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LIF를 첨가한 배양액을 이용한 할구 유래 생쥐 배아 기세포주의 확립

조재원․임천규․고덕성․강희정․ 진 †

동 학교 의과 학 제일병원 생식생물학  불임연구실

Derivation of Mouse ES Cells from Isolated Blastomeres in 
Culture Media Supplemented with LIF

Jae Won Cho, Chun Kyu Lim, Duck Sung Ko, Hee Jung Kang and Jin Hyun Jun†

Laboratory of Reproductive Biology & Infertility, Cheil General Hospital & Women’s Healthcare Center, 
Kwandong University of Medicine, Seoul, Korea

ABSTRACT : This study was carried out to investigate the effect of leukemia inhibitory factor (LIF) on the derivation of 
mouse ES cells from isolated blastomeres. Two-cell stage mouse embryos were obtained from superovulated BDF1 female 
mice. Collected embryos were cultured to blastocyst stage in culture medium supplemented with 0, 1,000, 2,500 or 5,000 U/mL 
of LIF. Cultured blastocysts were examined by counting the number of cells in the inner cell mass (ICM) and trophectoderm 
(TE) using differential staining method. When 2-cell embryos were cultured with 2,500 U/ml of LIF, the cell numbers of 
ICM significantly increased in comparing with those of the control (21.0±4.0 vs. 15.9±5.0, P<0.01) and 1,000 U/mL of 
LIF-containing group (21.0±4.0 vs. 16.6±4.9, P<0.05). We used an ES cell establishment medium with 20% Knockout Serum 
Replacement and 0.01 mg/mL ACTH instead of fetal bovine serum. Establishing efficacy of ES cell lines were the highest 
in 2,500 U/mL of LIF-containing group as 36.7% (11/30). This culture medium was applied to the culture of isolated 
blastomeres and to derivate ES cell lines. Three ES cell lines (21.4%) from isolated blastomeres of 2-cell stage embryos were 
established. In further experiments, we could establish one ES cell line (4.0%) from single blastomere of 4-cell stage embryo. 
The subcultured ES cells and their embryoid bodies were characterized by analyzing gene expression for undifferentiation and 
differentiation marker gene using immunocytochemistry and RT-PCR. In conclusion, LIF supplementation in culture medium 
could increase the cell number in ICM of blastocysts and support derivation of ES cell lines from isolated blastomeres.
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요  약 : 본 연구에서는 LIF의 첨가가 분리된 할구 유래의 생쥐 배아 기세포 확립에 미치는 향을 살펴보았다. 과배란 

유도된 BDF1 생쥐로부터 2-세포기의 배아를 회수하여 각기 LIF가 첨가되지 않은 배양액과 1,000, 2,500, 5,000 U/mL의 

LIF가 첨가된 배양액에서 포배기 배아까지 배양하 다. 배양된 포배기 배아는 차별화 염색 방법을 이용하여 내세포괴와 

양외배엽의 수를 계수하 다. 2,500 U/mL의 LIF 첨가 시 조군(21.0±4.0 vs. 15.9±5.0, P<0.01)과 1,000 U/mL의 LIF를 

처리한 군(21.0±4.0 vs. 16.6±4.9, P<0.05)에 비해서 내세포괴의 수가 유의하게(P<0.05) 증가하 다. 배아 기세포주 확립 

배양액으로는 FBS 신 20% KSR과 0.01 mg/mL의 ACTH를 사용하 다. 2,500 U/mL의 LIF를 첨가 시 배아 기세포 확립 

효율이 36.7%(11/30)로 가장 높은 효율을 나타내었다. 이러한 배양 조건을 기본으로 하여 2-와 4-세포기 배아의 단일 할구

를 분리하여 각기 21.4%(3/14)와 4.0%(1/20)의 효율로 단일 할구 배아 기세포주를 확립할 수 있었다. 단일 할구로부터 

확립된 배아 기세포주와 이들에서 분화된 배아체는 세포면역학  염색 방법과 RT-PCR 방법을 통해 그들의 미분화 특성

과 삼배엽성 분화 특성을 확인할 수 있었다. 결론 으로 배양액에 LIF를 첨가하여 포배기 배아의 내세포괴 수를 증가시킬 

수 있었으며, 분리된 할구의 배아 기세포주 확립 효율을 향상시킬 수 있었다.
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서  론
배아 기세포(embryonic stem cells, ES cells)는 세포치
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료  재생의학, 조직공학 등 범 한 분야에 있어서 이용 가

