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명 세 서

청구범위

청구항 1 

 (a) 인간 피부 섬유아세포를 포함하는 세포 집단을 제공하는 단계; 및

(b) CD39, CD36 및 CD26에서 선택된 하나 또는 그 이상의 세포 표면 마커의 발현에 기반하여 인간 피부 섬유아

세포를 아집단으로 분리하는 단계;

를 포함하는 인간 피부 섬유아세포를 선별하는 방법.

청구항 2 

제 1항에 있어서, 인간 피부 섬유아세포는 유세포 분석법으로 분리됨을 특징으로 하는 방법. 

청구항 3 

제 1항 또는 제 2항에 있어서, 인간 피부 섬유아세포는 CD90을 발현하는 세포를 선별하여 세포 집단으로부터 분

리됨을 특징으로 하는 방법. 

청구항 4 

제 3항에 있어서, 인간 피부 섬유아세포는 CD45- CD31- CD324- CD90+ 세포 표면 표현형을 지니는 세포를 선별하

여 다른 인간 진피 세포로부터 분리됨을 특징으로 하는 방법.

청구항 5 

선행 항 중 한 항에 있어서, 인간 피부 섬유아세포의 첫 번째 아집단은 CD39+CD26- 세포 표면 표현형을 지니는

세포를 선별하여 분리됨을 특징으로 하는 방법.

청구항 6 

제 5항에 있어서, 첫 번째 아집단은 유두 섬유아세포를 포함함을 특징으로 하는 방법.

청구항 7 

선행 항 중 한 항에 있어서, 인간 피부 섬유아세포의 두 번째 아집단은 CD39- 또는 CD39+CD26+ 세포 표면 표현

형을 지니는 세포를 선별하여 분리됨을 특징으로 하는 방법.

청구항 8 

제 7항에 있어서, 두 번째 아집단은 망상 섬유아세포를 포함함을 특징으로 하는 방법.

청구항 9 
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선행 항 중 한 항에 있어서, 인간 피부 섬유아세포의 세 번째 아집단은 CD36을 발현하는 세포를 선별하여 분리

됨을 특징으로 하는 방법.

청구항 10 

제 9항에 있어서, 세 번째 아집단은 지방전구 섬유아세포를 포함함을 특징으로 하는 방법.

청구항 11 

선행 항 중 한 항에 있어서, 단계 (b)에서 시험관 내 세포 배양 단계에서 분리된 하나 이상의 아집단을 확장시

키는 단계를 더욱 포함함을 특징으로 하는 방법.

청구항 12 

제  11항에  있어서,  하나  또는  그  이상의 아집단은 Wnt,  형질전환 성장 인자(transforming  growth  factor)

베타, 섬유아세포 성장 인자 또는 헤지호그 신호전달 경로를 모듈레이트 하는 작용제의 존재 하에 시험관 내에

서 배양됨을 특징으로 하는 방법.

청구항 13 

선행 항 중 한 항에 있어서, COL6A5, COL23A1, HSPB3, WNT5a, RSP01, LEF1, RGS5, MFAP5, PRG4, CD9, CD11a,

CD29, CD34, CD44, CD47, CD59, CD70, CD73, CD81, CD87, CD105, CD141, CD142, CD147, HLA-A, HLA-B, HLA-C,

HLA-DR, HLA-DP, HLA-DQ, 데코린, 루미칸 및 디시알로갱글리오사이드 GD2에서 선택된 하나 또는 그 이상의 추가

적 마커의 아집단 내의 발현을 결정하는 단계를 더욱 포함함을 특징으로 하는 방법.  

청구항 14 

선행 항 중 한 항에 정의된 방법으로 수득되거나 수득할 수 있는 인간 피부 섬유아세포의 분리된 아집단.

청구항 15 

CD45- CD31- CD324- CD90+ CD39+ CD26- 세포 표면 표현형의 발현에 의해 특성화 되는 인간 피부 유두 섬유아세

포의 분리된 집단. 

청구항 16 

CD45- CD31- CD324- CD90+ CD39- 또는 CD45- CD31- CD324- CD90+ CD39+ CD26+ 세포 표면 표현형의 발현에 의해

특성화 되는 인간 피부 망상 섬유아세포의 분리된 집단.

청구항 17 

CD45- CD31- CD324- CD90+ CD36+ 세포 표면 표현형의 발현에 의해 특성화 되는 인간 피부 지방전구 섬유아세포

의 분리된 집단.

청구항 18 
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의약으로 사용하기 위한 제 14항 내지 제 17항 중 어느 한 항에 정의된 인간 피부 섬유아세포의 분리된 집단. 

청구항 19 

피부 장애를 치료하기 위한 제 14항 내지 제 17항 중 어느 한 항에 정의된 인간 피부 섬유아세포의 분리된

집단.

청구항 20 

상처 치유를 촉진하기 위한 제 14항 내지 제 17항 중 어느 한 항에 정의된 인간 피부 섬유아세포의 분리된

집단.

청구항 21 

켈로이드성 흉터, 경피증, 이식편 대 숙주 질환, 피부 궤양 또는 수포성 표피박리증을 치료하기 위한 제 14항

내지 제 17항 중 어느 한 항에 정의된 인간 피부 섬유아세포의 분리된 집단.

청구항 22 

제 14항 내지 제 17항 중 어느 한 항에서 정의된 바와 같은 인간 피부 섬유아세포의 분리된 집단을 피험자의 피

부에 투여하는 단계를 포함하는 인간 피험자에서 피부 노화 또는 흉터를 예방 또는 치료하기 위한 미용적 방법.

청구항 23 

제 22항에 있어서, 인간 피부 섬유아세포는 피험자에게 자가 조직임을 특징으로 하는 방법. 

청구항 24 

제 22항에 있어서, 인간 피부 섬유아세포는 피험자에게 동종 이계임을 특징으로 하는 방법. 

청구항 25 

(a) 제 14항 내지 제 17항 중 어느 한 항에서 정의된 바와 같은 인간 피부 섬유아세포의 분리된 집단에 작용제

를 접촉시키는 단계;

(b) 작용제의 존재 하에서 인간 피부 섬유아세포의 분리된 집단의 활성을 결정하는 단계;

를 포함하는 인간 피부 섬유아세포 활성을 모듈레이트 시키는 작용제를 식별하기 위한 스크리닝 방법.

청구항 26 

제 25항에 있어서, 다수의 후보 작용제를 인간 피부 섬유아세포의 분리된 집단과 접촉시키고 인간 피부 섬유아

세포의 활성을 모듈레이트하는 작용제를 선별함을 특징으로 하는 스크리닝 방법.

청구항 27 

상처 치유를 촉진하기 위해 CD45- CD31- CD324- CD90+ CD39+ CD26- 세포 표면 표현형의 발현에 의해 특성화 되
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는 인간 피부 유두 섬유아세포 의 분리된 집단. 

청구항 28 

흉터 위험성 감소로 상처 치유를 촉진하기 위해 CD45- CD31- CD324- CD90+ CD39+ CD26- 세포 표면 표현형의 발

현에 의해 특성화 되는 인간 피부 유두 섬유아세포 의 분리된 집단. 

청구항 29 

흉터의 예방 또는 치료에 사용하기 위한 CD45- CD31- CD324- CD90+ CD39+ CD26- 세포 표면 표현형의 발현에 의

해 특성화 되는 인간 피부 유두 섬유아세포 의 분리된 집단.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 피부과 분야에 관한 것으로 더욱 상세하게는 피부 상태, 노화 및 상처 치유에서의 섬유아세포의 역할[0001]

에 관한 것이다. 본 발명은 보다 구체적으로 인간 피부 섬유아세포를 아집단(subpopulation)으로 선별하고 배양

을 통해 유익한 아집단을 확장시키는 방법 및 시험관 내에서 독성학적 및 미용적 스크리닝을 위해 의학적 및 미

용적 방법으로 선별된 집단의 용도에 관한 것이다. 

배 경 기 술

후생 동물 체제(metazoan body plan)의 패러다임은 상피와 중간엽 엘레먼트의 결합이 3차원 장기 구조로 되는[0002]

것이다. 포유류 피부는 이 패턴의 원형을 나타낸다. 표피, 층화된 편평 상피는 중간엽 조직인 진피 위를 덮고

있다. 표피 및 다른 상피 내의 세포 계통 관계가 상세하게 연구되었으나 대체로 다른 중간엽 조직과 진피를 포

함하는 세포의 기능적 정체성은 아직 특화되지 않았다. 

섬유아세포는 콜라겐 및 엘라스틴과 같은 구조 단백질을 대부분의 중간엽 조직의 세포 외 매트릭스로 합성하고[0003]

통합시키는 세포이다. 진피는 조직학적으로 쉽게 식별되는 뚜렷한 층을 지닌다 : 유두(papillary) 진피는 표피

에 가장 가까운 반면, 그 밑의 망상 진피는 더 두꺼우며 섬유성 세포 외 매트릭스의 상당 부분을 포함한다.

망상 진피 아래에는 피하 또는 피부 백색 지방 조직이 있다. 마우스 및 인간 진피에서 확인된 다른 섬유아세포[0004]

아집단은 모낭(hair follicle) 기저부에서의 진피 유두 세포(dermal papilla cell), 혈관과 밀접한 관련이 있

는 기모근(arrector pili muscle) 및 주피세포(pericytes)를 포함한다.

유두 및 망상 섬유아세포는 뚜렷한 정체성을 가지고 있는 것으로 오랫동안 여겨져 왔다. 마우스 진피의 경우 유[0005]

두  및  망상  섬유아세포는  기능적으로  뚜렷한  계통(lineage)을  나타내고  있으며,  배아  발달  동안  다관능

(multipotent) 전구체(progenitor) 집단에서 발생하는 것이 상처 치유 및 피부 재구성 에세이에 의한 항상성 조

건 하의 계통 추적을 통해 입증되고 있다.

유두 섬유아세포는 새로운 모낭 형성을 위해 요구되는 반면에 망상 섬유아세포는 상처 복구의 초기 이벤트를 매[0006]

개하고, 알파-평활근 액틴과 같은 소위 섬유아세포 활성화 마커를 발현한다.

인간 진피에 대한 이전의 연구는 더마토미를 지닌 망상 진피로부터 유두를 기계적으로 분리시켰다. 진피의 이들[0007]

분리된 영역으로부터 유래된 외식편(explant) 배양의 분석은 배양 및 유전자 발현에서 섬유아세포 행태의 차이

를 나타냈다. 

그러나 유두 및 망상 진피로부터 별도로 배양된 섬유아세포를 구별하는 마커를 표지하려는 이전의 시도는 직접[0008]

피부로부터 프라이머리 섬유아세포 아집단의 예상되는 분리를 허용하는 세포 표면 마커를 생성하지 않았다. 따

라서 인간 피부 섬유아세포를 피부 상태의 치료에 유용한 아집단으로 분리하는 새로운 방법이 필요하다.

발명의 내용

공개특허 10-2020-0103718

- 6 -



해결하려는 과제

과제의 해결 수단

따라서 하나의 측면에서 본 발명은[0009]

(a) 인간 피부 섬유아세포를 포함하는 세포 집단을 제공하는 단계; 및[0010]

(b) CD39, CD36 및/또는 CD26과 같은 하나 이상의 세포 표면 마커의 발현에 기반하여 인간 피부 섬유아세포를[0011]

아집단으로 분리하는 단계;

를 포함하는 인간 피부 섬유아세포를 선별하는 방법을 제공하는 것이다.[0012]

일부 실시형태에서, 방법은 단계 (b)에서 예를 들면 시험관 내 세포 배양 단계에서 분리된 하나 이상의 아집단[0013]

을  확장시키는  단계를  더욱  포함한다.  바람직하게는  확장된  아집단은  확장  후에  그들의  기능적  특성을

유지한다.

바람직하게는 인간 피부 섬유아세포는 유세포 분석에 의해 분리된다. 대안적인 실시형태에서 인간 피부 섬유아[0014]

세포는 자성 비드, 컬럼 및/또는 미세 유체(microfluidic)를 사용하여 분리된다.

하나의 실시형태에서 인간 피부 섬유아세포는 CD90을 발현하는 세포를 선별함으로써 세포 집단으로부터 분리된[0015]

다. 예를 들면 인간 피부 섬유아세포는 세포 표면 표현형 CD45- CD31- CD324- CD90+를 지니는 세포를 선별함으

로써 다른 인간 피부 세포로부터 분리될 수 있다.

하나의 실시형태에서 인간 피부 섬유아세포의 첫 번째 아집단은 세포 표면 표현형 CD39+CD26-를 지니는 세포를[0016]

선별함으로써 분리된다. 첫 번째 아집단은 유두(papillary) 섬유아세포를 포함할 수 있다.

또 다른 실시형태에서 인간 피부 섬유아세포의 두 번째 아집단은 세포 표면 표현형 CD39+CD26+를 지니는 세포를[0017]

선별함으로써 분리된다. 두 번째 아집단은 망상(reticular) 섬유아세포를 포함할 수 있다. 인간 피부 섬유아세

포의 또 다른 아집단은 세포 표면 표현형 CD39-를 지니는 세포를 선별함으로써 분리될 수 있다. 이러한 아집단

은 또한 망상 섬유아세포를 포함할 수 있다.

추가적인 실시형태에서 인간 피부 섬유아세포의 세 번째 아집단은 CD36을 발현하는 세포를 선별함으로써 분리된[0018]

다. 바람직하게는 세 번째 아집단은 더 낮은 망상 섬유아세포와 지방전구 섬유아세포를 포함한다.

또 다른 측면에서 본 발명은 상기 정의된 방법에 의해 수득되거나 수득 가능한 인간 피부 섬유아세포의 분리된[0019]

아집단을 제공한다.

또 다른 측면에서 본 발명은 세포 표면 표현형 CD45- CD31- CD324- CD90+ CD39+ CD26-의 발현을 특징으로 하는[0020]

인간 유두 섬유아세포의 분리된 집단을 제공한다.

다른 측면에서 본 발명은 세포 표면 표현형 CD45- CD31- CD324- CD90+ CD39-의 발현을 특징으로 하는 인간 피부[0021]

망상 섬유아세포의 분리된 집단을 제공한다.

또 다른 측면에서 본 발명은 세포 표면 표현형 CD45- CD31- CD324- CD90+ CD39+ CD26+의 발현을 특징으로 하는[0022]

인간 피부 망상 섬유아세포의 분리된 집단을 제공한다.

또 다른 측면에서 본 발명은 세포 표면 표현형 CD45- CD31- CD324- CD90+ CD36+의 발현을 특징으로 하는 인간[0023]

피부 지방전구 섬유아세포의 분리된 집단을 제공한다.

또 다른 측면에서 비멘틴(vimentin)을 발현하고 CD45- CD31- CD324- 및 CD90-인 피부 세포는 또 다른 잠재적으[0024]

로 유용한 세포의 아집단을 나타낸다.

또 다른 측면에서 본 발명은 예를 들어 Wnt 또는 헤지호그(Hedgehog) 신호 전달 경로의 약리학적 모듈레이션에[0025]

의한 섬유아세포 아집단의 시험관 내 확장을 제공한다. 아집단은 Wnt 신호 전달, 세포 외 매트릭스 생성/리모델

링 및 염증과 관련된 유전자의 차별적 발현으로 특징화될 수 있다. 

또 다른 측면에서 본 발명은 상기 정의된 바와 같은 인간 피부 섬유아세포의 분리된 집단 및 임의로 하나 이상[0026]

의 약제학적으로 허용되는 부형제, 희석제 또는 담체를 포함하는 약제학적 조성물을 제공한다.
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또 다른 측면에서 본 발명은 의약으로 사용하기 위한 상기 정의된 바와 같은 인간 피부 섬유아세포의 분리된 집[0027]

단을 제공한다.

또 다른 측면에서 본 발명은 피부 질병의 치료에 사용하기 위한 상기 정의된 바와 같은 인간 피부 섬유아세포의[0028]

분리된 집단을 제공한다.

또 다른 측면에서 본 발명은 상처 치유 촉진에 사용하기 위한 상기 정의된 바와 같은 인간 피부 섬유아세포의[0029]

분리된 집단을 제공한다.

또 다른 측면에서 본 발명은 켈로이드성(keloidal) 또는 비-켈로이드성 흉터, 경피증, 이식편 대 숙주 질환, 피[0030]

부 궤양 또는 수포성 표피박리증과 같은 유전적 피부 장애의 치료에 사용하기 위한 상기 정의된 바와 같은 인간

피부 섬유아세포의 분리된 집단을 제공한다.

또 다른 측면에서 본 발명은 예를 들면 상처 치유 촉진, 켈로이드성 또는 비-켈로이드성 흉터, 경피증, 이식편[0031]

대 숙주 질환, 피부 궤양 또는 수포성 표피박리증과 같은 유전적 피부 장애 등의 피부 장애 예방 또는 치료를

위한 상기 정의된 바와 같은 인간 피부 섬유아세포의 분리된 집단의 용도를 제공한다.

