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본 발명은 Milk fat globule-EGF factor 8 (MFGE8)을 이용한 간 재생 및 간 질환 개선 용도에 관한 것으로, 보

다 상세하게는 MFGE8는 인간 배아줄기세포에서 유도 분화된 간세포에서 높은 발현율을 나타내며, 간세포 증식 및
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특허청구의 범위

청구항 1 

Milk fat globule-EGF factor 8 (MFGE8) 단백질을 포함하는 간 질환 예방 또는 치료용 조성물.

청구항 2 

제1항에 있어서,

MFGE8은 인간 배아줄기세포에서 유도 분화된 간세포 유래인 간 질환 예방 또는 치료용 조성물.

청구항 3 

제1항에 있어서,

complement  component  3,  galectin  3  binding  protein,  matrix  metalloproteinase  2,  nidogen  2,  tissue

inhibitor of metalloproteinase 1, autotaxin isoform 2, vitronectin, quiescin Q6 sulfhydryl oxidase 1,

(serine  (or  cysteine)  proteinase  inhibitor,  clade  F  (alpha-2  antiplasmin),  member1),  matrilin  2,

apolipoprotein A_I, follistatin-like 1, profilin 1), peroxidasin, alpha 1 type XVIII collagen, appha 2

type  V  collagen,  chitinase3-like  1,  fibulin  5,  nephronectin,  decorin,  fibulin  1  isoform  A,  alpha  2

type  VI  collagen,  lumican,  polydom,  fibulin  1  isoform  C,  fibulin  1  isoform  D,  (serin(or  cysteine)

proteinase  inhibitor,  clade  B  (ovabumin),  member  9), clusterin, alpha 2 type VI collagen, (secreted

protein, acidic, cyteine-rich), cystatin C), gelsolin, growth arrestspecific 6 및 dickkopf homolog 3로

이루어진 군으로부터 선택된 하나 이상을 더 포함하는 간 질환 예방 또는 치료용 조성물.

청구항 4 

제1항에 있어서,

약제학적으로 허용 가능한 담체를 더 포함하는 간 질환 예방 또는 치료용 조성물.

청구항 5 

Milk fat globule-EGF factor 8 (MFGE8) 단백질; 및

간세포를 포함하는 세포치료제.

청구항 6 

제5항에 있어서,

간세포는 인간 배아줄기세포에서 유도 분화된 것인 세포치료제.

청구항 7 

제5항에 있어서,

간 재생 또는 간 질환 치료용인 세포치료제.
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명 세 서

기 술 분 야

본 발명은 Milk fat globule-EGF factor 8 (MFGE8)의 발현을 향상시켜 간 재생 및 간 질환을 개선할 수 있는[0001]

MFGE8의 용도에 관한 것이다.

배 경 기 술

간질환의 간 이식 치료에 있어서 가장 큰 문제점은 공여자의 부족이다. 이러한 간 이식의 문제점에 대한 대안으[0002]

로 최근 간세포를 이용한 세포 대체 치료 방법이 새로운 대안으로 떠오르고 있고, 이에 따라, 무한 증식할 수

있는 인간 배아줄기세포는 간질환의 세포 치료에 사용될 간세포를 다량 공급할 수 있는 재료로 각광을 받고 있

다.

하지만, 줄기세포로부터 유도 분화한 간세포를 간질환 세포 치료제로서 사용하기에는 현재까지 몇 가지 한계점[0003]

가지고 있다. 첫째, 인간 배 발생 과정의 정확한 이해 부족으로 인한 정확한 분화 유도 기술의 부재로, 완벽한

정상 간 기능을 가진 간세포를 만들기 어렵다는 것이고, 둘째, 상기 이유에 기인하여, 줄기세포 유래 간세포의

간질환 실험동물에 이식 시, 결론적으로 낮은 생착률을 보이며, 이에 따라, 손상된 간 기능을 효율적으로 회복

시킬 수 없다는 것이다. 셋째로는, 분화 유도 후 잔여 미분화 줄기세포로 기인한 기형종 생성 등의 부작용이 있

다. 따라서, 줄기세포로부터 분화 유도한 간세포를 간질환의 세포 대체 치료 목적으로 사용하기에는 현재까지

많은 어려움이 따른다.

