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< 국문 요약문 >



연구의

목적 및 내용

<최종목표> 쥐 간절제 모델을 만들어 small-for-size의 기전을 규명하고 간 재

생에 효과가 있다고 알려진 약제(stem cell factor, granulocyte macrophage 

colony-stimulating factor, granulocyte colony-stimulating factgor, EPO 등)

를 in-vivo로 투여하여 효과를 규명함.

1) 80%, 90%, 95% rat hepatectomy model 확립

- 종류 : Spraque Dawley rat (male, 200-250g, 7 weeks)

- partial hepatectomy : under general anethesia (isoflurane, NO2, O2) 

and Ligation technique (Higgins GM, Arch Path., 1931;12:186)

2) 간재생 mechanism

- Liver remodelling : IL-6, TGF-b (수술 후 2, 4, 8, 24 hr)

- Liver regeneration : Liver weight recovery ratio, PCNA test (수술후 

2,5,7일)

- Liver sample :　 SCF, GM-CSF, G-CSF, EPO mRNA expression, 

S100A4 mRNA expression, cell cycle (cyclin D1, cdk1. cdk2 )

- Serum parameter: AST, ALT, Total bilirubin (수술후 2, 5 7일)

- MTS assay for combination effect

- SDF-1, CXCL-12, MMP-2, MMP-9

연구개발성과

<정량적 성과1)>

구분 달성치/목표치1) 달성도(%)

SCI 논문 편수 5/1

IF 합 10.85/3

기타 성과

   1) 총연구기간 내 목표연구성과로 기 제출한 값

<정성적 성과>

-주요연구성과를 개조식으로 간단히 작성(5줄 이내)

간절제 및 혈관수술에 가장 중요하고 필수적인 미세수술 기법 습득

  -임상에 적용하여 효과를 입증함으로써 간절제 결과의 향상

연구개발성과의

활용계획

(기대효과)

임상에서 문제되는 작은 이식편 문제에서 이를 개선할 수 있는 약물을 발견하여 임상

에 활용할 수 있는 기초 자료로 활용함.

중심어

(5개 이내)
흰쥐 간절제 간재생 줄기세포인자 집락자극인자



< 영문 요약문 >

〈 SUMMARY 〉

Purpose&

Contents

To establish extreme rat hepatectomy model and elucidate the mechanism of 

small-for-size syndrome.

To find the possible role of in-vivo administration of combined SCF and GB-CSF 

in 90% partial hepatectomy model with new portal pedicle ligation saving bile 

duct technique

Results

Survivals after 90% hepatectomy using this technique were increased 

to 95% compared with 55% with conventional ligation technique (p = 

0.004). Group 2 showed significantly increased liver regeneration 

index at postoperative day 2 and 4 compared to group 1 (287.5 ± 

19.6 vs. 513.9 ± 67.1, p = 0.025 at day 2; 647.6 ± 108.8 vs. 941.7 

± 53.9, p = 0.046). Serum liver function test including total bilirubin, 

aspartate aminotransferase, alanine aminotransferase in group 2 were 

significantly lower than those in group 1 on postoperative day 1. The 

expression number of Ki-67 in immunohistochemistry was significantly 

high in group 2 compared to that in group 1 on postoperative day 4 

(343.3 ± 35.4 vs. 535.7 ± 56.4, p = 0.045). Group 2 showed a 

significant increase of IL-6 and TGF-β within 24 hours after 

hepatectomy. Furthermore, CXCL12/CXCR4 and MMP-2,9 of liver 

tissue in group 2 were also significantly up-regulated by quantitative 

PCR on postoperative days.

Expected

Contribution

Based on this results, we could use the SCF and GM-CSF in patients with 

small-for-size syndrome such as conditions of post-hepatectomy or post-liver 

transplantation.

