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냉동 보존 후의 사람 탯  유래 기세포의 특성 분석
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ABSTRACT : For the clinical application, it is needed to keep characteristics of stem cells after storage for a long time. 
In the present study, we examined stem cell properties of human cord-derived stem cells (HUC) after cryopreservation. Cells 
were isolated from human umbilical cord and cultured in vitro. At passage 2 or 3, HUC were suspended at a concentration 
of 1.0×106/㎖ in cryomedium consisting of DMSO and FBS. After freezing at －80℃ overnight, HUC were cryopreserved 
at －196℃ nitrogen gas. After 6 months, HUC were thawed and cultured in vitro. Assessment for the stem cell properties 
was made upon the morphology, population doubling time, and expression profiles of genes and various proteins. 
Cryopreserved HUC showed more than 70% viability and maintained fibroblast-like morphology similar to HUC before 
cryopreservation. Throughout the culture, they underwent average 42.8 doublings and produced 6.75×1018 cells. RT-PCR 
analyses showed that cryopreserved HUC expressed Oct-4, nanog, SCF, NCAM, nestin, GATA-4, BMP4, and HLA-1 genes. 
They did not express Brachyury and HLA-DR genes. Immunocytochemical studies showed that cryopreserved HUC reacted 
with antibodies against SSEA-3, -4, Thy-1, vimentin, fibronectin, HCAM, ICAM, HLA-1 proteins. They did not react with 
antibody against HLA-DR protein. Theses genes and proteins expression patterns of cryopresserved HUC were similar to 
those of HUC before cryopreservation. These results suggest that cryopreserved HUC could retain proliferative potential and 
they expressed various genes and proteins similar to HUC before cryopreservation. Thus, cryopreservation might be useful 
for HUC for future research and clinical application.

Key words : Cryopreserved HUC, Mesenchymal stem cells, RT-PCR, Immunocytochemical study.

요  약 : 기세포를 임상에 용하기 해서는 체외에서 증식 과정이 필수 이다. 그러나 배아 기세포와는 달리 성체

기세포는 체외에서 증식할 경우 일정시간이 지나면 기세포의 특성을 잃기 때문에 임상사용에 있어 제한 을 가지고 있

다. 이러한 문제 을 극복하기 해 기세포의 특성을 잃지 않게 세포를 보존하는 방법이 필요하며, 본 연구에서는 탯  

유래 기세포를 동결 보존한 후 해동시켜 기세포의 특성을 분석하 다. 사람의 탯  유래 세포를 분리하여 체외에서 

배양한 후 2번째 는 3번째 계 의 세포를 25% FBS와 10% DMSO가 첨가된 냉동배양액에 넣어 —196℃에서 동결보존한 

후, 6개월 뒤에 해동시켜 세포의 성장 속도와 유 자  단백질 발 을 살펴보았다. 냉동 보존한 후 세포를 해동시킨 결과 

74%의 생존율을 보 으며, 이 세포를 체외에서 배양하 을 경우, 냉동보존하기 의 세포와 유사하게 방추사 모양의 섬유

아세포의 형태를 나타냈다. 한, 성장 속도 역시 냉동보존하기 의 세포와 같이 10번째 계 까지 배양되었으며, 42번 

분열 능력을 나타냈다. RT-PCR 결과, 냉동 후 세포 모두에서 Oct-4, nanog, SCF, NCAM, nestin, GATA4, BMP4, HLA-1 
유 자는 모두 발 하 으며, Brachyury와 HLA-DR은 발 하지 않았다. 면역세포 화학 염색 결과, 배아 기세포 단백질로 

알려진 SSEA-3, -4, Oct-4 그리고 간엽 기세포 단백질인 Thy-1은 모두 발 하 으며, vimentin, fibronectin, HLA-1, 
HCAM, ICAM 모두 발 하 다. 그러나 SSEA-4과 Thy-1, vimentin, fibronectin, HLA-1는 냉동보존한 후 배양된 탯
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유래 세포에서 발 량이 증가하는 양상을 보 으며, CD44
와 CD54는 감소하는 양상을 나타냈다. 한, 조직 합성 

복합체 항원인 HLA-DR은 냉동보존 후 탯  유래 세

포에서 모두 발 하지 않았다. 이와 같이 유 자와 단백
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질의 발 은 냉동보존하기 후의 탯  유래 세포에서 큰 차이가 없었다. 냉동 보존된 탯  유래 세포는 세포의 분열능력

과 유 자  단백질의 발 이 냉동 보존  세포와 유사한 것으로 나타났다. 이러한 결과는 냉동보존법이 임상 으로 

세포 치료 시 한 세포의 수나 시간을 맞추는데 효과 인 방법이 될 수 있을 것으로 기 된다.  

