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(54) 발명의 명칭 암 연관 섬유아세포 아형 식별을 위한 바이오마커 및 이의 용도

(57) 요 약

본 발명은 암 연관 섬유아세포(cancer-associated fibroblasts, CAFs) 아형 식별을 위한 바이오마커 조성물, 상

기 바이오마커의 발현 수준을 측정하여 암 연관 섬유아세포 아형을 식별하는 단계를 포함하는 암 예후 예측을 위

한 정보 제공 방법 및 상기 바이오마커 조성물을 포함하는 암 연관 섬유아세포 아형 식별을 위한 키트에 관한 것

이다. 본 발명에 따른 바이오마커는 폐선암종 환자의 낮은 전체생존기간과 관련이 있는 신항원 제시 CAFs (neo-

antigen presenting CAFs) 아형을 식별할 수 있고 또한, 상기 신항원 제시 CAFs 아형의 특이적 바이오마커의 발

현 수준을 측정하여 폐선암종 환자의 암세포가 주변 조직으로의 침윤 여부 및 폐암 진행 가능성을 예측할 수 있

으므로, 이를 통해 폐암의 예후 예측이 가능하다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

DAB2, MAGED1, ANXA1 및 TNFRSF1A로 이루어지는 군에서 선택되는 어느 하나 이상을 포함하는 바이오마커 제1군; 

SLC25A5,  HSP90AA1,  MGAT4B,  CYBA,  VIM,  CYC1,  MSN, RAB11A, OST4, BACE2, RNF26, ARL6IP1, SEC61B, DAB2,

FIS1, ATP2B4, CFL1, ANXA1, PDIA6, OSTC, FLOT1, TNFRSF1A, DAD1, AP1S2, NDUFB4, EXT1, IFITM3, B4GALT1,

UQCRC1, KPNA2, STOML2, F3, CD320, AP2S1, HIGD1A, AXL, THY1, COA3, SDHD, NDUFS5, RAB3B 및 UQCRFS1로 이

루어지는 군에서 선택되는 어느 하나 이상을 포함하는 바이오마커 제2군;

SERP1, PMEPA1, NDUFB6, TOMM40, RUVBL2 및 TPR로 이루어지는 군에서 선택되는 어느 하나 이상을 포함하는 바

이오마커 제3군; 및

PLD3을 포함하는 바이오마커 제4군;을 포함하는 암 연관 섬유아세포(cancer-associated fibroblasts, CAFs) 아

형 식별을 위한 바이오마커 조성물.

청구항 2 

제1항에 있어서,

상기 바이오마커 제1군은 면역억제성 CAFs (immunosuppressive CAFs)를 식별하는 바이오마커인 것을 특징으로

하는 암 연관 섬유아세포(cancer-associated fibroblasts, CAFs) 아형 식별을 위한 바이오마커 조성물.

청구항 3 

제1항에 있어서,

상기 바이오마커 제2군은 신항원 제시 CAFs (neo-antigen presenting CAFs)를 식별하는 바이오마커인 것을 특징

으로 하는 암 연관 섬유아세포(cancer-associated fibroblasts, CAFs) 아형 식별을 위한 바이오마커 조성물.

청구항 4 

제1항에 있어서,

상기 바이오마커 제3군은 근섬유아세포성 CAFs (myofibroblastic CAFs)를 식별하는 바이오마커인 것을 특징으로

하는 암 연관 섬유아세포(cancer-associated fibroblasts, CAFs) 아형 식별을 위한 바이오마커 조성물.

청구항 5 

제1항에 있어서,

상기 바이오마커 제4군은 증식성 CAFs (proliferative CAFs)를 식별하는 바이오마커인 것을 특징으로 하는 암

연관 섬유아세포(cancer-associated fibroblasts, CAFs) 아형 식별을 위한 바이오마커 조성물.

청구항 6 

제1항에 있어서,

상기 암은 뇌종양, 양성성상세포종, 악성성상세포종, 뇌하수체 선종, 뇌수막종, 뇌림프종, 핍지교종, 두개내인
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종, 상의세포종, 뇌간종양, 두경부 종양, 후두암, 구인두암, 비강/부비동암, 비인두암, 침샘암, 하인두암, 갑상

선암, 흉부종양, 폐선암종, 소세포성 폐암, 비소세포성 폐암, 흉선암, 종격동 종양, 식도암, 유방암, 남성유방

암, 복부종양, 위암, 간암, 담낭암, 담도암, 췌장암, 췌관선암종, 소장암, 대장암, 항문암, 방광암, 신장암, 남

성생식기종양, 음경암, 요도암, 전립선암, 여성생식기종양, 자궁경부암, 자궁내막암, 난소암, 자궁육종, 질암,

여성외부생식기암, 여성요도암, 피부암, 골수종, 백혈병 및 악성림프종으로 이루어진 군으로부터 선택되는 어느

하나인 것을 특징으로 하는 암 연관 섬유아세포(cancer-associated fibroblasts, CAFs) 아형 식별을 위한 바이

오마커 조성물.

청구항 7 

환자의 분리된 생물학적 샘플로부터

DAB2, MAGED1, ANXA1 및 TNFRSF1A로 이루어지는 군에서 선택되는 어느 하나 이상을 포함하는 바이오마커 제1군; 

SLC25A5,  HSP90AA1,  MGAT4B,  CYBA,  VIM,  CYC1,  MSN, RAB11A, OST4, BACE2, RNF26, ARL6IP1, SEC61B, DAB2,

FIS1, ATP2B4, CFL1, ANXA1, PDIA6, OSTC, FLOT1, TNFRSF1A, DAD1, AP1S2, NDUFB4, EXT1, IFITM3, B4GALT1,

UQCRC1, KPNA2, STOML2, F3, CD320, AP2S1, HIGD1A, AXL, THY1, COA3, SDHD, NDUFS5, RAB3B 및 UQCRFS1로 이

루어지는 군에서 선택되는 어느 하나 이상을 포함하는 바이오마커 제2군;

SERP1, PMEPA1, NDUFB6, TOMM40, RUVBL2 및 TPR로 이루어지는 군에서 선택되는 어느 하나 이상을 포함하는 바

이오마커 제3군; 및

PLD3을 포함하는 바이오마커 제4군;의 mRNA 발현 수준 또는 단백질 발현 수준을 측정하여 암 연관 섬유아세포

(cancer-associated fibroblasts, CAFs) 아형을 식별하는 단계;를 포함하는 암 예후 예측을 위한 정보 제공 방

법.

청구항 8 

제7항에 있어서,

상기 바이오마커 제1군은 면역억제성 CAFs (immunosuppressive CAFs)를 식별하는 바이오마커인 것을 특징으로

하는 암 예후 예측을 위한 정보 제공 방법.

청구항 9 

제7항에 있어서,

상기 바이오마커 제2군은 신항원 제시 CAFs (neo-antigen presenting CAFs)를 식별하는 바이오마커인 것을 특징

으로 하는 암 예후 예측을 위한 정보 제공 방법.

청구항 10 

제7항에 있어서,

상기 바이오마커 제3군은 근섬유아세포성 CAFs (myofibroblastic CAFs)를 식별하는 바이오마커인 것을 특징으로

하는 암 예후 예측을 위한 정보 제공 방법.

청구항 11 

제7항에 있어서,

상기 바이오마커 제4군은 증식성 CAFs (proliferative CAFs)를 식별하는 바이오마커인 것을 특징으로 하는 암
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예후 예측을 위한 정보 제공 방법.

