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목적:인간 제대혈로부터 간엽성 섬유세포양 세포를 분리, 배양함으로써 제대혈 내의 순환성 간엽줄기세포의 존재여부

를 확인하고, 이의 연골세포 분화능을 증명하고자 하였다.

대상및방법:총 50 유니트의 제대혈로부터 분리된 유착성 세포군의 세포형태 및 면역표현형을 분석하였다. BMP-6을 첨

가하였거나 또는 첨가하지 않은 연골분화 배양액을 이용하여 펠렛 배양의 형태로 연골분화를 유도 배양하였다. 연골세포

로의 분화를 관찰하기 위해 역전사 중합효소연쇄반응을 수행하였으며, Safranin-O 염색과 제2형 콜라겐에 관한 면역염

색을 시행하였다.

결과:제대혈 단핵세포로부터 균질성의 섬유세포양 형태의 유착성 세포군이 배양되었다. 이 세포군은 간엽줄기세포 관

련 항원 양성, 조혈모세포항원 음성, 조직적합항원 음성, 내피세포 및 파골세포 관련 항원 음성이었다. 연골분화 펠렛 배

양 시 BMP-6을 첨가한 군에서 펠렛의 크기 및 연골세포관련 인자의 발현이 증가하였고, Safranin-O 염색과 제2형 콜라겐

의 면역염색도 강양성이었다.

결론:제대혈 내에 순환성 비조혈성 연골형성 간엽줄기세포가 존재함을 확인하였고, 연골분화 배지에 BMP-6을 첨가함

으로써 제대혈 유래 비조혈성 간엽줄기세포의 시험관 내 연골분화의 효율을 향상시킬 수 있었다.

색인단어:인간 제대혈, 간엽줄기세포, 연골분화, BMP-6

Purpose: The aim of this study was to demonstrate the existence of circulating mesenchymal stem cells
(MSC) in the human umbilical cord blood (hUCB) and to evaluate the chondrogenic differentiation poten-
tial of hUCB-derived MSC in vitro.
Materials and Methods: Fifty hUCB harvests were cultured in media supplemented with 10% fetal
bovine serum. The adherent fibroblast-like cells were characterized by immunophenotyping and induced
to differentiate into chondrocytes in the pellet culture with and without BMP-6. This study performed RT-
PCR of the chondrogenic markers, Safranin-O stain and type II collagen immunohistochemical stain.
Results: The mononuclear cells isolated from hUCB formed adherent colonies with an attached well-
spread fibroblast-like morphology. The cells positively expressed the MSC-related antigens, but did not
express the hematopoietic, HLA-DR, endothelial, or osteoclast antigens and could be induced to differ-
entiate into chondrocytes under proper stimulation. BMP-6 increased the size of the pellet and the mRNA
levels for aggrecan, type II collagen and type IX collagen and enhanced the levels of proteoglycan syn-
thesis during chondrogenic differentiation.
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골수를 이용한 조혈모세포이식은 줄기세포를 이용한

치료기술의 좋은 모델로서, 조혈모세포 이상과 관련된

질환, 즉 백혈병, 재생불량성 빈혈, 면역질환 등 다양한

질환의 치료에 활발히 이용되고 있다. 또한 골수는 조혈

모세포 외에 각종 간엽조직으로 분화기능이 있는 간엽줄

기세포를 포함하고 있다11,15). 간엽줄기세포는 성숙한 간

질세포와는 달리 미분화세포 상태로 증식함과 동시에 뼈

나 연골, 지방, 건(腱), 근육 및 골수 간질 등 간엽계에서

유래하는 여러 조직으로 분화할 수 있는 능력을 갖춘 세

포이다13,14,17).

현재까지 조혈모세포 및 간엽줄기세포의 가장 좋은 자

원은 골수이나 간헐적 채취로 인해 공여자에게 고통을

주고, 연장자일수록 줄기세포의 기능이 감소하는 등의

단점이 있어, 최근에는 제대혈(umbilical cord blood,

UCB)이 훌륭한 조혈모세포원으로 임상에서 이용되고

있다4). 또한 제대혈 내에 존재하는 비조혈성 세포 성분

중에는 간엽성 섬유세포양 세포 등의 존재가 보고되어

있다2).

