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국국국문문문요요요약약약

자가 골수세포를 이용한 조직공학적 인공혈관 이식편의
생체 실험

혈관 질환이 있는 환자들에 사용하는 인공 혈관들은 직경 5mm 이
하의 소구경 혈관에 사용될 때 혈전 형성에 의한 혈관 막힘과 장기간
의 혈관 개통성이 좋지 않은 것으로 알려져 있다.이러한 문제를 해
결하기 위하여 최근에 조직 공학적 방법을 이용한 인공혈관의 개발이
시도되고 있다.이번 연구에서는 탈세포화한 동종 혈관 스캐폴드에
자가 골수세포를 이식하여 제작한 조직공학적 인공혈관과 골수세포를
사용하지 않은 인공혈관을 각각 생체내에 이식한 후 혈관의 개통성을
비교하였다.조직공학적 인공혈관에서,내피세포와 평활근 세포가 생
성되었는지를 확인하기 위해 조직분석 및 면역조직 검사를 시행하였
고,혈관의 기계적 물성 및 eNOS의 발현정도를 관찰하였다.이를 통
해 조직공학적 인공혈관의 생체내 적용 가능성을 확인하고자 하였다.

자가 골수세포를 이식하여 제작한 인공 혈관은 자가 골수 세포를
이식하지 않은 인공혈관에 비하여 우수한 8주간의 개통성을 나타내었
다.생체 이식 후 8주가 지난 후에 획득한 인공 혈관의 조직검사 소
견은 정상의 혈관과 거의 유사하게 재생된 혈관의 모양을 나타내었
다.또한 면역 조직 검사상,vWF와 CD31에 양성인 세포들이 혈관 내
면에 있는 것들을 확인하여 혈관 내피세포들이 재생된 것을 확인하였
고,smoothmuscle α-actin에 양성인 세포들이 혈관의 중막에 재생된
것을 확인하였다.자가 골수세포에 미리 표지한 형광 물질을 통한 형
광검사상 이식한 자가 골수세포는 생체 내에서 8주까지 생착하여 있
었고,혈관 스캐폴드의 다공성의 구조를 통하여 혈관 벽으로도 이동
한 것을 확인하였다.기계적 물성을 확인하기 위한 혈관 봉합 유지력



검사에서 인공 혈관은 정상 혈관과 유사한 혈관 봉합 유지력을 나타
내었다.또한 생체에 이식하기 전에 인공혈관에서 측정한 eNOS의 발
현량은 매우 적었으나,생체에 이식후 3주 이상 지난 후에 제거한 인
공혈관은 eNOS의 발현정도가 정상 혈관에 비해 증가하는 경향을 보
였다.
이상의 결과로 볼 때,자가 골수세포와 탈세포화된 혈관 스캐폴드

를 이용하여 제작한 인공혈관은 기존의 고분자 물질로 제작한 인공혈
관과 달리 에 비해 매우 우수한 생체 적합성을 갖고 있음을 알 수 있
었다.

핵심되는 말 :인공혈관,조직공학,골수세포



자가 골수세포를 이용한 조직공학적 인공혈관 이식편의
생체 실험

<지도교수 장장장병병병철철철>

연세대학교 대학원 의과학과

임임임 상상상 현현현

ⅠⅠⅠ...서서서 론론론

관상동맥 질환 및 말초 혈관질환은 식생활의 서구화와 함께 점차로
증가하고 있는 혈관질환으로 수술적인 치료가 치료의 중요한 방법 중
하나로 정립되어있다.수술은 다른 혈관 도관을 이용하여 병이 있는
혈관들을 치환하는 것으로,이용할 수 있는 혈관으로는 자가 조직인
환자 자신의 내흉동맥이나,요골동맥,복재정맥들이 있으며,그 외에
상품화 되어 있는 인조 혈관들을 사용할 수 있다.혈관의 내경이
5mm 이하인 소구경 혈관의 수술에는 자가 동맥이나 정맥을 이용하는
것이 장기간의 혈관 개통율에 가장 좋은 것으로 보고 되어있다.1그러
나 많은 환자들에서 다른 부위의 혈관에도 병이 있거나,이전 수술시
혈관을 이미 사용함으로 인하여 적당한 혈관 이식편을 얻기가 쉽지
않다.이러한 이유로 합성 고분자 및 천연 고분자인 polyethylene
terephthalate와 expandedpolytetrafluoroethylene(ePTFE)를 이용한
고분자 인공혈관들이 사용되고 있지만,2 직경이 작은 경우에는 혈전
형성등으로 인해 쉽게 인공혈관이 막히는 것으로 보고되어 있어 소구
경의 혈관에서는 사용이 제한적이다.3,4혈전 형성에 의한 혈관 막힘을
해결하기 위하여 혈관 내부를 heparin으로 처리하는 방법,5



polyethyleneoxide로 입히는 방법,6혹은 혈관 내피세포를 이식하는
방법7이 시도 되어 왔다.Huynh등8은 토끼에 탈세포화된 조직기질
(tissuematrix)을 이식하였을 때 생체 내에서 성공적으로 세포가 붙
어 있는 혈관이 재구성(remodeling)되는 것을 발견하였다.그러나 사
람에서는 혈관 도관 내에서 혈관 내피세포가 자라나는 속도가 토끼의
경우와 달리 느리기 때문에 이러한 결과를 사람에게 적용하는 것은
어려움이 있다.9

최근에 조직공학적인 방법으로 소구경 인공혈관을 개발하려는 많은
연구가 있어왔다.몇몇 연구에서 자가 혈관에서 획득한 내피 세포와
평활근 세포를 생분해성 고분자 폴리머 스캐폴드(scaffold)에 이식하
여 소구경 인공혈관을 제작하였는데,10-12이 혈관들은 생체에 이식한
후 곧 혈전이 발생하여 혈관이 폐쇄되었을 뿐 아니라,11-12이 같은
혈관을 제작하는데 필요한 내피세포 및 평활근 세포를 구하는데 많은
어려움이 있다.Kaushal등13은 말초 혈액에서 혈관내피 전구세포
(endothelialprogenitorcell)를 얻어 배양한 후에 탈세포화된 혈관 도
관에 이식하여 제작한 인공혈관의 경우,생체 내에 이식하였을 때
130일간 혈관의 개통성을 유지하였다고 보고하였다.이는 조직공학적
혈관 제작에 필요한 세포들을 자가 혈관조직 이외의 방법으로도 얻을
수 있음을 의미한다.그러나 혈관내피 전구세포만을 이식하여서는 동
맥에서 특히 중요한 역할을 하는 혈관 평활근의 재생에 무리가 있을
것으로 생각되며,또한 말초 혈액으로부터 분리하여 얻은 혈관 내피
전구 세포의 양 자체가 충분하지 못하다는 한계를 지니고 있었다.

골수에서 유래한 세포들은 조직공학을 이용한 혈관제작에 사용될
수 있는 또 다른 줄기세포원이 될 수 있을 것으로 생각되는데,골수
세포들은 여러 가지 간엽 세포계열로 분화할 수 있는 것이 밝혀져 있
다.14,15 특히 최근에는 골수세포에서 내피세포와 유사한 세포



(endothelial-likecell)나,16-19 평활근과 유사한 세포(smooth muscle-
likecell)로의 분화가 이루어짐이 보고 되었다.20-23Matsumura등24은
골수에서 획득한 단핵 세포를 생분해성 스캐폴드에 이식하여 대구경
혈관을 제작한 경우 골수 세포들이 생체 내에서 혈관 내피 세포 및
혈관 평활근 세포들로 분화한다는 보고를 하였고,Bhattacharya등25

은 인공 혈관에 이식한 CD-34양성인 골수세포들이 생체내에서 내피
세포로 분화한다는 보고를 하였다.이같은 보고들은 골수세포가 조직
공학을 이용한 혈관 제작에 사용될 수 있음을 의미한다.

