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명 세 서

청구범위

청구항 1 

채취된 지방 조직과 혼합된 체외(ex-vivo) 확장 1차 계대배양(P0) 지방조직-유래 줄기 세포(adipose tissue-

derived stem cell: ASC)를 포함하는 조성물의 제조방법으로서,

- 둘베코 변형 이글배지(Dulbecco's modified Eagle's medium: DMEM) 또는 알파 최소 필수 배지(α-MEM), 1 내

지 5%  페니실린-스트렙토마이신, 1  내지 5  IU/㎖ 무보존제 헤파린 및 2  내지 20%  풀링 인간 혈소판 용해물

(pooled  Human  Platelet  Lysate:  pHPL)로 이루어진 성장 배지에서 단리된 기질 혈관 분획(Stromal vascular

fraction: SVF)으로부터 상기 ASC를 체외 확장시키는 단계,

- 상기 1차 계대배양(P0)에서 상기 ASC를 채취하는 단계, 및

- 상기 ASC를, 별도의 지방 흡입 절차로부터 수득되는 채취된 지방 조직과, 상기 지방 조직의 ㎖ 당 20 x 10
6 
내

지 20 x 10
7 
ASC의 비(20 x 10

6
 내지 20 x 10

7
 ASC/㎖ 지방 조직)로 혼합하는 단계를 포함하는, 조성물의 제조방

법.

청구항 2 

별도의 지방 흡입 절차로부터 수득되는 채취된 지방 조직과 혼합된 체외 확장 1차 계대배양(P0) 지방조직-유래

줄기 세포(ASC)를 적어도 20 x 10
6
 내지 20 x 10

7
 ASC/㎖ 지방 조직의 비로 포함하는 조성물로서, 상기 체외 확

장 1차 계대배양(P0) 지방조직-유래 줄기 세포(adipose tissue-derived stem cell: ASC)를 둘베코 변형 이글배

지(DMEM) 또는 알파 최소 필수 배지(α-MEM), 1 내지 5% 페니실린-스트렙토마이신, 1 내지 5 IU/㎖ 무보존제 헤

파린 및 2 내지 20% 풀링 인간 혈소판 용해물(pHPL)로 이루어진 성장 배지에서 배양시키고, 상기 1차 계대배양

(P0)에서 채취한, 조성물.

청구항 3 

제2항에 있어서, 미용적 유방 충전을 위한 또는 미용적 안면 충전을 위한 유방 충전제 또는 안면 충전제로서 사

용하기 위한, 조성물.

청구항 4 

삭제

청구항 5 

삭제

청구항 6 

삭제

청구항 7 

삭제

청구항 8 

삭제

청구항 9 

삭제

청구항 10 
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삭제

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 체외 확장 지방조직-유래 줄기 세포 또는 체외 확장 지방조직-유래 줄기 세포 풍부 지방 이식물을 이[0001]

용하는 연조직 충전에 관한 것이다. 이들은 미용적 유방 충전/확대 또는 안면 충전 및/또는 회생을 위해 사용될

수 있다.

발명의 내용

성형 수술에서 빈번한 도전은 볼륨 결함의 수정 및 존재하는 볼륨의 확대이다. 볼륨 결함을 수정할 때 또는 존[0002]

재하는 조직을 확대할 때, 소위 필러 또는 이식물인 충전 재료를 사용할 필요가 종종 있다. 자가 지방 이식물

(지방 충전물)은 연조직의 복원 및 확대(예를 들어, 미용적 유방 확대)를 가능하게 하며, 미학적 수술과 재건

수술 둘 다에서 점점 더 사용되고 있다. 자가 지방조직은, 그것이 생체에 적합하고, 다용도이며, 자연스럽게 생

기고, 비면역원성이며, 저렴하고, 공여 부위 이환율이 낮기 때문에, 연조직의 확대를 위한 이상적인 필러가 되

는 것으로 고려되었다
1,2
. 그러나, 이식된 지방 이식물은 예측가능하지 않고 종종 생착률이 낮은데, 이는 조사자

들이  그의  생착력을  증가시키는  새로운  방법을  추구하는  이유이다.  지방조직-유래 중간엽 줄기세포(adipose

tissue-derived stem cell: ASC)가 풍부한 이종 지방 이식물을 조사하는 한 가지 동물 연구는 상기 기법이 유효

하고 재생가능하며, 비풍부화에 비해 이식물의 잔여 볼륨을 증가시킨다는 것을 나타내었다
3
. 최근의 인간 연구는

증가된 잔여 용적 및 더 양호한 품질의 이식 조직을 위해 지방 이식물에 ASC를 더하는 것의 이점 및 현저한 효

과를 입증하고 확인하였다
4
.

