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Mesenchymal stem cells (MSCs) have been widely used as cellular therapeutic agents. They have their 
own characteristic stemness, and thus, they can be used in the treatment of many chronic diseases 
and in anticancer therapy. MSC therapy has many advantages over chemical therapy. MSC therapy 
is based on self or homogeneous origin; as such, it is expected to be effective in the treatment of vari-
ous diseases. In addition, microRNAs in particular have been studied for their structure and function, 
and they are also expected to prove effective for use as therapeutic agents in cancer or chronic 
diseases. MicroRNAs are largely associated with metabolism and homeostasis. Therefore, over- or un-
der-expression of microRNAs leads to chronic diseases. Conversely, effective control of the expression 
of specific microRNAs reduces the risk of many chronic diseases. However, there have been no re-
ports thus far on the synergistic effects of MSCs and microRNAs. Therefore, in this study, we exam-
ined the relationship between MSCs and microRNAs using placenta-derived MSCs (PDSCs), bone 
marrow-derived MSCs (BM-MSCs), and fibroblast (WI-38) cells. We studied the expression of some 
microRNAs in MSCs and compared the expression in each cell line and cell passage. As a result, we 
found that the expression of microRNA-34a was higher in PDSCs than in BM-MSCs and that the ex-
pression of microRNA-27a, 33a, 33b, and 211 was higher in BM-MSCs than in PDSCs. Therefore, we 
expect that each MSC line will be used as cell therapy, considering its expressed functional microRNA.
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서   론

줄기세포(Stem cell)는 분화되지 않은 미성숙한 체내 세포

로써, 특정 미세환경하에서 특정한 조직의 세포로 분화할 수 

있는 능력과 자기복제능력을 가진 세포이다[22]. 이러한 특성 

때문에 최근 줄기세포는 여러 가지 만성질환이나 난치병에 

적용되어 세포치료제로 널리 활용될 것으로 예상된다[17, 20]. 

기본적으로 줄기세포는 연구실에서 세포배양기법을 통하여 

배양한 후, 질병이 발병한 환자의 조직이나 기관에 선택적으

로 투여된다. 그리고 투여된 세포는 해당 조직이나 기관의 세

포로 분화되어 손상된 조직, 기관의 재생을 유도하여 근본적

인 질병의 치료 방법이 될 것으로 여겨지고 있다. 줄기세포는 

기본적으로 배아 초기에서 발견되는 배아줄기세포(Embryonic 

stem cell)과 성인의 조직에 존재하는 성체줄기세포(adult 

stem cell)로 크게 구분 되어진다. 배아줄기세포는 수정란의 

초기발달 단계에서 형성되며, 신체의 모든 세포유형으로 분화 

가능하다[20]. 따라서 배아줄기세포는 세포치료에 있어서 아

주 높은 효용성을 갖고 있으며, 난치병이나 만성질환치료에 

활용될 수 있다고 여겨지고 있지만, 배아줄기세포는 생명윤리 

문제를 가지고 있어 신중한 접근이 요구된다. 반면에 성체줄

기세포는 제대혈(umbilical cord blood)이나 성인의 골수와 혈

액 등과 같이 이미 분화된 조직으로부터 추출한 것으로 장기

를 구성하는 특정의 세포로 분화되기 전의 조직 특이적인

(tissue-specific) 줄기세포로 조혈모세포(hematopoietic stem 

cell)와 중간엽 줄기세포(mesenchymal stem cell), 신경줄기세

포(neural stem cell) 등을 그 예로 들 수 있다[4, 18]. 이들 성체

줄기세포는 특정 조직에 분포하고 있다가 생명이 끝난 세포를 

대체하거나, 조직의 손상이나 질병과 같은 특정한 상황에서는 

분화를 유도하여 조직을 재생시켜 항상성을 유지한다. 일반적

으로 배아줄기세포와는 다르게 이들 성체줄기세포는 특정 범

위내의 세포 유형으로만 분화가 가능하다[15]. 성체줄기세포

는 이미 분화된 신체조직에서 추출할 수 있기 때문에 배아의 

파괴라는 윤리적인 비판을 피할 수 있고 특히 자기세포를 이

용하는 자가치료의 경우에는 면역 거부반응을 해결할 수 있

다. 특히 태반유래 줄기세포(Placenta-derived stem cell, PDSC)

는 성체줄기세포의 일종으로 태반이라는 특수한 조직에서 유

래한 덕분에 분화 또는 증식능력이 뛰어나 다른 종류의 성체
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줄기세포보다 더욱 강력한 세포치료 효과를 가진다[13, 14].