능성이 매우 높다. 특히, 인간 배아 기세포를 세포 치료에 

사용하기 해서는 이식세포에 한 면역 거부 반응을 방지할 

수 있는 방법의 개발이 필수 이다. 이러한 면역 거부 반응을 

방지하는 방법으로 체세포 핵이식 배아 기세포에 한 연구

가 진행 이지만 그 효용성에 한 논란이 많다. 한, 배아

기세포를 확립하기 해서는 배아를 괴해야 하므로 윤

리 인 문제를 피할 수 없기 때문에 인간 배아 기세포 확립 

연구가 제한되고 있는 실정이다. 최근에 이러한 문제 을 극

복하기 한 몇 가지 방안이 제시되었다. 2002년 Cibelli 등
은 장류에서 인 으로 단  발생시킨 배아를 이용하여 

배아 기세포주를 확립하 다고 보고한 바가 있으며, 2006
년 Takahashi 등은 Oct3/4, Sox2, c-Myc, Klf4 4 종류의 특

정 유 자를 바이러스를 이용해 성체섬유아세포에 주입시켜 

다분화능을 지닌 기세포주를 확립하 다고 보고하 다. 그
러나, 의 방법들은 기세포를 만들기 해 바이러스를 이

용하거나 특정 유 자를 조작해야 하는 어려움이 있으며, 이
러한 방법들에 한 안정성의 문제가 제기되고 있다.

한편, 포유류의 착상  기 배아의 할구를 이용하여 배아

기세포를 확립하기 한 많은 연구들이 진행되고 있다. 
기 배아에서 분리된 할구는 분화능(totipotency)을 가지고 

있어 일란성 둥이로 발생할 수 있으며, 이러한 할구의 발생 

능력은 생쥐, 토끼, 양, 돼지뿐만 아니라 장류에서도 명확하

게 확인되었다(Tarkowski et al., 1967; Moore et al., 1968; 
Rossant et al., 1976; Willadsen et al., 1981; Menino et al., 
1983; Chan et al., 2000; Tao et al., 2000). 기 배아에서 

분리한 할구를 이용한 배아 기세포주 확립 기술은 착상  

유  진단(preimplantation genetic diagnosis: PGD)에서 사

용되고 있는 할구 생검(blastomere biopsy) 방법의 발달로 인

해 근이 용이해졌으며, 성공 으로 용되어 그 효용성이 

입증되었다(Handyside et al., 1990; Geber et al., 1995; 
Staessen et al., 2004). 한, 기 배아의 발생에 향을 주지 

않고 배아 기세포주를 확립할 수 있기 때문에 배아 기세포 

확립 시 배아를 괴해야 하는 윤리  문제를 극복할 수 있고 

다양한 배아 기세포주를 확립할 수 있는 방안이 될 수 있다. 
분리한 할구를 이용한 배아 기세포 확립에 한 연구는 

Delhaise 등(1996)에 의해 생쥐 8-세포기 배아를 이용한 연

구에서 최 로 보고된 바 있다. 한, 2006년 Chung 등은 생

쥐 기 배아에서 분리한 단일 할구에서 기존의 배아 기세

포와 공배양함으로써 배아 기세포와 배외 기세포주(extraem-
bryonic stem cell line)를 성공 으로 확립하 다고 보고하

으며, Klimanskaya 등(2006)이 동일한 방법으로 8～10-세
포기의 인간 배아를 이용하여 단일 할구 유래의 배아 기세

포주를 확립하 다고 보고하 다. 최근에 Wakayama 등 

(2007)은 배아 기세포주를 확립하기 한 배양액에 일반

으로 사용하고 있는 fetal bovine serum (FBS) 신 20%의 

Knockout serum replacement와 0.1 mg/mL의 adrenocortico-
tropic hormone (ACTH)을 첨가하여 높은 단일 할구 배아

기세포 확립 성공률을 보고하 다. 그러나, 배아의 발생이 진

행됨에 따라 할구 유래 배아 기세포 확립 효율이 유의하게 

감소하여 발생 단계에 따른 단일 할구 유래의 배아 기세포 

확립에 한 추가 인 연구가 필요함을 보고하 다. 한, Tao 
등(2000)은 배아 발생 단계가 진행됨에 따라 할구 유래의 포

배기 배아에 있어서 내세포괴의 비율이 차 으로 감소한다

고 보고하 으며, 이로 인해 분리된 할구의 배아 이식 후 태아

의 생존 능력이 떨어지는 것으로 추측하 다. 기 배아의 체

외 배양액에 LIF를 첨가한 다양한 연구들에서 Dunglison 등 

(1996)은 인간 기 배아의 배양 시 LIF (leukemia inhibitory 
factor)를 첨가함으로써 포배기 형성을 유의하게 향상시킬 수 

있었다고 보고한 바 있으며, Fry 등(1992)은 양의 기 배아

의 배양 시 LIF를 첨가해 으로써 생존률을 향상시킬 수 있

다고 보고하 다. 근래에 Cheung 등(2003)은 생쥐 기 배

아의 배양 시 배양액에 1,000 U/mL의 LIF를 첨가해주었을 때 

배아 체의 세포수가 유의하게 증가한다고 보고하여 배양액

에 LIF를 첨가해 으로써 세포수를 증가시킬 수 있음을 시

사하 다. 
본 연구에서는 기 배아의 체외 배양과 배아 기세포 확

립에서 사용하는 배양액에 첨가한 LIF의 향을 조사하 으

며, 그 결과를 토 로 기 배아의 단일 할구를 이용하여 배

아 기세포주를 확립하고자 하 다.

