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ABSTRACT

The study on the investigation and equine adult stem cell

culture in therapy for equine arthritis

Nam-il Jin

(Supervised by professor Dong-Kee Jeong)

Purpose: The horse is already established as an animal model for focal cartilage

injuries and osteoarthritis. Advantage of horse joint model compared with those of

other animals are their sheer size, which allows for easy manipulation and

exploration, and their cartilage thickness and composition, which most closely

resemble those of human articular cartilage among the current animal models. There

are many similarities between the weight-bearing tendons of the horse and those of

the human achilles tendon in their hierarchical structure and matrix composition,

their function and the nature of the injuries sustained. This research was based on

isolation stem cells from bone marrow of horse which had many advantage as an

arthritis treatment model, and checking a expression of the specific gene of cartilage

cells and testing a effectiveness of cartilage repair treatment using stem cells by

injecting with horse bone marrow stem cells(BMSCs) into the mouse which was

induced arthritis.

Materials and Methods: The horse bone marrow was brought from Jeju livestock

institute for this research. Mono nuclear cells were isolated from the horse bone

marrow using centrifuge and cultured cells. Bone marrow stem cells(BMSCs) which

is gotten after first subculture was counted using haemacytometer and then

measured rate of cell multiplication using MTT assay. The cells that Oil red-O and

H&E staining was done for checking a differentiation potential culturing stem cells
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were observed through an optical microscope and RT-PCR was carried out for

observing a distribution volume of collagen , collagen , PPAR 1 and Oct4 geneⅠ Ⅱ γ

using stem cells which was cultured in medium with differentiation inducers. In

addition RT-PCR was carried out for observing a expression as time duration of

TGF -1, TGF -2, TGF -3 and MMP2 gene using a nearby cells of a part ofβ β β

ligament and tendon of the mouse which was induced arthritis and injected the horse

bone marrow derived stem cells. The horse bone marrow derived stem cells which

is transfected with GFP vector are injected into mouse which was injected with

immunosuppressive agents and then observed through a fluorescence microscope for

checking the injected stem cells whether or not move to various organs, and it was

checked to influence recovery of arthritis when the horse bone marrow derived stem

cells were injected into the mouse which was induced arthritis. The recovery rate of

the mouse which was induced arthritis was compared injecting a horse bone marrow

derived stem cells with immunosuppressive agents group and a horse bone marrow

stem cells with no immunosuppressive agents group with the control group when the

mouse was induced arthritis.

Results: The isolated mono nuclear cells in this research grew with colony formation

on surface of a bottom of flask, and after three days the cells were come into sight

fibroblast-like shape of shpindle-shaped. Doubling time of the horse bone marrow

derived stem cells was highest from day 4 to day 5 as five times, and after that a

multiplication rate was went down and the multiplication rate kept relatively

consistent speed. In a gene expression test through RT-PCR, the expression of

collagen was early differentiation and the expression of collagen was high afterⅠ Ⅱ

early differentiation and the expression of PPAR 1 was very low with no differenceγ

as time duration and Oct4 was expressed on stem cells which is cultured in normal

medium and Oct4 was not expressed on stem cells which is cultured in medium with

differentiation inducers though. Therefore stem cells which is cultured in medium

with differentiation inducers were well differentiated. The result of observing a

expression as time duration of TGF -1, TGF -2, TGF -3 and MMP2 gene using aβ β β

nearby cells of a part of ligament and tendon of the mouse which was induced
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arthritis and injected the horse bone marrow derived stem cells, a expression of

TGF- (transforming growth factor beta, TGF- 1, 2, 3) which is important gene forβ β

differentiation of cartilage cells was different as time duration. TGF -1 wasβ

important effect early cartilage differentiation because the expression of TGF -1β

was high after one month, and TGF -2 and TGF -3 were important effect afterβ β

early cartilage differentiation because the expression of TGF -2 and TGF -3 wereβ β

high after three months. The expression of MMP2 was very low with no difference

as time duration. The result of observing with the unaided eye after injecting the

horse bone marrow derived stem cells into the mouse which was induced arthritis,

both injecting a horse bone marrow derived stem cells with immunosuppressive

agents group and a horse bone marrow derived stem cells with no

immunosuppressive agents group were noticeable in a recovery rate compared the

control group when the mouse was induced arthritis. But it was no noticeable

difference between injecting a horse bone marrow derived stem cells with

immunosuppressive agents group and a horse bone marrow derived stem cells with

no immunosuppressive agents group in a recovery rate.

Conclusion: In this research, the result of observing after injecting the horse bone

marrow derived stem cells into the mouse which was induced arthritis, the injecting

a horse bone marrow derived stem cell group was noticeable in a recovery rate

compared the control group which is not injected a horse bone marrow derived stem

cells. But it was no noticeable difference between injecting a horse bone marrow

derived stem cells with immunosuppressive agents group and a horse bone marrow

derived stem cells with no immunosuppressive agents group in a recovery rate. As

the result of an experiment, it is possible to use heterogeneity stem cells for stem

cell therapy. But it was limited as accuracy because of observing with the unaided

eye, therefore it is need to analyze with scientific exactitude in the future.
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서론.Ⅰ

최근 들어 의학은 생명과학 전자공학 등의 발달로 인하여 많은 질병을 완치할 수 있는 단,

계에까지 이르고 있다 전 세계의 과학자들은 세기의 의학에서 새로운 개념의 재생의학이. 21

질병의 부분적 치료가 아닌 근원적 치료를 가능케 할 것이며 여기에 유전자 치료까지 연계,

된다면 인류는 질병 없는 행복한 삶을 영위할 수 있을 것이라고 한다 이와 같이 무병장수하.

고 건강한 삶을 실현하기 위해서 가장 중요한 연구재료가 바로 줄기세포 인데 이(stem cell) ,

는 그 무한한 잠재능력으로 인하여 연구의 역사가 짧음에도 불구하고 전 세계적으로 치열한

경쟁을 벌이고 있는 연구분야이다 문( , 2003).

과도한 운동이나 노화로 인해 발생하는 관절연골 손상은 연골조직의 세포분포가 소수이고

혈관분포가 없다는 조직학적 특성으로 인해 그 재생과 치유가 매우 제한적이며 한번 손상이

되면 자기 스스로 재생이 되는데 한계가 있다 또한 일차적인 관절 연골의 손상이 적절히.

치료되지 못할 경우 이차적인 관절의 퇴행과 함께 만성적인 관절의 통증을 유발 시킬 수 있

다 손상된 관절을 치유하기 위한 방법으로 진통제요법 약물요법 물리치료요법 수술방법. , , ,

등이 있지만 이러한 치료들은 이미 진행된 연골의 손상을 원상태로 회복시키는데 어려움이

있다 등 등(Black , 2007; Murphy 2003).

줄기세포치료는 손상된 조직의 재생을 가능하게 할 것이라는 확신 때문에 동물을 소유하고

있는 사람들에게 상당한 관심을 유발하고 있다 특히 수의학 분야에서 외과적 손상을 치유하.

기 위한 줄기세포 사용에 많은 관심을 가지고 있으며 가장 진보된 응용에 말을 이용하고 있,

다 등 이에 혈통이 좋은 고가의 경주마가 불운한 퇴장 대신에 재기에 성(Richardson , 2007).

공할 수 있도록 마주와 조교사들은 비싼 비용에도 불구하고 줄기세포 치료에 눈을 돌리고 있

다 한국 경마계에 줄기세포치료가 소개된 것은 서울경마공원의 경주마 백광이 국내 최초로. ‘ ’

줄기세포 치료에 성공하면서부터이다 년 연달아 큰 경주에서 우승을 차지하면서 주목. 2006

을 받았던 백광은 년 인대염이 악화되어 출주 정지를 받았다가 년 줄기세포 치료‘ ’ 2008 2009

를 이용해 인대손상을 완치하고 재기에 성공하였다 경주마에 대한 줄기세포 치료는 아직 초.

기단계로서 완치를 장담할 수는 없지만 백광처럼 경주마 치료에 성과를 보일 경우 경주마‘ ’

의 능력향상 및 관절염 치료를 위한 줄기세포 치료가 빠른 시일 내에 정착할 것으로 보인다.
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말을 대상으로 하는 줄기세포 치료에는 오직 골수유래 성체 중간엽줄기세포만이 사용되고

있다고 한다 등 등 등 이러한 줄기세포 치료(Crovace , 2007; Guest , 2008; Smith , 2003).

의 효능은 드물게 보고되고 있으나 줄기세포 치료가 골수상층액 자가혈청 또는 혈소판풍부, ,

혈장과 같은 다른 생물학적 요인과 연관되어 있기 때문에 그 효능은 측정하기가 어렵다 현.

