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Ⅰ. 서 론

질환이나외상으로인한골결손부를이전의상태로완전하

게치유하기위한많은시도가이루어져왔으며, 이러한방법

의이상적인목표는자가조직의재생(regeneration)이다. 현재까

지의알려진방법들은주로자신의신체타부위에서골을채

취하여 이식하는 자가골이식술과 동종이나 이종에서 채취된

골을 이식거부반응이 없도록 처리하여 이식하는 이종골이식

술및인조골이식술등이발달되어왔다. 하지만이러한방법

들은 공여부의 골결손이나, 이식골의 흡수경향, 이식골의 생

착률저하등의문제점을안고있다.

이러한 문제점들을 해결하기 위해서 골유도단백질과 성장

인자들을사용하여이러한단점들을보완하기위한연구가이

루어지고 있다. 최근에는 환자의 유전자 특성에 맞고 이식시

거부반응이 없으며 공여부결손등의 단점이 없는 자가줄기세

포를이용한조직재생법이획기적인대안으로연구되고있다.

줄기세포는 다양한 세포조직으로 발달할 수 있는 분화능 및

증식능력을 가지고 있어서, 이를 이용해 결손부나 질환 등에

줄기세포를이용한조직공학의가능성은무한하다. 

자가줄기세포는크게태아줄기세포(embrionic stem cell)와성

체줄기세포(adult stem cell)가 있다. 태아줄기세포는뛰어난 분

화능과무한한증식능력을가지나세포의조절과윤리적인문

제점으로인해서실질적인사용이제한된다. 
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Future cell-based therapies such as tissue engineering will benefit from a source of autogenous pluripotent stem cells. There are embryonic stem

cells (ESC) and autologous adult stem cells, two general types of stem cells potentilally useful for these applications. But practical use of ESC is limit-

ed due to potential problems of cell regulation and ethical considerations. To get bone marrow stem cells is relatively burden to patients because of

pain, anesthesia requirement. The ideal stem cells are required of such as the following advantages: easy to obtain, minimal patient discomfort and a

capability of yielding enough cell numbers. Adipose autologus tissue taken from intraoral fatty pad or abdomen may represent such a source. Our

study designed to demonstrate the ability of human adipose tissue-derived stromal cells (hATSC) from human abdominal adipose tissue diffentiating

into osteocyte and adipocyte under culture in vitro conditions. As a result of experiment, we identified stromal cell derived adipose tissue has the mul-

tilineage potentiality under appropriate culture conditions. And the adipose stromal cells expressed several mesenchymal stem cell related antigen

(CD29, CD44) reactions. Secondary, we compared the culture results of a group of hATSC stimulated with TGF-β1, bFGF with a hATSC group with-

out growth factors to confirm whether cytokines have a important role of the proliferation in osteogenic differentiation. The role of cytokines such as

TGF-β1, bFGF increased hATSC’s osteogenic differentiation especially when TGF-β1 and bFGF were used together. These results suggest that adi-

pose stromal cells with growth factors could be efficiently available for cell-based bone regeneration.
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성체줄기세포 중 중간엽 줄기세포(mesenchymal stem cell)를

얻기 위한 연구들은 지금까지 주로 골수에서 이루어져 왔으

며, 골수는조혈줄기세포와이를지지하는중배엽기질세포로

구성되어 있다1,2). 이러한 골수기질세포가 적절한 실험조건하

에서골, 연골, 지방조직등의다양한세포로분화될수있는것

이 밝혀졌다3). 하지만 실제적으로 골수에서 줄기세포를 얻는

것은환자에게통증이심하게유발할수있으며, 채취량의제

한이있다는단점이있다4,5). 최근의연구에서쉽게접근가능하

고 많은 양의 조직채취가 용이한 지방조직를 이용할 경우 골

수와같은중배엽기원이며다양한기질세포군을포함하고6-8),

이지방기원기질세포에는중배엽줄기세포가존재하는것이

밝혀졌다9,10).

