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초 록 

 

서론: 간은 대사 항상성에 관여하는 중요 기관이기에, 간의 손상은 

생명을 위협하기도 한다. 간은 재생이 가능한 기관이라 알려져 

있음에도 간 손상에 대한 치료법은 아직 제한적이다. 성체 

줄기세포는 자기 복제가 가능한 동시에 다른 세포로 분화할 수 

있는 능력을 가지고 있고, 피부, 장, 골수 등에 존재한다고 알려져 

있다. 최근 이러한 성체 줄기세포를 이용하여 손상된 조직을 

대체하고자 하는 연구들이 이루어지고 있으며, 그 예로 성체 

줄기세포를 이용한 간세포 분화를 통해 손상된 간세포를 대체할 수 

있는 방법을 찾고자 하는 노력들이 있다. 

 

방법: C57BL/6J로부터 얻은 골수 세포 중 lineage-negative (lin−) cell을 

magnetic-activated cell sorting (MACS)를 통해 분리하여 type-I-A 

collagen이 처리된 조건에서 15 일간 배양하였다. 초기 세포 증식을 

위해 마우스 혈청을 사용하였고, 간세포 분화를 위해 정상 마우스 

간 조직을 이용해 획득한 liver-conditioned medium (liver-CM)과 

재조합 hepatocyte growth factor (HGF)를 처리하였다. 간세포 분화의 

확인은 RT-PCR과 면역형광 염색을 이용했고, EdU incorporation 

assay를 이용하여 증식하는 세포를 확인하였다. 

 

결과: 마우스 혈청을 이용했을 때 세포의 증식이 일어남을 

확인하였고, 이후 liver-CM과 HGF를 처리했을 때 형태학적으로 

간세포 성상을 확인하였고, RT-PCR과 면역형광 염색법을 통해 

albumin의 발현을 확인할 수 있었다. 골수 유래 lin− 세포로부터 
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간세포로 분화되는 과정에서 afp, trop2, dlk-1 등의 마커를 발현하는 

전구 세포가 후기 분화 과정에서 나타남을 확인하였고, 배양 초기 

과정에서는 gata4, foxa2, sox7 등의 내배엽 세포의 마커들이 발현하며 

증식하고 있음을 볼 수 있었다. 

 

결론: 성체 줄기세포의 하나인 골수 유래의 lin− 세포가 마우스 

혈청과 liver-CM/HGF의 처리를 통해in vitro 상에서 간세포로 

분화하는 것이 가능함을 확인하였다. 또한 분화 초기 과정에서는 

내배엽 세포의 특징을 발현하는 세포의 형태를 거치는 것을 확인할 

수 있었고, 이후에는 간세포 전구체 성상의 특징을 가지는 세포를 

통해 간세포로 분화함을 확인하였다. 이로써 골수 유래의 미분화 

세포를 이용해 in vitro 상에서 간세포 분화 가능성을 확인하고, 더 

나아가 간세포의 재생 과정에 있어 세포 성상의 변화를 연구하는데 

도움이 될 것으로 생각된다. 

 

 

 

 

 

 

 

 

---------------------------------------------------------------------------------------------- 

주요어: 골수유래 분화마커 음성세포, 간세포, 내배엽, 간세포 
전구체, in vitro 분화 

학  번: 2012-21797 
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표 및 그림 목록 

 

Figure 1. Hepatocyte differentiated from bone marrow lin− cells by 

treat of mouse serum and liver-CM treat. 

 

Figure 2. Albumin expression originated from the differentiated cells. 

 

Figure 3. The number of albumin-positive cells increased according to 

the differentiation. 

 

Figure 4. Hepatocyte precursor-like cells occurred before the 

hepatocyte differentiation. 

 

Figure 5. The cells at the early stages represented endodermal markers. 

 

Figure 6. The proliferating cells were analyzed by EdU incorporation 

assay. 
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Supplementary Figure S1. Bone marrow lin− cell were isolated by 

MACS and propagated under mouse serum treated condition. 
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서 론 

 

간은 소화에 필요한 물질 생성, glycogen 저장, 지방 대사, 해독

작용, albumin과 같은 혈청 단백 생성, urea 합성 등 다양한 작용을 

수행하는 대사 항상성 유지의 중심 기관이다(1,2). 이 때문에 바이러

스 감염, 자가면역질환, 유전적 질환, toxic injury 등에 따른 간 손상

은 인간의 생명을 위협하게 된다(1,3). 간은 유일하게 재생이 가능한 

기관이기도 하므로(1), 간이식이 치료법으로 제시되어 왔으나, 기증

자의 부족, 고비용, 이식에 따른 거부반응 등 여러 단점이 있다(3). 