간엽줄기세포의 연골 분화는 Owen 등1)에 의해 처음

으로 보고되었으며, Johnstone 등7)에 의해 연골분화

성장 인자인 tissue growth factor 3 (TGF- 3)를

이용한 세포의 3차원 분화유도 배양의 방법이 보고되었

다. 최근에는 Sekiya 등18)이 골수 간질세포에서 BMP-

6이 시험관내 연골분화 유도 배양에 효과적임을 보고한

바 있다.

Bone morphogenic protein (BMP)은 골형성유도

단백질로 TGF- superfamily의 일종이다. 현재까지

알려진 BMP는 약 20여종이 있으며 그 중 재조합된

BMP-2, BMP-4, 그리고, BMP-7 등은 여러 다양한

실험상에서 골 형성 및 연골 분화에 관여한다고 보고되

어 있다12). 이 중 BMP-6은 미성숙 연골세포5) 및 연골

세포주인 ATDC5 세포6)의 단층배양에서 type X col-

lagen mRNA의 발현 수준을 증가시키며, 또한 미성숙

연골세포를 이용한 펠렛 배양의 결과 연골분화를 촉진시

키는 중요한 인자임이 확인되었다8).

본 연구에서는 인간 제대혈로부터 간엽성 섬유세포양

세포를 분리, 배양하여 세포 표면항원의 표현양상을 확

인하여 제대혈 내 간엽줄기세포의 존재 여부를 확인하

고, 제대혈 유래 간엽성 줄기세포의 연골 형성능을 확인

하였다. 또한 BMP-6이 제대혈 유래 간엽줄기세포의

연골분화에 미치는 영향을 관찰하고 연골세포분화능 증

진을 도모하고자 하였다.

대상 및 방법

1. 제대혈 채취 및 세포배양

본 연구에서는 총 50 유니트의 제대혈이 이용되었다.

분만 전 산모로부터 제대혈 채취 및 연구에 관한 동의를

받은 후 동의서(informed consent)를 작성하였다. 채

취된 제대혈로부터 Ficoll-Hypaque 용액(1.077 g/cm3,

Sigma, St. Louis, MO)을 이용한 원심분리(400 g,

35분) 방법으로 저밀도 단핵세포층을 분리하였다. 분리

한 단핵세포층을 10% 우태혈청(HyClone, Logan, UT)

을 포함한 -minimum essential medium ( -MEM,

HyClone) 배지에 세포수 3.0×105/cm2의 농도로 분주

하여 배양하였다. 배양조건은 5% 이산화탄소 배양기에

37℃, 습도 95% 이상을 유지하였으며, 배양액은 1주일

마다 교환하였다. 계대배양 시 세포수는 1×104/cm2으

로분주하였으며 배양조건은 일차 배양과 동일한 조건에

서 배양하였다.

2. 면역표현형 분석

세포 표면항원의 면역표현형을 분석하기 위하여 다음

과같은항체들을반응시켰다. 조혈관련항원으로CD45,

CD34, CD14, 조직적합항원으로HLA-DR (이상Bec-

ton Dickinson, San Diego, CA), 내피세포항원으로

CD31, 파골세포 항원으로 CD51/61, integrin 수용체

관련항원으로 CD29, CD49, matrix 수용체 관련항원

으로 CD44, CD106 (이상 Pharmingen, San Diego,

CA), 기타항원으로CD13 (Becton Dickinson), CD64,

CD90 (이상 Pharmingen)이었다. 간접반응에 이용된
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Conclusion: The homogenous fibroblast-like cells developed in cultures from hUCB with chondrogenic
differentiation potential were considered to be MSC. Furthermore, it was found that BMP-6 enhanced
chondrogenic differentiation of the hUCB-derived MSC in the pellet culture.