서  론
기세포는 자가 증식이 가능하며, 아직 운명이 결정되지 

않은 세포로 배아의 내세포괴에서 분리하여 체외에서 증식 

 배양된 배아 기세포(embryonic stem cells, ESC)와 성체

의 여러 조직  기 에 존재하는 성체 기세포(adult stem 
cells)로 나 어 볼 수 있다. 배아 기세포는 신경 (Reubinoff 
et al., 2000), 액세포(Kaufman et al., 2001), 췌장(Assay 
et al., 2001) 등 다양한 세포로 분화할 수 있다는 연구 보고가 

있지만, 사람으로 성장할 수 있는 배아로부터 얻어야 하기 때

문에 윤리  문제 이 있다. 따라서 윤리 인 문제를 배제할 

수 있을 뿐만 아니라 분리  배양이 쉬우며 여러 가지 세포

로 분화 가능한 성체 기세포가 세포치료제의 재료로 각 받

고 있다.
성체 기세포의 경우, 다양한 조직에서 분리할 수 있으며, 

가장 잘 알려진 성체 기세포는 골수 유래 간엽 기세포

이다. 간엽 기세포의 경우 골, 연골과 지방(Pittenger et 
al., 1999)과 같은 간엽 기원 세포로 분화가 가능하며, 신경

과 같은 외배엽 기원 세포 는 간세포(Schwartz et al., 
2002)와 같은 내배엽 기원 세포로도 분화가 가능하다고 보고

된 바 있다. 그러나 골수 유래 간엽 기세포의 경우 세포

를 얻기 해서는 고통이 수반해야 하며, 기증자의 나이에 따

라 간엽 기세포의 특징이 다르다는 단 (Mueller & 
Glowacki 2001; Stenderup et al., 2003)이 있기 때문에 다른 

조직에서부터 유사 간엽 기세포를 분리하려는 시도를 하

고 있으며, 최근 성체와 태아의 말  액, 간, 비장, 태반, 탯
, 제 , 양수, 지방 그리고 양막 등에서 분리할 수 있다는 

보고들이 발표되었다(Campagnoli et al., 2001; Zuk et al., 
2002; Hu et al., 2003; Romanov et al., 2003; Bilic et al., 
2004; Fukuchi et al., 2004). 

탯 은 배아 발달 13일째 배아 외의 내배엽에서 기원하며, 
콜라겐이 풍부한 기질에서 기질세포를 분리하면서 보고되었

다(Takechi et al., 1993). 최근에는 탯 에서 유래한 기질세

포가 골수에서 유래된 간엽 기세포의 특징을 가지고 있

다고 보고되었으며(Wang et al., 2004; Fu et al., 2006), 
Wang 등은 이들을 이용하여 심근세포, 연골세포, 골세포, 그
리고 지방세포와 같은 간엽 기원 세포로 분화를 유도하

다. 한, Fu 등과 Weiss 등(2006)에서도 탯 에서 유래한 

간엽 기세포가 신경세포로 분화 가능하다는 연구를 보고

하 다. 이처럼 탯 은 임상  사용을 한 기세포를 공

할 수 있는 조직으로 기 되며, 나아가 세포치료제로서 사용

이 가능할 것으로 보인다. 
그러나 배아 기세포와는 달리 탯  유래 기세포와 같

은 성체 기세포는 체외에서 증식할 경우 일정시간이 지나

면 기세포의 특성을 잃게 되기 때문에 임상 사용에 있어 제

한 을 가지고 있다. 이러한 문제 을 극복하기 해 기세

포를 보존하는 방법이 필요하며, 그  동결보존법은 배아와 

세포 보존법으로 보편 으로 사용되어온 방법  하나이다. 
최근 제 (umbilical cord blood) 유래 간엽 기세포

를 10% dimethylsulfoxide(DMSO)를 사용하여 냉동보존한 

후 녹인 세포가 다양한 세포로 분화 가능하다는 연구 보고가 

있으며(Lee et al., 2005), 사람의 골수에서 유래한 간엽 

기세포(Bruder et al., 1997)와 사람의 양막에서 유래한 기

세포(Moon et al., 2008)를 냉동보존한 후 녹인 뒤 연골, 지
방, 골 는 신경세포로 분화하 다는 보고도 있다.