Keywords rat hepatectomy
liver 

regeneration

stem cell 

factor

colony-stimula

ting factor
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1. 연구개발과제의 개요

1-1 연구 개발 필요성 및 목적

간이식은 말기 간질환의 가장 효과적인 치료법이다. 간이식은 사체 간이식에서 시작되어, 뇌사

자의 공여 부족으로 생체 간이식에 이르렀다(Tanaka와 Kiuchi, 2002). 이제는 소아에서 뿐만 

아니라 성인 대 성인 생체 부분 간이식이 보편화되어 가고 있다. 특히 서양에 비해 사체 간이

식이 부족한 우리 나라에서는, 잠재 수여자가 간이식 대기 중에 사망하는 예가 빈번하여(국립

장기이식관리센터, 2002), 생체 부분 간이식에 대한 논의가 활발하다. 생체 부분 간이식 초기

에는 성인 수여자에게 공여자의 좌엽을 이식편으로 사용하였다. 그러나 소아 수여자와는 달리 

체격이 큰 수여자에서 이식간의 용적이 부족하여 대사 요구량을 충족시키지 못하는 경우가 있

다.

작은 이식편을 사용한 경우 특징적으로 문맥 혈류량이 과도하게 증가하고 문맥압이 항진되는 

것이 이러한 기전의 하나이다(Boillot 등, 2002). 즉, 적은 용적의 이식편에 대하여 단위 조직

당 혈류량이 증가하게 되므로, 정상적인 문맥 혈류에서도 문맥압이 항진된다. 이러한 문맥압 

항진은 간 울혈을 일으키고, 간세포를 괴사시키며, 간 재생에 방해 요인으로 작용한다. 궁극적

으로 간이식의 성적에 좋지 않은 영향을 미친다(Yanaga 등, 1995; Man 등, 2001; 

Shimamura 등, 2001). 역으로, 성인 생체 부분 간이식 중 문맥압을 조절하여 정상 수준으로 

유지하면, 이식편과 환자의 생존율을 증가시킨다는 보고도 있다(Ito 등, 2003). 따라서 최근에

는 충분한 용적의 이식편을 얻기 위해서 공여자의 우엽을 이식편으로 점점 더 이용하고 있다

(Marcos, 2000). 그러나 생체 부분 간이식에서는 공여자의 안전성이 가장 중요하다. 아직 우

엽을 이용한 공여자의 안전성에 대해서는 논란이 있다. 이식편을 많이 절제할수록 공여자의 안

전성은 침해된다(Renz와 Busuttil, 2000; Trotter 등, 2002). 따라서 공여자에게 부담이 적은 

좌엽이나 그 이하의 간 절제를 하여 수술 범위를 늘이지 않고 적은 용적의 간을 사용하고, 동

시에 수여자의 성적에 영향을 미치지 않는 방법을 모색해야 한다. 

간은 태생기가 아니어도 재생이 가능한 장기이다(Tomiya 등, 1998). 생체 부분 간이식 후 간

의 재생 속도는 간이식의 성적을 좌우한다. 이식편의 용적이 적더라도 재생이 충분히 빨리 일

어나 이식 초기에 요구되는 대사량을 만족시킬 수 있다면, 적은 용적의 이식편을 이용해도 이

식의 성적이 향상될 것이다. 또한, 간암 및 간전이로 인해 대량 간절제가 필요한 환자들이 있

다. 이들도 수술적 절제후 작은 간으로 인해 small-for-size syndrome을 격게 된다. 이는 먼

저 설명한 문맥 혈류량의 과도한 부하로 인해 간세포의 파괴를 야기하여 간기능 저하 및 복수 

형성으로 증상을 나타낸다. 대개 Prothrombin time INR 2.0 이상, Total bilirubin 100umol 

이상, 간성 혼수가 있을 때 진단할 수 있으며 이로 인해 간부전 및 사망을 초래하게 된다.



