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요 약

본 연구에서는 제대혈 유래의 조혈줄기세포를 효과적으로 배양하기 위한 선행 연구로서 세포 배양 환경에 따른 조

혈줄기세포 증식능의 변화를 관찰하였다. 제대혈의 단핵구 세포에서 분리한 CD34+ 세포를 성장인자 조성-I(이하, coc-I)

(EPO, GM-CSF, SCF, IL-3) 및 성장인자 조성-II(이하, coc-II) (TPO, G-CSF, SCF, IL-6, Flt3/Flk-2 ligand)가 포함되어

있는 IMDM(Iscove’s modified Dulbecco’s medium) 및 무혈청 배지(serum free media, SFM)에서 배양하였으며, 우태

아혈청(FBS)의 첨가 영향, 2차원 및 3차원 배양 후 각 조건에서의 세포 증식 및 콜로니 형성능을 비교하였다. 일반적

으로 coc-I에서의 세포 증식 및 콜로니 증식이 coc-II에서보다 높았다. 3차원 배양(methocult)에서는 가장 높은 세포 증

식(2,258±456배)을 나타냈으며, 같은 조성의 2차원 배양(IMDM + coc-I + FBS)에서는 가장 높은 콜로니 증식(BFU-E:

652±19, CFU-GM: 520±58, CFU-GEMM: 339±100배)이 나타났다. 배지를 기준으로 보면, coc-II 조성에 우태아혈청

이 포함되지 않은 경우를 제외한 모든 경우에서 세포 증식 및 콜로니 증식이 무혈청 배지에서보다 IMDM에서 높았다. 결

론적으로, 모든 배양 조건 중에서 ‘IMDM + coc-I + FBS’ 및 ‘IMDM + coc-I’에서 가장 좋은 콜로니 증식을 보였으

며, 우태아혈청의 첨가 및 2차원 배양 조건이 콜로니 증식에 더 효과적인 것으로 확인되었다. 본 연구 결과는 앞으로

조혈줄기세포의 체외 증식에 필요한 공정개발이나 생물반응기 설계에 유용한 정보를 제공할 수 있을 것으로 사료된다.

Abstract - This study compared cell expansion and colony forming ability in human cord blood stem cells cultured ex

vivo with two kinds of cytokine combinations, two kinds of media, presence or absence of fetal bovine serum (FBS) and

two or three dimensional (2D or 3D) culture environments. Purified CD34+ cells were cultured in the IMDM (Iscove’s

Modified Dulbecco’s Medium) and SFM (Serum Free Medium) containing a cytokine cocktail–I (coc-I) (EPO, GM-

CSF, SCF, and IL-3) or a cytokine cocktail–II (coc-II) (TPO, G-CSF, SCF, IL-6, and Flt3/Flk-2 ligand) with or without

FBS. Generally, higher cellular and clonogenic expansion were observed in the coc-I cytokine condition, compared to

coc-II cytokine condition. 3D (Methocult) and 2D (IMDM + coc-I + FBS) conditions gave the greatest cell (2,258±456

fold) and CFU (BFU-E: 652±19, CFU-GM: 520±58, CFU-GEMM: 339±100 fold) expansions, respectively. In aspect of

medium, IMDM was better than SFM, except for coc-II condition without FBS. In conclusion, ‘IMDM + coc-I + FBS’

and ‘IMDM + coc-I’ were the best CFU expansions on the occasion of all culture conditions. FBS and 2D conditions

had affirmative effect on CFU expansion, generally. These data might provide a variety of notions about ex vivo expan-

sion of hematopoietic stem cells.
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1. 서 론

조혈줄기세포(hematopoietic stem cells, HSC)는 모든 종류의 혈

구 세포로 분화할 수 있음과 동시에 자가 증식 능력을 가지고 있는

세포이기 때문에 여러 종류의 혈액 및 면역 질환에서 이식 치료제

로써 사용될 수 있다[1].