본 연구에서는 자가 골수 세포와 탈세포화된 혈관 스캐폴드를 이용
하여 내경 3mm의 소구경 인공 혈관을 제작한 후,골수 세포를 이식
한 인공 혈관과,골수 세포를 이식하지 않은 인공 혈관을 개의 경동
맥에 이식하여 생체내에서의 혈관 도관의 개통성을 확인하고자 한다.
또한 자가 골수세포와 탈세포화된 혈관 스캐폴드를 이용하여 만든 인
공혈관을 생체에 이식하였을 때 정상적인 혈관으로의 재생이 일어나
는지를 확인하고,혈관 도관에 이식된 골수 세포가 생체 내에 이식된
후에도 혈관 도관 내에서 생존하는지 여부를 관찰하여 자가 골수세포
와 탈세포화된 혈관 스캐폴드를 이용한 조직 공학적 인공 혈관의 임
상적용 가능성에 대하여 알아보고자 하였다.



ⅡⅡⅡ...재재재료료료 및및및 방방방법법법

1.실험동물

몸무게 20-25kg되는 8마리의 잡견을 이용하였으며,동물의 취
급은 연세대학교 의과대학 실험동물위원회 (CommitteefortheCare
andUseofLaboratoryAnimals)방침 및 동물실험 관련 법규에 따
라 인도적으로 시행하였다.실험동물은 동물실에 반입된 후 3-4일간
의 순화 기간을 거친 후 이상이 발견되지 않은 동물들만 실험에 이용
하였다.먼저 피 실험동물의 장골에서 골수를 채취하여 조직 공학적
방법으로 혈관 도관을 만든 후에,만들어진 혈관 도관을 피 실험동물
의 경동맥에 이식하였다.피 실험동물은 모든 실험이 시행되기 전날
밤부터 금식을 시행한 후 실험 당일에는 주사마취 및 전신마취를 시
행하면서 실험을 시행하였고,수술이 끝난 후에는 항생제와 진통제를
7일간 매일 투여하면서 동물의 회복을 도왔다.

2.탈세포화된 혈관 스캐폴드의 제작

탈세포화된 혈관 스캐폴드를 만드는 방법은 Kaushal등13이 보고
한 방법으로 제작하였다.혈관 스캐폴드는 내경 3mm,길이 40mm로
제작하였는데,다음과 같은 과정을 거쳐 제작하였다.혈관을 공여하
는 개를 실험 전날부터 금식시킨 후 전신 마취 하에 목의 중앙부를
종으로 절개하여 양 측 경동맥을 약 10cm 길이로 잘라내어 증류수
에 담근 상태로 약 1시간가량 보관하면서 혈관내의 혈액 성분들을
씻어낸 후,혈관을 증류수에서 꺼내어 0.5% (vol/vol)TritonX-100
(Sigma,St.Louis,MO,USA)과 0.05% (vol/vol)ammonium
hydroxide(Sigma,St.Louis,MO,USA)가 섞인 증류수에 넣고 40C
에서 3일간 흔들어 주었다.탈세포화 용액을 제거하기 위하여 혈관을



꺼내어 증류수에 넣고 40C에서 3일간 흔들어 주면서 용액을 씻어내
었다.다 씻어내고 난 후에 혈관을 동결건조 하였으며,ethylene
oxide가스로 실온에서 소독하였다.

3.DNA quantification

개의 경동맥에 대한 탈세포화 과정이 완전히 이루어 졌는지를 확
인하기 위하여 탈세포화된 혈관 스캐폴드의 총 DNA 함량을 측정하
여 간접적으로 세포의 제거율을 측정하였다.조직으로부터의 DNA
분리는 WizardGenomicDNA purificationkit(Promega,Madison,
WI)을 이용하였다.DNA 함량은 자외선 흡수 spectrophotometry로
260nm에서 측정하였고,개의 원래 경동맥의 DNA 함량과 비교하였
다.

4.골수 세포의 획득 및 배양

혈관을 이식 받을 피 실험동물을 실험 전날 밤부터 금식시킨 후
주사 마취 후에 피 실험동물의 장골 부위를 깨끗하게 면도하고,베타
딘과 알콜로 깨끗하게 소독하고 무균적으로 준비를 한 후 골수 체취
용 주사 바늘과 30cc주사기를 이용하여 골수 세포를 약 30mL정도
획득하였다.획득한 골수 ml당 heparin 1000 unit을 섞어준 후,
Ficoll-Paque density gradient(Amersham Pharmacia,Arlington
Heights,IL,USA)에서 20분간 1500rpm으로 원심분리 하였다.혈장
성분과 Ficoll시약사이의 buffycoat층에서 단핵세포들만을 분리해
낸 후,분리해낸 단핵세포층을 phosphatebufferedsalinesolution
(Sigma,St.Louis,MO)으로 3번 씻어 주었다.Smoothmuscle α
-actin양성 세포들은 10% (vol/vol)fetalbovineserum(FBS)혈청
과 1% (wt/vol)penicillin과 streptomycin을 함유한 M199 배지



(GibcoBRL,Gaithersburg,MD)에서 배양하였다.골수 단핵세포들
중에서 vWF와 CD31에 양성인 세포들은 1ug/cm2 의 human
fibronectin(Sigma,St.Louis,MO)이 coating된 배양 접시에서 배양
하였는데, human vascular endothelial growth factor (VEGF;
10ng/ml;PeproTech,RockyHill,NJ),humanfibroblastgrowth
factor (bFGF;2ng/ml;Pepro Tech,Rocky Hill,NJ),human
epidermalgrowthfactor(10ng/ml;PeproTech,RockyHill,NJ),
human insulin-likegrowth factor(5ng/ml;PeproTech,Rocky
Hill,NJ)와 ascorbicacid가 첨가된 EBM-2(Clonetics,SanDiego,
CA)배지에서 배양하였다.배지는 2일에 한 차례씩 교체 해 주었다.

5.골수 세포 특성 확인

배양된 골수 세포들은 면역 조직화학 염색을 시행하였는데 혈관
평활근과 유사한 세포들을 확인하기 위하여 smooth muscle α

-actin(DAKO,Carpenteria,CA)에 대한 항체를 이용하여 면역 조직
화학 검사를 시행하였고,혈관 내피세포와 유사한 세포를 확인하기
위하여 vonWillebrandfactor(vWF;DAKO,Carpenteria,CA)와
CD31에 대한 항체 (DAKO,Carpenteria,CA)를 이용하였다.

6.골수 세포 표지

배양된 골수 세포들을 표시하기 위하여 fluorescentcarbocyanine
염료인 Cell Tracker chloromethyl-1,1'-dioactadecyl-3,3,3',3'
-tetramethylindocarbocyanine perchlorate (CM-Dil; Molecular
Probes,Eugene,OR)1ug/ml에 37oC에서 5분간,그리고 4oC에서
15분간 배양하였다.형광 염료로 표시된 세포들은 PBS로 3차례 씻
어낸 후 혈관 스캐폴드에 이식되었다.



7.혈관용 스캐폴드와 배양된 골수 세포를 이용한 인공 혈관의 제작

골수 세포들로부터 분화된 smoothmuscleα-action양성인 세포와
vWF/CD31양성인 세포들을 혈관 스캐폴드에 이식할 만큼의 충분한
세포를 얻기 위하여 혈관 스캐폴드에 이식하기 전에 3주간 배양하였
다.배양된 골수 세포들은 3주 동안에 2차례의 passage를 거쳤다.3
주간의 배양이 끝난 세포들은 혈관 스캐폴드에 이식하였는데,
Smooth muscle α-actin 양성인 세포들을 세포 농도 3 x 107

cells/ml로 소구경 혈관 스캐폴드의 바깥쪽에 고르게 이식하였다.2
시간 후에 vWF/CD31양성인 세포들을 세포 농도 1x107cells/mL
의 농도로 소구경 혈관 스캐폴드의 내부에 고르게 이식하였다.골수
세포들이 이식된 혈관 스캐폴드는 20% (vol/vol)FBS와 VEGF
(10ng/mL),그리고 bFGF(2ng/mL)가 섞인 M199배지에서 1주일
간 배양 하였다.배양 기간 동안에 배지는 매일 교체 해 주었다.

