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환자에게 신장 손상을 치료하는데 효과적인 양의 조혈 줄기 세포들(HSC)을 투여함을 포함하는, 환자에서 신장 손

상을 치료하는 방법이 본원에 제공된다.  일부 구체예에서, HSC의 투여를 지연시킴으로써, 상기 HSC가 상기 신장

손상 직후 투여되지 않도록 한다.  특정 측면들에서, 상기 HSC는 환자에게 상기 신장의 복구 상 개시 동안 투여

된다.  본원에서 사용하기 위한 관련 방법 및 조성물을 포함하는 본 발명의 추가의 구체예 및 측면이 본원에 기

술되어 있다.
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특허청구의 범위

청구항 1 

환자에서 신장 손상을 치료하는데 효과적인 양의 조혈 줄기 세포(HSC)를 손상 후 적어도 약 20시간째에 및 손상

후 약 14일 전에 환자에게 투여함을 포함하는, 환자에서 신장 손상을 치료하는 방법.

청구항 2 

환자에서 신장병 또는 신장 의학 상태를 예방하는데 효과적인 양의 조혈 줄기 세포(HSC)를 손상 후 적어도 약

20시간째에 및 손상 후 약 14일 전에 환자에게 투여함을 포함하는, 신장 손상을 포함하는 환자에서 신장병 또는

신장 의학 상태를 예방하는 방법.

청구항 3 

청구항 2에 있어서, 신장병 또는 신장 의학 상태가 급성 신부전, 만성 신장병 및 사이질 섬유증으로 이루어진

그룹 중에서 선택되는 방법.

청구항 4 

환자의 생존을 증가시키기에 효과적인 양의 조혈 줄기 세포(HSC)를 손상 후 적어도 약 20시간째에 및 손상 후

약 14일 전에 환자에게 투여함을 포함하는, 신장 손상을 포함하는 환자의 생존을 증가시키는 방법.

청구항 5 

청구항 1 내지 4 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 신장 손상이 상기 환자의 신장에서 세관주위 모세혈관 손실을

유발하는 방법.

청구항 6 

청구항 1 내지 5 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 급성 신장 손상이 상기 환자에서 허혈, 독소, 안지오텐신-전

환 효소 억제제(ACEI) 또는 안지오텐신 II 수용체 차단제, 혈액 수혈 반응, 근육에 대한 손상 또는 외상, 수술,

쇼크, 저혈압 중 하나 이상에 의해 유발되는 방법.

청구항 7 

청구항 1 내지 6 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 신장 손상이 신장 허혈성 재관류 손상인 방법.

청구항 8 

청구항 1 내지 7 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 HSC가 손상 후 적어도 약 20시간째에 및 손상 후 약 7일 전에

투여되는 방법.

청구항 9 

청구항 8에 있어서, 상기 HSC가 손상 후 적어도 22시간째에 및 손상 후 약 4일 전에 투여되는 방법.

청구항 10 

청구항 9에 있어서, 상기 HSC가 손상 후 대략 24시간째에 투여되는 방법.

청구항 11 

청구항 1 내지 청구항 10 중의 어느 한 항에 있어서, HSC의 제2 투여를 추가로 포함하는 방법.

청구항 12 

청구항 11에 있어서, HSC의 상기 제2 투여가 상기 제1 투여 후 적어도 약 12시간째에 투여되는 방법.

청구항 13 
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청구항 12에 있어서, HSC의 상기 제2 투여가 상기 제1 투여 후 적어도 약 24시간째에 투여되는 방법.

청구항 14 

청구항 1 내지 13 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 HSC가 세포 집단의 일부이고, 이러한 집단의 상기 세포 중

적어도 30%가 CD34
+HSC

인 방법.

청구항 15 

청구항 14에 있어서, 상기 세포의 적어도 50%가 CD34
+HSC

인 방법.

청구항 16 

청구항 15에 있어서, 상기 세포의 적어도 75%가 CD34
+HSC

인 방법.

청구항 17 

청구항 16에 있어서, 상기 세포의 75% 초과가 CD34
+HSC

인 방법.

청구항 18 

청구항 1 내지 17 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 HSC가 공여자의 말초 혈액으로부터 분리된 골수 세포로 이동

되는 방법.

청구항 19 

청구항 18에 있어서, 상기 공여자가 상기 환자이고 상기 HSC가 상기 환자에 대해 자가성인 방법.

청구항 20 

청구항 1 내지 19 중의 어느 한 항에 있어서, 적어도 2.5×10
6
 HSC가 상기 환자에게 투여되는 방법.

청구항 21 

청구항 1 내지 20 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 HSC가 비경구적으로 투여되는 방법.

청구항 22 

HSC의 집단 및 약제학적 담체를 포함하는 약제학적 조성물.

청구항 23 

청구항 22에 있어서, 비경구 투여용으로 제형화된 약제학적 조성물.

청구항 24 

청구항 22 또는 23에 있어서, 상기 HSC가 신장 허혈성 재관류 손상용 치료제에 접합되는 약제학적 조성물.

청구항 25 

청구항 22 내지 24 중의 어느 한 항에 있어서, 신장병 또는 신장 의학 상태를 치료하기 위한 치료제를 추가로

포함하는 약제학적 조성물.

청구항 26 

청구항 25에 있어서, 치료제가 TLR2 억제제, ATF3 유전자 또는 유전자 생성물, 및 미네랄로코르티코이드 수용체

차단제, 라이소포스파티드산, 2-메틸아미노크로만, 21-아미노스테로이드, 트리메타지딘, 및 수라민으로 이루어

진 그룹 중에서 선택되는 약제학적 조성물.
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명 세 서

기 술 분 야

관련 출원의 상호 참조[0001]

본 출원은 2009년 10월 2일에 출원된 미국 가특허출원번호 61/248,316호의 우선권을 주장하며, 이는 참조함으로[0002]

써 그 전문이 본원에 통합된다.

배 경 기 술

비록 신장은 놀랄만한 재생력을 지니지만, 만성 신장병 및 급성 신장 손상 후 또는 반복되고 만성적인 신장 손[0003]

상 둘다 이후 신 부전은 현재 세계적으로 이환률(morbidity) 및 사망률의 선도하는 원인이다[1-3].  또한, 만성

신장병은 심혈관병 및 심혈관 이환률에 대한 선도적인 독립된 위험 인자로 확인되어 왔다[4].  만성 신장병은

손상 후 비성공적이거나 부적절한 신장 회복을 나타낼 수 있으며, 현재 신장의 복구 및 재생을 증진시키는 치료

법은 거의 없다[5].

신장 세관주위 미세혈관구조는, 이의 취약한 혈관구조가 일반적으로 손상 후 재생될 수 없기 때문에, 최근에 관[0004]

심이 증가하고 있다.  이는 신장의 만성 허혈을 유도하여[12-15], 만성 염증, 관 위축, 및 사이질 섬유증, 만성

신장병의 특징들을 촉발시킨다[12, 13].  손상 후 세관주위 모세관의 비성공적인 재생은 만성 신장병으로의 진

행에 대해 중심인 것으로 제안되어져 왔다[12-14].

골수로부터 줄기 세포의 재생 및 혈관형성 특징에 있어 많은 관심이 있어 왔으며[6-8], 신장병의 마우스 모델에[0005]

서 몇가지 연구들은, 골수의 마우스 중간엽 간질 세포(MSC)가 가능하게는 주변분비 또는 전신계적 분비 메카니

즘에 의해 신장 손상을 방지하거나 약화시킬 수 있음이 밝혀졌다[6, 9, 10].  그러나, 신장 복구에 있어서 조혈

줄기 세포들(HSC)의 가능한 혈관형성 역활은 거의 분석되어 있지 않고 기관 복구 및 재생을 촉진하기 위한 세포

치료요법에 있어서 인간 HSC를 수거하는 실행가능성을 확인하는 연구는 없었다[11].

따라서, 당해 분야에서 신장 손상의 치료 방법을 개발하기 위한 요구가 존재한다.[0006]

발명의 간단한 요약[0007]

본원에 기술된 연구는 인간 CD34+ 줄기 세포가 손상된 신장에서 보충되어 생존, 혈관 재생 및 기능 회복을 촉진[0008]

함을 최초로 입증한다.  신장의 복구 및 재생을 촉진하는 인간 CD34+ 조혈 줄기 세포들의 능력을 마우스에서 확

립된 허혈 재관류 손상 모델을 사용하여 연구하였다.  신장 손상 후에 예를 들면, 전신계적으로 투여된 인간

HSC를 마우스의 손상된 신장에 선택적으로 보충함으로써 혈관구조내 및 주변에서 주로 국재화시켰다.  이러한

보충은 신장 미세혈관구조의 향상된 복구, 세관 내피 세포, 향상된 기능성 회복 및 증가된 생존과 관련되었다.

일부 예에서, HSC는 신장에서 조기 골수 및 림프 분화 마커를 획득하였으며 또한 내피 후대세포 마커의 획득을

나타내었지만 신장에 대한 보충 후 전-혈관형성 전사체의 높은 수준의 합성을 보유하였다.  비록 주입된 정제된

HSC가 적은 수의 순환하는 내피 후대세포 및 때때로 내피 세포를 함유하지만, 단지 드문 인간 내피 세포가 마우

스 모세관벽에서 확인되었으며, 이는, HSC 매개된 신장 복구가 혈관구조의 교체라기보다는 주변분비 메카니즘에

의한 것임을 제안한다.  이러한 연구는 손상 후 신장 복구를 증진시키기 위한 촉망되는 치료학적 전략으로서 인

간 HSC를 발전시킨다.

따라서, 본 발명은 환자에게 조혈 줄기 세포들(HSC)을 투여함을 포함하는, 환자에서 신장 손상을 치료하는 방법[0009]

을 제공한다.  HSC는 환자에게 신장 손상을 치료하기에 효과적인 양으로 투여되며, 당해 양은 또한 본원에 기술

되어  있다.   본  발명의  특정  구체예에서,  HSC의  투여는  지연되는데;  즉,  HSC는  신장  손상  직후  투여되지

않는다.  본 발명의 일부 측면에서, HSC는 환자에게 신장의 복구 상의 개시시에, 예를 들면, 손상 후 적어도 약

12시간, 14 시간, 16 시간, 18 시간, 20 시간, 22 시간, 또는 24 시간째에 투여된다.  추가의 구체예에서, HSC

는 환자에게 손상 후 약 24 시간째에, 또는 이후 수회, 그러나 손상 후 약 14일 전에 투여된다.  HSC의 투여 시

간과 관련된 추가의 구체예는 본원에 상세히 기술된다.

본원에 추가로 제공된 것은 HSC의 투여를 포함하는 방법에 관한 것이다.  예를 들어, 신장 손상을 포함하는 환[0010]

자에서 신장병 또는 신장 의학적 상태를 예방하는 방법, 신장 손상을 포함하는 환자의 생존을 증가시키는 방법,

및 신장 손상을 포함하는 환자에서 신장병 또는 신장 의학 상태에 의해 유발되거나 이와 관련된 비-신장병 또는

비-신장 의학 상태를 예방하는 방법이 제공된다.
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본 발명의 일부 구체예에서, 본 발명의 방법에 사용된 HSC는 약제학적으로 허용되는 담체와 함께 제형화된다.[0011]

따라서, 본 발명은 HSC의 집단 및 약제학적으로 허용되는 담체를 포함하는 약제학적 조성물을 제공한다.  특정

구체예에서, 약제학적 조성물은 임의로 HSC에 접합된 추가의 치료제 또는 진단제를 포함한다.  이러한 약제학적

조성물은 치료제 또는 진단제를 손상된 신장에 전달하는데 사용될 수 있다.  따라서, 본 발명은 환자에게 치료

제 또는 진단제에 접합된 HSC를 투여함을 포함하는, 환자에서 손상된 신장에 치료제 또는 진단제를 전달하는 방

법을 제공한다.

일부 측면에서, 약제학적 조성물은 세포의 이종 집단을 포함하며, 여기서, HSC (예를 들면, CD34+ HSC)는 집단[0012]

의 세포들의 적어도 약 25% (예를 들면, 적어도 약 30%, 적어도 약 40%, 적어도 약 50%, 적어도 약 60%, 적어도

약 70%, 적어도 약 80%, 적어도 약 90%, 적어도 약 95%, 또는 적어도 약 98%)를 구성한다.  본 발명의 약제학적

조성물 및 이의 용도의 추가의 구체예도 본원에 제공된다.

도면의 간단한 설명

도 1은, 인간 조혈 줄기 세포들이 NOD/SCID 마우스의 허혈후 재관류 손상 신장, 비장 및 골수에 보충됨을 입증[0013]

한다.  (A) 마우스 CD31 표지화(labeling)로 나타낸 세관주위 모세관내 CMFDA 표지된 인간 세포들(화살표)은 나

타내는 IRI 후 d1에 선택적으로(adoptively) 이전된 인간 HSC를 제공받은 NOD/SCID 마우스 신장의 IRI 3일 후

대표적인 공촛점 영상.  (B) IRI 후 및 IRI 후 3, 5 및 7일째에 대조군 신장에서 확인된 인간 HSC의 수를 나타

내는 그래프.  (C) IRI 후 24시간째에 인간 HSC로 처리한 NOD/SCID 마우스의 7일 후 IRI 신장의 인간 HLA 부류

I(녹색, 화살표)을 검출하는 대표적인 공촛점 영상.  (D) IRI 후 및 IRI 후 7, 14 및 28일째에 대조군 신장에서

단면당 인간 HLA 부류 I 세포의 수를 나타내는 그래프.  (E) 신장 IRI 후 1d째에 선택적으로 이전된, IRI 후 3d

째에 비장에서 CMFDA 표지된 인간 HSC의 대표적인 공촛점 영상.  (F) IRI 후 3, 5 및 7일째에 비장에서 단면당

CMFDA 양성 세포들의 수를 나타내는 그래프. (G) IRI후 d1에서 선택적으로 이전된 인간 HSC를 제공받은 신장

IRI 마우스의 d7 후 신장으로부터 전 골수의 CD11b(마우스 및 인간 항원을 검출) 및 인간 CD45에 대한 대표적인

유동 세포분석 플롯.  (H)  d1  및 d2째에 마우스 골 HSC(E)에서 인간 CD45+  세포의 집단을 나타내는 그래프.

(D)에서 심각하게 손상된 세관내 우세한 파편은 (E)에서 현저히 낮은 정도를 나타냄에 주목한다.  (F) 비히클

또는 HSC(n=시점당 3개) 다음의 마우스에 대한 세관 손상 지표를 나타내는 그래프.  (G-H) IRI 후 d1 및 d2째에

비히클(G) 또는 HSC(H)을 제공받은 IRI d28 후 시리우스(Sirius) 적색-염색된 신장의 대표적인 영상.  (I) 비히

클 또는 HSC(n= 시점당 3)에 이어 마우스에 대한 섬유증 영역을 나타내는 그래프.  평균 ± SD. 
*
P < 0.05, 비

히클에 대해(바아 = 50μm).

