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ABSTRACT : Human placenta is abundant source of adult stem cells. Especially, amniotic epithelial cells have stem cell 
characteristics, expressing surface markers normally present on embryonic stem cells and germ cells. However, culturing 
and expanding amniotic epithelial cells in vitro without feeder cells are difficult due to endogenous characteristics of 
epithelial cells. In the present study, amniotic epithelial cells are isolated and proliferated in several passages by applying 
dithiothreitol and a Rho-associated kinase inhibitor in culture media. The cultured amniotic epithelial cells showed the 
epithelial and stem cell characteristics. In conclusion, human placenta-derived amniotic epithelial stem cells can be a major 
source of stem cells for medical treatment of various diseases without any controversial issues.
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요  약 : 태반은 성체 기세포의 보고이다. 특히 양막상피세포는 배아 기세포의 기세포 능력을 나타내는 세포 표면 

표시자들을 그 로 발 하는 기세포로 알려져 있다. 하지만 상피세포를 실험실에서 지지세포 없이 량 증식 배양하는 

것은 상피세포가 가지고 있는 내인성 성격으로 인해 어렵다. 본 연구에서는 디티오트 이톨(Dithiothreitol; DTT)과 ROCK 
해제(Rho-associated kinase inhibitor)를 이용하여 양막상피세포를 분리하고 배양하는데 있어서 임상 용이 가능한 수

의 세포를 얻었고, 최 의 세포상태를 유지하 다. 본 연구에서 분리배양된 양막상피세포는 상피세포의 특성과 기세포

의 특성을 발 하 다. 결론 으로 기세포 치료를 이용한 재생의학의 에서 인간태반 유래 양막상피 기세포는 아

무런 윤리 인 논란을 일으키지 않는 주요한 기세포 치료제의 재료로서 여러 가지 질병 치료에 사용될 수 있을 것이다.
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서  론

태반 유래 양막상피세포는 배아 기세포에 버 가는 능력

을 가진 것으로 알려져 있지만, 질병을 치료할 수 있는 임상

에 용이 가능한 수 으로의 증식 배양하는 것이 어려워 세

포 치료에 있어서 난 에 부딪  있다(Miki et al., 2005). 이
에 태반 양막으로부터 상피세포를 얻기 하여 처리하는 

과정과 이후의 세포를 분리하여 배양에 이르기까지의 과정

을 연구하여 세포를 안정 으로 증식 배양하는 방법이 요구

된다. 
성체 기세포는 골수에서 최 로 분리되었고(Jiang et al., 

2002a), 그 후 다른 여러 성체 조직에서도 확인되었다(Verfaillie, 
2002). 다시 말해, 골수는 가장 리 알려진 기세포의 공

원이지만, 이러한 다분화능 기세포는 피부, , 근육, 뇌, 
지방  태반으로부터도 확인되었다(Toma et al., 2001; Jiang 
et al., 2002b; Sampaolesi et al., 2003; Gimble & Guilak, 
2003; Portmann-Lanz et al., 2006; Alviano et al., 2007). 그
러나 골수와 같은 성체 조직 내의 기세포는 매우 드물게 

존재하고, 이러한 세포들을 미분화상태를 유지하며 배양하
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기 어렵다. 즉, 이러한 기세포를 체외에서 분리 배양하려

면 특이 으로 선별된 배지와 배양 기술이 필요하다.
골수유래 기세포와 마찬가지로 뛰어난 분화능력과 안

성으로 각 을 받는 태반 기세포(Portmann-Lanz et al., 
2006; Alviano et al., 2007)는 제 에 비해 100배 더 많은 

