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Bone healing plays an important role in orthognathic and craniofacial

surgery. Bone tissue repair and regeneration are regulated by an array of

growth and morphogenetic factors. Bone formation and remodeling require

continuous generation of osteoprogenitor cells from bone marrow stromal

cells, which generate and respond to a variety of growth factors with

putative roles in hematopoiesis and mesenchymal differentiation. In this

study, the efficacy of a single application of hepatocyte growth factor to
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promote bone regeneration in 5-mm experimental calvarial defects of adult

male rats was assessed histologically and immunohistochemically. The result

of the experimental site were compared with those of the contralateral

contral side. None of the control and experimental bone defects demonstrated

complete bone closure. Bone regeneration was found close th the margine

and central part of the defects. At 1, 2 weeks, there were found much

significant cellural mitotic activity and many inflammatory cells and

osteoblasts on the experimental site than control site. At 4, 6 weeks, new

bone apposition was founded in both site but, more apposition was seen at

experimental site. At 8, 12 weeks, also, some differences was found that

more apposition of new bone and collagen fiber was seen on experimental

site. Our results have some possibility that HGF do a early positive role to

repair the bone defect. More study will be needed.

제 1 장 서 론

선천적 기형, 외상, 신생물 등과 같은 여러 상황에서 악안면 골격의 광범위

한 골 결손이 생길 수 있다. 이는 때때로 심한 기능적, 심미적 문제점을 동반하

며, 재건수술을 해야 하기도 한다. 여러 가지 한계점 때문에 치료는 복잡해지며,

골 결손부가 큰 경우에는 완전한 골의 재형성을 달성하지 못할 수도 있다. 결합

조직이 골 결손부를 침범할 수 도 있으며, 형태적, 기능적 회복을 위해 부가적

인 치료가 필요 할 수 있다.

이 때문에 골 결손부에 골 치유를 촉진시키고, 도움을 주는 물질들을 적용하

려는 시도가 계속되어왔다. 악안면 골 결손부의 치유를 촉진시키기 위해 자가

골, 탈회동종골1 등을 사용해왔다. 안면 골 결손부의 재건을 위한 이식물로 생체

재료나 이물성형재료 또한 사용되어 왔지만 그 사용에 한계를 지니고 있다. 최

근에는, 공여부에 손상을 준다는 단점이 존재하지만, 악안면 재건을 위해서는
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자가골 이식이 가장 적절한 것으로 생각되고 있으며,2 신체구조물들의 성장과

분화에 직, 간접적으로 영향을 미치는 성장인자들을 골 결손부의 치유, 재건에

이용하려는 시도들이 이루어지고 있다.

지난 몇 년 동안, 여러 가지 성장인자들에 대한 많은 연구가 계속되어 왔으

며, 골 결손부의 치유에 작용하는 이들의 역할에 대해 많은 사실들이 밝혀지고

있다. 특히, 성장인자가 골의 형성에 중요한 골모세포의 분화 및 활성에 미치는

영향에 대해 여러 연구가 진행되고 있다.

최근, Grano 등은 성장인자 중 하나인 간세포성장인자가 골의 재형성에 관

여한다는 사실을 보고하였다.
3
Scatter factor로 알려진 간세포성장인자는 골모

세포와 파골세포에 의해 생성된다고 알려져 있으며,3,4,5,6 골의 대사에서 어떠한

역할을 하고 있고, 특히 골수간엽세포가 골 조상세포로 분화하고 성숙하는데 중

요하게 작용할 수도 있다고 보고 되었다.
7,8
Amano 등은 간세포 성장인자가 생

체 외 실험에서 골과 연골의 형성을 촉진시킨다고 보고하였으며.9 G. D'ippolito

등은 간세포성장인자가 비타민 D3와 함께 작용하여 연골조상세포와 골모세포의

분화를 촉진시킨다고 하였다.
10
Takebayashi 등은 간세포성장인자가 연골세포의

분화를 촉진시킨다고 하였으며11, Wakitani 등은 연골조직의 치유를 촉진시킨다

고 보고하였다.
12
Giovanni 등은 생체외 실험에서 간세포성장인자가 함유된

Hydroxyapatite가 골모세포의 분화를 현저하게 증가시켰다고 보고하였으며.
13

Fuller 등은 간세포성장인자가 파골세포의 골 흡수를 억제하기도 하고, 때로는

파골세포의 활성을 촉진시킬 수 도 있다고 하였다.
5
이와 같이, 간세포성장인자

는 골의 형성과 재형성에 있어 중요한 autocrine, paracrine 역할을 수행할 수도

있으며, 광범위한 악안면 골 결손부의 재건, 치유에 효과적으로 이용할 수 있을

것으로 사료되고 있다.

