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국문요약

척수손상 백서 모델에서 신경분화 유도된 골수유래
중간엽 줄기세포의 이식에 따른 신경계 기능회복

척수손상 후 동반되는 장애는 여러 심각한 합병증을 유발하며
삶의 질의 향상에 제한요소가 된다.    척수손상 후 효과적인 기능
회복을 위하여,여러 방면으로 다양한 연구들이 시도되어 왔으
며,최근에는 줄기세포 이식이 시도되고 있는데,척수손상 후 발
생하는 신경세포의 재생 및 신경 회복에 효과적인 방법의 하나
로 가능성이 타진되고 있다.그러나 기존의 연구들에서는 이식
된 각각의 줄기세포의 분화된 특성에 따른 치료 효과의 상호 비
교연구,즉 세포의 종류에 따른 줄기세포 이식치료의 효과에 대
한 상호 비교연구 결과에 대하여는 아직 명확하게 알려져 있지
않다.
그러므로 본 연구에서는 척수손상 백서모델을 설정하고,백서
의 골수를 획득하여,백서 골수유래의 중간엽 줄기세포를 배양
하고,특히 신경분화를 유도하여,신경분화 유도된 백서 골수유
래 중간엽 줄기세포 를 배양한 후,척수손상 백서모델에서 중간
엽 줄기세포와,신경분화 유도된 백서 골수유래 중간엽 줄기세
포를 선별하여 이식하는 방법을 각각 시도하여 그 효과를 상호
비교해 봄으로써,신경분화 유도된 백서 골수유래 중간엽 줄기
세포가,대조군 및 중간엽 줄기세포만을 이식한 군 등에 비하여
신경세포 재생 및 신경기능 회복에 미치는 영향에 어떠한 차이
가 있는지 척수손상 동물모델을 통하여 객관적인 방법으로 상호
비교 평가하여,어떤 방법이 가장 효과적인 신경재생을 통한 기
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능향상을 이룰 수 있는 방법인지 알아보아 추후 척수손상 환자
의 치료에 효과적으로 응용하기 위한 토대를 마련하고자 본 연
구를 시행하였고,다음과 같은 결과를 얻었다.
Basso-Beattie-Bresnahan locomotorrating scale로 평가된
행동 검사 결과,신경분화 유도된 백서 골수유래 중간엽 줄기세
포를 이식한 군에서 대조군에 대하여,중간엽 줄기 세포만을 이
식한 군에 비하여 이식 후 약 3주 후부터 의미있는 호전이 확인
되었다.
전기생리학적 검사의 하나인 체성 감각 유발 전위 검사 결과,
세포 이식 후 신경분화 유도된 백서 골수유래 중간엽 줄기세포
를 이식한 군에서 대조군 및 중간엽 줄기세포만을 이식한 군에
비하여 잠시가 의미있게 단축되는 등 유의한 호전이 확인되었
다.
이상의 결과에서 척수손상 백서모델에서 신경분화 유도된 백서
골수유래 중간엽 줄기세포를 선별하여 이식한 군에서 가장 효과
적인 결과를 나타낸 것으로 미루어 보아,본 연구는 추후 사람
에서 보다 효과적인 세포 이식를 위한 세포 선별의 기준을 제시
하는 귀중한 자료의 하나가 될 것으로 생각하며,사람에서 척수
손상 환자의 줄기세포 이식을 통한 신경 재생치료의 효율성을
높이고,치료에 효과적으로 응용하기 위한 기초가 되어,보다 성
공적인 방법을 제시하는데 중요한 토대가 될 수 있을 것으로 생
각한다.
����������������������������������������������������������������������

핵심되는 말 :척수손상, 신경분화 유도,중간엽 줄기세포,세포
이식,백서
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척수손상 백서 모델에서 신경분화 유도된 골수유래
중간엽 줄기세포의 이식에 따른 신경계 기능회복

<지도교수 박 창 일>

연세대학교 대학원 의학과

김  용  래

ⅠⅠⅠ...서서서 론론론

척수손상 이후에 동반되는 장애는 호흡기계,비뇨기계,근골격계 및
심혈관계 등의 여러 분야에 합병증을 초래하며,심각한 기능장애를
유발하여 삶의 질을 저하시킨다.1 중추신경계인 척수의 재생은 쉽지
않은 것으로 알려져 왔으며,비가역적인 척수손상의 경우 만족할 만
한 획기적인 치료에 대하여 현재까지 아직 확실한 방법이 확립되지
않아,여러 방면으로 연구가 최근까지 시도 중에 있다.2척수손상 후
효과적인 기능회복을 위하여 여러 방면으로 치료 방법의 개발과 연구
가 진행되어 왔다.효과적인 수술 기법이 발달되어 왔고,손상 초기의
고용량의 스테로이드 제제의 투여 등 신경세포의 이차 손상을 효과적
으로 방지하기 위한 연구 및 척수손상 후 동반되는 염증반응을 최소
화하기 위한 연구 등이 시도되어 왔으며,최근에는 줄기세포를 이용
한 중추신경계의 재생에 대한 연구가 시도되고 있다.3,4손상된 척수에
줄기세포 이식을 통한 신경 재생 치료는 척수손상의 치료에 한 부분
으로서 역할을 담당할 수 있을 것으로 기대되면서 최근에는 다양한
종류의 세포 이식에 관한 연구가 시도되고 있다.5-7

줄기세포 이식치료는 척수손상에서 중추신경계 재생능력의 한계를
극복하기 위하여 외부에서 필요한 신경조직 및 세포 등을 척수에 이
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식하는 방법이 시도되고 있다.8이식된 세포는 새로운 신경회로를 형
성시키며,축삭의 재생을 도우며,손상된 신경세포를 보충하고,궁극적
으로는 중추신경계의 재생을 위한 환경을 변화시킬 것으로 기대되고
있다.이식치료에는 성체줄기세포,태아신경세포 및 배아줄기세포
(embryonicstem cells)등이 이식치료에 시도되고 있다.성체줄기세
포는 골수조직 등에서 얻을 수 있으며 자가이식이 가능하므로 비교적
안전하게 이식할 수 있으며,면역 거부반응이 적을 것으로 생각되며,
윤리적인 면에서 문제점이 적다는 등의 장점이 있다.실제로 성체줄
기세포를 이식한 척수손상 동물모델 실험에서 신경 축삭의 재생 및
신경 기능의 호전이 보고되고 있다.그러나 아직 정확한 기전에 대한
규명이 확실하지 않으며,줄기세포의 배양과정이 다른 세포들에 비하
여 비교적 어려운 것으로 알려져 있다.9

중간엽 줄기세포 (mesenchymalstem cells,MSC)의 이식치료를 이
용하여 척수손상 등의 치료를 위한 가능성이 동물모델에서 최근에 점
차적으로 연구되고 있으며,일부 연구에서는 척수손상 동물모델에서
줄기세포 이식치료가 신경계 기능 회복에 있어서 일부 운동기능 회복
에 어느 정도 효과적인 방법임이 동물모델에서 보고되고 있다.8최근
의 보고에 의하면 중간엽 줄기세포의 이식치료와 더불어 신경분화를
유도한 세포 (neurallyinducedmesenchymalstem cells,NMSC)등
을 배양하여,이를 이용한 이식치료의 효과에 대한 연구가 동물모델
에서 시도되고 있다.즉 중간엽 줄기세포에서 보다 신경분화를 유도
한 후 이식치료를 시행하였을 때 신경 재생 및 신경회복에 미치는 영
향에 대한 연구가 시도되고 있다.10,11

