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요 약

본 연구는 역오팔 지지체를 이용하여 인간지방유래 줄기세포의 연골 분화를 촉진하는 내용을 담고 있다. 비 다공성

구조를 가진 지지체에서 세포를 분화 시도하였을 경우 분화가 잘 촉진되지 않는 것에 비해 200 nm 정도의 균일한 구

멍을 가지는 poly(D,L-lactide-co-glycolide)로 구성된 역오팔 지지체는 그 다공성 구조로 인하여 지지체의 내부까지 산

소와 유기물의 수송을 가능하게 하여 지지체 내에서 어떤 유전적, 약물적 처리 없이 인간지방유래 줄기세포가 분화가

잘 되게 하는 것을 확인하였다. 

Abstract − In this report, we present an inverse opal scaffold that can enhance the chondrogenic differentiation of

human adipose-derived stem cells (hADSCs) without drug, gene, or cytokine supplement. Inverse opal scaffolds based

on poly(D,L-lactide-co-glycolide) were formed with uniform 200 µm pores. Due to uniform pore sizes and well-con-

trolled interconnectivity of inverse opal scaffold, hADSCs were allowed to distribute homogeneously throughout the

scaffolds. As a result, high cell density culture with scaffold was possible. Since the hADSCs cultured in inverse opal

scaffolds were subjected to limited supplies of oxygen and nutrients, these cells were naturally preconditioned to a

hypoxic environment that stimulated the up-regulation of hypoxia-inducible factor-1α (HIF-1α). As a result, apoptotic

activity of hADSCs until 3 weeks after initial cell seeding was significantly reduced and chondrogenic differentiation

related molecular signal cascades were up regulated (transforming growth factor-beta, phosphorylated AKT, and phos-

phorylated p38 expression). In contrast, hADSCs cultured with small and non-uniform porous scaffolds showed signif-

icantly increased apoptotic activity with decreased chondrogenic differentiation. Taken together, inverse opal scaffold

could potentially be used as an effective tool for improving chondrogenesis using stem cells. 
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1. 서 론

연골 조직은 특성상 주변 조직에 존재하는 혈관의 양이 적어 한

번 손상되면 치료나 재생이 어렵다. 실험을 통해 천공술 등을 이용

한 자가 연골 이식법이 새로운 치료법으로써 제시되었으나, 자가 연

골을 추출하기 위한 추가적인 수술 과정으로 인해, 이차 연골 손상

을 야기할 수 있다는 단점이 있다[1]. 이를 극복하기 위한 대체 방식

으로 인간 지방 유래 줄기 세포 이식법이 주목받고 있다[2]. 인간 지

방 유래 줄기 세포는 자가 연골 세포나 여타의 줄기 세포에 비해 간

단한 효소 처리 방식으로 많은 양의 세포를 추출하고 배양할 수 있

다는 장점이 있다[3,4]. 이러한 장점을 이용하여 시험관 내에서 인간

지방 유래 줄기 세포의 연골 분화를 유도한 뒤 연골 치료에 활용할

수 있다[5]. 그러나 일반적인 세포 배양법과 같이 인간 지방 유래 줄

기 세포를 단층으로 배양할 경우 연골 분화 관련 유전자의 발현은 증

가할 가능성이 있어도, 치료 및 재생에 필요한 완전한 형태의 연골

분화는 그 비율이 낮은 편이다[6]. 이를 극복하기 위해 일반적으로
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줄기 세포의 연골 분화는 고밀도 세포 배양법을 사용하여 수 주 동

안 배양시키면서 연골 세포외기질 단백질의 발현을 증가시킨다. 하

지만 이러한 고밀도 세포 배양법도 오랜 시간 동안 세포를 배양함에

따라 세포 덩어리의 크기에 따른 산소 투과율 감소, 분화 유도 첨가

물질의 전달 효율 감소 등 문제점이 발생한다. 이에 따라 세포 덩어

리의 중심 부분에서 세포 사멸이 발생하며, 결과적으로 전체적인 연

골 분화 효율이 떨어지게 된다[5]. 또한 고밀도 세포 배양법은 임상

치료 적용에서 요구되는 만큼의 세포를 대량으로 배양하기에는 부적

합한 방식이다. 따라서 이를 해결할 수 있는 새로운 연골 분화 세포

배양법이 필요하다.

