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서론

최근 다양한 생리활성물질의 발견으로 이에 따

른 신약후보물질로부터 신의약품 개발을 위해 효

과적인 스크리닝 방법을 확립하기 위한 연구가 활

발히 진행되고 있는데 선진국의 경우 효율적인 in 
vitro 체내대사 고속 평가 방법의 개발로 단시간 내

에 많은 후보물질들의 체내대사를 효과적으로 검

색 가능한 방법을 사용하고 있다. 그 방법의 하나

로 초기 연구단계에서 장관 투과성 평가를 위해 세

포주를 이용한 실험 방법이 사용되고 있는데 경구 

투여한 약물의 장내 투과성 평가를 in vivo 실험을 

통해 확인하려면 많은 시간과 비용이 소요되는데 

반해 세포주를 이용한 방법은 장관 상피세포와 유

사한 세포주를 membrane filter에 배양한 실험방

법을 이용하여 투과도를 측정할 수 있는 방법이다

(Fig. 1). 

원리

현재 소화관 투과성 측정에 사용되는 세포주는 

Caco-2 (human colorectal adenocarcinoma 

cells) 세포, HT-29 (human colorectal cancer 

cells) 세포, MDCK (dog kidney epithelial cells) 

세포 등 다양한 종류의 세포가 있으며 이 중 가

장 많이 사용되고 있는 것은 Caco-2 세포이다. 

Caco-2 세포는 사람의 colorectal carcinoma에

서 유래한 세포주로  membrane filter상에서 배양

시 분화하여 사람의 소장상피세포와 형태학적, 기

능적으로 유사성을 보여 약물의 투과성 시험의 in 
vitro 모델로 많이 이용되고 있다. 그러나 Caco-2

를 이용한 실험은 배양기간이 길고 cytochrome 

P450 수준이 낮은 단점이 있다. 개의 신장에서 유

래한 상피유사세포인 MDCK 세포 또한 실험모델

로 많이 사용되고 있는데, 투과성 실험계의 확립

을 위한 Caco-2와 MDCK 세포를 비교한 연구에
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Caco-2 세포의 사용이 보다 정확하게 분류됨으로

써 Caco-2 세포의 활용이 투과성 시험에 용이할 

것으로 보고된 바 있다(Table 1).

Caco-2에서는 sucrase-isomaltase, lactase, 

amino-peptidase N, dipetidylpeptidase IV, 

alkine peptidase, carboxylesterases, glucuro-

서 MDCK 세포는 Caco-2 세포에 비해 세포막을 

통해서만 물질 흡수를 가능하게 하는 tight junc-

tion network 형성에 소요되는 세포배양 시간을 

단축시키는 것으로 나타났지만 약물을 투과도와 

용해도에 따라 4가지 그룹으로 나누는 BCS (Bio-

pharmaceutics Classification System)에서는 

Fig. 1. �Pathways of intestinal absorption. A:paracellular diffusion; B:paracellular diffusion enhanced by a 
modulator of tight junctions; C:transcellular passive diffusion; C*:intracellular metabolism; D:carrier-
mediated transcellular transport; E:transcellular diffusion modified by an apically polarised efflux 
mechanism; F:transcellular vesicular trascytosis                          (Advanced Drug Delivery Reviews, 25, 1997)

Table 1. �Cell lines used for intestinal permeability assessment

(Expert Opin. Drug Metab. Toxicol. 8(5), 2012)

Cell line Origin Main characteristics

Caco-2 Human colorectal carcinoma cells Polarized cells; produce P-gp and establish tight junctions in vitro; 
differentiate and wxpress several relevant efflux transporters

TC-7 Caco-2 subclone Similar to Caco-2 cells but with higher brush-border enzymatic content

HT29-MTX
MDCK

Human colorectal carcinoma cells 
Dog kidney epithelial cells

Mucin-producing cells
Kidney cells from dog, with properties similar to Caco-2 cells

IEC-18 Small intestinal crypt-derived rat cells Size-selective barrier for paracellularly transported compounds

Caco-2/HT29
co-culture

Human colorectal carcinoma cells Mimics the small intestinal epothelial layer containing both mucus-
producing(HT29) and the columnar absorptive Caco-2 cells

Caco-2/Raji B
co-culture

Human colorectal carcinoma cells / 
Imphocytes

Simulates the human follicle-associated epithelium; Useful for 
nanoparticle internalization studies through M cells

Caco-2/HT29/Raji B
co-culture

Human colorectal carcinoma cells / 
Imphocytes

Mimics different absorption pathways in the same model; useful for 
mucoadhesive nanoparticle intermalization studies through M cells and 
mucin-producing cells
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nyltransferase, N-acetyltransferase, sulfo-

transferase, glutathion S-transferase가 확인 

된 반면, MDCK에서는 alkaline phosphatase, 

glutathion S-transferase, sulfotransferase가 

확인 되었다. 이러한 차이는 각 세포에서 투과되

는 물질의 종류의 차이를 보이고 있는데, Caco-2

는 P-glycoprotein, glucose, amino acid, folic 

acid, biotin, peptides, nucleosides, monocar-

boxylic acid의 흡수에 관련되고 MDCK는 mono-

carboxylic acid, peptide, P-glycoprotein, or-

ganic cation의 흡수에 관여하는 것으로 보고되고 

있다. 