이런 작은 간과 이식편을 가진 환자들을 위한 약제에 대한 연구는 꾸준히 되어 오고 있으나, 

아직 뚜렷한 결과를 내지 못하고 있는 실정이다. 하지만, 최근에 간재생을 촉진시키고 효과를 

보인 약제들이 나오고 있다. Fanyin Meng 등 (hepatology 2012;55:209-221)은 stem cell 

factor 와 GM-CSF를 in-vitro rat의 cholangiocyte 재생에 synergic effect가 있음을 보여 

주었다. 간재생동안 복잡한 inflammatory signaling 과 간담세포 분화, 증식, 및 혈관의 형성

이 뒤따른다. 이런 간의 remodling 과정동안 여러 cytokine들이 관여를 하게 되는데 알려진 

것으로는 stem cell factor, erythropoietin, granulocyte colony-stimulating factor, 

granulocyte macrophage colony-stimulating factor등이 있다. 이러한 cytokine들은 피속의 

적혈구, 백혈구 및 혈소판의 골수 생성을 조절하는 것으로 알려져 있다. 특히, SCF는 CD34-

양성 stem cell의 분화를 촉진시키며, 나머지 EPO, G-CSF, GM-CSF는 좀더 분화된 세포들

의 합성을 조절하는 것으로 알려져 있다. Colony-stimulating factor는 혈관 내피 세포의 직접

적 효과와 neutrophil의 recruitment와 activation을 통해서 간의 염증반응에 관여하는 것으로 

알려져 있고, 이로 인해 간세포의 회복과 재생에 영향을 주는 것으로 알려져 있다.

이에 본 연구에서는 SD rat을 이용하여 small-for-size model인 80% 이상 hepatectomy 모

델을 확립할 예정이다. rat을 이용한 hepatectomy 모델은 이미 다양한 간절제가 비교적 쉽게 

가능하여 간재생 및 작은 이식편 모델로서 많은 실험이 이루어져 있다 (marginal 

hepatectomy in the rat, Annals of surgery, July 2006). 본 연구에서도 caudate lobe과 

right inferior lobe을 남기는 80% hepatectomy를 시행하여 작은 간 및 이식편 모델을 만들

예정이다. 또한, 최근 in-vitro 연구를 통해 간 재생에 synergic effect를 보인 SCF와 

GM-CSF를 동시에 in-vivo로 80% hepatectomy rat에게 투여하여 그 효과를 확인할 것이다. 

이 약제를 투여후 간재생에 중요한 역할을 하는 S100A4, IL-6, TGF-b 등의 수치를 확인하

여 작용 기전을 확인할 것이다.

2. 국내외 기술개발 현황



 가. 외국 현황

  - 작은 용적의 간이 재생되는데 필요한 적절한 약물 개발은 현재 세계적 화두이며 이에 대

한 단편적인 in vitro 연구들은 나와 있으나 실제로 in vivo 약물을 투입하여 liver 

regeneration을 밝인 논문은 아직 없는 상황이다. 본 연구에서는 다양한 간절제 모델을 

통해 최적의 부분 간절제 모델을 확인하고, 이에 liver remodeling에 관여하는 cytokine

과 protein을 확인, in vivo 상태에서 약물을 투입하여 liver regeneration을 확인할 것

이다. 따라서, 경쟁도 심하여 시급한 연구의 실행이 요구됨

  - 쥐절제 모델은 타동물 간절제에 비해 적은 비용과 다루기 용이함의 장점이 있어 간절제 

후 결과를 향상시키려는 노력의 일환으로 많이 연구에 이용되고 있음 

   

 나. 국내 현황

  - 쥐간절제를 시행하는데에는 기술과 노력이 필요하므로 현재 국내의 연구 보고는 미약한 

상태이다.

  - 이 연구 분야는 과학의 선진국들에서도 불과 몇 년 전에 시작되어 최근에 활발한 연구가  

진행되는 관계로 국내는 불모지에 가까운 실정임

  - 국내에서도 적절한 약물 사용으로 인한 간재생에 도움이 되는 약물 개발이 시급한 상황이

다.  

3. 연구수행 내용 및 결과



(1) 쥐 부분 간절제 모델 확립

1. 80% Model 확립

⒜ 방법 : 쥐의 right inferior lobe과 2개의 caudate lobe을 남기고 모든 간조직을 절제, 

ligation technique을 사용함

⒝ 결과 : 초기에는 인대 박리 및 간절제술 중 숙련도 미숙으로 과다 출혈로 사망하거나 횡격막 천

공으로 사망하는 례가 많았음. ligation technique로 숙련도를 습득하여 초기 50마리 수술후 일주

일 생존율 80% 달성

(80% 간절제 Model)                     (80% 간절제 일주일후)