재료 및 방법
1. 생쥐 초기 배아의 체외 배양액에 첨가된 LIF의 영향
과배란을 유도한 BDF1 (C57BL×DBA) 생쥐로부터 2-세

포기의 배아를 회수하 다. 회수된 배아는 G2.3 (Vitrolife, Swe-
den) 배양액에서 2～3회 수세한 후, LIF가 첨가되지 않은 

G2.3 배양액과 각각 1,000, 2,500, 5,000 U/mL의 LIF가 첨
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가된 G2.3 배양액에서 포배기 배아까지 배양되었다. 각 실험

군에서 포배기의 배아를 회수하여 내세포괴(inner cell mass, 
ICM)와 양외배엽(trophectoderm)을 각각 염색하여 각 부

의 수를 계수하 다. 포배기의 배아를 phosphate buffer-
ed saline (PBS)로 2～3회 수세한 후1% Triton X-100과 100 
μg/ mL propidium iodide (PI)가 첨가된 PBS를 이용하여 

양외배엽을 염색하 다. PI 염색 직후, 포배기 배아를 25μ
g/mL의 bisbenzimide (Hoechst 33258)가 첨가된 ethanol에
서 고정하면서 배아 체를 염색하 다. 염색된 시료는 냉장 

상태로 12시간 이상 보 한 후 100% glycerol로 mounting하

으며, image analyzer를 이용하여 세포수를 계수하 다.

2. LIF와 ACTH가 첨가된 체외 배양액을 이용한 배아줄
기세포주 확립

과배란을 유도한 BDF1 생쥐로부터 2-세포기의 배아를 회

수하여 LIF가 첨가되지 않은 G2.3 배양액과 LIF가 각각 1,000, 
2,500, 5,000 U/mL 첨가된 G2.3 배양액에서 포배기까지 배

양하 다. 배아 기세포주를 확립하기 하여 각 처리군별

로 30개의 포배기를 획득하여 Acidified Tyrodes solution (Me-
dicult Inc., Denmark)에서 투명 를 제거하 다. 투명 를 

제거한 포배기 배아는 G2.3 배양액으로 2～3회 수세하여 20% 
KnoTyrodes solution (Medicult Inc., Denmark)에서 투명

를 제거하 다. 투명 를 제거한 포배기 배아는 G2.3 배양액

으로 2～3회 수세하여 20% Knockout Serum replacement 
(KSR), 2,000 U/mL LIF와 0.01 mg/mL ACTH fragment 1～ 
24 (Sigma, USA)가 첨가된 Knockout DMEM (Invitrogen Inc., 
USA) 배양액에서 유사분열 으로 불활성화 된 STO 지지 세

포주와 공배양하 다. 5일간 공배양한 후 내세포괴를 양외

배엽과 물리 으로 분리시킨 후 새로운 지지 세포와 공배양하

다. 배아 기세포의 계 배양은 2계 까지는 물리 인 방

법을 이용하여 실시하 으며, 2계  이후에는 trypsin/EDTA 
(0.25%/0.02%)를 이용하여 4～5일 간격으로 반복 으로 실

시하면서 배아 기세포 확립을 시도하 다.

3. 단일 할구 유래의 배아줄기 세포주 확립
기 생쥐 배아의 할구를 분리하여 포배기까지 배양하기 

하여 과배란을 유도한 BDF1 생쥐로부터 2～4세포기의 배

아를 회수하 다. 회수한 배아는 G2.3 배양액에서 2～3회 

수세한 후, 2- 는 4-세포기의 동일한 배아로부터 획득된 각

각의 할구들을 상으로 배아 기세포주 확립을 시도하 다. 
할구의 분리는 Ca2+/Mg2+이 첨가되지 않은 biopsy medium 
(Medicult, Denmark)을 이용하 으며, 20 μm 직경의 bio-
psy pipet을 이용하여 Acidified Tyrodes soulution으로 투명

를 일부 제거한 후 배아로부터 각 할구를 분리하 다. 분리

된 각 할구는 G2.3 배양액으로 2～3회 수세한 후 LIF 2,500 
U/mL가 첨가된 G2.3 배양액에서 3일간 배양하여 포배기까

지 배양하 다. 형성된 단일 할구 유래의 포배기 배아를 이

용한 배아 기세포주 확립 과정은 에서 기술한 방법과 동

일하게 실시하 다.

