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보다 더 많은 환자를 치료할 수 있는 의학의 원리를 

깨우치는 것이 더욱 중요하다는 은사님의 가르침이 

항상 머리에 맴돕니다. 은사님의 말씀은 제가 

임상의이기 이전에 평생을 공부해야 하는 
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임상과 기초 의학 모두에 매진하고자 많은 시간을 
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모습을 보여주지 못했음에도 불구하고, 저의 평생의 

든든한 지지자로서 함께 의학을 공부한 조언자로서 
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바쁘신 중에도 연구의 시작부터 끝까지 너무나 많은 

조언과 지도를 해주신 이진우 교수님께 깊은 감사 
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갓 진정한 ‘의학자’로서 연구활동을 시작하는 제게 
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국문요약 
 

 

생체 흡수성 지지체와 연골화 골수 간질 세포 복합체를  

이용한 관절 연골의 재생 및 평가 
 

 

 

 관절연골의 손상은 외상에 의한 이차적 발생이나 박리성 골 

연골염과 같은 특발성 원인에 의하여 발생하나, 관절연골의 자생력 

결여로 인하여 현재까지도 연골 재생 치료에 많은 어려움이 있다.  

최근 손상된 관절연골의 재생을 위해 다양한 방법들이 연구되고 

있으며, 최근에는 배양 세포 및 지지체를 이용하여 연골 재생을 

유도하는 방법들이 고안되고 있다. 이러한 맥락에서 본 연구는 

관절연골의 재생을 위해 TGF-β3로 전처리한 골수 간질세포 및 

poly lactic-co-glycolic acid (PLGA) 지지체를 사용하여 손상된 

관절 연골을 재생하고자 하였으며, 다양한 방법을 이용하여 재생된 

연골의 특성을 평가하고자 하였다.  

 본 연구에서 고안된 방법에 의해 재생된 관절 연골의 생체 적합성 

및 연골 재생 정도의 평가를 위해 가토 슬관절에 인위적 연골 결손 

부위를 만든 후 TGF-β3로 전처리한 골수 간질세포/PLGA 지지체 

복합체를 이식하였다. 연골 재생 여부를 확인하기 위해 이식 후 

12주에 슬관절을 분리하였고, 대조군으로 설정한 TGF-β3로 

처리하지 않은 골수 간질세포/PLGA 지지체 복합체를 이식하여 

관절 연골을 재생한 가토군과 비교하여 외형적, 조직학적 그리고 

생역학적 특성을 비교하였다. 

 실험은 가토의 장골에서 골수를 흡인 한 후 골수 간질 세포를 

분리하여 충분히 증식 시킨 후 PLGA 지지체에서 3차원 배양을 

시행하였으며, 이식 전 3주간 TGF-β3로 전처리하였다. 이식 전 
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골수 간질세포/지지체 복합체에 대하여 관절 연골의 특징적인 

유전자 및 단백질 발현 측정하여 연골화 여부를 확인하였고, 이후 

연골화된 골수 간질세포/지지체 복합체를 가토의 슬관절 결손 

부위에 이식하였다. 이식 12주에 6마리의 가토 중 5마리에서 

관절연골의 재생이 관찰되었으며, 관절연골의 평가를 위해 생존한 

가토의 슬관절을 안락사 후 분리하였다. TGF-β3로 전처리한 

군에서는 외형적으로 주변 연골과 색, 투명도, 연결성 등에서 

정상연골과 유사한 소견을 보였으며, 생역학적 특성에서 측정된 

Young 계수는 정상연골의 약 80%의 소견을 보이는 것으로 

나타났다. 조직학적 소견에서는 초자 연골 소견을 보였으며, 제 2형 

교원질 조직화학염색에서 세포외기질의 발현도가 높았다.  특히, 

조직소견을 점수화 하여 정상 연골과 비교 시 통계학적으로 차이가 

없는 것으로 나타나 정상연골에 가까운 소견을 보였다. 이러한 

소견들은 TGF-β3 비처리군과 비교 시 조직학적, 생역학적으로 

향상된 소견을 나타내었다.  

 따라서, 본 연구에서는 TGF-β3로 전처리한 골수 간질세포 및 

지지체 복합체를 이용한 연골 재생법으로 초자 연골과 유사한 

연골을 재생할 수 있었으며, 이러한 치료방법을 관절 연골 재생의 

새로운 가능성을 제시하였다.    

 

-------------------------------------------------------

핵심되는 말: 골수 간질세포, PLGA 지지체, 연골, 조직 공학 
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생체 흡수성 지지체와 연골화 골수 간질 세포 복합체를 

 이용한 관절 연골의 재생 및 평가 

 

<지도교수 한수봉> 

 

연세대학교 대학원 의학과 

 

한 승 환 

 

 

Ⅰ. 서 론 

 

 관절연골의 결손은 외상이나 박리성 골연골염과 같은 특발성 원인

에 의하여 발생한다. 관절연골 손상은 외상 혹은 퇴행성 변화 후 매

우 제한된 재생 능력을 보이며, 재생된 관절연골은 조직학적, 생화

학적, 그리고 생역학적으로 불완전한 성질을 나타낸다. 치료되지 않

고 재생된 관절 조직은 초자 연골 (hyaline cartilage)이 아닌 섬유

화 연골 (fibrous cartilage) 혹은 섬유 조직 (fibrous tissue)으로 대

치되는 결과를 보여 퇴행성 관절염의 발생 확률이 높아 지게 된다. 

손상된 관절 연골의 치료로 자가 연골 세포 이식 (autologous 

chondrocyte transplantation) 방법이 개발되어 최근 임상적 사용이 

늘어나고 있으나1, 이식부위의 불균등한 세포 분포, 이식 세포의 소

실, 그리고 이식된 세포의 탈분화 등의 문제점이 나타나, 부분적인 

연골 형성이 결손 부위에 생성이 되지만 안정적인 연골의 재생과 
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주변의 숙주조직과 융합되지 못하는 단점 등이 지적되고 있다2. 이

러한 문제점을 보완하고자 최근에는 생체흡수성 지지체 

(bio-absorbable scaffold)와 세포이식 기술이 접목되어 관절 연골 

재생을 위해 다양한 연구들이 시행되고 있는 실정이다2-4.  

 기존의 자가 연골 세포 이식법은 정상 연골의 채취 과정 및 배양 

후 세포 이식 과정과 같은 두 번 이상의 수술 그리고 연골 채취 공

여부의 위험성 등과 같은 단점을 가지고 있으며, 특히, 조직공학적 

연골 재생의 중요한 요소인 이식 세포의 충분한 확보라는 관점에서 

연골 세포 자체는 탈분화 (dedifferentiation)라는 위험성을 내포하

고 있어 이식에 충분한 세포 수를 확보하기 위한 계대 배양의 횟수

가 제한을 받는다5-7. 따라서, 많은 연구자들은 이러한 문제를 극복

하기 위해 골수 간질세포, 제대혈 간질세포, 배아 줄기 세포 등을 

이용하여 안정적이고 충분한 수의 확보를 위한 세포 배양법을 연구

하고 있으며, 특히 이들 세포는 계대 배양 과정에서의 세포 표현형

에 대한 안정성과 함께 일정한 조건에서 연골 세포로의 분화 유도

가 가능하므로 새로운 조직공학적 연골 치료 방법으로 이들 세포들

을 치료에 적용하기 시작하였다8-11. 

 연골 세포 분화는 TGF-β (transforming growth factor-β) 군에 

속해 있는 다양한 성장 인자에 의해 매개 되며, 이는 발생기에 중간

엽 조직이 응축되거나 연골분화가 일어나는 시기에 다량으로 생성

되는 성장 인자로 알려져 있다12,13. TGF-β는 β1, β2 및 β3의 아

형으로 분류되며 β1보다는 β2 또는 β3 형이 연골 분화 능력이 더 

우수한 것으로 알려져 있으며, 특히, TGF-β3를 골수 간질 세포에 

처리 하는 경우 연골 기질의 성분인 aggrecan, link protein, 

fibromodulin, cartilage oligomatrix protein, decorin, 제 2형 교원 

단백질 등을 생성하는 것으로 알려져 있어, 골수 간질 세포 및 
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TGF-β를 이용하는 많은 연구가 현재 진행되고 있다13. 생체 고분

자를 이용한 연골의 재생에 대한 연구는 많은 연구자에 의하여 진

행되고 있으나 임상에 응용할 수 있을 정도의 향상된 결과를 보이

는 경우는 아직 없어 현재 다양한 성분과 물성을 보유한 지지체들

이 개발 중에 있다. 특히, 조직 공학에 적용되는 이상적인 지지체의 

조건으로 이식주변 조직과 물리적 유사성, 적절한 기간의 생체 흡수

성, 그리고 세포 분화 기간 중 세포 표현형의 유지와 안정성을 제공

할 수 있는 특성 등이 거론되고 있으나 현재 임상에 응용할 수 있

을 정도로 연골 재생의 좋은 결과를 보이는 지지체는 개발된 바가 

없다. 