8.주사 전자 현미경 검사

골수 세포를 이식하고 1주일간의 배양을 마친 인공 혈관의 일부분
을 잘라내어 1% (vol/vol)bufferedglutaraldehyde와 0.1% (vol/vol)
bufferedformaldehyde에 각각 30분과 24시간 동안 고정하였다.인공
혈관조각에서 수분을 제거한 후 Scanning electron microscope
(JSM-6330F;JEOL,Tokyo,Japan)으로 인공 혈관의 내부 표면에 대
한 검사를 시행하였다.

9.봉합 유지력 (sutureretentionstrength)

골수 세포를 이식하여 만들어진 인공 혈관의 봉합 유지력을
Instron 기계적 물성 검사기(mechanical tester; Instron 4465;



Instron,Canton,MA)를 이용하여 Hoerstrup등26이 보고한 것과 같
은 방법으로 측정하였다.인공 혈관의 한쪽 끝을 Instrontester의 겸
자에 고정한 후,혈관의 다른 쪽 끝을 봉합사인 4-0 prolene
(Ethicon,Somerville,NJ)을 이용하여 다른 겸자에 연결하였다.측정
은 cross-head속도를 10mm/min으로 하여 최대 압력 100-Newton
으로 측정하였다.인공 혈관이 완전히 찢어질 때 까지 장력을 가하였
으며 혈관의 파열 강도를 기록하였다.

10.제작된 조직공학적 인공혈관의 생체 이식 실험

골수 세포를 공여하였던 피실험동물을 수술 전 날 밤부터 금식시
킨 후 ketamine을 이용하여 주사 마취 후 기관 삽관을 시행하고 인
공호흡기에 연결하여 기계 호흡을 시행하였다.수술 중 마취의 유지
는 isoflurane을 이용한 호흡 마취로 유지하였다.실험동물의 목부위
를 깨끗이 면도한 후 베타딘과 알코올로 수술 부위를 깨끗이 소독하
였다.목중앙을 종으로 정중 절개하여 좌측 및 우측 경동맥을 노출시
킨 후,헤파린(중외제약,서울)을 kg당 100unit로 정맥 주사하고 5분
후에 총경동맥의 근위부와 내,외 경동맥으로 분지 되는 부위를 혈관
겸자로 잡은 후 4cm길이의 총경동맥을 제거하였다.먼저 좌측에 제
거된 총경동맥 부위에는 골수 세포를 이식한 조직공학적 인공혈관을
이식하였고(실험군),우측에는 대조군으로 골수 세포를 이식하지 않
은 탈세포화된 혈관용 스캐폴드만을 이식하였다.혈관의 문합은
prolene6-0(Ethicon,Somerville,NJ)를 이용하여 연속 봉합 하였
다.혈관 문합이 끝나면 공기를 제거한 후에 혈관 겸자를 풀고 혈류
를 개통시킨 후 상처를 봉합하고 항생제와 진통제를 투여한 후 사육
장에서 관찰하였다.동물의 관리는 연세대학교 의과대학 실험동물위
원회 (CommitteefortheCareandUseofLaboratoryAnimals)의
방침에 따라 인도적으로 시행 하였다.



11.이식된 혈관의 개통성 검사

혈관 이식 후 매일 경동맥의 맥박을 촉지하여 혈관의 개존 상태
를 간접적으로 확인하였으며,1주일마다 혈관 조영술을 시행하여 혈
관의 개존 및 협착 유무를 확인하였다.경동맥 촉지상 혈관 폐쇄가
의심이 되면 혈관 조영술을 시행하여 폐쇄 유무를 확인하였다.

12.이식된 인공 혈관들을 적출한 후의 검사

혈관 조영술로 혈관 폐쇄를 확인하면 헤파린을 5000unit정맥
주사한 후 피 실험동물을 안락사 시키고 자가 혈관을 포함한 이식
혈관을 적출 하였고,8주까지 인공혈관의 개통성을 유지한 실험동물
들은 안락사를 시킨 후 자가 혈관을 포함한 이식혈관을 적출하였다.
적출한 혈관조직의 일부를 glutaraldehyde에 담가 보관한 후 주사
전자 현미경 검사를 시행하여 혈관의 내피 세포층을 관찰하였으며,
획득한 혈관조직의 나머지 부분은 10% (vol/vol)bufferedformalin
에 고정하였으며 ethanol을 이용하여 탈수 시켰다.포르말린에 고정
된 조직을 paraffin에 포매 하였으며,파라핀에 포매된 조직을 4㎛의
두께로 잘라서 조직 슬라이드를 제작하였다.적출한 인공 혈관의 조
직학적 구조를 살피기 위하여 HematoxylinandEosin(H & E)염
색을 시행하였고,elastin과 collagen성분의 확인을 위하여 van
Gieson'selastin 염색과 Masson'strichrome염색을 시행하였다.
또한 면역 조직화학 염색을 시행하였는데, avidin-peroxidase
system (Vectastain EliteABC kit)을 이용하여 vWF와 smooth
muscleα-actin에 대한 염색을 시행하였고,CD31에 대한 검사를 시
행하였다.또한 생체 이식 전에 CM-Dil로 표시하였던 세포들은 형
광 현미경(EclipseE 800;Nikon,Tokyo,Japan)을 이용하여 생체
내 이식전과 후를 비교 분석하였다.획득한 인공 혈관의 모든 검사



는 인공 혈관의 가운데 부위에서 검체를 획득하여 시행함으로써,주
변 정상 혈관으로부터의 세포 증식 가능성을 배제한 상태로 분석을
시행하였다.

13.eNOS의 측정

Han등27이 밝힌 바와 같이 혈관에서 혈관 세포들을 분리해 낸
후에 이로부터 단백질을 추출해내고,eNOS단백질에 대한 Western
blotting을 시행하여 혈관 내피 세포의 eNOS 발현을 조사하였
다.28,29eNOS의 측정은,생체에 이식하기 전에 정상의 경동맥과 조
직공학적 인공혈관의 eNOS단백질 발현을 비교하고,생체에 이식하
기 전과 이식 후 4주가 지난 다음에 혈관을 획득하여 eNOS발현량
의 변화를 관찰하였다.

14.통계적 분석

결과는 평균 ±표준 편차로 나타내었고,통계적인 분석은 student
t-test를 시행하였으며,InStat software (InStat 3.0;GraphPad
SoftwareInc,SanDiego,CA)를 이용하여 분석하였다.p값이 0.05
이하일때 통계적으로 의의가 있는 것으로 간주하였다.



ⅢⅢⅢ...결결결 과과과

1.탈세포화된 혈관용 스캐폴드

개의 경동맥을 적출하여 탈세포화 한 후 내경 3mm,길이 40mm의
혈관용 스캐폴드를 만들었으며(Fig.1),이를 실험에 이용하였다.

Fig.1.A grossview ofdecellularizedcaninecarotidartery(length
=40mm,internaldiameter=3mm).Thescaleisincentimeters.

탈세포화된 혈관 스캐폴드는 개 경동맥의 세포 성분들이 제거되고
원래 경동맥의 세포외 기질(extracellularmatrix)만이 남아 있었다.H
& E염색에서 탈세포화 과정을 거친 혈관 기질은 세포 성분이 남아
있지 않았다(Fig.2A).또한 vanGieson'selastin염색을 하였을 때
혈관의 세포외 기질이 잘 보존되어 있는 것을 확인할 수가 있었다
(Fig.2B).



Fig.2A. Fig.2B.
Fig.2.Histologicalanalysisofdecellularizedcaninecarotidartery.
A: H & E staining showed complete removal of cellular
components from canine carotid artery (x100).B:van Gieson
elastin staining showed well-preserved elastin layers in the
decellularizedmatrix(x100).

주사 전자 현미경을 이용하여 검사한 탈세포화 된 혈관 스캐폴드의
특징으로는 이식한 세포들이 부착하고 자라 들어가기 적합한 다공성
의 구조를 나타내었다(Fig.3A).또한 주사 전자 현미경을 이용하여
탈세포화 된 스캐폴드의 내면을 검사한 결과 혈관 내피 세포가 존재
하지 않음을 확인하였다(Fig.3B).

