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Abstract: Demand for in vitro pharmacological evaluation

and toxicity test using human hepatocytes has been increas-

ing. In USA and Europe, human hepatocytes obtained from

donated whole liver unsuitable for transplantation were dis-

tributed to researchers and deposited in cell bank facility as

cryopreserved vial. In Korea, however, incidence of trans-

plantation-inappropriate whole liver has been quite low and

the whole livers almost have so severe liver disease such as

fatty or fibrotic liver that cannot meet the demand. In this

study we aimed to isolate human hepatocytes from liver resec-

tion surgery-originated partial liver, and assure the isolated

human hepatocytes and its cryopreserved hepatocytes to be

qualified for the in vitro pharmacological evaluation and drug

toxicity tests. We compared those with commercially avail-

able human hepatocyte, BD GenTestTM by cell morphology,

hepatic gene expression, urea synthesis, albumin secretion,

ammonia removal, and cytochrome P450 induction activities.

Changes in hepatotoxic gene expression after cryopreserva-

tion are evaluated with a typical hepatotoxic drug, acetami-

nophen. Consequently, the fresh hepatocytes from the partial

liver and its cryopreserved hepatocytes expressed their intrin-

sic hepatic functions well and showed equal hepatotoxicity

gene expression trend regardless to cryopreservation. There-

fore, liver resection surgery-originated partial liver can be

used as a useful source of human hepatocytes for various

pharmacological and hepatotoxicity test.

Keywords: Human hepatocyte, Partial liver, Drug metabo-

lism, Drug screening

1. 서론

신약 개발이 증가함에 따라 약물대사 및 수송체 (transporter)

상호작용을 in vitro 평가하기 위해 가장 적합한 모델인 인체

간세포에 대한 수요가 증가하고 있다 [1]. 하지만, 초대배양
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인체 간세포는 정상 간 조직에서 분리해야 하기 때문에 얻기

가 매우 어렵고, 냉동 보존 효율이 낮아 [2] 현재 국내에서의

활용성이 매우 낮은 상태이다. 대체 세포원으로써 동물 간세

포나 HepG2 세포와 같은 간암 세포주가 사용되고 있지만,

인체 특이적인 약리 특성을 반영하지 못하는 한계를 가지고

있다 [3]. 따라서 국내에서는 인체 간세포를 이용한 in vitro

약물평가가 필요한 경우 미국 및 유럽 등지의 간세포 공급업

체들로부터 동결된 간세포를 수입하여 사용하고 있는 실정

이다 [4].

여러 보고에 따르면, 한국인에서 자주 나타나는 약물대사

효소 변이가 있고 그로 인해 약물에 대한 반응이 다르게 나

타난다고 한다 [5,6]. 이처럼 인종간에 따라 간 대사의 차이

가 크기 때문에 미국 및 유럽의 간세포 공급업체에서는 간

기증자의 인종을 적시하고 있다. 또한 최근의 신약개발에서

개인맞춤약물의 개발이 활발히 진행되는 경향에 비추어 한

국인에 맞는 약물대사 연구를 위해서 한국인 간세포의 공급

이 절실히 요구되고 있다.

뇌사자 장기 기증이 활성화된 미국이나 유럽의 경우, 기증

은 되었으나 이식에는 부적합하여 버려지는 기증간을 활용

하여 BD (Beckton Diskinson, San Jose, USA), Life technology

(Carlbad, USA), BioreclamationIVT (Bruissel, Belgium) 등의

업체를 통해 약리평가를 위한 인체 간세포를 분리하고 냉동

보존하여 이를 제약회사 등의 연구에 공급하고 있다. 하지만,

국내의 경우 전체 간이식의 대부분이 생체기증 간이식이며

[7], 기증된 뇌사자의 간은 대부분 이식에 사용되고 있어서

인체 간세포 분리를 위한 간 조직 원료로 활용될 수 있는 경

우는 매우 드물다. 또한 약물대사에 관여하는 효소의 유전적

다양성은 인종간 차이뿐 아니라 개인간에도 차이를 보이기

때문에 [5,6] 여러 사람의 간세포를 하나로 군집시킨 형태로

동결보존하여 약물대사에 있어 개인 간 차이에 따른 오차를

줄이는 방식으로 약물 대사 연구에 사용하기도 한다 [8].

인체 간으로부터 간세포를 분리하는 방법은, 전간 (whole

liver)의 경우 간문맥 등의 혈관을 통해 간 조직 전체를 EDTA

용액과 콜라겐분해효소용액을 순차적으로 관류하는 방식이

일반적이다 [9]. 그러나, 간 조직이 절단되어 일부 혈관이 노

출된 부분 간의 경우 효소용액을 조직 전체로 고르게 관류하

기가 까다롭다. 따라서 일부 국내 연구에서도 부분 간 조직

으로부터 간세포를 분리해 내기 위해 관류방식 대신 간 조직

을 잘게 자른 후 이를 콜라겐분해효소용액에 현탁시켜 간세

포를 얻어내는 방식을 이용하기도 하였다 [10,11]. 그러나, 이

방식은 비교적 1~2 g의 작은 크기의 간 조직에 적용되었고,

간 절제수술 후 분리되는 30 g 이상의 부분 간에는 적용이 힘

들다. 관류방식에 비해 고농도의 콜라겐분해효소가 필요하

며, 효소 분해와 잘게 자르는 작업에 긴 시간이 소요되어 간

세포 생존율 (viability) 및 수율 (yield)이 낮은 것으로 판단된

다 [10,11].

