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Ⅰ. 서 론

구강악안면영역에서악성종양의절제수술은흔히광범위

한구강점막조직의결손을야기한다. 이러한결손을재건하

기위해흔히피부를포함하는복합피판(skin-bearing composite

flaps)이 다양한 방법1-6)으로 사용되어 왔다. 하지만 구강 내 점

막결손부가일반피부조직에의해피개됨에따라술후구강

내로 털이 자라거나, 과도한 각화가 발생하거나, 점액을 분비

하지못하여지속적인구강내불편감을야기하였고, 또한피

부 공여부에 새로운 창상과 피부 결손을 초래하여 재건 수술

후에도 환자의 삶의 질을 저해하는 많은 문제점을 야기하였

다. 이러한기존의피부포함피판의단점을극복하기위해구

강내 결손부를 점막조직으로 피개시키려는 노력이 시도되었

는데, 충분한양의점막조직을얻을수있는공여부가적절치

않아임상적으로효과적이지못하였고, 아직까지구강암절제
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Backgrounds: To overcome limited amount of autogenous mucosa for the reconstruction of various mucosal defect including oral mucosal defect,

tissue engineered mucosa has been recently introduced. However, introduced conventional technique of tissue engineered mucosa still have serious

pitfalls such as long fabrication time, fragility of the reconstructed mucosa, and complexity of the technique. 

Aim of the study: To examine whether the complex of preconfluent autologous keratinocytes and autologous PRP (Platelet rich plasma) can recon-

struct oral mucosa on the muscular flap with easier and faster way compared to conventional mucosal tissue engineering technique. 

Materials and methods: One day before the operation, oral mucosa (3mm in diameter) were taken and treated for extraction of oral keratinocytes

according to the routine manner. The day of operation, oral keratinocytes were prepared in the laboratory and then moved to the operating theater.

Autologous PRP was also prepared and then mixed with oral keratinocytes just before grafting on the prepared muscular flap. After keratinocyte-PRP

complex was seated, then a sterilized rubber sheet was placed on the graft and the elevated skin flap was replaced and sutured. Biopsies were proceed-

ed at 3,5,7,14 and 21 days. Tissue samples were evaluated clinically, histologically, and immunohistochemically. 

Results: All of the oral keratinocyte-PRP complexes were successfully grafted on the recipient sites (100%). On 3 days after the operation, 1-2 con-

tinuous epithelial layer and many inflammatory cells were observed. On 5 days after the operation, increase of layers of keratinocyte was observed

with less inflammatory response. Thickness of the layers was gradually increased from 7 to 21 days after the operation. Cytokeratin confirms epitheli-

um in every specimen. 

Conclusions: Preconfluent graft of autogenous oral keratinocytes mixed with autogenous PRP have successfully reconstructed myo-mucosal flap.

This technique could be a useful alternative for oral mucosal reconstruction in the near future.
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후 발생된 구강 내 거대 결손부를 점막조직으로 이장하는 것

은성공을거두지못하고있다. 

1975년적은양의피부의생검을통해표피판(epidermal sheet)