생분해성 다공성 지지체는 지지체 내부로 세포가 쉽게 이동하여

부착될 수 있도록 수많은 기공 구조를 포함하고 있으며, 이를 통해

부착된 세포가 산소, 영양분, 및 특정 첨가물의 공급을 원활히 받을

수 있다는 장점이 있다. 생분해성을 갖는 재료는 이식된 세포가 조

직으로 완전히 분화되는 시점에서 분해되고 사라져 이차적인 외과적

제거 수술이 필요 없다는 장점이 있다[7,8]. 이러한 장점을 바탕으로

다양한 방법을 이용해 생분해성 다공성 지지체를 성형하였으나, 기

존의 연구들에 사용된 지지체들은 지지체 내의 기공 크기와 기공 간

의 연결도를 균일하게 유지할 수 없었다[9]. 이에 따라 다공성을 가

지는 지지체라고 하더라도, 세포의 이동, 산소, 및 특정 첨가물의 공

급이 원활하지 않거나 고밀도 세포 배양법의 단점과 같이 시간이 지

남에 따른 세포 증식 억제, 세포 사멸 증가가 나타나 원하는 방향으

로의 세포 분화 비율을 떨어뜨리는 결과가 나타났다.

본 연구는 고밀도 세포 배양법과 기존 방식으로 성형된 생분해성

다공성 지지체의 단점을 극복하고, 줄기 세포의 연골 분화 효율을 증

진시키기 위해, 일정한 크기의 기공과 각 기공들간의 높은 연결도를

가지는 역오팔 구조 지지체를 인간 유래 지방 줄기 세포의 연골 분

화 배양에 적용해보았다. 역오팔 구조 지지체를 통해 고밀도 세포 배

양 시 그리고 불균일한 기공을 가지는 다공성 지지체에서 발생하는

내부 세포 사멸을 방지하여 지지체에 이식된 세포의 생존율을 높이

고, 이에 따라 줄기 세포의 연골 분화 효율을 증진시킬 수 있을 것이

라고 가정하였다[10]. 3주간의 세포 배양 기간을 거치면서 역오팔

구조 지지체에서 배양된 인간 유래 지방 줄기 세포의 연골 분화 비

율을 불균일 다공성 지지체에서 배양된 세포의 연골 분화 비율과 비

교하였으며, 정성, 정량적인 비교를 위해 연골 분화 유전자 및 관련

단백질의 발현을 reverse transcription-polymerase chain reaction

(RT-PCR), real time PCR, western blot, enzyme-linked immunosorbent

assay (ELISA)로 확인하였다. 추가적으로 역오팔 지지체에서만 발견

되는 특이적 유전자 발현을 통해 여타의 세포 분화 방식에 비해 역

오팔 지지체가 연골 분화를 더욱 촉진되는 이유를 밝혔다. 

2. 재료 및 방법

2-1. 생분해성 다공성 지지체 제작

Poly(D,L-lact ide-co-glycolide) (PLGA, lactide 75: glycolide 25,

Mw≈66,000-107,000, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)를 이용하여 생

분해성 다공성 지지체를 제작하였으며 기존의 방식을 참고하였다[11].

간략히 설명하면, 200 µm의 지름을 가지는 젤라틴 마이크로 스피어

(Sigma-Aldrich)를 메탄올에 분산시킨 뒤, 50 mL 원심분리용 튜브에

넣고 tapping하여 cubic-close packed (ccp) 격자 구조로 균일하게 배

열시켰다. 이후 ccp 격자 구조로 배열된 상태에서 75 oC, 1시간 오븐

열처리한다. 상온에서 온도를 떨어뜨린 후, ccp 격자 구조 덩어리를 모

으고, 1,4-dioxane (Sigma-Aldrich)에 녹인 PLGA (20 wt%, lactide:

glycolide=75:25, M
w
=66,000-107,000, Sigma-Aldrich) 용액을 격자

구조에 부어 침투시킨다. 여과지로 과량의 PLGA 용액을 제거하고

-20 oC에서 5시간 처리 후 12~18시간 가량 동결 건조한다. 잔존하는

공기방울을 제거하기 위해 동결 건조된 PLGA 덩어리를 에탄올과

함께 처리하고, 45 oC, 900 mL 증류수로 옮겨 3시간 동안 처리하여

젤라틴을 최종적으로 제거하였다. 불균일 다공성 지지체는 상기의

PLGA 용액을 실리콘 주형에 넣고 12~18시간 동안 동결 건조시켰다.

