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i

국문요약

엑소좀은 모든 세포에서 분비하는 나노 크기의 정보 전달체이다. 지질이

중층막으로 되어있으며 mRNA와 miRNA 같은 풍부한 생물학적 정보를 포함하고 있

다. 엑소좀은 최근 바이오마커나 비세포치료제로서 연구가 많이 진행되고 있다.

이러한 엑소좀은 크기가 작아 체내 다양한 장기에 도달하여 흡수되기 때문에 원

하는 장기뿐 아니라 다른 장기에 도달하여 조직 및 세포에 흡수될 수 있어 약물

의 효과적 용량과 잠재적 부작용 예측을 위하여 약물 개발의 전제조건으로 생체

내 분포 실험이 필요하다. 

생체내 분포를 이미지화 할 수 있는 광학영상(optical imaging)은 생체

내 이미지를 비침습적이며 반복 측정이 가능하여 실험기간과 개발비용을 최소화

할 수 있다. 엑소좀의 생체 분포를 광학영상으로 분석하기 위해서는 엑소좀을

영상 분석에 적절한 프로브 표지가 필요하다. 그러나, 기존 엑소좀의 표지 방법

에는 엑소좀의 기능이나 특성에 영향을 주거나 시간이 지날수록 프로브가 엑소

좀에서 떨어져 분리된 프로브로 인해 배경 신호가 나타날 수 있는 단점이 있다. 

이를 보완하는 공유결합을 이용한 형광표지법을 통해 엑소좀을 표지한 후 투여

경로를 고려한 생체 분포시험 연구가 필요하다.

따라서, 본 연구에서는 엑소좀의 형광 표지법을 확립을 위하여 형광 표

지된 엑소좀의 구조변화의 유무와 형광표지 효율을 검증하며, 형광 표지된 엑소

좀을 마우스에 주사하여 광학영상을 통해 시간의 흐름에 따른 생체 분포를 확인

하였다.
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서 론

전세계적으로 세포외소포를 차세대 치료제로 개발하기 위한 기초

연구개발이 활발히 진행되고 있으며, 산업적으로도 다수의 국내외 기업이

세포외소포를 의약품으로 개발하기 위한 응용연구와 인프라 개발을 발빠르게

추진하는 등 세포치료제의 대안으로 부각되고 있으나, 약동 및 흡수, 분포, 

대사, 배설 시험의 평가를 위한 적절한 분석 기법 및 이를 평가하기 위한

기준에 대한 연구가 필요하다. 

세포외소포(Extracellular Vesicles; EVs)는 세포에서 유래하는 이중

지질막 구조의 물질을 의미하며, 세포외소포치료제는 살아있는 세포에서

분비되는 세포외소포를 분리, 정제하여 제조하는 의약품으로 정의된다. 

세포외소포는 형성 과정에 따라 1) 세포막이 세포 내부로 합입되어 엔도좀을

형성하고 다시 엔도좀막이 내부로 합입되어 작은 소포를 다수 포함하는

다소포체(multivesicular body)가 세포막과 융합하여 내부의 작은 소포를 세포

외부로 분비하여 만들어지는 엑소좀(exosome) 2) 세포막이 세포 바깥으로

돌출하여 떨어져 나와 형성되는 미세소포(microvesicle) 및 3) 

세포사멸(apoptosis) 과정에서 세포 분해물들이 포함된 막구조가 형성되는

세포사멸체(apoptotic body)로 나뉜다1. 

Figure 1. 세포외소포의 종류3
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세포외소포 중 세포가 사멸하며 형성되는 세포사멸체는 유익한

약리기전이 없을 것으로 이해되고 있다. 따라서 치료제를 목적으로 개발되는

세포외소포는 미세소포와 엑소좀을 포함하며, 이중에서도 특히 연구개발이 많이

진행된 엑소좀이 차세대 치료제로서 크게 주목받고 있다2. 엑소좀 특이적인

마커로는 엑소좀 내부에 존재하는 것으로 알려진 Alix, TSG101 등과 엑소좀

표면에 존재하는 CD63, CD9, CD81 등이 알려져 있으며, 기원 세포의 종류에 따라

발현 정도에 차이가 있는 것으로 알려져 있다. 특히 줄기세포(stem cell)가

분비하는 엑소좀은 줄기세포의 재생/치유 능력, 항염증, 면역조절 능력과

관련된 물질들이 다량 함유되어 있어 차세대 비세포치료제(cell-free 

therapy)로 활발한 연구개발이 진행되고 있다. 

엑소좀은 세포에서 분비하는 30-200nm의 크기의 지질이중층막

소포체이다4. 세포막이 세포 내부로 합입되어 생성된 엔도좀의 막이 다시 엔도좀

내부로 합입되어 다중 소포 엔도좀(multi-vesicular endosomes)내에 내강

소낭(intraluminal vesicles)이 생성되었다가 다중 소포 엔도좀이 세포표면과

결합하여 내강소낭이 세포 밖으로 분비되어 엑소좀이 생성된다5-6. 

엑소좀은 유래 세포의 DNA, mRNA, 단백질, 핵산 등의 활성물질을

가지고있다. 엑소좀내 활성물질은 유래세포의 종류와 상태에 따라 다르다7-11. 

엑소좀에 의한 세포 간 신호 전달은 수용 세포의 기능적 상태를 직접적으로

변화시키며 다양한 생리적, 병리학적 과정을 조절한다12-13. 

이러한 특성으로 엑소좀은 다양한 질병 상태의 진행을 추적할 수 있는

생물학적 지표 (biomarker)와 치료제로서 연구되고 있다14-20. 침습적 방식인

조직생검(tissue biopsy)은 위치나 크기, 환자의 상태에 따라 시행이 불가능할

수 있으며, 종양의 이질적 특징 때문에 감지를 못하는 경우가 있을 수 있는데

바이오마커로서 엑소좀을 사용하게 되면 비침습적이며 조직생검과 달리 검체

채취 시간이 짧고 반복 검사가 쉬워 지속적인 모니터링이 가능하다는 장점이

있다.

