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Abstract : In recent years, the mesenchymal stem cells (MSC) derived from various tissues have been widely tested
for developing cell therapies, tissue repair and transplantation. Although there has been much interest in the
immunomodulatory properties of MSC and their immunologic reactions following autologous, allogeneic and xenogenic
transplantation of MSC in vivo, up to date, the expression of immunogenic markers, such as class I and II human
leukocyte antigens (HLA), after differentiation of human umbilical cord blood (hUCB)-derived MSC has been poorly
investigated and require extensive in vitro and in vivo testing. In this experiment, the expression of the HLA-ABC
and HLA-DR on hUCB-derived MSC have been tested by immunocytochemical staining. The undifferentiated MSC
were moderately stained for HLA-ABC but very weakly for HLA-DR. In order to investigate the inhibitory effect
of allogeneic lymphocytes on proliferation of MSC, the MSC were cultured in the presence or absence of peripheral
allogeneic lymphocytes stimulated with concanavalin A. The allogeneic lymphocytes did not significantly inhibit MSC
proliferation. We conclude that hUCB-MSC expressed moderately class I HLA antigen while almost negatively class
II HLA antigen. The MSC have an immunomodulatory effect which can suppress the allogeneic response of
lymphocytes. These in vitro data suggest that allogeneic MSC derived from cord blood can be useful candidate for
allogeneic cell therapy and transplantation without a major risk of rejection.

Key words : mesenchymal stem cells, HLA, immunocytochemical stain, mixed lymphocyte reaction, human umbilical

cord blood.

서 론

근래에 중간엽줄기세포를 제대혈(umbilical cord blood)로부

터 분리하고 특정한 세포로 분화시키려는 연구가 활발하다.

제대혈 이용의 장점은 폐기되는 탯줄에서 중간엽줄기세포와

조혈모세포를 채취하면 되므로 기증자에게 아무런 신체상 고

통이 없다. 그리고 제대혈 유래 줄기세포는 재생능력이 우수

하여 증식배양이 잘 되는 장점이 있으며, 제대혈 속의 림프

구는 골수나 혈액보다 덜 성숙되어 있어 면역학적 부적합 확

률이 낮아 거부반응이나 감염 위험성이 매우 적은 편이어서

골수기증자를 찾지 못한 환자에게 골수이식 대안으로 떠오

르고 있다. 제대혈 유래 조혈줄기세포(hematopoietic stem

cells)는 백혈병을 비롯하여 여러 가지의 혈액질환의 치료에

활용되어 오고 있으며, 이 중간엽줄기세포는 골과 연골조직

의 질환, 신경계 질환 및 간질환 등 각종 질환의 치료에도

활용이 가능할 것으로 보인다(2,3,5).

재생의학, 세포면역치료, 및 유전자치료 등을 활용하여 여러

가지 난치병을 치료하는데 있어서 가장 중요한 장애요소 중의

하나는 면역거부반응이다. 이를 해소하기 위하여 많은 기술이

개발되고 있으나, 아직 괄목할 만한 기술이 개발되지 못하고

있다. 각종 난치병 치료에 있어서 줄기세포를 이용하기 위해

서는 줄기세포에서의 human leukocyte antigen (HLA) class

I과 class II의 발현 정도를 확인하는 것이 중요하며 미분화 또

는 분화된 줄기세포의 면역체계를 확인하여야만 성공적 이식

을 기대할 수 있으므로 이에 관한 연구가 절실하다.
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Le Blanc (6) 및 Götherström (1)은 골수로부터 분리한 줄

기세포나 태아의 간 조직으로부터 분리한 줄기세포에서 HLA

발현과 면역학적 성상을 조사한 바 있다. Lupatov (7)는 골

수유래 줄기세포와 제대유래 섬유아세포에서 HLA 항원을 조

사한 바 있다. 그러나 아직까지 제대혈 유래 중간엽줄기세포

가 분화되기 전과 후에 HLA 항원의 발현에 대하여는 연구가

부족하다. 이의 이해는 동종간 또는 이종간의 장기이식에서

조직거부반응(histocompatibility)이 없거나 적은 대체장기의 공

급에 중요한 정보를 제공할 수 있을 것이다.

본 연구에서는 사람의 제대혈로부터 간엽줄기세로를 분리

하고, 이들 줄기세포에서 면역관련 표면항원인 HLA-ABC 및

HLA-DR의 발현을 조사하여 면역학적 특성을 규명함으로써

세포치료, 유전자 치료 및 이식용 대체장기 생산에 관련된

자료를 확보하여 줄기세포 치료기술 개발에 응용하고자 한다.

재료 및 방법

시약과 재료

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

modified eagle medium (DMEM), phosphate buffered solution

(PBS), fetal bovine serum (FBS), trypsin은 Gibco-BRL

(Gaithersburg, MD, USA) 제품을, dimethyl sulphoxide (DMSO),

Periodic acid-Schiff's staining system, Concanavalin-A은 Sigma

(St. Louis, MI, USA) 제품을, Ficoll-paque plus는 Amersham

Biosciences (Sweden) 제품을, rat anti-HLA-ABC, -DR anti-

bodies, FITC-conjugated anti rat antibody, FACScan 기기는

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

lymphocyte separation medium은 PAA Laboratories (GmbH,

Austria) 제품을 사용하였다.