 따라서, 본 연구에서는 연골 세포의 대체 세포로 골수 간질 세포를 

이용하여 연골 분화 능력과 이의 임상적 응용의 가능성을 알아보며, 

특히, 3차원 배양에서 지지체와 골수 간질 세포 복합체를 TGF-β3를 

이용하여 연골 분화를 유도시킨 후 동물 이식 실험을 통하여 지지

체의 생체 적합성을 판별하고 골수 간질 세포가 관절 연골 결손의 

치료제로서의 역할을 분석하고자 하였다.  
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Ⅱ. 재료 및 방법 

 

1. Poly-(L)-lactic-co-glycolic acid (PLGA) 지지체 제작 

  PLGA 복합체는 기존의 방법을 참고하여 제작 하였다14. PLGA 지

지체의 lactide와 glycolide peak 비는 1H-NMR (MERCURY plus 

400 MHz, Varian Inc., Palo Aloto, CA, USA)를 이용하여 (75:25)가 

되도록 하였다. PLGA 복합체의 분자량은 515 HPLC pump, 717 

plus auto sampler 및 419 differential refractormeter (Waters CO. 

Milford, MA, USA)로 구성된 gas permeation chromatography 

system을 이용하여 측정하였으며, 측정된 분자량은 약 120,000이

었고, polydipersity index (PDI) 값이 1.33이었다. PLGA 지지체는 

polymer와 salt의 비가 1:15가 되도록 혼합하여 염침전 (salt 

leaching) 방법을 이용하여 제작하였다. 5 wt% PLGA 용액을 

chloroform에 용해 시킨 후 염화 나트륨 (300-500 ㎛)과 혼합하였

다. 지름 6 mm, 높이 3 mm인 teflon 주형에 polymer/salt 반죽을 

채워 넣었다. 이후 반죽을 주형으로부터 제거한 후 증류수에 2일간 

보관하여 염을 녹였고, 최종적으로 2-3일 동안 동결 건조 시켜 제

작하였다. 다공성 및 다공의 크기는 mercury porosimeter를 사용하

여 측정하였다. 

 

2. 골수 간질세포 일차배양 

  골수 간질 세포는 3개월 된 New Zealand white rabbit의 장골 에

서 골수를 흡인하여 기존에 알려진 방법으로 골수 간질 세포를 분

리 배양 하였다15. 3000 U의 헤파린 (heparin)이 함유된 주사기를 

이용하여 가토의 후 장골능 (posterior iliac crest)에서 골수를 2-4 

ml 흡인하였다. Dulbecco’s Modified Eagle’s medium-low glucose 
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(DMEM-LG, GIBCO BRL, Grand Island, NY, USA)를 골수와 같은 

부피로 첨가하여 500 xg에서 5분간 원심 분리 하였고, 골수 내 세

포를 침전시켜 pellet을 만들었다. 상층액을 제거 한 후 DMEM-LG

에 우태 혈청 (FBS, fetal bovine serum, GIBCO BRL, Grand Island, 

NY, USA) 10% (v/v), 100 units/ml penicillin G 및 0.1 mg/ml 

streptomycin이 첨가된 기본 배양액 10 ml로 두 번 세척 한 후 

T-75 cm2 세포 배양 플라스크에 분주 시켰으며, 4일간 37℃, 5% 

CO2 환경에서 배양하여 골수 간질 세포 분리를 유도하였다. 이후, 

플라스크 바닥에 부착되지 않은 세포들은 제거 하였고, 바닥에 부착

된 골수 간질 세포는 3일 간격으로 배양액을 교환하여 플라스크에 

90% 이상이 차게 되면 계대 배양을 시행하였다. 분리된 골수 간질 

세포는 2계대 배양까지 세포를 증식시켰으며, 모든 실험은 2계대 

배양 세포로 진행하였다. 

 

3. PLGA 지지체를 이용한 3차원 배양 및 연골세포 분화 

 냉동 보관된 PLGA 지지체는 배양 24시간 전 70% alcohol에 교반

하여 진공상태에서 3시간 동안 멸균하였고, phosphate buffered 

saline (PBS)로 3차례 세척하였다. 이후 10% FBS DMEM-LG 용액

에 교반하여 냉동보관 하였으며 세포 이식 전 30분 이상 37℃에서 

bathing 시작하였다. 플라스크에 충분히 증식된 골수 간질세포는 

trypsin-EDTA (0.5 mg/ml)을 이용하여 플라스크에서 탈부착시킨 

후, 500 x g 5분간 원심분리 하여 세포 현탁액을 만들었다. 준비된 

PLGA 지지체에 2x106 cells/scaffold로 준비된 원통형 PLGA 지지

체에 정적 주입 (static seeding)하였고, 세포가 지지체에 부착 및 

적응하도록 37℃, 5% CO2 환경에서 4시간 동안 24 well flask 에서 

배양시켰다. 이후 연골화 세포 분화 유도를 위해 10 ng/ml TGF-β3 
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(R & D system Inc, Minneapolis, MN, USA) 및 30 ㎍/ml ascorbic 

acid가 첨가된 DMEM-LG 배양액을 첨가하였고, 원활한 분화를 위

해 100 RPM 교반기에서 배양을 유지하였다. 가토 슬관절에 다시 

이식하기 위한 골수 간질 세포/지지체 복합체는 21일간 in vitro 에

서 연골 분화를 유도하였고, TGF-β3를 처리 하지 않은 골수 간질 

세포/지지체 복합체와 비교하여 연골 분화 상태를 검사하였다.  

  

4. 반정량 역전사 중합 효소 반응 (Semi-quantitative Reverse 

Transcription-Polymerase Chain Reaction)을 이용한 연골세포 

표현형 검사 

 골수 간질 세포의 연골 분화를 검사하기 위하여, 연골 세포의 특징

적 유전자 발현은 역전사 중합 효소 반응법을 이용하여 확인하였다. 

21일간의 연골 분화 기간 동안 일정 시점에서 total RNA를 추출하

였다. Total RNA는 Trizol® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 용액을 

이용하여 추출하였고, 분광 광도계를 사용하여 추출액 내의 total 

RNA를 정량하였다. 추출된 total RNA는 Omniscript kit (Qiagen, 

Valencia, CA, USA)을 이용하여 37℃ 에서 90분 반응시킨 후 95℃

에서 5분간 반응시켜 cDNA (clonal DNA)를 제작하였으며, 이에 의

해 만들어진 cDNA 2 ul aliquot에 10 pM의 sense primer와 10 pM

의 antisense primer를 첨가하고, PCR buffer, 0.2M dinucleoside 

triphosphate mixture, 1.5 mM MgCl2, 0.5 M primer 및 1 U Taq 

DNA polymerase (Qiagen) 복합 용액을 더하여 50 ul 용액을 만든 

후 25-40 cycle로 증폭시켰다. Primer는 관절연골세포 특이 표지자

인 제 2형 교원질, aggrecan은 gene bank에 근거한 염기서열을 찾

아 제작하고 각각의 반응 조건을 정하였다 (표 1)16,17. 증폭된 유전

자는 1.5% agarose gel에서 ethidium bromide로 염색 하여 image 
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analyzer로 분석하였으며, 각 세포 군마다 GAPDH 발현 정도를 표

준화시켜 개별 유전자 발현양을 간접적으로 비교하였다.  

