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중간엽줄기세포 (mesenchymal stem cells, MSCs)는 골수에

존재하는 성체줄기세포 중 하나로서 미분화 상태에서 증식할

수 있는 능력을 가지며, 뼈세포, 연골세포 및 지방세포와 같은

중배엽성 세포로 분화할 수 있는 다중분화능(multipotency)을

가지고 있다 (Pittenger et al., 1999; Makino et al., 1999). 최근

중간엽줄기세포가 심근세포 (Shumakov et al., 2003)나 신경세

포로 (Sanchez-Ramos et al., 2000; Woodbury et al., 2000) 분화

(transdifferentiation)할 수 있다는 가능성이 보고되면서, 자가

이식에 의한 세포치료제나 유전자치료제의 도구로 사용하고

자 하는 노력이 증 되고 있다. 이러한 중간엽줄기세포가 치

료제로 이용되기 위해서는 배양 조건의 표준화와 세포의 원

료규격에 한 과학적인 기준을 마련하는 것이 선행되어야

할 것이다.

중간엽줄기세포가 세포배양용기에 잘 달라붙는 성격을 이

용하여 골수에서 분리하고, 다중분화능을 유지시키면서 시험

관 내에서 배양시키는 조건에 한 연구가 보고되었다. 그 중

성장인자는 중간엽줄기세포의 증식을 촉진시켜 관심의 상

이 되어왔지만, 그 효과에 있어서는 연구자간에 차이를 보이

고 있다 (Bruder et al., 1997). Platelet derived growth factor

(PDGF)와 transforming growth factor-β (TGF-β)가 사람의 중

간엽줄기세포의 콜로니 형성을 촉진시키고 (Kuznesov et al.,

1997),  bFGF도 중간엽줄기세포의 성장을 촉진시킨다고 보고

되었다 (Muraglia et al., 2000). 반면에 Gronthos와 Simmons

(1995)는 PDGF와 epidermal growth factor (EGF)가 콜로니 형

성은 촉진시키지만, basic fibroblast growth factor (bFGF)와

TGF-β는 효과가 없다고 보고하 다. 이러한 연구자간의 상반
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중간엽줄기세포는 중배엽유래의 세포로 분화할 수 있는 다분화능을 갖는 줄기세포로서 골수에서 쉽게 채취할 수 있다. 본

연구에서는 사람의 중간엽줄기세포를 시험관내에서 장기간 배양시 세포의 증식과 다분화능에 있어서 basic fibroblast growth

factor (bFGF)의 향을 조사하 다.

세포를 배양할 수 있는 최적의 조건을 설정하기 위하여 여러 성장인자를 시험하 다. Hepatic growth factor (HGF)와

leukemia inhibitory factor (LIF)는 골수에서 분리한 중간엽줄기세포의 증식에 별다른 향을 주지 않았으나, bFGF는 시험관내

에서 세포의 성장을 3배 정도 증가시켰으며, 그 효과에 있어서 bFGF의 농도가 10 ng/mL 이상인 경우에는 큰 차이가 없었다.

저연령층의 골수에서 추출한 중간엽줄기세포는 bFGF의 존재와 상관없이 지방세포, 뼈세포, 연골세포로 분화하는 잠재력을

유지하고 있었으며 CD9, CD13, CD15, CD90, CD137, CD140b에 양성이었고, CD14, CD34, CD45에는 음성이었으며, 정상적인

핵형을 유지하고 있었다. 반면에 고령의 공여자로부터 분리한 중간엽줄기세포는 bFGF가 없을 경우 지방세포로의 분화능이

현격히 낮았으나, bFGF가 있는 경우에는 지방세포 및 뼈세포로의 분화능이 유지되었다. 또한 bFGF가 첨가된 배양액에서 증

식시킨 중간엽줄기세포는 미분화상태에서도 이미 신경줄기세포의 표지자인 nestin과 신경세포의 표지자인 β-tubulin III을 발

현하고 있었다. 이러한 결과는 bFGF가 사람의 중간엽줄기세포의 증식과 다분화능을 유지시키는데 중요한 성장인자로 작용

함을 의미하고 있다. 또한, 중간엽줄기세포를 신경계질환의 세포치료제로서 사용하기 위해서는 미분화상태와 신경세포로 분

화된 후를 구별할 수 있는 새로운 표식인자가 필요함을 제시하고 있다.

