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To assess the clinical applicability of bio-artificial mucosa which was made with autologous oral ker-

atinocytes and human acellular dermal matrix, the formation of basement membrane and stratification of

oral keratinocytes were evaluated.

Six New Zealand white rabbits (around 2kg in weight) were anesthetized and its buccal mucosa was har-

vested (1.0 × 0.5cm size). Oral keratinicytes were extracted and cultured primarily with the feeder layer

of pretreated NIH J2 3T3 fibroblast. These confluent cells were innoculated on the human acellular dermal

matrix and cultured in multiple layer by air-rafting method. After 3, 5, 7, 10, 14 days of culture, each cul-

tured bio-artificial mucosa was investigated the number of epthelial layer of by H&E stain and toluidine

blue stain. The immuhohistochemical methods were used to evaluate the cell division capacity, the forma-

tion of basement membrane, and it’s property of specific cells (PCNA, cytokeratin 14, laminin).

Transmission electromicroscopy was used for the attachment between cells and matrix with the number of

hemidesmosome.

In result, the numbers of layer of stratified growth of oral keratinocyte cultured on the human acellular

dermal matrix and the number of hemidesomal attachment between epithelial cells and human acellular

dermal matrix were similar to the layers of normal oral mucosa after 10 days of culture. The cell division

rate, basement membrane formation and proliferation rate increased as culture period increased. 

With these results, bio-artificial mucosa with autologous oral epithelial cells cultured on the acellular der-

mal matrix had clinically adaptable properties after 10 days’culture and this new bio-artificial mucosa

model with relatively short culture time can be expected clinical applicability. 

Key words : Oral keratinocyte, Basement membrane, Hemidesmosome, Bio-artificial mucosa. Human
acellular dermal matrix

Abstract

※ 본 연구는 New Prontier 21 사업의 지원에 의하여 이루어진것임(과제고유번호: M105KO010001-05K1501-00110).



Ⅰ. 서 론

구강암을 비롯한 종물 절제나 외상 등의 다양한 원인에 의

해 구강 점막조직 결손이 초래될 수 있다. 결손부가 작을 경

우 주변의 인접 점막을 이동시켜 재건할 수 있어, 인근 점막

과 해부, 조직학적으로 동일한 특성을 보이며 기능적으로

안정된 결과를 얻을 수 있다1,2). 그러나 점막은 그 양이 한정

적이고 전위로 인한 구강 운동의 장애를 초래할 수 있다3,4).

또한 피부이식이나 피판을 이용하는 경우, 광범위한 점막

결손을 수복시킬 수 있으나, 재건된 부위가 구강점막과는

조직 형태학적으로 다른 양상을 보이며 이식이 성공한 이후

에도 표피탈락, 모발성장, 발한, 건조증, 피부감각반응 등의

문제점이 발생할 수 있다4-6). 

따라서 이러한 점막과 피부 이식의 장단점을 보완할 수 있

는 인공구강점막의 개발 필요성이 두되었으며, Rhei-

nwald와 Green7)이 feeder layer를 이용한 효율적인 체외

피부각화상피세포의 배양법을 발표한 후 피부 및 점막 결손

부에 한 배양 상피층의 이식이 활발하게 연구되었다. 

초기에는 중층배양한 각화상피세포층을 결손부위에 직접

이식하여 재건하려는 시도를 하 으나, 그 물성이 매우 약

하고 기저막의 부재로 인한 낮은 생착률을 보 으며, 생착

후에도 수축률이 50%에 이르는 등 실제 임상에 적용하는

데 한계점이 노출되었다8,9). 따라서 여러 연구를 통해 진피

구조물의 이식이 재건술의 회복과 이식재의 생착률을 증가

시키고 이식부위의 수축을 감소시키며 기저막 형성을 촉진

시키는 등, 진피층이 상피층의 피부 재생기전에 중요한 역

할을 함이 확인되었다10-13). 이러한 이유로 Bell 등14)과 Hull

등15)은 젤 형태의 콜라젠 격자구조 상에 인체세포를 사용한

진피조직을 구성하여 실제 구조와 같이 실험실에서 배양하

고, Burke 등16)은 콜라겐으로 제작한 진피와 상피, 두층

으로 재구성한 인공피부를 이용해서 화상을 입은 환자에게

이식한 결과 피부 체조직으로 좋은 성과를 거두었다. 한편

Langdon 등17)과 Lauer와 Schimming18)은 거즈 위에, 그

리고 Ueda 등19)은 type I 콜라젠에 섬유모세포를 배양한

진피층 위에 구강점막세포를, Miki 등20)은 polyglycolic

acid mesh 상에 식도의 상피를 배양시켜 이식 실험에 성공

하 고, Nakamura 등21)과 박22)은 인체 양막을 진피 용물

로 사용하여 생인공점막 모델 개발을 시도하 다. Cuono

등23)은 인간 사체에서 채취한 동종진피기질을 이용해서 자

가피부 상피세포를 배양을 보고하 다.

