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요 약 문

Ⅰ. 제  목

    동물 세포 및 조직 배양을 위한 3차원 생체자극 배양시스템 개발

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 필요성

1. 연구개발의 목적

가. 동물 세포의 배양 촉진을 위한 전류, 초음파 등의 생체자극기술을 개발한다.

나. 동물 세포 및 조직의 생체외 배양을 위해 지지체 등을 이용한 3차원 배양기술을 

   개발한다.

다. 생체자극을 이용한 동물 세포 및 조직 배양용 3차원 배양시스템을 개발하고 성능을 

   평가한다.

2. 연구개발의 필요성

가. 최근에는 동물 세포로부터 생체 외(in-vitro)에서 실제 생체 내(in-vivo)의 기능을 갖도

록 세포 분화 기술을 이용 및 유도하여 다양한 조직을 구성하는 생체조직공학 연구가 활발

한 바, 동물의 세포 및 생체조직의 적정 배양시스템 개발 연구가 필요함.

나. 현재 국내에서 난치병 치료를 위해 배아줄기세포 및 성체줄기세포에 대한 연구가 매우 

활발히 진행되고 있음. 하지만, 이와 관련하여 동물 생체조직의 생체 외 3차원 배양은 거의 

이루어지고 있지 않음. 이에 국내에서 세계 최초로 동물 세포 및 조직을 3차원으로 배양하는 

배양시스템과 배양기술 개발을 확보하고자 함. 

다. 생체자극을 이용한 동물 세포 및 조직 배양용 3차원 배양시스템을 설계하기 위해서는 세

포의 성장과 분화에 영향을 미치는 전류, 초음파 등의 생체자극 기술 개발과 배양시스템 내
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부에서의 산소분압 및 영양소의 물질전달(Mass transfer)에 대한 연구가 절대적으로 필요한 

실정임. 국내․외적으로, 동물 세포의 성장촉진을 위한 생체역학적 자극기술에 대한 연구보고

는 미흡한 상태이며 동물 세포 및 조직의 생체 외 배양에 대한 연구는 보고된 바가 미흡함.

라. 동물의 세포 및 조직을 생체 외에서 배양하는 경우, 현 기술로는 생체 내 배양에 비해 

현저히 떨어지므로 주로 생체 내에서 배양하고 있음. 또한, 동물 세포 및 조직을 생체 외에

서 배양시 고가의 영양배지에 의존하고 있음. 그러므로, 이를 촉진시키기 위해서는 전류, 초

음파, 유체흐름 등의 생체역학적 자극기술과 배양의 최적조건을 제공하는 조직배양 기술 개

발이 반드시 필요함. 

마. 생체 외에서 동물의 세포 및 조직을 스트레스를 받지 않고 3차원으로 배양할 수 있는 배

양시스템이 없음. 이에 양수에서 태아가 자라듯 생체 외에서 3차원적으로 동물 세포 및 조직

을 배양할 수 있는 시스템의 개발이 절실히 필요함.

바. 세포 배양기술, 생체자극 기술, 생물자원(동물뼈) 등을 이용한 인공조직 제조 등의 기술

들을 종합적으로 응용하여 동물 세포 및 조직을 생체 외에서 3차원적으로 배양할 수 있는 

배양시스템의 개발이 절실히 요구되고 있음.
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Ⅲ. 연구개발 내용 및 범위

구분
세부

과제별
연구개발의 내용 연구개발의 범위

1차년도

(세부)
동물 세포의 배양촉진을 위한

생체자극기술 개발

-동물뼈(무균돼지) 및 생물자원을 이용한

생체조직 지지체(scaffold) 제조 및 특성

구명

-세포의 배양촉진을 위한 초음파 생체

자극 기술개발 (자극강도: 50, 100, 200, 300, 400,

500 mW/cm2, Duty cycle, 자극시간 효과구명)

-동물세포 배양시스템 설계 및 적정 배양기술

개발

(위탁) 동물세포 배양시스템 설계
-동물 세포, 조직용 생체자극 배양시스템

기본설계

2차년도

(세부)

동물 세포, 조직 배양을 위한

3차원 생체자극 배양시스템의

설계 및 제작

-미세전류 자극이 동물 세포 배양시 증식에 미치는

영향 구명 (자극수준 : 0.5, 38.0, 75.5 mA)

- 전자기장 자극: 0.5, 2.0, 3.0, 4.0 mT

- 자기장 자극: 50, 100, 130, 160, 200, 260 mT

-생체자극 기술을 이용한 동물 세포, 조직용

배양시스템 설계 및 제작

-지지체 등을 이용한 3차원 배양기술 개발

(위탁) 동물세포 배양시스템 제작
-동물 세포, 조직용 생체자극 배양시스템

제작

3차년도

(세부)

동물 세포, 조직 배양을 위한

3차원 생체자극 배양시스템의

개발 및 성능 개선

-생체자극을 이용한 동물 세포 및 조직

배양용 3차원 배양시스템 개발

-세포, 조직의 배양조건 및 배양특성을

통한 종합적인 3차원 배양환경시스템 구축

-3차원 생체자극 배양시스템을 이용한

동물 세포의 생체 외 배양실험

-생체 외 3차원 동물 세포 배양실험을 통한

동물 세포, 조직의 성장성 평가

(위탁)
동물세포 배양시스템 제작 및

성능개선

-동물 세포, 조직용 생체자극 배양시스템의

제작 및 성능개선, 보완
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Ⅳ. 연구개발 결과

연 구 범 위
연구수행방법

(이론적․실험적 접근방법)
연구개발 결과

돼지뼈의

바이오세라믹을

이용한 생체조직

지지체(scaffolds)

제조, 특성 구명

및 배양기술 개발

-돼지뼈의 바이오세라믹을 이용한

생체조직 지지체(scaffolds) 제조

-지지체의 구조, 공극률, 친수성 등

의 생체역학적 특성 구명

-지지체의 세포독성 등과 관련된 생

체적합성 특성 구명

-3D지지체를 이용한 배양기술 개발

- 무균돼지뼈을 이용해 바이오세라믹의

생체재료 제조 및 특성을 구명함.

- 돼지뼈로 얻은 바이오세라믹(수산화인

회석)이 생체적합성이 좋은 생체재료로

써 사용될 수 있으며, 생체적합성 지지

체를 제조함.

- 3D지지체를 이용한 세포배양기술 개

발

세포의 배양촉진을

위한 초음파 생체

자극기술 개발

-초음파 강도 효과 구명: 초음파는

1 MHz의 주파수로 50, 100, 200,

300, 400, 500 mW/cm
2
의 강도로 자

극실험을 함. duty cycle은 50％로

설정함.

-초음파 duty cycle 효과 구명:

파형은 펄스모드에서는 duty cycle

5％, 10％, 30％, 50％로 자극 실험을

수행함(50, 100, 200, 300 mW/cm
2
,

자극시간: 10 min)

- 초음파 자극시간 효과 구명:

1, 3 5, 10, 20, 30분 처리함

(50, 100, 200, 300 mW/cm
2
, Duty

cycle: 10%와 30%)

-초음파 프로브가 항온 배양기 내에 위치

하여 37℃, 95％ 수분, 5％ CO2 조건이 잘

유지된 상태에서 매일 일정시간 10분씩 3

일 동안 자극을 가하였고 대조군은 자극을

주지 않고 3일간 동일한 상태에서 배양함.

- 초음파 강도 효과 구명: 50 mW/cm
2
의

강도와 duty cycle 10％, 자극시간 10분에

서 세포증식 효과가 138%로 높게 나타남.

- 초음파 duty cycle은 5-10%가 좋음.

- 초음파 자극시간은 10분이 적정.

- 초음파 자극의 줄기세포 증식율:

138%-157%

- 초음파자극이 세포분화 촉진을 가져옴

-치수줄기세포에서도 150% 증식률 보임

(검증 실험)

동물세포 배양시스템

설계 및 적정

배양기술 개발

배양시스템 설계 및 적정배양기술

개발

-동물세포 배양용 3D 챔버(카트리

지) 개발

-정량펌프 선정 및 제어부

-Perfusion Culture System설계

-적정 배양기술 개발

동물세포 배양시스템 설계 및 적정

배양기술 개발

-Animal cell culture chamber 설계,개발

-Perfusion culture system 설계 및 제작

(cell culture cartridge, peristaltic pumps,

a fresh medium bottle, a waste medium

bottle, and pH/DO measurement 등 구성)

-배양시스템 제어부 설계 및 제작

동물 세포, 조직용

생체자극 배양시스템

기본설계(위탁)

-배양시스템의 주요부 설계

-배양시스템의 계측제어 설계

- 배양시스템의 주요부 제작

- 배양시스템의 계측제어 제작
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연 구 범 위
연구수행 방법

(이론적․실험적 접근 방법)
연구개발 결과

미세전류, 전자기장,

및 자기장 자극이

동물 세포 배양에

미치는 영향 구명

-치수줄기세포에 전기자극을 가했을

때 세포 내, 외의 물질변화에 대해

살펴봄으로써, 전기자극이 주는 효

과에 대해 알아봄.

- 전자기장 자극이 치조골줄기세포

의 증식과 분화에 미치는 영향 구명

- 자기장 자극이 치조골줄기세포의

증식과 분화에 미치는 영향 구명

-최적 전류 자극 세기는 38uA로서, 약

120% 줄기세포 증식율이 나타남. 38uA에

서 자극을 받은 세포를 배양한 배양플레이

트에서 수거한 용액을 다시 치수줄기세포

에 적용했을 때 가장 세포증식이 늘어나는 

것으로 나타났음. 

-전기자극을 받은 세포 내부의 단백질 패

턴변화를 알아본 결과 혈청이 없는 배지에

서 배양한 실험군에서 전기자극에 의해 기

준그룹과 비슷한 오스테오칼신 발현을 보

였음. 전류자극이 세포분화 촉진을 가져옴

- 전자기장 자극(10분/일, 3일)은 줄기세

포 증식에는 약 120-125% 효과가 있음

(코일 수직 설치시). 줄기세포의 골분화에

도 140% 효과.

- 자기장 자극(130, 160 mT에서 10분/

일, 3일)은 약 115%의 증식 효과 보임.

- 자기장 자극(100 mT)의 wound

 healing 효과는 145% 

- 자기장 자극(160 mT)의 미네랄화 효과

는 140%, ALP 활성도 효과는 200%(130 

mT)

생체자극 기술을

이용한 동물

세포, 조직용 3차원

배양시스템 개발 및

종합적인 3차원

배양환경 시스템

구축

배양시스템 개발 및 적정 배양기술

개발

-동물세포 배양용 3D Perfusion

Culture Chamber System 개발

-동물세포 배양용 3D Perfusion

Bioreactor System 설계 및 개발

-정량펌프 선정 및 제어부

-Perfusion Culture 의 영향

-Live Cell Monitoring 기술 개발

-적정 배양기술 개발

배양시스템 개발 및 적정 배양기술 개발

-동물세포배양용 3D Perfusion Culture

Chamber System 설계 및 개발하였음.

-동물세포배양용 3D Perfusion Bioreactor

System 설계 및 개발하였음.

-정량펌프시스템 및 제어부 개발

-개발한 관류식 배양시스템으로 약

115%의 치조골줄기세포 증식효과가 있

었음.

-개발한 관류식 배양시스템에서 초음파

자극시 약 130%의 치조골줄기세포 증식

효과가 있었음(관류 속도 0).

-Live Cell Monitoring System 개발을

통해 세포관찰이 용이한 적정 배양기술

개발
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연 구 범 위
연구수행 방법

(이론적․실험적 접근 방법)
연구개발 결과

동물 세포, 조직

배양을 위한

배양시스템의

비접촉식 실시간

배양배지 분석시스템

개발

- Near-Infrared Reflectance(NIR)

Spectroscopy를 이용해 배지의 성

분을 비접촉식으로 분석함

- 배지의 주 영양소인 glucose와

신진대사 산물인 lactate를 NIR을

이용해 분석함

- NIR을 이용해 배지의 glucose와

lactate를 비접촉식으로 실시간 분석이

가능함을 구명함.

- NIR수치와 ion chromatograph값과

상관계수 값:

glucose(r= 0.996),

lactate(r=0.975)

동물 세포, 조직용

생체자극

배양시스템 제작 및

성능보완 (위탁)

-배양시스템의 주요부 제작 및 성능

보완

-배양시스템의 계측제어 제작 및 성

능보완

-배양시스템의 주요부 제작 및 성능보완

-배양시스템의 계측제어 제작 및 성능보

완 (소프트웨어 개발)

Ⅴ. 연구성과 및 성과활용 계획

1. 연구 성과

가. 기술적 측면

1) 돼지뼈를 이용한 생체조직 지지체 제조기술을 확보함

2) 생체친화력이 우수한 생체조직공학용 바이오세라믹재료 기술개발 확보함.

3) 초음파 자극기술을 이용한 배양 및 분화 촉진 기술을 확보함

4) 전류 자극기술을 이용한 배양 및 분화 촉진 기술을 확보함

5) 전자기장 자극기술을 이용한 배양 및 분화 촉진 기술을 확보함

6) 자기장 자극기술을 이용한 배양 및 분화 촉진 기술을 확보함

7) 생체자극기술을 이용한 동물세포, 조직 배양용 3차원 배양시스템 개발 기술을 확보함
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나. 경제적․산업적 측면

1) 동물세포 배양기 전문 기업인 (주)바이오트론 과의 협동 연구를 통해, 본 연구에서 개발한

생체자극을 이용한 동물세포 배양용 3차원 배양시스템 개발은 산업화가 바로 가능하여

국내·외의 경제적 및 산업적 효과를 가져올 수 있음.

2) 동물 생체조직 및 기관의 3차원 배양시스템은 인공장기 개발 산업과 관련한 바이오산업

분야에 큰 경제적․산업적 효과를 기여할 수 있음

3) 생물자원을 이용한 생체조직 지지체 개발은 수입품에 의존하는 생체재료의 바이오산업 분

야에 고부가가치 효과를 가져올 수 있음

4) 폐기된 소, 돼지 등의 동물뼈를 재활용한 칼슘화합물(인회석)의 바이오세라믹 제조 개발은

생체재료의 수입 대체로 인해 경제적 및 산업적 측면에서 큰 효과기대.

5) 생체자극을 이용한 동물 세포 및 조직의 3차원 배양시스템 개발은 세포·조직의 배양을 촉

진하는 연구임. 이러한 첨단 기술은 고부가가치의 배양 분야에 응용이 가능하여 바이오산업

분야의 배양시스템 산업화 및 국산화에 큰 기여를 할 수 있음.

다. 학술적 측면

1) 국내학술지 2건,

2) SCI(e) 논문 7건 (아래 목록 참조)

3) 국내학회 발표: 16건

4) 국외학회 발표: 16건,

5) 세미나 1건,

6) 인력양성: 박사 1명, 석사 4명,

7) 기술지도 1건
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* 참고: 현재까지 게재한 논문목록(현재 SCI급 논문 3편 투고중, 추후 더 게재 예정임)

번호 구분 논문
연구책임자 

여부
게재지

게재일

(등록일)

Impact

Factor 
특기사항

1
 

SCIe

Development of a Perfusion 
Flow Bioreactor System for 
Cultureing Human Alveolar 
Bone Marrow Stem Cells

연구책임자

Tissue 
Engineering and 

Regenerative 
Medicine 6(14), 

1410~1419

2009.12.01 3.158

IF 

2010.7

기준

2 SCIe

Biomechanical Effects of Fluid 
Dynamics, and Mass Transport 

on Cell Growth in Perfusion 
Bioreactors for Tissue 

Engineering 

연구책임자

Tissue 
Engineering and 

Regenerative 
Medicine 6(14), 

1327~1342

2009.12.01 3.158

3
SCIe

Mechanical Stimulation of 
Mesenchymal Stem Cells for 

Tissue Engineering 
연구책임자

Tissue 
Engineering and 

Regenerative 
Medicine 
6(1-3), 

199~206

2009.03.02 3.158

4
 

SCIe

In Vitro Effects of 
Electromagnetic Field 

Stimulation on Cells in Tissue 
Engineering 

연구책임자

Tissue 
Engineering and 

Regenerative 
Medicine 6(4), 

675~684

2009.06.02 3.158

5 SCIe
Novel Perfusion Bioreactor 

Systems for Tissue 
Engineering 

연구책임자

Tissue 
Engineering and 

Regenerative 
Medicine 
6(1-3), 

207~218

2009.03.02 3.158

6 SCIe
Influence of Static Magnetic 
Field Stimulation on Cells in 

Tissue Engineering
연구책임자

Tissue 
Engineering and 

Regenerative 
Medicine 
6(1-3), 

250~258

2009.03.02 3.158

7 SCIe
Ultrasound Stimulation on the 
Proliferation of Alveolar Bone 

Marrow Stem Cell
연구책임자

Tissue 
Engineering and 

Regenerative 
Medicine 
5(4-6), 

572~580

2008.12.01 3.158

2. 성과활용 방안

1) 동물뼈를 이용한 생체조직 지지체 제조기술 특허 출원

2) 돼지 등의 동물뼈ㆍ무균돼지뼈를 재활용한 바이오세라믹재료 제조기술의 특허 출원

3) 초음파 자극기술을 이용한 배양촉진 기술 특허출원

4) 전류 자극기술을 이용한 배양촉진 기술 특허출원

5) 전자기장 자극기술을 이용한 배양촉진 기술 특허출원

6) 자기장 자극기술을 이용한 배양촉진 기술 특허출원

7) 생체자극기술을 이용한 3차원 배양시스템의 특허출원 및 산업화

8) 배양촉진용 관류식 생체자극 배양시스템에 대한 기술 이전 및 산업화 활용
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SUMMARY

1. Preparation and Characteristics of Novel Bioceramic Biomaterials from

Gnotobiotic Pig Bones

The properties of apatite bioceramics produced by heat treatment from an extracted

gnotobiotic pig bones were investigated according to sintering temperatures between 600℃

and 1200℃. The sintered gnotobiotic pig bone powders were characterized by thermal

analysis (thermogravimetric analysis (TG)/differential thermal analysis (DTA)), field

emission scanning electron microscopy (FE-SEM), X-ray diffraction (XRD), energy

dispersive X-ray spectroscopy (EDX) and Fourier transformed infrared (FTIR)

spectroscopy. The XRD results showed that the annealing process produced useful

hydroxyapatite-based bioceramic biomaterials when annealed above 600℃. The FTIR

spectra and the TG/DTA thermogram of gnotobiotic pig bone powders indicated the

presence of organic compounds, which were completely removed after annealing at

temperatures above 600℃. gnotobiotic pig bone powders annealed between 800℃ and 120

0℃ had the characteristics necessary for application as bioceramic biomaterials for tissue

engineering.

2. Preparation and Characteristics of Novel Composite Scaffolds using

Bio-Resources

Highly porous composite bioceramic scaffolds were developed using sintered teeth. These

composite scaffolds consisted of poly-D,L-lactic acid (P(D,L)LA) and bioceramic materials

of gnotobiotic pig bone powders. The composite scaffolds promoted biocompatibility and

had interconnected pores that could adequately support cell adhesion and proliferation. In

this study, we investigated the properties and biocompatibilities of composite scaffolds

prepared by a solvent casting/particulate leaching method and a gas forming method. We

prepared the composite ceramic scaffold using gnotobiotic pig boneapatites obtained from

extracted teeth, and assessed the biocompatibility of the composite scaffolds by the two

methods in order to select the most appropriate scaffold for gnotobiotic pig bone

regeneration. The human dental pulp stem cells that were seeded on the composite

scaffolds were easily attached and well proliferated as confirmed by a cytotoxicity test, cell

adhesion assessment and histological study.
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3. The Effects of Low Intensity Ultrasound Stimulation on Animal Cells

Low-intensity ultrasound stimulation produces significant multi-functional effects that are

directly relevant to bone formation. It was previously found that low-intensity ultrasound

stimulation enhanced bone regeneration although the exact cellular mechanism is not clear.

The aim of the present study is to investigate the effect of low-intensity ultrasound

stimulation on proliferation of alveolar bone marrow stem cells. Before low-intensity

ultrasound stimulation, alveolar bone marrow stem cells were cultured for 24h to facilitate

their attachment. The cells were cultured in medium with or without low-intensity

ultrasound stimulation. The ultrasound frequency was 1 MHz. Cell cultures stimulated with

ultrasound were conducted by three treatment groups - group 1: intensity(50, 100, 200, 300,

400 and 500 mW/cm2), group 2: duty cycle(5, 10, 30 and 50%) and group 3: duration

time(1, 3, 5, 10, 20 and 30 min). The effect of low-intensity ultrasound stimulation were

evaluated by cell number and morphological changes. The proliferation rates of alveolar

bone marrow stem cells for the particular stimulated groups were larger than those of

control groups. After low-intensity ultrasound stimulation with intensity of 50 (200)

mW/cm2, 10% (5%) duty cycle and 10 min (10 min) duration time, the alveolar bone

marrow stem cell counts were significantly increased to about 138% (157%) (p < 0.05).

This study suggested that the cell growth could be enhanced by appropriate low-intensity

ultrasound stimulation.

4. The Effects of Micro-Electric Current Stimulation on Animal Cells

The use of electric and electromagnetic forces to treat disease has fascinated the general

public and scientists. Electric and electromagnetic fields as well as electrophysiology, have

been studied with increasing interest during past decades. Despite the growing

understanding and interesting of the biologic effects on electro-stimulated tissue, a few

have researched whether these properties can be applied to dental pulp stem cells which

are the most important type of cells in dental tissue engineering. In this study, the

intracellular and extracellular behaviors of dental pulp stem cells stimulated by the

micro-electric current as stimulation was observed. Additionally, statistical method,

response surface analysis, was applied for finding unknown optimum electrical stimulation

conditions. Although it should be understood about the feature of response to the

micro-electric current of dental pulp stem cells prior to investigate the effect of electrical

stimulation, there was no information about the response of dental pulp stem cells to the
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electrical stimulation. That is the reason why the statistical method was required for

finding optimum stimulation conditions. On the other hand, an electro-conductive polymer,

polypyrrole, was also investigated for suggestion as a material of scaffold normally

implicated into the research of tissue regeneration. Dental pulp stem cells extracted from

adult teeth were used in this study, and micro-electro current through the prepared

micro-electric current supply was introduced in this study. From optimization analysis,

optimum current intensity was revealed as 38 uA. The electro-stimulated dental pulp stem

cells excited with 38 uA, which was an obtained value as an optimum stimulation current

intensity, were revealed the greatest proliferation rate compared with a control group.

Electro-stimulated exterior cellular proteins were revealed in different patterns compared

with proteins contained in normal medium in both cases, serum free media and media with

10% FBS. On the other hand, electro-stimulated cells and normal cells, incubated with the

serum free media, osteocalcin was expressed in the same degree. Cell proliferation rate of

dental pulp stem cells treated by the electro-stimulated conditioned medium was the

highest at 38 uA current intensity. In the case of experiment through polypyrrole, topology

of the surface was tougher at the thicker film according to the result of a scanning

electron micrograph. In addition, dental pulp stem cells showed the capacity of adhesion on

various types of film according to the thickness.

 

5. The Effects of Pulsed Electromagnetic Field Stimulation on Animal Cells

This study was performed to investigate the effects of pulsed electromagnetic

field stimulation on the proliferation and differentiation of alveolar bone marrow

stem cells. After continuous stimulation and 30 min/day for 3 days, the cell

viability of alveolar bone marrow stem cells decreased to 10%, and was especially

noticeable at the intensity of 2.0, and 3.0 mT with 20 Hz compared to the control.

Also, the cell viability of alveolar bone marrow stem cells was no difference with

respect to the control after a stimulation time of 10 min/day x 3 days. The cell

growth morphology of alveolar bone marrow stem cells in monolayer culture was

unable to detect any morphological changes with the pulsed electromagnetic field

stimulation for a stimulation time of 10 min /day for 3 days. Moreover, migration

rates of alveolar bone marrow stem cells were no difference with an intensity of

whole treatments, compared to the control. We investigated the effects of long-term

pulsed electromagnetic field stimulation on the differentiation of alveolar bone
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marrow stem cells. The formation of mineralized nodules showed that bone nodule

formation increased by about 40% at pulsed electromagnetic field of whole

treatments, compared to the control. The alkaline phosphatase activity of pulsed

electromagnetic field stimulation significantly increased by about 40% at day 25,

compared to that of the control. In conclusion, the present findings suggest that

long-term pulsed electromagnetic field stimulation at the proper intensity enhances

bone formation by promoting the differentiation and maturation of alveolar bone

marrow stem cells.

6. The Effects of Static Magnetic Field Stimulation on Animal Cells

To date, no studies have investigated the effects of static magnetic field

stimulation on the proliferation and differentiation of alveolar bone marrow stem

cells. Here, we investigated the effects of static magnetic fields on osteogenesis by

examining its effect on the proliferation and migration of alveolar bone marrow

stem cells, mineralized nodule formation, and alkaline phosphatase activity. The

cells were cultured in medium with or without static magentic field stimulation.

After stimulation for 10 min/day, the cell viability was significantly increased

compared to the control. In addition, cell growth morphology showed that the cell

migration rate was higher than the control. We also investigated the effects of

long-term static magnetic field stimulation on the differentiation of alveolar bone

marrow stem cells. Alizarin red staining showed that bone nodule formation and

alkaline phosphatase activity significantly increased compared to the control after

static magnetic field stimulation treatments, with intensities of 100, 130, and 160

mT. These results suggest that long-term static magnetic field stimulation at the

proper intensity enhances the differentiation and maturation of alveolar bone

marrow stem cells. Our study demonstrates that static magnetic field stimulation

directly affects osteogenic cells, leading to mineralized nodule formation. In view of

the widespread use of static magnetic stimulation in clinical therapy for alveolar

bone tissue disease, it is likely to have an important influence on key functional

activities of osteoblasts in alveolar bone.
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7. Development of a Perfusion Flow Bioreactor System for Culturing Animal Cells

We have developed and evaluated a novel perfusion flow culture system which facilitates

the observation of living cells for extended periods of time. Cell viability of alveolar bone

marrow stem cells showed that cell growth rate cultured (without medium perfusion) using

the novel flow perfusion chamber system revealed a similar trend (p>0.05) compared to

that of traditional, static culture. Also, the cell viability under the static culture (without

perfusion) and flow perfusion culture (flow rate: 0.03 ml/min) with the developed perfusion

culture system was compared. The cell growth rate of the perfusion flow culture was

significantly higher (p<0.05) than that of static culture for 4 days. The cell growth rate

was efficiently increased to about 110∼115% with the precision perfusion culture. These

results indicate that the culture system that can provide mechanical signals has important

applications. Additionally, the developed cell culture chamber system has been successfully

used to maintain and record the morphology of cultured alveolar bone marrow stem cells.

It was possible to monitor and capture the live cell morphology cultured in the perfusion

culture system. The characteristics of the culture system developed in this study was fast

to culture stem cells with mechanical stimulation and to monitor live cell imaging while

promoting healthy cellular activity outside of an incubator environment. Through

experimental results, the developed perfusion culture system could increase cell growth

with proper flow based on mechanical stimuli.

8. Development of a Novel 3D Culture System with Bio-stimuli for Animal Cells

and Tissues

This article presents a novel automatic perfusion flow bioreactor system for the

functional tissue engineering using alveolar bone marrow stem cells which enables medium

perfusion over long periods of time, under controlled cultivation and physical stimulation

conditions while ensuring system sterility. The developed perfusion bioreactor system

mainly consists of a small, perfused, autoclavable and cell chamber culture system with

several measurement sensors. This precise measurement allows the cell mechanical

properties such as shear stress of the cultured tissue to be monitored in real-time. Cell

viability showed that cell growth rate cultured (without medium perfusion) using the novel

flow perfusion chamber system revealed a similar trend (p>0.05) to that of static culture.

Also, the cell viability under the static culture (without perfusion) and flow perfusion

culture (flow rate: 0.03 ml/min) with the developed perfusion bioreactor system was
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compared. The cell growth rate of the flow perfusion culture was significantly higher

(p<0.05) than that of static culture for 4 days. The cell growth rate was efficiently

increased to about 10―15% by the precision perfusion culture. These results indicate that a

bioreactor system that can provide mechanical signals has important applications.

Additionally, the developed cell culture chamber system has been successfully used to

maintain and record the morphology of cultured alveolar bone marrow stem cells. It was

possible to monitor and capture the live cell morphology cultured in the perfusion

bioreactor. The characteristics of the bioreactor developed in this study was fast to culture

stem cells with mechanical stimulation and to monitor live cell imaging while promoting

healthy cellular activity outside of an incubator environment. Through experimental results,

the developed perfusion bioreactor could increase cell growth with proper flow based on

mechanical stimuli. Experimental data on mechanotransduction and long-term studies on the

beneficial effects of combined perfusion and different low intensity ultrasound on alveolar

bone marrow stem cells seeded scaffolds will be published separately.

9. Near-Infrared Spectroscopy Analysis for Monitoring Culture Medium Components

in an Automatic Cell Culture System of Perfusion Flow

The ultimate goal of perfusion bioreactor system is achieving maximum efficiency in cell

proliferation and differentiation in tissue engineering. In this study, main research for

control system design is constructed to monitor and control in an efficient way the growth

environment in the bioreactor system. The scope of the control system can be extended to

include the estimation of the current state of cell culture. This control concept is referred

to as physiological state control. Assessment of the cells culture medium state during a

culture is essential for cell culture and the design of effective control strategies. For these

methods to be truly effective in detecting the cellular response to environmental changes or

operating conditions, they must be based on a profound knowledge of the cell metabolism.

Several waste products of cell metabolism have been reported to be inhibitory or toxic to

cells. The most important substances are ammonia and lactate. Lactate excretion is due to

incomplete oxidation of glucose by the glycolytic pathway. Pyruvate, the end product of

this pathway, is transformed to lactate in order to maintain the oxidation state of the cell,

i.e.. to recover the oxidized form of the redox cofactor nicotinamide adenine dinucieotide

(NAD). The toxic action of lactate is probably due to the effect on the pH and osmoiarity

of the culture medium, only occurring at relatively high concentrations. To overcome this

limitation of these flow injection type's drawbacks, continuous supplementation of fresh
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media and removal of waste products allow to try to measure with optical measurement

method like near-infrared spectroscopy. Furthermore, the appropriate operating conditions

must be determined, so as to continuously maintain the cell culture medium. In the present

work, an automatic perfusion flow bioreactor system for alveloar bone stem cell culture

was to developed. Therefore, The goal of this study was to investigate the near-infrared

spectroscopy analysis of culture medium for alveolar bone marrow stem cells in an

automatic cell culture system of perfusion flow. By allowing to monitor the culture medium

status, this approach can provide an optical sensor for process optimization and control.

The major goal of this paper is to find out the relationship between measred data and

data of near-infrared spectroscopy for fast monitoring the concentration of culture medium

components(glucose and lactate) in an automatic cell culture system of perfusion flow. Data

of quantiative glucose consumption and lactate production in cell culture medium taken

during the growth period were obtained from the ion chromatograph instrument. Medium

samples extracted from culture dish were analyzed with a near-infrared spectroscopy,

providing a development of the non-invasive method to detect culture medium components

like glucose and lactate real time.
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제 1 장   연구개발 과제의 개요

1. 연구개발의 목적

가. 동물 세포의 배양 촉진을 위한 전류, 초음파의 생체자극 기술을 개발한다.

나. 동물 세포 및 조직의 생체 외 배양을 위해 지지체 등을 이용한 3차원 배양기술을

개발한다.

다. 생체자극을 이용한 동물 세포 및 조직 배양용 3차원 배양시스템을 개발하고 성능을

평가한다.

2. 연구개발의 필요성 및 범위

2.1 연구개발의 필요성

가. 최근에는 동물 세포로부터 생체 외(in-vitro)에서 실제 생체 내(in-vivo)의 기능을 갖도록

세포 분화 기술을 이용 및 유도하여 다양한 조직을 구성하는 생체조직공학 연구가 활발한 바,

동물의 세포 및 생체조직의 적정 배양시스템 개발 연구가 필요함.

나. 동·식물세포 배양기 전문 기업인 (주)바이오트론 과의 협동 연구를 통해 본 연구에서 개발

한 생체자극을 이용한 세포, 조직 배양용 3차원 배양시스템 개발은 산업화가 바로 가능하여 국

내·외의 경제적 및 산업적 효과를 가져올 수 있음.

다. 동물 세포 및 조직을 배양하는 시스템 개발은 인공장기 등의 생체 외 배양과 관련한 바이

오산업 분야에 응용이 가능하리라 사료됨. 현재도 동물세포 배양시스템을 전부 수입하고 있는

실정이므로 국내에서 동물 세포 및 조직을 3차원으로 배양할 수 있는 시스템을 개발해 전 세

계에 보급하면 외화획득에 큰 기여를 가져올 수 있음. 간단한 동물세포 배양장치도 약 3000만

원 이상으로 수입하고 있어서 수입대체 효과가 매우 크리라 생각됨.

라. 동물 세포, 조직 배양시스템을 인공장기 개발 산업과 연계함으로써 바이오산업에 큰 기여

를 할 수 있음. 노령인구와 의료 수요가 점점 많아지는 만큼, 인공장기의 수요와 시장규모 비

중은 증가할 것임. 인공연골의 2020년 국내 시장 예상 규모는 3000억 이상임.

마. 본 연구의 배양시스템은 손상된 조직의 일부분을 대체할 수 있는 바이오장기 개발에 이용

이 가능함. 동물 세포, 조직 배양시스템 개발은 필요로 하는 조직기관의 수급불균형과 같은 사

회적 문제 심각성의 해결방안에 크게 기여할 수 있음.
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바. 동물 세포, 조직의 3차원 배양시스템 개발은 현재 윤리적으로 문제가 야기되는 배아줄기

세포를 사용하는 것이 아니라 성체줄기세포를 이용함. 그리하여 본 연구는 윤리적인 문제의

소지가 생기지 않으면서, 세포 및 조직의 In vitro 배양에 대한 연구를 가능케 하여 사회·경제

적 기여도가 매우 크리라 사료됨.

사. 조직공학용 생체조직 제품은 부가가치가 매우 높을 것으로 예상됨에도 불구하고 국내의

연구 및 임상 분야에서는 완제품 수입에 의존하고 있음. 따라서, 수입품에 대체할 수 있는 생

체적합성이 뛰어난 농·축산물의 생물천연자원을 이용하여 생체조직 지지체를 개발함으로써

고부가가치의 바이오산업에 이바지 할 것으로 기대됨.

아. 세포 배양기술, 생체자극 기술, 생물자원(동물뼈) 등을 이용한 인공조직 제조 등의 기술들

을 종합적으로 응용하여 동물 세포 및 조직을 생체 외에서 3차원적으로 배양할 수 있는 배양

시스템의 개발이 절실히 요구되고 있음.

2.2 연구개발의 범위

가. 동물 세포의 배양촉진을 위한 생체자극기술 개발

1) 생물자원(동물뼈 등)을 이용한 지지체(scaffold) 제조

2) 생체조직용 지지체의 생체역학적 특성 구명

3) 세포의 배양촉진을 위한 초음파 생체자극 기술개발

나. 동물 세포, 조직 배양을 위한 3차원 생체자극 배양시스템의 설계 및 제작

1) 미세전류 처리가 동물 세포 배양에 미치는 영향 구명

2) 생체자극 기술을 이용한 동물세포 배양용 3차원 배양시스템 설계 및 제작

3) 지지체 등을 이용한 동물세포의 3차원 배양기술 개발

다. 동물 세포, 조직 배양을 위한 3차원 생체자극 배양시스템의 개발 및 성능 개선

1) 생체자극을 이용한 동물세포 배양용 3차원 배양시스템 개발

2) 동물세포의 배양조건 및 배양특성을 통한 종합적인 3차원 배양환경 시스템 구축

3) 동물 세포, 조직 배양용 3차원 배양시스템을 이용한 동물 세포의 배양실험

4) 동물 세포 배양용 3차원 배양시스템 성능개선 및 보완
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제 2 장  국내외 기술개발 현황

가. 국외 수준에 비하면 5년 이상 조직공학과 관련한 보유기술이 뒤쳐져 있다고 보고되고 있

음. 본 연구의 주제와 관련해 초음파, 전기 자극 등을 이용한 생체자극기술과 3차원 배양시

스템 및 배양기술은 국․내외적으로 보고된 바 없음.

나. 생체자극을 이용한 동물 세포 및 조직 배양용 3차원 배양시스템을 설계하기 위해서는 세

포의 성장과 분화에 영향을 미치는 전류, 초음파 등의 생체자극 기술 개발과 배양시스템 내

부에서의 용존산소 및 영양소의 물질전달(mass transfer)에 대한 연구가 절대적으로 필요한

실정임. 국내․외적으로, 동물 세포의 성장촉진을 위한 생체역학적 자극기술에 대한 연구보

고는 미흡한 상태이며 동물 줄기세포 및 조직의 생체 외 배양시스템에 관한 연구는 보고된

바가 미흡함.

다. 동물의 (줄기)세포 및 조직을 생체 외에서 배양하는 경우, 현 기술로는 생체 내 배양에

비해 현저히 떨어지므로 주로 생체 내에서 배양하고 있음. 또한, 동물 (줄기)세포 및 조직을

생체 외에서 배양시 고가의 영양배지에 의존하고 있으며 그 배양기술이 매우 미흡함.
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제 3 장   연구개발 수행 내용 및 결과

제 1 절 생물자원(무균돼지뼈)을 이용한 바이오세라믹 제조

및 특성 구명

1. 서론

최근 돈육의 기호증대에 따라 돈육 또는 돈육가공식품의 수요가 급속한 증가 경향을 보이고

있다. 이에 비례하여 도축장에서 돼지를 도축한 후 부산물로 얻어지는 돼지뼈 등의 잔사도 증

가하는 경향을 보이고 있다. 이들 잔사는 현재 돼지뼈를 이용하는 음식점에 공급되거나 간단한

분쇄과정을 거쳐 저급 사료로 이용되고 있다. 또한 음식점에서 발생하는 돼지뼈 폐기물은 박테

라아 등의 세균번식에 의해 악취와 침출수 등을 발생시켜 1, 2차 환경오염을 유발하고 있는 실

정이다. 그러나 현재 국내에서는 돼지뼈를 효과적으로 처리하는 연구 및 돼지뼈를 이용하여 고

부가 가치를 창출하는 방안에 대한 연구는 부족한 실정이다.

이에 반해 김 등(1992)은 가축도살 후 대량으로 얻어지는 소뼈 등으로부터 아파타이트

(apatite)를 추출하였고, 최 등(1998)은 참치뼈에서 천연 수산화인회석(hydroxyapatite)을 추출

하였다. 또한 고 등(1989)은 대구뼈에 포함된 단백질, 세균, 대장균 등의 유기물을 고온으로 회

화(calcination)시킨 후 잔존하는 주요 무기성분인 아파타이트를 이용하여 정형외과용 생체재료

(biomaterials)로 임상적용을 할 수 있다는 가능성을 보고하였다.

돼지뼈에는 칼슘, 인 등 생체재료용 세라믹 재료가 다량 함유되어 있다. 최근 세라믹 재료는

생체재료로서 각광을 받고 있는데 그 이유는 세라믹 재료가 생체 내에서 불활성이며, 높은 압

축강도 및 양호한 미적 외관을 나타내기 때문이다. 또한 동물뼈에서 다량으로 추출되고 있는

생분해성 세라믹 재료인 tricalcium phosphate[Ca(PO4)2]와 calcium aluminate [CaO․Al2O3]는

bone scaffold 제작에 이용되고 있고, 이들로 제작된 이식물은 새로운 뼈의 성장을 유도할 수

있을 것으로 기대되고 있다. 수산화아파타이트[Ca10(PO4)6(OH)2]는 인공뼈의 제조, 인공고관절

제조시 표면처리에 사용되며, 생분해성 고분자인 PLA와 함께 사용하는 방법도 연구중에 있다

(강과 이, 1998).

