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Ⅰ. 서 론

골연장, 기형교정, 골결손부 수복 등을 위한 전통적인 외과

적수술법은급격히주변조직이변화한다는제한점을가지게

된다1,2). 이러한제한점을극복하기위한한가지방법으로신연

골형성술이 두되었으며, 1954년 Ilizarov에 의해 이론적으로

정립된이후정형외과 역에서사지신장에널리이용되었다3).

악골에있어서는Snyder 등4)이성견의하악골에서골신장에

가토 하악골체부 신연 골형성술시 하이알우론산이
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Distraction osteogenesis is a new bone formation technique. There is a advantage of the environmental adaptation when distraction force is applied

to the gap between osteotomy lines. But it has a disadvantage of long-term wearing of the appliance and long consolidation period. Therefore we make

an effort to reduce it and repair normal function.

Extracellular matrix proteins have a function to control the cellular growth, migration, shape and metabolism. In these, hyaluronic acid is a member

of polysaccharide glycosaminoglycans (GAGs) and has a important function as bone formation and osteoinduction property.

Purpose : In this experimental study in rabbit mandibular distraction osteogenesis, we investigated the bone enhancing property of hyaluronic acid

and the expression of extracellular proteins such as osteocalcin and osteonectin.

Materials and Methods : The experimental study was carried out on 24 Korean male white rabbits (both mandibular body, n=48). Distraction

group was divided to distraction experimental (A, n=16) and distraction control (B, n=16) by the application of hyaluronic acid (Hyruan, LGCI, Seoul,

Korea). Normal control group (C, n=16) was only osteotomized. After 5 days latency, distraction devices were activated at a rate of 1.4 mm per day

(0.7 mm every 12hours) for 3.5 days. Animals were sacrificed at postoperative 3, 7, 14, and 28 days. H&E stain and immunohistochemical stain was

done on decalcified section. Additionally RT-PCR analysis was done for the identification of the expression of osteocalcin and osteonectin.

Results : The bone formation in distraction experimental group was much more than that in distraction and normal control group at postoperative 28

days. In immunohistochemical stain, osteocalcin was enhanced at only postoperative 14 days, but osteonectin was not different at each post-operation

days. In RT-PCR analysis, osteocalcin was not different at each post-operation days, but osteonectin was strongly expressed in distraction experimen-

tal group at postoperative 7 days. The expression of osteocalcin and osteonectin was elevated during the healing period.

Conclusion : We found the good bone formation ability of hyaluronic acid in distraction osteogenesis through the immunohistochemistry and RT-

PCR analysis to osteocalcin and osteonectin, known as a bone formation marker. The application of hyaluronic acid in distraction osteogenesis is a

method to reduce the consolidation period.
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해 처음으로 보고한 이후로 악안면 역에서는 McCarthy 등5)

이하악골왜소증환자에서 18-20 mm의하악골신장에 해첫

임상증례를 보고하 으며, 이후 많은 실험적, 임상적 연구가

악안면 역에서 신연 골형성술이 기존의 골 재건술 및 성형

술을 치할만한유용성이있다고증명하 다2,5). 그러나신연

골형성술의단점으로구외장치로인한반흔형성과장기간의

장치물장착으로인한불편감등이있으며, 이러한단점을극

복하기위하여구내장치물을이용하거나골성장을촉진시키

는방법을모색하 다6,7).

신연 골형성술은 임상적으로 골절단술, 잠복기, 신연기, 경

화기의 단계로 구분되며, 골간극이 섬유성 유합이 되지 않는

골형성을 얻어야 한다3,8,9). 충분한 골을 얻으며 성공률을 높이

고 치료기간을 단축시키기 위한 방법 등을 찾아보기 위하여

최적의 신연율과 신연빈도에 한 연구10,11)와 TGFβ, IGF, FGF

및BMP 등의성장인자의관여효과에 한연구12,13) 및Collagen,

Osteonectin, Osteopontin 및 Osteocalcin 등의세포외기질단백질

의관여효과에 한연구14,15) 등이시행되어오고있다. 이중세

포외 기질에 한 연구는 비교적 미약하지만 다양한 세포외

기질 성분 (glycoprotein and proteoglycan)들이 복합적으로 세포

의기능을조절하는것으로보고되고있다. 특히 1973년 Toole

은 이러한 세포외 기질이 세포의 발달, 이주, 증식, 형태 유지

및 사 등 세포의 기능을 조절하는데 활동적인 역할을 함을

보고 하 으며, 이중 하이알우론산의 역할을 규명하 다16-18).

또한 Yanagashita는 하이알우론산과같은점액다당류 (polysac-

charide glycosaminoglycans, GAGs)가세포기능을조절함에있어

서중요한역할을한다고보고하 다19).

본연구에서는세포외기질성분의하나인하이알우론산의

투여가신연골형성술에미치는 향을알아보고, 세포외기질

단백질로비교원성골기질단백질인 Osteocalcin과 Osteonectin

의 발현 정도를 면역조직화학검사와 RT-PCR analysis를 통하

여골절치유시의발현상과비교하여알아보고자하 다.

