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Ⅰ. 서 론

조직공학은 골결손부위의 재건을 위한 방법으로 과거 10년동

안 재건학 분야에서 상당한 관심을 받아왔다. 조직공학을 이용

한 골재건방법으로 흔히 사용된 방법은 골수줄기세포 (bone

marrow stem cell)를 삼차원적인 지지체 (scaffold)에 배양하여 골

결손부위에이식하여골조직을생성시키는방법이다1). 최근에는

주사할 수 있는 젤(gel)형태의 지지체를 이용하는 조직공학방법

에 관심이 높아져 왔다. 젤을 이용한 조직공학방법은 고형(pre-

formed)의 지지체를 이용하는 기존의 방법보다 여러 가지 장점

을 제공한다. 젤 형태이므로 어떤 형태의 골결손부위에도 채워

넣을 수 있고, 성장인자 등 여러 가지 성분을 쉽게 혼합할 수 있

고, 그리고 고형의 지지체가 가지는 여러 가지 화학적 성분을 가

지지않는다.  특히젤의형태는외과적시술없이쉽게주입할수

있는장점이있다. 이러한이유로여러가지주사형젤재료가개

발되어 왔다. 지금까지 조직공학에 사용되어 온 젤성 재료로는

콜라젠 젤2), 폴리에틸렌 옥사이드3), 알지네이트4), 피브린 루5)

등이다. 그러나 이들 재료들은 분해속도 조절의 어려움, 생성조

직의 침투의 어려움, 면역반응 등 여러 가지 단점들이 관찰되어

왔다. 
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키토산은 생체적합성과 생분해성이 있는 자연산 폴리머로, 독

성이 없으며 면역반응을 일으키지 않으며, 상처치유를 돕고6) 골

형성을 촉진시키는 것으로 알려져 있다7). 알지네이트는 생체적

합성이 있는 폴리사카라이드로, 생체내 및 생체외에서 연골세포

의증식을도와주는것으로알려져있다8,9). 키토산과알지네이트

가 각각 주사형 젤재료로 알려져 있지만 이들 두재료를 혼합한

키토산-알지네이트복합체가세포의분화나기능에미치는 향

에 관하여 연구된 것이 거의 없다. 그리하여 본 연구에서는 키토

산-알지네이트 복합젤을 골수줄기세포와 골형성단백질의 운반

체로 사용하여 이들 젤이 골형성용 주사형 재료로 사용될 수 있

는지연구하고자하 다.

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 골수줄기세포 분리 및 배양

골수줄기세포(mesenchymal stem cell, MSC)의 분리 및 배양은

문헌에 보고된 방법10,11)따라 시행했다. 간단히 기술하면 5주된

Fisher rat을 희생시켜 퇴골을 채취하 다. 채취한 퇴골의 양

쪽끝단을제거한후한쪽끝단에서다른쪽으로 10ml 배지를골

내로 주입하여 퇴골내의 골수를 얻었다. 사용된 배지는 mini-

mal essential medium (MEM)을기본배지로하여여기에 20% 우태

아혈청 (FBS, Gibco)과 항생제 (Gibco)를 첨가하 다. 얻어낸 골

수는 15 ml의 배지와 함께 75 cm2 배양용기에 넣고 5% CO2, 37℃

의조건하에서배양하 다. 48시간후부터배지를 2-3일간격으로

교환 공급하 다. 이때 바닥에 부착되지 않은 세포들은 배지교

환시함께제거하 다.    

2. 키토산-알지네이트 젤의 제조

키토산 (Vanson Chem Co., Redmond, Washington)을 문헌에 기

술된 방법12)에 따라 87% deacetylation으로 만들었다. 이렇게 제조

된키토산을 0.2 M acetic acid에녹여 3% w/v concentration으로만

든후 0.22 μm 필터로 여과시켰다. 용액상태의 키토산에 0.1 M

NaOH를 첨가하여 pH를 중성으로 만들었다. 키토산을 중성으로

변화시키므로써 젤성 침전물이 형성되었다. 이 침전물을 증류수

로 2번 세척한 후 알지네이트 (3% w/v in distilled water, Sigma, St.

Louis, MO)와 1:1 부피비율로 혼합하 다. 혼합액을 sonicator

(Sonics & Materials Inc., Danbury, CT)로 50 watt상태에서 60초 동

안 sonication 시켜젤로만들었다. 제조된젤을사용할때까지 4℃

에서보관하 다.

