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본 발명은 말초혈액으로부터 자연 살해세포의 증식 방법에 관한 것으로, 더욱 구체적으로 말초혈액으로부터 단핵

구를 분리하는 단계 및 상기 단핵구와 방사선 조사된 Jurkat 세포를 사이토카인이 첨가된 배양배지에서 배양하는

단계를 포함하는 NK 세포 증식 방법에 관한 것이다.

본 발명에 따르면, Jurkat 세포를 방사선 조사한 후 사이토카인과 함께 말초혈액 단핵구를 처리함으로써 종래 사

이토카인들을  이용하여  NK  세포를  분화  및  증식시키는  방법에  비해  높은  증식능  및  분포도를  나타낼  뿐만

아니라, 현저히 증가된 암세포 살상능력을 나타낸다. 또한 종래 보고된 영양세포들과 비교하여 수율, 순도 및 암

세포 살상능도 현저히 우수하다. 따라서 암세포 살상능이 증가된 NK 세포를 이용하여 암세포 치료에 유용하게 이

용될 수 있다.
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특허청구의 범위

청구항 1 

말초혈액으로부터 단핵구를 분리하는 단계, 및 상기 단핵구와 방사선 조사된 혈액암 Jurkat 세포를 사이토카인

이 첨가된 배양배지에서 배양하는 단계를 포함하는 NK 세포 증식 방법.

청구항 2 

제 1항에 있어서, 상기 말초혈액은 정상인 또는 암환자로부터 얻은 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 3 

제 1항에 있어서, 상기 사이토카인은 IL-2인 것을 특징으로 하는 방법.

 

청구항 4 

제 1항에 있어서, 상기 배양 1일 내지 15일에 방사선 조사된 Jurkat 세포와 IL-2를 추가하는 단계를 더 포함하

는 방법.

청구항 5 

제 1항에 있어서, 상기 배양된 세포 중 80% 이상의 CD3-CD56+ 세포 분포도를 갖는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 6 

말초혈액으로부터 단핵구를 분리하는 단계, 및 상기 단핵구와 방사선 조사된 혈액암 Jurkat 세포를 사이토카인

이 첨가된 배양배지에서 배양하는 단계를 포함하는 암세포 살상능력이 증가된 NK 세포 제조 방법.

청구항 7 

제 6항에 따른 방법으로 제조된 암세포 살상능력이 증가된 NK 세포를 함유하는 암 예방 및 치료용 조성물.

명 세 서

기 술 분 야

본 발명은 말초혈액으로부터 자연 살해세포의 증식 방법에 관한 것으로, 더욱 구체적으로 말초혈액으로부터 단[0001]

핵구를 분리하는 단계 및 상기 단핵구와 방사선 조사된 Jurkat 세포를 사이토카인이 첨가된 배양배지에서 배양

하는 단계를 포함하는 NK 세포 증식 방법에 관한 것이다.

배 경 기 술

면역계는 복잡한 기전에 의해서 조절이 되며 면역계의 이상이 생길 경우 면역시스템에 불균형이 초래되어 각종[0002]

난치성 질병이 발생한다. 면역치료제는 면역계에서 발생하는 불균형을 해소하여 정상상태로 회복, 강화시켜 면

역관련 질환을 치료하는 방법이다. 최근 유전체 등에 대한 연구가 활성화되면서 암, 감염성 질환, 자가 면역 질

환 등 다양한 병에 대한 면역관련 내용이 새로이 밝혀지고 이를 기반으로 한 치료기술의 개발 가능성이 확대되
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고 있기 때문에, 면역치료제의 개발이 필수적이다.

종양은 정상세포가 환경적, 유전적 요인에 의해 돌연변이를 일으켜 생기는 자가 세포로 구성된 조직으로서, 오[0003]

랜 기간을 두고 진행되면서 종양환자의 면역세포는 정상인에 비하여 많은 부분에서 그 기능이 크게 저하되어 있

다. 우선 항원을 인식할 수 있는 MHC molecule의 세포 표면 발현이 현저하게 저하되어 있어서 종양항원이 노출

되지 않고 있을 뿐만 아니라, B7.1, B7.2, CD40 등의 다양한 공동자극(co-stimulatory) 분자의 발현도 저하되어

있어서 MHC에 의한 항원 인식이 되더라도 보조인자의 자극을 받지 못하여 아네르기(anergy)나 내성(tolerance)

으로 진행한다.

종양환자의 경우 이러한 세포독성 T  림프구(cytotoxic  T  lymphocyte,  CTL)나 자연 살해세포(Natural  Killer[0004]

cells, NK 세포)와 같은 효력세포(effector cell)에서 많은 활성화 수용체의 발현은 크게 저하된 반면, 억제 수

용체가 다량 확인이 되고 있고 효력세포의 수도 매우 감소되어 있다. 보고에 의하면 위암 환자의 경우 TGF-beta

와 같은 면역억제 사이토카인을 많이 분비하는 반면, IFN-gamma, IL-2, IL-15와 같은 면역 활성 사이토카인의

분비는 저하되어 있다 (Lee et al., J. Immunol., 172(12), 7335-7340, 2004). 기존에 사용되고 있는 암의 치

료는 수술을 통한 제거, 항암제 치료요법 및 방사선요법으로 이루어지나, 이러한 요법은 세포분열을 억제하는데

그 기전을 두고 있기 때문에 정상세포에의 독성이 커다란 문제점이 되고 있어 정상세포에 독성을 끼치지 않는

세포 치료제의 개발이 필수적이라 할 수 있다.

