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특허청구의 범위

청구항 1 

PTEN 유전자 또는 PTEN을 포함하는, 줄기세포의 조직 재생능 강화용 조성물.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 조성물은 조직 재생 지지체 상에 분주된 줄기세포의 조직 재생능을 개선 또는 이전 계대

배양 상태로 회복시키는 것인 조성물.

청구항 3 

제1항에 있어서, 상기 줄기세포는 성체 줄기세포인 것인 조성물.

청구항 4 

줄기세포에 PTEN 유전자 또는 PTEN을 도입하는 단계를 포함하는, 조직 재생능이 강화된 줄기세포의 제조 방법.

청구항 5 

제4항에 있어서, 상기 줄기세포는 성체 줄기세포인 것인 방법.

청구항 6 

플라스미드 PTEN 및 PTD의 콘쥬게이트, 및 줄기세포를 포함하는 조직 재생용 키트.

청구항 7 

제6항에 있어서, 조직 재생 지지체를 추가로 포함하는 것인 조직 재생용 키트.

청구항 8 

PTEN 유전자 또는 PTEN을, 체외에서(in vitro) 계대 배양된 줄기세포에 도입하는 단계를 포함하는, 줄기세포를

이전 계대 배양 상태로 회복시키는 방법.

청구항 9 

제8항에 있어서, 상기 방법은 줄기세포의 계대 배양 횟수 증가에 따라 나타나는 줄기세포 내 노화 관련 β-갈락

토시다아제 발현 증가, 줄기세포의 크기 증가, 줄기세포의 증식률 감소, 증식기간 감소, 텔로머라아제 활성 감

소, 또는 줄기세포의 분화능 감소를 이전 계대 배양상태로 회복시키는 것인 방법.

청구항 10 

제8항에 있어서, 상기 줄기세포는 성체 줄기세포인 것인 방법.

청구항 11 

PTEN 유전자 또는 PTEN을 포함하는, 줄기세포의 회춘 조성물(rejuvenating composition)로서, 

시험관에서(in vitro) 줄기세포의 계대 배양 횟수 증가에 따라 나타나는 줄기세포 내 노화 관련 β-갈락토시다

아제 발현 증가, 줄기세포의 크기 증가, 줄기세포의 증식률 감소, 증식기간 감소, 텔로머라아제 활성 감소, 또

는 줄기세포의 분화능 감소로 나타나는 노화진행을 역방향으로 진행시키는 것인 조성물.

청구항 12 

PTEN 유전자 또는 PTEN을 줄기세포에 도입하는 단계를 포함하는, 줄기세포의 노화 지연방법으로서, 

상기 노화는 체외에서(in vitro) 줄기세포의 계대 배양 횟수 증가에 따라 나타나는 줄기세포 내 노화 관련 β-

갈락토시다아제 발현 증가, 줄기세포의 크기 증가, 줄기세포의 증식률 감소, 증식기간 감소, 텔로머라아제 활성
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감소, 또는 분화능 감소인 것인 방법.

청구항 13 

제12항에 있어서, 상기 줄기세포는 성체 줄기세포인 것인 방법.

청구항 14 

PTEN 유전자 또는 PTEN을 포함하는, 줄기세포의 노화 지연용 조성물로서, 

상기 노화는 체외에서(in vitro) 줄기세포의 계대 배양 횟수 증가에 따라 나타나는 줄기세포 내 노화 관련 β-

갈락토시다아제 발현 증가, 줄기세포의 크기 증가, 줄기세포의 증식률 감소, 증식기간감소, 텔로머라아제 활성

감소, 또는 분화능 감소인 조성물.

명 세 서

기 술 분 야

본 발명은 PTEN을 포함하는 줄기세포의 조직 재생능 강화용 조성물, 조직 재생용 키트, PTEN을 이용하여 조직[0001]

재생능이 강화된 줄기세포의 제조방법, 및 조직 재생 방법에 관한 것이다. 또한, PTEN을 이용하여 줄기세포를

이전 계대 배양 상태로 회복시키는 방법, 줄기세포의 노화를 지연시키는 방법, 및 PTEN을 포함하는 줄기세포의

회춘 조성물에 관한 것이다. 

배 경 기 술

현대 사회에 있어서, 줄기세포의 활용은 미래 유망 기술로써 각광받고 있으며, 각종 난치병의 치료를 비롯한 의[0002]

료계, 화장품 업계 등 다양한 산업분야에서 그 활용이 시도되고 있는 실정이다.

줄기세포란 자기 복제 능력을 가지면서 두 개 이상의 세포로 분화되는 능력을 갖는 세포를 말하며, 만능 줄기세[0003]

포(totipotent stem cell), 전분화능 줄기세포(pluripotent stem cell), 다분화능 줄기세포(multipotent stem

cell)로 분류할 수 있다. 다분화능 줄기세포(multipotent stem cell)는 세포가 포함되어 있는 조직 및 기관에

특이적인 세포로만 분화할 수 있는 줄기세포로서, 태아기, 신생아기, 및 성체기의 각 조직 및 장기의 성장과 발

달은 물론 성체조직의 항상성 유지와 조직손상시 재생을 유도하는 기능에 관여한다. 조직 특이적 다분화능 줄기

세포들(tissue specific multipotent stem cells)을 총칭하여 성체 줄기세포라 한다. 성체 줄기세포는 인체의

각종 장기에 이미 존재하는 세포를 채취하여, 줄기세포로 발생시킨 것으로 특정 조직으로만 분화되는 특징이 있

다. 그러나 최근에는 성체 줄기세포를 이용, 간세포 등 다양한 조직으로 분화시키는 실험이 성공을 거두고 있어

주목된다.

상기 다분화능 줄기세포는 성체 골수에서 최초로 분리되었고, 그 후 다른 여러 성체 조직, 예컨대 피부, 지방,[0004]

혈관, 근육 및 뇌로부터도 확인되었다. 그러나, 줄기세포는 골수와 같은 성체 조직 내에 매우 드물게 존재하며,

분화유도 없이는 배양하기 어렵기 때문에, 특이적으로 스크리닝된 배지들이 없으면 배양하기 어렵다. 즉, 줄기

세포는 체내에서 분리하여 체외에서 보존하기가 매우 어렵다는 단점이 있다. 이러한 이유로, 성체 줄기세포를

산업적으로 이용하기 위해서는 대량으로 성체 줄기세포를 배양할 수 있는 방법이 요구된다.

그러나, 줄기세포를 추출하여 체외에서 (in vitro) 반복적으로 증식 배양시키면, 줄기세포는 자가재생능, 분화[0005]

능, 및 조직 재생능의 저하를 초래하고, 증식 지연, 세포 크기 증가, 염색체 이상 및 분자수준의 변화를 일으키

면서 노화되게 된다. 이러한 변화는 줄기세포를 사용한 임상 치료 결과에 영향을 줄 수 있다. 따라서, 줄기세포

를 이용한 질병 치료의 활용도를 높이기 위해서는 생체 내 뿐 아니라 생체 외에서 줄기세포의 자가재생능, 분화

능, 및 조직 재생능 등을 유지시키거나, 증식이 반복됨에 따라 저하된 자가재생능, 분화능, 및 조직 재생능 등

을 이전 배양 상태로 회복시켜주는 기술의 개발이 필요하다.

한편, PTEN (Phosphatase and Tensin Homologue deleted from chromosome ten)은 내인성 지질 포스파타제로서,[0006]

403개의 아미노산으로 이루어져 있으며, 분자량은 47,000이고 많은 세포주에서 발현된다. PTEN은 세린/트레오닌

포스파타제 및 티로신 포스파타제 활성(tyrosine phosphatase)을 갖는 이중 특이성(dual specificity) 단백질
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포스파타제의 기능을 가지며, 포스포이노시티드 3-포스파타제(phosphoinositide 3-phosphatase) 및 이노시톨 포

스페이트 3-포스파타제(inositol  phosphate 3-phosphatase)의 기능을 나타내는 지질 포스파타제로서의 기능도

할 수 있다(myers MP, Stolarov JP, Eng C, Li J, Wang SI, Wigler MH, Parsons R, Tonks NK, P-TEN, the

tumor  suppressor  from  human  chromosome  10q23,  is  a  dual-specificity  phosphatase,  Proc.  Natl.  Acad.

Sci. USA, 1997;94:9052-9057).

또한, PTEN은 종양 억제 유전자로서, 세포 주기의 조절에 관여하며, 암세포 증식(cell proliferation), 이동[0007]

(cell migration), 성장, 침입(cell invasion) 등을 억제하는 것으로 알려져 있다. 

아울러, 신경 줄기/전구세포에서 PTEN의 제거가 G0 세포 주기 탈출 및 자기 재생 능력을 향상시킨다는 사실이[0008]

보고된 바 있으며(Matthias Groszer, Rebecca Erickson, Deirdre D. Scripture-Adams, Joseph D. Dougherty,

Janel Le Belle, Jerome A. Zack, and Hong Wu, PTEN negatively regulates neural stem cell selfrenewal by

modulating G0-G1 cell cycle entry, PNAS, 2006;103:111-116), 신경 줄기세포 뿐 아니라 전립선 줄기세포에서

도 PTEN의 결손은 줄기세포의 세포 증식을 증가시킬 수 있다고 보고된 바 있다. 또한, 미국 공개 특허 제2007-

0297985호는 PTEN의 활성을 억제하는 물질을 조골세포에 도입하여 골형성이 증가될 수 있다고 개시하고 있으나,

PTEN을 직접 줄기세포에 도입하여 계대 배양에 따른 줄기세포의 기능 저하를 회복시키거나 줄기세포의 조직 재

생능을 증가시키는 연구는 아직 이뤄지지 않았다.

