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PPuurrppoossee:: Mesenchymal stem cells, which exist in every part of the

human body, have the ability to differentiate into various kinds of tissue.

If cells isolated from these tissues can differentiate into hepatocytes,

they can be used to supply a secure source of cells, which is a major

limitation in liver targeted cell therapy. Prior to evaluating the possibility

of differentiating these cells into hepatocytes, cells from fat, cord blood

and placenta tissues were tested to see if they have stem cell

characteristics. 

MMeetthhoodd:: After the fat tissue had been chopped into small piece and

treated with collagenase I for 60 minutes, the fat derived mesenchymal

stem cells were separated. Umbilical cord blood monocytes were

separated from the umbilical cord blood following centrifugation for 25

minutes in 2000 rpm. Using Percoll density gradient centrifugation,

following treatment with trypsin and DNAase, monocytes were isolated

from the placental tissues. Cells isolated from each tissue were

immunophenotyped by Flow cytometry, using CD14, 29, 31, 34, 44, 45,

73, 90, 105 and 106 antibodies, to search for mesenchymal stem cells

markers after 3 - 5 orders of cultivation in each special culture media. 

RReessuulltt: The cultured cells all had a single nucleus and square shape. The

CD29, 44 and 73 antibodies were all positive in the cells detached

inform the umbilical cord blood, placenta and fat tissues. The CD 14, 31,

34, 45 and 106 antibodies were negative in all the cells. The CD90

antibody was positive in the cells isolated from the placenta and fat

tissues, but the CD105 antibody was only positive in the cells from fat

tissue. 

CCoonncclluussiioonn:: Cells isolated from the umbilical cord blood, placenta and fat

tissues are assumed to be mesenchymal stem cells, but have no

characteristics of hematopoietic cells. Especially, cells from fat tissue 

seem to have more mesenchymal stem cell characteristics. Validations,

through differentiation into the various cell types, will be required to

confirm their special quality as stem cells. 
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서서 론론

줄기세포(stem cell)는 발생초기에 배반포에서 얻은 배아

줄기세포(embryonal stem cell)와 조직이나 기관의 분화

된 세포들 사이에서 발견되는 미분화 세포인 성체 줄기세

포(adult stem cell)로 구분할 수 있으며 간세포(幹細胞)라

불리기도 한다. 성체 줄기세포에는 조혈모 줄기세포

(Hematopoietic Stem Cell)와 간 엽 줄 기 세 포

(Mesenchymal Stem Cell), 신경 줄기세포(Neural stem

cell) 등이 있다. 간엽 줄기세포란 배아기에는 골격계의 생

성 및 성장에 관여하고, 성장이 끝나면 조골세포

(osteoblast) 이외에도 연골세포, 근육세포, 섬유세포, 지방

세포 등 여러 가지 종류의 골격계 세포들로 분화할 수 있는

능력을 가진 세포이다. 즉 줄기 세포라는 포괄적인 의미로

사용되는 간세포(幹細胞, stem cell)와 간(Liver)에 있는

간세포(肝細胞, hepatocyte) 와의 혼란이 있을 수 있어 명

확한 규정이 필요할 것으로 생각되어 본 논문에서 용어의

혼란을 피하기 위하여 간엽 줄기세포라는 용어를 사용하였

다.  

배아 줄기세포는 모든 세포로 분화할 수 있는 전분화능

(toti-potential)이 있고 자가 재생산 능력(self-renewal)

이 강하여 생체 내에 세포치료를 위해 배아줄기세포를 이

식하였을 경우 암이 형성될 가능성이 있다. 성체줄기세포

는 본래 자신이 있던 조직과는 다른 세포로 분화할 수 있는

능력에는 한계가 있지만 배아 줄기 세포를 이용할 경우 생

길 수 있는 윤리적인 문제가 없고 기형종 발생의 위험이 없
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다는 점에서 향후 주력 세포로 평가받고 있다.1 성체 줄기세

