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명 세 서

청구범위

청구항 1 

삭제

청구항 2 

삭제

청구항 3 

삭제

청구항 4 

PECAM1에 대한 항체가 생성되도록, 서열번호 1의 아미노산 서열을 갖는 상기 PECAM1의 세포 외 기질 도메인을

포함하는 단백질을 항체 생산 개체에 주입하는 단계;

상기 항체 생산 개체로부터 상기 PECAM1의 항원과 반응하는 양성 클론을 결정하는 단계, 및

상기 양성 클론으로부터 상기 PECAM1에 대한 항체를 분리하는 단계를 포함하고,

상기 항체는,

PECAM1의 세포 외 기질 도메인 (extracellular matrix domain) 에서 서열번호 1의 아미노산 서열로 표시되는

에피토프 (epitope) 에 특이적으로 결합하고,

상기 항체 생산 개체는, 마우스, 레트, 원숭이, 토끼, 염소, 및 기니피그 중 적어도 하나인, 혈관 내피세포 순

수 분리를 위한 항체의 생산 방법.

청구항 5 

제4항에 있어서,

상기 항체 생산 개체에 주입하는 단계 이전에, 

상기  PECAM1의  세포  외  기질  도메인을  발현하는  염기  서열을  포함하는  재조합  플라스미드  백터  (plasmid

vector) 를 제조하는 단계;

상기 재조합 플라스미드 백터를 숙주 세포에 형질주입 (transfection) 하는 단계, 및

상기 PECAM1의 세포 외 기질 도메인을 포함하는 단백질을 획득하는 단계를 더 포함하는, 혈관 내피세포 순수 분

리를 위한 항체의 생산 방법.

청구항 6 

제4항에 있어서,

상기 양성 클론을 결정하는 단계는,

상기 항체 생산 개체로부터 복수의 B 림프구를 분리하는 단계;

융합 세포를 생성하도록, 상기 복수의 B 림프구를 골수종 세포와 각각 융합하는 단계;

클론을 형성하도록, 복수의 상기 융합 세포를 각각 배양하는 단계, 및

형성된 상기 클론으로부터 상기 PECAM1의 항원과 반응하는 양성 클론을 결정하는 단계를 포함하고,

상기 항체를 분리하는 단계는,

상기 양성 클론으로부터 상기 PECAM1에 대한 단일 클론 항체를 정제하는 단계를 포함하는, 혈관 내피세포 순수
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분리를 위한 항체의 생산 방법.

청구항 7 

제4항에 있어서,

분리된 상기 PECAM1에 대한 항체는,

3.5 mg/ml 이상의 농도를 갖는, 혈관 내피세포 순수 분리를 위한 항체의 생산 방법.

청구항 8 

제4항에 있어서,

분리된 상기 PECAM1에 대한 항체는,

0.004 mg/ml 이하의 농도에서 상기 PECAM1의 세포 외 기질 도메인에 대한 특이성 및 결합 친화성을 유지하는,

혈관 내피세포 순수 분리를 위한 항체의 생산 방법.

청구항 9 

혈관 내피세포 및 상기 혈관 내피세포와 상이한 내피세포를 포함하는 세포 클러스터 (cluster) 를 획득하도록,

줄기세포로부터 내피세포를 분화시키는 단계;

상기 혈관 내피세포의 표면에 존재하는 PECAM1의 단백질과 혈관 내피세포 순수 분리를 위한 항체가 면역반응하

도록, 상기 세포 클러스터에 PECAM1의 세포 외 기질 도메인 (extracellular matrix domain) 에서 서열번호 1의

아미노산 서열로 표시되는 에피토프 (epitope) 에 특이적으로 결합하는, 심혈관계 질환의 치료를 위한 혈관 내

피세포의 순수 분리를 위한 항체를 처리하는 단계,

면역형광염색법을 이용하여, 상기 면역반응에 의해 형광을 띄는 세포를 혈관 내피세포로 분류 (sorting) 하는

단계를 포함하는, 혈관 내피세포의 순수 분리 방법.

청구항 10 

제9항에 있어서,

상기 줄기세포는 인간 만능 줄기세포 또는 인간 유도 만능 줄기세포인, 혈관 내피세포의 순수 분리 방법.

청구항 11 

제9항에 있어서,

상기 분화시키는 단계는,

DLL4를 처리한 배지에서 상기 줄기세포를 배양함으로써, 상기 내피세포를 분화시키는 단계를 포함하는, 혈관 내

피세포의 순수 분리 방법.

청구항 12 

제9항에 있어서,

상기 혈관 내피세포 순수 분리를 위한 항체는 자성 입자를 더 포함하고,

상기 분류하는 단계는,

금속성 입자가 내부에 위치해 있고, 외부에 자력이 인가되도록 구성된 컬럼에, 상기 혈관 내피세포 순수 분리를

위한 항체가 처리된 상기 세포 클러스터를 투과시키는 단계;

상기 컬럼 내부에 위치한 상기 금속성 입자와 결합한 세포를 상기 혈관 내피세포로 분류하는 단계를 포함하는,

혈관 내피세포의 순수 분리 방법.

청구항 13 

제12항에 있어서,
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상기 분류하는 단계는, 

상기 컬럼 외부에서 자력이 인가되는 것을 차단함으로써 상기 혈관 내피세포를 분류하는 단계를 포함하는, 혈관

내피세포의 순수 분리 방법.

청구항 14 

삭제

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 혈관 내피세포의 순수 분리를 위한 항체 및 이의 제조 방법에 관한 것으로, 보다 구체적으로 혈관 내[0001]

피세포에 특이적으로 결합하도록 구성됨에 따라 분화된 혈관 내피세포의 순수 분리에 이용될 수 있는 항체 및

이의 제조 방법에 관한 것이다.

배 경 기 술

혈관 신생 (neovascularization) 은 기존 혈관의 내피세포가 세포 외 기질 (ECM, extracellular matrix) 을 분[0002]

해하고,  이동,  분열 및 분화하여 새로운 모세혈관을 형성하는 과정을 의미한다.  이러한 혈관 형성은 상처

수복, 배아 발생, 종양 형성, 만성염증, 비만 등 여러 가지 생리적 및 병리적 현상에 관여할 수 있다.  

혈관 신생은 특히 상처 치유나 조직 재생에 필수적인 현상일 수 있다.  예를 들어 체내에서 혈관 신생의 결핍이[0003]

있을 경우, 괴사, 궤양 및 허혈이 일어남에 따라, 조직 또는 기관의 기능 이상을 유발할 수 있다.  나아가, 혈

액 공급이 원활하지 못함에 따라, 허혈성 심장 질환, 동맥경화증, 심근경색증 및 협심증과 같은 심혈관계 질환

또한 야기될 수 있다.  이에 따라, 혈관 신생의 결핍으로 인한 조직 손상을 감소시키고, 이로 유발되는 심혈관

계 질환을 치료하기 위한, 새로운 치료법의 개발이 요구되어 왔다.

한편, 혈관 신생 기능의 결핍 또는 이와 연관된 심혈관계 질환에 대한 새로운 전략으로, 줄기세포로부터 혈관을[0004]

새로 만드는 혈관 신생을 유도하여 혈관을 생성하는 재생치료가 대안 치료법으로 제안되었다.  이러한 세포 치

료제를 이용한 혈관 재생치료에 대한 효과는 이용되는 세포 치료제의 순도, 즉 분화된 혈관 내피세포의 순도와

연관될 수 있다.   이에,  목적하는 치료 효과를 달성하기 위해 줄기세포로부터 분화된 다양한 세포주 (cell

line) 로부터 혈관 형성능의 내피세포를 높은 순도로 분리하는 것이 중요할 수 있다.

