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Adipose-derived stem cells (ADSCs) are capable of differentiation into multiple lineages of cells, 
which has attracted attention for clinical therapy. However, ADSCs have poor proliferation capacity 
and a short life span in culture, which is an impediment in the application to clinical use. Previously, 
to overcome growth disadvantages, we had established an immortalized ADSC line (ADSC-T) by 
introducing the SV40 T antigen coding gene into primary human ADSC. In the present study, we 
evaluated the differentiation potential of this cell line and assessed the anti-inflammatory effect of 
its conditioned medium (CM). ADSC-T appeared to maintain the differentiation potential into adipocyte 
and chondrocyte. The CM of ADSC-T suppressed the NF-κB activity and its target gene expression 
of COX-2 and iNOS. Furthermore, the phosphorylations of MAPKs, including ERK, JNK and p38, 
were suppressed by the ADSC-T CM. The expressions of pro-inflammatory cytokines such as TGF-β, 
TNF-α, IL-6, and IL-13 were also suppressed by the CM of ADSC-T. In the Nc/Nga atopic model 
mice, the CM showed therapeutic effect on DNCB-induced atopic dermatitis. These results indicate 
that the immortalized ADSC-T maintains the beneficial properties of primary ADSC and could be 
a versatile cell source for not only research into ADSC but also for production of CM suitable for 
clinical application.
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서 론

지방줄기세포(adipose-derived stem cells, ADSCs)는 비

정상적인 인체 면역상태를 정상화시킬 수 있는 다양한 

cytokine과 성장인자를 분비하는 것으로 알려져 있으며 면

역과민반응에 의한 난치성 염증 질환인 아토피피부염, 천
식, 류마티스 관절염 등에 우수한 효능이 있는 것으로 밝

혀져 ADSC를 활용한 염증 치료제 개발연구가 주목받고 

있다[13, 22, 26]. 현재의 줄기세포 치료제 연구의 세계적

인 동향은 줄기세포 효능을 극대화하기 위하여 효능물질 

생산 증가를 위한 배양 공학적 연구, 세포의 유전학적, 
분자생물학적 개조를 통한 치료효과 향상 등이 주로 연구

되고 있다[5, 12, 14, 31]. ADSC의 항염증 효능은 ADSC가 

분비하는 분비물(secretome) 내에 함유된 물질에 의한 것

으로 추정된다. 그러므로 ADSC를 배양하여 생산한 배양

상등액을 염증 부위에 도포하였을 경우 우수한 항염증 

효과가 나타나는 것으로 알려져 있으며[3, 8, 18] 이러한 

이유로 ADSC의 배양액에 함유된 분비물(secretome)을 염

증치료제로 활용하고자 하는 연구가 지방줄기세포의 새

로운 연구 분야로 부각되고 있다[2, 29, 30]. 현재의 지방줄

기세포의 수급은 환자 본인의 지방조직에서 분리하거나 

성형외과에서 비만치료를 목적으로 흡입하여 폐기되는 

흡입지방을 환자의 동의를 얻어 수거하여 줄기세포를 분

리하여 사용한다. 그러나 ADSC는 세포의 증식속도가 느

리고 세포의 수명이 짧아 공여자로부터 반복적인 채취가 

필요하고, 폐기되는 지방조직에서 세포를 분리하여 사용

하기에는 세포의 수가 매우 부족한 상황이며, 다수의 공

여자로부터 흡입한 지방조직을 모아서 사용할 경우 세포

성질의 차이, 바이러스 등 질병 전염의 위험성, 윤리적 

문제 등으로 세포수급에 많은 문제점을 가지고 있다[28]. 
이러한 세포수급의 문제로 인하여 기초연구를 위해 다수

의 공여자로부터 채취한 ADSC를 이용할 경우 세포성질

의 개인적 차이로 인하여 연구결과의 일관성이 없고[6, 
15], 세포의 부족으로 인해 ADSC의 약리기전에 대한 기

초 연구는 충분히 이루어지지 않고 있으며, 이로 인해 

ADSC를 활용한 치료제의 개발도 지연되고 있는 실정이
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다. 본 연구팀은 선행연구에서 이러한 ADSC 세포수급 문

제를 해결하기 위해 ADSC에 simian virus 40 (SV40)의 T항
원 유전자를 도입하여 불사화(immortalization)시킨 지방

줄기세포주를 개발하여 ADSC-T라 명명하였으며, 이 세

포주가 primary ADSC에 비해 증식속도가 향상되고 세포

수명이 연장되었음을 보고한 바 있다[10, 11]. 본 연구에서

는 ADSC- T의 분화능력을 검토하여 지방줄기세포주로서

의 이용가치를 판정하고, ADSC-T를 혈청이 첨가되지 않

은 무혈청 배지로 배양하여 생산한 무혈청 배양상등액

(serum-free conditioned medium)의 항염증 효능을 검토하

여 염증치료제 및 화장품의 원료로 활용할 수 있는 근거를 

마련하였다. 