그러나 기존의 연구들에서는 각각의 줄기세포의 특성에 따른 치료
효과에 대한 치료 전 후의 효과의 비교 중심으로 연구가 진행되어 왔
다고 해도 과언이 아니다.그런데 객관적으로 이식된 세포의 기능회
복에 미치는 영향에 따른 상호간의 비교연구,즉 어떤 종류의 줄기세
포를 이식하였을 경우가 보다 효과적인지,세포의 차이에 따른 상호
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객관적인 비교연구는 아직 명확하게 알려지지 않고 있다.
이에 본 연구에서는 척수손상 백서모델에서,대조군,백서 골수유래
중간엽 줄기세포를 이식한 군,신경분화 유도된 백서 골수유래 중간
엽 줄기세포를 이식한 군 등으로 각각 나누어 신경세포 재생 및 신경
기능 회복에 미치는 영향을 객관적으로 평가함으로써,어떤 세포를
이식하는 방법이 가장 효과적인 신경 재생을 통한 기능향상을 이룰
수 있는 방법인지 비교하여,추후 사람 척수손상 환자의 치료에 효과
적인 세포이식를 위한 세포선별의 기준을 제시하는 귀중한 자료로 응
용하기 위한 토대를 삼고자 하였다.특히 본 연구에서는 줄기세포를
백서의 골수에서 획득하여 배양 한 후 백서모델로 이식하는 방법을
사용하기로 하였다.이는 면역 거부반응을 줄여서 이식 후의 효과적
인 기능회복을 기대할 수 있으며,기존의 연구들에서 사람의 줄기세
포를 백서에 이식함으로써 대두되는 윤리적인 면,치료의 효율성에
관한 문제를 극복할 수 있는 장점이 있다고 하겠다.또한 중간엽 줄
기세포를 직접 배양하여 이식치료에 사용할 뿐만 아니라 신경분화 과
정도 직접 유도하기로 하였다.세포의 배양과정에서 줄기세포가 신경
계로 분화과정이 잘 이루어지고 있는지 면역염색 등으로 확인하면
서,12,13줄기세포의 배양 과정을 진행해 나가기로 하였다.본 연구에서
는 각 군의 치료효과에 대한 평가가 객관적으로 이루어 질 수 있도록
각 군의 이식치료의 효과의 평가에 대하여는 수치화된 객관적인 방법
을 사용하기로 하였다.백서에서의 행동관찰을 비교적 객관적으로 수
치화하기 위하여 Basso-Beattie-Bresnahan locomotorrating scale
(BBBscale)을 주로 사용해 오고 있다.BBBscale은 사지 및 각 관절
의 움직임과 관절운동의 협동성,체중부하의 정도에 따라 0점에서 21
점까지 점수화하여 분류하는 방법이다.전기생리학적 평가방법으로는
체성 감각 유발 전위 (somatosensoryevokedpotential,SSEP)검사
및 운동 유발 전위 (motorevokedpotential,MEP)검사 방법 등이
일반적으로 사용된다.체성 감각 유발 전위 검사는 체성 감각을 자극
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하였을 때 그 감각 경로를 따라 일어나는 일련의 전위의 변화를 기록
할 수 있으며,약 100회 이상의 많은 횟수의 자극을 하여 전위를 찾
아내는 평균화 기법이 주로 사용되므로,비교적 객관적인 평가 방법
으로 알려져 있으며,중추신경계의 생리학적 기능의 변화를 판별하는
데 매우 유용하게 사용되고 있다.운동 유발 전위 검사는 중추신경계
운동경로 자극에 의해 척수 등에서 기록되는 전위로 역시 운동 경로
의 객관적인 검사를 위해 사용되고 있다.또한 면역형광 염색법은 객
관적인 신경세포의 존재를 확인하는 방법으로 현미경을 사용하여 객
관적으로 신경계 세포의 존재여부를 확인할 수 있는 방법이다.14-17본
연구에서는 각 군의 줄기세포 이식의 효과를 객관적으로 평가하고자,
BBBscale에 의한 운동기능 평가,체성 감각 유발 전위 검사 및 운동
유발 전위 검사 등의 전기 생리학적 평가 및 조직학적 방법을 사용하
여 각 군을 비교하기로 하였다.
요약하면 본 연구는 척수 좌상을 유도한 백서모델을 설정하고,줄기
세포의 이식 경로로는 척수내로 주입하는 방법을 설정하고,이식에
사용할 줄기세포의 획득은 백서의 줄기세포에서 획득하며,세포의 배
양과정도 직접 진행하며,신경분화 과정도 직접 유도해 나가기로 하
였다.세포의 종류에 따른 기능회복의 양상을 각 군에 따라 객관적으
로 평가하기로 하였다.기능회복의 평가는 척수손상 후 약 9주간 매
주 BBB점수를 사용하여 평가 한 후,전기생리학적인 방법의 평가로
실험동물에서 체성 감각 유발 전위 검사 및 운동 유발 전위 검사 등
을 시행하고,조직학적인 방법으로 신경계 세포의 존재 여부를 확인
하기로 하였다.
본 연구를 통하여 이식치료에 가장 적합한 세포를 선별하여,보다
효율적인 세포 이식 치료의 방법을 동물모델을 통하여 제시함으로써
추후 척수손상 환자의 이식 치료에 응용하여 줄기세포 이식을 통한
신경 재생치료의 효율성을 높이는데 기초자료로 삼고자 본 연구를 계
획하였다.
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ⅡⅡⅡ...재재재료료료 및및및 방방방법법법

1.실험동물 모델의 제작
척수손상 동물모델은 다음과 같은 방법으로 제작하였다.무게가 300
∼350g범위의 건강한 Sporauge-Dawley계 백서를 선별하여 동물모
델을 제작하였다.사육 온도는 22±2°C정도를 유지하였고,습도는
50±10% 정도를 유지하도록 하였다.
준비된 백서의 척수손상 유도 과정은 다음과 같았다.백서의 체중에
따라 1kg당 50mg의 농도에 해당되는 pentobarbitalsodium을 복강
내로 주입하여 실험동물을 마취시킨 후,흉 요추부위 피부의 털을 제
거한 후,척추의 정중선을 따라 피부를 절개하고,제6흉추부터 제12
흉추까지 척추의 위치를 확인하고,제9흉추 부위에 후궁절제술을 시
행하였다.동물을 NYU 충격장치 위에 올려놓고 겸자로 척추돌기를
고정한 후 충격장치 가늠자를 떨어뜨리는 방식으로 노출된 척추부위
에 척수손상을 발생시켰다.척수손상 매개변수를 확인하여 높이,속도,
압축 비율 등이 모두 일정한 범위 내에 해당되도록 선택하였다.가늠
자가 척수의 표면에 닿을 지점을 확인하고 25mm 지점에 직경 2.5
mm,무게 10g인 가늠자를 위치시킨 후 바늘을 잡아당겨 척수손상
을 유도하였다.결과적으로 척수 좌상에 의한 불완전 척수손상을 유
도하였다.
그 후 동물의 절개부위를 봉합하고,항생제를 주사한 뒤 마취에서
깨어날 때까지 체온을 36∼37℃ 로 유지시켰다.마취에서 깨어난 이
후에는 실온이 유지될 수 있는 공간에서 사육시키며,손상 후에는 신
경인성 방광이 발생할 수 있으므로,효과적인 배뇨 관리를 해 주었다.
항생제로 tanamycinsulfate(1mg/kg)를 규칙적으로 투여하였고,면
역억제제로 cyclosporinA (1mg/100gm)를 복강내로 투여하였다.
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2.줄기세포의 준비
가.줄기세포의 채취
6개월 이상 된 건강한 백서의 대퇴골에서 골수를 채취하여 줄기세포
를 준비하였다.줄기세포의 채취과정은 다음과 같았다.백서를 안락사
시킨 후 에탄올에 담가 세척한 후,대퇴부의 피부를 노출시킨 다음
대퇴골 부위를 잘라내어서 대퇴골을 획득하였다.얼음 등으로 찬 온
도를 유지하도록 한 Hank'sbalanced saltsolution with Ca,Mg
(HBSS;GIBCOBRL,Carlsbad,CA,USA)에 적신 후 70% 에탄올에
세척하였다.찬 온도로 유지된 HBSS에 보관하고 있다가,붙어있는
근육 등의 구조물을 깨끗이 제거한 후,차가운 HBSS에 담가두었다.
그 후 2차례 다시 에탄올로 깨끗이 세척하고 차가운 HBSS에 보관하
였다.대퇴골의 양측을 절단한 후 25 gauge의 바늘을 사용하여
Pen-Strep및 glutamine등이 함유된 DCmedium을 12cc주사기에
넣은 후,골수를 미리 준비된 용기를 향하여 강한 힘으로 방출시켰다.
원심분리 용기에 넣은 후에 약 5분간 원심분리 시킨 다음,상층액을
흡인하고 다시 반복하여 원심분리 시켰다.다시 세척하여 50 ml
phosphatedbufferedsaline(PBS;GIBCOBRL,Carlsbad,CA,USA)
에 원심분리 시킨 후,상층액을 흡인하고 배지에 배양하였다.

