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ABSTRACT : Replacement of insulin-producing cells represents an almost ideal treatment for patients with diabetes 
mellitus type 1. Transplantation of pancreatic islets of Langerhans is limited by the lack of donor organs. Therefore, 
generation of insulin-producing cells from human embryonic stem cells represents an attractive alternative. The present 
review summarizes the current knowledge on the differentiation of insulin-producing cells from human embryonic stem cells 
and their application to the cell therapy for treating diabetes mellitus.
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요  약 : 최근 제 1형 당뇨병을 치료하기 위하여 인슐린-분비성 세포를 이식하는 세포대체요법이 새로운 치료법으로서 

주목받고 있다. 그럼에도 불구하고 췌장세포 이식술은 이식원의 절대적인 부족으로 인해 광범위한 시행이 이루어지지 

못하고 있는 실정이다. 무한증식과 전분화능을 보유하는 배아줄기세포는 이식할 β-세포의 부족을 해결할 수 있는 잠재적 

세포공급원이 될 수 있을 것으로 기대된다. 본 종설에서는 인간배아줄기세포로부터 췌장 β-세포로의 유도분화방법에 관

한 최근 동향을 살펴보고, 당뇨병 치료에 세포 이식술을 적용함에 있어 고려해야할 문제점 및 극복방안들을 소개하고자 

한다. 
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서  론
대표적인 내분비 질환의 일종인 당뇨병은 발생률이 전 세

계 인구의 4～5%에 이를 정도로 많은 대사질환이며, 망막질

환, 신장질환, 신경질환, 심혈관질환 등 다양한 중증의 2차 

합병증을 유발하고, 완치가 매우 어려워 경제/사회/보건학적

으로 많은 문제를 갖는 질환이다. 제1형 당뇨병은 자가 면역

이상에 의해 췌장세포 중 인슐린을 분비하는 β-세포가 파괴

되어 유발되는 질환이다. 한편, 당뇨병 환자의 약 90% 이상

이 속하는 제2형 당뇨병은 인슐린 비의존성으로, 인슐린에 

대한 저항성 및 췌장 세포의 기능 장애에 의해 발병된다. 현
재 당뇨병의 치료는 식이, 운동 요법 및 인슐린 주사 등이 일

반적으로 시행된다. 그러나 이러한 방법으로는 병세의 악화

를 일시적으로 차단할 뿐 췌장 β-세포의 기능을 원상태로 

회복시킬 수 없으며, 더욱이 과도한 인슐린 투여는 저혈당증

을 유발할 수도 있다. 따라서 당뇨병에 대한 보다 근본적인 

치료방법으로써 기능을 상실한 췌장세포를 정상적인 췌장이

나 췌장조직으로 대체하려는 시도가 이루어져 왔으며, 췌장

전체를 이식하는 장기 이식과 함께 성공률이 다소 낮은 편이

나 시술이 간편하고, 안전하며 반복시술이 가능한 췌장 β-세
포 이식에 대한 연구가 진행되어 왔다 (Pavlakis & Khwaja, 
2006). 그러나 이러한 췌장 이식술의 가장 큰 문제는 공여 

췌장의 절대적인 부족이다. 따라서 뇌사자 등의 공여자로부

터 얻는 췌장을 대체하기 위한 새로운 췌장 공급원을 개발하

고자 하는 연구가 활발히 진행되고 있으며, 그 대상으로 동
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물 췌장, 태아조직으로부터 췌도 세포 분리 및 배양, 유전자 

조작에 의한 인슐린을 생성하는 세포주 확립, 췌관세포로부

터 성체 줄기세포의 분리, 인간 배아줄기세포로부터 췌장 β

-세포로의 분화 유도 등이 제시되고 있다 (Soria et al., 2001; 
Serup et al., 2001).    

인간 배아줄기세포는 착상 전 배아의 내세포괴를 추출하

여 확립된 세포주로서 (Thomson et al., 1998), 적절한 배양

환경에서 오랜 기간 동안 미분화 상태를 유지하며 증식할 수 

있고, 정상발생과정과 유사한 과정을 거쳐 인체를 구성하는 

다양한 종류의 세포로 분화할 수 있는 전능성을 소유한 세포

이다. 따라서 이러한 특성은 특정 조직의 사멸 및 손상에 기

인하여 유발되는 각종 질환에 대하여 손상된 조직을 재건하

기 위한 세포치료에 사용될 가능성을 제시하고 있다. 이러한 

가능성은 생쥐 배아줄기세포를 대상으로 수행되어 온 연구

결과들에 의해 지속적으로 제시되어 왔으며, 1988년 인간 배

아줄기세포가 최초로 확립된 이후 보다 구체화되어지고 있

는 실정이다. 특히 최근 연구들은 인간 배아줄기세포가 신경

계 세포 (Carpenter et al., 2001; Reubinoff et al., 2001; 
Zhang et al., 2001), 심근 세포 (Xu et al., 2002; Mummery 
et al., 2003), 혈관 내피 세포 (Levenberg et al., 2002), 조혈