이와 같이 진피층으로 인공물질이나 콜라젠과 섬유모세포

를 이용한 유사진피가 인공점막 형성에 많이 적용되었으나,

이러한 진피층은 단지 상피층을 이전하거나 배양 매체의 역

할만을 가지고 있으며, 실제 임상에 적용하기에는 진피-상

피층의 기계적 부착력이 적은 단점이 있었다. 이러한 문제

점의 해결을 위해 상피세포와 진피 체물 계면에 기저막이

형성되고 초미세 구조상으로 상피세포와 기질간에 충분한

반교소체를 통한 결합이 존재한다면 상피층 및 진피층 결합

이 높아지고 기계적 물성이 향상되어, 실험실적으로 만들어

진 인공점막을 구강내에 이식하여도 상피가 탈락되지 않고

점막 결손부를 회복시킬 수 있을 것으로 생각되었다. 

무세포성 진피기질은 인간 사체의 피부에서 상피층과 진

피 내부의 세포를 제거한 것으로 세포외 기질 구조와 기저

막 복합체가 보존되어 있으며24,25) 독성이나 면역반응을 초

래하지 않고 이식체의 배양과 조작이 용이하며 섬유모세포

와 미세혈관형성이 원활하게 진행되는 장점을 갖는 것으로

알려져 있다26-28). 외상 및 화상으로 인한 광범위한 피부 혹

은 점막의 결손이 발생한 경우, 일반적으로 무세포성 진피

기질을 이식하고 생착이 된 다음 자가피부이식을 시행하

나29,30), 이러한 방법은 생착의 시간이 오래 걸리고 공여부의

이환이 예상된다. 따라서 조직공학적인 방법을 이용하여 제

작한 량의 상피층과 진피기질을 재조합하여 제작한 생인

공점막 모델은, 소량의 상피세포의 채취만으로도 단기간에

배양이 가능하고 공여부의 이환율을 낮출 수 있을 것으로

생각된다. 이에 본 연구자는 인간 무세포성 진피기질을 진

피층으로 이용한 생인공점막 모델을 제작하고, 구강상피각

화세포의 증식, 기저막에의 접착 및 기저막 형성 등을 평가

하여 임상적으로 적용 가능성을 확인하고자 하 다. 

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 가토 구강점막조직의 채취

체중 2kg 내외의 뉴질랜드 백색가토 6마리를 ketamine

hydrochloride (Ketara�, Yuhan Corp, 40mg/kg)와

xylazine (Rompun�, Bayer Korea Ltd, 10mg/kg)을

4:1로 혼합하여 근주하고 마취하 다. 10% 베타딘

(Potadine, Sam-Il Pharm., Korea)으로 구강 내를 세척

하고 협점막을 1:100,000 에피네프린이 함유된 2% 리도

카인(Lidocaine HCl, Huons, Korea)로 침윤마취한 후

1.0×0.5cm 크기의 구강 협점막을 양측에서 채취하 으며

(Fig. 1-A), 5-0 흡수성봉합사 (Surgisorb�, Samyang

Co., Korea)로 직접 봉합하 다(Fig. 1-B). 생검 후 채취

한 조직은 70% 에탄올에서 소독하고 PBS (10ml, Gibco,

USA)로 세척한 후 DMEM (Dulbecco’s Modified

Eagle’s Medium, Gibco, USA)에 보존하여 무균실험

로 운반하 다. 

2. 점막상피세포의 분리와 일차배양

채취한 점막조직을 수술용 가위를 이용해 상피조직 하방

의 지방층과 결합조직층 그리고 근조직 잔사를 제거한 후,
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dispase II (Boehringer Mannheim, Germany) 1mg/ml

용액에서 4℃에서 16시간 반응시키고 수술용 포셉을 사용

하여 상피층과 진피층으로 분리하 다. 상층의 구강상피각

화세포층을 0.05% trypsin-0.02% EDTA (Gibco, USA)

용액에 37℃에서 5분 간 반응시킨 후 FBS (fetal bovine

serum, Gibco, USA)가 첨가된 DMEM과 원심분리법으로

trypsin을 제거하 다. 