 

표 1. 역전사 중합효소 반응에 사용된 연골세포 표현형 유전자 primer 

Gene Size 
(bp*) Primer Sequence Access 

No. 
sense 5’-GCACCCATGGACATTGGAGGG-3’ Collagen 

Type II 
366 

antisense 5’-GACACGGAGTAGCACCATCG -3’ 
S83370 

sense 5’-GAGGAGATGGAGGGTGAGGTCTTT-3’ 
Aggrecan 313 

antisense 5’-CTTCGCCTGTGTAGCAGCTG-3’ 
L38480 

sense 5’-ATCACTGCCACCCAGAAGAC-3’ 
GAPDH 444 

antisense 5’-ATGAG TCCACCACCCTGTT-3’ 
L23961 

   (bp: base pair) 

 

5. 세포 생존 능력 검사 (Viability test) 

 연골화 분화 배양 기간 동안 지지체내 골수 간질 세포 생존 능력 

검사를 위하여, methylthizoletetrazolium (MTT) 분석법을 사용하였

다. 지지체를 일정 크기로 (지름: 6 mm, 두께 2 mm, 원통형)로 자르

고 96 well flask에 넣은 후, 5x105 cells/scaffold 용량으로 가토 골

수 간질 세포를 지지체에 고르게 접종하였고, 4시간 동안 세포 부착

을 위해 37℃, 5% CO2의 환경에서 배양하였다. 연골화 분화 배지 

(150 ㎕/well)에 3주간 복합체를 배양하였으며, 매주 세포 양의 변

화를 측정하였다. TGF-β3가 제외된 배양액을 대조군으로 사용하여, 

TGF-β3에 의한 세포 생존 능력 변화를 비교하였다. 배양액에 있는 

복합체에서 배지를 제거 한 후 새로운 배양액 150 ㎕을 첨가 하고 

추가로 MTT 용액 (0.5 mg/ml) 100 ㎕를 첨가하여 37℃, 5% CO2의 

환경에서 4시간 동안 반응시켰다. 이 후 배양액을 조심스럽게 제거

하고 세포 내 formazan을 녹이기 위해 200 ㎕ dimethyl sulfoxide 



- 10 - 

(DMSO, Sigma) 용액을 각 well에 첨가하였다. 세포 내 formazan을 

최대한 용해시킨 후 570 nm에서 용액의 흡광도를 측정하였다. 실험

의 재현을 위해 반복실험을 세 번 수행하였다18. 

 

6. 교원질 (collagen) 및 점액다당류 (glycosaminoglycan) 분비량 

측정 

 골수 간질세포/지지체 복합체의 연골 분화 배양 기간 동안, 배양액

으로 분비되는 전체 교원질 양과 점액다당류 양을 기간 별로 측정

하여 분비 변화량을 측정하였다. 전체 교원질의 측정은 

dye-binding 법을 이용한 SircolTM collagen assay kit (Biocolor,  

Northern Ireland, UK) 을 사용하였다19. 연골 분화 중인 배양액 

100 ㎕을 수집하여 1 ml SircolTM dye reagent과 혼합하고 30분간 

반응 시켜 교원질과 염색 시약의 결합을 유도하였다. 이후, 10,000 

xg 조건으로 10분간 원심분리 시킨 후, 상층액을 조심스럽게 제거

하고 염색시약이 결합된 교원질을 kit에 포함된 염기 용액 1 ml에 

용해시켰다. 이후 용해된 염색 시약의 농도는 540 nm에서 흡광도를 

측정하여 그 양을 측정하였으며, 표준 교원질 용액인 rat tail 

collagen (Biocolor)의 흡광도와 비교하여 교원질 양을 산출하였다.   

 점액 다당류의 경우 1,9-dimethymethlene blue 염색 시약의 결합

방법을 응용한 BlyscanTM assay kit (Biocolor)을 이용하여 분비량을 

측정하였다20. 연골 분화 중인 배양액 100 ㎕을 수집하여 1 ml 

BlyscanTM dye reagent와 혼합하고 30분간 반응시켜 점액다당류와 

염색 시약의 결합을 유도하였다. 이후 10,000 x g 조건으로 10 분

간 원심분리 한 후, 상층액을 조심스럽게 제거하고 염색 시약이 결

합된 점액다당류를 kit에 포함된 해리 용액을 1 ml을 사용하여 용해

시켰다. 이후 용해된 염색 시약의 농도는 656 nm에서 흡광도를 측
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정하였으며, 표준 용액인 chondroitin 4-sulfate (Biocolor) 용액의 

흡광도와 비교하여 점액 다당류의 양을 산출하였다. 실험의 재현을 

위해 반복실험을 세 번 수행하였다. 

 

7. 주사 전자 현미경 

  지지체의 미세 구조 및 세포 부착 여부는 주사 현미경 방법을 이

용하여 검사 하였다. 골수 간질세포/지지체 복합체를 3주간 연골 분

화 시킨 후 PBS 용액으로 세 번 가볍게 세척하였다. 이후 복합체 

조직을 3% glutaraldehyde이 함유된 PBS 용액에 넣어 4℃에서 24

시간 보관하여 복합체를 고정하였다. PBS 용액으로 고정 용액을 완

전히 세척 시킨 후 50%, 70%, 95% 및 100% ethanol 용액에 순차

적으로 5분간 처리하여 탈수하였다. 고정된 복합체 조직은 동결 건

조 및 gold sputter-coating을 시행하여 주사 현미경 (scanning 

electron microscope, SEM, s-800, HITACHI, Tokyo, Japan)으로 

조직 소견을 촬영하였다. 

 

8. 가토 슬관절에 골수 간질세포/지지체 복합체 이식 

 6마리 12월령 New Zealand white rabbit (3±0.5 kg body weight)

의 슬관절에 골수 간질세포/지지체 복합체를 이식하였다. 마취는 30 

mg/kg b.w. 용량의 ketamine과 5 mg/kg b.w. 용량의 xylazine을 

근주하였으며, 수술 중 마취의 연장은 초기 용량의 절반 용량을 근

주하여 유지하였다. 슬개골 내측부위를 따라 피부를 절개한 후, 슬

개골을 외측으로 탈구시켜 대퇴골의 슬개골 고랑 (patellofemoral 

groove)을 노출시켰다. 슬개골 고랑에 지름 6 mm, 깊이 3 mm의 원

형 연골-골 결손을 만든 후 미리 준비된 연골화 골수 간질세포/지

지체 복합체를 press fitting 법 및 fibrin glue (Tissel® kit, Baxter, 
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Vienna, Austria)를 이용하여 골-연골 결손 부위에 이식하였다. 최

종적으로 이식편 고정의 안전성을 확인한 후, 절개된 창상을 봉합 

하였다. 수술 후 12시간에 항생제 투여를 1회 시행하였으며, 수술 

부위의 고정은 시행하지 않고 사육장안에서 가토가 자유롭게 움직

이도록 하였다. 대조군으로 미분화 골수 간질세포/지지체 복합체를 

같은 방법으로 이식하였고 (6마리), 복합체를 이식하지 않고 결손만 

만든 결손 대조군 (6마리)과 피부절개 및 관절 면 노출만 시킨 후 

다시 봉합한 sham operation 대조군 (6마리)도 설정하였다 (표 2). 

 

 

표 2. 이식편 종류에 따른 실험 개체 분류 

Group Description Total cases 

I 
TGF-β3 pretreated bMSCs/Scaffold 

composite 
6 cases 

II bMSCs/Scaffold composite only 6 cases 

III Sham operation 6 cases 

IV Defect only 6 cases 

(TGF: Transforming growth factor, bMSCs: bone marrow stromal cells) 

 

9. 연골 외형 평가 

 수술 후 12주에 가토를 CO2 chamber에서 안락사 시켰으며, 양쪽 

슬관절 부위를 적출하여 이식 부위를 관찰하였다. Brun 및 Moran의 

연골 외적 형태 평가 점수표를 이용하여 재생된 연골의 edge 

integration, surface roughness, defect fill 및 재생 연골의 색깔을 

점수화여 비교하였다21,22. 개별 항목에 대한 점수의 합은 8점이다. 
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10. 함입 검사 (Indentation test)에 의한 재생 연골 생역학적 특성 

