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1. 목 적

현재까지 골관절염 혹은 턱관절장애와 같은 만성질환의 원인 치료에 관해 적절

한 방법이 없는 실정이며, 자가연골세포 및 줄기세포치료제는 병변의 근원적 회복

에는 한계가 있다. 이에 대한 대안으로, 최근 줄기세포 등을 기반으로 거대 조직체

를 생산하는 시도가 주목 받고 있다. 조직체를 생산하기 위하여 지지체 등 인골물

질개입을 이용한 시도가 주를 이루나, 최근 인공적 지지체 개입 없이 조직체를 형

성하는 기술이 소개되고 있다. 본 연구에서는 사람 연골조직에서 분리한 연골세포

를 이용하여 수십 ~ 수백 μm 크기의 마이크로블럭 (microblock, MB)인 세포 덩어

리를 만들어내었고, 이를 재배열하여 3 ~ 4 mm 단위의 지지체 미개입 연골조직체

인 티슈모듈 (tissue module, TM) 생산기술 개발을 연구목표로 하였다.

2. 방 법

사람 연골초대배양세포는 유세포분석기 (Fluorescence-activated cell sorting,

FACS)를 이용한 특성 분석 및 성장곡선 (growth curve)과 배가시간 (Population

doubling time, PDT)을 측정하였다. 물리적 힘을 이용해 수십 ~ 수백 μm 크기의

MB를 생산하고, 이미 계산되어진 물리적 환경을 기준으로 3 ~ 4 mm 크기의 TM

을 형성하였다. 이를 위해 다음과 같이 시험계를 구성하였다. : 대조군, 연골초대배

양세포; group 1, 3일 MB; group 2, MB 3일 + TM 1일; group 3, MB 3일 + TM
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3일; group 4, MB 7일 + TM 3일; group 5, MB 14일 + TM 3일

생산된 TM은 연골로의 분화를 위해 TGF-β3를 처리하였다. 연골분화능을 증

명하기 위해 glycosaminoglycan (GAG) 분석, hematoxylin-eosin (H&E) 염색,

masson’s trichrome (MT) 염색 및 면역화학염색 (콜라겐Ⅰ, 콜라겐Ⅱ)을 실시하였

다. SPSS Statistics 23.0 software를 이용하여 통계 분석하였다.

3. 결 과

본 연구에서는 6계대 연골세포를 사용하였으며, 이들은 2계대 연골세포들과 유

사한 형태를 유지하였고, 증식능도 유사하게 유지되었다. 연골세포의 FACS 결과

줄기세포 표면항원의 발현이 CD73을 제외하고는 95% 이상 높은 결과치를 얻었으

며, hematopoietic cell marker에 대해서는 거의 발현되지 않았다. TM의 형태분석을

위한 shape factor 측정 결과, circularity 및 roundness 값의 변화가 group 3 (3+3)

보다 group 4 (7+3)에서 더 낮게 측정되었다. 연골 분화 지표인 GAG 절대 함량은

MB 배양 기간이 길어짐에 따라 줄어드는 경향성을 보여 MB 배양을 14일간 했던

group 5 (14+3)에서 가장 값이 낮고, 전체 그룹의 GAG 정량값은 연골세포와 유사

한 수치를 나타내었다. H&E 염색, MT 염색 결과, 다량의 세포 외 기질이 관찰되

었으며, 콜라겐 Ⅱ는 전체 그룹에서 유사하게 유지되는 것을 확인하였다.

본 연구는 연골초대배양세포로부터 3-4 mm 크기의 TM 생산기술을 확보하여,

향후 턱관절장애나 골관절염의 기존 치료법의 한계를 극복할 수 있는 플랫폼을 제

시한다.
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주요어 : 연골초대배양세포, 삼차원 구성, 인공물질 미개입, 마이크로블럭, 티슈모듈, 연골조

직, 조직 공학
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서 론

관절연골은 얇은 두께에도 불구하고 높은 강도를 유지하고, 압박에 의한 하중을

분산하여 큰 내구성을 유지하며 정상적인 기능을 한다 [1]. 연골은 GAG, 콜라겐

Ⅱ, aggrecan을 주로 포함하는 세포 외 기질 (extracellular matrix, ECM)과 연골

특이적 세포인 연골세포로 구성되어 있으며, 연골세포는 연골기질의 생성과 분해에

중요한 역할을 한다 [2]. 그러나 관절연골에는 혈관과 림프관이 분포되어 있지 않아

서 스스로 재생되는 능력이 제한적이라는 특징이 있다 [1, 2]. 이러한 관절연골의

분해가 생성보다 더 빨리 진행될 때 나타나는 질병으로 골관절염 및 턱관절장애 등

이 알려져 있다. 관절연골의 소실로 인하여 주변의 뼈와 인대 등의 손상으로 인하

여 염증을 동반한 반복적인 통증과 비정상적인 관절의 움직임 등의 증상이 나타난

다 [3, 4, 5]. 이러한 골관절염 혹은 턱관절장애 등의 만성질환은 원인 치료에 관해

적절한 방법이 없는 실정이며, 성인 관절연골은 스스로 재생하는 능력에 제한이 있

어 세포를 기반으로 한 치료의 발전을 필요로 한다 [6, 7, 8, 9]. 세포를 기반으로 한

치료법과 연골 조직 공학의 발전은 관절염이나 턱관절 장애와 같은 관절 결손 부위

에 효과적으로 적용할 수 있을 것으로 예상된다.