 

간세포(hepatocyte)는 간의 70% 정도를 차지하고 있는 실질세포

로 내분비와 외분비의 성격을 모두 갖고 있는 상피세포이다(4). 마우

스에서 간은 췌장, 폐 등과 함께 foregut endoderm으로부터 유래한다. 

E8.5에서 ventral foregut endoderm이 발달 과정에 있는 심장과 가까이 

위치하게 되고 이로부터 영향을 받아 hepatic endoderm이 발달하게 

된다(4-6). 이 시기 출현하는 세포를 ‘hepatoblast’라 칭하며, 이는 

간세포와 담관세포 모두로 분화할 수 있다(5,7-9). 한편, 손상된 간의 

재생과정에 관여하는 세포로 알려진 것이 ‘oval cell’이다. 이 세포 

역시 hepatoblast와 마찬가지로 간세포와 담관세포로 분화가 가능한 

것으로 알려져 있지만(5,10,11) 분화되는 과정에서의 자세한 기전은 
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알려져 있지 않다. 

 

줄기세포는 미분화 세포로, 자기 복제가 가능한 동시에 다양한 

세포로의 분화가 가능하다는 특징이 있다. 줄기세포는 크게 배아 줄

기세포(embryonic stem cell)와 성체 줄기세포(adult stem cell; somatic 

stem cell)로 분류할 수 있으며, 성체 줄기세포는 줄기세포의 특징을 

보이나, 배아 줄기세포에 비해 다소 제한적인 종류의 세포로 분화가 

가능한 다분화능(multipotency)을 가지고 있다(12). 성체 줄기세포는 

체내에서 표피(epidermis), 장선와(intestinal crypt), 중추신경계(central 

nerve system), 간, 골수 등에 존재하는 것으로 알려져 있다(12). 골수

는 가장 많은 성체 줄기세포를 보유하고 있다(3). 골수 유래의 줄기

세포는 신경세포, 근육세포, 상피세포 등으로의 분화가 가능하다고 

알려져 있다(13-20). 

 

본 연구에서는 다분화능이 있는 성체 줄기세포 가운데 골수 유

래의 세포를 이용해 in vitro에서 간세포로의 분화를 유도하고, 분화 

과정에 있는 세포 성상의 변화를 추적하고자 하였다. 이를 위해 골

수 세포 중 lineage-negative (lin−) 세포를 MACS로 선별하여 얻었고, 

배양 초기에 마우스 혈청을 이용하여 세포를 증식시킨 후, liver-CM

과 재조합 hepatocyte growth factor (HGF), anti-TGFβ antibody를 이용

해 albumin 생성 세포로 분화를 유도하였다. 분화 과정은 면역형광 
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염색법과 RT-PCR을 이용하여 증명하였고, EdU incorporation assay를 

이용하여 각 단계별 세포의 증식을 확인하였다. 

 

골수에서 추출한 lin− 세포로부터 간세포 성상의 세포 분화가 in 

vitro에서 가능한 것을 밝혔고, 실제로 albumin을 발현하는 세포임을 

확인하였다. 또한 이 세포들은 Gata4, Foxa2, Sox7 등을 발현하는 내

배엽 성상의 세포들에서 비롯하여, Afp, Trop2, Dlk-1 등을 발현하는 

간세포 전구체의 성상을 거쳐, albumin을 발현하는 세포로 분화되었

음을 확인하였다. 

  



4 

 

실험 재료 및 방법 

1. 실험 동물 

C57BL/6J(B6, H-2b) mice는 Jackson Laboratory (ME, U.S.)에서 

구입하였다. 모든 동물 실험은 서울대학교 실험 동물 자원관리원의 

규정을 따랐다. 

 

2. 골수 유래의 lineage-negative cell의 분리와 배양 

골수 세포는 C57BL/6J(B6, H-2b) 마우스의 대퇴골과 경골을 

적출하여 얻었다. 이 가운데 lineage-negative (lin−) 세포만을 분리하기 

위하여 APC-conjugated mouse lineage antibody cocktail (BD Biosciences, 

NJ, USA)과 Anti-APC microbeads (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, 

Germany)를 사용한 magnetic activated cell sorting (MACS) 방법을 

이용하였다. 

 

세포는 type-I-A collagen (100μg/ml; Nitta Gelain NA Inc., Osaka, 

Japan)을 처리한 배양 접시에서 배양하였으며, 배양액은 10% FBS 

(Life Technologies, Carlsbad, CA, U.S.)와 1% antibiotics (100 U/ml 

penicillin and 100μg/ml streptomycin)가 포함된 Iscove's Modified 

Dulbecco's Medium (IMDM) (Life Technologies)을 기본으로 하여, MEM 

NEAA (non-essential amino acid), 1 mM L-glutamine, 0.1 mM 2-
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mercaptoethanol을 첨가하여 사용하였다. 배양 조건은 37℃, 5% 

CO2이며, 3일에 한 번씩 배양액을 첨가하였다. 