그러나이들세포의임상적적용을위해서는중배엽줄기세

포의 증식과 분화를 위한 필수요소가 여전히 문제가 되고 있

다. 따라서 이러한 요소들에 대한 집중적인 연구가 이루어지

고있다.

중간엽 줄기세포의 분화와 증식에 관련하는 조절인자로는

내인성요소와세포와기질, 호르몬, 성장인자, 사이토카인등

에의한외인성요소등이있지만이에대한연구는아직미흡

한실정이다. 

이에본연구는인간의성체지방조직의기질세포에서분리

배양한세포에서골모세포, 지방세포등으로분화능을지니

는중배엽줄기세포가존재하는지를확인하고, 이들중간엽줄

기세포의분화와증식에관련하는조절인자의영향을알아보

기 위해서 골형성 조절에 중요한 역할을 하는 것으로 알려진

성장인자인TGF-β1과 bFGF를이용하여세포분화시적용시켜

이들이골세포의형성에미치는영향을관찰하고자하였다.

Ⅱ. 실험재료 및 방법

줄기세포의 분리와 배양-지방조직기질세포

부산대학교병원에서 복부성형술(abdominoplasty)를 시행한

환자에서동의를구한후지방조직이얻어졌고부산대병원임

상시험위원회(IRB)의 심사 및 허락 하에서 실험이 진행되었

다. 인간의 지방조직기질세포(hATSC)를 분리시키기 위해서,

지방조직은 동량의 phosphate-buffered saline[PBS(Life technolo-

gies)]으로 광범위하게 세척 후 0.075% collagenase와 같이 37℃

에서 30 분 동안 처리하였다. 효소의 활동은 10% FBS(Life

Technologies)가 첨가된 α-modified Eagle’s medium[α-

MEM(Gibco)]으로 중화되었고, pellet으로 만들기 위해서 1200

×ｇ로 10분 동안 원심분리 하였다. 세포성 잔사를 제거하기

위해서 100-㎛나이론여과지로거르고 control medium[α-MEM,

20% FBS, 1000units/ml penicillin/streptomycin(Sigma), 2 mM L-

Glutamine(Life Technologies)]에서 37℃/5% CO2 하에서 하루밤

동안배양하였다. 배양후, Plate에부착되지않은잔여 red blood

cell을제거하기위해서 PBS로세척하였다. 남아있는세포들은

control medium에서 37℃/5% CO2 하에서유지하면서배양하였

다. 분리한 세포가 confluent state에 도달하면 trypsin-EDTA(Life

Technologies)로세포를분리하여계대배양하였다. 계대배양후

는FBS농도를10%로낮추어배양하였다.

Flow cytometry

지방기질세포를분석하기전에 control medium에서 3 일동안

배양하고 FACScan argon laser cytometer(Becton Dickson, San Jose,

CA)로실시하였다. 세포를 0.25% trypsin/EDTA로분리한후 ice-

cold 2% formaldehyde에서 30 분간고정하였다. 고정한후 Flow

cytometry buffer (FCB; 13 PBS, 2% FBS, 0.2% Tween-20)으로세척

하고세포를CD34, CD14 항체를포함한 FCB용액에서반응시

킨후분석하였다. 양성세포의비율은 flow cytometer를이용하

여전체세포수에대한M1 gate에포함된세포수의백분율로서

계산하였다.

Immunofluorescence of hATSC

hATSC을 glass chamber slide 위에놓은후 100 mM sodium phos-

phate buffer (pH 7.0)가포함된 4% paraformaldehyde에서 15 분간

고정한다. 세포를 PBS에 100 mM glycine이포함된용액에서 10

분간 세척한다. 5% bovine serum albumin (BSA), 10% FBS, 1X

PBS, 0.1% Triton X-100이 포함된 immunofluorescent blocking

buffer (IBB)에 1시간동안 block 한다. ASO2가포함된 IBB에서 1

시간 동안 배양한다. 세포를 PBS/glycine에 세척한 후 fluo-

roisothiocyanate (FITC), phycoerytherin(PE) antibody가포함된 IBB

에 1시간동안배양한다. PBS/glycine에세척한후핵을관찰하

기위해DAPI가포함된용액으로mount한다.

