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Puurrppoossee:: The aims of this study were to assess the in vitro co-culturing pattern of isolated skin-derived

precursor cells (SKPs) with a mixed demineralized bone (DMB) and fibrin glue scaffold and to evaluate in

vivo osteogenesis after transplantation of autogenous SKPs with a these mixed scaffold in the animal’s

mandibular defects.

MMaatteerriiaallss aanndd MMeetthhooddss:: We isolated SKPs from the ears of adult 4 miniature pigs. The isolated SKPs

were co-cultured with a mixed DMB and fibrin glue scaffold in a non-osteogenic medium for 1, 2, and 4

weeks. Histological characteristics of in vitro co-cultured cells and scaffold were evaluated. 1x107 cells/100

μl of autogenous porcine SKPs were grafted into the mandibular defects with a DMB and fibrin glue scaf-

fold. In the control sites, only a scaffold was grafted, without SKPs. After two animals each were eutha-

nized at 2 and 4 weeks after grafting, the in vivo osteogenesis was evaluated with histolomorphometric

and osteocalcin immunohistochemical studies.   

RReessuullttss:: Homogeneously shaped skin-derived cells were isolated from porcine ear skin after 3 or 4

weeks of primary culture. In vitro osteogenic differentiation of SKPs was observed after co-culturing with a

DMB and fibrin glue scaffold in a non-osteogenic medium. Von Kossa-positive bone minerals were also

noted in the co-cultured medium at 4 weeks. As the culture time progressed, the number of observable

cells increased. Trabecular new bone formation and osteocalcin expression were more pronounced in the

SKP-grafted group compared to the control group. 

CCoonncclluussiioonn:: These findings suggest that autogenous SKP grafting with a DMB and fibrin glue scaffold

can serve as a useful alternative to bone grafting technique. 

Key words: Skin-derived precursor cells, In vitro osteogenesis, In vivo osteogeneis, 

Mandibular bone regeneration. 
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Ⅰ. 서 론

결손된 골조직을 회복하기 위한 다양한 방법들이 소개되

어 왔으며, 이 중 큰 골 결손부를 회복하기 위한 방법으로는

골이식술과 골신장술이 대표적이다. 골신장술은 근래에 활

발히 연구 되어졌으며1,2), 다양한 부위에서 다양한 방법으로

부족한 골을 형성할 수 있는 방법으로 최근에 들어서는 치

과적 영역에서 치조골 형성을 위한 방법으로도 활용도가 높

다. 하지만, 골신장술은 장기적인 장치물 착용에 따른 환자

의 불편감 증가와 골재생 양이나 모양을 조절하기 힘든 단

점이 있다. 골이식술은 예전부터 널리 시행되어오던 방법으

로, 만들어진 골의 질적인 면에서는 자가골 이식술이 단연

각광을 받았지만, 이는 공여부 채취에 따른 이차적 수술의

필요성과 이로 인한 합병증 발생 가능성 및 이식골의 양이

제한적인 큰 단점이 있다. 이를 극복하기 위해 공여부 수술

이 필요 없는 동종골 및 이종골 등의 합성골이 개발되고 임

상에 사용되고 있지만, 이들은 이식에 따른 면역반응이나

생성된 골의 질이 좋지 못한 큰 단점들을 안고 있다.         

이에 최근에는 조직공학적 방법을 이용하여 결손된 골을

재생하는 방법에 대한 연구들이 활발히 이루어 지고 있으

며, 이러한 조직공학적 골은 적절한 스케폴드만 선택된다면

필요한 양과 모양에 제한 받지 않고 골을 형성할 수 있는 큰

장점이 있으며, 특히 자가조직을 이용한 조직공학적 골은

면역반응을 해결할 수 있고, 종교 및 윤리적 문제에 제한을

받지 않기에 미래의 조직재생을 위하여 활발히 연구되어야

할 분야이다3,4). 이러한 조직공학을 이용한 재생의학을 위해

서는 다양한 줄기세포 또는 미분화 전구세포가 필수적이며,

최근의 연구들은 주로 성체(adult) 줄기세포를 이용하고 있

다4). 성체 줄기세포는 골수(bone marrow), 췌장(pan-

creas), 지방(fat), 근육(muscle), 혈액(circulating

blood), 제대혈(umbilical cord blood), 골막(perios-

teum), 모낭(hair follicle) 및 피부(skin) 등의 다양한 조

직에서 추출과 배양에 성공 하였다3-5). 하지만, 향후 임상적

용을 고려해 볼 때 골수나 근육, 지방 등의 신체 내부에 있

는 조직을 채취하는 과정은 여전히 침습적이고, 출혈, 동통,

감염 등의 합병증을 유발할 가능성이 있다. 

