11, 12 및 13 그룹의 다중 파라로그(paralog)에서 BMP-매개 증가를 관찰하였다. 이러한 결과는 BMP 신호 전

달이 인간 장관의 패턴화 동안 A~P hox 코드를 광범위하게 조절함을 입증하고, 원위 GI 관이 처음 지정되는 메

커니즘을 시사한다. 

BMP 신호 전달이 SHH의 하류에서 작용하여 후방 HOX 코드를 유도한다.[0080]

이전의 연구에 따르면, 소닉 헤지호그(Shh)가 병아리 배아에서 후장의 패턴화 동안 Bmp4 및 Hox13 발현의 상류[0081]

에서  작용함을  시사한다(도  10a)(Roberts  등,  1995).  그러나,  BMP와  Hox13(도  10b)  간의  상대적인  상위

(epistatic)  관계는 중장 및 후장에서 Bmp4  과발현에 기인한 배아의 치사로 인해 조사되지 않았다(De Santa

Barbara et al., 2005; Roberts et al., 1995). 출원인은 인간 장관 배양물을 사용하여 후방 장관 패턴화 중에

SHH-BMP-HOX13의 상위 관계를 보다 잘 모델링하였다. 평활화된 작용제 SAG로 헤지호그 신호 전달을 활성화 시키

면 BMP 신호 전달 표적 유전자 MSX2 및 중간 엽성 HOX 인자, HOXA13 및 HOXD13의 농도 의존적 활성화가 유도되

었다(도 10c). 그러나, 이들 인자의 SAG-매개된 활성화는 BMP2에 의해 활성화된 분획에 불과했다(도 10c). 출원

인은 HOXA13을 활성화시키는 HH 신호 전달의 능력이 BMP에 전적으로 의존한다는 것을 보여 주었고(도 10d~e),

이것은 보고된 바(Shyer et al., 2015; Walton et al., 2012 Walton et al., 2009; Walton et al., 2016)와

같이 BMP 신호 전달이 SHH의 하류에서 기능함을 확인시켜주었다. BMP 신호 전달이 HH 신호 전달의 후방 HOX 프

로그램을 활성화시키기에 충분한지 여부는 판단되지 않았다. 따라서, 출원인은 SHH 억제제인 사이클로 파민의

존재 하에 BMP에 의한 HOXA13 유도를 조사하였고, SHH 신호 전달이 억제될 때 HOXA13을 유도하는데 BMP2가 충분

하다는 것을 발견하였다(도 10f~g). 이것과 일치하여, BMP 패턴화 동안 SHH 신호 전달의 활성화는 SATB2 발현을

향상시키지 못했다(도 11a). 손톱개구리속의 실험은 SHH와 BMP 사이의 이러한 상위 관계를 확인했는데(데이터는

표시되지 않음), 이것은 메커니즘이 진화적으로 보존되었음을 시사한다. 종합해보면, 출원인의 데이터는 BMP 신

호 전달이 후방 HOX 코드를 활성화시키는 데 충분하고 HH 신호 전달의 하류에서 그렇게 한다는 것을 시사한다. 

체외에서 배양된 BMP 유래 유사장기는 원위 동일성을 유지한다.[0082]

출원인은 다음으로 3 일간의 BMP 처리가 25 일 동안의 유사장기의 연장된 배양 후 안정한 부위별 동일성을 부여[0083]

하기에 충분한지를 조사 하였다(도 3). ONECUT1(근위부 소장 표지자)의 수준은 NOGGIN 및 대조군 처리 기관에서

가장 높았고, BMP2 처리 기관에서 부재하였다(도 3a~d). 반대로, SATB2는 NOGGIN 및 대조군 처리 기관의 상피에

서는 결핍되었지만, BMP2 처리된 기관의 CDX2+ 상피 세포의 거의 모든 곳에서 광범위하게 발현되었다(도 3e~h,

도 11a). 중요하게도, BMP 신호 전달의 조절이 배아 줄기 세포주 H1 및 H9와 유도된 다능성 줄기 세포주(IPSC

54.1 및 IPSC 72.3)(아래 참조)를 포함하여 여러 인간 PSC 세포주에 유사한 근위-원위 패턴화 효과를 나타냈다.

출원인은 체외에서 HIOs에 존재하는 것으로 알려진 다른 세포 유형으로 인해(Spence et al., 2011), NOGGIN 및

대조군 유사장기에서 비-상피성 SATB2 발현(데이터는 표시되지 않음)을 빈번하게 관찰했다. 후방 상피 및 중간
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엽에서 각각 발현되는 HOXB13 및 HOXD13의 시험은 BMP 처리 유사장기가 체외에서 연장된 배양 후 후방 패턴화를

유지함을 추가로 나타내었다(도 11b~c).

배상 세포는 근위부 소장에서 원위 대장까지 저고 구배로 분포하고(Rodriguez-Pineiro et al., 2013), 그래서[0084]

출원인은 배상세포의 수가 근위 유사장기에서는 더 적고 원위 유사장기에서는 더 높은지를 조사하였다. 28 일차

에 MUC2 염색을 분석한 결과, BMP2 처리 유사장기는, 좀더 근위부의 NOGGIN 처리 유사장기 및 대조군 유사장기

(희소한 세포 내 MUC2 염색만을 보임)와 비교하여, 세포 내 MUC2에 의해 가시화된 많은 수의 배상 세포를 가졌

다(도 3i~l). 출원인은 결장 내(소장에서는 아님) (van Klinken et al., 1998)배상 세포의 소집합에 의해 발현

되는 표지자 MUC5B를 사용하여 배상 세포의 부위 동일성을 추가로 확인했다. Mog5B 염색은 Noggin 및 대조군 처

리 28 일차 유사장기에서 부재하였고, BMP2 처리된 유사장기에서는 존재 하였다(도 4m~p). 배상 세포 형태는 오

래된 유사장기에서 더 성숙되었는데(도 11d-i), 44 일차 BMP 처리 유사장기에서, 출원인은 유사장기의 내강으로

점액을 분비하는 과정에서 배상 세포를 관찰 하였다(도 11j-l). BMP처리 유사장기에서 점액 분비를 관찰하는 능

력은 이 유사장기 계가 장의 병태 생리학에서 점액 분비 및 점액의 역할을 연구하는데 유용할 수 있음을 시사한

다.

유사장기의 부위 패턴이 배양 28 일 후에 안정적이었지만, 출원인은 초기 3 일 처리 후 조기 패턴화가 완전히[0085]

확립되었는지를 조사하기를 원했다. 그렇게 하기 위해, 출원인은 3 일간 NOGGIN으로 처리된 회전 타원체를 BMP2

함유 배지로 3 일 동안 이동시켰고, 반대로 3 일간 BMP로 처리 회전 타원체를 NOGGIN 함유 배지로 3 일 동안 이

동시켰다. NOGGIN으로 생성된 근위 유사장기는 BMP2에 반응하여 SATB2를 발현하지 않았으며, 이것은 근위부의

운명이 3 일의 패턴화 후에 안정하다는 것을 보여주었다(도 11a). 역 실험에서, 3 일간의 BMP2 처리가 안정한

원위부의 운명을 유도하기에 충분하지만, 유사장기의 서브 세트는 NOGGIN 처리에 반응하여 SATB2 발현을 상실하

였다(도 11a). 3 일간의 BMP2 처리가 체외 및 체내에서 안정한 결장 운명을 유도하기 위해 충분한 반면(도 12),

초기 후방 장관에는 가소성이 남아있다. 이것은 임신중기의 래트 배아의 결장 내배엽이 소장 내배엽보다 더 부

위적인 가소성을 갖는다는 관측과 일치한다(Ratineau et al., 2003).