재료 및 방법

세포배양 및 transfection

원숭이의 신장세포인 COS-7 세포와 RAW 264.7 macro-
phage 세포를 Fetal bovine serum (FBS)이 10% 함유된 Dul-
becco’s Modified Eagle Medium (DMEM)을 사용하여 37℃, 
5% CO2의 incubator에서 배양하였으며, FBS 와 DMEM배

지는 Gibco BRL Co. (Grand Island, NY. USA)제품을 사용

하였다. 세포에 plasmid DNA를 도입하기 위한 transfection
은 FuGENE6 (Promega, Madison, WI, USA)를 사용한 lip-
ofection 방법으로 하였으며 sample 당 10~20 μg의 DNA를 

serum free DMEM과 FuGENE6의 혼합액에 섞고 실온에서 

20분간 반응시켜 lipid와 DNA의 복합체를 형성시킨 다음 

recipient cell에 적하하고 배양하였다. recipient 세포는 

70~80%의 밀도로 배양된 것을 사용하였다.

지방세포(adipocyte) 분화 및 Oli Red O 염색

10%의 FBS를 함유한 DMEM 배지에서 배양한 ADSC-T 
세포를 지방세포 분화 유도 배지로 교환하여 37℃, 5% 
CO2 incubator에서 3일간 배양한 후 지방세포 분화 유지 

배지로 교환하여 15일간 배양하였다. 지방세포 분화 유도 

배지는 0.5 mM IBMX (1-methyl-3-isobutylxanthine), 0.2 
mM indomethacin, 5 mM dexamethasone, 10 μg/ml insulin 
및 10% FBS를 포함한 DMEM이며, 지방세포 분화 유지 

배지는 1 μg/ml insulin 및 10% FBS를 포함한 DMEM을 

이용하였다. Oli Red O 염색은 분화시킨 세포를 10% for-
malin으로 Fix 한 후, 0.3% Oli Red O 용액을 투여하여 

1시간 동안 실온에서 반응시켰다. 

골세포(osteocyte) 분화 및 Von Kossa 염색

10% FBS를 함유한 DMEM 배지에서 배양한 ADSC-T 
세포를 골세포 분화 유도 배지로 교환하여 3일간 배양한 

후 10% FBS를 함유한 DMEM 배지로 교환하여 골세포 

분화를 유지하였다. 골세포 분화 유도 배지는 0.25 mM 

ascorbic acid, 5 mM β-glycerol phosphate, 1 µM dexametha-
sone, 10% FBS를 함유한 DMEM 배지를 사용하였다. Von 
Kossa 염색은 분화된 세포를 10% formalin으로 Fix 한 후 

5% silver nitrate solution을 처리하고 UV light 아래에서 

30분간 방치하여 은 이온 치환반응을 유도하였다. 그 후 

H2O로 wash하여 결과를 확인하였다.

ADSC-T 세포의 무혈청 배양상등액(serum-free con-

ditioned medium) 생산

10%의 FBS를 함유한 DMEM 배지를 이용하여 100 mm 
plate에 cells/ml의 세포를 투입하여 5% CO2, 37℃에서 24
시간 배양 후 배지를 제거하고 PBS로 3회 세척한 후 FBS
가 포함되지 않은 DMEM/F12 (Gibco BRL., Grand Island, 
NY. USA)로 배지를 교체하여 72시간 배양한 후 배양상등

액을 수거하고 0.2 μm bottle top filter (Thermo scientific)로 

여과하여 conditioned medium (CM)으로 사용하였다.

Luciferase assay

Luciferase activity를 측정하기 위하여 Nano-Glo Sub-
strate (Promega)를 Nano-Glo buffer (Promega)에 100배 희

석하여 사용하였으며 cell lysate는 96-well plate에 20 μl 
씩 분주하여 사용하였다. Substrate는 luminometer program 
(Microwin assay reader 2000, Centro LB960 Berthold Tech-
nologies, Bad Wildbad, Germany)을 이용하여 노즐을 70% 
ethanol로 50회 wash하고 멸균 증류수로 50회 wash 한 후 

투여하였다. 효소반응은 20 μl 씩 substrate가 분주되도록 

하였으며 luciferase activity를 10초 간격으로 측정하였다. 

