
ABSTRACT

Neonatal hypoxic-ischemic (HI) brain injury is a major cause of neonatal mortality 

and long-term neurodevelopmental disabilities. Although promising neuroprotec tive 

interventions have been studied, the current management of HI brain injury has been 

limited to supportive measures and induced hypothermia. In addition to engrafting, 

migrating toward the damage sites and differentiating into multiple lineages, multipo-

tent neural stem/progenitor cells (NSPCs) also provide trophic/immunomodulatory 

factors and integrate into the host neurons upon implantation into an HI-injured 

brain. However, NSPC-based therapies have shown poor cell survival and integration, 

poor differentiation or restricted differentiation into the glial lineages. Furthermore, 

to achieve full functional recovery following brain injury, the optimiza tion of cell 

therapy is needed to recapitulate the precise migration of stem cells to the region of 

interest and the neural rewiring present in the brain microenvironment. Therefore, 

the efficacy of NSPCs in the treatment of CNS injury is currently insufficient. Human 

NSPCs (hNSPCs) were isolated from the forebrain of an aborted fetus at 13 weeks of 

gestation with full parental consent and the approval of the Institutional Review Board 

of the Yonsei Uni versity College of Medicine. Here, to enhance the regenerative ability 

of  hNSPCs in HI brain injury, cells were either pretreated with pharmacological agents 

or engineered to serve as vehicles for gene delivery. Furthermore, when combined 

with a poly (glycolic acid)-based synthetic scaffold, hNSPCs provide a more versatile 

treatment for neonatal HI brain injury. Finally, hNSPCs transfected with zinc-doped 

ferrite magnetic nanoparticles for controlling both cell migration and differentiation 

offer a simple and smart tool for cell-based therapies. 
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서론

저산소 허혈 뇌 손상 신생아의 20%–50%는 신생아기에 사망하며, 중등도 뇌 손상인 경우 생존

아의 30%–50%에서, 중증 뇌 손상인 경우 90% 이상에서 중증 신경발달학적 후유증이 동반된다
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1,2)
. 지난 수십 년 동안 고위험 신생아에 대한 주산기 치료가 획기적

으로 발전하였고 새로운 신경보호제 개발을 위한 많은 연구가 진행

되었지만, 현재 중등도 이상의 저산소 허혈 뇌증 환아에서 유도 저체

온증 치료 시 제한적 신경보호 효과 외에는
3)
, 신생아 저산소 허혈 뇌 

손상에 대한 특별한 치료법은 없으며, 주로 일반 대증요법이 시행되

고 있다. 따라서 줄기세포를 이용한 세포치료는 특별한 치료법이 없

는 신생아 저산소 허혈 뇌 손상에 대한 새로운 신경재생치료법으로 

연구되고 있다. 

신경줄기세포(neural stem/progenitor cells, NSPCs)는 미분화된 

상태로 계속 증식하는 자가갱신(self-renew)을 보이고, 신경계를 이

루는 신경세포(neuron), 희소돌기아교세포(oligodendrocyte) 및 별

아교세포(astrocyte)로 분화하는 분화의 다능성 을 보이는 세포로 정

의하는데
4-7)

, 한번 손상되면 재생되지 않는 것으로 알려져 있는 인

간을 포함한 포유류의 중추신경계에도 NSPC가 존재하고 이 세포

는 일생을 통하여 증식ᆞ분화하여 새로운 신경원 및 교세포를 생성

한다. 인간 NSPC는 재태 기간 8–20 주 태아 전뇌(forebrain) 혹은 성

인의 뇌실하층(subventricular zone) 및 해마 치상회(dentate gyrus)

의 과립하층(subgranular layer) 부위 조직을 분리하여 세포증식인

자(basic fibroblast growth factor [bFGF] and/or epidermal growth 

factor [EGF])가 함유된 배지를 사용하여 신경구(neurospheres) 형태

로 배양된다
8-11)

. 

NSPC를 퇴행성 신경계질환 모델 동물의 뇌에 이식하면 이식세

포는 숙주 신경계 내에서 생착, 생존, 이주하며, 신경계 미세환경 신

호 혹은 신경계질환 특이적인 신호에 반응하여 적절한 신경세포로 분

화되어 손상된 신경세포를 대체하고 신경회로의 재생을 유도한다. 

NSPC를 신경원 혹은 신경교세포로 분화 유도한 후 숙주 신경계에 이

식하면 손상된 신경세포를 보다 효율적이고 특이적으로 재생할 수 있

고, 숙주 신경계에 통합(integration)되어 신경접합(synapto genesis)을 

형성하고 신경전달물질을 분비하여 국소 신경재분포(reinnervation)

를 형성하여 신경기능의 호전을 보였다. 또한 이식세포는 신경 손상 

부위로 특이적으로 이주하거나, 전체 신경축(neuraxis)에 걸쳐 광범

위하게 이주하여 신경계질환에서 손상/결함을 보이는 세포, 효소, 신

경영양인자, 신경전달물질, 수초(myelin), 세포외기질(extracellular 

matrix), 세포부착분자(cell adhesion molecules) 등을 제공하였고, 

그 외 이식세포는 다양한 신경영양인자(nerve growth factor [NGF], 

brain-derived neurotrophic factor [BDNF], neurotrophin-3 [NT-3 or 

NTF3], neurotrophin-4/5 [NT-4/5 or NTF4/5], vascular endothelial 

growth factor [VEGF], bFGF, glial cell line-derived neurotrophic 

factor [GDNF] 등), 항염증 싸이토카인/면역제어물질(tumor necrosis 

factor-α [TNF-α], TL1-A, TNF-related apoptosis-inducing ligand 

[TRAIL], Fas Ligand [CD95L], prostaglandin E2 [PGE2], nitric oxide 

[NO], interleukin 1 receptor antagonist [IL-1Ra], interleukin-4 [IL-

4], interleukin-10 [IL-10], transforming growth factor-β [TGF-β]), 

chemokines, chemokine receptors 등을 분비하여 신경재생을 촉진

하고, 혈관생성을 유도하였다
12-26)

. 그러나 NSPC를 신경계질환 부위

에 이식한 경우 일반적으로 숙주 신경계 내에 이식세포의 생착, 생존 

및 통합률이 불량하고, 특이 신경세포로의 분화가 잘 안 되거나 주로 

신경교세포로 분화하며, 해부학적/기능적으로 정밀한 신경연결망 

형성도 이루어지지 않아 현재로는 NSPC의 이식 치료효과가 제한적

이다
19,20,25-30)

.

신생아 저산소성 허혈성 뇌 손상 동물 모델에 인간 NSPC를 이식

한 경우, 줄기세포는 뇌 손상 부위에 생착하고, 광범위하게 이주하며, 

신경원 및 교세포로 분화하고, 일부는 미분화 상태로 있었으며, 이식

세포는 글루타메이트(glutamate), 가바(GABA), 아세틸콜린(acetyl-

choline) 등의 신경전달물질을 발현하고, 숙주 신경세포와 신경접합 

형성함이 확인되었다. 숙주동물 뇌 조직학적 검사상 대조군에 비해 

뇌경색증 범위는 유의하게 감소하지는 않았으나, 신경학적 검사상 

일부 신경기능의 호전을 보였고, 비정상적인 신경행동 소견이나 뇌

종양 형성 등은 보이지 않았다. 이러한 연구 결과를 바탕으로 본 연

구자들은 ‘중증 주산기 저산소성 허혈성 뇌 손상 환자에서 동종 인

간 NSPC 이식에 의한 세포치료법 확립’이란 연구자 주도 임상시험

을 지난 수년에 걸쳐 총 41예의 환자를 대상으로 실시하였고, 인간 

NSPC 이식은 안전하고 적용 가능한 세포치료법임을 확인하였다. 

본 임상연구는 소규모의 환자를 대상으로 하였고, 이중맹검(double 

blind) 무작위 대조시험이 아니고, 대상 환아가 초미숙아에서 만삭

아까지 다양하며, 뇌 자기공명영상(magnetic resonance imaging, 

MRI) 검사상 환자마다 저산소성 허혈성 뇌 손상의 해부학적 위치, 

정도, 범위 및 신경병리 소견이 다양하고, 세포이식 시 환자의 연령

도 다르며, 세포이식 시기도 아급성에서 만성까지 범위가 넓고, 신

생아의 뇌는 발달단계에 있어 연령마다 평가 기준이 달라져 세포이

식 후 장기간 추적검사가 필요하다. 그러므로 현재는 세포치료의 유

효성에 대한 명확히 평가를 할 수 없으나, 일부 환자에서는 세포이식 

후 뇌경색증 범위가 유의하게 감소하고 약간의 신경학적 기능 호전

이 확인되었다
31)

. 

이상의 결과로 신생아 저산소 허혈 뇌 손상 환아에서 인간 NSPC 

이식은 안전하고 적용 가능한 세포치료법임을 제시하였으나, 유효성

을 평가하기 위하여 향후 적절한 대상 환아 선택, 이식 시기 결정, 적

정 줄기세포 용량 결정, 효과적인 유효성 평가방법 개발, 대규모 환자

를 대상으로 이중맹검 무작위 다기관 임상시험 시행 등이 진행되어야 

하며, 또한 치료적 유효성이 획기적으로 개선된 기능성 NSPC를 개발

하기 위하여 줄기세포 치료 기전 연구와 유전공학, 조직공학 및 나노

공학적 융복합 연구를 통한 차세대 세포치료법 개발이 필요하다. 따

라서 본 종설에서는 신생아 저산소 허혈 뇌 손상 모델에서 그동안 진

행되어 온 융복합 연구를 통한 치료적 유효성이 향상된 기능성 인

간 NSPC 기반 세포치료법 개발(neurogenin-2 [NEUROG2] 혹은 in-

terleukin-10 발현 인간 NSPC 이식, TNF-α 전 처치한 인간 NSPC 이
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식, 생분해성 고분자화합물 비계와 공배양한 인간 NSPC 이식, 자성 

나노입자 [magnetic nanoparticle, MNP]를 이용한 인간 NSPC 이식) 

결과를 약술하였다. 

