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Purpose: The purpose of this study is to evaluate the efficacy of mesenchymal stem cell (MSC) isolation by the magnetic-activated cell 
sorting (MACS) method in tendon tissue-derived cells compared to the colony picking method for isolation of MSCs by picking colony-
forming cells.
Materials and Methods: Human tendon-derived cells were isolated by enzyme digestion using normal tendon tissues from three do-
nors. We used the magnetic kit and well-known MSC markers (CD90 or CD105) to isolate MSCs in tendon-derived cells using MACS. 
Cloning cylinders were used to isolate colony-forming cells having MSC characteristics in tendon-derived cells. Colony-forming unit-
fibroblast (CFU-F) assay was used to evaluate the self-renewal capacity of cells isolated using the colony picking method or MACS. For 
comparison of differentiation potentials into osteogenic or adipogenic lineage between two groups, alizarin red S and oil red O staining 
were performed at 14 days after induction of differentiation in vitro.
Results: Flow cytometry results showed that early passage tendon-derived cells expressed CD44 in 99.13%, CD90 in 56.51%, and CD105 
in 86.19%. In the CFU-F assay, CD90+ or CD105+ cells isolated with MACS showed larger colony formation in size than cells isolated 
using the colony picking method. We also observed that CD90+ or CD105+ cells were constantly differentiated into both osteogenic and 
adipogenic lineages in cells from all donors, whereas cells isolated using the colony picking method were heterogeneous in differentia-
tion potentials to the osteogenic and adipogenic lineages.
Conclusion: CD90+ or CD105+ cells isolated using MACS showed superior MSC characteristics in the self-renewal and multi-differen-
tiation capacities compared with cells isolated using the colony picking method.
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picking method)을 줄기세포 특성에 따라 비교 분석하였다. 이를 

통해 세포 표면 항원을 이용한 자기 활성 세포 분리법이 줄기세포 

특성인 자가 재생 및 다분화능 측면에서 더 효율적인 건 줄기세포 

분리법임을 증명하고자 하였다.

대상 및 방법

1. 건으로부터 유래한 세포의 일차 배양

건 이전술 및 기타 자가 건을 이용한 수술에서 수술적 조작 후 

폐기 예정인 정상 건 조직 일부(장 족지 굴곡건, 장 족무지 굴곡건)

를 이용하였으며, 강남세브란스병원 연구심의위원회(Institutional 

Review Board) 승인 및 3명의 환자 동의하에 실험을 실시하였다. 

먼저, 정상 건 조직을 1 mm 이하로 절단한 후 0.3% collagenase 

type I (Gibco Life Technologies, Seoul, Korea)과 4 mg/mL dispase 

I (Roche, Penzberg, Germany)을 사용하여 2시간 동안 37oC에서 

배양하여 분해시킨다. 이후 분해된 용액을 원심 분리하여 상층액

을 제거하고, 10% 우태 혈청(fetal bovine serum), 1% antibiotic-

antimyotic 용액이 첨가된 Dulbecco’s modified Eagles medium-

low glucose (DMEM-LG) 배양액을 이용하여 부유한 후, 10 cm2 배

양 용기에 깔아 7일간 배양하였다.

2. 군체 분리법

건 조직으로부터 일차 배양된 세포가 70%∼80% 정도 차면 

0.05% trypsin/EDTA (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)를 처리한 후 

10 cm2 배양 용기에 100개를 세어 깔아준 다음, 20% 우태 혈청이 

포함된 DMEM-LG 배양액으로 군체가 형성될 때까지 14일간 배양

한다. 이후, 0.5% trypsin/EDTA와 클로닝 실린더(Sigma, St. Louis, 

MO, USA)를 이용해 세포 하나에서 유래된 군체를 분리하여 각각

을 따로 6 well 배양액에 키운다. 

