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저산소 환경에서 배양된 지방유래 줄기세포로부터 얻어진 
세크리튬에 의한 간재생 향상 효과
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Background: The stem cell-derived secretome has received considerable attention as an alternative to stem cells for therapeutic 

applications. However, establishing optimal culture conditions is key to obtaining appropriate secretome contents. Here, the opti-

mal culturing environment for achieving a high-efficiency secretome was determined via hypoxic preconditioning of human adi-

pose-derived stem cells (ASC).

Methods: Normoxic conditioned media (NCM) and hypoxic conditioned media (HCM) were obtained after culturing human ASCs 

under normoxia (20% O2) or hypoxia (1% O2), respectively. Subsequently, both normal and thioacetamide-induced hepatotoxic 

hepatocytes were treated with NCM or HCM. In addition, partially hepatectomized mice were infused with control saline, NCM, 

and HCM. The effects on liver regeneration and serum transaminases levels were then compared.

Results: Hypoxic preconditioning significantly increased mRNA expression of proinflammatory cytokines (interleukin-6 and tu-

mor necrosis factor-) and growth factors (hepatocyte growth factor and vascular endothelial growth factor). In both normal 

and thioacetamide-induced hepatotoxic hepatocyte (alpha mouse liver 12 [AML12]) cell lines, HCM treatment resulted in the 

highest cell viability (122% and 95%, respectively), followed by NCM (111% and 78%, respectively). In addition, intravenous admin-

istration of HCM to partially hepatectomized mice resulted in substantially enhanced liver regeneration compared with the NCM 

group (P＜0.05).

Conclusions: Taken together, the secretome obtained from ASC with hypoxic preconditioning showed potential to alleviate liver 

damage both in vitro and in vivo. Hypoxic culture of ASC is expected to play an important role in regenerative medicine by inducing 

secretome production that is beneficial for improving liver regeneration.
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서  론

간이식이나 간 절제 후 충분한 용적의 간 이식편(liver 

graft) 혹은 잔여 간(residual liver)을 가지는 것은 향후 간 

기능에 매우 중요하다. Graft recipient weight ratio는 이식

편의 무게가 환자의 체중에 비하여 차지하는 비율을 백분

율로 표시한 것으로 최소 0.6% 이상이 필요하고 0.8% 이상

이면 어느 정도 안전하다고 생각된다(1,2). 더 나아가 잔여 

간의 용적 못지않게 중요한 것은 잔여 간의 재생이다. 간 

절제 후 충분한 간 재생이 이루어지기 위해선 간 재생에 

필요한 제반 여건이 최적화되어야 한다. 최근 줄기세포가 

간 재생을 촉진시킨다는 연구 결과가 발표되면서, 줄기세

포를 이용한 간 재생 촉진에 대한 연구들이 활발하게 이루

어지고 있다(3,4). 줄기세포원 중 중간엽 줄기세포(mesen-

chymal stem cell, MSC)는 태아 및 성인의 결합조직으로부

터 얻어지는 줄기세포를 가리킨다. MSC는 자기 재생 능력

(self-renewal capacity)이 우수하며 근육, 지방, 간질, 인대, 

연골 및 뼈 등 다양한 조직으로의 분화될 수 있다. MSC는 

또한 낮은 양의 class I human leukocyte antigen (HLA-I)만

을 발현하고 HLA-II는 발현하지 않기 때문에 MSC를 이식

했을 때 숙주 세포(host cells)의 거부반응을 일으키는 빈도

가 낮다고 알려져 있다(5,6). MSC 중 지방 조직으로부터 

유도된 줄기세포를 지방유래 줄기세포(adipose-derived 

stem cell, ASC)라고 한다. ASC는 (1) 간단한 지방흡입술 

등으로 쉽게 얻을 수 있으며, (2) 대표적인 MSC인 골수 

유래 MSC에 비해 세포 수득률도 500배 이상으로 높으며, 

(3) 풍부한 성장인자 및 사이토카인을 포함하고 있다는 면

에서 가장 이용가치가 높은 MSC로 생각된다(7).

