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Ⅰ 서론

 소장은 십이지장(Duodenum), 공장 (Jejunum) 및 회

장 (Ileum)으로 이뤄지며 체내에 필요한 영양소를

흡수하는 중요한 소화기관이다. 소장에는 장선

(Intestinal crypt)라고 불리는 영역이 존재하며, 이
영역은 소장의 재생 및 항상성 유지를 담당하고 있

다. 소장 오가노이드 확립에 대한 연구는 포유류에

서 활발하게 이루어 졌지만, 축산 분야의 가축 유

래 소장 오가노이드 연구는 미흡한 실정이다. 최근
국립축산과학원은 한우의 소장 오가노이드 배양을

성공적으로 확립하였다[1]. 본 연구에서는 한우의

소장 오가노이드에 대한 효과적인 분화능을 평가하

고, 실질적인 적용을 위한 Apical-out 형태의 장 오

가노이드를 제작하고자 실험을 진행하였다. 

 WNT 신호전달체계는 장 성체줄기세포의 자가

재생에 매우 중요하며, WNT 신호전달체계의 활

성화는 장 오가노이드의 기능 및 항상성을 유지

한다[2, 3]. 일반적으로 WNT 신호전달체계의 활성

화는 WNT 리간드가 LGR5/6와 Frizzled(FZD)에 결

합하면 Glycogen synthase kinase 3(GSK3)의 활성이

저해되어 β-Cartenin 인산화가 억제된다. 즉 세포질

내에 β-Cartenin 수준이 증가하고, 이들이 핵내로 이

동하며 시작된다[4, 5, 6].
 본 연구에서 형성된 한우 소장 오가노이드에 대해

WNT 활성제(CHIR99021)의 농도를 설정하고, 장 상

피세포의 분화능을 극대화 시키는 효율적인 방법을

제시하며, 추가적으로 매트리겔이 제거된 3차원 배

양을 통해 Apical-out 구조의 소장 오가노이드를

제작하고자 한다. 
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요 약
체외에서 3차원 배양을 통해 형성된 오가노이드는 생체의 조직과 유사성으로 인해 중요한 모델 시스

템으로 고려되고 있다. 최근 한우의 소장 조직에서 장 성체줄기세포를 포함하는 장선(Intestinal crypt)

를 분리하여 매트릭스 기반 3차원 배양을 통해 확립된 소장 오가노이드 개발이 보고되었다. 하지만

매트리겔 기반에서 형성된 소장 오가노이드는 basal-out 구조로 인해 다양한 목적의 실질적 응용에

어려움이 존재한다. 본 연구는 장 상피세포에서 바이러스-숙주 상호작용을 위한 질병모델링 및 사료
효율 분석에 적용될 소장 오가노이드의 미니장기 형성능을 극대화 하고, Apical-out 구조의 차세대

오가노이드 확립을 목표로 한다. 첫째, WNT 신호전달체계 조절을 통해 소장 오가노이드의 성장을 빠

르게 유도할 있는 방법이 체계적으로 연구되었다. WNT 활성제(CHIR99021)의 설정된 농도를 처리하
면 정상적인 과정을 거쳐 형성된 장 상피세포의 분화 효율을 극대화 시킬 수 있다. 둘째, 소장 오가노

이드 배양에서 매트리겔을 제거하면 basal-out 구조에서 Apical-out 구조로 변화하는 것을 확인하였

으며, 지속배양 되었다. 이러한 결과는 소장 오가노이드의 효과적인 생산 방법을 제시하고, 실질적인
응용 연구에 사용될 무한한 가능성을 나타낸다. 결과적으로 질병모델링과 같은 다양한 목적으로 소장

오가노이드의 사용을 촉진될 것이다. 
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Ⅱ 재료 및 방법 

2.1 한우 소장 오가노이드의 3차원 배양
 한우 소장 오가노이드는 매트리겔 기반 3차원 배양

을 통해 배양되었으며, 계대배양은 매트리겔 돔 안

에 오가노이드 100-150개 포함시킨 후 오가노이드

전용 배양액을 첨가한다. 소장 오가노이드는 37℃, 
5% 이산화탄소 농도의 조건에서 배양하였다.   

