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국문요약

양막 및 제대에서 유래된 줄기세포로부터 간세포로의 분화 

 성체줄기세포 중 골수에서 분리된 중간엽 줄기세포는 조혈작용을 

지지하고 연골, 뼈, 지방조직 등의 다양한 조직으로 분화될 수 있어 

세포 기초 치료와 조직 생성 촉진의 중요한 세포원으로 인식되어져

왔다. 최근에는 골수 이외에도 다른 조직으로부터 중간엽 줄기세포

를 분리할 수 있다는 것이 보고되고 있다. 양막이나 제대는 분만 

시 쉽게 채취할 수 있고 배아줄기세포에서만 발현되는 여러 유전자

가 발현될 뿐 아니라 골수보다 분화력이 뛰어나며 냉동보관이 가능

하고 비교적 쉽게 중간엽 줄기세포를 분리할 수 있는 장점이 있다.  

본 연구에서는 양막 및 제대 조직에서 분리, 배양한 줄기세포의 특

성을 조사하고 간세포 분화 유도 배양조건을 확립하여 양막 유래 

줄기세포(humanamnion-derivedstem cells,HAM)와 제대 유래 줄

기세포(humanumbilicalcord-derivedstem cells,HUC)의 간세포로의 

분화가능성을 비교하였다.

 연구에 사용된 양막 및 제대는 산모의 동의아래 만삭 정상 산모로

부터 제왕절개 또는 질식 분만 후 채취하여 실험에 사용하였다. 양

막과 제대에서 줄기세포를 분리, 배양 후 역전사 중합 효소 연쇄 

반응(RT-PCR), 세포면역화학 분석 및 중배엽성 세포로의 분화능 

실험을 시행하였다. 또한 양막과 제대에서 유래한 줄기세포를 간세

포로 분화 유도 후 간세포 특이 유전자 발현, 알부민 분비 측정, 요

소 합성 측정, 인간 알부민에 대한 면역블로팅과 세포면역화학염색

법 그리고 PAS 염색을 시행하였다.

 1. 양막유래 줄기세포와 제대유래 줄기세포에서 Oct-4, SCF, 
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FGF-5, NCAM, nestin, vimentin, CK18, GATA-4, BMP-4, 

HNF-4α, HLA ABC, HLA DR의 유전자가 발현되는 것을 

RT -PCR 방법으로 확인하였다. 간세포로의 분화유도 전에 

제대유래 줄기세포는 CK18, BMP-4, HNF-4α, CYP3A4, 

α1-AT, HNF-1α, PEPCK, CX32 그리고 transferrin 유전

자가 발현되었고 양막유래 줄기세포는 CK18, BMP-4, 

HNF-4α, CYP3A4 그리고 α1-AT 유전자가 발현되었다.

2. 세포 면역화학적 분석 결과 양막유래 줄기세포는 collagen I, 

II, III, IV, XII, fibronectin, CD44, CD54, α-SMA, 

vimentin, desmin, SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60 그리고 

HLA ABC 단백질이 발현되었다. 제대유래 줄기세포는 는 

collagen I, II, III, IV, XII, fibronectin, CD44, CD54, α

-SMA, vimentin, desmin, SSEA-3, SSEA-4, vWF 그리

고 HLA ABC의 단백질이 발현되었다. 

 3. 양막 및 제대유래 줄기세포로부터 지방세포, 골아세포, 연골세

포로 분화되는 것을 관찰함으로서 줄기세포로서의 조직 다분화

능을 확인하였다.

4. 간세포로의 분화 유도 시 알부민 합성 분비와 요소 합성의 농

도가 제대유래 줄기세포에서 양막유래 줄기세포보다 높게 측

정되었다. 제대유래 줄기세포는 분화 배양조건 중에서 DM4 

배양액에서 간세포로 가장 잘 분화하였다. 

5. SDS-전기영동, 면역 블로팅 결과 간 분화 유도 전 제대유래 

줄기세포에서는 알부민이 분비되지 않았으나, 분화 유도한 세

포에서는 알부민이 분비되었다.

6. 세포면역화학염색 방법을 이용하여 간세포로 분화한 제대유래 

줄기세포내에 인간 알부민이 존재함을 직접 검증하였다.
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7. PAS 염색을 하여 분화 유도 전 제대유래 줄기세포에서는 글

리코겐의 축적이 관찰되지 않았으며, DM4에서 분화를 유도한 

세포는 글리코겐이 축적되는 것을 관찰 할 수 있었다.

 이상의 결과로부터 본 연구에서는 제대나 양막에서 얻은 줄기세포

로부터 간세포로의 분화를 유도하였으며, 두 줄기세포 중 제대에서 

얻은 줄기세포가 양막에서 얻은 줄기세포보다 간세포로의 분화 유

도가 더 잘됨을 확인하였다. 또한 여러 분화 배양조건으로 간세포 

분화를 유도하였을 때 간세포로의 분화 유도가 가장 잘되는 배양조

건도 제시할 수 있었다.

 결론적으로 줄기세포로부터 분화유도 된 간세포를 골수 유래 중간

엽 줄기세포가 아닌 제대나 양막으로부터 얻을 수 있게 됨으로서 

본 연구가 향 후 간 질환 환자에게 줄기세포 치료에 도움이되고, 

제대나 양막 등으로 줄기세포원을 확대함으로서 간세포 획득 방법

에 좋은 기초자료로 활용될 수 있을 것으로 생각된다.  

--------------------------------------------------------------------------
핵심되는 말 : 양막유래 줄기세포, 제대유래 줄기세포, 간세포,     

   분화유도, 알부민



4

양막 및 제대에서 유래된 줄기세포로부터 간세포로의 분화

<지도교수 조동제>

연세대학교 대학원 의학과

이 윤 정

I.서 론

간은 인간 체중의 3% 정도를 차지하며,중요한 기능을 수행하는 장기로
서 간을 이루는 핵심세포인 간세포는 글리코겐,단백질,지질,핵산,비타
민류 등의 생합성 및 분해의 기능과 독성이 있는 물질을 해독하는 기능을
갖고 있다.그러나 이런 정상적인 역할을 갖지 못하는 간질환 환자의 대
부분은 간 조직 손상으로 인해 간세포의 재생 능력이 감소되어 있다.1간
에서 간세포 소실은 불가역적이고 간 기능의 감소를 자주 초래하기 때문
에 배양에서 간세포를 생성하는 능력은 중요하다.간질환에서 기능적 간
세포의 수를 증가시키는 능력은 치료의 가능성을 증가시킨다.최근 연구
들에 의하면 간질환에서 간세포 이식이 간질환을 치료하는데 있어 혁신적
인 방법으로 대두되고 있으나,여전히 많은 문제점과 의문이 제기 되고
있다.2-5

줄기세포에 대한 연구가 활발해 지면서,줄기세포를 이용한 세포치료 또
한 많은 연구가 이루어지고 있는 실정이다.줄기세포란 아직 운명이 결정
되지 않은 미숙한 세포로서 인체를 구성하는 신경,간,췌장이나,혈관 등
각종 장기를 이루는 세포로 분화할 수 있어 만능세포라고 불리며 발생초
기 포배내막에서 유래한 배아줄기세포 (embryonicstem cell)와 성숙한
조직과 기관 내에 존재하는 다기능 성체줄기세포 (multipotentadultstem
cell)가 있다
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그러나 배아줄기세포는 사람으로 성장할 수 있는 배아로부터 얻을 수 있
다는 점에서 생명윤리와 직결되어 수많은 논쟁을 야기하고 있는 반면 성
체줄기세포는 줄기세포의 성질을 쉽게 상실한다는 단점은 있지만 생명윤
리 논쟁을 피할 수 있어 줄기세포를 이용한 새로운 치료법에 있어 최선의
대안으로 부각되고 있다.
성체줄기세포 중 중간엽 줄기세포 (mesenchymalstem cell,MSC)는 세
포 표면분자들에서 독특한 표현 양식을 나타내는 높은 증식력을 가진 밀
착성이 있는 섬유아세포들로 언급되며6뼈,연골,근육,인대,지방,기질
같은 중간엽 조직들을 재생하고 골수의 미세 환경내 원초적 조혈세포
(primitivehemopoieticcell)의 분화와 성장을 지지하는 데 필수적이다.7,8

1966년 Friredenstein과 Petrakova9가 쥐의 골수 세포에서 섬유아세포와
유사한 형태로 뼈,연골 등을 형성하는 전구세포로 분화 가능한 세포를
분리하면서 MSC가 처음 언급되었다.MSC는 조혈작용을 지지하고 적절
한 실험조건하에서 연골,뼈,지방세포 등의 다양한 조직으로 분화될 수
있다.10,11이러한 특성으로 인해 여러 질병들의 세포 기초 치료와 조직 생
성 촉진의 개념에서 매력적인 도구로 인식되어져왔다.현재 골수는 실험
적,임상적 연구들에서 MSC의 주요 공급원으로 알려져 있다.하지만 골
수의 MSC의 수와 증식분화능력이 나이가 많아질수록 현저히 감소하며
바이러스 감염의 높은 빈도를 나타내 항상 유용하게 사용할 수 없는 것이
사실이었다.12

따라서 자가적 (autogenic),동종적 (allogenic)으로 사용할 수 있으면서,
골수보다 좀 더 높은 세포증식력과 분화능력을 가지면서 바이러스 감염율
이 낮은 다른 성체줄기세포 공급원의 개발이 필요하다.최근 MSC를 성
체와 태아의 말초 혈액,태아 간,태아 비장,태반,제대,제대혈,양수,양
막 그리고 성체의 지방조직 등에서 분리할 수 있다는 보고들이 발표되었
다.13-16이들 중 제대혈은 말초혈액 또는 골수에 비하여 증식력이 뛰어난
조혈줄기세포 (hematopoieticstem cell,HSC)가 많이 포함되어 있는 것으
로 확인되었고 다양한 조직으로의 분화가 가능함이 증명되면서 성체줄기
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세포의 새로운 공급원으로 각광을 받고 있다.17,18또한 제대혈에서 분리,
배양한 MSC가 골수에서 분리한 MSC와 유사한 분화 특성을 보이며 중
배엽성 세포로의 분화뿐만 아니라 간세포,신경세포로도 분화가 가능함이
보고되었다.1그러나 제대혈 내 MSC의 존재에 대하여는 연구자마다 다르
게 보고하고 있는데,Mareschi등19과 Wexler등20은 제대혈 내 MSC의
존재를 부인하였으나.Erices등21,Goodwin 등22,Rosada등23,그리고
Lee등24은 제대혈 내에도 골아세포,지방세포,신경세포 등으로 분화할
수 있는 중간엽 줄기세포를 분리하였다고 보고하였다.한편으로는 임신
말기 제대혈 내에서는 MSC를 성공적으로 배양하거나 분리할 수 없었다
는 보고도 있다.19이처럼 그 존재에 대하여 의견이 다른 것은 제대혈 내
의 MSC수가 적어서 분리 자체가 어렵고 분화기술의 보완이 아직 미흡
하기 때문이다.임신 중기 양수에서도 MSC를 분리하였다는 보고,25가 있
으나 아직 연구보고가 미비하며 특히 임신 말기의 양수에서는 MSC를 분
리하기 어렵다는 단점이 있다.제대혈과 마찬가지로 분만 시 쉽게 채취할
수 있는 양막이나 제대는 배아줄기세포 표지인자인 Oct-4유전자가 발현
되고 골수보다 분화력이 뛰어나며26냉동보관이 가능하고 제대혈에 비해
비교적 쉽게 MSC를 분리할 수 있는 장점이 있다.
인간배아줄기세포를 간세포로 분화시켰다는 보고27가 나오고 있지만,이
경우 인간배아줄기세포를 재료로 삼았기 때문에 윤리적 문제와 발암,면
역거부반응의 가능성을 피할 수 없다.지금까지 양막에서 분리한 세포에
서 간세포로의 분화를 보고한 논문은 있으나 그 수가 미비하며,28,29제대
유래 줄기세포 (humanumbilicalcord-derivedstem cellsHUC)와 양막
유래 줄기세포 (humanamnion-derivedstem cells,HAM)를 비교한 논문
이나 제대 줄기세포에서 간세포로 분화를 보고한 논문은 없었다.
이에 따라 본 연구에서는 성체줄기세포의 다양한 재료 중에서도 양막 및
제대에서 분리한 줄기세포의 특성을 증명하고,이들 세포가 배양조건에
따라 지방세포,골아세포,연골세포로 분화되는 지를 알아보았다.또한 여
러 가지 간세포 분화 유도 배양조건을 확립하여 양막유래 줄기세포와 제
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대유래 줄기세포의 간세포로의 분화가능성을 비교하였다.결과적으로 간
세포로의 최적의 분화방법을 확립하여 제대와 양막에서 유래한 줄기세포
를 간질환 치료를 위한 재료로의 사용 가능성을 연구하고자 한다.

