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국문요약

  치주 치료의 최종 목적은 진행되는 치주 질환의 증상을 제거하는 것뿐만 

아니라 이미 파괴된 지지조직을 기능적으로 재생시키는데 있다. 현재 파괴

된 치주조직의 재생을 위해 다양한 종류의 골이식재를 이용한 골이식술과 

차단막을 이용한 치주조직 유도재생술이 행해지고 있으나, 아직까지 각각

의 한계점을 가지고 있다. 치주조직의 재생을 위해 사용되는 생약제제는 

생체거부반응이나 생분해 시 나타날 수 있는 독성의 위험이 적고 그 효과

가 지속적이며 임상에 응용될 경우 경제적으로 사용될 수 있다. 최근 키토

산은 이러한 생체 적합성과 항균 작용, 창상 치유 촉진 등의 생물학적 작

용, 우수한 기계적 특성으로 관심이 증가되고 있으며, 특정 전구 세포 (예; 

조골세포)의 이주와 분화를 증진시키는 기질 역할을 할뿐만 아니라 섬유모

세포와 같이 골 형성을 방해하는 세포의 기능을 억제함으로써 직, 간접적

으로 골재생을 증진시킨다고 보고 되었다. 

  본 실험에서는 키토산에서 정제한 순수 키토산 용액을 사용하였다. 그러나 

이러한 키토산의 형태는 액상이므로 결손부에서 유지되기가 어렵다. 따라서 

결손부에서의 키토산의 송달, 유지, 점진적 유지를 위해서는 운반체의 이용

이 필수적이다. 백서의 두개골 천공 모형에서는 비교적 공간 유지가 용이하

여 본 실험에서는 키토산 용액을 흡수성 콜라겐 스폰지에 적셔서 결손부에 

이식하였다. 실험 모델로는 수컷 백서 두개골 결손부를 선택하였고, 두개골

의 임계크기 결손은 지름 8 mm의 원형 결손이다. 두개골에 아무 처치도 하

지 않은 군을 음성 대조군으로 하고, 흡수성 콜라겐 스폰지 (Absorbable 

collagen sponge: ACS)만을 처치한 군을 양성대조군으로 설정하였으며, 순
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수키토산 용액을 ACS에 적셔 이식한 군을 실험군으로 설정하였다.

  백서 두개골에 키토산/ACS를 적용하고, 술후 2주, 8주에 희생하여 치유 

결과를 조직학적, 조직 계측학적으로 비교 관찰하여 다음과 같은 결론을 

얻었다.

  1. 실험군 (키토산/ACS)은 술후 2주부터 혈관증식이 진행되고 조골세포

의 침윤으로 신생골 형성이 진행되는 양상을 보였고, 8주에서는 ACS는 거

의 흡수되었으며 신생골 형성량이 증가하였고, 많은 골성조직층이 관찰되

었다.

  2. 술후 2주에 신생골 형성량은 실험군과 양성대조군 (ACS만 이식한군), 

음성대조군(술후 무 처치군)이 각각 8.7±0.8, 13.6± 2.3, 4.8±0.7%로, 실험군

과 양성대조군에서 음성대조군에 비해 높게 나타났으나 통계학적인 유의차

는 없었다. (p<0.01).

  3. 술후 8주에 신생골 형성량은 실험군과 양성대조군, 음성 대조군이 각각 

62.2±6.1, 17.4±2.5, 8.2±1.4로 실험군이 양성대조군과 음성대조군에 비해 현

저하게 높게 나타났으며 통계학적으로 유의한 차이를 보였다. (p<0.01).

  이상의 실험 결과에서, 키토산은 ACS를 운반체로 사용했을 때 백서의 

두개골 천공 결손부에서 효과적인 골재생을 나타냈다.

핵심이 되는 말: 키토산, 신생골형성, 흡수성 콜라겐 스폰지, 백서 두개골 

결손부  
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백서두개골 결손부에서 키토산/흡수성 콜라겐

전달체의 골재생 

Effects of chitosan/ACS on bone regeneration

in rat calvarial  defects

 

연세대학교 대학원 치의학과 

(지도 최성호 교수)

김  수  경

I. 서    론

  치주 치료의 최종 목적은 진행되는 치주 질환의 증상을 제거하는 것뿐만 

아니라 이미 파괴된 지지조직을 기능적으로 재생시키는데 있다. 치주조직

의 재생을 위해서는 감염성, 염증성 질환에 이환된 치근면에 신생 백악질

의 침착, 신생골의 형성과 함께 새로운 치주인대 섬유의 기능적인 삽입, 배

열, 그리고 치은조직의 구조화가 필요하다. 현재 파괴된 치주조직의 재생을 

위해 골 이식술과 치주조직유도재생술이 행해지고 있다. 

