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명 세 서

청구범위

청구항 1 

다음 단계를 포함하는 자연살해세포의 확장 배양방법:

(a) 자연살해세포를 5~15일 배양하는 단계; 

(b) 배양된 자연살해세포에 HDAC 억제제를 처리하는 단계; 및

(c) 처리된 자연살해세포를 추가로 배양하는 단계.

청구항 2 

제1항에 있어서, HDAC 억제제는 자연살해세포의 배양 5~15일에 첫번째 처리한 후, 2~4일 간격으로 1~3회 추가적

으로 처리하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 3 

제1항에 있어서, HDAC 억제제는 SAHA, Vaproic acid, Vorinostat, Entinostat, Romidepsin, Romidepsin 로 구

성된 군에서 선택되는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 4 

제1항에 있어서, HDAC 억제제를  31.25nM~ 125nM 농도로 처리하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 5 

제1항에 있어서, 상기 (c) 단계는 IL-2가 함유된 배지에서 배양하는 것을 특징으로 하는 방법.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 자연살해세포의 확장배양법에 관한 것으로, 더욱 자세하게는 배양된 자연살해세포에 HDAC 억제제를[0001]

처리하는 것을 특징으로 하는 자연살해세포의 확장배양법에 관한 것이다.

배 경 기 술

인체의 면역계는 복잡한 기전에 의해서 조절이 되며 면역계에 이상이 생길 경우 면역시스템에 불균형이 초래되[0002]

어 암과 같은 각종 난치성 질환이 발생할 수 있다. 따라서 면역계에서 발생하는 불균형을 해소하여 정상상태로

회복, 강화시켜 면역관련 질환을 치료하는 방법인 면역세포치료제의 개발이 각광을 받고 있다.

우리 몸의 면역계는 선천성 면역계와 후천성 면역계로 나뉘며 선천면역계는 우리 몸에 외부 항원이 들어오면 제[0003]

일 먼저 공격을 하는 세포들로 구성되어 있으며 대표적인 세포로는 자연살해세포가 있으며 다양한 종류의 암세

포를 살상가능하고 항원유무에 관계없이 암세포를 인식할 수 있다는 장점이 있기 때문에 세포 치료제로 주목을

받고 있다. 

면역세포를 세포치료제로 사용하기 위해 필요한 것은 다량의 세포 수 확보, 세포의 높은 항암능력이 무엇보다[0004]

중요하다. 또한, 확보된 면역세포들을 환자의 체내 주입하였을 때 효과적으로 체내에서 생존해야 한다.
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하지만 체외에서 배양된 면역세포를 체내에 주입할 경우에는 활성이 오래 유지되지 못하며, 특히나 세포를 과도[0005]

하게 확장시키면 필연적으로 세포사나 세포 노화에 빠지기 쉽다. 다라서, 배양된 면역세포가 환자의 체내에서

오랫동안 안정성을 유지해야만 세포치료제로써 제대로 효력을 발휘할 수 있다. 

후생유전학(epigenetics)은 DNA의 염기서열이 변화하지 않는 상태에서 유전자 발현이 조절되는 현상으로, 크로[0006]

마틴의 구조적 변화 "크로마틴 리모델링"에 영향을 주어 유전자 발현이 조절된다. 이 분야는 최근 각광을 받고

있는 분야로써 면역세포의 활성화 및 비활성화에 중요한 역할을 하는 것으로 보고되고 있다. (Schenk et al.,

Int J Mol Sci, 2016).

히스톤 탈아세틸화 효소(Histone Deacetylases, HDACs)는 Chromatin Remodeling에 관여하는 효소이며, 주로 전[0007]

사과정에 영향을 주는 것으로 알려져 있고, 히스톤이 과아세틸화되면 전사가 억제되는 것으로 보고되어 있다

(Smith et al., BioEssay, Vol 30:15-24, 2007). 또한 HDAC는 히스톤을 변형시키는 것 외에도 많은 비히스톤

단백질 기질을 표적으로 하여 유전자 발현을 조절하는 것으로 알려져 있다. 따라서 HDAC을 억제하면 Chromatin

구조가 열리면서 다양한 전사조절 인자들이 결합할 수 있게 된다.  

