
The Journal of Digital Policy & Management❙ 365

The Journal of Digital Policy & Management 2013 Sep; 11(9): 365-370

Image J 프로그램을 사용한 마우스 두개골 결손모델상의 

정량적인 분석방법

정홍문*,원도연*, 정재은*

대구보건대학교 방사선과*

Quantitative Analysis Methods for Adapting Image J programs on 

Mouse Calvarial defected Model 

Hongmoon Jung
*
, Doyeon Won

*
, Jaeeun Jung

*

Department of Radiological Science, Daegu Health College* 

요  약  Image J 프로그램은 digital image 분석 또는 생명 공학적 분석에 사용되고 있다. 다양한 동물실험 중 에서도 
마우스 두개골 결손모델(Mouse calvarial defected model) 은 조직공학자들에게 대표적으로 사용되고 있는 뼈의 결손모
델이다. 이러한 마우스 두개골 결손 모델은 뼈의 재생 또는 새로운 지지체(scaffold)의 재생효과 실험에 사용되고 있
다. 마우스 두개골에 지름 4mm의 원형 결손을 만들어 각종 실험재료를 처리하여 파괴된 마우스 두개골 뼈의 재생에 
관련하여 측정하는 실험이 주를 이룬다. 실험 후에 마우스를 희생하여 대부분 헤마톡실린 과 에오신 염색을 통하여 
분석을 하게 된다. 다른 한편으로는 마이크로 시티(u-CT)를 사용하여 정량적인 분석을 한다. 하지만 이는 시간이 오
래 걸리고 고가의 비용이 드는 단점이 있다. 이번 실험은 마우스 두개골 결손 모델 시에 프리쉐어 프로그램인 Image 

J를 통하여 간단하게 마우스 두개골 결손 뼈의 재생 량을 2D X-ray 상으로 농도를 측정하여 정량적인 분석을 실행하
였다. 결론적으로 Image J를 사용한 농도 분석법은 빠르고 정확하게 뼈의 재생량을 상대적으로 비교함으로써 신생 뼈
의 관한 재생 실험자에게 도움을 줄 수 있을 것으로 사료된다.

주제어 : 이미지 J 프로그램, 이미지 J 신생뼈 정량법, 마우스 두개골 결손모델 정량법, 마우스 신생뼈 재생 분석

Abstract  This mouse calvarial defected model is frequently used for new scaffold development in the bone 
regeneration. Most experiments are carried out in this way by measuring the bone regeneration of mouse 
calvaria defected area. As a next step, hematoxylin and eosin staining is analyzed by sacrificing mice On the 
other hand, the quantitative analysis for bone regeneration is carried out by micro computed tomography. 
However, there are several drawbacks with the micro computed tomography. That is, it takes a long time and it 
is quite expensive for bone regeneration quantitative analysis. This study was performed by simply measuring 
the quantity of bone regeneration in mouse clavaira defected area on two-dimensional digital x-ray images via 
Image J. Consequentially, this experimental method by using J program might help bio-technologist researcher 
regarding new bone regeneration by comparing the quantity of bone regeneration quickly and precisely as well.

Key Words : Bone regeneration quantitative analyze, ImageJ program, Mouse calvarial defected model, 
New-bone regeneration quantitative analysis.
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1. 서론 

마우스 두개골 결손모델(Mouse clavarial defected 

model)은 대표적인 체내(In vivo) 뼈 재생 모델로 알려져 

있다[1,2]. 마우스 두개골 상에 지름4mm의 원형 스핀 칼

날을 이용하여 얇은 두개골 뼈를 파괴한 후에 그 부위에 

다양한 지지체(Scaffold)나 약물 전달 시스템 (DDS: 