또한 엑소좀은 기존 약물 전달 시스템과 달리 표적세포에 전달률이 높고

생체 유래 물질로 면역원성이 적으며, 세포막 구조와 같은 지질 이중층막을

가져 내부 물질을 안정적으로 전달할 수 있는 장점을 가져 약물전달체로 큰

장점을 가진다21-24.
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앞서 언급한 바와 같이 엑소좀은 크기가 나노 수준으로 세포 크기

(10,000~20,000 nm) 보다 훨씬 작기 때문에 세포 치료제의 잠재적 위험 요소인

색전증(embolism)의 염려 없이 다양한 투여 경로로 투여가 가능하다25. 또한, 

세포와 달리 자가 복제할 수 없기 때문에 종양 형성의 위험이 매우 낮다26. 또한, 

엑소좀의 경우, 세포치료제와 대비하여 제균이 가능하고, 상대적으로 긴

보존기간(shelf life)이 예상되며, 다양한 품질관리(quality control) 이후에

제품 출하가 가능한 장점을 보유하고 있다27.

줄기세포 유래 엑소좀이나 HEK293T 세포 유래 엑소좀은 체외 시험 및

생체 시험에서 독성을 유발하지 않는 것으로 보고되었다28. 특히, 인체 줄기세포

유래 엑소좀의 경우, 면역반응을 일으킬 수 있는 MHC Class I (또는 HLA Class 

I), Class II (또는 HLA Class II) 또는 CD80 및 CD86 등과 같은 co-stimulatory 

molecules이 존재하지 않는 것으로 보고되고 있어, 치료제로 개발 시 면역 거부

반응을 일으키지 않을 것으로 예상되고 있다29-30. 아울러, 인체 줄기세포 유래

엑소좀을 장기간 반복적으로 마우스에 투여한 경우에도 특별한 면역 독성을

유발하지 않는 것으로 보고되었다29. 그러나, 정맥주사와 같은 전신 투여의 경우

나노 크기의 엑소좀은 원하는 장기뿐만 아니라 다양한 장기에 도달하여 조직 및

세포에 흡수될 수 있다. 따라서, 엑소좀을 치료제로 개발하기 위해서는 투여

경로를 고려한 엑소좀의 생체 분포시험 평가가 필수적으로 수행되어야 할

것이다.

엑소좀의 생체 분포를 분석하기 위해서는 엑소좀을 영상분석에 적절한

프로브(probe)로 표지(labeling)하여야 한다. 프로브를 표지하는 방법으로는

공유결합(covalent binding), 유전공학적 조작(genetic modification), 

세포외소포막 삽입(membrane integration), 프로브의 내재화(encapsulation), 

대사 표지(metabolic labeling) 등의 방법을 사용할 수 있다. 

공유결합을 이용하여 엑소좀을 표지하는 방법은 작용기를 갖는 프로브를

엑소좀에 존재하는 단백질에 반응시켜 이루어진다. 프로브가 단백질과

공유결합을 이루기 때문에 쉽게 떨어지지 않는 장점을 가지나, 엑소좀에

존재하는 단백질이 아닌 경우에도 표지될 수 있고, 엑소좀 막 단백질의 기능을

변화시켜 엑소좀과 표적 세포 간의 상호작용에 영향을 줄 수 있다. 일례로 최근

연구결과에 따르면 세포외소포에 글라이코시데이즈(glycosidase)를 처리 전후를
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비교한 결과 세포외소포의 주요 분포 장기가 변화되는 것이 보고되었다31. 

글라이코시데이즈를 처리하지 않은 세포외소포를 정맥주사한 경우 간조직에

분포가 확인되었으나, 글라이코시데이즈를 처리한 세포외소포를 정맥주사한

경우 폐조직에 분포되는 것이 증가하였다. 그러나 분석에 사용된 실험 동물의

개체수가 각 시험군 당 3마리에 지나지 않아 충분한 통계적 분석을 위해서는

추가 연구가 필요한 것으로 보인다. 또한 레닐라 루시퍼레이즈가 탑재된

엑소좀을 친유성 형광 염료로 염색하여 염색하지 않은 엑소좀과 분포를 비교한

사례에서도, 분포의 경향이 다소 달라지는 것이 보고된 바 있다23. 친유성 형광

염료로 염색하지 않은 경우 폐, 간, 비장, 신장의 순서로 분포되던

세포외소포가 친유성 형광 염료로 염색한 경우에는 간, 폐, 비장의 순서로

분포되는 것이 확인되었다. 

엑소좀을 생산하는 세포에 유전자 조작을 통하여 형광 단백질이나

루시퍼레이즈(luciferase) 등을 발현시킨 후 엑소좀 내부로 탑재(loading)되게

하면 엑소좀 표면의 변형을 피할 수 있다. 현재까지의 연구 결과를 분석한 결과

유전공학적 조작으로 형광 단백질을 엑소좀을 표지하여 생체 분포분석에 적용한

사례는 없었으며, 모두 루시퍼레이즈 단백질을 사용하고 있었다. 그러나 생산

세포의 유전적 변화를 초래하기 때문에 생산 세포 자체의 특성이나 생산되는

세포외소포의 특성을 변화시킬 수 있고, 발현된 프로브 단백질이 세포외소포에

불균일하게 탑재될 수 있는 등의 단점을 갖고 있다38

엑소좀의 표지에 가장 널리 사용되는 방법은 친유성 형광

염료(lipophilic fluorescent dyes)를 엑소좀 막에 삽입(integration)시켜

염색하는 방법이다. 조작이 단순하고 손쉬운 장점이 있으나, 엑소좀이 덩어리

지는 것을 유발할 수 있고23, 엑소좀 이외에도 지질 단백질(lipid proteins)이나

지질 입자(micelle) 등이 염색될 수도 있다. 또한 엑소좀 막의 삽입된 위치에서

분리되어 나와 세포를 염색시켜 비특이적 배경 신호(background signals)을

발생시킬 수도 있다. 그럼에도 불구하고 친유성 형광 염료는 실제 세포치료제

개발 과정에서 세포를 염색한 후 생체 내에서 세포를 추적하는 데 사용되어

왔다. PKH67이나 Dil 염료로 염색된 세포와 염색하지 않은 세포를 공배양하여

연구한 결과에 따르면, 염색된 세포로부터 염색되지 않은 세포로 염료가

전이되는 현상은 관찰되지 않았다32. 한편 생체 내에서 반감기가 긴 친유성 형광



5

염료는 엑소좀이 분해되어 사라진 후에도 생체 내에 잔존하여 위양성

신호(pseudo signals)을 야기할 가능성도 있는 것으로 보고 있다. 이와

관련하여 친유성 형광 염료인 PKH 염료는 상당히 긴 생체 내 반감기를 갖는

것으로 알려져 있다. 보고된 바에 따르면 PKH 염료의 in vivo 반감기는 PKH2는

12일이고, PKH26의 경우에는 그 반감기가 100일이 넘는 것으로 알려져 있다33. 