제대혈의 확보

태아의 제대로부터 채취된 제대혈액은 공여자의 허락을 득

한 후 사용이 허가된(IRB) 대학병원으로부터 공급받아 사용

하였다. 

제대혈 유래 중간엽줄기세포의 분리와 확인

채취된 제대혈에서 Ficoll density-gradient centrifugation 방

법으로 mononuclear cells을 분리하고, 이를 10% FBS, L-

glutamnie 및 항생제가 첨가된 low-glucose DMEM 배양액으

로 37oC/5% CO2 배양조건에서 계대배양으로 증식시키었다. 이

배양된 세포들은 phase contrast microscope로 발달과 형태학적

특성을 확인한 다음, PAS 염색으로 mesenchymal stem cell임

을 확인하였다. 아울러 줄기세포 특이 cytokines에 대한 anti-

bodies와 immunolabelling한 다음 FAC scan을 이용한 flow-

cytometry로 CD13, CD29, CD44, CD73, CD105에 대하여

양성반응 (positive control)과 CD34, CD45, HLA-DR에 대하

여 음성반응 (negative control)이 확인된 것을 사용하였다.

제대혈 유래 중간엽줄기세포에서 immunoctyochemistry에

의한 HLA의 발현 확인

제대혈유래 중간엽줄기세포에서의 HLA-ABC 및 HLA-DR

항원의 발현을 immunocytochemistry 법으로 확인하였다.

면역염색은 제대혈 유래 중간엽줄기세포를 4% formalde-

hyde에 20분간 고정하고 PBS로 세척한 다음 0.5% triton X-

100으로 5분간 수세하였다. 이는 다시 PBS로 세척하고 5%

goat serum으로 2시간 동안 실온에서 blocking을 실시하였다.

1차 항체인 rat anti-HLA antibody와 반응시킨 다음 2차 항

체인 FITC-conjugated anti rat antibody 와 2시간 암소에서

반응시켰다. PBS로 5분간 3회 수세하여 결합하지 않은 2차

항체는 제거하였고 형광현미경에서 관찰하였다.

 

Mixed lymphocyte reaction

Allogeneic lymphocytes는 성인의 말초혈액을 채취하여 D-

PBS 용액으로 동량 희석한 다음, lymphocyte separation me-

dium 3 ml이 담긴 conical tube 위에 이 희석된 혈액 2 ml을

조심하여 넣고 400 × g에서 20분간 원심분리하여 분리된

lymphocyte 층만을 흡입 채취하였다. 이를 D-PBS 용액으로

2번 더 원심분리하여 세척하였다. 분리된 lymphocytes는

Concanavalin-A 가 5 ug/ml 농도로 첨가된 DMEM 배양액에

서 3일간 배양하여 활성화를 유도하였다. 중간엽줄기세포는

activated lymphocytes와 같이 1 : 1의 비율로 (각각 1 × 105

세포수) 접종하여 low-glucose DMEM 배양액으로 37oC/5%

CO2 incubator에서 7일간 공배양하여 그 성장에 대한 간섭현

상을 조사하였다.

 

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

중간엽줄기세포에서 HLA-ABC 및 HLA-DR 항원의 발현

사람 제대혈로부터 분리 배양된 중간엽줄기세포에서 HLA-

ABC 및 HLA-DR 항원의 발현을 immunohistochemistry 법

으로 확인하였다. 그 결과, 사람 제대혈 유래 중간엽줄기세포

에서는 HLA-ABC 항원은 중등도의 양성으로 나타났고,

HLA-DR 항원은 음성으로 나타났다(Fig 1).

중간엽줄기세포의 lymphocytes와 allogeneic reactivity에

대한 조사

중간엽줄기세포를 Concanavalin-A의 3일간 처리로 활성화

된 allogeneic lymphocytes와 같이 low-glucose DMEM 배

양액으로 37oC/5% CO2 incubator에서 7일간 공배양하여 그

발달에 대한 간섭현상을 조사하였다.

중간엽줄기세포를 activated lymphocytes와 같은 세포수
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(1 × 105)로 접종하고 7일간 공배양하였던 바, 3.2배의 증식율

을 보였다(Table 1). 중간엽줄기세포만 배양하였을 경우에는

3.7배의 증식율을 보였다. 증식율에 있어서는 중간엽줄기세포

만 배양하였을 경우가 activated lymphocytes와 공배양하였을

경우에 비하여 약간 증식율이 높게 나타났다. 그러나 두 시험

구간에 유의할만한 차이를 나타내지 않았다. 그러므로 중간엽

줄기세포는 lymphocytes와 같이 in vitro culture에서 배양할

경우 allogeneic lymphocytes로부터 유의할만한 간섭현상을 받

지 않는 것으로 나타났다.

