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발현 변화도 조사함. C형간염바이러스, B형간염바이러스, 인간면역결핍바이러스 등 각종 바이러스에 만성감염되
어 있는 환자의 PBMC를 바이러스 항원 peptide mix로 자극 주면서 항체로 T세포 억제분자를 차단하고 세포배
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료용 단백질 후보로 확보하였고, 이의 효과를 C형간염바이러스 시스템에서 검증하였고, 인간화 마우스를 이용하
여 soluble CD70을 평가함
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요 약 문
Ⅰ. 제 목
만성 바이러스 감염의 치료타겟으로서 TIM-3, LAG-3, IL-10의 검증

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 필요성
C형간염바이러스, B형간염바이러스, 인간면역결핍바이러스 등에 의한 만성 지속성 바이러스 감염 치료
용으로 사용될 수 있는 T/NK세포 활성조절 바이오신약 개발을 위해, 만성 바이러스 감염의 치료타겟으
로서 TIM-3, LAG-3, IL-10의 blocking 효과(또는 CD27-CD70 자극 효과)를 검증하고, 최종적으로 
동물모델에서 in vivo 효능을 검증
  
Ⅲ. 연구개발의 내용 및 범위
만성 바이러스 감염에서 TIM-3, LAG-3, IL-10R의 발현 특성 규명
TIM-3, LAG-3, IL-10의 T세포 억제 기전 규명
TIM-3, LAG-3, IL-10 blocking 효과 평가 시스템 확립
만성 바이러스 감염질환별 TIM-3, LAG-3, IL-10 blocking의 in vitro 효과 평가
임상지표로서 TIM-3, LAG-3, IL-10 blocking 평가의 의의 발굴
In vivo에 적용 가능한 blocker 확보
인간화 마우스를 이용한 in vivo 효능 평가
  
Ⅳ. 연구개발결과
만성 바이러스성 간염 환자의 T세포 subset에서 T세포 억제분자 발현특성을 규명하고 항-바이러스제 
치료 중의 발현 변화도 조사함. C형간염바이러스, B형간염바이러스, 인간면역결핍바이러스 등 각종 바
이러스에 만성감염되어 있는 환자의 PBMC를 바이러스 항원 peptide mix로 자극 주면서 항체로 T세포 
억제분자를 차단하고 세포배양액을 수집하여 IFN-γ와 TNF-α의 농도를 측정하는 T cell restoration 
assay를 시행한 결과, 각 바이러스 질환마다 다른 종류의 수용체가 조절타겟으로 이용될 수 있음을 규
명함. 이러한 연구를 통해 TIM-3, LAG-3, IL-10 중 가장 좋은 조절타겟을 찾고 in vivo에 적용 가능
한 blocker를 확보하는 것이 당초 목표였으나, 실험결과 CD27-CD70을 조절하는 것이 항-바이러스 반
응(특히 NK세포)을 더욱 잘 조절할 수 있다는 사실을 알게 됨. 이에 따라 CD27을 자극할 수 있는 재
조합 soluble CD70 단백질을 제조/생산하였음. 이로써 soluble CD70을 치료용 단백질 후보로 확보하였
고, 이의 효과를 C형간염바이러스 시스템에서 검증하였고, 인간화 마우스를 이용하여 soluble CD70을 
평가함
  
Ⅴ. 연구개발결과의 활용계획
본 연구에서 확보한 soluble CD70을 활용하여 항바이러스 바이오신약 개발에 후보물질로 이용함
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SUMMARY
  (영문요약문)

In the present study, we examined expression pattern of T-cell inhibitory molecules in patients 
with chronic viral hepatitis before and after antiviral treatment. In addition, we stimulated 
peripheral blood lymphocytes from patients infected by hepatitis B virus, hepatitis C virus or 
human immunodeficiency virus with viral antigen peptide mixes in combination with blocking 
antibodies against T-cell inhibitory molecules. Then, supernatants were collected and the 
concentration of IFN-g and TNF-a was evaluated in T cell restoration assay. As a result, 
different types of t-cell inhibitory molecules were responsible for T-cell exhaustion in each viral 
disease. Initially, we wanted to identify the best drug candidate among TIM-3, LAG-3 and 
IL-10, however, we found that CD27-CD70 was the best drug candidate for antiviral activity. 
Therefore, we developed recombinant form of soluble CD70 as a candidate material. Finally, we 
validated antiviral activity of soluble CD70 in the in vitro infection model of hepatitis C virus and 
evaluated its effect in a humanized mouse model system.
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제1장 연구개발과제의 개요

제1절 만성 바이러스 감염질환 현황

1. 만성 바이러스 감염질환 현황

가. 전세계적으로 만성 지속성 바이러스 감염(chronic persistent viral infection)은 공중

보건학적 위협이 되고 있다. 현재 전세계에서 약 1억 7천만 명이 C형간염바이러스

(hepatitis C virus: HCV)에, 약 3억 5천만 명이 B형간염바이러스(hepatitis B virus:

HBV)에, 그리고 약 4천만 명이 인간면역결핍 바이러스(human immunodeficiency

virus: HIV)에 감염되어 있다.

나. HBV의 경우, 효과적인 예방백신이 개발되어 있으나 이미 감염되어 있는 환자는 간

경변증과 간암 발생에 취약한 상태로서 적극적인 의료 대책이 필요하고, HCV의 경

우, 아직까지 예방백신이 개발되지 않은 상태로 새로운 감염을 효과적으로 제어하지

못하는 실정이다.

다. HCV나 HBV에 만성감염되면 만성간염의 시기를 거쳐 간경변증이나 간암으로 사망

할 확률이 증가한다. 그리고, HIV 만성감염은 치료하지 않으면 결국 후천성면역결핍

증후군(AIDS)이 발생하여 각종 기회감염이 발생하여 사망한다. 즉, 만성 바이러스 감

염은 환자의 morbidity와 mortality를 증가시켜 의학 및 보건학적 문제뿐만 아니라

사회적 문제를 야기한다.

2. 우리나라 현황

가. 한국은 간질환으로 인한 사망률이 OECD 국가 중 1위이다. WHO의 조사에 의하면,

전세계적으로 만성 간질환으로 인해 연간 140만 명이 사망하고 있고, 미국에서는 전

체 사망 원인의 9위를 차지하고 있음. 우리나라는 간질환으로 인한 사망률이 OECD

국가 중 1위라는 불명예를 지켜오고 있다.

나. 2002년 통계청 발표에 의하면 우리나라의 간질환은 국민전체의 5대 사망원인 (뇌혈

관질환, 심장질환, 교통사고, 암, 만성 간질환) 중 하나로, 활발한 사회 활동이 요구되

는 40대, 50대 남성에서 만성 간질환이 사망원인 2위를 차지하고 있고, 2004년도 요

양급여 비용자료를 검토하면, 우리나라에서 간질환으로 인한 요양급여지출 총액은 약

3550억원이며 실인원수 약 166만명이다.

다. 한국보건사회연구원이 '5대 사망 질병의 사회, 경제적 비용 추계: 2001년' 이란 주제

로 '보건복지포럼'에 발표(2003년 5월)한 자료에 따르면, 간질환의 사회, 경제적 비용

이 약 2조 6201억원으로 암 다음으로 높은 것으로 나타났다. 여기에 간질환에서 비롯

된 간암까지 고려한다면 그 비용은 더욱 늘어날 것으로 예상된다.

라. 이러한 원인은 HBV 또는 HCV 감염으로 인한 바이러스성 간염으로 우리나라에서는

전 인구 중 6-7%가 HBV에 감염되어 있고, 40세 이상 인구의 약 1.3%가 HCV에 감염

되어 있다. 우리나라에서 간경변증과 간암의 약 70-80%는 B형 또는 C형간염과 관련

이 있는 것으로 알려져 있다.
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제2절 만성 바이러스 감염질환 치료제 현황

1. 현행 치료법의 문제점

가. 현재 HCV에 의한 만성간염의 표준치료법은 페그인터페론과 리바비린의 병합요법으

로 확립되어 있으나, 장기간(48주) 치료를 해야 하며 발열, 골수억제, 우울증 등의 심

각한 부작용을 동반한다. 그리고, 전반적으로는 50-80%의 치료 성공률을 보이고 있으

나, 한국이나 다른 선진국에 가장 많은 genotype 1 HCV의 경우에는 50%의 환자만

이 치료되고 50%는 치료에 실패하는 실정이다.

나. 한편, HBV에 의한 만성간염의 경우, 항바이러스제 개발이 활발히 이루어져 현재 라

미부딘, 아데포비어, 엔테카비어, 텔비부딘, 테노포비어 등의 항바이러스제가 FDA의

공인을 받았고 한국에서도 클레부딘이 개발된 바 있다. 하지만, 바이러스 감염의 완

치에는 아직까지 한계가 많아 한번 치료를 시작하면 거의 평생 장기치료를 해야 하

며 내성바이러스가 출현하는 문제가 있다. 항바이러스 치료 후에도 바이러스 감염이

완치되지 않는 문제는 HIV 감염에서도 동일하여, 여러 약제를 병합하여 사용하는

HAART(highly active antiretroviral therapy) 요법은 효과는 좋으나 평생 치료의 부

담이 있다.