줄기세포가 지니는 잠재적 이점에도 불구하고, 줄기세

포의 임상 적용에는 몇 가지 제한점이 있다. 첫째, 이식된 

줄기세포의 비교적 짧은 수명을 지닌다. 즉, 이식된 세포

의 대부분은 이식 후 몇 일 이내에 손실된다고 알려져 있

다(8,9). 무엇보다도 줄기세포의 임상적용을 방해하는 요

인은 줄기세포의 악성 전환(malignant transformation)이 

가능하다는 사실이다(10,11). 이러한 줄기세포 치료의 한

계를 극복할 수 있는 방법 중의 하나는 줄기세포를 대신하

여 줄기세포 분비물인 세크리튬(secretome)을 사용하는 것

이다. 세크리튬은 줄기세포에서 분비되는 단백질의 총 집

합으로 사이토카인, 호르몬, 및 성장인자 등을 포함한다. 

최근 연구에서 세크리튬은 줄기세포의 치료 성분으로 주

목을 받고 있는데, 이는 줄기세포가 손상이 발생한 미세환

경(microenviroment)에 반응하여 분비하는 다양한 단백질 

성분이 손상 받은 장기를 회복시키는 능력을 지닌다는 사

실이 밝혀졌기 때문이다(12,13).

한편, 어떤 조건으로 줄기세포를 배양하느냐에 따라 줄

기세포의 치료 효과에 큰 차이를 보인다. 이는 줄기세포의 

배양조건에 따라 세크리튬의 분비량과 구성 성분에 차이

를 보일 수 있음을 시사한다. 줄기세포를 이용한 통상적인 

실험은 항상 정상 산소분압(산소 21%)하에서 이루어진다. 

하지만, in vivo 환경 즉, 줄기세포가 실제 신체 내에서 작

용할 때는 산소분합이 매우 낮은 것으로 알려져 있다(14). 

Liu 등(15)과 Rosova 등(16)은 in vivo 환경과 같이 저산소 

환경을 제공하여 줄기세포를 배양했을 때 세포의 성장과 

분화 및 신생혈관생성을 유도되었고, 줄기세포의 치료 효

과도 상승되었다고 보고하였다. 이에 본 실험에서 우리는 

저산소 배양조건(1% O2)과 정상 산소 배양조건(20 % O2)

에서 얻은 세크리튬의 치료 효과를 비교하여 최적의 간 치

료 효과를 지니는 배양조건을 발굴하고자 하였다.

재료 및 방법

1. ASC의 획득 및 배양

인간 ASC는 Hurim Biocell Co. (Seoul, Korea)로부터 기

증받았다. ASC는 MSC 표식자인 CD90 양성이었으며, 조

혈모세포(hematopoietic stem cell) 표식자인 CD34와 CD31

에 대해 음성이었다(17). ASC를 해동한 뒤 37oC/5% CO2 

조건 하에서 low-glucose Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

(DMEM, Thermo Scientific, Hemel Hempstead, UK)에 10% 

태아 소 혈청(fetal bovine serum, Thermo Scientific) 및 1% 

항생제(amphotericin B, streptomycin 및 penicillin, Thermo 

Scientific)를 첨가하여 배양하였다. 

2. ASC의 저산소 배양 및 세크리튬 확보

ASC가 70%∼80% 성장치(confluence)에 도달하면, 배양

액을 제거하고 1×phosphate buffered saline으로 세포를 

세척한 뒤 무혈청 low-glucose DMEM 배지로 교환하였다. 

그 후 각각 정상 산소 분압(21% O2)과 저산소 분압(1% O2)

으로 37oC에서 24시간 동안 배양하였다. 저산소배양 환경

조성은 hypoxic chamber (MIC-101, Billups-Rothenberg 

Inc., San Diego, CA, USA)를 이용했으며 1% O2, 5% CO2, 

및 94% N2 혼합가스를 이용하였다. ASC의 conditioned 

media (CM)은 3-kDa 이하 분자를 제거하는 한외여과장치

(ultrafiltration units; Amicon Ultra-PL 3, Millipore, 

Bedford, MA, USA)를 사용하여 약 25배 농축하였다. 이때 

정상 산소분압 조건에서 얻은 CM을 normoxic conditioned 

media (NCM), 저산소 분압 조건에서 얻은 CM을 hypoxic 
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conditioned media (HCM)으로 명명하였다. NCM과 HCM

은 4oC 또는 −80oC에서 보관하였다.