인체는 면역 반응에 의해 병원체로부터 보호되고 있고, 면역 시스템은 많은 면역관련 세포와 사이토카인 등에[0005]

의해 구성되어 있다. 이러한 면역시스템에서 중요적인 역할을 하고 있는 것이 백혈구, 특히 림프구이다. 이 림

프구를 구성하는 세포에는 대표적으로 선천성 면역계와 후천성 면역계로 나뉜다. 이러한 면역계 중 자연 살해세

포는 대표적인 선천면역세포 중 하나로, 비 특이적으로 암을 살상할 수 있는 능력이 있고 바이러스, 박테리아

등을 인식하여 살상하는 능력을 보유한 세포로 알려져 있으며, 퍼포린(perforin) 및 그랜자임(granzyme) 등의

효소나 Fas-FasL 상호작용으로 병원체를 살상하는 세포로 알려져 있다. 그러나 암환자에서 이러한 NK 세포의 암

세포 살상능의 감소로 인해 폐암(Carrega P, et al., Cancer, 112, 863-875, 2008), 간암(Jinushi M, et al.,

J Hepatol., 43, 1013-1020, 2005), 유방암(Bauernhofer T, et al., Eur J Immunol., 33, 119-124, 2003), 자

궁암(Mocchegiani E., et al., Br j Cancer., 79, 244-250, 1999), 혈액암(Tajima F., et al, Lekemia 10,

478-482, 1996) 등의 질환의 발생과 깊은 연관이 있는 것으로 보고되고 있다. 따라서 이런 암의 치료를 위해서

암환자에게서 자연 살해세포의 암세포 살상능 및 활성증가가 필수적이며, 현재 이러한 자연 살해세포의 살상능

을 이용하여 고형암이나 혈액 암의 치료에 이용하고 있는 실정이다.

1980년대 초 미국 NIH의 Rosenberg 그룹에서 고형암, 전이암환자를 대상으로 IL-2 혹은 IL-2 활성화 NK 세포 치[0006]

료법을 선두로 임상시도가 진행되었고, 그 결과로서 흑색종 환자 혹은 신장암 환자 중 15-30% 정도가 긍정적인

치유효과를 보여주었다. 그러나 IL-2 치료법의 부작용으로는 크게 두 가지가 있다. 하나는 모세혈관 누수 증후

군(capillary leak syndrome)에 의해 저혈압을 유도하여 생명을 위협하는 독성을 가지고 있으며, IL-2 활성화된

NK 세포는 혈관내피에서 세포간의 접촉에 의한 예정 세포사에 대한 민감성이 높아서 암부위로의 NK 세포 접근에

제약이 있다. 최근 보고에 의하면, IL-2 보다 IL-15가 NK 세포의 ex vivo expansion, survival, protection

from AICD (Activation-Induced Cell death) 등에 효과가 있다고 하지만 고농도의 IL-15를 사용해야 하고 고가

인 것이 문제점으로 대두 되고 있다. 최근에는 이들 사이토카인 이외에도 Flt3-L, SCF, IL-7 등과 같은 사이토

카인들(early acting cytokines)이 NK 세포수를 증가시키는 데 효과가 있다는 보고가 있다.

한편, 항암면역치료에 사용하기 위해서는 대량의 활성화된 자연 살해세포를 필요로 하는데, 암환자의 혈액을 대[0007]

량으로 확보하기 어렵고 말초혈액의 단핵구에서 자연 살해세포를 분리하는데 고비용이 필요하기 때문에 매우 한

정된 환자만을 대상으로 선정하는 실정이다. 현재 전 세계적으로 여러 연구팀이 이러한 자연 살해세포를 이용한

항암면역치료법을 개발하고 있고 일부는 그 효력을 테스트하기 위하여 임상시험 중에 있다. 대표적으로 MACS

(Magnetic Activated Cell Sorting), cliniMACS, FACs Sorter 등의 장비를 사용하여 혈액에 있는 단핵구나 골

수로부터 자연 살해세포를 분리 또는 유도하고 있다. 이러한 방법에는 다음의 단계가 선행되고 있다. 1) 단핵구

로부터 초기에 NK 세포를 분리하여 사이토카인을 사용하여 확장배양, 2) 단핵구에 공존하는 T 세포를 제거한 후

사이토카인을 사용하여 NK 세포를 확장배양, 3) 골수에 있는 줄기세포(stem cell)로부터 자연 살해세포로 유도

하는 방법 등이 있다. 그러나 기존에 보고되어 있는 모든 방법이 고가의 장비를 사용하고, 고농도 및 고가의 여

러 종류의 사이토카인을 이용하고 있어 치료 대상 환자가 경제적으로 안정된 일부환자에만 국한되어 치료가 가

능한 실정이다.

또한 영양세포(feeder cell)를 이용하여 말초혈액 내 단핵구(PBMC)를 자연 살해세포로 유도하는 방법도 소수의[0008]
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그룹에서 제안이 되었다. 대표적으로 이탈리아 Robin Fo그룹은 B세포 leukemia인 RPMI8866 세포주를 이용하여

NK 세포를 확장시키는 방법을 고안하였고 (Torelli GF, et al., Br J Haematol. 116, 299307, 2002) 일본의

Ohno 그룹에서는 Wilms 종양세포인 HFWT 세포주를 이용하여 NK 세포를 증폭시키는 방법을 보고하였다 (Ishikawa

E, et.al., Anti cancer Res. 24, 18611871, 2004). 그러나 이들 영양세포를 사용하여 NK 세포를 확장 및 배양

시 증폭율 이 기대하는 만큼 높지 못하다고 보고되고 있다. 따라서 본 발명에서는 방법이 간단하고 그 비용이

저가인 자연 살해세포 증식법을 고안하여 대상 환자군의 범위를 확대하고 강력한 항암작용을 가지는 항암면역세

포로 세포수를 증폭시켜 보다 많은 대상 환자군에게 응용할 수 있는 신규 방법을 개발하고자 한다.