Ⅱ. 실험재료 및 방법

1. 실험재료

24마리 (양측하악골체부, n=48)의건강하고성장중인체중

2.5-3 kg의수컷가토를실험에사용하 으며, 안정상태를유지

하기 위하여 3-5일간 동물용 고형사료와 물을 이용하여 사육

하 고, 예비실험을시행하여가토의하악골을채취하고정상

해부학적구조를인지하여골절단부와신연장치의위치를설

정하 다 (Fig. 1). 신연장치는한바퀴회전에 0.7 mm, 최 6.5

mm까지 신장 가능한 Mini stainless steel skeleton-type expansion

screw (Dentarum, Germany)와 신연기를 골면에 고정하기 위한

Mini titanium screw (2.0 diameter × 18 mm, Jeil corporation, Seoul,

Korea) 2개를레진포매하여자체제작하 다 (Fig. 2).

2. 실험방법

1)  실험

정상 조군 (C군, n=16)으로는골절단술만을시행하 으며,

신연군은 하이알우론산의 투여 여부에 따라서 하이알우론산

을투여하지않은신연 조군 (B군, n=16)과투여한신연실험

군 (A군, n=16)으로나누었다. 

술전 8시간 금식을 시행하고, 전신마취를 위하여 Ketamin

(Ketalar, 유한양행, 한국) 30 mg/kg와 Xylazine (Rompun, 바이엘

코리아, 한국) 10 mg/kg를혼합하여근육주사하 다. 가토를앙

와위로 고정하고 통법에 따라 양측 하악 하연부의 제모와 포

타딘을 이용한 소독을 통하여 무균적 수술시야를 확보하고,

국소마취와 지혈목적으로 1:100,000 epinephrine 함유 2%

Lidocaine (유한양행, 한국)을 시술부위에 피하주사하 다. 하

악하연부를절개하고층별박리를통하여하악골을노출시키

고 소구치 전방의 이공을 통해 나오는 이신경을 확인하고 조

심스럽게견인하 다. 소구치전방과이공사이의설정된골절

단부를확인하고신연장치를 2개의 Mini titanium screw를사용

하여 일차고정 후 제거하고 저속 치과용 절삭 기구를 사용하

여 피질골 절제술을 시행하 으며, 골체부 내의 하치조 신경

손상에 주의하여 완전 골절단을 시행하 다. 골의 가동성을

확인한다음신연장치를재고정하고생리식염수로깨끗이세

척한 뒤 0.5 ml의 하이알우론산 (sodium hyaluronate 10 mg/ml,

Hyruan, LGCI, 서울, 한국)을 편측 하악 골절단부위에 국소적

투여를 시행하여 신연 실험군으로 설정하 다. 반 측 하악

골체부도같은방법으로시행하 으며, 하이알우론산은투여

하지않고신연 조군으로설정하 다. 이후 3-0 흡수성봉합

사와 비흡수성 봉합사로 층별 봉합을 시행하 으며, 신연 실

험군에있어서봉합시 0.5 ml의하이알우론산을추가로도포하

다 (Fig. 3, 4a, 4b)

정상 조군은같은방법으로소구치부와이공사이에서골

절단을시행후가동성을확인하고금속판과 4 mm Mini titani-

um screw를사용하여고정하 다. 모든실험동물은술후감염

방지와 저작곤란으로 인한 양결핍을 방지하기 위하여 3일

간Gentamycin (20 mg/kg)과Beecom을근육주사하 다.

골 신연은 술후 5일간의 잠복기를 두어 골절단부의 재혈관

화, 일차성가골형성및연조직치유를도모한후, 0.7 mm씩 12

시간마다 (1.4 mm / a day) 신연을시행하여 3.5일간총 4.9 mm의

신연량을얻도록계획하 으며, 술후최장 28일까지경과를관

찰하기로하 다.

2)  육안적검사

술후가토의식이상태등전반적인건강상태를확인하고, 신

연장치 회전시 저항감의 정도를 관찰하 으며, 하악 전치의

위치의 변화를 통해 신연상태를 파악하 다. 또한 각 시기별

로 채취된 조직에서 골 신연부의 골치유 상태를 육안적으로

관찰하여기록하 다.
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3)  방사선학적검사

각시기에채취된조직을치과용교합필름을이용하여일정

거리하에서 65 kvp, 7.5 mA, 25 msec의조건하에서촬 하여골

절단부 및 신연골 생성부에 한 방사선학적 변화에 한 검

사를시행하 다.

