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Abstract : Mesenchymal stem cells (MSC) are pluripotent cells that can be found in umbilical cord blood from new
borne babies as well as placenta, bone marrow, adipose tissue, amniotic fluid, muscle, et al. MSC are capable of
renewing themselves without differentiation in long-term culture, also can be differentiated into various tissues under
specific condition. Formulating a cryopreservation protocol for the MSC is required because these cells cannot survive
for long periods under in vitro culture conditions and a new formulation of harmless cryoprotectant is needed for
the direct injection of MSC into patients. The undifferentiated MSC were frozen with a vitrification solution of 40%
ethylene glycol, 20% Ficoll-70 and 0.3 M sucrose. The survival rate after thawing and their proliferation rate were
examined and compared with slow rate cooling methods using dimethylsulfoxide (DMSO). The vitrification method
showed high survival rate after thawing and proliferation capacity comparable to DMSO. It can be suggested that
ultra-rapid cooling method by vitrification is reliable methods for long term preservation of MSC and the vitrification
solution with ethylene glycol, Ficoll-70 and sucrose will be more beneficially used for direct transplantation of MSC
into patients than DMSO solution.
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서  론

줄기세포는 신체 내의 모든 장기와 조직의 근간이 되는 세

포로서 자기 재생이 가능하고 적절한 환경 아래 각종 혈구세

포와 조직세포 뿐만 아니라 특정한 기관이나 조직으로 분화

할 수 있는 능력을 지닌 세포이다. 1998년 Dr. Thomson

(19)이 처음으로 사람의 배아세포로부터 줄기세포를 분리하여

내는데 성공한 이래, 이 줄기세포를 이용하여 많은 희귀병이

나 난치병들을 치료하려는 연구와 시도가 활발하게 일어나고

있고, 재생불량성 빈혈, 암종, 관절염, 뇌졸중, 백혈병, 악성

자가면역성 질환 등에서도 좋은 치료 결과를 보고하고 있으

며, 일부 난치병에서는 상용화 단계에 이르렀다(9,14).

사람과 동물의 태아시기부터 태반, 제대혈, 혈액, 폐, 간, 또

는 골수로부터 발생되어 나오는 중간엽줄기세포 (mesenchymal

stem cell; MSC)는 골아세포, 근육, 연골, 건, 및 지방조직으

로 발전할 수 있는 능력을 가지고 있음이 입증되었고

(1,5,6,10,13), 이의 분리와 활용에 관하여 많은 연구가 수행되

어 왔다. 또한 이들 중간엽줄기세포는 혈액, 심장근육세포, 간

세포 및 신경세포로도 분화가 가능함이 주장되고 있다

(2,3,7,12,16,20).

다능성을 가지고 있는 줄기세포는 제대혈로부터도 다량 획

득이 가능하다. 또한 제대혈 유래 줄기세포는 재생능력이 우

수하여 증식배양이 잘 되며 제대혈 속의 림프구는 골수나 혈

액보다 덜 성숙되어 있어 면역학적 부적합 확률이 낮아 거부

반응이나 감염 위험성이 매우 적은 편이어서 골수기증자를

찾지 못한 환자에게 골수이식 대안으로 떠오르고 있다. 또한

제대혈 이용의 장점은 폐기되는 탯줄에서 중간엽줄기세포와

조혈모세포를 채취하면 되므로 기증자에게 아무런 신체상 고

통이 없다.

제대혈 뿐만 아니라 이로부터 분리하여 획득한 조혈줄기

세포, 중간엽줄기세포 및 분화된 줄기세포의 장기보존을 위
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하여서는 냉동기법의 활용이 필수적이며, 유사시를 대비한

장기보관 뿐만 아니라 제대혈로부터 다량의 줄기세포를 증

식하여 확보하고, 필요한 조직 재생을 위한 각종 세포로의

분화 및 치료를 위한 이식 등에서 매우 유용한 것이다.