4. Alkaline Phosphatase 활성의 조직화학적 관찰
계 배양 인 배아 기세포에서 배양 4일째에 배양액을 

제거하고 PBS로 수세한 후, 70% ethanol로 2분간 고정하 다. 
고정액을 제거하고 PBS로 수세하 고, alkaline phosphatase
의 활성은 Vector® Blue Alkaline Phosphatase Substrate Kit 
Ⅲ (Vector laboratories, Burlingame, USA)를 이용하여 실

시하 다.

5. 배아줄기세포 특이 항체에 대한 면역세포학적 염색
계 배양 인 배아 기세포를 Ca2+/Mg2+이 첨가되지 않

은 PBS로 2～3회 수세한 후 4% paraformaldehyde 용액으

로 상온에서 20분간 고정하 다. TBS buffer로 10분간 2회 

수세한 후 0.1% Triton X-100/PBS 용액으로 상온에서 10분

간 permeabilization을 실시하 다. 그리고 TBS buffer로 10분

간 2회 수세하고, 1% bovine serum albumin이 첨가된 PBS로 

상온에서 30분간 blocking을 실시하 다. 1차 항체인 SSEA-1 
(Chemicon, USA), Oct-4 (SantaCruz, USA) antibody를 각

각 1:100으로 희석하여 상온에서 1 시간 반응시킨 후, TBS 
buffer로 상온에서 10분간 3회 수세하 다. 2차 항체인 Rho-
damine-labelled anti-mouse IgM과 FITC-labelled anti-rabbit 
IgG를 각각 1:100과 1:50으로 희석하여 상온에서 1시간 반

응시킨 후 TBS buffer로 상온에서 10분간 3회 수세하 다. 
TBS buffer를 제거하고 PBS로 수세한 후 형 미경으로 

찰하 다.

6. 배아줄기세포의 단독배양과 배아체(Embryoid Body) 
형성

배아체를 형성하기 해 배아 기세포를 지지세포가 없는 
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배양 용기에서 반복 으로 계 배양하여 지지 세포를 제거

하 다. 배아 기세포의 단독배양은 0.1% 젤라틴으로 코

된 plate를 사용하여 4～5일 간격으로 실시하 으며, 단독배양

된 배아 기세포에 trypsin/EDTA (0.25%/0.02%)를 처리하

여 수획한 후, 박테리아 배양 용기에서 1.2×105 cells/mL의 

세포를 종한 후 10% serum replacement가 첨가된 Knock-
out-DMEM 배양액을 2일 간격으로 교체하 으며, 6일 동안 

부유 배양하여 배아체 형성을 유도하 다.

7. 배아줄기세포 특이 유전자, 삼배엽 및 생식세포 특이 
유전자 발현에 대한 RT-PCR

배아 기세포와 배아체로부터 RNeasy mini kit 250 (Quia-
gen, USA)을 이용하여 total RNA를 추출하 다. 추출된 RNA
는 MMLV, 5X MMLV RT buffer, RNasin, 10 mM dNTP, 
10 pM Oligo-dT, 3차 증류수를 혼합하여 37℃에서 1시간 동

안 역 사(reverse transcription)반응을 시행하 다. 역 사 반

응 후 cDNA, 10X PCR buffer, 5 U/μL Taq polymerase 
(Boehringer Mannheim, Germany), 2 mM dNTP (Boehrin-
ger Mannheim, Germany), 3차 증류수와 각각의 유 자에 

한 primer를 혼합하여 PCR을 수행하 다. 배아 기세포

에서는 배아 기세포 특이 유 자인 Oct4, Nanog, Sox2, 
Rex1의 발 을 분석하 으며, 배아체에서는 외배엽 특이 유

자인 nestin, FGF-5, Pax6, 배엽 특이 유 자인 enolase, 
α-globlin, brachyury, Mixl1, 내배엽 특이 유 자인 gata-4, 
AFP, Sox-17, 생식세포 특이 유 자인 Mvh, c-kit, Dazl, stella, 

Table 1. Primer sequences and reaction condition of RT-PCR analyses for the expression of pluripotency markers, three germ 
layers markers and primitive germ cell markers

Genes Forward primer
Reverse primer

Annealing
temp. (℃)

Product
size (bp)

Accession
number

Pluripotency genes

Oct4 5’-TTGGGCTAGAGAAGGATGTG-3’
5’-CCTCAGCAAAAGGGACTGAG-3’ 58 221 NM_013633

Nanog 5’-TACCTCAGCCTCCAGCAGAT-3’
5’-GCAATGGATGCTGGGATACT-3’ 60 186 AY278951

Sox2 5’-CACAACTCGGAGATCAGCAA-3’
5’-CTCCGGGAAGCGTGTACTTA-3’ 58 190 AB108673

Rex1 5’-GGCCAGTCCAGAATACCAGA-3’
5’-GAACTCGCTTCCAGAACCTG-3’ 66 232 NM_009556

Gdf3의 발 을 RT-PCR로 분석하 다. 이들 primer에 한 

정보는 Table 1에 나타내었다.