이에, 본 발명자들은 계대 배양 횟수 증가에 따라 나타나는 줄기세포의 조직 재생능, 자가재생능 및 분화능 저[0009]

하 문제를 해결하여, 생체 외에서도 양질의 줄기세포를 다량으로 확보하기 위한 방법을 확보하고자 예의 노력한

결과, 계대수 증가에 따라 이미 분화능 또는 조직 재생능 등이 저하된 줄기세포에 PTEN을 도입하면, 줄기세포의

분화능이 이전 계대 배양 상태로 회복되고, 계대수 증가에 따라 저하된 조직 재생능이 개선되며, 초기 계대의

줄기세포보다 조직 재생능이 강화되는 것을 확인함으로써, 본 발명을 완성하였다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명의 목적은 PTEN 유전자 또는 PTEN을 포함하는, 줄기세포의 조직 재생능 강화용 조성물을 제공하는 것이[0010]

다. 

본 발명의 다른 목적은 줄기세포에 PTEN 유전자 또는 PTEN을 도입하는 단계를 포함하는, 조직 재생능이 강화된[0011]

줄기세포의 제조 방법을 제공하는 것이다. 

본 발명의 또 다른 목적은 플라스미드 PTEN 및 PTD의 콘쥬게이트, 및 줄기세포를 포함하는 조직 재생용 키트를[0012]

제공하는 것이다. 

본 발명의 또 다른 목적은 PTEN 유전자 또는 PTEN을, 시험관에서(in vitro) 계대 배양된 줄기세포에 도입하는[0013]

단계를 포함하는, 줄기세포를 이전 계대 배양 상태로 회복시키는 방법을 제공하는 것이다. 

본 발명의 또 다른 목적은 PTEN 유전자 또는 PTEN을 포함하는, 줄기세포의 회춘 조성물을 제공하는 것이다. [0014]

본 발명의 또 다른 목적은 PTEN 유전자 또는 PTEN을 시험관에서(in vitro) 계대 배양된 줄기세포에 도입하는 단[0015]

계를 포함하는, 줄기세포의 노화 지연방법을 제공하는 것이다. 

본 발명의 또 다른 목적은 PTEN 유전자 또는 PTEN을 포함하는, 줄기세포의 노화 지연용 조성물을 제공하는 것이[0016]

다. 

과제의 해결 수단

하나의 양태로서, 본 발명은 PTEN 유전자 또는 PTEN을 포함하는, 줄기세포의 조직 재생능 강화용 조성물에 관한[0017]

것이다. 

다른 양태로서, 본 발명은 줄기세포에 PTEN 유전자 또는 PTEN을 도입하는 단계를 포함하는, 조직 재생능이 강화[0018]

된 줄기세포의 제조 방법에 관한 것이다. 

줄기세포를 조직 재생 치료제로 사용하기 위해서는 다량의 줄기세포 확보가 필요하므로 줄기세포를 추출한 후[0019]

체외에서 증식시키게 된다. 다만, 증식을 위한 계대수가 증가할수록 줄기세포는 노화되어 조직 재생능이 저하된

다. 따라서, 조직 재생능이 우수한 다량의 줄기세포를 확보하는데 어려움이 있었다. 
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이에 본 발명에서는 줄기세포의 조직 재생능 강화를 위해, PTEN 유전자 또는 PTEN을 포함하는 줄기세포 강화용[0020]

조성물을 제공한다. 또한, PTEN 유전자 또는 PTEN을 도입하여 조직 재생능이 강화된 줄기세포의 제조방법을 제

공한다.

본 발명에서 "PTEN(Phosphatase and Tensin Homologue deleted from chromosome ten) 유전자"는 내인성 지질[0021]

포스파타제로서, 세린/트레오닌 포스파타제 및 티로신 포스파타제 활성을 갖는 이중 특이성 단백질 포스파타제

를 코딩하는 유전자를 의미한다.

 상기 PTEN 유전자는 당업계에 공지된 PTEN 유전자 또는 그의 절편을 사용할 수 있으며, 또한 PTEN 단백질의 기[0022]

능을 유지하는 상동성을 가지는 유전자 절편 또는 변이체를 사용할 수 있다. 

상기 PTEN 유전자는 PTEN 서열을 포함하는 벡터의 형태로 제공될 수 있다. 본 발명에서 용어 "벡터"란 상기 벡[0023]

터가 도입된 세포에서 PTEN 유전자를 발현할 수 있는 발현 벡터를 의미한다. 상기 벡터에는 벡터 내에 도입된

유전자 삽입물이 발현되도록 작동 가능하게 연결된 필수적인 조절 요소를 포함할 수 있다. 상기 벡터의 예로 플

라스미드, 코즈미드, 박테리오파아지 및 바이러스 벡터(아데노바이러스 벡터, 레트로바이러스 젝터, 아데노 관

련 바이러스 등) 등이 있으나, 이에 제한되지 않는다. 바람직하게, 상기 벡터는 플라스미드일 수 있다.

또한, 상기 PTEN 유전자는, 당업계에 공지된 세포 내 유전자 전달체, 또는 수송체를 추가로 포함한 형태로 제공[0024]

될  수  있다.  예를  들어,  리포플렉스(lipoplex),  폴리플렉스(polyplex),  CPP(cell  permeable  peptide)  또는

PTD(protein transduction domain) 등 일 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다.  

상기 PTD는 PTEN의 세포 내 도입 효율을 증진시킬 수 있는 것이라면 종류에 제한없이 사용될 수 있다. 바람직하[0025]

게는, 10 내지 16개의 염기성 아미노산으로 이루어진 짧은 펩티드를 사용할 수 있으며, 보다 바람직하게는 사람

의 전사인자인 Hph-1 (GenBank accession no.: NP 004417.2)의 N 말단부터 850번째 아미노산인 티로신부터 860

번째 아미노산인 아르기닌으로 이루어진 펩티드 HpH-1-PTD (YARVRRRGPRR; 서열번호: 1)를 사용할 수 있다.

상기 플라스미드 PTEN과 PTD의 콘쥬게이트는 플라스미드 PTEN과 PTD를 바인딩 버퍼 내에서 물리적으로 결합시켜[0026]

제조될 수 있다. 상기 플라스미드 PTEN과 PTD의 결합을 위한 바인딩 버퍼의 조성은 당업자가 적절히 선택할 수

있으며, 본원의 실시예에 기재된 것에 제한되지 아니한다.

본 발명에서 PTEN은 당업계에 공지된 PTEN 단백질 또는 그의 아미노산 단편을 사용할 수 있으며, PTEN 단백질의[0027]

기능을 유지하는 상동성을 가지는 아미노산 서열 또는 변이체를 사용할 수 있다. 

또한, 상기 PTEN은 플라스미드 PTEN과 이를 세포 내로 전달하기 위한 수송체가 결합된 콘쥬게이트가 코딩하는[0028]

융합 단백질의 형태일 수 있다. 예를 들어, PTEN 및 CPP 또는 PTD가 결합된 융합 단백질인 형태, 또는 PTEN과

저분자형 프라타민 콘쥬게이트(Low molecular weight protamine)이 결합된 융합 단백질 형태일 수 있다. 

본 발명에서, "줄기세포"는 자가재생능(self-renewal) 및 분화능을 가지는 세포를 의미하며, 인간의 성체 줄기[0029]

세포, 인간의 만능 줄기세포, 유도 만능 줄기세포(induced pluripotent stem cells), 동물의 배아줄기세포 또는

동물의 성체줄기세포일 수 있으나, 이에 제한되지 않는다. 바람직하게, 상기 줄기세포는 성체 줄기세포 예를 들

어, 중간엽 줄기세포, 인간 조직 유래 중간엽 기질세포(mesenchymal stromal cell), 인간 조직 유래 중간엽 줄

기세포, 다분화능 줄기세포 또는 양막상피세포일 수 있으며, 중간엽 줄기세포는 제대, 제대혈, 골수, 지방, 근

육, 신경, 피부, 양막 및 태반으로 구성된 군에서 선택되는 유래의 중간엽 줄기세포(mesenchymal stem cell)일

수 있다. 본 발명의 일 실시예에서는, 상기 줄기세포로서 지방 유래 줄기세포를 사용하였다. 지방 유래 줄기세

포는 다른 조직의 줄기세포에 비해 양이 풍부하고 추출하기가 쉽다는 점과 치료 적용시 자가지방을 이용하게 됨

으로써 면역반응을 줄일 수 있는 장점이 있다. 

본 발명에서 줄기세포는 조직에서 바로 추출된 줄기세포일 수 있으며, 또는 추출된 후 체외에서 계대 배양된 줄[0030]

기세포일 수 있다.  또한,  미분화 상태의 줄기세포일 수 있으며,  또는 특정 세포로 분화된 상태일 수 있다.

또한, 조직 재생 지지체 상에 분주된 줄기세포일 수 있다. 