따라서, 이상의 한계를 극복하고, 혈관 신생의 결핍 또는, 이로 인한 조직 손상, 나아가 이들과 연관된 심혈관[0005]

계 질환에 대한 치료에 이용될 수 있는, 혈관 내피세포의 세포 치료제에 대한 순수 분리 방법에 대한 개발이 지

속적으로 요구되고 있는 실정이다.  

발명의 배경이 되는 기술은 본 발명에 대한 이해를 보다 용이하게 하기 위해 작성되었다.  발명의 배경이 되는[0006]

기술에 기재된 사항들이 선행기술로 존재한다고 인정하는 것으로 이해되어서는 안 된다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명의 발명자들은, 전술한 과제를 해결하기 위해 줄기세포로부터 분화된 다양한 세포주로부터, 세포 치료제[0007]

로서 이용될 수 있는 혈관 형성능의 내피세포를 고순도로 분리하는 방법에 대하여 지속적으로 연구하였다.  

그 결과, 본 발명의 발명자들은 분화된 혈관 내피세포에서 특이적으로 발현하는 마커 (marker) 들 중 PECAM1[0008]

(platelet endothelial cell adhesion molecule) 의 mRNA 및 단백질 발현 수준이 현저하게 높은 것을 발견할

수 있었다.  나아가, 본 발명의 발명자들은 줄기세포로부터 분화된 다양한 세포 클러스터들 내에서 PECAM1 발현

양성 세포를 분류 (sorting) 함으로써, 순도 높은 혈관 내피세포를 획득할 수 있음을 인지할 수 있었다.  

특히,  본  발명의  발명자들은  PECAM1  단백질에  대하여  세포  표면에  위치하는,  세포  외  기질  도메인  (ECD,[0009]

extracellular matrix domain) 에 주목하였다.  보다 구체적으로, 본 발명의 발명자들은, PECAM1 단백질의 세

포 외 기질 도메인에 결합 가능한 항체를 개발함으로써, 줄기세포로부터 분화된 혈관 내피세포를 보다 용이하게

분류할 수 있음을 인지할 수 있었다.  
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그 결과, 본 발명의 발명자들은 PECAM1의 세포 외 기질 도메인에 결합 가능한 항체를 개발하기에 이르렀다.  나[0010]

아가, 본 발명의 발명자들은 이를 이용한 혈관 내피세포의 순수 분리 방법을 새롭게 개발할 수 있었다.  

이에, 본 발명이 해결하고자 하는 과제는, PECAM1의 세포 외 기질 도메인에 특이적으로 결합하는 중쇄 가변 도[0011]

메인 및 경쇄 가변 도메인을 포함하는, 혈관 내피세포 순수 분리를 위한 항체를 제공하는 것이다.

본 발명이 해결하고자 하는 다른 과제는, 자력의 인가 또는 차단에 의해 분화된 혈관 내피세포를 보다 용이하게[0012]

순수 분리할 수 있는 자성 입자가 결합된 항체를 더 제공하는 것이다.

본 발명이 해결하고자 하는 또 다른 과제는, PECAM1의 세포 외 기질 도메인을 포함하는 단백질을 항체 생산 개[0013]

체에 주입하고, 항체 생산 개체로부터 PECAM1의 항원과 반응하는 양성 클론을 획득하고, 양성 클론으로부터

PECAM1에 대한 항체를 분리하도록 구성된, 혈관 내피세포 순수 분리를 위한 항체의 제조 방법을 제공하는 것이

다.  

본 발명이 해결하고자 하는 또 다른 과제는, 줄기세포로부터 혈관 내피세포를 분화시키고, 세포 클러스터에 본[0014]

발명의 일 실시예에 따른 혈관 내피세포 순수 분리를 위한 항체를 처리하고, 면역형광염색법을 이용하여 면역반

응에 의해 형광을 띄는 세포를 혈관 내피세포로 분류하도록 구성된, 혈관 내피세포의 순수 분리 방법을 제공하

는 것이다.

본 발명이 해결하고자 하는 또 다른 과제는, 본 발명의 일 실시예에 따른 혈관 내피세포 순수 분리를 위한 항체[0015]

를 포함하는, 혈관 내피세포 순수 분리용 키트를 제공하는 것이다.  

본 발명의 과제들은 이상에서 언급한 과제들로 제한되지 않으며, 언급되지 않은 또 다른 과제들은 아래의 기재[0016]

로부터 당업자에게 명확하게 이해될 수 있을 것이다.

과제의 해결 수단

전술한 바와 같은 과제를 해결하기 위해 본 발명은, 서열번호 1의 아미노산 서열을 갖는 PECAM1의 세포 외 기질[0017]

도메인  (extracellular matrix domain) 에 특이적으로 결합하는 중쇄 가변 도메인 및 경쇄 가변 도메인을 포함

하는, 혈관 내피세포 순수 분리를 위한 항체를 제공한다.

본 명세서 사용되는 용어, "내피세포"는 혈관과 림프관의 내벽을 덮고 있는 층을 구성하는 편평 세포를 의미할[0018]

수 있다.  이에, 내피세포는 "혈관 내피세포 (vascular endothelial cell)"와 동일한 의미로 사용될 수 있다.

한편, 혈관 재생 치료에 있어서 줄기세포, 예를 들어 인간만능줄기세포로부터 분화된 내피세포는, 세포 치료제[0019]

로서 생체 내에 이식되어 손상된 혈관을 재생하고 혈관의 형성 또는 혈관의 신생을 유도할 수 있다.  이때, 치

료에 이용되는 내피세포의 순도는, 혈관 재생 치료에 대한 예후와도 연관될 수 있다.  보다 구체적으로, 미분화

된 내피세포 또는 중배엽 계통의 다른 세포주를 포함하거나, 불순물이 혼합된 내피세포를 허혈성 조직에 이식할

경우, 내피세포의 생존률의 저하를 야기할 수 있다.  이에, 재생 치료에 있어서 이식된 내피세포는 오랜 기간

동안 혈관 형성에 기여할 수 없음에 따라, 순도가 낮은 내피세포의 이용은 치료 효과의 저하로 이어질 수 있다.

이에, 순도 높은 내피세포를 분류하는 것은, 내피세포 자체의 수득률을 높이는 것뿐만 아니라, 이를 이용한 세[0020]

포 재생치료의 효과를 증진시키는 것과도 연관될 수 있다.

한편, 내피세포는, 특이적으로 높은 수준으로 발현하는 유전자 또는 단백질을 가질 수 있다.  예를 들어, 줄기[0021]

세포로부터 분화된 내피세포에서의 PECAM1유전자의 발현 수준, 및 PECAM1 단백질의 수준은, 줄기세포로부터 분

화된 다른 세포주에서보다 높을 수 있다.  이에, PECAM1를 내피세포 마커로 이용하여 분화된 다양한 세포주들

사이에서 내피세포를 높은 순도로 분리할 수 있다

본 명세서 사용되는 용어, "PECAM1"은, 혈소판 내피세포에 접합되어 있는 세포 부착 분자를 의미할 수 있으며,[0022]

CD31, CD31/EndoCAM, PECA1 및 endoCAM과 상호 교환적으로 이용될 수 있다.  한편, PECAM1은 혈소판, 단구, 호

중구 및 일부 유형의 T 세포의 표면에서 발견될 수 있으며, 특히 내피세포의 세포간 접합부의 많은 부분을 차지

할 수 있다.  보다 구체적으로, PECAM1은 내피세포의 세포 표면에 존재하는, 세포 외 기질 도메인을 포함할 수

있다.  이때, PECAM1의 세포 외 기질 도메인은 서열번호 1의 아미노산 서열과 80 %이상의 상동성을 가질 수 있

고, 바람직하게 90 % 이상의 상동성을 가질 수 있고, 보다 바람직하게 95 % 이상의 상동성을 가질 수 있다.  
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이에, PECAM1의 세포 외 기질 도메인에 특이적으로 결합하는 항체는, 혈관 내피세포의 순수 분리에 이용될 수[0023]

있다.