2. 90% Model 확립

⒜ 방법 : Bile duct saving hilar ligation technique 개발하여 사용, 현미경하에서 각 lobe으로 

가는 문맥을 확인하여 담도와 간동맥, 간문맥을 박리후 caudate로 가는 간동맥, 간문맥만을 남긴후 

나머지 간동맥, 간문맥은 ligation시행함. 이때 bile duct는 남겨 놓아 남아 있는 간에서의 담도 

배출 용이 및 간증대로 인한 문맥 구조물 협착을 예방함



⒝ 일반 lobe ligation technique로 시행하였을시 생존율이 현저히 낮음 50% 전후. 상기 방법을 개

발하였을시 90% rat hepatectomy model에서 95% 이상의 생존율을 얻게 됨.



c) 약물 주입

90% partial hepatectomy 시행후, control 그룹은 PBS, experiment 그룹은 SCF+GM-CSF (25mcg/kg)

을 infrahepatic IVC (inferior vena cava)에 direct 하게 주입함.

(2) 약물 주입을 통한 간재생 확인 및 mechanism 분석



1. MTS assay for combination effect of SCF and GM-CSF

- Hep3B 와 SNU 449 cell line을 사용하여 in-vitro culture 상에서 SCF 와 GM-CSF동시 투여의 

synergistic 효과를 확인함.

2. Increased liver regeneration in volume and liver function test

- The liver regeneration index was statistically significantly increased in 

SCF+GM-CSF group at postoperative day 2 and 4 (287.5 ± 19.6 vs. 513.9 ± 67.1, p 

= 0.025 at day 2; 647.6 ± 108.8 vs. 941.7 ± 53.9, p = 0.046 at day 4; Fig. 6). 



- The liver function test including total bilirubin, AST, and ALT at preoperative status, 

postoperative day 1, 2, 4, and 7 was performed between control and SCF+GM-CSF 

group (Fig. 7). For total bilirubin, the level at postoperative day 1 was significantly 

different between two groups (2.96 ± 0.16 vs. 1.32 ± 0.24, p < 0.001). For the level 

of AST, SCF+GM-CSF group showed statistically significant low level at postoperative 

day 1 compared with control group. (2970.0 ± 111.6 vs. 1724.0 ± 59.4, p < 0.001). 

Regarding the level of ALT, SCF+GM-CSF group showed statistically significant low 

level at postoperative day 2 and 4 compared with control group (Day 2, 308.0 ± 73.6 

vs. 131.2 ± 3.9, p = 0.037; Day 4, 180.2 ± 18.9 vs. 104.0 ± 10.7, p = 0.006). 



3. hepatocyte proliferation with ki-67 immunohistochemistry and Cyclin D

- At operation day, postoperative day 2, 4, and 7, the liver specimen was obtained an

d stained with hematoxylin and eosin, and Ki-67. In immunohistochemistry using Ki-6

7, SCF+GM-CSF group showed higher expression value than control group at postope

rative period, especially day 4 (343.3 ± 35.4 vs. 535.7 ± 56.4, p = 0.045, Fig. 8) Ma

ximum proliferation of hepatocytes was observed at postoperative day 2.



4. Modulated IL-6 and TGF-b cytokines and CXCL-12/CXCR4 pathway

- Under 24 hours after 90% PH, IL-6 and TGF-β in the blood were checked at preop

erative status, postoperative 1, 4, 8, and 24 hours. The level of IL-6 and TGF-β in S

CF+GM-CSF group demonstrated significantly higher than those in control group (Fig. 

9). Especially, in case of IL-6, control group showed the restoration to normal range 

at postoperative 24 hours, but SCF+GM-CSF group showed the increased status at po

stoperative 24 hours. 

- CXCL12 and CXCR4, which are secreted by cells within injured tissue, and appear t

o be crucial for the migration of mesenchymal stem cells (MSCs) to certain damaged t

issues including liver, were checked by quantitative PCR in liver tissue at preoperative 

status, postoperative day 1, 2, 4, and 7. In SCF+GM-CSF group, the level of CXCL12 



was significantly increased at postoperative day 1 and 7, whereas the level of CXCR4 

was significantly increased at postoperative day 2 (Fig. 10). 