3. RNA 추출 및 실시간 중합효소 연쇄반응

ASC를 1 mL의 TRIzol reagent (Invitrogen, Waltham, 

MA, USA)를 첨가한 후 제조사의 설명에 따라 전체 RNA

를 분리하였다. 그 후 1 g RNA를 reverse transcriptase 

premix (Elpis Biotech, Daejeon, Korea)를 이용하여 cDNA

로 합성, 유전자에 특이적인 primer pairs (Bioneer, Daejeon, 

Korea)와 SYBR Green를 사용하여, 실시간 중합효소 연쇄

반응(real-time quantitative polymerase chain reaction, 

qRT-PCR)을 수행하였다. 사용한 primer는 아래와 같다: 

interleukin-6 (IL-6) forward 5’-CACACAGACAGCCACT-
CACC-3’ and reverse 5’-TTTTCTGCCAGTGCCTCTTT-3’; 
tumor necrosis factor-alpha (TNF-) forward 5’-AACC-
TCCTCTCTGCCATCAA-3’ and reverse 5’-GGAAGACCC-
CTCCCAGATAG-3’; vascular endothelial growth factor 
(VEGF) forward 5’-TCTTCAAGCCATCCTGTGTG-3’ and 
reverse 5’-ATCTGCATGGTGATGTTGGA-3’; hepatocyte 
growth factor (HGF) forward 5’-TGCTGTCCTGGATGA-

TTTTG-3’ and reverse 5’-AGTGTAGCCCCAGCCATAAA-3’; 
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), for-

ward 5’-GCACCGTCAAGGCTGAGAAC-3’ and reverse 
5’-TGGTGAAGACGCCAGTGGA-3’. qRT-PCR은 실시간 

유전자 증폭장치(Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time 

PCR System, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)를 사

용하고, 각각의 유전자 발현은 GAPDH는 표준 유전자

(reference gene)로 사용한 비교 역치 사이클방법(comparative 

threshold cycle method)으로 정량하였다. 각 결과는 세 번

의 독립적인 실험의 평균±표준편차로 나타내었다.

4. 세포 생존율 측정(cell viability test)

마우스 간세포주인 alpha mouse liver 12 (AML12; CRL- 

2254)는 American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, 

VA, USA)에서 구매하였다. AML12 세포는 DMEM/F-12

에 보충물을 첨가하여 37oC/5% CO2 조건 하에서 제조사의 

지시에 따라 배양하였다. Thioacetamide (TAA, Sigma 

Aldrich)를 농도별(0∼100 mM)로 처리하여 세포 생존율

을 측정하였으며, in vitro 손상 모델을 구축하기 위해서 

최종적으로 TAA 50 mM을 사용하였다. 세포의 생존율은 

Ez-Cytox cell viability assay kit (Daeil Lab service Co. Ltd., 

Seoul, Korea)를 이용하여 제조사의 지시에 따라 450 nm에

서 흡광도를 측정하였다. 

5. Western blot

NCM과 HCM을 처리한 AML12 세포와 간 부분절제 마

우스에서의 간 조직으로부터 EzRIPA Lysis kit (ATTO 

Corp., Tokyo, Japan)을 사용하여 단백질을 추출하였다. 추

출한 단백질은 1차 항체(1:1,000 희석)를 4oC에서 12시간

(overnight), horseradish peroxidase (HRP)-결합된 2차 항

체(1:2,000 희석)를 상온에서 1시간 반응시키고, Western 

blotting plus chemiluminescence reagent (Millipore)를 이용

하여 검출하였다. 사용한 항체는 다음과 같다: proliferat-

ing cell nuclear antigen (PCNA), phospho-STAT3, STAT3, 

-actin, HRP-conjugated anti-rabbit immunoglobulin G 

(IgG), 그리고 HRP-conjugated anti-mouse IgG (Cell 

Signaling, Beverly, MA, USA). 

6. 간 부분절제 마우스에 치료물질의 투여

간 부분절제 동물모델을 만들기 위해 8주령 수컷 BALB/c 

마우스(Damool Science, Daejeon, Korea)를 사용하였다. 

BALB/c 마우스를 Tiletamine–zolazepam (Zoletil 20, Virbac, 
Nice, France) 30 mg/kg로 복강 주사하여 마취시킨 뒤 70% 

간 부분절제술을 수행하였다(18). 간 부분절제는 좌측 간

엽(전체 간의 30%)및 중간 엽(전체 간의 40%)이 하대정맥

과 만나는 부위를 silk 4-0으로 결찰(ligation)한 뒤 제거하

는 방식을 이용했으며, 제거된 간 무게를 측정하였다.