발명의 내용

해결하려는 과제

따라서, 본 발명의 주된 목적은 말초혈액 단핵구와 방사선 조사된 Jurkat 세포를 사이토카인 존재 하에 배양함[0009]

으로써 자연 살해세포로 효율적으로 분화 및 증식시킬 수 있는 말초혈액으로부터 자연 살해세포의 증식 방법을

제공하는 데 있다.

본 발명의 다른 목적은 말초혈액 단핵구와 방사선 조사된 Jurkat 세포를 사이토카인 존재하에 배양함으로써 강[0010]

력한 암세포 살상능력을 갖는 자연 살해세포의 제조방법을 제공하는 데 있다.

본 발명의 다른 목적은 상기 방법으로 제조된 자연 살해세포를 포함하는 암 예방 및 치료용 조성물을 제공하는[0011]

데 있다.

과제의 해결 수단

본 발명의 한 양태에 따르면, 본 발명은 말초혈액으로부터 단핵구를 분리하는 단계, 및 상기 단핵구와 방사선[0012]

조사된 Jurkat 세포를 사이토카인이 첨가된 배양배지에서 배양하는 단계를 포함하는 NK 세포 증식 방법을 제공

한다.

본 발명은 항암면역치료를 위해 말초혈액단핵구(Peripheral Blood Mononuclear Cell, PBMC)와 방사선을 조사한[0013]

영양세포(feeder cell)를 이용하여 항암면역기능이 증가된 자연 살해세포(NK 세포)를 유도하고 증식하는 방법이

다. 기존의 NK 세포 증식 방법은 대부분 MACs(magnetic activated cell sorting)를 이용하여 T 세포를 제거하

거나, NK 세포만을 분리하여 자연 살해세포를 증식시키는 방법을 사용하였다. 그러나 cliniMACs나 FACs sorter

등 고가 장비를 사용하여 자연 살해 세포를 분리하여야 하고 또한 별도로 단핵구에 다량으로 존재하는 T 세포를

키트를 사용하여 제거해야 하므로, 이에 따른 많은 비용이 발생하며 복잡한 과정이 필요하다. 그러나 본 발명자

들이 개발한 방법은 별도의 분리과정이 없으며 영양세포로 사용된 Jurkat 세포에 방사선을 조사한 후 공동 배양

함으로써 높은 비율과 암세포 살상능을 지닌 자연 살해세포를 유도 및 증식시킬 수 있다.

본 발명에 사용된 “Jurkat 세포주”는 혈액암(immortalized acute T cell leukemia) 세포주로 University of[0014]

California at San Francisco의 Dr. Arthur Weiss가 개발한 세포주이다. 다양한 케모카인 수용체가 발현하고

있으며 IL-2를 생산할 수 있는 세포로서, 본 발명자들이 말초혈액 단핵구로부터 NK 세포로의 분화 및 증식을 위

해 다수의 혈액암 세포주를 스크리닝하여 찾아낸 영양세포주이다. 세포 표면에 자연 살해세포 활성억제 인자인

MHC class I을 높이 발현하기 때문에 항암면역치료를 위한 영양세포(feeder cells)의 후보로 가능성이 전혀 대

두되지 못했던 세포주이다. 따라서 자연 살해세포의 확장배양에 영양세포로 사용될 수 있음이 본 발명자들에 의

해 처음으로 밝혀진 것이다. 본 발명에 사용되는 Jurkat 세포는 ATCC로부터 입수할 수 있으며, 100 내지 500 Gy

방사선을 조사함으로써 영양세포로서 사용할 수 있다.

본 발명은 방사선 조사된 Jurkat 세포를 이용하여 말초혈액의 단핵구를 고 순도의 암세포 살상능을 가진 자연[0015]

살해세포로 유도 및 증식시킬 수 있는 방법을 제공하며, 최종적으로 획득한 자연 살해세포의 수율과 순도는 기

존에 보고된 다른 영양세포들에 비하여 수율, 순도, 및 암세포 살상능이 월등하게 우월하다.

본 발명에서는 영양세포로서 Jurkat 세포가 NK 세포의 분화 및 증식에 미치는 영향을 알아보기 위해, IL-2만을[0016]

처리한 군을 대조군으로 하고 말초혈액 유래 단핵구와 Jurkat 세포를 IL-2 존재하에 공동 배양한 실험군을 이용

하여 NK 세포군의 비율을 측정하였다. 그 결과, IL-2만 처리한 대조군은 배양 16일째까지 변화가 없었으나 IL-2

공개특허 10-2012-0016427

- 5 -



존재 하에 Jurkat 세포와 공동 배양한 실험군은 배양 16일 후 대조군과 비교하여 약 130배 증가함을 확인하였다

(도 1). 또한 NK 세포의 증식 뿐만 아니라 분포(enrichment)의 정도를 확인한 결과, 배양 15일 경과 후 IL-2만

처리한 대조군에 비해 IL-2 존재하에 Jurkat 세포주와 공동배양한 실험군에서 NK 세포의 표현형인 CD56+, CD3-

세포의 비율이 92% 이상까지 증가함을 확인하였다 (도 2a).