따라서 탯 에서 유래한 기세포의 동결보존법에 한 

연구는 앞으로 임상 으로 세포치료제의 사용에 있어서 필

수 이라고 생각되며, 본 연구에서는 사람의 탯  유래 기

세포를 동결보존한 후 해동시킨 세포의 증식 능력과 유 자 

 단백질의 발  등을 통해 기세포의 특성을 가지고 있는

지를 살펴보았다. 

재료 및 방법
1. 탯줄로부터 줄기세포의 채취
본 연구에 사용된 탯 은 만삭 정상 산모의 제왕 개 는 

질식 분만 시 산모의 동의 하에 태아로부터 채취하 다. 채
취한 조직은 24시간 내에 실험에 사용하 다. 
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2. 탯줄 유래 세포의 배양
탯 을 100 U/㎖의 penicillin과 100 ㎍/㎖의 streptomycin

이 첨가된 Ca2+, Mg2+-free DPBS로 탯  외부의 액을 제

거한 후 외부 양막을 벗기고 동맥 2개를 제거하 다. 남은 

조직을 1 ㎣ 크기로 자른 후 같은 부피의 0.5% crude type 
collagenase(Gibco)로 37℃에서 20～24시간 처리하 다. 이 

후 Ca2+, Mg2+-free DPBS를 40배 첨가하여 실온에서 600×g
로 10분간 원심분리하여 상층액을 제거하고 DMEM- LG로 

2번 세척하 다. 분리된 세포를 100 U/㎖ penicillin, 0.1 ㎍/
㎖ streptomycin, 3.7 ㎎/㎖ sodium bicarbonate, 그리고 

10% FBS가 포함된 DMEM-LG에서 37℃, 5% CO2가 공

되는 배양기 내에서 배양하 다. 배양 3일 후 배양용기의 바

닥에 붙지 않은 세포를 제거하고, 1주에 2번 배양액을 교체하

다. 배양용기의 70～80% 정도로 세포가 자라면 0.125% 
trypsin과 1 mM ethylenediaminetetraacetic acid(EDTA)가 

첨가된 HBSS로 3분간 처리하여 세포를 떼어낸 후 2×103/㎠
의 농도로 배양하 다.

3. 탯줄 유래 세포의 냉동 보존 및 해동
배양용기의 70～80% 정도로 자란 2～3번째 계  배양의 

탯  유래 세포를 0.125% trypsin과 1 mM EDTA가 첨가된 

HBSS로 3분간 처리하여 세포를 떼어낸 후 25% FBS와 10% 
DMSO가 첨가된 DMEM-LG에 1×106/㎖의 농도로 cryo-
tube(Nunc)에 넣어  후 —80℃에서 24시간 냉동 후 —196℃

의 액체 질소로 옮겨 냉동 보존하 다. 6개월 후, 냉동 보존

된 탯  유래 세포를 37℃ water bath에서 녹인 다음 15 ㎖ 
tube로 옮긴 후 10% FBS가 포함된 DMEM-LG를 첨가하

다. 이를 300×g로 5분간 원심 분리하여 상층액을 제거하고 

다시 DMEM-LG로 2번 세척하 다. 0.4% trypan blue로 생

존율을 확인하고 2×103/㎠의 농도로 배양하 다.

4. Total RNA 분리 및 역전사 중합효소 연쇄반응(Re-
verse Transcription Polymerase Chain Reaction, RT-PCR)

Cell pellet을 Ca2+, Mg2+-free DPBS를 이용하여 세척하고 

500 ㎕의 Tri-reagent(Sigma)를 첨가한 다음 manufacturer의 
instruction에 따라 total RNA를 분리하 다. 5 ㎍의 RNA는 
reaction buffer, 1 mM NTP mixture, 0.5 ㎍/㎕ oligo (d)T15, 
20 U RNase inhibitor(Takara, Japan), 20 U M-MuLV 
reverse transcriptase(Fermentas)가 혼합된 20 ㎕ 반응 용액

