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Abstract : Bone marrow derived mesenchymal stem cell(BMSC) based cell therapy can promote functional recov-

ery and regeneration in central nervous system(CNS) disease models. These beneficial effects have been primarily

attributed to the differentiation potential into varieties of cell lineages and the therapeutic paracrine factors secreted

by BMSC after transplantation. Many secreted factors from BMSC have been identified recently in the conditioned

media. However, the effects of these factors on the neuronal regeneration need further verification with relevant neu-

ronal models. Ntera-2 neurons have been used for the therapy of several different CNS diseases in animal models.

Recently some clinical trials have confirmed the safety and potential efficacy of Ntera-2 neurons for stroke therapy.

In this study, the Ntera-2 neuron model was used to directly verify the effect of BMSC conditioned media(BMSC-

CM) on neurite outgrowth in vitro. Our study confirmed that the BMSC-CM could increase both the neurite length

and branch number of Ntera-2 neurons, compared to the control group with non-conditioning media. Since the

BMSC can secret many therapeutic factors into the conditioned media, our data support the theory that BMSC pro-

mote neurite outgrowth through secreting paracrine factors. 
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1. 서    론

중추신경 질환을 치료하기 위한 세포치료기술에 대한 관심

이 점차 늘어남에 따라 배아줄기세포, 신경줄기세포, 골수유

래 간엽줄기세포, 지방유래 간엽줄기세포, 재대혈유래 간엽줄

기세포, 역분화 세포 등등이 활발히 연구 진행 중이다.1-4 특

히 위의 줄기세포들 중에서도 간엽줄기세포는 자가 이식이 가

능하다는 이점이 있어 임상단계에 더욱더 가까이 다가왔다.5

골수유래 간엽줄기세포가 손상된 조직의 치료를 향상시킨

다는 연구가 이루어져 왔고6, 골수유래 간엽줄기세포를 이

용한 세포이식은 손상 받은 심장과 뇌의 회복을 향상 시

켰다.7,8 간엽줄기세포의 이식은 척수손상 동물모델의 기능

회복을 향상시켰고9,10, 손상부위의 수초재생을 촉진하고 축

삭전도를 향상시키며11, 손상부위의 신경재생과 줄기세포의

증식, 신경세포의 생존을 향상 시키는 신경보호인자를 생

산할 수 있다고 발표되었다.12,13 간엽줄기세포에서 성장인

자와 싸이토카인을 분비하고 척수손상 동물모델에서 운동

기능을 향상시킨다는 보고와 함께13,14 지금까지 많은 연구

자들이 간엽줄기세포에서 분비되는 성장인자의 종류를 분

석하여2,15 신경재생과 보호 효과와 관련 되어있는 인자들

을 찾기 위해 노력하고 있다.13,16-20

골수유래 간엽줄기세포는 조혈줄기세포의 분화와 증식, 생

존을 촉진하는 에리스로포이에틴과 호산구 콜로니자극인자

(GCSF)와 같은 인자를 분비한다고 알려져 왔고, 이런 인

자들의 다수는 비조혈조직의 재생과 회복을 향상 시켰다
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는 보고가 있으며21,22, 섬유아세포의 조건배지와 골수유래

간엽줄기세포의 조건배지 비교실험에서 간엽줄기세포의 조

건배지는 상처 치료를 촉진하는 성장 인자를 많이 분비한

다고 말했다.6 실제로 간엽줄기세포에서 분비된다고 알려

져 있는 대표적인 성장 인자는 인터류킨류, FGF류, 혈소

판유래 성장인자(PDGF), 혈관내피세포성장인자(VEGF), 간

세포 성장인자(HGF), 전환성장인자(TGF), 종양괴사인자

(TNF-α), TIMP-1, TIMP-2, IGF, BDNF, PIGF, MIP-1,

SCF, GM-CSF, NGF19,23 등이다.

Ntera-2 세포는 인간 테라토종양세포로서 레티노인산을 일

정 기간 동안 처리하면 신경세포로 분화한다는 보고가 있

으며 중추신경계 질환을 치료하기 위한 가능성을 보여주

고 있다.24-33

본 연구는 골수유래 간엽줄기세포에서 분비하는 여러 성

장인자와 싸이토카인이 신경세포의 신경돌기 성장을 증가

시킬 수 있다는 가설을 바탕으로 진행하였고, 골수유래 간

엽줄기세포를 하루 동안 배양한 후에 얻은 조건배지만을

이용하여 Ntera-2 신경세포의 신경돌기 성장에 미치는 효

과를 확인하였다.