청구항 12 

제7항에 있어서,

상기 암은 뇌종양, 양성성상세포종, 악성성상세포종, 뇌하수체 선종, 뇌수막종, 뇌림프종, 핍지교종, 두개내인

종, 상의세포종, 뇌간종양, 두경부 종양, 후두암, 구인두암, 비강/부비동암, 비인두암, 침샘암, 하인두암, 갑상

선암, 흉부종양, 폐선암종, 소세포성 폐암, 비소세포성 폐암, 흉선암, 종격동 종양, 식도암, 유방암, 남성유방

암, 복부종양, 위암, 간암, 담낭암, 담도암, 췌장암, 췌관선암종, 소장암, 대장암, 항문암, 방광암, 신장암, 남

성생식기종양, 음경암, 요도암, 전립선암, 여성생식기종양, 자궁경부암, 자궁내막암, 난소암, 자궁육종, 질암,

여성외부생식기암, 여성요도암, 피부암, 골수종, 백혈병 및 악성림프종으로 이루어진 군으로부터 선택되는 어느

하나인 것을 특징으로 하는 암 예후 예측을 위한 정보 제공 방법.

청구항 13 

제7항에 있어서,

상기 생물학적 샘플은 세포, 조직, 생검, 파라핀조직, 혈액, 혈청, 혈장, 체액, 타액, 소변, 미세침 흡인검체,

세포 파쇄물 또는 세포 배양액인 것을 특징으로 하는 암 예후 예측을 위한 정보 제공 방법.

청구항 14 

제7항에 있어서,

상기 mRNA  발현 수준은 역전사효소 중합효소반응(RT-PCR),  경쟁적 역전사효소 중합효소반응(competitive  RT-

PCR), 실시간 역전사효소 중합효소반응(real time quantitative RT-PCR), RNase 보호 분석법(RNase protection

method),  노던 블랏팅(Northern blotting),  DNA  칩 방법(DNA chip  technology)  및 RNA  염기서열분석법(RNA-

sequencing; RNA-seq)으로 이루어진 군으로부터 선택되는 어느 하나의 방법에 의해 측정하는 것을 특징으로 하

는 암 예후 예측을 위한 정보 제공 방법.

 

청구항 15 

제7항에 있어서,

상기 단백질 발현 수준은 웨스턴 블랏(western blotting), ELISA(enzyme linked immunosorbentassay), 방사선

면역분석(RIA:  radioimmunoassay),  방사  면역  확산법(radial  immunodiffusion),  오우크테로니면역  확산법

(Ouchterlony  immunodiffusion),  로케트  면역전기영동(rocket  immunoelectrophoresis),  면역조직화학염색법

(immunohistochemical staining), 면역침전분석법(immunoprecipitation assay), 보체 고정 분석법(complement

Fixation  Assay),  면역형광법(immunofluorescence), 면역크로마토그래피법(immunochromatography), FACS  분석

법(fluorescenceactivated cell sorter analysis), 단백질 칩 방법(protein chip technology) 및 역상 단백질

어레이(reverse phase protein array; RPPA)로 이루어진 군으로부터 선택되는 어느 하나의 방법에 의해 측정하

는 것을 특징으로 하는 암 예후 예측을 위한 정보 제공 방법.

청구항 16 

제1항에 따른 바이오마커 조성물을 포함하는 암 연관 섬유아세포(cancer-associated fibroblasts, CAFs) 아형

식별을 위한 키트.
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청구항 17 

제16항에 있어서, 

상기  암  연관  섬유아세포(cancer-associated  fibroblasts,  CAFs)는  면역억제성  CAFs  (immunosuppressive

CAFs), 신항원 제시 CAFs (neo-antigen presenting CAFs), 근섬유아세포성 CAFs (myofibroblastic CAFs) 및 증

식성 CAFs (proliferative CAFs)로 이루어진 군으로부터 선택되는 어느 하나인 것을 특징으로 하는 암 연관 섬

유아세포(cancer-associated fibroblasts, CAFs) 아형 식별을 위한 키트.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 암 연관 섬유아세포 아형 식별을 위한 바이오마커 및 이의 용도에 관한 것이다. 보다 상세하게는, 암[0001]

연관 섬유아세포(cancer-associated fibroblasts, CAFs) 아형 식별을 위한 바이오마커 조성물, 상기 바이오마

커의 발현 수준을 측정하여 암 연관 섬유아세포 아형을 식별하는 단계를 포함하는 암 예후 예측을 위한 정보 제

공 방법 및 상기 바이오마커 조성물을 포함하는 암 연관 섬유아세포 아형 식별을 위한 키트에 관한 것이다.

배 경 기 술

상피 종양이 진행됨에 따라 주변 기질 조직은 성장인자 및 사이토카인의 분비, 세포외기질의 변형, 다른 유형의[0002]

세포(예: 섬유아세포, 면역세포, 혈관주위 세포 및 혈관내피 세포)의 동원 및 새로운 혈관 형성을 포함한 수많

은 변화를 겪게 된다(1, 2). 활성 종양 기질은 암세포의 증식, 이동 및 침윤을 위한 최적의 환경을 제공한다.

따라서, 기질 구획의 동적 변화의 조절은 암 진행의 중요한 결정 요인이다(3). 종양 기질의 섬유아세포, 즉 암

연관 섬유아세포(cancer-associated fibroblasts, CAFs)는 종양 기질의 주요 세포 구성요소로 직간접적인 상호

작용을 통해 암세포의 이동과 침윤을 촉진한다(4-6). 이러한 상호작용을 통해 CAFs와 암세포는 서로 교육하고

활성화하여 암의 진행과 전이를 촉진시킨다(6-8).

수십 년 동안 폐암은 전 세계적으로 암 관련 사망의 주요 원인으로 남아 있다(9). 현재까지 표적치료제나 면역[0003]

치료제등 폐암에 대한 혁신적인 치료법이 개발되었지만, 폐암 환자의 예후는 크게 개선되지 않았으며, 이는 주

로 종양의 진행과 이질성의 높은 유병률에 기인한다(10, 11). 암이 발달하고 진행하는 동안 종양 덩어리를 구성

하는 암세포는 더 많은 유전적 및 표현형 다양성을 획득하여 유전자 발현, 형태, 증식, 운동성, 침윤성 및 전이

가능성 측면에서 더욱 이질적으로 되며(12, 13), 이는 화학 요법에 대한 내성을 유발하는 것으로 간주된다. 또

한, 암세포뿐만 아니라 대식세포(14) 및 CAFs (15-19)와 같은 주변 세포도 이질성을 획득한다는 사실을 뒷받침

하는 증거가 늘어나고 있다. CAFs가 암세포의 운동성과 침윤성을 촉진하고 항암제에 대한 피난처를 제공한다는

점을 고려할 때 CAF 모집단(population)의 이질성은 암 진행 및 전이 과정에서 중요한 역할을 할 수 있다. 

세포 이질성은 단일 세포 RNA 시퀀싱(single cell RNA sequencing, scRNA-seq)을 통해 분석할 수 있다(20). 분[0004]

자 바코드 시스템을 사용하여 개별 세포의 전사체 데이터(transcriptomic data)를 확보한 후 유익한 선별된 특

징의 표현을 기반으로 데이터의 차원을 줄이고 클러스터링 및 궤적 추론을 적용하여 세포 이질성을 상세히 분석

한다. 

유방 CAFs에 대한 scRNA-seq 분석으로 혈관성 기질성, 세포주기성 및 발생성 CAFs와 같은 기능적으로 구별되는[0005]

CAFs의 하위집단(subpopulations)을 밝혀냈다(15). 췌관선암종(pancreatic ductal adenocarcinomas)에서 근모

세포성, 염증성 및 항원 제시 CAFs가 확인되었다(21). 

