
13

Original Articlehttps://doi.org/10.14368/jdras.2024.40.1.13

ISSN 2384-4353 eISSN 2384-4272

서론

턱관절질환은 대표적인 만성질환으로 근육장애와 관
절장애로 나뉘며 원인으로는 외상, 부정교합, 스트레스 
등과 연관되어 있다. 또한 턱관절질환은 치료 후에 재발

이 종종 일어나는 대표적인 만성질환이다. 이 중 턱관절

내장증은 궁극적으로 중증병리와 더불어 관절표면의 마
모로 대표되는 퇴행성골관절염(degenerative osteoar-
thritis)으로 발전하며, 턱관절질환 환자들의 54.2%가 턱
관절 골관절염을 보인다고 보고되고 있다.1 현재 사용되

고 있는 턱관절질환의 치료방법으로는 스플린트(splint), 
약물치료, 물리치료, 심리치료와 같은 비침습적 치료와, 
관절강천자술의 최소침습치료가 있다. 관절강천자술은 
간단하고, 비침습적이며, 저렴하다는 장점들이 있다. 특
히, 관절내 히알루론산(hyaluronic acid) 주사를 하는 경
우 급성 개구장애에서의 통증개선에 효과적이지만 관절

공간내 짧은 시간동안 존재한다는 문제점이 있고 히알

루론산의 효능을 뒷받침하는 결정적 증거가 보고되어 있
지 않다.2 최근 파괴된 관절조직을 근본적으로 복구 및 재
생하기 위해 줄기세포를 이용하여 연골세포 분화를 유
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Purpose: This aim of this study was to demonstrate growth factors that differentiate human mesenchymal stem cells into 
chondrocytes and to evaluate cell proliferation enhancement by needle size differences. Materials and Methods: Human 
mesenchymal stem cells were cultured in chondrogenic medium supplemented with BMP-2, BMP-4, BMP-6, BMP-7, BMP-13, FGF-
2, FGF-18, IGF-1, TGF-β1, TGF-β2, TGF-β3 and without growth factors for 14, 21, and 28 days. Then, the expression levels of SOX-5, 
SOX-6, SOX-9 and FOXO1A were comparatively analyzed. Human mesenchymal stem cells were inoculated into culture dishes using 
18, 21, and 26 gauge (G) needles, and cell proliferation was measured after 24, 48, and 72 hours, respectively. Results: In addition to 
the previously known FGF, IGF-1, and TGFβ1,the BMP family growth factors such as BMP-2, BMP-4, BMP-6, and BMP-7 increased the 
expression of chondrocyte differentiation genes SOX-5, SOX-6, SOX-9, and FOXO1A. At 48 hours, the 26G group, the smallest needle, 
showed significant cell proliferation improvement compared to the control group and the 18G group. At 72 hours, the 26G group, 
the smallest needle, showed significant increase in cell proliferation compared to the control group. Conclusion: Through this study, 
growth factors with the ability to induce chondrocyte differentiation of human mesenchymal stem cells were investigated, and cell 
proliferation changes by needle size differences were determined. (J Dent Rehabil Appl Sci 2024;40(1):13-23)
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도하는 연구들이 많이 이루어지고 있다. 줄기세포는 관
절의 복원 및 재생을 위한 유능한 세포원으로 그 중 간
엽줄기세포는 다양한 조직으로부터 채취가 가능하며 높
은 증식력과 연골세포로의 분화능력을 가지고 있기 때문

에 연골재생의 세포원으로 널리 선택된다.3 간엽줄기세포

를 연골세포로 분화시키기 위해서는 많은 요인들이 관여

하고 있으며, 생물학적, 생화학적, 기계적 요인들이 포함

되어 있다. 특히, 본 연구에서는 연골분화 및 증식에 생화

학적으로 관여한다고 알려진 fibroblast growth factors 
(FGF), insulin-like growth factor-1 (IGF-1), transform-
ing growth factor β (TGF-β), bone morphogenetic pro-
teins (BMP) 성장인자들의 역할을 고찰하고자 한다.4

TGF-β는 최근 연골세포로의 분화 과정에서 가장 핵심

적인 요소로 알려져 있다. TGF-β 수용체가 활성화된 후, 
TGF-β는 Suppressor of  mothers against decapentaple-
gic (Smad)와 mitogen-activated protein kinase (MAPK) 
신호전달 경로를 통해 연골세포 형성을 유도한다.5 또한, 
TGF-β는 연골분화 전사인사인 sex determining region 
Y boxes-5 (SOX-5), SOX-6, SOX-9, forkhead O class 
transcription factors 1A (FOXO1A) 발현을 유도한

다. 이 중 SOX-5, SOX-6, SOX-9 전사인자는 연골분화

를 조절하고 세포외기질 형성을 조절한다.6 TGF-β1과 
platelet-derived growth factor (PDGF)는 유리질과 콜
라젠(collagen)환경 모두에서 콜라젠과 글리코사미노글

