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Ⅰ. 서 론

삼차신경손상은임상적으로어렵지않게접하는질환으로

증례에따라서는그회복이불완전하여비가역적인기능적손

상을초래하기도한다. 삼차신경손상의첫단계치료는신경

의 연속성을 회복하는 것이다. 경우에 따라서는 신경이식이

이용되기도 하지만 공여할 수 있는 신경을 얻기가 어려운 경

우도 많고, 공여부의이차적인 손상을 야기하기도한다. 그리

고발달된신경문합술에도불구하고그기능적회복이만족스

럽지못한경우가많다. 이러한것의대안으로세포이식을통

한기능적회복을얻고자하는연구들이시도되었다. 많은연

구들이 슈반세포 (Schwann cell)이 말초신경의 가장 중요한 요

소로마이엘린 (myelin)을형성하고신경손상의회복과정중에

서핵심적인역할을하는것으로보고있다1). 슈반세포의이식

한 후에 절단된 hemicord가 성공적으로 연결되었다는 보고가

있으며2), 슈반세포가 시신경 중추와 좌골신경의 재생에 효과

적인 환경을 제공한다는 연구도 있다3). 최근에는 비신경세포

에서 기원한 세포들, 예를 들면 골수기질세포 (marrow stromal

cells) 혹은간엽줄기세포 (mesenchymal stem cells)가신경재생에
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도움을 줄 수 있다는 보고도 있다3-9). 간엽줄기세포를 어린 쥐

의뇌에주입했을때, 뇌-혈관장벽을통과해서전뇌와소뇌에

도달하고, astorcyte와 뉴우론(neuron)으로 분화했다는 연구도

있다5,8). 또한 Dezawa 등4)과 Cuevas9)는분화혹은비분화된간엽

줄기세포의이식이성숙한백서의신경재생에도도움을줄수

있다고 보고하고 있다. 또한 자가세포를 이용한 치료는 치료

에필요한충분한세포를체외에서증식시키기까지많은시간

이소요되며, 자가신경이식과같이이차적인공여부를필요로

한다는단점이있다. 따라서임상적인면에서, 이종혹은동종

의세포가사용될수있는방법이필요할것이다. 그러나아직

까지구강악안면외과영역에서의미를가지는삼차신경손상

의 회복에서 간엽줄기세포의 역할에 대한 연구는 많지 않다.

이연구에서는이종이라는면역학적으로나쁜환경에서비분

화된간엽줄기세포의이식이성숙한백서의안와하신경절단

모델에서감각기능의회복에미치는영향에대하여알아보고

자하였다.

Ⅱ. 실험재료 및 방법

1. 인간 간엽줄기세포의 추출과 체외 증식

정형외과적수술을받은환자의동의하에후방장골능에서

천자를 이용하여 환자 당 20cc의 골수를 채취하였다. 골수 간

엽줄기세포의 분획 및 체외증폭은 기존에 알려진 방법6)을 이

용하였다. 체외에서 증폭된 세포는 사용 전, 유세포분석기를

통해서 간엽줄기세포 표지자로 알려진 CD29, CD44, 그리고

CD105에양성, 임파구혹은백혈구의표지자로알려진 CD14,

34, 45의음성임을확인한후에실험에사용하였다.

2. 생체내 세포 추적을 위한 염색

세포를 체내에 이식한 후 그 활동여부를 추적하기 위하여,

간엽줄기세포를 CFSE dye (Molecular Probes, Eugene, Oregon,

US)를 이용하여 제조사가 기술한 방법에 따라, 생염색(vital

staining)을실시하였다.