3. 자기 활성 세포 분리법

건 조직으로부터 분리 배양된 세포를 0.05% trypsin/EDTA로 처

리한 후 원심 분리하여 상층액을 제거하고, round-bottom 튜브에 

DMEM-LG 배양액 100 μL로 부유한다. 이후, EasySep magnetic 

kit (StemCell Technologies, Cologne, Germany)를 이용하여 세포

를 분리하였다. 먼저, 종 특이적인 FcR blocking antibody (Stem-

Cell Technologies)를 100 μL/mL 첨가한 후, 각각 분리하고자 하

는 세포 표면 항체인 PE-anti-CD44 (Miltenyi Biotec Inc., Auburn, 

CA, USA), FITC-anti-CD90 (Miltenyi Biotec Inc.), APC-anti-CD105 

(Miltenyi Biotec Inc.)를 2 μL씩 넣고 15분 기다린다. 15분 뒤, 각각

의 형광에 따라 EasySep selection cocktail (StemCell Technologies)

을 100 μL/mL 넣고 15분 기다린다. 이후, nanoparticles (StemCell 

Technologies)를 10 μL/mL 넣고 10분간 기다린다. 10분 뒤 2.5 mL

가 되도록 배양액을 첨가한 후, EasySep magnet (StemCell Tech-

서      론

건(tendon)은 근육을 뼈에 부착시키는 조직으로써 강한 장력에 

견디도록 인대와 매우 비슷한 구조로 되어있으며 뛰어난 유연성을 

지닌 조직이다. 이러한 건의 부상은 외상 또는 직업병으로 인한 과

민한 운동에 의하여 과도한 긴장, 견인이 가해져서 발생하게 되는

데, 다른 조직과 달리 치유가 매우 느리기 때문에 그 문제가 심각하

다.1-3) 건의 치료를 위해 건에 소량으로 존재하는 건세포를 이용하

려 하지만, 건세포는 초기 계대 배양 기간에도 건세포 형질(pheno-

type)을 소실하기 쉽다는 배양 특성으로 인해 연구가 제한적이었

다.4) 이를 극복하기 위해 최근 10여 년 전부터 줄기세포를 건 재생 

공학에 적용하기 시작하였고, 그 중에서도 골수 유래 중간엽 줄기

세포를 이용한 건 재생 연구가 활발히 진행되고 있으나5,6) 건 부상

을 가진 동물 모델에서 골수 유래 중간엽 줄기세포를 이식하였을 

때 건으로 재생되지 않고 이소성의 골 형성을 초래한 것을 발견하

였다.7) 그러던 중, Bi 등8)은 건에서도 줄기세포가 존재한다는 발견

과 함께 건 조직에서 줄기세포의 분리 배양을 성공하였고, 이후 다

양한 실험으로 건 줄기세포의 존재가 규명되었다. 최근 Tan 등9)은 

건 줄기세포와 골수 유래 줄기세포에서 일반적인 줄기세포 특징을 

비교하였고, 그 결과 골수 유래 줄기세포보다 건 줄기세포의 다분

화능 및 자가 증식력이 훨씬 높은 것을 증명하였다. 특히 건 줄기

세포는 건으로 분화할 수 있는 능력이 다른 줄기세포보다 높으며, 

이를 이식하였을 때 이소성의 골 형성될 위험도 매우 적다.7,10) 따

라서 건 줄기세포만이 건 조직 재생에 가장 적합한 세포 원천이 될 

수 있으며 현재 이를 이용한 건 조직 재생 공학과 건 줄기세포와 

연관된 건증(tendinosis) 기전 연구 등이 활발히 진행되고 있다. 그

러나 건은 대부분 세포 외 기질로 구성되어 있고, 건세포가 구성되

는 비율이 매우 적은 조직의 특성 때문에 건 줄기세포만을 분리하

는 방법이 아직까지 명확하게 제기되지 않았고, 때문에 임상에 적

용하는 데 어려움을 겪고 있다.11) 최근 이를 극복하고자 Zhang과 

Wang12,13)은 건 조직에서 줄기세포만을 분리하는 방법으로, 일차 

배양에서 형성된 세포 군체(colony)를 육안으로만 구분하고 이를 

수집하여 배양하는 방법을 사용하였다. 하지만 세포 군체와 줄기

세포를 육안으로만 구별하는 한계로 인해 분리 과정 중 일반 건세

포의 오염이 가능하며, 다양한 분화 과정에 있는 줄기세포가 포함

되어 일관된 줄기세포의 성질을 실험에 유지하기 어려운 문제점이 

내포되어 왔다.8) 최근 줄기세포 연구에서는 줄기세포에 특징적으

로 나타나는 세포 표면 항원을 이용하여 골수, 제대혈, 지방 등 여

러 조직에서 줄기세포만을 분리하고, 표면 항원 발현에 따른 줄기

세포의 분화 단계와 특성에 대한 연구가 활발히 진행되고 있다.14) 