피부조직을 이용한 성체줄기세포의 추출은 비교적 최근에

연구되어진 분야이지만, 피부가 인체에서 가장 넓은 부위에

걸쳐 있고, 특별한 공여부 합병증 없이 쉽게 채취할 수 있으

며, 면역반응에 제한을 거의 받지 않는 자가 줄기세포의 가

장 강력한 공여부라는 점에서 최근에 각광받고 있다6).

Toma 등7)은 설치류의 피부에서 처음으로 줄기세포를 추출

하여 이를 피부유래 전구세포(skin-derived precursor

cells, SKPs)라 명명하였으며, 그 후 돼지 태아 피부8) 및

인간의 피부에서9-11)도 줄기세포의 추출 및 배양에 성공하였

고, 이외에도 피부유래 전구세포를 이용한 in vitro 상에서

의 골형성9) 및 in vitro 상의 말초신경재생에 대한 연구12)

등이 진행되었다. 최근에는, 피부유래 전구세포에서 발현되

는 다능성(pluripotency)유지 유전자들에 대한 연구 뿐 아

니라13,14), 피부유래 전구세포와 신경세포 사이의 유사성 등

에 대해 활발히 연구되고 있다. 많은 연구에서 피부유래 전

구세포가 신경능선(neural crest)에서 기원한 세포들과 유

사한 특징들을 나타냄을 관찰하였고, 피부조직에서 신경능

선유래 줄기세포(neural crest stem cells)의 추출이 또한

보고되기도 하였다15-17). 이는 피부유래 전구세포가 신경능

선세포와 같은 기원으로, 이를 이용한다면 신경세포 재생에

큰 장점을 가지고 있다는 의미이다. 하지만, 이러한 피부유

래 전구세포의 신경특성에 대한 활발한 연구에 비해 골세포

및 골조직 형성에 대한 연구는 아직까지 미비한 상태라 할

수 있다.    

본 연구자들은 선행된 연구에서 미니돼지의 이부피부

(porcine ear skin)를 약 3-4주 동안 배양하여 균일한 모양

의 피부유래세포를 추출하였으며, 이들 추출된 피부유래세

포에서 전사인자인 Oct-4, Nanog, 그리고 Sox-2의 발현을

관찰함으로써 이들 세포들이 다능성(pluripotency)을 가진

원시적인 전구세포(primitive precursor cells)임을 관찰하

였다3). 또한, 이들 피부유래세포를 골세포, 지방세포, 그리

고 신경세포로의 유도분화가 모두 성공적으로 일어남을 관

찰하였으며, 이러한 결과는 이들 피부유래 전구세포가 다배

엽 세포로 분화(multilineage differentiation)할 수 있는

능력을 갖추고 있다는 의미였다3). 본 연구에서는 이러한 선

행된 연구를 바탕으로 미니돼지의 이부 피부에서 분리 추출

한 피부유래 전구세포와 탈회골(demineralized bone,

DMB) 및 fibrin glue 혼합 스케폴드와의 반응을 관찰하기

위하여 in vitro 상에서 약 4주간 혼합 스케폴드와 피부유래

전구세포를 공동배양(co-culture)하여 세포 성장양태를 관

찰 하였으며, 또한 자가 피부유래 전구세포의 생체내 골형

성(in vivo osteogenesis) 정도를 관찰하기 위하여 4두의

미니돼지 하악골에 골 결손부를 형성한 후 자가피부유래 전

구세포와 DMB 및 fibrin glue 스케폴드를 이식하여 2주

및 4주 후 각각의 골형성 정도를 관찰하였다. 

