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양수 세포를 이용한 인간배아줄기세포의 배양 
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Objective: This study was performed to evaluate the possibility of prolonged culture of human 
embryonic stem cells (hESC; SNUhES2) on human amniotic fluid cells (hAFC), which had been 
storaged after karyotyping. 

Method: The hAFC was prepared for feeder layer in the presence of Chang's medium and STO 
medium (90% DMEM, 10% FBS) at 37℃ in a 5% CO2 in air atmosphere. Prior to use as a feeder layer, 
hAFC was mitotically inactivated by mitomycin C. The hESCs on hAFC were passaged mechanically 
every seven days with ES culture medium (80% DMEM/F12, 20% SR, bFGF). 

Results: The hAFC feeder layer support the growth of undifferentiated state of SNUhES2 for at least 
59 passages thus far. SNUhES2 colonies on hAFC feeder appeared slightly angular and flatter shape as 
compared with circular and thicker colonies observed with STO feeder layer and showed higher level 
with complete undifferentiation in seven days. Like hESC cultured on STO feeders, SNUhES2 grown 
on hAFC expressed normal karyotype, positive for alkaline phosphatase activity, high telomerase 
activity, Oct-4, SSEA-3, SSEA-4, Tra-1-60 and Tra-1-81 and formed embryoid bodies (EBs). 

Conclusion: The hAFC supports undifferentiated growth of hESC. Therefore, these results may help 
to provide a clinically practicable method for expansion of hESC for cell therapies. 
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인간배아줄기세포 (human embryonic stem cells, 
hESC)는 착상 전 포배기 배아의 내세포괴 (inner cell 
mass, ICM)에 존재하는 전분화능을 가지고 있는 세
포에서 유래한 세포로서 체외 배양 시 무한히 증식

할 수 있으며, 장기간의 체외 배양에도 불구하고 정
상적인 핵형 (karyotype)을 유지할 뿐만 아니라 적

절한 배양 조건을 조성하여 주면 외배엽, 중배엽, 내
배엽의 삼배엽성 세포들로 분화할 수 있는 능력을 
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지니고 있어 향후 세포치료 (cell therapy)에 이용될 
수 있을 것으로 기대되어지는 세포이다.1~3 

대부분의 인간배아줄기세포는 생쥐배아섬유세포 
(mouse embryonic fibroblast, MEF)를 영양 세포 층
(feeder layer)으로 이용하여 배아줄기세포를 확립하

였고, 미분화 상태를 유지하면서 배양하였다.1,2 하지

만 이와 같이 생쥐배아섬유세포와 같은 동물 세포

와 공배양 (coculture)하는 것은 인간배아줄기세포가 
동물병원균 및 RNA 종양 바이러스 (retrovirus) 등에 
감염될 가능성이 있기 때문에 세포 치료제로서 사용

되는 것이 적합하지 않다.4 생쥐 배아줄기세포 (mo- 
use embryonic stem cell, mESC)의 경우 미분화 상태

를 유지하면서 배양하기 위해서 생쥐배아섬유세포

를 필요로 하였지만 오랜 연구 결과, 생쥐배아섬유

세포 없이 gelatin으로 전처리된 배양접시에 leuke- 
mia inhibitory factor (LIF)를 첨가한 배지를 이용할 
경우 분화하지 않고 오랜 기간 줄기세포의 특징을 
유지하는 것이 보고된 바 있다.5 그러나 생쥐배아줄

기세포와는 다르게 인간배아줄기세포는 LIF가 생쥐

배아줄기세포 배양에서와 같은 역할을 수행하지 못
하는 것으로 알려졌다.6 

최근 Xu 등7은 extracellular matrix인 Matrigel과 생
쥐배아섬유세포를 배양한 배양액 (conditioned media)
을 이용하여 영양 세포층 없이도 미분화 상태로 인
간 배아줄기세포를 배양하는데 성공하였다. 그러

나 이 경우도 동물 세포를 배양한 배양액을 이용하

였기 때문에 동물 세포의 영향이 완전히 배제된 것
은 아니라고 생각된다. 따라서 동물 세포와의 접촉

을 최대한 피하기 위해서 현재 인간에서 유래한 세
포를 영양 세포층으로 이용하기 위한 연구가 많이 
이루어지고 있는데, Richards 등8은 태아 근육 (fetal 
muscle) 및 태아 피부 (fetal skin) 세포와 성인 나팔

관 (adult fallopian tuba) 상피 세포 (epithelial cell)와 
같은 인간 세포를 영양 세포층으로 이용하여 인간 
배아 줄기 세포 확립 및 미분화 배양에 성공하였

