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ABSTRACT

Diabetes mellitus, the most common metabolic disorder, is divided into two types: type 1 and type 2. The essential 
treatment of type 1 diabetes, caused by immune-mediated destruction of β-cells, is transplantation of the pancreas; 
however, this treatment is limited by issues such as the lack of donors for islet transplantation and immune rejection. 
As an alternative approach, stem cell therapy has been used as a new tool. The present study revealed that bone marrow- 
derived mesenchymal stromal cells (BM-MSCs) could be transdifferentiated into pancreatic cells by the insertion of 
a key gene for embryonic development of the pancreas, the pancreatic and duodenal homeobox factor 1 (PDX1). To 
avoid immune rejection associated with xenotransplantation and to develop a new cell-based treatment, BM-MSCs 
from α-1,3-galactosyltransferase knockout (GalT KO) pigs were used as the source of the cells. Transfection of the 
EGFP-hPDX1 gene into GalT KO pig-derived BM-MSCs was performed by electroporation. Cells were evaluated for 
hPDX1 expression by immunofluorescence and RT-PCR. Transdifferentiation into pancreatic cells was confirmed by 
morphological transformation, immunofluorescence, and endogenous pPDX1 gene expression. At 3∼4 weeks after 
transduction, cell morphology changed from spindle-like shape to round shape, similar to that observed in cuboidal 
epithelium expressing EGFP. Results of RT-PCR confirmed the expression of both exogenous hPDX1 and endogenous 
pPDX1. Therefore, GalT KO pig-derived BM-MSCs transdifferentiated into pancreatic cells by transfection of hPDX1. 
The present results are indicative of the therapeutic potential of PDX1-expressing GalT KO pig-derived BM-MSCs 
in β-cell replacement. This potential needs to be explored further by using in vivo studies to confirm these findings.
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서  론

전 세계적으로 당뇨병 환자는 3억 명이 넘는 것으로 알려져
있으며, type 1과 type 2로 나눠진다. Type 1 당뇨의 경우, 전체
당뇨의 5∼10% 정도를 차지하고, 원인은 인슐린 생산을 책임
지는 췌장 내 β세포를 면역 체계가 공격하여 파괴하는 대사성
질환으로 인슐린 주사의 지속적인 투여에 의해서만 치료가 가
능한 것으로 알려져 있다(Kim과 MacDonal 2002; Associattion 
2013). 따라서 1형 당뇨를 치료하기 위한 근본적인 방안으로
는 사체로부터 췌장을 이식 받거나 췌장으로부터 췌도를 분리

하여이식받는방법만이유일하지만, 췌도이식을 위한공여장
기의 부족과 면역 거부 반응으로 현실적인 대안이 필요한 상황

이다(Miyazaki 등, 2004; Allahyerdi 등, 2015).
최근에는 이상의 문제를 해결하기 위해 면역 거부반응을 최

소화할 수 있는 줄기세포를 이용한 세포 치료제 연구가 활발

히 이루어지고 있으며, 이것은 배아줄기세포와 유사한 induced 
pluripotent stem cell(iPSCs)의 개발과 동시에 가속화되고 있으
며, 다른 한편으로는 성체줄기세포 중 대표적인 중간엽 줄기세
포(Mesenchymal stem cell)를 이용하는 두 가지 방향으로 연구
가진행되고있다(Zhang 등, 2009; Kunisada 등 2012; Allahyerdi 
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등, 2015).
줄기세포를 이용한 췌도 세포나 인슐린 분비세포의 분화는

크게 small과 large molecules(Activin A, Fibroblast Growth 
Factor(FGF), Sodium Butyrate, Retinoic acid, Betacellulin, 등) 
(Kumer 등, 2014)을 이용하는 방법, epigenetic을조절하는 방법
(Pennarossa 등, 2012), 췌장 분화의 근원이 되는 유전자를 중
간엽 줄기세포에 삽입하여 insulin producing cells(IPCs)로 분
화 유도를 하는 방법(Karnieli 등, 2007; Xu 등, 2012; Yuan 등, 
2012; Allahyerdi 등, 2015) 등이 알려져 있다.
췌도에서 인슐린을 분하는 β-cell로 분화가 이루어지기 위