저산소 허혈 뇌 손상에 neurogenin-2 발현 인간 
신경줄기세포 이식

대표적인 proneural basic helix-loop-helix 전사인자인 NEUROG2

는 신경계 발달 시 신경세포 생성에 중요한 역할을 하며, NEUROG2 

발현 NSPC는 주로 신경세포로 분화한다
32-34)

. 또한 NEUROG2 발

현 NSPC를 척수손상 모델에 이식한 경우 이식세포의 생존율 증가, 

손상 받은 하지의 운동 및 감각기능 호전이 보고되었다
33,34)

. 따라

서 본 연구자들은 아데노바이러스 벡터를 사용하여 NEUROG2 발

현 인간 NSPC (NEUROG2-hNSPCs)와 대조군 green fluorescence 

protein (GFP) 발현 인간 NSPC (GFP-hNSPCs)를 신생아 저산소 허

혈 뇌 손상 모델에 각각 이식하여 치료적 유용성을 비교 분석하

였다
35)

. 시험관에서 NEUROG2-hNSPCs와 대조군 세포는 각각 약 

95%, 39%에서 초기 신경세포의 표지자인 TUJ1 (neuronal class III β

-tubulin)을 발현하였고, 특히 NEUROG2-hNSPCs은 TBR1 (cortex-

specific neuronal marker), CUX1 (superficial-layer cortical neuronal 

marker), CTIP2 (deep-layer cortical neuronal marker), vesicular 

glutamate transporter 1 (vGLUT1, excitatory neuron marker) 발현

이 증가하였다. 즉, NEUROG2-hNSPCs가 주로 뇌 피질 상층 및 하층 

흥분성 신경세포로 분화하도록 촉진되었다. NEUROG2-hNSPCs 세

포를 저산소 허혈 뇌 손상 부위에 이식한 경우 이식세포는 뇌 손상 및 

뇌경색증 주변 부위에 잘 생착하고 분포하였으며, 분화 상태는 77%

는 TUJ1, 45%는 Nestin (미분화 세포 표지자), 41%는 미분화 세포 

혹은 별아교세포의 표지자인 glial fibrillary acidic protein (GFAP), 

39%는 역시 미분화 세포 및 별아교세포의 표지자인 STEM123, 5%는 

희소돌기아교세포 전구세포의 표지자인 oligodendrocyte transcript 

factor (OLIG2)를 발현하였고, 반면에 GFP-hNSPCs 세포를 이식한 

경우는 대부분의 세포가 Nestin을 발현하였고, 77%는 GFAP, 80%

는 STEM123을 발현하였으며, 소수의 세포만이 TUJ1 (18%), OLIG2 

(7%)를 발현하였다. 따라서 저산소 허혈 뇌 손상 부위에 이식된 

NEUROG2-hNSPCs 세포는 뇌 손상 및 뇌경색증 주변 부위에 잘 생

착, 생존, 분포하였으며, 주로 흥분성 신경세포로 분화한 반면, 이식

된 GFP-hNSPCs 세포는 대부분 미분화 세포로 존재하였다. 신경학

적 검사상 NEUROG2-hNSPCs를 이식한 경우 vehicle을 이식한 대

조군과 비교하여 이식 3, 5, 7주에 유의하게 운동-감각 신경기능의 

호전을 보인 반면, GFP-hNSPCs를 이식한 경우 이식 5주에서만 유

의한 호전을 보였다. 실험동물의 악력 검사(grip strength test)에

서는 NEUROG2-hNSPCs를 이식한 경우 vehicle 이식 대조군과 비

교하여 이식 5, 7주에 유의하게 앞발의 신경근육기능의 호전을 보

인 반면, GFP-hNSPCs를 이식한 경우 대조군과 비교하여 유의한 기

능 호전을 관찰할 수 없었다. 따라서 저산소 허혈 뇌 손상 부위에, 

NEUROG2-hNSPCs를 이식한 경우, GFP-hNSPCs 이식에 비해 더

욱 현저한 기능 호전을 관찰할 수 있었다. 저산소 허혈 뇌 손상 부

위에 NEUROG2-hNSPCs 이식이 세포사멸에 미치는 영향을 분석하

기 위하여 세포 이식 5주 후 TUNEL 분석을 시행하였는데, vehicle 

및 GFP-hNSPCs를 이식한 경우와 비교하여 현저하게 세포사멸이 

감소하였으나, 세포이식 7주 후에 뇌경색증 범위는 vehicle, GFP-

hNSPCs 및 NEUROG2-hNSPCs 이식군에서 각 군 간에 차이를 보이

지 않았다. 저산소 허혈 뇌 손상 부위에 NEUROG2-hNSPCs 이식이 

신경돌기(neurite) 및 축삭돌기(axon)의 신전(exten sion)에 미치는 

영향을 확인하기 위하여 silver 염색 및 axonal tracer인 bitotinylated 

dextran amine (BDA)를 주사한 후 조직학적 염색을 실시하였는데, 

NEUROG2-hNSPCs 이식은 대조군들에 비해 뇌 손상 주변 대뇌피질 

신경세포의 신경돌기 신전을 유의하게 증가시켰으며, 뇌량(corpus 

callosum), 뇌 손상 동측 선조체(striatum), 뇌 손상 반대측 경추 제 5

번 척수(C5 spinal cord)의 dorsal funiculus 부위에서 신경 축삭돌기의 

신전이 크게 향상되었음을 관찰하였다. 따라서 저산소 허혈 뇌 손상

에서 NEUROG2-hNSPCs 이식이 대조군들에 비해 대뇌피질 신경세포 

신경돌기의 성장과 신전, 손상된 corticostriatal 및 corticospinal tract 

축삭돌기의 성장과 신전을 촉진시켜 신경기능적 및 신경해부학적 

재생이 유의하게 발생함을 확인하였다. 저산소 허혈 뇌 손상에서 

NEUROG2-hNSPCs 이식의 신경재생/신경보호 작용 기전을 규명하

기 위하여 세포에서 발현/분비되는 신경영양/보호인자를 측정하였

는데, NEUROG2-hNSPCs 세포는 GFP-hNSPCs 세포에 비해 BDNF, 

NGF, fibroblast growth factor 9 (FGF9), ciliary neurotrophic factor 

(CNTF), thrombospondin 1/2 (THBS 1/2)의 발현/분비가 크게 증가

되었으며, 이러한 인자들이 실제로 신경세포 사멸을 감소시키고, 신

경세포 돌기의 신전을 향상시킴을 확인하였다. 결론적으로 신생아 

저산소 허혈 뇌 손상 부위에 대조군 인간 NSPC인 GFP-hNSPCs 보다

는 NEUROG2-hNSPCs 세포를 이식할 경우, 이식세포가 주로 신경세

포로 분화하고 다양한 신경영양인자들을 활발히 분비하여 뇌 손상 

부위의 병리적 미세환경을 변화시킴에 따라 신경세포의 생존 및 신

경가소성이 현저히 증가하고 신경기능 회복이 크게 촉진되어, 향후 

신생아 저산소 허혈 뇌 손상 환아에서 인간 NSPC 기반 세포-유전자

치료 적용 시 치료적 유효성을 향상시킬 것으로 기대된다.

저산소 허혈 뇌 손상에 interleukin-10 발현 인간 
신경줄기세포 이식

저산소 허혈 뇌 손상 초기 단계(initial phase)에서는 세포 및 조직
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에 에너지가 고갈되어(primary energy failure) 즉각적으로 신경세포

가 사망하고(primary neuronal death), 적어도 몇 시간 또는 수일 이

내로 흥분독성(excitotoxicity), 세포사멸(apoptosis) 및 염증반응 등

으로 인하여 이차 신경세포 사망(delayed neuronal death)이 발생

한다. 손상된 신경세포 및 희소돌기아교전구세포(oligodendroglial 

precursors)는 danger/damage-associated molecular patterns, ATP, 

흥분독소(excitotoxins) 및 기타 alarm signals를 분비하여 면역작동

세포(im mune effector cells; microglia, macrophages, astroglia, mast 

cells)의 pattern recognition receptors/cytokine receptors를 통하여 

내재면역반응(innate immune response)을 촉발한다
36,37)

. 자극된 

면역작동세포는 proinflammatory cytokines, chemokines, reactive 

oxygen/nitrogen species, excitotoxins, histamines, prostaglandins, 

leukotri enes, death receptor agonists (TNF, FasL, RANKL, TRAIL, 

TWEAK) 등을 분비하여 신경세포, 희소돌기아교전구세포, 혈관내

피세포 등을 손상시키고, 혈관-뇌 장벽(blood-brain barrier) 투과성

을 증가시켜 말초면역세포(neutrophils, mast cells, macrophages, 

natural killer cells, T cells, myeloid cells 등)들이 뇌 손상 부위로 이

주하는 과정을 촉진시킨다. 따라서 저산소 허혈 뇌 손상 시 중추 및 

말초 면역세포들이 작동하여 내재 및 적응면역반응(adaptive im-

mune re sponse)에 의한 염증(inflammation)이 발생하며, 이러한 염

증반응은 뇌 손상 발생 이전, 도중 및 이후에도 발생하고 적어도 수 

주간 지속되어 직접적인 뇌세포 손상을 일으키고, 뇌 발달 장애를 유

발한다. 

최근의 연구에 의하면 신생아 저산소 허혈 뇌 손상 시 초기 염증

반응을 감소시키는 다양한 치료제(corticosteroids, minocycline, 

melatonin, erythropoietin, cyclooxygenase inhibitors, pifithrin-μ, 

cromolyn, innate defence regulatory peptide, N-acetylcysteine, TNF 

receptor blockade, IL-1 receptor antagonist, Tat-NEMO-binding 

domain, simvastatin, histone deacetylase inhibitor)를 사용할 경우 

신경보호 효과가 있음이 보고되었는데
36)

, NSPC를 이식할 경우에도 

항염증/면역조절 작용이 있으며
17,38,39)

, 본 연구자들도 인간 NSPC에

서 항염증인자(TGF-β1, IL-4, IL-13, CXCL1, CD47, CD200)들이 발현

되며, 특히 알츠하이머병 모델에서 TGF-β1, CD47, CD200 등의 작

용에 의하여 활성미세아교세포에 대한 항염증 효과가 있음을 확인

하였다
40)

. 

