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서 론

성체줄기세포는 지방세포, 조골세포, 연골세포, 근육세포

등의 세포로 분화 가능한 다능성 세포로 조직 재생[9], 면역

조절 등 다양한 능력을 가지고 있는 것으로 알려져 있다. 이

러한 성체줄기세포는 기초 연구 분야 및 심근경색[17], 이식

편대숙주병[37], 대장염[35], 간부전[36], 신부전[23], 크론병

[33], 중추신경계 외상[15], 자가면역성 뇌척수염[47], 류마티

스성 관절염[50] 등 질병과 관련한 임상 연구 분야에서 면역

조절 기전에 대한 많은 연구들이 진행되고 있다[16]. 

염증 반응은 미생물 감염, 내독소, 조직 손상과 같은 위해

성 자극을 정상적으로 회복하기 위한 필수적 방어 작용으로,

정상적인 염증 반응은 시간이 지남에 따라 염증 촉진성 매

개체(pro-inflammatory mediators)의 생성은 감소하고 항염

증성 매개체(anti-inflammatory mediators)는 증가됨으로

써 스스로 염증 반응 조절 과정을 가진다[26]. 이러한 염증

반응이 최근 암, 비만, 당뇨병 등 다양한 질환의 발병과 진

행에 있어 중요한 역할을 한다고 보고되면서 염증 반응 조

절을 통해 염증 관련 질환이 개선될 수 있는 가능성을 보

이게 되었다[19]. 이러한 염증 반응에 관여하여 중요한 역
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할을 하는 것으로 알려져 있는 대식세포(macrophages)는 세

균 세포막 성분인 lipopolysaccharides (LPS)의 자극으로 활

성화된다[43]. 대식세포를 LPS로 자극하면 interleukin (IL)-

1, IL-6, tumor necrosis factors-α (TNF-α) 등과 같은 사이

토카인 및 nitric oxide (NO)의 발현이 증가되므로[49], 항염

증제를 개발하는 다른 방법으로 사이토카인 생성을 억제하

는 치료제 개발이 연구되고 있다. 

엑소좀(exosome)은 작은 지질층으로 이루어진 세포 분비

소낭으로 세포 간에 단백질이나 RNA를 전달하여 세포 간

신호 전달을 매개하는데[11], 최근 성체줄기세포가 조직을

회복하는 과정이 엑소좀을 통한다고 알려졌으나[2, 22, 27],

성체줄기세포 유래 엑소좀의 조직 회복에 관한 메커니즘은

명확하지 않다. 본 연구는 쥐 지방 조직으로부터 성체줄기세

포(mouse adipose tissue derived-mesenchymal stem

cells, mAD-MSCs)를 분리하여 그 특성을 분석하였으며, 대

식세포를 이용한 염증 유사 세포 모델에서 성체줄기세포의

면역 조절 능력을 평가하고자 하였다. 이를 위해 대식세포와

성체줄기세포를 공배양하고 성체줄기세포 상층 배양액 및

성체줄기세포 유래 엑소좀을 활성화된 대식세포에 처리하여

성체줄기세포 및 성체줄기세포 유래 bioactive molecules의

면역 조절 능력을 고찰하고자 하였다. 

재료 및 방법

세포의 분리 및 배양
성체줄기세포는 쥐의 복부 지방 조직으로부터 분리한다.

분리한 지방 조직은 300 U/ml penicillin (Gibco, USA)와

300 μg/ml streptomycin (Gibco, USA)이 포함된 dulbecco’s

phosphate buffered saline (DPBS; Gibco, USA)으로 2회

세척하여 가위로 잘게 자른 다음 0.1% collagenase type Ι

(Gibco, USA)과 1% bovine serum albumin (Bioworld,

USA)이 포함된 DPBS를 넣고 37℃에서 40분간 반응한다.

100 μm의 cell strainer (BD, USA)를 사용하여 조직 부유물

을 거르고 400 × g에서 5분간 원심 분리하여 상층액을 제거

한다. 원심 분리된 pellet에 10% fetal bovine serum (FBS;

Gibco, USA), 100 U/ml penicillin, 100 μg/ml streptomycin이

포함된 low glucose dulbeco’s modified eagle’s media

(DMEM; Gibco, USA)를 넣고 잘 섞은 다음 세포 배양용

175 T-flask에 1 × 106개의 세포를 분주하여 5% CO2, 37℃

세포배양기에서 배양한다. 다음날 세포 배양액을 교체하며,

3일 간격으로 세포 배양액을 교체하여 세포가 80% 밀집하

면 0.25% trypsin-EDTA (Gibco, USA)를 처리하여 세포를

계대 배양한다. 대식세포(ATCC, USA)는 5% CO2, 37℃의

세포배양기에서 DMEM 배지로 배양한다. 2일마다 세포 배

양액을 교체하며, 세포가 80% 밀집하면 0.25% trypsin-

EDTA를 처리하여 세포를 계대 배양한다. 