종전에는 줄기세포를 포함한 각종의 체세포와 수정란, 난

자 및 정자와 같은 생식세포, 혈액 등의 냉동보존을 위하여

dimethyl sulfoxide (DMSO)와 같은 물질이 항동제로 널리

사용되어 왔다. 그러나 DMSO는 냉동-융해 후 세포의 생존

과 성장을 방해하여 배양액에 혼입되는 것이 바람직하지 않

으며, 동결된 줄기세포를 직접 이식하고자 할 경우 생체에 주

입되면 세포 독성이 강하여 직접 주입이 회피된다. 그러므로

줄기세포에 독성이 적고 환자의 생체 내에 직접 주입이 가능

한 항동제의 개발이 필요하다.

근래에 항동제로 널리 사용되어 오던 glycerol이나 ethylene

glycol에 sucrose, maltose, trehalose 등과 같은 이탄당 물질

을 혼합하여 수정란이나 줄기세포를 vitrification 방법으로 초

급속동결하여 장기보존하는 기술이 개발되고 있다. 그러나 줄

기세포를 장기간 효율적으로 보존하며 인체에 무해한 동결보

존제에 관한 연구보고는 적으며 표준화되어 있지 못하다.

본 연구는 사람의 미분화된 중간엽줄기세포를 효율적으로

냉동보존하기 위하여 인체에 부작용이 적은 ethylene glycol,

Ficoll-70 및 sucrose로 이루어진 항동제를 규격화하고 이를

사용하여 vitrification 법으로 초급속으로 냉동시켜 보존하는

기술을 개발하고자 시행되었다.

재료 및 방법

시약과 재료

본 시험에 사용된 시약과 재료 중, low-glucose Dulbecco’s

modified eagle medium (DMEM), fetal bovine serum (FBS),

Trypsin은 Gibco-BRL (Gaithersburg, MD, USA) 제품을,

DMSO, ethylene glycol, Ficoll-70, sucrose, Periodic acid-Schiff’s

staining system는 Sigma (St. Louis, MI, USA) 제품을, Ficoll-

paque plus는 Amersham Biosciences (Sweden) 제품을, FACScan

기기는 Becxton & Dickinson (Franklin Lakes, NJ, USA)

제품을, freezing chamber는 Nalgene (Rochester, NY, USA)

제품을 사용하였다.

제대혈의 확보

태아의 제대로부터 채취된 제대혈액은 공여자의 허락을 득

한 후 사용이 허가된 (IRB) 대학병원으로부터 공급받아 사용

하였다.

제대혈로부터 중간엽줄기세포의 분리와 확인

제대혈을 사용하여 Ficol density-gradient centrifugation 방

법으로 단핵세포구를 분리하고, 이를 10% FBS, L-glutamnie

및 항생제가 첨가된 low-glucose DMEM 배양액으로 37oC/

5% CO2 배양조건에서 계대배양으로 증식시키었다. 이 배양

된 세포들은 위상차현미경으로 발달과 형태학적 특성을 확인

한 다음, Periodic acid-Schiff's stain (PAS 염색)으로 줄기

세포임을 확인하였고 아울러 FACScan을 이용한 flowcytometry

로 줄기세포 특이 cytokines 의 발현을 확인하였다.

PAS 염색

Periodic acid-Schiff's staining system을 이용하여 실시하였다.

먼저 dish에서 media를 깨끗이 제거하고 공기 중에서 건조시킨

다음 formaline-ethanol fixative solution (formaline을 ethanol에

10%로 희석함)으로 1분간 고정한 후 증류수로 수회 수세하여

고정액을 제거하였다. 고정 후 periodic acid solution으로 실온

에서 5분간 반응시킨 후 증류수로 수세하였다. 다음 Schiff's

reagent로 실온에서 15분간 반응시켰고 증류수로 수세하였다.

대조염색은 hematoxylin solution으로 90초간 실시하였고 증류

수로 수세 한 후 dish를 공기 중에서 완전히 건조시켰다.

Flowcytometry에 의한 중간엽줄기세포의 확인

이 배양된 세포들은 CD13, CD29, CD44, CD73, CD105

(positive control) 및 CD34, CD45 (negative control) 등에

대한 antibodies와 immunolabelling한 다음, FACScan으로 검

사하여 중간엽줄기세포임이 확인된 것을 시험에 공시하였다.

