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Human bone marrow mesenchymal stem cells (hBM-MSCs) can differentiate into various cell types 
including osteoblasts, adipocytes, chondrocytes, and myocytes. Previous studies, including our own, 
have shown that MSCs can also differentiate into neuron-like cells. However, their rate of neuronal 
differentiation is not sufficient for application to stem cell therapy, which requires well-defined cell 
types. For this purpose, we first examined the expression of neuronal lineage markers (GFAP, MAP-2, 
KCNH1, Nestin, NF-M, and Tuj-1) by real-time PCR, western blot, and immunocytochemical staining. 
The expressions of the astrocyte marker GFAP and neuronal markers NF-M and Tuj-1 increased in 
neuronal differentiated MSCs (dMSCs). To improve the neuronal differentiation efficiency, PDE4, an 
important signaling intermediator in the progression of neuronal differentiation, was modulated using 
well-known inhibitors such as rolipram or resveratrol and then differentiated into neuronal cells (Roli- 
or RSV-dMSCs). The expressions of NF-M, Tuj-1 were increased while that of GFAP decreased in Roli- 
and RSV-dMSCs, which were examined by real-time PCR, western blot, and immunocytochemical 
staining. From these experiments, we have found that the neuronal differentiation efficiency can be 
ameliorated by the modulation of PDE4 activity. 
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서   론

신경계를 구성하는 세포는 크게 신경세포(neuron)와 신경

아교세포(glial cell) 두 가지 종류가 있고 이들은 모두 외배엽

에서 유래한다[2]. 신경세포는 신경계의 기본구조와 기능의 단

위로, 자극에 반응하고 자극을 전도하며 화학조절물질인 신경

전달물질(neurotransmitter)을 방출한다. 신경아교세포는 신

경세포의 기능을 돕는 세포로, 신경세포의 외부 환경을 조절

하는 데 도움이 되는 성상세포(astrocyte), 축삭을 싸고 있는 

수초를 형성하는 희돌기교세포(oligodendrocyte) 등이 존재한

다. 신경 줄기 세포는 위와 같은 세포들의 공급을 책임진다. 

Human mesenchymal stem cell (hMSCs)은 유래하는 조직의 

세포뿐 아니라 뼈, 연골, 지방, 힘줄, 근육 그리고 골수 기질 

등 여러 세포 유형으로 분화가 가능한 다능성 줄기세포이다[2, 

16]. 최근 연구에 따르면 hMSCs가 신경세포(neuron–like 

cell)로 분화할 수 있음을 제시하였다[14].

Cyclic adenosine monophosphate (cAMP)는 축삭 재생과 

신경 세포 보호를 촉진하는 중요한 신호전달 매체(signaling 

intermediator)이다[12, 13, 18]. 또한, 세포 내 cAMP의 증가는 

신경표지단백질들(neuronal marker proteins)의 발현 향상을 

통하여 신경분화(neuronal differentiation)을 촉진한다[20]. 세

포 내 cAMP를 조절하는 주요 인자인, phosphodiesterase-4 

(PDE4)는 cAMP를 가수분해하여 5‘-AMP로 만들어 세포 내 

cAMP를 감소시킨다. PDE4 억제자를 이용한 연구에서 우울

증(depression), 인식장애(cognitive deficit)과 알츠하이머병

(alzheimer’s disease) 등에서 효과를 관찰하였다[5]. 

Rolipram [11]은 PDE4 억제 화합물로 알츠하이머 병[5], 인

지장애[14], 헌팅턴무도 병(Huntington disease) [12], 외상적 

뇌손상[1], 척수 손상[6], 호흡기 질환[7] 등 여러 질병모델에서 

폭넓게 연구되었다. 천연 폴리페놀계 화합물인 resveratrol 

(RSV; 3, 4, 5'-tri-hydroxy-trans-stillbene, C14H12O) 역시 PDE4

를 억제 물질로 cAMP를 증가시킨다고 보고되었다[15]. Res-

veratrol는 포도, 땅콩, 산딸기류 열매 등의 다양한 식물에서 

발견되며[2, 15], 항산화(anti-oxidative), 항염증(anti-inflam-

matory), 항노화(anti-senescence) 등의 효과가 보고되었다[3, 

10, 17]. 또한, sirtuin의 활성을 자극하여 AMP-activated 

Kinase (AMPK) 신호경로를 통하여 미토콘드리아의 생합성, 

p53의 발현 등의 작용기전과 연관되어 있다[17].

본 연구에서는 PDE4억제 화합물인 rolipram과 resveratrol

을 이용하여 신경세포 분화 효율을 개선할 수 있음을 hBM- 
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MSCs에서 입증하였다. 

