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여 3차원 신경세포체를 형성하고 신경세포체와 마이크로플랫폼 사이에 신경 돌기가 형성되어 신경세포의 필수기

능인 신호전달이 가능하여 시험관 3차원 신경세포체 형성과 동시에 신경 돌기 생성이 가능한 구조체 제작에 관한

것이다.

대 표 도 - 도1

공개특허 10-2020-0079211

- 1 -

공개특허 10-2020-0079211



(52) CPC특허분류

     C12N 2503/02 (2013.01)

     C12N 2533/30 (2013.01)

     C12N 2535/00 (2013.01)

공개특허 10-2020-0079211

- 2 -



명 세 서

청구범위

청구항 1 

APTES(3-aminopropyltriethoxysilane)로 표면 처리된 오목 마이크로웰로 이루어진 기판을 포함하는 3차원 신경

세포 배양 플랫폼.

청구항 2 

제 1항에 있어서, 상기 오목 마이크로웰은 100μm~1000μm 직경의 반구형인 것인, 3차원 신경세포 배양 플랫폼.

청구항 3 

제 1항에 있어서, 상기 3차원 신경세포 배양 플랫폼은 신경세포체 및 신경돌기의 형성을 촉진시키는 것을 특징

으로 하는 3차원 신경세포 배양 플랫폼.

청구항 4 

제 1항에 있어서, 상기 기판은 복수의 오목 마이크로웰로 이루어지고, 서로 인접하는 오목 마이크로웰 사이가

개방되어 있는 것을 특징으로 하는 3차원 신경세포 배양 플랫폼.

청구항 5 

제 1항에 있어서, 상기 기판에 탄소나노튜브(CNT), 라미닌(Laminin) 및 폴리-L-라이신(Poly-L-lysin, PLL) 중

하나 이상이 추가로 표면 처리된 것을 특징으로 하는 3차원 신경세포 배양 플랫폼.

청구항 6 

제 1항에 있어서, 상기 오목 마이크로웰로 이루어진 기판은 폴리디메틸실록세인(polydimethylsiloxane, PDMS)으

로 제조된 것인 3차원 신경세포 배양 플랫폼. 

청구항 7 

제 1항 내지 제 6항 중 어느 한 항의 3차원 신경세포 배양 플랫폼에 신경세포를 배양하는 단계를 포함하는 생체

외 3차원 신경세포 배양 방법.

청구항 8 

제 1항 내지 제 6항 중 어느 한 항의 3차원 신경세포 배양 플랫폼에 신경세포를 배양하는 단계;

상기 배양된 신경세포에 후보 물질을 처리하는 단계;

후보 물질이 처리된 상기 신경세포에 신경 질환을 유발하는 물질을 처리하는 단계; 및

후보 물질을 처리하지 않은 대조군과 신경세포에서의 신경돌기 및 신경세포체 형성 정도를 비교하는 단계를 포

함하는 신경 손상 또는 신경 질환 치료용 약물 스크리닝 방법.
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발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 신경세포 구조체 및 신경돌기의 3차원 형성을 위한 플랫폼에 관한 것이다.[0001]

배 경 기 술

인체 내 장기 및 조직들은 세포외기질(extracellular matrix)과 함께 세포를 기본으로 하여 구성되어 있다. 최[0002]

근 3차원으로 배양된 세포들이 생체내의 생물학적 반응과 비슷하다는 연구결과들이 발표됨에 따라 3차원 세포

배양기술에 관한 중요도성이 대두되고 있다.

한편 신경세포의 발달과정의 경우 줄기세포에서 분화되어 신경세포가 되고 최종적으로 신경 돌기가형성되어 서[0003]

로를 연결하는 모양을 보인다. 신경 돌기의 형성은 신경 다발 형성과 신경세포의 발달에 직접적인 영향을 끼친

다. 신경 돌기는 세포외기질과 세포-세포 상호작용에 의해 그 형성 여부가 결정된다는 사실이 알려져 있다. 

