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국문요약

저온 유도된 흰쥐 뇌손상 모델에서 인간 간엽 줄기세포의 이식이
신경기능 회복에 미치는 영향

본연구의 목적은 성숙기 흰쥐에 저온유도 뇌손상모델을 만들고,인간간
엽줄기세포를 정위적으로 이식한 후에 행동학적 변화를 관찰하고자 하였
다.
액화질소를 이용하여 -70℃로 냉각시킨 금속막대를 쥐의 앞발부위 운

동중추피질의 경막에 접촉시켜 대뇌피질손상모델을 만들었다.이 과정으로
실험동물에게 심각한 운동장해를 유발하는 국소병변을 만들 수 있었다.
사람의 골반에서 신선한 인간간엽줄기세포를 얻을 수 있었고,시험관내

배양하였을 때 신경세포에 특이적 단백질을 이용한 면역염색으로 신경세
포의 존재가능성을 간접적으로 확인할 수 있었다.저온 뇌손상모델을 만든
6일째 인간간엽줄기세포(3x105hMSCs)를 이식하였다.모든 실험동물을 병
변을 만든지 7주차에 희생시켜,뇌를 적출하여 이식된 인간간엽줄기세포를
확인하기 위한 면역염색을 시행하였다.
뇌손상전과 뇌손상후에 정기적으로 앞발적응보행검사와 앞발의 운동기

능을 확인하기 위한 여러 가지 신경학적 검사를 시행하여 점수화하였다.
인간간엽줄기세포를 이식한 실험동물군은 대조군에 비하여 행동검사시 더
향상된 결과를 보였다.또한,미리 BrdU로 표지한 이식세포를 통해서 뇌손
상모델에서 인간간엽줄기세포들이 생체내,특히 손상부위 주위에 안착된
것을 확인할 수 있었고,극히 일부에서는 신경세포와 성상세포의 표지자를
확인할 수 있었다.
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이러한 결과로 미루어 골수에서 채취한 인간간엽줄기세포가 뇌손상모
델에서 신경기능의 회복을 보였고,중추신경의 재생에 기여함을 확인하여,
뇌손상에 대한 가능한 치료방법이 될 수 있을 것으로 기대된다.

핵심되는 말 :인간간엽줄기세포,뇌손상모델,저온,이식
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저온 유도된 흰쥐 뇌손상 모델에서 인간 간엽 줄기세포의 이식이
신경기능 회복에 미치는 영향

<지도교수 박 용 구 >

연세대학교 대학원 의학과

김 한 성

I.서 론

교통수단이 발달하고 사회가 복잡해지면서 다양한 사고에 의한 외상성
뇌손상의 발생빈도가 급격히 증가하고 있다.아직까지 정확한 국내통계는
보고되고 있지 않아 외국의 통계를 인용하여 외상성 뇌손상 환자의 분포
를 추정해보면 미국의 경우 해마다 약 200만례 이상의 외상성 뇌손상 환
자가 발생하고 있다.1 이중 약 80% 정도는 경도의 두부손상으로 비교적
양호한 예후를 보이고 있으나,나머지 약 20%의 환자는 중등도 이상의 뇌
손상을 보여,마비,식물상태,사망 등의 심각한 후유증을 남기고 있다.발
생되는 성별로는 남성이 여성보다 약 2배정도 빈도가 높으며 연령으로는
젊은 층에서 빈발하고 있다.2,3이는 생산적인 사회활동을 왕성하게 하여야
할 나이에 영구적인 장애를 남기는 뇌손상이 발생함으로 인하여 사회경제
적인 부담을 증가시키는 문제점을 야기하고 있다.4,5그러나 외상으로 인한
두부손상의 치료에 있어서 신경외과적 수술을 통한 혈종제거 등의 방법
외에 아직까지 손상 받은 신경을 재생시키거나 회복시킬 수 있는 뚜렷한
의료기술이 개발되지 않고 있어 많은 환자들이 영구적인 장애로 고통을



- 2 -

받고 있는 실정이다.현재 약물치료나 유전자 치료,일부의 세포대체법 등
의 많은 치료법들이 시도되거나 연구되고 있지만,아직 신경을 재생시키거
나 신경축색성장을 크게 촉진시키지는 못하고 있는 실정이다.
외상성 뇌손상(traumaticbraininjury,TBI)은 사람에게 있어서 가장