  치주조직유도재생술은 Melcher (1976)가 치주조직의 재생과 새로운 부착

은 건강한 치주인대로부터의 미분화 간엽세포에 의한다는 개념을 발표한 

후 이 개념에 의거하여 여러 종류의 차단막이 사용되어졌다. 이러한 차단

막은 치은 상피의 치근단 방향으로의 이주에 대한 방어벽 역할을 하면서 

선택적 세포들만 치근면에 모일 수 있도록 함으로써, 이전의 전통적인 치

주 치료의 많은 한계를 극복할 수 있는 가능성을 제시해주고 있지만 이는 
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재생에 필요한 세포 과정을 촉진시키지는 않았다. 또한 Machtei 등(1994), 

Tonetti 등(1996)에 의하면 이 술식의 성공에는 환자의 전신 건강 상태, 구

강 위생 상태, 흡연 여부, 골 결손부의 형태, 차단막의 종류, 판막의 위치, 

치은 퇴축, 술자의 기술 및 치유기간 등 여러 요소들이 영향을 미친다. 치

주조직 재생의 또 다른 방법인 골 이식은 많은 동물 실험과 임상실험 결과 

좋은 성과를 보였다. 골 이식의 종류는 자가골 이식, 동종골 이식, 이종골 

이식, 골 대체물과 합성골 이식으로 나눌 수 있다. 이 중 가장 좋은 결과를 

보이는 자가골 이식은 수년간 치조골 결손부위에서 임상적으로 성공적 결

과를 보였으나 골을 체취하기 위한 부가적인 수술의 필요, 골유착 유발, 치

근흡수, 큰 결손부일 경우 많은 양을 얻을 수 없다는 제한점이 있다. 동종

골 이식이나 이종골 이식의 겨우 광범위한 골 결손부에 이식하기 적합하고  

환자에게 부가적 외상을 주지 않는 장점이 있으나 질환 전염 가능성과 이

식항원에 대한 거부반응이 나타날 가능성이 있다. 따라서 골 대체물질 및 

합성골 이식재가 골재생을 위한 공간 형성을 주 목적으로 개발되었다.  

  Schallhorn 등(1970)에 의하면 이러한 이식재의 이상적인 조건은 골 형

성 및 백악질 형성 유도 능력이 있어야 하며 염증 반응이 없고 빠른 혈관

형성이 이루어지고 숙주조직에 친화성이 있어야 하며 사용이 용이하고 경

제적이어야 한다. 그러나 이들은 골 형성, 백악질 형성, 섬유소 형성 능력

이 의문시되고 있으며, 결합조직이 이러한 재료 사이에서 증식하는 충전재

로서만 주로 작용한다. 따라서 신체 부작용 없이 골조직 재생에 효과적인 

생약제제에 대한 관심이 증가하고 있다. 특히 천연 중합체인 키토산은 신

체조직과 유사한 결합형태로 생체적합성이 우수하고 생분해되며 항균작용

과 창상치유 촉진에 효과적인 기능으로 다양한 분야에서 연구, 응용되고 

있다. 
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  Aspinall(1983)에 의하면 키토산 (poly-N-acetylglucosaminoglycan)은 키

틴에서 추출된 탄수화물 유도체로서 키틴 분자를 탈아세틸화 시킴으로써 

형성된다. 키틴은 갑각류의 외골격, 진균의 세포벽, 곤충의 큐티클을 이루는 

구조성분으로 화학적 구조면에서 매우 안정된 다당류로 1, 4β glucosidic 

linkage에 연결된 N-acetyl-D-glucosamin 단위의 선형 중합체이다. Amano 

와 Ito (1978)에 의하면 키틴과 키토산은 효소에 의해 가수분해 되어 단량체 

형태로 흡수되고 lysozyme에 의해 분해 된다.
 
Brandenberg 등(1984)과 Kind 

등(1990), Klokevold 등(1991, 1999), Muzzarelli 등(1988)에 의하면 키토산은 

지방을 흡수하고 결합하여 체중감소에 도움이 되며, 콜레스테롤 조절, 결합조

직 치유향상, 항생, 항진균, 항암효과, 지혈 효과 등을 나타낸다.

  최근에는 Balassa 등(1978)과 Klokevold 등(1996), Muzzarelli 등(1993, 

1994), Ueno 등(1999)의 여러 연구를 통해 창상 치유 및 골 재생유도 능력

이 입증되어 왔다.  

  Reynold(1960)는 창상치유 증진에 있어서 monomer sugar N-acetylglucosamine의 

이용에 대한 과학적 기초를 마련하였고, 1978년 Balassa 등(1978)은 여러 동물 실험을 

통해 N-glucosamine이 창상치유 속도를 증진시킨다고 보고하였다. 또한 Sapelli 

등(1986)은 치주낭, 구개창상과 발치와의 치유를 증진시키기 위해 키토산 분

말을 사용한 증례에서 양호한 결과를 보고하였다. Muzzarelli 등(1989)은 치주 

창상에 키토산을 적용하였을 때 조직화가 증진 되면서 섬유화가 감소되는 것

을 보고하였고, 뒤이어 발치와와 치근단 절제술 부위에 키토산을 적용하여 정

상골 형성을 증진시켰다고 보고하였다(Muzzarelli 등; 1993). 계 등(1998)은 

키토산 제제를 이용한 차단막은 치주질환시 골조직 유도재생을 위한 차단막

으로 유용하다고 보고하였고,
 
Lee 등(2000a)은 Platelet-derived growth 

factor-BB (PDGF-BB)의 운반체로써의 유용성을 제시하였다. 또한 키토산
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/tricalcium phosphate sponge를 조직공학에 응용하여 3차원적 구조로 조골세

포가 자랄 수 있는 골격을 제공할 수 있다고 보고하였다 (Lee 등; 2000b). 그

러나 아직까지 키토산의 골조직 재생유도 효과에 관한 연구는 정립되지 않은 

것이 사실이다.