마이크로RNA(microRNA, miRNA)는 작은 비암호화(non- 

coding) RNA로, 최근 그들의 다양한 역할이 밝혀지고 있고, 

이에 많은 연구가 진행되고 있다. 마이크로RNA는 기존의 유

전자 발현조절의 중심인 전사조절인자(Transcription factor)

와 유사하게 유전자 발현을 조절하는 주요한 Switch로 작용한

다고 알려졌으며[5], 유전자 발현 조절 외에 발생과정의 세포 

분화에서 많은 영향을 미치는 인자의 하나로 작용한다고 알려

져 있다. 인간계에서는 4,500여개 이상의 마이크로RNA가 규

명 되었으며[12], 전사인자와 유사하게 단일 마이크로RNA가 

여러 개의 유전자 발현을 조절할 수 있는 다면 발형성(pleio-

trophy)과 함께, 다양한 마이크로RNA를 하나의 특정 유전자

를 공동의 목표물로 삼는 중복성(redundancy)을 갖고 있는 

것으로 알려져 있다[1, 3]. 본 연구에서 대상으로 하는 마이크

로 RNA는 각각 마이크로RNA-15, 27a, 33a, 33b, 34a, 106b, 

211이며 이들은 체내에서 다양한 생리활성기능을 가지고 있

다. 마이크로RNA-15b의 경우는 세포증식과 세포대사, 세포스

트레스조절기능을 가지고 있으며[10], 마이크로RNA-27는 세

포분화, 혈관신생, 세포자멸사조절의 기능을 가지고 있다[7, 

19]. 마이크로RNA-33a와 33b family는 골수에서의 조혈작용

을 촉진하나 콜레스테롤 수송막 단백질(ABCA1)의 생성을 억

제하여 혈관에 지질축적으로 인한 죽상동맥경화를 유발할 수 

있기 때문에 지질대사 질환의 세포치료에 있어서 줄기세포를 

이용한 세포치료 시에는 이를 충분히 검토하고 선별할 필요가 

있다[5, 11, 16]. 마이크로RNA-34a는 SIRT1 (SIRT1 silent in-

formation regulator 1)의 억제를 통하여 p53과 p21의 발현을 

높여, 세포주기를 늦추고 세포 자멸사를 촉진하는 것으로 알

려져 있다[24]. 마이크로RNA-106b는 마이크로RNA-17 fam-

ily로 구조적으로 비슷한 서열을 가지고 있으며[21] 세포자멸

사를 유도한다[9]. 마지막으로 마이크로RNA-211은 항암활성

을 가지고 있기 때문에 많은 항암치료에 적극 활용될 것으로 

기대된다[23]. 또한 마이크로 RNA-211은 세포자멸사를 유도

하는 전사개시인자인 CHOP의 발현을 억제하여 세포내 망상

구조물인 소포체(Endoplasmic reticulum)의 스트레스로 인한 

세포자멸사를 조절하는 기능을 가지고 있다[6].

본 연구에서는 세포치료에 사용되는 성체줄기세포에서 발

현되는 마이크로RNA를 측정하여, 세포치료가 적용됨에 나타

날 수 있는 마이크로RNA에 의한 부작용이나 혹은 보조효과

를 나타낼 수 있는 마이크로RNA 항목을 측정하였다. 특히 

줄기세포 이식을 통해 나타날 수 있는 세포 스트레스, 세포자

멸사, 종양세포의 조절기능등연관된 마이크로RNA에 중점을 

두어 연구를 수행하였다.