2. 재료 및 방법

2.1 골수유래 간엽줄기세포의 배양

환자의 골수혈액과 Hanks’ balance salt solution(HBSS,

GIPCO) 수용액과 1:1비율로 혼합한 골수 혈액을 Ficoll

(Amersham Bioscience)위에 조심스럽게 중층하고 800 g 에

서 30분 동안 원심분리 하면 단핵층을 볼 수 있다. 이

층을 파이펫으로 흡입하여 다른 튜브에 옮기고 2000 rpm

에서 7분 동안 원심분리 하였다. 펠렛을 인산완충용액

(PBS, 10×, GIPCO)으로 씻어내고 다시 2000 rpm에서

7분 동안 원심분리 하여 최종적으로 펠렛을 얻고, 10% 우

태아혈청(FBS, Hyclone)과 1% 페니실린/스트렙토마이신(P/

S, 100 unit/mL, Invitrogen, UK) 항생제가 포함되어 있는

Dulbecco’s modiied Eagle’s medium(DMEM, GIBCO)배

지 5 mL을 펠렛과 함께 T25 플라스크(Nunc)에 배양하여

37oC, 5%CO2 조건에서 배양하였다. 2일 후에 동일한 배

지 5 mL을 추가하였고, 간엽줄기세포가 바닥에 붙어 증

식하고 있는 것을 확인하면 새로운 배지로 갈아주었다. 또

한 골수혈액으로부터 얻은 세포가 간엽줄기세포가 갖는 특

징을 나타내는지 확인하기 위하여 표지항원 CD90(1:500,

Chemicon), CD105(1:500, Chemicon)를 사용하여 FACS를

수행하였다.

2.2 Ntera-2 세포의 배양 방법과 신경세포로의 분화

본 실험에 사용한 신경세포는 다음과 같은 방법을 사용

하여 분화 시켰다. 인간테라토암세포주인 Ntera-2(ATCC,

Ntera-2 cl-D1)는 레티노인산(RA, 50mg, Sigma)을 4주간

처리하면 신경세포로 분화를 일으킨다는 보고가 이미 발

표되었다.27 방법을 간단히 요약하자면, 먼저 2×106개의

NT-2을 10% FBS와 1% P/S항생제 그리고 10 µM의 RA

를 포함하는 DMEM 배지로 37oC, 5%CO2 조건에서 배

양하였다. 배지는 초기 일주일은 매일 갈아주었고, 그 이

후에는 2~3 일에 한 번씩 갈아주었다. 4주 후에 0.25% 트

립신/2 mM EDTA(Invitrogen, UK)를 이용하여 세포를 수확

한 후, 새로운 플라스크에 1:6의 저밀도로 NT-2를 2일간 배

양하였다(첫 번째 계대배양; replate #1). 2일 후에, 0.25%

트립신/2mM EDTA를 짧은 시간 동안 처리하여 신경세포

로 분화한 NT-2N만을 수확한 후 폴리-D-라이신(10 µg/

mL, Sigma)과 라미닌(10 ug/mL, Sigma)으로 코팅된 플라

스크위에서 배양을 하였다(두 번째 계대배양; replate #2).

10% FBS와 1% P/S 항생제 그리고 유사분열억제제인 1

µM 시토신아라비노사이드(Sigma), 10 µM 불소데옥시유리

딘(Sigma), 10 µM 유리딘(sigma)을 포함하는 DMEM 배지

로 약 3주 정도 배양하면서 배지는 일주일에 두 번 갈아

주었다. 이때 시토신아라비노사이드(Sigma)는 첫 번째 주에

만 첨가 해주었고 그 이후에는 처리 하지 않았다. 두 번

째 계대배양 이후 초기 단계에서는 단일뉴런을 형성하지만

약 3주 정도 지나면 신경구가 형성하는 것을 관찰하였다.

2.3 간엽줄기세포의 조건배지

골수유래 간엽줄기세포 2×105개를 10% FBS와 1% P/S

를 포함하는 DMEM배지를 사용하여 37oC, 5%CO2를 유

지하면서 배양하였다. 약 90% 정도 세포가 가득 차면

PBS를 이용하여 세포를 wash한 후 10% FBS를 포함하지

않는 배지로 24시간 동안 배양하였다. 24시간 후에 배

양된 간엽줄기세포의 배지를 조심스럽게 수거하여 원심분

리하고 0.2 µm 필터(Nalgene)로 불순물을 제거한 후 사

용 하였으며, 남은 조건배지는 -20oC에서 저장하여 다음 실

험에 사용하기 전까지 보관하였다. 서로 다른 농도의 조

건배지(100%, 80%, 20%, 0%)를 간엽줄기세포의 조건배

지와 FBS가 포함되지 않은 배지를 일정 비율로 섞어서 제

조하였고, 이렇게 제조된 조건배지로 Ntera-2 신경세포에

배양하여 신경돌기의 길이와 수가 증가되는 것을 확인하

였다.