본 명세서 사용되는 용어, "항체"는 항원에 대항하기 위해 생성된 당단백질을 의미할 수 있다.  보다 구체적으[0024]

로, 본원 명세서에 개시된 항체는, PECAM1의 세포 외 기질 도메인의 일부 서열을 에프토프 (epitope) 로 인식하

여 이에 특이적으로 결합하도록 구성된 단일 클론 항체 (monoclonal antibody) 일 수 있다.  바람직하게 본 발

명의 항체는, 치료를 위한 치료용 항체와는 상이할 수도 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다.  나아가, 본 발명

의 항체는 바람직하게 인간화 항체일 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다.  

이때, 항체는 PECAM1의 세포 외 기질 도메인에 특이적으로 결합하는 중쇄 가변 도메인 및 경쇄 가변 도메인을[0025]

포함할 수 있다.

본 발명의 또 다른 특징에 따르면, 본 발명의 항체는 중쇄 불변 도메인 및 자성 입자를 더 포함할 수 있고, 자[0026]

성 입자는 항체의 중쇄 불변 도메인에 부착될 수 있다.  그러나, 자성 입자의 위치는 이에 제한되지 않는다.

이에, 자성 입자를 포함하는 본원 발명의 항체에 의해 탐지된 혈관 내피세포는, 자력의 인가 또는 차단에 의해

보다 용이하게 순수 분리할 수 있는 효과가 있다.

전술한 바와 같은 과제를 해결하기 위해 본 발명은, 혈관 내피세포 순수 분리를 위한 항체의 생산 방법을 제공[0027]

한다.  보다 구체적으로, 내피세포 순수 분리를 위한 항체의 생산 방법은, PECAM1에 대한 항체가 생성되도록,

PECAM1의 세포 외 기질 도메인을 포함하는 단백질을 항체 생산 개체에 주입하는 단계, 항체 생산 개체로부터

PECAM1의 항원과 반응하는 양성 클론을 결정하는 단계, 및 양성 클론으로부터 PECAM1에 대한 항체를 분리하는

단계를 포함한다.  이때, PECAM1의 세포 외 기질 도메인은 서열번호 1의 아미노산 서열을 갖는다.  

본 명세서 사용되는 용어, "항체 생산 개체"는 항원 주입에 따라 이에 대응하는 항체를 B 림프구에서 생산할 수[0028]

있는 모든 개체를 의미할 수 있다.  바람직하게, 본원 발명의 항체 생산 개체는 마우스일 수 있으나, 이에 제한

되는 것은 아니다. 예를 들어, 항체 생산 개체는 레트, 원숭이, 토끼, 염소, 기니피그 등의 포유 동물일 수도

있다. 

본 명세서 사용되는 용어, "양성 클론"은 PECAM1의 항원, 보다 바람직하게 PECAM1의 세포 외 기질 도메인과 반[0029]

응하는 항체를 생산하는 클론을 의미할 수 있다.  예를 들어, ELISA (enzyme-linked immunospecific assay) 를

통해 PECAM1의 항원과 미리 결정된 수준 이상의 반응성을 보이는 클론은, 양성 클론으로 결정될 수 있다.

본 발명의 특징에 따르면, 항체 생산 개체에 주입하는 단계 이전에, PECAM1의 세포 외 기질 도메인을 발현하는[0030]

염기 서열을 포함하는 재조합 플라스미드 백터 (plasmid vector) 를 제조하는 단계, 재조합 플라스미드 백터를

숙주 세포에 형질주입 (transfection) 하는 단계, 및 PECAM1의 세포 외 기질 도메인을 포함하는 단백질을 획득

하는 단계를 더 포함할 수 있다.

이때, 생산된 PECAM1의 세포 외 기질 도메인을 포함하는 단백질은, 항체 생산을 위해 항체 생산 개체에 주입되[0031]

는 항원으로서 이용될 수 있다.  

본 발명의 다른 특징에 따르면, 양성 클론을 결정하는 단계는 항체 생산 개체로부터 복수의 B 림프구를 분리하[0032]

는 단계, 융합 세포를 생성하도록 복수의 B 림프구를 골수종 세포와 각각 융합하는 단계, 클론을 형성하도록 복

수의 융합 세포를 각각 배양하는 단계, 및 형성된 클론으로부터 PECAM1의 항원과 반응하는 양성 클론을 결정하

는 단계를 포함할 수 있다.  나아가, 항체를 분리하는 단계는 양성 클론으로부터 PECAM1에 대한 단일 클론 항체

를 정제하는 단계를 포함할 수 있다.  

본 명세서 사용되는 용어, "B 림프구"는 림프구의 한 종류로, 체액성 면역 반응을 담당하면서 특정 병원체에 대[0033]

해  항체를  생성할  수  있다.   이때,  B  림프구"는 지라  세포로부터  분리될  수  있으나,  이에  제한되는  것은

아니다.  

본 명세서 사용되는 용어, "융합 세포"는 종양 세포 및 어떤 기능을 갖는 정상 세포를 융합하여 얻은 잡종 세포[0034]

를 의미할 수 있다.   이때,  융합 세포는 하이브리도마 (hybridoma),  잡종세포와 상호교환적으로 이용될 수

있다.  한편, 융합 세포는 종양 세포가 갖는 증식성과 생체 세포의 기능을 함께 갖고 있음에 따라 단일 클론 항

체 생산에 이용될 수 있다.  

본 발명의 혈관 내피세포 순수 분리를 위한 항체의 생산 방법에 따라 획득된 PECAM1에 대한 항체는, 3.5 mg/ml[0035]

이상의 농도를 가질 수 있다.  특히, 본 발명의 다양한 실시예에 의해 획득된 PECAM1에 대한 항체는 0.004

mg/ml 이하의 농도에서 상기 PECAM1의 세포 외 기질 도메인에 대한 특이성 및 높은 결합 친화성을 유지할 수 있
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다.

전술한 바와 같은 과제를 해결하기 위해 본 발명은, 혈관 내피세포의 순수 분리 방법을 제공한다.  보다 구체적[0036]

으로, 본 방법은 혈관 내피세포 및 혈관 내피세포와 상이한 내피세포를 포함하는 세포 클러스터 (cluster) 를

획득하도록, 줄기세포로부터 내피세포를 분화시키는 단계, 혈관 내피세포의 표면에 존재하는 PECAM1의 단백질과

혈관 내피세포 순수 분리를 위한 항체가 면역반응하도록, 세포 클러스터에 혈관 내피세포 순수 분리를 위한 항

체를 처리하는 단계, 면역형광염색법을 이용하여, 면역반응에 의해 형광을 띄는 세포를 혈관 내피세포로 분류

(sorting) 하는 단계를 포함한다.  

본  명세서  사용되는  용어,  "줄기세포"는  다양한  신체  조직으로  분화할  수  있는  능력을  가진  만능줄기세포[0037]

(Pluripotent stem cells) 를 의미할 수 있으나, 이제 제한되는 것은 아니다.  바람직하게, 혈관 재생 치료에

이용되는 줄기세포는 인간 배아줄기세포 또는 인간 유도만능줄기세포일 수 있다.  그러나, 이에 제한되는 것은

아니다.  예를 들어, 줄기세포는 마우스 유래의 만능줄기세포 또는 유도 만능줄기세포일 수 있다.  