3. 생체내 주입

6주된무흉선누드마우스 15마리를사용하 다. 5마리씩 3그룹

으로 나누었다. 트립신으로 처리하여 분리된 MSCs (약 3×106

cells)을 300μl 키토산-알지네이트 젤과 2μg BMP-2 (Bone

Morphogenic Protein, R&D Co.)와혼합하 다. 키토산-알지네이트

젤/MSCs/BMP-2 복합체를 18게이지 바늘을 가진 1ml주사기에 넣

고누드마우스등의피하조직내로주입하 다 (Fig. 1). 동일한방

법으로 각 누드마우스 등의 양쪽에 2개의 복합체를 주입하여 총

5마리에서 10개의복합체를주입하 다 (Fig. 2). 

조군으로 키토산-알지네이트젤과 2μg BMP-2의 복합체를 5

마리 누드마우스에 주입하 고, 또 다른 조군으로 키토산-알

지네이트젤과 3×106 MSCs의복합체를 5마리누드마우스에주입

하 다.  주입후 12주후매식체를채취하 다.

4. 조직학적 분석

채취한 매식체는 10% buffered formalin 용액으로 고정하고 탈

회한후 hematoxyline-eosin (HE) 염색하 다. 염색된매식체는광

학현미경으로 관찰하 다. Image analysis system (IBAS, Contron,

Fig. 1. Schematic drawing of experimental process Fig. 2. Photograph taken immediately after the

subcutaneous injection of implants
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Erching, Germany)을사용하여신생골의면적을 mm2로계산하

다. 이때신생골의구분은조직학적모습, 즉골세포와골기질의

형태에 의하여 구분하 다. 매식체 전체 면적에 한 신생골의

면적비율을계산하 다.  

또한 매식체를 4 μm의 두께로 자른 후 골형성에 중요한 단백

질인 osteopontin에 한 immunohistochemistry를시행하 다.   

Ⅲ. 결 과

1. 키토산-알지네이트젤 제조

키토산-알지네이트 혼합액을 sonication 한 후에는 물리적 성질

이 키토산이나 알지네이트용액과 전혀 다른 성질을 가졌다.

sonication 한 후 생성된 젤을 멸균인산완충식염수 (PBS)에 넣었

을때형태가변하지않고유지되었으며, 3주동안관찰하 을때

도 형태가 계속 유지되었다. 또한 젤을 37℃ 배양용기에 두었을

떼 더 단단하게 되었다. Sonication한 후 키토산-알지네이트젤과

골수줄기세포의 혼합은 피페트(pepet)으로 쉽게 되었다. 젤내에

혼합된 세포는 젤이 반투과성이어서 광학현미경으로 관찰이 가

능하 다.

2. 주입된 매식체의 육안적 소견

키토산-알지네이트젤/MSCs/BMP-2 복합체를 주입한 누드마우

스에서는 12주 후 피하조직내에 작은 결절(nodule)이 형성되었

으며, 이들 결절은 돌처럼 단단하 으며, 이들 결절들은 주변조

직과 경계가 분명하여 피하조직으로 쉽게 분리되었다 (Fig. 3).

그러나 키토산-알지네이트젤/MSCs 복합체 또는 키토산-알지네

이트젤/BMP-2 복합체를 주입한 누드마우스에서는 매식체가 서

서히 흡수되기 시작하여 1개월후에는 완전히 흡수되어 결절이

형성되지않았다.

3. 조직학적 소견

실험군

키토산-알지네이트젤/MSCs/BMP-2 복합체 결절은 주변이 섬유

성 막으로 둘러싸여 있었으며, 막내부에는 trabecular bone과 석

회화된 골질이 형성되어 있었으며, 골표면에는 골아세포로 둘러

싸여 있었다 (Fig. 4). 특히 생성된 골주변의 골은 정상골과 유사

한 laminar 형태를 가졌다 (Fig. 5). 매식체 전체 면적에 한 생성

된골의면적비율은평균 44.7% 다. 결절내에연골형성은관찰

되지 않았다. Osteopontin에 한 검사에서 양성반응을 보 다

(Fig. 6).

Fig. 5. Histological findings of the implant from the

MSCs/BMP-2/chitosan-alginate gel admixture(HE,

x100). arrows: laminar bone

Fig. 4. Histological findings of the implant from the

MSCs/BMP-2/chitosan-alginate gel admixture (HE,

x 200)

Fig. 3. Specimen removed 12 weeks after implant-

ation
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조군

12주후 매식체를 주입한 부위에서 피부를 절개하여 잔존물을

찾았으나모든동물에서흡수되고없었다. 

Ⅳ. 고 찰

이상적인 주사형 조직공학재료는 골을 형성하는 세포의 능력

에 맞추어 적절한 속도로 분해되어야 한다. 본 연구결과에 의하

면 키토산-알지네이트젤에 골수줄기세포와 골형성단백질을 혼

합하여 주사하 을 때는 신생골이 형성되었지만, 키토산-알지네

이트젤에 골수줄기세포 또는 골형성단백질을 하나만 혼합하

을 때는 골이 형성되지 않고 젤이 분해되어 완전히 흡수되었다.