drug delivery system)을 적용하기도 하며 뼈 재생에 관

한 사이토카인(cytokine)을 처리하여 뼈 재생에 관한 대

체 물질을 찾아내기 위해 사용된다[3,4]. 실험 후에 신생 

뼈의 재생 분석에 사용되는 분석 방법은 다양한 방법이 

존재한다. 대표적 영상 분석으로서는  단순한 2D digital 

엑스레이 촬영 방법과 마이크로 시티(Micro computed 

tomography)를 이용한 3차원 영상 이미지 분석방법이다

[5,6]. 마이크로 시티를 사용하는 분석법이 더욱더 효과 

적이긴 하지만, 아직까지 장비의 고가로 인하여 널리 보

급화 되지 못한 상황 이다. 때문에 이번 연구에서는 간단

한 2D digital 엑스레이 영상을 이용하여 마우스 두개골 

결손 모델 상에 신생 뼈의 재생에 관한 간단한 비교 정량

적인 분석법을 Image J 프로그램에 적용시켜 뼈 재생의 

연구자로 하여금 간단한 비교 분석법을 제시 하고자 한

다. Image J program 은 NIH (National Institute of 

Health) 에서 개발한 프로그램이다. 이미지 J는 프리웨어 

프로그램으로서 JAVA를 base 로 하여 각종 다른 프로그

램과 효율적인 상호 호환성과 다양한 적합성을 제공하여 

준다[7,8]. 또한 간단한 사용법과 프로그램에 관한 정보를 

조금만 인지하고 있어도 쉽게 사용 할 수 있는 접근성 또

한 높아 많은 연구자들에게 사용되고 있다. 웨스턴 블랏

팅 (western blotting)은 많은 분자생물학자들이 사용하

는 단백질의 농도 분석 방법이다. 이러한 농도 분석법을 

적용하기 위해 다양한 프로그램이 사용되는데 대표적으

로 Image J를 사용한다. Digital 화질에서의 영상 정보는 

Pixel 대조도(Contrast) 의 값을 수치화 하여 나타내어지

는데 이 화면 상의 수치(Arbitrary unit)를 이용하여 간단

하게 단백질의 농도를 분석하게 된다[9].

이러한 간단한 농도 분석법을 마우스 두개골 결손 모

델에 적용시켜 실험 하고자 하는 대체 물질 지지체나 사

이토카인의 뼈 재생의 효과를 알아 낼 수 있다는 점에 착

안하였다. 신생 뼈가 재생이 되면 농도의 수치가 변화가 

되는 것에 착안하여 결손부위 4mm 원형의 ROI(Region 

of interest)의 부위의 농도를 측정하여 신생 뼈의 재생 

량을 측정하여 정량적으로 분석 하고자 한다.

2. 실험 및 방법

2.1 동물 실험 (마우스 두개골 결손 모델)

4주령 (4weeks) 마우스 총 6마리  (BL Mouse CD 57)

에 케타민 과 럼푼 을 사용하여 복부 투여 마취한 후 마

우스 두개골 정중앙에 베타딘을 바르고 매스를 사용하여 

약 2cm 절개 후 두개골 좌측 부위에 지름 4mm 원형의 

결손을 구현하였다. 핸드 피어스를 사용하여 원형을 만

들었으며 수술부위를 봉합하였다. 대조군에는 아무것도 

처리하지 않은 상태로 두었으며 실험군에는 뼈의 형성을 

원활하게 하기위한 BMP2(Bone morphogenetic 

protein2)를 0.01 cc (concentration 10nM)을 1회용 주사

기로 1회 주입하여 뼈의 원활한 재생을 유도하였다. 4주

후에 희생하여 두개골 결손부위에 재생된 신생 뼈의 양

을 측정 하였다.

2.2 Digital soft X-ray 촬영

Faxitron digital x-ray(model : 100-120, USA)를 사

용하여 조건 FOD (20cm), 관전압 (20kvp), 관전류

(1.5mA), 시간(20sec)를 사용하여 촬영후 digital reader 

기로 영상을 획득하였다.