측정 

 재생된 연골의 생역학적 평가 (biomechanical evaluation)을 위하

여 함입 검사 (indentation test)를 시행하였다. 함입 검사는 기존에 

알려진 방법에 따라 비파괴 (nondestructive in situ) 방법으로 측정

하였다23,24. 안락사 시킨 가토로부터 대퇴골 원위부를 적출하여 

10% protease inhibitor (Sigma)가 첨가된 PBS 용액에 넣고 함입 

검사 전까지 -80℃에서 보관하였다. 실험은 자체 제작한 Micro 

Indentation System (인제대학교)를 사용하였다. 검사는 일정 변형 

조정법 (displacement control mode)를 사용하여 일정한 변형을 주

기 위해 가해지는 load (gf) 및 stress (MPa)를 측정하여 연골의 

Young 계수를 계산하였다. 요약하면, 준비된 대퇴골 원위부를 연골 

부위가 위로 향하도록 틀에 고정한 후 실험 시간 동안 재생 연골의 

용해 또는 흡수를 방지하기 위하여 protease inhibitor (10%)가 함유

된 PBS용액으로 실험 기간 동안 담가두었다. 0.5 mm 원뿔 형 함입

기를 고정 장치에 부착시키고, 1 step 30 ㎛, loading time 0.1 

mm/min 및 각 측정간 이완 시기 (relaxation time) 90초 mode로 

150 ㎛ 깊이까지 모두 5번의 연속적인 측정을 통해 매번 가해지는 

stress (MPa)를 측정하였다. 측정값은 각 step 당 모두 200초 동안 

걸리는 load의 변화 량 중 마지막 60초 동안 이완되었을 때의 값을 

기록하였다. 각 단계에서 이완률 변화가 100 Pa 이하로 측정되는 

경우를 이완으로 정의하였다. 최종적으로 각 단계마다 계산된 

stress (MPa)를 이용하여 탄성도 (E)를 구하고, 다음과 같이 Hayes 

등에 의해 제안된 공식에 의하여 다양한 변수로 환산하여 연골의 

특성에 맞는 최종적인 Young 계수 (Es)를 산출하였다24. 
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수식에서 E 는 가해진 stress (MPa)에 의해 계산된 탄성도, Vs는 

포아송 비 (Poisson’s ratio), a는 함입기의 지름, k는 이론적 비례 

상수이다25. 특히, 본 연구에서는 포아송 비를 직접 측정할 만큼의 

충분한 조직이 부족하였던 관계로, 기존의 참고문헌을 통하여 연골

의 포아송 비를 0.20으로 정하여 계산하였다26. 또한, 비례상수인 k 

값 또한 기존의 참고문헌을 이용하여 값을 산출하였다27. 

 

11. 조직 염색 및 점수화 

 생역학적 분석이 끝난 후 대퇴골 원위부는 10% 포르말린 

(formalin, Sigma) 용액에 넣어 고정시키고 탈 석회화 (decalcifica- 

tion) 과정을 진행하였다. 적절한 탈 석회화 과정 이후 모든 조직들

은 순차적 alcohol 및 xylene 탈수화 과정 이후 파라핀으로 조직 

slide를 제작하였다. 

 5-6 ㎛ 두께로 순차적으로 잘라 제작된 slide는 Heamtoxylin and 

Eosin (Sigma) 염색법을 통해 세포 형태, 세포 외 기질 등의 조직학

적인 소견을 분석하였고, 재생된 연골 조직내의 당단백을 염색하기 

위해 Safranin-O (Sigma) 염색법을 시행하였다. 또한, 다양한 조직

학적 소견은 O’Dricoll에 의해 제안된 점수표를 사용하여 점수로 환

산하였다28. 이는 모두 9개의 항목으로 구성되어 있으며 만점은 24 

점이다. 점수화는 100 배 현미경 소견으로 분석하였다. 

 재생된 연골의 기질내에 제 2 형 교원질의 발현과 분포를 분석하기 

위해, 면역 조직화학 염색을 시행하였다. Mouse anti-collagen type 
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II 항체 (ICN Biomedial Inc., Costa Mesa, CA, USA)를 1:500 으로 

희석하여 일차 항체로 사용하여 12 시간 동안 반응 시키고 2 차 

항체로 2 분 반응시킨 후 세척시킨 후 삼차 반응 시약으로 20 분간 

처리하였다. 다시 PBS 로 10 분간 세 차례 세척한 후, chromogen 

(AEC)을 투여하여 10 분간 반응시킨 후, 3 차 증류수로 세척 

하였으며 덮개 유리를 덮어 현미경으로 관찰하였다 29. 사용한 

항체의 특이도 및 양성 대조군은 정상 연골을 이용하여 

확인하였으며, 음성 대조군은 일차 항체를 제외하고 염색한 조직 

소견과 비교하였다.  

 

12. 통계 분석 

 모든 data는 평균±표준편차로 기록하였으며, 각 실험 군을 비교하

였고, 실험 개체수가 적은 관계로 통계 처리는 비모수법으로 시행 

하였다. 생존능력 검사, 교원질 및 점액다당류 분비양은 repeated 

measures analysis of variance 법으로 통계처리 하였다. 연골 외형, 

조직학적 소견 및 Young 계수는 one way analysis of variance로 

통계처리 하였으며, p 값이 0.05이하인 경우 통계적으로 유의한 것

으로 판정하였다. 

 

 

 

 

 

 

 

 



- 16 - 

Ⅲ. 결 과 

 

1. 연골화 기간 동안 지지체내 세포 생존률  

 PLGA 지지체내 있는 생존 세포는 전체 3주간의 실험실 배양 기간 

동안 매주 측정하였다. 처음 지지체에 세포를 접종 시킨 후 12시간 

이후에 지지체에 생착된 세포 수를 초기 지지체내 생존 세포수로 

간주하여 100%로 기준을 잡았다. 3주간의 배양 기간 동안 세포 생

존율은 90-100%를 유지하였으며, 각 주마다 비교 시 생존율은 변

화가 없는 것으로 나타났다 (p=0.8160). 결과적으로 초기에 접종하

였던 세포들 대부분이 이식 전 실험실 배양 기간 동안 대부분 생존

함을 알 수 있었다. 그러나, 연골화 배양 기간 동안 삼차원 배양에

서 세포의 수는 증가하지 않았으며, 특히, TGF-β3를 처리한 군과 

처리하지 않은 군을 비교했을 경우에도 세포 생존율에는 차이를 보

이지 않았고 90-100% 정도의 생존율을 보였다 (그림 1). 

 

 

 

 

 

그림 1. 세포 생존률 MTT 시험 결과. TGF-β3 처리한 골수 간질세포/지지체 복합

체내 세포 생존률 변화는 초기 이식한 세포 수와 비교하여 3주째까지 초기 양의 

90-100%의 양을 유지 하고 있음. 비 처리 군에서도 90-100%의 세포 생존률을 

보이고 있음. (◆:(+) TGF-β, ■: (-) TGF- β)
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2. 연골화 세포 분화 확인 

 골수 간질 세포/지지체 복합체를 연골화 배양액에서 분화시키는 동

안 배양액으로 분비되는 교원질 및 점액 다당류 양을 측정하였다. 

배양액 1 ml에 함유된 양을 배양 기간 동안 변화량을 측정하였다. 

전체 교원질의 경우 연골화 분화 배양 9일째부터 측정되기 시작하

여, 21일째까지 증가하기 시작하였으며 이후 분비량 정점을 유지하

였다 (그림 2-A). 점액 다당류의 경우 배양 18일째부터 측정되기 

시작하여 24일째 이후부터 분비량이 정점을 유지하였다. 전체적으

로 대략 연골화 배양 21일째 교원질 및 점액 다당류의 분비량이 급

속하게 증가함을 관찰할 수 있었다 (그림 2-B). 반면, TGF-β3를 사

용하지 않고 일반 배양에서 배양한 복합체의 경우 교원질과 점액 

다당류의 양은 측정 불가능한 수준으로 분비되었다. 따라서, 유전자 

및 단백질 분비 결과에 따라 본 연구에서 사용한 TGF-β3에 의한 

연골화 분화는 배양 후 3주째 그 활성이 증가됨으로 보아, 최종적으

로 3주 연골 분화 후 생체 내 이식을 시키는 것이 적합한 것으로 

결정할 수 있었다.  
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그림 2. 실험실 배양 기간 중 분비 되는 전체 교원질 및 점액 다당류 양 측정 결과.  

전체 교원질의 경우 TGF-β3를 처리한 경우 배양 9일째부터 분비량이 증가하기 시

작하여 21일째 최고점을 나타내는 반면, 비처리 군에서는 의미있는 단백질량의 증가

가 관찰되지 않고 있음 (A). 점액 다당류의 경우 배양 18일째부터 측정되기 시작하

여 그 분비량이 24일째까지 증가하며 이후 최고점을 나타내는 반면, 비처리 군에서

는 점액 다당류가 3주간의 배양기간 동안 측정되지 않음 (B). 전체적으로 배양 약 

21일째 연골 세포외기질 관련 단백질의 분비가 증가함을 관찰할 수 있음. 