다음으로는 꼬리정맥을 통해 간 부분절제 마우스에게 

치료물질을 투여하였다. 꼬리정맥을 통해 주입한 물질에 

따라 다음과 같이 군을 나누었다: control 군(n=25; 0.1 mL 

low-glucose DMEM 주입), NCM 군(n=25; 정상 산소분압 

환경에서 배양한 0.1 mL 5.0×10
5 ASC로부터 얻어진 CM

을 25배 농축하여 주입), 그리고 HCM 군(n=25; 저산소분

압 환경에서 배양한 0.1 mL 5.0×10
5 ASC로부터 얻어진 

CM을 25배 농축하여 주입). 진통제로는 ketoprofen (Unibio 

Tech Co., Seoul, Korea; 0.1 mg/kg)을 수술 직후와 24시간 

후 복강 투여하였다. 각 실험군에서 5마리씩은 혈액 내 간 

효소(aspartate transaminase [AST]와 alanine transaminase 

[ALT])를 측정하기 위한 아군(subgroup)으로 정했으며, 

각 실험군에서 나머지 20마리씩은 5마리로 나누어서 정해

진 시기(수술 후 1, 2, 3 및 7일)에 희생시켜 조직 및 혈액

을 획득하였다.

7. Enzyme-linked immunosorbent assay

NCM과 HCM에서의 human IL-6 (eBioscience Inc., San 

Dieago, CA, USA)의 농도를 비교하였다. 또한, 마찬가지

로 enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)를 이용하
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Fig. 1. Effect of hypoxia on the expression of cytokines and growth factor in adipose-derived stem cells (ASCs). (A) Real-time quantitative

polymerase chain reaction analysis of hypoxia preconditioning ASCs. (B) Western blotting of ASCs under normoxia and hypoxia. (C) 

Enzyme-linked immunosorbent assay analysis for measure secreted interleukin-6 (IL-6) levels in normoxic and hypoxic condition of ASC.

Values represent mean±SD of three independent experiments. Abbreviations: GAPDH, glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase; TNF-,
tumor necrosis factor ; HGF, hepatocyte growth factor; VEGF, vascular endothelial growth factor; p-Erk, phosphorylated extracellular 
signal-regulated kinase; Erk, extracellular signal-regulated kinase; p-STAT3, phosphorylated signal transducer and activator of transcription

3; STAT3, signal transducer and activator of transcription 3. aP＜0.05.

여 NCM 및 HCM을 간 부분절제 마우스에게 주입한 뒤 

마우스 혈액에서의 IL-6 (eBioscience Inc.)와 TNF- 

(Biolegend Inc.)의 농도를 제조자의 ELISA 사용 지침에 따

라 측정하였다. 

8. Bromodeoxyuridine 처치

간 부분절제 마우스 모델에서 간 재생 정도를 측정하기 

위해 증식하는 세포의 DNA을 표적으로 하는 bromodeox-

yuridine (BrdU, Sigma-Aldrich)로 선 처치하였다(19). NCM 

및 HCM 주입 후 희생 2시간 전에 생리식염수에 녹인 

BrdU를 마우스 복강에 50 mg/kg으로 투여한 뒤, 간 조직

을 적출하였다.

9. 면역염색

간 부분절제 마우스로부터 얻어진 간 조직에 파라핀

(paraffin)을 침투시킨 뒤 4 m 간격으로 절단하여 조직 

슬라이드를 제작하였다. 자일렌과 알코올을 이용하여 탈

파라핀화(deparafinization)시킨 뒤, 탈수하였다. 1차 항체 

4
oC에서 하룻밤 동안 반응시킨 뒤, biotin이 결합된 2차 항

체를 이용하여 상온에서 30분 반응시켰다. 마지막으로 

streptoavidin-HRP 시약을 이용하여 면역화학염색을 시행

하였다. 1차 항체로는 Ki67 (Abcam, Cambridge, MA, 

USA)와 BrdU (cell signaling)을 사용하였고, 각 조직의 절

편은 무작위로 선정하여 ×400 배율에서 Ki67 또는 BrdU 

양성인 세포를 산정하였다.
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Fig. 2. Effect of hypoxic conditioned media (HCM) on mouse hepatocyte (alpha mouse liver 12 [AML12]) cells. (A) Cell viability assay

showing dose-dependent effects of the hepatotoxic molecule thioacetamide (TAA) on mouse hepatocyte AML12 proliferation. (B) Western

blotting of AML12 cells under series concentration of TAA. (C) Relative densities of proliferating cell nuclear antigen (PCNA) according

to TAA concentrations. (D) Effect of HCM on TAA-treated or untreated AML12 cells viabilities. (E) Effect of HCM on TAA-treated

AML12 cells. (F) Relative densities of PCNA in each group. Values represent mean±SD of three independent experiments. Abbreviation:

NCM, normoxic conditioned media. aP＜0.05.