자가 연골세포 이식법은 기존의 세포 기반 치료법으로 사용되어 왔으나 복잡한

시술과정이나 긴 회복기간 등의 단점뿐만 아니라 손상부위의 회복을 담보하지 못한

다는 단점이 있다 [10, 11, 12]. 세포 치료를 위한 세포가 대량으로 필요한데, 이차

원 세포 배양 시스템은 세포들이 성장하는 실제 미세 환경과 상당한 차이가 있다

[13]. 세포 치료 시 필요한 많은 양의 세포를 얻기 위해 배양시간이 길어지고, 이를

위한 계대배양을 많이 할수록 연골세포는 고유한 분자적 특징을 잃게 된다. 이차원

으로 배양된 연골세포는 GAG, 콜라겐 Ⅱ와 같은 세포 외 기질의 발현이 낮고 섬유

세포적인 특징이 증가한다 [11, 14].

이러한 이차원 세포 배양법의 한계점을 극복하기 위하여 생체와 유사한 삼차원

조직체 형성 기술에 관한 많은 연구들이 시도되어왔다. 삼차원 조직체를 형성하기

위한 삼차원 세포 배양 시스템은 세포들이 입체적인 구조를 형성하며 조직 유사체

를 형성하는데 유리하다. 지지체를 이용, 그 안에 세포들을 삽입하여 구조체를 만드

는 시도와 [15, 16, 17, 18] 물리적 힘을 적용 [19, 20, 14, 21, 22], 혹은 제한된 공간
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을 가지는 틀을 이용하여 [23, 24] 세포 유래 조직체를 만드는 시도가 소개되고 있

다. 지지체를 이용한 연골세포 이식방법은 물리적 안정성을 제공하고 연골화에 도

움을 준다 [25, 26]. 그러나 이러한 시도들은 지지체의 생체적합성이 제한적이고 부

산물이 생성되는 등의 부작용을 나타낼 수 있어, 이러한 한계를 극복하는 것이 당

면 과제이다.

지지체는 세포들 사이의 신호전달과 응력을 방해하기 때문에 조직체에 적용하

였을 경우 생체적합성이 낮다는 단점이 있다. 반면에 지지체 미개입 구조체는 새로

형성되는 조직의 세포와 세포 외 기질 사이 상호작용이 더 용이하게 일어나 생체

조직을 더욱 잘 모사할 수 있다 [10, 13]. 기존의 지지체 미개입 조직체의 경우 이

차원 배양 방법보다는 콜라겐이 풍부한 세포 외 기질이 형성되지만, 주변부에 비하

여 중심부의 프로테오글리칸 함량이 적고 산소와 영양공급이 이루어지는데 한계가

있다 [11, 19].

본 연구에서 제시하는 지지체 미개입 연골 조직체 제작기술은 연골과 유사한

충분한 세포 외 기질 형성이 가능한 수 mm 크기의 재생조직을 시험관 내에서 제

작하여, 결손부위에 이식하는 시스템이다. 기존의 이차원 세포 배양과 본 연구의 지

지체 미개입 삼차원 구조체는 여러 차이점을 예상 할 수 있다. 예를 들어 세포와

세포, 세포와 기질 사이의 상호작용이 다를 것으로 예상된다.

이러한 문제점들을 극복하기 위하여, 본 연구는 연골세포를 이용하여 수십 ~

수백 μm인 다양한 크기의 세포 덩어리를 물리적 힘을 이용하여 제작하였고, 이를

마이크로블럭 (microblock, MB)이라 명명하였다. 이전 연구의 계산된 값을

바탕으로 MB를 재배열하여 3-4mm 크기의 티슈모듈 (tissue module, TM)을

형성하였다. 시험관 내에서 큰 조직체를 만들게 되면 영양분 및 산소 공급이

원활하지 못하여 심부의 변형과 괴사가 유발된다 [27]. 그러나 본 연구에서는 거대

TM의 기본단위인 다양한 크기의 MB를 형성하였다. 이를 제한된 공간에

재배열하여 거대 TM을 제작하는데, 완성된 TM의 독특한 형태로 인해 심부의

변형이나 괴사를 최소화 할 수 있다. 연골세포기반 스캐폴드 등 인공물질이

미개입된 TM의 연골 모사성을 분석하여, 연골 모사체 제작 기술을 확립하였으며

이는 기존의 골관절염 및 턱관절장애 치료의 한계를 임상적으로 극복 가능한 치료

플랫폼이 될 것으로 기대 된다.
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재료 및 방법

사람 유래 연골세포의 준비

사람 연골세포는 본 연구실에서 보관하고 있던 초기 계대 세포를 사용하였다.

