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국문요약

제대혈에서 내피기원세포 분리 및 배양을 통한 분화 유도

면역성 감염 질환의 병인 규명으로 시작된 혈관신생 의 개념이 창상 치유와 종양 전이

의 기전을 이해하는데 적용되고 나아가 이를 죽상경화성 심장질환 및 다른 허혈성 질환 치

료에 적용하려는 노력이 시도됨에 따라, 혈관신생의 기원이 되는 내피기원세포에 대한 연구

의 필요성이 제기되었다. 본 연구에서는 말초혈액보다 면역학적으로 미성숙하고 증식능이

큰 제대혈로부터 내피기원세포를 분리하여 그 성상을 규명하고 배양 과정에서 v ascular

endothelial growth factor (VEGF ), interleukin - 1 (IL - 1 ) 및 fibroblast growth

factor - basic (F GF - b )을 포함한 여러 가지 싸이토카인, 특히 thrombopoietin (T PO)이 내피기

원세포 증식에 미치는 효과를 관찰함으로써, 체외 대량 배양을 시도하고 내피기원세포를 이

용한 치료의 기술적, 이론적 배경을 확립하고자 하였다.

18명의 산모로부터 채취한 제대혈에서 Ficoll- Hypaque 및 MACS sy stem (Miltenyl

Biotech , Auburn , CA , USA )을 이용하여 CD34 양성 세포를 분리하였으며, 분리된 CD34 양

성 세포는 총 단핵구의 평균 0.32%이었고 순수도는 평균 84.04%이었다. CD34 양성이면서

CD38 음성인 원시조혈모세포는 단핵구 중 0.05% , CD34 양성 세포 중 7.44%였으며, AC133

과 Flk - 1/ KDR이 모두 양성인 내피기원세포는 단핵구 중 0.15%, CD34 양성 세포 중 1.73%

이었다. CD34 양성 세포에 다양한 조합의 싸이토카인을 첨가하여 배양한 결과, 기본 조합인

VEGF , IL - 1 , F GF - b에 stem cell factor와 flt3- ligan d 및 T PO를 모두 첨가하였을 때 부유

세포 및 부착 세포수가 가장 많이 증가되었으며, 다른 싸이토카인이 모두 존재하는 상태에

서 T PO를 첨가하였을 때의 부유 및 부착 세포수가 T PO를 첨가하지 않았을 때보다 통계적

으로 유의하게 높게 나타나 T PO가 내피기원세포에서 내피세포로의 분화에 직접적으로 기

여하는 것으로 생각되었다(p< 0.05, W ilcox on rank sum test ). 또한 배양 3일째에 비 부착

세포를 회수하여 동일한 조건에서 다시 배양하였을 때 부착 세포가 형성되는 것을 확인함

으로써, 3일 배양 중 조혈모세포가 내피기원세포로 재증식(r epopulation )하는 것을 간접적으

로 증명하였다. CD34 양성 세포로부터 4주간 배양된 부착 세포의 표지자 분석 결과 내피세

포 특이표지자인 KDR과 CD31 및 CD62E는 발현되었으나 CD34와 CD117 및 CXCR - 4는

거의 발현되지 않아 적절한 싸이토카인 종류 및 조합에 대한 연구가 더 필요할 것으로 생

각되었다. 그러나 배양 과정에서 내피세포의 특징인 cord- like structure 및 cobblestone 모
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양을 관찰함으로써, 배양된 부착 세포가 내피세포임을 확인할 수 있었다.

이상의 실험으로 제대혈에서 분리된 CD34 양성 세포에서 내피기원세포의 성상을 규명할

수 있었으며 체외 배양을 통하여 제대혈 단핵구 중 극소수에 불과한 내피기원세포로부터

내피세포로의 분화를 유도하였고, 이 과정에 T PO가 기여함을 증명함으로써 내피기원세포의

수적인 한계를 극복할 수 있는 실험적인 조건을 제시하였다.

핵심되는 말 : 제대혈, 내피기원세포, 체외 배양, thrombopoietin

- 2 -



제대혈에서 내피기원세포 분리 및 배양을 통한 분화 유도

<지도교수 김 현 옥 >

연세대학교 대학원 의과학사업단

신 정 원

I . 서 론

혈관증식성망막증이나 류마티스관절염 등 면역성 감염 질환의 병인 규명으로 시작된

혈관신생 의 개념이 창상 치유와 종양 전이의 기전을 이해하는데 적용되고 나아가 이

를 죽상경화성심장질환 및 다른 허혈성질환 치료에 적용하려는 노력이 시도됨에 따라

혈관신생의 기원이 되는 내피기원세포(endot he l i a l pr ogeni t or ce l l )에 대한 연구의 필

요성이 제기되었다. 1 - 3

내피기원세포는 혈관형성(angi ogenes i s ) 및 맥관형성(vascul o- genes i s )을 유도하는

세포로서, 배아혈관모세포와 유사한 성상을 가지며, 조혈간세포(hemat opoi et i c s t em

ce l l )와는 CD34와 fet al l i ver kinase- 1(Fl k- 1)/ KDR, Ti e- 1, Ti e-2 등의 항원을 공유