IL-10은 대표적인 항염증 싸이토카인인데, 내재면역세포(dendritic 

cells, macrophage, natural killer cells, eosinophil, neutrophil), 적

응면역세포(T helper 1 [TH1], TH2, TH17, regulatory T cell [Tregs], B 

cells) 및 신경세포(microglia, astrocyte, neuron) 등에서 염증반응

의 negative feedback으로 염증촉진 싸이토카인(proinflammatory 

cytokines; TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-12, IL-23, granulocytecolony 

stimulating factor [G-CSF], granulocyte-macrophage colony-

stimulating factor [GM-CSF])의 분비를 억제시키고, 내재면역세포

로부터 항염증인자인 IL-1Ra 및 soluble TNF receptors (sTNFRs)의 

발현을 증가시키며, CD4+ T 세포의 증식과 싸이토카인 합성을 억

제하여 TH1 세포에서 IL-2 및 inter feron-γ, TH2 세포에서 IL-4와 IL-5 

생성을 감소시킨다
41)

. 또한 IL-10은 monocytes/macrophages의 항

원 발현(antigen presentation)을 억제하여 세포 표면에서 major 

histocompatibility complex class II (MHC II) 발현을 감소시키며, 세

포 분극(cell polarization)을 촉진시켜 macrophages는 IL-10 발현 

항염증형 macrophages인 M2-like macrophages로, T 세포는 TH1/

TH17 세포보다는 TH2 세포로 그리고 Treg 세포로 분화를 유도하고, 

CD28 인산화를 통하여 면역성 결여(anergy) 상태를 유발한다. IL-10

은 신경보호 작용도 있는데 microglia로부터 염증촉진인자 분비를 감

소시켜 별아교세포 활성화를 억제하고, nuclear factor κB (NF-κB) 

활성 감소를 통해 별아교세포의 excitatory amino acid transporter-2 

(EAAT2) 발현을 증가시켜 synaptic cleft에서 glutamate 축적을 감소

시키며, 일부 IL-10 receptor를 발현하는 신경세포에서는 PI3K-AKT 

pathway를 통하여 세포생존 관련 유전자 발현은 증가시키고 세포 

내 칼슘 농도를 정상화시켜 glutamate에 의한 excitotoxicity 및 저산

소 허혈 손상으로부터 신경세포를 보호한다. 또한 IL-10은 항세포사

멸인자인 Bcl-2/Bcl-xl 발현은 증가시키고, caspase-3 발현은 감소시

켜 글루타메이트-유도 세포사멸을 억제하여 신경보호를 유발한다
41)

. 동물모델을 이용한 연구에 의하면 IL-10 과발현 형질전환 마우스

에 뇌졸중을 유발한 경우 뇌경색증 범위가 감소하였고
42)

, 아데노바

이러스 벡터를 이용하여 IL-10 유전자 치료를 시행한 경우 역시 뇌

경색증 범위가 감소하였으며
43)

, IL-10 발현이 부족한 뇌졸중 마우스

는 뇌경색증 범위가 커졌으며
44)

, 실제 혈청 IL-10 수준이 낮은 뇌졸중 

환자는 나쁜 경과를 보였다
45)

. 이상의 연구 결과로 IL-10은 체내에서 

분비되는 강력한 항염증/면역조절인자이므로 본 연구자들은 신생

아 저산소 허혈 뇌 손상 모델에서 인간 NSPC 이식 치료효과를 향상

시키기 위하여 인간 NSPC의 항염증/면역조절능이 크게 향상된 IL-

10 과발현 인간 NSPC를 이용하여 줄기세포 기반 세포-유전자 치료

를 시도하였다. 

Lentivirus 벡터를 이용하여 GFP-hNSPCs와 human IL-10 및 GFP 

발현 hNSPCs (IL-10-hNSPCs)를 제작한 다음, 시험관 내에서 세포 특

성을 분석하였는데, IL-10-hNSPCs는 IL-10 단백질을 87.4±5.72 ng/

mL (1×10
6
 cells/2 mL of media/72 hours) 농도로 잘 발현하였고, 

반면 GFP-hNSPCs 세포는 IL-10을 발현하지 않았으며, 5-ethynyl-

2'-deoxyuridine (EdU)를 이용한 세포증식 분석실험에서는 GFP-

hNSPCs 보다는 IL-10-hNSPCs의 세포증식이 증가함을 보였다. 세

포분화 실험에서는 GFP-hNSPCs와 비교하여 IL-10-hNSPCs는 TUJ1

은 많이 발현하였고, 반면 Nestin, GFAP 및 OLIG2 발현은 감소하여 

IL-10-hNSPCs은 분화조건 아래에서 신경교세포(별아교세포, 희소

돌기아교세포)보다는 신경세포로 분화가 촉진되었다. CD1 mouse

를 이용하여 생후 7일에 저산소 허혈 뇌 손상을 유발하고 3일 후 IL-
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10-hNSPCs, GFP-hNSPCs을 각각 뇌 손상 부위에 직접 이식하고 2

주 및 4주 후에 분석한 결과, IL-10-hNSPCs은 뇌경색증 접경부위, 

뇌백질 부위 등에 광범위하게 생착 및 분포함을 보이고 human IL-

10 단백질을 발현하였으며, 45.5%±1.85%의 세포는 TUJ1을 발현

하여 GFP-hNSPCs 보다는 약 27.4%에서 더 많이 발현하였고, 그 외 

Nestin, GFAP, OLIG2 등을 발현하여 저산소 허혈 뇌 손상 부위에 이

식된 IL-10-hNSPCs은 GFP-hNSPCs과 비교하여 더 많은 세포가 신

경원세포로 분화하고, 일부는 신경교세포로 분화하였으며, 다수는 

미분화 상태를 보였다. 저산소 허혈 뇌 손상 부위에 IL-10-hNSPCs, 

GFP-hNSPCs, vehicle을 이식하고 1, 2, 3, 4주일 후 신경학적 기능검사

를 실시하였는데, IL-10-hNSPCs 이식군은 대조군 및 GFP-hNSPCs 이식

군에 비해 전 기간에 걸쳐 신경학적 기능 향상을 보였고, GFP-hNSPCs 

이식군은 대조군에 비해 신경학적 기능은 향상을 보였으나 유의한 차

이는 보이지 않았다. 앞발의 운동기능을 평가하는 cylinder test에서

는 IL-10-hNSPCs 이식군은 대조군에 비해 이식 3, 4주 후 운동기능의 

향상을 보였고, GFP-hNSPCs 이식군과 비교하여서도 이식 3주 후 기

능의 향상을 보인 반면, GFP-hNSPCs 이식군은 대조군에 비교하여 

유의한 차이를 보이지 않았다. 또한 IL-10-hNSPCs 이식군은 세포이

식 4주 후 대조군에 비해 약 20%의 뇌경색증 범위의 감소를 보인 반

면, GFP-hNSPCs 이식군은 대조군에 비해 뇌경색증 범위의 유의한 

차이는 보이지 않았다. 뇌경색증 주변 부위에 세포사멸의 정도를 평

가하는 TUNEL 검사에서도, IL-10-hNSPCs 이식군은 대조군 및 GFP-

hNSPCs 이식군에 비해 크게 세포사멸 정도가 감소하였다. 

IL-10-hNSPCs가 염증반응에 미치는 영향을 평가하기 위하여 먼

저 시험관 내에서 BV2 세포(mouse microglial cell line)에 지질다당

질(lipopolysaccharide, LPS)을 처치하여 활성화 시켰는데, 염증촉

진 싸이토카인인 TNF-α, IL-1β, IL-6, inducible nitric oxide synthase 

(iNOS) 발현 정도가 모두 크게 상승함을 보였다. 여기에 GFP-

hNSPCs 세포의 conditioned media (GFP-hNSPCs-CM)를 첨가하

면 대조군에 비해 IL-6, iNOS 발현 정도가 유의하게 감소하나, IL-10-

hNSPCs-CM을 첨가하면 TNF-α, IL-1β, IL-6, iNOS 발현 정도가 모두 

유의하게 감소하고, GFP-hNSPCs-CM 군과 비교하여도 TNF-α, IL-6

의 발현 정도가 유의하게 감소하였다. 이러한 결과는 RAW264.7 세

포(murine macrophage cell line)를 이용하여 다시 확인하였는데, 

GFP-hNSPCs-CM을 첨가하면 TNF-α, IL-6 발현이 대조군에 비해 감

소하였고, IL-10-hNSPCs-CM을 첨가하면 TNF-α, IL-1β, IL-6 발현이 

대조군에 비해 모두 유의하게 감소하였으며, GFP-hNSPCs-CM 군과 

비교하여도 TNF-α, IL-6 발현이 유의하게 감소하였다. 따라서 인간 

NSPC는 활성 microglia 및 macrophage로부터 염증촉진 싸이토카

인 발현을 감소시키나, IL-10-hNSPCs는 이러한 항염증 효과가 훨씬 

강력하다. 또한 IL-10-hNSPCs는 BV2 세포의 증식에도 영향을 미쳤

는데, IL-10-hNSPCs에서 분비되는 인자들뿐만 아니라 막간 단백질

(transmembrane proteins)도 BV2 세포의 증식을 억제하였다. 