리칸(glycosaminoglycan)의 생성을 촉진하며, 턱관절조

직 재생의 매우 강력한 생화학적 자극이다.7 BMP는 연골 
형성과 골 형성을 조절하는 유전자로 연골세포 성숙에서 
마지막 분화의 조절까지 연골세포 분화의 다양한 단계에 
포함되어 있다.8 BMP는 Smad 또는 non-Smad 신호를 
통해 신호전달이 진행되는데 Smad-dependent pathway
는 세포 비대 및 골 생성을 유도하고, Smad-independent 
pathway를 통한 신호전달 경로는 extracellular signal-
regulated kinase (ERKs)와 p38 kinase를 포함한 몇몇 
MAPK를 활성화시켜 연골세포 형성을 조절한다.9 p38은 
SOX-9 발현을 상향조절하여 연골 형성을 직접적으로 증
가시키거나 Wnt7a/beta catenin (Wnt: 초파리 날개 형성

에 관여하는 것으로 알려진 Wingless 유전자와 종양형성 
유전자로 알려졌던 int-1의 혼성어) 신호전달을 억제하여 
연골 형성을 간접적으로 증가시킨다.10 FGF는 세포활동

에서 증식, 분화, 운동성에서 다양한 역할을 한다. FGF-2
는 간엽줄기세포의 세포증식을 촉진하고 프로테오글리

칸(proteoglycan) 생산을 향상시키는 역할을 하며 FGF-

18은 간엽줄기세포의 세포증식을 억제하며 연골분화를 
유도하는 역할을 한다.11 IGF-1은 관절 연골 내에서 연골 
항상성, 프로테오글리칸 합성 및 연골세포에 의한 분해

에 필요한 주요 동화 작용 성장인자이며, 피브린(fibrin)
이 있는 연골세포 형태를 안정적으로 유지시키고 상당

한 연골합성을 야기하는 역할을 한다.12 bFGF와 IGF-1
은 동반작용을 통해 관절세포의 증식을 증진시키고, 미
성숙과 성숙 연골에서 연골세포 물질대사에 각각 다른 
생화학 및 생물리학적으로 영향을 준다.13 본 연구에서

는, 연골세포 합성 및 분화에 관여하는 위 성장인자들에 
대한 반응으로 연골세포로의 분화를 나타내는 표지전사

인자들(marker transcription factors)인 SOX-5, SOX-6, 
SOX-9 및 FOXO1A의 발현을 분석하여 턱관절 조직의 
자가재생에 필요한 성장인자들에 대해 알아보고자 하였

다.
세포와 조직에 미치는 기계적 응력의 영향은 기계생물

학을 통하여 오랜 기간 연구되어져 왔다. 분화되지 않은 
줄기세포에 기계적 자극이 가해지면 줄기세포에 세포와 
핵의 변형에 의한 직접적 영향과 삼투압, 정수압, 유체흐

름에 의한 간접적인 영향을 끼칠 수 있다.14 기계적 힘은 
세포 생리학의 중요한 조절자이며 세포의 생합성 활성을 
증가시켜 조직 재생을 개선하거나 가속화할 수 있다. 분
화능을 가진 간엽줄기세포가 받는 기계적 자극에 따라 
세포 모양, 유전자 발현, 증식의 차이가 나타나며, 간엽줄

기세포의 모양, 크기, 배열이 변형될 수 있다. 간엽줄기세

포에 주기적 신전, 주기적 압력, 전단응력의 기계적 자극

에 대한 세포 반응의 차이를 연구한 논문에서 전단응력

의 힘이 클수록 세포들이 방추형 세포가 많이 나타났고, 
주기적 압력이 있을 때 세포 밀도가 높게 나타나는 결과

가 보고되었다.15 이를 통해, 압력은 간엽줄기세포의 세포

형태 및 핵 형태의 변화를 일으킬 수 있으며 세포증식 및 
연골세포의 분화에 영향을 미칠 수 있다는 것을 알 수 있
다. 또한, 미세한 기계적 신호만을 간엽줄기세포에 적용

한 실험에서는 기계적 자극을 가하지 않은 대조군보다 
세포 총량이 증가되는 결과가 보고되었다.16 콜라젠-글리

코사미노글리칸 스캐폴드(scaffold)에서 기계적 응력에 
따른 간엽줄기세포의 증식을 연구한 논문에서도 스캐폴

드에 가해지는 힘에 의해 간엽줄기세포의 증식 및 다양

한 세포로의 분화가 영향을 받으면서, 높은 유속과 낮은 
전단 변형은 연골세포의 성장을 촉진한다는 시사점이 제
시되었다.17 디스크 활막관절인 턱관절에서는, 그 연골 내 
연골세포가 점탄성과 동적변형거동(deformation behav-
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ior)을 보이므로 더욱 기계생물학 의존적이다. 간엽줄기

세포가 포함된 구조물의 압축력 및 변형 하중은 연골 재
생 및 복구를 위한 생합성 반응을 유도한다.14 연골세포

의 동적 변형 하중 또는 전단은 글리코사미노글리칸 합
성을 자극하고, 생성된 조직의 기계적 특성을 증가시킨

다.18 기계적 자극이 다양한 세포행동을 변화시킨다는 사
실은, 주사침의 단면직경 차이가 간엽줄기세포의 증진에 
영향을 미칠 수 있다는 가설 제시를 가능하게 한다.