흔한 후천적 뇌손상으로,여기에는 기계적,허혈성(ischemia),흥분성독성
(excitotoxicity)의 요소가 존재하며6,7,이는 사고발생 후 오랫동안 지속되는
운동 및 인지기능의 장애를 초래하게 된다.최초의 기계적인 손상 후에,
이차적인 반응이 유발되어 허혈성 및 흥분성독성에 의한 손상이 유발된
다.7-9중추신경계의 외상은 뇌허혈,부종,전해질 불균형,에너지대사이상,
생화학적 변화 등을 포함하고 있으며,궁극적으로는 2차적인 신경기능이상
과 신경세포사망 등을 초래하게 된다.10,11또한,이러한 변화들은 손상조직
의 주변에 나쁜 환경을 조성하여 최초의 손상에 직접 노출되지 않은 세포
들에게도 방관자효과(bystander-effects)를 초래하여 잠재적으로 유해한 상
황이 될 수 있다.외상성 뇌손상의 일차적 치료의 목적은 직적손상에 따른
파괴과정을 없애는 것으로,두부 외상에 대한 전통적인 치료법으로는 병변
을 외과적으로 제거하는 수술요법과 이차적인 합병증의 예방하는 약물치
료로 구성되어 있다.그러나,어떠한 치료에도 불구하고,이러한 외상으로
인한 신경세포의 손실은 피할 수 없으므로,손상 받은 뇌의 완전한 회복을
위한 가능한 방법으로 중주신경계 내에서 뇌세포와 동화(integration)될 수
있거나,신경세포로 분화되어,중추신경계의 기능적 연결성을 회복시킬 수
있는 인간배아 줄기세포(embryonalstem cell),골수 등에서 얻을 수 있는
간엽세포(marrow-derivedstromalcell),신경줄기세포(neuralstem cell),
유전적으로 조작된 세포들을 직접 이식하는 것이 연구되고 있다.12-15이러
한 세포들 중의 하나인 성체줄기세포는 골수,혈액내,각막,맥락막,대뇌,
골격근,간과 피부 등에 존재하여,일생동안 지속적으로 스스로를 복원하
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고 재생시키고 있다.그러나,중추신경계에 존재하는 신경성 줄기세포
(neuralstem cell)는 새로운 신경세포로 자라는 능력이 미약하여,손상이
나 퇴행성 변화에 의한 신경세포의 소실 후에 신경세포를 대체시키지 못
한다.어떤 줄기세포들은 중추신경계내에서 뇌세포로 분화할 수 있는 능력
을 갖고 있기도 하나,그 기전은 명확하게 밝혀지지 않았다.그 가능성으
로는 전구세포(progenitorcell)들이 뇌로 동화(integration)되어 손상에 의
해 파괴된 신경세포나 교세포의 기능을 대신하는 것으로 추측하고 있으며,
다른 가능성으로는 이식된 세포들이 손상받은 세포들을 지지하여 숙주세
포(hostcell)들을 보호하는 것으로 추정하고 있다.16

최근에,다양한 잠재적 치료법으로 간엽줄기세포(mesenchymalstem
cell)에 대한 관심이 높아졌는데,이러한 간엽줄기세포들은 조혈기능이외에
도,인대세포(tenocyte),지방세포(adipocyte),골세포(osteocyte),연골세포
(chondrocyte),평활근세포(smoothmusclecell)등으로 분화될 수 있다고
한다.17,18 또한,이 간엽줄기세포들은 성장인자들은 분비할 수 있어서19,20,
중추신경의 회복에 있어서 그들의 가능성들이 인정되고 있다.21,22 성인의
골수(bonemarrow)는 상대적으로 쉽게 간엽줄기세포를 얻을 수 있는 곳으
로,현재 광범위한 임상실험이 진행되고 있다.최근의 연구에서는,성인 골
수에서 얻은 세포들을 invitro에서 쉽게 증식시킬 수 있고,배양조건을 조
절하여 신경외배엽계 세포들과 연관된 표지자를 갖게 만들 수 있게 되었
다.23-25신경 표지자의 발현이 그 기능성을 직접적으로 의미하는 것은 아니
지만,골수에서 얻은 세포들을 일부 뇌경색부위에 직접 이식하거나 정맥으
로 주사하였을 때,신경기능의 회복을 얻을 수 있었다.26,27비슷하게,설치
류 실험에서도 골수세포들을 직접 이식 또는 정주하여 척수에서 재수초화
(remyelination)를 유발할 수 있었다.28또 다른 실험에서는,설치류 골수세
포를 방사선을 쪼인 다른 쥐에게 이식하였을 때,뇌로 이동하여 소교세포
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(microglia)나 성상세포(astrocyte)로 분화된 것을 확인 하였다.18,19또한,쥐
의 선조체(striatum)이나 측뇌실(lateralventricle)에 이식하였을 때도,배양
된 간엽줄기세포들이 뇌로 이동하여 성상세포들로 분화하였다.20,21

본 연구에서는,성인의 골반에서 성체줄기세포를 채취하여,invitro에
서 배양한 후,외상성 뇌손상을 받은 쥐의 대뇌에 정위적으로 이식하여 신
경기능의 회복에 대한 영향을 조사하였다.본 연구는 외상성 뇌손상의 치
료법으로 성체줄기세포의 잠재적 사용가능성의 연구로 발전되기를 기대한
다.
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II.재료 및 방법

1.인간간엽줄기세포의 분리와 배양

정상인의 골반에서 11G 주사기로 10ml의 골수(bonemarrow)를 채취
하였다. 각 10 ml의 골수액을 10 ml의 Hank's balanced salt
solution(HBSS;Gibco,Invitrogen,NY,USA)로 희석한 후,골수조직내의
단핵구들을 Ficolldensitygradient(Ficoll-Paque,Pharamcia,CA,USA)로
원심분리하였다.20ml의 시료내에 있는 약 5ml의 Ficoll을 실온에서 800
xg로 30분간 원심분리하였다.단핵구층만을 떼어낸 후 HBSS로 2회 세척
하였다.세포들을 3000rpm으로 5분간 원심분리후 Dulbeco's Modified
Eagle'sMedium(DMEM;Gibco-BRL,GrandIsland,NY,USA)에 10%
fetalbovineserum(FBS;Hyclone,Logan,Utah,USA)와 1% penicillin
streptomycin(Gibco,Invitrogen,NY,USA)와 같이 섞었다.세포들을 25
cm2의 배양용기(T-25)에 붙인 후 37℃,5% CO2하에서 배양하였다.24시
간 후에 비접착된 세포들은 제거하였다.접착된 세포들은 phosphate
bufferedsaline(PBS)로 2회 세척한 후,붙어있는 간엽세포들을 떼기 위해
흔들어서 새로운 DMEM 배지를 추가하였다.배지는 2일 간격으로 새로
바꿔주었고,세포들은 배양용기의 70-90%를 차지하도록 키웠다.세포들을
37°C에서 0.05% tripsin-EDTA로 5분간 처리한 후,세포들을 75cm2배양
용기(T-75)로 다시 옮긴후 basic fibroblastgrowth factorbFGF (10
ng/ml,Sigma,St.Louis,MO,USA)가 첨가된 DMEM 배지에서 다시 키
웠다.접시에 붙어있는 인간간엽 줄기세포들을 10일째 분리하였다.
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2.세포면역염색