II.재료 및 방법

1.양막과 제대 채취와 줄기세포 분리
본 연구에 사용된 양막 및 제대는 만삭 정상 산모에서 제왕절개 또는 질
식 분만 후 산모의 동의 아래 채취하였다.채취한 후 4시간 내에 실험을
진행하였다.본 연구는 기관생명윤리심의위원회 (IRB)를 통과하였다.

가.양막유래 줄기세포 분리 및 배양
양막 조직을 융모막으로부터 분리한 후 Ca2+,Mg2+-free Dubecco’s
phosphate-bufferedsaline(DPBS,Gibco,GrandIsland,NY)로 세척하
였다.조직을 잘게 자른 후 0.25% trypsin(Gibco)이 함유된 low-glucose
Dubecco’sModifiedEagleMedium (DMEM-LG,Gibco)에 넣어 37℃에
서 30분간 반응시켰다.이를 원심분리한 후에 침전물을 얻어 잘게 자른
후 위의 과정을 한 번 더 반복하였다.얻어진 침전물에 2mg/mL
collagenaseA (RocheDiagnostics,Rotkreuz,Switzlerland)와 0.05mg/mL
DNase(RocheDiagnostics)가 포함된 DPBS에 넣어 37℃에서 2시간동안
두었다.이를 500xg로 3번 세척 후,세포를 100U/mLpenicillin(Gibco),
0.1μg/mL streptomycin(Gibco),3.7mg/mL sodium bicarbonate,그리고
10% fetalbovineserum (FBS,Hyclone,SouthLogan,UT)이 포함된
DMEM-LG 에 37℃,5% CO2가 공급되는 배양기 내에서 배양하였다.배
양 3일 후 배양용기의 바닥에 붙지 않은 세포를 제거하였고,1주에 2번
배양액을 교체하였다.배양용기의 70～80% 정도로 세포가 자라면 0.125%
trypsin과 1mM ethylenediaminetetraaceticacid(EDTA)가 함유된
HanksBalancedSaltSolution(HBSS,Gibco)을 3분간 처리하여 세포를
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떼어낸 후,4x103/cm2의 농도로 세포를 넣어주어 배양하였다.

나.제대유래 줄기세포 분리 및 배양
채취된 제대를 100U/mL의 penicillin과 100μg/mL의 streptomycin이
첨가된 Ca2+,Mg2+-freeDPBS로 탯줄 외부의 혈액을 제거하였다.혈액
이 제거 된 탯줄의 외부 양막을 벗기고 동맥 2개를 제거하였다.남은 조
직을 1mm3 크기로 자른 후,같은 부피의 0.5% crudetypecollagenase
(Gibco)를 첨가하여 37℃에서 20시간동안 처리하였다.얻어진 collagenase
용액에 DPBS를 40배 첨가하여 실온에서 600xg로 10분간 원심분리 하
였다.원심분리 후 상층액을 제거하고 DMEM-LG로 2번 세척하였다.분
리된 세포를 100U/mL penicillin,0.1μg/mL streptomycin,3.7mg/mL
sodium bicarbonate,그리고 10% FBS 가 포함된 DMEM-LG 에 37℃,
5% CO2가 공급되는 배양기 내에서 배양하였다.배양 3일 후 배양용기의
바닥에 붙지 않은 세포를 제거하였고,1주에 2번 배양액을 교체하였다.배
양용기의 70～80% 정도로 세포가 자라면 0.125% trypsin 과 1mM
EDTA 가 첨가된 HBSS 로 3분간 처리하여 세포를 떼어낸 후,2x
103/cm2의 농도의 세포를 넣어주어 배양하였다.

2.줄기세포 분화 능력 분석
세포들의 분화능력을 검증하기 위하여 네 번째 계대의 세포들을 분화 유
도 배양액에서 배양하였다.배양액은 1주일에 2번 교체하였다.
지방세포 생성은 DMEM-LG에 10% FBS,1μM dexamethasone,0.5μM
3-isobutyl-1-methylxanthine, 0.05mg/L human insulin과 200μM
indomethacin이 첨가된 배양액을 이용하였다.2주 배양 후,oilredO 염
색을 시행하여 지질이 축적된 지방세포의 존재 여부를 확인하였다.
골세포 생성은 DMEM-LG 에 10% FBS,0.1μM Dex,100mM β

-glycerolphosphate,50μM ascorbicacid-2-phosphate가 첨가된 배양액
을 이용하였다.2주 배양 후,vonKossa염색을 시행하여 칼슘이 침착된
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세포를 확인하였다.
연골세포 생성은 high-glucoseDMEM 배지에 0.1μM Dex,50μg/mL
ascorbicacid-2-phosphate(Asc),100μg/mLsodium pyruvate,40μg/mL
proline, 10ng/mL transforming growth factor-β3 (TGF-β3, R&D
Systems,Minneapolis,MN),50mg/mLITSpremix(insulin,transferrin
andselenousacidat6.25μg/mLeach,1.35mg/mLBSA 및 5.35mg/mL
linoleicacid;BectonDickinson,CA)가 첨가된 배양액을 이용하였다.3주
배양 후,alcianblue염색을 시행하여 분화 여부를 확인하였다.

3.간세포로의 분화 유도
간세포로 분화 유도 시 모든 배양접시는 10μg/mL humanfibronectin
solution으로 37°C에서 12시간 도포하여 사용하였다.Fibronectin이 도포된
24-wellcultureplates(Nunc,Roester,MN)에 양막 및 제대 유래 줄기세
포를 1x103/cm2의 농도의 세포를 넣어준 후 3일 후에 다음의 4가지 분
화 배양액을 처리하였다.
분화 방법 1:DMEM-LG에 10% FBS,1X ITS,10-4M Asc,40ng/mL
Hepatocytegrowthfactor(HGF,Pepprotech,RockyHill,NJ),20ng/mL
Oncostatin M (OSM),1μM Dex,10ng/mlepidermalgrowth factor
(EGF,Pepprotech)가 첨가된 배양액에 7일간 배양 후,동일 배지에 1%
dimethyl sulfoxide (DMSO), 20ng/mL fibroblast growth factor-4
(FGF4,Pepprotech)또는 20ng/mL fibroblastgrowthfactor-2(FGF2,
Pepprotech)를 첨가하여 14일 동안 더 배양하였다.
분화 방법 2:DMEM-LG 에 10% FBS,10-4M Asc,40ng/mL HGF,
1X ITS,20ng/mLFGF4가 첨가된 배양액에 7일간 배양 후,동일 배지
에 1% DMSO,20ng/mLOSM을 넣고 20ng/mLFGF4를 첨가하거나 첨
가하지 않고 14일 동안 더 배양하였다.
분화 방법 3:DMEM-LG 에 10% FBS,40ng/mL HGF,20ng/mL
OSM,1μM Dex,1X ITS가 첨가된 배양액에 7일간 배양 후,동일 배지
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에 1% DMSO,20ng/mLFGF4또는 20ng/mLFGF2를 첨가하여 14일
동안 더 배양하였다.
분화 방법 4:DMEM-LG에 10% FBS,1X ITS,10-4M Asc가 첨가된
배양액을 기본 배양액 (BM)으로 하여 기본배양액에 10ng/mL EGF와
10ng/mLFGF4를 첨가한 배양액에 2-3일간 배양하였다.이 후 기본배양
액에 20ng/mLHGF,20ng/mLFGF4와 0.1% 또는 1% DMSO가 첨가된
배양액에 7일간 더 배양한 후 다시 기본배양액에 20ng/mL OSM,1uM
Dex넣고,20ng/mLHGF를 첨가하거나 첨가하지 않고 14일 동안 더 배
양하였다.

4.RNA 분리 및 RT-PCR
Cellpellet은 Ca2+와 Mg2+-freeDPBS를 이용하여 세척하고 500μL의
Tri-reagent를 첨가한 다음 manufacturer’instruction에 따라 totalRNA
를 분리하였다.5μg의 RNA는 reactionbuffer,1mM dNTPmixture,0.5
μg/μL oligo d(T)15,20U RNase inhibitor (Takara,Japan),20 U
M-MuLV reversetranscriptase(Fermentas,Burlington,Canada)가 혼합
된 20μL반응 용액에서 역전사 (reverse-transcriptation)시켰다.반응은
42°C에서 60분간 진행되었다.얻어진 RT products(cDNAs)는 2mM
MgCl2,1x Taq buffer,0.25U Taq polymerase(Fermentas),10pM의
sense와 antisensegene-specificprimers가 혼합된 10μL반응 용액으로
PCR을 수행하였다(표 1,표 2).Amplification은 총 35회 수행하였으며,
각 cycle은 94°C에서 30초간의 denaturation,30초간의 annealing,72°C에
서 30초간의 extension과정으로 구성되었다.Annealing 과정의 온도는
사용되어진 primers에 따라 다르게 설정하였으며 (Table1,Table2)반응
종결 후,PCR 생성물들은 0.25% bromophenolblue,0.25% xylene
cyanol,40% sucrose가 포함된 6xloadingbuffer에 혼합한 다음 2%
agarose gel 을 이용하여 전기영동 하였다.전기영동 후 ethidium
bromide로 염색하고 ultravioletlight를 이용하여 DNA의 영상을 얻었다.
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Table1.cDNA primerpairsforstem cellmarkers

Gene Primer sequence
Accession 
number

Size
(bp)

Annealing 
temp.(ºC)

GAPDH
5’-acaactttggtatcgtggaa-3’
5’-aaattcgttgtcataccagg-3’

