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국문 요약
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척수 손상과 뇌 손상에서 신경 재생을 위한 치료법 중 줄기 세포의 이식은
신경 손상 환자들에게 새로운 희망을 주고 있다.여러 종류의 줄기 세포 중
골수 간엽 세포는 성체 줄기 세포의 하나로 현 단계에서 임상적 사용이 가
능한 세포로 많은 연구가 되고 있다.그 이유는 첫째 이 세포가 조혈세포,
신경세포,상피세포,간엽세포,배아세포 등으로 분화할 수 있는 유연성을
가지고 있다는 것,둘째로 분리가 쉽고 자가이식이 가능하다는 것,셋째로
현재까지 신경 질환을 제외한 많은 다양한 질환에서 치료 목적으로 사용된
경험이 축적되어 있다는 것 등을 들 수 있다.특히 척수 손상 모델에서 골
수 간엽 세포(Bonemarrow stromalcell,BMSC)이식이 손상된 척수 신경
기능의 호전을 가져온다는 연구 결과가 보고되었는데 이식된 줄기 세포가
어떤 기전을 통해 이식 효과를 나타내는지 확립되어 있지 않은 상태이다.
특히 척수 내에서의 줄기 세포의 생존과 신경세포로의 분화는 어려운 것으
로 더 많이 보고되었고 이식된 간엽 줄기 세포가 신경세포로 분화되어 손상
된 신경 세포를 대체해서 신경 기능의 호전을 보일 가능성에 대해서는 회의
적이다.골수 간엽 세포는 여러 종류의 단백물질을 분비한다고 알려져 있는
데 이들 단백물질 중 신경 성장 촉진 인자가 포함되어 있으며 이로 인해 손
상된 축삭의 재생이나 신경세포의 성장을 촉진시켜 신경학적 증상을 호전
시킬 가능성이 있다.하지만 가능성만 있을 뿐 이를 증명하는 연구는 아직
까지 거의 없는 상태이다.본 연구는 이를 증명하기 위하여 사람 골수 간엽
세포와 태아 백서 배부 신경절(Dorsalrootganglion,DRG)신경세포를 함
께 배양하여 그 효과를 분석하고 또한 사람 골수 간엽 세포 배양액으로 태
아 백서 배부 신경절 신경세포를 배양하여 그 효과를 분석하였다.그리고
실제로 사람 골수 간엽 세포에서 분비된 단백물질(cytokine)을 검출하는 시
도를 하였다.7일 배양후 신경돌기를 면역 염색하여 신경돌기의 수 와 길이,
생존 세포의 수를 측정 하였다.태아 백서의 배부 신경절 신경세포의
dissociatedculture시 생존한 신경세포 수 와 explantculture에서 측정한 신
경돌기 수 와 길이 모두는 골수 세포 배양액 첨가군과 골수 세포 동시 배양
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군이 대조군 보다 의미 있게 많았고 골수 세포 배양액 첨가군과 골수 세포
동시 배양군 사이에는 의미 있는 차이가 없었다.사람 골수 간엽 줄기 세포
배양액에서 검출된 단백물질은 IL-6,IL-8,IGFBP-2,GM-CSF,RANTES,
MCP-1,TIMP-1,TIMP-2,u-PAR,와 VEGF였고 이러한 단백물질중
IL-6,VEGF,와 GM-CSF는 생체 내외에서 모두 신경 영양 효과를 가지는
것으로 알려져 있다.이상의 결과로 골수 간엽 줄기 세포에서 신경 성장 촉
진 물질이 분비 되고 이것이 신경돌기의 성장과 신경 세포 생존에 영향을
미친다는 것을 알 수 있었고 앞으로 검출된 단백물질이 단일 혹은 복합적으
로 신경 세포 생존 및 성장에 어떤 영향을 미치는 지 그리고 척수 손상 동
물 모델에서 생체 내 실험을 통하여 사람 골수 간엽 줄기 세포 이식후 단백
물질 분비에 어떤 변화가 있는 가에 대한 연구가 중요할 것으로 생각된다.

����������������������������������������������������������������������

핵심 되는 말 :사람 골수 간엽 줄기 세포,백서,배부 신경절,신경돌기 성
장,신경세포 생존,Cytokine
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<지도교수 조용은>