본 발명에서, "조직 재생능 강화"란 줄기세포의 조직을 재생시킬 수 있는 능력이 개선되거나, 줄기세포가 추출[0031]

되어 체외에서 계대 배양된 경우 줄기세포의 조직 재생능이 이전 계대 배양 상태로 회복되거나, 또는 줄기세포

가 추출되어 체외에서 계대 배양될 경우 계대수가 증가되어도 조직 재생능이 유지되는 것을 의미한다. 

상기 조직은 간, 뇌, 신경, 연골, 지방, 눈 조직, 청각 조직, 췌장, 심장, 골, 근조직, 담낭 조직, 혈관, 신장,[0032]

골수, 폐, 위장, 연조직, 피부조직, 소화 조직, 생식 조직 등과 같은 다양한 조직일 수 있으나, 이에 한정되지
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않는다. 

본 발명의 일 실시예에서는, 체외에서 반복적인 계대 배양에 따라 조직 재생능이 저하된, 후기 계대 지방 유래[0033]

줄기세포에 PTEN을 도입하여 백서의 두개골 결손 부위에 이식한 결과, PTEN을 도입하지 않은 후기 계대 지방 유

래 줄기세포 및 PTEN을 도입하지 않은 초기 계대 지방 유래 줄기세포 보다 두개골 결손부위에서 골 형성이 현저

히 증가하는 것을 확인하였다(실시예 11).

요컨대, PTEN 유전자 또는 PTEN은 줄기세포의 조직 재생능을 개선시켜주고, 특히, 계대 배양에 따라 이미 노화[0034]

된 줄기세포의 조직 재생능을 이전 계대 배양상태로 회복시켜 줄 수 있다. 

또 다른 양태로서, 본 발명은 플라스미드 PTEN 및 PTD의 콘쥬게이트, 및 줄기세포를 포함하는, 조직 재생용 키[0035]

트에 관한 것이다. 

PTEN 유전자 서열을 포함하는 플라스미드에 상기 플라스미드의 세포내 효율을 증진시키기 위한 PTD가 결합된 콘[0036]

쥬게이트는, 줄기세포에 도입되어 줄기세포의 조직 재생능을 개선시킬 수 있다. 

상기 키트에는 이식부위 내의 효과적인 적용이 가능하도록 하기 위하여 의약학적으로 허용가능한 첨가물을 추가[0037]

적으로 포함할 수 있다. 예를 들어, 상기 첨가물은 이식되는 전구세포가 이식된 조직내에서 일정한 부피를 유지

하면서 일차적 안정성을 향상시키는 스캐폴드(scaffold) 즉, 조직 재생 지지체일 수 있으나, 이에 제한되는 것

은 아니다.

상기 키트에는 줄기세포의 조직 재생능을 방해하지 않는 범위 내에서 조직 재생 효능이 알려진 다른 물질을 추[0038]

가로 포함할 수 있다. 또한, 특정 조직으로 분화시키기 위한 조직 특이적인 분화 유도용 배양 배지가 추가로 포

함될 수 있다. 

 본 발명의 일 실시예에서는 반복적인 계대 배양에 따라 조직 재생능이 저하된 후기 계대 줄기세포에 플라스미[0039]

드 PTEN 및 PTD의 콘쥬게이트를 도입하고, 이를 조직 재생 지지체에 시딩하였다. 상기 PTEN이 도입된 후기 계대

줄기세포가 시딩된 지지체를 결손된 조직에 이식한 결과, PTEN이 도입되지 않은 후기 계대 줄기세포 및 초기 계

대 줄기세포에 비해 조직 재생이 현저히 증가함을 확인하였다. 

요컨대, 플라스미드 PTEN 및 PTD의 콘쥬게이트 및 줄기세포가 포함된 키트는 조직 재생에 유용히 사용될 수 있[0040]

다. 

또 다른 양태로서, 본 발명은 줄기세포가 부착된 조직 재생 지지체를 조직 재생이 필요한 부위에 적용시키는 단[0041]

계를 포함하는 조직 재생방법으로서, 상기 줄기세포는 PTEN 유전자 또는 PTEN이 도입된 것인 조직 재생방법에

관한 것이다. 

상기 줄기세포가 부착된 조직 재생 지지체는, 줄기세포에 PTEN 유전자 또는 PTEN을 도입한 후에 조직 재생 지지[0042]

체에 부착한 것이거나, 또는 조직 재생 지지체에 줄기세포를 부착한 후 PTEN 유전자 또는 PTEN을 도입한 것일

수 있다. 

상기 조직 재생이 필요한 부위는 조직의 결손이 있는 부분 또는 조직의 기능이 저하된 부위일 수 있다. [0043]

상기 줄기세포는 인간의 성체 줄기세포, 인간의 만능 줄기세포, 유도 만능 줄기세포, 또는 동물의 배아 줄기세[0044]

포 또는 성체줄기세포일 수 있으나 이에 제한되지 않는다. 바람직하게는 성체 줄기세포이며, 예를 들어, 중간엽

줄기세포, 인간 조직 유래 중간엽 기질세포(mesenchymal stromal cell), 인간 조직 유래 중간엽 줄기세포, 다분

화능 줄기세포 또는 양막상피세포일 수 있으며, 중간엽 줄기세포는 제대, 제대혈, 골수, 지방, 근육, 신경, 피

부, 양막 및 태반으로 구성된 군에서 선택되는 유래의 중간엽 줄기세포(mesenchymal stem cell)일 수 있다. 보

다 바람직하게는 지방 유래 줄기세포일 수 있다. 

또 다른 양태로서, 본 발명은 PTEN 유전자 또는 PTEN을, 체외에서(in vitro) 계대 배양된 줄기세포에 도입하는[0045]

단계를 포함하는, 줄기세포를 이전 계대 배양 상태로 회복시키는 방법에 관한 것이다. 

또한, 본 발명은 PTEN 유전자 또는 PTEN을 포함하는, 줄기세포의 회춘 조성물(rejuvenating composition)로서,[0046]

체외에서(in vitro) 줄기세포의 계대 배양 횟수 증가에 따라 나타나는 줄기세포 내 노화 관련 β-갈락토시다아
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제 발현 증가, 줄기세포의 크기 증가, 줄기세포의 증식률 감소, 증식기간 감소, 텔로머라아제 활성 감소, 또는

줄기세포의 분화능 감소로 나타나는 노화진행을 역방향으로 진행시키는 것인 조성물에 관한 것이다.

본 발명에서 "줄기세포의 노화"란, 계대 배양 횟수 증가에 따라 줄기세포에서 노화 관련 β-갈락토시다아제 발[0047]

현이 증가되거나, 줄기세포의 크기가 증가되거나, 줄기세포의 증식률이 감소되거나, 증식기간이 감소되거나, 텔

로머라아제 활성 감소, 또는 줄기세포의 분화능이 감소되는 현상을 의미한다.

상기 분화능 감소는 줄기세포의 특정 조직 세포로의 분화하는 능력이 감소되는 것을 의미하는 것으로서, 상기[0048]

특정 조직 세포는 예를 들어, 심장, 신경, 간, 피부, 연골, 지방, 골 등일 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니

다. 

줄기세포를 체외에서 계대 배양하게 되면, 후기 계대로 갈수록 줄기세포는 노화 관련 β-갈락토시다아제 발현[0049]

증가하고, 줄기세포의 표면적이 크고 팔길이기 길어지며, 줄기세포의 증식률이 감소되고, 텔로머라아제 활성이

감소되고, 최대 증식할 수 있는 기간이 감소되고, 줄기세포의 분화능이 감소하는 노화진행 현상이 나타난다.

본 발명은 상기와 같은 현상이 나타난 이미 노화된 줄기세포에 PTEN 유전자 또는 PTEN을 도입함으로써, 상기 노[0050]

화 현상을 이전 계대 배양상태(초기의 계대 배양상태)로 회복시킬 수 있으며, 또는 상기 노화 진행을 역방향으

로 진행시켜, 줄기세포의 상태를 회춘(rejuvenating)시킬 수 있다.

본 발명의 일 실시예에서는, 체외에서 반복적으로 계대 배양하여 분화능이 저하된 후기 계대의 지방 유래 줄기[0051]

세포에 PTEN을 도입한 결과, 골 또는 지방으로의 분화능이 초기 계대의 지방 유래 줄기세포와 유사한 상태로 회

복 또는 회춘되는 것을 확인하였다(실시예 8).

본 발명에서 유전자를 줄기세포에 도입하는 방법은 당업계에 공지된 방법을 사용할 수 있다. 예를 들어, 인산칼[0052]

슘 또는 염화칼슘 공침전법, 전기천공법, DEAE-덱스트란 매개법, 리포펙타민을 이용한 지질 매개법, PTD 또는

CPP 사용 등이 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다. 

또 다른 양태로서, 본 발명은 PTEN 유전자 또는 PTEN을 줄기세포에 도입하는 단계를 포함하는, 줄기세포의 노화[0053]

지연방법으로서, 상기 노화는 체외에서(in vitro) 줄기세포의 계대 배양 횟수 증가에 따라 나타나는 줄기세포

내 노화 관련 β-갈락토시다아제 발현 증가, 줄기세포의 크기 증가, 줄기세포의 증식률 감소, 증식기간 감소,

텔로머라아제 활성 감소, 또는 분화능 감소인 것인 방법에 관한 것이다. 

