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Purpose: The purpose of this experiment was to evaluate the clinical effect of cultured autoglogous

osteoblasts as a way to treat the defect of mandible in rabbits. 

Materials and Methods: Twelve rabbits were used to determine the rate of osteogenesis. The osteoblasts

were obtained from the iliac crest of rabbits using aspiration. They were then cultured in Dulbecco's

Modified Eagles's Medium (DMEM) with beta-glycerophosophatate, L-ascorbicacid, and dexamethasone to

proliferate and differentiate osteoprogenitor cells. The expression of osteogenic markers were detected by

reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) and silver nitrate staining techniques. Five, 10-

mm holes were placed in each rabbit mandible to simulate defective regions with the use of a low speed

trephine bur. In the experimental group, the previously cited defects were grafted with both activated

osteoblastic and autogenous bone. The control group, however, was only grafted with autogenous bone.

Both groups were then analyzed at 2, 4, and 8-week intervals using bone histomorphometric analysis. 

Results: According to histomorphologic analysis, the rates of new bone formation at the 2, 4, and 8-week

intervals were 36%, 51%, and 23% for the control group, respectively; 52%, 39%, and 28%, for the exper-

imental group, respectively. The experimental group showed higher rates of new bone formation compared

to the control group at both the 2-week and 8-week interval.

Conclusion: Bone marrow-derived osteoblasts seems to be a promising bone graft material.
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Abstract

서 론

있는 것을 없애긴 쉬워도 없는 것을 다시 만들기란 어렵

다. 마찬가지로 없는 골을 다시 형성하기 위해서는 단순한

메커니즘이 아닌 복잡하고도 많은 시간과 노력이 필요하다.

또한 그런 노력에도 성공가능성은 너무나 제한적이다. 골

결손에 대하여 그동안 체내에 삽입하는 각종 합성 고분자나

금속 세라믹과 같은 재료들은 주위조직과 접촉하여 이물반

응을 일으키진 않지만 그 자체가 생명력을 가지고 있지 않

기 때문에 재생을 기대할 수는 없다. 

골이식은 한부위에서 다른 부위로 살아 있는 골을 이식하

는 것을 말한다. 이식(transplantation)은 살아 있는 세포

의 이식을 의미하며 매식(implantation)과 구별된다. 살아

있지 않는 물질은 이식체(grafts)라 하지 않고 매식체

(implant)라 한다. 골이식으로 간주하기위해서는 골형성

(osteogenesis), 골유도(osteoinduction), 골전도(osteo-



conduction)중 적어도 한 가지 기능을 가지고 있어야 한다.

이종골 및 동종골과 비교할 때,1) 자가골(autografts)만이

골형성 능력이 있는 유일한 골형성 이식재이다. 또한 가장

효과적인 형태는 망상골이며 이는 골형성세포의 밀도가 가

장 높다.2)

조직 공학이라는 말은 원래 특정조직의 재생을 촉진시키

는 합성물질 또는 생물학적 기질 내에서 다양한 세포들과

생물학적 중간자를 포함하는 장치를 실험실에서 제조하는

것을 의미한다.2) Tissue engineered bone grafts는 3차원

의 다공성의 비계위에 조골 세포를 포함한 것이다.3) 비계는

생체 적합성이 있어 이식되었을 때 생체내에서 쉽게 생착

되어야 하며, 기계적으로 튼튼하여 골격 구조를 오랫동안

유지할 수 있어야 하고, 또한 다공성 구조여서 혈관의 신생

(angiogenesis)이 용이한 골 전도체이어야 한다. Shmid

등4)은 골전도 비계체로서 망상골에 미분화 간엽 줄기 세포

를 첨가하여 두개골 재건술에 사용시 자가골 단독으로 사용

한 경우에 비하여 골흡수가 적었다고 보고하였다. Ueda 등5)

과 Yamada 등6)은 미분화 간엽 줄기세포를 생체합성 중합

체(2형 type I collagen)를 비계체로 사용하여, 여기에 혈

소판 농축혈장을 혼합하면 우수한 골이식 결과를 나타낸다

고 보고하였다. 골수세포는 이런 조직공학 또는 세포치료

(cell theraphy)의 좋은 기질로서 근육과 인대 지방 연골

골을 포함하여 다양한 조직을 형성시킬 수 있는 multipo-

tential한 세포이다.7-9)

본 연구에서는 가토의 하악골에 인위적인 골결손부를 만

들고, 자가골만 이식한 부위와 자가골에 골모세포와 carri-

er로 collagen sponge를 이식한 부위의 임상적인 평가와

조직학적 검사 및 조직형태학적 계측을 통하여 골수세포에

서 유래된 골모세포의 골형성 효과를 연구하였다.