3. 동물실험

동물실험은 한국식품의약품 안전청이 발간한“실험동물의

관리및사용지침”에의거하여관리하였으며, 이기준에의하

여 희생시켰다. 200g 내외의 면역기능이 정상인 Sprague-

Dawley 백서 (다물사이언스) 30마리를 사용하였다. 통법에 따

라 ketamine hydrochloride (80mg/kg, Ketara�, 유한양행)와 xylazine

(20 mg/kg, Rumpun�, Byel, Germany)을사용하여복강마취를시

행하고, 전두부와 비부를 삭모하였다. 전두부 피부에 수직절

개선을 가하고, 골막을 박리하여 내측 안와주를 노출시킨 후

Gregg10,11), Benett12) 그리고 Vos13) 등이 기술한 방법을 변형하여

백서의안와하신경을노출하였다. 모든수술은Zeiss사의수술

현미경하에서시행하였다. 간략히기술하면, 상악골, 전두골,

관골 및 누골로 구성된 안와부위를 골막 하 박리를 시행하여

안와저에도달하였다. 안와저골구에위치한안와하신경을박

리하여다른안와의내용물과분리하였다. 안와하구로나가는

부위의 5mm 원심부를미세수술용가위를이용하여절단하고,

10/0 nylon으로신경외막을 1-2바늘봉합하여위치를유지하였

다. 그리고 5×105 개의 인간 간엽줄기세포를 5 ㎕ fibrinogen

solution (Greenplast�, 녹십자)에넣어서절단사이의간극에주입

하고, 주위에동량의 thrombin이포함된 calcium chloride 용액을

도포하여 gelation을유도하였다. 수술부위의보호를위해서비

흡수성 PTFE 막 (TefGen�, Biomend, USA)으로 덮어주었다. 골

막및피부의층별봉합을실시하고, 적절한항생제및진통제

를투여하였다. 또한수술직후와수술후 7일에각각 3×106개

의간엽줄기세포를생리식염수에넣어서, 미측정맥을통하여

전신주사하였다. 대조군은신경절단후세포가들어있지않은

10 ㎕의 fibrin glue와 PTFE 막을이용하여치료하였다. 또한동

량의생리식염수를전신투여하였다.

4. 안와하 신경의 감각기능 회복의 평가

안와하 신경의 감각회복의 평가는 술전과 술후에 von Frey

monofilament (Stoeling, IL, USA)에 대한 반응정도로 평가하였

다. 평가전에백서를실험을위해제작된틀안에 30분이상위

치시켜환경에적응하도록하였다. 삼차신경분포부위중 vib-

rissal pad 중앙의피부에 1-3초간격으로 von Frey monofilament를

3회접촉시켜, 회피반응을보이는경우그 filament의숫자를기

록하여, 감각의역치로기록하였다. 

5. 조직표본의 제작

술후 5주에 백서를 희생시켰다. 깊은 마취 후 심장을 통해

3% buffered paraformaldehyde와 10% sucrose를투입하여관류고

정을 시행하였다. 안와하신경과 동측 삼차신경절을 적출한

후, 적절히다듬고즉시냉동하였다. 

< 면역조직화학염색>

모든 말초신경 표본은 10% sucrose가 포함된 phosphate

buffered saline (PBS)에 3시간동안처리하고 20% sucrose PBS 용

액에 4 ℃하에서 12시간동안보관하였다. 냉동표본제작기를

이용하여 -20 ℃하에서 6 ㎛두께로표본을제작하고, silane이

코팅된유리판위에부착시켰다. 단백질차단시약으로 1시간

처리후일차항체를 4 ℃에서 12시간동안반응시켰다. 사용된

일차항체는 mouse monoclonal anti-neurofilament (NF) H 200kDa

(1:2000, Chemicon, Temecula, CA, USA), rat monoclonal anti-myelin

basic protein (MBP, 82-87 region, 1:50, Chemicon), mouse monoclon-

al anti-growth associated protein (GAP)-43 (1:200, Chemicon) 그리고

rabbit polyclonal anti-S -100 (1:200, Dako, Carpinteria, CA, USA) 였

다. 반응후 PBS로 3회세척한후 fluorescein-conjugated secondary
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antibody IgG (Biomeda, USA)를반응시켰다. 2차항체로는 FITC-