찾아보기 낱말 : 중간엽줄기세포, Basic fibroblast growth factor, Transdifferentiation
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된 보고는 미세한 실험조건의 차이에 기인하는 것으로 여겨

지며, 따라서 그 결과 얻어지는 중간엽줄기세포의 특성도 다

를 수 있음을 시사한다. 

최근 중간엽줄기세포가 비중배엽성세포로 분화할 수 있는

잠재력이 있는 것이 알려지면서, 신경계질환의 세포치료제로

이용될 수 있는 가능성이 높아지고 있다. 중간엽줄기세포는

성장인자나 호르몬을 처리에 의해 일부 세포가 신경세포의

형질을 나타내었으나, 그 효율은 매우 낮은 것으로 보고되고

있다 (Sanchez-Ramos et al., 2000; Woodbury et al., 2000). 현재

는 신경세포로의 분화 효율을 높이는 연구가 매우 활발하게

진행 중이다. 이와 병행하여 신경세포로 분화시킨 세포와 미

분화상태의 중간엽줄기세포를 구별할 수 있는 표식인자를 발

굴하는 것이 이 분야에서 점차 중요한 과제로 두되고 있다.

따라서 본 연구에서는 먼저 중간엽줄기세포의 자가증식력

을 촉진하고 다중분화능 유지에 필요한 성장인자를 탐색하고,

세포의 분화능을 유지하는데 성장인자의 향을 비교 조사하

다. 또한, 중간엽줄기세포와 분화된 신경세포를 구별하는 방

법으로 기존에 알려진 표식인자의 적용 가능성을 알아보았다. 

재료 및 방법

1. 중간엽줄기세포의 분리 및 배양

중간엽줄기세포의 분리를 위해 10~15세의 공여자 4명 및

75세의 공여자로부터 골수를 공여받아 실험에 사용하 다.

HISTOPAQUE-1077 (Sigma) 도구배 원심분리를 통해 약

5 mL의 골수에서 단핵구세포를 분리하 다. 분리한 세포는

1-2 ×107/100 mm dish의 도로 배양액(10% FBS, 100 IU/mL

penicillin과 100 µg/mL streptomycin를 포함하는 DMEM)에서

배양하 고, 4시간이 경과한 후 새로운 배양액으로 교체하여

배양용기에 달라붙지 않은 세포를 제거하 다. 세포의 배양은

매 2일마다 새로운 배양액으로 바꾸어 주면서 1~2주 동안

배양하 다. 세포가 배양용기에 80~90% 차게 되면 0.25%

trypsin과 1 mM EDTA를 이용하여 배양용기에서 떼어낸 후,

새로운 배양용기에 1 : 20 비율로 희석하여 계 배양하 다. 이

때를 중간엽줄기세포의 1차 계 배양으로 정의하 다. 나머지

세포는 10% DMSO가 포함된 배양액에서 서서히 냉동시킨

후, 최종적으로 액체질소에 보관하 다.

2. 세포의 성장속도 측정

첫 번째 계 배양 후 얻어진 세포를 96-well 배양용기에 3

×103/well씩 되도록 분주하고 배양액을 넣어준 후 12~16시

간 동안 CO2 세포배양기 안에서 배양하여 세포가 배양용기에

붙도록 안정화시켰다. 성장인자에 의한 세포의 증식속도를 측

정하기 위해서, basic fibroblast growth factor 10 ng/mL (bFGF;

동아제약), hepatocyte growth factor (HGF; 아주의 이재호박

사로부터 공여받음) 100 U/mL, 또는 1,000 U/mL의 leukemia

inhibitory factor (LIF; GibcoBRL)를 포함하는 새로운 배양액

으로 교체하 으며, 매 2일마다 새로운 배양액으로 교체하면

서 6일간 배양하 다. 세포수는 trypsin을 이용하여 세포를 배

양용기에서 떼어낸 후 2% trypan blue로 염색한 후, 죽은 세포

는 제외하고 살아있는 세포만을 haemocytometer를 이용하여

측정하 다. bFGF의 농도에 따른 향을 조사하기 위해서,

bFGF의 농도를 10~100 ng/mL로 변화시키면서 6일간 배양

하 다. 배양액은 매 2일마다 같은 농도의 bFGF를 포함하는

새로운 배양액으로 바꾸어 주었고, 2일 간격으로 위와 동일한

방법으로 살아있는 세포만을 측정하 다. 모든 실험은 각각 3

번씩 수행하여 결과를 평균치±표준오차로 나타내었다.