또한 본 발명에서는 다른 영양세포와 비교하여 NK 세포의 증식에 미치는 영향을 알아보기 위해, Jurkat 세포 이[0017]

외에 다른 혈액암 세포주인 CEM,  및 K562  세포를 이용하여 NK  세포군의 enrichment  정도를 측정하였다.  그

결과, CEM 세포주는 IL-2만 처리한 대조군과 유사한 낮은 NK 세포의 분포를 보였고, K562 세포주의 경우 15일

경과 후 약 40%의 NK 세포의 분포를 보였으며, 본 발명의 Jurkat 세포주는 약 80%의 NK 세포의 분포를 보였다.

따라서 본 발명의 방사선 조사된 Jurkat 세포에 의한 NK 세포 증식 방법은 Jurkat 세포에 특이적인 반응에 의해

이루어짐을 확인하였다 (도 3).

본 발명의 NK 세포 증식 방법에서, 상기 말초혈액은 정상인 또는 암환자로부터 얻은 것일 수 있다. 사람의 말초[0018]

혈액으로부터 얻은 단핵구는 본 발명의 NK 세포 증식 방법에 따라 NK 세포로 분화, 증식될 수 있고 이렇게 얻은

NK 세포를 암 예방을 목적으로 정상인, 암의 위험성을 갖는 환자, 또는 암환자에 처치될 수 있다. 또한 암환자

의 말초혈액으로부터 얻은 단핵구를 NK 세포로 증식시키고 이렇게 얻은 NK 세포를 암 치료를 목적으로 암의 위

험성을 갖는 환자 또는 암환자에게 처치될 수 있다.

본 발명의 NK 세포 증식 방법에서, 상기 사이토카인은 말초혈액 단핵구를 NK 세포로 분화시키는데 사용될 수 있[0019]

는 면역 활성화 사이토카인으로서, 예를 들어 IL-2, IL-15, IL-21, Flt3-L, SCF, IL-7 또는 이들을 2종 이상

혼합 처리하여 말초혈액 단핵구를 NK 세포로 분화시킬 수 있다. 특히 IL-2, IL-15 및 IL-21이 NK 세포로의 분화

및 증식에 탁월한 효과가 있는 사이토카인으로 알려져 있으므로, 이들 사이토카인을 이용하는 것이 좋으며, 바

람직하게는 IL-2이다. 

상기 사이토카인들이 NK 세포 분화에 관여한다는 사실은 여러 문헌에서 찾을 수 있다. 사이토카인(Cytokine) 수[0020]

용체의 γc의 발현이 결핍된 쥐에서 B세포와 T세포는 발견이 되지만 NK 세포는 발견되지 않는 점에서 γc를 지닌

수용체들이 NK 분화에 중요한 역할을 한다고 알려져 있다 (Singer, B et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92,

377-381, 1995). 수용체의 γc 형태는 IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 및 IL-21의 수용체이며, 이 중 IL-2는

성숙된 NK  세포의 증식과 활성화를 증진시키는 기능을 지니고 있음이 보고되고 있다 (Shibuya,  A.  et  al.,

Blood 85, 3538-3546, 1995). IL-2가 결핍된 인간과 마우스에서는 NK 세포의 수가 현저히 감소한다는 보고가 전

해지고 있으나 (DiSanto, J. P. et al., J. Exp. Med. 171, 1697-1704, 1990), 한편으로는 IL-2 및 IL-2Ra 결

핍은 간접적으로 NK 세포의 수와 활성화에 영향을 미친다는 연구 결과도 있다. 게다가, IL-2R 사슬은 IL-15의

수용체를 형성하는데 관여한다고 알려져 있다.

상기  IL-15는  NK  세포  분화에  관여하고,  이것은  IL-15  생성에  요구되는  전사인자  인터페론(transcription[0021]

factor interferon, IFN)-조절 인자 1이 결핍된 쥐에서는 NK 세포가 결핍되며 (Kouetsu et al., Nature 391,

700-703,  1998),  IL-15  또는  IL-15Rα가  결핍된  쥐에서는  NK  세포가  발견되지  않는  다는  것에  의해  알게

되었다. 이로써 IL-15는 NK 세포에서 발현되는 IL-15 수용체를 통해서 NK 세포의 성장과 분화를 직접적으로 증

진시킨다는 것이 보고되었다 (MrozekE et al., Blood 87, 2632-2640,1996).

상기 IL-21은 활성화된 CD4+ T세포에 의해 분비되는 사이토카인이며 (Nature, 5:688-697, 2005), IL-21의 수용[0022]

체(IL-21R)는 수지상세포, NK 세포, T 세포 및 B 세포와 같은 림프구에서 발현되어 있다 (Rayna Takaki, et

al., J. Immonol 175: 2167- 2173, 2005). IL-21은 구조적으로 IL-2 및 IL-15와 매우 유사하며, IL-21R은 IL-

2R, IL-15, IL-7R 및 IL-4R 등과 사슬을 공유하고 있다 (Asao et al., J. Immunol, 167: 1-5, 2001). IL-21은

골수로부터의 NK  세포 전구체의 성숙을 유도하는 것으로 보고되었고 (Parrish-Novak,  et  al.,  Nature,  408:

57-63, 2000), 특히 NK 세포의 사이토카인 생성능 및 세포사멸능과 같은 효과기 기능(effector functions)을

증가시키는 것으로 보고되었으며 (M.  Strengell,  et  al.,  J  Immunol,  170,  5464-5469,  2003;  J.  Brady,  et

al., J Immunol, 172, 2048-2058, 2004), CD8+ T 세포의 효과기 기능도 증가시킴으로써 내재, 적응면역계의 항

암반응을 촉진시키는 것으로 보고되었다 (Rayna Takaki, et al., J Immunol 175, 2167-2173, 2005; A. Moroz,

et  al.,  J  Immunol,  173,  900-909,  2004).  또한,  인간의  말초혈액에서  분리한  NK  세포를  활성화  시키며

(Parrish-Novak, et al., Nature, 408, 57, 2000), 제대혈에서 분리한 조혈줄기세포로부터 성숙한 NK 세포를

유도하는데 중요한 역할을 하는 것이 보고되었다(J. Brady, et al., J Immunol, 172, 2048, 2004).

본 발명의 NK 세포 증식 방법에서, 상기 배양시 1일 내지 15일 후 방사선 조사된 Jurkat 세포와 IL-2를 추가하[0023]
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는 단계를 더 포함할 수 있다. 활성화된 NK 세포는 생존시간이 짧기 때문에 활성화된 NK 세포를 이용한 면역 치

료에 있어서 문제점을 가지고 있다. 본 발명에서는 NK  세포 증식 후 배양 1일 내지 15일 후 방사선 조사된

Jurkat 세포와 IL-2를 추가함으로서 활성화된 NK 세포의 생존기간을 연장시키고 배양 15일 이후에도 NK 세포를

증식시킬 수 있음을 확인하였다 (도 6).

본 발명의 다른 양태에 따르면, 본 발명은 말초혈액으로부터 단핵구를 분리하는 단계, 및 상기 단핵구와 방사선[0024]

조사된 Jurkat 세포를 사이토카인이 첨가된 배양배지에서 배양하는 단계를 포함하는 암세포 살상능력이 증가된

NK 세포 제조 방법을 제공한다.

본 발명에 따라 제조된 암세포 살상능력이 증가된 NK 세포는 현저히 높은 암세포 살상능력을 나타낸다. 본 발명[0025]

에서는 상기 방법으로 제조된 NK 세포의 암세포 살상능력을 확인하기 위하여, 종양세포를 표적세포로 하여 IL-2

만 처리한 대조군과 암세포 살상능력을 비교하였다. 그 결과, 상기 방법으로 제조된 NK 세포는 IL-2만 처리한

대조군에 최대 5배의 증가된 암세포 살상능을 나타내었으며, 효력세포와 표적세포의 비율이 0.7:1 인 경우에도

상당한 살상능을 보유하고 있음을 확인하였다 (도 4). 따라서 본 발명에 따라 IL-2 존재하에 Jurkat 세포로 처

리한 말초혈액 단핵구의 경우 NK 세포로의 높은 enrichment 뿐만 아니라 높은 암세포 살상능을 보임을 확인할

수 있었다.

본 발명의 다른 양태에 따르면, 본 발명은 상기 방법으로 제조된 암세포 살상능력이 증가된 NK 세포를 함유하는[0026]

암 예방 및 치료용 조성물을 제공한다.

본 발명에서, 상기 조성물은 비특이적으로 암을 살상할 수 있는 능력이 있는 NK 세포를 함유하고 있고, 암환자[0027]

에서 이러한 NK 세포가 폐암(Carrega P, et al., Cancer, 112, 863-875, 2008), 간암(Jinushi M, et al., J

Hepatol., 43, 1013-1020, 2005), 유방암(Bauernhofer T, et al., Eur J Immunol., 33, 119-124, 2003.), 자

궁암(Mocchegiani E., et al., Br j Cancer., 79, 244-250, 1999), 혈액암(Tajima F., et al, Lekemia, 10,

478-482, 1996) 등의 질환의 발생과 깊은 연관이 있는 것으로 보고되고 있으므로, 이러한 암의 치료를 위해서

암환자에게서 NK 세포의 암세포 살상능 및 활성 증가가 필수적이며, 현재 이러한 NK 세포의 살상능을 이용하여

다양한 암의 치료에 이용하고 있다.

본 발명에서, 상기 조성물은 암 예방 및 치료를 목적으로 환자 자신이나 타인 또는 다른 동물의 말초혈액 단핵[0028]

구를 채취하여 본 발명에 따른 방법으로 NK 세포로 분화 및 증식시켜 암 예방 및 치료를 필요로 하는 대상에게

투여될 수 있다.

본 발명의 암 예방 및 치료용 조성물은 당업계에 일반적인 제형, 예컨대 주사제의 형태로 제조될 수 있으며, 외[0029]

과수술적으로 예상투여 부위에 직접 이식하거나, 정맥에 투여된 후 예상 투여부위로 이동할 수 있다. 본 발명의

조성물은 암의 유형, 투여경로, 환자의 나이 및 성, 및 질병의 정도에 따라 적절히 선택될 수 있으나, 바람직하

게는 평균 성인의 경우, 1×10
6
 내지 10

11
 세포를 투여할 수 있다.