BMP 신호 전달에 의한 유사장기 중간엽의 패턴화.[0086]

BMP 신호 전달의 자극이 유사장기 상피에 부위적 동일성을 부여하는 반면, 본 출원인은 또한 패턴화 동안 BMP2[0087]

처리 유사장기의 비-상피 구획에서 pSMAD1/5/8을 관측하였고, 중간엽에서 발현되는 것으로 공지된 후방 HOX 인

자의 상향 조절을 관찰하였다. 중간엽의 패턴화가 안정적인지 또는 상피에서의 지속적인 패턴화 입력이 필요한

지를 판단하기 위해, 출원인은 중간엽 세포 배양물을 단리하여 2~3 주간 확장시켰고, 상기 배양물을 부위별 HOX

유전자의 발현에 대해 분석하였다. 중간엽 배양물은 E-cadherin 발현 세포가 부족하였고, 이것은 상기 배양물이

중간엽으로 구성되었음을 시사한다(그림 3q). 근위 장 중간엽에 풍부한 HOXD3의 분석(Yahagi et al., 2004)이

NOGGIN및 대조군 처리 유사장기에서 유래된 중간엽이 안정한 근위 동일성을 보인 반면, BMP처리 유사장기는

HOXD3의 발현 감소(도 3r) 및, 인간 결장 섬유 아세포에서 계속해서 발현되는(Higuchi et al., 2015), HOXA13

의 높은 수준(도 3s)을 보임을 확인시켜주었다. 종합해 보면, 이러한 데이터는 BMP 신호 전달의 조기 조절이 상

피와 중간엽 모두를 패턴화하고, 상기 중간엽의 패턴화가 상피의 부재에서도 안정하다는 것을 시사한다. 

결장 장내분비 세포의 유도가 BMP2 처리 유사장기에 제한된다. [0088]

여러 ECC 아형의 발달은 소장과 대장의 특정 부위에 국한되어 있다. 예를 들어, 단백질 INSL5의 발현은 결장[0089]

EEC에 국한된다(Burnicka-Turek et al., 2012, Thanasupawat et al., 2013). 결장 동일성의 기능 시험으로서,

출원인은 결장 EEC 표지자 INSL5의 실험적 유도가 BMP2-처리 원위 유사장기에 국한하는지를 판단하였다. 이것을

하기 위해, 출원인은 앞서 기술된 바(McCracken et al., 2017; McCracken et al., 2014)와 같이 독시사이클린

(DOX)  유도성  NEUROG3  발현  카세트를 보유하는 iPSC  세포주를 사용하여 유도차원으로 전-내분비 전사 인자

NEUROG3을 발현시켰다(도 4a). 출원인은 DOX의 6 시간 펄스를 수행하고, 추가 7 일 동안 배양한 후, CHGA 양성

세포에 의해 측정된 EEC의 강력한 유도를 관찰하였다(도 4b~i). 그러나, 본 출원인은 오직 BMP2 처리 유사장기

에서 INSL5 양성 세포를 관찰하였고, 이를 QPCR 분석으로 확인하였다(도 4c~h, j). INSL5 발현 세포가 결장 내

에만 존재한다는 것을 감안할 때, 본 출원인의 데이터는 BMP2 처리 유사장기가 기능적으로 결장암에 전념한다는

것을 강하게 시사한다. SATB2, MUC5B 및 HOXA13과 같은 원위 표지자의 발현 및 결장 특이적 ECC를 생성할 수 있

는 능력은 BMP2 처리 유사장기가 결장이며, 따라서 인간 결장 유사장기(HCOs)로 언급 될 것이라는 결론을 뒷받

침한다.

패턴화된 유사장기의 부위적 동일성은 체내에서 유지된다.[0090]
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마우스 및 인간 태아 장의 이전 연구는 면역 결핍 마우스의 동종 이식 및 성장 이후 장의 다른 부위의 부위적[0091]

동일성 및 조직 형태가 유지된다는 것을 보여 주었다(Duluc et al., 1994; Savidge et al., 1995). 체외에서

패턴화된 HIO 및 HCO가 부위적 동일성을 유지하고 소장 및 대장 조직으로 자라는지를 판단하기 위해, 본 출원인

은 6-10 주 동안 마우스 신피막하에 이들을 이식 하였는데, 출원인이 이전에 입증한 바와 같이, 이것은 HIO가

소장 조직으로 성숙되는 결과를 낳는다(Watson et al., 2014). 출원인은 NOGGIN 및 대조군 HIO의 이식이 HCO보

다 더 효율적임을 관찰하였다(도 12a). 그들의 부위적 동일성과 일치하여, 이식된 HIO 및 HCO는 각각 소장 또는

대장에 형태 학적으로 유사한 성숙 조직으로 발달하였다(도 5a~e). NOGGIN과 대조군 유사장기의 상피 세포는 인

간의 소장에 필적할만한 명확한 음와와 긴 융모를 형성하였다. 대조적으로, BMP2 처리 유사장기는, 결장과 유사

하게, 음와를 포함하고 있지만 융모는 없었다. 

소장과 대장의 형태학적 유사성 외에도, 이식된 HIO와 HCO는 별개의 부위 표지자를 발현하고 부위적으로 풍부한[0092]

세포 유형을 함유하였다. 예를 들어, NOGGIN 및 대조군 HIO의 상피의 대부분은 근위 표지자 GATA4를 발현하였고

대장 표지자 SATB2 를 발현하지 않았다 (도 5f-i, k~n,도 12b~e). 반대로 HCO 상피 세포는 균일하게 SATB2 +이

었지만, GATA4를 발현하지 않았다(도 5j, 0, 도 12b~e). 또한, DEFA5를 발현하는 파네스 세포가 NOGGIN 및 대

조군 HIOs의 음와에 존재하였지만, 인간 결장과 유사하게, HCO에는 없었다(도 5p~t,도 12f)(Wehkamp et al.,

2006). 출원인은 HCO의 배상 세포에 의해 발현되지만 NOGGIN 또는 대조군 HIOs에서는 검출되지 않는 결장 내 배

상 세포 표지자 MUC5B(van  Klinken  et  al.,  1998)를  사용하여 HCO의  결장 동일성을 확인했다(도 5u~y,  도

12g). 또한, MUC2 + 배상 세포의 수는 HIO와 비교하여 HCO에서 상당히 더 높았고, 이는 인간 결장에서 보이는

배상 세포의 풍부성과 일치하였다(도 12h~l). 패턴화 표지자, MUC5B 발현 세포의 존재 및 파네스 세포의 부재는

모두 이식된 HCO가 결장 상피를 갖는다는 결론을 뒷받침한다.

