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<<<국국국문문문요요요약약약>>>

신생아 저산소성-허혈성 뇌 손상 동물 모델에서 아데노바이러스 벡터를
이용하여 BDNF(brainderivedneurotrophicfactor)를 발현하는 인간

신경줄기세포의 이식

신생아 저산소성-허혈성 뇌 손상 (neonatalhypoxic-ischemicbraininjury)은 주
산기 가사 (perinatalasphyxia)에 의해서 신생아에서 발병하는 대표적 중증 신경계
질환으로 만삭아 1000명 출생아 중 2명에서 발병하고,미숙아의 경우 약 60%까지
발생한다고 보고되며,이들 중 상당수에서 신경발달 장애소견을 보인다.허혈성 뇌
손상은 일반적으로 대뇌피질(cerebralcortex),해마(hippocampus)등의 부위에서 현
저하나 신생아에서는 간뇌 (diencephalon),caudate nucleus,putamen,globus
pallidus등의 기저핵 (basalganglia)부위에도 신경세포의 손상이 두드러져 영구적
신경기능상실을 초래한다.현재까지의 연구에 의하면 손상된 중추신경계의 재생은
거의 불가능하거나 극히 제한적이기 때문에 대부분의 치료는 합병증을 예방하거나
비정상적인 운동 패턴과 경직을 감소시키는데 더욱 중점을 두어 왔다.또한 척수손
상,뇌졸중 및 파킨슨병 등에서 신경치료는 각종 동물 모델을 통한 연구가 활발히
진행 중이나,저산소성-허혈성 뇌손상 모델에 대한 연구는 그다지 많지 않은 편이
다.최근 들어 저산소성-허혈성 뇌손상에 대한 많은 연구가 이뤄지고 있고 임상적
인 치료를 통해 생존율이 증가한 것은 사실이지만 생존한 경우에도 신경학적 장애
를 보이고 있기 때문에 보다 근본적인 치료방법이 절실하다.
신경줄기세포란 미성숙,미분화된 상태로 계속 증식하는 자가 갱신 (self-renew)

을 보이고,신경원세포 (neuron)및 신경교세포 (glia)로 분화하는 분화의 다능성
(multipotency)을 보이는 세포로 정의된다.신경줄기세포의 증식,성장 및 분화에 대
한 기초연구와 줄기세포의 가소성 (plasticity)을 이용하여 한번 손상되면 특별한 치
료 방법이 없는 난치성 신경계질환에 대한 세포 및 유전자치료를 시도할 수 있어
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신경계에 대한 재생 의학적 접근 가능성을 제시한다고 하겠다.뇌손상 후 신경 화
학적 변화는 세포사 반응뿐만 아니라 내인성으로 신경보호 반응도 함께 일어나 신
경보호 효과를 나타낸다.이런 경우 중요한 역할을 하는 것이 신경영양인자
(neurotrophin)이며 또 회복 과정에서 신경영양인자는 신경가소성을 이끄는 것으로
생각되고 있다.그 외 신경영양인자는 척추동물의 신경계 발생과정 중 신경세포의
생존과 분화를 결정하는데 절대적으로 필요한 물질이다. Brain-derived
neurotrophicfactor(BDNF)는 nervegrowthfactor(NGF)와 더불어 대표적인 신
경영양인자로서 감각신경세포와 운동신경세포의 생존에 중요한 역할을 할뿐만 아니
라,척추동물의 발생과정에서 axon과 dendrite의 성장,새로운 시냅스의 형성 등 신
경세포의 여러 활동에 많은 영향을 끼친다.또한 중추신경계에서 신경세포 생존과
분화뿐만 아니라 시냅스전달(synaptic transmission)과 시냅스 가소성(synapse
plasticity)의 분자기전에 필수적인 역할을 담당하고 있다.
본 연구에서는 생후 7일의 CD-1쥐에서 우측 경동맥을 결찰 하여 영구적인 허혈

성 뇌손상을 유발한 후,8%의 저 산소 통에서 90분 동안 저산소증에 노출하여 저산
소성 허혈성 뇌손상을 유발하였다.그리고 BDNF를 발현하는 adenoviralvector를
제작하여 임신 13주 태아 종뇌 (telencephalon)부위에서 채취되어 배양된 인간신경
줄기세포에 감염시켜 BDNF발현 인간신경줄기세포를 확립하였다.저산소성 허혈성
뇌손상 동물모델을 대상으로 생후 14일 경 실험군으로는 인간신경줄기세포와
BDNF 발현 인간신경줄기세포를 각각 뇌손상 부위에 이식하였고,대조군으로는
H-H buffer를 뇌손상 부위에 주입하였다.
본 연구 결과 BDNF발현 인간신경줄기세포를 이식한 실험군에서 대조군에 비해

뇌경색증 부위의 크기가 의의 있게 감소함을 확인하였으며 (p<0.05),행동능력평가
에 있어서 rota-rod와 wiremaneuvertest에서는 실험군과 대조군 간에 유의한 차
이가 관찰되지는 않았지만 neurologicaltest에서 인간신경줄기세포 및 BDNF발현
인간신경줄기세포를 이식한 실험군이 대조군에 비해 neurologicalscore가 감소하는
경향을 확인하였다.또 Morriswatermazetest에서는 BDNF발현 인간신경줄기세
포 이식군에서 대조군에 비해 학습과 기억능력이 향상됨을 보였다.면역조직화학
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검사를 통하여 동물모델에 이식된 인간신경줄기세포가 뇌경색증 부위에서 확고히
생착 됨을 관찰하였고,공여세포는 주로 신경원세포로 분화하였으며 뇌경색증 주위
부위의 대뇌 피질 신경원세포의 신경돌기들의 신장이 발달되었음이 관찰되었다.
결론적으로 신생아 저산소성-허혈성 뇌손상 동물 모델에 인간 신경줄기세포 혹은

BDNF발현 인간신경줄기세포를 이식할 경우 뇌경색 크기가 감소하였고,운동행동
능력 검사에서는 상지 운동능력과 운동조정기능에서 통계적으로 유효한 차이를 보
이지는 않았지만 Neurologicaltest상 신경학적 기능은 향상되었고,Morriswater
mazetest상 BDNF발현 인간신경줄기세포를 이식한 군에서 대조군에 비해 통계
적으로 의의 있게 학습 및 기억능력의 향상을 확인하였다.따라서 신생아 저산소성
허혈성 뇌손상에서 인간신경줄기세포 혹은 신경영양인자 발현 인간신경줄기세포의
이식은 뇌손상 부위를 감소시키고,손상된 신경세포를 대체 및 재생시켰으며,신경
기능 및 인지기능의 향상을 유발하는 세포 및 유전자치료법을 제공하여,향후 뇌성
마비 등의 중증 난치성 신경계질환에서 신경재생치료 가능성을 제시하였다.
-------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

핵심 되는 말 :신생아 저산소성---허혈성 뇌손상,인간신경줄기세포,신경영양인자,
BDNF,세포치료,유전자치료,세포 이식
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신생아 저산소성-허혈성 뇌 손상 동물 모델에서 아데노바이러스 벡터를
이용하여 BDNF(brainderivedneurotrophicfactor)를 발현하는 인간

신경줄기세포의 이식

<지도교수 박박박국국국인인인>

연세대학교 대학원 의과학과

박박박 태태태 훈훈훈

ⅠⅠⅠ...서서서론론론

신경줄기세포란 미성숙,미분화된 상태로 계속 증식하는 자가 갱신 (self-renew)
을 보이고,적어도 신경원세포 (neuron)및 신경교세포 (glia)로 분화하는 분화의 다
능성(multipotency)을 보이는 세포로 정의된다.이러한 신경줄기세포는 태아 신경계
전반에 걸쳐 다양한 해부학적 부위에서 존재하며,최근에는 태아뿐만 아니라 성체
의 신경계에서도 줄기세포가 존재하고,일생을 통하여 특정 부위에서 새로운 신경
원세포를 생성한다는 사실이 밝혀졌다.1-4따라서 향후 신경줄기세포의 증식,성장
및 분화에 대한 기초연구와 줄기세포의 가소성 (plasticity)을 이용하여 한번 손상되
면 특별한 치료 방법이 없는 난치성 신경계질환에 대한 세포 및 유전자치료를 시도
할 수 있어 신경계에 대한 재생 의학적 접근 가능성을 제시한다고 하겠다.최근에
난치성 신경계질환에 대한 유전자 및 세포 치료에 있어서 신경줄기세포를 이용하고
자 하는 관심이 커지고 있는 것도 이 때문이다.
신경줄기세포의 치료적 가능성을 요약해보면,먼저 신경줄기세포는 배양접시에서
쉽게 치료에 필요한 유전자를 세포에 전달할 수 있다.5-8간편하고 안전한 방법으로
뇌 혹은 척수 부위에 이식이 가능하고 이식 후 전체 중추신경계에 생착 및 통합된
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다.또한 외부에서 주입한 유전자를 직접적,지속적,그리고 조절되는 양상으로 분
비할 수 있다.6,9그리고 손상된 신경계에 신경줄기세포를 이식 했을 경우 전체 신경
계에 통합되어 미세환경신호를 받아 구조학적 및 기능적으로 적절한 신경세포로 분
화해 기능부전을 보이거나 사망한 신경세포를 대체하고,손상된 신경망을 재건해
중추신경계를 재생케 하는 가능성을 보인다.3,7,10이외에도 전체 신경계에 걸쳐 광범
위하게 이주(migration)하므로 국소성(focal)뿐만 아니라 전신성 신경계질환에 있어
서도 손상된 신경세포,모자라는 효소 및 신경영양인자 등 치료에 유용한 다양한
물질을 제공할 수 있다.1,2신경줄기세포를 이용해 유전자치료를 할 경우 기본적으로
유전자의 발현이 신경계에 국한되므로 유전자 치료에 따른 부작용을 최소화할 수
있다.줄기세포를 퇴행성 신경질환 동물모델에 이식하면 신경 병소에서 발현되는
여러 신호에 반응해 손상된 부위에 확고히 생착하고,신경손상 부위로 특이적으로
이주하며,적절한 신경세포로 분화해 손상된 신경세포를 대체 및 재생함을 보인다.
또 최근 조직공학의 발달로 개발되는 다양한 고분자화합물과 신경줄기세포를 공동
배양할 경우 신경세포뿐만 아니라 신경조직의 재생을 유도할 수 있다.5-12