PKH 염료와 유사한 dialkylcarbocyanine 염료들(DiD, Dil, DiO, DiR 등)도 널리

사용되는 데, DiR의 경우는 생체 내에서 4주 정도 유지되는 것으로 알려져

있다34. 따라서 친유성 형광 염료만을 반응시킨 대조군을 적절히 사용하는 것이

필요해 보인다28. 친유성 형광 염료의 또 다른 현상으로 수용액에서

마이셀(micelle)을 형성하는 것이 보고되어 있다35. PKH26이나 CM-Dil을

인산완충용액(PBS)와 반응시키면 검출 가능한 수준의 입자가 형성된다는 것이다. 

그러나, 본 연구진의 자체 연구결과에 따르면 적절한 조건에서 PKH 염료와

세포외소포를 반응시키는 경우 염색 전후에 입자의 숫자 변화가 없음을 확인한

바 있다. 같은 조건에서 음성대조군으로 PKH 염료와 PBS를 반응시킨 경우에도

새로운 입자가 형성되는 것이 관찰되지 않았다. 따라서 친유성 형광 염료로

세포외소포를 염색할 경우에는 반드시 엑소좀에 염색되지 않은 잔존 친유성

형광 염료 제거 및 친유성 형광 염료와 완충용액만을 반응시킨 조건을

음성대조군으로 포함하여 시험을 진행하는 것이 중요한 것으로 사료된다. 

한편 엑소좀 내부로 프로브를 내재화(encapsulation)시켜 표지하는

방법도 사용된다. 역시 엑소좀 표면에 변형이 가해지지 않는 장점을 가질 수

있으나, 전기천공(electroporation)의 경우, 세포외소포막 구조를 변형시켜

융합이 일어나게 하거나 응집이 일어나게 할 수 있는 단점이 있다23. 친유성

물질을 이용한 경우에는 엑소좀 내부에 내재화되었던 프로브가 서서히 방출될

수 있는 가능성도 배재하기 어렵다. 또한, 매우 이례적인 예로 세포외소포막에

존재하는 수송단백질(transporter)를 이용한 경우, 세포 특이적으로 사용이

제한될 수 있고, 각 세포외소포막 상에 존재하는 수송단백질의 양적 차이에

따라 불균일한 탑재가 예상된다. 

엑소좀를 생산하는 세포의 배양 과정에서 표지에 사용할 수 있는 물질을

미리 첨가하여 대사적으로 표지가 가능한 엑소좀를 생산할 수도 있다. 

최종적으로 프로브의 표지는 클릭 화학(click chemistry)를 이용한 공유결합
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표지가 가능하지만, 역시 세포 배양 과정에서 첨가되는 물질에 의해 세포나

엑소좀의 특성이 변화될 가능성을 배제하기 어렵다.

엑소좀 분포시험의 동향을 파악하기 위하여 엑소좀의 분포를 연구보고한

29건의 논문을 분석하여 총 38가지 조건에 대한 분석을 수행하였다. 그 결과

다양한 표지 방법 중 세포외소포막에 친유성 프로브를 삽입하는 방법이 가장

널리 사용되는 것이 확인되었다. 그 다음으로 공유결합 방식, 

내재화(encapsulation) 방식 및 유전공학적 엔지니어링 방식이 사용되었으며, 

대사 표지 방식은 단 1건만이 보고되고 있다. 

유전공학적 엔지니어링 방식은 4건 모두 루시퍼레이즈를 사용하였으며, 

형광 단백질을 생체 분포시험에 사용한 사례는 찾을 수 없었다. 이는 형광

단백질의 투과도가 좋지 않아 비침습적 생체 이미징에는 적합하지 않았기

때문인 것으로 이해된다. 앞서 언급한 것처럼 유전공학적 엔지니어링은 생산

세포의 유전적 변화를 초래하기 때문에 생산 세포 자체의 특성이나 생산되는

세포외소포의 특성이 달라질 수 있다. 특히 치료제로 개발하고자 하는

세포외소포에 추가적으로 프로브 단백질을 발현시키게 되므로 실제 관심의

대상이 되는 세포외소포와는 다른 세포외소포의 분포를 분석할 수밖에 없는

단점이 있다. 그러나, 프로브 단백질이 유전공학적으로 조작된 세포외소포를

다른 방식의 프로브로 추가 표지하여 그 분포를 비교해 볼 수 있는 장점을

갖는다. 특히 세포외소포막 표면을 표지하는 경우 세포외소포막의 미세 구조

변화가 세포외소포의 분포에 미치는 영향을 분석해 볼 수 있다23. 

Figure 2. 세포외소포의 분포시험을 위해 사용되는 프로브의 표지 방식과

프로브 유형 분석 결과.
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프로브의 내재화 방식은 총 6건의 사례가 보고되어 있으며, 방사성

동위원소, 나노입자, 형광 염료가 사용되고 있다. 세포외소포 내부로 프로브를

내재화시키는 방법으로는 수동적으로 단순 혼합 반응에 의한 것이 3건 보고되고

있다. 보다 능동적인 방법으로는 세포외소포막에 존재하는 글루코스 수송단백질

Glut1을 활용하여 글루코스가 코팅된 금 나노입자를 내재화한 방법이

보고되었는데36, 추가 연구개발에 의하여 세포막소포막에 존재하는 다양한

수송단백질이 밝혀진다면 유용하게 활용될 수 있을 것으로 기대된다. 또 다른

능동적인 방법으로는 클로린 형광 프로브를 초음파 처리에 의해 내재화한

방법이 있다37. 그러나 세포외소포에 초음파를 처리할 경우 세포외소포 막의

구조가 손상될 우려가 있어, 실제 비처리 세포외소포의 분포와는 다른 생체 내

분포 양상을 보일 가능성도 배제하기 어렵다. 한편 내재화하는 프로브로 금

나노입자나 초상자성 산화철(superparamagnetic iron oxide; SPIO) 입자가

사용된 사례가 보고되었는데36,38, 나노 입자의 크기를 고려하여 충분한 양의

프로브가 세포외소포 내부로 내재화될 수 있도록 해야 할 것으로 보인다. 