또 다른 측면에서 본 발명은 예를 들면 상처 치유 촉진, 켈로이드성 또는 비-켈로이드성 흉터, 경피증, 이식편[0032]

대 숙주 질환, 피부 궤양 또는 수포성 표피박리증과 같은 유전적 피부 장애 등의 피부 장애 예방 또는 치료용

의약의 제조를 위한 상기 정의된 바와 같은 인간 피부 섬유아세포의 분리된 집단의 용도를 제공한다.

또 다른 측면에서 본 발명은 상기 정의된 바와 같은 인간 피부 섬유아세포의 분리된 집단을 약제학적으로 허용[0033]

가능한 양으로 피험자에게 투여하는 단계를 포함하는 이를 필요로 하는 피험자 내에서 피부 장애를 예방 또는

치료(예를 들어 상처 치유 촉진, 켈로이드성 또는 비-켈로이드성 흉터, 경피증, 이식편 대 숙주 질환, 피부 궤

양 또는 수포성 표피박리증과 같은 유전적 피부 장애의 치료) 하는 방법을 제공한다.

또 다른 측면에서 본 발명은 상기 정의된 바와 같은 인간 피부 섬유아세포의 분리된 집단을 피험자의 피부에 투[0034]

여하는 단계를 포함하는 인간 피험자에서 피부 노화 또는 흉터를 예방 또는 치료하기 위한 미용적 방법을 제공

한다.

하나의 실시형태에서 인간 피부 섬유아세포는 피험자에게 자가 조직이다. 대안적인 실시형태에서 인간 피부 섬[0035]

유아세포는 피험자에게 동종 이계이다.

추가적인 실시형태에서 섬유아세포 아집단은 시험관 내 독성학 및/또는 미용적 스크리닝에 사용된다.[0036]

또  다른  측면에서  본  발명은  샘플에서  인간  피부  섬유아세포의  하나  이상의  아집단을  식별하는  방법을[0037]

제공하며, 여기에는 인간 피부 섬유아세포를 포함하는 샘플을 제공하는 단계, 본 명세서에 기재된 하나 이상의

(세포-표면 또는 세포 내) 마커 예를 들면 상기 섬유아세포 상의 CD39, CD36 및/또는 CD26에서 선택된 하나 이

상의 세포-표면 마커의 발현을 결정하는 단계를 포함한다.

또 다른 측면에서 본 발명은 인간 피부 섬유아세포 아집단 확인을 위한 본 명세서에 기재된 하나 이상의 (세포-[0038]

표면 또는 세포 내) 마커 예를 들면 CD39, CD36 및/또는 CD26에서 선택된 하나 이상의 세포 표면 마커 또는 이

의 리간드(예를 들면 항체)의 용도를 제공한다.

또 다른 측면에서 본 발명은 본 명세서에 정의된 하나 이상의 (세포-표면 또는 세포 내) 마커 예를 들면 CD39,[0039]

CD36 및/또는 CD26에서 선택된 하나 이상의 세포 표면 마커에 특이적인 하나 이상의 시약을 포함하는 샘플에서

인간 피부 섬유아세포의 하나 이상의 아집단을 식별 및/또는 분리하기 위한 키트를 제공한다. 하나의 실시형태

에서 키트는 마커(들)에 특이적으로 결합하는 하나 이상의 리간드 (예를 들면 항체)를 포함한다.

또 다른 실시형태에서 키트는 마커를 암호화시킨 뉴클레오타이드 서열의 특이적인 증폭에 적합한 하나 이상의[0040]

시약 예를 들어 마커를 암호화시킨 mRNA 또는 cDNA의 중합 효소 연쇄 반응(PCR) 증폭에 적합한 뉴클레오타이드

프라이머를 포함한다.

또 다른 측면에서 본 발명은 예를 들면 상처 치료, 상처 치유 촉진, 흉터 위험성 감소로 상처 치유 촉진 및/또[0041]

는 흉터의 예방 또는 치료와 같은 피부 장애의 예방 및 치료에 사용하기 위한 인간 피부 유두 또는 망상 섬유아

세포의 분리된 집단을 제공한다. 하나의 실시형태에서 인간 피부 섬유아세포는 세포 표면 표현형 CD45- CD31-

CD324- CD90+ CD39+ CD26-의 발현을 특징으로 하는 인간 유두 섬유아세포이다.

또 다른 실시형태에서 인간 피부 섬유아세포는 세포 표면 표현형 CD45- CD31- CD324- CD90+ CD39-의 발현을 특[0042]
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징으로 하는 인간 피부 망상 섬유아세포이다. 또 다른 실시형태에서 인간 피부 섬유아세포는 세포 표면 표현형

CD45- CD31- CD324- CD90+ CD39+ CD26+의 발현을 특징으로 하는 인간 피부 망상 섬유아세포이다.

도면의 간단한 설명

(도 1) 마우스 섬유아세포 아집단의 전사체 분석.[0043]

A) 유세포 분석법에 의한 마우스 출생 후 2 일 (P2) 섬유아세포 아집단의 분리. PdgfraHBeGFP+ 세포를 Dlk1,

Sca1 및 CD26의 발현에 따라 분리하고 구분하였다.

B) 마이크로어레이 혼성화(Affymetrix)에 의해 결정된 전체 유전자 발현 패턴의 주요 성분 분석. 번갈아 나오는

지방전구세포(Dlk1+Sca1+) 집단 클러스터와 그 외곽의 지방전구세포(Dlk1-Sca1+) 집단에 주목한다(아스테릭; 패

널 D 및 E에서 또한 아스테릭으로 표시됨).

C) 유동 선별된 집단에서 마커 발현의 qPCR 검증. 유전자 발현은 GAPDH로 정규화되고 3개의 생물학적 복제물의

평균±S.D로 나타내었다.

D) 마이크로어레이 샘플에서의 마커 발현 수준; 3개의 생물학적 복제물에 대한 발현 수준을 각각 나타내었다.

외곽 부위의 지방전구세포(Dlk1-Sca1+) 집단이 표시된다(아스테릭).

E) 분리된 마우스 P2 섬유아세포 아집단에 대한 전반적 유전자 발현 패턴의 계층적 클러스터. 외곽의 지방전구

세포(Dlk1-Sca1+) 집단을 표시한다(아스테릭).

(도 2) 마우스 섬유아세포 아집단 내에서 Wnt, ECM 및 면역 신호 전달과 관련된 유전자의 차등 발현.

A) 마우스 섬유아세포 아집단 내에서 차별적 발현 경로의 유전자 온톨로지(Gene Ontology, GO) 기간 분석.

B-D)  (B)  Wnt 신호 전달, (C) 염증 및 (D) ECM 조절에 관련된 유전자의 차등 발현(Affymetrix 마이크로어레

이)을 나타내는 히트맵.

E) 선별된 차등 발현 유전자의 Q-PCR 검증.

F) 지방 생성에 관련된 유전자의 발현(Affymetrix 마이크로어레이)을 비교하는 히트맵.

G, H) qPCR 분석은 지방전구세포 내에서의 CD36 발현 상향 조절(G) 및 유두 섬유아세포 내에서의 CD39 발현 상

향 조절(H)을 나타낸다. 유전자 발현(E, G, H)은 GAPDH로 정규화되고 3 개의 생물학적 복제물에 대해 평균±S.D

로 나타내었다(*p <0.05, **p <0.005, ***p <0.0005).

(도 3) 인간 진피 내에서 유전자 발현의 공간적 프로파일링.

A) 3 개의 별개의 개체 내에서 유두 및 망상 진피로부터 유전자 발현 패턴의 계층적 클러스터링.  RNA 서열분석

에 의해 발현을 정량화 하였다(청색: 유사, 적색: 유사하지 않음).

B) 유두 진피에서 상향 조절된 유전자 (> 3배).

C) 망상 진피에서 상향 조절된 유전자 (> 10배).

D) 유두 진피에서 발현이 2 배 이상 상향 조절된 세포 표면 마커. 발현 수준은 3 개의 생물학적 복제물에 대해

개별적으로 표시되며 (녹색: 높음, 적색: 낮음) 6개의 서로 다른 배양 섬유아세포주 및 7개의 서로 다른 배양

세포주에서의 발현을 비교하였다.

E) 망상 진피 내에서 2배 이상 상향 조절된 세포 표면 마커. F) 인간 성인 진피와 마우스 P2 진피 사이에 보존

된 유두 진피 내에서 상향 조절된 세포 표면 마커.

(도 4) 스페이셜 전사체학에 의해 확인된 섬유아세포 아집단 마커 후보에 대한 인간 진피의 항체 면역 형광 표

지.

A,  B)  COL6A5의  발현은 유두 진피로 제한된다. 표피의 기저층에는 항-케라틴 14  가 표지되어 있다(COL6A5:

녹색, 케라틴 14: 적색).

C, D) 유두 진피 내에는 APCDD1의 발현이 풍부하다(APCDD1: 녹색, 케라틴 14: 적색).

E, F) 유두 진피 내에는 HSPB3의 발현이 풍부하다(HSPB3: 녹색, 케라틴 14: 적색).
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G, H) 상부 진피 내에서 우세한 혈관 구조 내에는 WIF1의 발현이 풍부하다 (WIF1: 녹색, 케라틴 14: 적색).

I, J) 하피(피하 지방) 내에는 CCD36의 발현이 매우 풍부하다.

K, L) 유두 진피 내에는 CD39의 발현이 풍부하다 (CD39: 녹색, 포도플라닌: 적색). 스케일 바 : 200μm

(도 5) 인간 피부 섬유아세포 아집단은 시험관 내에서 기능적 차이를 유지한다.

A, B) LUM 및 COL6A5의 발현은 비분획화 된 진피 세포 현탁액과 비교하여 CD90+ 집단 내에서 풍부하다. 유전자

발현은 GAPDH로 정규화되었고 3 개의 생물학적 복제물에 대해 평균±S.D로 나타내었다.

C) lin-CD90+CD39+ 및 lin-CD90+CD36+ 세포는 시험관 내에서 형태학적 차이를 나타내지만 공여자의 상이한 신체

부위와 연령 간에는 일치하지 않는다 (스케일 바 : 50 μm). 

D, E) Lin-CD90+CD39+ 세포는 단일 계대 배양 후 CD39 발현을 상실한다 (D). 그러나 CD90 및 CD36의 발현은 유

지된다 (E).

F) 배양에서 LUM의 보유 및 COL6A5의 상실을 나타내는 Q-PCR. 유전자 발현은 GAPDH로 정규화 되었고 3개의 생물

학적 복제물에 대해 평균±S.D로 나타내었다.

G-L) Wnt 신호 전달 (G), 염증 및 면역 (H) 및 ECM 리모델링 (I)에 관련된 유전자의 발현. 유전자 발현은 GAPDH

로 정규화되었고 3개의 생물학적 복제물에 대해 평균±S.D로 나타내었다. 

J-N)  배양에서 IFNγ 자극에 반응하는 세포 표면 마커의 발현 조절 (청색: CD39+IFNγ,  황색: CD36+IFNγ,

적색: 염색되지 않은 대조군). 상단 로우 : 대표적인 플로우 프로트. 하단 로우 : 3 개의 독립적인 실험으로부

터의 데이터 정량화 (*p <0.05, **p <0.005, ***p <0.0005, ****p <0.0001).

(도 6) DED에서 표피 성장을 지원하는 다른 섬유아세포 아집단의 능력 비교.

A-J) 탈-상피화 피부(DED) 오르가노타입 배양물의 H&E 염색 (A-E) 및 면역형광 염색 (F-J)을 나타낸 것으로 섬

유아세포 부재 (A, F), 비분획화(lin-CD90+) 섬유아세포 (B, G), CD90+CD39+(유두 풍부) 섬유아세포 (C, H),

CD90+CD39-(유두 고갈) 섬유아세포 (D, I) 및 CD90+CD36+(지방전구) 섬유아세포 (E, J) 접종시킨 것이다. 

(F-J) 케라틴 14(녹색)는 각질세포를 나타내고 비멘틴(흰색)은 중간엽 세포(섬유아세포)를 나타낸다. 최소 3번

의 생물학적 복제물에 대해 실험을 반복하고 대표 이미지를 나타내었다. CD90+CD39+ 세포의 경우 세번의 실험

중 두 번은 유두세포 집단(CD90+CD39+CD26-)을 더욱 풍부하게 하기 위해 CD26- 세포에 대한 추가적 선택을 포함

하였다. 스케일 바: 200 μm.

K-M) 표피 두께의 정량화 (K); 표피 300 μm 이내의 섬유아세포 밀도 (L); 및 표피와는 다른 깊이에서 섬유아세

포의 상대적 풍부도 (M).

(도 7) 인간 성인 피부 섬유아세포의 단일 세포 RNA 서열 분석.

A) 인간 진피로부터 계통(lin) 음성 세포 및 lin-CD90+ 세포의 분리. 전방 산란, 측면 산란 및 DAPI 염색에 대

해 게이트화 함으로써 단일 라이브 세포를 분리하였다. CD31-CD45-ECad-에 대해 게이트화 함으로써 계통(lin)

음성 세포를 분리하였다.

B) 유전자 발현 패턴의 PCA 분석

C, D) 유전자 발현 패턴의 tSNE 분석 (적색: lin-, 청색: lin-CD90+)

D) 5개의 피부 섬유아세포 아집단을 식별하는 tSNE 분석의 자동 클러스터링.

E) 5 개의 클러스터 각각에서 차등 발현되는 마커의 발현 패턴 (적색: 고발현, 황색: 저발현).

F) 5 개의 피부 섬유아세포 아집단 각각에서 마커 유전자의 차등 발현을 나타내는 바이올린 플롯.

G-J) 성인 인간 피부에서 후보 섬유아세포 마커에 대한 면역 염색. 스케일 바 : 200μm.

 K-O) lin-CD39+CD26- 및 CD39- 피부 섬유아세포에서 CD39 (K) COL6A5 (L) WNT5A (M) RSP01 (N) 및 LEF1 (O)의

발현.

유전자 발현은 GAPDH 및 TBP에 대해 정규화되고 3 개의 생물학적 복제물에 대해 평균±S.D로 나타내었다. (*p

<0.05, **p <0.005, ***p <0.0005, ****p <0.0001). 
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(도 8) 성인 인간 피부 섬유아세포의 세포 표면 마커 스크리닝

인간 진피로부터 분리된 계통 음성 세포를 242개의 정제된 단일 클론 항체 및 상응하는 이소형 대조군을 함유하

는 BD Lyoplate 인간 세포 표면 마커 스크리닝 패널(BD Biosciences, cat. 560747)을 사용하여 분석하였다. 히

트는 면역 형광 염색으로 확인하였다; 밝게 염색된 세포는 표면 마커의 높은 발현을 나타낸다(**). 세포 표면

마커 전사체는 단일 세포 RNA 서열 분석 데이터의 tSNE 분석에서 유전자 발현 오버레이에 의해 독립적으로 관찰

되었다(적색: 고발현, 황색: 저발현).

도 9는 생체 외에서 14일 동안 배양된 상이한 섬유아세포 아집단으로 접종된 상처 피부의 콜라겐 밀도를 나타낸

다.

도 10은 생체 외에서 14일 동안 배양된 상이한 섬유아세포 아집단으로 접종된 상처 피부의 이미지를 나타낸다.

도 11은 생체 외에서 14일 동안 배양된 상이한 섬유아세포 아집단으로 접종된 상처 피부의 이미지를 나타낸다.

도 12는 생체 외에서 14일 동안 배양된 상이한 섬유아세포 아집단으로 접종된 상처 피부의 이미지를 나타낸다.

도 13은 상이한 섬유아세포 아집단으로 재구성된 탈세포화된 진피에서의 콜라겐 침착의 이미지를 나타낸다.

도 14는 상이한 섬유아세포 아집단으로 재구성된 탈세포화된 진피에서의 콜라겐 밀도를 나타낸다.

도 15는 콜라겐 혼성화 펩타이드(CHP)를 사용하여 검출된 상이한 섬유아세포 아집단으로 재구성된 탈세포화된

진피에서의 콜라겐 섬유 구조의 이미지를 나타낸다.

도 16은 상이한 섬유아세포 아집단으로 재구성된 탈세포화된 진피의 표피에서 R-스폰딘 1 발현의 이미지를 나타

낸다.

도 17은 상이한 섬유아세포 아집단에 의한 켈로이드 흉터 리모델링을 보여주는 이미지를 나타낸다. 스케일 바 =

2.5 mm.

도 18은 탈세포화된, 상이한 섬유아세포 아집단이 주입된, 및 시험관 내에서 3 주 동안 배양된 켈로이드 흉터

조직의 두께를 나타낸다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

하나의 측면에서 본 발명은 인간 피부 섬유아세포를 분별하는 방법에 관한 것이다. 따라서 상기 방법은 전형적[0044]

으로 특정 세포 표면 마커의 발현에 기초하여 인간 피부로부터 섬유아세포를 하나 이상의 아집단으로 분리하는

단계를 포함할 수 있다.