따라서 본 연구의 목적은 백서의 두정골에 인위적으로 골결손부를 형성한

다음 간세포성장인자를 적용하여 골 결손부의 치유에 어떤 영향을 미치는지를

조직학적, 방사선학적으로 평가하여 향후 악안면 영역의 골결손부 치료, 연구에

기초를 제공하고자 한다.
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제 2 장 연구재료 및 방법

1. 연구재료

1) 실험동물

체중 300g 내외의 수컷 Sprague-Dawley계 백서 21마리를 사용하였다. 실험

기간 중 백서는 각각 분리되고 제한된 우리 내에서 자유로이 활동하게 하였으

며, 실온에서 실험동물용 고형사료와 수돗물을 자유습식하였다.

2) 실험재료

간세포성장인자(HGF)는 adv.CMV.HGF를 사용하였다. 이는 human HGF

cDNA를 NotI으로 절단하여 바이러스의 NotI site에 삽입한 것이다. 바이러스

벡터는 사람 태아 신장 세포주인 293 세포주(ATCC, Rockville, MD, USA)에서

증폭시켜 cesium chloride density gradient centrifugation에 의하여 정제하고

투석하여 -80˚C에서 보관하였다.

간세포성장인자의 저장체로는 gelatin sponge carrier(Gelfoam, Lot no. 100;

Upjohn, Inc., Kalamazoo, MI)를 사용 하였으며 5mm 직경과 2mm의 두께를 가

지도록 제작하였다.

골모세포 및 다른 세포들의 분열활성을 확인하기 위하여

Brdu(5-Bromodeoxyuridine, Castra.)를 사용하였는데, 이는 세포가 분화하기 전

DNA의 S단계에 작용하여 세포의 분화능력을 볼 수 있게 한다. 이를 보기 위해

NCL-Brdu(Castra.)를 사용하여 면역조직화학 염색을 시행하였다.

2. 연구방법

1) 실험방법
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Xylazine (Rumpun
Ⓡ
, Bayer, Korea)과 Ketamine HCl (Ketalar

Ⓡ
, Yuhan,

Korea)을 5:18로 혼합하여 110mg/kg의 용량으로 백서 대퇴부에 근육주사하여

마취를 시행하였으며, 마취 후 실험대에 고정하였다. 두개상부의 수술부위를 제

모하고 베타딘 용액을 도포하여 소독한 후, 지혈 목적으로 1:100,000

epinephrine을 함유한 2% lidocain HCl (Octacaine
Ⓡ

100, Novocol

pharmaceutical of Canada, Inc.)을 피하주사하였다. 두피의 중간부위에 시상봉

합선을 따라 약 20mm의 절개를 시행하였다. 피부와 근육층을 박리하고 골막을

노출시킨 다음, 다시 골막절개를 시행하였다. 골막을 박리하여 두정골을 노출시

켰다. 시상봉합선의 양측으로 두정골에 두 개의 직경 5mm 크기의 골 결손부를

형성하였으며, 이를 위해 5mm trephine bur를 사용하였다(Fig 1). 골 결손부 변

연의 과열손상을 방지하기 위해 멸균된 식염수로 지속적으로 관주하였다. 외과

적 과정들은 조심스럽게 진행되었으며, 특히 경막과 상시상정맥동이 손상 받지

않도록 주의하였다(Fig 2). 우측 골 결손부를 실험군으로 사용하였으며, 좌측 골

결손부를 대조군으로 하였다.

대조군으로 사용된 골 결손부에는 상온에서 멸균된 생리식염수만 흡수된

Gelfoam spongy를 적용하였다. 실험군으로 사용된 골 결손부에는 Gelfoam

spongy에 간세포성장인자를 지니고 있는 바이러스(adv.CMV.HGF)를 흡수시켜

적용하였다(Fig 3). 양측 결손부는 사이에 위치한 상시상정맥동과 시상봉합에

의해 분리되었다.

