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국 문 요 약 

 

PART I 

췌장암에서 면역항암제의 효능을 평가하기 위해서는 인간 면역시스템을 잘 반영할 수 

있는 전임상 동물 모델이 필요하다. 췌장암 환자 대부분이 유전자 돌연변이를 가지고 있

기 때문에 다양한 종양학적 특징을 가지는 것 또한 면역항암제의 효능을 확인하는데 중

요한 요소로 작용될 수 있다. 본 연구에서는 췌장암 인간화 마우스를 제작하여 췌장암 

환자들이 가지는 다양한 종양학적 특징을 반영할 수 있는지 확인하였다. 

췌장암 동소이식 모델을 제작하기 위해서 KRAS wild type 세포주인 BxPC3_luc와 

KRAS G12D type인 AsPC1_luc 세포주를 CD34+ hematopoietic stem cell (HSCs) 기

반 인간화 마우스의 췌장에 이식하였다. 이식 후 종양 크기 및 위치를 확인하기 위해서 

이식한 췌장암 세포주 모두 luciferase가 transfection된 세포주를 실험에 사용하였다.  

In Vivo Imaging System (IVIS)과 Positron emission tomography-Magnetic 

resonance (PET-MR)를 이용하여 종양의 생성과 위치를 확인할 수 있었다. 그리고 

flow cytometry를 사용하여 혈액과 종양 내 침윤된 인간면역세포들의 분포를 확인하였

을 때, hCD45(+) cells이 AsPC1_luc group의 혈액에 많이 존재할 뿐 아니라 종양조직 

내에 침윤된 비율도 더 높은 것을 확인하였다. AsPC1_luc group의 종양조직 내에 침윤

된 인간면역세포 중에서도 hCD3(+) 세포와 hCD11b(+) 세포가 BxPC3_luc group과 

비교했을 때 유의미하게 증가되어 있는 것을 확인할 수 있었다. 

 종양조직 내에 침윤된 면역세포가 AsPC1_luc group에 많은 것과 Extracellular matrix 

(ECM) composition의 연관성을 확인하기 위해서 MT(Masson’s Trichrome) staining

을 진행하여 ECM intensity 분석을 진행하였다. 그 결과 전체 ECM 부분이 AsPC1_luc 

group에서 유의미하게 낮은 것을 확인할 수 있었고, 그 중에서도 ECM_dense 부분이
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 BxPC3_luc group에 비해 유의미하게 낮은 것을 확인할 수 있었다. 이를 근거로, 면역

세포가 종양조직 내에 침윤될 때 ECM intensity의 영향을 받는 것을 확인할 수 있었다. 

인간화 마우스에서 유래한 종양조직으로 세포주와 오가노이드를 구축하여 각각이 가지

는 특징을 flow cytometry를 통해 확인해봤을 때, 종양 특이적 마커들에서 parental 

cell line과 유사한 발현을 가지는 것을 확인하였고, 계대가 진행됨에 따라 그 특성이 계

속 유지되는 것을 확인할 수 있었다. 특히나 인간화 마우스의 종양조직에서 구축한 세포

주와 오가노이드의 경우 Programmed death-ligand 1 (PD-L1)의 발현 값이 parental 

cell line에 비해 줄어든 것을 확인하였다. 

 

Keywords: Pancreatic cancer, Humanized mouse, Orthotopic model, KRAS mutation, 

Organoid 
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PART II 

앞서 동소이식 인간화 마우스가 췌장암 환자들이 가지는 종양미세환경의 특징을 반영

할 수 있다는 것을 확인하였고, 이 모델이 면역항암제 후보약물들의 효과를 평가하기 위

한 전임상 모델로서 활용이 가능하다는 것을 검증하기 위해서 추가 실험을 진행하였다. 

CD34+HSCs 기반 인간화 마우스에서 구축한 BxPC3_luc 모델의 종양 조직과 인간 

췌장암조직의 유사성을 확인하기 위해서 단일 세포 RNA 시퀀싱을 진행하였다. 각 조직

에 침윤된 세포에서 mRNA 발현 수준에 대한 분석을 진행하였고, 동일한 마커들을 발현

하는 세포들의 클러스터들을 확인했을 때, 인간 종양조직과 인간화 마우스 종양조직의 

단일세포 분포의 특징이 유사함을 확인할 수 있었다. 

인간의 종양미세환경을 잘 반영하는 인간화마우스에서 면역항암제의 효능을 평가하기 

위해 anti-PD-1 항체를 주 5회 복강으로 주입하였다. IVIS 촬영을 통해 주 1회 종양의 

성장을 비교하였고, 이후 종양 무게를 측정했을 때 anti-PD-1 항체 투여 그룹에서 종

양의 성장과 무게가 control 그룹보다 다소 낮은 것을 확인할 순 있었지만 유의미한 차

이는 확인할 수 없었다. 

추가적으로 인간화마우스의 혈액과 종양조직에서 인간 면역세포의 분포를 확인하기 위

해서 유세포분석을 진행하였다. 그 결과 anti-PD-1 항체 투여군에서 hCD45(+) 

CD11b(+) Myeloid 세포가 증가하였고, hCD45(+) CD3(+) T 세포는 감소하였다.  

그리고 혈액과 종양조직에서 hCD3(+)CD8(+) T 세포의 PD-1 발현이 감소한 것을 

확인하였고, anti-PD-1 antibody 투여군에서 hCD3(+)FoxP3(+) T 세포의 비율과 활

성화가 control 그룹에 비해 감소된 것을 확인할 수 있었다. 

 이러한 분석을 통해, 인간화마우스 기반의 췌장암 종양 모델이 면역 항암제 후보물질들

의 유효성 평가와 세밀한 면역 분석을 진행하기에 적절한 모델임을 확인하였다.  

 

Keywords: Pancreatic cancer, Humanized mouse, Orthotopic model, Immunotherapy 
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Introduction 

 

췌장암은 국소적으로 많이 진행되거나 전이가 일어나기 전까지는 특별한 증상이 없기 

때문에 [1], 증상이 나타나게 되면 수술로는 완전한 치료가 불가능하다. 이렇듯, 췌장암

은 늦은 진단으로 인한 예후가 좋지 않은 암으로 알려져 있는데, 췌장암이 발생하는 원

인 중 KRAS mutation가 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다 [2].  

2021년 국가 암 등록 통계 데이터에서 췌장암은 10대 암중 8번째로 다른 암 종에 비

해 발생률이 낮을 뿐 아니라 사망률도 낮은 것을 확인할 수 있다. 하지만 주요 암 5년 

생존율 추이 데이터에서 췌장암 환자의 생존율이 꾸준히 증가했는데 [3], 이는 조기 발

견으로 인한 치료의 결과이며 췌장암 치료제 개발에 대한 연구가 늘어나고 있음 또한 시

사한다 [4]. 

췌장암을 치료하는데 사용되는 치료 전략은 수술, 방사선 치료, 항암화학요법, 그리고 

표적 항암제 등이 있다. 그 중에서도 항암화학요법이 주로 사용되고 있는데, 췌장암 세

포가 다양한 매커니즘을 통해서 약물에 대한 저항성을 가질 수 있기 때문에 항암화학요

법 시 병용 투여를 진행하는 경우가 많다 [5]. 

일반적으로 췌장암 치료에 사용되는 항암제는 부작용을 유발할 수 있는데 이를 개선하

고자 면역세포 활성에 초점을 맞춘 면역 항암제 관련 치료제들의 개발이 증가하고 있고 

[6], 이러한 후보 물질의 치료효과를 스크리닝하기 위해서는 적절한 전임상 모델이 필요

하다.  