Western blotting

시료단백질을 10% SDS polyacrylamide gel에서 전기영

동한 후 90 V로 2시간 동안 nitrocellulose membrane (GE 
Healthcare Life Science, Germany)에 electrotransfer 한 뒤 

5% 탈지분유를 포함한 TBS-T (20 mM Tris-HCl (pH 7.6), 
137 mM NaCl, 0.1% Tween-20) 용액으로 1시간 동안 실온

에서 blocking 하였다. Membrane을 1차 항체와 실온에서 

2시간 반응시키고 TBS-T용액으로 3번 세척한 후 perox-
idase-conjugated 2차 항체로 1시간 동안 실온에서 반응시

켰다. 반응시킨 membrane을 TBS-T용액으로 3번 세척한 

후 enhanced chemiluminescence (ECL, Amersham Corp. 
Arlington Heights, IL, USA)로 발광시킨 후 Amersham 
Imager 600 (GE Healthcare)을 이용하여 결과를 확인하였

다. 항체는 anti-actin (sc-7210), anti-COX2 (sc-376861), anti- 
iNOS (sc-651), anti-ERK (sc-135900), anti-p-ERK (sc-7383), 
anti-JNK (sc-7345), anti-p-JNK (sc-6254) (Santa Cruz Bio 
Technology, CA, USA), anti-p38 (#8690), anti-p-p38 (#4511) 
(cell signaling Technology, Inc, USA), anti-IKKβ-EE (Sigma 
St. Louis, Mo, USA)을 제조사의 사용법에 따라 사용하였다.
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Table 1. Primer sequences for RT-PCR

Gene name Primer sequences (5’ → 3’) Amplicon Length

PPARγ-2 F:ATTCTCCTATTGACCCAGAAAGCG
R:AGCTTTATCTCCACAGACACGACATT 419

Adipsin F:CAAGCAACAAAGTCCCGAGC
R:CCTGCGTTCAAGTCATCCTC 262

RUNX-2 F:CCCCACGACAACCGCACCAT
R:CACTCCGGCCCACAAATC 289

Osteopontin F:CTAGGCATCACCTGTGCCATACC
R:CAGTGACCAGTTCATCAGATTCAT 373

TGF-β F:GCCCTGGACACCAACTATTG
R:CGTGTCCAGGCTCCAAATG 168

TNF-α F:GAAAGTCAGCCTCCTCTCCG
R:CTCCAAAGTAGACCTGCCCG 194

IL-6 F:GATAAGCTGGAGTCACAGAAGG
R:GAAACCATCTGGCTAGGTAACA 412

IL-13 F:CCTGGCTCTTGCTTGCCTT
R:GGTCTTGTGTGATGTTGCTCA 116

GAPDH F:GGGCTGCTTTTAACTCTGG
R:TGGCAGGTTTTTCTAGACGG 702

F : Forward, R : Reverse

A B C

D

Fig. 1. Differentiation of ADSC-T into adipocyte. ADSC-T cells 
were cultured in DMEM (A) or adipogenic medium 
for 3 days and adipocyte maintenance medium for 10 
days (B, C), and then the lipid droplets were photo-
graphed (magnification, ×100) (B). The adipocyte-in-
duced cells were fixed in 10% formalin and stained 
with 50% Oil Red O solution (magnification, ×100)) 
(C). (D) Total mRNAs of ADSC-T cells cultured with 
DMEM (control) or adipogenic medium were isolated 
and assayed by RT-PCR.

RT-PCR

세포를 Trizol (Ambion, CA, USA)용액으로 처리하여 to-
tal RNA를 분리한 후 Accupower Roketscript cycle RT pre-
mix (Bioneer Corp. Korea)을 이용하여 cDNA를 제작하였

다. PCR 조건은 94℃ 3분 동안 predenature 하고, 94℃ 30
초, 55℃ 30초, 72℃ 1분으로 35 cycle 거친 후, 72℃ 10분으

로 완료하였다. RT-PCR의 결과는 2.5% agarose gel로 전기

영동하여 확인하였다. 사용한 primer는 Table 1과 같다.