재 골수유래 자가 중간엽줄기세포는 인대와 힘줄 손상의 치료를 위해 상업적으로 제공되고

있다 하지만 치료 양상의 효율을 측정하기 위한 통제된 임상실험에서의 데이터는 훌륭한 핵.

심힘줄장애 모델을 개발하는데 필요한 기술적 어려움과 이러한 연구에 값비싼 말을 사용하는

데 대한 마주의 거부로 인해 임상 이용에 뒤쳐지고 있다 등(Koch , 2009).

년 미국 존스 홉킨스 대학의 존 기어하트와 위스콘신 대학의 제임스톰슨 박사 연구팀1998

이 사람의 줄기세포를 배양하는데 성공한 이후 많은 과학자들이 줄기세포 분야에서 연구를

수행하고 있으며 정 세기의 새로운 세포치료제로 각광을 받고 있는 줄기세포 치료( , 2008), 21

를 위해 이를 의학적으로 응용하는데 필요한 줄기세포의 분리 배양기술 및 이식방법과 그,

특성과 분화에 관련된 유전자 발현 조절 및 유전자의 기능 이해에 대한 연구가 활발히 수행

되고 있다 최근 이러한 연구를 기초로 배아줄기세포와 성체줄기세포를 이용하여 특정 조직.

이나 기관으로 분화시킴으로서 장기이식 및 세포 치료의 가능성이 제기되어 난치병 치료의

혁명을 기대하고 있다.

년 세계일보 의 보고에 따르면 박세필 박사팀이 난자 없이 피부세포만으로도 다기2008 「 」

능 줄기세포를 생산하는데 성공했다고 발표했고 매일경제 의 보고에 따르면 같은 해 월, 9「 」

에는 서울대병원 심혈관센터 조현재 김효수 교수팀이 난자 없이 피부세포만으로도 맞춤형,

다기능 줄기세포를 만들 수 있는 새로운 방법을 생쥐 실험을 통해 찾아냈다고 한다 과거의.

줄기세포 연구에서 다양한 조직세포로의 분화는 배아줄기세포를 중심으로 진행되어 왔지만

최근에 각종 성체조직에서 다양한 성체줄기세포가 발견됨에 따라 이에(Perderson, 1999),

대한 기초 및 응용연구가 활발히 진행되고 있다 과(Ghazizadeh Taichman, 2001).

성체줄기세포에는 골수에서 유래한 기능이 서로 다른 다분화능 줄기세포인 조혈모줄기세포

와 중간엽줄기세포가 가장 널리 알려져 있는데 조혈모줄기세포는 급성 백혈병과 같은 혈액,

질환 치료에 널리 사용되고 있으며 와 와(Bruce Bergsagel, 1968; Thomas Clift, 1999),

중간엽줄기세포는 조혈모세포의 조혈작용을 보조하거나 연골세포 골모세포 지방세포 근육, , ,

세포 등의 중배엽 관련 조직세포로의 분화 연구에 많이 이용되고 있다 등(Pittenger , 1999).
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본 논문에서는 제주마의 골수유래 줄기세포를 분리하여 연골세포 특이 유전자의 발현양을 확

인하고 관절염을 유발시킨 마우스의 무릎 관절강 내로 말 골수 줄기세포를 주사하여 줄기세,

포의 연골재생 치료 효과를 알아보고자 실험을 실시하였다.
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연구사.Ⅱ

제주마1.

동물분류학상 말의 위치1)

척추동물문( , Vertebrarta)脊椎動物門

포유동물강( , Mammalia)哺乳動物綱

유제목( , Ungulata)有題目

기제아목 말 코뿔소 물소( , Perissodactyla) ......................... , ,奇蹄亞目

마과 말 나귀 얼룩말( , Equidae) ............................................... , ,馬科

마속 말( , Eguus) ...............................................馬屬

말 더러브렛 제주마( , Eguus Przewalsky) .............................. ,種

말은 마과 에 속하는 모든 포유류 동물을 총칭하며 말의 품종은 승마용 종 만용( ) , 104 ,馬科

종 종 재래종 종 등 가지로 구분하고 있다 제주도36 , 67 3 ( , 2002).

제주마의 유래2)

제주도에 본격적으로 말이 사육되기 시작한 것은 고려 충렬왕 년 년 에 몽고마2 (1276 ) 160

두가 제주도에 들어오면서 부터이다 이후 몽골은 말관리 전문가인 목호들을 파견하여 목장.

을 경영하였고 조선시대에 이르러서는 한라산을 중심으로 해발 지대를 개의, 200m~600m 10

권역으로 나누어 소장 개자목장 을 설치하고 군마 군용으로 사용되는 말 어승마 임금10 (57 ) ( ), (

이 타는 말 역마 교통과 통신에 쓰이던 말 등에 사용할 말을 제주도에서 충당하기도 하였), ( )

다 제주도( , 2008).

조선시대 이후 제주마 사육은 군마 로 사용하기 위한 품종 개량 등으로 사육 필수가( )軍馬

늘어났으나 년대 이후 농업 기계화의 발달로 인하여 말의 경제적 가치가 저하되면서, 1960

사육 두수가 급감하였고 년대에는 한때 멸종위기에 처하기도 하였다 이에 정부는 제주, 1980 .

도민과 함께 생활해온 제주마를 보호하고 유전자원을 보존하기 위해 년 월 일 천연1986 2 8
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기념물 제 호로 지정하였다 또한 제주도 축산진흥원에서는 제주마를 사육하여 매년 생347 .

산된 망아지를 양축 농가에 분양하고 있으며 년도에는 혈통이 등록된 세계 최초의 재, 2002

래종 종 경마인 제주마 경주가 제주경마공원에서 시작되어 도민과 관광객들에게 관람(Pony )

스포츠로서 각광 받고 있다 제주도( , 2002).

제주마의 특성3)

제주마는 농경문화의 발달과 더불어 사육되기 시작하여 오랜 세월동안 제주지역의 기후와

풍토에 적응하면서 자연적으로 선발 도태되어 현재의 제주마만 남게 되었다 비록 제주마의· .

체구는 왜소하여 볼품없어 보이지만 성질이 온순하고 영리하며 무는 버릇이나 차는 버릇이

거의 없고 체질이 강건하여 병에 대한 저항력과 생존력이 강하다 특히 굽이 튼튼하여 제, .

철을 하지 않아도 험한 길을 잘 보행하며 지구력과 갈증에도 강하다 제주도, ( , 2002).

제주마의 외모적 특징은 머리가 체구에 비하여 크고 눈이 둥글고 크며 목은 체구에 비해,

굵고 어깨는 부드러운 경사를 이루고 있다 등은 폭이 넓고 곧으며 네다리는 튼튼하게 발달.

하였다 모색은 다양한 편이지만 갈색계통이 가장 많고 회색 흑색 등도 있다 체고는. , . 120 ,㎝

체중은 정도로서 질병에 대한 저항력이 강하여 거친 사양관리 하에서도 잘 견딘다 조160 ( ,㎏

2008).

줄기세포 연구를 위한 동물모델로서의 말2.

사람과 말의 아킬레스건과 같은 체중부하힘줄 사이에는 계층구조 기질구성 기능 그리고, ,

지속되는 손상의 본질에 있어서 비슷한 점이 많다 체중부하힘줄은 서로 다른 걸음걸이 형태.

로 걸어가는 동안 탄력을 주고 충격을 흡수하며 탄성에너지를 발산하여 운동능력의 효율을,

높이고 충격흡수장치와 같이 움직일 수 있도록 한다 등 이러한 작용은 사람(Wilson , 2001).

과 말에서 모두 일어나지만 특히 말은 이러한 잠재력을 최대로 가지고 있어서 말이 전속력,

으로 질주할 때는 이상의 운동효율을 나타낸다 등100% (Minetti , 1999).

말 관절 모델은 인간의 관절 연골과 가장 비슷한 연골 두께와 구성을 가지고 있어 다른 동
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물모델과 비교해서 조작과 연구가 용이하여 연골손상과 골관절염에 초점을 둔 동물 모델로

자리잡고 있다 등 등 그리고 말에서 보이는 자발성 손상은(Frisbie , 2006; Goodrich , 2007).

사람의 자발성 손상과 유사하여 힘줄이나 인대손상의 동물모델로도 적합하다 와(Smith

Webbon, 2005).

말 외과 분야에서 중간엽줄기세포는 연골하 골낭종 골절복구 와, (Kraus Kirker-Head,

연골복구 등 의 수술적 치료에 제한적으로 사용되고 있으며 특히 말 힘2006), (Wilke , 2007) ,

줄의 손상을 치유하는데 많이 사용되고 있다 등 인간 중간엽줄기세포 연(Richardson , 2007).