3. 중배엽성세포로의 분화유도를 통한 다중분화능의 확인

배양한 중간엽줄기세포의 다중분화능을 확인하기 위하여

Pittenger 등(1999)의 방법에 따라 다음과 같이 분화를 유도하

다. 뼈세포로의 분화는 10% FBS, 10 mM β-glycerol phos-

phate, 50 µM ascorbate-2-phosphate와 10-7 M dexamethasone

을 포함하는 DMEM 배지에서 14일간 배양하여 분화시킨 후

alkaline phosphatase의 활성을 측정하고, 칼슘의 축적을 von

Kossa염색을 통해 확인하 다. 지방세포로의 분화는 10%

FBS, 10-7 M dexamethasone과 10 µg/mL insulin을 포함하는

DMEM에서 2일간 분화를 유도한 후, 배양액을 10% FBS과

10 µg/mL insulin을 포함하는 DMEM으로 바꾼 후 2주간 배양

하 다. 지방세포로의 분화는 Oil Red-O염색으로 세포 내에

축적된 지방방울을 염색하여 확인하 다. 연골세포로 분화를

유도하기 위해서는 5×105 정도의 세포를 300×g에서 5분간

원심분리하여 세포덩어리를 만든 후 10 ng/mL TGF-β1을 포

함하는 DMEM 배지에서 3주간 배양하 다. 분화유도된 연골

조직은 파라핀포매 과정을 거쳐 6 µm 연속절편을 제작한 후

Alcian blue염색과 nuclear fast red 조염색을 통해 산성점액

다당류와 연골소강이 형성되는 것으로 확인하 다.

4. 유세포분석 (flow cytometry) 및 핵형 (karyotype) 분석

배양한 세포를 25 mM EDTA를 포함하는 PBS용액과 피펫

을 이용하여 배양용기에서 떼어낸 후, FACS용액 (2% BSA,

0.1% sodium azide (Sigma)를 포함하는 PBS용액)으로 세척하

다. 세척된 세포를 2×105개씩 분주하여, FITC-coupled

anti-CD3, CD5, CD9, CD10, CD13, CD14, CD15, CD25, CD30,

CD34, CD61, CD90, CD178 항체 또는 Phycoerythrin-coupled

anti-CD105, CD117, CD140b, CD200, CD210, CD212, CD220,

CD231 항체로 4�C에서 1시간 반응시킨 후, 세척하고 1%

paraformaldehyde를 포함하는 FACS용액에 부유시켰다. 비특

이적인 형광신호는 동형 면역 로블린의 생쥐 단클론항체와



세포를 반응시킴으로써 측정하 다. 결과는 FACS Vantage

(Becton-Dickinson) 기기를 통해 10,000 이상의 신호를 모아

Cell-Quest software program (Becton-Dickson)을 이용하여 분

석하 다. 

핵형분석은 세포를 10 µg/mL colcemid 용액 (GibcoBRL)에

서 2시간 동안 배양한 후 trypsin을 처리하여 단일세포로 분

리한 후 500×g에서 5분간 원심분리하여 세포침전물로 얻었

다. 세포침전물에 0.075 M KCl 용액을 넣은 후 20분간 37�C에

서 반응시킨 후, methanol:glacial acetic acid (3 : 1) 혼합액으로

고정하여 Giemsa 염색을 수행한 후 핵형을 관찰하 다.

5. RT-PCR

Trizol (Tel-Test Inc.)을 이용하여 세포에서 회수한 RNA 시

료를 1st strand cDNA synthesis kit (Roche)를 이용하여 역전사

시켜 cDNA를 얻은 후, nestin과 GAPDH에 특이적인 primer

를 이용하여 PCR를 수행하 다. 사용한 primer의 염기서열은

다음과 같다. 