상기 분화능 감소는 줄기세포의 특정 조직 세포로의 분화하는 능력이 감소되는 것을 의미하는 것으로서, 상기[0054]

특정 조직 세포는 예를 들어, 심장, 신경, 간, 피부, 연골, 지방, 골 등일 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니

다. 

또한, 본 발명은 PTEN 유전자 또는 PTEN을 포함하는, 줄기세포의 노화 지연용 조성물로서, 상기 노화는 체외에[0055]

서(in vitro) 줄기세포의 계대 배양 횟수 증가에 따라 나타나는 줄기세포 내 노화 관련 β-갈락토시다아제 발현

증가, 줄기세포의 크기 증가, 줄기세포의 증식률 감소, 증식기간 감소, 텔로머라아제 활성 감소,또는 분화능 감

소인 조성물에 관한 것이다. 

본 발명에서는 PTEN 유전자 또는 PTEN을 줄기세포에 도입하여, 계대 배양 횟수 증가에 따라 나타나는 노화 현상[0056]

을 지연시킬 수 있다. 

본 발명의 일 실시예에서는, PTEN을 도입한 지방 유래 줄기세포와 PTEN을 도입하지 않은 지방 유래 줄기세포를[0057]

계대 배양한 결과, 계대 횟수가 증가할수록 PTEN을 도입한 지방 유래 줄기세포가 PTEN을 도입하지 않은 지방 유

래 줄기세포에 비해 줄기세포 내 노화 관련 β-갈락토시다아제 발현 증가, 줄기세포의 크기 증가, 줄기세포의

증식률 증가, 증식기간 감소, 텔로머라아제 활성 감소, 또는 분화능 감소의 폭이 현저히 감소되는 것을 확인하

였다.

또 다른 양태로서, 본 발명은 PTEN 유전자, 및 PTD(protein transduction) 또는 CPP(cell permeable peptide)[0058]

의 콘쥬게이트를 제공한다.

또한, 본 발명은 PTEN, 및 PTD, CPP, 또는 저분자형 프로타민의 콘쥬게이트를 제공한다.[0059]
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발명의 효과

본 발명은 계대수 증가에 따라 이미 자가재생능, 분화능 및 조직 재생능 등이 저하된 줄기세포에 PTEN을 도입함[0060]

으로써, 계대 초기의 줄기세포 상태 즉, 자가재생능, 분화능, 및 조직 재생능이 우수한 상태로 줄기세포의 기능

을 회복시켜, 체외에서도 양질의 줄기세포를 다량으로 확보할 수 있고, 장기간 보존할 수 있는 효과를 가진다. 

특히, 본 발명에서는 계대수 증가에 따라 조직 재생능이 감소된 줄기세포에 PTEN을 도입함으로써, 초기 계대의[0061]

줄기세포보다 줄기세포의 조직 재생능을 강화시켜줄 수 있는 바, 성체 줄기세포를 이용한 우수한 조직 치료가

가능하다. 

도면의 간단한 설명

도 1은 PTEN 및 CPP 콘쥬게이트를 줄기세포에 도입한 후, 면역형광 염색을 통하여 PTEN이 세포 내 발현됨을 도[0062]

시한 것이다. pPTEN-CPP 접합체를 도입한 세포 핵에서 PTEN이 강하게 발현되는 것이 관찰되었다. (배율: x400;

pPTEN, 플라스미드 PTEN; CPP,  cell-permeable peptide; DAPI, 4’6’-diamidino-2-phenylindole)

도 2는 지방 유래 줄기세포(ASC)에서 β-갈락토시다아제 발현을 나타낸 것이다. 계대수가 증가함에 따라 β-갈

락토시다아제 염색 양성 세포가 증가하는 것이 관찰되었으며, P10 부터는 pPTEN이 도입된 ASC에서 도입되지 않

은 ASC에 비해 β-갈락토시다아제 발현되는 세포의 수가 두드러지게 감소하는 것이 확인되었다(A: PTEN을 도입

하지 않은 대조군, B: PTEN을 도입한 군).

도 3은 계대 배양에 따른 ASC의 세포 모양 변화를 나타낸 것이다. 계대수 증가에 따라 ASC는 모양이 커지면서

납작해지고, 길게 뻗어나가는 형태 변화가 일어났다. PTEN이 도입된 ASC에서 상기의 현상이 PTEN이 도입되지 않

은 ASC 보다 현저히 감소하였다. (A: PTEN을 도입하지 않은 대조군, B: PTEN을 도입한 군).

도 4는 계대 배양에 따른 ASC의 세포 크기 변화를 나타낸 것이다. 계대수 증가에 따라 ASC의 세포 크기는 증가

하였으나, PTEN이 도입된 ASC는 PTEN이 도입되지 않은 ASC보다 세포 크기 증가폭이 감소되는 것이 관찰되었다

(A: PTEN을 도입하지 않은 대조군, B: PTEN을 도입한 군).

도 5는 PTEN의 도입 여부에 따른, 텔로머라제 활성 변화를 나타낸 것이다. 

도 6은 계대 배양에 따른 ASC 증식률 변화를 나타낸 것이다. PTEN이 도입된 ASC 집단이 PTEN이 도입되지 않은

ASC 집단보다 증식률 및 증식기간이 높음이 관찰되었다. 

도 7의 (A)는 초기 계대와 후기 계대에서의 지방세포 분화 정도를 나타낸 것이다. 현미경사진은 배양된 ASC에서

오일 레드-O 염색된 지질입자를 보여주고 있다. P6의 ASC와 P12 ASC에 커다란 차이를 보인다. pPTEN을 도입한

P12 ASC에서는 도입되지 않은 P12 ASC에 비해 지방 소적들을 더 많이 가지고 있으며, pPTEN을 도입한 P12 ASC이

P6 ASC의 분화능 상태로 회복되었다(배율 : x20. 에러 바는 평균±표준편차를 나타낸다(n=4)).

(B)는 초기 계대와 후기 계대에서의 골세포 분화를 나타낸 것이다. 현미경사진은 배양된 ASC에서 칼세인에 의해

염색된 칼슘 포스페이트(calcium phosphate)를 보여주고 있다. P6의 ASC와 P12 ASC간에 커다란 차이를 보인다.

pPTEN을 도입한 P12 지방 유래 줄기세포에서는 도입되지 않은 P12 지방 유래 줄기세포에 비해 칼슘 포스페이트

를 더 많이 가지고 있으며, PTEN을 도입한 P12 ASC이 P6 ASC의 분화능 상태로 회복되었다(배율: x20. 평균±표

준편차를 나타낸다(n=4)). 

도 8은 PTEN 도입 여부, 및 계대 초기 및 후기에 따라 연골조직 생성 마커의 발현 정도를 역전사 PCR로 분석한

결과를 나타낸 것이다(P7: PTEN 7p, C7: 대조군 7p, P12: PTEN 12p, C12: 대조군 12p).

도 9는 PTEN 도입 여부, 및 계대 초기 및 후기에 따라 연골 생성 분화 유도 2주 후 콜레간 타입 Ⅱ, aggrecan

및 COMP 유전자 발현 양상을 나타낸 것이다(n=4).

도 10은 PTEN이 도입된 ASC 및 PTEN이 도입되지 않은 ASC에서, 6계대에서 11계대 동안 세포사멸 관련 단백질의

발현 변화를 나타낸 것이다(“P”는 PTEN 도입 지방 유래 줄기세포).

도 11은 PTEN이 도입되지 않은 대조군 및 PTEN을 도입한 ASC의 세포사멸 관련 단백질 양상에 대한 비교 그래프

이다.

도 12(A)의 a는 강하게 상호 연결된 PLLA 섬유 3D 지지체의 SEM 영상을 나타낸 것이다. b는 시딩 후 7일째 지지

체에 부착한 ASC를 나타내 것이다. 부착된 ASC는 광범위한 원형질 확장을 보였다. c는 ASC를 지지체 섬유에 시
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딩한 후 7일차에 헤마톡시린 및 에오신(H&E) 염색을 통하여 세포가 침투된 것을 보여준 것이다. 보라색으로 염

색된 부위는 지지체위 또는 내부에 있는 세포의 핵을 나타낸다. 지지체 내의 큰 공극은 지방 유래 줄기세포로

완전히 채워져 있었다. 

(B)는 두개골 결손 백서에 ASC를 포함하는 PLLA 지지체를 이식시키고 4주 후의 조직을 나타낸 것이다. 아무런

처리 없는 지지체, P6 ASC를 심은 지지체, P12 ASC를 심은 지지체, 또는 pPTEN을 유입한 P12 ASC를 심은 지지체

를 이식시킨 경우 결손부위에 대한 이미지이다. 이미지는 결손 여백부분(중단 이미지)과 결손 중앙부분(하단 이

미지)을 보여준다(배율: (상단) x2, (중단) x20, (하단) x40. 축약: HE, 헤마톡시린-에오신; B, 골; S, 지지체

또는 세포를 심은 지지체)

도 13은 두개골 결손 백서의 micro-CT 3D 복원 이미지를 나타낸 것이다. 두개골 결손 백서에 지지체, P6 ASC를

심은 지지체, P12 ASC를 심은 지지체, 또는 pPTEN을 유입한 P12 ASC를 심은 지지체를 이식하였을 때의 이미지이

다. 실제 골(Real bone)과 결손만 된 경우(defect only)의 이미지는 대조를 위해 분석하였다.