질소탱크에 동결되어 있던 초기 계대 연골세포를 10% fetal bovine serum

(HyClone, Logan, UT, USA)과 1% antibiotic-antimycotic solution (Gibco, Grand

Island, NY, USA)를 포함하는 DMEM (Welgene, Deagu, Korea)에 넣고 4°C에서

400 × g로 원심분리하고 pellet을 동일한 배지에 희석하여 37°C, 5% CO2 환경의

배양기에서 배양하였다. 6 계대 연골세포를 실험에 사용하였다.

Growth curve와 Population doubling time (PDT) 측정

6 계대 연골세포의 growth curve와 PDT를 측정하였다.

계산공식

Growth curve = logNn*logNn-1/logN0

PDT = T/{(logNn-logN0)/log2}

(T : 세포 배양 기간, logNn-1 : n-1 계대에서 배양된 세포의 수, logNn : n

계대에서 배양된 세포의 수, logN0 : 초기 세포의 수)

Fluorescence-activated cell sorting (FACS) 분석

사람 연골초대배양세포의 특성분석을 위하여 표면항원 분석을 FACS 법으로

분석하였으며, 아래와 같은 항체들이 사용하였다. ; FITC-conjugated mouse

anti-human CD14, CD31, CD44 and CD45; PE-conjugated mouse anti-human

CD29, CD73, and CD117; PE.Cy5-conjugated mouse anti-human CD90;

APC-conjugated mouse anti-human CD34 and HLA-DR; streptavidin-conjuaged

PE; biotin-conjuaged HLA class I (BD PharMingen, San Diego, CA, USA);

APC-conjugated mouse anti-human CD105 (eBioscience, San Diego, CA, USA).

약 십만 개의 연골세포를 4% Paraformaldehyde에 10분간 고정 후 FACS buffer

(2% FBS를 포함한 DPBS)로 세척하였다. 이후 각 항체를 30분간 얼음에 두었다.
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FACS buffer로 세척 후, FACS CaliburTM (Becton Dickinson, Lincoln Park, NJ,

USA)으로 형광 강도를 측정하고 BD CellQuest Pro software (Becton Dickinson)

로 정량하였다.

사람 연골세포유래 MB 형성

MB는 세포를 응집한 구 형태의 세포덩어리로 aggregate, sphere,

pellet등으로도 불리운다. 사람 연골세포유래 MB를 형성하기 위하여, 0.25%

trypsin을 처리하고 세포들을 모았다. DMEM과 50 μg/mL ascorbate-2-phosphate,

100 μg/mL sodium pyruvate, 40 μg/mL L-proline, 1% ITS+Premix, 10 ng/mL

TGF-β3 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)를 포함하는 연골화 배지를

사용하였다. Round-bottom 96-well plates (Becton Dickinson, Lincoln Park, NJ,

USA)에 well 당 1.2 × 104 cells을 분주하고 500 × g에서 5분간 원심분리 하였다.

MB는 37°C, 5% CO2 incubator 배양기에서 배양하였으며 3일, 7일, 14일간 배양 후

형성된 MB는 TM 제작에 사용하였다 (Fig 1.).

TM 형성 및 Macroscopic 분석

이전 연구에서 계산된 값을 바탕으로, 다양한 크기로 형성된 MB는

non-coating 96-well plate (SPL, Daejeon, Korea)에 재배열하여 TM 형성이

가능하도록 하였다. 각 well 당 200 μL의 배지를 넣고 배양하였다 (1일, 3일). 사람

연골세포유래 MB, TM은 stereoscope (SMZ645; Nikon, Tokyo, Japan)으로

macroscopic 분석을 하였다. MB는 1일 간격으로 3일 동안 촬영을 하였으며, TM은

12시간 간격으로 3일 동안 촬영하였다 (Fig 3.). 크기 분석을 위해 사진 촬영 후

micro-ruler를 이용해 그 크기를 측정하였다.

TM의 Shape factors (circularity and roundness) 측정

Circularity는 원의 장축과 단축의 대칭성을 나타내며 roundness는 도형면의

모양이 얼마나 원에 가까운지 나타내는 지표이다. Circularity와 roundness는 12시간

간격으로 3일 동안 ImageJ program을 사용하여 측정하였다.
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계산공식

Circularity = 4**A / ([Perimeter]2)

Roundness = 4**A / ([*major axis]2)

Circularity와 roundness는 대상의 형태가 얼마나 원에 가까운 지를 나타내는

지표이다. 이상적인 원의 circularity와 roundness의 값은 1이다. 형태가 원에

가까울수록 값은 1에 수렴한다.