나.중간엽 줄기세포의 배양
건강한 백서의 대퇴골에서 획득한 백서의 골수 (ratbonemarrow
cells)에 PBS10ml를 첨가한 후 2,000rpm의 각속도로 약 10분간 원
심분리 하였다.그 후 상층액을 제거한 후 PBS10ml를 첨가하였다.
다음에는 Histopaque-1077을 넣은 20ml튜브에 희석된 물질을 조심
스럽게 넣은 후 2000rpm의 각속도로 25분간 원심분리 하였다.원심
분리 후 단핵 세포층 (mononuclearcelllayer)으로 생각되는 중간층
만을 분리하고,새 튜브로 2,000rpm의 각속도로 10분간 원심분리 하
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였다.이어서 상층액을 버리고 PBS로 씻어낸 후 1,500rpm의 각속도
로 5분간 2번 원심분리 하였다.세포의 숫자를 파악하여 5.0×107/ml
이상이면 T75cm2 배양용기에 파종하였고,5.0×107/ml이하이면 T25
cm2 배양용기에 파종하였다. 중간엽 줄기세포는 기초 배양배지
(completemesenchymalstem cellgrowthmedia,MSCGM)를 넣은
T75cm2배양용기 또는 T25cm2배양용기에 살포하였다.온도는 약
37℃,5% CO2조건하에 배양기에서 배양하였고,감염 유무를 확인하
였다.제4일째에 T75cm2배양용기에 5ml기초 배양배지를 첨가하
였다.제9일 또는 제10일 째에 부유하는 세포를 제거하고 새로운 기
초 배양배지 10ml를 첨가하였다.그 이후부터는 중간엽 줄기세포의
부착 상태에 따라 배지를 첨가 또는 제거하였다.80∼90% 융합
(confluency)을 보이면 T25 cm2 배양용기로 나누어 계대배양
(sub-culture;passage1)하였다.제4∼6계대배양기 (passage4∼6)
에서 중간엽 줄기세포의 주입을 실시하였다.

다.면역세포화학 검사
PBS내에서 4% paraformaldehyde에 30분간 얼음에서 고정시킨 후,

PBS로 3차례 세척하였다.PBS 에서 10분간 얼음에서 0.5% Triton
X-100을 첨가한 후 미세 투과시켰다.그 후에는 PBS로 3차례 헹구
어낸 후 PBS와 1% bovineserum albumin(BSA;Sigma,StLouis,
MO,USA)으로 1시간 정도 고정시켰다.
PBS에서 30분 동안 fluorescein isothiocyanate(FITC)-conjugated
hamsteranti-ratCD29(Integrin β1chain)monoclonalantibody,
R-Phycoerythrin (R-PE) - conjugated mouse anti-rat CD90
monoclonalantibody등의 물질과 같이 1:100비율로 항체를 배양하
였다.이 때 형광 물질은 빛에 민감하므로 호일을 덮어 빛을 차단하
였다.이어서 PBS로 3차례 세척한 후 고정하여 염색하였다.
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라.신경분화 유도된 줄기세포의 배양
제4계대배양기 단계의 중간엽 줄기세포의 기초 배양배지를 신경 분
화 유도하기 위해 20% fetalbovine serum (FBS;GIBCO BRL,
Carlsbad,CA,USA)과 5ng/mL의 basic fibroblastgrowth factor
(bFGF)를 첨가한 Dulbecco'smodifiedeaglemedia(DMEM;GIBCO
BRL,Carlsbad,CA,USA)로 바꾸어 24시간 배양하였다.PBS로 씻어
낸 후 N2 supplement,200uM butylated hydroxyanisole,25mM
KCl,2mM valproicacid및 10µM forskolin등이 첨가된 DMEM에
16시간정도까지 배양하였다.
배양한 세포가 신경분화 유도 되었는지 확인하기 위하여 NeuN,
CNPase,glialfibrillaryacidicprotein(GFAP)및 S100β 등으로 면
역세포화학 염색 후,형광 현미경으로 관찰하여 신경분화 유도된 세
포의 특성을 지녔는지 확인하였다.

3.줄기세포의 이식
표준화된 척수손상 백서를 대상으로 다음 세 군으로 나누어 세포를
척수내로 이식 (intraspinaltransplantation)하였다.첫 번째 군인 대조
군은 줄기세포 대신 PBS만을 이식하였고 척수손상 대조군이라 명명
하였다.두 번째 군은 백서 골수유래 중간엽 줄기세포를 이식한 군으
로 설정하였고,세 번째 군은 신경분화 유도된 줄기세포를 이식한 군
으로 각각 나누었다.척수손상 후 1주일째에 pentobarbital등으로 마
취한 뒤,이미 척수손상을 받은 흉수부위를 노출한 후 손상부위에 25
guage의 주사기를 이용하여,대조군에는 줄기세포를 주입하는 대신에
phosphatebuffersaline을 주입하였고,다른 군에는 10µl당 2.5×105개
의 백서 골수유래 중간엽 줄기세포를 이식하였으며,또 다른 군에는
10µl당 2.5×105개의 신경분화 유도된 백서 골수유래 중간엽 줄기세포
를 같은 방법으로 이식하였다.
이식할 세포는 이식하기 전에 표식인자로 bromodeoxyuridine
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(BrdU;Sigma,StLouis,MO,USA)을 세포배양 과정에서 첨가함으
로써 추후 면역형광염색 등의 표식자로 사용할 수 있게 하였다.
각각의 세포를 주입한 후 근육,피하조직 및 피부 등을 층을 각각
맞추어 봉합하였다.
실험에 사용되어 이식수술 후까지 생존하여 세포 이식 치료의 효과
에 대한 객관적인 평가 및 비교분석 등에 사용된 백서는 PBS만을
이식한 백서로 구성된 대조군은 13마리,백서 골수유래 중간엽 줄기
세포를 이식한 군은 16마리,신경분화 유도된 백서 골수유래 중간엽
줄기세포를 이식한 군은 각각 13마리였다.

4.기능의 평가방법
가.Basso-Beattie-Bresnahanlocomotorratingscale(BBBscale)
BBB scale을 이용하여 모든 실험동물을 주 1회 행동 관찰을 실시
하여 평가하였다.손상 후 1주일에 측정된 BBB점수를 통하여 각 백
서의 손상의 표준화 정도를 평가할 수 있었다.그 후 주 1회마다 일
정한 간격으로 BBB점수를 측정하여 기록 하였고,각 군마다 측정된
점수를 통계적 방법으로 비교 분석하였다.