연세대학교 대학원 의학과

이 상 원

III...서서서 론론론

척수 손상과 뇌 손상에서 신경 재생을 위한 치료법 중 줄기 세포의 이식은
신경 손상 환자들에게 새로운 희망을 주고 있다.여러 신경 손상 동물 모델
에서 줄기 세포의 이식으로 손상된 신경 기능이 호전된다는 많은 보고가 있
어왔다.3,6,7,8,9,12,15,23,25,36여러 종류의 줄기 세포 중 골수 간엽 세포는 성체 줄
기 세포의 하나로 현 단계에서 임상적 사용이 가능한 세포로 많은 연구가
되고 있다.7,9,36그 이유는 첫째 이 세포가 조혈세포,신경세포,상피세포,간
엽세포,배아세포 등으로 분화할 수 있는 유연성을 가지고 있다는 것,둘째
로 분리가 쉽고 자가이식이 가능하다는 것,셋째로 현재까지 신경 질환을
제외한 많은 다양한 질환에서 치료 목적으로 사용된 경험이 축적되어 있다
는 것 등을 들 수 있다.특히 척수 손상 모델에서 골수 간엽 세포(Bone
marrow stromalcell,BMSC)이식이 손상된 척수 신경 기능의 호전을 가
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져온다는 연구 결과가 보고되었는데 Hofstetter등은 이런 행동검사 결과
와 더불어 그 기전으로 골수 간엽 세포가 축삭의 성장을 지지하고 안내하
는 역할을 하며,일부 이기는 하지만 골수 간엽 세포가 실제로 신경세포로
분화된다는 것을 증명하였고15,Ohta등은 척수 신경 기능의 호전을 가져오
는 행동검사 결과와 더불어 대조군에 비해 척수 신경의 이차적 손상의 정
도를 감소시킴을 증명하였다.25이런 연구 결과들은 이 세포의 임상적 사용
가능성을 매우 높이고 있으며 이미 일부 나라에서는 임상 실험이 이루어지
고 있다.7,9,36그러나 아직 이 세포는 몇 가지 해결되는 않은 문제점을 가지
고 있다.첫째는 세포의 정확한 특성이 불분명하다는 것이다.골수 간엽 세
포에는 간엽세포,혈관 내피 세포,줄기 세포가 포함 되어 있으며 이들의
정확한 분리 배양에 어려움이 있다.9,18둘째는 이들 세포를 이식하였을 때
신경학적 호전을 일으키는 기전으로 다양한 가설들이 거론되고 있지만 그
정확한 기전은 아직 규명되어 있지 않다는 것이다.가능성이 있는 기전으
로는 위에 언급했듯이 이 세포가 이식 환경에서 신경계 세포로 분화되어
손상된 신경 세포를 대체하는 것이다.다른 하나는 이 세포에서 신경 성장
촉진 인자를 분비함으로서 이 인자에 의해 신경 축삭의 재생과 이차적 신
경세포의 손상 또는 사멸을 방지 할 수 있다는 것이다.7,9,36그 이외에도 이
식 된 세포가 분비하는 기질이나 세포 자체가 축삭 재생의 지지체 역할,
탈수 초화된 축삭의 수초 형성을 할 수 있다는 것15,또한 내재적 줄기 세
포를 활성화하여 신경세포로의 분화를 촉진한다는 것 등이 있다.따라서
임상 적용 이전에 먼저 골수 간엽 세포의 이식 후 신경학적 호전을 가져오
는 기전의 규명은 중요하며 실험실 환경에서 골수 간엽 세포가 신경세포의
성장 생존에 미치는 영향을 분석하는 것은 기전 규명의 간접적 방법으로
가치가 있을 것이다.줄기 세포의 이식이 손상된 척수 신경의 기능 호전에
도움을 준다는 보고가 있으나 아직 그 정확한 기전에 대해 논란의 여지가
있고 어떤 세포를 어떤 방법으로 이식하는 것이 이상적인지는 정립되어져
있지 않은 상태이다.자가 이식이 가능한 간엽 줄기 세포는 배아 줄기 세
포에서 주로 거론되는 윤리적 문제로부터 자유롭게 임상적 적용이 가능하
며 이식 효과에 대해서는 동물 실험에서는 인정되고 있으나 아직까지 인간
을 대상으로 한 치료에는 그 적용 가능성이 의문시 되고 있다.3,7,9,23이식된
줄기 세포가 어떤 기전을 통해 이식 효과를 나타내는지 확립되어 있지 않
은 상태이다.특히 척수 내에서의 줄기 세포의 생존과 신경세포로의 분화
는 어려운 것으로 더 많이 보고되었고 이식된 간엽 줄기 세포가 신경세포
로 분화되어 손상된 신경세포를 대체해서 신경 기능의 호전을 보일 가능성
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에 대해서는 회의적이다.골수 간엽 세포는 여러 종류의 단백물질을 분비
한다고 알려져 있는데 Chen등은 생체 외 실험으로 손상된 뇌 조직과 골
수 간엽 세포를 동시 배양시 대조군에 비해서 그리고 손상된 시점에서 적
출한 시점까지의 시간 경과에 따라서 brain-derived neurotrophic
factor(BDNF), nerve growth factor(NGF), basic fibroblast growth
factor(bFGF)등이 증가됨을 보여 주었고6,Neuhuber등은 골수 간엽 세포
에서 vascular endothelial growth factor(VEGF), BDNF,
interleukin-6(IL-6)등 다양한 신경 영양 인자가 분비됨을 보고하였는데23