양의 간엽 기세포를 추출할 수 있을 뿐만 아니라, 사용 

가능 회수에서도 제 이 1회에 한정하고 15세 이상이 되

면 타인의 제 을 보충해야 하지만, 태반 기세포는 여러 

번 사용할 수 있어 성인이 되어서도 사용 가능한 것으로 알

려졌다. 한, 태반 기세포는 보다 다양한 질환에 이용될 

수 있다. 제 의 조 모세포는 주로 액 질환에 사용되나, 
태반 기세포는 세포 손상 질환에 사용에 유리하여 향후 심

장마비, 뇌졸 , 당뇨병, 골다공증, 퇴행성 염 등 많은 질

병에 이용할 수 있다. 그러나, 성체 기세포의 공 원으로 

태반을 이용하는데 있어서, 분만 직후의 태반 조직을 필요한 

순간마다 바로 제공받기는 어려운 실정이며, 실제로 태반 조

직의 산업  이용(태반 주사, 태반 화장품류)은 분만 후의 태

반 조직을 냉장 보 하 다가 사용하고 있다.  미분화 상태

로 존재하는 태반 유래 기세포는 분만 직후의 태반으로부

터만 많은 양으로 수득할 수 있을 뿐, 분만 후 몇 시간이 경

과되거나 특히, 오랜 시간 동안 냉장 보 되어 있던 태반 조

직으로부터는 다량의 성체 기세포를 수득하는 것이 매우 

어렵다. 그 기 때문에 시 에서 태반 유래 성체 기세포

를 산업 으로 이용할 수 있기 해서는 무엇보다도 냉장 보

되어 있는 태반 조직 등으로부터 량으로 성체 기세포

를 제조할 수 있는 방법이 실히 요구되고 있다.  
최근에 배아 기세포의 특성과 가장 유사한 특성을 보유

하여 여러 가지 다양한 세포로 분화할 수 있는 능력을 가지

고 있으면서, 배아 기세포와 달리 체내 이식 시 암을 발생

시키지 않아 임상 으로 안정한 것으로 알려져 있는 상피세

포 유래 성체 기세포가 양막에 존재하는 것으로 보고되었

다(Miki et al., 2005). 양막상피세포는 태반을 구성하는 양

막상피조직  배 형성 이  는 수정 후 8일된 외배엽으로

부터 발달한 것으로 배 형성  배아세포의 유연성을 유지하

고 있는 것을 특징으로 하고 있다. 따라서 상기 양막상피세

포의 표면 표시자는 배아에서 발 되는 것과 동일한 것으로 

확인되었고, 면역조직화학  분석  유 학  분석에 의하

여 양막상피세포 유래 성체 기세포가 내배엽, 배엽, 외배

엽 유래 세포로 모두 분화 가능한 능력을 가지고 있으며, 체

내에서 암 발생을 일으키지 않는 것으로 확인되었다(Miki et 
al., 2005). 그러나 이러한 양막상피 기세포는 다른 태반 조

직 유래 성체 기세포( 간엽 기세포)와 달리 기 세포 배

양  계  배양 시 세포 사멸 과정으로 진행되기 쉬워 기존

의 배양 방법으로는 미분화 상태의 양막상피세포 유래 성체

기세포를 량으로 증식하는 것이 곤란하 다. 즉, 미분화 

상태로 존재하는 양막상피세포 유래 기세포는 오직 분만 

직후의 태반으로부터 많은 양으로 수득할 수 있을 뿐, 분만 

후 몇 시간이 경과되거나 특히, 오랜 시간 동안 냉장 보 되

어 있던 태반 조직으로부터는 다량의 성체 기세포를 수득하는 

것이 매우 어렵다. 통상 으로 태반에서 분리된 양막은 액과 

액질 등으로 표면이 둘러싸이게 된다. 이러한 액질 등은 양

막으로부터 단일 세포를 분리하는 데 장애가 되는 요소로서 종

래 트립신 처리에 따른 효과를 감소시키는 역할을 해왔다. 이에

 트립신 처리 에 액질 등의 불순물을 제거하여 단일세포의 

분리에 사용되는 트립신의 효과를 극 화시킬 수 있는 환경 조

성의 필요성 역시 요구되고 있다. 한 상피세포를 실험실에서 

지지세포 없이 배양하면 세포 사멸로 진행되기 때문에 량 증

식 배양에 어려움이 있으므로 분리된 세포의 배양 시 세포 사멸

로의 진행을 억제시킬 필요성이 존재한다.
본 연구는 양막상피세포를 수득하는 과정에 있어서 트립

신 처리 에 디티오트 이톨(Grossmann et al., 1998)을 처

리하는 방법을 사용함으로써 양막상피세포를 기에 량으

로 수득하며, 분리된 세포의 세포 사멸을 억제하여 량으로 

배양시킬 수 있도록 배양 배지에 ROCK 해제(Rho-associated 
kinase inhibitor)를 첨가하여 배양함으로써 양막상피세포를 

임상에 용이 가능한 수 의 세포수까지 증식시킬 수 있음

을 확인하 다. 한 이 게 분리배양된 양막상피세포에 

해 기세포 능성 표시자와 상피세포 표시자의 발 을 확

인함으로써 상피유래 기세포임을 확인하 다. 