하는 것으로 알려져 있다. 4 - 6 그러나 조혈간세포는 정상 골수의 1-3%, 말초혈액의

0. 001-0. 1%에 불과하고, 7 , 8 내피기원세포는 이러한 조혈간세포 중 1% 내외이므로 치료에

이용하기에 충분한 양을 얻기 위해서는 내피기원세포를 분리, 배양하는 기술이 선행되

어야 한다.

말초혈액으로부터 내피기원세포를 분리, 배양하는 방법은 1997년 Asahar a 등4에 의

하여 처음으로 소개되었으며, 이 후 그 성상을 규명하려는 연구가 활발히 진행되고 있

으나 우리나라에서는 아직까지 초기 단계이다. 따라서 신생혈관의 형성 기전을 이해하

고 이를 허혈성 질환 치료 및 종양 전이 억제 등 임상적으로 광범위하게 적용하기 위해

서는 내피기원세포를 분리, 배양하는 기술을 확립하고 나아가 동물 모델 개발 및 내피
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기원세포를 이용한 세포 및 유전자 치료 방법을 개발하는 것이 필요하다.

본 연구에서는 말초혈액보다 면역학적으로 미성숙하고 증식능이 큰 제대혈로부터
9

내피기원세포를 분리하여 그 성상을 규명하고 체외 대량 배양법을 확립하여 기존의 생

체로부터 제한된 수의 세포를 추출하는 방식의 양적인 한계점을 극복함으로써 내피기원

세포를 이용한 치료의 기술적, 이론적 배경을 제시하고자 하였다.
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I I . 재료 및 방법

1. 제대혈 채집

2000년 5월부터 12월까지 세브란스병원에서 정상 분만한 18명의 산모로부터 제대혈

을 채집하였다. 신생아가 분만된 뒤 제대를 이중으로 결찰하고 소독한 후 제대를 절단

하고 태반이 만출되기 전 제대 정맥에 CPDA- 1이 25 mL 들어있는 채혈백(녹십자, 서울 )

의 바늘을 주입하여 중력과 자궁 수축에 의해 흘러내리는 제대혈을 채취하였다.

2 . 제대혈에서 단백구 분리

제대혈을 Hank ' s bal anced sa l t solut i on(HBSS) (Gibco-BRL, Gr and I s l and, NY,

USA)으로 4배 희석한 후, 희석된 제대혈에 Fi col l -Hypaque (Phar maci a Bi ot ech,

Uppsal a , Sweden )을 동량 넣고 900 x g로 실온에서 20분간 원심 분리하여 단핵구를 분

리하였다. 분리된 단핵구는 HBSS로 2회 반복 세척한 후 hemocyt o- met er를 이용하여 세

포수를 산정하였으며, 세척이 끝난 단핵구는 0. 5% bovine serum al bumi n(BSA)을 함유하

는 phosphat e- buf fer ed sal ine (PBS), pH 7. 4(Sigma Chemi ca l Co. , St . Loui s , MO,

USA)에 부유하였다.

3 . C D34 양성 세포 분리

CD34 양성 세포는 제대혈 단핵구로부터 hi gh-gr ade magnet i c f i e l d와 mini -MACS

column(Mi l t enyi Bi ot ech, Auburn, CA, USA)을 이용한 superpar amagnet i c mi cr obead를

이용하여 다음과 같이 분리하였다. 단핵구를 0. 5% BSA-PBS, 5 mMEDTA 300 L 당 108개

로 맞추어 부유한 다음, 세포 108개 당 100 L의 Fc 수용체 차단 시약(사람면역글로불

린 )을 첨가하여 15분간 냉장 보관한 후 PBS, 5 mMEDTA로 1회 세척하고 여기에 다시 세

포 108개 당 100 L의 자석 입자가 부착된 항-CD34 항체를 첨가하여 15분간 냉장 온도

에서 반응시킨 후 세척하였다.