나.전기생리학적 평가
수상 후 9주째 체성 감각 유발 전위 검사 및 운동 유발 전위 검사
등을 시행하여 유발전위의 잠시 및 진폭을 관찰하고 비교하였다.오
차를 줄임으로써 정확한 평가를 시행하기 위하여 urethan(1.25g/kg)
을 복강 내로 투여하여 실험동물을 마취하였고,,,과다한 분비물 등이
억제되도록 atropinesulfate(0.8mg/kg)등을 투여하였다.또한 근육
이완을 위하여 pancronium bromide(1.0mg/kg)을 정맥내로 투여하
였다.기관절개술 후에는 인공호흡기 (Harvard Apparatus,South
Natik,MA,USA)를 이용하였고,실험동물이 평가도중 잘 고정되도록
하여 측정시의 오차를 최대한으로 줄이도록 하였다.
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(1)체성 감각 유발 전위 검사
실험동물을 마취한 후 좌측 좌골 신경 부위에서 전기자극기 (A365,
WorldPrecisionInstruments,New Haven,CT,USA)를 이용하여 전
기자극을 주었으며,전기자극의 기록은 개두술을 시행한 후 반대쪽의
전두-두정엽 부위 (frontoparietal area)에서 기록전극 (NE-120,
Rhodes Medical Instruments, Distributed by David Kopf
Instruments,Tujunga,CA,USA)을 이용하여 기록을 측정하였다.자
극의 강도(intensity)는 6mA 정도로 설정하였고,자극의 기간 (pulse
duration)은 0.1msec가 되도록 시행하였고,약 100회에서 120회 자
극하였다.유발전위의 잠시와 진폭을 관찰하였고 각 군마다 비교하여
기록하였다.
유발전위의 잠시는 각각의 항목을 최초의 반응에 나타나는 잠시
(latencyoftheonsetoftheinitialrisingphasefrom thebaseline;
initiallatency),음위에서 처음으로 가장 큰 편향을 보이는 순간의 잠
시 (latencyofthepeakofthefirstnegativedeflection;N1latency)
및 양위에서 처음으로 가장 큰 편향을 보이는 순간의 잠시 (latency
ofthepeakofthefirstpositivedeflection;P1latency)등으로 정의
하고 각 군마다 측정비교 하였다.
유발전위의 진폭은 각각의 항목을 최초로 기록되는 음의 최대 진폭
(amplitude ofthe peak the firstnegative deflection from the
baseline;negativepeakamplitude),최초로 기록되는 양의 최대 진
폭 (amplitudeofthepeak thefirstpositivedeflection from the
baseline;positivepeakamplitude),음의 최대 진폭 및 양의 최대 진
폭의 절대값의 합 (amplitudebetweenthepeakofthefirstnegative
andpositivedeflection;peaktopeakamplitude)등으로 정의하고 각
군마다 측정하여 비교하였다.
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(2)운동 유발 전위 검사
    운동 유발 전위 검사는 대뇌 피질부위에서 자극하여 시행하였다.운
동 유발 전위 검사의 정확한 기록을 위해 제1요추의 후궁절제술을
시행하고,전극을 반대편 척수의 회색질 (graymatterofspinalcord
nearthemotorconductiontracts)에 위치시켰다.운동 유발 전위의
잠시와 진폭을 각 군마다 관찰하여 비교하였다. 자극의 강도
(intensity)는 6mA 정도로 설정하였고,자극의 기간 (pulseduration)
은 0.1msec가 되도록 시행하였고,약 100회에서 120회 자극하였다.
실험동물에서 마취에 의한 오차를 감소시키기 위하여,마취 후 되도
록 빠른 시간 내에 실험이 이루어 질 수 있도록 하였다.
체성 감각 유발 전위 검사 때와 마찬가지 방법으로 잠시와 진폭을
관찰하였고 각 군마다 비교하여 기록하였다.유발전위의 잠시는 각각
의 항목을 최초의 반응에 나타나는 잠시 (latencyoftheonsetofthe
initialrisingphasefrom thebaseline;initiallatency),음위에서 처음
으로 가장 큰 편향을 보이는 순간의 잠시 (latencyofthepeakof
thefirstnegativedeflection;N1latency)및 양위에서 처음으로 가장
큰 편향을 보이는 순간의 잠시 (latency ofthepeak ofthefirst
positivedeflection;P1latency)등으로 정의하고 각 군마다 측정비교
하였다.
유발전위의 진폭은 각각의 항목을 최초로 기록되는 음의 최대 진폭
(amplitude ofthe peak the firstnegative deflection from the
baseline;negativepeakamplitude),최초로 기록되는 양의 최대 진
폭 (amplitudeofthepeak thefirstpositivedeflection from the
baseline;positivepeakamplitude),음의 최대 진폭 및 양의 최대 진
폭의 절대값의 합 (amplitudebetweenthepeakofthefirstnegative
andpositivedeflection;peaktopeakamplitude)등으로 정의하고 각
군마다 측정하여 비교 하였다.
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다.면역조직화학 검사
이중 면역형광 염색방법을 이용한 검사방법으로 신경세포의 재생 여
부를 확인하였다.면역형광 염색을 위하여 줄기세포 이식치료를 시행
한 실험동물을 마취시킨 후 실험동물을 희생시킨 뒤,척수를 획득하
여 조직을 확인하였다.
조직을 10% formalin에 넣어 고정한 뒤 파라핀에 고정된 조직 블록
을 5 μm의 두께로 절편하여 슬라이드에 부착하였다.면역형광반응은
최초 줄기세포 이식 전 표식인자로 첨가해 놓은 표식자인
bromodeoxyuridine에 대한 항체와,중간엽 줄기세포와 신경교 세포
의 표식자 중의 하나인 glialfibrillaryacidicprotein등에 대한 항체
를 반응시킨 후,이차항체로 반응시킨 후 동반 염색 소견을 현미경으
로 검경하였고,사진화일로 변환시켰다.

5.통계처리
대조군 및 백서 골수유래 중간엽 줄기세포를 이식한 군,신경분화
유도된 백서 골수유래 중간엽 줄기세포를 이식한 군 들 각각에 대하
여 손상 후 시점부터 손상 후 63일까지 BBB 점수를 매주 측정하여
통계학적 검증을 하였다.각 군별로 치료 후 시간에 따른 행동 기능
상의 회복정도는 ANOVA test등으로 검증하였다.
대조군 및 백서 골수유래 중간엽 줄기세포를 이식한 군,신경분화
유도된 백서 골수유래 중간엽 줄기세포를 이식한 군 들 각각에 대하
여,체성 감각 유발 전위 검사의 잠시와 진폭도 ANOVA test등으로
비교분석 하였다.대조군 및 백서 골수 유래 중간엽 줄기세포를 이식
한 군,신경 분화 유도된 백서 골수 유래 중간엽 줄기세포를 이식한
군 들 각각에 대하여 운동 유발 전위 검사의 잠시와 진폭도 ANOVA
test등으로 비교분석 하였다.
분석의 유의수준은 0.05미만일 때 의미가 있다고 설정하였다.
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ⅢⅢⅢ...결결결 과과과

1.면역세포화학 검사결과
가.중간엽 줄기세포의 배양 검사결과
획득한 백서의 중간엽 줄기세포를 배양한 결과,배양된 세포가 줄기
세포의 특징을 지닌 모습으로 배양되는 것을 현미경을 통하여 확인할
수 있었다.시간이 경과할수록 세포체는 수축되고 돌기가 증가되는
양상이 확인되었다.아래의 그림에서 그림 A는 배양초기 단계의 현미
경 소견이며,그림 B는 4시간이 경과한 이후의 소견을 현미경으로 관
찰한 결과이다.시간이 지날수록 줄기세포의 분화되는 양상을 현미경
을 통하여 확인할 수 있었다 (Figure1).

(A) (B)
Figure 1. Neuronaldifferentiation ofmesenchymalstem cells.
Theneuronaldifferentiationprotocolwasinitiatedat0minuteand
followed for240 minutes.Retraction ofcellbody and process
elaboration were evident with increasing time. (A) Initially,
cytoplasm intheflatmesenchymalstem cellsretractedtowardsthe
nucleus forming a contracted multipolar, cell body, leaving
membranous,process-like extension peripherally.(B) After 240
minutes,processescontinuedtoelaborate,displayingprimaryand
secondary branches,growth cone-like terminalexpansions and
putativefilopodialextensions.Scalebarsare60µm.
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나.중간엽 줄기세포의 면역세포화학 검사 결과
중간엽 줄기세포를 fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated
hamsteranti-ratCD29(Integrin β1chain)monoclonalantibody,
R-Phycoerythrin (R-PE) - conjugated mouse anti-rat CD90
monoclonalantibody등을 이용한 면역형광방법으로 염색한 결과,아
래의 그림과 같은 표식자인 CD 29및 CD 90에 대해 양성반응을 보
였다.그림 A는 CD 90에 대한 양성반응을 나타낸 소견이며,그림 B
는 CD 29에 대한 양성반응을 나타낸 소견이며,그림 C는 CD 29및
90에 대하여 반응을 나타낸 면역 형광 염색 소견이다 (Figure2).

(A) (B)

(C)
Figure2.Ratmesenchymalstem cellsexpressedCD 29andCD
90. (A) Rat mesenchymal stem cells expressed CD 90 by
immunofluorescentmicroscopy.(B)Ratmesenchymalstem cells
expressedCD 29bymicroscopy.(C)Ratmesenchymalstem cells
expressedCD90andCD29byimmunofluorescentmicroscopy.