연구 재료 및 방법

1. 실험동물 및 세포배양

체중 2.8-3.5 Kg의 가토 12마리를 실험동물로 사용하였

으며, 실온에서 동물용 고형 사료와 물을 이용하여 일정기

간 사육하였고, 가토 하악 정중부에 길이 10.0 mm

trephine bur로 5.0 mm 일정한 깊이의 골 결손부를 형성

한 후 대조군으로 한쪽엔 자가골만을 채웠으며 다른 쪽엔

실험군으로 가토의 장골능에서 채취10)한 골수를 배양하여

얻은 골모세포를 collagen sponge (Hemospon�, TECH-

NEW Co., Brazil)를 비계(carrier)로 사용하여 자가골과

섞어 이식하였다.

2. 골모세포의 분리와 배양

실험 4-5주전 골모세포를 1 : 100,000 비율로 에피네프

린을 함유한 2% 리도카인(유한양행, 한국)으로 국소 마취

를 시행하였다. 가토의 장골능에서 5-7 cc정도의 골수를 채

취하였다. 시험관에 1 cc Heparin (중외 제약, 한국)과 혼

합하여 배양할 때까지 얼음주머니에 보관하였다. 냉장보관

된 상태로 배양실로 도착한 골수를 원심분리기에 넣고

2000 rpm으로 돌려 상층액을 우선 제거한 후, Kadiyala

등10)의 연구 보고를 따라 골수세포를 배양하고 골모세포로

분화시켰다. 얼음과 함께 보관된 골수는 원심분리기(HA-

1000-3, Hanil�, Korea)에서 2000 rpm에서 15분간 원

심 분리 후 상층을 제거하고 10% fetal bovine serum

(FBS: Invitrogen, USA)과 항생제(100 U/mL penicillin

G, 100 μg/mL streptomycin sulfate, 0.25 μg/mL

Amphotericin B)를 포함하는 low-glucose dulbecco's

modified eagles medium (DMEM: Invitrogen, USA)

배양 배지를 채택하였으며, 37℃, CO2 5%를 유지하는

incubator (REVCO, USA)에서 7-10일간 배양했다. 4일

후 10% DMEM을 다시 첨가 10-15일 후 상층액을 제거

후 새로운 10% DMEM을 첨가하였다. 세포들이 다수의 집

락을 형성하면 1 × trypsin-EDTA (Invitrogen, USA)로

처리 하였고, 그 후 골모세포 분화 유도 물질인 50 μg/mL

L-ascorbic acid (SIGMA, USA), 10-8 M dexametha-

sone (SIGMA, USA), 10 mM β-glycerophosphate

(SIGMA, USA)가 첨가된 10% DMEM을 넣고 incuba-

tor에 2-4주 더 배양시키고 1×108개/mL로 농축시켰다

(Fig. 1).
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Fig. 1. Histological identification of
cultured and isolated osteoblast
derived from bone marrow of rabbit
ilium. A. 2 days after trypsin treat-
ment, B. x 320 magnification of fig-
ure 1-A, C. After trypsin treatment,
D. Cultured osteoblast after 4 weeks.
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3. 골모세포의 형태학적 연구

배양 중인 세포의 형태학적 변화를 관찰하기 위해 위상차

현미경 관찰과 H&E 염색을 수행하였고 또한 무기질 침착

양상을 관찰하기 위하여 자외선 하에서 silver nitrate를 통

한 Von kossa염색을 수행하였다.

4. 역전사 중합효소 반응(RT-PCR)을 이용한 골형성

단백의 발현

배양된 골모세포는 높은 alkaline phosphatase 활성을

나타내고 osteocalcin 등을 생산한다. 이에 따라 배양 중인

세포를 일정 간격으로 total RNA를 분리하여 RT-PCR을

통해 골아세포에 의해 생성되는 osteocalcin, osteopontin,

osteonectin, osteopontin, type I collagen의 mRNA발현

을 확인하였다. 

5. 조직형태학적 분석

신생골 확인을 위한 특수염색으로 Masson's trichrome

stain을 시행하였다. 측정방법은 골 결손부에서의 신생골을

측정하는데 사용되는 Computer-assisted histomor-

phometry를 이용하였고 Images는 MagnaFire digital

camera system (Optronics, Goleta, CA, USA)를 사용

하였으며 Visus Image Analysis System (Image &

Microscope Technology, Daejon, Korea)를 통해 각각의

조직표본을 분석하였다.