포는 각각의 조직에 소량으로 존재하지만 뇌, 골수, 말초혈

액, 혈관, 근육, 피부와 간 등 신체의 다양한 조직에서 얻을

수 있다. 1998년 Ferrari 등2이 골수 줄기세포(bone

marrow stem cell)가 근육 세포로 변화될 수 있다고 보고

한 이래로 Lagasse 등3은 골수 줄기세포가 간세포(肝細胞,

hepatocyte)로 분화하는 것을 관찰하였다. 골수에서 유래

되는 줄기 세포로부터 지방조직으로 분화함이 알려지면서

지방조직 역시 골수유래 전골모세포(promyelocyte)를 대

신하여 줄기세포의 원천으로 사용될 수 있음을 시사하였

다.4 Lee 등은 골수유래줄기세포와 지방유래 줄기세포의

표현형의 비교연구에서 두 세포가 전반적으로 유사하지만

지방유래 줄기세포는 CD29, CD44, CD90, CD105가 더

표현되며 HLA-DR과 c-kit은 표현되지 않아 골수유래 줄

기세포와 다소 차이가 있음을 보였으며, 분화능력의 유지

에 지방유래 줄기세포가 더 유리할 수 있다고 제시하였다.5

Ferrari등은 근육에 존재하는 근육 유래 간엽 줄기세포가

골수유래 비수임(uncommitte) 간엽 줄기세포로부터 유래

되었으며, 근육 내 성상 세포(astrocyte)와는 다르다고 보

고하였다.2 또한 제대혈, 태반, 골막, 해면골, 결합조직 등에

서도 간엽줄기세포를 얻을 수 있다. 제대혈은 태반과 탯줄

안에 있는 혈액으로서 채취가 용이하고 산모와 신생아에게

영향을 주지 않으며 조혈모세포도 다량 함유하고 뼈, 연골,

골수간질세포, 지방세포, 건, 신경세포 등으로 분화할 수 있

는 간엽줄기세포를 포함하고 있어 이를 이용한 조직재생용

세포치료제의 개발 가능성이 높아지고 있다.6-8 또한 태반

에서 분리된 세포에서도 간엽줄기세포의 능력을 갖고 있는

세포가 분리되고 골수유래 줄기세포의 특징을 갖고 있어

또 다른 간엽 줄기세포의 제공처로 이용될 수 있다고 하였

다.9

간엽 줄기세포의 표지자로 CD9+, CD10+, CD13+,

CD14-, CD34-, CD44+, CD45-, CD49-, CD54+,

CD55+, CD59+,  CD73+,  CD90+, CD105+, CD117+,

CD146+, CD166+, STRO-1 등이 알려졌다.10

즉 이들 간엽세포는 여러 가지 조직으로 분화할 수 있는 능

력을 가진 줄기 세포로 이들 세포를 분리하여 간세포(肝細

胞, hepatocyte)로 분화시킬 수 있다면 이것은 간세포(肝

細胞, hepatocyte) 이식에 있어서 한계점인 세포의 공급원

을 안정적이며 충분하게 확보할 수 있다는 점에서 매우 고

무적일 수 있다. 그러나 분화를 유도하기에 앞서 분리된 세

포가 줄기세포로서의 특성을 가지고 있는가에 대한 규명은

필수적이다. 

이에 지방 제대혈 및 태반에서 간엽 줄기세포를 분리하여

분리된 세포가 간엽 줄기세포의 특성을 가지고 있는가에

대해 알아보고자 하였다. 