본 연구에서는 국내에서 발생빈도가 낮은 뇌사자 이식부적

합 전간 대신, 여러 가지 질환으로 시행되는 간 절제수술 시

얻어지는 부분 간 조직으로부터 콜라겐분해효소를 관류하는

방식으로 간세포를 분리하였다. 간 조직 획득 과정에서 허혈

시간 및 질환 등의 기증간의 상태에 따른 간세포 분리 수율

과 생존율 등을 확인하였고, 요소 합성능, 알부민 분비능, 암

모니아 제거능, 싸이토크롬 P450 유도능력과 같은 간세포의

특이 기능을 평가하였으며, 아세트아미노펜을 이용하여 약

물독성 평가를 실시하였다. 또한 동결 보존한 간세포의 기능

변화를 상품화된 외국 동결 보존 간세포와 비교함으로써 국

내 활용 가능성을 평가하였다.

2. 재료 및 방법

2.1. 인체 간 조직 획득

인체 간 절제수술 시 얻어지는 부분 간을 연구에 활용하기 위

해 삼성서울병원 기관윤리위원회에서 승인을 받은 후 연구

를 진행하였다. 간 절제 수술 환자가 발생하면 감염성 질환

(B, C형 간염, 매독, 에이즈) 여부와 중증 지방간, 담즙 정체

및 섬유화 여부를 먼저 확인하여 해당될 경우 기증 대상에서

제외하였다. 또한 수술 방법이 복강경 수술인 경우에도 제외

하였다. 간세포 분리가 곧바로 진행되기 어려울 경우에는 수

술실에서 노출된 혈관에 HTK용액 (histidine ketoglutarate

tryptophan, Custodiol®, Brantford, Canada)을 여러 차례 주입

한 다음 간세포 분리 시까지 냉장으로 보관하였다.

2.2. 간세포 분리, 배양 및 동결

EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid, Sigma-Aldrich, St Lo-

uis, USA)가 포함된 관류용액과 콜라겐분해효소 (collagenase,

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)가 0.04% (w/v) 포함된 관류용

액을 부분 간 절단면의 노출된 혈관들로 순차적으로 관류하

여 간세포를 분리하였다. 자세한 방법은 본 연구자들의 앞서

보고한 논문에 기술되어 있다 [12]. 1단계 관류용액인 EDTA

용액을 약 10분간 관류한 후, 콜라겐분해효소 용액으로 관류

하였다. 관류용액은 37oC로 충분히 데운 후 사용하였다. 관류

종료 후 4oC Williams' E 배지 (WelGENE, Daegu, Korea)에 침

지된 간 조직을 수술칼로 풀어헤친 후, 250 µm 메쉬, 150 µm

메쉬로 거른 후 50 g에서 2분간 총 4회 원심분리를 반복하여

간세포를 정제하였다. 정제된 간세포의 세포수와 생존율은

trypan blue method로 측정하였다.

간세포 배양에 사용된 HDM (hormonally defined medium)

배지는 Williams' E 배지를 기반으로 하였으며, bovine serum

albumin (Sigma-Aldrich, St Louis, USA) 0.1%, epidermal

growth factor (대웅제약, Seoul, Korea) 20 ng/mL, insulin (Jan-

ssen Korea, Seoul, Korea) 0.25 U/mL, hydrocortisone (Sigma-

Aldrich, St Louis, USA) 1.4 µM, glutamine (Life Technologies,

Carlsbad, USA) 4 mM, glucagon (Sigma-Aldrich, St Louis,

USA) 1 µg/mL, H2SeO3 (Sigma-Aldrich, St Louis, USA) 3 ng/

mL, CuSO4·H2O (Sigma-Aldrich, St Louis, USA) 0.1 mM, Zn

SO4·H2O (Sigma-Aldrich, St Louis, USA) 50 pM을 첨가하여

사용하였다. 제 1형 콜라겐이 코팅된 6-well 배양플레이트에
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mL당 5×105 농도로 2 mL씩 접종하였다.