 

3. 마우스 혈청과 liver-CM 준비 

정상 마우스로부터 혈액을 얻어 상온에서 2시간 동안 배양한 후 

원심분리를 통해 혈청만을 획득하여 -80℃에 보관하고 사용하였다. 

 

Liver-CM은 다음의 과정을 통해 얻었다. 정상 마우스의 간을 

적출하여 3~4 mm3의 일정한 크기로 잘라 배양 접시에 70개씩(70 

pieces/well in 6-well plate) 놓고, 10% FBS, 1% antibiotics MEM NEAA, 

1mM L-glutamine이 포함된 IMDM에서 37℃, 5% CO2 조건에서 

배양하였다. 48시간 후 간세포 배양액을 회수하여, 배양액에 

남아있을 수 있는 RNA와 DNA는 RNase (10 µg/ml, Intron 

Biotechnology, Gyeonggi-do, Korea)와 DNase (40 µg/ml, Roche, Basel, 

Switzerland)를 37°C에서 1시간 동안 처리하여 제거하였다. 이렇게 

얻어진 liver-CM은 원심분리로 세포 파편을 제거한 후, -80℃에 

보관하고 사용하였다. 

 

4. 면역형광 염색 

배양 접시의 세포를 4% paraformaldehyde로 고정하고, blocking 

solution (5% BSA, 0.3% Triton X-100 in PBS)을 이용해 상온에서 
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blocking하였다. 일차항체는 anti-mouse Foxa2 (Abcam, Cambridge, MA, 

USA), anti-mouse Gata4 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), 

anti-mouse Sox7 (Santa Cruz Biotechnology), anti-mouse Trop2 (R&D 

Systems, Minneapolis, MN, USA), A6 antibody (Dr. Valentina Factor (NIH, 

Bethesda)로부터 받은 것), 그리고 anti-mouse Albumin (Santa Cruz 

Biotechnology)을 이용하였다. 이차항체는 Alexa 488-conjugated anti-

rabbit IgG (Life Technologies), Alexa 488-conjugated anti-goat IgG (Life 

Technologies), Alexa 488-conjugated anti-mouse IgG (Life Technologies), 

Alexa 546-conjugated anti-mouse IgG (Life Technologies), 그리고 Alexa 

594-conjugated anti-rat IgG (Life Technologies)를 이용하였다. 염색한 세

포는 공초점 현미경 (Olympus, Center Valley, PA, USA)으로 촬영하였고, 

FV10-ASW 2.0 Viewer (Olympus)로 분석하였다. 

 

4. EdU incorporation assay 

세포 증식을 확인하기 위해 Click-iT® EdU Alexa Fluor® 647 

Imaging Kit (Life Technologies)를 이용하였다. 5µM EdU (5-ethynyl-2'-

deoxyuridine)를 48시간 동안 배양 세포에 처리하고, 앞서 설명한 

면역형광 염색 방법과 같이 고정한 후, 제시된 매뉴얼에 따라 EdU 

양성세포를 확인하였다. 
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5. mRNA 발현 분석 

Total RNA는 Trizol reagent (Life Technologies)를 이용해 세포로부

터 추출하였다. cDNA는 1 µg의 total RNA로부터 PrimeScript reverse 

transcriptase (Takara, Otsu, Shiga, Japan)를 이용하여 합성하였다. PCR 

에 이용한 각 유전자에 대한 primer 는 다음과 같다. actin, 5΄-AGC 

CATGTACGTAGCCATCC-3΄과 5΄-CTTCTCCAGGGAGGAAGAGG–3΄ ; 

