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Objective : This study was to establish a reproducible differentiation system from the parthenogenetic 
mouse embryonic stem (P-mES02) cells into functional cardiomyocytes like as in vitro fertilization 
mouse embryonic stem (mES01) cells. 

Materials and Methods: To induce differentiation, P-mES02 cells were dissociated and aggregated 
in suspension culture environment for embryoid body (EB) formation. For differentiation into 
cardiomyocytes, day 4 EBs were treated with 0.75% dimethyl sulfoxide (DMSO) for another 4 days 
(4-/4+) and then were plated onto gelatin -coated dish. Cultured cells were observed daily using an 
inverted light microscope to determine the day of contraction onset and total duration of continuous 
contractile activity for each contracting focus. This frequency was compared with the results of DMSO 
not treated P-mES02 group (4-/4-) and mES01 groups (4-/4+ or 4-/4-). For confirm the generation of 
cardiomyocytes, beating cell masses were treated with trypsin-EDTA, dispersed cells were plated onto 
glass coverslips and incubated for 48 h. Attached cells were fixed using 4% paraformaldehyde and 
incubated with specific antibodies (Abs) to detect cardiomyocytes (anti-sarcomeric ? -actinin Ab, 1 : 
100; anti-cardiac troponin I Ab, 1 : 2000) for 1 h. And the cells were finally treated with FITC or 
TRITC labelled 2nd Abs, respectively, then they were examined under fluorescence microscopy. 

Results: Rhythmically contracting areas in mES01 or P-mES02 cells were firstly appeared at 9 or 10 
days after EBs plating, respectively. The highest cumulative frequency of beating EBs was not different 
in both treatment groups (mES01 and P-mES02, 4-/4+) with the results of 61.3 % at 13 days and 69.8% 
at 15 days, respectively. Also, the contracting duration of individual beating EBs was different from 
minimal 7 days to maximal 53 days. However, DMSO not treated groups (mES01 and P-mES02, 4-/4-) 
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also had contracting characteristics although their frequency was a few compared to those of DMSO 
treated groups (6.0% and 4.0%). Cells recovered from the spontaneously contracting areas within EBs 
in both treated groups were stained positively with muscle specific anti-sarcomeric ? -actinin Ab and 
cardiac specific anti-cardiac troponin I Ab. 

Conclusion: This study demonstrated that the P-mES02 cell-derived cardiomyocytes displayed 
similarly structural properties to mES01 cell-derived cardiomyocytes and that the DMSO treatment 
enhanced the cardiomyocytes differentiation in vitro. 

Key Words: Parthenogenetic mouse embryonic stem cell, Cardiomyocyte, Differentiation, DMSO, 
Contraction 

배아줄기세포 (embryonic stem cell, ES cell)는 조직

을 구성하는 각 세포로 분화 (differentiation)되기 전 

단계의 미분화 세포들을 총칭하며, 줄기세포는 외

부 환경에 의한 분화 자극이 가해지면 특정세포로 

분화할 수 있는 유연성 (plasticity)을 가지고 있는 것

이 특징이다.1 1981년 Martin에 의하여 처음 생쥐의 

초기 배아에서 배아줄기세포 (mouse embryonic stem 

cell, mES cell)를 분리하는데 성공하였고,2 Evans와 

Kaufman 등에 의하여 최초로 생쥐 배아줄기세포를 

확립하는데 성공한 이래,3 최근에는 확립된 생쥐 배

아줄기세포를 이용하여 심근세포,4 신경세포,5,6 혈액

세포7 등으로 분화시키는 다양한 분화 연구가 진행

되고 있다. 