고, Amit 등4과 Hovatta 등9은 인간 포피 (foreskin) 
세포를, Cheng 등10은 인간 성체 골수 (adult bone ma- 
rrow) 세포를 이용하여 미분화 상태의 인간배아줄

기세포의 성공적인 배양을 보고하였다. 
인간양수세포 (human amniotic fluid cells, hAFC)는 

유전적 변화 (genetic alteration)에 의해 발생하는 태아

의 이상 (fetal abnormalities)을 진단하는 산전 유전 진
단 (prenatal genetic diagnosis)에 가장 많이 이용되어왔

다.11,12 최근에는 양수세포에서도 줄기세포의 대표적

인 미분화 표식 인자 인 octamer-binding transcription 
factor-4 (Oct-4)가 발현됨으로써 인간배아줄기세포 연
구에 새로운 자원으로서의 가능성이 제시되었다.13 

본 연구에서는 새로운 인간 유래의 영양 세포를 
확립하기 위하여 오랜 기간 동안 인간배아줄기세포

를 미분화 상태로 유지시켜주는데 필요한 영양 세포

층으로서 양수세포와 양수세포 배양액의 유용성을 
알아보고자 하였다. 

 
연구 재료 및 방법 

1. 연구 재료 

본 연구에서는 서울대학교병원 산부인과 불임 크
리닉에서 체외수정시술 (IVF-ET)시 배아의 자궁 내 
이식 후 남은 여분의 잉여 배아를 10년 이상 동결 
보존한 후 보존 기간의 만료로 인하여 폐기 처분될 
배아 중에서 환자 부부의 서면 동의를 받은 배아로

부터 확립된 인간배아줄기세포 (SNUhES2)를 사용

하였고, 영양 세포층으로 사용된 양수세포는 양수 검
사를 통하여 염색체 분석을 수행하고 남은 정상적인 
핵형을 가진 여분의 세포를 배양하여 사용하였다. 

2. 연구 방법 

1) 양수세포 배양 

양수세포의 배양은 다음과 같은 방법으로 시행 하
였다. 즉, 양수 10 ml를 원심분리 (1000 rpm, 8분)하
여 얻어진 침전물에 Chang's 배지 (Irvine scientific, 
Santa Anna, CA, USA) 1 ml을 첨가한 후 그 부유액

을 35 mm 조직 배양 접시 안에 들어있는 유리 덮
개 위에 0.5 ml씩 분주하여 세포들이 유리 덮게 위
에만 부착하도록 하였다. 이 상태로 37℃, 5% CO2

의 세포 배양기에서 이틀간 배양한 다음, 동일 배지 
2 ml을 더 첨가해 주고 약 일주일 동안 위상차 현
미경에서 세포관찰을 통해 부착된 세포군의 밀도를 
확인하며 배양하였다. 4~5개의 세포군 부착이 확인

되면 0.25% trypsin-EDTA를 처리하여 계대 배양을 
하였다. 이후 유리 덮개 위에 부착된 세포군의 밀도

와 세포분열중인 세포의 밀도를 확인하여 계대 배
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양 및 핵형 분석을 위하여 양수세포를 획득하였고, 
계대 배양 및 핵형 분석이 끝나고 남은 양수세포

는 세포 상태를 확인한 다음 영양세포로 사용하기 
위하여 계속 계대 배양하였으며, 인간배아줄기세포 
배양시 영양 세포층으로 사용하기 위해 150분 동안 
mitomycin C (0.01 mg/ml)를 처리하여 세포 분열을 
억제시킨 후, 이를 영양 세포층으로 사용하였다. 초
기 양수세포 배양에는 Chang's 배지가 이용되었고, 
양수세포의 핵형 분석이 끝난 후부터 양수세포의 섬
유세포 증식을 위해서는 10% Fetal Bovine Serum 
(HyClone, Utah, USA), penicillin과 streptomycin이 포
함된 Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM, 
GIBCO) 배지가 이용되었다. 