재료 및 방법

1. 태반의 수집 및 전처리

사람 태반은 고려 학교 임상실험윤리 원회의 지침서에 

따라 고려 학교 부속 구로병원에서 정상분만과 제왕 개를 

통한 분만 후에 얻어진 태반을 수집하여 실험에 사용하 다. 
실험에 필요한 양막조직은 태반으로부터 벗겨내어 분리하

으며(Miki et al., 2005), 분리된 양막은 항생제가 포함된 생
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리식염수 혹은 DMEM 배지에 넣어 연구실까지 옮겼다.

2. 양막상피세포의 분리

1) 디티오트레이톨 및 Trypsin-EDTA 처리에 의한 양막

상피세포의 분리

태반을 연구실로 옮겨온 후 태반으로부터 양막을 벗겨 내

고, HBSS(Gibco, USA)에 넣어 수 차례 세척하여 액을 제

거하 다. 양막조직을 5 g 정량하여 잘라내고 10 mM 디티

오트 이톨(Gibco, USA)을 첨가한 HBSS에 넣어 30분간 상

온에서 반응시켰다(Grossmann et al., 1998). 반응이 끝난 양

막 조직을 다시 HBSS를 이용하여 수 차례 세척하고 양막에 

붙은 액질이 충분히 제거되었는지 육안으로 확인하 다.
액질이 제거된 양막조직을 수술용 가 를 이용하여 잘게 

잘라내고 0.05% trypsin-EDTA를 함유한 DMEM(Gibco, 
USA) 배지를 이용하여 37℃ 인큐베이터에서 40～60분간 교

반하며 반응시켰다. 화학 으로 분해된 조직을 1분간 vortexing
한 후 1 ㎜ mesh에 1차로 걸러주어 남은 조직을 제거하 다. 
이후에 1차 걸러진 용액을 다시 100 ㎛ cell strainer(BD Falcon, 
USA)를 이용하여 남은 조직과 꺼기를 제거하 다. 걸러

진 용액을 원심분리하여 세포를 얻은 다음 Hemocytometer
를 이용하여 Trypan Blue Dye법으로 미경상에서 육안으

로 찰되는 살아있는 세포들을 계수하 다. 

2) Trypsin-EDTA 처리에 의한 양막상피세포의 분리

5 g 정량하여 잘라낸 양막조직을 0.05% trypsin-EDTA을 

첨가한 DMEM에 넣어 10분간 37℃에서 반응시켰다. 반응

이 끝난 양막 조직을 다시 HBSS를 이용하여 수 차례 세척하

고 양막 조직을 수술용 가 를 이용하여 잘게 잘라내었다. 
잘게 잘라진 양막 조직을 새로운 0.05% trypsin-EDTA를 함

유한 DMEM(Gibco, USA) 배지를 이용하여 37℃ 인큐베이

터에서 40～60분간 교반하며 반응시켰다. 화학 으로 분해

된 조직을 1분간 vortexing한 후 1 ㎜ mesh에 1차로 걸러주

어 남은 조직을 제거하 다. 이후에 1차 걸러진 용액을 다시 

100 ㎛ cell strainer(BD Falcon, USA)를 이용하여 남은 조

직과 꺼기를 제거하 다. 걸러진 용액을 원심분리하여 세

포를 얻은 다음 Hemocytometer를 이용하여 Trypan Blue 
Dye법으로 미경상에서 육안으로 찰되는 살아있는 세포

들을 계수하 다.

3. 양막상피세포의 배양

디티오트 이톨과 trypsin-EDTA를 처리하여 얻어진 세

포는 우태아 청을 함유한 RAEM(RNL BIO, Korea) 배지

를 이용하여 T75- 라스크에서 배양을 시작하 고, 다음날 

세포가 붙은 정도를 미경으로 확인 후, DPBS(Welgene, 
Korea)를 이용하여 부착되지 않은 세포와 꺼기를 제거하

고 RAEM을 새로 공 하 다. 세포가 배양 라스크(Nunc, 
Denmark)에 100% 자랄 때까지 매일 배지를 교환하 다.

4. ROCK 저해제 존재하에서의 세포배양

디티오트 이톨과 trypsin-EDTA를 처리하여 얻어진 양

막상피세포를 T75-flask에 4×106 세포수로 넣고 ROCK 
해제를 첨가한 배지와 첨가하지 않은 배지로 배양을 하면서 

세포의 배양상태를 찰하 다.