원발성 및 전이성 두경부 종양의 CAFs는 근섬유아세포, 활성화되지 않은 휴식 섬유아세포, 활성화된 CAFs (CAF1[0006]

및 CAF2)의 4가지 아형(subtype)으로 나누어진다(22). 

폐 종양 미세 환경에서는 콜라겐 및 기타 세포외기질(extracellular matrix, ECM) 구성 요소의 발현 패턴이 다[0007]

른 5가지 고유한 유형의 섬유아세포가 확인되었다(23).

그러나, 대부분의 scRNA-seq 연구에서는 전체 종양 조직을 모집단으로 분석한 다음 CAFs 집단을 생물정보학적으[0008]

로 추출했다. 본 연구에서는 순수한 CAF 모집단에 대한 보다 정확한 분석을 위해 scRNA-seq를 수행하기 전에 세

포 유형-특이적 마커(cell type-specific marker)를 사용하여 인간 폐 종양에서 CAFs를 분리했다. 총 CAFs를

먼저 음성 선별에 의해 분리한 다음, 인간 폐암에서 나쁜 예후와 관련이 있는 것으로 보고된 THY1 발현(THY1+)

CAFs(24)를 양성 선별에 의해 추가로 분리했다. 전체 CAF 모집단 내에서 클러스터링 분석은 뚜렷한 유전자 발현
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패턴을 가진 여러 부분모집단(subpopulation)을 나타낸다. 궤적 추론은 총 CAFs와 THY1+ CAFs가 서로 다른 유사

시간  분기(pseudotemporal  branch)에  위치함을  보여준다.  또한,  분기  2-특이적  마커(Branch  2-specific

marker) 중 하나인 KPNA2의 발현억제는 CAF 침윤성을 약화시키는데, 이는 폐 CAFs가 기능적으로 구별되는 부분

모집단으로 나뉠 수 있음을 시사한다.

본 명세서에서 언급된 특허문헌 및 참고문헌은 각각의 문헌이 참조에 의해 개별적이고 명확하게 특정된 것과 동[0010]

일한 정도로 본 명세서에 참조로 삽입된다.

선행기술문헌

특허문헌

(특허문헌 0001) 대한민국 공개특허 제10-2021-0134551호 (공개일자: 2021.11.10) [0011]

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명자들은 폐 암 연관 섬유아세포(cancer-associated fibroblasts, CAFs) 아형 식별을 위한 바이오마커들[0012]

을 발굴하기 위해 예의 연구 노력하였다. 그 결과, 폐선암종 환자의 종양조직에서 분리한 CAFs에서 다양한 CAFs

아형이 존재하는 것을 확인하였으며, 이 중 신항원 제시 CAFs(neo-antigen presenting CAFs)로 명명된 아형의

특이적 바이오마커 유전자가 폐선암종 환자의 낮은 전체생존기간과 관련이 있음을 확인하였고, 상기 신항원 제

시 CAFs 아형의 특이적 바이오마커 중에서 정상 폐섬유아세포에 비해 CAFs에서 높게 발현되는 KPNA2가 암세포

침윤을 촉진하여 폐암 진행을 촉진할 수 있음을 실험적으로 입증 및 확인함으로써 본 발명을 완성하였다.

따라서, 본 발명의 목적은 암 연관 섬유아세포(cancer-associated fibroblasts, CAFs) 아형 식별을 위한 바이[0013]

오마커 조성물을 제공하는 것에 있다.

본 발명의 다른 목적은 환자의 분리된 생물학적 샘플로부터 상기 바이오마커의 발현 수준을 측정하여 암 연관[0014]

섬유아세포(cancer-associated fibroblasts, CAFs) 아형을 식별하는 단계를 포함하는 암 예후 예측을 위한 정

보 제공 방법을 제공하는 것에 있다. 

본  발명의  또  다른  목적은  상기  바이오마커  조성물을  포함하는  암  연관  섬유아세포(cancer-associated[0015]

fibroblasts, CAFs) 아형 식별을 위한 키트를 제공하는 것에 있다.

본 발명의 다른 목적 및 기술적 특징은 이하의 발명의 상세한 설명, 청구의 범위 및 도면에 의해 보다 구체적으[0017]

로 제시된다.

과제의 해결 수단

본 발명의 일 양태에 따르면, 본 발명은 DAB2, MAGED1, ANXA1 및 TNFRSF1A로 이루어지는 군에서 선택되는 어느[0018]

하나 이상을 포함하는 바이오마커 제1군;  SLC25A5, HSP90AA1, MGAT4B, CYBA, VIM, CYC1, MSN, RAB11A, OST4,

BACE2,  RNF26,  ARL6IP1,  SEC61B,  DAB2,  FIS1,  ATP2B4, CFL1, ANXA1, PDIA6, OSTC, FLOT1, TNFRSF1A, DAD1,

AP1S2,  NDUFB4,  EXT1,  IFITM3,  B4GALT1,  UQCRC1,  KPNA2,  STOML2,  F3,  CD320,  AP2S1,  HIGD1A,  AXL,  THY1,

COA3, SDHD, NDUFS5, RAB3B 및 UQCRFS1로 이루어지는 군에서 선택되는 어느 하나 이상을 포함하는 바이오마커

제2군; SERP1, PMEPA1, NDUFB6, TOMM40, RUVBL2 및 TPR로 이루어지는 군에서 선택되는 어느 하나 이상을 포함

하는  바이오마커  제3군;  및  PLD3을  포함하는  바이오마커  제4군;을  포함하는  암  연관  섬유아세포(cancer-

associated fibroblasts, CAFs) 아형 식별을 위한 바이오마커 조성물을 제공한다.

본 발명에서 용어 "바이오마커"는 암 연관 섬유아세포(cancer-associated fibroblasts, CAFs) 아형 식별에 사[0019]

용될 수 있는 유전자를 의미하며, 총 CAFs와 비교하여 THY1+ CAFs에서 상향 조절되거나 하향 조절된 유전자를

CAFs 아형-특이적 바이오마커로 선택됨을 의미한다.
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본 발명의 일 구현예에 따르면, 상기 바이오마커 제1군은 면역억제성 CAFs (immunosuppressive CAFs)를 식별하[0020]

는 바이오마커일 수 있다.

본 발명의 일 구현예에 따르면, 상기 바이오마커 제2군은 신항원 제시 CAFs (neo-antigen presenting CAFs)를[0021]

식별하는 바이오마커일 수 있다.

본 발명의 일 구현예에 따르면, 상기 바이오마커 제3군은 근섬유아세포성 CAFs (myofibroblastic CAFs)를 식별[0022]

하는 바이오마커일 수 있다.

본 발명의 일 구현예에 따르면, 상기 바이오마커 제4군은 증식성 CAFs (proliferative CAFs)를 식별하는 바이오[0023]

마커일 수 있다.

본 발명의 일 구현예에 따르면, 상기 암은 뇌종양, 양성성상세포종, 악성성상세포종, 뇌하수체 선종, 뇌수막종,[0024]

뇌림프종, 핍지교종, 두개내인종, 상의세포종, 뇌간종양, 두경부 종양, 후두암, 구인두암, 비강/부비동암, 비인

두암, 침샘암, 하인두암, 갑상선암, 흉부종양, 폐선암종, 소세포성 폐암, 비소세포성 폐암, 흉선암, 종격동 종

양,  식도암,  유방암,  남성유방암,  복부종양,  위암,  간암,  담낭암,  담도암,  췌장암,  췌관선암종,  소장암,

대장암, 항문암, 방광암, 신장암, 남성생식기종양, 음경암, 요도암, 전립선암, 여성생식기종양, 자궁경부암, 자

궁내막암, 난소암, 자궁육종, 질암, 여성외부생식기암, 여성요도암, 피부암, 골수종, 백혈병 및 악성림프종으로

이루어진 군으로부터 선택되는 어느 하나일 수 있으나, 이에 한정되지 아니한다.