실제로 자성 입자 영상분석을 위해 세포외소포 내부로 내재화에 사용된

VivoTrax SPIO 입자의 크기는 유체역학적(hydrodynamic) 직경이 62 nm로 알려져

있다. 비록 SPIO 입자를 세포외소포에 내재화하기 위하여 SPIO 입자를 세포에

처리한 후 SPIO 입자가 transfection된 세포로부터 세포외소포를 얻었지만, 

확인된 세포외소포의 직경이 100 nm 내외인 것을 볼 때, 충분한 양의 SPIO 

입자가 내재화되기에는 어려울 것으로 보인다36.

공유결합 방식으로 프로브를 표지한 8건중 3건은 형광 염료를

표지하였고, 5건은 방사성 동위원소를 표지하였다. 공유결합 방식은 결합된

프로브가 세포외소포로부터 분리될 가능성이 낮아 위양성 신호의 우려가 적다는

장점이 있다. 그러나, 세포외소포의 표면 단백질이나 세포외소포막의

미세구조가 세포외소포의 생체 내 운명을 결정짓는 데 영향을 줄 가능성이 높기

때문에 세심한 주의가 필요하다31,39.

압도적으로 널리 사용되는 표지 방식은 친유성 프로브를 이용한 엑소좀

삽입 방법이다(Figure 2 왼쪽). 분석된 방법 중 50%에 달하는 19건이 친유성

프로브를 사용하였으며, 이 경우 모두 형광 염료를 사용하였다. 세포외분포의

분석을 위한 프로브 유형은 형광이 압도적임을 알 수 있다(Figure 2 오른쪽). 
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23건의 사례를 분석한 결과, 절반이 넘는 경우가 DiR 형광 염료를 사용하였다. 

특히 Dialkylcabarbocyanine 염료의 일종인 DiR은 근적외선 형광 염료로서 생체

물질에 의한 흡수가 적어 생체 이미징에 적합하기 때문에 널리 사용되는 것으로

이해된다40. 친유성 형광 염료는 수용액에서 그 자체로 마이셀을 형성할 수 있는

것으로 보고되어 있기 때문에35, 표지 전후에 입자 수의 변화가 있는지 확인하는

것이 중요할 것이다. 또한, 음성대조군으로서 친유성 형광 염료를 적절히

희석하여 사용하거나28, 친유성 형광 염료와 완충용액만을 반응시킨 후 엑소좀

반응액과 동일한 분리 과정을 거쳐 엑소좀에 염색되지 않은 잔존 염료를 제거한

후 음성대조군으로 사용하는 것이 바람직할 것이다.

광학영상은 영상분석장비를 통해 생체내에서 일어나는 현상을 영상화

하는 기술로 약물의 흡수, 분포, 대사, 분비에 대한 정보를 얻을 수 있으며,

신약개발과정에서 약물의 표적장기로의 전달을 알 수 있다. 광학 영상은 동일

개체에서 연속적으로 데이터를 얻을 수 있으며, 전신 및 표적 주위의 약동학을

비침습적이며 정량적으로 평가할 수 있어 시간과 비용 감소의 장점이 있다41-44.

광학 영상을 위해서는 표지물질이 필요하다.

엑소좀의 생체 분포를 광학영상으로 분석하기 위해서는 엑소좀을 영상

분석에 적절한 프로브 표지 방법이 필요하다. 엑소좀의 표지 방법은 유전공학

엔지니어링, 막 삽입, 공유 결합 방식 등이 있다. 유전공학 엔지니어링은

세포를 유전적으로 변화시켜 세포의 특성이 변형되어 생산되는 엑소좀의 특성이

달라질 수 있는 단점을 가진다. 공유 결합 방식은 결합된 프로브가 엑소좀에서

분리될 가능성이 낮아 떨어져 나온 프로브가 이미징 되는 일이 적다는 장점이

있다45-50.

본 시험에서는 NHS을 이용한 공유결합 방식으로 엑소좀 막 단백질에

직접 표지하였으며, Exosome Spin Column을 이용하여 표지된 엑소좀과

형광염료를 분리하였다. 또한, 자가 형광 분리 기술(spectrum unmixing)과

근적외선 염료 표지로 최적의 형광 이미징을 위한 표지 방법을 적용하였다.

엑소좀에 형광 표지 후 FCS, NTA, TEM, live cell imaging을 통해 물리화학적

특성을 검증한 후 마우스 꼬리 정맥에 주입하여 생체내 분포를 확인하였다.
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실험 재료 및 방법

HEC293에서 엑소좀 분리

HEC293 세포를 10% FBS(Biowest, Nuaille, France)와 GibcoTM 1% 

Antibiotic-Antimycotic(Thermo fisher scientific Inc., Waltham, MA, USA)이

첨가된 DMEM high 배지(Biowest, Nuaille, France)를 이용하여 37℃, 5% CO2가

유지되는 incubator에서 배양하였다. 37℃ incubator에서 24시간 배양 후 serum 

free DMEM high 배지로 48시간 배양하였다. 세포 상등액을 conical tube에 옮겨

300g, 10분, 4℃으로 원심분리하였다. 세포 상등액을 새로운 conical tube에

옮겨 2000g, 10분, 4℃으로 원심분리 하였다. 세포 상등액을 BECKMAN tube 

(Beckman Coulter Inc., California, USA)에 옮겨 SW28 rotor를 이용해 7500rpm

(10,000g), 30분, 4℃에 맞춰 L-100XP Ultracentrifuge(Beckman coulter Inc., 

Brea, CA, USA)로 초고속원심분리하였다. 세포 상등액을 새로운 BECKMAN tube에

옮겨 24,000rpm(100,000g), 70분, 4℃으로 초고속원심분리하였다. 상등액을 버린

후 차가운 PBS를 넣고 24,000rpm(100,000g), 70분, 4℃으로 초고속원심분리

하였다. 상등액을 버린 후 2000g, 5분, 4℃으로 원심분리 하여 -80℃에서

보관하였다.