인간 피부 섬유아세포를 포함하는 세포 집단[0045]

하나의 실시형태에서 본 발명의 방법의 첫 번째 단계는 인간 피부 섬유아세포를 포함하는 세포 집단을 제공하는[0046]

단계를 포함한다. 전형적으로 세포 집단은 인간 피부 샘플로부터 유래되며, 즉 세포 집단은 인간 피부 세포를

포함한다. 하나의 실시형태에서 세포 집단은 인간 진피의 효소적 소화에 의해 수득된다. 따라서 바람직한 실시

형태에서 세포 집단은 해리된 세포, 즉 원래의 조직 환경으로부터 분리되어 액상 배지에 분산된 세포를 포함한

다.

하나의 실시형태에서 세포 집단은 세포 현탁액을 포함한다. 예를 들어 본 방법은 인간 피부 샘플을 소화하여 적[0047]

합한 수성 완충액에 분산된 세포 현탁액을 수득하는 단계를 포함할 수 있다. 현탁액을 선택적으로 여과 및/또는

원심 분리하여 세포 펠렛을 수득한 다음, 원하는 수성 완충액 예를 들면 인산염-완충 식염수(PBS) 내에 재현탁

시킨다.

전형적으로 세포 집단(예를 들어 세포 현탁액)은 인간 피부 섬유아세포 뿐만 아니라 인간 피부로부터 유래된 다[0048]

른 (즉, 비 섬유아세포) 세포 유형을 포함한다. 일부 실시형태에서 인간 피부 섬유아세포 아집단으로의 분리 전

에 인간 피부 섬유아세포를 다른 인간 피부 유형으로부터 먼저 분리할 수 있다.

대안적인 실시형태에서 인간 피부 섬유아세포 아집단으로의 분리는 다른 피부 세포 유형으로부터 인간 피부 섬[0049]

유아세포의 분리와 동시에 발생할 수 있다. 즉 인간 피부 섬유아세포 아집단이 인간 피부 세포를 포함하는 세포

현탁액으로부터 분별화되는 단일 분리 단계이다. 대안적인 실시형태에서 관심있는 섬유아세포는 외식편 배양에

서 진피로부터 분리시켜 수집된다.
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인간 피부 섬유아세포 분리[0050]

본 발명의 방법에서 인간 피부 섬유아세포는 특정 세포 표면 마커의 발현에 기초하여 아집단으로 분리된다. 이[0051]

는 인간 피부 섬유아세포가 특정 세포 표면 표현형을 발현하는 아집단, 예를 들면 특정 마커의 발현 및/또는 다

른 마커의 발현 부재로 선별되거나 분별됨을 의미한다.

예를 들어 인간 피부 섬유아세포 아집단은 CD90, CD39, CD36 또는 CD26을 개별적으로 발현하는 세포를 선택하거[0052]

나 CD90, CD39, CD36 또는 CD26의 개별적인 발현이 없는 인간 피부 섬유아세포를 선택함으로써 분리될 수 있다.

일부 실시형태에서 인간 섬유아세포 아집단은 상기 마커 중 2 개 이상의 발현의 조합 및 발현의 부재에 기초하

여 분리될 수 있다.

하나의 실시형태에서 인간 피부 섬유아세포는 유세포 분석에 의해 분리된다. 예를 들어 유세포 분석법은 인간[0053]

피부 섬유아세포를 다른 피부 세포로부터 분리하고/하거나 인간 피부 섬유아세포를 아집단으로 분리하기 위해

사용될 수 있다. 형광 세포 분석법 또는 형광 활성화 세포 분류(FACS)는 표면 마커에 따라 세포를 식별하고 분

리하는데 특히 유용한 특수 유형의 유세포 분석법이며 본 발명의 바람직한 실시형태에서 사용될 수 있다.

각 세포의 특정 광 산란 및 형광 특성에 기초하여 생물학적 세포의 이종의(heterogeneous) 혼합물을 동시에 하[0054]

나의 세포 또는 2 개 이상의 컨테이너로 분류하는 방법을 제공한다. 따라서 FACS는 개별 세포로부터의 형광 신

호의 신속하고 객관적이고 정량적인 레코딩 뿐만 아니라 특히 관심있는 세포의 물리적 분리를 제공한다.

형광 세포 분석법에서 세포 현탁액은 좁고 빠르게 흐르는 액체 스트림의 중심에 혼입된다. 스트림은 세포의 직[0055]

경을 기준으로 세포 사이에 큰 간격이 있도록 배열된다. 바이브레이션 메커니즘은 세포의 스트림이 개별 액적

(droplet)으로 파쇄되게 한다. 액적 당 하나 이상의 세포가 있을 확률이 낮도록 시스템이 조정된다. 스트림이

작은 액적으로 파쇄되기 직전에 스트림은 각 세포의 관심있는 형광 특성이 측정되는 형광 측정 스테이션을 통과

한다.

스트림이 액적에 침입하는 지점에 전기 충전 링이 배치된다. 바로 이전의 형광 강도 측정에 기초하여 링에 전하[0056]

가 배치되고, 스트림으로부터 떨어질 때 액적 상에 반대 전하가 포획된다. 전하를 띤 액적은 정전기 변형 시스

템을 통과하여 전하에 따라 액적을 컨테이너로 전환시킨다.

일부 시스템에서 전하는 스트림에 직접 적용되며 액적은 스트림과 동일한 부호의 전하를 유지한다. 액적이 분리[0057]

된 후 스트림은 중성으로 돌아 간다. 유세포 분석법을 사용하는 한 가지 일반적인 방법은 세포 위에서 또는 세

포 내에서 표적에 결합하는 형광 표지된 항체를 사용하여 주어진 표적으로 세포를 식별하는 것이다. 

이러한 기술은 형광의 양이 표적의 양과 관련되는 경우에 정량적으로 사용될 수 있으며 이에 따라 형광의 상대[0058]

적인 양 및 따라서 표적의 상대적인 양에 기초하여 분류할 수 있다.

따라서 본 발명의 바람직한 실시형태에서 인간 피부 섬유아세포를 포함하는 세포 집단은 하나 이상의 형광 표지[0059]

된 항체(예를 들어 FACS에 사용하기에 적합한)와 접촉될 수 있다. 형광-표지된 항체는 인간 피부 섬유아세포 세

포 표면 마커(예를 들어, CD90, CD39, CD36 또는 CD26)에 직접 결합하거나 세포 표면 마커에 특이적인 프라이머

리 항체에 결합하는 세컨더리 항체일 수 있다(예를 들면 프라이머리 마우스 IgG 항-인간 CD39, CD36 또는 CD26

항체는 인간 피부 섬유아세포에 직접 결합하고, 세컨더리 형광 래트 항-마우스 IgG 항체는 프라이머리 항체에

결합한다).

따라서 인간 피부 섬유아세포는 유세포 분석법(예를 들어, FACS)을 사용하여 CD39, CD36 및/또는 CD26으로부터[0060]

선택된 마커의 조합을 발현하는 아집단으로 구분될 수 있다. 다색 형광법(예를 들어 상이한 파장의 형광 표지로

표지된 상이한 세포 표면 단백질에 대한 항체를 사용하는)을 사용하여 단일 FACS 단계에서 마커 조합의 발현에

기초하여 인간 피부 섬유아세포를 선별할 수 있다.

대안적인 실시형태에서 인간 피부 섬유아세포 아집단은 세포 표면 마커의 발현에 기초하여 세포를 분리하기에[0061]

적합한 임의의 다른 방법에 의해 분리될 수 있다. 예를 들어 적합한 방법은 자성 비드, 컬럼 및/또는 미세 유체

의 사용을 포함할 수 있다. 이러한 방법에서 세포-표면 마커에 특이적인 리간드(예를 들어 항체)는 고형상(예를

들어 자기 비드)에 고정화시킬 수 있으며 세포 집단은 이에 접촉된 현탁액에서 인간 피부 섬유아세포를 포함한

다.

관심있는 마커를 발현하는 인간 피부 섬유아세포는 이어서 고형상에 결합하여 유지된다. 마커가 없는 다른 인간[0062]

피부 섬유아세포는 고형상에 결합하지 않으므로 상등액을 세척함으로써 원하는 아집단으로부터 분리될 수 있다.
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원하는 인간 섬유아세포 아집단은 필요한 경우 고형상으로부터 용출될 수 있다.

인간 피부 섬유아세포[0063]

인간 피부 섬유아세포는 특징적인 세포 표면 마커의 발현에 기초하여 다른 인간 피부 세포 유형과 구별될 수 있[0064]

다. 예를 들어 하나의 실시형태에서 CD90 발현은 인간 피부 섬유아세포의 마커로서 사용될 수 있다. 다른 실시

형태에서 인간 피부 섬유아세포는 lin- CD90+ 세포 또는 lin- CD90- 세포로서 식별될 수 있다. Lin- CD90- 세포

는 지방전구, 섬유아세포 및 단핵구/대식세포의 혼합된 특성을 지닌 세포 집단이다.

lin- 세포 표면 표현형은 CD45, CD31 및 CD324의 발현이 결여된 세포로 언급된다. CD45 발현은 면역 세포를 나[0065]

타낼 수 있으며 CD31은 내피 세포에서 전형적으로 발현되고 CD324는 각질 세포에서 발현될 수 있다. 따라서 인

간 피부 섬유아세포는 하나의 실시형태에서 예를 들면 CD45- CD31- CD324- CD90+ 세포로 식별된다.

따라서 본 발명의 하나의 실시형태에서 인간 피부 섬유아세포는 CD90+ (예를 들면 CD45- CD31- CD324- CD90+)[0066]

세포를 선별함으로써 다른 인간 피부 세포 유형으로부터 우선 분리될 수 있다. 이어서 전체 인간 피부 섬유아세

포 집단은 예를 들어 CD39, CD36 및/또는 CD26 발현에 기초하여 아집단으로 분리될 수 있다. 

대안적으로  예를  들면  CD90+CD39+  CD26-(CD45-  CD31-  CD324-  CD90+  CD39+  CD26-)  세포,  CD90+CD39-(CD45-[0067]

CD31- CD324- CD90+ CD39-) 세포, CD90+ CD36+(CD45- CD31- CD324- CD90+ CD36+) 세포 등을 선별함으로써 인간

피부 섬유아세포 아집단은 하나 이상의 유세포 분석 단계에서 다른 인간 피부 세포 유형으로부터 분리될 수 있

다.

추가적인 실시형태에서 원하는 특성을 지니는 섬유아세포는 Wnt 또는 헤지호그와 같은 신호 전달 경로의 약리학[0068]

적 모듈레이션에 의해 선택적으로 배양 확장된다. 이것은 단일 세포 또는 외식편 형태의 비 분획화 세포의 사전

FACS 농축 또는 플레이팅과 연관되어 있다. 

마커[0069]

본 발명의 실시형태에서 하나 이상의 세포 표면 마커의 발현이 결정될 수 있다. 일반적으로 세포는 각각의 세포[0070]

표면 마커의 발현에 대해 양성(+) 또는 음성(-)이 되는 것으로 결정된다. 양성(+)은 전형적으로 세포가 세포 표

면 마커의 최소(예를 들면 검출 가능한) 수준을 발현한다는 것을 의미한다. 예를 들어 세포 표면 마커에 특이적

인 형광-표지된 항체가 예를 들면 유세포 분석(FACS)에 의해 검출될 수 있는 충분한 양으로 세포에 결합되면 세

포는 세포 표면 마커에 대해 양성(+) 인 것으로 간주될 수 있다.

유사하게 세포가 마커를 최소(예를 들면 검출 가능한) 수준 이하로 발현하는 경우 세포는 세포 표면 마커에 대[0071]

해 음성(-) 인 것으로 간주될 수 있다. 따라서 세포 집단의 세포 표면 표현형은 특정 마커 예를 들면 CD45-

CD90+CD39-의 발현 및/또는 발현의 부재에 기초하여 분류될 수 있다. 

유세포 분석에 사용하기에 적합한 본 명세서에 논의된 마커에 대한 항체는 공지되어 있으며 전형적으로 상업적[0072]

공급자로부터 이용 가능하거나 실험 동물이 적합한 항원으로 면역화 되는 것과 같은 공지된 기술에 의해 생성될

수 있다. 적합한 항체는 하기 실시예에 기재되어 있다.

CD26[0073]

CD26은 다양한 세포 표면에서 발현되는 세포막 당단백질 및 세린 엑소펩티다아제이다. CD26은 또한 디펩티딜 펩[0074]

티다제-4 및 아데노신 디아미나제 복합 단백질 2로도 알려져 있다. 인간 CD26의 아미노산 서열은 예를 들어 데

이터베이스 접근 번호 P27487(UniProt) 및 NP_001926(NCBI RefSeq)에 개시되어 있다. CD26은 유세포 분석에 의

해 검출될 수 있으며 CD26+ 및 CD26- 세포는 예를 들어 Kelemen 등, Am J Clin Pathol. 2008년 1월; 129 (1):

146-56에 개시된 방법으로 분류될 수 있다. 

CD36[0075]

CD36은 클래스 B 스캐빈저 수용체 패밀리의 구성원인 막 단백질이다. CD36은 또한 혈소판 당단백질 4, 지방산[0076]

트랜스로카제, 스캐빈저 수용체 클래스 B 멤버 3(SCARB3), 당단백질 88(GP88), 당단백질 Ⅲb(GPⅢB) 또는 당단

백질  Ⅳ(GPⅣ)로도  알려져  있다.  인간  CD36의  아미노산  서열은  예를  들어  데이터베이스  접근  번호

P16671(UniProt) 및 NP_000063, NP_001001547, NP_001001548, NP_001120915 및 NP_001120916(NCBI RefSeq)에

개시되어  있다.  CD36은  유세포  분석에  의해  검출될  수  있으며  CD36+  및  CD36-  세포는  예를  들어  Cserti-

Gazdewich 등, Cytometry B Clin Cytom. 2009년 3월; 76(2): 127-34에 개시된 방법으로 분류될 수 있다.
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CD39[0077]

CD39는 또한 엑토뉴클레오사이드 트리포스페이트 디포스포하이드롤라제-1(ENTPD1)로도 알려진 세포 표면-국소화[0078]

된 엑토뉴클레오티다제이다. 인간 CD36의 아미노산 서열은 예를 들어 데이터베이스 접근 번호 P49961(UniProt)

및  NP_001091645,  NP_001157650,  NP_001157651,  NP_001157653  및  NP_001157654(NCBI  RefSeq)에  개시되어

있다.  CD39는  유세포  분석에  의해  검출될  수  있으며  CD39+  및  CD39-  세포는  예를  들어  Mandapathil  등,

Journal of Immunological Methods, Volume 346, Issues 1-2, 2009년 7월 31일, Pages 55-63에 개시된 방법으

로 분류될 수 있다.

CD90[0079]

CD90은 면역 글로불린 슈퍼 패밀리의 멤버인 Thy-1로도 알려진 N-글리코실화 된 글리코포스파티딜이노시톨(GPI)[0080]

앵커  보존  세포  표면  단백질이다.  인간  CD90의  아미노산  서열은  예를  들어  데이터베이스  접근  번호

P04216(UniProt) 및 NP_001298089, NP_001298091 및 NP_006279(NCBI RefSeq)에 개시되어 있다.  CD90은 유세포

분석에  의해  검출될  수  있으며  CD90+  및  CD90-  세포는  예를  들어  Nakamura  등,  British  Journal  of

Dermatology 154(6):1062-1070 (2006)에 개시된 방법으로 분류될 수 있다.

CD45[0081]

CD45는 백혈구 공통 항원(LCA) 및 단백질 티로신 포스파타제, 수용체 유형 C(PTPRC)로도 알려져 있다. CD45는[0082]

성숙한 적혈구를 제외한 거의 모든 조혈 세포에서 발현되는 막 당단백질이다. 인간 CD45의 아미노산 서열은 예

를 들어 데이터베이스 접근 번호 P08575(UniProt) 및 NP_001254727, NP_002829 및 NP_00563578(NCBI RefSeq)에

개시되어 있다.  CD45는 유세포 분석에 의해 검출될 수 있으며 CD45+ 및 CD45- 세포는 예를 들어 Janossy 등,

Clinical and Vaccine Immunology 9(5):1085-1094 (2002)에 개시된 방법으로 분류될 수 있다.