체내 성숙한 HIO 및 HCO가 부위 장내분비 호르몬을 발현한다.[0093]

적어도 12 개의 주요 EEC 아형이 위장관의 다른 부위에서 발견되는 적어도 12 개의 주요 EEC 아형이 있으며 출[0094]

원인은 부위 EEC의 존재에 대해 HIO 및 HCO를 분석하였다. 그렐린(Ghrelin)과 모틸린(Motilin)은 주로 근위 장

에서 발견되며, 이에 따라 이들 호르몬은 NOGGIN 및 대조군 HIO에서 주로 발현되지만, HCO에서는 발현되지 않는

다(도 6a~d). 이와 유사하게, 소장의 K-세포에서 발견되지만 결장에는 결여된 GIP가 NOGGIN 및 대조군 HIO에서

발견되었지만, HCO에서는 발견되지 않았다(도 6e~h). 그런 다음 출원인은 결장에서 더 풍부한 GLP-1과 PYY의 발

현에 대해 분석하여 HCO에서 원위에서 풍부한 EEC의 존재를 살펴보았다. 출원인은 HIOs보다 HCO에서 GLP-1 및

PYY 세포의 수가 더 많고 전전글루카곤(preproglucagon) 및 PYY의 발현이 더 높다는 것을 관찰하였다(도 6l~p).

또한, 출원인은 HCO에서만 결장 특이성 호르몬 INSL5(Burnicka-Turek 외, 2012, Thanasupawat 외, 2013)의 발

현을 발견하였다(도 6q~t).

체외 및 체내에서 HIO 및 HCO의 줄기 세포 및 선조 세포의 분석[0095]

체외 유래 HIO와 HCO가 줄기 세포와 선조 세포의 표지자를 발현하는지 여부를 판단하기 위해, 본 출원인은 이전[0096]

에 기술된(McCracken et al., 2014; Watson et al., 2014) H9-BAC-LGR5-eGFP 형질 전환 세포주를 사용했다. 유

사장기에서 LGR5-eGFP 발현을 조사한 결과, e13.5(Shyer 등, 2015)와 같은 초기에 Lgr5-eGFP 마우스의 발현 패

턴과 유사한 넓은 상피 영역에서의 발현이 확인되었다(도 13a, b, f, g, k, l). GFP 발현은 또한 조직학 및

FACS 분석에 의해 결정된 바와 같이 유사장기 상피 외부에서 명백했고, 이것은 GFP + EPCAM-세포 집단을 나타났

다(데이터는 나타내지 않음). 또한, 본 출원인은 태아 및 성인 장에서 선조 세포의 표지자인 SOX9의 발현을 조

사하여, HIO 및 HCO 둘 다의 상피에서 발현됨을 확인하였다(도 13c~e, h~j, m-o). 이러한 데이터는 LGR5-eGFP

및 SOX9로 표시되는 배아/태아의 선조 세포가 체외에서 HIO 및 HCO에 존재함을 시사한다.

장내 발달의 후반 단계에서, 선조 세포는 융모를 발달시키는 기저에 국한되며 결국 Lieberkuhn의 음와의 장 줄[0097]

기 세포(ISC)에 기여하게 된다. 체외에서 관찰된 선조 세포가 이와 같은 발달 전환을 겪는지를 판단하기 위해,

출원인은 HIO 및 HCO를 이식하고 LGR5-eGFP, SOX9 및 KI67 단백질을 모니터링했다. 체내에서 유사장기의 성숙

후에, 본 출원인은 기저 추정 음와에 국한된 LGR5-eGFP, SOX9 및 KI67을 관찰하였다(도 13p~x). 또한, SOX9는

HIOs의 융모의 EECs에서, 그리고 세포 유형에서 SOX9 발현과 일치하는 결장 상피 이식 HCO의 커프에서 관찰되었

다. Sox9와 Lgr5가 마우스에서 엔테로이드 및 콜로노이드를 형성할 수 있는 장 및 결장 줄기 세포를 표시한다는

것을 감안하여(Gracz et al., 2010; Ramalingam et al., 2012), 본 출원인은 이식된 장기의 상피가 단리되어

엔테로이드 및 콜로노이드를 생성하는 데 사용될 수 있는지 여부를 조사하였다. HIO 및 HCO 모두 성장하고 계대

배양될 수 있는 상피 유사장기의 배양물을 생성하였다 (도 13y~a'). 더욱이, HCO-유도 상피 배양물은 결장 표지

자 CKB, FXYD3, SATB2 및 HOXB13을 발현하였으나, 근위 소장 표지자 PDX1 또는 GATA4를 발현하지 않았고, 이것
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은 부위 동일성이 유지되었음을 시사한다(도 13b'~d'). 이러한 데이터는 체내에서 성장한 HIO 및 HCO에는 선조

세포와 줄기 세포가 있음을 시사한다. 

HIO 및 HCO의 전반적 전사 분석.[0098]

출원인은 HIO 및 HCO의 부위적 동일성 및 성숙도를 광범위하게 조사하기 위해, 체내에서 성장한 HIO 및 HCO의[0099]

RNA-seq 분석을 수행하고, 이를 인간 태아 및 성인 소장 및 대장의 발표된 데이터 세트와 비교하였다. 주성분

분석 결과, 성인 및 태아 장에서 단리된 1차 조직이 주성분 1(PC1) 축을 따라 모두 모여 있었으며, 이는 샘플들

간의 누적 편차가 36.5 %를 차지하였다(도 14a). GO 분석 결과, 상기 변형이 PSC 유래 이식편이 아닌 1 차 조직

에만 존재하는 세포 유형이 원인이라는 사실이 밝혀졌다. 예를 들어, 인간의 일차 조직에 존재하고 이식편에 존

재하지 않는 상위 10 개의 생물학적 과정 중 6 개는 면역 세포와 관련이 있다(도 14b~c). 제 2 주성분(PC2)은

누적편차가 17.7%를 차지하고, 성숙도에 따라 샘플을 분리한다(도 7a). 이와 같은 성분은 이식된 유사장기가 인

간의 태아 장과 태아 결장보다 성숙하지만, 성인 결장 및 창자만큼 성숙하지는 않은 것으로 나타났다. 제3 주성

분(PC3)은 누적 편차가 6.7 %를 차지하고 부위적 동일성에 따라 표본을 분리하며, HCO는 결장과 더 유사하지만

HIO는 소장과 군집함을 나타낸다(도 7a). 흥미롭게도, 인간 태아 샘플은 부위적 동일성(소장 대 결장)에 기초하

여 군집하지 않았는데, 이는 이들 샘플이 위장관의 지정된 부위에서 깨끗하게 단리되지 않았을 수 있음을 시사

한다. 

다음으로 출원인은 HIO 및 HCO가 소장 및 결장과 유사한 패턴의 부위-특이적 유전자 발현을 공유할 확률을 결정[0100]

하기 위해 초고속 평균 시험을 사용했다(도 7b). 결장 또는 BMP2 처리 HCO와 비교하여 소장과 NOGGIN 처리 HIO

에서 총 341 개의 전사체가 발현되었는데, 이는 우연만으로는 극히 희박한 비율이다(P=1.5 x 10~143). 이와 유

사하게, 대조군 HIO에서 상향 조절된 유전자 세트가 성체 결장(P=2.5 x 10-203)에 비해 성숙한 소장에서 상향조

절된 유전자와 매우 중요한 유사성을 공유한다. 반대로, HCO에서 상향조절된 유전자는 소장과 비교하여 결장에

서 상향 조절되는 유전자들에 대해 매우 풍부해진다(P=4.1 x 10~53 및 P=6.0 x 1073). 이 분석은 HIO 패턴화가

인간의 소장과 가장 유사하고 HCO 패턴화가 결장인 것으로 결론 지었다. HIO(NOG 및 대조군 처리) 및 HCO의 특

성을 더 조사하기 위해, 출원인은 차별화된 발현 분석(성인 소장 대 성인 결장, HIO 대 HCO)을 실시했다. 출원

인은 결장에서 상향 조절된 유전자의 높은 비율이 또한 HCO에서 상향 조절되었고 소장에서 상향 조절된 유전자

의 대부분도 HIOs에서 상향 조절되었다는 것을 증명하는 4-방향 점도(scatter plot)을 생성했다(도 7c, 표 1).

