
I. 서론

소실된골조직재생을위한 치주과학영역의

시술중하나는골이식술이며재료의종류에따

라 자가골, 동종골, 이종골 및 골대체골이식술

로 분류되고1 ) 재료의물성과 생물학적 안전도

및골재생능력증가의방향으로연구되었다.

골 연 하 치 주 낭 치 료 에

Y u k t a n a n d a n a ( 1 9 5 7 )2 )가 최초로 골이식술을

시도하였고 그 후 대부분자가 및 동종골의 활

용에 관한 연구들이 3 - 8 ) 진행되었으나

S c h a l l h o r n ( 1 9 7 7 )9 )은 다양한 단점을 지적하

고 임상적용에 제한성이 있슴을 시인한 후 골

대체물의 개발이활발하였다. 골이식대체물로

는 경석고1 0 ), 공막1 1 , 1 2 ), 콜라젠1 3 )등이 있었고

생도재에 관한 연구도 활발하였다. 1974년

L e v i n등이 골이식물질로 생도재를 처음 보고

한 후 B u m p등( 1 9 7 5 )1 5 ), Nery와 L y n c h

( 1 9 7 8 )1 6 ), Strub등( 1 9 7 9 )1 7 )에 의해 연구 개

발되어 현재 임상에서 통용되는 생도재는

h y d r o x y a p a t i t e ( H A )와 β-Tricalcium phos-
p h a t e (β- T C P )가 있다. 그 결과 현재 치의학
영역에 사용되고 있는 인공골충전재에는 β-
T C P1 7 ), 결정형H A1 8 - 2 0 ), 소공형 H A2 1 - 2 3 ) 등

이 있고 최근에 생체활성화 글라스 2 4 - 2 6 )등도

소개되었다.

그러나 임상적 골조직재생 확인에도 불구하

고 긴 접합상피형성으로재발의위험성이잔존

하게 되어 이에 대한 해결책을 모색하기에 이

르렀다2 7 ).

창상치유부는 이주된 세포형에 따라 좌우된

다는 연구보고2 8 , 2 9 )에 따라 선택적 조직재생을

도모하는 조직재생유도술이 N y m a n ( 1 9 8 2 )3 0 )

에의해발표되었다. 그러나연구초기의조직유

도재생술은이를제거하기위한부수적인수술

의 필요성등술식상에서많은거부반응등문제

점이제시되었다.31) 이러한단점을해결하기위

하여생분해성차폐막에대한연구가진행되어

Type I collagen3 2 , 3 3 ), cargile등3 4 )의 교원질을

주성분으로 한 재료와 polyglactin 9103 5 ),

ploylactide- polyglycolide copolymer3 6 ),

p o l y u r e t h a n e3 7 ), polylactic acid3 8 )등이 보고

되었다.

골조직재생을 위한 다양한 치료재료의 개발

중 최근에활발한분야는재료공학과세포공학

분야이다. Vacanti 등( 1 9 9 1 )3 9 )는 체내에서생

흡수되는 중합체를 개발하여 이를 담체로하여

연골세포와 골막세포(Vacanti 등 1 9 9 3 )를 이

식하여생체조직을형성하려고시도4 0 )하였다.

골조직결손시회복에가장 중요하게영향을
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미치는것은신생골을형성할조골세포가주위

조직으로부터 얼마만큼 존재하는가의 여부이

다. 즉3벽성골결손부가조골세포가분화될수

있는 면적이 넓어 골재생이 용이하다.4 1 ) 또한

기질형성능력이 왕성한 조골세포의 수가 가능

한 다수 존재하여야 한다는 보고4 2 )가 있었다
4 3 ). Cilento(1994)가 체외에서 배양된 세포도

생체내에서성숙된세포와동일한표현형을갖

는다는 사실을 면역세포화학적 방법으로 증명

하였다.

세포공학의 발달로 임상의학에서 발달된 혈

액의A B O형 분리방법은수혈학의보편화를이

루었으며 혈관외과학에서는 내피세포의 세포

접목술4 4 - 4 7 )이 임상적용단계에왔으며근육조

직의 재생4 8 )을 추구하기도 하였다. 또한 간기

능의회복을위해간세포의이식4 9 )연구에도응

용되고 있고 성형외과학이나 피부과영역에서

는 화상환자에게배양된세포의도포로조직재

생률을 극대화하기도 하였고5 0 , 5 1 ), 신경외과와

안과영역 및 정형외과학5 2 , 5 3 )에서도 배양세포

의 응용에 대한 연구들이 진행되고 있는 실정

이다.

피부-성형외과영역에서 진피세포를 배양하

여 화상이나피부궤양등분야에응용하게되었

다고C o n t a r d5 4 , 5 5 ) O’C o n n o r ( 1 9 7 8 )등이보고

하였다. 

치의학분야에서는 B o y k o등( 1 9 8 1 )2 9 )이 치

아전이술( T r a n s p l a n t a t i o n )에 치주인대세포의

적용을시도하기도 하였고 Van Dijk(1991)5 6 )

은 치주인대섬유아세포를 조직재생에 응용한

바있다. 

세포와 친화력이 있으며 무해한 합성물질이

개발된다면 합성물을 세포이식의 매개체를 이

용하여조직 재건을용이하게 할 수 있을 것이

라는예측이이미2 0여년전발표되었다5 7 ). 세포

운반매개체에대해Cheung 과 H a a k ( 1 9 8 9 )5 8 )

은 소공성 인산칼슘을 사용한 바 있고,

B a g a m b i s a와 J o o s ( 1 9 9 0 )5 3 )는 H y d r o x y a -

p a t i t e상의조골세포의형태관찰을시도한바있

으며 P u e l o등( 1 9 9 1 )5 9 )은 소공성 골대체물과

배양조골세포의 접합성에 대해 T h a l l e r등

( 1 9 9 4 )6 0 )은골광물질과콜라젠을병용골결손

부치료 술식 가능성을 확인하기도 하였다.

L a n g e r와 V a c a n t i ( 1 9 9 3 )6 1 )는

p l o y g l y c o l i c ( P G A )와 polylactic acid(PLA)의

생체접합성을 연구하였고 , Mooney등

( 1 9 9 4 )6 2 )은 교원질 스폰지와 생분해성

p o l y g l y c o l i c ( P G A )과 polylactic acid

( P L A )6 3 )를 재료로이용하여 조직적합성을 검

증하였다. Levy등( 1 9 9 4 )6 4 ) 은 ploylactic acid

f i l m의 임상응용 가능성을 주장한 바 있다. 최

근 국내에서도생분해성차폐막이개발되어조

직재생 효과에 대한 연구보고6 5 )가 발표된 바

있다.