  이와같이 키토산은 자체로서 골대체제의 가능성을 가지고 있으나 액체형

태로 제공되기 때문에 결손부에서의 키토산의 송달, 유지, 점진적 유지를 

위해서는 운반체의 이용이 필수적이다. 정 등(2000)은 백서 두개골 모형을 

사용한 연구에서 운반체 없이 키토산만을 이식하였을 때 골재생을 위해 연

조직의 개입을 막거나 공간을 제공하지 못하였기 때문에 매우 제한적인 골

재생을 보였음을 보고한 바 있다. 백 등(2001)은 in vitro 실험에서 키토산

이 초기에는 치주인대 섬유아세포의 교원질 생성을 증가시키고, 시간이 지

남에 따라 조골세포의 분화를 유도한다고 보고하였다. 또한 Asahina 등

(1997), Jin 등(1994), Kawai 등(1993) Miyamoto 등(1993), Oda 등(1997), 

Ripamonti 등(1992), Urist 등(1987), Wikesjo 등(1999)에 의해 BMP의 실

험에서 다양한 생체재료가 운반체로 시험되어 왔다. 소의 교원질, 탈회골 

기질, 수산화인회석, calciumphosphate, tricalcium phosphate, 수산화인회석

-교원질 복합체, α-hydroxy acids 중합체, 티타늄 등이 그것인데 그중 많

은 연구에서 흡수성 콜라겐 스폰지 (absorbable collagen sponge: ACS)를 

사용했을 때 효과적인 골재생을 보고하였다. 
  

  이에 저자는 백서 두개골 결손부에 ACS를 전달체로 사용하여 키토산을 

적용시킨 후 키토산이 골조직 재생에 미치는 효과를 조직학적, 조직계측학

적으로 관찰, 평가하였다.
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II. 연구 재료 및 방법

가. 연구 재료

  

  1.  실험동물

  본 연구에서는 체중 200-250 g의 웅성 백서(Sprague Dawley rat) 30 마

리를 사용하였고 실험부위로는 두개골을 이용하였다. 실험동물은 연세 임

상의학 연구센터의 동물실험 지침에 따랐다.

  2.  실험재료

  실험재료로는 키틴에서 추출한 키토산 0.2 g에 안토론 시액 5 ml 및 물 

1 ml를 가하여 수욕상에서 가열하여 얻어진 청-녹색의 무미, 무취의 순수 

키토산 용액
*
을 사용하였다. 

  키토산 용액의 운반체로는 흡수성 콜라겐 스폰지 (absorbable collagen 

sponge: ACS collatape®)**를 이용하였다. 멸균된 ACS를 직경 8 mm로 잘

라 0.1 ml의 키토산 용액에 5분간 적셔서 실험군에 이식하였다. 

나. 연구 방법

  

  1.  실험군 설정

  두개골 결손부에 아무 처치도 하지 않은 군을 음성대조군으로 설정하고 

순수 키토산용액
*
을 absorbable collagen sponge (ACS)

¶
에 적셔 이식한 군

을 실험군으로, ACS만을 이식한 군을 양성대조군으로 설정하였다. 각 군
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은 수술 후 2주, 8주 치유 기간을 두고 희생시켜 관찰하였으며, 각 군별로 

5마리씩 배정하여 모두 30마리를 사용하였다.

  2.  백서 두개골 결손부 형성 및 외과적 처치

  각 군의 백서를 염산케타민 (50 ml/ml)
†
을 근육주사 (70 mg/kg)하여 전

신마취 시켰다. 두부제모를 시행하고 povidone iodine으로 소독한 후 고정

하였다. 수술 부위를 소량의  2 % 염산 리도카인 (1:8만)
‡
으로 침윤 마취

한 후 백서의 전두골 전방부에서 후두골 후방부까지 정중부를 따라 두피를 

절개하여 두개골의 상면을 노출시켰다. 노출된 두개골의 상면에 8 mm 

trephine bur
§
를 이용하여 지름 8 mm의 원형 결손을 형성하였다.  실험군

에는 ACS에 순수 키토산 용액을 적신 뒤 결손부에 위치시키고, 양성대조

군에는 ACS만을 결손부에 위치시켰으며 대조군은 아무처치도 하지 않았

다. 두피를 덮고 Ethilon
＃
으로 봉합하였으며 1주일 후 발사하였다. 술 후 2

주, 8주에 각 군의 동물을 희생하여 두개골을 절제하였다.