5. Changes of atrix remodeling enzymes of MMPs and TIMP-3 after the administration of S

CF and GM-CSF

- Liver resection triggers hepatocyte proliferation and hepatic/biliary matrix remodelin

g. These are important events in the regenerating liver. Matrix metalloproteinases (M

MPs) are a family of zinc-containing neutral proteinases that are involved in matrix re

modeling in both normal and pathophysiological processes. To confirm the functional r

elevance of SCF and GM-CSF-dependent modulation of regeneration, we assessed the 

expression of MMPs involoved in cell remodeling. Treatment with SCF and GM-CSF si

gnificantly increased MMP-2 and MMP-9 mRNA expressions in liver tissue at postope

rative day 1,4 and 2,7, respectively when compared to control group (Fig. 11). Howev

er, target 3`-UTR of tissue inhibitor of metalloproteinases-3 (TIMP-3) was decreased 

at postoperative 2 day compared to control group. TIMP-3 has unique domains that in

teract with extracellular matrix components and, unlike the other TIMPs, is mainly bou

nd to tissue matrix. Our findings provide evidence of a link between SCF with combin

ation of GM-CSF and the expression of mediators of cell remodeling in liver cells.





4. 목표달성도 및 관련분야 기여도

 4-1. 연구목표의 달성도

 4-2. 관련 분야 기여도

- 새로운 90% rat hepatectomy 모델 확립 (생존율을 95% 이상으로 올림)

- SCF 와 GM-CSF의 in-vivo effect에 대해서 실험적으로 밝힘

- 임상적 시도 가능성 제공

5. 연구결과의 활용계획

5-1 추가 연구 필요성 및 타연구에의 응용

- 간절제 및 간이식에서 잔존간의 빠른 재생은 환자의 생명과 직결되어 있음. 약물의 유용성

을 확인하기 위해 in-vivo study에서 SCF와 GM-CSF 단독으로의 자료가 필요함.

- 종양 조직의 재발 가능성으로 종양이 있는 쥐에서 절제후 재생 여부를 보는 것도 추가 연구

가 필요함.

- 간절제후 잔존간이 작아 small-for-size가 있는 환자에서 시험적으로 투여해 볼수 있음.

6. 연구과정에서 수집한 해외과학기술정보

- 다양한 간절제 모델 (conventional hepatectomy부터 vessle-oriented hepatectomy model)

- bone marrow activation cytokine이 liver tissue 의 regeneration 에 관여됨.

목 표 달성도(%) 내  용

다양한 간절제 모델 
확립 100%

- 80%, 90%, 95% 간절제 모델 확립 (새로운 

technique 개발)

약물 투여 연구 90% - 약물 투여군과 비투여군 간의 생존율 및 
간기능 수치, 간재생 평가



7. 연구개발과제의 대표적 연구실적

연번 논문제목 SCI/SCIE
Impact 

Factor1)
paper 발간일

online 

발간일
grant 기타2)

1

ABO incompatible living 
donor liver 
transplantation without 
graft local infusion and 
splenectomy

SCI-E 2.05 2014-09-01
in print 
( F i r s t 
author)

2

Prognostic Significance 

of Preoperative 

Peripheral Blood 

Monocyte Ratio in 

Patients with 

Hepatocellular Carcinoma

SCI 2.348 2014-09-01
in print 
( F i r t s t 
author)

3

C li ni co pa th ol og ic al 
features and prognosis 
of combined 
hepatocellular carcinoma 
and cholangiocarcinoma 
after surgery

SCI-E 1.167 2014-12-01
in print 
( F i r s t 
author)

4

Kinetics of B, T, NK 
lymphocytes and 
isoagglutinin titers in 
ABO incompatible living 
donor liver 
transplantation using 
rituximab and 
basiliximab

SCI 1.457 2015-01-01
in print 
( F i r s t 
Author)

5

Clinical Impact of 
18F-Fluorodeoxyglucose 
Positron Emission 
T om og ra ph y/ Co mp ut ed 
Tomography in Living 
Donor Liver 
Transplantation for 
Advanced Hepatocellular 
Carcinoma.