5. ROCK Inhibitor 농도별 양막상피세포 증식 비교

디티오트 이톨과 trypsin-EDTA로 처리하여 얻어진 양

막상피세포의 배양에 있어서 ROCK inhibitor의 농도에 따

른 양막상피세포의 증식능을 확인하기 하여 동일한 기본 

배지에 ROCK inhibitor 농도를 100 μM, 10 μM, 1 μM, 
100 nM 는 10 nM로 첨가하여 배양하며 찰하 다.

6. FACS 분석

배양한 양막상피세포를 TrypLE-ExpressTM(Gibco, USA)
을 이용하여 수거하여 FACS 분석을 한 로토콜에 따라 

세포를 5% serum(2.5% NGS, 2.5% NHS, 각 Vector, USA)
과 1% paraformaldehyde(Junsei, Japan)가 들어간 DPBS에 

넣어 4℃에서 90분간 blocking  고정하 다. 세포를 분석

하고자 하는 항체 개수만큼 일정하게 나 고 각각에 형 물

질이 붙은 1차 항체인 CD9, CD29, CD49f, CD73, CD90, 
CD105, CD31, CD34, CD45, CD133 는 HLA-DR 항체(BD 
Pharmingen, USA)를 넣어주고 4℃에서 60분간 반응하 다. 
비특이  항체 반응을 방지하고 잔존할 항체를 제거하기 

해 DPBS를 이용하여 3회 세척과정을 거친 후 유세포 분석

기인 FACSCaliburTM(BD, USA)와 CellQuestTM 분석 로

그램을 이용하여 각 항체들에 한 세포분석을 실시하 다.

7. Immunocytochemistry
4-well chamber slide(Nunc, Denmark)에서 배양한 양막



우상규․조정윤․신일섭․강성근․라정찬 발생과 생식274

상피세포의 배지를 제거하고, DPBS로 1회당 3분간 3회 세

척하 다. 4% paraformaldehyde가 들어간 DPBS를 넣어주

고 4℃에서 60분간 고정하 다. DPBS로 1회당 3분씩 3회 

세척한 후 0.1% Triton-X100을 함유한 DPBS로 실온에서 

10분간 반응하며 permeabilization시켰다. DPBS로 동일한 

세척과정을 거치고 5% serum을 함유한 DPBS로 4℃에서 1
시간 동안 반응시켰다. 반응 후 DPBS로 세척한 후 1차 항체

를 함유한 DPBS를 각각 넣어주고 4℃에서 밤새도록 반응시

켰다. DPBS를 이용하여 1회당 3분씩 3회 세척 후 2차 항체

를 넣어 4℃에서 60분간 반응시켰다. DPBS 세척 후 DAPI를 

넣고 2분간 실온에서 반응시키고 DPBS로 세척 후 mounting
하 다. 1차 항체는 Oct-4, SSEA 4, Tra-1-60, Tra-1-81  

Cytokeratin(Pan-CK)(Invitrogen, USA; BD Pharmingen, 
USA; R&D system, USA)을 사용하여 기세포 표시자  

상피세포 표시자를 확인하 다. Oct-4, Tra-1-60, Tra-1-81
의 확인은 공  형 미경(Olympus, Japan)을 사용하

고, Pan-CK은 일반 학 형 미경(Zeiss, Germany)을 사

용하 다.

8. 분화 연구

양막상피세포를 지방세포분화유도배지(AipoDiffTM, Miltenyi, 
Germany), 골형성유도배지(OsteoDiffTM, Miltenyi, Germany), 
근육세포분화배지(Skeletal Muscle cell medium, LONZA, 
USA), 신경세포분화유도배지(Neural Progenitor media systems, 
LONZA, USA)를 사용하여 각각의 회사에서 제공하는 로

토콜에 따라 분화를 유도하 다. 지방세포분화는 3주간의 분

화유도 후에 Oil red O 염색법을, 골형성유도는 2주간의 분

화유도 후에 Alizarin red S 염색법을 이용하여 각각 분화여

부를 확인하 다. 근육세포분화는 3주간의 유도, 신경세포분

화는 2주간의 분화유도 후에 면역염색법을 이용하여 각각에 

맞는 항체를 선택하여 분화 여부를 확인하 다.

결  과

1. 디티오트레이톨과 Trypsin-EDTA를 이용한 양막상피

세포 분리 수득률 비교

태반으로부터 분리해낸 양막조직 5 g을 정량하여 세척 후 

디티오트 이톨 처리군과 처리하지 않는 군으로 나 어 각

각 세포를 분리하 다. 10 mM 디티오트 이톨을 30분간 상

Fig. 1. Comparison of yields in cell isolation with or without 
DTT treatment. When 10 mM DTT was used, cells were
obtained about 40 times more than non-DTT treated 
condition. (A) Non treated control. (× 100). Counted cell
numbers was 9.25×105. (B) 10 mM DTT-treated sample
(× 100). Counted cell numbers was 3.72×107.