Fig.3A. Fig.3B.
Fig.3.Scanningelectronmicroscopicfinding.
A:Scanningelectronmicroscopeofthecross-sectionofthematrix



(x 200).B:Scanning electronmicroscopicfinding oftheluminal
surfaceofthematrix(x250).Thescalebarindicate200㎛.

Mercuryporosimetry를 이용하여 탈세포화 된 혈관용 스캐폴드의
다공성의 정도를 측정한 결과 탈세포화 된 스캐폴드의 66.8%가 다공
성의 구조였으며,구멍의 크기는 주로 직경 20㎛ 이하였다(Fig.4).
이러한 크기의 구멍은 세포들이 부착하여 이동하고 속으로 자라 들어
가기 좋은 구조라고 생각하였다.

Fig.4.Pore size distribution of the decellularized matrix as
determinedbymercuryporosimetry.Theaverageporediameterof
thematrixwasapproximately17.3㎛.

탈세포화 된 혈관용 스캐폴드의 DNA 함량을 측정한 결과,
Triton-X로 처리하였을 때 거의 모든 세포 성분들이 제거된 것으로
나타났는데,탈세포화된 혈관용 스캐폴드의 DNA함량은 정상 경동맥
조직의 DNA 함량의 1.7% 밖에 되지 않았다(Fig.5).



Fig.5.DNA assay.DNA assayshowedthattheDNA contentin
thedecellularizedmatrices(0.07± 0.01g/tissuemg)wasabout
1.7% ofthatinnativecarotidarteries(4.00±0.14g/tissuemg),
whichindicatedalmostcellularcomponentsinthematriceswere
removed.

2.골수로부터 분리된 혈관 세포들

vWF와 CD31양성인 세포들을 EBM 배지에서 배양하였고,smooth
muscle α-actin양성인 세포들은 M199배지에서 배양하였다.각각의
배지에서 3주간 배양한 후에 EBM 배지에서 배양하였던 세포들은 혈
관 내피세포의 특징적인 모습인 cobblestone모양을 나타내었으며
(Fig.6A),이 세포들은 vWF(Fig.6B)와 CD31(Fig.6C)항체를 이용
한 면역 조직화학 염색에 양성 반응을 나타내었다.



Fig.6A. Fig.6B.

Fig.6C.
Fig.6.Characterizationofbonemarrow-derivedcellsculturedin
endothelial-like cell culture condition. A: Bone marrow cells
expanded in endothelial-like cell culture condition showed
cobblestone morphology of typicalendothelialcells (x100).B:
Culturedendothelial-likecellsstainedpositivelyforvWF(x100).C:
Culturedendothelial-likecellsstainedpositivelyforCD31(x100).
Thescalebarsindicate10㎛.

3주간의 골수세포 배양 후에 M199배지에서 배양하였던 세포들은
혈관 평활근과 유사한 모양을 나타내었으며(Fig.7A),smoothmuscle
α-actin(Fig.7B)과 smoothmusclemyosinheavychain(Fig.7C)항
체를 이용한 면역 조직화학 염색에 양성 반응을 나타내었다.



Fig.7A. Fig.7B.

Fig.7C.

Fig.7.Characterizationofbonemarrow-derivedcellsculturedin
smooth muscle-likecellculturecondition.A:Bonemarrow cells
expanded in smooth muscle-like cell culture condition had
morphologically similarto thatofmature smooth muscle cells
(x100).B:Culturedsmoothmuscle-likecellsstainedpositivelyfor
smooth muscle α-actin (x100).C:Cultured smooth muscle-like
cellsstained positively forsmooth musclemyosineheavy chain
(x100).Thescalebarsindicate10㎛.

이러한 결과들은 골수 세포들로부터 조직 공학적인 혈관 제작에 필
요한 혈관 내피 세포들 및 혈관 평활근 세포들의 분화가 가능함을 보
여주었다.



3.배양된 골수 세포와 탈세포화된 혈관 스캐폴드로 만든 인공 혈관

골수 세포들로부터 분화한 세포들 중,혈관 내피 세포로 분화하기
를 희망하였던 혈관 내피 세포와 유사한 세포들은 탈세포화된 혈관
스캐폴드의 내면에,혈관 평활근세포로 분화하기를 희망하였던 혈관
평활근세포와 유사한 세포들은 탈세포화 된 혈관 스캐폴드의 바깥쪽
에 이식한 후에 배지에서 1주일간 배양을 하면서,세포들이 혈관 도
관에 생착할 수 있도록 하였다(Fig.8)

Fig.8.A grossview oftissue-engineeredvasculargraft1week
afterbonemarrow cellseeding.Thescaleisincentimeters.

생체 밖에서 1주간 배양한 후 주사 전자 현미경으로 검사하였을 때
혈관 도관의 내면에 혈관내피 세포와 유사한 세포들이 풍부하게 붙어
있는 것을 확인하였다(Fig.9).



Fig. 9. Scanning electron microscopic finding of the
luminalsurfaceofthevasculargraft1week aftercellseeding
(x500).Thescalebarindicates10㎛.

또한 1주간 생체 밖에서 배양한 혈관 도관의 단면을 잘라서 H &
E염색을 하였을 때 대부분의 세포들이 혈관 내막과 외막 주위에 분
포되어 있는 것을 확인 할 수 있었다(Fig.10).

Fig.10.H & E stainingofthevasculargraft1weekaftercell
seedingindicatethatmostoftheseededcellsweredistributednear
theintimaandadventitiaofthescaffold(x100).



4.혈관 봉합 유지력 (vascularsutureretentionstrength)

인공 혈관을 제작하여 1주간의 추가 배양기간이 지난 후에 생체 이
식 직전에 인공 혈관의 일부를 떼어서 검사한 봉합 유지력 검사에서,
자가 골수세포와 탈세포화된 혈관 스캐폴드로 만든 인공 혈관은 606
±98g의 봉합 유지력을 나타내었으며(n=4),이는 정상혈관의 평균값
인 753±112g봉합 유지력 보다는 약하나(n=4)p값은 0.07로 두 군
간의 통계적인 유의성은 없었다(Fig.11).이는 만들어진 인공혈관이
혈관 문합 부위에서 충분한 봉합 유지력을 갖는다는 의미로,실제적
으로 개의 경동맥에 이식하였을 때 혈관 문합 부위의 파열은 일어나
지 않았었다.

Fig. 11. Suture retention strength measurement of the
tissue-engineered vascular grafts. The average value of the
tissue-engineeredvasculargrafts(n=4)isslightlylowerthanthat
ofthenativecaninecarotidarteries(n=4),butthedifferenceisnot
statisticallysignificant(p>0.05).



5.혈관 개통성

탈세포화된 혈관용 스캐폴드를 피실험동물의 경동맥에 이식한 후
(Fig.12),1주 간격으로 시행한 혈관 촬영상,탈세포화 된 혈관 스캐
폴드만을 이식한 대조군 6마리 중 4마리는 모두 1주 이내에 인공 혈
관이 막힌 것을 확인 할 수 있었으며(Fig.13A),1마리는 스캐폴드가
확장되어 동맥류를 형성하였고,1마리는 2주에 혈관이 막힌 것을
확인하였다.그러나 자가 골수 세포를 이식한 실험군의 경우(n=6),1
마리는 2주에,1마리는 6주에 막힌 것을 확인하였으나,나머지 4마리
는 8주까지 개통성을 유지하였다(Fig.13B).혈관의 막힘을 확인하고
적출한 혈관들은 혈관이 다량의 혈전들에 의해 완전히 막혀 있음을
확인할 수 있었다.

Fig.12.Surgicalimplantation ofthe tissue-engineered vascular
grafts.Thegraftswereinterposedtocommoncarotidarteryby
theend-to-endanastomosisincaninemodels.