- 17 -

다.신경분화 유도 줄기세포의 면역세포화학 검사 결과
신경분화 유도된 중간엽 줄기세포를 NeuN,CNPase,glialfibrillary
acidicprotein(GFAP)및 S100β 등에 대하여 면역 형광 염색 검사를
시행한 결과,아래의 그림과 같이 신경계 세포의 표식자인 NeuN,
CNPase,glialfibrillaryacidicprotein및 S100β 에 대하여 양성반응
을 나타내었다 (Figure3)

(A)NeuN (B)CNPase

(C)GFAP (D)S100β
Figure 3.Expression of NeuN,CNPase,glialfibrillary acidic
protein(GFAP),andS100β bydifferentiatingcells.(A)NeuN could
bedetectedinthenucleusandsurroundingcytoplasm ofneurally
inducedmesenchymalstem cellsbyimmunofluorescentmicroscopy.
(B)CNPasecouldbedetected byimmunofluorescentmicroscopy.
(C)GFAP could be detected in the nucleus and surrounding
cytoplasm of neurally induced mesenchymal stem cells by
immunofluorescentmicroscopy.(D)S100β couldbedetectedinthe
nucleus and surrounding cytoplasm of neurally induced
mesenchymalstem cellsbyimmunofluorescentmicroscopy.
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2.Basso-Beattie-Bresnahanlocomotorratingscore
척수손상 백서에서 BBB점수로 평가된 행동 검사 결과를 관찰 기록
하였다.세 군으로 나누어 기록하였는데,첫 번째 군은 척수손상 대조
군으로서 PBS만을 주입한 백서로 구성된 군이며,두 번째 군은 백서
골수유래 중간엽 줄기세포를 이식한 군,그리고 세 번째 군은 신경
분화 유도된 백서 골수유래 중간엽 줄기세포를 이식한 군으로 각각
나누어 비교하여 관찰하였다 (Figure4).

<A > <B>

<C>
Figure 4. Checking Basso-Beattie-Bresnahan locomotor rating
scoresineachgroupontheopenfield.
A;Thegroupinjectedwithphosphatedbuffersaline
B;Thegrouptransplantedwithmesenchymalstem cell
C;The group transplanted with neurally induced mesenchymal
stem cells
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Figure5.Basso-Beattie-Bresnahanlocomotorratingscoresbefore
and after transplantation in 3 groups. The NMSC group
significantlyimprovedthehindlimbperformanceinbothlegsafter
transplantation(*p<0.05)
 MSC (n=16); The group transplanted with mesenchymal stem cell

 NMSC (n=13); The group transplanted with neurally induced          

                   mesenchymal stem cells

 PBS (n=13); The group injected with phosphated buffer saline

대조군 및 이식군 각각에 대하여 손상 후 시점부터 손상 후 63일까
지 Basso-Beattie-Bresnahanlocomotorratingscore를 매주 측정하
여 통계학적 검증을 한 결과,신경분화 유도된 백서 골수유래 중간엽
줄기세포를 이식한 군에서,대조군에 비하여 이식 3주 후부터 유의하
게 BBB점수가 회복된 소견을 보였다 (p<0.05,Figure5).
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한편 백서 골수유래 중간엽 줄기세포 만을 이식한 군은,대조군을
기준으로 한 BBB점수의 회복정도를 비교할 때 BBB점수의 향상이
이식 후 4주부터 비교한 경우에,통계적으로 유의하게 향상되지는 않
는 양상으로 분석되었다 (Figure5).
상기 BBB점수의 비교는 PBS만을 이식한 백서로 구성된 대조군은
13마리,백서 골수유래 중간엽 줄기세포를 이식한 군은 16마리,신경
분화 유도된 백서 골수유래 중간엽 줄기세포를 이식한 군은 각각 13
마리에서 관찰 되었고 통계 분석된 결과였다.

3.세포 이식 후의 전기생리학적 검사
가.체성 감각 유발 전위 검사
(1)잠시의 비교
체성 감각 유발 전위 검사는 척수손상 백서 모델 확립 후 9주째 시
행하였는데 각 군마다 6마리씩을 각각 비교하여 결과를 확인하였고
통계적으로 분석하였다.
체성 감각 유발 전위 검사 결과,신경분화 유도된 백서 골수유래 중
간엽 줄기세포를 이식한 군에서 다른 두 군들,즉 PBS만을 이식한
백서로 구성된 대조군 및 백서 골수유래 중간엽 줄기세포를 이식한
군들에 비하여 최초의 반응에 나타나는 잠시 (initiallatency)에서
ANOVA test에 의하면,통계적으로 유의한 호전이 확인되었다.
또한 신경분화 유도된 백서 골수유래 중간엽 줄기세포를 이식한 군
에서 다른 두 군들,즉 PBS만을 이식한 백서로 구성된 대조군 및 백
서 골수유래 중간엽 줄기세포를 이식한 군들에 비하여,음위에서 처
음으로 가장 큰 편향을 보이는 순간의 잠시 (N1latency)및 양위에서
처음으로 가장 큰 편향을 보이는 순간의 잠시 (P1latency)등의 항목
에서 ANOVA test에 의하면 통계적으로 유의한 호전이 확인되었다
(p<0.05,Table1).
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Table1.A comparison oflatency in thesomatosensory evoked
potentialstudybythetransplantedstem celltype

initiallatency1) N1latency2) P1latency3)

PBS4)(msec)
(n=6) 18.07±5.91 36.35±8.83 71.02±13.06

MSC5)(msec)
(n=6) 15.38±3.04 29.97±4.41 57.77±16.85

NMSC6)(msec)
(n=6) 111000...999333±±±333...333777*** 222333...222000±±±444...666777*** 555111...555555±±±111111...222333***

Valuesaremean±standarddeviation(msec).
n;numberofcases
*p<0.05byANOVA test

1.initiallatency:latency oftheonsetoftheinitialrising phase
from thebaselineinsomatosensoryevokedpotentialstudy
2.N1latency:latencyofthepeakofthefirstnegativedeflectionin
somatosensoryevokedpotentialstudy
3.P1latency:latencyofthepeakofthefirstpositivedeflectionin
somatosensoryevokedpotentialstudy
4.PBS:thegroupinjectedwithphosphatedbuffersaline
5.MSC:thegrouptransplantedwithmesenchymalstem cells
6.NMSC:thegrouptransplantedwithneurallyinduced

mesenchymalstem cells
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(2)진폭의 비교
체성 감각 유발 전위 검사의 진폭의 경우도 각 군마다 6마리씩을 척
수 손상 백서 모델 확립 후 9주째 비교하여 결과를 확인하였다.신경
분화 유도된 백서 골수 유래 중간엽 줄기세포를 이식한 군에서 다른
군에 비하여 최초로 기록되는 음의 최대 진폭 (amplitudeofthepeak
the firstnegative deflection from the baseline ;negative peak
amplitude),최초로 기록되는 양의 최대 진폭 (amplitudeofthepeak
the first positive deflection from the baseline; positive peak
amplitude),음의 최대 진폭 및 양의 최대 진폭의 절대값의 합
(amplitudebetween thepeak ofthefirstnegativeand positive
deflection;peaktopeakamplitude)등이 증가되는 경향은 보였으나,
통계학적으로 의미있는 소견을 보이지는 않았다 (Table2).

Table2.A comparisonofamplitudeinthesomatosensoryevoked
potentialstudybythetransplantedstem celltype

negativepeak
amplitude

positivepeak
amplitude

peaktopeak
amplitude

PBS1)(µV)
(n=6) 3.57±3.89 5.38±5.58 8.95±9.47

MSC2)(µV)
(n=6) 2.40±2.77 5.22±7.17 7.62±9.93

NMSC3)(µV)
(n=6) 9.50±9.79 16.24±17.98 25.74±27.71

Valuesaremean±standarddeviation(µV).
n;numberofcases
1.PBS:thegroupinjectedwithphosphatedbuffersaline
2.MSC:thegrouptransplantedwithmesenchymalstem cells
3.NMSC:thegrouptransplantedwithneurallyinduced

mesenchymalstem cells
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나.운동 유발 전위 검사
(1)잠시의 비교
운동 유발 전위 검사는 척수손상 백서 모델 확립 후 9주째 시행하였
는데 각 군마다 5마리씩을 비교하여 결과를 확인하였다.운동 유발
전위 검사 결과 신경분화 유도된 백서 골수유래 중간엽 줄기세포를
이식한 군에서 대조군 및 백서 골수유래 중간엽 줄기세포를 이식한
군들에 비하여 최초의 반응에 나타나는 잠시 (initiallatency)가 단축
되는 경향을 보였으나,통계학적으로 의미있는 소견을 보이지는 않았
다 (Table3).
또한 운동 유발 전위 검사 결과 신경분화 유도된 백서 골수유래 중
간엽 줄기세포를 이식한 군에서 대조군 및 백서 골수유래 중간엽 줄
기세포를 이식한 군들에 비하여 음위에서 처음으로 가장 큰 편향을
보이는 순간의 잠시 (N1latency)및 양위에서 처음으로 가장 큰 편향
을 보이는 순간의 잠시 (P1latency)도 단축되는 경향을 보였으나,통
계학적으로 의미있는 소견을 보이지는 않았다 (Table3).