다. 이처럼 만성 바이러스 감염질환의 경우, 질병의 완치에는 아직까지 한계를 보여 거

의 평생 요구되는 장기적인 치료와 이에 따른 경제적 부담을 야기하고 있는 실정이

다. 이는 항바이러스 치료에 대한 내성바이러스 균주 출현과 환자 개개인에 따른 숙

주 요인(host factor)들이 얽혀 있기 때문이다.

2. 만성 바이러스 감염 치료제 개발의 중요성

가. 한국은 HBV 및 HCV가 주요 원인인 만성 간질환이 만연하여 간질환으로 인한 사망

률이 OECD 국가 중 1위이다. 한국보건사회연구원이 발표한 자료에 따르면 간질환의

사회 및 경제적 비용이 약 2조 6201억원으로 암 다음으로 높은 것으로 나타났다(2003

년 5월 보건복지포럼).

나. 항바이러스 치료제의 세계시장 규모는 2005년 17,493백만 달러로 2015년에는 70769

백만 달러 규모로 성장할 것으로 예상된다(BT 기술동향 보고서 121권, 국가생명공학

정책연구센터). 이중 약 50%를 HBV 및 HCV 등의 간염바이러스 치료제가 차지하고

있다. 현재 사용되는 항바이러스제는 인터페론 제제를 제외하고는 모두 바이러스에

직접 작용하는 화합물(small chemical) 제제로서 근본적으로 내성바이러스의 문제에

직면해 있다.

3. 만성 바이러스 간염질환에서 T세포 억제분자의 중요성

가. HBV나 HCV 감염이 만성감염으로 지속되는 것은 이들 바이러스에 반응하는 T세포

의 기능저하 때문으로 여겨진다.

나. 활발한 연구에도 불구하고, 몇 년 전까지만 해도 왜 HBV나 HCV 감염 때 T세포의

기능이 저하되는지 그 이유를 밝히지 못했다.

다. 2006년에, 마우스의 LCMV 만성감염에서는 바이러스-특이 CD8 T세포 표면에 T세포
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억제분자가 과발현되어 있고, 이 억제분자들 때문에 T세포의 기능이 저하된다는 것이

밝혀졌다. (그림 1; Shin EC & Rehermann B. Nature Medicine 2006. 12:276)

라. 더욱 흥미있는 것은, 차단항체(blocking antibody)를 이용하여 T세포 억제분자의 기

능을 차단하면 T세포의 항-바이러스 기능이 회복되어 바이러스 역가가 감소한다는

사실임. 이에 따라 T세포 억제분자가 항-바이러스 치료의 새로운 치료타겟으로 각광

을 받게 되었다.

마. B형 및 C형간염에서도 바이러스-특이 CD8 T세포 표면에 T세포 억제분자가 과발현

되어 있다고 보고되고 있다. 하지만 아직 다양한 B형 및 C형간염 환자군에서 T세포

억제분자의 임상적 의의는 체계적으로 연구된 바 없었다.

그림 1. 바이러스 만성감염시에 CD8 T세포 표면에 PD-1이라는 T세포 억제

분자가 과발현되어 T세포의 기능을 억제하며, 그 기능을 항체로 차단하였을

때 T세포의 항-바이러스 기능이 회복되어 바이러스 역가가 감소함
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제2장 국내외 기술개발 현황

제1절 국내 현황

1. 분자바이러스학 기초연구

가. HCV 및 HBV에 대한 분자바이러스학 기초연구는 세계 수준에 근접하고 있다. 최근

국내의 분자바이러스학 연구자들의 지속적인 연구로 인해 분자바이러스학 기초연구

는 세계 수준에 근접하고 있다. HCV의 경우 포항공대 장승기 교수, 한림대 황순봉

교수, 고려대 안병윤 교수, 연세대 오종원 교수 등이, HBV의 경우 연세대 류왕식 교

수, 건국대 김균환 교수, 한국생명공학연구원 이영익 박사 등이 꾸준히 연구하고 있

다. 다만, HIV의 경우 국내 유병률이 낮은 관계로 분자바이러스학 기초연구를 활발히

진행하는 연구자는 없다.

2. 면역학적 접근

가. HCV 및 HBV에 대한 바이러스 면역학적 접근은 제한적으로 수행되고 있다. 국내에

서 HCV 및 HBV에 대한 분자바이러스학적 연구는 활발히 수행되는 반면, 바이러스

면역학적 연구는 몇몇 연구팀에서만 제한적으로 수행되고 있다. 포항공대 성영철 교

수, 카이스트의 본 연구자 등이 수행하고 있다. 포항공대 성영철 교수 연구팀은 만성

B형간염 치료용 백신을 개발하여 임상시험을 수행 중에 있다. 이는 향후 항바이러스

제 치료와 병합되어 사용되어질 것으로 기대된다. 한편 사람의 만성 바이러스 감염은

아니지만, 마우스에서 만성 지속성 감염을 일으키는 LCMV를 이용한 바이러스 면역

학 연구가 최근 연세대 하상준 교수에 의해 활발히 수행되기 시작하였다.

3. 항바이러스 신약 개발

가. 국내에서 글로벌 수준의 항바이러스 신약이 개발된 바는 없다. 그 동안 국내에서 개

발된 항바이러스 신약으로서 가장 성공적이었던 것은 부광약품의 클레부딘 (상품명:

레보비르)이었다. 그러나, 안타깝게도 근육병증 등의 부작용 문제 때문에 글로벌 수준

으로 성장하지는 못하였다. 이외에도 한국화학연구원 손종찬 박사 연구팀이 HIV 치

료제를 개발하여 미국 길리어드사에 기술이전을 한 바 있고, 이뮨메드는 인터페론의

한계점을 극복할 수 있는 VSF를 개발하여 임상시험을 추진하고 있다.

제2절 국외 현황

1. 면역학적 치료제 연구

가. HCV, HBV, HIV 등에 의한 만성 지속성 바이러스 감염에서는 항바이러스 기능을

제대로 하지 못하는 dysfunctional T세포가 특징적으로 관찰된다. 이러한 사실은 이

전부터 알려져 왔으나, 2006년에 Emory University의 Rafi Ahmed 박사팀의 연구에

의해 PD-1이라는 T세포 억제분자가 dysfunctional T세포에 과발현되어 있고 blocking
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Ab를 이용해 PD-1의 기능을 차단하면 T세포의 기능이 회복되면서 바이러스의 역가

가 감소한다는 사실이 처음으로 밝혀졌다(Nature 439:682-687, 2006). 이 연구는 만성

바이러스 감염에서 T세포 억제분자의 중요성을 밝히는데 그치지 않고 T세포 억제분

자가 바이오신약 개발의 타겟으로 이용될 수 있음을 보여 준 연구였다. 즉, PD-1과

같은 T세포 억제분자의 기능을 차단하는 항체나 수용성 수용체(soluble receptor)를

항바이러스 바이오신약으로 개발할 수 있는 가능성을 제시하게 되었다(그림 2).

나. 2006년도의 상기 연구는 마우스의 LCMV 만성감염 모델에서 이루어진 것이었지만,

그 후 HIV, HCV, HBV 등의 만성감염 환자의 말초혈액 림프구를 이용한 in vitro 연

구에서도 PD-1이 dysfunctional T세포에 과발현되어 있고 blocking Ab를 이용해 in

vitro에서 PD-1의 기능을 차단하면 T세포의 기능이 회복됨이 증명되었다. 이러한 원

리에 따라, HIV의 원숭이 모델인 SIV 감염 원숭이에서 anti-PD-1 항체를 이용하여

PD-1의 기능을 in vivo에서 차단하였더니 SIV의 역가가 감소하였다는 연구가 발표되

었다(Nature 458:206-210, 2009).

다. 그러나, 최근에 시행된 만성 C형간염 침팬지 in vivo 실험에서는 anti-PD-1 항체가

T세포의 기능을 회복시키지 못하였고 HCV 바이러스 역가를 감소시키지 못하였다

(personal communication with Dr. Christopher Walker, Ohio State University). 이러

한 연구결과는 같은 만성 바이러스 감염이라 하더라도 마우스와 사람은 다름을 시사

하는 것으로서, PD-1과 같은 T세포 억제분자들을 마우스 모델에서 찾는 것보다는 직

접 만성 바이러스 감염 환자의 T세포에서 발굴해야 한다는 사실을 알 수 있다. 이와

같은 생각으로 많은 연구자들이 항바이러스 바이오신약 타겟으로 이용 가능한 T세포

억제분자들을 스크리닝하고 있다.