CD31[0083]

CD31은 혈소판 내피 세포 부착 분자 1(PECAM-1)로도 알려진 세포 표면 단백질이다. 인간 CD31의 아미노산 서열[0084]

은 예를 들어 데이터베이스 접근 번호 P16284(UniProt) 및 NP_000433(NCBI RefSeq)에 개시되어 있다.  CD31은

유세포 분석에 의해 검출될 수 있으며 CD31+  및 CD31-  세포는 예를 들어 Khan  등, Cytometry  64B(1):  1-8

(2005) 및 Mock 등, Mucosal Immunology (2014) 7, 1440-1451에 개시된 방법으로 분류될 수 있다.

CD324[0085]

CD324는 또한 카드헤린-1, E-카드헤린, CDH1 또는 우보모룰린으로도 알려진 세포-세포 접착성 당단백질이다. 인[0086]

간  CD324의  아미노산  서열은  예를  들어  데이터베이스  접근  번호  P112830(UniProt)  및  NP_001304113,

NP_001304114 및 NP_001304115(NCBI RefSeq)에 개시되어 있다.  CD324는 유세포 분석에 의해 검출될 수 있으며

CD324+ 및 CD324- 세포는 예를 들어 US 9534058에 개시된 방법으로 분류될 수 있다.

인간 진피의 전사 프로파일링에 의해 확인된 추가 마커[0087]

본 명세서에 기재된 실시예에서 인간 진피로부터의 섬유아세포의 단일 세포 RNA 서열 분석을 사용하여 섬유아세[0088]

포 아집단의 추가 마커를 확인하였다. 이들 추가 마커는 세포 표면 마커 뿐만 아니라 세포 내 마커를 포함할 수

있으며 섬유아세포 아집단을 추가로 특성화 하는데 사용될 수 있다.

예를 들어 일부 실시형태에서 유동화-분류된 섬유아세포 아집단(시험관 내 배양 확장 단계 전 또는 후에)은 하[0089]

나 이상의 추가 마커의 발현에 대해 예를 들면 아집단의 동종성 및/또는 아집단의 특징적 물성의 보유를 확인하

기 위한 검증 단계를 통해 분석될 수 있다. 

추가 마커의 분석은 세포 아집단 내에서 RNA 및/또는 상응하는 폴리펩타이드 서열의 검출을 위한 임의의 적합한[0090]

방법, 예를 들면 RT-PCR, RNA-Seq, 유전자 발현 어레이, 노던/웨스턴 블롯, ELISA 및 면역세포화학에 의해 수행

될 수 있다. 이들 추가 마커의 발현은 진피 내의 공간 구획화에 의해 제한되지 않는 섬유아세포의 추가 아집단

을 식별할 수 있다. 예를 들어 이러한 추가 마커를 발현하는 섬유아세포는 피부의 하나 이상의 영역 내에서 발

견될 수 있다.

하나의 실시형태에서 섬유아세포 또는 이의 아집단(들)은 COL6A5, COL23A1 및/또는 HSPB3의 발현을 통해 분석될[0091]

수 있다. 전형적으로 이들 마커의 발현은 유두 섬유아세포와 관련이 있다. COL6A5는 콜라겐 VI의 α5 체인이며

특히 피부 섬유아세포에 대한 로버스트 마커를 나타낸다. 유두 섬유아세포의 추가 마커는 WNT5a, RSPO1 및 LEF1
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을 포함할 수 있다. 이들 마커를 암호화 하는 서열에 대한 데이터베이스 접근 번호는 하기 표 2에 나타나 있다.

다른 실시형태에서 섬유아세포 또는 이의 아집단(들)은 CD70(예를 들어 데이터베이스 접근 번호 NM_001252.4 및[0092]

NP_001243.1  참조) 및/또는 CD34(데이터베이스 접근 번호 NM_001025109.1 및 NP_001020280.1 참조)의 발현을

통해  분석될  수  있다.   일부  경우에,  이들  마커의  발현은  망상  섬유아세포,  예를  들어  세포  표면  표현형

CD39+CD26+를 지니는 세포와 관련되어 있다.

또 다른 실시형태에서 섬유아세포 또는 이의 아집단(들)은 RGS5(G 단백질 신호 전달의 조절 인자 5)의 발현을[0093]

통해  분석될  수  있다.  RGS5를  암호화하는  mRNA  및  폴리펩타이드  서열의  예는  데이터베이스  접근  번호

NM_001195303.2,  NP_001182232.1,  NM_001254748.1  NP_001241677.1,  NM_001254749.1,  NP_001241678.1,

NM_003617.3 및 NP_003608.1을 참조한다. 이 마커의 발현은 주피세포(pericyte)와 관련될 수 있다.

또  다른  실시형태에서  섬유아세포  또는  이의  아집단(들)은 MFAP5(마이크로  피브릴 관련 단백질 5)  및/또는[0094]

PRG4(프로테오글리칸 4)의 발현을 통해 분석될 수 있다. MFAP5를 암호화하는 mRNA 및 폴리펩타이드 서열의 예는

데이터베이스 접근 번호 NM_001297709.1 및 NP_001284638.1을 참조한다. PRG4를 암호화하는 mRNA 및 폴리펩타

이드 서열의 예는 데이터베이스 접근 번호 NM_001127708.2 및 NP_001121180.2를 참조한다.

추가의 실시형태에서 섬유아세포는 하나 이상의 팬-섬유아세포 마커, 예를 들면 PDGFRα(혈소판 유래 성장 인자[0095]

수용체-알파), PDGFRβ(혈소판 유래 성장 인자 수용체-베타), 데코린 또는 루미칸의 발현을 통해 분석될 수 있

다. 분석되는 섬유아세포 집단에서 발견되는 추가 마커는 CD9, CD11a, CD29, CD44, CD47, CD59, CD73, CD81,

CD87, CD105, CD141, CD142, CD147, HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DR, HLA-DP, HLA-DQ 및 디시알로갱글리오사이드

GD2를 포함한다. 이러한 세포 표면 마커는 또한 전술한 바와 같은 분류 방법(예를 들면 유세포 분석)에서 사용

될 수 있다.

인간 피부 섬유아세포 아집단[0096]

본 명세서에 기재된 방법에서 인간 피부 섬유아세포는 상기 언급된 임의의 추가 마커를 포함하여 본 명세서에[0097]

기재된 마커의 조합 발현을 기반으로 아집단으로 분류될 수 있다. 인간 피부 섬유아세포의 분리된 아집단은 특

정 세포 표면 표현형, 예를 들어 CD45-CD90+CD39+CD26-의 발현에 의해 특정화될 수 있다.

세포 집단이 그의 자연 환경으로부터 분리됨을 의미하는 '분리됨'에 의해, 예를 들어 인간 피부 섬유아세포의[0098]

아집단은 공급원 샘플(예를 들면 인간 피부 샘플) 내의 인간 피부 섬유아세포의 전체 집단 및/또는 다른 피부

세포로부터 분리(separate)시킨 것이다. 

하나의 실시형태에서 분리된 세포 집단은 세포 표면 표현형 CD90+  CD39+  CD26-,  바람직하게는 CD45-  CD31-[0099]

CD324- CD90+ CD39+ CD26-의 발현을 특징으로 한다. 전형적으로 이러한 아집단은 인간 유두 섬유아세포를 포함

한다.

또 다른 실시형태에서 분리된 세포 집단은 세포 표면 표현형 CD90+ CD39-, 바람직하게는 CD45- CD31- CD324-[0100]

CD90+ CD39-의 발현을 특징으로 한다. 전형적으로 이러한 아집단은 인간 피부 망상 섬유아세포를 포함한다.

또 다른 실시형태에서 분리된 세포 집단은 세포 표면 표현형 CD90+  CD39+  CD26+,  바람직하게는 CD45-  CD31-[0101]

CD324- CD90+ CD39+ CD26+의 발현을 특징으로 한다. 전형적으로 이러한 아집단은 인간 피부 망상 섬유아세포를

포함한다.

또 다른 실시형태에서 분리된 세포 집단은 세포 표면 표현형 CD90+ CD36+, 바람직하게는 CD45- CD31- CD324-[0102]

CD90+ CD36+의 발현을 특징으로 한다. 전형적으로 이러한 아집단은 인간 피부 지방전구 섬유아세포를 포함한다.

또 다른 실시형태에서 분리된 세포 집단은 세포 표면 표현형 CD90+  CD39+  CD26-,  바람직하게는 CD45-  CD31-[0103]

CD324- CD90+ CD39+ CD26-의 발현을 특징으로 한다. 전형적으로 이러한 아집단은 인간 유두 섬유아세포를 포함

한다.

또 다른 실시형태에서 분리된 세포 집단은 비멘틴+ 및 lin- CD90-에 의해 특징되어 지나 CD74(대식세포 억제 인[0104]

자 수용체), HLA-DR 및/또는 CLDN5 및 TEK(TIE2)를 발현하는 것이다. 전형적으로 이러한 아집단은 지방전구 섬

유아세포 및 주피세포에 기여할 수 있는 능력을 지니는 세포를 포함한다.

분리된 섬유아세포 아집단의 확장[0105]

일부 실시형태에서 본 발명의 방법은 단계 (b) 내에서, 예를 들면 시험관 내 세포 배양 단계에서 분리된 하나[0106]
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이상의 아집단을 확장시키는 단계를 포함한다. 분리된 세포 집단은 공지된 세포 배양 방법, 예를 들어 Driskell

등, J Invest Dermatol. 2012년 4월; 132(4): 1084-1093에 개시된 방법을 사용하여 확장될 수 있다. 바람직하

게는 확장된 아집단은 확장 후에도 그들의 기능적 특성을 유지한다.

일부 실시형태에서 섬유아세포 아집단의 특성은 예를 들어 Wnt, TGFbeta, FGF 또는 헤지호그 신호전달 경로의[0107]

약리학적 모듈레이션에 의해 배양 내에서 유지되거나 변형될 수 있다. 이러한 경로를 억제하기에 적합한 화합물

은 예를 들어 Lichtenberger 등, '표피 b-카테닌 활성화는 뚜렷한 섬유아세포 계통에 대한 파라크린 신호전달을

통해 진피를 개조한다.' Nature Communications (2016) 7:10537 |DOI: 10.1038/ncomms10537에 개시되어 있다.

예를 들어 PD173074(Tocris)는 적합한 FGFR 저해제이고, IPI4182(Infinity Pharmaceuticals)는 헤지호그 신호[0108]

전달을 억제하고 RepSox(Sigma Aldrich) 및 SB431542(Tocris)는 TGF-베타 저해제로 사용될 수 있다. 사용될 수

있는 이들 경로의 작용제는 SUN 11602(기본 섬유아세포 성장 인자 모방체); TGF 베타; 20(S)-하이드록시콜레스

테롤 및 SAG 21k(헤지호그 경로의 작용제); 및 정제된 Wnt 단백질 또는 CHIR99021 및 LiCl(WNT 신호 전달의 활

성화제)과 같은 GSK3의 저해제를 포함한다.

치료적 및 미용적 적용[0109]

본 명세서에 기재된 분리된 인간 피부 섬유아세포 집단은 다양한 미용적 및 치료적 방법으로 사용될 수 있다.[0110]

일부 실시형태에서 분리된 세포 집단은 피험자에게 투여하기 전에 생체 외에서 확장될 수 있다. 다른 실시형태

에서 분리된 세포 집단은 피험자에게 직접, 즉 생체 외 확장 없이 투여될 수 있다.

추가의 실시형태에서 세포는 생물학적(예를 들어 탈세포화된 인간 진피) 또는 불활성(예를 들어 하이드로겔) 무[0111]

세포성 스캐폴드와 조합될 수 있다. 각각의 경우에 분리된 세포 집단은 원래의 세포 집단을 수득한 피험자에게

(즉, 자가 세포 요법으로) 투여되거나, 분리된 세포 집단은 상이한 피험자에게 (즉, 동종 이계 세포 요법으로)

투여될 수 있다.

분리된 인간 피부 섬유아세포 집단은 다양한 피부 질환을 치료하는데 사용될 수 있다. 예를 들어 분리된 인간[0112]

피부 섬유아세포 집단은 상처 치유를 촉진하거나 켈로이드성 또는 비-켈로이드성 흉터, 경피증, 이식편 대 숙주

질환, 피부 궤양 또는 수포성 표피박리증과 같은 유전적 장애를 치료하는데 사용될 수 있다. 분리된 인간 피부

섬유아세포 아집단은 단독으로 또는 조합하여 사용될 수 있다.

예를 들어 유두 섬유아세포(예를 들어, CD90+ CD39+ CD26- 세포)는 단독으로 또는 다른 섬유아세포 아집단(예를[0113]

들어 세포 표면 마커, 망상 섬유아세포, 지방전구 섬유아세포 또는 비멘틴+ lin- CD90- 세포의 조합에 의해 본

명세서에 정의된 분리된 섬유아세포 아집단 중 임의의 하나)과 조합하여 사용될 수 있다. 

하나의 실시형태에서 인간 피부 유두 섬유아세포 아집단은 예를 들어 세포 표면 표현형 CD45-  CD31-  CD324-[0114]

CD90+ CD39+ CD26-에 의해 특정화되는 분리된 집단과 같은 것으로 사용될 수 있다.

분리된 인간 피부 섬유아세포 집단은 또한 다양한 미용적 방법, 예를 들어 인간 피험자의 피부 노화, 주름 또는[0115]

흉터 예방 또는 치료용으로 사용될 수 있다. 하나의 실시형태에서 분리된 인간 피부 섬유아세포 집단은 피험자

의 피부에서 섬유증을 감소시키기 위해 사용될 수 있다. 예를 들어 세포 집단은 비강 주름, 미간 주름, 이마의

깊은 주름 및 여드름 흉터와 같은 안면 윤곽 기형을 수정하는데 사용될 수 있다. 

하나의 실시형태에서 인간 피부 유두 섬유아세포 아집단은 예를 들어 세포 표면 표현형 CD45-  CD31-  CD324-[0116]

CD90+ CD39+ CD26-에 의해 특정화되는 분리된 집단과 같은 것으로 사용될 수 있다.

본 명세서에 기재된 분리된 인간 피부 섬유아세포 아집단은 공지된 방법으로 예를 들어 전체 인간 피부 섬유아[0117]

세포 요법에 대한 기존의 임상 시험에서 수행된 방법으로 피험자에게 적용될 수 있다. 예를 들어 본 명세서에

기재된 세포 집단은 임상 시험 NCT01743053, NCT01115634, NCT02493816 및 NCT00642642 (clinicaltrials.gov에

서 입수 가능)에 기재된 방법을 사용하여 피험자에게 투여될 수 있다.

섬유아세포-기반 세포 요법을 수행하는 방법은 예를 들어, Leavitt T 등, 흉터 없는 상처 치유: 적절한 세포 및[0118]

신호의 발견, Cell Tissue Res. 2016년 9월; 365 (3): 483-93 및 Weiss RA, 자가 세포 요법: 피부 필러를 대체

하는가? Facial Plast Surg Clin North Am. 2013년 5월; 21(2): 299-304에 또한 개시되어 있다.

FDA 승인된 섬유아세포 요법의 예는 Fibrocell Technologies, Inc.의 LAVIV®(azficel-T)이며 이는 DMEM에 현[0119]

탁된 자가 섬유아세포를 포함한다. 본 발명에 따른 섬유아세포 아집단은 유사한 방식으로 투여될 수 있다.

분리된  인간  피부  섬유아세포  아집단은  피험자에게  투여하기  위한  임의의  적합한  약제학적으로  허용되는[0120]
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부형제, 희석제 또는 담체와 조합될 수 있다. 전형적으로 세포 집단은 예를 들어 완충된 Dulbecco 변형 Eagles

배지(DMEM)와 같은 적합한 멸균 완충 용액과 같은 액상 배지 내에 제형화된다. 분리된 인간 피부 섬유아세포 아

집단을 포함하는 약제학적 제제는 임의의 적합한 경로, 바람직하게는 주사, 예를 들면 피험자 피부로의 피내 주

사에 의해 투여될 수 있다.  

당업자는 치료될 상태, 피험자 등의 성질에 따라 세포 집단의 적합한 투여량을 결정할 수 있다. 예를 들어 단일[0121]

용량은 10,000 내지 1억 개의 세포, 바람직하게는 약 2천만 개의 세포를 포함할 수 있다. 전형적으로, 이러한

용량은 0.1 내지 10 ml의 용액, 예를 들어 약 1 ml의 적합한 멸균 완충 용액 내에서 (예를 들어 주사에 의해)

투여된다.

상기 치료적 및 미용적 적용에서 섬유아세포 아집단의 효능은 시험관 내 및 생체 내 동물 모델을 포함하여 전임[0122]

상 및 임상 연구에서 확인될 수 있다. 예를 들어 켈로이드 이식 동물 모델을 포함하여 켈로이드 유래 섬유아세

포의 활성 분석에 기초한 켈로이드 흉터의 적합한 모델은 J. Liu 등, '인간 지방조직 유래 줄기세포는 파라크린

신호전달에  의해  켈로이드  모델에서  켈로이드  섬유아세포  및  섬유증의  활성을  억제한다'  Burns  (2017)

[Epublication, http://dx.doi.org/10.1016/j.burns.2017.08.017]에 개시되어 있다.