그러나 현재까지의 연구등은 조직의 접합성

에 관점을 두고 시행된 연구였고 또한 사용된

차폐막의 골조직형성에 배양골세포의 접목에

대한 효과 검증이 아직 미미한상태이다. 따라

서 조골세포를차폐막에미리접목시켜부착된

세포를근간으로가능한한 단시일내에생체내

에서 신생골형성이 야기될 수 있을 것이라는

가설아래이번연구를실시하였다. 즉 동종개

체로부터추출, 배양한 두개관세포를 생체내에

서 분해되는 차폐막에 접목하여 세포복합체를

제작하여이를두개관결손부에피개하여시간

경과에따라결손부에신생골형성과정을관찰

하여 그 효과를 검증하여 치의학 분야에 응용

하고자시행하였다.

II. 재료 및 방법

1. 실험재료

(1) 실험동물

백서 두개관세포를 배양하기 위해 순종으로

사육된 평균체중 150gm 전후의 S p r a g u e -

D a w l e y계 웅성백서 3 0마리를 이용하였다. 실

험전 2주간의 환경적응기간을거쳐동일한조
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건으로 사육하였으며 전신상태가 임상적으로

건강한 상태였다. 실험 기간동안 고형사료(도

그라인, 대한사료공업, 한국)를 사용하였다. 실

험 전기간동안각각의분리된실내사육실에서

동일조건으로사육하였다.

(2) 백서 두개관세포 배양

Pentobarbital Sodium(Tokyo Industrial

Chem., Japan)으로복강 마취한후 75% 알코

홀로두피를세척소독하고두경부를탈락하여

희생하였다. 외과용 가위로 두피를 절개한 후

두피를박리하였다. 두개관을분리하고연조직

을완전히제거한후세절하여 200U/ml peni-

cillin(Gibco, USA)과 2 0 0㎍/ml strepto-

mycin(Gibco, USA)이 첨가된 D u l l b e c o ' s

Minimum Essential Medium(DMEM, Gibco,

U S A )에 5회 세척하였다. 준비된 두개관 골편

을세절한다음35mm 세포배양접시에고르게

분산시키고 초기배양액인 20% Fetal Bovine

S e r u m ( F B S )과 100U/ml penicillin, 100㎍/ m l

streptomycin(Gibco, USA)이 포함된 D M E M

을 넣고 3 7°C , 습도100%, 5% CO2 공기혼합

배양기(Vision, Korea)에서 배양하였다. 완전

히밀생된것을확인한후 1 : 3의 비율로계대배

양하고 2세대가 경과후 계대배양액인 1 0 %

F B S와 100U/ml penicillin, 100㎍/ml strep-

t o m y c i n이 포함된 표준DMEM 배양액으로 3

일 간격으로 배양액을 교환하면서 배양하였고

본 실험에는 제 4 - 7세대의 세포를 사용하였

다. 

II. 실험방법

1. 세포접목체 제작

사전직경5 m m의 원형으로재단된생분해성

차폐막(Biomesh, 삼양사, 한국) 을산화에틸렌

가스로소독하여 세포배양접시에 넣고 1×1 06

C e l l s / m l의 세포부유층에 4 시간이상적용하여

세포가부착하도록한 후 3일동안배양하여세

포이식체로 하였다. 배양조건은계대배양과동

일한방법으로시행하였다.

2. 동물실험

두개부 골결손부를 형성하기 위하여

Pentobarbital Sodium(Tokyo Industrial

Chem., Japan)으로 복강 마취한후 두피를알

코홀로소독하고외과용가위로두피를절개한

후두피를박리하였다. 두개관을분리하고두피

와 연조직을 완전히 제거한 후 직경 3 m m의

trephine bur를 이용하여 두개관을 적출하였

다. 세포접목체의 이동을 방지하기 위하여 4 -

0 봉합사로 예비봉합하여 느슨하게 풀어 놓은

상태에서 적출된 골결손부에 세포접목체로 미

리 준비된 생분해성 차폐막을 상하를 바꾸어

시적하였다. 박리된두피는차폐막을완전히피

개한 후 고유위치에 재접합시킨 후 4 - 0

Vicryl(Ethicon Ltd., 영국) 봉합사로봉합하였

다.

1군음성대조군은실험동물의두개관에골결

손부를형성하고아무런이식재를삽입하지않

은 군으로하였고, 2군 양성대조군은 골결손부

를 형성한 후 차폐막을피개한군이며, 3군 실

험군은골결손부를형성한후 세포접목체인차

폐막을피개한군으로구분하였다. 각군을 3마

리씩하여 1, 2, 3주에 희생하고 각군을 1, 2주

에 3마리씩배정하고3주에는 4마리를 배정하

였다.

3. 조직처리

실험동물은 실험개시 1, 2, 3주 후에 2 . 5 %

Glutaraldehyde(0.1M cacodylate buffer, pH

7 . 2 )를 이용하여경동맥에관류고정하여각각

희생( C h o와 Garant 1981 a, b)6 6 , 6 7 ) 시키고두

개관을 적출하여 10% neutral buffered for-

malin 에 1주간 고정시킨 후 추가고정을 위해
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Karnovsky's fixative(Karnovsky 1965)6 8 )

에 3시간 정도 더 고정시켰다. 그 후 2 . 5 %

g l u t a r a l d e h y d e를 포함하는 0.1M disodium

ethylene diamine tetraacetate(EDTA)에서3

주간 탈회시키고 통법에 따라 p a r a f f i n에 포매

하여 시편을 횡단면으로 7㎛ 두께의 조직절편

을 만들어 Hematoxylin- Eosin 염색을 시행

한후광학현미경으로관찰하였다.

III. 실험성적

1. 음성대조군의1주 소견

백서 두개골에 골결손부만 형성한 음성대조

군에서는 전체적으로 기존 골조직과 결체조직

의 경계가 명확하게 구별이 되고 결손부 중앙

은 물론가장자리에도염증세포가많이잔존되

어 있었고 일부 결체조직 섬유가 형성된 부위

도 대부분 소성으로 나타났다. 결손부내 초기

조골과정에 발현되는 신생 모세혈관도 발견되

지않았다(사진N1, a).

2. 양성대조군의1주 소견

결손부에차폐막을피개한양성대조군에서는

결손부내에 대부분이 치밀한 섬유성 결체조직

으로 채워져 있었고 부위에 따라 모세혈관이

많이분포되었으나신생골형성의증후나조골

세포는나타나지않았다(사진P1, a).

3. 실험군의 1주 소견

두개관골세포를 접목한차폐막을피개한실

험군에서는 전체적으로 결손부의 내부에 치밀

한 결체조직으로 구성되어 있고 많은 섬유가

일정한주행방향을보이면서채워져있었다. 염

증세포의 침윤상은 관찰되지 않고 모세혈관이

결체조직내에 광범위하게 분포되어 있었고 기

존골조직과 결체조직사이는 뚜렷하게 구별되

었다. 일부기존골편이함입된부위에서는소수

의 조골세포배열상과 신생골형성이 관찰되었

다(사진T1, a).

4. 음성대조군의2주 소견

음성대조군에서는결손부내에염증세포의침

윤상은관찰되지않고전반적으로치밀한결체

조직으로 채워져 있으며 모세혈관이 결체조직

내에광범위하게분포되어있었다. 그리고극히

일부이기는 하지만 골양조직이 결손부 가장자

리에서부터 중앙으로확장되는양상이 보였다

(사진N2, a).