＊ 순수 키토산 용액: Elchitosankorea Co.,LTD , Chonbuk,Korea

¶ CollaTape
Ⓡ
: Sulzer Dental Inc, Carlsbad, CA, USA

†케타민 Ketalar: Yuhan Co. Seoul.Korea

‡1:100,000 epi., Yuhan Co. Seoul.Korea

§ 8mm trephine bur, 3i, FL, USA

＃EthilonⓇ, Ethicon, Edinburgh, Scotland, UK
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다. 골조직 재생 유도 능력 평가

  1.  조직학적 관찰

  절제한 조직을 10 % 중성 포르말린 용액으로 24시간 고정한 후 5 % nitric 

acid로 3-7일간 탈회하고 통법에 따라 계열 알콜로 탈수한 다음 파라핀에 포

매하여 4 ㎛ 두께로 관상면으로 절단하여 박편을 제작하였다. Hematoxylin- 

Eosin (H-E) 염색을 하여 광학 현미경으로 관찰하였다.

           

  2.  조직 계측학적 관찰

  조직 표본상을 20배 배율로 확대하여 컴퓨터 모니터상에 재현하고, 

Image Pro plus®＃＃를 이용하여 두개골 결손부에서 채취한 절편의 신생골

량을 측정하였다. 디지털화 장치(digitizer)를 이용하여 결손면적 대 신생골 

면적을 측정하여 신생골 형성 비율을 결정하였다. 

 

  3.  통계학적 분석

  각 기간에 각 군간의 신생골 형성 비율의 비교를 위해서는 Kruskal- 

Wallis test (P<0.01)를 사용하였고, 군과 시간 두 변수간의 교호 작용이 

없음을 확인하였다. 각 군의 기간에 따른 신생골 형성 비율의 비교를 위해

서는 Mann-Whitney U-test (P<0.05)를 사용하였다. 

            

＃＃Image-Pro PlusⓇ, Media Cybernetics, Silver Spring, M.D., USA    
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III. 연구 결과

  

가. 조직학적 관찰

  1.  음성대조군

  가) 2주 소견

  결손 부위는 얇고 불규칙하고 덜 조직화된 섬유성 결합조직에 의해 채워

져 있었고 출혈 및 육아조직이 관찰되었다. 신생골은 주로 결손부 변연과 

하방 경뇌막 주위에 국한되어 삼각형 형태로 형성되어 있었다. 신생골 상

방의 골막은 불연속적이어서 연조직 치유가 아직 진행중인 소견을 관찰 할 

수 있었다. 신생골은 조골세포에 의해 둘러싸여 있고 새로 형성된 조골세

포 주위로 염증세포가 관찰되었다. (Fig. 1)

  나) 8주  소견 

  2주 소견에 비하여 잘 정돈되고 균일한 섬유성 결합조직에 의해 신생골

이 둘러싸여 있었으나 결손부의 중앙부는 여전히 소성 결합조직에 의해 채

워져 있었다. 

  신생골은 골막부위는 성숙된 양상을 보이고 경뇌막 쪽은 미성숙한 채로 

넓은 골수강을 보였다. 신생골 말단에는 조골세포가 열지어 있지만 골성 

조직은 관찰되지 않았다. (Fig. 2)
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  2.  양성대조군(ACS군)

 

  가) 2주 소견

  결손부위에 치밀한 섬유성 결합조직이 채워져 있고 ACS가 부분적으로 

흡수되어 있었지만 아직 많은 부분이 잔존해 있음을 볼 수 있었다. 결손변

연부의 인접부위에서 미량의 신생골이 관찰되었으며, 결손부위에서의 염증

세포 침윤은 보이지 않았다. (Fig. 3)

  나) 8주 소견

  2주 소견과 대체로 비슷한 소견을 보였으며 결손부 변연의 신생골 형성

량이 약간 증가된 소견을 보였고 ACS는 완전히 흡수되어 있었다. (Fig. 4)

  3.  실험군 (키토산/ACS군)

  가)  2주 소견

  결손부위는 치밀한 결합조직에 의해 둘러싸여 있었고 ACS는 부분적으

로 흡수되어 있었지만 아직 많은 부분이 잔존해 있음을 볼 수 있었다. 대

조군에 비하여 혈관증식이 더 많이 이루어져 있었고 증식된 혈관 사이로 

조골세포가 침윤된 것을 볼 수 있었으며 결손부 변연과 경뇌막 뿐 아니라 

상방의 골막까지 3면에서 골 형성이 이루어져 골무같은 형태를 보였다. 결

손부위에서의 염증세포 침윤은  보이지 않았다. (Fig. 5,6)

  나) 8주소견

  2주 소견에 비하여 결손부위가 더 치밀하고 잘 정돈된 결합조직에 의하
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여 둘러싸여 있었으며, ACS는 거의 흡수된 양상을 보였다. 조골세포가 2