이러한 세라믹 재료는 골 대체재로서 유용한 재료이나, 분말의 형태이기 때문에 성형이 어렵

다는 단점이 있다. 최근 연구에 따르면 세라믹 재료와 PDLA와 같은 생분해성 고분자와 함께

사용할 경우 세라믹 재료의 단점을 보완할 수 있다는 사실이 보고되고 있다.(정과 김, 2004) 특

히 세라믹 재료와 고분자 재료를 함께 사용하여 제조하는 고분자-세라믹 재료는 인공뼈를 제

조하는데 있어서, 기존의 고분자 재료만을 이용하여 제작하는 방법이 지닌 한계를 극복하는 데

이용될 수 있을 것으로 전망되고 있다(Crane et al., 1995, Vacanti et al., 1994).

뼈 이식에는 자가골 이식, 동종골 이식, 인공뼈 이식 등이 있다. 자가골 이식(autograft)은
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면역학적인 측면, 숙주와의 친화력 및 혈관 신생 등의 관점에서 가장 우수한 골이식이지만, 뼈

를 본인 몸에서 채취하는 수술이 필요함에 따른 고통과 경제적 부담이 있는 단점이 있다. 또한

동종골 이식(allograft)은 골을 이식해주는 공여자가 부족하다는 문제점이 있다. 이와 같은 문제

점들을 해결하기 위해 제안된 것이 인공뼈 이식이지만, 결정적으로 인공뼈 이식은 아직 면역거

부 반응 문제 등이 해결되지 않은 상태이다. 현재 사용하고 있는 인공뼈 재료는 티타늄을 주성

분으로 하는 금속재질로, 부식되거나 인체에 있어서 이물질로 작용하여 앨러지 또는 염증을 야

기하는 부작용이 있어 일반적으로 2차수술을 하여 이를 제거해 주고 있다. 이 문제점을 해결하

기 위해 생체흡수성 고분자를 이용한 PDLA, PLA 또는 PLGA 등의 기존의 고분자를 이용한

인공뼈 제조가 국제적으로 연구되어 왔다. 생분해성 고분자 물질은 생체 내에서 서서히 화학적

분해가 일어나면서 그 형태와 무게가 점차 소멸된다. 따라서 생분해성 고분자를 인공뼈의 재료

로 사용할 경우 2차수술을 하여 지지체를 제거할 필요가 없어지게 된다. 또한 PLA 및 PDLA

와 같은 생체 적합성 고분자 재료는 인체 내에서 이물질로 작용하지 않아 염증 및 면역반응

등 부작용을 일으키지 않는다. 그러나 고분자 재료는 소수성(hydrophovic)이기 때문에 세포가

고분자 재료 표면에 잘 유착되지 않는다는 단점이 있다. 이러한 단점을 극복하기 위하여 친수

성인 세라믹 재료를 고분자 재료와 혼합하여 생분해성이면서 세포 유착이 잘 되는 새로운 세

라믹-고분자 복합 재료를 개발할 필요가 있다. 따라서 오늘날 폐기물로 취급되고 있는 돼지뼈

를 적극적으로 활용하여 고부가 가치 물질인 세라믹 재료를 생산하고, 이를 이용하여 세라믹-

고분자 복합 재료를 개발하는 연구가 필요하다. 나아가 고분자-세라믹 복합재료를 골 조직공학

에 응용하여 인공뼈 제조를 위한 골 지지체(scaffold)를 개발하는 연구도 필요하다.

본 연구의 목적은 세라믹이 생체에서 흡수가 안 되는 단점과 고분자가 소수성인 단점을 개

선하여 세라믹의 장점과 고분자의 장점을 동시에 지니는 세라믹-고분자 복합물질을 개발하고,

나아가 세라믹-고분자 복합물질을 이용하여 조직공학(tissue engineering)용 골 지지체(bone

scaffold)를 개발하고자 하는 것이다. 이에 본 연구에서는 무균돼지뼈를 이용하여 세라믹 재료

인 bone powder(BP)를 제조하고 생체역학적 특성을 구명하고자 한다.

2. 재료 및 방법

2.1 생체 세라믹재료 제조

무균돼지뼈는 서울대학교 치과병원에서 생체재료를 얻었다. 생체재료의 제조과정 도식도는

Fig. 1-1과 같다. 발취된 무균돼지뼈 주변에 남아있는 조직을 제거하기 위해서 24시간동안 과

산화수소에 담가놓았다. 각각의 뼈 조직은 소결 전에 약 20 mm x 20 mm x 20 mm 사이즈로

각각의 파티클로 만든 후 전기로(ST-01045, Daihan scientific, Korea)에서 소결시켰다. 소결온

도는 각각 600℃, 800℃, 1000℃, 1200℃ 로 소결시켰고 2시간동안 유지시켰다. 그 이후 파우더

제작을 위해 miller (A10, IKA-WERKE, Japan)를 이용하여 미세분말로 제조하였다. 파티클 크

기대로 선별하기 위해서 채(Sieve/Shaker, Daihan scientific, Korea)를 이용하여 50-200 ㎛ 사
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이즈로 선별하였다. 마지막으로 선별된 생체재료는 실험 전에 멸균 후 clean bench에서 보관하

였다. 또한, 온도조건에 따른 무균돼지뼈 파우더의 색상을 판단하기 위해 Colour Difference

Meter(Minolta chromameter CR-300, Japan)를 이용하여 분석하였다.

Fig. 1-1 Fabrication process of bioceramics

2.2 전계방사 주사전자현미경(FE-SEM)을 이용한 표면관찰

무균돼지 뼈가루(Gnotobiotic gnotobiotic pig bone powders)의 미세구조 및 파티클 사이즈의

표면은 FE-SEM(SUPRA 55VP, Cal Zeiss, Germany)을 이용하여 관찰하였다. 샘플을 관찰하

기 위한 전처리로서, 모든 파우더 시료는 15mA에서 250초간 BAL-TEC SCD005 sputter

coater를 이용하여 금박코팅을 시행하였다.

2.3 X선 회절 분석

X선 회절(X-ray diffraction, XRD)은 결정 및 비결정질의 미세구조와 결정상태, 즉 원자의

배열과 관계가 있는 정보를 밝히는 실험 방법이다. X선 회절에 사용되는 X선의 파장은 원자의

크기와 같은 정도로서 물질을 구성하는 원자에 의해 만들어지는 산란파와 서로 간섭해서 회절
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현상이 일어나며, 그 회절현상은 원자의 배열방법과 밀접하게 관련되어 있어서 X선 회절패턴

으로부터 결정화도, 결정의 내부변형 등을 측정할 수 있다. 본 연구에서 사용한 상변화에 대한

XRD(Bruker D5005 X-ray Diffractometer, Germany)는 각(2θ), Step Scan(10-90℃), Scan

Speed(1 deg/min)의 Cu Kα 방사선 조건에서 수행하였다. 본 실험에 사용된 Generator는

40kV, 40mA 이고 λ (Radiation)은 1.5406이다.

2.4 에너지 분산형 X선 측정

전자 빔이 시편에 입사되면 가속된 입사전자들이 시편 내 원자들의 내각의 전자를 축출하면

외곽에 있는 높은 에너지를 가진 전자가 축출된 전자 자리를 채우면서, 이 에너지 차를 X-선

으로 방출하는데, 이를 특성 X-선이라고 한다. 이 특성 X-선은 원자의 종류 및 전자 궤도에

따라 다르므로 이를 이용하여 시편의 화학적 성분을 정성 혹은 정량분석을 할 수 있는데, 이를

EDX(Energy Dispersive X-ray Spectroscoy) 라고 한다. EDX는 시편상에서 발생되는 미약한

X선을 검출하여 시편을 이루고 있는 원소의 정성 및 정량분석, 성분별 분포맵핑 (X-Ray

Mapping) 등을 분석할 수 있다. 본 연구에 사용된 EDX는 FE-SEM(SUPRA 55VP, Cal Zeiss,

Germany)에 같이 부착되어 있다. 원소의 정성 및 정량분석을 위해 30.0 kV조건에서 수행하였

다.

2.5 세포 독성 평가

본 실험에서 제조된 무균돼지뼈 파우더의 세포독성을 실험하기 위해 사용된 세포는 치조골

줄기세포(Alveolar Bone Marrow Stem Cells)이며 서울대학교 치과대학 무균돼지뼈생체공학

연구실에서 분양받아 실험하였다. 배양액은 Alpha-MEM을 사용하였고, 여기에 10μM 아스코빈

산, 1% 항생제, 10% FBS(FBS, Welgene Inc., South Korea)를 첨가하여 사용하였다. 세포는

항온배양기(Steri-Cycle 370 Incubator, Thermo Fisher Scientific. USA) 내에서 온도 37℃, 습

도 95%, CO2 5% 조건에서 배양하였다. 독성 실험은 WST-1 assay(EZ-Cytox Cell Viability

Assay Kit, Daeillab Service Co., LTD)로 진행하였다. 본 실험에 사용된 WST-1 assay는 수

용성 tetrazolium salt로 배양액에서 formazan이 생성된 후 흡광도 460 m에서 측정하여 독성을

평가하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1 제조된 무균돼지뼈 파우더의 특성

Fig. 1-2은 제조된 무균돼지뼈 파우더의 색상차이를 나타낸다. 그림에서 보는바와 같이 60

0℃, 800℃, 1000℃ 그리고 1200℃로 소결온도를 높일수록 짙은 회색에서 흰색으로 변하는 것

을 관찰할 수 있다. 또한, 소결온도가 높을수록 protein 이나 collagen과 같은 유기물질과 탄소

성분이 고열에 의해 사라짐으로써 점차적으로 흰색으로 변함을 확인하였다.
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Fig. 1-2. Observed colour changes in gnotobiotic pig bone powders upon annealing at

different temperatures. At annealing temperatures of 600℃, 800℃, 1000℃, and 1200℃, the

colour of the sintered gnotobiotic pig bone samples changed. The colour of the raw

material of an extracted gnotobiotic pig bone was light yellow. Upon annealing at different

temperatures from 600℃ to 1200℃, the colour of the sintered gnotobiotic pig bone samples

changed to black, dark grey, light grey and white, respectively.

Table 1-1은 Fig. 1-2에 대한 각각의 색상차이를 수치적으로 나타낸다. 소결온도가 높을수록

protein 이나 collagen과 같은 유기물질과 탄소성분이 고열에 의해 사라짐으로써 점차적으로 중

량의 변화가 증가함을 확인할 수 있다.

Table 1-1. Effect of annealing treatment on the colour of annealed gnotobiotic pig bone

Sample No. Temperature (℃)
Sintering time

(hr)
Colour

A 600 2 Black
B 800 2 Grey(+)
C 1000 2 Grey(-)

D 1100 2 White

                                                                  (+) dark and (-) light

3.2 X선 회절 분석 결과

Fig. 1-3은 1200℃ 조건에서 제조한 무균돼지뼈 파우더의 X선 회절 분석 결과를 나타낸다.

소결한 무균돼지뼈 파우더의 XRD 패턴은 HA 구조와 유사하였고, 결정도와 결정체 크기도

Stoichiometric HA 패턴(XRD, JCPDS data file No. 9-432)과 일치함을 확인하였다. 측정조건

으로는 scan주기를 1 deg/min, scan 범위를 10-90℃, 2로 측정한 결과, Fig. 1-3와 같이 재

료의 화학조성물이 (Ca10(PO4)6O) 인산칼슘계 화합물 조성으로 확인되었음.
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Fig. 1-3. X-ray diffraction patterns of gnotobiotic pig bone powders annealed at 1200℃

3.3 SEM 표면관찰 결과

Fig. 1-4는 1200℃ 조건에서 제조한 무균돼지뼈 파우더의 FE-SEM 표면관찰 결과를 보여준

다. 그림에서 보는 바와 같이 고온의 소결조건에서 제조한 무균돼지뼈 파우더의 표면이 상당히

거칠고 부분적으로 다공성 구조를 띄는 미세구조를 지님을 확인하였다. 특히, 소결온도가 높을

수록 세라믹의 미세구조가 다공성으로 확장됨을 확인하였다. 또한, 파우더의 크기는 약

50-200 ㎛ 크기임을 확인하였다.

  

(a) (b) (c)

Fig. 1-4 SEM images of gnotobiotic pig bone powders; (a) gnotobiotic pig bone powder

image, (b) surface of powders SEM x 35 image and (c) SEM x 100 image.

3.4 EDX 분석 결과

Fig. 1-5는 EDX 스펙트럼을 이용하여 나타낸 무균돼지뼈 파우더에 존재하는 다양한 원소를

나타낸다. EDX 스펙트럼 분설결과, 소결된 무균돼지뼈파우더에서 주요 성분인 calcium(Ca),

phosphorus(P) 이외에도 sodium(Na), chlorine(Cl), magnesium(Mg), oxygen(O) 등의 성분들이

존재함을 보여줬다. 본 실험을 통한 무균돼지뼈 파우더의 화학적 구성성분이 HA의 Ca/P 비율

보다 약간 높게 나타났으며, Mg, Al 등과 같은 불순물이 미소하게나마 포함되었다.
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Fig. 1-5 EDX analysis of the chemical composition of gnotobiotic pig bone powder

bone powder

3.5 세포독성 결과

세포독성 결과는 Fig. 1-6에 나타내었다. 그림 9(A)는 TCPS에서 배양한 대조군과 72시간동

안 무균돼지뼈 파우더를 증류수에 20wt.% 용출시킨 용출액으로 Indirect Cytotoxicity 실험 결

과를 나타낸 것이다. 모든 세포독성 실험 결과 통계적인 유의성 차이가 없었다.(p<0.05)
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Fig. 1-6. Indirect cytotoxicity evaluation from XTT assays of cell viability. ABMSCs were

cultured with extraction media from TA(at 20wt.% concentration), and TCPS (control) for

72 h. The absorbance was normalized with that of control (TCPS), which is taken as

100%. Data are represented as mean±SD (n=5).
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4. 요약 및 결론

본 연구에서는 발취된 무균돼지뼈를 이용하여 바이오세라믹 생체재료를 제조 및 특성에 대

한 연구를 수행하였다. 바이오세라믹 생체재료를 제조하는 방법으로 1200℃에서 2시간 소결한

방법이 생체재료로서 가장 좋은 CaP 생체재료를 나타냈다. 본 연구에서 제조한 생체재료의 주

요 성분으로는 Ca, P 로 나타났다. 또한, Na, Cl, Mg, O, Zn, Cu 의 성분들이 존재하였다. 본

실험을 통한 gnotobiotic pig bone Apatite의 화학적 구성성분이 HA의 Ca/P 비율보다 높게 나

타났으며, Zn 와 Cu 같은 불순물이 미소하게나마 포함되었다. Ca/P 비율은 약 2.0 이상의 높

은 비율을 지닌 Calcium Phosphate를 나타냈다. 본 실험에서 제조된 gnotobiotic pig bone

apatite는 Osteoconductive CaP Biomaterials이라 판단되며, 소결온도가 증가할수록, Zinc와 같

은 불순물이 완전히 사라짐을 보였다. FTIR 스펙트럼 결과에서도 본 연구에서 제조한 생체재

료가 HA, Calcium Phosphate와 흡사한 결정 구조를 지님을 확인하였다. 소결온도 조건에 따

른 ICP 원자 방출 분광 분석 결과 Ca/P 원자비율이 약 2.0 으로 나타났다. 본 연구에서 제도

된 gnotobiotic pig bone Apatite의 세포독성 결과 Direct/Indirect Cytotoxicity 실험 결과 모두

통계적인 유의성 차이가 없었다.(p<0.05) 또한, 복합 바이오세라믹 스캐폴드 제조 및 세포 접착

성 평가 결과 치조골 줄기세포가 복합 바이오세라믹 스캐폴드에 잘 부착됨을 확인하였다. 이러

한 실험결과를 토대로, 치조골 재생을 위한 생체재료로서 본 연구에서 제조한 gnotobiotic pig

bone apatite가 bone graft를 위한 조직공학의 응용에 부합할 수 있는 생체재료라 사료된다.
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제 2 절 생물자원을 이용한 지지체 제조 및 특성 구명

1. 서론

일반적으로 골 결손 부 발생 시 그 부분의 재건은 매우 어려우며, 자가골(autogenous)을 이

식하는 것이 가장 좋은 방법이나 그 양이 한정되어 있고, 다른 이차적인 결손 부를 만들기 때

문에 완전한 방법이라고 볼 수 없다. 그리고 동종골(allogenic) 이식은 면역학적인 문제를 야기

한다. 또, 인공합성 물질은 감염의 우려가 높고 아직까지 장기간의 결과들이 보고되지 않고 있

다.(유와 이, 1998) 이런 문제점의 대안으로 제기되고 있는, 고분자-세포 구조물에 의한 재건법

은 매우 희망적으로 볼 수 있다(Cran-e et al., 1995, Vacanti et al., 1994). 고분자-세포 구조물

을 이용하기 위해서는 세포가 자라고 조직화되기 위한 지지체(scaffold)가 필요한 데, 가장 널

리 사용되고 있는 것이 합성고분자를 사용한 지지체(scaffold)이다. 현재 가장 많이 사용되는

합성 고분자는 폴리글리콜산(polyglycolide-acid, PGA)과 폴리락트산(poly-lactide acid, PLA)

그리고 이들의 공중합체인 폴리락트-글리콜산(polylactide-co-glyco-lide acid, PLGA)이다. 그

러나 PGA와 PLGA는 너무 빨리 분해되고, 다수의 분해산물을 만들기 때문에 염증반응 및 낭

종을 일으키며, 분해기간 동안 주변 조직을 산성화시키는 등 골 조직의 재생에 불리한 영향을

미치는 문제점이 있다(유와 이,1998). 또한, 소수성이므로 세포의 배양이 어렵다는 단점이 있다

(김과 정, 2004). 이에 친수성이며 불활성인 세라믹 재료의 장점을 지니면서 합성 고분자의 장

점인 생체흡수 특성을 동시에 가지는 세라믹 복합체의 개발이 요구되었다.

또한, 현재 돼지 뼈는 요리재료, 천연 유기비료재료, 가축 사료재료 등으로 사용되고 있는 물

질로서, 실제 돈육에서 차지하는 생산비 비중에 비해 저급한 용도로 사용되고 있으며, 해당 사

용처에서 사용 된 후의 폐기물은 1, 2차 환경오염을 유발하는 문제점이 있다. 이와 같이 저급

용도로 사용 되거나 폐기되는 돼지 뼈를 인체 골 결손 부 재건에 사용할 수 있는, 고 부가가치

의 골 구조물 재료와 골 지지체로 가공하는 방법에 대한 연구가 필요하다.

현재, 복합 세라믹 골 지지체의 개발은 연구가 진행되고 있고, 무균돼지뼈인회석(gnotobiotic

pig boneapatite, TA)을 이용한 복합 세라믹 골 지지체의 개발이 연구된 바 있다(김과 정,

2004). 또한, 소뼈나 참치 뼈, 대구 뼈 등의 동물 뼈를 이용한 생체재료 개발을 위한 연구도 보

고되고 있다(이 등, 1997).

이에 본 연구에서는 또 다른 골 대체재로서 유용한 재료인 무균 돼지 뼈를 이용하여 골 지

지체를 제작하고, 이 지지체의 조직적합성 평가를 위한 세포독성을 구명하고자 한다.
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2. 재료 및 방법

2.1. Bone Powder의 제조

무균돼지 뼈를 채집하여 과산화수소 용액에 24시간

동안 침지시켜 유기물을 제거하였다. 무균돼지 뼈의 유

기물 제거를 위해 1200 소결로에서 2시간 동안 소결한

다. 이 때, 전기로 내의 소결 온도변화는 Fig. 2-1과 같

다. 소결한 돼지 뼈를 분쇄기(IKA-WERKE A10)에서

분쇄한 후 잔여 유기물질을 제거하기 위해 1시간동안

한 번 더 소결하였다. 소결한 돼지 뼈 가루는 체

(Sieve/Shaker,대한과학 20-500 ㎛)를 이용하여 입자

크기 별로 선별하였다. 본 연구에서는 150-200 μm 입자크기의 bone powder(B.P)만 사용하였다.

2.2. 복합 세라믹 골 지지체의 제조

P(D,L)LA+DMSO ⇢ stirring

⇩
P(D,L)LA+B.P. ⇢ stirring

⇩
NaCl adding, pour into mold

⇩
Keep in the -20-40 deep 

freezer

⇩
Leaching 

⇩
Drying and Sterilization

Fig. 2-2 Procedure of P(D,L)LA-Bone Powder scaffold preparation

Fig. 2-2는 복합 세라믹 골 지지체의 제조과정을 개략적으로 나타낸 것이다.

P(D,L)LA(poly(D.L)lac-tic acid) 0.3 g을 DMSO(Dimethyl sulfoxide) 2 ml에 넣고, 12시간동안

밀봉한 채 교반시켜 15 wt%용액을 만들었다. P(D,L)LA와 B.P.의 중량 비율은 1:1로 하였고,

NaCl(300-400 μm)은 90 wt% 첨가하였다. 형태 형성을 위해 알루미늄 틀을 사용하였으며, -20
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∼-40 초저온 냉동고에서 24시간동안 보관하였다. 24시간 후, 이를 37℃에서, 멸균한 3차 증류

수로 3일간 leaching시켰다. leaching과정은 형태를 형성한 지지체를 물에 담가서 불순물을 제

거하는 과정으로, 인체에 해로운 용매인 DMSO와 세포 배양에 나쁜 영향을 끼지는 NaCl을, 용

해를 통해 제거하기 위해 필요하다. 이 때, 물갈이는 처음 2번은 1시간간격, 다음 2번은 4시간

간격, 그 다음은 6시간 간격으로 하였다. leaching이 끝난 지지체는 데시케이터에서 10시간동안

건조시켰으며, 소독은 70% Ethyl alcohol에 10분동안 넣어 둔 후, PBS(Phosphate buffer

saline)로 10분씩 3번 세척하여 잔여 alcohol을 완전히 씻어 낸 다음, 자외선에 24시간동안 노

출시켰다.

2.3. 복합 세라믹 골 지지체의 세포 독성 평가

본 실험에서 제조한 지지체는 체내에 삽입되는 물질로서, 삽입 후 독성물질이 체액이나 세포

외 기질(extracellular matrix) 등에 용출(extraction)되어 주변 세포에 나쁜 영향을 줄 수 있다.

따라서 체내 실험 이전 단계로서, 체외에서 먼저 지지체의 용출물(extract)에 의한 독성을 세포

독성 평가를 통해 알아봄으로써 지지체의 조직적합성을 평가해 보았다. 먼저, 신체 내에 0.013

g 용량의 지지체가 주입 되었을 때, 주위의 체액 2 ml에 용출 되는 독성 물질의 양을 100%

라고 가정하였다. 실험군은 다음과 같다. 대조군은 P(D,L)LA만 첨가된 지지체로 두고, 실험군

은 P(D,L)LA와 B.P.의 복합 지지체로 설정하였다. 각각의 군에서 용출물의 농도는 0, 20, 40,

60, 80, 100%로 하고, 각 실험군 당 10번씩 동일한 실험을 시행하여 그 평균값을 해당 결과 값

으로 사용하였다. 용출액은, 최종 용액에서 용출물 50%, 배양액 50%를 넣어서 희석될 것이므

로 2배로 농도(0, 40, 80, 120, 160, 200%)로 만들며, 2 ml의 배양액에 용출시키는 지지체의 질

량은 0, 0.0052, 0.0104, 0.0156, 0.0208, 0.0260 g으로 하였다. 용출액은 배양조건과 같은 조건

(37, 5% CO2, 95% 습도)에서 용출시킨다.

독성실험은 MTT test로 진행하였으며, 사용한 시약은 MTT, DMSO(K31902850, MERCK,

Germany)이다.

Cell seeding and incubation 

⇩
Toxic specimen extract treatment

⇩
MTT dye treatment

⇩
Formazan dissolution, O.D 

measurement

Fig. 2-3 MTT cytotoxicity test procedure of

P(D,L)LA-Bone Powder scaffold

Fig. 2-4 The picture of MTT test

plate (experiment at 96well plate)
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MTT test는 살아 있는 세포의 효소 활성에 의해 환원된 Tetrazolium salt의 Formazan을

DMSO같은 유기 용매에 녹여 흡광도(O.D.)를 측정하고, 측정된 흡광도를 비교함으로써 독성정

도를 평가하는 실험이다. 실험한 세포는 Dental Pulp Stem Cell(DPSC)이며, 분주 세포 수는 1

well당 15,000개씩 사용하였다. 1 well당 실험 용량은 배양액 100 μl와 해당 농도의 용출물 100

μl로, 총 200 μl로 하였다. 결과 관찰을 위한 흡광도 측정파장은 540 nm로 하였다. MTT test의

개략적인 과정인 Fig. 2-3과 같다. MTT 시약은 동일한 배양 조건에서 4시간동안 처리하였다.

MTT의 환원작용으로 생긴 보라색 불용성 formazan은 DMSO로 용해시켜서 ELISA reader

540 nm에서 흡광도를 측정하였다. Fig. 2-4는 MTT test실험을 한 것이다.

측정한 흡광도값은 IC50값으로 산출하여 독성평가에 사용하였다. IC50의 정의는 실험의 재료

와 목적에 따라 달리 정해질 수 있지만, 본 실험에서는 1 well의 세포가 모두 살아있을 때 보

다 생존수가 50% 감소했을 때의 용출농도(%) (50% Concentration Inhibition)를 IC50이라 정

의하였다. 생존수가 50%가 되는 시점은 사용한 MTT 시약과 세포 생존수와의 관계를 통해 알

수 있다. MTT test 결과 측정되는 흡광도 값은 살아 있는 세포수와 정비례한다. 따라서 생존

수가 50%되는 시점은, 분주한 세포가 모두 살았을 때의 흡광도의 절반의 값을 나타내는 지점

이라 가정할 수 있다. 따라서 50% Concentration Inhibition을 나타내는 IC50값은, 독성물질을

처리하지 않은 0%에서의 흡광도 값의 0.5배에 해당하는 흡광도 값에서의 용출농도(%)라 정의

하였다. 정의한 내용을 식으로 정리하면 다음과 같다.

◦ IC50 = OD for 50% Concentration Inhibition ,

◦ OD for IC 50 =
OD for 0% Extract

2

3. 결과 및 고찰

Fig. 2-5는 완성된 복합 세라믹 골지지체의 모습을 나타낸 것이고, Fig. 2-6은 완성된 복합

세라믹 골지지체의 SEM 사진을 나타낸 것이다. 완성된 지지체는 육안으로 보기에도 큰 공극

과 공극률을 가지고 있었으며, 따라서 세포가 자라기 충분한 조건이라고 볼 수 있으므로, 이후

실험을 진행하였다.

Fig. 2-5 A macroscopic image of composite bioceramic scaffolds prepared with gnotobiotic

pig bone powder and P(D,L)LA using a solvent casting and NaCl leaching method
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(a) (b)

(c) (d)

Fig. 2-6 Scanning electron micrographs (SEM) of the pores in the cross-section surface

morphology of the P(D,L)LA scaffolds. (a) SEM x 50 image and (b) SEM x 100 image.

Scanning electron micrographs (SEM) of the pores in the cross-section surface morphology

of the P(D,L)LA and bone powder composite scaffolds. (d) SEM x 50 image and (e) SEM

x 100 image.

Fig. 2-7은 독성실험(MTT cytotoxicity test) 결과를 나타낸다. 위의 그래프는 대조군인

P(D,L)LA와 실험군인 지지체 각 각의 용출물을 이용하여 독성실험을 실시한 결과이다. 이 결

과를 통해 지지체 0.013 g을 체내에 삽입하였을 때 2 ml 체액에 영향을 줄 수 있는 독성의 정

도를 상대적으로 판가름 할 수 있었다. 결과에 따라, 대조군과 실험군의 0% 용출농도에서의

결과 값이 각 각 0.562608, 0.592341 이므로 이 두 값의 평균인 0.577475를 0% 용출농도에서의

흡광도라고 정의하고, 이 값의 0.5배에 해당하는 O.D.값에서의 용출농도(%)값을 그래프를 통해

읽어 보면, 100% 용출물을 처리해도 흡광도가 0.288737에 못 미친다는 것을 확인 할 수 있다.

따라서 독성이 비교적 없다고 판단 할 수 있다. 또, 대조군인 P(D,L)LA에 비하여 소폭차이 이

긴 하지만 전체적으로 더 큰 값의 흡광도를 나타내고 있는 것을 확인 할 수 있으므로,
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P(D,L)LA만으로 만든 지지체보다 복합 세라믹 골 지지체가 독성 용출물에 의한 독성은 조금

더 약하다고 판단 할 수 있다. 단, 이 실험의 단점으로는, MTT test의 특성상 절대적인 수치

로 독성의 정도를 확인 할 수는 없고 상대적으로 비교하여 비교적 독성이 없다고 판단 할 수

밖에 없다는 점을 들 수 있다.

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

0 20 40 60 80 100

Specimen Extract(%)

O
p
ti
c
a
l 
D

e
n
s
it
y

Control (PDLA)      Experiment (scaffold (PDLA,BP))

Fig. 2-7 MTT cytotoxicity test result

세포 접착성을 평가하기 위해 세포를 각 각의 지지체(scaffold)에서 3주 동안 배양한 후 주사

전자현미경(scanning electron microscope, SEM)을 이용하여 각 지지체에서의 세포접착 여부

와 부착한 형태(morphology)를 확인하였다. 모든 지지체에서 세포가 잘 부착하여 증식한 것을

확인 할 수 있었다. 특히, 염발포법으로 제조한 지지체에서는 가장 높은 세포 밀도를 나타내었

으며 증식한 세포가 지지체의 기공을 모두 덮은 것을 확인 할 수 있었다. 이를 통해 모든 지지

체가 매우 생체 적합성이 뛰어나며, 특히 염발포법으로 제조한 지지체가 세포가 자라기에 더

용이 하다는 것을 알 수 있었다. Fig. 2-8은 세포가 부착해 성장한 각각의 지지체를 주사전자

현미경으로 관찰한 사진을 나타낸 것이다
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Fig. 2-8 Scanning electron micrograph of cultured cells. It was showed that all cultured

cell was well proliferated at each scaffold. All samples cultured within 3 weeks. It was

showed that cells were well adhered and cultured in all scaffols. (A),(B)Dental pulp stem

cells cultured on scaffold prepared by gas forming method using 20% and 40% citric acid.

(C),(D)Dental pulp stem cells cultured on scaffold prepared by solvant-casting salt

leaching method. Ratio of P(D,L)LA to bone powder was 1:1 and 1:2. (E),(F)HaCaT cell

lines cultured on scaffold prepared by solvant-casting salt leaching method. Ratio of

PDLA to bone powder was 1:1 and 1:2.

.
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4. 요약 및 결론

1. 현재 가장 많이 사용되는 합성 고분자 중 하나인, P(D,L)LA만 사용한 지지체는 분해 기간

상의 문제와 세포 적합성 등의 문제를 갖고 있기 때문에, 이에 대한 대안으로서 생분해성 복합

세라믹 지지체를 제조하였다. 또, 이에 사용한 세라믹 재료로는 생산 단가에 비해 저급한 용도

로 사용되어, 효율적인 활용방안이 요구 되고 있는 돼지 뼈를 사용하였다.

2. 체외 실험이나 실제 임상적용의 전 단계로서, 생분해성 복합 세라믹 골 지지체의 조직적합

성 평가를 위해 세포 독성 평가를 실시하였다. 0.013 g용량의 지지체가 체내에 들어갔을 때 체

액 2 ml에 주는 영향에 대해 상대적인 독성 평가를 시행한 결과, 전혀 독성이 나타나지 않는

것으로 나타났다.

3. in-vitro 독성실험의 단점으로는 실험 특성상 상대적인 수치만을 확인 할 수 있으므로, 실

제 인체에 주는 독성의 정도를 절대적 수치로 나타낼 수 없다는 단점이 있다.

4. 본 연구는, 체외 실험이나 임상실험의 전 단계 연구로서, 본 연구에서 제조한 지지체의 생

체 적합성을 간접적으로 평가해 보는 데 의미가 있다.
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제 3 절 동물세포의 배양촉진을 위한 초음파 생체자극기술 개발

1. 서론

인체 내의 조직을 이루는 다양한 세포들은 일정한 물리적 영향을 받고 있는데, 혈액의 흐름

에 따른 혈관 내피세포는 전단응력, 연골 세포의 경우 압축하중, 그리고 인대 세포의 경우 인

장자극 등에 주로 영향을 받는다. 이에 실제 생체와 유사한 환경을 체외에서 제공하고 생체 적

응 능력을 향상시키기 위해 바이오리액터를 이용한 물리적 자극을 세포에 직접 부가하는 시스

템이 도입되었다(Sodian 외, 2002). 이러한 생체 외부에서의 물리적 환경이 세포의 증식과 분화

등의 기능에 많은 영향을 끼치며 이에 대한 많은 연구가 이루어져 왔다. 이와 같이 생체 내 각

조직은 각각 특이한 물리적 자극을 일정하게 받고 있으며, 조직의 분화와 형성에도 각각의 조

직 마다 특이한 물리적 자극이 영향을 준다. 그러므로 바이오리액터를 이용한 물리적, 기계적

자극이 일반적인 화학적인 자극과 함께 세포의 성장과 분화에 꼭 필요한 부분이다.

현재 성체 줄기세포는 무한한 증식능력과 다양한 분화능력으로 인하여 모든 장기의 재생에

이상적인 세포로 인식되어 많은 연구가 진행되고 있으며, 각각의 조직 세포로의 직접적인 분화

법에 관한 연구는 매우 활발히 진행 중에 있다(Lee 외, 2005). 이러한 줄기세포는 어떠한 장기

로도 분화할 수 있는 능력을 지니고 있기 때문에 특정한 장기로 분화할 수 있는 조절인자를

찾을 수 있다면 그 어떠한 세포로도 만들 수 있다는 장점이 있다(Grigoriadis 외, 1988). 특히

중간엽 줄기세포로부터 연골세포 분화 유도를 시킬 수 있는 직접적인 방법은 현재까지 완벽하

게 알려져 있지 않지만, 배양방법이 삼차원 배양(3-dimensional culture)이 효과적이라고 보고

되고 있다(Weber 외, 2002). 삼차원 배양에는 fibrin, collagen, alginate 등을 포함한 재료를 사

용한 지지체를 이용한 조직공학적 기법들이 있다.

연골화 분화를 유도하기 위한 물리적· 기계적 자극으로는 전기적인 자극, 전단력, 초음파 등

여러 가지 방법이 있다. 이러한 물리적· 기계적 자극들 중에 특히 초음파는 조직 내의 세포를

기계적으로 자극시킬 수 있는 수단으로 뼈의 성장, 골절, 근육 조직의 치유, 골형성 세포의 증

식 촉진 등 손상된 조직의 수복에 효과적이라 알려져 있다(Busse 외, 2002). 초음파의 생물학

적 효과에 대해서는 여러 문헌들을 통하여 보고되고 있으며, 이는 직접적인 열 효과, 비열적인

원인, 세포막 이동 등과 관계가 있다고 보고하고 있다(Kristiansen 외, 1997). 초음파의 생물학

적 연구에 관하여 살펴보면 비유합 환자의 임상적 성과가 보고되었고(Xavier 외, 1983), 다른

보고에 의하면 동물실험과 임상실험에서 골절치유시 저강도 초음파를 적용하면 가골의 기계적

강도를 증가시키고 골유합 시간을 감소시킨다고 하였다(Dyson 외, 1983). 이는 골절가골의 세

포가 초음파에 의해 전달된 기계적 에너지에 반응한다는 것을 의미한다. 동물실험을 통해 골절

치유를 촉진시키는 초음파의 효과가 보고되었으며(Duarte 외, 1983), 시험관내 실험에서 세포막

이동변화가 보고되었다(Chapman 외, 1980).

초음파의 생물학적 효과에 관한 세포수준의 기전으로서 몇 가지가 제시되었는데(Yang 외,
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1996), 첫 번째로는 미세공기방울(microbubbles) 혹은 공동화(cavitation)가 생기면서 초음파에

의해 압박을 받으면 미세공기방울들이 진동운동과 음향흐름을 일으켜서 세포막의 침투성을 증

가시킬 수 있고 이온이나 단백질의 세포막 이동변화는 유전자 발현을 위한 세포내 신호를 변

화시킬 수 있다(Mortimer 외, 1988). 두 번째로는 세포표면에 기계적인 압박이 가해지면 Sachs

에 의해 제안된 양이온 통로에서 신장수용기를 활성화시킨다는 것이다(Sachs 외, 1991). 이러

한 양이온 농도의 변화로 인하여 유전자 발현을 조절하는 세포내 신호가 변화된다. 세 번째로

는 초음파에 의해 전달된 기계적 에너지가 세포외기질에 대한 세포내골격(cytoskeleton)의 부

착의 변화를 활성화시킬 수 있다는 것이다. Wang등은 세포내 골격에 대하여 기계적 힘을 적

용시키면 세포대사와 유전자 발현에 영향을 미친다고 보고하였다(Wang 외, 1993). 이는 골모

세포의 배양에서 기계적 스트레스가 IL-1의 합성을 증가시킨다고 보고한 Sandy에 의해 확인

되었다(Sandy 외, 1988). 네 번째로는 초음파 에너지가 골에 가해지면 활동전류가 생길 수 있

다는 것이다(Behari 외, 1981). 마지막으로 초음파 에너지가 조직의 온도를 상승시키고, 그것에

의해 세포의 대사활동이 촉진되어 치유과정이 촉진된다는 것이다.

최근 사람의 연골세포를 단층 배양하며 저주파 초음파를 처리하면 세포의 증식과 기질 분비

를 증가시킨다는 보고가 있다(Liu 외, 2001). 또한 동물 실험 결과 초음파에 의해 활성화된 연

골세포에서 골형성 관련 유전자 (TGF-β, osteocalcin, alkaline phosphatase, α1

(I)-procollagen)의 발현보다 당단백이나 제 2형 교원질 등 연골 형성 유전자의 발현을 상승시

켜 연골의 구조를 유지 하고 있는 교원질망을 보호함으로써 연골의 파괴나 분해를 방지하는

효과가 있다고 보고되고 있다(Huang 외, 1978). Cui등의 연구 결과들은 초음파의 효과가 중간

엽 줄기세포로부터 연골세포로의 분화를 촉진할 가능성을 제시한다(Cui 외, 2006).

이에 본 연구에서는 자가 조직 이식의 문제점들을 극복하고 좀 더 효과적인 치조골 골수 유

래 줄기세포의 대량 생산을 위한 방법으로 초음파 자극을 적용하고자 하였다. 최적의 초음파

강도와 자극 시간 등을 찾고 초음파 강도 및 자극 시간에 따라 세포의 증식에 있어서 어떠한

영향을 미치는지를 확인하고자 하였다.

앞에서 언급되어진 중간엽 줄기세포로부터 연골세포로의 분화를 촉진하는 가능성을 제시한

연구를 토대로 본 연구에서는 치조골 골수 유래 줄기세포의 분화에 초음파 자극이 미치는 영

향을 확인하고자 하였다.

이에, 생체자극기술을 이용한 배양시스템 개발을 위한 기초 연구로서 치주에 존재하는 치조

골 골수 유래 줄기세포의 증식 및 분화에 초음파 자극이 어떠한 영향을 미치는지 구명하고자

하였다. 이러한 줄기세포의 증식 및 분화에 저강도 초음파 자극이 긍정적인 영향을 미치는 것

이 입증된다면 일반 동물세포의 대량 배양뿐 아니라 각종 줄기세포의 증식 및 분화에 있어 생

체자극 기술을 이용한 중요한 세포 배양방법으로 사용할 수 있을 것이다.