특히 체외에서 심근세포로의 분화 연구는 배아줄

기세포를 이용하여 embryoid bodies (EBs)를 형성시킨 

후, 심근세포 유도물질로 알려진 dimethy l sulfoxide 

(DMSO),8 bone morphogenic protein (BMP)2,4 또는 fi-

broblast growth factor (FGF)2,4 등을 이용하여 실시되

고 있다.9 이와 같이 유도된 심근세포는 자발적이며 

규칙적인 수축성 (contraction)을 가진 근세포 (myo-

cytes)의 발현으로 확인된다.8 

단위발생으로 확립된 배아줄기세포 (parthenogen-

tic mouse embryonic stem cell, P-mES)에 대한 연구는 

1998년 일본의 Kanagawa 등에 의해 생쥐 배아줄기

세포로부터 embryoid body 형성 가능성으로 분화능

력이 있을 것으로 보고되었고,10 Cibelli 등에 의해 

영장류에서 단위발생 유래 배아줄기세포를 확립하

여 체외에서 신경세포로의 분화와 면역결핍성 쥐에 

이식하였을 때 teratoma가 형성되어 내배엽 (내장과 

호흡상피세포), 외배엽 (신경, melanocytes, 표피, 모

세포), 중배엽 (연골, 근육, 뼈세포)으로 체내에서 분

화가 이루어짐이 확인되었다.11 특히 단위발생란에

서 확립된 배아줄기세포는 체외수정란에서 확립된 

배아줄기세포의 장점을 모두 가지고 있으면서, 향

후 난치병 치료에 이용시 필요한 배아줄기세포의 

제작에서 문제가 될 수 있는 윤리적 문제를 최소화 

시킬 수 있는 대체 연구로서의 가능성을 시사하고 

있다. 

따라서, 본 연구는 단위발생을 통해 확립된 생쥐 

배아줄기세포로부터의 기능성 심근세포로의 분화가 

체외수정을 통해 확립된 생쥐 배아줄기세포를 이용

하였을 때와 유사한 결과를 얻을 수 있는지의 여부

를 조사하고자 실시하였다. 

 

연구 대상 및 방법 

1. 연구 대상 

본 실험에 사용된 생쥐 배아줄기세포는 현재 본 

연구소에서 보유하고 있는 체외수정란으로부터 확

립된 mES 세포 (mES01)와 단위발생란으로부터 확

립된 P-mES 세포 (P-mES02)를 사용하였다. 실험에 

사용된 두 종류의 배아줄기세포는 미분화 특성으로 

인지되고 있는 alkaline phosphatas e, SSEA-1 (stage- 

specific embryonic antigen) 및 transcription factor Oct-4

가 발현되었으며, GTG-banding으로 실시한 염색체 

분석 결과에서 40개의 염색체가 확인되었다. 

2. 연구 방법 

1) 생쥐 배아줄기세포의 배양 

mES01과 P-mES02 배아줄기세포는 0.1%의 gela-

tin이 피복된 배양접시에서 배양하였으며, 배양액으

로는 Knockout Dulbecco's modified Eagle's medium 
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(KO-DMEM; no-pyruvate, high-glucose formulation, Gi-

bco)을 기본 배양액으로 하여, 20% FBS (Hyclone), 1 

mM L-glutamine (Gibco), 1% nonessential amino acid 

stock (Sigma), 0.1 mM ?-mercaptoethanol (Sigma), mo-

use LIF 104 units/ml (Chemicon)을 첨가하여 사용하

였다. 

2) Embryoid body 형성  

mES01과 P-mES02 배아줄기세포는 0.25% trypsin- 

EDTA (Gibco)를 이용하여 단일세포로 분산시킨 후 

4×106의 세포를 각각 58-mm bacteriological Petri dish 

(#1007, Falcon)에 부유, 배양하여 세포들을 서로 응

집시켜 EB라고 하는 구상의 세포 덩어리를 형성

시킨다. 배양액으로는 mouse LIF가 첨가되지 않은 

DMEM/F12를 기본 배양액으로 10% FBS (Hyclone)

를 첨가하여 사용하였다. 