Human nestin의 primer는 5′-GGCAGCGTTGGAACAGA-

GGTTGGA-3′ (forward), 5′-CTCTAAACTGGAGTGGTCA-

GGGCT-3′ (reverse)이며, human GAPDH의 primer는 5′-
CCACAGTCCATGCCATCACT-3′ (forward), 5′-GAGCTTGA-

CAAAGTGGTCGT-3′ (reverse)로서 각각 718 bp와 403 bp의

PCR 산물을 agarose gel상에서 확인하 다.

6. Western 분석

배양한 세포를 scraper를 이용하여 회수한 후, 2% sodium

dodecylsulfate, 10% glycerol, 50 mM DTT를 포함하는 62.5

mM Tris-HCl, pH 6.8 용액에 넣고 5분간 끓인 후 불용성 침

전물을 제거한 후 동량의 단백질을 10% polyacrylamide-gel에

서 전기 동하 다.  Gel 내의 단백질을 PVDF  membrane

(Schleicher & Schuell)으로 옮겨준 후, 5% 탈지분유와 0.1%

Tween 20이 포함된 tris-buffered saline 완충액 (TBST)으로 상

김성수, 최정원, 곽규범, 이 돈, 서해 511

Fig. 1. bFGF enhances proliferation of MSCs in vitro. MSCs were isolated from 4 independent donors. Primary cultures were plated at a density of 3
×103 cells per 96-well plate and incubated in the presence of 10 ng/mL bFGF, 100 U/mL HGF, or 1,000 U/mL LIF for 6 days. At indicated
time, the total number of live cells was counted by trypan blue dye exclusion method. Experiments were carried out in duplicates and data are
shown as the averages±S.E. of three independent experiments. 
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온에서 1시간 동안 반응시킨 후 anti-β-tubulin III 항체(Tuj-1,

Covance)를 1 : 1000으로 희석하여 4�C에서 16시간 동안 반응

시켰다. TBST 용액으로 10분씩 3회 세척한 후, HRP-conjuga-

ted anti-mouse IgG (Zymed, 1 : 5000 희석)를 넣고 1시간 반응

시켰다. TBST 용액으로 다시 3회 세척한 후 chemilumines-

cence kit (Supersignal, Pierce Chemical Co.)로 반응시킨 후 X-

ray 필름에 감광시켰다. 양성 조군으로는 생쥐의 뇌조직 단

백질을 추출하여 이용하 다.

7. 면역형광염색

배양한 세포를 poly-L-ornithine (10 µg/mL)이 코팅된 커버

라스에 12시간 동안 부착시키고, 4% paraformaldehyde로 10

분간 고정하 다. 비특이적 면역반응을 없애기 위해 1% bov-

ine serum albumin과 10% horse serum이 포함된 용액에서 상

온에서 1시간 반응시켰다. 커버 라스를 1차 항체인 anti-nes-

tin (Chemicon, 1 : 500) 또는 anti-β-tubuline III (Covance,

1 : 500)을 포함한 0.1% Triton X-100이 들어 있는 PBS 용액으

로 옮겨준 후 4�C에서 16시간 반응시켰다. 1차 항체 반응 후

0.1% Triton X-100이 들어 있는 PBS 용액으로 3회 씻어낸 다

음 2차 항체로 Texas red conjugated anti-mouse IgG (Vector,

1 : 200) 를 실온에서 30분간 반응시켰다. 조염색으로 세포핵

을 DAPI (Vector)로 염색한 후 형광현미경으로 관찰하 다. 

결 과

1. 성장인자의 증식 촉진 효과

중간엽줄기세포의 성장 속도에 미치는 HGF, LIF 및 bFGF

의 향을 96-well 세포 배양판에서 확인하 다. 줄기세포의

성장을 촉진하는 것으로 기존에 알려진 농도에서 LIF나 HGF

가 중간엽줄기세포의 성장에 미치는 향은 매우 미미하 으

며 (donor 1), 그 효과도 공여자에 따라 차이가 있었다. 반면에

bFGF를 배지에 첨가한 경우는 중간엽줄기세포의 수가 2~4

일 사이에 현격하게 증가하 으며, 6일에 가까워지면서 이러

한 증가추세는 다소 둔화되는 경향을 보 다. 그 결과 bFGF

를 10 ng/mL로 처리하여 1주일 만에 세포수를 약 3배 가량

증가시킬 수 있었으며, 이러한 bFGF의 효과는 4명의 공여자

로부터 유래한 모든 세포에서 공통적으로 관찰되어, 성장을

촉진시키는 효과가 매우 일관성 있음을 보여주고 있다 (Fig.

