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서     론 

 

포유류의 중추신경계를 구성하고 있는 신경세포와 별아

교세포(astrocytes) 및 희소돌기아교세포(oligodendrocytes) 

등은 발생초기 ventricular zone의 neuroepithelium에서 

유래한다.11) 이 neuroepithelial cell은 neuronal precursor 

cell과 glial precursor cell로 분화가 되며, glial precursor 

cell은 다시 radial glial cell과 type IA progenitor cell 그

리고 O-2A progenitor cell로 분화가 된다.5) Radial glial 

cell은 ventricular zone에서 pia matter까지 process가 

뻗어 있는데, 발생초기에 신경세포는 이 radial glial cell과 

접촉하면서 이동하게 된다.2) 신경세포의 이동이 끝난 후에 

이 radial glial cell은 ependymal cell이나 tanycytes, Mu-
ller cell, Bergmann cell등으로 분화가 되는 것으로 알려

졌다.5) Type IA progenitor cell은 radial glial cell 주위에 

있으면서 신경세포와 접촉이 없었던 세포를 뜻하며 이 세

포는 type I 아교세포로 분화되는 것으로 보고되었다.8) O-

2A progenitor cell은 흰쥐 시신경에서 처음 그 존재가 알려

졌는데,25) 배양 조건에 따라 희소돌기아교세포 또는 type 

II 아교세포로 분화가 일어나는 것으로 보고되었다.20) 즉 

이 세포가 혈청이 포함되지 않은 배양액에서는 희소돌기아

교세포로 분화되며, 혈청이 포함된 배양액에서는 type II 

아교세포로 분화가 일어난다. 이 O-2A progenitor cell은 

대뇌3)와 소뇌에서도1) 그 존재가 증명되었다. Type I 아교

세포와 type II 아교세포는 배양된 세포에 사용하는 용어

이며 생체 내에서는 protoplasmic 아교세포와 fibrous 아

교세포라는 용어를 사용하는데,11) type I 및 type II 아교

세포가 각기 protoplasmic 아교세포 및 fibrous 아교세포

와 구조 및 기능 면에서 유사한 점이 보고되었으나16)34) 

그 구조와 기능이 일치하지는 않는 것으로 알려져 있다.11) 

분화과정 중이거나 분화된 glial cell에 대한 marker로 

사용되는 항체는 많이 보고되었고, 또 분화된 신경세포에

서도 neuron-specific enolase(NSE)27)나 neurofilament

에 대한 항체,23) 또는 r-aminobutyric acid(GABA)나 sero-
tonin, substance P 등 neurotransmitter 들에 대한 항체

도 많이 보고되었다.4)5) 한편 epidermal growth factor(EGF)

를 이용하여 한 종류의 progenitor cell로부터 신경세포와 

희소돌기아교세포 및 별아교세포가 모두 분화되는 것을 보

고된바 있다.35)36) 

따라서 본 연구에서는 EGF를 이용하여 progenitor cell

을 7일간 배양한 후, 이 세포의 특징을 분석하였고 또한 분

화가 끝난 조직 내로 cell들을 이식하였을 때, 중추신경계

의 신경세포로 분화과정의 특징을 밝혀 내었다. 

 

연 구 방 법 

 

신경간세포의 일차 배양 

신경간세포의 일차배양은 Peynolds 및 Weiss의 방법

을 응용하여 시행했다. 임신 후 15일 된 후의 흰쥐의 자궁

으로부터 약 12~15마리의 fetus를 적출한 후, 머리를 절

단하고 두개골을 제거 후, 대뇌를 Ca2+/Mg2+ free Hanks’
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balanced salts solution(HBSS, Gibco, Grank island, NY, 

USA)에 넣었다. Clean bench 내의 수술 현미경 하에서 

뇌막을 완전히 제거한 후 이를 10ml 파이펫을 이용하여 

조직 분쇄하였다. 세포를 분리하기 위해 trypsin을 0.13% 

되도록 첨가한 후 37℃에서 15분간 incubation 하였다. 