NTA 측정

엑소좀의 정량을 위해 642nm 레이저가 장착 된 NanoSight NS300 

(Malvern Instruments, Malvern, United Kingdom)을 분석에 사용하였다. 희석된

엑소좀을 분석하기 위해 카메라 레벨을 14로 유지하고 10초 간격으로 30개

비디오를 초당 30프레임의 속도로 촬영하였다. 크기 분포에서 통계적으로

중요하지 않은 피크를 방지하기 위해 최소 2,000개의 입자를 추적하고

분석하였다. 데이터는 NTA 3.0 소프트웨어로 분석하였다.
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엑소좀 형광 표지와 농축

HEC293 세포에서 분리한 엑소좀을 형광 표지하기 위해 엑소좀 100µL에

1M NaHCO3용액 10µL과 10mg/ml의 Flamma 675 NHS(BioActs, Incheon, Korea)10µL를

넣어 incubator에서 1시간 반응시켰다. 형광 표지된 엑소좀과 형광 염료를

분리하기 위해 InvitrogenTM MW3000 Exosome spin column (Thermo fisher 

scientific Inc., Waltham, MA, USA)을 사용하였다. Column 에 1x PBS 650µL를

넣고 실온에서 15분 반응시킨 후 2ml collection tube에 꽂아 750g, 2분,

상온으로 원심분리하였다. Collection tube를 버리고 형광 표지된 엑소좀 50µL를

gel 가운데에 loading 후 spin column을 1.5ml elution tube에 꽂아 750g, 2분,

상온으로 원심분리하였다. Spin column은 버리고 용출된 형광 표지된 엑소좀은

4℃에 보관하였다.

형광 표지된 엑소좀 NTA 측정 및 TEM(전자현미경) 이미징을 통한

구조변화의 유무 검증

형광 표지된 엑소좀의 크기와 입자수를 측정하기 위해 NanoSight NS300

(Malvern Instruments, Malvern, United Kingdom)를 사용하였다. 형광 표지된

엑소좀을 PBS에 희석한 현탁액을 chamber에 넣고 측정한 후 NTA 3.0 

소프트웨어로 분석하였다.

엑소좀과 형광 표지된 엑소좀의 크기와 외관 변화의 유무를 확인하기

위하여 전자현미경으로 이미징을 하였다. 엑소좀을 2%Paraformaldehyde 

(PFA)1ml로 5분간 고정하였다. 엑소좀 DPBS로 세척하고 Grid 표면에 놓고 1% 

uranyl acetate(UA)로 Grid를 염색한 후 80Kv 조건에서 이미징하였다.

FCS를 통한 형광 표지된 엑소좀

엑소좀 표지에 NaHCO₃의 영향과 엑소좀 1개당 표지되는 형광염료의

수를 확인 위해 형광염료 0.1mg과 NaHCO₃처리한 군과 NaHCO3 미처리한 군, 

형광염료 0.01mg에 NaHCO3 처리한 군의 형광 농도를 FCS를 이용하여 측정하였다.
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형광 상관 분광(Fluorescence correlation spectroscopy, FCS) 측정이

가능한 LSM780 공초점 현미경(Carl Zeiss, Oberkochen, Germany)과 대물 렌즈(C-

Apo 40 X/1.2 NA Water immersion)을 선택하였다. 준비한 실험군의 형광 표지된

엑소좀 용액 2 ㎕를 각각 confocal microscopy 전용 8-well chambered 

coverglass(LabTek, Brendale, Australia)에 넣어준 후, LSM780 스테이지에

장착하였다.

레이저 633nm(헬룸네온레이저)의 출력을 0.2%로 설정하고, emission 

filter band(grating 가변형)는 650-700nm로 조정하여 GaAsp 검출기로 10초

동안 10회 이상 반복 측정하였다. 3회 측정으로 얻어진 형광 상관

함수(fluorescence auto-correlation function)를 3차원 two-component 모델식을

이용하여 분석하였다. 각 실험군의 시간에 따른 형광 강도 변화 및 형광 상관

함수로 계산했다. 이를 통하여, 염색이 된 형광 엑소좀과 free dye를 구분하여

절대 농도 및 상대적 농도 비를 산출하고, 염색된 엑소좀의 크기 및 단일 분자

당 형광 세기(brightness)를 측정하였다. 측정한 단일 엑소좀 당 형광 세기(cpm)

값을 free dye의 형광 세기(cpm) 값으로 나눠 단일 엑소좀 당 결합한 형광

염료의 개수를 계산하였다.

공초점 현미경을 실시간 세포 이미징

실시간 세포이미징을 통한 형광 표지된 엑소좀의 기능 분석을 위해 Raw 

264.7 cell에 형광 표지된 엑소좀을 처리하여 Raw 264.7 cell의 세포막 주변과

세포내 분포 변화를 4D 컨포컬 이미징(LSM time-lapse)을 이용해 10분에서

1시간까지 10분 간격마다 실시간으로 촬영하였다.

IVIS 이미징을 통한 형광 표지된 엑소좀의 직진성 검증

형광 표지된 엑소좀의 농도가 증가함에 따라 영상 신호의 강도가

증가하는 것을 확인하기 위해 E-tube에 형광 표지된 엑소좀 3×109, 1.5×109, 

6×108, 3×108, 3×107 particle/100µL을 넣고 IVIS spectrum (PerkinElmer, Inc., 

Waltham, USA)을 통해 이미징을 수행하였다. 또한 BALB/c-nu 마우스(JA BIO, 
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Inc., Suwon, Korea)의 피하에 형광 표지된 엑소좀 3×109, 1.5×109, 6×108, 

3×108, 3×107 particle/100µL을 투여하고 IVIS spectrum으로 이미징을

수행하였다. 