분리된 상피세포의 배양배지는 DMEM과 Ham’s F-12

(Ham’s F-12 Nutrient mixture, Gibco, USA)가 3:1로

섞인 배지에 10% FBS와 100U/ml penicillin (Gibco,

USA), 100μg/ml streptomycin (Gibco, USA), 0.4 μg/ml

hydrocortisone (Sigma-Aldrich Co., USA), 5 μg/ml tra-

nsferrin (Sigma-Aldrich Co., USA), 10ng/ml epider-

mal growth factor (EGF, Gibco, USA), 10-10M cholera

toxin (Sigma-Aldrich Co., USA), 2×10-10M triiodo-

thyronine (T-3, Sigma-Aldrich Co., USA), 5 μg/ml

insulin (Sigma-Aldrich Co., USA)을 첨가하 다. 

구강점막세포의 효율적인 일차배양을 위해 Rheinwald와

Green 등7)의 feeder cell technique을 이용하 다. 스위스

백서 (Swiss albino mouse American Type culute col-

lection No. CCL 92)에서 분리한 NIH J2 3T3 섬유모세

포를 5% FBS을 포함한 DMEM에서 융합 상태로 배양하

고 mitomycin-C (5μg/ml, Sigma-Aldrich Co., USA)를

첨가하여 37℃, 5% CO2 배양기에서 90분간 처리하 다.

배양된 섬유아세포는 PBS로 3회 세척하여 잔존 mito-

mycin-C를 세척하 고, 1×104/cm의 농도로 35mm dish

의 배양 용기에 부착시켰다. 분리된 구강점막세포를 농도 1

×104 cells/cm2로 부착된 feeder cell layer에 접종하여 37

℃, 5% CO2 배양기에서 배양하 다. 접종 4일째 배양배지

를 교체해서 부착되지 않은 구강점막 상피세포를 제거하

고, 이틀 간격으로 배지를 교환하 다. 

3. 인간 무세포성 진피기질 상에서 구강점막세포의 배양

상용화된 인간 무세포성 진피기질 (SureDerm�, Han’s

Biomed Ltd, Korea)을(Fig. 2) 무균상태에서 소독된 수

술용 가위로 1.0×1.0cm으로 자른 후, 다공성의 면을 하방

으로 위치시키고 PBS로 적신 후 기질 상방에 점막 상피세

포를 1×106 cells/cm2의 농도로 접종하 다. 각 날짜 별로

8개씩, 총 40개의 진피기질에 접종하 으며 배양 배지와 배

양 환경은 일차배양과 동일하 다. 세포접종 48시간 동안

액침배양 하 으며 그 후 SureDerm�의 배양면을 공기에

노출시켜 중층분화를 유도하 고, 배양배지는 이틀마다 교

체하 다. 배양 3일, 5일, 7일, 10일, 14일 후에 생인공점

막 모델을 관찰하 다.

4. 조직학적 검사

(1) 면역조직화학적 염색과 관찰

기질 상에서 재구성된 생인공점막 모델을 10% parafo-

Fig. 1 A. Harvested mucosa.

Fig. 2. Acellular dermal matrix (SureDerm�, Hans
Biomed LTD, Korea).

Fig. 1 B. Donor site was closed directly(Buccal mucosa,
Rabbit).



인간 무세포성 진피기질 위에 배양한 가토 구강각화상피세포의 중충화와 기저막 형성에 관한 연구

513

rmaldehyde 용액에서 고정 paraffin block에 포매하 다.

제작된 시편을 각기 4㎛ 두께의 절편으로 박절하고 슬라

이드에 부착시켜 hematoxylin-eosin (H&E) 염색을 한

후 광학현미경으로 구강상피세포의 증식을 관찰하 다. 배

양 기간별로 무작위로 추출한 4개의 열에서 세포층의 수를

비교하여 중층 증식 양상을 평가하 다. 

또한 기저층의 세포분열능과 라미닌의 침착 여부, 구강 점

막세포의 특성 유지 여부 등의 확인하기 위해 avidin-biotin-

peroxidase complex (Dako LSAB kit, DAKO, USA)를

이용한 면역조직화학염색법을 시행하 다. 

즉 4㎛ 두께의 파라핀 시편을 자르고 유리 슬라이드에 위

치한 후 plastic holder에 장착하고 xylene에 처리하여 탈

파라핀 후 grade ethanol로 재수화 하 으며, 이때 0.01

mol/L의 citrate buffer (pH 6.0)을 첨가하여 항원결정기

손실을 방지하 다. 10분간 메탄올에 3% 과산화수소 혼합

용액을 처리하여 endogenous peroxidase와 alkaline

phosphatase를 억제하 으며, 10% normal goat serum

(Zymed Laboratories, USA)으로 immunoglobulin의 비

특이적 부착을 방지하 다. 