2) 인간배아줄기세포 배양 

본 연구에 사용된 인간배아줄기세포는 서울대학

교 의학연구원 인구의학연구소 및 서울대학교병원 
산부인과에서 STO (ATCC, USA) 세포를 영양 세포

층으로 하여 확립 및 71 계대까지 배양한 배아줄기

세포 (SNUhES2)로서 배아줄기세포의 미분화 특성

으로 알려져 있는 alkaline phosphatase (AP) 활성도, 
Oct-4, stage-specific embryonic antigen-3, 4 (SSEA-3, 4) 
등이 모두 발현되고, 정상적인 핵형 (46,XX)을 지

닌 세포이다.14 
(1) 양수세포와 인간배아줄기세포 배양 

인간배아줄기세포를 0.1% gelatin으로 전 처리한 
배양접시에서 mitomycin C 처리하여 분열능을 억제

시킨 양수세포와 mitomycin C를 처리하지 않은 양
수세포를 영양 세포층으로 사용하여 배양하였고, 
미분화된 배아줄기세포 군 (colony)을 미세한 glass 
knife로 100~200개의 세포가 존재하도록 작은 세

포 덩어리로 분획하여 7일 간격으로 계대 배양하였

다. 배양액으로는 DMEM/F12 (GIBCO)를 기본 배양

액으로 하여, 20% serum replacement (SR, GIBCO), 
0.4 ng/ml basic fibroblast growth factor (bFGF, Invi- 
trogen), 1% non-essential amnio acid, 0.1 mM β-merca- 
ptoethanol, 0.5% penicilline/streptomycin을 첨가하여 
사용하였다. 

(2) 양수 배양액과 인간배아줄기세포 배양 

Mitomycin C 처리된 양수세포 (2×106 cells)를 25 
cm2 조직 배양 flask에 양수 섬유세포 증식에 사용

된 FBS가 포함된 DMEM 배지와 함께 배양한 후 

세포 밀도가 70~80% 이상일 때 bFGF를 제외한 인
간배아줄기세포 배양액으로 교환해 주면서 일주일 
동안 매일 배양액을 모았다. 매일 모은 배양액은 0.2 
µm 필터를 이용하여 정제하고 냉동 보관한 후 Ma- 
trigel로 전 처리된 35 mm 조직 배양 접시에서 영

양 세포층 없이 인간배아줄기세포를 배양하기 위한 
배지로 사용하였다. 세포의 계대 배양 방법은 양수

세포와 인간배아줄기세포 배양에서의 방법과 동일

하였다. 
3) 인간배아줄기세포의 특성 분석 

양수세포를 영양 세포층으로 사용하여 배양된 배
아줄기세포의 특성을 규명하기 위하여 배양 중인 배
아줄기세포의 핵형을 분석하였고, 미분화 배아줄기

세포의 세포 표면 표식 인자 (cell surface marker)로 
알려진 AP 활성도, SSEA-1, 3와 4 그리고 Tra 1-60, 
1-81의 발현여부를 면역세포화학염색으로 확인하였

으며, Oct-4의 발현과 telomerase 활성도를 PCR 방

법으로 측정하였다. 특성분석의 자세한 방법은 Oh 
등14의 방법대로 시행하였다. 

4) 배아체 형성 및 분화 관련 유전자 발현 확인 

약 500개의 배아줄기세포 덩어리로 분획하여 4~ 

5 ml의 배아체 배지 (DMEM/F12, 20% SR, 1% non- 
essential amino acid, 0.1 M β-mercaptoethanol, 0.5% 
penicilline/streptomycin)가 들어있는 부유 배양접시로 
옮겨 세포 배양기에서 배양하였다. 배양된 배아체는 
삼배엽성 (three germ layer) 유도체 (derivatives)로서 
자연 분화 되었는지 여부를 확인하기 위하여 내배엽 
(endoderm) 표식인자로서 amylase와 albumin, 중배엽 
(mesoderm) 표식인자로서 cartilage matrix protein 
(CMP)과 enolase 및 외배엽 (ectoderm) 표식인자로서 
neurofilament heavy chain (NFH)과 keratin의 유전자 
발현을 RT-PCR 방법으로 확인하였다. 사용된 primer 
sequences와 PCR 조건은 다음과 같다. Amylase (for- 
ward: 5'-GCTGGGCTCAGTATTCCCCAAATAC-3', re- 
verse: 5'-GACGACAATCTCTG-3'), albumin (forward: 
5'-CCTTTGGCACAATGAAGTGGGTAACC-3', reve- 
rse: 5'-GACGACAATCTCTGACCTGAGTAGC-3'), CMP 
(forward: 5'-ATGACTGTGAGCAGGTGTGCATCAG- 
3', reverse: 5'-CTGGTTGATGGTCTTGAAGTCAGCC- 
3'), enolase (forward: 5'-TGACTTCAGTCGCCTGATG- 
ATCCC-3', reverse: 5'-TGCGTCCAGCAAAGATTGC- 
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CTTGTC-3'), NFH (fowaard: 5'-TGAACACAGACGC- 
TATGCGCTCAG-3', reverse: 5'-CACCTTTATGTGA- 
GTGGACACAGAG-3'), keratin (forward: 5'-AGGAA- 
ATCATCTCAGGAGGAAGGGC-3', reverse: 5'ATCT- 
CAGGAGGAAGGGC-3', reverse: 5'-AAAGCACAGA- 
TCTTCGGGAGCTACC-3'). PCR 반응조건은 94℃에

서 30초간 변성시키고, 68℃에서 30초간 primer를 결
합시킨 후 72℃에서 30초 동안 확장시키는 순서로 
30회 반복하도록 PCR을 수행한 후 2% agarose gel
에서 전기 영동 하여 유전자 발현을 확인하였다. 