Incubation이 끝난 다음 이를 Nitex filter(Tetko, Elms-
ford, NY, USA) #210 및 #130에 통과시키고, 통과된 

세포는 3,000rpm에서 5분간 원심분리하였다. Trypsin을 

제거하기 위해 세포 침전물을 신선한 HBSS에 재부유시키

고, 이를 다시 Nitex filter #130에 통과시킨 다음 원심분

리하였다. 최종적인 세포 부유액을 얻기 위해 이 세포 침전

물을 EGF가 포함된 무혈청 배양액(serum-free medium, 

SFM)에 재부유 시켜 Nitex filter #40에 통과시켰다. 이

렇게 얻은 세포 부유액의 세포 수는 hemocytometer를 이

용하여 측정하고 6-well 배양판에 2.5×105 cells/ml의 

농도로 1ml씩 plate하여 배양하였다. 배양 5~7일이 경과

한 다음 배양액에 떠 있는 신경간세포 세포군(cell clusters) 

을 위상차 현미경으로 확인했다. SFM은 5mM hydrocor-
tisone(Sigma, St Louis, MO, USA), 100μM putrescin 

(Sigma), 30nM selemium(Sigma), 20μg/ml transfer-
rin(Sigma), 10μg/ml insulin(Sigma), 20ng/ml EGF(Si-
gma)와 5mM HEPES(Sigma)를 포함한 Dulbecco’s mo-
dified Eagle’s medium(Gibco) 용액으로 조성하였다. 

 

신경세포와 신경간세포에서 분화된 신경세포의 특성 연구 

배양액에 부유하고 있는 세포군이 신경간세포로 구성되

어 있음을 증명하기 위해 다음과 같은 실험을 하였다. 이 

세포군을 poly-L-lysine(PLL)으로 처리된 chambered 

슬라이드에 재분주하고 7일 후 면역화학염색 방법으로 확

인하였다. 신경세포와 별아교세포 및 희소돌기아교세포가 

신경간세포로부터 분화되는 것은 일차배양된 신경간세포 세

포군을 PLL로 처리된 chambered slide에서 7일간 EGF

가 포함되지 않는 SFM으로 이차 배양한 후 tau, GFAP 

및 GC에 대한 면역화학염색으로 확인한다. 또한 신경간세

포로부터 분화된 신경세포의 특성 연구를 위해 이차 배양 

7일 후 tyrosine hydroxylase 및 중요 신경전달물질인 

GABA, substance P, serotonin 등을 신경간세포로부터 

분화된 신경세포가 함유하고 있는지 면역화학 염색으로 확

인한다. 

 

신경아세포의 이식 

6 well 배양판에서 5~7일간 배양된 신경아세포의 배지 

내로 Bromodeoxyuridine(BrdU)을 50μM이 되게 집어 

넣은 후 하루 동안 배양 시켰다. 이를 다음날 trypsin을 이

용하여 떼어내고 50ml 원심분리관에 모은 후, 이를 3,000 

rpm에서 원심분리하고 상층액을 버린 다음 40ml의 EGF

가 포함된 SFM을 넣고 원심분리 세척한다. 

Fig. 1에서와 같은 장치 하에서 저속의 micro-injector

를 사용하여 cell을 뇌조직 속으로 주사하였다. 주사 후 주

사기를 뺄 시에는 cell의 확산을 방지하기 위하여 cell 주사 

10분 후에 제거 하였다. 

 

신경아세포가 이식된 생쥐 대뇌의 분리, 고정, 표본 제작 및 

면역조직화학 염색  

6-OHDA Lesion은 halotane을 사용하여 마취를 하여 

시행하였다. 우선 6-OHDA solution(2mg/ml) 4ml을 왼쪽 

substantia nigra(SN, 2mm anterior to interaural line；

1.6mm lateral to the midline, and 7.2mm below the 

dura)로 4분에 걸쳐서 주사하였고, 주사기를 제거할 때에

는 6-OHDA의 역류를 방지하기 위하여 5분 후에 제거 

하였다. 이렇게 만들어진 model은 10일 후 미리 준비 되

어진 세포를 이식하는데 사용하였다. 세포를 이식 받은 1

주일 후 이식된 세포의 이식 성공을 확인하기 위하여 TH

에 대한 면역 조직화학 염색을 실행하였다. 이를 위해 먼

저 흰쥐를 ketamine으로 마취시키고 xiphoid process 아

래 복부와 횡경막을 복부와 횡경막을 절제한 후 심장을 노 

Fig. 1. The transplantation of cells using a stereotaxic method. 
Blue arrow indicates the area of transplant. 
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출한 후, 심장 첨부로부터 대동맥까지 18G 주사바늘을 이

용하여 도관을 삽입하였다. 50mM phosphate로 완충된 

생리식염수(pH 7.4)를 perfusion pump를 이용하여 분 당 

20ml씩 관류시킨 다음, 4 % paraformaldehyde를 포함한 

PBS를 분당 15ml씩 관류시켜 흰쥐 대뇌를 고정하였다. 