Key Words: Human umbilical cord blood, Mesenchymal stem cells, Chondrogenic differentiation, BMP-6



항체는간엽줄기/전구세포관련항원인SH2, SH3, SH4

(Osiris Therapeutics, Baltimore, MD)에 대한 항체

였으며, 그에 대한 이차항체로서 IgG-FITC (Jackson

ImmunoResearch, West Grove, PA)를 이용하였다.

반응 후 분석은 FACSCalibur 유세포분석기(Becton

Dickinson)와 CELLQUEST (Becton Dickinson) 소

프트웨어를 사용하여 분석하였다.

3. 연골분화

연골분화배양을위하여2세대부터8세대의배양된세

포 총 10 유니트의 제대혈 유래 간엽줄기세포들이 이용

되었다. 우태혈청이 포함되지 않은 Dulbecco’s modi-

fied Eagle’s medium (DMEM, Hyclone) 배지에 2×

105개의 세포수로 15 mL polypropylene tube에 넣은

후 원심 분리하여 3차원 배양을 위한 펠렛을 얻었으며 6

주간 분화 배양하였다. 연골세포 분화배지는 10 ng/mL

TGF- 3, 10-7 M dexamethasone, 50 g/mL ascor-

bic acid, 40 g/mL proline, 100 g/mL pyruvate

(이상Sigma) 그리고50 mg/mL ITS+ Premix (Bec-

ton Dickinson)를 포함하는 DMEM 배지를 사용한 군

과 이에 500 ng/mL BMP-6 (R&D System, Min-

neapolis, MN)을 첨가한 군으로 나누어 연골세포분화

를비교배양하였다. 연골세포로분화유도된펠렛의크기

를 측정하기 위하여 i-solution 소프트웨어(IMTech-

nology, Doosan, Daejeon)를 사용하여 분석하였으며,

BMP-6 미첨가군과 첨가군 사이의 펠렛 크기를 측정하

여 비교하였다.

4. 역전사 중합효소 연쇄반응

연골분화 후 3주째의 펠렛을 이용하여 역전사 중합효

소연쇄반응을 시행하였다. RNA를 추출하기 전 펠렛을

0.2% collagenase type IA (Sigma) 용액으로 37℃

에서 3시간 동안 효소 분해하였다. 총 RNA는 각각의

샘플로부터 TRIzol (Invitrogen Technology, Grand

Island, NY)을 이용하여 추출하였다. cDNA 합성을 위

하여 0.5 g의 RNA를 동일하게 사용하였으며 super-

script II reverse transcriptase kit (Invitrogen

Technology)을 사용하였다. 합성된 cDNA와 각각의

primer를 첨가 후 Taq DNA polymerase (Invitro-

gen Technology)를 사용하여 중합효소연쇄반응을 시

행하였다. 역전사 중합효소연쇄반응을 시행한 대상 유

전자 및 각각의 annealing 온도와 반응산물의 크기는

Table 1과 같다.

5. 면역조직화학 염색

연골세포로의분화를관찰하기위해분화후2주, 4주,

6주에 각각 Safranin-O 염색과 type II collagen에

대한 면역염색을 시행하였다. 펠렛을 고정시킨 후 4 m

두께로 박리하여 슬라이드 절편을 준비하였다. Pro-

teglycan 합성정도를관찰하기위하여0.1% Safranin-

O 용액으로 염색하였다. Type II collagen 면역 염색을

위하여 mouse antihuman type II collagen (Onco-

gene, Cambridge, MA)을 1:100으로 희석하여 상온

에서 1시간 동안 반응시켰으며, DAKO EnvisionTM+

System, HRP (DAB) Kit (DakoCytomation, Carpin-

teria, CA)를 이용하여 면역 염색을 수행하였다.