을실험실적으로형성시킨 Reinwald와 Green의보고7) 이후, 이

방법을구강점막에응용하여, 자가구강점막의일부를실험실

에서분리배양한후다양한조건으로인공구강상피막을형

성시켜이를이식해주는방법으로구강점막을재건하려는실

험적, 임상적 연구들이 꾸준히 보고되어왔다8-11). 하지만 이러

한 방법들은 공통적으로 3-4주에 걸친 장시간의 실험실 배양

기간이소요되었으며, 이에따른무균적인배양환경의관리의

어려움과계대배양이진행됨에따라세포의분열능력이감소

하고, 표피판이형성된후에도생체에이식후생착율이떨어

지거나, 제작된 상피막이 너무 연약하고, 창상치유후 과도한

수축을 보이는 등 제작에 들인 노고에 비해 만족스럽지 못한

임상결과를 보여왔다6). 이런 전통적인 실험실내 배양의 문제

를 극복하기 위해 기존의 실험실내 점막 제작과는 다른 방향

으로pre-confluent keratinocyte grafting이표피조직공학 (epidermal

tissue engineering) 분야에소개되었다5,12). 이개념은분리된자가

점막 각질세포 내에 미분화 각질세포(undifferentiated ker-

atinocytes)혹은줄기세포가존재한다는전제하에, 미분화상태

를 유지할 수 있는 조건에서 최소한의 필요 기간만 배양하고

이들의 배양에 가장 적합한 조건인 생체 내로 바로 이식함으

로써, 기존의 실험실내 점막제작에 비해 기간을 단축시키고,

이식성공률을높일수있으며, 전체적인비용을절감할수있

다는데 이론적 근거를 둔다. 이런 이론에 기초하여 2001년 이

부규등12)은백서에서소량의자가구강점막조직에서각질세

포를분리한후 pre-confluent grafting의개념에기초하여동개체

의groin muscle의상방에분리된각질세포를즉시이식하여자

가구강점막각질세포가빠른시간안에넓은면적의근육을

이장 (laminating)하는결과를보고하면서현재구강의거대결

손부재건에 gold standard라고할수있는피부-근복합피판에

서 피부를 인공 점막으로 대체하여 비교적 단기간 내에 성공

적인인공점막-근피판제작의가능성을제시하였다. 하지만

그보고에서세포의 carrier로서 Gore-tex를사용하여추후의제

거가용이하지않았고, 배양환경이외기와의접촉이없는피

하조직이었으며, 신생된 점막이 지나치게 얇고, 분화가 되어

있지않아실제임상에적용을위해서는새로운 carrier의도입

을포함한적절한protocol의확립이필요함을주장하였다. 

이에그연구에계속하여, 자가각화점막세포의새로운 carri-

er로서, 1997년 Whitman 등23)에의해구강악안면외과에처음으

로소개된뒤, 혈소판에서분비되는여러가지성장인자로인

해연조직및경조직치유및재생을촉진하는것으로알려져

있는, 혈소판농축혈장 (Platelet Rich Plasma(PRP)) 24,25)을세포의

matrix겸 carrier로이용하기로하였으며, 외기와의접촉을허용

하는환경에서의배양을위해근피판상부의피부와세포이

식체상부를멸균된고무판으로분리하고이를이용하여상부

피부판이완전히폐쇄되지않도록고안하였다. 

본연구의목적은근피판으로이용할부위에분리된자가구

강점막세포를자가PRP와혼합하여즉시이식하고, 근피판이

비교적 간단한 방법으로 빠른 시간 안에 성공적으로 자가 점

막조직으로 이장이 되는지 확인하는 것이며, 본 연구의 결과

에따라향후실제구강암환자의결손부재건에임상에의적

용이 용이한 새로운 치료법의 가능성을 제공할 것으로 사료

된다.

Ⅱ. 재료 및 연구방법

1. 실험 동물

본연구를위하여수컷의실험용백서 (Whistar rat)를사용하

였으며암컷인경우에는호르몬의변화가상처치유과정에영

향을미칠수있으므로배제하였다. 이들은실험실환경에순

응하기 위해 첫1주일간 표준화된 조건에서 지냈으며, pelleted

satandard rodent diet (No.1320, Altromin)을먹고 libitum이포함된

tap water를섭취하였다. 10,000 IU의광범위항생제페니실린을

모든외과적시술전에투약하였으며술후이틀간 0.2 mg/kg의

양으로진통제 (Buprenorphine HCl)를투약하였다. 모든시술과

정과 수술기구를 포함한 수술영역은 무균적인 환경이었으며

각각의수술과정은 ketamine과 rompun을 2:1의비율로체중(kg)

당 2.5 ml의 용량으로 마취 한 후 시행하였다. 본 실험의 모든

과정은울산대학교의과대학서울아산병원임상연구소동물

실험연구의규칙에따라진행되었다.