통계처리

실험은 3회 반복하였고. 결과는 Graphpad prism 5를 이

용하여 평균(mean)표준편차(SD)로 나타내었다. one way 
ANOVA와 T-test를 이용하여 통계적 유의성을 분석하였

다. p값이 0.05 이하면 유의성이 있다고 판단하였다.
 

결 과

ADSC-T 세포의 지방세포(adipocyte) 분화

Primary ADSC 세포에 SV40의 T 항원 유전자를 도입하

여 증식속도를 높이고 세포의 수명을 연장시킨 ADSC-T 
세포가 줄기세포의 성질을 유지하고 있는지 확인하기 위

하여 줄기세포의 가장 중요한 특징인 분화능력을 검토하

였다. ADSC는 중간엽줄기세포로서 지방세포(adipocyte), 
골세포(osteocyte), 연골세포(chondrocyte) 등 다양한 세포

로 분화할 수 있는 능력을 가진다[23]. 이러한 분화능력은 

줄기세포의 가장 중요한 필수기능이라 할 수 있다. 먼저 

지방세포 분화능력을 검토하기 위하여 지방세포 분화 유

도 배지에서 3일간 배양한 결과 ADSC-T의 세포 내에 지

방립이 형성되는 것을 현미경으로 관찰할 수 있었고, 분
화 유지 배지에서 10일간 추가로 배양한 후에는 많은 양

의 지방립이 형성됨을 현미경 관찰로 확인하였으며(Fig. 
1B), 이는 Oil Red O 염색을 통하여 지방립임을 증명하였
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A B

C

Fig. 2. Differentiation of ADSC-T into osteocyte. ADSC-T 
cells were cultured in DMEM (A) or osteogenic me-
dium for 3 days and osteocyte maintenance medium 
for 10 days (B), and the mineralized extracellular ma-
trix was visualized by Von Kossa staining (magnifica-
tion, ×100) (B). (C) Total mRNAs were isolated from 
ADSC-T cells cultured with DMEM (control) or os-
teogenic medium and assayed by RT-PCR.

다(Fig. 1C). 반면, DMEM 배지에서 배양한 ADSC-T에는 

지방립이 형성되지 않았다(Fig. 1A). 또한 지방세포 분화

를 유도한 ADSC-T로부터 total mRNA를 분리하여 지방세

포에서 특이적으로 생산되는 PPAR-γ2와 Adipsin의 mRNA
양을 RT-PCR로 검토한 결과 분화를 유도한 ADSC-T에서 

다량으로 검출되어 ADSC-T는 지방세포로 분화할 수 있

는 능력을 보유하고 있음을 확인할 수 있었다(Fig. 1D). 

ADSC-T의 골세포(osteocyte) 분화

ADSC-T의 분화능력을 더욱 검증하기 위하여 골세포

(osteocyte) 분화를 유도하였다. ADSC-T를 골세포 유도 배

지에서 3일간 배양하여 골세포 분화를 유도하였으며 그 

후 골세포 유지 배지에서 10일간 배양한 후 분화 여부 

판정을 위하여 Von Kossa 염색을 실시하였다. 그 결과 분

화를 유도한 ADSC-T에서 extracellular matrix의 무기질화

(mineralization)가 Von Kossa 염색으로 확인되었다(Fig. 
2B). 반면, DMEM에서 배양된 ADSC-T에서는 무기질화

가 관찰되지 않았다(Fig. 2A). 또한 골세포 분화를 유도한 

ADSC-T로부터 total mRNA를 분리하여 골세포에서 특이

적으로 발현되는 RUNX-2와 osteopontin의 발현을 RT-PCR
로 확인한 결과 분화를 유도하지 않은 control에 비하여 

분화를 유도한 세포에서 많은 양의 mRNA가 발현됨을 확

인하였다(Fig. 2C). 이 결과로부터 ADSC-T는 지방세포뿐 

아니라 골세포로도 분화할 수 있음을 확인하였으며, 이로

부터 ADSC-T가 T항원 도입에 의해 immortalization 된 후

에도 줄기세포의 중요한 기능인 분화능력을 보유함을 알 

수 있었다. 