정제된 간세포는 DMSO 12% (v/v), human albumin 4% (w/

v, 녹십자, Seoul, Korea), 300 mM glucose를 포함하는 HTK

용액을 mL당 5×106개의 농도로 1.5 mL씩 동결바이알에 담아

냉동용기 (Mr. FrostyTM freezing container, ThermoFisher sci-

entific, Waltham, USA)에 넣어 -70oC deepfreezer에서 overnight

후 액체질소에 보관하였다. 해동은 37oC에서 90초간 침지 후,

해동배지 20 mL로 50 g, 3분간 원심분리 후 trypan blue me-

thod로 세포수와 생존율을 측정하였다. 부착율은 간세포를

24시간 플레이트에 부착시킨 후 부착되지 않은 세포를 회수

하고 trypan blue counting하는 방법으로 측정하였다. 대조군

으로는 BD biosciences에서 공급하는 BD GenTestTM Inducible-

Qualified Human CryoHepatocytes (BD Bioscience, San Jose,

USA) 3가지 로트를 구매하여 사용하였다.

2.3. 요소 합성량 측정

요소는 간세포 특이 대사산물로서 간세포의 활성 지표이다.

요소의 양은 urea nitrogen assay kit (Sigma-Aldrich, St Louis,

USA)을 이용하였다. 인산 34% 용액 10 mL에 DAM-TSC 시

액 2 mL를 첨가하여 사용 직전 반응 용액을 만들었다. 반응

용액 750 µL에 검체 배지와 요소 표준 용액을 농도별로 40

µL씩 넣고 끓는 물에 10분을 반응시킨 후 차가운 물에 식혀

주었다. 발색물을 530 nm 파장에서 흡광도를 측정하였으며

이를 요소 표준 용액에 의한 표준곡선과 비교하여 농도로 환

산하여 계산하였다.

2.4. 알부민 분비량 측정

간세포 활성 지표로써 알부민 농도는 ELISA (Enzyme-Linked

Immuno-Sorbent Assay) 방법을 이용하여 측정하였다. Bicar-

bonate coating buffer 를 사용하여 1차 항체 (goat anti-human

albumin antibody, Bethyl, Montgomery, USA)를 2 µg/mL의 농

도로 희석하여 96 well plate의 well당 100 µL씩 넣고 4oC에

서 16~18시간 동안 정치하여 1차 항체를 바닥에 흡착시켰다.

PBS-T 200 µL로 세 번 세척한 후 고정화 용액인 3% 알부민/

PBS용액을 well당 100 µL씩 넣고 1시간 동안 상온에서 정치

시킨 후 PBS-T 200 µL로 두 번 세척하였다. PBS로 100배 희

석된 배지 상층액과 PBS에 농도별로 희석된 표준 알부민을

well 당 100 µL씩 넣고 실온에서 1시간 동안 반응시켰다.

PBS-T 200 µL로 세 번 세척한 후 2차 항체 (goat anti-human

albumin-HRP conjugate, Bethyl, Montgomery, USA) 1 µL/5 mL

PBS에 희석하여 각 well에 100 µL씩 첨가한 후 실온에서 1시

간 동안 반응시켰다. 여기에 0.4 mg/mL OPD (o-phenylenedia-

mine, Sigma-Aldrich, St Louis, USA)와 30% H2O2 0.4 µL/mL

를 포함한 용액을 well 당 100 µL씩 넣어 실온에서 발색 반응

을 유도하였고 2 M H2SO4를 well 당 100 µL씩 넣어 발색 반

응을 중지시켰다. 흡광도는 microplate reader (VersaMaxTM,

Molecular Devices, Sunnyvale, USA)로 490 nm에서 측정하

였다.

2.5. 암모니아 제거능 측정

배양한 간세포의 해독능력을 알아보기 위해 암모니아 분해

능을 조사하였다. 배지에 1 mM NH4Cl을 첨가하여 4시간 뒤

잔존하는 암모니아량을 암모니아 assay kit (Indophenol me-

thod, 아산제약, Seoul, Korea)를 사용하여 측정하였다. 정색

저해 성분을 제거하고 배지 내 요소를 고정시키기 위한 제단

백시약 (텅스텐산 나트륨 50 g/L) 160 µL에 검체 배지 40 µL

를 넣고 잘 섞은 뒤 발색시약 A, B, C를 각각 250, 125, 250 µL

를 넣고 잘 섞어준다. 반응은 37oC 항온조에서 20분간 진행시

키고, 발색물을 630 nm에서 흡광도를 측정하였다. 이를 1 mM

NH4Cl 이 포함되지 않은 배지와 포함하는 배지를 이용해 만

든 암모니아 표준 곡선과 비교하여 암모니아 농도를 환산하

였다.

