
www.ophthalmology.org1652

대한안과학회지 2010년 제 51 권 제 12 호
J Korean Ophthalmol Soc 2010;51(12):1652-1658
pISSN: 0378-6471
eISSN: 2092-9374
DOI : 10.3341/jkos.2010.51.12.1652

= 증례보고 =

양막을 이용한 각막 간질세포의 배양과 중배엽 

줄기세포의 분화유도

박수현 전연숙 김재찬

중앙대학교 의과대학 안과학교실

목적: 생체 외 배양 조건에 따른 토끼 각막 간질세포의 특징을 분석하고, 각막 간질세포 조건배지를 이용한 중배엽 줄기세포의 간질세
포로의 분화여부를 확인하고자 하였다.
대상과 방법: 토끼 각막 간질세포를 양막의 간질층과 배양접시에 각각 접종하여 증식시킨 후 형태학적 변화를 관찰하였다. 토끼 중배엽 
줄기세포를 양막에 접종하여 α-MEM과 각막 간질세포 조건배지를 혼합하여 배양하였으며, 각막 간질세포 표지유전자(keratocan, 
lumican, aldehyde dehydrogenase family, member A1 (ALDH1A1))의 발현양상을 분석하였다.
결과: 양막에 배양된 간질세포는 수지상이었고 느린 증식속도를 나타낸 반면, 접시에서는 빨리 증식하였으며 방사상이었다. 양막에 
배양한 경우 표지유전자 모두 발현이 잘 유지된 반면 접시에서는 점차 감소하였다. 또한, 중배엽 줄기세포를 양막에서 각막 간질세포 
조건배지로 배양하면 keratocan과 ALDH1A1의 발현이 유도되었다.
결론: 각막 간질세포를 양막을 매개로 배양하면 그 형태와 표지유전자의 발현이 유지되었으며, 조건배지와 양막을 이용해 중배엽 줄기
세포의 각막 간질세포로의 분화 가능성을 확인하였다.
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각막 간질세포는 in vitro에서 배양할 경우, in vivo상의 

특징을 잃어버리고 섬유아세포로 분화된다고 알려져 있다.1,2
 

이에 이들의 특징을 잃지 않도록 하는 다양한 배양법이 연

구되어 왔고, 무혈청 배양액을 이용하거나 세포부착에 관련

된 미세환경 조건을 바꾸어 주는 방법을 이용하여 간질세

포의 세포형태 및 관련 유전자와 단백질의 발현을 유지할 

수 있다는 결과가 보고 되었다.3-5
 

골수로부터 유래된 중배엽 줄기세포는 in vitro에서 다양

한 세포의 형태로 분화되며, 골수, 뼈, 연골, 결합조직을 형

성할 뿐만 아니라,6-8
 안구조직을 비롯한 다양한 조직으로

의 교차분화할 수 있는 능력을 가진다.9 또한 손상된 각막

에 이식된 중배엽 줄기세포가 증식, 분화, 및 조혈 줄기세포

의 합성을 통해 각막 상피 창상을 치유할 수 있다는 보고가 

된 바 있으며,10-13 줄기세포가 각막 상피의 재생의 근원이 

될 수 있다는 가능성을 통해 줄기세포를 이용한 치료법에 

대한 연구가 활발하게 이루어지고 있다.14,15 

따라서, 다양한 잠재적 분화능을 갖는 줄기세포가 간질

세포로의 분화도 가능할 것으로 생각되며, 각막의 간질과 

내피세포는 모두 신경능선(neural crest)에서 기원한 조직

이고, 신경능선은 중배엽에서 기원하므로 이론적으로는 중

배엽 줄기세포를 이용하여 각막 간질과 각막 내피세포로 

분화시킬 수 있다고 생각된다. 
본 연구에서는 양막에 포함된 TGF-β가 정상 섬유아세

포를 근섬유아세포로 분화되는 것을 막아주며,16
 각종 성장

인자(epidermal growth factor, keratinocyte growth fac-
tor, hepatocyte growth factor)들이 세포 배양에 많은 도

움을 준다는 점에17
 착안하여 각막  간질세포를 양막 간질

층에 배양한 경우와 배양접시에서 배양한 경우, 그 세포 특

징 및 유전자 발현 정도를 비교하고자 하였다. 또한, 간질세

포를 배양한 조건배지(keratocyte conditioned medium, 
KCM)에 이들이 분비한 다양한 사이토카인이나 성장인자

가 포함되어 있을 것이라는 가설 하에, 이들이 분비한 요소

들에 의해 중배엽 줄기세포의 각막 간질세포로의 분화가 

유도되는지 확인하고자 하였다. 