Glycosaminoglycan (GAG) 함량 분석

GAG 함량을 측정하기 위하여, Blyscan Sulfate Glycosaminoglycan Assay

(Biocolor Ltd, Belfast, Ireland) kit를 사용하였다. 샘플들은 1 mL Papain buffer

(0.2 M sodium phosphate buffer, 0.1 M sodium acetate, 10 nM ethylene diamine

tetraacetin acid (EDTA), 5 mM L-cysteine and HCl, pH 6.4)에 7.8 μL papain과

함께 18시간 65℃에 두었다. 그리고 10,000 × g에 10분간 원심분리 하였다.

상층액을 제거한 후 kit 용액과 반응시켜 ELISA reader (S500; BIO-RAD,

Hercules, CA, USA)를 이용하여 656 nm에서 흡광도를 측정하였다.

Chondroitin-4-sulfate solution을 standard로 사용하였다. 또한 세포의 DNA 함량을

측정하기 위하여 pico-green dsDNA assay kit (Invitrogen, Camarillo, CA, USA)를

사용하였다. 전체 GAG 함량과 DNA 함량을 그래프로 나타내었고 전체 GAG

함량은 전체 DNA 함량으로 나누어 정량하였다.

조직학 분석을 위한 특수염색 및 면역화학염색

4% Paraformaldehyde에 고정시킨 표본은 탈수, 투명, 파라핀 침투 과정을

거쳐서 조직 포매를 하였다. 포매한 표본은 4 μm 두께로 절단하여 슬라이드를

제작하였다. 절단된 슬라이드는 Histo-clear II (Natural Diagnostics, Blackburg,

VA, USA)로 탈파라핀 후 알콜로 수화하였다. 세포의 형태를 관찰하기 위하여

표본을 haematoxylin and eosin (H&E) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

염색을 하였다. MB와 TM의 콜라겐을 확인하기 위하여 masson’s trichrome 염색

(MT)을 진행하였다. MT 염색은 세가지 염료로 근육, 아교섬유, 섬유소 및

적혈구를 선택적으로 염색하는 방법으로, Trichrome III Blue Staining Kit (Roche,
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Lilleroe, Denmark)를 사용하였다. 면역화학염색에는 the avidin-biotin-peroxidase

complex principle (R.T.U. VECTASTAIN Elite ABC Kit; Vector Laboratories,

Burlingame, CA, USA)을 사용하였다. 슬라이드는 탈파라핀 및 재수 과정을

진행하였고 peroxidase와 pepsin을 각각 10분간 처리하였다. 1차 항체는 4°C에서

하루 배양 하였고 kit의 발색용액을 사용하였다. 1차 항체는 anti-collagen Ⅰ

(1:100; Abcam, Cambridge, MA, USA), anti-collagen Ⅱ (1:5, Abcam, Cambridge,

MA, USA)를 사용하였으며 Heamatoxylin으로 대조염색을 하였다.

Statistical analysis

실험은 세 번 반복하여 평균값 ± 표준편차 (mean ± S.D)로 나타내었다.

student’s t-test로 통계 분석을 하였고 프로그램은 SPSS Statistics 23.0 software를

사용하였다. p-value가 0.05 이하일 때 유의적 차이가 있는 것으로 나타내었다.
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결 과

사람연골초대배양세포 특성 분석

사람 연골초대배양세포는 6계대까지 배양하여 실험하였다. 2계대, 6계대

연골세포는 현미경 사진에서 돌출부가 있는 다각형 모양이 관찰되었다 (Fig 2. A,

D). 2계대 배양에서 6계대 배양을 했을 때 총 세포의 수가 약 1,000배 이상 차이가

나는 것을 growth curve를 통해 확인하였다. 또한 2계대, 6계대 연골세포의 PDT는

큰 차이가 없었다 (Fig 2. B). 사람 연골초대배양세포는 줄기세포와 연골세포의

표면 지표 확인을 위하여 FACS 분석을 하였다. 사람 연골초대배양세포는 CD73을

제외한 모든 줄기세포의 양성 지표에서 95% 이상의 발현 정도를 보였고, 줄기세포

음성 지표는 모두 1% 이하의 발현 정도를 보였다 (Fig 2. C). 또한 6계대에서도

사람 연골초대배양세포의 콜라겐 Ⅱ 양성 반응이 유지됨을 확인하였다 (Fig 2. D).

MB와 TM 형성

MB를 형성하는 과정에서, 원심분리 직후 96-well의 가운데에 연골세포들이

모여 있는 것이 관찰되었다. MB 배양 1일 후, 세포들이 서로 뭉쳐서 활모양의

덩어리를 형성하였다. MB 배양 2일 후부터 구형의 세포 덩어리가 형성되는 것을

확인하였고, MB 배양 3일째에는 완전한 구형이 완성되었다 (Fig 3. A). TM

형성을 위하여 기존의 계산된 값을 바탕으로 직경 약 6.4 mm의 제한된 공간에

다양한 크기의 MB를 재배열 하였다. TM 배양 12시간 후, MB의 가장자리가

가운데로 모이면서 하나의 덩어리로 형태를 이루었다. TM 배양 24시간 후,

MB들은 서로 강하게 접착하여 전체적인 형태가 더욱 압축되었고, 48시간 후 TM의

가장자리가 바닥면에서 위쪽으로 올라가는 현상이 관찰되었다. TM 배양 72시간이

되었을 때, 가장자리가 TM의 중심방향으로 모아져 가운데 빈 공간을 만들면서

TM을 형성하였다 (Fig 3. B).
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TM의 circularity와 roundness