A 

B 
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3. 연골 세포 유전자 발현 

 반정량 역전사 중합 효소방법을 사용하여 TGF-β3에 의한 연골화 

분화기간 동안 연골 세포의 표현형 유전자인 제 2형 교원질 및 

aggrecan 유전자 발현을 측정하였다. 연골화 분화 배양기간 21일 

동안 5, 7, 11, 14, 21일 간격으로 유전자 발현을 측정하였다. 실험 

결과 분화 후 5일째부터 제 2형 교원질 유전자 발현이 관찰되었으

며, 21일째 분화 기간 동안 계속해서 측정됨을 관찰할 수 있었다. 

Aggrecan의 경우에도 5일째부터 유전자발현이 제 2형 교원질과 함

께 측정되었으며, 제 2형 교원질의 경우 aggrecan 유전자보다는 배

양기간이 증가할수록 발현량이 증가함을 관찰할 수 있었다. 대조군

으로 측정한 일반 배양액에서 배양된 복합체의 경우 제 2형 교원질 

및 aggrecan 유전자의 발현이 관찰되지 않아, 연골화 분화가 일어

나지 않았음을 확인할 수 있었다 (그림 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

그림 3. 연골 세포 표현형에 대한 역전사 중합 효소 반응. 골수 간질 세포의 삼차원

적 배양기간 동안 역전사 중합 효소 반응법을 사용하여 연골세포 표현형 유전자에 

대한 발현을 측정한 결과, 제 2 교원질 및 aggrecan 유전자 발현이 배양 5일째부

터 발현되기 시작하여 배양 21일째까지 점차적으로 증가함을 관찰할 수 있었음.  
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4. 주사 현미경  

 주사 현미경 상 측정된 pore의 크기는 대략 300-500 ㎛ 이었으며, 

porosity는 약 98%였다. 골수 간질세포/지지체 복합체를 가토 

슬관절에 이식하기 전에 주사 현미경 사진으로 세포의 부착 및 

세포외기질의 존재를 관찰하였으며, 배양 3주째 주사현미경 

사진에서 골수간질 세포가 지지체 내에 고르게 분포되고 있음을 

관찰할 수 있었다. 또한, 세포 주변으로 세포외기질 성분이 

분비되는 소견 등을 관찰 할 수 있었다 (그림 4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

5. 재생된 연골의 외형 지수 

 수술 후 12주 연골분화가 유도된 세포를 이식한 가토 6마리 모두 

생존하였고, 연골분화가 유도되지 않은 골수 간질 세포/지지체 복합

체를 이식한 가토 6마리 중 1마리는 수술 후 6주에 사망하여 연구

그림 4. PLGA 지지체 및 골수 간질세포/지지체 복합체 주사 현미경 사진. 실험에 사

용된 75:25 PLGA 지지체 사진. 다공의 크기는 약 300-500 ㎛로 측정되었으며, 다

공의 연속성을 관찰할 수 있음 (A). 골수간질 세포가 지지체내에 생착하여 있는 사

진으로 고배율 사진에서 생착된 세포와 주변에 세포외 기질이 분비됨 (화살표)을 관

찰할 수 있음(B, C). (배율 - A: x50, B:x200, C: x1000) 



- 21 - 

에서 제외시켰다. 생존한 모든 가토는 이산화탄소 사실에서 안락사 

시켰으며, 대퇴 원위부 약 4 cm 위치에서 절단하여 슬관절 조직과 

함께 보관하였다. 결손 부위에 조직이 형성된 가토를 대상으로 재생

된 연골 조직에 대한 평가를 시행하였으며, 최종적으로 TGF-β3 전

처리 복합체군 5마리, TGF-β3 비처리 복합체군 4마리에서 연골 재

생에 성공하여 전체 75%의 연골 생성 성공률을 나타내었다. 

 연골 분화 복합체에 의해 재생된 연골의 외형 지수는 평균 

TGF-β3 처리 군에서 7.3±0.6점 이었고, TGF-β3 비처리 군에서 

5.5±1.7점 이었으며, 정상 연골의 경우 8.0±0 점 이었으며 연골화 

분화 복합체에 의해 재생된 연골과 정상 조직간에는 통계적으로 차

이를 보이지 않았으나 (p=0.1835), 미분화 복합체에 의해 재생된 

연골은 다른 두 군보다 평균 점수에서 비교적 점수가 낮았으나 통

계적으로 유의한 차이는 보이지 않았다 (p=0.1274). 결손 대조군의 

경우 1.6±0.6점의 평가를 보여 재생 실험군들과는 현저한 차이를 

나타내었다 (p<0.0001). TGF-β3 전처리된 골수 간질 세포/지지체 

복합체 이식 후 12주에 재생된 연골의 경우 표면이 부드럽고 윤기

가 나는 유리 연골 양상으로 나타났다. 주변 조직과의 연결성도 대

부분의 조직에서 좋았다. 결손 대조군의 경우 관절염 소견과 함께 

주변 조직과의 연결성이 좋지 않았고 일부 결손 부위는 이식 후 3

주째에도 결손 되었거나 섬유조직으로 덮여 있음을 확인할 수 있었

다 (그림 5). 
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6. 함입 검사 

 최대 strain 깊이를 결정하기 위하여 대퇴 슬개골 고랑의 연골 두

께를 측정한 결과 정상 연골의 경우 0.44±0.01 mm 정도의 깊이를 

나타내었다. 따라서, 최종적으로 연골 하 골의 영향을 최대한 줄이

기 위해 전체 연골 두께의 약 25%인 100 ㎛ 깊이를 최대 함입 깊

이로 정하여 정상 연골의 탄성 계수를 측정하였다. 재생 연골의 경

우 사전 실험에서 재생 12주째 약 0.7 mm 정도의 연골 두께를 나

타내어, 재생연골의 경우는 150 ㎛ 깊이를 최대 함입 깊이로 정하

여 재생 연골의 탄성 계수를 측정하였다. 최종적으로 계산된 Young 

계수는 TGF-β3를 처리한 복합체에 의해 재생된 연골 조직의 경우 

중심부에서 0.95±0.30 MPa, 변연부는 1.30±1.21 MPa로 측정이 되

그림 5. 이식 12주 적출한 대퇴골 원위부 슬관절 외형 사진. TGF-β3 전처리한 군

에서 생성된 연골로 주변 조직과의 색상, 균일성 및 주변조직 연속성에서 우수한 

연골 재생을 관찰 할 수 있음 (A). TGF-β3 비처리군에서 적출한 재생연골로, 초기 

결손 부위로 만든 부분에 주변조직과 비슷한 외형의 조직으로 채워져 있는 것을 

관찰할 수 있으나, 색은 다소 섬유화된 것으로 관찰됨 (B). 결손 부위만 만들고 12

주 후 적출한 대퇴원위부 사진으로 결손 부위가 계속 관찰되고 있으며, 주변 조직

으로 관절염 소견이 관찰되고 있음 (C).  
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었다. 또한 TGF-β3를 처리하지 않은 복합체에 의해 재생된 연골 

조직의 경우 중심부에서 1.37±0.45 MPa, 변연부는 2.54±1.37 MPa

로 측정되었다. 수술 시 결손 부위만 만들어 연골 유사 조직으로 재

생된 경우 중심부에서 1.42±0.30 MPa로 측정되었고, 변연부는 

2.15±0.76 MPa로 측정되었다. 정상 연골의 Young 계수는 

0.82±0.09로 측정되었다. 중심부의 경우 TGF-β3를 처리한 군과 

정상 군의 값을 비교 시 통계적으로 유의한 차이가 나지 않았으나 

(p=0.4077), TGF-β3를 처리하지 않은 군과 정상 군의 값을 비교 

시, 통계적으로 유의한 차이를 보였다 (p<0.05). 그러나, TGF-β3를 

처리한 군과 처리하지 않은 군에서는 유의한 차이가 없는 것으로 

나타났다 (p=0.1410). 또한, 결손 군과 비교 시 TGF-β3를 처리한 

군에서 통계적으로 유의한 차이를 보였으며 (p<0.05), TGF-β3를 처

리하지 않은 군에서는 통계적으로 유의한 차이를 보이지 않아 

(p=0.907), TGF-β3를 처리 군의 Young 계수 값이 다소 정상에 가

깝게 나타남을 알 수 있었다. 