이러한 모델에서 본 발명에 따른 섬유아세포 아집단의 효과가 또한 결정될 수 있다. 켈로이드 흉터의 치료는 일[0123]

반적으로 Ogawa R. '켈로이드 및 비대성 흉터는 망상 진피에서 만성 염증의 결과이다' Int J Mol Sci. 2017년 3

월 10; 18(3)에 개시되어 있다. 따라서 켈로이드 흉터의 치료에서 섬유아세포 아집단의 효과를 결정하기 위한

적합한 연구는 섬유아세포 아집단 주사와 함께 시험관 내 켈로이드 외식편, 콜라겐 겔 수축 분석 및 섬유아세포

아집단으로부터 배양 배지로 처리된 켈로이드 섬유아세포의 확장 분석을 포함한다.

상처 치유에 대한 섬유아세포 아집단의 효과는 또한 적절한 시험관 내 및 생체 내 모델에서 결정될 수 있다. 예[0124]

를 들어 마이그레이션 에세이, 생검 상처의 시험관 내 외식편 배양, 세포 외 매트릭스 분비 에세이 및 생체 내

절개 상처 치유 모델은 이들의 효과를 결정하기 위해 섬유아세포 아집단을 사용하여 수행될 수 있다.

스크리닝 방법[0125]

추가의 실시형태에서 본 명세서에 기재된 섬유아세포 아집단은 당업자가 살아있는 동물에서 화합물을 시험하는[0126]

것을 회피할 수 있게 시험관 내 독성학적 및 미용적 스크리닝에 사용된다. 예를 들어 활성제는 시험관 내에서

섬유아세포 아집단 상에서 시험될 수 있으며 이들의 효과가 결정된다.

따라서 하나의 측면에서 본 발명은 본 명세서에 기재된 바와 같이 분리된 섬유아세포 아집단에 작용제를 시험관[0127]

내에서 적용하는 단계, 이의 하나 이상의 효과를 결정하는 단계를 포함하는 미용적 또는 치료적 제제를 스크리

닝 하는 방법을 제공한다. 

예를 들어 상기 방법은 활성제의 존재 하에서 섬유아세포 아집단의 세포 생존능, 특징적인 마커의 발현 또는 기[0128]

능적 특성(예를 들어 세포가 제거된 인간 진피를 다시 채울 수 있는 능력)을 결정하는 단계에 관련될 수 있다.

고 처리량 스크리닝 방법을 사용하여 심각한 독성 효과 없이 섬유아세포 아집단의 바람직한 기능적 특성을 향상

시킬 수 있는 제제를 확인할 수 있다.

인간 피부 섬유아세포 아집단 식별[0129]

추가의 실시형태에서 본 명세서에 기재된 임의의 세포-표면 및/또는 세포 내 마커는 샘플에서 인간 피부 섬유아[0130]

세포의 아집단을 식별하기 위해 사용될 수 있다. 전형적으로 이러한 방법은 샘플 내의 인간 피부 섬유아세포의

서브세트에서 마커 중 하나 또는 조합 (예를 들어 mRNA 및/또는 단백질) 발현의 결정과 관련되어 있다.

예를 들어 상기 방법은 상기 섬유아세포상의 CD39, CD36 및/또는 CD26에서 선택된 하나 이상의 세포 표면 마커[0131]

의 발현을 결정하는 단계를 포함할 수 있다. 다른 실시형태에서 상기 방법은 하나 이상의 세포 내 마커, 예를

들어 상기 및 실시예에 기재된 인간 진피의 전사 프로파일링에 의해 확인된 하나 이상의 추가 마커의 발현을 결

정하는 단계를 포함한다.

샘플 내에서 이러한 마커의 발현은 세포의 아집단에서 mRNA 및/또는 상응하는 폴리펩타이드 서열의 검출을 위한[0132]

임의의 적합한 방법, 예를 들어 RT-PCR, RNA-Seq, 유전자 발현 어레이, 노던/웨스턴 블롯, ELISA 및 면역 세포

화학에 의해 결정될 수 있다. 바람직하게는 방법은 인간 피부 섬유아세포 아집단을 보다 적절하게 특성화하기

위해서 다수의 이러한 마커를 결정하는 단계, 예를 들어 RT-PCR 또는 ELISA에 의해 수행된다.

예를 들어 하나의 실시형태에서 유두 섬유아세포는 COL6A5, COL23A1 HSPB3, WNT5a, RSPO1 및/또는 LEF1의 발현[0133]
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에 의해 예를 들면 이들 마커 중 하나 이상을 암호화하는 mRNA를 검출함으로써 확인될 수 있다. 망상 섬유아세

포는 CD70 및/또는 CD34의 발현에 의해 확인될 수 있다.

키트[0134]

또한 샘플에서 인간 피부 섬유아세포의 하나 이상의 아집단을 확인 및/또는 분리하기 위한 키트가 제공된다. 이[0135]

러한 키트는 본 명세서에 정의된 하나 이상의 마커에 특이적인 시약을 포함할 수 있다. 바람직하게는 키트는 복

수의 마커에 특이적인 시약을 포함한다. 적합한 시약은 마커(들)에 특이적으로 결합하는 리간드 (예를 들어, 항

체) 또는 예를 들어 마커를 암호화하는 mRNA 또는 cDNA와 같은 마커 서열의 특이적 증폭을 지시하는 올리고뉴클

레오타이드 프라이머와 같은 이다.

키트는 예를 들어 검출 방법을 수행하기에 적합한 추가 시약을 포함할 수 있다. 예를 들면 2차 항체와 같은[0136]

ELISA  분석용  시약,  완충액  또는  형광  라벨  또는  역전사 효소,  Taq  폴리머라제,  데옥시리보뉴클레오타이드

(dNTP) 및 적합한 완충제와 같은 RT-PCR을 수행하기 위한 시약이다.

바람직한 실시형태에서 키트는 CD39, CD36 및/또는 CD26에 특이적인 시약의 조합을 포함한다. 예를 들어 키트는[0137]

CD39, CD36 및 CD26에 특이적인 항체 또는 프라이머를 포함할 수 있다. 키트는 임의로 CD90, CD45, CD31 및/또

는 CD324에 특이적인 시약 (예를 들어 항체 또는 프라이머)을 추가로 포함할 수 있다.

또 다른 실시형태에서 키트는 유두 섬유아세포의 마커에 특이적인 시약의 조합을 포함한다. 예를 들어 키트는[0138]

COL6A5, COL23A1 HSPB3, WNT5a, RSP01 및/또는 LEF1에 특이적인 하나 이상의 뉴클레오타이드 프라이머를 포함

할 수 있다. 바람직하게는 키트는 적어도 2, 3, 4, 5 또는 6개의 프라이머 쌍을 포함하고, 각 프라이머 쌍은

COL6A5, COL23A1 HSPB3, WNT5a, RSP01 및/또는 LEF1 mRNA 또는 cDNA의 증폭에 적합하다. 유두 섬유아세포 특이

적 마커의 증폭에 적합한 프라이머 쌍의 예는 하기 표 1에 제시되어 있다:

표 1

[0139]

따라서 특정 실시형태에서 키트는 서열번호: 1 내지 서열번호: 12 중 하나 이상의 서열을 지니는 하나 이상의[0140]

프라이머를 포함할 수 있다. 바람직하게는 키트는 서열번호: 1 내지 서열번호: 12 중 적어도 2, 4, 6, 8, 10 또

는 12개를 포함한다. 

당업자는 공지된 방법을 사용하여 원하는 마커의 특이적 증폭에 적합한 대안적인 프라이머 서열을 쉽게 확인할[0141]

수 있다. 다양한 다형성 변이체를 포함하여 본 명세서에 기재된 마커의 뉴클레오타이드 및 아미노산 서열은 예

를 들어 하기 표 2에 나타낸 바와 같이 공개적으로 접근 가능한 서열 데이터베이스로부터 입수 가능하다:
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표 2

[0142]

추가의 실시형태에서 키트는 다음 마커의 임의의 조합, 예를 들면 CD90, CD70, CD34, RGS5, PRG4, MFAP5, 비멘[0143]

틴, 루미칸 또는 데코린의 적어도 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 또는 10 개의 마커 조합에 특이적인 시약(예를 들어

항체 또는 프라이머)을 포함한다.

본 발명은 하기 실시형태에 의해 한정되는 것은 아니며 단지 실시예로서 설명하는 것이다. [0144]

 (실시예)[0145]

(실시예 1)[0146]

유동화 분류된 마우스 섬유아 세포 아집단의 전사 프로파일링, 미세 해부된 인간 진피의 공간적 프로파일링 및[0147]

프라이머리 인간 진피 섬유아세포의 단일 세포 RNA 서열분석을 조합적으로 사용하여 본 발명자들은 인간 피부

섬유아세포 아집단의 잠재적 분리를 가능케 하는 마커를 정의한다.

본 발명자들은 상부 및 하부 진피로부터 잠재적으로 분리된 섬유아세포의 Wnt 신호전달 차이, 인터페론 자극에[0148]

대한 차등 반응성, 3차원 기관형 세포 배양에서 완전히 층화된(stratified) 인간 표피의 발달을 지원하는 능력

의 차이에 따라 서로 구별되는 특성을 나타냄을 규명한다. 

본 발명자들의 발견은 과도한 섬유증을 특징으로 하는 상처 치유 및 인간 질병 상태의 조사와 상당한 관련이 있[0149]

으며 치료적 적용을 위해 특정 섬유아세포 아집단의 생체 외 확장 또는 생체 내 제거를 촉진할 수 있는 세포 표

면 마커를 제공할 수 있다.

재료 및 방법[0150]

조직학[0151]

성형수술을 받는 동의한 환자들로부터 여분의 수술 잔여 피부를 수득하였다. 이 작업은 영국 국립 연구 윤리 서[0152]

비스 위원회에 의해 윤리적으로 승인되었다(HTA 라이센스 번호: 12121, REC 번호: 14/NS/1073). 조직학을 위해

조직  샘플을  최적  컷팅  온도  화합물(OCT,  Life  Technologies)에  매립하고  -80  ℃에  저장하였다.  Thermo

Cryostar Nx70 (Thermo Fisher Scientific)을 사용하여 10-16 mm 섹션을 절단하였다.

섹션을 4% 파라포름알데히드에 고정시키고, PBS 중 에서10% 당나귀 혈청, 0.1% 어류 피부 젤라틴, 0.1% Triton[0153]

X-100 및 0.5% Tween-20(모두 Sigma-Aldrich)의 용액으로 블로킹하고, 블로킹 완충액에 희석된 프라이머리 항체

로 4 ℃ 에서 하룻밤 라벨링 하였다. 섹션을 PBS로 세척한 후, 실온에서 1시간 동안 세컨더리 항체 및 DAPI로

라벨링 하고 PBS로 세척한 후 형광 마운팅 배지(DAKO)로 장착하였다.

항체[0154]

면역  형광  표지  및  유세포  분석에  다음의  프라이머리  항체가  사용되었다:  항-마우스  CD26  PerCP-Cy5.5[0155]

(eBioscience 45-0261-80), 항-인간 CD26 PE-Cy5 (Biolegend 302708), 항-마우스 CD133 PE (eBioscience 12-

1331-80), 항-마우스 CD133 APC (eBioscience 17-1331-81), 항-마우스 CD140a APC (eBioscience 17-1401-81),
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항-마우스 Ly-6A/E  AF700  (eBioscience  56-5981-82), 항-마우스 Dlk1 PE (MBL Int/Caltag medsystems D187-

5),  항-인간 CD31  PE  (eBioscience  12-0319-41),  항-인간 CD31  APC-Cy7  (Biolegend  303119),  항-인간 CD36

FITC (eBioscience 11-0369-41), 항-인간 CD36 PE (Biolegend 336206), CD39 (eBioscience 14-0399-82), 항-

인간  CD39  PE  (eBioscience  1112-0399-41),  항-인간  CD39  APC  (Biolegend  328210),  항-인간  CD45  AF700

(eBioscience  111256-9459-41),  항-인간 CD45  APC-Cy7  (Biolegend  368516),  항-인간 CD90  PE  (eBioscience

12-0909-41), 항-인간 CD90 APC (Biolegend 328114), 항-인간 CD324 PerCP/Cy5.5 (Biolegend 324113), 항-인

간 CD86 PE (Biolegend 305405), 항-인간 CD40 APC/Cy7 (Biolegend 334323), 항-인간 HLA-DR Pacific Blue™

(Biolegend 327016), 항-인간 CD80 Brilliant Violet 605™ (Biolegend 305225), 항-인간 CD274 (PD-L1, B7-

H1)  PE-Cyanine7  (eBioscience  25-5983-41),  K14  (Cambridge  Bioscience  906001),  PDGFR-α  (R&D  Systems

AF307-NA),  비멘틴 (Cell  Signaling  5741S),  포도플라닌 (R&D  Systems  AF3244),  Col6A5  (Abcam  Ab122836),

APCDD1  (Abcam  Ab171851),  HSPB3  (Abcam  Ab150844),  WIF-1  (R&D  Systems  MAB134),  MFAP5  (Atlas  항체

HPA010553), 및 PRG4 (Atlas 항체 HPA028523).

다음의  세컨더리  항체가  사용되었다:  항-마우스AF555  (Invitrogen  A31570),  항-마우스AF647  (Invitrogen[0156]

A31571),  항-염소AF488  (Invitrogen  A110550),  항-염소AF555  (Invitrogen  A21432),  항-래빗  AF488

(Invitrogen  A21206),  항-래빗  AF555  (Invitrogen  A31572),  항-래트  AF488  (Invitrogen  A21208),  항-래트

AF555 (Invitrogen A21434) 및 항-치킨 AF488 (Invitrogen A11039).

현미경 관찰[0157]

Leica DM IL LED 조직 배양 현미경을 사용하여 현미경 사진을 촬영하였다. 공초점 현미경 관찰은 10X 또는 20X[0158]

대물  렌즈를  사용하는  Nikon  A1  Upright  Confocal  현미경으로  수행되었다.  H&E  염색  섹션의  이미지화는

Hamamatsu  NanoZoomer  슬라이드 스캐너(Hamamatsu)를 사용하여 수행되었다.  이미지 처리는 Nikon  Elements,

Image J(Fiji), Photoshop CS6(Adobe) 및 Icy 소프트웨어를 사용하여 수행되었다.

신생 마우스 섬유아세포의 분리[0159]

P2 진피는 전술한 바와 같이 채취하였다. 팔다리, 꼬리 및 머리가 제거되었다. 복부 피부의 후방 절개 전방을[0160]

생성하고  피부를  사체에서  분리하였다.  피부를  트립신/EDTA(Sigma-Aldrich)  및  Dispase(Sigma-Aldrich)

(50:50)의 용액에서 37 ℃에서 1시간 동안 배양한 후, 표피를 벗겨내어 폐기하였다. 진피를 갈아서 FAD 기본 배

지(Gibco) 내의 0.25 % 콜라게나제로 37 ℃에서 1시간 동안 배양하였다.

생성된 세포 현탁액을 70 μm 세포 스트레이너(SLS)를 통해 여과하고, 1800 rpm에서 4분 동안 25 ℃에서 원심[0161]

분리하였다. 상등액을 제거하고 펠렛을 PBS로 3회 세척하였다. 최종적으로 펠렛을 Amniomax 배지(Gico)에 재현

탁 시키고 세포를 유세포 분석 및 RNA 추출에 사용하였다.

인간 성인 섬유아세포의 분리[0162]

인간 성인의 수술적 폐기된 피부를 5mm 직경의 조각으로 절단하고 37 ℃에서 1 시간 동안 디스파제와 함께 배양[0163]

하였다. 표피를 벗겨내어 폐기하고 진피를 전체 피부 해리 키트(Miltenyi)의 효소를 사용하여 37 ℃에서 밤새

소화시켰다. 생성된 세포 현탁액을 70 μm 세포 스트레이너를 통해 여과하고, 4 ℃에서 10분 동안 1500 rpm으로

원심 분리하였다. 상등액을 제거하고 펠렛을 4 ℃에서 4분 동안 1500 rpm에서 PBS로 1회 세척하였다. 펠렛을

RNA 추출을 위해 유세포 분석을 위한 PBS + 1% FCS 또는 RNA 추출을 위한 2-머캅토에탄올(Qiagen)을 함유하는

라이시스 완충액 내에 재현탁 시켰다.