그림 2. 만성 바이러스 감염시에는 제 기능을 하지 못하는 dysfunctional T세포에 T세포

억제분자(T-cell inhibitory molecules)가 과발현되어 있음. 이 기능을 blocker로 차단하면

T세포 증식, IFN-γ 및 TNF-α 분비, 세포독성 등의 T세포 기능이 회복되면서 바이러스

역가는 감소함. 따라서, T세포 억제분자를 바이오신약 타겟으로 설정하고 있음
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제3장 연구개발수행 내용 및 결과

제1절 T세포 억제분자 발현 연구

1. T세포 억제분자의 발현 특성 규명

가. 만성 C형간염 환자의 PBMC에서 MHC class I tetramer와 T세포 억제분자에 대한

형광 항체를 이용하여 염색하고 multicolor flow cytometer로 분석하여 바이러스-특이

CD8 T세포에서의 T세포 억제분자 발현 특성을 조사하였다. T세포 억제분자로 PD-1,

IL-10R, Tim-3, LAG-3 등을 조사하고, 대조군 T세포로서 MHC class I tetramer 음성

인 CD8 T세포군을 이용하였다. 아래 그림은 T세포 억제분자 중 PD-1의 예로써 만성

C형간염 환자들의 PBMC에서 MHC class I tetramer를 이용하여 HCV-특이 T세포를

검출하고, PD-1의 발현을 multicolor flow cytometry로 분석한 결과, 대부분 만성 C

형간염 환자의 HCV-특이 T세포가 PD-1을 매우 강하게 발현하였다 (그림 3)

그림 3. 7명의 만성 C형간염 환자 PBMC를 MHC class I tetramer와 anti-PD-1 항체로

형광염색하고 multicolor flow cytometry를 수행한 결과, 모든 만성 C형간염 환자의

HCV-특이 T세포가 PD-1을 매우 강하게 발현함.

나. 한편, T세포 억제분자 간의 발현 패턴을 분석한 결과 PD-1을 발현하는 세포들은

Tim-3나 CTLA-4를 발현하는 세포들과는 다른 세포임을 밝혔다. 즉, PD-1과 다른 T

세포 억제분자를 동시에 발현하는 T세포는 거의 검출되지 않았다. (그림 4 및 5)

그림 4. CD45RA 및 CCR7 발현 양상을 기

준으로 하여 CD8 T세포를 Naive, central

memory, effector memory, EMRA로 구분하

여 gating한 후, PD-1과 Tim-3의 발현 양상

을 분석한 결과. PD-1은 central memory 및

effector memory에서 발현하고, Tim-3는

central memory에서 발현함. 하지만 PD-1과

Tim-3를 동시에 발현하는 세포는 관찰되지

않음
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다. CD45RA 및 CCR7 발현 양상을 기준으로 하여 CD8 T세포를 Naive

(CD45RA+CCR7+), central memory (CD45RA+CCR7-), effector memory

(CD45RA-CCR7-), EMRA (CD45RA+CCR7-)로 구분하여 gating한 후, PD-1과 Tim-3

의 발현 양상을 분석한 결과, PD-1은 central memory 및 effector memory에서 발현

하고, Tim-3는 central memory에서 발현하였다. 하지만 PD-1과 Tim-3를 동시에 발현

하는 세포는 관찰되지 않았다 (그림 4). 이러한 발현 패턴은 PD-1과 CTLA-4의 발현

관계에서도 동일하게 관찰되었다. (그림 5)

그림 5. CD45RA 및 CCR7 발현 양상을 기

준으로 하여 CD8 T세포를 Naive, central

memory, effector memory, EMRA로 구분하

여 gating한 후, PD-1과 CTLA-4의 발현 양

상을 분석한 결과. PD-1은 central memory

및 effector memory에서 발현하고, CTLA-4

는 central memory에서 발현함. 하지만

PD-1과 CTLA-4를 동시에 발현하는 세포는

관찰되지 않음

라. 항바이러스제 치료를 받는 만성 B형간염 환자의 말초혈액 림프구에서 치료 전후에

있어 CD8 T세포 억제분자의 발현 특성을 조사한 결과 치료 전에 비해 치료 후에는

CD8 T세포 억제분자의 발현이 감소하는 것을 관찰하였다. (그림 6 위 패널)

마. 이러한 변화는 PD-1에서 두드러졌으며 특히 memory CD8 T세포에서 두드러지게 관

찰되었다. 이는 바이러스 항원량의 감소와 더불어 T세포 억제분자의 발현이 감소됨을

증명한 결과로 향후 치료 타겟으로서 T세포 억제분자의 가치를 보여주는 data로서,

유사한 결과가 CD4 T세포에서도 관찰되었다. (그림 6 아래 패널)
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그림 6. 만성 B형간염 환자를 entecavir로 치료하기 전(baseline)과 치료 1개월 째, 3개월

째에 T세포의 naive, central memory, effector memory, EMRA group에서 PD-1과

Tim-3의 발현을 조사한 결과. 위는 CD8 아래는 CD4 T세포 결과를 나타냄.

제2절 T세포 억제기전 규명

1. T세포 억제기전 규명

가. MHC class I tetramer로 항원-특이 CD8 T세포를 검출한 후 PD-1과 IFN-γ 

intracellular cytokine staining을 함께 시행/분석하면, PD-1dim T세포가 PD-1- T세포

보다 IFN-γ 분비를 더 많이함을 알 수 있었다 (그림 7). 이는 매우 새로운 연구결과

로 PD-1의 발현량에 따라 PD-1dim T세포와 PD-1bright T세포는 다르게 조절될 가능

성을 제시한다. 이의 구체적인 의미를 향후 연구에서 규명해야 한다.

그림 7. MHC class I tetramer로 항원-특이 CD8 T세포를 검출

한 후 PD-1과 IFN-γ intracellular cytokine staining을 함께 시

행/분석한 결과. PD-1dim T세포가 PD-1- T세포보다 IFN-γ 분비

를 더 많이함

나. 한편 Tim-3 기능 차단의 효과를 다각적으로 평가한 결과, 다기능 T세포

(polyfunctional T cell)의 기능이 회복됨을 관찰하였다. 최근, 항바이러스 T세포 면역

반응 연구에서 각광을 받는 것이 IFN-γ, IL-2, TNF-α를 한꺼번에 분비하는 다기능 T

세포이다. 이를 측정하기 위해 intracellular cytokine staining을 이용한 multicolor
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flow cytometry 분석을 시행하였다. 그림 8은 intracellular cytokine staining을 이용

하여 다기능 T세포 (polyfunctional T cell) 측정을 시행한 예이다. 환자의 림프구에서

anti-Tim-3로 T세포 기능회복을 시도한 경우로 두 환자 (patient #06과 patient #09)

모두에서 anti-Tim-3을 안 준 경우(왼쪽)에 비해 anti-Tim-3을 준 경우(오른쪽)에 IFN-

γ, IL-2, TNF-α 3가지 사이토카인을 다 분비하는 세포의 비율(붉은색)과 2가지 사이토

카인을 분비하는 세포의 비율(파란색)이 현저히 증가하였다. 즉, polyfunctional T세포

의 비율이 현저히 증가한 것이다.

그림 8. Tim-3의 기능을 항체로 차단한 결과, polyfunctional T세포의 비율이 현저히 증

가함. 두 환자 (patient #06과 patient #09) 모두에서 anti-Tim-3을 안 준 경우(왼쪽)에 비

해 anti-Tim-3을 준 경우(오른쪽)에 IFN-γ, IL-2, TNF-α 3가지 사이토카인을 다 분비하는

세포의 비율(붉은색)과 2가지 사이토카인을 분비하는 세포의 비율(파란색)이 증가함

다. 한편, IL-10의 경우, 그 기능 차단에 의해 T세포 기능뿐만 아니라 NK세포 기능도 항

진됨을 밝혔음. 이는 애초에 기대하지 않았던 연구결과로 NK세포 기능의 항진에 의

한 항-바이러스 작용도 부수적으로 고려할 수 있게 되었다. (그림 9)

라. T세포 기능회복 후보물질의 하나로 soluble IL10Rα-Fc를 제조하여 다양한 효과를 in

vitro에서 관찰한 결과 본 연구팀이 제조한 soluble IL10Rα-Fc는 T세포뿐만 아니라

NK세포의 활성도 증강시킴을 밝혔다. (그림 9). 따라서, soluble IL10Rα-Fc는 NK세포

의 항-바이러스 기능도 증강시키는 부수적인 치료효과가 있을 것으로 기대되었다.

그림 9. 사람 NK세포를 분리한 후, IL-12로 자

극을 주어 IFN-γ 생성을 유도하면서, soluble

IL10Rα-Fc를 같이 처리하면 IFN-γ의 생성이 유

의하게 증가함. 이는 soluble IL10Rα-Fc가 NK

세포의 항-바이러스 기능을 증강시키는 효과도

있음을 나타냄
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제3절 평가시스템 확립

1. T세포 억제-차단 시험법 확립

가. 바이러스성 간염 환자의 PBMC를 HCV NS3 peptide mix로 자극 주면서 anti-PD-1,

anti-IL-10, anti-TIM-3 등의 항체로 T세포 억제분자를 차단하고 3일 후 세포배양액을

수집하여 IFN-γ와 TNF-α의 농도를 측정하였다. 이 결과의 조합으로 각 환자의 T세포

억제 상태를 평가하였다. PBMC의 개수, peptide mix의 농도, 배양시간 등의 인자들

을 바꾸어 주면서 가장 효과가 극명하게 나타나는 조건을 잡아 ‘T세포 억제-차단 시

험법’을 확립하였다. ‘T세포 억제-차단 시험법’의 대략적인 개요는 그림 10 및 그림

11과 같다.