2.6. 유전자 발현 측정

분리된 간세포와 동결 후의 유전자의 발현 변화가 있는지 확

인하기 위하여 단층 배양된 간세포 특이 유전자의 발현을 확

인하였다. 그리고 간세포 동결 여부에 따른 약물에 의한 간독

성 유전자 발현 양상을 비교하기 위하여 대표적 간독성 약물

인 아세트아미노펜 (acetaminophen, Sigma-Aldrich, St. Louis,

USA)을 처리한 후 유전자 발현 변화를 역전사-중합효소 연

쇄반응방법 (RT-PCR)을 통해 살펴보았다. 아세트아미노펜

에 의해 유전자 발현이 감소하는 것으로 알려져 있는 BHMT

(betaine-homocystaine S-methyltransferase), CA3 (carbonic an-

hydrase 3, muscle specific), HAO2 (hydroxyacid oxidase 2),

RB1 (retinoblastoma 1), THRSP (thyroid hormone responsive)

와 아세트아미노펜에 의해 발현이 증가하는 것으로 알려져

있는 CYP2E1의 유전자 발현을 확인해 보았다.

시험관에 들어 있는 세포에 0.5 mL의 트라이 졸 (Tri-Zol)을

넣고 세포를 회수한 후 100 µL의 클로로포름을 첨가하고 잘

섞어 주었다. 상온에서 10분 동안 방치한 다음 12,000 rpm으

로 15분간 원심분리 후 맨 위층의 상층액을 eppendorf tube로

옮겼다. 여기에 500 µL의 이소프로판올을 첨가한 후 잘 섞고

10분 동안 상온에서 방치한 다음 12,000 rpm으로 15분간 원

심분리하였다. 상층액을 버리고 0.5 mL의 75% 에탄올을 넣

고 잘 섞은 후 7500 rpm으로 5분간 원심분리하였다. 다시 상

층액을 버리고 남은 75% 에탄올을 잘 말린 후 DEPC를 넣고

65oC에서 5분 동안 방치하여 RNA를 용출시켰다. 용출된

RNA는 분광광도계에서 흡광도를 측정하고 RNA의 양을 정

량하였다. RNA 2 µg을 1,000 U AMV Reverse Transcriptase

0.1 µL, 2.5 mM dNTP 혼합물 4 µL, Oligo (DT) 1 µL, RNase

inhibitor 0.5 µL, 10배의 RT 버퍼를 이용하여 최종 30 µL로 맞

춘 다음 30oC 10분, 42oC 30분, 99oC 5분 동안 역전사 반응을

시켰다. 이렇게 얻어진 cDNA로 중합효소 연쇄반응을 수행

하였다. 중합효소 연쇄반응은 Taq DNA Polymerase Kit (K05

611003, Koma biotech, Seoul, Korea)를 이용하여 디옥시리보

핵산 완충용액 (Taq buffer) 2.5 µL에 상보적인 DNA (cDNA)

2 µL, 5 Unit/µL 디옥시리보핵산 중합효소 (Taq polymerase)

0.1 µL, 2.5 mM dNTP 혼합물 2 µL, 멸균된 3차 증류수 17.4
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µL와 각각의 유전자에 대한 합성된 10 pmol의 프라이머를 함

께 넣어 중합효소 연쇄반응을 수행하였다. Primer는 albumin

(F: 5- tgcttgaatgtgctgatgacaggg -3, R: 5- aaggcaagtcagcaggcatc

tcatc -3), Transferrin (F: 5- tctatgggtcaaaagaggatc c -3, R: 5- ga

gagctgaatagttggaattc -3), α1-antitrypsin (F: 5- ccatgtttgtcaaaga

gcaac -3, R: 5- ggaagtaaggtatagtcaggt -3), Glutamine  Synthase

(GS) (F: 5- gtcaagattgcggggactaa -3, R: 5- tacgattggctacaccacca

-3), Tyrosine Amino Transferase (TAT) (F: 5- gctaaggacgtcattc

tgacaag-3, R: 5- gtctccatagatctcatcagctaag -3), Tryptophan 2,3-

DiOxygenase (TDO) (F: 5- atacagagcacttcagggagc -3, R: 5- gtt

gggttcatcttcggtatc -3), CYP2E1 (F: 5- acagagaccaccagcacaact -

3, R: 5- atgagcggggaatgacacaga -3), BHMT (5- gtgtgggcagttga

aacctt -3, 5- tctgggagatcgatgaatcc -3), carbonic anhydrase 3

(CA3) (5- ctgccaagaccatcctgaat -3, 5- aactcgccattctcatgtcc -3),

hydroxyacid oxidase2 (HAO2) (5- cgaaaccagttgaggaggaa -3, 5-

tacagcagccaccacttctg -3), retinoblastoma 1 (RB1) (5- ttgcagtatg

cttccaccag -3, 5- taggagggttgcttccttca -3), 및 thyroid hormone

responsive (5- taaccaagcgttaccccaag -3, 5- cactctcgtcctcgacttcc

-3)로 수행하였다. 아가로즈 2% 젤에서 전기 영동시킨 PCR

반응물을 EtBr (Ethidium Bromide)로 염색하여 자외선 투영

기 (Gel DocTM XR, BIO-RAD, Hercules, USA)로 염색 양상을

조사하고 사진을 찍었다. 대조군으로서 GAPDH의 발현양을

조사하였다.

