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연골 조직 치료를 위한 방안으로서 중간엽 줄기세포의 연골 분화에

대한 연구들이 진행되고 있다.최근,물리적인 자극이 중간엽 줄기

세포의 연골 분화에 중요한 요인이라는 연구들이 보고되었다.본 연

구에서,우리는 정자기장과 전단응력이 골수 유래 중간엽 줄기세포

의 연골 분화에 미치는 영향에 대해 알아보았다.자성 박테리아

AMB-1 유래 자성나노입자를 중간엽 줄기세포에 도입한 후,

neodymium 자석과 magneticstirrer를 이용하여 중간엽 줄기세포

펠렛에 정자기장과 전단응력을 적용하였다.중간엽 줄기세포 펠렛은

3주 동안 분화 배지상에서 배양되었으며,물리적 자극은 하루에 한

시간씩 일주일에 연속된 5일 동안,3주간 주었다.정자기장과 전단

응력 모두 연골 분화에 효과가 있었다.자극이 주어진 군은

chondrogenicmarker에 대한 유전자 발현량이 증가하였다.반면에,

hypertrophicchondrogenesismarker에 대한 유전자 발현은 영향을

받지 않았다. 또한, 정자기장과 전단응력을 적용하였던 군의

glycosaminoglycan과 collagen의 양이 자극을 주지 않았던 군과 비

교하여 증가하였다.프로테오글리칸 생성의 정성적 확인을 위해

Safranin-O염색을 진행하였다.분화를 유도한 모든 군에 대해 프로

테오글리칸이 생성되었으며,펠렛 내에 고르고 분포하고 있음을 확

인하였다.주목할 점은,정자기장과 전단응력을 모두 적용하였던 군



- ii -

이 나머진 군들과 비교하여 많은 양의 프로테오글리칸을 생성하였

음을 알 수 있었다.결과를 통해,정자기장과 전단응력의 적용이 중

간엽 줄기세포의 연골 분화 효율을 증가시킬 수 있다는 가능성을

확인하였다.

주요어 : Mesenchymal stem cell, Magnetic nanoparticle,

Chondrogenesis, Static magnetic field, Shear. Cartilage

engineering

학번 :2011– 23405
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1. 서론

1.1. 연골 조직의 구조와 특징

연골 조직의 구조와 기능을 이해하는 것이 생체 모방의 연골 조

직을 공학적으로 설계하는데 필수적이다.연골 조직은 운동 중 실리

는 하중을 지지하는 중요한 역할을 한다[1].이러한 기능은 잘 조직

된 세포외 기질(extracellularmatrix)에 기인한다.연골 조직은 한

가지 세포(chondrocyte)로만 이루어져 있다.따라서,연골 조직의 세

포외 기질을 생성,구성,유지하는데 연골 세포가 중요한 역할을 한

다[2].

연골 조직의 세포외 기질은 크게 물(습중량의 68-85%),단백질과

프로테오글리칸(proteoglycan)으로 구성되어 있다.단백질의 대부분

은 collagen(건조 중량의 60-86%)이며,collagentypeⅡ가 주를 이

루고 있다.Collagen섬유는 연골 조직의 특성인 인장력,탄성력과

강도를 결정하는 주요한 요인이다.프로테오글리칸(건조 중량의

15-40%)은 글리코사미노글리칸(glycosaminoglycan)곁사슬이 단백

질에 공유결합한 구조를 가지고 있다.글리코사미노글리칸은 음전하

를 띠고 있으며,연골 조직 내로 물 분자를 끌어들이는 역할을 한

다.결과적으로,글리코사미노글리칸은 연골 조직의 압축 거동을 가
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능하게 한다.따라서,프로테오글리칸과 collagen의 함량은 연골 조

직의 생화학적 특성을 결정하며,조직 공학을 통해 만들어진 연골

조직의 기능성을 측정하는 기준이 된다[3].

1.2. 연골 재생을 위한 조직 공학적 접근의 필요성

대부분의 조직들과 달리 연골 조직은 혈관이 존재하지 않는다.따

라서,충분한 영양 공급과 혈관을 따라 이동하는 전구세포의 접근이

어렵다.또한,연골 조직은 적은 수의 세포(nearlyacellularnature)

로 구성되어 있기 때문에 스스로를 치료할 수 있는 능력이 부족하

다.따라서,손상된 조직은 기능을 할 수 없는 조직으로 발전할 가

능성이 높다.