2.3 Image J 프로그램 측정방법 

희생된 마우스 두개골을 적출하여 촬영한 digital 이미

지를 image J 상으로 불러내어 각각에 이미지에 ROI 

4mm의 원형을 잡아 농도수치인 arbitrary unit 를 측정

하였다. 

2.4 통계적 분석

모든 통계적 수치의 차이는 엑셀을 사용하여 

T-student (t-test) 를 통하여 검증되었으며 P값 value 

0.05<P 의 범위에 있을 때 통계적 차이가 유의한 것으로 

간주 하였다.
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3. 결과 

<Table 1> Density value of image J analysis 
programs

Image J 프로그램을 사용하는 방법은 다음과 같다. 파

일을 클릭한 후에(step1) 라운드 타입을 누른 후에 원형

의 ROI를 구현한다(step2). [Figure.1] (red arrow) 

[Fig. 1] Steps of Image J program analysis (1)
These data show that analysis steps 
of image J programs. control sample( 
no treated BMP2)

 

다음 단계로는 Analyze 를 클릭후 측정된 농도 값을 

읽어나간다(step3). 이때 주의할 점은 정확한 4mm의 

ROI를 모든 샘플과 크기가 같아야 한다.

비교하고자 하는 파일을 동일한 방법으로 불러오기를 

실행후에(step4), 동일크기에 4mm의 원형 ROI를 잡는

다.(step5) 얻어진 숫자로 통계적 처리를 한다(step6). 

[figure.2]

이러한 측정결과로 얻어진 데이터는 다음과 같

다.<Table.1> 엑셀을 이용하여 통계분석처리 하였다. 결

과가 보여주듯이 BMP2처리를 하면 신생 뼈의 양이 당연

히 증가됨을 볼 수 있다.

[Fig. 2] Steps of Image J program analysis 
        (2). BMP2 treated sample

최종적인 결과는 다음과 같이 도출해 낼 수 있다. 

[Figure.3] 비교하고자 하는 두 가지의 실험 군에 측정을 

하였다. 

[Fig. 3] Prediction of regeneration bone 
density used by Image J programs 

           Digital X-ray image of Mouse 
calvarial defected model (A),(B). 
Bar graph of density value (c).    

          (arbitrary unit ** P<= 0.05 )
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아무것도 처리하지 않은 대조군보다 BMP2를 처리한 

실험군에 재생 량이 당연히 증가됨을 알 수 있다. 여기서 

중요한 점은 원형 ROI의 농도측정값을 수치화 한 

arbitrary unit값을 적용하여 정량적인 비교분석을 했다

는 점이다.

(A),(B) 이미지는 정성적인 분석을 통하여 비교하여 

보는 결과이며 (C) 의 그래프는 Image J를 적용하여 얻은 

수치를 도식화 하여 정량 분석한 결과 이다. 따라서 뼈의 

재생 량을 측정하고자 한다면 Image J programs을 사용

하면 보다 정확하게 비교분석 할 수 있게 만들어 준다.

4. 고찰 

인체에 있어서 중요한 지지체 역할을 하는 것은 뼈이

다. 따라서 뼈의 결손(Loss) 과 손상(Damage)시에 인체

는 다양한 질병을 얻을 수 있게 된다. 뼈는 끊이 없이 만

들어지고 또한 파괴된다. 뼈의 생성과 파괴에 관여하는 

주 세포는 뼈를 생성하는 조골세포(Osteoblast) 와 파골

세포(Osteoclast) 등이 존재한다[10,11]. 이세포의 분화의 

역할에 따라 뼈가 형성이 되고 파괴도 된다. 뼈를 형성하

는 대표적인 전자 유전인자는 세포 핵내에  Runx2와 

Osteorix 로 알려져 있다[12,13]. 이들 유전자의 조절로 

인하여 뼈의 형성에 시발점을 가져다준다고 보고되었다. 