해서는 췌장의 배아발달 단계 중 내배엽에서 췌장세포로 가기 
위해서 중요한 transcriptional factor로 Pancreatic and duodenal 
homeobox factor 1(PDX1)임이 밝혀졌다(Allahyerdi 등, 2015). 
선행 연구결과에 따르면 사람의 중간엽 줄기세포에서 이 유전

자의삽입으로 IPCs를유도하였다고보고하였다(Yuan 등, 2012; 
Allahyerdi 등, 2015). 이러한 싱글 유전자의 과발현이 췌도 세
포로 분화하는데 중요한 key의 역할을 한다면 상대적으로 많
은 유전자와 복잡한 배양 방법과 시간을 필요로 하는 iPSCs 만
드는 것이 불필요해질 것이다.
과거에는 당뇨병을 치료를 위한 인슐린은 돼지로부터 분리

정제하여 사용하여 왔다. 그 이유는 사람과 비교하여 돼지 인
슐린의 경우, 단지 염기서열 1개만이 달라 상당히 유사하기 때
문이다. 그래서 돼지의 췌장으로부터 췌도를 분리․정제하여
사람에 주입하여 1형 당뇨를 근본적으로 치료하는 연구들이 많
이진행되고있으며, 이단계를넘어면역거부반응을최소화하
기 위해 이종 간 이식을 위해 사람에는 존재하지 않는 α-1,3- 
galactosyltransferase 제거된 돼지(GalT KO 돼지)를 이용하여
세포 치료제로 활용하려고 노력하고 있다(Thompson 등, 2011).
이 연구는 α-1,3-galactosyltransferase knock out된 돼지의

중간엽 줄기세포를 이용하여 hPDX1 유전자의 삽입을 통하여
췌도 세포의 전환이 가능한지를 형태학적, 면역 형광염색, 유
전자 증폭에 의한 exogenous와 endogenous PDX1 유전자 발현
증가를 조사하였다.

재료 및 방법

1. 시약 및 배양액

이 실험에 사용된 모든 시약은 특별한 언급이 없는 경우, 
Sigma Chemical Company(St Louis, MO, USA)에서 구입하였
고, 배양액은 Gibco(Life Technologies, Rockville, MS, USA)
에서 구입하였다. 모든 배양액은 pH 7.2, 삼투압 280 mOsm/kg
으로 조정하여 사용하였다.

2. 중간엽 줄기세포(Mesenchymal Stromal Cells, MSCs)의 추출 

및 배양

이 실험은 국립축산과학원 동물윤리위원회의 승인을 받아

수행되었다. GalT KO 돼지는 Ahn 등(2011)의 방법에 의해 생
산되었고, 교배에 의해 호모개체를 생산하여 실험에 사용되었
다. 골수유래 중간엽 줄기세포(BM-MSCs)는 5주령 돼지의 대
퇴부 골수로부터 외과적으로 회수되어 Faast 등(2006)의 방법
에 의해 Ficoll-Paque Plus(Amersham Science, USA)를 사용하여 
제조사의 분리방법에 따라 분리되어졌다. GalT KO BM-MSCs
를위한기본배양액으로는 Advanced Dulbecco’s modified Eagle 
medium(ADMEM)에 10% fetal bovine serum, 1 mM Napyruvate, 
100 U/ml penicillin G, 100 μg/ml streptomycin sulfate를 첨가
하여 사용하였고, 세포들은 모두 38.5℃ 인큐베이터 속에서 5% 
CO2 농도를 유지하면서 배양되었고, 중간엽 줄기세포인지의
확인은 옥 등(2013)의 방법에 의해 미리 확인되었다. 이 실험에 
사용된 세포는 모두 5 passages까지만 사용되었다.

3. pEGFP-hPDX1 Vector 백터 구축 

hPDX1 mRNA은 NCBI GeneBank의 accession #:BC111592
를 기반으로 cDNA를 합성하였고, pEGFP-C2 백터의 multi- 
cloning site의 EcorR I과 BamH I 제한 효소에 삽입하였다. 
Vector의 선별마크로 EGFP와 Neo 유전자가 발현되도록 설계
되었다(Fig. 1A). 