연골 치료 목적으로 다양한 외과적 수술(microfracture,autogenic,

allogenic osteochondraltransplantation,autologous perichondral

graft, autologous periosteal graft, autologous chondrocyte

implantation,totaljointreplacement)이 행해지고 있다.하지만,이

러한 치료 방법은 한정된 크기의 연골 손상에만 국한되어 있으며,

이식 물질 및 제공 부위 상태에 따라 치료의 결과가 달리한다[4].

그러므로,이식에 적합한 연골 조직을 제공하고자 조직 공학적 접근

이 필요하다.
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1.3. 중간엽 줄기세포를 이용한 연골 조직 공학

연골 세포는 수급이 한정적이며 분열 과정에서 형질을 잃는 특징

이 있기 때문에 연골 조직 공학의 사용에 제한적이다.이에 대한 방

안으로서 중간엽 줄기 세포의 이용이 주목을 받고 있다.중간엽 줄

기세포는 다양한 근원에서 쉽게 얻을 수 있으며,자기 재생이 가능

하고 연골 세포로 분화할 수 있는 특징을 가지고 있다[5,6].

현재 중간엽 줄기세포를 연골 조직 공학에 사용하기 위해 연골

분화에 미치는 다양한 생물학적,기계적 요인들의 영향에 대한 연구

가 활발히 진행되고 있다.Transforming growth factor-β,bone

morphogenicprotein,insulin-likegrowthfactor,fibroblastgrowth

factor와 같은 다양한 성장인자와 사이토카인이 연골 분화의 조절

인자로 알려졌다[7,8].또한,산소 분압 및 다양한 형태의 물리적인

자극이 연골 분화 유도에 중요한 요인이라는 보고가 있다.

1.4. 연골 분화와 물리적 자극에 대한 연구 

관절 운동은 압축,인장,전단이 복합적으로 작용한다.이를 모사

하여 중간엽 줄기세포에 물리적 자극을 적용한 연구들이 진행되었

다.이들 연구는 종(bovine[9],porcine[10,11],human[12,13,14]),세포

배양 방법(hydrogel[15], pellet), 물리적 자극(hydrostatic
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pressure[16,17],uniaxialstrain[18],fluidflow[19])을 달리하여 물리

적 자극이 중간엽 줄기세포의 분화에 미치는 영향에 대해 연구하였

다.

1.5. 산화철 자성나노입자

산화철 자성나노입자(Fe3O4)는 고유한 자기적 특성 때문에 생물

의학의 여러 방면에 이용되고 있다[20].산화철 자성나노입자는 수

나노미터에서 수십 나노미터의 크기를 가지고 있다.이는 합성 방법

에 따라 달라지기 때문에 목적에 맞게 크기를 조절하여 사용할 수

있다.또한,산화철 자성나노입자는 외부 자기장을 이용하여 조종할

수 있다. 이러한 특성 때문에 산화철 자성나노입자는 drug

targeting[21],bioseparation[22],cellsorting[23,24]등에 사용된다.

본 연구에서는 Magnetospirillum magneticum AMB-1유래 산화

철 자성나노입자를 사용하였다.박테리아 유래 산화철 자성나노입자

는 지질 이중층이 자기 코어를 둘러싼 형태를 가지고 있다.따라서,

surfacemodification없이 동물 세포내로 흡수가 가능하다.또한,산

화철 자성나노입자는 직경이 50nm이며,페리 자성을 띤다[25].
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1.6. 연구의 목적

중간엽 줄기세포 기반 조직공학의 성공 여부는 안정한 연골 분화

와 이식 후 생착의 효율에 달려있다.연골 분화의 중요한 요인으로

서 성장인자와 사이토카인 뿐 아니라 물리적인 자극에 대한 연구들

이 보고되었다.분화가 유도된 세포는 이식을 통해 연골 치료제로써

쓰인다.이식된 세포의 생착은,병변 부위에 이식된 세포가 유실되

지 않고 보존되어야 그 가능성이 높다[26].

이를 바탕으로 다음과 같은 실험을 구상하였다.산화철 자성나노

입자를 이용하여 물리적 자극을 적용함으로써 중간엽 줄기세포의

연골 분화 효율을 향상시키고자 했다.또한,세포 이식 과정에서 외

부 자기장을 이용한 병변 부위의 세포 보존량을 높임으로써 생착률

을 향상시키고자 했다(Fig.1).