그림 10. ‘T세포 억제-차단 시험법’의 대략적인 개요 및 스케쥴

그림 11. ‘T세포 억제-차단 시험법’의 대략적인 개요

나. 구체적으로, 각 3X105개의 만성 C형간염 환자 PBMC를 10% FBS/RPMI-1640 배지에

부유시킨 뒤, 항원으로 1㎍/㎖의 농도의 HCV NS3 중복펩타이드 혼합액을 첨가하고

각각의 T세포 억제인자 (PD-1, IL-10, TIM-3, CTLA-4, LAG-3) 중화항체를 5㎍/㎖의
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농도로 첨가한 뒤, 37℃, CO2 항온배양기에서 72시간 동안 배양하였다. 배양이 끝나

면 세포배양액을 채취한 뒤, cytometric bead array (CBA)로 세포배양액 속 IFN-γ,

TNF-α, GM-CSF 사이토카인의 양을 측정하여 T세포의 기능 회복을 평가하였다.

다. 그 결과, anti-PD1 항체의 T세포 기능회복 효과는 다수의 환자에서 일관되게 나타난

반면, anti-Tim3와 anti-IL10은 환자 간에 매우 다른 반응을 나타났다 (그림 12). 이는

T세포 억제분자의 역할과 기능에 따라 환자들을 여러 군으로 분류할 수 있음을 시사

한다. 이러한 예비실험 결과는 in vitro에서 T세포 억제분자들의 기능을 항체로 차단

하였을 때, T세포의 기능을 회복시킬 수 있으며, 그 반응은 각 환자들마다 다양하게

나타난다는 사실을 처음으로 밝힌 것으로서, 이는 본 과제의 핵심 중 하나인 ‘T세포

기능회복 검사법’의 기초가 되는 현상이다.

그림 12. 만성 C형간염 환자 2명의 PBMC를 HCV NS3 peptide mix로 자극 주면서

anti-PD1, anti-IL10, anti-Tim3 등의 항체로 T세포 억제분자를 차단하고 3일 후 세포배양

액을 수집하여 IFN-γ와 TNF-α의 농도를 측정한 결과, 42A 및 43A 두 환자 모두에서

anti-PD1은 사이토카인을 분비하는 T세포 기능을 회복시킴. 반면 anti-IL10은 43A 환자

에서만, 그리고 anti-Tim3는 42A 환자에서만 T세포 기능을 회복시킴. 이는 환자별로 주

로 작동하는 T세포 억제분자가 서로 다를 것임을 시사하는 결과임

라. 이러한 실험을 총 21명의 HCV 만성감염자로 확장하여 시행한 결과, 5가지의 후보

조절타겟 (PD-1, IL-10, TIM-3, CTLA-4, LAG-3) 중 PD-1, IL-10, TIM-3의 차단에 의

해 바이러스-특이 T세포의 기능이 회복됨을 관찰하였다. (그림 13)

그림 13. 소모성 T세포 조절인자의 차단에 따른 T세포의 기능회복. 각 3X105개의 환자

(n=21) PBMC를 10% FBS/RPMI-1640 배지에 부유시킨 뒤, 항원으로 1㎍/㎖의 농도의

HCV NS3 중복펩타이드 혼합액을 첨가하고 각각의 T세포 억제인자 (PD-1, IL-10,
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TIM-3, CTLA-4, LAG-3) 중화항체를 5㎍/㎖의 농도로 첨가한 뒤, 37℃, CO2 항온배양기

에서 72시간 동안 배양하였음. 배양이 끝나면 세포배양액을 채취한 뒤, cytometric bead

array (CBA)로 세포배양액 속 IFN-γ, TNF-α, GM-CSF 사이토카인의 양을 측정하여 T세

포의 기능 회복을 평가하였음. 왼쪽 그림은 IFN-γ, 가운데 그림은 TNF-α, 오른쪽 그림은

GM-CSF 결과를 나타내며, 각 그림에서는 왼쪽부터 각각 1) NS3 peptide mix only, 2)

NS3 mix & anti-PD-L1, 3) NS3 mix & anti-IL-10, 4) NS3 mix & anti-TIM-3, 5) NS3

mix & anti-CTLA-4, 6) NS3 mix & anti-LAG-3를 첨가하여 얻은 결과를 나타냄.

마. 이러한 기능회복은 IFN-γ, TNF-α, GM-CSF 등 multi-cytokine 반응으로 나타남. 기

능회복 효과가 모든 환자에서 관찰되지는 않았지만, 약 50%의 환자에서 적어도 한

가지 molecule 차단에는 반응을 보여 신약타겟으로서의 가능성을 나타내었다. 본 연

구과정 중 확립한 상기 실험법은, 향후 PD-1, IL-10, TIM-3 등을 타겟으로 한 치료방

법이 개발되었을 때 치료반응의 예후를 진단하는 예후진단키트로 개발될 수 있을 것

으로 기대된다.

바. HCV viral load를 측정할 수 있었던 4명의 환자에서 기능 회복 결과를 HCV viral

load와 연관지어 분석한 예비실험 결과, 기능 회복의 정도는 HCV viral titer가 1,000

IU/ml보다 낮을때만 관찰되는 것으로 보여, 발굴된 조절타겟의 차단 효과는 바이러

스 항원량과 밀접한 관련이 있는 것으로 나타났다. (그림 14)

그림 14. 소모성 T세포 조절인자의 차단에 따른 T세포 기능회복과 HCV viral load와의

관계. 4명의 HCV 만성감염자에서 상기기술한 T세포 기능 회복 평가를 시행하고 그 결

과를 하얀 박스 (□, 기능회복이 없는 경우)나 검은 박스 (■, 기능회복이 나타난 경우)

로 나타내고, 이를 각 환자의 HCV viral load와 함께 나타냄. 4명의 환자 중, HCV viral

load가 1,000 IU/ml 이하인 경우(환자번호 52)에서만 기능 회복이 관찰되고, 10,000

IU/ml 이상인 경우에는 관찰되지 않음

사. 또 다른 종류의 환자군에서 T세포 억제-차단 시험을 시행하였다. 이 환자군은 만성

신부전 때문에 혈액투석을 지속적으로 받는 환자들로 HCV 감염 고위험군에 속하는

환자군이었다. 이들에서 바이러스학적, 혈청학적 결과와 세포면역반응을 토대로 전형

적인 만성 C형간염(chronic hepatitis C), 잠복성 HCV 감염(occult HCV infection),

HCV 노출 후 기억 T세포반응 보유군(memory after HCV exposure)으로 나누어 실

험하였다. 각 환자들에서 T세포 억제-차단 시험을 시행한 결과, 각 환자들마다 매우

다양한 패턴의 T세포 기능회복 패턴을 나타내었다 (그림 15). 이로써, 각 환자별로 주

로 작동하는 T세포 억제수용체를 판별하는 것이 매우 중요함을 알 수 있었다.
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그림 15. 만성 C형간염(chronic hepatitis C), 잠복성 HCV 감염 (occult HCV infection),

HCV 노출 후 기억 T세포반응 보유군(memory after HCV exposure)의 PBMC를 이용하

여 T세포 억제-차단 시험을 시행한 결과. anti-PD-L1이나 anti-IL-10 항체를 이용하여 T

세포 억제인자를 차단하였을 때, IFN-γ나 TNF-α 생성이 증가함을 나타냄. 그리고 반응

은 각 환자마다 다양한 패턴으로 나타남.

아. 한편, 유사한 in vitro 예비실험을 HIV감염환자에서 시행한 결과, HCV감염환자와는

다소 상이한 결과를 나타내었다. 애초에 HCV만성 감염 환자의 T세포에서 5가지의

조절타켓 (PD-1, IL-10, TIM-3, CTLA-4, LAG-3) 후보를 발굴하였지만, 실제 blocking

실험에서는 PD-1, IL-10, TIM-3의 blocking만이 T세포를 성공적으로 회복시킨 반면

HIV감염자에서는 이에 더하여 LAG-3의 blocking도 T세포 회복을 유도하였다. 이는

각기 다른 바이러스 질환마다 적용해야 할 T세포 억제분자가 서로 다름을 나타내주

는 data이다. (그림 16)

그림 16. HIV감염자에서의 dysfunctional

한 T세포 조절인자의 차단에 따른 T세포

기능회복의 일례. HIV감염 환자의 PBMC

를 gag peptide mix로 자극을 주면서

anti-PD-L1, anti-IL-10, anti-Tim-3,

anti-CTLA-4, anti-LAG-3등의 항체로 T세

포 억제분자를 차단하고 3일 후 세포배양

액을 수집하여 IFN-ɣ와 TNF-ɑ의 농도를

측정한 결과, 본 환자에서는 LAG-3를

block하였을 때 사이토카인을 분비하는 T

세포의 기능을 회복시킴. 
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제4절 치료용 단백질 후보물질 확보

1. T/NK 세포 활성화 물질로서 soluble CD70 발굴

가. 본 과제의 궁극적인 목표는 C형간염바이러스, B형간염바이러스, 인간면역결핍바이러

스 등에 의한 만성 지속성 바이러스 감염 치료용으로 사용될 수 있는 T세포/NK세포

활성조절 바이오신약 개발이다.