10. 간 손상 평가

각각의 실험군에서 혈액을 채취하고, 10,000 rpm에서 

10분간 원심분리하여 혈청을 얻었다. 혈청 중 ALT 및 

AST의 활성도를 IDEXX VetTest Chemistry Analyzer 

(IDEXX Laboratories Inc., Westbrook, ME, USA)를 사용하

여 측정하였다.
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Fig. 3. Hypoxic conditioned media (HCM) effects on inflammation in the liver of partially hepatectomized mice. (A) Enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA) analysis for the serum levels of interleukin-6 (IL-6) in each group at 1, 2, 3 days after infusion. (B) ELISA

analysis for the serum levels of tumor necrosis factor  (TNF-) in each group at 1, 2, 3 days after infusion. In the experiment presented

in (A) and (B), each group included 20 mice at each time point (80 mice in total). Values represent mean±SD. Abbreviation: NCM, 

normoxic conditioned media. aP＜0.05.

11. 통계처리

실험결과의 측정치는 “평균±표준편차”로 나타내었다. 

자료의 정규성이 입증된 경우에는 unpaired Student t-test

를 통계분석에 이용하였고, 비정규분포를 따르는 자료에 

대해선 Wilcoxon ran-sum test를 이용하여 검증하였다. 통

계 프로그램으로 SPSS ver. 18.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, 

USA)를 이용했으며, P값이 0.05 미만인 경우에 유의성이 

있는 것으로 판정하였다.

결  과

1. 저산소 배양이 ASC의 mRNA 발현 및 단백질 분비에 미

치는 효과

저산소 배양이 ASC에 미치는 영향을 확인하고자 ASC

를 저산소 환경에서 24시간 배양한 뒤, 염증유발 사이토카

인(IL-6 및 TNF-)과 성장인자(HGF 및 VEGF)의 mRNA

발현을 qRT-PCR로 확인하였다. ASC를 저산소 분압에서 

배양했을 때에 정상 산소 분압에서의 ASC보다 사이토카

인과 성장인자의 mRNA 발현이 의미있게 증가하였다(P

＜0.05) (Fig. 1A). Extracellular signal-regulated kinase 

(ERK) 신호계 및 STAT3 신호계가 세포의 성장과 증식에 

중요한 역할을 한다고 알려져 있기 때문에(20), 이에 우리

는 ASC를 저산소 분압에서 배양했을 때에 Erk와 STAT3

의 발현을 Western blot으로 확인하였다. ASC의 저산소 배

양은 Erk와 STAT3의 인산화를 증가시켰다(Fig. 1B). 다음

으로, 저산소 분압으로 ASC를 배양했을 때 ASC로부터 염

증유발 사이토카인인 IL-6의 분비에 어떤 영향을 미치는

지 알아보았다. ASC가 분비하는 IL-6의 농도를 확인하기 

위해 ELISA를 수행한 결과, ASC의 저산소 분압에서의 배

양은 IL-6의 농도를 유의하게 증가시킴(5.3 ng/mL vs. 17.6 

ng/mL, P＜0.05)을 확인하였다(Fig. 1C).

2. HCM 처치가 손상된 간세포주의 세포 생존 및 재생에 미

치는 효과

NCM과 HCM가 간세포에 미치는 영향을 알아보고자 정

상 및 손상된 마우스 간세포인 AML12 세포에 각각의 CM

을 처리하여 세포 생존율과 재생표지자인 PCNA 단백 발

현을 확인하였다. TAA의 다양한 농도(0∼100 mM)로 

AML12 세포에 24시간 동안 처치한 뒤 세포의 생존율과 

PCNA를 조사하였다. TAA는 농도 의존적으로 AML12 세

포의 생존율과 PCNA 단백 발현을 감소시켰다(Fig. 

2A-C). 우리는 AML12 세포의 생존율을 51.4%로 감소시

키는 TAA 농도(50 mM)를 향후 손상된 AML12 세포를 

만드는데 이용하였다.

