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Ⅰ. 서 론

최근 여러 연구에 의하면 성체골수줄기세포가 골세포, 연골세

포, 지방세포, 근육세포등여러형태의세포로분화될수있다고

알려져있다1,2). 또한발생학적배엽 (germ layer)의한계를넘어서

서 비간엽세포로도 분화될 수 있음이 밝혀졌다3). 1999년 Kopen

등은4) 골수줄기세포를 쥐의 좌측뇌실에 이식함으로서 성상교세

포 (astrocytes)와 신경세사 (neurofilament)를 함유한 신경세포로

의분화를관찰하여골수줄기세포의뇌질환치료에이용가능성

을 시사하였다.  또한 생체외실험에서도 성체골수줄기세포가 신

경세포형태로 분화되면서 신경세포 관련 표지물질이 다량으로

생성됨이 보고되었다3,5,6). 이러한 실험결과들은 성체골수줄기세

포가 신경세포로 분화될 수 있어 뇌질환 및 신경질환의 치료에

이용될 수 있음을 사사한다. 이러한 목적에 성체골수줄기세포를

이용하기위하여먼저이들세포들을효과적으로신경세포로분

화시킬 수 있는 방법이 중요하다. 그리하여 본 연구에서는 성견

골수줄기세포를 신경세포로 효과적으로 분화시킬 수 있는 방법

을찾고자하였다.  

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 성견골수줄기세포의 분리 및 배양

체중이 15kg 이상되는 성견을 실험동물로 사용하였으며 이들

의 장골에서 26게이지 주사바늘을 이용하여 골수를 채취하였다.
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In this study, we showed that neurons could be generated from adult canine bone marrow stem cells by culturing with
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골수줄기세포의 분리 및 배양은 Sanchez 와 Ramus6)의 방법에 따

라 시행하였다. 간략히 요약하면 약 3 mL의 골수를 20% 우태혈

청 (FBS, Gibco)을 함유한 Dulbecco's Modified Eagles Medium

(DMEM) 3 mL와 혼합한 후 30분 동안 원심분리를 시행하였다.

상층액과 중간층의 액을 분리채취하여 성장용 배양액과 혼합한

후이를 75cm2 세포배양용플라스크에넣어, 5% CO2 조건에서배

양하였다. 사용한성장용배양액은 DMEM을기본배지로하여여

기에 20% FBS, 10 ml/L non-essential amino acid, 10 ml/L vitamin, 10

ml/L sodium pyruvate, 10 ml/L antibiotic을 첨가한 것을 사용하였

다. 3일후 배양액을 교환하면서 플라스크 바닥에 부착되지 않은

세포들은 제거하고, 바닥에 부착되어 자라는 세포들을 배양하였

으며 2-3일 간격으로 배양액을 교환 공급하였다. 세포들이 바닥

을 덮으면 트립신 처리하여 계대배양을 시행하였다. 4-6차에 걸

친 계대배양후의 세포들을 신경세포로의 분화 실험에 사용하였

다.

2. Flow cytometry

골수줄기세포의 배양에 조혈세포 (hematopoietic cell)가 함께

섞여 있는지 확인하기 위하여 Facscan (Becton Dickinson

Immunocytomtry system, CA, USA)를 사용하여 flow cytometry 분

석을 시행하였다. 이때 조혈세포에 존재하는 항체를 인식할 수

있는 CD14, CD34, CD45 세포표면항체로 passage 1 세포배양에서

얻은세포에표시하여분석을시행하였다. 

3. 신경세포로 분화

성견골수줄기세포를 신경세포로 분화시키기 위하여 성견골수

줄기세포를 DMEM에 2% DMSO (dimethylsulfoxide), 20μM BHA

(butylated hydroxyanisole), 50μM FeCl2, 100ng/mL nerve growth fac-

tor (NGF), 100ng/mL brain-derived neutrophic factor (BDNF)를첨가

한 배양액으로 7일간 배양함으로서 유도하였다. 신경세포로 분

화되는지확인하기위하여도립위상차현미경으로형태학적변

화를 관찰하였으며 면역세포화학적 염색을 사용하여 신경세포

표지항체의표현을관찰하였다. 