신경줄기세포는 신경계에서 유래되었으므로 본태성 (intrinsic)으로 저 농도의 정상
신경세포 고유의 미만성 및 비미만성 인자 (lysosomalenzyme,신경영양인자,세포
외기저물질,세포유착인자,수초,homeoproteins등)를 분비하므로,외부에서 이입한
유전자의 표현이 비활성화 되어도 많은 치료적 및 신경발달학적으로 유용한 물질을
계속 제공할 수 있고,그 외에 아직 알려지지 않은 신경세포 특이 생리활성인자의
공급도 가능하다.13-15각각 다른 (비)바이러스성 vector를 사용하여 여러 종류의 외
부 유전자를 한 세포에 동시에 공급하여 표현케 할 수 있으며 이를 이용하여 외부
유전자산물 (geneproducts)을 전신성 뇌 병소 부위에 광범위하게 발현케 하는 경
우 기본적으로 유전자산물의 발현은 신경계에 국한되므로,정맥주사 등의 방법을
통한 신체 전반적으로 투여하는 경우에 비하여 유전자 치료에 따른 부작용을 최소
화할 수 있다.세포 이식 방법의 변화 시 원하는 치료인자를 필요로 하는 신경세포
들 근접부위에 주입할 수 있어 원거리에 존재하는 다른 신경세포들에 대한 부작용
도 최소화할 수 있다.16-19또한 한 종류 및 한 개체 설치류에서 신경줄기세포를 개
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발하여 같은 종 혹은 다른 종의 설치류에 뇌 이식 시,면역억제제를 사용하지 않아
도 특별한 거부반응이 없는 면역내성을 보이므로,한 종류의 신경줄기세포는 같은
종의 여러 개체에 효율적으로 사용될 수 있고,본 세포를 바이러스성 vectors를 만
드는 세포로 사용할 경우 생체 내에서 광범위하게 vectors를 분포시킬 수 있어,광
범위한 신경조직 부위에 바이러스성 vector-매개성 유전자 치료를 할 수도 있
다.14-17이 외에도 생분해성 합성 고분자화합물 (biodegradablesyntheticpolymer
matrix)과 공동배양 시 세포의 성장,증식 및 분화가 촉진되므로 신경줄기 세포를
조직 공학적 방법으로 이용하여 신경조직의 재생을 유도할 수 있을 뿐만 아니라 급
만성으로 진행하는 신경퇴행변성 (neurodegeneration)시 발생하는 신호에 반응하여
향성 (tropism)과 영양성 (trophism)을 보이는데,신경계에 이식 후 손상된 부위에
확고한 생착 및 외부 유전자 발현을 보이고,신경손상 부위로 특이적으로 이주하는
현상을 보이며,태아기 신경계뿐만 아니라 출생 후 신경손상 시에도 발현되는 신경
세포생성신호(neurogenicsignals)에 반응하여 적절한 신경세포로 분화하여 손상된
신경세포를 대체 및 재생함을 보인다.14,15,

신경줄기세포에 관한 많은 연구가 진행되어오고 있지만 아직까지 인간 신경줄기세
포의 증식 및 분화상태에서 동반되는 분자학적인 사건과 생물학적인 특징은 명확히
밝혀지지 않았는데,인간 신경줄기세포의 증식 및 분화상태에서 특이적으로 발현되
는 유전자의 동정과 기능분석이 중요하다.인간 신경줄기세포의 증식 및 분화 시
차별되게 발현되는 유전자를 확인하여 줄기세포의 증식 및 분화관련 유전자를 확인
할 수 있는데,차별 발현되는 유전자를 탐색하기 위한 기존의 geneexpression
profiling 방법으로는 microarray,differential display PCR (DD-PCR),serial
analysisofgeneexpression(SAGE),subtractivehybridization등을 들 수 있으나
높은 위 양성 (falsepositive),낮은 재현성 및 고 비용 등의 단점이 있다.최근
PCR 검사의 특이성 부족이라는 단점을 극복하고자 annealing controlprimer
(ACP)를 사용한 GenefishingPCR방법이 개발되었는데,ACPprimer가운데 부분
에 polydeoxyinosine을 넣어서 PCR과정에서 annealing온도를 아주 높게 하여도 특
이적으로 반응할 수 있게 하여 검사의 높은 위 양성율을 줄일 수 있다.15-20



- 7 -

이러한 연구는 신경줄기세포의 증식 및 분화관련 유전자를 확인하고 증식 및 분화
기전을 규명하여 효율적인 증식∙배양방법을 개발하고,특이적인 성숙한 신경세포
로 분화를 유도하여,신경계 이식 시 높은 생착력과 외부유전자 발현을 보이며,선
택적이고 특이적인 신경세포로 분화 유도하여 숙주 신경계에 구조적 및 기능적으로
적절히 통합되어 치료적 유용성이 높은 줄기세포를 확립케 하여 향후 신경줄기세포
의 임상적 적용에 도움이 될 것이다.
신생아 저산소성-허혈성 뇌 손상 (neonatalhypoxic-ischemicbraininjury)은 주산
기 가사 (perinatalasphyxia)에 의해서 신생아에서 발병하는 대표적 중증 신경계질
환으로 만삭아 1000명 출생아 중 2명에서 발병하고,미숙아의 경우 약 60%까지 발
생한다고 보고되며,이들 중 상당수에서 신경발달 장애소견을 보인다.18주산기
(perinatalperiod)의 허혈-저산소성 손상(hypoxic-ischemicdamage)은 신경계통에
커다란 피해를 주며 신생아(neonate)의 신경계통질환의 가장 중요한 원인이기도하
다.18,21 허혈에 의한 뇌의 손상은 일반적으로 대뇌겉질(cerebralcortex)이나 해마
(hippocampus)등의 부위에서 현저한 것으로 알려져 있으나 신생아에서는 사이뇌(간
뇌,diencephalon)와 더불어 바닥핵(기저핵,basalganglia)에 속하는 꼬리조가비핵
(caudateputamen),그리고 창백핵(담창구,globuspallidus)등에도 신경세포의 손상
이 두드러진다.이는 뇌 순환 장애로 뇌혈관에 의해 공급되는 뇌의 해부학적 부위
의 기능 이상을 일으켜 나타나는 질환으로 일시적 또는 영구적인 기능상실을 초래
한다.23-28질병 발병 이후 사망률과 예후는 뇌손상의 정도,손상위치,연령 등에 따라
다르게 나타나며 회복은 신경학적 회복과 기능적 회복으로 분류된다.신경학적 회
복은 발병 후 첫 2주 동안에 이루어지는데 회복되는 속도가 가장 빠르고 회복의
50%가 이 시기에 나타나며,기능적 회복은 외부환경,운동의 중재 유무,환자의 의
지력 등에 의해 좌우된다.29-31

현재까지의 연구에 의하면 손상된 중추신경계의 재생은 거의 불가능하거나 극히
제한적이기 때문에 대부분의 치료는 합병증을 예방하거나 비정상적인 운동 패턴과
경직을 감소시키는데 더욱 중점을 두어 왔다.또한 척수손상,뇌졸증 및 파킨슨 병
등에서 신경치료는 각종 동물 모델을 통한 연구가 활발히 진행 중이나,저산소성-
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허혈성 뇌손상 모델에 대한 연구는 그다지 많지 않은 편이다.22