골분화 유도

10% FCS, 0.1μM dexamethasone, 50μM ascorbate-2-phosphate,

10mM β-glycerophosphate를 포함한 DMEM(OM배지)에서 2 주

간 배양하였다. 배지는 이틀에 한번씩 교체하였다. 골분화 유

도는 Alzarin red stain으로 extracellular matrix calcification을 확인

하였다. 2% alzarin red 용액을증류수에서 NaOH로 PH가 4.2가

되도록 조절한 후 0.22-㎛ filter로 여과하였다. plate는 150mM

Nacl로세번수세후, ice cold 70% ethanol로고정하고증류수로

수세하였다. 그후 30 μL의 alizarin red로 10 분간염색하였다. 세

포는증류수로여러번세척하고자외선에 60 분동안현상시

킨다. 마지막으로, 세포는에탄올에서 0.1% eosin으로대조염색

을시행하였다.  

지방분화 유도

10% FCS, 0.5mM isobutyl-methylxanthine(IBMX), 1μM dexam-

ethasone, 10μM insuline, 200μM indomethacin을 포함한 DMEM

(AM)에서 2주간배양하였다. 지방세포의확인은세포내지방
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의축적을알수있는 Oil Red O stain을이용하였다. 세포를 4%

formaldehyde/1% calcium용액으로 고정하고 70% ethanol 세척

후, 증류수로세척하여현미경으로관찰하였다.  

골분화 유도에서의 성장인자의 영향

첫번째 passage1의 hATSC을 10 mL 배지에서 HBSS로 두 번

세척후 trypsin-EDTA로분리하였다. 10 mL tube에세포를수거

한후 1100rpm으로 4분간원심분리후가라앉은세포들을 sus-

pension하여 12  well에일정한수의세포들을 plating 하였다. 이

틀후세포가배지에가득찬것을확인후배지를 OM 배지로

교체하고성장인자를첨가하였다. 성장인자로는TGF-β1(R&D

system, USA)와 bFGF(R&D system, USA)를사용하였고적정농

도로는 각각 1ng/ml, 10ng/ml로 하였다. 각각 3 well에 TFG-β1,

bFGF, 그리고두성장인자모두를첨가하였으며 3 well은대조

군으로 사용하여 아무런 처리를 하지 않았다. 배지는 이틀에

한번씩교체하였으며성장인자는이틀에한번씩첨가하였다.

2주와4주후고정하여염색후관찰하였다.

Ⅲ. 결 과

줄기세포의 분리와 배양

인간의지방조직기질세포로부터얻어진중배엽줄기세포가

배양되었다. 이들세포들은생체외에서쉽게증대되었고섬유

모세포같은형태를나타내었다. 표준상태(i.e., 10% FBS)에서

중배엽줄기세포들이 배양되었을 때, 평균 population doubling

time이 2.3일이었다. 이들세포들의냉동보존이성장과형태에

는영향을미치지는않았다(Fig. 1). 

Flow cytometry & Immunofluorescence

이들배양된세포에서다양한세포로의분화능이지방조직

채취시의혈액에의한오염으로인한조혈줄기세포의존재여

부때문인지를구분하기위해서 flow cytometry를이용하여분

석하였고, 표면항원의발현이현재까지보고된중간엽줄기세

포와 유사한지를 밝히기 위하여 immunofluorescence를 시행하

였다. Flow cytometry에서조혈모세포의표면항원인CD34와단

핵구와대식세포의표면항원인CD14에양성반응인세포는전

체 세포수의 5% 미만으로 대조군과 비교하면 무시할 수준이

었다. 이는 분리 배양된 세포들이 혈액세포에 오염되지 않은

순수한지방조직기질세포임을나타낸다. 또, 중간엽줄기세포

의 표면항원으로 알려진 CD44와 CD29를 사용한 immunofluo-

rescence에서, CD44는 FITC를항체로사용하여거의모든세포

에서 푸르게 관찰되었고 CD29는 PE를 항체로사용하여대부

분의 세포에서 붉게 관찰되었다. 이는 분리 배양한 세포들의Fig. 1. Morphology of human adipose tissue stromal

cells(ATSC) under phase contrast microscopy.