구에서는 임상실습이 주류를 이루고 있지 못하지만 세포치료에 사용되는 동물모델의 실험을,

통한 문헌은 많고 중간엽줄기세포를 이용한 세포기반 치료는 점점 더 마의학에서 보고되고,

있다 하지만 줄기세포를 기반으로 하는 치료법의 유효성과 대부분의 조직공학 개념은 말을.

이용한 의학적 실습에 있어서 증거에 기반을 둔 의학으로 간주될 만큼 충분히 입증되지 않았

기 때문에 말을 이용한 줄기세포치료의 적용은 신중하게 이루어져야 한다 등(Koch , 2009).

그리고 동물장애에 대한 효과가 입증된다면 여러 가지 측면에서 줄기세포의 가능성은 확대될

것이다 등(Fiester , 2004).

현재로서는 정확하게 세포집단을 특징짓기 위해 필요한 말 특이 분자지표의 지식부족으로

인하여 줄기세포치료를 위한 동물모델로서의 말의 사용은 문제가 없지 않지만 이러한 단기,

적인 제한은 말을 이용한 더 많은 연구의 시간적 투자가 해결해줄 것이고 그 결과 말은 줄,

기세포치료 연구를 위한 가장 적합한 동물모델로서 중요한 위치를 차지하게 될 것이다 따라.

서 현재에 있어서는 말 줄기세포 생물학 생물활성인자 스캐폴드와 말을 이용한 치료의 가, ,

능성에 대한 기본적인 이해가 가장 필요하다고 할 수 있다 등 더불어 이와 같(Koch , 2009).

이 말을 대상으로 하는 줄기세포 및 조직공학 연구가 순조롭게 잘 이루어진다면 말과 사람

모두의 건강에 유익한 결과를 가져다 줄 것이다.

줄기세포의 정의3.

줄기세포 란 인체 내의 각 조직이나 기관으로 분화할 수 있는 다분화능력과 끊(Stem Cell)

임없이 스스로 증식하는 자가 재생 능력을 가지고 있어 우리 몸을 구성하는 모(self-renewal)
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든 세포조직이나 기관을 만들어 내는데 근간이 되는 미분화 세포 를 말한다 등“ ” (Odorico ,

등 이러한 줄기세포는 피부세포나 신경세포와 같이 특징적인 모양2001; Thomson , 1998).

과 특정한 기능을 가진 성숙된 세포로 발전할 수 있는 능력을 가지고 있으며 와(Chandross

그 세포의 원천과 분화하는 성질에 따라 크게 성체줄기세포Mezey, 2001), (adult stem

와 배아줄기세포 로 분류된다cell) (embryonic stem cell) .

성체줄기세포 는 분화되지 않은 세포로서 골수 혈액 이의 치수 간 피부(adult stem cell) , , , ,

등의 특성화된 조직에서 발견되나 존재의 빈도가 낮다 성체줄기세포의 기능은 상처 또는 질.

병으로 인해 죽은 세포를 대체하거나 세포의 항상성을 유지하는 등 오랜 기(Leblond, 1964)

간 동안 자신과 동일한 세포를 만들어 낼 수 있는 장기 자가 신생 능력과 특정한 형태와 기

능을 가진 성숙한 세포로 분화할 수 있는 능력을 가지고 있다.

배아줄기세포 는 배아가 자궁벽에 착상되기 이전에 거치는 발달단계(embryonic stem cell)

의 하나인 배아의 포배기에서 얻어진다 배아줄기세포는 자기 복제가 가능할 뿐만 아니라 미.

분화 상태로 대칭적 분열을 통해 무한 증식이 가능하며 인체를 구성하는 모든 종류의 세포,

로 분화할 수 있는 만능분화능 을 가지고 있다 만능분화능이라는 것은 배아줄(pluripotency) .

기세포만이 가지는 고유한 성질로서 초기 배엽층 내배엽 중배엽 외배엽 에서 유래되는 모든( , , )

종류의 세포로 분화할 수 있는 능력을 말한다.

중간엽줄기세포의 특성4.

골수줄기세포 골격줄기세포 그리고 다분(bone marrow stem cells), (skeletal stem cells)

화성 중간엽기질세포 로 알려진 중간엽줄기세포(multipotent) (mesenchymal stromal cells)

는 성체조직으로부터 분리되는 비조혈모세포(mesenchymal stem cell) (nonhematopoietic

를 말한다 중간엽줄기세포는 연골세포 골아세포progenitor cells) . (chondrocyte), (osteobla

지방세포 를 포함하는 중간엽 유래의 다양한 계열로 분화하기 위한 잠재력-st), (adipocyte)

과 강력한 증식 능력을 가지고 있는 것이 특징이다 다양한 성체 조직에서 발견되는 중간엽.

줄기세포는 세포의 분리가 비교적 간단하고 많은 양을 얻을 수 있으며 탁월한 증식능력을,

가지고 있어 치료에 사용하기 알맞다 특히 다양한 관절염 손상에서 대체된 조직을 재생시키.
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고 손상된 조직을 복구하기 위한 가장 이상적인 세포로서 골관절염이나 류마티스관절염과 같

은 퇴행성 관절의 치료에 응용될 수 있다 최근 중간엽줄기세포의 뛰어난 재생능력과 강한.

면역억제력 및 항염증 효과에 대한 연구 보고가 있었다 과(Chen Tuan, 2008).

중간엽줄기세포는 세포의 추출이 상대적으로 간편하면서도 윤리적 문제점이 적고 탁월한,

증식능력과 광범위한 분화능력을 보유하고 있으며 장기간 냉동보관이 가능하고 유전자 조, ,

작이 수월하여 다른 줄기세포에 비해 세포치료제로서의 여러 가지 장점을 가지고 있다

와 등 이러한 장점을 가지고 있는 중간엽줄기세포는(Tocci Forte, 2003; Minguell , 2001).

각종 사고와 질병으로 손상된 조직과 세포를 재생할 수 있는 세포치료제로서 배아줄기세포,

에 버금가는 새로운 세포치료제로 각광 받고 있다 하지만 이들의 발생학적 기원 본질 및. ,

생체 내에서의 정확한 기능에 대해서는 알려진 바가 거의 없어 이를 위한 세포생물학 및 분

자생물학의 선행 연구가 활발하게 진행되고 있다 등(Bianco , 2001).

줄기세포 치료5.

세기는 생명공학의 시대로 불리어질 만큼 줄기세포를 이용하는 재생의학21 (regenerative

연구가 활발히 진행되고 있어 지금까지 의학으로는 해결할 수 없었던 수많은 퇴medicine)

행성 질환이나 난치병을 앓고 있는 환자들에게 희망을 안겨 줄 것이다 실제로 줄기세포에.

관한 연구가 활성화되면서 이를 당뇨병 순환계 질환 신경계질환 등 각종 난치병의 치료제, ,

로 개발하려는 시도가 급속도로 늘어가고 있다 이미 전 세계적으로 동물을 대상으로 한 많.

은 실험들이 수행되고 있으며 줄기세포를 상업화하기 위한 기업들도 생겨나고 있다 식품의, (

약품안전청 년 사이언스 의 보고에 따르면 전 세계에서 줄기세포 치료가 필, 2003). 2000 ,「 」

요한 환자의 수가 억 천 백만 명으로 이들에 대한 치료 규모는 연간 억 달러를 웃돌1 2 8 3000

고 있다고 한다.

세계적으로 줄기세포를 이용한 세포치료제 및 신약개발 응용기술에 대한 시장 규모가 빠르

게 확대되는 추세로 줄기세포 관련 세계 시장규모는 년 억달러에서 연평균 의2005 69 24.6%

높은 성장률로 성장하여 년경에는 억달러를 형성할 것으로 기대되고 있다 한2012 324 ( ,

미 주간지 유에스 뉴스 앤 월드 리포트가 년 줄기세포를 이용해 치료할 수 있는2008). 2009
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열 가지 난치병을 선정해 보았다 이에 따르면 줄기세포 연구는 척수 손상을 비롯해 당뇨병. ,

심장병 파킨슨병 알츠하이머 치매 루게릭병 폐질환 관절염 적혈구성 빈혈 장기 손상 등, , ( ), , , , ,

의 치료에 도움을 줄 수 있을 것이라고 한다 물론 일각에선 줄기세포 치료가 오히려 암. ( )癌

을 유발하는 등 부작용도 만만찮을 것으로 우려하고 있다.



- 13 -

재료 및 방법.Ⅲ

실험동물1.

실험적 관절염유발 및 관절염유발 동물에 줄기세포를 이식하는 실험을 실시하기 위하여 약

주된 체중 의 수컷 마우스 마리를 사용하였다 실험동물은 일정한 온도9 200g-250g ICR 50 .