Ⅱ. 연구대상 및 방법

1. 실험동물 및 피부유래 전구세포의 추출

본 실험에 사용한 동물모델은 선행된 연구와 동일한 것으

로 체중 25 kg 내외의 생후 6개월에서 1년 사이의 미니돼

지 4 두를 이용하며3), 모든 실험연구는 경상대학교 동물실

험 윤리기준을 준수하면서 이루어 졌다. 실험동물에서

SKPs를 추출하는 과정도 선행된 연구에서 소개한 방법과

동일한 방법으로3), 간략히 요약하면, 실험동물을 전신마취
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후 한쪽 이첨부를 절제하였고, 채취한 이첨부 조직을 세척

후 표피(epidermis) 및 진피(dermis)와 모낭, 피지샘 및

땀샘 등이 포함된 전층의 피부를 분리하였다. 분리된 전층

피부를 약 1-2 mm2의 조각으로 분리하여 10 % fetal

bovine serum (FBS; Invitrogen), 10 ng/ml endothe-

lial growth factor (EGF; Sigma, MO, USA), 10

ng/ml basic fibroblast growth factor (bFGF; Sigma),

100 U/ml penicillin (Sigma), 그리고 100 μg/ml strep-

tomycin (Sigma)을 참가한 2 ml Dulbecco’s Modified

Eagle Medium (DMEM)/F12 (Invitrogen) 배지가 함유

된 조직배양판 (tissue culture plates, Nunc, Denmark)

에 넣고 38.5℃, 5 % CO2와 humidity 조건에서 조직배양

하였다. 일차배양 2일 후 피부조직에서 탈락된 세포가 배지

에 부착된 것을 확인하고 남은 조직절편은 forceps으로 제

거하였다. 이시기에는 배지를 하루에 한번씩 교체하였고,

피부절편을 제거한 후에는 1주에 2번씩 배지를 교체하였으

며, confluent cells은 0.25% trypsin-ethylenedi-

aminetetraacetic acid (EDTA; Invitrogen)으로 처리 후

계대배양(subculture) 하였다.  

2. In vitro 상에서 DMB 및 fibrin glue 혼합 스케폴

드와 SKPs의 공동배양

7×105의 SKPs를 0.3 ml의 fibrin glue (Greenplast�

kit, Green Cross, Korea)와 0.25 cc의 DMB (Grafton�,

OsteotechTM, NJ, USA)를 주입하여 배양판에서 38.5 ℃,

5 % CO2와 humidity 조건에서 조직배양 하였고, 1주에 2

번씩 배지를 교체하였다(Fig. 2. A). 배양시작 1, 2, 4 주

후 각각 배양된 스케폴드와 세포를 Dulbecco’s Phosphate

Buffered Saline (DPBS; Invitrogen, MD, USA)에 세척

한 후 3.7% (w/v) formaldehyde액에 고정하였다. 이후

paraffin에 함입 후 조직학적 평가를 위해 블록을 제작한

후 4 μm 절편으로 절단 후 glass slide에 놓고 탈파라핀과

함수과정을 거친 후 hematoxylin and eosin 염색을 실시

하였다. 4주간 배양한 세포와 스케폴드에서 in vitro 상의

골화정도를 평가하기 위해 von Kossa 염색을 실시 하였다.

이의 간략한 과정은 배양세포와 스케폴드를 PBS로 세척하

고 4% 중화 formaldehyde에 30분간 실온에서 고정하였

고, 증류수로 세척 후 5% 질산은용액(silver nitrate solu-

tion) (Sigma)을 처리한 후 암실에서 1시간 유지하였다.

이 후 증류수로 과잉의 질산은용액을 제거하고, sodium

carbonate/formaldehyde solution을 수 분 동안 처리하여

색을 발현시켰으며, 잔류 질산은은 5% sodium thiosul-

fate로 중화시켰다.  

3. 미니돼지에서 자가피부유래 전구세포를 이용한 하

악골 골결손부의 골재생 및 이의 조직학적 평가

이부의 피부 채취 후 실험실에서 약 4주간 배양하여 자가

피부유래 전구세포를 형성한 4두의 미니돼지에서 azaper-

one과 tiletamine-zolazapam을 이용하여 같은 방법으로

진정과 전신마취 후 구강내 접근법으로 하악골 골체부를 노

출시켰다. 외과용 bur을 이용하여 노출된 골체부에 가로

1.5 cm, 세로 1.5 cm, 깊이 1 cm (1.5 × 1.5 × 1 cm)

정도의 골결손부를 두개 형성한다 (Fig. 4. A). 하나의 골

결손부에는 1×107 cells/ 100 μl의 자가피부유래 전구세포

(Fig. 4. B)와 DMB (Grafton�, Osteotech, NJ, USA)

0.25 cc 및 fibrin glue (Greenplast�, Greencross,

Korea) 0.3 ml를 혼합한 스케폴드와 같이 이식한다. 나머

지 하나의 골결손부는 피부유래 전구세포 없이 DMB와

fibrin glue 스케폴드만 혼합하여 이식하였다(Fig. 4. C).