NM_002046 456 53

Oct-4
5’-cgtgaagctggagaaggagaagctg-3’
5’-caagggccgcagctcacacatgtt c-3’

AF268617 245 55

Rex-1
5’-atggctatgtgtgctatgagc-3’
5’-cctcaacttctagtgcatcc-3’

NM_174900 449 57

SCF
5’-ccattgatgccttcaaggac-3’
5’-cttccagtataaggctccaa-3’

M59964 275 55

FGF-5
5’-gctgtgtctcaggggattgtaggaata-3’
5’-tatccaaagcgaaacttgagtctgta-3’

NM_004464 434 55

PAX-6
5’-agattcagatgaggctcaaa-3’
5’-aattggttggtagacactgg-3’

AY707088 313 57

NCAM
5’-gagggggaagatgccgtgatgtg-3’
5’-atattctgcctggcccggatggtag-3’

NM_000615 269 60

Nestin
5’-ccagaaactcaagcaccac-3’
5’-ttttccactccagccatcc-3’

X65964 398 54

BMP-4
5’-agccatgctagtttgatacc-3’
5’-tcagggatgctgctgaggtt-3’

D30751 383 55

Brachyury 
5’-gagctcaccaatgagatgat-3’
5’-ggctcatacttatgcaagga-3’

NM_002052 335 57

αFP
5’-ttttgggacccgaactttcc-3’
5’-ctcctggtatcctttagcaactct-3’

NM_001134 450 57

GATA-4
5’-ttcctcttccctcctcaaat-3’
5’-tcagcgtgtaaaggcatctg-3’

NM_002052 194 60

HNF-4α 5’-ggaacatatgggaaccaacg-3’
5’-aacttcctgcttggtgatgg-3’

NM_000457 205 55

Vimentin
5’-ccttcgtgaataccacgacctgc-3’
5’-taatatatcgcctgccactgag-3’

Z19554 321 56

BMP-2
5’-ttgcggctgctcagcatgtt-3’
5’-ttgcgagaacagatgcaagatg-3’

BC069214 315 55

CK18
5’-gagatcgaggctctcaagga-3’
5’-caagctggccttcagatttc-3’

NM_00024 357 57

HLA ABC
5’-gtatttcttcacatccgtgtcccg-3’
5’-gtccgccgcggtccaagagcgcag-3’

L18898 394 70

HLA DR
5’-ctgatgagcgctcaggaatcatgg-3’
5’-gacttacttcagtttgtggtgagggaag-3’

X06079 220 60

GAPDH, glyceraldehyde-phospate-dehydrogenase; Oct-4, octamer-binding
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protein3/4;SCF,stem cellfactor;FGF-5,fibroblastgrowthfactor;PAX-6,
paired box gene6;NCAM,neuronalcelladhesion molecule;BMP-4,bone
morphologicprotein4;GATA-4,GATA bindingprotein4;HNF-4α,hepatic
nuclearfactor-4α;CK18,cytokeratin18.

Table2.cDNA primerpairsforhepatocyte-specificgenemarkers

Gene Primer sequence
Accession 
number

Size
(bp)

Annealing 
temp.(ºC)

Albumin
5’-ttgggagaagaaaatttcaa-3’
5’-tataccttttagcaaagaaaagga-3’

NM_001875 49 445

α1-AT
5’-actgtcaacttcggggacac-3’
5’ -ccccattgctgaagacctta-3’

NM_000295 62 517

TTR
5’-aaccagtgagtctggagagc-3’
5-tgcctggacttctaacatagc-3

NM_000371 55 358

GS
5’-gtcaagattgcggggactaa-3’
5’-tacgattggctacaccacca-3’

BC_031964 55 397

CPS-1
5’-caagattccttggtgtggc-3’
5’-tctgatggaagagaggctgg-3’

NM_001875 57 158

PEPCK
5’-aacgccatggctacaatcc-3’
5’-aggtagctccgaatgtcacg-3’

NM_004563 60 752

TDO
5’-aggtcaatgatagcatctgcc-3’
5’-tgtcatcgtctccagaatgg-3’

NM_005651 53 471

CYP3A4
5’-tgtatgaactggccactcacc-3’
5’-tagcttggaatcatcaccacc-3’

NM_017460 56 244

HNF-1α
5’-cagtcttcttacttggaactgaa-3’
5’-cttgggaacaaatacaggaa-3’

NM_000545 54 444

c-MET
5-caatgtgagatgtctccagc-3’
5-ccttgtagattgcaggcaga-3’

NM_000245 55 560

CK19
5-cgaaccaagtttgagacggaac-3
5-ccgctggtactcctgattctgc-3

NM_002276 62 601

CX32
5’-ggcgtgaaccggcattctac-3’
5’-acaacagccggaacaccacg-3’

NM_000166 61 400

Transferrin
5’-gtggcctttgtcaagca-3’
5’-ctccatccaagctcatg-3’

NM_001013 52 577

α1-AT,α1-antitrypsin;TTR,transthyretin;GS,glutaminesynthase;CPS-1,
carbomoyl phosphate synthetase-1; PEPCK,phosphoenolpyruvate; TDO,
tryptophan2,3-dioxygenase;CYP3A4,cytochromeP4503A4;HNF-1α,hepatic
nuclear factor-1α, c-MET, hepatocyte growth factor receptor; CK19,
cytokerarin19;CX32,connexin32.
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5.세포면역화학 분석
양막유래 줄기세포와 제대유래 줄기세포를 8-wellslidechamber(Nunc)
에서 배양한 후 2% paraformaldehyde가 함유된 DPBS용액을 이용하여
4°C에서 2시간 동안 고정하였다.고정 후 DPBS로 5분간 3번 세척하였
다.그리고 실온에서 10분 동안 0.5% TritonX-100가 함유된 DPBS를
처리 후 세척한 다음 endogenousperoxidaseactivities를 제거하기 위하
여 3% hydrogenperoxide(Dako,Carpinteria,CA)로 15분간 반응시킨
후 세척하였다.2% bovineserum albumin(BSA)을 함유한 DPBS에서
실온으로 1시간 동안 반응시켰다.그 후 인간의 단백질에 대한 mouse
monoclonalantibodies(1:100)를 4°C에서 17시간 동안 처리 후,세척하였
다. 이 후 biotinylatedgoatanti-mouseIgG 와 anti-rabbitIgG를 실온
에서 20분간 처리하였다.3번 세척한 다음,horseradish peroxidase
-conjugated streptavidin (Dako)을 20분간 처리하였다. 3,3’-diamino
benzidinetetrahydrochloride(DAB,Dako)용액으로 발색하였다.발색이
된 세포는 DPBS로 세척하고 Mayer’sHaematoxylin으로 대조 염색한
후 광학 현미경 (LSM410;CarlZeiss,Oberkochen,Germany)하에서 관찰
하였다.

6.간세포로의 분화 확인
가.Immunoblotting을 이용한 간세포 배양액에서 알부민 확인 방법
3주간 분화유도 후,serum-freeDMEM-LG로 20시간동안 처리한 배양
액을 얻었다.이 배양액에 0.125M Tris-HCl(pH 6.8),4% sodium
dodecylsulfate(SDS),10% 2-mercaptoethanol,20% glycerol그리고
0.004% bromophenolblue가 혼합된 동량의 samplebuffer를 섞어주고,5
분간 95°C에서 끓였다. 위와 같은 방법으로 준비한 시료는 8%
SDS-polyacrylamidegel에서 pre-stainedproteinmolecularmarker와 함
께 전기 영동법으로 분리하였다.전기영동 후 gel은 25mM Tris(pH 8.4),
192mM glycine,10% methanol이 포함된 transferbuffer에서 30분간 전
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처리 하였다.Polyvinylidenedifluoride(PVDF)membrane(Immobilon-P,
Millipore,USA)은 absolutemethanol에서 15분,distilledwater(D.W.)에
서 2분,그리고 5분간 transferbuffer에서 equilibration시켰다.Gel상의 단
백질들은 4°C에서 60분 동안 100V의 전류를 주어 PVDFmembrane으
로 electrotransfer시켰다.Non-specificbindingsites를 saturation시키기
위하여 membrane을 5% BSA가 첨가 된 washingbuffer(0.8% NaCl,
0.02% KCl,0.14% Na2HPO4·2H2O,0.02% KH2PO4,0.2% Tween 20,
0.1% BSA 그리고 10mM sodium azide)에서 37°C에서 1시간 동안 처리
하였다.이 후 1% normalgoatserum과 1μg/mL mousemonoclonal
anti-humanalbuminantibody가 포함된 washingbuffer에서 1시간 동안
배양하였다.다시 washingbuffer로 여러 번 세척한 다음,1:100으로 희석
된 gold-labeledgoatanti-rabbitIgG가 첨가된 washingbuffer에 1시간
동안 반응시켰다. 인간의 알부민은 IntenSE BL kit (Amersham,
Buckinghamshire,England)를 이용하여 확인하였다.

나.ELISA 방법을 이용한 알부민 분비 측정
3주간 분화 유도 후,serum-freeDMEM-LG 로 20시간동안 처리한 배
양액을 얻었다.배양액 내로 분비된 인간의 알부민 단백질 농도를 ELISA
kit(Philadelphia,PA)를 이용하여 확인하였다.

다.PeriodicAcid-Schiff(PAS)Stain
양막유래 줄기세포와 제대유래 줄기세포를 slidechamber에 3주간 분화,
배양한 후 2% paraformaldehyde가 함유된 DPBS용액을 이용하여 4°C
에서 2시간 동안 고정하였다.0.1% TritonX-100을 함유한 DPBS를 10
분간 처리하고 여러 번 세척한 후 1% periodicacid으로 실온에서 10분
간 산화시키고,D.W.로 3번 세척하였다.실온에서 30분간 schiff’sreagent
로 처리한 다음,0.05N HCl에 10분간 반응시키고 0.5% sodium bisulfite
를 이용하여 2번 세척 후 Mayer’sHaematoxylin로 대조 염색하였다.염
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색 상태를 광학 현미경 시야에서 확인 하였다.

라.요소 합성 측정
3주간 분화유도 후,5mM NH4Cl가 첨가된 serum-freeDMEM-LG 로
20시간동안 처리한 배양액을 얻었다.이 배양액에 존재하는 요소의 농도
는 colorimetricassaykit(Hayward,CA)를 이용하여 측정하였다.

7.실험에 사용한 항체와 시약
실험에 사용한 인간의 단백질에 특이적인 mousemonoclonalantibodies
는 Dako에서 CD31,그리고 desmin을,Cheminon에서 TRA-1-60과
SSEA-4를 Abcam (Cambridge, UK)에서 FSP를, Novo Castra
(Newcastle,UK)에서 CD44,CD106,CD54,collagen typeII,collagen
type IV,vimentin,fibronectin,vWF, α-SMA (alpha-smooth muscle
actin),HLA ABC그리고 HLA DR을,AcrisAntibodies(Hiddenhausen,
Germany)에서 collagen typeI을 Kamiya(Seattle,WA)에서 collagen
typeXII을 R&D Systems에서 SSEA-3를 구입하였다.Rabbitpolyclonal
anti-humancollagentypeIIIantibody는 Abcam에 구입하였고,재료 및
방법에서 언급하지 않은 시약들은 SigmaChemicalCo.(St.Louis,MO)
에서 구입하였다.