미용 산업에서,  미용적 안면 충전/회생을 위해 이용가능한 용액은 대부분 인공적(예를 들어, 보툴리눔 독소[0003]

A형, 하이알루론산, 콜라겐, 칼슘하이드록실아파타이트, 폴리악틱산, 폴리메틸-메타크릴산염 마이크로스피어)이

다. 따라서, 결과는 종종 낮은 다능성 및 생체적합성 때문에 결국 자연스럽지 못한 외관을 초래한다. 인공 필러

는 다양한 질병 증상으로부터 미용 결함까지의 범위에서 가능한 유해한 생리적 부작용을 지니고 시간에 따라 분

해된다. 자가 지방 조직은 상기 기재한 바와 같은 동일한 필러 용액이 되는 것으로 고려된다. 그러나, 안면 충

전/회생을 위해 자가 지방을 이용하여 치료한(즉, 줄기 세포 풍부화 없이) 환자에 대한 결과는 이식물의 예측가

능하지 않은 생착 때문에 결국 불균형의 결과를 가져올 수 있다.

일부  외과의사는  더  양호하고  더  예측가능한  이식물을  취하는  것이  소위  세포기질분획(stromal  vascular[0004]

fraction: SVF)을 이식물에 첨가함으로써 달성될 수 있다는 것을 제안한다
5,6
. SVF는 지방조직이 지방 흡입술에

의해 채취되고, 지방 세포가 콜라게나제를 이용하여 효소적으로 분해될 때 형성되는 세포 펠렛이다. SVF는 소량

의 지방조직-유래 줄기 세포(ASC)를 함유하는 것으로 알려져 있다.

다음의 용어를 구별하는 것은 중요하다:[0005]

1) 전통적인 지방 충전물: 지방만[0006]

2) 줄기세포지방이식(Cell-assisted lipotransfer): 지방 + SVF [0007]

3) 줄기세포 풍부화 지방 충전물: 지방 + 체외 확장된 ASC[0008]

4) 줄기 세포 충전: 체외 확장 ASC[0009]

본 특허 출원에서, 본 발명자들은 상기 용어 3)과 4)만을 언급한다.[0010]

줄기 세포의 정의는 본 특허 출원에서 언급된다:[0011]

세포기질 분획을 파종 및 배양할 때 배양물 표면에 점착성인 세포.[0012]

유방과 안면 적용 둘 다에 대해, 자가 또는 동종이계 세포가 사용될 수 있다.[0013]

본 발명은 미용적 안면 충전 및 회생에 그리고 미용적 유방 충전/확대에 특히 적합하다.[0014]

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용
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본 발명은 채취된 지방 조직과 혼합된 체외 확장 지방조직-유래 줄기 세포(ASC) 또는 체외 확장 지방조직-유래[0015]

줄기 세포(ASC)를 5.0 x 10
4
 내지 2.0 x 10

8
 ASC/㎖ 지방; 예를 들어 1.0 x 10

5
 내지 2.0 x 10

7
의 비로 포함하는

조성물 및 미용적 유방 충전/확대를 위한 또는 안면 충전/회생을 위한 제제(agent)로서 체외 확장 지방조직-유

래 줄기 세포 또는 체외 확장 지방조직-유래 줄기 세포 풍부화 지방 이식물의 용도에 관한 것이다.

ASC를 채취하기 위한 수술 절차[0016]

환자는 외래환자 부수적 지방 흡입술을 받는다.[0017]

표준 멸균 지방 흡입술 기법에 의해 지방흡입물을 채취할 것이다. 절개를 통해, 습윤액을 피하 지방 내로 침투[0018]

시킨다. 표준 지방 흡입술 장치(예를 들어, 바이브라셋(Vibrasat)(등록상표))를 이용하여 지방흡입물을 획득하

고, 멸균 용기 내에 밀봉한다. 지방흡입물을 임상 줄기 세포 연구실에 보낸다.