2. 구강점막세포의 채취 및 배양

구강점막조직편의채취는백서의혀배측부위에서지름 3

mm의 biopsy punch (Stiffel, Germany)로 균일하게 두 개씩 얻었

다. 채득된점막은 1.5 ml epi tub에항생제가포함된 0.5 ml phos-

phate-buffere saline (PBS)에보관되었다. 이후PBS를이용해 3회

에걸쳐반복하여세척을한후 37 ℃에서 30분간항생제를포

함한 PBS에담구어살균처리를하였다. 표피층을분리하기위

해 0.5㎖의Dispase II (Gibco, Mahnheim, Germany)와 1㎖의 serum-

free keratinocyte growth medium (KGM, Clonetics, SanDiego, CA)를

혼합한 epi tube에담구어 4 ℃의온도로 1 일보관시켰다. 이렇

게처리된점막조직에서표피층 (epithelial layer)을무균환경에

서기질층 (stromal layer)로부터벗겨내고표피층으로부터세포

들을 추출하기위해 0.25 % trypsin-EDTA sol. (1㎖)(Gibco)에 37

℃로 5 분간처리하였다. Trypsin을중화시키기위해 10 % fetal

calf serum (FCS)이첨가된 PBS에넣고세척과정을거친후, 세

포침전물 (cell pellet)을얻기위해 2000 rpm으로 5분간원심분

리시켰다. 얻어진세포침전물은재부유화를위해 10 % FCS를

포함한PBS에 30분간처리되었으며이를 70 ㎛나일론세포여

과기 (Falkon, Beckton Dickinson, CA)를사용하여세포만을분리

한후다시 2000 rpm으로 5분간원심분리하였다. 세포침전물

을제외한용액은제거한후다시 1 ㎖ KGM medium을첨가하

여 최종적인 세포 수를 혈구계를 이용하여 계산하였다. 이후
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세포배양을 위해3~4 ㎖ KGM medium을 매개로 6-well

flask(Falcon)에담궈 37 ℃의온도로 5 % CO2 를포함하는가습

이되는배양기 (humidified incubator)에서시술전까지평균 2-3

시간배양하였다. 

3. PRP 준비

이식 당일에 백서의 안와하정맥총에서 미세유리관을 삽입

하여 약 3 cc의 혈액을 채취하였다(Fig. 1). 혈액은 응고과정을

막기 위해 Citrate가 포함된 튜브에 보관하였으며 이식 2 시간

전에혈소판분리과정을시행하였다. 1000 rpm 으로 20 분간원

심분리하여 일차적으로 혈장과 혈소판을 분리하였고 이것을

4000 rpm 으로 10 분간이차원심분리하여혈소판이농축된혈

장을얻었다.

4. 근피판에 이식

마취 후 백서의 등 부위를 제모시킨 다음 백서의 두개 기저

골로부터 척추 정중선을 따라 5 cm 되는 지점에서 외측으로

1.5 cm 떨어져서좌우각각 1 개의지점을표시하여이식부위

의중심을정하고철사로미리제작한한변이 1.5 cm인정사각

형의창상마커로정확히창상부위를작도하였다(Fig. 2). 작도

된절개선을따라수술용칼 (No.11)을사용해피부를관통하여

근육층상방까지절개를가했고, 이때절개선은 3 변에만가하

여결과적으로뚜껑문(trap door) 형태로만들었다. 근막이노출

되면준비된세포를 PRP와혼합하여약 50 μl에맞추어골고루

뿌렸으며 이 때 조작의 편의성과 이식물의 고정성의 증가 및

PRP의 activation을 위해 트롬빈(5000units)(ㄜ이연제약)을 섞어

주었다. 이식체와 상방의 피부판과의 분리를 위해 멸균 처리

된고무막(rubber sheet)을위치시켜주었으며(Fig. 3) 피판의고

정을위해네모서리에 4-0 나일론봉합사로봉합을해주었다.

이식후 3 일, 5 일, 7 일, 14 일, 21 일에걸쳐결과를관찰하였으

며이때각각의시술부위에대한임상적관찰과염증상태를

평가하였고, 생검을 통한 조직검사를시행하였다. 한 편 구강

점막각화상피세포-PRP복합체의 효과에 대한 대조군으로서

같은 조건으로 생성된 결손부에 아무것도 이식하지 않은 군,

PRP 만이식한군, 구강점막각화상피세포만을이식한군으로

나누어 같은 기간 내에 동일한 조건에서 임상적 관찰과 조직

검사를시행하였다.

5. 조직시편의 고정 및 염색

얻어진조직시편은채취즉시 4 % paraformaldehyde용액에고

정되었다. 고정된시편을파라핀왁스에포매시킨후 4 ㎛의두

께로수직절편을만들어서이를 hematoxilin 과 eosin (H-E)으로

염색하였다. 명시야현미경(Nikon eclipse 80i, Japan)을이용하여

10-200 배율로 이식 성공여부, 염증 반응의 유무, 각질 세포의

형태와세포층수의평가, 그리고상피층의분화정도를측정

하였다. 이식성공여부는근피판상방에점막각질세포의이

장된 형태를 보고 결정하였으며 일정한 연결을 보이면 성공,

그렇지않으면실패로간주하였다. 

