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국문요약

배경 및 목적 : 간세포암 연구를 위해 연구 플랫폼에는 2차원 세포주 배양법, 3차원 배

양법, spheroid,  patient-derived xenograft (PDX) 그리고 오가노이드가 있다. 각각의 연구

방법에는 특성 및장단점이 있다. 연구자는 50 개체수의 간세포암 PDX 모델을 형성하

여 연구를 진행하고 있으나, 개체 수를 유지하고생존 시키기 위해선막대한 비용이 든

다. 이러한 PDX 모델을 대체하기위해 오가노이드를 개발하고자 하였다.

방법 : 간세포암 오가노이드 모델을 형성하기위해 Hanging drop 방식과, low-binding 

plate 2가지 방법을 이용하였다. 1차 간조직과 세포 외 기질을 배합하여 오가노이드를

형성하였고, 오가노이드 형성 과정을 관찰하고 비교하였다.  오가노이드의 각종

biomarker 발현을확인하였다. 개발한오가노이드를동결보존하여생존을확인하였다.

간세포암 PDX에서부터 채취한 조직으로 오가노이드를 형성하였다. 또한 형성된 오가

노이드를 이용하여이종이식을통해 마우스에서 PDX를 만들었다.

결과 : 정상간 조직오가노이드및 간세포암 오가노이드를 성공적으로 개발할수 있었

다. 상호 호환성 확인을 위해, 5세트의 간세포암 PDX로부터 조직을 채취하여 Haning 

drop방식및 low-binding plate 방법을이용하여오가노이드를형성할수있었으며, 두방

법 모두 효율적이었다. 형성된 오가노이드를 이용하여 cisplatin을 이용하여 약물 스크

리닝시험을시행하여연구플랫폼으로서의적합성을확인하였다. 또한형성된오가노

이드를 이용하여 alpha-fetoprotein, keratin 등의 간세포암 biomarker 발현을 확인하였다.

간세포암 오가노이드로부터 세포를 추출하여 이종이식을 통해 다시 성공적으로 간세

포암 PDX를형성할수있었다. 간세포암오가노이드를영하 150℃액체질소에보존한

뒤 1개월후녹인 후세포활성도가 잘유지됨을 확인하였다.
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결론 : 이번 연구를통해 1차조직에서유래된 인간간세포암 오가노이드 및정상 간조

직 오가노이드를 개발할 수 있었다. 또한 기존 플랫폼들과 상호호환성 및 보존성을 확

인 할수있었다. 간세포암의오가노이드는향후개인 맞춤형의학치료및연구에새로

운 플랫폼으로 적합할 것이다.
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서론

2차원 세포주 배양법은 세포가 유래한 위치 본연의 성질과 조직 단위의 특성

을 재현하기 힘들다는 애로 사항이 있으며, 또한 동물실험 모델은 인체와 유전

적, 생물학적 특성면에서 다르기 때문에 약물 시험 반응의 신뢰성에 한계가 있

다. 그 대안으로 최근 많은 임상연구에서는 환자 유래 이종이식 모델(patient-

derived xenograft; PDX)이 활용 되고 있다. 그러나 PDX는 유지 관리 비용이 많이

들고 모델 자체를 동결 보존하기 어렵다는 점, 그리고 조작이 용이하지 않다는

단점 등이 있어, 대규모 약물 스크리닝에는 부적합하다. 2차원 세포 배양, 3차

원 배양, 실험 동물 모델 등 기존 방법에서 발생하는 다양한 문제점을 해결하는

방안으로, 최근에는 이와 같은 문제점을 보완한 새로운 약물 스크리닝 플랫폼으

로서 오가노이드가 주목받고 있다.

'오가노이드(organoid)'라는 용어는 역사적으로, 1차 조직(조직 하위 단위 또

는 단일 세포), 배아 줄기세포(embryonic stem cell, ESC) 및 유도만능줄기세포

(induced pleuripotent stem cell, iPSC), 세포주(cell line), 그리고 여러 조직 유형들로

구성된 장기 외식편(explant)과 같은 전체 또는 분절된 기관에서 비롯된 모든 3차

원 기관형 배양체(organotypic culture)를 포함하여 일컫는 용어이다.1-2 한스 클레

버스 박사 연구팀에서 최초로 장 오가노이드를 확립한 이후 뇌, 위, 췌장, 폐,

간, 혀 등 여러 장기와 장기 연관 연부조직에 이르는 다양한 오가노이드가 구축
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되었다.3-4 다양한 암 환자의 조직 및 순환종양세포로부터 환자 별 특성이 보존된