2.7. 싸이토크롬 P450 fold induction 측정

약물대사에 관여하는 대표적 싸이토크롬 P450효소인 CYP1

A2, CYP3A4, CYP2C9의 fold induction 효과를 초대배양 간

세포, 동결 보존 간세포, 상용 동결 보존 간세포에서 비교하

였다.

싸이토크롬 P450 1A2 fold induction 분석의 경우, 부착된

간세포에 2 µM의 3-MC (3-methylcholanthrene, Sigma-Aldrich,

St Louis, USA) 또는 25 µM의 rifampicin (Sigma-Aldrich, St

Louis, USA) 으로 72시간 동안 처리한 후 제거하고, 그 다음

10 µM의 EROD (7-ethoxyresorufin, Sigma-Aldrich, St Louis,

USA)과 10 µM의 dicumarol (Sigma-Aldrich, St Louis, USA)

을 처리하여 30분간 반응시킨 후 상등액을 취하여 530 nm/

590 nm 파장에서 형광 마이크로플레이트 측정기 (GloMaxTM

Multi+ fluorescence microplate reader, Promega, Madison,

USA)로 형광 세기 (fluorescence intensity)를 측정하였다. 이

때 대조군은 3-MC와 또는 rifampicin을 처리하지 않은 조건

이었다.

싸이토크롬 P450 3A4 fold induction 분석의 경우, P450

GloTM CYP3A4 assay kit (Promega, Madison, USA)를 사용하

였고 세포에 25 µM의 rifampicin으로 72시간 동안 배양한 후

제거하고, 그 다음 50 µM의 luciferin-PFBE로 3시간 동안 처

리하여 그 상등액을 취하였다. 그 다음 50 µL의 상등액과 50

µL의 luciferin 반응액을 혼합하여 상온에서 20분간 반응시킨

후 형광 마이크로플레이트 측정기로 발광도를 측정하였다.

이 때 대조군은 rifampicin을 처리하지 않은 조건이었다.

싸이토크롬 P450 2C9 fold induction 분석의 경우, P450-

GloTM CYP2C9 assay kit (Promega, Madison, USA)를 사용하

였고 세포에 25 µM의 rifampicin으로 72시간 동안 배양한 후

제거하고, 그 다음 100 µM luciferin H를 함유하는 배지를 각

well에 1 mL씩 넣고 37oC에서 3시간 반응시킨 후 상등액을

취하였다. 그 다음 50 µL의 상등액과 50 µL의 luciferin 반응

액을 혼합하여 상온에서 20분간 반응시킨 후 형광 마이크로

플레이트 측정기로 발광도를 측정하였다. 이 때 대조군은

rifampicin을 처리하지 않은 조건이었다.

2.8. 통계분석

통계적 유의성은 SPSS version 18.0 소프트웨어를 이용한

ANOVA 테스트로 검정하였고, p<0.05인 경우 통계적으로

유의한 차이로 간주하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. 간세포 분리 수율 평가

본 연구에서는 한국인의 간 절제 시 얻어진 부분 간으로부터

분리 및 배양된 초대배양 간세포와 이를 동결 보존한 간세포

의 생존율, 분리효율, 배양품질 등을 해외로부터 수입한 동결

간세포와 비교하였다. 본 연구에 적용된 간세포에 대한 정보

를 Table 1에 도시하였다. Table 1에서 GenTestTM는 BD bio-

science에서 공급하는 이식부적합 기증 간으로부터 분리 및

동결된 인체 간세포이며, Fresh는 인체 부분 간으로부터 얻어

진 초대배양 간세포이고, Cryo는 부분 간으로부터 얻어진 간

세포를 동결 ·해동한 후 배양한 간세포이다. 각 군당 각각 3,

5, 3개의 샘플을 비교하였다.

간세포의 수율과 생존율, 부착율 (plateability) 등은 기존에

보고된 바와 같이 각각의 환자에 따라 편차가 크게 나타났다

[13]. 인체로부터 분리된 간 조직이 상온에서 보관된 시간을

온열 허혈시간 (warm ischemic time) 이라고 하는데, 온열 허

혈시간이 30분 이상인 Fresh-4, Fresh-5의 경우, 간세포 수율

(yield, 간 조직 g 당 분리된 간세포의 수)은 매우 낮게 나타났

다. 온열 허혈시간이 짧은 간 조직의 경우에는 조직의 크기

에 따라 109개 이상의 간세포를 얻을 수 있는 것으로 나타났

으며, 이는 100개 이상의 동결바이알을 만들 수 있는 양으로

써, 다양한 종류의 약물대사연구에 충분히 활용할 수 있는

양으로 판단된다. 또한 공동으로 연구를 수행한 삼성서울병

원에서의 간 절제수술은 연평균 400건 이상 시행되고 있고,

이 중에서 B형 간염 등의 제외기준을 적용하면 연 50건 이상

의 부분 간 조직을 얻을 수 있을 것으로 예상되므로 부분 간

유래 간세포는 국내 약물대사 연구의 세포공급원으로써 적

합한 것으로 사료된다.