결 과

1. 세포 형태학적 특성

제대혈로부터 분리된 단핵세포는 배양 후 3-5일부터

방추형(spindle-shaped)의 긴 모양인 섬유세포양 형

태와 원형의 단핵성 혈구세포가 혼합된 형태로 배양되기

시작하였다. 총 50 유니트의 제대혈 중 20 유니트로부

터 섬유세포양 형태의 균질성 세포집락을 얻을 수 있었

으며, 계대배양 후 2-3세대 경에는 세포의 형태가 95%

이상 방추형의 섬유세포 모양의 균질한 세포임을 관찰할

수 있었다(Fig. 1A). 그와 같은 제대혈 유래 균질성의

인간 제대혈 유래 간엽줄기세포의 연골세포 분화  609

Target
Gene

Primer Sequences
Anneal-
ing Tem-
perature

Size 
of PCR
Product

GAPDH 5 -ACCACAGTCCATGCCATCAC-3 57℃ 452 bp
5 -TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3 

Aggrecan 5 -TCAGGAGGGCTGGAACAAGTA- 57℃ 392 bp
CC-3

5 -GGAGGTGGTAATTGCAGGGAACA-3 
Collagen II 5 -TTTCCCAGGTCAAGATGGTC-3 55℃ 377 bp

5 -CTTCAGCACCTGTCTCACCA-3 
Collagen IX 5 -CCCCCTCCCCAGCCACAAAGA-3 57℃ 159 bp

5 -TCTTGGTCGGTGGTGGACTCT-3 
Sox-9 5 -GGTTGTTGGAGCTTTCCTCA-3 57℃ 401 bp

5 -TAGCCTCCCTCACTCCAAGA-3 

Table 1. Primer sequences and PCR conditions of target
genes
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유착성 섬유세포양 세포군은 평균 10세대, 최고 18세대

까지 균질한 방추형의 섬유세포양 형태를 비교적 잘 유

지하면서 계대배양이 가능하였다(Fig. 1B).

2. 면역표현형 분석

제대혈로부터 배양된 섬유세포양 형태의 균질성 세포

군에 대해 유세포분석기를 이용해 면역표현형을 분석하

였다. 균질성의 섬유세포양 형태의 세포집락이 관찰된

Fig. 2. Flow cytometry char-
acterization of human umbili-
cal cord blood-derived mes-
enchymal stem cells. These
cells positively expressed
CD13, CD29, CD44, CD90,
SH2, SH3 and SH4. These
cells did not express the my-
eloid markers (CD45, CD34,
CD14), histocompatibility anti-
gen (HLA-DR), endothelial
marker (CD31), or osteoclast
antigen (CD51/61). These ex-
pression patterns of multiple
CD antigens were similar to
those observed on bone mar-
row-derived mesenchymal
stem cells.
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Fig. 1. Photomicrographs showing confluent fibrob-
last-like adherent cells from primary cultures of human
umbilical cord blood (A) at passage 5 (×100) and
(B) at passage 15 (×100). Homogeneous popula-
tion of bipolar spindle-shaped cells was obtained.
No significant morphological changes were observed
at the advanced passage.
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20 유니트 중 10 유니트에 대해 면역표현형을 분석한

결과, 골수 유래 간엽줄기세포 관련 항원인 SH2, SH3,

SH4에 대해 양성이었으며, 95% 이상 균질한 양상을 나

타내었다. 조혈모세포항원(CD34) 음성, 조혈관련항원

(CD45, CD14) 음성, 조직적합항원(HLA-DR) 음성, 내

피세포항원(CD31) 음성, 파골세포항원(CD51/61) 음성이

었다. 그외integrin 수용체관련항원중CD29는양성,

CD49d는 음성이었으며, matrix 수용체 관련 항원은

CD44 양성, CD106 음성이었다. 기타 항원으로 CD13

양성, CD90 양성 그리고 CD64는 음성이었다(Fig. 2).