모세포 (Kaufman et al., 2001), 간세포 (Lavon et al., 2004), 
췌장세포 (Assady et al., 2001), 생식세포 (Kee et al., 2006) 
등 다양한 특정 조직으로 분화가 촉진될 수 있음을 증명하고 

있으며, 이에 관련된 많은 연구가 세계적으로 진행되고 있는 

상황이다. 인간 배아줄기세포로부터 특정 조직으로 분화하

는 일련의 과정은 정상발달과정과 매우 유사하게 진행되는 

것으로 여겨지고 있다. 따라서 인간 배아줄기세포는 윤리적

으로 접근이 불가능한 인간 배아의 초기 발달에 대한 간접적

인 연구를 가능케 하며, 각종 조직의 형성에 관여하는 새로

운 유전자 및 단백질의 발굴에도 응용될 수 있다. 
인간 배아줄기세포의 미분화 특성을 유지하기 위해서는 

일반적으로 영양세포층 (feeder layer)과 염기성 섬유아세포 

성장인자 (basic fibroblast growth factor, bFGF)의 존재가 

필수적인 것으로 알려져 있다. 따라서 인간 배아줄기세포는 

이들 두 가지 인자가 존재하지 않는 배양조건에서는 다양한 

세포로 자발적인 분화를 개시 한다 (Itskovitz-Eldor et al., 
2000). 그러나 통제되지 않은 자발적인 분화를 통해서는 단

일 종류의 세포로 순도 높은 분화가 이루어질 수 없으며, 따
라서 특정세포로의 분화를 촉진하여 원하는 세포를 다량으

로 순도 높게 얻기 위한 능동적인 분화유도기법에 대한 연구

가 최근 활발히 이루어지고 있다 (Ponsaerts et al., 2004; 
Trounson, 2006). 이러한 목적을 달성하기 위하여 일반적으

로 고려되고 있는 사항은 (1) 2차원적 단층 배양 및 배아체 형

성과 지지체 내에서의 분화 등과 같은 3차원적 배양, (2) 성장

인자, 호르몬, 화합물 등과 같은 세포외적 신호의 단독 혹은 

조합적 처리, (3) 글루코오스, 아미노산 혹은 산소의 농도 등 

배양액 성분의 조절, (4) 혈청 농도의 조절, (5) 특정 세포로의 

운명을 결정지을 수 있는 마스터유전자 혹은 원하는 세포의 

분리정제를 위한 유전자의 도입, (6) 라미닌, 피브로넥틴, 콜
라겐, 비트로넥틴 등의 세포외기질의 선정 등을 들 수 있다.

인간 배아줄기세포로부터의 췌장 β-세포의 분화는 당뇨병

의 세포 치료를 위한 새로운 췌도 공급원으로써의 이용 가능

성 때문에 큰 주목을 받고 있음에도 낮은 분화 효율 및 초기 

내배엽성 세포들을 효과적으로 추적할 수 있는 적절한 표지

인자들의 결여로 인하여 다른 종류의 세포에 비해 분화 유도

의 연구 성과가 미비한 편이다. 따라서 본 종설에서는 인간 

배아줄기세포로부터 내배엽을 거쳐 기능성 췌장세포로 분화

되는 과정에 역할을 담당하는 것으로 알려진 각종 인자들을 

살펴보고, 이를 이용하여 최근에 제시된 능동적 분화 유도 기

법들을 정리하여 소개하고자 한다. 또한, 인간 배아줄기세포 

유래 췌도세포의 당뇨병 치료를 위한 이식술로의 응용과 관

련된 최근 동향 및 문제점, 극복 방안 등을 제시하고자 한다. 

인간 배아줄기세포로부터 
췌장내배엽 세포로의 분화 

췌장은 초기 발생과정 중 형성된 완전내배엽으로부터 발

생된다. 따라서 인간 배아줄기세포로부터 췌장세포로의 분

화를 효율적으로 유도하기 위해서는 췌장세포로의 분화에 

앞서 완전내배엽으로의 분화를 촉진시키는 것이 필수적으로 

선행되어야 한다. 척추동물의 초기 발생과정에서, 내배엽은 

외배엽 및 중배엽과 함께 배반포배의 배반엽상층으로부터 

분화된다 (Lu et al., 2001; Robb & Tam, 2004). 이 과정, 
즉 낭배 형성 과정동안 배반엽상층의 상피세포는 중간엽세

포로 전환됨과 동시에 후미 쪽 원시선을 따라 세포층의 내부

로 이동하면서 중배엽과 완전내배엽으로 모두 분화될 수 있

는 중내배엽을 형성하는 것으로 알려져 있다 (Shook & Keller, 
2003; Rodaway & Patient, 2001). 이러한 낭배 형성 과정과 
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흡사한 과정이 인간 배아줄기세포의 초기 분화과정에서 관

