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I. 서 론

셀룰로오즈 다음으로 자연계에 풍부하게 분포하는 키틴(poly-

β-(1→4)-N-acetyl-D-glucosamine)은주로게와새우같은절지동물

의 껍질로부터 추출하여 얻을 수 있는 고분자의 천연 물질이다.

키토산은 이러한 키틴을 알카리로 탈아세틸화(poly-β-(1→4)-D-

glucosamine)하여 생합성할 수 있는 물질로서 상처 치유를 촉진

하며 독성이 적고 항원 작용이 거의 없으며, 또한 알카린포스파

타제(alkaline phosphatase)의 활성도를 증가시켜 골전도가 가능

하고 생체에서 분해된다. 생체내에서 키틴은 키틴 가수 분해효

소나 라이소자임에 의해 분해되며, 키토산은 키토산 가수분해

효소로분해된다. 이처럼키토산의낮은독성, 생체분해성, 낮은

항원성등과같은생체친화성과창상치유촉진, 세포활성강화,

면역능력 보강, 세균 발육 억제, 특히 구강내 연쇄상구균의 흡착

방지, 알카린 포스파타제의 활성도 증가 등과 같은 생물학적 기

능 등으로 인하여 의학 및 치의학 영역에서 활발하게 연구되고

있다. 또한 최근 키토산이 친수성을 가지고 있으므로 혈액이나

조직액과 접촉하면 팽창하고 팽창된 상태에서 탄력성을 보유하

는 충격 완화 효과를 이용하여 키토산을 티타늄 임플랜트 표면

의 피복 물질로 사용할 수 있는 연구도 활발하다1-3). 또한 키토산

을 이용하여 차단막을 만들어 골 결손부의 골재생을 유도하는

연구도진행되고있다. 

키토산을 수산화인회석이나 삼인산칼슘(tricalcium phosphate)

등과혼합한반죽(paste) 형태나 3차원적얼개(scaffold) 형태로골

유도물질의 전달자 역할을 하거나 혹은 그 자체가 골전도를 하

는 역할에 관한 연구도 활발하다4-9). 그러나 키토산의 직접적인

골유도여부에관하여는아직알려져있지않다.

골형성은 다잠재성 줄기세포(multipotential stem cell)의 골형성

세포로의 변환, 조골세포로의 분화, 골기질 형성과 광물화를 요

구하는 복잡한 생물학적 과정이다. 골은 광화된 특수 결합조직

으로서 33%가유기기질로되어있으며, 이중 28%는제 1형교원

성 단백이고 나머지 5%는 osteonectin, osteocalcin, 골분화유도단

백(Bone Morphogenic Protein. BMP), bone proteoglycan, 그리고
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bone sialoprotein 등을 포함하는 비교원성 단백질로 되어있다.

Urist10)가 자가유도에 의한 골형성을 최초로 소개한 이후 골분화

유도단백의 작용에 의해 골이 형성된다고 하는 골유도 개념이

정립되었다11). 그 후 Wang12) 등에 의해 비로서 BMP활성을 가진

요소의 확인과 특성, 기능, 위치 등이 알려졌다. BMP2, 4, 7은

TGF-β(Transforming growth factor-β)의하위그룹(subgroup)이며모

두 골유도성이고 BMP7은 osteogenic protein-1(OP-1)이라고도 불

리어진다. BMP7은 동물이 발달하는 동안 간엽상피유도, 골유도

같은 다양한 기능을 갖고 있다13). Schmitz & Hollinger14)는 동물의

두개골에 형성된 임계크기의 결손부를 rh(recombinant

human)BMP-2와 BMP-7으로처리시신생골이형성되었으며재생

된 골은 인접골과 형태학적 차이가 없다고 보고하였다. 한편

Boyne 등15)은 인체에서 rhBMP-2와 흡수성 콜라겐 스폰지를 이용

하여상악동저거상술을시행한결과골대체물로사용이가능하

다고 보고하였다. Osteocalcin은 골형성의 생화학적 표지자인 비

타민K 의존성단백질로써 조골세포에서합성된다. Osteocalcin은

비교원성 단백질로써 혈중 농도가 골형성 여부를 확인할 수 있

는 요소이다. 키토산 얼개를 이러한 골형성단백질의 전달자로

사용하면 골대체물로 사용이 가능할 것이며 만일 키토산이 골

유도작용이 있다면 적절한 3차원 구조를 만들어 골대체물로 직

접사용이가능할것이다.

