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1. 서 론 

조직 공학을 이용하여 조직을 재생하기 위한 주

요 3 요소는 세포, 인공지지체, 성장 인자이다. 이

중 인공지지체는 세포가 조직으로 성장하는 동안 

세포 성장에 적합한 공간을 제공해 주고, 조직 재

생 속도에 맞춰 생분해 되어야 하며, 목적 조직에 

맞는 충분한 기계적 강도를 가지고 있어야 한

다.(1,2) 많은 연구자들은 다양한 생체 적합성 재료

를 이용하여 조직의 특성에 맞는 인공지지체 제작

을 위한 연구를 수행하고 있다.(2~4) 

특히 골 조직 재생을 위한 3 차원 인공지지체 

제작을 위해 천연 고분자, 합성 고분자 및 인산칼

슘 재료가 많이 사용되고 있다. 이 중, 인산칼슘 

재료는 하이드록시 아파타이트(Hydroxyapatite-HA) 

와 트리칼슘 포스페이트(Tricalcium phosphate-TCP)

Key Words: Bone Tissue Regeneration(골 조직 재생), Calcium Phosphate(인산칼슘), Scaffold(인공지지체), Solid 

Freeform Fabrication(자유형상제작) 

초록: 인산칼슘 재료는 하이드록시 아파타이트(Hydroxyapatite)와 트리칼슘 포스페이트(Tricalcium-phosphate)를 

포함하고 있으며, 인체 골 조직의 무기성분으로 세포 독성이 없고 생체 적합한 성질을 가지고 골 전도성이 

있다. 또한 두 재료가 혼합되어 있는 이상 인산칼슘(Biphasic calcium phosphate) 재료는 골 유도성이 있다고 알

려져 있다. 이러한 골 조직 재생에 많은 장점을 가지고 있는 인산칼슘 재료는 파우더 타입으로, 3 차원 자유

형상의 인공지지체를 제작하는 데 어려움이 있어 고분자 재료에 첨가하여 사용되었다. 본 연구에서는 자유형

상 제작 기술을 이용하여 원하는 내/외부 형상을 가지는 3 차원 인산칼슘 인공지지체를 제작하고, 골 조직 재

생용 인공지지체로의 사용이 적합한지를 확인하기 위해 MC3T3-E1 를 이용한 세포 증식, 골 조직 분화 실험

을 수행하였다. 

 

Abstract: Calcium phosphates are very interesting materials for use as scaffolds for bone tissue engineering. These materials 

include hydroxyapatite (HA) and tricalcium phosphate (TCP), which are inorganic components of human bone tissue and are 

both biocompatible and osteoconductive. Although these materials have excellent properties for use as bone scaffolds, many 

researchers have used these materials as additives to synthetic polymer scaffolds for bone tissue regeneration, because they are 

difficult to manufacture three-dimensional (3D) scaffolds. In this study, we fabricated 3D calcium phosphate scaffolds with the 

desired inner and outer architectures using solid freeform fabrication technology. To fabricate the scaffold, the sintering behavior 

was evaluated for various sintering temperatures and slurry concentrations. After the fabrication of the calcium phosphate 

scaffolds, in-vitro cell proliferation and osteogenic differentiation tests were carried out. 
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를 포함하고 있으며, 골 조직을 구성하는 무기성분이

다. 인산칼슘 재료는 생체 적합성(Biocompatibility), 골 

전도성(Osteoconductivity), 생분해성(Biodegradability)을 

가지고 있어 골 조직 재생을 위한 인공지지체 재

료로 적합하다. 또한 HA 와 TCP 중 TCP 가 빠른 

분해 속도를 가지며, 분해되면 Ca2+ 와 PO4
3- 이온

을 방출한다. 이때 Ca2+ 이온이 골 조직 분화를 

활성화 시키는 역할을 하기 때문에, 위 인산칼슘 

재료는 골 유도성이 있다고 알려져 있다.(5~7) 