암 연구에 사용되는 전임상 모델은 인간 유래 췌장암 세포 이식 시, 이식편 거부반응

을 피하기 위해서 주로 면역이 결핍된 마우스인 누드 마우스나 SCID 마우스 등을 사용

한다. 이 마우스들은 암 형성이 잘 된다는 장점을 가지고 있지만 [7], 인간의 면역반응

을 반영할 수 없다는 단점을 가지고 있기 때문에 면역세포의 활성화에 초점을 맞춘 면역
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항암제의 효능을 평가하기 위한 [8] 모델로는 사용이 불가능하다는 한계점을 가지고 있

다. 이러한 한계점을 극복하고자 인간의 면역시스템을 잘 반영할 수 있는 인간 면역세포

를 가지는 마우스 모델이 개발이 되었는데, 이 모델이 바로 인간화 마우스 모델이다. 

인간화 마우스 모델은 이식하는 인간 면역세포의 종류나 이식 방법에 따라서 여러가지 

카테고리로 나뉘게 되는데, 인간의 peripheral blood mononuclear cell (PBMCs)을 이식

하여 제작된 Hu-PBL 모델, 방사선 조사로 마우스의 골수 기능을 떨어뜨린 후 인간의 

hematopoietic stem cells (HSCs)를 이식하여 제작된 Hu-SRC 모델, 마찬가지로 방사

선 조사 후 HSCs를 이식하고, 인간 태아의 골수와 흉선, 간 조직을 마우스의 신장 피막

에 이식하여 제작된 Hu-BLT 모델 등이 있다 [9-12].   

본 연구에 사용한 마우스 모델은 human hematopoietic stem cells (HSCs)을 이식하

여 제작된 CD34+ HSCs NSG 마우스 모델이다. 이 마우스 모델은 HSCs를 이식하여 제

작되었기 때문에 세포 분화까지 시간이 오래 걸리고, 성공률의 차이가 크다는 단점이 있

지만, 다양한 면역세포로 분화가 가능하고 다른 방법들보다도 제작이 쉽다는 장점과 장

기간동안 면역반응 관찰이 가능하다는 장점이 있다 [13]. 

이러한 장점을 가진 CD34+ HSCs 인간화 마우스 모델을 사용하여, 인간의 종양미세환

경을 잘 반영하는지, 그리고 췌장암에서 면역항암제의 효능을 평가하기에 적합한 모델로 

사용이 가능한지를 확인하는 연구를 진행하였다.
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Methods and Materials 

 

1. Luminescence 발현 췌장암 세포주 구축 

 

AsPC1 와 BxPC3 췌장암 세포주는 각각 KCLB (Seoul, Korea)와 ATCC (Manassas, 

VA, USA)에서 구입하였고, 두 세포주 모두 RPMI-1640에 10% fetal bovine serum 

(FBS)와 1% antibiotic/antimycotic solution을 첨가한 배지를 사용하여 세포주 계대를 

진행하였다.  

동소이식 모델에서 luminescence 발현을 통해 종양성장을 확인하기 위해서 AsPC1와 

BxPC3 세포주에 luciferase와 puromycin의 저항성을 가지는 유전자를 포함하는 

plasmid DNA를 도입하였고, 이후 계대를 진행할 때 배지에 1μg/mL puromycin를 첨

가하여 유전자가 도입된 세포만 선택하는 과정을 거쳤다. 유전자가 도입된 세포들만 선

택하는 과정이 끝나고, luciferase가 도입된 세포들이 특성을 잃지 않고 안정적으로 계대

가 진행되고 있었는지 확인하기 위해서, 동소이식 모델을 제작하기 전에 luminescence 

발현을 확인하였다. Luciferase가 도입된 두 세포주를 96 well plate에 seeding하여 그 

다음날에 D-luciferin을 처리한 후, VICTOR3TM(PerkinElmer)를 사용하여 

luminescence 발현을 확인하였다. 

 

2. 인간화 마우스를 이용한 췌장암 동소이식모델 제작 

 

인간화 마우스는 Jackson Laboratory (Farmington, CT, USA)와 Jabio (Suwon, 

Korea)에서 구입하였는데, 각각 NSG™ (NOD.Cg-Prkdcscid Il2rgtm1Wj)와 NOD- 

Prkdcem1Baek Il2rgem1Baek mice 종을 기반으로 제작되었다. 회사에서 공개된 프로토콜에 

따르면 인간화 마우스는 3-4주령 암컷 마우스에 방사선 조사를 하여 골수의 기능을 저

하시켰고, 그 이후 intravenous (I.V) 방법으로 human CD34+ hematopoietic stem 
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cells (HSCs)를 1x10^5 cells/mouse씩 마우스에 주입하였다. HSCs 이식 10주차에 

Flow Cytometry (유세포 분석)을 진행하여 마우스 혈액 내 hCD45(+) 세포의 비율이 

25% 이상인 마우스들을 선별하여 공급하였다. 췌장암 동소이식모델 제작 시, 동물 케어

와 실험 프로토콜은 Asan Medical Center (Permit no. 2021-12-292) 승인을 받고 진

행하였고, 실험은 국가와 기관 규정의 가이드라인에 따라서 수행하였다. 

췌장암 인간화 마우스 모델을 제작하기 위해서 21주령 인간화 마우스의 췌장에 췌장

암 세포주 AsPC1_luc와 BxPC3_luc를 한 마리당 2x10^6 cells/50μl씩 이식하였다. 

Luciferase가 도입된 췌장암 세포주는 Matrigel® (Corning, NY, USA)과 1:1로 혼합해

서 인간화 마우스의 췌장에 이식되었고, isoflurane을 사용하여 전신 마취 후 진행되었다. 

 

3. In vivo imaging system (IVIS)와 positron emission tomography(PET) /magnetic 

resonance(MR)을 이용하여 종양성장 확인 

 

췌장암 세포주 이식 3주후, 동소 이식한 종양세포의 성장을 확인하기 위해서 IVIS와 

PET/MR 촬영을 진행하였다. IVIS 촬영은 주 1회 진행하였고, 촬영 전 D-luciferin 

(Abcam, Cambridge, MA, USA)을 150mg/kg의 용량으로 마우스의 Intraperitonea 

l(I.P)로 주입하여 IVIS spectrum imaging system (Perkin Elmer, Norwalk, CT, USA)

으로 bioluminescence 발현을 측정하였다. 

종양 성장확인은 nanoScan PET/MRI system (1T, Mediso, Buda pest Hungary)을 

사용하여 촬영된 PET/MR 이미징을 통해서도 측정되었다. 마우스는 100% O2에 용해된 

1.5% isoflurane으로 마취하였고, flurodioxyglucose (FDG, 9.6± 1.1 MBq in 0.2 mL)

를 tail vein을 통해 주입하였다. 

FDG uptake 동안 T1-weighted gradient-echo (GRE) 3D sequence (TR = 25 ms, 

TEeff = 3.4, FOV = 64 mm, matrix = 220 × 220)를 사용하여 전신 MR영상을 확보하
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였다. 그 이후 MRI field 내에서 단일 시퀀스로 10분동안 1-5개 일치하는 정적인 PET 

이미지를 확보하였다. 촬영을 진행하는 동안 animal bed (Multicell, Mediso)에서 공기를 

가열하여 체온을 유지할 수 있도록 하였고, 호흡유도를 위해서 압력감지 패드를 사용하

였다. PET 이미지는 Tera-Tomo 3D (Mediso)를 사용하여 보정하였고, InterView 

Fusion (Mediso)을 사용하여 보정한 이미지를 종양과 근접한 조직 내에서 중점을 둔 부

분의 3D 부피(VOIs, 2-mm diameter spheres)를 측정하였다. 