나. 이러한 목표 하에 1-2차년도에는 주로 TIM-3, LAG-3, IL-10 등의 수용체를 조절타겟

으로 삼아 그 blocking 효과를 바이러스-특이 T세포나 NK세포의 측면에서 규명하였

다. 다. 그 결과, 위에서 언급한 ‘T세포 억제-차단 시험’을 통해 TIM-3, LAG-3, IL-10

등의 수용체를 blocking 하면 바이러스-특이 T세포의 활성이 증가함은 관찰하였으나

그 효과는 모든 환자에서 일관되게 나타나지 않았다. 이에 따라 새로운 조절타겟을

검색하였고 그 결과 CD27-CD70을 새로운 조절타겟으로 발굴하였다.

라. CD27은 120KDa type I transmembrane glycoprotein으로 T cell의 대부분과 일부 B

cell, NK cell에서 발현하고 있다. CD27은 T cell에서 잘 알려진 costimulatory 분자이

다. CD27의 리간드는 CD70으로서 type II transmembrane protein이고 T cells, B

cells, dendritic cells에서 주로 발현된다. T cells과 B cells에서는 Ag receptor

signaling에 의해 발현이 유도되고, activated DCs에서 발현이 증가된다. 따라서,

CD70-CD27 결합은 DC에 의한 T cell activation에 중요한 역할을 할 것으로 생각되

고 있다. CD27은 NK cells에서도 발현하고 있으며, 그 발현 양상이 CD56과 유사성이

있어 CD27+ subset과 CD27- subset으로 구분하고, 기능적으로도 다르다. CD27+

subset은 주로 사이토카인 분비 기능을 보이고, CD27- subset은 cytotoxicity 기능을

나타낸다. (그림 17)

그림 17. NK세포에서 CD27과 CD56의 발현 양상

2. NK 세포 활성화 물질로서 soluble CD70 검증

가. 본 연구팀은 CD70을 soluble form으로 제작하여 CD27+ subset NK cells을 특이적

으로 활성화 시킨다면 cytotoxicity에 대한 영향은 최소로 하면서 IFN-g와 같은

cytokine 분비를 증강시킴으로서 host damage를 줄이면서 바이러스의 증식을 억제할

수 있을 것으로 예상하였다. 이에 따라, soluble CD70을 Fc-융합 재조합단백 형태로

제작하여 CD27+ NK cells의 activator로 작용할 수 있는지 살펴보았다. 그 결과,

CD27을 통한 CD27+ NK cells의 활성화는 IFN-g 분비를 촉진하고, cytotoxicity에는

영향을 주지 않았다. 또한 분비된 IFN-g는 HCV의 증식을 억제하였다.

나. 주요 연구결과를 요약하면, 본 연구팀이 제조한 soluble CD70는 NK세포에 잘 결합

하며 그 결합 양상은 NK세포에서의 CD27 발현 양상과 유사하였다. 그리고 NK세포

에 대한 soluble CD70의 결합은 soluble CD27의 존재하에 억제되어, soluble CD70이

NK세포에서 발현하는 CD27에 선택적으로 결합함을 알 수 있었다. (그림 18)
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그림 18. NK세포에 대한 soluble CD70 결합능. NK세포에 soluble CD70을 결합시키고

형광으로 염색을 하면 그 양상은 NK세포에서의 CD27 발현 양상과 매우 유사하게 나타

나며, 이러한 결합은 soluble CD27의 존재하에 사라짐. 이는 soluble CD70이 NK세포에

서 발현하는 CD27에 선택적으로 결합함을 시사함.

다. Soluble CD70는 IL-12에 의해 분비되는 IFN-g의 양을 크게 향상시켰으며, 이 효과는

용량-반응 관계를 나타내었고 IFN-g의 mRNA 양도 증가시켰다. 그리고 이러한 효과

는 anti-CD70 Ab이나 soluble CD27에 의해 상쇄되어 이러한 반응이 soluble CD70과

CD27의 결합에 의한 것임을 다시 확인하였다. 하지만, NK cells에 soluble CD70 단

독으로 처리했을 때는 IFN-g의 분비를 유도하지 못했다. Soluble CD70은 IL-12 이외

에도 poly(I:C)에 의한 IFN-g 분비를 증강시켰으나, CD16을 통한 자극에 의한 IFN-g

분비에는 영향을 주지 못했다. (그림 19)

그림 19. Soluble CD70이 NK세포의 IFN-g 분비에 미치는 영향

라. Soluble CD70이 NK세포의 IFN-g 분비에 미치는 영향을 intracellular cytokine

staining으로 조사하엿다. 그 결과, soluble CD70은 IL-12의 존재하에 CD56bright NK
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세포에서만 IFN-g의 생성을 증가시켰다. 하지만 세포독성의 마커인 CD107a는 증가시

키지 않았다. (그림 20)

 
그림 20. Soluble CD70이 NK세포의 IFN-g 분비에 미치는 영향을 평가한 intracellular

cytokine staining

마. 다음으로, soluble CD70이 NK cell의 cytotoxicity를 증가시키는지 확인해보았다.

K562 세포를 target cell로 사용한 경우, IL-12를 단독으로 처리했을 때, 약 20%의

cytotoxicity의 증가가 있었지만, soluble CD70에 의한 추가 cytotoxicity는 관찰되지

않았다. (그림 21) 또한, 간암세포주인 Huh-7.5 cell을 이용한 실험에서는 IL-12 처리

에 의해 cytotoxicity가 아주 크게 증가하지만, 여기서도 soluble CD70에 의한 추가

cytotoxicity는 관찰되지 않았다. (그림 21) 이 결과로, soluble CD70을 통한 CD27 자

극은 NK cell의 cytotoxic activity를 유도하지 않는 것을 알 수 있었다.

그림 21. Soluble CD70이 NK세포의 cytotoxicity에 미치는 영향

바. 한편, soluble CD70이 NK cell의 세포증식을 증가시키는지 확인해보았다. IL-15를 단

독으로 처리했을 때, CD56bright NK세포에서는 약 90% 그리고 CD56dim NK세포에

서는 약 70%의 세포가 증식을 했는데, soluble CD70에 의한 추가적인 세포증식은 관

찰되지 않았다. (그림 22) 이 결과로, soluble CD70을 통한 CD27 자극은 NK cell의

세포증식을 유도하지 않는 것을 알 수 있었다.
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그림 22. Soluble CD70이 NK세포의 세포증식에 미치는 영향

3. Soluble CD70의 항바이러스 활성 검증

가. NK cells로부터 분비된 IFN-g는 다른 면역세포를 활성화시키기도 하지만, 직접적으

로 viral replication을 억제하는 역할도 수행한다. 따라서 soluble CD70을 이용한

IFN-g 분비 촉진은 virus를 억제하는 좋은 수단이 될 수 있다. 더군다나 cytotoxicity

의 증강 효과가 없기 때문에 host damage 없이 항바이러스 효과를 나타낼 것으로 기

대되었다. 따라서, HCV in-vitro replication 시스템을 이용하여 soluble CD70의 항바

이러스 효과를 살펴보았다.

나. JFH-1 HCV를 Huh-7.5에 감염시키고, 이를 IL-12와 soluble CD70으로 처리한 NK

cell과 co-culture했을 때, IL-12만을 처리한 NK cell군에 비하여 유의하게 HCV의

titer가 감소함을 관찰하였다. 또한, anti-CD70 blocking antibody를 처리한 군에서는

viral titer 감소가 나타나지 않았다 (그림 23A). 따라서, soluble CD70에 의한 특이적

인 viral clearance 증가가 있음을 알 수 있었다. 이러한 viral clearance는 soluble

CD70을 처리한 군에서 분비되는 IFN-g의 양과 비례관계를 보였으며 (그림 23D),

IFN-g를 다양한 농도로 직접 처리한 비교군과 비교했을 때, 그 양에 비례하여 virus

replication이 억제됨을 관찰하였다 (그림 23C).

다. NK cell이 분비한 IFN-g의 viral replication 억제 효과를 직접적으로 확인하기 위하

여, anti-IFN-g blocking antibody와 anti-IFN-a/b blocking antibody를 이용하여 실험

하였다. 그 결과, HCV replication 억제효과는 anti-IFN-g blocking antibody에 의해

특이적으로 저해됨을 관찰하였다 (그림 23B). Co-culture supernatant를 이용하여 NK

cell에 의한 HCV-infected Huh-7.5 cells의 killing을 살펴본 결과, IL-12를 처리한 군

에서는 cytotoxicity가 증가하였지만, soluble CD70에 의한 추가적인 cytotoxicity의 증
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가는 관찰되지 않았다 (그림 23E). 따라서, soluble CD70으로 활성화된 NK cell은

viral replication을 효과적으로 억제하였다. 또한, 이 viral replication 억제는 활성화

된 NK cell에서 분비된 IFN-g의 증가에 의한 것이며, NK cell cytotoxicity에 의한 것

이 아님을 알 수 있었다.

그림 23. Soluble CD70이 HCV 감염세포에 미치는 영향.

Soluble CD70은 NK세포의 cytotoxicity는 증가시키지 않으면서, IFN-g

분비를 통한 항-HCV 효과를 선택적으로 증가시켜 HCV 증식을 억제함

라. 상기 연구를 통해, TIM-3, LAG-3, IL-10의 blocking보다 CD27-CD70을 조절하는 것

이 항-바이러스 반응(특히 NK세포)을 더욱 잘 조절할 수 있다는 사실을 알게 되었다.