대상과 방법

1. 토끼의 각막 간질세포 및 중배엽 줄기세포의 준비
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-박수현 외 : 배양조건에 의한 각막간질세포의 분화-

토끼의 각막 조직으로부터 포셉을 이용하여 각막 내피세

포를 제거하고, 37℃에서 2시간 동안 1.2 U dispase II를 

처리한 후, 수술용 칼을 이용하여 각막 상피세포를 분리했

다. 상피세포를 분리해 낸 각막 조직을 작은 조각으로 잘라

준 후, 2시간 동안 0.1% collagenase type I (Sigma- 
Aldrich, St Louis, MO, USA)을 진탕 배양기에서 처리하였

다. 조직의 간질층에서 세포가 빠져나올 수 있도록 피펫을 

이용하여 강하게 현탁해 준 후, 70 μm 나일론 망을 이용하

여 조직은 여과해 내고 원심분리를 통해 각막 간질세포만 

분리해 내었다. 
토끼에서 대퇴골을 적출하여 뼈의 양끝부분을 절단한 후, 

실린지를 이용하여 phosphate buffered saline (PBS) 을 

골강에 여러 번 통과시킴으로써 골수를 분리해내었다. 분리

된 골수는 피펫을 이용하여 현탁해 주고 0.035% collage-
nase type I을 30분간 처리한 후, 70 μm 나일론 망을 이용

하여 중배엽 줄기세포를 여과하여 분리하였다. 

2. 배양 매개체인 양막 준비 

냉동보호제에 넣어 동결한 인간양막(AmniSiteCornea 
(CA), Bioland, Korea)을 녹인 후, 5% 항생제(Penicillin/ 
Streptomycin)가 섞인 PBS를 이용하여 양막을 소독한다. 
Trypsin/EDTA 와 versene을 1:1로 혼합한 용액을 양막의 

상피층에 처리하고 37℃ CO2 배양기에 30분간 넣어둔 후, 
스크래퍼로 긁어서 양막의 상피세포를 제거한다. 다시 5% 
항생제가 섞인 PBS를 이용하여 양막을 소독하고 세포 배양

용 배지로 중화시켜 준 다음, 니트로셀룰로오스 종이에서 

양막을 분리하여 간질층이 위를 향하게 하여 스테인리스 

스틸 그물망 위에 위치시킨다.  

3. 배양조건 및 조건배지 준비

분리된 1×105개의 각막 간질세포를 200 μl의 F-배지

(DMEM/F12 [1:1 혼합], 10% FBS, 10 units/ml pen-
icillin, 10 μg/ml streptomycin medium)에 현탁하여 2.5× 

2.5 cm 크기의 양막 간질층에 고르게 접종한 후, 세포가 양

막에 부착될 수 있도록 37℃ CO2 배양기에서 3시간 동안 

배양한다. 배양액으로 인하여 그물망에 위치시킨 양막이 부

유하거나 모양이 흐트러지지 않도록 양막 위쪽에 다시 스

테인리스 스틸 그물망을 덮어서 고정시킨 다음, 양막과 접

종된 세포가 모두 잠기도록 F-배지를 첨가하여 주고, 배지

를 3일에 한 번 교체하며 15일간 액체배양을 시행한다. 동
시에 분리된 각막 간질세포를 배양접시에도 접종하여 6일
간 액체배양을 시행한다. 