Fig.13A. Fig.13B.
Fig.13.Carotidartery angiogram ofimplantedtissue-engineered
grafts.A:Angiogram ofthecontrolgraft(withoutbonemarrow cell
seeding)revealedocclusionofthegraft2weeksafterimplantation.
B:Angiogram ofthebonemarrow cellseededvasculargraft8
weeks after implantation:the graft maintain patency without
occlusion.

6.생체 내에서의 혈관 조직 재생

생체 내에서 개통성을 유지하였던 실험군의 혈관을 제거하였을때
대조군과 유사한 외견을 보였으며,혈관의 단면도 정상의 혈관과 유
사하게 재생되어 있었다(Fig.14).

Fig.14A.



Fig.14B.
Fig.14.Photographofretrievedimplantedvessels4weeksafter
implantation.A:Controlvessel-nativecaninecarotidartery.B:
Experimentalvessel-tissueengineeredartificialvessel.

획득한 이들 혈관에 대하여 시행한 조직학적 검사상 혈관의 내막,중
막 그리고 외막이 재생된 것을 확인할 수 있었다.또한 일부에서는 H
& E염색상 정상과 거의 똑같은 모양으로 혈관이 재생된 것을 확인
할 수 있었다(Fig.15A).vanGieson'selastin염색을 시행하였을 때
혈관의 중막 부위에서 elastin층이 잘 발달하여 있는 것을 확인할 수
있었고(Fig.15B),Masson'strichrome염색상 collagen층이 풍부하
게 발달하여 있는 것을 확인 할 수 있었다(Fig.15C).

Fig.15A.



Fig.15B. Fig.15C.
Fig.15.Histologic evaluation ofthe bone marrow cellseeded
vasculargraftsretrieved8weeksafterimplantation.A:H & E
stainingoftheretrievedgraftsdemonstratedregenerationofthe3
elements of artery(intima, media, adventitia) (x100). B: van
Gieson's elastin staining showed well-preserved elastin layers
(x100).C:Masson'strichromestainingshowedconfluentcollagen
(x100).

생체 내에서 재생된 혈관을 가지고 smooth muscle α-actin(Fig.
16A)과 smoothmusclemyosinheavychain(Fig.16B)항체를 이용
하여 면역 조직화학 염색을 시행한 결과 혈관의 중막에 혈관 평활근
세포들이 잘 재생되어 있는 것을 확인할 수 있었다.또한 H & E염
색상 혈관 내벽에 혈관 내피세포의 재생이 관찰되었으며,vWF에 대
한 항체를 이용하여 시행한 면역 조직화학 검사상,고르지는 않지만
혈관 내벽의 군데군데에 강하게 양성으로 반응하는 부분들을 확인 할
수 있어서 혈관의 내피세포도 일부 재생된 것을 확인할 수 있었다
(Fig.16C).



Fig.16A. Fig.16B.

Fig.16C.

Fig.16.Immunohistochemicalstaining ofthebonemarrow cell
seededvasculargraftsretrieved8weeksafterimplantation.A,B:
Immunostaining for smooth muscle α-actin and myosin heavy
chainshowedthepresenceofsmoothmusclecellsinmediallayer
(x400).C:Cellslining thelumenoftheretrievedgraftsstained
positivelyforvWF(x400).

주사 전자 현미경을 이용하여 혈관의 내벽을 조사한 결과 혈관 내
벽에 혈관 내피세포로 생각되는 세포들이 재생되어 있는 것을 확인하
였다(Fig.17).



Fig.17.Scanningelectronmicroscopicfindingofthelumenofthe
retrievedgraftsshowedforendothelialformation(x800).Thescale
barindicates30㎛.

7.이식한 골수 세포의 생체내 생존 여부

혈관 스캐폴드에 이식한 골수 세포가 생체 내에서 8주 후에 존재하
는 지를 확인하기 위하여,배양이 끝난 자가 골수세포들을 형광성을
띄는 지용성의 carbocyaninetracer(CM-Dil)로 표시한 후 탈세포화
된 혈관 스캐폴드에 이식하여 인공혈관을 만들고 1주일간 추가 배양
을 실시하였다.인공 혈관을 생체에 이식하기 직전에 혈관의 일부를
잘라서 검사하였을 때,형광으로 표시된 골수세포들이 인공 혈관 내
에 존재함을 확인하였다(Fig.18A).인공 혈관을 생체에 이식한지 8주
후에 혈관을 적출하여 확인하였을 때에는 형광으로 표시된 세포들이
혈관의 내면(Fig.18B)및 혈관의 중막 부위에서 고루 발견되었다
(Fig.18C).



Fig.18A. Fig.18B

Fig.18C

Fig.18.Identification ofimplanted bone marrow cells in the
tissue-engineered vascular grafts retrieved 8 weeks after
implantation.A:Beforeimplantation,thebonemarrow cellslabeled
withfluorescentcelltracer(CM-Dil)werelayeredmainlyonthe
luminalsidesofthevasculargrafts(x400).B:TheCM-Dillabeled
bonemarrow cellsweredetectedontheintimalpartsofthegrafts
retrieved8weeksafterimplantation(x400).C:TheCM-Dillabeled
bonemarrow cellsweredetectedinthemedialpartsofthegrafts
retrieved8weeksafterimplantation(x400).Thescalebarsindicate
50㎛.



8.eNOS의 측정

탈세포화된 혈관 스캐폴드에 자가 골수세포를 이식하여 1주간 배양
한 후에 생체에 이식하기 직전에 측정한 eNOS의 발현도는 개의 정상
경동맥에서의 발현도에 비하여 매우 적었다.그러나 생체에 이식하여
2개월이 지났을 때는 eNOS의 발현도가 생체 이식전에 비하여 훨씬
많이 발현됨을 알 수 있었고,기준으로 삼아 측정하였던 개의 자가
경동맥에서의 발현도보다도 오히려 많은 것을 확인할 수 있었다(Fig.
19AB).

Fig.19A.



Fig.19B.

Fig.19.eNOSexpressionintissueengineeredartificialvessel.
A:Schematicdiagram ofimplantedartificialvessel.Comparisonof
eNOS expression was performed between native canine carotid
artery and tissue-engineered artificialgraft.B:Comparison of
eNOS expression between before implantation and after
implantation.Eightweeksafterimplantation,eNOSexpressionwas
muchmorethanpre-implantation.Andalso,eNOSexpressionwas
much more in artificialvesselgraftthan nativecanine carotid
artery.(** vs.controlp< 0.005)(* vs.artificialartery after
implantationp<0.01)



ⅣⅣⅣ...고고고 찰찰찰

현대 사회에서 관상동맥 질환이나 말초혈관 질환과 같은 혈관질환
은 가장 흔한 질환으로 점차로 환자들이 증가하는 추세이다.30이러한
질환의 수술적인 치료는 병이 있는 혈관들을 다른 혈관으로 치환하는
것인데,직경 5mm 이하의 소구경 혈관에는 자가 동맥이나 정맥을 이
용하는 것이 장기간의 성적에 가장 좋은 것으로 알려져 있다.1그러나
많은 환자들에서는 이미 다른 혈관들에도 병이 있거나 혹은 그 이전
의 수술로 인하여 이식에 사용할 만한 좋은 혈관을 충분히 얻기가 쉽
지 않다.이러한 이유로 그 동안 소구경 인공혈관을 만들려는 많은
노력이 있었는데, 상품화 되어있는 polyethyleneterephthalate 나
polytetrafluorethylene은 직경이 6mm 이상 되는 혈관에서는 성공적
으로 사용되고 있지만,직경이 5mm 이하인 혈관에서는 인공 혈관내
의 혈전생성 및 인공 혈관의 조기 폐쇄로 인해 만족할 만한 결과를
얻지 못하고 있다.4,31,32