conjugated antimouse IgG (Chemicon), rhodamine-conjugated antirat

IgG (Biomeda,), Cy5-conjugated antimouse IgG (Biomeda)가사용되

었다. 광학현미경 하에서도 관찰하기 위해서, ABC 시약

(Endvision, USA)으로 염색하고, 3-diaminobenzidine tetrahy-

drochloride (DAB, Dacocytomation, USA)로 발색시켰다. 또한

hematoxylin and eosine (H&E) 염색도 같이 시행하였다. 삼차신

경절의 표본은 일반적인 paraffin-embedding 후에 조직표본을

제작하고, H&E 염색과 5% cresyl violet 염색을시행하여광학현

미경 하에서 삼차신경절 세포의 변화를 관찰하였다. 영상은

공초점현미경과광학현미경하에서촬영하고분석이필요한

항목은 Image Pro Plus Software (Media Cybernetics, Silver Spring,

MD) 을이용하여평가하였다. 

< 전자현미경표본제작>

안와하신경 손상부위에서 5mm 원심부의 신경을 적출하여

2.5% glutaraldehyde와 0.5% paraformaldehyde가포함된 0.1M PBS

용액에 12시간이상담가놓았다. 이후 2% OSo4 용액에 2시간

동안후고정을실시하고, 건조후연속된농도의알코올용액

으로처리하여 Epon 812 (Nisshin EM, Tokyo, Japan)에포매하였

다. LKB ultratome을 이용하여 2장의 표본을 만들어, 하나는

toluidine blue로염색하여광학현미경하에서관찰하고, 나머지

는 lead citrate와 uranyl acetate로 염색하여 SEM 전자현미경

(JEOL JEM-100, Japan) 1000배의 확대율에서 관찰하였다.

Toluidine 염색표본의영상은 Image Pro Plus 프로그램으로분석

하여단위면적당myelinated axon의수를계산하였다.

< 삼차신경절 총 RNA의 추출과 역전사 연쇄중합효소반응

(RT-PCR) >

삼차신경절은 적출 후 바로 액체질소에서 냉동시켰다. 총

RNA의추출및 cDNA의제작은제조사 (Quiagen, Valencia, CA,

USA)가 추천한 방법에 따라 시행하였다. 총 RNA의 농도는

spectrophotometer (260nm)에서결정하였으며, 0.5 ㎍/㎖ ethidium

bromide를포함하는 1% agarose gel에서 RNA의추출상태를확

인하였다. 이후에사용전까지 -80℃에보관하였다. 

Trk precursor, NGF receptor, Neuropeptide Y에 대한 RT-PCR을

시행하였다. Primer의설계는 OLIGO 4.0 primer analysis software

(National Biosciences, Hamel, MN, USA)를사용하였고, 구성은다

음과 같다. Trk precursor(445bp): TCTGGTGACTTCGTTGATG

C(sense), ACCACACAAATCCTCCTGCT(antisense), NGF recep-

tor(508bp): GGTGCATAGCGTAATGTCCA(sense), TGGCTGT-

GGTCTTATCTCCA(antisense), Neuropeptide Y (NPY, 370bp):

GCCATGATGCTAGGTAACAA(sense), TGGTTTCACGGAT-

GAGATG(antisense). 역전사반응후에 2 ㎕를 0.5mM dNTP, 0.2

μM primer, 1.25 units Taq polymerase, 40mM KCl, 그리고 1.5mM

MgCl2로구성된 PCR 반응용액에넣고, 전체용량이 50 ㎕가되

게 하였다. Denaturation: 94℃, 1분, annealing: 55℃, 2분, 그리고

elongation: 72℃, 3분의 조건으로 연쇄중합효소반응을 30회 반

복하였다. PCR 산물은 1.2% agarose gels에서전기영동시키고,

자외선등아래에서촬영하였다. 

6. 통계처리

실험군의유의성확인을위해서 SAS 6.0 프로그램을이용하

여 paired Student t-test를시행하였고, p값이 0.05보다작은경우

유의한것으로평가하였다.