Table3.A comparisonoflatencyinmotorevokedpotentialstudy
bythetransplantedstem celltype

initiallatency1) N1latency2) P1latency3)

PBS4)(msec)
(n=5) 21.32±4.50 35.86±5.71 62.34±8.45

MSC5)(msec)
(n=5) 21.76±4.43 39.14±4.17 68.16±14.78

NMSC6)(msec)
(n=5) 15.22±5.65 30.66±7.21 52.68±6.37

Valuesaremean±standarddeviation(msec).
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n;numberofcases

1.initiallatency:latency oftheonsetoftheinitialrising phase
from thebaselineinsomatosensoryevokedpotentialstudy
2.N1latency:latencyofthepeakofthefirstnegativedeflectionin
somatosensoryevokedpotentialstudy
3.P1latency:latencyofthepeakofthefirstpositivedeflectionin
somatosensoryevokedpotentialstudy
4.PBS:thegroupinjectedwithphosphatedbuffersaline
5.MSC:thegrouptransplantedwithmesenchymalstem cells
6.NMSC:thegrouptransplantedwithneurallyinduced

mesenchymalstem cells

(2)진폭의 비교
진폭의 경우도 척수손상 백서 모델 확립 후 9주째 비교하였는데,대
조군,중간엽 줄기세포를 이식한 군,그리고 신경분화 유도된 중간엽
줄기세포를 이식한 군마다 5마리씩을 비교하였다.
운동 유발 전위 검사 결과 신경분화 유도된 백서 골수 유래 중간엽
줄기세포를 이식한 군에서 다른 군들 즉 대조군 및 중간엽 줄기세포
를 이식한 군에 비하여 최초로 기록되는 음의 최대 진폭 (amplitude
ofthe peak the firstnegative deflection from the baseline ;
negativepeakamplitude)이 증가되는 경향을 보였으나,통계학적으로
의미있는 소견을 보이지는 않았다 (Table4).
또한 운동 유발 전위 검사 결과 신경분화 유도된 백서 골수 유래 중
간엽 줄기세포를 이식한 군에서 다른 군들 즉 대조군 및 중간엽 줄기
세포를 이식한 군에 비하여 최초로 기록되는 양의 최대 진폭
(amplitude of the peak the first positive deflection from the
baseline;positivepeakamplitude)이 증가되는 경향을 보였으나,통계
학적으로 의미있는 소견을 보이지는 않았다 (Table4).
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그리고 운동 유발 전위 검사 결과 신경분화 유도된 백서 골수 유래
중간엽 줄기세포를 이식한 군에서 다른 군들 즉 대조군 및 중간엽 줄
기세포를 이식한 군에 비하여 음의 최대 진폭 및 양의 최대 진폭의
절대값의 합 (amplitudebetweenthepeakofthefirstnegativeand
positivedeflection;peaktopeakamplitude)에서 진폭이 증가되는
경향을 보였으나,통계학적으로 의미있는 소견을 보이지는 않았다
(Table4).

Table4.A comparisonofamplitudeinthemotorevokedpotential
studybythetransplantedstem celltype

negativepeak
amplitude

positivepeak
amplitude

peaktopeak
amplitude

PBS1)(µV)
(n=5) 0.63±0.33 0.90±0.55 1.52±0.84

MSC2)(µV)
(n=5) 0.42±0.28 0.84±0.62 1.26±0.89

NMSC3)(µV)
(n=5) 0.91±0.34 1.60±0.81 2.51±1.14

Valuesaremean±standarddeviation(μV).
n;numberofcases

1.PBS:Thegroupinjectedwithphosphatedbuffersaline
2.MSC:Thegrouptransplantedmesenchymalstem cells
3.NMSC:Thegroup transplanted neurally induced mesenchymal
stem cells
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4.면역조직화학검사 결과
척수손상 백서 모델에서,줄기 세포의 이식치료를 시행 받은 후 8주
이후,줄기세포를 이식한 부위의 척수에서 bromodeoxyuridine와 glial
fibrillaryacidicprotein를 면역형광 염색하여 현미경으로 관찰한 결
과,아래 그림과 같은 면역 형광 양성세포를 확인할 수 있었다
(Figure6.A,B).
이와 같은 bromodeoxyuridine와 glialfibrillaryacidicprotein의 면역
조직 화학 검사 결과를 통하여,신경계로 분화되었을 것으로 생각되
는 세포,특히 신경교세포의 존재여부를 현미경을 통하여 확인할 수
있었다 (Figure6).

(A) (B)
Figure6.Distributionoftransplantedbbbrrrooommmooodddeeeoooxxxyyyuuurrriiidddiiinnneeelabeled
stem cellsandgggllliiiaaalllfffiiibbbrrriiillllllaaarrryyy aaaccciiidddiiicccppprrrooottteeeiiinnn.(A)Double-color
immunofluorescencestainingofgggllliiiaaalllfffiiibbbrrriiillllllaaarrryyyaaaccciiidddiiicccppprrrooottteeeiiinnnand
bbbrrrooommmooodddeeeoooxxxyyyuuurrriiidddiiinnneeebyconfrocalmicroscope8weeksafterstem
celltransplantation.(B)Thebbbrrrooommmooodddeeeoooxxxyyyuuurrriiidddiiinnneeelabeledstem cells
survived in spinal cord and were distributed around the
transplantedsitebyimmunofluorescentmicroscopy.
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ⅣⅣⅣ...고고고 찰찰찰
척수손상은 최초의 치료에서 부터 재활에 이르는 과정에 걸쳐 자율
신경계,비뇨생식계,소화기계,호흡기계 및 심혈관계 등에서 심각한
합병증 및 후유증 등이 동반되며,이에 대한 효과적인 관리와 치료
및 재활을 위하여 많은 경제적 및 사회적 비용이 발생된다.척수손상
의 후유증 및 합병증 등을 최소화하고 삶의 질을 향상시키기 위한 효
과적인 관리방법에 대한 연구는 꾸준히 진행되어 왔다.효과적인 수
술 방법이 끊임없이 개발되어 왔으며,이차적 손상의 기전을 차단하
여 손상의 파급과 악화를 방지하는 개념의 치료가 연구되었으며,손
상 후의 신경세포 성장 촉진인자의 투여 시도 등의 치료 방법도 시도
되어 왔다.최근에는 더 나아가 근본적인 치료 방법에 대한 연구가
집중되어 세포이식 등을 통한 중추신경계 재생에 대한 연구가 활발히
모색되고 있다.18-21더불어 손상된 척수신경의 재생을 위한 효과적인
세포내외의 환경의 최적화를 위한 방법으로서 축삭 재생 억제인자의
차단,신경세포 성장 촉진인자의 투여 등이 세포 이식 수술 등과 더
불어 시도되고 있다.손상된 척수신경의 효과적인 재생을 위하여 최
근에는 세포 이식 및 신경세포 성장촉진인자의 사용 등 여러 가지 방
법들이 복합되어 시도되고 있다.현재까지 알려진 주요한 신경성장인
자 (neurotrophicfactor)로는 fibroblastgrowthfactor,brainderived
neurotrophicfactor(BDNF),nervegrowthfactor(NGF),gliacell
linederivedneurotrophicfactor(GDNF)등이 알려져 있다.22-24

