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명 세 서

청구범위

청구항 1 

세포의 배양공간을 제공하는 하나 이상의 웰을 갖는 배양기; 및

상기 웰 내의 세포를 복수 개의 절편으로 분절시키기 위한 복수 개의 빗살을 갖는 분절부를 포함하며,

웰은 배양공간의 바닥면이 다각 형상을 갖는 세포 배양용 도구.

청구항 2 

제 1 항에 있어서, 분절부는, 

손잡이부; 및

손잡이부에 고정되며, 일 방향을 따라 배열된 복수 개의 빗살을 갖는 빗살부를 포함하는 세포 배양용 도구. 

청구항 3 

제 2 항에 있어서,

빗살은 손잡이부 측의 고정단으로부터 자유단으로 갈수록 폭이 좁아지는 세포 배양용 도구.

청구항 4 

제 2 항에 있어서,

분절부는, 배양공간의 바닥면에 접촉 후, 종방향 또는 횡방향으로 이동 시, 절단 가능 영역이 다각 형상을 갖는

세포 배양용 도구.

청구항 5 

제 1 항에 있어서,

웰은 배양공간의 바닥면이 사각형상을 갖는 세포 배양용 도구.

청구항 6 

제 1 항에 있어서,

분절부는 폭이 웰의 폭 이하인 세포 배양용 도구.

청구항 7 

제 1 항에 있어서,

분절부는 폭이 웰의 폭 보다 0.1mm 내지 1mm 작은 세포 배양용 도구.

청구항 8 

제 1 항 내지 제 7 항 중 어느 한 항에 따른 세포 배양용 도구를 이용한 계대배양 방법으로서,

분절부를 웰의 배양공간의 바닥면에 접촉시킨 후 종방향 및 횡방향 중 적어도 한 방향으로 이동시켜 웰 내의 세

포를 절편화하는 단계를 포함하는 계대배양 방법.

청구항 9 

제 8 항에 있어서,

효소 혹은 기계적 방법을 이용하여 세포 절편을 배양공간의 바닥으로부터 탈착시키는 단계를 추가로 포함하는
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계대배양 방법. 

청구항 10 

제 8 항에 있어서, 

세포는 콜로니 형태로 성장하는 세포인 계대배양 방법.

청구항 11 

제 9항에 있어서, 

세포는 인간 전분화능 줄기세포를 포함하는 계대배양 방법.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 세포 배양용 도구 및 이를 이용한 계대 배양 방법에 관한 것으로, 특히, 효소 처리를 통해 단일세포[0001]

형태가 아닌 복수의 세포로 구성된 세포 조각들로의 분절화를 통해 계대 배양되어야 하는 세포, 예를 들어, 개,

소, 돼지, 원숭이, 및 인간에서 유래한 전분화능 줄기세포를 손쉽고 빠르며, 효율적으로 계대 배양할 수 있는

배양용 도구 및 이를 이용한 계대 배양 방법에 관한 것이다.

배 경 기 술

전분화능 줄기세포의 안정적 유지를 위한 계대 배양은 줄기세포를 활용한 재생의학, 질환연구, 고등동물의 발생[0002]

학 연구에 필수적인 기술이다. 하지만 전분화능 줄기세포는 다른 동물세포와는 달리 단일세포로 존재 시 세포

사멸하는  특성을  가지고  있어  별도의  세포사멸  방지를  위한  전처리  과정이  없는  경우(Watanabe  등,  2007,

Nature Biotech. 25:681) 동물 세포의 계대 배양에 일반적으로 사용되는 효소(trypsin)처리 후 단일세포를 형성

하는 방법의 적용이 불가능하다.

따라서  단일 세포가 아닌 세포 덩어리 절편의 형태로 조각내어 계대 분주함으로써 콜로니 형태로 자라도록[0003]

한다.  다른 동물세포와 마찬가지로 콜로니가 일정 크기 이상으로 커지게 되면 계대 배양을 해 주어야 하는데

크게 다음과 같은 두 가지 방법이 일반적으로 사용된다.  첫 번째 방법으로, 특정 효소(collagenase IV 혹은

dispase)  처리  후  배양기 바닥에서 분리된 세포 덩어리를 부드러운 피펫팅으로 조각낸 후 세포배양액 혹은

Dulbecco's phosphate buffered saline (DPBS) 등으로 세척 후 새로운 배양기에 옮길 수 있다.  두 번째 방법

으로, 해부 현미경 하에서 다양한 도구(마이크로 피펫 팁 혹은 유리 피펫을 길게 뽑아 만든 J 또는 L자 형의 후

크) 등을 사용해 육안으로 관찰하면서 손으로 직접 기계적으로 조각내어 새로운 배양기에 옮길 수 있다.