4)  조직표본제작

잠복기, 신연기, 경화기의과정을보기위하여술후 3일, 7일,

14일및 28일에신연군 4마리 (A군, n=4 ; B군, n=4)와정상 조

군 2마리 (C군, n=4)씩 희생시켜 절반은 조직표본제작을위하

여 사용하 으며, 나머지는 RT-PCR analysis를 위하여 사용하

다.

a. 탈회표본제작

채취한조직검체는 10% 중성포르말린에 3일간고정시키고,

5% formic acid-sodium citrate 방법으로 5일간 탈회를 시행하

다. 통상의방법으로파라핀포매를시행하여 4 μm 두께의조

직절편을제작하 으며, H&E 염색을시행하여광학현미경하

에서전반적인조직학적양상을관찰하 다.

b. 면역조직화학검사

골형성에 관여하는 비교원성 세포외 기질 단백질인

Osteocalcin과 Osteonectin의 발현을 면역조직화학검사를 통하

여분석하 다. Osteocalcin에 한일차항체는 bovine osteocal-

cin으로면역화하여생쥐에서얻어진 monoclone antibody (OC4-

30, Takara, Japan)를사용하 으며, Osteonectin에 한일차항체

는 human platelet osteonectin으로 면역화하여 생쥐에서 얻어진

monoclone antibody (OSN4-2, Takara, Japan)를 사용하 다. 면역

조직화학염색은 H&E 염색을위해준비된조직을사용하 으

며, 통상적인 peroxidase avidin-biotin complex법으로다음과같이

염색하 다. Xylene, Acetone, 100%, 95%, 75% Alcohol을사용하

여 탈파라핀 후 흐르는 물에 세정하 고, 실온에서 5분간 0.4

mg/ml Proteinase K (V302B, Promega)로 처리하고 TBS (Tris

Buffered Saline, TBS999, ScyTek) 완충액으로전단계에남아있

는 시약을 실온에서 5분간 3회 세정하고, 내인성 peroxidase의

활성을억제하기위하여 3% H2O2로실온에서 5분간반응시켰

다. 다시 TBS 세정후 streptavidin biotin universal detection system

을사용하여단백질억제완충제 (Cat No. 2391, Immuotech)로실

온에서 10분간반응후 Osteocalcin과 Osteonectin의일차항체를

5 μg/ml의농도로실온에서 90분간반응시켰다. 다시 TBS 세정

후 Biotin 표식 이차 항체로 실온에서 10분간 반응시키고 TBS

세정 후 streptavidin peroxiadase (Cat No. 2391, Immunotech)로 실

온에서 10분간반응시키고 TBS 세정후실온에서 2분간발색

제 (ACE substrate, AEC500, ScyTek)로처리한뒤 DW 용액에넣

어반응을정지시켰다. 그뒤 조염색으로Mayers hematoxylin

(HMM500, ScyTek)을 실온에서 20초간 처리하 다. 면역조직

화학염색 결과는 1명의 병리조직학자에 의해서 관찰하 고,

각 항체의 염색상에 한 검사방법은 염색상을 관찰할 수 없

는 경우를 음성 (－), 정상 성숙골에 산재된 세포에서만 약한

염색상을보이는경우를약양성 (＋), 염색상이세포질내에서

중등도로보이는경우를양성 (＋＋), 강한세포질내염색상을

보이는 경우를 강양성 (＋＋＋)으로 표시하여 각 시기별로

Osteocalcin과Osteonectin의발현정도를분석하 다.

5)  RT-PCR Analysis

세포외 기질인 Osteocalcin과 Osteonectin의 발현 양상을 RT-

PCR (reverse transcriptase-polymerase chain reaction) analysis를이용

하여다음과같이검사하 다. 신연군및정상 조군에서포

르말린 고정을 시행하지 않은 나머지 조직을 혈액의 오염을

최소화 하여 즉시 액화질소에 급냉 시킨 후 잘게 분쇄하여

Trizol (Invitrogen Co., USA)를첨가한후 1/10배의 chloroform으로

처리하여 상층을 분리하 다. 다음 동량의 isopropanol로 처리

하여 pellets을 DEPC-70% ethanol로 세척 후 건조시켜 DEPC-

D/W에 녹 다. cDNA는 260nm에서 흡광도를 측정한 후 정량

하여 reverse transcription reaction을실시하 다. Random primer로

70℃에서 5분간 annealing후 10mM dNTPs(Roche Germany),

RNasin, AMV(Avian Myoblastosis Virus) reverse transcriptase

(Promega, USA), 5xbuffer(Promega, USA)를 42℃에서 1시간반응

시켰다. cDNA를조합한후 TDMH(670mM Tris-HCl(pH 8.8), 1%

Tween 20, 166mM ammonium sulphate, 100uM dNTP, 2mM magne-

sium chloride) buffer, 10uM sense 및 antisense primer, 1 unit Taq

polymerase 및증류수를가하여총량을 25㎕한후 58℃에서 30

분간처리한후다시 92℃에서 15초, 60℃에서 30초, 72℃에서

30초간 35회실시한후 72℃에서 10분간 PCR 반응을시켰다.

Primer 서열은Table 1과같이각인자에 한 sense primer와 anti-

sense primer를 적용하 다. mRNA level의 정확한 정량을 위해

β-actin으로 확인하 다(Fig. 13). PCR 반응이 종료된 검체들에

서각산물을 5 μl씩취하여 6 × loading buffer (0.25% bromphenol

blue, 0.25% xylene cyanol, 30% glycerol in water) 2 μl와혼합하여

2% agarose gel에 100 V에서 30분간전기 동하고 ethidium bro-

Table 1. Polymerase chain-reaction primer information

Gene bp Sense primer Antisense primer

Osteocalcin 678 GACACCATGAGGACCCTCTC GGCTCCAGGGGATCTGGG

Osteonectin 291 CTCCACCTGGACTACATCG GCTGGCCAAACTGCCAGTG
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mide로염색하여자외선투사기로관찰한다음폴라로이드카

메라로촬 하여검사하 다.