또한 앞으로 각종 세포 배양시스템의 국내외 수요가 늘어날 것으로 예상되는 상황에서 생체

자극기술을 이용한 새로운 동물세포 및 줄기세포 배양시스템을 개발하는데 있어 중요한 연구

자료로 사용할 수 있을 것이다.
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따라서 본 연구에서는 성체줄기세포 증식 및 분화에 초음파 자극기술을 개발하고자 다양한

조건의 초음파 자극을 이용하여 치조골 골수 유래 줄기세포의 증식 및 분화에 미치는 영향을

구명하고 적정의 초음파 자극 조건을 찾고자 하였다.

본 연구는 성체줄기세포 증식 및 분화에 초음파 자극기술을 개발하고자 다양한 조건의 저

강도 초음파 자극을 이용하여 치조골 골수 유래 줄기세포의 증식 및 분화에 미치는 영향을 구

명하고 적정의 초음파 자극 조건을 찾고자 하였다. 본 연구의 구체적인 목적은 다음과 같았다.

1) 다양한 강도의 초음파 자극을 통해 초음파 강도가 치조골 골수 유래 줄기세포의 증식에

미치는 영향을 구명하고자 하였다.

2) 초음파 duty cycle과 자극시간이 치조골 골수 유래 줄기세포의 증식에 미치는 영향을 구

명하고자 하였다.

3) 저강도 초음파 자극이 치조골 골수 유래 줄기세포의 분화에 미치는 영향을 구명하고자

하였다.

4) 저강도 초음파 자극의 세포 증식효과를 치수줄기세포를 이용해 검증하고자 하였다.

2. 연구사

골 재건을 위한 방법으로 조직공학이 지난 수년간 큰 주목을 받아 왔는데, 조직공학을 이용

한 골형성 방법은 골세포를 삼차원적인 지지체(scaffold)에 배양하여 이것을 골 결손 부위에 이

식하여 골 조직을 생성시키는 방법이다(Breitbart 외, 1998). 지금까지 조직공학을 이용한 골형

성에 대한 연구는 소의 골막세포 또는 쥐의 골세포를 이용하여 무흉선 누드마우스의 피하 조

직 내에서 골형성을 이룬 것이 보고되었다(Ishaug 외, 1997). 그러나 소나 쥐에서 얻어진 골세

포는 사람의 골세포와 대체될 수 없으며, 사람의 골세포라 하더라도 부위에 따라 표현형

(phenotype)에 차이가 있기 때문에 사람 치조골 재건을 위해서는 자가 치조골세포가 가장 적

절한 세포가 될 수 있다(Kasperk 외, 1995). 이러한 이유로 생체 내 이식 후에 특정 조직 및

장기 특이적으로 분화할 수 있는 능력이 있고, 또한 본래 세포의 특성과는 다르게 타 조직의

세포로 전이 분화할 수 있는 분화의 유연성을 가진 성체줄기세포를 이용하여 치주조직 재생에

미치는 영향을 알아보는 실험에 대해 관심이 모아지고 있다(오일환, 2004). 또한 골수의 성체줄

기세포 이식에 의한 치주조직의 증진에 관한 연구에서 치조골 결손부에서의 적절한 세포이식

은 치주조직 재생을 증진시키는 방법으로서 새로운 선택이 될 수 있다고 보고하였다(Hiroyuki

외, 2004).

만약 소량의 치조골 골수 유래 줄기세포를 채취하여 세포배양을 통해 다량의 치조골 조직의

재생이 가능하다면 자가골 이식의 문제점이 극복될 수 있을 것이다. 세포의 대량 배양은 1960

년대에 baby hamster kidney(BHK) cell의 연속배양을 시작으로 1980년대 중반부터 연구와 산

업화에 대한 노력이 활발히 진행되어 현재까지 단일 클론 항체, 혈압강하제, 조혈제, 혈액응고

제, 인터페론, 백신 등과 같은 의약품 단백질을 생산하는 데에 이용되고 있다(Arathoon 외,
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1986).

효율적인 배양조의 설계 및 새로운 배양 공정들(perfusion system, 산소전달방식 등)의 개발

등과 같은 공학적인 면에서도 상당한 진척이 이루어지고 있다(Applegate 외, 1992). 특히 목적

단백질의 생산성 향상을 위해 고농도 체외 배양이 가능한 다양한 형태의 배양조들이 개발되었

으며(Lehman 외, 1988) 이들은 주로 관류 배양(perfusion cultivation)에 의한 배양장치로서 이

같은 배양장치에서 가장 문제가 되는 배지와 세포의 효율적인 분리 및 재순환을 위한 여과장

치 부분에 많은 연구가 추진되고 있다(Smith 외, 1991). 이와 함께 동물세포의 배양장치 개발

에 있어 배양조 내에 적은 거품 및 낮은 전단 응력으로서 보다 효율적인 산소전달이 가능한

공정을 개발하고자 하는 노력이 집중되고 있다(Jung 외, 1992). 이 같은 연구의 결과로 silicone

tube, hollow fiber 등을 이용한 membrane aeration 방식이 가장 효과적인 것으로 평가받고 있

다(Velez 외, 1988).

세포 반응기의 설계시 작은 전단응력, 높은 혼합 능력, 최적의 산소 전달 시스템, scale-up의

가능성 등이 고려해야 할 중요한 조건들로 여겨지고 있다(Beyeler 외, 1991). 위와 같은 조건들

이 고려되어 효율적인 배양조의 설계 및 새로운 배양 공정들(perfusion system, 산소전달방식

등)의 개발이 이루어졌다(Applegate 외, 1992). 그 중 연속적인 관류방식은 지속적으로 제어가

되는 환경에서 배양이 가능하다고 하였다(Sittinger 외, 1997). 또한 생체 외부에서의 물리적 환

경이 세포의 증식과 분화 등의 기능에 많은 영향을 끼치며 이에 대한 많은 연구가 이루어져

왔다. Pauwels 나 Roux, 그리고 Cartel 등은 물리학적 자극에 의한 세포의 분화에 대해 관심

을 가지고 많은 연구들을 실시하였다(Pauwels 외, 1980). Pauwels 등은 hydrostatic

compression이 연골의 형성에 큰 영향을 주며, 뼈의 형성에도 어느 정도의 영향을 준다고 밝

혔다(Pauwels 외, 1980). 이는 Hydrostatic compression이 뼈나 연골 형성에 영향을 미치나

hydrostatic tension의 경우에는 skeletal tissue 형성에 큰 영향을 주지 않는다고 밝혔다. 이후

에 실제 생체와 유사한 환경을 체외에서 제공하고 생체 적응 능력을 향상시키기 위해 배양시

스템을 이용한 물리적 자극을 세포에 직접 부가하는 시스템이 도입되었다(Sodian 외, 2002).

하나의 배양시스템으로 여러 세포를 배양하는 것이 아닌 조직을 구성하는 각각의 타입(예,

피부, 뼈, 혈관, 연골)에 따라 개별적인 디자인의 배양시스템이 요구 되었다(Ratcliffe 외, 2002).

최근 사람의 골수 중간엽 줄기세포가 관류식 배양방법의 3D 지지체에서 증식 및 분화가 더 효

과적이라는 연구가 보고 되었다(Braccini 외, 2005). 초음파의 치료적 접근은 1927년 미국물리

학자 Wood와 Loomis에 의하여 그 생물학적 효과가 보고되고 의료분야에 응용되기 시작하면

서 오늘날 중요한 영역으로 자리 잡게 되었다(Wood 외, 1927). 과거에는 3.0 W/cm2 이상의 강

도로 변환기를 움직이지 않은 상태로 3분 이상 적용하면 뼈에서 미네랄이 빠져나가고 성장판

에 문제가 생기면서 뼈의 성장이 지연된다고 보고되었다(Baldes 외, 1958). 그러나 한편으로는

초음파치료를 하면 골세포 형성과정을 자극한다는 주장도 있었다(Nyborg 외, 1985). 골형성

세포는 생물학적 자극뿐만 아니라 5∼20 uA의 낮은 전류, 특수한 파장의 전자장 그리고 30∼

50 mW/cm²의 저강도 초음파 에너지와 같은 물리적 자극에 의해서도 촉진될 수 있다(Duarte,
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1983). 저강도 초음파는 비열, 기계적 효과로 파장 및 반사파 형태로 영상을 나타내는 성질이

있다고 알려져 있다(Suslick, 1988). 치료용 초음파에서 저강도의 기계적 효과는 인접한 세포

의 세포막 투과성을 변화시켜서 세포 안으로 Ca2+이온을 유입시킴으로써, 세포 내의 Ca2+농도

를 증가시키고 이러한 세포내의 변화는 세포의 움직임이나 성장요소 합성을 증가시켜 상처치

유에 이로운 영향을 준다고 보고된 바 있다(Dinno M 외, 1989). 과거에는 골부위에 초음파를

적용하는 것이 해롭다는 연구가 많았으나 최근 연구에 의하면 골부위에 초음파를 적용할 경우

에 골절치유 효과뿐만 아니라 손상된 건(tendon)에도 효과가 있을 것이라고 보고되고 있다

(Enwemeka 외, 1990). 치료용 초음파는 1∼3 MHz의 주파수와 0.1∼2.0 W/cm²의 강도로서 열

적 및 비열적 기전에 의해 세포와 조직에 물리적 효과가 일어나게 한다(Heckman 외, 1994).

치료용 초음파는 일반적으로 고에너지 고강도 초음파와 저강도 초음파로 나눌 수 있으며, 고강

도 초음파는 조직에 의해 흡수되어 조직을 가열시키고 조직을 파괴하는 성질이 있다고 한다

(Burdette 외, 1994).

초음파는 조직 내의 세포를 물리적으로 자극할 수 있는 수단으로 초음파를 사용하여 뼈의

생장, 골절, 근육 조직의 치유 등 손상된 조직의 치료에 효과적이며, 특히 골절의 치유에 있어

서 골형성 세포의 증식을 촉진하여 뼈의 유합을 촉진한다고 보고되고 있다(Wiltink 외, 1995).

초음파의 생물학적 효과에 대해서는 여러 문헌들을 통하여 보고되고 있으며, 이는 직접적인 열

효과, 비열적인 원인, 세포막 이동 등과 관계가 있다고 보고하고 있다(Kristiansen 외, 1997).

이러한 것은 섬유모세포 배양에서 이들 세포가 융합되기 전에 초음파 치료를 하면 세포 증식

을 자극할 수 있음을 의미하며, 이러한 결과는 초음파 치료가 인간 피부모세포 배양에서 세포

를 증식한다는 주장과 일치한다(De Deyne 외, 1995).

초음파 자극은 중간엽 줄기세포로부터 연골세포로의 분화를 촉진하는 결과를 관찰하였으며,

이는 초음파 자극이 줄기세포로부터 연골세포로의 분화를 촉진하는 중요한 기계적인 자극이

될 수 있다는 사실로 사료된다(Lee 외, 2005). 초음파의 물리적인 자극이 세포활성에 영향을

줄 수 있다는 것을 확인하였지만 같은 강도를 갖는 초음파라 하더라도 어떤 duty cycle을 부여

하느냐에 따라 세포활성에 부정적인 영향을 미칠 수도 있다는 점은 주지해야할 것이다(홍성민

외, 2004). 저강도 초음파 자극은 인간의 연골을 체외 배양할시 세포의 대사 작용에 영향을 미

쳐, 골관절염 연골조직의 회복에 있어서 아주 중요한 방법으로 제안 된다(Min 외, 2006). 뼈의

골절 치료 등에 초음파를 사용한 연구는 활발히 진행되었으나 무균돼지뼈와 관련한 줄기세포

의 증식 및 분화에 저강도 초음파를 사용한 연구는 많이 보고되고 있지 않다.
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3. 재료 및 방법

3.1 초음파 자극시스템

본 연구를 위하여 사용하는 초음파 자극시스템은 Helbue (Choongwae Pharma Co., Korea)

복합 물리치료기를 변형하여 본체와 초음파 자극부 그리고 전원부로 구성되어 있다(Fig. 2-1).

초음파 변환기(transducer) 머리 지름은 3.6 cm 이고, 초음파 유효 방사 범위는 9.6 cm2 에 이

른다. 초음파 자극 시스템은 1 MHz의 주파수를 가지고, 최대 출력 강도는 1.0 W/cm
2
까지 조

절할 수 있으며, 자극 시간은 1회 10분까지 가능하다. 초음파 파형은 연속모드와 펄스모드 두

가지로 나눌 수 있으며, 펄스 모드에서는 듀티 사이클(duty cycle) 5％, 10％, 30％, 50％ 로 자

극을 가하였다. 펄스 모드의 듀티 사이클은 방형파가 하이 레벨에 있을 때의 사이클당 시간을

의미하고, 펄스 듀티 사이클은 식 3-1과 같이 정의한다. Fig. 3-2는 duty cycle에 관해 간략화

하여 나타낸 것이다. 여기서, 펄스폭은 펄스 상승 구간의 임계값 50%부터 다음 하강 구간의

임계값 50%까지의 시간을 의미한다.

main body 

culture plate

transducer

gel

main body 

culture plate

transducer

gel

Fig. 3-1. The ultrasound equipment.

DutyCylcle =
WidthofPulse

Cycle
×100 (1)

25 25

50 msec

on off

Pulse period

50% duty cycle 

25 25

50 msec

on off

Pulse period

50% duty cycle 

Fig. 3-2. Diagrammatic representation of duty cycle.
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3.2 치조골 골수 유래 줄기세포 배양

실험에 사용된 세포는 치조골 골수 유래 줄기세포(alveolar bone marrow stem cell)이며 서

울대학교 치과대학 무균돼지뼈생체공학 연구실에서 분양받아 사용하였다. 배양액은 α-MEM을

사용하였고, media에 10 uM ascorbic acid, 1％ antibiotics, 10％ FBS(fetal bovine serum)을

첨가하여 사용하였다. 세포는 항온 배양기 내에서 37 ℃, 95 ％ 수분, 5 ％ CO2 조건으로 배양

하였으며, 100 mm 배양 접시(culture plate)에 3.0 × 104 cell/ml로 seeding하여 24시간 배양한

후 초음파 자극 실험에 사용하였다.

3.3 초음파 자극실험

초음파는 1 MHz의 주파수로 50, 100, 200, 300, 400, 500 mW/cm2의 강도로 조사하며 duty

cycle은 5％, 10％, 30％, 50％ 로 각각에 대해 3회 반복 실험하였다. 세포의 오염을 방지하기

위해 항온 배양기 안에 들어가는 초음파 자극부는 70 ％ 에탄올로 소독하였다. 초음파 자극부

를 항온 배양기 내에 위치하여 37 ℃, 95 ％ 수분, 5 ％ CO2 조건이 잘 유지된 상태에서 매일

일정시간 1분, 3분, 5분, 10분, 30분씩 3일 동안 자극을 가한다. 대조군은 자극을 주지 않고 3일

간 동일한 상태에서 배양하였다.

Fig. 3-3. The ultrasonic transducer.

초음파 자극부 부분을 Fig. 3-3과 같이 100 mm 배양 접시가 초음파 변환기 위에 올려 질수

있도록 구성하였다. 100 mm 배양 접시의 바닥과 초음파 변환기 사이에는 공기가 접하지 않고

효과적인 초음파 자극을 주기위해 초음파용 gel(Choongwae Pharma Co., Korea)을 사용하였

다. 배양 접시가 초음파 자극부 위에 위치한 상태로 초음파 자극을 가하였다.

3.4 초음파 자극에 따른 세포 관찰

초음파 자극을 가한 후 세포가 자란 형태를 위상차현미경(Nikon TS100, Japan)을 이용하여

200배 확대하여 관찰하였다. 배양접시 단면의 상하 좌우(A)와 중앙(B)을 관찰하여 초음파 변환

기 바로 위와 가장자리에서 세포가 어떠한 형태로 자라는지를 비교 분석하였다(Fig. 3-4).
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Fig. 3-4. Cell culture plate with ultrasonic transducer.

3.5 초음파 자극시 세포 증식 분석

초음파 자극 후 24시간 37℃, CO₂incubator에서 배양하였다. 배양이 모두 끝난 후 세포 수

측정을 위해 일반적으로 사용되는 trypsin-EDTA(Gibco, USA)를 사용하여 세포를 수확하였다.

살아있는 세포의 수를 확인하기 위해서 trypan blue 염색방법을 사용하며, 혈구 계수기를 사용

하여 세포수를 계산하여 세포 증식 여부를 측정하였다.

3.6 석회화 결절의 확인

치조골 골수 유래 줄기세포를 18일 동안 50 mW/cm2, duty cycle 10%, 자극시간 10분의 조

건으로 저강도 초음파 자극을 처리한 것을 실험군으로 하였다. 저강도 초음파 자극을 처리하지

않은 대조군과 총 21일 동안 37℃, CO₂incubator에서 배양하였다. 배양이 모두 끝난 후 석회

화 결절의 확인을 위해 Alizarin red-s(Sigma, USA) 염색방법을 사용하였다. 배지를 제거하고,

PBS로 세척하였다. Ice-cold 70% ethanol로 10분 동안 상온에서 고정하고 ethanol를 제거한

후 다시 PBS로 세척하였다. 40 mM/L Alizarin red-s(pH 4.2)로 실온에서 30분 동안 염색하였

다. Alizarin red-s 용액을 제거하고 PBS로 3회 세척하였다. 그 후 증류수로 1회 세척하였다.

염색된 부분을 비교 관찰하기 위하여 digital camera(Nikon ,Japan)와 위상차현미경(Nikon

TS100, Japan)을 이용하여 200배 확대하여 촬영하였다. 계량적으로 비교하기 위하여 10 mM/L

sodium phosphate (pH 7.0)에 10%(w/v) cetylpyridinium chloride가 녹아있는 용액을 이용해

염색부위를 녹여 562 nm에서 흡광도를 측정하였다.

3.7 Western blot

저강도 초음파 자극이 치조골 골수 유래 줄기세포의 골분화에 어떠한 영항을 주는지를 골분

화의 주요 인자인 osteocalcin의 발현 확인을 통해 확인하고자 하였다. 치조골 골수 유래 줄기

세포를 18일 동안 50 mW/cm2, duty cycle 10 %, 자극시간 10분의 조건으로 저강도 초음파 자

극을 처리한 것을 실험군으로 하였다. 저강도 초음파 자극을 처리하지 않은 대조군과 총 21일

동안 37 ℃, CO₂incubator에서 배양하였다. 배양이 모두 끝난 후 배지를 제거하고, PBS로 세
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척하고 -80℃에 보관하였다. 보관된 치조골 골수 유래 줄기세포에 lysis buffer를 사용하고 세

포를 scapper를 사용하여 모은 후 4℃, 13,000 rpm에서 10분간 원심 분리하여 단백질을 용출

시킨 후 bradford assay를 통하여 정량 한 후 동일한 양의 단백질을 SDS sample buffer를 첨

가하여 3분간 100℃ 처리하여 단백질을 변형 시킨 후 SDS-PAGE(sodium dodecyl

sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis)를 진행하였다. 전기영동은 12%의 polyacrylamide

gel을 사용하여 각 well당 25 ul의 단백질 시료를 가하여 25 mA의 전류에서 1시간 동안 실시

하였고, 전기영동이 끝난 단백질을 300 mA의 전류에서 3시간 동안 nitrocellulose

membrane(Bio rad, USA)으로 transfer 하였다. transfer가 끝난 membrane을 비특이 항체의

결합을 막기 위하여 5% skim milk에 4℃, 12시간 동안 rocker에서 반응시켰다. blocking

solution 제거하고 PBST로 세척한 후 1차 항체와 4℃, 12시간 동안 rocker에서 반응시켰다. 1

차 항체 제거 후 PBST로 3회 세척 후 2차 항체와 4℃, 1시간 동안 rocker에서 반응시켰다. 그

후 PBS로 3회 세척하고 ECL kit(Bio rad, USA)를 이용하여 X-ray 필름에 감광시켜서 확인하

였다.

3.8 나노파이버 배양시 초음파 자극 처리

저강도 초음파 자극의 3차원 지지체 배양시 적용 가능성을 확인하고자 치조골 골수 유래 줄

기세포의 실험 결과 중 증식에 가장 효과적인 50 mW/cm2, duty cycle 10%, 자극시간 10분의

조건으로 저강도 초음파 자극을 처리하고 나노 파이버 배양시 치조골 골수 유래 줄기세포가

자라고 있는 형태를 전자현미경으로 관찰하였다.

3.9 초음파 자극 처리시 치수줄기세포 증식 분석

저강도 초음파 자극의 다른 줄기세포 배양시 적용 가능성을 확인하고자 치조골 골수 유래

줄기세포의 실험 결과 중 증식에 가장 효과적인 50 mW/cm2 의 강도에서 duty cycle 별로 저

강도 초음파 자극을 처리한 후 치수줄기세포의 증식 정도를 측정하였다.

4. 결과 및 고찰

4.1 초음파 자극이 세포 배양에 미치는 영향

2차원 세포배양에 초음파 자극이 어떠한 영향을 미치는지를 알아보기 위해 2차원 배양인

culture plate에서 초음파 자극 후 광학현미경을 통해 세포의 형태와 움직임을 관찰하였다.

Fig. 3-5, 3-6, 3-7은 치조골 골수 유래 줄기세포 passage 5, 자극시간 10분, duty cycle 50%

로 초음파 자극 실험 시 세포의 형태를 나타낸 것이다. 초음파 자극을 주지 않은 대조군과 50,

100, 200 , 300, 400, 500 mW/cm2 강도에 대해 각각 실험하였다. 자극을 주지 않은 대조군의

경우 culture plate의 중앙과 가장자리 모두에서 세포가 왕성히 잘 자라고 있는 것을 확인할 수

있었다. 100 mW/cm2 강도로 자극을 준 경우 대조군에 비해 culture plate의 중앙 부분에서 세



- 47 -

포가 자라지 못하고 있는 모습을 관찰할 수 있었고, 가장자리 부분에서는 세포가 잘 자라고 있

는 모습을 관찰할 수 있었다. 중앙에서 가장자리로 갈수록 세포가 더 잘 자라는 모습을 확인할

수 있었다. 가장자리에 있는 세포는 그 핵의 모습이 뚜렷하였고 세포 각각의 크기가 대조군에

비해 좀 더 크고 굵은 형상으로 자라는 모습을 관찰할 수 있었다. 이러한 현상은 200, 300, 400

mW/cm2 의 경우에 있어 모두 유사하였다. 하지만 500 mW/cm2 강도의 초음파 자극의 경우

가장자리에도 세포가 잘 자라지 못하고 있는 사실을 확인할 수 있었다. 이러한 것들로 초음파

변환기 바로 위에 해당하는 culture plate의 중앙 부분에서는 초음파 자극으로 인해 세포가 가

장자리로 이동하고 특히 500 mW/cm2 강도와 같은 경우 자극의 정도가 강하여 세포의 배양에

좋지 않을 것이라 사료된다. 그러므로 각 세포마다 적절한 강도의 초음파 자극만이 세포의 증

식에 긍정적인 영향을 미칠 수 있을 것이다.

(a) center (b) edge

Fig. 3-5. Non-treatment.

(a) center (b) edge

Fig. 3-6. Ultrasound treatment at 50 mW/cm2 and 10% duty cycle.

(a) center (b) between center and edge (c) edge

Fig. 3-7. Ultrasound treatment at 200 mW/cm2 and 10% duty cycle.

다양한 초음파 강도 외 duty cycle과 자극시간의 경우에 관해서도 각각 초음파 자극을 주지

않은 대조군과 100, 200, 300 mW/cm2의 강도로 자극을 주어 세포의 형태를 관찰하였다. 자극
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을 주지 않은 대조군의 경우 culture plate의 중앙과 가장자리 모두에서 세포가 왕성히 잘 자라

고 있는 것을 확인할 수 있었다. 초음파 강도가 강할수록, duty cycle의 수치가 클수록, 자극시

간이 길어질수록 대조군에 비해 culture plate의 중앙 부분에서 세포가 자라지 못하고 있는 모

습을 관찰할 수 있었다. 가장자리 부분에서는 세포가 잘 자라고 있는 모습을 관찰할 수 있었

다. 중앙에서 가장자리로 갈수록 세포가 더 잘 자라는 모습을 확인할 수 있었다. 이러한 것들

로 초음파 자극의 정도가 강하고 그 시간이 길어질수록 세포가 가장자리로 이동하는 것으로

사료된다. 그러므로 각 세포마다 적절한 강도, duty cycle, 자극시간 등을 구명하여 그에 맞게

초음파 적용을 한다면 세포의 증식에 매우 효과적일 것이라고 사료되었다.

4.2 2차원 배양시 초음파 자극의 세포증식 효과

4.2.1 세포증식에 초음파 자극 강도의 효과

여러 강도의 초음파 자극이 치조골 골수 유래 줄기세포의 증식에 어떠한 영향을 미치는지를

알아보기 위해 초음파 자극 강도별 세포 증식을 측정하였다.

* *

*p<0.05

* ** *

*p<0.05

Fig. 3-8. Proliferation of alveolar bone marrow stem cell(ABMSC) in monolayer culture

according to the intensity of ultrasound stimulation.

Fig. 3-8은 치조골 골수 유래 줄기세포 passage 5, 자극시간 10분, duty cycle 50% 로 초음

파 자극 실험 시 세포의 증식 정도를 나타낸 것이다. 초음파 자극을 주지 않은 대조군과 50,

100, 200, 300, 400, 500 mW/cm2 강도에 대해 각각 실험하였다. 초음파를 50, 100, 200

mW/cm2 강도로 자극을 준 경우 대조군에 비해 작은 차이로 치조골 골수 유래 줄기세포가 증

식하는 것을 확인할 수 있었고 300 mW/cm2 강도의 자극부터 대조군에 비해 세포수가 감소하

는 것을 확인할 수 있었다. 특히 400 mW/cm2, 500 mW/cm2 강도에 대해서는 세포수의 현저

한 감소를 확인할 수 있었다. 이를 통해 duty cycle 50% 에서는 200 mW/cm2 이하 강도의 초

음파 자극은 치조골 골수 유래 줄기세포의 증식에 긍정적인 효과를 가져 올 것으로 사료되어
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지고, 400 mW/cm2, 500 mW/cm2 강도의 초음파 자극은 그 강도가 강하여 도리어 치조골 골

수 유래 줄기세포의 증식에 역효과를 끼치는 것을 확인할 수 있었다.

4.2.2 세포 증식에 초음파 Duty Cycle의 효과 (자극시간 10분)

여러 duty cycle의 초음파 자극이 치조골 골수 유래 줄기세포의 증식에 어떠한 영향을 미치는

지를 알아보기 위해 자극시간 10분에서 duty cycle별 세포 증식 정도를 측정하였다.

1) 치조골세포(ABMSC, Passage 3)의 Duty cycle 5% 경우

*p<0.05*
* *p<0.05*
*

Fig. 3-9. Proliferation of ABMSC in monolayer culture according to the ultrasound intensity

at 5% duty cycle and stimulation time of 10 minutes.

Fig. 3-9는 치조골 골수 유래 줄기세포 passage 3, 자극시간 10분, duty cycle 5% 로 초음파

자극 실험 시 세포의 증식 정도를 나타낸 것이다.

초음파 자극을 주지 않은 대조군과 50, 100, 200, 300 mW/cm2 강도에 대해 각각 실험하였

다. 100 mW/cm2 강도로 자극을 준 경우 대조군에 비해 근소한 차이로 치조골 골수 유래 줄기

세포가 증식하는 것을 확인할 수 있었고 50 mW/cm2 와 200 mW/cm2 강도의 자극에서 대조

군에 비해 세포수가 각각 약 136%와 약 157% 증가하는 것을 확인할 수 있었다. 300 mW/cm2

강도에 대해서는 세포수의 감소를 확인할 수 있었다. 이를 통해 초음파 duty cycle 5% 에서

200 mW/cm2 이하 강도의 초음파 자극은 대조군에 비해 5%의 유의 수준에서 치조골 골수 유

래 줄기세포의 증식 효과를 가져 왔다. 그러나 300 mW/cm2 강도의 초음파 자극은 그 강도가

강하여 오히려 치조골 골수 유래 줄기세포의 증식에 역효과를 끼치는 것을 확인할 수 있었다.
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2) 치조골세포(ABMSC, Passage 5)의 Duty cycle 10% 경우
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Fig. 3-10. Proliferation of ABMSC in monolayer culture according to the ultrasound

intensity at 10% duty cycle and stimulation time of 10 minutes.

Fig. 3-10은 치조골 골수 유래 줄기세포 passage 5, 자극시간 10분, duty cycle 10% 로 초음

파 자극 실험 시 세포의 증식 정도를 나타낸 것이다.

초음파 자극을 주지 않은 대조군과 50, 100, 200, 300 mW/cm2 강도에 대해 각각 실험하였

다. 50 mW/cm2 강도의 자극에서 대조군에 비해 세포수가 각각 약 138% 증가하는 것을 확인

할 수 있었다. 100 mW/cm2 강도로 자극을 준 경우 대조군에 비해 근소한 차이로 치조골 골수

유래 줄기세포가 증식하는 것을 확인할 수 있었고 200 mW/cm2 강도의 자극에서 대조군에 비

해 세포수가 감소하는 것을 확인할 수 있었다. 300 mW/cm2 강도에 대해서는 세포수의 현저한

감소를 확인할 수 있었다. 이를 통해 duty cycle 10% 의 경우 100 mW/cm2 이하 강도의 초음

파 자극을 이용하여 치조골 골수 유래 줄기세포의 증식에 긍정적인 효과를 가져 올 것으로 사

료되어지고 300 mW/cm2 강도의 초음파 자극은 그 강도가 강하여 도리어 치조골 골수 유래

줄기세포의 증식에 역효과를 끼치는 것을 확인할 수 있다.

3) 치조골세포(ABMSC, Passage 5)의 Duty cycle 30% 경우
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Fig. 3-11. Proliferation of ABMSC in monolayer culture according to the ultrasound

intensity at 30% duty cycle and stimulation time of 10 minutes.
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Fig. 3-11은 치조골 골수 유래 줄기세포 passage 5, 자극시간 10분, duty cycle 30% 로 초음

파 자극 실험 시 세포의 증식 정도를 나타낸 것이다. 초음파 자극을 주지 않은 대조군과 50,

100 , 200, 300 mW/cm2 강도에 대해 각각 실험하였다. 100 mW/cm2 강도로 자극을 준 경우

대조군에 비해 치조골 골수 유래 줄기세포가 약 132% 증식하는 것을 확인할 수 있었다. 200,

300 mW/cm2 강도에 대해서는 세포수의 감소를 확인할 수 있었다. 이를 통해 duty cycle 30%

의 경우 100 mW/cm2 강도의 초음파 자극은 5%의 유의수준에서 치조골 골수 유래 줄기세포

의 증식 효과를 가져왔다. 200 mW/cm
2
이상 강도의 초음파 자극은 치조골 골수 유래 줄기세

포의 증식에 역효과를 끼치는 것을 확인할 수 있었다.

4) 치조골세포(ABMSC, Passage 5)의 Duty cycle 50% 경우
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Fig. 3-12. Proliferation of ABMSC in monolayer culture according to the ultrasound

intensity at 50% duty cycle and stimulation time of 10 minutes.

Fig. 3-12는 치조골 골수 유래 줄기세포 passage 5, 자극시간 10분, duty cycle 50% 로 초음

파 자극 실험 시 세포의 증식 정도를 나타낸 것이다. 초음파 자극을 주지 않은 대조군과 50,

100, 200, 300 mW/cm2 강도에 대해 각각 실험하였다. 100, 200 mW/cm2 강도로 자극을 준 경

우 대조군과 비교해 치조골 골수 유래 줄기세포의 증식을 거의 확인할 수 없었다. 300

mW/cm2 강도에 대해서는 세포수의 감소를 확인할 수 있었다. 이를 통해 duty cycle 50% 의

경우 200 mW/cm2 이하 강도의 초음파 자극을 이용하였을 경우 치조골 골수 유래 줄기세포의

증식에 유의적인 효과를 가져 오지 못하였으며, 300 mW/cm2 이상 강도의 초음파 자극은 치조

골 골수 유래 줄기세포의 증식에 역효과를 끼치는 것을 확인할 수 있었다.
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4.2.3 초음파 자극시간의 세포 증식 효과(duty cycle 10%와 30%에서)

1) 치조골세포(ABMSC, Passage 3)의 Duty cycle 10%, 자극시간 1분 경우
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Fig. 3-13. Proliferation of ABMSC in monolayer culture according to ultrasound intensity at

10% duty cycle and stimulation time of 1 minute.

Fig. 3-13은 치조골 골수 유래 줄기세포 passage 3, duty cycle 10%, 자극시간 1분으로 초음

파 자극 실험 시 세포의 증식 정도를 나타낸 것이다. 초음파 자극을 주지 않은 대조군과 50,

100, 200, 300 mW/cm2 강도에 대해 각각 실험하였다. 100, 200 mW/cm2 강도로 자극을 준 경

우 대조군과 비교해 치조골 골수 유래 줄기세포의 증식을 거의 확인할 수 없었다. 300

mW/cm2 강도로 자극을 준 경우 대조군에 비해 치조골 골수 유래 줄기세포가 약 147% 증식

하는 것을 확인할 수 있었다. 이를 통해 자극시간 1분의 경우, 200 mW/cm2 이하 강도의 초음

파 자극을 이용하였을 경우 치조골 골수 유래 줄기세포의 증식에 긍정적인 효과를 가져 오지

못하며 300 mW/cm2 강도의 초음파 자극은 치조골 골수 유래 줄기세포의 증식에 긍정적인 효

과를 가져왔으나, 더욱 낮은 저강도에서 자극시간을 늘리는 것이 바람직하다고 사료되었다.

2) 치조골세포(ABMSC, Passage 3)의 Duty cycle 10%, 자극시간 3분 경우
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Fig. 3-14. Proliferation of ABMSC in monolayer culture according to ultrasound intensity

at 10% duty cycle and stimulation time of 3 minutes.
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Fig. 3-14는 치조골 골수 유래 줄기세포 passage 3, duty cycle 10%, 자극시간 3분으로 초

음파 자극 실험 시 세포의 증식 정도를 나타낸 것이다. 초음파 자극을 주지 않은 대조군과 50,

100 , 200, 300 mW/cm2 강도에 대해 각각 실험하였다. 100, 200 mW/cm2 강도로 자극을 준

경우 대조군과 비교해 치조골 골수 유래 줄기세포의 증식을 거의 확인할 수 없었다. 300

mW/cm2 강도로 자극을 준 경우 대조군에 비해 치조골 골수 유래 줄기세포가 감소하는 것을

확인할 수 있었다. 이를 통해 자극시간 3분의 경우 200 mW/cm2 이하 강도의 초음파 자극을

이용하였을 경우 치조골 골수 유래 줄기세포의 증식에 긍정적인 효과를 가져 오지 못하며 300

mW/cm2 이상 강도의 초음파 자극은 치조골 골수 유래 줄기세포의 증식에 부정적인 효과를

가져 올 것으로 사료되어진다.

3) 치조골세포(ABMSC, Passage 4)의 Duty cycle 10%, 자극시간 5분 경우
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Fig. 3-15. Proliferation of ABMSC in monolayer culture according to ultrasound intensity at

10% duty cycle and stimulation time of 5 minutes.

Fig. 3-15는 치조골 골수 유래 줄기세포 passage 4, duty cycle 10%, 자극시간 5분으로 초음

파 자극 실험 시 세포의 증식 정도를 나타낸 것이다.

초음파 자극을 주지 않은 대조군과 50, 100, 200, 300 mW/cm2 강도에 대해 각각 실험하였

다. 50, 100, 200 mW/cm2 강도로 자극을 준 경우 대조군에 비해 각각 약 125%, 약 119%, 약

125% 치조골 골수 유래 줄기세포가 증식하는 것을 확인할 수 있었고 300 mW/cm2 강도의 자

극부터 대조군에 비해 세포수가 감소하는 것을 확인할 수 있었다. 이를 통해 자극시간 5분의

경우 200 mW/cm2 이하 강도의 초음파 자극을 이용하여 치조골 골수 유래 줄기세포의 증식에

긍정적인 효과를 가져 올 것으로 사료되어지고 300 mW/cm2 이상 강도의 초음파 자극은 치조

골 골수 유래 줄기세포의 증식에 부정적인 효과를 가져 올 것으로 사료되어진다.
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4) 치조골세포(ABMSC, Passage 5)의 Duty cycle 10%, 자극시간 10분 경우
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Fig. 3-16. Proliferation of ABMSC in monolayer culture according to ultrasound intensity at

10% duty cycle and stimulation time of 10 minutes.

Fig. 3-16은 치조골 골수 유래 줄기세포 passage 5, duty cycle 10%, 자극시간 10분으로 초

음파 자극 실험 시 세포의 증식 정도를 나타낸 것이다.

초음파 자극을 주지 않은 대조군과 50, 100, 200, 300 mW/cm2 강도에 대해 각각 실험하였

다. 50 mW/cm2 강도로 자극을 준 경우 대조군에 비해 약 138% 치조골 골수 유래 줄기세포가

증식하는 것을 확인할 수 있었다. 100 mW/cm2 강도로 자극을 준 경우 대조군에 비해 근소한

차이로 치조골 골수 유래 줄기세포가 증식하는 것을 확인할 수 있었고 200 mW/cm2 강도의

자극에서 대조군에 비해 세포수가 감소하는 것을 확인할 수 있었다. 300 mW/cm2 강도에 대해

서는 세포수의 현저한 감소를 확인할 수 있었다. 이에 100 mW/cm2 강도 조건에서 duty cycle

10% 와 10분의 자극시간을 좀 더 증가시킨 조건에서 실험할 필요가 있었다.

5) 치조골세포(ABMSC, Passage 5)의 Duty cycle 30%, 자극시간 10분 경우
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Fig. 3-17. Proliferation of ABMSC in monolayer culture according to ultrasound intensity at

30% duty cycle and stimulation time of 10 minutes.
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Fig. 3-17은 치조골 골수 유래 줄기세포 passage 5, duty cycle 30%, 자극시간 10분으로 초

음파 자극 실험 시 세포의 증식 정도를 나타낸 것이다. 초음파 자극을 주지 않은 대조군과 50,

100, 200, 300 mW/cm2 강도에 대해 각각 실험하였다. 100 mW/cm2 강도로 자극을 준 경우 대

조군에 비해 치조골 골수 유래 줄기세포가 약 132% 증식하는 것을 확인할 수 있었다. 200

mW/cm2 강도의 자극부터는 대조군에 비해 세포수가 감소하는 것을 확인할 수 있었다. 이를

통해 duty cycle 30%, 자극시간 10분의 경우 100 mW/cm2 강도의 초음파 자극은 치조골 골수

유래 줄기세포의 증식 효과를 가져 올 것으로 사료되어지고, 200 mW/cm
2
이상 강도의 초음파

자극은 치조골 골수 유래 줄기세포의 증식에 부정적인 효과를 가져 올 것으로 사료되어진다.

6) 치조골세포(ABMSC, Passage 7)의 Duty cycle 30%, 자극시간 20분 경우
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Fig. 3-18. Proliferation of ABMSC in monolayer culture according to ultrasound intensity at

30% duty cycle and stimulation time of 20 minutes.