첫 번째 방법은 피펫팅 과정을 통해 무작위적인 크기로 세포 덩어리를 절편내기 때문에 새로이 옮겨진 배양기에[0004]

안착한 콜로니의 크기가 매우 불균일하며 피펫팅 과정 중에 세포가 손상을 입어 콜로니 형성 효율이 낮다.  또

한, 두 번째 방법은 세포 절편의 크기는 조절이 어느 정도 가능하나 조작자의 경험에 크게 의존하며 또한 시간

과 노력 집약적인 작업이므로 대량 배양으로 확대시키거나 공정화하기에 부적절하다. 콜로니 크기가 불균일할

경우 동일 배양기 내 세포 특성을 일정하게 유지시키기 힘들며, 때로 자연 분화되거나 혹은 분화 유도 시 그 결

과가 일정하지 않게 된다.

따라서 인간 전분화능 줄기세포 유지 계대 배양 시 일정한 크기로, 빠르고 간편하게 세포 덩어리 절편을 잘라내[0005]

는 도구는 본 업계에서 필요로 하는 제품임이 자명하다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명은 인간 전분화능 줄기세포를 손쉽고 빠르며 효율적으로 "일정한 크기로 절편화하여" 계대 배양할 수 있[0006]

는, 세포 배양용 도구 및 이를 이용한 계대 배양 방법을 제공하는 것을 해결하고자 하는 과제로 한다.

과제의 해결 수단
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상기한 과제를 해결하기 위하여, 본 발명의 일 측면에 따르면, 세포의 배양공간을 제공하는 하나 이상의 웰을[0007]

갖는 배양기 및 상기 웰 내의 세포를 복수 개의 절편으로 분절시키기 위한 복수 개의 빗살을 갖는 분절부를 포

함하며, 웰은 배양공간의 바닥면이 다각 형상을 갖는 세포 배양용 도구가 제공된다.

분절부는, 손잡이부 및 손잡이부에 고정된 빗살부를 포함할 수 있다.  예를 들어, 빗살부에서, 복수 개의 빗살[0008]

은 일 방향을 따라 배열될 수 있다. 

또한, 빗살은 손잡이부 측의 고정단으로부터 자유단으로 갈수록 폭이 좁아질 수 있다. [0009]

또한, 분절부는, 배양공간의 바닥면 기준으로, 종방향 또는 횡방향으로 절단 시, 절단 가능 영역이 다각 형상을[0010]

가질 수 있다. 

또한, 웰은 배양공간의 바닥면이 다각형인 것이 바람직하고, 보다 바람직하게, 정사각형 상에 가까울 수록 분절[0011]

부를 이용한 일정한 크기의 세포 절편화의 효율성과 편이성이 극대화된다.

또한, 본 발명의 또 다른 측면에 따르면, 세포 배양용 도구를 이용한 계대배양 방법으로서, 분절부를 웰의 배양[0013]

공간의 바닥면에 접촉시킨 후, 종방향 및 횡방향 중 적어도 한 방향으로 이동시켜 웰 내의 세포를 절편화하는

단계를 포함하는 계대배양 방법이 제공된다.

또한, 계대배양 방법은, 효소를 이용하여 세포 절편을 배양공간의 바닥으로부터 탈착시키는 단계를 추가로 포함[0014]

할 수 있다. 

또한, 세포는 콜로니 형태로 성장하는 세포일 수 있다.[0015]

또한, 상기 세포는, 효소 처리를 통해 단일세포 형태로가 아닌 복수의 세포로 구성된 세포 조각들로의 분절화를[0016]

통해 계대 배양되어야 하는 세포로서, 예를 들어, 개, 소, 돼지, 원숭이, 및 인간에서 유래한 전분화능 줄기세

포일 수 있다.

특히, 상기 세포는, 인간 전분화능 줄기세포일 수 있다. [0017]

발명의 효과

이상에서 살펴본 바와 같이, 본 발명의 일 실시예와 관련된 세포 배양용 도구 및 이를 이용한 계대 배양 방법은[0018]

다음과 같은 효과를 갖는다.

본 발명은 효소 처리를 통해 단일세포 형태로가 아닌 복수의 세포로 구성된 세포 조각들로의 분절화를 통해 계[0019]

대 배양되어야 하는 세포, 예를 들어, 개, 소, 돼지, 원숭이, 및 인간에서 유래한 전분화능 줄기세포에 적용이

가능하다. 특히, 인간 전분화능 줄기세포를 손쉽고 빠르며 효율적으로 계대 배양할 수 있고, 특히, 본 발명의

배양용 도구를 사용하는 경우, 인간 전분화능 줄기세포 콜로니(또는 콜로니들이 배양기 바닥을 대부분 차지하여

단일세포층 형태로 자라는 전분화능 줄기세포)를 신속하게 일정한 크기의 절편으로 절단할 수 있다.