직경 5mm 이하의 소구경 인공혈관을 개발하기 위한 많은 노력 중
에서 조직공학적인 방법을 이용한 소구경 인공혈관의 제작은 또 하나
의 가능성을 보여주고 있는데,조직공학은 이미 화상이나 만성 상처
를 치료하기 위한 재료를 생산하는데 성공하였으며,실험적이나마 연
골손상의 치료에도 효과적으로 사용될 수 있는 가능성을 보여주고 있
다.혈관을 제작하기위한 조직공학적인 방법으로는 제품화된 도관에
내피세포화를 이루어주는 방법,collagen을 바탕으로 한 혈관의 제작,
섬유아세포와 혈관 평활근 및 내피세포를 이용하여 혈관의 세 층을
재생하는 방법,생적합성 스캐폴드와 세포를 이용하여 혈관을 제작하
는 방법등이 있다.Widmer등33은 다공성의 생분해성 고분자 도관
(porousbiodegradablepolymerconduit)을 이용하여 스캐폴드를 제
작하였으며,Campbell등34은 silastic관을 쥐의 복강 내에 넣어 혈관



의 구조와 유사한 도관이 만들어지는 것을 보고하였다.Niklason등12

은 소의 혈관을 일부 얻어 세포들을 생분해성 고분자 기질(matrix)
위에서 배양하여 생체 내에서 혈관의 기능을 일부 나타내는 혈관 도
관을 만든 후 이를 돼지에 이식하여 24일간 개통성을 유지하였음을
보고하여 혈관의 기능을 갖는 조직공학적 인공혈관의 가능성을 보고
하였다.그러나 이러한 방법들로는 혈관의 물리적인 특성은 어느 정
도 갖출 수 있지만,혈관의 생리적인 기능은 갖추기 어렵다.따라서
이를 극복하기 위해 피 실험동물의 자가 세포를 얻어 이를 배양한 후
배양된 세포들을 제작된 혈관 스캐폴드에 입혀 세포가 생존하게 함으
로써 혈관의 생리적인 기능까지도 갖추도록 하는 연구들이 진행되었
는데,Zund등35은 생흡수성 mesh위에 사람의 섬유아세포와 내피세포
를 부착하여 배양이 가능함을 보고하였고, Bhattacharya 등25은
polyester도관위에 CD34+골수세포를 이식하였을 때 도관의 내피세
포화 및 미세 혈관생성이 촉진되는 것을 보고하였다.또한 이러한 기
술을 임상에 응용한 예로는 Deutsch등36이 대퇴동맥과 슬와동맥 사
이가 막힌 환자들에서 expandedpolytetrafluoroethylenegraft에 자가
내피세포를 이식한 후 이를 환자들에게 이식하여 내피세포를 이식한
인공도관을 사용한 환자군과 내피세포를 사용하지 않고 인공도관만을
이식하였던 환자군들의 9년 개존률을 비교하였을 때,65% vs.16%로
내피세포를 이식한 후 이식한 인공도관의 개존률이 월등히 우수함을
보고하였다.또한 Laube등37은 4mm polytetrafluouethylenegraft에
자가 내피세포를 이식한 후 14명의 환자들에서 관상동맥 우회로술을
시행하였는데,평균 27.7개월,최장 48개월까지의 개통율이 90.5%로
만족할 만 하였다고 보고하였다.그러나 그 이후의 장기간의 임상결
과는 보고된 바가 없으며,일반적으로 아직까지는 직경 5mm 이하의
인공혈관을 사용하였을 때 장기간의 개통율은 좋지 않은 것으로 알려
져 있다.



본 연구자가 고안하여 제작한 인공혈관은 자가 골수간엽 줄기세포
와 조직 공학적 방법을 접목시켜서 제작한 것으로,아직 자가 골수
세포와 조직 공학을 이용한 방법으로 혈관을 제작한 예는 보고 된바
없다.
본 연구에 사용된 탈세포화된 혈관 스캐폴드는 Kaushal등13이 보

고한 방법으로 제작하였는데,혈관 조직을 탈세포화 시킨 후에 H &
E염색이나 vanGieson‘selastin염색과 같은 조직학적 검사를 시행
하였을 때,탈세포화 된 후에도 세포외 기질이 잘 유지되는 것을 확
인할 수 있었다.또한 본 연구에서는 탈세포화를 시키기 위하여
TritonX-100이라는 비이온성 용매를 이용하였는데,Schmidt등38이
보고한 바와 같이 탈세포화 후에 elastin과 녹지 않는 collagen등으로
구성된 혈관용 스캐폴드가 만들어 졌는데 다공성의 구조를 가지고 있
었다.Bader등39에 의하면 탈세포환된 혈관의 이러한 구조적인 단백
질들 및 다공성의 구조는 혈관 세포들이 자라 들어가는데 생리적으로
적합한 환경을 제공할 수 있다고 하는데,생체내에 이식하기 전에 시
행한 조직학적 검사와 주사 전자 현미경 검사상 골수세포들이 스캐폴
드에 골고루 퍼져 있는 것을 확인함으로써 만들어진 혈관용 스캐폴드
가 세포의 부착 및 생존에 효과적인 역할을 한다는 것을 확인하였다.

Allaire등40은 생체 내에서 동종의 혈관을 이식하였을 때 세포외 기
질이 낮은 정도의 면역 반응을 일으킨다고 보고하여 동종의 탈세포화
된 혈관 스캐폴드도 면역 반응을 일으킬 수 있음을 보고하였다.그러
나 Hawkins등41의 연구에서는 조직 내에서 세포들이 모두 제거된 탈
세포화된 조직은 면역 반응을 일으킬 수 있는 항원 결정체가 없기 때
문에 생체 내에서 면역 반응이 일어나지 않는다고 보고하였고,
Kaushal등13의 보고에서도 면역반응에 대한 염려는 없는 것으로 보
고 되었다.이론적으로는 탈세포화가 완전히 이루어진다면 이종의 조
직을 이용한 혈관용 스캐폴드의 이용도 가능하지만,혹시라도 면역반



응에 의한 효과가 나타나는 것을 줄이기 위하여,본 연구에서는 동종
의 조직만을 이용한 혈관용 스캐폴드를 제작하여 사용하였다.본 연
구에서 탈세포화된 혈관 스캐폴드와 자가 경동맥 조직의 DNA양을
비교하여 탈세포화의 정도를 확인하였을때,탈세포화 된 혈관 스캐폴
드의 DNA양은 정상 조직의 1.7%로 거의 모든 세포들이 제거되었음
을 확인할 수 있었다.따라서 탈세포화된 동종 조직을 이용하여 혈관
을 동종의 동물에 이식하는 것은 면역학적으로 큰 문제는 일어나지
않으리라고 생각된다.그러나,본 연구에서는 면역반응에 대한 검사는
시행하지 않았기 때문에 면역 반응에 대한 확실한 결론을 내리기는
어려우며,향후 추가적인 검사를 통하여 탈세포화된 동종의 혈관 스
캐폴드에 대한 면역학적인 검사를 시행하는 것이 안정성의 확보에 중
요하리라 생각한다.

Greenwald등42은 인공 혈관의 기계적인 물성이 혈관 도관의 장기
간 개통성에 영향을 주는 매우 중요한 요소 중 하나라고 하였고,
Ballyk등43은 인공 혈관과 자가 혈관 조직간의 탄력성의 차이가 혈관
내막의 증식을 유발하고 인공 혈관의 폐쇄를 일으킨다고 하였다.
Conklin등44은 탈세포화 된 돼지의 경동맥과 정상 돼지 경동맥을 비
교한 후 두 조직간에 유순도 및 파열압력이 유사하다고 하여 탈세포
화 된 조직이 정상 혈관과 비슷한 기계적 물성을 보임을 보고하였다.
본 연구에서는 혈관의 봉합 유지력을 측정하여 기계적 물성을 측정하
였는데,탈세포화 된 혈관 스캐폴드에 배양된 자가 골수 세포를 이식
하고 1주일간의 추가 배양기간을 거친 후에 생체에 이식 직전에 검사
를 시행하였다.봉합 유지력은 평균 약 600g로서 정상 조직의 봉합
유지력인 753g보다는 적었지만 통계적인 차이가 없었고,Niklason12

및 Hoerstrup등26이 보고한 생분해성 합성 고분자를 이용한 조직공학
적 인공혈관들의 봉합 유지력에 비하여 훨씬 강한 혈관 봉합 유지력
을 보여 주었다.인공 혈관을 생체에 이식한 후에 혈관 스캐폴드에



이식한 세포들이 더 증식할 것으로 기대한다면,혈관의 기계적인 물
성이 대부분 혈관의 세포외 기질에 영향을 받는다고 생각할 때,생체
이식 후에 인공 혈관의 기계적 물성은 더 좋아질 수 있을 것이라고
기대된다.따라서 기계적 물성의 측면에서 볼 때 탈세포화된 혈관 스
캐폴드를 이용한 혈관은 임상에 쓰기에 적합할 것이라고 생각된다.