한편, 골 조직 재생을 위한 많은 장점을 가지고 

있는 인산칼슘 재료는 파우더 타입으로 이루어져 

있어 이 재료를 직접 이용하여 3 차원 인공지지체

를 제작하기에 많은 어려움이 따른다. 따라서 현

재까지 개발된 인산칼슘 인공지지체는 gravity 

sintering, porogen leaching, freeze casting 과 같은 제

작 방법을 이용하였고, 이 방법을 이용하여 제작

된 인공지지체는 내부 공극의 연결성이 떨어지며, 

원하는 내/외부 형상의 인공지지체를 제작하기 힘

들다는 어려움이 있다.(8~10) 따라서 골 조직 재생에 

많은 장점을 가지고 있는 인산칼슘 재료를 자유형

상 제작 기술(Solid Freeform Fabrication technology)

로 제작한 인공지지체에 사용하기 위해 많은 연구

자들은 PCL, PLGA 와 같은 고분자에 인산칼슘 파

우더를 첨가하여 인공지지체를 제작하거나, 제작

된 인공지지체의 표면을 인산칼슘으로 코팅하는 

방법을 사용하였다.(11~13) 

본 연구에서는 인산칼슘 재료와 자유형상 제작 

기술을 이용하여 자유형상의 3 차원 인산칼슘 인

공지지체를 제작하였다. 또한 HA 와 TCP 재료의 

혼합으로 인한 골 조직 분화의 영향을 확인하기 

위해 HA, TCP, HA/TCP 재료를 이용하여 인공지지

체를 제작하고 세포 증식 및 골 조직 분화를 확인

하였다. 
 

 

 
 

Fig. 1 Schematic diagram of projection based micro-

stereolithography system 

2. 재료 및 방법 

2.1 투영기반 마이크로 광조형 시스템 

골 조직 재생을 위한 인공지지체를 제작하기 위

해 자유형상 제작 기술 중 하나인 투영기반 마이

크로 광조형 시스템(Projection based Micro-

stereolithography)을 이용하였다. Fig. 1 은 본 연구

팀에 의해 구축된 투영기반 마이크로 광조형 시스

템의 개략도이다. UV(Ultra Violet) 램프와 광학계를 

이용하여 350~380 nm 파장의 UV 광원을 

DMD(Digital Micromirror Device) 전달하며, DMD 를 

통해 한번의 조사로 2 차원 단면 형상을 제작할 

수 있는 장점을 가지고 있다. 또한 규제액면

(constraint surface) 방식을 적용하여 층 두께를 일

정하게 제어할 수 있으며, 3 차원 구조체를 제작하

기 위해 사용하는 광경화 수지의 양을 절약할 수 

있다는 장점도 가지고 있다. 본 시스템은 빔프로

젝터에 있는 DMD 모듈과 광학계를 사용하였고, 

광원인 UV 램프에서 DMD 까지 UV 빛의 전달을 

UV light guide 를 이용하여 초기 셋팅을 위해 소비

되는 시간을 절약할 수 있다. 

 

2.2 세라믹 슬러리 

투영기반 마이크로 광조형 시스템을 이용하여 3

차원 구조체를 제작하기 위한 재료는 광경화 특성

을 가지고 있어야 한다. 광경화 특성을 가지고 있

지 않은 인산칼슘 재료를 이용하여 3 차원 인공지지

체를 제작을 위해 인산칼슘 파우더(Hydroxyapatite, Tri-

calcium phosphate, Berkeley Advanced Biomaterials 

Inc.)를 광경화 수지(FA1260T, SK Cytec Inc.)와 혼합

하여 인산칼슘 슬러리(slurry)를 준비하였다. 인산

칼슘 슬러리는 인산칼슘과 광경화 수지를 부피 비

율 (10~20%, v/v)로 혼합하였고, 균일하게 혼합된 

인산칼슘 슬러리를 얻기 위해 교반기(stirrer)를 이

용하여 24 시간 이상 혼합을 하였다. 