마지막으로, 풍부해진 생물학적 과정의 분석의 결과, 성인 결장 및 이식된 HCO가 매우 활성인 Wnt 신호 전달 및

유사한 HOX 코드를 갖는 것으로 나타났다(도 7d). 종합해 보면, 이들 데이터는 출원인이 PSC를 인간 결장 조직

으로 분화시키는 확실한 방법을 개발했음을 시사한다. 

[표 1][0101]

표1. HIO와 HCO에서 각각 상향 조절되는 성인 소장과 결장에서 상향 조절된 유전자. 열 1, 일반적으로 HCO 대[0102]

HCO 및 성인 소장 대 성인 결장에서 보통 상향조절됨. 열 2, 대조군 HCO 대 HCO 및 성인 소장 대 성인 결장에서

보통 상향조절됨. 열3, HCO 대 NOG HIOs 및 성인 결장 vs 성인 소장에서 보통 상향 조절됨. 열 4, HCO 대 대조

군 HIOs 및 성인 결장 대 성인 소장에서 보통 상향 조절 됨.
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[0116]

결론[0117]

역사적으로 전장, 중장 및 후장의 분류는 전장 및 후방 장 입구 및 장간막 혈액 공급원의 발달을 기반으로 한다[0118]

(Uppal et al., 2011). 중장 및 후장의 대안적인 정의가 제안된 바 있는데, 중장은 배꼽 앞쪽 부분에서 유래된

장의 부분이고 후장은 배꼽 뒤쪽에서 유래한다(Johnston, 1913; Savin et al., 2011). 두 경우 모두, 해부학적

경계표에 대한 역사적인 의존과 전장, 중장 및 후장을 구별하기위한 보다 정확한 분자 표지자의 부재로 인해,

PSC에서 이러한 세포/조직을 체외에서 생성하는 방법을 개발하는 것이 어려워졌다. 따라서 중장과 후장을 발달

시키는 부위를 분명히 구분하는 표지자를 식별하는 것이 필수적이다. 

출원인은 CDX2, GATA4, ONECUT1 및 SATB2의 조합을 사용하여 손톱개구리속, 마우스 및 인간에서 중장 및 후장[0119]

발달의 초기 단계에 별개의 분자 경계가 확립되었음을 확인하였다. 흥미롭게도, GATA4 및 SATB2 발현 영역은 마

우스의 난황 줄기/추정 탯줄에서 경계를 형성하며,이 경계는 발달 및 성인 장에서 유지된다. GATA4 발현이 배꼽

앞쪽의 장을 표시하고 SATB2 발현이 배꼽 뒤쪽의 영역을 표시한다는 사실은 배꼽이 중장과 후장 사이의 경계임

을 시사한다(Johnston, 1913; Savin et al., 2011).

HIO에서 ONECUT1 발현 및 HCO에서 SATB2 발현은 각각 그들의 근위 및 원위 동일성과 일치하는 반면, GATA4는,[0120]

배아 발현을 고려할 때 예상되는 바와 같이, 체외에서 근위 HIO에서 견고하게 발현되지 않았다(데이터는 표시되

지 않음). 대조적으로, GATA4는 HIOs의 체내 성숙 이후, 그리고 환자 생검에서 생성된 엔테로이드에서 견고하게

발현되었다(데이터는 표시되지 않음). 이것은 GATA4의 발현과 관련된 인자가 배양 조건에서 부재하거나 또는 체

내 성숙이 GATA4의 상피 발현에 필요하다는 것을 시사할 수 있다. 이 데이터는 GATA4의 발현의 높은 수준이 장
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의 조기 부위화에 불필요할 수 있음을 시사하는데, 이것은 정상적인 Onecut 인자 발현을 유지하는 장 Gata4 녹

아웃 마우스(Battle et al., 2008)와 일치한다. 또한, BMP 처리 유사장기의 작은 일부는 CDX2 발현을 상실하였

고, 방광 표지자인 Keratin 13과 Uroplakin 1a(데이터는 표시되지 않음)를 활성화하였다. 이것은 요로상피 조직

이 후장/배설강에서 유래되기 때문에(Georgas et al., 2015), 후장 운명을 가지는 BMP 유사장기와 일치한다.

SATB2는 원위부 회장 및 대장의 발달 전 기간동안 발현되지만, SATB2가 원위 대장의 발달에 필요한지는 알려지[0121]

지 않았다. 마우스 녹아웃 연구는 SATB2의 돌연변이가 2q32-q33 결실 및 유리 증후군과 관련된 구개열(Cleft

Palate)과 관련되어 있기 때문에 두개 안면 신경 및 피질의 신경 발달에 초점을 두었다(FitzPatrick et al.,

2003). 그러나 SATB2가 인간의 결장 생리에서 역할을 맡을 수 있다는 간접적인 증거가 있다. SATB2는 궤양성 대

장염 감수성 유전자로 게놈 광역학 연구에서 확인되었다(McGovern et al., 2010). 또한 SATB2 발현의 상실은 결

장 직장암 환자의 예후가 좋지 않은 것으로 나타났다(Eberhard et al., 2012). HCO에 대한 앞으로의 연구로 결

장 내 SATB2 표적을 확인할 수 있을 것이고, 이것은 궤양성 대장염과 결장 직장암의 병리학에 대한 통찰력을 제

공할 수 있을 것이다. 

모델 생물체에서의 여러 연구는 후장 형성 중에 내배엽을 패턴화하는 과정에서 BMP 신호 전달 경로를 연루시킨[0122]

다(Kumar et al., 2003; Roberts et al., 1995; Sherwood et al., 2011; Tiso et al., 2002; Wills et al.,

2008). 이와 일치하여, 본 출원인은 BMP 억제가 WNT 및 FGF가 후배 내배엽의 운명을 촉진시키는 능력을 배제시

킴에 따라, 인간 최종 내배엽의 후방 패턴화가 BMP 신호 전달에 의존함을 입증하였다(McCracken et al., 2014).

그러나 BMP 신호 전달이 장 발달 중에 일시적으로 다른 역할을 하는 것은 놀라운 일이 아니다. 예를 들어, 근위

-원위부 부위 영역의 확립 후에, BMP 신호 전달은 장 및 결장에 음와-융모 축(Crypt-villus axis)을 확립하는

기능을 한다(Li, 2005). 초파리 중장에서 보고된 바(Driver and Ohlstein, 2014, Guo et al., 2013)와 같이,

패턴화에 대한 시간 요구는 배아가 다중 목적의 장 발달을 위해 동일한 신호 전달 경로를 사용할 수 있게 한다.

