
Ⅰ. 서 론

간엽줄기세포는 섬유아세포의 형태를 가지는 세포로, 강한

증식능력을 보이며 조골세포, 연골세포, 지방세포 등의 간엽

조직을이루는세포들로분화할수있는세포군을말한다1). 이

러한 간엽세포로의 분화능력은 in vitro하에서 반복적인 계대

배양후에도유지되는것으로알려져있다2). 일부연구에의하

면 많은 다른 조직에서도 간엽줄기세포를 분리할 수 있다고

알려져있다3,4,5). 혈액은다른조직에비해채취가용이하기때

문에좋은치료목적의세포공급원이될수있다. 특히제대혈

은조혈모세포가풍부한조직으로잘알려져있으며, 채취가

용이하고 윤리적인 문제를 피할 수 있기 때문에, 임상치료에

많이이용되고있다. 그러나혈액 (제대혈혹은말초혈액)내에

간엽줄기세포가존재여부는아직명확하지않다. 제대혈이나

성인의말초혈액에는간엽줄기세포가없다는보고도있으나6,7),

Fernandez 등은항암치료중인환자의한말초혈액에서기질세

포가 분리됨을 처음 보고하였다8). 제대혈의 경우 Wexler 등은

제대혈과말초혈액에서간엽줄기세포를분리할수없다고보

고하였으며9), 다른 연구에서도 제대혈은 간엽줄기세포를 포

함하지않는다고보고하였다10). 그러나Erices 등11)은제대혈세

포의배양시간엽줄기세포의표현형을나타내는부착세포들

이증식할수있음을보고하였고, Lee 등12)은냉동보관된제대

혈에서도 간엽줄기세포를 얻을 수 있음을 보고하였다. 또한

제대혈로부터단일클론으로증식된세포들이골수에서기원

한간엽줄기세포와유사한 SH2, SH3 그리고 SH4 등의표지자

를발현한다는보고도있다11). 그러나이러한증거에도불구하

고제대혈내의간엽줄기세포의존재여부는논쟁의대상이되

고있다. 저자등은이연구를통해서제대혈에서간엽줄기세

포의존재유무를확인하고및골세포및지방세포로의분화를

통해서 이의 임상적 사용의 가능성을 알아보고자 하였다. 이

를위해서신선한제대혈에서단핵구를분리하고, 조혈모세포

표지자로알려진CD34 양성세포를분리하고배양하여혈관내
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Stem cell therapy using mesenchymal stem cells(MSCs) transplantation have been paid attention because of their powerful proliferation and

pluripotent differentiating ability. Although umbilical cord blood (UCB) is well known to be a rich source of hematopoietic stem cells with practical

and ethical advantages, the presence of mesenchymal stem cells (MSCs) in UCB has been controversial and it remains to be validated. In this study,

we examine the presence of MSCs in UCB harvests and the prevalence of them is compared to that of endothelial progenitor cells. For this, CD34+

and CD34- cells were isolated and cultured under the endothelial cell growth medium and mesenchymal stem cell growth medium respectively. The

present study showed that ESC-like cells could be isolated and expanded from preterm UCBs but were not acquired efficiently from full-terms. They

expressed CD14-, CD34-, CD45-, CD29+, CD44+, CD105+ cell surface marker and could differentiate into adipogenic and osteogenic lineages. Our

results suggest that MSCs are fewer in full-term UCB compared to endothelial progenitor cells. 
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피세포의분화여부를확인하고CD34 음성세포를따로배양하

여간엽줄기세포를얻을수있는지를알아보았다.

Ⅱ. 실험 방법 및 재료

1) 제대혈의채집

연세대학교의과대학임상실험윤리위원회의심사및산모

의 동의 하에 산부인과에서 채집한 제대혈을 사용하였다. 신

생아가분만된뒤제대를이중으로결찰하고, 소독한후, 제대

를절단하고태반이만출되기전제대정맥에 CPDA-1이 25ml

이들어있는채혈백 (녹십자, 서울)의바늘을주입하여중력과

자궁수축에의해흘러내리는제대혈을채취하였다.

2) 제대혈에서단핵구의분리

제대혈을 Hank’s balanced salt solution (HBSS) (Gibco BRL,

Grand Island, NY, USA)으로 4배 희석한 후, 희석된 제대혈에

Ficoll-Hypaque (Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden)을동량넣고

900g의속도로실온에서 20분간원심분리하여단핵구를분리

하였다. 분리된단핵구는 HBSS로 2회반복세척한후 hemocy-

tometer를 이용하여 세포 수를 산정 하였으며, 세척이 끝난 단

핵구는 0.5% bovine serum albumin(BSA)을 함유하는 phosphate-

buffered saline (PBS), pH7.4 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,

USA)에부유시켰다.