3) 심근세포로의 분화 유도 

실험군은 배아줄기세포를 부유, 배양하여 EBs를 

형성시키는 동안 분화 유도제로 알려진 DMSO를 첨

가하여 심근 분화를 유도하였다.  4일 동안 부유, 배

양된 EBs에 0.75%의 DMSO를 첨가하여 4일간 추가 

부유, 배양하여 분화 유도를 실시하였다 (4-/4+ 방

법). 대조군은 EBs를 형성시키는 8일 동안 DMSO를 

첨가하지 않고 심근 분화를 유도하였다.  8일 후 대

조군과 실험군의 EBs는 0.1%의 gelatin이 피복된 배

Figure 1. ES colony derived from IVF mouse embryos (A) and parthenogenetic mouse embryos (B) (×200). 

Figure 2. Day 8 EBs developed from mES cells (A) and P-mES cells (B) after exposure in suspension culture 
environment wo/w 0.75% DMSO serial treatment for 4 days, respectively (4-/4+) (×100). 
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양접시에 1.91-cm2 당 1~5개 EBs의 밀도로 plating 

하였다. 그 후 수축 (contraction)이 일어나는지 현미

경 하에서 매일 관찰하였다. 심근세포로의 분화 유

도는 3회 반복을 실시하였다. 

4) 심근세포의 확인 

(1) 형태학적 관찰  

실험군과 대조군의 심근세포로의 분화 양상은 현

미경 하에서 plating 후 30일까지 매일 관찰, 수축 현

상이 나타나는 시점과 지속 기간을 확인하였다. 확

인된 EBs의 수축 시점과 지속 기간은 누적 비율 (%)

로 나타내었다. 

(2) 면역세포화학적 염색 방법 

EB에서 심근세포로 분화된 세포는 그 구조적인 

특성을 확인하기 위해서 면역세포화학 염색 방법을 

이용하였다. 외형상 수축이 보이는 부분의 세포 덩

어리는 micropiptte를 이용하여 물리적으로 분리한 후 

Figure 3. In virto differentiated beating cardiomyocytes from mES cells (A) and P-mES cells (B). About 10 days 
after EB plating, generation of regularly contracting cardiomyocytes (arrow) was started in both group (×200). 

Figure 4. Cumulative percentage of EBs containing spontaneously contracting areas in control group (mES 4-/4- and 
P-mES 4-/4-) and induced contracting areas in treatment group (mES 4-/4+ and P-mES 4-/4+) (r=3). 
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효소적 방법 (0.25% trypsin-EDTA, 37℃에서 5분간 

처리)을 이용하여 분산시켰다. 분산시킨 세포는 개

개의 세포를 확인할 수 있는 낮은 농도로 (4×104 

cells/ml) 유리 coverslips에 plating 하여 48시간 배양

하였다. 배양 후 세포는 염색을 위해서 4% parafor-

maldehyde로 고정한 후 0.5% Triton X-100 (Sigma)로 

침투시키고 10% BSA로 1시간 blocking 하였다. 심

근세포를 확인하기 위한 일차 항체로는 muscle actin

에 대한 특이성이 있는 anti-sarcomeric ? -actinin mAb's 

(1 : 100, Sigma)와 cardiac muscle에 대한 특이성이 있

는 anti-cardiac trophonin mAb's I (cTnI, 1 : 2000, Che-

micon)을 이용하여 4℃에서 overnight 하였다. 일차 

항체에 대한 반응 정도는 Fluorescein Isothiocyanate 

(FITC)-conjugated goat anti-mouse IgG (1 : 50, Jackson)

와 Rhodamine (TRITC)-conjugated goat anti-mouse IgM 

(1 : 200, Jackson)을 각각 이용하여 실온에서 30분간 

반응시켜 형광 현미경 하에서 관찰하였다. 