도 2는 신장 허혈재관류 손상 후 NOD/SCID 마우스로 인간 HSC의 선택된 이전이 이환률을 감소시키고 신장 기능

을 증진시킴을 입증한다.  (A) 손상 후 1일째 PBS(비히클, n=16) 또는 2.5X10
6
(HSC, n=10) 정맥내 주입 후 양쪽

IRI에 이은 1, 2 및 7일째 혈장 크레아티닌 수준.  데이타는 평균 ± SD이다.  P 값 <0.01.  (B) PBS(비히클)

또는 2.5X10
6
 인간 HSC(HSC)를 손상 후 1일째에 정맥내 주사한 후 양쪽 IRI을 겪고 있는 마우스에 대한 각각의

시점에서 생존 곡선 및 수.  P 값 = 0.039.

도 3은, 인간 HSC의 선택적 이전이 신장 허혈 재관류 손상 후 세관주위 모세혈관 손실을 약화시키고 관 내피 손

상을 감소시킴을 입증한다.  (A-B) d1 및 d2에서 비히클 (A) 또는 HSC (B)를 제공받은 d7 후 IRI 신장의 외부

수질의 마우스 CD31-표지된 세관주위 모세관(PTC)의 대표적인 영상.   (A)에서 현저한 PTC  손실에 주목한다.

(C) 비히클 또는 HSC(n= 시점당 3개) 후 마우스에 대한 PTC 지표를 나타내는 그래프.  (D-E) d1 및 d2에 비히클

(D) 또는 HSC (E)를 제공받은 마우스로부터 d5후 IRI 신장 외부 수질의 PAS 염색한 신장 단면의 대표적인 광 영

상.  (D)에서 심각하게 손상된 세관내 우세한 잔해는 (E)에서 휠씬 적은 정도로 존재함에 주목한다.  (F) 비히

클 또는 HSC(n= 시점당 3개) 후 마우스에 대한 세관 손상 지표를 나타내는 그래프.  (G-H) IRI 후 d1 및 d2에

비히클 (G) 또는 HSC (H)를 제공받은 d28 후 IRI의 시리우스 적색-염색된 신장의 대표적인 영상.  (I) 비히클

또는 HSC(n= 시점당 3개) 후 마우스에 대한 섬유증 부위를 나타내는 그래프.  평균±SD.  * 비히클 그룹에 대해

P <0.05. (바아 = 50μm).

도 4는, 신장에서 인간 HSC의 분화를 입증한다.  신장 외부 수질의 대표적인 공촛점 영상(A, C) 및 에피플루오

레센스(epifluorescence) 영상(E)은 손상 후 1일째에 HSC의 정맥내 주사를 제공받고 마우스 혈관 구조의 mCD31

(적색)을 나타내기 위해 공표지된(colabeled) d5 후 IRI 신장에서 세포(화살표머리부분)내 인간 CD45 (A), 인간

CD68 (C), 및 인간 CD3 (E)의 발현을 나타낸다.  인간 CD45 (B), 인간 CD68 (D), 및 인간 CD3 (F) 세포들의 수

를 나타내는 그래프는 후 IRI 신장 및 대조군 신장에서 확인되었다.  데이타는 평균 ± SD이다.  n = 6/시점.
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(G-H)  d1  및 d2에 인간 HSC를 제공받고 CMFDA(화살표 머리)로 표지되고 인간 CD133  (G),  CD146  (H)  및 KDR

(I)에 대한 항체로 공-표지된 NOD/SCID 마우스의 IRI 신장의 3일 후 대표적인 에피플루오레센스 영상.  항-KDR

항체는 또한 마우스 내피(화살표)를 검출하였음에 주목한다(바아 = 50μm).

도 5는, 드믄 인간 내피 세포가 허혈 손상 및 HSC 주입 후 신장에서 검출될 수 있음을 입증한다.  (A-B) 일부는

모세혈관(화살표  머리)내로  통합된  것으로  여겨지지만(A)  대부분은  형태학적으로  단핵구이고  hCD45(화살표

머리)(B)를 공-발현하는 인간 CD31 발현 세포의 존재를 나타내는 d28 후 IRI 신장의 공촛점 영상.  (C) 손상 후

1일째 HSC의 선택적 이전 후 시간에 따른 후 IRI 신장내에서 인간 CD31 발현 세포의 수를 나타내는 그래프.

(D) 후 IRI 신장내 인간 CD45의 발현을 결여한 세포내에서 인간 폰 빌레브란트 인자(von Willebrand factor:

vWF)(화살표 머리) 및, 마우스 vWF가 아닌 것의 특이적인 발현(바아 = 50μm).

도 6은, 인간 HSC가 신장 허혈성 손상 후 신장내에서 혈관형성 주변분비 인자를 생성함을 입증한다.  선택적 이

전 전에 HSC(백색) 및  HSC에 있어서 혈관형성 후 전사체의 GAPDH와 비교하고, 선택적 이전 후 48시간째 후 IRI

신장으로부터 정제된 상대적인 유전자 발현.  신장으로 보충된 HSC는 혈관형성 전 전사체의 고-수준 발현을 보

유함에 주목한다.  평균 ± SD.  n = 6개/그룹. (바아 = 50μm).

도 7은 손상 후 신장의 복구에 있어서 HSC의 기능의 모델을 입증한다.  HSC는 손상된 신장으로 보충되며, 여기

서 이들은 CEP 마커 CD146을 획득하여 손상된 모세혈관 및 사이질내에 국재화한다.  주변분비 메카니즘에 의해

세포 복구를 촉진하는 안지오포이에틴, 혈관 내피 성장 인자, 간세포 성장 인자 및 인슐린 유사 성장 인자를 포

함하는 사이토킨의 국소 생산이 생성된다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

발명의 상세한 설명[0014]

본원에 기술된 데이타는 손상된 신장을 지닌 포유동물에게 투여된 HSC의 특이적인 국재화 및, 세관주위 미세혈[0015]

관구조를 포함하나, 이에 한정되지 않는 손상된 신장 조직의 후속적인 복구를 최초로 입증하며, 당해 복구는

HSC에 의해 매개된다.  따라서, 본 발명은 환자에서 신장 손상을 치료하는데 효과적인 양의 조혈 줄기 세포

(HSC)를 환자에게 투여함을 포함하는, 환자에서 신장 손상을 치료하는 방법을 제공한다.

본원에 사용된 것으로서, 용어 "치료하다" 및 또한 이로부터 유래된 단어들은 표적화된 상태의 100% 또는 완전[0016]

한 완화를 필수적으로 내포하지는 않는다.  오히려, 당해 분야에서 통상의 기술자가 유익한 것으로 인식하는 다

양한 정도의 치료학적 효과가 존재한다.  이와 관련하여, 본원에 기술된 방법은 특정 양 또는 특정 수준의 신장

손장의 치료학적 잇점을 제공하므로 손상을 "치료한다".  예를 들면, 각종 측면에서, 신장 손상을 치료하는 방

법은 환자의 손상된 신장 조직의 복구 또는 재생을 촉진하거나, 환자의 생존을 증가시키거나, 신장의 기능적 회

복을 향상시키거나, 신장에 대한 기능을 회복시킴을 포함한다.  다른 측면에서, 본 발명에 의해 제공된 치료는

손상된 신장에 의해 유발된 하나 이상의 상태 또는 증상의 완화를 포함한다.  예로서 및 제한하지 않고, 본원에

기술된  본  발명의  방법은  신장  세관주위  미세혈관구조(예를  들면,  세관주위  모세혈관)의  향상된  복구  또는

재생, 신장내 혈관[예를 들면, 세관주위 미세혈관구조(예를 들면, 세관주위 모세혈관)]의 생성 또는 안정화, 손

상된 신장에서 혈관형성의 유도, 또는 세관 내피 세포의 향상된 복구 또는 신장의 음성적 리모델링의 발생 감소

중 하나 이상을 달성한다.

신장 손상[0017]

본 발명의 각종 측면에서, 제공된 방법은 본원에 추가로 기술된 바와 같은, 허혈, 독소에 대한 노출, 안지오텐[0018]

신-전환 효소 억제제(ACEI) 또는  안지오텐신 II 수용체 차단제의 사용, 혈관 수혈 반응, 근육에 대한 손상 또

는 외상, 수술, 쇼크, 저혈압 또는, ARF 또는 만성 신장병의 원인들중 어느 것 중 어느 하나 이상에 의해 유발

된 신장에 대한 특정 손상을 지닌 환자에서 신장 손상을 치료하기 위한 것이다.

표적화된 신장 손상은 수질, 피질, 신장 피라미드(renal pyramid), 엽간 동맥, 신장 동맥, 신장 정맥, 신장 문[0019]

(renal  hilum),  신우,  요관,  소신배(minor  calyx),  신장피막,  열등한 신장 피막,  우수한 신장 피막,  엽간

정맥, 신장 단위, 대신배(major calyx), 신장 유두, 사구체, 보우만 주머니(Bowman's capsule), 및 신장 기둥

의 조직을 포함하나 이에 한정되지 않는, 신장내에서 발견된 특정 조직에 대한 손상을 포함하며, 당해 조직은

기능의 부분적이거나 완전한 손실을 초래하기에 충분하게 손상된다.  손상된 신장 조직은 신장 사구체 벽세포들

(parietal cells), 신장 사구체 발세포들, 사구체내 혈관사이 세포들, 사구체의 내피 세포들, 신장 세관 근처

솔가장자리 세포들(proximal tubule brush border cells), 요세관고리(loop of Henle) 박 분절 세포들, 두꺼운
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상행각(thick  ascending  limb)  세포들,  신장  먼  세관(kidney  distal  tubule)  세포들,  신장  수집관(kidney

collecting duct) 세포들, 및 간질 신장 세포들을 포함하나, 이에 한정되지 않는 신장에서 발생하는 명백한 세

포 유형 중 특정의 하나 이상을 포함한다.  본 발명의 특정 구체예에서, 신장 손상은 신장 세관주위 미세혈관구

조에 대한 손상을 포함한다.  특정 측면에서, 신장 손상은 세관주위 모세혈관에 대한 손상을 포함한다.  일부

구체예에서, 신장 손상은 세관(관) 상피 세포에 대한 손상을 포함한다.

신장병 및 신장 의학 상태의 예방[0020]

신장이 자가복구 또는 자가재생에 대한 놀랄만한 능력을 가지고 있다고 해도, 신장 손상은 흔히 신장병 또는 신[0021]

장 의학 상태에 대한 증가된 성향을 초래한다.  본원에 제공된 환자에서 신장 손상을 치료하는 방법은 신장의

성공적인 복구 및 재생을 허용함으로써, 환자가 신장병 또는 신장 의학 상태로의 증가된 성향을 가지지 않도록

함은 이론화되어 있다.  따라서, 본 발명은 신장 손상을 포함하는 환자에서 신장병 또는 신장 의학 상태를 예방

하는 방법을 제공한다.  당해 방법은 환자에게 신장병 또는 신장 의학 상태를 예방하기에 효과적인 양의 HSC를

투여함을 포함한다.  일부 구체예에서, 당해 양은 신장 손상을 치료하는데 효과적이며, 예를 들면, 신장 기능을

회복하고, 신장 세관주위 미세혈관구조를 재생하는데 효과적인 양이다.

본원에 사용된 것으로서, 용어 "예방하다" 및 또한 이로부터 기원한 단어는 100% 또는 완전한 예방을 필수적으[0022]

로 내포하지 않는다.  오히려, 당해 분야의 통상의 지식을 가진 자에게 잠재적인 잇점을 가진 것으로 인식되는

다양한 정도의 예방이 있다.  이와 관련하여, 본원에 기술된 예방 방법은 신장병 또는 신장 의학 상태의 예방의

특정 양 또는 특정 수준을 제공한다.  각종 측면에서, 예방 방법은 신장병 또는 신장 의학 상태, 또는 이의 증

상 또는 상태의 개시, 발달, 발생 또는 진행을 지연시키거나, 늦추거나, 감소시키거나, 약화시키는 방법이다.

일부 구체예에서, 예방된 신장병 또는 신장 의학 상태는 급성 신부전, 만성 신장병, 신장 사이질 섬유증, 당뇨[0023]

병성 신장병, 사구체신염, 수신증(hydronephrosis), 신장염(interstitial nephritis), 신장 결석(신장결석증),

신장 종양[예를 들면, 윌름즈 종양, 신세포 암종), 루푸스 신장염, 최소변화병(minimal change disease), 신증

후군, 깔대기콩팥염, 신부전(예를 들면, 급성 신부전 및 만성 신부전 이외의 것)이다.

급성 신부전[0024]

본원에 사용된 것으로서, 용어 "급성 신부전"은 "급성 신장 손상" 또는 "ARF"와 동의어이며 신장에 대한 손상으[0025]

로 인한 신장 기능의 급속한 손실을 말한다.  ARF는 일반적으로 신장에 의해 배출되는 질소성(예를 들면, 혈청

크레아틴 및/또는 뇨 배출) 및 비-질소성 폐기물의 수준에 있어서 갑작스러운 변화로 인해 표시된 복합 증후군

이다.   ARF의  증상  및  진단은  당해  분야에  공지되어  있다.   참조:  예를  들면,  Acute  Kidney  Injury,

Contributions to Nephrology, Vol. 156, vol. eds. Ronco et al., Karger Publishers, Basel, Switzerland,

2007, and Bellomo et al., Crit Care 8(4): R204-R212, 2004.

다양한 측면에서, ARF는 원인에 따라, 전-신장 ARF, 고유의 ARF, 또는 후-신장 ARF가 있다.  이와 관련하여, 전[0026]

-신장 ARF는 혈당저하증(예를 들면, 쇼크, 탈수, 체액 손실, 또는 과도한 이뇨제 사용으로 인함), 간콩팥 증후

군, 혈관 문제들(예를 들면, 신증후군 관련 신죽상전색병, 신정맥혈전증), 감염(예를 들면, 패혈증), 심각한 화

상,  분리증(sequestration)(예를  들면,  심장막염,  췌장염으로  인함),  및  저혈압(예를  들면,  항고혈압

(antihypertensiveness), 혈관확장제 사용으로 인한) 중 하나 이상에 의해 유발될 수 있다.

고유의 ARF는 독소 또는 의약(예를 들면, NSAIDs, 아미노글리코사이드 항생제, 요오드화된 조영제, 리튬, 포스[0027]

페이트), 신장병증(예를 들면, 인산나트륨과의 대장 내시경검사 장 제제와 관련됨), 횡문근융해[예를 들면, 손

상(예를 들면, 압궤 손상 또는 광범위한 블런트 외상(extensive blunt), 스타틴, 자극인자 사용에 의해 유발

됨], 용혈, 다발골수종, 급성 사구체신염 중 하나 이상에 의해 유발될 수 있다.

후-신장 ARF는 의약(예를 들면, 항콜린작용약물), 양성 전립샘 비대 또는 전립샘 암, 신장 결석, 복부 악성종양[0028]

(예를 들면, 난소 암, 결장직장암), 폐쇄된 뇨 카테터, 및 결정뇨 또는 미오글로불린뇨증, 또는 방광염을 유발

하는 약물 중 하나 이상에 의해 유발될 수 있다.