본  발명의  다른  양태에  따르면,  본  발명은  환자의  분리된  생물학적  샘플로부터  DAB2,  MAGED1,  ANXA1  및[0025]

TNFRSF1A로 이루어지는 군에서 선택되는 어느 하나 이상을 포함하는 바이오마커 제1군; SLC25A5,  HSP90AA1,

MGAT4B, CYBA, VIM, CYC1, MSN, RAB11A, OST4, BACE2, RNF26, ARL6IP1, SEC61B, DAB2, FIS1, ATP2B4, CFL1,

ANXA1,  PDIA6,  OSTC,  FLOT1,  TNFRSF1A,  DAD1,  AP1S2,  NDUFB4,  EXT1,  IFITM3,  B4GALT1,  UQCRC1,  KPNA2,

STOML2, F3, CD320, AP2S1, HIGD1A, AXL, THY1, COA3, SDHD, NDUFS5, RAB3B 및 UQCRFS1로 이루어지는 군에서

선택되는 어느 하나 이상을 포함하는 바이오마커 제2군; SERP1, PMEPA1, NDUFB6, TOMM40, RUVBL2 및 TPR로 이

루어지는  군에서  선택되는  어느  하나  이상을  포함하는  바이오마커  제3군;  및  PLD3을  포함하는  바이오마커

제4군;의  mRNA  발현  수준  또는  단백질  발현  수준을  측정하여  암  연관  섬유아세포(cancer-associated

fibroblasts, CAFs) 아형을 식별하는 단계;를 포함하는 암 예후 예측을 위한 정보 제공 방법을 제공한다.

본 발명에서 용어  "예후"는 암의 치료 후 해당 개체의 재발, 전이, 약물 반응성, 내성 등과 같은 여부를 판단[0026]

하는 것을 의미한다. 본 발명의 폐선암종 환자의 종양조직에서 분리한 CAFs에서 다양한 CAFs 아형이 존재하는

것을 확인하였으며, 이 중 신항원 제시 CAFs(neo-antigen presenting CAFs)로 명명된 아형의 특이적 바이오마커

유전자의 발현 수준을 확인함으로써 폐선암종 환자에서의 암세포의 침윤 여부뿐만 아니라 향후 폐선암종 환자의

생존 예후가 좋을지 여부에 대해서까지 예측이 가능함을 의미한다. 예컨대, 폐선암종 환자의 종양조직으로부터

분리된 CAFs중에서 신항원 제시 CAFs(neo-antigen presenting CAFs) 아형의 특이적 바이오마커 유전자의 발현

수준을 측정하여 상향 조절된 것으로 진단되면 암세포가 주변 조직으로의 침윤 여부 및 환자의 예후가 좋지 않

음을 예측할 수 있다.

본 발명에서 용어 암 예후 "예측" 은 폐암환자의 폐암 진행 가능성이 상대적으로 높은지 여부를 판별하는 것을[0027]

의미한다.

본 발명의 일 구현예에 따르면, 본 발명의 정보 제공 방법에서, 상기 바이오마커 제1군은 면역억제성 CAFs[0028]

(immunosuppressive CAFs)를 식별하는 바이오마커일 수 있다.

본 발명의 일 구현예에 따르면, 본 발명의 정보 제공 방법에서, 상기 바이오마커 제2군은 신항원 제시 CAFs[0029]

(neo-antigen presenting CAFs)를 식별하는 바이오마커일 수 있다.

본 발명의 일 구현예에 따르면, 본 발명의 정보 제공 방법에서, 상기 바이오마커 제3군은 근섬유아세포성 CAFs[0030]

(myofibroblastic CAFs)를 식별하는 바이오마커일 수 있다.

본  발명의  일  구현예에  따르면,  본  발명의  정보  제공  방법에서,  상기  바이오마커  제4군은  증식성  CAFs[0031]

(proliferative CAFs)를 식별하는 바이오마커일 수 있다.

본 발명의 일 구현예에 따르면, 본 발명의 정보 제공 방법에서, 상기 암은 뇌종양, 양성성상세포종, 악성성상세[0032]

포종,  뇌하수체  선종,  뇌수막종,  뇌림프종,  핍지교종,  두개내인종,  상의세포종,  뇌간종양,  두경부  종양,

후두암,  구인두암,  비강/부비동암,  비인두암,  침샘암,  하인두암,  갑상선암,  흉부종양,  폐선암종,  소세포성

폐암, 비소세포성 폐암, 흉선암, 종격동 종양, 식도암, 유방암, 남성유방암, 복부종양, 위암, 간암, 담낭암, 담
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도암, 췌장암, 췌관선암종, 소장암, 대장암, 항문암, 방광암, 신장암, 남성생식기종양, 음경암, 요도암, 전립선

암,  여성생식기종양,  자궁경부암,  자궁내막암,  난소암,  자궁육종,  질암,  여성외부생식기암,  여성요도암,

피부암, 골수종, 백혈병 및 악성림프종으로 이루어진 군으로부터 선택되는 어느 하나일 수 있으나, 이에 한정되

지 아니한다.

본 발명의 일 구현예에 따르면, 본 발명의 정보 제공 방법에서, 상기 생물학적 샘플은 세포, 조직, 생검, 파라[0033]

핀조직, 혈액, 혈청, 혈장, 체액, 타액, 소변, 미세침 흡인검체, 세포 파쇄물 또는 세포 배양액을 포함할 수 있

으나, 이에 한정되지 아니한다.

본 발명의 일 구현예에 따르면, 본 발명의 정보 제공 방법에서, 상기 mRNA 발현 수준은 역전사효소 중합효소반[0034]

응(RT-PCR),  경쟁적  역전사효소  중합효소반응(competitive  RT-PCR),  실시간  역전사효소  중합효소반응(real

time quantitative RT-PCR), RNase 보호 분석법(RNase protection method), 노던 블랏팅(Northern blotting),

DNA 칩 방법(DNA chip technology) 및 RNA 염기서열분석법(RNA- sequencing; RNA-seq)으로 이루어진 군으로부

터 선택되는 어느 하나의 방법에 의해 측정할 수 있으나, 이에 한정되지 아니한다.

본 발명의 일 구현예에 따르면, 본 발명의 정보 제공 방법에서, 상기 단백질 발현 수준은 웨스턴 블랏(western[0035]

blotting), ELISA(enzyme linked immunosorbentassay), 방사선면역분석(RIA: radioimmunoassay), 방사 면역 확

산법(radial immunodiffusion), 오우크테로니면역 확산법(Ouchterlony immunodiffusion), 로케트 면역전기영동

(rocket  immunoelectrophoresis),  면역조직화학염색법(immunohistochemical  staining),  면역침전분석법

(immunoprecipitation  assay),  보체  고정  분석법(complement  Fixation  Assay),  면역형광법

(immunofluorescence),  면역크로마토그래피법(immunochromatography),  FACS  분석법(fluorescenceactivated

cell  sorter  analysis),  단백질 칩  방법(protein  chip  technology)  및  역상  단백질 어레이(reverse  phase

protein array; RPPA) 로 이루어진 군으로부터 선택되는 어느 하나의 방법에 의해 측정할 수 있으나, 이에 한정

되지 아니한다.

본  발명의  또  다른  양태에  따르면,  본  발명의  바이오마커  조성물을  포함하는  암  연관  섬유아세포(cancer-[0036]

associated fibroblasts, CAFs) 아형 식별을 위한 키트를 제공한다.