주에 비하여 결손부 변연에서부터 더 먼 곳까지 퍼져나간 것을 볼 수 있었

으며 더 많은 양의 신생골이 형성된 것을 볼 수 있었다. 결손부 변연 에서

는 골 성숙과 골 개조가 이루어지면서 기존골과 혼합되는 형태를 보였고 

말단부에서는 골수강이 큰 신생 골과 골성조직이 층을 이루며 계속 골 형

성이 진행되는 모습을 관찰 할 수 있었다. (Fig. 7,8)

나. 조직 계측학적 분석

  술후 2주에 신생골 형성량은 실험군과 양성대조군, 음성 대조군이 각각  

8.7±0.8, 13.6± 2.3, 4.8±0.7 %로, 실험군과 양성대조군에서 음성대조군에 비해 

높게 나타났으나 통계학적인 유의차는 없었다 (p<0.01) (Table 1, Figure 9).

  술후 8주에 신생골 형성량은 실험군과 양성대조군, 음성 대조군이 각각 

62.2±6.1, 17.4±2.5, 8.2±1.4로 실험군이 양성대조군과 음성대조군에 비해 현

저하게 높게 나타났으며 통계학적으로 유의한 차이를 보였다 (p<0.01) 

(Table 1, Figure 9).
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Table 1. Histomorphometric analysis of  newly formed bone volume

         (means±SD; n=5, %)

2weeks 8weeks

Chitosan/ACS 8.7±0.7 62.2±6.1*¶†

ACS‡   13.6±2.3 17.4±2.5*

 Control 4.8±0.7 8.2±1.4†

* :Statistically significant difference compared to surgical control group (P<0.01)

¶ : Statistically significant difference compared to ACS control group (P<0.01)

†:Statistically significant difference between 2 weeks and 8 weeks  group (P<0.01)

‡:Absorbable collagen sponge
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Figure 9. Histomorphometric analysis of  newly formed bone volume

          (means±SD; n=5, %)
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IV. 총괄 및 고찰

  치주 치료의 최종 목적은 진행되는 치주 질환의 증상을 제거하는 것뿐만 

아니라 이미 파괴된 지지조직을 기능적으로 재생시키는데 있다. 현재 파괴

된 치주조직의 재생을 위해 다양한 종류의 골이식재를 이용한 골이식술과 

차단막을 이용한 치주조직 유도재생술이 행해지고 있으나, 아직까지 각각

의 한계점을 가지고 있다. 치주조직의 재생을 위해 사용되는 생약제제는 

생체거부반응이나 생분해시 나타날 수 있는 독성의 위험이 적고 그 효과가 

지속적이며 임상에 응용될 경우 경제적으로 사용될 수 있다. 최근 키토산

은 이러한 생체 적합성과 항균 작용, 창상 치유 촉진 등의 생물학적 작용, 

우수한 기계적 특성으로 관심이 증가되고 있다.

  키토산은 glycosaminoglycan과 비슷한 구조적 특성을 지니고 있는데 그 

중에서도 많은 조직의 세포외기질에서 발견되는 hyaluronic acid와 비슷하

다. Adzick 등(1992)에 의하면 교원질은 세포의 이주를 제한하고 재생을 방

해하는 반면 hyaluronic acid는 조직 재생을 위한 전구세포의 이주와 분화를 

촉진하는 것으로 생각되어 진다. Klokevold 등(1999)과 Mallette 등(1986)의 

연구에서, 키토산은 특정 전구 세포(예; 조골세포)의 이주와 분화를 증진시키

는 기질 역할을 할뿐만 아니라 섬유모세포와 같이 골 형성을 방해하는 세포

의 기능을 억제함으로써 직, 간접적으로 골재생을 증진시킨다고 보고 되었

다. 키틴은 식물 섬유소인 셀룰로스와 비슷한 화학구조를 지니지만 분자 내

에 아세틸기를 지니고 있어 화학약품에 대한 내성이 강하고 일반적인 유기

용매에는 잘 녹지 않으며 맛이 떫다. 키토산은 반투명의 분말 형태로 pH 5.0 

이상에서는 소수성을 띄기 때문에 수용액을 만들기 위해서는 산성의 용매를 
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사용해야 한다. 그러나 이런 산성 용매는 조직에 유해할 수 있으므로 용매에 

의한 영향을 배제하기 위해 중합체를 올리고당 형태로 가수분해하여 쉽게 

물에 녹을 수 있도록 만든 수용성 올리고당 키토산을 사용한다. 본 실험에서

는 키토산에서 정제한 순수 키토산 용액을 사용하였다. 그러나 이러한 키토

산의 형태는 액상이므로  결손부에서 유지되기가 어렵다. 정 등 은 백서 두

개골 모형을 사용한 연구에서 운반체 없이 키토산만을 이식하였을 때 매우 

제한적인 골재생을 보였음을 보고하였다. 따라서 결손부에서의 키토산의 송

달, 유지, 점진적 유지를 위해서는 운반체의 이용이 필수적이다. Brunel 등

(1996), Ito 등(1990), Koyano 등(1998)에 의하면 이상적인 운반체는 재생 가

능해야 하고 면역 반응을 유발해서는 안 되며, 결손부 내로 적용이 용이해야 

하고 공간을 제공하여 형성될 골의 외형을 유지할 수 있도록 해야 한다. 또

한 골유도가 시작되어 확실히 골형성이 이루어지고 나면 완전히 흡수되어야 

한다. 다양한 생체재료가 운반체로 시험되어져 왔는데 그중 많은 연구에서 

ACS가 운반체로 사용되었을 때 효과적인 골형성을 나타냄이 보고되었다. 
 