배양된 세포들을 PBS에서 4% paraformaldehyde로 고착시킨후,4°C에
서 밤새 1차 항체로 숙성시켰다.1차항체로는 다음과 단클론성항체
(monoclanalantibody)들을 사용하였다:anti-glialfibrillaryacidicprotein
(GFAP dilution 1:200; Sigma, St. Louis, MO, USA), mouse
anti-neurofilament protein (NF dilution 1:40: Dako, Denmark),
neuron-specificclassIIIβ-tubulin(Tuj1dilution1:400;Covance,CA,
USA),andMap-2(dilution1:200;Sigma,St.Louis,MO,USA).1차 항
체의 확인을 위해서,형광 표지한 Cy3-conjugatedIgG 2차 항체(Jackson
Immuno Research,WestGrove,PA,USA)를 실온에서 2시간 숙성
(incubation)시켰다.세포들을 4,6-diamidino-2-phenylindole(DAPI:Vector
Laboratories,Burlingame,CA,USA)로 표지한 후,confocalmicroscope
(Zeiss,LSM 510,Stuttgart,Germany)으로 확인하였다.

3.저온 뇌손상모델 제작

가.실험 모델

모든 실험과정은 실험동물의 고통과 수를 최소화 하도록 하였다.실험
동물은 몸무게 220-230g의 수컷 흰쥐(Sprague-Dawleyrat)35마리를 이
용하였다.실험동물은 하나의 사육장에 5마리씩 사육하고 먹이와 물을 충
분히 공급하였다.이 사육장은 온도와 습도가 일정하게 조절되고 12시간
간격으로 점등 및 소등하는 방에서 관리하였다.
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나.저온성 대뇌피질 손상

흰쥐를 ketamine(75mg/kg),acepromazine(0.75mg/kg),rompun(4
mg/kg)가 혼합된 약물을 복강내 주사하여 마취한 후,설치류용 정위 고정
장치를 이용하여 두부를 단단히 수평으로 고정하였다.두피를 절개하고 우
측 측두근을 박리하여 외측으로 견인하였다.좌측 대뇌 앞발 운동중추 부
위 (정중선으로부터 측방으로 3.0mm,bregma로부터 전후방으로 ±2mm
되는 지점)29에 전기드릴을 이용하여 직경 4mm 정도의 두개골 절제술을
시행하였고,이때 경막은 손상받지 않도록 주의하였다(그림 1).두개골이
절제된 곳을 통해 자체 제작한 액화질소로 냉각시킨 금속막대 (tip의 직경
3mm,tip의 온도 -70°C;그림 1.)으로 운동중추에 해당하는 부위의 경막
과 닿게 한 후,30초씩 5회를 시행하여 병소를 만들었다.30상처부위를 봉
합한 후 충분한 물과 사료를 공급하였다.흰쥐들은 인간간엽세로 이식 후
6주에 면역조직화학적 분석과 호스트조직내로의 인간간엽줄기세포의 생착
을 확인하기 위해 희생시켜 뇌조직을 TTC (2,3,5-triphenyltetrazolium
chloride;Sigma,St.Louis,MO,USA)로 염색하여 병변을 확인하였다.

그림 1.저온 뇌손상모델에서 앞발운동피질 위치.두개골 절제술을 시행하고 외
상성(저온성)뇌손상을 주기위해 병변을 만드는 좌측 앞발에 대한 운동대뇌피
질 부위 (왼쪽),자체제작한 직경 3mm의 금속막대 (오른쪽).
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다.뇌손상 평가방법

손상된 운동피질을 확인하기 위해서,병변을 만든 다음날에 쥐들을 테
스트하였다.신경학적 점수화는 전족기능을 특별히 평가하기 위해 변형된
ratstrokemotorscore(표 1)를 사용하여 평가하였다.31또한,90cm/12sec
로 움직이는 답차(treadmill)에서 반대쪽 앞발적응보행검사(contralateral
forepaw adjustingstep)를 시행하였다.32이러한 검사는 세포이식후 2,4,6
주에서 5회씩 번갈아 시행하였다.

(1)반대쪽 앞발적응보행검사

쥐를 90cm/12sec속도로 움직이는 답차(treadmill)위에 올려 놓고,쥐
의 뒷다리가 들리도록 실험자의 손으로 몸통을 들어올려 앞발로만 체중을
지탱하도록 한다(그림 2).그리고 실험자의 다른 한손으로 쥐의 앞발 중
하나를 잡아 쥐가 한쪽 앞발로만 체중을 지탱하도록 하면,쥐가 몸의 균형
을 잡기 위해 체중을 지탱하고 있는 한쪽 앞발로 보행을 하게 되는데 그
횟수를 측정하였다.