이를 통해 기공 연결성이 떨어지고, 5 µm 이하의 기공을 가지는 다

공성 지지체를 제작하였다.

2-2. 세포 배양 및 부착

인간 지방 유래 줄기 세포는 Lonza (Basel, Switzerland)에서 구입

하였으며, α-minimum essential medium (Gibco BRL, Gaithersburg,

MD)에 10% (v/v) fetal bovine serum (Gibco BRL), 100 U/mL penicillin,

그리고 100 mg/mL streptomycin을 혼합하여 배양하였다. 실험에 사

용된 인간 지방 유래 줄기 세포는 모두 6회 계대 배양 횟수 내에서 사

용되었다. 연골 분화를 유도 시 인간 지방 유래 줄기 세포는 Dulbecco’s

modified Eagle’s medium high glucose (Gibco BRL) 배지에 50 mg/mL

ascorbic acid과 100 nM dexamethasone 그리고 10 ng/mL of transforming

growth factor-beta3 (R&D systems, Minneapolis, MN)를 혼합하여 3

주간 배양하였으며, 배지 교환은 3일마다 실시하였다. 인간 지방 유

래 줄기 세포는 분화 유도 전 지지체에 부착하였으며, 5×105 세포를

하나의 지지체에 부착시킨 뒤 3 주간 분화를 유도하였다. 세포가 부

착된 지지체들은 agarose가 코팅되어 세포가 부착되지 않는 세포 배

양 접시에서 배양함으로써 지지체로부터 세포가 빠져나가는 것을 방

지하였다.

2-3. 지지체 관찰

각 지지체의 구조와 인간 지방 유래 줄기세포 부착 후 지지체의

모습을 주사 전자 현미경을 사용하여 관측하였으며, 세포가 부착된

지지체의 경우 glutaraldehyde (1% v/v PBS, Sigma-Aldrich)에서

1시간 동안 고정하고, 농도별 에탄올을 이용해 탈수시킨 뒤 건조하

였다. 이미징은 60초간 금을 코팅을 한 뒤 5~10 kV 전압으로 Nova

NanoSEM 2300 (FEI, Hillsboro, OR) 주사 전자 현미경을 이용해 촬

영하였다.

2-4. 세포 생존도 및 연골 분화 정도 조사

지지체에 세포를 부착시키고, 3주간 배양한 뒤, 3-(4,5-dimethylthiazol-

2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT, Sigma-Aldrich) assay와

3-amino-7-dimethylamino-2-methylphenazine hydrochloride (Neutral

Red) assay, RT-PCR, real-time quantitative PCR, western blot, enzyme-

linked immunosorbent assay (ELISA)를 실시하여 세포의 생존도와

연골 분화 정도를 조사하였다. RT-PCR는 샘플을 Trizol reagent

(Invitrogen, Carlsbad, CA)에 처리한 뒤, chloroform (Sigma-Aldrich)과

isopropanol (80% v/v water, Sigma-Aldrich)을 이용하여 RNA를 추

출하고, 75% 에탄올처리, 건조 과정을 거쳐 0.1 vol.% diethyl

pyrocarbonate-treated water (Sigma-Aldrich)와 반응시켰다. Spectrop-

hotometer를 사용하여 RNA 농도를 260 nm에서 측정한 뒤, Reverse

transcription는 5 µg의 RNA와 SuperScriptTM II reverse transcriptase
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(Invitrogen)를 사용하였으며 이후 PCR 증폭을 실시하였다. 35 cycles의

denaturing (94 oC, 30초), annealing (58 oC, 45초), extension (72 oC,

45초) 그리고 final extension (72 oC, 10분)의 구성으로 실시하였으

며 2 wt% agarose gel을 이용하여 전기영동을 실시하였다. Real-time

quantitative PCR은 1 mL Trizol reagent와 200 µL chloroform을 사

용하여 샘플을 녹이고, 12,000 rpm에서 10분간 4 oC를 유지하여 원

심 분리하였다. RNA pellet은 75 vol.% 에탄올로 워싱하였고 건조되

었다. 건조가 끝난 샘플은 RNase-free water에 녹였다. iQ™ SYBR

Green Supermix kit (Bio-Rad, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA)와