Ⅲ. 결 과

1. 육안적 소견

술후가토의상태는모두양호하 으며, 신연량의증가는하악

전치부의반 교합또는심한마모양상으로나타났다(Fig. 5).

검체 채취시 잠복기에 해당하는 3일째에 모든 군은 골절단

부에혈액의응고와육아조직으로쌓여있는상태로가골형성

은보이지않았다. 신연기에해당하는 7일째에정상 조군에

서는 가골 형성을 확인하 으며, 신연 실험군과 신연 조군

에서는 골절단부 폭경의 증가와 함께 가골 및 혈종이 혼재된

양상을보 다.

경화기 초에 해당하는 14일째에 정상 조군에서는골절제

부가 골양 조직으로 치유되었고, 신연 실험군과 신연 조군

모두 골양 조직으로 채워져 골 신연부를 확인할 수 없었으나

신연실험군이신연 조군에비하여더많은골양조직과섬

유성조직을나타내는것으로보 다.

경화기말에해당하는 28일째정상 조군에서는거의구별

되지않는골조직으로치유된상태로금속판을덮는골형성도

관찰할 수 있었다. 신연 실험군과 신연 조군에서는 비교적

단단한 골양 조직이 관찰되었으나 둘 간의 차이는 구별할 수

없었다 (Fig. 6).

2. 방사선학적 소견

신연실험군과신연 조군에있어서, 술후 3일, 7일째에촬

된 방사선 사진상에서 방사선 투과상을 관찰할 수 있으며,

신연부와인접골절단부의구별이명확하 다. 술후 14일째에

신연중심부에방사선투과상과불투과상이혼재된상태로나

타나고있으며 28일째에더욱증가하 다. 그러나신연실험군

과신연 조군의차이는명확하지않았다.

정상 조군에있어서, 14일째에방사선투과상이매우감소

하여골절단부의경계가불분명하 으며, 28일째에신연실험

군과 신연 조군에 비해 증가된 방사선 불투과상으로 주위

정상골과의구별이어려웠다 (Fig. 7).

3. 일반조직학적 소견

술후 3일째 모든 군에서 골절단부의 혈종과 염증세포의 침

윤상을 보이고 있었으며, 신연 실험군과 신연 조군의 차이

는보이지않았다 (Fig. 8a).

술후 7일째 소견으로 신연 실험군과 신연 조군에서 섬유

성 가골과 함께 골형성을 관찰할 수 있었으며 연골성 성분이

관찰되었다. 신연 실험군에서는 신연 조군에 비해 많은 섬

유성조직이관찰되었고상 적으로골형성은적게나타났다.

정상 조군에 있어서 괴사조직과 함께 섬유성 조직, 골형성

부 등이 혼재되어 나타났으며, 약간의 연골성 조직도 관찰되

었다. 즉술후 7일에있어서 부분의골화과정은연골내골화

를나타내는것으로관찰되었다 (Fig. 8b, 8c).

경화기초에해당하는 14일째소견으로신연실험군과신연

조군에서혈관 침투의 증가, 골형성의 증가, 연골성 조직의

감소, 골소주 두께의 증가가 나타났으나, 신연 조군보다 신

연 실험군에서 더 많은 연골성 조직이 관찰되며 섬유성 조직

이아직증가된상태를보 다. 정상 조군은증가된골형성

부에서골소주를관찰할수있었다. 즉연골내골화과정과막

내골화과정이모두활발히진행되는과정으로관찰되고있다

(Fig. 8d, 8e, 8f).

경화기말에해당하는 28일째소견으로신연실험군과신연

조군에서 신생혈관이 잘 관찰되며, 신생골이 기존골과 잘

연결되어구별이어려웠으며, 14일째의소견과는달리신연실

험군이신연 조군보다더많은골형성을보 다. 또한 부

분은막내골화에의한골화과정을보 다. 정상 조군에서는

신생골과기존골의연결이우수하 고신생골내로혈관이잘

발달되어있는소견을나타내었다 (Fig. 8g, 8h, 8i).

4. 면역조직화학염색 소견

1)  Osteocalcin 발현

술후 3일째모든군에서발현양상은나타나지않았다. 술후

7일째신연실험군과신연 조군에서골형성이시작되는부

위의 세포질이 풍부한 조골세포에서 Osteocalcin이 약양성의

발현을나타내기시작하 고, 신장부의 부분을채우고있는

섬유성 조직과 연골성 조직에서는 음성이었다. 그러나 신연

실험군과신연 조군간의차이는뚜렷하지않았다. 정상

조군에서는인접골절단면주변의조골세포에서는발현이되

는것으로보이나중심부에서는음성이었다.

술후 14일째모든군에서발현이된부위가증가되었으며, 신

연실험군에서는신생골주변의조골세포에서양성의발현을

보이고, 하방골기질에서도발현양상을관찰할수있었다. 신

연 조군에서의발현양상은신연실험군과비슷하지만하방

골기질에서의 발현 양상은 적은 것으로 보 다. 정상 조군

의발현은골절단부에서약양성을나타내었으며신연 조군

과는큰차이를보이지않았다.