이에 본 연구자는 키토산의 골 형성능 기전을 밝히기 위하여

키토산을 코팅한 배지에 조골세포를 배양하여 조골세포내에서

BMP 2, 4, 7과 osteocalcin의발현과시간경과에따른각유전자의

mRNA 발현량을비교관찰하였다.

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 재 료

본실험에사용된 MG-63 세포주는골육종조직에서얻은조골

세포주로써한국생명공학연구원에서분양받았다. 세포배양실험

은 1차 배양으로 세포수를 증식시킨 후 serum free medium에서

24시간 경과 후 키토산 코팅한 배양접시에 세포를 노출시켜 노

출 직후, 2, 4, 8, 12, 24 시간 후에 세포 반응을 비교 관찰하였다

(Fig. 1, 2, 3).

2. 방 법

Total RNA를 추출하기 위하여 TRI REAGENT�(Molecular

Research Center, Inc., USA)로 제조사의 지침서에 따라서 시행하

였다. TRI REAGENT�를 가한 후에 시편은 섭씨 4도, 12000 rpm에

서 10분간 원심분리를 시행하였고, 상층액을 새로운 튜브에 옮

긴 후 0.2 ml의 chloroform을 가한 후 섭씨 4도, 12000 rpm에서 15

osteoblast and chitosan x 200

Fig. 1. The manifestation of osteoblast after 2hr

osteoblast and chitosan x 200

Fig. 2. The manifestation of osteoblast after 4hr

osteoblast and chitosan x 200

Fig. 3. The manifestation of osteoblast after 12hr
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Table 1. Primer design

Name Primer site Size Product size

BMP 2
Sens agatgcaagatgctttagga 20mer

401
Anti acgtttttctcttttgtgga 20mer

BMP4
Sens gtgactcacctccatcagac 20mer

409
Anti aattgacagaattgaccagg 20mer

BMP7
Sens cagggaatcggatctctt 20mer

419
Anti tacagctcgtgcttcttaca 20mer

Osteocalcin
Sens agagccctcacactccte 20mer

288
Anti gataggcctcctgaaagc 20mer

Osteopontin
Sens ggtttatggactgaggtcaa 20mer

410
Anti cttccttacttttggggtct 20mer

GAPDH
Sens gaaggactcatgaccacagt 20mer

450
Anti ataccaggaaatgagcttga 20mer

분간원심분리를시행하였고, 이시편의상층액에 RNA가존재하

였다. 0.5 ml의 isopropanol을 가하여 RNA를 침전시킨 후 실온에

서 5-10분 정도 둔 후 섭씨 4도, 12000 rpm에서 8분간 원심분리를

시행하였고, 추출된 RNA pellet은 수집 후 75% ethanol로 세척하

였다. 

이렇게 추출된 Total RNA는 FORMAzol�(Molecular Research

Center, Inc., USA)에 용해시킨 후 RNAse free Dnase I(Message

Clean�, GenHunter, USA)로 처리하여 혹시 있을 지 모르는 ge-

nomic DNA에 의한 오염을 막았으며, 얻어진 RNA의 농도는

Spectrophotometer(Ultrospec2000 UV/Visible Spectrometer,

Pharmacia Biotech, USA)로측정하였다(Fig. 4). 

BMP와 osteocalcin cDNA의 합성 및 증폭은 RT-PCR kit

(Stratagene, La Jolla, CA, USA)를이용하여시행하였다. 5 μl의 Total

RNA를 넣어 전체 부피가 19 μl가 되도록 DEPC를 첨가하였다. 여

기에 1.5 μl의 oligo(dT) primer (100 ng/μl)를 첨가한 후에 섭씨 65

도에서 5분간 배양하고 실온으로 서서히 온도를 낮추었다. 이어

서 2.5 μl의 10x first-strand buffer, 0.5 μl의 Rnase Block Ribonuclease

Inhibitor (40 U/μl), 1 μl의 100 mM dNTP, 그리고 0.5 μl의 MMLV-RT

(50 U/μl)를 용액에 첨가하였다. 역전사 혼합물은 Gene Amp PCR

system 2400 (Perkin-Elmer Cetus, USA)를 이용하여, 섭씨 37도에서

1시간동안배양하고섭씨 90도에서 5분간배양하였다.

BMP-2, -4, -7과 osteocalcin, GAPDH의 시발체 디자인과 PCR 조

건은 Table 1과같다.