흡수성 봉합사로 골막의 봉합을 시행하였으며(Fig 4), 다음으로 비흡수성 봉

합사를 이용하여 근육층과 두피층을 함께 봉합하였다. 봉합부위의 치유를 촉진

하고 감염을 방지하기 위해 항생제 연고를 적용하였으며, 예방적으로 항생제

(ampicillin, Penbrex
Ⓡ
)를 대퇴부에 근육주사하였다.

외과적 실험을 시행한 후, 각 군당 3마리씩 3일 군, 1주군, 2주군, 4주군, 6주

군, 8주군, 12주군으로 나누어 희생하였다. 각각 희생시키기 3시간 전 Brdu를

복막내 주사하였다.
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2) 표본제작

실험을 시행한 지 3일, 1주, 2주, 4주, 6주, 8주, 12주가 경과한 후, 복막내로

Brdu를 주사하고 3시간이 경과한 뒤, 백서에 전신마취를 유도하여 조직고정을

위한 심장관류법을 시행하였다. 흉곽부에 Y절개를 통해서 심장을 노출시킨 후

관류펌프와 연결된 20게이지의 바늘을 좌심실첨부에서 삽입하여 대동맥으로 통

하게 한 뒤에 지혈겸자로 고정하고 인산완충식염수(PBS용액)를 주입한 후 우심

방벽을 절개하여 체순환된 혈액이 체외로 배출되도록 하였다. 이후에 조직의 고

정을 위해서 4% 중성포르말린 용액을 30분간 주입하였다.

관류고정이후에 실험을 시행한 두정골을 적출하였다. 적출한 조직은 4%의

중성포르말린 고정액에 24시간 고정시킨 후 흐르는 물에 세척하고, 5% 포름산

과 구연산나트륨을 희석한 탈회액에서 6주간 탈회를 시행하였다. 이 후 조직을

조직캡슐에 넣어 흐르는 물에 12시간 동안 수세한 다음, 통상적인 방법에 따라

알콜과 크실렌으로 탈수와 투명화를 시킨 후 파라핀에 포매하고 4㎛ 두께로 골

결손부의 중심부에 횡단연속절편을 제작하였다.

3) 육안적 검사

실험기간동안 백서의 체중과 활동성 등의 생활력 및 수술부위의 감염소견을

관찰하였다. 백서를 희생 후 절제된 두정골에서 골의 치유상태나 골생성정도,

골질을 육안적으로 관찰하였다.

4) 방사선학적 검사

백서를 희생시킨 후, 촬영에 방해되는 하악골과 두개골의 기저부를 제거한

상태에서 방사선 촬영을 시행하였다. 이는 치과용 교합필름(Occlusal Film,

Eastman Kodak Company, U.S.A.)을 이용하여 방사선 촬영투브와 약 10cm의

거리에서, 65 kvp, 7.5 mA, 20msec의 조건하에 촬영하여 관찰하였다.
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5) 조직학적 검사

제작된 표본을 관찰하기 위해 Hematozylin-Eosin(H-E) 및 Masson's

trichrome으로 염색하여 광학현미경(Olympus BX50 F-3, JAPAN)으로 관찰하

였다.