11.. 간간엽엽 줄줄기기세세포포 분분리리 및및 배배양양

1) 지방조직 유래 간엽 줄기세포

복부 지방조직은 PBS에 세척한 뒤 잘게 잘라 0.075%

collagenase type Ⅰ(Roche, Penzberg, Germany)를 첨가

하여 37 ℃에서 30분간 반응시킨다. 효소활성은 10% FBS

가 함유된 α-MEM로 불활성하고 4℃ 1200G에서 10분간

원심 분리한다. 상층 지방을 버리고 RBC를 제거하기 위하

여 적혈구 용해용액(RBC lysis buffer) (54mM NH4Cl,

10mM KHCO3, 0.1mM EDTA)12를 넣고 5분 동안 반응시

킨 후 원심 분리하여 α-MEM에서 배양한다.  세포는

1000cells/cm2의 밀도로 2차 배양되고 분리된 세포의 증식

을 위해 다음과 같은 배지 60% DMEM-LG (GibcoBRL,

Grand Island, NY, USA), 40% MCDB-201 (Sigma), 1X

insulin transferrin-selenium (ITS) (GibcoBRL, Grand

Island, NY, USA), 10-9M dexamethasone (Sigma), 10-

4M ascorbic acid 2-phosphate (Sigma), 10ng/ml rhEGF

(Daewoong Pharmaceuticals, Korea),

antibiotic/antimycotic fibronectin (GibcoBRL, Grand

Island, NY, USA) 및 5% FBS (WelGENE, Daegu,

Korea)를 사용하여 3-5세대 계대배양하였으며 1주마다

증식배지를 교환하였다. 

2) 제대혈(Cord blood) 유래 간엽 줄기세포

제대혈을 2000 rpm에서 25분간 원심분리하고 Ficoll

(Amersham, Uppsala, Sweden)을 이용하여 단핵세포층

을 분리하고 EGM-2 배지(Cambrex, New Jersey, USA)

를 사용하여 3-5세대 계대배양하고 3일마다 배지교환하

였다. 

3) 태반(Placenta) 유래 간엽 줄기세포

혈관과 태반 조직을 박리하여 트립신과 DNAase (Sigma,

Saint Louis, USA) 처리하고 Percoll 밀도 구배 원심분리

(percoll density gradient centrifugation)를 이용하여 분

리 후 M199배지(Sigma,Saint Louis, USA)로 3-5세대 계

대 배양하여 3일마다 배지교환한다.

22.. 각각 조조직직에에서서 유유래래된된 간간엽엽 줄줄기기세세포포의의 냉냉동동 보보관관 및및 해해동동

각각의 조직에서 유래된 간엽 줄기세포를 냉동 보관한 뒤

해동하여 형태학적 변화의 차이를 비교하기 위하여 각각

의 선택 배지에 10% DMSO (Edwards Lifesciences,

Irvine, USA) 첨가하여 -70℃에서 1일간 보관하여 질소

탱크에 넣어 동결한 후 60일 경과 후 신속히 해동하여 각각

의 선택된 배지에서 현탁하여 원심분리 후 각각의 선택된

배지에 배양하여 세포의 형태를 확인하였다. 

방방 법법
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33.. 세세포포증증식식능능력력 측측정정

세포 증식 능력에 대한 평가 및 차이를 비교하기 위하여

6-well culture plate에 104 개/㎠ 씩 세포를 넣고, 여러 조

직에서 분리된 세포를 각각의 선택된 배지에서 5% CO2 배

양기에서 37℃로 1일, 2일, 3일을 배양한 뒤 세포수를 측정

하였다.

44.. 유유세세포포분분석석

3-5세대 계대배양 한 후 유세포분석은 FACScan argon

laser cytometer (Beckman Coulter, Inc. Fullerton,

USA)로 실시하였다, 일차 배양한 미분화 간엽 줄기 세포의

배 양 액 을 제 거 하 고 PBS로 세 척 하 고 0.25%

trypsin/EDTA로 분리한 후 2000rpm에서 5분간 원심분리

하고 0.2% BSA가 첨가된 PBS (FC Buffer)로 세척하고

4×105개로 정량한 세포를 사용하여 각각의 항체 즉 골수

유래 간엽줄기/전구세포 관련 항원(CD73, CD105), 조혈

모세포의 항원인 (CD14, CD34, CD45), integrin 수용체

관련항원(CD29), matrix 수용체 관련항원(CD44,

CD106), 내피세포항원(CD31), 및 기타 항원(CD90) 에

대한 항체를 포함한 FC buffer에서 반응시킨 후 분석하였

다.

55.. 통통계계학학적적 분분석석

통계 프로그램인 SPSS 10.0 (SPSS, Chicago, USA)을 사

용하여 실험설계에 대한 분산분석은 ANOVA로 검정하였

고, 각 처치군 간의 비교는 student t-test를 실시하였다.

결과를 Mean ± SEM으로 표시하였고, p＜0.05인 경우 통

계적 유의성이 있는 것으로 간주하였다.