8. 통계학적 분석
본 실험에서 얻어진 결과는 SPSS Package를 이용하여 분

산분석을 실시하 으며, Bonferroni 방법을 이용하여 통계 

처리를 실시하 다. 

결  과
1. 생쥐 초기 배아의 체외 배양액에 첨가한 LIF의 영향

기 배아의 체외 배양액에 첨가한 LIF의 향을 조사하기 

하여, LIF를 첨가하지 않은 배양액과 1,000, 2,500, 5,000 
U/mL의 LIF가 첨가된 배양액에서 2-세포기의 배아를 포배

기까지 배양한 후 세포의 수를 계수하 다(Fig. 1). 배아 체

의 평균 세포수는 각 실험군별로 각각 96.8±14.7, 98.6±14.6, 
98.9±15.2, 97.5±15.6 개로 유의한 차이를 보이지 않았다. 내
세포괴의 수는 각 실험군별로 각각 15.9±5.0, 16.6±4.9, 21.0± 
4.0, 18.0±5.8개로 2,500 U/mL의 LIF를 처리한 군에서 LIF
를 처리하지 않은 군과 1,000 U/mL의 LIF를 처리한 군에 비

해서 유의하게(P<0.05) 높았다(Table 2).

2. 체외 배양액에 LIF의 첨가와 배아줄기세포주의 확립
체외 배양액에 첨가한 LIF의 농도에 따른 배아 기세포

의 확립 효율을 비교하 다. LIF가 첨가되지 않은 배양액과
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Table 1. Continued

Genes Forward primer
Reverse primer

Annealing
temp. (℃)

Product
size (bp)