 
결    과 

 
인간배아줄기세포를 체외에서 배양할 때 장기간 

미분화 상태를 유지하기 위해 사용된 양수세포는 
9 계대까지 배양된 세포가 주로 이용되었고, 현재 

12 계대까지 계속 배양 중인데, 양수세포의 성장률 
및 인간배아줄기세포의 성장을 유지하는 능력의 변

화는 없었다. 본 연구에서는 양수세포의 과성장 (over- 
growth)을 방지하기 위해 mitomycin C로 처리한 양

수 세포와 mitomycin C 처리하지 않은 양수 세포를 
이용하여 인간 배아줄기세포를 배양하였다. 초기 인
간배아줄기세포 배양에서는 mitomycin C 처리한 것
과 처리하지 않은 양수세포를 이용했을 때 형태적으

로 별다른 차이가 보이지 않았으나, 계대가 증가할

수록 mitomycin C 처리한 양수세포에서 배양된 인
간배아줄기세포의 세포군보다 mitomycin C 처리하

지 않은 양수세포에서 배양된 세포군의 세포들 사이

의 간격이 비교적 더 촘촘해서 계대 배양을 위한 세
포 분획 시 세포군이 더 두꺼운 것처럼 보였다. 그

러나 전체적인 세포군의 모양과 세포 증식 (prolife- 
ration)에는 차이가 없었다. 

Figure 1. Morphology of SNUhES2 cell line grown on hAF feeder layer. (A) SNUhES2 P71-5 cell colony at day 2 
on hAFC treated with mitomycin C (B) SNUhES2 P71-5 cell colony at day 7 on hAFC treated with mitomycin C (C) 
SNUhES2 P71-5 cell colony at day 2 on hAFC non-treated with mitomycin C (D) SNUhES2 P71-5 cell colony at day 7 
on hAFC non-treated with mitomycin C 

A B

DC
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양수세포에서 배양된 인간배아줄기세포의 형태적 
특징을 관찰한 결과, 기존의 영양 세포층으로 이용

된 생쥐배아섬유세포와 STO 세포에서 배양된 배아

줄기세포군의 형태는 그 주변부의 모양이 둥글고, 비
교적 두꺼운 형태인 반면 양수세포에서 배양된 배

아줄기세포군의 형태는 약간 다르게 조금 각지고 얇
은 세포군의 형태를 보였다. 하지만 세포군을 구성

하고 있는 각각의 배아줄기세포들의 형태는 mitom- 
ycin C 처리한 양수세포 (Figure 1A, B)와 mitomycin 
C 처리 하지 않은 양수세포 (Figure 1C, D)에서 차
이가 없었으며 생쥐배아섬유세포에서 배양된 배아

줄기세포와 같이 작고 둥근 모양이었고, 세포질 내 
핵의 비율이 현저하게 높았다. Mitomycin C 처리한 

것 (Figure 2A)과 처리하지 않은 양수세포 (Figure 
2B)에서 배양된 배아줄기세포를 핵형 분석한 결과 
모두 정상 (46,XX)이었고, 배아줄기세포의 미분화 
특성으로 알려진 세포 표면 표식인자인 AP (Figure 
3A, G)와 SSEA-4 (Figure 3F, L), Tra-1-60 (Figure 3B, 
H), Tra-1-81 (Figure 3C, I)가 양성으로 염색되었으며, 
SSEA-1 (Figure 3D, J)은 염색되지 않았고 SSEA-3 
(Figure 3E, K)는 부분적으로 염색되었다. 또한 미분

화된 세포의 특징 중 하나인 높은 telomerase 활성도 
(Figure 4A)와 Oct-4 발현 (Figure 4B)이 확인되었고, 
체외 자연 분화가 일어나 삼배엽성의 다양한 세포

로의 분화가 가능한 배아체 (Figure 5A, B) 형성 및 
배아체에서의 분화 관련 유전자의 발현 (Figure 5C)