3) CD34 양성세포와음성세포의분리

조혈모세포군과간엽줄기세포군을분리하여배양하기위해

CD34 양성세포와음성세포를제대혈단핵구로부터 high-grade

magnetic field와mini-MACS column (MIltenyi Biotech, Auburn, CA,

USA)을이용하여분리하였다. 제조사의지시에따라 CD34 양

성세포를선택적으로분획하는방법을통해양성세포와음성

세포를분리하였고, 순수도의증가를위해모든분리는 2회반

복하였다.

4) 세포배양및유지

분리된CD34 양성세포는최종농도 2×105 cells/ml로맞춘후,

20% fetal calf serum과VEGF (BD Bioscience, San Diego, CA, USA)

10ng/ml, IL-1β(BD, Biosciences) 10ng/ml 및 fibroblast growth factor-

basic (FGF-b) (Leinco Tech., St. Louis, MO, USA) 5ng/ml과 stem cell

factor (SCF)(Endogen, Woburn, MA, USA) 8ng/ml의 성장인자가

첨가된 Iscove’s modified Dulbecco’s medium (IMDM; Gibco-BRL)

배양액과 fibronectin 1μg/ml로 코팅한 T25 culture flask (Nalgen

Nunc)에서배양하였다. 또한 CD34 음성세포는 T25 culture flask

에 3×105 cells/cm2의 밀도로 10%의 fetal bovine serum (FBS)을

포함하는 Dulbecco’s modified Eagle (LG-DMEM; Gibco-BRL) 배

양액에서 37℃, 5% CO2 조건하에서배양하였다. 세포를넣은

후 4일후에배양액을교환하여비부착세포들을제거하고, 이

후부터는2일에한번씩배양액을교환하여3주간관찰하였다. 

5) CD34 양성세포의면역염색

CD34 양성세포의내피세포로의분화를여부를확인하기위

해, 내피세포 표지자로 알려진 CD31, CD144, CD62E, von

Willebrand factor (모두 DakoCytomation, Carpinteria, CA, USA)에

대한 면역조직화학염색을 시행하였다. 4% paraformaldehyde로

15분간 고정하고, 0.1% Triton X-100으로 permeabilization, 0.1%

bovine serum albumin으로단백질을차단시킨후, 1: 60-200의비

율로희석된 monoclonal 항체들을실온에서 2시간반응시키고,

이차항체및 HRP 발색제 (DakoCytomation)로발색시켜광학현

미경하에서관찰하였다.

6) CD34 음성세포의표지자분석

간엽줄기세포기본배지하에서부착되어증식한CD34 음성

세포의표지자를분석하기위해이들세포를CD14-PE (단핵구

항원)와CD29-FITC (Integrin β1 chain), CD44-PE (Pgp-1) 와CD45-

FITC (백혈구항원), CD34-FITC (HSCs 항원)와CD105-PE (SH2)

(모두 Becton Dickson, San Jose, CA, USA) 염색한후유세포분석

기 (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ)로 분석하여 WinMDI

(version 2.8)(Scripps research institute, La Jolla, CA, USA)로비교분

석하였다.

7) 골세포및지방세포분화유도

부착 CD34 음성세포가 50%의 포화도를 보였을 때, 세포를

10% FBS, 0.1μM dexamethasone (Sigma), 10mM β-glycerolophos-

phate (Sigma), 그리고 100μM ascorbate-2-phosphate (Sigma)가 포

함된 DMEM-LG 배지하에서 2주간배양한하였다. 골세포분

화의 유무는 통법의 von Kossa 염색에 의해 확인하였다. 또한

지방세포로의 분화는 완전 포화를 보였을 때, 10% FBS, 1μM

dexamethasone, 0.5mM isobutyl methylzanthine (Sigma), 100mM

indomethacin (Sigma) 그리고 10μg/ml insulin이 포함된 DMEM-

LG 배지하에서 2주간배양한후통법의Oil-red O (Sigma)로염

색하여확인하였다.

Ⅲ. 결 과

1) 배양된 제대혈 기원 부착세포의 형태학적 특징

총 20개의제대혈이연구에사용되어졌다. CD34 양성및음

성세포 모두 배양 4-7일 후에 부착된 세포들이 관찰되었으며

이들은 원형 및 방추형태가 주를 이루는 다양한 형태의 세포

들이었다. 세포의증식은서서히이루어졌으며, 배양후 3주에

서 4주에 confluence를이루었다. 계대배양을거치면서CD34 양

성세포는 내피세포와 유사한 입방형태의 단일세포로 바뀌었

고, CD34 음성세포는 배양 후 10-14일이 경과한 후 fibroblast

colony forming units (CFU-Fs)를 형성하는 것을 관찰할 수 있었

고, 섬유아세포와 유사한 형태의 세포로 빠르게 증식되었다

(Fig. 1, 2). CD34 음성세포에서관찰되는섬유아세포의형태는

일반적인 골수기원의 간엽줄기세포보다는 크기가 약간 작은
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형태를나타내었다. 그러나총 20개의제대혈중혈관내피기원