찰되어진다. 인간 배아줄기세포의 분화를 억제하기 위하여 

공배양하는 영양세포층을 제거한 뒤, 염기성 섬유아세포 성

장인자 (bFGF)가 존재하지 않는 배양조건에서 50～100개 

정도의 인간 배아줄기세포로 구성된 세포 집합체를 부유 배

양할 경우, 구형의 배아체가 형성된다. 이 과정에서 배아체 

내에 존재하는 세포들은 정상발생과정과 유사한 방식으로 

상호간 분화를 유도하여 내, 중, 외배엽의 삼배엽성 세포로 

분화되며, 이와 함께 배아체 표면에는 배아외 내배엽을 형성

한다 (Itskovitz-Eldor et al., 2000). 배아체 내에 존재하는 

특정 배엽의 형성을 검증하기 위해서는 각 배엽에서 특이적

으로 발현되는 유전자 및 단백질 등을 표지인자로 정하여 분

석하고 있으나, 현재까지 특정 배엽에서만 배타적으로 나타

나는 표지인자는 극히 드문 실정이다. 따라서 다양한 계통의 

세포들이 공존하는 분화과정 중에 내배엽성 세포를 구분하

기 위해서는 단일 세포 수준에서의 면역형광염색기법이나 

RT-PCR, 혹은 웨스턴블롯, 유세포측정법 (flow cytometry) 
등의 분석이 요구되어진다.

정상 발생과정 중 내배엽성 세포 및 췌장세포로의 분화에

는 Activin 혹은 Nodal과 같은 전이성장인자 β (transforming 
growth factor β, TGFβ), Wnt 성장인자, FGF4, 그리고 레

티노산 (retinoic acid)과 같은 인자들이 관여되어 있는 것으

로 보인다. Xenopus laevis (Gamer & Wright, 1995)와 생쥐 

(Tremblay et al., 2000)의 발달과정에서 나타나는 것과 같

이, TGFβ 신호는 내배엽 발달에 중요한 역할을 하며, 특히 

고농도의 TGFβ를 처리한 경우 내배엽으로, 저농도로 처리

한 경우 중배엽으로의 분화가 유도되는 것으로 알려져 있다 

(Lowe et al., 2001; Vincent et al., 2003). 또한, Wnt 수용체

가 결여된 생쥐를 이용한 연구를 통하여, Wnt 신호전달과정

이 손실된 경우, 원시선의 발달 저하와 함께 후부 내배엽의 

형성이 감소된다고 보고된 바 있으며 (Kelly et al., 2004), 
레티노산이 결여된 제브라피시 (zebra fish)에서 간과 췌장과 

같은 후부 내배엽세포로의 분화가 억제됨을 통해 레티노산

이 내배엽의 전후부 패턴을 결정함과 동시에 후부 내배엽으

로의 분화를 유도함이 확인되었다 (Stafford & Prince, 2002). 
이와 더불어, 낭배기 이후 후부 중배엽에서 발현하는 FGF4
는 후부 내배엽의 발달을 증진시켜 췌장 전구세포로의 분화

를 촉진시킨다고 알려져 있다 (Wells & Melton, 2000).
인간 배아줄기세포로부터 췌장세포로의 자발적인 분화는 

Assady 등 (2001)에 의해 시작되었다. 그러나 분화 수율이 

1～3% 미만으로 매우 낮을 뿐 아니라 배양액 내의 글루코스 

농도에 반응하여 적절한 양의 인슐린을 분비하지 못하는 한

계점이 지적되었다. 이러한 문제점을 극복하기 위하여 최근

에는 앞서 언급한 발생학적 개념을 도입하여 인간 배아줄기

세포로부터 췌장의 원기인 내배엽성 세포로의 분화를 우선

적으로 촉진시키기 위한 시도가 진행되고 있다. 이 결과, 
Kubo 등 (2004)은 생쥐 배아줄기세포에 혈청과 TGFβ su-
perfamily인 activin A를 처리하여 중내배엽성 세포로의 분

화를 효과적으로 유도할 수 있음을 제시하였으며, Shim 등 

(2007)은 중내배엽성 세포로의 분화를 촉진시키기 위하여 

혈청을 처리하고, 연이은 완전내배엽성 세포로의 분화에 ac-
tivin A과 레티노산을 추가적으로 처리하여 췌장 전구세포로

의 분화 유도에 성공하였다 (Fig. 1). 또한, D`Amour 등 (2005)
은 저농도의 혈청과 고농도의 activin A를 처리하여 Sox17
을 발현하는 내배엽성 세포를 80%에 이르는 높은 수율로 분

화 유도할 수 있음을 확인하였으며, CXCR4와 같은 화학주

개성 수용체를 이용하여 내배엽으로 분화시킨 세포를 분리 

정제할 수 있음을 보고하였다. 