3. 연골분화

제대혈 배양을 통해 얻은 균질성의 섬유세포양 형태의

Fig. 3. mRNA expression of chondrogenic markers as detected
by reverse transcription-polymerase chain reaction at 3 weeks.
Expression of (1) GAPDH, (2) aggrecan, (3) type II collagen,
(4) type IX collagen and (5) Sox-9 were examined using RNA
isolated from the human umbilical cord blood-derived mes-
enchymal stem cells in different chondrogenic differentiation
media (A: pre-induction, B: BMP-6+TGF- 3+dexamethasone,
C: TGF- 3+dexamethasone).
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Fig. 4. Proteoglycan synthesis
of human umbilical cord blood-
derived mesenchymal stem
cells (hUCB-derived MSC) in
chondrogenic media (A) with
BMP-6 (Safranin O stain, ×200)
and (B) without BMP-6 (Safra-
nin O stain, ×200) at 6 weeks.
BMP-6 enhanced the proteo-
glycan synthesis and increas-
ed the pellet size in chondro-
genic differentiation of hUCB-
derived MSC from different
donors.
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Fig. 5. Time course of synthe-
sis of proteoglycans and type
II collagen from human umbili-
cal cord blood-derived mes-
enchymal stem cells in chon-
drogenic media with BMP-6.
Frozen sections were (A) stain-
ed with Safranin-O (×200) and
(B) immunostained against
type II collagen (×200) at day
14, 28 and 42, respectively.
Proteoglycan and type II colla-
gen contents were increased
throughout the course of dif-
ferentiation.B
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세포들을 연골분화 배지에 배양하면서 배양 3주째 ag-

grecan, type II collagen, type IX collagen, Sox-

9에 관해 역전사 중합효소연쇄반응을 시행하였다. 그

결과 연골세포분화 전 단계에서는 연골세포분화 관련유

전자가 음성이었으나(Fig. 3A), 연골세포분화 3주째

BMP-6을 첨가한 군에서 연골세포표지 인자인 type II

collagen이발현되었다. 또한aggrecan, type IX col-

lagen 그리고연골세포의분화를유도하는전사인자중

하나인 Sox-9가 모두 발현되었다(Fig. 3B). 그러나,

BMP-6 없이 TGF- 3과 dexamethasone 등을 처리

한군에서는aggrecan과Sox-9는발현되었지만, type

II collagen은 발현되지 않았다(Fig. 3C). Proteo-

glycan의 합성정도를 비교하기 위하여 Safranin-O

염색을 수행한 결과, 배양 6주째 BMP-6을 첨가한 군

에서는제대혈유니트에따라정도의차이는있었으나10

유니트 제대혈 모두에서 Safranin-O 염색의 결과가 양

성이었다(Fig. 4A). 그러나, TGF- 3과 dexametha-

sone 등을 처리한 군에서는 부분적으로만 Safranin-O

염색이 양성이었다(Fig. 4B). 또한 BMP-6을 첨가한

군의 펠렛 크기가 첨가하지 않은 것에 비해 최고 5.04

배, 최저 1.42배(평균 3.39배, n=10) 증가하였다.

연골분화 배지에 TGF- 3, dexamethasone, BMP-

6 등을 첨가하여 2주부터 6주까지 Safranin-O 염색과

type II collagen에 대한 면역 염색을 시행한 결과는

Fig. 5와 같다. BMP-6을 첨가한 군은 2주째부터 펠렛

의 단면에서 연골소강 형태의 세포가 관찰되며 분화 시

기가 지남에 따라 연골기질 및 연골소강 형태의 세포수

가 증가하였다. Safranin-O 염색의 경우, 2주째부터

연골소강 형태 세포의 주변 기질부터 발색 되었으며 연

골분화배양 시간이 지날수록 양성률이 증가하였다. 또

한 type II collagen의 면역염색 결과의 경우, 분화 배

양 2주째부터 양성을 나타내었으며 분화 말기인 6주째

강양성을 보여 연골세포 표지 인자인 type II collagen

의 합성이 일어남을 확인하였다. 또한 BMP-6을 첨가

한 군은 Safranin-O 염색과 Type II collagen의 면

역 염색을 통하여 분화기간 동안 탈분화가 일어나지 않

음을 확인하였다.