ADSC-T 배양상등액(conditioned medium)의 NF-κB

활성 억제 효과

NF-κB (Nuclear Factor-kappa B) signaling pathway는 세

포의 방어 기전 중의 하나로 세포 염증을 유발하는 대표

적인 신호 전달 경로이다[9, 27]. NF-κB는 inhibitor로 작용

하는 IκB와 결합하여 비활성화된 형태로 세포질에 존재

하며 세포 외부로부터 염증을 유발하는 자극이 주어졌을 

때 활성화된 IKK (IκB kinase) complex로 인해 IκB가 인산

화되어 분해되면 NF-κB가 핵 내부로 이동하여 염증을 일

으키는 target 유전자에 결합하여 유전자의 전사를 촉진 

한다[21]. 그러나, NF-κB의 과도한 활성은 만성 염증을 

일으키고 염증성 암의 원인이 되기도 하며 암세포의 전이

를 촉진하여 암세포의 악성화를 초래하기도 한다[7]. 본 

실험에서는 ADSC-T 세포를 무혈청 배지로 배양한 배양 

상등액(conditioned medium, CM)이 NF-κB의 활성을 억제

하는 효능을 가지는지 검토하기 위하여 pNL3.2-κB-RE lu-
ciferase reporter plasmid (Promega, code N1111)를 이용하

였다. 이는 luciferase promoter 부위에 5개의 NF-κB 결합 

부위를 가지고 있다. 또한 NF-κB를 활성화시키기 위하여 

IKKβ의 활성형 mutant인 IKKβ-EE를 사용하였다. IKKβ- 
EE는 IKKβ의 activation loop의 Ser 177과 Ser 181 부위를 

glutamate로 교체시켜 NF-κB를 활성화시키는 외부의 자

극이 없어도 항상 활성화되어 IκB를 인산화하고 NF-κB를 

활성화시킨다[20]. COS-7 세포에 reporter plasmid와 IKKβ- 
EE 발현 plasmid를 transfection하고 24시간 후 무혈청 기본 

배지인 DMEM/F12와 ADSC-T를 DMEM/F12로 배양한 무

혈청 배양 상등액(CM)을 각각 50%씩 첨가하여 48시간 

경과 후 luciferase assay를 실시하였다. 그 결과 Fig. 3A에

서 나타난 바와 같이 IKKβ-EE에 의해서 NF-κB가 활성화

되었으며 DMEM/F12 기본 배지를 첨가한 경우에 비하여 

CM을 첨가한 경우 luciferase 활성이 감소하여 활성화된 

NF-κB가 억제됨을 알 수 있었다. 또한 이러한 NF-κB의 

활성 억제가 NF-κB의 저해제인 IκBα의 분해 억제에 의한 

것인지 확인하기 위하여 세포 내 IκBα의 양을 비교한 결

과 IKKβ-EE에 의해 감소한 IκBα가 CM을 첨가한 경우 증

가한 것으로 나타났다(Fig. 3B). 이러한 결과는 CM에 의

한 NF-κB의 억제가 세포 내 NF-κB 저해 물질인 IκBα의 

분해 억제로 인한 IκBα의 증가 때문인 것으로 보여지며 

이는 CM에 IKK complex의 활성 저해인자가 함유되어 있

을 가능성을 시사하는 것으로 보여진다.

ADSC-T CM에 의한 NF-κB target 유전자의 발현 억제

COX-2 (cyclooxygenase-2)와 iNOS (inducible nitric oxide 
synthase)는 NF-κB의 활성화에 의해 생산이 증가하는 대

표적인 NF-κB의 target gene 산물이다[25]. COX-2는 arach-
idonic acid를 prostaglandin H2로 전환시켜 염증을 유발하

며, iNOS는 L-arginine으로부터 nitric oxide (NO)의 생산을 
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A B

Fig. 3. Inhibition of NF-κB activity by conditioned medium of ADSC-T. COS-7 cells were co-transfected with pNL 3.2.-κB-RE 
plasmid and IKKβ-EE expression plasmid as indicated. After 24 hr, the cells were treated with 50% DMEM/F12 or 
50% conditioned medium of ADSC-T (CM) for 48 hr. NF-κB activity was estimated by luciferase assay (A) (mean  
SD, n=3, *p<0.001), and proteins were detected by Western blotting (B).

Fig. 4. Effect of conditioned medium of ADSC-T on the ex-
pression of NF-κB target genes. RAW 264.7 cells were 
treated with LPS and 50% DMEM/F12 or 50% con-
ditioned medium of ADSC-T (CM) for 5 hr, and the 
expression level of COX-2 and iNOS was evaluated 
by Western blotting.