다음으로는 TAA 처치한 AML12 세포에서 NCM 및 

NCM의 치료 효과의 차이를 비교하였다. TAA 50 mM 처

리하여 AML12 세포를 손상시킨 뒤, 각각의 세포 생존율

을 비교하였다. 정상상태의 대조군을 100%로 환산하여 세

포 생존율을 비교하였을 때, 정상 및 손상세포에서 HCM

을 처리한 군이 가장 높은 생존율을 보였으며(각각 122% 

및 95%), 다음으로 NCM 처리군(각각 111% and 78%)과 

및 대조군(각각 100% and 74%) 순으로 낮은 생존율을 나
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타냈다(Fig. 2D). 다음으로 NCM과 HCM을 처리하여 PCNA 

단백 발현을 확인한 결과, HCM 처치군에서 NCM 처치군

보다 PCNA 단백 발현이 증가되었다(P＜0.05) (Fig. 2E, F).

3. HCM 주입이 간 부분절제 마우스에서의 염증반응에 미치

는 효과

간 부분절제 마우스에 주입한 NCM과 HCM이 간 부분

절제 후 증가된 염증반응에 어떠한 영향을 미치는지를 

IL-6 와 TNF- 혈중 농도 변화를 통해 알아보았다(Fig. 3). 

NCM 및 HCM 주입군은 대조군보다 간 부분절제 2일째에 

IL-6와 TNF- 혈중 농도를 유의하게 감소시켰다(P＜ 

0.05). 또한 간 부분절제 2일째 HCM 주입군은 NCM 주입

군보다 IL-6와 TNF-의 혈중 농도를 더 의미있게 감소시

켰다(P＜0.05). 이러한 차이는 간 부분절제 3일째 사라졌다.

4. HCM 주입이 간 부분절제 마우스에서의 간 재생에 미치

는 효과

간 부분절제 마우스에서 NCM과 HCM 경정맥 주입이 

간 재생에 미치는 영향을 아래의 3가지 방법으로 확인하

였다: (1) CM 주입 1, 2, 3 및 7일째 획득한 간 조직의 면역

염색을 통한 Ki67 또는 BrdU-양성세포 계수, (2) CM 주입 

2일째 획득한 간 조직으로부터 PCNA 단백 발현 비교, 그

리고 (3) CM 주입 7일째 간 무게 측정(Fig. 4).

먼저 간 조직을 이용하여 Ki67 또는 BrdU 면역염색을 

시행하였다. Fig. 4A, B는 CM 주입 2일째 control media, 

NCM 및 HCM 군에서의 각각 Ki67와 BrdU 면역염색을 비

교한 그림으로 모든 군에서 CM 주입 2일째 가장 많은 

Ki67와 BrdU 양성세포가 관찰되었으며, 그 후 감소되는 

경향을 나타냈다. NCM과 HCM 군에서 Ki67와 BrdU 양성

세포가 control media 군보다 더 많이 관찰되었으며, HCM

을 주입한 군에서 가장 많은 Ki67와 BrdU 양성세포가 관

찰되었다(P＜0.05).

다음으로 간 재생과 높은 상관관계를 갖는 PCNA 단백

의 발현의 차이를 CM 주입 2일째에 비교하였다. PCNA 

단백은 HCM 주입군에서 가장 높게 발현되었고, PCNA와 

함께 간 재생 신호전달체계에서 중요한 역할을 담당하는 

STAT3 단백의 인산화 역시 HCM 및 NCM 주입 군에서 

control media군보다 더 증가되었다(Fig. 4C).

마지막으로 CM 주입 7일째에 간 무게를 측정하여 얻어

진 간 재생률(the ratio of liver weight to body weight)을 

통해 각 군의 간 재생 정도를 비교하였다. 간 재생률은 마

우스의 희생 시 체중과 재생된 간의 무게를 측정하고(재생 

간무게/절제된 간의 무게)×희생 시 체중×100으로 산출

하였다. 그 결과, HCM 주입군에서 가장 높은 간 재생률을 

보였고, 다음으론 NCM 및 control media 주입군으로 나타

났다(HCM, NCM 및 control media 주입군의 간 재생률 

4.74±0.09, 3.19±0.15 및 2.47±0.31; P＜0.05) (Fig. 4D).

5. HCM 주입이 간 부분절제 마우스에서의 간 기능에 미치

는 효과

간 부분절제 마우스에서 NCM과 HCM의 정맥 주입이 

간 기능에 미치는 영향을 알아보기 위해 각각의 CM 주입 

후 간세포 효소인 AST와 ALT의 혈중 농도의 변화를 비교

하였다. 간 부분절제 후 혈중 AST 및 ALT 농도는 간 부분

절제 후 1일째 최고치를 나타내었고, 7일째 정상 수준 근

처에 도달하였다(Fig. 5).