또한, 배양기 바닥에 붙어서 자라면서 “절편화”를 통해 계대 배양해야 하는 세포를 분절부를 사용하여 종방향[0020]

및/또는 횡방향으로 절단하여 “쉽고 빠르게” 그리고 “일정한 크기”로 절편화 할 수 있다.

또한,  콜로니 형태로 배양기 바닥에 붙어 자라는 모든 형태의 세포를 일정한 크기의 절편으로 분절시킬 수[0021]

있다. 

도면의 간단한 설명

도 1은 본 발명의 일 실시예와 관련된 세포 배양용 도구를 구성하는 분절부의 사시도이다.[0022]

도 2는 도 1에 도시된 분절부의 평면도이다.

도 3은 도 1에 도시된 분절부의 빗살부 확대도이다.

도 4는 도 1에 도시된 손잡이부의 확대도이다.

도 5는 본 발명의 일 실시예와 관련된 세포 배양용 도구를 구성하는 배양기의 사시도이다.

도 6은 도 5에 도시된 배양기의 평면도이다.
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도 7은 세포 배양용 도구를 이용한 실험예를 나타내는 사진이다.

도 8은 다각형상의 웰과 원형의 웰에서 분절부 사용의 효과를 비교 설명하기 위한 개략도이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 본 발명의 일 실시예에 따른 세포 배양용 도구(이하, '배양용 도구'라고도 약칭함) 및 이를 이용한 계대[0023]

배양 방법(이하, "계대배양 방법"이라고도 약칭함)을 첨부된 도면을 참고하여 상세히 설명한다.

또한, 도면 부호에 관계없이 동일하거나 대응되는 구성요소는 동일 또는 유사한 참조번호를 부여하고 이에 대한[0024]

중복 설명은 생략하기로 하며, 설명의 편의를 위하여 도시된 각 구성 부재의 크기 및 형상은 과장되거나 축소될

수 있다.

본 발명은 콜로니 형태로 배양기 바닥에 붙어 자라는 모든 형태의 세포를 일정한 크기의 절편으로 분절시키는데[0025]

사용될 수 있으나, 이하 설명의 편의를 위하여, 상기 세포는 인간 전분화능 줄기세포인 경우를 예로 들어 설명

한다.

구체적으로, 본 발명은 인간 전분화능 줄기세포의 계대 배양을 쉽고 계대 비율을 일정하게 해주는 도구에 관한[0026]

것이다.  보다 구체적으로 본 도구는 인간 전분화능 줄기세포 계대 배양 시 세포 덩어리 절편의 크기를 일정하

게 잘라 콜로니 크기를 일정하게 해 주어 매 계대 간 변동성을 줄여주고, 그 과정을 신속하고 간단하게 해 주는

도구에 관한 것이다.

도 1은 본 발명의 일 실시예와 관련된 세포 배양용 도구를 구성하는 분절부(100)의 사시도이고, 도 2는 도 1에[0027]

도시된 분절부의 평면도이며, 도 3은 도 1에 도시된 분절부의 빗살부(150)의 확대도이고, 도 4는 도 1에 도시된

손잡이부(110)의 확대도이다.

또한, 도 5는 본 발명의 일 실시예와 관련된 세포 배양용 도구를 구성하는 배양기(200)의 사시도이며, 도 6은[0028]

도 5에 도시된 배양기(200)의 본체(210)의 평면도이다.

상기 배양용 도구는, 세포의 배양공간을 제공하는 하나 이상의 웰(220)을 갖는 배양기(200) 및 상기 웰(220) 내[0029]

의 세포를 복수 개의 절편으로 분절시키기 위한 복수 개의 빗살(151)을 갖는 분절부(100)를 포함한다.

도 6을 참조하면, 웰(220)은 배양공간의 바닥면이 다각 형상을 갖는다.[0030]

예를 들어, 웰(220)은 배양공간을 형성하는 복수 개의 측벽 및 각각의 측벽과 연결된 바닥을 가지며, 복수 개의[0031]

측벽은 배양공간의 바닥면 형상이 다각 형상을 갖도록 배열된다.

분절부(100)는, 손잡이부(110) 및 손잡이부(110)에 고정되며, 일 방향을 따라 배열된 복수 개의 빗살(151)를 갖[0032]

는 빗살부(150)를 포함할 수 있다.  상기 분절부(100)는 예를 들어, 수지 재질 또는 열소독이 가능한 금속 재질

로 형성될 수 있다.