암 오가노이드가 배양되었다.5-7 오가노이드는 1차 조직, ESC 또는 iPSC에서 파생

되어 나온 것으로, 자가 재생과 자가 조직화(self-organization)가 가능하며 본래

조직과 같은 기능을 하는 생체 외 3차원 세포 클러스터(3D cellular cluster)로 정의

한다. 대부분의 오가노이드 조직은 생체 내 조직에 있는 간 충직세포, 기질세포, 

면역세포, 신경세포들을 포함하고 있지 않기 때문에, 인체 조직의 구조와 유사

하게 만들기 위해 인공적인 세포외 기질(extracellular matrix)를 사용한다.8-10

오가노이드는 무제한으로 증식할 수 있고 그 자체로 바이오 뱅크(biobank)로

동결 보존할 수 있으며, 전통적인 2D 단층 배양법과 유사한 기술을 사용하여 쉽

게 조작할 수 있는 장점을 가진다. 1차 조직 유래 오가노이드에는 간 충직세포/

기질세포가 없기 때문에 국소 미세환경으로부터 받는 영향을 제거할 수 있는 장

점도 가진다. 또한 오가노이드는 2D 단층 배양 모델보다 생리학적으로 비슷하고, 

생체 내 모델보다 주변 미세환경 구성요소(niche component), 신호 전달 경로 및

유전체 조작에 훨씬 더 간편하기 때문에 전통적인 2D 배양과 생체 내 마우스/인

간 모델 사이의 중요한 다리 역할을 할 수 있다. 

이에 이 연구에서는 인간의 정상 간조직과 간세포암 조직을 이용하여 새로운

항암제 스크리닝과 개인 맞춤형 의학 치료의 새로운 장을 여는 전임상 오가노이

드 모델을 개발하고자 하였다. 
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연구방법

1. 정상간세포 및간세포암 조직을 이용한 오가노이드 모델 형성

(1) 인체유래 간세포암을 이용한 PDX 모델의구축 및일차 배양의확립

환자 유래의 간세포암 조직을 면역력이 감소된 SCID 마우스에 이식하여

자라게 하는 PDX 모델을 완성하고 각 PDX의 분자적／조직학적 특성을

파악하였다. 

① 환자의 간세포암 조직 0.2~0.3g 을 면역기능이 저하되어 있는 NOD-SCID 마우스

피하조직에이식한다. 종양생성유무를확인후마우스로부터간세포암조직을떼어종

양의 크기 및 무게 등을 측정하고 일부는 NOD-SCID 마우스에 재 이식하였다.    

(Figure 1)
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Figure 1. 환자유래간세포암의 NOD-SCID 마우스에 이종이식및종양분리.
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② PDX를 SCID mouse에 재 이식하여 다시 자라는 것을 확인하고 다수의 조직을

DMSO-FBS freezing media에 보관하여환자유래암조직을 안정적으로보존한다.

(2) 간세포암 PDX 모델 유래의 primary culture cell 확보

간세포암의 신약 개발을 위하여 PDX 세포를 이용하여 primary culture를 수행하였고, 

Figure 2 와 같은 간암 1차배양세포주를확보하였다.
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Figure 2. 인체로부터 1차 조직을채취하여 1차배아세포주확보.
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(3) 인간의 간세포암 1차 조직을활용하여 오가노이드 모델관련 설계를완성

○1 정상간및간세포암오가노이드모델은 1차간세포조직과혈관내피세포, 섬유소세

포 및 성상세포를 모두 혹은 일부를 각각 일정한 비율로 섞어서 다세포 종양 오가노이

드 모델을확립하였다. (Figure 3)
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Figure 3. 1차조직으로부터다세포 오가노이드모델 확립.
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○2 HCC 1차조직을가지고각 1개씩 Hanging drop 방식과 Low-binding plate를사용하여

오가노이드를구축하였다 (Figure 4).

A. Hanging drop 방식

1차 조직과 기질세포를 섞어서 HAM 배지에 suspension한 뒤 3D hanging-drop plate 

system (In Sphero, 3D Biomatrix)을 사용하여 30 ul씩 점을 찍듯이 petridish에 seeding한

후 7일간 petridish를 뒤집은 채로 incubator에서 배양하였다.

B. Low-binding plate를 사용

1차 조직과 기질세포를 섞어서 HAM 배지에 suspension한 후 low binding 96 well plate 

(Corning)에 한 well 당 5,000개의 세포가 들어가도록 분주한 후 잠시 원심 분리하여 중

앙에 오가노이드가형성될수 있도록 배양기에서키웠다.
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Figure 4. 1차조직을 이용하여 Hanging-drop 방식, Low-biding plate를 사용하여 오가노

이드 구축.
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(4) 구축한오가노이드를배양하면서관찰

배양배지는 FBS를 포함한 RPMI 배지와 FBS가 없는 stem cell 배지인 HAM 배지를 사

용하여 spheroid 성장속도와분화에미치는영향들을파악하였고 10일정도오가노이드

형성을 관찰및기록하며현미경으로 각각 사진을찍어 크기를측정하였다.