유세포 분석(flow cytometric analysis)을 통한 세포 표면 특
이 단백질 발현 검사

FACS CaliburTM flow cytometer (BD, USA)를 이용한

유세포 분석을 통해서 지방 조직으로부터 분리한 세포의 세

포 표면 특이 단백질의 발현을 조사한다. 해당 세포에 형광

물질 fluorescein isothiocyanate (FITC) 또는 phycoerythrin

(PE)이 결합된 CD34, CD45 (BD, USA) 및 CD44 (Abcam,

UK) 항체를 사용하였으며, Cell Quest Pro (BD, USA) 프로

그램을 사용하여 결과를 분석한다. 

중배엽 분화 유도 및 염색
중배엽 세포로 분화능을 확인하고자 adipogenesis,

chondrogenesis, osteogenesis 유도용 맞춤 배지(Table 1)를

사용하여 분화를 유도한다. 3−4일 주기로 분화용 맞춤 배지

를 교체하며, 21일째에 분화 확인용 키트를 이용하여 분화

여부를 관찰한다. Adipogenesis 분화는 Oil Red-O stain

kit, chondrogenesis 분화는 Alcian Blue stain kit,

osteogenesis 분화는 Alzarin Red stain kit를 이용한 특이

세포 염색을 통해 성체줄기세포의 중배엽 분화능을 확인한

다(IHC World, USA). 

성체줄기세포와 대식세포 공배양
성체줄기세포와 대식세포의 공배양은 trans-well culture

방법을 이용한다. 0.4 μm pore 크기의 insert와 lower well

에 성체줄기세포와 대식세포를 각각 24시간 배양하고, insert

와 lower well을 결합한 다음 1 μg/ml LPS (Sigma, USA)를

이용하여 대식세포를 자극하고 24시간 경과 후 대식세포를

모아 다음 실험에 사용한다. 또한, 성체줄기세포 상층 배양

액(cultured medium; CM)을 얻고자 성체줄기세포를 12−36

시간 동안 배양하여 상층액을 수집한 다음 원심 분리하여 세

포 등을 제거하고 다음 실험에 사용한다. 

Table 1. Composition of differentiation media.

Adipogenesis Chondrogenesis Osteogenesis 
Dexamethasone 
Indomethacin 
Isobutyl methylxanthine 
Insulin

1 μM
200 μM
500 μM

20 μg/ml

Dexamethasone 
Ascorbic acid 2-phosphate
β-glycerophosphate 

100 μM
25 μM
10 μM 

Dexamethasone 
Ascorbic acid 2-phosphate
TGF-β1 

100 μM
50 μg/ml
0.5 μg/ml 
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엑소좀(exosome)의 분리
ExoQuick kit (SBI, USA)를 사용하여 성체줄기세포 유래

엑소좀을 분리한다. 성체줄기세포를 배양한 세포 상층액을

원심 분리하여 준비한 다음, 제조사의 안내 방법에 따라

ExoQuick exosome precipitation solution을 넣고 4℃에서

24시간 동안 반응시킨 뒤 350 × g에서 원심 분리하여 엑소

좀을 분리하고 다음 실험에 사용한다[27, 40]. 

정량적 중합효소연쇄반응(quantitative real-time RT-PCR)
을 이용한 면역 조절인자 분석

RNeasy mini kit (Qiagen, USA)를 이용하여 RNA를 추

출하고, Nano-drop 1000 (Thermo, USA)을 사용하여 RNA

상태와 농도를 측정하며, cDNA 합성을 위해 GoScriptTM

Reverse Transcriptase (Promega, USA)를 사용한다.

Quantitative real-time RT-PCR (qPCR)은 96 well plate

에 LightCycler® 480 SYBR Green I Master Mix (Roche

Diagnostics, USA)를 사용하여 predenaturation (95℃, 10분),

annealing (62℃, 10초), elongation (72℃, 10초)을 45

cycle 반복한다. 그리고 2−ΔCt 계산법을 이용하여 melting

curve를 분석하고[30], GAPDH 발현을 reference gene으로

이용하여 qPCR 결과를 분석한다. 

