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ABSTRACT

There is a growing interest in the application of primary hepatocytes for treatment of liver diseases in humans and 
for drug development. Several studies have focused on long-term survival and di-differentiation blocking of primary 
hepatocytes in an in vitro culture system. Therefore, the present study also aimed to optimize an in vitro culture 
system using primary rat hepatocytes. Primary rat hepatocytes from 6-week-old male Crl:CD rats were isolated using 
a modified two-step collagenase perfusion. Healthy 3.5 × 106 primary rat hepatocytes were seeded into a 2 dimensional 
(2D) culture in a 25T culture flask coated with collagen type I or into a 3D culture in a 125-ml spinner flask for 
7 days. Production of plasma protein (ALB and TF), apoptosis (BAX and BCL2), and CYP (CYP3A1) related genes 
were compared between the 2D and 3D culture systems. The 3D culture system had an advantage over the 2D system 
because of the relatively high expression of ALB and low expression of BAX in the 3D system. However, the level 
of CYP3A1 did not improve in the 3D culture with and without the presence of a dexamethasone inducer. Therefore, 
3D culture has an advantage for albumin production and primary rat hepatocyte survivability, but a low expression 
of CYP3A1 indicated that primary rat hepatocytes require a high–density culture for stress reduction by continuous 
flow.
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서  론

간은 탄수화물 사, 아미노산  단백질 사, 지방 사, 
비타민  무기질 사, 해독 작용  살균 작용 등 다수의 

사작용 등 여러 가지의 요한 기능을 담당 하고 있다(Maria 
Shulman 등, 2013). 그러므로 간질환이 발생하게 되면 인체에 

치명 인 향을 미치게 된다. 이 경우 간 이식만이 유일한 

해결 방법이지만 공여간은 턱없이 부족하며 비용이 많이 들

뿐만 아니라 거부반응이란 잠재  험이 따른다(Nyberg 등, 
2000). 간 이식의 체방법으로는 인공간 시스템 는 간세포 

이식이 있다(Allen 등, 2001; Xiao-Lei Shi 등, 2016). 생인공간

은 간 부 환자의 장을 분리한 후 간세포를 고농도로 충진

된 반응기로 처리하여 환자에게 되돌려주어 환자의 간기능 

회복을 돕는 시스템이다. 따라서 우수한 성능의 생인공간을 

개발하기 해서 간세포가 간 기능 활성을 지속 으로 유지

하는 배양법을 개발하는 것이 요구된다(Lee 등, 2004). 
간세포는 부착의존성 세포로서 2-dimemsion(2D)배양 할 

경우 collagen, 라민, 젤라틴 등과 같은 다양한 extra cellular 
matrices(ECM)에서 배양이 필수 이며, 특히 collagen type 1
에서 가장 좋은 효율을 보이는 것을 알려져 있다(Rajan 등, 
2006). 이 게 배양된 간세포는 간 기능평가를 해서 약물

사에 요한 drug-metabolizing cytochrome P450 enzyme 
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(CYPs)들이 주로 평가된다. CYPs는 사람에서 500여개의 

subspecies가 존재하고, 스테로이드와 xenobiotic metabolism
을 진하고 몸의 항상성을 유지하는데 요한 기능을 하는 

것으로 알려져 있다(Gomez 등, 2010; Godoy 등, 2013; 
Soldatow 등, 2013; Maruyama 등. 2016). 사람의 경우 CYPs 
 CYP3A4가 일반 인 약물 사의 약 50%를 사하는 것

으로 알려져 있다. 실험동물인 랫트의 경우 마우스에 비해 상

으로 큰 크기의 간과 쉬운 핸들링으로 간세포 추출  간

세포 배양의 기본연구에 사용되고있다(Wu 등, 1995).  랫트의 

경우 CYPs로 CYP3A1이 사람의 CYP3A4와 유사한 기능을 

하는것으로 알려져 있고, 간의 기능을 평가하기 한 항목으

로 주로 사용 된다(Zuber 등, 2002; Wójcikowski 등, 2012). 
부분의 간세포의 경우 부 한 in vitro환경 조건으로 in 

vitro에서 2D 배양시 2일내로 알부민과 CYPs 의 기능이 소실

되어 탈분화가 일어나는 것으로 알려져 있고(Chenxia 등, 
2015; Kegel 등, 2016), 이러한 문제 을 개선하기 하여 in 

vivo 환경과 유사한 spinner flask(Sung Mun Yang 등, 2000)나 

concave micro molds(Da Yoon No 등, 2012) 등을 이용한 3 
dimension(3D)배양이 시도되고 있다. 3D 환경에서 배양된 간