각 VOI 부분의 표준 uptake 값의 평균(SUVmean)은 다음 공식을 사용하여 계산되었

다. SUVmean = (tumor radioactivity in the tumor volume of interest with the unit of 

Bq/cc × body weight (g)) divided by injected radioactivity. 

 

4. 유세포분석(Flow cytometry)  

 

 췌장암 동소이식 모델의 peripheral blood mononuclear cells(PBMCs)와 종양 조직에

서 인간 면역세포의 아형을 정량화하기 위해 유세포분석을 진행하였다. 

PBMCs를 샘플링하기 위해서 RBC lysis buffer를 혈액 샘플에 넣어 5분동안 실온에서 

반응시킨 후 staining을 진행하였고, 종양조직은 단일세포를 분리하기 위해서 조직을 

1-2mm로 작게 자른 후 collagenase /dispase를 넣고 37℃에서 1시간동안 반응시켰다. 

그 후 collagenase/dispase의 분해작용을 멈추기 위해서 FBS가 들어간 배지를 넣은 후 

원심분리 (450xg)를 5분동안 진행했다. 그 이후 DNase+TrypLE를 넣고 37℃에서 10

분 동안 반응시킨 후 앞과 동일하게 FBS가 들어간 배지를 넣어 중화를 시킨 후 원심분

리 (450xg)를 5분동안 진행하였다. Cell pellet은 70μm cell strainer에서 걸러주고 

Phosphate-buffered saline (PBS)를 사용하여 debris를 제거하였다. 

 이후 유세포분석을 위한 항체 염색을 진행하였다. Dead cell 염색을 위해서   Fixable 

Viability Dye eFluor® 506 (eBioscience, San Diego, CA, USA)를 사용하여 4℃에서 

30분동안 반응시켰다. 그리고 FcR blocking reagents (Miltenyi Biotec, Auburn, CA, 
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USA) 와 surface marker를 검출하기 위해 primary 항체를 염색하였다.  

유세포분석에 사용된 항체: anti- human CD45-PerCP /Cy5.5 (clone: 2D1, 

Biolegend), anti-human CD3-Alexa647 (HIT3a, Biolegend), anti-human CD19-

FITC (4G7, Biolegend), anti-human CD56-PE (5.1H11, Biolegend), anti-

human/mouse CD11b-PE/Cy7 (M1/70, Biolegend), anti-mouse CD45 (30- F11, 

Biolegend), anti-human EpCAM-APC/Cy7 (9C4, Biolegend), anti-human CD44-

BV421 (clone:BJ18, Biolegend), and anti-human PD-L1-PE (29E2A3, Biolegend), 

anti-human a-SMA-APC (IC1420, R&D), anti-human vimentin-APC (IC2105, 

R&D), anti-human pan-CK-FITC (CAM5.2, BD), 그리고 anti-Ki-67-eFluor® 450 

(SolA15, invitrogen). 

Intracellular staining을 하기 위해서 surface marker를 염색한 후 FoxP3 

/Transcription Factor Staining Buffer Set (eBioscienceTM)를 사용하여 fixation과 

permeabilized를 진행하였다. 데이터는 BD FACSCanto™ II flow cytometer (BD 

Biosciences)를 사용하여 확보하였고, 확보한 데이터는 FlowJo software (Tree Star, 

Ashland, OR, USA)로 분석을 진행하였다. 

 

5. 종양조직 hematoxylin and eosin (H&E) 그리고 immunohistochemistry (IHC) 

 

조직학 분석을 위해서, 종양 조직은 4% paraformaldehyde (PFA)에 고정시켰고, 파

라핀 블록을 제작하여 10μm 절편으로 잘라낸 다음 섹션을 탈파라핀화하고 일반적인 

절차에 따라 H&E와 Masson’s trichrome (MT) 염색을 진행하였다. 또한 제조사의 설

명에 따라 BenchMark XT automated immunostaining device (Ventana Medical 

Systems, Tucson, AZ, USA)에서 OptiView DAB IHC Detection Kit를 사용하여 포르

말린 고정, 파라핀이 내장된 섹션을 면역 염색하였다. 
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IHC에 사용한 항체: anti-CD45 (1:1600, mouse monoclonal, clone 2B11 +PD7/26, 

Catalog No. M0701, Dako), anti-CD3 (1:100, rabbit polyclonal, clone POLY, Catalog 

No. A0452, Dako), anti-CD19 (1:100, mouse monoclonal, clone MRQ-36, Catalog 

No. 119M-16, Cell Marque), 그리고 anti-CD56 (1:250, rabbit monoclonal, clone 

MRQ-42, Catalog No. 156R-96, Cell Marque). 

 

6. 종양 조직 유래 세포주 및 오가노이드 구축 

 

췌장암 종양조직 유래 세포주를 구축하기 위해서, 췌장암 인간화 마우스 모델의 종양 

조직을 앞서 유세포분석시에 진행했던 방법대로 단일세포로 분리하였고, 10% FBS와 1% 

항생제/항진균제 혼합물 (Gibco, Grand Island, NY, USA)이 첨가된 RPMI1640 배지

(Welgene, Daegu, Korea)를 사용하여 배양하였고, 0.25% Trypsin-EDTA (Gibco, 

Grand Island, NY, USA)를 사용하여 계대를 진행하였다. 

오가노이드는 인간화마우스의 췌장 종양조직에서 분리해 낸 단일세포 2.5 ×10^4 세

포들을 Cultrex® Reduced Growth Factor BME (R&D Systems)에 섞어서 low 

attached Cellstar® 48-well plates (Greiner Bio-one, Monroe, NC, USA)에 well당 

20μl씩 seeding 하였다. 그 다음 오가노이드를 seeding한 플레이트를 거꾸로 뒤집어서 

37℃ 인큐베이터에서 30분동안 BME를 굳힌 후, 오가노이드 배양 배지를 각 well에 첨

가하였다. 오가노이드 계대를 위해서 각 well의 배지를 제거한 후, BME를 1% bovine 

serum albumin (BSA)으로 코팅된 tube에 옮겼다. 원심분리 후 상층액을 제거하고 오가

노이드 pellet을 clod PBS로 wash하고, 4℃에서 3분동안 원심분리를 진행한 후, 상층액

을 다시 제거하고 Cultrex® Organoid Harvesting Solution (R&D Systems)를 넣고 ice

에 30분동안 반응시킨다. 그 후 남아있는 BME를 제거하기 위해서 PBS로 wash를 해준

다. 

분리된 세포는 구축 진행시 사용한 방법과 동일하게 seeding 하여 계대를 완료하였고, 
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구축한 오가노이드에서 luminescence 발현을 확인하기 위해서 오가노이드에 D-

luciferin을 처리한 후 VICTOR3™ instrument (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA)를 

사용하여 측정하였다. 

 

7. 췌장암 환자 종양조직과 인간화마우스의 췌장암 종양 조직에서 단일세포 RNA 시퀀

싱 분석 진행  

 

췌장암 환자 종양조직(N=2)과 인간화 마우스의 췌장암 종양조직(N=2)에서 단일세포

를 분리하여 단일세포 RNA 시퀀싱 분석을 진행하였다. Cellranger(7.0.1 버전)을 사용

하여 alignment, filtering, barcode counting, 그리고 UMI counting 등과 같은 데이터를 

확보하였고, 확보한 데이터는 seurat 패키지(5.0.3 버전)를 이용하여 분석을 진행하였다.  