1). 또 bFGF를 10~100 ng/mL 사이에서 농도별로 처리하 을

때, 2~4일 사이에는 모든 경우 세포수가 현격하게 증가하

으며 (Fig. 2A), 10 ng/mL에 비하여 50~100 ng/mL을 처리한

경우에는 그 증가속도가 6일까지 조금 더 지속되는 경향을

보 다. 본 연구에서는 배양액을 비교적 농도의 향이 적은

2일마다 교체해주므로, 다음 연구에 사용할 중간엽줄기세포는

배양액에 bFGF를 10 ng/mL의 농도로 첨가해주면서 증식시켰

다(Fig. 2A). 

2. 중간엽줄기세포의 다중분화능 검증

배양한 중간엽줄기세포의 다중분화능을 측정하기 위하여

Pittenger 등 (1999)의 방법으로 분화를 유도하 다. 분화된 세

포의 형질은 조직학적염색을 통해 확인하 다. 10~15세 공

Fig. 2. Multi-lineage differentiation of MSCs. (A) MSCs were plated
at various concentration of bFGF. The total number of live cells
was plotted at indicated time. Experiments were carried out in
duplicates and data are shown as the averages±S.E. of three
independent experiments. (B-E) MSCs isolated from younger
donors were grown to the passage 8 and were induced to diffe-
rentiate into mesodermal lineage cells using various differe-
ntiation medium as described in the Materials and Methods. (B)
Adipogenic induction was visualized with staining of lipid
vacuoles by Oil red-O. (C) Chondrogenesis was demonstrated
with increased proteoglycan-rich extracellular matrix, shown
by Alcian blue staining. (D) Osteogenic differentiation was
demonstrated by the increased alkaline phosphatase activity,
and (E) the accumulation of minerals by von Kossa stain. 
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여자의 골수에서 유래한 중간엽줄기세포를 FGF가 첨가된 배

양액에서 8번 계 배양을 한 후 지방세포로 분화를 유도하고

Oil Red-O 염색을 수행한 결과 60% 이상의 세포가 지방세포

로 분화함을 확인하 다 (Fig. 2B). 75세 공여자로부터 분리한

중간엽줄기세포를 bFGF가 첨가된 배양액에서 증식시켰을 때

는 약 30% 정도가 지방세포로 분화하 지만, 반면에 같은 세

포를 bFGF가 없는 조건에서 배양하면 지방세포로의 분화하

는 효율이 5% 미만으로 낮아졌다 (Fig. 3). 이에 비해서 bFGF

가 없는 조건에서 배양한 75세 공여자의 세포는 calcium

mineral의 축적정도가 다소 감소하 지만 모든 세포에서

alkaline phosphatase의 활성이 나타나는 것으로 미루어 고령

자에게서 뼈세포로 분화하는 능력은 bFGF의 향은 받지만

그 효과는 지방세포로의 분화시보다 훨씬 낮은 것으로 나타

났다 (Fig. 3). 반면에 연골세포로 분화하는 능력은 연령과

bFGF의 처리여부와 큰 상관관계가 없는 것으로 나타났다. 즉

TGF-β1이 존재하는 조건에서 3주간 분화시킨 결과, 여러층

의 세포기질층과 연골소강이 관찰되었고, polyaniline alcian

blue에 의해 파란색으로 염색되는 chondroitin sulfate의 존재

가 확인되었다 (Figs. 2C, 3). 이상의 결과는 bFGF는 중간엽줄

기세포의 다중분화능을 유지하는 데 필요하며, 특히 지방세포

로의 분화능을 유지하는데 결정적으로 작용함을 시사한다.