를 유지하는 동물 사육실에서 고형사료 천호제일 한국 와 물을 충분히 공급하였으(23±1°C) ( , )

며 각 당 마리씩 사육하였다, cage 3-4 .

줄기세포 분리 및 배양2.

제주축산진흥원으로부터 분양받은 제주마 골수를 에 넣고50 centrifuge tube , DMEM㎖

배지를 정도 넣은 후 좌우로 잘 흔들어 충분히 섞은 후 에서 분간 원심30 2000 rpm 10㎖

분리하여 상층액을 버리고 골수세포를 채취하였다 채취한 골수세포는 배지로 골수를. DMEM

희석한 후 에 의 분리배지 을 넣고 그15 centrifuge tube 5 Histopaque-1077(Sigma)㎖ ㎖

위에 의 희석한 골수를 서서히 흘려 양으로 혼합한 후 에서 분간 원심5 1:1 2000 rpm 30㎖

분리 하였다 원심분리한 를 확인한 결과 액체가 네 개 층으로 분리된 것을 볼 수 있었. tube

다 원심분리된 내의 맨 위층은 혈장과 이고 중간층은 단핵세포. tube DMEM , (Mono Nuclear

층과 분리액 층이고 맨 아래층은 적혈구이다 맨 위층의 혈Cell, MNC) Histopaque-1077 .

장과 을 조심히 따라낸 다음 중간층의 단핵세포층을 흡인기를 이용하여 천천히 흡인DMEM

하여 새로운 에 넣고 배지로 두 번 세척을 하였다 분리된 단50 centrifuge tube DMEM .㎖

핵세포는 에 씩 넣고 미리 제조한 배양액35T flask 1 (DMEM, 10% FBS, 1% penicillin)㎖

를 첨가하여 포화습도의 조건의 배양기에서 배양하였다 최초10 37 °C, 5% CO , 100% .㎖ ₂

의 배지 교환은 시간이 경과한 후 배양용기에 달라붙지 않은 을 제거하여 새24 floating cell

로운 배지로 교환하였으며 이후 세포의 배양은 매 일마다 새로운 배지로 바꾸어 주면서 동, 3

일한 조건에서 주 동안 배양하였다 계대배양은 매 일 마다 세포가 배양용기에12 . 5-6

차게 되면 를 이용하여 배양용기에서 떼어낸 후 새로운 배양용80~90% 1x Trypsin-EDTA ,
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기에 옮겨 배양하였다 나머지 세포는 가 포함된 배양액에 분주하여 냉. 10% DMSO -80 °C

동고에서 서서히 냉동시키고 시간 후 액체질소에 냉동 보관하였다, 24 .

세포 증식률 측정3.

를 이용하여 세포 증식률을 측정하였다 첫 번MTT(methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium) .

째 계대배양 후 얻어진 골수유래 줄기세포를 를 사용하여 한 다음haemacytometer counting

에 이 되도록 분주하고 배양액96-well plates 1×10 /well (DMEM, 10% FBS, 1%⁴

을 넣어준 후 시간 동안 세포배양기 안에서 배양하여 세포가 배양용기에penicillin) 24 CO₂

잘 붙도록 안정화시켰다 시간 배양 후. 24 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H

를 각 마다 씩 첨가-tetrazolium bromide (MTT: 0.5 mg/ml, Sigma chemicals) well 20 ul

하여 차광시키고 세포배양기에서 시간 동안 배양하였다 이 형성되37 °C CO 4 . Formazan₂

기 시작하면 에서 분간 원심분리하여 를 제거하고 여기에 를, 1500 rpm 20 media DMSO 200

씩 넣었다 피펫팅으로 잘 섞어 을 다 녹인 후 분간 진탕기로 잘 흔들어 주고ul . formazan , 15

파장에서 를 사용하여 흡광도를 측정하였570 nm ELISA reader (ELX800(Biotek, HP, WV)

다 이 흡광도는 가 세포에 의해 환원된 양을 나타내며 각 에 존재하는 살아있는. MTT well

세포수와 비례한다.

분화능 관찰4.

1) Oil red-O staining & Hematoxylin and Eosin (H&E) staining

분리 배양된 골수유래 줄기세포의 을 위하여 을 실시하, background staining H&E staining

였다 우선 위에 골수유래 줄기세포를 도말한 후 염색을 분간 하. slide glass hematoxylin 3

였다 분간 흐르는 물에 슬라이드 뒷면을 대고 세척한 후 을 초 정도 분주하였. 1 70% Etoh 20

다 분간 흐르는 물에 슬라이드 뒷면을 대고 세척하고 을 분간 하였다. 5 , Eosin Y staining 3 .

초간 흐르는 물에 슬라이드 뒷면을 대고 세척한 후 탈수를 하기 위해 을 뿌리고10 70% Etoh
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분간 방치하였다 계속해서 농도를 높여가며2 . 80% Etoh, 90% Etoh, 95% Etoh, 100%

을 뿌리고 각각 분씩 방치하였다Etoh 2 .

분리 배양된 골수유래 줄기세포의 지방세포로의 분화여부를 확인하기 위하여 에, oil red-O

의한 지질염색법을 수행하였다 지방세포 형성능을 관찰하기 위하여 세포를. 2×10 6 well⁴

에서 주간 배양된 세포에 를 첨가하여 시간 동안plates 4 4% paraformaldehyde (in PBS) 4

고정시킨 후 로 세척하였다60% isopropanol (in PBS) . 60% oil red-O(Sigma, USA)

으로 약 분간 염색을 시행하였고 증류수로 세척한 후solution (in PBS) 40 , 100% isopropa

로 다시 세척하고 용액으로 세포핵을 염색하여 광학현미경 하에-nol Mayer's hematoxylin

서 세포의 분화 양상을 관찰하였다.

5. RT-PCR

골형성 관련 단백의 유전자 발현을 역전사 중합효소 연쇄반응- (Reverse transcription

으로 분석하였다 골수로부터 분리 배양한 균질성의 섬유세포polymerase chain reaction) . ,

형태의 세포들을 배양하면서 배양 일째 골세포 관련 인자인 지방세포5, 10 type collagen,Ⅰ

관련 인자인 연골세포 관련 인자인 배아줄기세포 단계에서 활성PPAR 1, type collagen,γ Ⅱ

화되는 인자인 에 관해 역전사 중합효소 반응을 시행하였다 모든 결과는 과 상Oct4 . -actinβ

대 비교를 시행하였으며 이 때 사용한 는 에 나타나 있다primer Table 2 .

분리1) Total RNA

분리 배양한 골수유래 줄기세포를 원심분리기를 이용하여 모은 후 를, TRI reagent 1 ㎖

첨가하여 실온에서 분간 방치하고 첨가하여 초간 강하게 흔들어 섞5 , chloroform 200 40㎕

었다 혼합된 용액은 실온에서 분간 방치 후 에 담아 에서. 2-3 1.5 centrifuge tube 4 °C㎖

으로 분 동안 원심분리 하였다 원심분리 후 에 상층액을 옮긴 후12,000 rpm 15 . 1.5 tube㎖

을 첨가하여 위 아래로 가볍게 흔들어 상온에서 분간 방치하고isopropanol 500 10 , 4 °C㎕

에서 으로 분 동안 원심분리 하였다 원심분리된 상층액을 제거한 후12,000 rpm 10 . RNA

에 처리한 을 넣고 가볍게 흔들어 에서 으로pellet DEPC 75% Etoh 1 4 °C 12,000 rpm 5㎖
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분간 원심분리 하였다 원심분리된 상층액은 버리고 은 상온에서 분간 건조시. RNA pellet 10

킨 후 을 를 넣어 녹이고 농도를 측정하여 에 보관하, RNA pellet 0.1% DEPC-water -80 °C

였다.

합성2) cDNA

에 를 첨가하여 에서 분간 배양하RNA 500 ng 1 oligo DT, 1 10 mM dNTP 65 °C 5㎕ ㎕

고 바로 아이스에 넣어 보관하였다. 4 5×First-strand buffer, 2 0.1 M DTT, 1㎕ ㎕ ㎕

을 첨가하고 에 분간 배양 하였다RNase out(40 unit/ ) 42 °C 2 . SUPERSCRIPT mix(200㎕ Ⅱ

첨가 후 다시 에 분 동안 배양 시킨 후 에서 분간 배양 시키고unit) 1 42 °C 50 , 70 °C 15㎕

에 보관하였다-20 °C .

분리된 는 를 처리한 후 에total RNA DNase cyclescript RT preMix(dT20, Bioneer Inc.)