그런데 최근에는 보다 효과적인 세포를 선별하여 이식하는 치료방
법에 대한 연구에 관심이 집중되고 있다.가장 효율적인 세포를 선별
하여 이식치료를 시도할 경우 이식치료의 효과를 극적으로 기대할 수
있으며,면역반응 등 이식치료에 따르는 각종 부작용 등을 최소화 할
수 있기 때문이다.최근에는 세포를 선별함에 있어 특히 신경 분화를
유도하여 이식치료에 이용하고자하는 연구가 시도되고 있다.9,25-28본
연구에서도 척수손상 백서모델을 제작하고 신경분화 유도된 세포를
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선별하여 이식치료를 시도하였다.본 연구에서는 신경 분화를 유도하
기 위한 특수 배지를 사용하였고,면역세포화학 염색방법으로 신경계
로 분화 유도되는 특징을 가진 세포의 특성을 확인하면서 연구를 진
행하였다.또한 배양한 세포가 신경분화 유도가 이루어 졌는지 확인
하기 위하여 NeuN,CNPase,GFAP및 S100β 등으로 면역세포화학
염색 후,형광 현미경으로 관찰하여 신경분화 유도된 세포의 특성을
지녔는지 확인하였다.본 연구에서 결과적으로는 척수손상 백서모델
에서 신경분화 유도된 중간엽 줄기세포 이식을 시행한 군에서 세포이
식 이후에 대조군 등 다른 군에 비하여 객관적인 기능평가에서 유의
한 호전을 확인할 수 있어서,척수손상 백서모델에서 신경분화 유도
중간엽 줄기 세포이식 전 후의 치료 효과를 객관적으로 확인할 수 있
었다.
척수손상의 과정은 일반적으로 일차손상 및 이차손상으로 진행된다.
일차손상은 척추 분절의 기계적인 급격한 탈골과 골절편의 전위로 신
경이 압박되어 발생되고,이차손상은 생화학적인 손상에 의하여 진행
되는 것으로 알려져 있다.손상된 척수조직은 부종,신경축삭의 분절
화 및 탈수초화,핵 파괴와 세포의 허혈성 변화 등이 관찰되고,출혈
성 괴사 및 축삭의 부종 등이 더불어 발생된다.수상 후에는 다형성
백혈구,대식세포 및 염증세포의 침윤이 나타나며,손상된 척수조직
내에는 혈관연축이 발생하게 되어 조직 내 저산소증이 악화되며,이
와 같은 과정을 통하여 이차손상은 더욱 진행된다.손상된 신경세포
는 세포막 이온투과성의 변화를 유발하여 세포 부종,세포내 산성화
세포내 칼슘이온의 축적 등을 더욱 가속화 시키고,이러한 세포내 칼
슘의 증가는 혈관연축,세포막의 파괴,혈소판의 응집 등으로 결국에
는 세포의 괴사를 맞이하게 된다.4,29-33본 연구에서는 척수손상 백서
모델에서 척수좌상에 의한 불완전 척수손상을 유도하였고 손상 유도
후 약 1주일 후에 줄기세포를 투여하였다.손상초기 척수조직에는 혈
액세포 및 염증세포 들이 침범하여 이때는 손상자체에 의한 세포독성
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으로 이식된 세포의 생존율이 감소될 수 있으므로,적절한 세포이식
시기의 선택이 이식치료의 효과를 위하여 중요한 것으로 알려져 있으
며,34본 연구의 백서모델에서는 손상 1주일째에 중간엽 줄기세포 및
신경분화 유도된 중간엽 줄기세포의 이식치료를 시도하였다.
척수손상의 경우 손상의 과정에 따라 치료 과정이 단계적으로 연구
되어 왔다.심한 척수손상의 경우 수술적 치료방법 및 약물치료 등이
복합하여 사용되는데,척추가 불안정하여 추가적인 척수손상의 가능
성이 있는 경우,척수의 압박이 계속 잔존하는 경우 및 척추의 전위
가 정복이 안 되어 척수 압박이 계속되는 경우 등에 수술적 치료가
필요하다.약물치료는 이차적 손상기전을 차단하여 손상의 파급과 악
화를 방지하는 개념의 치료로서 척수손상 초기에 고용량의 스테로이
드 제제의 투여 등이 사용되어 왔다.7,35-37최근 활발히 연구가 진행되
는 신경세포 성장촉진인자는 신경세포의 생존을 증가시키고,신경축
삭의 재생을 촉진시키는 것으로 알려져 있으며 신경전달물질의 합성
에 관여하는 중요 효소의 합성을 증가시킨다고 알려져 있다.세포의
이식이 신경기능의 호전을 가져오는 기전에 대하여는 여러 연구가 진
행되고 있는데,척수손상 조직에 이식된 세포가 신경세포 등으로 분
화되어 기능 회복을 촉진시키며,이식된 세포로부터 분비되는 세포외
기질이 축삭 재생을 유발하는 역할을 하며,축삭의 재생을 촉진시켜
신경기능 회복을 촉진시킨다고 생각되고 있다.4,8,38-43 본 연구에서는
세포 이식 후 면역화학검사 등에서 신경세포의 표지자 등을 확인할
수 있어서 이식한 세포가 척수 내에서 축삭 재생을 유발하며 신경계
세포로 분화되었으리라 추론 할 수 있었다.
이식을 위한 이상적인 세포의 특성은 종양 형성의 위험성이 없고,
안전성이 입증되며,면역 거부반응이 없으며,충분한 양이 배양될 수
있는 경우가 이식을 위한 이상적인 세포라 할 수 있다.이식을 위한
적합한 세포를 선별하는 과정은 성공적인 이식치료를 위하여 매우 중
요한 과정이다.이식을 위한 가장 적합하고 효과적인 세포를 선택하
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고 배양하는 효과적인 방법들에 대한 중요성이 대두되면서 이에 대한
연구가 최근에 시도되고 있다.2,44-50본 연구에서는 어떠한 세포를 선
별하여 이식치료에 이용하는 것이 효과적인지 알아보기 위하여 백서
의 골수에서 줄기세포를 획득하여 신경분화를 유도하였다.기존의 연
구들은 사람의 줄기세포를 백서에 이식함으로서 면역 거부반응 등의
부작용,윤리적인 면 및 치료의 효율성에 관한 문제 등이 있을 수 있
으나,본 연구는 백서의 골수유래 중간엽 줄기세포를 사용하여 백서
로 이식하였기에,이식 후 기능의 평가에서 보다 효과적인 의미있는
결과를 얻었던 것으로 사료된다.백서의 줄기세포를 사용하였으므로,
면역 거부반응 등의 부작용이 사람의 줄기세포를 이용한 다른 연구에
비하여 크지 않았을 것으로 추정되며,이식의 효과의 객관적인 평가
에서 유의한 호전이 확인되었다.
본 연구에서는 척수손상 동물모델에서 운동기능 회복의 척도로
BBB scale을 사용하여 이식의 효과를 평가하였다.BBB scale은 총
21점으로 구성되어 있으며,다리에서 발까지의 관절의 움직임을 점수
화 한 것으로 현재 척수손상 백서의 운동기능에 관한 척도로 일반적
으로 사용되고 있다.평가척도의 항목에는 걸음걸이의 회복여부 및
사지의 조화 및 꼬리의 회복 등까지 속하여 있다.척수손상을 유도한
후 손상의 정도를 파악하여 점수화하여 일정 점수대의 백서만을 선별
하여 실험에 사용할 수 있으므로,백서의 표준화된 선발에도 도움이
되는 평가 방법이며,기능 호전의 정도를 평가하는 데에도 효과적인
점수화된 방법이다.14-16본 연구에서는 대조군 및 중간엽 줄기세포를
이식한 군,신경분화 유도된 줄기세포를 이식한 군 각각에 대하여 손
상 후 시점부터 손상 후 63일까지 BBB점수를 매주 측정하여 통계학
적 검증을 한 결과,신경분화 유도된 백서 골수 유래 중간엽 줄기세
포를 이식한 군에서,대조군에 비하여 통계적으로 유의한 호전이 확
인되었다.또한 이식 후 시기별로 각 군 간의 BBB 점수를 평가하였
을 때,이식 3주 후부터 신경 분화 유도된 중간엽 줄기세포를 이식한
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군에서 대조군에 비하여 유의하게 BBB 점수가 회복된 소견을 보였
다.
이식된 신경줄기세포의 역할에 대하여는 최근 연구가 시도되고 있
는데,신경 영양인자들을 분비하고,신경손상 후 소실된 신경조직의
대체역할 등을 하는 것으로 알려져 있으며,수초의 재생에 영향을 주
어 척수손상 백서의 신경학적 기능을 회복시킬 수 있는 것으로 보고
되고 있다.3,51,52본 실험 결과에서 체성 감각 유발 전위 검사 결과,신
경분화 유도된 백서 골수 유래 중간엽 줄기세포를 이식한 군에서 다
른 군에 비하여 잠시가 유의하게 단축되어 통계적으로 유의한 호전이
확인되었다.진폭의 경우는 체성 감각 유발 전위 검사 결과,신경분화
유도된 백서 골수유래 중간엽 줄기세포를 이식한 군에서 다른 군에
비하여 진폭이 증가되는 경향을 보였으나,개체의 수가 적어서 통계
적으로 의미 있는 소견을 보이지는 않았다.추후에 더 많은 개체를
대상으로 실험을 진행한다면 기능의 호전여부를 효과적으로 평가할
수 있는 방법이 될 수 있을 것으로 사료된다.운동 유발 전위검사의
경우에도 잠시를 비교하면,신경분화 유도된 백서 골수 유래 중간엽
줄기세포를 이식한 군에서 다른 군에 비하여 잠시가 단축되는 경향을
보였으나,통계적으로 의미있는 소견을 보이지는 않았다.역시 추후에
더 많은 개체를 대상으로 실험을 진행한다면 기능의 호전여부를 효과
적으로 평가할 수 있는 방법이 될 수 있을 것으로 사료된다.진폭의
경우에도 운동 유발 전위 검사 결과 신경 분화 유도된 백서 골수 유
래 중간엽 줄기세포를 이식한 군에서 다른 군에 비하여 진폭이 증가
되는 경향을 보였으나,통계적으로 유의한 소견을 보이지는 않았다.
개체의 수가 적어서 통계학적으로 유의한 소견을 보이지는 않았던 것
으로 보이며,개체의 수가 많았다면 결과 도출에 보다 도움이 되었을
것으로 생각된다.이식한 척수에서 신경계 세포의 존재 여부를 확인
하기 위하여 면역형광 염색 등의 방법이 사용된다.29,53,54본 연구에서
는 척수손상 후 세포를 이식한 부위의 척수에서 면역형광 염색을 이
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용한 조직검사를 시행한 결과 신경계 세포의 존재여부를 확인할 수
있었다.이중 면역형광 염색에서 양성으로 나타남으로써,이식한 세포
가 신경계 세포의 일부로 분화하였음을 추정할 수 있었다.
본 연구는 백서모델에서 시도되었는데,추후 사람을 대상으로 치료
에 응용하기 위하여 다음의 과제들이 해결되어야 할 것으로 생각된
다.먼저 적합한 투여시기에 관한 연구가 필요하다.본 연구에서는 백
서를 대상으로 수상 후 일주일에 이식치료를 시행하였는데,사람의
경우는 수상 후 언제 이식치료를 시행하는 것이 가장 효과적인가에
대한 연구가 필요하며,수상 후 오랜 시간이 경과된 척수손상 환자가
현재 대부분인 현실에 비추어 보면,어느 시기까지의 치료가 효과를
나타내는지에 대한 연구도 중요한 연구과제가 될 수 있겠다.줄기세
포의 효과적인 획득에 관한 연구,효과적인 배양 및 신경분화 유도방
법 등에 대한 문제도 중요한 해결 문제이다.본 연구에서는 백서의
골수를 획득하여 중간엽 줄기세포의 신경 분화를 유도하여 이식하였
는데,사람의 경우에도 효과적일지에 대한 연구가 진행되어야 하며,
면역반응 및 종양형성 위험성 등에 대한 문제 등을 해결하기 위한 동
물모델에서 연구 등이 보다 활발히 이루어 져야 할 것으로 생각된다.
또한 본 연구에서는 배양된 세포의 이식경로로 척수내로 직접 주입하
는 방법을 선택하였는데,척수내로 직접 주입하는 방법이 가장 효과
적인지에 대하여도 추후 연구가 이루어져야 할 것이다.한편,본 연구
에서는 불완전 척수손상 동물모델을 대상으로 이식치료를 시행하였는
데,사람의 경우 완전 척수손상 환자가 척수손상 환자에서 차지하는
비율이 높으므로,백서모델 등에서 완전 척수손상을 유도한 후 이에
대한 이식치료의 효과에 대하여 보다 활발한 기초적인 연구가 이루어
져야 할 것으로 생각된다.그리고 본 연구에서는 약 9주까지 BBB점
수를 평가하였는데,그 이후의 장기적 추적관찰 등이 이루어진다면,
추후 사람의 치료에 응용하는데 보다 효과적인 도움을 줄 수 있을 것
으로 사료된다.
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ⅤⅤⅤ...결결결 론론론