선행기술문헌

비특허문헌

(비특허문헌 0001)  1. Int J Clin Exp Med, vol.2, pp.36-40, 2009.02.02 [0004]

(비특허문헌 0002)  2. Hepatology, vol.46(2), pp.535-547, 2007.08 

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명의 목적은 간세포 이식을 이용한 간 질환 치료에 따른 부작용을 해소하기 위해 간 질환 개선 효과가 있[0005]

는 인간 배아줄기세포에서 유도 분화된 간세포의 유래물질을 제공하는 것이다.

본 발명의 다른 목적은 상기 간세포의 유래물질을 간 질환 개선 용도로 사용하는 것이다.[0006]

과제의 해결 수단

상기 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 Milk fat globule-EGF factor 8 (MFGE8) 단백질을 포함하는 간 질환[0007]

예방 또는 치료용 조성물을 제공한다.

본 발명은 또한 Milk fat globule-EGF factor 8 (MFGE8) 단백질; 및[0008]

간세포를 포함하는 세포치료제를 제공한다.[0009]

발명의 효과
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본 발명은 간세포 증식, 혈관 생성 촉진 등을 통해 간 재생 또는 간 질환 개선 효과를 갖는 MFGE8의 약제학적[0010]

용도를 제공할 수 있다. 상기 MFGE8은 그 자체로서도 간 질환을 개선할 수 있을 뿐만 아니라 줄기세포 유래의

간세포와 함께 사용하여 간세포의 세포이식에 의한 간 질환 개선에도 효과적일 수 있다. 

도면의 간단한 설명

도 1은 인간 배아줄기세포에서 유도 분화된 간세포(ICG+ 세포)에서 MFGE8을 넉아웃 시킨 ICG+ 세포(MFGE8 siRNA[0011]

ICG+ 세포)의 간 재생에 대한 효과를 나타낸 웨스턴 블랏 결과이다.

도 2는 MFGE8을 넉아웃 시킨 ICG+ 세포를 이식하여 얻은 손상된 간세포의 세포 분열 및 혈관 재생 정도를 나타

내는 BrdU 및 PECAM 염색 결과이다.

도 3은 간 질환 실험동물에 아무것도 이식하지 않은 sham 그룹, 인간 배아줄기세포 유래 간세포를 분리 정제하

고 남은 간세포 이외의 세포 (ICG- 세포) 및 그의 조건배양액(conditioned medium, CM), ICG+ 세포 및 그의 조

건 배양액 이식에 따른 간 세포 증식(a) 및 혈관 재생(b) 효과를 나타낸 것이다.

도 4는 간 질환 실험동물에 아무것도 이식하지 않은 sham 그룹, ICG- 세포 및 그의 조건배양액, ICG+ 세포 및

그의 조건배양액, 그리고 MFGE8을 넉아웃 시킨 ICG+ 세포이식에 따른 간 기능 회복을 비교한 것이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 발명자들은 인간 배아줄기세포로부터 간세포 분화를 유도하고, 상기 간세포를 순수 분리 정제 후, ICG+ 세포[0012]

조건배지에서 ICG-  세포  조건배지에 비하여 상대적으로 2배  이상 증가한 단백질을 분석하였다(표 1  내지 3

참조). 이중 세포사에 의해 사멸된 세포들의 인지와 식작용을 향상시키는데 관여하고, 세포막에 위치하는 MFGE8

의 간 재생 효과를 검증하여 MFGE8 단백질의 간 질환 개선을 위한 이용 가능성을 제공함으로써 본 발명을 완성

하였다.
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표 1

[0013]
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표 2

[0014]
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표 3

[0015]

따라서, 본 발명은 Milk fat globule-EGF factor 8 (MFGE8) 단백질을 포함하는 간 질환 예방 또는 치료용 조성[0016]

물에 관한 것이다.

상기 Milk fat globule-EGF factor 8 (MFGE8)는 포유류, 조류 등의 포유동물에서 발견되는 단백질로, 아르기닌[0017]

-글리신-아스파르트산 모티프뿐만 아니라 포스파티딜세린 결합 도메인을 포함하고 있어 인터그린과 결합할 수

있다. MFGE8은 세포사멸 세포의 표면에 노출된 포스파티딜세린과 결합하여 세포사멸 세포의 옵소닌 작용과 식세

포의 표면에 있는 인터그린과의 결합을 통해 죽은 세포의 포식을 매개하는 기능이 있다.