먼저 각 그룹별로 확보한 데이터들을 합친 후 quality control 테스트를 진행하여 단일

세포가 아니거나, 손상이 있는 세포들을 nCount 값과 nFeature 값 그리고 percen.mt 

값을 조정하여 분석에서 제외시켰다. 그 후 principal component analysis (PCA)를 사

용하여 정규화시킨 데이터의 차원을 축소시켰고, harmony를 진행하여 integration된 데

이터들은 UMAP에 나타내어 각 cluster별로 cell annotation을 진행하였다. 

 

8. 췌장암 인간화 마우스 모델에 anti-PD-1 항체 투여 

 

앞서 제작한 췌장암 인간화 마우스 모델에서 anti-PD-1 항체를 투여했을 때, 항종양

효과를 확인하기위해서 anti-PD-1 항체(Bio x cell, Cat#BE0188)를 주 5회, 총 14회 

intraperitoneal(I.P)로 투여하였다. 1회차는 5mg/kg의 용량으로 투여하였고 나머지 13

회는 10mg/kg로 투여 진행하였다.
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Results 

 

PART I 

1.  인간화 마우스를 사용하여 췌장암 동소이식 모델 제작 

 

본 연구에서는 인간화마우스를 이용하여 동소이식 모델 제작을 통해, 유전자 돌연변이

에 따른 종양미세환경을 인간화마우스가 반영할 수 있는지 확인하기 위해서 KRAS wild 

type인 BxPC3 세포주와 KRAS G12D 변이를 가지는 AsPC1 세포주를 인간화 마우스

의 췌장에 이식하여 모델을 제작하였다(Fig 1A). 동소이식 모델의 특성상, 종양의 위치

나 크기를 외관상으로 확인하기 어렵기 때문에 종양 세포주에 luciferase를 도입한 세포

주를 사용하여 비침습적인 영상 방법 (IVIS, PET-MR)을 사용하여, 종양의 발생과 성

장을 확인하였다.  

인간화 마우스에 췌장암 암세포를 이식한 후, In Vivo Imaging System (IVIS)와 

Positron Emission Tomography- Magnetic Resonance (PET-MR) 촬영을 진행하였

고, 종양세포를 심지 않은 일반 인간화 마우스와 비교하였을 때, 췌장암 동소이식 모델

에서 region of interest (ROI) 값이 높게 나타났으며(Fig 1B, C), PET-MR 결과 또한 

standardized uptake values(SUV) mean 값이 췌장암 동소이식 모델의 췌장에서 높게 

나타난 것을 확인할 수 있었다(Fig 1D). 

그리고 구축된 종양조직이 췌장암의 종양학적 특징을 반영하는지 확인하기 위해서, 종

양 조직에서 Hematoxylin and Eosin(H&E) 염색과 Masson’s Trichrome(MT) 염색을 

통해 췌장암의 종양학적특징을 확인하였다(Fig. 1E). 

 

 

 



10 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1. CD34+ HSCs 기반 인간화 마우스를 이용하여 췌장암 동소이식 모델 제작 

 

(A) 인간화 마우스를 이용하여 췌장암 동소이식 모델을 제작하는 과정; (B, C) 암세포 

이식 후 28일차에 D-luciferin (150mg/kg)를 복강 내 주입하여 IVIS 촬영 진행

A 

B 

C 
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Figure 1. CD34+ HSCs 기반 인간화 마우스를 이용하여 췌장암 동소이식 모델 제작 

  

(C) PET_MR 촬영을 진행하여 인간화 마우스를 이용하여 제작한 췌장암 동소이식 모델

의 췌장부위의 metabolic activity를 확인; (D) 종양 조직(왼쪽), H&E 염색 결과 이미지

(중간), 그리고 MT염색 결과 이미지(오른쪽);  

(H&E와 MT염색 이미지 scale bar = 100μm)  

  

D 

E 
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2. 췌장암 동소이식 모델인 인간화 마우스에서 인간 면역세포의 분포 확인 

 

우리가 구축한 인간화 마우스 기반의 췌장암 동소이식 모델이 인간 면역세포를 가지고 

있는지 확인하기 위해서 마우스의 혈액을 채취하여 인간 면역세포 프로파일링을 진행하

였다. 

NSG 마우스와 인간화 마우스를 사용하여 제작한 췌장암 동소이식 모델의 혈액에서 

유세포분석을 통해 비교한 결과, 인간화 마우스의 혈액에서만 human CD45(hCD45)(+) 

세포가 존재하는 것을 확인할 수 있었다(Fig 2A, B).  

또한, 이식한 두가지 췌장암 세포주 그룹 간의 인간 면역세포 비율의 차이를 비교하기 

위해서 BxPC3_luc 그룹과 AsPC1_luc 그룹의 hCD45(+) 세포의 비율을 비교했을 때, 

상대적으로 AsPC1_luc 그룹에서 hCD45(+) 세포가 인간화 마우스의 혈액에 많이 존재

하고 있음을 확인하였다(Fig 2A, B). 

그리고, hCD45(+) 세포들의 하위 면역세포의 분포를 확인하기 위해서 여러 면역세포

의 마커(CD3, CD19, CD56, CD11b)들을 확인했을 때, BxPC3_luc 그룹과 AsPC1_luc 

그룹 모두 인간화 마우스 혈액 내에 인간 면역세포가 다양하게 분포하고 있음을 확인할 

수 있었고, 특히 AsPC1_luc 그룹의 혈액에서 CD3(+) T세포의 분포가 BxPC3_luc 그

룹에 비해 높았다(Fig 2C). 

인간화 마우스의 혈액 내에 존재하는 인간 면역세포가 종양조직 내에도 존재하는지 확

인하기 위해서, 인간화 마우스의 종양조직을 확보하여 유세포분석을 진행하였다. 그 결

과 혈액과 유사하게 AsPC1_luc 그룹에서 침윤된 hCD45(+) 세포의 비율이 

BxPC3_luc 그룹에 비해 높은 것을 확인할 수 있었고(Fig 3A, B) 침투한 hCD45(+) 세

포 중에서도 CD3(+) T세포와 CD11b(+) Myeloid 세포가 AsPC1_luc 그룹의 종양조직

에 유의미하게 많이 존재하였다(Fig 3C). 

또한, 인간 면역세포가 종양조직 내에 상대적으로 적게 침윤 되어있는 BxPC3_luc 그

룹의 종양 조직에서, Ep-CAM(+) 종양 세포의 비율이 유의미하게 증가 되어있는 것을 
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확인할 수 있었다(Fig 3B). 
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Figure 2. 췌장암 동소이식모델의 peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)에서 인

간 면역세포 아형별 분포 확인 

 

(A, B) NSG 와 humanized NSG mice를 이용하여 구축한 췌장암 동소이식 모델의 

PBMCs에서 hCD45(+) 세포와 mCD45(+) 세포 분포 확인; (C) hCD45(+) 세포의 하

위 집단 면역세포(hCD45(+)CD3(+), hCD45(+)CD19(+), hCD45(+)CD56(+), 그리

고 hCD45(+) CD11b(+))의 비율을 확인 

 

 

 

A 

C 

B 
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Figure 3. 췌장암 동소이식모델의 종양조직에서 종양 세포와 인간 면역세포 아형별 분포 

확인 

  

(A, B) 인간화 마우스를 이용하여 제작한 췌장암 동소이식 모델의 종양조직 내에 존재

하는 Ep-CAM(+) 세포와 조직 내로 침윤된 hCD45(+) 세포의 그룹별 분포 확인; (C) 

종양 조직 내 침투한 hCD45(+) 세포의 하위집단 분포 확인; 

(* : p-value < 0.05; ** : p-value < 0.005; *** : p-value < 0.001)

A B 

C 
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3. Extracellular matrix (ECM)과 종양조직 내 침윤한 면역세포와의 관계 

  

앞선 유세포분석 결과에서 혈액과 종양조직 내에 존재하는 인간 면역세포의 비율이 

AsPC1_luc 그룹에서 높은 것을 확인할 수 있었다. 추가적으로 면역조직화학

(Immunohistochemistry) 염색을 통해 유세포분석 결과와 비슷한 경향을 보이는지 확

인하였다. 면역조직화학 염색을 진행했던 면역세포 마커들은 LCA(hCD45), CD3, CD19, 

그리고 CD56이고, 그 중 LCA(hCD45)(+) 부분과 CD56(+) 부분이 AsPC1_luc 그룹

에서 유의미하게 많은 부분을 차지하고 있다는 것을 확인할 수 있었다 (Fig 4A, B). 