본 연구에서는 간엽줄기세포의 연골세포분화 유도 성
장인자들을 고찰하고, 주사침 크기에 따른 세포증식 증
진의 차이 변화를 규명하고자 하였다.

연구 재료 및 방법

인간 골수-유래 간엽줄기세포를 Lonza사로부터 구입

하였다. 인간간엽줄기세포는 37.8°C에서 5% CO2로 채
워진 간엽줄기세포 성장배지(mesenchymal stem cells 
growth medium) (MSCGM; Lonza, Walkersville, USA)
에서 배양하였고 10% fetal bovine serum (FBS; Invitro-
gen, Carlsbad, USA)와 1% antibiotic-antimycotic 용액

이 포함된 Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM; 
WelGene, Daegu, Korea)에 보관하였다. 본 연구에서

는 계대배양 후 3 - 5세대에 해당하는 세포를 이용하였

다. 트립신 처리 후 2.5 × 105 세포를 포함하는 샘플을 원
심분리 튜브에 주입 후 500 × g에서 5분 동안 원심분리

하였다. 연골아세포분화를 유도하기 위하여, 연골분화 
배지인 1 ml DMEM - high glucose (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, USA), ascorbate-2-phosphate (100 mM, Sigma-
Aldrich), dexamethasone 10-7 M (Sigma-Aldrich), 1% 
internal transcribed spacer+1 (ITS+1) (Sigma-Aldrich)
로 대체되었고 37°C, 5%, CO2에서 배양하였다. 성장

인자는 다음과 같이 첨가하였다: 10 ng/ml의 BMP-2, 
BMP-4, BMP-6, BMP-7, BMP-13, FGF-2, FGF-18, 
IGF-1, TGF-β1, TGF-β2, TGF-β3 (Sigma-Aldrich)(Fig. 
1). 배지와 성장인자는 21일 동안 4일마다 교체하였다. 
성장인자를 투입하지 않은 세포는 대조군으로 사용하였

다. 연골분화 배지 내 인간간엽줄기세포는 배양 14일, 21
일, 28일 후 각각 트립신-에틸렌다이아민테트라아세트산

(ethylene-diamine-tetracetic acid; EDTA) (Gibco BRL, 
Gaithersburg, USA)를 사용하여 분리하였다. 각 샘플의 
total RNA는 Trizol (Invitrogen)을 사용하여 추출하였

다. Total RNA의 농도는 260 nm에서의 흡광도에 의해 
추정되었다. 총 RNA 샘플 1mg을 역전사 효소(Promega 
Co., Madison, USA)를 사용하여 cDNA로 전환하였다. 
중합효소연쇄반응은 Taq 중합효소(Roche Diagnostics 
GmbH, Mannheim, Germany), 25 mM MgCl2, 25 mM 
dNTPs (dGTP, dCTP, dATP 및 dTTP)를 사용하여 시
행하였다. 연골세포로의 분화를 나타내는 표지전사인자

들인 SOX-5, SOX-6, SOX-9, FOXO1A 유전자의 발현

을 중합효소연쇄반응을 통해 분석하였다. 유전자 특이

적(gene-specific) 프라이머(primer)는 PRIMER3 소프트

웨어(Primer3 Input, 버전 0.4.0, DNA STAR, Madison, 
USA)로 디자인하였고, Table 1에 정리하였다. 하우스키

핑유전자는 베타-액틴의 중합효소연쇄반응 프라이머를 

Fig. 1. Human mesenchymal stem cells were cultured in a chondrogenic medium supplemented with BMP-2, BMP-4, 
BMP-6, BMP-7, BMP-13, FGF-2, FGF-18, IGF-1, TGF-β1, TGF-β2, TGF-β3.

A study of growth factors, chondrogenic differentiation of mesenchymal stem cells and cell response by needle size differences in vitro
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사용하였다. 증폭은 중합효소연쇄반응 열 순환기(Bio-
Rad Laboratories Inc., Hercules, USA)에서 94°C에서 
30초, 58°C에서 45초, 72°C에서 30초로 35주기 시행하

였다. 증폭물질을 2% 한전젤에서 전기영동하고 브로민

화 에티듐(Ethidium bromide, Sigma-Aldrich)으로 염색

하였다.
단면직경이 다른 주사침을 이용한 세포 증식 변화를 

알아보고자, 인간간엽줄기세포를 역시 계대배양 후 3 - 5
세대에 해당하는 세포를 사용하였다. 세포밀도가 well 당 
1 × 104개가 되도록 간엽줄기세포 성장배지(MSCGM; 
Lonza)의 24-well 배양접시(Nunc, Rochester, USA)에 
주사침 18G, 21G, 26G (Shin Chang Medical, Gumi, 
Korea)를 이용하여 인간간엽줄기세포를 접종하였고, 주
사침이 아닌 10 μl 피펫을 이용하여 간엽줄기세포를 접종