본 명세서 사용되는 용어, "세포 클러스터"는 줄기세포로부터 분화된 내피세포와 함께, 배반포의 내세포 집단[0038]

(inner cell mass), 초기 단계 배아, 제대 세포, 제대혈, 인간 유도 만능 줄기세포, 뼈 골수, 나아가, 미분화된

줄기세포, 중배엽 계통의 줄기세포를 포함할 수 있다.  

본 명세서 사용되는 용어, "면역형광염색법"은 항체나 항원에 플루오레세인이나 로다민과 같은 형광색소를 표지[0039]

한 것을 사용하여 체액과 조직 등에 존재하는 항원 또는 항체를 검출하는 방법을 의미한다.  이때, 면역형광염

색법은, 형광표지 항체를 이용하는 직접 면역형광염색법, 항원과 반응하는 무표지항체와 무표지항체에 특이적으

로 반응하는 표지항체를 이용하는 간접 면역형광염색법을 모두 포함할 수 있다.  한편, 세포 클러스터 중 혈관

내피세포는 세포 표면에 존재하는 PECAM1 도메인과 본 발명의 일 실시예에 따른 혈관 내피세포 순수 분리를 위

한 항체의 면역반응에 의해 형광을 나타낼 수 있다.  이에, 형광 신호를 탐지함으로써, 혈관 내피세포를 순수

분리할 수 있다.  

순수 분리된 혈관 내피세포는 세포 치료제로서 이용될 수 있다.  본 명세서 사용되는 용어, "세포 치료제"는 세[0040]

포와 조직의 기능을 복원하기 위하여 살아 있는 자가 (autologous), 동종 (allogenic), 이종 (xenogeneic) 세

포를 체외에서 증식, 선별하거나 세포의 생물학적 특성을 변화시키는 등 일련의 행위를 통하여 치료, 진단, 예

방 목적으로 사용되는 모든 의약품을 의미할 수 있다.  본원 명세서에서 세포 치료제는 손상 조직의 회복을 위

해 이식될 수 있는 세포 그 자체를 의미할 수 있다.  예를 들어, 세포 치료제는 허혈 부위에 이식되어 혈관 형

성에 기여하는, 인간만능줄기세포로부터 분화된 혈관 내피세포일 수 있다.

본 발명의 특징에 따르면, 분화시키는 단계는 DLL4를 처리한 배지에서 줄기세포를 배양함으로써, 내피세포를 분[0041]

화시키는 단계를 포함할 수 있다.  

본 명세서 사용되는 용어, "DLL4 (delta-like 4)"는 노치 신호 전달 리간드일 수 있다.  이에, 배치에 DLL4를[0042]

첨가함으로써, 내피세포계통 세포로의 분화가 유도될 수 있다.  

본 발명의 또 다른 특징에 따르면, 혈관 내피세포 순수 분리를 위한 항체는 자성 입자를 더 포함할 수 있다.[0043]

나아가, 분류하는 단계는, 금속성 입자가 내부에 위치해 있고 외부에 자력이 인가되도록 구성된 컬럼에 혈관 내

피세포 순수 분리를 위한 항체가 처리된 세포 클러스터를 투과시키는 단계, 컬럼 내부에 위치한 금속성 입자와

결합한 세포를 혈관 내피세포로 분류하는 단계를 포함할 수 있다.

본 발명의 또 다른 특징에 따르면, 분류하는 단계는 컬럼 외부에서 자력이 인가되는 것을 차단함으로써 혈관 내[0044]

피세포를 분류하는 단계를 포함할 수 있다.  

전술한 특징에 따라, 자성에 의해 혈관 내피세포의 순수 분리는 보다 용이하게 수행될 수 있다.  [0045]

전술한 바와 같은 과제를 해결하기 위해 본 발명은, 본 발명의 다양한 실시예에 따른 혈관 내피세포 순수 분리[0046]

를 위한 항체를 포함하는, 혈관 내피세포 순수 분리를 위한 키트를 제공한다.  

키트는, 혈관 내피세포 순수 분리를 위한 항체와 혈관 내피세포의 표면에 존재하는 PECAM1의 세포 외 기질 도메[0047]

인과 결합됨에 따라 형성된 면역 복합체의 수준을 측정하는 수단을 더 포함할 수 있다.  

본 발명의 다른 특징에 따르면, 키트는 PECAM1의 에피토프 서열에 결합하는 항원 결합 단편 (antigen binding[0048]

fragment)"을 더 포함할 수 있다. 나아가, 키트는 항체 또는 항원 결합 단편에 특이적으로 결합하는 1종 이상의

링커와 고체 지지체의 복합체를 더 포함할 수 있다. 
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이때, 본 명세서 사용되는 용어, "항원 결합 단편"은 전술한 본 발명의 다양한 실시예에서 이용되는 혈관 내피[0049]

세포의 순수 분리를 위한 항체의 전체 구조에 대한 단편으로, PECAM1의 세포 외 기질 도메인의 일부에 결합할

수 있는 폴리펩타이드를 의미할 수 있다. 예를 들어, 항원 결합 단편은 F(ab')2, Fab', Fab, Fv 또는 scFv일 수

있다.  보다 구체적으로, Fab는 경쇄 및 중쇄의 가변 도메인과 경쇄의 불변 도메인 및 중쇄의 첫 번째 불변

(CH1) 을 가지는 구조로 1개의 항원 결합 부위를 가질 수 있다.  Fab'는 중쇄 CH1 도메인의 C-말단에 하나 이상

의 시스테인 잔기를 포함하는 힌지 영역 (hinge  region)  을  가진다는 점에서 Fab와  차이가 있을 수 있다.

한편, F(ab')2 항체는 Fab'의 힌지 영역의 시스테인 잔기가 이황화 결합을 이루면서 생성될 수 있다.  Fv는 중

쇄 가변 도메인 및 경쇄 가변 도메인만을 가지고 있는 최소의 항체 조각일 수 있다.

본 명세서 사용되는 용어, "링커 (linker)"는 자성 입자와 같은 비드와 항체 또는 항원 결합 단편을 연결시키는[0050]

물질을 의미할 수 있다. 링커는 예를 들면, 핵산, 단백질, 폴리펩티드, 중합체 또는 이들의 조합일 수 있고, 항

체 또는 항원 결합 단편에 결합 친화도를 갖는 것일 수 있다.  예를 들어, 링커는 단백질 A, 단백질 G, 단백질

A/G, 단백질 L, 항-면역글로불린 항체, 자칼린 (Jacalin) 또는 이들의 조합일 수 있다

본 명세서 사용되는 용어, "고체 지지체 (solid phase)"는 크로마토그래피에서 '동상'을 의미할 수 있다.  컬럼[0051]

크로마토그래피에 있어서 분리관에 충전한 흡착제 (고체) 또는 담체에 함침시킨 액체가 고체 지지체일 수 있고,

평판 크로마토그래피에 있어서 여과지 등의 담체에 유지된 액체가 고체 지지체일 수 있다.  나아가, 친화 크로

마토그래피에 있어서 흡착제를 분리를 목적으로 하는 물질에 특이적 친화력을 갖는 화합물을 고체 지지체에 결

합시킨 것이 고체 지지체가 될 수 있다.  고체 지지체는 예를 들어 자성 입자, 폴리스티렌 (polystyrene) 플레

이트 또는 폴리스티렌 비드일 수 있다.  

이때, 전술한 링커 및 고체 지지체는 물리적 또는 화학적으로 결합할 수 있다.[0052]

한편, 본 발명의 또 다른 실시예에 따르면 상기 키트는, 키트는 고체 지지체를 분리하기 물질을 더 포함할 수[0053]

있다.  예를 들어, 키트는 완충액, 또는 자력 인가물질을 더 포함할 수 있다. 