(2)Symmetryofmovement

허공에서 쥐의 꼬리를 잡고 들고서 쥐의 앞발의 움직임이 대칭적인지
관찰하였다.점수화는 다음과 같이 하였다;3,앞발의 움직임이 대칭적;2,
병변반대쪽 앞발의 움직임이 동측보다 덜 움직이거나 느릴 경우;1,병변
반대쪽 앞발의 움직임이 미약할 경우;0,병변반대쪽 앞발이 전혀 움직이
지 않는 경우.
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그림 2.앞발적응보행검사(steppingtest).좌측앞발에 운동장해를 만든 다음,90
cm/12sec속도로 움직이는 답차(treadmill)에서 쥐가 몸의 균형을 잡기 위해
체중을 지탱하고 있는 좌측앞발로 보행을 하게 하여 그 횟수를 측정.

(3)Forelimbflexionangle

허공에서 쥐의 꼬리를 잡고 들어 올린후,바닥에 가까이 다가갈때 앞발
이 몸통에서 벌어지는 각도를 측정해서 점수화 하였다.점수화는 다음과
같다;3,앞발이 모두 벌어져(180도)대칭적으로 걸을 경우;2,병변반대쪽
앞발이 동측보다 덜 벌어 질 경우(60도 -120도);1,병변반대쪽 앞발이 약
간 벌어질 경우(60도 미만);0,병변반대쪽 앞발이 전혀 움직이지 않는 경
우.



- 10 -

(4)Climbingtheinclinedtestboard

쥐를 엠보싱이 있는 고무로 된 경사대에 올려 놓고 경사도를 0도에서
90도까지 다르게 하여 등판시켜 앞발의 접지력과 등판 능력을 관찰하였다.
점수화는 다음과 같다;3.60도 이상까지 잘 등판하고 접지력도 단단한 경
우;2.30도에서 60도까지 등판은 가능하나 병변반대쪽 앞발의 접지력은
동측보다 약할 경우;1.30도 이상 등판을 못 할 경우;0,전혀 등판하지
못하거나,제자리만 도는 경우.

표 1.Modifiedratstrokemotorscore.좌측 앞발의 운동기능을 보기위
해서 ratstrokemotorscore를 변형하였고,각 테스트의 점수를 합산하
였음.

Test Score
0 1 2 3

Symmetryof
movement

Leftforepaw:
nomovement

Leftforepaw:
slightmovement

Leftforepaw:
moveslowly

Leftforepaw:
move
symmetrically

Forelimbflexion
angle

Leftforepaw:
nomovement

Leftforepaw:
slightmovement
tooutreach less
than60°

Leftforepaw:
moveand
outreachbetween
60°and120°

Leftforepaw:
symmetrical
outreachto180°

Climbinginclined
board failtoclimb climbupto30° climbupto60° climbupto90°
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라.실험그룹

실험그룹은 다음의 3개로 나눴다; (i) 정상군(n=5), (ii) 대조군:
media(DMEM)만 이식한 저온손상군(n=15),(iii)운동피질에 인간간엽줄기
세포를 이식한 저온손상군(n=15).행동의 회복정도를 평가하기 위해서,3그
룹 모두 간엽줄기세포이식후 2,4,6주에 좌측앞발에 대한 운동기능을 테
스트하였다.흰쥐들은 이식후 6주에 면역조직화학적 분석과 호스트조직내
로의 인간간엽줄기세포의 생착을 확인하기 위해 희생시켰다.

4.인간간엽줄기세포의 이식

이식할 인간간엽줄기세포들의 확인을 위해서 실험동물에게 이식하기
48시간 전에 10M의 5-bromodeoxyuridine(BrdU;Sigma,St.Louis,MO,
USA)을 배양 배지에 넣고 표지(label)하였다.세포들을 37℃에서 0.05%
trypsin-EDTA로 단백분해하여,분리된 세포들은 PBS에 재부유시켰다.세
포부유액에 0.4% trypan blue 염색액을 섞은 후에 혈구계산기
(hemocytometer)로 살아있는 세포수를 확인하였다.해밀턴 미세주사기
(Hamiltonmicrosyringe)에 부착된 멸균 소독 바늘(0.3mm O.D.)로,3µl의
세포부유물 (5x 104 cells/µl)을 4분에 걸쳐 2곳의 대뇌피질 (AP;±1.0
mm,ML;+1.1mm,DV;2.0mm)에 주사하였다(그림 3).쥐들은 세포이식
24시간 전부터 희생시킬 때까지 매일 cyclosporin A (10 mg/kg,i.p.
ChongKunDangPharm.,Seoul,Korea)를 투여하였다.



- 12 -

그림 3.인간간엽줄기세포 이식부위.대뇌피질 2곳(AP;±1.0mm,ML;+1.1
mm,DV;2.0mm)에 배양된 줄기세포(5x104cells/µl)를 이식.