2. 구축된 정상 간및 간세포암조직의 오가노이드모델에서 상동성 조사

1) 간세포암오가노이드모델에서원조직과상동성을분석하기위하여 Quantitative real-

time polymerase chain reaction (qRT-PCR)을시행하였다. 단층배양 1차세포조직과오가

노이드 모델에서 Total RNA를 Hybrid-R Total RNA purification kit (Gene All, Korea) 통

해 분리정제하였다. 

2) 1ug의 RNA를 Prime Script RT Master Mix (Takara, Japan)을 이용하여 역 전사 시켜

cDNA를합성하였다. 합성된 cDNA는 1:10으로희석하여 Primer와 SYBR premix와섞어

준후 CFX96 real-time PCR system (Bio-Rad)를이용하여 qRT-PCR을수행하였다. Nanog, 

Oct4, Sox2, CD44, CD133 gene expression 값은 CFX manager software (Bio-Rad)를 이용

하여 ΔΔCt값으로 계산하고 reference gene으로는 CypA, RPL13A을 사용하였다. PCR 

program은 아래와 같은 설정에 따랐다 (initial pre-incubation step, 95℃ 1 min; 95℃ 5 sec, 

60℃ 30sec, 45 cycle 반복). 마지막 증폭 cycle에서는 melt curve를 분석하여 PCR 증폭과

정에서 각 gene들의 특이성을제시하였다.
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3. 구축된 정상 간및 간세포암오가노이드에서 biomarker 발현을 조사

1) 간세포 유래의 종양여부를 확인하기 위해 Hep-Par1(Hepatocyte specific antigen) 1차

조직에서 확인하였다.

2) 좋지 않은 예후를 시사하는 Migration/differentiation marker인 EpCAM(Epitheilial cell 

adhesion molecule) 발현을 1차조직에서 확인하였다.

3) 간세포암 특이 biomarker인 alpha-fetoprotein (AFP)의 발현을 1차 조직 및 간세포암

PDX, 간세포암오가노이드에서확인하였다.

4) Hepatic progeniter cell marker인 KRT-7과 KRT-19의 발현을 간세포암 오가노이드에

서 확인하였다.

4. 구축된 간세포암 오가노이드와 항암제인 cisplatin을 이용하여 drug 

screening test 를 시행

총 3 개의 간세포암 오가노이드에 cisplatin 용량을 다르게 하여 cell viability를 확인하

였으며, 이를 통해 간세포암 오가노이드를 실제로 drug screening test에 사용할 수 있는

지 확인하였다.
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5. 구축된 정상 간 및 간세포암  오가노이드의 바이오 뱅크에 보존가능 한

지 확인

구축된오가노이드를영하 150℃액체질소탱크에보관하였으며, 1개월뒤이를 melting

하여 viability를 확인하였다.

6. 간세포암 PDX와 간세포암 오가노이드의 상호 호환성을 평가

간세포암 조직으로부터 비롯된 간세포암 오가노이드에서 1차 배아 세포주를 다시 분

리하였고이를 NOD-SCID mouse에 이종이식으로하여 간세포암오가노이드에서 비롯

된 간세포암 PDX를만들어 보았다.

그와반대로인체의간세포암조직에서비롯된간세포암 PDX에서 1차배아세포주를

채취하여 이를 가지고 간세포암오가노이드도만들어 보았다.
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결과

1. 간세포암 PDX 를 만들었으며, 정상 간 조직 및 간세포암 조직으로부터

비롯된 organoid를 만들었다. (Figure 5)

Figure 5. 간세포암 조직으로부터 비롯된 간세포암 PDX 및 간세포암 오가노이드 현미

경 시야사진
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2. Hanging-drop method 및 low-binding plate 방식의 오가노이드 모델

구축 비교

오가노이드 구축 방식에 따른 차이를 비교하기 위해 현미경으로 비교해 보았으나,

방식에 따른차이는보이지 않았다 (Figure 6).
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Figure 6. Hanging-drop method 및 low-binding plate 방식의 오가노이드모델형성과정
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3. 정상간 조직 및 간세포암 조직의오가노이드 형태학적 비교

구축한 오가노이드를 형태학적으로 비교해 보면 정상 간 조직에서와 달리 간세포암

오가노이드의 H&E 염색 사진에서 cell 들이 밀집되어 있는것을관찰하였다 (Figure 7).       

이는 tumor cell 들이 고밀도도 밀집되어 있음을 의미한다. 이를 저 배율 시야로

확인해보면, 이러한특징이더잘관찰되었다. 고배율시야로확대하여살펴보면, 정상

간 조직 오가노이드는 크게 원 형태의 선으로 cell 들이 관찰되며, 이와 달리 간세포암

오가노이드는 tumor cell 들의 밀집으로 인해 cell 들이 뭉쳐져 있는형태로 관찰되었다.