또 다른 제형으로서, 본 발명의 조성물은 상기 NK 세포에 추가로 동일 또는 유사한 기능을 나타내는 유효성분을[0030]

1종 이상 함유할 수 있다. 투여를 위해서는 추가로 약제학적으로 허용 가능한 담체를 1종 이상 포함하여 제조할

수 있다. 약제학적으로 허용 가능한 담체는 식염수, 멸균수, 링거액, 완충 식염수, 덱스트로스 용액, 말토 덱스

트린 용액, 글리세롤, 에탄올 및 이들 성분 중 1 성분 이상을 혼합하여 이용할 수 있으며, 필요에 따라 항산화

제, 완충액, 정균제 등 다른 통상의 첨가제를 첨가할 수 있다. 또한, 희석제, 분산제, 계면활성제, 결합제 및

윤활제를 부가적으로 첨가하여 수용액, 현탁액, 유탁액 등과 같은 주이용 제형, 산제, 정제, 캡슐제, 환, 과립

또는 주사액제로 제제화 할 수 있다. 더 나아가 당 분야의 적정한 방법으로 또는 Remington's Pharmaceutical

Science(Mack Publishing Company, Easton PA, 18th, 1990)에 개시되어 있는 방법을 이용하여 각 질환에 따라

또는 성분에 따라 바람직하게 제제화할 수 있다.

상기 제제화된 본 발명의 조성물은 또한 비경구 투여(예를 들어 정맥 내, 피하, 복강 내 또는 국소에 적용)할[0031]

수 있으며, 투여량은 환자의 체중, 연령, 성별, 건강상태, 식이, 투여시간, 투여방법, 배설율 및 질환의 중증도

등에 따라 그 범위가 다양하다. 본 발명에 따른 조성물의 일일 투여량은 0.01 ~ 5000 ㎎/㎏이며, 바람직하게는

0.01 ~ 10 ㎎/㎏ 이며, 하루 일회 내지 수회에 나누어 투여하는 것이 더욱 바람직하다.
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발명의 효과

이상 설명한 바와 같이, 본 발명에 따르면 Jurkat 세포는 NK 세포로의 유도 및 증식을 위해 영양세포로 사용될[0032]

수 있음을 본 발명자들이 처음으로 밝혀내었다. 상기 Jurkat 세포를 방사선 조사한 후 사이토카인과 함께 말초

혈액 단핵구를 처리하는 경우 종래 사이토카인들을 이용하여 NK 세포를 분화 및 증식시키는 방법에 비해 높은

증식능 및 분포도를 나타낼 뿐만 아니라, 현저히 증가된 암세포 살상능력을 나타낸다. 또한 종래 보고된 영양세

포들과 비교하여 수율, 순도 및 암세포 살상능도 현저히 우수하다.

도면의 간단한 설명

도 1은 사람에서 분리한 말초혈액 단핵구(PBMC)에 IL-2를 500 U/ml를 처리한 PBMC 그룹(◆)과 IL-2 500U/ml에[0033]

Jurkat 세포를 영양세포로 처리한 그룹(□)을 5, 10, 16일째 트립판 블루를 사용하여 세포수를 센 후 유세포분

석기를 이용하여 CD56+, CD3- 세포의 분포를 분석한 그래프이다.

도 2a는 말초혈액 단핵구에서 NK 세포의 분포를 유세포 분석기를 이용하여 분석한 결과이다. 

도 2b와 2c는 NK 세포의 분포 정도를 시간에 따른 증가 정도를 나타낸 그래프이다.

도 3은 사람에게서 분리한 말초혈액 단핵구에 IL-2를 500  U/ml로 처리한 PBMC  그룹(◆)과 IL-2  500  U/ml에

K562(□), CEM(■), Jurkat(△) 세포주를 영양세포로 각각 처리한 후 4일, 10일, 14일째 유세포 분석기를 이용

하여 NK 세포의 분포를 분석한 결과이다.

도 4는 IL-2만 처리한 대조군(△)과 IL-2 및 방사선 조사된 Jurkat 세포로 공동배양한 실험군(■)을 15일간 배

양한 후 종양세포 살상능을 확인한 그래프이다. 표적세포에 동위원소를 표지한 후 말초혈액의 단핵구를 4시간동

안 공동배양한 후 상등액을 취하여 감마카운터에 측정하여 도출된 수치를 퍼센트화 한 것이다.

도 5는 위암 및 대장암 환자의 말초혈액 단핵구를 얻어 IL-2 단독으로 배양하거나 IL-2와 Jurkar 세포를 영양세

포로 처리한 그룹 간의 NK 세포의 분포(왼쪽) 및 살상능(오른쪽)을 분석한 결과이다.

도 6a와 6b는 말초혈액 단핵구의 생존률을 증가시키기 위해, IL-2를 처리하고 Jurkat 세포를 영양세포로 사용한

말초혈액 단핵구를 배양 후 10일째 방사선으로 조사한 Jurkat 세포를 한번 더 공동 배양하여 세포수를 나타낸

그래프이다. 도 6a는 말초혈액단핵구의 세포수를 측정한 그래프이며, 도 6b는 NK 세포수를 측정한 그래프이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 실시예를 통하여 본 발명을 더욱 상세히 설명하기로 한다. 이들 실시예는 단지 본 발명을 예시하기 위한[0034]

것이므로, 본 발명의 범위가 이들 실시예에 의해 제한되는 것으로 해석되지는 않는다.

실시예 1. 말초혈액 단핵구로부터 NK 세포의 제조[0035]

1) 정상인의 혈액을 채혈한 후, Ficoll(Ficoll-paque
TM
 PLUS, GE healthcare)을 이용하여 2500 rpm에서 30분간[0036]

원심분리한 후 연막층(buffy coat)에서 단핵세포(PBMC)를 분리하였다. 그 후 트립판 블루(Tryphan Blue)로 염색

한 후 염색된 세포를 제외하고 염색되지 않은 세포만을 헤마토사이토미터(hematocytometer)를 이용하여 측정한

후 세포수를 계산하였다.