DMSO를 이용한 중간엽줄기세포의 완만냉동

분리 배양한 줄기세포를 10% DMSO가 함유된 DMEM 배

양액에 1 × 105 cells/ml 농도로 1 ml 씩 cryotube에 담은 다음

freezing chamber에 넣고 −80oC freezer에 넣어 분당 1oC씩

냉각시켜 냉동시켰다. 다음 날 cryotube를 꺼내어 액체질소탱

크에 이동 보관시켰다. 동결보존된 줄기세포의 해동은 cryovial

용기로부터 꺼내어 37oC 수조에서 녹인 다음, 이를 DMEM

배양액에 넣고 500 × g에서 5분간 2번 원심분리하여 냉동제를

세척하였다. 줄기세포 수를 혈구계산기로 계산한 다음 DMEM

배양액에 1 × 105 cells/ml 농도로 60 mm dish에 접종하고 5%

CO2 배양기에 넣어 배양하였다.

초자화동결(vitrification) 방법에 의한 중간엽줄기세포의

급속냉동

완충용액 및 초자화동결액의 조성은 다음과 같다.

완충용액 : PBS 용액에 ethylene glycol이 20% 혼합된 용액

초자화동결용액 : FBS가 20% 함유된 DPBS 용액에 ethylene

glycol; 40%, Ficoll-70; 20% 및 sucrose 0.3 M 농도로 혼합

된 용액

급속냉동은 중간엽줄기세포를 원심분리하여 pellet을 얻고

50 µl의 완충용액을 혼합하여 5분간 정치한 다음, 초자화동결

용액 500 µl를 넣고 40초간 반응시켰다. 다음으로, cryovial에

옮겨 담은 후 즉시 액체질소 통에 넣어 보관하였다.

동결된 중간엽줄기세포의 해동과 생존율 검사

동결보존된 줄기세포의 해동은 액체질소통에 보존된 cryovial

용기로부터 꺼내어 37oC 수조에서 녹인 다음, 이를 0.5 M

sucrose/DPBS + 20% FBS 배양액 4.5 ml을 넣고 혼합시킨 다
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음 동량(5 ml)의 DPBS+20% FBS를 넣어 혼합시키고(0.25

M sucrose/DPBS + FBS) 400 ×g에서 5분간 원심분리하여

pellet을 취하였다. 줄기세포의 냉동보존 후 생존율은 Trypan

blue 염색법으로 확인하였다. 줄기세포 수를 혈구계산기로 계

산하여 생존율을 확인하였다.

동결된 중간엽줄기세포의 증식율 조사

동결된 중간엽줄기세포를 해동한 다음 이들을 Low-glucose

DMEM 배양액에 1 × 105 /ml의 세포 밀도로 60 mm 배양접시

에 접종하고 5% CO2 배양기에 넣어 37oC에서 7일간 배양하

여 이들의 증식율을 DMSO에 의한 완만동결법과 비교조사하

였다.

통계처리

본 실험에서 얻어진 측정치는 평균 ±표준편차로 나타내었

다. 각 군간의 유의성 검정은 SAS program을 이용하여 분산

분석(ANOVA)을 하였다. 유의성은 5% 수준에서 검증하였다.

결 과

제대혈 유래 중간엽줄기세포의 분리 배양과 확인

Ficoll-Hypaque density gradient centrifugation 방법으로

제대혈로부터 분리 배양된 단핵세포구를 10% FBS, L-

glutamnie 및 antibiotics가 첨가된 low-glucose DMEM 배양

액으로 37oC/5% CO2 배양기에서 증식시켰다. 이 배양된 세

포들은 위상차현미경으로 발달과 형태학적 특징을 관찰하였

던 바, 그 모양은 방추형으로 가늘고 길게 뻗은 전형적인 중

간엽줄기세포의 모양으로 관찰되었다(Fig 1A). 또한, PAS염

색을 실시하여 붉은색을 나타내는 줄기세포 양성반응을 확인

하였다(Fig 1B).

초자화동결법(vitrification)에 의한 중간엽줄기세포의 동결

보존 후 생존율

분리 배양한 줄기세포를 DMSO를 사용한 완만동결법과 초

자화동결법으로 급속냉동 시킨 다음 이들을 융해시키고 줄

기세포 수를 혈구계산기로 계산한 다음 Trypan blue 염색법

으로 생존율을 확인하였던 바(Fig 2), Table 1에 나타난 바

와 같이 DMSO에 의한 완만동결법에서는 86.65 ± 3.0%의 생

존율을 보였으며, 초자화동결법(vitrification)에 의한 급속냉동

법에서는 83.24 ± 0.80%의 생존율을 보였다. 초자화동결법에

의한 생존율은 완만동결법에 의한 생존율에 비하여 낮았으나

유의적(P < 0.05) 차이를 나타내지 않았고, 80% 이상의 높은

생존율을 보였다.