또한, 도 2를 참조하면, 예를 들어, 빗살부(150)의 폭(w2)은 약 25mm일 수 있고, 손잡이부(110)의 폭(w1)은 약[0033]

5mm일 수 있다.  

또한, 도 3을 참조하면, 빗살(151)은 손잡이부(110) 측의 고정단으로부터 자유단으로 갈수록 폭이 작아질 수 있[0034]

다.  이에 따라, 인접하는 2개의 빗살(151)의 고정 단 측의 간격(d1, 예를 들어, 0.35mm)은 자유 단 측의 간격

(d2, 예를 들어, 0.5mm)보다 작을 수 있다.  또한, 빗살(151)의 길이(l1)는, 예를 들어, 약 5mm일 수 있다.

또한, 빗살(151)의 끝은 세포 자체에 손상을 주지 않을 정도로 뾰족한 구조를 갖는 것이 바람직하고, 인접하는[0035]

빗살 간의 간격은 구현하고자 하는 세포 절편의 크기에 따라 10㎛ 내지 1000㎛로 다양하게 제작이 가능하다.

또한, 빗살의 길이는 배양기(200)의 웰(220)의 깊이에 따라 3mm 내지 10mm로 다양하게 제작이 가능하다.  또한,

빗살부(150)의 폭(w2)은 웰(220)의 크기에 따라 5mm 내지 50mm로 다양하게 제작이 가능하다.

또한, 분절부는 폭이 웰의 폭 이하일 수 있고, 예를 들어, 분절부는 폭이 웰의 폭 보다 0.1mm 내지 1mm 작을 수[0036]

있다. 배양기 웰의 폭과 분절부의 폭이 약 1mm이내의 유격을 허용한 범위에서 동일한 경우 기능 효과가 극대화

될 수 있다.

도 4를 참조하면, 손잡이부(110)는 미끄럼 방지부(120)를 가질 수 있다.  미끄럼 방지부(120)는 소정 간격(p1,[0037]

예를 들어, 0.7mm)으로 형성된 복수 개의 돌기(121)를 가질 수 있다.  상기 돌기(121)는 예를 들어, 손잡이부

(110)의 길이방향에 따른 길이(l3)가 약 0.3mm일 수 있다.
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또한, 손잡이부(110)는 빗살부(150)가 마련되는 종단에 확장부(130)를 가질 수 있다.  확장부는 손잡이부(110)[0038]

의 폭(w1) 보다 큰 폭을 가지며, 예를 들어, 빗살부(150)의 폭(w2)과 동일한 폭을 가질 수 있다.  한편, 빗살부

(150)의 폭은 복수 개의 빗살(151)가 배열된 방향에 따른 길이를 의미할 수 있다. 

상기 배양기(200)는 하나 이상의 웰(220)이 형성된 본체(210) 및 본체(210)에 장착되는 뚜껑(220)을 포함할 수[0039]

있다. 상기 웰(220)은 배양공간의 바닥면이 다각 형상을 갖는다.  바람직하게, 웰(220)은 배양공간의 바닥면이

사각 형상을 가질 수 있다.  보다 바람직하게, 도 6을 참조하면, 웰(220)은 배양공간의 바닥면이 정사각 형상을

가질 수 있으며, 한 변의 길이(l4)는 예를 들어, 25mm일 수 있고, 5mm 내지 50mm로 다양하게 제작이 가능하다.

또한, 상기 한 변의 길이(l4)는 빗살부(150)의 폭(w2)보다 약 1mm 정도 크게 형성될 수도 있다.

상기 배양기(200)에 상기 웰(220)은 2개 이상 마련될 수 있다.[0040]

이러한 구조에서, 분절부(200)는, 배양공간의 바닥면 기준으로, 종방향 또는 횡방향으로 절단 시(도 6을 기준으[0042]

로 웰(220)의 세로방향 또는 가로방향), 절단 가능 영역(빗살(151)에 의해 세포의 절편화가 이루어지는 영역)이

다각 형상을 가질 수 있다.  따라서, 웰(220)은 배양공간의 바닥면이, 분절부(100)의 절단 가능 영역에 부합하

도록, 사각형상을 갖는 것이 바람직하다.

또한,  본  발명의  일  실시예와  관련된  계대배양  방법은,  전술한  세포  배양용  도구를  이용한  계대배양[0044]

방법으로서, 분절부(100)를 웰(220)의 배양공간의 바닥면에 접촉시킨 후 종방향 및 횡방향 중 적어도 한 방향으

로 이동시켜 웰(220) 내의 세포를 절편화하는 단계를 포함한다.