5. 양성대조군의2주 소견

양성대조군의 결손부는 이미 염증세포는 소

실되고상당부위에서신생골형성이관찰되었

다. 기존골과의경계로부터점차 확장되어가는

골양조직의 가장자리에는 조골세포가 일정하

게 배열된 상이 나타나 신생골조직 형성이 활

발하게진행됨이확인되었다(사진P2, a). 또한

형성된 골양조직 가장자리를 따라 조골세포가

연속적으로 배열되어있었고, 내부로 골기질에

의해 둘러싸이는 골세포가 많이 관찰되었으며

신생골형성이왕성한주변에는모세혈관이다

수발견되었다(사진P2, b).

6. 실험군의 2주소견

실험군에서는원형 결손부를채우고있던 치

밀한 결체조직이 상당부분 신생골로 대치되는

양상이었고 골양조직내부에 광물화정도가 구

별되게 농염되어 나타나는 부위가 양성대조군

에 비해다소넓게나타났다(사진 T2, a). 결손

부 가장자리에는기존골과신생골의경계가불

분명해지고 결손부 중앙의 결체조직내부에 골

양조직이 섬처럼 나타나 중앙부위로 확산되는

정도가 왕성함을 알 수 있었으며 광확대 사진
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에서치밀한결체조직을헤치며조골세포의증

식이활발히일어나고일부는골양조직에의해

둘러싸여골세포의형태를보였다. 그러나아직

신생골조직은 골결손부를 완전히 폐쇄하지는

못하였다(사진T2, b).

7. 음성대조군의3주 소견

음성대조군에서는염증세포는완전히소실되

고 치밀한결체조직의교원섬유가일정한배열

형태를띄면서전체적으로채워져있었고결손

부 중앙의 상당 부위에서 신생골 형성이 관찰

되었고신생골형성이왕성한주변에는모세혈

관이 많이 산재되어 발견되었다(사진 N3, a).

기존골과의 경계로부터 점차 확장되어가는 골

양조직의 가장자리에는 조골세포가 일정하게

배열된상이나타나신생골조직형성이활발하

게진행됨이확인되었다. 또한형성된골양조직

내부로골기질에의해둘러싸이는골세포가많

이 관찰되었으나 양성대조군이나 실험군보다

그양은적었다(사진N3, b).

8. 양성대조군의3주 소견

백서 두개골에 형성된 골결손부에 차폐막을

삽입한 경우인 양성대조군에서의 조직 소견에

서는기존골과신생골의경계가불분명해질정

도로골형성이왕성해지고골소주의형성도많

이 관찰되었으나골양조직내광물화농도는별

다른차이를관찰할수 없었다(사진 P3, a). 절

단된 방향에 따라 골결손부 내측 일부에서 차

폐막이분리되어흡수가진행되는상이관찰되

었다(사진P3, b).

9. 실험군의 3주소견

실험군에서 원형의골결손내부는일부의치

밀결체조직을 제외하고는 대부분 신생골조직

으로 채워져 있음이 관찰되었다(사진 T3). 증

식이왕성한신생골조직내부에는많은모세혈

관이 유입되어 있었고 부위에 따라 광물화 정

도가 현저히 구별되게 나타났다(사진 T3, a).

절단면의각도에따라일부에서는소성결체조

직과모세혈관이잔존하고있는양상도관찰되

었고잔존골과신생골의경계가불분명하게되

었다. 완전히 결손부가신생골조직으로채워지

지는 않았으나 타 시편과의 비교에서는 가장

많은 양의신생골형성을관찰할수 있었다(사

진T3, b).

IV. 총괄 및 고찰

생체조직중 연조직 치유는 상피세포가 혈괴

를비계삼아창상심부로이주하고, 세포끼리접

촉하여접촉저해현상이나타나면세포들은분

화하여신속한속도로증식하여중층배열로환

원된다. 창상심부의섬유아세포는급속히증식

하여새로운결체조직구성물질을생성하며점

진적으로 혈괴가 제거되어 육아조직으로 대치

되는 과정을 밟는다6 9 ). 그러나 치주조직은 치

근표면의 백악질과 치아를 지지하는 치조골의

두개의경조직사이에연조직인치주인대로연

결되고이들모두를피개하는치은이라는다른

조직으로구성되어있어그 치유과정이구조적

특수성갖고있어복잡한양상을갖게된다. 더

욱이교합이라는외력이항상가해지기때문에

생물학적으로특수한형태와기능을가지고있

다7 0 ).

치주조직 재생술의 발달과정은 이환된 병소

부의 단순제거7 1 , 7 2 ), 노출된 치근면을 피개 보

호할목적인치관변위판막술7 3 , 7 4 ), 약물로치근

표면을변화시키는치근면처리법7 5 - 7 8 ), 치은상

피의 근단측 이동방지와 조직재생을 선택적으
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로 유도하는조직유도재생술7 9 , 8 0 ) 결손된 조직

내 비계역할을 기대하는 불활성 골전도물질의

삽입8 1 , 8 2 ) 그리고골유도혹은골형성물질사용
8 3 )등 다양한 방법이 제시되었다. 그러나

E g e l b e r g8 4 ) 는 단일 시술로서 이상적인 치주

재생을 얻을 수 있는 방법은 없다고 주장하였

다. 즉전술한다양한치료법에대한또다른문

제점중 병소부의단순제거는시술시건강조직

역시 함께 절제되어야 하는 단점이 있고, 인접

치아의지지조직약화와노출된치근면에상아

질과민증등의 합병증이 야기될 가능성도 이미

지적된바 있다.8 5 ) 따라서조직 제거량이 적으

면서재생을추구하는시술형태로치료법이발

전되어변형위드만씨법8 6 )이발표되었다. 

치조골재생에사용되고 있는 합성골이식재

는 경석고1 0 ), 공막1 1 - 1 2 ), 콜라젠1 3 )등이 있었으

나 이러한 물질들은 불확실한 골유도능력에의

문제로임상응용단계까지이르지못하였다. 그

외 결정형을 띄고있는 H A1 8 - 2 0 )와 생체내에서

다른 생도재와는 달리 흡수속도가 다소 빠른

β- T C P14-17) 이 있으며 소공형 H A2 1 - 2 3 )등이
있고 최근에 생체활성화 글라스2 4 - 2 6 )도 있다.