세포주를 사용한 투과성 실험 방법은 transwell

의 membrane을 사이에 두고 두 개의 배양액 중 

상층의 배양액에 Caco-2 세포를 3주 정도 배양

시켜 cell layer에 의해 발생하게 되는 전기저항치

(TEER: trans-epithelial electrical resistance) 

측정을 통해 안정한 값을 나타낼 때 까지 moni-

toring 후 일정한 값을 유지할 때 약물을 처리하여 

하층에 투과된 약물의 농도를 LC를 사용하여 측정

하는 방법이다(Fig. 2, 3). Caco-2 세포 mono-

layer에서 세포막투과계수 (apparent membrane 

permeability coefficient, Papp)의 계산은 Fig. 4

와 같다. Fig. 4에서 apical→basolateral 방향으

로의 투과시험에서 C1은 apical side 중 시료의 초

기농도를 나타낸다. 

결론 및 요약

앞서 언급했듯이 세포주를 사용한 투과성 실험

방법에서 Caco-2 cell의 사용은 세포의 apical표

면에 많은 microvilli를 가지고 세포 사이의 tight 

junction을 형성하며, 여러 가지 transporter가 잘 

발현되어 실제 장관세포와 유사성을 가져 세포레

벨에서 약물의 투과성을 예측할 수 있는 장점이 있

는데 실제 소장 상피층은 goblet 세포, enteroen-

docrine 세포, M-세포 등으로 다양하게 구성되어 

점액을 분비하는 특성을 가지는 반면 Caco-2 세

포는 전적으로 흡수세포로 구성되어 mucus layer

를 형성하지 못하는 단점이 있다. 세포주 모델을 

사용한 투과성 실험에서 인간의 장관세포와 보다 

유사한 환경을 위해 Caco-2 세포의 단점을 개선

하고자 HT-29 세포와 같은 mucin을 분비하는 특

Fig. 2. Transport assay using Caco-2 cells on traswell insert
(PharmaTutor, PERMEATION ENHANCERS - FULL INTRODUCTION: A REVIEW)

Apical chamber Cell monolayer

Basolateral chamber Filter membrane
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성을 가진 세포와 Caco-2 세포를 co-culture하

는 방법이 여러 연구에서 보고되었다. HT-29 세

포로부터 얻어지는 goblet 세포는 monolayer에서 

배양이 가능하여 약물 투과연구에 사용될 수 있고, 

흡수 세포와 goblet 세포를 동시에 배양하는 연구

에서 tight junction을 이루어 monolayer를 형성

하는 것으로 나타났다. Caco-2와 HT-29 세포의 

co-culture를 통한 투과성을 비교실험한 결과 처

리하는 시료에 따라 투과성 증가 혹은 감소에 다양

한 결과를 보이는데 예로서 fluoride를 시료로 사

용한 실험에서 caco-2 세포를 단독으로 사용한 

실험계에서 투과성이 2%인 반면 Caco-2 세포와 

Fig. 4. Proposed Model Description: Apparent Permeability Coefficient (Papp)
(약물투과도시험법 개발에 관한 연구 보고서, 식품의약품안전청, 2004)

Fig. 3. Trans Epithelial Electrical Resistance (TEER) 
(http://www.itqb.unl.pt/labs/nutraceuticals-and-delivery/Equipments-and-Methodologies-1)
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HT-29 세포를 50:50으로 사용한 실험계에서는 

7.4%로 투과성이 증가하는 결과를 나타냈다(Fig. 5).  

더 나아가 보다 정확하게 소장의 상피층과 유사

한 실험계의 확립을 위해 transwell의 apical side

에는 Caco-2 세포와 HT-29 세포를 배양하고, 

basolateral side에  M-cell을 유도시키는 raji B 

세포를 배양하여 triple co-culture방법으로 투과

실험(Fig. 6)을 한 결과를 보면 morphology의 변

화로는 세포막의 크기와 두께가 증가된 것을 현미

경을 통해 확인하였고, insulin을 시료로 사용한 

투과성 실험에서 Caco-2 세포와 HT-29 세포를 

co-culture한 실험계보다 raji B 세포를 추가한 

triple co-culture 실험계에서 보다 높은 투과성을 

나타냈다. ​​

이로써 지금까지 많은 실험에서 세포주를 이용

한 장관유사 투과성 실험이 효과가 있는 것으로 나

타났지만 모든 시료나 약물에 각기 다른 결과를 나

타내기 때문에 현재의 in vitro 시스템이 아직은 신

Fig. 5. �Percentage of F transported in Caco-2 and Caco-2/HT-29MTX (50/50) after 2 h of exposure to 3 
mg/L (160 M) F (gray) and to the bioaccessible fraction of cooked rice (white)  (Toxicology Letters 210, 2012)

Fig. 6. A triple co-culture in vitro cell models
(Eur J Pharm Biopharm, 83(3), 2013)
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뢰한 만한 수준은 아니며, in vivo 실험을 대체할만

한 정확한 결과를 나타내는 실험계의 확립은 더 연

구되어야 할 것이라 생각된다. 
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