이 후 이식된 골결손부에는 흡수성 차단막인 bovine colla-

gen dura mater (Lyoplant�, Aesculap, Germany)로 덮

고 일차 봉합하였다(Fig. 4. D). 2 mg/kg의 소염진통제

(Meloxicam�, Boehringer Ingerlheim, Germany)를 12

시간 간격으로 1일 간 근육주사로 투여 하였으며, 1세대 항

생제(Cefazolin�, Yuhan Corp., Korea)을 12시간 간격으

로 술후 5일간 근육주사로 투여 하였다.  

이식 수술 2주와 4주 후 각각 2두의 실험동물을 전신마취

후 혈관내로 KCl을 주입하여 희생하였으며, 희생 후 이식

실험한 하악골을 en bloc으로 절제하였고, 10% 중성 포르

말린에 24시간 고정 후 5% 질산에 약 3일간 탈회하였다.

이 후 일반적인 조직처리 과정을 거쳐 파라핀 블록을 제작

하였고, 4 μm 두께로 절편을 만들었고, 이는 염색과정 동안

조직탈락을 최소화하기 위하여 silane을 코팅한 슬라이드글

라스에 부착하였다. 일반적은 골형성 정도를 관찰하기 위해

hematoxylin-eosin 염색을 실시하였고, 이식편에서 골형성

단백질 중 하나인 osteocalcin의 발현을 관찰하기 위해 면역

조직화학염색을 실시 하였다. 면역조직화학염색은 4 μm 두

께의 절편이 부착한 슬라이드글라스를 실온에서 12시간 보

관한 후 탈파라핀과 함수 과정을 거쳤다. 슬라이드글라스를

Tris-EDTA buffer (LabVision)에 담구어 PTmoduleTM

(Labvision) 내에서 100℃에서 25분간 반응시켜서 탈파라

핀과 전처리를 동시에 시행한 후 TBS (Tris Buffered

Sailine, LabVision)액에 3분간 2회 세척하였다. 내인성

peroxidase를 차단하기 위해 과산화수소수(hydrogen

peroxide)를 실온에서 10분간 반응시킨 후 TBS에 3분간

2회 세척 하였다. Osteocalcin에 대한 일차항체는 1:200으

로 희석한 mouse monoclonal anti-osteocalcin (Abcam,

UK)를 사용 하였으며, 면역염색은 자동면역염색기(Lab

Vision AutostainerTM, Lab Vision, CA, USA)를 사용하
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여 37℃에서 32분간 일차항체를 반응 시켰으며, 이 후 슬라

이드글라스를 biotin을 부착한 이차항체인 biotinylated

polyvalent secondary antibody 용액으로 처리하였다. 이

후 horseradish peroxidase-conjugated avidin-biotin

complx로 반응시킨 후 3,3-diaminobenzidine과 hydro-

gen peroxide를 사용하여 발색하였으며, hematoxylin으

로 핵을 대조염색 하였다. 

Osteocalcin에 대한 면역조직화학 염색의 평과는 광학 현

미경하에서 실험에 대한 사전 지식이 없는 두 명의 병리학

자에 의해서 실시 되었다. 대조군 및 실험군에서 최소 3개

이상의 조직표본을 제작하였고, 신생골조직의 주변을 감싸

는 골모세포(osteoblast) 및 신생골조직 내부에 위치한 골

세포(osteocyte)에서 각각 면역염색의 발현을 조사하였다.

선행된 연구들1,2)에서와 같이 면역염색의 발현 강도는

+++, ++, +, 그리고 - 등급을 나누어 강, 중, 약, 그리

고 음성으로 각각 구분하였다. 발현이 의심스러울 때는

+/- 로 표시 하였다. 

Ⅲ. 연구결과

1. 피부유래 전구세포의 추출과 동물실험

선행된 연구의 결과와 같이 미니돼지 이부 피부조직을 배

양한지 약 3-4 주 정도에 균일한 모양의 이식 가능한 양의

피부유래 전구세포(SKPs)를 얻을 수 있었다(Fig.1). 또한,

모든 실험동물에서도 하악골 결손부내 이식 수술 후 감염

이나 심각한 부종 등의 특이소견의 관찰 없이 희생시점까지

잘 유지 되었다.  