Table 1에서 볼 수 있는 바와 같이 동결 보존된 간세포의 경

우 동결 또는 해동 시 입은 손상에 의해 부착율이 떨어지는

경우가 많았다. 특히, Cryo-3의 경우는 Fresh-2를 동결 보존한

샘플인데, 부착율이 약 10% 가량 떨어진 것을 보여 주고 있
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다. 즉, 해동 후 trypan blue method을 이용한 생존율보다는 부

착율이 간세포의 상태를 더 잘 반영하는 것으로 나타났다.

3.2. 간세포의 간 기능 및 유전자 발현 비교

인체 간세포는 동결 및 해동 조건에 따라 간세포 생존율, 부

착율, 효소 활성 및 알부민 분비능 등이 떨어지는 등의 영향

을 받는다고 보고되어 있다 [14].

먼저 초대배양 간세포와 동결 간세포 (Cryo 및 GenTestTM)

의 전반적인 간 기능 및 유전자 발현 양상을 확인하기 위해

배양플레이트에 부착된 간세포 사진을 통해 부착된 간세포

의 정성적인 상태를 확인하였다 (Fig. 1). 그 결과 동결 보존

후 해동되어 배양플레이트에 단층으로 부착 배양된 간세포

(Cryo)는 초대배양 간세포 (Fresh)와 양성 대조군으로써 상용

화된 인체 간세포 (이하 GenTestTM)와 비교 시 형태학적으로

Table 1. Information of BD GenTestTM hepatocytes and the human partial livers used in this study and results of hepatocyte isolation and

thawing

Age Diagnosis

Liver

weight

(g)

Ischemic time

(min) Yield

(×107/g)

Total cell

yield

(×107)

Viability

(%)

Thawing Plate-

ability

(%)Warm Cold
Yield

(×106)

Viability

(%)

GenTest-1 48 Head Trauma 4.4 92.5 22.5

GenTest-2 59 ICH stroke 6.0 86.9 61.3

GenTest-3 64 ICH stroke 9.2 94.3 90.5

Mean ± SD 6.5±2.4 91.9±3.9 58.1±34.1

Fresh-1 70
Hepatocellular

carcinoma
88 40 10 1.2 106 81.8 72.5

Fresh-2 1.1 Biliary atresia 38 10 30 1.7 65 71.0 64.5

Fresh-3 1 Hepatoblastoma 80 20 30 4.1 326 87.5 85.3

Fresh-4 51
Hemoangio-

pericytoma
50 120 30 0.1 5 91.0 89.2

Fresh-5 74 Liver adenoma 30 95 20 0.3 9 87.3 84.0

Mean ± SD 57.2±25.6 57.0±48.2 24.0±8.9 1.5±1.6 102.2±131.9 83.7±7.8  79.1±10.3

Cryo-1 71 Adenocarcinoma 58 50 20 0.43 25 87.6 6.5 90.0 78.5

Cryo-2 42 Brain death 122 60 30 0.1 12 82.0 4.2 83.5 65.5

Cryo-3 1.1 Biliary atresia 38 10 30 1.7 65 71.0 4.5 85.0 55.3

Mean ± SD 72.7±43.9  40.0±26.5 26.7±5.8 0.7±0.8 34.0±27.6 80.2±8.4 5.1±1.3 86.2±3.4 66.4±11.6

Fig. 1. Morphology of human hepatocytes cultured on collagen type I-coated well plates for 1 day. ‘GenTest’ indicates cryopreserved

human hepatocytes of BD Bioscience GenTestTM; ‘Fresh’, fresh hepatocytes from human partial liver in this study; ‘Cryo’, cryopreserved

human hepatocytes after isolation from human partial liver. Bar represents 100 µm.
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별다른 차이가 없는 성상을 보였다.

두 번째로 요소 합성량, 알부민 분비량, 암모니아 제거율을

통해 동결 간세포의 간 기능을 초대배양 간세포, 상용 동결

간세포와 비교하여 살펴보았다 (Fig. 2). 그 결과 동결 간세포

Cryo는 상용 인체간세포 GenTestTM과 비교하여 유사한 간 기

능 (알부민 분비능, 요소 합성능)을 보였으며, 초대배양 간세

포 (Fresh)와 비교하였을 때에도 큰 차이를 보이지 않았다. 다

만, 군당 개체 수가 적어 통계적으로는 유의하지 않지만 (p>

0.05), 동결 간세포 (Cryo, GenTest™)는 암모니아 제거능에

있어 Fresh에 비해 다소 떨어지는 경향을 보였다 (Fig. 2).