통계학적 분석
독립적인 3회(n = 3)의 실험을 수행하였으며, 결과는 평균

과 표준편차(mean ± SD)를 표시하여 나타내었다. 두 실험

군 사이의 유의성은 Student’s t-test (JMP® 6.0; SAS

Institute Inc., USA) 및 one-way ANOVA (analysis of

variance)를 사용하여 검정하였으며, 유의성있는 결과(p <

0.05)를 판정한다. 

결과 및 고찰

성체줄기세포의 분리 및 증식
성체줄기세포는 1970년대 사람 골수로부터 처음 분리되

었으며[13, 14], 이러한 성체줄기세포는 지방 조직, 제대, 제

대혈 등 다양한 조직으로부터 분리, 연구되고 있다[18, 24,

51]. 본 연구는 쥐의 복부 지방 조직으로부터 세포를 분리하

여 해당 세포가 성체줄기세포의 특성 중 하나인 섬유아세포

모양으로 부착해서 잘 자라는 것을 확인하였다(Fig. 1A). 

세포 표면 특이 단백질 발현 및 중배엽 분화 유도능 확인
세포 표면 특이 단백질을 확인하고자 유세포 분석 방법을

통해 CD11b, CD31, CD34, CD44, CD45 및 CD117의 발현

을 확인하였다. 그 결과 성체줄기세포의 positive marker인

CD44의 발현을 확인하였고, negative marker인 CD11b,

CD31, CD34, CD45 및 CD117은 발현되지 않음을 확인하였

다(Fig. 1B). 다음으로 해당 세포의 중배엽 세포 분화능을 확

인하고자 지방세포, 골세포, 연골세포로 분화를 유도하였

다. 그 결과 지방세포로 분화를 유도한 성체줄기세포를 Oil

Red-O로 염색하여 붉은 색으로 염색된 지방 방울이 축적되

어 지방세포로 분화됨을 확인하였다. 다음으로 골세포로 분

화를 유도한 성체줄기세포를 Alizarin Red로 염색하여 갈색

으로 염색된 골기질 구조가 확인되어 골세포로 분화됨을 확

인하였다. 또한, 연골세포로 분화를 유도한 성체줄기세포를

Alcian Blue로 염색하여 파란색으로 염색된 연골 기질을 확

인, 연골세포로 분화됨을 확인하였다(Fig. 1C). 즉, 지방세

포, 골세포, 연골세포에 대한 특이 세포 염색을 통해 쥐의 복

부 지방 조직으로부터 분리한 성체줄기세포의 중배엽 분화

능을 확인하였다. 

염증 유사 대식세포 모델에 미치는 성체줄기세포와 상층 배
양액의 영향
성체줄기세포를 이용한 이식 치료 분야에서 성체줄기세포

를 손상 부위에 이식하면 기능적 개선은 보이나 성체줄기세

포가 이식 부위 내에서 적절한 세포 유형으로 분화되는 모

습은 보기 드물다고 보고되었으며[12, 39, 42], 성체줄기세

포 이식 치료에서 나타난 이러한 기능적 개선이 성체줄기세

포와 조직의 직접적인 접촉에 의존하지 않는다고 보고되기

도 하였다[5, 7, 20, 32]. 이러한 결과들은 성체줄기세포에 의

한 조직의 손상 감소 및 회복이 성체줄기세포의 직접적인 분

화보다는 성체줄기세포가 분비하는 bioactive molecules을

통해 이루어지고 있을 가능성들을 제안한다[4]. 염증과 관련

한 다양한 사이토카인 중, IL-1β는 외부 감염이나 염증이 발

생하였을 때 국소적으로 생산되는데, 과도한 IL-1β의 생성

은 염증성 질환이나 암을 유발하며[41], T 세포, B 세포, NK

세포 활성에 직접적으로 관여하여 염증 반응을 유도하는 것

으로 알려져 있다[8, 34]. 또한 TNF-α는 염증성 전구 사이토

카인으로 주로 자극된 대식세포에서 분비되지만 섬유아세

포, T 세포, B 세포, 내피세포 및 상피세포에서도 분비되어

급성 염증 반응에서 중요한 역할을 한다. IL-10은 다양한 특

성을 가진 사이토카인으로 적응 면역(adaptive immunity)에

관련된 세포를 조절하며 T 세포, B 세포, NK 세포와 비만세

포를 활성화시켜 면역을 자극하는 특성을 가지고 있다[31,

46]. 또한 루프스와 뇌척수염과 같은 자가면역질환에서 비정

상적인 혈관 형성을 유도한다고 알려져 있으며[6], 오히려 건

선을 악화시키는 데에 중요한 역할을 한다고도 보고되었다

[38]. 흑색종이나 몇몇 림프종에서 IL-10의 과발현이 발견되

었고 이는 암의 진행과 관련이 있다고 보고되었으며[1], 그

람음성균성 폐렴모델에서도 과발현된 IL-10이 대식세포의

표현형을 변형시켜 사망률을 증가시킨다고 보고되었다[10].
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본 연구는 LPS를 이용한 대식세포 염증 유사 세포 모델에