이중 H A를 가토의 경골에 삽입한 연구8 7 )에서

β- T C P를 삽입한경우보다골조직의 내측성장
( I n g r o w t h )이 우수한 것으로 나타났으나 다른

연구8 8 )에서는 소공형 이식재의 소공직경에 대

한 연구결과 5 0 - 1 0 0㎛인 경우가양호한것으

로 발표한 바 있다. 소공형 H A는 Weber 와

W h i t e ( 1 9 7 3 )2 1 )가 천연해양산호를 열수전환하

여생체골조직과유사한H y d r o x y a p a t i t e ( H A )

를 제작하고 생명체의 복제형이란 의미로

Replamineform HA(RHA)이라 명명하였고

H o l m e s ( 1 9 7 9 )2 2 )는 이를이용하여생체내에서

비계역할과 신생골조직의 신속한 형성을 관찰

보고한 바 있다. 박과 이( 1 9 8 5 )8 9 )는 실험동물

에서 H y d r o x y a p a t i t e계열의 R e p l a m i n e f o r m -

h y d r o x y a p a t i t e를 이용하여 신생골형성을 관

찰하기도 하였다. Kenney등( 1 9 8 5 )9 0 )은 임상

연구에서방사선학적소견과임상적조사를통

하여, West 와 B r u n s t e i n ( 1 9 8 5 )2 3 )은 R H A와

동결건조골과의 이식후 비교에서 골회복능력

에 차이가없음을발표한바 있다. 이들의 구조

는 수많은 소공이 상호연결된 양상을 하여 신

생 모세혈관의 유입이 용이하고 그 표면적이

넓기때문에골조직과유사한견고성과재료자

체의외형으로비계역할뿐 아니라신생골형성

이빠른것으로알려져있다.

그러나 S c h a l l h o r n ( 1 9 7 7 )9 )은 골이식술의

치료기간의 연장, 부가적 시술후 관리, 재생양

상의 다양성, 예후판정의 어려움, 높은 치료비

용등의 단점을 지적하여 골이식재의 임상적용

제한성을 주장하였다. 따라서 그 후 골조직이

아닌대체물의개발이활발하였다.

치주조직의 수직형 골결손부의 치료후 방사

선학적 검사결과 골조직 회복은 구현되었으나

조직학적 연구에서 치은상피가 치근하방부까

지 증식하여긴 접합상피형태가발생한경우가

많아질환재발의위험성이잔존하게되어이에

대한해결책을모색하기에이르렀다.2 7 )

창상치유부는 이주된 세포형에 따라 좌우된

다는 연구보고2 8 , 2 9 )에 따라 N y m a n ( 1 9 8 2 )3 0 )

은 상피세포의근첨단부로우선적이주를차단

하고 결체조직으로부터의 세포증식을 방지하

고 치주인대와 치조골로부터 세포의 분화증식

을 도모하여신부착이형성되는것을기대하였

다. 이렇게바람직한조직을선택적으로치유에

도모하는 술식을 조직유도재생술이라고 하였

다. 그러나 조직유도재생술에 이용된차폐막은

임상적용에많은제한이있음이지적되었다. 즉

치은조직은 치밀한 결체조직이 치근면을 피개

하고 있으므로 수술후 치유과정에서 차폐막이

구강내로노출되거나감염의우려가있고, 상피

세포의 심부로의 증식 방지에 대한 불확실성

그리고 치주조직의 해부학적 구조상 결손부에

이주된세포가표현형을발현하고성숙된조직

으로치환되기까지장시간이필요하고, 또한차

폐막 적용시 고도의 세심한 시술이 필요한 점

등이다3 1 ).
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골조직결손시회복에가장 중요하게영향을

미치는것은신생골을형성할조골세포가주위

조직으로부터 얼마만큼 존재하는가의 여부이

다. 즉3벽성골결손부가조골세포가분화될수

있는 면적이 넓어 골재생이 용이하다4 1 ). 또한

동일한골면적과치근막면적에서도증식될골

세포수는 다르고 또한 1개의 골세포가 생산하

는 골기질량도차이가있다고판단되기때문에

기질형성능력이 왕성한 조골세포의 수가 가능

한 많아야하므로결손부위에있어서조골세포

를 유도, 활성화하는 물질도 양적 및 질적으로

도우수해야한다는보고가있었다4 2 ).

자가 또는동종골이식의문제점은자가조직

은 충분한양을 얻을 수가 없고 동종골은 일부

분이흡수되어최종적으로생착된조직의양을

예측할 수 없다는 점에서 임상 적용에 한계가

있다. 이러한 약점을 보완하기 위하여 합성골

혹은 골대체물들이 개발되어 인공보형물로 사

용되기시작하였다. 그러나이러한물질들은시

술과정에서 탈락되거나 유출되기도하고 생체

내에서 염증을 야기하거나 조직반응을 일으키

는 경우가있어이상적인재료로사용하기에는

문제점이아직남아있다. 이러한단점을해결하

려는 또하나의노력은 재료공학과 세포공학의

발달이다. Vacanti 등( 1 9 9 1 )3 9 )은체내에서생

흡수되는중합체를개발하여이를담체로하여

연골세포와골막세포를접목한바있다. 

G a l l e t t i ( 1 9 9 2 )9 1 )는생인공장기( B i o a r t i f i c i a l

o r g a n s )를 Bionic organ, hybrid artificial

organ, organoids 혹은 B i o i m p l a n t s라고 불리

우는 생명공학의 일부로서 장기이식과 대체장

기의실질적인합병술을의미한다고하였고, 생

인공장기는 구조적 기구와 내부활성형 기구의

2개의범주로구분하였다. 즉구조적기구는이

물반응 야기없이 생체일부를 매식가능한 보철

물로 대치하는 것이고, 내부활성형 기구는

Hummoral communication 조절을 유지하는

동안매식체와숙주사이에물리적불연속을완

성하는데있다고하였다. 또한생인공장기의목

적은매식체와숙주사이에안전하고오래지속

되는완전한기능의형성이라고하였다.

세포생물학의 발달은 배양기술의 개선과 아

울러인공세포가연구되어배양된세포를포함

한 인공세포는 당뇨병과 간기능부전등에 현재

시험되고있으며인공세포는흡수성물질로약

제등을포함시킬수 있기 때문에 급성중독, 신

부전, 몇몇 형태의 일부 급성 간기능부전등의

치료에응용되고있고효소를내재시킨인공세

포는 선천성 효소결핍증 등의 치료를 위한 시

도들이진행되고있다9 2 ). 1920년대 초기 혈액

의 A B O형에 대한 문제들이 밝혀진 이후로 많

은 발전을 가져온 세포이식술은 1 9 3 0년대에

이르러 동물세포들의 이식이 시도되어 왔으며

지연형과민반응에대한연구가실시되었고, 피

부이식시 면역거부반응이 규명되었다. 연이어

1 9 5 0년대에와서 HLA antigen에대한동정과

이해가 진전되었고 신장이식이 성공을 거두었

다. 1960년대에는 6 - m e r c a p t o p u r i n e이 개발

되어최초로면역억제법이개발되었고 1 9 7 0년

대에는모든분야에서장기이식술이급속한발

전을거듭했다. 최초로비장, 간, 심장이식이시

도되었고 c y c l o s p o r i n e의 동정은 조직이식술

에 광범위하게 이용되고 있기도 한다. 이 시기

에 의공학의발달은조직이식의변화된형태로

최초의인공심장은의학의새로운장을전개하

였다. 그러나장기이식에는신선하고기능이완

전한 장기 수거에 많은 어려움이 있으며 면역

억제제의발달에도불구하고장기의장기간생

존가능성에대한문제는아직미해결이다. 그리

고 장기간 동안의 정기 검진을 비롯한 외과적

시술 비용 또한 커다란 난제로 남아있고 더우

기 아직극소수의제한된지역에서만시술된다

는 사실이다. 장기이식이 아직 해결해야 할 문

제들이남아있는반면세포이식술은이제특수

한 질환에서는보다광범위하게응용되고있다
9 3 ).