ASC의 단리 및 배양[0019]

ASC 단리 및 체외 확장은 세포 요법 시설에서 우수 의약품 제조관리기준(good manufacturing practice: GMP)[0020]

및 임상 줄기 세포 확장을 위해 승인된 연구실에서 승인된 프로토콜에 따라 수행될 것이다. 

지방흡입물을 인산염 완충 식염수(PBS)로 세척하고 나서, 원심분리시킨다. 세포기질분획(SVF)을 단리시키기 위[0021]

해, 상청액을 인큐베이션시키고, 콜라게나제를 이용하여 효소적으로 분해한다(GMP 등급). 성장 배지를 이용하여

효소적 활성을 중화시킨다. 현탁액을 60 내지 100㎛ 필터를 이용하여 여과시키고 원심분리시킨다. 배양 배지에

서 세포 펠렛을 재현탁시키고, SVF를 함유하는 펠렛 내 세포를 계수화한다. 대안의 단리 방법은 폐쇄 시스템,

예를 들어, GID SVF-1(상표명) 시스템을 이용하여 SVF를 단리시킨다. SVF를 둘베코 변형 이글배지(Dulbecco's

modified Eagle's medium: DMEM) 또는 알파 최소 필수 배지(α-MEM), 1 내지 5% 페니실린-스트렙토마이신, 1

내지 5 IU/㎖ 무보존제 헤파린 및 2 내지 20% 풀링 인간 혈소판 용해물 pHPL 또는 임의의 다른 대안적 성장 배

지, 예를 들어, 소 태아 혈청으로 이루어진 배양 배지 중에 파종된다. 1차 배양물(primary culture: P0)을 인큐

베이션시킨다. 비부착 세포를 폐기하고 나서, 세포 배양 플라스크를 PBS로 조심해서 린스하고, 배지를 바꾼다.

배지는 3 내지 7일 동안 변화된다. 배양 동안 그리고 ASC의 채취일에 모든 배양 플라스크/스택(stack)을 병원균

오염에 대해 시험할 것이다.

pHPL 생성[0022]

pHPL은 문헌[Schallmoser et al. 
7
]에 기재된 바를 약간 변형하여 제조될 수 있다. 간략하게, 사전동의 후에,[0023]

건강한 혈액 공여자로부터 전혈 단위를 수집한다. 모든 혈액 공여물을 현행법에 입각하여 감염성 질환 마커에

대해 시험한다. 연층(buffy coat)을 적혈구 세포 및 혈장으로부터 분리시킨다. 4개의 연층 단위를 1단위의 혈장

을 이용하여 1단위의 혈소판 풍부 혈장(platelet-rich plasma: PRP) 내로 모으고 나서, -20℃ 내지 -80℃에서

저장한다. 최소 10 단위의 PRP를 수욕에서 해동시키고, 이어서, 단일 PRP 배취(batch) 내로 모은다. 모은 PRP

배취를 더 작은 분획으로 분취화하고 나서, -20℃ 내지 -80℃에서 냉동시킨다. 다음에, 단일의, 모은 PRP 배취

로부터의 모든 분취된 백을 수욕에서 해동시키고 나서, 원심분리시켜(예를 들어, 4000g에서 15분 동안) 혈소판

단편을 침전시킨다. 최종적으로, pHPL-함유 상청액을 새로운 백에 옮기고 나서, 세포 배양 배지의 제조에서 이

후의 사용을 위해 -40℃ 내지 -80℃에서 저장한다.

ASC 채취 절차[0024]

ASC를 P0-P4에서 채취한다. 모든 세포 배양 플라스크/스택을 PBS로 세척하고 나서, 화학적(예를 들어, 트리플[0025]

셀렉트(Tryple Select)) 또는 물리적 가공 중 하나를 이용하여 세포를 플라스틱 표면으로부터 분리시킨다. ASC

를 함유하는 현탁액을 원심분리시키고(예를 들어, 300 g에서 5분 동안), 상청액을 제거하고 나서, PBS 중에서

재현탁시킨 후에 세포 펠렛을 수집한다. PBS를 이용하여 ASC 세포 펠렛을 세척하고, ASC를 원심분리시키고, 각

각의 세척 절차 후에 상청액을 폐기한다. 세포를 3회 계수화하고 나서, 평균 계수를 계산할 것이다. ASC는, ASC

에 대한 특징이 되는 것으로 평가되는 1) 병원균 오염의 부재, 2) 90%보다 큰 ASC의 생착력 3) 형태를 포함하는

임상 용도로 그들을 방출시키기 전에 조심해서 제어될 것이다. ASC를 승인된 멸균 용기 내에서 운반할 것이다.