ARF는 환자에서 허혈, 독소, 안지오텐신-전환 효소 억제제(ACEI) 또는 안지오텐신 II 수용체 차단제의 사용, 혈[0029]

액 수혈 반응, 근육에 대한 손상 또는 외상, 수술, 쇼크 및 저혈압에 의해 유발될 수 있다.  ARF를 유발하는 독

소는 항진균 또는 방사선사진술 염료일 수 있다.  또한, 일부 구체예에서, ARF는 급성 요세관 괴사 또는 신장

허혈 재관류 손상을 포함한다.

만성 신장병[0030]
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신장병 또는 신장 의학 상태를 예방하는 방법의 일부 구체예에서, 신장병은 만성 신장병(CKD)이다.  본원에 사[0031]

용된 것으로서, "만성 신병"으로 또한 공지되어 있는 "만성 신장병"은 수개월 또는 수년의 기간에 걸친 신장 기

능의 진행적 손실을 말한다.  치료되는 CKD는 예를 들면, 1 단계, 2 단계, 3 단계, 4 단계 또는 5 단계(또한 확

립된 CKD, 말기 단계 신장병(end-stage renal disease: ESRD), 만성 신장 부전(chronic kidney failure: CKF),

또는 만성 신부전(chronic renal failure: CRF)로 공지됨]을 포함하는 어떠한 단계이다.

 CKD는 급성 신장 손상, 급성 신장 손상의 원인들, 당뇨병성 신장병을 초래하는 제1형 및 제2형 진성 당뇨병,[0032]

높은 혈액 압(고혈압), 사구체신염(신장의 여과 시스템의 염증 및 손상), 다낭신장병, 진통제 신장병을 초래하

는 진통제(예를 들면, 아세트아미노펜, 이부프로펜)의 사용(예를 들면, 규칙적이고 장기간에 걸친 사용), 허혈

성 신장병을 초래하는 죽상경화증, 결석에 의한 뇨의 흐름의 폐쇄, 확장된 전립샘, 폐쇄(협착), HIV 감염, 낫적

혈구병, 헤로인 남용, 아밀로이드증, 신장결석, 만성 신장 감염, 및 특정 암을 포함하나, 이에 한정되지 않는

다수의 인자 중 어느 하나에 의해 유발될 수 있다.

비-신장병 및 비-신장 의학 상태의 예방[0033]

만성 신장병은 심혈관병 및 심혈관 이환률에 대한 선도적인 별개의 위험 인자로서 확인되어 왔다.  본원에 기술[0034]

된 HSC의 투여는 또한 신장병 및 신장 의학 상태 이외의 질병 또는 의학 상태를 예방하는데 유용한 것으로 이론

화되어 있다.  따라서, 신장 손상을 포함하는 환자에서 신장병 또는 신장 의학 상태에 의해 유발되거나 이와 관

련된 비-신장병 또는 비-신장 의학 상태를 예방하는 방법이 또한 본원에 제공된다.  당해 방법은 환자에게 비-

신장병 또는 비-신장 의학 상태를 예방하는데 효과적인 양으로 HSC를 투여함을 포함한다.  특정 구체예에서, 비

-신장병 또는 비-신장 의학 상태는 심혈관병이다.

생존 증가[0035]

급성 신장 손상 후 또는 반복적이고 만성인 신장 손상 둘다 후 만성 신장병 및 신장 부전은 현재 세계에서 이환[0036]

률 및 사망율의 선도적인 원인이다.  본원에서, 본원에 기술된 HSC의 투여는 또한 신장 손상을 포함하는 환자의

사망률을 예방(생존 증가)하는데 유용한 것으로 이론화되어 있다.  따라서, 신장 손상을 포함하는 환자의 생존

을 증가시키는 방법이 또한 본원에 제공된다.  당해 방법은 환자에게 환자의 생존을 증가시키는데 효과적인 양

의 HSC를 투여함을 포함한다.

조혈 줄기 세포(HSC)[0037]

본원의 목적을 위해, 용어 "조혈 줄기 세포" 또는 "HSC"는 예를 들면, 골수(단핵구 및 대식구, 중성구, 호염기[0038]

구, 호산구, 적혈구, 거핵구, 혈소판, 다지돌기 세포들), 및 림프구 계통(T-세포들, B-세포들, 천연 킬러(NK)

세포들)을  포함하는 혈액 세포 유형을 유발하는 다능성 줄기 세포를 말한다.   HSC는  다능성,  올리고포텐트

(oligopotent), 또는 단분화능 HSC일 수 있다.

HSC 및 HSC의 공급원을 수득하는 방법[0039]

HSC는  당해  분야에  공지된  어떠한  수단으로도  수득할  수  있다.   일부  구체예에서,  HSC는  공여자로부터[0040]

분리된다.  본원에 사용된 것으로서 용어 "분리된"은 이의 천연 환경으로부터 제거됨을 의미한다.  HSC는 각종

측면에서 골수, 지방 조직, 혈액, 난황낭, 골수 조직(예를 들면, 간, 비장, 신생아, 예를 들면, 태아 간, 태아

비장), 제대혈, 태반, 및 대동맥-생식샘-중신(aorta-gonad-mesonephros)을 포함하나, 이에 한정되지 않는 HSC를

포함하는 어떠한 성인, 태아 또는 배아 조직으로부터도 분리된다.

HSC의 공여자는 환자와 관련하여 본원에 기술된 숙주 중 어느 것이다.  일부 측면에서, 공여자는 포유동물이다.[0041]

구체적인 측면에서, 공여자는 인간이다.  다른 측면에서, HSC의 공여자는 환자와 동일하다.  이와 관련하여,

HSC는 환자에 대해 "자가"로 고려된다.  일부 구체예에서, HSC의 공여자는 환자와는 상이하지만, 공여자 및 환

자는 동일한 종이다.  이와 관련하여, HSC는 "동종이계"인 것으로 고려된다.

일부 구체예에서, HSC는 공여자의 골수, 예를 들면, 공여자의 히프(hip)로부터 주사기 및 침을 사용하여 분리한[0042]

다.  다른 구체예에서, HSC는 혈액(예를 들면, 말초 혈액)으로부터 분리한다.  특정 측면에서, HSC는 HSC를 공

여자 골수로부터 혈액, 예를 들면, 말초 혈액으로 이동시키는 것을 유도하거나 촉진하는 사이토킨으로 공여자를

예비-처리한 후 혈액으로부터 분리한다.  일부 예에서, 사이토킨은 과립구-콜로니 자극 인자(G-CSF), 과립구 대

식구 콜로니 자극 인자(GM-CSF), 또는 AMD-3100이다.

일부 구체예에서, HSC는 원시 세포들 또는 새로이 분리된 세포들이다.  달리는, HSC는 배양된 세포들, 확립된[0043]

세포주의 세포들이고/이거나 HSC의 동결된 스톡으로부터 해동된다.  HSC는 예를 들면, 기탁기관[the American
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Tissue  Culture  Collection(ATCC),  the  National  Stem  Cell  Resource(NSCR),  National  Stem  Cell

Bank(NSCB)], 및 다른 시판 회사와 같은 세포 저장소를 통해 수득할 수 있다.

다른 측면에서, HSC의 특수 집단을 수득하기 위한 추가의 단계를 수행한다.  일부 구체예에서, HSC가 정제된다.[0044]

본원에 사용된 것으로서 용어 "정제된"은 순도에 있어서 증가됨을 의미하며, 여기서, "순도"는 상대적인 용어이

며, 절대적인 순도로 필수적으로 고려되지 않는다.  각종 측면에서, 예를 들면, 순도는 적어도 약 50%이거나,

60%, 70% 또는 80% 이상일 수 있거나, 100%일 수 있다.  따라서, 일부 구체예에서, 본 발명의 HSC는 세포들의

이종 집단의 일부 또는 세포들의 실질적으로 동종인 집단의 일부이다.  예를 들면, 일부 측면에서 HSC는 HSC의

클론성 집단이며, 여기서, 집단의 각각의 세포는 집단의 다른 세포로부터 유전적으로 명백하지 않다.  세포의

이종 집단은 다른 유형의 세포들, HSC이외의 세포들을 포함한다.  예를 들면, 일부 측면에서 세포들의 이종 집

단은, HSC 이외에, 백혈구 세포들(골수 계통 또는 림프 계통의 백혈구 세포들), 적혈구 세포, 내피 세포, 순환

하는 내피 전구체 세포들, 상피 세포, 신장 세포, 폐 세포, 골세포, 골수세포, 뉴우런, 평활근 세포들을 포함한

다.  달리는 또는 추가로, 세포들의 이종 집단은 HSC 만을 포함하지만, HSC는 클론성, 예를 들면 다른 것과 유

전적으로 구별된다.  이종 집단의 HSC는 본원에 추가로 논의된 바와 같이 상이한 표현형을 갖는다.  특수 표현

형을 갖는 세포, 예를 들면, HSC를 분리하는 적합한 방법은 당해 분야에 공지되어 있으며, 예를 들면, 광학 유

동 분류기(예를 들면, 형광성-활성화된 세포 분류(FACS))를 사용하는 방법 및 비-광학 유동 분류기(예를 들면,

자기-활성화된 세포 분류)를 사용하는 방법을 포함한다.

HSC에 의해 발현된 마커[0045]

HSC는 HSC의 특정의 표현형 특성을 갖는다.  일부 구체예에서, HSC는 계통 마커(즉, lin-)(의 발현)에 대해 음[0046]

성이다.  일부 예에서, HSC는 CD34, CD38, CD90, CD133, CD105, CD45, 및 c-키트 중 하나 이상(의 발현)에 대

해 양성이다.  일부 예에서, HSC는 CD34+이고 다른 예에서, HSC는 CD45+이다.  여전히 다른 측면에서, HSC는

CD34+ 및 CD45+이다.  특정 구체예에서, HSC의 표현형은 환자에게 투여시 변화한다.  따라서, 일부 구체예에서,

HSC는 마커, 예를 들면, 순환하는 내피 후대세포(CEP) 마커(CEP, 예를 들면, CD146, CD133, CD34, CD117, CD31

상에 발현된 마커)에 대해 양성이 되는 것들이다.

HSC는 임의로 이종 세포 집단의 일부이며, 여기서, 집단 중 적어도 25%(예를 들면, 적어도 30%, 적어도 40%, 적[0047]

어도 50%, 적어도 60%, 적어도 70%, 적어도 80%, 적어도 90%, 적어도 95%)의 세포들은 특수 표현형을 갖는다.

본 발명의 일부 구체예에서, HSC는 세포의 이종 집단의 일부이며, 여기서, 적어도 25% (예를 들면, 적어도 30%,

적어도 40%, 적어도 50%, 적어도 60%, 적어도 70%, 적어도 80%, 적어도 90%, 적어도 95%)의 세포들은 CD34+

HSC이다.  본 발명의 일부 구체예에서, HSC는 세포들의 이종 집단의 일부이며, 여기서, 적어도 25% (예를 들면,

적어도 30%, 적어도 40%, 적어도 50%, 적어도 60%, 적어도 70%, 적어도 80%, 적어도 90%, 적어도 95%)의 세포

들은 CD45+ HSC이다.  본 발명의 일부 구체예에서, HSC는 세포들의 이종 집단의 일부이며, 여기서, 적어도 25%

(예를 들면, 적어도 30%, 적어도 40%, 적어도 50%, 적어도 60%, 적어도 70%, 적어도 80%, 적어도 90%, 적어도

95%)의 세포들은 환자에게 투여 후 CD146+ HSC이 되는 HSC이다.

HSC의 추가의 변형 단계[0048]

일부 측면에서,  HSC는  분리되고/되거나 정제된 후 추가로 변형된다.   하나의 대안으로,  세포는 HSC  집단의[0049]

확장, 유전자의 HSC내로의 전달, HSC의 분화 또는, 치료제 또는 진단제와 같은 화합물의 HSC로의 접합을 목적으

로 시험관내에서 배양된다.  이들 추가 단계를 수행하는 방법은 당해 분야에 잘 공지되어 있다.  예를 들면,

Sambrook  et  al.,  Molecular  Cloning:  A  Laboratory  Manual,  Cold  Spring  Harbor  Laboratory  Press,  Cold

Spring Harbor, NY, 2001; Ogawa et al., Blood 81: 2844-2853 (1993); U.S. Patent 7,144,731; Li et al,

FASEB  J  15:  586  (2001);  Norol  et  al.,  Experimental  Hematology  35(4):  653-661  (2007);  Verhoeyen  and

Cosset, Gene Transfer: Delivery and Expression of DNA and RNA, eds. Friedmann and Rossi, Cold Spring

Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 2007를 참조한다.

약제학적 조성물[0050]

본원에 기술된 HSC는 약제학적 조성물과 같은 조성물로 임의로 제형화된다.  이와 관련하여, 본 발명은 HSC 및[0051]

약제학적으로 허용되는 담체를 포함하는 약제학적 조성물을 제공한다.  담체는 편리하게 사용된 것들 중 어느

것이며 가용성 및 활성 화합물(들)과의 반응성 결여와 같은 화학-물리적 고려에 의해, 및 투여 경로에 의해서만

제한된다.  본원에 기술된 약제학적으로 허용되는 담체, 예를 들어, 비히클, 보조제, 부형제 및 희석제는 당해

분야의 숙련가에게 잘 공지되어 있으며 공공에 용이하게 이용가능하다.  하나의 측면에서, 약제학적으로 허용되
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는 담체는 활성제(들), 예를 들면, 조혈 줄기 세포들에 대해 화학적으로 불활성인 것, 및 사용 조건하에서 치명

적인 부작용 또는 독성이 없는 것이다.  담체의 선택은 약제학적 조성물을 포함하는 특수 제제에 의해서, 및 약

제학적 조성물을 투여하기 위해 사용된 특수 경로에 의해 부분적으로 결정될 것이다.  따라서, 본 발명의 약제

학적 조성물의 각종의 적합한 제형이 존재한다.

투여 경로[0052]

일부 구체예에서, HSC를 포함하는 약제학적 조성물을 비경구 투여, 피하 투여, 정맥내 투여, 근육내 투여, 동맥[0053]

내 투여, 경막내 투여, 또는 복강내 투여를 위해 제형화된다.  다른 구체예에서, 약제학적 조성물은 비강, 스프

레이, 경구, 에어로졸, 직장, 또는 질내 투여를 통해 투여된다.