본 연구에서는 척수손상 백서모델에서 신경세포 재생 및 신경기능
회복에 미치는 영향을 평가하기 위하여,척수손상 백서모델을 제작하
고,백서의 골수에서 줄기세포를 채취하여 중간엽 줄기세포 및 신경
분화 유도된 줄기세포 등을 직접 배양하였고,각 군으로 나누어 척수
내로 이식하였다.대조군,백서 골수유래 중간엽 줄기세포를 이식한
군 및 신경 분화 유도된 백서 골수유래 중간엽 줄기세포를 이식한 군
등으로 각각 나누어 신경세포 재생 및 신경기능 회복에 미치는 영향
을 척수손상 동물모델을 통하여 평가하여 다음과 같은 결과를 얻었
다.
BBB 점수로 평가된 행동검사결과,신경분화 유도된 백서 골수유래
중간엽 줄기세포를 이식한 군에서 대조군에 대하여,중간엽 줄기 세
포만을 이식한 군에 비하여 이식 후 약 3주 후부터 의미있는 호전이
확인되었다..세포 이식 후의 전기 생리학적 검사에서 체성 감각 유발
전위 검사 결과,신경 분화 유도된 백서 골수유래 중간엽 줄기세포를
이식한 군에서 대조군 및 백서 골수유래 중간엽 줄기세포를 이식한
군에 비하여 잠시가 유의하게 단축되어 유의한 호전이 확인되었다.
이상의 결과에서 신경분화 유도된 백서 골수유래 중간엽 줄기세포를
선별하여 이식한 군에서 대조군 및 백서 골수유래 중간엽 줄기세포를
이식한 군에 비하여 가장 효과적인 결과를 나타낸 것으로 미루어 보
아,본 연구는 추후 사람에서 보다 효과적인 세포이식를 위한 세포선
별의 기준을 제시하는 귀중한 자료의 하나가 될 것으로 생각되며,척
수손상 환자의 줄기세포 이식을 통한 신경 재생치료의 효율성을 높이
고,치료에 효과적으로 응용하기 위한 토대가 되어,보다 성공적인 방
법을 제시하는데 소중한 도움이 될 수 있을 것으로 사료된다.
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Functionalrecoveryafterthetransplantationof
neurallyinducedmesenchymalstem cellsderivedfrom
bonemarrow intheratmodelofspinalcordinjury
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(DirectedbyProfessorChangIlPark)

Thisstudywasdesignedtocomparethefunctionaloutcome
of the intraspinal transplantation of neurally induced
mesenchymalstem cellsandthatofmesenchymalstem cells
intheratmodelofspinalcordinjury.Sprague-Dawleyrats
were anesthetized and subjected to the spinalcord injury
model.Theratshadundergonethefreedropcontusionspinal
cordinjuryatalowerthoraciclevel.Anincompletespinalcord
injury was induced using the NYU impactor.Mesenchymal
stem cellswereobtainedfrom bonemarrow ofrats.Toinduce
neuraldifferentiation,a basalmedium was replaced with
Dulbecco's modified eagle medium and fetalbovineserum
supplemented with fibroblastgrowth factor.The rats were
randomlyassignedinto3groups.Ratsinthecontrolgroup
were injected phosphated buffer saline instead of cell
transplantation. Rats in the mesenchymal stem cell
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transplantedgroupwereinjectedmesenchymalstem cellsinto
thespinalcord.Ratsin theneurally inducedmesenchymal
stem celltransplantedgroupwereinjectedneurallyinduced
mesenchymalstem cells into the spinalcord.Functional
outcomesweremeasuredusingtheBasso-Beattie-Bresnahan
locomotorratingscoresandanelectrophysiologicstudy.The
Basso-Beattie-Bresnahan locomotor rating scores were
checkedeveryweek.A somatosensoryevokedpotentialstudy
andamotorevokedpotentialstudywereperformed9weeks
after the spinal cord injury. When the
Basso-Beattie-Bresnahan locomotor rating scores were
compared among the 3 groups, the neurally induced
mesenchymal stem cell transplanted group showed a
significant improvement. In the somatosensory evoked
potentialstudy,theratsintheneurallyinducedmesenchymal
stem celltransplantedgroupshowedsignificantly shortened
initiallatency,N1latencyandP1latencycomparedwithother
groups. The neurally induced mesenchymal stem cells
transplantedintotheratsimprovedthehindlimbperformance
and shortenedlatency ofasomatosensory evoked potential
study.Transplanting neurally induced mesenchymalstem
cellsmayplayaneffectiveroleinpromotingthefunctional
recovery.Theseresultssuggestthattheproperchoiceofthe
stem cellsfortransplantationcouldprovidethemostefficient
functionalrecoveryafterspinalcordinjury.
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KeyWords:spinalcordinjury,neurallyinducedmesenchymal
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