신경 돌기 형성을 위한 기존 연구는 라미닌이나 폴리-L-라이신 혹은 폴리-D-라이신을 이용하여 신경 돌기 형성[0004]

을 유도하는 경우가 있다. 예를 들어 나노섬유에 라미닌이나 폴리-L-라이신을 도포하여 세포와 바닥과의 접착력

을 향상시켜 신경세포의 생존력과 신경 돌기의 생장을 도운 연구들이 있다. 하지만 이런 연구는 모두 2차원적인

세포배양으로 실제 3차원에서 일어나는 현상과 거리가 있다. 한편 3차원으로 배양이 가능하도록 플랫폼에서 신

경세포를 배양한 경우에는 신경세포체의 형상의 균일성이 없거나 신경 돌기가 자라지 않는 한계를 보이고 있다.

선행기술문헌

특허문헌

(특허문헌 0001) 한국특허공개공보 제10-2017-0029237호 [0005]

발명의 내용

해결하려는 과제

세포-구조체 사이의 상호작용력이 세포-세포 사이의 상호작용력보다 큰 경우 신경 세포는 신경 돌기 형성이 가[0006]

능하지만 모양이 일정한 구형 3차원 세포집합체로 형성이 되지 않는다. 반면 세포-구조체 사이의 상호작용력이

세포-세포 사이의 상호작용력보다 작은 경우 신경 세포는 모양이 일정한 구형 3차원 세포집합체 형성이 가능하

지만 신경 돌기 형성이 불가능하다. 시험관 수준에서 약물 스크리닝 용도 혹은 생체내의 신경세포체를 모사하여

생물학적 유사성의 연구를 위해서는 3차원으로 신경세포체를 형성함과 동시에 신경 동기도 형성이 되어야 한다.

이에 본 발명에서는 세포-구조체 사이의 상호작용력을 최적화하여 신경 돌기가 생성됨과 동시에 모양이 일정한

3차원 신경세포체를 형성할 수 있는 마이크로 플랫폼의 개발이 필요한 실정이다.

과제의 해결 수단

상기 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 세포-구조체 사이의 상호작용력을 최적화하여 신경 돌기가 생성됨과[0007]

동시에 모양이 일정한 3차원 신경세포체를 형성할 수 있는 마이크로 플랫폼을 제공한다.

구체적으로 본 발명은 APTES(3-aminopropyltriethoxysilane)로 표면 처리된 오목 마이크로웰로 이루어진 기판을[0008]

포함하는 3차원 신경세포 배양 플랫폼을 제공한다.

상기 오목 마이크로웰은 편평한 기판 상에 신경세포가 고정되어 배양될 수 있는 움푹 패인 구조를 지칭할 수 있[0009]

다. 상기 오목 마이크로웰은 배양되어 하나의 신경세포체를 형성하기에 충분한 공간을 제공할 수 있는 크기 및

형태에 제한없이 이용될 수 있다. 구체적인 일 실시예에서, 상기 오목 마이크로웰은 직경이 100μm 내지 1000μ

m 범위의 반구형의 오목 마이크로웰이 형성된 기판을 제조하여 사용하였다. 일정한 크기의 구형의 신경세포체를

형성시키기 위하여, 세포 및 배양 플랫폼 간의 고른 상호 작용이 이루어질 수 있는 구조로써 반구형을 선택하였

다.
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3차원 신경세포를 배양하기 위하여 사용하는 플랫폼의 직경이 100um 이하의 경우 형성되는 신경세포체의 크기가[0010]

작아서 3차원 배양의 의미가 없게 되고 1000um 이상의 직경을 사용하여 형성되는 신경세포체는 크기가 300um를

넘어가면서 신경세포체 내부에 산소 및 영양분 부족으로 인해 세포사멸(네크로시스)이 일어날 수 있다. 이에 본

발명에서는 100~1000μm 직경의 반구형 플랫폼을 사용하였다. 

상기  기판은  생체  적합성이  우수한  폴리디메틸실록세인  (polydimethylsiloxane,  PDMS)으로  제조된  것일  수[0011]

있다.