본 연구에서는 산화철 자성나노입자를 중간엽 줄기세포에 도입함

으로써 연골 분화에 물리적인 자극의 적용이 미치는 영향에 대해

조사하였다.산화철 자성나노입자의 자기적 특성을 이용하여 압력과

전단응력을 모사하였다.유전자 발현과 세포외 기질 물질의 합성량

을 측정함으로써 연골 분화의 효율을 조사하였다.
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Figure1.연골 조직 공학에 산화철 자성나노입자 응용의 모식도
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2. 실험 재료 및 방법 

2.1. 산화철 자성나노입자 생산

산화철 자성나노입자는 Magnetospirillum sp.AMB-1 (ATCC

700264)으로부터 생산되었다. Magnetospirillum sp. AMB-1은

magneticspirillum growthmedium (MSGM)상에서 30℃,혐기의

조건에서 4-5일 동안 배양하였다.1 L의 MSGM은 10 mL의

Wolfe’svitaminsolution,5mL의 Wolfe’smineralsolution,0.45

mL 0.1% resazurin,0.02 g ferrous sulfate,0.68 g potassium

phosphate,0.12gsodium nitrate,0.035gascorbicacid,0.37g

tartaricacid,0.37gsuccinicacid,0.05gsodium acetate을 포함하

고 있다.이후 배양한 AMB-1은 11300×g에서 20분간 원심분리하였

다.수거한 세포는 15분간 초음파 분해 (VCX500,Sonics &

Materials,USA)과정을 통해 용해되었다.산화철 자성나노입자는

neodymium ironboron(NdFeB)자석을 이용해 수거하였으며 PBS

로 5회 세척 후,최종적으로 PBS상에 보존되었다(Fig.2).수거한

산화철 자성나노입자는 오토클레이브(121℃,15분)를 통해 멸균하였

다.
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Figure2.산화철 자성나노입자 생산 과정의 모식도
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2.2. 인간 중간엽 줄기세포의 배양

골수 유래 인간 중간엽 줄기세포(Lonza,Basel,Switzerland)는

polystyrene cell culture flask에 MSCGMTM (Lonza, Basel,

Switzerland)배지 상에서 37℃,5% CO2,95% 습도의 조건으로 배

양되었다.배지는 2-3일에 한번 씩 교체하였다.세포가 95% 이상

의 confluence에 도달했을 때 subculture 및 실험에 사용되었다.

Trypsin-EDTA를 이용하여 세포를 flask에서 떼어낸 후 필요한 수

의 flask에 접종하여 계대를 진행하였다.실험을 위한 세포는

passage가 2-4일 때 한하여 사용하였다.

2.3. 펠렛 배양 및 연골 분화

연골 분화를 위해 펠렛 배양 시스템을 사용하였다.산화철 자성나

노입자를 처리한 세포와 처리하지 않은 세포로 펠렛을 형성하였다.

산화철 자성나노입자를 세포내로 도입시키기 위해 10μg/mL의 농

도로 배지에 처리하여 24시간 동안 세포를 배양하였다.배양된 세포

는 둥근 바닥 96well(Micronic,Lelystad,Netherlands)에 재부유 시

켰다.Well당 200,000개의 세포로 접종 후 500×g에서 5분간 원심분

리하였다(Fig.3).형성된 펠렛은 3주간 분화 배지 상에서 배양하였
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다.분화 배지는 serum freeDMEM (Sodium pyruvate,Glutamine

included)에 1% ITS +Premix (BD Bioscience,FranklinLakes,

NJ,USA),39ng/mL dexamethasone(Sigma,ST.Louis,MO,

USA), 50 μg/mL ascorbic-2-phosphate (Sigma), 40 μg/mL

L-proline(Sigma),10ng/mLrecombinanthumanTGFβ3(R&D

Systems,Minneapolis,MN,USA)를 첨가하였다.배지는 3일에 한

번 교체하여 주었다.
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Figure3.산화철 자성나노입자를 도입한 세포 펠렛 형성 과정의 모식도
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2.4. 정자기장과 전단응력의 적용

정자기장의 적용을 위해 neodymium ironboron(NdFeB)자석(250

mT)을 사용하였다(Fig.4).전단응력의 적용을 위해 magnetic

stirrer(60rpm)을 이용하였다(Fig.4).