4. 면역세포화학적 염색

형태학적으로 보여지는 신경세포가 실제로 신경세포의 특성

을 보유하고 있는지의 여부를 조사하고자 신경세포에서 발현되

는것으로알려진단백질에대한항체를사용하여면역세포학적

염색을 수행하였다. 염색방법은 일반적으로 사용되는 방법과 동

일하게수행되었다. 분화용배지로배양을시작한후 7일째세포

를 4% paraformaldehyde로 10분간 상온에서 고정한 후 항체를 처

리하여 염색하였다. 신경세포 표지 항체인 neurofilament-M (NF-

M, Chemicon)과 neuron-specific enolase (NSE, Polysciences)를사용

하였다. DAKO (DAKO LSAB 2 system, HRT, CA, USA) 염색키트를

사용하여세포염색을시행하여신경관련물질의발현을확인하

였다. 염색된 세포의 관찰은 일반 광학 현미경하에서 관찰하였

다. 정량적인비교를위해전체세포수에대한 NSE 와 NF-M에양

성으로 염색된 세포수의 비율을 계산하였다. 세포수의 계산은

각 샘플에서 중복되지 않게 10개의 부위에서 Fugi-digital camera

로촬영한사진에서계산하였다. 

Ⅲ. 결 과

일차배양에서 얻은 성견골수줄기세포를 flow cytometry 한 결

과 CD14, CD34, CD45에 대하여 음성반응을 보였다 (Fig. 1). 이것

은 골수줄기세포의 배양에 조혈세포가 존재하지 않음을 나타낸

다.  

성견골수줄기세포를 성장용 배양액으로 배양할 때는 세포들

이 섬유아세포의 형태를 가지면서 증식하였다. 그러나 분화용

배양액을 사용하여 배양을 시작한 후부터는 수 시간 내에 돌기

를뻗으면서신경세포의모양으로바뀌어갔다. 4일후부터양극

성 세포 (bipolar cell)및 다극성 세포 (multipolar cell)의 다양한 신

경세포의 모양을 나타내었다 (Fig. 2). 7일 동안 분화용 배양액으

로배양시세포들은계속적으로분화형태를나타내었다.

7일 동안 분화시켰을 때, 신경세포 관련 표지 물질이 다량으로

생성되어 신경세포로의 분화가 이루어졌음을 확인할 수 있었다.

면역세포화학적 염색 결과에서 신경세포의 모양을 가진 대부분

의 세포들이 NSE 와 NF-M 항체에 염색이 되었다 (Fig. 3 and 4).

이때세포에서자라나온축색 (neurites)도염색되었다. 몇몇세포

들은 염색이 되지 않거나 매우 약하게 염색되었다. NSE에 염색

된 세포수의 비율은 45% 였으며, NF-M에 염색된 세포수의 비율

은 70% 였다.  

Ⅳ. 고 찰

최근 줄기세포가 인체의 여러 장기를 구성하는 세포들로 분화

가능하다는 것이 밝혀지면서 줄기세포를 이용한 장기재생 연구

가 활발히 연구되고 있다. 줄기세포는 배아줄기세포, 태아줄기

세포, 성체줄기세포로 나눌수 있다. 배아줄기세포는 인체의 모

든 종류의 세포로 분화할 수 있는 능력을 가지기 때문에 이론적

으로 인체의 모든 장기를 인공적으로 만들 수 있고7) 현재 많은

종류의 장기 치료를 위해 배아줄기세포의 사용이 연구되고 있

다. 그러나 배아줄기세포는 윤리적 문제점을 안고 있다. 태아조

직에서 분리한 태아줄기세포도 분화능력은 우수하나 윤리적인

문제점과 면역거부반응의 문제점을 안고 있다. 성체줄기세포는

자가골수줄기세포가 사용될 수 있어 윤리적인 문제점과 면역거

부반응의 문제점이 없어 최근 많은 연구가 되고 있으며 골세포,

연골세포, 근육세포, 신경세포, 지방세포 등 여러 형태의 세포로

분화될 수 있다는 보고가 있다2,8). 그리하여 현재 여러 종류의 장

기 치료를 위해 사용이 연구되고 있다. 성체줄기세포중 신경줄

기세포는뇌에서채취해야하는문제점때문에임상적으로사용

하는데 한계가 있는 반면, 골수줄기세포는 장골에서 쉽게 채취

할수있고배양이쉽고세포의증식속도도빨라장기치료를위
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해골수줄기세포를사용하고자하는연구가활발히진행되고있

다. 