6) 면역조직화학적 검사

조직절편을 증류수에 수화시킨 후 endogenous peroxidase를 제거하기 위해

methylalcohol에 0.3% hydrogen peroxide를 첨가시킨 용액에서 20분간 처리한

다음, 0.01M phosphate buffered saline(이하 PBS)에서 10분간 3회 세척하고

5% normal horse serum에서 30분간 두었다. 그 후 조직절편을 세척하지 않고

부드럽게 blotting한 후, Brdu(Bromodeoxyuridine)의 1차항체인 1:400으로 희석

된 NCL-Brdu(Castra.)를 4˚C에서 14-16시간 동안 적용하였다. 그 다음 PBS로

10분씩 3회 세척한 후 2차항체인 biotinylated horse anti-mouse IgG (Vector

Lab.)을 1:100으로 희석하여 실온에서 1시간 동안 적용하였다. 그런 후, 조직절

편을 PBS로 10분씩 3회 수세한 다음, 30분전에 미리 만들어 실온에 방치해 놓

은 ABC(avidin-biotin horseradish peroxidase complex)용액(A;10μl, B;10μl in

1ml PBS, Vector Lab.)을 조직절편에 실온에서 1시간 동안 적용하였다. 조직절

편을 PBS로 10분씩 3회 세척한 후, 0.05M Tris-HCl buffer(pH 7.6)에 0.05%

DAB(diaminohenzine, Sigma)와 0.01% hydrogen peroxide 혼합용액에서, 약 10

분간 순서대로 세척한 후, Harris hematoxylin으로 대조염색을 하고 통상적인

방법으로 그 이후의 과정을 거쳐 Permount(Polysciences, USA)로 봉입하였다.

제 3 장. 연구 결과

1. 육안적 소견
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실험을 시행한 모든 백서들은 건강한 상태를 유지하였고 실험을 시행하지

않은 백서와 비슷한 수준으로 체중이 증가하였다. 뇌기능의 손상이나 성장장애,

수술부위의 감염에 관한 임상증상은 관찰되지 않았으며, 수술부위는 잘 치유되

었다.

골 결손부를 형성하고 간세포 성장인자를 적용한지 3일, 1주, 2주, 4주, 6주,

8주, 12주가 지난 백서를 차례로 희생시켜 결손부를 노출시킨 뒤 육안적으로 관

찰하였다. 3일, 1주, 2주가 경과한 백서의 결손부에서는 실험군과 대조군, 양측

모두 아직 가골의 형성은 보이지 않았으며, 섬유성 조직에 의해 결손부가 채워

져 있었으며, 정상골과의 경계는 뚜렷이 구별할 수 있었다. 4주가 경과한 백서

의 실험군 결손부는 새로이 형성된 가골로 채워져 있었으며, 주위의 골과 비교

해 볼 때 광택이 떨어졌으며 경계는 구별이 가능했다. 아직 결손부의 중앙부위

는 신생골이 형성되지 않았다. 4주째 대조군의 결손부 역시 가골의 형성이 시작

되고 있었으나 실험군에 비하여 적은 양의 신생조직이 형성되어 있음을 볼 수

있었다. 6주가 경과한 백서의 실험군의 골 결손부에서는 좀더 단단해 보이는 골

성분으로 결손부가 채워져 있었으며 주위 정상골과 구분이 어려워 졌으며, 8주,

12주가 경과한 백서의 실험군 골 결손부에서는 정상골과의 경계가 거의 구분이

힘들게 되었다. 6주, 8주, 12주가 경과한 백서의 대조군에서도 실험군과 유사한

골 치유반응을 볼 수 있었으나, 신생골의 양, 치밀도, 광택 등에 있어 실험군에

못 미치는 것을 볼 수 있었다.

2. 방사선학적 소견

3일, 1주, 2주군의 방사선 사진에서는 양측 골 결손부의 방사선 투과도에 차

이를 볼 수 없었으며, 골 결손부의 경계가 뚜렷이 구분되었다(Fig 5). 4주군의

방사선 사진에서 실험군과 대조군 모두에서 약간의 방사선 불투과성을 볼 수

있었으며, 실험군에서 약간 불투과도가 높은 것처럼 보였다(Fig 6). 6주째부터

결손부의 경계가 불명확해지기 시작하였으며 역시 실험군의 방사선 불투과도가
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상대적으로 높게 나타났다. 8주째, 양측 모두 방사선 불투과도가 증가하였으며

역시 간세포성장인자를 투여한 실험군 쪽에서 더 높은 방사선 불투과성을 나타

내었다(Fig 7). 12주가 경과한 백서의 두부 방사선 사진에서는 거의 명확한 결

손부 경계는 볼 수 없으며, 결손부의 변연뿐만 아니라 중앙부위에도 방사선 불

투과성이 보였으며, 마찬가지로 실험군의 불투과도가 더 높은 것 같이 보였다.

하지만, 12주까지도 완전한 정상골과 같은 불투과도는 양측 모두 보이지 않았다

(Fig 8).