제대혈(cord blood(CB))은 골수나 말초혈액을 대체할 수 있는 이

식용 조직으로서, 그중에 포함되어 있는 조혈줄기세포의 광범위한

적용성에 기초하여 세포 치료제로서의 중요성이 강조되고 있으며,

1900년대 후반부터 조혈줄기 및 조혈전구세포의 특별한 공급원으로
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써 알려져 왔다. 1980년대 초반에는 인간의 태아 혈액에서 조혈전구

세포의 정량화가 이루어졌으며[2, 3], 1980년대 후반에는 fanconi

anemia 환자에게 동종이형(allogenic)의 제대혈 이식이 최초로 성공

하였다[4]. 현재는 혈액 세포 중에서 줄기세포 후보군의 분리가 가능

하며, 여러 종류의 생물 반응기의 개발 및 상업화되어 있는 여러 종

류의 성장 인자를 사용해서 기질 세포가 없는 환경에서도 배양할 수

있게 되었다. 또한, 제대혈은 이식편대숙주반응(graft versus host

disease, GVHD)의 위험이 낮기 때문에 조직적합성이 완전히 일치하

지 않더라도 이식이 가능하다. 그러나 한번 채취할 수 있는 제대혈

에 포함되어 있는 조혈 세포의 양으로는 소아나 청소년기의 사람에

게만 부분적으로 이식할 수 있는 정도이기 때문에 성인에게 적용하

기 위해서는 제대혈에 있는 조혈줄기세포 뿐만 아니라 조혈전구 및

분화된 세포를 동시에 증식해야 할 필요가 있다[5]. 분화된 세포들은

이식 후 부작용으로 발생할 수 있는 호중구 감소 및 혈소판 감소를

막을 수 있으며, 조혈줄기 및 조혈전구세포는 이식 후 장기적인 생

존율을 높이는 역할을 한다. 조혈세포의 체외 증식은 재조합 유전자

에 의한 인공적인 성장인자의 생산과 더불어 발전할 수 있었다. 1960

년대에 이미 여러 종류의 성장 인자가 제대혈에 포함되어 있음이 알

려졌고[6], 이후 계속적인 연구 과정을 통하여 여러 가지 성장 인자

의 기능이 규명되었는데, 그 중에서 대표적인 성장인자들로서

EPO(erythropoietin)는 적혈구 전구 세포의 성장 및 분화를 촉진하며

더욱 분화된 적혈구 전구 세포로의 증식 및 분화를 촉진하는데 관여

함이 알려졌고[7, 8], IL-3(interleukin-3)는 백혈구 전구 세포의 증식

및 세포 자살을 막는 역할을 하는 것으로 보고되었다[9-11]. 또한,

GM-CSF(granulocyte, macrophage colony stimulating factor)는 과립

백혈구, 대식세포, 호산구 전구 세포의 증식을 자극하며[12-14], G-

CSF(granulocyte colony stimulating factor)는 과립백혈구 전구 세포

의 증식을 자극하고[15, 16], TPO(thrombopoietin)는 거핵구 전구 세

포의 증식을 자극하는 것으로 보고되었다[17, 18]. Flt3/Flk2 ligand[19,

20] 및 IL-6(interleukin-6)[21-23]는 조혈 세포의 증식 및 분화에는 관

여하는 정도가 낮지만, 다른 성장 인자와 함께 조혈 전구 세포의 증

식에 영향을 미치는 것으로 알려졌으며, SCF(stem cell factor)는 조

혈전구세포의 생존에 직접적으로 영향을 미치는 것으로 알려졌다[24,

25]. 한편, 혈청은 일반적으로 동물 세포 배양에서 성장을 지원하는

역할로서 많이 사용되는데, 배양 조건에 따라 다른 결과가 나타나는

경우가 있으며, 표준화된 연구 결과를 위해서는 광범위한 검증이 요