Accession
number

Genes specific for ectoderm

Nestin 5’-CCAAAGAGGTGTCCGATCAT-3’
5’-TGACATCCTGGACCTTGACA-3’ 62 213 NM_016701

FGF5 5’-TGTACTGCAGAGTGGGCATC-3’
5’-TCATCCGTAAATTTGGCACT-3’ 58 215 NM_010203

Pax6 5’-ATGGCAAACAACCTGCCTAT-3’
5’-TCCAGGTGAAATGAGTCCTG-3’ 66 192 NM_013627

Genes specific for mesoderm

Enolase 5’-CAGGCCTGTAAACTTGCACA-3’
5’-CAAGAGCCTCCTCAATCCTC-3’ 62 190 BC013460

α-globin 5’-GCTGAAGCCCTGGAAAGGAT-3’
5’-GGCTCAGGAGCTTGAAGTTG-3’ 62 232 L75940

Brachyury 5’-CATCGGAACAGCTCTCCAACCTAT-3’
5’-GTGGGCTGGCGTTATGACTCA-3’ 62 136 NM_009309

Mixl1 5’-AAGCACGCTCACAGTCAATG-3’
5’-GTCCCAACCAGAAAGGAATG-3’ 62 109 NM_013729

Genes specific for endoderm

Gata4 5’-CGCCGCCTGTCCGCTTCC-3’
5’-TTGGGCTTCCGTTTTCTGGTTTGA-3’ 65 193 NM_008092

AFP 5’-CGAAACCTCCAGGCAACAAC-3’
5’-TCATGACTTTTTCCCCATCC-3’ 62 160 NM_007423

Sox17 5’-CTCGGGATGTAAAGGTGAA-3’
5’-GCTTCTCTGCCAAGGTCAAC-3’ 66 229 NM_011441

Genes specific for primitive germ cell

Mvh 5’-ACCACCGGCAATTTTGACTT-3’
5’-GCGACTGGCAGTTATTCCAT-3’ 62 229 NM_010021

c-kit 5’-CGTGGTCAAAGGAAATGCAC-3’
5’-GAAGCCTTCCTTGATCATCTTG-3’ 62 193 Y00864

Dazl 5’-CTGGTGTGTCGAAGGGCTAT-3’
5’-CGTGGCTGCACATGATAAGT-3’ 62 154 NM_010029

Stella 5’-CTTTCCCAAAGAAGGGTCC-3’
5’-TGCAGAGACATCTGAATGGC-3’ 62 129 NM_139218

Gdf3 5’-TGGGGCCAGACATCCGAGTTT-3’
5’-TAAGACGCGAGGCACAGGTTGG-3’ 62 102 NM_008108

Internal control

β-Actin 5’-CCGCGAGCACAGCTTCTT-3’
5’-CCCACGATGCAGGGGAATAC-3’ 60 183 NM_007393



조재원․임천규․고덕성․강희정․ 진 발생과 생식82

Fig. 1. Differential staining of mouse blastocysts with Hoechst (blue, inner cell mass) and propidium iodide (red, trophectoderm). 
(A) Control, (B) LIF 1,000 U/mL, (C) LIF 2,500 U/mL, (D) LIF 5,000 U/mL. Scale bar = 50 μm.

Table 2. Effects of LIF concentration on cell counts of blastocysts and establishment of ES cells from blastocysts

LIF
concentration

Cell counts of blastocysts Establishment of ES cells

No. ICM* TE** Total ICM:TE ratio Blastocysts No. of ES cell lines

Control 27 15.9±5.0a 80.9±14.4 96.8±14.7 1:5.08 30  3(10.0%)

1,000 U/mL 22 16.6±4.9b 82.0±12.7 98.6±14.6 1:4.95 30  2( 6.7%)

2,500 U/mL 30 21.0±4.0ab 77.8±14.6 98.9±15.2 1:3.70 30 11(36.7%)

5,000 U/mL 28 18.0±5.8 79.5±14.9 97.5±15.6 1:4.42 30  7(23.3%)

Note: Data from 3 replicates. a P=.0006; b P=.007 Post-hoc multiple group comparison with Bonferroni correction.
* ICM : inner cell mass.
** TE : trophectoderm.

1,000, 2,500, 5,000 U/mL의 LIF가 첨가된 배양액에서 배양

된 포배기의 배아를 이용하여 배아 기세포 확립을 시도하

다. 각 실험군별로 30개의 배아를 이용하여 각 실험군별로 

3개(10.0%), 2개(6.7%), 11개(36.7%), 그리고 7개(23.3%)의 

배아 기세포주를 확립하 다(Table 2).

3. 초기 배아에서 분리한 할구를 이용한 배아줄기세포주
의 확립

동일한 배아로부터 유래된 2- 는 4-세포기의 배아로부

터 획득된 모든 할구를 분리하여 배아 기세포주 확립을 유

도하 다(Fig. 2). 2-세포기의 배아 7개로부터 14개의 할구를 

획득하 으며, 14개의 할구 모두 포배기까지 발생하 다. 14개

의 할구 유래 포배기 배아로부터 3개(21.4%)의 배아 기세

포주를 확립하 다. 4-세포기의 배아 5개로부터 20개의 할구

를 획득하 으며, 모두 포배기까지 발생하 다. 20개의 할구 

유래 포배기 배아로부터 1개(5.0%)의 배아 기세포주를 확

립하 다.

4. Alkaline Phosphatase의 활성과 배아줄기세포 특이 
항체 발현에 대한 분석

기 배아에서 분리된 할구와 배아로부터 확립된 배아

기세포주에서 alkaline phosphatase의 활성에 의한 발색 반응

을 찰할 수 있었다(Fig. 3). 한, 배아 기세포의 특이  표

지 인자인 SSEA-1과 Oct4에 한 면역세포학  염색에서도 

세 종류의 배아 기세포주에서 모두 양성 반응을 확인할 수 있

었다(Fig. 3). 의 결과를 통해 분리된 할구로부터 확립된 세

포주는 기존에 보고되었던 배아 기세포와 유사한 특성을 가

지고 있음을 확인할 수 있었다.

5. RT-PCR을 이용한 유전자 발현 양상 분석
기 배아의 할구와 배아로부터 확립된 배아 기세포주에

서 배아 기세포 특이 유 자인 Oct4, Nanog, Sox2, Rex1
의 발 을 확인할 수 있었다(Fig. 4). 한, 각각의 세포주에

서 형성된 배아체에서 외배엽 특이 유 자인 nestin, FGF-5, 
Pax6, 배엽 특이 유 자인 enolase, α-globlin, brachyury, 
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Fig. 2. Establishment of ES cell lines from single blastomere. (A) Blastocyst developed from single blastomere of mouse 2-cell embryo, 
(B) Blastocyst developed from single blsatomere of mouse 4-cell embryo, (C) Blastocyst developed from single blsatomere of 
mouse 4-cell embryo was cultured with STO cells for 3 days, (D) Blastocyst developed from single blsatomere of mouse 4-cell 
embryo was cultured with STO cells for 6 days, (E) Mouse ES cell line established from single blastomere of 4-cell embryo, 
(F) Embryoid bodies generated from blastomere (4-cell)-derived ES cells. Scale bar=50 μm.