6. 대조군 및 실험군 준비

가토의 하악골에서 채취한 피질골과 해면골 혼합한 입자

형 자가골을 대조군으로 제작하였으며, 수술 직전 실험실에

서 배양해 농축한 1×108 cells/mL 0.2 cc를 collagen

sponge에 흡수시킨 것을 실험군으로 준비 하였다.

7. 동물실험

가토의 수술을 위해 동물용 진정 마취제(럼푼 3 mg/kg,

한국바이엘 화학)와 미다조람(도미컴 1 mg/kg, 한국로슈)

을 각각 근육주사 하여 전신마취를 유도하였다. 하악각에서

정중부까지 양쪽을 제모하고 포타딘 용액으로 드레싱한 후

국소마취를 위해 1 : 100000에피네프린을 함유한 2%리도

카인(유한양행, 한국)을 피하 주사하였다. 하악에 5 cm정

도의 절개를 가해 층별 박리를 시행하였고 골을 노출시킨

뒤 10 mm trephine bur로 생리식염수 주수 하에 5 mm깊

이의 defect를 한 마리당 두 곳에 형성하였다(Fig. 2). 제

거된 골편을 골 겸자를 이용하여 입자형 골편을 제작하여

Gel foam (Hemospon, TECHNEW�, Brazil)과 섞어 대

조군으로 사용하였다. 실험군의 결손부에는 마찬가지로

collagen sponge를 carrier로 이용하여 골모세포(1×108

cells/mL, 0.2 mL)를 이식하였다.

12마리의 가토에 이식하였고, 4-0 vicryl 봉합사를 이용

하여 골막봉합을 하였고, 4-0 nylon을 이용하여 피부 봉합

을 시행하였다. 모든 실험동물은 술 후 감염예방을 위하여

Gentamicin을 하루 2회 일주일간 근주하였고 Dexameth-

asone을 2일간 근주하였다.

8. 통계 분석

데이터는 대조군과 실험군 간의 총 신생골량 차이의 유의

성 평가를 위해 paired sample T test를 시행하였으며, P

< 0.05를 유의한 값으로 평가하였다.

연구 결과

1. 임상적 소견

12마리 실험동물에서 수술 후 수술부위에 감염이 지속되

어 감염 처치 후 반대쪽 하악골에 재수술을 시행한 것 이외

에는 실험동물에서 체중감등의 별다른 이상소견 없이 건강

하였으며 수술 부위는 특별한 염증소견이나 창상 이개 없이

잘 치유된 모습을 보였다. 대조군 2주에서 숙주골과 어느

정도 융합된 양상이나 부분적으로 분리된 양상이었고 4주,
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Fig. 2. Photograph of experimental surgery on rabbit
mandible.



8주에서는 거의 주변 숙주골과 잘 융합되어 있는 소견을 보

였다. 실험군에선 2주군은 연조직으로 이루어졌고 주변 숙

주골과 분리 되어 있었고 4주군에서는 부분적인 숙주골과

의 융합상태를 보여주고 있었으며 8주군에선 완전한 융합

소견을 보여 주었다.

2. 조직학적 소견

1) 대조군(자가골만 이식된 군)

이식 2주된 대조군은 실험군과 마찬가지로 새롭게 형성된

미성숙 골이 자가골 주위에 문합되어 있는 양상을 나타내고

(Fig. 3-A), 4주된 대조군은 미성숙 골이 섬유조직과 문합

된 양상을 보이고 있다(Fig. 4-A). 8주된 대조군은 섬유성

조직과 함께 자가골 이식편과 문합된 미성숙 골을 보이며,

새롭게 형성된 미성숙 골도 나타나고 있었다(Fig. 5-A).

2) 실험군(골모세포를 이식한 군)

이식 2주된 실험군에서 잘 발전된 형태로 새롭게 형성된

미성숙 골이 보이며(Fig. 3-B), 4주에서는 osteoblastic

activity를 갖는 새롭게 형성된 미성숙 골을 볼 수 있다

(Fig. 4-B). 8주에서는 매우 두꺼운 형태의 미성숙 골을 보

수 있으며 fibrosis된 두꺼운 미성숙 골을 볼 수 있다(Fig.

5-B).
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Fig. 3. Histological findings
after 2 weeks. 
A. Autogenous bone graft
group, histopathologic find-
ings show anastomosis
between newly-formed woven
bone and adjacent to auto-
grafted bone. B. Osteoblast
loaded autogenous bone
graft group, they show well-
developed anastomosis new-
ly-formed woven bone.