 변연부의 경우 TGF-β3를 처리한 군과 정상 군의 값을 비교 시, 

통계적으로 차이가 나지 않았으나 (p=0.4078), TGF-β3를 처리하지 

않은 군과 정상 군의 값을 비교 시, 통계적으로 유의한 차이를 보였

다 (p<0.05). 그러나, TGF-β3를 처리한 군과 처리하지 않은 군을 

비교하였을 때, 두 값에는 차이가 없는 것으로 나타났다 

(p=0.1690). 또한, 결손 군과 비교 시, TGF-β3를 처리한 군 및 처

리하지 않은 군 모두 통계적으로 유의한 차이를 보이지 않아 (각각, 

p=0.3106, p=0.6780), 변연부 재생 조직의 경우 모든 군에서 

Young 계수가 정상 조직과 비교하여 다소 떨어짐을 알 수 있었다.  

 재생연골의 중심부와 변연부의 Young 계수 평균은 통계적으로 유

의한 수준으로 차이가 나지 않았으며 (p=0.2485), 정상 연골의 탄
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성계수와 비교 시에는 통계적으로 유의하게 차이가 났으며 

(p<0.05), 정상 연골에 비해 약 80% 정도의 생역학적 특성을 나타

냈다 (그림 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7. 조직 소견 및 면역조직화학 염색 소견 

가. H & E 염색 

 TGF-β3 전처리군 및 비처리군 복합체에 의해 재생된 연골에서 연

골세포의 lacunae의 형성 및 종단 정렬 (longitudinal arrangement) 

양상을 보였으며 염증 소견은 대부분의 슬관절에서 미비하였다. 변

연부에도 정상 연골과의 연결성을 유지하면서 재생이 비교적 연속

그림 6. 함입 검사에 의해 계산된 재생연골의 Young 계수. 재생 연골 중간 부위의 

경우 정상과 비교 시 TGF-β3 전처리 군과는 Young 계수가 차이가 없이 비슷하게 

측정되었으나, TGF-β3 비처리 군에서는 정상연골 보다 Young 계수가 높은 것으로 

측정되어 정상 연골보다 다소 물성이 강함을 알 수 있었음. 반면, 재생 연골 변연부

에서는 정상 연골과 비교 시 TGF- β3 전처리 군 및 비처리군 모두 연골 세포보다 

물성이 떨어지나 높은 것으로 나타났으며, 특히 표준편자가 크게 측정되는 것으로 

나타나 재생된 연골의 비균등성을 유추 할 수 있었음. 
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적으로 되어 있음을 관찰할 수 있었다. 그러나, 재생된 연골 사이에 

결손 부위가 발견되는 경우도 있었으며 특히, 연골 하 골과의 접촉 

부위에서 연결성이 좋지 못한 경우도 관찰되었다. 또한, 세포의 

clustering 현상도 관찰되는 경우도 있었다 (그림 7. A, B, C). 결손 

군의 경우 부분적인 연골 조직 형성 소견 및 섬유화 소견이 혼합된 

양상으로 보였으며, 연골 하 골 및 주변 정상 연골과의 연속성이 관

찰되지 않았다.   

 

나. Safranin-O 염색 

 Safranin-O 연골 특수 염색에서 TGF-β3 전처리군 및 비처리군 

복합체에 의해 재생된 연골에서 모두 염색이 되었으나, 특히 

TGF-β3 전처리군에서 재생된 연골 조직에 염색 시약이 대부분의 

조직에서 균일하게 염색이 되어 점액 다당질 (glycosaminoglycan)

의 형성을 간접적으로 관찰할 수 있었다. 그러나, TGF-β3 비처리군 

및 결손군에서는 재생된 조직에 부분적으로 염색된 것으로 보아 재

생된 조직 일부에서만 연골 조직으로 재생됨을 알 수 있었고, H&E 

소견과 비교하여 섬유화 조직으로 관찰되었던 부분은 염색이 잘 되

지 않았기 때문에 연골 조직으로 재생이 되지 않음을 확인할 수 있

었다. 

 

다. 제 2형 교원질 면역조직화학 염색 

  제 2형 교원질에 특이적인 면역조직화학 염색에서는 TGF-β3를 

전처리한 복합체에 의해 재생된 조직이 이식부위 주변의 정상연골

과 비슷한 양상으로 재생된 대부분의 조직에 제 2형 교원질에 대한 

면역 화학 염색이 잘 됨을 관찰할 수 있어, 재생된 조직 내에 제 2

형 교원질의 형성을 간접적으로 확인할 수 있었고, 재생된 조직이 
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유리 연골과 비슷한 조직임을 확인할 수 있었다 (그림 7-D). 제 2

형 교원질 항체의 특이도는 대조군으로 사용한 정상 연골의 염색 

유무로 검증하였다. 

 대조군으로 사용한 TGF-β3 비처리군 및 결손군의 경우 재생된 조

직 대부분에서 제 2형 교원질 염색이 되지 않아 제 2형 교원질 형

성이 저조함을 확인할 수 있었다. 특히, safranin-O 염색 소견과 비

교 시 비록 점액 다당류의 형성으로 safranin-O의 염색은 되었지만, 

관절 연골의 주요 세포외기질의 성분인 제 2형 교원질 염색이 관찰

되지 않는 것으로 보아 재생된 연골이 유리 연골과는 다른 조직으

로 형성되었음을 간접적으로 확인할 수 있었다 (그림 8). 

 

라. 재생 조직 점수화  

 TGF-β3 전처리 군에서 재생된 연골의 조직소견을 점수로 환산 시 

21.7±1.4로 계산되었으며, TGF-β3 비처리군에서는 20.5±1.6으로 

환산되었다. 두 군 모두 정상 연골과 비교 시 (24.0±0) 낮은 것으

로 나타났다 (p<0.05). 그러나, TGF-β3 전처리 및 비처리 두 군간

의 비교에서는 비슷한 점수 양상을 나타내었다 (p=0.3070). 그러나, 

결손 대조군의 경우 14.0±5.2로 계산되어, 재생연골과 비교 시 통

계적으로 점수가 저하됨을 관찰할 수 있었다 (p<0.001). 
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Ⅳ. 고찰 

 

그림 7. TGF-β3 전처리 골수 간질세포/지지체 복합체 가토 이식 후 12주째 조직 소

견. 조직학 소견에서 유리 연골에서 보이는 연골 세포 관찰되고 있음. 저배율(A, B)

에서 재생된 연골 일부에서 연골 결손이 관찰됨 (화살표). 고배율(C)에서 lacunae를 

형성한 연골 세포가 관찰 되며, 제 2형 교원질 조직 화학 염색(D)에서 대부분의 세

포외기질에 양성 염색 소견을 나타냄. (배율: A: x40, B: x 100, C: x 400 D: x 40) 

그림 8. TGF-β3 비처리 골수 간질세포/지지체 복합체 가토 이식 후 12주째 조직 소

견. 조직학 소견(A,B,C)에서 유리 연골 모양의 유리 연골에서 보이는 연골 세포 관

찰되고 있으나, 고배율(C)에서 군집 (cluster)을 형성한 연골 세포가 관찰되지 않으

며, 제 2형 교원질 조직 화학 염색(D)에서 부분적인 세포 외 기질에 양성 염색 소

견을 나타냄(화살표). (배율: A: x40, B: x 100, C: x 400, D: x 40) 
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IV. 고 찰 

  

 연골 재생에 관한 연구는 다각도로 진행되고 있다. 특히 자가 연골 

세포 이식 법은 고비용 및 세포 공급원의 제한이라는 단점을 내포

하고 있어도 연골 재생을 세포 치료적 개념에서 시작한 의학적 진

보로 평가된다. 현재의 조직 공학은 병리학적으로 그 구조가 변형되

었거나 기능이 소실된 조직에 기능 세포를 최대한 이식시킴으로써 

조직을 재생을 극대화 시키는데 주력하고 있다. 특히, 조직 공학적

으로 성공적인 조직 재생을 위해서는 적절한 기능 세포와 이들 세

포의 항상성을 유지시킬 수 있는 지지체 및 세포의 분화 및 조직의 

재생을 촉진시키는 생활성 (bioactive) 인자 등 세가지 중요한 요소

가 필요하다30,31. 이러한 개념에 기초하여 골수 간질 세포 연구, 고

분자 지지체 및 TGF-β와 같은 성장 인자에 대해 많은 실험실적 

(in vitro) 연구가 진행 중이나, 이러한 방법에 의해 생체 내에서 재

생된 연골의 특성에 대해서는 연구가 미비하다. 따라서, 본 연구에

서는 생체 내 환경에서 다양한 조건으로 재생된 연골의 성질을 비

교, 분석하여 골수 간질세포/지지체 복합체의 연골 재생 가능성을 

평가하고자 하였다. 