HSC를  투여하는  방법은  당해  분야에  공지되어  있다.   예를  들면,  미국  특허  5423778,  5550050,  5662895,[0054]

5800828,  5800829,  5811407,  5833979,  5834001,  5834029,  5853717,  5855619,  5906827,  6008035,  6012450,

6049026,  6083523,  6206914,  6303136,  6306424,  6322804,  6352555,  6368612,  6479283,  6514522,  6534052,

6541024,  6551338,  6551618,  6569147,  6579313,  6599274,  6607501,  6630457,  6648849,  6659950,  6692738,

6699471,  6736799,  6752834,  6758828,  6787357,  6790455,  6805860,  6852534,  6863900,  6875441,  6881226,

6884427,  6884428,  6886568,  6918869,  6933281,  6933286,  6949590,  6960351,  7011828,  7031775,  7033345,

7033603,  7049348,  7070582,  7074239,  7097832,  7097833,  7135172,  7145055,  7157080,  7166280,  7176256,

7244242, 7452532, 7470425, 및 7494644 중 어느 것을 참조한다.

비경구[0055]

일부 구체예에서, 본원에 기술된 약제학적 조성물은 비경구 투여용으로 제형화된다.  본 발명의 목적을 위해,[0056]

비경구  투여는  정맥내,  동맥내,  근육내,  경부내,  뇌심실내,  심장내,  피하,  골내,  피내,  경막내,  복강내,

방광내, 및 해면체내 주사 또는 주입을 포함하나, 이에 한정되지 않는다.

비경구 투여용으로 적합한 제형은 수성 및 비-수성, 등장성 멸균 주사액을 포함하며, 이는 항-산화제, 완충제,[0057]

정균제(bacteriostat), 및 제형이 의도된 수용체의 혈액과 등장성이 되도록 하는 용질, 및 현탁화제, 가용화제,

증점제, 안정화제, 및 방부제를 포함할 수 있는 수성 및 비-수성 멸균 현탁제를 함유할 수 있다.  약제학적 조

성물은 각종 측면에서 비누 또는 세제와 같은 약제학적으로 허용되는 표면활성제, 펙틴, 카르보머, 메틸셀룰로

즈, 하이드록시프로필메틸셀룰로즈 또는 카복시메틸셀룰로즈와 같은 현탁화제, 또는 유화제 및 다른 약제학적

보조제가 첨가되거나 첨가되지 않는, 물, 염수, 수성 덱스트로즈 및 관련 당 용액, 프로필렌 글리콜 또는 폴리

에틸렌 글리콜과 같은 글리콜, 글리세롤, 에테르, 폴리(에틸렌글리콜) 400, 오일, 지방산, 지방산 에스테르 또

는 글리세라이드 또는, 아세틸화된 지방산 글리세라이드를 포함하는 멸균 액체 또는 액체들의 혼합물과 같은 약

제학적 담체 속의 생리학적으로 허용되는 희석제를 통해 투여된다.

비경구 제형에 임의로 사용된 오일은 석유, 동물, 야채 또는 합성 오일을 포함한다.  오일의 구체적인 예는 땅[0058]

콩, 대두, 참깨, 면화씨, 옥수수, 올리브, 와셀린 및 무기물을 포함한다.  비경구 제형에 사용하기에 적합한 지

방산은 올레산, 스테아르산 및 이소스테아르산을 포함한다.  에틸 올레이트 및 이소프로필 미리스테이트는 적합

한 지방산 에스테르의 예이다.

일부 구체예에서 비경구 제형은 방부제 또는 완충제를 함유한다.  주사 부위에서 자극을 최소화시키거나 제거하[0059]

기 위하여, 이러한 조성물은 임의로 약 12 내지 약 17의 친수성-친지성 균형(HLB)을 갖는 하나 이상의 비이온성

표면활성제를 함유한다.  이러한 제형중 표면활성제의 양은 통상적으로 약 5% 내지 약 15 중량%의 범위일 것이

다.  적합한 표면활성제는 소르비탄 모노올레이트와 같은 폴리에틸렌 글리콜 소르비탄 지방산 에스테르 및, 에

틸렌 옥사이드와, 프로필렌 옥사이드와 프로필렌 글리콜의 축합에 의해 형성된 소수성 염기와의 고 분자량 부가

물을 포함한다.  비경구 제형은 각종 측면에서 앰플 및 바이알과 같은 단일-투여량 또는 다중-투여량 밀봉 용기

내에 제공되며, 멸균 액체 부형제, 예를 들면, 사용 직전에 주사용 수의 첨가만이 요구되는 냉동-건조된(동결건

조된) 조건에서 저장될 수 있다.  즉석 주사 용액 및 현탁액은 특정 측면에서, 멸균 산제, 입제 및 앞서 기술된

종류의 정제로부터 제조된다.

주사가능한 제형은 본 발명에 따른다.  주사가능한 조성물에 효과적인 약제학적 담체에 대한 요건은 당해 분야[0060]

의 통상의 기술자에게 잘  공지되어 있다[참조:  예를 들면,  Pharmaceutics  and  Pharmacy  Practice,  J.  B.

Lippincott  Company,  Philadelphia,  PA,  Banker  and  Chalmers,  eds.,  pages  238-250  (1982),  and  ASHP

Handbook on Injectable Drugs, Toissel, 4th ed., pages 622-630 (1986)].
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세포 전달 매트릭스[0061]

일부 구체예에서, HSC는 세포 전달 매트릭스를 통해 투여된다.  특정 구체예에서 세포 전달 매트릭스는 콜라겐,[0062]

피브린, 키토산, MATRIGEL,  폴리에틸렌 글리콜, 화학적으로 가교결합가능하거나 광가교결합가능한 덱스트란을

포함하는 덱스트란 등을 포함하는 특정의 하나 이상의 중합체 및 하이드로겔을 포함한다.  특정 구체예에서, 세

포 전달 매트릭스는 축합된 및 비-축합된 콜라겐 겔, 예를 들면, 피브린, 알기네이트, 아가로즈, 젤라틴, 하이

알루로네이트, 폴리에틸렌 글리콜(PEG)을 포함하나, 이에 한정되지 않는 하이드로겔, 화학적 가교결합, 광가교

결합 또는 이들 둘다에 적합한 덱스트란을 포함하는 덱스트란, 알부민, 폴리아크릴아미드, 폴리글리콜릭산, 폴

리비닐 클로라이드, 폴리비닐 알코올, 폴리(n-비닐-2-피롤리돈), 폴리(2-하이드록시 에틸 메타크릴레이트), 친

수성 폴리우레탄, 아크릴성 유도체, 폴리프로필렌 옥사이드 및 폴리에틸렌 옥사이드 공중합체와 같은 플루로닉

스, 35/65 폴리(엡실론-카프로락톤)(PCL)/폴리(글리콜산)(PGA), Panacryl  생흡수성 작제물, Vicryl  폴리글

락틴 910, 및 자가조립되는 펩타이드 및 플루오로중합체(예를 들면, Teflon  플루오로중합체)와 같은 비-재흡

수성 물질, 가소제 및 금속 중  하나 이상을 포함한다.

일부 예에서 매트릭스는 비-분해가능한 물질, 예를 들면, 연장된 폴리테트라플루오로에틸렌(ePTFE), 폴리테트라[0063]

플루오로에틸렌(PTFE), 폴리에틸렌테트라프탈레이트 (PET), 폴리(부틸렌 테트라프탈레이트 (PBT), 폴리우레탄,

폴리에틸렌, 폴리카보네이트, 폴리스티렌, 실리콘 등, 또는 폴리(락틱-코-글리콜산; PLGA), PLA, 또는 PGA와 같

은   선택적으로  분해가능한  물질을  포함하나,  이에  한정되지  않는다(참조:  또한   Middleton  et  al.,

Biomaterials  21:2335  2346,  2000;  Middleton  et  al.,  Medical  Plastics  and  Biomaterials,  March/  April

1998, at pages 30 37; Handbook of Biodegradable Polymers, Domb, Kost, and Domb, eds., 1997, Harwood

Academic  Publishers,  Australia;  Rogalla,  Minim.  Invasive  Surg.  Nurs.  11:6769,  1997;  Klein,  Facial

Plast. Surg. Clin. North Amer. 9:205 18, 2001 ; Klein et al., J. Dermatol. Surg. Oncol. 1 1:337 39,

1985; Frey et al., J. Urol. 154:812 15, 1995; Peters et al., J. Biomed. Mater. Res. 43:422 27, 1998;

and Kuijpers et al., J. Biomed. Mater. Res. 51:13645, 2000).

일부 구체예에서 매트릭스는, 생흡수가능한 것에 상관없이, 생혼화성 스캐폴드(scaffold), 라티스(lattice), 자[0064]

가조립성 구조물 등, 액체, 겔 또는 고체를 포함한다.  이러한 매트릭스는 치료학적 세포 치료, 외과적 치유,

조직 가공, 및 상처 치유 분야에 공지되어 있다.  특정 측면에서, 매트릭스는 HSC로 예비치료된다.  다른 구체

예에서, 매트릭스는 매트릭스 또는 이의 공간과 함께 근접하여 HSC와 함께 집단화된다.  HSC는 매트릭스에 부착

할 수 있거나 매트릭스 공간내에 포착되거나 함유될 수 잇다.  특정 측면에서, 세포가 매트릭스와 근접하여 성

장하고, 치료학적으로, 환자 자신의 신장 세포의 성장, 복구 및/또는 재생에 사용되는 경우  매트릭스-HSC 복합

체는 자극되고 지지되며, 적절한 혈관형성은 유사하게 자극되거나 지지된다.  매트릭스-세포 조성물은 이식, 주

사, 외과적 부착, 다른 조직을 사용한 이식술 등을 포함하는, 당해 분야에 공지된 특정 방식으로 환자의 체내로

도입시킬 수 있다.  일부 구체예에서, 생체내에서, 또는 보다 더 바람직하게는 반응계내에서 매트릭스 형태, 예

를 들어, 반응계내 중합가능한 겔을 본 발명에 따라 사용할 수 있다.  이러한 겔의 예는 당해 분야 등에 공지되

어 있다.

일부  구체예에서,  HSC는  스캐폴드,  발포체  또는  하이드로겔과  같은  3-차원  골격  또는  매트릭스내로  씨딩[0065]

(seeding)되어 상응하게 투여된다.  특정 측면에서 골격은 실질적으로 평편하거나, 실질적으로 원통형이거나 관

형과 같은 각종 형태로 구성되거나, 고려하에 수정된 구조가 요구되거나 바람직할 수 있는 완전한 자유-형태일

수 있다.  일부 측면에서 2개 이상의 실질적으로 평편한 골격은 서로 맨 위에 놓이며 경우에 따라 함께 보장되

어 다층 골격을 생성한다.

본 발명의 측면에서 사용될 수 있는 매트릭스, 예를 들어, 스캐폴드의 예는 매트(직물, 편물 및 보다 바람직하[0066]

게는 부직포) 다공성 또는 반다공성 발포체, 자가 조립상 펩타이드 등을 포함한다.  부직포 매트는 예를 들면,

천연 또는 합성 중합체로 구성된 섬유를 사용하여 형성시킬 수 있다.  일부 구체예에서, 상표명 VICRYL (제조

원: 뉴저지주 서머빌 소재의 Ethicon, Inc.)하에 시판되는 글리콜산 및 락트산((PGA/PLA)의 흡수성 공중합체를

사용하여 매트를 형성시킨다.  예를 들면, 미국 특허 6,355,699에 논의된 바와 같은, 냉동-건조 또는 동결건조

와 같은 공정에 의해 형성된, 폴리(엡실론-카프로락톤)/폴리(글리콜산)(PGA/PLA)  공중합체로 구성된 발포체를

또한 스캐폴드로서 제공할 수 있다.  겔은 또한 본원에 사용된 바와 같은 적합한 매트릭스를 형성한다.  예에는

예를 들면, 자가조립성 펩타이드로 구성된 하이드로겔 및 반응계내 중합가능한 겔을 포함한다.  이들 물질들은

일부 측면에서 조직의 성장을 위한 지지체로서 사용된다.  반응계내-형성되는 분해성 네트워크가 또한 본 발명

에서 사용하기에 적합하다(참조: 예를 들면, Anseth, K. S. et al., 2002, J. Controlled Release 78: 199-
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209; Wang, D. et al., 2003, Biomaterials 24: 3969-3980; 미국 특허 공개 2002/0022676 to He et al.).  이

들 물질은 일부 측면에서 주사에 적합한 유액으로 제형화된 후, 각종 수단(예를 들면, 온도, pH, 광에 대한 노

출에 있어서의 변화)에 의해 유도되어 반응계내에서 또는 생체내에서 분해가능한 하이드로겔 네트워크를 형성할

수 있다.

일부 구체예에서, 골격은 생분해가능한 물질, 예를 들면, PGA, PLA, PCL 공중합체 또는 배합물, 또는 하이알루[0067]

론산으로부터  제조된  멀티필라멘트(yarn)로  구성될  수  있는  펠트(felt)이다.   특정  측면에서,  사는  크림핑

(crimping), 컷팅(cutting), 카딩(carding) 및 니들링(needling)으로 이루어진 표준 직물 가공 기술을 사용하

여 펠트로 제조된다.  특정 측면에서, HSC는 복합 구조일 수 있는 발포체 스캐폴드 위에 씨딩된다.  또한, 3-차

원 골격은 일부 측면에서 복구되거나, 교체되거나 증강될 신장내 또는 신장 주변의 특수 구조와 같은 유용한 형

태로 성형된다.

골격은 세포 부착을 향상시키기 위하여 HSC의 접종 전에 처리될 수 있다.  예를 들면, HSC를 사용한 접종 전에,[0068]

나일론 매트릭스를 0.1 몰 아세트산으로 처리하고 폴리라이신, PBS 및/또는 코라겐 속에서 항온처리하여 나일론

을 피복한다.  폴리스티렌은 일부 측면에서 황산을 사용하여 유사하게 처리한다.

추가의 구체예에서, 3차원 골격의 외부 표면을 다른 것들 중에서 하나 이상의 단백질(예를 들면, 콜라겐, 탄성[0069]

섬유, 그물 섬유), 당단백질, 글리코사미노글리칸(예를 들면, 헤파린 설페이트, 콘드로이틴-4-설페이트, 콘드로

이틴-6-설페이트, 더마탄 설페이트, 케라틴 설페이트), 세포 매트릭스 및/또는 젤라틴, 알기네이트, 한천, 아가

로즈, 및 식물 검과 같은, 그러나 이에 한정되지 않는 다른 물질의 첨가 또는 골격의 혈장 피복에 의해서와 같

이, 변형시켜 세포의 부착 또는 성장 및 조직의 분화를 개선시킨다.

일부 구체예에서 스캐폴드는 이것이 비-트롬보겐성이도록 하는 물질을 포함한다.  이들 물질은 특정 구체예에서[0070]

내피 성장, 이주 및 세포외 매트릭스 부착을 촉진하고 지속시킨다.  이러한 물질의 예는 라미닌 및 제IV형 콜라

겐과 같은 기저 막 단백질과 같은 천연 물질, ePTFE와 같은 합성 물질, 및 PURSPAN (제조원: 캘리포니아주 버

켈리 소재의 The Polymer Technology Group, Inc.)과 같은 세그먼트화된 폴리우레탄우레아 실리콘을 포함하나,

이에 한정되지 않는다.  이들 물질은 또한 스캐폴드가 비-트롬보겐성이 되도록 처리할 수 있다.  이러한 처리는

헤파린과 같은 항-혈전제, 및 혈장 피복과 같이 물질의 표면 전하를 변경시키는 처리를 포함한다.