구된다. 또한, 동물에서 유래한 혈청의 사용으로 인하여 동물 유래

감염원에 의한 감염의 위험이 존재하기 때문에 체외 배양에서 혈청

을 제외한 배지의 사용은 임상 적용을 위해서 배양 조건을 표준화하

는 것뿐만 아니라 이종 유래의 감염원의 위험을 제거할 수 있다는

측면에서 매우 유리한 면이 있으며[26], 현재 이러한 목적을 위해서

특수한 조성의 무혈청 배지가 개발되고 있다. 본 연구에서는 상기에

서 제시한 다양한 배양 조건에서 조혈줄기세포 증식능의 변화를 관

찰하기 위해 8가지 성장 인자(EPO, TPO, G-CSF, GM-CSF, IL-3,

IL-6, Flt3/Flk2 ligand, SCF)를 두 종류의 조성군(coc-I, coc-II)으로 나

누었는데, 성장인자 조성-I(coc-I)은 콜로니 분석에 일반적으로 사용

되고 있는 MethocultTM의 조성을 기본으로 하였고, 성장인자 조성-

II(coc-II)는 성장인자 조성-I에 포함되지 않으면서 조혈세포의 체외

증식에 많이 사용되는 성장인자들을 사용하였다. 또한, 두 종류의 배

지, 우태아혈청의 첨가 여부, 2차원 및 3차원의 체외 배양 조건에서

포도당 소모, 젖산 생성, 세포의 증식 및 콜로니 형성능을 비교하였다.

2. 실험 재료 및 방법

2-1. 세포 분리

기증 동의를 받아 확보한 제대혈은 C.P.D.A1 항응고액이 포함되

어 있는 혈액 bag(Green Cross, KOREA)에서 4oC의 조건에서 보

관 후 24시간 이내에 분리하였다. 세포 분리는 제대혈을 IMDM

(Iscove’s modified Dulbecco’s medium) (Gibco, USA)과 1:1 (v/v)

로 혼합 후, Ficoll-paque (밀도: 1.077 g/mL) (Pharmacia, Sweden)

을 사용한 밀도 구배법으로 400-g의 조건에서 30분 동안 원심분리

를 하여 단핵구 세포(mononuclear cells)를 분리하였고, 이를 다시

PBE(PBS/0.5％ bovine serum albumin/2 mM EDTA) 300 µl와 혼

합 후 FcR blocking reagent 100 µl 및 CD34 microbead(Miltenyi

Biotec, Germany) 100 µl를 혼합하여 30분 동안 냉장 보관하였다.

상기의 세포 분산액을 PBE로 1회 세척하고, MidiMACS(Miltenyi

Biotec, Germany)를 사용하여 CD34+ 세포를 분리하였다. 생존율은

트리판 블루 용액으로 염색 후 hemocytometer를 이용하여 측정하

였으며, 생존율은 95％ 이상이었다. 

2-2. 배지 및 첨가물

배지는 IMDM(Gibco, USA), 무혈청 배지(Ultraculture)(Cambrex,

USA) 및 3차원 배양을 위한 반고형 배지로 콜로니 증식 분석에 사

용하는 MethocultTM(Stemcell Technologies, Canada)를 사용하였다.

성장인자의 조성은 두 종류를 사용하였다. 성장인자 조성-I(coc-I)

은 3 U/mL rh (recombinant human) EPO (erythropoietin) (LG

PhD, Korea), 10 ng/mL rh GM-CSF (granulocyte, macrophage

colony stimulating factor) (LG PhD, Korea), 50 ng/mL rh SCF

(stem cell factor) (Biosource, USA), 10 ng/mL rh IL-3 (interleukin-3)