 

2.3 인산칼슘 인공지지체 제작 

3 차원 인산칼슘 인공지지체 제작을 위해 다음

과 같은 공정을 이용하였다(Fig. 2). 준비된 인산칼

슘 슬러리와 투영기반 마이크로 광조형 시스템을 

이용하여 인공지지체 형상의 3 차원 구조체를 제

작하였다. 이때 제작된 구조체는 인산칼슘 파우더

와 광경화 수지가 혼합된 상태로, 광경화 수지의 

결합으로 3 차원 형상을 유지하고 있다. 광경화 

수지를 제거하고 인산칼슘 파우더끼리의 결합을 

유도하여 인산칼슘으로 이루어진 인공지지체 제작 
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Fig. 2 Fabrication procedure of calcium phosphate 
scaffold  

 
을 위해 소결로(Furnace, Lenton)를 이용하여 5 min/°C

로 가열하였다. 1000 C° 이상의 소결 최고 온도로 

올라가는 과정에서 광경화 수지는 제거되고, 인산

칼슘 파우더는 서로 결합되며 성장하게 된다. 최

고 온도가 도달하였을 때 2 시간의 유지 시간을 

주어 인산칼슘 파우더의 소결이 충분히 이루어지

도록 하였다 

 

2.4 수축률 테스트 

3 차원 인산칼슘 인공지지체를 제작하기 위해 소결 

공정을 이용하게 된다. 이때 광경화 수지가 제거되고 

인산칼슘 파우더의 접합 및 성장으로 인해 수축이 일

어나게 된다. 이러한 인공지지체 제작 공정에서 발생

하는 수축이 등방성을 가지고 있지 않으면 원하는 3

차원 형상 제작에 많은 어려움이 따르게 된다. 이를 

확인하기 위해 10, 20% 하이드록시 아파타이트 슬러

리를 이용하여 간단한 형상의 인산칼슘 구조체를 제

작하여 모든 방향의 수축률을 확인하였다. 

 
0

10

0

10
==

D

DD

L

LL
shrinkageareLin       (1) 

이때 선형 수축률을 이용하였고, 수식 (1)에서 

00 ,DL 는 소결 전 초기 구조체의 길이 및 지름, 
11,DL

은 소결 후 제작된 구조체의 길이 및 지름을 나타낸

다. 이를 이용하여 인산칼슘의 농도와 소결 공정의 

최고 온도에 따른 수축률 변화를 확인하였다. 

 

2.5 인산칼슘 재료에 따른 세포 증식 평가 

제작된 인산 칼슘 인공지지체를 이용하여 인산

칼슘의 재료에 따른 세포의 증식 영향을 확인하기 

위한 실험을 수행하였다. 인산칼슘 인공지지체는 

HA, TCP, HA/TCP (7:3 wt) 세 종류 20% 인산칼슘 

슬러리를 사용하여 제작하였다. 세포는 mouse 두

개골에서 유래한 osteoblast like cell 인 MC3T3-

E1(Riken cell bank, Japan)을 이용하였다. 세포 증식 

평가를 위한 충분한 양의 세포를 확보하기 위해 

2~3 일마다 세포 배양액 α-MEM(+10% FBS, 5% 

penicillin-streptomycin)을 교환하며, 5% CO2 환경에

서 세포를 배양하였다. 충분한 양의 세포가 준비

된 후, 준비된 인공지지체에 세포(5x104 cells/scaffold)를 

식종하였고, 2~3 일에 한번씩 세포 배양액을 교환

하였다. 7 일 동안 배양을 하며 1, 4, 7 일에 인공지지체

에서 증식된 세포에서 DNA 를 추출하여 DNA 정량을 

수행하였고, 이를 통해 세포 증식을 확인하였다. 

 

2.6 인산칼슘 재료에 따른 세포의 골 조직 분화 

평가 

인산칼슘 재료의 골 유도성을 확인하기 위해 HA, 

TCP, HA/TCP 으로 제작된 인공지지체와 MC3T3-E1 

세포를 이용하여 골 조직 분화 실험을 수행하였다. 

각 인공지지체에 세포(5x104 cells/scaffold)를 식종하고, 

14 일 동안 세포 배양액과 골 조직 분화 배양액    

(α-MEM+ascorbic acid(50ug/ml), β-glycerophosphate 

(10mM), Dexamethasone(10nM)) 환경에서 배양을 

하였다. 14 일 후 배양된 세포에서 RNA 를 추출하

여 real time PCR(Polymerase chain reaction)을 수행하

였으며, 골 조직으로 분화할 때 발현되는 대표적

인 gene 중, ALP(Alkaline phosphatase), OCN 

(Osteocalcin), Runx2 (Runt-related transcription factor 

2)를 확인하였다. 