2)  영양세포(feeder  cell)로  사용되는  Jurkat  세포주(ACTT  No.  TIB-152)는  RPMI1640  배지에 10%  FBS와  1%[0037]

penicillin/streptomycin을 넣은 human RPMI 배지에 75T 플라스크에 37℃, 5% CO2 의 조건에서 배양 하였다. 또

한 다른 혈액 암세포주인 CEM 세포(ACTT No. CCL-119)와 K562 세포(ACTT No. CCL-243)도 human RPMI 배지에 37

℃, 5% CO2를 공급받는 상황에서 75 T 플라스크에서 배양하였다. 2-3일 마다 한번씩 IL-2가 500 U/ml로 첨가된

hRPMI 배지를 넣어주었으며, 5일 간격으로 세포를 모두 수확한 후 새로운 IL-2와 hRPMI 배지를 넣어주었다.

3) 세포수를 헤마토사이토미터를 이용하여 측정한 후 1×10
6
/ml의 농도의 Jurkat, CEM 및 K562 세포주에 2.25[0038]

Gy/min의 세기로 300 Gy 방사선을 조사하였다. IL-2가 500 U/ml 농도로 첨가된 hRPMI 배지를 24웰 플레이트에

넣은 후, 방사선 조사된 각각의 Jurkat, CEM 및 K562 세포주와 상기 1)에서 분리한 단핵구를 각각 1:1 비율로
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37℃, 5% CO2가 공급되는 배양기에서 배양하였다. 또한 상기와 동일한 방법을 이용하여 영양세포주를 첨가하지

않고 단핵구에 IL-2만 처리한 군을 대조군으로 하였다.

실시예 2. NK 세포의 증식능 측정[0039]

영양세포가 자연 살해세포의 증식에 미치는 영향을 보기 위하여, 실시예 1에서 사용한 방법으로서 방사선이 조[0040]

사된 Jurkat 세포와 단핵구(PBMC)를 IL-2로 공동배양한 실험군과, 단핵구만을 IL-2로 배양한 대조군을 각각 37

℃, 5% CO2가 공급되는 배양기에서 배양한 후, 0, 5, 10, 16일에 각각 세포수를 측정하고 형광이 부착된 CD56과

CD3에 대한 항체를 이용하여 염색한 후 유세포 분석기(flow cytometry)로 분석하여 NK 세포(CD56+, CD3-)군을

분석하였다. 그 후 NK 세포수를 총 PBMC와 NK 세포의 분포를 이용하여 계산하였다.

그 결과 도 1에서 볼 수 있듯이, NK 세포의 증가는 IL-2만을 처리한 대조군(●)과 IL-2와 영양세포를 함께 처리[0041]

한 실험군(□)에서 배양 5일째까지는 거의 없었으나, 10일째에는 대조군에 비해 실험군에서 약 65배 증가하였고

16일째에는 약 130배 증가함을 확인하였다.

실시예 2. NK 세포의 enrichment 정도 측정[0042]

Jurkat 세포와 IL-2로 공동 배양한 실험군에서 NK 세포로의 enrichment 정도를 측정하기 위하여, 실시예 1에서[0043]

방사선 조사된 Jurkat 세포와 단핵구를 IL-2로 공동 배양한 실험군과 단핵구만을 IL-2로 배양한 대조군을 각각

37℃, 5% CO2가 공급되는 배양기에서 배양한 후, 0, 5, 10, 15일에 각각 형광이 부착된 CD56, CD3 항체를 이용

하여 염색한 후 유세포 분석기로 분석하였다. 또한 NK 세포로 enrichment가 되는 시점을 파악하기 위하여 같은

방법으로 0, 3, 5일에 측정하였고, 6일부터 10일까지 매일 NK 세포의 분포를 유세포 분석기로 측정하였다.

도 2a에서, 15일 경과 후 IL-2만 처리한 대조군에 비해 IL-2에 방사선을 조사한 Jurkat 세포주를 영양세포로 처[0044]

리한 실험군에서 자연 살해세포의 표현형인 CD56+, CD3- 세포의 비율이 92% 이상까지 증가함을 확인하였다. 

도 2b와 2c에서, 상기와 같은 자연 살해세포의 enrichment가 어느 시점에서 되는지를 확인하기 위해 시간별로[0045]

자연 살해세포의 표현형을 분석한 결과, 5일째까지는 큰 변화가 없었으나, 6일째부터 영양세포를 처리한 실험군

에서 자연 살해세포의 표현형인 CD56+, CD3- 세포의 비율이 증가하여 10일 정도에는 PBMC 내에 자연 살해세포의

비율이 80% 이상임을 확인할 수 있었다.

실시예 3. 다른 혈액암 세포주를 이용한 NK 세포의 enrichment 정도 비교[0046]

본 발명에서 영양세포로 사용된 Jurkat 세포 이외에 다른 혈액암 세포주의 NK enrichment 정도를 파악하기 위하[0047]

여, CEM 및 K562 세포주를 300 Gy의 방사선으로 조사한 후 실시예 1에서 분리된 단핵구와 IL-2를 넣고 공동배양

한 후, 상기 실시예 2와 동일한 방법을 이용하여 0, 4, 10, 14일째에서 NK세포의 분포를 유세포 분석기로 분석

하였다. 동일하게 IL-2만 처리한 군을 대조군으로 하였다.