8.통계적 분석
알부민과 요소 합성 결과는 SEM 방법을 사용하여 통계처리 하였으며,
첫 번째,두 번째,세 번째 분화방법은 2번의 독립적인 실험을 수행하였으
며,네 번째 분화방법은 3번의 독립적인 실험을 수행하였다.
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III.결 과

1.양막유래 줄기세포 및 제대유래 줄기세포 배양
배양 후 1주일 후에 수많은 섬유아세포들이 관찰되었다.연이어 군집을
형성하고 확장되어 3주째 섬유아세포와 형태가 유사한 (MSC-like)세포
들이 플라스크 전체를 차지하였다 (Figure1).제대유래 줄기세포는 10회
정도의 계대배양이 가능하였으며 그 이후 성장을 멈추면서 군집을 이룬
세포들이 커지고 편평해졌다(Figure2).양막유래 줄기세포는 13회 정도의
계대배양이 가능하였고 세포 성장과 증식 능력은 제대 유래 줄기세포 보
다 양막 유래 줄기세포가 뚜렷하게 증가된 소견으로 나타났다 (Figure3).

Figure1.MorphologyofHUCandHAM duringexvivoexpansion
(A)25daysafterinitiationofthecultureforHUC (1stpassage)(B)
40daysfrom thecultureforHUC(4thpassage);(C)87daysfrom the
cultureforHUC (10th passage)(D)32daysafterinitiation ofthe
cultureforHAM (1stpassage)(E)53daysfrom thecultureforHAM
(4thpassage)(F)109daysfrom thecultureforHAM (10thpassage).
Magnification,x40.
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abbreviation:HUC;hunanumbilicalcordderivedstem cells
HAM;humanamnion-derivedstem cells

Figure 2. Growth curve and cumulative doubling number of HUC.

A, growth curve of HUC; B, cumulative doubling number of HUC.



18

Figure3.GrowthcurveandcumulativedoublingnumberofHAM.
A,growthcurveofHAM;B,cumulativedoublingnumberofHAM .

2.양막유래 줄기세포와 제대유래 줄기세포 분화능력 분석
양막유래 줄기세포와 제대유래 줄기세포로부터 중배엽계 세포 (지방세
포,골아세포 그리고 연골세포)로 분화되는 것을 관찰하였다.4번 계대배
양한 줄기세포를 지방생성 분화배양액에서 2주간 배양 후,oilredO염색
을 시행하여 지질이 축적된 지방세포의 존재 여부를 확인하였고,2주간
골 생성 분화배양액에 배양 후 vonKossa염색을 시행하여 칼슘이 침착
된 골아세포로의 분화를 확인하였다.3주간 연골 형성 분화 배양액으로
배양 후 Alcianblue염색을 이용하여 연골생성 분화의 정도를 확인하였
다 (Figure4).
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Figure4.DifferentiationpotentialofHUCandHAM
AfteracultureofHUC(A,BandC)andHAM (D,EandF)atthe
4thpassagewasincubatedinadipogenic(A,C),osteogenic(B,E)or
chondrogenic(C,F)medium for2-3weeks,eachgroupofHUC and
HAM wasexaminedfortheirspecificdifferentiatingcapabilityusing
tissue-specific staining and Mayor’s haematoxylin counterstaining.
Magnification,x40.

3.양막유래 줄기세포와 제대유래 줄기세포의 유전자 발현 분석
RT-PCR의 결과 3번 계대 배양한 양막유래 줄기세포와 제대유래 줄기
세포은 Oct-4,SCF,FGF-5,NCAM,nestin,vimentin,CK18,GATA-4,
BMP-4,HNF-4α,HLA ABC,HLA DR의 유전자를 발현하였다.배아 줄
기세포 표지자인 Rex-1은 양막유래 줄기세포에서만 발현하였고 Pax-6는
HUC에서만 발현하였다.Brachyury와 BMP-2유전자는 양막유래 줄기세
포와 제대유래 줄기세포 모두에서 발현되지 않았다 (Table3).
간세포로의 분화유도 전에 3번 계대 배양한 양막유래 줄기세포와 제대유
래 줄기세포에서 간세포 특이 유전자 발현을 분석한 결과 제대유래 줄기
세포에서는 CK18,19,BMP-4,HNF-4α,CYP3A4, α1-AT,HNF-1α,
PEPCK,CX32그리고 transferrin유전자가 발현되는 것으로 나타났으며
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양막유래 줄기세포에서는 CK18,19,BMP-4,HNF-4α,CYP3A4그리고
α1-AT 유전자가 발현하여 간세포 분화유도 전 시기에도 제대유래 줄기
세포가 양막유래 줄기세포보다 간세포로의 분화 가능성이 더 크다는 것을
알 수 있다.CPS-1,TDO,TTR,GS,αFP,albumin유전자는 간세포 분
화전의 양막유래 줄기세포와 제대유래 줄기세포에서 모두 발현되지 않았
다(Table4).

Table3.GeneexpressionprofilesbyHUCandHAM

         

Genes HUC
3rd

HAM
3rd

Oct-4 + +
SCF + +
FGF-5 + +
NCAM + +
Nestin + +
Vimentin + +
CK18 + +
GATA-4 + +
BMP-4 + +
HNF-4α + +
HLA ABC + +
HLA DR + +
Rex-1 - +
Pax-6 + -
αFP - -
Brachyury - -
BMP-2 - -
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Table4.Hepatocyte-relatedspecificgeneexpressionprofilesbyHUC
andHAM

          

Genes HUC
3rd

HAM
3rd

CK19 + +
HNF-4α + +
CYP3A4 + +

α1-AT + +
HNF-1α + -
PEPCK + -
c-MET + -
Tranferrin + -
GS + -
CPS-1 --- ---
TDO --- ---
TTR --- ---
CX32 - -
αFP --- ---
Albumin --- ---

4.양막유래 줄기세포와 제대유래 줄기세포의 면역화학적 분석
3번 계대 배양한 제대유래 줄기세포에서는 collagenI,II,III,IV,XII,
fibronectin,CD44 (homing celladhesion molecule,HCAM),CD54
(intercellularcelladhesion molecule-1,ICAM-1), α-SMA,vimentin,
desmin, SSEA-3,SSEA-4,vWF그리고 HLA ABC의 단백질이 발현되
었다.특히 SSEA-3,collagenI,III,fibronectin,α-SMA,vimentin,CD44
그리고 HLA ABC 단백질이 강하게 발현되었다.TRA-1-60,CD106
(vascularcelladhesionmolecule-1,VCAM-1),CD31(platelet/endothelial
adhesionmolecule-1,PECAM-1),HLA DR 단백질은 발현되지 않았다.
(Table5).
4번 계대 배양한 양막유래 줄기세포에서는 collagenI,II,III,IV,XII,
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fibronectin,CD44,CD54,α-SMA,vimentin,desmin,SSEA-3,SSEA-4,
TRA-1-60 그리고 HLA ABC 단백질이 발현되었는데,collagen I, α

-SMA,FSP 그리고 HLA ABC 단백질이 특히 강하게 발현되었고
CD106,CD31,vWF그리고 HLA DR 단백질은 발현되지 않았다 (Table
5).

Table5.ImmunocytochemicalanalysisofproteinsexpressedbyHUC
andHAM

Proteins HUC
3rd

HAM
4th

Embryonicstem
Cellmarkers

TRA-1-60
SSEA-3
SSEA-4

-
++
+

+
+
+

Mesenchymalstem
Cellmarker Thy-1 + +

Extracellular
matrix
molecules

CollagenI
CollagenII
CollagenIII
CollagenIV
CollagenXII
Fibronectin

++
+
++
+
+
++

++
+
+
+
+
+

Cytoskeletal
markers

α−SMA
Vimentin
Desmin

++
++
+

++
+
+

Surfaceantigens
CD44
CD54
CD106
FSP

++
+
-
+

+
+
-
++

Endothelialcell
markers

vWF
CD31

+
-

-
-

HLA HLA ABC
HLA DR

++
-

++
-

SSEA-3,stage-specificembryonicantigen 3; α−SMA,alpha-smooth
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factor.

5.간세포로의 분화 유도 조건에 따른 알부민과 요소 합성 결과
분화 방법 1,2그리고 3조건에서 제대유래 줄기세포가 양막유래 줄기
세포보다 알부민 단백질 합성 분비와 요소 합성의 농도가 높게 측정되었
다.제대유래 줄기세포와 양막유래 줄기세포는 세 가지 분화 방법에서 3
주 동안 배양한 후 배양액을 얻었다.
분화 방법 1의 경우,제대유래 줄기세포는 알부민 단백질을 BMDF4분
화 조건에서는 0.29±0.02ug/mL배양액내로 합성 분비하였고 동일 조건
에서 양막유래 줄기세포는 0.14±0.03ug/mL합성 분비하였다 (Figure
5).또한 요소 합성을 측정한 결과,BMDF4분화 조건에서 제대유래 줄기
세포는 6.7±0.5mg/dL,양막유래 줄기세포는 4.7±0.35mg/dL로 합성,
분비 되었다 (Figure5).
분화 방법 2의 경우,HIAF4OD 분화 조건에서 각각 제대유래 줄기세포
는 0.35±0.02ug/mL,양막유래 줄기세포는 0.16±0.008ug/mL의 농도로
알부민 단백질을 합성 분비 하였으며 요소 합성은 각각 제대유래 줄기세
포는 8.4±0.1mg/dL,양막유래 줄기세포는 4.8±0.04mg/dL의 농도로 합
성 분비하였다 (Figure6).
분화 방법 3의 경우,BMDF4분화 조건에서 제대유래 줄기세포는 0.66
±0.03ug/mL,양막유래 줄기세포는 0.22±0.02ug/mL의 농도로 알부민을
배양액내로 합성 분비 하였으며,요소 합성은 제대유래 줄기세포은 9.7±
1.9mg/dL,양막유래 줄기세포는 5.1±0.6mg/dL의 농도로 배양액 내에서
측정되었다 (Figure7).
분화 방법 1,2그리고 3의 모든 동일 조건에서 제대유래 줄기세포가 양
막유래 줄기세포보다 알부민과 요소를 더 많이 합성,배양액내로 분비하
였다.이러한 결과로 미루어 간세포로의 분화능력에 있어 양막유래 줄기
세포보다 제대유래 줄기세포가 더 뛰어남을 관찰할 수 있었다.
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Figure5...Secretion ofalbumin and ureaby HUC and HAM after
differentiationfor3weeksinvitro.
HUC andHAM wereculturedin differentiation medium containing
DMSO inthepresenceofFGF-2(BMDF2)orFGF-4(BMDF4).Asa
control,HUC andHAM wereculturedinDMEM-LG containing10%
FBSalone(CM).(A),Afterculturefor3weeks,everygroupofHUC
and HAM was starved for20 h in serum free DMEM-LG.The
conditionedmedium wasusedforhumanalnuminELISA.(B),After
culturefor3weeks,everygroupofHUC andHAM wasstimulated
overnightinDMEM-LG with5mM NH4Cl.Theconditionedmedium
wasusedforureasecretionassay. Dataaremeans±SEM oftwo
independentexperiments.