특정 구체예에서, HSC를 포함하는 약제학적 조성물은 본원에 기술된 성분들중 어느 것을 포함하는, 세포 전달[0071]

매트릭스의 성분들 중 어느 것을 포함한다.

투여량[0072]

본원의 목적을 위해, 투여된 약제학적 조성물의 양 또는 투여량은 합리적인 시간 간격에 걸쳐 대상체 또는 동물[0073]

에서 예를 들면, 치료학적 또는 예방학적 반응을 달성하기에 충분하다.  예를 들면, 약제학적 조성물의 투여량

은 투여 시간으로부터 약 1 내지 4일 또는 그 이상, 예를 들면, 5일, 6일, 1주, 10일, 2주, 16 내지 20일 이상

의 기간내에 신장 허혈 재관류 손상을 치료하거나 에방하는데 충분하다.  특정 구체예에서, 기간은 심지어 더

길다.  투여량은 특수한 약제학적 조성물의 효능 및 동물(예를 들면, 인간)의 상태, 및 치료될 동물(예를 들면,

인간)의 체중에 의해 결정된다.

투여된 투여량을 측정하기 위한 많은 검정이 당해 분야에 공지되어 있다.  일부 구체예에서, 상이한 투여량의[0074]

HSC가 각각 제공된 포유동물의 세트 중에서 포유동물에게 이러한 HSC의 제공된 투여량의 투여시 손상된 신장에

HSC가 국재화하는 정도를 비교함을 포함하는 검정을 사용하여 포유동물에게 투여될 출발 투여량을 결정한다.

HSC가 특정 투여량의 투여시 손상된 신장에 국재화되는 정도는 예를 들면, 본원에 기술된 방법을 포함하는, 당

해 분야에 공지된 방법으로 검정할 수 있다.

추가로 또는 대안적으로, 특수 투여량의 HSC가 신장 세관주위 모세혈관 손실의 약화, 세관 상피 세포의 재생,[0075]

장기간 섬유증의 예방, 사망율의 감소, 또는 신잔 손상 후 신장 기능의 개선을 유발시키는 정도를 비교함을 포

함하는 검정을 사용하여 포유동물에게 투여될 출발 투여량을 측정할 수 있다.  이러한 검정은 실시예에서 본원

에 기술되어 있다.

약제학적 조성물의 투여량은 또한 특수 약제학적 조성물의 투여를 동반할 수 있는 특정 부작용 효과의 존재, 특[0076]

성 및 정도에 의해 결정될 수 있다.  전형적으로, 주치의는 각각의 개인 환자를 치료하기 위한 약제학적 조성물

의 용량을 연령, 체중, 일반적인 건강, 식이, 성별, 투여될 약제학적 조성물의 치료제(들), 투여 경로, 및 치료

되는 상태의 중증도와 같은 각종 인자를 고려하여 결정할 것이다.  예로서 및 본 발명을 제한하지 않고, 약제학
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적 조성물의 용량은, 적어도 약 0.5×10
6
 (예를 들면, 적어도 약 1×10

6
, 1.5×10

6
, 2×10

6
, 2.5×10

6
, 3.0×10

6
,

5.0×10
6
, 10

7
, 10

8
)의 HSC가 환자에게 투여되도록 하는 용량일 수 있다.

투여 시기[0077]

제공된 방법에서, HSC는 환자에게 신장에 대한 손상 시간을 참조하여 한번에 투여된다.  본 발명의 특정 구체예[0078]

에서, HSC의 투여는 지연되며; 즉, HSC는 신장 손상 직후 투여되지 않는다(예를 들면, 손상 후 약 30분 이후,

약 1 시간 이후, 약 2 시간 이후, 약 3 시간 이후, 약 4 시간 이후, 약 5 시간 이후, 약 6 시간 이후, 약 7 시

간 이후, 약 8 시간 이후, 약 9 시간 이후, 약 10 시간 이후, 약 11 시간 이후, 또는 약 12 시간 이후 투여함).

본 발명의 일부 측면에서, HSC는 환자에게 신장 손상의 복구 상의 시작시 투여된다.  본원에 사용된 것으로서[0079]

용어 "신장 손상의 복구 상"은, 세포가 파괴된 후 존재하는 신장단위의 재집단화, 호염기성, 납작한 평편세포의

라이닝, 세관 세포의 정상 형태의 복원, 상피 세포 탈분화, 운동, 증식 또는 재분화, 신장단위의 기능적 온전함

의 복원, 신장 기능의 복원에 의해 나타나는 바와 같이, 신장 재생 반응이 관측되는 손상 후 시간을 말한다.

신장의 회복 상은 포유동물에서 잘 문서화되어 있다[참조:  예를 들면,  Reimschuessel,  ILAR  J  42:  285-291

(2001)].  일부 구체예에서, HSC는 손상 후 적어도 약 12 시간(예를 들면, 적어도 약 14 시간, 적어도 약 16 시

간, 적어도 약 18 시간, 적어도 약 20 시간, 적어도 약 21 시간, 적어도 약 22 시간, 적어도 약  23 시간, 적어

도 약 24 시간, 적어도 약 25 시간, 적어도 약 26 시간, 적어도 약 28 시간, 적어도 약 30 시간, 적어도 약 32

시간, 적어도 약 32 시간, 적어도 약 34 시간, 적어도 약 36 시간, 적어도 약 38 시간, 적어도 약 40 시간, 적

어도 약 42 시간, 적어도 약 44 시간, 적어도 약 46 시간, 적어도 약 48 시간, 적어도 약 50 시간, 적어도 약

52 시간, 적어도 약 54 시간, 적어도 약 56 시간, 적어도 약 58 시간, 적어도 약 60 시간, 적어도 약 62 시간,

적어도 약 64 시간, 적어도 약 66 시간, 적어도 약 68 시간, 적어도 약 70 시간, 적어도 약 72 시간)이 되는 시

점에 투여된다.

추가의 구체예에서, HSC는 환자에게 상술한 시점에 그리고 손상 후 약 14일(예를 들면, 약 13일, 약 12일, 약[0080]

11일, 약 10일, 약 9일, 약 8일, 약 7일, 약 6일, 약 5일, 약 4일, 약 3일)이 되기 전에 투여된다.  일부 구체

예에서, HSC는 환자에게 손상 후 약 24시간이 되는 시점에  투여하거나, 또는 일정시간 이후이지만 손상 후 약

14일이 되기 전에 투여한다.

일부 측면에서, HSC는 손상 후 X시간이 되는 시점에 그리고 손상 후 Y시간이 되기 전에 투여되며, 여기서, X는[0081]

약 20시간, 21시간, 22시간, 23시간, 24시간, 25시간, 26시간, 27시간, 28시간, 29시간, 30시간, 31시간, 32시

간, 33시간, 34시간, 35시간, 36시간, 40시간, 48시간, 52시간, 58시간, 64시간, 72시간, 3.5일, 4일, 5일, 6

일,  1주,  8일,  9일,  10일로 이루어진 그룹 중에서 선택되고,  여기서,  Y는 16일,  15일,  14일,  13일,  12일,

11일, 10일, 9일, 8일, 1주로 이루어진 그룹 중에서 선택되며, 여기서, X는 Y 미만이다.  본 발명의 일부 측면

에서, HSC는 손상 후 약 20, 21, 22, 23, 24 시간이 되는 시점에 투여된다.

본 발명의 일부 구체예에서, HSC는 환자에게 1회 이상 투여된다.  HSC는 매일 1회, 매일 2회, 매일 3X, 4X, 주[0082]

1회, 매 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 또는 14일에 1회, 또는 매달 1회 투여할 수 있다.  일부 구체

예에서, HSC는 손상 후 약 24 시간이 되는 시점에 (예를 들면, 24 시간이 되는 시점에) 투여되며 손상 후 약 48

시간이 되는 시점에 (예를 들면, 48 시간이 되는 시점에)에 다시 투여된다.

조절된 방출 제형[0083]

약제학적 조성물은 특정 측면에서 데포트 형태(depot form)로 변형됨으로써 약제학적 조성물이 투여되는 신체내[0084]

로  방출되는  방식이  체내에서  시간  및  위치와  관련하여  조절되도록  한다(참조;  예를  들면,  미국  특허

4,450,150).  데포트 형태는 각종 측면에서 치료제 또는 활성제(들), 및 중합체와 같은 다공성 또는 비-다공성

물질을 포함하는 이식가능한 조성물이며, 여기서, HSC는 물질 및/또는 비-다공성 물질의 붕해에 의해 캡슐화되

거나 이를 통해 확산된다.  이후에, 데포트는 체내의 바람직한 위치내로 이식되고 HSC는 예정된 속도로 이식체

로부터 방출된다.

따라서, 특정 측면에서, 약제학적 조성물은 생체내 방출 프로파일의 특정 유형을 갖도록 변형된다.  본 발명의[0085]

일부 측면에서, 약제학적 조성물은 즉시 방출, 조절된 방출, 서방출, 연장된 방출, 지연된 방출 또는 이-상(bi-

phase) 방출 제형이다.

접합체[0086]
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본 발명의 일부 구체예에서, HSC는 예를 들면, 치료제 또는 진단제와 같은 제2 잔기에 부착되거나 연결된다.[0087]

당해 구체예의 HSC는 손상된 신장 조직에 특이적으로 국재화할 수 있으므로, 표적화제로서 작용한다.  따라서,

본 발명은 하나의 측면에서 진단제의 치료제에 부착된 HSC를 포함하는 조성물을 제공한다.  본원의 목적을 위한

적합한 치료제 및 진단제는 당해 분야에 공지되어 있으나, 본원에 언급된 것들 중의 어느 하나로 한정되지는 않

는다.

병용물[0088]

접합체를 포함하는 본원에 기술된 약제학적 조성물은 일부 구체예에서 자체로 투여된다.  다른 구체예에서, 접[0089]

합체를 포함하는 약제학적 조성물은 다른 치료제 또는 진단제와 함께 투여된다.  일부 구체예에서, 약제학적 조

성물은 예를 들면, 사이토킨 또는 성장 인자, 소염제, TLR2 억제제, ATF3 유전자 또는 유전자 생성물, 및 미네

랄로코르티코이드 수용체 차단제(예를 들면, 스피로놀락톤), 라이소포스파티드산, 2-메틸아미노크로만(예를 들

면,  U83836E),  21-아미노스테로이드(예를 들면,  라조로이드(U74389F)),  트리메타지딘,  안지오텐신 전환 효소

(ACE) 억제제 또는 안지오텐신 수용체 차단제(ARB), 및 수라민을 포함하는 신장병 또는 신장 의학 상태를 치료

하는 것으로 공지된 다른 치료제와 함께 투여된다.

일부 구체예에서, HSC는 항-혈전형성제, 항-세포사멸제, 소염제, 면역억제제(예를 들면, 사이클로스포린, 라파[0090]

마이신), 항산화제 또는, 에프로디세이트 및 트립톨라이드와 같이 당해 분야에서 신장 손상 또는 신장병을 치료

하는데 통상적으로 사용된 기타 제제, HMG-CoA 리덕타제 억제제(예를 들면, 심바스타틴, 프라바스타틴, 로바스

타틴, 플루바스타틴, 세리바스타틴 및 아토르바스타틴), 세포 분해물, 가용성 세포 분획, 막에 풍부한 세포 분

획, 세포 배양 배지(예를 들면, 조건화된 배지), 또는 세포외 매트릭트 영양 인자[예를 들면, 간세포 성장 인자

(HGF), 골 형태발생 단백질-7 (BMP-7), 형질전환 성장 인자 베타(TGF-β), 매트릭스 메탈로프로테이나제-2(MMP-

2), 및 염기성 섬유모세포 성장 인자(bFGF)를 포함하나, 이에 한정되지 않는 추가의 다른 치료제와 함께 투여된

다.

환자 유형[0091]

본원에 기술된 본 방법과 관련하여, 환자는 특정 숙주이다.  일부 구체예에서, 숙주는 포유동물이다.  본원에[0092]

사용된 것으로서, 용어 "포유동물"은 특정의 단공류(monotreme), 유대목(marsupial), 및 태반 분류(placental

taxas)를 포함하나, 이에 한정되지 않는 포유동물 부류의 특정 척추동물을 말한다.  일부 구체예에서, 포유동물

은 마우스 및 햄스터와 같은 쥐목의 포유동물, 및 토끼와 같은 토끼목의 포유동물 중 하나이다.  특정 구체예에

서, 포유동물은 고양이과(고양이) 및 개과(개)를 포함하는 육식목으로부터 기원한다. 특정 구체예에서, 포유동

물은 소과(소) 및 돼지과(돼지)를 포함하는 우제류 또는, 말과(말)을 포함하는 페르소닥틸라(Perssodactyla) 목

으로부터 기원한다.  일부 예에서, 포유동물은 영장류 목, 세보이드(Ceboids) 목, 또는 시모이드(Simoids) 목

(원숭이) 또는 유인원 목(인간 및 유인원)이다.  특수 구체예에서, 포유동물은 인간이다.

다음 실시예는 본 발명을 단지 설명하기 위해 제공되며 어떠한 방식으로도 이의 영역을 한정하지 않는다.[0093]

실시예[0094]

실시예 1[0095]

다음 물질 및 방법이 실시예 2 내지 7에서 사용되었다.[0096]

동물[0097]

수컷 면역 결핍성 비-비만 당뇨병(NOD/SCID) 마우스(NOD.CB17-Prkdc
scid

/J) (공급원: 메릴랜드주 바 하버 소재의[0098]

Jackson Laboratories)를 8-10주령에서 사용하였다.  이들 동물은 당뇨병이 아니지만, 기능성 T 및 B 세포들을

결여하였음에 주목한다.  모든 마우스를 여과기 탑 우리(filter top cage)에 가두고 멸균된 사료와 산성화된 물

을 제공하였다.  모든 실험 프로토콜은 기관(Harvard Center for Animal Research and Comparative Medicine)

에 의해 승인되었다.