Circularity는 원의 장축과 단축의 대칭성을 나타내며 roundness는 도형면의

모양이 얼마나 원에 가까운지 나타내는 지표이다. TM의 형태가 얼마나 원에

가까운 지 분석하기 위한 지표로 group 3 (3+3)과 group 4 (7+3) TM의

circularity와 roundness를 분석하였다. Fig 4. A, C, E와 G는 개별 TM의

circularity와 roundness의 시간대별 변화이며, Fig 4. B, D, F와 H는 이들의

평균치를 나타낸 그래프이다. group 3 (3+3)에서 TM 배양 24시간 후, circularity가

가장 낮고 72시간까지 점차 증가하였다 (Fig 4. B). 반면에 group 4 (7+3)에서는

48시간 까지 circularity가 감소하였다가 그 이후 다시 증가하는 것을 확인할 수

있다 (Fig 4. F). Roundness의 경우 group 3 (3+3), group 4 (7+3)모두 시간에 따라

점차 감소하는 유사한 경향성을 나타냈다 (Fig 4. D, H).

MB와 TM의 GAG 함량 분석

각 그룹의 GAG 함량 차이를 비교하기 위해 사람 연골초대배양세포와 MB,

TM 내 GAG 함량을 측정하였다. GAG/DNA는 GAG 절대 함량을 DNA 절대

함량으로 나누어 정량한 값을 나타낸다. 전체 그룹에서 연골세포와 유사하거나

높은 함량을 나타내었다 (Fig 5. A). GAG 절대 함량의 경우, group 4 (7+3)와

group 5 (14+3)에서 급격하게 감소하였고, 연골세포보다 각각 1.76배, 4.54배 낮게

측정되었다. group 1 (MB)은 가장 많은 GAG 함량이 측정되었으며, group 5

(14+3)에 비해 8.11배 높게 나타났다 (Fig 5. B). 또한 group 4 (7+3)와 group 5

(14+3)의 DNA 함량이 다른 그룹에 비해 매우 낮게 측정되었기 때문에 GAG/DNA

값의 경우 다른 그룹과 유사하거나 높게 나타났다 (Fig 5. A, C). MB 배양 시간이

7일 이상 길어지면 GAG와 DNA 함량이 감소하였다 (Fig 5. B, C). 반면에 group 1

(MB), group 2 (3+1), group 3 (3+3)의 GAG와 DNA 절대 함량은 사람

연골초대배양세포와 유사하거나 더 높았다. 특히 GAG 절대 함량은 연골세포에

비하여 각각 1.78배, 1.64배, 1.28배 높게 측정되었다. (Fig 5. B, C).
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조직학 분석, 특수염색 및 면역화학염색

MB와 TM의 조직학적 분석 및 콜라겐 등 세포 외 기질 발현을 확인하기 위해

H&E 염색, MT 염색, 콜라겐 Ⅰ및 콜라겐 Ⅱ 면역화학염색을 실시하였다 (Fig 6).

H&E 염색에서는 전체 그룹에서 약간의 괴사와 세포분열이 관찰되었으며 특히 큰

size의 MB 중심부 쪽에서 많이 관찰되었다. MT 염색에서 MB보다 TM에서 더

강하게 염색되어 콜라겐 함량이 더 많은 것으로 예상된다. group 4 (7+3)와 group

5 (14+3)에서는 세포 내에 콜라겐 기질이 특이적으로 관찰되었다. 콜라겐 Ⅰ의 경우

group 4 (7+3)에 비교적 강한 발현을 보였지만 다른 그룹들과 큰 차이는 보이지

않았으며 콜라겐 Ⅱ 역시 그룹 간 발현정도의 큰 차이는 관찰되지 않았다. 콜라겐

Ⅰ과 콜라겐 Ⅱ 의 그룹 간 발현 정도의 차이는 관찰되지 않았음에도 불구하고

연골세포와 유사한 발현을 나타냈다.
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고 찰

본 연구는 사람 연골초대배양세포를 이용하여 수십 ~ 수백 μm 크기의 작은

구형 MB를 제작하고, 수학적 계산을 바탕으로 산소 및 영양분 공급이 용이한

구조를 가진 3 ~ 4 mm 크기의 연골 모사체인 TM을 생산하는 기술을 확립하고,

이의 연골 모사정도를 분석하여, 골관절염 및 턱관절장애 재생치료의 플랫폼으로써

가능성을 제시하였다.

최근 관절질환을 타켓으로 한 여러 연구들이 많이 진행되고 있으며, 그 중

㈜코오롱생명과학에서 골관절염 치료제 (인보사Ⓡ)를 개발하여 국내 시판되었다.