Microglia는 뇌 속에 존재하는 면역세포로, 중추신경계의 발달, 유

지 및 재생에 중요한 역할을 담당하며
46)

, microglia 활성 변화는 편두

통, 뇌졸중, 치매, 사고성 뇌 손상, 뇌전증 및 파킨슨씨병과 같은 질

환 발생과 연관이 있다
47-49)

. Microglia/macrophages는 중추신경계

의 재생과 복구에 중요하나 양날의 칼과 같은 역할을 한다
50)

. 활성화

된 microglia/macrophages는 손상된 세포 잔해를 제거하고 염증반

응을 감소시키며 영양인자 등을 분비하여 신경재생/복구를 촉진시

키나, 신경재생을 방해하고 신경조직 손상 범위를 확대시키기도 한

다
50-55)

. 세포 분극적 분류에 의하면 classically activated microglia/

macrophages (M1 type)는 염증촉진인자들을 분비하여 신경 손상을 

유발하며, alternatively activated microglia/macrophages (M2 type)

는 대식작용에 의해 손상된 세포 잔해를 제거하고 신경보호 및 영

양인자 등을 분비하여 신경재생/복구를 촉진한다
56,57)

. 따라서 본 연

구에서는 마우스의 대퇴골 및 경골에서 macrophages를 분리 배양

하여 세포 분극의 변화를 flow cytometry 방법으로 측정하였는데, 

macrophages에 대조군-CM, GFP-hNSPCs-CM, IL-10-hNSPCs-CM

을 각각 처리하고 M1 형 macrophages (MHC class II+ & CD206-)

의 비율을 분석한 결과, IL-10-hNSPCs-CM 처리군은 대조군 및 GFP-

hNSPCs-CM 처리군과 비교하여 유의하게 M1 형이 감소하였고, 

GFP-hNSPCs-CM 처리군도 대조군보다는 M1형이 감소함을 보였다. 

반면 M2형 macrophages (MHC class II- & CD206+)의 비율은 IL-10-

hNSPCs-CM 처리군은 대조군 및 GFP-hNSPCs-CM 처리군과 비교

하여 유의하게 증가하였고, GFP-hNSPCs-CM 처리군도 대조군보다

는 M2형이 증가함을 보였다. 즉, 이상의 연구 결과로 IL-10-hNSPCs

은 활성화된 microglia/macrophages에서 염증촉진인자들의 발현과 

microglia의 세포증식을 감소시키고, 골수 유래 macrophages를 M2 

형으로 분극 유도함을 확인하였다. 

저산소 허혈 뇌 손상 시 초기 수 시간에서 수 일 동안은 신경독성 

작용이 있는 염증촉진인자들이 과 발현되어 세포 및 조직 손상을 유

발하고, 수 일 후에는 항염증 싸이토카인들이 발현되며, 그 후 수 일

에서 수 주 동안은 손상된 세포 잔해가 제거되고 신경영양인자들

이 분비되어 신경복구가 이루어진다
36)

. 따라서 본 연구에서는 저산

소 허혈 뇌 손상 유발 3일 후 IL-10-hNSPCs를 뇌 손상 부위에 이식

하고 1주일 후 뇌 조직을 추출하여 초기 염증반응에 미치는 효과를 

분석하였는데, IL-10-hNSPCs 이식군은 대조군에 비해 IL-1β, IL-6, 

iNOS의 mRNA 발현 정도가 모두 감소함을 보였고, GFP-hNSPCs 이

식군에 비해서도 IL-6가 유의하게 감소하였고, 특히 IL-10-hNSPCs 

이식군은 GFP-hNSPCs 이식군과 대조군에 비해 TNF-α 및 IL-β 단

백질 발현 정도가 유의하게 감소하였다. 또한 뇌 손상 조직에서 

CD11b 항체가 접합되어 있는 magnetic beads를 사용하여 CD11b
+
 

세포들을 분리한 다음, M1 형 및 M2 형 microglia/macrophages 표

지자 유전자들을 real-time PCR로 분석하였는데, TNF-α (M1 형 표

지자)는 IL-10-hNSPCs 이식군에서 대조군과 비교하여 차이가 없었
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고, GFP-hNSPCs 이식군에 비해서는 증가함을 보였으나, arginase 

1, IL-10 및 CD206 (M2 형 표지자)은 IL-10-hNSPCs 이식군에서 대조

군과 비교하여 모두 유의하게 크게 증가하였고, GFP-hNSPCs 이식

군은 arginase 1이 크게 증가함을 보였다. 이러한 결과는 시험관에

서 BV2 세포를 이용한 실험에서 동일한 결과를 확인하였다. 따라서 

저산소 허혈 뇌 손상 부위에 IL-10-hNSPCs을 이식한 초기에는 손상

된 조직에서 염증촉진 싸이토카인들의 발현은 크게 감소하며, M1형 

microglia/macrophages는 불활성화되고 M2형은 활성화되었다. 저

산소 허혈 뇌 손상 부위에 IL-10-hNSPCs를 이식하고 후기에 염증반

응에 미치는 영향을 분석하기 위하여 이식 4주 후 뇌 조직에서 Iba1 

항체를 이용하여 면역조직화학적 염색을 시행하였는데, 뇌 손상 부

위와 주변 부위에서 IL-10-hNSPCs 및 GFP-hNSPCs 이식군은 대조군

에 비해 Iba1
+
 (microglia/macrophages 표지자) 세포 수가 크게 증가

하였으나, CD68
+
 (activated microglia/macrophages 표지자) 세포 수

는 IL-10-hNSPCs 이식군이 GFP-hNSPCs 이식군과 비교하여 뇌 손상 

동측 및 반대 측에서 모두 유의하게 감소하였다. 

IL-10-hNSPCs의 항염증/면역조절 작용 외에 신경보호 및 신생혈

관생성에 미치는 영향을 분석하였는데, 시험관 내에서 human neu-

roblastoma SH-SY5Y 세포를 신경세포로 분화시켜 정상 산소 농도 및 

무산소 농도 조건으로 fibroblast, GFP-hNSPCs 및 IL-10-hNSPCs와 공

동 배양 후 세포독성을 평가한 결과, IL-10-hNSPCs와 공동 배양한 

경우 가장 세포독성이 감소하였으며, IL-10-hNSPCs는 GFP-hNSPCs

와 비교하여 높은 농도의 NGF, NT3, NT4 및 BDNF를 발현하였다. 

또한 IL-10-hNSPCs는 GFP-hNSPCs와 비교하여 높은 농도의 matrix 

metalloproteinase 1 (MMP1), matrix metalloproteinase 2 (MMP2) 및 

plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1)을 발현하여 신생혈관 생성

을 촉진하였다. 이상의 연구 결과로 신생아 저산소 허혈 뇌 손상 모

델에 IL-10 발현 인간 NSPC 이식은 항염증/면역조절, 신경보호 및 혈

관생성 작용 등 다양한 기전으로 신경재생 및 복구를 유발하여 향후 

신생아 저산소 허혈 뇌 손상 환아에서 인간 NSPC 기반 세포-유전자

치료 적용 시 치료적 유효성을 크게 향상시킬 것으로 기대된다.

저산소 허혈 뇌 손상에 TNF-α 전 처치(precon-
ditioned) 인간 신경줄기세포 이식

저산소 허혈 뇌 손상에 NSPC를 이식할 경우 다양한 기전에 의해 

기능적 및 조직학적으로 호전을 보임에도 불구하고, 저산소 허혈 미

세환경에서 이식세포의 생착 및 생존이 불량하고 세포사멸이 증가

하여 현재로는 NSPC의 이식 치료효과가 제한적이다
30,58,59)

. 따라서 

세포치료 유효성을 증가시키기 위해서는 저산소 허혈 뇌 손상 환경

에서 이식세포의 사멸을 감소시키는 것이 중요한데, 바이러스 벡터

를 사용하여 세포생존관련 유전자 혹은 분비인자를 과 발현시킨 줄

기세포를 이식한 경우 치료효과가 향상됨이 보고되었으나
60-62)

, 임상 

적용 시 유전공학기술의 안전성 및 외부 유전자 발현조절기술 측면

에서 문제가 될 수 있어, 보다 안전하고 간편한 방법으로 이식세포의 

생존을 증가시키는 기술 개발이 필요하다. 이러한 유전공학적 형질

전환 대신 최근 NSPC를 약제로 전 처치하고 뇌 이식한 경우 세포 생

존율이 증가하고 신경기능이 호전됨이 보고되었는데
58,63,64)

, 본 연구

자들은 특히 TNF-α에 주목하였다.

TNF-α는 대표적인 염증촉진 싸이토카인인데, 뇌 손상 시 활성화

된 microglia/macrophages에서 수 분 이내로 발현되기 시작하여 수 

일간 발현이 지속되며, 다양한 퇴행성 신경계질환(헌팅톤병, 알츠하

이머병, 파킨슨병, 근위축성 측삭경화증, 뇌졸중 등)에서 염증반응

의 핵심적인 역할을 담당한다
59,65)

. 한편 TNF-α는 뇌졸중에서 신경보

호 작용이 보고되었고
66)

, 내인성 NSPC의 증식, 분화 및 생존에도 영

향을 미쳐 뇌졸중, 퇴행성 신경계질환, 신경염증질환 후 조직 리모

델링 및 복구에 중요한 조절 역할을 함이 보고되었다
67-69)

. TNF-α는 

NSPC의 TNF-α receptor에 작용해 mitogen-activated protein kinase 

(MAPK)를 활성화시키는데
70)

, 본 연구에서는 인간 NSPC에 TNF-α를 

전 처치하여 세포 내 신호전달기전을 규명하고, 저산소 허혈 뇌 손상 

부위에 이식할 경우 이식세포의 생존율 및 세포치료의 유효성을 미

치는 영향을 조사하였다.