본 발명자들은 APTES(3-aminopropyltriethoxysilane)이 표면 처리된 오목 마이크로웰이 형성된 기판에 신경세포[0012]

를 배양함으로써 균일한 구형의 신경세포체 형성을 확인하였으며, 동시에 신경돌기의 형성도 촉진됨을 확인하였

다.

신경세포는 신경세포체와 신경돌기로 이루어지며, 신경돌기를 통하여 다른 신경세포간에 네트워크를 형성하여[0013]

신속하게 신호를 전달하고 전달 받을 수 있다.

구체적인 일 실시예에서, 본 발명은 상기 APTES(3-aminopropyltriethoxysilane)이 표면 처리된 기판에 탄소나[0014]

노튜브(CNT), 라미닌(Laminin) 및 폴리-L-라이신(Poly-L-lysin, PLL) 중 하나 이상이 추가로 표면 처리될 수

있다.

APTES(3-aminopropyltriethoxysilane)이  표면  처리된  기판에  탄소나노튜브(CNT),  라미닌(Laminin)  및  폴리-[0015]

L-라이신(Poly-L-lysin, PLL) 중 하나로 표면 처리된 상기 3차원 신경세포 배양 플랫폼에서 신경세포를 배양한

결과, 탄소나노튜브가 추가로 표면 처리되는 경우, 신경세포체의 형성에 차이가 없음을 확인하였고, 라미닌 또

는 폴리-L-라이신이 추가로 표면 처리되는 경우 신경 돌기 형성이 촉진됨을 확인하였다. 상기 물질의 추가 처리

를 통하여 신경세포 및 플랫폼 간의 상호 작용력을 조절함으로써 신경세포체 및 신경돌기의 형성을 인위적으로

조절할 수 있음을 확인하였다.. 

구체적인 다른 일 실시예에서, 상기 기판에는 복수의 오목 마이크로웰이 다양한 패턴으로 형성될 수 있다, 상기[0016]

하나의 오목 마이크로웰은 하나의 신경세포가 배양될 수 있고, 상기 복수의 오목 마이크로웰은 인접하는 마이크

로웰 사이가 개방되어 있을 수 있다. 상기 개방된 공간을 통하여 하나의 오목 마이크로웰에서 배양되는 신경세

포에서 형성된 신경돌기가 인접한 오목 마이크로웰에서 배양되는 신경세포의 신경세포체와 연결되어 생체 외에

서 하나의 신경 네트워크망을 형성시킬 수 있다.  이를 통하여, 생체 외에서 생체 내 신경 네트워크 망 환경과

유사한 3차원 환경을 모사함으로써 신경 세포간의 신호전달 기작 연구 및 신경 질환 약물 스크리닝에 이용될 수

있다. 

본 발명은 상술한 3차원 신경세포 배양 플랫폼에 신경세포를 배양하는 단계를 포함하는 3차원 신경세포 배양 방[0017]

법을 제공한다.

본 발명은 하기 단계를 포함하는 신경 손상 질환 약물 스크리닝 방법을 제공한다:[0018]

본 발명의 3차원 신경세포 배양 플랫폼에 신경세포를 배양하는 단계;[0019]

상기 배양된 신경세포에 후보 물질을 처리하는 단계;[0020]

후보 물질이 처리된 상기 신경세포에 신경 손상 질환을 유발하는 물질을 처리하는 단계; 및[0021]

후보 물질을 처리하지 않은 대조군과 신경세포에서의 신경돌기 및 신경세포체 형성 정도를 비교하는 단계.[0022]

상기 후보 물질은 펩티드, 단백질, 비펩티드성 화합물, 합성 화합물, 발효 생산물, 세포 추출액, 식물 추출액[0023]

또는 동물 조직 추출액으로 이루어진 군으로부터 선택된 어느 하나일 수 있으나, 이에 한정되지 않는다.