Fig. 3-18은 치조골 골수 유래 줄기세포 passage 7, duty cycle 30%, 자극시간 20분으로 초

음파 자극 실험 시 세포의 증식 정도를 나타낸 것이다. 초음파 자극을 주지 않은 대조군과 50,

100 , 200, 300 mW/cm2 강도에 대해 각각 실험하였다. 100 mW/cm2 강도로 자극을 준 경우

대조군에 비해 치조골 골수 유래 줄기세포가 약 113% 증식하는 것을 확인할 수 있었고 200

mW/cm2 강도의 자극부터 대조군에 비해 세포수가 감소하는 것을 확인할 수 있었다. Fig. 17

과 18을 비교해 보면, 100 mW/cm2, duty cycle 30%, 자극시간 20분의 경우는 동일 조건 10분

의 자극시간에 비해 치조골 골수 유래 줄기세포의 증식 효과는 떨어지는 것으로 나타났다.
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7) 치조골세포(ABMSC, Passage 5)의 Duty cycle 30%, 자극시간 30분 경우
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Fig. 3-19. Proliferation of ABMSC in monolayer culture according to ultrasound intensity at

30% duty cycle and stimulation time of 30 minutes.

Fig. 3-19는 치조골 골수 유래 줄기세포 passage 5, duty cycle 30%, 자극시간 30분으로 초

음파 자극 실험 시 세포의 증식 정도를 나타낸 것이다. 초음파 자극을 주지 않은 대조군과 50,

100, 200, 300 mW/cm2 강도에 대해 각각 실험하였다. 50 mW/cm2 강도의 자극부터 대조군에

비해 세포수가 감소하는 것을 확인할 수 있었다. 100 와 200 mW/cm2 강도의 자극 역시 대조

군에 비해 세포수가 감소하였고 300 mW/cm2 강도에서는 세포의 수가 현저히 감소하는 것을

확인할 수 있었다. 이를 통해 duty cycle 30%, 자극시간 30분의 너무 장시간 초음파 자극을 가

하므로 오히려 치조골 골수 유래 줄기세포의 증식에 부정적인 효과를 가져 온 것으로 사료되

어진다.

따라서, 초음파 자극 실험을 통해 50 mW/cm2 강도에서 duty cycle 10% 와 10분의 자극시

간 조건에서 약 138%의 치조골 골수 유래 줄기세포의 증식 효과를 가져 올 수 있었다.

4.3 초음파 자극의 석회화 결절 영향 확인

치조골 골수 유래 줄기세포의 분화 정도에 초음파 자극이 어떠한 영향을 미치는지를 알아보

기 위해 Alizarin red-s 염색방법을 통해 석회화 결절을 확인 하였다.
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Fig. 3-20. The cells were cultured with or without low intensity ultrasound stimulation

and the formation of mineralized nodules were analyzed by staining with alrizarin red at

day 21 of culture after low intensity ultrasound stimulation. (a)(b) original magnification,

(c)(d) x200.

Fig. 3-20의 (a)(c)는 저강도 초음파 자극을 가하지 않은 대조군이며 (b)(d)는 치조골 골수

유래 줄기세포를 18일 동안 50 mW/cm2, duty cycle 10%, 자극시간 10분의 조건으로 초음파

자극을 가한 것이다. 총21일 동안 37℃, CO₂incubator에서 배양한 후 석회화 결절의 확인을

위해 Alizarin red-s(Sigma, USA) 염색을 하였다. 저강도 초음파 자극이 가해진 실험군에서는

석회화 결절이 발생하지 않는 것을 관찰할 수 있었다. 그와 반대로 대조군에서는 넓게 분포하

여 석회화 결절이 잘 형성되는 것을 확인할 수 있었다. 이를 통해 장기간의 저강도 초음파 자

극은 석회화 결절의 형성에 좋지 않을 것으로 사료된다. 따라서 50 mW/cm2 강도에서 duty

cycle과 자극시간을 적절히 조합하여 자극하는 것이 더 바람직하다고 생각되었다. 따라서 저강

도 자극 처리 날짜수를 줄여서 실험을 한다면 석회화 결절 형성에 있어 좀 더 유의한 결과를

얻을 수 있을 것으로 판단된다.

4.4 초음파 자극의 골분화 영향 확인

저강도 초음파 자극이 치조골 골수 유래 줄기세포의 골분화에 어떠한 영항을 주는지를 골분

화의 주요 인자인 osteocalcin의 발현 확인을 통해 확인하고자 하였다.
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Fig. 3-21. Western blot analysis of the proteins lysed from the transfected cells, with the

α-tublin as the control. The result showed that there is no osteocalcin in alveolar bone

marrow stem cells.

Fig. 3-21은 저강도 초음파 자극을 처리하지 않은 대조군과 저강도 초음파 자극을 처리한

각각의 치조골 골수 유래 줄기세포를 western blot한 결과이다. 실험군은 치조골 골수 유래 줄

기세포를 18일 동안 50 mW/cm
2
, duty cycle 10%, 자극시간 10분의 조건으로 초음파 자극을

가한 것이다. 총21일 동안 37℃, CO₂incubator에서 배양한 후 골형성의 중요 인자인

osteocalcin을 확인 하고자 하였다. Loading control은 세포의 골격 구성과 성장에 필요한 단백

질인 α-tublin을 확인하였다. α-tublin의 경우 대조군과 실험군에서 모두 일정하게 발현되는 것

을 확인 할 수 있었다. 저강도 초음파 자극의 효과로 발현을 확인하고자 한 osteocalcin은 골과

상아질에 특이하게 분포하는 단백질로써 골과 연골 형성에 관여하는 무기질 침착시 출현하여

골형성 표지자로 유용하게 사용되어진다. 특히 osteocalcin은 후기 골세포 분화 단계에서 발현

되는데 osteocalcin은 광물화 초기에 crystal growth의 조절기능이 있다. 골분화의 대표적인 발

현 단백질인 osteocalcin은 대조군과 실험군 모두에서 발현되지 않는 것을 확인하였다. 이를 통

해 치조골 골수 유래 줄기세포의 골분화 조건과 osteocalcin antibody 처리 조건 등의 정립이

필요하다고 판단된다.

4.5 나노파이버 배양시 초음파 자극 처리 효과

(a) nanofiber (b) non-treatment         (c) ultrasound stimulation

Fig. 3-22. FE-SEM morphology of the PCL nanofiber: (a)nanofiber without alveolar bone

marrow stem cell, (b) cell growth morphology without low intensity ultrasound stimulation,

(c) cell growth morphology with low intensity ultrasound stimulation.(a)x2000, (b)x3000, (c)

x2000.



- 59 -

Fig. 3-22는 50 mW/cm2, duty cycle 10%, 자극시간 10분의 조건으로 저강도초음파 자극을

처리하고 나노 파이버 배양시 치조골 골수 유래 줄기세포가 자라고 있는 형태를 전자현미경으

로 관찰한 결과이다. 대조군과 실험군에서 큰 차이가 없이 치조골 골수 유래 줄기세포가 배양

되고 있는 것이 확인되었다. 또한 이 결과를 통해 줄기세포의 나노지지체 배양시 저강도 초음

파 자극의 적용 가능성을 제시할 수 있을 것이다.

4.6 초음파 자극시 치수줄기세포 증식 분석
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Fig. 3-23. Proliferation of dental pulp stem cell in monolayer culture according to the duty

cycle of ultrasound at 50 mW/cm2 intensity and stimulation time of 10 min/day × 3 days.

Fig. 3-23은 치수 줄기세포 passage 5, 자극시간 10분, 50 mW/cm2 강도에서, duty cycle

5%, 10%, 30%, 50% 별로 초음파 자극 실험 시 세포의 증식 정도를 나타낸 것이다. 초음파 자

극을 주지 않은 대조군과 5%, 10%, 30%, 50% duty cycle 에 따라 각각 실험하였다. 5% duty

cycle의 자극에서 대조군에 비해 세포수가 약 150% 증가하였으며, 10% duty cycle의 자극에서

는 세포수가 약 134% 증가하였고, 30% duty cycle의 자극에서는 세포수가 약 131%, 50%

duty cycle의 자극에서는 세포수가 약 114% 증가하는 것을 확인할 수 있었다. 이를 통해 강도

50 mW/cm2 , 자극시간 10분의 경우 모든 duty cycle에서 치조골 골수 유래 줄기세포의 증식

에 긍정적인 효과가 있는 것을 확인할 수 있었다. 따라서 50 mW/cm2 강도, 5% duty cycle의

저강도 초음파 자극을 3일간 10분씩 주었을 때 치수줄기세포를 최대 약 150%까지 증식시킬

수 있었다. 즉 저강도의 5% duty cycle의 짧은 초음파 자극이 세포 증식에 효과적임을 알 수

있었다. 이는 앞에서 치조골줄기세포를 50 mW/cm2 강도, 5% duty cycle의 저강도 초음파 자

극을 3일간 10분씩 주었을 때 치조골줄기세포를 최대 약 136%까지 증식시킬 수 있었던 것과

비교해 아주 유사한 결과를 보였다.

이에 50 mW/cm2 강도, 5% duty cycle, 자극시간 10 분/일 조건의 저강도 초음파 자극이 다

른 줄기세포 및 동물세포의 증식에 있어서 아주 효과적인 방법이라고 사료된다.
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5. 요약 및 결론

본 연구는 초음파 자극기술을 개발하여 배양시스템에 응용하고자 다양한 특성의 초음파를

사용하여 치조골 골수 유래 줄기세포의 증식 및 분화에 미치는 영향을 구명하고 적정의 초음

파 자극 조건을 찾고자 수행되었다. 최적의 초음파 자극 조건을 찾기 위해 초음파 자극 강도,

duty cycle 그리고 자극시간에 대하여 각각의 경우에 대한 영향을 확인하기 위해 세포의 형태,

증식 및 분화 정도를 분석하였다. 주요 연구 결과는 다음과 같았다.

1. 2차원 배양 시 세포가 자라는 형태를 살펴보면 초음파 변환기 바로 위에 해당하는 culture

plate의 중앙 부분에서는 초음파 자극으로 인해 세포가 가장자리로 이동하고 자극의 정도가 강

할수록 세포 배양에 좋지 않는 것으로 확인되었다. 따라서 저강도의 초음파 자극과 초음파 센

서로부터 적당한 거리의 초음파 자극이 세포 증식에 긍정적인 영향을 미칠 수 있을 것으로 판

단되었다.

2. 여러 강도의 초음파 자극이 치조골 골수 유래 줄기세포의 증식에 미치는 영향을 구명한 결

과, 200 mW/cm2 이하 강도의 초음파 자극은 치조골 골수 유래 줄기세포의 증식에 긍정적인

효과를 가져왔으며, 300 mW/cm2 이상 자극은 그 강도가 강하여 도리어 치조골 골수 유래 줄

기세포의 증식에 역효과를 미치는 것으로 나타났다.

3. 50, 100, 200 및 300 mW/cm2 초음파 강도별로 자극시간 10분 조건과 duty cycle에 따른 초

음파 자극이 치조골 골수 유래 줄기세포의 증식에 어떠한 영향을 미치는지를 구명한 결과,

5%, 10%, 30% duty cycle의 경우 치조골 골수 유래 줄기세포의 증식에 긍정적인 효과를 가져

왔으나 50% duty cycle의 경우에는 증식에 역효과를 미치었다. 그리고 각 duty cycle의 경우에

300 mW/cm2 강도에서는 공통적으로 세포수의 감소를 확인할 수 있었다. 이를 통해 초음파 자

극시간 10분에서 30% 이하의 duty cycle과 200 mW/cm2 이하의 저강도 초음파 강도가 적절히

조합되었을 경우 치조골 골수 유래 줄기세포의 증식 효과가 있는 것을 알 수 있었다.

4. 다양한 초음파 자극시간이 치조골 골수 유래 줄기세포의 증식에 어떠한 영향을 미치는지를

구명한 결과, 50 mW/cm2 에서는 duty cycle 10%(5%) 의 자극시간 10분의 경우 증식률이

138%(136%) 이었고, 100 mW/cm2 에서는 duty cycle 30% 의 자극시간 10분의 경우 증식률이

132% 이었고, 200 mW/cm2 에서는 duty cycle 5%, 자극시간 10분의 경우에 증식률 157%로서

치조골 골수 유래 줄기세포의 증식에 가장 효과적이었다. 이에 동일한 강도이라도 duty cycle

과 자극시간에 따라 치조골 골수 유래 줄기세포 증식에 미치는 영향은 달라지며, 강도가 세어

질수록 duty cycle과 자극시간은 낮은 조합이 좋았다.
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5. 2차원 배양에서는 초음파 강도, duty cycle, 자극시간 및 세포 형태 등을 종합적으로 고려할

때, 치조골 골수 유래 줄기세포 증식에서 50 mW/cm2 강도, duty cycle 5%(또는 10%)와 자극

시간 10분이 가장 적절한 것으로 나타났다.

6. 저강도 초음파 자극의 골 분화 효과를 평가하고자 석회화 결절과 osteocalcin의 확인을 하고

자 하였으나, 두 실험 모두에서 저강도 초음파 자극이 골분화 효과는 나타나지 않았다.

7. 나노 파이버 배양시 저강도 초음파 자극을 처리한 실험군과 저강도 초음파 자극을 처리하지

않은 대조군 모두에서 치조골 골수 유래 줄기세포가 잘 배양되고 있는 것을 전자현미경 촬영

을 통해 확인하였다.

8. 치수줄기세포를 이용한 저강도 초음파 자극의 세포증식 효과 검증실험에서도, 50 mW/cm2

강도, duty cycle 5%와 자극시간 10분의 저강도 초음파 자극이 치수줄기세포를 최대 150%까

지 증식시킬 수 있음을 확인하였다.
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제 4 절 동물세포의 배양촉진을 위한 미세전류 생체자극기술 개발

1. 서론

전기장과 전자기장을 이용해서 몸의 일부나 병을 치료하는 기술이 과학자에 의해 일반화되

어졌다. 다양한 전기적 자극기술을 이용한 의료장치들이 계속해서 소게되어지고 있으며 전기

적, 전자기적 힘의 치료효과에 대해서 타당성이 입증되어지고 있다. 이러한 지식으로부터 현재

는 특히, 뼈, 연골, 신경과 같은 인체조직에서 전기적 신호로부터 긍정적인 효과를 얻고자 시도

되고 있다. 전기 생리학적 뿐 아니라 전기장, 전자기장에서는 더더욱 관심을 가져왔다. 전기적

자극의 3대 생물학적 영향으로서, 첫 번째는 전기적 자극신호는 살아있는 세포에게 물리적 환

경의 상호작용을 제공해준다. 이러한 상호작용은 다양한 생물학적 효과를 가지므로 Coulomb와

Gauss fields에 의해 분류된다. 두 번째로 전기적 자극은 성장 인자율을 증대시킨다. 주로 뼈형

성 단백질인 (BMP)-2, BMP-4, transforming growth factor-β (TGF-β), an insulin-like

growth factor 2 (IGF-2) 등의 생성에 대해서 연구되어진다. 특히, 전기장은 특히 리셉터와 같

은 세포 외곽 멤브레인에 위치해 있는 전기적으로 성질을 띄고 있는 분자에게 영향을 주는 것

으로 알려져 있다. 세 번째로, 전기적 자극은 살아있는 세포에게 세포성장이나 사멸과 관련된

신호전달계(signal transduction cascade)를 유발한다. 살아있는 세포에게 전기장을 노출시키는

것은 세포에서 내부적인 분자생성을 촉진시킬 수 있는 calcium/calmodulin pathway와 같은 신

호전달계를 포함한 미케니즘을 자극시킬 수 있다. 본 연구의 목적은 전기적 자극과 같은 미세

전기 전류로 치수세포에게 미세하게 자극함으로서 세포의 내외부의 세포활동 경향을 보고자

한다.

2. 연구사

최근문헌에 의하면, 전기장 자극에 의해서 유발되는 주요 생물학적 영향들이 보고되고 있는

데 첫 번째로 Bodamyali T 등(1998)과 Aaron RK 등.(2004)에 의해 기술된 Colulomb Field 와

Gauss Field의 영향을 설명할 수 있다. 이러한 연구에 따르면, Coulomb Field 전하에 유발되는

Inverse Square Force는 생체에서 변위전류를 생성할 수 있고, Gauss Field에서 자기전하에 의

해 유발되는 힘은 전자 스핀 처리 현상을 생성시킬 수 있다. 두 번째로, 세포내에서의 성장인

자에 대한 연구는 Goodman R 등(1991 과 Aoran RK 등(2002)에 의해 보고되어졌다. BMP-2,

BMP-4, TGF-beta, 그리고 IFG-2 의 생성에 대한 연구가 주를 이루고 있다. 특히, 전기장은

세포의 멤브레인이나, 리셉터와 같은 위치에서 전기적으로 전하를 띄는 molecules의 변화양상

에 영향을 주는 것으로 알려져 있다. Zhao.M 등(1990)은 세포의 신호 경로에 전기장 자극의

효과를 보고하였다. 전기장에 노출된 상피세포와 신경세포들은 칼슘과 calmodulin 신호 경로를

활성화 시켰다. 이 신호전달은 세포내의 특정 분자들을 생산하는데 매우 중요하다.
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Gronthos.S 등(2000)은 치수줄기세포가 다른 조직에서 추출된 줄기세포처럼 생체외에서 단일

세포군을 형성하는 다기능성의 분화력을 가지고 있다고 보고하였다.

Kuznetsov.SA 등(1997)은 ex-vivo상태에서 증식된 치수줄기세포들이 생체내의 dentin-pulp

와 같은 조직을 형성하는 능력을 갖고 있다고 보고하였다. 더욱이 법랑질 치수줄기세포는 최근

에 발표된 것처럼 신경세포와 같이 분화하는 능력을 갖고 있다고 보고되고 있다. 특히, 본 연

구에서 사용된 치수줄기세포는 서울대학교 치과대학 구강안면외과 실험실에서 제공되었으며,

이 세포들은 중간엽 줄기세포의 마커인 STRO-1을 발현하는 생체줄기세포의 능력을 갖고 있

다. 치수줄기세포에 전기장과 전류의 자극 효과에 대해 발표된 것은 없다. 그러나 골아세포나

섬유아세포에는 전기적인 자극이 생물학적으로 영향을 미친 것이 보고된 바 있다. Han-Peter

Wet al.(2001)에 의하면, 전기적 자극이 골아세포나 유사한 세포들의 미네랄 형성 촉진에 영향

을 주었다고 보고하였다. 또한, 직류에 의한 전기장 자극이 연골세포의 전위 능력에 영향을 준

다고 보고된 바 있다. Pen-Hsiu Grace Chao 등(2000) Ming-Tzu Tsai 등(2007)은 pulse형의 전기

장이 골아세포의 증식과 분화 촉진을 가져왔다고 보고하였다. PoH Gruce Chao 등(2007)은 섬

유아세포의 이동과 상처치료에 직류 전기장이 큰 영향을 미쳤다고 보고하였다. 특히, 전기 자

극이 골형성 성장인자 BMP와 혈관내피 성장인자의 생성을 촉진하였다.

3. 재료 및 방법

3.1 전기자극 시스템

마이크로 전기자극 시스템 (micro-electric current stimulation system) 개발을 위해서, Fig.

4-1과 같이 마이크로 전류공급원(micro-current supply)는 포텐셔미터(potentiometer);기계적인

위치 변화에 비례한 전기적 출력 신호를 내기 위해 사용되는 장치, 타이머, 몬니터로 구성되어

있다. 전기자극 시스템은 Fig. 4-2와 같이 인큐베이터에 연결되어 있다. 전기자극의 상황은 전

기자극을 가하기 전에 통계적인 기법 중 하나인 반응표면해석 (response surface analysis)으로

최적화를 구하여 결정하였다.

Fig. 4-1 Micro-electric supply composed of potentiometer, controlled timer, and monitor

manufactured for this study.
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Fig. 4-2 Experimental device for electrical stimulation : System consists of two parts,

micro-current supply installed beside of the CO2 incubator and culture plate with the

platinum electrode for stimulation which was located in the CO2 incubator

3.2 세포에서 분비한 단백질의 SDS-PAGE and immunoblot 분석

세포의 내외부 활동에 관련된 단백질(intracellular and extracellular protein)을 얻기 위해, 전

기자극을 가한 배지(electro-stimulated medium)는 10일 동안 수확하였다. 여기서 수확된 배양

배지(harvested supernatant culture medium)는 Centriprep (Millipore, amicon, USA)장치에서

3,000 x g 조건으로 원심분리하여 추출하였다. 추출된 단백질은 SDS-PAGE에 의해 다시 분석

하였다.
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Fig. 4-3 Extraction of cellular protein and analysis : After harvesting the interior and

exterior cellular protein, supernatant culture medium was extracted by centrifugation at

3,000xg with Centriprep (Millipore, amicon, USA)which has 3kD a pore size. Extracted

protein was resolved and analyzed by SDS-PAGE. Incubated cells were lysed and resolved

by SDS-PAGE and western blot analysis at the same time.

4. 결과 및 고찰

4.1 세포증식을 위한 전기적 자극 최적화

치수줄기세포의 증식(Table 4-1)과 관련해서 -1.68에서 1.68까지의 범위내에서 최적 설계결

과가 적용되었다. 실험표와 그 실험결과는 Table 4-2에서 나타내었다. 통계처리는 ANOVA로

테스트하였고, 중심합성 계획법(central composite design)은 아래와 같이 2차 다항방정식으로

나타내었다.

Y (Cell Proliferation; O.D) =

2.421 + 0.102X1+0.023X2+0.081X3-0.009X1
2–0.054X1X2–0.120X2

2–0.109X1X3–0.005X2X3–

0.001X3
2 (4-1)

여기서, Y = Cell Proliferation; O.D

X1 = Stimulation time interval(sec),

X2 = Current intensity(uA),

X3 = Stimulation time(sec)

이 모델의 적합성은 결정계수 R2에 의해 증명하였다. 본 연구에서, R2 값은 0.9870이고, 총

변이성은 98.7%로서 이 모델에 의해 설명되었다. 이 모델의 통계적 유의성은 p<.0001로 나타

났다. 반응표면의 그래프와 그의 반응 곡선은 Fig. 4-4와 Fig. 4-5에서 나타내었다. 최적 전류

에 대한 강도는 38 uA (Fig. 4-6)로 나타내었다.

Table. 4-1 Experimental ranges and levels of independent variables
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Table. 4-2 Central composite design matrix of three variables in coded and natural units

along with the observed responses (cell proliferation (O.D)).

Table. 4-3 Analysis of variance for the model

Mean of response = 2.3317; Root MSE = 0.07024; R2=0.9876
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(A) (B)

(C)

Fig. 4-4 Contour plot of the cell proliferation (O.D): The effect of stimulation time (sec),

current (uA), and stimulation time interval (sec) on the proliferation of dental pulp stem

cells. The plot of (A) current (uA) and stimulation time interval (sec), (B) current (uA)

and stimulation time (sec), and (C) stimulation time interval (sec) and stimulation time

(sec) with fixed on (A) stimulation time (sec) = 1.5E-6, (B) stimulation time interval (sec)

= 1.5E-6, and (C) current (uA) = -0.1.
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(A) (B)

(C)

Fig. 4-5 Response surface plots on cell proliferation (O.D): The effect of (A) current (uA)

and stimulation time interval (sec), (B) current (uA) and stimulation time (sec), and (C)

stimulation time interval (sec) and stimulation time (sec) on proliferation of dental pulp

stem cells.
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Fig. 4-6 Prediction profiler and desired conditions for cell proliferation of dental pulp stem

cells

4.2 최적 조건의 검증

반응표면 분석(Response surface analysis)을 통해서 최적화를 결정하기 위해, 항암활성 실험

(MTT assay)를 통해서 최적조건으로부터 얻어진 세포 증식에 대한 판단이 시행되었다. 전기

자극을 가한 치수세포는 38 uA에서 활성화시켰다. 이를, 최적 자극조건으로 하였으며, Fig.

4-7에서 보여준 결과와 같이 가장 큰 증식률을 보였다.

Fig. 4-7 Cell viability assessment for verification of optimization result.
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4.3 SDS-PAGE 및 Western blot 분석

전기를 가한 배지(Electro-stimulated conditioned medium)는 Fig. 4-8 (A)에서 보여준 것처

럼 8% SDS-polyacrylamide gels에서 추출하여 분석하였다. 여기서 나온 추출된 세포의 대사

물질 단백질은 serum free media와 10% FBS 배지에서 각각 실험하였다. 또한, Neurogenesis

마커로서, 오스테오칼신(osteocalcin)을 보고자 western blot analysis을 실행하였다. Fig. 4-8

(B)에서 보여준 SDS-PAGE 결과처럼, 혈청 유무에 따라 서로 다른 단백질 상이 나타났다. 두

그룹간의 전기를 가한 세포와 전기자극을 가하지 않은 세포에서의 오스테오칼신은 Fig. 4-9에

서 보여진다.

(A) (B)

Fig. 4-8 SDS-PAGE with the secreted protein in the electro-stimulated media (A) and in

the electro-stimulated cell (B).

Fig. 4-9 Expression of marker molecules, osteocalcin (OCN) and neurofilament (NF-L) via

western blot analysis.
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4.4 전기자극의 영향

SDS-PAGE 결과 분석을 증명하기 위해서, SDS-polyacrylamide gel이 일반 세포배양배지에

처리되었다. 전기자극을 가한 배양배지에 의해 처리된 치수세포의 세포증식률은 Fig. 4-10에서

보여진 것처럼 38uA 의 전류강도에서 약 120%로 가장 높게 나타났다.

Fig. 4-10 Cell viability test after treatment of conditioned medium

4.5 전기전도성 물질인 폴리피롤(polypyrrole) 필름 제작과 평가

폴리피롤 필름의 표면 성질을 알아보기 위해서 Field-Emission Scanning Electron

Microscope (FE-SEM)에 의해 관찰되었다. 폴리피롤 필름의 표면 상태 Fig. 4-11에서 보여진

것처럼 두께가 두꺼워짐에 따라서 더 거칠한 표면을 나타내었다.

Fig. 4-11 Scanning electro micrograph of the polypyrrole
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4.6 세포 접착성 평가

DAPI로 레이블링처리한 세포는 형광현미경을 통해서 관찰된다. 폴리피롤 필름에 부착된 치

수줄기세포는 Fig 4-12과 Fig. 4-13에 나타나 있다. 치수줄기세포는 폴리피롤의 두께가 더 두

꺼움에 따라서 세포 접착률이 더 좋은 효과를 가졌다.

Fig. 4-12 DAPI labeling on the polypyrrole along the thickness conditions
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Fig. 4-13 DAPI Labeling on the polypyrrole along the coating conditions

4.7 세포생존율 평가(Cell viability assessment)

세포생존 능력 결과(cell viability)는 MTT assay에 의해 평가된다. Fig. 4-14와 비교해서

5.5um 폴리피롤 필름에서 세포의 생존능력 결과인 세포생존율이 높게 나타났다. 또한, 그에 따

른 단백질의 변화는 Fig. 4-15에서 보여진다.
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Fig. 4-14 Cell viability test on polylyrrole film with electrical stimulation

Fig. 4-15 SDS-PAGE with the secreted protein in the electro-stimulated media
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5. 요약 및 결론

전자기장을 이용하여 질병을 치료하는 것은 일반 대중과 과학자들에게 널리 알려진 기술이

므로, 전기 생리학과 더불어 전자기장과 관련된 연구 역시 수세기에 걸쳐서 지속되고 있다. 이

처럼, 전기자극에 의한 생물학적 영향에 대한 많은 연구가 이루어 졌음에도 불구하고 모든 종

류의 생물학적 영향이 규명되어 있지 않은 것이 전기자극 연구에서의 한계점이라고 할 수 있

다. 따라서, 치수줄기세포에 전기자극을 적용한 연구는 전무한 실정이므로 이 분야의 연구가

필요하다. 본 연구에서는 치수줄기세포에 전기자극을 가했을 때 세포 내, 외의 물질변화에 대

해 살펴봄으로써, 전기자극이 주는 효과에 대해 알아보았다. 자극에 대한 최적 반응을 나타내

는 최적 자극조건을 찾아보기 위해 통계적 실험계획, 분석 방법인 반응표면분석법을 이용하여

세포증식에 대한 최고 반응을 나타내는 최적자극 조건을 찾아보았다. 또한, 앞으로 치주조직재

생연구에 적용하기 위한 전기 전도성 물질에 대해 제안을 하기 위해 폴리피롤이라는 물질에

대해 전기자극을 가했을 때의 효과성에 대해 기본적인 특성에 대해 알아보았다. 폴리피롤의 경

우, 두께가 더 두꺼울수록, 부드러운 곡면을 가지는 표면성질을 나타내는 것으로 나타났다.

치수줄기세포에 전기자극을 가했을 때, 최적 전류 자극 세기는 38 uA 임으로 나타났고, 38

uA에서 자극을 받은 세포를 배양한 배양플레이트에서 수거한 용액을 다시 치수줄기세포에 적

용했을 때 가장 세포증식이 늘어나는 것으로 나타났다. 전기자극을 받은 세포 내부의 단백질

패턴변화를 알아본 결과 전기자극을 받지 않은 군과 받은 군의 패턴이 달라져 있음이 나타났

고, 혈청이 없는 배지에서 배양한 실험군에서 전기자극 때문에 기준그룹과 비슷한 오스테오칼

신(OCN) 발현을 보였다.

결론적으로, 치수줄기세포 배양시 미세전류의 전기자극을 한 경우에 약 120%의 세포 증식률

이 발생하였다. 이때 세포로부터 발생되는 물질을 농축해 다른 줄기세포에 넣은 결과 이 경우

에도 세포가 증식하였다. 이에 이 분비된 농축물을 western blottinng 한 결과 성장인자와 같

은 하나의 단백질임을 알 수 있었다. 또한 이 전류 자극이 세포가 오스테오칼신의 분화마커를

발현시킴으로써 줄기세포의 분화 촉진을 가져왔다. 마이크로의 미세 전류의 전기자극이 세포

증식과 분화 촉진의 좋은 방법임을 알 수 있었다.
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제 5 절 동물세포의 배양촉진을 위한 전자기장 생체자극기술 개발

1. 서론

연구의 관심 주제는 전자기장이 세포 증식에 어떠한 영향을 주는지 알아보는데 있다. 대부분

의 세포는 특정한 형상과 기능을 하도록 분화한다. 그러나 현재까지 치조골의 재생에 대한 체

외 환경에서의 전자기장 자극 치료의 영향에 대한 연구가 이루어지지 않고 있다. 치과적 생체

조직 공학의 중요한 과제 중 하나는 치주 조직의 재생을 통해 백악질과 치조골의 새로운 형성

을 유도하는 것이다. 치주 질병의 치료에 전기적 자극이 널리 응용되고 있는 것을 볼 때, 자전

자기장 자극이 치조골의 골아세포의 활성에 중요한 요인임을 알 수 있다.

이에 본 연구에서는 전자기장 자극이 치조골 줄기세포의 증식과 분화에 어떠한 영향을 미치

는지 알아보고자 하였다.

2. 연구사

본 연구의 목적은 생체조직공학의 일원으로 전자기장의 자극을 이용하여 치조골의 비침투적

치료에 있어 최적화되고 특성화된 조건을 구하는데 있다. 따라서 본 논문은 먼저 전자기장 자

극이 치조골 세포의 증식과 분화에 어떠한 영향을 주는지를 구명하고자 하였다.

현재까지 펄스타입의 저주파 전자기장이 세포 증식에 미치는 영향을 관찰하기 위해 mT 범

위의 자속 밀도하의 세포 증식에 대한 많은 연구가 이루어졌다. Khalil 와 Qassem(1991)[1]은

림프구 세포를 1 mT, 50 Hz의 전자기장에 노출시켰을 때 세포 증식의 감소를 보고 하였으며

SV40-3T3 세포를 60분 동안 2 mT , 50 Hz의 자기장에 노출 시킨 후 6시간 뒤 관찰한 결과

세포 수의 약 1% 가 감소한 연구결과도 있다(Schimmelpfeng and Dertinger, 1993)[2]. 또 다른

연구에서는 펄스타입의 전자기장 자극이 세포 증식에 거의 효과가 없다고 발표하였다(Parola

et al.,1993)[3].

이러한 상반되는 결과는 몇 가지 물리, 생물학적인 이유에 의해 설명된다. 첫째는 적용된 전

자기장의 파형, 주파수, 진폭, 노출 방법, 배양세포에 가해지는 전자기장의 방향 등이 다르기

때문이고, 둘째로는 연구에 사용된 세포의 종류와 생리적 환경이 다르기 때문이다. 이러한 생

리학적 요인은 전자기장에 대한 세포의 반응에 큰 영향을 주는 것으로 보고되었다(Walleczek

and Budinger, 1992; Schimmelpfeng et al., 1995) [4,5].

1979년, 미국 식품의약청은 펄스타입의 저주파 전자기장을 뼈 골절에 대한 치료 목적으로 사

용하는 것을 허가 하였으며 펄스타입의 저주파 전자기장의 이용은 70∼80%의 치료 성공율을

가진다는 연구결과가 있었다(Basset et al. 1982)[5]. 실제 사용되는 골 치료 시스템은 4.3 kHz

의 주파수의 펄스에서 1.25 mT의 자속밀도의 크기에서 사용되고 있다. 또한 전세계적으로 치

료용으로 많이 사용 되고 있는 Pulsed Signal Therapy(PST)는 앞서 말한 골 치료용 장비와는
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조금 다른 특성을 가지고 있는데 1-30 Hz의 주파수 대에서 1.25 mT의 자속밀도를 사용하고

있다. PST에 의한 자극은 연골조직의 세포 재생 과정을 촉발하는 신호로 작용하는데, PST에

의한 펄스타입의 전자기장 자극이 연골세포가 연골 구성 물질을 생산하는 것을 촉진시켜 손상

된 조직의 복구에 도움을 주는 것이라 생각되고 있다(Faensen and Breul, 2001; Markoll et al.,

2004)[6, 7].

세포막은 높은 임피던스를 가지고 있기 때문에 전기장은 세포 막 물질들을 분극시키며, 수용

기나 채널 등을 전기이동에 의해 이동시키고 위치를 변화시킨다(Finkelstein et al., 2003)[8]. 지

난 연구에 따르면 직류에 의한 전기장이 내피세포의 세포질에 위치하는 액틴 섬유의 분포에

영향을 준다고 보고되었다(Li and Kolega, 2002)[9]. 그러나 위 실험에서 전기장의 세기는 1 -

10 V/cm 이었고 , 평균 세포막의 두께는 10 nm 이었으며 이에 따른 전기장에 의한 세포막 사

이의 전압강하는 10 - 100 pV 에 불과했다. 세포막 중 한 개의 이온 채널이 열리면서 유도되

는 전압 변화가 0.3 µV이고 배경 노이즈가 보통 100 µV인 것을 감안 하면 이 변화는 중요하

지 않은 정도의 값을 가짐을 알 수 있다(Katz and Miledi, 1972)[10].

다른 치료적 장비의 경우와 같이 인위적으로 유도된 펄스타입의 전기장은 세포막 분극을

감극시키기에는 약한 것으로 밝혀졌다(Aaron et al., 2004)[11]. 실험의 결과를 보면 전자기장의

자극이 연골세포의 형태를 변화시킨다는 사실의 결정적 증거가 되기에는 결과가 미미함을 알

수 있다. 세포에 대한 약한 펄스타입의 저주파 자기장 자극에 대한 연구는 많은 연구자에 의해

수행되었는데 그 중 전기화학적 정보전달 이론에 따르면, 약한 펄스타입의 전자기장과 지속적

인 자기장은 세포에 영향을 주어 세포질 내에 자유 이온들이 효소와 수용기에 달라붙는 속도

를 증가시킨다고 밝혀졌다(Koch et al. 2003; Ohata et al., 2004; Rogachefsky et al.

2004))[12,13,14]. 이온들 중 칼슘은 세포 형상을 결정하는데 중요한 역할을 하며 , 또한 연골세

포의 세포질 안의 액틴 그물망 섬유의 변화의 중요인자이다.

최근 밝혀진 메커니즘에 따르면 왜 지속적인 전자기장의 자극보다 변화 있는 전자기장의 자

극이 더 효과적인지, 또한 왜 전자기장 자극이 제거되었을 때 세포에 대한 효과가 가장 크게

나타나는지를 알 수 있다. 이러한 현상은 몇몇의 실험에서 관찰되었는데(E.M. Goodman et al.,

1995; D.N. Russell and S.J. Webb 1981; R. Goodman et al 1992; M.R. Cook et al

1992)[16-19] 그러나 지금까지도 정확한 이론적인 설명은 없다.

세포막 양쪽에는 많은 수의 자유 이온(주로 K+, Na+, Cl-, Ca2+,등)이 분포 되어 있어, 세포

의 체적을 조절하고, 신호 전달 과정에 중요한 역할을 하며, 세포막 양쪽 사이의 전압차이를

만들어낸다(B. Alberts et al., 1994)[21]. 세포막간 이온의 흐름은 막 양쪽의 농도구배와 전압구

배에 의한 힘에 의해 생성된다. 평형 상태에서는 막 양쪽의 전체 이온 흐름은 0 이며, 세포막

간 전압차 ΔΨ 는 약 100 mV이고, 막 안쪽이 바깥쪽에 비해 항상 음의 값을 가지고 있다. 이

러한 전압 구배는 양이온 전기감과성 채널 단백질에 의해 일어나는 것으로 알려져 있다(P.F.

Baker et al., 1962)[22]. 몇 개의 특정 이온에 의한 평형 상태에서 원형질 막 사이의 전압 차이

는 Nernst방정식에 의해 구할 수 있다(D.J. Panagopoulos et al., 2000; B. Alberts et al.
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1994)[20,21]. 그러나 막 사이의 정확한 전체 전압 차이는 세포질에 존재하는 모든 종류의 이온

의 분포를 알아야 구할 수 있다. 펄스타입의 진동하는 외부의 전기장 혹은 자기장에 의해 세포

막 양쪽의 모든 자유 전자들은 진동하는 힘을 받으며 채널 단백질 내에 통과하는 자유전자들

도 힘을 받게 된다. 위와 같은 외부 진동은 모든 이온들이 무작위적인 열적 운동에 더불어 강

제진동을 하도록 일으킨다(F.S. Barnes, 1996)[23].

3. 재료 및 방법

3.1 전자기장 자극 시스템

전자기장 발생 장치에 의해 배양되는 모든 세포들은 균일한 전자기장에 노출되었다. 이 장치

는 0-5V 파형 발생기와 코일로 구성되어 있다. 이 연구에서 장치에 의해 발생되는 전자기장의

평균 자속 밀도는 각각 0.5, 2.0, 3.0, 4.0(± 0.3) mT(rms) 이며, peak값으로 5, 20, 30, 40 ± 3

G 이다. 평균 자속 밀도는 치조골줄기세포의 배양 접시 중심 상단부에 가우스 미터를 놓아 관

측하였다. 전자기장 자극을 주는 실험군은 지속적인 자극, 하루에 10분 동안의 자극 , 하루에

30분 동안의 자극으로 나누어 펄스타입의 전자기장 자극에 노출되게 하였다. 대조군의 배양접

시는 실험군을 배양하는 같은 CO2인큐베이터 안에 위치시켰고, 대조군에 미치는 자기장의 평

균 자속밀도는 자연적인 지구의 자기장 세기인 0.05 mT가 넘지 않도록 조절하였다. 자속밀도

는 PASCO의 DataStudio software(CI-7599, PASCO Ltd, CA, USA)를 사용하여 측정하고 데

이터를 수집, 분석하였다.
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Fig. 5-1. The pulsed electromagnetic field apparatus developed for this study; image of

electromagnetic field apparatus system and CO2 incubator (A), the magnetic field sensor

connected in conjunction with a channel of the Science Workshop 750 USB interface (B),

image of electromagnetic field apparatus inside CO2 incubator chamber (C), monitoring

system of electromagnetic field stimulation (D).