IVIS 이미징을 통한 형광 표지된 엑소좀의 생체 분포 평가

6 주령 수컷 BALB/c-nu 마우스에 형광 표지된 엑소좀 1×109

particle/200µL 을 정맥 주사 후 30분, 1 시간, 3 시간, 6 시간, 24 시간 후에

호흡마취한 뒤 IVIS spectrum 을 통해 in vivo 이미징을 수행하였다. 정맥 주사

후 30분, 1 시간, 3 시간, 6 시간, 24 시간 후에 마우스를 안락사하여 간, 비장,

신장, 폐, 심장, 췌장, 위, 소장, 대장을 추출하여 IVIS spectrum 을 통해 ex 

vivo 이미징을 수행하였다.
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결 과

형광염료와 분리된 표지된 엑소좀의 형광표지 효율 검증

기존 연구에 사용되는 형광이미징에 사용되는 염료는 지질 이중막

특이적 형광염료인 DiD, DiR 을 주로 사용이 되고 있었다. 이러한 염료는 시간이

지날수록 지질 이중막에서 확산이 되어 표지가 떨어져 나오는 단점이 있어

단백질 형광표지 기술을 이용하여 엑소좀의 최적 형광 표지법을 확립하였다.

엑소좀의 단백질 농도는 BCA 측정 결과 평균 30-50 ㎍/ml 이며 입자수는

1010-1011p/ml 이였다. 최적의 형광 표지 조건을 잡기 위하여 FITC-NHS 염료를

이용하여 표지 조건을 확립하였다. 

2×109 개의 엑소좀에 염료 0.1mg, 0.01mg, 0.001mg 을 처리하였다. 

일반적으로 NaHCO3을 처리하여 pH 8-9 를 유지하여 최적 표지 효율을 높였다. 

그러나 엑소좀에 영향을 조사하기 위해 NaHCO3 을 처리하지 않은 시험군을

포함하여 표지 효율과 안정성을 조사하였다.

기존 단백질 표지법은 단백질의 양이 충분하며 측정이 용이하지만

엑소좀의 경우 표면에 노출된 단백질 양이 소량이며 고농도의 농축이 용이하지

않기 때문에 형광 염료와 표지된 엑소좀의 분리에 대한 최적 기술을 확립하였다.

기존에 PD-10 을 이용한 형광염료 분리 과정을 시행하였을 경우 회수율이

낮아 고농도의 엑소좀이 필요하였다. 소량의 표지 엑소좀과 형광염료 분리을

위해 Exosome Spin Column (MW3000)을 이용하여 최적 적용 부피를 설정하였으며

FCS 를 이용하여 검증하였다. 표지된 엑소좀과 free dye 가 제대로 분리된 것을

확인하였으며 최적 부피 이상을 적용하였을 때 분리가 잘 되지 않았다.

형광염료와 분리된 표지 엑소좀의 형광 표지 효율을 검증하기 위해서

기존 방법을 적용하였을때 소량임으로 새로운 정제 방법을 개발하여 광학이미징

기법을 이용하기위한 표지 방법을 확립하였다.
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엑소좀의 물리화학적 특징 분석

HEK293에서 분리한 엑소좀과 형광 표지된 엑소좀의 특징 분석을 위해

NTA 측정과 TEM, FCS을 수행하였다. NTA 측정 결과 형광 표지된 엑소좀과 표지

전 엑소좀의 평균 사이즈가 차이가 없음을 확인할 수 있었다 (Table 1, Figure

1). TEM 이미지로 엑소좀 및 형광 표지된 엑소좀의 크기 및 모양을 확인할 수

있었다. 두 엑소좀은 40nm에서 100nm 사이의 직경과 구형을 보여졌다. TEM 

이미지를 통해 두 엑소좀 사이의 특별한 차이점이 없어 형광 표지 과정에서

엑소좀 외형의 손상이 거의 없음을 확인할 수 있었다 (Figure 3 and 4).

형광 표지된 엑소좀을 물리화학적 특성 평가를 FCS 기법을 이용하여

최적화하였다. FCS/FCCS 및 4D 컨포컬이미징을 이용해 엑소좀-세포반응

정량화을 하였다. FCS/FCCS는 형광프로브 (면역항체, 세포외소포치료제 등)의

절대농도, 분자운동성(확산계수) 및 상호작용(약물-세포막)의 세기를 용액 및

live cell에서 직접 평가할 수 있는 고감도 형광분석법임으로 형광 표지된

엑소좀의 물리화학적 특징을 동정하는데 최적의 방법이었다. FCS를 이용하여

형광 표지된 엑소좀을 측정하였다 (Figure 5). 측정된 FCS를 분석하여

형광염료와 표지된 엑소좀이 잘 분리됨을 검증하였다. 형광의 농도를 FCS를

이용하여 측정하였으며 엑소좀에 형광염료 0.1mg에 NaHCO3 처리 군의 경우

엑소좀 1개당 25개 염료가 표지되었다. NaHCO3 미처리 군의 경우 엑소좀 1개당

13개 염료가 표지 되었으며 형광염료 0.01mg에 NaHCO3 처리 군의 경우 엑소좀

1개당 6개 염료가 표지되었다. 형광염료 0.001mg의 경우 4개 염료가

표지되었음을 알 수 있었다.
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Table 1. 엑소좀과 형광표지된 엑소좀의 NTA 측정
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Figure 3. 엑소좀과 형광표지된 엑소좀의 NTA 측정 (A) 엑소좀의 NTA 

그래프, (B) 형광표지된 엑소좀의 NTA 그래프
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Figure 4. TEM 이미지 촬영 (A) 엑소좀의 TEM 이미지, (B) 형광 표지된

엑소좀의 TEM 이미지

A B

100 nm 100 nm
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Figure 5. FCS를 통한 형광표지 효율 측정 (A)FCS raw data와, 형광 상관