 

2.7통계학적 분석 

MC3T3-E1 세포를 이용한 인산칼슘 인공지지체

에서의 증식 및 골 조직분화 실험 결과에서 인공

지지체의 재료에 따른 세포의 증식과 분화의 차이

를 비교 분석하기 위해 일원배치 분산분석(one-

way ANOVA)를 이용하였고, Tukey test 를 이용하여 

사후 검증하였다. 통계학적 분석을 위해 각 실험

군별로 3 개(N) 샘플을 이용하였고, 유의 수준은 

95% 로 설정하였다. 

3. 결 과 

투영기반 마이크로 광 조형 시스템과 인산칼슘

슬러리를 이용하여 3 차원 구조체를 제작하였다. 

소결공정을 통한 인산칼슘 구조체를 제작하기 위

해 다양한 온도에서 소결하였으며 1000 C°  이상
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의 온도에서 3 차원 인산칼슘 구조체를 제작할 수 

있음을 확인하였다. 다양한 형상의 구조체를 이용

하여 수축률을 확인해본 결과 같은 조건(슬러리의 

인산칼슘 비율, 소결 온도)에서 모든 방향의 수축

이 일정하게 발생하였다(Fig. 3). 

본 연구에서 제시한 인산칼슘 인공지지체 제작 

공정을 이용하여 3 차원 인공지지체를 제작하였다. 

또한 슬러리에 포함된 인산칼슘 파우더의 비율이 

높으면 수축률은 낮아지고, 소결 온도가 높으면 

수축률이 높아지는 것을 확인하였다(Fig. 4). 20%의 

인산칼슘 슬러리를 이용하여 1400 C°  온도로 소

결을 하였을 경우 가장 높은 수축률을 보였고, 이

는 다른 조건에서 제작된 인산칼슘 구조체와 비교

할 때, 인산칼슘 파우더의 결합 및 파우더 성장이 

많이 일어나 구조체의 밀도가 높음을 유추할 수 

있다. 

 

 
Fig. 3 Images of simple shape structures: (left) structure 

before sintering, (right) structure after sintering 
 

 
Fig. 4 Shrinkage ratio of calcium phosphate structure: (a) 

according to different HA concentration in slurry 
at 1400°C, (b) according to different maximum 
sintering temperature using 20% slurry  

Fig. 5 는 20% 인산칼슘 슬러리와 1400 C° 의 소

결 온도 조건을 이용하여 제작한 3 차원 인공지지

체를 보여준다. 모든 방향으로 공극이 연결되어 

있고 선폭 및 공극의 크기는 약 250 mµ 임을 확인

하였다. 제작된 인공지지체는 소결 전과 비교하여 

약 34%의 수축률을 보였고 이는 수축률 테스트 

결과에서 보인 20vol% 인산칼슘 파우더 농도, 

1400 C° 의 소결 온도 조건에서 제작한 구조체의 

수축률과 동일함을 확인하였다. 

Fig. 6 은 7 일 동안 3 차원 인산칼슘 인공지지체

에서 MC3T3-E1 세포의 증식 결과를 보여주는 그

래프이다. 각각의 HA, TCP, HA/TCP 로 제작된 인

공지지체 환경에서 초기 세포 부착률과 증식률을 

확인한 결과, 세 종류의 인공지지체에서 비슷한 

세포 부착률을 보였다. 이후 7 일 동안 세포 증식

을 보면 HA 인공지지체에서 증식률이 가장 높게 

나왔고, TCP 인공지지체와 HA/TCP 인공지지체는 

비슷한 수준의 세포 증식을 보였다. 각 인공지지

체에서의 1, 4, 7 일 세포 증식을 확인하면, HA 와 

HA/TCP 인공지지체에서 꾸준한 증식을 보인 반면, 

TCP 인공지지체에서는 1 일에서 4 일 까지는 증식

을 보였으나 4 일에서 7 일로 진행되는 과정에서 

세포 증식의 큰 차이를 보이지 않았다.  