MACS column은 세포를 배양하는 중에 다음과 같이 준비하였다. 금속판에 자석 입자를

부착한 다음 원주를 부착하고, 이를 PBS, 5mMEDTA로 1회 세척한 다음 PBS, 0. 5% BSA로 1

회 세척하였다. 세포를 세척한 후 500 L의 PBS, 0. 5%BSA에 부유한 다음 30 m 크기의 세
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공을 갖는 필터가 부착된 원주에 투과시켜 죽은 세포와 불순물을 제거하였다. 이 후 원주

로부터 방출된 CD34 음성 분획은 버리고 원주 내에 잔류하는 CD34 양성 분획을 회수하였으

며, 경우에 따라서는 새로운 원주로 세포 분리를 반복하였다. 잔류하는 세포를 분리하기

위해서는 원주에 1 mMPBS, 5mMEDTA를 첨가한 후 자석 입자로부터 원주를 분리시키고 플

런저로 밀어서 방출시키는 과정을 2회 반복하여 방출되는 모든 세포 분획을 회수하였다.

4 . 유세포분석기를 이용한 세포 순수도 및 표지자 분석

제대혈 단핵구와 MACS col umn에 의해 분리된 CD34 양성 세포에서 조혈모세포의 순수

도를 분석하기 위하여 이들 세포를 CD34-FITC(Bect on Di cki nson, San Jose , CA, USA)

와 CD38-PE(Bect on Di ckinson ) , CD34-FITC와 CD117-PE (Pharmingen, San Di ego, CA,

USA)로 이중 염색한 후 유세포분석기(Bect on Di ckinson )로 분석하였으며, 내피기원세포

는 KDR- FITC(Sigma Chemi ca l Co. )와 AC133-PE(Mi l t enyi Bi ot ech ) ,

CD31-FITC(Phar mi ngen )와 CD62E-PE(Pharmingen ) , CD34- FITC와 CXCR4-PE(Phar mi ngen )

를 이용하여 분석하였다. 각각의 세포 표지자 양성 세포를 정량하기 위해서는 동일 세

포군을 백서의 IgM, IgG1 또는 IgG2a로 염색한 후 Wi nMDI (ver s i on 2. 8 ) (Scr i pps

r esear ch i ns t i t ut e , La Jol l a , CA, USA)로 비교, 분석하였다.

5 . C D34 양성 세포의 체외 증폭

분리한 CD34 양성 세포를 최종 농도 2 x 105 / mL로 맞춘 후, 20% fet a l cal f ser um이

첨가된 I scove ' s modi f i ed Dulbecco ' s medi um(IMDM)에 다양한 조합의 싸이토카인을 첨

가하여 24 we l l 에 1 mL 또는 96 we l l mi cr opl at e에 100 L를 넣어 배양하였으며,

mi cr opl at e는 배양 전에 f i br onect i n 1 g/ mL로 20 에서 2시간 동안 코팅하여 사용하

였다.

싸이토카인은 VEGF(BD Biosci ences , San Diego, CA, USA) 10 ng/ mL, IL-1 (BD

Bi osci ences ) 10 ng/ mL 및 f ibroblas t gr owt h fact or -bas ic (FGF-b )(Leinco Tech. , St .

Loui s , MO, USA) 5 ng/ mL를 기본 조합으로 하였으며, 여기에 s t em cel l

fact or (SCF)(Endogen, Woburn, MA, USA) 10 ng/ mL, f l t 3- l igand(FL)(Pept roTech Inc. ,

Rocky Hi l l , NJ , USA) 10 ng/ mL 및 t hrombopoi et in(TPO)(Pept r oTech Inc. ) 5 ng/ mL를 다
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양한 조합으로 첨가하여 각 조합에서의 부유 세포 및 부착 세포수 증가를 비교하였다.

또한 3일간 배양된 조혈모세포 중 비 부착 세포의 증식능을 확인하기 위하여 이들

세포를 회수하여 1회 세척한 후 다시 f i br o- nect i n으로 코팅한 mi cr opl at e에 위와 동

일한 방법으로 배양하였다.

6 . 내피기원세포 배양

Fi br onect i n으로 20 에서 2시간 코팅한 24-wel l mi cr opl at e에서 VEGF 10 ng/ mL,

IL- 1 10 uni t s / mL, FGF-b 5 ng/ mL, SCF 10 ng/ mL 및 FL 10 ng/ mL의 조합에 TPO 첨가

여부의 두 조건으로 세포 분화를 유도하였다. 배양 3일째 비 부착 세포를 회수하여 다

시 f ibr onect in으로 코팅된 mi cr opl at e에 위와 동일한 방법으로 배양하였고, 남겨진 부

착 세포는 동일한 싸이토카인을 함유하는 배지를 새로 추가하여 3일간 추가 배양하였

다. 배양 6일째부터는 모든 비 부착 세포를 배양액과 함께 제거하고 남겨진 부착 세포

를 VEGF 10 ng/ mL, IL- 1 10 uni t s / mL, FGF-b 5 ng/ mL 만을 함유하는 새로운 배지로 배

양하였다. 배지는 매 3일 간격으로 이들 싸이토카인을 함유하는 배지로 완전 교체하였

으며, 배양 12일째에는 비 부착 세포를 제거하고 PBS로 1회 세척한 다음 단위 면적 mm2

당 부착 세포수를 측정하였다. 배양 용기의 표면이 내피세포로 80% 이상 채워지면 배지

를 제거하고 0. 25% t r yps i n, EDTA (Gibco-BRL)을 첨가하여 세포를 플레이트 표면으로부

터 유리시킨 다음 회수하여 1회 세척한 후 세포 수를 측정하고 다시 6 wel l 플레이트

또는 75 cm2 플라스크에서 배양하였다.