분리된 토끼의 중배엽 줄기세포는 α-MEM (10% FBS, 
10 units/ml penicillin, 10 μgg/ml streptomycin medium) 
배지에서 초대배양하였으며, 계대배양 시에 간질세포로 유

도하기 위한 실험군은 양막을 이용한 간질세포 배양과 동

일한 방법으로 시행하였으며, 1×105개의 세포를 접종하였

다. 세포를 접종한지 24시간 후, 양막 위에 세포가 안정적

으로 부착되고 나면 각막 간질세포를 배양했던 조건배지

(KCM)를 전체 배양액의 10% 비율로 혼합(9:1)하여 준다. 
이틀 간격으로 배양액을 교환하여 주며, 배양액을 교환해줄 

때마다 α-MEM 배지에 KCM 의 농도를 점차 높여가며 첨

가해주어 최종농도를 6:4 (α-MEM:KCM)로 맞추어 2주간 

배양하였으며, 분화를 유도시키지 않은 대조군은 배양접시

에서 α-MEM 배지로 배양하였다. 

4. RT-PCR 

각각의 조건에서 배양한 초대배양 세포들에 trypsin/EDTA
를 처리하여 세포를 수확하고, TRI reagent (Molecular 
Research Center Inc.) 1 ml을 가하여 세포를 분해시킨다. 
TRI reagent 1 ml당 chloroform 200 μl를 가한 후 실온에

서 5분간 방치하고, 이를 12,000 rpm에서 15분간 원심 분리

하여 상층액만을 따낸다. 여기에 동일 부피의 isopropanol을 

가한 뒤 실온에서 다시 10분간 방치한 후, 12,000 rpm에서 

15분간 원심 분리하여 RNA를 침전시킨다. 침전된 pellet을 

확인하고 75% ethanol 1 ml을 넣고 pellet을 풀어 준다. 세
척을 위해 12,000 rpm에서 10분간 원심분리 한 다음, 상층

액을 버리고 건조시킨 뒤, RNase free water 20 μl로 녹인

다. 정량 후 cDNA kit (Takara)을 이용하여 reverse tran-
scription 과정을 실시하였다. cDNA 합성 후 다시 각각 인

자에 대한 primer (Table 1)를 이용하여 PCR을 수행하고, 
이를 1% agarose gel에서 확인하였다.

결 과

1. 양막에서 키운 간질세포와 배양접시에서 키운 간질

세포의 형태학적 차이 

각막 간질세포를 각각 양막의 간질층과 배양접시에 배양

하였을 때, 세포증식 속도에서 현저한 차이가 났다. 또한 각

각의 세포를 현미경으로 관찰한 결과 서로 다른 세포형태

를 나타냄을 확인할 수 있었다. 양막에서 키우는 경우 세포

의 증식속도는 떨어졌으나 간질세포의 특징적인 형태인 수

지상이 유지된 반면, 배양접시에서 키운 경우는 섬유아세포

의 형태인 방사상을 보였으며 빠른 증식속도를 나타내었다. 
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Table 1. Sequence of RT-PCR primer

Genes Primer sequence Product size (bp)

Lumican
Sense

Antisense
5’-CTGCAGTGGCTCATTCAT-3’
5’-GACCTCCAGGTAATAGTT-3’

576

Keratocan
Sense

Antisense
5’-GAAACATGCCACCAAGACTG-3’
5’-TGTGATCAAGGTGAAGGTGC-3’

261

ALDH1A1
Sense

Antisense
5’-AATGCCGATGGATGGAGAC-3’
5’-AACACTGGCCCTGATGGTAG-3’

476

K3
Sense

Antisense
5’-CAGGAGCTCATGAACGTGAA-3’
5’-GAGGAGCCAGTTGAGGACAG-3’

535

K12
Sense

Antisense
5’-CACCGAGCGCCAGAACAT-3’

5’-TCCAGGCCACCAGAAGAAAG-3’
542

β-actin
Sense

Antisense
5’-GGACCTGACCGACTACCTCA-3’
5’-GGCAGCTCGTAGCTCTTCTC-3’

180

Keratocytes on AM Keratocytes on Dish

A B

D7 D2

Figure 1. Morphologic difference between primary cells cul-
tured on amniotic membrane (AM) or plastic dish. (A) Cells 
were dendritic when cultured on AM stroma. (B) In contrast, 
cells cultured on plastic were stellate shaped. Cells grew more 
rapidly on plastic than on AM. Times to confluence were 
compared. After reaching 40% confluence, the cells were 
observed. Cells on AM reached 40% confluence at 7 days after
culture, but cells on dish at 2 days after culture. D7, 7 days of
culture; D2, 2 days of culture. Magnification: ×200.