펠렛 샘플들을 다섯 가지 군으로 나누어 실험을 진행하였다.다섯

가지 군은 공통적으로 분화 배지 상에서 배양되었다.첫 번째 i군

은 산화철 자성나노입자를 처리하지 않은 세포로 형성한 펠렛을 사

용하였으며 정자기장과 전단응력을 적용하지 않았다.나머지 ii,iii,

iv,v군은 모두 산화철 자성나노입자를 도입한 세포로 형성한 펠렛

을 사용하였다.산화철 자성나노입자의 영향을 살펴보고자 정자기장

과 전단응력을 적용하지 않은 ii군을 선정하였다.iii군은 정자기장

만 적용,iv군은 전단응력만 적용,마지막으로 v군은 정자기장과

전단응력을 모두 적용하였다.정자기장과 전단응력은 각 하루에 1시

간씩 일주일에 연속된 5일,총 3주간 적용되었다.v군은 전단응력

정자기장 순으로 각 1시간씩 총 2시간의 자극이 주어졌음을 명시한

다(Table1).
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Figure4.정자기장과 전단응력의 적용 방법 및 조건
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Table1.실험군
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2.5. Gene expression analysis

Geneexpressionanalysis를 위한 펠렛들의 RNA isolation과 정

량,cDNA 합성은 다음과 같은 방법으로 진행하였다.RNA의 추출

과정은 TRIzolreagent(Invitrogen,USA)을 이용,제조사의 프로토

콜을 따라 진행하였다.RNA펠렛은 RNase-freewater에 용해 되었

으며,Nanodrop(Thermoscientific,USA)을 이용하여 정량하였다.

RNA는 M-MLV cDNA synthesiskit(Enzynomics,SouthKorea)를

이용하여 역전사 시켰다.

RealtimePCR반응은 설계한 프라이머 2μL와 TOPrealqPCR

2XPreMIX kit(Enzynomics,SouthKorea)17μL,합성한 cDNA 1

μL를 사용하여 StepOnePlusReal-TimePCRSystem을 통하여 이

루어졌다.Endogenous reference gene은 GAPDH이었다.분석은

chondrogenicmarkers(collagentype-Ⅱ(Col2A1),Aggrecan(Agg),

SRY(sex determining region Y)-box 9(Sox9)), hypertrophic

markers(collagen type-X(Col10A1), Runt related transcription

factor2(RunX2),matrixmetallopeptidase13(MMP13))에 대하여 이

루어졌다.Geneexpression은 ΔΔCT 방법으로 분석하였다.설계한

프라이머는 Table2에 명시해 두었다.
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Table2.제작한 프라이머에 대한 기술
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2.6. Biochemical analysis

펠렛 샘플들은 60℃에서 16시간 동안 papain digestion

solution(Worthington,USA)을 사용하여 용해하였다.이후 DNA,

glycosaminoglycan(GAG),collagen정량에 사용되었다.또한 펠렛

샘플로부터 배지로의 GAG와 collagen분비량을 측정하기 위해 배

지 교체 시 모은 배지를 펠렛 샘플과 동일한 과정으로 실험에 사용

하였다.

DNA 농도는 Quant-iT PicoGreendsDNA Kit(Invitrogen)를 사

용하여 측정하였다.GAG양은 dimethylmethylenebluedyemethod

를 통해 측정하였으며,chondroitinsulfate를 standard로서 사용하였

다.Collagen 정량을 위해 샘플들은 산분해 과정을 거친 후

hydroxyproline assay를 진행하였다. 형광과 흡광도의 측정은

Infinete200PROreader(TECAN,Switzerland)를 사용하였다.GAG

와 collagen의 정량 수치는 DNA 양으로 normalise하였다.
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2.7. Histology

21일 동안의 분화유도 후,펠렛 샘플들은 4℃에서 하루 동안 4%

paraformaldehyde용액을 사용하여 고정하였다.고정된 펠렛 샘플들

은 에탄올을 이용하여 탈수 과정을 거쳤다.이후,펠렛 샘플들은

xylene으로 clearing과정을 거친 다음 파라핀으로 infiltration되었

다.파라핀에 embedding된 펠렛 샘플들을 5μm 두께의 절편으로

제작하였다.프로테오글리칸을 감지하기 위해 0.1% Safranin-O 용

액을 사용하여 염색을 하였다.
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3. 결과 및 고찰

3.1. 펠렛의 형성 및 형태

산화철 자성나노입자를 도입한 중간엽 줄기세포와 도입하지 않은

세포를 이용하여 펠렛을 형성하였으며,모두 24시간 내에 펠렛이 형

성 됨을 확인하였다(Fig.5.(a)).형성된 펠렛은 21일 동안 연골 분화

를 유도하였다.연골 분화가 유도된 펠렛은 구형이며 1mm 내외의

크기를 가졌다.자극을 주었던 펠렛과 자극을 주지 않은 펠렛과 비

교하여 직경이 증가하였음 관찰하였다(Fig.5.(b)).
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Figure5.펠렛 형성 및 형태.(a)인간 BM-MSC펠렛 형성 24시간