세포 배양[0164]

인간 성인 피부 섬유아세포는 Dulbecco 변형 Eagle 배지(DMEM) + 10% (v/v) FBS, 2 mM L-글루타민 및 100 U/ml[0165]

페니실린, 100 μg/ml 스트렙토마이신(Gibco) 또는 Amniomax C100(Gibco) 보충물과 함께 Amniomax C100 배지에

서 배양되었다. 배양 플라스크를 5% CO2와 함께 가습된 분위기 하에서 37 ℃에서 배양하고 80 % 컨플루언트일

때 3-5일 마다 계대시켰다. 모든 연구에서 1-6 계대 사이의 세포를 사용하였다. 프라이머리 정상 인간 각질세포

(NHK, 스트레인 km)의 보존 배양은 외과적으로 폐기된 포피로부터 수득되었으며 3T3-J2 피더 세포 상에서 성장

시켰다.

NHK는 계대 2-5 사이의 DED 실험에 사용되었다. 3T3-J2 섬유아세포는 James Rheinwald 박사(미국, 하버드 피부[0166]

연구 센터, 피부과)로부터 입수하였으며 인증되지 않았다. 모든 세포 스톡은 마이코플라즈마 오염에 대해 일상

적으로 시험되었으며 음성이었다. NHK를 1 개의 Ham's F12, 3 개의 DMEM, 10
-4
 μM 아데닌, 10 % (v/v) FBS,
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0.5 μg/ml
-1
 하이드로코르티손, 5 μg/ml

-1
 인슐린, 10

-10
 M 콜레라 독소 및 10ng ml

-1
 EGF 를 함유하는 완전한

FAD 배지 내에서 전술한 바와 같이 유사 분열로 불활성화된 3T3-J2 세포에서 배양하였다. 

유세포 분석법에 의한 분석을 위해 채취하기 이전에 INF-γ-자극 분석을 위해 인간 피부 섬유아세포를 성장 배[0167]

지 내에서 72시간 동안 1000 U/ml INF-γ(Sigma-Aldrich)로 자극하였다.

탈-표피 진피(DED)는 전술한 바와 같이 제조되었다. 간단히, 성인의 인간 피부를 1-2 cm
2
로 나누고, 52 ℃에서[0168]

20 분 동안 가열하고, 집게로 표피를 진피로부터 분리하였다. 진피는 10 회 이상의 동결-해동 사이클에 의해 세

포를 고갈시키고 60Gy로 1회 조사 하였다. 섬유아세포가 DED에 접종되기 전에, 조직을 6-웰 행잉(hanging) 세포

배양 삽입물(Millipore)에 넣고 DMEM으로 평형화 시켰다.

5×10
5
 세포/DED인 섬유아세포를 표피 표면으로부터 U-100 인슐린 주사기 (BD)를 사용하여 DED에 주입한 다음,[0169]

DMEM에 완전히 침지시켜 72 시간 동안 배양하였다. 배지는 공기-액체 계면을 지니는 FAD 배지로 교환하였고 1×

10
6
 각질 세포가 DED 위에 접종되었다. DED는 48 시간마다 배지를 교환하면서 3 주 동안 FAD 배지 및 공기-액체

계면과 함께 배양물에서 유지시켰다.

유세포 분석[0170]

분해된 피부 세포를 4 ℃에서 45분 동안 PBS + 1% FCS 중의 항체로 표지시켰다. 사멸된 세포를 배제하기 위해[0171]

DAPI를 사용하였다. 실험 설정 동안 형광 마이너스 1(FMO) 대조군을 사용하였다. 배양 후, 세포를 4 ℃에서 4분

동안 1500 rpm으로 원심 분리하고 PBS + 1% FCS에서 3회 세척하였다. 펠렛을 PBS + 1% FCS에 재현탁 시키고 50

μm 세포 스트레이너를 통해 여과하였다. 

BD FACSCanto Ⅱ 유체 및 LSRFortessa 세포 분석 시스템을 사용하여 데이터 수집을 수행하였다. BD FACSAria™[0172]

Ⅱ 및 BD FACSAria™ Ⅲ Fusion 세포 분류기에서 세포 분류를 수행하였다. 게이트 설정 및 컴펜세이션을 위해,

라벨링되지 않은 세포, 단일 라벨링된 세포 및 컴펜세이션 비드(BD)가 대조군으로서 사용되었다. FlowJo 소프트

웨어 버전 7.6.5(Tree Star, Ashland, OR)를 사용하여 데이터 분석을 수행하였다.

정량적 RT-PCR[0173]

Qiagen  RNeasy  미니  키트(Qiagen)를  사용하여  전체  RNA를  분리하고  QuantiTect  역전사  키트(Qiagen)  또는[0174]

Superscript Ⅲ First-Strand Synthesis(Thermofisher)를 사용하여 cDNA를 합성하였다. 37 ℃의 PCR 블록에서

20분 동안 반응 30㎕ 당 1㎕의 RNAse H를 첨가함으로써 반응의 마지막에 추가 RNAse H 처리를 완료하였다.

RT-qPCR 반응은 TaqMan 프로브와 함께 TaqMan Fast Universal PCR Master Mix 프로브의 표준 프로토콜을 사용[0175]

하거나  qPCR  프라이머(공개된  또는  프라이머  3로  디자인됨)를  사용하는  SYBR-Green  Master  Mix(Life

Technologies)를 사용하여 CFX384 Real-Time System(Bio-Rad)에서 수행되었다.

델타 CT 방법을 사용하여 수치를 GAPDH, 18S 또는 TBP 발현 수준으로 정규화하였다. 달리 언급되지 않는 한, 각[0176]

각의  반응은  적어도  세번의  생물학적  복제로  완료되었다.  다음의  TaqMan  프로브가  사용되었다:  CD36

Mm01135198_m1;  AKAP12  Mm00513511_m1;  CHODL  Mm00507273_m1;  마우스 GAPDH  내인성 대조군(4352339E), CD39

Mm00515447_m1; Akr1c18 Mm00506289_m1, IL6 Mm00446190_m1, NRK Mm00479081_m1.

Affymetrix 마이크로어레이[0177]

cDNA를 단편화하고 Affymetrix GeneChip® 라벨링 키트로 라벨링 시켰다. 라벨링 된 DNA 표적 및 단편화된 cDNA[0178]

를  마우스  유전자  2.0  ST  어레이(Affymetrix)에서  혼성화  시켰다.  마이크로어레이는  GeneChip®  스캐너

3000(Affymetrix)에서 스캔되었다.

RNA 서열분석[0179]

공간적 RNA 서열분석은 (3개의 개별 개인로부터의) 신선한 인간 피부 샘플을 사용하여 수행되었다. 피부 샘플을[0180]

37 ℃에서 1시간 동안 Dispase Ⅱ(Stemcell Technologies)와 함께 배양하여 표피의 분리를 허용하였다. 진피는

해부 현미경 하에서 미세 해부에 의해 유두(100 mm 이상), 망상(200-500 mm) 진피로 분리되었다. 

분리된 유두 및 망상 진피 샘플을 이어서 2-머캅토에탄올(PureLink RNA 마이크로 스케일 키트, Invitrogen)을[0181]

포함하는 용해 완충액으로 이송시키고 기계적 균질화기(Polytron, Kinematica)를 사용하여 2분 동안 균질화 시

켰다. 후속 RNA 추출은 PureLink 마이크로 키트를 사용하여 제조사 지침에 따라 수행되었다. 라이브러리 준비는
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SmartSeq2 프로토콜에 따라 수행되었다.

단일 세포 RNA 서열분석을 위해, 단일 세포를 유세포 분석법에 의해 (상기와 같이) 분리하고 2μl 용해 완충제[0182]

(0.2 % (v/v)) Triton X-100 및 2 U/ul 재조합 RNase 저해제(Clontech)를 함유하는 96 웰 플레이트의 개별 웰

로  분류하였다.  SmartSeq2로  라이브러리  준비를  수행한  후  Nextera  XT  프로토콜(Illumina)을  수행하였다.

TruSeq SBS v3 케미스트리를 사용하여 Ilumina Hiseq2000 또는 Hiseq 25000에서 서열분석을 수행하였다. 리드

는 Tophat2로 매핑되었다. featureCounts를 사용하여 유전자 특이적 발현을 정량화 시켰다.

그래프화 및 통계적 분석[0183]

그래프는 Excel 및 GraphPad Prism 6 소프트웨어를 사용하여 생성되었다. 데이터는 평균의 평균±표준오차(SE[0184]

M)이다. Bonferroni 사후 테스트 또는 스튜던트 검정을 통한 일원분산분석 지표 검정이 실험에 대해 수행되었으

며 P<0.05는 유의미한 것으로 간주되었다. 단일 세포 서열분석 데이터의 통계 분석 및 시각화는 Seurat Package

for R(Satija Lab)을 사용하여 수행되었다.

결과[0185]

신생아 마우스 섬유아세포 아집단 내에서 Wnt, ECM 및 면역 신호전달과 관련된 유전자의 차등 발현[0186]

본 발명자들은 출생 후 2일(P2)에 PdgfraHBeGFP 리포터 마우스의 배면 피부로부터 분리된 GFP+ 섬유아세포를 세[0187]

포 표면 마커 CD26, Sca1 및 Dlk1의 발현에 근거하여 유세포 측정법으로 분리시킬 수 있다고 이전에 보고한 바

있다. 이러한 세포 집단을 구별하는 추가 마커 및 신호 경로를 식별하기 위해 본 발명자들은 유동화 분류된 P2

GFP+ 섬유아세포의 전사체 분석을 수행하였다(도 1). 망상 섬유아세포는 Dlk1+Sca1- 세포를 게이트화 함으로써

분리되었다.

2 개의 분리된 지방전구세포 집단은 Sca1에 대해 양성이며 Dlk1: Dlk1+ Sca1+ 세포 및 Dlk1-Sca1+ 세포를 사용[0188]

하여 서로 분별될 수 있다. 유두 세포는 CD26+ Sca1-로서 분리되었다. 각 집단의 80,000 개의 세포를 3개의 개

별 마우스로부터 분류하였다 (도 1A). RNA를 추출하고 CD26, Sca1 및 Dlk1 발현의 Affymetrix 마이크로어레이

분석 및 qPCR 검증을 수행하였다(도 1B-E). 마커 발현은 유동화 분류 집단에서 분리된 mRNA(도 1C) 내에서 및

마이크로어레이(도 1D) 내에서 확인되었다.

주성분 분석(PCA)을 사용하여 상이한 세포 집단 사이의 관계를 평가하였다(도 1B). 샘플은 분화된 상태에 따라[0189]

PC1 (y) 축을 따라 정렬된다. 2 개의 Sca1+(지방전구세포) 집단은 PC1에서 가장 가깝게 위치하였다. Dlk1-Sca1+

샘플 중 하나는 Dlk1+Sca1+ 샘플과 클러스터화 되어 있고(아스테릭, 도 1B) 마이크로어레이 내의 다른 Dlk1-

Sca1+ 샘플보다 Dlk1 수준이 높았으나(아스테릭, 도 1D) 이는 유동화 분류 시 기술적 문제를 나타내는 것 같았

다.

따라서 이 샘플은 후속 분석에서 제외되었다. 유전자 발현 수준의 계층적 클러스터링은 특이한 Dlk1-Sca1+ 샘플[0190]

(아스테릭)을 제외하고는 서로 다른 마우스의 동일한 세포 집단이 함께 클러스터화 되어 있음을 확인하였다(도

1E).

차등적으로 발현된 유전자의 유전자 온톨로지(GO) 텀(term) 분석(도 2A)은 유두 섬유아세포에서 Wnt 신호 전달[0191]

경로의 상향 조절을 나타내는 종래의 관찰을 확인시켰다. 망상 섬유아세포에 대한 최고 GO 텀은 ECM 조직이고,

이와 일치하여 주요 역할을 수행하는 세포는 피부 ECM 침착이다. 반면에 Dlk1-Sca1+ 최고 GO 텀은 근육에 관련

되어 있으며 이는 기반 육상층(panniculus  carnosus)  근육  내의  섬유/지방생성 전구체의 존재를 반영할 수

있다.

Dlk1+Sca1+ 세포의 주요 경로는 주화성(chemotaxis) 및 염증과 관련이 있다. Dlk1+Sca1+ 세포는 Dlk1-Sca1+ 세[0192]

포보다 피브릴린(FBN1)과 같은 섬유소 ECM 단백질을 암호화하는 유전자의 더 높은 수준을 발현 하였다(도 2E).

섬유성 염증에 관련된 유전자(예를 들어 IL-6, CCL7 및 CXCL12)는 Dlk1-Sca1+ 세포보다 Dlk1+Sca1+ 세포에서

더 크게 상향 조절되었다(도 2B). 차등 발현된 Wnt, ECM 및 염증 관련 유전자의 예를 보여주는 히트맵이 도 2B-

D에 도시되어 있다. 

여러 유전자의 차등 발현은 Q-PCR에 의해 확인되었다: Wnt 경로 유전자 Tcf4, Lef1 및 Axin 2는 다른 집단보다[0193]

CD26+ Sca1- 유두 섬유아세포에서 더욱 상향 발현되는 반면에, Cxcl1 및 Cxcl12는 유두 섬유아세포에서 현저하

게 하향 조절되었다(도 2E).

Sca1+  마우스  피부  섬유아세포는  생체  내  및  배지  내에서  지방  세포로  분화하는  능력을  지닌다.  그러나[0194]
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Dlk1+Sca1- 섬유아세포는 또한 지방생성 활성을 지닌다. 2개의 지방전구세포 집단의 본질에 대한 통찰력을 얻기

위해, 지방생성 마커 패널의 발현을 비교하였다(도 2F). Dlk1+Sca1+ 및 Dlk1-Sca1+ 집단은 다른 집단보다 Pparg

및 Fabp4와 같은 공지된 지방전구세포 마커를 높은 수준으로 발현하였다(도 2F).

그러나 망상 섬유아세포(Dlk1+Sca1-)는 지방전구세포 마커 CD24를 최고 수준으로 포함하였다(도 2F). 두 Sca1+[0195]

집단은 상이한 섬유아세포 아집단 보다 지방산 수송체 CD36을 높은 수준으로 발현하는 반면에(도 2G), CD39는

CD26+Sca1- 세포에서 선택적으로 상향 조절되었다(도 2H).

본 발명자들은 신생 마우스 유두 섬유아세포가 상승된 Wnt 유전자 특성을 지님으로써 다른 섬유아세포 집단과[0196]

구별하는 반면에 Dlk1+Sca1+ 세포는 ECM 및 염증성 유전자를 상향 발현하는 것으로 결론지었다. 두 Sca1+ 집단

이 지방세포로 분화될 수 있으나 이들은 별개의 유전자 발현 프로파일을 지니며 지방전구세포 마커 CD24를 발현

하는 세포는 망상 (Dlk1+Sca1-) 집단 내에 존재한다.

인간 진피의 공간적 전사 프로파일링[0197]

인간 섬유아세포 아집단의 마커를 식별하기 위해 본 발명자들은 유전자 발현의 공간적 차이가 마우스와 인간 사[0198]

이에 보존된다는 가설을 수립하였다. 이것을 테스트하기 위해 본 발명자들은 인간의 피부 샘플(별도의 개인으로

부터 3개의 성인 여성 유방 샘플)로부터 표피를 효소적으로 제거하고 해부 현미경 하에서 망상 진피로부터 유두

를 미세하게 해부하였다.

상부 100mm("유두") 및 200-500mm("망상") 인간 피부층으로부터 RNA를 개별적으로 추출하고 증폭 및 RNA 서열분[0199]

석을 수행하였다. 유전자 발현의 계층적 클러스터링은 유두 및 망상 진피의 세포가 별개의 유전자 발현 프로파

일을 지니며 상이한 개인으로부터 분리된 동일한 공간적 위치의 샘플이 서로 관련됨을 나타내었다(도 3A).

팬-섬유아세포 마커를 식별하기 위해 본 발명자들은 공지된 RNA-서열 데이터와 상부 및 하부 인간 진피의 유전[0200]

자 발현 프로파일을 6개의 배양된 인간 섬유아세포주와 7개의 비-섬유아세포 세포주에서 비교하였다. 팬-섬유아

세포 마커를 진피 층 및 모든 배양된 섬유아세포주에서 높은 수준으로 발현되나 다른 배양된 세포 유형에서는

검출되지 않는 유전자로 한정하였다. 

이들 기준을 충족시키는 유일한 세포 표면 마커는 공지된 마커 CD90(CD90이 또한 인간 ES 세포에서 발현되지[0201]

만), PDGFRα 및 PDGFRβ였다. 그러나 분석은 작은 류신-풍부 프로테오글리칸 루미칸(LUM) 및 데코린(DCN)을 분

비된 팬-섬유아세포 마커로서 확인하였다.

다음으로 본 발명자들은 유두와 망상 섬유아세포에 대한 새로운 마커를 찾기 위해 인간 진피의 다른 층에서 차[0202]

등적으로 발현된 유전자를 분석하였다(도 3B, C). 유두 진피에서 가장 고도로 농축된 마커 중 하나는 콜라겐 Ⅵ

의 α5 사슬(COL6A5)이었다. 콜라겐 Ⅵ는 대부분의 결합 조직 내에 존재하며 이는 구조적으로 독특한 미세 섬유

를 형성하기 위해 조립되고 기저막과 관련하여 종종 발견된다.