우리나라뿐만아니라전세계적으로치매나파킨슨병, 간질등

을포함하는퇴행성뇌질환을앓고있는환자들은 10% 미만이나

고령화되고 있는 선진 국가의 경우, 노인 인구의 증가에 따른 심

각성이 대두되고 있으며, 또한 안면마비나 감각이상등 신경질환

을 앓고 있는 환자의 증가에 따른 치료제 개발뿐만 아니라 치료

방법 및 원인을 밝혀내기 위한 연구가 활발하게 진행되고 있다.

따라서 특정 뇌질환 및 신경질환을 치료하는데 중요한 역할을

담당할 것으로 예상되는 성체골수줄기세포를 신경세포로의 분

화가 재현성 있게 이루어질 수 있다면 이들 질환 치료에 도움을

줄 수 있을 것으로 기대된다. 본 연구결과는 성견의 골수에서 줄

기세포를분리하여배양한세포가발생학적배엽의한계를넘어

서서비간엽세포인신경세포로의분화가가능함을나타낸다.  

배아줄기세포로부터 신경세포로의 분화를 위한 유도인자에

관하여는 여러 연구결과가 있다. 일반적으로 사용된 신경세포

유도인자로서 bFGF, Retinoic acid (RA), BDNF, PDGF, NT3, EGF,

NGF 등이 있다9-12). 그러나 성체줄기세포로부터 신경세포로의 분

화를 위한 유도인자에 관한 연구는 몇 편에 불과하였다. 2000년

Woodbery 등은3) 신경세포로의 분화에 antioxidant인 DMSO 와

BHA를사용하였으며, 2000년 Sancherz-Ramos 등은6) EGF와 BDNF

를 첨가하여 신경세포로의 분화를 유도하였으며, 2002년 Kim 등

은5) FGF와 retinoic acid (RA)를 첨가하여 신경세포로의 분화를 유

도하였다. 본 연구에서는 성견골수줄기세포의 신경세포로의 분

화에 FeCl2, DMSO, BHA가 유효하게 작용됨이 나타났다. 특히

FeCl2가신경세포분화를유도하는기전에관하여는잘알려져있

지 않지만 본 연구에서 철을 첨가하였을 때 neurite outgrowth가

더 촉진되었다. 이러한 관찰은 blood monocytes를 dendritic cell로

분화시키는데 철이 필요하다는 연구결과와 일치하며13), Gazitt 등

도14) 철을 세포분화유도에 사용하여 좋은 결과를 얻었다고 보고

하였다. 본 연구에서 DMSO와 BHA만 사용하는 것보다 철을 첨

가한 것이 미분화된 세포의 증식을 억제하면서 축색을 뻗는 세

포의수를더증가시켜효과적으로신경세포로의분화가이루어

짐을관찰하였다.  

신경세포로의 분화에 관하여 보고된 논문에서 면역세포화학

적 염색 방법을 이용하여 신경세포 관련 표지물질이 발현되는

것을 확인하여 세포분화를 확인하였는데 Sancherz-Ramos 등은6)

약 5%미만에서 fibronectin, nestin, NeuN이발현되는것을, Kim 등

은5) 약 16%에서 neurofilament 물질이 존재하였음을 확인하였다.

본 연구에서는 FeCl2/DMSO/BHA를 첨가하여 신경세포로 분화를

유도한 후 상당히 높은 신경세포 관련 표지물질이 발현되는 것

을 관찰하였는데 약 45%에서 NSE가 약 70%에서 NF-M이 발현되

었다. 이와 같은 결과에서 성견 골수줄기세포에서 신경세포로의

분화가 가능함을 보여주었다. 그러나 본 연구에서 기능적으로

어떠한 세포로 분화를 이루고 있는지 조사가 이루어 지지 않았

다. 향후 성체골수줄기세포로부터 특정 질환 치료에 알맞은 순

도 높은 기능성 신경세포로의 분화 시스템 개발이 계속적으로

이루어져야할것으로기대된다. 
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사 진 부 도

Fig. 1. Characterization of undifferentiated bone marrow stem cells.

Fig. 2. Neuronal differentiation of bone marrow stem cells.

Fig. 3. NSE expression in differentiating neurons. Fig. 4. NF-M expression in differentiating neurons.
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