간은 효소적 약물 대사 기관으로 약물대사에 관여하는 기

작은 phase I과 phase II로 나뉘어 진다. Phase I은 50~100여개

의 싸이토크롬 P450 계열 효소로 구성되어 있으며, phase I

해독에 참여하는 주요 싸이토크롬 P450 효소들 중 CYP1A2,

CYP3A4, CYP2C9 이 현재 시장에서 사용되고 있는 대부분

의 약물들을 일차 대사한다고 알려져 있으며 [15] 싸이토크

롬 P450 효소들의 활성은 동결조건에 따라 그 활성이 감소된

다고 알려져 있다 [16]. 군당 개체 수가 적어 통계적으로는 유

의하지 않지만 (p>0.05), 본 연구에서도 이들 세 가지 싸이토

크롬 효소들의 fold induction은 동결된 간세포 (GenTest,

Cryo)에서 대체로 감소되는 경향을 보였다. 특히 같은 군의

세포를 사용한 Fresh-2와 Cryo-3를 비교했을 때, Cryo-3가

Fresh에 비해 CYP1A2, CYP3A4, CYP2C9 fold induction이

각각 60, 68.5, 47.4%씩 감소되었다. 동결 기술의 향상이 필요

할 것으로 사료된다. 상용 동결 간세포인 GenTestTM와 Cryo

의 P450 fold induction은 유사한 활성을 보였다 (Fig. 3).

동결에 따른 간세포 특이 유전자발현 변화는 간에서 발현

되는 유전자로 알려진 알부민 (albumin), 알파-1 안티트립신

(α1- antitrypsin), 글루타민 합성효소 (glutamine synthase, GS),

트랜스페린 (transferrin), 트립토판 디옥시게네이즈 (trypto-

phan 2,3-DiOxygenase, TDO), 타이로신 아미노 트랜스퍼레

이즈 (tyrosine amino transferase, TAT)의 유전자 발현을 동결

되지 않은 인체 간세포 (fresh hepatocyte)를 대조군 (−)으로

하여 비교하였다 (Fig. 4). 실험 결과, GenTest-3를 제외한 Gen

Test-1, GenTest-2, Cryo-1, Cryo-2에서 트랜스페린과 트립토

판 디옥시게네이즈 유전자 발현양이 대조군 (−)에 비해 감소

되어 있는 것으로 나타났다 (Fig. 4). 간 특이 유전자발현 등

간세포 고유 활성은 인종, 성별, 나이, 기증자의 질환, 간세포

분리 시 허혈시간, 생존율, 배양액 조성, 배양 형태, 동결/해동

등 다양한 조건이 영향을 미치는 것으로 알려져 있다 [14,17].

또한, 간세포 유전자 발현은 동결 및 해동에 영향을 받지 않

고 간세포가 플레이트에 부착한 후에 변화된다고 보고 하고

있다 [18]. 따라서, 동결 간세포의 특이 유전자 발현 변화는

동결 및 해동 자체보다는 세포 고유 특성에 따른 부착이나 배

양 형태의 변화를 통하여 나타나는 것으로 추측된다.

간세포는 단층 형태로 배양할 때 간세포 고유의 특성을 10

일 이내에 대부분 소실하는 것으로 알려져 있다 [19]. 본 연구

에서도 일반적으로 약물대사 평가 시에 많이 사용되고 있는

단층 배양법을 적용하여 시험하였고, 따라서 간 특이 활성들

도 배양시간에 따라 정도의 차이는 있지만 점차 낮아지게 된

Fig. 2. Urea synthesis (A), albumin secretion (B) and ammonia removal activities (C) of primary human hepatocytes in culture. Human he-

patocytes were plated and cultured with 1 mM NH4Cl supplemented hormonally defined medium for 1 day. Media sampling for ammonia

removal activity assay were conducted after 4 hr of cultivation; and for urea synthesis and albumin secretion assay after 1 day of cultiva-

tion. Culture medium was harvested for the assay. Dots indicate each value of the activities and bars show the means of each group.

Fig. 3. Cytochrome P450 fold induction activities of “GenTestTM”,

commercially available cryopreserved hepatocytes, “Fresh” and

“Cryo”, hepatocytes isolated from partial liver tissues in this study.

Data are the mean±S.D. of each group.
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다. 이러한 이유로 본 연구에서는 해당 세포의 품질을 대표할

수 있는 지표로서 세포 부착율과 배양 초기 (1 day)의 세포 활

성을 측정하여 활용성을 평가하였다. 하지만, 새로운 세포 동

결보존 방법이나 배양법을 연구하는 경우에는 일주일 이상

의 간세포 활성 변화 양상을 비교하는 실험도 필요할 것으로

생각된다.