세포는 구상체를 형성하여 착 연 이나 체내 간소엽 조직

과 유사한 구조를 이루어 형태학 인 측면이나 생존력, 간 특

이 기능의 활성 측면에서 2D 보다 우수하다고 알려져 있다

(Landry 등, 1985; Koide 등, 1990). 그러나 3D 배양의 문제

은 3D 배양을 해 사용된 장비에 의해 발생되는 지속 인 

유속 때문에 세포에 스트 스가 유발되는 것이며, 이것의 감

소를 해서 고농도 세포 배양이 추천되고 있다. 따라서 부

분의 선행 실험들은 동일한 실험 조건하에서 2D와 3D의 배양

환경을 비교하지 못하 다.  
이 연구에서는 in vitro에서 장기간 안정 으로 간세포를 

배양하는 방법을 찾기 하여 쉽고 간편한 일차 간세포 분리 

방법을 확립하고, 동일한 세포 농도에서 2D 혹은 3D 배양 방

법에 따른 일차 간세포의 간세포 표지 인자의 발 , 세포의 

생존능  간 기능 사평가를 Real-time PCR을 통해 검증하

다. 한 CYP3A1의 inducer인 dexamethasone을 처리하여 

간 기능을 평가 하 다.  

재료 및 방법

1. 시약 및 배양액 

간세포의 분리에 사용된 모든 배양액은 Gibco(Grand Island, 
NY, USA)제품을 사용하 고, 별도로 표시된 경우가 아니면 

모든 시약은 Sigma-Aldrich(St. Louis, MO, USA)에서 구입하

다. 간세포 분리를 한 배지로 5% fetal bovine serum(FSB)이 

첨가 된 Liver Perfusion Medium(1ⅹ)로 류를 하 고, 간세포

를 해리시키기 하여 Liver Digest Medium(1ⅹ), 세포를 세척

하는 과정에는 Liver Wash Medium(1ⅹ)가 사용되었다. 
Hepatocyte maintenance media (HMM)는 Williams’media에 

10% FBS와 Hepatocytes maintenance supplement, 0.1 μM 
Dexamethasone (Dex), 1 × antibiotic antimycotic(Gibco, Grand 
Island, NY, USA)가 첨가되었고, 5% CO2 항온항습기에 over 
night시켰다.   

2. 간세포 분리

6주령의 수컷 Crl:CD(SD)Rat(Charles River; 오리엔트 바이

오, 서울) (170~200 g, 오리엔트) 5두가 간세포 분리에 사용되었

다. 랫트는 Avertin(300 ㎎/㎏)을 복강 투여하여 마취 시킨 후 

개복하여 간문맥에 카테터(24 G)를 삽입하고, 하 정맥을 단

하여 방 후 정맥을 수술용실(KRUUSE PGA, Polyglycolic 
Acid, Absorbable Suture, Langeskov, Denmark)로 묶어 배양액

이 흘러 나가지 못하도록 하 다. 한 심장 의 상 정맥에 

카테터(24 G)를 삽입하여 간문맥으로 들어간 배양액이 나오도

록 시술하 다. 일차 간세포의 분리 과정은 collagen효소를 사

용한 Two-step collagenase perfusion 방법을 약간 변형하여 사

용하 다(Selgan, 1976; Knobeloch 등 2012). 배양액은 일차

으로 Liver Perfusion Medium 250 ㎖을 약 15분 간 통과시켜 

액을 세척하고 응고를 방지 하 다. 그 다음 Liver Digest 
Medium 250 ㎖을 약 12분간 통과하여 간의 기질을 분해시켰다. 
Liver Digest medium 투입 후 간이 부풀어 오르면서 시간이 