에서 역 사시켰다. 반응은 42℃에서 60분간 진행되었다. 얻
어진 RT products(cDNAs)는 2 mM MgCl2, 1x Taq buffer, 
0.25 U Taq polymerase(Fermentas), 10 pM의 sense와 

antisense gene-specific primers가 혼합된 10 ㎕ 반응 용액

으로 PCR을 수행하 다. Amplification은 총 35 cycles 수
행하 으며, 각 cycle은 94℃에서 30 간의 denaturation, 
30 간의 annealing, 72℃에서 30 간의 extension 과정으로 

구성되었다. Annealing 과정의 온도는 Table 1에 표기하

다. 반응 종결 후, PCR 생성물들은 0.25% bromophenol blue, 
0.25% xylene cyanol, 40% sucrose가 포함된 6×loading 
buffer에 혼합한 다음 2% agarose gel을 이용하여 기 동

하 다. 기 동 후 ethidium bromide로 염색하고 ultra-
violet light를 이용하여 DNA의 상을 얻었다.

5. 면역세포화학적 특성 분석
탯  유래 세포를 8-well slide chamber(Nunc)에서 배양한 

후 2% paraformaldehyde가 함유된 Ca2+, Mg2+-free DPBS용

액을 이용하여 4℃에서 2시간 동안 고정하 다. 고정 후 

Ca2+, Mg2+-free DPBS로 5분간 3번 세척하 다. 그리고 실

온에서 10분 동안 0.5% Triton X-100가 함유된 Ca2+, Mg2+- 

free DPBS를 처리 후 세척한 다음 endogenous peroxidase
의 활성을 제거하기 하여 3% hydrogen peroxide(Dako)로 

15분간 반응시킨 후 세척하 다. 2% bovine serum albumin 
(BSA, Sigma)을 함유한 Ca2+, Mg2+-free DPBS에서 실온으

로 1시간 동안 반응시켰다. 그 후 각 SSEA-3(1:50; R&D Sys-
tem), SSEA-4(1:50; Chemicon), Thy-1(1:20; Chemicon), 
fibronectin(1:200; Novocastra), vimentin(1:100; Novocastra), 
CD44(1:500; Novocastra), CD54(1:40; Novocastra), vWF 
(1:200; Novocastra), HLA-1(1:200; Novocastra), HLA-DR 
(1:50; Novocastra) mouse monoclonal antibody를 4℃에서 

17시간 동안 처리 후, 세척하 다. 이후 biotinylated goat 
anti-mouse IgG와 anti-rabbit IgG를 실온에서 20분간 처리

하 다. 3번 세척한 다음, horseradish peroxidase-conjugated 
streptavidin(Dako)을 20분간 처리하 다. 3,3’-diaminoben-
zidine tetrahydrochloride(DAB, Dako) 용액으로 발색하

다. 발색이 된 세포는 Ca2+, Mg2+-free DPBS로 세척하고 

Mayer’s Haematoxylin으로 조 염색한 후 학 미경(LSM 
410; Carl Zeiss, Oberkochen, Germany) 하에서 찰하

다.
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Table 1. Primer used for the RT-PCR analysis for stem cell specific markers

Gene Primer sequence Size(bp) Temp.(℃) Accession number

GAPDH
5’- aca act ttg gta tcg tgg aa-3’

456 53 NM_002046
5’- aaa ttc gtt gtc ata cca gg-3’

Oct-4
5’- cgt gaa gct gga gaa gga gaa gct g -3’

245 55 AF268617
5’- caa ggg ccg cag ctc aca cat gtt c -3’

Rex-1
5’- atg gct atg tgt gct atg agc -3’

449 57 NM_174900
5’- cct caa ctt cta gtg cat cc -3’

SCF
5’- cca ttg atg cct tca agg ac -3’

275 55 M59964
5’- ctt cca gta taa ggc tcc aa -3’

FGF-5
5’-gct gtg tct cag ggg att gta gga ata -3’

434 55 NM_004464
5’-tat cca aag cga aac ttg agt ctg ta -3’

NCAM
5’-gag ggg gaa gat gcc gtg atg tg -3’

269 60 NM_000615
5’-ata ttc tgc ctg gcc cgg atg gta g -3’

BMP-4
5’-agc cat gct agt ttg ata cc -3’