A 

B 

Figure 2. Results of karyotyping.(A) SNUhES2 P71-25 on hAFC treated with mitomycin C: 46,XX (B) SNUhES2
P71-25 on hAFC non-treated with mitomycin C: 46,XX 
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을 확인하였다. 
영양 세포 층 없이 mitomycin C 처리한 양수세포 

배양에서 얻어진 상층 액과 Matrigel을 이용한 배아

줄기세포 배양은 영양 세포층이 있는 경우에 비해 
초기 4~5 계대까지는 세포 분열이 활발하고 정상

적인 미분화 세포로 유지되었다 (Figure 6). 그 이후

Figure 3. Immunocytochemical staining results of cell surface markers for detecting undifferentiation state of hESC
grown on hAFC; (A)~(F) SNUhES2 P71-25 on hAFC treated with mitomycin C (G)~(L) SNUhES2 P71-25 on hAFC
non-treated with mitomycin C (A, G) AP (+) (B, H) Tra-1-60 (+) (C, I) Tra-1-81 (+) (D, J) SSEA-1 (-) (E, K) SSEA-3
(+) (F, L) SSEA-4 (+). 

A B C

D E F

G H I

J K L
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로는 세포 부착율이 떨어지고 세포의 크기가 커지면

서 세포군 가운데는 배아줄기세포의 형태를 보이나 
주변부는 세포의 길이가 정상적인 세포 크기의 두 세
배 정도로 커지고 길어지며 정상적인 세포군의 형태

를 유지하지 못하고 세포 분화율도 비교적 높아졌다. 
 

고    찰 

 
지금까지 인간배아줄기세포는 소 태아 혈청 (fetal 

bovine serum, FBS)이 첨가된 영양 배지와 생쥐배아

Figure 4. Detection of telomerase activity and
Oct-4.  
(A) telomerase activity. 
Lane 1: SNUhES2 cells grown on hAFC treated with
mitomycin C, Lane 2: Heat inactivated control of lane 1
sample, Lane 3: SNUhES2 cells on hAFC non-treated
with mitomycin C, Lane 4: Heat inactivated control of
lane 3 sample, Lane 6: hAFC, Lane 7: Heat inactivated
control of lane 6, Lane 8: Positive control 
(B) Oct-4 expression of SNUhES2 grown on hAFC. 
Lane 1, 3, 5: beta- actin of lane 2, 4 and 6, respectively,
Lane 2: SNUhES2 cells grown on hAFC treated with
mitomycin C, Lane 4: SNUhES2 cells on hAFC non-

d i h i i C L 6 hAFC

A 

B 

A

B

C

Figure 5. Morphology and gene expression in embr-
yoid bodies. (A) EBs formed with SNUhES2 P71-5 cells
at day 7 on hAFC treated with mitomycin C (B) EBs
formed with SNUhES2 P71-5 cells at day 7 on hAFC
non-treated with mitomycin C (C) RT-PCR results for
detection of three germ layer markers: Endoderm (am-
ylase and albumin), mesoderm (CMP and enolase) and
ectoderm (keratin and NFH). Lane 1 is undifferentiated
hESC grown on hAFC treated with mitomycin C, lane 2
is EB for day 5, lane 3 is EB for day 10 and lane 4 is
hAFC as negative control.
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섬유세포를 영양 세포층으로 이용하여 미분화 상태

를 유지하면서 배양되어 왔다.1,2 하지만 생쥐배아섬

유세포를 영양 세포층으로 사용하여 인간배아줄기

세포를 배양하는 것은 생쥐 RNA종양 바이러스 감
염 등의 우려가 있으므로 이러한 인간배아줄기세포

를 세포 치료제로 이용하기에는 부적절하다.4 따라

서 본 연구에서는 이러한 한계를 극복하기 위하여 
인간양수세포를 영양 세포층으로 이용하여 인간배

아줄기세포를 장기간 체외 배양하고, 그 세포들의 
미분화 특성을 조사하였으며, 현재 59 계대까지 미

분화 상태를 유지하면서 인간배아줄기세포를 성공

적으로 배양하고 있다. 
Mitomycin C로 처리한 양수세포에서 배양된 인간

배아줄기세포는 미분화된 영장류 (primate) 배아줄

기세포의 전형적인 세포 표면 인자의 발현으로서 미
분화 상태를 유지하고 있었다.16,17 다시 말하자면, mi- 
tomycin C로 처리한 양수세포에서 배양된 인간배