 

결  과 
 

체외수정란과 단위발생란에서 유래된 배아줄기세

포를 형태학적으로 관찰한 결과 P-mES02는 mES01

과 유사한 형태의 배아줄기세포 덩어리와 EBs가 형

성되는 것을 확인하였다 (Figure 1, 2). mES01과 P- 

mES02에서 유래된 배아줄기세포는 모두 경계가 뚜

렷하고 둥근 덩어리 형태로 유지되는 것이 관찰되

Figure 5. Immunostaining of dispersed cells from a beating cardiomyocytes (recovered at day 16 after EBs plating) 
with muscle specific anti-sarcomeric ? -actinin mAb's. Cardiomyocytes derived from mES cells (A) and P-mES cells 
(B) (×200). 

Figure 6. Immunostaining of dispersed cells from a beating cardiomyocytes (recovered at day 16 after EBs plating) 
with cardiac muscle specific cTnI mAb's. Cardiomyocytes derived from mES cells (A) and P-mES cells (B) (×200).
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었다. 분화 초기 단계인 EBs는 부유, 배양 후 1~2일

째부터 응집 현상이 나타나 3~4일째에는 EB의 형태

를 갖추기 시작하며, 그 후 6~8일째는 완전한 구형

의 EBs 형태가 관찰되었다. 

실험군과 대조군의 EBs에서 분화된 심근세포는 

일차적으로 형태학적인 구분인 rhythmically contrac-

ting areas가 관찰되었으며, 이러한 결과는 규칙적인 

심박수 (heart beat , 60회 이상/1분)로 확인되었다 (Fi-

gure 3). Figure 4는 plating 후 수축 현상이 나타나는 

시점, 수축 현상이 나타나는 EBs의 수와 수축의 지

속 기간을 누적 비율로 나타낸 그래프이다. mES01

의 경우 rhythmically contracting areas는 plating 후 9

일째, P-mES02는 10일째 처음 나타났으며, 가장 많

은 수축 현상을 나타내는 EBs의 누적 비율은 mES-

01의 경우 61.3% (plating 후 13일째), P-mES02의 경

우 69.83% (plating 후 15일째)로 두 군간에 차이가 

없음이 확인되었다. 또한 두 실험군의 수축의 지속 

기간은 최소 7일에서 최대 53일까지 강한 beating이 

확인되었다. 대조군의 경우도 mES01과 P-mES02 모

두 자발적인 수축 (spontaneous contraction)이 관찰되

었으나 (6.0%와 4.0%), DMSO를 처리한 실험군과는 

상당한 차이를 나타내었다. 

EBs에서 분화된 세포의 구조적 특성을 확인하기 

위한 면역세포화학적 염색의 결과는 Figure 5와 6에

서 나타낸 바와 같이, mES01과 P-mES02 모두 mu-

scle actin이 확인되었으며 (Figure 5), 또한 cardiac 

muscle이 확인되었다 (Figure 6). 따라서 mES01과 P- 

mES02에서 분화된 세포의 특성이 수축성 심근세포 

(contracting myocytes)임을 확인할 수 있었다. 

 