을 넣어준 후 의 을 회 수행하여 를 합성하였다RNA l Table 1 cycle 15 cDNA .㎍

Table 1. cDNA synthesis cycle

3) RT-PCR

합성된 각각의 를 주형으로 를 이용하여 의cDNA PCR premix(Bioneer Inc.) Table 2

로 을 수행하였으며 는 과 같다primer PCR , PCR running process Table 3 .

Step Reaction Temp. Time

step 1 primer annealing 37°C 30 sec

step 2 cDNA synthesis 48°C 4 min

step 3
melting secondary structure

& cDNA synthesis
55°C 30 sec
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Table 2. PCR oligonucleotide primer sequences and sizes of expected amplification

products

Table 3. PCR running process

Primer Sequence(5' 3')→

CollagenⅠ
F 5'-TGCCATCAAAGTCTTCTGCAA-3'

R 5'-CGCCATACTCGAACTGGAATC-3'

CollagenⅡ
F 5'-GGACTTTTCTCCCCTCTCT-3'

R 5'-GACCCGAAGGTCTTACAGGA-3'

PPAR 1γ
F 5'-GGGTCAGCTCTTGTGAATGG-3'

R 5'-CTGATGCACTGCCTATGAGC-3'

Oct 4
F 5'-CCCCCACTTCACCACACTC-3'

R 5'-GCATCACTGAGCTTCTTTCCC-3'

TGF -1β
F 5'-CCCCGAGGGCGGCATG-3'

R 5'-CATGCCGCCCTCGGGG-3'

TGF -2β
F 5'-CACACAGTAGTGCATG-3'

R 5'-CATGCACTACTGTGTG-3'

TGF -3β
F 5'-CCTTTGCAAGTGCATC-3'

R 5'-GATGCACTTGCAAAGG-3'

MMP2
F 5'-GGCCCTGTCACTCCTGAGAT-3'

R 5'-GGCATCCAGGTTATCGGGGA-3'

-actinβ
F 5'-TGCGTGACATCAAGGAGAAG-3'

R 5'-ACAGGTCCTTACGGATGTCG-3'

Step Temp(°C) Time(min)

1 94 5

2 94 1

3 62 1

4 72 1

5 Go to 2, 35 cycles

6 72 10

7 4 Hold
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전기영동4)

에 의해 합성 되어진 절편은 을 사용하여 상에PCR DNA 1% agarose gel 1x TBE buffer

서 의 전압으로 전기영동을 시행한 후 로 염색하여100V ethidum bromide U.V illuminator

를 이용하여 관찰하였다(ETX-20.M, EEC) .

유전자 전이 및 생체내 이식6. GFP

로 유전자를 세포내로 전이시켜 를 이용하여 을Retrovirus GFP GFP vector transfection

확인하고 유전자가 전이된 골수유래 줄기세포를 마우스로 이식하여 다른 세포 조직으, GFP

로의 전이성을 알아보기 위한 실험을 수행하였다 로 된 를. GFP tagging pcDNA 3.1 vector

를 이용하여 를 제조하였다 제조된liposome reagent transfection mixture . transfection

를 배양한 골수유래 줄기세포에 처리하여 하였다 유전자가 전이mixture transfection . GFP

된 줄기세포는 시간 배양 후 형광현미경 하에서 발현을 관찰하고 를 통하여24 GFP , FACS

분포범위를 알아보았다.

가 삽입된 말 골수유래 줄기세포를 면역억제제인 싸이클로스포린GFP vector (cyclospo

을 주사한 마우스의 꼬리 혈관으로 주사를 통하여 이식하였다 이식-rine, Neoral, Cipol A) .

두 달 후 가 이식된 마우스를 해부하여 정소 인대와 건 주위의 세포 뇌 간을GFP vector , , ,

채취하여 세포를 추출한 후 각 조직에서 유전자가 발현되는지 형광현미경 하에서 관찰GFP

하였다.

관절염 유발 및 줄기세포 이식7.

실험적 관절염을 유발시키기 위해 을 증류수에 녹여 최종 농도가 가 되게 하고kaolin 4%

뒷다리 무릎 관절강 내에 주입하여 관절을 굽힘과 폄운동을 시킨 후0.1 , 2% carragee㎖

용액 를 무릎관절강으로 주-nan (Carrageenan lamda, Sigma, ST.Louis, MP, USA) 0.1 ㎖
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입한 다음 다시 분간 관절의 굽힘과 폄운동을 시켰다 시간 후 관절염을 유발시킨 마우5 . 24

스의 무릎을 조사하여 열과 부종 압통 반응의 유무를 확인하여 관절염 유발을 판정하였다, .

관절염이 유발된 마리의 마우스는 관절염 유발 판정 일 후 마리는 면역억제제인20 2 10

싸이클로스포린 을 처리한 후 제주마 골수유래 줄기세포를(cyclosporine, Neoral, Cipol A)

투여하고 마리는 면역억제제를 처리하지 않은 상태로 투여하였다 줄기세포가 투여된 관절10 .

염 유발 마우스는 세 달 동안 정기적으로 움직임을 관찰하여 마우스의 관절염 회복에 미치는

영향을 알아보았다.

마우스의 관절염 회복률은 면역억제제를 처리한 관절염 유발 마우스에 제주마 골수 줄기세

포를 투여한 군과 면역억제제를 처리하지 않은 관절염 유발 마우스에 제주마 골수 줄기세포

를 투여한 군을 관절염을 유발시키지 않은 정상 대조군의 움직임과 비교하여 평가하였다 회.

복률 평가는 육안관찰 시 평가 기준으로 삼기 위해 만든 의 회복률 색인Table 4 (Recovery

에 준하여 평가하였다index) .

Table 4. Recovery index

rate(%) specific character

0
뒷다리를 심하게 끌면서 움직이며 정지 시 하복부가 바닥에 밀착되고,

뒷다리가 심하게 뒤로 쳐져 있음 움직임이 아주 둔함. .

20
뒷다리를 약간 끌면서 움직이며 정지 시 하복부가 바닥에 밀착되고 뒷,

다리가 약간 뒤로 쳐져 있음.

40
뒷다리를 끌면서 움직이기 보다는 절면서 움직이며 정지 시 하복부가,

약간 바닥에 닿음.

60 뒷다리를 절면서 움직이나 정지 시 하복부가 바닥에 닿지 않음, .

80
뒷다리는 거의 절지 않고 움직이나 정상적인 걸음걸이와 비교했을 때,

뒷다리의 움직임이 부자연스러움 정지 시 하복부가 바닥에 닿지 않음. .

100
뒷다리를 절지 않고 걸으며 정지 시 하복부가 바닥에 닿지 않고 움직,

임이 활발함.
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결과.Ⅳ

줄기세포 배양1.

Fig.1. Cell Culture from separate Bone marrow.

The cell growth to pluripotent stem cell from one or two cell in short time.

줄기세포에서 특징적으로 보이는 자가증식을 확인하기 위하여 집락 형성능을 관찰하였다.

분양받은 골수로부터 분리된 단핵세포는 배양접시 바닥에 부착되어 집락을 형성하며 성장하

였으며, 배양 후 일부터 방추형의 긴 모양인 섬유아세포의 형태를 보이는 것을 광학현미경3

으로 확인할 수 있었다. 시간이 경과할수록 세포체는 길게 수축되고 돌기가 증가하여 여러

방면으로 뻗어나가는 양상이 관찰되었고 일간 배양을 계속한 결과 형태가 균일한 전형, 5~7

적인 섬유모양세포가 가득 차게 되었다 이후 줄기세포 유무를 검증하기 위하여 계속(Fig.1).

적인 계대배양을 실시하였으며 줄기세포 특성을 파악하기 위해서 분화실험을 실시하였다 수.

행된 세포군 중에서 가장 줄기세포 특성을 보이는 세포군을 본 연구에 이용하였다.
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Fig.2. A growth curve of equin bone marrow derived stem cells.

Cell Proliferation speed is remarkable.

제주마 골수 줄기세포를 배양하는 동안 변화하는 증식속도를 발견할 수 있었다 초기. 2~3

일 간에는 미세한 변화로 인지되었으나 관찰을 통해 확인한 결과 제주마 골수 줄기세포 분,

리 후 초기 일간의 배양기간 동안 하루 평균 배로 증식하던 세포가 일부터7 2~3 day 4 day

일 사이에는 약 배의 높은 증식률을 보였으며 그 이후에는 평균 증식속도를 유지하는 것5 5 ,

을 관찰할 수 있었다(Fig.2).
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Fig.3. Analysis for checking proliferation ability of stem cells.

This graph showed characteristic of stem cells that hard to be watched in

somatic cell as is often the view with proliferation efficiency in fifteenth

subculture.