25

FFFiiiggguuurrreee666...Secretion ofalbumin andureaby HUC andHAM after
differentiationfor3weeksinvitro.
HUC andHAM wereculturedin differentiation medium containing
DMSO inthepresenceofOSM,DEX andFGF-4(BMDOD).Asa
control,HUC andHAM wereculturedinDMEM-LG containing10%
FBSalone(CM).(A),Afterculturefor3weeks,everygroupofHUC
and HAM was starved for20 h in serum free DMEM-LG.The
conditionedmedium wasusedforhumanalnuminELISA.(B),After
culturefor3weeks,everygroupofHUC andHAM wasstimulated
overnightinDMEM-LG with5mM NH4Cl.Theconditionedmedium
wasusedforureasecretionassay.Dataaremeans± SEM oftwo
independentexperiments.
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FFFiiiggguuurrreee777...Secretion ofalbumin andureaby HUC andHAM after
differentiationfor3weeksinvitro.
HUC andHAM wereculturedin differentiation medium containing
DMSO inthepresenceofFGF-2(BMDF2)orFGF-4(BMDF4).Asa
control,HUC andHAM wereculturedinDMEM-LG containing10%
FBSalone(CM).(A),Afterculturefor3weeks,everygroupofHUC
and HAM was starved for20 h in serum free DMEM-LG.The
conditionedmedium wasusedforhumanalnuminELISA.(B),After
culturefor3weeks,everygroupofHUC andHAM wasstimulated
overnightinDMEM-LG with5mM NH4Cl.Theconditionedmedium
wasusedforureasecretionassay.Dataaremeans± SEM oftwo
independentexperiments.

6.제대유래 줄기세포의 간세포로의 분화 시 최적의 분화방법
제대유래 줄기세포를 알부민 분비세포,즉 간세포 (혹은 간세포-유사세
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포,hepatocyte-likecells)로 분화하는데 있어 더 많은 알부민을 합성 분
비할 수 있는 최적의 분화 조건을 찾기 위하여 분화 방법 4를 시행하였
다.
분화 방법 4는 네 가지 분화조건으로,DMEM-LG에 10% FBS,1X ITS,
10-4M Asc가 첨가된 배양액을 기본 배양액 (BM)으로 하여 기본배양액에
첫 번째 단계로 10ng/mLEGF와 10ng/mLFGF4를 첨가한 배양액에 2-3
일간 배양하였다.이 후 두 번째 단계로 기본배양액에 20ng/mLHGF,
20ng/mLFGF4와 0.1% DMSO 가 첨가된 배양액에 7일간 더 배양한 후
다시 세 번째 단계로 기본배양액에 20ng/mL OSM,1uM Dex 넣고,
20ng/mLHGF를 첨가하거나 (DM1)첨가하지 않고 (DM2)14일 동안 더
배양하였다.또한 위 배양액 조건에서 두 번째 단계에서 1% DMSO를 첨
가하고,세 번째 단계로 기본배양액에 20ng/mL OSM,1uM Dex넣고,
20ng/mLHGF를 첨가하거나 (DM3)첨가하지 않고 (DM4)14일 동안 더
배양하였다.대조군은 10% FBS가 첨가된 DMEM-LG에서 같은 기간 배
양하였다.제대유래 줄기세포를 간세포로 3주 동안 분화 유도하는 동안 

대조군으로는 DMEM-LG에 10% FBS만은 첨가하였다. 

분화 10일째 각 세포를 관찰한 결과 대조군에서는 섬유세포 (fibroblastic
type)와 같은 모양을 유지하고 있었다 (Figure8A).그러나 같은 시기에
DMSO를 첨가하여 배양한 세포는 다각형 (polygonaltype)혹은 둥근형
(roundtype)으로 모양이 변하였다.특히 0.1% DMSO보다 1% DMSO를
첨가한 실험군의 모양이 더 동글동글하게 바뀐 것을 관찰할 수 있었다
(Figure8B,C).분화 21일째에 세포의 모양을 관찰한 결과 대조군에서는
여전히 모양의 변화를 관찰 할 수 없었다 (Figure8D).실험군 DM1,2,3
그리고 4에서는 3주 동안 세포의 분열로 인하여 세포수가 크게 증가함을
관찰 할 수 있었고 세포의 형태는 대부분 다각형 모양이나 둥근 모양으로
변화된 것을 관찰 할 수 있었으나 각 실험군 사이의 차이점은 없었다
(Figure8E,F,G,H).
Figure9에서와 같이 제대유래 줄기세포는 네 가지 분화 조건 중에서
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DM4배양액에서 간세포로 가장 잘 분화함을 관찰할 수 있었다.제대유래
줄기세포를 간세포로 3주 동안 분화 후,DM4배양액에서 알부민 ELISA
와 요소 합성을 측정한 결과,알부민 단백질은 1.2±0.8ug/mL그리고 요
소는 8.9±1.2mg/dL의 농도로 측정 되었다 (Figure9).

FFFiiiggguuurrreee888...MorphologyofHUCcultivatedfor21daysinvitro.
The1ststep,HUC wereculturedinBM (DMEM-LG +10% FBS+
Asc+ITS)supplementedwithEGF andFGF4for3days.The2nd
step,HUCwereculturedagaininBM supplementedwithFGF4,HGF
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and0.1% DMSOforanother7days.The3rdstep,HUCwerecultured
in BM supplemented with OSM, DEX and HGF (DM1) and
supplementedwithOSM andDEX (DM2)formore14days. HUC
were cultured again following the above the two steps with 1%
DMSO insteadof0.1% DMSO.The3rdstep,HUC wereculturedin
BM supplementedwithOSM,DEX andHGF(DM3)andsupplemented
withOSM andDEX(DM4)formore14days.
A,B,C,MorphologyofHUCatday10from theculture.D,E,F,G,
H,Morphology ofHUC atday 21 from the culture.CM,control
medium (DMEM-LG+10% FBS).Maginification,x40.

FFFiiiggguuurrreee999...SecretionofalbuminandureabyHUC afterdifferentiation
for3weeksinvitro.
The1ststep,HUC wereculturedinBM (DMEM-LG +10% FBS+
Asc+ITS)supplementedwithEGF andFGF4for3days.The2nd
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step,HUCwereculturedagaininBM supplementedwithFGF4,HGF
and0.1% DMSOforanother7days.The3rdstep,HUCwerecultured
in BM supplemented with OSM, DEX and HGF (DM1) and
supplementedwithOSM andDEX(DM2)formore14days.
HUCwereculturedagainfollowingtheabovethetwostepswith1%
DMSO insteadof0.1% DMSO.The3rdstep,HUC wereculturedin
BM supplementedwithOSM,DEX andHGF(DM3)andsupplemented
withOSM andDEX(DM4)formore14days.
(A),Afterculturefor3weeks,everygroupofHUC wasstarvedfor
20hinserum freeDMEM-LG.Theconditionedmedium wasusedfor
humanalnuminELISA.(B),Afterculturefor3weeks,everygroupof
HUC wasstimulatedovernightinDMEM-LG with5mM NH4Cl.The
conditioned medium was used forurea secretion assay.Data are
means±SEM ofthreeindependentexperiments.

7.제대유래 줄기세포로부터 분화된 간세포에서의 유전자 발현
위 분화조건에서 배양한 세포를 이용하여 간세포 특이 유전자의 발현 양
상을 살펴본 결과,CK19,GS, α1-AT,HNF-4α,HNF-1α,PEPCK,
CYP3A4,transferrin,c-MET은 분화를 유도하지 않은 세포와 분화를 유
도한 세포에서 모두 발현하였다.이들 중 HNF-1α,PEPCK,CYP3A4,
transferrin,c-MET은 분화를 유도하였을 때 발현양이 증가하였으며,특
히 transferrin,c-MET의 경우 DM4조건에서 발현양이 현저히 증가하였
다.TDO,CPS-1,TTR,αFP의 경우는 분화를 유도하지 않은 세포에서는
발현되지 않았으나,분화를 유도한 세포에서는 발현되었다. TDO와
CPS-1은 분화조건에 상관없이 발현양이 비슷하게 증가하였으나,TTR의
경우는 특히 DM3조건에서 분화를 유도한 세포에서 발현양이 현저히 증
가하였고,αFP의 발현은 다른 분화조건보다 DM3,DM4에서 증가하였다.
알부민의 경우 DM3에서 약하게 발현되고 DM4에서 강하게 발현되었으
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며,CX32는 모두 조건에서 발현되지 않았다 (Figure10).

FFFiiiggguuurrreee111000...Hepatocyte-relatedspecificgeneexpressionbyHUC after
differentiationfor3weeksinvitro
The1ststep,HUC wereculturedinBM (DMEM-LG +10% FBS+
Asc+ITS)supplementedwithEGF andFGF4for3days.The2nd
step,HUCwereculturedagaininBM supplementedwithFGF4,HGF
and0.1% DMSOforanother7days.The3rdstep,HUCwerecultured
in BM supplemented with OSM, DEX and HGF (DM1) and
supplementedwithOSM andDEX(DM2)formore14days.
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HUCwereculturedagainfollowingtheabovethetwostepswith1%
DMSO insteadof0.1% DMSO.The3rdstep,HUC wereculturedin
BM supplementedwithOSM,DEX andHGF(DM3)andsupplemented
withOSM andDEX (DM4)formore14days.Theseresultswere
confirmedwithtwoindependentexperiments.

8.간세포로의 분화 유도 조건에 따른 알부민 분비
분화를 유도한 세포가 실제로 알부민을 합성하고 분비하는지를 알아보기
위해,20시간동안 DMEM-LG를 처리하여 알부민 분비를 유도한 배양액
을 얻어 SDS-전기영동과 면역 블로팅을 이용하여 알부민 분비정도를 살
펴보았다.SDS-전기영동으로 살펴본 결과,분화를 유도하지 않은 세포에
서는 알부민이 분비되지 않았으나,분화를 유도한 세포에서는 66kDa의
알부민이 분비되었으며,특히 DM3,DM4조건에서 분화를 유도한 경우
알부민의 분비양이 증가하였으며,특히 DM4에서 현저하게 증가하였다
(Figure11A).면역 블로팅의 결과 역시 SDS-전기영동과 동일하게 DM3,
DM4에서 인간 알부민의 분비양이 크게 증가하였다 (Figure11B).이러한
결과로 미루어 보아,DM4조건이 제대유래 줄기세포를 알부민을 분비하
는 간세포로 분화를 유도할 때 가장 효과적인 방법으로 생각된다.
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FFFiiiggguuurrreee 111111.Comassie staining and immunoblotting of conditioned
medium obtainedfrom HUCafterdifferentiationfor3weeksinvitro
The1ststep,HUC wereculturedinBM (DMEM-LG +10% FBS+
Asc+ITS)supplementedwithEGF andFGF4for3days.The2nd
step,HUCwereculturedagaininBM supplementedwithFGF4,HGF
and0.1% DMSOforanother7days.The3rdstep,HUCwerecultured
in BM supplemented with OSM, DEX and HGF (DM1) and
supplementedwithOSM andDEX(DM2)formore14days.
HUCwereculturedagainfollowingtheabovethetwostepswith1%
DMSO insteadof0.1% DMSO.The3rdstep,HUC wereculturedin
BM supplementedwithOSM,DEX andHGF(DM3)andsupplemented
withOSM andDEX(DM4)formore14days.