아줄기세포는 AP, SSEA-4, TRA-1-60, TRA-1-81이 
강하게 염색되었으며, SSEA-3가 부분적으로 염색

되었고, SSEA-1이 염색되지 않았다. 
미분화된 배아줄기세포는 영양 세포층 없이 부유 

(suspension) 배양될 때, 외배엽, 중배엽, 내배엽의 삼
배엽 기원의 다양한 세포 형태로 분화할 수 있는 능
력을 가진 배아체를 형성하게 되는데 mitomycin C
로 처리한 양수세포에서 배양된 인간배아줄기세포

도 그러한 배아체를 형성하였다. 
생쥐배아섬유세포에서 배양된 인간배아줄기세포

와 유사하게 양수세포에서 배양된 인간배아줄기세

포를 30개 이상의 중기세포를 이용하여 핵형 분석

한 결과, 장기간 체외 배양되었음에도 불구하고 정
상적인 핵형을 보였다. 본 연구에서는 대략 10 계

대 마다 핵형 분석을 실시하였다. 
인간배아줄기세포가 미분화 특성을 유지하면서 체

외에서 장기 배양되기 위해서는 생쥐배아섬유세포의 
이용 이외에 또 다른 문제로 소 태아 혈청과 같은 동
물 성분이 첨가된 배지를 사용하고 있다는 것이다. 
이러한 문제를 해결하기 위해서는 소 태아 혈청을 대
체할 수 있는 serum-free 조건을 개발하는 것이었고, 
현재 그 대안으로 bFGF가 첨가된 serum replacement 
(SR)을 이용하게 되었다.18 본 연구에서도 소 태아 혈
청 대신 SR이 첨가된 배지를 이용하였는데 인간배아

줄기세포 배양에 좋은 결과를 보여주고 있다. 
1998년 Thomson 등1이 생쥐배아섬유세포를 영양 

세포층으로 이용하여 다섯 개의 인간배아줄기세포

를 확립 및 유지한 보고가 있은 후로 2000년 Xu 등7

은 일반적으로 정상적인 세포가 생존과 성장하기 위

해서는 extracellular matrix와의 접촉이 필요하다는 것
과, 인간배아줄기세포를 배양하기 위해서는 영양 세
포로 이용된 생쥐배아섬유세포에서 알려지지 않은 
용해 인자 (soluble factor)가 형성될 것이라는 것에 
착안하여 영양 세포층 없이 laminin, collagenⅣ, fibr- 
onectin 및 matrigel과 같은 다양한 extracellular ma- 
trix와 영양 세포층의 배양액만을 이용하여 인간배아

줄기세포가 성공적으로 배양되었음을 보고하였다. 하
지만 역시 동물세포와의 접촉을 완전하게 극복하지 
못했다는 점과 미분화 상태가 오랜 기간 유지되지 
못했다는 한계가 있었다. 

Cheng 등10은 성체골수세포를 직접 분리 및 배

양하여 영양 세포층으로 이용하여 인간배아줄기세

포의 성공적인 배양을 보고하였다. 그리고 mitomycin 
C 처리한 골수세포와 처리하지 않은 골수세포를 
영양 세포층으로 이용하여 인간배아줄기세포를 배
양하여 그 결과를 비교하였는데, mitomycin C 처리

하지 않은 세포에서 배양된 인간배아줄기세포군이 
더 좋은 성장률과 촘촘한 세포 간격의 형태를 보

였다. 하지만 골수세포의 증식이 인간배아줄기세

포보다 빨라서 인간배아줄기세포 성장에 방해 소

지가 있기 때문에 mitomycin C 처리하지 않은 골

수세포 이용은 중단되었다. 본 연구에서도 mitom- 

Figure 6. Morphology of colony of SNUhES2 cell
on day 7 grown on feeder free condition (magnification:
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ycin C 처리한 양수세포와 처리하지 않은 양 세포

를 영양 세포층으로 이용하였는데 Cheng 등의 결

과와 같이 형태적으로 mitomycin C 처리하지 않은 
양수세포에서 배양된 인간배아줄기세포군의 모양

이 더 촘촘하였으나, 세포군을 구성하는 각각의 세

포들의 모양에는 mitomycin C 처리한 것과 처리하

지 않은 양수세포에서 배양된 인간배아줄기세포에

서 차이가 없었다. 또한 mitomycin C 는 일반적으

로 세포 파괴 (cytotoxicity)가 가능한 잠재적인 발암

성 물질 (carcinogen)로 알려져 있으므로, 인간배아줄

기세포가 세포 치료 목적으로 이용되기 위해서는 아
무리 인간 유래의 영양 세포층을 사용하더라도 mito- 
mycin C의 이용은 적합하지 않겠다. 따라서 본 연
구에서의 mitomycin C 처리하지 않은 양수세포에서