albumin, 5΄-GTGCAAGAACTATGCTGAGG-3΄과 5́-ACTCACTGGGGTC 

TTCTCAT-3΄; albumin (nested PCR), 5΄-CTGTTGCTGAGACTTGCTAA-3΄

과 5΄-AGAGTTGGGGTTGACACCTG-3΄; afp, 5΄-CACTGCTGCAACTCT 

TCGTA-3΄과 5΄-CTTTGGACCCTCTTCTGTGA-3΄; dlk-1, 5΄-TGTCAATG 

GAGTCTGCAAGG-3΄과 5΄-AGGGAGAACCATTGATCACG-3΄; sox9, 5΄-

TGCAGCACAAGAAAGACCAC-3΄과 5΄-CCCTCTCGCTTCAGATGAAC 

-3΄; tbx, 5΄-TTCCCCCTTCGTGTGTTTAG-3΄과 5΄-GGACTTCCGTTGTT 

TCCA-3΄; foxa2, 5΄-GACATACCGACGCAGCTACA-3΄과 5΄-GGCACTG 

GAAAGCAGTC-3΄; gata4, 5΄-GAGTGTGTCAATTGTGGGGC-3΄과 5΄-

CTGCTGTGCCCATAGTGAGA-3΄; gata6, 5΄-CGGAGGAAAGTACAGAC 

-3΄과 5΄-GAGTAGGGAAAGCGTGCAG-3΄; sox7, 5΄-GCAGGAAGAAA 

CAAGGCAAG-3΄과 5΄-GTGGAGGGGACTAGGTGTGA-3΄. PCR 결과물

은 1.5% agarose gel에서 전기영동하여 확인하였다. Liver-CM에서의 

RNA 분석은 ExoQuick-TCTM exosome precipitation solution(System 

Biosciences, Mountain View, CA, USA)을 이용하여 exosome을 침전시킨 
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후 Trizol reagent를 사용해 RNA를 추출하여 진행하였다. 

 

6. 통계학적 분석 

증식하는 세포 또는 특정 마커를 발현하는 세포의 비율은 

means ± SEM (standard errors of the mean)으로 나타냈고, 그 차이를 

two-tailed test로 분석하였으며 P < 0.05는 통계학적으로 유의한 차이

를 나타낸다. 
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결 과 

 

1. 골수 유래 lin− 세포로부터 albumin을 발현하는 

간세포로의 in vitro 분화 

마우스 골수 유래의 lin− 세포을 이용해 간세포 분화를 유도하

기 위하여, 간세포 분화에 필요한 요소들을 제공할 수 있도록 배양 

조건을 확립하고자 하였다. 배양 과정에서 세포의 생존율을 높이기 

위해 마우스 혈청을 초기 6일 동안 첨가하였고, 이후 간세포로 분화

를 유도하기 위하여 liver-conditioned medium (liver-CM)과 재조합 

hepatocyte growth factor (HGF), 그리고 anti-TGFβ antibody를 9일간 제

공하였다 (Figure 1A). 간세포는 형태학적으로 상피세포의 특성을 갖

고(4), 일부는 binucleate의 특징을 보이는데, 이러한 특성을 위의 조

건에서 배양한 세포에서 확인할 수 있었다 (Figure 1B). 또한 이 세

포들은 간세포의 특징적인 마커인 albumin을 발현하고 있는 것을 면

역형광 염색으로 확인하였다 (Figure 1C). 한편, 마우스 혈청을 처리

했을 때의 세포는 혈청을 처리하지 않은 세포에 비해 생존율이 높

았고 증식이 증가하지만 (Figure S1), albumin 양성 세포로 분화하지는 

않았다 (Figure 1B). 또한 liver-CM만 처리했을 때 세포는 빠르게 분

화했으나 간세포 성상의 세포는 관찰되지 않았으며, albumin 역시 발

현되지 않았다. 
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분화된 세포에서 관찰된 albumin 발현이 liver-CM에 남아있는 

RNA에서 유래되었을 가능성을 배제하기 위하여, RNase와 DNase를 

처리한 liver-CM을 이용하여 분화를 시도하였다. 먼저 Liver-CM에서 

추출한 RNA로부터 albumin 유전자 발현을 확인한 결과, 음성반응을 

보였으며, RNase와 DNase를 처리한 liver-CM에서도 역시 음성반응을 

보였다 (Figure 2A). 그리고 RNase와 DNase를 처리한 liver-CM을 이

용하여 분화시킨 세포에서도, 아무런 처리를 하지 않은 liver-CM을 

사용하였을 때와 비슷한 수준으로 albumin을 발현하는 것을 면역형

광 염색과 RT-PCR로 증명하였다 (Figure 2B-C). 이러한 결과들은 골

수 유래 lin− 세포가 마우스 혈청과 liver-CM이 함유된 배양조건에서 

albumin을 생성하는 세포로 분화되었음을 의미한다. 다음으로 

albumin을 발현하는 간세포의 분화시기를 면역형광 염색을 통해 분

석한 결과, 배양 9일째부터 15일째까지 albumin을 생성하는 세포가 

점차 증가하는 것을 관찰하였다 (Figure 3A). 이러한 결과는 RT-PCR

을 통해 다시 한번 검증하였다 (Figure 3B). 따라서 세포 배양 초기

에 마우스 혈청을 처리함으로써 세포의 생존율과 증식이 높아지고, 

이후 liver-CM과 HGF, anti-TGFβ antibody를 첨가함으로써 albumin을 

발현하는 간세포 성상의 세포가 분화된다는 것을 확인하였다. 
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2. 분화 과정에서 출현하는 간세포 전구체의 확인 