3. 조직학적 소견

간세포성장인자를 적용한 지 3일이 지난 실험군의 조직 소견을 보면, 결손부

의 중앙에는 아직 흡수되지 않은 Gelfoam sponge가 보이며, sponge 내부로 염

증세포들의 침윤을 볼 수 있다(Fig 9). 다핵거대세포와 림프구를 볼 수 있으며,

경막과 인접한 부위에서부터 많은 염증세포의 이주와 함께 골모세포들이 모여

있는 것을 볼 수 있다(Fig 10). 정상골과의 경계부위는 아직 뚜렷한 절단 흔적

이 남아있으며 골모세포들의 활성은 보이지 않고, 경막 쪽으로부터 많은 골모세

포들이 형성되어 골 결손부로 이주하고 있는 모습을 볼 수 있다. 대조군의 경

우, 비슷한 조직 소견을 보이고 있으나 전체적으로 염증세포들의 수가 현저히

적게 나타나고 있다(Fig 11). 1주일이 지난 실험군의 조직 소견을 보면, 3일군보

다 훨씬 증가한 염증세포와 골모세포들을 볼 수 있다. 다핵거대세포와 중성구를

많이 볼 수 있다. 정상골과의 경계부에서 신생 골기질의 형성이 시작되고 있음

을 볼 수 있고, 그 주위로 골모세포들이 에워싸고 있으며 드문드문 파골세포와

골세포도 보인다(Fig 12, 13). 결손부 중앙에서도 경막의 바로 상부로 골모세포

들이 모여 있고, 신생 골기질의 형성도 볼 수 있다. 정상골과의 경계부에서 뻗

어 나온 듯한 콜라겐 섬유들이 생성되어 있으며, 그 사이로 신생혈관의 형성도

볼 수 있다(Fig 14). 대조군을 보면, 실험군과 비교하여 수적으로 적은 염증세포

의 침윤과 골모세포를 보이나 역시 변연에서 신생 골기질의 형성 시작을 볼 수

있으나 파골세포나 신생혈관은 보이지 않았다. 2주일이 경과한 실험군에서 볼
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때, 정상골과의 경계부에서 증가한 신생 골기질의 형성을 볼 수 있으며, 주변으

로 많은 수의 골모세포들이 둘러싸고 있다(Fig 15). 내부에는 골수강이 형성되

고 있으며 그 내부에 골모세포와 함께 지방세포의 출현을 볼 수 있었다. 더욱이

바깥쪽 골막에서도 신생골의 형성이 시작되는 것이 관찰되었다. 대조군과 비교

하여 신생골의 형성 양에 있어 아직 현저한 차이는 보이지 않았으나, 활발한 형

태를 띠는 세포들을 볼 수 있었으며, Gelfoam sponge는 실험군과 대조군 모두

에서 흡수되지 않은 채로 남아있었다. 4주와 6주째, 실험군에서 보면, 중앙부의

Gelfoam sponge는 점차 흡수되어 그 양이 줄었으며, 그 사이로 많은 양의 콜라

겐 섬유들이 자라 들어가 있고, 염증세포의 수는 현저히 줄었으며 경막쪽에서

생성되어 나온 많은 신생 골기질의 형성이 관찰되었다(Fig 16). 2주군과 비교하

여 신생골의 경화도가 증가해 보였다. 대조군에서도 역시 Gelfoam sponge이 대

부분 흡수되었으며, 신생골과 콜라겐 섬유의 형성이 나타났으나 실험군에 비해

신생골과 골기질의 침착량이 적음을 확인 할 수 있었다. 8주, 12주가 경과한 백

서의 실험군에서는 골 결손부 전체를 연결한 신생골의 형성을 볼 수도 있었고,

완전히 연결되지 않았더라도 많은 양의 신생골 형성과 함께 치밀해지고 횡으로

나열된 콜라겐 섬유를 관찰할 수 있었다. 염증세포는 거의 사라졌고 골모세포의

양도 현저히 줄었다(Fig 17). 반대쪽의 대조군도 역시 비슷한 조직 소견을 보였

으나, 실험군과 비교해 볼 때 3개의 표본에서 정도의 차이는 있었으나 실험군의

신생골량이 현저히 증가해 있는 것을 볼 수 있었다.