Fig. 2. Flow cytometry of hATSCs using CD 34, CD 14 hematopoietic progenitor markers

(Left: Control; Center: CD 34 FIFC; Right: CD 14 FITC).
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표면항원의 발현이 중간엽줄기세포와 같음을 나타내어 중간

엽줄기세포임을알수있다(Fig. 2-4, Table 1). 

중간엽줄기세포의 골세포와 지방세포로의 분화

복부의 지방조직 기질세포에서 분리한 세포가 중간엽줄기

세포의특성을가지는지확인하기위하여이들세포를조골세

Fig. 3. Immunofluorescence ATSC CD 29-PE cells

with red color demonstrate ATSCs.  

Fig. 4. Immunofluorescence ATSC CD44-FITC Cells

with green color demonstrate ATSCs.

Fig. 6. Osteogenic differentiation of ATSCs (Alzarian

red stain) Osteogenic stem cells from ATSCs

demonstrate mineralization of ECM as dark red color

spots.

Fig. 7. Adipogenic differentiation of ATSCs (Oil Red

O. stain) Adipogenic stem cells from ATSCs

demonstrate lipid droplet as light red color spots.

Fig. 5. Adipose Tissue Stromal Cells(contrast) ATSCs

prior to stem cell differentiation can be seen. 

Table 1. Immunophenotype of cultured BMSC and ATSC

BMSC

ATSC

X

X

X

X

O

O

O

O

CD34Antigody
Name

CD14 CD29 CD44
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포 및 지방세포로 분화를 유도하였다. 조골세포로의 분화는

생체외에서 낮은 농도의 ascorbic acid, β-glycerophosphate, 그리

고 dexamethasone으로세포를배양하여유도하였다. 성숙한조

골세포는 분화 후기에 석회화되는 collagen I-rich extracellular

matrix(ECM)를 분비한다. 그러므로, 골형성 분화를 확인하기

위하여, Alzarin red 염색으로중배엽줄기세포에서ECM의석회

화를 측정하였다. 석회화 부위는 세포의 단일층(monolayer)내

에서 붉게 나타난다. 골형성을 나타내는 석회화된 ECM의 붉

은 부위가 OM에서 2주간 배양된 hATSC에서 관찰되었다. 석

회화된 ECM의생산은이들세포들이 osteogenic lineage로유도

될수있다는것을강하게나타낸다. 

지방세포로의 분화는 dexamethasone, insulin, isobutyl-methylx-

anthine, indomethacin으로세포를배양하여유도하였다. Oil Red-

O 염색으로 세포내 lipid droplet을 가지는 확대된 형태를 관찰

하여성숙한지방세포를확인하였다. 

이로써 분리 배양한 지방조직기질세포가 다양한 세포로의

분화능을 가지는 중간엽줄기세포임을 확인할 수 있었다(Fig.

5-7).

골분화 유도에서의 성장인자의 영향

12 well에 OM배지를 사용하여 실험군으로 3 well 씩 각각

TGF-β1군, bFGF군, 그리고두성장인자모두를첨가한군,  나

머지 3 well은대조군으로사용하여골분화에성장인자가미치

는 영향을 알아보고자 하였다. TGF-β1은 1ng/ml, bFGF는

10ng/ml의 비율로 첨가하고 2주와 4주간 배양 후 고정하여 관

찰하였다. 2주와 4주 모두 대조군에 비해 성장인자를 첨가한

실험군에서골분화도가증가되었다. 특히TGF-β1을첨가한군

이 bFGF를첨가한군보다더큰골분화도를보였고두성장인

자를 모두 첨가한 실험군에서 가장 큰 골분화도를 나타내었

다. 4주간배양후고정한경우 2주배양한군보다골분화도가

전체적으로증가한것을관찰할수있었다(Fig. 8-10).  