뇌손상 후 신경 화학적 변화는 세포사 반응뿐만 아니라 내인성의 신경 보호 반응
도 함께 일어나 신경 보호 효과를 나타내는데 이러한 중요한 역할을 하는 것이 신
경영양인자(neurotrophin)이며,회복 과정에서 신경가소성을 이끄는 것으로 고려되
는 것 또한 신경영양인자이다.신경영양인자는 척추동물의 신경계 발생과정 중 신
경세포의 생존과 분화를 결정하는데 절대적으로 필요한 물질이다.32-34 예를 들어,
NGF(nervegrowthfactor)와 BDNF(Brain-DerivedNeurotrophicFactor)는 각각
감각신경세포와 운동신경세포의 생존에 중요한 역할을 할뿐만 아니라,척추동물의
발생과정에서 axon과 dendrite의 성장,새로운 시냅스의 형성 등 신경세포의 여러
활동에 많은 영향을 끼친다.34,35,38

BDNF는 NGF에 이어 발견된 신경영양인자로서 중추신경계에서 신경세포 생존과
분화뿐만 아니라 시냅스전달(synaptic transmission)과 시냅스 가소성(synapse
plasticity)의 분자기전에 필수적인 것으로 보이며,BDNF의 모든 기능은 그 수용체
TrkB와 결합하여 tyrosinekinase를 활성화시켜 다양한 세포 간 신호전달 경로의
방아쇠 역할을 하는 것으로 알려져 있다.35-37BDNF는 해마,편도체,시상,후각계의
투사 영역,신피질의 피라미드층,담창구,소뇌,상구 등에서 관찰된다.지금까지 알
려진 BDNF의 작용을 보면 신경유래(neuralcrest-derived)의 감각신경절세포,도파
민 함유 신경세포,세로토닌 함유 신경세포 등의 매우 다양한 종류의 신경세포에
대해서 생존이나 발달에 관여하는 영양인자의 기능을 가지고 있는 것으로 보고되었
다.33,34-38

이에 본 연구에서는 다양한 해부학적 부위 및 신경발달 단계에 있는 인간의 태아
중추신경계에서 유전자변형 없이 인간 신경줄기세포를 분리 및 배양하여 생체 외에
서 증식,성장 및 분화 특성을 확립하고,신경줄기세포를 이용한 치료를 통해 손상
된 신경 혹은 교세포를 대체하여 기존의 숙주 신경조직에 성공적으로 통합되고 적
합한 기능을 발휘하는 것이다.더 나아가 신경줄기세포의 효과를 보다 향상시키기
위해 각종 신경영양 인자 및 성장 인자를 이용한 유전자 치료와 병행하여 이식된
신경줄기세포의 생존,이동,분화 및 축삭의 성장 및 신경연접의 형성을 함께 고려
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하고 있다.즉,신생아 저산소성-허혈성 동물모델(neonatalhypoxic-ischemicbrain
injury)을 통해 인간신경줄기세포와 신경영양인자 BDNF를 발현하는 인간신경줄기
세포를 이식함으로써 공여세포의 이동과 공여세포의 생착 및 신경병소와의 특이적
관계를 관찰하고,신경세포로의 분화형태를 확인하며,뇌경색크기의 비교측정을 통
해 숙주 신경세포의 생존 혹은 세포사멸에 미치는 영향,모델동물에 있어서 신경학
적 증상 호전 여부 및 학습과 기억능력에 미치는 영향 등을 연구하고자 하였다.
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ⅡⅡⅡ...재재재료료료 및및및 방방방법법법

1.동물연구대상 모델

생후 7일의 CD-1(ICR)쥐에서 우측 경동맥(commoncarotidartery)를 노출시키
고 영구적으로 결찰 하여 허혈성 뇌손상을 유발하였다.2시간의 회복시간이 주어진
후 온도 조절장치와 산소 측정기(MAXTEC,Saltlakecity,UT,USA)가 장착된
chamber내에서 37℃,산소8%의 환경에서 1시간 30분 동안 유지하였다.이들은 모
두 동물 보호 규정에 의해 관리되며 12시간 간격의 light/darkcycle에서 유지하였
다.

2.인간 신경줄기세포의 배양

과학기술부 및 보건복지부의 생명윤리법안 연구지침을 따르고,세브란스병원 IRB
의 승낙을 받은 후,임신 13주에 자연 유산되어 사망한 태아의 종뇌 (telencephalon)
부위에서 사전에 보호자의 동의서를 획득한 후,일부 신경조직을 채취하여 신경줄
기세포를 배양하였다.Dulbecco'sModifiedEagleMedium (DMEM)/Ham'sF-12
(1:1)(GIBCO,Invitrogen,Carlsbad,CA,USA;이하 세포배양에 사용한 모든 재료
는 특이 기재 사항이 없는 한 GIBCO 社 제품임)에 1%의 N2 supplement,100
units/mlpenicillinGsodium과 100㎍/mlstreptomycinsulfate(1XP/S)의 항생제
를 첨가한 배지 (N2 배지)를 기본으로 배양하였고,mitogeniccytokines으로 20
ng/ml의 basicfibroblastgrowthfactor(bFGF;R&D,Minneapolis,MN,USA),8
㎍/ml의 heparin(Sigma,St.Louis,MO,USA),10ng/ml의 leukemiainhibitory
factor(LIF;Sigma,St.Louis,MO,USA)를 첨가하였다.3-4일마다 배지를 교환하
고 7-9일 마다 0.05% Trypsin/0.53mM EDTA(T/E;GIBCO)를 2분 30초간 처리하
여 계대 배양하였다.
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3.재조합 아데노바이러스의 제작 및 인간신경줄기세포에 감염

가.재조합 아데노바이러스의 제작

BDNF를 cloning하기 위하여 인간 신경줄기세포에서 mRNA 추출한 후 cDNA
합성하고, pGEM-T easy vector (Promega, Madison, WI, USA)에
subcloning(pGEM-T easy-BDNF)하였다.이때 cDNA의 양 끝단에 BglⅡ와 XhoI
restriction site를 tailing하였고 여기에서 얻은 각각의 plasmid를 다시 DH5α에
transformation한 후,CsCl2법으로 mega-prep하여 제한효소 (BglⅡ,XhoI)로 자른
후 전기영동하고,band를 분리 정제하여 pShuttle-IRES-hrGFPvector(Stratagene,
LaJolla,CA,USA)에 cloning하였다.Cloning 한 pShuttle-BDNF-IRES-hrGFP
Plasmid를 BJ5183strainE.coli.에 pAdEasy-1(E1,E3deletedAdenovirustype
5)와 co-transformation시켜 homologousrecombination을 유도하였다.이렇게 얻은
pAdEasy-BDNF-IRES-hrGFPPacI으로 digestion하여 homologousrecombination
을 확인하고, 293A cell에 CaCl2방법으로 transfection하여
Adeno-BDNF-IRES-hrGFP를 제작하였다.최종적으로 CsCl2 gradient방법으로 바
이러스를 dialysismembrane(Pierce,Rockford,IL,USA)으로 정제하여 CsCl2을 완
전히 제거하였다.Recombinantadeno-viruses의 replication competentvirus인지
여부를 A549plaqueassay를 이용하여 평가하고,virustiter는 293cells을 이용
plaqueassay하였다.또한 Purifiedviruses는 PBSwith30% sucrose에 넣어서 사
용 시까지 보관하였다.
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그그그림림림 111...BDDDNNNFFF를를를 발발발현현현하하하는는는 재재재조조조합합합 아아아데데데노노노바바바이이이러러러스스스 벡벡벡터터터 제제제작작작...
CAG promoter는 CMV immediateearly(ie)enhancer,chicken β-actinpromoter,
rabbit β-globin terminator로 구성되어 있다(노란색;CAG 프로모터,파란색;
BDNF,하늘색;IRES,초록색;hrGFP,빨간색;adenovirus genome).BDNF는
adenovirusgenome에 의하여 숙주 세포 내부로 전달되며,CAG프로모터에 의하여
발현된다.
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나.인간신경줄기세포에 아데노바이러스 감염

상기 제작된 Adeno-CAG-BDNF-hrGFP바이러스의 감염을 위해,인간신경줄기세
포를 N2배지를 기본으로 bFGF,heparin,LIF를 첨가하여 배양하였고 한 시간 후에
Adeno-CAG-BDNF-hrGFP바이러스를 35MOI로 세포에 감염시켰다.
감염 24-48시간 후 새로운 배지로 바꿔주고 형광현미경으로 관찰하여 감염 여부
와 안정성을 확인하였다.그리고 감염된 인간신경줄기세포에서의 BDNF발현 여부와
발현 정도를 확인하기 위해 ELISA 방법을 이용하여 신경영양인자 발현 여부 및 정
도를 확인 및 정량하였다.