(Biosource, USA)을 포함하고 있고, 성장인자 조성-II (coc-II)는 50

ng/mL rh TPO (thrombopoietin) (R&D system, USA), 40 ng/mL rh

G-CSF (granulocyte colony stimulating factor) (Choongwae,

Korea), 50 ng/mL rh SCF (Biosource, USA), 100 ng/mL rh IL-6

(interleukin-6) (Biosource, USA), 80 ng/mL rh Flt3/Flk-2 ligand

(R&D system, USA)를 포함하고 있는데, 모든 배지에 0.1 mM

2-mercaptoethanol (Sigma, USA), 1％ (v/v) BSA (bovine serum

albumin) (Sigma, USA)의 최종 농도로 첨가하였다. 우태아혈청

(fetal bovine serum, FBS) (JBI, Korea)이 첨가된 경우에는 30％

(v/v) FBS의 농도로 하였다.

2-3. 세포 농도 측정

크리스털 바이올렛(crystal violet) 용액으로 염색 후 hemocytometer를

사용하여 유핵 세포의 수를 측정하였다. 12 well culture plate(SPL,

Korea)의 well에 3.1×103개의 CD34+ 세포를 2배수 (n=2)로 접종하였

으며, 1 ml의 working volume으로 37 oC의 CO
2
 인큐베이터에서 배

양하였다. 배지 중의 포도당 및 젖산 농도는 YSI-2700 SELECT

Biochemistry Analyzer (YSI, USA)를 사용하여 측정하였으며, 배

양 14일째에 배지의 절반을 새 배지로 교환하였다. 2차원 및 3차원

배양 환경에서의 차이를 비교하기 위하여 같은 성장인자 조성에서

액체 배지(IMDM + coc-I + FBS) 및 반고형 배지(MethocultTM)에

세포를 배양하였다. 증식된 세포는 트리판 블루 및 크리스털 바이

올렛 용액으로 분석하여 생존율 및 유핵 세포의 수를 확인하였고,

콜로니 분석에도 사용하였다.
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2-4. 콜로니 분석

증식 능력이 있는 세포를 정량적으로 측정할 수 있는 콜로니의

수는 반고형 배지인 MethocultTM를 사용하여 CFU-GM(colony-

forming units granulocyte/macrophage), BFU-E(burst-forming units

erythroid), CFU-GEMM(colony-forming units granulocyte/erythrocyte,

macrophage, and megakaryocyte)을 측정하였다. 단핵구 세포에서

분리된 CD34+ 세포 및 증식된 세포를 MethocultTM 배지 1 ml 당

2,000개의 비율로 35 mm plastic dish(SPL, Korea)에 4배수(n=4)로

접종한 후 습한 조건에서 37 oC의 CO
2
 인큐베이터에서 배양하였으

며, 14일 후에 위상차 현미경을 사용하여 형성된 콜로니의 수를 측

정하였다. 콜로니를 형성하는 세포의 수가 50개 이상일 때 1개의

콜로니로 개수하였다. 

3. 결과 및 고찰

배양 기간 동안 생존 세포(viable cell) 및 유핵 세포(nucleus cell)