2.4 면역형광염색법

Ntera-2 신경세포의 분화여부의 확인과 골수유래 간엽줄

기세포의 조건 배지로 신경세포를 배양 후 나타나는 신경재

생 효과를 측정하기 위해 면역 형광 염색을 수행 하였고, 사

용된 항체는 다음과 같다. 토끼 anti-neurofilament(1:500,

Chemicon), mouse anti-smi33(1:1000, Chemicon), mouse anti-

GFAP(1:500, Chemicon), Cy3 conjugated anti-mouse(1:250,
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Jackson immuno research), FITC conjugated anti-

rabbit(1:250, Jackson immuno research). 면역형광염색을

실시한 후에 형광 현미경(Image pro 4.5, Olympus)으로

사진을 저장하여 분화 여부를 확인하였고 신경돌기의 길

이는 무작위로 설정한 영역에 나타나는 신경돌기 길이를

합산한 후 평균값을 구하였다(HCA-vision software).

2.5 간엽줄기세포 조건배지 분석

배양접시 안에 간엽줄기세포의 밀도가 90% 정도 되었

을 때, 간엽줄기세포를 PBS로 완벽히 씻어낸 뒤 FBS가

첨가 되지 않은 배지로 온도 37oC, 이산화탄소 농도 5%

에서 하루 동안 배양하였다. 다음날 조건배지를 조심스럽

게 수거 하여 원심분리 한 후 0.2 µm 필터(Nalgene)로 불순

물을 제거하고 밀봉하여 프로테오믹스 분석을 의뢰하였고, 그

결과는 Table 1과 같다.

2.6 통계학적 분석

간엽줄기세포의 조건배지를 사용하여 신경세포를 배양한

그룹과 FBS를 포함하지 않은 배지로 신경세포를 배양한

두 그룹간의 신경돌기의 수와 길이를 비교 하였으며 통계

학적 분석(T-test)을 수행하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1 골수유래 간엽줄기세포의 표지항원

표지항원 CD90과 CD15를 사용한 FACS 분석 결과를

통해 골수혈액으로부터 1차 배양법으로 얻은 세포가 간엽

줄기세포임을 확인하였다(Fig 1). 골수간엽줄기세포를 배양

후 제조한 조건배지는 신경세포로 분화된 Ntera-2세포를 배

양하는 것에 사용되었다.

3.2 신경세포로 분화한 Ntera-2 세포

세포에 10 µM 레티노인산을 4주 동안 처리하여 두 차

례의 계대배양(Replate #1,2) 후에 관찰한 Ntera-2 신경세

포는 전형적인 신경세포의 특징을 보였다. 두 번째 계대

배양(Replate #2) 후 4 일 뒤에는 각각 하나의 신경세포

체와 짧고 적은 개수의 신경돌기를 보였지만(Fig 2-A), 배

양 기간이 지날수록 신경세포의 수가 증가하여 신경구를

형성하고 신경돌기의 길이와 수가 증가되어 네트워크를 형

성하였다(Fig 2-B). 약 3 주가량 지나면 신경세포의 증식

이 증가하여 신경구의크기와개수가증가하는것을관찰할수있

었다(Fig 2-C). 또한 Ntera-2세포가 신경세포 및 신경교세

Table 1. Secreted factors in the conditioned media of mesenchymal stem cells.