세포가 30~40%의 합류를 나타내는 데 필요한 배양기간은, 
양막에서는 세포를 접종한 지 7일 정도였고, 배양접시에서

는 접종 후 2일이었다. 계대 배양을 위해 세포가 90% 이상 

증식하기까지 2.5×2.5 cm 크기의 양막에서는 15일이 소요

되었으나, 10 cm 배양접시의 경우는 6일이었다(Fig. 1).

2. 배양방법에 따른 각막 간질세포의 유전자 발현양상

각막 간질세포를 양막에서 키운 경우는 각막 간질세포의 

표지유전자로 알려져 있는 keratocan, lumican, ALDH1A1

의 발현이 잘 유지되었으나, 배양접시에서 키운 경우에는 

이들의 발현이 감소하였다. 배양이 진행되는 동안 kerato-
can의 경우는 급격히 감소하였고, lumican과 ALDH1A1은 

서서히 감소하는 양상을 나타냈다. 조직에서 분리된 간질세

포가 다른 유형의 각막세포와 혼합되지 않고 배양된 것을 

확인함과 동시에 표지 유전자가 간질세포에서 특징적으로 

발현되는 것을 확인하기 위하여 비교군으로 각막 상피세포

를 이용하여 각막 상피 표지 유전자도 함께 분석하였다

(Fig. 2). 그 결과, 배양된 간질세포에서 상피세포 표지 유

전자로 알려진 K3와 K12는 발현되지 않았으나 배양된 상

피세포에서만 특징적으로 발현되었다. 또한 간질세포의 표

지인자 중 lumican과 keratocan은 간질세포에서만 국한적

으로 발현되었으나 ALDH1A1은 각막상피세포에서도 발현

되는 것이 관찰되었다.

3. 각막 간질세포 배양배지를 이용하여 양막에서 배양

한 중배엽 줄기세포의 형태

각막 간질세포가 분비한 인자들이 포함되어 있어 중배엽 

줄기세포 분화에 영향을 미칠 것으로 기대되는, 간질세포를 

양막의 간질층에서 배양한 조건배지(KCM)를 일반적으로 

사용하는 중배엽 줄기세포 배양액인 α-MEM과 혼합하여, 
중배엽 줄기세포를 배양하여 각막 간질세포로의 분화를 유

도하였다. 변화된 배양환경에 세포가 서서히 적응할 수 있

도록 조건배지의 비율을 서서히 높여 주며 진행하였고, 최
종 농도는 6:4로 하였다. 일반적으로 조건배지를 1:1로 혼

합하여 많이 이용하나,18-20
 본 연구에서는 이와 같은 조건
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EK M M(1st) M(2nd)

On AM
On AM On Dish

T

Keratocan

Lumican

ALDH1A1

K3

K12

β-actin

Figure 4. Mesenchymal stem cells induced expression of kera-
tocyte marker when cultured in α-MEM medium containing 
KCM. The expression of keratocan and ALDH transcripts 
were readily detected by RT-PCR after incubation with KCM. 
But lumican was represented no expressional change. K3 and 
K12, cornea epithelium markers, were regarded as negative 
markers for keratocytes. Corneal epithelium cells were used to 
confirm the specificity of keratocytes markers. AM, amniotic 
membrane; T=cornea tissue; K=keratocyte; M=mesenchymal
stem cell; 1st=first passage after exposure to KCM; 2nd=sec-
ond passage after exposure to KCM; E=epithelium cell.

EK(P1) K(P2) K(P1)T K(P2) K(P3)

On DishOn AM

β-actin

Lumican

Keratocan

K3

ALDH1A1

K12

Figure 2.  RT-PCR analysis of expression of specific marker 
transcripts in rabbit keratocytes. Compared with β-actin as a 
loading control, keratocyte marker transcripts was expressed 
in all AM cultures but keratocan was largely lost when sub-
cultured on dish, lumican and ALDH transcripts was lost 
steadily in dish cultures. K3 and K12, cornea epithelium mark-
ers, were regarded as negative markers for keratocytes. 
Corneal epithelium cells were used to confirm the specificity 
of keratocytes markers. AM=amniotic membrane; T=cornea 
tissue; K=keratocyte; E=epithelium cell; P=passage.