3. 중간엽줄기세포의 특이항원 표식인자 조사

bFGF가 첨가된 조건에서 장기배양한 중간엽줄기세포의 특

이항원을 조사하고, 장기간의 배양에 따른 세포의 변화가능성

을 유세포분석과 핵형분석을 통해 조사하 다. 유세포분석 결

과, 배양된 세포는 CD9, CD13, CD15, CD90, CD137, CD140b

과 같은 표면항원을 지니고 있었고, CD14, CD34와 같은 조혈

줄기세포계열 및 CD45와 같은 백혈구세포의 표면항원은 발

견되지 않았다 (Fig. 4). 핵형을 분석한 결과, 모든 경우에서 3

염색체성 (trisomy)이나, 전좌 (translocation) 등의 이상증후가

발견되지 않았으며, 정상적으로 46개의 상동염색체와 성염색

김성수, 최정원, 곽규범, 이 돈, 서해 513

Fig. 3. Effects of bFGF on the differentiation potential of hMSCs. MSCs were isolated form 75 years old donor and expanded in the culture medium
containing 10% FBS with or without 10 ng/mL bFGF after the 1st passage. The cells were induced to differentiate into mesodermal-lineage
cells as described in the Materials and Methods. 

Oil red-O Alcian blue Alkaline phosphatase Von kossa

-bFGF

±bFGF

Fig. 4. Characterization of hMSCs. The cells of the 8th passage were
grown to 80% confluence and harvested by using 25 mM EDTA
in PBS. The cells were labeled with monoclonal antibodies spe-
cific for molecules indicated in each flow cytometric histogram.
The thin and thick lines in each histogram represent the cells
labeled with isotype matched Ig and specific monoclonal anti-
bodies, respectively. 
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체를 가진 것으로 나타났다(Fig. 5). 

4. 중간엽줄기세포와 신경세포 표식인자의 중첩성

중간엽줄기세포가 신경세포로 분화했는지를 측정하는데 있

어서 기존에 신경세포 표식자로 사용되는 기준을 적용할 수

있을 가능성에 하여 조사하 다. 즉 bFGF가 첨가된 배양액

에서 증식된 사람의 중간엽줄기세포에서, 신경세포줄기세포의

표식인자로 알려진 nestin과 신경세포 분화의 초기 표식인자

로 알려진 β-tubulin III이 발현되는지를 RT-PCR, western 분

석, 및 면역형광염색기법으로 조사하 다. 그 결과 RT-PCR과

면역세포염색으로 중간엽줄기세포에는 nestin이 존재함을 확

인하 고, western 분석과 면역세포염색 방법으로 β-tubulin III

가 발현하고 있음을 확인하 다(Fig. 6). 

고 찰

중간엽줄기세포는 분리 및 배양 방법이 비교적 간단하며,

Fig. 5. Karyotyping of MSCs. The cells at passage 8 were plated on 100 mm culture dish with 10% FBS, 10 ng/mL bFGF. Cells were harvested 24
hours after treated with colcemid and cytogenetically analyzed as described in the Materials and Methods. The data are the representative
examples of the 2 independent donors. 

Donor-1 Donor-2

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

6 7 8 9 10 11 12 6 7 8 9 10 11 12

13 14 15 16 17 18 13 14 15 16 17 18

19 20 21 22 X Y 19 20 21 22 X Y

46, XY 46, XY

Fig. 6. Undifferentiated MSCs express nestin and β-tubulin III. Total RNA and proteins were isolated from hMSCs. (A) RT-PCR showed the
expression of the human nestin gene. (B) Western analysis was carried out with 40 µg proteins and antibody against β-tubulin III. (C) The
cells were fixed and stained with anti-nestin, anti-β-tubulin III antibodies. Immunoreactivity was visualized with a Texas red-conjugated
anti-mouse IgG. Immunostained cells were counterstained with DAPI. 
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질환이나 종양부위로 이동하는 능력이 탁월하다. 이러한 특성

은 비중배엽성 세포로 분화할 수 있는 다중분화능과 더불어,

중간엽줄기세포가 세포치료제 또는 유전자치료를 위한 도구

로 적합함을 시사한다. 중간엽줄기세포가 치료제로 사용되기

위해서는, 다중분화능을 유지시키면서 시험관내에서 증식시키

는 조건뿐만 아니라, 그 결과 얻어진 세포의 특성을 확인할

수 있는 정확한 지표가 먼저 확립되어야 한다. 