Fig. 1. Blood sampling via infraorbital venous plexus.

Fig. 2. Transplantation site was marked with surgical

wire stent.

Fig. 3. Rubber drain (arrow) was applied on transpla-

ntation site. 
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6. 면역조직화학적 평가

상피의 확인과 기저층의 확인을 위해 조직절편을 0.5%

hydrogen peroxide(in PBS)로 15분간처리하여내인성 peroxidase

activity를제거하고 PAP법에따라사이토케라틴 (cytokeratin)과

라미닌 (laminin)에 대한 면역조직화학 염색을 시행하였다. 간

략히설명하면, 조직시편을 gelatin-potassium-chrome-sulfate-coat-

ed 슬라이드에놓고, 일차항체 (primary antibodies)에비특이적

결합을 제거하기 위해, 30 분간 0.1 M PBS에 1 % bovine serum

albumin (BSA) 포함되어 있는 용액으로 처리하였다. 두었다.

AE1/AE3 anticytokeratin monoclonal antibody (DAKO, Glostrup,

Denmark)는 1:100, anti-pan cytokeratin monoclona antibodies (Santa

Cruz, CA)는 1:50, anti laminin antibody(Calbiochem)은 1:400으로

희석하여 사용하였으며, 반응시간은 실온에서 4 시간에 걸쳐

적용하였다. 2차항체로는 anti rabbit IgG(Sigma)를 1:100으로, 3

차 항체로는 peroxidase antiperoxidase(PAP, Sigma)를 1:100으로

해서 희석하여 사용하였으며, 각각 실온에서 1시간씩 반응시

켰다. 반응이 끝난 조직은 3,3’-diaminobenxidine으로 발색하고

필요에따라 H-E로대조염색하였다. 이와같은염색을시행하

기에앞서 2차항체에의한비특이적면역염색반응을배제하

기위하여 1차하체에의한전처치없이 2차항체만을사용하

여염색했을때, 양성반응이없음을확인하였다. 염색후각각

의 시편에 대하여 각각의 항체에 양성 반응으로 나타난 세포

및조직의위치와분포를조사하였다. 

Ⅲ. 결 과

(1) 자가점막세포및 PRP의채취: 2 개의지름 3 mm의점막

조각편에서평균 20 ~ 25 만개의각질세포가채득되었으

며약 3cc- 5cc의자가혈액에서 164,000-373,000 platelets / ㎕

를함유하고있는 PRP가획득되었다. 실험에사용된백서

모두 실험 후 각각의 조직 시편 채취 시까지 생존하였으

며 모든 창상 부위에서 심각한 감염의 증상은 관찰 되지

않았다. 

(2) 이식후 3 일째 (Fig. 4, 5): 근피판상부에상피층으로보이

는얇은조직을육안으로관찰할수있었다. 이조직층은

이식부위에얇게이장되어있었으며핀셋과같은기구로

인장력을 가했을 때 제거될 수 있을 정도로 약한 결합력

을가지고있었다. H-E 염색으로관찰시연속된 1-3 개층

정도의상피세포층이관찰되었다. 많은염증세포의침윤

과더불어많은모세혈관이관찰되었다. 

(3) 이식후 5 일째 (Fig. 6, 7): 3 일째보다비교적균일하게두

꺼워 보이는 점막 상피가 형성되어 있는 것이 관찰 되었

다. 조직겸자로제거하려고했을때하부조직과쉽게박

리가되지않았다. H-E 염색에의한조직소견상뚜렷하게

관찰되는 2-4 층의 상피층을 관찰할 수 있었으며 각화가

일어나기 시작한 것이 일부 조직 시편에서 관찰되었다.

염증세포는드물지만여전히광범위하게관찰되었으나 3

일째의소견에비해서는현저히줄어있었다.

(4) 이식후 7 일째 (Fig. 8, 9, 10, 11): 육안으로좀더성숙된질

겨 보이는 점막 상피층을 확인할 수 있었으며 기구에 의

해 제거되지 않을 인장도의 결합력을 보였다. 현미경 상

에상피층이 3-5개정도로늘어났으며, 상피층의분화정

도에따라상피층의세포들의모양이다른것이관찰되었

다. 염증세포는더이상뚜렷이관찰되지않았다. Laminin

에의한basal cell layer의염색이뚜렷이관찰되었다.