지남에 따라 흐물흐물하게 되며, 류가 끝난 뒤 간을 떼어 

Liver Wash Buffer가 담겨있는 150 ㎜ dish 에 올려놓고 핀셋

을 이용하여 피막을 벗겨냈다. 그 후 tissue grinder(Chemglass 
life science LLC, Vineland, NJ, USA)와 pore size 100 ㎛와 

40 ㎛의 strainer(Corning, NY, USA)를 차례로 여과 시켜 세포 

혼탁액을 회수하 다. 세포 혼탁액을 원심분리기에서 57 × g로 

2분간 원심 분리한 후, 세포들을 회수하 다. 세포들을 Wiliams’ 
media로 재 탁 후 한번 더 원심 분리하여 세포에 있는 부유물

들을 제거해 줬다. 회수된 세포 pellet은 15㎖ conical tube에 

옮겨져 6 ㎖의 Williams’media 로 탁 되었고, 추가로 4 ㎖의 

10x PBS가 첨가된 90% percoll을 섞어 200 × g로 7분간 4℃에

서 원심 분리하여 바닥에 살아있는 분리된 간세포를 회수하

다(Lecluyse와 alexander, 2010). 최종 으로 회수된 세포는 

Wiliams’media로 수세하여 trypan blue exclusion test로 살아 

있는 세포 수를 측정하 다. 

3. 간세포의 배양 

일차 간세포의 배양은 2D 혹은 3D배양으로 배양되었다. 2D 
배양을 해서는 collagen type I 이 코  된 25T flask(Corning® 
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Figure 1. Equipment used for 3D culture of primary rat hepatocytes.

Table 1. Primer sequences used for real-time PCR

BioCoat™ Cellware, Collagen Type I, Tewksbury, MA. USA)가 

사용되었고, 3D 배양을 해서는 125 ㎖ spinner flask(Corning, 
NY, USA)가 사용 되었다(Fig. 1). 2D 와 3D 배양을 해서 

간에서 막 분리된 신선한 3.5 × 106개의 일차 간세포가 각 각 

seeding되었다. 2D 배양의 경우 례 인 평 배양법에 따라 

배양되었다. Spinner flask의 배양액은 50 ㎖을 사용 하 고, 
Spinner flask의 양쪽에 치한 cap은 산소공 을 원활히 하기 

하여 잠그지 않고 덮어 두는 형태로 multi stirrer의 에서 

120 rpm으로 배양 되었다(Fig. 1). 3D 배양의 경우 세포의 형태

의 찰을 하여 매일 50ul의 세포 탁액을 채취하여 미경 

아래에서 형태학  변화를 분석 하 다. 2D와 3D 세포배양을 

한 배양액은 이틀에 한번씩 충분히 산소가 포화된 신선한 

HMM으로 교체 되어 7일간 37℃의 5% CO2 인큐베이터 속에서 

배양되었다

4. 면역 형광 염색

면역 형  염색을 해 collagen coated chamber slide 
(Corning, NY, USA)에 2.5×104 cell가 농도로 하루 동안 세포를 

부착 시키고 formalin solution 10%, neutral buffer에 고정한 후, 
0.1% triton X-100, 1% BSA가 첨가된 PBS(PBST)를 사용하여 

3회 세척하 다. 최종 으로 30분 동안 이 용액에 침 하여 세

포의 투과성을 증가시키고, blocking을 유도하 다. 이 후 1차 

항체인 Goat anti-albumin IgG(희석 배수, 1:100)과 Rabbit 
anti-transferrin IgG(희석 배수, 1:100)를 1시간 동안 room 
temperature(RT)에서 반응시켜 주었고 15분간 3회 세척 뒤 각각 

Donkey anti-goat IgG-FITC(희석 배수, 1:200)와 항체 Goat 
anti-rabbit IgG-FITC(희석 배수, 1:200)를 1시간 동안 RT에서 

반응 시켜 주었다. 그 후에 PBST로 15분간 3회 세척 뒤 

4',6-Diamidino-2-Phenylindole, Dihydrochloride(DAPI)로 핵을 

조 염색하여 VECTASHIELD Antifade Mounting Medium 
(Vector laboratories, Burlingame, CA, USA)로 입 하고, 형
미경(Leica DMI 6000B, Wetzlar, Germany) 아래에서 녹색 

은 특이 단백질의 positive reaction으로 단하 고, 블루는 핵

으로 단하 다.