도 14의 (A)는 pPTEN을 도입하거나 도입하지 않은 ASC의 세포막 항원에 대한 유세포 분석을 나타낸 것이다. ASC

는 CD29, CD44, CD90 및 CD105에 대해서는 양성을 보이고, CD14, CD34, CD45 및 CD31에 대해서는 음성을 보였

다. pPTEN을 도입하거나 하지 않은 ASC는 모두 비슷한 형질을 보였다. 

(B)는 ASC의 염색체 분석을 나타낸 것이다. 인간 ASC는 배양과정에서 2배체(2n, n=23)의 특성을 유지하였다(왼

쪽).  pPTEN  도입한  인간  ASC도  어떠한  염색체  이상,  중기  이상,  및  심각한  염색체  전좌를  보이지

않았다(오른쪽).

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하 본 발명을 실시예를 통하여 보다 상세하게 설명한다. 그러나 이들 실시예는 본 발명을 예시적으로 설명하[0063]

기 위한 것으로 본 발명의 범위가 이들 실시예에 국한되는 것은 아니다.

실시예 1: 인간 지방 조직에서 줄기세포의 분리 및 배양[0064]

지방 조직 유래의 중간엽 줄기세포(Adipose tissue-derived mesenchymal stem cells,ASCs)는 갓 잘라낸 인간[0065]

피하지방조직에서  분리해내었다.  지방조직을  2-3  mm
3
정도로  잘게  갈은  뒤  둘베스코스  인산  완충  식염수

(Dulbecco's  phosphate  buffered  saline,  DPBS)로  세척했다.  그  지방조직을  0.05%  콜라게나제  타입

I(collagenase type I) 및 1% BSA를 포함하는 콜라게나제 완충용액(collagenase buffer)(100mM HEPES, 120 mM

NaCl, 50 mM KCl, 1mM CaCl2, 50mM 글루코즈, pH 7.4)에 넣어 37℃에서 30분간 흔들어주었다. 조직 현탁액을

250μm 필터에 거르고, 500 x g의 중력으로 실온에서 20분간 원심분리하였다. 상층액을 버리고, 펠렛(pellet)을

10% 우태아 혈청(FBS)이 추가된 둘베스코스 최소 필수 배지(Dulbecco’s minimum essential medium, DMEM)에서

재부유시켰다. 세포는 포화되지 않도록 배양하여, 세척 후 트립신 처리하고, 계대 배양하였다. 

실시예 2: 플라스미드 PTEN 및 CPP(cell permeable peptide) 콘쥬게이트의 제조[0066]

인간 PTEN을  암호화하는 플라스미드를 제작하기 위해,  EcoRI과 XhoI  제한효소 절단부위를 이용해 전장(full[0067]

length) 인간 PTEN 서열을 pCMV-Tag 2B (Stratagene, La Jolla, CA, USA) 벡터 내에 클로닝하였다. pG5CAT 벡

터 (Invitrogen Coporation, Carlsbad, CA, USA)로부터 5개의 공통 GAL4 결합 부위(UAS17merx5)를 증폭하고, 증폭

된 PCR  산물을 pCMV-PTEN  벡터  내에  결찰시켰다.  해당  플라스미드는 Endofree  Maxi  Kit  (Qiagen,  Hilden,

Germany)를 이용하여 정제하였다. 

pCPP-Gal4-DBD가  주입된  E.  coli  BL21  star(DE3)  pLysS  세포(Invitrogen,  USA)를  100㎍/mL  앰피실린[0068]

(ampicillin)과 34㎍/mL 클로람페니콜(chloramphenicol)을 넣은 LB배지에서 37℃에서 OD600 0.6이 될 때까지 키

웠다.  이에 1mM  이소프로필-β-D-티오갈락토피라노시드(isopropyl-ß-D-thiogalactopyranoside,  IPTG)를 넣어

37℃에서  4시간  동안  배양하여  단백질  발현을  유도시켰다.  원심분리로  세포를  수득하고  용해  완충액(lysis

buffer)(10mM 이미다졸(imidazole), 50mM 인산 나트륨(sodium phosphate), 300mM NaCl, pH 8.0)에 재부유시켜,

초음파로  세포를  용해하였다.  세포  용해물을  원심분리(13,000rpm,  20분,  4℃)한  후  Ni-NTA  수지(Qiagen,

Hilden, Germany) 50% 현탁액과 4℃에서 1시간 동안 부드럽게 섞었다. 부착되지 못한 단백질은 20 mM 이미다졸
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완충액(imidazole buffer)으로 컬럼(column)을 세척하여 제거하고, 부착된 단백질은 250 mM 이미다졸 완충액으

로 용출하였다. 용출된 단백질을 농축시키고, 10% 글리세롤 및 PBS에 대해 투석하여, 사용하기 전까지 80℃에서

보관하였다. pEGFP  3㎍과 Hph-1-CPP  125㎍을 결합 완충액(binding  buffer)(10  mM  Tris-HCl,  pH  7.5,  50  mM

NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM 디티오트레이톨(dithiothreitol), 3 mM MgCl2, 0.1% 트리톤 X-100, 5% 글리세롤, 25 ㎍

/ml 우혈청 알부민(bovine serum albumin))에 넣어 실온에서 30분간 결합시켰다.

실시예 3: pPTEN을 도입한 지방 유래 줄기세포의 PTEN 발현 분석[0069]

In vitro에서 지방 유래 줄기세포(ASC)에 pPTEN-CPP 플라스미드를 도입시키고 4시간동안 배양하였다. pPTEN을[0070]

도입한 ASC의 in vitro상 pPTEN의 발현을 면역 형광 염색을 통하여 확인하였다. 면역 형광 염색에는 토끼 항-

PTEN 1차 항체를 사용하였다. 구체적으로, 세포는 3.7% 포름알데히드(formaldehyde)가 포함된 PBS로 고정하고,

0.2% Triton-X-100가 들어있는 PBS로 10분간 처리해 준 뒤, 염소 혈청으로 실온에서 블로킹하였다. 샘플은 항-

인간 PTEN 항체로 1시간 동안 인큐베이션한 뒤, 로다민-결합된 항-토끼 IgG 항체로 1시간 동안 인큐베이션하였

다. 상기 샘플을 PBS로 세척한 뒤, 4',6-디아미디노-2-페닐인돌(4',6-diamidino-2-phenylindole, DAPI; Santa

Cruz, CA, USA) 용액으로 핵을 염색하였다. 이를 BZ-8000 형광현미경(Zeiss, Germany)으로 관찰하였다.

그 결과,  pPTEN-CPP  도입된 ASC에서 pPTEN의 발현을 볼 수 있었다.  pPTEN-CPP이 도입되지 않은 세포에서는[0071]

PTEN이 발현되지 않은 반면에, pPTEN-CPP이 도입된 세포에서는 세포의 핵부분에서 pPTEN이 강하게 발현되는 것

을 확인하였다(도 1). 이는 ASC 내로 플라스미드 PTEN이 효율적으로 도입되었으며, 세포 내에서 유전자가 발현

되어 단백질을 생산하였음을 시사한다. 

실시예 4: 노화 관련 β-갈락토시다아제(SA-β-gal) 발현 저해[0072]

β-갈락토시다아제 염색 키트(Cell Signaling Technology, Beverly, MA)를 이용하여, PTEN이 줄기세포의 노화[0073]

관련 β-갈락토시다아제(senescence-associated β-galactosidase, SA-β-gal) 발현에 미치는 영향을 확인해보

았다. 구체적으로, PTEN을 도입한 ASC와 도입하지 않은 ASC를 7 내지 11 계대까지 배양하였다. 상기 세포들을 6

웰  플레이트(well  plate)에  5  x  10
4
/웰의  밀도로  분주시키고,  하룻밤  동안  부착시켰다.  그런  후  PBS로

세척하고, 고정하여 제조사의 프로토콜에 따라 pH 6.0의 X-gal 발색 기질(chromogenic substrate)을 37℃에서

하룻밤 동안 인큐베이션시켰다. 100배 확대하여 색깔 변화를 확인하였다.

그 결과, ASC는 계대 배양 횟수가 증가할수록 β-갈락토시다아제의 염색되는 세포의 수가 증가하였다. 또한, 7[0074]

내지 9 계대수 까지는 PTEN의 도입 유무에 따라 β-갈락토시다아제가 염색되는 세포수가 비슷하였으나, 10 계대

수 부터는 PTEN을 도입한 ASC는 도입하지 않은 경우와 비교해서, β-갈락토시다아제가 발현되는 세포수가 두드

러지게 적었다(도 2). 

실시예 5: 지방 유래 줄기세포의 크기 증가폭 감소[0075]

계대 배양에 따라, PTEN을 도입한 지방 유래 줄기세포와 PTEN을 도입하지 않은 지방 유래 줄기세포의 크기 변화[0076]

를 측정하였다. 

구체적으로, PTEN을 도입한 ASC와 도입하지 않은 ASC를 7 내지 11 계대까지 배양하면서, 줄기세포의 크기 변화[0077]

를 관찰하였다. 