따라서 본 연구에서는 소량의 건 조직으로부터 세포 표면 항원과 

자기 활성 세포 분리법(magnetic-activated cell sorting)을 이용하

여 줄기세포를 건 조직으로부터 분리하는 방법을 확립하고자 하였

고, 세포 표면 항원을 이용하여 분리한 방법과 군체 분리법(colony 
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로 섞은 고정액으로 고정시킨 후, 20% crystal violet (Merck, Darm-

stadt, Germany)으로 10분간 염색한다. 염색된 세포 군체의 개수는 

크기가 2.5 mm 이상인 것을 선별하여 분석하였다.15)

6. 골아세포 및 지방세포로의 분화유도

골아세포 분화를 위해 분리 배양된 건 줄기세포를 3∼4계대 배

양 시킨 후, 6 well 배양 용기에 계대 배양하여 골아세포 분화배지

(10% 우태 혈청, 1 M β-glycerophosphate, 1 mM dexamethasone 

and 50 mg ascorbic acid [Sigma)]가 포함된 DMEM-LG 배양액)

로 배양하였다. 골아세포로 유도되었는지 확인하기 위해, 7일 후 

alkaline phosphatase (ALP) 염색을 수행하였고, 14일 후에 alizarin 

red S 염색을 수행하였다. ALP 염색을 하기 위해 PBS로 세척한 후 

citrate working solution과 acetone을 2:3 비율로 섞은 고정 용액으

로 1분 30초간 고정한 다음, diazonium salt 용액(Sigma)에 naph-

thol AS-MX phosphate alkaline 용액(Sigma)을 넣은 alkaline 염색 

혼합물로 30분간 반응시킨다. 이후, Hematoxylin (Sigma)으로 5

분간 염색한 후 현미경으로 관찰하였다. Alizarin red S 염색을 하

기 위해 70% 에탄올로 30분간 고정한 후, 2% alizarin red S solution 

(pH 4.1; Sigma)으로 30분간 염색한다. 이를 정량하기 위해 10% 

cetylpyridinium chloride (Sigma)로 탈염색 후, 595 nm의 흡광도

에서 측정하였다. 지방세포 분화를 위해 지방세포분화배지(10% 

nologies)에 올려놓고 5분간 기다린 뒤 꽂아놓은 상태에서 배양액

을 버린다. 그 다음으로 세포가 남아있는 튜브에 새 배양액을 넣어 

부유한 후, 10 cm2 배양 용기에서 배양한다.

4. Flow cytometry

분리된 세포를 확인하기 위해 fluorescence-activated cell sort-

ing (FACS)을 시행하였다. 건 조직으로부터 분리 배양된 세포를 

0.05% trypsin/EDTA로 처리한 후 각각 1×104씩 분주하고, FACS 

buffer (1% 우태 혈청과 0.05% sodium azide가 포함된 phosphate-

buffered saline [PBS])로 부유한 다음 PE-anti-CD44 (Miltenyi Biotec 

Inc.), FITC-anti-CD90 (Miltenyi Biotec Inc.), APC-anti-CD105 (Milt-

enyi Biotec Inc.)를 2 μL씩 넣어 30분간 4oC에서 염색하였다. 이

후, 염색된 세포를 FACS buffer 500 μL에 부유하여 FACS analysis 

(BD FACSverse flow cytometer; BD Biosciences, San Jose, CA, 

USA)를 수행하였고, BD FACSuite software (BD Biosciences)를 이

용하여 분석하였다.