서 성체줄기세포의 면역 조절 능력을 평가하였다. 대식세포

를 LPS로 자극하여 대식세포에서 염증 관련 면역인자로 알

려져 있는 IL-1β, IL-10 및 TNF-α 등의 사이토카인 생산을

확인하였으며, 순수하게 대식세포에 미치는 성체줄기세포 상

층 배양액의 영향을 관찰하고자 대식세포의 mRNA에서 사

이토카인 생산을 확인하였다[45]. IL-1β는 LPS로 12시간 자

극한 단독 실험군에서 최대로 생성되었으며, 성체줄기세포

와 공배양한 실험군과 상층 배양액을 처리한 실험군에서 통

계학적으로 유의하게 IL-1β의 생성이 억제됨을 확인하였다

(Fig. 3A). TNF-α 또한 LPS로 12시간 자극한 단독 실험군에

서 최대로 생성되었으며, 성체줄기세포와 공배양한 실험군

과 상층 배양액을 처리한 실험군에서 통계학적으로 유의하

게 TNF-α의 생성이 억제됨을 확인하였다(Fig. 3B). 다음으

로 면역 관련 저해 인자로 알려져 있는 IL-10의 생성을 확인

한 결과, IL-10은 LPS로 36시간 자극한 단독 실험군에서 최

Fig. 1. Isolation, characterization and differentiation potential of mouse adipose tissue-derived mesenchymal stem cells (mAD-
MSCs). (A) The mAD-MSCs obtained from mouse adipose tissue were able to attach to the culture plates and expand in vitro at passage
0 and 2 (×100). (B) For further characterization of the mAD-MSCs, cell surface markers were analyzed by FACS. mAD-MSCs were strongly
positive for CD44, but negative for CD11b, CD45, CD31, CD34 and CD117. (C) mAD-MSCs were differentiated to adipogenesis, osteo-
genesis and chondrogenesis. mAD-MSCs were cultured in adipogenic, osteogenic or chondrogenic medium for up to 21 days. Adipo-
cytes (Oil Red-O), osteocytes (Alizarin Red), and chondrocytes (Alcian Blue) were positively stained in differentiated cells.
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대로 생성되었으며, 성체줄기세포와 공배양한 실험군과 상

층 배양액을 처리한 실험군에서 통계학적으로 유의하게 IL-

10의 생성이 억제됨을 확인되었다(Fig. 3C). 대조군으로는

LPS 무자극 실험군을 이용하여 성체줄기세포와 상층 배양

액을 처리하였다. 그 결과 성체줄기세포 및 상층 배양액 단

독군에 의한 대식세포의 면역 반응은 관찰되지 않았다. 즉,

LPS 자극에 의해 증가된 IL-1β, TNF-α 및 IL-10의 생성은

성체줄기세포를 공배양한 실험군 뿐만 아니라 성체줄기세포

를 배양한 상층 배양액을 처리한 실험군에서도 동일한 효과

를 나타냄을 확인하여 성체줄기세포가 분비하는 물질에 의

해 대식세포의 증가된 면역 반응이 조절되고 있음을 확인하

였다. 

염증 유사 대식세포 모델에 미치는 성체줄기세포 유래 엑소
좀의 영향
최근 성체줄기세포를 적용한 심근경색, 급성호흡부전, 심

근허혈, 이식편대숙주병 등 다양한 질병 연구 모델에서 성체

줄기세포의 치료 효과가 성체줄기세포 유래 엑소좀에 의한

새로운 세포 간 신호 전달에 의한다고 보고되었다[2, 22, 25,

27]. Bian 등[2]은 심근경색 모델에서 엑소좀에 의한 혈류의

Fig. 3. Immunomodulatory effects of mAD-MSCs and MSC-CM on LPS-stimulated RAW 264.7 cells. mAD-MSCs and MSC-CM sig-
nificantly reduced the expression levels of (A) IL-1β (12 h) (B) TNF-α (12 h), and (C) IL-10 (36 h) in stimulated RAW 264.7 cells. The mRNA
levels of anti-inflammatory or pro-inflammatory cytokines were analyzed by quantitative real-time RT-PCR and normalized against the
level of GAPDH. Also, each data from three independent experiments were evaluated and expressed as mean ± SD (*p < 0.05).