온에서 처리한 후 조직을 잘게 자르고 0.05% trypsin-EDTA 
DMEM 용액에서 교반하며 세포를 분리하고 Hemocytometer
를 이용하여 Trypan Blue Dye 염색법으로 세포수를 계수

한 결과 3.7×107개의 세포를 얻을 수 있었다. 반면, 디티오

트 이톨을 처리하지 않고 0.05% trypsin-EDTA 10분 반응 

후 조직을 잘게 자르고 0.05% trypsin-EDTA DMEM 용액

에서 교반하며 세포를 분리하고 Hemocytometer를 이용하여 
Trypan Blue Dye 염색법으로 확인한 결과 세포수는 9.3× 
105개 밖에 되지 않았다(Fig. 1).

2. ROCK 저해제 첨가 유무에 의한 양막상피세포 증식 

촉진 효과

디티오트 이톨과 trypsin-EDTA를 이용하여 조직으로부

터 분리해 낸 양막상피세포를 4×106
개 세포씩 두 개의 T75- 

flask에 넣고 10μM ROCK 해제를 첨가한 배지와 첨가하지 
않은 배지를 각각 넣어 배양하 다. 배양 1일차, 2일차, 3일차 

모두 미경을 통하여 육안으로 세포의 상태를 확인하 다. 
Fig. 2A에서와 같이 ROCK 해제를 넣어 배양한 양막상피

세포는 세포의 노화와 사멸이 억제되면서 증식율이 히 증

가하는 것을 확인할 수 있었고, ROCK 해제를 첨가하지 않

은 군에서는 세포의 노화와 사멸과정이 진행되며, 세포의 증

식이 상당히 억제되어 잘 자라지 않는 것을 확인할 수 있었다.

3. ROCK 저해제 농도별 양막상피세포 증식능 비교

ROCK 해제의 농도에 따른 양막상피세포의 증식능을 

확인하기 하여 디티오트 이톨과 trypsin-EDTA를 이용

하여 조직에서 얻어진 양막상피세포의 배양에 있어서 동일
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Fig. 2. The effects of a ROCK inhibitor on growth of amniotic epithelial cells. (A1) The control cells at passage 2 were cultured
for 3 days without a ROCK inhibitor (×100). (A2) The cells at passage 2 were cultured for 3 days in media supplemented with
10 μM ROCK inhibitor (×100). Another set of cells at passage 2 were cultured for 4 days in media supplemented with 0 (B1),
100 μM (B2), 10 μM (B3), 1 μM (B4), 100 nM (B5), or 10 nM (B6). The magnification of B1 to B6 was × 100.

Fig. 3. Analysis of cell surface marker expression by flow cytometry. The cultured cells were trypsinized, fixed and incubated with 
antibodies of cell surface markers. The expression of surface protein was analyzed by FACS assay. FACS histogram for surface 
markers demonstrated that CD9, CD29, CD49f, CD73, CD90, or CD105 were positively expressed, and CD31, CD34, CD45, CD133, 
or HLA-DR were negatively expressed.
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한 기본 배지에 ROCK 해제 농도를 100 μM, 10 μM, 1 
μM, 100 nM 는 10 nM로 첨가하여 배양하며 찰하

다. Fig. 2B에서 보는 바와 같이 10 nM 농도 이하의 ROCK 
해제를 처리한 경우는 처리하지 않은 조군과 차이가 거

의 보이지 않았고, 100 μM 농도에서는 세포의 증식이 

하게 향상되는 것은 확인되지만, 세포의 변형이 일어나는 것

을 확인할 수 있었다. 가장 세포의 상태를 좋게 유지시키면

서 증식률이 유지되는 농도는 10 μM 임을 확인할 수 있었다.