성숙한 췌장 β-세포로의 분화
기능성 췌장 베타세포의 분화와 관련하여 현재까지 학계에 

보고된 논문은 대부분 생쥐 배아줄기세포를 대상으로 수행되

었으며, 최근 인간 배아줄기세포로부터 췌장세포로의 분화를 

시도하는 연구가 이루어지고 있으나 기술적 어려움으로 인

해 그 성과가 미비한 실정이다. 생쥐 및 인간배아줄기세포를 

이용하여 췌장세포로 분화를 유도하는 실험기법은 신경세포

와 췌장세포의 분화과정에 여러 전사조절인자가 서로 공유

되어 있는 점과 일부 신경세포에서 인슐린이 합성된다는 점

에 착안하여 신경세포 분화 실험기법과 매우 유사한 방법으

로 진행되어 왔다. 그러나 이러한 유사점에도 불구하고 인슐

린을 발현하는 신경세포는 췌장세포와 비교해 볼 때 명백한 

차이점을 나타내며, 가장 중요한 차이점으로는 인슐린 전구

체의 생성과 합성 과정, 호르몬에 의한 항상성 유지 등을 들 

수 있다. 췌장세포에서 생성되는 인슐린은 혈액 내 글루코스 

농도의 항상성을 유지하는 역할을 하는 물질인 반면, 일부 

신경세포에서 생성되는 소량의 인슐린은 신경계의 발달에 

관여하는 인슐린 유사 성장인자 (insulin-like growth fac-
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Fig. 1. Production of NES in PDX1+ pancreatic endoderm 
derived from S/A/RA-treated hEBs. (a) Immunostaining
for PDX1 at day 1 of differentiation after EB plating. 
(b-d) Cells that migrated from hEBs immunostained for
PDX1 and NES at day 4 (b, c) and day 8 (d) of 
differentiation after EB plating. Arrowheads in (b, inset)
indicate cells positive for PDX1 and negative for NES.
Arrowheads in (c, inset) show cells positive for NES 
and negative for PDX1. The dotted circle in (d) shows
cell clusters that produce both PDX1 and NES after 8
days of EB plating. (e) Formation of spheroids producing
PDX1. (f) Cell clusters detached from culture plates im-
munostained for PDX1 and NES. (g) RT-PCR analysis
showing the expression of genes associated with early 
and late phases of islet differentiation in cell clusters. 
DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride, GCG
glucagon, NEUROD1 neurogenic differentiation 1, NEUROG3
neurogenin 3, SST somatostatin, ISL1 islet 1, INS insulin.
Scale bars: 25 μm (a, c, d) and 50 μm (b, e, f ). (adapted
from Shim et al., 2007 Diabetologia 50:1228-1238).

tor, IGF)와 유사한 역할을 담당하는 것으로 알려져 있다 

(Hernandez-Sanchez et al., 2006).
이러한 차이점에도 불구하고 신경세포로 분화시키는 여러 

기법들이 췌장 분화를 촉진하기 위하여 적용되었으며, 대표

적인 연구 결과로서 Lumelsky 등 (2001)은 생쥐 배아줄기세

포로부터 신경 전구세포의 표지인자인 nestin을 발현하는 세

포로의 분화를 촉진함으로써 인슐린을 생성하는 세포로의 

분화 유도를 최초로 학계에 보고하였다. Nestin은 신경외배

엽에서 유래되는 세포의 표지인자로 널리 알려져 있지만, 췌
장소도세포 및 췌관 상피세포에서도 발현된다는 보고가 있

다 (Zulewski et al., 2001; Abraham et al., 2002). 그러나 

Rajagopal 등 (2003)은 분화과정 중 세포 사멸에 의해 죽어

가는 세포들이 배양액 내에 구성성분으로서 존재하는 인슐

린을 수동적으로 세포질 내에 유입할 수 있음을 증명하였으

며, 따라서 인슐린 합성과정에서 생성되는 C-peptide 및 인

슐린의 전구체인 프로인슐린의 검출 여부가 세포에 의한 능

동적인 인슐린의 합성을 검증하기 위하여 필수요건임을 주장

하였다. 이와 함께 세포의 인슐린 합성능력을 판단하는 또 다

른 간접적 연구방법으로는 아연 킬레이트 물질인 dithizone 
(DTZ)을 사용하는 방법이 제시된 바 있다. 췌장 β-세포는 

인슐린 분비 과립 내에 아연 이온을 과량 함유하고 있으며, 
이 아연 이온은 과립 내에 존재하는 6개의 인슐린 분자와 결

합한다. 따라서 아연 이온이 dithizone과 반응하게 되면 연홍

색의 빛을 띠게 되며, 이러한 염색법 역시 분화 세포의 기능

성을 확인할 수 있는 유용한 방법이다 (Shiroi et al., 2002). 
또한, 보다 직접적인 방법으로는 당뇨병이 유발된 실험동물 

모델에 분화된 세포를 이식하여 정상 혈당으로의 복귀를 유

도할 수 있는 능력을 수 주간 조사하거나, 보다 단기적으로

는 글루코스를 인위적으로 체내에 주입한 뒤 혈당이 정상화 

되는 능력을 수 분 내지는 수 시간동안 확인하는 복강 내 혈

당 조절 테스트 (intra peritoneal glucose tolerance test, 
IPGTT) 등이 있다. 