후.(b)분화 유도 21일 후 각 군에 대한 펠렛의 형태.Scalebar=

500μm.
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3.2. Gene expression analysis

모든 배양 조건의 Chondrogenicmarker와 hypertrophicmarker에

대한 유전자 발현을 관찰하였다.산화철 자성나노입자를 도입한 샘

플들에 대한 유전자 발현량은 산화철 자성나노입자를 도입하지 않

은 샘플의 유전자 발현량으로 normalise되었다.

산화철 자성나노입자의 도입은 chondrogenicmarker유전자 발현

에 영향이 없었다.자극을 주었던 군은 자극을 주지 않았던 군과 비

교하여 Col2A1,Agg,Sox9의 발현량이 증가하였다(p≤0.05).전단

응력을 적용했던 군들이 정자기장만을 적용했던 군에 비해 Col2A1

의 발현량이 증가하는 경향을 보이나 유의성은 없었다.Agg의 발현

은 전단응력을 적용했던 군들이 정자기장만 적용했던 군보다 증가

하였으며(p≤0.05),정자기장과 전단응력을 모두 적용했던 군이 전단

응력만 적용했던 군보다 증가하였다(p≤0.05).또한 정자기장과 전단

응력을 모두 적용했던 군이 자극을 주었던 나머지 두 군들과 비교

하여 Sox9의 발현량이 증가하였다(p≤0.05).(Fig.6)

모든 군 간에 hypertrophicchondrogenesismarker인 Col10A1,

RunX2,MMP13에 대한 차이를 보이지 않았다.산화철 자성나노입

자와 정자기장,전단응력이 hypertrophicchondrogenesismarker에

대한 유전자 발현에 영향을 미치지 않았음을 확인하였다(Fig.7).
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Figure6.분화 유도 21일 후 인간 중간엽 줄기세포의 chondrogenic

marker에 대한 geneexpression.모든 데이터는 산화철 자성나노입

자를 도입하지 않은 군에 대하여 normalise되었다.N=5.*p<0.05.
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Figure7.분화 유도 21일 후 인간 중간엽 줄기세포의 hypertrophic

chondrogenesismarker에 대한 geneexpression.모든 데이터는 산

화철 자성나노입자를 도입하지 않은 군에 대하여 normalise되었다.

N=5.*p<0.05.
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3.3. Biochemical analysis

각 군에 대한 펠렛과 배지에 포함된 GAG양은 각 펠렛 DNA 양

으로 normalise되었다.총 DNA 당 GAG 양은 자극을 주지 않은

군과 비교하여 자극을 주었던 군에서 높게 나타났다(정자기장 p≤

0.05,전단응력,정자기장과 전단응력 p≤0.01).산화철 자성나노입자

의 도입은 GAG 합성에 영향을 주지 않았다.또한 자극을 주었던

군 중 전단응력을 적용하였던 군들이 정자기장만 적용하였던 군보

다 높은 GAG/DNA 수치를 나타내었다(p≤0.05).(Fig.8)

펠렛에서 배지로의 GAG 분비량을 측정하였으며,전단응력을 주

었던 군이 높은 수치를 보이는 경향이 있었다(p≤0.01).(Fig.9)

펠렛과 배지에 포함된 collagen의 양 또한 측정하였다.총 DNA

당 collagen양은 GAG와 비슷한 경향을 나타내었다.자극을 주었던

군이 자극을 주지 않은 군에 비하여 많은 collagen을 생성하였다(p

≤0.01).전단응력을 적용하였던 군은 정자기장만 적용하였던 군보다

높은 collagen/DNA 수치를 나타내었으며(p≤0.05),정자기장과 전단

응력을 모두 적용했던 군은 전단응력만 적용했던 군보다 많은

collagen을 합성하였다(p≤0.05).(Fig.10,Fig.11)