시발체의 디자인이 적절하였는 지를 확인하기 위하여 PCR을

시행한 후에 유전자 서열을 분석한 결과 Gene Bank에서 참고로

하였던 유전자 서열과 일치하는 것을 확인하였다. 각 시편에서

해당유전자의정량적분석은 ABI PRISM 7700 Sequence Detection

System (Applied Biosystem, CA, USA)를 이용하여 시행하였다.

GAPDH를 따로 PCR할 때 발생하는 오류를 피하기 위하여 각 시

편에는정량분석하고자하는유전자의시발체와 GAPDH의시발

체를 함께 넣어서 PCR을 시행하였고, 키토산에 노출되지 않은

경우 정량분석하고자 하는 유전자의 발현량을 1로 하여 각 시간

별로해당유전자의발현량을아래공식을이용하여계산하였다.

실험조건에서 A 발현량
────────────── = (1+ 증폭효율) -��CT

기본적인 A 발현량

(��CT =실험조건에서 A가검출가능한최소 PCR cycle 횟수-

기본조건에서 A가검출가능한최소 PCR 횟수)

기기의 특성상 증폭효율은 1에 가깝기 때문에, 이 비율은 2-�

�CT로 계산하였다. 각 실험 조건에서 정확한 상대적인 유전자

발현량을얻기위하여, 각기다른배양접시에서얻은샘플에서 3

회반복하여조사분석하였다.

BMP-2 BMP-4 BMP-7 Osteo Osteo GAPDH

calcin pontin

Fig. 4. RNA Gel
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Ⅲ. 결 과

BMP-2는 노출 2시간 경과시 대조군에 비하여 542.63±24.23배

발현량이 증가되었으며, 4시간후 283.66±35.57배, 8시간후 38.85

±7.04배, 12시간후 13.49±6.73배, 24시간후 16.60±4.33배로 증가

된발현량을유지하였다(Fig. 5). 

BMP-4는 노출 2시간 경과시 대조군에 비하여 0.35±0.04배 발

현량을 보였으며, 4시간후 0.29±0.01배, 8시간후 0.48±0.06배, 12

시간후 0.71±0.09배, 24시간후 0.56±0.07배로 발현량이 정상인

경우에비하여감소된양상을보였다(Fig. 6). 

BMP-7은 노출 2시간 경과시 대조군에 비하여 1.16±0.54배 발

현량이 증가되었으며, 4시간후 2.16±0.06배, 8시간후 1.44±0.09

배, 12시간후 2.16±0.05배, 24시간후 1.44±0.02배로 증가된 발현

량을유지하였다(Fig. 7). 

Osteocalcin은 노출 2시간 경과시 대조군에 비하여 1.13±0.09

배발현량이증가되었으며, 4시간후 1.78±0.15배, 8시간후 0.70±

0.05배, 12시간후 0.49±0.02배, 24시간후 0.28±0.03배로발현량이

나타났다(Fig. 8). 

Ⅳ. 고 찰

외상이나질병에의한안면골의결손부가작다면특별한처치

를 하지 않더라도 치유가 잘 일어나지만 결손부의 크기가 크다

면 부족한 양 만큼 자가골 이식을 하거나 골대체물을 이용하여

결손부를 수복하게 된다. 자가골이식이 가장 믿을 만한 치료술

식이기는 하나 이미 널리 알려진대로 골채취를 위한 수술을 또

해야하는 어려움이 따른다. 최근 조직공학이 발달함에 따라 골

대체물을 만들고자 하는 연구들이 활발하게 이루어지고 있다.

골세포(osteocyte)역시 삼차원적 다공성 겔에서 표현형을 유지하

면서 증식될 수 있다면 이를 이용하여 골재생에 사용할 수 있는

새로운골대체물의개발이가능할것이다. 