고정과정이 끝난 흰쥐 대뇌를 분리한 다음 뇌막을 제거하

고 이를 vibratome을 이용하여 30μm 두께의 조직 절편

을 만든다. 조직 표본을 gelatin이 표면처리된 유리 슬라이

드에 부착시키고 이를 0.2% Triton X-100을 포함한 PBS

에 4℃에서 20분간 노출시켜 세포막에 작은 구멍을 만든

다. 이 표본을 30℃에서 30분간 10% 우태아 혈청이 포함

된 PBS용액에 incubation하여 비특이적 항원을 차단한 

후 면역 조직화학적 염색을 시행하였다. 

 

결     과 

 

신경아세포의 일차 배양 

흰쥐 대뇌 세포를 EGF를 포함한 SFM으로 배양했을 때 

배양 1~2일에 대부분의 세포는 사멸하였지만 일부 세포는 

증식이 일어났다. 이 세포들은 위상차 현미경하에서 둥글

고 밝게 빛나는 모양으로 관찰 되었다. 이 세포들은 군집

을 이루면서 증식하였는데 이 세포군은 배양액 내에서 부

유상태로 존재하였다. 일차 배양된 이 세포들의 특성을 연

구하기 위해 다음과 같은 실험을 진행하였다. 즉 세포군들을 

poly-L-lysine으로 처리된 Lab-Tek 슬라이드에 replate

한 다음 일주일 후 세포를 고정시키고 세포들의 특성을 구

별하기 위하여 NeuN, GFAP, tyrosine hydroxylase(TH)

에 대한 면역화학반응을 확인한 결과 NeuN과 TH에는 양

성의 반응을 보였으나 GFAP에는 음성의 반응을 보였다. 

이 결과를 볼 때 EGF를 처리한 SFM상에서 자라는 neu-
roprogenitor cell들은 주로 dopamine을 생성하는 신경세

포로 분화되는 것을 확인할 수 있었다. 

 

신경아세포의 분화과정 및 신경아세포에서 유래된 신경세포

의 특성  

신경아세포의 분화과정을 보기 위해 PLL으로 처리된 Lab-

Tek 슬라이드에서 신경아세포를 2주간 EGF를 포함한 

SFM으로 이차 배양하였다. 이차 배양 전기간을 통하여 이 

세포들은 계속 증식 및 이동하여 이웃한 세포군과 만나게 

되는 경우는 더 이상의 세포 이동 없이 증식만 일어났는데, 

이때는 기존 세포층 위로 증식이 일어나는 양상을 보였다. 

배양 3일부터 일부 세포에서 간혹 GFAP를 발현 하였으

나 대부분의 세포들은 cluster를 중심으로 신경 세포에서 

특이적으로 발현되는 NeuN이 발현되었다. 또한 Dopami-
ninergic neuron의 maker인 TH를 사용 면역 염색을 한 

결과 대부분의 세포들이 양성반응을 보임을 관찰할 수 있

A B

C D

Fig. 2. The morphology of neuroblasts
after the secondary culture. A：Gen-
eral morphology of cultured cells (×
200). They showed a bipolar shape.
B：Clusters appeared from 3days of
the secondary culture (×200). Cells pro-
liferated continuously in the center of
clusters as shown in B. C：Proliferating 
clusters on the 7th day of the secondary
culture (×200). D：Proliferating clusters
on the 7th day of the secondary culture
(×400). 
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었다(Figs. 2 and 3). 

 

이식된 신경아세포의 도파민 세포로의 분화 

6-OHDA Lesion 후 1주일에 신경아세포를 이식하였

다. 이식 후 다시 1주일 후에 조직으로 부터 면역염색을 

실시한 결과 Fig. 4와 같이 이식된 부위 모두에서 미약하

나마 면역염색 양성반응을 관찰 할 수 있었다. 