4. hPDX1 Vector가 삽입된 세포 생산 및 검정 

선형의 hPDX1 vector의 세포내 도입은 p1 primary cell 4d- 
Nucleofector®X kit(Lonza, USA)와 4d-Nucleofector-system 
(Lonza, Germany) 기계를이용하여수행되었다. 2×105개의 GalT 
KO BM-MSCs는 100 μl p1 primary cell 4d-Nucleofector®X 용
액과 선형의 hPDX1 vector 2 μg을 섞어 4d-Nucleofector-syste
을 이용하여 제조사의 매뉴얼에 따라 전기 천공법(electropo- 
ration)에 의해 transfection을 유도 후 신속하게 35 mm dish에
옮겨 기본배양액으로 배양하였다.
세포의 외부 유전자 삽입 효율을 조사하기 위하여 Nucleo- 

Counter NC-3000을이용하여분석하였다. 배양된 세포는 single 
cells로 분리 후에 1 μg/ml Hoechst와 Propidiumiodide(PI)이 함
유된 4℃ PBS를 이용하여 염색을 실시하였고, slide에 seeding 
후 분석하였다. 모든 분석은 Hoechst가 발현되는 세포(유핵세
포의 기준)만을 기준으로 다음과 같이 분류하였다. EGFP가 발
현되는 경우는 외부유전자가 도입된 살아 있는 세포로 PI와
EGFP가 발현되는 경우는 죽은 세포에서 외부유전자가 도입된
것으로 판단하였다(Fig. 1B).

5. 면역 형광염색에 의한 PDX1 발현 확인

3주 동안 배양된 세포는 형태학적 변화를 도립현미경을 통
해 확인하였고, 세포들은 4% formalin을 이용하여 1시간 동안
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Fig. 1. Construction of hPDX1 vectors and their transfection into α-1,3-galactosyltransferase knockout (GalT KO) pig-derived bone marrow- 
derived mesenchymal stromal cells (BM-MSCs). (A) structure of the hPDX1 vector, (B) analysis of the transfection rate by Nucleo- 
Counter NC-3000, (C) transfection ratio of hPDX1 in GalT KO pig-derived BM-MSCs. Ba and Bb indicate the scatterplot and immu- 
nofluorescence analyzed with NucleoCounter NC-3000, respectively.

고정하였으며, 0.1% triton X-100, 1% BSA가 첨가된 PBS를
사용하여 3번 수세를 하였다. 최종적으로 30분 동안 이 용액
에 담가 세포의 투과성을 증가시키고, blocking을 유도한다. 
RNase 첨가된 1 μg/ml PI 용액을 사용하여 핵산에 대한 대조
염색을 30분간 실시하였다. PBS를 사용하여 3번 수세 후 Vec- 
tashield antifade mounting medium(Vector Laboratories Inc., 
CA USA)을 사용하여 슬라이드에 한 방울 떨어드리고, 커브
글라스를 덮어 형광현미경 아래에서 green과 red 형광의 발현
을 관찰하였다.

6. Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction(RT-PCR)에 의

한 Exogenous와 Endogenous PDX1 mRNA 발현 확인

유전자 삽입 4주후 세포는 회수되었고, RNeasy® Mini kit 
(Qiagen, UAS)를 사용하여 total RNA를 추출하였다. cDNA 합
성을 위해 1 μg/ml total RNA를 사용하여 Omniscript® reverse 
transcription kit(Qiagen)를 사용하여 cDNA를 합성하였다. 특
이 유전자의 발현을 확인하기 primer로 hPDX1는 F-AAGTCC- 
GCCCCATHCCCGAAGGCTAC’와 R-ACGCGCATGGGTCC- 
TTGTAAAGCTG, pPDX1은 F-AAGTCTACCAAGGCTCAC- 
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(B)

Fig. 2. Morphological changes in α-1,3-galactosyltransferase knockout pig-derived bone marrow-derived mesenchymal stromal cells trans- 
fected with the hPDX1 gene. (A) cells without genetic modification, (B) cells transduced with the hPDX1 vector were cultured for 
3 weeks (×100).

GC’와 R-GCGCGGCCTAGAGATGTATT’, β-actin은 F-ATC- 
ATGTTTGAGACCTTCAACACCC와 R-CATGGTGGTGCCG- 
CCAGACAG를 사용하였다. PCR은 premix(Maxime PCR Pre- 
Mix kit(Intron biotechnology))를 사용하여 증폭하여 1% agarose 
gel에 loading하여 전기영동 후 확인하였다. Housekeeping gene
으로는 β-actin을 사용하여 Internal control로 사용하였다.