유세포분석 결과와 면역조직화학 염색을 통해, AsPC1_luc 그룹에서 인간 면역세포의 

비율이 높은 것을 확인하였는데, 이러한 경향이 췌장암 종양 미세환경 내에 존재하는 

extracellular matrix (ECM)와 연관성이 있는지 확인하기 위해서 Masson’s 

trichrome(MT) 염색을 진행하였다. 

MT 염색 분석 이후, ECM intensity에 따라 sparse와 intermediate 그리고 dense 부

분으로 나누어 부분별로 분포를 분석하였고(Fig 4C), AsPC1_luc group에서 전체 ECM 

부분과, ECM-dense 부분이 BxPC3_luc 그룹에 비해 유의미하게 낮은 비율로 존재한다

는 것을 알 수 있었다(Fig 4D, E). 종양조직 내로 침윤되는 인간 면역세포의 비율이 높

았던 AsPC1_luc 그룹에서 ECM의 구성 부분이 낮은 결과로 미루어보아 AsPC1_luc 그

룹에서 인간 면역세포의 비율과 ECM 구성이 서로 음의 상관관계를 가지는 것을 확인할 

수 있었다. 
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Figure 4. 종양 조직의 Extracellular matrix (ECM) 분포와 조직내 침윤된 면역세포 사

이의 상관 관계 확인 

  

(A) hCD45, hCD3, hCD19, hCD56에 대한 면역조직화학(IHC) 염색 결과 대표 이미지

(scale bar=100μm); (B) HALO platform을 이용하여 염색된 부분을 정량한 결과; (C) 

ECM intensity에 따른 대표 이미지; sparse (①, mean density ~0.173), intermediate 

(②, ~0.395), 그리고 dense-ECM (③, ~0.748); (E) ECM intensity별 영역 비교 그래

프; (* : p-value < 0.05; ** : p-value < 0.005)

E 
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4. 인간화 마우스모델의 췌장암 종양조직 유래 세포주 및 오가노이드 특성 분석 

  

인간화 마우스 기반 췌장암 동소이식 모델의 췌장암 조직을 통해, 세포주(Fig 5A)와 오

가노이드를 구축하여 종양학적 특성을 분석하였다. AsPC1_luc 그룹의 종양조직에서 구

축한 오가노이드는 spheroid 형태의 구조를 가지고 있었고(Fig 5B), H&E 염색을 통해

서 종양세포로 이루어진 췌장암 오가노이드임을 확인하였다(Fig 5C). 또한 인간화 마우

스에 이식했던 세포주의 luciferase가 구축된 오가노이드에서도 동일하게 luminescence 

발현됨을 확인할 수 있었다(Fig 5D). 

구축한 세포주(Xenograft derived Cell, XC)와 오가노이드(Xenograft derived 

Organoid, XO)의 특성을 분석하기 위해서 유세포분석을 진행하여 종양세포와 관련된 여

러 단백질 마커들(Pan-CK, Ep-CAM, CD44, Vimentin, a-SMA, Ki-67, 그리고 PD-

L1)을 확인하였다. 결과적으로 XC와 XO에서 관련 마커들이 parental cell과 유사하게 

발현하는 것을 확인할 수 있었고, 그 중에서 PD-L1 발현은 parental cell에 비해 낮은 

발현을 보이는 것을 확인하였다(Fig 6A, B, C). 
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Figure 5. 췌장암 동소이식 모델 종양 조직 유래의 세포주 및 오가노이드 구축 

 

(A) 췌장암 동소이식모델에서 확보한 종양 조직을 이용하여 구축한 세포주 이미지

(scale bar=50μm)와 오가노이드 이미지(scale bar=10μm); (C) 오가노이드 H&E 염

색 사진; (D) 구축한 오가노이드의 luminescence 발현을 확인 결과

A 

B C 

D 
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Figure 6. 췌장암 종양 조직 유래 세포주 및 오가노이드에서 종양 관련 마커 변화 확인 

 

(A, B) Parental cell과 인간화 마우스 종양조직 기반 세포주에서 종양세포 관련 마커 발

현 확인(gray line: isotype, blue line: BxPC3_luc 그룹 종양조직 내 target marker, red 

line: AsPC1_luc 종양조직 내 target marker); 

(C) AsPC1_luc 그룹의 종양조직으로 구축한 오가노이드에서 마커의 발현 확인 

A 

B 

C 
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PART II 

 

1. 췌장암 동소이식 인간화마우스 모델과 인간의 종양미세환경 비교 

 

앞서 구축한 인간화마우스 기반의 췌장암 모델이, 췌장 종양 조직의 종양미세환경을 

유사하게 반영할 수 있는지를 확인하기 위하여, 종양 조직을 통한 single cell RNA seq 

분석을 진행하였다. 먼저, CD34+ hematopoietic stem cells (HSCs) 인간화 마우스 모

델의 췌장에 luciferase가 도입된 췌장암 세포주 BxPC3_luc 세포를 이식하여 췌장암 

동소이식 모델을 구축하였다. 그리고, 췌장암 환자의 종양 조직도 확보하여, 각 조직들을 

단일세포로 분리 한 후, 세포의 생존률을 위해 dead cell removal(DCR)를 진행하였고, 

DCR을 진행한 세포들을 대상으로 단일세포 RNA 시퀀싱 분석을 진행하였다.  

췌장암 환자와 췌장암 동소이식모델의 종양미세환경을 분석했을 때, 인간화 마우스의 

종양조직 내에 다양한 인간 면역세포들이 분포하고 있는 것을 확인할 수 있었다. 췌장암 

환자의 종양조직에는 T세포의 여러 하위집단이 존재하고 있을 뿐 아니라 선천면역에 관

여하는 Neutrophil이나 Macrophage 그리고 Dendritic cell과 같은 면역세포들, 그리고 

섬유아세포가 존재하는 것을 확인하였고(Fig 1A), 인간화 마우스에서도 췌장암 환자와 

유사하게 인간 면역세포 및 종양 관련 세포들이 다양하게 존재하고 있음을 확인할 수 있

었다(Fig 1B).  
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Figure 1. 단일세포 RNA 시퀀싱 분석을 이용한 췌장암 종양 조직과 췌장암 인간화 마

우스 기반의 췌장 종양 조직의 유사성 

 

(A) 췌장암 환자의 종양 조직과 (B) 인간화 마우스를 이용한 췌장암 모델의 종양조직 

단일세포 RNA 분석을 진행하여 각 cluster별 세포 마커 발현 확인

A 

B 



24 

2. anti-PD-1 항체 처리 후 췌장암 동소이식 인간화마우스 모델의 종양 치료효과 확인 

 

앞서 우리가 제작한 췌장암 동소이식 모델이 인간의 종양 조직과 유사한 종양미세환경

을 가진다는 것을 확인할 수 있었기에, anti-PD-1 항체의 종양치료 효과를 확인하는 

실험을 추가적으로 진행하였다. 특히 BxPC3 세포주는 다른 췌장암 세포주들보다 

Programmed Death Ligand 1(PD-L1)의 발현이 높은 것으로 알려져 있기에 [14], 

anti-Programmed cell Death protein 1(PD-1)의 효과를 검증하는데 적합한 모델로 판

단하였다. 