이러한 신경 영양 인자들은 신경계 발생 단계에서 신경 발달(neural
development),synaptogenesis,angiogenesis를 촉진 시키는 데 매우 중요
하다고 알려져 있고 성인 신경계에서도 어느 정도 손상된 신경을 복구 및
재생하는 신경 유연성(naturalplasticity)에 영향을 주는 것으로 알려져 있
다.이 물질들은 또한 조혈 모세포의 성장과 분화에 중요한 역할을 한다고
알려져 있다.1,10,35따라서 이들 단백물질 중 신경 성장 촉진 인자가 포함되
어 있으며 이로 인해 손상된 축삭의 재생이나 신경세포의 성장을 촉진시켜
신경학적 증상을 호전 시킬 가능성이 있다.1,2,4,5,13,14,17,19,20,21,22,24,26,27,28,29,30,31,32,33,34
이 실험의 가설은 사람 골수 간엽 세포에서 신경 성장 촉진 물질이 분비
되고 이것이 신경 세포의 성장과 생존에 영향을 미친다는 것이다.이 가설
을 증명하기 위하여 사람 골수 간엽 세포와 태아 백서 배부 신경절(Dorsal
rootganglion,DRG)신경세포를 함께 배양하여 그 효과를 분석하고 또한
사람 골수 간엽 세포 배양액으로 태아 백서 배부 신경절 신경세포를 배양
하여 그 효과를 분석할 것이다.그리고 실제로 사람 골수 간엽 세포에서
분비된 단백물질(cytokine)을 검출하는 시도를 하였다.
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IIIIII...재재재료료료 및및및 방방방법법법

1.사람 골수에서 간엽 줄기 세포의 분리 및 배양

척추 융합 수술 환자에서 환자의 동의하에 장골 이식 시 골수 혈액 3cc를
채취한다. 골수 혈액 3ml를 부피가 1:2가 되도록 RPMI
1640(Gibco,Uppsand, NY)으로 희석한뒤 4개의 원추형 시험관에 4ml
Ficoll-Hypaque(d=1.077g/ml,PharmaciaUppsala,Sweden)위에 조심스럽게
중층한다.2,000rpm에서 10분간 원심 분리하여 형성된 저비중의 단핵구층을
Pasteurpipette으로 흡입하여 새로운 시험관에 옮긴다.PBS용액을 첨가
하여 1000rpm으로 10분,800rpm으로 10분 2회 세척하여 단핵구를 얻는다.
60ml배양접시에 5x106개씩 분리하여10% heatinactivatedfetalbovine
serum(FBS) 와 50U/ml penicillin, 0.05mg/ml streptomycin가 첨가된
Dulbecco'sModifiedEagleMedium(DMEM,Gibco,GrandIsland,NY)에
서 배양한다.배양기의 온도는 37도,이산화탄소의 농도는 5%로 유지한다.
배양 72시간에 배양접시에 부착되지 않은 세포를 배지를 갈아 주면서 제거
한다.그 후 같은 조건에서 세포가 배양접시에 가득 찰 때까지 배양한다.배
양액은 48시간에 한번씩 교체한다.배양된 세포를 0.05% trypsin과 0.02%
EDTA를 첨가하여 세포를 떼어낸 후 1x105/ml농도로 다시 배양한다.같은
방법으로 3회 분리 배양 후 세포를 냉동 보관한다.

2.골수 세포 배양액의 채취 및 골수 세포의 표지

냉동 보관 되어 있는 골수 세포를 상온에서 해동한 후 24시간 동안 10%
heatinactivated fetalbovine serum(FBS) 와 50U/mlpenicillin,0.05
mg/ml streptomycin가 첨가된 Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM,Gibco,Grand Island,NY)에서 배양한다.배양액을 제거한 후
PBS로 2회 세척한 다음 DMEM만 5cc넣고 72시간 동안 같은 조건에서 배
양하여 골수 세포 배양액(conditionedmedia)을 얻은 후 -20도에 냉동 보관
한다.골수 세포와 신경세포를 동시에 배양하는 경우 골수 세포를 표지하기
위하여 신경세포에 첨가하기 24시간 전에 표지자(CellTrackerGreen
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(Molecularprobes,Eugene,OR))로 표지한다.

3.백서 배아 채취,배부 신경절 배양

임신 14일 백서에서 태아를 적출한 후 현미경하에서 배부 신경절을 떼어낸
다.배부 신경절 주위의 연부 조직과 말초 신경을 제거한다.배부 신경절 중
일부는 반으로 절개하여 rat-tailcollagen으로 건조 시킨 ACLARhats에서
NGF(100ng/mL)가 포함된 Neurobasalmedium 배지로 배양한다(explant
culture).나머지 신경절은 1.25U/mldispase와 0.05% collagenase가 포함된
DMEM/F12 medium에서 24시간 동안 효소 분해 후 같은 배지에서
ACLARhats에서 배양한다(dissociateculture).