4.    동물모델에 인간신경줄기세포 이식

실험동물군은 저산소성-허혈성 뇌손상 동물모델(hypoxic-ischemicbraininjury)에
인간 신경줄기세포를 이식한 군(HFT13군;n=36),BDNF를 발현하는 인간 신경줄기
세포를 이식한 군(HFT13-Ad-BDNF군;n=36)이고 대조군은 H-H buffer를 이식한
군(Vehicle군;n=36)으로 나누었다.
이식할 인간 신경줄기세포는 5-bromodeoxyuridine(BrdU,2μM)이 첨가된 배지에
서 5일간 배양하고,이식을 위하여 T/E 처리하여 단일세포로 만들고,남아있는
BrdU를 제거하기 위해 H-H buffer(1X Hanks’balanced saltsolution,10mM
HEPES,pH 7.4)로 3회 세척하고,0.05% trypanblue로 염색하여 8×104cells/㎕을 준
비하였다.이와 같이 준비된 인간 신경줄기세포는 이식할 때까지 얼음에 보관하였
다.이식 3일 전에 BDNF를 발현하는 재조합 아데노바이러스(Ad-CAG-BDNF
hrGFP)를 35MOI로 인간신경줄기세포에 감염시키고 H-H buffer로 3차례 세척하였
다.뇌손상을 유발한지 1주일 후 동물모델을 ketamine(50㎎/㎏)과 Rompun(10㎎/㎏)
으로 마취시키고,머리의 피부를 70% 알코올로 소독하고 절개한 후,micropipett을
이용하여 1×105cells/㎕의 세포 부유 액 총 12㎕를 쥐의 뇌경색 부위에 주사하였다.
수술도구는 모두 멸균 처리하여 사용하였고 수술부위는 요오드 연고로 소독하고 봉
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합하였으며,마취가 깰 때까지 37℃ warm pad에서 안정화시키고,이식된 인간 신경
줄기세포에 대한 면역거부반응을 막기 위해서 이식 하루 전부터 실험동물이 사망할
때까지 매일 cyclosporine(10mg/kg/day;종근당,서울,대한민국)을 증류수에 희석
하여 피하 주사하였다.

5.뇌경색 크기 측정 및 신경조직 화학적 평가

가.뇌경색 크기 측정

실험군 및 대조군 동물들은 행동평가가 모두 완료된 시점 (뇌손상 유발 후 12주
경)에서 뇌를 적출한 후 각각 4% paraformaldehyde로 고정한 후,30% sucrosein
1xPBS로 cryoprotection, OCT mounting medium에 얼렸다. 18㎛로
Bregma+3.2mm에서 Bregma-5mm까지 4절편 당 1절편씩 취하며 cryosection을 하
였다.각 절편은 54µm의 간격을 보인다.
각 조직은 Hematoxylin Gill.s formular(vecotor, Burlingame, CA, USA)과
Eosin-Y(sigma, St. Louis, MO, USA)으로 염색을 하고 Virtual
microscope(OlympusBX51,,Tokyo,JAPAN)으로 사진을 찍은 후 ImageJ(Broken
symmetrysoftware,NIH)를 이용해 면적을 구하였다.전체 뇌 부피와 뇌경색 부위
의 부피는 각 절편의 면적에 두께(18㎛)를 곱한 후 절편의 합을 구하고,뇌경색 부
피 비율은 정상 측 대뇌반구 부피에서 뇌경색 측 대뇌반구의 부피를 빼고 다시 정
상 측의 대뇌반구 부피로 나눈 후 100을 곱하여 정상 측 대뇌반구 부피에 대한 뇌
경색 부피의 비율(%)로 구하였다.뇌경색 부피 (Infarctionvolume)(%)=(정상 측
대뇌반구 부피-뇌경색 측 대뇌반구 부피)/정상 측 대뇌반구 부피 ×100

나.신경조직 화학적 평가

인간신경줄기세포를 이식한 동물의 뇌에서 인간신경줄기세포의 생착과 분포 그리
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고 분화정도를 알아보기 위해 면역조직화학염색법을 실시하였다.
실험군 및 대조군 동물들은 행동평가가 모두 완료된 시점(약 12주 후)에서 뇌를
적출한 후 각각 4% paraformaldehyde로 고정한 후,30% sucrosein 1xPBS로
cryoprotection,OCT mounting medium에 얼렸다.18㎛로 Bregma+3.2mm에서
Bregma-5mm까지 4절편당 1절편씩 취하며 cryosection을 하였다.각 절편은 54µm
의 간격을 보인다.
슬라이드를 blockingsolution(3% BovineSerum Albumin,10% NormalDonkey
Serum (NDS),0.2% Triton×100inPBS)에 실온에서 1시간 동안 반응 후,carrier
solution (3% NDS,0.2% Triton×100 in PBS)에 rabbitanti-GFP (Invitrogen;
1:200),mouseanti-TuJ1(Sigma;1:100),mouseanti-NeuN (Chemicon;1:40)항체
를 희석하여 4℃에서 하루 동안 반응하였다. 1X PBS로 3회 세척하고
Fluorescein(FITC)-conjugated anti-rabbit IgG (Vector Laboratories, INC.,
Burlingame,CA,USA;1:180)과 Texas red(TR)-conjugated anti-mouse IgG
(Vector;1:180)를 carriersolution에 희석하여 37℃에서 1시간 10분 반응하였다.다
시 1XPBS로 3회 세척 후 mounting하여 면역현광현미경으로 분석하였다.

6.동물모델 행동평가

실험동물군은 저산소성-허혈성 뇌손상 동물모델(hypoxic-ischemicbraininjury)
에 인간신경줄기세포를 이식한 군 (HFT13군;n=36),BDNF를 발현하는 인간신경줄
기세포를 이식한 군 (HFT13-Ad-BDNF군;n=36)이고 대조군은 H-H buffer를 이식
한 군 (Vehicle군;n=36)과 정상 쥐 군 (Intact군;n=21)으로 나누었다.
각 평가는 실험군과 대조군 모두 시행하며 인간신경줄기세포를 이식한지 3주 후
부터 2주 간격으로 11주까지 실시하였다.

가.Neurologicaltest:::
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동물의 꼬리를 잡고 들어 올렸을 때 (tailsuspension)앞다리의 굴곡(forelimb
flexion)및 몸통 뒤틀기(torsotwisting)관찰,동물을 평평한 바닥에 놓고 몸통을
뒤집을 때 자발적으로 돌아오는지 여부(rightreflection),동물의 앞다리를 실험대
경계에 놓고 뒷발을 천천히 신전시켰을 때의 반응(placingreaction),동물을 평평한
판위에 두고 살짝 던져 올렸을 때 발가락의 펴짐(toespreading)을 관찰하여 정상이
면 ‘0’,비정상이면 ‘1’을 주어 각 동물의 점수를 매겼다.실험군 및 대조군에서 세포
이식 3주후부터 2주 간격으로 11주까지 실시하였다.

나.Rata-Rodtest:::

운동조정기능(motor coordination)을 측정하기 위해 Rota-Rod(Columbus
Instruments,Columbus,OH,USA)는 지름3cm인 rotationrod위에 동물을 놓고 4∼
40rpm의 속력으로 회전하는 rod에서 동물이 떨어질 때까지의 시간을 5분 동안 측
정하였다.3차례 시행하여 평균 지속시간(meanlatency)을 분석하였고,실험군 및
대조군에서 세포이식 3주후부터 2주 간격으로 11주까지 실시하였다.

다.Wiremaneuvertest:::

상지근력(forelimbstrength)을 측정하기 위하여 wiremaneuvertest를 실시하였
다.지름이 2mm 되는 wire를 지상 60cm 높이에 150cm 길이로 설치하고,바닥은
짚을 10cm 높이로 깔아 떨어지는 충격을 감소시킨 후,앞발로 wire를 잡게 한 뒤,
쥐의 몸이 바닥과 수평이 되도록 유지한 상태에서 꼬리를 놓았다.쥐를 매달고 손
으로 몸을 받쳐서 처음 적응 하는 시간 10초를 준 후,최대 180초 동안 매달아 놓
고 쥐가 떨어지는 시간을 초단위로 기록하였다.실험군 및 대조군에서 세포이식 3
주후부터 2주 간격으로 11주까지 실시하였다.

라.Watermazetest:::
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해마를 이용하는 공간지각 학습능력검사를 인간 신경줄기세포 이식 후 12주에 시
행하였다.지름 90cm 높이 30cm 흰색 수조에 22℃물을 넣고 Skim Milk(Becton,
DickinsonandCompany,Sparks,MD,USA)를 혼합하여 불투명하게 하고 물 표면
에서 1.5cm 아래에 투명한 Plexiglas플랫폼을 북서쪽 사분면에 설치하였다.실험
동물마다 하루에 수조의 네 방위에서 실험동물의 수영을 시작하여 한번 씩 실험을
시행하며 6일간 계속하였다.한 시행마다 쥐가 헤엄쳐서 플랫폼에 위치하여 15초
동안 머무르게 하고 4분 동안 쥐의 젖은 털을 말려주었다.이때 쥐가 60초 동안 플
랫폼을 찾지 못하면 플랫폼으로 긴 막대를 이용하여 안내하여 주고 역시 15초 동안
머무르게 한다.6일간의 학습과정 후 7일차에 probetest를 실시하는데 이때는 플랫
폼을 제거하고 남동쪽 사분면에서 실험동물의 수영을 시작하여 60초 동안 어느 지
역에 쥐가 머무르는가를 측정하였다.이러한 전 과정은 video-trackingsystem으로
관찰되며 수영거리,플랫폼에 도달까지 시간,수영 속도,수영 지역을 수집,분석하
였다.