NCM 및 HCM 주입군에서는 control media 주입군보다 

간 부분절제 후 1, 2, 3일째 혈중 AST 및 ALT 농도가 감소

되었다(P＜0.05). HCM 주입군에서 AST 농도는 간 부분절

제 후 1일, 2일 째 control media 주입군보다 유의하게 감소

하였다. 또한, HCM 주입군에서 ALT 농도는 간 부분절제 

3일째에 control media 주입군보다 유의하게 낮았다(P＜ 

0.05).

고  찰

본 연구에서는 우리는 ASC의 저산소 배양을 통해 얻어

진 세크리튬이 손상받은 간의 회복에 어떤 영향을 주는지 

in vitro 및 in vivo 실험을 통해 확인하였다. 먼저, in vitro 

실험에서는 ASC를 저산소 환경에서의 배양했을 때, ASC

로부터 염증관련 사이토카인(IL-6 와 TNF-) 및 간세포 

성장인자(HGF 및 VEGF)의 발현이 증가되었다. 저산소 

환경에서 얻어진 세크리튬(HCM)을 독성손상 마우스 간

세포주(AML12 cells)에 처리했을 때 손상받은 마우스 간

세포의 회복 및 재생이 촉진되었다. 다음으로, in vivo 실험

에서는 간 부분절제 마우스 모델에서의 HCM의 치료효과

를 알아보았다. 간 부분절제 후 HCM를 마우스의 꼬리정

맥으로 주입했을 때, (1) 간 부분절제 후 증가되었던 염증

관련 사이토카인(IL-6 와 TNF-) 농도가 감소되었고, (2) 

간 재생이 증가했으며, (3) 간 부분절제후 증가되었던 간 

효소치(AST와 ALT)가 감소되었다. 이상의 결과는 ASC를 

저산소 조건에서 배양을 통해 얻어진 세크리튬이 정상 산

소배양을 통해 얻어진 세크리튬보다 더 높은 치료효과를 

지님을 입증하는 것이다.

일반적으로 세포의 저산소 배양은 세포의 성장 및 재생

인자 분비를 촉진시킨다(21,22). 여러 연구결과에서 배양 
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Fig. 4. Hypoxic conditioned media (HCM) effects on liver regeneration in partially hepatectomized mice. (A, upper) Immunohistochemical

stain of Ki67 (regeneration marker) in the liver specimens of each group at 1 day after infusion. (A, under) Percentage of Ki67 positive

cells in each group at 1, 2, 3, and 7 days after infusion. (B, upper) Immunohistochemical stain of bromodeoxyuridine (BrdU; regeneration

marker) in the liver specimens of each group at 1day after infusion. (B, under) Percentage of BrdU positive cells in each group at 1,

2, 3, and 7 days after infusion. (C, upper) Western blotting analysis for expression of proliferating cell nuclear antigen (PCNA; liver 

regeneration marker) and phosphorylation of signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3) at 2 days after infusion. (C, under)

Relative densities of these markers in each group. (D) Comparison of liver weight to body weight of each group at 7 days after infusion.

In the experiment presented in (A) to (D), each group included 20 mice at each time point (80 mice in total). Values represent mean±SD.

Abbreviations: NCM, normoxic conditioned media; p-STAT3, phosphorylated signal transducer and activator of transcription 3. aP＜0.05.

과정 중 골수, 지방 등에서 유래된 성체줄기세포의 저산소 

상태로의 노출은 성체줄기세포의 이동 능력을 개선시키

고, fibroblast growth factor 2 (FGF-2), insulin like growth 

factor 1, HGF 등 성장인자 생성을 증가시켜 치료효과를 

향상시킨다고 보고되었다(15,16,23). 또한, 저산소 상태에 

노출된 MSC는 정상산소 상태의 MSC보다 더욱 효과적으
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Fig. 5. Hypoxic conditioned media (HCM) effects on hepatic function in partially hepatectomized mice. (A) Serology tests of aspartate

transaminase (AST) in each group. (B) Serology tests of alanine transaminase (ALT) in each group. In the experiment presented in (A) 

and (B), in the serologic tests, each group included 5 mice (20 mice in total). Values represent mean±SD. Abbreviation: NCM, normoxic

conditioned media. aP＜0.05.