Ⅲ. 결 과

1. 기능적 회복

실험군및대조군의술전평균회피반응수치는각각 1.39±

0.28과 1.45±0.18이었다. 수술직후및 1주일까지는가장굵은

filament (value 5.6)에도반응을보이지않았다. 술후 3주부터감

각의 회복이 관찰되었고, 실험군과 대조군의 차이를 보였다.

간엽줄기세포로처리한실험군의반응수치는 3.56±0.17이었

고 대조군은 4.35±0.28로 약간의 차이가 있었으나 통계적 유

의성은없었다. 술후 5주에서실험군(2.01±0.16)의감각회복이

대조군(3.45±0.21)에 비해 더 좋음을 알 수 있었다 (p<0.05)

(Fig. 1).

2. 조직학적 소견

H&E 소견에서 이식부위의 두드러진 염증이나 면역반응은

관찰되지않았다. 임파구나염증세포의침윤은대조군과유사

하였다. (결과는 여기에 나타내지 않았음.) 면역염색표본에서

myelin의정도는 MBP의발현으로확인하였고, NF의발현으로

신경섬유의배열상태를확인하였다. NF와MBP의발현양상도

Fig. 1. Evaluation of sensory function by von Frey

filament. After 3 weeks, hMSCs treated rats

showed more favorable improvement in sensory

function than the control group. Significant

improvement was showed in the hMSCs treated

group. (p<0.005)
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Fig. 2. Expression of neurofilament. Both groups show good connection between two stumps

of a transected infraorbital nerve. Regeneration of NF in hMSCs-treated nerve (B, D) is more

regular and intense than non-treated nerve (A, C). A, B: expressed with DAB, C, D:

expressed with FITC (Scale bar = 50μm).

Fig. 3. Expression of myelin basic protein (MBP). Immunohistochemical staining with MBP

shows outlines of myelin. The number and density of myelin in hMSCs-treated nerve (B, D) is

higher than non-treated nerve (A, C). A, B: expressed with DAB, C, D: expressed with

rhodamin. (Scale bar = 50μm)

감각기능의 평가와 유사한 결과를 나타내었다. 실험군과 대

조군모두NF와MBP의발현이관찰되고, 근심부와원심부의

신경섬유의배열이잘유지됨을관찰할수있었지만, 간엽줄

기세포로처리한실험군에서 NF와 MBP의강한발현을관찰

할 수 있었다(Fig. 2, 3). 반면에 GAP-43의 발현은 실험군에서

더약하게나타났다(Fig. 4).
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CFSE로염색한세포를이식한안와하신경에서, 술후 5주에

도초록색형광을띠는세포들이이식부위의신경에산재하는

것으로보아, 이식된세포가살아있음을알수있었다. 또한일

부의 CFSE 양성세포들은슈반세포의표지단백질로알려진 S-

100에도 양성반응을 보임으로서, 일부의 간엽줄기세포는 슈

반세포로 분화되었음을 예상할 수 있었다. 그러나 그 세포의

수는전체CFSE를발현하는세포의 10% 미만이었다(Fig. 5). 삼

차신경절에서 신경세포의 수는 실험군 (15,250±1325/mm2)이

대조군 (13,623±1936/mm2)보다많았으나통계적유의성은없

었다(Fig. 6, 7). 

Fig. 4. Expression of growth-associated protein 45 (GAP-45). Expressions of GAP-45 are

generally weak in both groups. But hMSCs-treated nerve shows scanty positive reaction

of GAP-45. GAP-45 is usually expressed at early stage of nerve regeneration. So it

suggests that hMSCs accelerate the regeneration rate. A, B: expressed with DAB, C, D:

expressed with Cy-5. (Scale bar = 50μm)

Fig. 5. Tracking of CFSE-labeled hMSCs and expression of S-100. Transplanted hMSCs could survive

in the regeneration site even after 5 weeks (A). Some of these cells (<10%) also expressed Schwann

cell marker, S-100 (B). A: expressed with FITC, B: expressed with rhodamin. (Scale bar = 50μm)
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3. 전자현미경 소견

전자현미경과 toluidine blue 염색 광학현미경 소견에서 간엽

줄기세포를이식한실험군에서회복된 myelinated axon의수가

7,458±226/mm2로대조군(5,388±312/mm2)과유의한차이를보

임을관찰할수있었다 (p < 0.05) (Fig. 8, 9).