MSCs on AM with KCM MSCs on Dish

D10 D6

Figure 3. Mesenchynal stem cells (MSCs) grown on dish were
continuously subcultured on amniotic membrane (AM). MSCs 
were cultured in α-MEM, and the medium was switched to con-
taining keratocyte conditioned medium (KCM). Cells reached 
confluence faster on plastic than on AM. Cells on AM reached 
50% confluence after 10 days but cells on dish grown to 90% 
confluence at 6 days. D10=10 days of culture; D6=6 days of 
culture. Magnification: ×200.

에서 세포의 성장 속도가 많이 감소되는 것이 관찰되어 조

건배지의 비율을 낮추어 진행하였다. 또한, 간질세포를 양

막을 이용하여 배양할 시에 그 특징이 잘 유지되었으며 배

양접시에서 배양 시에 간질세포의 특성을 빨리 잃어버리는 

양상을 보였으므로 세포를 배양하는 매개체가 세포의 분화

에 영향을 미칠 것으로 생각되어, 중배엽 줄기세포의 성공적

인 분화를 위하여 각막 간질층과 유사한 환경을 조성해 주고

자 하였다. 이를 위해 각막 간질세포 형태 및 특성을 유지하

는 데 효과적이었던 배양법과 동일하게 양막을 매개체로 이

용하여 중배엽 줄기세포를 배양하였다. 배양접시에서 α
-MEM으로 배양한 것은 세포의 형태가 섬유아세포와 유사

한 형태인 방사상인 데 반해, 양막을 매개체로 사용하고 α
-MEM에 KCM을 혼합하여 배양한 중배엽 줄기세포에서는 

수지상을 나타내었다. 또한, 간질세포를 배양했을 때와 유

사하게 세포가 자라는 속도에서 차이가 났다. 양막에서는 

50% 가량 증식하는 데 10일이 소요되었으나, 배양접시의 

경우는 6일 배양 시 90% 이상 증식하였다(Fig. 3). 

4. 각막 간질세포 배양배지 처리 시 중배엽 줄기세포의 

유전자 발현양상 변화 

각막 간질세포를 배양한 조건배지와 중배엽 줄기세포 배

양액을 혼합하여 배양하는 방법을 이용하여 키운 중배엽 

줄기세포에서 각각의 표지 유전자 발현양상을 확인하였다. 
그 결과, 중배엽 줄기세포에서 각막 간질 세포의 표지 유전
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자인 keratocan과 ALDH1A1의 발현이 유도되었으며, 계대

배양 시 발현량이 증가하는 것도 확인할 수 있었다. 이는, 
중배엽 줄기세포가 각막 간질세포로 분화될 수 있는 가능

성을 제시하여 준다. 그러나 lumican의 경우는 발현이 유도

되는 것을 확인할 수 없었다(Fig. 4).