BxPC3_luc 종양세포를 이식한 후 5일차에 IVIS를 촬영하여 종양의 형성 유무와 위

치를 확인하였고, 실험군에 anti-PD-1 항체를 주 5회 복강으로 주입하였다. anti-PD-

1 항체 14차 주입 이후 종양조직을 확보하여 무게를 측정하였는데, anti-PD-1 항체 투

여군에서 IVIS total flux 값과 종양 조직 무게가 조금 낮긴 했지만 통계적으로 유의미하

진 않았다(Fig 2B, C). 

 

3. anti-PD-1 항체 처리 후 췌장암 동소이식 인간화마우스 모델의 면역세포 하위집단

의 분포 변화 확인 

 

anti-PD-1 항체 투여 유무에 따라 인간 면역세포 분포의 변화를 확인하기 위해 주 

1회 안와 채혈을 진행하여 인간화 마우스의 PBMCs에서 유세포분석을 진행하였다(Fig 

3A). 분석결과 anti-PD-1 항체 투여군과 control 그룹에서 전체 Hu_CD45(+) 세포

는 감소, Ms_CD45(+) 세포는 증가하는 경향을 보였다. 두 그룹 모두Hu_CD45(+) 세

포 중에서도 CD19(+) B 세포는 감소하는 경향을 보였고(Fig 3E), CD3(+) T 세포와 

CD56(+) NK 세포, 그리고 CD11b(+) Myeloid 세포는 증가하는 경향을 보였다(Fig 

3D, F, G). 특히 anti-PD-1 항체 투여군에서는 투여 차수가 진행됨에 따라서 

CD11b(+) Myeloid 세포의 비율이 control 그룹과 비교하여 유의미하게 증가한 것을 
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확인할 수 있었다(Fig 3G). 

anti-PD-1 항체 14차 투여 이후 마우스 희생을 진행하여 투여 마지막 시점의 혈액

과 종양조직을 확보하였고, 췌장암 동소이식 모델에 존재하는 인간 면역세포의 하위집단 

비율을 추가적으로 확인하였다. anti-PD-1 항체 투여군의 혈액과 종양조직에서 

CD11b(+) 세포가 control 그룹에 비해 유의미하게 많이 분포하고 있는 것을 확인하였

고, CD3(+) T 세포는 항체 투여군에서 적게 분포되어 있는 것을 확인할 수 있었다(Fig 

4A, B). 



26 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2. 인간화 마우스를 이용한 췌장암 모델에서 anti-PD-1 항체 처리 후 항 종양 

치료 효과 확인 

 

(A) anti-PD-1 항체 처리 차수별 IVIS 이미지 결과; (B) IVIS ROI 정량값 비교; (C) 

그룹별 종양 무게 비교 

 

 

 

 

 

 

 

 

A B 

C 
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Figure 3. anti-PD-1 투여 차수에 따른 혈액 내 인간 면역세포 분포의 연속적 변화  

확인 

 

(A) 면역세포 분석 gating strategy; (B-G) 췌장암 동소이식 모델의 혈액에서 anti-

PD-1 항체 처리 차수에 따른 면역세포 분포의 변화 그래프; (B) hCD45(+), (C) 

Ms_CD45(+) 세포의 분포를 확인; Hu_CD45(+) 세포에서 인간 면역세포 하위 집단 분

포 확인; (D) CD3(+) T 세포; (E) CD19(+) B 세포; (F) CD56(+) NK 세포; (G) 

CD11b(+) Myeloid 세포; (* : p-value < 0.05)

A 

B 

D 

F 

C 

E 

G 
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Figure 4. 췌장암 인간화 마우스 모델의 혈액과 종양조직에서 anti-PD-1 항체 투여 후 

면역세포 아형별 분포의 변화 확인 

 

(A) 인간화 마우스의 혈액과 (B) 종양조직에서 hCD45(+) 세포의 하위 집단의 분포 

확인; CD3(+) T 세포, CD19(+) B 세포, CD56(+) NK 세포, CD11b(+) Myeloid 세포; 

(*** : p-value < 0.001, ** : p-value < 0.005, * : p-value < 0.05) 

A 

B 
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4. anti-PD-1 antibody를 처리한 췌장암 동소이식 인간화마우스 모델에서 T cell 

subsets 변화 및 활성화 확인 

 

anti-PD-1 항체 투여 후 T 세포의 하위 집단 (세포독성 T 세포, 도움 T 세포)에서 

PD-1의 발현을 확인하기 위해서 관련 T 세포 마커(CD3, CD8, FoxP3)들을 사용하여 

유세포분석을 진행하였다.  

췌장암 동소이식 모델의 혈액과 종양조직 내 침윤된 T 세포는 세포독성 T 세포

(hCD3(+)CD8(+))와 도움 T 세포(hCD3(+)CD8(-))로 구분하여 PD-1의 발현 정도

를 확인하였다(Fig 5A, B). 결과적으로 anti-PD-1 항체 투여군의 혈액과 종양조직 내 

침윤된 hCD3(+)CD8(+) T 세포에서 PD-1 발현이 유의미하게 감소 되어있는 것을 확

인 할 수 있었다(Fig 5A).  

anti-PD-1 항체를 투여함에 따른 T 세포 하위집단의 분포의 변화와 활성화 정도를 

확인하기 위해서, 주 1회 안와 채혈을 통해 확보한 PBMCs를 사용하여 유세포분석을 진

행하였다. T 세포 하위집단의 분포는 세포독성 T 세포와 도움 T 세포 그리고 조절 T 

세포(hCD3(+)FoxP3(+))에서 확인하였고, T 세포의 활성화를 확인하기 위한 마커로 

CD44의 발현을 확인하였다. 

그 결과 anti-PD-1 항체 투여군에서 hCD3(+)FoxP3(+) 세포의 분포가 약물투여 

후 control 그룹에 비해 증가 폭이 감소하는 경향을 확인할 수 있었고, 활성화 마커의 

발현 또한 낮은 것을 확인 할 수 있었다(Fig 6C).  

앞선 결과에서 control 그룹의 혈액과 종양조직 내에 존재하는 hCD3(+) T 세포의 분

포가 anti-PD-1 항체 투여군에 비해 높았었는데(Fig 4A, B), 이는 면역관용 및 억제 

작용을 하는 T 세포 중에서도 hCD3(+)FoxP3(+) 조절 T세포의 분포가 증가한 것으

로 추정된다.  