No. Secreted factors Abbreviation Function

1 Interleukin family IL Immune system

2 Fibroblast growth factor FGF Neural induction, Wound healing

3 Platelet-derived growth factor PDGF Cell migration

4 Vascular endothelial growth factor VEGF Angiogenesis, Neurite outgrowth, Neuroprotection

5 Hepatocyte growth factor HGF Organ regeneration

6 Transforming growth factor-β TGF-β Cell differentiation

7 Tumor necrosis factor TNF Apoptosis

8 Insulin-like growth factor IGF Cell proliferation, Apoptosis inhibition

9 Brain-derived neurotrophic factor BDNF Neurogenesis, Neurite outgrowth

10 Nerve growth factor receptor NGF Neuronal survival, Neurite outgrowth

Figure 1. Characterization of human mesenchymal stem cell(A)

Phase contrast micrograph displayed a typical fibroblastoid mor-

phology of plated MSC. The cells were photographed by phase

microscopy at ×100 magnification. (B) Immunophenotype analy-

sis of mesenchymal stem cells. Cells were trypsinized, labeled

with CD 105, CD 90, and then analyzed by flow cytometry. Flow

cytometric characterization of MSC revealed that cells expressed

positively for MSC markers CD 105 and CD 90.
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포로 분화 여부를 확인하기 위해 신경세포와 성상세포의

표지로 알려져 있는 mouse-anti GFAP(1:500, Chemicon),

mouse anti-smi33(1:1000, Chemicon), rabbit anti-

neurofilament (1:500, Chemicon)를 사용하여 면역형광염색

법을 수행한 결과 신경으로 분화된 Ntera-2 신경세포는

anti-GFAP에는 발현하지 않은 반면, 신경세포의 표지인

mouse anti-smi33의 발현을 확인할 수 있었다(Fig 2-D).

3.3 간엽줄기세포의 조건배지를 이용한 Ntera-2 신경

세포 배양

간엽줄기세포 조건배지에 포함되어 있는 분비물질을 분

석하기 위해 프로테오믹스로 분석한 결과 조건배지는 인

터류킨, FGF류, PDGF, VEGF, HGF, TGF, TNF-α,

BDNF, NGF 를 함유하고 있었다(Table 1). 간엽줄기세포

의 조건배지에 함유되어 있는 많은 분비물질의 작용이

Ntera-2 신경세포의 신경돌기의 수와 길이를 향상시킬 수

있는 지 살펴보았다. FBS를 포함하지 않은 배지로 신경

세포를 배양한 대조군과 비교하였을 때 100% 간엽줄기세

포의 조건배지를 이용하여 신경세포를 배양한 그룹은 신

경돌기의 수와 길이가 의미있게 증가하였고 통계학적 유

의값을 보였다(Fig 3-4). 이는 하루 동안 간엽줄기세포가

분비한 물질을 담고 있는 간엽줄기세포의 조건배지가 신

경세포의 신경돌기의 수와 길이를 향상시키는 인자를 함

유하고 있다는 것을 나타낸다.

4. 결  론

간엽줄기세포에서 분비된 물질을 함유하고 있는 조건배

지가 Ntera-2세포의 신경돌기 성장을 촉진시키는 효과를 확

인 하였다. 간엽줄기세포의 조건배지만을 이용하여 배양한

Figure 2. Neuronal morphology and immunocharacterization of

Ntera-2 neurons (A-C) Phase contrast photomicrographs showed

neuronal morphological changes during differentiation of NT2

into neurons. (A) NT2 neurons grew on poly-D-lysine coated

plates for 4 days following replate #2. (B) NT2 neurons began to

aggregate at 11 days following replate #2. (C) NT2 neurons

formed large aggregates at 19 days following replate #2. Images

were obtained by phase microscopy at ×100 magnification. (D)

Immunocytochemistry showed the expression of neuronal

marker smi-33 in Ntera-2 neurons at about 11 days after replate

#2. The cells were stained with anti-smi-33 antibody and FITC-

conjugated secondary antibody. Images were obtained by fluo-

rescence microscopy at ×100 magnification.

Figure 3. Effect of mesenchymal stem cell conditioned media on neurite outgrowth of NT2 neurons MSC-CM treatment clearly

increased neurite length in NT2 neurons cultures. NT2 neurons were cultured with media supplemented with 100% MSC-CM (A), 80%

MSC-CM (B), 20% MSC-CM (C), 10% FBS (D) and serum free media (E). NT2 neurons were stained with rabbit anti-neurofilament

antibody and examined by fluorescence microscopy. Images were obtained by fluorescence microscopy at ×100 magnification.
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Ntera-2 신경세포의 신경돌기의 수와 길이가 증가된 것은

간엽줄기세포에서 분비된 수많은 물질 중 신경 돌기성장

을 촉진시키는 물질의 존재 가능성을 내포하는 것이므로

이에 결정적인 역할을 하는 새로운 인자를 찾기 위한 노

력이 필요할 것으로 사료된다.

감사의 글: 본 연구는 세포응용사업단(SC-4180)의 연구
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