5.이식조직의 면역조직화학적 평가

6주간의 행동학적 검사를 마친 후에,실험동물들을 25% urethane
(Sigma,St.Louis,MO,USA)inPBS로 마취한 후,125ml의 식염수를
심장내로 관류한 뒤,250ml의 냉각된 4% paraformaldehyde(pH 7.4,
PBS)로 관류하였다.쥐의 뇌를 제거한 후,실온에서 다음날까지 정착액에
서 고착시킨다.뇌조직들을 30% sucrosePBS에 4℃에서 48시간 동안 포
매시킨후, -20℃의 OCT복합체(optimal cutting temperature gel
compound;Tissue-Tek,SakuraFinetk,Torrance,CA,USA)로 동결시킨
후,냉동 미세박편기(microtome)로 35µm의 두께로 절단하였다.조직내의
BrdU를 확인하기 위해서,절단편들을 염색과정 전에 37℃에서 1시간동안
2N HCl로 숙성시켰다.BrdU의 이중형광염색을 위해서,녹색을 띄는 다른
세포특이 표지자로 염색하였다.일차 항체들로는 다음과 같은 단클론성 항
체들을 사용하였다: BrdU-FITC (bromodeoxyuridine-fluorescein
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isothiocynate,dilution 1:200;Serotec,Oxford,UK),neuronalnuclei
(NeuN,dilution1:100;Chemicon,CA,USA),neuron-specificclassIIIβ

-tubulin (Tuj1,dilution 1:400;Covance,CA,USA),Map-2 (dilution
1:200;Sigma,St.Louis,MO,USA)와 mouseanti-neurofilamentprotein
(NF,dilution1:40;Dako,Denmark).일차항체의 검출을 위해,형광표지된
Cy3-conjugatedIgG 이차항체(JacksonImmunnoResearch,WestGrove,
PA,USA)로 실온에서 2시간 숙성한 후,confocalmicroscope(Zeiss,LSM
510,Stuttgart,Germany)으로 확인하였다.

6.자료 분석

통계학적 분석을 위해 SPSS9.0(SPSSInc.,Chicago,IL,USA)을 사
용하였다.각 그룹간의 비교를 위해서 analysisof variace(ANOVA)를
사용하였다.각 그룹간의 결과 비교를 위해서 Kruskal-Wallisone-way
ANOVA와 Mann-WhitneyU-test를 사용하였다.통계학적 유의수준은 p
<0.05로 하였다.
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III.결 과

1.배양된 인간간엽줄기세포의 세포면역염색

인간간엽줄기세포의 성장을 관찰하고,실험실에서 증식시키기 위해서,
성인의 골반뼈에서 골수를 채취하였다.방법론에서 설명한 바와 같이,인
간간엽줄기세포들은 37℃,5% 이산화탄소에서 배양하여,bFGF가 있는
DMEM에서 7-10일간 증식시킨 후 고착시켰다.GFAP (그림 4-A;glial
fibrillaryacidicproteininastrocyte),Tuj1(그림 4-B;neuronspecific
betaIIIisoform oftubulin),MAP-2(그림 4-C;microtubuleassociated
protein-2confinedtoneuronalcellbodiesanddendrites),NF(그림 4-D;
neurofilament)의 1차 항체로 적색으로 염색되었다.세포핵은 DAPI에 의해
파란색으로 보인다.confocalmicroscope사진에서 세포질내에 면역활성 세
사구조의 긴 돌기들을 관찰할 수 있었다.MAP-2와 NF에 양성인 세포수
가 GFAP와 Tuj1양성 세포수 보다는 적게 관찰되었다.
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그림 4.인간간엽줄기세포의 면역세포화학검사.실험실에서 배양한 인간간엽줄
기세포를 다음의 항체로 염색한 confocal현미경사진.(A)GFAP,(B)Tuj1,
(C)MAP-2,(D)NF(붉은색).푸른색은 DAPI로 염색된 세포핵.

2.저온 뇌손상모델의 대뇌피질 특징

-70℃의 액화질소로 냉각된 금속막대로 실험동물의 대뇌피질의 전층을
관통하는 쐐기 모양의 병변을 만들 수 있었다.이러한 병변은 흰쥐의 우측
앞발의 운동피질에 영향을 주었고,결과적으로 좌측 앞발의 운동장해를 유
발하였다.뇌손상 병변의 위치와 깊이는 TTC로 염색된 절단면으로 결정
하였다.그림 5에서 보는 바와 같이,저온(-70℃)으로 냉각시킨 금속막대를

AAAA BBBB CCCC DDDDAAAA BBBB CCCC DDDD
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경막에 접촉시킴으로서 접촉면의 운동피질에 주로 국한된 일정한 형태의
괴사를 형성할 수 있었고,Hematoxylin-Eosin염색과 Nissle염색(그림 6)
에서 보는 바와 같이 병변의 신경세포가 없이 염증세포들과 교세포들로
대체되어 비가역적인 병변이 만들어 진 것을 확인할 수 있었다.

그림 5.뇌손상모델의 triphenyltetrazolium 염색. 살아있는 세포는 tetrazole을
수용성 적색의 formazan으로 바꾸는 성질을 이용하여 살아있는 세포와 죽은 세
포를 구별하기 위해 사용.쥐 앞발운동피질 부위에 쐐기모양의 괴사가 생성됨.
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그림 6. 뇌손상모델의 병변부 hematoxylin-eosin(A:control, B:cold injury
group),cresylviolet염색(C:control,D:coldinjurygroup).병변부의 신경세포
를 확인하기위해서 시행한 염색에서 저온 손상받은 피질에는 신경세포체가 없
어지고 염증세포와 공포들(vacuoles)이 형성되어 비가역성 손상이 형성되었음.

3.인간간엽줄기세포 이식과 앞발운동기능회복 정도

냉온 병변을 만든 다음날,흰쥐운동피질손상모델을 확인하기 위해 검사
하였다.흰쥐들은 운동피질에 병변을 만들고 난 다음날에는 행동검사에서
모두 비슷한 정도의 장해를 보였다.이러한 신경행동검사는 인간간엽줄기
세포를 이식한후 2주,4주,6주에 시행하였다.신경학적 점수는,Garcia등31

이 기술한,symmetrymovement,forelimbflexionangle,climbingscore
의 합산으로 하였다.