인간 말초 혈액 CD34+ 세포 증식 및 트래킹[0099]

인간 말초 혈액 CD34+ 줄기 세포들을 정상의 성인 공여자(제품번호: mPB026, 공급원: 캘리포니아주 버클레어 소[0100]

재의  AllCells)로부터  수득된  과립구  콜로니  자극  인자(G-CSF)  이동된  성분채집(apheresis)으로부터

선택하였다.  요약하면, G-CSF(10㎍/kg/일)를 공여자에게 연속 5일 동안 투여하여 공여자 골수로부터 말초 순환

내로 CD34+ 세포들을 이동시켰다.  공여자는 5 및 6일째에 성분채집하여 이동된 말초 혈액 단핵 세포들을 수집
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하였다. CD34+ 세포들을 ISOLEX 300i 자기 세포 양성 선택 시스템(버젼 2.5,제조원: 미국 일리노이주 디어필드

소재의 Baxter Healthcare)을 사용하여 장치 사용자 매뉴얼과 함께 제공된 프로토콜에 따라 성분채집 생성물로

부터 고도로 농축시켰다.  정제된 세포를 유동 세포분석법(하기 참조)으로 특성화하였다.  농축되고, 선택된 세

포를 0.5% 인간 혈청 알부민이 들어있는 RPMI 속에서 25℃로 유지시키고 48시간내에 사용하였다.  생존능을 시

험하기 위해, 2×10
5
 세포들의 분취량을 7-AAD (20 ㎍/ml, 20분, 100μl의 PBS중 4℃)로 표지하고, FACS 완충액

(PBS/5% BSA)으로 세척한 후, 유동 세포분석법으로 분석하였다.  일부 실험에서, 전신계 투여 후 HSC를 추적하

기 위하여, 인간 CD34+ 세포들을 10 ml의 RPMI 중에서 25℃에서 30분 동안 1㎍/10
7
 세포들을 사용하는 녹색 형

광성 트레이서 5-클로로메틸플루오레세인 디아세테이트(CMFDA, Invitrogen)로 표지하였다.  과량의 CMFDA를 원

심분리(250xg 5분) 후  RPMI(제조원: Invitrogen) 중 10ml의 5% BSA(고순도)(제조원: Sigma) 속에 재현탁시킴

으로써  퀀칭(quenching)시켰다.   추가로  원심분리  후  세포를  1%BSA/RPMI(12.5×10
6
/ml)  속에  재현탁시켰다.

CMFDA 표지하는 7-AAD를 사용하여 검출한 생존능에 있어 어떠한 변화도 수득하지 않았다(나타내지 않음).

동물 모델[0101]

신장의 허혈-재관류 손상을 앞서 기술된 방법[1]으로부터 변형시켰다.  요약하면, 0일째에, 마취시킨 수컷 마우[0102]

스(8-10주령)의 신장을 옆구리로 외과적 절개를 통해 노출시키고 36.8-37.3℃의 중심 온도에서 외과 클램프를

한쪽 신장 또는 양쪽 신장의 신장 동맥 및 정맥을 가로질러 위치시켰다.  신장이 탁한 것을 확인한 후, 27분(편

측성 모델) 또는 25분(양측성 모델) 동안 후목막 속에 재위치시켰다.  클램프를 제거하고 신장에 대한 재관류를

육안으로 확인하고, 상처를 봉합하였다.  인간 HSC의 효과를 시험하기 위해, 편측성 IRI 신장 손상을 가진 마우

스를 2개 그룹으로 나누었다.  신장 손상 후 1 및 2일째에, 치료 그룹 n = 6-10마리/그룹)에서, CMFDA로 표지시

킨 2.5 ± 10
6
 인간 CD34+ 세포들을 함유하는 200μl의 세포 현탁액을 꼬리 정맥을 통해 정맥내 주입하였다.

대조군 그룹에서는, 마우스에게 비히클만을 제공하였다.  마우스를 신장 IRI후 3, 5, 7, 14 및 28일 째에 희생

시켰다.

신장 기능[0103]

신장 기능을 평가하기 위해, 양측성 IRI 신장 손상을 가진 마우스(d0)를 2개 그룹으로 무작위로 나누었다.  치[0104]

료 그룹(n = 10)에 2.5×10
6
 인간 HSC를 1 및 2일째에 정맥내 꼬리 정맥 주입으로 제공하였다.  대조군 그룹(n

= 16)에게는 비히클만을 제공하였다.  혈장 크레아티닌을 앞서 기술된 방법[1]을 사용하여 손상 후 1, 2, 5, 7,

14 및 28일째에 꼬리 정맥으로부터 취하였다.

조직 제조, 면역염색, 영상 및, 손상 및 복구의 정량화[0105]

마우스에게 빙냉 PBS를 관류한 후 기관들은 2시간 동안 페리오데이트-라이신 파라포름알데하이드(PLP) 용액속에[0106]

서 고정시킨 후 18% 슈크로즈 속에 16시간 고정한 후, 최적 절단 온도(optimal cutting temperature: OCT) 배

지(동결된  조직에  대해  최적  절단  온도를  보증하고  저온유지장치  상에서  단면화하기  전에  조직을  봉매

(embedding)하기 위해 사용된 봉매 배지)(-80 ℃)[2] 속에 보존하거나, 광 현미경용 조직을 10% 중성-완충된 포

르말린 속에 12시간 동안 고정시키고, 70% 에탄올에 이전시킨 후, 파라핀 단면(3mm) 및 단면들에 대해 가공하고

과요오드산-쉬프(Schiff)(PAS) 또는 피크로시리우스 적색 염료 2로 염색하였다.  면역형광성 표지화를 5mm 동결

단면에서 수행하였다.  신장, 비장 및 심장 속에서 주입된 인간 세포를 검출하기 위해, 마우스 항원에 대해 교

차-반응성이 없는 인간 백혈구 항원에 대한 항체를 사용하거나 CMFDA의 형광성을 사용하였다(7일까지).  다음

항체들은 또한 기술된 방법[1,  2]을  이용하여 사용하였다:  항-인간  백혈구 항원 제I  부류(HLA)-ABC  (FITC,

1:200, 제조원: eBioscience), 항-인간 CD45 (FITC, 1:200, 제조원: eBioscience), 랫트-항-인간 CD45 (1:200,

제조원:  Abcam),  항-인간  CD68  (FITC,  1:200,  제조원:  eBioscience),  항-인간  CD3  (FITC,  1:200,  제조원;

eBioscience  ),  항-인간  CD31  (FITC,  1:200,  제조원:  eBioscience),  토끼  항-인간  vWF  (1:200,  제조원:

Abcam), 항-인간 CD146 (FITC, 1:100, 제조원: Abcam), 바이오틴-항-인간 CD 13 3 (1:100, 제조원: Miltenyi),

토끼-항-인간-CD 13 3 (1:100, 제조원: Cellsignaling),  염소-항-인간 KDR (1:100, 제조원: R&D Systems), 및

토끼-항-인간 KDR (1:100, NeoMarkers)에 이어, 토끼-항 FITC(1:200, 제조원: Invitrogen), 항-랫트 Cy3 또는

항-토끼 Cy3 또는 항-염소 Cy3 (1:400, 제조원: Jackson Immunosresearch) 또는 항-아비딘 Cy3 (1:3000, 제조

원: Jackson Immunosresearch).  인간 항원과 교차반응하지 않는 마우스 혈관구조 랫트-항-마우스 CD31(1:200,

제조원: eBioscience)을 표지하기 위해, 항-랫트 Cy3(1:400, 제조원: Jackson Immunosresearch)을 적용하였다.

단면을 1% 파라포름알데하이드(PFA)로 후-고정시킨 후, 벡타시일드(Vectashield) 속에 DAPI와 함께 두었다.  세
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관주위 모세혈관 손실 및 세관 손상을 항-CD31-Cy3 표지된 신장 단면 또는 PAS 염색된 파라핀 단면 각각을 앞서

보고한 바와 같이[3] 블라인드화된 점수매김 방법을 사용하여 평가함으로써 측정하였다. 요약하면, 영상을 피질

및 외부 수질을 혼입시킨 전체 시상 단면위에서 연속적으로 디지탈 영상(X200)으로 포획하였다(10-20개 영상).

각각의 영상을 격자에 의해 252 정사각형으로 나누었다.  세관주위 모세혈관 손실을 계산하기 위해, 세관주위

모세혈관이 없는 각각의 정사각형을 양성 점수로 수득하고; 최종 점수를 양성 점수 퍼센트로 나타내었다.  세관

손상을 평가하기 위하여, 각각의 정사각형 세관 손상의 존재(세관 평편화, 괴사, 세포자멸사 또는 캐스트(cas

t)의 존재)는 양성 점수를 생성한다.  최종 점수는 영상당 양성 점수를 가진 정사각형의 퍼센트이며, 이는 개개

신장으로부터 모든 영상에 대해 평균화되었다.  에피형광성 영상을 Nikon TE2000 현미경, CoolSnap 카메라(제조

원: 독일 소재의 Roper Scientific)로 촬영하고 IP 실험실 소프트웨어(제조원: 캘리포니아주 산 조세 소재의 BD

Biosciences)를 사용하여 진행시켰다.  공촛점 영상을 Nikon C1 D-Eclipse 공촛점 현미경을 사용하여 생성시켰

다.  투사 영상은 0.1mm 단계에서 획득한 10Z-스택 영상으로부터 생성시켰다.  단면들 사이의 비교를 위해, 포

함하는 모든 공촛점 셋팅을 단면들 사이에서 일정하게 유지시켰다.

유동 세포분석기 분석 및 분류[0107]

이소렉스(Isolex)가 풍부한 CD34 세포들을 앞서 기술된 방법[1]을 이용하여, 다음 인간 항체 조합들을 사용하여[0108]

분석하였다: 항-CD31-FITC(1:100,  BD), 항-CD146-PE(1:100, BD), 항-KDR-FITC(1:100, 제조원: R&D Systems),

항-CD45-FITC(1:100,  BD),  항-CD140b-Alexa  Fluor  488(1:100,  BD),  항-CD29-PE(1:100,  BD),  항-CD105-

FITC(1:100,  R&D  Systems),  항-CD34-PE(1:100,  BD),  항-CD99-FITC(1:100,  BD),  항-CD144-PE(1:100,  R&D

Systems),  항-CD38-FITC(1:100,  BD),  항-CD14-FITC(1:100,  BD),  항-CD64-PE(1:100,  BD),  항-CD61-

PerCP(1:100, BD) 항-CD133-APC(1:100, Miltenyi), 항-CXCR4-APC(1:100, BD), 항-CD90-APC(1:100, BD), 항-CD

117-APC(1:100, BD), 항-VEGFR1-APC(1:100, R&D Systems).  HSC의 완전한 특성화는 또한 문서화될 것이다(D.M.

&  A.C.  미공개됨).   단일  세포들을  신장,  비장  및  골수로부터  앞서  기술한  바와  같이[2]  제조하였다.

요약하면, 신장, 비장 및 골수로부터의 단일 세포들(1×10
5
)을 FACS 완충액 속에 재현탁시키고 인간 CD45(FITC,

1:200, 제조원: eBioscience) 및 마우스 CD11b(PE, 1:200, 제조원: eBioscience)에 대한 항체들로 30분 동안

항온처리하였다.   FACS  세척  완충액으로  세척하고  200μl  FACS  완충액  속에  재현탁시킨  후,  세포들을  BD

FACSCalibur  유동  세포분석기를  이용하여  분석하였다.   주사한  후  2일째에  CMFDA로  표지한  인간  HSC를

FACSaria[2]를 사용하여 FACS 분류에 의해 직접 분류하였다.  신장으로부터 분류된 CMFDA+ 세포들을 즉시 분해

하고 RNA를 RNA Easy(제조원: Qiagen) 시스템을 사용하여 실시간 PCR을 위해 정제하였다.

실시간 PCR[0109]

총  RNA를  조직  및  세포들로부터  키트(제조원:  RNA  Easy  Qiagen)를  사용하여  제조업자의  지시에  따라[0110]

생성하였다.  순도를 A260 내지 A280에 의해 측정하였다.  cDNA를 1㎍의 총 RNA로부터 iScript 및 무작위 헥사

머  및  폴리  dT를  포함하는  프라이머를  사용하여  합성하였다[2].   인간  및,  마우스  시료의  실시간  PCR을

ABI7900HT 서열 검출 시스템(제조원: 보스턴 소재의 PerkinElmer Life Sciences, 캘리포니아 포스터 시티 소재

의 Applied BioSystems)을 사용하여 SYBR-Green(SYBR Green PCR kit; 제조원: Qiagen)의 존재하여 앞서 기술된

방법[4]을  사용하여  수행하였다.   인간  GAPDH,  HPRT1,  안지오포이에틴  1(ANGPT1),  섬유모세포  성장  인자

2(FGF2), 간세포 성장 인자(HGF), 인슐린-유사 성장 인자 1(IGF1), 인터루킨-8(IL8), 혈소판-기원한 성장 인자

b(PDGFb), 형질전환 성장 인자 b 1(TGFb 1), 혈관 내피 성장 인자(VEGF), TIE1에 대해 특이적인 프라이머/프로

브 세트를 제조업자(Sabiosciences)로부터 입수하였다.  등량의 cDNA를 RT-PCR 반응에 사용하고 반응 혼합물(제

조원: Sabiosciences)을 사용하기 직 전에 함께 혼합하였다.  모든 반응들을 3회 수행하였다.  실시간 PCR의 최

적화를 제조업자의 지시에 따라 수행하였다.  표준 곡선 측정을 위해, 4개의 log2 단계들에서 일련 희석시키고

시료들에 대해 평행하게 수행된 모든 시료들의 혼주물(pool)을 사용하였다.  각각의 반응물의 총 용적은 20μl

이었으며, 300 nM 전방 및 300 nM 역방 프라이머 및 125ng의 cDNA를 함유하였다.  적절한 음성 대조군을 각각의

반응을 위해 수행하였다.

통계학적 분석[0111]

모든 값은 평균 ± 표준 편차(SD)로 제공된다.  만텔-콕스 로그-랭크 시험(Mantel-Cox Log-rank test)을 사용하[0112]

여  생존을  분석하였다.   2개  그룹들  사이의  비교들을  쌍을  이루지  않은  t-시험(2개의  꼬리화됨)으로

수행하였다.  쌍을 이룬 t 시험을 사용하여 동물 또는, 겉보기 수술한 마우스(sham operated mouse)와 비교하여

질병이 있는 마우스의 좌측(IRI) 및 우측(대조군) 신장을 직접 비교하였다.  0.05 미만의 P 값은 모든 통계학적

시험에서 유의적인 것으로 고려하였다.
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실시예 2[0113]

이소렉스-정제된 G-Csf-이동된 조혈 줄기 세포들의 특성화[0114]

조혈 줄기 세포-이동된 인간 공여자로부터의 CD34+ 풍부한 백혈구를 생존능 및 순도에 대해 분석하였다.  99%[0115]

이상의  HSC는  7-AAD  배제법(나타내지  않음)에  의해  생존가능하였다.   96%  이상의  백혈구는  CD45+이었으며,

CD34+는, 이들이 조혈 줄기 세포들(HSC)이었음을 나타낸다(참조: 표 1).  소수는 CD34를 발현하였으나 CD45는

발현하지 않았다.  농축된 백혈구의 추가의 특성화를 세포 표면 마커 CD14, CD34, CD146, CD133, CD31, VEGFR2

를 사용하여 추정의 내피 후대세포의 다중-계통 잠재성 및 확인을 입증하기 위해 수행하였다(참조: 표 2)[19].

특성화는, HSC 외에, 이동된 인간 말초 혈액 CD34+ 세포들이 소수의 순환하는 내피 후대세포들(CEP) 및 드믄 순

환하는 내피 세포들(CECs)을 함유함을 나타낸다.