혈관의 재생 및 허혈성 조직에 있어서의 혈관 재생에 관여하는 골
수세포의 역할에 대하여는 최근에 많은 연구들이 있어 왔는데,동물
실험에서 골수 세포에 혈관내피세포 및 혈관 평활근 전구세포가 있어
cytokine등에 의해 자극되었을 때 혈관내피 전구세포들이 허혈성 조
직으로 이동하여 신생 혈관을 만든다는 연구의 결과들에 근거하여 골
수세포가 혈관 재생의 중요한 근본 세포로 사용될 수 있다는 연구결
과들이 제시되었다.18,19,22,23Tateishi등45은 골수에서 분리한 AC-133양
성인 세포들을 이용하여 허혈성 족부 질환 환자들에서 세포 치료에
이용하였을 때 신생 혈관들이 자라남을 보고하였고,Stamm 등46은 골
수 세포를 이용한 이러한 연구가 심근 경색의 심장에 사용되었을 때
신생혈관이 생겨난다고 보고하였다.이러한 결과들은 골수세포들이
혈관을 형성하는 각각의 세포들로 분화할 수 있다는 것을 의미하는
것으로 이러한 결과들은 조직 공학적 혈관 재생에 그대로 응용될 수
있다.이제까지의 연구 결과 몇몇 연구에서 혈관 내피세포와 유사한
세포 및 혈관 평활근세포와 유사한 세포들이 골수세포로부터 유도될
수 있다는 것들이 밝혀졌고,6,17,20,21또한 Matsumura등47은 조직 공학
적 방법으로 대구경 혈관을 만들어서 임상에 적용한 증례를 보고하여
자신의 골수세포를 이용한 조직 공학적 혈관 재생의 가능성을 보고하
였다.본 연구에서는 골수의 단핵구들을 이용하여 체외에서 배양하였
을 때 혈관의 평활근 세포 및 혈관 내피세포의 표지 인자를 나타내는
세포들이 골수 간엽 줄기 세포로부터 분화하는 것을 확인할 수 있었
고,이를 생체에 이식하였을 때 정상의 혈관과 유사한 구조를 형성하



는 혈관의 재생을 확인하여 자가 골수 세포가 조직공학적 혈관 재생
의 중요한 세포 공급원이 될 수 있음을 확인하였다.또한 인공혈관의
생체내 이식 전과 8주 후에 확인한 형광 염색 검사에서,이식 전에
혈관의 내측과 바깥쪽에만 위치하던 형광표시인자가 8주후에는 혈관
의 중막으로도 이동한 것을 확인할 수 있었고,이는 이식한 골수세포
들이 혈관의 벽을 이루기 위하여 이동하며 증식한다는 것을 의미하
며,골수세포가 혈관의 재생에 매우 중요한 역할을 한다는 것을 의미
한다.Kaushal등13은 양의 말초 혈관에서 혈액을 뽑아서 이중 혈관
내피전구세포를 분리해 낸 후 탈세포화된 혈관에 이식하고,이를 생
체내에 이식하여 130일간 혈관의 개통성이 유지됨을 보고하였다.그
러나 실제적으로 혈관 내피 전구세포만을 이용하였을 때 혈관도관벽
내에서 혈관 평활근의 재생이 충분히 이루어지기 어렵고,또한 말초
혈액 내에서 충분한 양의 혈관 내피 전구세포를 얻는 것이 어렵다.
따라서 자가 골수세포를 혈관 재생의 세포 공급원으로 사용한다면,
반복적인 세포의 획득이 가능하며,한 번의 골수 채취로 혈관의 내피
세포와 평활근세포를 동시에 분화시킬 수 있고,또한 분열 능력이 우
수한 줄기 세포를 사용하기 때문에 충분한 수의 세포를 얻을 수 있는
등,기존의 연구에서 약점으로 제기된 여러 가지 문제점들을 동시에
해결할 수 있을 것으로 생각된다.

본 연구에서 사용한 탈세포화된 혈관 스캐폴드는 다공성의 구조인
데,대개 20㎛ 이하인 구멍들은 이식한 골수 세포들이 잘 자라 들어
가서 부착 될 수 있는 환경을 제공하였다.인공 혈관을 생체에 이식
한지 8주 후에 적출한 혈관에서 형광으로 표시된 골수세포들이 혈관
의 내면 및 혈관의 중막 부위에서 고루 발견되었는데,이러한 결과는
이식된 세포들이 살아서 혈관의 재생에 기여하며,다공성의 구조를
통하여 이동하면서 혈관의 재생에 기여함을 나타내는 것이라고 생각
할 수 있다.형광 염색의 강도가 감소하는 것은 이식된 세포들이 혈



관의 중막으로 이동하기도 하고,일부는 혈관 벽에 함입된 형광물질
이 세포 분열로 인하여 희석되는 것에 기인한다고 생각된다.

본 연구 결과에서 나타난 것처럼,혈관 스캐폴드에 세포를 이식하여
만든 인공혈관은 혈관 스캐폴드만을 이식하였던 경우에 비하여 8주
간의 개통성이 월등하게 우수하였다.이러한 결과는 Bhattacharya등
25의 연구와 맥락을 같이 하는 것으로,이들의 연구는 흡수되지 않는
고분자 혈관 스캐폴드에 CD34양성인 골수세포들을 이식하였을 때
골수 세포들을 이식하지 않은 경우에 비하여 혈관 내피세포화가 우수
하였다는 것을 보고한 것으로 혈관벽의 내피세포화가 중요함을 강조
한 연구 결과이다.그러나 혈관벽의 내피세포화는 이식한 세포들의
혈관내 생착 여부와 중요한 관련이 있는데,이식한 세포들의 생착 여
부는 특히 세포의 이식 방법 및 이식 후 배양 조건에 많은 영향을 받
는 것으로 알려져 있다.Rosenman등48에 의하면 ePTFE인공혈관에
혈관 내피세포를 이식하였을 때,전조건화(preconditioning)를 하지 않
는 상태에서 혈관 내피세포를 이식받은 인공혈관은 혈류에 노출되었
을 때 약 80%에 달하는 이식한 혈관 내피세포들이 씻겨져 나갔다고
보고하였다.이러한 결과는 생체 밖에서 세포들을 이식한 후 정적인
배양상태(staticculturecondition)에서 혈관을 유지하는 것이,높은
shearstress를 받는 생체내의 동맥에서 기능을 할 수 있는 혈관을 만
드는데 비효율적인 방법이라는 것을 의미한다.많은 연구들에서 혈관
스캐폴드에 세포를 역동적으로 이식하는것(dynamicseeding)이,49 그
리고 세포가 이식된 혈관을 박동이 있는 생체반응기(bioreactor)에서
전처치 하는 것이 생체 밖에서 기능을 하는 혈관 내피세포를 만들고,
생체 내에서 혈관의 개존성을 향상 시키는 방법이라고 보고되고 있
다.13,50이러한 연구 결과들은 생체 밖에서 조직공학적 방법으로 인공
혈관을 만들때 생체 내 환경과 유사한 환경을 만들어 줌으로써 이식
한 혈관 내피세포의 생착율을 높이는 것을 목표로 하고 있다.혈관



내피세포의 생체내 생착율을 높이려는 노력의 일환으로 granulocyte
colonystimulatingfactor(G-CSF)를 주사하였을 때 생체 내에서 혈관
도관의 내피세포화가 증진되고,51,52골수로부터 말초 혈관으로의 혈관
내피전구세포의 이동이 증가한다는 연구들도 진행 되고 있다.53따라
서 조직공학적 방법과 자가 골수세포를 이용하여 혈관을 만들었을 때
G-CSF를 주사하는 것도 혈관의 개통성을 증진시키는 방법이 될 것
으로 생각된다.본 연구에서는 역동적인 세포 이식을 하지 못하고 혈
관 스캐폴드에 골수세포 이식 후 1주일간 정적인 배양을 시행하였는
데,어느 정도의 이식된 혈관 내피세포들이 씻겨 졌는지는 알 수 없
으나 세포를 이식하지 않은 군에 비하여 8주간의 혈관 개통율이 우
수하였고,면역 형광 검사상 이식한 골수 세포들이 8주까지도 살아있
는 것을 확인 할 수 있었으며,또한 면역 조직검사상 혈관 내피세포
화도 어느 정도 잘 이루어져 있는 것을 확인할 수 있었다.따라서 정
적인 배양조건도 자가 골수세포 및 조직 공학적인 방법을 이용한 인
공 혈관 제작에 효과적인 하나의 방법이라고 생각한다.