결  과

1. hPDX1 Vector가 삽입된 세포 구축

hPDX1 vector와 같이 CMV promoter에 EGFP와 hPDX1이
발현되도록 선형으로 제작되었다(Fig. 1). 기본배양액에서 3주
간 배양된 세포에서 형질전환율을 Fig. 1과 같이 조사하였고, 
다음과 같이 분류되었다. 살아있으며 EGFP가 발현된 세포는
green으로 발현되었고, 유전자가 삽입되지 않아 죽은 세포는
red로, 유전자가 삽입된 상태로 죽은 세포는 yellow로 분류됨
을 확인할 수 있었다. 정확한 비율은 Fig. 1B와 같이 생존세포
에서 transfection 비율은 50%였고, 죽은 세포에서는 transfection 
비율이 25%, 전체 세포에서는 41%의 transfection율을 보였다.

2. hPDX1 Vector가 삽입된 세포의 분화 

hPDX1 vector가 삽입된 세포는 3주간 기본 배양액에서 배
양되었다. 유전자가 삽입되기 전에는 중간엽 줄기세포의 전형
적인 형태인 빗살 무늬형태(Fig. 2A)를 보였지만, 배양이 진행
되고 유전자의 전사가 시작됨으로 자갈돌 모양의 입방형 형태

로(Fig. 2B) 형태학적 변화를 보였다.

3. 면역 형광염색에 의한 hPDX1 발현 확인

3주에서 4주간 분화된 세포에서 면역 형광염색을 통하여
EGFP 발현을 대조염색인 PI와 함께 관찰하였다. 자갈돌 모양

의 형태학적 변화를 보인 세포에서 EGFP의경우, 핵이 아닌 세
포의 세포질에서 강하게 발현됨을 확인할 수 있었다(Fig. 3). 또
한 대부분의 세포에서 EGFP가 발현됨을 확인할 수 있었다.

4. RT-PCR에 의한 Exogenous와 Endogenous PDX1 mRNA 발현 

확인

hPDX1 vector가 transfection 4주간 배양된 세포에서 exoge- 
nous hPDX1의 발현을 관찰하였다(Fig. 4B). Positive control로
사용된 hPDX1 vector와 같이 hPDX1이 transfection된 세포들에
서는 hPDX1 유전자의삽입이확인되었다. Endogenous pPDX1의 
경우, transfection 전에는 확인되지 않았지만, transfection 후에
는 이 유전자의 활성이 진행되어 발현됨을 확인할 수 있었다

(Fig. 4A). β-actin의 경우, 내부 유전자량의 control로 사용되었
고, transfection된 세포와 되지 않은 세포 간에 유전자의 양이
같음을 보여주었다(Fig. 4C).

고  찰

이 연구는 사람의 당뇨병 세포치료제를 개발하기 위해 면

역학적 거부 반응이 최소화된 GalT KO 돼지의 중간엽 줄기세
포를 사용하여 췌도 분화를 위한 초기 전사인자인 hPDX1의
단일 유전자 삽입만으로 특수한 배양액이 아닌 기본 배양액

만을 목적으로 하는 내배엽성 췌도세포로 분화를 유도할 수

있음을 형태학적 변화, 면역 형광염색, RT-PCR에 의해 증명
하였다. 특히 외부에서 도입된 hPDX1은 돼지 세포내 잠자고
있던 pPDX1을 깨워 활성화 하도록 하는 역할을 충분이 할 수
있음을 보여주었다.
선행 연구 결과에 따르면 내배엽성 유래가 아닌 중배엽성

유래인 Bone marrow는 체내에 이식되었을 때 자발적으로 내
분비췌장세포로분화할수 있음이보고되었고(Ianus 등, 2003;
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(B) EGFP

(C) PI

  

(D) EGFP+PI

Fig. 3. Expression of hPDX1 in α-1,3-galactosyltransferase knockout pig-derived bone marrow-derived mesenchymal stromal cells trans- 
fected with the hPDX1 vector. (A) light source, (B) GFP (green) fluorescence, (C) PI (red) fluorescence, (D) Merged. Nuclei evidenced 
by PI staining.

Fig. 4. Evaluation of PDX1 expression using RT-PCR. Two types 
of bone marrow-derived mesenchymal stromal cells from 
the α-1,3-galactosyltransferase knockout pig were used: 
cells with and without genetic modification. A: expression of 
porcine PDX1, B: expression of human PDX1, C: β-actin 
was used as the positive control gene.