383 55 D30751
5’-tca ggg atg ctg ctg agg tt -3’

Brachyury
5’-gag ctc acc aat gag atg at -3’

335 57 NM_002052
5’-ggc tca tac tta tgc aag ga -3’

aFP
5’-gtg ctg cac ttc ttc ata tgc -3’

218 54 NM_001134
5’-tga cag cct caa gtt gtt cc -3’

GATA-4
5’-ttc ctc ttc cct cct caa at -3’

194 60 NM_002052
5’-tca gcg tgt aaa ggc atc tg -3’

HNF-4α
5’-gag cag gaa tgg gaa gaa tg -3’

205 62 NM_178849
5’-ggc tgt cct ttg gga tga ag -3’

BMP-2
5’-ttg cgg ctg ctc agc atg tt -3’

315 55 BC069214
5’-ttg cga gaa cag atg caa gat g -3’

HLA ABC
5’- gta ttt ctt cac atc cgt gtc ccg -3’

394 70 L18898
5’- gtc cgc cgc ggt cca aga gcg cag -3’

HLA DR
5’- ctg atg agc gct cag gaa tca tgg -3’

220 60 X06079
5’- gac tta ctt cag ttt gtg gtg agg gaa g -3’

결  과
1. 냉동 전후 탯줄 유래 세포의 형태 및 성장 분석
탯  유래 세포는 섬유아세포와 유사한 방추사 모양을 나

타냈다(Fig. 1 A, B). 계  3번째의 탯  유래 세포를 10% 
DMSO와 25% FBS가 첨가된 냉동 보존액에 넣어 6개월 동

안 액체 질소에 보 한 후 해동하 을 때 세포의 모양은 냉

동 과 유사한 형태를 나타냈다(Fig. 1 C, D). 탯  유래 세

포의 냉동 보  후 생존율은 74.7±5.5%이었다. 냉동 보존 

후의 탯  유래 세포의 성장 속도를 비교한 결과, 냉동보존

하기 의 탯  유래 세포는 체외에서 10번째 계 까지 배양

되었으며, 38.2번 분열하여 총 2.8×1017의 세포를 얻었고, 냉
동 후 해동하여 배양된 탯  유래 세포 역시 체외에서 10번

째 계 까지 배양되어 총 42.8번 분열하 으며, 6.57×1018
의 

세포를 얻었다(Fig. 2). 이러한 결과로 미루어 보아, 냉동 보

존하기 후 탯  유래 세포의 형태 인 특성과 성장속도는 

큰 차이가 없는 것으로 보인다. 

2. 냉동 전후 탯줄 유래 세포의 유전자 발현 분석
냉동 후 탯  유래 세포의 유 자 발  양상을 살펴보기 
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Fig. 1. Morphology of fresh and frozen-thawed HUC. A, B, 
fresh HUC at 3rd passage; C, D, frozen-thawed HUC at
3rd passage. A, C, ×40; B, D, ×100. 

Fig. 2. Cumulative cell number and doubling numbers of 
fresh and frozen-thawed HUC. A, Cumulative cell number
for fresh and frozen-thawed HUC throughout ex vivo ex-
pansion; B, Cumulative doubling numbers for fresh and
frozen-thawed HUC during the same culture period. 

해 냉동하기  계  5번째의 탯  유래 세포와 냉동 보존 

후 계  5번째 탯  유래 세포를 RT-PCR을 수행하 다. 두 

개의 다른 탯  유래 세포 모두 냉동 후에 배아 기세포, 
배아종양세포에서 발 하는 유 자인 nanog와 Oct-4, 배아

종양세포, 조 모세포, 간엽 기세포에서 발 하는 유 자

인 SCF(stem cell factor), 외배엽 세포에서 발 하는 NCAM 
(neural cell adhesion molecule)과 nestin, 배엽 세포에서 

발 하는 BMP-4, 내배엽 세포에서 발 하는 GATA-4, 조직 

합성복합체인 HLA-1 유 자를 발 하 다. 그리고 두 종

류의 세포 모두 배엽 marker 유 자인 Brachyury와 조직 

합성 복합체 HLA-DR은 냉동 후 탯  유래 세포 모두에

서 발 하지 않았다(Fig. 3). 