AAAA BBBB CCCC DDDD
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인간간엽줄기세포를 이식한 실험군에서는 앞발적응보행의 횟수가 손상
2주후에 유의하게 증가하였다 (controlgroup:4.03±2.1,graftedgroup;
10.67±3.8,＊p<0.05).(그림 7-A).또한,이식군에서는 이식 2주후부터
신경학적 점수도 유의하게 증가하였다(controlgroup:4.2±0.46,grafted
group:6.83 ± 0.74,＊p<0.05).(그림 7-B).symmetry movement와
forelimb flexion angle 점수도 이식 후 2주에 유의하게 증가하였으나,
climbingscore는 호전이 없었다(표 2).

그림 7.인간간엽줄기세포의 이식 후 신경기능의 변화.(A)앞발적응보행검사.
뇌손상모델을 만들기 전과 후에,세포이식 후 1,2,4,6주에 검사를 시행하였
음.줄기세포를 이식한 군에서 이식후 2,4,6주에서 기능이 유의하게 호전되었
음.(B)신경학적 검사 합산점수.앞발운동기능만을 평가하기위해 뇌졸중쥐모델
에서 사용하는 운동기능검사31를 변형하였음.줄기세포 이식후 2,4,6주에서 유
의하게 호전되었음.(*p<0.05).
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표 2.각 그룹간 신경학적 점수의 변화.앞발운동기능만을 평가하기위해
뇌졸중쥐모델에서 사용하는 운동기능검사31를 변형하였음.줄기세포 이식
후 2,4,6주에서 유의하게 호전된 것이 확인됨.(*p<0.05).

4.인간간엽줄기세포 이식부위의 면역조직화학적 평가

BrdU로 미리 표지한 인간간엽줄기세포가 이식 후 6주에 직접 이식한
부위와 손상주위부에서 관찰되었다.BrdU에 양성인 세포들은 그림 8.에서
보는 바와 같이,몇가지 신경특이 표지자에 대해서 면역반응을 보였다 (A;
GFAP,B;MAP-2,C;NeuN,andD;NF).이러한 결과들은 BrdU로 미리
표지하여 이식한 인간간엽줄기세포들이,비록 적은 양이지만 invivo상에
서,병변에 성공적으로 이식되었고,숙주의 뇌에서 생착되어,신경계 세포
들(neuronsandastrocytes)로 분화 되었음을 보여준다 하겠다.

Pre-model Model 1weekaftergraft 2weekaftergraft 4weekaftergraft 6weekaftergraft
Symmetrymovementscore

Normal(n=5) 3 3 3 3 3 3

Control(n=15) 3 1 1.1±0.32 1.2±0.42 1.3±0.48 1.4±0.52

hMSCs(n=15) 3 1 1 2.17±0.83* 2.42±0.51* 2.58±0.51*

Forelimbflexionanglescore
Normal(n=5) 3 3 3 3 3 3

Control(n=15) 3 1 1 1.3±0.48 1.5±0.53 1.4±0.52

hMSCs(n=15) 3 1 1.08±0.28 2.5±0.67* 2.5±0.67* 2.42±0.67*

Climbscore
Normal(n=5) 3 3 3 3 3 3

Control(n=15) 3 1.3±0.48 1.5±0.52 1.7±0.48 1.8±0.63 1.7±0.67

hMSCs(n=15) 3 1.25±0.45 1.3±0.49 2.16±0.71 1.9±0.51 1.8±0.57
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그림 8.인간간엽줄기세포 이식후 병변부 면역조직화학검사.뇌손상후에 줄기세
포를 이식한 후 신경특이 표지자로 염색한 운동피질의 confocalmicroscopy사
진(조직두께 35㎛).면역조직화학염색과 항체는 다음과 같다 (양성:적색);(A)
GFAP,(B)MAP-2,(C)NeuN,(D)NF.푸른색은 BrdU 양성 세포.Scalebar:
50㎛.
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IV.고 찰

외상성 뇌손상은 중추신경계내에 여러 가지 유리기(freeradicals)생성,
촉진성 독성(excitotoxicity),칼슘 과부하,cytokine분비,성장인자 활성화
나 억제,그 외에도 다른 여러 가지 해로운 반응들을 유발하게 된다.33,34이
러한 변화들은 유해한 환경을 만들어,초기 손상에는 노출되지 않았던 세
포들에게도 방관자 효과 (bystandereffect)을 끼쳐 잠재적으로 해롭게 된
다.새롭게 대두되는 재생의학에서는 손상된 조직의 회복에 있어서,기존
의 전통적인 약물치료에 보다 새로운 대안을 제공하고 있다.그 중에서도
최근에는 간엽줄기세포를 invitro에서 연구하고,invivo로 중추신경계질
환이나 다른 장기의 질환의 치료에 있어서 근본 세포로 사용하고 있
다.21,23,35,36이러한 것이 가능한 것은 줄기세포들이 비중배엽계 세포로 지속
적으로 분화할 수 있는 능력과 다양한 질환에서 유전자 치료나 자가이식
의 수단으로 사용가능하기 때문일 것이다.