재료 및 방법

줄기세포주 배양

골수유래 중간엽 줄기세포(Bone marrow mesenchymal 

stem cells, BM-MSCs)와 정상 섬유아세포(WI-38)세포는 각각 

Cambrex Bioscience (Cambrex Bioscience Walkersville, East 

Rutherford, NJ, USA)와 ATCC (ATCC; Manassas, VA, USA)

로 부터 구입하였으며, 이들 세포를 alpha-MEM 배지(Invitro-

gen, Carlsbad, CA, USA)에 10% FBS (Gibco, Uxbridge, UK), 

penicillin-streptomycin (Gibco), 2 mM L-glutamine (Gibco)

가 첨가된 상태에서 배양하였다. 태반유래 줄기세포는 이전연

구와 같이 획득하여[13], alpha-MEM 배지에 10%의 FBS, 25 

ng/ml의 FGF-4 (Sigma-Aldrich, St Louis, Mo, USA), 1 μg/ml

의 Heparin (Sigma-Aldrich)를 첨가하여 배양하였다. 각각의 

배양세포는 배양 플라스크를 70% 이상 덮기 전에 계대배양 

하였으며, 마이크로RNA측정을 위하여 6세대(Passage) 및 12

세대의 세포를 수획하였다.

마이크로RNA분리

분리된 줄기세포는 1 ml의 Trizol-LS (Invitrogen)에 5분간 

실온에서 처리 후, 200 μl의 Chloroform (Sigma-Aldrich)을 추

가하여 잘 섞은 뒤, 10분간 실온에서 더 반응하였다. 그리고 

15,000 g에서 15분간 원심 분리하여 맑은 상층을 분리하였다. 

분리된 상층은 Isopropyl alcohol 500 μl와 섞어준 뒤, 4℃에서 

15분간 반응시키고, 15,000 g에서 15분간 원심분리 하였다. 원

심분리 후, 상층은 모두 버리고 1 ml의 에탄올을 넣은 뒤, 

15,000 g에서 10분간 원심 분리하여 잔존한 RNA를 세척하였

다. 원심분리 후, 상층은 모두 버리고 RNA침전을 모두 실온에

서 말린 뒤, DEPC treated water에 녹여서 Nanodrop 

(Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA, USA)을 사용하여 

RNA농도를 측정하였다. 

마이크로RNA 발현 측정

분리된 RNA샘플 1 μg을 DNase I Buffer (Clontech, 

Mountain View, USA) 와 0.5 M EDTA (Sigma-Aldrich) 수용

액을 처리하여 샘플에 잔존한 DNA의 활성을 제거하였다. 

Mir-XTM miRNA First-Strand Synthesis Kit (Clontech)를 사용

하여 역전사를 실시하여 마이크로RNA에 대해서만 선별적으

로 cDNA합성이 이루어 졌다. cDNA합성과정은 제조사가 제

공한 프로토콜에 따라 진행되었다. 합성된 cDNA는 SYBR® 

Advantage® qPCR Premix (Clontech)를 사용하여 Real-time 

PCR을 통해 각각의 마이크로RNA발현이 분석되었다. 마이크

로RNA PCR primer는 Tabe 1과 같으며, 마이크로RNA re-

verse primer는 mRQ 3’ Primer (Clontech)를 사용하였다. 

RG-6000 (Corbett Life Science, Concorde, NSW, Australia)을 

사용하여 PCR이 수행되었고, PCR 내부 대조군으로 U6 

snRNA가 측정되었다. 이때 사용된 마이크로RNA 측정용 

Primer는 Table 1과 같다. PCR후, 각각의 마이크로RNA 항목

의 Ct값과 U6의 Ct값을 얻은 뒤, 마이크로RNA Ct값에서 U6

의 Ct값을 뺀 delta-Ct (ΔCt)값을 계산하였다. 그리고 그로부터 

대조군인 WI-38그룹의 평균 ΔCt값을 빼준 delta delta-Ct (ΔΔ
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Table 1. Sequence of microRNA primer

miRNA              Sequence

15b

27a

33a

33b

34a

106b

211

U6 snRNA Forward

U6 snRNA Reverse

5‘-TAG CAG CAC ATC ATG GTT TAC A-3‘

5‘-AGG GCT TAG CTG CTT GTG AGC A-3‘

5‘-GTG CAT TGT AGT TGC ATT GCA-3‘

5‘-GTG CAT TGC TGT TGC ATT GC-3‘

5‘-TGG CAG TGT CTT AGC TGG TTG T-3‘

5‘-TAA AGT GCT GAC AGT GCA GAT-3‘

5‘-TTC CCT TTG TCA TCC TTC GCC T-3‘

5‘-GCT TCG GCA GCA CAT ATA CTA AAA T-3‘

5‘-CGC TTC ACG AAT TTG CGT GTC AT-3‘

A

B

Fig. 1. Relative expression of miR-15b (A) and 27a (B). p6 and 

p12 means passage 6 and 12. Data are given as means 

of values ± S.D. from three independent experiments. 