 충분한 세포와 함께 사용한 지지체는 그 사용 유무에 따라 이식된 

세포의 표현형 및 재생된 연골의 질 (quality)에 중요한 영향을 준

다. 세포원으로써 배양된 연골 세포는 조직 내 이용 가능 세포 수의 

부족, 충분한 세포 배양의 제한 및 공여부의 이환 등의 문제점을 내

포하고 있다. 특히, 충분한 세포 수를 확보하기 위해 이차원 배양에

서 계대 배양 횟수를 증가시키는 경우 연골세포의 표현형은 불완전

해지고 주요 표현형 발현의 소실 속도가 빠르게 진행된다. 더욱이, 

이러한 표현형의 유지와 충분한 세포수의 확보는 현재까지도 해결
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되지 못하고 있는 연골 조직 공학의 문제점으로 알려져 있다32. 그

러나, 골수 간질 세포의 경우 충분한 이식 세포 수를 얻기 위한 배

양 기간 동안 그 표현형을 적절히 유지시킬 수가 있으며, 특정한 조

건하에서는 다양한 기능적 세포로 분화 유도를 시킬 수 있는 장점

을 가지고 있다. 또한, 다양한 부위에서 골수의 획득이 가능하므로 

이식 세포의 확보 및 표현형의 유지라는 점에서 기존의 연골 세포 

이식법과 비교하여 장점으로 해석될 수 있는 부분이다33. 

 골수 간질 세포만을 이식하여 연골을 재생하려는 이전의 여러 연

구에서는 초자 연골 (hyaline cartilage)의 재생에 많은 실패를 거듭

해 왔다34-36. 이들 연구의 연구 가설로 이식된 간질 세포들이 생체 

내 환경에서 적절한 세포로 분화될 수 있는 조건을 제공받을 수 있

을 것으로 기대하였으나, 여러 추가적인 연구에 의해 성인 생체 내

에서는 연골 세포로 분화를 충분히 유도할 수 있는 환경이 더 이상 

존재하지 않는 것으로 알려져 있어, 기대 이상의 연골 재생 결과를 

보이지 못했다. 따라서, 성공적인 연골 재생을 위해서는 TGF-β와 

같은 성장 인자나 이와 비슷한 생물학적 (bioactive) 자극들이 지속

적으로 가해져 골수 간질세포를 연골 세포로의 분화를 유도할 수 

있는 세포 내 신호전달 체계의 자극이 필요하다고 할 수 있으며, 이

러한 점에서 골수 간질세포는 실험실적 환경에서 다양한 방법에 의

해 연골 세포로 유도가 가능한 장점이 있어 조직공학 분야에 그 적

용 영역이 넓어지고 있다. 또한, 다양한 세포로 분화할 수 있는 골

수 간질세포만을 연골-골 결손 부위에 이식하는 경우 골수로부터의 

다양한 자극으로 인해 골아세포나 지방 세포로 분화가 가능하며, 이

는 최종적으로 연골 재생에 필요한 연골화 세포의 수를 상대적으로 

감소시킬 수 있어 연골 재생능력에 영향을 줄 수 있다. 따라서, 본 

연구자는 이식 전에 골수 간질세포에 TGF-β3로 전처리 함으로써 
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이러한 문제점들을 극복하고자 하였으며, 이러한 일련의 과정들은 

골수 간질 세포를 전 연골화 세포 (pre-chondrogenic cell)나 연골

세포로 단속 (commit) 시킬 수 있을 것으로 가정하였으며, 최종적

으로 이식부위에 연골화 세포의 수를 늘릴 수 있을 것으로 예상하

였다. 본 연구의 결과에서와 같이 비록 생역학적 특성이나 조직학적 

소견에서 TGF-β3를 사용하여 재생된 연골이 단순히 골수 간질 세

포/지지체만 이식한 군보다 현저한 차이를 보이지는 않았지만, 생역

학적 특성은 정상 연골 조직과 비슷한 소견을 보였으며, 특히 조직 

소견에서 제 2형 교원질의 염색이 비처리군과 비교하여 특징적으로 

현저히 염색됨을 보아 기존에 시행한 방법 보다는 정상 조직에 가

까운 초자 연골의 형성이라는 측면에서 TGF-β3의 전처리 방법이 

좀 더 진보된 연골 재생의 방법으로 사료된다. 또한, 현재 사용되고 

있는 연골조직 소견의 점수화 내용에 연골기질 성분 염색 여부가 

자세히 반영되지 않기 때문에, 본 연구에서와 같이 재생 연골의 조

직학적 소견은 현저한 차이가 보이나 조직 평가 점수에 있어서는 

두 군간의 차이를 명확히 보이지 못하는 결과가 초래된 것으로 판

단되며, 이는 새로운 연골 조직 점수화 기준이 제시되어야 할 필요

성이 있음을 시사하는 것으로 사료된다.   

 현재 많은 연구에서 골수 간질 세포에 연골화 자극을 전달하는 다

양한 방법들이 연구되고 있으며, 유전자 이식, 성장 인자 관절강내 

주사, 전처리 법 등이 대표적인 방법들이다37-39. 본 연구에서는 실

험실적 환경에서 TGF-β3를 전처리 시키는 방법을 선택하였고, 이

식 전에 연골화 세포로의 분화를 유도하였다. 반 정량적 역전사 중

합 효소 연쇄 반응법을 이용하여 관절 연골 세포의 대표적인 표현

형 유전자인 제 2형 교원질 및 aggrecan 유전자의 발현을 확인하

였고, 배양액 내에 분비된 점액 다당류의 양적 증가를 측정함으로써 
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연골세포 분화 유도를 증명하였다. 이러한 성장인자의 사용은 안전

성의 측면에서 아직 임상적인 적용까지는 여러 단계의 추가적인 검

증이 더 필요하나, 본 연구에서는 세포 성장인자를 생체 내 투여 전

에 생체 밖에서 전처리 함으로써, 이러한 안전성의 문제를 어느 정

도 극복하고자 하였다. 

 본 연구에서 초자 연골을 생체 내에서 생성할 수 있었던 중요한 

인자는 적절한 지지체의 선택이라고 사료된다. 지지체는 삼차원 공

간에서 세포를 유지시킬 수 있으며, 이차원적 배양 환경보다는 표현

형을 유지시키기에 용이한 것으로 알려져 있다40. 많은 양의 연골 

세포가 이식되고 골막으로 봉합하여 연골 세포의 누출을 막을 수 

있다고 하더라도, 지지체 없이 이식된 자가 연골 이식법에서는 중력 

및 관절의 움직임, 불균등한 주입 등의 영향으로 인하여 이식된 연

골세포가 불균등하게 분포될 수 있는 단점이 있다2. 그러나, 본 연

구에서는 주사 현미경 사진 및 지지체내 염색에 의한 세포 분포를 

검사한 결과, 지지체의 중심부와 주변부에 고른 세포의 분포를 확인 

할 수 있었고, 이러한 점이 연골 결손 부위에 고르게 연골 조직을 

재생시키는데 중요한 역할을 한 것으로 판단된다. 외형적인 면에서

도 본 연구에서 재생된 연골은 경우에 따라 색, 투명도 및 평탄함에

서 주변 정상 연골과 거의 흡사한 소견을 보였고, 조직학적 소견에

서도 만족할 만한 경계부 재생이 정상 연골 및 재생 연골에서 관찰 

되었다.  

 Alginate, hyaluronic acid, collagen 및 chitosan 등의 다양한 생체 

고분자 물질이 현재 연골 재생 지지체의 성분으로 사용되고 있다. 

그러나, 이들 고분자 물질의 생역학적 특성은 아직 까지는 근골격계 

조직 공학에 적용할 만큼 내구적이지 못한 것으로 알려져 있다41,42. 