수의 변화를 Fig. 1에 나타내었다. 일반적으로 coc-I 및 coc-II 조건

에서 모두 배양 6일째 이후에 세포가 급격하게 증가하는 것을 확

인할 수 있었다. 유핵 세포 수를 기준으로 했을 때, coc-I 조건에서

는 배양 12~14일경에 최대 증식을 보인 후 감소하다가 배지를 교

환한 후 3일째부터 다시 증가하는 경향을 나타내었고, coc-II 조건

에서는 배양 17일경에 최대로 증식한 후 배지 교환에 관계없이 감

소하는 경향을 나타내었다. 세포의 증식은 coc-II 조건에서보다 coc-I

조건에서 더 빠르게 일어났으며, 이는 특히 IMDM 배지 조성에서

두드러지게 나타나는 것을 확인할 수 있었다. Daley 등[27]은 EPO

가 세포 증식에 효과적인 영향을 주는 것으로 보고하였고, Piacibello

등[28]은 Flt3 + TPO의 성장 인자 조성이 LTC-IC(long term culture-

initiating cell) 증가에 큰 영향을 준다고 보고하였는데, 이는 EPO가

포함되어 있는 coc-I 조건에서 세포의 증식이 더 많이 발생하는 본

실험의 결과와 부합하는 것이었다. coc-I 조건에서 우태아혈청은 세

포의 증식 및 콜로니 형성에 긍정적인 영향을 주었으며, coc-II 조

건에서 우태아혈청은 세포의 증식에는 긍정적인 영향을 주었으나

콜로니 형성에는 큰 영향을 주지 않았다. Balducci 등[29]은 혈청이

포함되어 있는 배지에서의 유핵 세포 증식 및 CFU-GM의 증식이

혈청이 포함되어 있지 않은 배지에서보다 더 좋은 경향을 나타냈

다고 보고하였는데, 이 결과는 혈청이 포함되어 있지 않은 배지에

서 더 나은 경향을 보였다는 이전의 보고들과는 상반되는 결과였

다[30-32]. Shadduck 등[33]은 조혈줄기세포의 배양에서 배양 1~2

Fig. 1. Time courses of viable cell and nucleus cell expansions in different culture conditions. For viable cell count, trypan blue dye exclusion

method was used. For determining nucleus cell expansion, nucleus staining using crystal violet was applied. One milliliter of 3.1×103

CD34+ nucleated cell suspensions was seeded in a well (12 well plate; n=2). Arrow represents time point of media exchange. At day-14, half

of the culture medium was replaced with fresh medium. When FBS was supplemented, its concentration was 30％ (v/v). (a), (b): Cytokine cock-

tail-I (coc-I) was used. (c), (d): Cytokine cocktail-II (coc-II) was used.
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주까지 혈청이 포함된 배지에서 배양을 한 후 배지가 포함되지 않

은 배지로 세포를 옮겨서 배양하는 것이 더욱 긍정적인 결과를 나

타낸다고 보고하였는데, 본 실험의 결과와 종합해볼 때 성장인자의

조성 및 배양 배지의 조건에 따라 혈청이 세포 및 콜로니 증식에

서로 다른 영향을 줄 수 있음을 확인할 수 있었다. 우태아혈청만이

포함된 배지에서는 세포가 증식되지 않았다.

Fig. 2. The expansion of total colony forming units in different culture conditions. Total CFU expansion fold was calculated at colony counts by

nucleus cell expansion fold. When FBS was supplemented, its concentration was 30％ (v/v). (a), (b), (c): Cytokine cocktail-I (coc-I) was

used. (d), (e), (f): Cytokine cocktail-II (coc-II) was used.
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Fig. 2는 배양 9일, 14일, 27일째에 콜로니 분석을 한 결과를 보

여주고 있다. 2,000개의 단위세포 당 콜로니 형성 및 전체 세포 당

콜로니 형성은 우태아혈청의 첨가 여부에 관계없이 배양 시간이 지

남에 따라 감소하였는데, 이러한 현상은 조혈줄기세포 및 조혈전구

세포가 배양 기간 동안 지속적으로 감소함을 의미한다. 3차원 배양

에서는 콜로니 증식이 2차원 배양에서보다 매우 적었는데, 이는 본

실험의 3차원 조건은 조혈줄기 혹은 전구세포의 증식보다는 말초

혈액으로의 분화에 영향을 주는 것으로 사료된다. 우태아혈청만이

포함된 배지에서와 배양 27일째의 모든 배지 조건에서는 콜로니 형

성이 관찰되지 않았다.

Fig. 3은 배양 기간 동안 각각의 배지 조성에서의 최대 생세포 수,

유핵 세포 수, BFU-E, CFU-GM 및 CFU-GEMM의 수를 나타낸

그래프이다. 일반적으로 coc-II 조건보다 coc-I 조건에서 세포 증식

및 콜로니 증식이 더 많았다. 3차원 배양(Methocult)에서는 가장 높

은 세포 증식(2,258±456배)을 나타냈으며, 같은 조성의 2차원 배양

(IMDM + coc-I + FBS)에서는 가장 높은 콜로니 증식(BFU-E: 652±19,

CFU-GM: 520±58, CFU-GEMM: 339±100배)이 나타났다. 