5. Dexamethasone(Dex)을 이용한 CYP3A1 유도 

분리된 3.5×106개의 일차 간세포를 각각 25T flask와 

spinner flask에 hepatocyte maintenance media를 이용하여 

seeding 하 으며 24시간이 지난 뒤 10uM Dex이처리된 

HMM으로 교체 하여 48시간 동안 CYP3A1를 유도하 다(Lu
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와 Li, 2001; Wójcikowski 등, 2012). 

6. 유전자 정량분석(Real-time PCR)

세포의 total RNA는 RNeasy mini kit(QIAGEN, Hilden, 
Germany)를 이용하여 제조사 방법에 하여 추출되었다. 추출

된 RNA 500 ng 과 Omniscript Reverse Transcriptase(QIAGEN, 
Hilden, Germany), 10× RT buffer, dNTP mix, RNase inhibitor, 
oligo dT를 이용하여 37℃에서 60분 동안 반응시켜 cDNA를 

합성하 다. Real-time PCR은 StepOnePlus Real-Time PCR 
System(Agilent Technology, Santa Clara, USA)을 이용하여 

SYBR Green master mix (Applied Biosystems, CA, USA)을 사

용하여 수행하 으며, Specific gene 분석을 해 사용된 primer 
sequence는 Table 1에 나타내었다. 유 자 발 의 상  정량

은 ΔCt값을 계산하고 난 다음 ΔΔCt값을 구하여 relative 
quantity(RQ) 값으로 계산하 다. 실험은 모두 5 반복으로 수행

되었다. Internal control은 GAPDH를 사용하 고 간 기능 특이

유 자(ALB과 TF), 약물 사에 요한 유 자(CYP3A1), 세포

사에 여된 유 자들을(pro-apoptosis인 BAX, anti-apoptosis인 

BCL2) 분석 하 다. Real-time PCR 완료 후 최종산물은 기

동을 실시하여 특이 으로 증폭을 검증하 다.      
이 실험을 해 사용된 조군은 특별한 언 이 없는 한 랫

트의 간으로부터 분리되고 회수된 직후의 일차 간세포의 total 
RNA가 사용되었다. 

7. 통계 처리

본 연구에서 수행된 mRNA 발  분석은 5회 반복하 으며 

통계 로그램은 Statistical Package for the Social Sciences(SPSS, 
IBM)을 이용하여 One-way ANOVA에 의해 사후검증-다 비교

(Tukey)에 의해 평균 간 차이를 p < 0.05의 수 에서 유의성을 

분석하 다. 실험 결과 값은 relative quantification(RQ)로 오차바

는 RQ ± min과 RQ ± max로 나타내었다. 

결  과

1. 랫트 간으로부터 얻어낸 Hepatocyte의 형태학적 분석 

변형된 Two-step collagenase perfusion 방법을 사용하여 6
주령의 170~200 g 랫트의 간으로부터 평균 ~ 1.48 × 107개의 

일차 간세포를 회수 할 수 있음을 확인하 다. 일차 간세포를 

2D 혹은 3D로 7일간 체외 배양시 2D의 조건 아래에서 배양

된 간세포들은 다각형의 모양을 하고 있으며 세포질이 뚜렷

하고 간세포 특유의 bipolar nucleus의 특성을 보 다(Fig. 
2A). 한 DAPI 염색시에도 핵의 명확한 bipolar nucleus 형태

를 확인 할 수 있었다(Fig. 2A). 3D 배양조건 아래에서 배양된 

간세포는 1일째부터 단일 세포들이 서로 엉겨 붙어 구상체를 

형성하며 구상체의 크기가 시간이 지남에 따라 증가 함을 확

인할 수 있었다(Fig. 2B).  