4. FACS를 이용한 세포표면 항체 표시자 확인

Fig. 3에서 보는 바와 같이 11가지의 항체를 이용하여 양막

상피세포의 표면 양성, 음성 표시자를 확인하 다. CD9, CD29, 
CD49f, CD73, CD90, CD105에서 양성반응을 보 으며,

Fig. 4. Immunocytochemical analysis of pluripotent stem and epithelial cell markers in amniotic epithelial cells. (A) Oct-4; A1: DAPI,
A2: Oct-4. A3: merged. (×100) (B) Tra-1-60; B1: DAPI, B2: Tra-1-60, B3: merged. (×200) (C) Tra-1-81; C1: DAPI, C2: Tra-1-81.
C3: merged. (×200) (D) SSEA 4; D1: DAPI, D2: SSEA 4, D3: merged. (×100) (E) Pan-CK; E1: DAPI, E2: pan-CK, E3: merged. (×200)

CD31, CD34, CD45, CD133, HLA-DR에서 음성반응을 보 다.

5. Immunocytochemistry
면역형 염색을 통하여 세포 내에 발 하여 기세포를 

미분화상태로 유지하며 자가증식능력에 요한 역할을 하는 

것으로 알려진 Oct-4의 발 을 확인할 수 있었다(Fig. 4A). 
그리고 배아 기세포의 능성 표시자로 알려진 Tra-1-60, 
Tra-1-81, SSEA 4 등의 발 도 확인하 다. 배아 기세포 

표시자와 함께 양막상피세포는 상피세포임을 확인할 수 있

는 Cytokeratin(Pan-CK; CAM5.2)도 강하게 발 하 다. 

6. 분화 연구

양막상피세포를 지방세포, 골세포, 근육세포, 신경세포로 
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Fig. 5. Differentiation potentials of amniotic epithelial cells. The amniotic cells were differentiated into bone, adipocytes, muscle
or neurons. The cells cultured in osteogenic or adipogenic induction condition showed positive staining for Alizarin red S or 
oil red staining, respectively. (A1) negative control of osteogenic induction (×200). (A2) osteogenic induction showing Alizarin
red S staining (×200). (B1) negative control of adipogenic induction (×100). (B2) adipogenic induction showing Oil red O
staining (×100). The cells were also differentiated into muscle cells and neuronal cells as positively stained with antibodies
for myosin, GFAP or O1. (C1) negative control of immunostaining for myosin, GFAP and O1 antibody (×100). (C2) positive 
expression of FITC(green) for myosin (×100). (C3) positive expression of alexa fluor 568(red) for GFAP. (×100). (C4) positive
expression of alexa fluor 488 for O1 (×100).

분화하기 해 각각의 분화용 배지를 사용하여 분화를 유도

하고, 각 분화결과에 한 확인과 분석은 지방세포분화의 경

우, 3주간의 분화유도 후에 Oil red O 염색법을, 골형성유도

는 2주간의 분화유도 후에 Alizarin red S 염색법을, 근육세

포분화는 3주간의 유도, 신경세포분화는 2주간의 분화유도 

후에 면역염색법을 이용하여 실시하 다. 배엽 유래의 골

세포  지방세포, 근육세포로의 분화능을 확인하 고, 외배

엽유래의 신경세포로의 분화능 역시 확인하 다.