Choi 등, 2003), 이 연구는 이 자료를 바탕으로 형질 전환 돼지
의 골수 중간엽 줄기세포를 이용하여 진행되었다.

PDX1은 내분비 췌장의 발달과 β-cell 분화에 핵심적인 전사
인자로 알려져 있다(Zalzman 등, 2003). 이 연구에서는 hPDX1
의 세포내 전사인자의 발현에 췌도세포로 분화를 유도하고자
전기 천공법을 사용하여 세포를 유전자 조작하였지만, 전체세
포에서 발현 효율은 50% 수준에 머물렀다. 전기 천공법의 장

점은 쉬운 조작이 가능하다는 점과 viral transfection을 하지 않
음으로써 안전성을높일 수 있는장점이있지만, 상대적으로낮
은 세포생존율과 viral transfection에 비해 낮은 transfection 효
율이 문제가 된다(Xu 등, 2012; Yuan 등, 2012). 우리의결과도
일치하였다. 따라서 FACS를 통한 cell sorting을 통하여 EGFP
가 삽입된 세포만을 선별하여 배양하는 과정이 추가로 이루어

져야 할 것으로 생각된다.
hPDX1 삽입된 중간엽 줄기세포는 형태학적으로 fibroblast 

like cell로 spindle-shape 형태에서 배양 후 7일경부터 round- 
shape한 모양으로 바뀌기 시작했으며, 3주 배양 시에는 전형적
인 cuboidal epithelial 형태로 변화되어 내분비세포의 형태로
변화하였음을 확인할 수 있었다(Pokrywczynska 등, 2015). 우
리의 결과는 사람에서 lentiviral vector를 이용하여 수행한 연
구 결과와도 일치하였다(Allahyerdi 등, 2015). 그러나 3주 이
상 배양하였을 때 Allahyerdi 등(2015)의 보고와 달리 전형적
인 islet cluster 형태의 colonies은 극히 낮은 빈도로 관찰되었
다. 다른 결과를 보인 이유는 유전자 삽입을 위하여 lentiviral 
vector가 아닌 전기 천공법을 사용함으로써 유전자 도입율이
상대적으로 낮은데서 기인한 것으로 추정된다.
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3주에서 4주간 배양된 중간엽 줄기세포에서 hPDX1의 발
현을 확인하였고, EGFP는 세포질에서 강하게 발현되는 것을
확인할 수 있었다. 선행 연구 결과들에서는 viral vector를 사
용하여 PDX1 유전자의 발현을 유도함으로써, 인체에 사용 시
안전성을 보장할 수 없는 단점이 있지만 우리의 결과는 2가지
선별마크의 사용이 가능함과 동시에 형광현미경 아래에서 유

전자의 삽입을 실시간 확인할 수 있어 기존의 연구 결과보다

한 단계 진보된 결과라 할 수 있다.
일반적으로 iPSCs를 만들기 위해 삽입된 외부 유전자는 내

부에 잠자고 있던 내부 유전자를 활성화를 유도하여 세포가

줄기세포능을 가지도록 하는 것으로 알려져 있다. 그래서 이
연구에서는 외부 유전자의 삽입을 확인할 뿐만 아니라, 잠자
고 있던 돼지 PDX1 유전자의 활성을 RT-PCR을 통하여 분석
하였고, 외부 유전자의 삽입이 돼지 내부 유전자의 활성을 유
도할 수 있음을 동시에 확인할 수 있었다. 따라서 내부 유전자
의 활성과 동시에 이 세포는 췌도 세포로 분화가 유도되는 경

로 신호가 발생되었음을 확인할 수 있었다.

결  론

이 연구는 이종 간 세포 치료제 개발을 위해 사람과 돼지 사

이에 세포 이식 시 발생될 수 있는 초급성 거부 반응을 제어하

기 위해 GalT KO 돼지의 골수 유래 중간엽 줄기세포를 사용
하여, 췌장 분화 시작에 중요한 전사인자인 PDX1 유전자를
삽입함으로써 추가적인 약물의 처치나 메틸화의 조절 없이도

췌도 세포로 분화할 수 있음을 증명하였다. 따라서 이 연구 결
과는 환자 맞춤형 iPSCs를 만들기 위해 많은 시간과 노동력의
소비 없이도, 쉽고 안전하면서도 효율적으로 당뇨치료용 세포
를 대량 생산할 수 있는 기반을 확립하는데 이용될 수 있을

것이다.
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