2. In vitro 상에서 DMB 및 fibrin glue 혼합 스케폴

드와 SKPs의 공동배양

DMB 및 fibrin glue 혼합 스케폴드와 SKPs를 공동 배양

하는 전 과정 동안 동글고 균일한 모양의 세포들이 관찰 되

었다. 배양되는 세포 수는 배양시간이 늘어날수록 증가하였

다(Fig. 2. B & C). 2주간 배양 후 스케폴드 주변의 배양되

는 세포내에서 갈색의 골기질들이 관찰 되었고(Fig. 2. C),

4주 동안 배양된 판을 von Kossa 염색하였을 경우 흑색으

로 관찰되는 골기질들을 관찰 할 수 있었다(Fig. 2. D).

스케폴드와 SKPs를 공동배양한지 각각 1주, 2주, 그리고

4주 후에 배양된 기질의 조직소견을 관찰할 때, 모든 시간

에서 잘 보존되고 생존된 세포들을 DMB와 fibrin 기질 사

이에서 관찰 할 수 있었고, 관찰되는 세포 수도 시간이 증가

함에 따라 약간 증가함을 알 수 있었다(Fig. 3).    

Fig. 1. Isolation and cultivation of skin-derived precursor cells from the ear skin of miniature pigs. 
A & B, After 7 days of primary culture (passage 0, x 40). Irregular and heterogeneous shaping of
skin-derived cells was observed in this primary culture period. C, After 3 weeks of culture, homo-
geneous skin-derived cells were proliferated in the culture plate (x 40). 

Fig. 2. In vitro co-culture of skin-derived precursor cells
(SKPs) with a mixed DMB and fibrin glue scaffold in non-
osteogenic inductive media. A, Immediately after primary
co-culture of SKPs with a mixed scaffold in DMEM-F12.
B, Round and homogeneous SKPs were observed in the
mixed scaffold at 1 week after cell seeding (x 40 magnifi-
cation). C, Dark brown matrix formation (arrow) and an
increased number of cultivated cells were observed at 2
weeks after co-culture (x 40). D, Enhanced positive von
Kossa staining was detected at 4 weeks after in vitro co-
culture (x 40). 

AA BB

CC DD

AA BB CC
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3. 미니돼지에서 자가피부유래 전구세포를 이용한 하

악골 골결손부의 골재생

하악골 골결손부에 이식술 시행 2주 후, 피부유래 전구세

포 없이 DMB와 fibrin 스케폴드만 이식한 대조군에서는

골막에 의한 신생골 형성외에 이식편에 의한 신생골 형성은

거의 관찰 되지 않았다. 이시기 대조군에서는 osteocalcin

의 발현도 거의 관찰되지 않았다(Fig. 5. A & B). 하지만,

같은 시기 자가피부유래 전구세포를 이식한 군에서는 대조

군 보다 상당히 증가된 신생 골소주를 관찰 할 수 있었고

(Fig. 5. C), osteocalcin의 발현도 신생골소주 주변의 골

모세포와 골소주 내의 골세포 등에서 중증도 이상으로 발현

을 관찰 할 수 있었다(Fig. 5. D & E). 이 시기 이식편 내

에서도 이식된 DMB들이 관찰되고 이 주변에 osteocalcin

에 양성반응으로 관찰되는 신생골 형성반응을 관찰 할 수

있었다(Fig. 5. F). 

이식술 시행 4주 후, 대조군의 조직에서는 이식술 2주 후

보다 신생 골소주의 형성이 증가되어 관찰 되었으며, 이 시

기 대조군 조직에서의 osteocalcin은 신생골 주변의 골모세

포에서 약하게 발현되었다(Fig. 6. A & B). 자가 피부유래

전구세포를 이식한 4주 후에는 2주 후 보다 증가된 신생골

형성을 관찰 할 수 있었고, 신생 골소주도 2주 후의 것보다

치밀해지고, 두꺼워져 관찰 되었다(Fig. 6. C & D). 또한,

이 시기 실험군 조직에서의 osteocalcin은 신생골 주변의

골모세포에서는 비교적 강하게 발현되고, 골세포에서는 약

하게 발현되는 것이 관찰되었다(Fig. 6. E). 이식술 2주 및

4주 후 신생골 주변의 골모세포 및 신생골 내부의 골세포에

서 osteocalcin의 발현정도는 Table 1에 나타나 있다. 