마우스의 배아 발달 과정에서 간세포 전구체는 hepatoblast라 불

리며 afp, dlk-1, hex, prox1 등을 발현하는 것으로 알려져 있다(5). 그리

고 일부 연구자들은 성체에서 간 손상 후 재생 과정에서 간세포 전

구체 성격의 oval cell이 특징적으로 나타난다고 보고하였으며, 이 세

포들은 afp, dlk-1, trop2 등의 발현을 하고, A6 antibody로 염색되는 특

징이 있는 것으로 알려져 있다(5,14,21). 또한 일부 연구들에서는 골

수 유래의 세포 가운데 oval cell 마커를 나타내는 것이 있으며, 이들

이 간세포로의 분화 가능하다는 것을 보여주고 있다(21-24). 본 연구

에서는 lin− 세포에서 albumin 생성 세포로 분화하기까지 어떠한 세

포 상태를 거치는지를 밝히기 위하여 간세포 전구 세포에서 발현되

는 유전자를 분석하였다. Oval cell에서 발현되는 Trop2와 A6를 면역

형광 염색으로 분석한 결과, 배양 9일째 세포에서 높은 발현을 보였

고, 12일째의 세포에서도 여전히 발현되고 있음을 확인하였다 

(Figure 4A and 4B). 그리고 간세포 전구체에서 발현되는 유전자를 

RT-PCR을 통해 분석한 결과, afp, dlk-1, sox9, 그리고 tbx의 발현이 배

양 9일째와 12일째에서 가장 높은 것을 확인하였고, albumin 발현 세

포가 가장 많이 나타나는 15일에는 다소 감소하는 경향을 관찰하였

다 (Figure 4C). 따라서 in vitro 간세포 분화과정 동안 hepatoblast 혹은 

oval cell을 거치는지 명확히 규정할 수는 없으나, 간세포 전구세포로

부터 albumin 생성 세포가 분화됨을 확인할 수 있었다. 
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3. 간세포 전구체의 유래 확인 

간세포 전구체가 어떤 세포로부터 유래하는지 알고자, 간세포 

전구체 특이적인 유전자 발현이 주요하게 나타나는 9일 이전 과정

의 세포를 분석하였다. 마우스 배아의 간 발달 과정에서, 간세포는 

내배엽으로부터 유래한다(4-6). In vitro에서 배양한 3일에서 9일의 세

포를 분석한 결과, gata4, gata6, foxa2, sox7 등의 내배엽 세포 특이적

인 유전자 발현(25,26)이 배양 3일부터 6일까지 증가하는 반면, 9일째

에서는 감소되는 것을 확인할 수 있었다 (Figure 5A). 또한 Foxa2와 

Gata4가 동일한 세포에서 동시에 발현되는 것을 6일째 배양 세포에

서 면역형광 염색을 통해 증명하였다 (Figure 5B). 이러한 결과는 골

수 유래 lin− 세포가 간세포로 분화하는 과정에서 내배엽 과정을 거

치는 것을 보여주고, in vitro에서도 마우스 배아의 간 발달 과정과 유

사한 과정을 거쳐 분화될 가능성이 높음을 시사한다. 

 

4. 분화 과정상에 있는 세포의 증식 확인 

내배엽, 간세포 전구체, 그리고 간세포로 이어지는 분화 과정에 

있는 세포들이 실제로 증식하고 있는지 확인하기 위해 EdU 

incorporation assay를 하였다 (Figure 6A). EdU는 thymidine analog로, 새

로 합성되는 DNA에 들어가기 때문에 S-phase의 증식 세포에서 확인

할 수 있다(27). 각 시기별로 세포를 분석한 결과, 배양 3일째 세포

에서는 21.51% (± 3.70%), 6일째에서는 45.63% (± 4.40%)의 세포가 
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EdU+인 증식하는 세포임을 알 수 있었다 (Figure 6B). 그러나 liver-

CM과 HGF, anti-TGFβ antibody가 처리되는 이후인 배양 9일째에서

는 EdU+인 세포가 15.80% (± 6.69%), 12일째에서는 3.01%(± 1.98%)

로 나타나 증식하는 세포가 점차 감소함을 확인하였다. 이러한 결과

는 초기 6일동안 마우스 혈청의 처리에 의해 세포의 증식이 활발하

게 일어나게 됨을 뒷받침한다. 