표 1

[0116]

표 2

[0117]

실시예 3[0118]

허혈 재관류 손상후 복구 동안 신장으로 보출되는 인간 조혈 줄기 세포들[0119]

신장 복구에 있어서 인간 HSC의 효과를 연구하기 위해, 본 발명자들은, 이들이 손상된 신장으로 보충될 수 있는[0120]

지를 초기에 측정하였다.  예비 연구에서, 손상 전에 CMFDA로 표지된 2.5×10
6 HSC

의 정맥내 주입은 주사 후 24시

간째에 유의적인 보충을 초래하지 않았다(데이타는 나타나지 않음).  다음에, 본 발명자들은 신장 IRI 후 1일

및 2일째에 CMFDA-표지된 HSC를 주입하고, 많은 보충된 HSC가 신장 실질에서 검출될 수 있는 손상 후 3, 5 및 7

일째에 관측하였다(도 1a, 1b).  많은 양이 세관주위 모세혈관(PTC)내에 국재화하였지만, 일부는 혈관주위 위치

내 모세혈관의 범위 외부에서 검출되었다(도 1c).  본 발명자들은 또한, 편측 IRI 후, 소량이 존재하였지만, 손

상되지 않은 신장으로 HSC의 유의적인 보충을 인식하였다(도 1b).  그러나, 본 발명자들은 심장에서 어떠한 HSC

도 검출할 수 없었으며(나타내지 않음), 이는 이러한 사실이 손상되지 않은 신장 및 손상된 신장으로 HSC의 특

수한 보충임을 나타낸다.  CMFDA가 시간에 따라 희석될 수 있다는 걱정으로 인하여, 본 발명자들은 표지되지 않

은 HSC를 손상 후 d1 및 d2에 마우스들내로 주입하였다.  이들 표지되지 않은 세포는 HLA 제I 부류(도 1c, 1d)

에 대한 항체에 의해 검출되었다.  HLA-I 양성 세포들은 신장에서 모든 시점에서 용이하게 검출되었지만 명백하

게 IRI 후 14일 및 28일째에 신장에서 HLA-I+ 세포들의 지속성이 존재하였다(도 1d).  예측한 바와 같이, HSC는
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또한 비장 및 골수에서 확인되었고(도 1e-1h), HSC가 마우스 골수내로 주입(engraft)되어 마우스가 이제 키메라

가 됨을 제안하는, 골수내 HSC가 골수 마커 CD11b를 유도하였다(도 1g)는 IRI 후 d7에서의 증거와 함께, 골수내

에서 HSC의 지속성이 존재하였다.

실시예 4[0121]

사망율을 감소시키고 허혈성 재관류 손상 후 신장 기능을 개선시키는 전신계적 인간 조혈 줄기 세포 치료요법[0122]

손상된 신장으로의 HSC 보충이 복구 동안 어떠한 기능적 결과를 갖는지를 측정하기 위하여, 본 발명자들은 마우[0123]

스들을 양측성 IRI(0일)에 적용한 다음, d1 및 d2에 인간 HSC의 정맥내 주입하였다.  혈장 크레아티닌을 겉보기

수술 마우스들(d0, 혈장 크레아티닌 값은 0.05 ± 0.06이다)에서 및 IRI 후 d1, d2, 및 d7에 평가하였다.  양측

성 신장 IRI는 24 시간째에 혈청 크레아티닌에 있어 유의적인 증가를 초래하였고 48시간째에 피크가 되었다(도

2a).  비록 24시간째(처음 주사 시간)에 혈장 크레아티닌 수준이 처리 및 비히클 그룹에서 상이하지 않았지만,

HSC를 제공받은 마우스들에서 48시간째에 혈장 크레아티닌에 있어서 현저하고 유의적인 감소가 있었던 반면(도

2a).도 2a), 마우스의 비히클 그룹은 이 시점에 혈장 크레아티닌 수준이 지속적으로 높게 상승하였다.  d7까지

생존한 마우스들에서,  비히클 및 처리 그룹들 둘다는 유사한 수준의 혈장 크레아티닌 수준들을 나타내었다.

IRI 모델이 회복 모델이므로 이것은 놀라운 것이 아니다.  그러나, 비히클 그룹에서는, 마우스들의 단지 50%만

이 7일까지 생존한 반면(도 2b), 인간 HSC를 제공받은 마우스들의 90%가 7일까지 생존하였다(도 2b).  2개 그룹

에서 생존 수는 도 2b에서 알 수 있다.  이들 놀라운 발견은, 인간 HSC가 신장 복구/재생 둘 다를 증진시키고

생존을 향상시킴을 나타낸다.

실시예 5[0124]

신장 세관주위 모세관 손실을 약화시키고, 세관 상피 재생을 촉진하며, 허혈성 재관류 손상 후 장기간 섬유증을[0125]

방지하는 인간 조혈 줄기 세포 치료요법

HSC가 신장 복구를 증진시키는 메카니즘을 연구하기 위해, 본 발명자들은 세관주위 모세혈관(PTC)의 손실 및 세[0126]

관 손상의 지속성에 대해 신장 단면을 분석하였다(도 3).  형태계측법에 의한 mCD31-표지된 PTC의 분석은, HSC

처리가 복구 동안 PTC 손실을 예방함을 나타내었다(도 3a-3c).  그러나, 주목할만하게도 14 및 28일 후 PTC 손

실은 상이하지 않았으며, 이는, PTC의 재생을 촉진시키는 내인성 인자가 존재하지만, HSC 치료요법은 혈관구조

의 조기 손실을 약화시킴을 나타낸다.  유사하게, HSC 치료요법은 IRI의 당해 모델의 복구 상 동안 세관 손상의

지속성을 약화시켰으며(도 3d-3f), 이는, HSC가 세관 재생을 직접적으로 또는 간접적으로 촉진시킴을 제안한다.

본 발명자들을 앞서, 신장 IRI가 만성 신장병의 선구자인, 지속적인 사이질 섬유증을 초래할 수 있으며 신장 기

능의 진행성의 장기간 손실과 강하게 관련될 수 있음을 입증하였다[14, 20-22].  손상된 신장의 복구 동안 HSC

의 전신계적 주입이 손상의 장기간 결과에 영향을 미치는지를 시험하기 위하여, 본 발명자들은 사이질 섬유증을

정량화하였다(도 3g-3i).  비히클 처리된 마우스들에서, 사이질 섬유증은 손상 후 4주내에 진행적으로 축적하였

지만, HSC를 제공받은 마우스들에서 사이질 섬유증은 d28까지 약화되었다.

실시예 6[0127]

허혈성 재관류 손상 후 신장에서 조기 림프구 및 골수 분화 및 내피 후대세포 마커를 획득한 인간 조혈 줄기 세[0128]

포

HSC는 골수, 적혈구, 거핵세포 및 림프구 계통 세포들의 공급원이다.  본 발명자들은, 많은 HSC가 손상 후 d3에[0129]

신장으로 보충된 한편 다수의 보유된 세포들은 d7 전체에서 점진적으로 감소하였지만, 이후 손상 후 d28까지 다

시 증가하였음을 알았다(도 1).  본 발명자들은 인간 림프구 및 골수 강제(commitment) 마커들에 대해 신장을

표지하였다(도 4).  손상 후 d3과 같이 조기에, 많은 보충된 HSC는 CD68 또는 CD3을 획득하였으며 이러한 유도

는 손상되지 않은 신장 및 손상된 신장 둘다에서 유사하였다(도 4).  HSC 중 어느 것도 단핵세포 핵 형태를 획

득한 d7 전체에서 신장으로 보충되지 않은 반면, 이러한 데이타는, 신장내 골수 및 림프구 계통으로의 조기 국

소적 강제가 존재함을 제안한다.  신장내에서 인간 세포의 수는  손상 후 말기에 증가한다.  본 발명자들은,

IRI 신장 후 d14 및 d28에 호중구의 특징적인 핵을 지닌 이따금씩의 인간 세포를 관측하였다(나타내지 않음).

이들 발견은 BM 키메라현상의 발견과 함께, 신장내 인간 세포에 있어서 말기 증가가 골수 키메라현상을 반영하

거나 신장내 성숙한 세포 유형의 국소적 분화를 반영함을 제안한다.

신장내에서 HSC의 국소적 분화를 추가로 조사하기 위하여, 마커 VEGFR2(KDR), CD146 및 CD133, 및 세포 표면 발[0130]

현으로 표지한 단편을 주입 전에 줄기 세포와 비교하였다(표 3).  소수의 이동된 풍부한 HSC가 KDR 또는 CD146

을 발현하였지만, 대부분은 CD133을 발현하였다.  그러나, IRI 후 d3에 신장에서 거의 모든 보충된 HSC가 CD146
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을 발현하였지만, CD133은 발현하지 않았기 때문에 표현형 스위치(phenotypic switch)가 존재하였다.  KDR의 발

현은 신장으로 보충된 것들과 비교하여  이동되고, 풍부한 HSC에서와 유사하였다.  CD146은 CEP 기능과 관련되

어 있으므로, 본 발명자들의 발견들은, 신장이 CEP 유형 기능으로의 HSC 분화를 촉진함을 제안한다.

표 3

[0131]

실시예 7[0132]

췌장 메카니즘에 의해 주로 혈관 복구에 기여하는 인간 조혈 줄기 세포들[0133]

신생혈관화를 지지하는 HSC의 역활을 추가로 연구하기 위해, 본 발명자들은, HSC가 내피 세포들내로 분화되는지[0134]

를 초기에 측정하였다.  내피 세포의 2개의 마커인 CD31 및 인간 vWF에 대한 인간-특이적인 항체를 사용하여,

본 발명자들은 7, 14 및 28일째에, 그러나 비 조기 시점에서 손상된 신장내 인간 CD31+ 세포들을 확인하였다(도

5a, 5b, 5c).  따라서, CD31 발현은 최대 복구와 일치하지 않았다.  때때로 CD31+ HSC는 CD45 발현을 결여하였

으며 PTC 벽내에서 내피 세포와 일치하는 형태로 발견되었다(도 5a).  그러나, 많은 대부분의 CD31+ 인간 세포

들은 또한 CD45를 공-발현하거나(도 5b) 림프구 및 단핵구에 의한 CD31 발현과 일치하는, 백혈구 형태로 사이질

내에 국재화하였으며, 이는, 인간 CD31이 내피의 특이적인 마커가 아님을 나타낸다.  항 인간-vWF 항체(마우스

vWF와 교차 반응하지 않았음)를 사용한 평행 연구는 또한, CD45 발현을 결여한 매우 드믄 vWF+ 인간 세포들을

확인하였으며(도 5d), 이는 때때로 인간 세포가 내피 세포를 기능화한다는 관측에 무게를 더해주었다.  이러한

관찰들은, 인간 CD34+ 세포들이 모세관 재생을 지시하는데 단지 약간 기여하지만, 모든 HSC에서 CEP 마커 CD146

의 현저한 유도가 존재했다는 증거를 제공하였으므로(표 1), 본 발명자들은, HSC가 주변분비 메카니즘에 의해

기능화되었는지를 시험하였다.  이는 손상 후 신장에서 HSC의 혈관내 및 혈관주위 부위에 특히 다루기쉽게 제공

되었다.  이를 추가로 연구하기 위해, 본 발명자들은 IRI 후 d4째에 신장에 보충된 CMFDA-표지된 HSC를 정제하

고 이를 마우스내로 전신계 주사 전에 균질성 HSC의 전사 프로파일을 비교하는 RT-PCR에 의해 이들의 인간 특이

적인 전사 프로파일을 분석하였다.  HSC는 ANG-1, FGF-2, 및 VEGF-A를 포함하는 프로-혈관형성 사이토킨에 대한

높은 수준의 전사체를 생성하였고, 또한 상피 재생에 있어서 이의 역활에 대해 인식된 높은 수준의 HGF를 생성

하였다(도 6).  놀랍게도, 신장내로 보충된 HSC는 프로-혈관형성 사이토킨에 대해 매우 유사한 전사 활성을 나

타내었으며, 혈관형성에 있어서 주변분비 역활을 지지하였다.

실시예 8[0135]

본원에 제공된 데이타에 대한 논의[0136]

인간에서 급성 신장 손상은 지속되어 높은 이환률을 부여하며 제한된 치료학적 선택을 갖고, 이에 따라 새로운[0137]

치료학적 전략이 매우 바람직하기 때문에 잠재적인 재생 시도를 확인한다.  또한, 드러난 증거는, 인간에서 급

성 신장 손상이 염증, 혈관병증, 상피 위축, 섬유증 및, 기관 부전을 초래하는 기능의 점진적 손실에 의해 특징

화된 만성 신장병의 조짐임을 나타낸다[2, 14, 22, 23].  신장 손상을 약화시키거나 복구 및 재생을 향상시키는

새로운 전략들은 단기간 충격을 가질 뿐만 아니라 신장 기능에 대한 장기간 과정을 가능하게 변결시킬 것이다.

이러한 치료요법에 대한 장기간 결과는 신장병에 영향을 줄 뿐 아니라 만성 신장병이 심혈관병에 대한 독립된

위험인자이므로 심혈관병에도 영향을 미칠 것이다[4].  최근에, 성인 인간 말초 혈액 CD34+ 세포들 및 HSC는 뇌

졸중 및 골 손상 이후 혈관형성 및 골형성을 증진시킴이 보고되었다[16, 24].  또한, CD34+ 세포들은 외인적으

로 적용된 G-CSF의 존재하에서 말초 순환으로 확장 및 이동하여[25-27], HSC를 용이하게 이용가능하도록 하고
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임상적 세포 치료요법의 이유를 강화시킨다.

최근 연구에서, 본 발명자들은, 신장 손상 후 24시간째에 전신계적으로 투여된 인간 HSC가 손상된 신장으로 선[0138]

택적으로 보충되어 주로 혈관구조내부 및 주변에 국재화됨을 입증하였다.  이러한 보충은 미세혈관구조, 세관

상피세포의 향상된 복구, 향상된 기능적 회복 및 증가된 생존과 관련되어 있으며 또한 장기간 섬유증을 예방하

였다.  HSC는 신장에서 조기 림프구 및 골수구 투입 마커들을 유도하였고, CEP 마커들을 획득하였지만 신장으로

보충 후 높은 수준의 프로-혈관형성 전사체들의 합성을 보유하였다.  비록 정제된 HSC가 신장으로의 보충 전 소

수의 순환하는 내피 후대세포들 및 때때로 순환하는 내피 세포들을 함유하고, 신장-보충된 HSC가 CEP 분화와 일

치하게 CD146을 유도하였지만, 본 발명자들은 마우스 모세혈관 벽들내에서 매우 적은 인간 내피세포들을 확인하

였다.  이와 함께 이들 데이타는, HSC 매개된 신장 복구가 혈관구조의 교체라기보다는 주변분비 메카니즘에 의

한 것임을 나타낸다(도 7).