이에 따라 CD27을 자극할 수 있는 재조합 soluble CD70 단백질을 치료용 단백질 후

보로 확보하였다.
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4. Soluble CD70의 in vivo 평가

가. Soluble CD70의 활성을 in vivo에서 평가하기 위해 인간화 마우스(humanized

mouse)를 이용하여 평가실험을 하였다. 이를 위해 인간화 마우스에 IL-12 20 ng을 단

독 또는 soluble CD70 20 ug과 병합하여 복강내로 주사하고 24시간 후에 혈청 내의

IFN-g 농도를 ELISA로 측정하였다. 그 결과, IL-12 단독 투여 군에 비해 IL-12 +

soluble CD70 병합 투여군에서 혈청 IFN-g의 농도가 더 높게 나타났다. (그림 24) 이

는 soluble CD70의 in vitro 실험결과와 유사한 결과이다.

그림 24. 인간화 마우스에서 soluble CD70의 투여가 혈청 IFN-g 농도에 미치는 영향

나. 한편 동일 실험을 통하여 얻어진 비장세포에서 total NK세포와 CD56bright NK세포

를 gating하고 다양한 세포표면 및 세포내부 단백질 마커들의 발현을 조사한 결과,

IL-12 단독 투여 군에 비해 IL-12 + soluble CD70 병합 투여군에서 유의한 변화는 관

찰할 수 없었다. (그림 25) 이러한 결과는 soluble CD70의 in vitro 실험결과와 유사

한 결과이다.

그림 25. 인간화 마우스에서 soluble CD70의 투여가 세포표면

및 세포내부 단백질 마커들의 발현에 미치는 영향
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제4장 목표달성도 및 관련분야에의 기여도

제1절 목표달성도 및 기여도

1. 연도별 연구목표, 평가착안점에 입각한 연구개발목표의 달성도

가. 만성 바이러스 감염에서 TIM-3, LAG-3, IL-10R의 발현 특성 규명: 100%

나. TIM-3, LAG-3, IL-10의 T세포 억제 기전 규명: 100%

다. TIM-3, LAG-3, IL-10 blocking 효과 평가 시스템 확립: 100%

라. 바이러스 감염질환별 TIM-3, LAG-3, IL-10 blocking의 in vitro 효과 평가: 100%

마. 임상지표로서 TIM-3, LAG-3, IL-10 blocking 평가의 의의 발굴: 100%

바. In vivo에 적용 가능한 blocker 확보: 100% (soluble CD70)

사. 만성 C형간염 침팬지 T세포를 이용한 in vitro 효능 평가: 100%

최근 연구에 사용이 금지된 침팬지 대신 인간화 마우스를 이용하여 평가

아. 만성 C형간염 침팬지를 이용한 in vivo 효능 평가: 100%

최근 연구에 사용이 금지된 침팬지 대신 인간화 마우스를 이용하여 평가

2. 관련 분야의 기술발전에의 기여도

가. 미국, 유럽, 일본에서는 과거부터 세포면역학의 기초연구 및 응용연구가 활발했던 반

면, 한국에서는 세포면역학 연구가 활성화되지 않았다. 본 연구과제의 성공적으로 수

행으로 확립된 세포면역학 연구기술과 기법들이 한국 세포면역학 기초연구의 활성화

에 일조할 것으로 기대된다.

나. 또한, 본 연구과제는 세포면역학 기초연구를 임상응용으로 확대하는 중개연구의 특

성을 지니고 있어, 이러한 연구의 좋은 역할 모델로 발전시킬 수 있다. 그리고, 본 연

구를 통하여 만성 바이러스 감염에서 T/NK세포의 특성을 규명하여 사람 T/NK세포

조절 기전에 대한 새로운 이해 기반을 마련하였고, 본 연구를 통하여 발굴된 지식/기

술은 만성 바이러스 감염뿐만 아니라 각종 종양질환의 기반 지식/기술 발전을 촉진

할 것으로 기대된다.
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제5장 연구개발결과의 활용계획

제1절 신약개발 활용 가능성

1. 바이오신약 가능성

가. 본 과제에서 후보물질로 확보한 soluble CD70에 대해서는 논문뿐만 아니라 특허를

출원해 놓은 상태이다. 이를 활용하면 NK세포의 활성화를 유도하여 만성 바이러스

감염 치료용 바이오신약을 개발할 수 있을 것이다. 일단은 HCV 치료목적으로 개발

하지만, 이는 매우 용이하게 HBV 및 HIV 감염으로 적응증을 확대할 수 있을 것이

다. 현재 산업화의 가능성을 두고 국내 여러 제약회사들과 의논 중이다.

2. 보건의료 측면의 의의

가. 현재 전세계에서 약 1억 7천만 명이 HCV에, 약 3억 5천만 명이 HBV에, 그리고 약

4천만 명이 HIV에 감염되어 있는 현실을 고려할 때, 본 연구결과는 공중보건학적으

로 매우 큰 의미가 있을 것으로 기대된다. 특히 한국에서의 높은 간질환 사망률이

HBV 및 HCV 만성감염 및 이에 따른 간경화 및 간암에 기인함을 고려할 때, 그 사

회적 기여도는 매우 클 것으로 기대된다. 구체적으로, 한국보건사회연구원이 발표한

자료에 따르면 간질환의 사회 및 경제적 비용이 약 2조 6201억원으로 암 다음으로

높은 것으로 나타났다(2003년 5월 보건복지포럼).

나. 현재 항바이러스 치료제의 세계시장 규모는 2005년 17,493백만 달러로 2015년에는

70769백만 달러 규모로 성장할 것으로 예상된다(BT 기술동향 보고서 121권, 국가생명

공학 정책연구센터). 이중 약 50%를 HBV 및 HCV 등의 간염바이러스 치료제가 차지

하고 있다. 그리고, 시장규모는 지속적으로 증가하고 있기 때문에, 본 연구과제가 궁

극적으로 바이오신약 개발로 이어진다면 상당한 경제적 부가가치를 창출할 것으로

기대된다.
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제6장 연구개발과정에서 수집한 해외과학기술정보

제1절 최근 연구 동향

1. 바이러스 감염에서 PD-1의 역할

가. PD-1은 T세포 표면에 발현하는 억제 수용체 중 하나임. PD-1에게는 두 종류의 리간

드가 있는데 B7 family에 속하는 PD-L1, PD-L2가 리간드임

나. PD-1은 리간드에 결합하면, SH2 모티프를 포함한 인산가수분해효소(phosphatase)인

SHP-1, SHP-2를 immunoreceptor-tyrosin-based switch motif (ITSM)으로 소환하여 T

세포의 억제 신호를 개시함. 소환된 인산가수분해효소는 T세포 수용체(TCR)에 의해

매개되는 활성화 신호를 차단함

다. 만성 바이러스 감염의 바이러스-특이 T세포에서 PD-1의 역할은 만성 LCMV 감염

마우스 모델에서 처음으로 확인되었음(1). 만성 LCMV 감염에서처럼, 만성 HCV 감염

에서 바이러스-특이 CD8 T세포에서 PD-1이 과발현되어 있었으며, HCV-특이

PD-1high T세포는 기능이 저하되어 있었음(2-4). 게다가 PD-1/PD-L1의 상호작용을

차단했을 때 분열증식능력, 세포용해능, 및 사이토카인(IFN-γ TNF-α) 생성과 같은 T

세포 기능이 회복되었음(2-4)

라. PD-1high 기능장애 T세포는 기억 T세포의 전구 상태에서 발현되는 CD127 발현이

낮았으며, T세포 노화 마커인 CD57의 발현이 높았음 (2,4). PD-1highCD127low

HCV-특이 CD8 T세포는 자주 세포사(apoptosis)에 빠졌음(5)

마. 간 내의 HCV-특이 CD8 T세포가 말초혈액에서 발견되는 경우보다 PD-1이 과발현되

어 있는 것으로 볼 때, PD-1 발현은 체내 CD8 T세포의 위치에 의해 영향을 받는 것

으로 생각됨(6). 게다가 PD-1/PD-L1의 차단은 말초혈액에서 얻은 HCV-특이 CD8 T

세포의 기능을 회복시켰지만, 간에서 얻은 CD8 T세포는 그렇게 하지 못했음(6). 체내

의 서로 다른 구획에 위치하는 바이러스-특이 CD8 T세포들의 차이는 향후에 연구해

볼 필요가 있음

바. HCV 급성 감염기에 PD-1의 역할 역시 연구되어짐. 특히, PD-1 발현과 급성 HCV

감염결과와의 관계에 초점이 맞추어져 있음. 최근 연구들에서, 급성 HCV감염이 만성

으로 진행되는 경우에서 급성기에 관찰되는 HCV-특이 CD8 T세포에 PD-1이 과발현

되어 있었고, HCV가 성공적으로 회복된 경우에는 PD-1 발현이 적었음(7,8). 한편, 적

어도 한 연구이상에서는 급성 HCV 감염 시 PD-1의 과발현이 HCV 감염 결과와 관

계없다는 결론을 내렸음(9)

사. 급성 C형 간염의 침팬지 모델에서, 간 내의 PD-1 발현 정도를 간생검을 통한

real-time PCR로 정량한 결과, 높은 PD-1 mRNA 레벨이 만성 HCV 감염과 연관이

있다는 것을 밝혔음(10)