Jovanovic 등(1999)은 recombinent human bone morphogenic protein-2

/Absorbable collagen sponge(rhBMP-2/ACS)를 이용하여 성견의 하악 치조 

융선에서 골재생을 보고 하였고, Boyne 등(1999)도 rhBMP-2/ACS를 이용하

여 상악동저의 골증강에 효과가 있음을 보고하였다.  Choi 등(2002)은 

rhBMP-2를 성견의 3벽성 골내결손에 이식하여 치조골재생의 효과가 있음

을 보고하였다. 또한 Ahn 등(2002)은 rhBMP-4/ACS를 백서 두개골 결손에 

이식했을 때 탁월한 골재생을 보고한 바 있다. 그러나 ACS는 임상적으로 다

루기는 쉬우나  공간 유지 능력이 부족하여 골 형성시 제한 요소가 되므로 

골결손의 형태를 고려하여 사용하여야 한다. 백서의 두개골 천공 모형에서는 

비교적 공간 유지가 용이하여 본 실험에서는 키토산 용액을 ACS에 적셔서 
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결손부에 이식하였다. Caton 등(1994), Selvig(1994), Schmitz 등(1990)에 따

라 키토산의 골 재생 유도 능력을 평가하기 위한 실험 모델로는 백서 두개골 

결손부를 선택하였다. 실험쥐는 수컷을 사용하였는데 암컷의 경우는 호르몬 

변화나 임신등에 의해 실험결과에 영향을 줄 수 있을 것으로 생각되었기 때

문이다. 미성숙한 동물은 성장이 완료된 동물에 비해 치유능력이 더 우수하

기 때문에 왜곡된 결과가 나올 가능성이 있어 골대체물질의 고유한 골 재생

유도능력을 평가하기 위해서 체중 200- 250 g 정도의 완전히 성숙 한 동물

을 선택하였다. 아무 처치를 하지 않았을때 10 % 이하의 골 재생을 이루는 

가장 작은 크기의 결손부를 임계크기결손 (CSD: Critical size defect)라고 한

다. 이번 연구에 사용한 백서인 Sprague Dawley rat 두개골의 임계크기 결

손은 지름 8 mm의 원형결손이다. 

  Schmitz 등(1986)은 백서 두개골 결손부의 치유과정을 염증기, 비유합 

수립기, 성숙기로 나누었다. 염증기는 술 후 10 일까지로 염증이 존재하고 

섬유소와 적혈구가 응집되어 혈종을 형성한다. 초기에는 호중구가  존재하

다가 후반기에는 섬유모세포양 세포에 의해 대체된다. 7 일째부터는 섬유

모세포양 세포가 주를 이루며, 초기 골형성이 관찰된다. 비유합 수립기는 

11일부터 20일까지를 말하며 혈종의 크기가 줄어든다. 활성화된 섬유모세

포는 많은 양의 조면소포체를 포함하며, 불규칙하게 배열된 교원질 같은 

섬유에 의해 둘러 쌓여있다. 반도형태의 신생골 주위로 불활성화된 조골세

포가 열 지어 있고 치밀한 섬유성 결합조직이  둘러싸고 있으며, 결손부 

중앙부위에는 둥근 과립세포의 응집이 관찰된다. 14일 째에는 비유합 조직

은 더 조직화된 섬유다발 속으로 교원질양 섬유가 배열된다. 성숙기는 21

일 이후이며, 21일 째에는 말단과 중앙부의 세포외 기질이 성숙한 반흔 조

직의 특성을 보인다. 섬유모세포 사이에서 교원질이 치밀한 섬유다발 속으
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로 조직화된다. 조골 세포로 둘러싸인 고립된 골섬도 관찰된다. 28일 째에 

중앙부와 말단부에는 치밀한 섬유성 결합조직이 존재하며 골 주위로 방추

형 세포가 둘러싸고 있다. 42일 째는 두껍고 잘 조직화된 교원질 섬유다발

을 포함하는 성숙한 결합조직이 결손부 전역에 존재한다. 본 연구에서도 

대조군의 치유과정에서는 같은 소견을 확인할 수 있었다, 골 성장 양상에

서 대조군은 주로 골 재생이 경뇌막과 절단면에서 일어나 삼각형 형태를 

이루지만, 실험군은 키토산이 도포된 경뇌막과 절단면뿐 아니라 상부 골막 

안쪽까지 잔존골 주변으로 골무 같은 양상의 골 성장이 일어나고 있었다. 