4.대조군과 실험군의 신경절,신경세포의 배양 과 면역염색

신경절 배양과 신경세포의 배양은 3가지 다른 조건에서 배양한다.1)대조
군은 Neurobasal medium 만 준 상태에서 배양한다(n=20, explant,
dissociate).2)골수 세포 동시 배양군은 대조군에 배양 24시간 후 골수세포
를 10,000개를 첨가하여 배양한다(n=20,explant,dissociate).3)골수세포 배
양액 첨가군은 Neurobasalmedium 80%와 배양액 20%를 첨가하여 배양한
다(n=20,explant,dissociate).모든 군에서 배지 교환은 48시간 마다 시행하
며 37°C,5% CO2 조건에서 7일간 배양한다.신경절과 신경세포 배양 7일
째 신경사에 대한 단클론 항체를 이용하여 면역염색을 시행한다.배양기
hat을 L15용액으로 2회 세척한 후 상온에서 20분간 4% paraformaldehyde
로 고정한다.15분간 0.2% Tritron100용액으로 처리 후 다시 L15용액으
로 3회 세척 후 20% NGS로 30분간 상온에서 blocking한다.일차 항체인
신경사 단클론 항체로 1시간 동안 처치 후 세척 후 이차 항체(Anti-mouse
Igrhodamineconjugatedsecondaryantibody)로 45분간 세척한다.핵 표지
자로는 Hoechst33342를 이용하여 슬라이드를 만든다.

5.세포 돌기의 측정 및 생존 세포수의 비교



-8-

형광 현미경으로 면역 염색을 한 신경절을 관찰 후 현미경에 부착되어 있는
디지털 사진기로 이미지 촬영을 한 후 Metamorph프로그램으로 신경 돌기
의 개수를 측정한다.신경돌기의 길이는 가장 길게 성장한 돌기 4개를 선택
하여 길이를 잰 후에 평 값을 구한다.신경세포의 면역염색 슬라이드에서
무작위로 10곳을 택하여 세포체 길이의 세 배 이상 길이의 신경돌기를 가
진 세포 수를 세어 역시 평균값을 구한다(Gavazzi etal.,1999).측정된 신
경돌기의 수,길이,생존 세포 수를 비교한다.

6.골수 간엽 세포에서 분비되는 단백물질의 분석

골수 간엽 세포에서 분비되는 단백물질의 분석은 RayBiohumancytokine
assaykit(Cseries1000,RayBiotecInc.,Norcross,GA)를 이용하여 검출한
다.배양액의 채취는 배양을 시작한지 72시간 후에 채취한다.대조군은 신경
절 신경세포만 배양한 용액으로 하고,골수 세포만 배양한 용액,골수 세포
와 신경세포를 동시에 배양한 배양액을 각각 채취하여 -20도에서 냉동 보
관한 후에 상온에서 해동하여 RayBio의 공정 지침(Fig.1.)에 따라 분석을
시행한다.RayBiohumancytokineassaykit는 사람에서 발견된 이미 알려
진 120종의 cytokine을 검출할 수 있는 kit로서 각각의 단백물질에 대한 항
체가 부착된 arraysupport에서 sample과 반응 시키고 labeled-Streptavidin
과 다시 반응 시켜 그 신호를 detection후 opticometer를 사용하여 정량적으
로 분석하고 arraymap을 이용하여 의미 있는 강도 이상의 단백물질을 검
출한다.
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Fig.1.ProcessofRayBiohumancytokineassaykit

7.통계 처리

대조군과 실험군의 신경돌기 수,길이와 생존 세포 수의 통계학적 차이는
ANOVA 검사와 posthoc검사로 하고 P<0.05인 경우 유의한 것으로 판정
한다.
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IIIIIIIII...결결결과과과

1.사람 골수 간엽 줄기 세포의 특성

용기 부착 방법을 사용하여 분리된 사람 골수 간엽 줄기 세포는 전형적인
기질 세포의 다각형 구조를 보였다(Fig.2A,B).첫 평판 배양후 세포가 배
양접시에 가득 찰 때까지 3-4주가 소요되었고 이 세포들의 배가 시간은
3-4일 이었다.사람 골수 간엽 줄기 세포는 특별한 성장 인자 없이 10%
FBS만 첨가된 DMEM 배지에서 잘 증식하였다.세 차례 계대 배양된 사람
골수 간엽 줄기 세포는 anti-CD 105항체를 사용한 면역 세포 화학 검사에
서 90%가 양성반응을 보였다(Fig.2C).또한 세포 표면 표지자에 대한 반
응 검사상 CD13과 CD105에는 양성 반응을 CD45와 CD34에는 음성 반응
을 보였다(Fig.3).

Fig.2.Characteristicsofthird passageBMSC prepared from humam
using agradientdissociationandflaskadherentmethod.A,B.Phase
contrastmicrographsshowsthetypicalpolygonalshapeofstromalcells.
C.Immunocytochemistry using anti-CD105antibodyandDAPInuclear
marking show thatprimateBMSC aremostlypositive(>90%).(Scale
bar100µm)

AAA BBB CCC
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Fig.3.AnalysisofhumanBMSCsurfacemarker.A.CD13,B.CD105,C.
CD45,D.CD34.A,B show thathuman BMSC surface markeris
positive,C,Dshow thathematopoieticcellsurfacemarkerisnegative.