본 연구에서는 인간간엽줄기세포가 실험실에서의 배양과정에서 다양
한 신경특이 표지자를 발현하였으며,이것은 신경계 세포로 분화할 수 있
는 가능성이 있으며,또한 이러한 세포들을 운동피질에 손상을 입은 흰쥐
모델에 이식하였을 때,기능 회복에 영향을 미치는 것을 확인 할 수 있었
다.이식된 인간간엽줄기세포들은 생체조직내에서 몇가지 신경특이 표지자
들(GFAP,MAP-2,NeuN,NF)을 보였으나,그 수는 정량적으로 분석하기
에는 매우 제한적이었다.그러나,앞발적응보행검사와 신경학적 검사에서
보듯이,인간간엽줄기세포들을 이식한 군에서 신경기능 회복정도가 배지만
을 이식한 쥐들보다 유의하게 증가되었다. 이러한 결과들은 간엽줄기세포
들이 어느 정도 다분화 능력을 가지고 있다는 것을 보여준다 하겠다.

최근까지도 성체줄기세포들은 그 출처가 매우 제한되어 있고,혈액,
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근육,간과 피부같은 조직에서만 손상을 회복시키는 것으로 알려져 왔었
다.그러나,성체줄기세포들이 이핵공존체 (heterokaryon)을 갖고 있는 세
포들과 융합되면 다른 3가지 모든 다른 분화된 세포형들 (중배엽,내배엽,
외배엽)의 특징적인 유전자가 표현되도록 재조정될 수 있다는 것이 밝혀졌
다.37

본 연구에서는 액화질소를 이용하여 저온(-70℃)으로 냉각시킨 금속막
대를 이용하여 쥐의 우측 대뇌운동피질에 일정한 형태의 비가역적인 뇌손
상을 유발하여,좌측 앞발의 운동장해를 유발시킬수 있었다.이러한 뇌손
상 주변부에 인간간엽세포를 이식한 후에,확실히 운동기능의 회복이 증가
한 것을 확인하였고,이러한 기능성취의 증가는 시간이 지나면서 더욱 좋
아지는 것을 관찰 하였다.본 연구에서는 이식된 세포의 표지자로서 BrdU
을 사용하였는데,이 BrdU는 thymidine계 물질로서 복제되는 세포의
deoxyribonucleicacid내로 결합하게 된다.이렇게 BrdU로 표지한 인간간
엽줄기세포를 뇌에 이식하였을 때,이 세포들이 뇌로 이동하고 증식하게
되면,BrdU에 양성으로 염색되게 된다.인간간엽줄기세포를 이식받은 흰쥐
의 뇌단면을 신경특이성 항체와 BrdU 면역염색으로 이중염색하였다.줄기
세포를 이식한 군에서 비록 기능회복은 유의하게 증가된 반면에,신경원
표지자와 BrdU에 모두 양성인 세포들은 그 수가 매우 적었다.이식된 세
포들의 일부는 신경원과 성상돌기세포의 특징도 보였지만,그 수가 매우
작아서 그들이 실제의 신경회로에 융합되었을 가능성은 적은 것으로 판단
되었다.아마도 인간간엽줄기세포 이식의 결과로서 얻어진 실제적인 이득
은 신경영양 성장인자(neurotrophicgrowthfactors)의 생성 때문일 것으로
추정된다.인간간엽줄기세포를 이식받은 실험군에서 기능이 회복되는 것은
이식물과 숙주간에 새로운 신경회로가 생겼다고 하기보다는, 아마도 이식
된 인간간엽줄기세포에서 나오는 물질들이 숙주의 뇌에서 뇌 가소성(brain
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plasticity)를 증대시켰다고 생각된다.
신경성 성장인자들은 신경세포의 성숙과 증식에 반드시 필요한 물질로

서,인간간엽줄기세포들은 invitro와 invivo에서 모두 성장인자를 생산할
수 있다고 알려져 있다.7,17Mahmood등38이 보고한 바와 같이,인간간엽세
포들은 동정 배양되면,정상적으로 brain-derived neurotrophic factor,
nervegrowthfactor,basicfibroblastgrowthfactor,vascularendothelial
growthfactor와 hepatocytegrowthfactor들을 분비한다.그러나 이러한
분비는 배양배지에 흰쥐 뇌의 TBI추출물을 첨가해줄었을 때,유의하게
항진된다고 한다.Li등22은 인간간엽줄기세포를 정주하여 허혈성 뇌졸중 흰
쥐모델을 치료했는데, 인간간엽줄기세포에 의한 brain-derived
neurotrophicfactor와 nervegrowthfactor가 invivo생성되고,functional
outcome의 호전과 관계가 있는 것을 발견하였다. 최근의 자료들은
brain-derivedneurotrophicfactor,nervegrowthfactor,basicfibroblast
growthfactor,vascularendothelialgrowthfactor같은 성장인자들이 신경
생성(neurogenesis)를 항진시킨다고 밝혀졌다.39-42이런한 성장인자들은 세
포내 뿐만 아니라,세포외 기질로도 분비되어,특별한 세포표면의 수용체
들과 반응하게 되면,그에 따라 신호 전달 (signaltransduction)이 2차 전
달자 시스템을 활성화시켜,새로운 세포기능을 초래하는 유전자 발현
(geneexpression)을 유발할 것으로 보고 있다.
본 실험에서는 실험군에서 인간세포에 대한 면역거부반응에 주시했지