7.통계처리

각 실험군과 대조군의 뇌경색크기 측정 결과는 SPSS12.0forwindows를 이용하
여 통계 분석하였다.집단 간 통계적 차이는 유의수준 p값 0.05수준에서 검정하였
다.Neurologicaltest,Wiremaneuvertest,Rata-Rodtest,Watermazetest는 모
수분석의 onewayANOVA test와 unpairedT test를 실시하여 검정하였다.집단
간 통계적 차이는 역시 유의수준 p값 0.05수준에서 검정하였다.그리고 모든 자료는
mean±S.E.M (standarderrorofmean)으로 표기하였다
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ⅢⅢⅢ...결결결과과과

1.저산소성-허혈성 뇌손상 동물모델 확립

뇌손상을 유발 1주일 후 뇌 병변 여부를 확인하기 위해 우측 대뇌반구의 측면 및
후면을 육안으로 확인하여 손상 정도에 따라 경증손상 (mildinjury;우측 대뇌반구
의 30% 미만 손상),중등도 손상 (moderateinjury;우측 대뇌반구의 30-50% 손상),
중증 손상 (severeinjury;우측 대뇌반구의 50% 이상 손상)으로 분류하여 실험 대
상군으로 포함시켰다.
실험군 (HFT13군;n=47 ;HFT13-Ad-BDNF군;n=52)과 대조군 (Vehicle군;
n=55)에서 HFT13군은 경증손상이 15마리,중등도 손상이 14마리,중증 손상이 18
마리였으며,HFT13-Ad-BDNF군은 경증손상이 18마리,중등도 손상이 17마리,중
증 손상이 17마리였고,Vehicle군은 경증손상이 15마리,중등도 손상이 18마리,중증
손상이 22마리였다.대조군 및 실험군 모두에서 운동기능,뇌경색증 크기를 평가하
였고 면역조직학적 검사를 실시하였다.

2.재조합 아데노바이러스에 감염된 인간신경줄기세포의 BDNF발현량

Adeno-CAG-BDNF-hrGFP 바이러스를 인간신경줄기세포에 감염시켜 BDNF를
발현시킨다.아데노바이러스의 titer는 1.35x107PFU/ul이었다.감염된 인간 신경줄
기세포가 BDNF를 얼마나 발현하는지 알아보기 위해,인간 신경줄기세포에 상기의
바이러스를 35MOI로 감염시켰고,감염 48시간 후의 배지를 수집하여 BDNF발현
량을 ELISA 방법으로 측정하였다.
측정 결과 Adeno-CAG-BDNF-hrGFP가 감염된 인간신경줄기세포는 1×106cells에
서 48시간 동안 약 62.5ng의 발현량을 보였다.(그림 2.)
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그림 2.Adeno-CAG-BDNF-hrGFP 바이러스에 감염된 인간신경줄기세포에서
BDNF발현양.ELISA 측정결과 Adeno-CAG-BDNF-hrGFP에 감염된 인간신경줄
기세포 1×106cells에서 48시간 동안 약 62.5ng의 BDNF가 발현됨.
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3.저산소성 허혈성 뇌손상 부위에 BDNF발현 인간신경줄기세포의 이식과 생체 내
에서 공여세포의 생착,분화 및 신경영양효과

실험군 동물의 뇌에 BDNF와 GFP를 발현하는 BDNF발현 인간신경줄기세포를
이식하였을 때 뇌경색증 부위와 주변 대뇌피질 부위에서 GFP항체로 염색되는 공
여세포가 관찰되었다.(그림 3.A,B,E,F)(그림 4.A,C)이러한 GFP발현 공여세
포들의 특정 신경세포로의 분화여부를 확인하기 위하여 각각의 분화된 신경세포에
특이적으로 발현되는 단백질에 대한 항체를 이용해 면역조직화학 염색법을 실시하
였다.GFP를 발현하는 인간신경줄기세포의 약 80-90% 이상에서 초기 신경원세포
의 표지인자인 TUJ1을 발현하였고(그림 3.C-F),GFP양성 공여세포는 성숙 신경
원세포의 표지인자인 NeuN도 뇌경색 부위와 주위 대뇌피질 부위에서 발현함이 관
찰되었다(그림 5.A-C).또한 BDNF발현 인간신경줄기세포가 이식된 우측 대뇌반
구의 뇌손상 부위 주변 대뇌피질에서 NF(neurofilament)를 발현하는 신경원세포의
신경돌기의 신전이 발달되어 있음이 관찰되었다.(그림 4.D)아데노바이러스에 감염
되지 않은 인간신경줄기세포를 이식한 경우는 공여세포의 30% 정도가 신경원세포
로 분화하였고,일부는 성상세포 및 희소돌기아교세포와 같은 신경교세포로 분화하
였으며,일부는 미성숙세포의 표지자인 Nestine을 계속 발현하였다 (자료 표시하지
않음).
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그림 3.저산소성-허혈성 뇌손상 동물모델에 BDNF 발현 인간신경줄기세포 이식
후 공여세포의 생착 및 분화형태.뇌손상 부위에 BDNF발현 인간신경줄기세포 이
식하고 2-4주 후 면역조직화학 염색법을 실시하여 면역현광현미경으로 관찰.(((AAA,,,
BBB,,,EEE,,,FFF)))뇌손상 부위에 이식된 후 GFP발현 (greencolor)인간신경줄기세포는
뇌손상 부위 및 주변 대뇌피질 부위에 잘 생착함을 보이고,(C-F)GFP발현 공여
세포는 주로 초기 신경원세포의 표지인자인 TUJ1(redcolor)을 발현함을 보임 (화
살표,yellow 혹은 orangecolor).A,C,E;200배율,B,D,F;400배율
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그림 4.저산소성-허혈성 뇌손상 동물모델에 BDNF 발현 인간신경줄기세포 이식
후 공여세포의 생착 및 분화형태와 신경영양인자 발현 효과.뇌손상 부위에 BDNF
발현 인간신경줄기세포 이식하고 2-4주 후 면역조직화학 염색법을 실시하여 면역현
광현미경으로 관찰.(((AAA,,,CCC)))뇌손상 부위에 이식된 후 GFP발현 (greencolor)인간
신경줄기세포는 뇌손상 부위 및 주변 대뇌피질 부위에 잘 생착함을 보이고,(B,C)
GFP발현 공여세포는 주로 성숙 신경원세포의 표지인자인 NeuN (redcolor)을 발
현함을 보임.(DDD)))뇌손상 부위 주변 대뇌피질 부위에서 NF(redcolor)를 발현하는
신경원세포는 신경돌기의 신전이 발달되어 있어 이식된 줄기세포로부터 발현된
BDNF로 인한 신경영양인자 효과를 보임.A-D;200배율
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4.동물모델 뇌경색 크기 측정

저산소성 허혈성 뇌손상 동물모델에서 인간신경줄기세포 혹은 BDNF발현 인간신
경줄기세포를 이식한 실험군과 H-H buffer를 이식한 대조군에서 이식 12주 후 뇌
경색 크기를 측정하여 비교하여 보았다.Hematoxylin과 Eosin-Y의 염색을 통해 실
험군 (HFT13군;n=18;HFT13-Ad-BDNF군,n=15)과 대조군(Vehicle군,n=17)에서
뇌경색 크기를 측정하였는데, 정상 측 대뇌반구 부피에서 뇌경색 측 대뇌반구의
부피를 빼고 다시 정상 측의 대뇌반구 부피로 나눈 후 100을 곱하여 정상 측 대뇌
반구 부피에 대한 뇌경색 부피의 비율(%)을 구하였다.BDNF발현 인간신경줄기세
포 이식군과 신경줄기세포 이식군에서 대조군에 비해 뇌경색 부피 비율이 감소함을
보였는데, 인간신경줄기세포 이식군에서 뇌경색 부피 비율은 49.28±2.67
(mean±S.E.M)% 이고 대조군에서 뇌경색 부피 비율은 51.20±2.23%로 두 군 간에
통계적으로 유효한 차이를 보이지 않았지만,BDNF발현 인간신경줄기세포 이식군
에서는 뇌경색 부피 비율이 42.61±3.18%로 대조군에 비해 의의 있게 뇌손상 부피가
감소하였다 (그림 5).
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그림 5.저산소성 허혈성 뇌손상 모델에서 인간신경줄기세포 혹은 BDNF발현 인간
신경줄기세포를 이식한 실험군과 대조군에서 뇌경색 크기 비교평가. 인간신경줄기
세포 (Naive)혹은 BDNF 발현 인간신경줄기세포 (BDNF)이식군에서 대조군
(Vehicle)에 비해 뇌경색 부피 비율이 감소하는 경향을 보였으며,특히 BDNF발현
인간신경줄기세포 이식군에서 대조군에 비해 의의 있게 뇌경색 크기 비율이 감소함
을 보임.각 측정값은 mean±S.E.M으로 나타내었음.(*P<0.05.)
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5.동물모델에서 신경행동학적 평가

각 평가는 실험군과 대조군에서 인간신경줄기세포 혹은 H-H buffer를 이식한 후
3주부터 2주 간격으로 11주까지 실시하였다.각 측정값은 mean±S.E.M으로 나타내
었고 AnovaFisher̀sPLSD를 통해 통계 분석하였다.