이러한 결과는 골수줄기세포의 골형성속도를 골형성단백질

(BMP-2)로촉진시켰을때키토산-알지네이트젤의분해속도와조

화를이룸을나타낸다. 또한젤내에서 BMP-2가미분화된골수줄

기세포를골아세포로유도하는작용이큰것을나타낸다. 1993년

Wang등도13) 골수줄기세포만 사용한 조군에서 골형성을 관찰

할수없었으나, BMP-2를추가로사용한경우 BMP-2가미분화된

골수줄기세포의 골형성을 유도하여 골기질이 형성됨을 관찰하

다.  본연구에서 12주후매식체전체면적에 한생성된골의

면적비율은 약 45%로 기존의 논문에 보고된 비율14)보다 높았다.

높은 골생성비율은 아마도 키토산-알지네이트젤의 분해속도가

골수줄기세포의 골형성속도와 조화를 이루었기 때문인 것으로

사료된다.  

골형성단백질은 치과와 정형외과분야에서 가장 중요한 성장

인자중의 하나로15,16), 지금까지 1-15 subtypes의 BMP가 알려져 있

으며이들이골절이나골의발육에서형태형성과재생에관여하

는것으로알려져있다17). BMP-2는골유도에있어서여러 subtype

중 가장 능력있는 BMP중의 하나로 알려져 있다. 다른 성장인자

들처럼 BMP는운반체를필요로하여이들운반체에의하여장기

간에걸쳐계속적으로분비되어야골형성이유도됨이알려져있

다18). 본 연구에서는 키토산-알지네이트젤을 운반체로 사용하

다. 이들젤에서 BMP-2가인접하여있는미분화된골수줄기세포

와 작용하여 그들을 골아세포로 유도하고 골아세포가 신생골을

형성한것으로생각된다. 

최근에 키토산-알지네이트 복합체가 여러 분야에서 임상적으

로 사용되기 시작하 다19-21). 그러나 이들 복합체를 세포운반체

로 사용하는 시도는 거의 이루어지지 않았다. 키토산-알지네이

트 복합체의 특성은 중성에서 그리고 37℃의 조건하에서 젤로

변화된다는 것이다22). 이러한 특성을 이용하여 성장인자나 살아

있는세포등의생물학적인요소들을저온에서용액의형태에서

쉽게 혼합할 수 있으며 생체내에 주사할 경우 생체내 온도에서

젤로변하여주사한부위에서형태를유지시킬수있게된다.  본

연구에서는 저온상태에서 키토산-알지네이트 복합체 내에 성장

인자 (BMP-2)와 골수줄기세포를 혼합하 으며 이를 누드마우스

피하조직내에 주입하여 더 단단한 젤로 굳어지게 하 다. 이들

젤은시간이경과함에따라수축되어크기가감소되었지만일정

한 형태가 유지되었다. 우리들은 예비실험에서 키토산-알지네이

트젤내에서의 세포증식속도를 3주동안 관찰한 결과 세포증식이

213%이루어 짐을 관찰하 으며, 또한 본 연구에서 이들 젤을 이

용하여 생체내에서 골이 형성된 것을 관찰하 다. 이러한 결과

들은키토산-알지네이트젤이성장인자와세포의운반체로사용

될수있음을보여주었다. 

본실험에서신생골이누드마우스등의피하조직내에서즉, 간

질용액 (interstitial fluid)으로부터 양공급을 받는 부위에서 생성

되었다. 만약 골결손부위에 본 실험방법으로 골형성을 유도하

을 경우에는 더 많은 골이 생성될 수 있다고 추측할 수 있다. 이

러한 것은 앞으로 더 많은 연구가 필요하겠다. 신생골의 크기는

매식체내로 양분이 얼마나 잘 침투해 들어갈 수 있느냐에 의

하여 결정될 수 있는데, 본 연구에서는 형성된 골의 량이 소량에

불과하 다. 앞으로 조직공학적 방법을 이용하여 만들 수 있는

골의모양과양에관하여도더많은연구가필요하겠다.

Ⅴ. 결 론

본 연구에서는 키토산-알지네이트 복합젤을 이용하여 골형성

용주사형재료를개발하고자이복합젤을골수줄기세포와골형

성단백질과혼합한후이를누드마우스등의피하조직내로주입

한 결과 이들 복합체가 신생골을 형성하 다. 그러므로 키토산-

알지네이트젤/MSCs/BMP-2 복합체가 신생골을 형성하는 주사형

조직공학재료가될수있음을보여주었다.
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