지방흡입술, 이식 표본 및 지방 충전물 절차[0026]

국소  및  일반적  마취  하에서  수술  절차를  수행한다.  표준  멸균  지방  흡입술  기법에  의해  지방흡입물을[0027]

채취한다. 절개를 통해 습윤액(예를 들어, 클레인스(Kleins) 용액)을 뭉툭한 침투자(infiltrator)를 이용하여

공여 부위 내에 침투시킨다. 채취 캐뉼라는 직경이 2 내지 5㎜이며 뭉툭한 팁(tip)을 지니고, 채취 장치(예를

등록특허 10-2269612

- 5 -



들어, 바이브라셋(Vibrasat)(등록상표))에 연결된다. 필요하다면, 식염수를 이용하여 지방 흡입물을 세척한다.

채취한 지방 흡입물은 침전된 채로 두거나, 교반시키거나 원심분리시킨다(예를 들어, 100 g에서 5분 동안). 분

리 절차 후에, 오일층(상부 수준)을 디캔팅시키고 나서, 수층(하부 수준)을 또한 주사기 밖으로 배출시킨다. 이

식을 위해 대부분 지방 이식물로 구성된 중간층을 사용한다.

본 발명의 적용분야:[0028]

미용적 유방 충전: 채취한 지방 조직을 채취된 체외 확장 ASC와 5.0 x 10
4
 내지 2.0 x 10

8
 ASC/㎖ 지방의 비,[0029]

바람직하게는 1.0  x  10
5
 내지 2.0  x  10

7
 지방의 비로 혼합하고 나서, 미용적 확대를 위해 유방 내로 분취물

(aliquot)로서 주사한다.

주사 기법의 예:[0030]

유방 조직 밖 구조가 손상되는 것을 피하기 위해 풍부화된 지방 이식물을 수평으로(신체에 평행) 긴 바늘을 이[0031]

용해서 유방에 주사한다. 유륜 가장자리 주위의 몇몇 지점으로부터 그리고 가변 방향 및 면으로 유선하 주름의

몇몇 지점에 바늘을 삽입하여 이식물의 균일하고 자연스럽게 생기는 분포를 달성한다.

안면 충전 및 주름 보정에 대해: 채취한 지방 조직을 표준 충전에 대해 채취된 체외 확장 ASC와 5.0 x 10
4
 내지[0032]

2.0 x 10
8
 ASC/㎖ 지방의 비, 바람직하게는 1.0 x 10

5
 내지 2.0 x 10

7
 지방의 비로 혼합한다. 필요한 충전의 양

에 따라서 줄기 세포의 양을 증가시킬 것이며, 더 적은 충전은 더 고농도의 ASC를 필요로 한다. 목적으로 하는

효과가 순수하게 조직 품질 개선 문제라면, ASC만을 사용할 것이고, 세포를 균일하게 분포시키기 위해 PBS 중에

용해할 것이다.

주사 기법의 예:[0033]

필러로서 사용될 때, 지방 이식물은 표적 면적 밖 구조를 손상시키는 것을 피하기 위해 수평으로(표면과 평행)[0034]

긴 바늘을 이용하여 분취물로서 주사된다. 이식물의 균일하고 자연스럽게 나타나는 분포를 달성하기 위해 바늘

을 몇몇 지점으로부터 그리고 가변적 방향과 평면으로 삽입한다.

순수하게 조직 품질 개선을 위해 사용할 때, 용해된 ASC는 얇고 뾰족한 바늘을 이용하여 진피 및 피하에 주사되[0035]

고, 표적 면적 내에서 균일하게 분포된다.

절개 및 주사 부위를 봉합하고, 수술 후 압박 가먼트(postoperative compression garment)를 공여 부위에 그리[0036]

고 일부 경우에 또한 수용 부위에 적용한다.