인간의 질병 상황에서, BMPR1A의 돌연변이는 청소년 폴리시 증후군 환자의 하위 집합과 관련된다. HCO 시스템은

초기 발달 중에 BMP의 하류에 있는 HOX 코드를 확인하는 데 매우 유용했으며, BMPR1A 돌연변이를 가진 과민성

폴립이 HOX 유전자 발현을 변경하는지 여부를 판단하는 것은 흥미로울 수 있다.

출원인은 소장이었던 HIO의 체외 유도 분화 및 체내 이식을 이전에 보고했다(Spence et al., 2011; Watson et[0123]

al., 2014). 대장에 영향을 미치는 독특한 생리학 및 병리학적 조건을 감안할 때, 결장에 특이적인 병태 생리학

적 질문을 조사하기 위해 결장 모델 시스템을 개발하는 것이 필수적이었다. 발달 적으로,이 시스템은 부위 동일

성이 어떻게 확립되는지에 관한 근본적인 질문을 조사할 수 있는 기회를 제공한다. HIO 및 HCO는 HIO의 HIO에서

파네스 세포 및 HCO에서 대장 특이성 배상 세포와 같은 독특한 세포 유형을 발달시킨다. 더욱이 HIO와 HCO에는

일반적으로 각각 소장과 대장에서 풍부한 EEC 세트가 있다. 부위화된 유사장기는 장의 다른 부위가 어떻게 부위

화된 줄기 세포를 발생시키는 지에 대한 향후 연구를 위한 기반을 제공해야 한다. 또한, HCO의 생성은 궤양성

대장염 및 결장 직장암과 같은 결장에 영향을 미치는 질병의 모델링을 가능하게 한다.

 재료 및 방법 [0124]

동물. 8~16주령, 면역 결핍성 NOD-SCID IL-2Rynu"(NSG) 마우스를 이식 실험에 사용했다(오하이오 주 신시내티의[0125]

포괄적 인 마우스 및 암 핵심 시설에서 얻음). 야생형 마우스를 마우스 태아 장의 연구에 사용하였다. 모든 마

우스는 신시내티 어린이 병원 의료 센터(CCHMC)의 동물 시설에 수용되었다. 모든 실험은 CCHMC의 기관 동물 보

호 및 사용위원회의 승인을 받아 수행되었다.

개구리 및 마우스 배아에서 BMP 억제. 제노푸스 트로피칼리스(손톱개구리속) 배아 배양과 소분자 처리는 이전에[0126]

기술된 것처럼 수행되었다(Rankin et al., 2012, Rankin et al., 2015). DMH-1(Sigma D8946)을 DMSO에 용해시

키고 최종 농도 20pM으로 사용하였다; 동등한 농도의 DMSO 운반체를 형제 배아에 사용하였다. 억제제 처리 실험

을 분석한 표지자에 유사한 효과로 두 번 반복하였다. 손톱개구리속 제자리 혼성화 분석을 위해 선형화된 전장

cDNA 플라스미드 템플릿을 사용하여 DIG 표지된 안티센스 RNA 프로브를 생성하였다(X.tropicalis satb2는 ATCC

에서 구입, 클론 7720194,  프로브 용 HinDIII,  T7,  X.laevis  satb2는 콜로라도-볼더 대학의 Tyler Square와

Daniel Medeiros의 기증; Xbal, 프로브용 Sp6). 프로브 합성과 제자리 혼성화 프로토콜을 설명하는 자세한 내용

은 Xenbase(hftp://wiki.xenbase.orq/xenwiki/index.php/Protocols)에서 입수가능하다. 

마우스 전체 배아 배양물의 경우, e7.5 배아는 Ham's F12 배지와 N-2 보충물(Invitrogen)을 함유하는 전체 배아[0127]

배양  래트  혈청(Harlan  연구소)의  1:1  혼합물에서  배양하였다.  용기를  롤러  배양  장치(BTC  Engineering,

Cambridge, UK)에 놓고 37 ℃에서 2 일간 유지하고, 20% O2 및 5% CO2로 가스를 흘렸다. BMP 신호 전달은 비히

클 대조군으로서 역할하는 DMSO와, 5 pM DMH-1에 의한 처리에 의해 억제하였다. 
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인간 후장/전장 회전 타원체의 생성. 인간의 장 기관은 이전에 기술된 것(Watson et al., 2014)처럼 생성하고[0128]

유지하였다. 인간 배아 줄기 세포와 유도된 다능성 줄기 세포를 마트리겔(기저막 매트릭스, BD Biosciences)을

도포하고, mTESR1 배지(Stem Cell Technologies)에서 유지시킨 6 웰 Nunclon 표면 플레이트(Nunc)에서 피더가

없는 조건에서 성장시켰다. 최종 내배엽(DE)의 유도를 위해, 인간 ES 또는 iPS 세포를 Accutase(Invitrogen)로

계대배양하였고, 마트리겔 도포, Nunclon 표면 24-웰 플레이트에서 1 웰당 100,000 세포의 밀도로 플레이팅하였

다. Accutase 분열 세포의 경우, 첫 날 동안 10 pM Y27632 화합물(Sigma)를 배지에 첨가했다. 첫날 이후 배지를

mTESR1로 변경하고 세포를 추가로 24 시간 동안 배양했다. 세포를 앞서 기술된 바(Spence et al., 2011)와 같이

100ng/mL의 Activin A로 3 일 동안 처리하였다. 이어서, DE를 후장 유도 배지(RPMI 1640, 2 mM L-글루타민, 2

% 분해 FBS,  페니실린-스트렙토 마이신 및 100ng/mL Activin A)로 4일 동안 500ng/mL FGF4(R & D) 및 3 pM

Chiron 99021(Tocris)와 함께 처리하여, 중장-후장 회전 타원체의 형성을 유도하였다.

HIO 및 HCO로의 중장-후장 회전 타원체의 패턴화. 회전 타원체를 24 웰 플레이트에서 수집하고 마트리겔(BD)에[0129]

도금했다. 근위 HIO를 생성하기 위해, 회전 타원체를 100ng/mL  EGF(R  &  D)만을 보충하거나, 또는 100ng/ml

NOGGIN(R & D)와 함께 100ng/mL EGF를 보충한 장 성장 배지(Advanced DMEM/F-12, N2, B27, 15 mM HEPES, 2 mM

L-글루타민, 페니실린-스트렙토 마이신)으로 덧씌웠다. HCO를 생성하기 위해, 회전 타원체를 100ng/mL  EGF와

100ng/mL  BMP(R  &  D)로 덧씌웠다. SHH  실험을 위해, 1  pM  SAG(Tocris),  5  pM  SAG  또는 2.5  pM  시클로파민

(Tocris)을 초기 3 일 동안 대조군 배지에 첨가하고, 그런고 산서, RNA 샘플을 채취하였다. 모든 패턴화 조건에

서 EGF 만을 배지에 유지시키면서, 3일차에 배지를 변경하였다. 그러고 나서, 배지를 매주 2 회 변경하였다.

HIOs와 HCO를 14 일마다 새로운 마트리겔에서 다시 도금하였다. 

NEUROGENIN3 유도성 세포주의 생성. 독시사이클린 유도성 NEUROG3 세포주를 생성하기 위해, 본 출원인은 IPSC[0130]

72.3  세포에 pINDUCER21-NEUROG3  렌티 바이러스를 형질 도입하고, 250  g/mL의 G418을 사용하여 선별하였다.