 

한편 분화 과정에 나타나는 특징적인 유전자를 발현하는 세포

가 증식하고 있는지 확인하기 위해, 시기별로 면역형광 염색과 EdU 

incorporation assay를 진행하였다. 배양 3일째와 6일째에서 내배엽 세

포의 마커인 Foxa2와 Sox7을 동시에 발현하는 세포들이 EdU+인 것

을 확인할 수 있었다 (Figure 6C). 내배엽 마커, Foxa2를 발현하는 세

포는 3일째 (40.13% ± 3.28%)에 비해 6일째 (46.36% ± 2.38%)에서 

다소 증가하는 것을 알 수 있다 (Figure 6D). Foxa2를 발현하는 세포 

중 증식하고 있는 세포 (Foxa2+EdU+)는 3일째의 24.30% (± 4.97%)에

서 6일째의 49.41% (± 8.96%)로 증가하는 것을 알 수 있다 (Figure 

6E). 한편 배양 9일째와 12일째에서 간세포 전구체 마커인 Trop2와 

A6를 발현하는 세포들을 면역형광 염색으로 확인하였고, 이 가운데 

일부 세포들이 EdU+인 증식 세포임을 알 수 있었다 (Figure 6F). 배

양 9일째에 Trop2를 발현하는 세포는 전체 세포 중 47.32% (± 

4.86%)를 차지하며, 이는 배양 12일째 (46.77% ± 5.87%)에도 비슷
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한 수준이다 (Figure 6G). 그러나 Trop2를 발현하면서 EdU+인 증식 

세포는 배양 9일째에는 전체 Trop2 발현 세포 중 26.52% (± 9.42%)

에서 배양 12일째에는 5.16% (± 3.63%)로 크게 감소하였다 (Figure 

6H). 이에 따라, 마우스 혈청이 처리되는 배양 초기 6일간 내배엽 

성상의 세포가 집중적으로 증식하게 되고, 이후 liver-CM과 HGF, 

anti-TGFβ antibody가 처리된 환경에서는 간세포 전구체를 거치면서 

증식 능력을 점차 잃게 되고, 이후 albumin 생성 세포로 분화하는 

단계를 거친다는 것을 증명하였다. 
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Figure 1. Hepatocyte differentiated from bone marrow lin− cells by treat 

of mouse serum and liver-CM treat. (A) A scheme for in vitro 

differentiation of bone marrow lin− cells into hepatocytes. Cells were treated 

with mouse serum for initial 6 days and then were cultured with liver-CM, 

HGF, and anti-TGFβ antibody for 9 days. (B) Cell morphologies were 

observed at D15 under the light microscope (original magnification, 200X). 

(C) Albumin expression was analyzed at D15 by confocal microscope (scale 

bar=50μm). MS, mouse serum; LCM, liver-conditioned medium. 
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Figure 2. Albumin expression originated from the differentiated cells. 

Liver-CM was untreated or treated with 10 μg/ml RNase and 40 μg/ml 

DNase for 1hr at 37℃. Albumin expressions were detected by RT-PCR. 

cDNAs were prepared from (A) liver-CM and (B) D15 cells cultured in the 

untreated or RNase/DNase-treated liver-CM (C) Albumin representing cells at 

D15 were observed under confocal microscope (scale bar=50μm)  
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Figure 3. The number of albumin-positive cells increased according to the 

differentiation. (A) Albumin stained cells at the indicated days (scale bar=50

μm). (B) The albumin expression levels were analyzed by RT-PCR as the 

differentiation proceeded. 
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Figure 4. Hepatocyte precursor-like cells occurred before the hepatocyte 

differentiation. Anti-Trop2 antibody and A6 antibody staining performed for 

hepatocyte precursor detection in (A) D9 cells and (B) D12 cells (scale 

bar=50μm). (C) Hepatocyte precursor markers in the cells on differentiation 

steps were detected by RT-PCR. 
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Figure 5. The cells at the early stages represented endodermal markers. 

(A) Endodermal markers were detected by RT-PCR at the marked days. (B) 

Foxa2 and Gata4 co-expressed in the same cells at D6 (scale bar=50μm). 
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Figure 6. The proliferating cells were analyzed by EdU incorporation 

assay. (A) Cells were cultured with 5 µM EdU for 48hrs, and analyzed at the 

indicated days. (B) The number of EdU-positive cells was exhibited as the 

ratio to the number of total cells existed. The percentage of EdU-positive cells 

increased until D6 and diminished from D9. (C) Cells expressing both Foxa2 

and Sox7 endodermal markers at D3 and D6 were also EdU-positive (scale 

bar=50μm). (D) The percentage of Foxa2+ cells slightly increased in D6, and 

(E) the ratio of Foxa2+EdU+ cells to total Foxa2+ cells increased at D6 

compared to at D3. (F) Cells were stained with anti-Trop2 antibody and A6 

antibody, and some of the cells also represented EdU+ (scale bar=50μm). (G) 