본 연구에서는 세포군 형태로 세포를 이식하였기 때문에 

이식한 정확한 세포수를 측정하지는 못하였으나, 대략 107~ 

108개/ml×3μl, 즉 30,000~300,000개의 세포로 추정된

다. 그러나 극히 일부의 세포만 착상되었고, 대부분의 세

포는 상처부위로 역류 또는 착상되지 못하고 죽었을 것으

로 생각된다. 

 

고     찰 
 

최근 Cameron 및 Rakic5)은 한 종류의 신경상피세포로

부터 신경세포와 아교세포가 분화될 것이라는 가설을 보

고한 바 있으며, Reynolds와 Weiss28)은 성숙된 흰쥐의 

대뇌 선조체와 신생 흰쥐 대뇌에서 신경상피세포의 존재

를 증명한 바 있다. 성숙된 흰쥐 대뇌에 존재하는 신경상

피세포와 태아 흰쥐 대뇌에 존재하는 신경상피세포와 특

성이 일치하는지에 대해서는 아직 확실히 밝혀지지 않았

다. 그러나 성숙된 흰쥐 대뇌와 태아 흰쥐 대뇌에 있는 신

경상피세포가 bFGF및 EGF에 의해 증식되는 양상이 다른 

것 등 세포 계열이 다른 신경상피세포가 존재할 가능성이 

보고된 바 있다. 본 실험에서는 EGF를 포함한 무혈청 배

양액을 이용하여 태아 흰쥐 대뇌에 있는 신경상피세포로부

터 신경세포를 분화시킬 수 있었다. 

신경상피세포로부터 신경세포와 별아교세포 및 희소돌

B A 

D C 

Fig. 3. Immunohistochemical staining of 
neuroblasts against Neon and TH on 
the 7th day of the secondary culture. 
A：Cells positive for Neon in immuno-
histochemical staining (×200). Cells in 
the periphery of cluster were strongly 
positive；however, after 7days of cul-
ture, the result of immune reaction sh-
owed that over 90% cells were positive. 
B：Cells positive in immunohistochemi-
cal staining for Neon (×400). C：Cells 
positive in immunohistochemical staining
for TH (×200). D：Cells positive in imm-
unohistochemical staining for TH (×400).

A 

C 

B 

D 

Fig. 4. Immunostaining of neuroblasts transplanted to the stria-
tum. A：The area affected by 6-OHDA. B：Cells positive for TH
among cells transplanted to the area affected by 6-OHDA. C：
The area unaffected by 6-OHDA. D：Cells positive for TH in the
area unaffected by 6-OHDA. 
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기 아교세포의 분화율은 배양액 내에 포함되는 cytokine

의 종류에 영향을 받는 것으로 알려졌다. 즉 EGF로 배양

된 신경상피세포는 platelet-derived growth factor(PDGF) 

에 의해 신경상피세포로부터 신경세포로의 분화율이 증가

되며, ciliary neurotrophic factor(CNTF) 및 triiodo thy-
ronin(T3)에 의해서는 각기 신경상피세포로부터 별아교

세포 및 희소돌기아교세포로의 분화율이 증가된다. 

신경세포의 분화과정에는 위에서 기술한 cytokine이나 

호르몬 외에도 세포간의 접촉이 관여하는 것으로 알려졌다. 

예를 들어 신경이 절단되어 acetylcholine 또는 영양인자

의 근육으로의 전달이 차단되면 그 신경이 지배하고 있는 

근육이 퇴화되며, 또 실험적으로 근육을 제거하면 그 근육

을 지배하는 운동신경의 퇴화가 오는데 이는 근육에서도 

신경의 분화 및 성장에 영향을 주는 신경 영양인자(neuro-
trophic factor)가 생성되기 때문인 것으로 알려졌다. 중추

신경계에 있는 신경세포는 별아교 세포와 접촉하고 있는데 

별아교세포는 신경세포에서 분비되는 신경전달물질을 섭취

하기도 하며 또 여러 cytokine이나 신경영양물질을 신경

세포로 분비하여 신경세포의 생존율과 분화에 영향을 준다. 

신경세포의 분화과정에는 그 밖에도 세포의 기질이 관여

하는 것으로 알려졌다. 즉 발생기 시 신경세포는 방사아교

세포(radial glial cell)의 세포외기질에 부착하여 이동되면

서 분화가 일어나는 것으로 보고 되었다. 