본 발명에 따르면, 인간 배아줄기세포(Human embryonic stem cells)에서 유도 분화된 간세포(ICG(Indocyanine[0018]

green)+ 세포)를 분리 정제하고 남은 간세포 이외의 세포 (ICG- 세포) 대비 발현이 2배 이상 증가한 단백질 중

MFGE8의 간 재생 효과를 확인하기 위하여 ICG+ 세포(인간 배아줄기세포에서 유도 분화하여 순수 분리 정제한 간

세포)에 MFGE8 siRNA를 도입하여, MFGE8을 넉아웃 시킨 ICG+ 세포를 제조하고, 이의 조건배양액과 ICG- 세포 및

그의 조건 배양액을 간 질환 실험동물에 이식하여 간세포 증식 및 혈관 재생 효과를 측정한 결과, MFGE8을 넉아

웃 시킨 ICG+ 세포의 세포이식 시 간 재생(간세포 증식 및 혈관 재생) 효과가 ICG+ 세포 또는 그의 조건배양액

의 간 재생 효과에 비하여 현저히 감소하므로 ICG+ 세포 유래 물질 중 MFGE8은 간 재생에 중요한 역할을 수행함

을 알 수 있다.
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또한, MFGE8을 넉아웃 시킨 ICG+ 세포는 ICG+ 세포 및 이의 조건 배양액에 비해 손상된 간 기능의 회복 효과가[0019]

떨어지므로 MFGE8은 간 기능 회복에 영향을 주는 단백질임을 알 수 있다.

따라서, MFGE8은 간 재생 및 간 질환 개선 용도로 사용할 수 있다.[0020]

상기 MFGE8은 천연형 또는 재조합 MFGE8, 또는 이들과 실질적으로 동등한 생리 활성을 갖는 단백질을 포함한다.[0021]

실질적으로  동등한  생리  활성을  갖는  단백질에는  천연형/재조합  MFGE8과  그  기능적  동등물(functional

equivalent) 및 기능적 유도체(functional derivative)가 포함된다. 

상기 " 기능적 동등물" 에는 천연형 단백질 아미노산 중 일부 또는 전부가 치환되거나, 아미노산의 일부가 결실[0022]

또는 부가된 아미노산 서열 변형체로서 천연형 MFGE8과 실질적으로 동등한 생리활성을 갖는 것을 말한다.

"기능적 유도체" 는 상기 MFGE8 단백질의 물리 화학적 성질을 증가 또는 감소시키기 위한 변형을 가한 단백질로[0023]

서 천연형 MFGE8과 실질적으로 동등한 생리 활성을 갖는 것을 의미한다. 

본 발명의 MFGE8는 인간 배아줄기세포에서 유도 분화된 간세포(hepatocytes)에서 분리한 것일 수 있으나, 이에[0024]

특별히 제한하지는 않는다.

상기 “분화”란 줄기세포로부터 특정 세포로 구조와 형태를 변화시키는 과정을 총칭하는데, 각각의 기능을 수[0025]

행하기에 알맞은 구조와 형태를 변화시키는 과정을 말한다.

상기 분화는 자연발생적 분화 및 유도 분화를 포함한다.[0026]

상기 줄기세포로부터 특정 세포로의 유도 분화는 당업계에 공지된 다양한 방법을 사용 또는 이를 응용하여 수행[0027]

될 수 있다. 보다 구체적으로 배아줄기세포의 분화 유도 방법은 본 발명자들의 대한민국 특허 제861632호에 기

재된 방법을 참고할 수 있다.

상기 인간 배아줄기세포에서 유도 분화된 간세포(ICG+) 세포는 인간 배아줄기세포로부터 유도 분화된 세포 중[0028]

배아줄기세포의  유전적  변형(genetic  modification)  없이  세포를  고정하지  않고  살아있는  상태로  염색하는

vital dye인 ICG(indocyanine green) 염색 후 LMPC(laser microdissection and pressure catapulating) 방법

으로 분리된 ICG+ 간세포 집단일 수 있다. 

본 발명에서 사용된 용어, ICG 염색은 Indocyanine Green이라는 암녹색의 색소를 주입하여 간세포만 특이적으로[0029]

염색함으로써 간세포를 그 이외의 특정 세포(예를 들어, 신경세포, 혈관세포 등)들과 구별하기 위한 목적으로

사용되는 염색 방법을 말한다. 본 발명에서는 인간 배아줄기세포로부터 간세포를 유도 분화한 경우, 간세포를

간세포 이외의 세포들과 구별하기 위한 목적으로 사용할 수 있다. 