술후 28일째모든군에서 14일째보다발현이증가되었으며,

신연 실험군에서 일부 강양성을 보이는 부분이 나타나는 반

면, 신연 조군에서는 전반적으로 비슷한 발현 양상을 나타

내었다. (Fig. 9, Table 2)

2)  Osteonectin 발현

Osteonectin의 발현은 시기별, 부위별로 Osteocalcin과 비슷한

양상을보 으며, 3일, 7일째에신연실험군과신연 조군간
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의 차이는 명확하지 않았다 . 14일 , 28일째 소견에서는

Osteocalcin과는달리차이가없었다 (Fig. 10, Table 3).

5. RT-PCR 소견

1)  Osteocalcin

술후 3일째모든군에서발현이되었으며, 각군간의차이는

뚜렷하지않았다. 술후 7일에있어서여전히 3일과비슷한발

현을보이고있다. 또한신연실험군과신연 조군의차이는

뚜렷하지 않으며, 정상 조군과의 차이도 뚜렷하지 않았다.

술후 14일째신연실험군에서여전히발현되고있으나신연

조군보다는 약한 것으로 보이며, 신연 조군에서는 7일째보

다증가된양상으로, 정상 조군에서는 7일째의발현상을유

지하는것으로보 다. 술후 28일째소견은신연실험군과신

연 조군에서강한발현을보이고있으나, 둘간의차이는뚜

렷하지않으며, 정상 조군은나타나지않았다 (Fig. 11).

2)  Osteonectin

Osteocalcin의술후 3일째발현과는달리Osteonectin은모든군

에서발현되지않았다. 술후 7일째에신연실험군에있어서신

연 조군보다 강한 발현상이 나타나고, 정상 조군은 신연

실험군과신연 조군보다매우약한발현을보 다. 술후 14

일까지 각 군들은 점차 발현상이 증가하는 것으로 나타났으

나, 술후 28일째에있어서신연실험군은약간감소한결과를

보이고 신연 조군과의 차이는 뚜렷하지 않으며, 신연 조

군은 14일의발현을유지하고있었다. 정상 조군은 14일째보

다감소된상태로신연실험군과신연 조군보다적었다 (Fig.

12).

Ⅳ. 고 찰

전통적인골이식술의한계를극복하기위한노력으로신연

골형성술이 두되었으며, 구강악안면 역에서도 많은 연구

가진행되어골조직뿐만아니라근육, 신경및측두하악관절

에서의변화도보고되었다.20-23) 이러한신연골형성술은공여

부가없이도새로운골이형성된다는장점에도불구하고신생

골의 충분한 강도를 얻기 위하여 장기간 동안 장치물을 장착

해야하는문제점이있으며, 경화기를단축시키고골형성을증

가시키기 위하여 여러 성장 인자의 투여를 통하여 골형성을

촉진하려는시도가필요하 다. 본연구에서는외인성하이알

우론산의국소적투여가골형성여부에어떠한 향을미치는

지알아보고자하 으며골형성표지인자로알려진 Osteocal-

cin과Osteonectin의발현양상을평가하 다.

세포외기질중하이알우론산은 1934년 Meyer와 Palmer에의

해 소의 눈에서 처음 발견되었고 음이온의 점액다당류 (gly-

cosaminoglycans ; GAGs)로써 생체 고분자 물질이며 골세포에

서도세포외기질중의하나로존재하는것으로알려져있다24).

Maurer와Hudack25)은골절된장골부의치유과정에 한보고에

서가골형성초기단계에하이알우론산이다량합성됨을보고

하 고, 이후골형성과정에관련됨을많은연구가들이추론하

으며, Iwata와Urist26)는동종탈회피질골기질을근육내매식

시 2일째에 최 치의 하이알우론산 수치를 보이고, 12일째에

골수가 형성됨을 확인하 다. Sasaki와 Watanabe27)는 고분자량

의 하이알우론산이 백서의 골유도를 촉진하 다고 보고하

고, Pilloni와Bernard28)는세포배양을통한하이알우론산의단독

효과를 보고하 으며, Liu 등29)은 collagen / hyaluronate matrix를

합성하여쥐의두개골결손부에이식후활발한골전도능력을

나타내었다고보고하 다. 또한조직공학 역에서 bone-mar-

row stem cell의 delivery vehicle로써의 하이알우론산 중합체의

유용성이보고되기도하 다30,31). 국내에서는조용민등32)이이

러한 하이알우론산의 역할을 세포배양을 통하여 확인하 으

며 좋은 결과를 얻었다고 보고하 다. 그러나 Hunt 등은 골형

성시하이알우론산단독으로는작용하지못한다고하 으며,

다른 성장인자들을 활성화시키는 기능으로 골형성을 유도한

다는보고를하기도하 다31,33).