2.사람 골수 간엽 줄기 세포가 배부 신경절 신경세포의 생존에 미치는 영
향

세 가지 다른 조건에서 배양 7일후 신경돌기가 있는 혹은 신경돌기가 없는
배부 신경절 신경세포의 수를 정량화 하였다.배부 신경절 신경세포의 신경
돌기는 SMI-33단클론 항체를 이용한 면역염색을 통하여 분명하게 표지되
었다(Fig.4A-C).신경세포의 생존은 세포체 직경의 세 배 이상 길이를 갖
는 신경돌기가 하나 이상일 때 생존 세포로 정의 되었다.태아 백서의 배부
신경절 신경세포의 dissociatedculture시 생존한 신경세포 수는 골수 세포
배양액 첨가군과 골수 세포 동시 배양군이 대조군 보다 의미 있게 많았다.
골수 세포 배양액 첨가군과 골수 세포 동시 배양군 사이에는 의미 있는 차
이가 없었다(Fig.5).

AAA BBB

CCC DDD
BA B C
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Fig.4.A-C.MergedpictureofSMI-33immunostainingandthenuclear
markerstainingofdissociatedfetalDRGsculturedinNBLmedium with
3 different conditions for 7 days.A.control medium,B.BMSC
conditionedmedium,C.coculturewithBMSC.(Scalebar100µm).

Fig.5.Bargraphofmeannumbersofneuronswithneuritesafter7
days dissociated culture under 3 different conditions.There is a
significantdifference between controlmedium and BMSC conditioned
medium,coculturewithBMSCgroup(*p<0.05,twowayANOVA-test).

3.사람 골수 간엽 줄기 세포가 배부 신경절 신경세포의 신경돌기 성장에
미치는 영향

태아 백서 배부 신경절 explantculture에서 SMI-33면역염색 후 신경돌기
의 수와 길이를 측정하였다(Fig.6).실제 신경돌기의 수가 너무 많아 그 수
를 측정하기가 불가능 하여 그들이 차지하는 면적으로 측정하였으며 세포당

*
*
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가장 긴 신경돌기 4개의 길이를 측정하였다(Fig.7A,B).배양 14일째 신경
돌기가 차지하는 상대 면적 (전체 신경돌기 면적/전체 신경세포 면적)은 각
각 6.59±1.79;대조군 (n=4),24.65±1.53;골수 세포 배양액 첨가군 (n=6),
26.92±5.82;골수 세포 동시 배양군 (n=6)이었다(Fig.7A).가장 긴 4개의
신경돌기의 평균 길이는 각각 615.7±53.7,1652.0±96.2,1521.0±104.1μm 이었
다(Fig.7B).즉,신경돌기의 수 와 길이는 골수 세포 배양액 첨가군과 골
수 세포 동시 배양군이 대조군 보다 의미 있게 많았다.골수 세포 배양액
첨가군과 골수 세포 동시 배양군 사이에는 의미 있는 차이가 없었다.

Fig.6.ImmunostainingoffetalDRG explantswithSMI-33(A:control
medium,B:BMSCconditionedmedium,C:coculturewithBMSC)
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Fig.7.A.Therelativeareaofneurites.B.Themeanlengthofthe4
longestneurites.There were significantdifferences between control
medium andBMSCconditionedmedium,coculturewithBMSCgroupsin
lengthandnumberofneurites(*p<0.05,twowayANOVA-test).

4.사람 골수 간엽 줄기 세포에서 분비되는 단백물질의 분석결과

대조군에 비해 골수 세포 배양액에서 신경돌기의 성장과 신경세포의 생존
이 더욱 뚜렷하였다.이런 소견은 사람 골수 간엽 줄기 세포에서 분비된 어
떤 인자가 신경 영양 효과를 가지고 있음을 암시한다.human cytokine
assaykits를 사용하여 각각의 배양액(사람 골수 간엽 줄기세포 배양액,태
아 백서 배부 신경절 신경세포 배양액,동시 배양액)을 분석하였다.사람 골
수 간엽 줄기 세포 배양액에서 검출된 단백물질은 IL-6,IL-8,IGFBP-2,
GM-CSF,RANTES,MCP-1,TIMP-1,TIMP-2,u-PAR,와 VEGF였고
배부신경절 신경세포 배양액에서 검출된 단백물질은 FGF-6,b-NGF,IL-2,
IL-3,Leptin,GCSF,MCP-1,TNF,TIMP-2이었다(Fig.8).동시 배양액에
서는 위의 언급된 모든 단백물질이 검출되었다.이러한 단백물질중 IL-6,
VEGF,와 GM-CSF는 생체 내외에서 모두 신경 영양 효과를 가지는 것으

* *

* *

BBB

AAA
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로 알려져 있다.[abbreviations:IL-interleukin,IGFBP-insulinlikegrowth
factor binding protein, GMCSF-granulocyte macrophage colony
stimulating factor,RANTES-regulated upon activation,normalT cell
expressed and secreted, MCP-monocyte chemoattractant protein,
TIMP-tissue inhibitor of matrix metaloproteinase, uPAR-urokinase
plasminogenactivatorreceptor,VEGF-vascularendothelialgrowthfactor,
FGF-fibroblast growth factor, NGF-nerve growth factor,
GCSF-granulocytecolonystimulatingfactor,TNF-tumornecroticfactor]

Fig.8.Cytokine assays results.A.BMSC conditioned medium.The
positivespotswerenotedon angiogenin,GM-CSF,IGFBP-2,MCP-1,
MIP-3,RANTES,TNF-,GRO,IL-8,TIMP-1,TIMP-2,uPAR,VEGF,
andIL-6bindingsites.B.DRG conditionedmedium.Thepositivespots
werenotedonFGF-6,IL-2,IL-3,Leptin,MCP-1,TNF-β,bFGF,GCSF,
TIMP-2bindingsites.C.RayBiohumancytokineantibodyarraymap.