간세포암 오가노이드의 경우 stem cell 과 같이 분화도가 높고 증식능이 높은 cell 로

구성된다는것을 알수있다.
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Figure 7. 정상간조직및 간세포암오가노이드형태학적 비교
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4. 1차 조직 및 간세포암 PDX, 간세포암 오가노이드의 biomarker 발현 여

부

정상 간 조직과 간세포암 조직 그리고 간세포암 PDX, 간세포암 오가노이드들에서 각

종 biomarker가 잘 발현되는지 확인하였다. 

Hep Par1은 hepatocyte 기원의 tumor임을 나타내는 biomarker로 정상 간 조직에서도

발현을 보이지만간세포암 조직에서 더 잘발현되는 것을 관찰할 수있다. 이는 간세포

암 조직에서 hepatocyte들이 더 많이 증식되어 있기때문이며, 이를통해 연구에 사용된

인체 조직이간세포암임을 확인할 수있다.

EpCAM은 migration 및 differentiation marker로 발현도가 높을수록 예후가 좋지 않은

분화도가 낮음을 의미한다. 정상 조직보다 간세포암 조직에서 더 잘 발현되는 것을 관

찰할 수있었다.

AFP는 간세포암의특징적인 marker로 잘발현될수록 예후가좋지않음을나타낸다.

간세포암오가노이드에서간세포암조직과간세포암 PDX에비해좀더잘발현되어나

타나는 것을관찰할수있다. 

KRT-7과 KRT-19 주로 hepatic progenitor cell에서 잘 발현되는 biomarker로, 간세포암

오가노이드에서더잘 발현되어나타나는것을관찰할 수있었다.

5. 간세포암 오가노이드와 cisplatin 을 이용한 drug screening test 

간세포암 오가노이드에 cisplatin 을 용량을 달리 주입하여 cell viability 를
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확인하였으며, cisplatin 용량이 1μM 에서는 control 과 큰 차이를 보이지 않았으나,

cisplatin 용량이 10μM, 20μM 으로올라갈수록 cell viability가확연하게떨어지는것을

확인 할수 있었다.

6. 오가노이드의 동결보존능력 평가

구축된오가노이드를영하 150℃액체질소탱크에보관하였으며, 1 개월뒤이를해동

처리하여 viability를확인하여동결보존이전과 cell viability가차이나지않음을확인할

수 있었다.  

7. 간세포암 PDX와 간세포암 오가노이드의 상호 호환성 평가

간세포암조직으로부터비롯된간세포암오가노이드에서 1차배아세포주를다시분

리하였고이를 NOD-SCID mouse에 이종이식으로하여 간세포암오가노이드에서 비롯

된 간세포암 PDX를만들수있었다.

역으로 인체의 간세포암 조직에서 비롯된 간세포암 PDX에서 1차 배아 세포주를 채

취하여 이를가지고간세포암 오가노이드도성공적으로 만들수있었다.

본 연구에서는 총 3개의 증례에서 이와 같이 간세포암 PDX와 간세포암 오가노이드

의 상호호환성을확인할수있었다.
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고  찰

현재까지 암을 위한임상 연구는 다양한 방법으로이루어져 왔다. 초창기의 2차원적

세포주배양을이용하여많은연구를진행하기도하였고, 여러가지방법의동물실험도

있고 최근에는 동물에 이종 이식을 이용한 PDX를 통한 연구가 많이 이루어지고 있다.

2차원세포주배양은조직단위의특성을재현하기힘들며, 동물실험은인체와유전적,

생물학적 특성이 다르기 때문에 그 신뢰성을 확보하는데 어렵다는 단점들이 있다. 이

종 이식을 이용한 PDX가 그나마 많은 단점들을 보완한 방법으로 많이 시행되고 있다.

실제로 연구자는 PDX를이용한 in vitro연구로 간세포암 PDX로부터 cell culture를 시행

하여 이를 이용하여metformin과 sorafenib의 약물 효능 연구를 시행하기도 하였고, in 

vivo연구로 간세포암 PDX를 이용하여 sorafenib과 everolimus의 약물 효능 연구를 시행

하기도하였다.11 그러나이러한 PDX를이용한연구는암종별차이가있으나이종이식

형성의 성공율이 대체로 높지 않은 편이며, 구축될 때까지 수 개월의 시간이 소요됨에

따라그유지관리비용이많이들고, 조작과동결보존등이용이하지않다는단점이있

다. 그리고환자에서의 암미세환경을정확히 재현할 수 없고, 이종이식 동물의 미세환

경으로오염되어 제한된재현성을보여대규모약물스크리닝시험에는이용하기가어

렵다.12-14 최근엔이러한단점을보완할수있는새로운연구방법인오가노이드를이용

한 방법이 각광받고 있다. 오가노이드는 생체 기관과 유사한 기관형 배양체를 일컫는

말로 인체의각기관에대한각각의오가노이드를형성할 수있다.