이처럼 하이알우론산이 골형성에 관여한다는 여러 보고가

있으나 골결손부에 사용하거나 세포배양을 통한 방법이었으

며, 신연골형성술에 한연구는부족하 다. Califano 등은신

연초기에하이알우론산이높은정도로발현되며, 골형성이가

속화될수록 하이알우론산 분해효소의 활성이 증가하고 이는

mesenchymal cell의 이차적인 촉진과 미세혈관 발달에 기여한

다고하 다34). 또한Cho 등6)은성견의신연골형성술시외인성

하이알우론산투여가경화기에방사선골 도의증가를가져

왔다고보고하 으나, 골형성과정에 한분자생물학적연구

는 시행하지 않았다. 본 연구에서는 신연 골형성술에서

Osteocalcin과 Osteonectin의 발현 양상을 비교함으로써 신연골

Table 2. The expression of osteocalcin in mandibular dis-

traction area

Group 3day 7day 14day 28day

A group 0 + ++ ++

B group 0 + + ++

C group 0 + + ++

Table 3. The expression of osteonectin in mandibular dis-

traction area

Group 3day 7day 14day 28day

A group 0 + + ++

B group 0 + + ++

C group 0 + + ++
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형성정도를평가하 으며, 하이알우론산의유용성을알아보

고자하 다.

Osteocalcin은골의비교원성세포외기질중가장풍부한물

질로 gamma carboxyglutamic acid를함유한 Vit-K 의존성단백질

이다. 이는 성숙된 조골세포에서분비되고, 골화 과정에 있어

서새로이형성된골부위로파골세포의참여를돕거나수산화

인회석결정의성장을방해하여골의석회화를조절하는기능

을수행한다고한다35). 즉생성된골이성숙된골로 체될수

있도록 도우며, 골형성의 활성화를 표현하는 수단으로 볼 수

있다14). 또한 Osteonectin은 칼슘과 수산화인회석에 한 높은

결합능을보이며, 골절의치유과정중가골의석회화단계에

서높은정도로발현되는것으로알려져있으며, 골치유과정

을거쳐서높은정도로발현되고있는것으로보고되었다36,37).

본연구에서전반적인조직의평가는 H&E 염색으로이루어

졌으며, 술후 3일째모든군에서많은혈종과염증세포침윤을

보이고있으며, 골형성은 7일째시작되어 14일째에많은골형

성을나타내는것으로보 다. 골형성에있어서연골내골화와

막내골화의양상을모두관찰할수가있었으며, 술후 28일째의

조직소견은신연실험군에서더많은골이형성된것으로나

타났다. 이러한 두 가지 골형성의 기전은 Komuro 등38)의 보고

와 비슷하게 나타났으나, 교원질에 한 평가가 이루어지지

않았기에 Yasui 등39)이언급한연골부에서모세혈관의침투없

이 직접 골화가 일어난다는 transchondroid bone formation은 알

수없었다. 신연실험군의술후 7일과 14일소견에서 골형성은

신연 조군보다적었지만연골조직의분포가많이나타났다

는것은본연구에서하이알우론산이연골내골화에의한골화

과정을촉진하여술후 28일에전체적인골형성부를증가시켰

다고 볼 수도 있다. 하지만 일반적으로 막내골화과정이 주된

골화과정으로 받아들여지고 있으며 이러한 골화과정은 실험

조건에따라나타나는현상이라고볼수있다. 또한본연구에

서연골성부위에서는 Osteocalcin과 Osteonectin이발현되지않

았다는것이최종골형성에있어서는막내골화가주된골화과

정으로나타났다고미루어볼수있겠다.

본연구에서하이알우론산투여가비투여한경우보다더많

은골형성을보 다는Cho 등6)의조직학적인결과와마찬가지

로 H&E 염색상술후 28일에좀더많은골을형성하는것으로

보 다. 그러나 골형성의 활성 정도를 나타내는 Osteocalcin과

Osteonectin의 면역조직화학 소견에 있어서 활성도 자체는 그

다지 차이가 나지 않으며, RT-PCR analysis에서만 술후 7일에

Osteonectin의발현상이하이알우론산투여군에서차이가크다

는 것을 보여주고 있다. 따라서 하이알우론산의 투여가 신연

골형성술에있어서신연기에작용하여최종골화를증가시킨

것이라고사료된다.

신연군의 Osteocalcin과 Osteonectin의 발현 양상이 단순 골절

단의 경우보다 많은 부위에서 발현이 나타났으며, 이는 골형

성이활발한상태에이들의발현이증가한다는 Sato 등14)의보

고와일치하는결과로본연구에서이들을골활성의표지인자

로평가함에있어정당성을보여주고있는바이다.

하지만 세가지 고려해야 할 사항이 있다. 첫 번째는 조직소

견상실험군에서최종골형성을많이이루고있음에도불구하

고 면역조직화학염색상 신연 실험군과 신연 조군 간에 큰

차이가없다는점이며, 하이알우론산의투여가막내골화에있

어서는 그리 효과적이지 못하다는 것이다. 또한 Osteocalcin과

Osteonectin의 발현이 연골성 부위에서는 발현이 되지 않았다

는것과연관하여연골내골화부위에 한하이알우론산의효

과를 입증하기에는 불충분하다는 문제점이 있다. Knudson과

Toole40)에따르면연골부에서간세포의분화를촉진하는세포

축적의기시작용에하이알우론산이기여한다고하 고, Boskey

등41)은하이알우론산과같은 undersulfated proteoglycan이광화가

빠르게일어나는환경을형성하게된다고보고하 으며, 이것

이 본 연구 결과에서 연골내골화로 최종 골형성에 기여하지

않았나사료된다.