골이나연골의손상을치료할때조골세포나연골세포의성장

과표현형변환(phenotypic conversion)을도와주는생체활성물질

이 있다면 조직 공학적인 측면에서 대단히 고무적인 일이다. 키

토산은 N-글루코사민이나하이알루로닉산과화학구조가유사

하며 상처 치유 작용이 있으나 인간의 조골세포와 연골세포를

증식시키는데 키토산이 어떠한 역할을 할 수 있는지에 대해 알

Fig. 5.  BMP-2 Fig. 6.  BMP-4

Fig. 7.  BMP-7 Fig. 8.  Osteocalcin
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려진 바는 거의 없다. 키토산이 결체조직의 재형성을 촉진시켜

창상 치유를 빠르게 한다고 알려져 있으나 역시 그 기전에 대하

여는 별로 알려진 바가 없다. Peluso 등16)은 실험실 연구를 통해

키토산이 macrophage nitrogen oxide 생산과 화학주성(chemo-

taxis)를촉진하는효과가있다고하였고, Ueno 등17,18)은 L929 마우

스 섬유아세포를 키토산으로 배양하고 세포외기질의 생성에 관

해 실험실 연구를 한 결과, 제 1, 3형 콜라겐과 피브로넥틴이 키

토산과 관계없이 L929에서 분비되었지만 세포외기질의 양에는

키토산으로 배양한 것과 대조군간에 차이가 없다고 하였고, 또

한 대식세포를 키토산으로 자극하여 TGF 1과 platelet-derived

growth factor(PDGF) mRNA 발현과 단백질 형성을 검정해 본 결

과 키토산이 직접적으로 섬유아세포에 의한 세포외기질의 형성

을 촉진하는 것이 아니라 성장 요소들을 자극하여 세포외 기질

의형성을촉진한다고하여키토산이창상치유초기에다형핵백

혈구에 영향을 미쳐서 오스테오폰틴의 합성을 촉진한다고 하였

다. 

Klokkevold 등19)은조골세포의분화와골형성에서키토산이골

전구세포(osteoprogenitor cell)들의 분화 잠재력을 높이고 골형성

을 촉진시킬 수도 있는 것으로 보고하였고, Lu 등4)은 쥐의 무릎

연골에서 키토산이 골단 성장과 관절 연골의 치유에 영향을 미

칠 수 있는 것으로 보고하였다. Lahiji 등20)은 키토산이 사람 조골

세포와 연골세포의 성장과 기능을 지속적으로 할 수 있게 해주

는기질로역할을할수있으므로골이나연골결손을치료할수

있는재료로의가능성을제시하였다. 

한편 키토산을 골형성 단백질 등과 같은 성장 요소들의 전달

자(carrier)로 사용하고자 하는 시도도 최근 활발하게 연구되고

있다. Mattiloi-Belmonte 등21)은손상된연골의치유개시와촉진을

위하여 골형성단백질을 N,N-dicarboxymethyl 키토산을 전달물질

로하여동물실험해본결과 BMP-7이관절환경내에서연골세포

형상을보이는세포들이증식하면서관절면병소의일부가치유

되기 시작하는 것을 관찰하여 N,N-dicarboxymethyl 키토산이 분

자나약물전달에유용하게사용될수있다고하였다. 

Lee 등5)은 키토산-삼인산 스폰지를 3차원적인 골세포 배양 얼

개로 하여 웅서의 두개골 조골세포를 사용한 결과 알카린포스

파타제활동성이증가하는것으로보아조골세포의증식과분화

가 활발해짐을 알 수 있었으며 조골세포들이 얼개 내에 잘 부착

되어골세포로분화되면서 56일째소견에서는일부석회화한조

직이 얼개 내에 형성되었다고 보고하였다. 그는 키토산/TCP 스

폰지가골이결손되어골이재생되어야할부위에조골세포들이

성장하여골이잘만들어질수있는얼개로써의역할을할수있

다고 하였다. Zhao 등8)은 키토산-젤라틴/수산화인회석 복합물을

자가조골세포의전달얼개로사용할가능성이있다고하였다.

Kawakami 등22)은 키토산과 수산화인회석을 혼합한 반죽이 골

전도 효과가 있는지를 방사선 검사와 조직학적 검사를 통해 연

구한결과골전도성이있으며생체활성의골대체물로사용할수

있다고하였다. Muzzarelli 등6,7)은가토경골에결손부를형성하고

냉동건조한 methylpyrrolidinone 키토산으로 채운 다음 60일 경과

후 methylpyrrolidinone 키토산의 양이온과 킬레이팅 능력이 광화

(mineralization)를 쉽게 해주어 골양조직이 형성되고 난 후 광화

가 일어나면서 막내골화 형성이 일어났다고 하였다. 또한

Muzzarelli6,7)은 골전도 효과가 있다고 알려진 겔 상태의

methylpyrrolidinone 키토산을 지치 발치 후에 발생한 발치창에

매식한 후 방사선 관찰을 해 본 결과 6개월 후 라이소자임에 의

해 완전히 분해되면서 골로 충전되었고 1년이 경과된 후에도 특

이 소견이 관찰되지 않았다고 하였다. Ito 등23)은 키토산과 베타

삼인산 칼슘(beta tricalcium phosphate)을 혼합하여 골충전 물질

로사용이가능하다고하였다. 