세포의 증식 결과에서는 HA 인공지지체에서 가

장 좋은 결과를 얻었지만, 14 일 동안의 골 분화 

결과에서 HA 인공지지체에서의 골 분화가 다른 

TCP, HA/TCP 인공지지체에서의 골 분화보다 낮은 

수준으로 일어남을 확인할 수 있다. 일반 세포 배

양액 환경에서는 골 조직 분화 gene 인 ALP, OCN  

 

 

 
Fig. 5 Images of fabricated calcium phosphate scaffold 
((a) and (b)) and surface of fabricated scaffold ((b)) 
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이 TCP > HA > HA/TCP 순으로 발현됨을 확인할 

수 있었으며, Runx2 의 경우 HA > TCP > HA/TCP 

순으로 발현됨을 확인하였다(Fig. 7). 골 조직 분화 

배양액 환경에서는 TCP ≈ HA/TCP > HA 순으로 

ALP, OCN 발현을 보였고, Runx2 의 경우 HA/TCP 

> TCP > HA 순으로 발현되었다(Fig. 8). 

4. 토의 및 결론 

인산칼슘 재료와 자유형상 제작 기술을 이용하

여 원하는 형상의 3 차원 인산칼슘 인공지지체를 

제작하였다. 본 연구에서 제시한 인산칼슘 인공지

지체 제작 기술을 이용하면, 원하는 공극의 크기 

및 선폭, 100%의 내부 공극 연결성을 가지며, 결

손 된 환자의 골 조직 형상에 맞는 맞춤형 인공지

지체 제작이 가능하다. 또한 수축률 테스트 결과

에서 소결 온도가 높을수록 수축률이 높음을 알 

수 있었다. 소결은 파우더의 표면 에너지가 줄어

드는 방향으로 일어나며, 이때 파우더끼리 결합되

어 표면적이 줄어들게 된다. 즉, 파우더 사이에 생

기는 공극의 크기가 줄어들고 인산칼슘 구조체의 

상대 밀도는 높아지는 방향으로 소결이 되기 때문

에, 수축률이 높다는 것은 소결이 많이 진행되었

음을 의미한다. 
 

 
Fig. 6 Cell proliferation result: (a) according to scaffold 

materials, (b) according to evaluation time 

 
Fig. 7 Real time PCR result under normal medium 

condition for 14 days 
 

 
Fig. 8 Real time PCR result under osteogenic medium 

condition for 14 days 
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  이를 통해 20% HA 슬러리를 이용하여 1400 C°  

조건에서 제작한 인공지지체의 기계적 특성이 다

른 조건에서 제작한 인공지지체 보다 우수할 것이

라고 예측할 수 있다. 또한 SEM(Scanning Electron 

Microscopy) 사진을 통하여 인산칼슘 인공지지체

의 표면을 관찰하여 보면 파우더의 영향으로 표면 

거칠기가 있어 세포 식종 시 세포 부착률을 향상

할 수 있음을 예상할 수 있다. 

본 연구에서 사용한 HA, TCP 인산칼슘 재료는 

큰 생분해 속도 차이를 보인다. TCP 가 HA 보다 

빠른 생분해 속도를 가지고 있다. 이러한 인산칼

슘 재료는 생분해 되면서 Ca2+, PO4
3- 이온이 방출

되며, 이중 Ca2+ 이온의 영향으로 일반 배양액 환

경에서는 Ca2+의 농도가 높은 TCP 인공지지체의 

골 분화 정도가 높게 나왔다. 하지만 골 분화 배

양액 환경에서는 Ca2+ 농도뿐 아니라, 배양액에 

포함되어 있는 골 분화 유도 물질이 복합적으로 

영향을 주게 된다. 이러한 골 분화 배양액 환경은 

생체 내 골 결손 부위의 환경으로 생각할 수 있으

며, HA/TCP 인공지지체가 생체 내 골 조직 재생에 

더욱 효과적이라고 예상할 수 있다. 

본 연구를 통해 골 조직 재생을 위해 인산 칼슘 

파우더를 이용하여 원하는 형상의 3 차원 인산 칼슘 

인공지지체를 제작할 수 있었으며, TCP 를 포함한 

인산칼슘 인공지지체가 골 조직 재생에 효과적인 것

을 확인하였다. 인산 칼슘 인공지지체에서 방출되는 

Ca2+ 이온의 영향을 확실히 확인하기 위해 세포가 

없는 일반 배양액 환경에서 인공지지체에서 방출되

는 Ca2+ 이온 양을 측정하는 실험 및 in vivo 환경에

서 골 조직 재생을 확인하기 위해 rat calvaria 모델을 

이용한 동물 실험을 수행할 것이다. 
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