고 찰

줄기세포는 자가재생능력을 갖는 세포로 비제한적인 세

포분열이 평생 가능하고, 비대칭적인 세포분열 양상을 보이

며, 분화과정은 비가역적이어서 일단 분화과정으로 들어간 

배아세포는 다시 줄기세포로 전환될 수 없고, 성숙세포에 

비해 느린 세포주기를 갖는 등 일반적인 미분화세포의 특

징을 가지고 있다.21,22 중배엽 줄기세포는 조직에 있는 특정

한 세포로만 분화되는 제한적 분화능으로부터 탈피하여 다

양한 종류의 세포로 분화가 가능한 다능성을 가진다는 점

에서 세포 치료에 있어서 강한 잠재력을 가지고 있다.23
 다

양한 기원의 줄기세포 중 골수에서 분리된 중배엽 줄기세

포는 다양한 계통으로의 잠재적 분화능을 가지고 있고, 섬
유아세포와 유사한 모양을 지니고 있으며, 각막의 창상 부

위에 이식된 중배엽 줄기세포는 α-smooth muscle actin을 

발현하였으며, 각막 간질에서는 vimentin이 발현되었다. 이
것은 중배엽 줄기세포가 섬유아세포의 많은 특성을 공유하

고 있음을 보여주며,24,25
 이식된 중배엽 줄기세포가 각막 창

상 치유에 중요한 근섬유세포로 분화 가능함을 제시한다.26
 

주변 미세환경변화에 의해 중배엽 줄기세포의 분화가 다

양하게 유도될 수 있다는 사실이 보고되어 있다.27,28
 손상 

받은 각막 상피세포와 공동 배양한 중배엽 줄기세포가 각

막 상피로 특성 변화가 유도되는 것이 확인되었으며, 손상 

각막 상피세포 조건배지에서 중배엽 줄기세포를 배양하였

을 때도 유사한 결과가 나타났다.29
 이는 중배엽 줄기세포

를 다른 기원의 세포와 공동배양을 하는 방법뿐 아니라, 각
막 상피세포에서 분비된 요소들이 포함된 조건배지에 배양

하는 방법에 의해서도 분화가 유도될 수 있음을 보여준다. 
또한 중배엽 줄기세포에서 특이적인 단백질 발현이 각막 

간질세포에서도 관찰되었고, 지방세포 배지 및 조골세포 배

지에서 각막 간질세포를 배양 시에 이들 세포로의 분화가 

가능한 분화능을 가진 것이 확인되었다.30
 따라서 중배엽 

줄기세포가 각막 상피세포로의 교차분화가 가능하며 각막 

간질세포가 중배엽 줄기세포와 유사한 단백질 발현 양상을 

가지며 분화능에서 유사한 능력을 지니므로, 중배엽 줄기세

포의 각막 간질세포로의 분화도 가능할 것이라는 가정하에 

각막 간질세포 조건배지를 이용하여 각막 간질세포에서 분

비되는 다양한 cytokine과 성장 요소들에 의해 중배엽 줄기

세포의 분화를 유도해 보기로 한 것이다.
본 연구에서는 양막에서 키우는 방법을 이용하여 각막 

간질세포의 생체 외 배양 시 진행되는 섬유아세포로의 분

화 속도를 늦출 수 있음을 세포형태 관찰과 함께 RT-PCR
을 통하여 각막 간질세포 표지유전자의 발현 양상이 유지

되는 것을 확인하였다. 중배엽 줄기세포의 간질세포로의 분

화를 유도하기 위하여 각막 간질세포 고유의 특성을 잃지 

않는 조건으로 확인된 방법인 간질세포를 양막 위에서 배

양한 배양액(KCM, 조건배지)과 중배엽 줄기세포 배양액(α
-MEM)을 혼합하여 줄기세포를 배양하였고, RT-PCR을 

이용하여 각막 간질세포 표지유전자의 발현 양상을 확인하

였다. 그 결과, 중배엽 줄기세포에서 각막 간질세포에서 특

이적으로 발현된다고 알려져 있는 표지유전자인 keratocan
과 ALDH1A1의 발현이 유도되는 것을 관찰할 수 있었다. 
즉, 본 연구를 통해 간질세포 조건배지와 양막을 매개체로 