상기 후보 물질은 단일 화합물, 화합물들의 혼합물(예컨대, 천연 추출물 또는 세포 또는 조직 배양물), 항체 또[0024]

는 펩티드 이거나, 합성 또는 천연 화합물의 라이브러리로부터 얻을 수 있다. 이러한 화합물의 라이브러리를 얻

는 방법은 당업계에 공지되어 있다. 합성 화합물 라이브러리는 Maybridge Chemical Co.(UK), Comgenex(USA),

Brandon Associates(USA), Microsource(USA) 및 SigmaAldrich(USA)에서 상업적으로 구입 가능하며, 천연 화합

물의 라이브러리는 Pan Laboratories(USA) 및 MycoSearch(USA)에서 상업적으로 구입 가능하다.

본 발명에서, 신경 손상 또는 신경질환은 뇌손상, 뇌질환, 척수손상, 말초신경손상, 말초신경질환, 또는 근위축[0025]

성 측색 경화증(amyotrophic lateral sclerosis) 중 어느 하나일 수 있으며, 상기 뇌손상 또는 뇌질환은 치매

(dementia),  파킨슨병(Parkinson's  disease),  알츠하이머병(alzheimer's  disease),  헌팅턴병(Huntington's
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disease), 뇌전증(epilepsy), 뇌졸중(stroke), 중풍, 허혈성 뇌질환 또는 퇴행성 뇌질환 중 어느 하나일 수 있

다. 

상기 신경세포 배양 플랫폼과 관련하여 상술한 내용과 중복되는 내용에 대한 설명은 생략한다.[0026]

발명의 효과

첫째, 마이크로 플랫폼을 이용하여 모양이 일정한 3차원 신경세포체 배양이 가능하다. 둘째, 세포와 구조체간의[0027]

상호작용력을 조절하여 물리적, 화학적, 구조적으로 다른 성질을 갖도록 하는 표면 공정이 가능하다.

셋째, 신경세포체의 배열이 가능하다. 오목한 웰에 네트워크를 디자인함에 따라 표면공정을 통해 생성된 신경세[0028]

포체의 신경 돌기들이 상호 연결되어 원하는 대로의 신경세포체의 배열이 가능하다.

넷째, 효과적으로 생체 내의 신경세포를 모사함으로서 약물 스크린 용도로 활용 가능하다.[0029]

도면의 간단한 설명

도 1은 신경 돌기 형성 및 신경세포체 형성이 가능한 오목 마이크로웰의 표면 처리과정을 나타낸 개략도이다.[0030]

 도 2는 푸리에 변환 적외선 분광학을 이용한 표면 공정을 진행한 다섯 가지 표면의 다른 화학적 성질을 도시한

것이다.

 도 3은 원자힘 현미경을 이용한 다섯 가지 표면 공정을 통한 오목 마이크로웰의 표면 성질을 나타낸 것이다.

스케일바 : 500nm

 도  4는  접촉각  측정을  통한  다섯  가지  표면  공정을  통한  오목  마이크로웰의  다른  물리적  성질을  나타낸

것이다.

 도 5는 다섯 가지 표면 공정을 통한 오목 마이크로웰의 다른 세포 부착력을 나타낸 것이다.

 도 6은 다섯 가지 표면 공정을 통한 오목 마이크로웰에서의 신경세포체 형성을 나타낸 것이다: a) 일자별 광학

현미경 사진. b) 신경세포체 형성에 소요되는 일자. c) 신경세포체의 크기. 스케일바: 100μm

 도 7은 칼슘 인디케이터 (Fluo-4 AM)을 이용한 다섯 가지 표면에서 배양된 신경세포체의 칼슘 전달 이미지를

나타낸 것이다. 스케일바: 50μm

 도 8은 다섯 가지 표면 공정을 통해 제작된 오목 마이크로웰에서 배양된 신경세포체의 형성 유무와 신경 돌기

생성을 나타낸 것이다: a) 신경세포체의 전자현미경 이미지, b) 신경세포체와 신경 돌기의 형광 염색 이미지,

c) 각 오목 마이크로웰에서 형성된 신경 돌기 개수, d) 각 오목 마이크로웰에서 형성된 신경 돌기 길이, e) 접

촉각과 세포 부착력, 신경세포 형성과의 관계, f) 각 표면과 신경세포의 부착력 및 신경 돌기 형성 관계에 대한

모식도. 스케일바: 200μm

 도 9는 표면 공정 및 네트워크 구조를 일정한 간격으로 배양된 신경세포체와 연결된 신경 돌기를 보여주는 현

미경 사진이다. 스케일바: 500μm

도 10은 약물 스크리닝 모델 검증을 위한 아밀로이드 베타 투여에 의한 신경 돌기 감소 모델을 나타낸 것이다:

a) APTES를 처리한 오목 마이크로웰에서의 신경세포체, b) 아밀로이드 베타 축적 여부, c) 아밀로이드 베타를

처리한 신경세포체, d) 증가된 아밀로이드 베타 축적, e) 아밀로이드 베타 축적 비교, f) 신경 돌기 개수 비교,

g) 신경 돌기 길이 비교.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 본 발명에 따르는 실시예 통하여 본 발명을 보다 상세히 설명하나, 본 발명의 범위가 하기 제시된 실시예[0031]

에 의해 제한되는 것은 아니다.

신경 돌기 구조를 생성함과 동시에 일정한 모양과 간격으로 신경세포체를 형성할 수 있도록 표면 공정을 통해[0032]

세포-구조체 사이의 상호 작용력을 최적화하였고 여기에 태아 쥐(Prenatal rat)로부터 추출한 신경 세포를 폴리

디메틸실록세인 (polydimethylsiloxane, PDMS)으로 제작한 오목 마이크로웰 (concave microwell) 에 배양하였

다 (도 1).
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[실시예 1] 표면 공정[0034]

APTES의 아미노실레인 작용기와 탄소 나노 튜브, 폴리-L-라이신, 라미닌을 이용하여 오목 마이크로웰을 표면을[0035]

공정하였다. 먼저 오목 마이크로웰을 산소 플라즈마 (100W, 30s)를 이용하여 표면 처리를 한 뒤 10% (물과 부피

비) APTES 용액 혹은 0.01% (물과 부비피)의 탄소 나노 튜브 혹은 20 μg/ml의 라미닌 혹은 20 μg/ml의 폴리-

L-라이신을 약 1시간 동안 추가 하여 표면 공정을 진행하였다.

[실시예 2] 표면의 화학적, 표면적, 물리적 성질 확인[0037]

여러  개의  물질로  코팅된  오목  마이크로웰의  표면의  화학적  차이를  보기  위해  푸리에  변환  적외선  분광학[0038]

(Fourier transform infrared, FTIR)을 이용하여 다섯 가지의 오목 마이크로웰이 각기 다른 화학적 성질을 보이

는 것을 확인하였다 (도 2). 그리고 원자힘현미경 (Automic force microscope, AFM)을 이용하여 표면에 붙어있

는 물질이 각기 다른 것을 확인하였다 (도 3). 또한 접촉각 측정 (contact angle)을 이용하여 폴리디메틸실록세

인 자체 표면에서 가장 접촉각이 크며 폴리-L-라이신 처리한 표면에서 접촉각이 가장 작은 것을 확인하였다 (도

4).

[실시예 3] 신경 세포 부착 실험[0040]

세포-구조체 사이의 상호작용력을 측정하기 위하여 표면 공정을 통해 제작된 다섯 가지 다른 성질의 표면에 신[0041]

경 세포 부착 실험을 진행하였다. 각 표면 조건에 2*10
5
개의 신경세포를 주입 (seeding)하고 3시간 동안 배양

후 세 번 배양액을 교체하여 부착되지 않은 세포들을 제거하였다. 남아있는 세포의 양을 측정하기 위해 세포 측

정 키트 (cell counting kit-8, Dojindo, USA)를 이용하여 정량화하였다. 그 결과 폴리디메틸실록세인 자체 표

면에서 가장 세포 부착이 적었으며 폴리-L-라이신 처리한 표면에서 세포 부착이 많은 것을 확인하였다 (도 5)

[실시예 4] 신경세포체 형성[0043]

각 다른 표면 조건에서 신경세포체의 형성기간을 확인하였는데 폴리디메틸실록세인 오목 마이크로웰과 탄소나노[0044]