중추 신경계의 손상이나 질환이 없는 상태에 신경세포를 

이식하면 이식된 신경세포는 착상이 이루어지지 않으며, 

단지 중추신경계 손상 및 질환이 있는 경우 또는 유아기의 

중추신경계에 이식했을 때만 착상이 일어난다. 이는 아직 

그 기전은 밝혀지지 않았지만 뇌손상을 받은 후 또는 유아

기 중추신경계 내에는 이식된 신경세포의 착상 및 생존에 

적합한 환경이 조성되었기 때문일 것으로 믿고 있다. 본 

실험에서는 이식된 신경간세포의 수는 30,000~300,000

개 내외이며, 실제 이식 1주일 후 살아 있는 세포의 수는 

30~100개 정도로 생존율은 0.1% 미만이었다. 이는 발암 

유전자를 transfection한 신경간 세포의 생존율 최고 20~ 

30, 그리고 일차 배양된 신경세포를 이식했을 때의 생존율 

0.5~5%보다도 낮은데 그 이유는 다음의 몇 가지 기전이 

단독 또는 복합적으로 작용했기 때문일 것으로 생각된다. 

첫째, 신경간세포는 신경세포보다 외부자극에 더 취약하기 

때문이다. 일차배양된 신경간세포는 신경세포보다 저산소증

이나 pH감소 등에 더 민감한 것으로 알려졌다. 

둘째, 신경간세포가 혈액에 노출되었기 때문일 가능성이

다. 신경간세포를 일차배양할 때 배양액에 혈청을 1% 정

도 포함시키면 신경간세포의 생존율이 매우 감소하며 배

양 2주 째에는 분화된 신경세포가 모두 사멸하는 것으로 

알려졌다. 따라서 이식 과정에서 신경간세포가 혈액에 노

출되어 생존율이 낮아졌을 가능성이 있다. 셋째, 이식 후에

는 배양때와는 달리 EGF를 포함한 신경간세포의 증식을 

지지해 주는 요인이 없어지기 때문에 생존율이 낮아졌을 가

능성도 배제할 수는 없을 것으로 생각된다. 

본 실험에서는 EGF가 포함된 SFM상에서 7일간 배양 후 

신경아세포가 dopaminergic neuron으로 분화함을 보여주

었고, 또한 이렇게 배양된 세포를 parkinson’s disease가 

일어난 흰쥐의 대뇌에 이식 하였을 시에 dopaminergic ne-
uron으로 성공적인 분화가 일어난다는 것을 확인 하였다. 

하지만 이번 실험의 결과가 EGF와 SFM가 신경아세포가 

dopaminergic neuron으로 어떻게 분화를 일으키는지 정확

한 메커니즘은 밝히지 못했지만 직, 간접적인 영향을 주는 

것임을 입증 하였다. 앞으로의 이러한 조성이 세포 내에서 

어떠한 메커니즘을 유도하여 dopaminergic neuron으로 

분화가 되는지를 분자생물학적인 연구가 더 진행되어야 

하겠다. 또한 더욱 안정적인 이식환경을 만들어 이상적인 

cytotherapy에 응용에 더 많은 연구가 진행되어야 하겠다. 

 

결     론 

 

Fetal rat의 대뇌에 존재하는 신경간세포를 일차배양하

여 이 신경간 세포의 특성 연구를 하였으며, 이 신경간세

포를 6-OHDA로 parkinsonism을 일으킨 흰쥐 대뇌의 

striatum에 이식하여 생체 내에서의 분화과정을 관찰하여 

다음과 같은 결과를 얻었다. 

1) EGF를 포함한 무혈청 배양액으로 신경간세포를 배

양했을 때 신경간세포로부터 신경세포를 유도하였다. 

2) 이때 분화된 신경세포 중 일부는 tyrosine hydroxy-
lase 포함 세포로 유도 되었다. 

3) Parkinsonism이 유발된 흰쥐의 대뇌 striatum에 신

경간세포를 이식했을 때 이식 7일 후 일부세포가 TH 함유 

신경세포로 분화된 것을 알 수 있었다. 

이상의 실험 결과로 생체 외에서 신경간세포로부터 분화

된 신경세포는 TH함유 세포로 분화할 수 있다는 것을 알 수 

있었다. 
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