3.2 치조골 세포 배양

치조골 세포는 서울대 치과대학 바이오인터페이스공학 연구실에 의해 수집된 것을 사용하였

다. 세포는 MEM 배지에 10% SERUM(FBS, Welgene Inc., Korea)과 10 nM의 아스코르브산

(L-ascorbic acid), 항생제와 중탄산나트륨을 넣은 배양배지를 사용하여 37℃, 5％ CO2농도 갖

는 인큐베이터(Steri-Cycle 370 Incubator, Thermo Fisher Scientific. USA)에서 배양되었다.

3.3 전자기장 자극 처리

펄스타입의 전자기장은 20 Hz의 주파수를 가지고 0.5, 2.0, 3.0, 그리고 4.0 ± 0.3 mT (rms)

자속밀도를 갖게 설정하였다. 전자기장에 대한 노출은 전자기장이 배양 세포에 수평 방향(Fig.

5-2(right))으로 작용하게끔 설정하였으며 배양접시가 코어 중심에 위치하도록 배치하였다. 직

경 60 mm의 배양접시(Nunc, Denmark)가 사용되었으며 , 5개의 접시가 배양되었는데 그 중 4

개의 배양 접시에서는 치조골 세포가 전자기장에 노출되는 실험군으로 설정되었고, 각각 0.5,

2.0, 3.0, 4.0 ± 0.3 mT의 자속밀도에 대한 자극을 3일 동안 주었다.



- 80 -

(a) (b)

Fig. 5-2. The pulsed electromagnetic field apparatuses in horizontal position(left) and

vertical position(right). Incubator system contains pulsed electromagnetic fields coils, and

the coils are positioned horizontally(a) and vertically(b).

3.4 세포 생존도(Cell Viability) 평가

치조골 세포의 생존도는 WST-1 분석법(EZ-Cytox Cell Viability Assay Kit, Daeillab

Service Co., LTD)을 이용하여 분석하였다. 최근 배양 배지에 tetrazolium salts을 넣어 살아있

는 세포를 분석하는 염색적 방법이 많이 사용되고 있는데 원리는 tetrazolium salt WST-1가

세포 내 미토콘드리아의 환원효소에 의해 수용성의 포르마잔을 형성하는 성질을 이용하는 것

으로, 포르마잔의 양은 살아있는 세포수와 직접적인 관계가 있다. 수용성 포르마잔의 양은 다

중 분광광도계(Victor 3, Perkin Elmer, USA)로 460 nm에서의 흡광도를 측정하여 정량하였다.

3.5 전기장 자극의 세포 미네랄화(석회화) 확인

치조골줄기세포를 2.0×104 cells/cm2 의 밀도로 60 mm culture dish에 놓고서 25일간 배양

하였다. 사용한 배지는 50 mM β-glycerophosphate와 50 μg/ml ascorbic acid를 포함한 α

-MEM 이었다. 이때 대조군은 전기장 자극을 주지 않았고, 처리군은 전기장 강도별로 자극을

주었다. 유도 배양배지는 매일 2,3일마다 교체해 주었다. 처리군의치조골줄기세포는 하루에 10

min씩 7일간 전기장에 노출되었다. 세포 상태와 미네랄화는 위상차 현미경(Nikon, Tokyo,

Japan)으로 주기적으로 확인하였다. 칼슘 침착의 미네랄화는 alizarin red 염색으로 확인되었다

(Williams et al. (1980)[27]. 에탄올로 고정된 세포와 matrix는 40 mM alizarin red-S (pH 4.2)

로 1 시간 동안 염색한 후 증류수로 씻어 냈다. 그 염색된 부분을 사진 찍은 후에, 10%

(wt/vol) cetylpyridinium chloride를 이용하여 녹여서 분리한 다음에 ELISA reader(Victor 3,

Perkin Elmer, USA)로 544 nm에서 흡광도를 측정하였다. 비타민 C, β-glycerophosphate,

alizarin red-S, cetylpyridinium chloride 시약은 Sigma-Aldrich(St. Louis, MO, USA)로부터

구입하였다.
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3.6 Alkaline Phosphatase(ALP) 활성도 측정

치조골줄기세포를 전자기장 자극을 준 경우와 주지 않은 경우로 나누어서 4주 동안 50 mM

β-glycerophosphate와 50 μg/ml ascorbic acid가 포함된 α-MEM 배지로 배양하였다. 그리고

그 유도 배지는 매 3일마다 교체하였다. 처리군의 세포에 하루에 10분씩 첫 1주 동안에는 전자

기장 자극을 주었으며 나머지 3주는 자극을 주지 않았다. 세포층의 ALP의 정도는

SensolyteTM ALP Assay kit (AnaApec, USA)를 사용해 스펙트로포토미터를 이용해 광학적

으로 정량화하였다. 그리고 효소 활성도를 보기 위해, 4°C에서 10분 동안 2500g로 윈심분리한

후 ELISA reader(Victor 3, Perkin Elmer, USA)로 405 nm에서 yellow p-nitrophenol product

를 측정해 그 효소활성도를 계산하였다.

3.7 통계적 처리

통계적 분석은 SASv8.2 (SAS Institute, Inc., Cary, NC, USA)를 이용하였으며 실험군과 대

조군 사이의 통계적 유의 수준 p<0.05 에서 이원분산분석과 Duncan’s multiple range tests로

분석되었다. 실험 데이터는 평균±표준편차로 나타내었다.
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4. 결과 및 고찰

4.1 전자기장 자극(지속적 노출)의 영향

Fig. 5-3은 단층 배양된 치조골 세포의 전자기장 노출 시간에 따른 생존도를 나타낸다. 3일

동안의 지속적인 자극 후엔 치조골 세포는 약 10% 감소하였으며, 감소는 20 Hz 주파수에서

2.0과 3.0 mT의 자속밀도의 자극을 받았을 때 두드러졌다(p<0.05). 따라서 3일 동안의 지속적

인 자극은 강한 전자기장의 세기 때문에 좋지 않은 결과를 가져오는 것을 알 수 있다.

Fig 5-3. The effect of pulsed electromagnetic field stimulation on the cell viability of

alveolar bone marrow stem cells in monolayer culture according to intensity at the

stimulation of continuous exposure/day x 3 days. The coils of pulsed electromagnetic fields

are positioned horizontally.

4.2 전자기장 자극(30분/일, 3일)의 세포생존도 영향

Fig. 5-4는 30분/일의 자극을 받은 단층 배양된 치조골 세포의 생존도를 나타낸다. 자극 후,

세포의 생존도는 대조군과 비교하여 약 5-10% 감소하였다(p<0.05). 이와 같은 결과로 하루 30

분의 전자기장 자극은 세포 성장에 역 효과라는 것을 알 수 있었다. 특히 치조골 세포의 감소

는 2.0, 3.0 그리고 4.0 mT의 자속밀도 세기에서 두드러짐을 알 수 있는데 이를 통해 전자기장

의 자극은 약할수록 세포에 긍정적인 효과를 나타냄을 알 수 있었다.
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Fig. 5-4. The effect of pulsed electromagnetic field stimulation on the cell viability of

alveolar bone marrow stem cells in monolayer culture at a stimulation of 30 min/day x 3

days. The coils of pulsed electromagnetic fields are positioned horizontally.

4.3 전자기장 자극(10분/일, 3일)의 세포생존도 영향

Fig. 5-5는 10분/하루의 전자기장 자극을 단층배양된 치조골 세포에게 가한 후 나타나는 치

조골 세포의 생존도를 나타낸 것이다. 결과를 보면 세포의 생존도는 대조군과 비교하여 별다른

차이가 없는 것을 알 수 있다(p>0.05). 또한 세포의 어떠한 세포의 형상적 변화도 관찰되지 않

았다. 전자기장 같은 외부 자극은 세포막 전체에 걸쳐 일어나는 신호 전달 과정에 영향을 주기

때문에 세포의 증식과 분화에 영향을 끼친다. 신호 전달에는 2가지 방법이 있는데 하나는 트랜

스멤브레인 채널을 활성화 시키는 것이고 , 다른 하나는 트랜스멤브레인 채널의 수용기를 변화

시키는 것이다. Aaron et al.[11]에 따르면 전자기장에 대한 세포의 반응은 칼슘/칼모듈린 경로

에 의해 일어난다고 한다. 그러나 위 결과와 일치하지 않는, 자극에 대한 세포의 반응이 트랜

스 멤브레인 채널의 활성화에 의한 것으로 간주되는 연구결과가 계속 발표되고 있다. 바꿔 말

하면 전자기장의 효율은 아마도 트랜스멤브레인 커플링 과정 중 증폭 메커니즘에 의해 달렸있

다는 것이다. 또한 펄스타입의 전자기장 자극이 세포의 이온 채널, 리간드 형성, 수용기의 밀도

와 분배정도를 변화시킨다는 것이 보고되었다(Bersani et al., 1997; Chiabrera et al., 2000;

Massot et al., 2000;)[24, 25, 26]. 아마 각각의 메커니즘은 트랜스멤브레인의 신호전달에 영향

을 줄 것이다. 앞서 언급하였듯이 자극을 준 치조골 세포의 변화는 대조군과 별다른 차이를 나

타나지 않았다. 이와 같은 관찰은 세포배양기간 중 치조골 세포에 대한 펄스타입의 전자기장
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자극이 실험과는 다른 세기와 강도를 가져야 세포의 증식과 분화를 촉진시킨다는 것을 의미한

다.

Fig. 5-5. The effect of pulsed electromagnetic field stimulation on the cell viability of

alveolar bone marrow stem cells in monolayer culture at a stimulation of 10 min/day x 3

days. The coils of pulsed electromagnetic fields are positioned horizontally.

4.4 전자기장 자극(10분씩 1일 2회 자극, 3일)의 세포생존도 영향

Fig. 5-6은 전기 코일을 용기에 대해 수평으로 놓고서, 2-3 일 동안 하루 10분씩 2회 전자기

장 자극을 주었을 때 치조골 줄기세포의 세포생존도를 나타낸 것으로, 처리군의 세포생존도는

대조군과 비교하였을 때 통계적인 유의성이 없는 것으로 나타났다.
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Fig. 5-6. The effect of pulsed electromagnetic field stimulation on the cell viability of

alveolar bone marrow stem cells in monolayer culture at the stimulation of 2

timesx10min/day x 3 days. The coils of pulsed electromagnetic fields are positioned

horizontally.

4.5 전자기장 자극(10분/일)의 영향(코일을 수직위치로 놓고 자극시)

Fig. 5-7은 10분/하루의 전자기장 자극을 단층배양된 치조골 세포에게 수직방향으로 자극을

가한 후의 치조골 세포 생존도를 나타낸 것이다. 수평방향과 달리, 수직방향의 전자기장 실험

결과에서는 2.0-3.0 mT, 20Hz 의 실험조건에서 전자기장이 120%, 125%의 증식효과로 유의성

있는 실험결과를 보였다(p>0.05). JP Elliott (1988) 등 연구에 의하면, 펄스타입의 전자기장 자

극이 세포의 이온 채널, 리간드 형성, 수용기의 밀도와 분배정도를 변화시킨다는 것뿐 아니라

전자기장의 코일 방향에 따른 노출 방법에 따라 세포의 접착성질 단백질에 중요한 관계가 있

음을 보고하였다.
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Fig. 5-7. The vertical orientation effect of pulsed electromagnetic field stimulation on the

cell viability of alveolar bone marrow stem cells in monolayer culture at a stimulation of

10 min/day x 3 days. The coils of pulsed electromagnetic fields are positioned vertically.

4.6 전자기장 영향에 따른 세포의 형상 변화

Fig. 5-8은 전기 코일을 배양용기에 대해 수평으로 설치했을 때, 각 전자기장 강도에 따른

치조골 세포의 형상 변화를 나타낸 그림이다. 그림에서 보는 바와 같이, 3일 동안 세포를 배양

한 결과, 대조군에 비해 세포의 성장성 변화가 유사함을 확인하였다. 그러나 이 실험은 전자기

장을 형성하는 코일을 수평을 설치해서 전자기장의 효과를 본 것으로서, 전자기장이 세포에 대

해 수직방향으로 작용해 세포의 증식 효과가 나타나지 않았다.
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Fig. 5-8. The effect of the cell growth morphology of alveolar bone marrow stem cells in

mono-layer culture according to the pulsed electromagnetic field stimulation at a

stimulation time of 10 min /day for 3 days. The coils of pulsed electromagnetic fields are

positioned horizontally.

4.7 치조골 세포 증식에 따른 I n vitro migration 연구

Fig. 5-9는 코일을 수평으로 놓고 치조골 세포에 전자기장 자극시 In vitro 세포 이동

(migration)의 결과를 나타낸 것이다. 치조골 세포를 약 7일 동안 60 mm 배양용기에 배양 후

접시 중앙에 피펫을 이용하여 스크래치하였다. 대조군을 제외하고, 약 96시간 동안 하루에 10

분씩 전자기장을 노출한 결과는 그림5-8과 같으며 Fig. 5-5와 5-6의 세포 형상변화 및 증식에

서 효과가 나타나지 않은 것처럼 통계적인 유의성은 없는 것으로 나타났다. 그러나 수직으로

코일을 설치하면 증식효과가 나타날 것으로 사료된다. 이 실험에서 코일을 수직으로 놓고서 실
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험을 하지 않은 이유는 이 실험후 나중에 코일을 수직으로 놓고서 자극실험을 했을 때 그 증

식효과가 나타남을 발견했기 때문이다.

Fig. 5-8. Statistical analysis of in vitro migration as an wound healing test of alveolar

bone marrow stem cells under the pulsed electromagnetic field stimulation at the

stimulation of 10 min/day for 3 days. The coils of pulsed electromagnetic fields are

positioned horizontally.

4.8 치조골 세포 분화에 대한 장기적인 전자기장 자극의 효과

이 실험은 장기적인 전자기장 자극이 치조골 세포 분화에 대해 미치는 영향을 알아보기 위

해 행해졌다(Fig. 5-9). 미네랄화(mineralized nodules)의 형태는 골화(osteoblastic)의 성숙을 확

인하는 마커중의 하나이다. 비타민C(50 μg/ml)와 β-glycerophosphate (10 mM)가 포함된 배지

에서 골세포를 4주간 배양했을 때 mineralized nodules의 형성을 Alizarin red 염색법으로 확인

하였다. 치조골 세포는 25일 동안 10분/하루의 비율로 서로 다른 강도 (0.5, 2.0, 3.0, and 4.0

mT with 20 Hz)에 따라 노출되었다. 그 중 2.0 mT with 20 Hz 강도의 전자기장 자극을 주었

을 때를 보면, 대조군(p<0.05)과 비교하여 골화(bone nodule) 형성이 약 140% 정도 증가된 것

을 확인할 수 있었다(Fig. 5-10). 이러한 결과는 적절한 강도의 장기적인 전자기장 자극은 치

조골세포의 분화와 성숙을 촉진시킨다는 것을 나타낸다. 그리고 코일을 용기에 대해 수직방향

으로 설치한다면 그 분화효과도 증가하리라 예상된다.
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Fig. 5-9. Images of alveolar bone marrow stem cells differentiation on the pulsed

electromagnetic field stimulation under the electromagnetic field stimulation at a stimulation

time of 10 min/day for 25 days. The coils of pulsed electromagnetic fields are positioned

horizontally.
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Fig. 5-10. Statistical analysis of the effect of long-term pulsed electromagnetic field

stimulation on alveolar bone marrow stem cell differentiation under the electromagnetic field

stimulation at a stimulation time of 10 min/day for 25 days using alizarin red staining. The

coils of pulsed electromagnetic fields are positioned horizontally.

4.9 장기적인 전자기장 자극이 치조골세포의 alkaline phosphatase activity에 미치는 효과

이 실험은 장기적인 전자기장 자극이 alkaline phosphatase activity에 대해 미치는 영향을

알아보기 위해 행해졌다. 그 결과 2.0 mT with 20 Hz로 25일간 전자기장 자극을 노출시켰을

때의 alkaline phosphatase activity가 대조군(p<0.05)에 비해 약 140% 증가하였다. (Fig. 5-11)

이러한 결과는 적절한 강도의 장기적인 전자기장 자극은 치조골세포의 분화를 촉진시킨다는

것을 나타낸다.
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Fig. 5-11. Enhancement of alkaline phosphatase activity by long-term pulsed

electromagnetic field stimulation on alveolar bone marrow stem cells under the

electromagnetic field stimulation at the stimulation of 10 min/day for 25 days.

5. 요약 및 결론

본 실험은 전자기장 자극이 치조골 세포의 증식과 분화에 어떠한 영향을 미치는지 알아보기

위해 행해졌다. 치조골 세포에 20Hz 주파수를 갖는 펄스타입의 전자기장 자극(코일을 수평으

로 설치시)을 3일 동안 지속적으로, 또는 하루에 30분 비율로 주는 것은 치조골 세포의 생존도

를 약 10% 정도 감소시킨다. 이와 같은 감소는 특히 2.0과 3.0 mT 의 자속밀도에서 두드러지

는 것을 알 수 있었다. 그리고 단층배양된 치조골 세포에 3 일 동안 하루 10분 및 하루 10분씩

2회 비율로 전자기장 자극을 주었을 때, 결과는 대조군과 별다른 차이를 나타내지 않았다. 또

한 하루에 10분 비율의 전자기장 자극에 대한 치조골 세포의 형상 변화도 크게 차이가 나지

않는 것으로 관찰되었다. 그러나, 코일을 배양용기에 대해 수직으로 설치하여 전자기장 자극을

주었을 때에는 2.0 및 3.0 mT에서 각각 약 120%와 125%의 증식 효과를 보였다.

또한, 코일을 수평으로 설치하고서 세포 분화시 전자기장 자극을 주었을 때, 미네랄화(석회

화)는 모든 강도에서 그리고 alkaline phosphatase 활성도는 20 Hz, 2 mT에서 각각 약 140%

이상 증가하였다. 적절한 세기의 전자기장 자극은 치조골 세포의 세포성장 및 분화 영향을 주

었으며 특히 증식보다는 분화형성을 더 촉진시키는 것으로 나타났다.
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제 6 절 동물세포의 배양촉진을 위한 자기장 생체자극기술 개발

1. 서론

본 연구에서는 자기장의 영향이 동물세포의 증식 및 분화에 어떠한 영향을 주는지 연구하는

데 있다. 생물체에 자극을 가하면, 특히 콜라겐의 침척과 이온간의 전위변화 증대 및 아미노산

의 흡수, 섬유아세포의 마이그레이션, ATP, 단백질과 DNA합성 비 등을 증가시시키는 것으로

알려져 있다. 특히, 자기장 자극시 세포내외 막의 이온채널 활성도가 높아지는 것이 이론적으

로도 분석되고 있다. 자기장 노출시 세포내의 이온채널에서 특히 Ca
2+
와 mRNA 뿐 아니라,

단백질 합성, 유전자 발현에 영향을 주고 있다. 낮은 강도에서의 자기장 효과는 세포에게 유해

함을 주지 않는 것으로 조사되고 있는 실정이다. 이와 같이 이론적으로 동물세포에게 자극을

가하는 것은 세포 내의 기능을 활성도를 높여 단백질 합성 및 유전자발현 등에 증대됨에도 불

구하고 특정 세포에게 적절한 자극의 강도 및 주기 등 연구가 이루어져야 하는 어려움으로 관

련 분야에 더 많은 연구가 요구되고 있다.

이에 본 연구에서는 치조골의 재생에 대한 체외 환경에서의 정적 상태에서 자기장 자극 치

료의 영향에 대한 연구가 이루어지지 않고 있는 바, 자기장 자극이 치조골 줄기세포의 증식과

분화에 어떠한 영향을 미치는지 알아보고자 하였다.

2. 연구사

생체시스템에 대한 자기장의 영향이 오랫동안 큰 관심사이었다(Hong, 1995; Rosen, 2003)

[1,2]. 살아있는 세포와 기관들은 자기장과 같은 다양한 환경적인 자극이나 스트레스에 반응하

면서 세포 내적 및 외적인 변화를 하게 된다(Saffer and Phillips, 1996)[3]. 이들 변화는 비가역

적 또는 가역적이며, 구조적 또는 기능적인 변화이다. 그리고 세포들과 세포기관들에 다른 변

화를 가져다 줄 수 도 있다.

생체가 자기장 자극에 노출되었을 때에는 분자생물학적인 세포 변화는 자기장의 노출시간,

조직침투 정도, 열 발생 정도에 의해 좌우되는데 그들은 자기장의 강도 및 주파수와 관련이 있

다. 그리고 세포 반응들은 정적 또는 주기적인 자기장 형태, 파 형태(사인, 사각 등), 생물학적

인 상태 (Cossarizza et al., 1989; Walleczek and Liburdy, 1990)[4,5] 및 세포의 형태에 의해

좌우된다. 수십년간의 다양한 자기장의 임상적인 적용이 선택된 자기장의 잠재적 효능을 입증

해 왔다. 근골격시스템의 문제점들을 잘 해결하면서 근육 및 뼈, 연골 시스템들이 성공적으로

치유해 왔다(Bassett, 1994; Detlavs, 1987; Jerabek, 1994; Markov, 1987; Todorov,

1982)[6,7,8,9,10].
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많은 전기적 및 자기적인 치료 방식들이 골절과 상처들을 위해 개발되어 왔다(Markov and

Pilla, 1995; Pilla, 1993; Vodovnik and Karba, 1992)[11,12,13]. 특히 상처치료를 촉진하기 위해

서 자기장 치료방법이 허혈성 조직의 상태를 개선시키면서 자극 받은 조직부의 혈류 흐름을

유의적으로 증가시켰다. 생체외 연구들에서 자기장 치료법이 상처 치료에 중요한 세포의 증식

과 분화에 잇어서 유의적인 대안책이라고 제시하고 있다(Bassett, 1989; Dunn et al., 1988;

Markov, 1994)[14,15,16].

Rosen(2003)[17]은 증강도의 자기장이 많은 생체시스템에 영향을 미친다고 하였으며, 특히

세포막 채널의 특성들에 연계된 그들의 기능에 영향을 준다고 보고하였다. 그러나 많은 생물학

적 초기 보고서에서는 현상적인 서술만이 있었고, 그 현상의 기전에 대해서는 입증하지 못하였

고 정확하게 개념도 설명하지 못했다.

50 Hz의 정적 자기장으로 세포를 자극한 바 다양한 결과를 얻었다. 1) Ross(1990)[18] 등

은 자기장이 in-vitro에서 포유류의 세포 증식능력에 영향을 미친다고 했으며, 2)

Nordenson(1994)과 Miyakoshi(1996)[19,20] 등은 자기장이 돌연변이를 유발하는 다양한 요소에

노출된 세포들의 돌연변이성을 높인다고 하였으며, 3) Liburdy(1993)[21] 등은 자기장이 세포

파괴성의 세포치료후에 종양세포의 생존율 증가를 보고하였으며, 4) Morandi(1996)[22] 등은

자기장이 암에 민감한 쥐 세포주에서 종양율을 높인다고 하였으며, 5) Loberg(2000)[23] 등은

암 관련 유전자 발현에서 유전자대체로 종양 발생에 영향을 준다고 보고하였다.

자기장이 세포기관들의 기능에 미치는 영향에 대해서도 보고되고 있다. 자기장은 지방의 산

화를 유도와 활성산소의 생성(Ishisaka et al., 2000)[24], DNA 손상(Fiorani et al., 1992)[25],

세포내 Ca2+ 시그널링(Lyle et al., 1997)[26] 등에 영향을 미친다고 보고하였다.

조직배양에서 인간 섬유아세포에 대한 자기장 및 전기장 자극이 콜라겐 점착 증가, 이온 이

동 증가, 아미노산 흡수 증가, 섬유아세포 이동, ATP와 단백질 합성 증가, 단백질과 DNA 합

성에서의 증가를 가져왔다고 보고하였다(Dini and Abbro, 2005; Luben, 1994; Okano et al.,

2005b; Rosch and Markov, 2004; Sisken and Walker, 1995)[27,28,29,30,31].

관심사의 하나는 자기장과 전기장이 세포 증식에 미치는 영향이다. 대분분의 세포는 보통 특

정 형태와 기능으로 분화한다. 정적인 자기장 자극은 세포내의 이온 제어, 특히 Ca2+, 또한

mRNA 발현에 대한 효과, 단백질 합성, 그리고 유전자 발현에 영향을 줄지도 모른다. 이러한

효과는 약한 자기장에서는 해로운 결과를 초래하지는 않는다. 최근에 정적 자기장이 골 치료율

을 증가시켰으며(Darendeliler et al., 1997)[34], 새로운 골 생성을 가져왔고(Darendeliler et al.,

1995)[35], 외과적인 치료 및 임플란트에 의해 뼈 미네랄 밀도 감소를 막아 준다고(Yan et

al.,1998)[36] 보고된 바 있다.

Bolander(1992)[32] 등은 뼈 골절 치료 및 골화의 혼란은 다양한 세포의 공간적 구성, 많은

유전자, 세포외 기질 등을 포함하는 복잡한 과정으로 구성된다고 하였다. 골 골절 치료과정은

세포 증식과 분화, 주화성, 그리고 세포외 기질의 합성을 포함한다고 하였다.

지금까지 치조골 재생을 위해 치조골 세포에 정적 자기장의 효과는 구명된 바 없다.
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치아조직공학에서는 백악질과 치조골 등의 치주조직 재생이 중요하다. 치주조직의 치료를 위해

자기장의 자극이 치조골의 골아세포들의 활성화에 미치는 영향을 구명할 필요가 있다.

이에 본 연구에서는 치조골 줄기세포(alveolar bone marrow stem cells)의 증식과 분화에 정

적 자기장의 자극 효과를 구명하고자 한다.

3. 재료 및 방법

3.1 자기장 자극 처리 장치

Neodymium-iron-boron 자석 판들 (50 x 50 mm by 5 mm thick; NEOMAX, Sumitomo

Co., Osaka, Japan)과 60 mm 배양 용기(culture dishes, Nunc, Denmark)가 사용되었다. 자기

장 측정을 위해 Gasuss 미터(CI-6520A, PASCO Ltd, CA, USA)가 사용되었으며, 이 센서를

ScienceWorkshop 750 USB interface (CI-7599, PASCO Ltd, CA, USA)에 연결해 자기장을

측정하였다. 배양 용기위 아래에 자석판을 부치고, 배양용기속의 자속밀도를 Gauss 미터로 측

정하였다. 본 연구에서는 세포의 증식과 분화를 조사하고자 50, 100, 130, 160, 200, 260 mT 의

자기장 세기에 노출시킨 후에 조사하였다. 특히 자기장의 적정 강도와 적정 노출 시간을 고려

하여 지속적인 노출/일, 30분/일, 10분/일, 10분 강도 2번/일 조건으로 가하여 실험하였다. 대조

군 실험에서는 neodymium-iron-boron 자기장 디스크를 이용하지 않은 상태에서 세포를 배양

하였다.

3.2 치조골 세포 배양

치조골 세포는 서울대 치과대학 바이오인터페이스공학 연구실에 의해 수집된 것을 사용하였

다. 세포는 MEM 배지에 10% SERUM(FBS, Welgene Inc., Korea)과 10 nM의 아스코르브산

(L-ascorbic acid), 항생제와 중탄산나트륨을 넣은 배양배지를 사용하여 37℃, 5％ CO2농도 갖

는 인큐베이터(Steri-Cycle 370 Incubator, Thermo Fisher Scientific. USA)에서 배양되었다.

배양배지는 2-3일 간격으로 갈아주었으며, 치조골줄기세포 배양시 passage 5-6을 이용하였다.

3.3 자기장 자극 처리

치조골 줄기세포의 자기장 처리는 6개의 그룹(50, 100, 130, 160, 200, 260 mT) 조건으로 실

험을 수행하였고 대조군 처리는 자극을 주지 않은 것으로 하였다. 자기장 자극은 약 3일 동안

가하였고 60 mm 배양접시에서 이루어졌다. 본 연구에서는 세포의 증식과 분화를 조사하고자

50, 100, 130, 160, 200, 260 mT 의 자기장 세기에 노출시킨 후에 조사하였다.

3.4 세포 생존도(Cell Viability) 평가

치조골 세포의 생존도는 WST-1 분석법(EZ-Cytox Cell Viability Assay Kit, Daeillab

Service Co., LTD)을 이용하여 분석하였다. 최근 배양 배지에 tetrazolium salts을 넣어 살아있
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는 세포의 분석하는 비색적 방법이 많이 사용되고 있는데 원리는 tetrazolium salt WST-1가

세포 내 미토콘드리아의 환원효소에 의해 불용성의 포르마잔을 형성하는 성질을 이용하는 것

으로, 포르마잔의 양은 살아있는 세포의 수와 직접적인 관계가 있다. 불용성 포르마잔의 양은

다중 분광 광도계(Victor 3, Perkin Elmer, USA)로 460 nm에서의 흡광도를 측정하여 정량하였

다.

3.5 미네랄화 확인

치조골줄기세포를 2.0×104 cells/cm2 의 밀도로 60 mm culture dish에 놓고서 25일간 배양하

였다. 사용한 배지는 50 mM β-glycerophosphate와 50 μg/ml ascorbic acid를 포함한 α-MEM

이었다. 이때 대조군은 자기장 자극을 주지 않았고, 처리군은 자기장 강도별로 자극을 주었다.

유도 배양배지는 매일 2,3일마다 교체해 주었다. 처리군의치조골줄기세포는 하루에 10 min씩 7

일간 전기장에 노출되었다. 세포 상태와 미네랄화는 위상차 현미경(Nikon, Tokyo, Japan)으로

주기적으로 확인하였다. 칼슘 침착의 미네랄화는 alizarin red 염색으로 확인되었다(Williams et

al. (1980)[27]. 에탄올로 고정된 세포와 matrix는 40 mM alizarin red-S (pH 4.2)로 1 시간 동

안 염색한 후 증류수로 씻어 냈다. 그 염색된 부분을 사진 찍은 후에, 10% (wt/vol)

cetylpyridinium chloride를 이용하여 녹여서 분리한 다음에 ELISA reader(Victor 3, Perkin

Elmer, USA)로 544 nm에서 흡광도를 측정하였다. 비타민 C, β-glycerophosphate, alizarin

red-S, cetylpyridinium chloride 시약은 Sigma-Aldrich(St. Louis, MO, USA)로부터 구입하였

다.

3.6 Alkaline Phosphatase(ALP) Activity 측정

치조골줄기세포를 자기장 자극을 준 경우와 주지 않은 경우로 나누어서 4주 동안 50 mM β

-glycerophosphate와 50 μg/ml ascorbic acid가 포함된 α-MEM 배지로 배양하였다. 그리고 그

유도 배지는 매 3일마다 교체하였다. 처리군의 세포에 하루에 10분씩 첫 1주 동안에는 전자기

장 자극을 주었으며 나머지 3주는 자극을 주지 않았다. 세포층의 ALP의 정도는 SensolyteTM

ALP Assay kit (AnaApec, USA)를 사용해 스펙트로포토미터를 이용해 광학적으로 정량화하

였다. 그리고 효소 활성도를 보기 위해, 4°C에서 10분 동안 2500g로 윈심분리한 후 ELISA

reader(Victor 3, Perkin Elmer, USA)로 405 nm에서 yellow p-nitrophenol product를 측정해

그 효소활성도를 계산하였다.

3.7 통계적 처리

통계적 분석은 SASv8.2 (SAS Institute, Inc., Cary, NC, USA)를 이용하였으며 실험군과 대

조군 사이의 통계적 유의 수준 p<0.05 에서 이원분산분석과 Duncan’s multiple range tests로

분석되었다. 실험 데이터는 평균±표준편차로 나타내었다.
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4. 결과 및 고찰

4.1 연속적인 정적 자기장 자극시 강도에 따른 치조골 세포생존율 비교

Fig. 6-1은 치조골 줄기세포 2차원 배양에서 정적 자기장의 자극 강도에 따른 세포 생존율을

나타낸 것이다. 3일 동안의 연속적인 자기장 자극은 치조골 세포의 생존율을 약 15% 감소시켰

으나 표준편차가 커 유의성은 없었고, 260 mT의 높은 강도에서는 대조군에 비해 유의적으로

세포생존율 감소시켰다(p<0.05). 이에 낮은 강도의 자기장이 더 효과적이라고 생각되었으며, 3

일간의 연속적인 자기장 자극은 치조골 줄기세포의 증식에는 효과적이지 못함을 알 수 있었다.

Fig. 6-1. The effect of static magnetic field stimulation on the cell viability of alveolar

bone marrow stem cells in monolayer culture according to the intensity of static magnetic

field at stimulation of continuous exposure/day x 3 days

4.2 3일 동안 30분/일 간헐적 자기장 자극시 자극강도에 따른 세포생존율 비교

Fig. 6-2는 치조골 세포 배양에서 3일 동안 30분/일씩 자기장 자극시 자극강도에 따른 세포

생존율을 비교한 것이다. 자기장 강도 130 및 160 mT에서는 세포생존율이 약 10% 감소하였으

며, 통계적으로 5% 수준에서 유의성이 있었다. 이 결과를 볼 때 하루에 30분씩의 자기장 자극

이 오히려 세포생존율을 낮추므로 이 자극시간을 줄일 필요가 있었다.
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Fig. 6-2. The effect of static magnetic field stimulation on the cell viability of alveolar

bone marrow stem cells according to static magnetic fields in monolayer culture at

stimulation of 30 min/day x 3 days.

4.3 3일 동안 10분/일 간헐적 자기장 자극시 자극강도에 따른 세포생존율 비교

Fig. 6-3은 치조골 세포 배양에서 3일 동안 10분/일씩 간헐적으로 자기장 자극시 자극강도에

따른 세포생존율을 비교한 것이다. 이 때 자기장 강도 130 및 160 mT에서 세포생존율이 약

115% 증가하였으며, 통계적으로 5% 수준에서 유의성이 있었다.

130 및 160 mT 강도에서 3일 동안 하루에 10분씩 치조골 세포가 자극을 받을 때 자기장 자

극이 증식에 효과적임을 알 수 있었다. Dini(2005) 등은 자기장 자극이 콜라겐 침착 증가, 이온

이동 증가, 아미노산 흡수 증가, ATP와 단백질 합성 증가를 가져온다고 보고한 바 있다. 이처

럼 자기장 자극이 세포내 Ca2+이온의 증가, 단백질 합성, 유전자 발현 등을 가져와 세포 증식

이 약 115% 더 활발해 진 것으로 사료된다.
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Fig. 6-3. The effect of static magnetic field stimulation on the cell viability of alveolar

bone marrow stem cells according to static magnetic fields in monolayer culture at the

stimulation of 10 min/day x 3 days.

4.4 3일 동안 10분씩 2회/일 간헐적 자기장 자극시 자극강도에 따른 세포생존율 비교

Fig. 6-4은 3일 동안 10분씩 2회/일 간헐적 자기장 자극시 자극강도에 따른 세포생존율을

비교한 것이다. 세포 생존율은 대조군에 비해 100, 130, 160, 및 200 mT에서 약 110% 증가하

였으며, 5% 수준에서 통계학적으로 유의성이 있었다. 이 결과는 하루에 1회 자극시에는 약

15% 증가하엿으나 2회 자극시에는 10%만 증가하여 1회 자극이 더 효과적임을 알 수 있었다.
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Fig. 6-4. The effect of static magnetic field stimulation on the cell viability of alveolar

bone marrow stem cells according to static magnetic fields in monolayer culture at two

stimulations of twice-10 min/day x 3 days.

4.5 자기장 자극의 세포 형태에 영향

Fig. 6-5는 치조골 세포에 2일간 하루에 10분씩 자기장 자극을 주었을 때 세포의 형태를 보

여준다. Fig. 6-3에서의 결과처럼, 자기장 처리군에서의 세포가 대조군의 세포보다 더 잘 자람

을 알 수 있었다.
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Fig. 6-5. The effect of the cell growth morphology of alveolar bone marrow stem cells in

mono-layer culture according to the static magnetic field stimulation at a stimulation time

of 10 min/day for 3 days.
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4.6 치조골 세포 증식에 따른 I n vitro migration 연구

그림 5-8은 치조골 세포 증식에 따른 In vitro migration 결과를 나타낸다. 치조골 세포를 약 7

일동안 60 mm 디쉬에 배양 후 접시 중앙에 피펫을 이용하여 스크래치하였다. 대조군을 제외

하고, 약 96시간동안 하루에 10분씩 자기장을 노출한 결과는 그림6-6과 같다.

Fig. 6-6. Statistical analysis of in vitro migration for proliferation of alveolar bone marrow

stem cells.

4.7 간헐적 장기간 자기장 자극시 강도별 세포의 미네랄화 비교

이 실험은 장기적인 자기장 자극이 치조골 세포 분화에 대해 미치는 영향을 알아보기 위해

행해졌다(Fig. 6-7). Mineralized nodules의 형태는 osteoblastic 성숙을 확인하는 마커 중의 하

나이다. 비타민C(50 μg/ml)와 β-glycerophosphate (10 mM)가 포함된 배지에서 골세포를 4주

간 배양했을 때 mineralized nodules의 형성을 Alizarin red 염색법으로 확인하였다. 치조골 세

포의 분화에 25일의 장기간 동안 간헐적으로 10분/일씩 자기장을 자극할 때, 치조골 줄기세포

의 분화를 Fig. 6-7에 나타내었다. 그리고 자기장 강도에 따른 세포의 미네랄화 정도를 Fig.

6-8에 나타내었다. 세포의 미네랄화 정도는 세포의 골화를 나타내는 척도로서 Alizarin red

staining으로 확인되었다. 대분분의 모든 자기장 강도에서 대조군에 비해 미네랄화가 높게 나

타났다. 특히, 160 mT 자기장 자극에서는 미네랄화 정도가 대조군에 비해 약 140% 높게 나타

났다. 이 결과로서 간헐적 정적 자기장 자극이 치조골 줄기세포 분화에 큰 영향을 미쳤음을

알 수 있었다.
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Fig. 6-7. Images of alveolar bone marrow stem cells differentiation on the static magnetic

field stimulation under the magnetic field stimulation at a stimulation time of 10 min/day

for 25 days.
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Fig. 6-8. Statistical analysis of the effect of long-term static magnetic field stimulation on

alveolar bone marrow stem cell differentiation under the magnetic field stimulation at a

stimulation time of 10 min/day for 25 days using alizarin red staining.

4.8 치조골 세포 분화시 장기간 자기장 자극의 alkaline phosphatase activity 효과

치조골 줄기세포 분화시 25일 동안 10분/일씩 자기장 자극을 한 경우 세포의 alkaline

phosphatase(ALP) activity를 분석한 결과를 Fig. 6-9에 나타내었다. 100, 130, 160 mT의 강도

에서 대조군에 비해 ALP 활성도가 높게 나타났으며, 130 mT에서는 약 2배 이상 나타났다.

이로써 간헐적인 장기간의 정적 자기장 자극이 치조골 줄기세포의 분화를 촉진시켰다.
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Fig. 6-9. Enhancement of alkaline phosphatase activity by long-term static magnetic field

stimulation on alveolar bone marrow stem cells under the magnetic field stimulation at a

stimulation time of 10 min/day for 25 days.

5. 요약 및 결론

본 연구는 치조골 줄기세포의 증식과 분화에 정적 자기장의 자극이 미치는 영향을 구명하고

자 수행하였다.

1. 130과 160 mT의 자기장 강도에서 하루에 10분씩 3일간 세포 자극을 주었을 때 줄기세포

는 대조군에 비해 약 115% 증식하였다. 역상현미경을 사용해 실시간 연속적으로 세포의 증식

을 확인할 수 있었다.