5.사람 골수 간엽 줄기 세포에서 분비되는 단백물질의 골수 공여자에 따른
변이

사람 골수 간엽 줄기 세포에서 분비되는 단백물질의 종류는 공여자마다 약
간의 차이를 보였다(Fig.9). 그 중에서 공통적으로 검출되는 단백물질로는
IL-6,VEGF,GM-CSF,TIMP-1등이 있었고 이들은 대부분이 많은 연구
가 있어온 잘 알려진 단백물질 들로서 다양한 신경 영양 효과가 입증된 것

AAA

BBB

CCC
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들이다.

A

B

C

D

Fig.9.Donordependentvariation ofcytokines released from human
BMSCA.Donor1;IL-6,VEGF,MCP-1,GM-CSF,TIMP-1.B.Donor
2;IL-6,VEGF,IL-8,GM-CSF,NGF,TIMP-1.C.Donor3;IL-6,
VEGF,GM-CSF,TIMP-1,IGFBP-2,RANTES.D.Donor4 ;IL-6,
VEGF,MCP-1,TIMP-1,u-PAR,TIMP-2.

6.사람 골수 간엽 줄기 세포 와 태아 백서 신경절 신경세포간의 기질적 상
호 작용

신경절 신경세포를 사람 골수 간엽 줄기 세포와 동시 배양시 신경돌기의
성장은 대조군이나 사람 골수 간엽 줄기 세포 배양액에서 배양된 신경세포
에 비해서 일정한 방향성을 갖는 fasciculation소견을 더 뚜렷하게 보였다
(Fig.10).이런 소견은 골수 간엽 줄기 세포와 신경세포간에 어떤 기질적
상호 작용이 존재함을 의심하게 하는 것이다.
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Fig.10.ThepatternofneuriteoutgrowthwithorwithoutBMSCinA.
controlmedium,B.BMSC conditioned medium,C-E.Coculture with
BMSC.Thepatteran ofneuriteoutgrowth in C-E showsderectional
growingassociatedwithBMSCandmorefasciculation.Scalebar100µm

A BA B

C D E
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IIIVVV 고고고 찰찰찰

대조군에 비해서 골수 세포 배양액 첨가군과 골수 세포 동시 배양군에서
태아백서의 배부 신경절 신경세포는 의미 있는 성장 및 생존을 보여 주었
다.이런 결과는 골수 간엽 줄기 세포에서 분비된 어떤 단백물질이 배부 신
경절 신경세포의 성장과 생존을 자극하였다는 것을 간접적으로 암시한다.
그러나 배양액만을 첨가하거나 골수 간엽 세포를 동시 배양한 실험군 사이
에 의미 있는 차이가 없는 것과 골수 세포 동시 배양군에서 추가로 발견된
단백물질이 없었던 점으로 보아 동시 배양군에서 골수 세포와 배부 신경절
신경세포간의 지속적인 세포간 상호작용에 의한 단백물질 분비의 변화는 뚜
렷하지 않았던 것으로 생각된다.하지만 골수 간엽 세포 존재 시 신경돌기
성장이 방향성을 갖는 특징은 세포간 기질 상호작용이 일어나고 있음을 암
시한다.향후 검출된 단백물질 각각의 역할을 알기 위해 blockingantibody
혹은 neutralizingantibody를 사용하여 신경세포 생존 및 성장에 대한 각각
의 단백물질이 미치는 효과를 분석하는 것이 중요하며,척수손상 동물 모델
에서 골수 간엽 세포의 이식 후 이러한 단백물질들이 생체 내에서 분비됨을
검사할 필요도 있겠다. 골수 간엽 세포에서 분비된 단백물질의 종류는 공
여자간에 상당한 변이가 존재하였는데 이 원인에 대해서는 더 많은 sample
분석을 통한 연구가 필요하겠지만 각 공여자마다 골수 간엽 세포의 유전자
발현에 영향을 주는 미세 환경의 차이가 그 원인이 아닐까 생각된다.골수
흡입 후 분리한 세포를 플라스틱 용기에서 배양하였을 때 부유하는 세포군
은 조혈 세포로 용기에 부착하는 세포를 골수 간엽 세포로 언급하며 이런
골수 간엽 세포에 간엽 줄기 세포와 전구 세포가 포함되어 있다.7이들 세
포들은 미분화 형태로 복제할 수 있으며,다양한 종류의 간엽 세포 (bone,
cartilage,fat,tendon,muscle,andmarrow stroma)로 분화할 수 있는 능력
을 가지고 있다.골수 간엽 세포는 IL-6and7,leukaemiainhibitoryfactor,
stem-cellfactor,GM-CSF,thrombopoietin,TNF-ß1,ß2와 같은 조혈기능을
가진 단백물질을 분비하며,이런 단백물질 중 일부(GM-CSF,stem-cell
factor,leukemiainhibitoryfactor,IL-6)는 glycoprotein-130과 관련된 신호
전달 체계를 사용하는 표적 세포 수용체를 통하여 골수 간엽에서 유래된 세
포의 분화에 영향을 주는 것으로 보고되었다.7,10엄밀히 말하면 줄기 세포란
지속적인 복제가 가능하며 신체의 어떤 세포로도 분화가 가능한 세포로
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정의 되며 아직까지 골수로부터 줄기세포군이 순수하게 분리 동정되지는 못
하였다.골수 간엽 줄기 세포는 손상된 척수나 뇌 조직의 기능적 복원을 촉
진 한다는 많은 동물 연구 결과가 보고되었고 실제로 약간의 골수 간엽 줄
기 세포가 신경세포에 특이한 단백물질을 표현하였으나 분화된 줄기 세포가
손상된 조직을 대치하였을 개연성은 드물며 분비된 단백물질에 의하여 손상
된 신경조직의 내재적 복원 반응을 활성화하였다고 보는 시각이 많다.10본
연구 방법에 의해 공통적으로 검출된 단백물질로서 IL-6,GM-CSF,와
VEGF는 신경 영양 효과 및 손상된 신경조직에 대한 보호 작용에 있어 중
요한 역할을 하는 것으로 많이 거론될 뿐만 아니라 최근 활발히 연구되고
있는 물질이므로 그 의의가 크다.IL-6의 경우,P.Marz는 IL-6가 교감 신경
세포 기능을 조절함을 보여 주었는데 말초 교감 신경 세포 와 PC12cells에
서 functionalIL-6R가 발현됨을 증명함과 동시에 tumornecrosisfactorα