재료 및 방법

Culture condition

hBM-MSCs (human bone marrow-mesenchymal stem 

cells)은 CEFO (Cell Engineering for Origin, Seoul, Korea)에

서 구매하였다. hBM-MSCs를 75T flask에 접종하여 10% FBS 

(fetal bovine serum), L-glutamine, penicillin, 그리고 strepto-

mycin을 포함하는 DMEM low glucose 배양액을 이용하여 

37°C, 5% CO2조건에서 배양하였다. 본 연구의 모든 실험에서 

7-passages의 hBM-MSCs가 이용되었다.

Compounds

본 실험에서 사용된 resveratrol (sigma Aldrich, R5010-100 

mg)은 dimethyl sulfoxide (DMSO)에 녹인 뒤 50 mM로 희석

하여 사용 전까지 -20°C에 보관하였다. Rolipram (Tocris Bio-

science, 0905-10 mg) 역시 DMSO에 녹인 뒤 25 mM로 희석하

여 사용 전까지 -20°C에 보관하였다. 

Neuron differentiation

hBM-MSCs를 1 μM resveratrol, rolipram을 각각 처리하여 

12시간 동안 배양한다. 이 후 DMEM, 10% FBS, 10 ng/ml ba-

sic fibroblast growth factor (bFGF), 그리고 500 μM pre-in-

duction media에서 24시간 동안 배양하고, 100 μM butylated 

hydroxyanisole (BHA)과 2% DMSO가 함유된 induction me-

dia로 바꿔 5시간 30분 동안 배양하였다[19].

Real-time PCR

전체 RNA는 RNAiso (TAKARA, Japan)를 사용하여 추출

하였다. 추출한 RNA로 cDNA synthesis kit (TAKARA, Japan)

와 oligo-dT primer를 사용하여 제조사의 프로토콜에 따라 

cDNA를 합성하였다. 합성된 cDNA는 SYBR Green PCR mas-

ter mix (Applied Biosystems Inc., USA)와 함께 real-time 

PCR을 수행하였다. PCR에 사용된 primer은 사람의 NF-M 

(Sn; 5’-GTGAACCACGAGAAGGCTCA-3’, Asn; 5’-AGGTA 

GTCTTTGCGCTCCAC-3’), GFAP (Sn; 5’-TGGGAGCTTGA 

TTCTCAGCA-3’, Asn; 5’-CCTGGGCTTGACCTCTCTGTA- 

3’), KCNH1 (Sn; 5’-TTGGAGATGTGTTCTGGAAGGAA-3’, 

Asn; 5’-AGGGCATCCCFCTTGATC-3’) Nestin (Sn; 5’-AGCC 

CTGACCACTCCAGTTT-3’, Asn; 5’-GCTGCTTACCACTTT 

GCCCT-3’), MAP-2 (Sn; 5’-TTGGTGCCGAGTGAGAAGAA- 

3’, Asn; 5’-GGTCTGGCA GTGGTTGGTTAA-3’), β-actin (Sn; 

5’-ATCCGCAAAGACCTGTACGC-3’, Asn; 5’-TCTTCATTG 

TGCTGGGTGCC-3’)을 이용하였다. 

Immunocytochemical staining (ICC)

hBM-MSCs를 poly-L-lysine-coated coverslips (Fisher Sci-

entific, Hampton, NH, USA)에서 키우고 신경세포로 분화를 

유도하였다. NF-M과 GFAP (Santa cruz biotechnology, 

Dallas, TX, USA)를 Blocking buffer (5% Normal horse se-

rum, sodium azide 0.02%가 포함 된 PBS용액)에 항체를 1:200

으로 희석하여 4°C에서 overnight하였다. 그 다음 Alexa488- 

conjugated donkey anti-goat IgG, Alexa555-conjugated don-

key anti-rabbit IgG (1:400; Molecular Probes Inc., USA) 이차 

항체와 Hoechst 33342 (1:10,000; Molecular Probes Inc., USA)

를 PBS-A에 희석하여 실온에서 1시간 동안 반응시켰다. 세포

는 Nikon Eclipse 80Ti microscopy (Nikon; Tokyo, Japan) 형

광 현미경으로 관찰하였다. 