Lumelsky 등이 고안한 분화기법을 근간으로 하여, 많은 

연구자들이 세포내 인슐린 함유량을 보다 증가시키고 글루

코스 농도에 민감성을 보유하는 능력을 지닌 세포를 분화해 

내기 위한 연구를 수행하였다. Hori 등 (2002)은 Lumelsky 
등이 보고한 분화방법을 다소 수정하였으며, 보다 성숙한 췌

장세포를 분화해 내기 위하여 PI3K (phosphoinositide 3-kin-
ase)의 억제제인 LY294002를 처리함으로 실험관 내에서 글

루코스에 보다 민감하게 반응하여 인슐린을 분비하는 세포

를 분화시킴에 성공하였다고 보고하였다. 그러나 이후 Hansson 
등 (2004)은 PI3K 억제제에 의해 분화된 세포들이 C-pep-
tide를 생성하지 못하며, 형광 면역 염색에 의해 확인되는 인

슐린 발현 세포들은 배양액 내에 존재하는 인슐린을 수동적

으로 세포내로 유입한 위양성 (false positive) 세포들임을 주

장함으로써 다시 논란의 대상이 되었다.
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생쥐 배아줄기세포로부터 췌장세포를 분화하기 위한 또 

다른 방법으로서 Pdx1 (pancreatic duodenal homeobox 1)
등 정상적인 배아 발생 과정 중 췌도세포의 분화에 중요한 

역할을 하는 전사인자들의 유전자를 과발현시킴으로 췌장 

β-세포의 분화를 촉진시킬 수 있다는 연구 결과도 제시되었

다 (Miyazaki et al., 2004). Moritoh 등 (2003)은 인슐린 Ⅱ 

프로모터에 의해 β-geo의 발현이 조절되는 유전자를 도입

한 생쥐 배아줄기세포로부터 인슐린을 합성하는 세포로의 

분화를 시도하였으며, 분화된 세포들이 글루카곤, 소마토스

타틴, 췌장폴리펩타이드 (pancreatic polypeptide), p48, 아밀

라아제, 그리고 carboxypeptidase A를 포함한 췌장세포의 표

지인자를 발현함을 통해 완전 내배엽에서 기원된 췌장세포

가 분화되었음을 증명하였다. 이와 더불어 Ku 등 (2004)은 

monothioglycerol이 첨가된 무혈청 배양조건에서 activinβB
와 nicotinamide, 그리고 exendin-4 (GLP-1 agonist)를 첨가하

여 높은 수율의 인슐린 분비세포의 분화를 확인하였으며, ex-
endin-4와 GLP-1에 의한 췌장 세포의 분화 유도는 생쥐와 붉

은털 원숭이 배아줄기세포를 이용한 다른 연구에서도 확인되었

다 (Lester et al., 2004; Bai et al., 2005). 
발생과정 중 췌장의 기관 발생을 유도하는 여러 전사인자

들은 분화 초기에 세포의 운명을 결정할 뿐 아니라 분화된 

세포의 기능적 특성을 유지시키는 역할을 담당하게 된다. 
Sox17과 Hnf3β은 낭배기 이후 내배엽 세포에서 발현하는 

전사인자로서 췌장으로서의 운명을 결정짓는데 필수적인 인

자로 알려져 있으며, bHLH의 일종인 Hlxb9 역시 췌장의 초

기 발달과정에서 발현되어 췌장의 배후엽 발달에 영향을 끼

친다고 알려져 있다 (Li et al., 1999). 췌장세포 분화에 널리 

사용되는 표지인자인 Pdx1은 인슐린과 Glut2 유전자 발현의 

조절뿐만 아니라 성숙한 췌장으로의 분화과정에 필수적인 

전사인자이다 (Offield et al., 1996). Pdx1을 발현하는 췌장 

전구세포들은 일련의 분화과정을 거쳐 췌장을 구성하는 각

종 세포들로 분화되어지며, 특히 인슐린을 분비하는 β-세포

로의 분화과정 중에는 Isl-1, neurogenin 3 (Ngn3), Beta2/ 
NeuroD, Pax4, Pax6, Nkx2.2와 같은 전사인자들의 발현이 