4. 삼차신경절에서의 Trk precursor, NGF receptor, Neur-

opeptide Y mRNA의 발현

간엽줄기세포를국소및전신적으로투여한실험군의동측

삼차신경절 Trk precursor, NGF receptor, Neuropeptide Y mRNA의

발현이모두대조군에비해서높았다(Fig. 10).

Fig. 6. Cellular changes in ophthalmic division of trigeminal ganglion. More apoptotic cells

(without nucleus) are observed in the control group (A, C). Higher number of cells in

hMSCs-treated trigeminal ganglion is survived (B, D). A, B: H&E staining, C, D: Cresyl

violet staining. (Scale bar = 50μm).

Fig. 7. Number of cells in ophthalmic division of

trigeminal ganglion (cells/mm2).
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Ⅳ. 고 찰

본연구에서는면역기능이완전한성숙백서의편측안와하

신경을 절단한 후, 이종의 간엽줄기세포를 국소 및 전신적으

로 투여했을 때, 신경회복에 미치는 영향을 평가하고자 하였

다. 간엽줄기세포는 다른 면역학적 환경에서도 잘 유지될 수

있는독특한성질을가지는것으로알려져있으나, 그기전에

대해서는 아직 정확하게 이해되고 있지않다. 기존의 연구에

의하면간엽줄기세포는 T 면역세포의기능을변화시킬수있

다는것과이것으로인해면역학적내성을가질수있다는것

이다. 또한간엽줄기세포는조직손상부위에서회복이잘일어

날수있도록염증반응을억제하는것으로추측되어지고있다14).

Fig. 8. Cross-sectional view of distal stump of post-transected infraorbital nerve. Density

and number of myelinated nerve are higher in hMSC-treated infraorbital nerve (B, D)

than the control group (A, C). A, B: toluidine blue staining (Scale bar = 100μm). C, D:

SEM (Scale bar = 10μm), arrowhead: unmylinated nerve, rectangular: Schwann cell,

asterisk: myelinated nerve.

Fig. 9. Number of myelinated nerve in cross-sectional

distal stump of post-transected infraorbital nerve

(cells/mm2).

Fig. 10. mRNA expression of Trk precursor (A), nerve growth

factor receptor (NGFR, B), and neuropeptide Y (NPY, C). All

arrows: hMSCs-treated trigeminal ganglion. Expression of β-

actin (D).
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또한간엽줄기세포가면역내성을가지는기전을“danger mod-

el”로설명하기도하는데, 간엽줄기세포는면역학적으로치명

적인항원을나타내지않기대문에 T 세포를활성화시키지않

는다는것이다16). 본실험의결과에서도전신적인투여시이상

반응을관찰할수없었고, 조직학적으로도간엽줄기세포국소

적이식부위의염증세포나임파구침윤은대조군과차이가없

었다. 

안와하신경이분포하는 vibrissal pad의감각기능회복은간엽

줄기세포를 이식한 경우에 상당히 향상되는 것을 알 수 있었

다. 감각역치의정량적분석은변형된 von Frey filament를이용

해서쉽게평가할수있었다. 손상된안와하신경의회복은 5주

에유의한차이를보였는데, 이것은 Cuevas9)가보고한동종간

엽줄기세포를 이식한 좌골신경의 회복양상과 유사한 결과였

다. 비록이방법으로외상성신경통과감별을할수는없지만,

Vos13)가보고한신경손상후의외상성신경통모델에서보이는

독특한 행동양식들은 이번 실험에서는 관찰할 수 없었다. 또

한일반적으로백서의신경절단모델에서는외상성신경통이

거의 발생하지 않는 것으로 알려져 있기 때문에 이 실험에서

보이는회피반응이외상성신경통에의한것은아니라고사료

되었다.