오가노이드가임상연구의새로운플랫폼으로조명받기시작한것은낭포성섬유증

(cystic fibrosis) 환자의 오가노이드모델링을 통해서 였다. 낭포성섬유증은 CFTR 유전

자 변이로인해발생하는질환으로정상직장오가노이드의 경우 forskolin 약물에 반응

해서부종이나타났지만, 낭포성섬유증환자에서비롯된직장오가노이드의경우에는
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반응이 나타나지 않았다. 이러한 부종 반응은 CFTR 유전자 회복 약물에 의해 다시 나

타났다. 이렇게낭포성섬유증환자의오가노이드는 CFTR 유전자기능을회복할수있

는약물개발에활용되고있다.15-18이러한시험이후최근에단일유전자변이에의한질

환 및 암 등의 다양한 질병 모델 오가노이드를 통한 약물 반응 시험, 신약 스크리닝 시

험, 새로운 연구 모델 확립등에오가노이드가활용되고 있는추세이다.

조직 특이적오가노이드모델의 개발은 적합한 실험 모델, 질병 모델의 부재를 해결

할 획기적인 방법이다. 췌장암은 예후가 매우 좋지않고 치료제 개발이미흡한 암이다.

이는 연구와 약물시험에 적합한 모델 형성이 매우어렵기 때문이었다. 그러나 최근 환

자의췌장암조직으로부터배양한췌장암오가노이드는환자의특이적인조직학적, 특

징, 생리활성을 재현할 수 있었고, 이 오가노이드를 이용한 이종이식으로 형성된 췌장

암은 원발 암과 매우 유사한 특성을 갖고 있었다. 이를 통해 시행한 H3K27me3의 히스

톤 메틸전달효소(EZH2) 저해약물시험을통해치료제개발의가능성을보여주었다.19-

20 암세포와 미세환경의비균질성으로인해예후가좋지않은뇌종양인악성교모세포

종(glglioblastom) 환자의 암 오가노이드 역시 저 산소 농도 차, 암줄기세포의 비균질성

을 재현하여진단과치료시스템으로 활용될수 있는 잠재성을보여주었다.21

최근 염기서열 분석 기술의 발전과 분석 비용의 절감으로 인해 환자의 유전체 정보

에대한접근과활용이쉬워지고있으며, ICGC(international Cancer Genome Consortium), 

TCGA(The Cancer Genome Atlas)와 같은 컨소시엄이 구성되어 유형별 암 환자의 대규

모 유전체 정보가축적되고 있다. 다양한 암 환자의유전체 정보는 암의 유전적 영향에

대해 새로운 시각을 제시해 줄 뿐 아니라 새로운 치료 표적을 발굴하는 데에도 중요하

다.22-23 그러나 이 유전체 정보를 기반으로 유전 변이 기능을 이해하고 치료 반응에 대

한 영향을 검증할수 있는 전임상 시험 모델은 여전히 제한적이다. 오가노이드 배양 기
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술의발전으로암환자로부터암오가노이드를 in vitro 환경에서배양하게되면서암오

가노이드 기반 약물 스크리닝이 가능 해졌다. 유전체 정보를 환자의 치료 선택에 활용

하기 위해서는 환자 별 약물감수성을검증할 수 있는 전임상 약물시험 플랫폼이 필요

하다. 따라서 환자 오가노이드 기반 약물 스크리닝 플랫폼과 PDX 모델이 유용하게 활

용될수있다. 기존 PDX 모델과환자오가노이드기반의약물스크리닝시험결과를비

교 검증하여 실제환자의 치료 전략 수립 및 효과적인 치료제 적용결정의 근거로 사용

할 수있다.

오가노이드 기반 약물 스크리닝 플랫폼의 핵심 가치는 바이오 뱅크 기반 대규모 신

약 스크리닝 수행에 있다. 오가노이드를 활용하게 되면 다수 환자의 암 조직으로부터

암 오가노이드를 배양하고 이를 통해 바이오 뱅크를 구축하고 신약 검증 시험으로 선

별된 약물에 대해임상 연구수행이 가능해진다. 또한 새로운 적응증확대를 위한약물

검증 시험도 가능하다. 암 오가노이드 기반 플랫폼은 암 유전체 정보기반 치료와 임상

적용간간극을메워준다. 환자별오가노이드바이오뱅크는휘브레흐트오가노이드기

술 연구소에서 대장암 환자의 정상 장 조직 및 대장암 오가노이드 바이오 뱅크를 구축

하고 환자 오가노이드 유전체를 분석하면서 시도되었다.24-25 환자 유래 암 오가노이드

는 특정 표적 치료가 가능한환자를 선별하는데 활용될 수 있다. 암 오가노이드가 임상

결정의 플랫폼으로 검증되면 전임상 단계에서 부작용감소, 치료 비용 절감, 높은 치료

효과를 기대할 수있는신약개발에활용될수있을것이다.