일차항원으로는 증식세포핵항원 (proliferating cell

nuclear antigen, PCNA, DAKO, USA), 라미닌 (lami-

nin IMMH-7, Sigma, USA), 사이토케라틴 14 (CK14,

Mouse monoclonal, American Res Products Inc.,

USA)을 사용하여 4℃에서 철야 배양하 다. 10 mmol/L

의 Tris-buffered saline으로 세척한 후 이차항원 배양으로

biotinylated goat antimouse IgG에 처리한 다음 HRP-

Streptavidin에서 30분간 배양하 으며 사용된 항원으로

는 배양 후 hematoxylin으로 역염색 시행 후 관찰하 다. 

PCNA는 전체 세포중 PCNA 양성을 보이는 세포들의 비

율을 계산한 PCNA labeling index를 사용하여 각기 다른

부위 네군데를 평균으로 하 고, 51%�100%의 양성세포

를‘+++’, 26%�50%의 양성세포를‘++’, 6%�25%

의 양성세포를‘+’, 5% 미만을‘-’로 평가하 다. 그리고

CK 14와 라미닌은 발현 유무 만을 조사하 다. 

한편 조군으로 가토의 협점막을 채취하여 같은 방법으

로 비교 관찰하 으며, 배양하지 않은 무세포성 진피기질에

서 라미닌 존재 여부를 확인하 다.

(2) 투과전자현미경 관찰

재구성된 동일한 생인공점막을 2.5% glutaraldehyde/

0.1M PBS에 고정하고 PBS로 3회 세척한 다음 다시 2%

aqueous osmium tetroxide에서 2시간 동안 재고정하

다. 고정된 조직은 PBS로 3회 세척한 후 에탄올로 탈수하

고, epoxy resin으로 포매시킨 다음, 두께 1㎛로 잘라 슬라

이드에 예치시키고 toluidin blue로 관찰하여 상피세포와

무세포성 진피기질의 접촉 부위를 선택한 후, 투과전자현미

경(JEOL 840�, Japan)으로 관찰하 다. 생인공점막의 배

양기간에 따라 기질과 상피세포 간의 접착부위에서 단위 길

이당 (1μm) 반교소체의 갯수를 정상 가토 협점막과 비교하

다. 

5. 통 계

배양 기간에 따른 세포층 수의 변화와 단위 길이당 반교소

체의 개수의 비교, 그리고 시기별 PCNA 발현 양성세포의

변화를 Kruskal-Wallis 법으로 시행하 고, Dunn’s mul-

tiple comparison을 이용해서 검증하 으며, p 값이 0.05

이하면 통계적으로 유의한 변화가 있는 것으로 간주하 다

(GraphPad Instat� Ver 3.05, GraphPad Inc., USA).

Ⅲ. 결 과

1. 광학현미경적 소견

배양 3일째는 구강각화상피세포가 성긴 양상을 보 으나

배양 5일째부터 좀더 치 한 성장을 보 고, 7일째부터 기

저층에 장방형 원주세포가 표피층의 편평상피세포와 명확

한 차이를 보 다. 배양 10일째엔 표피층에 일부 각화되는

소견이 관찰되었으며 14일째엔 기저층과 표피층의 형태의

차이가 더욱 명확해졌고, 세포의 성장도 무세포성 진피기질

의 불규칙한 표면을 따라 더욱 집된 양상을 보 다

(Fig. 3).

배양한 상피세포의 중층분화는 3일째에 3.53±1.18 층이

으나, 5일째엔 5.70±1.56 층으로 증가하 다. 10일째

엔 12.35±2.46 층이 그리고 14일째엔 12.25±2.22 층이

관찰되었다. 배양 10일 이후 유의성 있는 증가를 보 으며

(p<0.001), 정상 협점막조직(15.83±2.74)과는 10일과

14일째 모두 유의한 차이가 없는 결과를 보 다(p>0.05)

(Fig. 4).

2. 면역조직 화학 연구

(1) 증식세포핵 항원(PCNA)

배양 3일엔 기저층의 일부 세포에서 PCNA 양성 반응을

보 으며 7일까지 기저층에서 증가하는 양상을 보 다. 배

양 10일째엔 근기저층에서도 관찰되었으며, 14일째엔 유극

층에서도 발견되었다. 배양 3일째의 PCNA index는

24.22±4.33% 으며(++) 5일째는 39.33±2.72%

(++), 10일째엔 51.16±2.80%(+++), 14일째엔

57.82±8.04%(+++)로 증가하는 양상이 관찰되었다.