가.Neurologicaltest

인간신경줄기세포 이식군 (HFT13군,n=15),BDNF발현 인간신경줄기세포 이식
군 (HFT13-AdBDNF군,n=16),Vehicle이식 대조군 (n=16)과 뇌손상을 유발하지
않은 age-matched정상 대조군 (Intact군,n=21)을 대상으로 신경학적 기능 평가를
관찰하기 위해 Neurologicaltest를 실시하여 neurologicalscore값을 비교하였다.
정상 대조군인 Intact군은 거의 정상 신경기능을 보여 neurologicalscore가 0점에
가까웠으며,HFT13군과 HFT13-AdBDNF군은 모두 대조군에 비해 Neurological
score가 감소하는 경향을 보였으나 통계적으로 모든 구간에서 유효한 차이를 보이
지는 않았다.그러나 세포이식 5주,7주,9주 및 11주에 일부 시점에서 실험군에서
vehicle을 주사한 대조군에 비해 의의 있게 neurologicalscore가 감소함을 보여 신
경학적 기능이 호전됨을 확인하였다 (그림 6).
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그림 6.저산소성 허혈성 뇌손상 모델에서 인간신경줄기세포 혹은 BDNF발현 인간
신경줄기세포를 이식한 실험군과 vehicle을 주사한 대조군 및 정상 동물 (Intact)에
서 이식 후 기간에 따른 neurologicaltest를 통한 신경학적 기능 평가.HFT13군 및
HFT13-AdBDNF군에서 Vehicle군에 비해 neurologicalscore가 감소하는 경향을
보이고,이식 후 5주부터 11주까지 일부 시점에서 유효한 차이를 나타냄.각 측정값
은 mean±S.E.M임 (*P<0.05:Vehicle군과 비교).
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나.Rota-Rodtest:::

운동조정기능 (motor coordination)을 측정하기 위해 HFT13군 (n=18),
HFT13-AdBDNF군 (n=16),vehicle군 (n=20)및 Intact군 (n=17)모두에서 5분간 3
차례 Rota-rod를 실시하여 평균 지속시간 (meanlatency)을 분석하였다.Intact군에
비해 HFT13군,HFT13-AdBDNF군 및 Vehicle군 모두에서 평균 지속시간이 짧았
으나 각 군 간에 의의 있는 차이를 보이지 않았다.HFT13군과 HFT13-AdBDNF군
의 평균 지속시간이 Vehicle군에 비해 증가한 경향을 보였으나 역시 통계학적으로
유효한 차이를 나타내지는 않았다 (그림 7).따라서 실험군이 대조군에 비해 유효하
게 운동조정기능이 향상되지 않았음을 보였다.
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그림 7.저산소성 허혈성 뇌손상 모델에서 인간신경줄기세포 혹은 BDNF발현 인간
신경줄기세포를 이식한 실험군과 vehicle을 주사한 대조군 및 정상 동물 (intact)에
서 이식 후 기간에 따른 Rota-Rodtest을 통한 운동조절능력의 비교평가.HFT13
군 및 HFT13-AdBDNF군이 Vehicle군에 비해 Rota-Rodtest상 평균 지속시간이
증가한 경향을 보였지만 통계적으로 유의하지는 않음.각 측정값은 mean±S.E.M임
(*P<0.05:Vehicle군과 비교).
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다.Wiremaneuvertest:::

세포이식 후 상지근력 (forelimbstrength)의 변화를 측정하기 위하여 HFT13군
(n=23), HFT13-AdBDNF군 (n=30), vehicle군 (n=26)및 Intact군 (n=10)에서
wiremaneuvertest를 실시하여 철사 줄에서 쥐가 떨어지는 시간을 초단위로 기록
하였다.이때 체중에 따른 영향을 배제하기 위해 실험은 모두 female동물모델을
통해서만 검정하였다.HFT13군,HFT13-AdBDNF군 및 Vehicle군 모두에서 Intact
군에 비해 철사에 매달려 있는 시간이 짧았으며,HFT13-AdBDNF군에서 Vehicle군
에 비해 매달려 있는 시간이 증가한 경향을 보였지만 통계적으로 유효한 차이를 나
타내지 않았다 (그림 8).따라서 실험군이 대조군에 비해 상지근력은 크게 향상되지
않았음을 확인하였다.



- 30 -

그림 8.저산소성 허혈성 뇌손상 모델에서 인간신경줄기세포 혹은 BDNF발현 인간
신경줄기세포를 이식한 실험군과 vehicle을 주사한 대조군 및 정상 동물 (intact)에
서 이식 후 기간에 따른 wire maneuvertest를 통해 상지근력의 비교평가.
HFT13-AdBDNF군이 Vehicle군에 비해 철사에 매달려 있는 시간이 증가한 경향을
보였지만 통계적으로 유의하지는 않음.각 측정값은 mean±S.E.M임 (*P<0.05:
Vehicle군과 비교).
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라.Watermazetest:::

실험군인 HFT13군 (n=27)및 HFT13-AdBDNF군 (n=35)과 대조군인 vehicle군
(n=34)및 Intact군 (n=21)에서 세포이식 후 학습능력의 변화를 보기위해서 6일 동
안 probe의 위치를 학습시켰는데,4개 군 모두에서 probe를 찾아가는 시간이 점차
줄어드는 것으로 보아 실험군과 대조군 모두에서 학습이 일어나고 있음을 알 수 있
었다 (그림 9A).정상 쥐인 Intact군이 가장 학습능력이 좋았으며 HFT13군과
HFT13-AdBDNF군 모두에서 Vehicle군에 비해 학습능력이 향상됨을 보였다.그러
나 HFT13군과 Vehicle군 간에는 통계학적으로 의미 있는 차이를 보이지는 않았고
HFT13-AdBDNF군이 Vihicle군보다 Probe를 찾아가는 시간이 일부 시점에서 유의
하게 감소한 것을 관찰할 수 있었다 (그림 9A).기억능력의 향상정도를 평가하기
위해 실험 7일째에 probe를 치우고 probe위치의 정반대 방향으로부터 수영을 시작
하여 쥐가 probe가 위치한 지역에 머무르는 시간을 통해서 기억능력을 측정하였는
데,실험군 HFT13군과 HFT13-Ad-BDNF군 모두 Vehicle군에 비해 Probe가 위치
한 지역에 머무는 시간이 증가했음을 관찰하였고 특히 HFT13-AdBDNF군이
Vehicle군보다 통계적으로 유효하게 Probe가 위치한 지역에 머무는 시간이 증가하
였다 (그림 9B).따라서 BDNF발현 인간신경줄기세포 이식군에서 대조군에 비해
기억능력이 향상됨을 확인할 수 있었다 (*P<0.05:Vehicle군과 비교).
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그림 9.저산소성 허혈성 뇌손상 모델에서 인간신경줄기세포 혹은 BDNF발현 인간
신경줄기세포를 이식한 실험군과 vehicle을 주사한 대조군 및 정상 동물 (Intact)에
서 이식 후 기간에 따른 watermazetest를 통해 학습 및 기억 능력의 비교평가.
(A)학습능력 측정에서 실험군과 대조군 모두에서 학습이 되는 것을 확인하였음.
HFT13군과 HFT13-AdBDNF군이 Vehicle군에 비해 학습능력이 향상됨.특히
HFT13-AdBDNF군은 Vihicle군보다 Probe를 찾아가는 시간이 일부 시점에서 통계
적으로 유의하게 감소하였음.(((BBB)))기억력 측정을 위한 Probe test에서 실험군
HFT13군과 HFT13-AdBDNF군 모두에서 Vehicle군에 비해 Probe가 위치한 지역에
머무는 시간이 증가하였음. 특히 HFT13-AdBDNF군이 Vehicle군보다 통계적으로
유효하게 Probe가 위치한 지역에 머무는 시간이 증가하였음. 각 측정값은
mean±S.E.M임 (*P<0.05:Vehicle군과 비교).
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ⅣⅣⅣⅣ. . . . 고 고 고 고 찰 찰 찰 찰 

신생아 저산소성-허혈성 뇌 손상 (neonatalhypoxic-ischemicbraininjury)은 주산
기 가사 (perinatalasphyxia)에 의해서 신생아에서 발병하는 대표적 중증 신경계질
환으로 태반조기박리,Umbilicalcordknot과 같은 원인에 의해 뇌에 공급되는 산소
와 피의 결핍 때문에 발생한다.39이러한 산소와 피의 결핍은 중추신경계 전반에 걸
쳐 세포사멸이 일어나게 되고 신경세포(neurons)와 신경교세포(glia)의 파괴는 소아
마비,정신지체,연하곤란,시각장애,청각장애,소두증,신경학적 장애와 행동적 장
애를 유발하고 심하면 사망에까지 이른다.39,40