고  찰

양막상피세포는 해부/조직학 으로 자연계에 존재하기 시

작한지 10개월 이내의 태아를 해 특화된 상피세포라 말할 

수 있다. 다시 말하자면, 발생과정 에서 어느 배엽으로든 

분화하거나 삼배엽에 속한 세포들에게 도움을  수 있는 생

물학  ‘유연성’을 가지고 있으며, 최근에 배아 기세포와 

같은 능력을 지닌 기세포로 알려졌다(Miki et al., 2005). 
이번 실험에서 이러한 양막상피세포 기세포를 임상 용하

기 해 양막으로부터 상피세포를 분리한 후 배양하는데 성

공하 고, 임상에 용이 가능한 세포수를 얻기 해 증식 배

양법을 확립하 으며, 이러한 세포가 기세포의 특성과 상피

세포의 특성을 가지고 있는 것을 확인하 다.
양막상피세포를 임상 으로 사용 가능한 수로 증식 배양

하는 방법을 찾고자 본 연구자들은 기존에 보고된 장 상피

세포의 사멸을 억제하는 방법(Grossmann et al., 1998)을 본 

실험에 용하 다. 통상 으로 태반에서 분리된 양막은 

액과 액질 등으로 표면이 둘러싸이게 된다. 본 연구자들이 

90개 이상의 태반으로부터 실험한 결과에 따르면, 기에 태

반으로부터 분리해낸 양막으로부터 양막상피세포를 분리  

배양할 때, 트립신에 의해 조직으로부터 상피세포가 분리되

지 못하도록 방해하는 주된 물질이 액질이라는 것을 알 수 

있었다. 특히 냉장보 이 오래된 태반의 경우 이러한 액질

이 더 많이 존재해 양막상피세포를 분리배양하는데 어려움

이 있었다. 기존에는 보고된 Miki et al.(2005)는 분만 직후

에 얻어진 양막을 이용하여 트립신 처리를 여러 단계로 나

어서 실시함으로써 양막상피세포를 분리배양하 다. 하지만 

분만 직후에 얻어진 양막과 달리 본 연구에 사용된 냉장보

된 양막에서는 트립신만을 사용한 결과, 양막에 액질이 많

아 양막상피세포의 수득율이 히 낮았다. 이러한 문제

을 해결하고자 본 연구에서 디티오트 이톨을 사용하여 

액질을 효과 으로 제거하여 기배양에서 양막상피세포의 

수득율을 높이고 생존율을 높 다.
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디티오트 이톨을 처리함에 있어서 디티오트 이톨의 사

용 농도는 5 mM 정도의 낮은 농도에서는 액질의 분해가 

잘 일어나지 않아 세포의 수득율이 향상되지 않았고, 50 mM 
정도의 높은 농도에서는 조직이 오히려 단백질의 분해가 

진되어 세포의 수득율이 떨어졌다. 본 연구자들은 장

상피세포에서의 세포 사멸을 연구한 논문(Grossmann et al., 
1998)에서 사용한 것처럼 일반 인 사용 농도인 10 mM을 

사용하여 세포의 사멸을 방지하고, 수득율을 높일 수 있었다. 
한 디티오트 이톨  트립신을 이용한 화학 인 차뿐

만 아니라, 추가로 vortex mixer를 이용하여 물리 인 힘을 

더하여 으로써 기 막으로부터 화학 인 반응에 의해 미

쳐 떨어져 나오지 못한 상피세포들이 떨어질 수 있도록 하

다. 기존의 보고에 따르면, 양막 체를 사용하여 평균 약 1
억 개의 세포를 기에 분리해 낼 수 있다고 하 는데(Miki 
et al., 2005), 본 실험에서는 양막 체의 약 10분의 1 정도