본  발명의  일  구현예에  따르면,  상기  키트에서  상기  암  연관  섬유아세포(cancer-associated  fibroblasts,[0037]

CAFs)는 면역억제성 CAFs (immunosuppressive CAFs), 신항원 제시 CAFs (neo-antigen presenting CAFs), 근섬

유아세포성 CAFs (myofibroblastic CAFs) 및 증식성 CAFs (proliferative CAFs)로 이루어진 군으로부터 선택되

는 어느 하나일 수 있다.

발명의 효과

본 발명은 암 연관 섬유아세포(cancer-associated fibroblasts, CAFs) 아형 식별을 위한 바이오마커 조성물에[0038]

관한 것이다. 본 발명에 따른 바이오마커는 폐선암종 환자의 낮은 전체생존기간과 관련이 있는 신항원 제시

CAFs(neo-antigen presenting CAFs) 아형을 식별할 수 있고 또한, 상기 신항원 제시 CAFs 아형의 특이적 바이

오마커의 발현 수준을 측정하여 폐선암종 환자의 암세포가 주변 조직으로의 침윤 여부 및 폐암 진행 가능성등의

암 예후 예측이 가능하다.

도면의 간단한 설명

도 1은 CAFs의 분리 및 특성화를 나타낸 것이다. 도 1a는 CAFs의 분리과정을 나타낸 것이다. 도 2b는 분리된[0039]

CAFs의  세포  형태를  나타낸  것으로,  대표적인  위상차(위)  및  형광  현미경  이미지(아래)를  나타낸다.  총

CAFs(total CAFs)와 THY1+ CAFs는 Alexa 594(빨간색)와 결합된 팔로이딘 및 DAPI(파란색)로 염색되었다. 도 1c

는 총 CAFs 및 THY1+ CAFs에서 세포 유형-특이적 마커에 대한 qRT-PCR 분석결과를 나타낸 것으로, 발현 수준을

RPL32 mRNA 수준으로 정규화하였으며, 평균 + SD(n=3)로 나타낸다. 도 1d는 총 CAFs 및 THY1+ CAFs에서의 CAF-

특이적 마커에 대한 qRT-PCR 분석결과를 나타낸 것으로, 평균 + SD(n=3)로 나타낸다.

도 2는 총 CAFs 및 THY1+ CAFs의 단일 세포 RNA 시퀀싱(scRNA-seq)분석 결과를 나타낸 것이다. 도 2a는 CAF 분

리에서 scRNA-seq 분석까지의 전과정을 보여주는 다이어그램이다. 도 2b 및 도 2c는 Seurat 방법을 사용한 CAFs

클러스터링을  나타내는  것으로,  데이터는  UMAP(2b)  또는  tSNE(2c)로  시각화되었고,  총  8개의  부분모집단

(subpopulation)이 확인되었다. 도 2d는 클러스터-특이적 마커 유전자의 히트맵(Heatmap)을 나타낸 것이다. 도

2e는 클러스터-특이적 마커 유전자의 유전자 온톨로지(gene ontology, GO) 분석을 나타낸 것이다. 도 2f는 총

CAFs 및 THY1+ CAFs에서의 세포-유형 특이적 마커의 발현 수준을 보여주는 Violin plots이다. 도 2g는 총 CAFs

공개특허 10-2023-0088045

- 9 -



및 THY1+ CAFs에서의 세포-유형 특이적 마커의 발현 패턴을 보여주는 tSNE 플롯이다.

도 3은  CAF  scRNA-seq  데이터의 세포 궤적 분석(cell  trajectory  analysis)을 나타낸 것이다. 도 3a는 두

CAFs(총 CAFs 및 THY1+ CAFs)의 세포 궤적 분석을 나타낸 것으로, 색상 강도는 의사 시간(pseudotime)을 의미

한다. 도 3b는 총 CAFs 및 THY1+ CAFs의 세포 궤적 매핑을 나타낸다. 도 3c는 세포 궤적 분석을 통해 5개의 분

기(branch)를 식별하여 나타낸 것이다. 분기 1은 "면역억제성 CAFs(immunosuppressive CAFs)"로, 분기 2는 “

신항원 제시 CAFs(neo-antigen  presenting  CAFs)”로,  분기 4는 "근섬유아세포성 CAFs(myofibroblastic  CAF

s)"로, 분기 5는 "증식성 CAFs(proliferative CAFs)"로 나타내었다. 도 3d는 분기-특이적 마커 유전자의 GO 분

석을 나타낸 것이다.

도 4는 분기-특이적 마커의 특성화를 나타낸 것이다. 도 4a는 분기-특이적 마커의 목록을 나타낸다. 도 4b는 총

CAFs 및 THY1+ CAFs에서 분기-특이적 마커의 qRT-PCR 분석 결과를 나타낸다. 도 4c는 폐선암종 환자의 전체생존

기간(overall survival)을 보여주는 Kaplan-Meier 플롯(TCGA 데이터)으로 분기 2 마커 유전자 발현 수준에 따

라 두 그룹으로 나누어 나타내었다(좌: 총 42개 유전자, 우: 대표 4개 유전자). 도 4d는 마우스 정상 폐 섬유아

세포(LF) 및 CAFs에서의 분기 2 마커 유전자에 대한 qRT-PCR 결과를 나타내었다.

도 5는 CAF 활성에 대한 KPNA2의 효과를 나타낸 것이다. 도 5a는 비표적 대조군(NTC) 또는 Kpna2 siRNA(#1 및

#2)로 형질감염된 쥐(murine)  CAFs에서의 Kpna2  발현에 대한 qRT-PCR  결과를 나타내는 것으로, 발현 수준은

Rp132  mRNA  수준으로 정규화되었고 NTC의  상대적인 값(1.0으로 설정됨)이 표시되었다.  P,  양측 스튜던트 t

검정. 평균 + SD(n=3). 도 5b는 NTC 또는 Kpna2 siRNA(si#1 및 #2)로 형질감염된 CAFs와 공동 배양된 344SQ 세

포에서의 스페로이드 침윤(invasion) 분석 결과를 나타낸 것이다. 344SQ 세포는 mCherry(적색 형광)로 표지되었

고 CAFs는 GFP(녹색 형광)로 표지되었다. Hanging-drop cultures로 만든 스페로이드를 콜라겐 젤에 넣어 굳힌

뒤 이틀 동안 배양했으며, ImageJ를 사용하여 스페로이드 침윤 비율(전체 세포 영역 대 중앙 스페로이드 영역의

비율)을 측정했다. 평균 ± SD(+NTC, n=71; +Kpna2 si#1, n=38; si#2, n=48). P, 양측 스튜던트 t 검정. 도 5c

는 대조군 벡터(+VEC) 또는 Kpna2 과발현 벡터(+Kpna2)로 형질감염된 쥐 정상 폐섬유아세포(LFs)에서 Kpna2 발

현에 대한 qRT-PCR 결과를 나타낸 것이다. P, 양측 스튜던트 t 검정. 평균 + SD(n=3). 도 5d는 대조군(+VEC)

또는 Kpna2 과발현 벡터(+Kpna2)로 형질감염된 LFs와 공동 배양된 344SQ 세포에서의 스페로이드 침윤 분석 결과

를 나타낸 것이다. 평균 ± SD(+VEC, n=72, +Kpna2, n=156). P, 양측 스튜던트 t 검정. 도 5e는 폐선암종 환자

의 무병 생존기간(disease-free survival)을 보여주는 Kaplan-Meier 플롯을 나타낸 것으로, 환자를 KPNA2 mRNA

발현 수준에 따라 두 그룹(KPNA2_high 및 KPNA2_low)으로 나누어 나타냈다. P-값은 로그-순위 테스트(log-rank

test)로 결정되었다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 명세서에서 설명된 구체적인 실시예는 본 발명의 바람직한 구현예 또는 예시를 대표하는 의미이며, 이에 의[0040]

해 본 발명의 범위가 한정되지는 않는다.  본 발명의 변형과 다른 용도가 본 명세서 특허청구범위에 기재된 발

명의 범위로부터 벗어나지 않는다는 것은 당업자에게 명백하다.