튜브를 표면처리한 오목 마이크로웰에서는 세포 주입 (seeding) 후 1일 만에 신경세포체가 형성되었다. APTES를

처리한 오목 마이크로웰에서는 세포 주입 후 5일 이후 신경세포체가 형성되었으며 라미닌과 폴리-L-라이신을 처

리한 오목 마이크로웰에서는 10일이 지나도 신경세포체가 형성이 되지 않는 것을 보였다. 한편 생성된 신경세포

체들 사이에는 크기차이는 없는 것을 확인하였다 (도 6).

[실시예 5] 신경을 통한 신호 전달 확인[0046]

포타슘에 의해 활성화되는 신경 전달을 확인하기 위하여 세포내 칼슘 인디케이터인 Fluo-4 AM을 이용하여 형광[0047]

이미지로 측정하였다. Fluo-4를 미리 주입한 신경세포체에 고농도의 포타슘으로 자극을 하여 칼슘의 전달을 확

인하였으며 이를 통해 다섯 가지 조건의 표면에서 자란 신경세포들이 표면 공정에 의해 신경 세포의 이상이 유

도되지 않는 다는 것을 증명하였다 (도 7)

[실시예 6] 신경 돌기 형성 및 신경세포체 형성 확인[0049]

신경 세포들을 다섯 가지 표면 조건의 오목 마이크로웰에서 10일 동안 배양한뒤 신경세포체의 형성 유무와 신경[0050]

돌기의 형성 유무를 확인하기 위하여 β-III tubulin을 형광염색하고 전자 현미경으로 관측하였다. 그 결과 신

경세포체는 폴리디메틸실록세인 오목 마이크로웰과 탄소나노튜브 및 APTES로 처리한 오목 마이크로웰에서 형성

이 되었다. 신경 돌기는 폴리-L-라이신을 처리한 오목 마이크로웰에서 가장 많이 형성되었으며 APTES로 처리한

오목 마이크로웰에서 가장 길게 형성되는 것을 확인함으로써 APTES로 처리한 오목 마이크로웰에서 신경 돌기의

형성 및 신경세포체 형성이 가장 적합한 것으로 결론내었다. 이를 바탕으로 폴리디메틸실록세인 오목 마이크로

웰, 탄소 나노 튜브 및 APTES 및 라미닌 및 폴리-L-라이신을 처리한 오목 마이크로웰 순서로 갈수록 세포-구조

체 사이의 반발력 감소, 접촉각 감소, 소수성이 감소하며, 세포-구조체 사이의 친화력 증가, 표면 습윤성 증가,

세포 구조체 형성 시간 증가, 신경 돌기 형성 개수 증가를 확인하였다 (도 8). 또한 APTES를 처리한 오목 마이
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크로웰 사이의 네크워크를 통해 신경세포체 사이의 신경 돌기들이 형성되어 연결되는 것을 확인하였다 (도 9)

[실시예 7] 약물 스크리닝을 위한 아밀로이드 베타 (amyloid-beta) 투여 실험[0052]

신경세포체의 형성과 신경 돌기 형성이 APTES를 처리한 오목 마이크로웰에서 최적임을 확인하여 이를 이용하여[0053]

약물 스크리닝 용도로 사용이 가능함을 확인하기 위하여 알츠하이머 (Alzheimer's desease) 질병을 유발하는 대

표 물질로 알려진 아밀로이드 베타를 투여하였다.  신경세포체로의 아밀로이드 베타 축척을 확인하기 위하여

thioflavin-S를 이용하여 형광이미지를 얻었다. 그 결과 아밀로이드 베타를 처리한 신경세포체의 신경 돌기의

개수와 길이가 급격하게 감소한 것을 확인하였고 이를 통해 본 발명에서 제시한 방법을 통해 약물 스크리닝 용

도로 사용이 가능함을 증명하였다 (도 10).

도면

도면1
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도면2

도면3
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도면4

도면5
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도면6
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도면7
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도면8
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도면9
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도면10
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