고 찰

성체줄기세포는생체내에이식된후장기의특성에맞

게 분화하는 장기 특이적 분화(site-specific differ-

entiation) 능력을 가지고 있으며, 몇몇 성체줄기세포

는 이식 후 본래의 세포특성과 다른 종류의 장기세포로

교차분화(trans-differentiation)할 수 있는 형성성

(stem cell plasticity)을 가지고 있다3,9). 최근에는 성

체줄기세포가 더 다양한 세포로 분화될 수 있는 만능성

(pluripotency)이 있는 것으로 밝혀지면서 성체줄기세

포를 통한 다양한 조직의 치료 가능성을 높이고 있다16).

본 연구에서는 인간 제대혈로부터 성장인자 등을 첨가

하지 않고 10% 우태혈청만을 포함하는 기본배지로 배

양하여 40%의 제대혈에서 간엽성 섬유세포양 세포를

얻을 수 있었다. 제대혈로부터 배양된 균질성의 섬유세

포양 세포군은 골수 유래 간엽줄기/전구세포 관련 항원

인 SH2, SH3, SH4가 양성임을 확인하였다. 또한 조

혈관련 항원 음성, 조직적합항원 중 HLA-DR 음성, 내

피세포항원 음성, 파골세포항원 음성이었으며, 체외에

서 세포 형태의 변화 없이 대량으로 계대배양이 가능하

였다. 본 연구에서 관찰된 제대혈 유래 균질성 유착성

섬유세포양 세포군은 형태학적으로나 면역 표현형적으

로 골수 유래 간엽줄기세포의 특성과 동일하였다10).

연골세포의 분화과정에서 BMP-6이 연골분화에 관

여한다는 사실은 연골세포의 발생 과정 및 골수 간질세

포의 연골분화능 증진의 결과를 통해 이미 보고되어 있

다18). 따라서 본 연구에서는 Pittenger 등14)에 의해 보

고된 연골분화 배양액의 주요 성분인 TGF- 3과 dex-

amethasone 등을 처리한 군과 TGF- 3, dexam-

ethasone, BMP-6 등을 처리한 군으로 연골분화를 비

교 배양하여, 성장인자의 하나인 BMP-6이 제대혈 배

양을 통해 얻은 균질성의 섬유세포양 형태의 세포들의

연골분화능에 미치는 영향을 관찰하였다. 본 연구의 결

과, 제대혈 유래 간엽줄기세포는 시험관 내 연골분화 유

도시 연골세포로 분화되고 연골조직의 대표인자인 pro-

teoglycan과 type II collagen을 합성하는 등 골수를

통해 얻어지는 간엽줄기세포와 동일한 양상을 나타내었

다. 뿐만 아니라 연골분화능을 증진시키기 위해 BMP-

6을 첨가하여 각 세대가(2-8세대) 다른 10 유니트의 제

대혈 모두에서 연골로 분화됨을 확인할 수 있었다.

최근 조직 재생 및 질환 치료에 간엽줄기세포를 이용

한 조직공학적 접근과 그에 관한 연구가 활발하게 진행

되고 있다. 본 연구에서는 제대혈 내에 존재하는 순환성
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비조혈성 간엽줄기세포의 존재를 확인하였고, BMP-6

을 이용하여 제대혈 유래 간엽줄기세포의 시험관 내 연

골분화의 효율을 향상시킨 바, 향후 제대혈 유래 간엽줄

기세포를 이용한 연골재생을 위한 임상적 응용에 도움이

될 것으로 사료된다.

결 론

인간 제대혈로부터 분리, 배양된 균질성의 유착성 섬

유세포양 세포군은 형태학적, 면역표현형적으로 간엽줄

기세포로 사료되며, 시험관내에서 연골세포로 분화가

가능하였다. 본 연구의 결과로 제대혈내에 순환성 비조

혈성 연골형성 간엽줄기세포가 존재함을 확인하였으며,

연골분화 배지에 BMP-6을 첨가함으로써 시험관내 연

골분화의 효율을 향상 시킬 수 있었다.
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