한 군을 대조군으로 사용하여, 37°C, 5%, CO2하에서 24
시간, 48시간, 72시간동안 배양하였다(Fig. 2). 96-well 배
양접시(Nunc)에 세포 현탁액(100 μl/well)을 접종하였고 
각 well에 Cell Count Kit-8 reagent (CCK-8; Dojindo, 
Kumamoto, Japan) 용액 10 μl를 각각 추가한 후 2시간 
더 배양하였다. Microplate reader (Bio-Rad Laboratories 
Inc.)를 이용하여 450 nm에서 formazan product의 흡
광도를 측정하였다. 대조군, 18G군, 21G군, 26G군 간
의 평균값을 비교하기 위해 일원배치분산분석(one-way 
ANOVA)을 사용하였다. 일원배치분산분석 후 Bonfer-
roni 사후 검정을 이용하였다. 모든 통계분석에는 SPSS 
18.0 (Chicago, USA)을 사용하였다.

결과

본 연구에서는 인간간엽세포의 연골세포 분화 및 증
식에 관련된 11개 성장인자들이 선택되었고, 연골세

포 분화와 관련된 전사인자인 SOX-5, SOX-6, SOX-9, 
FOXO1A의 유전자 발현량을 중합효소연쇄반응을 통
해 분석하였다. 실험 14일, 21일, 28일 후 중합효소연쇄

반응을 통해 유전자 발현량을 확인하였다(Fig. 3). 실험

군에 투입된 11개 성장인자들은 BMP-2, BMP-4, BMP-
6, BMP-7, BMP-13, FGF-2, FGF-18, IGF-1, TGF-
β1, TGF-β2, TGF-β3 이다. BMP-2, BMP-4, BMP-6, 
BMP-7의 경우 14일, 21일, 28일 모두 대조군과 비교 시 
SOX-5, SOX-6, SOX-9, FOXO1A의 유전자 발현이 높
게 나타났다. BMP-13 투입군의 경우 대조군과 비교 시 
28일 SOX-6의 발현량이 높게 나타났으나 전체적으로 

Fig. 2. Human mesenchymal stem cells were inoculated into mesenchymal stem cell growth medium using 18, 21, and 
26 gauge (G) needles.

Table 1. Gene-specific primers (SOX5, SOX6, SOX9, 
FOXO1A, β-actin) used in RT-PCR

Gene Primer

SOX-5
Forward 5’ TGTAAAACGACGGCCAGT

Reverse 5’ CAGGAAACAGCTATGACC

SOX-6
Forward 5’ TGTAAAACGACGGCCAGT

Reverse 5’ CAGGAAACAGCTATGACC

SOX-9
Forward 5’ TGTAAAACGACGGCCAGT

Reverse 5’ CAGGAAACAGCTATGACC

FOXO1A
Forward 5’ TGTAAAACGACGGCCAGT

Reverse 5’ CAGGAAACAGCTATGACC

β-actin
Forward 5’ TGTAAAACGACGGCCAGT

Reverse 5’ CAGGAAACAGCTATGACC

Park JY, Hwang YJ, Choi JJ, Chon JY, Lee SW
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대조군과 발현량이 비슷하게 나타났다. FGF-2 투입군

의 경우 21일 FOXO1A와 28일 SOX-6의 발현량이 높게 
나타났으나 전체적으로 대조군과 발현량이 비슷하게 나
타났다. FGF-18 투입군의 경우 28일 SOX-6의 발현량이 
높게 나타났으나 전체적으로 대조군과 발현량이 비슷하

게 나타났다. IGF-1투입군의 경우 대조군과 비교 시 28
일 SOX-6 투입군의 발현량이 높게 나타났으나 전체적으

로 대조군과 발현량이 비슷하게 나타났다. TGF-β1 투입

군의 경우 대조군과 비교시 14일 SOX-1의 발현량이 높
게 나타났고 21일 SOX-5, SOX-6의 발현이 높게 나타났

고 28일 SOX-5, FOXOA1의 발현량이 높게 나타났다. 
TGF-β2 투입군의 경우 대조군과 비교시 21일 SOX-5, 
SOX-6의 발현량이 높게 나타났고, 28일 FOXOA1의 발
현이 높게 나타났다. TGF-β3 투입군의 경우 전체적으로 
발현량이 대조군과 비슷하게 나타났다.