촉매하는 효소로서 NO에 의한 염증발생의 원인이 된다. 
그러므로 COX-2와 iNOS의 억제는 염증억제로 이어지며 

염증치료의 target으로 알려져 있다[25]. ADSC-T의 CM이 

NF-κB의 활성을 억제하였으므로 염증성 자극이 주어진 

세포에서 ADSC-T의 CM이 COX-2와 iNOS의 발현도 억제

하는지 검토하였다. Raw 264.7 macrophage 세포에 염증 

유발 물질인 LPS (Lipopolysaccharide)를 농도별로 처리하

고 동시에 DMEM/F12 기본 배지와 ADSC-T CM을 각각 

50% 농도로 첨가하여 5시간 배양 후 COX-2와 iNOS의 

발현량을 Western blotting으로 검토하였다. 그 결과 Fig. 
4에 나타난 바와 같이 COX-2와 iNOS 모두 LPS의 농도가 

증가함에 따라 발현량이 증가하였으며, ADSC-T의 CM이 

첨가된 경우 기본 배지인 DMEM/F12가 첨가된 경우에 비

해 발현량이 감소하는 것을 확인할 수 있었다. DMEM/F12 
기본배지는 LPS의 작용에 영향을 주지 않았다 (data not 
shown). 이 결과로부터 ADSC-T의 CM은 NF-κB를 억제함

으로써 염증을 유발하는 NF-κB의 target gene의 발현도 억

제하여 항염증 작용을 할 것으로 판단할 수 있었다. 

ADSC-T CM의 MAPKs 회로 억제 효과

MAPKs (ERK, JNK, p38)회로는 세포 표면에 존재하는 

수용체인 TLR4 (Toll like receptor 4) 로부터 자극된 신호 

전달을 매개시키는 회로로서 세포 내 염증을 유발하는 

각종 단백질의 생산을 촉진하는 전사인자들을 활성화시

키는 것으로 알려져 있고, 이러한 MAPK 회로의 억제는 

염증 치료 방안 중의 하나로 주목받고 있다[19]. 이에 따라 

ADSC-T CM이 MAPKs 회로에 미치는 영향을 검토하고자 

RAW 264.7 세포에 LPS를 0.25 μg/ml, 0.5 μg/ml의 농도로 

처리하여 염증반응을 유발시킨 뒤, DMEM/F12 기본 배지

와 ADSC-T CM을 각각 50% 농도로 처리하였다. 그 결과, 
ERK의 경우 ADSC-T CM의 처리에 의해 ERK의 발현량에

는 차이가 없었으나 ERK의 인산화(p-ERK)에 차이를 보

였다. CM을 15시간 처리하였을 때 LPS에 의해 증가한 

p-ERK가 감소하였으며 특히 LPS 0.25 μg/ml에서 현저한 

감소를 보였다(Fig. 5A). 이 결과로부터 ADSC-T CM은 

ERK 회로를 억제함을 알 수 있었다. JNK의 경우도 마찬
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Fig. 5. Suppression of MAPKs by the conditioned medium 
of ADSC-T. RAW 264.7 cells were treated with 0.25 
μg/ml or 0.5 μg/ml of LPS together with 50% DMEM/ 
F12 or 50% conditioned medium of ADSC-T (CM) 
for 15 hr, and each protein was detected by Western 
blotting.

Fig. 6. Effect of conditioned medium of ADSC-T on the ex-
pression of pro-inflammatory cytokines. RAW 264.7 
cells were treated with 0.5 μg/ml of LPS and 50% 
DMEM/F12 or 50% CM of ADSC-T for 12 hr. The 
mRNA levels were measured by RT-PCR. GAPDH 
was used as an internal control.

가지로 LPS에 의해 증가한 p-JNK가 CM을 15시간 처리하

였을 때 감소한 것으로 나타났으며 LPS 0.5 μg/ml을 처리

하였을 때 더욱 두드러진 결과를 보였고, 인산화되지 않

은 JNK에는 변화가 없었다(Fig. 5B). p38의 경우도 CM을 

15시간 처리한 결과 LPS에 의해 증가한 p-p38이 DMEM/ 
F12를 처리한 것에 비해 현저하게 감소하는 것으로 나타

났고 인산화되지 않은 p38에는 변화가 없었다(Fig. 5C). 
이 결과로부터 ADSC-T CM은 MAPKs 회로를 억제함을 

알 수 있었다. 
다음은 MAPKs 회로의 활성화에 의해 발현이 증가하여 

염증을 유발하는 것으로 알려진 pro-inflammatory cyto-
kines가 ADSC-T CM에 의해 발현이 억제되는지 검토하기 

위해 RAW 264.7 세포를 LPS (0.5 μg/ml)와 50%의 DMEM/ 
F12 또는 50% ADSC-T CM으로 처리한 후 RT-PCR을 실