Fig. 2. Schematic diagram of co-culture experiment and representation of the in vitro co-culture system. Firstly, mAD-MSCs
(1 × 106 cells/well) were plated on the inner transwell membrane (0.4 μm pore size) and co-cultured with RAW 264.7 cells (2 × 105 cells/
well) stimulated with mitogen (LPS 1 μg/ml). After coculturing for 12-36 h, culture supernatants were collected. Exosomes were isolated
from mAD-MSCs supernatants using ExoQuick kit (SBI, USA) according to the manufacture’s protocol. In this study, we examined the
immunomodulatory effects of mAD-MSCs in 3 groups: Group A, mAD-MSCs; Group B, MSC-CM; and Group C, MSC-Exo.
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개선을 보고하였고, Li 등[27]은 급성호흡부전 모델에서 엑

소좀이 기관지폐포세척액 내 백혈구와 중성구의 수치를 낮

춰 허혈성 저산소증의 전단계를 막는다고 보고하였다. Lai

등[25]은 심근허혈 모델에서 엑소좀이 경색부위를 줄인다고

보고하였고 Kordelas 등[22]은 엑소좀을 이용하여 처음으로

인간 이식편대숙주병 들에게 엑소좀을 투여하여 이후 환자

들의 증상이 개선됨을 보고하였다. 이러한 결과들은 엑소좀

을 이용하여 다양한 질병 분야에 치료적인 적용이 가능하고

또한 추가 연구에 대한 가치가 있음을 의미한다. 또한 이러

한 성체줄기세포 유래 엑소좀이 성체줄기세포가 정기적으로

분비하는 성장인자보다 더욱 기능적인 역할을 한다고 알려

졌다[2, 3, 21, 22, 27−29, 44, 48]. 엑소좀은 내피세포의 증

식과 이동, 관생성 능력을 증가시키고[2], Akt의 인산화와

Bcl-2의 발현 증가 및 Bax의 발현은 감소시키며 caspage-3

의 분해를 감소시켜 신경세포 독성을 완화한다[25]. 또한, 신

경교의 성상세포와 뉴런에 miR-133β를 전달하여 유전자발

현을 조절함으로써 뇌졸중에 있어 신경돌기 재형성과 기능

적 회복에 도움을 준다고 알려졌다[44]. 

본 연구는 LPS를 이용한 대식세포 염증 유사 세포 모델에

서 성체줄기세포 유래 엑소좀의 면역 조절 능력을 평가하였

다. 대식세포를 LPS로 자극하여 대식세포에서 IL-10과 TNF-

α 사이토카인 생산을 확인하였으며, 이에 성체줄기세포 유

래 엑소좀의 영향을 확인하고자 하였다. LPS로 자극한 단독

실험군에서 TNF-α는 최대로 생성되었으며, 성체줄기세포

유래 엑소좀을 처리한 실험군에서 통계학적으로 유의하게

TNF-α의 생성이 억제됨을 확인하였다(Fig. 4A). 또한, LPS

로 자극한 단독 실험군에서 최대로 생성된 IL-10 또한 성체

줄기세포 유래 엑소좀을 처리한 실험군에서 통계학적으로

유의하게 IL-10의 생성이 억제됨을 확인하였다(Fig. 4B). 

요 약

본 연구는 대식세포에서 LPS를 이용하여 염증 유사 세포

모델을 만들고 염증 유사 대식세포 모델에서 성체줄기세포

의 면역 조절 능력을 평가하였다. LPS 자극에 의해 증가된

IL-1β, TNF-α 및 IL-10의 생성은 성체줄기세포를 공배양한

실험군 뿐만 아니라 성체줄기세포를 배양한 상층 배양액을

처리한 실험군에서도 동일한 효과를 나타내었으며, 또한 성

체줄기세포 유래 엑소좀을 염증 유사 대식세포 모델에 처리

하여 유사한 결과를 관찰하였다. 이 결과는 성체줄기세포 자

체의 염증 억제 기능보다는 성체줄기세포 유래 엑소좀을 포

함하여 성체줄기세포가 분비하는 bioactive molecules에 의

해 세포 간 신호 전달이 이루어지고 있음을 의미하며, 이러

한 엑소좀은 염증 관련 질환 분야에 치료적 적용이 가능하

고 또한 새로운 염증 치료제 개발의 툴로 사용될 수 있음을

시사한다. 
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