자극을 적용하였던 군 중 전단응력을 적용하였던 군들이 정자기

장만 적용하였던 군보다 높은 GAG/DNA와 collagen/DNA 수치를

나타내었다.Collagen정량 실험의 경우,정자기장과 전단응력을 모
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두 적용하였던 군이 전단응력만 적용하였던 군보다 많은 함량을 보

였다.(Fig.12)
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Figure 8.분화 유도 21일 후 펠렛과 배지에 존재하는 총

GAG/DNA 양.N=5.산화철 자성나노입자를 도입하지 않은 군과

비교하여 *p<0.05,**p<0.01.
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Figure9.분화 유도 21일 후 펠렛과 배지 각각에 존재하는

GAG/DNA 양.(a)펠렛에 존재하는 GAG/DNA 양.(b)배

지로 분비된 GAG/DNA 양.N=5.산화철 자성나노입자를

도입하지 않은 군과 비교하여 **p<0.01.
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Figure10.분화 유도 21일 후 펠렛과 배지에 존재하는 총

Collagen/DNA 양.N=5.산화철 자성나노입자를 도입하지 않은

군과 비교하여 **p<0.01.
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Figure11.분화 유도 21일 후 펠렛과 배지 각각에 존재

하는 Collagen/DNA 양.(a)펠렛에 존재하는 Collagen

/DNA 양.(b)배지로 분비된 Collagen/DNA 양.N=5.산

화철 자성나노입자를 도입하지 않은 군과 비교하여

**p<0.01.



- 30 -

Figure12.분화 유도 21일 후 자극을 적용하였던 군에 대

한 펠렛과 배지에 존재하는 GAG/DNA와 Collagen/DNA

의 양.(a)GAG/DNA 양.(b)Collagen/DNA 양.N=5.

*p<0.05,
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3.4. Histology

프로테오글리칸 생성의 정성적 확인을 위해 Safranin-O 염색을

진행하였다.분화를 유도한 모든 군에 대해 프로테오글리칸이 생성

되었으며,펠렛 내에 고르고 분포하고 있음을 확인하였다.주목할

점은,정자기장과 전단응력을 모두 적용하였던 군이 나머진 군들과

비교하여 많은 양의 프로테오글리칸을 생성하였음을 알 수 있었다.

이는 앞선 정량 실험들을 통해 보았던 결과와 같은 경향을 보인다.

(Fig.13)
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Figure13.분화 유도 21일 후 펠렛에 대한 Safranin-O 염색.

Scalebar=100μm.
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4. 결론

본 연구에서는 물리적 자극이 중간엽 줄기세포의 연골 분화에 미

치는 영향에 대해 조사하였다.물리적 자극으로서 정자기장과 전단

응력을 적용하고자 산화철 자성나노입자의 자성을 이용하였다.

정자기장과 전단응력의 적용이 chondrogenicmarker의 유전자 발

현을 증가시켰으며,hypertrophicmarker의 유전자 발현에는 영향을

주지 않았음을 확인하였다.이는 물리적 자극이 중간엽 줄기세포의

연골 분화에 있어 더욱 안정한 연골의 형질을 발현할 수 있도록 하

는 요인임을 보여주었다.주목할 점은,정자기장과 전단응력을 모두

적용한 경우 chondrogenicmarker인 Agg,Sox9에 대한 유전자 발

현량이 유의하게 증가하였다는 것이다.

펠렛과 배지에 존재하는 총 GAG와 collagen의 양을 측정함으로

써 정자기장과 전단응력의 적용이 matrixmolecule의 합성과 분비에

미치는 영향에 대해 확인하였다.자극을 주었던 모든 실험군의

GAG/DNA,collagen/DNA의 수치가 증가하였다.또한,정자기장만

적용했을 경우와 비교하여 전단응력을 적용했을 때 총 GAG와

collagen의 양이 증가하였으며,배지에 존재하는 GAG와 collagen의

양이 증가하였음을 관찰하였다.따라서,전단응력의 적용이 matrix

molecule의 합성과 분비에 중요한 요인임을 확인하였다.
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Safranin-O 염색을 통해 중간엽 줄기세포의 연골분화에 따른 프

로테오글리칸의 생성을 정성적으로 확인하였다.모든 군에 대해 프

로테오글리칸의 생성이 확인되었으며,정자기장과 전단응력을 모두

적용하였던 군이 많은 양의 프로테오글리칸을 생성하였음을 보았다.