초자화동결법으로 동결보존된 중간엽줄기세포의 증식율

액체질소에서 동결보존된 후 융해된 세포를 low glucose

DMEM 배양액에서 7일간 배양하여 증식능력을 확인한 결과,

냉동하지 않았던 줄기세포에서는 3.44 ± 0.39배의 증식율을 보

인 반면, DMSO에 의한 완만동결법에서는 2.21 ± 0.19배로 증

Fig 1. Phase contrast photograph and PAS staining of MSC
derived from human umbilical cord blood. The UCB-derived
MSC colonies showed dominant growth of bipolar fibroblast-
like cells (A) and positive reaction of PAS staining (B). A: × 50,
B: × 100.

Fig 2. Phase contrast photograph of frozen-thawed MSC stained
with Trypan blue (A) following vitrification and developed MSC
(B) in vitro culture for 7 days.

Table 1. Survival rate of mesenchymal stem cells following
cryopreservation with vitrification solution or DMSO (n = 5)

Groups
Mean number of live cells Survival rate(%)

(Mean ± SE)Before Freezing After thawing

DMSO 1 × 106 0.87 × 105 86.65 ± 3.00 

Vitrification 1 × 105 0.83 × 105 83.24 ± 0.80

*No significant difference(P < 0.05) was shown between two
freezing solutions

Fig 3. Proliferation rate of mesenchymal stem cells following
cryopreservation with vitrification solution or DMSO. No sig-
nificant difference (P < 0.05) was shown between two freezing
solutions. Control: non-frozen MSC.
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식이 되었고, 초자화동결법에서는 2.30 ± 0.49 배의 증식율을

보였다(Fig 3). 본 초자화동결법으로 냉동된 중간엽줄기세포는

해동 후에도 냉동하지 않은 대조군과 DMSO에 의한 완만동

결법에 비하여 증식율에 있어서 유의적인 차이를 나타내지 않

았다. 그러므로 초자화동결용액을 이용한 급속냉동기법은 줄

기세포의 냉동보존에 충분한 활용성이 있다고 사료된다.

고  찰

종전에는 줄기세포를 포함한 각종의 체세포와 수정란, 난자

및 정자와 같은 생식세포, 혈액 등의 냉동보존을 위하여

dimethyl sulfoxide (DMSO)와 같은 물질이 항동제로 널리 사

용되어 왔다(15). DMSO는 5~20% 범위의 농도로서 사용되어

왔으며, 이는 세포 포면에서 초자화함으로서 세포막과 단백질

을 안정화시킨다. 이와 더불어 glycerol, ethylene glycol,

hydroxycellulose, disaccharides sucrose, maltose, 및 trehalose

와 같은 물질이 생존율 향상을 위하여 DMSO 와 혼합하여

사용되기도 하였다(8). 그러나 DMSO는 냉동-융해 후 세포

의 생존과 성장을 방해하여 배양액에 혼입되는 것이 바람직

하지 않으며, 동결된 줄기세포를 직접 이식하고자 할 경우 생

체에 주입되면 세포 독성이 강하여 직접 주입이 회피된다. 그

러므로 줄기세포에 독성이 적고 환자의 생체 내에 직접 주입

이 가능한 항동제의 개발이 필요하다고 본다.

근래에 항동제로 널리 사용되어 오던 glycerol이나 ethylene

glycol에 sucrose, maltose, trehalose 등과 같은 이탄당 물질

을 혼합하여 수정란이나 줄기세포를 장기보존하는 초급속동

결기술이 개발되고 있다. 초자화동결(vitrification) 에 의한 급

속냉동기법은 생체 세포를 항동제에 넣어 초급속으로 동결시

킴으로서 세포 내에 얼음 결정의 형성을 방지하여 생존성을

향상시킬 수 있으므로 사람과 동물의 생식세포나 줄기세포의

장기보존에 효과적으로 사용되어 오고 있다(17).