세포의표지자를띠는세포로분화된것은 12개였고, 간엽줄기

세포로증식된제대혈은 3개였다(Table 1). 이들중 2개는조산

증례에서 수집된 것이었고, 1개만 정산분만의 경우에 채취된

것이었다. 일부의 제대혈에서도 heterogeneous한 부착세포가

관찰되었지만, confluence를이루기까지 3주이상의시간이소

요되었으며, 증식능력도 제한돼 2번째 계대배양세포를 얻을

수없었다. 

2) 부착 증식된 CD34 양성세포의 면역조직화학 소견

CD34 양성세포에서 기원한 부착세포들은 CD34와 KDR에

강한양성반응을, CD31, CD62E, vWF와 CD144에중등도의양

성반응을보여혈관내피기원세포로분화되었음을알수있었

다(Fig. 3).

3) 부착 증식된 CD34 음성세포의 유세포 분석

CD34 음성세포에서기원한부착세포들에대한유세포분석

결과간엽줄기세포의표지자로알려진 CD29, CD44, CD105에

양성을임파구나단핵구세포의표지자로알려진 CD14, CD34

그리고CD45에음성을나타내어간엽줄기세포의표현형을나

타내고있음을알수있었다(Fig. 4).

4) 부착 증식된 CD34 음성세포의 분화

부착증식된CD34 음성세포가간엽조직의세포로분화할수

있는지알아보기위하여, 골분화지방분화배양액하에서 2주

이상배양하였다. 무기질형성을나타내는 von Kossa 염색과지

방액포 (lipid vacuole)의형성을나타내는 oil red 염색에모두양

성반응을나타냄으로서이세포들이제대혈기원의간엽줄기

세포임을알수있었다(Fig. 5).

Table 1. Characteristics of cultured blood adherent cells.

Sample EPC MSC

Term UCB 17 9 1

Preterm UCB 3 3 2

Total number 20 12 3

UCB: umbilical cord blood, EPC: endothelial progenitor cell, 

MSC: mesenchymal stem cell

Fig. 1. Phase contrast images of CD34- from human umbilical cord blood(UBC). UBC-derived

endothelial progenitor cells at 0-4 days(A), 7-10 days(B), 14-20 days(C) and at 22-27 days

(confluency). Scale bar = 50μm. 

A B

C D
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Fig. 2. Phase contrast images of mesenchymal stem cells (MSCs) from human umbilical cord blood. UCB-derived

cells at 0-4 days(A), 7-10 days(B), 14-20 days(C) and at 22-27 days (confluency). Scale bar = 50μm.

Fig. 3. Immunohistochemistry of UCB-derived endothelial progenitor cells. CD31(A), vWF(B), CD34(C), CD62E(D), CD144(E),

KDR(F). Scale bar = 50μm

A B

C

A B C

D E F

D
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Fig. 4. Immunophenotyping of CD34--derived MSCs from humn UCB. Cells were dual labeled with

FITC- or PE-conjugated antibodies and examined by flow cytometry. Over 98% of ex-vivo expanded

fibroblast like cells were strongly positive for MSC-specific markers such as CD29, CD44, and

CD105.

A B

C D

A B

Fig. 5. Mesenchymal differentiation potential of MSCs from human UCB. After incubation for 2-3 weeks

after 2nd sub-culture in respective induction media, UCB-MSCs were stained positively for lipid vacuole

with Oil-red O (A) and for mineral matrix with von Kossa staining, indicating adipogenic and osteogenic

differentiation, respectively. Scale bar = 50μm. All experiments were performed in triplicate.
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Ⅳ. 고 찰

조직의재생에서세포의이식은빠른치유를위한효과적인

방법이며, 높은증식능력과분화능을보이는줄기세포의이식

이야말로 이상적인 임상치료법이 될 수 있다. 그러나 줄기세

포를얻는과정은경우에따라윤리적인문제가될수있으며,

방법상실용적이지못한경우가많다. 인간의혈액은그채취

의용이성때문에다양한줄기세포의존재여부에대한연구가

많이이루어져왔다3,5). 특히인간제대혈은많은조혈모세포를

포함하고있기때문에 1988년이후임상에많이사용되어져왔

다13). 또한새로운혈관을생성할수있는혈관내피기원세포역

시제대혈내에많이존재하며그임상적유용성이보고된바

있다14). 그러나골조직의재생에사용될수있는간엽줄기세포

의존재는아직논란의대상이되고있다. 본연구에서는제대

혈에서간엽줄기세포의유무를확인하기위해단핵구를분리

한 후, 대표적인 혈관내피기원세포 표지자로 알려진 CD34를

이용하여 CD34 양성및음성세포를분리하고이를각각혈관

내피세포 분화배지와 간엽줄기세포 증식배지 하에서 배양하

여, 각각의세포를얻을수있는지유무를확인하고자하였다.