초기 계대 배양 상태의 ASC는 작은 팔을 가지고 있고, 크기가 작았으나, 계대 배양 횟수가 증가할 수록 크기는[0078]

커지면서 납작해지고, 팔이 뻗어나가는 것이 관찰되었다. 그러나, PTEN 유전자가 도입된 ASC는 PTEN을 도입하지

않은 ASC에 비해 계대 배양 횟수 증가에 따른 세포 크기 증가의 폭이 감소되고, 보다 더 짧은 팔을 가지고 있는

것이 관찰되었다(도 3 및 도 4). 

실시예 6: 텔로머라아제(telomerase) 활성 측정[0079]

텔로머라아제 활성은 세포 노화 레벨을 결정하는데 하나의 기준이 될 수 있으므로,  텔로머라아제 탐지 키트[0080]
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(Telomerase Detection Kit (TRAPeze RT Telomerase Detection Kit, CHEMICON, USA & Canada))를 사용하여 줄

기세포의 텔로머라아제(telomerase) 활성을 확인하였다. 텔로머라아제는 열에 민감하므로, 각 측정은 열-처리된

샘플의 결과로 교정되었다. 

그 결과, 도 5에 나타난 바와 같이, P7에서 PTEN을 도입한 ASC 집단과 PTEN을 도입하지 않은 ASC 집단의 상대적[0081]

인 텔로머라아제 활성은 유사하였으나, 계대 배양 횟수가 증가함에 따라 양 집단은 차이가 심해졌다. PTEN을 도

입한 ASC 집단에서 텔로머라아제 활성이 현저히 증가됨이 관찰되었다. 

실시예 7: 지방 유래 줄기세포의 증식률 및 증식기간에 미치는 영향 확인[0082]

PTEN을 도입하지 않은 대조군 ASC 및 PTEN을 도입한 ASC를 동일한 환경에서 배양하였다. 세포를 T75 플라스크에[0083]

서 배양하고, 4일 또는 5일 마다 분리시켰다. 세포들을 분리시킨 후, haemacytometer를 사용하여 각각의 T75 플

라스크 내의 ASC 집단 개체수를 계산하였다. 

세포집단 배가 시간(population doubling)을 다음의 식을 이용하여 계산하였다 : [0084]

수학식 1

[0085]

두 집단의 증식율은 8PDs까지는 비슷하였으나 그 이후로는 PTEN을 도입한 집단이 대조군 집단에 비하여 두 배로[0086]

증식하였다. 이는 40일까지 유지되었다. 또한, PTEN이 도입된 집단의 ASC는 16회까지 계대 배양된 반면, PTEN이

도입되지 않은 대조군의 ASC는 15회까지 계대 배양되고 증식이 멈췄다(도 6). 

실시예 8: 지방세포 및 골세포로의 분화능 회복에 PTEN이 미치는 영향[0087]

8-1. 지방세포로의 분화능 회복에 미치는 영향[0088]

먼저, PTEN이 ASC의 지방세포로의 분화능에 미치는 영향을 확인하기 위해, ASC를 표준 지방세포 유도 배지에 3[0089]

주간 배양한 후 Oil Red-O 염색을 행하였다.

구체적으로, 지방세포로의 분화를 위해 6계대 및 12계대의 ASC를 1x10
4
 cells/웰의 밀도로 6 웰 플레이트에 각[0090]

각 분주하였다. 또 다른 12계대의 ASC를 다른 6 웰 플레이트에 분주하고, 플라스미드 PTEN-PTD 콘쥬게이트를 배

양액에 넣어 48시간 동안 두었다. 모든 세포를 일반 배양액에 24시간 유지시킨 후, 10% FBS, 0.5mM 이소부틸메

틸잔틴(isobutylmethylxanthine),  10μM  인슐린,  0.5μM  덱사메타손(dexamethasone),  및  50μM  인도메타신

(indomethacin)을 포함하는 둘베코스 변형된 이글 배지(Dulbecco's modified Eagle medium (DMEM))에서 3일에

한번씩 배양액을 갈아주며 3주간 지방세포로의 분화를 유도시켰다. 3가지 그룹의 웰을 오일 레드-O(Oil  Red-

O)로 염색시켰다. 3주간의 분화 유도 후에 웰들은 PBS로 헹군 후 4% 파라포름알데히드(paraformaldehyde)로 10

분간 고정시켰다. 이를 60% 이소프로판올(isopropanol)로 세척한 뒤, 실온에서 2%(w/v) 오일 레드-O 용액으로 5

분간 인큐베이션하였다. 이후 이소프로판올로 다시 한번 세척한 뒤, 증류수로 반복하여 세척하였다. 정량분석을

위해, 각 배양 웰에서 오일 레드-O로 염색된 전체 양은 100% 이소프로판올 200㎕로 용출하여 결정되었으며, 상

기 용액의 분광 흡광도는 Versamax 마이크로플레이트 리더기(microplate reader (Molecular Devices))를 이용

하여 500nm에서 분석되었다. 오일 레드-O 염색 용액의 총량은 흡광도와 1차 함수적으로 비례하였다.

세포내 염색된 지질입자의 크기를 비교한 결과, 6계대(P6)와 12계대(P12) 간에 상당한 차이를 보였다. P6의 ASC[0091]

에 비해 P12의 ASC에서 오일 레드-O에 의해 염색된 세포의 수와 축적된 지방의 양이 크게 감소되어 있었다. 평

균적으로, P6 세포(4.39±0.12)에 비해 P12 세포(2.30±0.22)에서 지방이 절반 정도밖에 축적되지 않았다. 이는
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계대횟수가 증가할 수록 지방세포로의 분화능이 감소된다는 것을 보여주는 것이었다. 반면, pPTEN을 도입한 12

계대의 ASC는 도입하지 않은 때에 비해 더 넓은 지방세포 면적을 보였다. pPTEN을 도입한 12계대의 ASC(3.82±

0.37)에 축적된 지방의 총량 또한 도입되지 않은 세포(2.30±0.22)에 비해 월등히 높았으며, P6과 유사한 지방

세포 면적을 보여 pPTEN을 도입한 P12 ASC이 P6 ASC의 분화능 상태로 회복되었음을 알 수 있다(도 7a).

상기 결과는, PTEN이 계대 배양 횟수 증가에 따라 감소하는 지방 유래 줄기세포의 분화능을 이전 계대 배양의[0092]

분화능 상태로 회복시켜줄 수 있음을 시사한다.

8-2. 골세포로의 분화능 회복에 미치는 영향[0093]

골세포로의 분화를 위해 6계대 및 12계대의 ASC를 1x10
5 
cells/웰의 밀도로 6 웰 플레이트에 각각 분주하였다.[0094]

또 다른 12계대의 ASC를 다른 6 웰 플레이트에 분주하고, 플라스미드 PTEN-PTD 콘쥬게이트를 배양액에 넣어 48

시간 동안 두었다. 모든 세포를 일반 배양액에 24시간 유지시킨 후, 10% FBS, 0.1μM 덱사메타손, 50μM 아스코

르베이트-2-포스페이트(ascorbate-2-phosphate), 및 10mM β-글루세로포스페이트(β-glucerophosphate)를 포함

하는 DMEM에서 3일에 한번씩 배양액을 갈아주며, 3주간 골세포로의 분화를 유도시켰다. 칼세인(Calcein) 염색을

위해, 세포를 5㎍/ml의 칼세인을 포함하는 배양액으로 37℃, 5% CO2 조건에서 밤새 처리하였다. 그 후 PBS로 두

번 세척한 후 현미경으로 관찰하였다. 정량분석을 위해, 알카라인 포스파테이즈(alkaline phosphatase, ALPase)

활성도를 측정하였다. 세포를 용해시켜 쿠마시 블루 제제(Coomassie Blue Reagent (Pierce))를 이용하여 단백질

농도를 측정하였다.  동량의 단백질을 기준으로 ALPase  활성을 측정하였다.  이는 p-니트로페놀 포스페이트(p-

nitrophenol  phosphate)를  p-니트로페놀(p-nitrophenol)로  전환시키는 정도를 이용하는 상업적으로 제품화된

키트(Sigma  Chemicals,  St.  Louis,  MO)를  통하여  측정할  수  있었다.  표준  곡선은  파라-니트로페놀(para-

nitrophenol)로 만들어지고, 표준 샘플과 실험 샘플은 모두 420 nm의 파장에서 분광분석하였다.

그 결과, 도 5b에서 볼 수 있듯이 P6의 ASC에서는 넓은 농도범위에 걸쳐 칼세인으로 형광 염색된 것을 확인할[0095]

수 있다. 같은 인큐베이션 시간 동안 P6 ASC가 P12에 비해 많은 칼세인을 생산하였다. 이는 계대가 지날수록 골

세포로의 분화능이 감소된다는 것을 보여주는 것이었다. 반면, pPTEN을 도입한 12계대의 ASC는 도입하지 않은

때에 비해 더 넓은 골세포 면적을 보였다. 정량 분석을 위해, ALPase 활성 실험을 측정한 결과, P6에서 ALPase

의 활성은 P12의 2.5배에 달하였다. 그러나, pPTEN을 도입한 P12 ASC에서의 ALPase의 활성(2.15±0.14)은 도입

되지 않은 P12에 비하여 증가되며, P6과 유사한 ALPase의 활성을 보여 pPTEN을 도입한 P12 ASC이 P6 ASC의 분화

능 상태로 회복되었음을 알 수 있다(도 7b). 