그 외 anti-PD-1 항체 투여군에서 세포독성 T 세포나 도움 T 세포가 control 그룹

과 비교했을 때, 분포가 증가하거나 활성화 마커의 발현이 증가하는 등의 T 세포 면역
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활성의 결과는 확인할 수 없었다(Fig 6A, B). 
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Figure 5. CD3(+) T 세포 아형에서, anti-PD-1 투여에 따른 PD-1 발현 변화 확인 

 

인간화 마우스의 혈액과 종양조직 내에 존재하는 (A) hCD3(+)CD8(+) T 세포의 PD-

1 발현 확인; (B) hCD3(+)CD8(-) T 세포에서 PD-1 발현 확인;  

(* : p-value < 0.05)   

A B 
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Figure 6. anti-PD-1 항체 투여 후 T세포 하위 집단의 활성화 확인 

 

anti-PD-1 항체 처리 군과 control 그룹의 혈액에서 다양한 T 세포 하위 군에서 (A) 

hCD3(+)CD8(+) 세포 독성 T 세포 (B) hCD3(+)CD8(-) 도움 T 세포, (C) 

hCD3(+)FoxP3(+) 조절 T 세포의 분포 및 활성화 마커(CD44)의 발현 확인

A 

B 

C 
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Discussion 

 

췌장암(Pancreatic ductal adenocarcinoma, PDAC)은 KRAS, CDNK2A, p53, DPC4 

등의 유전자 변이를 기반으로 [2], 다양한 종양학적 특징들이 나타나게 되고, 이는 다

양한 항암치료제 개발을 위한 중요한 요소가 된다. 특히나 최근에는, 췌장암과 같은 난

치성 고형암을 대상으로, anti PD-1, CTLA-4 항체와 같은 면역항암제에 대한 개발을 

진행하고 있기에 [15], 인간의 면역시스템을 반영할 수 있는 비임상 모델을 구축하는 

것이 매우 중요하다. 이 연구를 통해, 췌장암 고유의 종양학적 특징을 가질 뿐 아니라, 

인간의 면역시스템이 활성화되어 있는 췌장암 특이적인 비임상 모델을 구축하여, 면역

항암제 후보들에 대한 유효성 평가를 진행할 수 있을지, 그 유용성을 검증하는 것을 목

표로 하였다. 

 

PART I 에서 CD34+ hematopoietic stem cells (HSCs)를 이식하여 만들어진 인간화 

마우스를 이용하여 췌장암 동소이식 모델 구축을 시도하였고, 구축된 췌장암 동소이식 

종양이 췌장 종양의 고유한 특징들을 나타내는지, 그리고 혈액 뿐 아니라, 종양 조직안

에까지 인간 면역세포들이 존재하는지에 대한 평가를 진행하였다. 일반적으로, 췌장 종

양은 암세포가 관구조를 이루며, 림프혈관 및 췌장 주위 연조직 또는 큰 혈관이나 인접

한 조직으로의 침범을 하는 등의 병리학적 특징을 가지고 있다 [16, 17]. 더 나아가, 다

량의 섬유아세포등의 활성을 통해 콜라겐과, 라미닌, 그리고 파이브로넥틴등의 단백질이 

침착되는 섬유조직형성 반응 (desmoplastic reaction)이 광범위하게 나타나는데, 이러한 

현상에 의해 면역세포의 비활성화와 침입이 저해되고, 다양한 항암 약물에 대한 반응성

을 저해하는 결과를 초래한다 [18]. 우리가 구축한 췌장암 동소이식 모델의 종양조직에

서, H&E 염색을 통해 변형된 관의 구조나 혈관과 인접한 조직으로 암세포가 침투해 있
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고, MT염색을 통해서 종양조직 내에서 섬유조직형성 반응이 많이 발생함을 관찰하여, 

췌장암 고유의 특징을 반영하는 모델임을 확인할 수 있었다. 

또한, 유세포분석을 통해서 혈액과 종양 조직에 CD3+, CD19+, CD56+, CD19 등, 인

간 면역세포들의 아형이 다양하게 분포하고 있음을 확인하였다. 그리고 이러한 면역세포

들의 분포는 세포외기질의 침착에 따라 저해되는, 음의 상관관계가 나타남을 확인하였다.  

앞서 진행한 혈액과 조직에서의 다양한 분석들을 통해, 췌장암 고유의 병리학적 특징이 

있으며, 인간의 면역시스템도 반영된 고유의 모델을 성공적으로 구축하였다. 

 이렇게 구축된 종양 조직을 in vitro실험에서도 활용하기 위하여, 종양 조직을 이용하여 

세포주와 오가노이드를 구축하였고, 그 특성을 분석하였다. 2D 세포주와 오가노이드를 

구축하여, 각 모델의 종양학적 특성을 분석하였고, 여러 번의 계대를 거치며, 세포실험을 

진행할 수 있는 모델을 확보할 수 있었다. 추가로, 각 모델에서 다양한 표현형 마커에 

대한 분석을 진행한 결과, PD-L1의 발현이 유의미하게 감소되어 있는 것을 확인할 수 

있었다. 이러한 결과는 인간화마우스 모델에서 구축한 세포주와 오가노이드가 면역 원성

(immunogenic)이 더욱 증가되는 특성을 가진다는 것을 알 수 있고, 이는 인간화 마우

스의 체내에서 종양이 형성되는 과정 또는 ex vivo에서 세포주를 구축하는 과정 중에 변

화가 발생했음을 추측할 수 있다. 이렇게 구축한 세포주와 오가노이드에서 PD-L1의 발

현이 낮아졌기 때문에 anti-PD-1를 투여했을 때, 항종양효과가 나타나는지 혹은 PD-

1/PD-L1 면역억제 신호전달에 관여하는 다른 리간드나 수용체가 존재하는지 확인할 

수 있는 특징적인 모델로 사용 가능할 것으로 여겨진다.  

인간화 마우스 기반으로 구축한 췌장암 동소이식모델과, 형성된 종양 조직 기반의 세포

주 및 오가노이드 모델은, 추후 면역항암제의 효능을 평가하는데 사용될 수 있는 전임상 

후보 모델로서 사용이 가능할 것으로 기대된다. 

  

PART II 에서는, 앞서 구축한 췌장암 모델이, 실제로 면역항암치료제에 대한 유효성 
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평가를 진행할 수 있을지에 대한 검증을 진행하였다. 우선, 환자 조직과 종양 조직을 대

상으로 단일세포전사체 분석을 진행하여, 각 그룹의 대표적인 세포 구성과 각 마커에서 

매우 높은 유사성을 확인하였다. 이를 통해, 모델이 췌장암 고유의 특징을 가질 뿐 아니

라, 인간 종양의 세포 구성과도 매우 흡사함을 확인하여, 실제로 인간을 대상으로 하는 

면역항암치료제의 평가를 대신할 수 있는 모델로서의 가능성을 확인하였다. 