IPSC 72.3 세포주와 유도성 NEUROG3는 이전에 기술된 바 있다(McCracken et al., 2014). 안정적으로 형질 도입

된 세포를 중장-후장 회전 타원체로 분화한 다음 HIO 또는 HCO로 패턴화 하였다. 회전 타원체를 28 일 동안 성

장시켰고, 8 시간 동안 독시사이클린 0.5ug/mL로 맥동하였다. 35 일차에 유사장기를 수집하여, QPCR 및 IF로 분

석 하였다.

유사장기 중간엽의 성장. 24-웰 플레이트의 바닥에 부착된 유사장기의 중간엽 세포는 2 차원으로 부착 및 성장[0131]

시켰다. 유사장기의 중간엽 세포를 확장하기 위해, DMEM 10 % FBS + L-글루타민 + 페니실린-스트렙토 마이신을

웰에 첨가하였고, 그로부터 14 일 후에 유사장기를 수확하였다. 거의 100 % 세포군집이 이루어질 때까지, 총

2~3주 동안 매주 2 회씩 배지를 변경하였다.

인간 장 유사장기의 이식. NSG 생쥐를 항생제(275 ppm 술파메톡사졸과 1,365 ppm 트리메토프림, Test Diet)에[0132]

보관했다. 수술 전후에 음식과 물을 자유롭게 제공하였다. 28 일 동안 체외에서 성숙한 단일 HIO를 마트리겔에

서 제거하고 차가운 인산염 완충 식염수(DPBS, Gibco)로 세척 한 후 수술 12 시간 전에 정제된 I 형 콜라겐(래

트 꼬리 콜라겐; BD Biosciences)에 삽입하여 응고된 겔 플러그를 형성하였다. 이 플러그를 100ng/mL EGF(R&

D)가 보충된 장 성장 배지(Advanced DMEM/F-12,  B27,  15mM  HEPES,  2mM  L-글루타민, 페니실린-스트렙토 마이

신)에서 밤새 표준 성장 배지에 넣었다. HIOs는 이전에 보고된 것(Watson et al., 2014)처럼 신피막 아래에 이

식하였다. 간단히 말하면, 마우스를 2% 흡입된 이소플루란(Butler Schein)으로 마취시키고 마우스의 좌측면을

이소프로필 알콜 및 포비딘 요오드로 무균 방식으로 준비 하였다. 신장을 노출시키기 위해 작은 좌측 후방 늑골

절개가 이루어졌다. 피막하 주머니를 형성하고, 콜라겐 삽입된 HIO를 상기 주머니에 삽입하였다. 그런 다음, 신

장을 복막강으로 되돌리고 마우스에 Zosyn(100 mg/kg; Pfizer Inc.)의 IP 세척을 실시했다. 피부를 이중층으로

닫고 마우스에게 부프레넥스(Buprenex)(0.05 mg/kg, Midwest Veterinary Supply)를 피하 주사하였다. 이식 후

8~10 주차에 마우스를 인위적으로 안락사 시키거나 추가 실험을 실시했다.

 조직 처리, 면역형광법 및 현미경. 조직은 조직의 크기에 따라 얼음 위에서 4 % 파라 포름 알데히드(PFA)로 1[0133]

내지 3 시간 동안 고정시켰다. 유사장기 및 이식 편을 OCT에서 동결시켰다. OCT 절편을 당나귀 혈청(1X PBS +

0.5% Triton-X에서 5% 혈청)을 사용하여 30 분간 차단하고 1 차 항체와 함께 밤새 4 ℃에서 항온 배양하였다.

이어서 슬라이드를 1X PBS + 0.5% Triton-X로 3 회 세척하고 실온에서 2 시간 동안 블로킹 완충액에서 DAPI와

함께 2차 항체로 배양하였다. 항체 및 해당 희석액의 목록은 표 2를 참조할 수 있다. 이어서 슬라이드를 1X PBS

+  0.5%  Triton-X로  2회  세척한  후  1X  PBS로  최종  세척하였다.  이어서  덮개유리를  Fluoromount-G®

(SouthernBiotech)를 사용하여 장착했다. 영상을 Nikon Al 공 촛점 현미경으로 포착하고, Imaris Imaging 소프

트웨어(Bitplane)를  사용하여  분석하였다.  온조직  표본고정염색의  경우,  조직을 위와 비슷하게 처리한 다음
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Murray의 용액에서 세정하였다. 영상을 Nikon Al 공 촛점 현미경으로 포착하였다. 

[표 2][0134]

표 2. 사용된 QPCR 프라이머. 도 3 및 도 4 참조.[0135]

[0136]

면역형광법 영상의 정량화. 전체 배아의 영상 정량은 영상을 분리된 채널로 분할한 다음 ImageJ(NIH)를 사용하[0137]

여  픽셀  부위를  측정함으로써  수행하였다.  각  채널에  대해  픽셀  부위를  결정하고,  채널  사이의  비율을

결정하고, 대조군 처리 배아에 대한 비율을 100으로 나타내었다. 체외 및 체내 성장 유사장기의 정량화는 위에

서 설명한대로 영상이 포착된 섹션에서 수행하였다. CDX2, GATA4 및 SATB2 양성 핵의 수는 인간 생검 시료로 보

정한 후 marl에서 스폿(spot) 기능을 사용하여 정량화하였다.

RNA 단리 및 QPCR. Nucleospin® RNA 추출 키트(Macharey-Nagel)를 사용하여 RNA를 추출하고 제조업체의 프로[0138]

토콜에 따라 Superscript  VILO(Invitrogen)를 사용하여 cDNA로 역전사하였다. QPCR  프라이머는 qPrimerDepot

웹  기반 도구(primerdepot.nci.nih.gov)를 사용하여 디자인하였다.  프라이머 서열은 표 3에  열거되어 있다.

QPCR은 Quantitect  SYBR® Green  PCR  kit(Qiagen)와 QuantStudio  TM  6  Flex  Real-Time  PCR  System(Applied

Biosystems)을 사용하여 수행하였다. 

표 3

사용된 항체. 도 1~6 참조[0139]

항체 숙주 카탈로그 번호 희석 

B-카테닌 토끼 Santa Cruz #sc-7199 1:200

CDH17
* 토끼 Sigma #HPA023616 1:1,500

Cdx2 쥐 BioGenex cdx2-88 1:300

Cdx2 토끼 

단클론성

Cell Marque EPR2764Y 1:100 

Chr-A(C20) 염소 Santa Cruz #sc-1488 1:100
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DEFA5
* 마우스 