5. Colony-forming unit-fibroblast (CFU-F) assay

세포 1×103을 10 cm2 배양 용기에 깔아준 다음, 20% 우태 혈청

이 포함된 DMEM-LG 배양액으로 12일간 배양한다. 12일 후, 세

포 군체가 형성되면 PBS로 세척한 다음 메탄올과 아세톤을 2:3으

Figure 1. Identification of mesenchymal stem cell surface marker CD44, 

CD90, and CD105 in tendon-derived cells. Flow cytometry analysis of 

the expression of cell surface markers related to mesenchymal stem 

cells such as CD44, CD90, and CD105 was performed in tendon-

derived cells at passage 2. 
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염색 후, 흡광도를 500 nm에서 측정하였다.

결      과

1. 초기 계대의 건 유래의 세포에서 줄기세포의 표면 항원 분

포도

건 조직에서 일차 분리 배양된 세포에서 세포 표면 항원을 이용

FBS, 0.5 mM 3-isobutyl-1-methylxanthine [Sigma], 1 μM dexa-

methasone, 5 μM insulin and 200 μM indomethacin [Sigma]을 포

함한 DMEM-LG 배양액)를 넣어 14일간 배양한다. 14일 후, 지방 

소립을 확인하기 위해 oil red O 염색을 수행하였다. 먼저 PBS로 

세척한 후 3.7% 포름알데히드(Duksan, Ansan, Korea)를 넣고 30분

간 고정한다. 30분 뒤, 0.18% oil red O (Sigma)를 넣고 30분간 염색

한다. 이를 정량하기 위해 아이소프로판올(Duksan)로 30분간 탈

Figure 2. Isolation methods for tendon-derived mesenchymal stem cells. (A) The cell colonies were dissociated by cloning cylinder and each colony 

was cultured in growth medium (upper). The isolation method using mesenchymal stem cell surface markers CD90 and CD105 was performed by 

magnetic kit (bottom). (B) The cells isolated by magnetic-activated cell sorting using CD90 and CD105 were analyzed by flow cytometry.
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증식력이 더 높은 것으로 나타났다.

4. 골아세포 분화능 비교

각 분리법을 이용하여 분리된 세포의 골아세포 분화능을 비교하

기 위해 골아세포 분화배지로 배양하여 7일 후, ALP를 염색하였다. 

그 결과, CD90, CD105로 분리된 세포에서 ALP activity가 매우 높

은 것을 확인할 수 있었다(Fig. 5A). 이후, 14일째 미네랄화 정도를 

비교하기 위해 alizarin red S 염색을 수행하였다(Fig. 5B). 이를 정

량한 결과, 군체 분리법으로 분리된 세포에서 optical density (OD)

값이 각각 0.03, 0.13, 0.01이었고, CD90으로 분리된 세포에서는 

0.42, CD105로 분리된 세포에서는 0.35의 값을 얻었다. 즉, 군체 

분리법으로 분리된 세포와 비교하였을 때, CD90 또는 CD105로 분

리된 세포에서 2배 이상 증가한 것을 확인하였고, 군체 간에는 골

아세포 분화능이 차이가 다양한 것을 확인할 수 있었다(Fig. 5C).

5. 지방세포 분화능 비교

지방세포 분화능을 비교하기 위해, 14일 동안 지방세포 분화배

지를 사용하여 분화를 유도한 후, 지방 소립 형성을 확인하기 위해 

oil red O 염색을 수행하였다(Fig. 6A). 그 결과, 군체 분리법으로 

분리된 세포보다 CD90과 CD105로 분리된 세포에서 더 많은 지방 

하여 줄기세포만을 분리하기 위해 중간엽 줄기세포 표면 항원을 

조사하였고, 이를 바탕으로 초기 passage에서 건 줄기세포를 분리

하기 위해 일반적인 중간엽 줄기세포 표면 항원인 CD44, CD90, 

CD105를 이용하여 flow cytometry를 통해 분포를 분석하였다.16,17) 

그 결과, CD44는 초기에도 99% 이상 발현하고 있었으나 CD90은 

평균 56% 정도 존재하였고, CD105는 86%가 존재하였다(Fig. 1). 

이 결과를 통해 CD44만으로는 초기 passage에서 줄기세포만을 분

리할 수 없다는 결과를 얻었고 이후, 중간엽 줄기세포 표면 항원으

로 CD90과 CD105만을 이용하였다.