ICG 염색은 세포 고정과정을 거치지 않고 살아 있는 상태로 염색하며, Indocyanine Green 색소는 간세포의 자체[0030]

적인 대사에 의해 분해되어 방출될 수 있는 vital dye이므로 간세포의 형태 및 기능성에 변화를 초래하는 부작

용이 없다는 장점이 있다. 

본 발명에서 사용된 용어, LMPC 방법은 목적 대상 세포를 분리 정제하는 방법으로 목적 대상 세포 둘레에 레이[0031]

저 빔을 조사하여 목적 대상 세포만을 오려내어 수득할 수 있으며, LMPC 방법은 PALMMicroBeam instrument를 사

용하여 수행한다 (P.A.L.M. Microlaser Technologies, Bernried, Germany; Cat.-No. 1440-0250).

본 발명의 일 구체예에 따르면, LMPC 방법을 이용하여 ICG 염색된(ICG(+)) 간세포 집단의 둘레에 레이저 빔을[0032]

조사하여 오려내어 간세포를 수득할 수 있다.

본 발명에서 사용된 용어, ICG+ 및 ICG-는 각각 ICG 염색 시 양성반응을 보이는 세포와 음성 반응을 보이는 세[0033]

포를 나타내는바, 각각 ICG+ 세포는 외부로 암녹색을 발색하나, ICG- 세포는 외부로 암녹색을 발색하지 않는 것

으로 발색 여부로 구분된다.

따라서, 인간 배아줄기세포에서 유도 분화된 간세포(hepatocytes)에서 분리한 MFGE8은 인간 배아줄기세포를 간[0034]

세포 분화 제제에 의해 유도 분화시키고, 상기 유도 분화된 세포를 ICG 염색 후 LMPC 방법으로 ICG+ 간세포 집

단을 분리하고, 상기 분리된 ICG+ 간세포 집단을 동물세포배지에서 1 내지 3일간 배양하고, 상기 배양물을 원심

분리하여 세포찌꺼기를 제거하여 제조되는 조건배지에서 분리할 수 있다. 상기 동물세포배지는 DMEM/F12, 인슐

린, 트랜스페린 및 셀레늄을 포함하는 것을 사용할 수 있다. 상기 조건배지는 5×10
5
 내지 1×10

6
 세포 당 1mL의

배지를 이용하여 배양한 것일 수 있으나, 이에 특별히 제한하지는 않는다.

또한, 상기 MFGE8는 공지의 서열, 예컨대 GenBank NM_005928에 공개된 사람 MFGE8의 서열로부터 당업자에 공지[0035]
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된 유전공학적 방법으로 제조할 수 있다.

재조합 MFGE8는 통상의 컬럼 크로마토그래피 방법 등을 통해 분리할 수 있고, 단백질의 정제 정도는 소듐 도데[0036]

실 술페이트-폴리아크릴아마이드 젤 전기영동 (SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE))등으로 확인할

수 있다. 

본 발명에서, 상기 “간 질환”은 급성 간질환, 만성 간질환 또는 유전적 간 기능 손상 등을 포함하는 것으로,[0037]

구체적으로 간염, C형 간염(hepatitis C), 유육종증, 약물 알레르기, 지방간, 알코올성 간 질환, 간암, 간경변

증, 임신중독증, 비호지킨 림프종, 라이 증후군, 기타 신생아 황달, 가와사끼병, 루푸스, 칸디다증, 말라리아,

렙토스피라증,  뎅기열,  간흡충증,  급성  간경화,  만성  간경화,  선천성  대사  이상(inherited  metabolic

diseases), 및 담관질환(bile duct disease) 등이 포함되나 이에 한정되지 않는다.

또한, 본 발명의 간 질환 예방 또는 치료용 조성물은 간 재생 및 발생에 직접적으로 관여하는 단백질, 및 간접[0038]

적으로 세포의 성장, 조직 재건, 혈관 생성, 세포사 방지 등에 관여하는 것으로 알려진 단백질, 예컨대, 1) 간

재생  및  발생에  관여하는  13개  단백질(complement  component  3,  galectin  3  binding  protein,  matrix

metalloproteinase  2,  nidogen  2,  tissue  inhibitor  of  metalloproteinase  1,  autotaxin  isoform  2,

vitronectin,  quiescin  Q6  sulfhydryl  oxidase  1,  (serine  (or  cysteine)  proteinase  inhibitor,  clade  F