18G, 21G, 26G 주사침을 사용하여 배양접시에 인간

간엽줄기세포를 접종하고 24, 48, 72시간 후 각각 흡광

도를 측정하였다(Fig. 4). 그래프에서 흡광도가 높을수록 

세포증식의 증진이 많다는 것을 의미한다. 24시간에서 
48시간 72시간으로 시간이 경과함에 따라 대조군, 18G, 
21G, 26G 모두 세포증식의 증가를 나타냈다. 시간대별

로 분석해보면 24시간에서는 대조군, 18G, 21G, 26G에

서 비슷한 세포증식을 나타냈다. 48시간에서는 26G에서 
가장 높은 세포증식을 보였고 대조군과 18G군에서는 비
슷한 세포증식을 나타냈다. 가장 작은 주사침인 26G군

이 대조군 및 18G군에 비하여 높은 세포증식을 나타냈

다. 대조군에서 가장 낮은 세포증식을 나타냈으며 18G
군과 21G군에서 대조군보다는 높은 세포증식을 나타냈

으나 18G, 21G 두 군 사이에는 유사한 세포증식을 나타

냈다. 26G군에서 가장 높은 세포증식이 나타났으며 대
조군보다 높은 세포증식을 나타냈다. 결과적으로 48시

간, 72시간에서 가장 작은 주사침인 26G군이 가장 높은 
세포증식 증진이 있었으며 48시간에서는 26G 군이 대조

군과 18G군보다 더 높은 세포증식의 증진을 보였고 72
시간에서는 26G 군이 대조군에 비하여 유의한 세포증식 
증진이 있었음을 알 수 있었다.

Fig. 3. Effect of growth factors (BMP-2, BMP-4, BMP-6, 
BMP-7, BMP-13, FGF-2, FGF-18, IGF-1, TGFβ1. TGFβ2, 
TGFβ3) on SOX-5, SOX-6, Sox9 and β-actin DNA expres-
sion after 14, 21, 28 days of mesenchymal stem cell cul-
ture.

Fig. 4. Result from the proliferation assay using ethidium 
bromide incorporation after 24, 48 and 72 h of mesen-
chymal stem cell culture. 
Note that only significant differences between the high-
est OD levels and other OD levels are presented. One-
way ANOVA (n = 5). 
**: significant difference (P < 0.01). 
Note that only significant differences between the high-
est gene expression levels and other gene expression 
levels are presented.
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고찰

BMP-2, BMP-4, BMP-6, BMP-7의 경우 14일, 21일, 
28일 모두 대조군과 비교 시 SOX-5, SOX-6, SOX-9, 
FOXO1A의 유전자 발현이 높게 나타났다. BMP 성장인

자군은 생체 내에서 연골 형성 및 골 형성 과정에서 중요

한 역할을 하는 유전자로 연골 분화의 다양한 단계에서 
연골세포 형성을 조절하는 역할을 한다.8 이 중 BMP-2
는 간엽줄기세포에서 연골 세포외기질 생성을 증진시키

며 효과적인 연골 형성인자이다. 이전 연구에서 BMP-2 
처리한 간엽줄기세포가 다른 간엽줄기세포에 비해 더 강
력한 연골 응집체를 생성하였다는 연구결과가 보고되었

으며19 이는 본 연구에서의 BMP-2 투입군 결과를 뒷받침

하는 보고이다. BMP-4는 배아 발생과정에 관여하는 중
요한 신호분자이며 생체 내에서 골 형성 및 연골 형성 가
능성을 나타내고, 간엽줄기세포를 연골전구체로 유도하

여 성숙한 연골세포로의 분화를 촉진한다.4 BMP-7은 연
골세포에서 합성되며 관절 연골재생에 중요한 역할을 하
며 손상된 연골을 보호하는 동화 활성을 가지고 있다.4 
따라서 BMP 성장인자 군에서 SOX-5, SOX-6, SOX-9, 
FOXO1A의 발현량 증가는 BMP 성장인자군의 골 형성 
및 연골 형성 역할과 관련이 있다. 또한 간엽줄기세포에 
연골 형성을 유발하는 BMP-2, 연골세포로의 분화를 촉
진하는 BMP-4, 손상된 연골을 보호하며 동화 활성을 가
지는 BMP-7의 선행연구결과와 일치한다. 따라서, 본 연
구에서는, 연골세포분화에서의 역할이 잘 알려져 있지 않
은 BMP-6를 포함한 BMP family가 간엽줄기세포의 연
골세포 분화에 유의미한 영향을 미치고 있음을 규명하였

다. FGF-2 투입군의 경우 21일 FOXO1A와 28일 SOX-6
의 발현량이 높게 나타났으나 전체적으로 대조군과 비교 
시 발현량이 비슷하게 나타났다. FGF-18 투입군의 경우 
28일 SOX-6의 발현량이 높게 나타났으나 전체적으로 대
조군과 비교 시 발현량이 비슷하게 나타났다. 분화되지 
않은 간엽줄기세포에서 FGF receptor 1 (FGFR-1)의 전
사인자가 매우 약하게 발현되었으며 분화 도중에도 낮은 
양을 보였다. 하지만, FGFR의 신호전달을 억제했을 때 
연골세포 분화량은 대조군에 비해 감소되었다. 따라서, 
FGF signaling의 부재시 연골세포 분화는 일어나지만 신
호전달을 억제했을 때 연골세포 분화량이 감소되었기 때
문에 FGF는 연골세포 분화에 중요한 성장인자라고 할 
수 있다.20 FGF 성장인자군 중 FGF-2와 관련된 이전 연
구에서는 간엽줄기세포에 대한 FGF-2의 연골형성능 가