관찰된다. Isl-1은 발달중인 췌장과 중추신경계에서 발현되

는 전사인자로써 췌장세포에서 호르몬을 생성하는 모든 세

포들에서 발현함은 물론 췌장 원기의 발생을 유도하고, 췌장

세포와 연접한 중간엽세포에서도 나타나 췌장 원기의 증식

을 유도한다. 실제적으로 발달 과정 중 Isl-1 유전자의 발현

이 억제되면 췌장의 내분비선의 발달이 전혀 일어나지 않음

도 보고된 바 있다 (Pfaff et al., 1996). 더불어 Notch 신호에 

의해 조절되는 Hes 유전자는 췌장 내분비 전구세포로의 운

명을 결정하는 중요인자인 Ngn3의 발현을 억제하는 기능을 

가지고 있다. Ngn3는 HNF1α와 HNF3β, HNF6와 결합하

여 췌장 전구세포를 내분비세포로 분화하도록 유도하는 반

면 (Lee et al., 2001),  Hes에 의해 Ngn3가 억제될 경우 췌

장의 외분비 세포로 분화가 촉진된다. Pax4와 Pax6은 태아

의 장상피세포와 성체의 췌장에서 발현되는 것으로 알려져 

있으며, Pax4는 인슐린을 분비하는 β-세포와 소마토스타틴

을 생산하는 δ-세포 (Sosa-Pineda, 2004), Pax6는 글루카곤

을 분비하는 α-세포 (St-Onge et al., 1997)로의 분화에 중

요한 역할을 담당한다. 성숙한 내분비세포로의 분화과정 동

안 Ngn3의 발현은 점진적으로 감소하며, Pax4, Nkx2.2와 

Nkx6.1의 발현이 증가하게 되는데, 특히 췌장전구세포의 표

지인자인 Pdx1의 발현은 분화가 지속됨에 따라 감소하게 되

지만, 성숙한 췌장 β-세포로 분화되면 다시 높은 수준으로 

발현되며, 인슐린과 Glut-2의 발현을 촉진한다 (Soria, 2001). 
췌장 발생에 관련된 많은 연구 결과들로부터 activins, TGF

β1, inhibin, 골형성 단백질 (BMPs), Nodal과 같은 전이성

장인자 아류 (TGFβ-superfamily)와 Wnt3a, FGFs, 레티노

산, Notch 신호를 저해하는 γ-secretase 억제제, 글루카곤 

유사 펩타이드 (GLPs), exendin-4, 간성장인자 (HGF), 인슐린 

유사 성장인자 (IGFs), 혈관 내피 성장인자 (VEGF), Noggin, 
nicotinamide를 비롯하여 hedgehog 억제제로 알려진 cy-
clopamine 등 여러 인자들이 배아줄기세포로부터 췌장세포

로의 분화를 유도해내기 위한 잠재적인 조절자로서 제시되

었다. 따라서 정상 췌장 발생과정 중에 영향을 미치는 것으

로 알려진 다양한 인자의 순차적 혹은 조합적 처리를 통하여 

인간 배아줄기세포로부터 췌장 β-세포의 분화를 유도하려는 

시도가 이루지고 있으며, 글루코오스를 포함한 배양액 조성

물, 산화방지제, 산소분압, 그리고 랑게르한스섬과 유사한 삼

차원적 구조 형성을 촉진시키는 배양방법 및 세포외 기질의 

선정 등 여러 가지 화학 물리적인 인자들이 고려의 대상이 

되고 있다 (Soria, 2001; Roche et al., 2003).
그동안 생쥐 배아줄기세포를 대상으로 췌장 분화 연구가 

많은 진전을 이룬 반면 인간 배아줄기세포를 이용하여 췌장

세포로의 성공적인 분화를 제시한 연구 결과는 매우 드문 

실정이다. Assady 등 (2001)에 의해 최초로 인간 배아줄기
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세포의 자발적 분화를 통한 인슐린-합성 세포의 생성이 보

고된 이후, Lumelsky 등 (2001)의 생쥐 배아줄기세포를 대

상으로 고안한 기법에 기초를 둔 유도 분화 기법이 Segev 
등 (2004)에 의해 인간 배아줄기세포에 적용되었다. 또한, 
Brolén 등 (2005)은 완전 내배엽성 세포에서 췌장 전구세포 