2.2 WNT 활성제(CHIR99021)의 농도 설정
 WNT 활성제(CHIR99021)의 농도 설정을 위한 예비

실험을 진행하였다. 최종적으로 설정된 농도(1μM)을
소장 오가노이드에 처리하였으며, 오가노이드의 성

장 변화를 매일 관찰하였다.  

2.3 형태학적 분류 및 유전자 발현 분석
 대조군과 처리군(1μM)의 소장 오가노이드에 대해

성장 변화 확인 및 형태학적 분류를 수행하였다. 또
한 대조군의 6일차 소장 오가노이드과 처리군 3일차
의 소장 오가노이드간 유전자 발현 분석을 수행하였

다.  

2.4 Apical-out 형태의 소장 오가노이드 제작
 소장 오가노이드를 계대배양 할 때 매트리겔을 제

거한 후 오가노이드 회수 용액을 10분간 처리한다. 
원심분리(1200 rpm, 5min) 후 회수된 오가노이드는

매트리겔 돔 형성 없이 배양하였다.  

Ⅲ 결과

3.1 한우 소장 오가노이드의 형태학적 분류

 대조군과 처리군의 소장 오가노이드로부터 형태학

적으로 분류를 통해 성장 효율을 측정하였다. 대조
군은 WNT 활성제 처리군과 비교했을 때 성장속도

가 느렸으며, 배양 6일차에 Branched 형태의 소장 오

가노이드가 증가하였다. 반면에, 처리군은 대조군과

비교했을 때 배양 3일차에 Branched 형태가 유의적

으로 많이 나타났다. 이상의 결과로부터 WNT 활성
제(CHIR990021, 1μM)을 처리하면 배양 3일차에 소

장 오가노이드의 미니장기 형성능이 극대화 되는 것

을 확인 할 수 있었다.  
 

[Fig. 1] 배양에 따른 한우 소장 오가노이드의 형태학적 분류 기준. 
소장 오가노이드는 Spherical, Stomatocyte, Budded, Branched 형
태를 거치며 분화 및 성장이 이루어졌다. 

[Fig. 2] 소장 오가노이드의 형태학적 기준에 근거하여 대조군(C)과
WNT 활성제 처리군(E)의 배양에 따른 비교 분석. 처리군은 대조군
과 비교했을 때 배양 3일차에 Branched 형태가 유의적으로 많이 나
타냈다.    

3.2 실시간 중합효소연쇄반응

 한우 소장 오가노이드의 형태학적 분류에 근거

해 대조군 6일차와 처리군 3일차간 샘플에 대해

유전자 발현 분석을 수행하였다. 결과로부터
LGR5 및 SOX9 유전자는 처리군 3일차 샘플에서

대조군 6일차 샘플에 비해 유의적인 발현 차이를

나타냈으며, 반면 장 상피세포 주요 유전자인

E-cadherin, Chromogranin A 등 다수의 유전자는 비슷한
수준의 발현 패턴을 나타냈다. 이러한 결과에 근거해

WNT 활성제 처리는 소장 오가노이드의 성장을 가속화
시키는 것을 확인할 수 있었으며, 오가노이드의 미니장
기 분화능이 향상되는 것이 관찰되었다.  
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[Fig. 3] 대조군 6일차 및 처리군 3일차간 유전자 발현 분석. 장 상피
세포 주요 유전자인 E-cadherin, Chromogranin A 등 다수의 유전자는
비슷한 수준의 발현 패턴을 나타냈다. 

3.3 Apical-out 형태의 소장 오가노이드 제작
 Apical-out 형태의 소장 오가노이드 제작을 위한 실험

을 진행하였다. 매트리겔 돔 없이 배양한 소장 오가노
이드는 배양 3일차에 Apical-out 형태의 구조를 확인하
였다. Apical-out 형태의 소장 오가노이드는 Basal-out 
오가노이드와 비교했을 때 원형의 모습을 나타내며, 
성장하면서 표면에 주름진 모양을 관찰 할 수 있었다.

[Fig. 4] 매트리겔 돔 형성 없이 배양한 소장 오가노이드는 배양 3일
차에 Apical-out 형태를 나타낸다. Apical-out 형태의 소장 오가노이
드는 원형의 모습을 나타내며, 성장하면서 표면에 주름진 모양을 관
찰할 수 있었다. 
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