통계적으로 배양 10일 이후 유의한 증가의 소견을 보 다

(p<0.05). 
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C D
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Fig. 3. Cultured epithelial cell layer on acellular dermal matrix.
A. Epithelial cells grew in multiple layer in scant appearance after 3 days (H&E, × 200).
B. After 5 days, cells proliferated more densely to each other and to the dermal matrix (H&E, × 200).
C. Differentiation of basal columnar cells and upper spinous cells can be observed in 7 days (H&E, × 200).
D. The number of epithelial layer increased, showed matured appearance and some keratinization was

found after 10 days (H&E, × 200).
E. After 14 days, appreciable difference of basal columnar cells and squamous keranized cells was

observed. Ruffled surface of SureDerm� provided stronger mechanical strength as rete ridge does in nor-
mal mucosa.(H&E, × 200).
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조군의 정상구강점막조직은 30.14±4.51% 으며,

(++) 기저층에 주로 발견되었다(Fig. 5, Table 1).

(2)  라미닌

라미닌은 배양 전 무세포성 진피기질에서 일부 발견되었

으며, 배양 3일째부터 기질과 세포 사이에 일부 띠 형태로

관찰되었다. 7일째에는 세포층과 기저막 부근에서 관찰되

기 시작했으며, 10일 이후로는 기저층 세포 내에서 기질을

따라서 높은 양성반응이 관찰되었다(Fig. 6).

(3) 사이토케라틴 14 

CK14 양성부위는 배양 3일째 세포의 일부에서 관찰되었

으나 기저층에서는 발견되지 않았다. 7일째부터 급격한 증

가를 보 다. 배양 10일째엔 기저층과 근기저층에서도 발

견되었으며, 정상구강점막조직에서 기저층에서만 발견된

것과는 다른 양상을 보 다(Fig. 7). 

A B

C D

Fig. 4. The change of epithelial cell layers cultured on
acellular dermal matrix in differnt time of culture (3, 5,
7, 10 and 14 days: n=40).

Fig. 5. PCNA expression of cultured epithelial layer.
A. PCNA expression can be seen in focal distribution after 3 days (×200).
B. After 7 days, only basal cells expressed PCNA (+) reaction (×200).
C. The cells with PCNA (+) expression were distributed widely in basal and para-basal layers after 14 days

(×200).
D. In normal mucosa, PCNA (+) cells congregated in basal layer (×200).
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Table 1. Immunoreactivity of PCNA expression in different period

3D 5D 7D 10D 14D Normal Mucosa

PCNA Index 24.22±4.33 39.32±2.72 50.70±8.18 51.16±2.80 57.82±8.04 30.14±4.512

Grade ++ ++ ++ +++ +++ ++

(-) negative; (+) low; (++) moderate; (+++) high expression

D: days    PCNA: Proliferating Cell Nuclear Antibody 

Fig. 6. Immunohistochemical expression of laminin.
A. Laminin (+) area along the surface of acellular dermal
matrix can be seen in band after 3 days (×200).
B. After 7 days, laminin (+) area increased along the sur-
face of matrix and in the cytoplasm of basal cells (×200). 
C. Laminin (+) area was increased densely in the cyto-
plasm of basal cells in 14 days (×200).
D. Immunoreactivity within cytoplasm of basal cell layer indi-
cated the basement membrane in the border between epi-
dermal and dermal component of normal gingiva (×200).
E. Acellular matrix itself expressed the linear positive band
along the surface before epithelial cell culture (×100).
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3. 투과 전자현미경적 소견과 상피세포와 기질 간의

부착

무세포성 진피기질 위에서 세포간의 교소체에 의한 결합

은 5일째부터 관찰되기 시작하 으며, 배양시기가 증가할

수록 세포의 성장도 더욱 치 해지는 양상을 보 다. 7일째

부터는 세포내 미세사의 증가가 관찰되며 교소체를 통한 세

포간의 결합도 증가하 다. 10일 이후로는 세포내 소기관

의 증가가 명확해졌다(Fig. 8).

배양한 상피세포와 기질간의 단위길이 당 반교소체의 개

수는 3일째엔 0.32±0.48, 5일째에는 1.81±1.52개가 관

찰되었으며, 10일째엔 3.19±1.17, 그리고 14일째엔 3.13

±1.26개가 관찰되었다. 배양 7일 이후 유의성 있는 증가

소견이 관찰되었으며(p<0.001), 10일과 14일째는 정상 구

강점막조직(3.38±1.06개)과 유의한 차이 없이 그 숫자가

비슷하 다(p<0.05)(Fig. 9, Table 2).