11.. 각각각각의의 조조직직에에서서 분분리리된된 줄줄기기세세포포의의 양양상상

지방, 제대혈, 태반조직에서 분리한 세포를 관찰하면 단핵

의 방추상의 균일한 세포 양상을 보였으며 서로 유사하였

다(Fig. 1a, b, c). 냉동보관한 세포를 해동 후 다시 배양하

였을 때도 방추상의 동일한 형태의 세포성장이 관찰되었고

생존율은 70-80% 정도였다 (Fig. 1d, e, f).

22.. 세세포포 증증식식 능능력력의의 비비교교

3-5세대 계대 배양한 지방, 제대혈, 태반에서 분리한 간엽

줄기세포를 24시간, 48시간, 72시간 경과후 세포수를 측정

하였다. 지방에서 분리한 세포는 48시간 경과후 2.2배 증가

하고 72시간 경과후 4.2배 증가하였고 제대혈에서 분리한

세포는 48시간 경과후 1.5배 증가하고 72시간 경과후 2.3

배 증가하였으며 태반에서 분리한 세포는 48시간 경과후

1.8배 증가하고 72시간 경과후 3배 증가하였다(Fig. 2). 세

포의 배가 시간(doubling time)은 지방에서 유래된 세포가

0.89일, 제대혈 유래 세포가 1.24일, 태반에서 유래된 세포

가 2.19일로 지방에서 분리한 세포가 제대혈 및 태반에서

분리한 세포보다 더 빨리 자라는 것을 알 수 있었다

(p<0.05). 

33.. 유유세세포포 분분석석

지방, 제대혈, 태반으로부터 분리한 세포가 간엽 줄기세포

인지를 확인하기 위하여 간엽 줄기세포에 양성과 음성을

보이는 항체들을 이용하여 유세포분석을 시행하였다. 지방

조직에서 분리한 세포에서 간엽 줄기세포의 표지자로 알려

진 CD73,  CD105, CD29, CD44, CD90에서는 평균 89%

결결 과과

FFiigg.. 11.. Morphology of prime culture hMSC. (X 100)  (a-c)

attached cells a) fat derived b) cord blood derived c) placenta

derived. (d-f) cells after replating cryopreserved cells d) fat

derived e) cord blood derived f) placenta derived.

FFiigg.. 22.. Fat, cord blood, placenta plated at 10,000 cells/cm2

density were cultured in each medium. cells were counted at

indicated times. Results are mean±SEM of cell number of cells

counted after 24 hours, n=3; *p＜0.05. 
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에서 염색이 되었지만 CD106에서는 2.6%만 염색이 되었

다, 음성 표지자로 알려진 CD34, CD45, CD31, CD14에서

는 평균 2.9%가 염색이 되어 분리한 세포가 CD106이 없는

것을 제외하고 간엽 줄기세포임을 확인하였다(Fig. 3). 제

대혈에서 분리한 세포에서 간엽 줄기세포의 표지자로 알려

진 CD73, CD29, CD44에서는 평균 73.2%에서 염색이 되

었고 CD105, CD90, CD106에서는 각각 13%, 9.18%,

8.15% 염색이 되고 음성 표지자로 알려진 CD34, CD45,

CD31, CD14에서는 평균 7.6%가 염색이 되어 CD106,

CD105, CD90이 없는 것을 제외하고 간엽줄기세포임을 확

인하였다(Fig. 4). 태반에서 분리한 세포에서 간엽줄기세포

의 표지자로 알려진 CD73, CD29, CD44, CD90에서는 평

균 94.2%에서 염색이 되었고 CD105, CD106에서는 각각

32.3%, 1.84%가 염색이 되고 음성 표지자로 알려진

CD34, CD45, CD31, CD14에서는 평균 2%가 염색이 되어

CD106, CD105이 없는 것을 제외하고 간엽줄기세포임을

확인하였다(Fig. 5). 