이는 chondrogenicmarker의 유전자 발현량과,biochemicalanalysis

를 통해 보았던 결과와 같은 경향을 보임을 알 수 있었다.따라서,

정자기장과 전단응력을 각각 적용하였을 때와 비교하여 두 가지 자

극을 모두 적용하였을 때 중간엽 줄기세포의 연골분화에 더 많은

영향을 미침을 알 수 있었다.

본 연구에서 우리는 중간엽 줄기세포의 연골 분화에 대한 정자기

장과 전단응력의 영향을 살펴볼 수 있었다.이러한 결과가 연골 조

직의 치료를 위한 중간엽 줄기세포를 이용한 조직 공학의 발전에

기여할 수 있을 것이라 기대된다.



- 35 -

5. 참고문헌

[1] Daniel,J.H.etal.,Unlike bone,cartilage regeneration

remainselusive.Science,2012.338:p.917-921.

Pui C.-H. and W.E. Evans, Treatmentofacutelymphoblasticleukemia.NewEnglandJournalofMedicine,2006.354(2):p.166-178.‐Baculovirus System. Biotechnology progress, 1999. 15(6):p.1028-1032.[2] Faye,H.C.,Kathleen,T.R.andRocky,S.T.,Technology

insight:adultstem cells in cartilage regeneration and tissue

engineering. Nature Reviews Rheumatology, 2005. 2(7): p.

373-382.

[3] ErickaM.B.etal.,Articularcartilagetissueengineering.

SynthesisLecturesonTissueEngineering,2011.3(1):p.1-220.

[4] Hunziker,E.B.,Articularcartilage repair:basic science

and clinicalprogress.A review of the current status and

prospects.OsteoarthritisandCartilage,2001.10(6):p.432-463.

[5] Pittenger,M.F.etal.,Multilineage potentialofadult

humanmesenchymalstem cells.Science,1999.284:p.143-147.

[6] Caplan, A.I., Mesenchymal stem cells. Journal of

OrthopaedicResearch,1991.9:p.641-650.

[7] Barry, F. et al,. Chondrogenic differentiation of

mesenchymal stem cells from bone marrow:

differentiation-dependentgeneexpressionofmatrix components.

ExperimentalCellResearch,2001.268(2):p.189-200.



- 36 -

[8] Sekiya,I.etal.,ComparisonofeffectofBMP-2,-4,and-6

oninvitrocartilageformationofhumanadultstem cellsfrom

bone marrow stroma.CellTissue Research,2005.320(6):p.

269-276.

[9] Huang,A.H.etal.,Long-term dynamicloadingimproves

the mechanicalproperties ofchondrogenic mesenchymalstem

cell-laden hydrogel.European CellsandMaterials,2010.19:p.

72-85.

[10] Thorpe,S.D.etal.,Dynamic compression can inhibit

chondrogenesis of mesenchymalstem cells.Biochemicaland

BiophysicalResearchCommunications,2008.377:p.458-462.

[11] Thorpe,S.D.etal.,Theresponseofbonemarrow-derived

mesenchymalstem cellstodynamiccompressionfollowingTGF-

β3 induced chondrogenic differentiation.Annals ofBiomedical

Engineering,2010.38:p.2896-2909.

[12] Miyanishi,K.etal.,Effectsofhydrostaticpressureand

transforming growth factor-β3 on adulthuman mesenchymal

stem cellchondrogenesisinvitro.TissueEngineering,2006.12:

p.1419-1428.

[13] Li,Z.etal.,Mechanicalloadmodulateschondrogenesisof



- 37 -

human mesemchymalstem cellsthrough theTGF-β pathway.

Journal of Cellular and Molecular Medicine, 2009. 14: p.

1338-1346.

[14] Kupcsik,L.etal.,Improvingchondrogenesis-potentialand

limitationsofSOX9genetransferandmechanicalstimulationfor

cartilagetissueengineering.TissueEngineeringPartA,2010.16:

p.1845-1855.

[15] Mauck, R.L. et al., Chondrogenic differentiation and

functionalmaturation of bovine mesenchymalstem cells in

long-term agaroseculture.OsteoarthritisCartilage,2006.14:p.

179-189.

[16] Angele,P.etal.,Cyclichydrostaticpressureenhancesthe

chondrogenicphenotypeofhumanmesenchymalprogenitorcells

differentiatedinvitro.OrthopaedicResearch,2003.21:p.451-457.