이하, 실시예를 통하여 본 발명을 보다 상세히 설명한다.  다만, 이들 실시예는 본 발명을 예시적으로 설명하기[0054]

위한 것에 불과하므로 본 발명의 범위가 이들 실시예에 의해 한정되는 것으로 해석되어서는 아니된다.

발명의 효과

본 발명은 PECAM1 단백질에 특이적으로 결합하는 항체를 제공함으로써, 다양한 세포주들 또는 세포 클러스터 중[0055]

혈관 내피세포만을 순수 분리할 수 있어, 세포 치료제로서 이용될 수 있는 고순도의 혈관 내피세포를 제공할 수

있는 효과가 있다.  

특히, 본 발명은 자성 입자가 결합된 항체를 더 제공함에 따라, 자력의 인가 또는 차단에 의해 분화된 혈관 내[0056]

피세포를 보다 용이하게 순수 분리할 수 있는 효과가 있다.  

이때, 본 발명은 저 농도에서도 항원 특이성 및 결합 친화도를 유지하는 혈관 내피세포 순수분리를 위한 항체를[0057]

제공함으로써, 효율적으로 높은 순도의 혈과 내피세포를 분리할 수 있는 효과가 있다. 

이에, 본 발명의 혈관 내피세포 순수 분리를 위한 항체를 이용하여 분리한 혈관 내피세포는, 심혈관계 질환에[0058]

대한 예방 또는 치료에 효과적인 세포 치료제로서 안정적으로 임상에 적용될 수 있는 효과가 있다.  보다 구체

적으로, 본 발명은 허혈성 조직에 직접 적용 가능한 고순도의 혈관 내피세포를 제공할 수 있어, 허혈성 심혈관

질환, 뇌혈관 질환, 당뇨 합병증, 창상 치료 등의 혈관 생성이 필요한 질환에 대한 세포 치료제 조성물을 제공

할 수 있는 효과가 있다.  

나아가, 본 발명은 혈관 내피세포 순수 분리용 항체를 제공함으로써, 종래의 혈관 재생치료법에 이용되는 세포[0059]

치료제의 순도가 낮음에 따라 발생되는 문제점, 예를 들어, 생체 내 생존률 저하에 따른 미미한 치료 효과 등을

개선할 수 있는 효과가 있다.  

본 발명에 따른 효과는 이상에서 예시된 내용에 의해 제한되지 않으며, 더욱 다양한 효과들이 본 명세서 내에[0060]

포함되어 있다.

도면의 간단한 설명

도 1a은 본 발명의 일 실시예에 따른 혈관 내피세포 순수 분리를 위한 항체의 제조 방법의 철차를 도시한 것이[0061]

등록특허 10-2386795

- 9 -



다.  

도 1b는 본 발명의 일 실시예에 따른 따른 혈관 내피세포 순수 분리를 위한 항체의 제조 방법에서의 항원으로

이용되는 세포 외 기질 도메인을 도시한 것이다. 

도 1c는 본 발명의 일 실시예에 따른 따른 혈관 내피세포 순수 분리를 위한 항체의 제조 방법에서의 항원으로

이용되는 세포 외 기질 도메인을 포함하는 단백질에 대한 발현 수준을 나타내는 결과이다.

도 1d는 본 발명의 일 실시예에 따른 따른 혈관 내피세포 순수 분리를 위한 항체의 제조 방법에서, 분리된 복수

의 클론들 각각에 대하여 측정된 항원과의 결합 친화도 (binding affinity) 의 수준을 나타내는 결과이다.

도 1e는 본 발명의 일 실시예에 따른 따른 혈관 내피세포 순수 분리를 위한 항체의 제조 방법에서, 분리된 복수

의 클론들 각각에 대하여 측정된 면역형광염색 분석의 결과이다.

도 2는 본 발명의 다른 실시예에 따른, 혈관 내피세포 순수 분리를 위한 항체를 이용한 혈관 내피세포의 순수

분리 방법의 철차를 도시한 것이다.  

도 3a은 본 발명의 일 실시예에 따른 혈관 내피세포 순수 분리를 위한 항체의 제조 방법에서, PECAM1과 반응하

는 복수의 양성 클론으로 결정된 클론들 각각에 대하여 측정된 면역형광염색 분석의 결과이다.

도 3b는 본 발명의 일 실시예에 따른 혈관 내피세포 순수 분리를 위한 항체의 제조 방법에 의해 획득된 항체에

대한 면역형광염색 방법을 이용한 평가 결과이다.  

도 4a 및 4b는 본 발명의 일 실시예에 따른 혈관 내피세포 순수 분리를 위한 항체의 제조 방법에 의해 획득된

항체에 대한 면역형광염색 방법을 이용한 세포 특이성에 대한 평가 결과이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 발명의 이점 및 특징, 그리고 그것들을 달성하는 방법은 첨부되는 도면과 함께 상세하게 후술되어 있는 실시[0062]

예들을 참조하면 명확해질 것이다.  그러나, 본 발명은 이하에서 개시되는 실시예들에 한정되는 것이 아니라 서

로 다른 다양한 형태로 구현될 것이며, 단지 본 실시예들은 본 발명의 개시가 완전하도록 하며, 본 발명이 속하

는 기술분야에서 통상의 지식을 가진 자에게 발명의 범주를 완전하게 알려주기 위해 제공되는 것이며, 본 발명

은 청구항의 범주에 의해 정의될 뿐이다.

이하에서는 도 1a 및 1e를 참조하여, 혈관 내피세포 순수 분리를 위한 항체의 제조방법에 대해서 구체적으로 설[0063]

명한다.

도 1a은 본 발명의 일 실시예에 따른 혈관 내피세포 순수 분리를 위한 항체의 제조 방법의 철차를 도시한 것이[0064]

다.  도 1b는 본 발명의 일 실시예에 따른 따른 혈관 내피세포 순수 분리를 위한 항체의 제조 방법에서의 항원

으로 이용되는 세포 외 기질 도메인을 도시한 것이다.  도 1c는 본 발명의 일 실시예에 따른 따른 혈관 내피세

포 순수 분리를 위한 항체의 제조 방법에서의 항원으로 이용되는 세포 외 기질 도메인을 포함하는 단백질에 대

한 발현 수준을 나타내는 결과이다.  도 1d는 본 발명의 일 실시예에 따른 따른 혈관 내피세포 순수 분리를 위

한 항체의 제조 방법에서, 분리된 복수의 클론들 각각에 대하여 측정된 항원과의 결합 친화도의 수준을 나타내

는 결과이다.  도 1e는 본 발명의 일 실시예에 따른 따른 혈관 내피세포 순수 분리를 위한 항체의 제조 방법에

서, 분리된 복수의 클론들 각각에 대하여 측정된 면역형광염색 분석의 결과이다.

도 1a를 참조하면, 본 발명의 일 실시예에 따른 혈관 내피세포 순수 분리를 위한 항체의 제조 방법은, PECAM1에[0065]

대한 항체가 생성되도록 PECAM1의 세포 외 기질 도메인을 포함하는 단백질을 항체 생산 개체에 주입하는 단계

(S110), 항체 생산 개체로부터 PECAM1의 항원과 반응하는 양성 클론을 결정하는 단계 (S120) 및 양성 클론으로

부터 PECAM1에 대한 항체를 분리하는 단계 (S130) 를 포함한다.  

보다 구체적으로, 도 1b를 참조하면, PECAM1의 세포 외 기질 도메인을 포함하는 단백질을 항체 생산 개체에 주[0066]

입하는 단계 (S110) 에서는, PECAM1의 단백질 전체 도메인 중 28 내지 681 번째의 세포 외 기질 도메인을 갖는

단백질을 항원으로 이용하여 항체 생산 개체, 예를 들어 마우스에 주입할 수 있다.  