2. 건 줄기세포 분리 방법

건으로부터 줄기세포를 분리하기 위한 방법으로 기존에 사용되

었던 군체 분리법과 줄기세포 항원을 이용한 면역 자기 세포 분리

법을 비교하기 위해, 먼저 세포를 분리하는 방법을 간략한 모식도

로 표현하였다(Fig. 2A). CD90 또는 CD105를 이용한 면역 자기 세

포 분리법으로 분리된 세포가 실제로 잘 분리되었는지 확인하기 

위해, 분리된 세포를 다시 flow cytometry를 이용하여 확인하였다. 

그 결과, 면역 자기 세포 분리법으로 분리된 CD90+ 세포는 97.83%

였고, CD105+ 세포는 99.97%인 것으로 나타났다(Fig. 2B).

3. 군체 형성 능력(colony forming capacity) 비교

줄기세포의 특징 중 하나인 자가 재생 능력을 비교하기 위해 

CFU-F 분석을 수행하였다. 군체의 크기와 밀도는 군체의 증식력에

서 큰 차이를 보이는데, 크기가 작은 군체는 낮은 증식력을 나타내

고 크기가 큰 군체는 높은 증식력을 나타낸다. Gothard 등15)은 골

수 유래 중간엽 줄기세포의 군체 간 증식력을 비교하기 위해 직경 

2.5 mm를 기준으로 군체를 크기에 따라 분류하였고, 세포 수가 높

아 세포 간 접촉이 많은 군체와 적은 군체를 구분하여 밀도에 따

라 분류하였다. CFU-F assay 결과, 전체 군체 수에서 큰 차이는 없

었으나 직경이 2.5 mm 이상인 세포 군체는 CD90과 CD105를 이용

한 면역 자기 분리법으로 분리된 세포에서 15% 이상이었고, 반면

에 군체 분리법으로 분리된 세포에서는 5% 미만이었으며 군체마

다 차이가 있었다(Figs. 3, 4). 이러한 결과를 통해 세포 표면 항원

을 이용한 면역 자기 분리법이 군체 분리법보다 군체 형성 효율과 

Figure 3. Colony forming capacity. Total colonies were stained with crystal violet at 12 days.

Figure 4. Quantification of colony-forming units. The number of large 

colonies was counted and the percentage of large colonies was mea-

sured.
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고      찰

기존 연구에서 중간엽 줄기세포가 다양한 세포로 분화될 수 있

는 다분화능이 알려져 건과 관련된 질환의 치료 가능성이 보고되

고 있으며 이를 이용한 많은 연구들이 진행되고 있던 중, 건 줄기

세포가 존재한다는 것이 밝혀지면서 건 조직 재생 공학에 이를 이

용하기 위한 많은 연구들이 진행되고 있다.5,6,8) 그러나 건은 대부

분이 세포 외 기질로 구성되어 있으며, 세포 수가 매우 적고, 건세

소립을 발견하였고 이를 정량화하였을 때, 군체 분리법으로 분리

된 세포에서 OD값이 평균 0.19로 나타났고 CD90으로 분리된 세포

는 0.587, CD105로 분리된 세포는 0.585로 나타났으며, CD90 또는 

CD105를 이용하여 분리된 세포와 군체 분리법으로 분리된 세포와 

비교하였을 때 그 차이가 약 3배인 것으로 나타났다(Fig. 6B).

Figure 5. Osteogenic differentiation capacity. Each cell was seeded on 12-well plates and differentiated for 14 days. (A) The cells isolated by each 

method were determined by alkaline phosphatase staining at 7 days. Scale bars=200 μm. (B) After induction of osteogenic differentiation for 14 

days, alizarin red S staining was performed. (C) Absorbance at 595 nm was measured with a spectrophotometer for quantitative analysis of the 

stained mineralized nodules.
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체 분리 방법으로 분리하면 줄기세포뿐만 아니라 분화능을 가지지 