함수 그래프 (B) 엑소좀 1개당 표지된 염료 수 그래프



19

실시간 세포이미징을 통한 형광 표지된 엑소좀의 기능 분석

형광 표지된 엑소좀의 물리화학정 특성을 분석하였고 구조 변형이

없음을 확인하였다. 형광 표지된 엑소좀이 세포 반응에 영향을 보기 위해서

live cell 이미징 기술을 적용하였다. Live cell 이미징을 통해 Raw 264.7 

cell에서 시간이 지남에 따라 형광 표지된 엑소좀이 세포 외에서 세포 내로

이동이 증가함을 알 수 있었다. 형광 표지로 인해 엑소좀의 세포내로의

이동하는 기능이 줄지 않음을 확인하였다. 따라서 기존 형광 염색법에 비해 본

연구를 통해 개발된 표지법이 물리적인 영향이 적으며 기능에 영향을 미치지

않음을 동정하였다. 본 표지법을 이용하여 소동물 모델에 적용을 하는 방법으로

사용하였다.
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Figure 6. 4D 실시간 세포 이미징 (A) 형광 표지 엑소좀의 이동 관찰
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형광 표지된 엑소좀의 직진성 및 검출 한계 검증

정량으로 물리화학적 특징이 검증된 형광 표지 엑소좀을 이용하여

직선성을 검증하였다. IVIS spectrum으로 E-tube에서 형광 표지된 엑소좀의

농도가 증가함에 따라 영상신호의 강도가 증가함을 확인하였으며 측정값을

정비례 그래프로 나타내 �� 값이 0.98로 1에 근접하여 직진성을

확인하였다(Table 2-A, Figure 7-A). BALB/c-nu 마우스의 피하에 형광 표지된

엑소좀을 투여하여 엑소좀의 농도가 증가함에 따라 영상신호의 강도가 증가함을

확인하였으며 측정값을 정비례 그래프로 나타내 ��값이 0.99로 1에 근접하여

직진성을 확인하였다 (Table 2-B, Figure 7-B).

제시된 시험법의 검출한계를 알아보기 위해 표지된 엑소좀을 5개

구간으로 나누어 투여하고 즉각적으로 분석하였다. 마우스를 마취시키고

Stereotactic frame에 머리를 고정시킨 후 두피를 절개하고 다양한 깊이와

농도로 주입을 하였다. 본 검사법을 이용하여 소량의 표지된 엑소좀을 투여하여

광학영상 검출한계 이하 농도만이 투여되여 반복 시험 결과 고농도의 표지

엑소좀이 필요하였다.

조직의 깊이에 따른 생체내 분포 평가를 수행하기 위해 마우스를

마취시키고 Stereotactic frame에 머리를 고정시킨 후 두피를 절개하고 다양한

깊이와 농도로 주입을 하였다. 주입 양이 극소량으로 주입이 됨으로 형광표지된

엑소좀이 고농도로 필요하였으며 2.5mm 깊이에서 신호를 보였으며 그 이상의

깊이에서는 관찰이 쉽지 않았다. 

광학영상은 이론적으로 근적외선 영역인 650nm-780nm 파장에서 관찰 시

1cm이내에서만 신호를 보이는 검출한계가 있다. 이러한 경우는 농도가 높을

경우이며 엑소좀의 경우는 고농도로 적용하기가 힘듦으로 조직의 깊이에 따른

생체내 분포 평가에 한계를 보였다 (Figure 8).
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Table 2. IVIS spectrum 측정 (A) E-tube에서의 농도별 IVIS spectrum 

측정값, (B) BALB/c-nu 마우스의 피하에의 농도별 IVIS spectrum 측정값
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Figure 7. IVIS spectrum 측정 (A) E-tube에서의 농도별 IVIS spectrum

이미지, (B) BALB/c-nu 마우스의 피하에의 농도별 IVIS spectrum 이미지
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Figure 8. IVIS spectrum 측정 (A) BALB/c-nu 마우스의 피하에서 농도별

IVIS spectrum 이미지
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형광 표지된 엑소좀의 생체 분포 평가

표지 염료와 엑소좀의 물리화학적 검증이 가능한 기법은 형광 표지임을

알 수 있었다. 따라서 최종적으로 광학영상 기법을 본 과제에 최적 이미징

기법으로 선정하였다. 광학영상을 이용한 시험평가법을 개발하기 위해 꼬리

정맥에 표지된 엑소좀을 투여하여 최적 영상을 위한 시간을 선정하였으며

장기의 농도를 검출하기 위한 방법을 도출하기 위해 장기 추출 후 영상을

촬영함.

형광표지된 엑소좀의 생체분포를 확인하기위해 BALB/C-nu 마우스의

정맥에 1×109 particle/200µL을 주사하여 투여 전, 30분, 1시간, 3시간, 6시간, 

24시간 IVIS spectrum 이미징을 수행하였다. In vivo 이미징 결과 간에서의

신호가 큰 것을 확인하였다(Fig. 9-A). IVIS spectrum은 형광으로 깊은 조직의

이미징이 힘들기 때문에 시간별 간, 비장, 신장, 폐, 심장, 췌장, 위, 소장,

대장을 추출하여 형광 신호를 측정을 한 결과 In vivo 이미징과 같이 간에서

가장 강한 신호를 나타냈으며, 간 이외 비장과 신장에서도 신호가

확인되었다(Fig. 9-B).
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Figure 9. IVIS spectrum 측정(A) In vivo IVIS spectrum 이미지, (B) Ex 

vivo IVIS spectrum 이미지, (C) EX vivo IVIS spectrum 그래프
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약물 투여법에 의한 생체 분포 평가법 검증

엑소좀을 표지를 하기위해 염료와 pH 조절을 통한 표지 효율 증가를

위한 sodium bicarbonate에 의해 희석이 되었다. 또한 표지 후 잔여 free dye를

제거하기 위한 desalting 과정을 통해 희석됨으로 표지후 고농도로 투여가

어려운 점이 있었다. 따라서 검증된 농축 방법으로 8배 농축을 시켜 최종

3×1010개/ml의 농도를 얻을 수 있었다. 이 농도로 약물 투여법에 의한 생체

분포 평가법 검증에 사용하였다.

정맥 투여 (IV injection) 후 시간별 in vivo 이미징 및 장기 추출 후

이미징. 투여 전, 30분, 1시간, 3시간, 6 시간 그리고 24시간 까지 in vivo 

영상을 수행하였으며 시간별 장기를 추출하여 각각 영상을 획득하였다(Fig. 10-

A). 24시간 이상은 참조 논문에서 표지된 물질의 유리 및 대사에 의한 영향으로

권장하지 않았음으로 24시간까지 분포를 수행하였다. 광학영상은 형광의 경우

깊은 조직의 이미징이 힘들기 때문에 시간별 장기 추출 후 생체 분포를

측정하여야 하였다. 장기 중 간에서 가장 강한 신호를 얻을 수 있었으며

6시간까지 증가를 하였으며 24시간에 감소함을 알 수 있었다.

