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Ⅰ. 서 론

골재건을위한방법으로조직공학이지난수년간큰주목을받

아 왔는데, 조직공학을 이용한 골형성방법은 골세포를 삼차원적

인 지지체(scaffold)에 배양하여 이것을 골결손부위에 이식하여

골조직을 생성시키는 방법이다1). 지금까지 조직공학을 이용한

골형성에 대한 연구는 소의 골막세포 또는 쥐의 골세포를 이용

하여무흉선누드마우스의피하조직내에서골형성을이룬것이

보고되었다1-4). 그러나소나쥐에서얻어진골세포는사람의골세

포와 대체될 수 없으며, 사람의 골세포라 하더라도 부위에 따라

표현형 (phenotype)에 차이가 있기 때문에5) 사람 치조골 재건을

위해서는자가치조골세포가가장적절한세포가될수있다. 

지지체로는 PGA(polyglycolic acid)나 PLA(polylactic acid) 같은

생분해성 합성중합체가 이용되어 왔다. 그러나 이들 중합체들은

내부깊이세포들을파종하는데한계가있어삼차원적인지지체

내에 균일하게 세포를 다량 파종시킬 수 없는 단점이 있다6). 최

근에겔성지지체를이용하여지지체내에다량의세포들을파종

시킬 수 있음이 보고되었다7-10). 특히 콜라겐 겔은 세포독성이 없

고, 생체적합성이 우수하고, 생분해성이고, 형태형성이 쉬워 지

지체로 자주 사용되었다. 그리하여 본 연구에서는 콜라겐 겔과

사람 치조골세포를 이용하여 조직공학으로 치조골을 형성하기

위한전단계로생체외에서콜라겐겔이사람치조골세포의증식

및분화에미치는영향을평가하였다. 

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 치조골의 채취 및 치조골세포의 배양

실험에 사용한 치조골편은 10명의 환자에서 매복지치 발치시

채취하여 사용하였다. 채취한 치조골편은 100u/ml 페니실린과
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100g/ml 스트렙토마이신 (Gibco)이 첨가된 Dulbeco’s modified

Eagle’s medium (DMEM)에넣어보관하거나, 채취즉시세포배양

을 진행시켰다. 치조골세포의 배양방법은 문헌에 기술된 방법을
11) 따랐다. 치조골편은 1mm3 크기로 분쇄한 후 혈액과 지방을 제

거하기 위해 phosphate buffered saline (PBS)으로 3회 세척하였다.

세척후 골조각들은 25cm2 배양용기 바닥에 위치시키고 성장용

배지를 1ml 넣었다. 성장용 배지는 DMEM을 기본배지로 하여 여

기에 20% 우태혈청(FCS, Gibco), 10ml/L nonessential amino acid,

10ml/L sodium pyruvate, 10ml/L vitamin, 10ml/L antibiotic (Gibco)를

첨가한것을사용하였다. 14일후부터배지를 2~3일간격으로교

환 공급하였다. 골편에서 증식되어 나온 세포들이 바닥을 덮으

면이를트립신처리하여계대배양을하였으며, 3차에걸친계대

배양후세포들을생체외실험에사용하였다.

2. 치조골세포의 생체외 특성분석

치조골세포의 특성분석을 위하여 1×105cells/ml 세포수를 24

wells에 접종한 후 성장용 배지로 배양하여 세포들이 바닥을 덮

으면 분화용 배지로 배양하였다. 분화용 배지는 성장용 배지에

10mM -glycerophosphate(Sigma, St. Louis, MO, U.S.A.), 50g/ml

ascorbic acid(Sigma), 10nM dexamethasone(Sigma)를첨가하였다. 1

주간 배양후 배지에서 osteocalcin량을 측정하였으며 측정은 상

품으로 나온 immunoassay kit(Novocalcin, Metra Biosystems, Inc)을

사용하였다. 2주간 배양후 배양된 세포에서 alkaline phosphatase

activity를 86-C kit(Sigma)을 사용하여 측정하였으며, 또한 무기질

형성을 Von Kossa 염색방법을12) 사용하여 평가하였다. 4주간 배

양후 유기질과 무기질형성을 전자현미경(transmission electron

microscopy)으로관찰하였다.