두번째로외인성하이알우론산의국소적투여시잔존시간

이다. 골형성시내인성하이알우론산의생산으로외인성하이

알우론산만의효과를입증하기는어려우며, 신연부에서잔존

량을 평가하기도 어렵다는 것이다. 하지만 고분자량의 높은

점탄성물질로상당시간초기에다른성장인자들의저장소로

의역할을어느정도수행할수있는가능성이있다. 또한최근

에는이러한하이알우론산의분해정도를조절하기위하여여

러가지합성방법이개발되고있다42).

세번째로하이알우론산투여시기와투여량에 한적합성

여부이다. 골절 치유 단계에 있어서 가골형성 시기에 다량의

내인성 하이알우론산이 합성되어 하이알우론산 분해효소의

활성이 증가하며 골화가 진행이 되기 때문이다. 본 연구에서

는 1 × 10 mg/ml의하이알우론산을사용하 는데, 이것은단

지 골절단시 결손부를 채울 정도를 약간 넘는 양이며, 또한

Cho 등6)이성견에서사용한것과같은시기, 같은양을사용하

여가토에사용하기에는과잉투여의가능성이있다는것이다.

Ⅴ. 결 론

가토 24마리를 이용하여 1.4 mm/day의 신연속도로 하루 두

번에나누어하악골의신연골형성술을시행함에있어서다음

과같은결과를얻었다.

신연골형성술시연골내골화와막내골화의과정이모두관

찰되었으며, 단순 골절의 치유와 신연 골형성술시의 Ost-

eocalcin과 Osteonectin의 발현을 면역조직화학염색과 RT-PCR

analysis를통하여비교함으로써이들의발현양상이증가함에

따라 신연부의 골형성이 활발히 진행됨을 관찰하 다. 또한

외인성 하이알우론산의 국소적 투여가 면역화학염색에서

Osteonectin의발현에는차이를보이지않으나경화기초에해

당하는 술후 14일에 Osteocalcin의 발현에 증가를 보이고 있으

며, RT-PCR analysis에서는 Osteocalcin의발현에는차이를보이

지않으나신연기에해당하는술후 7일에Osteonectin의발현이
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증가되는소견을보 다. 이는외인성하이알우론산의국소적

투여가신연기와경화기초의골화과정을촉진하여술후 28일

의최종골형성에증가를나타낸것으로사료된다.

하이알우론산의 투여 여부에 따른 Osteocalcin과 Osteonectin

의발현의차이는미비하 으나최종골형성에는차이가있는

것을 관찰할 수 있었다. 외인성 하이알우론산의 골형성 촉진

에 한효과를증명하기에는 Osteocalcin과 Osteonectin 같은골

형성표지인자들의발현양상에있어서차이가크지않다하

더라도, 다른성장인자들 (growth factors)이나새로운매식체들

의운반책으로서의기능을통하여신연골형성술에있어서경

화기를단축시킬수있는좋은결과를얻을수있으리라판단

되며, 신연기투여나투여량의변화등다양한실험조건을통

하여하이알우론산의골형성촉진에 한추가적인연구가필

요하리라사료된다.

※본연구에기구및재료를제공해주신 (주)제일코퍼레이션

의 후원에 감사드리며, 실험에 참여해 주신 가톨릭 학교

성빈센트병원임상의학연구소에감사드립니다.
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논문사진부도

Fig.  1. Rabbit’s mandible and distraction design of the model. Arrow describes the osteotomy lines.

Fig.  2. Custom-made distraction device.

Fig.  3. Hyaluronic acid (Hyruan, LGCI, Seoul, Korea).

Fig.  4. Surgical procedures.

a. Osteotomy was performed anterior to the premolar and posterior to the mental foramen (arrow : mental nerve, arrow head : osteotomy line).

b. Distraction device was fixed to the mandibular body.

Fig.  5. Extraoral photographs demonstrating mandibular distraction.

a. Prior to distraction, normal occlusion.

b. After distraction, severe cross-bite.

c. After distraction, severe attrition of lower incisors (arrow).

Fig.  6. Bone regeneration photographs of each group in post-op 28 days.

a. normal control group (arrow : excessive bone tissue).

b. distraction control group.

c. distraction experimental group.

Fig.  7. Radiologic findings.

Distraction gap was described with arrow. Osteotomy line was radiolucent in all group of post-op 3 days and 7 days. Distraction gap was

filled with radiopacity from post-op 14 days. 