A B

C D

Fig. 7. CK 14 expression of culutured epithelial layer.
A. Focal distribution of CK 14(+) cells was found in the cytoplasm of upper layer after 3 days (×200).
B. CK 14 expression was found in showed in basal cell area after 7 days (×200).
C. After 10 days, CK 14(+) expression was widely distributed in basal and parabasal cells (×200).
D. CK 14 expression was concentrated in basal layer but some immunoreactivity was found in parabasal

layers in normal gingiva (×200).
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Fig. 8. TEM findings showing attachment to acellular dermal matrix.
A. The attachment of cells to the matrix and cells each other was scarcely found after 3 days (× 10K).
B. After 5 days, cells attached to the matrix more tightly. some hemidesmosomal attachment were found

(×10K).
C. Microfilament in the cytoplasm increased after 7 days (×10K)
D. After 10 days, desmosomal attachment to the cells each other and hemismosomal attachment to the

matrix increased (×10K).
E. Attachment of microscopical level was increased and matured appearance with dense cytoplasm compo-

nent was observed after 14 days (×10K).



Ⅳ. 고 찰

자가 구강점막 배양을 통한 생인공점막의 재구성은 빠르

고 손쉬운 제작과정, 구강점막 조직과 유사한 물성, 우수한

생체적합성을 보여야 한다. 이러한 이식을 위해서는 환자의

구강 내에서 정상 점막조직의 채취, 체외에서의 생인공점막

합성, 제작된 인공점막의 이식의 세가지 단계의 시술을 거

쳐야 하므로 단기간에 많은 양의 구강상피세포를 얻기 위해

조직공학적인 방법을 이용하여 량의 일차배양이 시행되

어야 한다. 신속한 구강점막세포의 배양을 위해 Rhei-

nwald와 Green7)은 feeder layer를 이용한 구강각화세포

의 배양법을 발표하 다. 즉 방사선으로 처리하여 분해능이

정지된 NIH J2 3T3 섬유모세포를 양 공급층으로 하여

피부각화세포의 량 배양을 최초로 성공시켰고, Gallico

등31)은 이러한 방법을 통해 상피의 면적을 단기간에 확장시

켜 3도 화상환자의 피부조직 재건에 적용하여 임상적인 배

양 성공을 보고하 다.

이번 연구에서 사용한 NIH J2 3T3 섬유아세포 feeder

layer는 Rheinwald와 Green7)의 방법에서 방사선을 조사

한 것과는 달리 mitomycin-C에 처리하여 배양하 다32).

일반적으로 방사선에 조사된 feeder layer는 안정적이지만

처리 과정이 번거롭고 비용 등의 효율성이 떨어지므로 간단

히 mitomycin-C에 처리를 해서 feeder cell layer의 증식

을 억제 하는 방법을 이용하 다. NIH J2 3T3 섬유모세

포 위에 접종한 구강각화상피세포는 feeder layer에서 분비

하는 성장인자들로 인해 성장과 분화가 유도된다. 구강각화

세포는 접종 후 4일 내에 feeder layer에 부착되므로, 배지

의 첫 교체는 4일 후에 시행하 으며, 배양 후 10 일이 지

나면 구강상피세포는 융합상태를 보 고 NIH J2 3T3 섬

유모세포는 괴사되어 사라졌다.

본 연구에서는 혈청이 첨가된 배지를 사용하여 일차배양

과 생인공점막 배양을 시행하 다. 임상적용을 위해서는 감

염 등의 위험성이 적은 무혈청 배지가 유리하지만, 혈청을

사용하지 않았을 경우 NIH J2 3T3 fibroblast의 배양이

어려우며, 혈청배지에 비해 세 수가 짧고 세포의 노화가

빠르게 진행되고 세포의 증식과 구조의 보존성이 떨어지는

등, 량생산과 중층배양에 불리한 점이 있다33). 그러나 일

차배양 과정에서 세포분열이 중지된 feeder cell layer는 효

율적인 구강각화상피세포의 분열과 성장을 돕고 스스로 괴

사를 일으켰으며, 신 등34)의 연구에서 실제 배양된 구강상피

세포를 전상판화하여 다른 부위로 이식한 후에도 양호한 생

착이 관찰되었다. 