 이러한 결과를 바탕으로, 종양환자에게 많이 사용되는 anti PD-1 면역항암제의 항종

양효과를 확인하고자 하였다. 그 결과, 종양의 크기가 줄어드는 효과를 확인할 수는 없

었지만, 동소이식모델의 혈액과 종양조직 내에 존재하는 인간 면역세포의 변화를 관찰할 

수 있었다. 특히 anti-PD-1 항체 투여군의 혈액과 종양조직에서 CD11b(+) myeloid 

세포가 유의미하게 많이 분포하고 있는 것을 확인할 수 있었고, 반대로 CD3(+) T 세포

는 control 그룹에 비해 분포가 낮은 것을 확인할 수 있었다. 특히 증가된 CD11b 마커

는 T 세포에 암 항원을 제시하는 항원제시세포(Antigen presenting cell, APC)에 많이 

존재하기 때문에 [19-21], 이러한 사실은 면역 반응이 더욱 촉진될 수 있음을 나타낸

다. 다만, CD11b 마커는 여러 면역 세포에 공통적으로 존재하기 때문에 [22-25] 실제

적으로 어떤 면역세포가 증가했는지는 대해서는 추가 분석을 통해 규명한다면, anti PD-

1 항체와 더불어 병합요법을 진행할 치료 전략 수립에 도움이 될 것이다. 

anti-PD-1 항체의 투여를 통해, 면역반응을 억제하는데 중요한 역할을 하는 PD-1 

수용체의 신호전달을 억제하면, T 세포의 분포가 증가하고 활성화가 많이 일어날 것이라 

예상했는데 [26-29] 오히려 T 세포의 분포가 감소했기 때문에 T 세포 중에서도 하위

집단의 분포를 확인하였다. 결과적으로 anti-PD-1 항체 투여군에서 

hCD3(+)FoxP3(+) 조절 T세포가 항체 투여 차수에 따라 control 그룹에 비해 분포나 

활성화의 증가폭이 감소하는 경향을 보였다. 조절 T 세포는 면역관용 및 억제 작용의 

기능을 가지고 있기 때문에, anti-PD-1 항체 투여군에서 조절 T 세포의 비율이 감소했

다는 점은 control 그룹에 비해 면역반응이 더 일어났다는 것을 의미한다.  
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항체 투여에 따른 결과들을 종합하면, 우리가 구축한 췌장암 동소이식 마우스 모델에

서 anti-PD-1 항체의 투여를 통해, 종양 크기가 감소하는 등의 치료효과를 확인할 수 

없었지만, 항원제시세포나 조절 T 세포의 증가를 통해, 종양 조직내 면역시스템이 활성

화되었음을 통해, 이러한 변화들이 종양효과에 미치는 영향들에 대한 연구를 추가로 진

행할 예정이다.  

모든 결과들을 종합해 봤을 때 CD34+ hematopoietic stem cells (HSCs)를 이식하여 

만들어진 인간화 마우스를 이용하여 구축한 췌장암 동소이식 모델은 췌장암 고유의 특징

을 가지고 있으며, 인간의 종양 조직과 세포 구성이 유사한 특징을 가지고 있으며, 또한 

면역항암제 투여를 통해, 면역시스템의 활성화등 다양한 변화를 확인할 수 있음으로, 유

효성 평가 뿐 아니라 면역세포의 아형 및 새로운 마커 등을 발견할 수 있는 유용한 모델

이 될 수 있을 것으로 판단한다. 다만, 이 모델이 가지는 한계도 확인할 수 있었다. 췌장

암 세포주를 이식한 후 인간 면역세포(hCD45(+))의 비율을 확인했을 때 hCD45(+) 

세포가 점차 감소하는 경향이 보이는 것인데, 이는 인간화 마우스 제작을 위해 주입한 

CD34+ hematopoietic stem cell이 계속 분화하면서 결국은 stemness가 소실되는 것

이 추측할 수 있는 원인중의 하나로 추정된다 [30].  

 

난치성 고형암의 대표적인 종양에 해당하는 췌장암의 경우, 새로운 면역항암제의 개발

이 시급하며, 이를 위해 췌장암 고유의 종양학적 특징과 인간 면역시스템이 활성화되어 

있는 모델이 반드시 필요하다. 본 연구를 통해, 인간화 마우스 기반의 췌장암 동소이식 

모델을 구축하고, 면역항암치료제의 효능을 평가할 수 있는 유용한 모델임을 검증하였

다. 본 연구를 통해 확보한 다양한 데이터와 추가 연구를 기반으로, 췌장암 환자에게 적

용할 다양한 면역항암제의 후보물질들을 평가할 수 있는 대안 모델이 정립될 수 있기를 

기대하고, 췌장암 환자의 생존율을 증진시킬 수 있는 획기적인 치료제 개발로 이어질 수 

있기를 희망한다.
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영 문 요 약 

 

PART I 

Pancreatic cancer almost has genetic mutations, so various oncological 

characteristics appear, which is important in developing immunotherapy drugs. To 

evaluate the efficacy of candidate immunotherapy drugs, they must be able to reflect 

not only the human immune response but also the diverse tumor microenvironment 

of patients. I constructed an orthotopic model of pancreatic cancer using humanized 

mice and confirmed they can reflect the various oncological characteristics of 

patients. 

I transplanted luciferase-transfected BxPC3_luc, a KRAS wild-type cell line, and 

luciferase-transfected AsPC1_luc, a KRAS G12D type cell line, into the pancreas of 

a humanized mouse-based on CD34+ hematopoietic stem cells (HSCs). The 

formation and location of the tumor were confirmed using the In Vivo Imaging System 

(IVIS) and Positron emission tomography magnetic resonance (PET_MR). 

When the distribution of human immune cells infiltrated the blood and tumor was 

confirmed using Flow cytometry, not only hCD45(+) cells in the blood of the 

AsPC1_luc group, but the proportion of infiltrating the tumor tissue was also higher. 

Among the human immune cells infiltrated tumor tissue in the AsPC1_luc group, 

hCD45(+)CD3(+) T cells and hCD45(+)CD11b(+) Myeloid cells significantly 

increased compared with the BxPC3_luc group. 

As a result, I observed that the AsPC1 luc group has a low overall ECM area, 

especially the ECM_dense part was also significantly lower than the BxPC3_luc group. 
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These results show the impact of ECM intensity when immune cells infiltrate to 

tumor tissue. 

I constructed the cell lines and organoids from the tumor tissue of humanized mice 

and analyzed the characteristics of established cell lines and organoids through flow 

cytometry. Tumor-specific markers expressed similarly to parental cell lines in the 

established cell line and organoid, and the characteristics were maintained as the 

passage progressed. 

However, in cell lines and organoids constructed from tumor tissues of humanized 

mice, the expression value of Programmed death-ligand 1 (PD-L1) was confirmed 

to be reduced compared to parental cell lines.
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PART II 

Previously, I confirmed that orthotopic humanized mice can reflect the 

characteristics of the tumpr microenvironment (TME) of pancreatic cancer patients, 

and conducted additional experiments to verify that this model can be used as a 

preclinical model to evaluate the effects of candidate immunotherapy drugs. 

I analyzed single-cell RNA sequencing to confirm the TME similarities between 

pancreatic cancer patients and orthotopic models in humanized mice. When analyzing 

the mRNA expression level in the infiltrating cells, the cluster of cells expressed the 

same cell markers. It was confirmed that the single-cell distribution characteristics 

of human TME and humanized mouse TME were similar. 

To evaluate the efficacy of immunotherapy in humanized mice that can reflect the 

human TME, anti-PD-1 antibody was injected intraperitoneally five times a week. 

We measured the tumor growth once a week through IVIS imaging, and it was 

confirmed that the tumor growth and tumor weight in the anti-PD-1 antibody 

treatment group were slightly lower than in the control group, but there was no 

significant difference. 

Using Flow cytometry, I analyzed the proportion of human immune cells in 

humanized mice blood and tumor tissue. In the anti-PD-1 treatment group, 

hCD45(+)CD11b(+) cells are significantly higher and hCD45(+)CD3(+) cells are 

significantly lower than control group. 

 I also observed the PD-1 expression of hCD3(+)CD8(+) T cells decreased in the 

blood and tumor tissue of the anti-PD-1 group. In the anti-PD-1 group, the 

proportion and activation marker expression of hCD3(+)FoxP3(+) T cells activation 

decreased. 
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 These results show that the pancreatic cancer orthotopic model using humanized 

mice is an appropriate model for evaluating the effectiveness of immunotherapy drug 

candidates and conducting immune response analysis. 
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