(alpha-2 antiplasmin), member1), matrilin 2, apolipoprotein A_I, follistatin-like 1, profilin 1), 2)

세포의 성장, 조직 재건, 혈관생성 및 세포사 방지에 관여하는 18개 단백질(peroxidasin, alpha 1 type XVIII

collagen,  appha  2  type  V  collagen,  chitinase3-like  1,  fibulin  5,  nephronectin,  decorin,  fibulin  1

isoform  A,  alpha  2  type  VI  collagen,  lumican,  polydom,  fibulin  1  isoform  C,  fibulin  1  isoform  D,

(serin(or  cysteine)  proteinase  inhibitor,  clade  B  (ovabumin), member 9), clusterin, alpha 2 type VI

collagen, (secreted protein, acidic, cyteine-rich), cystatin C), 및 3) 상기 두 기능을 동시에 가지는 3개

의 단백질(gelsolin, growth arrestspecific 6, dickkopf homolog 3)을 더 포함하여 간 질환의 예방 또는 치료

적 효과를 높일 수 있다.

상기 단백질들은 인간 배아줄기세포로부터 유도 분화된 간세포 유래 물질일 수 있으나, 이에 특별히 제한하지는[0039]

않는다. 

구체적으로, 수확한 ICG+ 세포 조건배지 및 ICG- 세포 조건배지를 Centricon Plus-20 filter (Millipore)를 사[0040]

용하여  농축하고,  농축한  단백질  각각을  4-12%  Bis-Tris  gel을  이용하여  로딩한  후,  GelCode  Blue  Stain

Reagent (Thermo scientific에서 구입)로 염색한 후 10개 컷으로 잘라, 각각의 자른 젤을 트립신으로 처리한다.

트립신을 이용하여 처리한 단백질들을 이용하여 LC-MS/MS 분석 후, BioWorksBrowserTM 소프트웨어를 이용하여

검출된 단백질들을 동정한다. 각각 세 번의 ICG+ 세포 조건배지 및 ICG- 세포 조건배지를 상기와 같은 방법을

분석하여,  세  번의  실험  중  두  번  이상  검출된  단백질들을  label-free  protein  quantification  방법

(Briefings  in  Bioinformatics  9:156-165,  2007)으로 정량하여, ICG+ 세포 조건배지에서 증가한 단백질들과,

ICG- 세포 조건배지에서 증가한 단백질들을 선택한 후 ICG+ 세포 조건배지에서 2배 이상 증가한 단백질 84개를

좀 더 선별하고(표 1 내지 3), 이 중 간 재생에 직접적 또는 간접적으로 관여하는 단백질들을 선별하여 채택된

것일 수 있다. 

상기 방법 외에도 통상의 펩타이드 합성법 또는 유전공학적 방법으로 제조된 것을 사용할 수 있다.[0041]

본 발명의 간 질환 예방 또는 치료용 조성물은 약제학적으로 허용 가능한 담체를 더 포함할 수 있다.[0042]

상기 약제학적으로 허용 가능한 담체는 의약 분야에서 통상 사용되는 담체 및 비히클을 포함하며, 구체적으로[0043]

이온  교환  수지,  알루미나,  알루미늄  스테아레이트,  레시틴,  혈청  단백질(예,  사람  혈청  알부민),  완충

물질(예, 각종 인산염, 글리신, 소르브산, 칼륨 소르베이트, 포화 식물성 지방산의 부분적인 글리세라이드 혼합

물), 물, 염 또는 전해질(예, 프로타민 설페이트, 인산수소이나트륨, 인산수소캄륨, 염화나트륨 및 아연 염),

교질성 실리카, 마그네슘 트리실리케이트, 폴리비닐피롤리돈, 셀룰로즈계 기질, 폴리에틸렌 글리콜, 나트륨 카

르복시메틸셀룰로즈, 폴리아릴레이트, 왁스, 폴리에틸렌 글리콜 또는 양모지 등을 포함하나 이에 제한되지 않는

다. 

또한, 본 발명의 조성물은 상기 성분들 이외에 윤활제, 습윤제, 유화제, 현탁제, 또는 보존제 등을 추가로 포함[0044]

할 수 있다.
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한 양태로서, 본 발명에 따른 조성물은 비경구 투여를 위한 수용성 용액으로 제조할 수 있으며, 바람직하게는[0045]

한스 용액(Hank's solution), 링거 용액(Ringer's solution) 또는 물리적으로 완충된 염수와 같은 완충 용액을

사용할 수 있다. 수용성 주입(injection) 현탁액은 소디움 카르복시메틸셀룰로즈, 솔비톨 또는 덱스트란과 같이

현탁액의 점도를 증가시킬 수 있는 기질을 첨가할 수 있다.