인보사Ⓡ는 세포를 기반으로 하는 치료제로, 일반 연골세포와 TGF-β1 유전자 도입

연골세포를 손상된 관절에 주입하는 방법으로 골관절염 치료에 적용된다. 그러나

인보사Ⓡ는 연골재생을 통한 구조개선이 아닌 단순히 장기간 통증완화의 효과만을

보였으며, 이는 관절질환 치료의 근본적인 한계점을 극복하지 못하였다 [28, 29].

반면 본 연구에서는 근본적인 연골 구조의 개선을 목표로 하여, 거대 연골

모사체를 개발하였으며 이는 질환부위에 이식 시 원활한 연골의 재생이 가능하다.

본 연구에 사용된 사람연골초대배양세포는 형태분석 및 FACS 분석, 콜라겐

함량 등을 통해 연골세포임을 확인하였다 (Fig 2). 또한 기존의 연골 세포 관련

유사 연구들의 경우 2 ~ 3 계대 세포를 사용하였으나 [20, 30, 31], 본 연구는

실험에 사용 가능한 충분한 양의 세포를 확보하기 위하여 연골세포를 6계대까지

배양하여 사용하였다. 연골세포의 형태는 6계대에서도 역시 다각형 모양으로

관찰되었고 또한 PDT와 증식비율이 6계대 배양에서도 유지되는 것이 확인되었다.

FACS 분석에서는 줄기세포와 연골세포 양성 지표의 대부분에서 높은 발현양이

확인되었으며, 콜라겐 Ⅱ의 발현 역시 면역화학염색을 통해 확인하였다. 이는 6계대

배양을 하였음에도 불구하고 연골세포의 고유한 특성이 유지되는 것을 증명한다.

연골 모사체를 형성하는 방법으로 지지체를 개입한 삼차원 조직체 배양법을

적용할 수 있다. 지지체를 이용하여 연골세포를 이식하는 방법은 안정적인 형태를

유지하는데 유리하지만 지지체의 생체적합성이 낮으며 부산물이 생성되는 등의

부작용이 있다 [25, 26]. 이러한 부작용을 개선하기 위한 방법으로 지지체 미개입

삼차원 조직체 배양법이 있다. 기존의 지지체 미개입 삼차원 조직체 배양법에서는
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이차원 배양 방법에 비해 콜라겐과 같은 세포 외 기질이 풍부하게 생성되는

이점에도 불구하고 주변부와 비교했을 때 중심부의 프로테오글리칸 함량이 적고

산소와 영양공급이 이루어지는데 한계가 있어 세포변형 및 괴사가 발생할 수 있다

[11, 19, 32, 33]. 따라서 본 연구에서는 기존 연구들보다 적은 수의 세포 1.2 ×

104를 이용하여 산소 및 영양공급이 원활한 다양한 크기의 세포덩어리 즉, 제작

조건을 최적화하였다. 다양한 크기로 형성된 MB를 3 ~ 4 mm 크기의 거대

조직체인 TM을 제작하는 재료로 이용하였다. 이러한 방법들을 통해 지지체 미개입

밀리미터 스케일의 TM을 형성하였고 이는 앞서 언급되었던 삼차원 배양

시스템들의 한계점들을 극복 가능하다는 점에서 의의가 있다.

TM 제작은 사전에 계산된 수학적, 물리적 조건을 기준으로 아래와 같은

단계를 거친다. 초기에 계산된 값을 바탕으로 제한된 공간에 재배열 된 다양한

크기의 MB들은 (0시간, initiation) 시간이 지남에 따라 가장자리가 중심으로

모이면서 하나의 형태를 이루었다 (12시간, margination). 이후 MB들은 서로

강하게 접착하여 TM의 형태가 더욱 압축되었고 (24시간, condensation),

가장자리가 바닥면으로부터 위쪽으로 올라가는 현상이 관찰되었다 (48시간, lifting).

이후 가장자리가 안쪽으로 모아지면서 가운데 빈 공간을 형성하여 완전한 형태의

TM을 형성하였다 (72시간, folding) (Fig 3). TM 형성 유무는 MB의 배양시간에

따라 결정되었는데, 먼저 MB를 3일 또는 7일간 배양한 후, 기 계산된 조건으로

재배열 하였을 경우, 성공적인 구조를 가진 TM을 제작할 수 있었다. 그러나,

14일간 배양된 MB는 TM 형성에 실패하였다. 다른 연구에서도 마찬가지로, 작은

세포덩어리 여러 개를 14일간 배양 후 크게 뭉쳤을 때 완전히 결합되지 않는다는

결과가 있다 [19]. 이러한 결과는 본 연구에서 사용한 세포가 줄기세포가 아닌

연골초대배양세포로 분화가 더 진행된 세포인 것이 원인으로 추측된다. 이는

연골모사 거대 조직체 제작 시 연골 분화가 MB 제작 단계에서 7일을 넘지 않아야

하며, TM 제작 시, 배양시간을 72시간 이상으로 하여 분화유도가 필요하다는 것을

암시하고 있다. TM 형태 형성분석 시 사용된 shape factor circularity 및

roundness는 특정한 대상의 형태에 대한 원형정도를 분석하기 위한 지표로

응용된다 [23, 34]. TM이 형성되는 과정에서 group 3 (3+3)과 group 4 (7+3)의

시간대별 circularity 및 roundness를 측정하였다. 그 결과 group 4 (7+3)에서

시간에 따른 circularity 및 roundness값의 변화가 group 3 (3+3)에 비해 더 적게
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측정되었고, 이는 MB를 7일간 배양 시 TM이 원에 더 가까운 형태를 유지하면서