단클론성

Novus  BiologicalsNB  110-
60002 

1:60,000 

E- Cadherin 염소 R & D #AF648 1:400

E-Cadherin(마우스 특이적) 래트 R & D #MAB7481 1:500

E- Cadherin 마우스 R & D #AF648 1:500

FoxA2 염소 Santa Cruz #sc-6554 1:500 

GATA4 염소 Santa Cruz #sc-1237 1:100

GATA4 토끼 Santa Cruz #sc-9053 1:100

GFP(녹색 형광 단백질) 토끼 Invitrogen #A11122 1:1,000

그렐린 염소 Santa Cruz #sc-10368 1:500

GIP(가스트린 억제 폴리펩티드) 염소 Santa Cruz #sc-23554 1:500

GLP-1 마우스 BioVision #3104-100 1:200

HNF-6(ONECUT1) 토끼 Santa Cruz #sc-13050 1:100

INSL5(H-110)
* 토끼 Santa Cruz #sc-67190 1:100

KI67 토끼 단클론성 Cell Marque SP6 1:100

모틸린 마우스 단클론성 Santa Cruz #sc-376605 1:100

뮤신 토끼 Santa Cruz #sc-20119 1:100

뮤신 토끼 Santa Cruz #sc-15334 1:200

펩티드 YY 토끼 Abcam #ab22663 1:1000

pSmad 1/5/8(단종 및 로 교체 토끼 Cell Signaling 9511S 1:100

pSmad 2/3 토끼 Cell Signaling 9510S 1:100

SATB2 토끼 단클론성 Cell Marque EP281 1:100

SATB2(SATBA4610)
* 마우스 단클론 성 Santa Cruz #sc-81376 1:100

Sox9 토끼 Millipore#AB5535 1:10,000

Alexafluor ®당나귀 항-염소 488 당나귀 Life Technologies A-11055 1:500

Alexafluor ®당나귀 항- 염소568 당나귀 Life Technologies A-11057 1:500

Alexafluor  ®당나귀  항-  마우스
568 

당나귀 Life Technologies A-10037 1:500

Alexafluor ®당나귀 항-토끼 647 당나귀 Life Technologies A-31573 1:500

Alexafluor ®당나귀 항-랫트 488 당나귀 Life Technologies A-21208 1:500

대장  표지자인  SATB2의  식별.대장  표지자를  확인하기  위해  출원인은  처음에  GNCPro[0140]

http://gncpro.sabiosciences.comigncpro/expression_grapherphp를 사용하여 University of Tokyo 데이터베이

스를 기반으로 (다른 조직과 비교하여) 결장에서 상향 조절된 전사 인자를 확인하였다. 이 검색을 바탕으로,

SATB2는  대장에서  6  위의  유전자였다.  결장에서  SATB2가  실제로 상향 조절되는지 확인하기 위해,  출원인은

TiGER 데이터베이스(hftp://bioinfo.wilmer.ihu.edu/tiger/db gene/SATB2-index.html)를 사용하여 SATB2 발현

을 검색했다. 결장에서 SATB2의 발현을 더 확인하고 수많은 조직에서 단백질 발현을 검사하기 위해, 출원인은

Human Protein Atlas(http://www.proteinatlas.org/search/satb2)를 사용하였다. 유사한 접근법을 사용하여 대

장/결장의 다른 표지자를 확인하였다. 

공개 RNA-seq 승인 번호. 성인 소장과 대장 RNA-seq 데이터를 공개 데이터베이스 E-MTAB-1733에서 다운로드하였[0141]

다.  이  데이터  세트는  상피  및  근육  층을  포함하는  전체  장기  조직을  나타낸다.  소장  샘플의  승인  번

호:ERR315344, ERR315381, ERR315409, ERR315442, ERR315461. 대장 샘플의 승인 번호:ERR315348, ERR315357,

ERR315484. 도 9b의 경우, 처리된 FPKM 데이터는 https://qithub.com/hilldr/FinkbeinerStemCellReports2015에

서 다운로드하였다. 이러한 데이터에는 GSE18927의 인간 태아 장(또한 전체 장기) 샘플뿐만 아니라 E-MTAB-1733

에서 위에 나열된 성인 십이지장(ERS326992, ERS326976) 및 소장 샘플이 포함된다. 인간 태아 소장의 등록 번호

는 GSM1059508, GSM1059521, GSM1059486, GSM1059507, GSM1059517, GSM1220519이다. 도 9c에서, 데이터는 GEO

가입  GSE66749  플랫폼  GLP5175에서  수득하였다.  하기  샘플을  사용하였다:  GSM1385161,  GSM1385161,

GSM1385162,  GSM1385163,  GSM1385164,  GSM1385165,  GSM1385166,  GSM1385167,  GSM1385168,  GSM1385169,

GSM1385170, GSM1385171, GSM1614646, GSM1614646. 샘플 값은 GEO2R "프로파일 그래프" 함수를 사용하고 식별

번호(각각 3086100 및 2594089)로 GATA4 및 SATB2를 검색하여 결정하였다. 

RNA-seq 서열 조립 풍부 추정. RNA 라이브러리 구축 및 RNA 시퀀싱은 Illumina HiSeq2500 플랫폼을 사용하여[0142]

신시내티 소아병원 DNA 시퀀싱 코어에 의해 수행하였다. Illumina 시퀀싱 작업의 품질은 FastQC 버전 0.10.1
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http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc를  사용하여 각 샘플의 FASTQ  데이터를 분석하여

품질 문제를 표시할 수 있는 데이터의 특징을 확인함으로써 평가하였다(예:낮은 점수, 지나치게 표현된 서열,

부적당 한 GC 함량 등). 주요 쟁점은 QC 분석에 의해 확인되지 않았다. 출원인은 정렬, 차동 발현 분석 및 사후

분석 진단을 위해 소프트웨어 패키지 Tuxedo Suite를 사용하였다. 간단히 말하면, 출원인은 TopHat 버전 2.0.13

과 Bowtie 버전 2.2.5(Langmead et al., 2009)를 사용하여 참조 전사체(UCSC hg19)에 대한 판독갑들을 정렬하

였다. 출원인은 판독값 매핑을 공지된 전사에 제한하는 "-no-coverage-search" 및 "-no-novel-juncs"뿐만 아니

라, 판독값 정렬의 정확성을 최대화하기 위해 "-b2-very-sensitive"를 제외하고, 정렬을 위한 기본 매개 변수

설정을 사용하였다. RNA 풍부(abundance) 추정을 위해 Cufflinks 2.2.1 버전(Trapnell et al., 2012)을 사용하

였다. 참조 게놈 서열로 UCSC  hgl9.fa를 사용하였고, UCSC  hgl9.gtf를 전사체 주석에 사용하였다. 출원인은

Cufflinks에서 하기 매개 변수를 적용하였다: 둘 이상의 유전자좌에 매핑되는 판독값에 대한 발현 계산을 조정

하기 위해 "-multi-read-correct"  및 발현값의 정규화를 위해 "-compatible-hits-norm"및 "-upper-quartile-

norm". CuffNorm 함수를 사용하여 발현값의 정규화된 FPKM 표를 생성하였다. 64 비트 데비안 리눅스 안정 버전

7.10( "Wheezy") 플랫폼을 사용하여 RNA 서열 조립 및 전사 분석을 수행하였다. 

차동 발현 분석.[0143]

모든 플롯 및 통계 분석은 R 버전 3.3.1(2016-06-21)에서 수행하였다. 플롯은 R 패키지 'ggplot2'(Ginestet,[0144]

2011)를 사용하여 생성하였다. Cufflinks 출력의 차동 발현 분석 및 통계 테스트는 R 패키지 'SeqRetriever'

'SeqRetriever'버전 0.6 https://github.com/hilldr/SeqRetrieyer로 완료하였다. 초기하 수단 테스트를 사용하

여 R 패키지 'GeneOverlap'http://shenlab-sinai.cithub.io/shenlab-sinai/를 사용하는 그룹 간의 공유 유전자

발현 시그니처의 상대적인 풍부도를 평가하였다. 완전한 RNA-seq FASTQ 프로세싱 파이프 라인 및 분석 스크립트

는 https://qithub.com/hilldr/Munera2016에서 입수 가능하다.