본 발명의 임상적 이점 및 신규성[0037]

ASC(체외 확장) 풍부화된 지방 이식물 또는 ASC만은 결코 유방 또는 안면에서 주사용으로 임상적으로 사용된 적[0038]

이 없으며, 결코 문헌에 기재된 적도 없고 본 발명자들이 미국 특허 제61/839,578호의 특허 출원 전에 다른 사

람들과 이들 임상 용도의 생각을 공유한 적도 없다. 지방 이식물의 생착 및 품질을 개선시키기 위해 체외 확장

ASC를 이용하는 풍부화 지방 이식물의 생각은, 상기 언급한 바와 같이 본 발명의 임상 용도가 결코 입증된 적이

없다고 해도(즉, 미용적 유방 충전 및 안면 충전), 뮤린 모델
3
에서 그리고 인간

4
에서 개념 연구의 최근의 증거에

서 입증되었다. 본 발명(즉, 안면 충전/회생 및 미용적 유방 충전/확대의 목적을 위해 체외 확장된 ASC의 적

용)은 전통적인 소위 "세포 보조 지방-충전"에 대해 비확장 ASC의 소분획을 포함하는 새로 단리된 SVF의 용도와

상당히 상이하다는 것을 강조하여야 한다. 본 방법은 문헌에 기재되었고, 전통적인 지방 충전물보다 상당히 양

호하지 않은 예측가능하지 않은 임상 결과로 인간에게 적용되었다
8
. 안면 충전을 위해 체외 확장 ASC를 이용하는

것에 대한 이유는 지방 세포와 대조적으로 주사 후에 줄기세포가 생존한다는 것을 입증한 상기 언급한 연구에

의해 뒷받침된다. 추가적으로, ASC는 저산소증 및 물리적 노출에 대해 매우 저항성이다
9-11

. 충전 재료로서 줄기

세포만을 이용함으로써, 믿을 수 있는 잔여 볼륨/확대가 달성될 수 있다.

인공 재료의 부작용을 피하여 자연스러운 외관, 비면역원성을 포함하는 생체에 적합한 지속 가능한 유방 및 안[0039]

면 필러를 제조하는 것으로부터의 다수의 임상적 이점이 있으며, 절차는 자가이식일 수 있다. 대부분의 환자는

복부, 대퇴부, 팔 및 궁둥이 상에 천연 지방을 보존하는데, 이를 사용할 수 있다. 이런 방법으로, 환자는 맞춤

형의 목적으로 하는 신체 재조각(re-sculpturing)을 얻는다. 자가 지방조직은 간단한 지방 흡입술에 의해 그리

고 후속 주사에 의해 용이하게 이식될 수 있으며, 환자에 대해 불편함이 거의 없고 부작용의 위험이 거의 없다.
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실시예[0040]

연구  결과  -  개념  연구의  증거(예를  들어,  문헌[Kolle  SF,  Fischer-Nielsen  A,  Mathiasen  AB,  et  al.[0041]

Enrichment of autologous fat grafts with ex-vivo expanded adipose tissue-derived stem cells for graft

survival:  a  randomised  placebo-controlled  trial.  Lancet  2013;  382:  1113-20]에  기재한  연구  설계와

유사함):

연구 목적:[0042]

고용량의 자가 체외 확장 지방조직-유래 줄기 세포(ASC)가 풍부한 지방 이식물을 비풍부화 지방 이식물(통상적[0043]

인 지방이식물)과 비교한다.

연구 설계:[0044]

정제한 지방 이식물(ASC 풍부화가 있는 것과 없는 것(대조군))을 각각의 참가자에 대해 준비한다. 지방 이식물[0045]

을 피하로 주사한다.

20x10
6
 ASC/㎖의 농도의 풍부화된 지방 이식물을 선택한다 - 대략 2,000배 생리학적 수준.[0046]

주사한 지방 이식물의 용적을 주사 직후에 그리고 121일 후에 자기 공명 영상화(magnetic resonance imaging:[0047]

MRI)에 의해 측정하고, 기준 MRI와 비교한다.

결과: [0048]

대조군 이식물에 비해, ASC-풍부화된 지방 이식물은 상당히 더 높은 잔여 용적을 가진다. 심각한 유해 사건은[0049]

관찰되지 않았다.

양태: [0050]

상기에 따르면, 본 발명을 다음의 양태에 의해 추가로 기재할 수 있으며, 이때, 줄기 세포에 대한 언급은 달리[0051]

반대로 구체화되지 않는 한, 자가 세포와 동종이계 세포 둘 다에 대한 언급으로서 이해되어야 한다.