기존의 보고에 의하면 IL-2로 배양한 NK 세포(자연살해세포, Natural Killer cell)에 anti-CD2 항체를 처리하[0008]

면 Chromatin이 응축되고 세포사를 유도하는 것으로 보고되어 있다(Ida et al., Eur J Immunol, Vol 28:1292-

1300, 1998). 따라서 NK 세포가 외부 자극에 의해 활성화됨에 따라 HDAC에 의해 Chromatin이 닫힌 구조를 이루

어 전사인자들의 결합할 수 없게 되고 결국 세포 증식억제 및 세포사가 유도 되게 된다. 따라서 HDAC을 억제하

여 Chromatin 구조적 변화를 유도함으로써 세포의 생존 관련 전사인자들이 결합할 수 있도록 하여 세포사를 억

제하는 방안에 대해 개발하고자 하였다.

HDAC 억제제에 대하여는 히스톤 탈아세틸화효소 억제제 (HDACi)가 다양한 암 세포주에서 분화, 세포주기 정지,[0009]

세포사, 자가 포식 작용 및 괴사를 유도하는 것으로 보고된바 있다(Senese  et al., Molecular and Cellular

Biology, Vol 27:4784-4795, 2007). HDAC 억제제는 암세포의 DNA 손상 반응을 향상시키고, DNA 복구를 억제함

으로써  암세포  세포사멸을  촉진하는  것으로  알려져있고  이러한  기전은  정상세포에서는  일어나지  않는다.

따라서, HDAC 억제제는 암 및 정상 세포에서 차별적인 효과를 보일 것으로 생각이 되었다. 

면역세포와 연관되어서는 HDAC 억제제를 암세포에 처리 시 NKG2D 리간드의 발현이 증가되어 NK 세포가 암세포를[0010]

잘 인식하게 되어(Lopez-Soto et al., Oncogene, Vol 28:2370-2382, 2009) 항암효과가 있는 것으로 보고되고

있으며, 면역 세포사(immunogenic cell death)를 증가시킨다는 보고 등이 있다(West et al., Cancer Research,

Vol 7:7265-7276, 2013) 

NK 세포에 HDAC 억제제인 Valproic Acid를 처리 시에 NK 세포의 증식 및 암세포 살상능이 감소되는 것으로 보고[0011]

된바  있다(Ogbomo  et  al.,  FEBS  Letters,  Vol  581:1317-1322,  2007)  또한,  활성화  시킨  NK  세포에서

Vorinostat을  처리하면 암세포 살상능에 변화가 없음이 보고되어 있다.  (Wang  et  al.,  Biol  Blood  Marrow

Transplant, Vol 18:747-753, 2012)

T 세포의 경우도 CD4 T 세포의 경우는 억제제 처리에 따라 세포 생존능이 저하되고 증식 및 사이토카인 분비가[0012]

억제 되는 것이 보고되어 있으며 (Schmudde et al., Cancer Lett, Vol 295:173-181, 2010) CD8 T 세포의 경우

memory 기능이 증가됨이 보고되어 있다 (Vo et al., Cancer Research, Vol 69:8693-9699, 2009).

이와 대조적으로 Regulatory 면역 세포인 Treg의 경우 Foxp3의 발현 및 면역 억제능이 증가하는 것이 보고되어[0013]

있으며 (Tao et al., Nature Med, Vol 13:1299-1307, 2007) MDSC의 Differentiation을 증대시키는 것이 보고되

어 있다(Rosborough et al., J Leukoc Biol, Vol 91:701-709, 2012).

이에, 본 발명자들은 면역세포의 확장시에 생존율과 수득율을 효과적으로 높이는 방법을 개발하고자 예의 노력[0014]

한 결과, NK 세포의 체외 확장 배양시에, 증식중인 NK 세포에 HDAC 억제제를 처리하는 경우, NK 세포의 확장이

증대되어 세포 생존율과 수득율이 현저히 높아진다는 것을 확인하고, 본 발명을 완성하게 되었다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명의 목적은 자연살해세포의 체외 배양시 확장율을 증대시키는 배양방법을 제공하는데 있다.[0015]

과제의 해결 수단
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상기 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 (a) 자연살해세포를 1~15일 배양하는 단계; (b) 배양된 자연살해세포[0016]

에 HDAC 억제제를 처리하는 단계; 및 (c) 처리된 자연살해세포를 추가로 배양하는 단계를 포함하는 자연살해세

포의 확장 배양방법을 제공한다.