Fig. 3. The specimens of in vitro co-cultured SKPs
with a DMB and fibrin glue scaffold. A, One week
later of co-culturing. Culturing cells were visual-
ized in the mixed scaffold (x 100). B, Two weeks
later of co-culturing. Slightly increased visualized
cell number was detected compared with one
week specimen (x100). C & D, Four weeks later
of co-culturing. Well-preserved round and homo-
geneous cells were observed in the mixed scaf-
fold and the visualized cell number increased as
time passed (C, x 100; D, x 200).

Fig. 4. Bone regeneration using autogenous SKPs in
the porcine mandibular defect. A, Square shaped
bony defects were made in the mandibular body. B,
Photograph of SKPs at immediately before in vivo
graft. C, Autogenous SKPs were grafted with dem-
ineralized bone and fibrin scaffold in one side of
defect. The other defect was filled with only deminer-
alized bone and fibrin scaffold. D, Resorbable bovine
collagen dura mater (Lyoplant� Aesculap, Germany)
was covered on the grafted defects. 

AA BB

CC DD

AA BB

CC DD
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Fig. 5. Histological views at two weeks after graft. (A & B) Control specimen. A, Newly-generated trabecular bones were weakly
observed under the periosteum (arrow). However, it was rarely observed in the grafted defect (arrowhead) (x 12 magnifica-
tion). B, Osteocalcin was not detected in grafted tissues in control specimen (x 100 magnification). C, In autogenous SKPs
grafted group, abundant newly-generated trabecular bones were observed from underlying basal bone (arrow) (x 40 magnifi-
cation). D & E, Osteocalcin was detected in osteoblsts (arrow) lining the trabecular bone and osteocytes (arrowhead) in the
new bone (C; x 40 and D; x 200 magnifications). E, Osteocalcin positived new-bone generative activity (arrow) was detected
around the grafted demineralized bones (arrowhead) in the autogenous SKPs grafted group (x 100 magnifications). 

Fig. 6. Histologic appearances at four weeks after graft. (A & B) Control specimen. A, Slightly increased new bone generation
(arrow) and osteocalcin activity were observed compared with control group of 2 weeks after graft (A and B; x 40 magnifica-
tions). (C & D) Newly-generated trabecular bones were more enhanced and matured than the specimen of 2 weeks after graft
(C: *, basal bone; arrow, borderline of basal bone and new bone) (C; x 40 and D; x 100 magnifications). E, In this period,
osteocalcin was also detected in matured osteogenic cells (x 200 magnification).  

AA BB CC

DD

AA BB CC

DD EE FF

EE

Table 1. Semi-quantitative analysis of osteocalcin staining in cellular components of the newly-generated bones in
mandibular defects. 

Control group Experimental group

Osteoblasts Osteocytes Osteoblasts Osteocytes

2 weeks later - - +++ ++

4 weeks later + +/- +++ +
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Ⅳ. 고 찰

안면부에는 외상, 종양, 기형 등으로 악골이 결손된 증례

가 증가하고 있고, 또한 인공치아 식립을 위해 부족한 악골

을 증강 시키려는 노력이 계속되고 있다. 이러한 경우 자가

골 및 합성골을 사용한 골이식술이나 구강내외의 골신장기

를 이용한 골신장술 등의 방법이 악골 결손부를 회복하기

이해 주로 사용되어 왔지만, 자가골 이식술은 이식골의 생

착력이 좋은 반면 공여부 채취를 위한 추가적인 수술로 환

자의 불편감 및 합병증 위험성이 증가하고 이식골의 양과

모양이 제한되는 단점이 있다18). 동종골 및 합성골은 자가골

의 훌륭한 대체제로 사용될 수 있지만, 이식골의 골질이 나

쁘면서 생착과 경화에 많은 시간이 소요되고, 면역반응으로

인해 사용이 제한적이다19). 골신장술 또한 신생골의 형태와

양을 조절하기 힘들고, 골신장기를 장착하는 장기간 동안

환자의 불편감이 잔존하는 단점이 있다. 따라서, 조직공학

을 이용한 악골재생술은 현시점에서 가장 진보된 치료방법

으로 볼 수 있으며, 특히 자가조직을 이용한 조직공학적 골

재생은 자가골 이식술의 공여부 채취에 따른 합병증을 줄일

수 있고, 동종골 및 합성골 사용에 따른 면역거부반응 및 생

착실패 등의 문제를 해결 할 수 있는 새로운 대안으로 주목

받고 있다. 