1. 유방 충전 방법에서 사용하기 위한 체외 확장 지방조직-유래 줄기 세포 풍부화 지방 이식물.[0052]

2. 안면 충전 방법에서 사용하기 위한 체외 확장 지방조직-유래 줄기 세포 풍부화 지방 이식물 또는 체외 확장[0053]

지방조직-유래 줄기 세포.

3. 채취된 지방 조직과 혼합된 체외 확장 지방조직-유래 줄기 세포(ASC) 확장 지방 이식물 또는 체외 확장 지방[0054]

조직-유래 줄기 세포(ASC)를 5.0 x 10
4
 내지 2.0 x 10

8
 ASC/㎖ 지방의 비로 포함하는 조성물.

4. 유방 충전을 위한 체외 확장 지방조직-유래 줄기 세포 풍부화 지방 이식물의 용도.[0055]

5. 안면 충전을 위한 체외 확장 지방조직-유래 줄기 세포 풍부화 지방 이식물 또는 체외 확장 지방조직-유래 줄[0056]

기 세포의 용도.

6. 유방 충전제로서 체외 확장 지방조직-유래 줄기 세포 풍부화 지방 이식물의 용도.[0057]

7. 안면 충전제로서 체외 확장 지방조직-유래 줄기 세포 풍부화 지방 이식물 또는 체외 확장 지방조직-유래 줄[0058]

기 세포의 용도.

8. 미용적 유방 충전을 위한 체외 확장 지방조직-유래 줄기 세포 풍부화 지방 이식물 또는 체외 확장 지방조직-[0059]

유래 줄기 세포의 용도.

9. 미용적 유방 충전을 위한 체외 확장 지방조직-유래 줄기 세포 풍부화 지방 이식물 또는 체외 확장 지방조직-[0060]

유래 줄기 세포의 용도.

10. 노화 징후의 치료를 위한 의약의 제조에서 체외 확장 지방조직-유래 줄기 세포 풍부화 지방 이식물 또는 체[0061]

외 확장 지방조직-유래 줄기 세포의 용도.

11. 유방 충전 방법으로서, 지방조직-유래 줄기 세포(ASC) 풍부화 지방 이식물을 채취된 지방 조직과 5.0 x 10
4

[0062]

내지 2.0 x 10
8
 ASC/㎖ 지방의 비로 혼합하되, 상기 지방은 이식물의 균일하고 자연스럽게 생기는 분포를 달성

하기 위해 유륜 가장자리 주위의 몇몇 지점으로부터 그리고 가변 방향 및 면으로 유선하 주름의 몇몇 지점에 바
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늘을  삽입함으로써  수평으로(신체와  평행)  긴  바늘을  이용하여  분취물로서  또는  스트링(string)으로서

주사하는, 유방 충전 방법.

12. 안면 충전 방법으로서, 세포를 균일하게 분포시키기 위해 확장된 지방조직-유래 줄기 세포(ASC) 풍부화 지[0063]

방 이식물 또는 체외 확장 지방조직-유래 줄기 세포(ASC)를 채취된 지방 조직과 5.0 x 10
4
 내지 2.0 x 10

8
 ASC/

㎖ 지방의 비로 혼합하거나 또는 PBS 중에 용해시키되, 지방 이식물은 표적 면적 밖 구조를 손상시키는 것을 피

하기 위해 수평으로(표면에 평행) 긴 바늘을 이용하여 분취물로서 또는 스트링으로서 주사되고, 이식물의 균일

하고 자연스럽게 생기는 분포를 달성하기 위해 바늘을 몇몇 지점으로부터 그리고 다양한 방향 및 면으로 삽입하

는, 안면 충전 방법.

13. 안면 충전 방법으로서, 세포를 균일하게 분포시키기 위해 확장된 지방조직-유래 줄기 세포(ASC) 풍부화 지[0064]

방 이식물 또는 체외 확장 지방조직-유래 줄기 세포(ASC)를 채취된 지방 조직과 5.0 x 10
4
 내지 2.0 x 10

8
 ASC/

㎖ 지방의 비로 혼합하거나 또는 PBS 중에 용해시키되, 용해시킨 ASC는 얇고 뾰족한 바늘을 이용하여 진피 내로

주사되며, 표적 면적 내에서 균일하게 분포되고, 절개 및 주사 부위는 봉합되고, 수술후 압박 가먼트는 공여 부

위에 그리고 일부 경우에 또한 수용 부위에 적용되는, 안면 충전 방법.