Fig. 4. Histological findings
after 4 weeks. 
A. Autogenous bone graft
group, histopathologic find-
ings show anastomosis of
woven bone with fibrotic
area. B. Osteoblast loaded
autogenous bone graft
group, they show well-devel-
oped anastomosis newly-
formed woven bone.

Fig. 5. Histological findings
after 8 weeks. 
A. Autogenous bone graft
group, histopathologic find-
ings show auto-grafted bone
and anastomosis of woven
bone with fibrotic areas. B.
Osteoblast loaded autoge-
nous bone graft group. they
show thick newly-formed
woven bone  adjacent to
defect margins. 

A B

A B

A B



3. 조직형태학적 분석

조직형태학적인 분석에서 실험군에서 신생골 형성율은 2

주, 4주, 8주 각각에서 52%, 39%, 28%이었으며 대조군

에서는 각각 36%, 51%, 23%로 나타났다. 2주군과 8주군

에서 골모세포와 자가골을 섞은 실험군이 유의성 있게 우수

한 신생골 형성율을 보였으나(P < 0.05), 4주군에서는 오

히려 대조군이 높은 골 형성율을 보였다(Fig. 6).

고 찰

구강악안면 영역에서는 감염, 외상, 낭종, 종양 등 다양한

원인에 의해 골 결손부가 발생하고 있으며, 이러한 골결손

부의 심미적, 기능적 회복, 안정 및 치유를 증진시키기 위해

골이식술이 가장 많이 사용된다. 무치악부 회복을 위한 인

공치아 매식술시 부족한 골의 높이 및 폭에 대해 골이식술

이 사용된다. 골이식술시 가장 많이 이용되는 자가골 이식

술은 자가골 내에 골 생성, 골유도 능력을 가진 조골세포를

함유하고 있고, 자가골의 골격구조는 훌륭한 골 전도체로

작용하고 있어 가장 이상적인 골이식 형태라 할 수 있다. 하

지만 자가골은 이를 얻기 위하여 공여부가 필요하다는 것과

치유과정 중 흡수되는 양을 가늠할 수 없고 이식부 환경에

따라 많은 영향을 갖는 단점이 있다. 이종골, 동종골 및 기

타 합성골이 자가골의 대안으로 연구되어 오고 있으나 여전

히 자가골의 차선책이다.

최근에는 재생시킬 조직의 동종세포와 자가 세포를 배양

한 다양한 조직 재생에 대해 연구하고 있다. 각각의 접근 방

법에는 장점과 단점이 있다. 동종세포를 사용할 때에는 면

역반응과 질환의 전염을 고려해야만 한다. 최근에는 자가

세포 즉 골수에서 배양된 미분화 간엽 줄기 세포를 이용한

조직공학 방법이 골 이식의 새로운 대안으로 모색되고 있

다. 골 형성세포의 숫자와 질을 획기적으로 향상시켜 골 이

식 시 빠른 생착과 우수한 골 이식체를 얻기 위한 방법이라

할 수 있다.10,11) 미분화 간엽세포를 통한 골형성은 미분화

간엽세포를 배양하는 기술과 배양된 골모세포를 확인 및 결

손부에 적용하는 문제를 안게 된다. 

일반적으로 골이식을 위한 미분화 간엽 줄기세포는 골수

세포(marrow cell)를 통해 얻어지는 데 골수세포는 조혈모

세포(hematopoietic cell), 혈관세포(vascular cell), 기질

세포(stromal cell) 그리고 간엽줄기세포(mesenchymal

stem cell)와 같은 다양한 세포들을 포함하고 있으며 골수

자체가 골조직의 재건에 긍정적인 영향을 미치고 있다고 보

고되어 왔다.13-15) 간엽줄기세포는 분화 유도물질을 첨가함

에 따라 중앙에 비교적 큰 핵을 가진 직사각형의 골아세포

양상을 나타내었으며 시간이 지나면서 무기질 침착이 관찰

되어 골아세포로 분화가 진행됨을 확인할 수 있었다.13,16)

본 연구에서는 첨가된 50 μg/mL L-ascorbic acid (SIG-

MA, USA)는 비타민 C로서 collagen-linking에 관여하는

보조인자이며 10-8 M dexamethasone (SIGMA ,USA),

10 mM β-glycerophosphate (SIGMA, USA)가 첨가된

10% DMEM은 무기질 침착을 촉진하는 기능을 가지고 있

다고 보고되고 있고, Maniatopoulos 등은 형태학적 연구

를 통해 백서의 골수세포가 골아세포로 분화 가능함을 보고

했다.16) 골모세포를 확인을 위해 우선 배양 중인 세포의 형

태학적 변화를 관찰하기 위해 위상차 현미경 관찰과 H&E

염색을 수행하였고 또한 무기질 침착 양상을 관찰하기 위하

여 자외선 하에서 von-kossa염색을 수행하여 확인하였고,

RT-PCR을 이용한 osteocalcin, osteopontin, osteonectin,

osteopontin, type I collagen의 mRNA발현을 확인하였

다.