이것의 형성으로 만들어 지는 BMP2(Bone 

morphogenetic protein2) 는 뼈의 재생에 중요한 

cytokine 역할로 작용 할 수 있어서 신생 뼈의 재생유도

에 사용되고 있다[14,15]. 마우스 두개골 결손 모델은 

calvarial osseus model 로도 불려진다. 마우스(생쥐) 뿐

만 아닌 쥐(Rat)의 종류에도 이와 같은 결손 모델을 사용

할 수 있다. 초기에는 쥐의 대퇴골을 인위적으로 부러뜨

려(Fracture) 실험하였으나 쥐의 두개골상에 더 많은 골 

줄기세포(Mesenchymal stem cells)가 존재 하고 있어서 

신생 뼈의 원활한 재생효과에 관한 적합한 환경을 조성

해주기 때문에 두개골 모델을 선호하게 된다. 하지만 뇌

에는 수많은 혈관과 다양한 연부조직이 존재하기 때문에 

시술자로 하여금 많은 주의가 요구된다. Image J 

program은 수많은 연구자들이 데이터를 이미지 상으로 

처리할 때 또는 이미지의 통계처리가 필요할 시에 사용

된다. 단백질 농도분석으로 발현의 양을 정량적 수치로 

비교할 때 사용되며, 재생영역 (Area)을 설정하여 정량적 

재생 량을 분석 할 수 있게도 해준다. 본 실험은 이러한 

간단한 프로그램으로 두개골 상의 원형 결손부위에 2D 

x-ray 이미지 상에 Pixel 값의 대조도 변화량을 수치화

된 절대 값을 측정하여 비교하고자 하는 대조군과 실험

군의 Pixel변화 수치를 정량 분석하는데 용이하게 접근 

할 수 있게 하였다. 하지만 절대적인 재생 량을 측정하는

데는 마이크로 시티를 사용하여 분석을 해야 한다. 우리

가 제시한 이 연구는 연구하고자 하는 물질이나 지지체

에 있어서 단순히 X-ray 상의 2D 형태로 분석한 것이기 

때문에 정밀한 세포수준의 결과는 예측 할 수 없다. pixel 

value 는 가장 어두운 값에서부터 가장 밝은 값(0∼256; 

gray scale)로 되어 있으며, X-ray의 강도가 높을수록 투

과성이 커져 어둡게 나타난다. 2D상의 이미지 결과로 연

구하고자 하는 물질이 효과 적인가 그렇지 않은 것인가

에 관한 이미지 수치화에 적용 될 수 있다. 따라서 좀 더 

자세한 뼈재생이나 세포학적 수준에서는 각종 주어진  

칼바리아를 탈회하여 면역염색(Immunohistochemistry)

을 시행하여 현미경을 관찰하는 것이 좋다.  따라서 

X-ray 상의 Image J 분석법은 재생효과의 세포학적 분

석에는 적용이 되기는 어렵다. 하지만 빠르고 쉽게 데이

터를 분석해 낼 수 있다는 장점이 있어서 재생효과의 결

과를 바로 찾아내 정량화 할 수 있다는 장점이 있다. 

5. 결론

마우스 두개골 결손모델(Mouse clavarial defected 

model)은 뼈 조직의 재생 연구자들에게 많이 사용되고 

있다. 2D X-ray 상의 정성적인 분석 뿐만이 아닌, X-ray 

2D image 상의 Image J programs 를 적용한 간단한 분

석법은 정량적인 수치를 통하여 비교하고자 하는 대조군

과 실험군의 뼈의 재생에 효과적 차이를 빠르고 간단하

게 찾아 낼 수 있게 해준다. 이 방법을 이용하면 마우스 

두개골 결손모델을 적용한 연구자들로 하여금 수많은 시

행착오를 줄일 수 있으며 또한 적합한 약물이나 cytokine

의 효과를 단순한 2D 이미지를 통하여 빠르게 분석 할 

수 있어 뼈의 재생공학자들에 도움을 줄 수 있을 것으로 

사료된다.
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