(5) 이식후 14 일째 (Fig. 12): 상피층은더욱성숙되어졌고현

미경상으로도잘분화된모습과더불어상피하조직도보

다성숙되어일반구강점막하조직의양상과비슷하게보

였다. Laminin에의한기저막부위의염색이더욱뚜렷하

Fig. 4. 3 days after transplantation; a thin epithelial

layer can be observed. 

Fig. 5. 3 days after transplantation; Epithelial layer

can not clearly identified. Inflammatory cells were do

minated on the graft bed. (H-E; original magnification

40×)
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Fig. 6. 5 days after transplantation; Epithelial layer

was thicker than that of 3 days (arrow). 

Fig. 7. 5 days after transplantation; Continuous

epithelial layer was identified. Inflammatory response

was decreased compared to that of 3 days. (H-E;

original magnification 40×)

Fig. 9. 7 days after transplantation; three- to four-layer section of keratinocytes was found above the muscle layer.

The keratinocytes had a small square cell structure. A layer of connective tissue with fibroblasts and extracellular matrix

components was found. (H-E; original magnification 40× (left),100×(right))

Fig. 8. 7 days after transplantation; Epithelial layer

was thick and strong.



백서에서 자가 구강점막세포와 혈소판 농축 혈장의 이식에 의한 점막 근 피판의 조직공학적 제작

327

Fig. 10. Cytokeratin 7 days after transplantation:

cytokeratin was proven in the epithelium from 1st

week onwards after transplantation (cytokeratin

original magnification 100×).

Fig. 11. Laminin 7 days after transplantation: laminin

was proven in the basement membrane like stru-

ctures from 1st week onwards after transplantation

(laminin; original magnification 200×).

Fig. 12. 14 days after transplantation; Capillaries

(arrow) were observed within matured epithelial

layer.

Fig. 13. 21 days after transplantation, an increase of

keratinocyte lining with simultaneous formation of in

dividual cylindrical cell structures was seen. (H-E;

original magnification 100×).

Fig. 14. Cytokeratin 21 days after transplantation:

cytokeratin was proven in the epithelium from 3rd.

week onwards after transplantation (cytokeratin

original magnification 100×).

Fig. 15. Laminin 21 days after transplantation:

laminin was proven in the basement membrane like

structures from 3rd. week onwards after transpla-

ntation (laminin; original magnification 200×)
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게관찰되었다. 

(6) 이식후 21 일째 (Fig. 13, 14, 15): 임상적으로도매우견고

하고 성숙한 모양의 점막 이장 상태를 보였으며, 조직학

적으로 정상 점막과 매우 유사한 정도의 비교적 두꺼운

각화층을갖는 7-8층의성숙된상피세포층이관찰되었으

며일부시편에서는 Rete peg와유사한형태의기저막구

조를확인하였다.

(7) 대조군에대한 조직학적검사에서는아무것도이식하지

않은군, PRP만이식한군, 구강점막각화상피세포만이식

한군모두에서조직학적조사를완료한 3주차까지어떠

한 cell lining 도관찰되지않았다 (Fig. 16, 17, 18).

Ⅳ. 고 찰

구강내점막결손부의점막근피판에의한재건은, 아직까

지 실제임상에서 성공적으로 시도된 적은 없으나, 전통적인

피부함유근피판에비해여러가지장점을지닐것으로생각

된다. 점액의 분비가 가능하고과도한 각화가 없으며, 재건부

위에서털이자라지않으므로, 환자가느끼는느낌이훨씬자

연스러우며, 기능적으로도연하(swallowing)나저작(mastication)