COL23A1은 또한 유두 대 망상 진피에서 과발현 되었다. 이러한 분석은 또한 유두 진피에서 Wnt  경로(WIF1,[0203]

APCDD1, RSP01, AXIN2)의 구성 요소의 증가된 발현을 확인하며 이는 마우스와 인간 사이의 차등 Wnt 신호전달의

진화적 보존을 의미한다(도 2B 참조).

하부  진피는  특징적인  ECM  시그니처를  지니지  않았다;  그러나  시크리토글로빈  수퍼  패밀리의  몇몇  멤버[0204]

(SCGB2A2, SCGB1D2, SLC12A2)가 높게 발현되었다. 모낭-특이적 유전자(KRTAP11-1, TCHH)는 망상 진피에서 가장

강력하게 농축되었으며 이는 RNA 분리 전에 표피가 제거될 때 진피 내에 매립되어 남아있는 저층의 모낭 때문일

가능성이 높다. 유방 상피 마커 MUCL1의 높은 발현은 또한 하부 진피의 특징이었으며 이는 제제 내에 잔류하는

유선(mammary) 상피 세포를 나타낸다. 

기능 연구의 경우, 섬유아세포 아집단을 구별하는 세포 표면 마커가 매우 중요하다. 따라서 본 발명자들은 유두[0205]

(도 3D) 및 망상(도 3E) 인간 진피 내에서 풍부한 세포 표면 마커를 식별하기 위해 차등 발현 유전자의 목록을

필터링 하였다. CD3γ, CD3δ 및 CD3ε는 유두 진피에서 상당히 풍부하였으나 이는 섬유아세포 아집단보다는 T

세포의 함량의 차이를 반영했을 가능성이 높다.

본 발명자들은 또한 마우스와 인간 피부 계통 모두에서 차등적으로 발현되는 세포 표면 마커를 확인하였다(도[0206]

3F). 망상 계통의 보존된 마커는 확인되지 않았다; 그러나 CD39는 마우스 및 인간 모두에서 유두 진피 계통의

보존된 마커로서 확인되었다.

RNA 서열분석에서 확인된 유전자의 차등 발현을 확인하기 위해, 본 발명자들은 3명 개인의 피부 섹션에서 항체[0207]
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라벨링을 수행하였다. 본 발명자들은 COL6A5 발현이 유두 피부 섬유아세포로 제한됨을 확인하였다(도 4A, B).

이러한 발현 패턴은 두 개의 개별적인 보고서에 설명되어 있으며 따라서 COL6A5는 유두 피부 섬유아세포에 대한

강력한 마커이다. APCDD1(도 4C, D), HSPB3(도 4E, F) 및 WIF1(도 4G, H)에 대한 면역 염색으로 유두 진피에서

이들 마커의 차등 발현을 확인하였다(도 3B).

마우스 섬유아세포 아집단에서의 그들의 발현과 일치하여(도 2G, H), CD36은 유두 진피에서 하부 망상 진피 및[0208]

피하에서 우선적으로 발현되었으며(도 4I, J) 및 CD39는 유두 진피에서 우선적으로 발현되었다(도 4K, L).

본 발명자들은 신생아 마우스와 성인 인간 진피에 망상 및 유두 진피의 섬유아세포에 차등 유전자 발현이 존재[0209]

하고 차등 Wnt 신호 전달은 진화적으로 보존된 특성이며 CD36 및 CD39는 상이한 섬유아세포 아집단의 잠재적인

분리를 위한 표면 마커라고 결론 내렸다.

유동화 분류된 인간 섬유아세포의 기능적 이종성[0210]

세포가 배양에서 뚜렷한 특징을 유지한다면 치료적 적용을 위해서는 특정 피부 섬유아세포 아집단의 생체 외 확[0211]

장이 바람직할 것이다. 마우스와 인간 섬유아세포에 대한 본 발명자들의 분석에 근거하여 본 발명자들은 lin-

(즉, CD31-CD45-E-카드헤린), CD90+CD39+(유두) 또는 lin-CD90+CD36+(낮은 망상/피하)인 인간 섬유아세포를 유

동화 분류하였으며 최대 4대의 계대 배양에 대해 배양 내 확장에 따른 특성을 비교하였다(도 5).

본 발명자들은 LUM 및 COL6A5의 발현이 전체 진피에 비해 CD90+ 섬유아세포 내에서 풍부하다는 것을 확인 하였[0212]

다(도 5A, B). 단일 계대 후, CD39 및 COL6A5의 발현이 완전히 상실되었다; 그러나, CD90, LUM 및 CD36의 발현

은 유지되었다(도 5C-E). 이것은 배양 자체가 세포의 경쟁성 보다는 섬유아세포 마커의 상실로 이어진다는 것을

나타낸다.

CD39  및 COL6A5의 발현은 배양에서 빠르게 상실되었으나 lin-CD90+CD39+ 및 lin-CD90+CD36+ 집단은 배양에서[0213]

형태학적인 차이를 나타내었다. 일부 샘플에서 CD39+ 세포는 스핀들(spindle) 형상을 나타내는 반면에 CD36+ 세

포는 보다 상피 형상을 나타내었다(도 5F).

그러나 이러한 차이는 조직 샘플 간에 일관되지 않았으며 상이한 연령 및 신체 부위 피부로부터의 세포 분리를[0214]

잠재적으로 반영하였다(도 5F). qPCR으로 몇몇 ECM 성분(도 5I) 및 염증 매개체(도 5H)를 암호화하는 유전자의

발현이 CD36+ 세포에서 계속 더 높게 발현되는 것으로 나타났다. 그러나 유두 진피와 관련된 Wnt 경로 유전자의

발현 증가는 상실되었다(도 5G).

염증 매개체의 차등 발현의 기능적 중요성을 조사하기 위해(도 5H) 본 발명자들은 인터페론 자극 분석을 수행하[0215]

였다(도  5J-N).  본  발명자들은  CD39+  세포에서  PDL-1  및  CD40의  상향  조절의  현저한  감소와  함께  lin-

CD90+CD36+(피하)와 비교하여 lin-CD90+CD39+(상피)의 반응에서 명백한 차이를 관찰하였다. 이것은 상부 피부

섬유아세포에 대한 항-염증성 표현형과 일치한다.

마우스 연구를 통해 표피 줄기세포 구획화의 조절 및 유지에 있어서 기저 각질세포와 상부 피부 섬유아세포 사[0216]

이의 상호 Wnt 신호전달의 역할을 확인하였다. 유두 Wnt 유전자 특성은 배양에서 소실되었으나(도 5G), 유두 진

피로부터 유래된 배양 섬유아세포는 3차원 오르가노타입 배양에서 망상 진피로부터의 섬유아세포보다 정상 층화

표피의 형성에 기여하는 것으로 이미 알려져 있었다.

따라서 본 발명자들은 탈세포화된 인간의 진피 (DED)를 재집단화(repopulate)하고 설계상으로 정상적인 표피의[0217]

형성에 기여하는 배양된 섬유아세포 아집단의 특성을 평가하기 위해 기능적 에세이를 수행하였다. 유동화 분류

된 lin-CD90+CD39+, lin-CD90+CD39- 및 lin-CD90+CD36+ 세포를 배지에서 확장시킨 후 DED의 상부 표면에 도입

하였다. 이어서 프라이머리 인간 각질 세포를 진피의 표면에 첨가하고 기상-액상 계면에서 배양하였다.

배양 3주 후, 섬유아세포 부재 상태에서 표피는 정상 표피보다 생존 가능한 세포층이 적었으며 건강한 조직의[0218]

특징인 표피능(rete ridges)으로 알려진 기복(undulation)이 없었다(도 6A, F). 분획화 되지 않은 섬유아세포

(CD90+)의 첨가는 부분적 표피능을 지닌 더 두꺼운 표피의 형성을 유도하였다(도 6B, G).

섬유아세포 아집단이 예상대로 분리될 때,  lin-CD90+CD39+  세포는 lin-CD90+CD39-  세포(도 6D,  I)  및 lin-[0219]

CD90+CD36+  세포(도 6E,  J)  보다 다층 상피의 형성에 보다 효과적으로 기여하였다(도 6C,  H,  K).  접종 후,

lin-CD90+CD39+는 상부 진피로 대부분 한정되어 있는 반면에 lin-CD90+CD39- 및 lin-CD90+CD36+ 세포는 중간

및 깊은 진피로 확장되었으며(도 6L, M) 섬유아세포 밀도는 lin-CD90+CD39+ 세포로 재구성된 DED에서 가장 높았

다(도 6L).
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요약하면 본 발명자들의 기능 분석은 배양과 관련된 유전자 발현의 변화와 관계 없이, 전향적으로 분리된 섬유[0220]

아세포 아집단이 면역학적 기능의 차이와 3 차원 오르가노타입 세포 배양에서 설계적으로 정상적인 표피 형성

능력의 차이를 유지함을 나타낸다.

인간 피부 섬유아세포의 단일 세포 전사 프로파일링은 공간 격리되지 않은 아집단을 식별한다[0221]

인간 진피의 다른 층에서 섬유아세포에 대한 본 발명자들의 분석은 섬유아세포가 이종(heterogeneous)이라는 개[0222]

념을 지지하지만, 유두와 망상 진피 사이에서 공간적으로 격리된 섬유아세포 아집단 만을 검출할 수 있다. 따라

서 섬유아세포 아집단의 보다 포괄적인 평가를 수행하기 위해서 본 발명자들은 표피의 효소적 제거 후 인간 진

피로부터 계통 lin- 및 lin-CD90+ 세포 모두를 분리하였다(도 7A).

프라이머리 인간 진피의 5개의 샘플에 대해 세포의 12.2  %(S.D.  6.7  %)는 CD90+이고, 9.4  %(S.D.  4.7  %)는[0223]

lin-CD90+이고, 39.6 %(S.D. 16.4 %)는 lin-CD90-이었다. 따라서 섬유아세포는 소량의 피부 세포를 구성하며,

대부분은 CD31+ 내피 세포(8.1 %, S.D. 5.2 %), CD45+(11.6 %, S.D. 7.4 %) 조혈 세포, 땀샘, 신경 세포, 모낭

으로부터의 각질 세포 등의 다양한 세포 유형이다.

추가적 섬유아세포 아집단을 한정하기 위해 본 발명자들은 총 184개의 세포에 대해 단일 세포 RNA 서열 분석을[0224]

수행하였다. 섬유아세포를 풍부하게 하기 위해 세포의 절반을 유동화 분류된 lin-CD90+ 세포로 하였다. 그러나,

CD90-인 잠재적으로 신규한 섬유아세포 서브 세트를 배제하지 않기 위해 세포의 절반은 lin-CD90+/-이었다. 

각각의 개별 세포에 대한 tSNE 분석(도 7B-D)을 유전자 발현의 전체 패턴에 대해 수행하였다; 이 방법은 유사한[0225]

유전자 발현으로 세포를 그룹화 시킨다. tSNE 분석의 자동화된 클러스터링(도 7D)은 5개의 세포 그룹을 식별 하

였으나 그룹 1(적색)은 5 개의 세포만 포함하였다. 

섬유아세포 아집단을 특성화하기 위해 각 그룹에서 유의미하게 과발현된 유전자를 전산을 통해 확인하였다. 중[0226]

간엽 세포 마커인 비멘틴은 모든 그룹에서 발현되어 표피 세포가 프로파일링 되지 않았음을 확인 하였다(도 7E,

F). 공간 전사체학에 의해 본 발명자들이 확인한(도 3) 팬-섬유아세포 마커인 데코린(DCN) 및 루미칸(LUM)은 그

룹 5를 제외하고 모든 그룹에서 발현되었다. 

그룹 5 또한 lin-CD90+ 세포를 함유하지 않았다. 공간 전사체학 프로파일링에 의해 유두 진피에 국한된 것으로[0227]

확인된(도 3B) COL6A5, COL23A1 및 HSPB3는 그룹 3에서 매우 풍부 해졌으며 이는 이러한 그룹이 유두 섬유아세

포를 나타낸다는 것을 의미한다.

MHC 클래스 Ⅱ의 구성요소인 CD74 및 HLA-DR4 모두와 타이트한 정션의 구성 요소인 CLDN5는 그룹 5로 표시되었[0228]

다. 비록 이들 세포는 비멘틴+ 및 lin-이었으나 DCN 및 LUM 결여 및 CD74(대식세포 억제 인자 수용체) 와 HLA-

DR의 발현은 대식세포/수지상 세포의 특성을 나타낸다.

그러나 그룹 5 세포의 또 다른 마커인 CLDN5는 내피 마커이다. 흥미롭게도, 작은 정도의 CD36과 Pparg(PPARG)의[0229]

발현은 지방전구세포 마커가 또한 그룹 5에서 풍부해지고 이는 지방전구세포의 적어도 일부가 CD90-임을 시사한

다. 또한 그룹 5 세포의 아집단은 TEK(TIE2)를 발현하고 TIE2-발현 단핵구/대식세포에 상응할 수 있다.

그룹 2는 가장 큰 세포 클러스터 중 하나이지만 특정 마커는 거의 없었다.  그 중 하나인 RGS5는 주피세포의 마[0230]

커로서 진피 전체에 RGS5 표지 혈관-관련 주피세포에 대한 항체로서 잘 특성화되어 있다(도 7J). RGS5 양성 세

포는 그룹 2의 중간 이상 상부로 제한되었으며, 그룹 2의 중간 이하 하부에 있는 세포는 선택적으로 세포 정체

성을 나타낸다는 것을 시사한다. 유두 세포가 CD39+CD26-임을 기초로 하여 유두 세포를 유동화 분류함으로써(도

7G, H) 본 발명자들은 유두 마커 COL6A5, WNT5A, RSPO1 및 LEF1의 발현을 풍부하게 할 수 있었다(도 7K-O).

본 발명자들은 섬유아세포 아이덴티티가 유두 섬유아세포의 경우를 제외하고는 진피 내 공간 구획에 의해 제한[0231]

되지 않는다는 결론을 내렸으며 단일 세포 RNA 서열분석에 의해 추가적인 섬유아세포 아집단을 확인할 수 있다.

논  의[0232]

본 발명의 결과는 섬유아세포가 세포 외 매트릭스의 합성과 유지 및 인접 세포의 조화와 조절에 특화된 기능을[0233]

지닌 단일 동종(homogenous) 세포형이라기 보다 관련 세포형의 패밀리를 나타낸다는 새로운 개념을 수립한다. 

공간 및 단일-세포 전사 프로파일링의 조합을 통해, 본 발명자들은 인간 진피 내에서 적어도 4개의 섬유아세포[0234]

아집단을 확인하였다. 이들 중 첫 번째는 lin- CD90+ CD39+ CD26-의 세포 표면 표현형을 지니며 COL6A5와 같은

특정 콜라겐 사슬의 발현을 특징으로 하여 상부 진피에 국한되어 있다.
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두 번째는 lin-CD90+ CD39+ CD26+이며 나머지 진피 전체에 위치한다. 나머지 그룹은 주피세포에 상응하는 lin-[0235]

CD90+CD39-RGS5+ 세포; 하부 진피에 위치하고 지방전구세포를 나타내는 lin-CD36+ 세포; 및 아직 특성화되지 않

은 섬유아세포 아 집단인 lin-CD90+CD39-RGS5- 세포; 이다.

마우스 진피의 이전 연구와 달리, 진피 유두 관련 섬유아세포는 본 발명자들의 데이터 세트에서 우세하지 않았[0236]

으며 이는 마우스 피부와 비교하여 사람의 유방 피부에서 모낭의 상당히 낮은 밀도를 반영하는 것이다. 마우스

진피 발달에 대한 이전 연구에서 확인된 많은 세포 표면 마커는 인간에서는 보존되지 않았다. 이러한 보존의 결

여는 인간과 마우스 사이의 조혈 줄기세포에 대한 세포 표면 마커의 보존이 어렵기 때문에 충분히 예측된 것이

다.

그러나 흥미롭게도 피부 섬유아세포 동일성에 대한 3가지 연구 모두에서 CD26이 주요 계통 마커로서 확인되었지[0237]

만, 표시된 아집단은 상이한 것으로 나타난다: 마우스 발달의 초기 단계 동안에 CD26은 상부 피부 계통을 표시

하고; 성인 마우스에서 CD26 발현은 진피의 큰 구획에 존재한다.

여기 본 발명자들은 인간 성인 진피의 큰 구획에 존재하는 반면 최상부 (유두) 섬유아세포로부터 배제된 CD26의[0238]

발현을 시연하였다. CD26은 염증 반응의 조절제로서 관련되어 있으며 CD26+ 섬유아세포는 피부 섬유증에 기여하

는 것으로 보고되어 있다.