능성과 함께, 간엽줄기세포에 FGF-2 처리를 했을 때 세
포증식을 촉진하고 프로테오글리칸 생산을 향상시키며 
다분화능 유지에 대해 긍정적 효과를 나타내는 결과가 
보고되었다.11 다른 연구에서는, FGF-2를 함유한 배지에

서 대조군 배지보다 연골 형성 가능성이 증가했다는 결
과가 보고되었다.21 또한, FGF-2가 처리된 간엽줄기세포

를 접종한 하이드로겔에서 글리코사미노글리칸과 콜라

겐 유형 II의 생산이 증가되었으며, FGF-2를 처리하지 
않은 대조군에 비해 더 조밀한 연골 조직이 형성되었다

는 연구결과가 보고되었다.22 FGF-18와 관련된 연구에서

는, 골관절염이 발생한 쥐에 FGF-18을 관절 내 투여했을 
때 관절 손상을 감소시킨 결과가 보고되었다.23 간엽줄기

세포를 사용한 실험에서는 FGF-18이 세포 증식을 억제

하고 연골세포로의 분화 및 연골생성을 촉진한다는 결과

가 보고되었다.24 본 연구 결과 FGF의 경우 대조군과 비
교 시 비슷한 발현량이 나타났는데, 이는 FGF가 연골분

화 및 형성에 중요한 성장인자임을 나타내는 여러 연구

결과들과 대비되지만, 한편으로는 분화되지 않은 간엽줄

기세포에서 FGFR 전사인자가 약하게 발현된다는 다른 
연구 결과들과는 일치한다. 이러한 결과는 스캐폴드 및 
배지 환경이 이전 연구들과 차이점이 크기 때문인 것으로 
생각된다.

IGF-1투입군의 경우 대조군과 비교 시 28일 SOX-6 
투입군의 발현량이 높게 나타났으나 전체적으로 대조군

과 비교 시 발현량이 비슷하게 나타났다. IGF-1은 세포

증식을 자극하고 세포사멸을 조절하며 연골세포의 발
현을 유도함으로써 간엽줄기세포의 연골 형성을 조절한

다.25 이전 연구에서는 간엽줄기세포에 IGF-1를 처리했

을 때 TGF-β1, BMP-2 및 BMP-7의 다른 성장인자와 같
이 연골 기질 합성의 상당한 증가가 보고되었다.26 본 연
구에서, IGF-1 투입군의 결과로 SOX-5, SOX-6, SOX-
9, FOXO1A의 발현량이 대조군과 비슷하게 나타났다

는 결과는 IGF-1이 다른 성장인자들과 함께 작용했을 
때에 연골 형성에 더 긍정적인 효과를 보인다는 이전 연
구 결과와 일치한다. IGF-1이 간엽줄기세포에서 연골

세포의 발현을 유도하는 역할을 하지만 본 연구에서는 
그 효과가 나타나지는 않았다. 따라서 본 연구의 결과에 
따라, IGF-1 성장인자는 배양 환경에 따라 연골세포 분
화 및 성장에 영향이 다르게 나타날 수 있음을 알 수 있
다. TGF-β1 투입군의 경우 14일 SOX-1의 발현량이 높
게 나타났고 21일 SOX-5, SOX-6의 발현이 높게 나타났

으며, 28일 SOX-5, FOXOA1의 발현량이 높게 나타났
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다. TGF-β2 투입군의 경우 21일 SOX-5, SOX-6의 발현

량이 높게 나타났고, 28일 FOXOA1의 발현이 높게 나타

났다. TGF-β3 투입군의 경우 전체적으로 발현량이 대조

군과 비슷하게 나타났다. TGF-β가 간엽줄기세포의 분
화에 미치는 영향을 보고한 연구에서 actin-like receptor 
kinase-5 (ALK-5) 매개 TGF-β 신호전달을 억제하였을 
때 지방형성 및 골 형성 분화는 강화하는 반면 연골분화