이때, 빗살(151)를 배양공간의 바닥에 접촉시킨 상태로 분절부(100)를 이동 시킬 수 있다. 빗살(151)을 배양공[0045]

간의 바닥에 접촉시킨 상태로 분절부(100)를 이용하여 세포를 긁음으로써 일정한 크기로 절편화할 수 있다.

또한, 상기 계대배양 방법은, 효소(예를 들어, collagenase IV 또는 dispase)를 이용하여 세포 절편을 배양공간[0046]

의 바닥으로부터 탈착시키는 단계를 포함할 수 있으며, 절편화된 세포를 배양공간의 바닥에서 분리하여 새로운

배양기에 계대하는 단계를 포함할 수 있다.

또한, 세포는 전술한 바와 같이, 인간 전분화능 줄기세포일 수 있다. [0047]

도 7은 세포 배양용 도구를 이용한 실험예를 나타내는 사진이다.[0048]

도 7의 (a)를 참조하면, 콜로니 형태로 단일세포층으로 자라는 세포(예, 인간 배아줄기세포)의 표면을 분절부[0049]

(100)를 사용하여 좌우 방향으로 한번(도 7의 (b)참조) 긁고, 그리고 위아래 방향으로 한번(도 7의 (c)참조) 긁

으면, 빗살들 간의 간격(d2)과 동일한 크기(이 실시예의 경우 500㎛)로 절편화된 것을 확인할 수 있다. 도 7의

(d)는 DPBS로 1회 세척한 이후의 세포의 모습을 나타낸다.  이후, collagenase IV 또는 dispase와 같은 효소

(또는, cell scraper와 같은 도구)를 사용하여 일정하게 절편화된 세포를 웰(220)의 바닥에서 분리하여 새로운

배양기에 계대할 수 있다.

도 8은 본 발명에서와 같은, 다각형상의 웰과 종래 원형의 웰을 비교 설명하기 위한 개략도이다.[0051]

기존의 원형의 웰을 갖는 세포배양기에 본 분절부(100)를 이용하여 세포 절편화를 수행하는 경우, 도 8에 도시[0052]

된 바와 같이, 절편화가 가능한 유효 영역(E)뿐만 아니라 절편화가 되지 못하는 무효 영역(D)이 존재하여 그 효

용성이 떨어지게 된다.

따라서 분절부(100)와 다각형상의 웰을 갖는 배양기(200)가 함께 사용될 경우, 효율이 극대화 될 것임은 자명하[0053]

다.  또한, 다각 형상의 웰을 갖는 세포 배양기는 기존의 모든 콜로니 형태로 바닥에 부착하여 배양되는 모든

종류의 세포에 동일하게 적용될 수 있으므로, 그 범용성도 충분히 예상 가능하다.

위에서 설명된 본 발명의 바람직한 실시예는 예시의 목적을 위해 개시된 것이고, 본 발명에 대한 통상의 지식을[0055]

가지는 당업자라면 본 발명의 사상과 범위 안에서 다양한 수정, 변경, 부가가 가능할 것이며, 이러한 수정, 변

경 및 부가는 하기의 특허청구범위에 속하는 것으로 보아야 할 것이다.
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부호의 설명

100: 분절부[0056]

110: 손잡이부

120: 미끄럼 방지부

150: 빗살부

151: 빗살

200: 배양기

210: 본체

220: 웰

250: 뚜껑

도면

도면1
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도면2

도면3
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도면4

도면5
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도면6

도면7
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도면8

공개특허 10-2019-0131299

- 12 -


	문서
	서지사항
	요 약
	대 표 도
	청구범위
	발명의 설명
	기 술 분 야
	배 경 기 술
	발명의 내용
	해결하려는 과제
	과제의 해결 수단
	발명의 효과

	도면의 간단한 설명
	발명을 실시하기 위한 구체적인 내용
	부호의 설명

	도면
	도면1
	도면2
	도면3
	도면4
	도면5
	도면6
	도면7
	도면8




문서
서지사항 1
요 약 1
대 표 도 1
청구범위 3
발명의 설명 4
 기 술 분 야 4
 배 경 기 술 4
 발명의 내용 4
  해결하려는 과제 4
  과제의 해결 수단 4
  발명의 효과 5
 도면의 간단한 설명 5
 발명을 실시하기 위한 구체적인 내용 6
 부호의 설명 8
도면 8
 도면1 8
 도면2 9
 도면3 9
 도면4 10
 도면5 10
 도면6 11
 도면7 11
 도면8 12