연골 조직 공학에서 말하는 이상적인 지지체는 지지체내 이식된 세
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포들이 충분히 성장하고 분화하는 기간 동안 연골과 같은 생역학적 

특성을 내포하여 초기 연골 재생단계에서 정상 연골과 같은 생역학

적 물리적 특성을 보유하고 있어야 하며, 연골 조직이 재생되면서 

이들 지지체는 흡수되어 적절한 기간 동안 지지체와 재생연골이 교

차될 수 있는 환경을 제공하여야 한다43. 이러한 점에서 PLGA 지지

체는 근골격계 조직공학에서 초기 생역학적 안정성의 제공이 가능

한 고분자 생흡수성 지지체로 알려져 있다44. 그러나, 연골 재생을 

위한 이상적인 지지체의 제조에 대해서는 아직도 많은 연구가 이루

어지고 있으며, 본 연구에서는 연골 재생한 적합하다고 판단되는 성

분과 물성을 가진 한가지 지지체를 선택하여 실험하였지만, 보다 정

상 연골에 가까운 연골 기질을 생성하기 위해서는 다양한 지지체에 

대한 보다 많은 연구가 필요할 것으로 사료된다. 

 이상적인 지지체의 조건으로 안정적인 고정, 지지체와 연골 결손간

의 구조적 조화 (congruence), 그리고 적절한 생체 흡수성

(absorbability) 및 생체 적합성 (biocompatibility)가 있다. 본 연구

에서 지지체의 안정성을 위해 압착 고정법 (press-fit) 및 생체 섬

유 아교 (fibrin glue)를 사용하여 고정력을 높이고자 하였다. 일부 

재생 연골의 경우 외형에서 우수한 생착을 보였지만, 조직학적 소견

에서 연골하 골 (subchondral bone)과의 분리 (detachment), 연골 

결손, 세포 군집성 (cell clustering) 및 연골 표면의 불규칙성 등이 

관찰 되었다. 이는 지지체와 연골 결손간의 불일치 (incongruency), 

부적절한 흡수성 및 주변 조직과의 부적합성 (incompatibility) 등에 

기인한 것으로 판단된다. 

 생역학적 특성의 분석방법으로 본 연구에서는 함입 검사법을 사용

하였다. 본 연구에서 시행한 비 제한적 (unconfined) 함입 검사에서

는 연골의 깊이가 중요한 요소로 작용하며, 이는 k 상수 값을 결정 
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짓는 중요한 요소이다. 정확한 계산을 위해서는 함입 검사가 시행되

는 연골에서 연골 하 골까지의 정확한 깊이가 고려되어 진행 되어

야 하나, 본 연구에서는 함입 검사 전에 연골 검사를 직접적으로 측

정할 수가 없었다. 예비 실험 결과에서 이식 후 12주째 재생 연골

의 깊이는 0.7 mm 이었기 때문에 150 ㎛ 즉, 재생 연골 두께의 약 

20%에 해당되는 깊이로 함입 검사가 시행되었다. 또한 이러한 수치

는 다른 연구와 비슷하게 측정되는 값이었다 23, 24.  

 Hidaka 등은 지지체의 사용 없이 연골 분화 유전자 이식 (gene 

transfer)을 통해 연골을 재생하였으나, Young 계수는 정상연골의 

1/10에서 1/2정도를 보인다고 하였다23. 이러한 결과는 연골재생의 

중요한 인자인 지지체를 사용하지 않은 것에 기인된 것으로 사료된

다. 그러나, 지지체 및 세포 복합체를 사용한 Schaefer 등의 연구와 

본 연구에 의하면 재생된 연골의 Young 계수가 약 80%-100% 수

준에서 나타나고 있어 지지체 사용의 중요성을 보여주고 있어, 본 

연구에서 사용한 연골 재생의 방법이 이전의 방법보다 더 진전된 

방법으로 그 가치가 있다고 판단된다 24. 
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Ⅴ. 결 론 

 

 골수 간질세포/PLGA 지지체 복합체를 TGF-β3로 전처리한 결과, 

관절 연골 세포의 표현형인 제 2형 교원질과 aggrecan의 유전자 

및 단백질 발현이 배양 시간이 지날수록 증가함을 측정 할 수 있어 

연골화 분화가 가능함을 확인하였다. 특히, 이러한 현상은 배양 

3주째 급속히 증가하는 양상을 보였다. 지지체 내에서 골수 

간질세포의 생존률은 배양 3주째까지 초기에 접종된 세포 수를 

유지하고 있었으며, 이는 주사 현미경 소견에서도 확인할 수 있었다. 

위의 실험결과로 미루어 골수 간질세포의 연골 분화 활성 및 세포 

생존 측면에서 TGF-β3로 전처리한 후 3주째가 적절한 이식 

시기임을 알 수 있었다. 

 3주간 TGF-β3로 전처리한 골수 간질세포/지지체 복합체를 가토 

슬관절 연골 결손 부위에 이식하여 이식 12주에 재생된 연골 

조직을 외형적, 조직학적 및 생역학적 분석을 시행한 결과, 

외형적으로 관절연골과 비슷한 양상을 나타내었으며, 이를 점수화 

하였을 때 정상연골과 통계적인 차이를 보이지 않았다. 조직학적 

소견에 있어서도 정상연골에서 보이는 세포 외형과 주변 세포외 

기질의 소견은 정상 연골 소견과 흡사하여 점수화 하였을 때도 

통계적으로 차이가 없었으며, 특히 제 2형 교원질에 대한 

면역조직화학염색법에서도 단백질 새로 생성된 연골의 세포외 

기질에서 발현이 뚜렷하여 본 연구에서 사용한 복합체로부터 유리 

연골 형성이 가능했음을 알 수 있었다. 생역학적 특성 분석에서도 

측정된 재생 연골의 Young 계수는 정상 연골과 비교하여 약 80% 

정도의 물성을 나타냄을 확인할 수 있었다. 또한, 기존에 알려진 

방법인 TGF-β3로 처리하지 않은 복합체를 사용하여 연골을 재생한 
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대조군과 비교하였을 때, 보다 정상 관절 연골과 비슷한 조직학적, 

생역학적 특성을 보이는 유리 연골 생성을 유도할 수 있음을 확인 

할 수 있었으므로, 본 연구에서 사용된 TGF-β3로 전처리한 골수 

간질세포/지지체 복합체 이식법은 관절 연골 재생을 위한 새로운 

가능성을 제시하였다. 
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Abstract  
 

Evaluation of articular cartilage regeneration using 

chondrogenic bone marrow stromal cells with a bioabsorbable 

scaffold in vivo 

 

Seung Hwan Han 

 

Department of Medicine  

The Graduate School, Yonsei University  

 

(Directed by Professor Soo Bong Hahn) 

 

Focal Cartilage defects frequently occur in secondary to trauma 

or to the idiopathic condition such as osteochondritis dissecans. 

Cartilage has a limited capacity to heal and the treatment of 

cartilage defects remains a challenge. Recently the newly 

developed treatment modality using various cell and scaffold has 

shown the great progress to regenerate the hyaline cartilage. In 

this aspect, we designed new cartilage regeneration method using 

bone marrow stromal cells (bMSCs) and poly lactic-co-glycolic 

acid (PLGA) scaffold composites pretreated of TGF-β3 and the 

properties of regenerated cartilage by this method were 

investigated comparing with the non TGF-β3 treated 

bMSCs/PLGA composites in rabbit model. 
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We prepared bMSCs/PLGA scaffold composites and pre-treated 

this with TGF-β3 for 3 weeks prior to transplantation. Then, 

composites were transplanted to the osteochondral defect in 

rabbit knee. After 12 weeks post-transplantation, 5 of the 6 

rabbits in which TGF- β3 pretreated bMSCs/PLGA scaffold 

composites were transplanted have shown cartilaginous 

regeneration. In gross morphology, regenerated cartilage showed 

smooth, flush, transparent features. In indentation test, this had ca. 

80% of Young’s modulus of normal articular cartilage. Histological 

examination demonstrated hyaline like cartilage structures with 

glycosaminoglycan and type II collagen expression. Histological 

scores were not statistically different to the normal articular 

cartilage. These results showed improvement of cartilage 

regeneration comparing with the non pretreated bMSCs/PLGA 

scaffold composite transplanted group. 

Thus, we have successfully regenerated improved hyaline-like 

cartilage and determined the feasibility of treating damaged 

articular cartilage using bMSCs/PLGA scaffold composite 

pretreated of TGF-β3. Also, we suggest this treatment modality as 

another concept of cartilage tissue engineering. 

 

---------------------------------------------- 

Key Words: bone marrow stromal cell, poly 

lactic-co-glycolic acid, cartilage, tissue engineering 
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