시험관 내의 산소-포도당 차단(oxygen glucose deprivation, 

OGD) 조건 하에서 인간 NSPC의 생존율은 크게 감소하는데, 다양

한 농도의 TNF-α를 전 처치한 결과 세포 생존율이 크게 증가하고 세

포독성은 감소하였으며, 20 ng/mL의 TNF-α 농도에서 세포사멸이 

가장 적게 발생하였다71). 저산소 허혈 뇌 손상을 유도하고 3일 후 

TNF-α (20 ng/mL) 전 처치한 인간 NSPC (TNF-α-hNSPCs)와 전 처치

하지 않은 대조군 세포(hNSPCs)를 뇌 손상 부위에 이식하고 매주 간

격으로 4주 동안 뇌 손상 부위에 이식세포의 생착 및 생존을 biolu-

minescence image (BLI) 및 면역조직화학적 방법으로 분석하였는

데, TNF-α-hNSPCs를 이식한 경우 대조군에 비해 세포 생착 및 생존

이 2–3배 이상 크게 증가함을 보였다. OGD 조건 하에서 TNF-α 전 

처치가 인간 NSPC의 생존에 미치는 기전을 분석하였는데, 세포 내 

NF-κB 및 p38 MAPK 신호기전이 활성화되었고, 각각의 신호전달체

계의 inhibitors를 사용하여 분석한 결과, 특히 NF-κB pathway에 의

해 세포 생존이 증가함을 보였다
71)

. TNF-α 전 처치가 인간 NSPC의 

유전자 발현에 미치는 영향을 분석하기 위하여 RNA-seq 분석 방법

을 사용하였는데, TNF-α-hNSPCs는 대조군에 비해 항세포사멸 유

전자인 cIAP2와 항산화 유전자인 SOD2 발현이 증가함을 보였고, 

TNF-α 유도 cIAP2 단백질의 과발현은 p38 MAPK 보다는 NF-κB 신

호전달체계에 의해 유도됨을 확인하였으며, 저산소 허혈 뇌 손상 부

위에 cIAP2 유전자 발현을 억제한 인간 NSPC (lentivirus-shcIAP2-

trasnfected hNSPCs)를 TNF-α로 전 처치하여 이식한 경우 이식세포

의 생착 및 생존율이 50% 이하로 감소함을 확인하였다. 저산소 허
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혈 뇌 손상 부위에 TNF-α-hNSPCs 이식은 이식세포의 생존율을 증

가시키는데, 실제 이식 후 9주까지 매주 신경기능에 미치는 영향을 

rotarod test, cylinder test, neurological severity scoring 검사 등으

로 분석한 결과, TNF-α-hNSPCs 이식은 대조군과 비교하여 운동 및 

감각 신경기능을 크게 개선함을 확인하였고, 세포이식 9주 후 뇌경

색증 범위를 평가한 결과 대조군과 비교하여 약 14% 감소하였으며, 

TUNEL 검사상 세포사멸 정도는 약 4배 감소하였고, caspase-3 발

현 정도도 감소함을 보였다. 이상의 결과로 저산소 허혈 뇌 손상 부

위로 TNF-α-hNSPCs 이식은 대조군과 비교하여 유의한 신경보호 효

과를 보였다. 또한 TNF-α-hNSPCs 이식이 microglia에 미치는 영향

을 분석하였는데, 면역조직화학검사상 저산소 허혈 뇌 손상 부위

에 활성 microglia의 표지자인 CD68+ 염색 정도가 TNF-α-hNSPCs 

이식군에서 대조군에 비해 유의하게 감소하였고, 염증촉진 싸이토

카인 TNF-α, IL-1β 및 IL-6 발현도 대조군에 비해 감소함을 보였다. 

TNF-α-hNSPCs의 항염증작용을 조사하기 위하여 시험관에서 LPS-

activated BV2 cell line에 TNF-α-hNSPCs-CM (conditioned media)을 

첨가한 경우 TNF-α, IL-1β, IL-6 및 iNOS 발현이 감소하였고, TNF-

α 전 처치가 인간 NSPC에서 염증관련 유전자의 발현에 미치는 영

향을 알기 위하여 RNA-seq 분석을 시행한 결과, fractalkine/CX3CL1 

발현이 대조군에 비해 약 25배 증가함을 확인하였다. Fractalkine/

CX3CL1의 발현은 다른 세포들에서 TNF-α에 의해 조절됨이 보고

되었고
72,73)

, microglia 활성을 억제하여 염증촉진 싸이토카인 발현

을 감소시킨다
74,75)

. 본 연구에서도 TNF-α-hNSPCs-CM에서 anti-

CX3CL antibody를 이용하여 CXCL1을 immunodeletion한 후 활성화

된 microglia와 공동 배양하면, 대조군과 비교하여 TNF-α, IL-1β 및 

IL-6 발현이 감소하여 TNF-α를 전 처치할 경우 fractalkine/CX3CL1 

발현이 증가하여 염증촉진 싸이토카인의 발현을 감소시킴을 확인

하였고, SH-SY5Y 세포 유래 신경세포와 공동배양 시에도 TNF-α

-hNSPCs-CM 유래 fractalkine/CX3CL1이 microglia로부터 염증촉진 

싸이토카인의 발현을 감소시켜서 신경세포 사멸을 감소시킴을 확인

하였다. 

이상의 연구 결과로 인간 NSPC에 TNF-α를 전 처치할 경우 NF-κB 

신호전달을 통하여 cIAP2 유전자 발현이 증가하여 시험관 내 산소-

포도당 차단 조건 및 생체 내 저산소 허혈 뇌 손상 부위에서 세포 생

존율이 증가하고, 역시 NF-κB 신호전달을 통하여 CXCL1 유전자 발

현이 증가하여 항염증작용에 의한 신경보호 효과를 보이고, TNF-α

-hNSPCs를 저산소 허혈 뇌 손상 부위에 이식한 경우 대조군과 비교

하여 유의하게 뇌경색증 범위가 감소하고 신경기능이 개선됨을 보

였다. 향후 신생아 저산소 허혈 뇌 손상 환아에서 인간 NSPC 기반 세

포치료 적용 시 간단하고 안전한 방법으로 치료적 유효성을 크게 향

상시킬 것으로 기대된다. 

저산소 허혈 뇌 손상에 인간 신경줄기세포와 
생분해성 고분자화합물 비계(biodegradable 
synthetic polymer scaffold) 복합체 이식

신생아 저산소 허혈 뇌 손상이 중증일 경우 광범위한 조직 손상

으로 인하여 뇌연화증(encephalomalacia) 혹은 대뇌 반구(cerebral 

hemisphere)에 큰 낭종성 와동(cystic cavity)을 형성한다. 뇌 손상 질

환에서 NSPC는 높은 신경재생/복구 능력을 보이지만, 이러한 중증 

뇌 손상 부위에 이식된 NSPC는 신경재생을 유도할 내인성 신경조직 

및 성형(template)이 부족하고 혈액공급도 일어나지 않아 신경재생/

복구가 제한되며, 이식세포의 생착 및 생존도 감소한다. 

최근에 조직공학적 방법으로 신경조직 재생을 유도하는 다양한 

생체재료(biomaterials)가 개발되었는데, 3차원 구조와 거미줄 같은 

섬유질 형태 및 특이 미세구조의 세포외기질 특성 등을 보여 치료적 

유용성을 보이는 약물, 단백질 혹은 줄기세포를 중추신경계 특정 부위

에 전달이 가능하며 손상된 신경조직의 재생/복구, 신경연결망의 복

구를 촉진함이 보고되었다
27,76-78)

. 본 연구자들은 신생 마우스의 소

뇌에서 추출된 불사화(immortalized)된 NSPC와 이식세포의 조직화

와 성장, 이주 및 분화를 유도하는 성형인 생분해성 고분자화합물 비

계를 공동 배양한 후, NSPC-비계 복합체를 신생아 저산소 허혈 뇌 손

상 부위에 이식하였는데, 이식세포가 잘 생착하고, 뇌 손상 용적이 

감소하였고, 혈관생성, 신경세포로의 분화 및 신경돌기 신전이 촉진

되었으며, 신경연결망 형성이 유도됨을 관찰하였다
15)

. 이러한 결과

는 향후 중증 저산소 허혈 뇌 손상 시 고분자화합물 비계와 NSPC 복

합체를 이용하여 신경조직의 재생 및 복구가 가능함을 제시하였다. 

따라서 본 연구자들은 안전하고 임상적용이 가능한 생분해성 합성 

비계의 일종인 poly (glycolic acid) (PGA)에 인간 태아 뇌 유래 일차 

NSPC를 공동 배양하여 줄기세포-생체재료 비계 복합체를 신생아 중

증 저산소 허혈 뇌 손상 부위에 이식하여 NSPC-생체재료 비계 기반 

조직공학적 신경조직 재생 치료 가능성을 연구하였다. 

PGA 비계에 인간 NSPC를 공동 배양한 결과, 세포는 비계에 잘 

생착, 이주 및 성장하고 신경원 및 교세포로 분화하였으며, 신경세포

로 분화한 경우 신경돌기를 길게 신장하고 비계를 둘러싸며 비계 간

에 연결을 촉진하였다. 시험관에서 PGA 비계는 세포독성을 보이지 

않고 인간 NSPC의 성장과 분화를 촉진시켜 PGA 비계-인간 NSPC 

복합체(hNSPCs-PGA complexes)는 생체 내 이식에 적합함을 보

였다. 저산소 허혈 뇌 손상 7일 후 hNSPCs-PGA를 우측 대뇌반구

(cerebral hemisphere)에 형성된 큰 뇌경색증 와동 부위에 이식하

였는데, hNSPCs-PGA는 뇌 손상 부위에 잘 생착하고 뇌경색증 범위

를 감소시켰으며, 숙주 뇌 조직에 통합(integration)됨을 보였다. 면

역조직화학검사상 뇌 손상 부위에는 복합체의 이식으로 새로운 조

직으로 채워져 있고, 이식세포의 약 20%는 TUJ1
+
, 약 35%는 GFAP

+
, 

80% 이상은 Nestin
+
임을 보여, 일부 이식세포는 신경세포로 분화
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하여 신경돌기를 길게 신전하였으나, 대부분의 세포는 미분화 상

태에 있었고, 이식 2개월 후에는 이식세포 존재를 확인하기 어려웠

다. 따라서 이식세포는 면역억제제를 사용하여도 중증 저산소 허

혈 뇌 손상 부위에 이종이식(xenotransplantation)한 경우 장기간 생

존이 어렵고, hNSPCs-PGA 이식은 뇌 손상 부위를 감소시키며 새로

운 조직을 형성함에도 불구하고 이식세포가 분화하여 손상된 신경

세포를 재생/대체함에서는 한계를 보였다. 뇌 손상 부위에 hNSPCs-

PGA, PGA, hNSPCs 및 vehicle (대조군) 이식 8주 후 조직학적 검사

상 hNSPCs-PGA 이식한 경우만 유의하게 뇌경색증 범위의 감소함

을 보였고, 뇌 손상 부위에 새롭게 형성된 조직에서는 신생혈관형

성이 크게 촉진되고 숙주 혹은 이식세포에서 유래된 신경세포의 복

잡한 신경돌기들이 뇌 손상 주변 숙주 뇌 조직과 연결되어 보였다. 