참고 문헌[0145]
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[0155]

모든 백분율 및 비율은 달리 명시되지 않는 한 중량 기준으로 계산된다. 모든 백분율 및 비율은 달리 명시되지[0156]

않는 한 총 조성물을 기준으로 계산된다.

본 명세서 전반에 걸쳐 주어진 모든 최대 수치 제한은, 마치 보다 작은 수치 제한이 본 명세서에 명시적으로 기[0157]

재된 것처럼, 모든 보다 낮은 수치 제한을 포함한다는 것을 이해해야 한다. 본 명세서 전반에 걸쳐서 주어진 모

든 최소 수치 제한은, 마치 보다 높은 수치 제한이 본 명세서에 명시적으로 기재된 것처럼, 모든 높은 수치 제

한을 포함할 것이다. 이 명세서 전체에 주어진 모든 수치 범위는, 마치 보다 좁은 수치 범위가 모두 여기에 명

시적으로  기재되어  있는  것처럼,  보다  넓은  수치  범위  내에  속하는  모든  보다  좁은  수치  범위를  포함  할

것이다.

본 명세서에 개시된 치수 및 값은 열거된 정확한 수치로 엄격하게 제한되는 것으로 이해되어서는 안된다. 대신,[0158]

달리 명시되지 않는 한, 각각의 이러한 치수는 언급된 값과 그 값을 둘러싼 기능적으로 동등한 범위 모두를 의

미하는 것이다. 예를 들어, "20 mm"로 개시된 치수는 "약 20 mm"를 의미하는 것이다. 

상호 참조되거나 관련된 특허 또는 출원을 포함하여, 본원에 통합된 모든 문서는, 명시적으로 제외되거나 달리[0159]

제한되지 않는 한, 그 전체가 참조로 본원에 통합된다. 모든 문헌의 인용은 이것이 본원에 개시 또는 청구된 발

명에 관한 선행 기술이거나, 또는 그 자체로 또는 임의의 다른 참고 문헌과의 임의의 조합으로, 모든 그와 같은

발명을 교시, 제안 또는 개시하는 것임을 인정하는 것이 아니다. 또한 본 문서에서 용어의 모든 의미 또는 정의

가 참조로 통합된 문서에서의 동일한 용어의 의미 또는 정의와 상충하는 경우, 본 문서의 해당 용어에 지정된

의미 또는 정의가 우선할 것이다. 

본 발명의 특정 구현예들이 도시되고 기술되었지만, 본 발명의 사상 및 범위를 벗어나지 않고 다양한 다른 변경[0160]

및 수정이 이루어질 수 있음은 당업자에게 명백할 것이다. 따라서, 본 발명의 범위 내에 있는 이러한 모든 변경
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및 수정을 첨부된 청구 범위에 포함하고자 한다.
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도면16b

서 열 목 록

SEQUENCE LISTING

<110>  CHILDREN'S HOSPITAL MEDICAL CENTER

 

<120>  COLONIC ORGANOIDS AND METHODS OF MAKING AND USING SAME

<130>  0652608

<150>  US 62/429,948

<151>  2016-12-05

<150>  US 62/478,962

<151>  2017-03-30

<160>  32    

<170>  KoPatentIn 3.0

<210>  1
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<211>  19

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  CDH1 Forward

<400>  1

gaccggtgca atcttcaaa                                                    19

<210>  2

<211>  19

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  CDH1 Reverse

<400>  2

ttgacgccga gagctacac                                                    19

<210>  3

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  CHGA Forward

<400>  3

tgtgtcggag atgacctcaa                                                   20

<210>  4

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  CHGA Reverse

<400>  4

gtcctggctc ttctgctctg                                                   20

<210>  5

<211>  20

<212>  DNA

<213

>  Artificial Sequence

<220><223>  CKB Forward

<400>  5
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cccacaccag gaaggtctta                                                   20

<210>  6

<211>  18

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  CKB Reverse

<400>  6

cctcttcgac aagcccgt                                                     18

<210>  7

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  FXYD3 Forward

<400>  7

agggtcacct tctgcatgtc                                                   20

<210>  8

<211

>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  FXYD3 Reverse

<400>  8

cttcggataa acgcaggact                                                   20

<210>  9

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  GATA4 Forward

<400>  9

tagccccaca gttgacacac                                                   20

<210>  10

<211>  17

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  GATA4 Reverse
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<400>  10

gtcctgcaca gcctgcc                                                      17

<210>  11

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  HOXA13 Forward

<400>  11

gcaccttggt ataaggcacg                                                   20

<210>  12

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  HOXA13 Reverse

<400>  12

cctctggaag tccactctgc                                                   20

<210>  13

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  HOXB13 Forward

<400>  13

gctgtacgga atgcgtttct                                                   20

<210>  14

<211>  19

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  HOXB13 Reverse

<400>  14

aacccaccag gtccctttt                                                    19

<210>  15

<211>  20

<212>  DNA
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<213>  Artificial Sequence

<220><223>  HOXD13 Forward

<400>  15

cctcttcggt agacgcacat                                                   20

<210>  16

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  HOXD13 Reverse

<400>  16

caggtgtact gcaccaagga                                                   20

<210>  17

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  HOXD3 Forward

<400>  17

cacctccaat gtctgctgaa                                                   20

<210>  18

<211>  23

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  HOXD3 Reverse

<400>  18

caaaattcaa gaaaacacac aca                                               23

<210>  19

<211>  19

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  INSL5 Forward

<400>  19

gaaggttttg cgctggatt                                                    19

<210>  20
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<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  INSL5 Reverse

<400>  20

gatccctcaa gctcagcaag                                                   20

<210>  21

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  MSX2 Forward

<400>  21

ggtcttgtgt ttcctcaggg                                                   20

<210>  22

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  MSX2 Reverse

<400>  22

aaattcagaa gatggagcgg                                                   20

<210>  23

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  MUC2 Forward

<400>  23

tgtaggcatc gctcttctca                                                   20

<210>  24

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  MUC2 Reverse

<400>  24

gacaccatct acctcacccg                                                   20
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<210>  25

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  ONECUT1 Forward

<400>  25

tttttgggtg tgttgcctct                                                   20

<210>  26

<211>  19

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  ONECUT1 Reverse

<400>  26

agaccttccg gaggatgtg                                                    19

<210>  27

<211>  18

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  PDX1 Forward

<400>  27

cgtccgcttg ttctcctc                                                     18

<210>  28

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  PDX1 Reverse

<400>  28

cctttcccat ggatgaagtc                                                   20

<210>  29

<211>  21

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  PPIA (CPHA)  Forward
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<400>  29

cccaccgtgt tcttcgacat t                                                 21

<210>  30

<211>  22

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  PPIA (CPHA) Reverse

<400>  30

ggacccgtat gctttaggat ga                                                22

<210>  31

<211>  19

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  SATB2 Forward

<400>  31

ccaccttccc agcttgatt                                                    19

<210>  32

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  SATB2 Reverse

<400>  32

ttagccagct ggtggagact                                                   20
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