배양된 세포의 표지자 분석을 위해서는 4주 배양 후 배지를 제거하고 PBS, 5 mM

EDTA로 15-20분간 배양한 다음 유리된 세포를 회수하여 유세포분석기로 분석하였으며,

역위현미경( i nver t ed mi cr oscope )(Ol ympus Opt i ca l Co. , LTD. , Tokyo, Japan )을 이용

하여 배양 시기에 따른 부착 세포의 형태 변화를 관찰하였다.

7 . 통계 분석

통계 분석은 SPSS for wi ndows r e l ease 8. 0(SPSS Inc. , Chi cago, IL, USA)을 사용

하여 Wi l coxon r ank sum t es t 를 시행하였으며, p값이 0. 05 미만인 경우 통계학적으로

유의한 것으로 판정하였다.
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I I I . 결 과

1. 제대혈에서 분리한 단핵구 및 CD34 양성 세포수와 회수율

제대혈에서 분리된 단핵구 수는 1. 34(± 0. 43) x 108
개이었으며, MACS sys t em에서 회수

된 CD34 양성 세포수는 4. 22(± 2. 46) x 105
개로 총 단핵구의 평균 0. 32%이었다(Tabl e 1).

Tabl e 1. Number s of t ot a l mononuc l ear ce l l s and CD34+

ce l l s i so l a t ed fr om cor d bl oods

1 : mononuc lear ce l l s

Cor d blood M N Cs 1 (x 108 ) CD34+ cells (x 105 )

1 2.2 4 .6

2 1.4 5 .6

3 1.0 2.8

4 1.3 3 .6

5 1.0 2.2

6 1.0 6 .5

7 1.3 2.4

8 1.0 2.7

9 1.7 1.0

10 2.3 4 .1

11 1.1 8 .0

12 0.9 2.0

13 1.8 1.0

14 1.3 5 .5

15 1.5 4 .2

16 1.6 9 .4

17 0.9 2.6

18 0.9 7 .8

M ean ± SD 1.34 ± 0.43 4.22 ± 2.46
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2 . 제대혈 단핵구의 표지자 분석

제대혈 단핵구 중 CD34 양성 세포의 비율은 평균 0. 65%이었으며, CD34 양성이면서

CD38 음성인 원시조혈모세포(pr imi t ive s t em cel l )는 평균 0. 05%이었다. 역시 조혈모세

포 표식 인자로 알려진 AC133은 평균 0. 61%로 CD34 양성 세포의 비율과 비슷하였다.

AC133과 KDR 모두 양성인 내피기원세포는 평균 0. 15%이었다(Tabl e 2, Fi g. 1).

1 : sur f ace mar ker s f or pr i mi t i ve s t em ce l l s .

2 : sur f ace mar ker s f or endot he l i a l pr ogeni t or ce l l s .

3 : CD34+ fr ac t i on i s o l a t ed by MACS sys t em.

Tabl e 2. Expr ess i ons of sur face mar ker s on t ot a l mononuc l ear ce l l s and

CD34+ f r ac t i on i sol a t ed f r om cor d bl oods (n=7 )

Surface m ark er s
% of pos it iv ity (M ean ± SD )

m on onuclear cells CD34 s elect ed cells 3

CD34+ 0.65 ± 0.19 84.04 ± 6.89

CD38+ 95.20 ± 1.94 89.65 ± 4.66

CD34+, CD38+ 0.63 ± 0.35 76.60 ± 7.49

CD34+, CD38- 1 0.05 ± 0.05 7.44 ± 0.73

CXCR4+ 4.10 ± 2.38 4.55 ± 1.95

CD31+ 70.99 ± 12.7 88.37 ± 4.81

CD62E + 2.69 ± 1.73 35.18 ± 3.82

CD 117+ 4.34 ± 1.78 47.26 ± 14.9

A C133+ 0.61 ± 0.25 82.27 ± 10.8

KDR + 0.18 ± 0.06 2.02 ± 1.55

A C133+, KDR +2 0.15 ± 0.08 1.73 ± 0.70
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