4. 면역조직화학적 소견

Brdu를 이용한 면역조직화학염색에서는 세포 내 핵이 갈색으로 염색되어 나

타나며, 이러한 갈색을 띤 세포핵의 수가 많을수록 세포분열 활성이 활발한 것

으로 사료된다. 3일째, 실험군과 대조군 모두에서 갈색 침착을 띠고 있는 골모

세포들을 골 결손부의 변연부에서 부분적으로 볼 수 있다. 1주, 2주가 경과한

백서의 조직편에서도 비슷한 양상을 보이고 있다. 하지만 실험군에서 더 증가한

양의 갈색 침착을 볼 수 있으며, 인접한 경막에서 형성되어 이주해 오는 골모세
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포에서 특히 많은 세포분열능을 볼 수 있다(Fig 18). 4주째, 실험군을 보면, 골

결손부의 변연에 신생 골기질이 침착되면서 변연에서 약간 떨어진 곳에서 세포

분열활성을 나타내고 있으며(Fig 19), 6주가 경과한 백서의 실험군에서는 결손

부의 중앙부위에서도 세포의 분열활성을 볼 수 있는데(Fig 20), 대조군에서는

매우 드문드문 관찰되었다. 8주, 12주에서는 실험군, 대조군 모두에서 세포의 분

열활성이 나타나지 않았다.

제 4 장. 총괄 및 고찰

성장인자를 이용하여 골의 치유를 촉진시키려 하는 생각은 최근에 들어 관

심을 두기 시작하였다. 간세포성장인자는 많은 발육성 조직에서 다양한 효과를

나타내는, mitogenic, motogenic, morphogenic properties를 가지고 있으며, 조직

의 치유와 재형성에 중요한 요소임이 알려져 왔다.
11,14,15,16

간세포성장인자는

heterodimeric 분자로서 69 kDa의 α-chain과 34 kDa의 β-chain으로 구성된다.

간세포성장인자 수용체는 heterodimeric tyrosine kinase인 원종양유전자 c-met

로서 간세포성장인자가 특이적으로 결합하면 세포내 신호전달 cascade가 활성

화된다.
17

간세포성장인자는 광범위한 세포 종류에서 다양한 생물학적 활성을 가지는

데, 주요 기능으로는 세포분열 촉진, 세포의 운동성 증가, 형태형성 촉진과 세포

자멸사의 억제 작용이다.
18,19,20,21,22

이러한 생물학적 활성은 개체 발생과 세포 재

생에서 조직 구조의 형성에 중요하다. 다양한 연구에서 간, 태반, 폐, 치아, 유방

과 신장을 포함하는 상피성 기관의 발생과 형태형성에서 간세포성장인자의 중

요성을 보여주었다.
18,21
간세포성장인자는 조직손상이 있을 때 세포 재생을 촉진

시키며 손상으로부터 여러 장기의 보호기능도 가지고 있다.20,21 여러 가지 급성

손상이나 질환에서 혈중과 조직내 간세포성장인자가 증가하는 것은 이를 반증

한다. 또한 간세포성장인자는 혈관형성을 촉진시켜 조직에 투여되면 과도한 혈

관형성을 야기한다.23,24 그리고, 실험적으로 야기된 동물의 간, 신장, 위의 급성

손상에서 합성 간세포성장인자의 투여나 간세포성장인자 유전자치료는 급성 손
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상으로부터 조직을 보호하고 재생을 촉진시켜 급성 손상에 의한 질환의 치료제