분화를 유도한 후 설치류 태아의 췌장조직과 함께 당뇨병이 

유발된 생쥐에 이식하였을 경우, 함께 이식된 설치류 췌장조

직에서 분비되는 인자(들)에 의해 인간 배아줄기세포에서 

유래된 췌장 전구세포가 성숙한 췌장 β-세포로 체내에서 

분화됨을 보고하였다.
보다 최근에 D`Amour 등 (2006)이 보고한 유도 분화 기법

은 답보상태에 있었던 인간 배아줄기세포로부터 췌장세포로의 

분화에 큰 활력소가 되었다. 이 연구자들은 정상 췌장 발달과정

을 인간 배아줄기세포의 분화단계에 적용하여 1) Wnt3a와 ac-
tivin A, 저농도의 혈청을 처리함으로 인한 완전내배엽성 세포

로의 효과적인 분화, 2) 췌장 원기세포와 근접한 중간엽에서 

분비되는 FGF10 및 Shh 신호의 길항작용을 유도하는 cy-
clopamine을 처리함으로 인한 원시 장세포로의 분화, 3) 레티

노산을 추가적으로 처리하여 원시 장세포의 후부화 유도, 4) 
exendin-4와 γ-secretase 억제제 (DAPT)의 처리를 통한 췌장 

전구세포 분화, 5) exendin-4와 HGF, IGF를 처리하여 인슐린 

분비성 췌장세포로의 최종 분화로 구성된 유도 분화 기법을 

보고하였다. 이 분화 유도 기법을 통하여 약 12% 정도의 수율

로 인슐린-합성 세포를 분화해 내는데 성공하였으며, 전자현

미경상에서 세포내 인슐린 함유 과립을 확인할 수 있었을 뿐

만 아니라 배양약내 글루코스 농도의 변화에 민감성을 나타내

어 인슐린을 분비하는 능력을 보유함을 증명하였다. 또한, 
Shim 등 (2007)은 인간 배아줄기세포를 완전내배엽성 세포로 

분화시키기 위해 혈청과 activin A를 순차적으로 처리하고 레

티노산을 처리함으로 췌장 전구세포로의 분화를 유도할 수 있

음을 제시하였다. 특히 PDX1을 발현하는 췌장 전구세포를 당

뇨병이 유발된 실험동물에 이식한 결과, 췌장세포로의 최종 

분화가 생체 내에서 이루어지고 당뇨병의 유발로 증가된 혈당

을 정상 혈당치로 복귀시킬 수 있음을 확인하였다 (Fig. 2). 그
러나 이러한 연구들은 인간 배아줄기세포로부터 최종적으로 

분화된 췌장 β-세포가 아닌 췌장 전구세포를 이식한 뒤 생체

내 에서 최종 분화를 이루어 내었으며, 따라서 시험관 내에서 

기능성 췌장 β-세포에 이르기까지 추가적으로 성숙시킬 수 

있는 분화 유도 기법의 개발이 시급한 실정이다.

Fig. 2. Changes of blood glucose levels and body weight after
transplantation of hESC-derived Pdx1-positive clusters
into diabetic mice. Changes of blood glucose levels (a)
and body weight (b) in streptozotocin-induced diabetic 
mice transplanted with cells derived under SF (n=3, 
closed squares), S/A (n=3, open circles) or S/A/RA con-
ditions (n=6, closed circle), or in sham-operated mice 
(n=6, open squares). (adapted from Shim et al., 2007 
Diabetologia 50:1228-1238).

당뇨병의 세포치료제로의 응용 
현재까지 인간 배아줄기세포로부터 최종 분화된 췌장 β-

세포가 당뇨병 실험동물 모델에 이식된 후 생체 내에 증가된 

혈당을 감소시켰다는 보고는 전무한 실정이다. 특히, 인간 배

아줄기세포로부터 췌장 β-세포를 성공적으로 분화시킨다고 

하더라도 세포 이식술의 성공적인 임상적 이용을 위해서는 

많은 극복해야 할 난제가 존재한다.  
췌장 β-세포의 분화 과정 중 췌장 전구세포의 선택적 분

리 및 증식 방법은 이식할 세포의 대량 확보를 위해 고려해
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야 할 부분이다. 인슐린 분비세포의 경우, Ngn3와 Pdx-1 등
이 좋은 분화과정 혹은 분화 종료 후 순수분리 정제에 이용