본 발명의 조성물은 전신계 또는 국소적으로 투여될 수 있으며, 이러한 투여를 위해 공지의 기술로 적합한 제형[0046]

으로 제제화될 수 있다. 예를 들어, 경구 투여 시에는 불활성 희석제 또는 식용 담체와 혼합하거나, 경질 또는

연질 젤라틴 캡슐에 밀봉되거나 또는 정제로 압형하여 투여할 수 있다. 경구 투여용의 경우, 활성 화합물은 부

형제와 혼합되어 섭취형 정제, 협측 정제, 트로키, 캡슐, 엘릭시르, 서스펜션, 시럽, 웨이퍼 등의 형태로 사용

될 수 있다. 

주사용, 비경구 투여용 등의 각종 제형은 당해 기술 분야 공지된 기법 또는 통용되는 기법에 따라 제조할 수 있[0047]

다. MFGE8은 식염수 또는 완충용액에 잘 용해되므로 냉동 건조 상태로 보관한 후, 유효량의 MFGE8을 정맥내 주

입, 피하 주입, 근육 주입, 복강 주입, 경피 투여 등에 적합한 형태로 식염수 또는 완충액에 투여 직전에 용액

으로 제제화하여 투여할 수도 있다. 

본 발명의 조성물의 적합한 투여량은 제제화 방법, 투여 방식, 환자의 연령, 체중, 성, 병적 상태, 음식, 투여[0048]

시간, 투여 경로, 배설 속도 및 반응 감응성과 같은 요인들에 의해 다양하게 처방될 수 있다. 예컨대, 본 발명

의 조성물의 투여량은 성인에게 1일에 0.1 내지 1000 mg/㎏의 양을, 바람직하게는 10 내지 100 mg/㎏의 용량을,

일일 1회 내지 수회 투여할 수 있다.

본 발명은 또한 약학적 유효량의 MFGE8을 포함하는 간 질환 예방 또는 치료용 조성물을 개체에 투여하는 단계를[0049]

포함하는 동물의 간 질환의 치료방법을 제공한다. 

상기 간 질환의 치료 방법에 사용되는 약학적 조성물 및 투여 방법은 상기에서 설명하였으므로, 이 둘 사이에[0050]

공통된 내용은 본 명세서의 과도한 복잡성을 피하기 위하여, 그 기재를 생략한다. 

한편, 상기 간 질환의 예방 또는 치료용 약학적 조성물을 투여할 수 있는 개체는 모든 동물을 포함한다. 예를[0051]

들어, 개, 고양이, 마우스와 같은 인간을 제외한 동물일 수 있다.

본 발명은 또한 Milk fat globule-EGF factor 8 (MFGE8) 또는 이와 실질적으로 동등한 생리 활성을 갖는 단백[0052]

질; 및

간세포를 포함하는 세포치료제에 관한 것이다.[0053]

본 발명에 따르면, MFGE8 단백질은 인간 배아줄기세포에서 유도 분화된 간세포에서 분비되는 단백질로서 간 재[0054]

생, 혈관 생성, 간 기능 회복을 촉진할 수 있는 특징이 있으므로 간세포의 세포이식을 통한 간 질환 치료 시 치

료적 효과를 더욱 높일 수 있다.

따라서, MFGE8 단백질과 간세포를 이용한 세포 치료 요법을 통한 간 질환 치료용 세포치료제로 사용할 수 있다.[0055]

상기 간세포는 인간 배아줄기세포에서 유도 분화된 것일 수 있으나, 이에 특별히 제한하는 것은 아니다.[0056]

이하, 본 발명에 따르는 실시예 통하여 본 발명을 보다 상세히 설명하나, 본 발명의 범위가 하기 제시된 실시예[0057]

에 의해 제한되는 것은 아니다.

<실시예 1> 인간 배아줄기세포 유래 간세포의 MFGE8 siRNA 도입에 따른 MFGE8 넉아웃 및 MFGE8을 넉아웃 시킨[0058]

간세포의 간 재생 효과

대한민국 공개특허 제2010-0086372호에 기재된 방법을 사용하여 순수 분리 정제한 인간 배아줄기세포 유래 간세[0059]

포(ICG+ 세포)를 얻을 수 있었다. 이를 간략히 설명하면 다음과 같다.