실시예[0042]

실험 재료 및 방법[0044]

1. CAFs (cancer-associated fibroblasts)의 분리[0045]

본 발명은 가톨릭의료원 임상연구심사위원회의 승인을 받았으며, 인간 연구 지침에 따라 수행되었다. 치료 목적[0046]

으로 폐엽 절제술을 받았고 사전 동의를 제공한 치료되지 않은 원발성 비전이성 폐 종양이 있는 환자만 이 연구

에 포함되었다.

수술실에서 절제된 폐조직으로부터 종양 샘플을 분리하여 연구시설로 신속하게 이송했으며, 종양 샘플을 종양[0047]

위치에 대해 거시적으로 조사하였다. 종양 샘플은 이후 3개의 조각으로 나뉘었는데, 한 조각은 주로 종양 코어

에서 유래한 조직을 포함하고, 다른 조각은 주로 종양 가장자리에서 유래한 조직을 포함하고, 나머지 조각은 다

른 두 샘플의 중간 위치에서 유래했다.

종양 샘플을 PBS로 헹구고 2 mL MACS 조직 저장 용액(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany)을 포함하[0048]
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는 튜브에 밤새 담갔다. CAFs는 이전에 설명한 세포 유형-특이적 마커에 대한 항체와 함께 magnetic-activated

cell  sorting(MACS)을  사용하여 종양에서 분리되었다[25].  총  CAFs를  CD45  (림프구:  BD  #555480,  Franklin

Lakes, NJ), CD68 (대식세포: BD #556059), CD31 (내피 세포: BD #550389) 및 EpCAM (상피 세포: BD #554276)

을 포함하는 세포 유형-특이적 마커로 음성 선별 후 수득하였고, THY1+ CAFs를 THY1 (섬유아세포: BD #555593)

마커로 양성 선별 후 분리하였다. CAFs는 10% 소태아혈청(FBS; HyClone, Logan, UT), 페니실린/스트렙토마이신

(100 U/100 μg, Welgene), 2 mM L-글루타민(Welgene) 및 1 mM 피루브산나트륨(Welgene)을 포함하는 알파-MEM

(Welgene, 경산, 한국)으로 37°C, 5% CO2 존재하에서 배양하였다. 

2. 세포 배양[0050]

344SQ 쥐(murine) 폐암 세포를 10% FBS와 함께 RPMI 1640(Welgene)에서 배양했다. 정상 쥐 폐섬유아세포(LF)와[0051]

CAF를  이전에  설명한  대로  분리하고  배양했다(25).  Kpna2  siRNA를  Bioneer(대전,  한국)에서  구입했으며,

TransIT-X2 Dynamic Delivery System(Mirus Bio, Madison, WI)을 사용하여 쥐 CAFs에 일시적으로 형질감염시켰

다.  마우스  Kpna2  cDNA(pCMV-SPORT6_Kpna2,  #  mMU001935)는  한국인간유전자은행,  의료유전체학연구센터,

(KRIBB, 한국)에서 구입하여 pLVX-Puro 벡터(Clontech, 마운틴 뷰, 캘리포니아)로부터 변형된, pLVX-Blast 벡

터에 삽입하였다. 마우스 Kpna2는 렌티바이러스 감염에 의해 LFs에 도입되었다(5). 344SQ(mCherry로 표지됨) 및

쥐 섬유아세포(GFP로 표지됨)를 사용한 스페로이드 침윤 분석(spheroid invasion assay)은 앞서 설명한 대로 수

행되었다(5).

3. Quantitative reverse transcription-PCR (qRT-PCR)[0053]

총 RNA는 제조업체의 프로토콜에 따라 AccuPrep Universal RNA Extraction Kit(Bioneer)를 사용하여 CAFs 또는[0054]

인간 폐 종양에서 분리되었다. ELPIS RT Prime Kit(Elpis-Biotech, Daejeon, Korea)로 역전사한 후, BioFACT

A-Star  Real-time  PCR  Kit  with  SFCgreen  I(BioFACT,  Daejeon,  Korea)를  이용하여  real-time  PCR을

수행하였다. mRNA 수준은 Rp132 mRNA로 정규화되었다. 상기 qRT-PCR에서 사용한 프라이머를 하기 표 1에 나타내

었다.

[표 1][0055]

[0056]
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[0057]

4. 단일 세포 RNA 시퀀싱(single-cell RNA sequencing) 및 데이터 분석[0059]

세포는 제조업체의 지침(10x Genomics, Pleasanton, CA)에 따라 10x Chromium single-cell encapsulation chip[0060]

에  탑재되었다.  라이브러리는  Chromium  Single  Cell  3'  v2  시약  키트로  준비했다.  시퀀싱(sequencing)은

Illumina  HiSeq2500(San  Diego,  CA)에서  수행되었다.  시퀀싱이  완료되면  10x  Genomics  Cell  Ranger(버전

3.0.2)  툴킷(toolkit)을 사용하여 로우 파일(raw files)을 처리했다. 모든 quality-passed reads는 레퍼런스

인간 게놈(reference human genome)(GRCh37)에 맵핑되었다. Seurat(버전 3.1.2)를 사용하여 각 단일 세포에서

알려진 유전자의 발현 수준을 정량화했다. 저품질 및/또는 죽어가는 세포와 더블릿(doublets)을 걸러내기 위해

unique feature counts가 2,500개 이상인 세포는 폐기되었다. 또한, >10% 미토콘드리아 수가 있는 세포도 제거

되었다. 신뢰할 수 없는 세포를 제거한 후 모든 유전자의 unique counts를 로그 변환하고 IntegrateData 기능을

사용하여 모든 샘플의 데이터를 하나의 개체로 통합했다. 적절한 비교를 위해 모든 feature counts를 각 기능에

대해 개별적으로 회귀한 다음 ScaleData 함수를 사용하여 결과 잔차(resulting residuals)의 크기를 조정하고

중앙에 배치했다. 모든 다운스트림 분석은 상기 처리된 데이터로 수행되었다.

5. mRNA 시퀀싱 및 데이터 분석[0062]

라이브러리는 CAFs에서 추출한 RNA와 함께 SureSelect Strand-Specific Library Prep 키트를 사용하여 구성한[0063]

다음 Illumina HiSeq2500을 사용하여 시퀀싱했다. Trimmomatic을 사용하여 시퀀싱 품질에 따라 시퀀싱된 리드

(Sequenced reads)를 트리밍한 다음 STAR를 사용하여 레퍼런스 인간 게놈(reference human genome)(GRCh37)에
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정렬했다. RSEM은 transcripts per kilobase million (TPM) 방법을 사용하여 많은 알려진 모든 유전자를 추정

하는 데 사용되었다. CAF-연관 유전자는 샘플에 걸친 TPM 값의 평균이 1보다 크고, fold-change가 2보다 크거나

작은 경우에 규정되었다.