이때, 항원으로 이용되는 단백질은, PECAM1의 세포 외 기질 도메인을 발현하는 염기 서열을 포함하는 재조합 플[0067]

라스미드 백터를 제조한 다음, 재조합 플라스미드 백터를 숙주 세포에 형질주입하고, 숙주 세포로부터 발현된

PECAM1의 세포 외 기질 도메인을 포함하는 단백질을 정제함으로써 획득될 수 있다.  예를 들어, 도 1c를 참조하

면, 쿠마시 블루 염색법 (coomassie blue staining) 에 의해 염색된, 획득된 PECAM1 (CD31) 의 세포 외 기질
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도메인 (ECD,  extracellurlar  metrix  domain)  의 단백질에 대한 발현 수준이 도시된다.  이와 같이, 정제된

PECAM1의 세포 외 기질 도메인의 단백질은 항체 생산 개체에 주입되는 항원으로서 이용될 수 있다.

다음으로, 양성 클론을 결정하는 단계 (S120) 에서는, 면역 반응에 따라 항체 생산 개체 내에서 항체가 형성된,[0068]

양성 클론을 획득할 수 있다.  예를 들어, 도 1d를 참조하면, ELISA 분석을 통해 마우스로부터 분리한 혈청에

인간 PECAM1의 항원 (hCD31-Fc) 및 인간 면역글로불린 G의 항원 (hIgG-Fc) 중, PECAM1의 항원에 대하여 특이도

를 갖고 PECAM1의 항원과 높은 결합 친화도 (binding affinity) 로 반응함에 따라 양성 클론으로 결정된 51 개

의 클론이 도시된다.  이때, 51 개의 양성 클론은 인간 PECAM1의 항원과 높은 특이도 및 반응성을 보임에 따라,

PECAM1의 세포 외 기질 도메인 단백인질 항원에 대항하는 항체가 형성된 클론일 수 있다.  

한편, 항원-항체에 대하여 수치상으로 나타나는 높은 수준의 결합 친화도는, 실질적으로 세포 수준에서 혈관 내[0069]

피세포의 표면에 존재하는 PECAM1의 세포 외 기질 도메인과의 결합 친화도가 높은 것을 의미하는 것이 아닐 수

있다.  이에, 본 발명의 다른 실시예에 따르면, 양성 클론을 결정하는 단계 (S120) 에서는 면역형광염색법을 통

해, 실제 세포 내에서 PECAM1의 세포 외 기질 도메인과의 결합 친화도가 높은 항체를 포함하는 양성 클론을 더

결정할 수 있다.  예를 들어, 도 1e를 참조하면, ELISA를 통해 양성 클론으로 결정된 51 개의 클론 중 실제 혈

관 내피세포에서 PECAM1의 발현 위치를 정확하게 탐색할 수 있는 클론을 선정하기 위해, 인간 혈관 내피세포인

HUVEC (Human umbilical vein endothelial cells) 에서 면역형광염색법을 수행한 결과가 도시된다.  이때, 51

개의 양성 클론 중, 3F10, 4F1, 4H2, 6A3, 6A5, 6B2, 6C6, 8E5, 8E9 및 8H10은 다른 클론들보다 강하게 형광

빛을 발하는 것으로 나타난다.  즉, 3F10, 4F1, 4H2, 6A3, 6A5, 6B2, 6C6, 8E5, 8E9 및 8H10의 클론들은, 실제

인간 혈관 내피세포에서 내에서 PECAM1의 세포 외 기질 도메인과의 결합 친화도가 높은 것으로 나타남에 따라

최종적으로 반응성 높은 양성 클론으로 결정될 수 있다.

본 발명의 다른 실시예에 따르면, 양성 클론을 결정하는 단계 (S120) 는, 항체 생산 개체로부터 복수의 B 세포[0070]

를 분리하고, 융합 세포를 생성하도록 복수의 B 세포를 골수종 세포와 각각 융합하고, 클론을 형성하도록 복수

의 융합 세포를 각각 배양하고, 형성된 클론으로부터 PECAM1의 항원과 반응하는 양성 클론을 결정하도록 구성될

수 있다.  

마지막으로  PECAM1에  대한  항체를  분리하는  단계  (S130)  에서는,  양성  클론을 대량 배양하여 클론으로부터[0071]

PECAM1에 대한 항체, 보다 구체적으로 인간화 PECAM1 단일 클론 항체를 정제하여, 혈관 내피세포 순수 분리를

위한 항체를 획득할 수 있다.  

본 발명의 다른 실시예에 따르면, PECAM1에 대한 항체를 분리하는 단계 (S130) 는, 양성 클론을 결정하는 단계[0072]

(S120) 에서 획득한 양성 클론을 평형화된 컬럼에 통과시켜 부수적인 단백질들을 제거하고, PECAM1 항원이 부착

된 컬럼에 단백질 제거된 양성 클론을 통과시켜, 본 발명의 혈관 내피세포 순수 분리를 위한 항체로 이용될 수

있는 PECAM1 항원 특이적인 항체를 정제하도록 구성될 수 있다.  

이상의 방법으로 획득된 PECAM1 항원 특이적인 항체는, 특히 허혈성 조직에 대하여 직접적으로 이용되거나, 이[0073]

에 따른 질환의 치료에 이용될 수 있는 세포 치료제에 이용되는 혈관 내피세포의 순수 분리를 위해 이용될 수

있다.  

이하에서는 도 2를 참조하여, 본 발명의 일 실시예에 따른 혈관 내피세포 순수 분리를 위한 항체를 이용한, 혈[0074]

관 내피세포의 순수 분리 방법에 대해서 구체적으로 설명한다.  도 2는 본 발명의 다른 실시예에 따른, 혈관 내

피세포 순수 분리를 위한 항체를 이용한 혈관 내피세포의 순수 분리 방법의 철차를 도시한 것이다. 

도 2를 참조하면, 본 발명의 다른 실시예에 따른 혈관 내피세포의 순수 분리 방법은, 혈관 내피세포를 포함하는[0075]

세포 클러스터를 획득하도록, 줄기세포로부터 내피세포를 분화시키는 단계 (S210), 세포 클러스터에 혈관 내피

세포의 순수 분리를 위한 항체를 처리하는 단계 (S220) 및 면역형광염색법에 따른 형광의 수준을 기초로 혈관

내피세포를 분류하는 단계 (S230) 를 포함한다.  

본 발명의 다른 실시예에 따르면, 내피세포를 분화시키는 단계 (S210) 에서는, 줄기세포로 인간 만능 줄기세포[0076]

또는 인간 유도 만능 줄기세포가 이용될 수 있다.  나아가, 노치 신호 전달 리간드인 DLL4를 처리한 배지에서

줄기세포를 배양함으로써 내피세포의 분화가 개시될 수 있다.  

본 발명의 또 다른 실시예에 따르면, 내피세포를 분화시키는 단계 (S210) 에서 획득된 세포 클러스터는, 줄기세[0077]

포로부터 분화된 내피세포와 함께, 배반포의 내세포 집단 초기 단계 배아, 제대 세포, 제대혈, 인간 유도 만능

줄기세포, 뼈 골수, 나아가, 미분화된 줄기세포, 중배엽 계통의 줄기세포를 포함할 수 있다.  그러나, 이에 제
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한되는 것은 아니다.  

본 발명의 또 다른 실시예에 따르면, 혈관 내피세포의 순수 분리를 위해 이용되는 본원 발명의 항체는, 자성 입[0078]

자를 더 포함할 수 있다.  이에, 분류하는 단계 (S230) 는, 금속성 입자가 내부에 위치해 있고, 외부에 자력이

인가되도록 구성된 컬럼에, 혈관 내피세포 순수 분리를 위한 항체가 처리된 세포 클러스터를 투과시키고, 컬럼

내부에 위치한 금속성 입자와 결합한 세포를 혈관 내피세포로 분류하도록 더 구성될 수 있다.  