단층 배양 간세포의 활성 저하 문제를 해결하기 위하여 다

양한 장기 (long-term) 배양 방법이 고안되었다. 샌드위치배

양법은 배양플레이트 표면 위 이중으로 되어 있는 세포외기

질 두 층 사이에 세포층을 배양하는 형태로써 in vitro 상에서

간세포의 고유 특성인 알부민 분비, 요소 합성, 암모니아 제

거 및 유전자 발현 등을 단층 배양에 비해 장기간 유지하게

하는 것으로 알려져 있다 [20]. 본 논문에 결과를 나타내지는

않았지만, 본 연구자들의 별도의 배양법 비교 실험에서 샌드

위치 배양법으로 20일간의 장기 배양을 통하여 간 기능 변화

양상을 측정해 보았으나 초대배양 간세포와 동결 간세포와

의 일관된 차이를 확인할 수는 없었고, 간 기능 저하 양상은

기증 조직마다 다르게 나타났다 (data not shown). 따라서, 동

결보존 되었던 간세포의 간 기능 활성의 차이를 확인하기 위

해서는 좀더 많은 수의 동일 조직 유래 세포에 대해 비교 연

Fig. 4. Hepatocyte-specific gene expressions of cryopreserved hepatocytes (GenTest, Cryo) compared with those of fresh hepatocytes. Each

sample was analyzed by RT-PCR with primers specific for albumin, transferrin, α1-antitrypsin, tryptophan 2, 3-dioxygenase (TDO), gluta-

mine synthase (GS) and tyrosine amino transferase (TAT). Symbol “(−)” means gene expression of fresh hepatocyte and symbol “(+)”, that

of GenTest or Cryo.

Fig. 5. Expression of hepatotoxicity-related genes in fresh hepatocytes (A) and cryopreserved hepatocytes (B) that treated with 10 mM

(A10), 20 mM (A20) acetaminophen or solvent only (C10, C20) in culture. Not treated hepatocytes were used for positive control (Con).

Each sample was analyzed by RT-PCR with primers specific for CYP2E1, BHMT, CA3, HAO2, RB1, and THRSP.
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구를 수행하여야 할 것으로 사료된다.

3.3. 약물에 의한 간 독성 유전자 발현

초대 배양 인체 간세포와 동결 보존 인체 간세포간에 유전자

발현의 변화를 확인해 보기 위해 대표적 간 독성 약물인 아세

트아미노펜을 10 mM, 20 mM로 각각 처리하여 유전자의 변

화양상을 비교해 보았다 (Fig. 5). 그 결과, Fresh와 Cryo 간에

유전자 발현 양상이 유사한 것으로 나타났다. 아세트아미노

펜에 의해 유전자 발현이 감소하는 것으로 알려져 있는 BH-

MT, CA3, HAO2, RB1, THRSP는 아세트아미노펜을 10 mM

(A10), 20 mM (A20)로 처리하였을 때 대조군 (C10, C20)에

비해 해당 유전자의 발현이 감소하였고, 아세트아미노펜을

대사하는 CYP2E1의 경우 유전자 발현이 증가하는 경향을

보였다. 따라서 동결 보존 간세포를 이용한 약리 평가가 가능

하다는 것을 확인하였다.

4. 결론

본 연구에서는 간 절제수술 시 기증되는 부분 간으로부터 간

세포를 분리하고 이를 초대배양한 간세포와 동결 보존한 간

세포가 신약개발 등을 위한 전임상 약리 및 독성평가를 하는

데 유용하게 사용될 수 있을지 살펴보았다.

그 결과, 간 절제수술 후 기증되는 부분 간으로부터 한 번에

얻을 수 있는 세포의 수는 비록 제한적이지만, 독성 및 약리

평가에 쓰일 만큼의 간세포 수율을 얻을 수 있음을 알 수 있

었다. 또한, 분리 동결된 간세포의 알부민 분비, 요소 합성, 암

모니아 제거, 싸이토크롬 P450 등 유전자발현 등과 같은 간

기능을 연구용 동결 보존 인체간세포 BD GenTestTM와 비교

하였을 때, 대조군 초대배양 간세포에 비해 일부 저하된 간

기능을 보이지만 일정 수준 이상을 발현하였고, 현재 약물의

약리 독성 평가 연구로 전세계적으로 사용중인 BD GenTestTM

와 거의 유사한 수준의 간 기능을 보였다. 이로써 본 연구에

서 동결 보존된 간세포가 약물 독성 평가용으로 사용될 수 있

음을 확인하였다. 적법한 절차를 거쳐 기증된 수술 후 폐기되

는 부분 간은 한국인의 고유 특성을 반영하는 in vitro 약물 독

성 및 약리 평가 등을 위한 인체 간세포 공급원으로써 사용될

수 있을 것이다.

약물 독성 및 약리 평가 지표가 되는 간세포의 활성은 기증

자의 성별, 연령, 질환에서부터 간 조직의 허혈시간, 생존율,

동결/해동, 배양 조건뿐 아니라 약리 독성 평가를 위한 배양

기간 등 다양한 인자들이 영향을 미친다. 각각의 인자들이 약

리평가를 위한 간세포의 활성에 어떠한 영향을 끼치는지 좀

더 많은 샘플 수를 확보한 연구가 필요할 것이다.
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