고 찰
 

최근 줄기세포는 T-lymphocytes의 증식을 억제하는 것으로

보고되고 있다 (5,8,10). Keyser (2007) (4)는 근육조직, 지방

조직, 망막조직 및 골조직 유래 생쥐 줄기세포를 lymphocytes

와 공배양하여 면역억제 효과를 검정하였던 바, 근육조직과

지방조직 유래 줄기세포에서 allogenic T-cell activation을 억

제하는 효과가 다른 조직 유래 줄기세포보다 높았다고 하며,

지방조직 유래 줄기세포가 골수유래 줄기세포보다 이식 후 면

역거부반응이 적어서 이식에 더욱 적합하다고 한다.

Le Blanc (4), Götherström (2) 및 Lupatov (7)는 골수유래

중간엽줄기세포에서 HLA 항원의 발현을 조사하였는데, HLA

class I 항원은 중등도의 발현을 보였고, HLA class II 항원은

Western blot 분석법으로 세포내에 존재함을 관찰하였으나 세

포 표면으로는 매우 낮은 발현을 보였다고 한다.

Götherström (1)은 태아 간유래 중간엽줄기세포에서 HLA

class I 항원의 발현은 flowcytometry법 분석으로는 중등도를

보였고, HLA class II 항원의 발현은 flowcytometry 및

Western blot 분석에서는 음성이었다고 한다. 이로부터 분화시

킨 지방세포와 골세포에서는 HLA class I 항원의 발현이 낮

았고, HLA class II 항원의 발현은 지방세포에서는 낮았고 골

세포에서는 음성을 보였다고 한다. 그러나 이들 중간엽줄기세

포를 IFN-γ으로 처리하였을 경우 HLA 항원의 발현이 증가하

였다고 한다.

Keyser (4)와 Wang (11)은 줄기세포의 이종간 또는 다른

개체간 이식에 있어서 제대혈 유래 줄기세포가 골수유래 줄

기세포보다 더욱 유리한 것으로 주장하고 있다. 본 연구에서

도 제대혈 유래 줄기세포와 이로부터 더욱 분화된 연골세포

에서 flowcytometry, immunocytochemistry 및 Western blot

analysis 방법으로 HLA class I 과 class II 항원의 발현을

확인하였던 바, 제대혈 유래 중간엽줄기세포와 연골세포에서

이들 항원의 발현이 약하게 나타남으로 앞으로 줄기세포의 이

식에 매우 유용한 재료가 될 것으로 기대된다 (미발표 자료).

각종 난치병 치료에 줄기세포를 활용하기 위하여서는 줄기

세포에서의 leukocyte  antigen class I과 class II의 발현

정도를 확인하는 것이 매우 중요하며 미분화 또는 분화된 줄

기세포의 면역체계를 확인하여야만 성공적 이식을 기대할 수

있으므로 이에 관한 연구가 더욱 필요하다. 이의 정확한 이

해는 동종간 또는 이종간의 장기이식에서 조직거부반응

(histocompatibility)이 없거나 적은 대체장기의 공급에 중요한

정보를 제공할 수 있을 것이다.

결 론
 

제대혈 유래 중간엽줄기세포에서 HLA-ABC 항원은 강한

양성으로 나타났고, HLA-DR 항원은 매우 약하게 나타났다.

Fig 1. Expression of human HLA-ABC (A) and HLA-DR (B) antigens on the surface of human mesenchymal stem cells (MSCs)
by immunocytochemical stain (green color). × 200 magnification.

Table 1. Proliferation of UCB-derived MSC when cultured
with or without allogeneic lymphocytes in vitro (n = 3)

Groups

Mean number of cells
Mean 

duplication ratioBefore
culture

After
culture

MSC 1 × 105 3.7 × 105 3.7 X

MSC + lymphocytes 1 × 105 3.2 × 105 3.2 X 

*The MSC and lymphocytes were cultured in a low-glucose DMEM
medium with 10% FBS, L-glutamnie and antibiotics in a CO2

incubator at 37oC for 7 days. There was no significant (P < 0.05)
difference between two groups
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또한 이들 중간엽줄기세포를 activated lymphocytes와 같은

세포수(1 × 105)로 접종하고 7일간 공배양하였을 경우 3.2배

의 증식율을 보였다. 증식율에 있어서는 중간엽줄기세포만 배

양하였을 경우가 activated lymphocytes 와 공배양하였을 경

우에 비하여 약간 증식율이 높게 나타났다. 그러나 두 시험

구간에 유의할만한 차이를 나타내지 않았다.

위의 결과를 종합하여 볼 때, 제대혈 유래 줄기세포는 다

른 조직 유래 줄기세포나 lymphocytes 보다 HLA 항원의 발

현이 약하며, 또한 allogeneic lymphocyte와 공배양하여도 중

간엽줄기세포의 발달을 저해하는 현상이 적게 나타남으로 이

식 후 rejection reaction 이 적게 나타날 것으로 기대되며,

따라서 줄기세포를 이용한 치료 기술에 있어서 다른 조직 유

래 줄기세포보다 더욱 유리하게 활용될 수 있을 것으로 본다.
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