현재 1차조직으로부터만든오가노이드로혀에서결장에이르기까지마우스위장관

많은 부위에서 오가노이드를 성공적으로 형성하였다. 미국에서는 존스 홉킨스 병원에

서는알츠하이머치매나뇌졸증등뇌신경질환연구의효율성을높일수있는 ‘미니뇌’

를 제작하기도 하였으며,26 유도만능줄기세포(iPSC)를 이용하여만든오가노이드뇌를
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이용하여지카바이러스발병연구하기도하였다. 2016년중남미지역에서창궐한지카

바이러스는 태아의 소두증의 원인으로 지목되었으나 바이러스와 뇌 발달의 상관 관계

를 연구하기 위한 실험모델이 없었다. 그러나 오가노이드 뇌를 이용하여 지카 바이러

스 감염이 신경줄기세포의 사멸과 자식작용을 유도하는 신경발달 손상 기전을 규명할

수있었고치료제개발에새로운길을개척하였다. 27-28 또한하버드연구팀은실험쥐의

위장과십이지장사이의상피세포로 iPSC를만든뒤이를이용하여인슐린을분비하는

베타세포로 분화 시켜 인공 위장을 제작하여 이것을 쥐에 이식 성공하기도 하였다. 미

국 솔크생물학연구소연구팀은 인간 피부세포를역분화시켜 만든 유도만능 줄기세포

를 신장 전구세포로 분화한 뒤 쥐 배아 신장세포와 재조합 하여 3차원 미니 신장 배양

에 성공하였고,29 2014년미국신시내티아동병원의학센터 연구팀은인간유도만능줄

기세포를 posterior foregut 단계에서 3차원 분화하여 위 오가노이드를 제작하였다.30

2015년에는 미국 캘리포니아 버클리대 교수팀과 미국 글래드스톤 연구소교수팀이 인

간 배아줄기세포와 유도만능 줄기세포에 생물리학적 환경을 조성해주는방법으로 공

간적 3차원분화를유도하여 0.5mm 크기의실제로박동하는미니심장을제작하였다.31

일본에서는도쿄대-교토대공동연구로환자의 iPSC를배양하여연골세포를만든뒤사

람의귀형상을만들어이를실험쥐에이식성공하여 인공귀를개발하였으며, 오사카

대에서는 사람 눈의 외배엽 세포에서 얻은 iPSC로 눈을 구성하는 여러 세포로 분화 시

켜인공눈조직을배양해눈먼토끼에이식시켜시력을회복시킨연구도시행하였다.32

2013년 일본 요코하마 시립의대 연구팀은 유도만능줄기세포를 간 전구세포로 분화한

뒤탯줄에서얻은혈관세포와골수에서얻은중간엽줄기세포를섞어배양해 3차원 ‘간

씨앗(liver bud)’ 제작에 성공하였다.33 영국에서는 자궁내막조직에서 세포를 채취하여

배양한 자궁내막 오가노이드 개발에 성공하기도 하였다.34 2017년에는 영국 캠브리지

대학 연구팀에서 사람의 간암에서 유래된 간암 오가노이드 모델을 제작하여 맞춤치료
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에 활용가능성과 새로운항암제타겟 유전자를발굴하는데 성공하였다.35

국내에서도안전성평가연구소에서독성평가모델, 대량세포제작, 3차원배양등오

가노이드 개발에 필요한 공통 기반 기술을 개발하였고, 온도 감응성 고분자를 이용해

개발한 ‘3D spheroid 형성, 배양법’을통해생명과학연구기자재개발기업에기술이전

도 시행하였다.  한국생명공학연구원은 실험 동물 대체용 인공실험체(NOCS) 구현 사

업을 통해 실험 동물 대체를 위한 오가노이드 기반 시험법을 개발 중으로 배양접시를

층층히 쌓아 3차원으로 만든 새로운 순환 배양기 개발을 통해 각각의오가노이드를담

은 배양 접시들이 관으로 연결되어 체내 장기들이 혈관으로 연결되어 있는 형태를 구

현하기도 하였다. 서울아산병원 연구팀에서는 개인별 특성을 재현한 폐암 오가노이드

배양에 성공하였다. 정상세포를 억제하고 폐암세포만을 선택적으로 키워 암 조직구조

를 이루게 하는 방법을 이용하여 폐암 오가노이드를 구축하였다. 그러나 현재 국내 연

구진 대부분은성체줄기세포(ASC)나 iPSC를이용하는 방법으로오가노이드를제작하

고 있으며 1차인체조직을이용한간의오가노이드제작은거의보고된바가없다.