의 성공적인 인간배아줄기세포의 배양은 더 큰 의

의가 있겠다. 
Amit 등4은 직접 인간포피세포를 분리 및 배양

하여 세포주를 확립한 후 인간 혈청이 첨가된 배지

에서 배양된 2개의 포피세포와 SR이 첨가된 배지

에서 배양된 3개의 포피세포 및 소 태아 혈청이 
첨가된 배지에서 배양된 3개의 포피세포 등에서 
각각 3개의 인간배아줄기세포주를 배양하여 그 결
과를 비교 분석하였는데 각각의 실험에서는 커다란 
차이 없이 모두 성공적으로 인간배아줄기세포가 배
양되었고, 결국 포피세포가 생쥐배아섬유세포를 대

체할 수 있을 것으로 보고하였다. Hovatta 등9도 인
간포피세포를 이용하였는데 전자와의 차이는 윤리

적 문제 등을 고려하여 포피세포를 상업적으로 구
입하였다는 것이고, 이 세포를 이용하여 새로운 인간

배아줄기세포주를 확립 및 배양하는데 성공하였다. 
Richards 등19은 지금까지 가장 다양한 11개의 인

간 성체 및 태아와 신생아의 세포를 영양 세포로 이
용하여, 미분화된 세포군의 정도와 계대 배양 회수 
및 세포 표면 인자의 염색 정도 등을 기준으로 영양 
세포로서의 역할 순위를 결정하였는데 많은 세포들 
중 태아 근육 세포가 50 계대 이상의 계대가 유지되

었고, 평균 90%의 미분화 세포군을 유지하면서 
80% 이상의 세포 표면 인자 염색으로 좋은 결과

를 보였다. Carpenter 등20과 Rosler 등21은 앞서 보

고된 바 있는 Xu 등7의 동물 세포 배양액을 이용

한 배양 방법으로 Thomson 등1이 확립한 다섯 개

의 세포주 가운데 세 개의 세포주를 영양 세포층 
없이 일년 이상 배양하여 SSEA-4와 TRA-1-60 및 
TRA-1-81과 같은 세포 표면 인자의 양적 차이를 
flow cytometer를 통해 분석하였고, early passage와 
late passage 사이의 유전자 발현 (gene expression)의 
차이를 microarray를 이용하여 분석하였다. 이러한 
연구 보고는 지금까지 가시적인 인간배아줄기세포

의 미분화 상태 유지에만 국한하지 않고, 미분화 
상태인 인간배아줄기세포 사이의 좀더 정확한 특

성을 분석하였다는데 그 의의가 있겠다. 
Amit 등22은 영양 세포층과 혈청 없이 fibronectin 

matirx의 이용과, SR, transforming growth factor β1 
(TGFβ1), LIF와 bFGF 등의 혼합물을 적절하게 조

합해서 첨가한 배지를 이용하여 인간배아줄기세포

의 성공적인 배양을 보고하였다. 
본 연구에서 영양 세포층으로 사용된 양수세포는 

임신 중 태아 이상을 산전 진단하는데 가장 많이 
이용되어 왔다. 그럼에도 불구하고 지금까지 양수

세포의 기원과 그 특성에 대해서는 정확하게 알려

진 것이 없다. 양수내의 세포들은 삼배엽을 기원

으로 하는 세포들의 혼합물로 매우 다양하다고 알
려져 있으며 배아 (embryonic) 기원 혹은 태아 (fe- 
tal) 기원의 세포들이 양수에 존재한다는 것이 보고된 
바 있었으나 여전히 양수세포내의 특별한 세포들의 
기원이 규명되어져야 할 것으로 보고 있다.23,24 양수

세포는 크게 세 종류 형태의 세포로 구성되어 있는데 
상피세포 (epithelioid), 양수 세포 (amniotic fluid cell) 
와 섬유세포 (fibroblast) 형태의 세포들이다. 양수세

포를 배양하면 초기에는 상피세포 형태의 세포가 많
지만, 계대 배양 할수록 섬유세포 형태의 세포가 많
이 확인된다.13 본 연구에서도 양수세포에서 많은 
섬유세포를 얻기 위해 양수세포를 여러 번 계대 배
양한 후 사용하였다. 이것은 Richards 등8이 성인 
나팔관 상피세포가 계대 배양 할수록 mesenchymal 
세포로 변화 (transition) 되면서 섬유세포 형태의 세
포로 적응된다고 보고한 것과 같다고 할 수 있다. 최
근에는 배아줄기세포 (embryonic stem cell, ESC), 배
아생식세포 (embryonic germ cell, EGC)와 배아암종