인간 배아줄기세포로부터 배아체를 형성하여 배아체 내에 중내배엽 세포 집단의 양을 증가시킨 후, 중내배엽이[0060]

증가한 배아체를 5 ㎍/mL collagen type I이 도포된 PALMDuplex Dishes(PALM microlaser technologies에서 구
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입, LMPC 전용 배양접시로, 배양접시 위에 별도의 멤브레인이 장착되어 있어 LMPC 수행 시 배양접시는 그대로

있고 오려진 멤브레인과 그 위의 세포만 떼어져 나가 선별적으로 원하는 세포 부분만 골라낼 수 있도록 만들어

진  배양접시)에  옮겼다.  그  다음,  DMEM/F12  배양액에  ITS(10  ㎍/mL  인슐린,  5.5  ㎍/mL  트랜스페린

(transferrin) 및 5 ng/mL 나트륨 투석고 (sodium selenite)), 20 ng/mL hepatoctye growth factor(HGF), 10

ng/mL oncostatin M(OSM) 및 10
-6
M dexamethasone(DEX)을 첨가하여 14일간 간세포로 유도 분화하였다. 

상기 인간 배아줄기세포로부터 유도 분화된 간세포의 배양액에 1 mg/mL indocyanine green(ICG)를 첨가하여 분[0061]

화된 간세포가 ICG 염색될 수 있도록 30분간 37℃에서 인큐베이션 하였다. 

상기 PALMDuplex Dishes 상의 ICG가 염색된 부분의 모서리를 따라 레이저로 ICG+ 클러스터를 오려내었다. 오려[0062]

진 ICG+ 클러스터는 오려진 부분(target area)의 바로 윗부분에 위치하여 HGF, OSM 및 DEX가 포함된 배양액으로

뚜껑 부분이 채워진 원심분리용 튜브(microcentrifuge tube)로 사출되어 모아졌다 (표적 부위에서 레이저를 이

용하여 오려낸 부분을 표적 부위의 위쪽에 있는 튜브로 쏘아 올려줌). 

상기 방법으로 모아진 ICG+ 클러스터와 PALMDuplex Dishes사에 남아있는 ICG- 세포는 피펫팅하여 세포에 붙어있[0063]

는 멤브레인을 제거한 후,  5  ㎍/mL  collagen  type  I이 도포된 일반 배양접시에 옮겨져, DMEM/F12  배양액에

ITS(10 ㎍/mL 인슐린, 5.5 ㎍/mL 트랜스페린 (transferrin) 및 5 ng/mL 나트륨 투석고(sodium selenite)), 20

ng/mL hepatoctye growth factor(HGF), 10 ng/mL oncostatin M(OSM) 및 10
-6
 M dexamethasone(DEX)을 첨가하여

하기 실험에 사용되기 전까지 배양되었다.

상기로부터 순수분리 정제한 인간 배아줄기세포 유래 간세포(ICG+ 세포)에 Santa curz biotechnology에서 구입[0064]

한 human MFGE8 siRNA 80pmol을 lipofectamine 200 (Invitrogen에서 구입)을 이용하여 48 시간 동안 도입 후,

웨스턴 블랏을 이용해 MFGE8의 넛아웃 여부를 MFGE8 siRNA를 도입하지 않은 ICG+ 세포 및 negative siRNA를 도

입한 ICG+ 세포를 대조군으로 사용하여 확인하였다. 

MFGE8 siRNA를 도입한 ICG+ 세포는 배양접시에서 떼어내 트립신(Invitrogen에서 구입)을 이용하여 단일 세포로[0065]

분리한 후,  2×10
6
개 세포를 CCl4(carbon  tetrachloride,  sigma에서 구입)를 복강내에 주사(올리브 오일내에

10% CCl4를 포함한 용액을 생쥐 몸무게 20g당 100㎕를 복강내 주사)하여 간 질환을 유도한 생쥐의 비장(splee

n)을 통해 이식하였다. 이식 3일 후, 실험동물의 간을 적출하여 BrdU 염색 및 PECAM 염색을 수행하였다. 

도 1에 나타난 바와 같이, MFGE8 siRNA를 처리한 ICG+ 세포에서 MFGE8이 발현되지 않음을 확인하여 MFGE8이 성[0066]

공적으로 넉아웃 되었음을 확인하였다.