34

A, Commasie staining; B, immunobltting result using mouse
monoclonal anti-human albumin antibodies.HM,high moelcular
markers;PM,prestainedmarkers;CM,controlmedium.Theseresults
wereconfirmedwithtwoindependentexperiments.

9.제대유래 줄기세포에서 분화된 간세포에서의 알부민 단백질 발현
알부민 분비에 가장 효과적으로 보이는 DM4조건에서 분화를 유도한 세
포를 이용하여 세포면역화학염색방법을 이용하여 세포 내에 존재하는 인
간 알부민 단백질을 염색해 본 결과,분화를 유도하지 않은 세포에서는
알부민이 약하게 염색되었지만,DM4에서 분화를 유도한 세포의 경우 알
부민이 강하게 염색되는 것을 관찰하였다 (Figure12).위 결과로 미루어
보아,DM4조건에서 분화를 유도한 경우 세포 내 알부민 단백질의 발현
이 현저하게 증가하는 것으로 보인다.

FFFiiiggguuurrreee 111222...Immunocytochemicalanalysis ofthe HUC atthe 4th
passageafterdifferentiationfor3weeksinvitro.Immunoreactivitiesof
HUCagainsttheanti-humanalbuminwereassessed.
The1ststep,HUC wereculturedinBM (DMEM-LG +10% FBS+
Asc+ITS)supplementedwithEGF andFGF4for3days.The2nd
step,HUCwereculturedagaininBM supplementedwithFGF4,HGF
and1% DMSO foranother7days.The3rdstep,HUCwerecultured
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inBM supplementedwith OSM andDEXformore14days.
A,HUC culturedinDMEM-LG +10% FBS for3weeks;B,HUC
culturedindifferentiationmedium for3weeks.Magnification,x40.

10.분화를 유도한 제대유래 줄기세포의 글리코겐 축적능력 측정
세포 내 글리코겐을 저장할 수 있는지를 확인하기 위해 DM4에서 분화
를 유도한 세포를 이용하여 PAS 염색을 하였다.분화를 유도하지 않은
세포에서는 글리코겐의 축적이 관찰되지 않았으며,DM4에서 분화를 유도
한 세포의 경우 글리코겐이 축적되어 PAS염색에서 보라색으로 염색되는
것을 관찰하였다 (Figure13).위 결과로 미루어 보아,DM4로 분화를 유
도했을 경우,실제 간세포와 같이 분화가 유도된 제대유래 줄기세포도 글
리코겐을 저장,축적할 수 있는 것을 관찰할 수 있었다.

FFFiiiggguuurrreee 111333...PAS staining ofthe HUC atthe 4th passage after
differentiationfor3weeksinvitro.GlycogenstorageoftheHUC is
stainedpurple.NucleiwasstainedwithHaematoxyline.
The1ststep,HUC wereculturedinBM (DMEM-LG +10% FBS+
Asc+ITS)supplementedwithEGF andFGF4for3days.The2nd
step,HUCwereculturedagaininBM supplementedwithFGF4,HGF
and1% DMSO foranother7days.The3rdstep,HUCwerecultured
inBM supplementedwith OSM andDEXformore14days.
A,HUC culturedinDMEM-LG +10% FBS for3weeks;B,HUC
culturedindifferentiationmedium for3weeks.Magnification,x40.
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IV.고 찰

줄기세포는 재생의학과 조직,기관 대체 면에서 임상적으로 대단한 가능
성이 있는 분야로서,줄기세포를 활용하는 장기 복원 기술은 21세기 제 3
의 치료기술이라 일컬어지는 재생의학의 핵심 기술로서 앞으로 기존 장기
이식의 제한점을 극복할 수 있을 것으로 전망된다.줄기세포 중 중간엽
줄기세포는 각광을 받을 만한 재료로서 그 장점들을 나열해 보면 첫째 쉽
게 분리할 수 있고 임상적 적용을 위해 비교적 쉽게 양을 늘릴 수 있다.
둘째 자가적인 중간엽 줄기세포를 사용할 수 있기 때문에 거부 반응의 위
험이 없다.셋째 줄기 세포의 성질이 보존하면서 오랜 시간 냉동 보관이
가능하다.넷째 광범위한 가능성을 가지고 있어 골아세포,지방세포,연골
세포의 중배엽계 세포 그리고 신경계 세포로의 분화가 가능한 다 능력 성
인 줄기세포 (multipotentadultstem cell)이다.30-33

양막 유래 줄기세포와 제대 유래 줄기세포는 골수유래 중간엽줄기세포에
서 발현되지 않는 BMP-4,GATA-4,HNF-4α,그리고 NCAM 유전자가
발현된다.BMP-4는 연골 형성,관절 복구,뼈 형성에 관여하는 것으로
알려져 있다.34GATA-4는 심장 유전자 발현의 중요한 조절 기능을 가지
며 배아 발달과 심장근육세포로의 분화를 조절한다.35,36 Nestin은 신경
줄기 세포의 특이 표지자로서 근육,심근육 세포들에서도 발현되어진다.37

CollagentypeII는 연골 조직의 표지자이다.38본 연구에서도 양막유래 줄
기세포와 제대유래 줄기세포는 골수에서는 발현되지 않는 collagen II,
TRA-1-60,SSEA-3,SSEA-4,BMP-4,FGF-5,HNF-4α,Rex-1이 발현
되었다.Prusa등26에 의하면 Oct-4배아 줄기세포 표지자가 발현된 경우
지방세포,골아세포,신경세포로의 분화를 보인다고 보고되어지고 있다.
D'Ippolito등39 역시 양막유래 줄기세포들이 SSEA-3and-4,Oct-4와
Rex-1 유전자를 발현하였다고 보고하였다. TRA-1-60, SSEA-3,
SSEA-4항원은 배아암세포와 배아줄기세포의 전형적인 표지자이다.
Oct-4,Rex-1발현 또한 배아줄기세포의 표지자로서 이러한 결과는 Kim
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J등40의 임신 중기 양수에서 추출한 줄기세포의 유전자발현과 비슷한 결
과로서 제대 및 양막유래 줄기세포가 골수유래 줄기세포보다 덜 분화된
세포로서 전 분화능 (pluripotency)을 가진 배아줄기세포와 좀 더 밀접한
연관성이 있는 것으로 보인다.결과적으로 이들 유전자와 단백질의 자발
적인 발현은 제대 및 양막유래 줄기세포가 신경세포,연골세포,골아세포,
심장근육세포로 쉽게 분화할 수 있는 가능성을 가진 것을 제시한다.
양막은 기원이 배아로서 초기 수정 후 8일 내 상배엽 (epiblast)에서 유
래되어 많은 다양성을 가진 미성숙 된 줄기세포 양상을 보이며 내배엽,
중배엽,외배엽 세포로의 분화 가능성을 보고되었다.28,41또한 기존 논문에
서 양막 세포가 성숙한 신경세포로 분화되고 acetylcholine,
norepinephrine과 dopamine같은 신경전달물질을 분비한다고 보고하였
다.42,43Zhao등44도 양막 세포가 심장근육세포,연골,뼈 같은 중배엽 세포
로 쉽게 분화 가능하다고 보고하였다.
Romanov등15에 의하면 제대 정맥 내피세포를 추출하여 많은 중간엽 유
사 줄기세포를 배양하였으며 이 세포내에는 endotheilum이나 leukocyte
specificantigen이 없고 α-SMA와 여러 중간엽 세포 표지자들이 발현되
었다고 보고하였다.Wang등45에 의하면 제대의 혈관들을 둘러싸는 결합
조직 기질인 Wharton'sjelly를 배양하여 심근세포,골아세포,연골세포,
지방세포로 분화하는 중간엽 줄기세포를 획득하였다고 보고하였다.
Sarugaser등46역시 사람의 제대 혈관 주위 세포를 분리하고 배양한 후
골아세포로의 분화를 유도하였다고 보고하였다. 본 연구에서도 양막유래
줄기세포와 제대유래 줄기세포에서 중배엽계인 지방세포, 골아세포 그리

고 연골세포로 분화되는 것을 관찰하여 기존 논문들에서 나온 결과대로 

줄기세포로서의 분화 가능성을 확인하였다.

Karahuseyinoglu등47은 배양된 제대의 기질 세포 증식이 3회 계대배양
에서 7회 계대 배양까지 지수적으로 증가하고 10회에서 증식을 멈추며
FBS농도가 증가할수록 세포 증식이 의미 있게 증가하였다고 보고하였
다.또한 고정 지지 (anchoragedependence)면에서 비고정된 세포에서는
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고정된 세포보다 살아있는 세포의 수가 의미 있게 감소하였고 세포들 간
의 접촉 억제가 모든 계대배양시기에서 관찰되어 이러한 복합적인 요소들
이 제대줄기세포의 성장 억제에 관여하는 것으로 생각된다고 기술하였다.
본 연구의 결과에서 양막유래 줄기세포가 제대유래 줄기세포보다 성장속
도가 빠르고 lifetime이 긴 것으로 나타났다.기존 논문에서 제시한 성장
억제 요소들로 인해 제대유래 줄기세포의 성장이 제한되어 나타나는 것으
로 사료되어진다.
세계적으로 수백만 명의 사람들이 간 질환에 걸린다.미국에서는,매년
간 질환으로 300,000명이 입원하고 약 4500개의 제공자 간만이 이식용으
로 사용 가능하여 30,000명이 사망하는 것으로 추산된다.48간 경화로 인
한 간 부전의 가장 좋은 치료 방법은 공여자가 있는 경우 동종 간 이식이
지만 우리나라의 현실상 간을 주겠다는 공여자가 절대적으로 부족한 실정
이다.간세포의 이식은 말기 간 기능 장애를 가진 환자를 치료하는 데 있
어서 간 이식보다 훨씬 안전하고 유용하며 쉽다.줄기세포에서 유도된 간
세포 생성은 앞으로 상당한 임상적 적용을 기대할 수 있는 상황이다.49

HNF-4α은 간 발달에 중요한 역할을 한다고 알려져 있으며 CK18은 내
배엽 계열 특이유전자중 하나로 간 분화의 표지자이다.laterpassage에 α

FP과 HNF-4α의 발현은 쉽게 간세포 유사 세포로 분화할 수 있다고 보
고하였다.50

본 연구에서 간세포 관련 유전자의 발현이 양막유래 줄기세포보다 제대
유래 줄기세포에서 증가되어 있어 간세포 분화 유도 전 시기에도 제대유
래 줄기세포가 양막유래 줄기세포보다 간세포로의 분화 가능성이 더 크다
는 것을 알 수 있었다.
Xu등51에 의하면 양막유래 줄기세포 면역 염색 결과 배아 줄기 세포 표
지자인 SSEA-3,SSEA-4,Rex-1,Oct-4유전자가 발현되었다고 보고하
였다.Miki등40역시 양막유래 줄기세포는 면역형광염색과 유세포 분석시
줄기세포 표지자인 TRA-1-60,SSEA-3,SSEA-4와 Thy-1을 발현하였
고 조혈 줄기세포 표지자인 CD 34는 발현되지 않았다고 보고하였다.양
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막유래 줄기세포는 골수유래 중간엽 줄기세포의 세포 성상과 많은 유사성
을 가진다. 골수와 마찬가지로 양막유래 줄기세포는 α-SMA,HCAM-1,
ICAM-17,52 collagen type-I,-IIIand –IV,fibronectin53,desmin54 과
vimentin13이 발현된다.또한 양막유래 줄기세포는 SCF55과 nestin56이 골
수 MSC와 마찬가지로 발현되어진다고 보고되었다.양막유래 줄기세포
세포들은 골수-MSC와는 달리 SSEA-3,-4,collagentype-II,-XII,그리
고 FSP항원에 면역 발현되고 vWF또는 VCAM-1항원에 발현되지 않
는다고 보고하였다.52