아. 만성 HCV감염에서 HCV-특이 CD8 T세포의 PD-1 레벨은 T세포 에피토프의 회피

돌연변이(escaping mutation)이 발생하게 되면 감소함(7). 이는 HCV-특이 CD8 T세포

의 PD-1의 과발현이 T세포 수용체(TCR)의 지속적인 지극을 통해서 유지되며, 이는

만성 지속성 바이러스 감염에서 PD-1의 과발현이 통상적으로 관찰되는 이유를 설명

할 수 있음
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자. 아주 최근에 실험 백신을 투여하고, HCV를 감염시킨 침팬지에서 PD-1 발현을 측정

한 연구가 있었음. 이 연구에서 HCV에 감염된 침팬지의 HCV-특이 CD8 T세포의 표

현형이 분석되었고, 이는 adenovirus/DNA HCV NS3-NS5 백신 연구에서 일부 결과

가 나와있음(11)

차. 대조군에 비해 백신을 투여한 침팬지의 HCV-특이 CD8 T세포는 PD-1을 적게 발현

하였으며 IFN-γ의 분비능이 더 높았음. 이 결과와 일치하게, 간 내 PD-1, PD-L1의

mRNA 레벨 역시 대조군에 비해 백신을 맞은 침팬지에서 유의하게 낮았음. 이 연구

결과에 따르면 PD-1과 PD-L1의 낮은 발현이 백신에 의한 급성 HCV 감염의 소멸의

특징적인 소견이며, 백신에 의한 HCV의 제거에서 PD-1/PD-L1 경로의 감약이 HCV-

특이 CD8 T세포와 항바이러스 기능 증진에 기여했을 수 있음

2. 바이러스 감염에서 CTLA-4의 역할

가. CTLA-4는 구조적으로 중요한 T세포 보조자극(costimulatory) 분자인 CD28과 상동적

임(homologous). 그리고 CTLA-4의 발현은 활성화 T세포에서 증가되어 있음(12)

나. CTLA-4는 다양한 기전을 통해 T-세포 억제 기능을 수행함. CTLA-4는 CD80과

CD86과 결합하여 CD28과 B7 분자의 상호작용을 경쟁적으로 저해함. 게다가,

CTLA-4는 SHP-2와 같은 인산가수분해효소(phosphatase)를 소환하여 TCR에 의한 활

성화 신호를 저해함

다. 만성 LCMV 감염 마우스 모델에서 CTLA-4을 차단했을 때 T세포 기능이 회복되지

는 않았지만(1), 최근 연구에서 만성 HCV 감염에서 CTLA-4의 역할이 중요하다는 결

과를 보임(6,13)

라. 만성 C형 간염 환자의 간조직에서 분리한 HCV-특이 CD8 T세포는 PD-1 뿐만 아니

라 CTLA-4까지 과발현하고 있었음. PD-1과 CTLA-4의 동시 발현(co-expression)은 간

에 침윤되어 있는 림프구에서는 관찰되었으나, 말초혈액의 림프구에서는 관찰되지 않

았음(13). 이는 체내에서 구획에 따른 바이러스-특이 CD8 T세포의 표현형에 차이가

있음을 의미함

마. PD-1+CTLA-4+ HCV-특이 T세포는 심각한 기능장애가 있었음(6). PD-1+CTLA-4+

HCV-특이 T세포는 PD-1과 CTLA-4 경로를 동시에 차단하였을 때에만 기능이 회복

되었고, 각각의 경로를 차단했을 때에는 그러지 못하였음(13) HCV-특이 CD8 T세포

의 기능을 회복시켜 치료에 이용하는 전략으로서 여러 종류의 억제 수용체를 동시에

차단하는 것이 필요함

3. 바이러스 감염에서 TIM-3의 역할

가. Tim-3은 원래 Th1 CD4 T세포의 특수한 표지로서 발견되었음(14). Tim-3와 그 리간

드인 galectin-9 사이의 상호작용은 Th1 세포의 세포사를 촉진하고 Th1 세포의 반응

을 종결시킴

나. 만성 바이러스 감염 시 Tim-3의 역할은 처음에 HIV 감염에서 확인되었음(15). HIV

에 감염된 환자들에서 Tim-3+ CD8 T세포가 증가되었고 T세포가 발현하는 Tim-3 수

준이 바이러스 역가(viral titer)와는 양의 상관관계를, CD4 T세포 수와는 반대의 관계

를 나타냄(15)
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다. Tim-3를 과발현하는 HIV-특이 CD8 T세포는 기능적으로 장애를 나타냈으며 Tim-3의

차단은 HIV-특이 CD8 T세포의 기능을 회복시킴(15). 이후, Tim-3의 기능은 만성

HCV 감염에서도 연구되었음(16). Tim-3가 기능이 저하된 HCV-특이 CD8 T세포에서

과발현되었고, Tim3+ CD8 T세포는 표현형이CD127lowCD57high로서 만성 HCV 감

염시 PD-1+ CD8 T세포의 표현형과 동일하였음(2,4)

라. Tim3+PD-1+ HCV-특이 CD8 T세포는 우선적으로 말초혈액보다 간 내부에 더 많았

음. 중요하게, Tim-3의 차단은 증식과 INF-γ 생산의 증가로 뒷받침되는 HCV-특이

CD8 T세포의 기능적인 회복으로 이어짐

마. Tim-3의 역할은 또한 HCV/HIV 동시 감염에서도 연구되었음. HCV 감염만 있는 경

우에 비하여 HCV/HIV가 동시감염된 경우에 Tim3+PD-1++ HCV-특이 CD8 T세포가

더 많았고 Tim-3/PD-1 동시 발현이 간 손상과 상관관계가 있었음(17). Tim-3 또는

PD-1 차단, 둘 중 하나 만으로도 Tim3+PD-1+ HCV-특이 CD8 T세포의 기능을 충분

히 회복시킬 수 있다는 것이 확인됨. 흥미롭게도 Tim3+PD-1+ 표현형은 HCV-특이

CD8 T세포에서 HIV-특이 CD8 T세포 보다 많았으며, 이는 서로 다른 바이러스-특이

T세포에서의 서로 다른 장애(impairment)를 의미함

4. 바이러스 감염에서 다른 억제성 수용체의 역할

가. 만성 바이러스 감염시 T세포의 기능을 하향조절(downregulation)할 수 있는 가능성

이 있는 또 다른 분자들을 발견하기 위해서 microarray와 gene expression profiling

이 LCMV 감염 설치류 모델에서 수행됨(18)

나. PD-1, LAG-3, 2B4, CD160, CTLA-4, PIR-B 그리고 GP49B 같은 몇 가지 후보 분자

들이 확인됨. 그리고 이후의 연구에서 억제성 분자들의 복잡한 발현 양상들이 밝혀졌

고 다수의 억제성 분자들의 동시발현이 감염의 중증도와 관련이 있음이 알려졌음(19)

다. 가장 최근에, T세포의 PD-1, 2B4, CD160, KLRG1, LAG-3 그리고 CTLA-4의 동시발

현이 만성 HCV 감염에서 연구되었음(20). 다수의 억제성 수용체들의 동시발현이

HCV-특이 CD8 T세포에서 관찰되었고 이는 낮은 수준의 CD127 발현과 관련 있었음

5. 관련연구에 대한 향후 전망

가. 만성 LCMV 감염에서 PD-1이 T세포 기능장애와 관련 있는 억제성 수용체로 밝혀진

이래로, 바이러스-특이 CD8 T세포의 억제성 수용체들이 나타내는 다양한 기능이

HCV, HBV 및 HIV 감염과 같은 인간의 만성 바이러스 감염에서 폭넓게 연구되어

왔음. 체외에서 억제성 수용체의 차단(blocking)이 바이러스 특이 T세포 기능을 회복

시켰으므로, 억제수용체의 차단은 만성 바이러스 감염의 획기적인 치료법이라 생각됨

나. 최근의 한 연구에서 SIV에 감염된 macaque들의 생체 내(in vivo)에서 anti-PD-1

antibody가 나타내는 차단 효과를 평가했음(22). PD-1의 차단은 면역 반응을 증진시

켰으며 바이러스 역가를 상당히 감소시켰고 감염된 숙주들의 생존은 연장되었음(22)

다. 그러나 생체 내에서의 억제성 수용체 차단을 실제 치료에 적용하기 위해서는 몇 가

지 발생가능한 부작용들을 고려해야 함. 한 연구에서 PD-L1-/- 마우스의 만성 LCMV

감염은 심한 면역병리학적 손상 때문에 치명적이라는 것을 밝혔으며(1), 이는

PD-1/PD-L1이 바이러스 감염으로 유발되는 치명적인 면역병리적 손상을 막는 데에
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중요하다는 것을 의미함. 특별히, HCV에 감염된 경우 T세포 반응을 통해 간 손상이

일어나는 것으로 알려져 있으므로 T세포가 매개하는 간 손상은 억제성 수용체들을

차단함으로써 더 악화될 수 있이며 이는 치명적인 간염으로 이어질 수 있음(23)

라. 이미 언급한 것과 같이, 몇몇의 환자들은 급성 HCV 감염으로부터 회복하고 억제성

수용체들을 낮은 수준으로 발현하지만, 나머지 환자에서는 억제성 수용체들이 과다발

현되고, T세포의 기능이 점진적으로 소실되어가는 만성 단계로 들어서게 됨. 따라서

급성 HCV 감염 초기의 억제성 분자들의 차단이 만성 단계로의 이행을 막을 수 있을

것이라는 가능성을 고려해야 함

마. 한편, 최근에는 글로벌 제약회사들에 의해 PD-1 blocker (anti-PD-1 Ab 또는

anti-PD-L1 Ab)의 악성종양질환에 대한 임상 I상 시험이 완료되었다는 보고가 있었

고, 보고에 따르면 부작용이 없으면서도 좋은 효과를 나타내었다 (New Eng J Med,

2012). 하지만 아직까지 바이러스 질환에의 응용은 되지 않고 있다.