2. 면역 형광 염색에 의한 간세포 검증 

분리 회수된 일차 간세포가 정상 인 간세포임을 검증 하

기 하여 간세포에서 주요하게 발 되는 단백질인 Albumin
과 Transferrin 단백질의 발 을 확인 하 다(Fig. 3). 2D 배양

조건아래에서 회수 후 24시간 동안 부착된 일차 간세포는 

Albumin과 Transferrin의 각 특이 항체에 표지된 녹색 형 이 

세포질에서 발 되었고, 특히 핵막 주변에서 강하게 발하는 

것을 확인할 수 있었다. 따라서 분리된 세포가 정상 인 간세

포임을 확인할 수 있었다. 

3. 체외 배양 조건에 따른 일차 간세포의 생리학적 특성 분석 

2D와 3D 배양 조건 아래에서 7일간 배양된 일차 간세포의 

hepatic marker인 ALB와 TF의 mRNA 발 량을 분석하 다

(Fig. 4A). ALB의 경우 조군(RQ=1)과 비교하여 7일 째 2D
배양(RQ=0.011)과 3D배양(RQ=0.029)모두에서 발 양이 유

의 으로(p < 0.05) 격하게 감소하 다. 2D와 3D를 비교하

을 때는 2D가 유의 으로(p < 0.001) ~3배가 감소됨을 확인

할 수 있었다(Fig. 4Aa). TF의 경우 조군(RQ=1)과 비교하여 

7일 째 역시 2D배양(RQ=0.143)과 3D배양(RQ=0.138) 모두에

서 발  양이 유의 으로(p < 0.001) 감소 하 고, 2D배양과 

3D배양 간에는 유의성이(p < 0.001) 없었다(Fig. 4Ab). 
Real-time PCR의 산물들은 기 동을 통해 gel image의 

분석을 통해 ALB와 TF의 검출이 모든 군에서 확인 되었다

(Fig. 4C). 

4. 체외 배양 조건에 따른 일차 간세포의 생존능 

2D와 3D 배양 조건 아래에서 7일간 배양된 일차 간세포의 

생존능을 확인하기 해 세포사와 련 pro-apoptosis의 BAX

와 anti-apoptosis의 BCL2의 mRNA 발 량을 확인 하 다

(Fig. 4B). BAX의 경우 조군(RQ=1)과 비교하여 실험군들인 

2D(RQ=3.249)와 3D(RQ=1.945)배양 모두에서 유의 인(p < 
0.001) 증가를 확인하 다. 2D와 3D배양을 비교하 을 때는 

2D배양에서 ~1.7배의 유의 인(p < 0.001) 증가가 확인 되었

다(Fig. 4Ba). BAX의 경우도 역시 조군에 비하여 실험군인 

2D(RQ=8.501)와 3D(RQ=9.459)배양 모두에서 유의 인(p < 
0.001) 증가가 확인되었다.  2D와 3D배양을 비교하 을 때는 

유의성(p < 0.05)이 없었다. 
Real-time PCR의 산물들은 기 동 후 gel image의 분석 

결과 통해 BAX와 BCL2의 검출이 모든 군에서 확인 되었다

(Fig. 4C).
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A a b

B c d

Figure 2. Primary rat hepatocytes were cultured in a 2D (A) or 3D (B) culture in a 25T flask and a 125-ml spinner flask, respectively.
Aa and Ab indicate the nuclei are stained with and without DAPI, respectively. Ba and Bb indicate aggregated primary hepatocytes.
Scale bars = 100 µm 

B

A

Figure 3. The expression of hepatic marker proteins in primary rat hepatocytes.
A and B indicate the expression of albumin and transferrin, respectively. Positive reactions of specific proteins appear green, and the
nuclei are stained blue. 
Scale bars= 100 µm. 
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TF

BAX
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DNA
ladder Control 2D   3D

Figure 4. Expression of hepatic marker genes and apoptosis-related genes of primary hepatocytes cultured in different culture methods.
A and B show real time PCR results for the expression of hepatic marker genes (a, ALB; b, TF) and apoptosis-related genes (a, 
BAX; b, BCL2), respectively. C is a gel image of products of the real time PCR. 
Different letters indicate statistical differences (a-c p < 0.05). Values were determined from 5 replicates.