시한 결과 LPS에 의해 mRNA 생산이 증가한 TGF-β, TNF-
α, IL-6, IL-13이 ADSC-T CM에 의해 mRNA 생산이 감소

한 것으로 나타나 ADSC-T CM이 pro-inflammatory cyto-
kine의 생산을 억제하여 항염증 작용을 하는 것을 알 수 

있었다(Fig. 6). 
ADSC-T CM의 아토피 치료 효과

ADSC-T CM이 염증을 유발하는 NF-κB와 MAPKs 회로

를 억제하고 COX-2, iNOS 및 pro-inflammatory cytokine의 

발현을 억제하는 것으로 나타났으므로 실제로 염증 질환

에 치료 효과가 있는지 알아보기 위해 아토피 모델 마우

스인 NC/Nga를 이용하여 아토피 피부염 치료 효과를 검

토하였다[4, 22]. 실험은 아주대학교 동물실험센터에서 수

행되었으며 동물실험윤리가이드를 준수하였다(승인번호 

2020-003). NC/Nga 마우스에 사람과 유사한 아토피 피부

염을 유발하기 위하여 0.5% DNCB (1-chloro-2, 4-dinitro-
chlorobenzene)를 아세톤과 Olive oil에 섞어 제모한 마우스

의 등에 매일 도포하였으며 20일 후에는 매일 DNCB 용액 

도포 후 7시간 뒤에 대조군(control)으로 DMEM/F12를 도

포하고 실험군(CM군)에는 ADSC-T CM을 도포하였다. 그 

결과 Fig. 7에 나타난 바와 같이 DNCB 도포 20일 후에 

도포 부위에 상처의 혈액과 진물이 두꺼운 가피를 형성하

여 아토피 피부염이 유발되었고 DMEM/F12를 도포한 대

조군에서는 계속해서 아토피 병변이 유지되었으나 

ADSC-T CM을 도포한 실험군에서는 도포 10일 후부터 

가피가 벗겨지고 상처가 치유되기 시작하였으며 도포 20
일 후에는 염증이 대부분 사라진 것을 확인할 수 있었다. 
이 결과로부터 ADSC-T의 CM은 아토피 피부염 치료 효과

가 있음을 증명할 수 있었다.

고 찰

SV40는 1960년 이전에 생산된 poliovirus 백신에 살아있

는 상태로 혼입되어 전세계적으로 수천만명 이상의 인류

에 투여된 바이러스이며 SV40로 오염된 백신 투여자를 

수십년간 추적 관찰한 결과 SV40가 인류에 암을 비롯한 
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Fig. 7. Anti-atopic effect of ADSC-T conditioned medium. Nc/ 
Nga mice were treated with 0.5% DNCB (1-chloro-2, 
4-dinitrochlorobenzen) for 20 days to induce atopic in-
flammation and then treated with 0.5% DNCB together 
with DMEM/F12 or conditioned medium of ADSC-T 
(CM) for 20 days.