않는 섬유아세포(fibroblast) 등이 섞여 분리되는 것으로 관찰되었

다. 그에 반해 건으로부터 분리된 세포를 초기에 세포 표면 항원을 

이용하여 분리해 내면 초기에 더 많은 수취율을 얻을 수 있었으며, 

자가 형성 능력과 분화능이 더 높은 세포를 얻을 수 있었다. 자기 

활성 세포 분리법으로 세포를 분리할 때 특징적인 줄기세포 표면 

항원인 CD44와 CD90, CD105를 이용하였으나 건으로부터 분리된 

세포의 초기 passage에서 그 분포도를 비교해 보았을 때 CD44는 

99% 이상 존재하는 것으로 나타났다. CD44는 세포와 세포 간 상

호작용, 세포의 부착과 이동에 관여하는 세포 표면 항원으로 잘 알

려져 있고, 섬유아세포 역시 CD44를 포함하고 있어 줄기세포 특유

의 세포 표면 항원이라고는 말하기 어렵다.18,19) 따라서 CD90 또는 

CD105를 이용한 자기 활성 세포 분리법을 통해 건 줄기세포를 분

리하면 보다 많은 수취율과 자가 재생 및 분화 효율이 높은 줄기세

포만을 분리할 수 있으며 이를 이용하여 건 재생 조직 공학 및 건

증 기전에 관여하는 줄기세포 특성 연구에 응용할 수 있을 것으로 

기대된다.

결      론

자기 활성 세포 분리법을 통해 줄기세포 표면 항원인 CD90 또

는 CD105를 발현하는 세포를 분리하였을 때, 군체 분리법으로 분

리된 세포보다 자가 재생 능력과 다분화능이 우수하였다. 이러한 

결과를 통해 볼 때 CD90 또는 CD105를 이용한 자기 활성 세포 분

포가 섞여있어 건으로부터 줄기세포만을 얻는 데 어려움이 내포되

어 왔다.11) 실제로, 건에서 세포를 일차 배양했을 때 특징적인 줄기

세포 표면 항원을 가진 세포의 수는 절반 정도에 지나지 않았던 것

을 확인하였다. 이를 극복하고자 최근 줄기세포의 특성인 군체 형

성 능력을 이용한 방법으로 군체가 형성되었을 때 이것만을 분리

하여 건 줄기세포를 분리해낸 방법이 제시되었으나12,13) 수취율이 

적고, 분리과정 중 건세포의 오염에 대한 문제점들이 제기되었다. 

따라서 본 연구에서 건 줄기세포만을 얻기 위해 잘 알려진 줄기세

포 표면 항원을 이용하여 분리해내는 방법을 고안해 냈고, 실험을 

진행하였다. 기존에 제시되었던 군체 형성을 통해 건 줄기세포를 

분리해내는 방법과 비교한 결과, 줄기세포 표면 항원인 CD90 또

는 CD105로 분리된 세포에서 자가 재생이 높은 것을 관찰하였다. 

또한 다분화능을 관찰하기 위해 골아세포와 지방세포로 분화를 유

도하여 두 방법을 비교해 보았다. 골아세포로 분화를 유도하였을 

때 군체 형성 방법으로 분리된 세포는 골아세포로의 분화 정도가 

매우 다양하였는데, 분화가 유도되지 않은 군체도 발견되었다. 반

면, 줄기세포 표면 항원을 이용하여 분리된 세포에서는 모두 골아

세포로 분화가 유도된 것을 ALP와 alizarin red S 염색으로 확인하

였다. 지방세포로 분화를 유도한 후 14일 째 oil red O 염색을 수행

하였을 때, 군체 분리 방법으로 분리된 세포에서는 지방 소립이 거

의 관찰되지 않았지만 CD90 또는 CD105를 이용하여 세포를 분리

한 그룹에서는 많은 지방 소립이 관찰되었다. 군체 형성 방법으로 

세포를 분리하였을 때 초기에 얻을 수 있는 세포 수가 제한적이었

으며 분화능이 거의 없는 세포들이 나타난 것으로 보아 기존의 군

Figure 6. Adipogenic differentiation capacity. (A) After induction of adipogenic differentiation for 14 days, lipid droplets were detected by oil red O 

staining. Scale bars=200 μm. (B) For quantification of the stained lipid droplets, absorbance at 500 nm was measured with a spectrophotometer.
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