생체조직의 대용품을 제작하여 체내에 이식

하여 신체의 기능유지, 향상 및 복원하는 생체
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조직공학의 발전은 의학발전을 가져오는 계기

가되었다. 세포공학의발달은체외에서세포를

대량으로 배양하는 기술발달로 약 1 c m2 크기

의조직으로 8주내 4 , 2 0 2 m2이상의면적을덮

을 수 있는 수의 세포를 생산하게 되었다4 3 ).

C i l e n t o ( 1 9 9 4 )가 체외 배양 증식된 세포가정

상적인분화과정으로성숙할수 있는가를연구

하여 생물학적기초적연구자료를 제시하였다.

즉 체외에서배양된세포도생체내에서성숙된

세포와동일한표현형을갖는다는사실을면역

세포화학적방법으로증명하였다.

이러한 세포이식술의 발달로 근래에는 임상

에서 직접 다양하게응용되고있다. 통상은 광

범위한화상환자의치료를위해세포를이식한

시 술 이 G a l l i c o등 ( 1 9 8 9 )5 1 )과

K u m a g a i ( 1 9 8 8 )9 4 ) 에 의해 시도 되었으나

K u m a g a i ( 1 9 9 4 )9 5 )는 성형외과 영역에서 9명

의 문신환자의 치료를 위해 진피의 심층까지

제거한 후 배양상피세포의 자가이식을 시행하

였다. 창상부에는출혈방지를위해 에피네프린

처치된 거즈를 5분 압접한 후 지혈되면 f i b r i n

g l u e를 바르고 petroletum jelly로도포하고건

조 거즈를 피복하여 적당한 치유결과를 얻은

바있다. 그외일반의학에의응용으로는혈관외

과학에서는내피세포의 세포접목술이 H e r r i n g

등( 1 9 7 8 )4 4 ), Graham등( 1 9 8 0 )4 5 ), Budd등

( 1 9 9 1 )4 6 ), Mosquera등( 1 9 9 1 )4 7 )에 의해 임

상 적용단계에왔으며근육조직의재생4 8 )을추

구하기도 하였다. 또한 간기능의 회복을 위해

간세포의이식이J a u r e g u i와 G a n n ( 1 9 9 1 )4 9 )에

의해연구되어임상응용이시도되고있고, 신경

외과와 안과영역 및 정형외과학5 2 , 5 3 )에서도 배

양세포의응용에대한연구들이진행되고있는

실정이다.

M a z z u c o t e l l i9 6 )는 1 9 9 3년 심장박동기에 내

피세포접목은 혈구친화력과 혈관이식후 장기

간 유지의 개선을 유도하는 좋은 방법이라는

보고를근거로적절한세포수, 환경이필요하고

적당한 분산을 위해 기구개발로 균일한 세포

분산을 도모하는 단계에 이르렀다. 1991년

C i m a9 7 )는생분해성중합체를이용하여약제와

이식세포를 함유하는동시에 영양분도 공유할

수있는매개체개발을보고한바있다.

피부-성형외과영역은 상피 및 진피세포를

증식하여 삼차원적인 피부재생이 가능하다는

점을응용하여화상이나피부궤양등피부가결

손된부위에재생된피부가생착되므로정상피

부와동일한구조와기능이가능하게되었다고

C o n t a r d5 4 )가 보 고 하 였 다 . 또 한 O’

C o n n o r ( 1 9 7 8 )에 의해 3도 화상으로전층피부

가 결손된상처에배양자가상피세포층을이식

한 결과 배양된 상피세포가 영구히 생착되어

이식한상피조직이살아기능한다는사실이관

찰되었다.5 5 )

치의학분야에서는 B o y k o등( 1 0 8 1 )2 9 )이 치

아전위술( T r a n s p l a n t a t i o n )에 치주인대세포의

적용을시도하기도하였다. 즉비글견의소구치

발거후 치주인대세포와 치은세포를 in vtro상

에서배양하여측절치발거후근관충전하여배

양치은세포와 치주인대세포를 각각 부착시켰

다. 이를 실험동물 희생후세포를 부착하지 않

은 치아와비교 관찰하였다. 모든 치근에서 치

근유착과 치근흡수를 보였으나 배양치주인대

세포가 처치된 치근에서는 신생 섬유조직형성

과 골과 치아내의 샤피스씨 섬유의 존재 등이

관찰됨을 보고한 바 있다. Van Dijk(1991)5 6 )

는 치주인대 섬유아세포를 조직 재생의 한 방

법으로치주인대세포를시험관에서배양한후

조직내에삽입하여신부착을창조할수 있는가

를 연구하였다. 즉 비글견으로부터치주인대세

포를배양하고인공적치주조직결손을형성, 배

양세포를 치근면에 접종시키고 전층판막을 원

상복귀후실험동물을희생, 조직학적관찰에서

세포처리 치근면에는 백악아세포로 거의 완전

히 피개되었고 대조부에서는 상피세포의 하방

이주가관찰되었다. 따라서결체조직부착을관

찰하여미래에예견이가능한시술로응용가능

성을발표하기도하였다.
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실제로치주염에 의해골흡수가 나타난치조

골의 재생에는첫째 잔존치조골면에 존재하던

조골세포, 둘째는 잔존 치조골내부 즉 해면골

및 골내막으로부터유래한조골세포, 셋째로는

치주인대내에 존재하는 미분화간엽세포가 분

화한 조골세포 등이 관련된다. 이와 같은 조골

세포수가 많으면 많을수록 재생골량도 많아진

다. 일반적으로는조골세포수는잔존 치조골면

수와치근막면의면적에비례되기때문에같은

골결손량의 3벽성골결손과 2벽성골결손에서

는 3벽성골결손쪽이면적도크고조골세포수

도 많아 골재생이 쉽다4 1 ). 이러한 기전을근거

로 체외에서다량으로증식한배양세포를생체

내에서 조직결손부에 응용하는 것은 타당성이

있다고생각된다.

그러나아직까지 배양된세포를생체내로이

동하는 확립된 방법이 없다는 문제점이 남아

있는실정이다. 배양세포와친화력이있으며무

해한 합성물질이 개발된다면 합성물을세포이

식의매개체를이용하여조직재건을용이하게

할 수 있을것이라는예측이이미 2 0여년전발

표되었다5 7 ).