3. 콜라겐 겔이 사람 치조골세포에 미치는 영향

제 Ⅰ형 콜라겐 (Nitta Co, Japan) 용액을 사용하여 다음과 같은

과정으로 콜라겐 겔을 형성하였다: 콜라겐 용액을 0.2N NaOH와

혼합하여 pH7.4로 맞춘 후 37℃로 유지되는 배양용기에 하루동

안 두어 겔로 굳어지게 하였다. 사람 치조골세포가 콜라겐 겔 내

부로 증식할 수 있는지 관찰하기 위하여 콜라겐 겔 표면에 1×

105cells/ml 치조골세포를 파종한 후 1주, 2주, 3주, 4주후 세포의

모습을 전자현미경으로 관찰하였다. 또한 콜라겐 겔내부에서 치

조골세포의 분화를 관찰하기 위하여 1×106cells/ml 치조골세포

를 콜라겐 용액과 혼합한 후 37℃ 배양용기에 하루동안 두어 굳

어지게 하여 겔속에 세포를 파종한 다음 분화용 배지로 4주동안

배양하고 겔내에 형성된 유기질과 무기질을 전자현미경으로 관

찰하였다.

Ⅲ. 결 과

1. 치조골세포의 배양

치조골세포를 채취한 10명 환자의 치조골편 중 8명에서 배양

후약 2주후세포의성장이관찰되었다. 그러나 2명에서는 5주후

까지 세포의 성장이 관찰되지 않았다. 채취 즉시 세포배양을 진

행시킨 경우는 5명중 5명 모두에서 세포의 성장이 관찰되었으

나, 하루동안 보관후 세포배양을 진행시킨 경우는 5명중 3명에

서 세포성장이 관찰되었다. 세포의 성장과 증식은 치조골편의

가장자리에서부터 관찰되었으며, 세포는 전형적인 섬유아세포

형태를 가졌고, 약 7주후에는 증식된 세포들이 배양용기 바닥을

덮었으며이때결절같은구조가골편주변에서관찰되었다.

2. 치조골세포의 생체외 특성

치조골편에서 증식된 세포들에서 6.5ng/ml에서 10.2ng/ml까지

의 범위의 osteocalcin량이 분비되었으며, alkaline phosphatase

activity 검사에서 배양용기바닥 전체중 39.9%에서 61.2%에 해당

하는 부위가 양성반응을 보였다. 또한 무기질 형성을 평가한

Von Kossa 염색에서국소적으로무기질이침착된부위를보이거

나 또는 광범위하게 무기질이 침착된 양상으로 다양한 정도의

석회화를 보였다(Fig. 1). 전자현미경소견에서 콜라겐 섬유가까

이에 무기질 침착이 관찰되었으며 무기질에 바늘모양의 결정체

가침착되어있었다 (Fig. 2).

3. 치조골세포에 대한 콜라겐 겔의 영향

Fig. 3은 치조골세포를 콜라겐 겔 표면에 파종하여 배양한 후

촬영한 전자현미경사진으로 겔기질내로 세포들이 침투하여 증

식한 모습을 보여준다. 겔내로 침투해 들어간 깊이는 시간이 경

Fig. 1. Von Kossa 염색결과 모습. (A) 국소적으로 무기질이

침착된 육안적 모습. (B) 광범위하게 무기질이 침착된 육안

적 모습.
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과하면서 증가하였다. 침투해 들어간 깊이 (겔표면에서 세포가

발견된 부위까지 거리)는 1주후에는 238μm, 2주후에는 410μm, 3

주후에는 723μm, 4주후에는 1051μm였다. Fig. 4는 치조골세포를

콜라겐겔속에파종하여배양한후촬영한전자현미경사진으로

세포외기질이 겔표면가까이 뿐 아니라 심부에서도 발견되었다.

세포주변에무형의무기질과함께콜라겐섬유들이특정한방향

없이배열되어있었다.

Ⅳ. 고 찰

본 실험에서 5~61세된 환자의 치조골편을 이용하여 간단한 과

정으로 치조골편에서 치조골세포를 배양할 수 있었으며, 특히

61세된 환자의 치조골편에서 치조골세포를 배양할 수 있었다는

것은 재건분야에서 중요하다. 왜냐하면 재건이 요하는 대부분의

환자들이 40세이상의 연령층이기 때문이다. 나이가 많을수록 세

포 증식속도가 느려 실험에 필요한 충분한 량의 세포를 얻기위

Fig. 2. 배양용기에 배양된 치조골세포의 전자현미경 모습. (A) 저배율 모습 (x12,000) (B) 고배율 모습으로 바늘모양의 결정체가

침착된 무기질과 콜라겐 섬유를 보여주는 사진 (x30,000). (min = mineralization; arrow heads: collagen fibers).