섬유아세포 세포 식별의 상세는 세포-세포 컨택 및 확산성 세포 신호전달 매개체를 포함하는 세포의 공간 컨텍[0239]

스트로부터 발산하는 외인성 시그널 및 전사성 및 후생적(epigenetic) 조절 네트워크를 포함하는 내인성 메커니

즘의 조합을 반영하는 것으로 보인다. 전자와 관련하여 본 발명의 결과는 피부 섬유아세포 아집단 아이덴티티

조절에서 Wnt 경로를 통한 신호전달이 주요한 역할을 한다는 것이다.

본 발명자들은 상부 피부 마우스와 인간 섬유아세포 계통에서 Wnt 신호가 상향 조절됨을 발견하였다. Wnt 신호[0240]

전달은 마우스 및 인간 진피의 정상적 발달에 필요하며 본 발명은 모낭 발달 및 재생에 있어서 Wnt 신호전달의

중심적인 역할을 증명하였다. 표피 Wnt 신호전달은 피하 지방세포층의 조절에 또한 관련되며 표피의 유지에 결

정적이다.

본 발명자들은 유두 진피 섬유아세포와 기저 각질세포 간에 유두 진피 섬유아세포의 세포 아이덴티티 유지에 결[0241]

정적인 상호 시너지적인 Wnt-매개 크로스토크가 존재함을 제안한다. 배양에서 이러한 신호전달의 소실로 유두

세포 마커의 급속한 소실을 설명할 수 있다.

Wnt 경로 구성요소의 차등 발현에 추가하여 본 발명자들은 마우스 및 진피로부터 분리된 인간 섬유아세포의 아[0242]

집단 내에서 ECM 및 면역조절 유전자의 차등 발현을 관찰하였다. 본 발명자들은 상부 및 하부 피부 섬유아세포

의 시험관 내 확장에 따르는 세포 기능의 보존을 관찰하였으며, 콜라겐 연쇄 발현의 차이, 인터페론 자극에 대

한 면역학적 반응 및 3D-재구성된 오르가노타입 세포 배양 내에서 층화 편평 상피의 정상적인 발달에 기여하는

능력의 차이를 입증하기 위한 것이다. 

흥미롭게도 섬유아세포 기능의 차이가 배양에서 보존되는 반면에 적어도 초기 계대에 대해서는 주요 아집단 마[0243]

커의 발현이 급격히 소실되었다. 

이러한 발견은 섬유아세포가 피부에 존재하는 세포의 작은 구획을 구성함을 관찰함으로써 배양된 섬유아세포로[0244]

수행된 실험에 기반하여 질병 과정의 이해를 위한 연구에 기여하는 것이다. 또한 배양 또는 이식 실험 내에서

나타난 표피 줄기세포의 특성은 생체 내에서 표현되는 것과는 상이하다는 이전의 연구들과 유사성을 지닌 것이

다. 

진피와 같은 포유동물 조직이 기능적 아이덴티티의 상이함을 지닌 섬유아세포를 함유한다는 새로운 개념은 광범[0245]

위한 병리학적 상태의 이해에 중대한 영향을 미친다. 

성인의 상처 치유는 모발 및 땀샘과 같은 정상적인 피부 부속체(appendage)를 지니지 않는 ECM-풍부 흉터의 형[0246]

성으로 특징지어 진다.

마우스에서의 계통 추적은 섬유아세포 이동의 초기 파동이 알파 평활근 액틴을 발현하는 하부 (망상) 계통 섬유[0247]

아세포로부터 유래됨을 입증한다. 정상적인 상처 치유의 조절 및 켈로이드 흉터, 경피증 및 이식편 대 숙주 질

환과 같은 질병 상태의 이해에 대한 잠재적 전략을 제공함으로써 이것이 인간에게 보존되는지 여부를 결정하는

것은 큰 관심사가 될 것이다.

섬유아세포 아집단의 양 또는 기능의 전환은 정상 표피능(rete ridge)의 소실로 인한 진피-표피 접합부의 진피[0248]
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화 및 평탄화를 포함하는 피부 구조에서의 연령-관련 변화의 특징적 역할을 할 수 있다.

인간 질병에 대한 섬유아세포 아집단의 차등적 기여에 대한 이해는 치료를 위한 새로운 전략을 제공할 수 있다.[0249]

이러한 맥락에서 유해한 섬유아세포 아집단의 작용이 아마도 이들 아집단에 특이적인 신호전달 경로 또는 단일

클론 항체-매개 절제의 저해를 통해 억제될 수 있음을 예상할 수 있다. 이러한 개념을 지지하여, 마우스에서 상

처 치유시 섬유아세포의 수를 실험적으로 감소 시키면 섬유증의 정도를 감소시킬 수 있다.

대안적으로 유익한 아집단은 아마도 세포 신호전달 경로의 조작을 통해 생체 외에서 확장될 수 있다. 섬유아세[0250]

포 치료법의 시험은 치유가 어려운 궤양 및 수포성 표피박리증의 치료를 위해 이미 진행중이다. 주목할만한 것

은 유두 섬유아세포가 조직-엔지니어링된 피부 대체물의 조합에 보다 효과적인 것으로 예측된다는 것이다.

요약하면 마우스 진피의 이전 연구와 상응하여, 섬유아세포 아집단이 인간 진피 내에서 식별될 수 있음을 본 발[0251]

명자들은 공간 및 단일 세포 전사 프로파일링의 조합을 통해 규명하였다. 본 발명자들은 이러한 아집단의 잠재

적 분리를 허용하는 세포 표면 마커를 식별하고 기능적 구체화를 입증하였다. 이러한 발견은 섬유아세포 기능장

애에 의해 특징되어지는 질병의 이해 및 치료에 중요한 영향을 미친다.

(실시예 2)[0252]

(방법)[0253]

섬유아세포 분리[0254]

프라이머리 섬유아세포를 상기한 바와 같이 분리시켰다. 계통 음성(CD45-, CD31-, e-카드헤린-) 세포의 고갈 후[0255]

유세포 분석법에 의해 세포의 상이한 아집단을 분리하였다. 이어서 섬유아세포를 CD90+ 양성으로 분류한 후 이

들 각각의 세포 표면 마커를 사용하였다.

상처 치유 생체외 외식편 [0256]

성형 수술에 동의한 환자의 성인 수술 잔여 피부를 St George's University Hospitals NHS Foundation Trust에[0257]

서 수득하였으며 이 연구는 영국 국립 연구 윤리 서비스 위원회에 의해 윤리적으로 승인되었다(HTA 라이센스 번

호: 12121, REC 번호: 14/NS/1073). 과도한 지방 조직을 제거하고 10% 요오드 소독제 용액에 침지시켜 피부를

살균한 후, 70% 알코올로 2회 교체시키고 마지막으로 멸균 인산염 완충 식염수(PBS, Gibco)로 처리하였다.

피부를 1cm
2
 조각으로 절단하고 4mm 펀치 생검을 사용하여 각각의 중앙에 부분 두께 상처를 생성하였다. 섬유아[0258]

세포를 상처에 접종시키기 전에 조직을 6-웰 행잉(hanging) 세포 배양 삽입물에 넣고 기상-액상 인터페이스를

지니는 DMEM으로 평형화 시켰다.

다른 공여자로부터의 프라이머리 섬유아세포 아집단(200,000 세포)을 10㎕의 DMEM에 재현탁시키고 상처에 피펫[0259]

팅 하였다. 외식편을 2주 동안 5% CO2와 함께 가습된 분위기에서 37 ℃에서 인큐베이션시킨 다음 절편 전에 최

적의 컷팅 온도 화합물(OCT, Life Technologies)에 엠베드시켰다.

탈-표피화 진피(DED) 오르가노타입 배양[0260]

탈-표피화  진피(DED)를  상기한  바와  같이  제조하였다(Rikimaru  등,  Experimental  dermatology  6,  214-221[0261]

(1997)). 간단히 말해서 정상적인 인간 성인의 피부 또는 절제된 켈로이드 흉터를 1-2 cm
2
로 자르고, 52 ℃에서

20분 동안 가온시킨 후 표피를 집게로 진피로부터 분리하였다. 진피는 10회의 동결-해동 사이클에 의해 세포가

고갈되었으며 60Gy로 1회 조사되었다.

섬유아세포를 DED에 접종시키기 전에 조직을 6-웰 행잉 세포 배양 삽입물(Millipore)에 넣고 DMEM으로 평형화[0262]

시켰다. 표피 표면으로부터 U-100 인슐린 주사기(BD)를 사용하여 상이한 프라이머리 섬유아세포 아집단(5×10
5

세포)을 각각의 DED에 주입하였다.

이어서 DED를 5 % CO2를 지니는 가습된 분위기 하에서 37 ℃에서 DMEM에 완전히 침지시키고 24시간 동안 인큐베[0263]

이션 하였다. 배지를 기상-액상 인터페이스를 지닌 FAD 배지로 교체하고 1×10
6
 각질 세포를 DED 위에 접종하였

다. DED는 48 시간마다 배지 교체와 함께 3주 동안 기상-액상 인터페이스를 지닌 FAD 배지와 함께 배양에서 유

지되었다. 섹션화 전에 샘플을 OCT에 삽입하였다.

콜라겐 분석[0264]
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콜라겐 정량화를 위해, 16 μm의 동결 절편을 표준 방법을 사용하여 Picrosirius 레드로 염색하였다(Lattouf[0265]

등, J Histochem Cytochem. 2014; 62 (10): 751-8). 간략하게는 섹션을 4% 파라포름알데히드/PBS로 (상온에서

10분) 고정시키고 물로 2회 세척한 후 Picrosirius  레드 용액[피크산 포화 수용액 내의 0.1  %  Sirius  레드

F3B(Sigma)] 내에서 1시간 동안 염색시켰다.

염색 후, 섹션을 산성 수(0.5% 아세트산)로 2회 세척하고, 탈수시킨 후 자일렌으로 클리어링하고 DPX 장착 배지[0266]

(Sigma)로 충전하였다. 이미지는 평면 편광 하에서 Zeiss Axiophot 현미경 및 AxioCam HRc 카메라로 촬영하여

콜라겐 섬유를 검은 배경에 대해 녹색, 주황색 및 노란색으로 표시하였다. 정량화를 위한 선형 반응을 제공하도

록 광의 강도를 조정하였다.

총 콜라겐 섬유의 정량화는 Fiji 이미징 소프트웨어를 사용하여 수행되었다. 색상 임계 값 도구(색조 0-100, 채[0267]

도 0-255 및 조도 230-255)를 사용하여 콜라겐 픽셀을 선택하고 선택에 따라 바이너리 이미지를 만들고 측정하

였다.

콜라겐 혼성화 펩타이드(CHP) 염색(Hwang 등, 2017; Li & Yu, 2013)의 경우, 16mm 크라이오섹션은 4% 파라포름[0268]

알데히드/PBS로  고정시키고(실온에서  10  분)  0.1%  Triton  X-100/PBS에  통과시키고(실온에서  10  분),  5%

BSA/PBS로 블로킹 시킨 후(실온에서 1 시간) 지시된 프라이머리 항체 및 5mM B-CHP(BIO300, 3Helix)로 4 ℃에

서 하룻밤 염색하였다. 제조자의 지침에 따라 B-CHP 프로브를 80℃에서 5분 동안 가온시킨 후 프라이머리 항체

믹스에 추가하여 조직 섹션에 즉시 적용하였다.

섹션을  PBS로  3회  세척하고  실온에서  1시간  동안  적절한  세컨더리  항체  및  스트렙트아비딘-[0269]

AlexaFluor647(S32357, Thermo Fisher)과 함께 인큐베이션 시켰다. PBS로 섹션을 세척하고 실온에서 10분 동안

DAPI(1  ㎍/ml  1:50,000으로 희석)로 인큐베이션 시킨 후, 샘플을 ProLong® Gold  Antifade  Mountant(Thermo

Fisher)로 충전하였다. 공초점 현미경은 Nikon A1 공초점 현미경으로 20x 배율을 사용하여 수행되었다.

결과[0270]

상이한 섬유아세포 아집단이 접종된 상처 피부, 생체 외 14일간 배양[0271]

섬유아세포 아집단은 생체 외 상처 치유에 상이한 영향을 미친다(도 9 내지 12 참조). 유두 CD39+ CD26- 및 망[0272]

상 CD39- 세포 만이 재-상피화에 기여할 수 있었다. 그러나 CD39- 세포는 다른 아집단보다 훨씬 더 많은 콜라겐

을 분비하였다. 이것은 섬유증에 걸리기 쉬운 사람들에게 임상적으로 영향을 줄 수 있다. 따라서 상처에 CD39+

CD26- 세포를 주입하면 흉터 조직 형성의 위험 없이 보다 빠른 치유를 촉진할 수 있다.

탈 섬유화된 진피에서의 콜라겐 침착의 차이는 상이한 섬유아세포 아집단으로 재구성됨[0273]

총  콜라겐  밀도를  계산하기  위해  편광된  빛  하에서  콜라겐  다발이  녹색,  적색  또는  황색으로  나타나는[0274]

Picrosirius Red로 섹션을 염색시켰다(도 13 참조). 이러한 이미지를 정량화하기 위해 바이너리 이미지에서 총

콜라겐 신호를 검은색 픽셀로 변환하고 프레임의 총 픽셀 수를 측정하였다. CD39+ CD26- 유두 섬유아세포로 재

집단화된 DED는 다른 섬유아세포 아집단에 비해 더 증가된 총 콜라겐 밀도를 나타내었다(도 14 참조).

상이한 섬유아 세포 아집단으로 재구성된 탈세포화 진피에서 콜라겐 섬유 구조의 차이[0275]

성숙화 및 리모델링화 콜라겐 섬유 내에서 접근 가능한 콜라겐 삼중 나선 내로 콜라겐 혼성화 펩타이드(CHP)를[0276]

끼워 넣는다. 언폴드 콜라겐 분자에 대한 매우 특이적인 프로브이므로 두꺼운 3중 나선 성숙 콜라겐에 결합하지

않는다. CD39+ CD26- 유두 섬유아세포는 다른 섬유아세포 아집단과 비교하여 DED에서 보다 새로운 콜라겐 섬유

를 생산 및/또는 기존 콜라겐을 리모델링하는 것으로 나타난다(도 15 참조). 

탈세포화된 진피에서의 표피 WNT 신호전달은 상이한 섬유아세포 아집단을 재구성시킴[0277]

CD39+ CD26- 유두 섬유아세포는 표피에서 더 높은 수준의 R-스폰딘1을 자극한다(도 16 참조).[0278]

섬유아세포 아집단에 의한 켈로이드 흉터 리모델링[0279]

켈로이드 조직을 탈세포화시키고 상이한 섬유아세포 아집단을 주입하여 시험관 내에서 3주 동안 배양하였다. 유[0280]

두 섬유아세포(CD39+ CD26-)(c)는 다른 분리된 집단보다 흉터 조직 두께를 더 축소시켰다(도 17, b, d, e 및 f

참조). 비분획화(b) 및 CD36+ 망상/지방전구(f) 섬유아세포는 섬유아세포가 첨가되지 않은 대조군 조직과 비교

할 때 흉터 리모델링에 영향을 미치지 않았다(도 18 참조).

논   의[0281]
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결과는 상처 치유, 콜라겐 침착 및 흉터 형성에서 개별 섬유아세포 아집단의 차등 효과를 나타낸다. 상처 치유[0282]

모델에서  유두(CD39+  CD26-)  섬유아세포는  콜라겐  생성을  증가시키지  않으나  재상피화를  향상시켰다.  유두

(CD39+ CD26-) 섬유아세포는 또한 켈로이드 조직 리모델링 동안 다른 집단보다 흉터 조직 두께를 더욱 축소시켰

다.

이것은 흉터의 위험을 줄이면서 상처 치유를 촉진하기 위해 이러한 아집단의 사용을 제안하는 것이다. 대조적으[0283]

로 탈세포화된 진피 유두(CD39+ CD26-) 섬유아세포는 다른 섬유아세포 아집단에 비해 콜라겐 생성이 증가하여

손상된 콜라겐, 예를 들어 자외선 노출에 의한 콜라겐 손상을 복구하는데 사용된다.
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상기 명세서에서 언급된 모든 간행물은 본 명세서에 참고문헌으로 포함된다. 본 발명의 범주 및 사상을 벗어나[0353]

지 않으면서 본 발명의 설명된 방법 및 시스템의 다양한 수정 및 변형이 당업자에게 명백할 것이다. 본 발명은

특정 바람직한 실시예와 관련하여 설명되었으나 청구된 본 발명은 이러한 특정 실시예에 의해 과도하게 제한되

어서는 안된다는 것을 이해해야 한다. 실제로, 당업자에게 명백한 본 발명을 수행하기 위한 설명된 모드의 다양

한 변형이 하기 청구항의 범위 내에 있는 것으로 의도된다.
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