세포를 생체내로 운반하는 매개체로서의 이

식 재 접 합 은 O h g u s h i ( 1 9 8 9 )5 2 ),

N a g a h a r a ( 1 9 9 4 )9 8 ), Matsuda와

D a v i e s ( 1 9 8 7 )9 9 ) 및 G o s h i m a등( 1 9 9 1 )1 0 0 )이

발표한 바와 같이 접합성이 본 연구에서도 좋

은 것으로나타났다. 접합된 세포는 그 자체적

으로생체내에삽입되었을때 생체내의영양공

급으로 분화 증식이 계속 진행되어 신생 골조

직의형성이빠르게진행되는것으로나타났다.

배양세포를생분해성 β- T C P와 혼화배양한
치주인대세포의 배양접시 기저면에 부착되는

양상을관찰한박등1 0 7 )의주사전자현미경적연

구에서 세포의 부착양상은 골대체물의 혼화여

부에관계없이유사한부착양상을보였다고보

고하였다. 즉 접종 9 0분 후부터세포로부터박

판상돌기가 사방으로 확산되어 상호연결되고

핵을중심으로달무리형태를이루고있고1 2시

간 후부터는 핵과 세포질의 구별이 어려울 만

큼전체적으로부착되고 2 4시간후에도세포의

고유한 형태에는 변함이 없었다고 하였다. 본

연구에서 사용된 소공형 H A는 1 0 0 - 2 0 0㎛의

소공이상호연결된구조를가지고있어골형성

에 필수적인신생혈관의유입이용이하여세포

의 부착과소공내로의이주가쉬우리라생각된

다. 주사전자현미경적관찰에서접종된골세포

는 이식재표면의 굴곡면과 소공사이로 증식되

고 기질에 적절히 부착된 양상을 확인하였다.

이러한소견은 B a g a m b i s a와 J o o s ( 1 9 9 0 )5 3 )가

주사전자현미경을 이용하여 H y d r o x y a p a t i t e

표면상에 접종된 골아세포는 일반적 배양접시

에서와유사하게부착증식하며특이한독성은

발견되지않았다는결과와유사한것으로이는

소공형 H y d r o x y a p a t i t e가 배양세포를 생체내

에 삽입하는데 매개체로 응용되기에 충분하다

고 할 수 있는근거가된다고생각되었다. 또한

이러한소견은이식재와골표면에세포를부착

한 후 그 양상을관찰한M a l i k ( 1 9 9 2 )1 0 1 )의 결

과를근거로세포접종후 2 시간이경과하면일

반적섬유아세포의고유형태를가지게되고수

일동안배양한경우에부착후점진적으로확장

되어소공내부로이주하여초기신생골조직형

성에영향을준것으로생각된다.

세포이식술에는 체외에서 배양 증식한 세포

를 체내로운반하는과정에서필수적인매개체

의 선택은 생체조직공학을 이용한 조직재건에

중요한요소중하나이다. 세포운반매개체에대

한 연 구 가 활 발 하 여 Cheung 과

H a a k ( 1 9 8 9 )5 8 )은 소공성 인산칼슘의 생체적

합성 연구에서 조골세포가 인산칼슘 표면에서

성장이 원활히 일어나는 현상을 확인하였고,

B a g a m b i s a와 J o o s ( 1 9 9 0 )5 3 )는

H y d r o x y a p a t i t e상의 조골세포의 형태적 관찰

을시도한바 있으며P u e l o등( 1 9 9 1 )5 9 )은 정형

외과적 이식재료상에서 조골세포의 반응을 관

찰한바 소공성골대체물이배양조골세포와접

합성이 좋았다는 보고가 있었다. 또한 T h a l l e r
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등( 1 9 9 4 )6 0 )은골광물질과콜라젠을병용하여

가토의 두개관 결손부에 삽입하고 치유과정을

관찰하여골결손부치료술식가능성을확인하

기도하였다.

L a u g e r ( 1 9 9 4 )1 0 2 )는 배양된 상피세포를 화

상이나 피부결손부에 이식하는 술식을 시행한

바 임상에서 그 성공률이 높다는 점에 착안하

여 배양 치은섬유아세포의 임상적용을 최초로

보고하였다. 그는치은 K e r a t i n o c y t e를 배양하

여 전치부 구강전정부위에 보철전수술을 하는

경우치은이나구강점막이부족한부위에이를

해결하기위해 자가이식이 시도되어 성공적인

결과를보여주었다. 이때 매개체로 바셀린거즈

를 사용하여세포를부착하였고기간은4 - 6주

동안관찰하였다.

골이식재중 H y d r o x y a p a t i t e와 T r i c a l c i u m

P h o s p h a t e는 골이식시 골대체재료로 널리 사

용되고있다8 2 , 1 0 3 ). 양자 모두 생체적합성과 골

전도능력이 있으며 c e r a m i c과 접합도 양호한

것으로보고되었다8 2 , 8 7 , 8 8 ). 이러한소공은신생

골형성을위한모세혈관의유입이재료의심부

까지 들어갈수 있어 생체 적합성이높은 것으

로알려져있다. Nagahara등( 1 9 9 2 )9 8 , 1 0 4 )은백

서두개관으로부터 조골세포를 배양 골유도능

력이있는것을확인하였다. 그외에도조골세포

와 이식재와의 생체 적합성에 관한 연구들이

많이 보고되었다5 3 , 5 8 , 9 9 , 1 0 0 , 1 0 4 - 1 0 6 ). 국내에서는

박( 1 9 9 2 )등1 0 7 )이 배양치주인대세포가 H A와

친화성이 높아 표면부착에 많은 영향을 주는

것을보고한바 있어세포접목재로서의가능성

을입증하였다.

전술한 세포이식술과 차폐막의 기전에 대한

연구들을 근거로 배양골세포를 차폐막에 미리

접목시켜부착된세포를근간으로생체내동종

세포를 삽입한다면 인접조직으로부터 세포증

식과아울러이식된세포가증식되어신생골조

직 형성에 보조적 역할을 하여 단시일내에 신

생 조직형성이 야기될 수 있다는 가설을 세웠

다. 따라서 동종 개체로부터추출, 배양한 두개

관세포를 생체내에서 분해되는차폐막에 접목

하여세포복합체를제작하여이를두개관결손

부에피개하여시간경과에따라결손부에신생

골형성과정을관찰하여그 효과를검증하고자

본연구를실시하였다.

본 연구에서 사용된세포접목체는최근 국내

에서개발된흡수성차폐막으로조직재생효과

에대한검증은이미발표된바6 5 )있는 p o l y g-

l y c o l i c ( P G A )와 polylactic acid(PLA) 중합체

이었다. 본 연구 전기간을통해서 골결손부 주

위에파골세포의출현은관찰되지않고대조군

에 비교하여인접조직에염증반응이심하지않

은 점과인접골조직으로부터신생골형성이관

찰되는 점을 미루어 국내산 흡수성 차폐막이

세포접목체로서 적합하다고 판단된다. 이러한

사실은 Langer 와 V a c a n t i ( 1 9 9 3 )6 1 )가 발표한

보고에서P G A와 P L A가장기간체내에서특이

한 부작용이없이생체적합성이우수하다고한

보고와 L e v y등( 1 9 9 4 )6 4 ) 이 가토 대뇌골에

PLA film을 삽입하여 생체적합성이 검증되어

임상응용가능성을주장한바있다.