최근 Finisie 등9)은 키토산과 수산화인회석으로부터 바이오세

라믹을 만들었다. 키토산은 칼슘이온이 있는 곳에서는 물에 녹

지 않는 겔을 형성하며 골전도성을 가지고 있다. 그는 이러한 성

질을지닌겔을고체상의수산화인회석입자와혼합하면생체적

합성이 좋은 바이오세라믹 골 대체물을 제작할 수 있다고 하였

다. 이와 함께 키토산을 이용하여 차단막을 제작하고 이를 유도

골 재생술에 이용하고자 하는 연구도 최근 이루어지고 있다.

Hidaka 등은 65, 70, 80, 94 및 100% 탈아세틸화한 키틴(키토산)으

로차단막을만들어웅서두개골의골결손부를피개하고유도골

재생효과를 연구한 결과 65, 70, 80% 탈아세틸화된 차단막의 경

우초기에심한염증반응을보였으나육아조직에서오스테오칼

신에 양성 반응을 보이는 세포가 검출되었다. 이에 반해 94와

100% 탈아세틸화 된 키토산에서는 경도의 염증반응을 보였으나

골재생효과가미약하다고하였다.

이제까지 행해진 키토산 연구는 상기한 바와 같이 키토산의

골 전도성이나 전달물질로써의 능력에 대한 것들이었다. 그러나

본연구자는키토산이직접골을유도할수있는성질이있을것

으로 추측하고 골유도능에 대한 연구를 시행한 결과, 조골세포

가 키토산에 노출되었을 때 일어나는 변화 중에서 가장 특징적

인 것은 BMP-2의 강력한 과발현이었다. 이는 노출 2시간 경과시

542.63배로까지 발현량이 증가되었고, 이는 24시간 경과시까지

16.60배로비교적높은수준을유지하였다. 이에비하여 BMP-4는

전반적으로 발현이 억제되는 것으로 나타났는데, 이는 BMP-2의

과발현이 알려지지 않은 기전을 통하여 BMP-4의 발현을 억제하

여나타나는것으로생각된다. 특히 4시간후에발현량은키토산

에접하지않은경우에비하여약 3분의 1 수준을유지하였다. 또

한 BMP-7은발현양상이두차례(4시간, 12시간경과후)에거쳐서

최고치를 보이는 것으로 보였는데, 4시간 경과후 2.16배의 발현

량은 키토산에 조골세포가 접촉하여 발생한 세포 내 변화로 보

이며, 12시간후다시 2.16배의발현량을보이는것은초기에합성

되어 세포외로 배출된 BMP-2가 조골세포의 세포막에 신호를 주

어 BMP-7의 발현량을 다시 증가시킨 것으로 추정된다. osteocal-

cin의 발현은 초기에는 증가하다가 계속 감소되는 양상을 보이

는 데, 이는 키토산에 접촉시 조골세포에서 osteocalcin의 발현이

유도되나, 이보다훨씬많이만들어진 BMP-2가세포외로배출되

어 조골세포에 영향을 미치면 BMP-2의 영향으로 osteocalcin의

발현이억제되어발생한것으로생각된다.



키토산이 조골세포에 미치는 영향

285

Ⅴ. 결 론

본 연구는 키토산의 골 형성능의 기전을 밝히기 위하여 키토

산을 코팅한 배지에 조골세포를 배양하여 조골세포 내에서 골

형성과연관된 BMP 2, 4, 7과 osteocalcin의발현을 RT-PCR을이용

하여연구하여다음과같은결론을얻었다.

1. BMP-2의강력한과발현으로노출 2시간경과시 542.63배까

지발현량이증가하였고 24시간경과시 16.60배였다.

2. BMP-4는전반적으로발현이억제되었다.

3. BMP-7은발현양상이두차례의최고치를보였다.

4. Osteocalcin의 발현은 초기에 증가하다가 계속 감소되는 양

상을보였다.

이러한 결과를 통하여 키토산이 골 유도를 할 수 있는 능력을

가지고있음을알수있었지만향후계속적인연구를통해골유

도기전에대한연구가필요하다고사료된다.
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