Table 1과 2는 배양 기간 동안 각각의 배지 조성에서의 유핵 세

포 수 및 콜로니 수를 나타낸 표이다. 배지를 기준으로 보면, 우태

아혈청이 포함 되지 않은 coc-II 조건을 제외하고는 세포 증식 및

콜로니 증식이 무혈청 배지에서보다 IMDM에서 높았다. 혈청이 포

함되어 있는 조건인 ‘IMDM + coc-I + FBS’ 와 ‘SFM + coc-I +

FBS’에서 세포의 증식은 각각 1,741±46, 1,403±160배였으며 콜로

니 증식은 각각 BFU-E: 652±19, 249±7; CFU-GM: 520±58, 117±13;

CFU-GEMM: 339±100, 0배였고, ‘IMDM + coc-II + FBS’와 ‘SFM

+ coc-II + FBS’에서 세포 증식은 각각 1,613±91, 1,371±114배였

으며 콜로니 증식은 각각 BFU-E: 30±1, 6±0; CFU-GM: 9±1, 18±2;

CFU-GEMM: 93±27, 0배였다. 혈청이 포함되지 않은 조건인

‘IMDM + coc-I’ 및 ‘SFM + coc-I’에서 세포 증식은 각각 1,983±297,

1,645±228배였으며 콜로니 증식은 각각 BFU-E: 305±9, 135±4;

CFU-GM: 211±24, 100±11배였고, ‘IMDM + coc-II’ 및 ‘SFM + coc-II’에

서 세포 증식은 각각 371±23, 1,661±68배였으며 콜로니 증식은

BFU-E: 7±0, 297±9; CFU-GM: 15±2, 78±9배였다. 2차원 및 3차

원 배양에서, 세포의 증식은 3차원 배양에서가 더 높았지만 콜로니

Fig. 3. Maximum expansion fold of viable cells (VC), nucleus cells

(NC), and CFU during culture time. When FBS was supple-

mented, its concentration was 30％ (v/v). (a): Cytokine cocktail-I

(coc-I) was used. (b): Cytokine cocktail-II (coc-II) was used.

Table 1. Time courses of nucleus cell expansion

Nucleus cell expansion (fold)

Conditions
Days of culture

3 6 9 11 14 17 20 27 

IMDM + coc-I 1 ± 0 11 ± 0 1,693 ± 23 1,209 ± 68 1,241 ± 68 1,645 ± 46 1,354 ± 274 1,983 ± 297

IMDM + coc-I + FBS 1 ± 0 28 ± 0 1,129 ± 461 1,741 ± 46 1,483 ± 182 1,048 ± 342 1,193 ± 137 1,677 ± 0

SFM + coc-I 1 ± 0 12 ± 0 1,564 ± 68 1,806 ± 91 1,064 ± 228 1,204 ± 349 1,112 ± 160 1,645 ± 228

SFM + coc-I + FBS 1 ± 0 23 ± 0 1,661 ± 23 1,774 ± 46 1,951 ± 160 1,806 ± 228 1,758 ± 205 1,403 ± 160

Methocult 6 ± 0 12 ± 0 1,241 ± 23 2,258 ± 456 1,129 ± 228 1,225 ± 91 1,774 ± 456 1,290 ± 456

IMDM + FBS 0 11 ± 0 1,1,1,0 1,1,1, 0 1,1,1, 0 1,1,1, 0 1,1,1, 0 1,1,1, 0 

IMDM + coc-II 1 ± 0 17 ± 0 1,084 ± 5 1,123 ± 9 1,255 ± 5 1,371 ± 23 1,235 ± 55 1,166 ± 16