Ethylene glycol은 비교적 세포 독성이 적으며, 난자의 투명

대나 세포막 내에 빠르게 확산 침투하여 신속하게 평형을 이

루는 장점이 있다. 이러한 사유로 근래에는 줄기세포나 수정

란의 장기보관을 위하여 ethylene glycol이 함유된 항동제가

개발되어 오고 있으며, 급속냉동기법이 소개되어 오고 있다.

Ficoll 70은 세포 독성이 적고 용해성이 좋으며 낮은 점도

를 가지고 있으며 냉동보존제에 의한 거대분자 물질의 침투

를 증진시키는 작용을 한다.

Sucrose나 trehalose 같은 이탄당 (C12H22O11) 물질은 다양

한 생물체에 높은 농도로 발견되며 생물체가 건조되더라도 생

존하게 하는 기능을 가지고 있다. 이 물질은 세포가 동결되거

나 건조될 때에 안정되게 하는 기능을 가지고 있어서 이를

혼합한 용액은 세포의 초자화를 형성하여 냉동보존이나 건조

과정에서 단백질을 보호하며 인지질의 파괴를 방지함으로서

세포막을 보호한다(4). 또한 Rodrigues (17)는 이 물질을 조혈

줄기세포 (hematopoietic stem cell)의 동결보존에 사용하였는

데, DMSO와 혼합하여 사용하면 DMSO의 농도를 1/4 수준

으로 줄일 수 있었다고 한다. Kasai (11)는 ethylene glycol,

Ficoll 및 sucrose 등을 혼합하여 항동제를 만들고 이를 사용

하여 생쥐 수정란을 초자화동결(vitrification) 방법으로 냉동

보존하여 높은 수준의 생존율을 얻었으며 이를 대리모에 이

식하여 산자를 얻는데 성공하였다.

제대혈과 이로부터 분화된 중간엽줄기세포는 원하는 시기

에 안정되게 공급하기 어려울 뿐만 아니라 장기간 보존이 어

렵다. 또한 최근 보고에서 냉동 보관되어 있던 제대혈의 경우

해동시켜 조혈모세포의 활성을 살펴보았을 때 그들의 생리적

생존율이 상당히 낮음을 보고한 바가 있다(18). 앞으로 제대

혈, 조혈모세포 및 분화된 줄기세포의 장기간 보존을 위한 이

기술의 개발이 더 수행되어져야 한다고 본다. 또한 ethylene

glycol, Ficoll 및 sucrose 등의 혼합으로 조성된 항동제를 사

용하여 초자화동결기법으로 냉동된 MSC를 융해 후 직접 생

채 내에 이식하고 이들의 생존과 항동제의 생체에 미치는 영

향에 관한 연구가 더 필요하다고 본다.

결 론

본 연구는 사람의 미분화된 중간엽줄기세포를 효율적으로

냉동보존하기 위하여 인체에 부작용이 적은 ethylene glycol,

Ficoll-70 및 sucrose로 이루어진 항동제를 규격화하고 이를

사용하여 vitrification 법으로 초급속으로 냉동시켜 보존하는

기술을 개발하고자 시행되었다.

제대혈 유래 중간엽줄기세포를 40% ethyelene glycol, 20%

Ficoll-70 및 0.3 M sucrose의 혼합으로 이루어진 초자화동결

용액을 이용한 초급속동결기법으로 냉동보존하고 이를 융해

하여 생존율과 7일간 배양하여 증식율을 조사하였던 바, 미분

화된 중간엽줄기세포의 냉동보존에 있어서는 이들 물질로 이

루어진 초자화동결법과 DMSO 용액을 이용한 완만동결법 간

에 유의적 차이 없이 83.24%의 높은 생존율과 2.30배의 증식

율을 나타내었다. 그러므로 ethyelene glycol, Ficoll-70 및

sucrose의 혼합으로 이루어진 초자화동결용액을 이용한 초급

속동결기법은 줄기세포의 안정적이며 장기간 보존에 활용할

수 있을 것이며 또한 이 초자화동결용액은 DMSO 용액보다

적은 부작용이 기대되므로 생체 내에 직접 이식에 활용이 가

능할 것으로 본다.
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