그러나 M o o n e y등( 1 9 9 4 )6 2 )은 초기에는 교

원질스폰지를재료로이용하여튜브를제작하

여 요로세포 이동을시도한바 있으나뇨중 존

재하는염류들이교원질기질에흡착되어만족

스런 결과를얻지 못한 바 있어 접목체의선택

이 세포이식술에중요한요소중하나임을보고

하였다.

본 연구에 사용된 세포접목체는 1×1 06

Cells/ ml의 세포부유층을 4 시간동안 생분해

성 차폐막에접종시켜제작한것으로생분해성

차폐막은 국내에서 개발되어 이미 조직적합성

및 조직재생 효과에 대한 연구보고6 5 ) 가 발표

된바있어본연구에응용하였다.

체외 세포배양 기술의발달로 약 1 c m2 크기

의 조직으로 8주내 4 , 2 0 2 m2 이상의면적을덮

을 수 있는 수의 세포를 생산하게 되었다4 3 ).

C i l e n t o ( 1 9 9 4 )가 체외 배양증식된 세포가 정

상적인분화과정으로성숙할수 있는가를연구
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하여 생물학적기초적연구자료를나타내었다.

즉 체외에서배양된세포도생체내에서성숙된

세포와동일한표현형을갖는다는사실을면역

세포화학적방법으로증명하였다. 

본 연구에서실험전과정동안섬유성결합조

직의 발현은 1주부터 관찰되어 신속한 연조직

치유를확인하였다. 이러한사실로미루어생체

내 이식된 세포접목체는 생체내에서 활성화되

어 조직재생속도가신속히야기된것이아닌가

판 단 된 다 . 이 러 한 세 포 접 목 술 은

P u e l o ( 1 9 9 1 )5 9 )가 주장한 바대로골세포를배

양하여 이식재에 접목하여도 세포의 분화증식

에는아무런저해요소가없다는보고를근거로

이식재에 접목된 세포가 조직내에서도 증식이

가능하다고 생각되는 바이다. 또한 L a n g e r와

V a c a n t i ( 1 9 9 3 )6 1 )와 L e v y등( 1 9 9 4 )6 4 )의 보고

에서와같이P G A와 P L A는생체내에서특이한

부작용이 없이 생체적합성이 우수함을확인할

수있었다.

또한 결합조직이 골조직으로 치환되는 속도

는 세포접목체를결손부에피개한경우타군에

비해상대적으로빠르게나타났으며골재생치

유순서는세포접목체를사용한경우가가장빠

르고그다음에는차폐막을사용한경우그리고

차폐막을사용하지않은경우순으로나타났다.

이와같은 소견은 O g h u s h i등( 1 9 8 9 )5 2 )이 주장

한 바와 같이 골수세포가 존재하는 경우에는

이식부위가 골표면이 아니더라도 신생골형성

이 가능하다는 결과를 비추어 볼 때 골결손부

위에인접골조직이풍부한경우에는창상면에

존재하던 골세포의 분화가 촉진되어 더 빠른

골형성이가능하였을것으로생각된다.

실험 전기간을통해서골결손부 주위에파골

세포의출현은관찰되지않았고, 신생골형성은

기존골조직에서증식되어점차중앙부로확장

되는 양상이었다. 이러한소견은신생골증식은

기존 골조직으로부터 조골세포의 분화에 의해

야기되며 이 조골세포의 증식능력이 골조직재

생 과정에 가장 큰 영향을 미친다는 靑野正男

( 1 9 9 1 )4 1 )의 주장과 동일하다고 판단된다. 이

러한소견을미루어기존골조직으로부터확장

되는 신생골형성이 이식된 세포접목체로부터

확장되는신생골보다빠르게이루어진다는사

실을 알 수 있다. 그러나 세포접목체를 삽입한

경우삽입하지않는부위보다골형성량이빠르

게 증가하기 때문에 골결손부 재생을 위해서

세포접목술을 적용하는 것이 효과적이라 판단

된다.

또한 차후의 연구에서는 A r v e y ( 1 9 8 8 )6 9 )가

주장한바와같이실험동물에게 critical defect

s i z e를 고려하여 골결손부를 형성하고 신생골

형성과정을 검증하는사항을 추가로 고려하여

야 하며치유기간중연조직의함몰이나유입을

차단할수 있는 이식재의 병용을시행한후 그

효과를검증하는것이필요하리라생각된다. 또

한 세포운반매개체를사용하더라도재생될주

위조직과동일한세포를접목하는것이조직재

생에바람직할것으로사료된다.

종합적으로 흡수성 차폐막에 접목된 배양된

골세포는 인공적으로 형성한 골결손부에서 골

조직재생에중요한역할을하는것으로나타났

다. 차후세포접목법을조직재생술에 응용하기

위해서는 세포의 종류, 접목방법, 접목세포수,

세포의 전처치 및 계대배양 횟수 등을 달리한

광범위한연구가시행되어야할것이다. 

V. 결론

골결손부 재생과정에 배양세포의 영향을 규

명하기위하여 S p r a g u e - D a w l e y계 백서를대

상으로다음과같은실험을시행하였다.

백서를 전신마취하고 두피를 절개후 두개관

을 분리하여 계대배양액인 10% FBS와

100U/ml penicillin, 100㎍/ml streptomycin

이 포함된 DMEM 배양액을 사용, 표준상태하

의 공기혼합배양기에서 두개관세포를 배양하

였다. 배양세포를원형생분해성차폐막위에1

×1 06c e l l s / m l의 수로 접목하고 세포를부착시

4 9 3



켜세포접목체로하였다. 백서의두개관을노출

하고 직경 3 m m의 두개관 골결손부를 형성한

후 세포접목체를 결손부위에 접촉하도록 위치

시켜봉합하였다.

실험동물을 3군으로분류하고골결손부형성

후 아무런 처치를 하지 않은 군을 음성대조군

으로, 골결손부 형성후 차폐막을 피개한 군을

양성대조군으로, 세포접목체를피개한군을 실

험군으로하였다.

실험 1, 2, 3주후에관류고정하여각각희생

시키고 두개관을 적출하여 고정, 추가고정, 탈

회후통법에따라포매, 박편제작, 염색을시행

한후검경하였다.

1 . 실험 전과정동안 섬유성 결합조직의

발현은 1주부터 관찰되어 신속한 연조직

치유를확인하였으며, 결합조직이 골조직

으로치환되는속도는세포접목체를결손

부에 피개한 경우 타군에 비해 상대적으

로빠르게나타났다.

2 . 골결손부의골재생치유순서는세포접

목체를 사용한 실험군, 차폐막을 사용한

양성대조군그리고차폐막을사용하지않

은음성대조군순으로나타났다.