2. wound healing 실험에서도 치조골 세포가 100, 130, 160 mT의 자기장 자극에서 세포 이

동이 가장 좋게 나타나 wound healing이 효과적이었다. 특히, 100 mT에서 대조군에 비해 세

포 이동률이 약 145%로 높게 나타나 wound healing이 가장 효과적이었다.

3. 치조골 세포의 분화에 25일의 장기간 동안 간헐적으로 10분/일씩 자기장을 자극할 때, 치

조골 줄기세포의 분화를 분석한 결과, 대분분의 모든 자기장 강도에서 대조군에 비해 미네랄화

가 높게 나타났다. 특히, 160 mT 자기장 자극에서는 미네랄화 정도가 대조군에 비해 약 140%

높게 나타났다. 이 결과로써 간헐적 정적 자기장 자극이 치조골 줄기세포 분화에 큰 영향을

미쳤음을 알 수 있었다.
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4.. 치조골 줄기세포 분화시 25일 동안 10분/일씩 자기장 자극을 한 경우 세포의 alkaline

phosphatase(ALP) activity를 분석한 결과, 100, 130, 160 mT의 강도에서 대조군에 비해 ALP

활성도가 높게 나타났으며, 130 mT에서는 약 200% 이상 나타났다.
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제 7 절 동물 세포,조직용 3차원 배양시스템 및 적정 배양기술 개발

1. 서론

조직공학에 관하여, 배양시스템은 다양한 목적을 위해 설계되었다: 작거나 큰 규모의 세포

증식, in vitro 에서 격리, 증식시킨 세포를 이용한 3차원 조직 재생, 기관에 직접 지원하는 장

치들(M Shachar and S Cohen, 2003)[9] 배양시스템은 주로 in vivo 환경의 생물학적, 생화학

적, 물리학적 환경을 재생하는 것을 목표로 한다. 이것의 기능은 지지체 안의 세포의 성장을

확보하고 이화작용 산물을 없애기 위해 적당한 영양분과 산소 공급을 하는 것이다. 다양한 형

식의 배양시스템은 조직의 재생 또는 재건을 위한 세포 증식에 이용되어 왔다. 배양시스템은

필수적인 혼합 작용, 물질 교환 그리고 원하는 생물학적 산물을 제공하는 기관을 위해서 통제

된 환경을 제공한다.(I Martin et al., 2004; HW Blanch and DS Clark 1996; K Riet J

Tramper 1991; ML Shuler and F Kargi 2002)[10-13] 관류 배양시스템의 사용은 세포 밖의 세

포간질의 증가와 세포간질 산물의 최소화를 통해 조골세포의 표현형 활동을 크게 증가시킨

다.(GH Altman et al., 2002; FW Janssen et al., 2006)[14,15]

최근의 연구(M Radisic et al., 2004; J Glowackiet al., 1998; SH Cartmell et al., 2003; ME

Gomes et al., 2003)[17,18,1920]는 고밀도의 균일한 조직 배양에 관류의 중요성을 보여준다. 몇

개의 관류 배양식 배양시스템 시스템은 뼈와 연골 조직공학을 위해 개발되어 왔다. 관류형 배

양시스템에서, 수송 현상은 주로 대류현상에 의해 일어나므로 세포에 공급되는 대사산물은 보

다 균일하고(B Rath et al., 2008)[21] 확산이 제한적이지 않다.(GN Bancroft et al., 2003; AS

Goldstein et al., 2001)[22,23] 3차원 증식에서 적당한 수송 특성을 확보하기 위해 배양시스템

설계와 세포를 둘러싼 극소 환경을 통제하는 것은 중요하다. 기계적 화학적 자극들에 대한 응

답시간을 통해 세포 기능에 대한 지식이 높아진다면, 이러한 외부 영향에 대한 세포 기능의 새

로운 수준의 지식을 제공받을 수 있다.(Beckman M, 2003; DJ Stephens and VJ Allan.,

2003)[24,25] 살아있는 세포를 이미지화하는 능력은 지지체(scaffold)의 특성과 세포 반응을 증

가시키는 관류 조건을 규명하고 최적화하는데 도움을 줄 것이다. 생리학적 조건하에서 이미지

화하는 것은 배양시스템의 사용이 필수적이다. 배양시스템은 3차원 지지체와 2차원 기질 모두

를 담아낼 수 있으며 관류 배양이 가능해야만 한다.

일반적으로 배양시스템은 세포가 촉진될 수 있는 극소 환경을 만들 수 있도록 설계된다. 대

부분의 관류 배양시스템은 지속적인 이미지화가 되지 않는 세포 증식 인큐베이터에서 전형적

인 습도, 37℃, 5% 농도의 CO2 에서 사용 가능하도록 개발되어왔다.(SP Hoerstrup et al.,

2000; MJ Powers et al., 2002; F Zhao and T Ma, 2005; C Williams and TM Wick,

2004)[27,28,29,30] 이미지화 가능한 관류 배양시스템은 단일 세포 평가나 얇은 조직 샘플을 위

해 주로 설계된다.(DC Focht, 1996; WA Hing et al., 2000)[31,32] 이러한 시스템에서, 배지는
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뼈세포 상에 다양한 유속, 기간, 회수가 결정될 수 있는 챔버(chamber)를 통해 조절가능하며

확정적인 비율로 순환된다. 이러한 방법에서 유체의 흐름은 두 가지 다른 자극, 전단 응력과

전위의 흐름을 유도할 수 있다.(RA Salzstein et al., 1987)[33] 이러한 연구들은 이러한 반응들

이 유체 흐름의 전단 응력 때문이라는 것을 강조하고 있다.(AD Bakker et al., 2001)[34]

특히, 치과 조직공학의 중요한 면은 새롭게 형성된 백악질과 치조골을 동반한 치주 조직의

복합적 조직 재생이다. 치조골은 치조에 꽂혀있으며 무균돼지뼈를 유지하고 저작능력을 돕는

다. 치조골은 인체에 가장 활동적인 뼈 중에 하나이므로 구강 조직공학을 위한 뼈세포 채취에

유용한 부분이 될 수 있다.(ME Bolander, 1992)[37] 아직 뼈 내에세 기계적인 자극과 관련된

분자적 경로를 확실히 알지 못하지만, 기계적 자극은 또한 조직공학용 뼈의 구성과 특성을 향

상시키는데 널리 이용되고 있다.(A Ignatius et al., 2005; JR Mauney et al., 2004)[38,39] 또한,

높은 주파수와 관련된 낮은 등급의 기계적 자극은 뼈 형성에 더 많은 이점을 보인다.(S Judex

et al., 2007)[40] 낮은 진폭의 진동은 조골 세포 증식과 뼈의 구성과 재건에 관련된 조골세포의

유전적 발현을 향상시킨다.(SM Tanaka et al., 2003)[41] 본 연구에서, 유체 역학의 생체역학적

효과와 줄기 세포 배양을 위한 관류형 배양시스템에서의 세포 성장의 물질 교환에 대해 초점

을 맞췄다. 또한 배양시스템 시스템의 중요 변수의 효과에 대한 연구를 논의하였고 보다 나은

줄기세포 배양을 위한 배양시스템 설계 조건을 찾고자 하였다. 이에 본 연구에서는 새로운 관

류식 세포배양 챔버(chamber)를 설계하고 제작한 후 배양챔버시스템을 평가하고자 한다. 또한,

역상 현미경을 배양챔버에 설치해 세포 배양을 연속적으로 실시간 모니터링할 수 있는 시스템

을 개발하고자 한다. 보다 최신의 연구는 세포 활동상에 전단 응력을 유발하는 효과에 초점을

맞추고 있다.(GN Bancroft et al., 2002; Y Martin and P Vermette, 2005; P Pathi at al., 2005;

XJ Yu et al., 2004)[1,2,3,4] in vitro 증식 환경에서의 관류흐름은 또한 in vivo 조건과 거의 비

슷하게 모방된 환경을 제공한다. In vivo 의 기계적 형질전환은 세포가 기계적 자극을 감지하

고 생화학적 신호로 번역함에 따른 과정이다. 전단 응력은 기계적 형질전환 활성화에 가장 중

요한 기계적 자극 중 하나라고 생각된다. 세포 배양 성공의 열쇠는 특정 배양을 통제하는 조건

의 개발이다. 특히, 관류형 배양시스템은 더 많은 균등 환경과 중요한 배양 변수를 감시하고

통제하는 능력 때문에 정적 혈관 배양에 상당한 이점을 가지고 있다. 본 연구에서는 한 관류식

배양시스템을 설계하고 평가하고자 하였다. 이 연구의 목적은 치조골 골수 줄기세포를 사용하

는 인체 치조골 조직 공학을 위한 새로운 관류식 배양시스템 시스템 및 세포배양 모니터링시

스템을 개발하는 것이다.
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2. 연구사

2.1 세포에의 기계적 자극

최근 들어 뼈 조직공학에 대한 관심이 높아지고 있다. 치과 임플란트의 빠르고 좋은 골유착

은 중요한 사항이다. 게다가, 빠른 골유착은 기능 개선을 촉진하며 환자의 불편을 덜어주는 동

시에 임플란트 수술 전 간격을 줄이는데 도움을 준다. 특히, 치과 임플란트의 골유착을 향상시

키기 위해 효과적인 기술을 개발하는 것은 의미 있는 일이다. 기계적 자극이 뼈 조직 신진대사

에 중요한 역할을 한다는 것은 잘 알려져 있다. 충분한 연구들이 낮은 기계적 자극이 뼈를 강

하게 하며, 골감소증을 저해하고 뼈 치유를 강화시켜준다는 것을 일관성 있게 보여준다.

기계적 자극은 또한 조직공학을 이용한 뼈의 형성과 특성을 강화시키는 데 널리 이용되고

있다. 그리고 이것은 뼈 형성에 자극을 주는 낮은 크기의 기계적 신호의 효능이 응력의 크기보

다 적용 주파수에 의존한다는 것을 시사한다. 비교적 높은 주파수 상의 낮은 크기의 기계적 자

극은 뼈 형성에 더 좋다고 알려져 있다.

기계적 자극에 대한 뼈 반응의 메커니즘을 설명하기 위하여, 뼈 세포상의 기계적 신호의 영

향은 널리 연구되어 왔고, 기계적 자극은 골아세포와 골세포, 파골세포와 골수 간질성 세포

(BMSC)의 활동과 분화에 영향을 미치는 것을 밝혀냈다. 낮은 크기의 진동은 골아세포 증식과

뼈 형성에 포함되어 있는 골아세포 유전자 발현을 강화시켜줄 수 있다. 기계적 자극은 골아세

포 계통의 분화 를 지시하는 역할을 가진다. 뼈에서 기계적 자극과 관련된 분자적 경로가 확실

치 않더라도, 최근의 연구는 낮은 크기의 기계적 자극이 골아세포와 그들의 전조세포에 유리한

영향을 준다는 것을 나타낸다. 낮은 기계적 자극은 뼈 부피, 골아세포 수, 석회침착률, 그리고

뼈 형성률에 도움을 준다. 더불어, 기계적 진동은 계면의 입자 증착과 칼슘과 인 이온과 같은

빠른 유착에 기여하는 이온들에 대한 요인들을 유발할 수 있다. 조직의 발달과 개조 동안 세포

는 차례로 형태를 가지며 생리학적인 과정의 큰 배열을 조절하는 기계적 자극의 다양한 형태

의 대상이 된다. 기계적 자극에서, 세포는 이 기계적 신호들을 역학적 전이라 명명된 메커니즘

을 통해 생화학적 반응으로 바꾼다. 낮은 크기 진동의 임상 응용은 뼈 조직 재생의 가속으로

때문에 재활시간을 줄여준다. 성공적인 배양의 열쇠는 특정 배양을 위해 제어된 최적의 조건을

개발하는 것이다. 관류 배양시스템은 보다 나은 동질의 환경과 중요한 배양 변수를 감시하고

제어할 수 있는 능력 때문에 정적 배양에 상당한 이점을 가지고 있다. 그러나 적절한 산소 공

급 및 전단 응력은 배양 조건 설계에 고려되어야 한다.

조직공학의 가장 효과적인 접근법은 배양시스템 연구를 통해 얻은 지식을 배경으로 in vitro

배양에 사용하는 것이다.(KJ Gooch et al., 2001; MJ Yaszemski et al., 1996)[42,43] In vitro

관류 배양 시스템의 발달은 지속적인 영양분 공급에 이점을 가져온다. 단층 시스템의 세포에

유체 흐름에 의해 공급되는 기계적 힘의 분석은 뼈세포의 자극에 대한 반응을 간단히 알려주

는 표지를 제공하기 때문에 중요하다. 배양시스템은 혈관 이식(LE Niklason et al., 1999; D

Seliktar et al., 2000)[44,45]과 심근 조각(SP Hoerstrup et al., 2001)[46]과 같은 조직 공학적
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심장구조에 필요한 역동적인 기계적 자극을 제공하기 위해 발달해 왔다. 이러한 장치들은 일반

적으로 in vivo 조건과 비슷한 복잡한 생화학적 환경을 생성하기 위해 박동성 흐름에 의존하

며, 기계적 강도의 발달(LE Niklason et al., 1999; D Seliktar et al., 2000)[44,45]과 이런 구조

의 세포 기능 조절(LE Niklason et al., 1999)[45]을 모두 촉진시킨다는 것을 입증해왔다. 넓은

범위의 세포 현상은 유체 전단 응력에 영향을 받을 수 있다. 환경이 세포 현상에 영향을 줄 수

있기 때문에, 몇몇의 배양시스템은 in vivo 압력을 복제하기위해 전단 응력을 유도하는 통합된

방법을 가지고 있다. 영향을 받을 수 있는 현상에는 기계적 자극수용(e.g., plasma membrane

receptors, ion channels, integrins/focal adhesions, protein kinase signaling)과 세포 반응(e.g.,

intracellular calcium, nitric oxide, prostacyclin, and cytoskeletal remodeling)(PF Davies,

1995)[47]을 모두 포함한다.

Goldstein외 다수(AS Goldstein et al., 2001)[23]는 전단 응력에 대한 유량 관계를 위해 원통

형 기공 모델을 사용하였다. 우리는 Goldstein(AS Goldstein et al., 2001)[23]의 실험 방법을 사

용하여 세포에 영향을 주는 유속 0.3 ml/min 에서 0.03 ml/min에 따른 전단응력을 계산하였다.

이 계산 방법을 위해서, 우리는 지지체가 원통형 기공 모델(scaffold 다공률 85%; 10mm 지름)

이라 가정하였다. 원통형 기공 모델은 Eq. (7-1)과 같이 지지체안의 세포가 받는 전단 응력을

추정할 수 있다.

 


(7-1)

μ는 점도 (0.01 dyn s/cm2)(MJ Yaszemski et al., 1996; TL Donahue et al., 2003)[43,57], Vm는

평균 속도 그리고 d는 평균 기공 크기 (100 μm). Vm을 계산하기 위해 우리는 아래의 Eq.

(4-2)를 계산하였다.

 



(7-2)

Q는 유속(0.03, 0.3 ml/min, respectively), 는 지지체의 다공률(85%) 그리고 D는 지지체의

지름(10 mm).

이 계산의 결과로, 지지체안의 세포가 느끼는 전단응력()은 각각 0.3 ml/min일 때 5.9947

x 10-3 Pa이며, 0.03 ml/min일 때 5.9947 x 10-4 Pa임을 알았다. 이 값들은 in vivo에서 느끼는

전단 응력보다 작다. 뼈세포 전단 응력의 in vivo 수준은 0.8–3.0 Pa8으로 추정되지만, 논문에

보고된 전단응력 값과 비교할 수 있다.(GN Bancroft et al., 2002; J Vance et al., 2005; ME

Gomes et al., 2003; AS Goldstein et al., 2001)[1,7,20,23]

이러한 신호들은 조직 수준의 적응을 수행하기 위해서 작용세포(예, 파골세포와 조골 세포)

에 작용한다. 뼈의 기공 부분에 흐르는 유체에 의해 유도되는 뼈세포 전단응력은 기계적 자극

수용 신호와 적응을 중재하는데 작용하는 매우 중요한 기계적 자극이라 생각된다.(RL Duncan

and CH Turner, 1995; EH Burger and J Klein-Nulend 1999; I Owan et al., 1997)[58,59,60]
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따라서 유체흐름유도 전단응력은 in vitro에서 기계적 자극수용을 연구하기 위한 기계적 자극

으로서 빈번하게 사용된다.

Bancroft외 다수(GN Bancroft et al., 2002)[1]는 관류 배양이 유체 전단응력과

chemotransport를 포함한 여러 다른 메커니즘을 통해 조골 세포에 영향을 발휘할 수 있음을

보였다. 그 연구에서, 관류 조건하에서 scaffold에 배양된 세포가 경험한 최초의 전단응력은

scaffold 다공성의 기하학을 위해 원통형 기공 모델 근사치를 사용하여 계산함으로써 1

dyne/cm
2
(0.1 Pa)를 초과하지 않았다.(GN Bancroft et al., 2002)[1] Vance외 다수(J Vance et

al., 2005;)[7]는 쥐의 조골세포 cell line인 MC3T3세포가 평균 유체 유도 전단응력 0.0007 Pa에

노출되었을 때, 정적 제어와 비교하여 PGE2(prostaglandin E2; paracrine factors)수준이 2.5배

증가하였음을 발표했다. 기계적 자극은 24시간과 48시간이 지난 후 유체흐름보다 각각 80%

77%더 많은 PGE2를 생산하였다. 이러한 발견들은 기계적 자극이 PGE2 생산의 보다 좋은 강

력한 자극기일 뿐만 아니라 유체 흐름을 단독(J Vance et al., 2005;)[7]으로 쓸 때보다 오랜 배

양기간 동안 PGE2를 높게 유지시킬 수 있음을 보인다. 또한, 이 범위의 전단 응력 수준은 유

전자 발현과 ECM 산물의 증가를 보인다.(GN Bancroft et al., 2002; XJ Yu et al., 2004; VI

Sikavitsas et al., 2001; J Vance et al., 2005; AS Goldstein et al., 2001; SH Cartmell et al.,

2003)[1,4,6,7,19]

Goldstein외 다수(AS Goldstein et al., 2001)[23]는 80% 다공성의 polyglycolic acid foams

에 심은 조골 세포가 배지를 0.03 ml/s로 흘려주었을 때 정적 배양에 비해 alkaline

phosphatase (ALP) 산물의 증가를 보임을 발표했다. Sarah외 등은 DNA 분석을 통해서 관류

속도 0.2 ml/min와 정적 배양에 비해 0.01 ml/min의 관류 속도가 세포 증식을 증가시킨다는

것을 발표하였다. 반대로, Runx2, osteocalcin (OCN) 그리고 alkaline phosphatase (ALP)의

mRNA 발현은 실시간 RT-PCR로 정량했을 때, 낮은 유속에 비해 0.2 ml/min일 때 최대로 조

절이 되었다. Runx2, ALP, 그리고 OCN은 여러 가지 골기질 생산 단계의 중요한 표지자이

다.(L Malaval et al., 1994)[51] Runx2는 최초의 조골세포 분화와 뼈 구성 이후에 필수적인 전

사 활성자이다. 35 ALP는 OCN이 발현되기 전 전조골세포와 조골세포에 의해 발현한다.(EL

Smith and C Gilligan, 1989; GP homas and AJ EI Haj, 1996)[52,53] OCN은 hydroxyapatite

를 잡아주고 기질이 광화되는 동안 바로 직전의 조골세포에 의해 생산되는 말기 표지자이다.(L

Malaval et al., 1994)[51]

이 데이터들은 배지 관류가 영양분과 구조 내의 폐기물 수송을 향상시키고 조정된 흐름의

기계적 자극을 제공함으로써 in vitro에서 3차원 조직의 발달에 도움을 준다는 것을 시사한

다.(J Vance et al., 2005;)[7] 세포가 분비하는 수용성 단백질이 이웃하는 세포에 영향을 주기

전에 높은 유속에 씻어 내려가므로 낮은 속도의 배지 관류에서 자가 분비 효과가 가능하다.(J

Vance et al., 2005;)[7]

여러 연구들은 또한 기계적 자극이 mitogen-activated protein kinase (MAPK) family

(ERKs, JNK, and p38 MAPK)의 활동에 의해 Mesenchymal stem cells (MSCs)의 분화를 증
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가시킨다는 것을 보여준다.(HL Holtorf et al., 2005)[55] Simmons외 다수(G Kasper et al.,

2007; CA Simmons et al., 2003)[48,49]는 기계적 자극에 의한 MSCs의 반응이 MAPK 신호에

의해 중재된다는 가설을 세웠다. 그들은 이런 형식의 strain이 증식을 억제하고, MSCs의 기계

적 자극은 MAPK 신호에 의해 중재된다는 것을 증명하였다. 게다가, Kasper 외 다수(G

Kasper et al., 2007)[48]는 matrix metalloprotease (MMP)가 MSC 분화에 역할을 가지기 때문

에 기계적으로 자극시킨 MSCs의 matrix metalloprotease (MMP) 활동을 조사했다.

이 저자들은 MSC기능은 세포의 기계적 자극에 의해 조절된 MMP 활동에 의해 제어된다고

본다.(Fig. 7-1).(G Kasper et al., 2007)[48] 이 MCSs의 기계적 자극은 MMP-2, -3, -13의 단

백질 수준의 상승과 metalloproteases (TIMP)-2의 조직 특정 억제제를 포함한 세포 밖의

gelatinolytic activity를 높게 조절한다.

Fig. 7-1. Matrix metalloproteases (MMPs)/Tissue-specific inhibitor of metallo- proteases

(TIMPs) balance as a potential transducer of mechanical stimuli applied to MSCs. The

following mechanism are hypothesized based on the available data: mechanicalloading of

MSCs leads to enhanced secretion and, potentially, activation of MMPs/TIMPs (a), which

mediate different regulatory processes (b), such as degradation of the ECM (c) or release

of latent growth factors (d). Interaction of ECM fragments or activated growth factors

with cell surface receptors (e) results in altered MSC migration, proliferation, and

differentiation in an autocrine/paracrine manner.(G Kasper et al., 2007)[48]
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Zhang외 다수(L Zhang et al., 2008)[50]는 BMSCs에서의 합성 collagen과 F-actin 발현량에

대한 기계적 자극의 효과에 대해 조사하였다. 기계적 자극은 MSCs를 특정한 세포 형태로의

분화를 유도하며 따라서 조직 공학 응용에 중요한 역할을 수행한다. 뼈와 하중에 대한 관계를

처음 정의한 Wolff와 많은 연구자들은 in vitro와 in vivo의 상황에서, 뼈재생상의 다양한 부하

상황에 대해 연구했다.(EL Smith and C Gilligan, 1996)[52] 또한 Thomas외 다수(GP Thomas

and AJ EI Haj, 1996)[53]는 in vitro에서 MSCs상의 직접적인 부하에 대해 조사하였다. 그들

은 기계적 자극을 MSC 배양의 초기 단계 골전구 세포에 적용했을 때, 분화를 촉진할 수 있다

고 발표했다. Li외 다수(YJ Li et al., 2004)[54]는 진동하는 유체 흐름은 골전구 세포의 중요한

조절자라는 가설을 세웠다. 그들은 MSCs 상에 부하-유도된 진동하는 유체 흐름의 효과를 검

사했다. 진동하는 유체 흐름을 받은 MSCs는 진동 유체 흐름을 준지 24시간 후 Ca2+유통, 증식

그리고 ostepontin와 osteocalcinehe 유전자의 mRNA 수준이 크게 향상했음을 보였다.

Dexamethasone (DEX)는 MSCs의 골분화에 강력한 효과를 미치는 합성 당질코르티코이드이

다.

Holtorf외 다수(HL Holtorf et al., 2005)[55]는 관류 배양만으로 쥐 MSCs의 골원성 분화를

유도한다는 것을 증명했다. 그들은 DEX와 관류 배양이 골원성 분화에 시너지 효과를 가진다

는 것을 찾아냈다. 그 연구에서 그들은 ALP(초기 단계 표지자), osteopontin (중간 단계 표지

자), 그리고 calcium deposition (마지막 단계 표지자)를 포함하는 몇몇의 골아세포 표현형 표

지자를 정적 배양보다 자극을 받은 세포로, DEX가 없는 경우라도 검사했다. Zhao외 다수(F

Zhao and T Ma., 2005)[29]는 인간 MSCs와 직조하지 않은 섬유 기질 구조와 역학적 부하를

이용한 관류 배양시스템 시스템을 사용하여 3차원 조직 구성을 시도했다. 그들은 관류 시스템

에서 자란 구조가 균등한 세포 밀도를 가지며 광범위한 확장 후 다계통 분화 가능성을 유지하

고 정적 배양에 비해 높은 세포 밀도를 가진다는 것을 보고했다.

이러한 연구들은 뼈 조직공학을 고려할 때 적절한 기계적 자극이 중요하다는 것을 뜻한다.

이 논의 부분에서, 우리는 기계적 자극이 어떻게 조직 공학 연구에 영향을 미치는 지 논의하였

다. 많은 연구들이 기계적 자극과 생화학적 자극이 세포의 분화와 조직 형성에 상효작용을 시

너지효과로 촉진한다는 설득력 있는 증거를 보였다.

2.2 줄기세포 배양환경(Stem-Cell Mirco-environment)

영양소 공급과 ECM의 대사산물 제거는 모세관 구조에 의해 이루어지며 이 밀도는 세포의

대사 요구에 따라 달라진다. 세포의 과정은 다양한 분자적, 구조적, 유체역학적, 기계적 그리고

전기적 신호와 공간적, 시간적 수준과 조합에 의해 조정된다. 세포는 조직 기질과 이웃 세포와

의 동형 또는 이형적 상호작용을 거쳐 반응하고 그들의 직접적인 미세환경을 개조한다. 생체재

료 담체는 세포 부착과 조직 성장을 위한 구조적 형판을 제공하는 반면 배양시스템은 환경 제

어를 제공한다. 지지체와 배양시스템은 또한 cytokine(확산 또는 고정된)과 같은 조절 신호 무

리와 물리적 요인(유체 역학적 응력, 기계적 장력, 전기적 변화)을 제공한다. 줄기 세포 미세환
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경에 대한 중요한 구성요소는 수많은 화학적, 생체 물리적 신호를 포함하고 있는 주변 기질이

다. ECM역학과 세포 모양 압축과 같은 요인들은 줄기 세포의 분화에 역할을 수행할 수 있으

며 직접적인 분화를 위한 합성 기질을 설계할 수 있다. 물질 합성과 처리의 진전은 제어된 미

세환경에서 사용할 수 있는 합성, 천연 물질의 범위를 개방하였다. 다공성 지지체는 세포의 이

동과 침투를 위한 육안으로 보이는 구멍들을 제공하는 반면, 섬유 지지체는 천연 ECM을 모방

한 크기로 설계될 수 있으며, 세포 정렬을 제어하기 위해 정렬할 수 있다. 더 큰 기계적, 정량

적, 세포 미세환경의 이해를 얻기 위하여, 세포 대사를 위한 정교한 모델은 효소 작용에 의해

조절되는 중간 대사산물의 여러 개의 구획을 포함하는 조직공학의 영역 밖에서 제안되었다.

그러므로, 젖산의 산물과 함께 산소와 포도당은 광범위한 측정에 기반하여 특성화할 수 있다.

생화학적 요인과 기계적 요인을 통합함으로써, 이론적 모델은 세포 변형을 지배하는 실제 메커

니즘에 대한 가설을 조사하는데 사용될 수 있다. 세포는 앞쪽 언저리와 세포 골격 탄성에서

actin 중합으로 인해 생긴 밀어내는 힘과 myosin에 의한 힘과 integrin을 통한 접착력에 의해

유도된 끌림을 가진 선형의 점탄성 물질로 설계되었다. 또한 myosin 운동 근육은 멤브레인을

향해 필라멘트를 나아가게 할 수 있다. 돌출부는 세포 멤브레인에 부착된 actin 필라멘트의 저

항력에 의해 균형이 맞춰진 세포 멤브레인 위의 정역학적 압력에 의해 조종받을 수 있다. 게다

가, 접착력에 의한 곡률 마찰에 의존하는 멤브레인의 장력은 중요한 역할을 가진다. 그러나, 이

산 탄성 요소는 박동성 동작에 대해서 나중에 추가되었다.

다공성 지지체에 대해, 다음의 단계들은 지지체 상의 콜로니화와 조직형성을 구별해낼 수 있

다: (1)부착; (2) 증식과 세포이동; (3)ECM 산물과 (4) 미네랄화. 세포 형성의 과정동안, 세포

는 지지체 표면에서 2D 구성을 기질 물질에 포함된 3D 상태로 바꿔주어야 한다. 2D 배양이

3D 상황과 비교하여 세포 발현에 차이를 나타낸다는 것은 잘 알려져 있다. 세포 행동의 차이

점은 아마도 세포 부착과 다른 세포골격 기관의 결과에 의해 좌우된다. 더불어, 세포간 상호

작용은 3D 세포의 밀접함과 다공성 부분에 세포 생산 요소의 높은 농도 유지에 의해 증가한

다.

세포와 지지체의 상호작용은 세포의 세포골격안에서 내부 응력을 생성하는 것이다. 2D배양

은 국소 부착 복합체를 통해 기질을 전송한다. 3D조직 형성은 실질적으로 세포의 힘 발생 영

향 하에서 변형된다. 이는 parameter를 디자인하는 것과 같이 지지체 재료의 단단함의 중요성

을 강조한다. 세포 속도에서 이러한 요소의 전체적인 효과에 큰 질적 통찰력을 얻기 위해, 3D

지지체안에서의 이동이 세포의 돌출, 끄는 힘에 기반되어 설계되어졌다. 이는 수용체의 표현

의 적정 수준과 리간드 밀도가 기질 강도에 의존한다는 예상의 결과이다. 표면의 곡률에 대응

하여, 세포 스스로 세포골격의 최소 왜곡을 경험하는 식으로 적응한다. 유한 요소 설계는 세포

층에 기계적 자극이 있는 곳에 증식이 집중되는 것과 나중에 미세 기계적 힘 센서 어레이를

사용하여 측정하여 확인한 것을 증명하였다. 이 메커니즘의 향상된 이해는 직접적인 세포 이동

을 개척하고 섬유크기, 적응 그리고 표면 기하학에 대해 지지체 구조를 디자인 함으로써 내부

성장을 향상시킬 수 있다. 그러나, 낮은 강도의 지지체 예측과 제어 구조의 행동은 세포의 끄
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는 힘과 근모 조직의 변형, 섬유 재배열과 접촉 인동의 사이에 존재하는 기계적 상호작용에 크

게 결합된 특징으로 인해 약화되었다.

2.3 생체조직공학을 위한 관류 배양(Perfusion culture)

In vitro 관류 배양의 발달은 배양에 지속적인 영양분 공급의 이점 관측을 가능케 했다. 게다

가, 영양분의 지속적인 공급은 높은 세포 밀도는 얻게 해준다. 관류 흐름의 유익한 효과는 대

류 수송을 유도하고 전단 응력은 세포와 조직 공학적 구조를 통한 관류 흐름이 영양 수송을

증가시키기 때문에 다양한 형태의 배양시스템을 개발했다. 신선하거나 재사용되는 배지의 지속

적은 관류는 culture dish나 지지체 안의 세포에 산소 수송을 증가시킨다. 인간 세포 배양을 위

한 배양시스템의 개발은 세포가 기질에 고정되거나 부착되어야 한다는 사실에 의해 큰 영향을

받는다. 관류나 지속적인 공급은 또한 고갈된 영양소를 대체하고 대사 부산물을 제거함으로써

배양 성능을 강화시켜 준다. 배양시스템은 in vivo환경의 생물학적, 생화학적 그리고 물리학적

조건을 재생산하는 것에 초점을 맞춘다. 그 기능은 지지체 안의 세포에 적절한 영양분과 산소

를 공급해주는 것과 세포 성장을 보장하고 이화 산물을 제거해주는 것이다. 다양한 형태의 배

양시스템은 조직 재건이나 수선을 위한 세포 배양에 사용된다. 최근의 연구들은 균등하고 고밀

도의 조직을 배양할 시 관류의 중요성을 보여준다. Gomes외 다수는 3차원 관류가 어떻게 골

원성의 분화를 향상시키는지 보여주었다. 관류형 배양시스템에서, 수송 현상은 주로 대류를 통

해 일어나기 때문에 세포의 대사 공급은 보다 균일하고 보급이 제한적이지 않다. 3D 배양에서

적절한 수송 속성을 보장하고 세포 주위의 미세 환경을 조절하는 배양시스템을 설계하는 것은

중요하다. 수학적 모델은 조직공학 조직 배양에 포함된 복잡한 화학적, 기계적, 생물학적 요소

를 더 잘 이해하기 위해서 매우 유용하다. 특히 골아세포에 대한 많은 연구가 주목을 받은 이

래로, 많은 연구들은 배양시스템 안에 유체 역학을 만들어냈다. 세포 성장과 물질 교환은 배양

시스템 성능에 영향을 미치는 중요한 2가지 현상이다. 이러한 이유로, 세포 성장과 자라는 세

포에 대사를 공급을 설명하는 노력이 있어 왔다. Allen과 Bhatia는 Nehring이 구형 연골세포

펠렛에 반응, 확살 모델을 제안하는 동안, 평평한 배양시스템을 세우고 정적 2D 산소 도표를

모델화 했다. Malda는 3차원 지지체안의 산소 구배 계산을 위한 수학적 모델을 개발했고 유리

미소전극에 의한 실험적 데이터를 비교했다. Pisu는 시간과 공간의 세포 밀도 변화를 설명하기

위해 반응 기간에 인구 균형을 삽입했다. 용적 평균 방법을 사용하여, Pathi는 배지가 흐르는 2

개의 관류 챔버 사이에 위치한 관류형 배양시스템 상의 조혈원시세포의 성장을 위한 역학적

수학 모델을 개발했다. 모델의 한계는 그것이 정적 상태나 2D상태로 간주되어야 한다는 것이

다.

산소 물질 교환은 대류와 확산에 의한 것이며 높은 산소섭취율에 영향을 준다: 더 높은 물질

교환은 더 높은 산소섭취율과 더 많은 세포 증식을 보인다. 가장 일반적이고 간단한, 조직 공

학에서 배양 전략은 정적 배지에서 세포를 배양하는 것이다. 그러나, 불충분한 영양소, 폐기물

교환 때문에 장기간의 정적 배양은 제한된 세포 활성과 구조 가운데에 ECM형성을 유발한다.
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최근의 연구는 불충분한 확산과 관련한 문제들이 관류형 배양시스템을 완화시킬 수 있다는 것

을 보여주고 있다.

부가적이며 결정적인 관류형 배양시스템에서의 배양 이점은 관류 유도적 기계적 자극이 기

질 산물을 강화시켜준다는 것이다. 몇 가지 관류형 배양시스템시스템은 뼈와 관절 조직공학을

위해 개발되어 왔다. 대부분의 배양시스템은 티타늄, 세라믹, 다양한 고분자물질과 같이 특별히

딱딱한 지지체 재료(modulus=1–3,000 MPa)를 사용하여 설계되었다.

최근에, 다공성 콜라겐과 콜라겐-글리코사미노글리칸 지지체(modulus=0.5–50 kPa) 와 같은

아교질 지지체는 뼈와 관절 조직공학에 좋은 가능성을 가지고 있는 것을 보여주고 있다. 정적

유체흐름은 주로 관류형 배양시스템에 쓰인다. 그러나, 뼈와 관절은 모두 in vivo에서 동적 로

딩의 대상이 된다. 2차원 배양에서 골아세포는 정적, 진동성 유체 흐름과 비교하여 박동석의

유체흐름에 더 많은 기계적 응답을 보였다. 그럼에도 불구하고, 결과는 진동성 유체 흐름이 세

라믹 지지체 상의 골아 세포에 의한 뼈 형성을 증가시키는데 사용될 수 있다는 것을 보여주었

다. 그러므로 골아세포와 조혈모세포에 활성을 미치는 정적, 진동성, 박동성 흐름의 다른 효과

를 세밀히 조사하는 것은 뼈와 관절 조직공학의 배양시스템 배양의 최적화를 위한 결정적인

정보를 줄 수 있다.

2.4 관류배양에서의 물질교환 및 전단응력 분포에 관한 모델링

배지내의 물질교환과 세포 성장 조건 하에서 전단응력 분배를 정량하기 위한 유체 역학적

모델은 조직 공학 적용을 위한 배양 시스템 설계를 촉진시켜 준다. 특히, 균등하고 양적 성장

환경을 제공하는 배양시스템은 성장 구조의 기초 연구와 인간 이식에 사용하기 위한 생화학적

생체역학적 특성을 가진 조직을 개발하기 위해 중요하다. 그러므로, 산소, 포도당 아미노산과

같은 기질 분자의 접근과 대사산물의 제거는 세포에 있어 결정적인 부분이다. 이러한 분자의

이동은 물질 교환과 같이 집합적으로 언급된다. 물질 교환은 순환 시스템과 세포 외 공간 모두

에서 혈관강과 세포 멤브레인 사이의 유체 흐름에 의해 중재될 수 있다. 유체 흐름 패턴에 의

한 압력 변화는 조직 변형, 역학적 로딩, 근육 수축, 흐름 그리고 맥박에 의해 유발될 수 있다.

대류는 세포가 큰 분자의 수송을 향상시키는 중요한 역할을 수행하고 있는 밀집한 세포외 기

질에 박혀있을 때 특히 중요하다. 대부분의 조직들에서 농도 기울기에 따른 확산은 특히 작은

분자에 대해 물질교환을 위한 주 메커니즘이라 볼 수 있다.

관류형 배양시스템 시스템에서의 세포는 유체 역학적 전단 응력에 노출된다. 유체 역학적 전

단 응력은 압축기 반경과 rpm을 증가시킨다. 전단 응력은 또한 프로브의 존재와 흐름 패턴을

방해하는 다른 내부 설비에 의해 증가된다. Gilbertson외 다수는 전조 신경 세포 합상의 배양

은 계산된 최대 전단 응력을 기반으로 확장될 수 있다는 것을 보였다. 다른 줄기 세포 형태는

다른 최적의 전단 응력 값을 가진다.

대부분의 교반 리액터 안의 줄기세포는 최대 세포 밀도와 공기층에서 충분한 산소를 전송하

는 배양 체적을 이용하는 것을 수행한다. 기체 방울을 살포하는 것은 큰 체적과 높은 세포 밀
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도 리액터에 충분한 산소 공급을 달성하기 위해 필요할 것이다. 살포는 세포가 기체 방울에 부

착되기 때문에 세포 손상을 일으키고 거품이 파열하는 동안 높은 전단 응력을 받는 대상이 된

다.

Computational fluid dynamic (CFD) 모델은 배양시스템 안에 유체 흐름과 배양 구조 표면상

의 전단 응력을 측정하기 위해 이전부터 개발되어 왔다. CFD 모델은 역학적 기계적 압축에

의해 유도되는 유체 흐름과 같은 조건을 결정하는 데 사용되어 왔다. CFD 모델링은 레이저

도플러 풍력 측정법과 입자영상유속계 같은 실험적 속도 파형 기술에 의해 입증된 모델을 제

공하는 유동장 특성화에 가장 효과적인 기술 중 하나이다.

이러한 연구들에서, 지지체 안의 실제 유체 역학은 지지체를 다공성 연속체 모델로 간주하기

때문에 값을 구할 수가 없다. 지지체 구멍안의 국부적 유체역학 환경을 더 좋게 하려는 시도

속에서, CFD 모델은 이상적인 지지체 구조물을 기반으로 개발되었다. 이러한 모델들은 3D 지

지체의 내벽 표면에서 작용하는 전단응력의 견적을 제공한다. 최근에, 3차원 지지체의 μCT 재

건에 기반한 미세크기 CFD모델이 소개되었다.