SCI 3.828 2015-10-01 1410910-2
in print 
( F i r s t 
author)

6

The combined effect of 

stem cell factor and 

granulocyte macrophage 

c o l o n y - s t i m u l a t i n g 

factor administration 

after 90% partial 

hepatectomy in rats 

using modified ligation 

technique

1410910-2 manuscript 
preparation
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Ⅰ. 연구개발실적

※ 다음 각 평가항목에 따라 자체평가한 등급 및 실적을 간략하게 기술(200자 이내)

 1. 연구개발결과의 우수성/창의성

  ■ 등급 : (아주우수, 우수, 보통, 미흡, 불량)

아주우수

: 수술 현미경을 사용하여 담도를 유지하고 간문맥 및 간동맥만 결찰하는 수술 방법을 개발하여 90% 

간절제 흰쥐에서 생존율을 95% 이상 올림.

간 재생에 효과가 있다고 알려진 SCF와 GM-CSF를 in-vivo 투여하여 그 효과를 증명함.

 2. 연구개발결과의 파급효과

  ■ 등급 : (아주우수, 우수, 보통, 미흡, 불량)

우수

간절제와 간이식후의 환자 생명과 직결된 간재생의 문제에 대해서 현재까지 알려진 약제가 없는 상황

에서 그 대안으로 SCF, GM-CSF를 사용할수 있는 기초연구를 제안함.

 3. 연구개발결과에 대한 활용가능성

  ■ 등급 : (아주우수, 우수, 보통, 미흡, 불량)

우수

전임상 단계의 실험으로 현재 BM activation을 위해 임상에서 사용중인 SCF, GM-CSF를 간세포 재생 용

도로 사용가능하도록 기초적인 연구를 제공함.

 4. 연구개발 수행노력의 성실도

  ■ 등급 : (아주우수, 우수, 보통, 미흡, 불량)

아주우수

: 짧은 기간임에도 불구하고, 수술 기술을 연마하고, 그에 합당한 다양한 기초 연구를 진행하였음.

 5. 공개발표된 연구개발성과(논문, 지적소유권, 발표회 개최 등)

  ■ 등급 : (아주우수, 우수, 보통, 미흡, 불량)

우수

: 본 연구를 통해서 익힌 술기를 통해서 간절제와 간이식 관련하여 상위 랭크의 논문들을 작성함.



Ⅱ. 연구목표 달성도

세부연구목표

(연구계획서상의 목표)

비중

(%)

달성도

(%)
자체평가

다양한 간절제 모델 확립 30 100 80, 90% 간절제 후 생존율을 높힘.

약물 투여 연구 70 90

약물 투여군과 비투여군간의 생존율 

및 간기능 차이를 알아 보았고, 그 

mechanism을 분석함.

합계 100점

Ⅲ. 종합의견

1. 연구개발결과에 대한 종합의견

일반적인 mass ligation technique으로 극단적인 90% 이상 간절제에서 실험에 필요한 생존율을 얻을수 

없어, 현미경적 미세수술 하에서 담도를 살리고, portal vein과 hepatic artery를 결찰하는 방법으로 

좋은 생존율을 얻음. 이를 통해 다양한 in-vivo trial을 시행할수 있으며 특히 본연구에서 SCF와 

GM-CSF를 사용하여 combination 약물의 효과를 입증함.

2. 평가시 고려할 사항 또는 요구사항

비교적 짧은 시간내에 실험동물 기술을 읽혔으며, 그에 대한 결과를 도출하였음. 향후 BM migaration 

및 repopulation mechanism에 대한 분석이 더 요구됨.

3. 연구결과의 활용방안 및 향후조치에 대한 의견

간절제와 간이식 후의 small-for-size syndrom 환자들에게 투여할 수 있는 약물로서 전임상 단계에서 

in-vivo 실험을 진행하였으며 그 효과를 입증함. 향후 임상에서도 사용될 수 있으리라 생각됨.



Ⅳ. 보안성 검토

 o 연구책임자의 보안성 검토의견, 연구기관 자체의 보안성 검토결과를 기재함

※ 보안성이 필요하다고 판단되는 경우 작성함.

1. 연구책임자의 의견

2. 연구기관 자체의 검토결과



II. 제0세부과제 

◦ 세부과제별로 별도로 작성함

◦ 각 세부과제의 계획서의 표지는 색지로 작성하여 쉽게 구분될 수 있도록 함.

   표지에는 다음과 같은 사항을 반드시 기재함. 

세부과제명 : 

세부과제책임자(성명/소속) :
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