초기 세포 배양에서 확인된 세포는 세포주 확립 및 실험에 사용하기 위하여 계속in vivo

적으로 계대배양을 실시하였다 배양기간에 따라 중간엽 줄기세포의 증식능력에 변화가 있음.

이 관찰되었다 첫 번째 계대배양 시는 세포의 수가 배로 증가하는데 약 일이 걸렸으나. 2 7 ,

두 번째 계대배양 시는 세포의 수가 배로 증가하는데 약 일이 걸렸다 하지만 세 번째2 13 .

계대배양 부터는 세포의 수가 배로 증가하는데 걸리는 시간이 빨라지기 시작하여 네 번째2

계대배양 이후부터는 비교적 일정하게 첫 번째 계대배양 시와 비슷한 증식률을 보였다

(Fig.3).



- 23 -

세포 분화능 관찰2.

Fig.4. Mesenchymal stem cell from separate equine bone marrow.

This picture indicate clearly different stem cells shape from cell aging. (A) is

figure that the result of Oil-red O and H&E Staining. (b) is picture that the

part of indicate of arrow is a adipocyte.

염색을 통하여 분리 배양한 말 골수유래 줄기세포가 지방세포로 분화하는 것을Oil red-O

관찰하였다 배양된 말 골수유래 줄기세포를 일간 지방세포 분화유도용 배지에서 배양하여. 21

로 염색한 결과 염색된 지방이 축적되어 짙게 염색되는 것을 볼 수 있었고 사방으Oil red-O ,

로 퍼져나가며 분화하는 모양의 세포가 관찰되었다(Fig.4).
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결과3. RT-PCR

Fig.5. The result of RT-PCR for equin bone marrow derived stem cells which were

induced differentiation. (1) after 5 days, (2) after 10 days, (3) the control.

분화유도 배지에서 배양한 줄기세포를 실험군으로 하고 일반배지에서 배양한 줄기세포를

대조군으로 하여 연골세포의 특이적인 발현 유전자인 제 형2 교원질 골세(collagen type ),Ⅱ

포의 특이적 발현 유전자인 제 형1 교원질 지방세포의 특이적 발현 유전자(collagen type ),Ⅰ

인 줄기세포의 특이적 발현 유전자인 의 발현 정도를 확인하기 위하여PPAR 1, Oct4γ

을 수행하였다 의 발현은 일령에는 현저히 높게 관찰되었으나 일령RT-PCR . Collagen 5 , 10Ⅰ

에는 점차 감소하는 양상을 보였다 즉 말 골수유래 줄기세포에서의 조골세포 분화 유도인. ,

자인 은 골세포 분화 초기에 발현율이 높은 것을 확인하였으며 이러한 결과로 볼collagen ,Ⅰ

때 말 골수유래 줄기세포에서 은 분화를 유도함에 있어 조골세포 분화 초기에 중collagenⅠ

요한 작용을 하는 것으로 보인다 의 발현은 일령에서 관찰되었고 일령에서는. Collagen 5 , 10Ⅱ

더욱 높게 관찰되었다 즉 말 골수유래 줄기세포에서의 연골세포 분화 유도 인자인. ,

는 연골세포 분화 초기 이후에 발현율이 높은 것을 확인하였으며 이러한 결과로collagen ,Ⅱ

볼 때 말 골수유래 줄기세포에서 는 분화를 유도함에 있어 조골세포 분화 초기 이collagenⅡ

후에 중요한 작용을 하는 것으로 보인다 의 발현은 비교적 일정하였으나 발현의 정. PPAR 1 ,γ

도가 아주 미약함을 알 수 있었다. 의 발현은 실험군에서는 배양 전 기간에 걸쳐 관찰Oct 4
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되지 않았으나 대조군에서는 관찰되었다 즉 말 골수유래 줄기세포에서의 줄기세포(Fig.5). ,

유도 인자인 는 분화유도 배지에서 배양한 줄기세포에서는 발현이 되지 않았고 일반Oct 4 ,

배지에서 배양한 줄기세포에서는 발현이 되는 것을 확인하였으며 이러한 결과로 볼 때 분화,

유도 배지에서 배양한 줄기세포는 분화가 잘되었다고 볼 수 있으며 일반 배지에서 배양한,

줄기세포는 분화가 유도되지 않았음을 알 수 있다 는 줄기세포에서 반드시 나타나는. Oct 4

유전자 중 하나로서 분화가 유도되면 발현이 억제된다.

Fig.6. The result of RT-PCR for nearby cells of ligament and tendon in each stage.

Expression rate of TGF 1 has a opposite influence on TGF 2 and TGF 3β β β

during 3 months routing period. It could understand that TGF lineage geneβ

influenced a change to differentiation of stem cells and injury parts, and

MMP2(matrix metalloproteinase 2; gelatinase A) influenced also some degree.

관절염이 유발된 마우스의 무릎 관절강 내로 말 골수유래 줄기세포를 주입하고 한달에서,

세달 사이에 인대와 건 주위의 세포를 추출하여 TGF 1,β TGF 2,β TGF 의 발현3, MMP2β

정도를 알아보기 위하여 을 실시하였다RT-PCR .

TGF 1,β TGF 2,β TGF 는 연골재생을 위한 매우 중요한 유전자로서3β TGF 은 첫 번째1β

달에 가장 높은 발현양을 보여 연골세포 분화 초기에 중요한 작용을 하는 것으로 나타났고,

와 는 시간의 경과에 따라 높은 발현율을 보여 연골세포 분화 초기 이후에 중TGF 2 TGF 3β β

요한 작용을 하는 것으로 나타났다 는 연골기질 분해 효소로서 발현양이 미약하여 일. MMP2
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정부분 작용을 하는 것으로 보이나 시간의 경과에 따른 유의적인 변화는 없었다(Fig.6).

줄기세포 유전자 전이 및 이식4.

를 이용하여 확인1) GFP vector transfection

Fig.7. The result of GFP transfection and FACS.

This figure showed GFP expression in the Jeju horse stem cell which was

transfected GFP gene for the production of transfected cells. This result

indicate stem cell can use as a vector for the gene therapy and cell therapy of

specific protein expression in the body.

를 이용하여 제주마 골수 줄기세포에 유전자를 시켜 시간Retrovirus GFP transfection 24

배양 후 광학현미경으로 관찰해 본 결과 대부분의 세포에서 와 같이 유전자가Fig.7(A) GFP

발현되는 것을 관찰하였고 결과 와 같은 분포를 보였다 이러한 결과는 생체, FACS Fig.7(B) .

내의 특이 단백질 발현에 줄기세포가 유전자 및 세포 치료를 위한 벡터로서 사용될 수 있음

을 보여준다.
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줄기세포를 마우스에 이식한 후 전이 확인2)

Fig.9. Expression of stem cell which injected to mouse.

(A, B) Testis, (C, D) Ligament and cells of nearby tendon, (E, F) Brain, (G, H)

Liver. Many cells concentrated nearby ligament and tendon, and it was

observed that cells move to another organs.

유전자가 된 제주마 골수 줄기세포를 면역억제제를 주사한 마우스의 꼬GFP transfection

리 혈관에 이식하고 두 달 후 해부하여 정소 인대와 건주위의 세포, 뇌 간, , 조직을 채취하고

추출한 세포를 형광현미경으로 관찰하였다 그 결과 각 기관에서의 발현양의 차이는 있었지.

만 채취한 모든 부위에서 유전자가 발현되는 것을 확인할 수 있었다 이러한 결과로 볼GFP .

때 마우스의 꼬리 혈관으로 주사된 제주마 골수 줄기세포는 각 기관으로 이동하여 착상한 것

으로 보인다.
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관절염 유발 마우스로의 줄기세포 이식 및 회복률3)

Table 5. Recovery rate of mouse which was induced arthritis

Group A: "A group" mouse was injected immunosuppressant drug before injecting stem cells.

Group B: "B group" mouse was not injected immunosuppressant drug before injecting stem cells.

관절염 유발 마우스의 뒷다리 무릎 관절강 내로 줄기세포를 이식하고 두 달 후 관절염을,

유발시켰을 때의 뒷다리 움직임과 비교하여 본 결과 관절염을 유발시켰을 때에는 관절염을,

유발시킨 무릎 관절이 손상되어 뒷다리를 뒤로 끌면서 움직이고 정지 시 하복부가 바닥에 밀

착되었던 반면 줄기세포 이식 두 달 후 마우스의 움직임은 관절염을 유발시켰을 때와는 달,

리 뒷다리의 움직임이 현저히 완화된 것이 관찰되었다.

면역억제제를 처리한 마우스에 제주마 골수 줄기세포를 투여한 군과 면역억제제를 처리하

지 않은 마우스에 제주마 골수 줄기세포를 투여한 군을 정상 대조군과 비교하여 보았다 면.