지금까지 조직공학을 이용하여 악골 재생술을 시도한 연

구들 대부분은 골수유래 줄기세포20,21), 골막유래 세포22-24),

그리고 자가골유래 세포25,26) 등을 주요 기원으로 하여 이루

어져 왔다. 하지만, 골수나 자가골을 채취하는 것도 침습적

인 과정으로, 이에 따른 환자의 불안 증가와 혈종 및 감염

등이 야기 될 수 있다. 이에 비해 골막은 비교적 쉽게 접근

가능 하면서 조직공학을 이용한 골형성에는 아주 좋은 기원

(source)이 될 수 있으나, 채취 가능한 부위와 양이 제한적

이고, 다양한 다른 배엽의 조직으로 분화가 가능한지는 아

직 연구되지 않았다. 이에 비해 피부는 전술한 바와 같이 인

체의 가장 넓은 부위를 구성하기에 소량의 피부조직은 합병

증 없이 채취 가능하고, 또한 피부내에는 다양한 줄기세포

들이 존재함이 밝혀졌다6). 최근의 연구들에서 이러한 피부

유래 전구세포에 대한 다양한 연구가 증가하고 있으며, 특

히, 이의 다능성(pluripotency) 및 다배엽 세포로의 분화능

등의 몇 가지 특징들이 규명되었다10,11,13,14). 

전술한 바와 같이 다능성 피부유래 전구세포가 신경능세

포와 많은 점에서 유사하고, 또 다양한 신경능표시유전자

(neural crest marker genes)들이 이들 세포들에서 발현

됨이 보고 되는 등13,15-17), 피부유래 전구세포와 신경세포와

의 특성 연구는 최근에 비교적 활발한 데 비해, 피부유래 전

구세포를 이용한 골형성에 대한 연구는 아직 미비한 실정이

다. 피부유래 세포에서 골세포의 분화는 일종의 전구세포의

탈분화(transdifferentiation) 능력을 이용하는 것으로, 이

는 외배엽성 조직인 피부가 원래 배엽의 기능과 특징적인

세포 표시자를 잃고 다른 배엽인 중배엽성 조직인 골세포로

전환 하는 것을 의미한다4). 성체 줄기세포의 이러한 탈분화

능력 때문에 줄기세포의 유연성(plasticity) 개념과 분화된

세포가 줄기세포로의 재분화(redifferentiation) 등에 대한

개념들이 성립 되게 되었다4,6). 

조직공학적 골형성에서 줄기세포 또는 전구세포의 골화세

포 유도와 생체(in vivo)상의 이식을 위해서는 적절한 스케

폴드 선택이 또한 중요한 요인 중 하나이다. 많은 연구에서

상업적 생체흡수성 스케폴드의 사용으로 조직공학적 골형

성에 양호한 결과를 보고하였지만18,23,27), fibrin glue 또한

이식되는 줄기세포의 초기 안정성을 향상시켜 생체내 줄기

세포의 이식에 훌륭한 스케폴드로 이용될 수 있다고 발표되

었다27-29). 또한, 자가 fibrin 스케폴드로 간주되는 혈소판풍부

혈장(platelet-rich plasma, PRP)도 조직공학적 골형성에

많이 사용되어져 왔는데30-32), 최근의 연구들에서 PRP의 골유

도(osteoinduction) 능력에 의문이 제기되었고, PRP 자체의

골형성 능력이 전무하다는 연구 결과도 발표되었다32-34). 하지

만, 자가 fibrin 스케폴드인 PRP나 제품으로 제조된 fibrin

glue 모두 줄기세포의 생체내 이식시 이식세포에 대한 독성

이 없고, 이식되는 세포의 유출을 막으면서 초기 안정화를

이루는 일종의 세포배송시스템(cell delivery system)으로

서의 장점은 증명되었다21,27,28,31). 또한, 선행된 연구들에서

fibrin glue는 조직공학적 골형성을 위해 DMB29), β-trical-

cium phosphate28), 그리고 biosorbable materials27) 등과

같이 사용되었는데, 이들은 모두 스케폴드의 물리적 강도를

증가시키는 역할을 하였다. 본 연구에서의 스케폴드 조합에

서도, fibrin glue는 이식되는 세포의 초기 안정성에 기여하

고, DMB는 이식조직의 물성을 향상시키는 데 도움이 될

것으로 기대하였다.  