3. 냉동 전 후 탯줄 유래 세포의 면역세포화학적 특성 분석
냉동 후의 탯  유래 세포를 면역세포 화학분석법을 통

하여 단백질 발 을 분석한 결과, 배아 기세포의 표지 물질

로 알려진 SSEA-3, SSEA-4, 그리고 간엽 기세포 표지 

Fig. 3. RT-PCR analysis of fresh and frozen-thawed HUC at 
5th passage. 1, 2, represent different cell lines; 1T, 2T, 
frozen-thawed each HUC line.
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Fig. 4. Immunocytochemical analysis of fresh and frozen-thawed
HUC at 5th passage. Fresh and frozen-thawed HUC ex-
hibited immunoreactivity with antibodies against SSEA 
(stage-specific embryonic antigen)-3,-4, Thy-1(CD90), fibro-
nectin, ICAM-1, HCAM, vWF(von Willebrand factor), 
and HLA-1. NC(negative control), cultured cells were 
incubated without primary antibody. Nuclei were stained
with haematoxylin. ×100.

물질인 Thy-1은 냉동  후의 탯  유래 세포에서 모두 발

하 다. 그러나 SSEA-4과 Thy-1은 냉동보존 후 배양된 탯

 유래 세포에서 발 량이 증가하는 양상을 보 다(Fig. 4). 
한, 세포 외 기질 단백질인 fibronectin과 세포골격 단백질

인 vimentin, 조직 합성 복합체 항원인 HLA-1 역시 냉동 보

존  후의 탯  유래 세포에서 모두 발 하 지만, 냉동 보

존 후 배양된 탯  유래 세포에서 발 량이 증가하 다. 그러

나 세포연  물질인 CD44(homing cell adhesion molecule, 
HCAM), CD54(intracellular cell adhesion molecule, ICAM 
-1)은 냉동 보존 후 배양되었을 때 감소되었다. 내피세포에

서 발 하는 vWF는 냉동 보존 과 후 모두 약하게 발 되

었으며, 조직 합성 복합체 항원인 HLA-DR은 냉동보존  

후 탯  유래 세포 모두에서 발 하지 않았다.

고  찰
탯 은   간엽 결합 조직과 배아결합조직으로 구

성되며(Troyer & Weiss, 2008), 탯 에서 분리된 기세포

는 골수나 제 에서 유래한 간엽 기세포와 유사한 특

성을 가진다. 한 탯  유래 기세포는 체외배양 시 골수나 

지방 유래 기세포보다 population doubling time(PDT)이 

짧고 분열능력이 뛰어나, 보다 많은 수의 세포를 얻을 수 있

어 지방이나 골수에서 유래된 기세포보다 덜 분화한 세포

로 여겨지기 때문에 세포치료에 사용하는데 용이할 것으로 

기 된다(Bieback et al., 2004, Kern et al., 2006, Baksh et 
al., 2007, Lund et al., 2007). 그러나 간엽 기세포의 증

식률과 분화 능력은 체외에서 계  배양하는 횟수가 증가할

수록 감소하기 때문에 오랜 기간 배양하기 어렵기 때문에 

(Izadpanah et al., 2008), 임상 으로 사용하기 해서는 이

들을 보존하는 방법이 필요하며, 냉동 보존법은 요한 방법

이 될 수 있다. 
조직이나 세포를 냉동 보존하는 방법은 1700년 부터 사

용되어 왔으며, 세포를 가사상태(suspended animation)로 보

하 다. 1900년 에 냉동보존법은  발 하 으며, 냉
동배양액에 동결방지제를 첨가하는 방법을 개발하 고, 이

로 인해 냉동보존법은 정자, 배아, 다양한 조직과 세포를 보

하는 방법으로 보편 으로 사용되고 있다. 세포를 얼리기 

에는 반드시 DMSO나 glycerol과 같은 동결방지제를 처리

해야 하며, 이들은 냉동과정에서 세포를 보호하고 세포막 항
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상성을 유지하도록 도와 다. 하지만, 이와는 반 로 냉동배