따라서 hNSPCs-PGA 이식으로 새롭게 생성된 조직은 숙주 뇌 조직

에 통합되었고, 혈관생성인자와 신경돌기 및 축삭돌기 신전(neurite 

extension and axonal outgrowth) 유발인자들이 함께 작용하여 숙주 

뇌 조직과 밀접히 연관됨을 확인하였다. 실제로 뇌 손상 부위로 이

식된 hNSPCs-PGA가 숙주 뇌의 특정 부위와 신경연결을 이루는 것

을 확인하기 위하여 hNSPCs-PGA 이식 10주 후에 신경축삭돌기 추

적자(axonal tract tracer)인 biotinylated dextran amine conjugated 

with fluorescein (BDA-FITC)을 뇌 손상 반대쪽 정상 대뇌피질에 주

사하고 2주 이상 경과한 후 뇌 조직을 분석한 결과, fluorescein-착색

된 축삭돌기들이 정상 대뇌 반구의 피질, 대뇌 백질의 바깥섬유막

(external capsule), 뇌량 및 hNSPCs-PGA가 이식된 반대쪽 대뇌 반

구의 뇌 손상 부위로 연결됨을 보였다. 특히 뇌 손상 주변 대뇌피질 

부위에서 신경세포와 유사한 형태를 가진 세포의 세포체(cell body)

와 세포돌기(cellular processes)가 BDA-FITC로 염색됨을 확인하였

다. 그러나 PGA, hNSPCs 및 vehicle만 이식한 경우는 이러한 신경축

삭돌기의 연결형태를 확인할 수 없었다. 이상의 결과로 저산소 허혈 

뇌 손상 부위에 hNSPCs-PGA 복합체 이식은 일부 이식세포 혹은 숙

주 세포 유래 신경세포가 반대쪽 대뇌 반구의 목표 신경세포와 장거

리 신경연결망인 transcallosal projection을 형성하는데 중요한 역할

을 함을 보였다(Figure 1). 

저산소 허혈 뇌 손상 후에는 신경교질반흔(glial scar)이 형성되는

데 뇌 실질에 물리적/분자적 장벽(barrier)으로 작용하여 신경재생을 

방해한다. 특히 반응성 별아교세포(reactive astrocytes)는 교질반흔

의 중요한 구성요소 중 하나로 신경축삭돌기의 재생과 신경기능 회복

을 방해한다
79)

. 본 연구에서는 hNSPCs-PGA, PGA 및 vehicle을 각각 

저산소 허혈 뇌 손상 부위에 이식하고 8주 후 별아교세포의 표지자

인 GFAP 발현을 면역조직화학법으로 분석하였는데, hNSPCs-PGA 

이식한 경우 뇌경색증 주위 부분은 GFAP 염색이 크게 증가하였으

나 뇌 손상 중앙 부위, 즉 이식으로 새로운 조직이 형성된 부위에는 

GFAP가 거의 발현되지 않았다. PGA만 이식한 경우에도 뇌 손상 중

앙 부위에서 GFAP 발현이 감소함을 보였고, 반면에 vehicle을 이식

한 경우에는 뇌 손상 부위에 GFAP 발현이 크게 증가하였다. 따라서 

hNSPCs-PGA 및 PGA를 이식한 경우 뇌 손상 부위에 GFAP-발현 성

상 교세포의 침투가 크게 감소하여 신경교질반흔 형성이 감소됨을 

보였다. hNSPCs-PGA 이식이 뇌 손상 시 microglia/macrophage의 

반응에 미치는 영향을 알아보기 위하여 Iba1, CD68, CD86 및 CD206 

항체를 이용하여 면역조직화학적 분석을 시행하였는데, hNSPCs-

PGA 및 PGA를 이식한 경우 대조군에 비해 뇌 손상 중앙 부위에서 

Iba1, CD68 및 CD86 염색은 감소하였고 CD206 염색은 증가함을 보

였다. 따라서 뇌 손상 시 hNSPCs-PGA 및 PGA 이식은 손상 부위에 

microglia/macrophage 침투를 감소시키고 세포 분극을 M1 형에서 

M2 형으로 변화시켜 신경재생/복구에 도움이 되는 것으로 사료되

었다
56,57)

. 한편 hNSPCs-PGA 이식 8주 후 뇌 손상 부위에 새롭게 형

성된 조직에서 신생혈관생성 여부를 분석하기 위하여 CD31 항체

를 이용하여 염색한 결과, PGA 및 vehicle을 이식한 대조군과 비교

하여 CD31+ 신생혈관 수가 크게 증가하여 뇌 손상 부위에 hNSPCs-

PGA 이식은 인간 NSPC 생착을 위한 구조적 받침대를 제공할 뿐만 

아니라 신생혈관생성도 촉진하였다. 저산소 허혈 뇌 손상 부위에 

hNSPCs-PGA 이식이 모델동물의 신경학적 기능 및 운동기능에 미

치는 영향을 분석하였는데, hNSPCs-PGA 이식군은 이식 5, 7, 9 및 

11주 후 신경학적 검사상 vehicle 이식 대조군과 비교하여 유의한 운

동-감각기능 호전을 보였고, hNSPCs만 이식한 경우는 이식 5주때에

서만 대조군에 비해 기능이 호전되었으며, PGA만 이식한 경우는 대

조군과 비교하여 차이가 없었다. Accelerating rotarod 검사에서는 

hNSPCs-PGA 이식군은 이식 11주 후 대조군과 비교하여 유의한 운

동기능 호전을 보였고, PGA 및 hNSPCs을 이식한 경우는 차이가 없

었다. 따라서 저산소 허혈 뇌 손상 부위에 hNSPCs-PGA 이식은 비정

상적인 신경기능 장애를 유발함이 없이 운동-감각기능의 호전을 촉

진시켰다. 

신생아 중증 저산소 허혈 뇌 손상은 광범위한 조직 손상으로 뇌연

화증 혹은 대뇌 반구에 큰 뇌경색증 와동을 형성하여 모든 종류의 신

경세포들이 손상을 받고, 적절한 신경영양인자, 혈액공급 및 이웃한 

신경세포로부터 신경접합신호(synaptic input)들을 받지 못하며, 신

경원 및 교세포의 성숙장애와 신경연결망의 변형 등으로 인하여 신

경기능 및 행동의 장애를 유발한다
80-82)

. 따라서 중증 저산소 허혈 뇌 

손상 부위에 신경재생 효과가 우수한 NSPC를 이식하여도 단지 약

간의 구조적 및 기능적 호전을 보일 뿐이다. 본 연구에서는 임상적

용이 가능한 생분해성 고분자화합물 비계인 PGA와 세포변형을 유

발하지 않은 태아 뇌 유래 일차 인간 NSPC 복합체를 뇌 손상 부위에 

이식하였는데, 인간 NSPC와 PGA, 이식된 복합체와 숙주 뇌 조직 간 

상호작용에 의하여 신경재생 반응이 일어나 이식세포의 생존, 이주 

및 분화가 촉진되고, 신경돌기 및 신경축삭돌기의 신전이 촉진되며, 

뇌경색증 범위, 신경교질 반흔 형성 및 microglia/macrophage 침투

가 감소하고, microglia/macrophage 세포 분극이 변화하고, 신생혈
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관생성이 촉진되어 신경기능의 호전을 보였다. 이상의 연구 결과로 

hNSPCs-PGA 이식은 이식세포에 의한 직접적인 신경세포 재생 및 

이식세포와 숙주 신경세포와의 신경접합 형성 등으로 신경복구가 

일어나기 보다는 신경보호 효과, 신경가소성 향상, 항염증/면역제어

조절 및 혈관생성촉진 작용 등 복합양식(multimodal)으로 작용하여 

뇌 손상에 따른 이차 손상을 막고, 신경돌기 및 신경축삭돌기 신전이 

유도되는 것으로 보인다. 천연(natural) 혹은 합성 고분자화합물 비

계는 줄기세포의 운송 수단으로 사용될 뿐 아니라 뇌 손상 부위의 간

격을 연결하는 안내자 역할을 하고, 뇌 손상 부위의 미세환경을 변화

시켜 숙주 뇌 조직에 구조적으로 통합되어 기능적 재생을 유발한다

Figure 1. Transplantation (Tx) of human nucleus pulposus cell (hNPC)-poly (glycolic acid) (PGA) 
complexes into the infarction cavity of a hypoxic-ischemic (HI) brain injury. (A) Two weeks following 
Tx of the hNPC-PGA com plexes (an arrow) into the infarction cavity indicated by an asterisk; 
human nuclei (hNuc)+donor-derived cells (green) show robust engraftment within the injured 
area. The PGA fibers begin to biodegrade (green strands, arrowheads). (B-G) Some human neural 
stem/progenitor cell (hNSPC)+donor-derived cells (red in B, D, E, G) presented co-localization 
with neurofilament (NF) (blue arrows in B, C, D) with either extended neuronal processes (white 
arrows in C, D; n=15) or glial fibrillary acidic protein (GFAP) (white arrows in E, F, G; n=15). The PGA 
fibers are indicated by arrowheads in B-G. The tract tracer biotinylated dextran amine conjugated 
with fluorescein (BDA-FITC) was injected into the contralateral intact cortex at 10 weeks following 
implantation of the hNPC-PGA complex into the infarction cavity. Axonal projections were labeled 
in green with fluo rescein and can be visualized from the cerebral cortex as well as the external 
capsule (EC) of the intact hemisphere, projecting through the corpus callosum (CC) and toward the 
implantation site of the hNPC-PGA complex within the injured ipsilateral cortex and penumbra 
(H). Some BDA-FITC+anterograde-labeled processes from the neurons in the contralateral intact 
hemisphere were observed to sprout their axons toward the implantation site of the hNPC-PGA 
complex (H). The BDA-FITC+retrograde-labeled cell body and cellular processes of a neuron-like 
cell in the ipsilateral cortical penumbra indicated by an asterisk (in H) are well visualized at a higher 
magni fication (I). The data shown are representative images. Scale bars (A, H: 500 μm; B, E: 20 μm). 
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15,27,76,83-85)
. 더욱이 고분자화합물 비계의 세포외기질 성분들은 줄기

세포 표면의 수용체에 결합하여 비계와 세포의 부착, 줄기세포의 성

장, 이주, 분화 및 생존 등에 중요한 작용을 하고
86-89)

, 영양분 및 대사산

물을 확산시키며, 신경교질 반흔 형성을 방해하고, 신경영양인자 및 

혈관생성촉진인자들을 농축시키며, 신경돌기 및 신경축삭돌기의 신

전을 촉진시켜 손상된 신경연결망 복구를 유도한다. 또한 최근의 연

구에 의하면 electrospinning 방법으로 주사로 주입 가능하고 젤(gel)

과 같은 삼차원적인 구조의 nanofibers를 제작하여 인간 NSPC와 함

께 허혈성 뇌 손상 부위에 주사할 경우 줄기세포의 ‘stemness’와 생

존율을 향상시켜 치료효과를 상승시킴이 보고되었다
77)

. 