형성됨을 의미한다 (Fig 4). TM이 만들어 지는 과정에서 원형에 가까운 형태를

유지하는 것은 이전 유사 연구에서 조직체 형성 과정의 circularity가 유지되는 것과

비슷한 경향으로 사료된다 [23].

MB와 TM의 배양시간에 따라 형성된 조직체의 연골 형성능을 분석하기

위하여 GAG 함량을 측정한 결과, 연골세포에 비해 group 1 (MB)에서 약 1.8배

증가하였고, group 2 (3+1)와 group 3 (3+3)은 group 1 (MB)에 비해서 감소하는

경향을 보였으나, 연골세포와 비슷한 수준을 유지하였다. group 2 (3+1)와 group 3

(3+3)에서 GAG 절대량은 증가하였으나, DNA content도 같이 증가하여, 정량할

경우 감소하는 경향을 보였다 (Fig 5. A, B). 위 결과는 MB 상태가 3일, TM 형성

3일까지는 연골세포의 증식이 일어나고 있음을 대변한다. group 4 (7+3)와 group 5

(14+3)에서는 DNA 함량이 급격히 감소하는데, 이는 세포들이 사멸하는 것으로

판단되며 이는 삼차원 조직체 배양과 연관된 타 연구에서도 유사한 결과를

나타내었다 [35, 36]. 연골초대배양세포는 줄기세포에 비해 분화가 완전히 진행되어,

시험관 내 MB 형성 후 유지되는 과정에서 세포들이 급격히 사멸 되는 것으로

판단된다. 연골세포에서 MB로, MB에서 TM으로, 시험관 내 거대 조직체로 커지는

과정에서 GAG/DNA 함량 변화 결과, MB 상태 유지가 3일 내에 TM 변환이

이루어지면, 초대배양연골세포와 비슷한 정도의 연골 분화능을 유지하는 것을 알

수 있었다. 이는 본 연구에서 개발한 TM 제작 기술을 치료제에 적극 활용할 경우,

연골세포 수준의 연골 모사 결과를 얻을 수 있을 것으로 예상된다. H&E 염색 결과

group 4 (7+3)와 group 5 (14+3)에서 세포사멸이 관찰되어, DNA 함량 감소를

조직학적으로 대변한다 (fig 6). 위 결과들을 종합해 보았을 경우, TM 제작

과정에서 MB 상태를 최장 7일까지 유지할 수 있음을 알 수 있다. 콜라겐 Ⅱ에

대한 면역조직화학 염색 결과, MB, TM에서 연골초대배양세포와 같이 강한

양성반응을 나타내었다. 반면 기존의 연골 조직체 형성 연구에서는 조직체 내의

콜라겐Ⅰ 또는 콜라겐 Ⅱ의 발현이 전체적으로 고르지 않고 주변부 또는 중심부에

부분적으로 발현되는 것에 반해 [35, 37] 본 연구는 MB와 TM의 콜라겐 Ⅰ과

콜라겐 Ⅱ의 발현이 조직체 전체에서 고르게 나타나는 것을 확인하였다. 위 결과로

본 연구에서 개발한 거대 연골 모사체인 TM의 연골 기능을 검증하였다.
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본 연구에서 제시한 연골초대배양세포 유래 거대 연골조직 모사체인 TM을

제작하는 기술을 치료제 개발에 적용한다면 향후 새로운 세포치료제 개발의

플랫폼이 될 수 있다. TM이 연골초대배양세포와 유사하게 연골적 특성을 유지함을

확인 하였고 3일간 MB를 형성하는 것이 TM을 형성하는데 적당한 조건임을

확인하였다. 이에 본 연구는 지지체 개입이 없는 거대 연골 모사체인 TM 제작

플랫폼을 제시하였으며 향후 임상적으로 적용 가능하도록 발전 시켰을 때

골관절염이나 턱관절장애 치료의 한계점을 극복 할 수 있을 것으로 예상한다.
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Figure. 1. TM 형성 과정의 실험설계 모식도. Step1, 사람 연골초대배양세포를

분리 후 배양하였고 FACS로 특성분석을 하였다; Step2, 96-well plate에 well당

연골세포 12000개를 넣고 원심분리하여 MB를 형성하였다; Step3, TM은

Initiation, margination, condensation, lifting and folding의 과정을 거쳐서

형성되었다; Experimental design, group 1, 3일 MB; group 2, MB 3일 TM 1일;

group 3, MB 3일 TM 3일; group 4, MB 7일 TM 3일; group 5, MB 14일 TM

3일.
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Figure. 2. 사람 연골초대배양세포 특징분석. (A) 분리한 연골 세포의 2계대