우리나라에서 원발성 간세포암은 전체 암 발생의 6위를 차지 하고 있으며 이중

대부분은 간세포암으로 76%에 달한다. 간세포암은 사망률이 3위로 예후가 매우

불량한 암종으로,36-37 이는 근치적 치료 후에도 재발이 흔하고 진단 당시 진행된

경우도 많아 근치적 치료가 불가능한 경우도 많기 때문이다.38 그러므로 간세포암

을 이용한 다세포 종양 오가노이드 모델의 개발은 실제 종양이 자라는 환경을 모

방할 수 있고 실제 환자의 종양과 비슷한 특성을 가지므로 간세포암에 대한 치료

법 개발에 큰 역할을 할 수 있다. 그리고 다른 종양에 비해 환자마다 다양한 치

료 반응과 예후를 보이는 간세포암에 대한 연구를 위해 환자 유래 간암세포를 이

용한 다세포 종양 오가노이드를 구축하는 것이 향후 간세포암 연구에 필수적일
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것이다.

이 연구에서는 1차 인체 조직인 인간의 정상 간조직과 간세포암 조직을 이용하

여 새로운 항암제 스크리닝과 개인 맞춤형 의학 치료의 새로운 장을 여는 전임상

오가노이드 모델을 성공적으로 개발해 보았다.

50건 이상의 간세포암 조직 구득하였으며 이를 이용하여 오가노이드 형성 및

오가노이드와 비교, 상호호환성 평가를 위해 간세포암 PDX를 제작하였다. 줄기세

포가 아닌 1차 조직인 정상 간조직과 간세포암 조직을 이용하여 성공적으로 오가

노이드를 형성하였으며 이를 현미경 하에 비교해 보았을 때, 세포 증식 및 밀집

등 간세포암의 특징적인 소견이 오가노이드에서 더 잘 관찰되는 것을 확인하였

다.

오가노이드 모델 구축 방법으로 Hanging-drop method 및 low-binding plate 방식을

사용하였는데, 오가노이드 형성 성공및 배양, 성장에서 두 방식 간의유의미한 차이는

확인하기 힘들었다. 현미경 시야 및 H&E염색에서 관찰된 모습을 볼 때 오가노이드는

간세포암의 증식능, 분화능이 더 잘 반영되어 나타났다. 이는 간세포암 오가노이드가

stem cell 특징을 더 잘나타내는 것으로 볼수있다.

Biomarker의발현에서도간세포암오가노이드에서 AFP, KRT-7, KRT-19이특징적으

로 더잘발현되는것을관찰할수있었는데, 이들은간세포암에서좋지않은예후를나

타내는 biomarker이다. 이는이러한 biomarker들이세포의증식능력과분화능력을나타

내기 때문으로 간세포암 오가노이드에 더 잘 발현된다는 것은 간세포암오가노이드가

간세포암의 분화능및 증식능의 특징을 더잘 나타내는 것이라고 볼수 있다. 간세포암

오가노이드는줄기세포의특징을더잘반영하기때문에이러한분식능과증식능이잘
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나타나는 것이다.

이 연구에서 구축한 간세포암 오가노이드 중 3개정도의 오가노이드를 이용하여

cisplatin을 통해 약물성능시험을시행하였을때기존 PDX 등을이용한시험과차이가

나지 않음을 확인하여 구축한 오가노이드가 실제로 약물 성능 시험에 적용할 수 있음

을 확인할수있었다.

  간세포암오가노이드는 3차원기관형배양체로그자체를동결보존하기쉬웠으며, 실

제로 동결 보존 후 해동 처리하여 평가하였을 때 해동 전과 비교하여 cell viability 등에

서 차이가나지않아서동결보존능력을확인할수있었다.

이 연구에서는 간세포암 오가노이드와 기존의 PDX와의 상호 호환성 여부를 확인하

기 위하여 간세포암 오가노이드에서 PDX를 형성해보았고, 역으로간세포암 PDX로부

터 간세포암 오가노이드를 성공적으로 구축할 수 있었다. 이와 같은 상호 호환가능한

부분은 향후임상연구에활용성부분에서 매우 큰장점이라고볼 수있다.

오가노이드는 질병 모델링, 신약개발 플랫폼, 중개 의학의 도구로써 높은 잠재

적 가치에도 불구하고 극복해야할 문제점들이 있다. 현재까지 개발된 모델 중 가

장 인체 생리활성에 근접한 모델이지만, 줄기세포 주위 미세 환경 및 면역세포는

여전이 존재하지 않는다. 이로 인해 약물 반응, 감염 및 염증 반응 모델링에는

한계가 있다. 물론 이러한 문제점은 배양 조건의 최적화 과정을 통해 면역세포를

비롯한 다양한 기질세포를 함께 배양하여 극복해 나갈 수 있을 것으로 생각된다.

현재 다양한 오가노이드가 개발되었지만 아직까지 모든 인간의 장기에 대해 오가

노이드를 형성하지 못하고 있는 실태이다. 오가노이드는 실제 장기와 일치하는

세포로 구성되어 있지만 장기의 실제 거대 구조의 재현 자체는 부족한 실태이다.
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현재 대부분의 오가노이드는 혈관을 통한 영양 고급 대신 전적으로 배양 배지에

의존한 배양법이기 때문에 그 크기가 제한적일 수밖에 없다. 형태와 기능적 측면

에서 이식 가능한 수준으로 향상된 오가노이드를 만들기 위해서는 배양법의 최적

화 및 규모 확장이 반드시 필요하다. 이는 바이오 프린팅 기술을 통한 배양환경

개선이 새로운 대안을 제시해 줄 수 있다.