따라서 향후 중추신경계 조직과 유사한 기계적 특성과 인간 NSPC 

이식에 적합한 리간드(ligand)를 발현하며, 적절한 신경영양인자를 

분리시키고 조직재생 능력을 촉진시키며, 염증반응을 효과적으로 

조절할 수 있는 우수한 생체재료를 개발하고, 뇌 손상 시 병리적 미

세환경을 변화시키는 물질을 발현하는 인간 NSPC와 함께 복합적으

로 사용할 경우 보다 효과적으로 저산소 허혈 뇌 손상을 치료할 수 

있을 것으로 사료된다. 

저산소 허혈 뇌 손상에서 자성 나노입자를 이용
한 인간 신경줄기세포의 이주 및 분화 유도

저산소 허혈 뇌 손상에서 줄기세포 이식 치료효과를 높이고 부작

용 발생을 줄이기 위해서는 이식된 기능성 줄기세포의 뇌 손상 부위

로의 정확한 이주가 중요한데
22,90)

, 세포의 유전자 변형 혹은 전 처치 

등을 통하여 화학유인물질(chemoattractant)에 대한 수용체를 과발

현시켜 세포 이주를 촉진한 경우 이주 효율은 높지 않았고
91-93)

, 화학

유도물질을 목표 부위에 직접 주입한 경우는 화학유도물질 자체가 

주입된 부위뿐만 아니라 생체 내 다른 부위에도 존재하는 내인성 물

질이어서 정확한 부위로 세포 이주를 유도하기가 쉽지 않았다
94,95)

. 

그러나 자석을 사용하여 세포를 자성 표적화(magnetic targeting)하

는 경우는 위의 문제점을 극복할 수 있는데, 자기장(magnetic field)

은 생직교(bioorthogonal; 생화학적 과정에서 다른 생체 분자와는 

반응하지 않고, 원하는 분자와만 선택적으로 결합하는 성질)하여 생

체 내 고유한 생화학적 반응을 간섭하지 않고 세포 이주를 조절할 

수 있기 때문이다
96)

. 즉, MNPs로 표시된 세포는 높은 자기장 기울기

(gradient) 쪽으로 기계적으로 끌려가게 된다
97-100)

. 세포가 조직 내에

서 이동하려면 세포 내 MNPs는 세포 주위의 기질 및 마찰력 등의 입

체적 장벽(steric barrier)을 극복할 수 있는 충분한 기계적 힘을 발휘

할 수 있어야 하는데, 일반적인 페라이트(ferrite; 산화철을 한 성분으

로 하는 복합 산화물 및 그 유도체) MNPs는 큰 힘을 발휘하기가 쉽지 

않고 특히, 자기장 기울기는 외부 자석으로부터의 거리가 멀수록 감소

하기 때문에 신체 깊숙한 곳에 존재하는 세포들은 낮은 자기력을 받

게 된다. 따라서 세포의 자성 표적화에 관한 연구는 고형 조직(solid 

tissue)에서보다는 주로 혈액, 뇌척수액, 안구의 유리 겔(vitreous 

gel) 및 연골의 활액(synovial fluid)과 같은 액체 조직(liquid tissue) 

환경에서 이루어졌고
97-101)

, 고형 조직에서 세포를 자성 표적화하려

면 강한 기계적 힘을 발휘하는 MNPs를 사용하는 것이 중요하다. 

본 연구에서는 원격으로 외부 자기장을 이용하여 비침투적 방

법으로 고형 조직인 뇌에서 인간 NSPC의 세포 이주를 조절하는 자

성 표적화 가능 여부를 실험하였는데, 먼저 충분한 기계적인 힘

을 발휘하여 고형 조직 내에서도 세포를 이동시킬 수 있는 15 nm 

크기의 ZnMNPs (Zn0.4Fe2.6O4)를 개발하였고, ZnMNPs는 1 Tesla 

(T) 외부 자기장 하에서 161 emu/g (metal)의 포화 자화(saturation 

magneti zation)에 도달하여 일반적으로 상업용으로 사용하는 페라

이트 MNPs (Feridex, TaeJoon Pharm, Seoul, Korea)의 포화 자화보

다 약 2.5배 이상 커서 보다 강한 기계적 힘으로 조직 내에서 세포

를 끌어당길 수 있음을 보여주었다
101)

. 인간 NSPC에 ZnMNPs를 형

질 이입(transfection)하기 위하여 ZnMNPs를 poly-L-lysine에 배양 

후 줄기세포에 첨가하니 ZnMNPs는 세포 내로 이입(endocytosis)

되어 약 90% 이상의 세포들이 ZnMNPs로 표시되었고, 세포 내 엔도

솜(endosomes)에 위치함을 보였다. 시험관 내에서 세포의 자성 타

겟팅 능력을 평가하기 위하여 ZnMNPs가 형질 이입된 인간 NSPC 

(ZnMNPs-hNSPCs)와 대조군인 15 nm Fe3O4 MNPs가 형질 이입

된 인간 NSPC (MNPs-hNSPCs), Feridex가 형질 이입된 인간 NSPC 

(Feridex-hNSPCs) 및 MNP로 표시되지 않은 hNSPCs를 실제 뇌 조직

과 유사한 밀도를 가지는 agarose gel로 채워진 capillary tube의 한

쪽 끝에 놓고, 반대편 끝에는 1 T 네오디뮴(neodymium, NdFeB) 자

석을 배치한 후 시간에 따른 세포의 이동 거리와 속도를 측정하였

는데, ZnMNPs-hNSPCs가 가장 빠른 속도로 멀리 움직였고, MNPs-

hNSPCs와 Feridex-hNSPCs는 천천히 짧은 거리를 이동하였으며, 

hNSPCs는 거의 움직이지 않았다. 따라서 인간 NSPC의 자성 표적화 

능력을 높이고 뇌 속에서 세포 이주를 조절하기 위해서는 높은 자기 

모멘트(magnetic moment)를 가지는 ZnMNPs를 사용함이 필수적이

었다. 

실제 쥐의 뇌 속에서 ZnMNPs-hNSPCs의 자성 표적화 정도를 시험

하기 위하여 ZnMNPs-hNSPCs를 직접 측 뇌실(lateral ventricle) 내로 

이식하고 5일 후 이식세포의 이주 경로를 조사한 결과, 이식세포는 

측 뇌실 및 뇌실 하 영역(subventricular zone)에서 rostral migratory 

stream (RMS)을 따라 쥐의 후구(olfactory bulb)로 이동하였고, 또한 

뇌량을 따라 대뇌 백질의 바깥섬유막으로 이주함이 관찰되었다. 일

반적으로 뇌실 하 영역에 존재하는 내인성 NSPC는 뇌의 시공간 신

호(spatiotemporal signal)에 반응하여 RMS, 후구, 뇌량 및 뇌 백질 부

위로 이주하는데
102)

, 상기 실험 결과로 ZnMNPs-hNSPCs를 뇌 이식

할 경우 생체 내 내인성 NSPC와 동일한 본태성 세포 이주 능력을 보

유하고 있음을 나타냈다. 반면에 ZnMNPs-hNSPCs를 측 뇌실에 이
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식하고 쥐의 머리 부위에 1 T 네오디뮴 외부 자석을 부착하여 자기

장을 걸어준 경우, 이식세포는 측 뇌실 부위에서 외부 자석이 위치

한 대뇌피질 및 피질 하 영역(subcortex)으로 이주함을 보였다. 대

조군 MNPs-hNSPCs를 측 뇌실 부위에 이식하고 외부 자석을 부착

한 경우, 이식세포는 주로 이식 부위에 존재하고 일부 세포는 대뇌

피질 하 영역의 하부에 도달함을 보였다. 따라서 쥐의 뇌 속에서 이

식된 ZnMNPs-hNSPCs는 사용자가 원하는 방향으로 세포 이주를 유

도하여 자성 표적화가 가능함을 보였다
101)

. 또한 ZnMNPs-hNSPCs

의 자성 표적화 능력을 정상 뇌 조직 환경뿐만 아니라 중대뇌동맥 폐

색(middle cerebral artery occlusion) 유도 뇌졸중 모델에서도 적용

하여 보았는데, 뇌졸중 시 혈관-뇌 장벽의 일시적 붕괴로 인하여 투

과성이 증가하므로
103)

 오른쪽 중대뇌동맥 폐쇄하여 뇌졸중을 유도

하고 1 T 네오디뮴 외부 자석을 쥐의 머리에 부착하였다. 24시간 후 

ZnMNPs-hNSPCs을 오른쪽 내경동맥(internal carotid artery)에 주입

하고 주입 전, 주입 1일 및 3주 후 뇌 MRI 검사와 면역조직화학법검

사를 실시한 결과, 이식세포는 혈관으로부터 뇌의 복측으로 들어가

서 외부 자석 부착 방향으로 이동하여 뇌 손상 중심 부위, 뇌경색증 

주위 대뇌피질, 선조체 및 대뇌 백질의 바깥섬유막 부위로 이동함을 

보였다. 반면, 대조군에서는 외부 자석을 부착하지 않고 같은 수의 

ZnMNPs-hNSPCs을 내경동맥에 주입하였는데, 상기와 같은 세포 이

주를 관찰할 수 없었다. 또한 BLI 기법으로 생체 내 살아있는 이식세

포의 생착률을 비교한 결과 실험군은 대조군에 비해 약 60배 뇌 손상 

부위에 생착률이 증가하여 혈관을 통하여 비침습적 방법으로 세포

를 이식하여도 직접 뇌 손상 부위로 이식한 경우와 유사한 세포 생착

률을 보였다. 