중간엽줄기세포는 골수의 단핵구를 2~3번 정도 계 배양

을 하여 조혈줄기세포를 제거시키면 플라스틱 용기에 붙어서

자라는 세포로 현재까지 알려져 있으나 (Kuznetsov et al.,

1997; Bruder et al., 1997). 그 세포의 특성에 관해서는 연구자

간에 차이가 보고되고 있어서 보다 정 한 조사가 필요하다.

본 연구에서는 중간엽줄기세포의 증식속도가 배양액 내에

첨가되는 성장인자에 따라 증가함을 밝혔다. 즉 bFGF가 첨가

된 경우 일반 배양액에 비해 성장속도가 약 3배 정도 빨랐다

(Fig. 1). 이러한 결과는 이전에 보고된 부분의 연구결과와

일치한다 (Martin et al., 1997; Kuznetsov et al., 1997; Zhang et

al., 2002). 하지만 Gronthos와 Simmons (1995)는 본 연구 결과

와는 달리 bFGF의 효과가 없다고 보고한 바 있다. 이러한 차

이점은 미세한 실험조건의 차이, 골수유래 세포의 균질성, 고

농도의 bFGF에 의한 수용체의 중합방지 (Walsh et al., 2000)

등에 기인한 것으로 사료되나, 정확한 원인을 밝히기 위해서

는 정 한 연구가 필요하다.

중간엽줄기세포는 공여자의 연령에 반비례하여 골수에서의

숫자가 줄어드는 것으로 알려져 있다. 또한 고연령의 골수에

서 분리한 세포는 그 분화능 또한 떨어지는 것으로 알려져

있다. 본 연구의 결과에서도 75세 고령의 공여자로부터 분리

한 중간엽줄기세포는 지방세포로의 분화능은 현격히 감소되

었으며, 뼈세포로의 분화능도 다소 감소되어 있음을 확인하

다 (Fig. 3). 이러한 결과는 공여자의 연령에 반비례하여 뼈세

포로의 분화능이 줄어든다는 기존의 보고와도 일치한다

(Mueller & Glowacki, 2001; Stendurf et al., 2003). 고령자의 경

우도 bFGF가 첨가된 배지에서 배양된 중간엽줄기세포는 지

방세포 및 뼈세포로 분화하는 능력이 회복되는 것은 bFGF는

분화능을 유지시킨다는 것을 의미하며, 이러한 사실은 기존의

보고와도 일치한다. bFGF는 조류의 중간엽줄기세포에서 뼈세

포 및 연골세포로의 분화를 촉진시키며 (Martin et al., 1998),

흰쥐의 중간엽줄기세포에서도 뼈세포로의 분화를 촉진하는

것이 보고된 바 있다 (Scutt et al., 1999). bFGF가 지방세포로

의 분화에 아무 향도 미치지 않는다는 보고가 있으나

(Locklin et al., 1999), Tsutsumi 등 (2001)과 Neubauer 등 (2004)

은 bFGF가 지방세포로의 분화능 유지에 중요함을 보고하

다. 본 연구에서도 bFGF는 노인의 중간엽줄기세포가 뼈세포

및 지방세포로 분화하는 능력을 유지시키는 것으로 나타났다. 

bFGF를 첨가한 배양액에서 장기간 배양된 중간엽줄기세포

의 표현형을 알아보기 위해 유세포 분석을 통해 표면항원을

조사한 결과 CD9, CD13, CD15, CD90, CD137, CD140b과 같

은 표면 항원 표식인자를 지니고 있었고, CD14, CD34와 같은

혈액줄기세포계열 및 CD45와 같은 백혈구세포의 항원 표식

인자는 발견되지 않았다(Fig. 4). 이러한 표면항원의 표현형은

기존의 보고(Pittenger et al., 1999; Reyes et al., 2001; Majumdar

et al., 2003)와 유사하 다. 또한, bFGF를 첨가한 배양액에서

장기간 배양된 세포의 핵형도 정상으로 나타났다 (Fig. 5). 이

와 같은 결과는 bFGF를 이용하여 중간엽줄기세포를 장기간

선택적으로 증식시킬 수 있음을 나타낸다. 