IMDM + coc-II + FBS 1 ± 0 25 ± 0 1,310 ± 9 1,839 ± 91 1,242 ± 68 1,613 ± 91 1,226 ± 46 1,339 ± 68

SFM + coc-II 2 ± 0 55 ± 0 1,887 ± 114 1,048 ± 114 1,419 ± 182 1,661 ± 68 1,239 ± 27 1,323 ± 91

SFM + coc-II + FBS 1 ± 0 29 ± 5 1,355 ± 46 1,839 ± 46 1,903 ± 91 1,226 ± 91 1,371 ± 114 1,935 ± 319

Purified CD34+ cord blood cells were cultured in 12 well plates at 37 oC, 5％ CO
2
 in air. 

Results represent mean ± SD from two separate experiments. When FBS was supplemented, its concentration was 30％ (v/v). 

coc-I: EPO(3 U/mL)+GM-CSF(10 ng/mL)+SCF(50 ng/mL)+IL-3(10 ng/mL). 

coc-II: TPO(50 ng/mL)+G-CSF(40 ng/mL)+SCF(50 ng/mL)+IL-6(100 ng/mL)+Flt3/Flk-2 ligand(80 ng/mL).
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증식은 2차원 배양에서 월등히 좋은 것으로 확인되었다. 2차원 및

3차원 배양에서 세포 증식은 각각 1,741±46, 2,258±456배였으며 콜

로니 증식은 각각 BFU-E: 652±19, 14±0; CFU-GM: 520±58, 22±3;

CFU-GEMM: 339±100, 0배였다. 

배양 기간 동안 포도당 소모 및 젖산 생성 정도를 Fig. 4에 나타

내었다. 포도당 소모 및 젖산 생성은 세포의 급격한 증가와 더불어

증가하였으나, 증식한 세포의 수에 비해서 포도당 소모 및 젖산 생

성 정도는 크지 않았으며, 혈청의 첨가 여부는 포도당 소모 및 젖

산 생성에 큰 영향을 미치지 않는 것으로 나타났다. coc-I 조건의

IMDM 배지에서는 배양 6일 이후에 포도당 소모량이 급격히 증가

하는 반면 SFM 배지에서는 완만한 소모 경향이 나타났으며, coc-II

조건에서는 IMDM 및 SFM 배지 모두에서 포도당 소모량이 완만

한 경향이 나타났다. 포도당 소모 및 젖산 생성은 coc-II 조건보다

coc-I 조건에서 더 많았는데, 이는 coc-I 조건에서의 세포 증식이

coc-II 조건에서보다 더 빠르게 일어났기 때문이며, 특히 IMDM 배

지 조성에서 뚜렷하게 나타나는 것을 확인할 수 있었다. 2차원 및

3차원 배양 비교에서는 2차원 배양에서의 포도당 소모 및 젖산 생

산량이 높은 것으로 나타났다. 

생존율은 배양 6일째 이후부터 지속적으로 감소하였으며, coc-II

조건에서보다 coc-I 조건에서 감소 정도가 더 급격하게 일어나는

것을 확인할 수 있었다. coc-I 조건에서 생존율은 배양 6일째 이후

부터 감소하기 시작하여 배양 11~14일에 급격히 감소하였으며, 배

양 27일 때에는 40％ 정도가 되었고, 우태아혈청의 첨가 여부는 생

존율 변화 경향에 영향을 주지 않는 것으로 확인되었다. coc-II 조

건에서 생존율은 배양 6~14일째 이후부터 감소하기 시작하여 배양

27일 때에는 30~60％ 정도였으며, 우태아혈청이 포함된 경우 생존

율의 감소가 우태아혈청이 포함되지 않은 경우보다 완만하게 진행

되는 것을 확인할 수 있었다. 배양 14일째에 배지 교환 후 coc-I 조

건에서는 생존율이 증가한 후 감소하였으나 coc-II 조건에서는 생

존율의 증가가 나타나지 않았다. 2차원 및 3차원 배양에서의 생존

율 감소 경향은 유사하게 나타났다(data not shown).