골성조직(osteoid)의 존재는 골 재생이 활발히 진행되고 있으며 앞으로도 

계속 진행될 것을  알게 해주는 척도이다. 대조군에서는 2주 까지는  신생

골 전방에 골성조직이 발견되나 8주에서는 관찰되지 않아 골 성장이 멈추

었음을 암시한다. 반면, 키토산을 적용한 실험군의 경우에는 8주 소견에서

도 신생골 전방에 골성조직이 두껍게 존재하며 그 주위에 조골세포가 줄지

어 늘어선 것을 관찰할 수 있어 아직 골성장이 진행되고 있으며 앞으로도 

길이 성장이 더 이루어질 수 있음을 시사한다. 조직 계측학적 비교에서는 

결손부의 길이에 대한 형성된 신생골 길이의 비율을 각각 비교하였다. 신

생골 길이 측정은 조골세포의 이주 정도를 비교하기 위한 것으로, 좀 더 

빨리, 그리고 좀 더 멀리 이주할수록 골유합의 가능성을 높일 수 있을 것

이다. 길이 성장이 많이 이루어질수록 향후 두께 성장을 감안할 때 더 많

은 양의 신생골을 형성할 수 있으리라 예상할 수 있다. 따라서 이식재료의 

골유도 재생 능력을 평가하기 위한 좋은 지표라 사료된다. 계측 결과 ACS

를 전달체로 사용하여 키토산을 이식한 군이 ACS만을 이식한 군이나 음

성대조군에 비해 현저하게 높게 나타났으며 통계학적으로 유의한 차이를 

보였다. 울프 비케쇼등(1999)은 ACS를 이용한 rhBMP-2 매식은 공간 유지
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가 어려운 곳에서도 골형성 유도효과를 나타냄을 보고하였다. 

  이상의 실험 결과에서, 키토산은 ACS를 운반체로 사용했을 때 백서의 

두개골 천공 결손부에서 효과적인 골재생을 나타냈다. 이로써 키토산은 골

조직 재생을 위한 골대체제의 하나로서 이용가능하며, 향후 치주 영역에서

의 임상적 응용에 관한 심도 깊은 연구가 필요하리라 생각된다.
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V. 결  론

 
  본 연구는 백서 두개골 결손부에 absorbable collagen sponge를 전달체

로 사용하여 키토산을 적용시킨 후 키토산이 골조직 재생에 미치는 효과를 

관찰, 평가하기 위하여 실시하였다. 백서 두개골에 trephine bur를 이용하

여 직경 8 mm의 원형 결손부를 형성하고 음성대조군에는 아무것도 이식

하지 않고, 양성대조군에는 ACS만을 실험군에는 키토산을 ACS에 적셔 적

용시킨 후 결손부에 이식하였다. 술 후 2주, 8주에 희생하고 치유 결과를 

조직학적, 조직계측학적으로 비교 관찰하여 다음과 같은 결론을 얻었다.

  1. 실험군은 술후 2주부터 혈관증식이 진행되고 조골세포의 침윤으로 신

생골 형성이 진행되는 양상을 보였고, 8주에서는 ACS는 거의 흡수되었고 

신생골 형성량이 증가하였으며 많은 골성조직층이 관찰되었다.

  2. 술후 2주에 신생골 형성량은 실험군과 ACS군, 음성 대조군이 각각  

8.7±0.8, 13.6± 2.3, 4.8±0.7%로, 실험군과 ACS군에서 음성대조군에 비해 

높게 나타났으나 통계학적인 유의차는 없었다 (p<0.01).

  3. 술후 8주에 신생골 형성량은 실험군과 ACS군, 음성 대조군이 각각 

62.2±6.1, 17.4±2.5, 8.2±1.4로 실험군이 ACS군과 음성대조군에 비해 현저하

게 높게 나타났으며 통계학적으로 유의한 차이를 보였다 (p<0.01).

  결론적으로 키토산은 ACS를 전달체로 사용 하였을 때 백서 두개골 결

손부에서 효과적인 골재생을 나타냈다.
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사진부도설명

Figure 1. The negative control group, 2 weeks after operation (H-E×20). 

The new bone formed beside the margin of defect and in the deep 

layer of the dura mater. The new bone was surround with dense 

collagen fiber bundle (arrow head: defect margin). 

Figure 2. The negative control group, 8 weeks after operation (H-E×20). 

      The bone formation was limited. Osteoblast were decreased. 

Figure 3. The positive control group, 2 weeks after operation (H-E×20). 

There were dense, fibrous connective tissues at the defect site and 

ACS was partially degraded and still present.

Figure 4. The positive control group, 8 weeks after operation (H-E×20).

      The connective tissues were found at the defect and ACS was 

completely degraded.

Figure 5. The experimental group, 2 weeks after operation (H-E×20).

      The diffuse distribution of osteoblasts and blood vessels were found 

beside margin of defect. Some degraded ACS fregments were 

embedded within the new bone without connective tissue intervention 

Figure 6. The experimental group, 2 weeks after operation (H-E×40).