본 발명의 또 다른 실시예에 따르면, 분류하는 단계 (S230) 는 컬럼 외부에서 자력이 인가되는 것을 차단함으로[0079]

써 혈관 내피세포를 분류하도록 더 구성될 수 있다.  

이상의 방법으로 높은 순도로 분리된 혈관 내피세포는 허혈성 조직에 대하여 직접적으로 이용되거나, 2차적으로[0080]

유도되는 질환, 예를 들어 허혈성 심장 질환, 동맥경화증, 심근경색증 및 협심증과 같은 심혈관계 질환의 치료

를 위한 세포 치료제로서 이용될 수 있다.  

실시예 1: 본 발명의 일 실시예에 따른 혈관 내피세포 순수 분리를 위한 항체를 이용한 혈관 내피세포의 탐지[0081]

이하에서는, 도 3a 및 3b를 참조하여, 본 발명의 일 실시예에 따른 혈관 내피세포 순수 분리를 위한 항체의 평[0082]

가 결과에 대하여 설명한다.  이때, 혈관 내피세포로 인간 혈관 내피세포인 HUVEC 세포가 이용되었으나, 본 발

명의 혈관 내피세포 순수 분리를 위한 항체에 대한 효과는 이에 제한되는 것은 아니다.  예를 들어, 마우스 혈

관 내피세포에 대해서도 동일한 효과를 가질 수 있다.  

도 3a은 본 발명의 일 실시예에 따른 혈관 내피세포 순수 분리를 위한 항체의 제조 방법에서, PECAM1과 반응하[0083]

는 복수의 양성 클론으로 결정된 클론들 각각에 대하여 측정된 면역형광염색 분석의 결과이다.  도 3b는 본 발

명의 일 실시예에 따른 혈관 내피세포 순수 분리를 위한 항체의 제조 방법에 의해 획득된 항체에 대한 면역형광

염색 방법을 이용한 평가 결과이다.  

도 3a를 참조하면, 본 발명의 일 실시예에 따른 혈관 내피세포 순수 분리를 위한 항체의 생산 방법에 따라 양성[0084]

클론으로 최종 결정된 10 개의 클론인 3F10, 4F1, 4H2, 6A3, 6A5, 6B2, 6C6, 8E5, 8E9 및 8H10으로부터 정제된

항체들에 대한 혈관 내피세포 탐지 결과가 나타난다.  보다 구체적으로, 3F10, 4H2, 6A3, 6C6, 8E9 및 8H10의

항체가 혈관 내피세포의 표면에 존재하는 PECAM1의 세포 외 기질 도메인에 대하여 특이성을 가지고, 강한 신호

로 탐지하는 것으로 나타난다.  특히, 8H10의 항체는 다른 항체들보다 강한 신호로 PECAM1를 탐지하는 것으로

나타난다.

도 3b를 참조하면, 혈관 내피세포와의 반응성이 좋은 8H10 클론을 이용하여 마우스로부터 항체를 생산하고 정제[0085]

공정에 의해 획득한 8H10의 항체에 대한, 혈관 내피세포 탐지 결과가 나타난다.  이때, 획득된 8H10의 항체의

농도는 3.86  mg/ml이고, 8H10의 항체를 1000:1로 희석하여 HUVEC  세포에 대한 면역형광염색법을 수행하였다.

보다 구체적으로, 8H10의 항체와 세포 표면에 존재하는 PECAM1 단백질의 반응에 의해 탐지된 내피세포는, DAPI

(4',6'-diamidine-2'-phenylindole dihydrochloride) 에 의해 염색된 혈관 내피세포와 전반적으로 일치하는 것

으로 나타난다.  즉, 8H10의 항체는 혈관 내피세포를 효과적으로 탐지할 수 있어, 혈관 내피세포의 순수 분리를

위해 이용될 수 있다.  

특히,  8H10의  항체는,  1000:1의 희석에 따른 약 0.00386  mg/ml  농도에서도 혈관 내피세포에 대한 특이성을[0086]

갖고, 혈관 내피세포에 대하여 높은 결합도를 갖는 것으로 나타난다.

이상에 실시예 1의 결과로, 본 발명의 다양한 실시예에서 이용되는, 혈관 내피세포의 순수 분리를 위한 항체는,[0087]

3F10, 4F1, 4H2, 6A3, 6A5, 6B2, 6C6, 8E5, 8E9 및 8H10의 항체, 바람직하게 3F10, 4H2, 6A3, 6C6, 8E9 및

8H10의 항체, 보다 바람직하게 8H10의 항체일 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다.  

실시예 2: 본 발명의 일 실시예에 따른 혈관 내피세포 순수 분리를 위한 항체의 세포 특이성 평가[0088]

이하에서는, 도 4a 및 4b를 참조하여, 본 발명의 일 실시예에 따른 혈관 내피세포 순수 분리를 위한 항체에 대[0089]

한 세포 특이성의 평가 결과를 설명한다.   이때, 실험군으로 혈관 내피세포로서 인간 혈관 내피세포인 HUVEC

세포가 이용되었고, 음성 대조군으로 섬유아세포 (fibroblast) 가 이용되었다.  이때, 본 발명의 항체는 실시예

1에서 전술한 항체 중, 3.86 mg/ml 농도의 8H10에 대하여 100:1, 200:1, 500:1 및 1000:1의 비율로 희석된 후,

섬유아세포 및 인간 혈관 내피세포 각각에 처리되었다. 

도 4a 및 4b는 본 발명의 일 실시예에 따른 혈관 내피세포 순수 분리를 위한 항체의 제조 방법에 의해 획득된[0090]

항체에 대한 면역형광염색 방법을 이용한 세포 특이성에 대한 평가 결과이다.
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먼저, 도 4a의 (a), (b), (c) 및 (d)를 참조하면, 음성 대조군의 섬유아세포에 대하여, 100:1, 200:1, 500:1[0091]

및 1000:1의 비율로 희석된 본 발명의 항체가 처리되 결과가 도시된다.  보다 구체적으로, 파란 빛을 발하는 섬

유아세포는 관찰되지만, 본 발명의 항체와의 특이적 결합이 일어나지 않았음에 따라 녹색 빛의 항체는 관찰되지

않는다. 

한편, 도 4b의 (a), (b), (c) 및 (d)를 참조하면, 파란 빛을 발하는 인간 혈관 내피세포와 함께, 내피세포의 표[0092]

면에서 녹색 빛을 발하는 항체가 함께 나타난다.  이때, 본 발명의 항체는 인간 혈관 내피세포 표면의 PECAM1과

특이적으로 결합하여, 인간 혈관 내피세포를 탐지할 수 있다.  특히, 도 4d의 (d)를 참조하면, 1000:1의 희석에

도 본 발명의 항체는, 혈관 내피세포의 탐지 수준이 높은 것으로 나타난다. 이에, 본 발명의 항체는, 저 농도의

이용에도혈관 내피세포에 대한 특이성이 높음에 따라, 저농도에서도 혈관 내피세포를 효율적으로 탐지할 수 있

다.  나아가, 본 발명의 항체는, 순도 높은 내피세포를 획득하기에 용이할 수 있다.

특히,  8H10의  항체는,  1000:1의 희석에 따른 약 0.00386  mg/ml  농도에서도 혈관 내피세포에 대한 특이성을[0093]

갖고, 혈관 내피세포에 대하여 높은 결합도를 갖는 것으로 나타난다.