ZnMNPs-hNSPCs은 세포 이주 및 이동이 촉진되었을 뿐만 아니

라 세포분화 조건 하에서 신경세포로의 분화도 촉진되었는데, 시험

관 내에서 대조군 MNPs-hNSPCs 및 hNSPCs과 비교하여 신경세포의 

표지자인 TUJ1
+
 및 MAP2

+
 세포의 비율은 크게 증가하였고, Nestin

+
 

및 GFAP
+
 세포의 비율은 유의하게 감소하였으며, 신경세포로의 분

화를 유발하는 전사인자인 NEUROG2의 발현도 크게 증가함을 보였

다. ZnMNPs-hNSPCs를 정상 뇌뿐만 아니라 뇌졸중 뇌에 이식한 경

우도 상기 대조군에 비해 TUJ1 발현이 약 4배 정도 증가하였고, NGF 

및 NTF3 발현도 대조군과 비교하여 약 2.5배 및 2.2배 증가함을 보

였다. 따라서 ZnMNPs가 형질 이입된 인간 NSPC는 신경세포로의 분

화가 촉진되고 신경영양인자의 발현도 크게 증가하였다. 세포분화 

기전을 연구하기 위하여 ZnMNPs-hNSPCs에 Wnt 신호전달경로 차

단제인 Dikkopf1 (DKK1)을 처리하니 신경세포로의 분화와 신경영

양인자 발현이 유의하게 감소하였다. Western blot 및 quantitative 

polymerase chain reaction 검사 결과 ZnMNPs-hNSPCs와 DKK1-

treated ZnMNPs-hNSPCs은 Wnt 신호전달경로의 upstream인 zinc 

finger 전사인자인 ZIC1 및 ZIC2는 증가되어 있었고, Wnt 신호전달 

리간드인 WNT1 및 WNT3a도 증가함을 보였다. 그러나 ZnMNPs-

hNSPCs은 Wnt 신호전달경로의 downstream인 β-catenin 및 axis 

inhibition protein 2 (AXIN2) 발현도 증가하였지만, DKK1-treated 

ZnMNPs-hNSPCs은 상기 분자 발현이 증가하지 않았다. 따라서 

ZnMNPs는 zinc 매개 Wnt 신호전달경로를 활성화시켜 인간 NSPC의 

신경세포로의 분화와 신경영양인자 분비를 촉진시킴을 확인하였다. 

뇌졸중 모델에서 ZnMNPs-hNSPCs를 내경동맥을 통하여 주입하

고 외부 자석으로 자성 표적화하였을 때 신경기능에 미치는 영향을 

분석하기 위하여 세포 주입 3주 후 asymmetric cylinder 검사를 실

시하였는데, vehicle 및 hNSPCs를 주입한 대조군과 비교하여 앞발

의 운동기능이 유의하게 회복되었고, 면역조직화학검사상 이식된 

ZnMNPs-hNSPCs는 신경세포로 분화하고 뇌 손상 주위 숙주 뇌세포

와 신경접합을 형성하여 숙주 뇌 조직에 통합됨을 확인하였다
101)

. 

이상의 연구 결과로 강력한 자기 모멘트를 가지는 ZnMNPs는 중

추신경계와 같은 고형 조직 환경에서 비침습적으로 세포를 자성 타

겟팅하여 원하는 방향으로 이주를 가능케 하였으며, 인간 NSPC에 

쉽게 형질 이입되어 신경세포로의 분화와 신경영양인자의 분비를 

촉진시켜 뇌 손상 부위에 비침습적 방법으로 주입되었을 때 효과적

으로 신경기능 개선을 유도하였고, 뇌 MRI 검사 등으로 생체 내 이

식세포의 이주, 생착 등의 행동을 영상화하여 추적 가능케 한다. 따

라서 나노공학적 융합연구를 통하여 ZnMNPs가 형질 이입된 인간 

NSPC 이식은 향후 다양한 퇴행성 신경계질환에 대한 세포치료 시 

치료적 유효성을 획기적으로 개선시키는 기반 연구가 될 것이다.

 

저산소 허혈 뇌 손상에 치료적 유효성이 향상된 
기능성 인간 신경줄기세포 기반 세포치료법 개
발 요약 

신경발달 관련 전사인자인 NEUROG2-hNSPC를 저산소 허혈 뇌 

손상 부위에 이식한 경우, 이식세포는 주로 신경세포로 분화하고 다

양한 신경영양인자들을 활발히 분비하여 뇌 손상 부위의 병리적 미

세환경을 변화시켜, 신경세포의 생존 및 신경가소성을 현저히 증가

시키고 신경기능 회복이 크게 촉진되었으며, 대표적인 항염증 싸이

토카인인 IL-10 발현 인간 NSPC를 뇌 손상 부위에 이식한 경우, 항염

증/면역조절, 신경보호 및 혈관생성 작용 등 다양한 기전으로 신경

재생 및 복구를 유발하여 향후 신생아 저산소 허혈 뇌 손상 환아에서 

인간 NSPC 기반 세포-유전자 치료 적용 시 치료적 유효성을 크게 향

상시킬 것으로 기대된다. 또한 인간 NSPC에 TNF-α를 전 처치할 경

우 NF-κB 신호전달을 통하여 cIAP2 유전자 발현이 증가하여 뇌 손

상 부위에 이식된 세포 생존율이 증가하고, 역시 NF-κB 신호전달을 

통하여 CXCL1 유전자 발현이 증가하여 항염증 작용에 의한 신경보

호 효과를 보이며, TNF-α 전 처치 인간 NSPC를 뇌 손상 부위에 이식

한 경우 뇌경색증 범위의 감소와 신경기능 개선을 보였다. 중증 저
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산소 허혈 뇌 손상은 광범위한 조직 손상으로 모든 종류의 신경세

포들이 손상을 받고, 적절한 신경영양인자, 혈액공급 및 이웃한 신

경세포로부터 신경접합신호를 받지 못하기 때문에 신경재생 효과

가 우수한 신경줄기세포를 이식하여도 단지 약간의 구조적 및 기능

적 호전을 보이는 한계가 있다. 따라서, 임상적용이 가능한 생분해

성 고분자화합물 비계인 PGA와 인간 NSPC 복합체를 뇌 손상 부위

에 이식한 경우, 줄기세포와 PGA 및 이식된 복합체와 숙주 뇌 조직 

간에 상호작용에 의하여 신경재생 반응이 일어나 이식세포의 생존, 

이주 및 분화가 촉진되고, 신경돌기 및 축삭돌기의 신전이 촉진되

며, 뇌경색증 범위, 신경교질 반흔 형성 및 microglia/macrophage 침

투가 감소하고, microglia/macrophage 세포 분극이 변화하고, 신생

혈관생성이 촉진되어 신경기능의 호전을 보였다. 한편 강력한 자기 

모멘트를 가지는 ZnMNPs를 형질 이입한 인간 NSPC는 뇌와 같은 고

형 조직 환경에서 비침습적으로 세포를 자성 표적화하여 원하는 방

향으로 이주를 가능케 하였으며, 신경세포로의 분화와 신경영양인

자의 분비를 촉진시켜 뇌 손상 부위에 비침습적 방법으로 주입되었

을 때 효과적으로 신경기능 개선을 유도하였고, 뇌 MRI 검사 등으로 

생체 내 이식세포의 이주, 생착 등의 행동을 영상화하여 추적 가능케 

하였다. 따라서 나노공학적 융합연구를 통하여 ZnMNPs가 형질 이

입된 인간 NSPC 이식은 향후 다양한 퇴행성 신경계질환에 대한 세

포치료 시 치료적 유효성을 획기적으로 개선시키는 기반 연구가 될 

것이다.

결론 

신생아 저산소 허혈 뇌 손상은 높은 사망률과 신경발달학적 후유

증을 남기지만 현재까지 많은 연구가 진행되어 왔음에도 불구하고 

저체온증 유도 시 제한적 신경보호 효과 외에는 특별한 치료법이 없

다. NSPC는 미분화 상태로 계속 증식하는 자가갱신을 보이고, 한 개

의 줄기세포로부터 다양한 신경원 및 교세포로 분화하는 분화의 다

능성을 보이는 세포로 정의한다. 신생아 저산소성 허혈성 뇌 손상 

동물 모델에 인간 NSPC를 이식한 경우 이식세포는 뇌 손상 부위에 

생착하고 광범위하게 이주하여 신경원 및 교세포로 분화하고, 다양

한 신경전달물질을 발현하며, 숙주 신경세포와 신경접합을 형성하

여 신경기능의 호전을 보였고, 비정상적인 신경행동 소견이나 뇌종

양 형성 등은 보이지 않았다. 그러나 NSPC를 뇌 손상 부위에 이식한 

경우 이식세포의 생착, 생존 및 통합률이 불량하고, 특이 신경세포

로의 분화가 잘 안 되거나 주로 신경교세포로 분화하며, 해부학적/

기능적으로 정밀한 신경연결망 형성도 이루어지지 않아 현재로는 

NSPC 이식 치료효과가 제한적이다. 따라서 치료적 유효성이 획기

적으로 개선된 기능성 NSPC를 개발하기 위하여 줄기세포 치료 기전 

연구와 유전공학, 조직공학 및 나노공학적 융복합 연구를 통한 차세

대 세포치료법 개발이 필요한데, 본 종설에서는 그동안 융복합 연구

를 통해 치료적 유효성이 향상된 인간 NSPC 기반 차세대 세포치료

법 개발 결과를 약술하였다. 
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