 Covas등57은 제대정맥의 내피와 내피하세포 유래 중간엽 줄기세포를 세
포면역화학 염색을 시행하여 CD29,CD13,CD44,CD49e,CD54,CD90과
HLA-class I이 발현되었고 CD45, CD14, glycophorinA, HLA-DR,
CD51/61,CD106과 CD49d는 발현되지 않았다고 보고하였다.이는 골수
유래 중간엽 줄기세포의 염색 발현과 일치하는 결과로 제대유래 줄기세포
가 골수를 대치하여 세포치료에 사용될 수 있을 것으로 기대되어진다고
보고하였다.Karahuseyinoglu등47역시 flow cytometry를 통해 분석된 제
대유래 줄기세포가 CD105,CD73,CD44가 발현되었고 CD45,CD34,
CD14와 HLA-DR은 발현되지 않았다고 하였다.본 연구의 세포 면역 화
학적 분석 결과 기존의 논문의 결과와 일치하는 소견으로 양막유래 줄기
세포,제대유래 줄기세포 세포들은 골수 제대혈 유래 중간엽 줄기세포와
면역 표현형에 있어서 많은 유사성이 있었다.우선 골수와 제대 중간엽
줄기세포에서도 발현되는 세포외 기질 분자들 (extracellular matrix
molecules,ECM)인 collagenI,collagenIII,fibronectin이 발현되었고,세
포 골격 표지자인 α-SMA,vimentin,CK18기질 수용체인 CD44,CD54,
FSP가 각각 발현되었다.HLA ABC역시 골수,제대혈과 마찬가지로 강하
게 발현 되었는데 골수에서는 발현되는 HLA DR은 제대와 양막유래 줄
기세포에서는 발현 되지 않아 기존 논문 결과와 동일한 소견을 보였다.
본 연구에서도 골수에서는 발현되지 않는 배아 줄기세포 표지자인
TRA-1-60,SSEA-3,SSEA-4그리고 중배엽 줄기세포 표지자인 Thy-1
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(CD90)이 발현 되었는데 이 결과는 제대유래 줄기세포,이 배아줄기세포
와 좀 더 밀접한 연관성을 가지고 있다는 것을 알 수 있는 소견으로 사료
된다.
아직까지 줄기세포 분화 기전은 잘 알려져 있지 않다.체외에서 줄기세
포의 분화가 유전자 재조합에 의한 것인지,적절한 배양과 기질로 인한
자극으로 유도되는 것인 지는 정확하지 않다.58,59그러나 간세포로의 분
화는 성장인자와 사이토카인이 관여된 여러 뚜렷한 단계들을 통해 진행되
는 것으로 알려져 있다.60배아의 간 분화에 영향을 미치는 인자들 중에
심장 중배엽 세포들에 의해 생성된 FGF가 초기 간 생성을 유도하는 내
배엽에 관여한다고 알려져 있다.61,62Dex는 합성 glucocorticoid로서 간세
포 배양에 첨가 시 알부민 분비 수치를 안정화시키는 것을 촉진하고 2달
까지 tyrosineaminotransferase분비를 유도하고 간성숙의 필수적인 촉매
제로 알려져 있다.63 Oncostatin M은 조혈모세포에 의해 생성된
interleukin6계열의 cytokine중 하나로 태아중기부터 신생아시기까지 요
구되며 태아의 조혈작용과 간 분화에 관여한다고 밝혀져 있다.1차배양시
oncostatinM의 자극이 간세포의 크기를 증가시키고 성숙을 유도한다고
한다.특히 glucocorticoid인 dexamethason과 함께 작용하여 간세포 분화
유도 시 세포 분화를 증진시킨다고 한다.64,65 Insulin은 쥐의 간세포에서
알부민의 분비와 세포분열을 자극한다고 밝혀져 있다.66Asc는 다양한 생
물학적 분자들의 합성을 돕는 효소보조인자로서 강력한 항산화제로 알려
져 있다.67이러한 첨가물들로 배양을 해도 일차 간세포로의 최종적 분화
를 이루기 위해서는 부가적인 신호들이 필요하다.간세포로의 분화에 영
향을 미치는 신호 중의 하나는 ECM으로 유도된 신호이다.68ECM 단백
질 (collagenI,fibronectin또는 entacin-collagenIV-laminin)가 존재하는
상태에서 세포 배양 시 다른 물질과 배양했을 때보다 ALB,AFP같은 간
특이 유전자와 HNF-4α의 표현이 증가한다고 알려져 있다.69EGF,HGF,
oncostatinM,FGF,glucocorticoid와 insulin을 포함한 여러 세포 외 신호
들이 간 특이 유전자 표현들을 증가시키는 것을 초래하는 후기 간 성숙
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시기에 관여되어진다.5

본 연구에서는 우선 제대 및 양막으로부터 줄기세포를 분리한 후 간 분
화를 효과적으로 유도하기 위하여 기본배지 (DMEM-LG,ITS,Asc,
OSM,Dex에 EGF를 첨가하거나 첨가하지 않고)에서 7일정도 1차 배양
후 1% 또는 0.1% DMSO를 첨가한 후 HGF,FGF2,FGF4를 각각 달리하
여 2차 배양을 2주간 하였다.
HGF는 EGF보다 배양에서 인간 간세포를 증식시키는 훨씬 더 강력한
인자로서 간 발달과 재생에 중요한 역할을 한다.70-72골수 유래 줄기세포
가 HGF에 의해 invitro에서 간세포로 분화가 유도되었다고 보고한 논문
들도 있다.72,73Schwartz등74은 골수유래 줄기세포가 FGF4에 의해 간세
포로 유도된 것을 보고하면서 간세포로의 분화정도가 HGF로 처리한 세
포들보다 훨씬 더 증가되어 나타났다고 하였다.HGF는 간세포 분화를 유
도하지만 간세포 증식에 활동적으로 작용하는 것은 아니라고 알려져 있
다.71

간 생성 유도 조건에서 양막 및 제대 유래 줄기세포의 섬유아세포의 형
태가 점차 시간이 지남에 따라 polygonal간세포의 모양으로 진행되었고
유도 4주후에 간세포로의 분명한 모습이 나타나게 되었다.Seo등75은 유
도 첫날에 분화배지에 DMSO 첨가가 배양접시에 세포 분리를 증진시킨
다고 하였고 분화 유도 후 7일째에 DMSO 첨가는 세포 분리를 일으키지
않는 다고 보고하였다.기본 배지에 DMSO첨가는 분화된 간 유사세포에
의해 생성된 알부민과 글리코겐의 함량을 증가시킨다고 하였다.DMSO는
in vitro에서 성인 간세포의 기능을 유지하는 것으로 알려져 있다.76

nicotinamide와 DMSO가 뚜렷하게 작은 간세포의 생성을 증가시키며
OSM 병용 시 작은 간세포의 선택적 성장을 상승적으로 증가시키고,혈
액세포집단의 성장을 억제한다.77 OncostatinM 단독은 간 기능에 매우
약한 영향을 끼치나 nicotinamide나 DMSO 병용 시 알부민의 분비와
cytochromeP450능력이 크게 증가하였다.기존의 연구에서 지방유래 줄
기세포가 간세포로 분화 시 DMSO 존재 하에서 FGF2보다 FGF4첨가
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시 간세포 특이 유전자의 발현,알부민 ELISA,요소 측정 면에서 뚜렷하
게 간유사세포로의 분화가 증가하였다고 보고하였다.61 그러나 Schwartz
등74에 의하면 이런 cytokine들이 invitro에서 humanmultipotentadult
progenitor세포들의 간 분화를 유도하는 데 실패하였다고도 보고하였다.
FGF4는 초기에 내배엽을 형성하고 설계하는 데 중요한 역할을 담당하고,
FGF4 단독 또는 HGF와 함께 사용 시 체외에서 human multipotent
adultprogenitor세포들의 간 분화를 유도하는 것으로 보여진다.74,78 본
연구에서는 배양 분화조건 1,2,3에서 DMSO 존재 하에서 FGF2보다
FGF4첨가 후 간세포 유도 분화 시 알부민 합성과 요소 분비가 증가된
양상으로 나타났다.
본 연구에서 양막유래 줄기세포와 제대유래 줄기세포의 간 분화 유도를
각각 비교 관찰하였다.그 결과 제대유래 줄기세포에서 간세포유사세포로
의 분화 시 알부민과 요소 합성이 양막유래 줄기세포에 비해 증가된 소견
으로 나타났다.알부민은 간세포에 의해 합성되는 주요 단백질이다.간세
포의 중요한 대사 기능의 하나로,간에서 분비되는 단백질의 40% 이상을
차지하는 알부민의 합성과 분비를 들 수 있다.특히 알부민 분비는 in
vitro배양에서 그 기능을 쉽게 잃게 되며 배양액 내에 첨가된 성장인자
(EGF)와 호르몬 등에 의해 많은 영향을 받는 것으로 알려져 있다.간 분
화 초기에 알부민의 생성이 시작하여 성인 간에서 최대수치에 도달하게
된다.79간세포가 혈류로 일정하게 알부민을 분비함에 따라 배양배지에서
표적세포의 간 분화를 증명하기 위해 알부민을 검사하는 것은 중요하다.
간세포 분화의 대부분의 연구들이 세포 면역화학적 분석,immunoblotting
analysis,ELISA에 의해 알부민 합성과 분비를 측정하였다.간세포 분화
시 알부민,요소 합성이 증가하였고 분화되지 않은 세포에서는 알부민,요
소 합성이 발현되지 않았다고 보고하였다.49,50,74,79 본 연구에서도 알부민
immunoblottinganalysis,알부민 ELISA 측정으로 알부민 분비와 합성을
측정하였다.최적의 배양조건으로 알부민과 요소 합성을 최대화시키기 위
해 제대유래 줄기세포에 각각의 분화조건을 달리하여 간세포 분화를 유도
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하였다.1% DMSO,20ng/mLOSM,1uM Dex,20ng/mLHGF를 첨가하
거나 (DM3)20ng/mL HGF첨가하지 않았을(DM4)경우 DM4에서 가장
알부민과 요소 분비가 증가된 소견을 보였는데 이것은 후기 간세포 유도
단계에서는 HGF를 첨가하지 않은 상태에서 OSM,Dex만 첨가한 상태가
HGF를 첨가한 상태보다 훨씬 더 간세포의 성장과 성숙을 증가시키는 것
으로 사료된다.
RT-PCR을 통해 간세포로 유도 분화된 세포의 간세포 기능 관련 유전
자의 표현을 조사하였다.본 연구에서는 HNF-1α,PEPCK,CYP3A4,
Transferrin,c-MET은 분화를 유도하였을 때 발현양이 더 증가하였으며
알부민 분비가 가장 높게 측정되는 DM4에서 알부민이 가장 높게 발현되
었다.TDO,CPS-1,TTR,αFP의 경우는 분화를 유도하지 않은 세포에서
는 발현되지 않았으나,분화를 유도한 세포에서는 발현되었다.Chien등80