바. 그리고 최근에는 항-바이러스 특이 T세포나 NK세포의 항-바이러스 활성을 항진시키

기 위해 T세포 억제분자들의 blocking뿐만 아니라, co-stimulatory 수용체들을 agonist

를 이용하여 자극하는 방안도 고려되는 상황이다.
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인력양성 및 연구시설(단위 : 명,건)

학위배출 국내외 연수지원

산학강좌 연구기자재
박사 석사

장기 단기

국내 국외 국내 국외

0 0 0 0 0 0 0 0

국제협력(단위 :명,건)

과학자교류 국제협력기반 학술회의개최

국내과학자 

해외파견

외국과학자 

국내유치
MOU체결 국제공동연구 국제사업참여 국내 국제

0 0 0 0 0 0 0

산업지원 및 연구성과 활용(단위 : 건)

기술확산 연구성과활용(사업화 및 후속연구과제 등)

기술실시계약 기술이전 기술지도 기술평가 후속연구추진 사업화추진중 사업화완료 기타목적활용

0 0 0 0 0 0 0 0

연구개발결과 활용계획서

1. 연구성과 및 활용 현황
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전문학술지 논문게재 성과정보

과제번호 게재연월 논문제목 총저자명 출처 학술지명 권(호) 학술지구분 sci여부
impact

Factor

국제공동

연구논문
기여도

2010-00

30075
201208

C o l o r i m e t r i c 

Focus-Formi ng 

Assay with 

Automated Focus 

Counting by Image 

Analysis for 

Quantification of 

Infectious Hepatitis 

C Virions

K a n g , 

Wonseok;  

S h i n , 

Eui-Cheol

; 

SCI PLOS ONE 7(8) 국외 SCI등재 4.092 아니오 30

2010-00

30075
201209

Hepatitis C virus 

infection enhances 

TNFα-induced cell 

death via 

suppression of NF-

κB

Park J; 

Kang W; 

Ryu SW; 

Kim WI; 

C h a n g 

DY; Lee 

DH; Park 

DY; Choi 

YH; Choi 

K; Shin 

EC

직 접 입

력
Hepatology 56(3) 국외 SCI등재 11.665 아니오 50

2010-00

30075
201307

P r o g r a m m e d 

d e a t h - 1 

(PD-1)-dependent 

f u n c t i o n a l 

impairment of CD4+ 

T cells in recurrent 

genital papilloma

C h a n g 

DY; Song 

SH; You 

S; Lee J; 

Kim J; 

Racanelli 

V; Son H; 

Shin EC

직 접 입

력

Clinical and 

experimental 

medicine

13(4) 국외 SCI등재 2 예 30

2010-00

30075
201307

Immunosenescent 

CD8+ T cells and 

C-X-C chemokine 

receptor type 3 

chemokines are 

increased in human 

hypertension

Youn JC; 

Yu HT; 

Lim BJ; 

Koh MJ; 

Lee J; 

C h a n g 

DY; Choi 

YS; Lee 

SH; Kang 

SM; Jang 

Y

직 접 입

력
Hypertension 62(1) 국외 SCI등재 6.207 아니오 30

2010-00

30075
201309

CD27 engagement 

by a soluble CD70 

protein enhances 

n o n - c y t o l y t i c 

antiviral activity of 

CD56bright natural 

killer cells by IFN-γ 

secretion

Young-So

on Jang; 

Wonseok 

K a n g ; 

Dong-Yeo

p Chang; 

Pil Soo 

S u n g ; 

Bum-Cha

n Park; 

Seok Ho 

직 접 입

력

C l i n i c a l 

Immunology
150(1) 국외 SCI등재 4.046 아니오 50
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Y o o ; 

Y o u n g 

Woo Park; 

Eui-Cheol 

Shin
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전문학술지 논문게재 성과정보

과제번호 게재연월 논문제목 총저자명 출처 학술지명 권(호) 학술지구분 sci여부
impact

Factor

국제공동

연구논문
기여도

2010-00

30075
201111

Clinical Implications 

of Chemokines in 

Acute and Chronic 

Hepatitis C Virus 

Infection

 K a n g , 

Wonseok;  

S h i n , 

Eui-Cheol

;

직 접 입

력

Y O N S E I 

ME D I C A L 

JOURNAL

52(6) 국내 SCI등재 1.02 아니오 50

2010-00

30075
201302

Ribavirin Does Not 

Impair the 

Suppressive Activity 

o f 

Foxp3(+)CD4(+)CD2

5(+) Regulatory T 

Cells

Lee J; 

Choi YS; 

Shin EC

직 접 입

력

I m m u n e 

Network
13(1) 국내

SCI미등

재
아니오 100
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학술대회 논문발표 성과정보

과제번호 발표년월 학술대회명 저자 논문제목 학술대회구분 개최국

2010-0030075 201109
18th international symposium 

on HCV and related viruses

Shin EC, Park 

SH, Nascimbeni 

M, Major M, 

Feinstone SM, 

Rice CM, 

Rehermann B

The percentage of 

hepatitis C 

virus-specific CD127+ 

memory T cells in the 

acute phase T cell 

response predicts the 

outcome of HCV 

infection

국제학술대회 미국
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2. 연구개발결과 활용 계획 (해당항목에 “○” 표시)

기술이전 기업화 후속연구 추진 타 사업 활용
그 밖의 목적

활용
연구결과 활용

중단

O

가. 당해연도 활용계획 (6하 원칙에 따라 구체적으로 작성)

본 연구를 통하여 유전자재조합 형태의 soluble CD70 단백질을 항바이러스 바이오신약 후

보물질로 확보하고 in vitro 실험에서 항-HCV 활성을 검증하였지만, 향후 그 이상의 연구

개발 여부는 연구비 수주 여부에 달려 있음

나. 활용방법

본 연구를 통하여 유전자재조합 형태의 soluble CD70 단백질을 항바이러스 바이오신약 후

보물질로 확보하고 in vitro 실험에서 항-HCV 활성을 검증하였지만, 향후 그 이상의 연구

개발 여부는 연구비 수주 여부에 달려 있음

다. 차년도 이후 활용계획 (6하 원칙에 따라 구체적으로 작성)

본 연구를 통하여 유전자재조합 형태의 soluble CD70 단백질을 항바이러스 바이오신약 후

보물질로 확보하고 in vitro 실험에서 항-HCV 활성을 검증하였지만, 향후 그 이상의 연구

개발 여부는 연구비 수주 여부에 달려 있음

3. 기대효과

1. 바이오신약 가능성

가. 본 과제에서 후보물질로 확보한 soluble CD70에 대해서는 논문뿐만 아니라 특허를

출원해 놓은 상태이다. 이를 활용하면 NK세포의 활성화를 유도하여 만성 바이러스

감염 치료용 바이오신약을 개발할 수 있을 것이다. 일단은 HCV 치료목적으로 개발

하지만, 이는 매우 용이하게 HBV 및 HIV 감염으로 적응증을 확대할 수 있을 것이

다. 현재 산업화의 가능성을 두고 국내 여러 제약회사들과 의논 중이다.

2. 보건의료 측면의 의의

가. 현재 전세계에서 약 1억 7천만 명이 HCV에, 약 3억 5천만 명이 HBV에, 그리고 약

4천만 명이 HIV에 감염되어 있는 현실을 고려할 때, 본 연구결과는 공중보건학적으

로 매우 큰 의미가 있을 것으로 기대된다. 특히 한국에서의 높은 간질환 사망률이

HBV 및 HCV 만성감염 및 이에 따른 간경화 및 간암에 기인함을 고려할 때, 그 사

회적 기여도는 매우 클 것으로 기대된다. 구체적으로, 한국보건사회연구원이 발표한

자료에 따르면 간질환의 사회 및 경제적 비용이 약 2조 6201억원으로 암 다음으로

높은 것으로 나타났다(2003년 5월 보건복지포럼).

나. 현재 항바이러스 치료제의 세계시장 규모는 2005년 17,493백만 달러로 2015년에는

70769백만 달러 규모로 성장할 것으로 예상된다(BT 기술동향 보고서 121권, 국가생명

공학 정책연구센터). 이중 약 50%를 HBV 및 HCV 등의 간염바이러스 치료제가 차지



- 42 -

하고 있다. 그리고, 시장규모는 지속적으로 증가하고 있기 때문에, 본 연구과제가 궁

극적으로 바이오신약 개발로 이어진다면 상당한 경제적 부가가치를 창출할 것으로

기대된다.

4. 문제점 및 건의사항

※ 연구성과의 제고를 위한 제도․규정 및 연구관리 등의 개선점
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