중간엽줄기세포는 최근 신경세포로의 분화잠재성이 보고되

면서 (Sanchez-Ramos et al., 2000; Woodbury et al., 2000), 신경

계질환치료에 있어서 세포치료제 또는 유전자치료제의 도구

로 제시되고 있다. 신경계질환치료에 있어서는 신경줄기세포

나 배아줄기세포유래의 신경세포 등이 치료도구로 제시되어

왔으나, 윤리적인 문제를 야기시키거나 세포 공급원을 확보하

기가 어렵고, 자기세포를 사용할 수 없다는 것이 문제점을 지

적되어 왔다. 반면, 중간엽줄기세포는 채취와 증식이 비교적

쉽고, 본인의 세포를 사용하여 면역거부반응을 일으키지 않는

다는 장점을 가지고 있다. 하지만 중간엽줄기세포는 중배엽유

래의 세포이므로 신경계질환에 사용하기 위해서는 외배엽유

래의 신경세포로 분화되었을 때 그것을 확인할 수 있는 방법

이 먼저 확립되어야 한다. 흥미롭게도 본 연구에서는 신경세

포 특이적인 단백질로 알려진 β-tubulin III와 신경줄기세포의

특이적인 단백질로 알려진 nestin이 미분화상태의 중간엽줄기

세포에서도 발현되고 있음을 확인하 다(Fig. 6). 따라서, 중간

엽줄기세포를 신경계질환의 세포치료제로 사용하기 위해서는

중간엽줄기세포와 신경세포를 구분할 수 있는 새로운 표식인

자에 한 연구가 더 진행되어야 할 것이다.

현재 중간엽줄기세포는 난치병의 세포치료제로서 많은 관

심의 상이 되고 있다. 본 연구에서는 bFGF가 시험관내에서

중간엽줄기세포의 증식을 촉진시키고, 또한 세포의 다중분화

능을 유지시키는데 핵심적인 배양첨가물임을 규명하 다. 이

결과는 앞으로 중간엽줄기세포를 이용한 세포치료제 개발에

필수적으로 요구되는 충분한 양의 세포를 확보하는 기술의

개발에 중요한 자료로 이용될 수 있을 것이다. 또한 본 연구

에서는 기존에 사용되었던 신경세포의 표식인자가 중간엽줄

기세포에 내재함을 밝혔다. 이는 중간엽줄기세포가 신경세포

로 분화했음을 판단하는데 새로운 과학적인 지표가 필요하다

는 것을 시사하고 있다. 
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of Human Mesenchymal Stem cells 
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Human mesenchymal stem cells (hMSCs) are multipotent stem cells that can differentiate into several mesenchymal

lineage cells. In this study, we established conditions that allowed a long term expansion of hMSCs. To search for the

optimum culture condition, growth rates of hMSCs were measured in the presence of several growth factors. Hepatic

growth factor (HGF) and leukemia inhibitory factor (LIF) did not facilitate proliferation of hMSCs. In contrast, basic

fibroblast growth factor (bFGF) effectively promoted growth of the cells in vitro by 3 fold. The growth stimulatory

effect of bFGF was dependent on the concentration. The adipogenic potential was dramatically decreased in hMSCs

isolated from an aged donor whereas osteogenic potential was minimally decreased. Addition of bFGF resumed the

adipogenic and osteogenic differentiation potential. Thus, the cells that expanded in the presence of bFGF retained the

potential to differentiate into adipogenic, chondrogenic, or osteogenic lineage cells. MSCs could be expanded for at

least 8 passages with bFGF and the resulting cells retained the normal karyotype. The cells were positive for CD9,

CD13, CD15, CD90, CD137, and CD140b; but negative for CD14, CD34, and CD45. Importantly, the cells were found

to express a neural stem cell marker, nestin, and a neuronal marker, β-tubulin III. 

The results suggest that bFGF promote proliferation while maintaining multi-lineage differentiation potency of

hMSCs. Finally, we suggest that it is critical to identify novel markers other than nestin or β-tubulin III to monitor

acquisition of neuronal phenotypes by hMSCs. 

Key words : Mesenchymal stem cells, Basic fibroblast growth factor, Trans-differentiation 