될 수 있는 효율적 표지인자 후보로서 제시되고 있다. 순수

분리 정제는 세포 치료제의 안전성 확보 차원에서도 중요하

여 배아줄기세포를 이용한 세포치료제 생산에서 우려되는 

미분화 배아줄기세포의 잔존에 의한 기형종의 발생 가능성

을 감소시킬 수 있다. 따라서 이들 미분화 세포는 면역분리

법 등으로 이식전 제거가 필수적이다. 
이식된 세포의 성공적 생착 및 기능 유지를 위해서는 혈관

재생을 유도하는 방법 또한 고려해야 한다. 췌도 이식의 경우, 
이식 후 췌도의 장기간 생존 및 기능 유지는 췌도 내 혈관 재

생의 부족으로 인해 감소하는 것으로 알려졌으며 (Narang et 
al., 2004), 이는 또한 이식된 췌도의 면역적 파괴를 더욱 가

중할 수 있다 (Lukinius et al., 1995). 이식된 세포들로의 원

활한 영양공급을 돕고, 저산소에 의한 세포 괴사를 예방하려

는 측면에서 주로 혈관 분포가 왕성한 간이나 비장조직 등에 

췌도 이식을 시행하지만, 그럼에도 불구하고 이식된 췌도의 

내부는 종종 산소 및 영양분 부족에 의해 세포 괴사가 나타

나는 것으로 알려졌다. 이러한 문제는 배아줄기세포 유래 췌

장 β-세포를 사용하여 이식 시에도 마찬가지로 고려해야 한

다. 췌도는 혈관내피 성장인자 (VEGF)와 이의 수용체들을 

분비함으로 주위 조직으로부터 혈관 재생을 부분적으로 유

도할 수 있는 것으로 알려져 있다 (Vasir et al., 2001). 따라

서, 이식 후 신속한 혈관 재생을 유도하기 위해 이식할 세포

에 VEGF 유전자를 도입하는 방법 (Narang et al., 2004), 세
포지지체와 함께 VEGF를 첨가하는 방법, 미세 캡슐화 과정

에서 VEGF 단백질을 함께 캡슐화하는 방법 등이 제시되고 

있다 (Sigrist et al., 2003). 
이식 후 염증 및 자가면역반응에 의한 췌장 β-세포의 파

괴, 그리고 핵치환으로 확립된 배아줄기세포가 아닌 경우에 

동종 이식에서 수반되는 면역 거부반응 또한 극복해야 한다. 
이를 위해 효과적이며 안정적인 면역 억제제 투여 및 면역관

용의 유도 방법, 세포 자연사 억제물질 혹은 면역조절유전자

들의 도입 등이 제시되고 있으며, 미세 캡슐화를 통해 환자

의 면역세포들이 동종 이식된 췌장 β-세포를 공격하는 것을 

예방하도록 유도하는 방법들이 제시되고 있다. 이식세포의 

미세 캡슐화시 정밀여과막 (microfiltration membrane)의 기

공 크기를 0.1～1 μm로 제작하면 이식한 췌장 β-세포의 항

원이 숙주 T 림프구 및 항체에 노출되는 것을 효과적으로 예

방하는 것으로 알려졌으며 (Chaikof, 1999), 이와 동시에 캡

슐내의 췌장 β-세포로부터 합성되는 insulin은 정상적으로 

분비될 수 있다. 더불어 미세캡슐 제조시 Feridex 혹은 ra-
diopaque alginate를 첨가하여 제작함으로, 분자영상기법을 

통해 이식된 세포들의 실시간 추적이 가능하고 이식후 췌장 

β-세포의 정상적인 생착 여부를 절제술 없이 확인 가능하다 

(Barnett et al., 2006; Barnett et al., 2007). 이식하려는 부위

도 고려되어 정소나 신장 캡슐 아래 부위가 이식세포들의 숙

주면역세포들에 의한 파괴를 줄일 수 있는 부위이며, 간문맥

을 통한 이식의 경우 미세 캡슐화를 이용한 이식방법에서 많

이 고려되는 이식부위이다.

결  론
현재까지 임상에서 세포 치료에 적용될 수 있는 인간 배아

줄기세포로부터 췌장 β-세포로의 분화 유도를 위한 최적 프

로토콜은 확립되지 않았으며, 누구나 이용할 수 있는 보편화

된 효율적 분화 유도 기법이 확립되기 위해서는 극복해야 할 

문제점이 많은 실정이다. 배아줄기세포와 배아체의 특성, 그
리고 배아줄기세포의 분화과정 중 내배엽과 췌장세포로의 

운명 결정에 영향을 미치는 인자들과 이와 관련된 구체적 분

화 기전에 대한 더 많은 이해가 필요하다. 많은 분화조절인

자들은 세포의 분열, 분화 혹은 세포 자연사를 조절하는 데 

있어 다면적인 활성을 나타낸다. 특정 성장인자는 여러 종류

의 세포 분화에 동시에 관여할 수 있어, 예를 들어 Wnt의 경

우 초기 내배엽 형성에 중요한 역할을 담당하는 것으로 알려

져 있으나, 외배엽에서 유래되는 망막세포 및 신경세포의 분

화에도 관여한다. 따라서 분화 조절인자를 처리할 경우 체외 

분화과정 중 특정 시기에 미치는 영향뿐만 아니라 처리농도, 
처리기간, 복합처리시의 서로간의 상호작용, 여러 인자의 처

리 시 처리 순서 등을 모두 고려하여야 한다. 특정 세포의 분

화 과정 중 전구세포의 선택적 분리 및 증식 방법 또한 이식

할 세포의 대량 확보를 위해 고려해야 할 부분이며, 이식 전 

잔존하는 미분화 배아줄기세포를 제거함으로써 기형종의 발

생을 예방하는 방안 또한 고려하여야 한다. 분화 유도방법은 

최종적으로 정상적인 성숙과정을 통해 인체 내에서와 동일

한 기능을 담당할 수 있는 기능성 세포를 얻을 수 있는 수준

으로 확립되어야 하며, 생체 내 이식시 질환을 치료하고 여

타 다른 부작용이 없는 수준이 되어야 한다. 이를 위하여 세
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포치료제로서 췌장세포를 포함한 다양한 종류의 세포를 획

득하기 위하여 이루어지는 분화 유도의 연구는, 배아줄기세

포의 경우, 반드시 발생학적 사실에 근거하여 수행되어야 할 

것으로 사료된다.     
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