본 연구에서는 혈관 내피세포의 기능을 알기 위하여 eNOS를 측정
하였는데 정상 혈관과 같이 조직 공학적 방법으로 만든 인공혈관에서
도 eNOS단백질이 발현되는 것을 확인할 수 있었다.자가 골수세포
를 탈세포화 된 혈관 스캐폴드에 이식하고 1주일간의 정적인 배양을
거친 상태에서 생체에 이식하기 직전에 측정한 eNOS발현정도는 정
상 혈관의 수술 전 발현정도에 비하여 적었으나,생체에 이식하고 4
주가 지난 후에 획득한 혈관에서 측정한 eNOS발현 정도는 정상 혈
관과 유사하거나 오히려 훨씬 많은 eNOS의 발현을 확인할 수 있었
다.이는 인공 혈관에 이식한 혈관 내피세포와 유사한 세포들이 생체
내에서 계속 살아 있으며 기능을 할 뿐만 아니라 혈관 내피세포의 꾸
준한 증식이 일어나기 때문으로 생각된다.eNOS가 정상의 혈관과 유
사하게 발현된다는 결과는,자가 골수세포와 혈관 스캐폴드를 이용하



여 만든 조직 공학적 인공 혈관이 정상의 혈관과 모양 및 조직학적
구조뿐만 아니라 기능적으로도 유사하다는 것을 나타내는 결과라고
생각한다.

본 연구의 제한점은 탈세포화 된 혈관 스캐폴드에 골수세포를 역동
적으로 이식하지 못하였고,생체 반응기에서 전조건화를 시키지 못하
였으며,만들어진 인공혈관의 약물에 대한 반응 검사를 시행하지 못
한 것이다.또한 장기간의 혈관 개통성을 확인하지 못하고 단기간의
개통성만을 확인하였으므로 추가적인 연구를 통해 제한점을 극복한다
면 좋은 결과를 얻을 수 있을 것으로 생각된다.



VVV...결결결 론론론

1.비이온성 용매인 Triton-X를 이용한 동종 혈관의 탈세포화 결과
혈관의 세포외 기질만 남아있는 혈관 스캐폴드를 만들 수 있었으며,
탈세포화된 혈관 스캐폴드는 DNA검사결과 98% 이상의 세포들이 제
거되었으며,구멍의 크기가 20㎛이하인 다공성의 구조를 하고 있어서,
골수세포들이 자라 들어가서 생착할 수 있는 좋은 환경을 가지고 있
었다.

2.골수세포의 단핵구들로부터 분리되어 EMB배지와 M199배지에서
증식 배양된 골수세포들은 각각 vWF와 CD31,그리고 smooth
muscleα-actin을 발현하였다.모양도 혈관 내피세포 및 평활근세포와
유사한 모양을 나타내었다.

3.탈세포화 된 혈관 스캐폴드 및 자가 골수세포를 이용하여 만든 조
직공학적 인공혈관은 생체 이식전 검사상 조직학적으로 정상 혈관과
유사한 형태를 나타내었고,생체에 8주간 이식한 후에 제거하였을때
에도 조직학적 구조가 정상과 유사하였으며,면역 조직화학 검사상
혈관 내피세포와 혈관 평활근세포가 잘 발달해 있는 것을 확인할 수
있었다.

4.자가 골수세포를 이식한 인공혈관은 골수세포를 이식하지 않은 혈
관 스캐폴드만을 이식한 군에 비하여 8주간까지의 비교에서 우수한
혈관 개통율을 나타내었다.

5.탈세포화 된 혈관 스캐폴드 및 자가 골수세포를 이용하여 만든 조
직공학적 인공혈관의 봉합 유지력은 정상의 혈관과 비교할 때 유사한
장력을 나타내었다.



6.eNOS의 발현정도는 생체에 이식하기 전에는 미약하였으나,생체에
이식한 후 4주 후에 제거하였을 때 eNOS의 발현량은 정상 혈관에 비
해 증가하는 경향을 보였으므로 인공 혈관의 혈관 내피세포의 기능도
정상과 유사하게 이루어짐을 알 수 있었다.

7.형광 염색 검사상 이식한 자가 골수세포는 8주 후에도 인공 혈관
내에서 잘 생착하여 있었으며,다공성의 구조를 따라 혈관 외벽에서
혈관벽 안으로 자라들어가는 것을 확인하였다.

8.결론적으로 탈세포화 된 혈관 스캐폴드 및 자가 골수세포를 이용
하여 만든 조직공학적 인공혈관은 만족할 만한 단기간의 생체 실험
결과를 나타내었다.그러나 추후 계속되는 실험을 통하여 골수세포를
역동적으로 이식하고,생체 반응기에서 전조건화를 시킴으로써 골수
세포의 기능을 향상시키고,생체 내에서 장기간의 혈관 개통성 및 약
물에 대한 반응성을 확인하여야 할 것으로 생각된다.
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Artificialvasculargraftsarepronetothromboticocclusion and
revealpoorlong-term patencywhenusedinsmallvesselsofless
than 5mm in diameter.In an attempttosolvetheseproblems,
tissue-engineeredvasculargraftsarebeingdevelopedrecently.In
this study, tissue-engineered vascular grafts using acellular
allogenicvascularscaffoldandautologousbonemarrow cellswere
manufactured,and their patency were compared with vascular
graftsmadewithacellularallogenicvascularscaffoldwithoutbone
marrow cells.Andin thistissue-engineeredvasculargrafts,we
performed histologicaland immunologicalexamination toconfirm
the regeneration of endothelial and smooth muscle cells.
Furthermore,mechanicalpropertiesofvasculargraftsand eNOS
expression werealso examined.Through thisstudy,Iwantto
confirm thefeasibilityofinvivoapplicationoftissue-engineered
vasculargrafts.

Vascular grafts using autologous marrow stem cells showed
better patency for 8 weeks.Microscopic examination of the



vasculargraftsat8weeksafterimplantationshowedhistological
morphology ofvirtually normalvessel.In addition,thevascular
lumens were lined by regenerated endothelialcells thatwere
positiveforvWF andCD31immunohistochemicalstains.Andthe
vessel walls revealed smooth muscle α-actin immunoreactive
smoothmusclecellsinthetunicamedialayer.Immunofluorescence
studyrevealedtheviabilityofimplantedautologousbonemarrow
stem cellsandmigrationofimplantedcellsintothevesselwall
throughfenestratedsupportingstructure,upto8weeks.Interms
ofmechanicalproperty,tissue-engineeredvasculargraftsshowed
nearly normallevelof suture retention strength compared to
normalcarotid artery.Although thelevelofeNOS in vascular
graftsbeforetheengraftmentwasminuscule,itslevelraisedtothe
sameasthatofnormalvesselorevenhigher.

In conclusion,tissue-engineered vasculargraftsusing acellular
vascularscaffoldandautologousbonemarrow stem cellsshowed
superiorbio-conformitythanpre-existingpolymervasculargrafts.

KeyWords:artificialvessel,tissue-engineering,bonemarrow cell,
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