발명의 효과

본 발명에 따르면, 자연살해세포를 체외에서 확장 배양시에 세포의 세포사를 억제하여, 세포의 생존율과 수득율[0017]

이 현저히 향상되어, 암치료 등의 세포치료에 필요한 자연살해세포를 효율적으로 수득할 수 있다.   

도면의 간단한 설명

도 1은 자연 살해세포의 성장에 HDAC 억제제가 미치는 영향을 확인한 결과를 나타낸 것으로, (A)는 자연살해세[0018]

포 확장 배양 시 약물 처리방법을 나타낸 것이고, (B)는 HDAC 억제제 처리 후, 자연살해세포의 성장곡선 및 자

연살해세포의 분포 변화를 나타낸 것이며, (C)는 0일 또는 10일에 HDAC 억제제를 추가하여 NK 세포를 배양하고

성장곡선을 나타낸 도식이다. 

도 2는 자연살해세포의 성장에HDAC 억제제가 미치는 영향을 확인한 결과를 나타낸 것으로, HDAC 억제제의 처리

유무에 따라 자연 살해세포의 세포사 및 증식을 확인한 것이다.

도 3의 A는 HDAC 억제제를 처리한 후 자연 살해세포의 암세포 살상능을 확인한 결과를 나타낸 것이고, B는 HDAC

억제제 처리 유무에 따라 배양한 자연살해세포의 CD107a (살상능 척도)의 발현, IFN-g (사이토카인)의 분비를

확인한 결과를 나타낸 것이다.  

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 발명에서는 자연살해세포(NK 세포)를 체외에서 확장배양하는 경우에, HDAC억제제(히스톤 탈아세틸화효소 억[0019]

제제)를 이용하여, 자연살해세포의 수득율을 높이는 방법을 개발하였으며, 초기에 HDAC 억제제를 처리하면 기존

보고와 동일하게 NK 세포의 증식이 억제되지만 증식중인 자연살해세포에 HDAC 억제제를 처리하면 기존의 보고와

달리 HDAC 억제제를 처리하지 않은 대조군에 비해 자연살해세포의 확장이 증대된다는 사실을 발견하였고, 이는

HDAC 억제제의 처리가 세포사를 억제함으로써 더 많은 수의 자연살해세포를 획득할 수 있다는 사실을 알 수 있

었다. 이는 증식 중인 세포와는 달리 resting 자연살해세포의 증식에 있어서는 HDAC의 활성이 중요하기 때문에

HDAC 억제제를 증식중인 세포에 처리하는 것이 세포수 증대에 핵심적이라는 사실을 새로이 발견하였다. 뿐만아

니라 HDAC 억제제를 처리한 자연살해세포가 HDAC 억제제의 처리 유무에 관계없이 암세포 살상능을 유지할 수 있

다는 사실을 확인하였다. 

따라서, 본 발명은 (a) 자연살해세포를 5~15일 배양하는 단계; (b) 배양된 자연살해세포에 HDAC 억제제를 처리[0020]

하는 단계; 및 (c) 처리된 자연살해세포를 추가로 배양하는 단계를 포함하는 자연살해세포의 확장 배양방법에

관한 것이다.

본 발명에 있어서, HDAC 억제제는 SAHA, Vaproic acid, Vorinostat, Entinostat, Romidepsin, Romidepsin 로[0021]

구성된 군에서 선택되는 것을 특징으로 할 수 있고, 본 발명에서 처리되는 HDAC 억제제는  31.25nM~ 125nM 농도

로 처리하는 것을 특징으로 할 수 있다.

본 발명에 있어서, 상기 자연살해세포는 5~15일 배양 후 HDAC 억제제를 처리하며, 바람직하게는 6~12일 배양 후[0022]

처리할 수 있고, 더욱 바람직하게는 7~10일 배양후 처리하는 것이 바람직하다.

본 발명에 있어서, HDAC 억제제는 자연살해세포의 배양 6일째에 첫번째 처리한 후, 4일 간격으로 3~4회 추가적[0023]

으로 처리하는 것을 특징으로 할 수 있다.

본 발명에서, 상기 (c) 단계에서는 IL-2가 추가된 배지에서 배양하는 것을 특징으로 할 수 있다.[0024]

본 발명에 있어서,  자연살해세포는 공배양에 의해서 배양될 수 있으며,  함께 배양되는 피더세포로는 Jurkat[0025]

(KL-1) 세포, EBV-LCL 세포, K562 세포 등이 사용될 수 있다.