A B

Figure 5. Expression of CYP3A1 in primary hepatocytes treated with and without Dex. A shows mRNA expression of CYP3A1 on day
7. B shows mRNA expression of CYP3A1 on day 3 in primary hepatocytes treated with Dex for 48 hrs.
Different letters indicate statistical differences (a-c p < 0.05). Values were determined from 5 replicates.
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5. 체외에서 배양된 일차 간세포에서 CYP3A1 발현 

2D와 3D 배양 조건 아래에서 7일간 배양된 일차 간세포의 

CYP3A1의 발 을 분석하 다(Fig. 5A). 2D(RQ=0.211)와 

3D(RQ=0.188)배양 모두에서 유의 인(p < 0.05) 감소가 확인되

었고, 2D와 3D 배양을 비교하 을 때 3D에서 유의 (p < 0.05) 
감소가 확인 되었다(Fig. 5A). 추가로 2D와 3D 배양조건 아래에

서 48시간 동안 Dex이 처리된 군들에서 CYP3A1의 발 을 분석하

다(Fig. 5B). 조군으로는 3일 째의 2D 조건 아래에서 Dex의 

무 처리군을 사용하 다. 2D+DEX(RQ=40.380)는 조군

(RQ=1)과 비교하여 40배 이상의 유의 (p < 0.001) 증가를 보

지만 3D+DEX(RQ=0.784)는 유의 (p < 0.001) 감소가 확인되었

다. 비록 3D 배양조건아래에서도 Dex처리군은 무처리군

(RQ=0.039)보다 CYP3A1의 발 을 20배 유의 으로 증가를 보

지만 2D 배양 조건보다는 극도로 낮은 활성을 나타내었다. 

고  찰

이 연구는 간부 환자의 간 부족 문제를 해결하기 한 

안으로 in vitro 생인공간 개발과 환자들의 신약 개발을 한 

약물 사평가를 해 쉽게 간세포를 추출하고 간 기능이 최

한 유지되는 일차 간세포를 배양방법을 개발 하는 것이었

다. 실험 모델로 비교  조작이 쉬운 랫트를 사용하여 간단한 

two-step collagenase perfusion 방법을 이용하여 마리당 건강

한 3ⅹ107개의 일차 간세포를 회수 할 수 있었다. 이 게 회수

된 일차 간세포의 정상 인 간에서 발 되는 특이 단백질의 

발 을 확인 하 고, 동일한 세포 수 조건아래에서 2D배양조

건과 3D 배양시 일차 간세포의 기능을 규명하 다. 
Two-step collagenase perfusion 방법을 이용하여 회수된 일

차 간세포는 collagen type 1이 코 된 2D 배양 조건 아래에서 

간세포의 형  특징인 배양상피세포와 유사한 다각형의 형

태를 유지하 고 이것은 앞서 보고된 결과들과도 일치하여 

정상 으로 건강하게 분리 되었음을 확인할 수 있었다 

(Knobeloch 등, 2012; Schyschka 등, 2013). 이 게 회수된 일

차 간세포는 체외에서 같은 세포수로 3D 배양 혹은 2D 배양 

조건으로 배양되었다. 일반 으로 성숙한 간세포의 경우 

10-14일 이상 생존과 증식 이 불가능함이 알려져 있고

(Knobeloch 등, 2012), 우리의 결과도 거의 일치 하 다.  왜
냐하면 동일한 세포수로 다른 2가지 조건 아래에서 배양된 일

차 간세포는 배양 조건과 상 없이 배양 7일째에 부분의 

ALB와 TF 유 자의 한 감소로 하 기 때문이다. 간에서 

표 으로 생산되어 분비되는 물질인 Albumin은 ALB 유

자에 의해 분비되고 체 단백질의 주요 구성성분이며 간 부

 상태에 도달하면 Albumin수치가 감소하는 것으로 알려져 

있다(Hu 등, 2016).  다른 TF 유 자에 의해 분비되는 

transferrin은 간에서 생성되어 액에서 철과 결합하여 몸의 

필요한 곳으로 보내주는 기능을 하는 주요 단백질이다(Giada 
Sebastiani와 Ann P Walker, 2007). 따라서 이 두 단백질은 간