세포 (embryonic carcinoma cell, ECC)에서 발현되는 
다능성 줄기 세포의 표식 인자인 Oct-4가 양수세포내

의 세포에서 발현되는 것이 보고되었고,25,26 telom- 
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erase 활성도가 확인된 바 있어27 인간배아 연구에 
관련한 윤리적 문제를 극복한 새로운 줄기세포의 자
원으로서 인간양수세포의 가능성이 제시된 바 있다.13 
본 연구에서 사용된 양수세포에서도 Oct-4와 telo- 
merase 활성이 확인되었다 (Figure 4A). 

지금까지 수년간 생쥐배아섬유세포가 인간배아

줄기세포 배양에 이용되어졌는데도 불구하고 이 
세포가 어떠한 물질 분비와 역할로 인간배아줄기

세포에 영향을 주는지는 아직까지 명쾌하게 알려지

지 못하고 있으며, 아마도 인간배아줄기세포와 생쥐

배아섬유세포 사이의 관계는 세포막 단백질을 통해

서 영양 배지나 extracellular matrix로 분비되는 어떤 
인자 (factor)를 통해서 이뤄지지 않을까 하는 가능

성만이 제시되었다.6 
현재 약 2000개의 cytokine과 성장 인자 (growth fa- 

ctor)들이 정제 및 클론화 되어져 있다. 하지만 인

간배아줄기세포에 이 성장 인자들의 체계적인 적용

은 아직까지 인간배아줄기세포에 대해 알려진 바가 
거의 없기 때문에 어려운 실정이다. 그럼에도 불구하

고 최근 bFGF와 bone morphogenic protein 4 (BMP4)
와 같은 몇몇 성장 인자들이 인간배아줄기세포를 분
화 유도하는 것으로 보고 되었고, 몇몇 새로운 인자

들이 배아줄기세포 성장에 관여하는 것이 알려졌

는데 그들 중 일부는 아직까지 인간배아줄기세포에 
직접 적용되지 못하거나, 균일하게 정제되지 못한 
상황이다.28 따라서 앞으로 인간배아줄기세포의 미분

화 상태를 유지할 수 있는 생쥐배아섬유세포나 생

쥐배아섬유세포 배양액 자체 및 거기서 배양되는 인
간배아줄기세포의 proteomics 분석 등을 통한 여러 
가지 성장 인자들의 규명이 반드시 필요하겠다. 또

한 세포 치료의 궁극적인 목적을 이루기 위해서는 미
분화 상태의 인간배아줄기세포의 대량적인 양적 확

보와, 원하는 세포로의 분화 조절이 가능해야 하므

로 앞으로 이것에 대한 연구가 더욱더 활발하게 이

뤄져야 할 것으로 기대된다. 
본 연구에서는 인간양수세포를 영양 세포층으로 

이용하여 생쥐배아섬유세포에서와 같이 오랜 기간 
체외에서 인간배아줄기세포를 미분화 상태로 배양

할 수 있었고, 그 배양액을 이용하여 인간배아줄기

세포를 배양하였다. 이렇게 배양된 인간배아줄기세

포는 생쥐배아섬유에서 배양 유지된 인간배아줄기세

포와 같이 AP, SSEA-4, TRA-1-60와 TRA-1-81 등이 
강하게 염색되었고, telomerase 활성도가 높게 보였

으며 정상적인 염색체를 보유하였다. 따라서 인간

양수세포와 그 배양액은 인간배아줄기세포 배양에 
유용함이 확인되었다. 앞으로 체내 (in vivo) 자연 
분화 확인을 위하여 teratoma 형성을 계획하고 있

으며, 양수세포 배양액을 이용하여 배양된 인간배

아줄기세포의 특성 분석 등의 추가적인 연구가 이
뤄져야 할 것이고, 더 나아가 양수세포를 영양 세

포층으로 이용하여 새로운 인간배아줄기세포주를 
확립하는 것도 중요한 과제라고 할 수 있겠다. 또

한 양수세포 및 양수세포 배양액과 거기서 배양된 
인간배아줄기세포의 proteomics 분석을 수행 후 그 
결과를 생쥐배아섬유세포에서의 proteomics 결과와 
비교 분석하여 미분화 상태의 인간배아줄기세포 유

지에 필요한 공통 인자 (factor)들을 규명할 수 있기

를 기대해 볼 수 있겠다. 
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