고  찰 
 

본 연구는 체외에서 단위발생 유래 생쥐 배아줄

기세포로부터 유도물질을 사용하여 기능성 심근세

포를 배양접시내에서 재현성 있게 만들 수 있으며, 

체외수정 유래 배아줄기세포로부터 얻어진 심근세

포와 유사한 기능을 나타내는 것을 처음으로 제시

하였다. 단위발생란에서 확립된 배아줄기세포는 체

외수정란에서 확립된 배아줄기세포와 마찬가지로 

형태학적으로 미분화 상태를 유지하는 특성을 가지

며, 이를 이용한 신경 분화 연구에서도 외부 환경에 

의한 분화 자극이 가해지면 특정세포로 분화할 수 

있는 유연성 (plasticity)을 가지고 있는 것이 확인되

었다.11 또한 단위발생란에서 확립된 배아줄기세포

는 향후 난치병 치료에 이용시 배아줄기세포가 갖

고 있는 윤리적 문제를 최소화 시킬 수 있는 대체 

연구로서의 가능성을 시사하고 있다.1,11 

포유동물에 있어 심근세포의 특징은 출생 후 증

식을 할 수 없는 영구세포 (permanent cell)로 알려져 

있으며, 신경세포, 골격근 등이 여기에 속한다. 또

한 재생능력이 아주 제한되어 있어 심장에서 일어

나는 큰 손상은 결합조직에 의한 반흔조직으로 대

치된다. 그러므로 심근세포의 손상은 심장의 정상

적인 기능을 수행할 수 없게 되며 심근세포의 이식

만이 궁극적인 치료 방법이 될 수 있다.12,13 그러나 

현재 공여세포로서 심근세포 이식을 위한 충분한 수

를 얻기에는 많은 문제점이 있으며, 이식과정에서 

나타나는 문제를 선결해야 하는 문제가 남아있다. 

그러므로 체외에서 생쥐 배아줄기세포로부터의 심

근세포로의 분화 연구는 향후 인간의 질병 치료를 

위한 세포대체요법 분야에서는 중요한 정보를 제

공할 수 있는 장점을 가지고 있다.12 또한 포유동물

에 있어서 발달 초기에 나타나는 심근세포의 exci-

tability에 대한 정보를 얻을 수 있는 중요한 모델로 

이용할 수 있다. 즉 초기 단계의 심근세포는 체내

에서 얻을 수 없으나 (E8.5~E10.5), EBs에서 분화된 

심근세포는 이 시기의 심근세포에 대한 특성을 관

찰할 수 있는 좋은 모델이 되며,14,15 유전자의 발현, 

근섬유의 생성 (myofibrillogenesis ), 이온 경로의 발달

과 기능, 수용체의 발달 그리고 칼슘 handling에도 

중요한 정보를 제공한다.8,16,17 

체외에서 배아줄기세포를 심근세포로 분화시키는 

방법에는 각각의 EBs를 부유, 배양하여 심근세포로 

분화시키는 부유 배양 방법 (suspension culture)과 

EBs를 형성시킨 후 0.1% gelatin이 피복된 배양접시

에서 배양하여 심근세포로 분화시키는 부착성 배양 

방법 (attached culture) 두 가지로 나눌 수 있다. 부착

성 배양 방법은 EBs에서 분화된 심근세포의 수축 개

시 시점과 수축의 지속 기간을 부유 배양 방법보다 

더 복합적으로 관찰할 수 있었으며, 지속적인 수축

능이 높다. 즉, 부유 배양 방법에서 분화된 심근세

포는 7일 이하의 beating을 나타내었으나, 부착성 배
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양 방법은 최소 9일부터 최대 75일까지 beating을 나

타내었다.18,19 본 실험에서도 이와 같이 부착성 배양 

방법을 이용하여 체외수정 유래 배아줄기세포와 단

위발생 유래 배아줄기세포가 모두 최소 7일 이상부

터 최대 53일까지 강한 beating을 나타내는 유사한 

결과를 확인할 수 있었다. 