신경줄기세포는 스스로 미분화된 상태로 증식할 수 있는 (self-renewal)능력을 유
지하면서 다양한 종류의 신경세포로 분화할 수 있는 분화의 다능력 (multipotency)
을 지닌 미성숙 신경세포를 의미한다.최근 수년간 많은 분야에서 줄기세포에 대한
연구가 이뤄지고 있고 시험관 내에서 줄기세포의 배양과 분화의 가능은 손상된 조
직을 치료하고자 하는 관심을 증대시켰다.1-3중추신경계의 재생 능력은 매우 낮은
편이기 때문에 다양한 신경학적 질환들로 인하여 소실된 신경기능의 자발적인 회복
을 기대하기는 힘들다.22

또한 저산소성-허혈성 뇌손상 모델은 수많은 유형의 신경세포(neurons)와 신경교
세포(glia)가 죽거나 기능을 상실하는 질병이기 때문에 이들 세포를 동시에 회복시
키기란 여간 어려운 문제가 아닐 수 없다.41-43그럼에도 불구하고 외부에서 이식된
신경줄기세포들이 뇌졸중 상태의 뇌를 복구할 수 있다는 기대할 수 있는 것은 뇌졸
중 직후 뇌의 뇌실인접 구역(subventricularzone,SVZ)에 위치한 신경줄기세포
(neuralstem cell)로부터 신경세포(neurons)의 생성이 증가되고 이 신경세포들이 손
상 부위로 이동하여 이미 죽은 신경세포들과 유사한 형질(phenotypes)을 발현하며
분화되는 것이 확인되었기 때문이다.44

현재 뇌졸중 모델에서 사람이나 생쥐의 골수세포(bonemarrow stromalcells)사
람의 제대혈세포(humancordbloodcells),사람의 태아 뇌에서 추출한 신경줄기세
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포를 배양하여 유도한 neurospheres를 뇌졸중 동물모델에 다양한 방법으로 이식하
여 그 효능을 알아보고 있고 줄기세포를 이용하여 뇌졸중 또는 뇌손상 등의 신경학
적 질환의 동물모델에 이식하는 경우 줄기세포가 손상부위로 이동하며 손상부위가
감소하고 기능이 회복되는 경향이 보고되기 시작하였다.45-47 이후 신경줄기세포가
서로 다른 조직의 다양한 세포들로 분화되는 가소성이 있다는 사실이 밝혀짐에 따
라 줄기세포를 이용한 방법은 난치성 뇌질환의 근본적인 치료 방법 중의 하나로 주
목 받게 되었다.48

각종 신경영양인자 및 성장 인자를 이용한 유전자 치료와 신경줄기세포 이식 치료
를 통해 중추신경 재생을 위한 연구가 현재 활발히 진행되고 있으며 일부에서는 임
상 적용으로 시도되고 있으나 치료 효과는 아직 불분명한 상태이다.32이를 위한 방
법으로 신경영양인자 및 성장인자를 직접 뇌실 내로 투여하여 그 효과에 대해 검증
하고자 연구하고 있지만 이러한 신경영양인자 및 성장인자는 그 활성도의 지속시간
이 짧고,활성이 상대적으로 떨어지고 비용적인 측면 때문에 어려움이 많았다.이러
한 문제점을 극복하고자 유전자전달 방법을 사용하여 좀 더 안정적이고 지속적으로
원하는 효과를 극대화 시킬 수 있을 것으로 기대하였다.
유전자 전달의 방법으로 현재 널리 쓰이는 바이러스는 아데노바이러스,렌티바이
러스,레트로바이러스,아데노관련 바이러스 등이 있다.아데노바이러스는 가장 오
랫동안 사용된 바이러스 수송체로서,바이러스내의 유전자의 발현 시간이 상대적으
로 짧다는 점과 세포의 분열여부와 상관이 없기 때문에 대부분의 세포에 적용이 가
능하다는 장점이 있다.하지만 포함할 수 있는 유전자의 크기가 제한된다는 단점과
면역독성의 문제점이 존재한다.49,50바이러스를 이용한 유전자의 전달 방법이 바이
러스 자체의 안정성과 바이러스가 도입된 세포의 암세포화 가능성도 무시할 수 없
기 때문에 위험성에 있어서 문제점을 안고 있는 것은 사실이다.하지만 많은 연구
결과에 의해 유전자조작을 통한 신경영양인자를 발현하는 신경줄기세포의 이식은
세포 스스로 신경영양인자를 생산 분비함으로써 세포를 재생하는데 뛰어난 효능을
발휘하며 이식된 신경줄기세포가 손상된 신경 혹은 교세포를 대체 (replacement)하
여 기존의 숙주 신경조직에 성공적으로 통합(integration)되고 적합한 기능을 발휘한
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다는 것이 밝혀졌다.45,46,51

또한 본 연구에서 사용한 아데노바이러스 벡터는 바이러스 particle을 형성하고 숙
주 감염에 필수적인 E1,E3유전자가 제거 된 벡터를 활용하여 최대한 안정성을 높
였고 신경줄기세포,신경영양인자 그리고 아데노바이러스의 장점만을 활용하여 실
험을 진행하였다.먼저 태아의 종뇌 (telencephalon)부위에서 얻은 인간신경줄기세포
를 배양하고 우리가 원하는 BDNF유전자를 삽입한 벡터와 플라스미드 형태의 바
이러스 벡터를 대장균 내에서 재조합하여 원하는 유전자를 발현하는 아데노바이러
스 벡터를 제작하였다.이렇게 제작된 벡터를 인간신경줄기세포에 감염시켜 동물모
델에 이식하였다.저산소성-허혈성 뇌손상 동물모델에 BDNF를 발현하는 인간 신
경줄기세포를 이식하여 신경학적,행동학적 능력에 호전이 있는지 확인하고자 하였
고 이식한 신경줄기세포가 숙주 내에서 생존하여 소실된 신경세포를 대체하고 분
화,이동,축삭의 성장 및 신경연접의 형성이 이루어지는 지를 관찰하고자 하였다.
연구 결과,이식한 공여세포는 저산소성-허혈성 뇌손상 동물모델의 뇌경색 부위에
서 확고히 생착하였으며,대부분 신경원세포로 분화하였음을 확인할 수 있었다.또
한 뇌손상 주위 대뇌피질 부위에서 숙주동물의 신경원세포의 신경돌기 신장이 발달
되어 있음을 확인하여 공여세포에서 분비된 BDNF가 숙주 신경세포에 영양인자로
작용함을 확인하였다.이와 같은 결과는 BDNF발현 인간신경줄기세포를 저산소성
허혈성 뇌손상 동물모델에 이식한 경우 공여세포는 뇌손상 부위에 잘 생착하고 신
경원세포로 분화하여 손상된 신경원세포를 대체하여 재생함을 보이고,공여세포에
서 분비된 신경영양인자는 숙주 뇌 신경세포에도 작용하여 신경돌기의 신장을 촉진
시켜 손상된 뇌 신경세포의 재생에 관여함을 알 수 있었다.
뇌경색 부피 비율(%)의 측정에 있어서도 HFT13군 HFT13-AdBDNF군의 뇌경색
크기가 감소하는 경향을 보였으며,HFT13-AdBDNF군의 경우 Vehicle군에 비해 통
계적으로 유효한 차이를 나타내었다.따라서 인간신경줄기세포의 뇌손상 부위 이식
은 손상된 부위에 잘 생착하여 치료적으로 유용한 세포 및 유전자를 전달 할 수 있
음을 확인하였고,이식한 인간신경세포의 대부분이 신경원세포로 분화하는 것을 통
해 손실된 신경원세포를 대체하고 신경회로를 재생할 수 있는 가능성을 제시하였으
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며 숙주 신경세포의 사멸을 예방하고 신경세포의 분화를 촉진시켜 신경재생 가능성
을 보여 주었다.
Rota-rodtest와 Wiremaneuvertest를 통한 운동능력 검사에 있어서 실험군이 대
조군에 비해 좋아지는 경향을 보이지만 통계적으로 의미 있는 차이를 보이지 않았
다.Neurologicaltest를 통한 신경학적 평가에서는 실험군이 대조군에 비해 신경학
적 능력이 호전되는 경향을 보였으며 일부 구간에서 통계적으로 유의한 차이를 나
타내었다.특히,Morriswatermazetest를 통한 학습과 기억 능력의 측정에 있어서
HFT13-AdBDNF군이 Vehicle군에 비해 통계적으로 유의하게 향상됨을 보였는데
신경영양인자인 BDNF는 주로 대뇌피질(cortex),전뇌 기저부 (basalforebrain)에서
활성화되고 특히 해마(hippocampus)에서 활성 된다는 것이 알려져 있기 때문에 운
동능력 보다 학습(Learning)과 기억(Memory)능력 향상에 보다 중요한 역할을 담
당하고 있다고 생각하였다.
이식한 신경줄기세포에서 분비되는 BDNF는 병변 주위의 숙주 신경세포의 사멸을
억제하고 새로운 혈관 생성을 유도 할 뿐만 아니라 신경원세포로의 분화와 발생에
효과를 보일 것으로 생각된다.또한 BDNF가 신경세포의 생존과 분화뿐만 아니라
시냅스전달 (synaptictransmission)과 시냅스 가소성 (synapseplasticity)을 활성화
에 중요한 역할을 하기 때문이라 생각된다.
결론적으로 저산소성-허혈성 뇌손상 동물모델에서 인간신경줄기세포 혹은 BDNF
발현 인간신경줄기세포의 뇌 손상 부위 이식은 공여세포가 신경원세포로 분화하여
손상된 신경세포를 대체하여 재생하고 신경회로의 재구성에 참여하며,인간신경줄
기세포에서 분비되는 신경영양인자의 작용으로 손상된 숙주 신경세포의 보호,사멸
방지 및 분화촉진을 유도하여 신경재생 효과를 유도하고,이식된 신경줄기세포에
의한 항염증작용 및 면역기능조절 작용에 의하여 뇌손상 감소 및 예방효과를 보일
수 있으며,내인성 신경줄기세포의 증식,이주 및 분화를 촉진하여 신경재생을 유발
할 것이라고 생각된다.
그러나 신경줄기세포의 이식을 통한 소실된 신경세포의 대체 및 재생은 아직까지
많은 점에서 한계가 있는데,이식된 신경줄기세포가 질병으로 인하여 소실된 신경
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원 및 신경교세포를 기능적으로 대치하기 위해서는 이식된 신경줄기세포의 생존,
분화,이동,축삭의 성장 및 신경연접의 형성과 같은 기본적인 과정들이 진행되어야
할뿐 아니라 이식된 후 신경줄기세포 고유의 문제점 혹은 세포의 환경적 요인들에
의해 상기 현상들이 제약을 받게 되기 때문이다.따라서 이식된 신경줄기세포의 생
존 향상,신경줄기세포의 분화의 조절 및 촉진,신경줄기세포에서 분화된 신경세포
의 축삭의 성장 그리고 숙주 신경조직과 이식 신경줄기세포의 기능적 통합을 촉진
시킬 수 있는 연구가 진행되어야 할 것이다.
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ⅤⅤⅤⅤ. . . . 결 결 결 결 론론론론