6. 비지도 군집(Unsupervised clustering)[0065]

식별된  CAF-연관  유전자는  Seurat를  사용한  비지도  차원  축소  분석(unsupervised  dimensional  reduction[0066]

analysis)을  위한 가변 feature  genes으로 사용되었다.  기본 구성 요소는 Seurat에서 구현된 JackStraw  및

PCEIbowPlot  기능을 사용하여 선택되었다. 비지도 군집(Unsupervised  clustering)은 기본 구성 요소와 함께

FindClusters  기능을  사용하여  수행되었으며,  클러스터는  UMAP(uniform  manifold  approximation  and

projection) 및 t-SNE(t-distributed stochastic neighbor embedding) 플롯에서 시각화되었다.

7. 궤적 분석(trajectory analysis)을 통한 CAF 아형(subtype) 예측[0068]

세포 궤적 및 차원 축소 분석(cell trajectory and dimensional reduction analysis)은 식별된 CAF-연관 유전[0069]

자와 함께 Monocle2를 사용하여 수행되었다. CAF 아형-특이적 바이오마커 유전자(시그니처 유전자)를 식별하기

위해  Seurat  패키지에  구현된  FindAllMarkers  기능을  사용하여  차등적으로  발현된  유전자(DEG)  분석을

수행했다. 다음 기준이 충족되는 경우, 아형-특이적 시그니처 유전자로 규정되었다: fold-change의 log2가 0.15

보다 크거나 작음; 조정된 p-값은 0.05 이하임; 발현은 세포의 적어도 30%에서 검출됨. 유전자 온톨로지(gene

ontology, GO) 분석은 시그니처 유전자가 있는 g:Profiler를 사용하여 수행되었다. 궤적-기반 CAF 아형의 기능

적 추론은 GO 분석에 따라 수행되었다.

8. CAF 아형-특이적 바이오마커 유전자의 식별[0071]

Wx(26)라는 딥 러닝-기반 분류 알고리즘을 사용하여 CAF 아형을 정확하게 구분할 수 있는, 신뢰할 수 있는 바이[0072]

오마커 유전자를 식별했다.

9. 생존분석(survival analysis)[0074]

외과적으로 절제된 인간 폐선암종 조직(n=48)에서 분리된 총 RNA를 KPNA2 mRNA 수준을 측정하기 위해, 상기 설[0075]

명한  대로  qRT-PCR에  적용했다.  환자를  KPNA2  mRNA  수준에  따라  두  그룹(높음  및  낮음)으로  나누었다.

survminer R 패키지를 사용하여 가장 유의미한(log-rank test) 분할이 있는 최적의 컷오프를 결정하고 GraphPad

Prism을 사용하여 환자의 무병 생존에 대한 Kaplan-Meier 분석을 수행했다.

10. 면역조직화학염색법(immunohistochemistry)[0077]

면역조직화학염색법(immunohistochemistry,  IHC)에  파라핀  포매된  종양  부위  블록을  사용했다.  간단히[0078]

설명하면, 섹션을 탈파라핀화하고 크실렌과 알코올을 사용하여 재수화했다. 항원 복원(antigen retrieval)은 슬

라이드를 Tris-EDTA 완충액(pH 9.0)에서 20분 동안 가열하여 수행하고, 내인성 과산화효소 활성은 메탄올 중 3%

과산화수소로  10분  동안  급랭하여  차단했다.  제조업체의  지침에  따라  ImmPRESS  Universal  Reagent  anti-

Mouse/Rabbit  IgG,  Peroxidase  kit(MP-7500;  Vector  Laboratories,  Burlingame,  CA)를 사용하여 IHC의 다음

단계를 수행했다. 섹션을 토끼 다클론성 KPNA2(1:200, ab84440; Abcam, Cambridge, UK)에 대한 1차 항체와 함

께  4℃에서  밤새  인큐베이션했다.  항체  결합은  ImmPACT  DAB  Peroxidase(HRP)  기질  키트(SK-4105;  Vector,

Burlingame, CA, USA)로 시각화되었다.

실험결과[0080]

1. 인간 폐선암종으로부터 CAFs의 분리[0082]
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magnetic-activated cell sorting을 사용하여 폐선암종(EGFR 돌연변이; 낮은 PD-L1)으로 진단된 환자로부터 외[0083]

과적으로  절제된  종양에서  CAFs를  분리했다.  종양  덩어리는  효소  및  기계적으로  단일  세포로  해리되었고

림프구, 대식세포, 혈관 내피 세포 및 상피암 세포와 같은 다른 유형의 세포를 세포 유형-특이적 마커(각각

CD45,  CD68,  CD31  및  EpCAM)를  사용한  음성  선별을  통해  제거했다.  상기  용출액에  포함된  세포를  "총

CAFs(total CAFs)"로 명명했다. 총 CAFs는 다시 CAF-특이적 마커(THY1)로 양성 선별되었고, 최종적으로 용출된

세포는 "THY1+ CAFs"로 명명되었다(도면 1a). 

형태학적으로, 총 CAFs와 THY1+ CAFs는 모두 활성 섬유아세포 특성을 유지했다: 길쭉한 방추형 또는 별 형상,[0084]

길고 얇은 세포질 돌출부 및 두드러진 액틴 스트레스 섬유(도 1b). 이러한 CAFs에서 마커 유전자의 mRNA 발현

수준은 정량적 RT-PCR(qRT-PCR)에  의해 분석되었다.  THY1  mRNA는  두  CAFs  군에서 모두 높게 발현되었으며,

CD45, CD31 및 EpCAM mRNA는 거의 또는 전혀 발현되지 않았다; 그러나, CD68 mRNA는 유의한 발현을 보였다(도

1c). 이는 세포 표면 단백질이 아닌 세포질 mRNA의 측정 때문일 수 있으며, CD68은 섬유아세포를 비롯한 비골수

성 세포에서도 발현되는 것으로 알려져 있다(27). CAF 마커는 총 CAFs 및 THY1+ CAFs 모두에서 높게 발현되었으

며(도 1d), CAFs가 폐 종양에서 적절하게 분리되었음을 확인했다.

2. 인간 폐 CAFs의 단일 세포 RNA 시퀀싱(scRNA-seq)[0086]

최근 점점 더 많은 연구 결과들이 췌관선암종(19), 유방암(18) 및 폐선암종(23)을 포함한 상피암의 종양 미세[0087]

환경에서 CAFs의 이질성을 뒷받침한다.

폐 CAFs의 기능적 이질성을 추가로 설명하고 CAF 부분모집단(subpopulations)에 대한 특정 마커를 식별하기 위[0088]

해 본 발명자들은 총 CAFs와 THY1+ CAFs를 사용하여 10X Genomics scRNA-seq를 수행했다. 품질 검사를 통과한

후 총 CAFs  5,139개(mean  reads  per  cell=122,073,  median  genes  per  cell=4,371)  및 THY1+  CAFs  4,038개

(mean reads per cell=138,550, median genes per cell=5,076)에서 얻은 2개의 독립적인 scRNA-seq 데이터가

통합되어 다음 단계로 이동했다(도 2a).

총 CAFs와 THY1+ CAFs의 차이를 보다 직관적으로 표시하기 위해 두 CAFs의 추가적인 벌크 RNA-seq에서 얻은 차[0089]

등적으로 발현된 유전자(differentially expressed genes, DEG)를 클러스터링 분석을 위한 주요 특징 유전자로

채택했다. 

UMAP(uniform manifold approximation and projection)(도 2b) 또는 tSNE(t-distributed stochastic neighbor[0090]

embedding)(도 2c)  알고리즘을 사용하는 비지도 군집(unsupervised clustering)  분석은 CAFs 모집단을 8개의

부분모집단(클러스터 0-7)으로 세분화했다. 클러스터-특이적 마커 유전자의 발현 수준에 초점을 맞출때, 각 클

러스터 사이에 명확한 구별이 관찰되었다(도 2d).