(P2), 6계대 세포의 형태 분석을 위한 현미경 사진을 촬영하였다 (P6). 기준자는

300 μm를 나타낸다. (B) 2계대부터 6계대 사람 연골초대배양세포의 Growth

curve와 PDT를 측정하였다. (C) 사람 연골초대배양세포는 중간엽 줄기세포와

연골세포 지표 (CD29, CD90, CD44, CD73, CD105)와 줄기세포 음성 지표 (CD14,

CD45, CD117, CD31, CD34, HLA-DR)에 대해 FACS로 분석하였다. (D) 사람

연골초대배양세포의 H&E 염색과 콜라겐 Ⅱ 면역염색화학법 결과이다. 기준자는

300 μm를 나타낸다.
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Figure. 3. MB와 TM의 형태분석. (A) 3일간 MB을 형성하는 과정의 현미경

사진을 하루 간격으로 촬영하였다. 기준자는 500 μm를 나타낸다. (B) 3일간 TM이

형성되는 과정을 12시간 간격으로 촬영한 사진이다. 기준자는 각각 1 mm와 2

mm를 나타낸다.



- 27 -

Figure. 4. TM이 형성되는 과정에서 형태 지표인 circularity와 roundness를

측정한 결과. (A-D) group 3 (3+3)에서 circularity와 roundness를 12시간 간격으로

측정하였다. (A) 6개의 TM 각각의 circularity를 나타낸 그래프이다. (B) 6개의 TM

circularity의 평균값을 나타낸 그래프이다. (C) 6개의 TM 각각의 roundness를

나타낸 그래프이다. (D) 6개의 TM roundness의 평균값을 나타낸 그래프이다.

(E-H) group 4 (7+3)에서 circularity와 roundness를 12시간 간격으로 측정하였다.

(E) 6개의 TM 각각의 circularity를 나타낸 그래프이다. (F) 6개의 TM

circularity의 평균값을 나타낸 그래프이다. (G) 6개의 TM 각각의 roundness를

나타낸 그래프이다. (H) 6개의 TM roundness의 평균값을 나타낸 그래프이다.
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Figure. 5. 대조군과 실험군의 GAG와 DNA 함량 측정 결과 (A) GAG함량은

DNA양으로 정량하였다. (B) 연골세포와 MB, TM 그룹의 GAG 함량이다. (C)

연골세포와 MB, TM 그룹의 DNA 함량이다. 결과는 평균값 ± 측정표준편차 (mean

± S.D)로 표시하였다 (n=3). 유의적 차이가 있는 그룹끼리 같은 알파벳으로

표시하였다 (P value < 0.05).



- 29 -

Figure. 6. 특수염색과 면역화학염색을 통한 조직학적 분석. MB와 TM그룹의

H&E, MT 염색을 진행하였다. 또한 면역화학염색을 통해 콜라겐 Ⅰ, Ⅱ 콜라겐

발현 정도를 확인하였다. 검은색 화살표는 ECM와 콜라겐을 표시하였다. 기준자는

500 μm를 나타낸다.
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Abstract

Human chondrocyte-derived scaffold

free tissue module generation

Lee song yi

Dental Regenerative Biotechnology Major

The Graduate school, Seoul National University

(Directed by Prof. Cho, Jaejin)

There are limitation of therapies for osteoarthritis and temporomandibular

disorder. Recently, autologous chondrocyte implantation and stem cell therapy are

used for patients, but the effect is limited. To overcome this problem, many

researchers are trying to develop three-dimentional cartilage-mimic structures. In

this study, we developed millimeter-scale cartilage-mimic tissue module, artificial

material-free based on primary chondrocyte. Firstly, micrometers scaled

microblock was produced using chondrocytes. Secondly, tissue module was

generated using microblocks. Isolated human primary chondrocytes were

characterized by FACS and growth curve, population doubling time. I designed

the experimental groups to optimize the best conditions for TM culture as

following (Control group, human primary chondrocytes; group1, 3 days MB;

group2, MB 3 days TM 1 day; group3, MB 3 days TM 3 days; group4, MB 7

days TM 3 days; group5, MB 14 days TM 3 days). Human primary

chondrocytes at passage 6 were used for this study and significant differences

were not represented between passage 2 and 6 in population doubling time and

growth curve. Circularity and roundness were measured to analyze shape
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properties of TM. The variation of circularity and roundness was lower in group

4 (7+3) than group 3 (3+3). In GAG analysis, 3 days MB culture group

represents higher GAG contents than control group. I demonstrated that MB and

TM have chondrogenic characteristic as much as human primary chondrocytes.

Additionally I provide the platform for 3D scaffold-free culture system that can

apply to the limitation of conventional TMD or OA therapy.
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