본 연구에서는 신경줄기세포와 신경영양인자인 BDNF의 특성을 이용하여 저산소
성-허혈성 뇌손상 모델과 같은 신경학적 질환에 대한 신경줄기세포 이용 세포 및
유전자치료의 신경재생효과를 확인하고자 하였고,난치성 신경계질환에 대한 새로
운 치료 방법을 제시하고자 하였다.이를 위해 먼저 합법적으로 유산된 인간 태아
사체의 중추신경계로부터 인간신경줄기세포를 배양하고,BDNF를 발현하는 아데노
바이러스를 제작하여 저산소성 허혈성 뇌손상 모델동물의 뇌에 인간신경줄기세포
및 BDNF발현 인간신경줄기세포를 이식하였다.세포 이식 후 면역화학검사를 통해
숙주동물의 뇌에서 공여세포의 생존과 생착을 관찰하였고,이식한 공여세포는 주로
신경원세포로 분화하였으며 공여세포로부터 분비된 BDNF는 뇌손상 주변 대뇌피질
부위에 있는 숙주 신경원세포의 신경돌기 신장을 촉진시킴을 확인하였다.또한 뇌
경색 크기 측정 결과 인간신경줄기세포 이식군 (HFT13군)과 BDNF발현 인간신경
줄기세포 이식군 (HFT13-AdBDNF)이 대조군인 Vehicle군에 비해 뇌경색 크기가
감소하는 것을 확인할 수 있었고,운동 및 신경행동능력 검사에 있어서는 상지근력
능력과 운동조정기능에서는 실험군과 대조군에서 유효한 차이를 보이지는 않았지
만,Neurologicaltest와 Morris water maze test에서는 HFT13-AdBDNF군이
Vehicle군에 비해 통계적으로 의의 있는 차이를 보여 신경학적 능력 및 학습과 기
억능력이 호전되었음을 확인할 수 있었다.
이러한 실험은 향후 인간신경줄기세포의 적절한 신경세포로의 분화유도,신경줄기
세포를 통한 신경영양인자의 공급 및 염증반응의 감소 유도 등을 통하여 다방면에
서 효율적인 세포 및 유전자치료 적용 가능성을 평가하는데 유용될 수 있을 것이
다.또한 BDNF를 발현하는 인간신경줄기세포와 같이 유전자 조작 줄기세포를 활용
하는 연구는 앞으로 난치성 질환 치료를 위하여 유용될 수 있을 것이다.
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   Neonatal hypoxic-ischemic (HI) brain injury is the disruption of blood and oxygen 

delivery to the brain of a newborn infant. It represents a major cause of neurological 

injury in newborn infants. Neonatal HI brain injury occurs in 1-2 of 1,000 live term 

births, and -60% of the preterm infants who are afflicted with this type of injury 

sustain permanent brain damage. HI damage usually occurs in the cerebral cortex and 

hippocampus, but during the perinatal period, it occurs in the diencephalon, caudate 

nucleus, putamen, globus pallidus, and basal ganglia. This leads to long-lasting 

devastating disorders.

 According to a number of recent researches on this subject, the central nervous system 

(CNS) cannot be regenerated. Therefore, most of the therapeutic approaches to CNS 

injury focus on neuroprotection and the reduction of neuronal damage. While many 

studies have endeavored to develop novel therapeutic modalities using animal models of 

Parkinson’s disease, stroke, and spinal-cord injury, relatively few studies have been 

conducted using a neonatal HI brain injury model despite the fact that HI brain injury 

in newborn infants results in serious permanent developmental and neurological 

handicaps as well as socioeconomic problems. Therefore, the development of new 

fundamental therapeutic tools for reducing neuronal injury and for neuroregeneration is 
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urgently needed.

 Neural stem cells (NSCs) are immature and undifferentiated and are characterized by 

the ability to renew themselves through mitotic cell division. They also show 

multipotency-differentiating, specialized cell types, such as neuron and glia. When NSCs 

were implanted into a diseased or injured nervous system, they showed not only 

preferential extensive migration to and engraftment within areas with discrete as well as 

diffuse abnormalities, but also the capability to replace diseased tissue in an appropriate 

manner. Therefore, NSCs could be harnessed to develop cell- and stem-cell-based gene 

therapy for intractable neurological disorders.

 After sustaining brain injury, there are responses to neuronal apoptosis and a more 

potent capacity for endogenous regeneration and neuroprotection because of the 

neurotrophins. Neurotrophins are a family of proteins that induce the survival, 

development, and function of the neurons. Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) is 

known not only to play a role in inducing neurogenesis and neural development but 

also as being essential for synaptic transmission and plasticity.

 In this study, to investigate the therapeutic potentials of human neural stem cells 

(hNSCs) in a neonatal HI brain injury model, postnatal-day-7 (P7) CD-1 mice were 

subjected to unilateral right-common-carotid-artery ligation to induce ischemic brain 

injury. They were then exposed to 8% oxygen for 90 min, which induced HI brain 

injury. hNSCs were cultured from the telencephalon of a fetal cadaver at 13 weeks of 

gestational age and were engineered to express BDNF by adenoviral vector before 

transplantation. Seven days after the induction of HI brain injury, the hNSCs and 

BDNF-expressing hNSCs, as well as a vehicle, were injected into the HI-brain-injured 

lesions, respectively.

 As a result, the mice into which BDNF-expressing hNSCs had been transplanted 

showed a significant reduction of the HI-injured brain volume compared to the 

vehicle-injected control group. The mice with HI brain injury into which hNSCs and 

BDNF-expressing hNSCs had been transplanted obtained better neurological scores in the 

neurological test that was conducted compared to the control group, and the mice into 

which BDNF-expressing hNSCs had been implanted showed better learning and memory 

functions compared to the control group in the Morris Water maze test that was 

administered. There was no significant difference, however, between the cells-injected 

experimental group and the control group in the rota-rod and wire maneuver test. The 
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mice into which hNSCs and BDNF-expressing hNSCs had been transplanted showed 

robust engraftment and foreign-gene expression (GFP and BDNF) within their HI-injured 

brain lesions. The BDNF-expressing hNSCs were mainly differentiated into the neurons 

in the HI-injured lesions and the adjacent cortical penumbra. In addition, the BDNF that 

had been secreted from the donor-derived cells appeared to develop neurites extension 

and arborization in the host cortical neurons in the cortical penumbra.

 In conclusion, the results of this study suggest that the transplantation of hNSCs or 

BDNF-expressing hNSCs into a neonatal HI brain injury model provides novel cell- and 

stem-cell-based gene therapy, which could induce significant neuroprotection and could 

significantly improve the neurological and cognitive functions. Therefore, the therapeutic 

potentials of hNSCs or BDNF-expressing hNSCs transplantation could be exploited for 

the treatment of HI brain injury in newborn infants.

-------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

KeyWords : Hypoxic-ischemic brain injury, human neural stem cells (hNSCs), brain-derived 

neurotrophic factor (BDNF), transplantation, cell therapy, gene therapy
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