Fig. 3. Expression of alkaline phosphatase (A～C) and immunocytochemistry for SSEA-1 (D～F) and Oct4 (G～I). (A, D, G), ES cell 
colonies derived from whole embryo; (B, E, H), ES cell colonies derived from isolated blastomere of 2-cell embryo and (C, 
F, I), ES cell colonies derived from isolated blastomere of 4-cell embryo. Magnification ×200; Scale bar=50μm.
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Fig. 4. RT-PCR analysis for specific gene expressions, pluripo-
tency marker genes in mouse ES cells and three germ 
layers markers in mouse embryoid bodies cultured for 6 
days. Lane 1: ES cells derived from blastomere of 2-cell 
embryo, Lane 2: ES cells derived from blastomere of 4- 
cell embryo, Lane 3: ES cells derived from whole em-
bryo, Lane 4: Positive control. Lane 5: Embryoid bodies 
of ES cells derived from blastomere of 2-cell embryo, Lane 
6: Embryoid bodies of ES cells derived from blastomere 
of 4-cell embryo, Lane 7: Embryoid bodies of ES cells 
derived from whole embryo, Lane 8: Positive control. Plu-
ripotency markers: Oct 4, Nanog, Sox 2, Rex 1, Ectoder-
mal markers: Nestin, FGF-5, Pax6, Mesodermal markers: 
Enolase, α-globin, Brachyury, Mixl1, Endodermal markers: 
Gata-4, AFP, Sox17, Primitive germ cell markers: Mvh, 
c-kit, Dazl, Stella, Gdf3. 

Mixl1, 내배엽 특이 유 자인 gata-4, AFP, Sox-17, 생식세포 

특이 유 자인 Mvh, c-kit, Dazl, stella, Gdf3의 발 을 찰

할 수 있었다(Fig. 4). 의 결과에서 분리된 할구와 배아 

체를 이용하여 확립된 세포주는 배아체를 형성하고 삼배엽

성 세포들로 분화될 수 있음을 확인할 수 있었다.

고  찰
본 연구에서는 생쥐의 2- 는 4-세포기 배아에서 분리된 

할구를 이용하여 단일 할구 유래의 배아 기세포주를 확립

하 다. 확립된 배아 기 세포주는 alkaline phosphatase 활
성에 양성 반응을 보 으며, 생쥐 배아 기세포 특이  표지 

단백질인 SSEA-1과 Oct4에 한 세포면역학  염색에서 양

성 반응을 보 다. 한, RT-PCR 방법을 통해 미분화세포에

서 특이 인 Oct4, Nanog, Sox-2, Rex-1이 발 되는 것을 확

인하 으며, 배아체 형성 후 삼배엽성 표지유 자들의 발

을 찰할 수 있었다. 이를 통해 생쥐 기 배아의 할구로부

터 확립한 세포주는 배아 체를 이용하여 확립한 배아 기

세포주와 동일한 특성을 지니고 있음을 확인할 수 있었다. 
재 이들의 특성을 in vivo 시스템에서 확인하기 해 nude 

mice에 배아 기세포를 주입하여 teratoma를 형성하기 한 

실험을 진행 에 있다.
2006년 Chung 등은 8-세포기의 생쥐 배아로부터 획득된 

단일 할구로부터 5개의 배아 기세포주와 7개의 배외 기세

포주를 확립하 다고 보고하 으며, 동일한 그룹에서 8∼10
세포기의 인간 배아로부터 획득된 할구를 이용하여 단일 할

구 유래의 배아 기세포주를 확립하 다고 보고한 바가 있

다. 상기의 논문에서는 green fluorescent protein (GFP)으로 

표지된 기존의 생쥐 배아 기세포주와 할구를 합시켜 배

양한 후 GFP가 발 되지 않는 세포괴를 물리 으로 분리하

여 단일 할구 배아 기세포주를 확립하는 방법을 사용하

다. 이는 배아로부터 분리된 할구 단독으로는 배아 기세포

주 확립이 어렵기 때문인 것으로 생각된다. 
본 연구의 비 연구에서 2-, 4- 는 8-세포기의 배아로부

터 분리한 할구가 형태 으로는 포배기를 형성할 수 있으나, 
배아 체에서 형성된 포배기에 비해서 세포수가 음을 

찰할 수 있었으며, 특히, 발생이 진행될수록 분리된 할구로부

터 형성된 포배기 배아의 세포수는 히 감소하는 것을 

찰할 수 있었다. Cheung 등(2003)은 생쥐 기 배아의 배양 
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시 단계  배양액(IVF 50-S2)에 LIF를 1,000 U/mL 첨가했을 