유수신경 (myelinated nerve)의수와신경을구성하는일부단

백질의발현정도도간엽줄기세포를처리한실험군에서더많

고 규칙적이었다. 이러한 결과는 위에서 보고한 von Frey

monofilament 자극에보이는감각의회복정도와일치하는결과

로 생각되며, 이식된 이종의 간엽줄기세포가 절단된 신경의

회복에 일정한 역할을 하는 것으로 사료되었다. 한가지 흥미

로운 것은 GAP-43 단백질의 발현이 간엽줄기세포로 처리한

실험군이대조군에비해낮았다는것이다. 신경성장이나재생

에서의 GAP-43의역할을생각할때다른단백질의발현의결

과와는정반대의결과를나타낸것이다. 그러나Verze17)의보고

에 의하면 GAP-43의 발현은 말초신경의 재생과정 중 초기에

서관찰되는것으로알려져있다. 따라서간엽줄기세포로처리

한실험군에서는GAP-43이발현되는최고조의시간이대조군

보다훨씬빠르고, 결과적으로신경재생의과정이간엽줄기세

포로처리했을경우빨리진행된다고생각할수있었다. 하지

만이에대한더욱자세한연구는필요할것으로사료된다. 

간엽줄기세포가 말초신경재생에 미치는 효과는 아직 확실

하지않다. 간엽줄기세포가손상의환경에서활성화되어재생

에필요한여러성장인자 (trophic factors)나수용기들을발현하

고, 이것들에 의해 슈반세포의 증식을 촉진하는 것으로 가정

하고 있다. 이러한 요소들은 신경절단 후에 일반적으로 나타

나는신경세포의사멸을줄여줄수있고, 또한슈반세포에발

현되었을 때 초기재생을 빠르게 진행시킬 수 있을 것으로 생

각하고있다. 본연구에서도이러한가정을뒷받침할수있는

결과를얻었다. 안와하신경이분지하는삼차신경절에서신경

의 재생 및 유지에 관여하는 요소 (neuropeptide)17)들의 발현이

실험군과대조군사이에유의한차이가있는것으로관찰되었

다. 신경손상후그수가줄어드는것으로알려진삼차신경절

의 세포의 수와 신경손상 후 신경의 재생에 관여하는 인자로

알려진 thyrosine kinase precursor (TrkPre)와 neruopeptide Y (NPY)

의 발현이 대조군에 비해 유의하게 높았다. 이는 말초신경의

손상후삼차신경절의퇴행성변화를간엽줄기세포의이식을

통해억제할수있으며, 이로인해말초신경의빠른재생에도

움을주는것으로사료된다. 하지만간엽줄기세포의삼차신경

절에 대한 효과는 추가적인 연구가 필요할 것으로 사료된다.

또한간엽줄기세포의일부가슈반세포로분화하는것을관찰

할 수 있었지만, 이것이 신경재생에 어떤 효과를 나타내는지

는확실하지않다.

자가 신경이식에 의한 2차적인 공여부의 발생이나, 신경줄

기세포의 임상적 이용이 현실적으로 어려운 점을 고려할 때,

간엽줄기세포를이용한신경재생은매우유용한방법이될수

있다. 이들세포는다른줄기세포에비해쉽게얻을수있고, 체

외에서잘증식하기때문에쉽게적용이가능하다. 또한다른

세포들에 비해 면역반응을 적게 유발하는 것도 장점이라 할

수 있다. 본 연구를 통해서 저자들은 악안면영역의 말초신경

손상의치료에이종의간엽줄기세포를이용할수있는가능성

과그효과를확인할수있었고향후이에대한연구가더필요

할것으로사료되었다.

Ⅴ. 결 론

저자는 이종의 간엽줄기세포를 정상 안와하신경이 손상된

정상면역기능을가진백서에투여했을때, 신경의재생에미

치는효과에대해서평가하였다. 이종의세포가투여됐음에도

불구하고, 특이한염증반응이나면역반응은발생하지않았으

며, 손상후감각의회복에도효과가있음을알수있었다. 
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