Ⅳ. 고 찰

최근줄기세포를이용한조직공학에대한연구가활발하게

이루어지고있다. 현재의수술적재건을대신할수있는방법

으로조직공학을이용한골조직재생법이향후재생, 재건술의

한분야로서중요한자리를차지할수있을것으로사료된다. 

이러한연구의일환으로가장많이연구되어온것이골수의

중간엽줄기세포이다. 인간의 골수는 중배엽에서 기시하였으

며 조혈줄기세포(hematopoietic stem cell)와 중배엽기질세포

(mesencymal stroma)가존재한다. 조혈줄기세포의증식과분화

에 대해서는 잘 알려져 왔지만 이 중간엽 기질세포에 대해서

는아직연구가미흡한실정이다. 

골수의기질에는중간엽줄기세포라고불리는줄기세포군을

포함한다양한세포군으로구성되어있다1,2). 골수에서채취한

중간엽줄기세포에서 지방세포,5) 연골세포,11-12) 근육모세포,13,14)

조골세포5,11,15) 등으로 분화되는 것이 증명되었으며, 최근에는

골격근,14,16) 심근,17,18) 또는 간19-21)과 같은 다른 중배엽 기원의 세

포로분화될수있고심지어신경조직과같은다른배엽의조

직으로도분화될수있는것이밝혀지고있다22,23). 그러나골수

Fig. 8. Osteogenic differentiation of hATSCs (2 weeks).

Fig. 10. Comparison of osteogenic differentiation of

hATSCs on 2 weeks with that on 4 weeks. 

Fig. 9. Osteogenic differentiation of hATSCs (4 weeks).

2weeks 4weeks
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에서 줄기세포를 얻는 것은 전신 또는 국소마취가 필요하며

채취 시 통증이 동반되고 중배엽 줄기세포의 수가 적다는 단

점이있다4,5). 또한많은양의중배엽줄기세포를얻기위해많

은 시간과 경비가 필요하며, 반복하여 시행하는 경우 오염의

가능성이증가한다. 따라서자가줄기세포를비교적쉽게얻을

수있고, 환자에게손상이적게주면서충분한양을얻을수있

는방법을찾아왔다. 

이를 위해 골수와 같은 중배엽 기원으로 많은 heterogenous

stromal cell population을가지는지방조직의연구가시작되게되

었다. 지방조직은보다적은침습성을가지고얻을수있으며

인체에 많은 양이 존재한다. 인간의 지방조직에서 지방세포,

연골세포, 근육모세포, 골모세포 등으로 분화되는 중배엽 줄

기세포가 존재하는 것이 증명되었으며 지방조직기질에서 얻

은 중배엽 줄기세포의 증식능과 분화능이 골수기질세포에서

얻은중배엽줄기세포의것보다떨어지지않았다는보고가있

었다24). 

본실험에서는인간의복부지방조직에서분리배양한기질

세포로조골세포와지방세포로분화시킬수있었으며이들세

포가골수에서분리한것과같은표면항원군을나타내는것을

관찰 할수 있었다. 또한 조혈모세포 등의 혈액세포의 오염이

없음을확인하여다양한세포로분화될수있는중간엽줄기세

포가존재함을확인하였다. 이세포는생체외에서계대배양이

가능하였으며냉동보관한세포를해동후다시배양하였을때

도 동일한 형태의 세포성장이 관찰되었다. 이러한 결과는 골

수 등 다른조직에서 보고된 바와 같이 장시간 증식과 보존이

가능한중간엽줄기세포의특성을가지고있음이증명되었다. 

그러나이러한중배엽줄기세포의임상적용시에그분화효

율이낮고분화능유지를위한배양조건이까다로워세포선별

기술과분화유도기술이여전히문제가되고있기도하다. 