상기 결과는, PTEN이 계대 배양 횟수 증가에 따라 감소하는 ASC의 분화능을 이전 계대 배양의 분화능 상태로 회[0096]

복시켜줄 수 있음을 시사한다.

실시예 9: 지방 유래 줄기세포의 연골로의 분화능 유지[0097]

2% 우태아 혈청, 1% (w/v) 항생제(antibiotics/antimycotics), 1X ITS, 37.5㎍/ml 아스코르베이트-2-포스페이[0098]

트, 100nM 덱사메타손, 10ng/ml TGF β3, 10ng/ml BMP-6가 첨가된 둘베코스 변형된 이글 배지-고 글루코즈가

포함된 연골 분화용 배지를 준비하였다. 

PTEN이  도입된  7계대  ASC(P7)  및  12계대  ASC(P12),  및  PTEN이  도입되지  않은  7계대  ASC(P7)  및  12계대[0099]

ASC(P12)를 연골 분화용 배지에 배양하여 연골로의 분화를 유도하였다. PTEN이 도입되지 않은 대조군 및 PTEN을

도입한 ASC의 연골세포로의 분화여부를 콜라겐 타입 Ⅱ, 어그레칸(aggrecan) 및 COMP에 대한 역전사 PCR을 통해

확인하였다. GAPDH는 항존 유전자로써 분석하였다. 

총 RNA(total RNA)는 제조사의 지시에 따라 트리졸 제제(Trizol reagent) 를 이용하여 추출하였다. 역전사 PCR[0100]

은 TOPscript
TM
 One-step RT PCR kit (Enzynomics, Korea)를 이용하였다. 각 콜라겐 타입 Ⅱ, 어그레칸, COMP

및 GAPDH의 프라이머 염기서열은 기존에 게재된 mRNA 서열을 이용하여 설계하였다. 프라이머 염기서열과 온도

조건은 이하 표 1에서 보는 바와 같았다(서열번호 2 내지 9). 역전사 PCR 반응은 MJ Mini personal Thermal

Cycler (Biorad, USA)에서 이루어졌다.
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표 1

[0101]

역전사  PCR  결과물은  2%  아가로즈  젤에  전기영동하여  EtBr로  염색  후  ChemiImager
TM

 (Alpha  Innotech[0102]

corporation)를 통하여 시각적으로 확인하였다. 

PTEN이 도입된 P7에서 콜라겐 타입 Ⅱ의 발현이 대조군 P7에 비해 두드러지게 증가하였다. 그러나 P12에서는[0103]

PTEN이 도입되거나 도입되지 않거나 관계없이 콜라겐 type Ⅱ가 발현되지 않았다. 어그레칸은 모든 그룹에서 발

현되었으며, 특히 PTEN이 도입된 P7, 대조군 P7 및 PTEN이 도입된 P12에서 강하게 발현되었으나, 대조군 P12에

서는 약한 발현을 보였다. COMP의 발현은 4 그룹에서 모두 비슷하였다(도 8 및 도 9). 

상기 결과는 ASC는 계대 배양 횟수 증가에 따라 연골로의 분화능이 감소되는데, PTEN이 도입된 ASC를 계대 배양[0104]

하면, 반복적인 계대 배양 과정에서 연골로의 분화능 유지에 긍정적인 영향을 미침을 시사한다. 

실시예 10: PTEN이 줄기세포 사멸(apoptosis)에 미치는 영향[0105]

PTEN이 줄기세포 사멸에 어떠한 영향을 미치는지 알아보고자, PTEN의 도입 유무에 따른 세포사멸 관련 단백질을[0106]

분석하였다.  세포사멸  관련  단백질  분석에는  Human  apoptosis  array  kit  (R&D  systems,  MN,  USA)를

이용하였다.  대조군  또는  PTEN  유도된  ASC를  매  계대(6p에서  11p)마다  분리하여  세포  용해  용액으로

용해시켰다. 총 단백질 분석은 Pierce

 
BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, IL, USA)을 사용하여 수행하였으며, 총 단백질 200㎍으로 세포사

멸 분석을 하였다. 모든 과정은 제조사의 지시에 따라 이루어졌다. 

 모든 과정 후에, 웨스턴 블롯팅 루미놀 제제(Western Blotting Luminol Reagent) A 용액과 B 용액(Santa Cruz[0107]

Biotechnology,  CA,  USA)을 1  :  1로 섞어 각 열에 첨가하였다.  각 스팟들의 발광정도(density)는 LAS-3000

luminescent image analyzer (Fujifilm, Japan)로 측정하였다.
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다양한 세포사멸 관련 단백질 중에서 프로-카스파제 3(Pro-caspase  3),  절단된 카스파제 3(cleaved  caspase[0108]

3),  시토크롬  c(cytochrome  c)  및  Fas/TNFRSF6의  발현  정도를  분석하였다.  발현정도를  양자화하기  위해

Multigauge (Fujifilm, Japan)를 이용하였다.

 그 결과, 6계대에서 11계대에 이르는 동안, 세포사멸 관련 단백질의 발현에는 특별한 차이를 보이지 않았다(도[0109]

10 및 11).

실시예 11: PTEN이 in vivo 지지체 상에서 줄기세포의 골 형성에 미치는 영향[0110]

11-1. 지방유래 줄기세포가 생착된 지지체 제작[0111]

본 발명에서 생체 모방 3차원 지지체는, 분리된 지방 유래 줄기세포가 3차원적으로 부착하고 이동할 수 있는 능[0112]

력이 있는지를 평가하기 위한 기층으로 사용하였다. 

지지체 제작에는 전기방사기술을 이용하였다. 구체적으로, 폴리(L-락트산) (PLLA)을 혼합 유기용매(메틸렌 클로[0113]

라이드/아세톤(9:1, v/v))에 녹여 폴리머 용액을 만들었다. 20%의 폴리머 용액을 지름 0.84 mm의 10-ml 주사기

에 담았다. 전기 방사는 10kV의 전압(Chungpa EMT, Korea)이 걸린 멸균 환경에서 0.06 ml/min의 유량으로 행해

졌다. 분사 팁과 접지전극간의 거리는 20cm였다. 섬유성 매트는 알루미늄 호일 시트 위에 집속(collect)되었으

며, 세포의 부착과 살포(spreading)가 수행되었다. PLLA를 전기방사한 섬유성 매트를 5-mm 지름의 원으로 잘라

내어 24-웰 배양접시(Nunc, Denmark)에 놓았다. 6계대 및 12계대의 ASC를 지지체 위에 시딩한 후 7일동안 배양

했다. 그 후 세포를 2.5 % 글루타르알데히드(glutaraldehyde)에 10분간 고정하고 고정액을 흡입제거하였다. PBS

로 세척한 뒤 전기방사된 섬유지지체를 농도를 높여가는 에탄올 용액으로 탈수시켰다. 샘플을 sputter coater

(POLARON  SC7620,  UG  Microtech,  England)를  이용해  금으로  코팅한  후,  이를  scanning  electron

microscopy(SEM)(JEOL, model JSM 5200, JEOL, Tokyo, Japan)을 통해 관찰했다. 또한, 지지체는 10% 포르말린

이 포함된 PBS로 15분간 고정하고 PBS로 두 번 세척했다. 섬유지지체에 부착된 세포를 헤마톡시린(hematoxyli

n)과 에오신(eosin)으로 염색했다.

SEM에 의해 보여지는 대로 전기방사된 섬유들이 섬유상 매트를 형성하였으며, 지방 유래 줄기세포는 시딩된 후[0114]

섬유상 매트 위에 포화된 단일 세포층을 형성하였다. 헤마톡시린 및 에오신 (H&E) 염색을 통해 ASC가 증식하고

있다는 것과 지지체로 세포이동해 왔다는 것을 확인하였다(도 12a). ASC를 지지체 위에서 7일간 배양한 후 부착

된 형상을 SEM으로 확인했다. 부착된 ASC는 대부분 원형질이 확장된 모습을 보였다. 지방 유래 줄기세포를 7일

동안 배양한 섬유지지체를 H&E 염색한 결과도 SEM을 통한 관찰결과와 일치하여, 줄기세포가 지지체에 풍부하게

부착된 것과 이의 증식으로 인해 지지체의 큰 공극이 결합조직으로 완벽하게 채워져 있는 것을 확인할 수 있었

다(도 12의 A-c). 