도 3에서, CEM 세포주는 IL-2만 처리한 대조군과 유사한 NK 세포의 분포를 보였고, K562 세포주의 경우 15일 경[0048]

과 후 약 40%의 NK 세포의 분포를 보였으며, 본 발명의 Jurkat 세포주는 약 80%의 NK 세포의 분포를 보였다. 따

라서 본 발명의 방사선 조사된 Jurkat 세포에 의한 자연 살해세포 유도법은 Jurkat 세포에 특이적인 반응에 의

해 이루어짐을 확인하였다.

실시예 4. NK 세포의 살상능 측정[0049]

본 발명에 따른 Jurkat  세포를 이용하여 생성된 NK 세포의 암세포 살상능을 평가하기 위하여 종양세포(K562,[0050]

Jurkat)를 표적세포로 하여 Cr51 release assay를 수행하였다. 구체적으로 암세포인 K562와 Jurkat 세포의 세

포수를 측정한 후 동위원소인 
51
Cr을 각각 암세포에 표지하여 1시간 동안 세포배양기에서 반응시켰다. 동위원소

로 표지된 암세포를 hRPMI 배지로 동위원소를 2회 씻어준 후 Jurkat 세포와 IL-2로 배양한 단핵구와 IL-2만을

처리한 단핵구의 세포수를 hematocytometer를 이용하여 측정한 후 동위원소가 표지된 암세포와 20:1, 7:1, 2:1,

0.7:1의 비율로 4시간동안 공동 배양하였다. 4시간 후 2500 rpm에서 5분간 원심분리한 후 상등액을 튜브에 넣어
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감마 카운터(gamma counter)로 측정하였다.

도 4에서, IL-2와 방사선 조사된 Jurkat 세포로 공동배양한 실험군(■)에서 암세포 살상능이 대조군(△)에 비해[0051]

약 3-5배 현저히 증가함을 확인하였다. 또한, E:T(효력세포:표적세포)의 비율이 0.7:1 임에도 불구하고 상당한

살상능을 보유하고 있음을 확인할 수 있었다.

이러한 결과들을 종합해 볼 때, 본 발명에 따른 IL-2와 방사선 조사된 Jurkat 세포를 처리한 말초혈액 단핵구의[0052]

경우 자연 살해세포로의 높은 enrichment 뿐 만 아니라 높은 암세포 살상능을 보임을 확인 할 수 있었다.

실시예 5. 암환자의 말초혈액 단핵구에서 적용 여부[0053]

본 발명에 따른 방사선 조사된 Jurkat 세포주를 이용한 NK 세포 생성법이 위암과 대장암 환자군에서도 적용되는[0054]

지를 파악하기 위하여, 고려대학교 안암병원과 구로병원에서 암환자 검체(말초 정맥혈)를 3-5 ml 정도씩 얻어

PBMC를 분리하여 유세포분석기로 NK 세포의 분포도를 조사하였고, 방사선이 조사된 Jurkat 세포와 IL-2를 단핵

구(PBMC)에 넣고 배양하였고, NK 세포의 분포를 15일후 측정하였다. 또한 15일후 NK 세포의 암세포 살상능을 측

정하기 위해 Jurkat 세포를 타겟(target) 세포로 하여 실시예 4와 동일한 방법을 이용하여 10:1 비율로 암세포

살상능을 측정하였다.

도 5에서, IL-2만 처리한 대조군(PBMC)의 경우 단핵구에서 자연 살해세포의 분포가 10% 정도였던 반면, Jurkat[0055]

세포를 함께 배양한 실험군(PBMC+Jurkat)에서는 70%가 넘는 자연 살해세포 분포를 보였으며, 암세포 살상능도

현격히 증가함을 확인하였다.

실시예 6. NK 세포의 증식기간 연장[0056]

본 발명에 따른 방사선 조사된 Jurkat 세포를 이용한 NK 세포가 좀 더 오랜기간 동안 증식능을 유지시켜 주기[0057]

위하여, 본 발명자들은 말초혈액에서 분리한 단핵구에 방사선 조사된 Jurkat 세포와 IL-2를 넣어준 후 37℃, 5%

CO2가 유지되는 배양기에서 10일간 배양한 후, 10일째 다시 방사선이 조사된 Jurkat 세포와 IL-2를 넣어주었고,

20일까지 NK 세포의 증식을 헤마토사이토미터를 이용하여 세포수를 측정하고 유세포 분석기를 이용하여 NK 세포

의 분포를 측정하여 정확한 NK 세포수를 측정하였다.

도 6a와 6b에서, IL-2만 처리한 대조군(◆) 및 IL-2와 Jurkat 세포를 처리한 실험군(□)과 비교하여 10일째에[0058]

다시 방사선이 조사된 Jurkat 세포와 IL-2를 처리한 추가실험군(△)에서 자연 살해세포의 세포수가 15일과 20일

째에도 증가함을 확인하였다.

따라서 본 발명에 따른 IL-2와 방사선이 조사된 Jurkat 세포를 이용한 자연 살해세포의 유도방법은 기존의 방법[0059]

에 비하여 경제적이며 간단하게 강력한 암세포 살상능을 갖는 자연 살해세포유도 방법으로서, 현재 난치병질환

이나 암환자의 치료와 생존률을 증가시킬 수 있는 세포치료제로서의 가능성을 확인했다고 할 수 있다.
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