확산과 반응 사이의 관계를 설명한 미분방정식을 무차원으로 만들 때., φ2로 표시된 변수는

확산의 상대속도에 대한 반응의 상대속도에 대한 것으로 얻는다. φ2 = 1일 때, 산소 농도는

표면 농도의 50%이다. φ2 = 2일 때, 산소 농도는 0이 된다. 세포 밀도와 확산 거리 제한의 대

략적인 견적은 φ2 = 1로 설정할 때 만들 수 있다. 식(7-3) 방정식은 지지체 안의 세포의 산소

확산과 반응 역학을 계산할 때 사용된다.

(7-3)

지지체 중심의 확산 거리는 L로 정의한다. 지지체 안의 세포 농도는 [CELL]로 표시한다. 장

치 표면의 산소 농도는 CO 로 정의한다. 산소는 이식 부위로 확산하고 Qcell이 초당 세포의 산

소 소비율이고, x는 기질 안의 깊이일 때, QO2 = Qcellx[Cell]의 체적 비율에서 세포에 의해 소

비된다. DO2가 산소의 확산 계수이고 C가 장치 안의 국부적 산소 농도일 때, 확산과 소비 사

이의 관계를 결정하는 방정식은 DO2 d
2C/dx2 = QO2 이다. 다음 방정식의 풀이는 장치 안의

산소 농도를 알려준다: C/CO = 1–QO2 L
2/(DO2 CO) [x/L–0.5(x/L)

2]. 최소의 산소 농도는 장

치 안의 중심부에서 나타날 것이다(i.e, x=L). 장치의 중심부의 산소 농도를 0보다 크게 하기

위하여, 변수를 QO2 L
2/(DO2 CO)로 묶는 것은 2보다 작아야 한다. 그러므로, 중앙 괴사 없이

산소 확산이 이루어지는 최대의 세포 농도는 Cell < 2DO2CO/(QcellL)로 재배치해 나타낼 수

있다. Cioffi외 다수는 관류형 배양시스템 시스템의 3차원 지지체 안에서 배양되는 인체 연골세

포의 산소 수송과 유체 전단 응력을 정량하기 위해서 매크로 스케일과 마이크로 스케일을 조

합한 연산 접근법을 발표했다.
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3. 재료 및 방법

3.1 관류식 세포배양 챔버시스템

조직공학을 위한 새로운 관류식 세포 배양용 챔버(chamber)시스템을 개발하였다. 이 챔버

시스템은 가열부분, 60 mm cell culture dish, 배지 관류를 위한 입구 및 출구 부분, CO2 공급

출입구 부분, 기체 확산 부분, 온도 센서로 구성되어 있다. 이 세포 배양 챔버시스템은 주로 치

조골 골수줄기세포를 사용하는 치조골 조직공학을 위해 설계되었다. 이 시스템은 출입구 필터

(0.2 μm pore size, PALL)를 통과하는 순환 기체(95% 공기, 5% CO2)로 구성된다. 기체는 지

속적으로 정밀 유량계 챔버(Dwyer, Rate-Master
Ⓡ
Flowmeter, USA)로 공급되었다. 배양시스

템 시스템은 뚜껑에 커버 글라스와 세포 배양 챔버 그리고 바닥은 유리창으로 구성되어있다.

Fig. 7-2는 분해된 배양시스템 시스템의 개략도(A)이며 이 시스템의 사진(B)이다. 특히, 바

닥의 동그란 유리는 세포 배양을 모니터할 수 있는 창이다. 이 배양시스템은 관류 배양 시스템

이다. 배지는 다양한 연동 펌프에 의해 저장용기에서 세포 배양 챔버로 공급되고 다른 펌프에

의해 폐기물 병으로 제거된다. 이 시스템을 연결하는 데 사용하는 튜브는 내경 1/16 in (1.59

mm)이고 외경 1/8 in (3.20 mm)인 Tygon R3603 라는 특수한 튜브이다. 이 튜브는 가압멸균

이 가능하며 가스 투과성이 있기 때문에 사용되었다.

(A) (B)

Fig. 7-2. The developed perfusion flow bioreactor system: (A) schematic of disassembled

bioreactor; top (d:140 mm, h:7mm), cover viewing window (d:110 mm), base (d:180 mm,

h:6mm), base viewing window (d:110 mm), inlet (d:1/8 in), outlet (d:1/8 in), and cell

culture chamber (d:140 mm, h:25mm); (B) photograph of disassembled bioreactor

가압멸균을 고려하여, Fig. 7-2에서 보여 지듯이 배양 챔버시스템을 구성하는 뚜껑, 챔버, 바

닥, 봉합부, 입출구 등이 쉽게 분리되도록 설계하였다. 가압멸균기(Autocalves-Steam

Sterilizer, DAIHAN-sci, Korea)사용해 커버 글라스와 봉합부의 70%를 담그고 1시간 동안 멸

균했으며, 밤새 말린 후, 자외선을 각 면에 1시간씩 비추고, 증류수로 3번 씻어냈다. 이 시스템
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은 세포 배양 후드 안에서 멸균을 유지한 채 조립되었다.

3.2 새로운 관류식 배양 시스템

이 연구에서 개발된 새로운 세포배양용 챔버시스템과 제어장치는 Fig. 7-3(A-C)에서 보이는

것과 같다. 또한, Fig. 7-4(A)는 관류 배양을 위한 간단한 디자인을 개략적인 다이어그램으로

보여준다. 이 관류식 배양시스템은 주로 세포 chamber 시스템, 배지를 순환시키는 다양한 유

동 펌프(400 low flow pump, Watson-Marlow Bredel Pump, South Korea), 배지 용기, 자성

교반장치 그리고 챔버시스템에 온도와 CO2를 지속적으로 공급해줄 제어장치로 구성하였다. 또

한, 살아있는 세포의 이미지화를 위한 역상 현미경, 모니터링 시스템, 폐배지 용기, CO2 조절

장치, 멤브레인 필터 등은 세포 배양 챔버시스템에 연결하였다. 이 시스템에 Fig. 7-4(B)에서와

같이 챔버를 통과하는 배지의 관류 배양을 위해 내외에 출입구를 장착하였다.

Fig. 7-3. A novel perfusion flow chamber system and its controller; (a) image of a novel

perfusion chamber system on the microscope stage, (b) image of medium perfusion in a

novel perfusion chamber system, and (c) temperature(37℃) and 5% CO2 controller

(A) (B)

Fig. 7-4. Schematic diagram of the bioreactor design (A) and a perfusion culture system

and its elements (B); (a) a perfusion flow cell chamber system; (b) variable peristaltic

pumps to circulate the medium; (c) a reservoir vessel; (d) a magnetic stirring device;

(e) controller for temperature and CO2 gas control into cell chamber system; (f) an inverted
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microscope; (g) monitoring system; (h) a waste medium bottle; (i) CO2 regulating device;

and (j) a 0.2 μm membrane filter.

3.3 치조골 골수줄기세포 배양

치조골 골수줄기세포는 Intellectual Biointerface Engineering Center, Dental Research

Institute, College of Dentistry, Seoul National University에서 공급받았다. 세포는 10% 소 태

아 혈청(FBS, Welgene inc., south korea), 10 mM ascorbic 산 (L-ascorbic acid) 그리고 항생

제와 탄산수소나트륨을 포함한 α-minimum 필수 배지에서 37℃, 대기 중 습도, 5％ CO2 인큐

베이터에서 배양되었다. 배지는 매일 바꾸어주었다. 치조골 골수줄기세포는 부착을 촉진하기

위해 24시간이 지난 후 배양했다. 세포들이 합쳐졌을 때, 1mL trypsin-EDTA로 분리시키고 계

대배양을 수행하였다. 인간 치조골 골수줄기세포가 합쳐지기 전에 계대배양을 하였고 본 실험

에서 5∼6번의 계대배양을 수행하였다.

3.4 Live cell imaging의 지속적인 모니터링

세포 배양 챔버시스템은 주로 치조골 골수줄기세포를 실시간 모니터링하기 위해 설계되었다.

이 발달된 관류 배양시스템은 Fig. 4-3에서 보이는 것과 같이 역상 현미경 위에 쉽게 위치할

수 있다. Chamber 시스템에서 배양되는 인간 치조골 골수줄기세포의 Live cell image를 위상

차 현미경(Nikon TS100, Japan)과 디지털 카메라 (ScopeTek DCM200, China)를 사용하여 4일

동안 30초 간격으로 찍었다. 세포 형태 이미지는 정확하게 컴퓨터 스크린에 나타났다. 세포 형

태는 세포 성장과 치조골 골수줄기세포의 움직임과 같은 세포의 가능성에 대한 기본 정보를

제공한다.

3.5 세포 생존 기반 WST-1 테스트 분석

치조골 골수줄기세포 증식은 WST-1 assay (EZ-Cytox Cell Viability Assay Kit, Daeillab

Service Co., LTD) 기법으로 측정하였다. 최근에, colormetric assay 기법이 배지에 첨가하는

tetrazolium salts의 분열에 의해 생존하는 세포를 분석하는데 이용이 가능해졌다. 이 assay 기

법은 생존 세포만이 보이는 활동과 미토콘드리아의 호흡 작용에 속하는 succinate-tetrazolium

환원 효소 시스템에 의해서, tetrazolium salt WST-1이 수용성 formazan에서 분열하는 것에

기반하고 있다. 그러므로 formazan 염색 양이 직접적으로 살아있는 세포의 수와 비례한다. 생

존 세포에 의한 Formazan 염색은 multi-well spectrophotometer (Victor 3, Perkin Elmer,

USA)를 이용해 460 nm에서 흡광도를 측정함으로써 정량하였다.

3.6 정적 배양과 관류 배양

치조골 골수줄기세포는 처음 세포 밀도 3.0×104 cells/ml로 60 mm Nunc's culture dish에서

4일 동안 배양하였다. 배지는 매일 바꾸었다. 치조골 골수줄기세포의 세포 형태는 위상차 현미
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경으로 관찰하였다. 배지 용기는 500 ml의 완전한 배지로 채워지고 실리콘 고무로 밀봉하였다.

배지는 Watson-Marlow 400을 사용하여 낮은 흐름으로 지속적인 공급을 하였다. 배양

chamber 시스템에 세포가 부착된 지 12시간이 지난 후, 펌프를 가동시켰다. 관류 속도는 각각

0.03과 0.3 ml/min이었다. 정적 배양(관류가 없는)과 관류 배양은 4일 동안 지속되었다. 1일 관

류 속도에 따라 50 ml에서 450 ml까지 신선한 배지로 대체하도록 하였다. 본 연구에서 정적

배양은 관류 없이 전형적인 culture dish와 배양 챔버시스템에서 37℃, 5% CO2, 0.2 μm 멤브레

인 필터를 사용한 95%의 필터처리 실내 공기 속에서 수행하였다.

3.7 통계 분석

통계 분석은 SAS Statistical Analysis System for Windows v8.2 (SAS Institute, Inc.,

Cary, NC, USA)를 사용하여 실시하였다. 실험군과 대조군 사이의 통계적 의미는 ANOVA와

p<0.05일 때 Duncan’s multiple range test 두 방향으로 비교하였다. 데이터는 ±표준 편차의

의미로 보고했다.

4. 결과 및 고찰

4.1 개발된 배양시스템 시스템을 사용한 정적 배양과 관류 배양의 비교

Fig. 7-5는 개발한 배양시스템에서, 72시간 동안 정적 배양과 동적 관류 배양에서 치조골 골

수줄기세포의 세포 성장 형태를 보여주는 것이다. Fig. 4-5를 보면 알 수 있듯이, 세포 성장 형

태는 개발된 챔버시스템에서의 관류식 배양이 정적 배양과 비슷한 것을 보여준다.

Fig. 7-5. Morphology of alveolar bone marrow stem cells in a static culture (without

perfusion) and a medium perfusion flow culture using the developed perfusion bioreactor

system.

4.2 기존 배양과 개발된 배양시스템 시스템 사이의 세포 생존

Fig. 7-6은 통제군(전형적인 CO2 인큐베이터 배양)과 개발된 배양시스템 시스템을 4일 동
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안 관류 배양하지 않았을 시 세포 생존을 비교한 것이다. Fig. 4-6에서 나타나듯, 새로운 관류

챔버시스템을 사용한 세포 성장 비율(배지 관류 없이)과 정적 배양의 세포 생존을 비교했을 때

비슷한 추세를 보였다(p>0.05). 개발된 시스템과 전형적인 CO2 인큐베이터 배양 사이의 이러한

세포 생존 결과에 따라, 새로운 관류 챔버시스템이 잘 설계되었음을 알 수 있다.

Fig. 7-6. Comparison of cell viability between the control (conventional culture at the CO2

incubator) and the developed bioreactor system without perfusion (0 ml/min) for 4 days.

4.3 정적 배양과 개발된 배양시스템 시스템을 사용한 관류 배양 사이의 세포 생존

Fig. 7-7은 정적 배양(관류가 없는)과 개발된 배양시스템 시스템을 사용한 관류 배양 사이

의 세포 생존의 결과를 보여준다. 관류 배양의 유속은 4일 동안 각각 0.03과 0.3 ml/min으로

작동시켰다. 또한, 정적 배양과 관류 배양은 4일 동안 지속하였다. Fig. 7-7의 결과는 4일 동안

0.03 ml/min의 관류 배양의 세포 성장률이 정적 배양 조건보다 월등히 높게 나왔다는 것을 보

여준다. 또한, 0.3 ml/min보다 0.03 ml/min에서 보다 큰 세포 성장이 나타났다. 본 연구의 이러

한 실험 결과에 따라, 0.03 ml/min의 낮은 유속이 정적 배양보다도 세포 성장을 높여주는 것을

알 수 있었다. 0.03 ml/min의 정확한 관류 배양에서 세포 성장률이 약 110∼115% 효과적으로

증가하였다.
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* * p < 0.05  
    

Fig. 7-7. Comparison of cell viability between the static culture (without perfusion) and the

perfusion flow culture using the developed bioreactor system (the perfusion rate was 0.03

and 0.3 ml/min, respectively).

4.4 세포의 실시간 연속적인 모니터링

관류 배양시스템 시스템에 설치한 역상 현미경으로부터 살아있는 세포의 이미지를 얻었다.

개발한 배양시스템은 치조골 골수줄기세포 배양을 성공적으로 유지하고 기록하였다. Fig. 7-8

은 개발된 배양시스템 시스템을 통해 찍은 살아있는 세포 형태를 보여준다. 세포 행동과 세포

분열에 대해 관찰하였다. 관류형 배양시스템에서 배양한 살아있는 세포 형태를 모니터하고 찍

는 것이 가능했다. 이 연구의 배양시스템 설계의 핵심요소는 인큐베이터 환경에서 세포 활동을

진행시키는 동안 살아있는 세포를 모니터할 수 있는 능력과 사용의 용이성이었다. 그러므로 온

도 평가와 pH 안정성, 시스템의 충실한 이미지, 흐름의 영향 그리고 세포 생존상의 CO2 비의

존적 세포 성장배지 등은 배양시스템의 유용성을 결정하는 중요한 요소들이다. 특히, 기존 현

미경에 맞는 배양챔버시스템의 설계로, 배양시스템의 높이가 그것의 기능과 디자인의 핵심요소

로 간주될 수 있다. 개발된 배양시스템 시스템의 이미지 창은 지름 110 mm이다. 이 챔버는 지

름 140 mm와 깊이가 25 mm로 cell culture dish를 놓기 위한 적절한 공간을 제공한다. 온도와

CO2의 안정성을 측정하기 위해, 이 배양시스템 시스템은 세포 배양 조건에서 지속적으로 작동

하였다. 그리고 세포 배양챔버시스템 안에 열전대를 배치했다. 이 시스템의 온도의 안정성은 4

일 동안 지속적으로 모니터하였다. 온도 시스템이 37℃에 도달하자마자, 4일 동안 온도를 37±

1℃로 안정하게 유지하였다.
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Fig. 7-8. Live cell images of alveolar bone marrow stem cells captured using the developed

bioreactor system for about 3 days.
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5. 요약 및 결론

본 연구에서, 새로운 관류식 배양시스템 시스템을 개발하고 평가하였다. 세포 생존 능력 테

스트에서 관류식 배양 챔버시스템의 세포 성장은 정적 배양과 비슷한 추세를 보였다. 또한, 살

아있는 세포는 개발된 시스템에서 연속적인 기간 동안 관찰할 수 있었다.

본 연구에서 개발된 관류 배양시스템은 세포 생존 결과를 통해 보았을 때, 정적 배양보다 관

류 배양시의 세포성장률이 약 115%로서 현저하게 높은 것을 보였다. 그러므로 이 시스템은 치

조골 골수줄기세포 배양에 성공적으로 사용될 수 있다. 또한, 이 시스템은 살아있는 세포의 형

태를 모니터링하고 찍는 것도 가능하다. 이식 조직 형성에 관하여, 배양시스템 시스템은 배양

계획, 생체검사 포함, 세포 확장, 세포 증식 그리고 배양시스템에 세포 심기 등을 완전하게 통

합해야만 한다. 이 배양 시스템은 조직 공학적 치조골을 생산하는데 필요한 세포에 줄기세포

분화를 촉진할 수 있는 in vivo환경을 보다 면밀히 모방한 in vitro환경의 적용을 가능하게 해

준다.
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제 8 절 동물 세포, 조직 배양을 위한 3차원 생체자극 배양시스템

의 개발 및 성능 개선

1. 서론

최근에 세포에 유체흐름을 가한 전단응력에 대한 기계적 자극 영향에 대한 연구들이 중요시

되고 있다.(Bancroft et al., 2002; Martin and Vermette, 2005; Pathi et al., 2005; Yu et al.,

2004) [1,2,3,4]. 이러한 생체 외 배양에 대한 연구는 생체 내 배양환경을 생체모방하려는 연구

의 일환이다. 생체 내의 역학적전이(mechanotransduction)는 세포에게 기계적 자극을 가하고

이는 즉, 생체화학적 신호로 전환되는 에너지 변환의 일환이다. 전단응력은 특히, 역학적전이활

동을 증대시킴으로써 가장 중요한 기계적 자극 중의 일부로 여겨진다. (Liebschner, 2004;

Sikavitsas et al., 2001; Vance et al., 2005; Weinbaum et al., 1994) [5,6,7,8]. 또한, perfusion

flow bioreactor는 체외세포의 합성 및 미네랄생성 등을 촉진시킴으로써 골아세포의 활동을 촉

진시킬수 있는 인자들과 상당히 관련됨을 보고하고 있다. (Altman et al., 2002; Janssen et al.,

2006; Wang et al., 2002) [9,10,11].

일반적으로, 배양시스템은 세포가 자랄 수 있는 환경을 제공하도록 설계하는 것이다. 대부분

의 관류식 흐름형태인 배양시스템은 일반적인 환경, 즉 온도 37℃, CO2 5%환경에서 이루어지

지만, 실시간 세포배양 이미지 모니터링은 가능하지 못한 실정이다. (Hoerstrup et al., 2000;

Powers et al., 2002; Vance et al., 2005; Williams and Wick, 2004)[15,16,17,18,]. 실시간 세포

배양 모니터링을 위한 관류식 흐름 배양시스템은 부착성세포 또는 단일세포를 고려해서 설계

되고 있다(Focht, 1996; Hing et al.,2000) [19,20]. 이러한 시스템개발에 있어서, 세포배양 배지

는 챔버 내에서 적절한 배지 흐름속도를 유지하면서 순환시킬 수 있어야 한다. 유체의 흐름에

대한 영향은 세포에게 각각 다른 자극을 제공하는데, 특히, 전단응력과 streaming electrical

potentials 신호를 제공한다(Salzstein et al., 1987; Salzstein and Pollack, 1987) [21]. 많은 연구

자들이 보고하기를 이러한 유체의 흐름에 대한 세포의 영향은 streaming electrical potential

보다는 유체의 흐름에 의한 전단응력에 기인한 것으로 보고되고 있다 (Bakker et al., 2001)

[22].

조직공학과 관련해서, 배양시스템은 3차원 조직을 재생시키고자 세포의 증식용으로 사용될

수 있고 특히 장기의 장기적 배양을 위한 support장치로서 부각될 수 있다 (Shachar et al.,

2003) [23]. 이러한 배양시스템은 산소의 전달, pH, 온도, 기계적 자극뿐 아니라 멸균상태의 공

급과 샘플링 운전이 가능하도록 제어되어야 한다. 게다가, 배양시스템은 자동적인 운전스텝이

요구되어진다. 이 시스템은 기본적인 세포의 증식을 위한 연구뿐 아니라, 임상의 응용측면이나

drug screening 측면에서도 응용가능성이 있다 (Nagelheyer et al., 2005)[24]. 이러한 시스템을

설계할 때 가장 중요한 설계인자들로서는 세포의 접착성을 고려하고, 배지의 순환, 영양소의
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상태파악, pH, 온도, 배양배지내의 용존산소량(DO) 상태, CO2, O2, flow perfusion rate, 기계적

자극과 같은 자극기술 등을 모두 고려해야 한다.

본 연구의 목적은 동물 (줄기)세포를 생체내에서 배양되는 것처럼 생체외 배양을 목적으로

새로운 관류식 배양 챔버시스템을 개발함으로써 생체모방형 생체외 세포 배양시스템을 개발하

고자 한다.

2. 재료 및 방법

2.1 관류식 배양시스템의 공정도

Fig. 8-1은 인간 치조골 줄기세포 배양을 위한 관류식 배양시스템의 공정도를 나타낸다.

Fig. 8-1. Schematic layout of perfusion flow culture system developed with a cell culture

chamber system, gas mass flow controllers, precision peristaltic pumps, vessels for fresh

and spent medium, and a monitoring system.
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2.2 관류식 배양시스템 설계

Fig. 8-2는 관류식 배양시스템의 P & ID(Piping & Instrument Drawing)를 나타낸다. 시스

템 설계시 주 요소로는 신선한 배지의 Injection Part, 배지를 순환시키기 전 신선 배지를 제어

해주는 신선 배지용기(Control based Vessel, 교반 및 pH, DO 등 계측 part), 세포를 직접 배

양시키는 배양 챔버시스템 및 세포환경 계측부, 배지의 pH 및 DO를 유지시키고 세포배양 환

경을 최적화시키기 위한 CO2, O2, N2, AIR 의 4-gases 혼합용 MFC(mass flow controller) 제

어부, 마지막으로 사용된 배지를 적정 조건별로 선택하여 배출시킬 수 있는 페기용기(waste

vessel) 제어부로 구분 할 수 있다.
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Fig. 8-2 P&ID design of a novel perfusion culture system for culturing specific stem cells
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본 연구에 사용한 가변식 정량펌프로는 Variable Speed Peristatltic Pump 에 의해서 제어가

된다 (Table 8-1).

Table 8-1. The specifications of the peristaltic pump used in this study

Items Specifications 

Silicone tubing 1.6 mm wall tubing   

Maximum pressure  bar 2.4 with silicone 

tubing

 

Tube bore 1.02  

Flow rate(ml/revolution) 0.001 (ID :0.13 mm)  

Max. low rate 0.01 ml/min

Min. flow rate 34 ml/min  

적정 세포배양을 위해서는 정밀제어가 가능한 정량펌프를 이용하는데, 약 0.03∼0.1 ml/min

에서 배양배지를 공급해주고 순환시켜준다. 이러한 적정배지는 세포에게 적당한 전단응력

(shear stress)를 유발하여 성장에 긍정적인 환경적 영향을 제공해 줄 수 있다. 또한, 세포의

신진대사에 의해 발생되는 젖산(lactic acid0를 펌프로서 선택적으로 제거가 가능하다. Table

8-2는 P&ID design 의 BOM (Bill of Material) 리스트를 나타낸다.
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Table 8-2 Material list for P & ID design of a novel perfusion culture system

No 　 Description Item Spec

1 G01 Gas Line 4 Gas Mixer(MFC Type) CO2, O2, N2, Air(500cc/min)

2 G02 Gas Line MFC ReadOut 　

3 G03 Gas Line Gas Mixing Unit N/A

4 G04 Gas Line Air Flow Meter(GX2에  포함) 0~500CC/min

5 G05 Gas Line Hose Tee 1/16" Hose Tee

6 G06 Gas Line Hose Clamp 　

8 G08 Gas Line Air Filter 0.2um

9 G09 Gas Line Silicon Hose 　

11 G21 Gas Line Hose Reducer Φ6.35 x Φ4

12 G22 Gas Line One Touch Fitting TeeΦ4 

13 G23 Gas Line Uretan Hose Φ4 

15 F01 Vessel Unit 500ml Vessel Φ85 x 118H(3 Arm)

16 F02 Vessel Unit Servo Motor APM-SA01ACN (100W)

17 F03 Vessel Unit Servo Motor  Controller APD-VS01N

18 F04 Vessel Unit pH Sensor InPro3030/120

19 F05 Vessel Unit DO Sensor InPro6800/12/120

20 F06 Vessel Unit Temp Sensor Φ4 x 160

21 F07 Vessel Unit Heater Plate 210 x 210

22 F08 Vessel Unit Load Cell 200 x 200 x 18t  (20kg)

23 F09 Vessel Unit Load Cell Transmitter 　

25 M01 Media Line Cooler 10℃

26 M02 Media Line Media Bottle 500ml

27 M03 Media Line Air Filter 0.2um

28 M04 Media Line Peristatic Pump #400 

29 M05 Media Line Gerd Motor(Peristatic  Pump용) 0.01~1ml/hr

30 M06 Media Line Peristatic Pump #400 

31 M07 Media Line Gerd Motor(Peristatic  Pump용) 0.01~1ml/hr

32 M08 Media Line Pressure Transmitter 　

33 M31 Media Line Pressure Indicator 　

34 M09 Media Line Mini Incubator 　

35 M10 Media Line ISFET pH Sensor(Incubator) 　

36 M37 Media Line ISFET pH Sensor  Indicator 　

37 M11 Media Line O2 Sensor(Mini  Incubator용) 　

38 M32 Media Line O2 Sensor Indicator 　

39 M12 Media Line CO2 Sensor(Mini  Incubator용) 　

40 M33 Media Line CO2Sensor  Indicator 　

41 M13 Media Line Temp Sensor(Mini  Incubator용) 　

42 M34 Media Line Temp Indicator 　

43 M14 Media Line Humidity Sensor(Incubator용) 　

44 M35 Media Line Humidity Indicator 　

45 M15 Media Line Peristatic Pump #400 

46 M16 Media Line Gerd Motor(Peristatic  Pump용) 0.01~1ml/hr

47 M17 Media Line Sampling Bottle 　

48 M18 Media Line Pressure Transmitter 　

49 M36 Media Line Pressure Indicator 　

50 M19 Media Line Peristatic Pump #400 

51 M20 Media Line Gerd Motor(Peristatic  Pump용) 0.01~1ml/hr

52 M21 Media Line Hose Tee 1/16" Hose Tee

53 M22 Media Line Hose Clamp 　

55 M24 Media Line Media Bottle 1000ml
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Fig. 8-3은 관류식 배양시스템을 개발하고자, 세포가 직접 배양할 수 있는 환경을 제공해주

는 세포 배양 챔버의 설계도를 나타낸다. 본 시스템의 가장 큰 특징은 세포의 배양환경을 실시

간으로 Live-cell monitoring이 가능하도록 설계하였으며, 세포 환경제어가 가능하도록 pH,

DO, CO2, O2 및 온도, 습도 등을 설치하여 실시간으로 자료수집하여 분석할 수 있다. 또한, 가

변식 정량 펌프를 통해서 배지의 working volume을 약 3 ml로 정밀하게 유지할 수 있도록 기

구학적으로 설계하였다.

Fig. 8-3 P & ID design of cell culture chamber system

2.3 관류식 배양시스템의 제작 및 개발

Fig. 8-4는 (주)바이오트론의 연구소에서 본 관류식 배양시스템의 제작 및 개발을 수행하고

있는 모습을 보여준다. 또한, Fig. 8-5는 현장에서 개발된 시스템의 평가 및 보완작업을 수행하

고 있는 그림을 보여준다.



- 132 -

Fig. 8-4 Pictures of a perfusion flow culture system developed at the BIOTRON Inc.

Fig. 8-5 Validation of a perfusion flow culture system made at the BIOTRON Inc.
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Fig. 8-6 Validation of a 4 gas mass flow controller(air, N2, CO2, O2) of a perfusion flow

culture system made at the BIOTRON Inc.

2.4 3차원 관류식 배양시스템의 제작 및 개발

Fig. 8-7은 3차원 관류식 배양시스템을 개발하고자, 세포가 직접 배양할 수 있는 환경을 제

공해주는 세포 배양 챔버 내에 3차원 지지체를 삽입하여 조직을 재생시킬 수 있는 3차원 관류

식 배양시스템의 설계도를 나타낸다. 본 시스템의 가장 큰 특징은 세포 환경제어(pH, DO,

CO2, O2 및 온도, 습도 등)가 가능하도록 설계된 배양 시스템 내에 3차원 배양을 할 수 있도록

설계 및 제작하였다.

Fig. 8-7 P & ID design of 3D cell culture chamber system
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Fig. 8-8은 본 연구의 인간 치조골 줄기세포 배양을 위한 3차원 관류식 배양시스템의 공정

도를 나타낸다.

Fig. 8-8. Schematic layout of 3D perfusion flow culture system developed with a cell

culture chamber system, gas mass flow controllers, precision peristaltic pumps, vessels for

fresh and spent medium, and monitoring system.

Fig. 8-9은 (주)바이오트론의 연구소에서 본 3차원 관류식 배양시스템을 제작하고 있는 모습

을 보여준다.

Fig. 8-8. Pictures of a 3D perfusion flow culture system developed at the BIOTRON Inc.
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3. 결과 및 고찰

3.1 관류식 세포 배양시스템의 성능 평가

Fig. 8-9은 개발한 관류식 세포 배양시스템을 실험 및 성능평가를 수행하고 있는 모습을 보

여준다. 본 시스템은 도립현미경 상단에 설치할 수 있도록 설계되었다. Fig. 8-10은 신선 배지

를 본 시스템에 설치하는 것을 보여준다. 그림과 같이 500 mL 배양 배지를 설치하게 되면, 자

동으로 적정 양만큼 Control Based Vessel part로 공급하도록 제어된다.

Fig. 8-9. Pictures of a novel perfusion chamber system and its controller part

Fig. 8-10. Pictures of media injection and media measurement (pH, DO)
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Fig. 8-11은 세포의 배양환경을 제어하기 위한 4 gases mass flow controller (air, N2, CO2,

O2)를 나타낸다. Fig. 8-12는 세포배양 챔버의 내부 압력을 측정하기 위한 pressure

transmitter를 나타낸다.

Fig. 8-11 Pictures of 4 gases mass flow controller (air, N2, CO2, O2)

Fig. 8-12. Pictures of pressure controller for controlling internal pressure of culture

chamber
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Fig. 8-13은 본 연구의 배양시스템을 컴퓨터에서 제어할 수 있는 GUI (Graphic User

Interface) 화면을 나타낸다. GUI 화면을 통해서 모든 컨트롤러의 RUN, STOP 및 ON, OFF를

제어할 수 있으며 실시간 데이터의 저장을 통해 데이터를 분석할 수 있다. 또한, Fig. 8-11은

자동으로 배양을 할수 있도록 시퀀스 제어 기능을 제공하는 기능을 보여 주고 있다. 각각의 센

서류에 대해서 작동순서와 시간 설정 등을 지정할 수 있도록 하였다.

Fig. 8-13. Main GUI monitoring program of the culture system for tissue engineering

Fig. 8-14. Sequence program for automatic cell culture control of perfusion culture system
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Fig. 8-15는 본 시스템의 센서 신호를 그래프로 나타내주는 Trend 화면을 나타낸다.

Fig. 8-16은 GUI 스크린에 대한 컴퓨터상의 사진을 나타낸다.

Fig. 8-15. Trend graph of perfusion flow culture system for tissue engineering

Fig. 8-16. GUI screen of perfusion flow culture system for tissue engineering
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3.2 관류식 세포 배양시스템의 배양 기술

Fig. 8-17는 개발한 배양시스템으로 관류식으로 세포를 배양하는 실험을 보여 준다. 500 mL

의 신선 배지를 연결하면, 자동으로 교반부 측정시스템에서 적정 양을 계산하여 교반 저장부

Vessel로 주입하게 된다. 세포 배양 준비를 끝낸 후 GUI 화면을 통해 최적의 운전조건을 이미

설정한 값으로 운전시킨 후 배양운전 과정을 마친다.

Fig. 8-17. Pictures of cell culture process via the developed perfusion culture system
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또한, Fig. 8-18는 본 시스템의 세포관찰을 역상 현미경을 통해 실시간으로 관찰 및 모니터링

할 수 있도록 설계하였으며, 이에 대한 실험자가 세포를 관찰하는 사진을 나타낸다.

Fig. 8-18. Pictures of pressure controller for controlling internal pressure of culture

chamber

3.3 배양시스템의 배양환경 평가 및 세포 배양실험 평가

본 연구에서는 개발된 배양시스템의 배양환경 제어를 평가하였다. 시스템의 세포배양 환경

제어 요소로는 온도, CO2, O2, 습도, 챔버시스템의 내압 제어를 비롯하여, 배양배지를 측정하였

을 때의 교반부의 온도 제어, pH, DO, RPM을 각각 성능 평가하였다. 각각의 성능평가 결과들

을 Fig. 8-19에서부터 Fig. 8-28까지 나타내었다.

3.3.1 세포배양 챔버 시스템의 온도 제어

Fig. 8-19. Temperature control during 5 day culture in the cell culture chamber system
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3.3.2 세포배양 챔버 시스템의 CO2 제어

Fig. 8-20. CO2 control during 5 day culture in the cell culture chamber system

3.3.3 세포배양 챔버 시스템의 O2 제어

Fig. 8-21. O2 control during 5 day culture in the cell culture chamber system

3.3.4 세포배양 챔버 시스템의 습도 모니터링

Fig. 8-22. Humidity (R.H) monitoring during 5 day culture in the culture chamber system
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3.3.5 세포배양 챔버 내의 압력 제어

Fig. 8-23. Internal pressure control during 5 day culture in the culture chamber system

Fig. 8-24. Pressure values as subtracting an internal pressure into the chamber system (F) 

during 5 day culture. 

3.3.6 배지 교반부의 온도 제어

Fig. 8-25. Temperature control during 48 hour culture in the culture chamber system.
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3.3.7 배지 교반부의 pH 제어

Fig. 8-26. pH control during 48 hour culture in a stirring vessel of the perfusion flow

culture system.

3.3.8 배지 교반부의 DO 제어

Fig. 8-27. DO control during 48 hour culture in a stirring vessel of the perfusion culture

system

3.3.9 배지 교반부의 RPM 제어

Fig. 8-28. RPM control during 48 hour culture in a stirring vessel of the perfusion culture

system
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3.4 관류식 배양시스템의 배양 실험 결과

Fig. 8-29는 본 연구에서 개발된 세포배양 챔버시스템과 상용화제품인 CO2 인큐베이터에서

약 3일 동안 세포를 배양하였을 때의 세포성장 관찰을 나타낸다. 그림에서 보여주는 바와 같이

4 반복 횟수시 상용화제품인 CO2 인큐베이터에서와 본 연구에서 개발된 세포배양 챔버시스템

에서의 세포 배양시 세포의 성장 morphology가 거의 유사함을 관찰하였다.

3.4.1 개발한 배양시스템을 이용한 정적 및 관류 배양의 세포 성장 비교

Fig. 8-29 Morphology of alveolar bone marrow stem cells in a static culture (without

perfusion) and a medium perfusion flow culture using the developed perfusion bioreactor

system.

3.4.2 인큐베이터와 개발한 배양시스템에서의 정적 배양의 세포생존도 비교

Fig. 8-30은 대조군 (conventional culture at the CO2 incubator) 과 개발한 배양시스템에서

약 4일 동안 배양하였을 때의 cell viability 결과를 나타낸다. 본 실험에서는 관류식 배양 실험

전 개발된 시스템의 세포배양 성능 테스트를 위함이다. Cell viability 결과는 대조군과 개발된

시스템과의 유의성이 없게 나타났다 (p>0.05).
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Fig. 8-30 Comparison of cell viability between the control (conventional culture at the CO2

incubator) and the developed culture system without perfusion (0 ml/min) for 4 days.

3.4.3 개발한 관류식 배양시스템에서의 정적 및 관류 배양의 세포생존도 비교

Fig. 8-31은 개발한 배양시스템에서 정적 및 관류 배양의 세포 생존도를 비교한 것이다. 관

류 배양실험의 배지 흐름속도는 가변식 정량펌프를 이용하여 약 4일 동안 0.03 ml/min, 0.3

ml/min으로 배양하였다. 실험 결과, 정적(static) 상태로 세포를 배양했을 때 보다 유속을 천천

히 0.03 ml/min으로 관류 배양하였을 때 세포생존도(cell viability)가 약 110-115% 향상되었다.

또한, 배지의 관류 유속을 0.3 ml/min으로 실험한 결과 cell viability가 증가하지는 않았다. 하

지만, 본 실험은 단지 cell viability test로 확인을 하였으므로, 향후 세포의 분화 마커와 관련

해 추가적인 실험이 필요한 실정이다.

Fig. 8-31 Comparison of cell viability between the static culture (without perfusion) and

the perfusion flow culture using the developed culture system (the perfusion rate was

0.03 and 0.3 ml/min, respectively).
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3.4.4 MFC 가스 제어기를 이용한 산소 농도에 따른 세포생존도 비교

Fig. 8-32은 MFC 가스 제어기를 이용하여 산소의 농도가 세포에 미치는 영향을 조사하였

다. 실험결과 산소의 농도가 높을수록 세포의 cell viability가 감소하였다.

Fig. 8-32 Comparison of cell viability between the control (conventional culture at the CO2

incubator) and O2 oxygen variation using MFC gas control of developed culture system.

3.4.5 생체자극(초음파) 관류식 세포 배양시스템의 평가

Fig. 8-33는 초음파 생체자극을 관류식 세포 배양시스템에 적용하여 실험 및 성능평가를 수

행하고 있는 사진이다. 본 실험에서의 초음파 조건으로는 50 mW/cm2 에서 duty cycle 10%,

자극시간 10분의 자극을 가하였다.

(a) (b) (c)

Fig. 8-33. Pictures of a novel perfusion chamber system with low intensity ultrasound

stimulation (b, c) and its controller part (a).
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Fig. 8-34은 초음파 생체자극을 관류식 세포 배양시스템에 적용하여 실험 및 성능평가를 수

행하고 있는 사진이다.

Fig. 8-34. Pictures of a novel perfusion chamber system with low intensity ultrasound

stimulation

Fig. 8-35은 초음파 생체자극을 관류식 세포 배양시스템에 적용하여 실험하였을 때의 모니터

링시스템 화면을 나타낸다.

Fig. 8-35. Monitoring screen picture of a novel perfusion chamber system with low

intensity ultrasound stimulation.
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Fig. 8-36는 초음파 생체자극을 관류식 세포 배양시스템에 적용하였을 때의 실험결과를 나

타낸다. 시스템에서 관류하지 않았을 때 대조군에 비해서 초음파 자극군 LUS(Low Ultrasound

Stimulation, 50mW/cm2, 10% duty cycle, 10min)이 약 130% 증식효과가 있는 것으로 나타났

다. 이 결과는 culture dish에서 초음파 자극을 준 경우와 비슷한 같은 증식효과를 나타내었다.

하지만 0.3 ml/min의 빠른 관류배양 조건과 초음파 LUS(Low Ultrasound Stimulation,

50mW/cm2, 10% duty cycle, 10min) 실험을 같이 유도하였을 때 세포의 생존도 값이 대조군이

비해 효과가 없는 것으로 나타났다. 이에 시스템에서 약 0.03 ml/min 저속의 관류가 필요하였

다.