구강각화상피세포는 세포의 사가 빠르고 짧은 시간에

배양이 용이한 장점이 있다. 따라서 임상적으로 구강점막조

직에서 채취한 자가구강상피세포를 빠른 시간에 중층분화

시킨 자가배양 상피세포 체물(cultured epithelial ana-

logue : CEA)로 피부나 점막의 결손부를 재건하려는 시도

가 있었다. 하지만 진피층의 부재는 높은 조직 탈락과 이식

부 수축, 낮은 생착률을 보이므로10-13,35) 진피 체물 개발의

필요성이 두되었다36). 그동안 개발되어 왔던 콜라젠 매트

릭스나 polyglycolic acid mesh 등의 진피 체물들은 우수

한 생체적합성을 보이지만, 기저막의 부재로 상피층과 진피

층의 결합이 약해, 이식 후 상피층이 손쉽게 박리되었다. 따

라서 이번 연구에서 진피 체물로는 기저막의 존재로 우수
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Table 2. Stratification and basement membrane formation of cultured bio-artificial mucosa in different period

Number of cell layer Number of hemidesmosome PCNA Laminin CK14

3D 3.50±1.13 0.32±0.48 ++ + -

5D 5.70±1.56 1.81±1.52 ++ + -

7D 7.38±2.02 1.06±0.93 ++ + +

10D 12.35±2.46 3.19±1.17 +++ + +

14D 12.25±2.22 3.13±1.26 +++ + +

Normal Mucosa 15.83±2.75 3.38±1.06 ++ + +

D: days    PCNA: Proliferating Cell Nuclear Antibody    CK14: cytokeratin 14

Fig. 9. The change of hemidemosomal attachment to the
acellular dermal matrix in different time of culture (3, 5,
7, 10 and 14 days: n=20).



한 생착과 기질과의 접착이 예상되는 상용화된 무세포성 진

피기질인 SureDerm�을 사용하 다. 무세포성 진피기질의

광범위한 피부 재건에서 임상적인 적용은 주로 배양 구강상

피세포의 sheet를 제작하거나 부분층 자가피부 이식판을

미리 생착시킨 무세포성진피기질 위에 이식하는 방법이 사

용되어져 왔다29,30). 그러나 이러한 방법은 진피기질의 생착

과 구강상피세포의 중층화 증식에만 2주 가량이 소요되고37)

다시 이식 후 진피기질과 상피층의 결합 기간을 필요로 하

므로 실제로 임상적으로 적용하기까지는 많은 시간을 요하

게 된다. 따라서 이번 연구에서는 체외 환경에서 무세포성

진피기질 상에서 직접 구강상피세포를 배양하여 중층의 상

피층을 직접 이식할 수 있어 빠르고 효율적인 임상적 적용

이 가능하리라 판단되었다. 

본 연구에서는 광학현미경을 통해 상피세포가 분화되는

양상을 평가하 는데, 배양 7일째부터 기저층의 장방형 원

주세포가 관찰되었다. 즉 배양 7일 이후 증식된 구강각화상

피 세포의 성숙이 이 시기부터 심화되고 있는 것으로 사료

되었으며 세포층의 갯수 증가도 10일 이후에 두드러진 양

상을 보 다. 배양 14일째엔 기저부위의 경계가 물결모양

의 불규칙한 상태에 일치하는 치 한 구조가 관찰되었으며,

이는 정상점막조직에서 rete ridge 같이 기계적인 결합의

강도를 증가시키는 요인으로 작용될 것으로 생각되었다.

Izumi 등38)은 무세포성 진피기질에 인간 구강각화상피세포

를 배양하는 유사한 실험에서 배양 4일째에 부분의 기저

층에서 장방형의 세포가 발견되었으며, 11일째엔 3�6개의

중층화된 편평각화상피세포층이 발견되었다고 보고하 다.

이는 본 연구의 결과와도 유사하 으나, 본 연구에 비해 조

기에 장방형의 원주세포로 분화된 이유는 개체 간의 차이와

배양 환경 및 배양액의 차이로 생각되었다. 

증식세포핵항원(proliferating cell nuclear antigen:

PCNA)는 DNA 합성과 수리, 세포 증식에 중요한 역할을

하는 DNA 합성효소의 부인자이며, 세포의 분열능을 확인

하는 면역형광화학적 방법으로 사용되어진다39). 본 연구에

서 PCNA index는 10일째에 51.16±2.80%, 14일째

57.82±8.04%로, 10일이 지나면서 활발한 증식이 이루어

졌고 배양시간이 지날수록 증식 세포핵항원의 발현도 증가

함을 알 수 있었다. PCNA의 발현은 초기엔 기저층에서 양

성 반응을 보이다가 배양 10일째 이후부터 근기저층으로

확산하는 양상을 보 다. 반면 정상 구강점막조직은 기저층

에서 한정된 양상을 보 다. 이는 정상구강점막조직이 기저

층을 중심으로 활발한 세포증식이 일어나며, 각화층으로 갈

수록 성숙된 세포분포를 보이는 반면, 배양 중인 생인공점

막에서는 기저층은 물론 근기저층에서도 활발한 증식이 진

행되고 있음을 의미한다. Izumi 등40)의 무세포성 진피기질

에 무혈청배지로 구강각화상피세포를 배양한 실험에서도

유사한 결과가 나왔으나, 배양 18일째엔 PCNA 발현을 기

저층에선 (+++), 근기저층에서는 (+) 다고 보고하

다. 이는 생인공점막의 배양기간의 증가에 따라 정상 구강

점막과 유사한 물성을 보이는 것으로 추측되었다. 