가 IL-6R와 gp130mRNA발현의 주 조절자임을 보여 주었다.21 Takashi
Shuto등은 백서 신경절 신경세포를 사용하여 IL-6가 ciliaryneurotrophic
factor발현을 up-regulation하여 신경돌기의 재생을 증강시킴을 보여 주었
다.31William B등은 본래 손상 받은 중추신경계내의 성인 감각 신경은 재
생이 불가한 것으로 알려져 있지만 백서에서 injury-induced IL-6
up-regulation이 중추신경계 내에서 재생을 촉발시키고 이것이 dorsal
columnprojectingsensoryneuron의 boostedgrowthstate를 통해서 일어
남을 증명하였다.5 S.Okada등은 척수 손상 모델에서 IL-6R의 차단이
reactive astrogliosis를 억제하고 기능 복구를 저지함을 보여 주었다.26
GM-CSF의 경우 골수에서 간엽 세포 증식을 자극하는 강력한 조혈기능을
가진 단백 물질이지만 Kim 등은 GM-CSF가 신경 전구 세포의 증식을 자
극하고 apoptosis를 억제하여 신경 발달과 복구에 중요한 역할을 함을 보여
주었다.19 VEGF의 경우,혈관 내피 세포의 mitogen이고 생체 내에서
angiogenesis를 촉발하는 것으로 알려져 있지만 최근 많은 연구자들이
VEGF가 말초 및 중추신경계에서 신경의 발달 및 손상 시 복구에 중요한
역할을 함을 증명하였다.28,29,30,33다양한 cytokines중 neurotrophins(BDNF,
NGF,NT-3,NT-6,GDNF)는 중추 및 말초 신경에서 신경 세포의 생존 및
분화에 관여하는 중요한 단백 물질로서 trk수용체들에 의해서 그 작용이
매개 되는데12Gavazzi등은 그 중 NGF와 GDNF만이 돌기를 가진 신경
세포의 비율을 의미 있게 증강 시키는데 GDNF가 NGF보다 small,IB4-
neuron들에 대해서 그 효과가 크고 신경돌기의 전체 길이에 대해서는 NGF
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가 GDNF 보다 훨씬 더 증강 효과가 있음을 보여 주었다.또한 BDNF는
신경 돌기 성장에 대해 억제 효과를 보였으며 BDNF와 NT-3는 함께 작용
시 특별한 신경세포 군에서 NGF의 성장 촉진 효과를 부분적으로 차단함을
보여 주었다.14본 연구에서 골수 간엽 세포에서 분비된 단백 물질중 신경세
포의 생존 및 성장에 중요한 역할을 하는 neurotrophins는 검출되지 않았는
데 그 이유에 대해서는 앞으로 더 연구가 필요할 것으로 생각되지만 Chen
등의 연구에서 손상된 뇌 조직에서 손상 후 시간경과에 따라 BDNF 와
NGF가 증가됨을 고려하면 추측 컨데 본 연구에서 생체 외 실험의 미세환
경이 골수 간엽 세포에서 neurotrophins의 유전자 발현을 충분이 자극하기
에 부족하지 않았나 생각되며 신경 세포의 생존 및 성장에 영향을 주는
neurotrophins는 주로 신경 세포 자체에서 발현될 가능성이 있다.이를 증명
하기 위해서는 손상된 척수 동물 모델에서 골수 간엽 세포 이식후 시간에
따른 골수 간엽 세포 및 신경 세포 각 각에서 분비된 단백물질의 정량적 분
석이 요구된다.본 연구를 통해서 알 수 있는 사실은 생체 외에서 골수 간
엽 세포가 분비하는 단백물질 중 신경 세포의 생존과 성장에 영향을 주는
것은 기존에 잘 알려진 neurotrophins(NGF,GDNF,BDNF,NT-3)보다는
IL-6,GM-CSF,VEGF와 같은 신경 영양 효과를 가진 단백물질 이라는 것
이다. 그 외에 본 연구에서 발견된 단백물질(IL-8,IGFBP-2,RANTES,
MCP-1,TIMP-1,TIMP-2,u-PAR)의 기능에 대한 앞으로의 연구 또한 중
요하다 할 수 있다.
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VVV...결결결 론론론