이번실험의결과에서 CD34 양성및음성세포배양모두초기

에다양한형태의세포들이부착됨을알수있었다. 이들세포

의 종류에 대해서는 아직 명확하지는 않지만 조혈모세포, 탐

식세포, 파골세포, 간엽줄기세포, 혈관내피기원세포 등으로

구성되어지는것으로보고되고있다15). 그러나이러한다양한

세포의 구성은 계대배양을 통해서 혈관내피기원세포와 간엽

줄기세포단일군으로증식하는것을확인할수있었다. 다만

작은 방추형의 섬유아세포의 형태를 나타내나 혈관내피기원

세포나간엽줄기세포처럼빠른증식속도와여러번의계대배

양의 특징을 나타내지 않은 세포들의 종류 및 기원에 대해서

는추가적인연구가필요할것으로사료되었다. 또한 가임기

간에따른제대혈단핵구의배양형태도다름을알수있었다.

조산증례에서 채취한 제대혈은 증가된 CFU-F의 형성을 보였

다. CFU-F의형성은배양후 10-14일후에확연히관찰되었으

며, 일단CFU-F가형성된후에서는매우빠른속도로증식하는

것을알수있었다. 또한거의모든제대혈에서혈관내피기원

세포표지자에양성반응을얻는세포를얻을수있었던반면,

간엽줄기세포는 17개의 정상분만 제대혈에서는 단 1개만이

관찰되었으며, 3개의조산제대혈에서는 3개중 2개에서관찰

되었다. 전체적인표본의수및제한적인조산제대혈로인해

명확한 결론을 내리기 어렵지만, 본 연구는 Yu14) 등이 보고한

결과와 유사함을 보이고 있다. 간엽줄기세포의 제대혈 내 존

재가 어떻게 가임 기간에 따라 달리 존재하는 가에 대해서는

몇가지가정들이제시되었다. 간엽줄기세포는조혈모세포와

같이초기조혈조직에서골수로이동할수있다. 이이동은태

아의 출생시 거의 종결되기 때문에, 정상분만 제대혈이나 성

인의말초혈액에는 CFU-F (fibroblast colony forming unit)가매우

드물다는것이다. 또한가임기간동안에성숙해지는조혈모세

포들 특히 임파구나 탐식세포같은 면역세포들, 혹은 이 기간

동안에순차적으로나타나는다른여러세포들이 CFU-F의증

식을 억제할 수 있다는 가정이다. 다른 설명으로는 일반적인

배양방법하에서는제대혈내에서CFU-F가증식할수없다는

것이다. 그러나이러한모든설명에도불구하고정상제대혈과

조산제대혈사이의차이를명확하게알수없는상태이다. 본

연구에서 모든 제대혈에서 효과적으로 간엽줄기세포를 분리

할수없었다고하더라도, 비록골수와비교하여그수는적지만

모든혈액내에는여러종류의줄기세포가있는것은분명하다.

설치류나 인간의 제대혈에서 신경줄기세포와 유사한 세포를

분리하여 neuron이나 glia로 분화시켰다는 보고도 있으며16,17),

신경능 (neural crest) 기원의단핵구유사세포가인간의말초혈

액내에존재하고이들이간엽줄기세포와도유사한성질을나

타낸다는연구도있었다18). 또한 Zaho 등19)은 CD34-CD45-의표

지자를 갖는 말초혈액 단핵구들이 상피세포, 내피세포, 신경

세포 그리고 간세포 등 비조혈세포로 분화하는 것을 관찰할

수있었다고보고하고있다. 그러나저자등의경험과대부분

의연구결과에서의공통점은현재일반적으로통용되고있는

배양조건하에서혈액내로부터다양한줄기세포들은재현성

있게얻는것은매우어렵다는것이다. 따라서혈액내에적은

수로존재하는이들줄기세포를효과적으로분리하고증식시

킬수있는방법에대한연구가필요할것으로사료된다.

Ⅴ. 결 론

본연구에서는제대혈내에혈관내피기원세포외에도간엽

줄기세포 혹은 그 유사세포가 존재함을 확인하였다. 그러나

제대혈내의간엽줄기세포의수및증식정도는혈관내피기원

세포에비해가임기간에더많은영향을받는것을확인할수

있었으며, 가임 기간이 짧을수록 혈액 내의 간엽줄기세포의

수가더많이존재함을예상할수있었다. 
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