유전자 온톨로지(GO) 분석 결과, 각 클러스터 대표 유전자들은 세포외기질, 세포외 소포(클러스터 0, 4~10) 및[0091]

세포내 소기관(클러스터 1~3, 도 2e) 등에 연관성이 있다.

도 1c의 qRT-PCR 결과와 유사하게, PTPRC(CD45 인코딩), EPCAM 및 PECAM1(CD31 인코딩)은 거의 또는 전혀 발현[0092]

을 나타내지 않았고, CD68은 중간 발현을 나타내었고, THY1은 모든 클러스터에서 높은 발현을 나타내었다(도 2f

및 도 2g). 이러한 결과는 폐암 환자의 단일 종양에서도 CAFs의 다양한 부분모집단 이 존재하며, 이러한 CAFs는

scRNA-seq 방법을 통해 구별할 수 있음을 시사한다.

3. CAF scRNA-seq 데이터에 대한 세포 궤적 분석[0094]

다음으로 scRNA-seq 데이터를 사용하여 차등 세포 계통 또는 부분모집단을 식별하는 데 적용할 수 있는 궤적 또[0095]

는 의사시간 추론을 시도했다(28). CAF scRNA-seq 데이터에 대한 궤적 분석은 2개의 분기점과 5개의 별개의 분

기(branch)를 나타냈다(도 3a). 흥미롭게도 이 분석을 통해 총 CAFs와 THY1+ CAFs의 차이가 명확히 관찰되었다:

THY1+  CAFs는 분기 1(THY1+  CAFs의 51.9%)  및 분기 2(45.3%)에 우세하게 분포하였고, 총 CAFs는 분기 4(총

CAFs의 19.8%) 및 분기 5(77.2%)에 우세하게 분포하였다(도 3b 및 3d). 그런 다음, 각 분기 사이의 DEG를 추출

하고 이러한 유전자를 분기-특이적 마커(branch-specific marker)로 지정했다. 이러한 마커에 대한 GO 용어 분

석을 기반으로 각 분기는 기능적으로 명명되었다(도 3c 및 3d).

분기 1  마커는 "세포사멸 과정의 조절(P=1.5E-12)",  "사이토카인에 대한 반응(P=7.3E-11)"  및 "면역계 과정[0096]
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(P=0.008)" 등에 연관성이 있었다. 따라서, 분기 1을 "면역억제성 CAFs(immunosuppressive CAFs)"라고 명명했

다.

분기 2 마커는 "사이토카인 자극에 대한 세포 반응(P=1.4E-13)", "항원 처리 및 제시(P=1.7E-13)" 및 "T 세포[0097]

수용체  신호  전달  경로(P=3.9E-06)"와  연관되었다.  따라서,  분기  2는  “신항원  제시  CAFs(neo-antigen

presenting CAFs)”로 명명되었다.

 분기  4는  "근섬유아세포성  CAFs(myofibroblastic  CAFs)"로  명명되었는데,  그  마커가  "세포외기질  조직[0098]

(P=6.9E-19)", "세포 이동(P=2.6E-09)" 및 "세포-기질 접착(P=5.6E-08)"에 관련되어 있기 때문이다.

 분기 5는 "증식성 CAFs(proliferative CAFs)"로 명명되었는데, 그 마커가 "유사분열 세포주기 과정(P=1.0P-[0099]

19)", "세포 분열(P=1.7E-13)" 및 "세포 대사 과정(P=5.9E-07)"과 관련되기 때문이다. 

분기 3은 비율이 낮아(0.4% 미만) 정의되지 않았다.[0100]

4. 분기-특이적(branch-specific) 마커의 특성화[0102]

본 발명자들은 벌크 RNA-seq 데이터와 Wx 알고리즘을 통합하여 분기-특이적 마커 목록을 더욱 세분화했다(26).[0103]

상기 언급한 것처럼(도 3b), THY1+ CAFs가 분기 1 및 2에서 풍부하기 때문에 총 CAFs와 비교하여 THY1+ CAFs에

서 상향 조절된 분기 마커(fold-change > 2)만이 분기 1- 또는 분기 2- 특이적 마커로 선택되었다(도 4a).

반대로, THY1+ CAFs에서 하향 조절된 분기 마커는 분기 4- 또는 분기 5- 특이적 마커로 선택되었다.[0104]

그런 다음, qRT-PCR을 통해 총 CAFs와 THY1+ CAFs에서의 분기 마커의 mRNA 발현을 확인했다(도 4b).[0105]

총 CAFs 또는 THY1+ CAFs가 각 분기에 독점적으로 분포하지 않았기 때문에 분기 마커의 발현 패턴은 눈에 띄는[0106]

경향을 보이지 않았다. 

항원 제시 CAFs(antigen-presenting CAFs)는 최근 췌장암에서 scRNA-seq에 의해 CAFs의 부분모집단 중 하나로[0107]

밝혀졌으며(21), CD8+ T 세포의 세포독성 능력을 감소시켜 암세포를 보호하는 것으로 알려졌다(29); 따라서, 본

발명자들은 분기 2, 신항원 제시 CAFs(neo-antigen presenting CAFs)에 초점을 맞추었다.

TCGA 데이터에서, 모든 분기 2 마커를 포함하는 42개 유전자 시그니처는 폐선암종(lung adenocarcinoma, LUAD,[0108]

도 4c) 환자에서의 더 나쁜 전체 생존기간(overall survival)과 관련이 있음을 나타내었다.

특히, THY1+ CAFs에서 상향 조절된 4개(KPNA2, UQCRFS1, SLC25A5 및 SDHD)의 분기 2 마커가 있는 시그니처는[0109]

LUAD  환자에서  나쁜  예후  마커인  것으로  입증되었으며,  이는  분기  2,  신항원  제시  CAFs(neo-antigen

presenting CAFs)가 폐암 진행을 악화시킬 수 있음을 암시한다. 

4개의 분기 2 마커 중에서, 정상 폐 섬유아세포(LFs, 도 4d)에 비해 쥐 CAFs에서 높게 발현되는 KPNA2를 선택하[0110]

여, siRNAs를 사용하여 CAFs에서 Kpna2를 녹다운시켰다(도 5a).

대조군 또는 Kpna2-녹다운 CAFs와 함께 344SQ 쥐 폐암 세포로 구성된 스페로이드를 콜라겐 겔에 접종한 다음 2[0111]

일 동안 스페로이드 침윤을 모니터링했다. 현저하게, 스페로이드의 3차원 침윤은 Kpna2 녹다운에 의해 억제되었

다(도 5b). 또한, Kpna2가 과발현된 폐섬유아세포는 대조군 섬유아세포보다 암세포 침윤을 더 잘 촉진함을 확인

하였다(도 5c 및 5d).

또한, KPNA2 mRNA의 높은 발현 수준은 폐선암종 환자의 낮은 무병 생존율과 관련이 있었으며(도 5e), 이는 분기[0112]

2-특이적 마커인, KPNA2가 CAF 침윤성을 활성화하고 폐암 진행을 촉진할 수 있음을 의미한다.

이상으로 본 발명의 특정한 부분을 상세히 기술하였는 바, 당업계의 통상의 지식을 가진 자에게 있어서 이러한[0114]

구체적인 기술은 단지 바람직한 구현 예일 뿐이며, 이에 본 발명의 범위가 제한되는 것이 아닌 점은 명백하다.

따라서, 본 발명의 실질적인 범위는 첨부된 청구항과 그의 등가물에 의하여 정의된다고 할 것이다.
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