The percentatge total Trop2+ cells were similar between D9 and D12, but (H) 

the proliferating Trop2+ cells indicated as EdU+ decreased from D9 to D12.  
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Supplementary Figure S1. Bone marrow lin− cell were isolated by MACS 

and propagated under mouse serum treated condition. (A) Lin− cell were 

isolated from total bone marrow cells by MACS and the purity was confirmed 

by flow cytometry. (B) Mouse serum treat induced cell propagation, compared 

to untreated condition (original magnification 200X). 
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고 찰 

 

 본 연구에서는 골수 유래 lin− 세포를 이용해 in vitro에서 간세

포 분화를 유도하기 위해, 배양 초기 마우스 혈청과 이후 liver-CM 

및 재조합 HGF와 anti-TGFβ antibody를 이용한 배양 조건을 확립하

였다. 이러한 조건에서 15일간 배양된 세포는 albumin을 발현하는 

상피세포 형태의 간세포 성상을 나타내는 것을 확인하였다. 그리고 

albumin 생성 세포가 분화되기까지의 과정에서 내배엽 성상의 세포

가 증식하고 있음을 밝혔고, 이후 간세포 전구 세포에서 특징적인 

유전자를 발현하는 세포들이 분화함을 확인하였다. 

 

본 연구에서 특히 주목한 것은 in vitro 상에서 골수 유래의 lin− 

세포로부터 간세포 성상의 세포로 분화하는 과정에서의 출현하는 

세포 성상을 파악하는 것이었다. 마우스 배아의 발달 과정에 있는 

간세포 분화는 내배엽으로부터 유래된다는 점에 착안하여(4,5), in 

vitro 분화 상에서도 내배엽 과정을 통해 간세포의 분화가 이루어지

는지 확인하고자 하였다. 마우스 내배엽 세포에서 알려진 마커에 대

해 분화 과정에 있는 세포에서의 발현을 관찰했을 때, 초기 배양 과

정에서 Foxa2와 Gata4를 동시에 발현하는 내배엽 성상의 세포(25,26)

가 존재함을 알 수 있었고 (Figure 5), 이러한 내배엽 성상의 세포들

이 마우스 혈청이 처리되는 시기에서 증식하여 증가하고 있음을 확
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인하였다 (Figure 6C-D). In vitro에서 간세포 분화를 유도한 다른 연구

들의 사례를 볼 때, 유도만능줄기세포 (iPSC; induced pluripotent stem 

cell), 중간엽 줄기세포 (MSC; mesenchymal stem cell), 배아줄기세포 

(ESC, embryonic stem cell) 등 연구에 사용한 세포의 유래와 관계없이 

간세포 분화 과정에서 모두 내배엽 (definitive endoderm)을 거치는 것

으로 나타나있다 (3,28-32). 따라서 본 연구에서 내배엽 단계를 거치

는 것이 간세포 분화 과정에서 나타나는 정상적인 분화 과정임을 

알 수 있다. 그러나 내배엽 성상의 세포가 본래 미분화 상태의 세포 

중에 존재하다가 마우스 혈청의 처리에 의해 증식한 것인지, 혹은 

lin− 세포로부터 in vitro 배양 상에서 내배엽 세포로 분화한 후 증가

하게 된 것인지 아직은 분명하지 않다. 따라서 이와 관련해 내배엽 

성상의 세포의 유래를 파악하기 위한 추가 실험이 필요할 것으로 

보인다. 

 

내배엽 성상 세포의 출현 이후 세포는 간세포 전구체의 과정을 

거치게 된다는 것을 실험에서 증명하였다. 간세포 전구체는 마우스 

발달 과정에서 알려진 hepatoblast가 있으며, 이는 내배엽 세포로부터 

유래하고(4-6), 간세포와 담관세포로 분화할 수 있다(5,7-9). 성체의 

손상된 간의 재생 과정에서는 hepatoblast와 마찬가지로 간세포와 담

관세포로 분화할 수 있다고 알려진 oval cell이 있으며(10,11), 이 세

포는 간의 재생과 관련되어 있고, 골수로부터 유래되었다는 보고가 
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있다(21,22,34). 본 연구에서는 hepatoblast와 oval cell에서 알려진 유전

자들에 대해, in vitro로 배양하는 세포들에서의 발현을 관찰하였고, 15

일간의 분화 과정 중 후기에 마커들의 발현이 증가하는 것을 확인

하였다 (Figure 4). 본 연구에서 분화된 세포가 hepatoblast에서 알려진 

일부의 마커와 oval cell에서 알려진 일부 마커를 동시에 발현하고 있

기 때문에, in vitro 분화 과정상에 있는 세포들이 oval cell 혹은 

hepatoblast라고 명확하게 규정하는 것이 불가능하다는 한계점이 있

다. 그러나 hepatoblast 또는 oval cell 마커를 발현하고 있는 세포가 

배양 9일째까지 증식하지만 그 이후로 증식이 급감하며 (Figure 6), 

그 이후 albumin의 발현이 증가하기 시작하는 것 (Figure 3)을 종합할 

때, 간세포 전구체의 성격을 가진 세포가 배양 9일 이후부터 점차 

증식 능력을 상실하고 간세포로 분화함을 증명한다. 