Fig.  8. Histologic findings (H&E stain).

a. osteotomy line was filled with hematoma and inflammatory tissue in post-op 3 days. Normal control and distraction experimental group

was similar to distraction control group.

b. Arrow described the cartilageous tissue and arrow head described the bone formation in distraction control group of post-op 7 days.

c. Arrow described the cartilageous tissue and arrow head described the bone formation in distraction experimental group of post-op 7 days.

d. Normal control group of post-op 14 days described the complete healing with new bone and arrow described the trabecular bone formation.

e. Arrow described the new vessels and arrow head described the trabecular bone formation in distraction control group of post-op 14 days.

f. The cartilageous tissue (arrow head) still remained and fibrosis (arrow) was seen in distraction experimental group of post-op 14 days. But

bone formation was similar to distraction control group of post-op 14 days.

g, h, i. Post-op 28 days. The gap was filled with new bone and distraction experimental group showed more bone formation than normal and

distraction control group.

Fig.  9. Immunohistochemical expression of osteocalcin in post-op 3, 7, 14, and 28 days.

Arrow described the expression of osteocalcin. Osteocalcin was detected in new bone formation area (osteoid) and cell cytoplasm.

Distraction experimental group of post-op 14 days showed more expression than normal and distraction control of post-op 14 days. All group

showed ++ expression in post-op 28 days.

Fig. 10. Immunohistochemical expression of osteonectin in post-op 3, 7, 14, and 28 days.

Arrow described the expression of osteonectin. Each group didn’t show the expression of osteonectin in post-op 3 days and it had no differ-

ence in the extent of expression.

Fig. 11. RT-PCR analysis in osteocalcin of post-op 3, 7, 14, and 28 days.

Osteocalcin expression had no difference in distraction control and experimental group. It was not expressed in normal control of post-op

28days.

Fig. 12. RT-PCR analysis in osteonectin of post-op 3, 7, 14, and 28 days.

Osteonectin expression didn’t appear in each group at post-op 3 days. In post-op 7 days, the expression of osteonectin in distraction experi-

mental group was higher than that in normal and distraction control group.

Fig. 13. Expression of β-actin.

Sequence; ATCGTGGGCCGCCCTAGGCA, TGGCCTTAGGGTTCAGAGGGG, bp(293)
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사진부도 ①

Fig. 1. Rabbit’s mandible and distraction

design.

Fig. 2. Custom-made distraction device. Fig. 3. Hyaluronic acid (Hyruan, LGCI,

Seoul, Korea).

osteotomy distraction device fixation

Fig. 4. Surgical procedures.

prior to distraction after distraction, lateral view after distraction, frontal view

Fig. 5. Extraoral photographs demonstrating mandibular distraction.

normal control group distraction control group distraction experimental group

Fig. 6. bone regeneration photographs of each group in post-op 28 days.

a.

a. b. c.

c.b.a.

b.
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사진부도 ②

C3 (post-op 3 days) B3 (post-op 3 days) A3 (post-op 3 days)

C7 (post-op 7 days) B7 (post-op 7 days) A7 (post-op 7 days)

C14 (post-op 14 days) B14 (post-op 14 days) A14 (post-op 14 days)

C28 (post-op 28 days) B28 (post-op 28 days) A28 (post-op 28 days)

Fig. 7. Radiologic findings.
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사진부도 ③

a. B3 (post-op 3 days, × 100) b. B7 (post-op 7days, × 40) c. A7 (post-op 7 days, × 40)

d. C14 (post-op 14 days, × 40) e. B14 (post-op 14 days, × 100) f. A14 (post-op 14 days, × 100)

g. C28 (post-op 28 days, × 100) h. B28 (post-op 28 days, × 100) i. A28 (post-op 28 days, × 100)

C3 (post-op 3 days, × 40) B3 (post-op 3 days, × 40) A3 (post-op 3 days, × 40)

C7 (post-op 7 days, × 40) B7 (post-op 7 days, × 100) A7 (post-op 7 days, × 40)

Fig. 8. Histologic findings (H&E stain).

Fig. 9. Immunohistochemical expression of osteocalcin in post-op 3, 7, 14, and 28 days.
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사진부도 ④

C14 (post-op 14 days, × 40) B14 (post-op 14 days, × 100) A14 (post-op 14 days, × 40)

C28 (post-op 28 days, × 40) B28 (post-op 28 days, × 100) A28 (post-op 28 days, × 40)

Fig. 9. continued. Immunohistochemical expression of osteocalcin in post-op 3, 7, 14, and 28 days.

C3 (post-op 3 days, × 40) B3 (post-op 3 days, × 40) A3 (post-op 3 days, × 40)

C7 (post-op 7 days, × 40) B7 (post-op 7 days, × 40) A7 (post-op 7 days, × 40)

Fig. 10. Immunohistochemical expression of osteonectin in post-op 3, 7, 14, and 28 days.
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사진부도 ⑤

C14 (post-op 14 days, × 40) B14 (post-op 14 days, × 40) A14 (post-op 14 days, × 40)

C28 (post-op 28 days, × 100) B28 (post-op 28 days, × 100) A28 (post-op 28 days, × 40)

Fig. 10. continued. Immunohistochemical expression of osteonectin in post-op 3, 7, 14, and 28 days.

Fig. 11. RT-PCR analysis in osteocalcin of post-op 3, 7, 14, and 28 days.

Fig. 12. RT-PCR analysis in osteonectin of post-op 3, 7, 14, and 28 days.