MyiQ™ single color Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad)를

사용하였다. 단백질 분석은 Western blot을 통해 실시되었으며, ice-

cold lysis buffer (15 mM Tris-HCl (pH 8.0), 0.25 M sucrose, 15 mM NaCl,

1.5 mM MgCl
2
, 2.5 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM dithiothreitol

(DTT), 2 mM sodium pyrophosphate (NaPPi), 1 µg/mL pepstatin A,

2.5µg/mL aprotinin, 5µg/mL leupeptin, 0.5 mM phenymethylsulfonyl

fluoride, 0.125 mM Na
3
VO

4
, 25 mM sodium fluoride (NaF), 10 µM

lactacystin)에 샘플을 녹였다. BCA protein assay kit을 사용하여 단

백질 정량을 한 뒤 각 샘플에서 동량의 단백질을 sample buffer과 섞고

sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)

에 로딩하였다. SDS-PAGE에서 분리된 단백질은 Immobilon-P

membrane (Millipore, Billerica, MA)에 apply하여 분석 대상 항체와

상온에서 한 시간 동안 반응시켰다. 이후 한 시간 동안 상온에서

horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody (Santa Cruz

Biotechnology, Santa Cruz, CA)와 반응시킨 후 enhanced chemilum-

inescence detection system (Amersham Bioscience, Piscataway, NJ)을

이용해 결과를 확인하였다. 연골 분화 시 방출되는 transforming

growth factor-beta의 양을 세포 분화 배지를 수거하여 ELISA kit

(R&D Systems, Minneapolis, MN)를 사용해 측정하였다. 배지에 첨

가된 transforming growth factor-beta의 양은 측정된 총량에서 제외

하여 계산하였다.

2-5. 통계처리

통계처리는 analysis of variance (ANOVA, Bonferroni test)를 사

용하였으며, 유의 수준이 0.05 미만일 때 통계학적으로 유의함을 표

시하였다(p value < 0.05).

3. 결과 및 고찰

기존 연구에서 사용되는 삼차원 구조 지지체들은 기공이 존재하

지 않거나 불균일한 기공을 가지는 경우가 많아 함께 이식되는 세포

가 지지체 내부까지 부착되지 않거나 물질 교환의 한계로 인해 세포

사멸로 진행되는 경우가 많았다. 이를 극복하기 위해 본 역오팔 구

조 지지체를 활용하여, 균일한 크기의 기공을 제작하였으며 균일한

배열을 통해 기공 연결도를 크게 증진시켰다. Fig. 1A와 B는 불균일

다공성 지지체와 역오팔 구조 지지체의 차이점을 보여준다. 주사 전

자 현미경을 통해 확인해본 결과, 역오팔 구조 지지체는 200 µm의

균일한 기공이 각 층에 조성되어 있고, 이를 통해 각 층이 연결되는

부분이 발생함에 따라 기공 연결도가 불균일 다공성 지지체에 비해

크게 높아졌다. 이러한 결과는 역오팔 구조 지지체의 단면에서도 확

인할 수 있었으며 불균일 다공성 지지체의 경우 내부에서 기공이 서

로 연결되지 않고 막히는 결과가 관찰되어 두 구조체의 외부와 내부

가 세포의 초기 이동 및 부착에 차이를 나타낼 수 있음을 보여준다.

역오팔 구조 지지체는 하나의 기공 아래 다시 균일한 크기의 세 기

공이 다시 연결되고 있었으며, 이를 통해 산소, 영양분, 세포 대사물

등의 교환이 원활히 이루어질 수 있음을 확인했다. 3주간 인간 지방

유래 줄기 세포를 배양한 후 각 지지체를 다시 주사 전자 현미경으

로 확인해본 결과, 역오팔 구조 지지체는 지지체 중심부까지 세포가

잘 분포하고 있었지만, 불균일 다공성 지지체의 경우 내부까지 도달

한 세포의 수가 극히 적어 존재를 확인하기 어려웠다(Fig. 1C와 D). 