 

지금까지의 본 연구에서는 분화 과정의 각 시기의 특징적인 유

전자 발현을 확인함으로써, 골수 유래 lin− 세포로부터 간세포로 분

화하는 과정에 어떠한 세포 성상이 나타나는지 추적하였다. 그러나 

실제 내배엽 세포가 간세포 전구체 성상의 세포로 변화하고, 이 세

포가 간세포로 분화하게 되는지 각각의 세포 수준에서 파악한 바가 

없으므로, 이에 대한 추가적인 확인이 필요할 것이다. 실제로 내배

엽 성상의 세포, 간세포 전구 성상의 세포, 그리고 간세포가 각 시

기에서 나타나는 비율을 보았을 때, 내배엽 성상의 세포가 3~6일째
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에 약 35~48%, 간세포 전구체 성상의 세포가 9~12일째에 약 45~50%

가 나타나는 반면에 (Figure 6), albumin을 발현하는 세포는 이에 미치

지 못하는 약 10~15% 가량으로 나타난다. 따라서 liver-CM과 HGF, 

anti-TGFβ antibody에 의해 일부 간세포 전구체는 간세포로의 분화

가 일어났으나, 많은 세포들이 전구 상태로 남아있을 가능성이 높을 

것으로 보인다. 따라서 높은 수율의 간세포 분화를 유도하기 위한 

추가적인 요소가 필요할 것으로 생각된다. 

 

종합하면, 본 연구에서는 골수 유래 lin− 세포가 in vitro에서 마

우스 혈청과 liver-CM/HGF/anti-TGFβ antibody가 순차적으로 처리되

는 조건 하에서 albumin을 발현하는 간세포 성상의 세포로 분화함을 

증명하였고, 그 과정에서 내배엽 세포, 간세포 전구 세포, 그리고 간

세포로 이어지는 분화 과정을 밝혔다. 이러한 연구가 성체의 손상된 

간세포의 재생 과정을 연구하는데 있어 세포의 성상 변화를 연구하

는 것에 도움이 될 것으로 생각되며, 더 나아가 세포를 이용한 손상 

간 치료법을 연구하는데 도움이 될 것으로 생각된다. 
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Abstract 

 

Introduction: Liver is the important organ for metabolic homeostasis, and 

liver injuries often threaten lives. Although the liver has the ability to 

regenerate, there are many limitations of therapies for curing liver damages. 

Adult stem cells have properties of self-renewal and differentiation, and have 

been identified in tissues such as epidermis, intestinal crypt, and bone marrow. 

Many researches for applying the adult stems cells to replace the injured or 

malfunctional organs have been performed. One of these cases is the research 

for in vitro hepatocytes differentiation using the adult stem cells as a 

therapeutic method. 

 

Methods: Bone marrow was obtained from C57BL/6J and lineage-negative 

cells (lin− cells) were isolated by MACS. The cells were cultured on type-I-A 

collagen treated plates for 15 days. Untreated mice serum was added for the 

precursor cell proliferation and normal mice liver-conditioned medium (liver-

CM), recombinant mouse HGF, and anti-TGFβ antibody were treated for the 

hepatocyte differentiation. Differentiation was confirmed by mRNA 

expression and immunofluorescence staining for the markers, and EdU 

incorporation assay was used for proliferation analysis. 

 

Results: The precursor cells were increased in the mice serum supplemented 

condition, and the epithelial phenotype of hepatocyte-like cells were 
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differentiated as the liver-CM and hepatocyte growth factor treated. The 

differentiated cells expressed albumin at the RNA level and the protein level. 

In addition, the cells showed the hepatocyte precursor markers such as Afp, 

Trop2, Dlk-1 at the late stage of the differentiation. Those cells were 

proliferating and expressing Gata4, Foxa2, Sox7, the endodermal cell 

properties, at the earlier stage.  

 

Conclusions: The bone marrow lin− cell showed differentiation in vitro 

culture by serial treat of mouse serum and liver-CM. Besides, the cells on the 

lineage expressed the endodermal markers at the early steps and the 

hepatocyte precursor markers at the later stages. These revealed that the bone 

marrow lin− cells could differentiate into the hepatocyte under in vitro culture 

with the major use of liver-CM, and these experiments may contribute for 

understanding the cell type lineage in the hepatocyte regeneration. 
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주요어: Bone marrow lineage-negative cell, hepatocyte, endodermal cell, 
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