기존의 여러 연구에서 배양된 세포 고분자를 생체 내에

10주간 이식시 미성숙 골의 생성이 관찰되었으나 성숙한

피질골은 관찰할 수 없었다고 보고된 바 있고, 쥐의 골수세

포를 hydroxyapatite 지지체에 이식하여 골형성 단백의 발
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Fig. 6. Histomorphometric analysis of new bone formation (%). 
New bone formation rate(%) = regenerated area/total experimental area x 100 (%)
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현이 관찰되기도 하였다.12-14) Bruder 등20)은 사람 골수의

간엽줄기세포를 hydroxyapatite/tricalcium phosphate지

지체에 배양하여 생체 내 이식에서 석회화된 골형성양상을

보고하였다.

본 연구에서 가토의 하악골 골결손부를 자가골과 골모세

포와 함께 넣은 실험군과 자가골만을 넣은 대조군에서 임상

적, 조직학 및 조직형태학적으로 관찰을 시행하였다. 골모

세포를 이식한 군의 경우 임상검사상 2주나 4주에서는 주

변골과 대조군에 비해 융합이 덜 된 양상이었으나, 8주에서

는 대조군에 비해 주변골과 완전한 융합소견을 나타났고,

대조군에 비해 보다 빠르게 그리고 단단하게 치유되는 것을

관찰 할 수 있었다. 조직학적인 검사상 대조군 실험군 모두

2, 4, 8주 모두 신생골을 보여 주었고 특히 실험군 8주에서

는 대조군보다 매우 두꺼운 미성숙 골이 형성된 것 소견을

보였다. 하지만 모두 층판골 형태의 성숙골 소견은 보이지

않았다 이는 Horisaka 등21)의 배양된 세포 고분자를 생체

내에 10주간 이식시 미성숙 골의 생성이 관찰되었으나 성

숙한 피질골은 관찰할 수 없었다는 보고와 유사한 소견을

보였다. 조직형태학적인 분석을 통한 신생골 형성율을 보면

2주군과 8주군에서는 실험군이 대조군보다 더 높은 신생골

형성율을 보인 반면 4주군에서는 대조군이 더 높은 양상을

보였다. 이는 골수세포에서 배양 된 골모세포가 골 이식 시

빠른 생착을 돕는 역할을 하는 것과 초기 염증기와 미성숙

골(woven bone)이 형성되는 시기에 골치유를 촉진시키고

있는 것으로 사료된다. 실험군 자체로 볼 때의 특징은 2주

에서 4, 8주로 가면서 신생골 형성율이 점차 떨어지는 양상

을 보였다. 하지만 신생골 형성율이 점차 떨어지는 것은 초

기의 염증반응을 통한 골흡수의 진행이 장기간 지속된 것으

로 사료된다.

위의 실험결과를 통하여 가토의 골수세포에서 배양된 골

모세포가 하악골 골결손부의 골이식시 초기 치유를 촉진 시

키며 주변골과의 융합하는 역할을 함을 확인할 수 있었다.

결 론

본 연구를 통해 가토의 하악골 결손부에 콜라겐비계에 담

긴 골모세포를 이용한 자가골이식을 시행한 후 2, 4, 8주

후에 실험동물을 희생하여 임상적, 조직학 및 조직형태학적

인 평가를 시행하였고 자가골만 이식해준 대조군과 비교하

여 다음과 같은 결론을 얻었다.

1. 임상적인 검사상, 실험군의 8주에서 대조군에 비해 완

전한 골융합이 형성되는 소견을 보여 주었다.

2. 조직학적 소견상 8주에서 실험군의 미성숙 골이 대조

군의 미성숙 골에 비해 두꺼워진 소견을 보였고, 조직

형태학적 검사를 통한 신생골 형성율에서 2주와 8주에

서는 실험군이 대조군보다 유의성 있게 우수한 신생골

재생을 나타내었다. 

결론적으로 골이식시의 골모세포 이식은 골형성의 초기치

유 및 신생골 형성에 기여하는 유용한 술식으로 사료된다.
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