Fig. 8-36. Comparison of cell viability between the control (conventional culture at the CO2

incubator) and LUS(Low Ultrasound Stimulation, 50mW/cm2, 10% duty cycle, 10min) using

perfusion culture system.

5. 요약 및 결론

본 연구에서는 동물 (줄기)세포를 생체내에서 배양되는 것처럼 생체외 배양을 목적으로 새로

운 관류식 배양 챔버시스템을 개발하였다. 세포 생존 능력 테스트에서 관류식 배양 챔버시스템

의 세포 성장은 정적 배양과 비슷한 추세를 보였다. 또한, 살아있는 세포는 개발된 시스템에서

연속적인 기간 동안 관찰할 수 있었다.

본 연구에서 개발된 관류 배양시스템은 세포 생존 결과를 통해 보았을 때, 정적 배양보다 관

류 배양시의 세포성장률이 약 115-120%로서 현저하게 높은 것을 보였다. 그러므로 이 시스템

은 치조골 골수줄기세포 배양에 성공적으로 사용될 수 있다. 또한, 이 시스템은 살아있는 세포

의 형태를 모니터링하고 찍을 수 있도록 챔버 시스템을 설계 및 제작하였다. 또한, 3차원 지지

체를 삽입하여 조직을 재생시킬 수 있는 3차원 관류식 배양시스템을 설계 및 제작하였다. 본
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시스템에서는 세포 환경제어(pH, DO, CO2, O2 및 온도, 습도 등)가 가능하고, 배양 시스템에서

3차원 배양을 할 수 있도록 설계 및 제작하였다. 또한, 초음파 생체자극을 관류식 세포 배양시

스템에 적용하였을 때의 실험결과, 대조군에 비해서 초음파 자극군이 약 130% 증식효과가 있

는 것으로 나타났다.



- 150 -

제 9절 동물 세포, 조직 배양을 위한 배양시스템의 비접촉식

실시간 배양배지 분석시스템 개발

1. 서론

관류식 배양시스템의 최종 목표는 조직공학에 있어서 세포의 증식과 분화를 최대한 끌어올

리는데 있다. 본 연구에서는 관류식 배양시스템 설계 및 제어를 위한 주된 연구로서 시스템 내

의세포의 성장 환경을 효율적 방법으로 모니터링하고 제어하도록 제작하는데 있다. 이러한 제

어 개념은 Konstantinov (1989)[1]등 연구에 의해 생리학적 상태 제어(physiological state

control)로 언급되어진다. 배양 중의 세포배양 배지상태를 평가하는 것은 세포배양시 꼭 필요할

뿐 아니라 효과적인 관류식 배양시스템의 제어 전략 설계에 있어 필수적이라 할 수 있다. 세포

의 반응을 실시간으로 검출함으로서 동시에 시스템의 환경적 변화 또는 시스템의 작동 조건

등을 효과적으로 대응하기 위해서는 세포의 대사과정 반응 등의 심오한 지식 또한 수반되어야

한다. 세포의 생리학적 상태의 적절한 평가를 위해서는 부산물 상태를 분석 및 작동시킬 수 있

는 최적화가 필요하겠다(K. Konstantinov, 1996)[2]. 세포의 농도(K. Konstantinov,1994 등; P.

Ducommun, 2001 등)[3,4]와 세포의 respiration (S.J. Yoon 등,1994;K. Eyer 등,1995 ; U.

Behrendt 등,1994) [5-7]은 세포 배양시 세포의 대사반응 상태를 온라인으로 평가하는 중요인

인자이다. Flow injection 분석기술은 glucose (K.B. Male, 1997; G. Blankenstein, 1994)[8, 9],

glutamine (G. Blankenstein, 1994, J. van der Pol, U, 1994)[9,10], lactate (R. Singhvi,

1996)[11] 그리고 ammonia (G. Blankenstein, 1994)[9]와 같은 세포의 신진대사 반응 농도와 다

양한 영양소들을 실시간 모니터링이 가능하도록 해준다. 세포 신진대사에서 발생하는 몇몇의

폐 부산물은 세포의 성장을 억제시키거나 또는 독소로서 영향을 미치는 것으로 알려져 있다.

그 중에서 가장 중요한 물질로는 암모니아와 락테이트(lactate)이다. 락테이트의 배설작용은

glycolytic pathway에 의해 glucose의 불완전한 oxidation 으로 인해 발생하는 것으로 알려져

있다. 특히, 이러한 pathway의 부산물 중에 하나인 Pyruvate은 세포의 oxidation 상태 (예로서

redox cofactor nicotinamide adenine dinucieotide (NAD)의 oxidized form으로 전환 및 복구)

를 유지하기 위해서 lactate로 전환된다. 락테이트의 독성 영향은 상대적으로 높은 농도에서 세

포배양 배지의 pH와 삼투압에 크게 영향을 미치는 것으로 보고되고 있다 (Hassell, T, 1991)

[15].

그러므로, 일반적인 세포배양 처리 과정에서는 세포에게 불완전한 배양배지 상태를 포함하고

있다. 기존의 온라인 측정 방법들로는 상당히 고가의 센서를 유지해야 할 뿐 아니라 잠재적인

오염 가능성 역시 가지고 있다. 최근까지의 연구로는 핵자기공명(nuclear magnetic resonance)

(S.T. Sharfstein, 1994)[12] 및 mass spectroscopy (H.P.J. Bonarius, 2001) [13]와 같은 연구의

개발 및 응용이 진보되어 세포내 외의 신진대사 모델 변화를 측정하는 기술까지 진보되었다.
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세포배양 배지의 상태를 온라인으로 측정시 세포배양 배지와 센서류가 생리학적 상태를 측정

시 접촉에 의해 오염을 유발할 수 있기 때문에 비오염원으로서의 기능을 가지는 것이 중요하

다. 이러한 기존의 온라인 측정시스템의 단점을 보완 및 해결하기 위해서 NIR(near-infrared

spectroscopy)과 같은 계측장비를 이용하여 신선한 배양 배지와 폐 부산물 배지를 상호적으로

적절하게 지속적으로 보충 및 버릴 수 있는 비 접촉식 계측장치가 요구된다. 게다가, 적정 운

전 조건을 결정함으로서 지속적으로 세포 배양 배지를 유지하는 것 또한 중요하겠다.

본 연구에서는 치조골 줄기세포의 배양 환경을 정밀하게 유지시키기 위하여 관류식 세포 배

양시스템 내에 비접촉식 센서를 지속적으로 계측하고자 한다. 이를 위해서 새로운 형태의 자동

식 관류배양 시스템을 개발하였다. 세포배양 배지 상태를 온라인으로 모니터링함으로써 이러한

접근 방법은 최적의 운전조건 및 환경을 제공하리라 사료된다.

2. 재료 및 방법

2.1 치조골 세포배양 및 배양배지

치조골 세포는 서울대 치과대학 바이오인터페이스공학 연구실에 의해 수집된 것을 사용하였

다. 세포는 Alpha-MEM 배지에 10% SERUM(FBS, Welgene Inc., Korea)과 10 nM의 아스코

르브산(L-ascorbic acid), 항생제와 중탄산나트륨을 넣은 배양배지를 사용하여 37℃, 5％ CO2농

도 갖는 인큐베이터(Steri-Cycle 370 Incubator, Thermo Fisher Scientific. USA)에서 배양되었

다.

2.2 배양배지

본 실험을 위해서 그림 9-1(A) 와 같이 인큐베이터 내에 세포를 배양하였으며 그림 9-1(B)

는 이에 대해서 초기배지, 1일, 3일, 5일, 7일 별로 deep-freezer(NIHON freezer CO., Ltd.)에서

냉동보관을 한 사진이다.

Fig. 9-1 Samples of cultured cells(A), refrigerated cell culture medium (B), and alpha MEM
components (C).
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본 연구에서 사용된 배지는 (주)웰진에서 제조된 Alpha-MEM(LM 008-01, Welgene Inc., South 

Korea)으로 구성성분은 다음과 같다.

Fig. 9-2 Samples of alpha MEM components

그림 9-3은 본 자동화 세포배양시스템의 중앙 conditioning vessel 내에 NIR 분석 장치 위치를

나타낸다. 또한 그림 9-3(B)는 Liangzhi Xie(1997) 등에 보고된 동물세포 배양시 세포배양 전

략적 내용에 대한 문헌을 나타낸다.

(A) (B)

Fig. 9-3 NIR Analysis of cell culture medium in the bioreactor system (A) and integrated
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approaches to the design of media and feeding strategies for fed-batch cultures of animal

cells cited by Liangzhi Xie and Daniel I. C. V, TIBTECH MARCH 1997 (VOL 15) (B).

2.3 NIR(Near-infrared spectroscopy)과 자료 처리

본 연구에서 사용한 Near-infrared spectroscopy(1100–1750 nm)는 HN1100 NIR model

(Spectrontech Co. Ltd., Korea)을 이용하여 자료를 수집하였다. 본 시스템에는

ungsten-halogen source와 diode-array detector를 장착하고 있다. 검출기 온도는 약 30℃에서

제어되었고, 시그널은 1스캔당 42 ms 이상으로 조작되었다. 본 시스템의 그림 및 상세규격은

그림 9-4와 같다. 또한, 본 측정 시스템에는 liquid transmission sampling compartment를 가지

고 있다. 샘플에는 3 mm pathlength Infrasil quartz cells을 포함하고 있다. 모든 스펙트럼처리

에는 UnscramblerⓇ 7.5 version 프로그램을 이용하여 처리 및 분석하였다. Near-infrared

spectroscopy의 raw data를 분석하기 위해서 partial least-squares regression 로 캘리브레이션

하여 분석하였다. 또한, 그 이외도 spectra pretreatments of multiplicative scatter

correction(MSC) 방법과 standard normal variate(SNV) 방법을 이용하여 회귀분석 결과를 분

석하였다.

Fig. 9-4 HN1100 specification of NIR spectrometer. Samples were contained in 3 mm

pathlength Infrasil quartz cells (A) and specification of NIR spectrometer (B).

2.4 Bio-Liquid Chromatograph 분석

그림 9-1에서 세포 배양배지 샘플을 화학적으로 분석하기 위해서 bio-liquid

chromatograph(DX-500, Dionex Inc.)를 이용하여 분석하였다. 본 분석장치를 통해서 글루코스

와 락테이트를 비교분석하였다.

2.5 pH 와 oxygen tension 배지

개발된 세포 배양시스템에서 배양배지의 pH와 oxygen tension을 일정하게 유지하도록 하기

위해 본 실험에서는 MFC(mass flow controller)를 이용하여 정밀하게 제어하였다.
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3. 결과 및 고찰

3.1 pH 와 oxygen tension

정밀제어를 통해 일정하게 pH와 pO2 세포의 배양배지 분석 결과는 그림 9-5와 같다. 약 7일

동안 세포를 배양시 배양배지의 pH 값이 일정하게 유지됨을 모니터링 하였고, pO2 값도 5%

내외에서 일정하게 유지됨을 모니터링하였다.
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Fig. 9-5 Graph of pH(A) and pO2(B) variation during seven days in a bioreactor system

3.2 배양배지 분석

배지 내에서 세포가 증가함에 따라서 배지에서의 carbohydrates는 소비되어지고 이는 에너

지로 전환되어져 이용이 된다. 만약 배지내에서 이러한 변화가 일어나지 않는다면, 시간에 지

남에 따라서 글루코스의 농도변화는 명백히 감소되지 않는다. 게다가, 젖산(lactic acid) 와 암

모니아 역시 시간이 지남에 따라서 세포가 증가하게 되면 명백히 부산물로서 증가된다. 이는

바로 세포가 반응하려는 신진대사과정이 수행되는 것을 보여준다 (M. Butler, 1996)[14].

그림 9-6은 본 실험에서 배양배지 샘플을 ion chromatograph 실험장치로부터 획득한 글루코

스 소비량을 나타낸다. 또한, 그림9-7은 본 실험에서 배양배지 샘플을 ion chromatograph 실험

장치로부터 획득한 락테이드(lactate) 소비량을 나타낸다. 본 실험결과 글루코스의 소비량과 락

테이트의 부산물이 서로 밀접하게 관련되어 있음을 보여주었다. 배지의 글루코스 함량은 7일

동안 배양시 1400 ppm에서 100 ppm으로 감소가 된 반면에, 락테이트는 0.1 ppm에서 1.4 ppm

으로 크게 증가함을 나타냈다.
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Fig. 9-6 Change of a glucose concentration in cell culture medium taken during the growth

period.

(A) (B)

Fig. 9-7 Change of a lactate production in cell culture medium taken during the growth

period.
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3.3 스펙트럼 실험 결과

그림 9-8은 각각의 샘플에 대한 스펙트럼 결과를 나타낸다. 그래프에서 보는 바와 같이 1일

에서 7일까지의 세포배양배지의 각 샘플마다 1650 nm에서 1700 nm 사이에서 명백히 차이가

나는 것을 보였다. Burmeister et al (1999)[9]가 보고한 바에 의하면 락테이트는 1675, 1690

and 1730 nm 영역에서, 글루코스는 1613, 1689, 1732 nm 영역에서 차이가 있음을 보고하였

다. 본 실험에서의 결과와 유사함을 확인하였다. 그림9-9는 각 샘플의 전처리로서 MSC

pretreatment를 하였을때의 그래프를 나타낸다. 그림 9-10은 각 샘플의 전치리로서 SNV

pretreatment를 하였을때의 그래프이다. 그림 9-11은 각 샘플에 대해서 raw 데이터, MSC 데

이터, SNV 데이터에 대해서 각각 비교를 한 그래프를 나타낸다.

Fig. 9-8 Graph of absorbance spectroscopy for cell culture medium; raw data.

Fig. 9-9 Graph of absorbance spectroscopy for cell culture medium; MSC pretreatment.
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Fig. 9-10 Graph of absorbance spectroscopy for cell culture medium; SNV pretreatment.

Fig. 9-11 Graph of absorbance spectroscopy for cell culture medium; comparison of raw,

MSC, and SNV data.

그림 9-12는 SNV 전처리를 통하여, ion chromatograph 실험 장치로부터 획득한 글루코스

소비량과 Near-infrared spectroscopy(1100–1750 nm, HN1100 NIR model, Spectrontech Co.

Ltd.)에서 측정한 글루코스 값의 회귀분석 상관관계를 분석한 결과, r=0.996로 나타나 통계적으

로 유의성이 있음을 확인하였다. 마찬가지로, 그림 9-13은 SNV 전처리를 통하여, ion

chromatograph 실험 장치로부터 획득한 락테이트 소비량과 Near-infrared spectroscopy에서

측정한 락테이트 값의 회귀분석 상관관계를 분석한 결과, r=0.975로 나타나 통계적으로 유의성

이 있음을 확인하였다. 이로써 NIR장치로 배지의 glucose와 lactate 성분을 비접촉식으로 실시

간 분석이 가능함을 알 수 있었다.
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Fig. 9-12. Graph of predicted glucose concentration vs. measured glucose concentration using 

SNV pretreatment. Correlation coefficient between NIR values and ion chromatograph values of 

glucose concentration: r=0.996.
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Fig. 9-13.  Graph of predicted lactate concentration vs. measured lactate concentration using 

SNV pretreatment. Correlation coefficient between NIR values and ion chromatograph values 

lactate concentration: r=0.975.
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4. 요약 및 결론

본 연구에서는 치조골 줄기세포의 배양 환경을 정밀하게 계측하기 위하여 관류식 세포 배양

시스템 내에 비접촉식 센서를 계측적으로 온라인 측정할 수 있는 시스템을 개발하고자 하였다.

본 연구에서 세포배양 배지 상태를 온라인으로 모니터링함으로써 비접촉 방식으로 배양배지를

분석할 수 있는 접근 방법은 최적의 운전조건 및 환경을 제공하리라 사료된다. 본 연구에서는

세포의 대사반응 과정에 따라 특이적으로 발현양상을 확인할 수 있는 글루코스와 락테이드를

ion chromatograph 장치로부터 분석하였다. 본 실험결과 글루코스의 소비량과 락테이트의 부

산물이 서로 밀접하게 관련되어 있음을 보여주었다. 글루코스 소비량은 7일 동안 배양시 1,400

ppm에서 100 ppm으로 감소가 된 반면에, 락테이트는 0.1 ppm에서 1.4 ppm으로 크게 증가함

을 나타냈다. 또한, 글루코스 실험치의 회귀분석 상관관계 결과 r=0.997로 나타나 통계적 유의

성이 있음을 확인하였고 락테이트의 회귀분석 상관관계 결과 r=0.975로 나타나 통계적 유의성

이 있음을 확인하였다. 이로써 NIR장치로 배지의 glucose와 lactate 성분을 비접촉식으로 실시

간 분석이 가능함을 알 수 있었다.
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제 4 장   목표달성도 및 관련분야에의 기여도

1. 연도별 연구목표 및 평가착안점에 입각한 연구개발목표의 달성도

구분

(연도)
세부과제명 세부연구목표

달성도

(%)
연구개발 수행내용

1차

연도

(2007.5-

2008.5)

(세부)

동물 세포, 조직

배양을 위한

3차원 생체자극

배양시스템 개발

및 평가

생물자원을 이용한 지지체

제조 및 특성구명
100

- 생물자원을 이용한 지지체

제조 및 특성구명

동물 세포, 조직 배양을 위한

3차원 생체자극 배양시스템

개발 및 평가

100
- 세포의 배양촉진을 위한 초음파

생체자극 기술개발

동물세포 배양시스템 설계 및

적정 배양기술 개발
100

- 동물세포 배양시스템 설계 및 적

정 배양기술 개발

(위탁)

동물 세포, 조직

배양용 생체자극

배양시스템 설계

및 제작

동물 세포, 조직용 생체자극

배양시스템 기본설계(위탁)
100

- 동물 세포, 조직용 생체자극 배

양시스템 기본설계(위탁)

2차

연도

(2008.5-

2009.5)

(세부)

동물 세포, 조직

배양을 위한

3차원 생체자극

배양시스템 개발

및 평가

미세전류, 전자기장, 자기장

자극이 동물 세포 배양에

미치는 영향 구명

100

- 미세전류 자극이 동물 세포 배양

에 미치는 영향 구명

- 전자기장 자극이 동물 세포 배양

에 미치는 영향 구명

- 자기장 자극이 동물 세포 배양에

미치는 영향 구명

동물 세포, 조직 배양을 위한

3차원 생체자극 배양시스템

개발 및 평가

100

- 생체자극 기술을 이용한 동물

세포, 조직용 3차원 배양시스템

제작

-실시간 세포 모니터링시스템 개발

지지체 등을 이용한 3차원

배양기술 개발
100

- 지지체 등을 이용한 3차원

배양기술 개발

(위탁)

동물 세포, 조직

배양용 생체자극

배양시스템 설계

및 제작

동물 세포, 조직용 생체자극

배양시스템 제작(위탁)
100

- 동물 세포, 조직용 생체자극

배양시스템 제작(위탁)
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구분

(연도)
세부과제명 세부연구목표

달성도

(%)
연구개발 수행내용

3차

연도

(2009.5-

2010.5)

(세부)

동물 세포, 조직

배양을 위한

3차원 생체자극

배양시스템 개발

및 평가

생체자극을 이용한 동물 세

포 및 조직 배양용 3차원 

배양시스템 개발

100

- 생체자극 3차원 배양시스템 

개발

세포, 조직의 배양조건 및 

배양 특성을 통한 종합적인

 3차원 배양 환경시스템

 구축

100
- 3차원 배양환경 시스템 구축

- 배지 성분 비접촉식 분석

생체자극 배양시스템을 이용

한 동물 세포의 생체 외

배양실험 

100
- 배양시스템을 이용한 생체 

외 배양실험

(위탁)

동물 세포, 조직

배양시스템

설계, 제작 및

성능개선

동물 세포, 조직 배양시스템

의 제작, 프로그램 개발, 성

능 개선 및 보완(위탁)

100

- 동물 세포, 조직 배양시스템

의 제작, 프로그램 개발, 성능

개선 및 보완
(위탁)
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제 5 장   연구개발 성과 및 성과활용 계획

1. 연구개발 성과의 기술적 측면

1) 동물 세포 및 생체조직을 생체 외의 배양시스템에서 모니터링함으로써, 생체 내에서처럼

배양시킬 수 있는 기술을 확보함

2) 동물 세포 및 생체조직의 성장촉진을 위한 초음파 자극기술을 확보함

3) 동물 세포 및 생체조직의 성장촉진을 위한 미세 전류 자극기술을 확보함

4) 동물 세포 및 생체조직의 성장촉진을 위한 전자기장 자극기술을 확보함

5) 동물 세포 및 생체조직의 성장촉진을 위한 자기장 자극기술을 확보함

6) 동물 세포 및 생체조직의 성장촉진을 위한 유체역학적 자극기술을 확보함

7) 생물자원을 이용하여 생체적합성이 월등한 다공성 지지체의 인공 생체조직 제조 기술을

확보함

8) 소, 돼지의 동물뼈ㆍ무균돼지뼈는 수산화인회석(Hydorxyapatite; Ca10(PO4)6(OH)2)이라는 물

질로 구성되어 있어 우리 인간의 뼈와 유사한 화학적 조성을 가지고 있으므로 인공뼈, 인공무

균돼지뼈와 같은 바이오세라믹스의 소재로서도 이용이 가능한 바 바이오소재 개발기술을 확보

함.

2. 연구개발 성과의 경제 산업적 측면

1) 동물 생체조직 및 기관의 3차원 배양시스템을 인공장기의 생체외 배양 분야에 응용한다면,

바이오 산업분야에 매우 큰 경제적 효과를 가져올 수 있음

2) 동물 생체조직 및 기관의 3차원 배양시스템은 인공장기 개발 산업과 관련한 바이오산업

분야에 큰 경제적․산업적 효과를 기여할 수 있음

3) 생물자원을 이용한 생체조직 지지체 개발은 수입품에 의존하는 생체재료의 바이오 산업

분야에 고부가가치 효과를 가져올 수 있음
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4) 폐기된 소, 돼지 등의 동물뼈를 재활용한 칼슘화합물(인회석)의 바이오세라믹 제조 개발은

생체재료의 수입 대체로 인해 경제적 및 산업적 측면에서 큰 효과기대.

5) 인구노령화가 사회적 문제화되고 있는 현 시점에서, 골밀도 저하 등에 따른 골 조직의 손

상은 연령이 증가할수록 완치율이 낮은 것으로 보고됨. 3D 생체조직 및 기관 배양 기술을

통해 대량으로 의료시술에 크게 이바지할 것으로 기대됨.

3. 학술적 연구성과

1) 국내학술지 2건, 2) SCIe급 논문 7건, 3) 국내학회 발표: 16건

4) 국외학회 발표: 16건, 5) 세미나 1건, 6) 인력양성: 박사 1명, 석사 4명,

7) 기술지도 1건

4. 연구성과 활용 계획

1) 생물자원을 이용한 생체조직 지지체(Scaffold) 제조의 특허 출원

2) 동물 세포 및 조직 관류식 배양시스템의 특허출원 및 산업화

3) 자극기술을 이용한 생체조직 및 기관배양 기술의 특허출원 및 산업화

4) 미세 전류 자극기술을 이용한 동물세포 및 조직의 생체자극기술의 특허출원

5) 초음파 자극기술을 이용한 동물세포 및 조직의 생체자극기술의 특허출원

6) 유체역학적 물리적 자극기술을 이용한 동물 세포 및 조직의 생체자극기술의 특허출원

7) 동물 세포 및 조직 배양 촉진용 관류식 배양시스템에 관한 기술 이전 및 산업화 활용
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제 6 장  연구개발과정에서 수집한 해외과학기술정보

<동물뼈 생물자원을 이용한 생체조직 지지체(scaffold) 제조 및 특성 해외과학기술정보>

연구수행 기관 연구개발의 내용 연구개발성과의 활용현황

University of 

Technology, 

재 료 과 학 공 학

부, 호주

산호로부터 뼈 및 자연으로부터 추출할 

수 있는 천연 바이오세라믹: 산호를 이용

한 생체세라믹 재료의 제조에 관한 연구

산호로부터 추출할 수 있는 바이오세라믹으

로 제조된 생체 재료를 이용한 의학적 응용

에 관한 방안을 제시

폴란드 AGH 

과기원; 세라믹 

재료공학부, 

바 이 오 테 크 놀

러지공학부

천연 수산화인회석의 열처리 현상: 

돼지뼈에서 HAp를 추출하고, 추출물을 

다른 온도에서 소결시켜 HAp와 소결물

의 성분에 관해 연구.

화학적절차를 통해 돼지뼈로부터 수산화인회

석을 추출함. 유기물질은 350℃에서 없어짐. 

천연수산화인회석은 탄산염과 미량Mg 포함

하며 Ca/P비율은 합성재료보다 높게 나타남.

터키 Middle 

East 산업기술

대학,재료금속

공학부

미세다공성의 칼슘 수산화인회석 바이오

세라믹 제조 : 메틸셀룰로오스와 HAp 가

루에 초음파 자극을 주어 바이오세라믹 

재료를 만드는 연구

균일한 포어 사이즈를 가지는 HA 바이오세

라믹 재료를 만들 수 있는 방안에 대해서 연

구.

미국 치의학협

회 재단, 

미 국 표 준 과 학

기술 연구원

Calcium phosphate에 수용성 mannitol

과 키토산을 이용해 강하고 다공성의 

CPC 지지체 제조와 제조물의 생체적합

성을 시험하기 위한 연구

새로운 방법으로 기계적 강도가 강화된 이식

체가 CPC의 적당한 응력지지체로서의 활용

범위를 확대시킬 수 있다는 것을 제시함.

University of 

Malaya, Mala 

ysia, 기계설계

공학부, Unive 

rsity of Tena 

ga Nasional, 

세라믹공학부

소뼈의 열처리를 통해 다공성 수산화인회

석 바이오세라믹을 400-1200℃ 사이에

서 제조 및 평가하였음. 소결체는 

TG/DTA, SEM, XRD, EDX, FTIR 측정

으로 분석하였음. 

XRD측정결과, 700℃ 이상에서 Bone matrix

의 HA결정구조가 향상됨을 나타내었음. 

1100-1200℃에서는 β-tricalcium 

phosphate로 HA가 분해되었음. 600℃이상

에서는 유기물질이 완벽히 제거되었음. 결과

적으로 800-1000℃ 사이에서 소결한 소뼈

가 가장 구조적으로 잘 나타났음.

홍 콩 과 학 기 술

대학 기계공학

부, Sichuan대

학,생체재료연

구 센터

생체내와 생체외에서 바이오세라믹의 

calcium phosphate형성에 관한 비교연

구. 생체 내의 다양한 bioceramic의 표면

상에서 Ca-P의 형성 능력은 비슷했지만 

생체 외에서는 다양하게 나타났음

같은조건상태에서 Ca-P형상 결과 (1)β

-TCP를 제외하고 생체내ㆍ외 모두 바이오

세라믹의 표면성질이 동일함(2)생체내서 

Ca-P형성이 발생하지 않음(3)생체외에서 바

이오세라믹표면의 Ca-P형성능력이 생체내보

다 낮음.

일본Tokushi 

-ma대학교 치

과대학 구강악

외과.

바이오세라믹의 응용분야로서 calcium 

phosphate cement를 이용하여 생체내에

서 빨리 석고화가 일어나도록 연구함

Conventional CPC와 Fast-setting CPC를 

쥐의 femoral muscles에 In-vivo setting 

behaviour를 보았을 때 대조군은 48분인 소

요된 반면 Fast-setting CPC는 5-7분으로 

나타났다. 
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Harvard-MIT대학

Division of

Health Science

and Tech.

지지체에 배양된 심근육세포의 전기자극영

향으로 근육세포를 배양하기 위해, 생체외

에서 8일간 전기자극(5V/cm ,1Hz) 실험 결

과 세포원형질의 초미세구조 변화 및 세포

분화가 일어남

생체외 지지체에 배양된 세포의 전기

자극 실험은 세포의 성장을 촉진시킬

수 있음.

Northeastern 대학

Chemical Eng. &

Rohm and Haas

Company. USA.

세포분화 및 지지체 점착을 촉진하기 위해

Wavy-Walled Bioreactor에서 배양환경 인

자의 특성을 연구. 특히, 배양시스템의 환경

인자 중 유체흐름,혼합시간,용존산소량,체류

시간분포,배지성분 등의 특성 연구.

배양시스템의 물리적 환경 인자에 따

라, 세포분화 및 점착율에 영향을 받

음. 본 연구에서도 여러 특성 환경 인

자를 고려하여 설계함을 시사.

슬로바이크과학기술

원, 화학공학부

신경회로망을 이용하여 생물발효기의 PH,

DO 농도 제어를 설계함. 신경회로망 모델

기반 시스템은 실제 환경에서 비선형 공정

을 취급할 수 있음

신경회로망의 오류역전파 알고리즘을

이용하여 발효공정시스템의 최적화

제어 모델을 제시함

미국 Pittsburgh대학

Bioengineering학부,

재생의학연구소

심장판막을 외부에서 실험할 수 있는 생물

반응장치의 설계 및 평가. 특히, Pulsatile

pressure 와 flow waveform을 이용함.

생물 반응장치를 만들어 생체외부에

서 생체 내에서 일어나는 것과 동일

한 조건에서 실험 할 수 있는 가능성

제시

일본 나고야 대학

약학대학

구강수술과

기계적인 간헐적 반복 압축 자극을 태아 쥐

의 악관절의 연골에 가했을 때 생기는 변화

에 대한 연구.

뼈 조직의 대부분을 차지하는 Type I

콜라겐과 섬유결합소를 많이 생성할

수 있는 물리적 방법 제시

미국버지니아대학

Biomedical Eng. &

Chemical Eng.

두개골모세포를 삼차원 배양할 때 배지의

흐름에 따른 표현형의 변화와 무기질 침착

의 변화에 대한 연구.

뼈세포의 배양을 위한 최적화된 배지

흐름의 기초를 제시

스위스

연방과학기술원

작은 사이즈의 여러 개의 실험을 위한 생물

반응 장치 시스템 연구.

여러 개의 작은 실험을 동시에 하며,

자동화의 가능성 제시

Northeastern

대학,화학공학과

물결모양의 벽면으로 된 생물반응 장치 시

스템이 연골응집에 미치는 영향에 관한 연

구.

기존의 벽면으로 인한 생물 반응장치

의 것보다 더 나은 연골응집을 나타

내며, 유체역학적인 분석을 통해 새로

운 형태의 모양계산 가능성 제시
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이스라엘과학기술원,

바이오테크놀러지 협

동과정

배아줄기세포를 회전하는 배양기에 배양하여

배양특성을 알아보는 연구.

회전하는 자극으로 인해 배아줄기세

포가 신경도관이 형성되는 등의 조직

의 형태를 띄게 된 결과를 분석하여

대량생산의 가능성 제시

플로리다주립대학

Biomedical Eng.

& Chemical Eng.

중간엽 줄기세포배양을 위한 삼차원 관류 생

물반응장치를 개발하여 관류흐름에 따른 세

포의 점착특성을 알아보는 연구.

정적인 점착보다는 관류흐름에 의한

동적인 점착의 효율이 높다는 결과에

서 생물반응장치의 점착에 대한 새로

운 가능성 제시

미국 Pittsburgh대

학,Bioengineering,재

생의학연구소

심장의 압력특성과 동일한 동적인 휨 자극

을 줄 수 있는 생물반응장치의 개발과 생체

재료의 압력특성의 연구.

생체재료의 압력에 의한 변화로 인한

결과를 토대로 세포점착후의 압력 변

화를 예측할 수 있는 토대 제시

미국Hoffmann-La

Roche 회사

햄스터의 난소세포와 곤충세포가 효과적으

로 자랄수 있는 진동 생물반응장치의 개발

과 연구.

각 세포들이 효과적으로 자란 결과에

서 더 커다란 생물반응장치의 개발가

능성 제시

일본 나고야 대학

약학대학

구강수술과

기계적인 간헐적 반복 압축 자극을 태아 쥐

의 악관절의 연골에 가했을 때 생기는 변화

에 대한 연구.

뼈 조직의 대부분을 차지하는 Type I

콜라겐과 섬유결합소를 많이 생성할

수 있는 물리적 방법 제시

미국버지니아대학

Biomedical Eng. &

Chemical Eng.

두개골모세포를 삼차원 배양할 때 배지의

흐름에 따른 표현형의 변화와 무기질 침착

의 변화에 대한 연구.

뼈세포의 배양을 위한 최적화된 배지

흐름의 기초를 제시

스위스

연방과학기술원

작은 사이즈의 여러 개의 실험을 위한 생물

반응 장치 시스템 연구.

여러 개의 작은 실험을 동시에 하며,

자동화의 가능성 제시

Northeastern

대학,화학공학과

물결모양의 벽면으로 된 생물반응 장치 시

스템이 연골응집에 미치는 영향에 관한 연

구.

기존의 벽면으로 인한 생물 반응장치

의 것보다 더 나은 연골응집을 나타

내며, 유체역학적인 분석을 통해 새로

운 형태의 모양계산 가능성 제시

이스라엘과학기술원,

바이오테크놀러지 협

동과정

배아줄기세포를 회전하는 배양기에 배양하여

배양특성을 알아보는 연구.

회전하는 자극으로 인해 배아줄기세

포가 신경도관이 형성되는 등의 조직

의 형태를 띄게 된 결과를 분석하여

대량생산의 가능성 제시

플로리다주립대학

Biomedical Eng.

& Chemical Eng.

중간엽 줄기세포배양을 위한 삼차원 관류 생

물반응장치를 개발하여 관류흐름에 따른 세

포의 점착특성을 알아보는 연구.

정적인 점착보다는 관류흐름에 의한

동적인 점착의 효율이 높다는 결과에

서 생물반응장치의 점착에 대한 새로

운 가능성 제시



- 167 -

연구수행 기관 연구개발의 내용 연구개발성과의 활용현황

플로리다주립대학

Biomedical Eng.

& Chemical Eng.

중간엽 줄기세포배양을 위한 삼차원 관류 생

물반응장치를 개발하여 관류흐름에 따른 세포

의 점착특성을 알아보는 연구.

정적인 점착보다는 관류흐름에 의한

동적인 점착의 효율이 높다는 결과에

서 생물반응장치의 점착에 대한 새로

운 가능성 제시

미국 Pittsburgh대

학,Bioengineering,재

생의학연구소

심장의 압력특성과 동일한 동적인 휨 자극

을 줄 수 있는 생물반응장치의 개발과 생체

재료의 압력특성의 연구.

생체재료의 압력에 의한 변화로 인한

결과를 토대로 세포점착후의 압력 변

화를 예측할 수 있는 토대 제시

미국Hoffmann-La

Roche 회사

햄스터의 난소세포와 곤충세포가 효과적으

로 자랄수 있는 진동 생물반응장치의 개발

과 연구.

각 세포들이 효과적으로 자란 결과에

서 더 커다란 생물반응장치의 개발가

능성 제시

독일 Munster대학

구강악안면외과

0～2000μ strain을 3차원 표본에 적용시킬수

있는 배양시스템을 개발함으로서, 3차원 생

체조직공학을 위한 배양시스템의 설계 및

성능을 평가함.

유한요소법을 이용하여 기질 표면의

스트레인 분포를 분석하여 기계적 하

중에 의한 기질의 변형요인을 분석할

수 있음.

미국해양과학연구소,

바이오공학센터

신경세포를 typeI 콜라겐에 부착시킨 후

회전형 생물반응장치에 배양하여 배양특성을

알아보는 연구

신경세포가 빨리 분화하고 자라게 되

었고, 신경세포의 분화기술을 이용한

신경재생치료의 가능성 제시

미국버지니아대학,

바이오메디컬공학

생체조직공학을 위한 회전형 배양시스템에서

3차원 유체흐름의 정량적 분석

회전 생물반응장치에서 지지체의 밀

도에 따른 유체특성을 이용한 새로운

생물반응장치 제시
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미국 The 

University of 

Iowa, 화공학

과, 화학과

Simultaneous measurement of glucose 

and glutamine in insect cell culture 

media by near infrared spectroscopy

Insect cell bioreactors에서 cell culture 

media 의 성분을 모니터링하기 위해 

non-invasive techniques을 개발함. 특히, 

insect cell culture bioreactor에서 glucose

와 glutamine농도는 near-infrared (NIR) 

absorption spectroscopy를 이용하여 측정

함.

미국  

Florida Inst. 

of Technol., 

Electr. Eng. 

Determination of glucose 

concentrations in an aqueous matrix 

from NIR spectra using optimal 

time-domain filtering and 

partialleast-squares regression

FT-NIR spectrometer를 이용하여 1538- 

1786nm에서 고농도의 글루코오스 수용액 

실험을 통해 밝혀냄. 2083-2381nm에서 조

금 더 강한 클루코오스 피크를 확인함. 

2273nm에서 물의 영향을 가장 적게 받는 

글루코오스의 피크를 확인함.

미국 

University of 

Iowa., 

Department 

of Chemistry

Near-infrared spectroscopic 

measurem -ent of glucose in a 

protein matrix 

혈장내에서 FT-NIR spectrometer를 이용하

여 글루코오스 피크를 확인함.  

Near-Infrared Spectroscopic 

Measurement of Physiological 

Glucose Levels in Variable Matrices 

of Protein and Triglycerides 

단백질과 트리글리세라이드로 이루어진 모형 

매질에서 FT-NIR spectrometer를 이용하여 

2105, 2273, 2326nm의 피크를 확인함.

독 일 

F r i e d r i c h 

S c h i l l e r 

Un ive r s i t y , 

의학부

Non-invasive blood glucose 

monitoring by means of near infrared 

spectroscopy: methods for improving 

the reliability of the calibration 

models.

PDA 타입의 NIR spectrometer를 이용하여 

800-1350nm에서 비침투적인 혈당 측정을 

통해 1.02-1.88 mmol/l(18-34mg/dl)의 

RMSP와 0.997의 상관성을 확인함.

벨기에 Gent

대학 약학과,

L abo ra t o r y 

o f 

Pharmaceutic

a l 

Technology

Near-Infrared (NIR) Monitoring of 

H2O2 Vapor Concentration During 

Vapor Hydrogen Peroxide (VHP) 

Sterilisation 

과산화수소수의 농도를 근적외선분광분석법

을 사용하여 분석하고 모델을 개발하는 연구

로서 약학산업에서 사용하는 barrier 

system을 vapor H2O2로 살균할 때 포장매

질에 따른 침투력의 차이를 근적외선으로 모

니터링.

미국 Abbott 

Laboratories, 

의약진단부서

Spectroscopic and clinical aspects of 

noninvasive glucose measurements

형광광도법, 편광측정법, Raman분광 분석법 

등의 빛을 이용해 glucose를 측정하는 방법

을 연구함.

일 본Nagoya 

Un iver s i t y , 

농공학부

Nondestructive Measurement of the 

Subsurface Structure of Biological 

Material Having Cellular Structure by 

Using Near-Infrared Spectroscopy 

인체 내 성분측정 중 Glucose 외에 계량분

석의 다양한 분석장비 개발 측면에서 가능성

을 확인할 수 있는 연구 시도.

영 국 S i l s o e 

R e s e a r c h 

Institute

비료성분을 구명하기 위한 연구에 EC(전

기전도도)를 이용하는 것이 값싸고 확실

한 측정방법임을 제시 (Estimating 

nutrients of animal slurries using 

electrical conductivity)

전기전도도를 이용하여 우분과 돈분 slurry

의 비료성분을 구명하기 위한 연구에 서 각 

가축 분뇨의 slurry 속의 비료성분은 전기전

도도와 매우 밀접한 상관관계를 갖고 있으나 

인 함량은 EC 보다 DM과 보다 높은 상관관

계를 갖고 있음.
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