인간 지방 유래 줄기 세포가 각 지지체에서 3주간 연골 분화 과정을

거친 뒤 생존율에 변화가 있는지를 DNA 정량(RT-PCR 중 계산),

neutral red assay, MTT assay를 통해 확인한 결과, 초기에 불균일 다

공성 지지체와 역오팔 구조 지지체에 이식된 세포의 수가 차이가

없었음에도 불구하고(Fig. 2A, 왼쪽), 3주 후 불균일 지지체에 존재

하는 줄기 세포의 양이 역오팔 구조 지지체에 비해 현저히 감소함을

확인할 수 있었다(Fig. 2A, 오른쪽). 역오팔 구조 지지체의 경우, 인

간 지방 유래 줄기 세포가 지지체의 연결된 기공을 통해 내부까지 이

동할 수 있었으며, 이를 통해 세포가 부착, 증식할 수 있는 표면이 증

가함에 따라 많은 양의 세포가 3주 후까지 존재할 수 있었던 반면 불

균일 다공성 지지체의 경우 세포의 이동 자체가 어려워 상반되는 결

과를 나타낸 것으로 보인다. 본 연구는 200 µm 크기의 균일한 기공

이 존재하는 역오팔 구조 지지체와 불균일 다공성 지지체를 비교하

였는데, 이는 역오팔 구조 지지체의 세포 부착 및 성장 능력이 표면

적의 증가와 함께 극대화되는 지점이 200 µm의 기공을 포함하고 있

었을 때라는 기존 연구를 참고하였다. 같은 역오팔 구조를 가진다고

하더라도, 세포의 부착 및 이동은 기공의 크기 증감에 따라 차이를

보이기 때문에, 역오팔 구조 자체의 장점을 나타내기에 위해서는 최

Fig. 1. SEM images of the non-uniform porous scaffolds (NUPS) and

inverse opal scaffolds (IOS). (A) Top view of a non-uniform

porous scaffold. (B) Top view of an inverse opal scaffold. (C)

Cross-sectional view of a non-uniform porous scaffold after

culture with hADSCs for 3 weeks. hADSCs were hardly

found in inner part of NUPS. (D) Cross-sectional view of an

inverse opal scaffold after culture with hADSCs for 3 weeks.

Scale bars: 100 µm. White arrows indicate hADSCs attached

in inner part of IOS. 
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적화된 형태의 구조를 제작하고, 기존의 지지체와 비교해야 했었다

[12].

연골 분화 유도 배양 3주 후 불균일 다공성 지지체에 배양된 세포의

생존율이 역오팔 구조 지지체에 비해 떨어짐을 확인하였으며(Fig.

2B와 C) 세포사멸억제 유전자(Bcl-2)의 발현량이 감소하고 세포사멸

유도 유전자(p53)의 발현이 역오팔 구조 지지체에 비해 증가되는 것을

확인할 수 있었다(Fig. 2D). 이러한 결과는 기공 연결도가 높은 역오

팔 구조 지지체에서 세포의 생존에 필요한 물질의 대사가 원활히 이

루어질 수 있음을 의미하며, 세포가 지지체 중심부로 이동한 이후에

도 이러한 현상이 잘 유지되고 있음을 나타낸다[13]. 불균일 다공성

지지체의 경우 기공 연결도가 매우 낮아 세포의 생존에 결정적인 역

할을 하는 세포 부착 표면적이 적고, 세포가 이동하기에 부적합한 크

기의 기공들이 존재함에 따라 세포의 이동이 저해되어 장기간 배양

시 공간적 제약으로 인해 세포 사멸이 진행되는 것으로 보인다.