이상에 실시예 2의 결과로, 본 발명의 다양한 실시예에서 이용되는, 혈관 내피세포의 순수 분리를 위한 항체는,[0094]

혈관 내피세포 특이적으로 결합함에 따라, 높은 순도의 내피세포를 분리하는 것에 이용될 수 있다. 

이에, 본 발명의 혈관 내피세포 순수 분리를 위한 항체를 이용하여 분리한 혈관 내피세포는 순도가 높음에 따라[0095]

심혈관계 질환에 대한 예방 또는 치료에 효과적인 세포 치료제로서 안정적으로 임상에 적용될 수 있다.  

보다 구체적으로, 본 발명의 다양한 실시예에 이용되는 항체는, 허혈성 조직에 직접 적용 가능한 혈관 내피세포[0096]

를 고순도로 분리할 수 있어, 허혈성 심혈관 질환, 뇌혈관 질환, 당뇨 합병증, 창상 치료 등의 혈관 생성이 필

요한 질환에 대한 세포 치료제 조성물을 제공할 수 있다.  

이상 첨부된 도면을 참조하여 본 발명의 실시 예들을 더욱 상세하게 설명하였으나, 본 발명은 반드시 이러한 실[0097]

시 예로 국한되는 것은 아니고, 본 발명의 기술사상을 벗어나지 않는 범위 내에서 다양하게 변형 실시될 수 있

다.  따라서, 본 발명에 개시된 실시 예들은 본 발명의 기술 사상을 한정하기 위한 것이 아니라 설명하기 위한

것이고, 이러한 실시 예에 의하여 본 발명의 기술 사상의 범위가 한정되는 것은 아니다.  그러므로, 이상에서

기술한 실시 예들은 모든 면에서 예시적인 것이며 한정적이 아닌 것으로 이해해야만 한다.  본 발명의 보호 범

위는 아래의 청구범위에 의하여 해석되어야 하며, 그와 동등한 범위 내에 있는 모든 기술 사상은 본 발명의 권

리범위에 포함되는 것으로 해석되어야 할 것이다.

도면

도면1a
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도면1b

도면1c
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도면1d

도면1e
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도면2

도면3a

도면3b
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도면4b

서 열 목 록

<110>    Industry-Academic Cooperation Foundation, Yonsei University

<120>    ANTIBODY FOR PURIFYING VASCULAR ENDOTHELIAL CELL AND METHOD FOR

         MAKING THEREOF

<130>    19PD5340KR

<150>    KR 10-2018-0096650

<151>    2018-08-20

<160>    1

<170>    KoPatentIn 3.0

<210>    1

<211>    574

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Artificial
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<400>    1

Gln Glu Asn Ser Phe Thr Ile Asn Ser Val Asp Met Lys Ser Leu Pro

  1               5                  10                  15 

Asp Trp Thr Val Gln Asn Gly Lys Asn Leu Thr Leu Gln Cys Phe Ala

             20                  25                  30 

Asp Val Ser Thr Thr Ser His Val Lys Pro Gln His Gln Met Leu Phe

         35                  40                  45 

Tyr Lys Asp Asp Val Leu Phe Tyr Asn Ile Ser Ser Met Lys Ser Thr

     50                  55                  60 

Glu Ser Tyr Phe Ile Pro Glu Val Arg Ile Tyr Asp Ser Gly Thr Tyr

 65                  70                  75                  80 

Lys Cys Thr Val Ile Val Asn Asn Lys Glu Lys Thr Thr Ala Glu Tyr

                 85                  90                  95 

Gln Leu Leu Val Glu Gly Val Pro Ser Pro Arg Val Thr Leu Asp Lys

            100                 105                 110 

Lys Glu Ala Ile Gln Gly Gly Ile Val Arg Val Asn Cys Ser Val Pro

        115                 120                 125 

Glu Glu Lys Ala Pro Ile His Phe Thr Ile Glu Lys Leu Glu Leu Asn

    130                 135                 140 

Glu Lys Met Val Lys Leu Lys Arg Glu Lys Asn Ser Arg Asp Gln Asn

145                 150                 155                 160 

Phe Val Ile Leu Glu Phe Pro Val Glu Glu Gln Asp Arg Val Leu Ser

                165                 170                 175 

Phe Arg Cys Gln Ala Arg Ile Ile Ser Gly Ile His Met Gln Thr Ser

            180                 185                 190 

Glu Ser Thr Lys Ser Glu Leu Val Thr Val Thr Glu Ser Phe Ser Thr

        195                 200                 205 

Pro Lys Phe His Ile Ser Pro Thr Gly Met Ile Met Glu Gly Ala Gln

    210                 215                 220 

Leu His Ile Lys Cys Thr Ile Gln Val Thr His Leu Ala Gln Glu Phe

225                 230                 235                 240 
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Pro Glu Ile Ile Ile Gln Lys Asp Lys Ala Ile Val Ala His Asn Arg

                245                 250                 255 

His Gly Asn Lys Ala Val Tyr Ser Val Met Ala Met Val Glu His Ser

            260                 265                 270 

Gly Asn Tyr Thr Cys Lys Val Glu Ser Ser Arg Ile Ser Lys Val Ser

        275                 280                 285 

Ser Ile Val Val Asn Ile Thr Glu Leu Phe Ser Lys Pro Glu Leu Glu

    290                 295                 300 

Ser Ser Phe Thr His Leu Asp Gln Gly Glu Arg Leu Asn Leu Ser Cys

305                 310                 315                 320 

Ser Ile Pro Gly Ala Pro Pro Ala Asn Phe Thr Ile Gln Lys Glu Asp

                325                 330                 335 

Thr Ile Val Ser Gln Thr Gln Asp Phe Thr Lys Ile Ala Ser Lys Ser

            340                 345                 350 

Asp Ser Gly Thr Tyr Ile Cys Thr Ala Gly Ile Asp Lys Val Val Lys

        355                 360                 365 

Lys Ser Asn Thr Val Gln Ile Val Val Cys Glu Met Leu Ser Gln Pro

    370                 375                 380 

Arg Ile Ser Tyr Asp Ala Gln Phe Glu Val Ile Lys Gly Gln Thr Ile

385                 390                 395                 400 

Glu Val Arg Cys Glu Ser Ile Ser Gly Thr Leu Pro Ile Ser Tyr Gln

                405                 410                 415 

Leu Leu Lys Thr Ser Lys Val Leu Glu Asn Ser Thr Lys Asn Ser Asn

            420                 425                 430 

Asp Pro Ala Val Phe Lys Asp Asn Pro Thr Glu Asp Val Glu Tyr Gln

        435                 440                 445 

Cys Val Ala Asp Asn Cys His Ser His Ala Lys Met Leu Ser Glu Val

    450                 455                 460 

Leu Arg Val Lys Val Ile Ala Pro Val Asp Glu Val Gln Ile Ser Ile

465                 470                 475                 480 

Leu Ser Ser Lys Val Val Glu Ser Gly Glu Asp Ile Val Leu Gln Cys

                485                 490                 495 

등록특허 10-2386795

- 20 -



Ala Val Asn Glu Gly Ser Gly Pro Ile Thr Tyr Lys Phe Tyr Arg Glu

            500                 505                 510 

Lys Glu Gly Lys Pro Glu Tyr Gln Met Thr Ser Asn Ala Thr Gln Ala

        515                 520                 525 

Phe Trp Thr Lys Gln Lys Ala Ser Lys Glu Gln Glu Gly Glu Tyr Tyr

    530                 535                 540 

Cys Thr Ala Phe Asn Arg Ala Asn His Ala Ser Ser Val Pro Arg Ser

545                 550                 555                 560 

Lys Ile Leu Thr Val Arg Val Ile Leu Ala Pro Trp Lys Lys

                565                 570
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