위장관의 경우 2주전 무형광 사료로 교체를 하여 기존 사료에 발생하는

자가 형광을 최소화 하여야 하였다. 그러나 여전히 투여전 장기에서 위장과

대장에 형광 신호가 보였다. 광학영상을 이용하여 장기 분포를 시험 할 경우

장기 추출 후 소화기관을 PBS로 세척 후 관찰하여 자가 형광에 의한 artifact를

줄일 수 있을 것으로 사료되었다.

피하 주사 (SC injection) 후 후 시간별 in vivo 이미징 및 장기 추출

후 이미징을 하였다. 투여 전, 30분, 1시간, 3시간, 6 시간 그리고 24시간 까지

in vivo 영상을 수행하였으며 시간별 장기를 추출하여 각각 영상을

획득하였다(Fig. 10-C).

정맥투여와 달리 피하 투여 후 장기 분포는 상대적으로 늦게 분포됨을

알 수 있었고 약물의 분포 농도가 정맥 투여보다 낮음을 알 수 있었다. 투여

방법에 따라 약물 분포의 차이가 있음을 알 수 있었다.

생체내 분포 관찰을 위한 time point는 기존 참고 문헌을 통해 설정을

하였다. 참고 문헌에 따르면  24시간 이후 형광 신호가 대부분 감소를 하지만
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췌장에서 급격하게 높아짐으로 보고가 되었다. 이러한 결과는 잔여

세포외소포치료제의 재 분포이거나 인위결과 (artefact) 일 것으로 사료되었다. 

다른 참고 문헌에서는 혈중내 농도가 360분 이후에는 검출이 안되는 것으로

보고됨으로 종합적으로 형광 염료의 반감기가 길기 때문에 엑소좀에서 유리된

형광 염료의 비특이적 결합에 의한 신호임을 생각할 수 있었다. 따라서 24시간

이상에서 나오는 결과는 신빙성이 떨어 질 수 있음으로 24시간으로 설정하였다. 

체내 반감기는 혈액 내에 농도는 6시간이내 임을 문헌 상 알 수 있었다. 이러한

자료를 기반으로 실험을 디자인하였고 수행을 하였다.
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Figure 10. IVIS spectrum 측정(A) 정맥 투여 후 시간별 생체 분포, (B) 

정맥 투여 후 간에서의 신호 그래프, (C) 피하 투여 후 시간별 생체

분포, (D) 피하 투여 후 간에서의 신호 그래프
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결론 및 고찰

엑소좀은 모든 세포에서 분비하는 인지질 이중층 구조의 30~200nm의 크기를

가진 세포 외 소낭이다. 세포에서 분비되는 다른 소포인 미세소낭과 세포자멸

소낭과 크기와 역할이 다른 것으로 알려져 있으며, 엑소좀은 생성과정을 통해

세포의 세포막 일부를 공유하게 되어 세포막 단백질을 갖고, 세포 외부로

분비되어 세포 간의 신호전달에 사용되는 것으로 알려져 있다. 엑소좀은 차세대

비세포 치료제나 바이오마커로 연구되고 있다. 그러나 엑소좀은 크기가 작아

표적 장기 외 정상 조직이나 세포에 흡수될 수 있어 엑소좀의 개발과정에서

엑소좀의 생체분포평가가 필요하다.

본 연구는 엑소좀의 생체분포평가를 위해 최적의 엑소좀 표지방법을

찾았다. 기존 엑소좀의 표지의 단점인 엑소좀의 기능이나 특성에 영향을 주거나

시간이 지날수록 프로브가 엑소좀에서 떨어져 분리된 프로브로 인해 배경

신호가 나타나는 것을 보완하는 표지법을 통해 엑소좀을 표지한 후 엑소좀의

물리적 특성에 변화가 없음을 검증하였다. NTA와 TEM 이미징을 통해 엑소좀과

형광 표지된 엑소좀의 외형 손상이 거의 없음을 확인하였으며, FCS측정으로

형광물질 특성분석을 통해 형광염료와 표지된 엑소좀이 분리가 잘 됨을

확인하였으며 엑소좀 한 개당 표지 염료의 개수를 확인하였다. 4D 실시간 세포

이미징을 통해 형광 표지된 엑소좀의 이동성이 줄어들지 않음을 확인하였다.

표지된 엑소좀을 통해 생체 분포시험 연구를 시행하였으며 꼬리 정맥에

표지된 엑소좀을 주입한 mouse의 광학영상 in vivo와 ex vivo 이미징 결과

대부분이 간으로 이행되었으며, 비장과 위장관에도 축적된 것을 확인할 수

있었다.
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(Abstract)

Exosomes are nano-sized information carriers secreted by all cells. The 

membrane is a lipid bilayer and contains abundant biological information 

such as mRNA and miRNA. Exosomes have recently been studied a lot as 

biomarkers and cell free therapy. Since these exosomes are small in size and 

absorbed by various organs in the body, they can reach other organs as well 

as desired organs and be absorbed by tissues and cells, so an in vivo 

distribution experiment is required as a prerequisite for drug development.

Optical imaging, which can image distribution in vivo, is non-invasive 

and can be repeatedly measured, minimizing the experimental period and 

development cost. In order to analyze the biodistribution of exosomes with 

an optical image, an appropriate probe marker is required for image analysis 

of exosomes. However, the existing labeling method of exosomes has the 

disadvantage of affecting the function or characteristics of exosomes, or 

background signals may appear due to probes separated from exosomes over 

time. To compensate for this, it is necessary to study the biodistribution 

test considering the route of administration after labeling exosomes through 

fluorescence labeling using covalent bonds.

in this study, the presence or absence of structural change and 

fluorescence labeling efficiency of fluorescently labeled exosomes were 

verified to establish the fluorescence labeling method, and the 

biodistribution over time was confirmed through optical images.
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