줄기 세포의 연골 분화는 줄기 세포 자체의 유전적 발현에 의해

진행되며, 이에 더해 분화가 진행되는 동안 줄기 세포가 분비하는 물

질이 다시 인접한 줄기 세포에게 들어가 상호 연골 분화(paracrine

effect)를 촉진시키는 과정이 연골 분화 효율에 큰 영향을 미친다. 특히

줄기 세포의 연골 분화에 있어서는 paracrine effect를 통한 transforming

growth factor-beta의 분비량이 연골 분화 효율을 높이는데 결정적으

로 작용한다. 이러한 paracrine effect는 세포의 분화를 위해 외부에

서 인위적으로 첨가하는 요인(유전자, 단백질, 등)에 의해서 촉진되

기도 하지만, transforming growth factor-beta의 경우 HIF-1α의 발현

증가로 인해 분비량이 증가된다[14]. 역오팔 구조 지지체가 많은 양

의 세포를 포함하면서 시간이 지남에 따라 산소 교환 비율이 상대적

으로 떨어지게 되면서, 세포의 생존율은 유지가 되지만 세포 자체는

저산소 환경(mild hypoxia)에 노출되게 된다. 이러한 환경은 세포가

저산소 환경에 적응할 수 있도록 HIF-1α 유전자의 발현을 증가시켰

다(Fig. 3). 이를 통해 역오팔 지지체에 존재하는 세포들은 불균일 다

공성 지지체에 존재하는 세포들에 비해 세포 생존도가 높게 유지될

수 있었으며, 추가적으로 연골 분화에 영향을 미치는 transforming

growth factor-beta의 분비 매커니즘을 작동시켜 연골 분화 효율이 높

아지는 효과를 나타낼 수 있었다. Fig. 3에서 확인된 바와 같이 역오

팔 지지체에서 배양된 인간 지방 유래 줄기 세포는 HIF-1α의 유전

자 발현 증가와 더불어 transforming growth factor-beta의 유전자 발

현량이 증가하였으며, 그 결과 세포 배양 배지 내에 존재하는

transforming growth factor-beta의 양이 불균일 다공성 지지체에 비해

현저히 증가함을 확인할 수 있었다. 불균일 다공성 지지체의 경우,

transforming growth factor-beta의 발현량이 비약적으로 증대되지 못

하였는데, 이는 역오팔 구조 지지체와는 달리 HIF-1α 유전자의 발

현이 증대되지 않았기 때문으로 생각할 수 있다. 불균일 다공성 지

지체에서 관찰된 상대적으로 소량의 transforming growth factor-beta

양 분비량 증가는 외부에서 인간 유래 줄기 세포의 연골 분화를 위

해 넣어준 성장인자의 영향에 의한 것으로 보인다. 

역오팔 구조 지지체를 사용함으로써 추가적인 외부 요인의 개입

없이 구조체 자체적인 특성에 기인하여 인간 지방 유래 줄기 세포의

연골 분화를 촉진시킬 수 있었으며 이는 HIF-1α 유전자 발현이 주

요인이었던 것으로 보인다. HIF-1α 유전자의 발현은 연골 분화

transcription factor인 SOX-9의 증가를 유도함으로써 인간 지방 유래

줄기 세포의 연골 분화를 촉진시킨다[15]. 비록 연골 분화의 핵심 요

인인 2형 콜라겐과 aggrecan의 증가가 HIF-1α 유전자의 발현과 비

례하지는 않지만, SOX-9의 발현과는 직접적인 연계성을 가지고 있

다[16]. 연골 분화 매커니즘을 확인해본 결과, p-p38, pAKT의 발현

Fig. 2. Viability of hADSCs cultured on the non-uniform porous

(NUPS) and in the inverse opal scaffolds (IOS). (A) The

amount of total DNA of hADSCs in the scaffolds at day 1

and 3 weeks of culture. (B) Cell viability (neutral red assay)

and (C) mitochondrial metabolic activity (MTT assay) at 3

weeks of culture in the scaffolds. *p<0.01. (D) RT-PCR anal-

ysis results for Bcl-2 (anti-apoptotic) and p53 (pro-apop-

totic) expressions in the two types of scaffolds.

Fig. 3. Enhanced expression of hypoxia-induced survival factor (HIF-1α) and transforming growth factor-beta in hADSCs cultured in the

inverse opal scaffolds for 3 weeks. (A) Western blot analysis and (B) real time quantitative PCR results for HIF-1á and transforming

growth factor-beta expressions in the two types of scaffolds. (C) The amount of transforming growth factor-beta secreted from hAD-

SCs cultured in the non-uniform porous (NUPS) and inverse opal scaffolds (IOS). *p<0.01. 
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이 역오팔 구조 지지체에서 배양된 인간 지방 유래 줄기 세포에서 증