14. 미용적 유방 충전 방법으로서, 지방조직-유래 줄기 세포(ASC) 풍부화 지방 이식물을 채취한 지방 조직과[0065]

5.0 x 10
4
 내지 2.0 x 10

8
 ASC/㎖ 지방의 비로 혼합하되, 상기 지방은 이식물의 균일하고 자연스럽게 생기는 분

포를 달성하기 위해 유륜 가장자리 주위의 몇몇 지점으로부터 그리고 가변 방향 및 면으로 유선하 주름의 몇몇

지점에 바늘을 삽입함으로써 수평으로(신체와 평행) 긴 바늘을 이용하여 분취물로서 또는 스트링으로서 주사하

는, 미용적 유방 충전 방법.

15. 미용적 안면 충전 방법으로서, 세포를 균일하게 분포시키기 위해 확장된 지방조직-유래 줄기 세포(ASC) 풍[0066]

부화 지방 이식물 또는 체외 확장 지방조직-유래 줄기 세포(ASC)를 채취된 지방 조직과 5.0 x 10
4
 내지 2.0 x

10
8
 ASC/㎖ 지방의 비로 혼합하거나 또는 PBS 중에 용해시키되, 상기 지방 이식물은 표적 면적 밖의 구조를 손

상시키는  것을  피하기  위해  수평으로(표면에  평행)  긴  바늘을  이용하여  분취물로서  또는  스트링으로서

주사되고, 상기 바늘은 이식물의 균일하고 자연스럽게 생기는 분포를 달성하기 위해 몇몇 지점으로부터 그리고

가변 방향 및 면으로 삽입되는, 미용적 안면 충전 방법.

16. 미용적 안면 충전 방법으로서, 세포를 균일하게 분포시키기 위해 확장된 지방조직-유래 줄기 세포(ASC) 풍[0067]

부화 지방 이식물 또는 체외 확장 지방조직-유래 줄기 세포(ASC)를 채취된 지방 조직과 5.0 x 10
4
 내지 2.0 x

10
8
 ASC/㎖ 지방의 비로 혼합하거나 또는 PBS 중에 용해시키되, 용해시킨 ASC는 얇고 뾰족한 바늘을 이용하여

진피 내에 주사되며 표적 면적에서 균일하게 분포되고, 절개 및 주사 부위는 봉합되며, 수술후 압박 가먼트가

공여 부위에 그리고 일부 경우에 또한 수용 부위에 적용되는, 미용적 안면 충전 방법.

17. 피부에 제제를 도입하는 미용적 방법으로서, 제제는 체외 확장 지방조직-유래 줄기 세포 풍부화 지방 이식[0068]

물 또는 체외 확장 지방조직-유래 줄기 세포를 포함하는, 피부에 제제를 도입하는 미용적 방법.

18. 피부에 제제를 도입하는 미용적 방법으로서, 상기 제제는 채취된 지방 조직과 체외 확장 지방조직-유래 줄[0069]

기 세포(ASC) 풍부화 지방 이식물 또는 체외 확장 지방조직-유래 줄기 세포(ASC)를 5.0 x 10
4
 내지 2.0 x 10

8

ASC/㎖ 지방의 비로 혼합하는 단계를 포함하는, 방법.

19. 체외 확장 지방조직-유래 줄기 세포 풍부화 지방 이식물 또는 체외 확장 지방조직-유래 줄기 세포의 사용에[0070]

의한 피부의 지방 충전 방법.

20. 채취된 지방 조직과 혼합된 체외 확장 지방조직-유래 줄기 세포(ASC) 풍부 지방이식물 또는 체외 확장 지방[0071]

조직-유래 줄기 세포(ASC)를 5.0 x 10
4
 내지 2.0 x 10

8
 ASC/㎖ 지방의 비로 포함하는 조성물의 사용에 의한 피

부의 지방 충전 방법.
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참고문헌[0072]

[0073]

【심사관 직권보정사항】

【직권보정 1】

【보정항목】청구범위

【보정세부항목】청구항 1

【변경전】

채취된  지방  조직과  혼합된  체외(ex-vivo)  확장  1차  배양(P0)  지방조직-유래  줄기  세포(adipose  tissue-

derived stem cell: ASC)를 포함하는 조성물의 제조방법으로서,

- 둘베코 변형 이글배지(Dulbecco's modified Eagle's medium: DMEM) 또는 알파 최소 필수 배지(α-MEM), 1 내