이러한 스케폴드에 대한 가설을 증명하기 위하여 본 연구

에서는 DMB와 fibrin glue 혼합 스케폴드와 실험동물의

이부에서 추출한 SKPs를 공동 배양하였으며, 약 4주간의

배양기간 동안 세포가 잘 생존해 있으면서 그 수가 증가함

을 관찰 하였다. 또한, 공동 배양한 배지가 골화유도배지가

아님에도 불구하고, 배양 2주 후부터 갈색의 골기질을 관찰

할 수 있었고, 배양 4주 후에는 von Kossa에 흑색으로 염

색되는 골기질을 관찰 할 수 있었다. 이는 혼합 스케폴드 중

DMB내에 있는 골유도 단백질(bone morphogenic pro-

teins, BMP)들이 유리되어 미성숙 SKPs가 골화세포로 분

화한 것이라고 추측할 수 있다. 즉, 본 실험을 통하여 DMB

및 fibrin glue 혼합 스케폴드는 피부유래 전구세포의 성장

이나 분화를 방해하지 않고, 오히려 골세포 분화에 유리한

조건을 제공한다고 주장 할 수 있을 것이다. 

또한, 본 연구에서는 피부유래 전구세포의 생체내 골화정

도를 연구하기 위하여 자가 피부유래 전구세포와 DMB 및
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fibrin glue 혼합 스케폴드를 실험동물의 하악골 결손부에

이식 후 2주와 4주 후 골형성 정도를 관찰 하였다. 그 결과

자가 피부유래 줄기세포를 이식한 군이 전구세포 없이 스케

폴드만 이식한 대조군에 비해 월등히 많은 신생골 형성과

골형성 단백질인 osteocalcin의 강한 발현을 관찰 할 수 있

었다. 향후 장기적인 경과 관찰이 필요할 수 있지만, 상기의

결과는 자가 피부유래 전구세포의 이식이 골이식의 대체방

법으로 사용될 수 있음을 보여준다.          

Ⅴ. 결 론

저자는 본 연구에서 미니돼지 이부의 피부를 채취해 약

2-3주간 배양 후 균일한 모양의 줄기세포로 추정되는 세포

를 추출하였으며, 이러한 피부유래 전구세포(SKPs)에 대

한 DBM 및 fibrin glue 혼합 스케폴드의 유해성을 검사하

기 위하여 약 4주간 비골화유도 배지에서 공동 배양하였다.

4주의 공동 배양기간 동안 DMB 및 fibrin glue 혼합 스케

폴드 사이에서 잘 유지되는 SKPs를 관찰 할 수 있었고, 그

수도 시간이 지날수록 증가되어 관찰 되었다. 또한, 공동 배

양 배지가 비골화유도 배지임에도 불구하고, 약 4주간의 배

양 후 von Kossa에 염색되는 골기질을 관찰 하였으며, 이

는 DMB 내에 있는 BMP 때문인 것으로 추정된다. 따라서,

DMB 및 fibrin glue 혼합 스케폴드는 전구세포의 성장을

저해하지 않고, 오히려 골세포로의 분화 유도에 도움을 준

다고 할 수 있다.

피부유래 전구세포의 생체내(in vivo) 골형성 정도를 관

찰하기 위하여, 미니돼지의 하악골골체부에 가로 1.5 cm

×세로 1.5 cm × 깊이 1 cm의 골결손부를 형성한 후 자가

피부유래 전구세포와 DMB 및 fibrin glue 스케폴드와 함

께 이식하였으며, 대조군에는 피부유래 전구세포 없이 스케

폴드만 이식하였다. 이식 2주와 4주 후 대조군 보다 SKPs

를 이식한 실험군에서 월등히 높은 osteocalcin의 발현이

관찰 되었고, 대조군 보다 많은 양의 신생골소주의 형성이

관찰 되었다. 

향후 추가적인 연구가 진행되어야 하겠지만, 본 연구 결과

로 다양한 분야의 재생의학에 보다 채취가 간단하면서 다능

성의 특징을 갖춘 피부유래 전구세포를 이용할 수 있을 것

이며, 특히 안면골 재생에 자가피부유래 전구세포를 이용함

으로써 자가골 이식에 따른 공여부 합병증과 합성골 이식에

따른 면역반응 등을 줄일 수 있으리라 기대된다. 
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