역억제제를 처리한 마우스에서는 마리 중 마리가 이상의 회복률을 보였고 면역억10 3 40% ,

제제를 처리하지 않은 마우스에서는 마리 중 마리가 이상의 회복률을 보여 줄기세10 2 40%

포를 투여하지 않은 대조군과 비교 시 높은 회복률을 보였다 하지만 면역억제제를 처리한.

군과 처리하지 않은 군 사이에는 별다른 차이를 보이지 않았다(Table 5).

Recover rate (%) 20 40 80 100

Treatment group A (10) 4 2 1 0

Treatment group B (10) 3 1 1 0

Control group (10) 3 1 0 0
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고찰.Ⅴ

성체줄기세포는 생체 내에 이식된 후 장기의 특성에 맞게 분화하는 장기 특이적 분화성을

갖고 있으며 본래의 세포 특성과 다른 종류의 장기 세포로 교차 분화 할 수 있는 유연성 및,

다분화능을 갖고 있는 것으로 밝혀지면서 윤리적 문제가 적은 성체줄기세포를 이용한 세포치

료의 가능성이 높아지고 있다 오 중간엽 줄기세포 는 골막이나 골수에 있는( , 2004). (MSCs)

적은 수 의 미분화 세포로서 실험실내 특정 조건 하에서 광범위하게 확장(0.01% to 0.001%)

가능하며 뼈 연골 건 근육 신경 등 다양한 계통으로 분화할 수 있는 능력을 가졌다, , , ,

와 와 중간엽 줄기세(Wakitani Yamamoto, 2002; Prockop, 1997; Bianco Gehron, 2000).

포는 여러 조직의 세포로 분화하기 위해 성장인자들을 포함한 배양액의 구성성분과 역학적

자극 그리고 세포내 신호 전달 인자의 조절에 따라 교차 분화가 일어난다고 하지만 여러, ,

세포들의 교차분화는 아직 그 기전이 명확하게 밝혀지지 않고 있다 등(Grigoriadis , 1988).

전 세계 인구의 급격한 노령화로 인하여 관절염이 심각한 사회적 질환으로 문제시 되고 있

다 세 이상 인구의 이상이 관절염에 걸린 상태이며 그 중 절반이 관절염 증상을 나. 60 80% ,

타내고 있다 골관절염 이란 활막관절에 발생하는 퇴행성 비(Reginster, 2002). (osteoarthritis)

염증성 질환으로서 현재까지 정확한 병인은 밝혀지지 않았지만 관절연골에 대한 물리적 손상

과 노령화에 따른 연골조직의 퇴행적 변화 등 다양한 인자가 관여한다고 한다(Moskowitz

등, 1984).

관절연골은 혈관과 신경이 없는 조직으로 대부분이 수분으로 구성되어 있으며 주 구성 물,

질로 제 형 콜라겐 이 프로테오글리칸 이2 (type collagen) 10~20%, (proteoglycan) 5~10%,Ⅱ

제 형 콜라겐과 프로테오글리칸과 같은 세포외 기질 을 생산하2 (extracellular matrix; ECM)

는 연골세포가 를 차지한다 와 관절연골에는 다섯 종류1~5% (Hardingham Fosang, 1992).

의 콜라겐 제 형 이 존재하며 그 중에서도 연골의 틀을 이루는 제 형 콜라( 2, 6, 9, 10, 11 ) 2

겐이 를 차지한다 연골의 주요 구성 물질인 제 형 콜라겐은 연골에만 있는 특이적90~95% . 2

인 고분자로 관절 연골에 가해지는 다양한 압력에 대항하여 연골의 형태를 유지한다 연골세.

포는 연골의 정상적인 구조와 기능을 유지하는 역할을 하며 연골조직의 붕괴를 막는다 그, .

러나 그 항상성이 깨어지면 세포외 기질 의 생산이 억제되고 세포외 기질을 분해하는(ECM)

효소인 가 다량 분비되어 연골조직의 붕괴를 일으키게 된matrix metalloproteinases(MMPs)
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다.

연골세포는 제 형 콜라겐을 포함한 많은 세포외 기질 을 분비하는데 제 형 콜라겐2 (ECM) , 2

의 생성을 촉진하는 물질은 과insulin-like growth factor- (IGF- ) transforming growthⅠ Ⅰ

와 같은 생체 내에서 분비되는 성장호르몬으로 등 와factor- (TGF- ) (Fukumoto , 2003; Qiβ β

대부분의 세포분화는 성장인자 에 의존하고 있으며 는Scully, 1998) (growth factor) , TGF-β

조골세포 분화를 촉진 시키고 지방세포 분화를 억제하는 것으로 알려져 있다 와(Nuttall

연골세포의 분화에 관여하는 인자는 많지만 비교적 확정적인 유도인자로는Gimble, 2000).

와 골형성단백TGF- (transforming growth factor beta, TGF- 1, 2, 3) (bone morphoβ β

등이 있다 간엽 줄기세포의 성장과 분화를 촉진하는-genetic protein, BMP-2, 6, 9, 13) .

는 주로 연골분화의 초기단계에 작용하며 신호전달을 활발하게 하고 연골의TGF- , smadβ

특이한 세포외기질 유전자의 전사를 개시하여 의 발현과 합성을 촉진한다CollagenⅡ

등 그 중에서 은 가장 중요한 연골분화 유도인자이며 등(Worster , 2001). TGF- 1 (Barry ,β

등 연골세포의 분화는 에 의해 전적으로 분화되는 것으로2001; Johnstone , 1998) TGF-β

알려져 있다.

본 연구의 결과 말 골수유래 중간엽 줄기세포 의 분리 및 배양을 통하여 집락을(BMSCs)

형성하는 자가증식성을 가진 세포의 존재를 확인할 수 있었다 분리된 단핵세포는 배양접시.

바닥에 부착되어 집락을 형성하며 성장하였으며 배양 후 일부터, 3 방추형의 긴 모양인 섬유

아세포의 형태를 보였다. 말 골수유래 줄기세포의 증식속도는 일부터 일 사이에day 4 day 5

약 배로 증식하여 배양 기간 중 가장 높은 증식률을 보였으며 그 이후에는 세포증식률이5 ,

서서히 낮아져 차 계대배양 때와 비슷한 증식률을 보였다 을 통한 유전자의 발현1 . RT-PCR

양 검사에서 의 발현은 일령에는 현저히 높게 관찰되었으나 일령에는 점차Collagen 5 , 10Ⅰ

감소하는 양상을 보였고 의 발현은 일령에서 관찰되었으나 일령에서는 더욱, Collagen 5 , 10Ⅱ

높게 관찰되었고 의 발현은 비교적 일정하였으나 발현의 정도가 아주 미약함을 알, PPAR 1 ,γ

수 있었고 의 발현은 실험군에서는 배양 전 기간에 걸쳐 관찰되지 않았으나 대조군에, Oct 4

서는 관찰되어 분화 유도 배지에서 배양한 줄기세포가 잘 분화되었음을 알 수 있었다 관절.

염이 유발된 마우스의 무릎 관절강 내로 말 골수유래 줄기세포를 주입한 두 달 후 인대와 건

주위의 세포를 추출하여 유전자의 시간에 따른 발현양TGF- 1, TGF- 2, TGF- 3, MMP2β β β

을 알아보기 위하여 을 실시하였다 그 결과 연골세포 분화의 중요한 유전자인RT-PCR .

는 시간의 경과에 따른 발현양이TGF- (transforming growth factor beta, TGF- 1, 2, 3)β β
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다르게 나타났는데 은 첫째 달에 높은 발현율을 보여 연골분화 초기에 중요한 작용, TGF- 1β

을 하는 것으로 나타났고 와 는 셋째 달에 높은 발현율을 보여 연골분화, TGF- 2 TGF- 3β β

초기 이후에 중요한 작용하는 것으로 나타났다 의 경우는 시간의 경과에 따른 유의적. MMP2

차이는 없었으며 발현의 정도는 아주 미약한 것으로 나타났다 관절염이 유발된 마우스의, .

무릎 관절강 내로 말 골수유래 줄기세포를 이식하여 육안으로 관찰한 결과 면역억제를 처리

한 줄기세포를 투여한 군과 면역억제제를 처리하지 않은 줄기세포를 투여한 군 모두에서 관

절염을 유발시켰을 때보다 뒷다리의 움직임이 현저히 완화되어 높은 회복률을 보였다 하지.

만 면역억제제를 처리한 군과 면역억제제를 처리하지 않은 군 사이에서의 움직임에는 유의적

인 차이가 없었다 이러한 결과로 볼 때 줄기세포 치료를 위해 이종의 줄기세포를 이용하여.