Figure 7. The experimental group, 8 weeks after operation (H-E×20).

      The defect was almost completely filled with the new bone and 

degraded ACS. Osteogenesis seemed to be still proceeding. osteoid 

still existed in front of newly formed bone.

Figure 8. The experimental group, 8 weeks after operation (H-E×40).
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사진부도

Figure 1. Negative control group 2 weeks (H-E×20)

Figure 2. Negative control group 8weeks (H-E×20)
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Figure 3. Positive control group 2 weeks (H-E×20)                    

  

Figure 4. Positive control group 8 weeks (H-E×20)



- 28 -

Figure 5. Experimental group 2 weeks (H-E×20)

Figure 6. Experimental group 2 weeks (H-E×40)
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Figure 7. Experimental group 8 weeks (H-E×20)

                

                

                

Figure 8. Experimental group 8 weeks (H-E×40)
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ABSTRACT

The effect of chitosan / ACS on bone regeneration 

in rat calvarial defects

                 

Soo-kyoung  Kim, D.D.S

Department of dental science, Graduate school, Yonsei University

(Directed by Prof. Seong ho Choi, D.D.S., M.S.D., Ph.D.) 

  The ultimate objective of periodontal treatment is to get rid of an 

on-going periodontal disease and further regenerate the supporting 

tissue, which is already destroyed, functionally. Currently, the bone 

grafting operation using various kinds of bone grafting materials and 

the operation for induced regeneration of periodontal tissue using the 

blocking membrane are performed for regeneration of the destroyed 

periodontal tissue. However, there are respective limitations Galenical 

preparations, which are used for regeneration of periodontal tissue, has 

less risk of rejective reaction or toxicity that may be incidental to 

degradation and their effect is sustainable. Thus, in case they are 

applicable to a clinic, they can be used economically. Chitosan has 

such compatibility, biological actions including antibacterial activity, 

acceleration of wound treatment, etc., and excellent mechanical 
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characteristics, which has recently aroused more interest in it. Also, it 

has been reported that it promotes osteogenesis directly or indirectly 

by functioning as a matrix to promote migration and differentiation of 

a specific precussor cell (for example, osteoblast) and further inhibiting 

the function of such a cell as fibroblast to prevent osteogenesis.

  In this study, the pure chitosan solution, which was obtained by 

purifying chitosan, was used. However, since this chitosan is of a 

liquiform, it is difficult to sustain it in a defective region. It is, 

therefore, essential to use a carrier for delivering chitosan to, and 

sustaining it gradually in the defective region. In the calvarial 

defect model of the Sprague-Dawley rat, it is relatively easy to 

maintain a space. Therefore, in this study, the chitosan solution 

with which ACS was wetted was grafted onto the defective 

region. For an experimental model, a calvarial defect of rat was 

selected, and a critical size of the defective region was a circular 

defect with a diameter of 8 mm. A group in which no treatment 

was conducted for the calvarial defect was set as a negative 

control group. Another group in which treatment was conducted 

with ACS only was set as a positive control group (ACS group). 

And another group in which treatment was conducted by grafting 

the pure chitosan solution onto the defective region through ACS 

which was wetted with the chitosan  solution was set as an 

experimental group (Chitosan/ACS group).
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  Chitosan was applied to the Sprague-Dawley rat's calvarial bone by 

applying ACS which was wetted with the chitosan solution, and each 

Sprague-Dawley rat was sacrificed respectively 2 weeks and 8 weeks 

after the operation for such application. Then, the treatment results were 

compared and observed histologically and histometrically. Thereby, the 

following conclusions were obtained. 

  1. In the experimental group, a pattern was shown that from 2 

weeks after the operation, vascular proliferation proceeded and 

osteogenesis proceeded through osteoblast infiltration, and at 8 

week after the operation, ACS was almost absorbed, the amount of 

osteogenesis was increased and many osteoid tissue layers were 

observed.

  2. At 2 weeks after the operation, each amount of osteogenesis 

appeared to be 8.70.8 %, 13.62.3 % and 4.80.7 % respectively in the 

experimental group, the positive control group and the negative control 

group. Accordingly, it appeared to be higher in the Experimental group 

and the positive control group than in the negative control group, but 

there was no significant difference statistically (p<0.01).

  3. At 8 weeks after the operation, each amount of osteogenesis 

appeared to be 62.26.1 %, 17.42.5 % and 8.21.4 % respectively in 

the experimental group, the positive control group and the negative 
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control group. Accordingly, it appeared to be substantially higher 

in the experimental group than in the positive control group and 

the negative control group, and there was a significant difference 

statistically (p<0.01).

  As a result of conducting the experiment, when ACS was used 

as a carrier for chitosan, chitosan showed effective osteogenesis in 

the perforated defective region of the Sprague-Dawley rat's 

calvarial bone.

Key word: chitosan, bone regeneration, absorbable collagen sponge 

(ACS), rat calvarial defect model
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