로서 가능성을 보여주었다.
17,25-33

간세포성장인자는 다른 중배엽성의 세포들 뿐

만 아니라, 간세포, 간질세포, 상피세포, 폐세포에 의해서도 분비된다. 간질세포

로부터의 간세포성장인자 분비는 간세포성장인자가 골수간엽세포에 대한

autocrine fashion에서 잠재적인 역할을 수행할 수 있음을 제시한다
.7,8
간세포성

장인자의 수용체인 MET는 MET protooncogene의 tyrosine kinase product이

다.34

골조직의 치유와 재형성에 있어 간세포성장인자의 역할에 대해서 알려진 것

은 거의 없다. 간세포성장인자와 그의 수용체인 MET는 둘 다 골모세포와 파골

세포에서 발현된다고 알려졌다.3 이러한 발견은 stem-cell의 증식과 분화에 있어

서의 역할에 더불어 간세포성장인자가 골격의 성장과 항상성의 유지에 있어 중

요한 역할을 할 수도 있음을 제시한다. 그러나 간세포성장인자가 단독으로 활성

을 가지는지 다른 골형성 관련인자들과 함께 작용하는지는 명확하지 않다. 2000

년 Giovanni 등은 Hydroxyapatite와 간세포성장인자를 이용하여 골모세포의 활

성에 대하여 연구하였는데, 간세포성장인자는 세포의 분화와 콜라겐 합성은 증

가시켰으나 골의 형성 초기에 발현되는 MMPs의 생성에는 영향을 미치지 못했

다고 보고하였다.
13
2002년 G. D'Ippolito 등은 간세포성장인자와 비타민 D3의

골모세포에 미치는 영향에 대해 연구하였는데, 간세포 성장인자를 비타민 D3와

함께 적용함으로써 세포분화와 alkaline phosphatase의 활성을 매우 증가시켰다

고 보고하였다. 그러나 간세포성장인자 단독으로는 세포외 기질에 칼슘침착을

일으키지 않고, 비타민 D3와 함께 적용한 경우에 칼슘침착이 일어났다고 하였

다.10

이에 본 연구에서는 간세포 성장인자가 단독으로 골모세포 및 골 결손부의

치유에 어떠한 영향을 미치는 지 알아보기 위하여 기존의 다른 연구에서 많이

수행해 온 방법대로 백서의 두정골에 양측으로 5mm 크기의 결손부를 형성한

다음 한쪽에 간세포성장인자를 적용하고 반대측 결손부에는 멸균생리식염수를

적용하여 대조군으로 이용하였다. 동일한 백서의 반대측을 대조군으로 사용한

이유는 동일한 개체내에 실험군과 대조군을 두어서 실험동물간의 상태 차이로
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인한 실험 오차를 줄여 좀 더 정확한 비교를 하기 위해서였다. 적용한 간세포성

장인자를 생체내로 적용하기 위하여 바이러스를 벡터로 이용한 adv.CMV.HGF

를 사용하였으며, 바이러스를 골 결손부에 적용하기 위한 저장체로 Gelfoam

sponge를 이용하였다. 이 스폰지는 3주에서 5주사이에 흡수가 일어나며 효과적

으로 Cytokine solution
35
과 골수간엽세포들

36
을 저장한다고 보고 되었다.

본 실험의 육안적 소견과 방사선 사진의 결과에서 간세포성장인자를 적용한

실험군의 결손부가 대조군의 결손부에 비하여 시간이 경과할수록 상대적으로

더 빨리 신생골이 형성되는 것을 볼 수 있었다. 실험군의 조직학적 소견을 보

면 3일째에는 뚜렷한 차이가 없었으나 1주, 2주가 경과한 실험군에서 대조군에

비해 더 활발한 골모세포, 염증세포들의 이주 및 세포외 기질의 증가를 볼 수

있었으며 신생혈관의 형성, 파골세포와 지방세포의 출현을 발견할 수 있었다. 4

주, 6주가 경과한 실험군에서는 현저히 증가된 신생골과 신생골을 둘러싸고 있

는 골모세포들을 볼 수 있었으며, 아직 신생골이 형성되지 않은 결손부는 콜라

겐 섬유들이 관찰되었다. 8주, 12주가 경과한 실험군에서도 역시 신생골에 의해

골 결손부가 완전히 연결되지는 않았으나 대조군에 비해 증가하고 더 치밀해진

신생골이 출현하였다. Brdu를 이용한 면역조직화학 검사 결과에서도 실험군에

서 더 증가한 세포의 분열활성을 볼 수 있었다.

상기 결과에서 볼 때, 간세포성장인자가 골 결손부의 치유에 있어 초기 염증

세포 및 골모세포의 생성과 분화활성, 신생골의 형성에 긍정적인 영향을 주고

있음을 알 수 있으며, 향후 결손부 재건에 있어서 간세포성장인자의 이용 가능

성을 제시하고 있다. 하지만, 본 연구에서는 바이러스의 저장체로 사용된

Gelfoam sponge의 효과를 배제하지 못하였다. 또한 실험용으로 사용한 백서가

3개월이란 짧은 성장기간이 경과한 덜 성숙한 동물이란 점도 실험에 간접적인

영향을 미쳤으리라 사료된다. 이러한 문제점들과 함께 결손부 형성시의 외상의

정도, 골막 봉합의 일관성, 간세포성장인자의 적용방법과 시기 등에 대해 더 연

구하고, 추가적인 임상실험을 통해 간세포성장인자의 효용력에 대하여 저자는

점진적으로 보완할 예정이다.