체외에서 배아줄기세포를 심근세포로 분화시 sti-

mulant로 알려진 DMSO는 처리 농도에 따라 심근세

포 외에 다른 특정세포로 분화시킬 수 있다고 알려

져 있다. 체외에서 EBs의 형성시 0.8%의 DMSO 첨

가는 심근세포 뿐만 아니라 상피세포 (epithelium), 

골격근 (skeletal muscle)으로 분화시킬 수 있으며, 1%

의 DMSO 첨가는 haematopoiesis에 영향을 미치는 

것으로 알려져 있다.20,21 본 실험에서는 기초 실험을 

통해 얻어진 결과를 토대로 체외에서 EBs의 형성시 

0.75%의 DMSO를 첨가하여 분화시킨 결과, DMSO를 

처리하지 않은 대조군보다 체외수정 유래와 단위발

생 유래 배아줄기세포 모두에서 심근세포로 분화되

는 비율이 높았으며, 특히 단위발생 유래 배아줄기

세포에서 심근세포로 분화되는 비율이 체외수정 유

래 배아줄기세포보다 높았다. 이와 같은 결과는 상

기 기술한 연구자들이 보고한 바와 같이, DMSO 첨

가가 심근세포로 분화시키는데 영향을 미치는 것으

로 생각된다. 그러나, 인간에 있어 체외에서 배아줄

기세포를 심근 분화시 0.75%의 DMSO 첨가는 심근

세포로 분화하는데 효과가 없었는데 이는 종간의 차

이라 사료된다.8 현재까지 단위발생 유래 배아줄기

세포를 이용한 몇몇 분화 연구가 실시되었으나,10,11 

심근세포로의 분화 연구는 전무한 상태로서 본 실

험의 결과는 앞으로 체외에서 단위발생 유래 배아

줄기세포를 이용한 심근세포의 분화 연구에 좋은 

기초 자료를 제공할 수 있을 것으로 사료된다. 

생쥐 배아줄기세포에서 유래된 심근세포를 확인

하는 방법에는 형태학적 관찰로 수축 현상의 확인 

외에 심근세포를 인지하는 항체를 이용한 면역세포

화학적 염색 방법,9 transmission electron microscopy를 

이용한 구조 분석법,14,22 Ca2+ transients의 측정4,15,23 

그리고 심근세포에 대한 특이 유전자의 발현 연구 

방법 등이 있다.12 본 연구에서는 심근세포를 확인

하는 여러 방법 중 형태학적 관찰과 면역세포화학

적 염색 방법을 이용하였으며, 상기 기술한 연구자

들이 보고한 바와 같이 형태학적으로 체외수정 유

래 배아줄기세포와 단위발생 유래 배아줄기세포 모

두 분화된 심근세포에서 수축 현상을 확인할 수 있

었다. 또한 면역세포화학적 염색 방법을 이용하여 

muscle actin과 cardiac muscle이 발현되는 것이 확인

되어 체외수정 유래 배아줄기세포와 단위발생 유래 

배아줄기세포에서 분화된 세포의 특성이 수축성 심

근세포 (contracting myocytes)임을 재차 확인할 수 있

었다. 비록 본 연구에서는 이상의 방법 외 다른 방

법을 이용하여 기능성 확인을 실시하지 못했으나, 

본 연구는 앞으로 생쥐 배아줄기세포 뿐만 아니라 

인간 배아줄기세포로부터의 기능성 심근세포를 형

성시키는데 있어 기초 자료를 제공할 수 있을 것

으로 사료된다. 

또한, 정상적인 배아에서 심장 형성은 myocardial

과 endocardial precursors로의 분화 후 cardiac valves 

형성을 유도한다. 이런 과정은 생쥐 배아의 경우 12

일째, 인간의 배아에서는 35일째 처음 나타난다. 이

와 같은 현상은 종간, 세포주에 따라 차이가 나며, 

또한 체외에서 분화시 외부 환경에 의한 세포에 주

어지는 분화 자극 요인에 의해 달라지기도 한다.24 

체외에서 심근세포로의 분화를 최대화 하기 위해서

는 종의 특징, 사용되는 serum의 농도, EBs의 부유 배

양 기간, 성장인자 (growth factor), 또는 기질 (stroma)

의 이용 등 여러 가지 요인을 고려해야 할 것이다.8 

따라서, 본 실험에서 얻은 단위발생 유래 생쥐 배

아줄기세포로부터의 기능성 심근세포로의 분화 연

구는 윤리적 문제가 해결될 수 있는 새로운 배아줄

기세포주의 공급을 가능하게 함을 의미하고, 이러한 

기술이 인간 배아줄기세포에 적용되었을 때 향후 

인간의 심장질환 치료를 위한 유전자 치료법, 약물 

실험, 조직 공학 기술, 세포대체요법 분야에 기초적

인 자료를 제공할 수 있을 것으로 사료된다. 
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