는 완전 결여했다는 결과가 보고되었다.20 TGF-β군 중, 
TGF-β1은 연골세포의 각종 단백질 합성활성을 자극한

다. 간엽줄기세포에 TGF-β1을 처리한 실험에서는 유리

질 연골 형성에 필요한 콜라겐 유형II 및 아그리칸(ag-
grecan) 유전자 발현의 상향 조절을 유도하였다는 결과

가 보고되었다.24 본 연구에서 TGF-β1, TGF-β2에 의한 
SOX-5, SOX-6 발현량 증가의 결과는 TGF-β가 간엽줄

기세포를 연골세포로 분화에 영향을 미친다는 이전 연구

결과와 일치한다. 또한 TGF-β가 연골 형성에 필요한 콜
라겐 유형II 및 아그리칸(aggrecan) 유전자 발현을 상향

조절하였다는 또 다른 연구결과와도 일치한다.
단면적이 가장 작은 26G 주사침을 사용한 경우의 가

장 많은 세포증식 증가는, 단면적이 작을수록 세포에 가
해지는 기계적 힘이 증가되며 이로 인해 세포형태 및 핵
의 변형이 일어나 세포증식에 영향을 미칠 수 있음을 시
사한다. 골수유래전구세포를 이용한 기존 연구에서는 주
기적 압력을 골수유래전구세포에 가했을 때 세포증식

이 대조군의 두 배로 증가하였으며, 세포형태를 관찰했

을 때 모양이 더 둥근 형태를 나타냈다는 결과가 보고되

었다.15 또 다른 논문에서는 내피세포에 주기적 압력이 가
해졌을 때 여러 혈관형성 연관 분자들인 bFGF, integrin-
αv, vascular endothelial growth factor (VEGF), interleu-
kin-8 (IL-8), C-X-C chemokine receptor type 4 (CXCR-
4)가 내피세포의 증식에 관여를 한다는 결과가 보고되었

다.27 따라서 골수유래전구세포와 혈관내피세포로 연구

한 이전 논문과 마찬가지로 간엽줄기세포에 단면적이 가
장 작은 주사침을 사용하였을 때 가장 많은 기계적 힘이 
세포에 작용하여 그 결과 세포수의 증가가 있었다고 추
정된다. 분화되지 않은 줄기세포에 기계적 자극이 가해

지면 세포분화 및 증식에 영향을 끼칠 수 있다.14 또한 여
러 가지 방향의 기계적 자극은 각기 다른 방향 및 힘에 따
라 간엽줄기세포의 형태, 증식의 양이 다르게 나타난다. 
여러 종류의 기계적 힘 중에서 압력이 세포 증식의 증진

에 영향을 미치는 것으로 알려져 있다.15 유체흐름이 간엽

줄기세포의 증식에 미치는 영향을 연구한 논문에서 인간

간엽줄기세포가 있는 콜라젠-글리코사미노글리칸 스캐

폴드에 1 - 5% 압축력을 가했을 때 적당한 스캐폴드 변
형 및 유체의 흐름이 발생하였고 그 결과 세포 수가 증가

했다는 결과가 보고되었다.17 

간엽줄기세포는 다양한 기계적 힘에 의해 세포증식 뿐
만 아니라 다른 세포로의 분화도 일어날 수 있다. 간엽줄

기세포는 기계적 자극에 의해 연골세포로 분화하며, 무
릎 관절 연골을 치유할 때 기계적 부하가 도움이 된다. 이
는 간엽줄기세포와 함께 다른 국소적 기계적 자극을 가
했을 때 수복 부위에 연골 형성이 일어날 수 있음을 시사

한다. 압축력은 유형 II 콜라겐, 아그리칸 및 SOX-9와 같
은 연골 형성 특이적 전사 인자의 발현을 유도하는 것으

로 알려져 있다.28 또한, 압축하중 및 TGF-β1 유전자 처
리에 의한 간엽줄기세포의 연골 형성 마커(유형II 콜라겐

과 아그리칸)의 발현량을 연구한 실험에서 압축하중에 
의한 연골 형성 마커의 발현량이 TGF-β1투입군과 압축

하중과 TGF-β1투입을 같이 진행한 군과 비슷하다는 연
구결과가 보고되었다.29 이런 결과로부터 기계적 자극이 
줄기세포의 증식 뿐만 아니라 분화에도 영향을 미친다는 
것을 알 수 있다.

본 연구 결과, 여러 성장인자들 중 BMP 성장인자 군
이 연골세포 분화에 가장 긍정적인 효과를 보였고, FGF, 
IGF-1, TGF-β도 연골세포 분화에 긍정적인 효과를 보
였다. 성장인자들은 연골세포 분화 및 성장에 각기 다
른 역할을 하지만 결과적으로 본 연구에 사용된 성장인

자들은 간엽줄기세포를 연골세포로 분화 및 증식시키

는데 중요한 성장인자들임이 규명되었다. 또한, 주사침

의 단면적 직경 차이에 의한 세포증식 증진의 변화를 알 
수 있었는데, 가장 작은 단면적이란 가장 큰 압축력이 
작용하였다는 뜻이고, 이것이 세포증식에 영향요인으

로 작용하였음이 규명되었다. 여러 문헌을 통해 압축력

이 세포의 증식뿐만 아니라 분화에도 영향을 끼칠 수 있
음을 알 수 있었다. Subramony 등은 인간간엽줄기세포

(hMSC)를 polylactide-co-glycolide (PLGA) 나노섬유 기
반 스캐폴드에서 basic fibroblast growth factor (bFGF)
로 프라이밍한 후 인장력을 통한 물리적인 자극을 가했