만,invivo상에서 인간간엽줄기세포에 대한 유의할 만한 면역반응은 없었
던 것으로 생각되었다. 뇌졸중을 유발한 흰쥐모델 실험에서도 인간간엽줄
기세포를 정맥 주사하였을 때,인간간엽줄기세포에 감작되지 않는 것이 발
견되었다.17이것은 인간간엽줄기세포가 비록 항원성이 낮다고 하나,매개
체를 분비하여 이종이식 거부에 대한 면역반응을 억제시킬 가능성도 있을
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것으로 보인다.6또한,향후에 진행될 실험에서는 이식한 hMSCs가 뇌신경
세포의 완전한 재생을 위한 수초화 과정에서 반드시 필요한 희돌기교세
포(oligodendrocyte)로 분화하는지를 확인할 필요성이 있으며,이것의 기능
적 확인을 위한 전기생리학적 평가가 필요할 것으로 생각된다.
본 실험을 통해서 명백하게 인간간엽줄기세포의 이식이 외상성 뇌손상

에서 기능 회복을 위한 잠재적 치료법이 될 수 있는 것을 보여주었다.결
론적으로,인간간엽줄기세포는 사람의 골수로부터 비교적 쉽게 얻을 수 있
고,배양을 통해서 그 수를 증식시킬 수 있으며,외상으로 인한 뇌손상에
서 이식치료의 한가지 재료로 사용될 수 있겠다고 하겠다.이러한 인간간
엽줄기세포의 이식에 외상성 뇌손상을 성공적으로 치료할 수 있다면,궁극
적으로 다른 여러 광범위한 뇌신경 질환의 치료에도 이용될 수 있을 것으
로 생각된다.
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V.결 론

본 연구자는 성체줄기세포가 외상으로 인한 뇌손상의 잠재적 치료법이
될 수 있는지 확인하기 위해서,정상 성인의 골반에서 인간간엽세포를 채
취하여 invitro증식시킨 후,운동장해을 유발한 외상성 뇌손상 모델을 제
작해 직접 이식하였다.줄기세포 이식 후 외상성 뇌손상모델의 운동기능의
회복정도를 1주,2주,4주,6주에 측정한 후,실험동물의 뇌를 적출하여 이
식한 줄기세포의 생착 정도를 보기위한 실험에서 다음과 같은 결론을 얻
었다.
1.액화질소를 이용하여 저온(-70℃)으로 냉각시킨 금속막대를 이용하

여 쥐의 우측 대뇌운동피질에 일정한 형태의 비가역적인 뇌손상을 유발하
여,좌측 앞발에 심각한 운동장해를 유발시킬 수 있었다
2.정상성인의 골반에서 인간간엽줄기세포를 쉽게 얻을 수 있었고,실

험관 내 배양하였을 때 신경세포와 관련된 유전자(GFAP,Tuj1,MAP-2,
NF)의 발현이 증가함을 확인하였다.
3,뇌손상 주변부에 인간간엽세포를 직접 이식한 후에,실험동물의 앞

발 운동기능이 대조군에 비해서 유의하게 향상되었고,이러한 기능성취의
증가는 시간이 지나면서 더욱 좋아지는 것을 관찰 하였다.
4.BrdU로 미리 표지한 인간간엽줄기세포를 통해서 뇌손상모델에 이식

된 세포가 비록 매우 적은 수이기는 하지만,신경세포와 연관된 유전자가
발현된 세포가 생체 내로 안착된 것을 확인하였다.
이상의 결과로 보아,아직 풀어야 할 숙제가 많지만,인간간엽줄기세포

의 이식이 외상성 뇌손상에서 기능 회복을 위한 잠재적 치료법이 될 수
있을 것으로 보이며,.실제로 임상에 사용하기 위해서는 보다 다양한 인간
간엽줄기세포에 대한 연구가 진행되어야 할 것이다.
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Abstract

Effectoftransplantationofhumanmesenchymalstem cellsonthe
neurologicalrecoveryofcold-inducedbraininjurymodelinrat

HanSungKim
DepartmentofMedicine

TheGraduateschool,YonseiUniversity

(DirectedbyProfessorYongGouPark)

Thepurposeofthisstudywastoinvestigatetheeffectofthe
human msenchymalstem cells (hMSCs) that were transplanted
steotaxicallyonbehavioralchangeaftertraumaticcoldbraininjury
inadultrats.Corticallesion(n=30)wasinducedbytouchingametal
stamp,cooled with liquid nitrogen (-70℃),to thedura overthe
forelimb motor cortex ofadultrats.The procedure produced a
localizedlesionandtheanimalsshowedsignificantmotordeficitsof
thecontralateralforepaw.ThehMSCswerefreshly isolated from
humaniliacboneandculturedintissuecultureflaskswith10ml
Dulbecco'smodifiedEagle'smedium,10% fetalbovineserum,1%
penicillin streptomycin,and basic fibroblast growth factor.The
animals received hMSC grafts (3x105 hMSCs)6 days aftercold
lesion(n=15).Allratsweresacrificed6weeksaftercoldinjury,and
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immunohistochemicalstaining wasperformed on brain sectionsto
identifydonorhMSCs.Neurologicalevaluationswereperformedwith
the forepaw adjusting step testand modified neurologicalscore.
Treatment with 3x105 hMSCs improved the rat's neurological
functions.The transplanted BrdU-prelabeled hMSCs were found
aroundinjurysiteandexpressedtheneuronalcellmarkers(GFAP,
Tuj1,MAP-2,NF).
TheseresultssuggestthathMSCsmaybeapotentialtherapeutic

toolforbraininjuries.

KeyWords:humanmesenchymalstem cell,braininjurymodel,cold
injury,transplantation
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