본 실험의 결과들은 간세포성장인자를 안면골 결손부의 재건에 도움을 줄
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수 있는 가능성을 제시하고 있다고 생각되어지며, 향후 지속적인 생체내, 생체

외 실험, 연구들이 필요하리라 사료되어진다.

제 5 장. 결 론

본 연구는 골 결손부에 미치는 간세포성장인자의 효과를 알아보기 위하여

Spraque-Dawley종의 수컷 휜 쥐를 이용하여 두개골에 골 결손부를 형성한 다

음, 우측 결손부에 간세포성장인자를 적용하여 3일, 1주, 2주, 4주, 6주, 8주, 12

주간 사육한 뒤 희생하여 방사선 촬영, 조직학적 분석, 면역조직화학적 분석을

통해 다음과 같은 결론을 얻었다.

1. 방사선 소견에서, 간세포성장인자를 적용한 실험군의 방사선 불투과도가 대

조군에 비하여 좀 더 증가되어 신생골의 형성이 더 빨리 이루어짐을 알 수

있었다.

2. 조직학적 소견에서, 간세포성장인자를 적용한 백서의 골 결손부에서 골모세

포, 염증세포를 포함한 다양한 세포들의 활성이 증가하였으며, 신생골의 침

착이 증가되었다.

3. Brdu를 이용한 면역조직화학검사에서, 실험군의 결손부 치유의 초기단계에

서의 세포분열능력이 증가했다.

상기 결과에서 볼 때, 골 결손부의 치유에 있어 간세포성장인자가 긍정적 효

과를 가지는 것으로 사료되며, 추가적인 다양한 연구가 필요할 것이다.
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Explanation of Figures

Fig. 1. Dissection and elevation of periosteum, and then 5mm bony defect

formation on the parietal bone with 5mm trephine bur.

Fig. 2. Enlarged photograph of Fig. 1.

Fig. 3. Insertion of Gelfoam sponge. Right sponge were soaked with

adv.CMV.HGF, and left side sponge were soaked with saline solution.

Fig. 4. Primary closure of the periosteum with the absorbable silk.

Fig. 5. Occlusal view radiograph. 2 weeks after surgery.

Fig. 6. Occlusal view radiograph. 4 weeks after surgery.

Fig. 7. Occlusal view radiograph. 8 weeks after surgery.

Fig. 8. Occlusal view radiograph. 12 weeks after surgery.

Fig. 9. Histologic findings at 3days of parietal bone defect in rats,

experiemental site. (H-E stain, original magnification × 200).

Fig. 10. Histologic findings at 3days of parietal bone defect in rats,

experiemental site. (H-E stain, original magnification × 200).

Fig. 11. Histologic findings at 3days of parietal bone defect in rats, control

site. (H-E stain, original magnification × 200).

Fig. 12. Histologic findings at 1week of parietal bone defect in rats,

experiemental site. (H-E stain, original magnification × 200).

Fig. 13. Histologic findings at 1week of parietal bone defect in rats,

experiemental site. (H-E stain, original magnification × 200).

Fig. 14. Histologic findings at 1week of parietal bone defect in rats,

experiemental site. (H-E stain, original magnification × 200).

Fig. 15. Histologic findings at 2weeks of parietal bone defect in rats,

experiemental site. (H-E stain, original magnification × 40).

Fig. 16. Histologic findings at 4, 6weeks of parietal bone defect in rats,

experiemental site. (H-E stain, original magnification × 200).
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Fig. 17. Histologic findings at 8, 12weeks of parietal bone defect in rats,

experiemental site. (H-E stain, original magnification × 20).

Fig. 18. Histologic findings at 1, 2weeks of parietal bone defect in rats,

experiemental site. (Immunohistochemistry, original magnification ×

200).

Fig. 19. Histologic findings at 4weeks of parietal bone defect in rats,

experiemental site. (Immunohistochemistry, original magnification ×

200).

Fig. 20. Histologic findings at 6weeks of parietal bone defect in rats,

experiemental site. (Immunohistochemistry, original magnification ×

200).
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