인 5 g 정도만을 이용하여 3천 7백만 개의 세포를 얻을 수 

있었다. 이를 조직 체를 사용한 것으로 환산하면, 기배

양에서 약 3억 개 정도의 세포를 얻을 수 있고, 계 배양을 

통해서는 여기에 몇 배를 더 얻을 수 있게 된다.
상피세포와 더불어 태반양막에 존재하는 간엽 기세포

는 세포모양의 변형이 일어나지 않고 15계 까지 쉽게 배양

이 된다는 보고가 있다(Alviano et al., 2007). 하지만 양막 

간엽 기세포와 달리, 양막상피세포가 가지는 가장 큰 취

약 은 다른 상피유래세포와 마찬가지로 배양과정에서 세포

의 노화에 따른 변형과 사멸과정이 빠르게 진행되어 계 배

양을 통한 증식이 어렵다는 을 꼽을 수 있다. 이러한 원인

에 해서는 ECM으로부터의 분리(Wang et al., 1995)와 세

포와 세포간의 이 끊어진 상태가 장 상피세포의 세포 

사멸과정을 유도하고 진한다는 보고(Bates et al., 1994; 
Hermiston & Gordon, 1995)에서와 같이 상피세포의 일종

인 양막상피세포 역시 세포 사멸에 있어서 비슷한 메커니즘

을 거칠 것이라는 상을 할 수 있다. 따라서, 임상 용 가

능한 수 의 양막상피세포를 얻으려면 기 양막으로부터 

상피세포를 많이 얻은 디티오트 이톨 처리 방법과 함께 양

막상피세포를 미분화 상태로 유지하며 세포의 노화를 방지

하고 세포 사멸 과정으로 진행하는 것을 막아 세포를 증식시

킬 수 있는 배양 방법이 필요할 것이다. 이에 양막상피세포

를 세포 사멸을 억제하면서 량으로 증식 배양할 수 있는 

방법을 찾고자 하 다. 2007년 Kiichi Watanabe 등은 ROCK 

해제가 단일세포로 분리된 사람유래 배아 기세포의 세포 

사멸을 억제하고 세포의 생존율을 높여주며 분화진행으로부

터 보호한다고 보고하 다. 양막상피세포 역시 배아 기세

포에 견  수 있는 기세포로서의 특성을 갖고 있으며, 단
일세포로 분리 후에는 세포 사멸 과정이 격히 진행되는 특

성을 갖고 있기 때문에, 본 연구자들은 양막상피세포의 증식 

 미분화상태의 유지를 해 배아 기세포 배양에 이용된 

ROCK 해제를 디티오트 이톨을 처리하여 분리된 양막상

피세포의 증식 배양 연구에 용하 다. ROCK 해제는 세

포 사멸을 억제하는 기능을 하는 물질로서, 신경돌기의 재생, 
미오신 인산화  평활근 수축에 있어 작용-유도성 Ca2+ 증감

(agonist-induced Ca2+ sensitization)의 억제 등의 기능을 하고

(Sward et al., 2000), 고 압과 천식을 일으키는 근육세포의 

비정상  구조를 경감시키는 기능을 하기도 한다. 한 시신

경유두의 액 흐름을 증가시키고 안압을 지속 으로 감소

시키는 기능이 있는 것으로도 알려져 있으며, 의약품으로서

의 활용 가치에 한 연구들이 수행되어 왔다(Ishizaki et al., 
2000). 본 연구에서도 세포 사멸을 억제하는 기능을 가진 

ROCK 해제를 양막상피세포 배양에 용한 결과 양막상

피세포가 ROCK 해제가 존재하는 환경에서 배양했을 때

와 그 지 않았을 때의 세포배양 상태의 차이는 확연히 드러

났다. 세포모양의 유지와 세포수의 증식에 있어서 계 배양

을 진행하면서도 세포의 기본형태가 격히 변형되는 상

이 하게 어드는 것을 볼 수 있었다. ROCK 해제를 

첨가하는 농도는 1 nM～100 μM 단 까지 살펴보았는데 

1～100 nM에서는 ROCK 해제의 효능이 잘 드러나지 않

았으며, 100 μM에서는 Sagawa et al.(2007)에서 보고된 바

와 같은 상인 neurite, glial fiber 형태의 filament들이 양막

세포 배양에서도 찰되었다. 10 μM 농도에서 양막상피세

포의 형태 유지와 증식에 도움을 주었다.
본 연구에서 분리 배양한 세포가 기세포의 특징을 가지

고 있는지에 해 알아보았다. 첫 번째로 세포 표면 표시자들

의 발 을 살펴본 결과, 간엽 기세포에서 발 되는 CD29, 
CD73, CD90, CD105(Cellerix Patent US20060073124)와 상
피세포에서 발 되는 CD9와 CD49f가 발 되었으며, 조
모 기세포 표시자인 CD31, CD34, CD45, CD133가 발

되지 않음을 확인하 다. HLA-DR이 발 되지 않음이 확인

되었는데, 이러한 은 다른 기세포와 마찬가지로 양막상

피세포도 면역거부 반응이 덜 일어날 수 있는 가능성을 말해
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주고 있다. 두 번째로, 기세포의 가장 특징 인 분화능력

을 살펴본 결과, 본 연구에서 배양된 양막상피세포가 외배엽 

유래의 신경세포와 배엽 유래의 근육세포, 지방세포  골

세포로 분화되었다. 마지막으로 본 실험에서 얻어진 세포의 

경우 상피세포의 표시자인 cytokeratin(Pan-CK)의 발 을 

조사한 결과, 상피세포 특이 표시자가 발 됨을 확인되어 결

론 으로 상피세포 유래 기세포의 특성을 가짐을 확증하

다.
이번 연구에는 결과가 제시되어 있지 않지만, 선행된 실험

에서 본 연구자들은 창상을 유발한 드마우스에서 상처치

료뿐만 아니라 피하 소 조직의 재생효과를 확인한 바 있다

(논문 투고 비 ). 본 연구와 마찬가지로 태반양막상피세

포를 이용한 미래 세포치료제로서의 가능성은 여러 세포 손

상성 질환들에 해 열려 있음이 보고되었다(Yeager et al., 
1985; Kakishita et al., 2000; Sakuragawa et al., 2000; Wei 
et al., 2003). 이러한 선행결과들은 결론 으로 본 연구를 통

해 확립된 냉장보 된 태반으로부터 양막상피세포의 량생

산방법이 양막상피세포의 임상 용을 앞당길 수 있는 확실

한 가능성을 뒷받침하고 있다. 앞으로 지속 인 동물실험 등

을 통하여 더 많은 응증들에 한 효과를 확인하고, 세포

치료제로서 생산기   평가기  등을 충족할 수 있도록 한

다면, 양막상피 기세포를 통한 재생의학의 진보가 앞당겨

질 것이다.
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