[17] Wagner, D.R. et al., Hydrostatic pressure enhances

chondrogenicdifferentiationofhumanbonemarrow stromalcells

inosteochondrogenicmedium.AnnalsofBiomedicalEngineering,

2008.36:p.813-820.

[18] Campbell, J.J. et al., Dynamic compressive strain

influenceschondrogenicgeneexpressioninhumanmesenchymal



- 38 -

stem cells.Biorheology,2006.43:p.455-470.

[19] Li,Y.J.Oscillatory fluid flow affects human marrow

stromal cell proliferation and differentiation. Journal of

OrthopaedicResearch,2004.22:p.1283-1289.

[20] Lewin, M. et al., Tat peptide-derivatized magnetic

nanoparticlesallow invivotrackingandrecoveryofprogenitor

cells.NatureBiotechnology,2000.18:p.410-414.

[21] Viroonchatapan,E.etal.,Preparationandcharacterization

ofdextran magnetite-incorporatedthermosensitiveliposomes-An

online flow system for quantifying magnetic responsiveness.

PharmaceuticalResearch,1995.12:p.1176-1183.

[22] Miltenyi,S.etal.,Highgradientmagneticcellseparation

withMACS.Cytometry,1990.11:p.231-238.

[23] Moore, L.R. et al., Lymphocyte fractionation using

immunomagneticcolloid and adipolemagnetflow cellsorter.

JournalofBiochemicalandBiophysicalMethods,1998.37:p.

11-33.

[24] Radbruch,A.etal.,High-gradientmagneticcellsorting.

MethodsCellBiology,1994.42:p.387-403.

[25] Kim,J.A.,Lee,H.J.,Kang,H.-J.,Park,T.H.,The



- 39 -

targeting ofendothelialprogenitorcells to a specific location

within a microfluidic channel using magnetic nanoparticles.

BiomedicalMicrodevices,2009.11:p.287-296

[26] Landazuri, N. et al., Magnetic targeting of human

mesenchymalstem cellswithinternalizedsuperparamagneticiron

oxidenanoparticles.Small,2013.9:p.4017-4026.



- 40 -

Abstract

Effect of Static Magnetic Field and Shear

on Chondrogenesis

of Human Mesenchymal Stem Cells

MinsooKim

SchoolofChemicalandBiologicalEngineering

TheGraduateSchool

SeoulNationalUniversity

The chondrogenesis of mesenchymalstem cells are being

studiedasanalternativetotherepairmentofcartilage.Recently,

among thosestudies,therehavebeen reportsaboutbeneficial

effectsonchondrogenesisbytheapplicationofthemechanical

stimulationtomesenchymalstem cells.Inthisstudy,theeffect

ofstaticmagneticfield and shearon chondrogenesisofbone

marrow-derivedmesenchymalstem cellswasinvestigated.After

incorporation of magnetic nanoparticles derived from

Magnetospirillum magneticum AMB-1 to mesenchymalstem

cells,neodymium magnetsand magneticstirrerwereused to

applystaticmagneticfieldandsheartomesenchymalstem cell
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pellets.Mechanicalstimuliwereappliedtothepelletsforanhour

a day for5 consecutive days perweek during 3 weeks of

cultivationwhilethetransforminggrowthfactorbetawasadded

to culturemedium.Both staticmagneticfield and shearwas

effectiveforthechondrogenicinduction ofmesenchymalstem

cells.Static magnetic field and shearapplied groups showed

higherexpressionlevelofchondrogenicgenemarkers.However,

hypertrophic chondrogenesis gene markers were notaffected.

Also,pelletculturesstimulatedbystaticmagneticfieldandshear

providedhigherlevelofglycosaminoglycancontentandcollagen

content compared with pellet cultures that had not been

stimulated.In orderto verify theMSC chondrogensisresults

throughdetectingproteoglycanaccumulation,Safranin-O staining

wasperformed.Amongthegroups,pelletculturesstimulatedby

bothstaticmagneticfieldandshearshowedhigherproteoglycan

accumulation.The results demonstrate thatthe application of

staticmagneticfieldandshearcouldbeafactorthatenhances

chondrogenicdifferentiation ofhuman mesenchymalstem cells.

Thereforeourfindingsmayprovideapositiveoutlookintissue

engineeringofcartilage.
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