이에 본 실험에서는 중간엽줄기세포의 골세포로의 분화와

증식에 관련하는 성장인자로 TGF-β1과 bFGF의 부가시 그 영

향을 알아보고자 하였다. TGF-β1는 골조직, 결합조직, 그리고

면역학적시스템등의다양한범위에다양한생물학적효과를

가지는 폴리펩타이드 성장인자의 일원으로서 골과 결합조직

에서다양한기능과활성을가지고골형성과조골세포의증식

을유도한다. 또한다른성장인자의존재유무에따라세포분

화를자극하거나억제한다고알려져있다. TGF-β1는현재까지

확인된 fibroblast collagen stimulator들중가장강력하며 osteopon-

tin, osteonecton, 여러종류의콜라겐등과같은다양한골과연

골 요소들의 생산도 촉진한다. Loklin은 골수기질세포에서 골

세포로분화시 TGF-β1이성숙한조골세포의표지자로고려되

는 ALP activity를 증가시킨다는 사실을 확인하였다25). 또한

TGF-β1은세포내또는세포간의신호를통해서세포의골형성

을자극하고골형성능력을향상시키는적절한미세환경을유

도한다고알려졌다26,27). 

bFGF는중배엽과신경외배엽기원의세포들의분화에영향

을미치는조절인자로알려져있다. bFGF는조골세포의증식

에도 주요한 영향을 미치며 골의 콜라겐을 합성하는 세포의

수를증가시킴으로골형성을증가시킨다. 골수의중배엽줄기

세포에 bFGF 첨가시 그 증식능과 골형성능이 증가하였고

bFGF는 TGF-β1와는 상가 작용이 있어 세포를 현저히 증식시

킨다고보고되었다28,29). 

TGF-β1와 bFGF가 중배엽줄기세포를 조골세포로 분화되는

것을증가시키는기전은아직정확히알려져있지않다.

bFGF는 골수기질세포의 골세포로의 분화시 분화능을 증가

시키고배지에포함되어있는조골세포로의분화시중요한역

할을하는것으로알려진 dexametasone과의배양시세포의 glu-

cocorticoid receptor의 수를 증가시켜 dexametasone과의 반응을

증가시킨다고보고가있었다30,31). 

이에본실험에서 TGF-β1과 bFGF가골수기질세포에서와같

이 지방조직기질세포에서 조골세포로의 분화시 첨가했을 때

그분화능을증가시키는것을관찰할수있었고단독첨가시

TGF-β1에서 bFGF보다 더 증가하였다. 이들 성장인자의 동시

첨가시그상가효과를관찰할수있었다. 또한 2주와 4주군의

비교관찰시이들성장인자들이조골세포로의분화시기를앞

당기는것을관찰할수있었다.   

본 실험의 결과들은 향후 지방조직기질세포가 성체줄기치

료의유용한세포로서의가능성을제시하였으며또한성장인

자들이 병용 되었을 시 조골세포로의 분화를 더욱 향상시킬

수있을것으로생각되었다.

Ⅴ. 결 론

본연구에서저자는인간의복부에서채취한지방조직기질

세포에 다양한 세포로의 분화능을 가지는 중배엽줄기세포가

존재하는지를 확인하고 조골세포로의 분화시 성장인자인

TGF-β1과 bFGF를 첨가하여 그 분화능을 관찰하여 다음과 같

은결과를얻었다. 

1. 지방조직에서 분리 배양한 지방조직기질세포들이 조골세

포, 지방세포로의분화능을가지는중배엽줄기세포임을확

인하였다. 

2. 지방조직기질세포를조골세포로분화시 TGF-β1과 bFGF의

첨가시 그 분화능이 증가하였으며 두 성장인자의 동시 적

용시상가효과를관찰할수있었다. 

상기 결과로 볼 때, 향후 지방조직기질세포가 골 결손부의

재생에 유용한 세포치료의 재료로 사용될 수 있으며 이들 성

장인자의첨가로그효용성이증가할것으로생각된다. 
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