고고 찰찰

간엽 줄기세포는 연골세포, 골세포, 지방세포 및 근육세포

등으로 분화할 수 있는 세포로서, 다른 줄기세포와 마찬가

지로 자기갱신과 다능성 장기로 분화할 수 있고, 여러 조직

에서 쉽게 분리하여 일반 배지 조건에서 분화 없이 세포 배

양을 통해서 충분한 양을 쉽게 확보할 수 있다는 점에서 이

용 가치가 높다.12 또한 면역 관용을 유도하여 동종간 세포

치료에서 이식된 조혈모세포의 정착을 도와 조혈모세포와

동시에 이식할 때 동종 이식 세포의 생존 기간을 연장시켜

준다는 장점이 있다.13

간엽 줄기세포는 다양하고 높은 증식 능력을 보이는데 어

떤 종류의 세포는 15회 정도의 계대 배양이 가능하기도 하

며 또 어떤 종류의 세포는 4회의 계대 배양 후 증식을 멈추

기도 한다.14-16 간엽 줄기세포는 높은 증식성을 가지고 있으

며 일정한 계대 배양 후에도 그의 핵형 telomerase 활동성

을 유지한다.17 하지만 과도한 계대 배양은 세포의 노쇠를

초래해 세포사멸(apoptosis)을 유발하여 그의 성질을 소실

하게 하기도 한다. 본 연구에서도 지방, 제대혈, 태반에서

분리한 세포 모두 높은 증식 능력을 나타내는데 지방에서

는 3일 후 약 3배의 증가를 나타내고 제대혈, 태반에서 3일

후에 약 2배 이상 증가하는 것을 알 수 있었고 계대배양이

5회이상 가능하였지만 장기간의 계대 배양을 시행하지 않

아 핵형의 변화 및 telomerase의 활동성에 대한 평가는 할

수 없었다. 또한 과도한 계대 배양을 막기 위하여 3-5대 계

대배양 한 세포들을 사용하고 남은 세포는 질소탱크에 냉

동 보관하였다. 60 일간 냉동 보관한 뒤 세포를 해동하여

세포 모양의 변형에 대한 관찰을 시행한 결과 냉동보관하

지 않은 세포주들과 큰 차이가 없어 어느 정도 안정화되면

냉동 보관하여 보존함으로써 세포 치료에 있어서 세포의

안정적 공급처의 확보라는 과제를 달성할 수 있을 것으로

생각되나 세포 기능에 관한 연구가 이루어 지지 않아 이에

대한 보완이 있어야 할 것이다. 

간엽 줄기세포의 특성을 확인하기 위해 표지자를 이용하

여 간엽 줄기세포를 규명하였다. 지방으로부터 분리된 균

질성의 섬유 세포양 세포군은 골수 유래 간엽줄기/전구세

포 관련 항원(CD73, CD105), integrin 수용체 관련항원

(CD29), matrix 수용체 관련항원(CD44) 그 외 CD90이

평균 89%가 양성임을 보였고 조혈모세포 관련 항원

(CD14, CD34, CD45), 내피세포항원(CD31)이 평균

2.9%가 음성인 것을 확인하였다. 그 중 matrix 수용체 관

련항원(CD106)이 2.6% 음성을 나타내는 것을 제외하고

89%의 간엽 줄기세포 성질을 갖고 있음을 알 수 있다(Fig.

4). 제대혈로부터 분리한 세포군은 골수 유래 간엽줄기/전

구세포 관련 항원(CD73), integrin 수용체 관련항원(CD29),

FFiigg.. 33.. Immunophenotypic characterization of the MSCs derived

from fat. 

FFiigg.. 44.. Immunophenotypic characterization of the MSCs derived

from cord blood. 

FFiigg.. 55.. Immunophenotypic characterization of the MSCs derived

from  placenta derived.
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matrix 수용체 관련항원(CD44)이 평균 73.2%가 양

성임을 조혈모세포 관련 항원(CD14, CD34, CD45),

내피세포항원(CD31)이 평균 7.6%가 음성인 것을

확인하였다. 그 중 CD106, CD105, CD90이 평균

10%가 음성인 것을 제외하고 간엽 줄기세포임을 확

인하였다(Fig. 4). 태반으로부터 분리한 세포는 골수

유래 간엽줄기/전구세포 관련 항원(CD73), integrin

수용체 관련항원(CD29), matrix 수용체 관련항원

(CD44) 그 외 CD90이 평균 94.2%가 양성임을 조혈

모세포 관련 항원(CD14, CD34, CD45), 내피세포항

원(CD31)이 평균 2%가 음성인 것을 확인하였다. 그

중 CD106, CD105에서는 각각 32.3%, 1.84%가 염

색이 되어 CD106, CD105이 음성인 것을 제외하고

간엽줄기세포임을 확인하였다(Fig. 5). 