배양하는 방법으로 중배엽 줄기세포의 각막 간질 세포로의 

특성 변화가 유도됨을 확인하였다.
중배엽 줄기세포의 분화 유도 시 각막 간질세포를 배양

한 조건배지를 이용하게 되면 그 안에 포함되어 있는 다양

한 각막세포유래 mRNA가 오염되어 keratocan, ALDH1A1 
등이 발현될 가능성에 대한 문제를 제기할 수 있으나, 배양

된 중배엽 세포에서 mRNA를 추출하는 과정상 배양 시에 

첨가된 배양액은 PBS로 여러 번 세척되어 medium에 포함

되어 있는 것이 발현될 확률은 적을 것으로 판단된다. 
mRNA의 경우 세포 내에 존재하는 molecule로서 세포 외

부로 유출되어 배지에 존재하기 힘들며 일부 세포 외부로 

나오는 인자들이 있을 수도 있으나, 세포 내에 존재하는 것

과 구분되는 것으로 알려져 있다. 또한 오염에 의해 나타났

다고 하기에는 RT-PCR의 밴드의 강도가 확연히 증가하였

다. 그러므로 각막간질 조건배지 내에는 사이토카인이나 성

장인자 등 단백질이 포함되어 있어, 중배엽 줄기세포의 분

화에 영향을 미쳤을 것으로 생각한다. 
각막 간질세포 배양 시에 양막과 배양접시를 매개로 한 

경우에 표지 인자들의 발현양상이 다르게 나타났으므로, 양
막이 중배엽 줄기세포의 분화 시에도 중요한 요건으로 작

용할 것으로 생각된다. 그러나 본 연구의 결과에 제시된 바

와 같이 양막을 매개로 한 배양은 배양접시와 비교하여 세

포의 성장속도에서 확연한 차이를 보인다. 이는 다량의 세

포를 확보할 수 있는 줄기세포의 장점을 활용하기에 어려

운 조건이므로, 양막을 매개체로 사용하지 않고 배양접시에

서 조건배지만으로도 분화가 유도될 수 있는지 확인해 보

아야 할 것이다. 또한, 본 연구에서는 mRNA 수준에서 확인

된 결과로서 발현 유도된 mRNA가 단백질로도 발현되는지 

확인하여야 할 것이다. 현재 인간에서 유래한 세포를 재료
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로 mRNA발현 및 단백질 발현양상을 확인하기 위한 실험

을 진행 중에 있으며, 조건배지를 이용한 중배엽 줄기세포 

배양 시에 배양접시와 양막을 매개체로 이용한 두 개의 실

험군으로 나누어서 각막 간질세포 표지인자들의 발현 양상

을 비교할 계획이다. 
생체 외 배양 시 섬유아세포로의 분화가 진행되어 간질

세포 고유의 특성을 잃기 쉬우며, 잃은 특성은 역행할 수 

없을 뿐 아니라 조직에서 분리되는 세포의 양이 적은 각막 

간질 세포는 조직공학적으로 활용하기 까다로운 재료이다. 
반면, 세포를 다량 확보할 수 있으며, 간질세포로의 분화가 

가능하며, 세포수명이 상대적으로 긴 줄기세포의 장점을 지

닌 중배엽 줄기세포를 이용한다면 훨씬 효율적인 재료가 

될 수 있을 것이다. 적당한 분화 조건을 유지해 주면 중배

엽 줄기세포를 각막 간질세포로 분화시킬 수 있으며, 생체 외

에서 이렇게 분화된 세포의 배양이 가능하다면 조직공학적인 

인공 각막의 구축에 대한 기초가 확립될 것이고, 이는 각막이 

손상된 환자의 치료에 활용할 수 있을 것으로 기대된다.
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=ABSTRACT=

Effective Keratocyte Culture Using Amniotic Membrane Matrix and 
Differentiation of Mesenchymal Stem Cells

Soo Hyun Park, MS, Yeoun Sook Chun, MD, PhD, Jae Chan Kim, MD, PhD

Department of Ophthalmology, Chung-Ang University College of Medicine, Seoul, Korea

Purpose: To investigate the characteristics of cultured rabbit corneal keratocytes in vitro and evaluate the possibility of dif-
ferentiation of mesenchymal stem cells to keratocytes using the keratocyte conditioned medium (KCM). 
Methods: Isolated keratocytes were seeded on the stromal side of amniotic membranes (AM) or plastic dishes, and mor-
phologic changes were evaluated. Rabbit mesenchymal stem cells were cultured on AM with α-MEM (minimum essential 
medium alpha) and KCM. The gene expression patterns of specific keratocyte markers (keratocan, lumican, and aldehyde 
dehydrogenase family, member A1 (ALDH1A1)) of cultured cells were evaluated by RT-PCR.
Results: Keratocytes on AM showed dendritic morphology with slow proliferation in contrast, cells on dishes were stellate 
in shape with fast proliferation. Cultured keratocytes on AM maintained the expression of keratocan, lumican and 
ALDH1A1 while keratocytes on plastic dishes steadily lost their keratocyte marker gene expression. Additionally, mesen-
chymal stem cells cultured with KCM on AM induced expression of keratocan and ALDH1A1.
Conclusions: Keratocytes cultured on AM stromal matrix maintained their characteristic morphology and marker gene 
expression. Morphology changes and marker gene expressions of mesenchymal stem cells suggest an ability to differ-
entiate into keratocytes when grown on AM with KCM.
J Korean Ophthalmol Soc 2010;51(12):1652-1658 

Key Words: Aldehyde dehydrogenase family member A1, Amniotic membrane, Keratocan, Keratocytes, Mesenchymal 
stem cells
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