시 단독 배양액(IVF50)에서 배양한 포배기 배아와 비교하여 

세포수가 유의하게 증가한다고 보고한 바 있다. 따라서, 본 

연구에서는 생쥐 기 배아의 배양 시 LIF를 농도별로 첨가

하여 세포수의 증가 효과를 확인하고자 하 다. 본 연구에서

는 Cheung 등의 결과와는 다르게 생쥐 기 배아의 배양액

에 LIF를 농도별( 조군, 1,000, 2,500, 5,000 U/mL)로 처리

했을 시 배아 체의 세포수는 통계 으로 유의한 차이를 나

타내지 않았으나, 내세포괴의 세포수는 2,500 U/mL의 LIF
를 첨가해서 배양한 배아에서 LIF를 첨가하지 않거나 1,000 
U/mL의 LIF를 첨가하여 배양한 배아보다 유의하게 증가하

다. 이러한 차이는 Cheung 등이 사용한 배양액과 본 연구

에서 사용한 배양액이 상이하기 때문으로 사료된다. 본 연구

에서 사용한 G-series 배양액은 이 의 배양액에 비해 많은 

부분에서 개선되어 인간의 체외 배양  배아 이식술에서 높

은 발생률과 임신 성공률을 제공하는 것으로 보고되고 있다

(Van Langendonckt et al., 2001; Vincent Aoki et al., 
2005). 한, 배아 체를 이용한 배아 기세포주 확립 실험

에 있어서도 조군과 LIF 1,000 U/mL 처리군과 비교하여 

2,500, 5,000 U/mL 처리군에 있어서 배아 기세포주 확립 

효율이 더 높았다. 이러한 결과를 통하여 내세포괴의 세포수

가 배아 기세포주 확립 효율에 향을 미치는 것으로 사료

된다. 
한, 2- 는 4-세포기의 동일 배아로부터 분리한 각 할

구를 상으로한 단일 할구 배아 기 세포주 확립 효율은 2-
세포기의 배아에서 분리된 할구의 경우 7개의 배아에서 14개

의 할구를 획득하여 3개의 배아 기세포주를 확립하여 

21.4%의 효율로 나타났으며, 4-세포기의 배아에서 분리된 

할구의 경우 5개의 배아에서 20개의 할구를 획득하여 1개의 

배아 기세포주를 확립하여 5%의 효율을 얻을 수 있었다. 
이러한 결과는 Wakayama 등(2007)이 발표한 2-세포기, 4-
세포기, 8-세포기의 동일 배아로부터 유래한 단일 할구 배아

기 세포주 확립 효율이 각기 33%, 8%, 8%의 성공률에 비

해 상 으로 낮은 수치를 나타내었다. 이는 Wakayama 등
이 단일 할구 배양 시 0.1 mg/mL의 ACTH가 첨가된 배아

기세포 배양액에 유사 분열이 불활성화 된 MEF (mouse em-
bryonic fibroblast)와 공배양함으로써 포배기를 형성시키고 

동일한 배양액에서 배아 기세포주를 확립하는 방법을 이용

한 반면, 본 연구에서는 LIF 2,500 U/mL가 첨가된 G2.3 배

양액에서 포배기의 형성을 유도한 후 0.01 mg/mL의 ACTH
가 첨가된 배아 기세포 배양액에서 배아 기세포를 확립한 

차이에서 비롯된 것으로 생각된다. 배아 체를 이용한 경우, 
LIF 2,500 U/mL를 처리한 군에서의 배아 기 세포주 확립 

효율이 36.7%인데 비해 분리된 할구를 이용할 경우 배아 

체를 이용한 경우보다는 그 효율이 다소 조하 다. 이는 분

리된 할구의 발생 능력은 완 한 배아보다는 약하고 투명

를 제거하고 할구를 분리하는 과정이 할구의 발생능력에 

향을 주었기 때문인 것으로 사료된다. 
결론 으로 본 연구에서는 효율은 다소 낮았지만 배아에

서 분리된 할구를 이용하여 배아 기세포를 확립할 수 있음

을 확인하 다. 분리한 할구의 배양 조건이 향상된다면 8-세
포기 유래의 단일 할구 배아 기 세포도 확립할 수 있을 것

으로 생각되며, 기존의 보고된 단일 할구 배아 기 세포 확

립 효율보다 높은 성공율을 기 할 수 있을 것이다. 이러한 

연구들은 인간의 체외 수정  배아이식술에서 배아의 괴 

는 생명력에 손상을 주지 않고 자가 유래의 배아 기 세포

주를 생산할 수 있는 유용한 방법이 될 것으로 생각된다.
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