3 . 실험 전기간을 통해서 골결손부 주위

에 파골세포의 출현은 관찰되지 않았고,

신생골형성은기존골조직에서증식되어

점차중앙부로확장되는양상이었다.

4 . 골세포접목군에서는 전체적으로 조직

친화성이양호하였으며타군에비해상대

적으로 신생골형성과 골양조직내 광물화

속도가재생과정초기부터빠르게나타났

다.

결론적으로 흡수성 차폐막에 접목된 세포는

인공 두개관 골결손부 골조직 재생에 긍정적

역할을하는 것으로나타났다. 따라서 본 연구

결과는 세포접목술이 향후 골결손부 재생술식

에임상응용가능성이높음을제시하고있다.
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사진부도 설명

Figure 1. Negative control group (1wk)

Photomicrographs showed distinguished line between pre-existed bone and  con-

nective tissue, and numerous inflammatory cell were infiltrated not only in the cen-

ter but in the margin of defected area (Figure N1).

On high magnificated photo, there were no newly formed capillary in the defected

area except loose connective tissue (Figure N1, a).

Figure 2. Positive control group (1wk)

Most of defected area was occupied with dense connective tissue. Many capillary

were distributed in some area of defected area but there were no sign of osteoblast

and new bone formation(Figure P1, a).

Figure 3. Experimental group (1wk)

In control site, dense connective tissue were observed in the whole defected area

with abundant fiber which had regular polarization to same direction (Figure T1).

There were no inflammatory cell invasion, but many newly formed capillary dis-

tributed broadly in the defected area. Osteoblast were arranged along the curvated

portion of remaining bone and there was distinguished line clearly between con-

nective tissue and pre-existing bone (Figure T1, a).

Figure 4. Negative control group (2wks)

Photomicrographs revealed abundant capillary were extended into dense connec-

tive tissue which were filled in defected area without inflammatory cell.

It was observed small amount of osteoid proliferated from the edge toward center

of the bone defected area (Fig N2, a).

Figure 5. Positive control group (2wks)

New bone formation was observed on the large part of defected area, and many

osteoblast were arranged along the osteoid tissue extended from the margin of

pre-existing bone (Fig P2, a). In the center of osteoid tissue, many osteocytes

were surrounded by extracellular matrix, and there were numerous capillary

around high degree of bone forming activity (Fig P2, b).

Figure 6. Experimental group (2wks)

Dense connective tissue occupied in the dome shape defected area was almost

replaced by new formed bone tissue, and highly stained mineralized zone in the

osteoid tissue showed more remarkable than positive control group (Figure T2, a).

The boundary line between old and new bone became more unclear, and in the

magnified photograph osteocytes were circumscribed by the highly mineralized

osteoid tissue. But new formed bone tissue could not completely cover the whole

defected area (Figure T2, b).

Figure 7. Negative control group (3Wks)
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Inflammatory cell invasion was

not observed any more. Defected

area was filled with dense col-

lagenous fiber which showed

regular polarity, and new bone

surrounded by capillary was

occupied in some part of center

portion (Figure N3, a).

Expansion of new bone formation

was observed from the edge of

remaining bone, and osteocytes

were circumscribed by the highly

mineralized osteoid tissue, but the

amount of osteoid tissue was

smaller than other groups (Figure

N3, b).

Figure 8. Positive control group (3wks)

Photomicrograph showed unclear

boundary line between old and

new bone. Even though large

amount of bone trabeculae were

observed, the density of mineral-

ization in the osteoid were not

remarkable (Figure P3, a). Some

part of disperse and resorption of

barrier membrane were seen due

to the direction of dissection of

specimen (Figure P3, b).

Figure 9. Experimental group (3wks)

Most of the dome shaped defected

area was replaced by newly

formed bone tissue except some

part of dense connective tissue

(Figure T3). Remarkable differ-

ences of mineralization of newly

formed bone tissue was observed

(Figure T3, a). The proportion of

new bone filled in defected area

showed more prominent than

other groups (Figure T3, b).
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Biodegradable barrier membrane has

been demonstrated to have guided bone

regeneration capacity on the animal study.

The purpose of this study is to evaluate the

effects of cultured calvarial cell inoculated

on the biodegradable barrier membrane for

the regeneration of the artificial bone

defect. In this experiment 35 Sprague-

Dawley male rats(mean BW 150gm) were

u s e d .

30 rats were divided into 3 groups. In

group I, defects were covered periosteum

without membrane. In group II, defects

were repaired using biodegradable barrier

membrane. In group III, the defects were

repaired using biodegradable barrier mem-

brane seeded with cultured calvarial cell. 

Every surgical procedure were performed

under the general anesthesia by using with

intravenous injection of Pentobarbital sodi-

um(30mg/Kg). After anesthesia, 5 rats

were sacrificed by decapitation to obtain the

calvaria for bone cell culture. Calvarial cells

were cultured with Dulbecco's Modified

Essential Medium contained with 10% Fetal

Bovine Serum under the conventional con-

ditions. 

The number of cell inoculated on the

membrane were 1x10 6 Cells/ml. The

membrane were inserted on the artificial

bone defect after 3 days of culture.

A single 3-mm diameter full-thickness

artificial calvarial defect was made in each

animal by using with bone trephine drill.

After the every surgical intervention of

animal, all of the animals were sacrificed at

1, 2, 3 weeks after surgery by using of

perfusion technique. For obtaining histolog-

ical section, tissues were fixed in 2.5%

Glutaraldehyde (0.1M cacodylate buffer, pH

7.2) and Karnovsky's fixative solution, and

decalcified with  0.1M disodium ethylene

diaminetetraacetate for 3 weeks. Tissue

embeding was performed in paraffin and cut

parallel to the surface of calvaria. Section in

7㎛ thickness of tissue was done and

stained with Hematoxylin-Eosin. All the

specimens were observed under the light

m i c r o s c o p y .

The following results were obtained.

1 . During the whole period of experi-

ment, fibrous connective tissue was

revealed at 1week after surgery which

meant rapid soft tissue recovery. The

healing rate of defected area into new

bone formation of the test group was

observed more rapid tendency than

other two groups.

2 . The sequence of healing rate of

bone defected area was as follows ；
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test group, positive control, negative

control group.

3 . During the experiment, an osteo-

clastic cell around preexisted bone

was not found.  New bone formation

was originated from the periphery of

the remaing bone wall, and gradually

extended into central portion of the

bone defect.

4 . The biodegradable barrier mem-

brane was observed favorable bio-

compatibility during this experimental

period without any other noticeable

foreign body reaction.

And mineralization in the newly formed

osteoid tissue revealed relatively more

rapid than other group since early

stage of the healing process.

Conclusively, the cultured bone cell inoc-

ulated onto the biodegradable barrier mem-

brane may have an important role of

regeneration of artificial bone defects of

alveolar bone. This study thus demon-

strates a tissue-engineering the approach

to the repair of bone defects, which may

have clinical applications in clinical fields of

the dentistry including periodontics.
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