인간 HSC를 편측성 신장 IRI의 모델에서 손상된 신장내로 선택적으로 보충되었으며, 이는, 손상된 신장이 말초[0139]

순환내에 있는 HSC를 선택적으로 보충할 수 있음을 나타낸다.  후 IRI 신장으로의 인간 HSC의 선택적인 보충은,

간질 기원한 인자-1(SDF-1) 및 이의 수용체 CXCR4를 포함하는 케모킨의 국소 방출이 중요할 수 있으며, 전사 인

자 전사증 유도 인자-1(HIF-1)이 국소 케모킨 유도를 조절하는데 중요한 역활을 할 수 있음을 나타낸다[28,

29].  손상 발생시(d0)에 HSC의 전신계적 투여는 HSC의 불량한 보충을 초래하지만, 복구 상의 개시시에 HSC의

지연된 투여가 보충을 개시하는데 매우 효과적이었음이 주목가능하였다.  이러한 보충 패턴은 신장에 대한 단핵

구 유입과 유사하며, 호중구 보충과는 달리, 추가의 단핵구활성물질이 HSC 보충에 중요한 역활을 할 수 있음을

제안한다.  마우스들에서 본 발명자들의 앞서의 연구들은 단순히 IRI에 대한 반응시 골수로부터의 내인성 HSC

이동 또는 신장으로의 보충에 대한 증거를 제공하지 않았는데, 이는, 골수내 이들의 정상적인 니치(niche)로부

터 HSC의 보충을 위한 부절절한 내인성 시그날이 존재함을 나타낸다[30].  HSC의 말초 순환으로의 주사는 신장

에 대한 효과적인 보충을 초래하므로, HSC  치료요법은 골수 니치로부터의 방출시 정상적인 블록을 극복한다.

소수의 인간 HSC는 또한 IRI의 편측 모델에서 손상되지 않은 신장으로 보충되었다.  HSC는 동일한 마우스에서

심장 또는 위로, 또는 건강한 마우스의 신장으로 보충되었다(나타내지 않음).  편측 IRI에 대한 반응시, 손상되

지 않은 신장은 비대 및 증식을 포함한 보충적인 변화를 겪는다.  따라서, 손상되지 않은 신장으로의 HSC 보충

은 혈관형성을 촉진시키거나 손상의 부재하에서 보호 역활을 함이 가능하다.

HSC는 HLA-제I 부류 항원에 대한 항체를 사용하여, IRI후 d14 및 d28을 통해 신장내에서 검출되었다.  약 7일째[0140]

에 발생하는 최저치와 함께, 시간이 흐름에 따라 신장내 HSC 보유의 2개 양식의 분포가 존재하였다.  본 발명자

들은, 마우스가 골수 키메라현상으로 발전하였고, d14 및 d28에(그러나 이보다 조기는 아님) 신장내 인간 세포

중 일부는 호중구이었음을 알았다.  따라서, 신장 복구 동안 처음 7d-10d 동안, HSC는 줄기 세포, 조기 위탁 세

포 또는 CEP로 잔존하였고, 복구가 진행되면서 신장으로부터 서서히 사라져서, 원래의 전신계 순환 HSC로부터

기원하는 것보다 골수로부터 보충된 성숙한 백혈구로 후속적으로 교체되었다.  CD31의 말기 발현 및 인간 호중

구의 발생과 함께 신장내에서 인간 백혈구내 말기 증가는 키메라 골수로부터의 백혈구 보충과 일치한다.  그러

나, 본 발명자들의 데이타는 섬유증에 있어서 장기간 영향을 초래하는 질병의 d1 및 d2째 HSC 주입을 놀랍게도

지적한다.  이들 현재 연구들로부터, 장기간 섬유증에 있어서의 감소가 조기 혈관 복구를 증진시키는지 또는 이

것이 말기 시점에서 회복성 인간 HSC의 지속적인 집단을 반영하는지가 불명확하다.

신장에서 허혈성 손상은 상피 손상에 의해 특성화된다.  세관주위 모세혈관(PTC)의 손실은 잘 기술되어 있지 않[0141]

다.  그러나, 몇개의 심각한 급성 신장 손상 모델(허혈, 독소, 일시적인 안지오텐신 II)로부터 기원한 데이타는

우세한 섬유증의 발달을 전형적으로 앞서는 모세혈관 손실을 입증하며, 신생혈관형성은 혈관 구조의 보존 및 기

관 기능의 복원에 있어서 중심 공정일 수 있다[12, 13, 32, 33].  본 발명자들은 또한, 당해 연구에서, IRI에

이어 단지 비교적 약한 신장 손상과 함께 PTC의 현저한 손실이 존재하며, 비록 복구 동안 이러한 PTC의 유의적

인 재생이 있지만, 손상 후 1개월 동안 혈관구조의 지속적인 손실이 있음을 입증하며, 이는, 신장이 피부와 같

은  다른  기관과는  달리  손상[14]  후  재혈관신생에  있어  고유의  결점을  지님을  나타낸다.   본  발명자들의

연구는, HSC가 복구 동안 신장에서 PTC의 이러한 손실을 약화시키고, 이는 신장의 신속한 기능적 회복 및 마우

스의 향상된 생존과 관련됨을 분명하게 입증한다.  본 발명자들의 편측 IRI 모델에서, PTC의 HSC 매개된 재생은

28주째에 장기간 지속적인 PTC 손실을 약화시키지 않았지만, 그럼에도 불구하고 양측 IRI 모델에서 관측된 회복

및 생존에 영향을 미쳤으며, 이는 신장 복구에 있어 중추적 공정으로서 조기 혈관 복구를 지적한다.  손상 후

조기 시점으로 제한되는 HSC 매개된 혈관 복구 효능에도 불구하고, 손상 후 1개월째에 신장에서 섬유증 진행의

예방이 존재한다.  조기 HSC 주입의 이러한 장기간 효능이 사이질 섬유증의 발달시 중심적인 상호작용일 수 있

는 향상된 혈관주위-내피 세포 상호작용이 기인하는지를 이해하기 위해서는 추가의 연구가 요구될 것이다[34].
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예비 연구들에서, IRI 신장 후 14일째에 마우스들에게 HSC의 말기 투여는 불량한 보충 및 향상된 혈관 복구의

증거가 거의 없음(나타내지 않음)을 초래하였으며, 이는, HSC가 유효할 수 있는 동안 손상 후 제한된 기간이 존

재함을 나타낸다.

비록 신장 IRI 모델이 세관 상피 세포, 특히 근접한 세관 세포의 S3 분절의 심각한 손상 및 복구에 의해 특성화[0142]

된다고 해도, PTC 재생없이 이러한 손상된 세관은 지속적인 허혈로 인하여 성공적으로 재생되지 않을 경향이 있

다[14, 35].  본 발명자들의 연구들은 또한, HSC가 세관 손상 점수 및 기능적 회복에 의해 평가되는 것으로서

HSC가 상피 재생을 촉진시켰음을 나타내었다.  HSC는 전-혈관형성 인자에 대한 고 수준의 전사체를 생성하였으

며, 신장내 이들의 위치(혈관내 및 혈관주위)는 상피 복구을 2차적으로 촉진시키는 혈관 복구에 있어 주요 역활

을 제안한다.  그러나, 상피 및 또한 상피 복구성 사이토킨 WNT7b(나타내지 않음)(참조: Lin et al. manuscript

in submission)에 직접적으로 전-회복 효과를 가지는 것으로 알려진 HGF에 대한 고수준의 전사체는, HSC가 PTC

복구와는 독립적으로 상피 복구에 있어서 직접적인 주변분비 역활을 가질 수 있음을 제안한다.

HSC가 복구되는 신장내에서 CD3+ 및 CD68+ 발현을 신속하게 유도하였음은 흥미로운 것이다.  증가하는 증거는[0143]

손상 후 신장내 T 세포 및 단핵세포 기원한 세포 둘다에 대한 회복 역활을 지적한다[36, 37].  따라서, HSC가

회복되는 T 세포들 및 회복되는 대식구로 국소적으로 분화하는 것이 가능하다.  신장 보충된 HSC 및 성숙한 T

세포와 말초 혈액으로부터의 단핵구 사이의 차이를 구별하기 위한 추가의 연구가 필요할 것이다[36, 37].

성숙한 내피 세포를 직접적으로 형성시킴으로써 내피 재생에 있어 순환하는 내피 세포(CEC) 및 CEP의 역활은 고[0144]

려할만한 연구 대상이 되어 왔다[18, 38].  실제로, 본 발명자들은 마우스 골수 키메라에서, 소수의 내피 세포

가 신장 IRI 및 복구 후 키메라 골수로부터 기원함을 이미 보고하였다[30].  일부 연구에서, 내피 세포가 되는

백혈구를 검출하기 위한 프로모터 Tie2의 용도는, Tie2가 백혈구 및 내피 세포 둘다를 표지하므로 이후 해석 문

제가 되었다[39].  따라서, CEP가, 내피 세포가 되는 청구항들은 과장될 수 있다.  이러한 현재의 연구에서, 본

발명자들은, 거의 모든 보충된 인간 HSC가 일반적인 백혈구 마커 CD45를 보유하였으며, 이는 다른 발표된 데이

타와 일치함을 지속적으로 발견하였다[11].  본 발명자들은 내피 마커 CD31을 사용하여 인간 내피 세포들을 확

인하였으나, CD31은 또한 B 세포들 및 단핵구/대식구를 표지하며[40], 이들 연구에서 내피 세포에 대해 비-특이

적임을 입증하였다.  그러나, 일시적인 세포가 인간 내피 세포와 일치하여, 내피 형태, CD31의 발현, 폰빌레브

란트 인자(vWF) 및, CD45의 부재[41]와 함께 모세혈관 벽내에서 확인되었다.  본 발명자들의 정제된 HSC의 초기

특성화에서, 정제된 CECs(<0.05%)의 소수의 집단[38, 42], 및 CEP의 소 집단이 존재하였다.  후 IRI 신장에서,

대부분의 인간 HSC는 CEP 마커를 획득하였다.  따라서, 이들 일시적인 인간 내피 세포는 CEP와 내피 세포의 세

포 융합, 드믄 CECs의 혼입 또는, 전환분화 또는 CEP로부터 기원하는 것이 가능하다.  특정하게, 인간 내피 세

포의 외형은 신장 PTC 재생의 유의적인 메카니즘이 아니었다.  오히려, 본 발명자들의 연구들은, CEP 마커를 갖

는 복구되는 신장으로 보충된 HSC  및 HSC가 다른 연구들에서 보고된 바와 같이 VEGF-A,  HGF,  ANG-1,  IL-8,

IGF-1 및 FGF-2를 포함하는 혈관형성 인자를 분비할 수 있음을 나타낸다[18, 24, 43].  이들 사이토킨 모두는

강력한 혈관형성 인자로서 인식되어 있으며 증가된 혈관형성에 의해 신장 복구를 증진시킬 수 있다[44-46].  신

장내 HSC의 혈관내 및 혈관주위 위치와 조합하여, 본 발명자들은, HSC에 의한 생존 및 신장 복구 둘다의 주요

메카니즘이 주변분비 메카니즘에 의한 PTC 재생임을 제안한다[24].

결론적으로, 본 발명자들은, 전신계적으로 투여된 말초 혈액 이동된 인간 HSC가 이환률을 감소시키고 세관주위[0145]

모세혈관에 지시된 주변분비 메카니즘에 의해 신속한 신장 복구 및 신장의 재생을 촉진시킴을 입증한다.  이러

한 발견들은, 급성 신장병의 치료시 촉망되는 치료학적 전략으로서, 및 만성 신장병의 예방시 인간 HSC를 지지

한다.
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치료 조성물 또는 방법과 관련된 모든 기술은 또한 본 발명의 "용도"를 정의하기 위해 고려되어야 한다.  예를[0199]

들어, 본 발명은 본원에 확인된 상태의 치료 또는 본원에 확인된 치료학적 목표(예를 들면, 이를 필요로 하는

인간에서 혈당 강하)를 달성하기 위한 살리실산의 공급원의 용도를 포함한다.  유사하게, 본 발명은 또한 이러

한 치료/목적을 위한 의약의 제조를 위한 살리실산의 공급원의 용도를 포함한다.

앞서의 요약은 본 발명의 모든 측면을 정의하기 위하여 의도된 것이 아니며, 추가의 측면은 상세한 설명과 같은[0200]

다른 단원에 기술되어 있다.  전체 서류는 통일된 기재내용과 관련되도록 의도되며, 본원에 기술된 특징들의 모

든 조합은, 심지어 특징들의 조합이 동일한 문장, 또는 단락, 또는 당해 문서의 단원내에서 함께 발견되지 않는

다고 해도, 고려됨을 이해하여야 한다.

앞서의 내용 외에도, 본 발명은 추가의 측면으로서, 어떠한 방식으로도 위에서 구체적으로 언급한 변형들보다[0201]

영역면에서 협소한 본 발명의 모든 구체예를 포함한다.  속(genus)으로서 기술된 본 발명의 측면들과 관련하여,

모든 개개 종들은 개별적으로 본 발명의 별개의 측면들로 고려된다.  범위로서 기술된 측면들에 대하여, 모든

소범위들 및 개개의 값들은 구체적으로 고려된다.

본 발명의 출원인(들)이 본원에 첨부된 특허청구범위의 모든 범위를 발명하였지만, 본원에 첨부된 특허청구범위[0202]

는 다른 것들의 선행 기술의 작업을 이들의 영역내에 포함함을 의도하지는 않는다.  따라서, 특허청구범위의 범

위내 법정 선행 기술이 특허청 또는 다른 실체 또는 개인에 의해 출원인들의 주의를 기울인다 해도, 출원인

(들)은 적용가능한 특허법하에서 보정 권리를 발휘할 권리를 가짐으로써 이러한 법정 선행 분야 또는 법정 선행
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분야의 명백한 변화가 이러한 특허청구범위의 범위로부터 구체적으로 배제되도록 이러한 특허청구범위의 주제를

재정의한다.  이러한 보정된 특허청구범위에 의해 정의된 본 발명의 변화는 또한 본 발명의 측면으로 의도된다.

본 발명의 추가의 특징들 및 변화들은 본원의 전체로부터 당해 분야의 숙련가에게 명백할 것이며, 모든 이러한

특징들은 본 발명의 측면들로서 의도된다.

도면

도면1

공개특허 10-2012-0100962

- 26 -



도면2

공개특허 10-2012-0100962

- 27 -



도면3

공개특허 10-2012-0100962

- 28 -



도면4

공개특허 10-2012-0100962

- 29 -



도면5

도면6

공개특허 10-2012-0100962

- 30 -



도면7

공개특허 10-2012-0100962

- 31 -


	문서
	서지사항
	요 약
	특허청구의 범위
	명 세 서
	기 술 분 야
	배 경 기 술
	도면의 간단한 설명
	발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

	도면
	도면1
	도면2
	도면3
	도면4
	도면5
	도면6
	도면7




문서
서지사항 1
요 약 1
특허청구의 범위 3
명 세 서 5
 기 술 분 야 5
 배 경 기 술 5
 도면의 간단한 설명 6
 발명을 실시하기 위한 구체적인 내용 7
도면 26
 도면1 26
 도면2 27
 도면3 28
 도면4 29
 도면5 30
 도면6 30
 도면7 31