세포의 기능을 나타내는 표 인 단백질이라 할 수 있다. 이 

연구에서는 3D 조건이 2D 조건 보다 약간의 ALB의 발 량 

감소가 었지만 97% 이상의 감소로 3D 배양 조건도 체외배

양의 한계 을 극복하기에는 미홉함을 확인 할 수 있었다. 일
차 간세포의 생존능에서도 2D 배양조건 보다 3D 배양조건이 

pro-apoptosis유 자인 BAX의 낮은 발 을 보여 유리함을 확

인할 수 있었다. 이 연구에서 3D 배양이 pro-apoptosis유 자

의 낮은 발 과 ALB의 발  감소폭이 어든 이유는 아마도 

선행연구의 보고처럼 specific transporters, tight 와 gap 
junction에 의한 세포간 소통, 모세담 의 형성과 같은 기능이 

3D 배양조건아래에서 비록 완벽하지는 않지만 일부 발생되어 

나타난 상으로 생각된다(Berthiaume 등 1996; Yang 등, 
2000; Godoy 등, 2013). 

간의 표 인 기능은 탄수화물 사, 장 단백질 생산, 
CYPs 발 이다 (Godoy 등, 2013). 이  우리는 신약 개발을 

해 필요한 약물 사에 여하는 CYPs 발 을 검증 하 다. 
CYPs  약물 사의 주요한 부분에 여하는 것은 사람에서

는 CYP3A4로 알려져 있으며 랫트는 비록 사람과 약간 다른 

CYPs 기능을 가지지만 유사한 기능을 가지는 것이 CYP3A1 
로 알려져 있다. 재연구에서는 CYP3A1을 분석하 지만 기

와 달리 체외에서 7일간 배양시 3D 배양조건도 2D 배양 조

건 이상으로 한 감소를 보 고, 랫트에서 CYP3A1의 활

성을 유도하는 유도제로 알려진 Dex의 처리시에도 3D 배양

조건이 2D 배양 조건보다 상 으로 매우 낮은 활성을 보임

을 확인할 수 있었다. 그러나 부분의 선행 연구들은 3D 배
양을 통해 hepatocytes의 약물 사능에 여된 CYPs들이 2D
배양 보다 증가 하 다고 보고 하 다(Schyschka 등, 2013). 
이런 다른 결과의 원인은 부분의 3D 배양의 문제 으로 알

려진 지속 인 배양액의 유속으로 인한 스트 스와 양분과 

산소 흡수의 하를 극복 하기 한 고농도의 세포 배양 조건

을 충족하지 못한 것이 원인으로 추정된다. 왜냐하면 이 실험

에서는 2D 조건과 최 한 동일한 조건아래에서 비교하기 

하여 125 ml spinner flask 속에 3.5ⅹ106개의 일차 간세포를 

배양하 지만, Wu 등 은 250 ml spinner flask 속에 3ⅹ107개

의 일차 간세포를 배양하여 약 4배 이상의 고 농도로 배양 하

기 때문이다(Wu 등, 2015). 따라서 최근에는 이러한 3D 배
양의 단 을 보완한 기계들과 새로운 3D 환경 유지를 한 

metrics가 개발 되고 있다.  
재 연구에서는 이상의 결과들을 통해서 체외에서 손쉽게 
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일차 간세포를 분리 할 수 있음을 보여 주었고 2D와 3D 배양 

조건아래에서 일차 간세포의 배양시 3D 배양조건이 장 단

백질 생산에 유리함과 높은 생존력을 가질 수 있음을 확인할 

수 있었다. 동시에 3D 일차 간세포의 배양은 일반 인 세포 

배양보다 높은 고농도의 세포수를 유지하여야만 3D 배양을 

해서 사용된 기계 인 스트 스를 최소화 할 수 있음을 규

명하 다. 
이 게 구축된 배양조건은 사람의 CYP3A4와 거의 유사한 

기능을 하는 돼지 모델에 용되어 사람의 간 생리 사와 질

환 치료를 한 신약 개발을 해 사용될 수 있을 것이다. 
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