Fig. 4. 콜라겐 겔 속에 치조골세포를 파종한 후 4주후 모습 (x20,000).

(min = mineralization; arrow heads: collagen fibers).

Fig. 3. 콜라겐 겔 표면에 치조골세포를 파종한 후 시간경과에 따른 세포증식을 보여주는 사진. (A) 2주후, (B)

3주후, (C) 4주후.
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해시행한 3차에걸친계대배양까지시간이더많이소요되었다.

치조골편에서 세포를 얻을 수 있는 확률은 10명중 8명(80%)으로

상당히 높아 구강내 치조골재건을 위한 조직공학용으로 세포를

얻는근원으로치조골을사용할수있겠다.

본 연구에서 사람 치조골세포가 alkaline phosphatase activity를

나타내고, osteocalcin을 생산하고, Von Kossa 검사에서 양성으로

염색되고, 콜라겐 섬유와 무기질을 형성함이 관찰되었다. 이전

연구에서는13) alkaline phosphatase가 분비되고, 콜라겐이 형성되

고, osteocalcin이 생성되면 골세포의 표현형(phenotype)을 가진

다고 판단하였는데, 이들 기준에 근거하면 사람 치조골편에서

얻은 세포들도 이들 골세포의 기준을 충족한다고 볼 수 있다. 골

세포를 형태에 근거하여 구별할 수 없음은 이미 오래전부터 알

려진 사실이며13), 본 연구에서도 치조골세포의 형태는 전형적인

섬유아세포의 형태를 가지고 있어 섬유아세포와 형태적으로 구

별이되지않았다.

조직공학을 이용한 골형성을 위한 전제조건은 지지체내에서

골세포가 골성분을 생성할 수 있어야 한다. 본 연구에서는 생체

외에서 사람 치조골세포를 제 Ⅰ형 콜라겐 겔내에 파종하여 횡

무늬가 있는 콜라겐 섬유와 무기질이 생성되었다. 콜라겐 겔 없

이 배양용기에서 배양시 관찰되는 유기질 기질과 비교할 때 콜

라겐 겔 내에서 관찰되는 유기질은 량은 더 많고 콜라겐 섬유가

더 굵은 것이 특징적이었다. 세포없이 콜라겐 겔 자체만 배양할

때는 횡무늬가 있는 콜라겐 섬유가 관찰되지 않아 콜라겐 겔 내

부에서관찰된횡무늬를가진콜라겐섬유는사람치조골세포에

의하여생성된것임을알수있었다.

적절한세포수를 3차원적인지지체에파종하는기술은조직공

학을 이용한 골형성에서 매우 중요한데, 이는 지지체가 세포부

착, 증식, 분화 및 조직형성을 위한 주형(template)으로 작용하기

때문이다. Mara 등은14) 합성고분자지지체내로세포가 100~500μm

까지 침투해 들어감을 보고하였고, 또 다른 연구자들에 의하면

합성 고분자 지지체내로 100~300μm까지 세포침투가 있었다고

보고하였다15,16). 본 연구에서 4주배양동안겔표면에 있던세포들

이 1051μm 깊이까지 침투해 들어가서 콜라겐 겔은 세포침투에

있어서 우수한 지지체임을 알 수 있었다. 그러므로 콜라겐 겔을

지지체로 이용할 경우 보다 많은 수의 세포들을 파종할 수 있다

고 생각한다. 콜라겐 겔은 생체 적합성이 우수하고 형태형성이

용이하여세포운반용지지체로사용하기위한연구가있어왔으

며, 이들 연구에 의하면 콜라겐 겔은 위해작용이 없을 뿐 아니라

세포가 새로운 기질을 형성할 수 있는 비계 (framework)로 역할

도 수행함이 증명되었다17,18). 그러나 콜라겐 겔은 수축이 크다는

단점이 있으므로 이 단점을 극복하기 위하여 콜라겐 겔을 고형

의 중합체와 함께 사용하는 것도 바람직하리라 생각되며, 앞으

로이들복합지지체가생체내에서치조골을형성하는지에관한

연구가필요하겠다.

결론적으로 사람 치조골세포를 성공적으로 배양할 수 있었으

며 이들 세포들은 골세포의 특성을 나타내었다. 또한 콜라겐 겔

은세포성장, 유기질형성, 그리고무기질생성에좋은환경을치

조골세포에 제공하였다. 앞으로 치조골세포와 콜라겐 겔을 생체

내에이식하여골형성을유도할수있는연구가필요하겠다.
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