도 2는 BrdU 염색 및 PECAM 염색을 통한 간세포 증식 및 혈관 재생 정도를 확인한 것으로, 대조군인 Sham 군에[0067]

비해 세포 분열한 간세포를 확인하였고(BrdU 염색), PECAM 염색을 통해 간 내에 재생된 혈관을 확인하였다. 

<실시예 2> MFGE8이 넉아웃된 ICG+ 세포의 재생 효과 비교[0068]

MFGE8이 넉아웃된 ICG+ 세포의 간 재생 효과를 아무것도 주입하지 않은 sham 그룹, ICG- 세포 및 그의 조건배양[0069]

액, ICG+ 세포 및 그의 조건배양액의 재생효과와 비교 검증하였다. 

ICG- 세포, ICG+ 세포 및 MFGE8이 넉아웃된 ICG+ 세포는 각각 2×10
6
개 세포를 실험동물의 비장을 통해 이식하[0070]

였고, ICG-세포 조건배양액 및 ICG+ 세포 조건배양액의 농축된 조건배양액을 실험동물의 복강을 통해 주사하였

다. 

상기 농축된 조건배양액은 순수분리 정제한 인간 배아줄기세포 유래 간세포(ICG+ 세포) 및 순수분리 정제 후 남[0071]

은 간세포 이외의 세포(ICG- 세포)를 콜라겐 I(collagen I)이 도포된 배양접시에 부착시킨 후, 5×10
5
 내지 1×

10
6
개 세포 당 1 mL의 ITS 배지 (DMEM/F12 배지에 100×ITS supplement(GIBCO)를 1배로 희석하여 첨가한 배지)

를 첨가하여, 2일간 배양한 후, 배양한 조건배지를 수확하여, 1000rpm으로 5분간 원심분리 하여, 세포 찌꺼기를

제거한  후  10  kDa  cut  off  centrifugal  fiter  unit  (Millipore)를  이용하여  조건배지를  약  20배  농축한

것이다.

세포이식 또는 조건배양액 주입 3일 후, 실험동물의 간을 적출하여, BrdU 염색 및 PECAM 염색을 통하여 간 재생[0072]
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정도를 측정하고, 각 그룹들간의 간 재생 정도를 비교하였다. 

도 3에 나타난 바와 같이, MFGE8을 넉아웃한 ICG+ 세포의 이식 시, ICG+ 세포(MFGE8을 넉아웃하지 않은 ICG+ 세[0073]

포)에 비하여 간세포의 증식(도 3A) 및 혈관 재생 효과(도 3B)가 현저히 떨어짐을 확인하여, MFGE8 간 재생에

중요한 역할을 수행함을 확인하였다. 

<실시예 3> MFGE8이 넉아웃된 ICG+ 세포의 간질환 개선 효과 비교 검증[0074]

Sham 그룹, ICG- 세포 및 그의 조건배양액, ICG+ 세포 및 그의 조건배양액, 그리고 MFGE8을 넉아웃한 ICG+ 세포[0075]

의 간질환 치료 효과를 ALT를 측정함으로써 비교 검증하였다. 

ICG- 세포, ICG+ 세포 및 MFGE8이 넉아웃된 ICG+ 세포는 각각 2×10
6
개 세포를 실험동물의 비장을 통해 이식하[0076]

였고, ICG- 세포 조건배양액 및 ICG+ 세포 조건배양액은 상기 실시예 2에 기재된 방법에 따라 농축된 조건배양

액을 실험동물의 복강을 통해 주사하였다. 세포이식 또는 조건배양액 주입 3일 후, 각 그룹의 실험동물에서 혈

청을 채취한 후,  GPT?GOT  측정 키트(아산제약에서 구입)이용하여 간 질환 진단 방법 중 하나인 ALT(alanine

aminotransferase)를 측정하였다. 

도 4에 나타난 바와 같이, MFGE8을 넉아웃한 ICG+ 세포의 이식 시, ICG+ 세포(MFGE8을 넉아웃하지 않은 ICG+ 세[0077]

포) 또는 그의 조건배양액을 이식한 실험동물에 비하여 ALT가 높은 것으로 확인되어 MFGE8이 넉아웃된 ICG+ 세

포는 이식 시 간 기능 회복이 감소됨을 확인하였다. 따라서, MFGE8은 간 질환 개선에 중요한 역할을 수행함을

알 수 있었다. 

도면

도면1
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도면3
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