본 발명의 일양태에서는 사람유래 말초혈액 단핵세포를 분리하여 Jurkat 세포와 EBV-LCL 세포로 공배양하여, 10[0026]

일간 배양한 후, HDAC 억제제로 SAHA를 처리하였을 때, 기존 배양 방법에 비해 자연살해세포의 세포수가 증가되

었으며, 억제제 처리에 의한 세포 증식에는 변화가 없고 자연살해세포의 세포사를 억제하는 것으로 확인되었으

며, 억제제 처리에 의한 자연살해세포의 암세포 살상능에 변화는 없었다. 또한, 억제제 처리에 의해 Interferon
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gamma 분비능에는 변화가 없었다. 

따라서 본 방법은 기존의 방법에 비해 자연 살해 세포의 기능에는 변화가 없으나 세포사를 억제하여 더 많은 세[0027]

포수를 확보 가능한 방법이다. 

또한, 본 발명의 다른 양태에서는 자연살해세포를 배양하지 않고, 초기에   HDAC 억제제로 SAHA를 처리한 경우[0028]

에는 세포수 증가효과가 확인되지 않았다.

이하, 실시예를 통하여 본 발명을 더욱 상세히 설명하고자 한다. 이들 실시예는 오로지 본 발명을 예시하기 위[0029]

한 것으로, 본 발명의 범위가 이들 실시예에 의해 제한되는 것으로 해석되지 않는 것은 당업계에서 통상의 지식

을 가진 자에게 있어서 자명할 것이다. 

실시예 1: 자연살해세포 배양 시 HDAC 억제제 처리에 의한 세포수 증가[0030]

사람의 혈액을 채혈한 후, Ficoll(Ficoll-paqueTM PLUS, GE healthcare)을 이용하여 2500 rpm에서 30분간 원심[0031]

분리한 후, 연막층(buffy coat)에서 말초혈액 단핵세포를 분리하였다. 그 후 100Gy로 방사선 조사한 Jurkat 세

포주(한국세포주은행)와 EBV-LCL 세포주(한국세포주은행)를 사용하여 IL-2 500 U/ml 존재 하에 말초혈액단핵세

포:Jurkat  세포:EBV-LCL  세포의  비율을  1:0.5:0.5로  하여,  RPMI1640  배지(Corningㄾ)에  10%  FBS와  1%

penicillin/streptomycin을 넣은 hRPMI 배지에 공배양하여 3~4일 마다 한번씩 IL-2가 500 U/ml로 첨가된 hRPMI

배지로 교환해 주면서 배양을 하였다.

HDAC 억제제가 자연살해세포에 미치는 영향을 확인하기 위하여, 상기 조건에서 6일간 배양한 자연살해세포에 4[0032]

일에 1번 HDAC 억제제 (SAHA, Sigma Aldrich, USA); 125nM)를 처리하여 배양하고 세포수를 확인하였다(도 1A).

이 때 약 12일간 더 배양을 하며 4일에 한번씩 헤마토사이토미터를 이용하여 세포수를 계수하였으며, IL-2가

500 U/ml로 첨가된 hRPMI 배지로 교환해 주면서 배양하였다. 

그 결과, 도 1B에 나타난 바와 같이, HDAC 억제제를 처리하지 않은 대조군에 비해, HDAC 억제제인 SAHA를 처리[0033]

한 실험군이 대조군에 비해 2배 이상 세포수가 더 많아지는 것을 확인하였다. 

아울러, 도 1C에는 자연살해세포 배양 시 0일 또는 10일에 HDAC 억제제를 첨가하여 배양 후, 자연살해세포의 성[0034]

장곡선을 나타내었으며, 배양 0일에 HDAC 억제제를 처리한 경우, 10일에 처리한 실험군과 달리 NK 세포의 증식

이 저하되는 것을 알 수 있었다. 

또한, 도 2A에서 볼 수 있듯이 공배양 6일 째부터 SAHA를 처리한 실험군에서의 세포수가 가장 높게 측정이 되었[0035]

고 농도상으로는 62.5nM에서 NK 세포의 증식이 가장 높은 것을 확인하여 처리 시기 및 처리 용량을 최적화하였

다.