Level of signifcance was identifed statisticaly (*, # 

p<0.05) using Student's t-test (*: significance with WI-38, 

#: significance with PDSC).

Ct)값을 구하고, 2의 지수로 ΔΔCt를 넣어 계산하여, 상대적인 

마이크로RNA 발현량을 측정하였다.

통계분석

각 실험은 3회 이상 반복실험을 통하여 그 결과를 얻어 각각

의 마이크로RNA 발현량에 대하여 평균±표준편차로 나타내

었다. 각 마이크로RNA 발현량은 세포주간 Student’s t test를 

실시한 후, p<0.05값을 통계적으로 유의성 있는 결과로 간주하

였다.

결과 및 고찰

마이크로RNA-15b, 27a의 발현

PDSC와 BM-MSC모두 WI-38과 비교해 보았을 때 세포분

열 및 스트레스 조절기능을 가지는 마이크로RNA-15b의 발현

량에 있어서 유의적인 차이를 보이지 않는 것을 볼 수 있다. 

하지만 PDSC의 경우는 6세대에 비하여 12세대에서 현격하게 

발현이 떨어지는 것을 확인 할 수 있다(Fig. 1A). 이는 줄기세

포가 세대가 지속될수록 줄기세포의 고유성질인 줄기성 

(stemness)를 잃어감에 따라 마이크로RNA의 발현수준이 떨

어지는 것으로 추정된다. 마이크로RNA 27a의 경우에는 PDSC

와 BM-MSC모두 WI-38에 비하여 발현량이 크게 유의적으로 

높은 것을 확인할 수 있다(Fig. 1B). 마이크로 RNA-27a는 분화

능력 외에도 혈관신생이나 세포자멸사를 조절하는 기능을 가

지고 있기 때문에[7, 19] 이식된 줄기세포의 조직분화에도 상

당히 도움이 될 것으로 생각되며, 이와 관련된 만성질환인 종

양치료에 있어서 줄기세포주와 마이크로RNA의 효과에 의해 

높은 세포치료효과를 볼 수 있을 것으로 예상되며 12세대에서

는 6세대에 비해 발현수준이 감소하므로 치료효과를 높이기 

위하여 세대수가 낮은 세포를 활용하는 것이 종양치료에 효과

적인 것으로 보인다. 여기서 흥미로운 것은 PDSC가 BM- MSC

보다 세포치료효과가 더 크게 나타난다고 알려진 게 일반적인 

사실인데[2], 마이크로RNA-27a의 경우에는 오히려 BM- MSC

가 더 발현량이 PDSC에 비해 유의적으로 높은 것을 볼 수 

있다.  

마이크로RNA-33a, 33b의 발현

마이크로RNA-33a발현을 비교해보면 WI-38과 PDSC에 비

하여 BM-MSC에서의 발현이 유의적으로 상당히 높은 것을 

확인할 수 있다(Fig. 2A). 이는 이들 줄기세포의 유래를 생각하

면 이해할 수 있다. BM-MSC의 경우에는 성인골수에서 채취

한 중간엽 줄기세포로 PDSC에 비해 상대적으로 골수의 주요

기능인 조혈작용에 더 크게 관련이 되어있기 때문에 더 높은 

마이크로RNA-33a발현이 나타났을 것으로 사료된다. 따라서 

BM-MSC의 체내 이식을 통한 세포치료를 통하여 조혈기능의 

개선이 기대된다. 마이크로RNA-33b역시 WI-38이나 BM-MSC

에 비해 PDSC의 발현이 낮은 것을 볼 수 있다. 하지만 BM- 
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A

B

Fig. 2. Relative expression of miR-33a (A) and 33b (B). p6 and 

p12 means passage 6 and 12. Data are given as means 

of values ± S.D. from three independent experiments. 

Level of signifcance was identifed statisticaly (*, # 

p<0.05) using Student's t-test (*: significance with WI-38, 

#: significance with PDSC).

A

B

Fig. 3. Relative expression of miR-34a (A) and 106b (B). p6 and 

p12 means passage 6 and 12. Data are given as means 

of values ± S.D. from three independent experiments. 

Level of signifcance was identifed statisticaly (*, # p<0.05) 

using Student's t-test (*: significance with WI-38, #: sig-

nificance with PDSC).