지방조직은 지방세포 외에 많은 혈관내피세포, 내막

세포, 섬유모세포, 근육세포, 지방전구세포로 구성된

것으로 알려져 왔다.18 여러 세포의 작용과 영향으로

모든 세포가 간엽 줄기세포로 분화하지는 않는 것이

라고 생각된다. 본 연구에서 관찰된 여러 조직에서 분

리된 균질성 유착성 섬유세포양 세포군은 형태학적

및 유세포 분석상 간엽세포의 특성을 가진 것을 확인

하였다. 지금까지의 간엽세포에 대한 연구로 알려진

표지자들과 비교해 볼 때 특히 지방으로부터 분리된

세포가 CD29, CD44, CD90, CD105가 더 표현되여

보다 간엽세포의 특성을 가진 것을 확인하였다

(Table 1).19

당 약 104개 정도의 간엽세포를 분리하였는데 약 1개

월 동안에 3-5차례 계대배양하여 108개 정도로 증식

시킬 수 있어서 임상 적용의 가능성을 확인하였다. 간

엽세포에서 지방, 골, 연골 등 원하는 세포로의 분화

기술이 소개되고 있지만20 그리 쉽지만은 않은 여러

가지 문제를 가지고 있다. 그러나 세포치료에 있어서

세포 공급처를 안정적으로 확보하고 기능이 좋은 세

포를 얻기 위해서는 지방조직 뿐 만 아니라 다른 조직

에서도 비수임 간엽줄기세포를 특성화 시키는 것이

생물학적으로 중요하다.

급성 전격성 간부전은 최근 의학의 발달에도 불구하

고 70-90%의 높은 사망률을 보이는 심각한 질병으

로 현재까지 간이식술 외에는 특별한 치료 방법이 없

을 뿐 아니라 그 결과로 생기는 간성 혼수 등의 병인도

확실하게 밝혀지지 않은 상태이다.21 따라서 간세포

(肝細胞, hepatocyte)이식에 있어 한계점인 세포의

안 정 적 인 공 급 원 확 보 및 간 세 포 (肝 細 胞 ,

hepatocyte)로 분화를 위한 자가 여러 조직에서 분리

된 간엽세포를 이용한 새로운 치료방법을 확립하는

것이 중요하다.

결론적으로 지방, 제대혈, 태반에서 각각 분리된 세

포는 조혈모세포의 특성이 없는 간엽 줄기세포로 추

정되며 특히 지방세포에서 분리된 세포가 보다 간엽

줄기세포의 특성을 갖는 것으로 보이나 간엽 줄기세

포로의 특성을 확인하기 위해서는 여러 가지 조직으

로의 분화 능력에 대한 검증이 필요할 것으로 사료된다.

특히 지방을 이용할 경우에는 구득률에 있어서 골수

에 비해 빠른 성장을 나타내고 또한 비교적 손쉽게 얻

을 수 있다는 장점이 있으며10 자가지방을 사용하여

면역거부반응이 없기 때문에 세포치료에 매우 중요

한 세포의 제공처가 될 수 있다는 점에서 매우 고무적

이다. 본 저자들의 경우도 복부 피하지방에서 평균 g

TTaabbllee 11.. Comparison cell surface phenotypes of mesenchymal cells

from fat, cord blood and placenta to published results for hMSCs

Cell surface marker      Fat      Cord blood     Placenta Human     MSCs

CD73 (SH-3, SH-4) + + + +

CD105 (SH-2) + - - +

CD14 - - - -

CD34 - - - -

CD45 - - - -

CD29 + + + +

CD44 + + + +

CD106 - - - +

CD31 - - - -

D90 + - + +
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