어떠한 질병을 일으킨다는 근거를 찾지 못하였다[24]. 
SV40가 설치류 동물에 감염될 경우 암을 일으킨다는 사

실을 근거로 일부 연구자들이 석면에 노출되어 발생한 

일부 중피종(mesothelioma) 환자에서 SV40가 검출되어 

SV40가 발암을 촉진할 수 있다는 의문을 제시하였으나 

직접적인 증거는 부족하여 SV40가 인류에 암을 일으킨다

는 주장은 거의 받아들여지지 않고 있다[1, 17]. 특히 사람

의 primary bone marrow mesenchymal stem cell에서 SV40
는 세포의 증식을 촉진하였으나 암세포로는 전환하지 않

음이 보고되었다[16]. 이러한 사실을 근거로 본 연구실의 

이전 연구에서 human primary ADSC에 SV40의 T항원을 

생산하는 유전자를 발현하는 plasmid를 도입하여 immor-
talization 된 ADSC-T 세포주가 제작되었으며[10, 11] 대부

분의 암세포가 분화능력을 상실함에 반하여 ADSC-T는 

줄기세포의 가장 중요한 특징인 분화능력을 보유한 정상

세포임이 본 연구에서 증명되었다. 
지방줄기세포 연구의 가장 큰 장애물은 충분한 연구용 

세포수급이 어려운 점과 지방 공여자에 따라 지방 줄기세

포의 성질의 차이로 인한 연구결과의 차이일 것이다. 
ADSC-T는 빠른 증식속도와 세포수명의 연장으로 동일한 

성질의 세포를 대량으로 공급이 가능하여 세포 수급 문제

를 해결할 수 있으며, 앞으로 지방줄기세포의 분화 연구, 
세포증식 연구, 세포치료제 연구 등 광범위한 줄기세포 

연구에 활용될 수 있을 것이다. 특히 ADSC-T를 혈청이 

함유되지 않은 무혈청배지로 배양하여 생산한 배양상등

액(CM)이 인체에 염증을 유발하는 핵심 물질인 NF-κB를 

저해하고, NF-κB의 대표적 target gene인 COX-2와 iNOS의 

발현을 억제하였을 뿐 아니라 MAPKs를 구성하는 ERK, 
JNK, p38 모두 ADSC-T CM에 의해 인산화가 저해되는 

것으로 나타나 MAPK 회로가 ADSC-T CM에 의해 억제됨

이 밝혀졌으며, 세포 내 대표적인 pro-inflammatory cyto-
kine인 TGF-β, TNF-α, IL-6, IL-13의 발현이 ADSC-T CM에 

의해 저해됨이 본 연구에 의해 밝혀져 ADSC-T CM은 강

한 항염증 작용을 할 것으로 추정되었고, 실제로 아토피 

모델인 NC/Nga 마우스에서 아토피 치료 효과가 확인되었

다. 향후 줄기세포 연구개발의 세계적 추세는 줄기세포 

이식에 의한 부작용과 위험성이 없이 줄기세포 효능을 

불특정 다수에게 활용하는 범용성의 확대로 나아갈 것으

로 추정하고 있으며 이를 위해 줄기세포 배양액의 활용이 

주목받고 있다. 이러한 관점에서 ADSC를 immortalization 
시켜 만든 ADSC-T 세포주는 지방줄기세포의 연구 목적

을 위한 세포의 공급뿐 아니라 높은 효능을 보유한 지방

줄기세포의 배양액 생산에도 널리 이용될 수 있는 우수한 

세포주라고 사료된다. 
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지방줄기세포는 다양한 세포로 분화할 수 있어서 세포치료제로 주목받고 있으나 세포 증식 속도가 느리

고 세포의 수명이 짧아 임상 적용에 어려움이 있다. 본 연구팀은 선행연구에서 지방줄기세포의 증식속도를 

향상시키고 세포 수명을 연장시키기 위해 SV40의 T항원 유전자를 사람의 ADSC에 도입하여 불사화시킨 

ADSC 세포주를 제작하였으며 ADSC-T라고 명명하였다. 본 연구에서는 ADSC-T 세포의 분화능력을 검증

하고, ADSC-T 세포를 배양하여 획득한 무혈청 배양액의 항염증 효능을 평가하였다. 그 결과, ADSC-T 
세포주는 지방세포와 골세포로 분화할 수 있는 능력을 보유하고 있어 줄기세포의 가장 중요한 특징인 

분화능력을 유지하고 있음을 알 수 있었다. 또한 ADSC-T의 배양액은 염증을 유발하는 NF-κB의 활성을 

억제하였고, NF-κB의 표적 유전자인 COX-2와 iNOS의 발현도 억제하였다. 또한 ADSC-T 배양액은 ERK, 
JNK, p38의 인산화를 저해하여 세포 내 염증 유발 신호 전달 회로인 MAPKs 회로를 억제하는 것으로 나타

났으며, 염증을 유발하는 cytokine인 TGF-β, TNF-α, IL-6, IL-13의 발현도 억제하는 효과를 보여 강한 항염증 

효능이 있을 것으로 추정되었다. 실제로, 아토피 모델 쥐인 Nc/Nga 마우스를 DNCB로 처리하여 아토피 

피부염을 유발한 뒤 ADSC-T 배양액을 도포한 결과 강한 치료 효과를 나타내었다. 이상의 결과로부터, 
불사화된 ADSC-T 세포주는 지방줄기세포의 장점과 효능을 유지하고 있으며 향후 지방줄기세포의 세포 

수급 문제를 해결할 수 있을 뿐 아니라 임상 적용이 가능한 배양액의 생산에도 널리 이용될 수 있을 것으로 

사료된다.
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