Fig. 4. Relative expression of miR-211. p6 and p12 means pas-

sage 6 and 12. Data are given as means of values ± S.D. 

from three independent experiments. Level of signi-

fcance was identifed statisticaly (*, # p<0.05) using 

Student's t-test (*: significance with WI-38, #: significance 

with PDSC).

MSC의 경우 6세대에서 12세대로 넘어갈수록 마이크로RNA 

33b의 발현이 낮아지는 것에 비하여, PDSC의 경우에는 높아

지는 것을 볼 수 있다(Fig. 2A).   

마이크로RNA-34a, 106b의 발현

마이크로RNA-34a의 발현이 WI-38이나 BM-MSC에 비하

여 PDSC에서 유의적으로 크게 높은 것을 확인할 수 있다 (Fig. 

3A). PDSC 12세대의 경우에도 6세대에 비하여 발현은 떨어지

지만 이는 세포노화에 따른 발현저하로 보여지며, 그래도 

BM-MSC에 비해서는 현저하게 높은 것을 확인할 수 있다. 따

라서 항암치료에 있어서 암세포의 세포자멸사를 유도할 수 

있을 것으로 예상된다. 마이크로RNA-106b는 다소간의 차이

는 보이나 각 그룹간 유의적인 차이는 보이지 않는 것을 볼 

수 있다(Fig. 3B). 

마이크로RNA-211의 발현

마이크로RNA-211은 Fig. 4를 보면 PDSC의 경우엔 오히려 

WI-38보다 발현이 떨어지는 것으로 나타났으나 BM의 경우에

는 WI-38이나 PDSC에 비해 최대 8배 이상 높은 발현이 나타

나는 것을 볼 수 있다. 12세대의 경우에도 6세대보다는 떨어지

지만 여전히 높은 마이크로RNA-211발현을 보이고 있는 것을 

확인할 수 있다. 마이크로RNA-211의 경우에는 특히 흑색종과 

같은 피부암에 큰 효과를 보이는 것으로 알려져 있어 이들 

피부암종의 세포치료에 BM을 사용할 경우 높은 효과를 얻을 

수 있을 것으로 예상된다[23].
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초록：태반유래 줄기세포와 골수유래 줄기세포에서의 마이크로RNA 발현비교

김수환*

(고려대학교 일반대학원 의생명융합과학과)

중간엽줄기세포(mesenchymal stem cell, MSC)은 세포치료로 각광받아 널리 사용되고 있다. 이들은 줄기세포의 

분화성을 이용하여 많은 만성질환에 연관되어 치료제로 사용되고 있다. 줄기세포는 다른 화학적 치료법에 비해 

많은 장점을 가지고 있다. 왜냐하면 줄기세포치료는 자기자신, 혹은 동종의 세포를 이용한 치료이기 때문에 화학

치료에 비해 부작용이나 치료의 위험성이 덜하다. 그리고 마이크로RNA또한 최근 기 존재와 기능이 밝혀져서 연

구되고 있는데 특히 항암, 세포생장촉진 등의 기능을 이용해 항암, 만성질환 치료에 접목되어 치료제로의 역할이 

기대된다. 마이크로RNA는 대부분의 대사과정이나 항상성조절에 관여되어있다. 따라서 마이크로RNA가 저 발현 

혹은 과 발현하게 되면 만성질환으로 이어지게 된다. 하지만 줄기세포와 마이크로RNA의 상호간 보조효과는 잘 

연구되어 있지 않다. 따라서 이들 간의 상관관계를 확인하기 위하여 태반유래 줄기세포(PDSC)와 골수줄기세포

(BM-MSC), 대조군으로 섬유아세포(Fibroblast, WI-38)을 사용하여 이들이 발현하는 마이크로RNA 발현을 확인해 

보았다. 각각의 MSC 세포주에 대하여 특정 마이크로RNA의 발현량을 확인해 보았다. 결과 PDSC의 경우엔 마이

크로RNA-34a의 발현이 높았고 BM-MSC의 경우에는 마이크로RNA-27a, 33a, 33b, 211의 발현이 높은 것을 확인 

할 수 있었다. 따라서 우리는 각각의 MSC세포주와 그들이 발현하는 기능성 마이크로RNA을 연관지어 효과적인 

세포치료에 활용될 수 있을 것을 기대한다. 