로 허혈성 손상에 의한 신생혈관의 생성을 증가시키고 염

증 반응을 완화시킨다고 보고되었다(24).

우리는 본 연구를 통해 ASC의 주변분비 효과(paracrine 

effect)를 극대화시켜 손상받은 간의 회복 및 재생을 촉진

시키는 방법을 찾고자 하였다. 최근의 여러 연구에서 MSC 

이식이 손상받은 간 조직의 회복 및 간 재생력 향상에 도

움을 준다는 사실을 밝혀냈다(25,26). MSC가 손상받은 간

을 회복시키는 기전으로는 (1) 이식된 MSC와 간세포간의 

세포 융합(cell fusion)(27), (2) transdifferentiation(28) 및 

(3) 주변분비 효과 등이 제시되었다(29,30). 이중 주변분

비 효과가 MSC가 치료효과를 나타내는 기전이 될 수 있다

는 근거로는 (1) 적은 양의 MSC 주입으로 큰 치료효과를 

가져온다는 사실, (2) MSC가 많은 사이토카인 및 성장인

자들을 분비한다는 사실, (3) 표적장기에 실제로 도달하는 

줄기세포 양이 매우 적다는 사실, 그리고 (4) 표적장기에 

도달하는 줄기세포 중 세포 융합 및 transdifferentiation이 

확인되는 세포는 더욱 더 적다(＜0.01%)는 사실 등이 해당

된다. 따라서, ASC의 치료효과를 높이기 위해선 주변분비 

효과를 극대화시키는 방법을 모색해야 한다. ASC의 주변

분비 효과를 극대화시키는 방법 중에 하나는 ASC의 배양

조건을 ASC의 세크리튬을 가장 잘 생산할 수 있도록 최적

화시키는 것이다. 본 연구를 통해 우리는 ASC의 저산소 

배양이 주변분비 효과를 향상시킬 수 있으며, 향상된 주변

분비 효과는 치료효과의 상승으로 이어질 수 있음을 보였다.

본 실험결과는 향후 세포 치료의 한계점을 극복할 수 

있는 세포 프리(cell-free) 치료로서 세크리튬을 이용한 치

료의 가능성을 보여준다. 세포치료는 필연적으로 (1) 거부

반응의 가능성, (2) 이식된 세포 생존의 제한 및 (3) 악성 

전환의 위험성을 지니고 있으므로, 줄기세포 치료의 임상

적용을 위해서는 무엇보다도 이와 같은 위험성을 극복되

어 안전성을 확보되어야 한다. 줄기세포의 주된 치료기전

이 세크리튬을 매개로 이루어지는 주변분비 효과이므로 

줄기세포 대신 세크리튬을 이용하는 것은 줄기세포치료의 

안전성을 확보하는 한가지 좋은 방편이 될 수 있다. 실제

로 줄기세포는 손상된 표적장기에 도달하여 transforming 

growth factor-, IL-6, HGF, VEGF, FGF, platelet-derived 

growth factor, insulin growth factor, stromal cell–derived 
factor 1, prostaglandin E2, tryptophan-catabolic enzyme 

IDO, nitric oxide 등 다양한 종류의 매개물질을 분비한다

(31,32). 이러한 물질들은 염증반응을 억제하고, 손상된 세

포들의 증식과 분화를 촉진하며, 내피세포와 섬유아세포

의 활성을 촉진시켜 세포 손상의 회복에 관여한다고 알려

져 있다(33,34). 따라서, 줄기세포의 세크리튬을 이용한 치

료는 매우 매력적이며 전망이 밝은 줄기세포 치료의 분야

가 될 수 있다.

결  론

본 연구에서는 HCM, 즉 ASC를 저산소 환경으로 배양

해서 얻은 세크리튬은 손상받은 간의 회복을 촉진시키며 

간 재생 또한 증가시키는 효과가 있음을 확인하였다. 또한 

간 부분절제 마우스에 HCM를 경정맥 투여했을 때 간 재

생을 촉진시키고 항염증작용을 지니며, 간 부분절제로 인

해 상승된 간 효소를 감소시켰다. 이와 같은 결과는 줄기
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세포의 치료 기전이 주변분비 효과에 의한 것임을 확증하

며, 더 나아가 향후 줄기세포치료의 한계점을 극복할 수 

있는 세크리튬의 치료효과를 극대화시킬 수 있는 길을 제

시한 것으로 생각된다.
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