Western blot analysis

Protease와 dephosphatase inhibitors가 포함된 50 μl RIPA 

buffer (Santa Cruz Biotechnology, USA)를 처리한 뒤 4°C에 

30분 동안 반응 시킨 후, 16,000× 4°C에서 20분간 원심 분리하

여 상층액에 있는 전체 단백질을 분리하였다. 30 μg의 sample

을 만들어 sodium dodecyl sulfate (SDS)-polyacrylamide gel

을 이용하여 전기영동을 한 후, nitrocellulose membrane (Mil-

lipore, Germany)으로 전달시켰다. 단백질이 전이된 mem-

brane을 blocking buffer (5% Normal horse serum, 0.1% 

Tween-20, pH7.4)가 포함 된 TBS용액]에서 1시간 30분 동안 

반응하였다. 1차 항체 β3 Tubulin (Tuj-1, 1:1,000; Santa Cruz 

Biotechnology, USA), Neurofilament-M (NF-M, 1:500; Santa 

Cruz Biotechnology, USA), Glial fibrillary acidic protein 

(GFAP, 1:500; Santa Cruz Biotechnology, USA), β-actin 

(1:5,000; Sigma, USA)는 blocking buffer 조건에 sodium azide 

0.02%를 넣어 4°C에 overnight하였다. 2차 항체(Jackson 

Immuno Research Laboratories; West Grove, PA, USA)는 

TBS-T (0.1% Tween-20)에 1:10,000으로 희석해 2시간 동안 상

온에서 반응시켰다. 반응 후 암실에서 ECL solution kit 

(Amersham Life Science, UK)를 사용하여 X-ray film에 노출

시켜 확인하였다.

결과 및 고찰

hBM-MSCs를 이용한 신경분화 유도

hBM-MSCs을 이용하여 “재료 및 방법”에 서술된 과정에 

따라 신경분화(neuronal differentiation)를 유도하였다[8]. 신

경분화 여부를 검증하기 위하여 신경 표지자(neuronal mark-

er)의 발현을 Real-time PCR법으로 확인하였다. 대조군(Ctrl- 

MSCs) 대비 유도군(dMSCs)에서 신경세포 표지자인 MAP-2, 

NF-M, Nestin과 KCNH1의 발현이 증가함을 관찰하였다(Fig. 

1; t-test, *p<0.01, #p<0.05, mean ± SD, n = 5). 뿐만 아니라 
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Fig. 1. The expression of neuronal markers in neuronal differ-

entiated hBM-MSCs. The expressions of neuronal genes 

in non-differentiated MSCs (Ctrl-MSCs) and differ-

entiated MSCs (dMSCs) were examined by real-time 

PCR. All genes were significantly increased in dMSCs.

A

B

Fig. 2. The increased expression of both neuronal and glial 

markers in dMSCs. The MSCs (Ctrl-MSCs) and differ-

entiated MSCs (dMSCs) were subjected to western blot 

analysis (A) and immunocytochemical staining (B) with 

specific antibodies for Tuj-1, NF-M, and GFAP. Tested 

proteins were up-regulated in dMSCs. 

A

B

Fig. 3. The reduction of GFAP positive cells in PDE4 inhibited 

dMSCs. (A) Astrocyte specific marker GFAP was vi-

sualized in non-differentiated MSCs (Ctrl-MSCs) and 

differenetiated MSCs with rolipram or resveratrol treat-

ment (Roli-dMSCs, RSV-dMSCs). (B) GFAP positive cells 

were counted and shown in the graph. 

성상세포 표지자인 GFAP의 발현 역시 증가함을 확인하였다

(Fig. 1; GFAP). 따라서 hBM-MSCs에 신경분화를 유도 하였을 

때, 신경세포뿐만 아니라 성상세포로의 분화 또한 일어남을 

확인하였다.  

이러한 발현 증가를 단백질 수준에서 확인하기 위해 Wes-

tern Blot을 수행하였고(Fig. 2A), 발현장소와 양을 확인하기 

위해 Immunocytochemistry (ICC)를 수행하였다(Fig. 2B). 분

화를 유도한 dMSCs에서 신경세포 표지자인 Tuj-1, NF-M과 

성상세포 표지자인 GFAP가 동시에 증가함을 확인하였다(Fig. 

2). 이상의 실험을 통해 hBM-MSCs에서 신경분화를 유도하며 

신경세포뿐만 아니라 신경아교세포의 한 종류인 성상세포로

의 분화도 일부 일어남을 확인하였다.  

PDE4 억제를 통한 MSCs의 신경분화 개선효과 

Rolipram이나 resveratrol은 PDE4 억제작용을 통하여 

AMPK를 조절하는 것으로 알려져 있는데[15, 18], AMPK의 

활성화는 신경분화에 중요한 신호전달계를 활성화한다[9]. 본 

연구에서는 줄기세포의 신경분화 효율을 개선하기 위해 이 

화합물을 이용하였다. 배양된 MSCs에 rolipram이나 resvera-

trol를 각각 1 μM씩 12시간 동안 처리한 후 신경분화를 유도하

여 immunocytochemistry staining법을 이용하여 관찰하였다. 