조직과 유사한 오가노이드는 3차원 형상을 가지고 있고 이를 3차원적 구조적

고찰이 필요한데, 크기가 수백μm에서 수 mm에 이르고 일반적인 생체 조직과 마

찬가지로 불투명하기 때문에 내부를 관찰할 수 없다는 한계점도 있다. 이를 극복

하기 위해서는 투명화 된 오가노이드 구축이 필요하다. 투명화 된 오가노이드를

형성했다 하더라도 현재 가장 널리 사용되고 있는 공초점 현미경을 사용하는 경

우 오가노이드 1개의 3차원 이미지를 획득하는 데 수 시간이 걸리기 때문에 많은

오가노이드를 동시 분석해야 하는 약물 평가 연구에 활용에 어려움이 있다. 그러

므로 향후 오가노이드 배양 기술의 발전과 함께 공초점 현미경보다 훨씬 빠른 이

미징 기술의 발전도 병행되어야 한다.

오가노이드 바이오 뱅킹의 윤리적 문제도 제기되고 있다. 기존의 인체 조직은

비상업적인 목적의 기증으로 확보되었으나, 오가노이드 기술의 발전, 임상적 가

치의 상승으로 상업적 목적으로의 개발이 관심이 높아지면서, 인체 조직 기반이

오가노이드 바이오 뱅킹에 대한 윤리적, 법적 논의가 필요한 상황이다. 오가노이

드 바이오 뱅킹의 성공적인 정착과 활용을 위해서는 바이오 뱅킹 참여자의 권리

가 침해되지 않으면서 임상적, 과학적, 사회적 가치에 대한 제고가 필요할 것이

다.

이 연구에서는 간세포암 오가노이드 구축을 성공적으로 할 수 있었으며, 기존
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연구에 활용성 등을 입증할 수 있었다. 더불어 기존의 단점으로 여겨졌던 동결

보존성, 조작 용이성, 비용 등에서도 큰 장점을 가지는 것을 확인할 수 있었다.

그러나 오가노이드의 여러 한계점도 있고 아직 기술 개발의 부족한 점도 있으므

로 향후 이러한 간세포암 오가노이드를 더욱더 발전시켜 개인 맞춤형 의학 치료

및 전임상 암 연구 등에 적극적으로 활용할 수 있게 되길 기대한다.

결 론

간세포암 오가노이드는 인체의 1차조직을 이용하여 형성할 수 있으며, 기존의 PDX 

등과 같은 플랫폼들과 상호 호환 가능하며비용 및보존성, 조작용이성 등기존 플랫폼

들의 단점들을 보완할 수 있었다. 간세포암 오가노이드는 향후 개인 맞춤형 의학 치료

및 연구에새로운플랫폼으로 적합할 것으로생각된다.
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Abstract

Hepatocellular carcinoma research platform using patient-

derived preclinical organoid toward personalized precision 

medicine

Background: The basic/translational research platforms for hepatocellular carcinoma (HCC) 

include 2-dimensional culture, 3-dimensional spheroid, patient-derived xenograft (PDX) and 

organoid. Every platform has its own merit, but precision medicine should be based on the 

most appropriate study platform. We have established 50 mouse models of HCC PDX so far, 

but its maintenance was hurdled by high cost because each animal should be alive. To maintain 

the tumors cost-effective, we adopted organoid platform replacing PDX models.

Method: We established HCC organoid using two methods as Hanging drop and low-binding 

plate. We use primary tissues and add extracellular matrix to make organoid. We observe 

biomarker expression such as alpha-fetoprotein and keratin. We tested the feasibility of drug 

screening test using cisplatin. We compared the interchangeability and preservability between 

the organoid and PDX.
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Results: We made normal liver organoid and HCC organoid successfully. For 

interchangeability test, 5 sets of HCC PDX were harvested and treated to make organoid 

through the hanging drop and low-binding plate methods. All PDXs were successfully 

converted to organoid and the efficacy of two processing methods was high enough. HCC 

organoid were cultured and inoculated into the nude mice, by which HCC PDX was formed 

again. We verified the feasibility of drug screening test using cisplatin, in which there was 

dose-dependent cytotoxicity. For preservability test, HCC organoid were stored at -150 C in 

liquid nitrogen tank. After preservation for 1 month and subsequent melting, all organoid sets 

were proven to be viable. 

Conclusions: We established human HCC organoid and normal liver oragnoid using human 

primary tissues. This study confirmed that the interchangeability and preservability of HCC 

organoid are high enough to be used as a reliable research platform. Biobanking of HCC 

organoid will help to establish individualized patient-tailored treatment as an essential 

component of precision medicine.
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