4. 결 론

본 연구에서는 다양한 배양 조건에서의 체외 배양을 통해서 제

대혈 유래의 조혈 세포의 증식 및 배양 환경의 변화를 살펴보았다. 세

포 증식 및 콜로니 증식은 coc-I 조건이 coc-II 조건보다 더 긍정적

으로 나타났으며, 우태아혈청의 첨가 여부는 포도당 소모 및 젖산

생성 정도에 영향을 주지 않았다. 배지를 기준으로 보면 우태아혈

청이 포함된 경우 IMDM이 무혈청 배지에서보다 긍정적인 결과를

Table 2. Time courses of progenitor cell expansion

Total CFU expansion (fold)

Conditions Days of culture
9 14 27 9 14 27

IMDM + coc-I IMDM + coc-II

BFU-E 305 ± 9 36 ± 1 0 BFU-E 7 ± 0 2 ± 0 0 

CFU-GM 211 ± 24 24 ± 3 0 CFU-GM 6 ± 1 15 ± 2 0 

CFU-GEMM 0 0 0 CFU-GEMM 0 0 0 

IMDM + coc-I + FBS IMDM + coc-II + FBS

BFU-E 652 ± 19 12 ± 0 0 BFU-E 30 ± 1 0 0 

CFU-GM 520 ± 58 29 ± 3 0 CFU-GM 9 ± 1 0 0 

CFU-GEMM 339 ± 100 0 0 CFU-GEMM 93 ± 27 0 0 

SFM + coc-I SFM + coc-II

BFU-E 135 ± 4 22 ± 1 0 BFU-E 297 ± 9 12 ± 0 0 

CFU-GM 100 ± 11 0 0 CFU-GM 78 ± 9 14 ± 2 0 

CFU-GEMM 0 0 0 CFU-GEMM 0 0 0 

SFM + coc-I + FBS SFM + coc-II + FBS

BFU-E 249 ± 7 28 ± 1 0 BFU-E 6 ± 0 0 0 

CFU-GM 117 ± 13 19 ± 0 0 CFU-GM 0 18 ± 2 0 

CFU-GEMM 0 0 0 CFU-GEMM 0 0 0 

Methocult

BFU-E 2 ± 0 14 ± 0 0 

CFU-GM 0 22 ± 3 0 

CFU-GEMM 0 0 0 

IMDM + FBS

BFU-E 0 0 0 

CFU-GM 0 0 0 

CFU-GEMM 0 0 0 

Cultures were initiated with 2,000 nucleus cells in 35mm plastic dishes at 37 oC, humidified atmosphere of 5％ CO
2
 in air. Results represent mean ± SD from

four separate experiments. 

coc-I: EPO(3U/mL)+GM-CSF(10 ng/mL)+SCF(50 ng/mL)+IL-3(10 ng/mL). 

coc-II: TPO(50 ng/mL)+G-CSF(40 ng/mL)+ SCF(50 ng/mL)+IL-6(100 ng/mL)+Flt3/Flk-2 ligand(80 ng/mL).
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나타냈으며, 우태아혈청이 포함되지 않은 경우에는 무혈청 배지가

IMDM과 같거나 좀 더 좋은 경향을 나타내었다. 또한, 분화된 세

포로의 증식 면에서는 3차원 배양이 유리하였으나, 조혈전구세포와

관련된 콜로니 증식 면에서는 2차원 배양이 유리하였다. 본 연구

결과는 앞으로 제대혈뿐만 아니라 골수 및 말초혈 조혈줄기세포의

체외 증식에 필요한 공정개발이나 생물반응기 설계에 유용한 정보

를 제공할 수 있을 것으로 사료된다. 
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