을 때, 성장인자만 단독 투여한 군보다 인간 간엽줄기세

포의 증식이 증가되었고, 유형 I과 유형 III 콜라겐 생성

도 증가하였다고 보고하였다.30 다른 논문에서는, 골수 
기질 세포(bone marrow stromal cells, BMSCs)에 basic 
fibroblast growth factor (bFGF)와 epidermal growth 
factor (EGF)를 투여한 후 5일간 배양 및 물리적인 자극
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을 가했고, 그 결과 골수 기질 세포의 증식 향상과 matrix
의 성장, 유형 I 콜라겐의 생성 증가가 나타났다.31 연골세

포 분화 배지에서 인간 지방유래 간엽줄기세포(Human 
adipose-derived mesenchymal stem cells, hASCs)의 연
골 분화 정도를 측정한 연구에 따르면, 간엽줄기세포에 
성장인자를 투여하고 간헐적인 정수압을 가했을 때, 정
수압 혹은 성장인자만 투여한 군에 비해 연골세포의 분
화가 유의미하게 크게 나타났다.32 이는 조직공학 분야에

서 성장인자 투여 및 기계적 자극을 부여하였을 때 간엽

줄기세포의 성장과 분화에 긍정적인 영향을 미친다는 위 
결과들은 본 연구의 결과와도 일치한다. 본 연구에서는, 
성장인자의 투여와 기계적 자극을 독립적으로 시행하였

으나 향후 추가적인 연구에서는 연골세포 분화 유도 성
장인자 투여 후 기계적 자극을 부여하는 후속 연구가 필
요할 것으로 사료된다. 본 연구의 최종목표는, 턱관절의 
연골 및 준연골 치유와 자가재생을 유도할 수 있는 간엽

줄기세포와 성장인자 기반 관절강천자술 주사제 물질의 
개발 및 중증 턱관절질환 치료이며 이를 위해는 여러 추
가적인 연구들이 필요할 것이다.

결론

본 연구에서는 인간간엽줄기세포에서 연골세포분화로

의 유도능을 가진 성장인자들을 고찰할 수 있었고, 특히 
BMP family의 역할을 규명할 수 있었다. 다양한 크기의 
주사침을 이용한 비교결과에서는, 기계적 자극이 세포의 
증식 변화에 미치는 영향을 규명할 수 있었다. 따라서, 간
엽줄기세포에 가해지는 생화학적 및 기계적 자극으로 연
골세포의 증식 및 분화가 가능하다는 결론을 내릴 수 있
었으며, 이는 향후 턱관절 자가재생을 위한 주사제 개발

의 추가적인 연구를 위한 기초자료로 활용될 수 있다.
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인간간엽줄기세포의 연골세포 분화 유도 성장인자 및 주사침 크기 차이에 따른 

세포반응에 대한 in vitro 연구

박정윤 전공의, 황유정 전공의, 최조셉준석 전공의, 전진영 전공의, 이석원* 교수

강동경희대학교치과병원 치과보철과 경희대학교 치과대학 치과보철학교실

목적: 인간간엽줄기세포를 연골세포로 분화유도하는 성장인자 규명 및 주사침 크기 차이에 따른 세포증식 증진 비교이다. 
연구 재료 및 방법: 인간간엽줄기세포를 연골세포유도배지에서 14, 21, 28일 배양하여 BMP-2, BMP-4, BMP-6, BMP-7, 
BMP-13, FGF-2, FGF-18, IGF-1, TGF-β1. TGF-β2, TGF-β3를 투여한 군들과 대조군에서 SOX-5, SOX-6, SOX-9 및 
FOXO1A의 발현량을 분석하였다. 18, 21, 26 게이지(G) 주사침을 사용하여 배양접시에 인간간엽줄기세포를 접종하고 
24, 48, 72시간 후 각각 세포증식을 측정하였다. 
결과: 기존에 알려진 FGF, IGF-1, TGFβ1와 함께, BMP-2, BMP-4, BMP-6, BMP-7 등 BMP family 성장인자들에 의하

여 연골세포분화 전사인자 유전자들인 SOX-5, SOX-6, SOX-9, FOXO1A의 유전자발현이 증가하였다. 48시간에서는 
가장 작은 주사침인 26G군이 대조군 및 18G군에 비하여 유의한 세포증식 증진을 보였으며, 72시간에서도 가장 작은 주
사침인 26G군이 대조군에 비하여 유의한 세포증식 증진을 보였다. 
결론: 인간간엽줄기세포의 연골세포분화 유도능을 가진 성장인자들을 고찰할 수 있었고 주사침 크기에 따른 세포증식 
변화를 규명할 수 있었다.

(구강회복응용과학지 2024;40(1):13-23)
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