11-2. 두개골 결손 백서의 골형성 증가 효과[0115]

백서(9주  SD-백서  수컷)를  다음과  같이  4개의  군으로  나누어  이하  실험에  이용하였다.  동물들은  케타민[0116]

(ketamine)(30 mg/체중 kg)을 복강내 주사하여 마취시켰다. 수술부위를 0.5 % 클로르헥시딘(chlorhexidine)으

로 닦아낸 후, 머리 주위를 따라 선상 절개를 하였다. 연부조직을 들어내고 그 부위에서 골막을 잘라내었다. 개

두술(craniotomy) 결손(5-mm 지름)은 생리 식염수와 함께 치과용 드릴의 절삭용 버(trephine burr)를 통해 생성

시켰다. 두개골을 절삭한 뒤, (1) 지지체, (2) P6 지방 유래 줄기세포, (3) P12 지방 유래 줄기세포, 또는 (4)

pPTEN을 도입한 P12 지방 유래 줄기세포를 시딩한 지지체를 해당 결손부위에 이식시켰다. 그 후 연부조직과 피

부를 덮어 봉합하였다. 이식 후 12주차에 동물들을 희생시켜, 회수한 시료를 포르말린 용액에 고정하고 5% 트리

클로아세틱(trichloroacetic) 산 용액으로 탈회시켜 파라핀에 박았다. 관상면으로 자른 후(5-μm 두께) 광학현

미경으로  관찰할  수  있도록  골드너-맨손스  트리크롬(Goldner-Masson's  trichrome)과  오스테오칼신

(osteocalcin)으로 염색하였다. Olympus BH-2 광학현미경(Olympus Optical, Osaka, Japan)을 통해 현미경 관찰

하였다. 
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 도 12(b)에서는 백서의 두개골 결손에 지지체를 삽입했을 때 조직 표본을 보여주고 있다. 수술후 4주가 지난[0117]

경우, ASC를 유입하지 않은 결손부위에는 결합조직이 헐겁게 형성되어 있다. 결손부위의 관상톱에 의한 여백은

매우 얇은 층판 뼈로 덮여 있고, 결손부위는 아무런 골형성의 징후없이 섬유성 결합조직으로 채워져 있을 뿐이

었다. 반면, 결손부위에 ASC가 시딩된 지지체를 삽입한 경우에는 골세포가 형성되는 것이 관찰되었다. 

6계대의 ASC를 시딩한 지지체를 삽입한 집단에서는 12계대를 접종한 지지체를 사용한 집단에 비해 결손부위의[0118]

경계와 중앙 부분에서 더 많은 골세포가 형성되는 현상을 보였다. 또한, 더 많은 결손부위가 결손부위 여백에서

자란 새로운 골세포에 의해 채워지는 것을 확인하였다. 반면, PTEN이 도입된 12계대의 ASC를 시딩한 지지체를

이식시킨 집단에서는 PTEN을 도입하지 않은 12계대의 ASC 및 6계대의 ASC를 시딩한 지지체를 이식시킨 집단보다

결손부위의 경계와 중앙 부분에서 더 많은 골세포가 형성되는 형상을 보였다.

11-3. 골형성의 micro-CT 분석[0119]

Micro-CT scanner(μ-CT20, Scanco Medical, Bassersdorf, Switzerland)를 이용하여 결손부위에 골형성 정도를[0120]

측정하였다. 박아 놓은 시료를 두개골의 관상면이 수평으로 위치하도록 15.4 mm 지름의 원통형 샘플 홀더에 위

치시켰다. 두개골의 관상면에 평행한 방향으로 시료가 스캐닝되었다. 단면에 해당하는 픽셀 크기와 25 ㎛의 두

께 슬라이스로 고 해상도의 스캐닝을 수행하였다. 단면의 갯수는 두개골 전체 두께를 포함할 수 있는 100개로

설정하였다. micro-CT 스캐너에 내재되어 있던 소프트웨어로 전체 스캔 결과를 3D 이미지로 복원하였다. 삽입물

의 부피(VOI)는 반자동 윤곽대비를 이용하여 선택하였다. 주문제작한 컴퓨터 프로그램을 이용하여 자동으로 측

정된,  골  부피  분획(bone  volume  fraction)  (BV/TV),  소주  두께(trabecular  thickness)  (Tb.Th),  소주 수

(trabecular number) (Tb.N), 및 소주 분리(trabecular separation) (Tb.Sp)등 구조적 인수들을 얻었다 .

상기 값을 수술 후 12주가 지난 뒤 확인한 결과, 12계대 ASC를 시딩한 경우(3.50±0.09)에 비해 6계대 ASC를 시[0121]

딩한 지지체를 이식했을 때(6.08±2.03) 결손부위에 형성된 뼈의 부피가 두 배에 달했다. 두 집단은 BV/TV 및

Tb.Th.를 포함하는 구조적 인수들에서도 통계적으로 상당한 차이를 보였다. P6 집단에 비해 P12 집단의 형성된

뼈의 부피가 두드러지게 감소했다. 반면, pPTEN 도입 P12 집단에서의 뼈의 부피(20.80±4.06)는, PTEN을 도입하

지 않은 P12 집단 및 P6 집단에 비해 현저히 증가하는 모습을 보였는데, PTEN을 도입하지 않은 줄기세포에 비해

골형성이 약 7.4배 증가하였다. 즉, pPTEN을 도입한 후 P12 집단의 골 형성이 증가하였고 Tb.Th 또한 증가하였

다(도 13, 표 2).

표 2

[0122]

즉, 줄기세포에 PTEN을 도입시키면, in vivo 에서 줄기세포의 조직 재생능이 증가되고, 특히 계대 배양 횟수 증[0123]

가에 따라 감소되는 조직 재생능을 이전 계대 배양 상태로 회복 또는 이전 계대 배양 상태보다 조직 재생능을

강화시켜 주는 것을 알 수 있다.

실시예 12: pPTEN 도입 지방 유래 줄기세포의 세포막 항원 및 염색체 분석[0124]

PTEN의 도입이 3.50±0.09의 세포막 마커 및 염색체에 어떠한 영향을 미치는지 확인하고자 하였다. [0125]

먼저, pPTEN을 도입하거나 도입하지 않은 P6의 ASC를 트립신 처리한 후 이하 세포 막 항원들에 대한 항체들과[0126]
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함께 얼음에서 인큐베이션 하였다. : CD29, CD44, CD90, CD105 (중간엽 줄기세포 마커), CD14, CD34, CD45 (조

혈 줄기세포 마커), CD31 (내피세포 마커). 모든 항체는 Becton Dickinson Biosciences (NJ)에서 구입하였다.

염색은 플루오레세인이소티오시안산염(fluorescein  isothiocyanate,  FITC)  또는 피코에리트린(phycoerythrin,

PE)가  접합된  2차  항체(Becton  Dickinson  Biosciences,  NJ)를  이용하였고,  형광-활성  세포  분석기

(fluorescence-activated cell sorter) 기계를 이용하여 분석하였다. 데이터는 WinMDI 2.8 소프트웨어를 이용

하여 분석하였다.

또한, 세포가 2배체로 제대로 존재하는지 확인하기 위해 pPTEN을 도입하거나 도입하지 않은 ASC(P6, P12)를 콜[0127]

세미드(colcemide)를 이용하여 유사분열 중기 정지를 일으켰다. 이들을 트립신 처리로 수확한 후, 0.075 M KCl

의 저장액으로 삼투압 충격을 주고, 3:1  메탄올/아세트산의 고정액으로 고정하였다. 염색체분석은 김자분염법

(G-banding)을 통해 수행하였다. 

그 결과, pPTEN을 도입한 ASC의 세포막에 대한 면역표현형 분석을 통해 pPTEN을 도입하거나 도입하지 않은 세포[0128]

모두 중간엽줄기세포 마커(CD29, CD44, CD90, 및 CD105)에 대해서는 양성, 조혈줄기세포 마커(CD14, CD34 및

CD45)에  대해서는  음성,  내피세포  마커(CD31)에  대해서도  음성을  보이는  것을  확인하였다(도  14a).  따라서

pPTEN을 도입한 ASC의 세포막 항원의 패턴은 도입하지 않은 세포와 면역학적으로 아무런 차이를 보이지 않는 것

을 확인했다. 이는 pPTEN을 도입한 ASC가 세포막 항원을 평상시 그대로 유지한다는 것을 의미한다. 염색체 분석

은 6계대와 12계대의 pPTEN을 도입하거나 도입하지 않은 ASC에 대하여 행해졌다. 모든 세포는 이배체를 유지하

고 있었으며, 아무런 염색체이상을 보이지 않았다(도 14b).

도면

도면1
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도면2
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도면3
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도면4

도면5
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도면6

도면7
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도면8

도면9
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도면10

도면11
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도면13

도면14a
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도면14b

서 열 목 록

<110>    Ewha University - Industry Collaboration Foundation

<120>    Composition for improving tissue regeneration of stem cells

         comprising PTEN

<130>    PA120229KR

<150>    KR10-2011-0021526

<151>    2011-03-10

<160>    9

<170>    KopatentIn 1.71

<210>    1

<211>    11

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Hph-1

<400>    1

Tyr Ala Arg Val Arg Arg Arg Gly Pro Arg Arg

  1               5                  10    

<210>    2
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<211>    21

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    sense primer for COLII

<400>    2

gcacccatgg acattggagg g                                                   21

<210>    3

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    antisense primer for COLII

<400>    3

gacacggagt agcaccatcg                                                     20

<210>    4

<211>    22

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    sense primer for aggrecan

<400>    4

ccttggaggt cgtggtgaaa gg                                                  22

<210>    5

<211>    22

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    anti sense primer for aggrecan

<400>    5

aggtgaactt ctctggcgac gt                                                  22

<210>    6

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    sense primer for COMP

<400>    6
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caggacgact ttgatgcaga                                                     20

<210>    7

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    antisense primer for COMP

<400>    7

aagctggagc tgtcctggta                                                     20

<210>    8

<211>    21

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    sense primer for GAPDH

<400>    8

cttttaactc tggtaaagtg g                                                   21

<210>    9

<211>    21

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    antisense primer for GAPDH

<400>    9

ttttggctcc cccctgcaaa t                                                   21
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