은 태반 유래 줄기세포에서 간세포 분화 유도 시 간 분화가 진행된 세포
는 CK18과 성숙한 간세포 표지자인 TAT의 발현이 증가했다고 보고하였
다.Talens-Visconti등81에 의하면 지방세포 유래 줄기세포에서 알부민은
간세포의 분화가 진행될수록 발현이 증가하였고 CYP 계열역시 분화한
간세포에서 분화 전 세포에 비해 의미있게 발현이 증가하였다고 보고하였
다 또한 간으로 인해 분비가 증가되는 전이인자들 HNF1α,HNF3α,
HNF3β,HNF4α,GATA4,GATA6가 간세포로 분화하는 동안 발현이 더
증가한다고 하였다.Banas등49은 지방세포 유래 줄기세포에서 αFP은 초
기 내배엽 분화 표지자로서 보통 간 분화 초기에 주로 발현되었다가 간
성숙이 진행됨에 따라 감소하며 성숙한 간세포의 표지자인 ALB,TDO,
CYP7A는 분화가 진행됨에 따라 발현되어 계속 발현을 유지한다고 하였
다.그러나 본 연구에서는 알부민과 요소 분비가 증가되는 DM3,DM4에서
αFP의 발현이 더 증가된 양상을 보였다.이렇게 연구자마다 면역표현형,
조직 생화학적 표현형의 결과가 다른 것은 분리방법,사용된 배양액,사용
된 혈청,유래된 세포의 종류 및 자체 분화상태의 차이 때문이라고 사료
된다.
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글리코겐의 생성과 저장은 간세포의 특징 중 하나이다.Chien등80은 간
세포로 분화된 태반유래줄기세포를 PAS염색에서 발현되었으나 간세포
분화되지 않은 태반 유래 줄기세포는 발현되지 않았다고 보고하였다.
Tamagawa등29은 간세포로 분화된 양막 유래 줄기세포를 PAS염색으
로 글리코겐 축적을 확인하였고 간세포 분화되지 않은 세포에서는 PAS
염색 상 발현되지 않았다고 보고하였다.본 논문에서도 간세포로 분화된
제대유래 줄기세포가 PAS염색 상 발현되는 것을 관찰하여 간세포로 분
화 가능성이 높음을 확인하였다.
인간 양막,제대는 쉽게 사용할 수 있으나 사용하지 않을 경우 흔히 폐
기 처리되는 분만 후 물질이다.기본 연구에서는 산모의 동의하에 양막,
제대를 얻어 줄기세포를 배양하고 이들 줄기세포가 다양한 분화 가능성이
있는 것을 확인하였다.특히 양막유래 줄기세포에 비해 제대유래 줄기세
포가 간세포로의 분화 가능성이 증가되어 있는 것을 간세포 분화 실험을
통해 알 수 있었다.본 논문에서는 여러 분화조건을 달리하여 간 분화를
유도하였고 제대유래 줄기세포에서 가장 간세포 분화 유도가 잘되는 배양
조건을 제시할 수 있었다.
앞으로 양막,제대에서 줄기세포를 확립하고 양막유래 줄기세포,제대유
래 줄기세포에서 최적의 간세포 분화 조건을 확립하기 위해서는 더 많은
연구가 필요하며 이러한 연구가 줄기세포 치료에 도움이 되고 향 후 간
질환 환자의 간세포 이식 치료를 향상시킬 수 있으리라 생각된다.

V.결 론

양막과 제대에서 줄기세포 배양 후 RT-PCR,세포면역화학 분석 및 중배
엽성 세포로의 분화능 실험을 시행하였다.또한 양막유래 줄기세포와 제
대유래 줄기세포를 간세포로 분화 유도 후 간세포 특이 유전자 발현,알
부민 분비 측정,요소 합성 측정,인간 알부민에 대한 면역블로팅과 세포
면역화학염색방법 그리고 PAS염색을 시행하였다.
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양막유래 줄기세포,제대유래 줄기세포에서 각각 다음과 같은 결과들을
얻었다.
1.양막유래 줄기세포와 제대유래 줄기세포에서 배아 줄기세포 표지 유
전자 및 외배엽,중배엽,내배엽 관련 유전자가 발현하였다.

2.양막유래 줄기세포와 제대유래 줄기세포가 지방세포,골아세포,연골세
포로 분화되는 것을 관찰하였다.

3.간세포 분화 유도 전 양막유래 줄기세포보다 제대유래 줄기세포에서
더 많은 간세포 특이 유전자의 수가 발현 되었다.

4.간세포 분화 유도 후 모든 분화 배양조건에서 제대유래 줄기세포가 양
막유래 줄기세포보다 알부민과 요소의 합성,분비 농도가 높게 측정되
었다.

5.간세포로의 분화 유도 시 제대유래 줄기세포는 DM4분화 배양액에서
간세포로 가장 잘 분화하였다.

6.분화 배양조건 DM4배양액에서 간세포로 유도된 제대유래 줄기세포에
서 알부민과 요소를 합성,분비하는 것을 관찰 할 수 있었다.또한 면
역블로팅 방법으로 배양액 내에 분비된 인간 알부민을 검증하였고,세
포면역화학염색 방법을 이용하여 간세포로 분화 한 세포 내에 인간 알
부민이 존재함을 직접 검증하였다.

7.간 분화 유도 전 제대유래 줄기세포에서는 PAS염색방법으로 글리코
겐 축적이 관찰되지 않았으나 분화를 유도한 세포에서는 글리코겐이
세포 내에 측적되는 것을 관찰 할 수 있었다.

이상의 결과에서,본 연구에서는 간세포 분화 유도 시 양막유래 줄기세포

에 비해 제대유래 줄기세포가 간세포로의 분화 가능성이 높다는 것을 알
수 있었다.또한 여러 가지 분화 배양액으로 간세포로의 분화를 유도하여
제대유래 줄기세포에서의 최적의 간세포 분화조건을 제시할 수 있었다.

 결론적으로 줄기세포로부터 분화유도 된 간세포를 골수 유래 중간엽 줄

기세포가 아닌 제대나 양막으로부터 얻을 수 있게 됨으로서 본 연구가 향 
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후 간 질환 환자에게 줄기세포 치료에 도움이되고, 제대나 양막 등으로 

줄기세포원을 확대함으로서 간세포 획득 방법에 좋은 기초자료로 활용될 

수 있을 것으로 생각된다.  
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Abstract

The differentiation of stem cells derived from human amnion 

and umbilical cord into hepatocyte-like cells in vitro 

YoonJungLee

DepartmentofMedicine
TheGraduateSchool,YonseiUniversity

(DirectedbyProfessorDongJaeCho)

 Among adult stem cells, mesenchymal stem cells isolated 

from bone marrow have been considered an attractive 

means of cell‐based treatment and tissue formation because 

they support hematopoiesis and can be differentiated into 

various tissues including cartilage, bone and fat tissue. 

Recently it has been found that mesenchymal stem cells can 

be isolated from tissues other than bone marrow. Amnion 

and umbilical cord are easily obtainable and they express 

various genes known to be expressed only in embryonic 

stem cells. In addition, they show higher differentiation 

ability than bone marrow and can be stored frozen 

conveniently, and it is relatively easy to isolate 

mesenchymal stem cells from them. The present study 

investigated the characteristics of stem cells isolated from 
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the tissues of amnion and umbilical cord and cultured, 

established culture conditions for inducing their 

differentiation into hepatocyte-like cells(HLC), and 

compared the possibility of the differentiation of stem cells 

derived from human amnion and umbilical cord into HLC. 

Amnions and umbilical cords used in the research were 

collected from Caesarean section or vaginal delivery of 

normal term women under their consent, and were used in 

the experiment. After stem cells were isolated from the 

amnions and umbilical cords and cultured, we performed RT‐

PCR, immunocytochemical analysis, and experiment on 

differentiation into mesodermal cells. After inducing the 

differentiation of human amnion-derived stem cells (HAM) 

and human umbilical cord-derived stem cells (HUC) into 

HLC, we examined the expression of hepatocyte specific 

genes, measured albumin secretion and urea synthesis, and 

conducted immunoblotting, immunocytochemical staining and 

PAS staining.

 1. According to the results of RT‐PCR, HAM and HUC 

were found to express genes such as Oct‐4, SCF, FGF‐

5, NCAM, nestin, vimentin, CK18, GATA‐4, BMP‐4, HNF‐

4α, HLA ABC and HLA DR. In HUC before induction of 

differentiation into HLC were expressed CK18, BMP‐4, 

HNF‐4α, CYP3A4, α1‐AT, HNF‐1α, PEPCK, CX32 and 

transferrin gene, and in HAM were expressed CK18, 

BMP‐4, HNF‐4α, CYP3A4 and α1‐AT gene.
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 2. According to the results of immunocytochemical analysis, 

in HAM were expressed collagen I, II, III, IV, XII, 

fibronectin, CD44, CD54, α‐SMA, vimentin, desmin, 

SSEA‐3, SSEA‐4, TRA‐1‐60 and HLA ABC protein. In 

HUC were expressed collagen I, II, III, IV, XII, 

fibronectin, CD44, CD54, α‐SMA, vimentin, desmin, 

SSEA‐3, SSEA‐4, vWF and HLA ABC protein. 

 3. It was observed that HAM and HUC differentiated into 

adipocytes, osteoblasts and chondrocytes.

 4. In differentiation into HLC, HUC showed higher secretion 

of albumin protein synthetic and higher concentration of 

urea synthetic than HAM. HUC differentiated into HLC 

most efficiently in DM4 medium among differentiation 

culture conditions. 

 5. According to the result of SDS‐electrophoresis and 

immunoblotting, HUC before the induction of 

differentiation into HLC did not secrete albumin but 

those after the induction of differentiation secreted 

albumin.

 6. Using immunocytochemical staining, we proved that 

human albumin exists in cells differentiated into HLC.

 7. Through PAS staining, we observed that glycogen was 

not accumulated in HUC before the induction of 

differentiation but it was accumulated in cells after the 

induction of differentiation in DM4. 

 Through the results of this study presented above, HUC 
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are more likely to differentiate into HLC than HAM. In 

addition, we induced differentiation into HLC under several 

differentiation culture conditions in order to find the culture 

condition most efficient for inducing HUC to differentiate 

into HLC. Further research is required to establish the 

optimal condition for differentiating HAM and HUC into HLC, 

and such a study is considered to contribute to stem cell 

treatment and improve the effect of HLC transplantation for 

liver disease patients. 

Key Words : hepatocyte-like cells, human amnion‐derived 

stem cells, human umbilical‐cord‐derived 

stem cells, differentiation, albumin
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