가되었다. p38과 pAKT는 줄기 세포의 연골 분화에 관여하는 인자

로 보고되어 있으며 transforming growth factor-beta의 발현량을 제

어하는 것으로 알려져 있다[16]. p38과 pAKT의 발현은 transforming

growth factor-beta의 발현량 증가와도 연계성을 가지지만 저산소 환

경 조건에 의해서도 영향을 받으며 이러한 요인이 줄기 세포의 연골

분화를 촉진시키는 것으로 보고된 바 있다[18]. Fig. 4에서 보여진 바

와 같이 역오팔 지지체를 사용한 경우에서 불균일 다공성 지지체를

사용한 경우보다 pAKT의 발현이 증가하였으며, p38의 발현도 함께

증가되는 것을 확인하였다. 상기의 내용과 결과를 토대로, 불균일 다

공성 지지체가 200 µm 크기의 기공을 가질 경우 세포 배양 결과를

예측할 수 있다. 역오팔 구조의 경우 Fig. 1과 같이 내부 연결도가 높

으나 불균일 다공성 지지체는 연결도가 낮아 세포가 내부로 이동할

수 없었으며, 3주 후 세포 생존율이 감소함을 확인할 수 있었다. 역

오팔 구조 지지체의 경우 내부 연결도가 증가함에 따라 세포 부착 표

면적이 함께 증가하는 반면, 불균일 다공성 지지체의 경우 내부 연

결도가 낮아 세포 부착 표면적이 크게 증가되지 않을 확률이 높다.

세포의 부착, 이동, 그리고 이후 연골 분화에 필수적인 유전자의 발

현에는 지지체에 이식된 세포가 지지체 내부까지 부착되고 증식되야

한다는 조건이 필요하다. 따라서 불균일 다공성 지지체가 200 µm 크

기의 기공을 가진다고 하더라도, 역오팔 구조와 같이 기공 간의 연

결도가 낮다면 세포 생존율의 증가, 연골 분화 효과는 기대하기 어

려울 것으로 보인다.

유전자 발현에서 SOX-9의 발현이 역오팔 구조 지지체의 경우가

불균일 다공성 지지체의 경우보다 현저히 증가되었으며, 연골 분화

의 대표적인 표지인 aggrecan의 발현 역시 SOX-9의 결과와 같은 경

향성을 보였다. 이는 또 다른 연골 분화의 대표 표지인 2형 콜라겐의

발현량에서도 같은 현상을 보였다. 연골 분화 유도 과정에서 일부 줄

기 세포가 지방 또는 뼈로 분화할 가능성을 확인하기 위해 추가적인

western blot 을 실시하였으며 이를 통해 역오팔 구조 지지체에서 배

양된 세포가 연골로 분화하는 과정에서 다른 계열의 세포로 분화되는

현상이 없음을 확인하였다(Fig. 5). 지방 분화 가능성을 조사하기 위

해 PPRγ의 발현양을, 뼈 분화 가능성을 조사하기 위해 osteocalcin

(OC)과 osteopontin (OP)의 발현양을 확인해보았으나 NUPS, IOS에

서 배양된 세포에서 관련 단백질의 증가를 관찰할 수 없었다.

4. 결 론

본 연구는 연골 재생을 위해 줄기 세포와 함께 사용될 수 있는 지

지체의 구조가 줄기 세포의 연골 분화 효율을 증진시킬 수 있음을 고

찰하였다. 200 µm 크기의 균일한 기공과 높은 기공 연결도를 가진

역오팔 구조 지지체는 세포의 이동 및 부착이 불균일 다공성 지지체

에 비해 지지체의 중심부까지 용이하게 진행되었으며, 세포의 생존

과 분화에 필요한 물질 교환이 용이하여 장기간 배양 이후에도 높은

연골 분화율을 나타내었다. 뿐만 아니라 고밀도 세포 배양을 통해

hypoxia preconditioning 효과를 추가적인 유전자, 단백질 등의 사용

없이 나타냄으로써 연골 분화를 촉진시킬 수 있는 유전자의 발현을

자체적으로 증진시키는 효과를 나타내었다. 결과적으로 인간 지방

유래 줄기 세포가 역오팔 구조 지지체에 배양됨으로써, 연골 분화 촉

진 메커니즘이 작동할 수 있었으며, 나아가 paracrine 효과가 증진되어

transforming growth factor-beta3의 분비량이 증가함을 확인할 수 있

었다. 이상의 연구 결과를 통해, 역오팔 구조 지지체의 구조적 특징

이 줄기 세포의 이동, 부착, 및 치료 효과 증진에 활용될 수 있음을

확인하였으며, 연골 재생 연구뿐만 아니라 다양한 분야의 조직 재생

에 활용될 가능성이 있음을 확인하였다. 
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