양액에 DMSO를 첨가하는 것은 세포독성이 있을 뿐 아니라 

신경세포(Chu et al., 2004)나 심근세포(Young et al., 2004)
로 분화를 유도한다는 보고도 있다. 다른 연구자들은 기세

포를 냉동 보존할 때 DMSO 신에 trehalose와 같은 동결

방지제를 첨가하기도 하 다(Buchanan et al., 2004). 
본 연구에서는 동결방지제로 DMSO를 첨가하여 탯  유

래 세포를 동결보존한 후 해동시켜 성장속도와 유 자  단

백질의 발  변화를 살펴보았다. 25% FBS와 10% DMSO가 

첨가된 냉동보존액에 넣어 액체질소에 6개월 동안 보 한 후 

해동시킨 결과, 형태 변화 없이 냉동 의 탯  유래 기세

포와 유사한 형태를 유지하 다. 체외에서 증식률 한 냉동 

의 탯  유래 세포와 같이 계  10번까지 배양이 가능했고, 
분열횟수는 냉동 후 각각 38번, 42번으로 조  더 많이 분

열한 것을 찰하 다. RT-PCR을 통해 냉동 보존 후 유

자 발 을 분석한 결과, 세포 line에 따라 발 량의 변화가 

있는 세포도 있긴 하 지만 모두 Oct-4, nanog, SCF를 포함한 

배아 기세포나 간엽 기세포에서 발 하는 기세포 

련 유 자들이 모두 발 하 으며, NCAM, GATA-4, BMP-4, 
HLA-1 한 모두 발 하 다. 단백질 발 에서도 SSEA-3, 
-4, Thy-1를 포함한 기세포 표지 단백질이 냉동 후 세포

에서 발 하 지만, 그 발 량의 증가  감소를 나타내는 

단백질도 있었다. 이처럼 냉동 보존  후의 탯  유래 세포

의 모양과 성장속도, 유 자와 단백질 발  양상이 유사한 

것으로 보아 냉동 보존한 후에도 탯  유래 세포는 그들의 

고유한 특성을 가지고 있는 것으로 보인다. 
GATA-4는 zinc-finger family의 속하는 사인자 의 

하나로, 심장에서 특이 으로 발 되며(Grepin et al., 1997), 
nestin은 신경 기세포와 근육  심장근육 등의 세포에서도 

발 되는 유 자이다(Sjogerg et al., 1994). BMP-4의 경우 

골 형성뿐 아니라 연골의 재생과 생성에 요한 역할을 한다 

(Kuroda et al., 2006). 따라서 분화를 시키지 않은 냉동 후

의 제  유래 기세포에서 이들 유 자를 발 한다는 은 

제  유래 기세포가 심근세포를 포함한 배엽성 기원의 

세포와 신경세포로 분화할 수 있는 가능성을 제시한다. 
세포 생존율은 냉동보존 후 해동시킨 세포에서 가장 요

한 요소로, 높은 생존율은 세포들이 얼음 크리스탈 형성이나 

온도의 격한 변화와 동결방지제의 세포독성과 같은 냉동

보존 후 발생할 수 있는 세포 내 손상으로부터 보호되었다는 

것을 의미한다. 이번 연구에서는 탯  유래 세포를 6개월 동

안 냉동보존한 후 해동시켜 배양하 을 경우 74%의 생존율

을 보 다. 이 수치는 골수 유래 기세포(Kotobuki et al., 
2005)나 제 (Lee et al., 2005)을 냉동보존한 후 얻은 세

포의 생존율에 비해 은 수치이나, 냉동 보존법의 차이에 의

한 가능성을 배제할 수 없다. 그럼에도 불구하고, 냉동 보존

한 후 세포들의 성장속도가 냉동 보존하기 의 세포보다 조

 더 빨랐으며, 이들의 유 자  단백질의 발  양상에도 

큰 변화가 나타나지 않았다. 하지만 제  유래 기세포를 효

과 으로 임상 사용을 하기 해서는 더 높은 생존율을 얻을 

수 있는 냉동배양액  보존방법의 개발이 필요할 것으로 보

이며, 이에 한 연구가 더 진행되어야 할 것으로 생각된다. 
한, 본 연구에서는 냉동보존한 후 기세포의 분화능력에 

한 조사가 이루어지지 않았기 때문에 냉동보존 후의 분

화능력의 변화에 한 실험이 더 진행되어야 할 것으로 사료

된다. 
결론 으로, 탯  유래 세포를 냉동보존하 을 때 세포의 

특성 변화 없이 보존되었다는 것을 확인하 다. 이러한 결과

는 임상 으로 사용할 수 있는 세포의 수나 시간을 맞추는데 

효과 인 방법이 될 수 있을 것으로 보인다.
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