본 실험의 결론은 골수 간엽 줄기 세포에서 신경 성장 촉진 물질이 분비
되고 이것이 신경 돌기의 성장과 신경 세포 생존에 영향을 미친다는 것이
다.검출된 단백물질 중 IL-6,GM-CSF,VEGF등은 신경 영양 효과가 이
미 입증된 것이고 그 외에 검출된 단백물질의 역할에 대해서도 앞으로 더
연구가 필요할 것으로 생각된다.신경절 신경세포를 사람 골수 간엽 줄기
세포와 동시 배양 (co-culture)시 신경돌기의 성장은 일정한 방향성을 갖는
fasciculation소견을 더 뚜렷하게 보였는데 이런 소견은 골수 간엽 줄기 세
포와 신경세포간에 어떤 기질적 상호작용이 존재함을 암시한다.앞으로 검
출된 단백물질이 단일 혹은 복합적으로 신경 세포 생존 및 성장에 어떤 영
향을 미치는 지 그리고 척수 손상 동물 모델에서 생체 내 실험을 통하여 사
람 골수 간엽 줄기 세포 이식후 단백물질 분비에 어떤 변화가 있는 가에 대
한 연구가 중요할 것으로 생각된다.
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Stem celltransplantation suggests a new paradime oftreatmentfor
spinalcord andbraininjuredpatients.Amongthevariousstem cells,
bonemarrow mesenchymalstem cellisavailableto clinicaluseand
focusofmanystudiesatpresent.Thereasonsarefollowed.First,these
cells are multipotentadultstem cells to differentiate hematopoietic,
neural,epithelial,mesenchymal,embryoniccells.Second,thesecellscan
beeasilyisolatedandareavailabletoautologousdelivery.Third,there
havebeenwideclinicalusetotreatnon-neurologicdiseases.Especially,
inmanyinjuredspinalcordanimalstudy,thetransplantationofBMSC
improvedfunctionaloutcome.But,theclearmechanism isnotunknown.
There are many studies in which the survival and neuronal
differentiationofBMSC isnotfeasible.Aftersuchashortperiod,even
differentiatedcellsarehighlyunlikelytointegratetrulyintotissueand
form complex connections, which improve function. Thus tissue
replacementasthemechanism bywhichBMSCpromotetheirbeneficial
effects is very unlikely.BMSC behave as smallmolecularfactories,
producingmanydifferentcytokinesandtrophicfactors.thesecytokines
includedneurotrophicandneuroprotectivefactorsbywhichendogenous
restorativefunctionisprobablyactivatedtoimprovetheneuralfunction.
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But,thestudiestoprovethismechanism wererare.Toconfirm this
mechanism weanalysed theeffectofco-cultureofBMSC and DRG
neuronsandtheeffectofcutureofDRG neuronsinBMSC conditioned
medium.Andwetriedtodetectthefactorssecretedfrom BMSC.7day
afterculture,wemeasurednomberandlengthofneuriteandnomberof
surviving neurons.Allofthese significantly increased in co-culture
group and BMSC conditioned media group compared to control.But
therewasnosignificantdifferencebetweenco-culturegroupandBMSC
conditionedmediagroup.Thecytokinesdetectedfrom BMSCconditioned
mediawasIL-6,IL-8,IGFBP-2,GM-CSF,RANTES,MCP-1,TIMP-1,
TIMP-2,u-PAR,andVEGF.Amongthem,IL-6,VEGF,andGM-CSF
iswellknowntopossesstheneurotrophiceffectinvivoorvitro.In
conclusions, human BMSC secrete the neurotrophic factors which
promotethegrowthandsurvivalofneurons.Toknow therespective
roleofdetectedproteins,itisimportanttoanalyzetheeffectofthe
protein for growth and survivalof the neuron using blocking or
neutralizing antibody.And further studies should be performed to
examine the in-vivo expression of these cytokines following
transplantationinaspinalcordinjuryanimalmodel.
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