도 치료의 효과가 나타날 수 있음이 사료된다 하지만 육안 관찰을 통한 회복률 측정으로 인.

하여 정확성에 한계가 있으므로 차후 좀 더 과학적인 방법으로 분석하는 과정이 필요하다고

하겠다.

현재 중간엽 줄기세포 는 난치병의 세포치료제로서 많은 관심의 대상이 되고 있으(MSCs)

며 연골재생을 위한 많은 조직공학 기술이 시도되고 관심을 끌면서 연골조직 치료를 위한, ,

가장 좋은 후보자로 여겨지고 있다 등 관절연골 손상의 복구는 매우 제한(Minguell , 2001).

적이며 손상을 입은 연골은 관절 표면의 모든 기능을 저하시키기 때문에 전층 연골 및 부분,

층 연골 결손을 복구하지 못한다 또한 치료하지 않은 관절연골의 조직은 초자연골. (hyaline

이 아닌 섬유성 연골로 대치되어 퇴행성관절염의 발생을 막을 수 없다 경주마에서cartilage) .

자주 발생하는 굴건염을 치료함에 있어 자가 골수에서 채취한 골수 기질세포를 시험관에서

배양하여 환마에게 이식함으로써 외상에 의한 자가 연골조직의 재생 및 골관절계 질환을 치

료할 수 있을 것이라 생각된다 또한 본 연구를 통하여 자가 골수유래 줄기세포의 이용과 함.

께 조직재생을 위한 조직공학의 기법을 적용하여 연골재생을 도모한다면 훌륭한 연골재생 결

과를 얻을 수 있는 연골이식 재료의 개발에 도움이 될 것이라 생각된다.

중간엽 줄기세포는 여러 가지 장점을 바탕으로 배아줄기세포에 버금가는 새로운 세포치료

제로 각광을 받고 있지만 이에 상응하는 기초 연구의 성과는 거의 없다 향후 중간엽 줄기, .

세포의 골 지방 및 연골세포로의 분화 기전을 규명하여 이와 관련된 유전체 및 단백질의, ,

기능을 해석함으로써 각종 근골격계 질환에 활용할 수 있는 세포치료법을 개발하고 중간엽,

줄기세포의 다양한 연골과의 적용을 통하여 연골손상의 치료가 하루속히 상용화되기를 기대

해 본다.
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요약.Ⅵ

배경: 말은 이미 연골손상과 골관절염에 초점을 둔 동물모델로 자리 잡고 있다 다른 동물과.

비교했을 때 말 관절모델의 장점은 조작과 탐구에 유리한 관절의 크기와 현재의 동물모델들

사이에서 인간의 관절연골과 가장 닮은 연골두께와 구성에 있다 사람과 말의 아킬레스건.

과 같은 체중부하힘줄 사이에는 계층구조 기질구(Achilles tendon) (weight-bearing tendon) ,

성 기능 그리고 지속되는 손상의 본질에 있어서 비슷한 점이 많다 본 연구에서는 이와 같, .

이 관절염 치료 모델로서의 많은 장점을 가지고 있는 말의 골수유래 줄기세포를 분리하여 연

골세포 특이 유전자의 발현양을 확인하고 관절염을 유발시킨 마우스의 무릎 관절강 내로 말

골수 줄기세포를 주사하여 줄기세포의 연골재생 치료 효과를 알아보고자 실험을 실시하였다.

재료 및 방법: 본 연구에서는 제주축산진흥원으로부터 말 골수를 분양받아 실험에 사용하였

다 분양받은 골수는 원심분리하여 단핵세포를 분리 배양하였고 첫 번째 계대배양 후 얻어. ,

진 골수유래 줄기세포는 를 사용하여 한 다음 검사법을 이용haemacytometer counting MTT

하여 세포 증식률을 측정하였다 배양중인 줄기세포의 분화능을 확인하기 위해. Oil red-O

과 을 실시한 후 광학현미경 하에서 관찰하였으며 을 실시하staining H&E staining , RT-PCR

여 분화유도 배지에서 배양한 줄기세포의 유전자에collagen , collagen , PPAR 1, Oct4Ⅰ Ⅱ γ

대한 발현 양상을 관찰하고자 하였다 또한 관절염이 유발된 마우스의 무릎 관절강 내로 말.

골수유래 줄기세포를 투여한 후 인대와 건 주위의 세포를 추출하여 TGF- 1, TGF- 2,β β

유전자의 시간에 따른 발현양을 로 관찰하였다 유전자로 전TGF- 3, MMP2 RT-PCR . GFPβ

이된 말 골수유래 줄기세포를 면역억제제를 주사한 마우스의 생체 내로 투여하여 생체내 여

러 기관으로 전이되는지 형광현미경 하에서 관찰하였으며 관절염이 유발된 마우스에 말 골,

수유래 줄기세포를 투여 했을 때 마우스의 관절염 회복에 미치는 영향에 관해서 알아보고자

하였다 관절염 유발 마우스의 회복률은 면역억제제를 처리한 마우스 군과 면역억제제를 처.

리하지 않은 마우스 군으로 나누어 말 골수유래 줄기세포를 투여한 후 관절염을 유발시켰을

때 마우스의 움직임과 비교하여 분석 하였다.

결과: 본 연구에서 분리된 단핵세포는 배양접시 바닥에 부착되어 집락을 형성하며 성장하였

으며 배양 후 일부터, 3 방추형의 긴 모양인 섬유아세포의 형태를 보였다. 말 골수유래 줄기

세포의 증식속도는 일부터 일 사이에 약 배로 증식하여 배양 기간 중 가장 높day 4 day 5 5
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은 증식률을 보였으며 그 이후에는 세포증식률이 낮아져 비교적 일정한 속도로 증식하는 것,

을 알 수 있었다 을 통한 유전자의 발현양 검사에서 의 발현은 분화 초. RT-PCR collagenⅠ

기에 높게 나타났으며 의 발현은 초기 이후에 높게 나타났다 의 발현은, collagen . PPAR 1Ⅱ γ

시간의 경과에 따른 유의적인 차이 없이 아주 미약하였고 의 발현은 일반 배지에서 배, Oct4

양한 줄기세포에서는 발현되었으나 분화유도 배지에서 배양한 줄기세포에서는 발현되지 않,

아 분화가 잘 되었음을 알 수 있었다 관절염이 유발된 마우스의 무릎 관절강 내로 말 골수.

유래 줄기세포를 투여한 후 마우스의 인대와 건주위의 세포를 추출하여 을 통하여RT-PCR

유전자의 시간에 따른 발현양을 관찰하였다 그 결과TGF- 1, TGF- 2, TGF- 3, MMP2 .β β β

연골세포의 분화에 중요한 유전자인 TGF- (transforming growth factor beta, TGF- 1,β β

는 시간의 경과에 따라 발현양이 다르게 나타났는데 은 첫째 달에 높은 발현2, 3) , TGF- 1β

율을 보여 연골분화 초기에 중요한 작용을 하는 것으로 나타났고 와 는 셋, TGF- 2 TGF- 3β β

째 달에 높은 발현율을 보여 연골분화 초기 이후에 중요한 작용하는 것으로 나타났다 연골.

기질 분해 효소인 의 경우는 시간의 경과에 따른 유의적 차이는 없었으며 발현의 정도MMP2

는 아주 미약한 것으로 나타났다 관절염이 유발된 마우스의 무릎 관절강 내로 말 골수유래.

줄기세포를 이식하여 육안으로 관찰한 결과 면역억제를 처리한 마우스에 줄기세포를 투여한

군과 면역억제제를 처리하지 않은 마우스에 줄기세포를 투여한 군 모두에서 관절염을 유발시

켰을 때보다 뒷다리의 움직임이 현저히 완화되어 높은 회복률을 보였다 하지만 면역억제제.

를 처리한 군과 면역억제제를 처리하지 않은 군 사이에서의 움직임에는 별다른 차이가 없었

다.

결론: 본 연구에서는 마우스에 관절염을 유발시켜 말 골수유래 줄기세포를 주입한 결과 줄기

세포를 주입한 실험군은 줄기세포를 주입하지 않은 대조군에 비하여 높은 회복률을 보였다.

하지만 면역억제제를 처리한 마우스에 줄기세포를 주입한 군과 면역억제제를 처리하지 않은

마우스에 줄기세포를 주입한 군 사이에서는 별다른 차이가 없었다 이러한 결과로 볼 때 줄.

기세포 치료를 위해 이종의 줄기세포를 이용하여도 치료의 효과가 나타날 수 있음이 사료된

다 하지만 육안관찰을 통하여 회복률을 평가하였기에 정확성에 한계가 있으므로 차후 좀 더.

과학적인 장비를 이용하여 분석하는 과정이 필요하다고 하겠다.
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