실시예 2: 자연살해세포 배양 시 HDAC 억제제 처리에 의한 세포사 및 세포증식 측정[0036]

실시예 1과 동일한 방법으로, 10일간 체외 확장시킨 자연살해세포에 HDAC 억제제를 처리하여 8일간 더 배양한[0037]

세포를 수거한 후 5X10
5
 개의 세포를 얻어서 세포사 및 세포 증식을 유세포 분석기를 이용하여 측정하였다.

세포사를 측정하기 위해서, 세포를 걷은 후 아넥신 V(annexin V)(2.5㎕)와 7AAD 2㎕로 15분간 염색한 후 FACS[0038]

CantoII(BD)를 사용하여 annexinV-/7AAD가 염색된 세포의 비율을 분석하였다. 세포 증식을 측정하기 위하여 먼

저 Percp-labeled  CD3  mAb(Biolgendㄾ  Cat  No.344814  clone  SK7),  APC-labeled  CD56  mAb(Biolegendㄾ  Cat

No.362504 clone 5.1H11)를 넣고 4℃에서 20분간 반응시켰다. Intracellular FACS를 위해 세포를 FACS buffer

로 세척하고 eBioscience Foxp3/Transcription factor staining buffer set (eBioscienceㄾ Cat No. 00-5523-

00)를 이용하여 세포 핵내의 Ki67를 염색하여 확인하였다. 

그 결과, 도 3에 나타난 바와 같이, HDAC억제제를 처리한 경우 자연살해세포의 증식에는 큰 변화가 없으며,[0039]

HDAC억제제 처리에 의하여, 자연살해세포의 세포사(apoptosis)가 억제되는 것을 확인할 수 있었다. 

실시예 3: 자연살해세포 배양 시 HDAC 억제제 처리에 의한 암세포 살상능 변화 확인[0040]

실시예 1의  방법으로 체외 확장된 자연살해세포의 암세포 살상능의 변화를 확인하기 위하여,  타겟 암세포로[0041]

K562(한국세포주은행), A375(한국세포주은행) 세포를 준비한 후 Chromium으로 1시간 동안 라벨링한 후 자연살해

세포와 1:1 비율로 섞어 비율로 37℃에서 공동 배양하고 4시간 후 상층액을 취해서 gamma counter로 동위원소

값을 확인하였다.

FITC labeled anti CD107a mAb를 2.5㎕ 넣고 Golgi stop (BD pharmingen)을 넣은 후 5시간 동안 37℃에서 배양[0042]
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하였다.  배양이  끝난  후  Percp-labeled  CD3  mAb(Biolgendㄾ  Cat  No.344814  clone  SK7),  APC-labeled

CD56mAb(Biolegendㄾ Cat No.362504 clone 5.1H11)를 넣고 4℃에서 20분간 반응한다. Intracellular FACS를 위

해 세포를 FACS buffer로 세척하고 고정시킨 후 BD cytoperm/cytofix kit (BD Pharmingen, San Diego, CA)로

투과시켜  PE-labeled  IFN-g  mAb로  염색한  후  유세포  분석기를  이용하여  분석하였다.  양성대조군으로

PMA/Ionomycin을 처리한 자연살해세포를 사용하였다. 

그 결과, 도 4에 나타난 바와 같이, HDAC 억제제를 처리한 자연살해세포군은 처리하지 않은 대조군과 암세포 살[0043]

상능이 비슷한 것을 알 수 있었다. 도 3B는 HDAC 억제제 처리 유무에 따라 배양한 자연 살해세포의 CD107a (살

상능 척도)의 발현, IFN-g (사이토카인)의 분비를 확인한 결과, HDAC 억제제 처리 후 자연살해세포의 기능에 변

화가 없다는 사실을 알 수 있었다. 

이상으로 본 발명 내용의 특정한 부분을 상세히 기술하였는 바, 당업계의 통상의 지식을 가진 자에게 있어서 이[0044]

러한 구체적 기술은 단지 바람직한 실시 양태일 뿐이며, 이에 의해 본 발명의 범위가 제한되는 것이 아닌 점은

명백할 것이다. 따라서, 본 발명의 실질적인 범위는 첨부된 청구항들과 그것들의 등가물에 의하여 정의된다고

할 것이다.

도면

도면1
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