지 5%  페니실린-스트렙토마이신, 1  내지 5  IU/㎖ 무보존제 헤파린 및 2  내지 20%  풀링 인간 혈소판 용해물

(pooled  Human  Platelet  Lysate:  pHPL)로 이루어진 성장 배지에서 단리된 기질 혈관 분획(Stromal vascular

fraction: SVF)으로부터 상기 ASC를 체외 확장시키는 단계,

등록특허 10-2269612
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- 상기 1차 계대(P0)에서 상기 ASC를 채취하는 단계, 및

- 상기 ASC를, 별도의 지방 흡입 절차로부터 수득되는 채취된 지방 조직과, 상기 지방 조직의 ㎖ 당 20 x

10
6 
내지 20 x 10

7 
ASC의 비(20 x 10

6
 내지 20 x 10

7
 ASC/㎖ 지방 조직)로 혼합하는 단계를 포함하는, 조성

물의 제조방법.

【변경후】

채취된 지방 조직과 혼합된 체외(ex-vivo) 확장 1차 계대배양(P0) 지방조직-유래 줄기 세포(adipose tissue-

derived stem cell: ASC)를 포함하는 조성물의 제조방법으로서,

- 둘베코 변형 이글배지(Dulbecco's modified Eagle's medium: DMEM) 또는 알파 최소 필수 배지(α-MEM), 1 내

지 5%  페니실린-스트렙토마이신, 1  내지 5  IU/㎖ 무보존제 헤파린 및 2  내지 20%  풀링 인간 혈소판 용해물

(pooled  Human  Platelet  Lysate:  pHPL)로 이루어진 성장 배지에서 단리된 기질 혈관 분획(Stromal vascular

fraction: SVF)으로부터 상기 ASC를 체외 확장시키는 단계,

- 상기 1차 계대배양(P0)에서 상기 ASC를 채취하는 단계, 및

- 상기 ASC를, 별도의 지방 흡입 절차로부터 수득되는 채취된 지방 조직과, 상기 지방 조직의 ㎖ 당 20 x

10
6 
내지 20 x 10

7 
ASC의 비(20 x 10

6
 내지 20 x 10

7
 ASC/㎖ 지방 조직)로 혼합하는 단계를 포함하는, 조성

물의 제조방법.

【직권보정 2】

【보정항목】청구범위

【보정세부항목】청구항 2

【변경전】

별도의 지방 흡입 절차로부터 수득되는 채취된 지방 조직과 혼합된 체외 확장 1차 배양(P0) 지방조직-유래

줄기 세포(ASC)를 적어도 20 x 10
6
 내지 20 x 10

7
 ASC/㎖ 지방 조직의 비로 포함하는 조성물로서, 상기 체

외 확장 1차 배양(P0) 지방조직-유래 줄기 세포(adipose tissue-derived stem cell: ASC)를 둘베코 변형
이글배지(DMEM) 또는 알파 최소 필수 배지(α-MEM), 1 내지 5% 페니실린-스트렙토마이신, 1 내지 5 IU/㎖
무보존제 헤파린 및 2 내지 20% 풀링 인간 혈소판 용해물(pHPL)로 이루어진 성장 배지에서 배양시키고, 1
차 계대(P0)에서 채취한, 조성물.

【변경후】

별도의 지방 흡입 절차로부터 수득되는 채취된 지방 조직과 혼합된 체외 확장 1차 계대배양(P0) 지방조직

-유래 줄기 세포(ASC)를 적어도 20 x 10
6
 내지 20 x 10

7
 ASC/㎖ 지방 조직의 비로 포함하는 조성물로서,

상기 체외 확장 1차 계대배양(P0) 지방조직-유래 줄기 세포(adipose tissue-derived stem cell: ASC)를 둘
베코 변형 이글배지(DMEM) 또는 알파 최소 필수 배지(α-MEM), 1 내지 5% 페니실린-스트렙토마이신, 1 내
지 5 IU/㎖ 무보존제 헤파린 및 2 내지 20% 풀링 인간 혈소판 용해물(pHPL)로 이루어진 성장 배지에서 배
양시키고, 상기 1차 계대배양(P0)에서 채취한, 조성물.
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