라미닌은 기저막 단백질의 일종으로 피부, 점막과 신경,

혈관 등의 기저막에서 접착 당 단백질에 해당하며, 세포의

이동과 증식과 분화 등에서 중요한 역할을 한다41). 배양을

하지 않은 무세포성 진피기질에서는 제작전 진피에서 남아

있던 기저막 성분의 흔적으로 라미닌 일부가 띠 형태로 관

찰되었다. 또한 배양기간이 증가하면서 라미닌의 발현도 증

가 하 으며, 세포 내부에서 기질면을 따라 띠형태의 진한

양성반응이 관찰되어 생인공점막이 배양됨에 따라 기저막

을 구성하는 접착성분이 증가함을 의미하 다. 

Schultze-Mosgau 등42)은 기저막의 성분인 laminin은

배양 1주에 세포층 하방에서 띠형태로 명확하게 관찰되며

조직손상의 치유단계로 손상 후 24시간에 각화세포와 내피

세포의 유주를 유도한다고 발표하 다. 본 실험의 결과도

띠 형태의 라미닌이 배양 기간이 경과됨에 따라 증가되었으

며, 이로 인해 향후 이식을 시행한 후에도 우수한 생착과 혈

관형성을 예상할 수 있었다. 

정상점막조직에서 사이토케라틴은 상피세포의 구조형성

과 방어기전에 있어서 중요한 역할을 하며, 조직의 위치와

분화 단계에 따라 각기 다른 유형이 발현된다43). 사이토케라

틴 14 (CK14)는 호흡기와 소화기 점막조직에 특히 많이

발견되며 주로 기저층에서 발견되며, 일부 근기저층에서도

확인된다44). 또한 신생물과 같이 활발한 증식에서는 기저층

에서 각 화층까지 균일한 분포를 보인다45). 본 실험에서는 7

일 이후 기저층에서 발현한 CK14가 10일 이후로 근기저층

까지 고르게 발견되었으며, 10일 이후로 활발한 증식을 보

임을 관찰하 다. 

전자현미경 상에서 세포간의 교소체에 의한 결합과 기질

과 반교소체에 의한 결합은 배양 5일째부터 발견되었다. 배

양 기간이 경과됨에 따라 세포의 성숙도도 증가하여 7일째

부터는 세포내 미세사의 증식이 뚜렷하게 관찰되었다. 이는

미세사의 성분에 해당하는 CK14의 발현도 증가와 비슷한

양상을 보인다. 반교소체는 전자현미경상에서 작은 판모양

(basal electron-dense plaque)으로 관찰되며 케라틴 성

분의 중간세사와 접한 관련을 갖는다46). 이러한 반교소체

는 구강 내 이식 후에도 전단강도(shear strength)를 견디

는데 중요한 역할을 한다. 따라서 광학현미경에서 관찰 가

능한 rete rigde와 유사한 물결 구조와 더불어 생인공점막

의 기계적 결합에 기여를 할 것으로 생각되었다.

Ⅴ. 결 론

1. 인간 무세포성 진피기질 상에 구강상피세포를 배양한 생

인공점막의 상피층 증식은 10일째엔 12.35±2.46층,
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14일째엔 12.25±2.22층으로 관찰되었으며, 정상 구강

점막 조직과 유사한 성장과 분화를 보 다.

2. 배양된 구강각화상피세포는 배양기간이 증가할수록 세

포분열능이 증가하고 기저막의 형성과 상피세포의 분화

가 증가하는 양상을 보 다. 

3. 인간 무세포성 진피기질과 구강각화상피세포 간의 반교

소체에 의한 결합은 배양 10일째 3.19±1.17개로 정상

점막조직(3.38±1.06)와 유사한 수치가 관찰되었다. 

4. 이상의 결과에서 인간 무세포성 진피기질 상에서 제조한

생인공점막 모델은 배양 10일 이후부터 임상적으로 적용

하기에 적합한 기저막 형성과 특성을 보 으며, 단기간

제작과 양호한 생착이 예상되어 향후 임상재건술에서 효

율적인 사용이 가능하리라 판단되었다. 
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