다수의 신경분화 줄기세포(dMSCs)에서 성상세포 표지자인 

GFAP의 발현이 관찰되었지만, rolipram이나 resveratrol를 전 

처리한 줄기세포(Roli-dMSCs, RSV-dMSCs)에서는 유의성 있

게 감소함을 확인하였다(Fig. 3A). 세포에서 GFAP의 발현율

을 보면, 신경분화 줄기세포(dMSCs)에서는 약 51.92%인 것이, 

rolipram 혹은 resveratrol을 처리하면, 각각 38.95% (Roli- 

dMSCs)와 34.73% (RSV-dMSCs)로 감소하였다(Fig. 3B). 이와 

같은 실험을 통해 PDE4 억제자인 rolipram이나 resveratrol을 

줄기세포에 전처리하였을 때 대조군에 비해서, 성상세포보다 

신경세포로 분화하는 비율이 개선됨을 확인하였다.

위와 같은 결과를 mRNA 수준에서 확인하기 위하여 Real- 
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A

B

Fig. 4. Decreased expression of GFAP in Roli- 

and RSV-dMSCs. (A) The expression of 

neuronal markers NF-M, KCNH1, and 

astrocyte marker GFAP were measured 

by real-time PCR (A) and western blot 

(B) in dMSCs, Roli- and RSV-dMSCs. 

time PCR을 수행하였다. 대조군 대비 약물을 처리한 dMSCs

에서 신경세포 표지자인 NF-M와 KCNH1의 발현이 증가하였

고, 반면, 성상세포 표지자인 GFAP의 발현은 감소함을 확인하

였다(Fig. 4A; t-test, *p<0.001, mean ± SD, n = 5). 이 효과를 

단백질 수준에서 검증하기 위해 Western Blot법을 수행하였

고, 마찬가지로 신경세포 표지자인 Tuj-1과 NF-M의 발현은 

개선된 반면 성상세포 표지자인 GFAP의 발현은 감소하였다

(Fig. 4B; t-test, *p<0.01, #p<0.05, mean ± SD, n = 5). 이와 

같이, PDE4 억제 화합물을 처리한 후 신경분화를 유도하면 

신경아교세포와 같은 다른 lineage 세포로 분화를 억제하고 

신경세포로 분화를 촉진하여 줄기세포의 신경분화 효율을 개

선함을 확인하였다. 

인간의 BM-MSCs는 다양한 분화능력을 보유한 성체 줄기

세포(adult stem cells)이다. 선행 연구에 따르면, 이 MSCs를 

이용하여 신경세포로 분화가 가능함을 보였다[8]. 본 연구에서

는 hBM-MSCs를 이용한 신경분화에서 신경세포뿐 아니라 신

경아교세포로도 분화가 가능함을 확인하였다. PDE4 억제자

인, rolipram, resveratrol을 이용하여, 신경분화에 중요한 신호

전달자인 PDE4-cAMP signaling pathway를 조절하여 신경아

교세포의 분화를 제안하고 신경세포의 분화를 촉진하였다. 이

상과 같은 방법은 줄기세포의 신경분화를 개선하고 조절하여 

신경계 퇴행성질환과 같은 질환의 세포치료에 효과를 개선할 

수 있으며, 인체 내 신경계에서 신경분화를 개선 하는 데에도 

도움이 될 것으로 생각된다. 
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초록：인간 골수유래-중간엽 줄기세포(hBM-MSCs)에서 PDE4 억제조절을 통한 신경세포 분화 효율 
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인간 중간엽 줄기세포(hMSCs)는 신경세포(neuron-like cells)를 포함한 다양한 세포로 분화할 수 있는 능력을 

지닌 성체 줄기세포(adult stem cells)이다. 본 연구에서는 인간의 골수유래-중간엽 줄기세포(bone marrow-mesen-

chymal stem cells; hBM-MSCs)를 이용한 신경분화에서 신경세포 표지자(neuronal marker)인 NF-M, Tuj-1 뿐만 

아니라 성상세포 표지자(glial marker)인 GFAP의 발현 역시 의미 있게 증가함을 real-time PCR, Western blot, 

and immunocytochemical staining법을 통하여 관찰하였다. 이를 개선하기 위하여, 신경분화에 중요한 신호전달

자(signal intermediator)인 PDE4를 억제한 후 신경분화를 유도하였다. PDE4 억제자인 rolipram 혹은 resveratrol

를 각각 처리하여 신경분화한 줄기세포(Roli- or RSV-dMSCs)에서 NF-M, Tuj-1의 발현이 증가하였고 반면, GFAP

의 발현은 감소함을 real-time PCR, Western blot, and immunocytochemical staining법을 통하여 관찰하였다. 본 

연구를 통하여, PDE4를 조절하며 줄기세포의 신경분화를 개선할 수 있음을 보였다. 
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