이보다부드러워구강내재건수술을받은환자의삶의질을

한단계높일수있을것은명백하다. 특히조직공학적인방법

으로 적은 양의 점막을 이용하여 필요한 만큼의 충분한 점막

을 제작하여 사용한다면, 공여부의 합병증 가능성마저 거의

예방할수있으므로, 피부피판과비교하여그장점은비교가

되지않을것이다. 최근조직공학의발전으로인공점막을제

작하려는시도가본격화되고있으나, 제작에이은임상에적

용까지의과정이 복잡하고, 또 시간적, 경제적인노력에 비해

그다지 만족스런 결과를 얻지 못하였다. 이는 근본적으로 실

험실에서점막세포의배양조건이생체내의환경을완벽히재

현하지못한다는사실에기인한다. 상피조직결손부의창상치

유시상피세포는상피세포만으로분화를완성하는것이아니

고, 정밀하게 조절되는 창상치유 기전에 의하여 끊임없이 주

위 조직과 세포들로부터 특이적인 signal을 주고 받으며 치유

기전을 완성하는 것으로 알려져 있다. 따라서 실험실내에서

단순히 외형만 비슷하게 만든 상피막이 생체 내에 다시 이식

되었을 때 원래의 자연스런 상태의 상피조직 상태로 복원이

되려면아직우리가알지못하는많은과정을거쳐야하는것

은자명하다. 본연구는실험실적인공점막의이러한한계를

극복하기위하여향후이식될근피판상방에자가점막세포와

혈소판농축혈장을혼합하여즉시이식함으로써실험실배양

이아닌생체배양을이용하여점막재건을시도하였다. 다행히

도기존의연구에비해획기적으로빠른시간내에보다성숙

하고, 안정적인 상피층을 이루는 것을 확인하였는데, 본 실험

에서는이식후 3일에 1-2층의연속성을가진상피층을관찰하

였으며, 7 일째에벌써상피의분화와각화가관찰되었다. 본

연구의실험동물을가지고기존의방법인실험실에서제작된

인공점막을창상부위에이식하여이와비슷한결과를얻으려

Fig. 16. 21 days of no transplantation: no kera-

tinocyte lining was seen. (H-E; original magnification

100×).

Fig. 17. 21 days after transplantation of PRP only, no

keratinocyte lining was seen. (H-E; original magnific-

ation 40×).

Fig. 18. 21 days after transplantation of oral kera-

tinocytes only, no keratinocyte lining was seen.

(H-E; original magnification 40×).
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면이식된점막이성공적으로생착되었다하더라도, 최소 5-6

주가소요되는결과이다. 또한본연구의기본이며거의유사

한개념과조건에서실시된이부규등의연구12)에서도점막세

포의즉시이식후 6-7 일후에나 1-2 층의상피층을이루는데

불과하였음을비추어보면, 본연구에서제시한제작protocol에

서 인공점막이 매우 빠르고 효과적으로 생성되었음을 알 수

있다. 본 연구의 결과에서 나타난 신속하고 성숙된 인공상피

이장의 이유는 우선 생체 내 배양에 의한 장점과 아울러 PRP

혼합에의한혈소판내성장인자들의영향일것으로추측된다.

일반적으로혈소판(platelet)은조직손상에반응하여이를치유

하는 기전의 주요단계인 혈병을 만들 뿐만 아니라 여러 인자

들에의해활성화되면서주요성장인자(growth factors)를분비

하게 된다. 인체의 경우 혈소판이 창상부위에서 기능하는 기

간은 5-8 일이며, 성장인자들의처음방출이일어난후혈소판

의수명인약 7 일간순차적으로성장인자의방출이지속된다.

이 때 분비되는 성장인자들은 PDGF, TGF-β, VEGF, EGF, IGF

등이며 이들은 섬유아세포, 근육세포 분화를 촉진하고 상처

치유 단계 중 혈관생성, 섬유세포 형성, 재상피화에기여하는

것으로알려져있다24-26). 그후혈소판이죽어소멸되면혈소판

의 자극으로 내 증식된 대식세포가 여러 가지 성장인자를 방

출하며부가적인창상치유조절을지속해간다. 따라서본실

험에서사용된 PRP 내혈소판의성장인자들이이식초기에점

막의상피분화를촉진시켰으며이후이식세포의안정적인생

착을일으키는동시에상피의이른성숙을유도하였음을짐작

할수있다. 

아울러본연구에있어서 PRP의이용은위에언급된적절한

성장인자의 제공 외에 트롬빈의 적용을 통한 응고 작용으로

세포를안정되게유지시키고, 이식과정에서이식체를다루기

편하게 하여 이식 후 이식편의 안정성을 부여하는 역할을 하

였다. 조직공학의 원칙상 세포가 적절하게 생체로 이식되어

원하는곳에서조직을형성하려면, 적절하게세포를운반하고

성장을유지할수있는 matrix  혹은 carrier가필요하다. 이를위

하여 본 연구의 목적에 부합하는 구강각화세포의 carrier로서

기존의 창상피복제로 검증이 된 생체친화collagen이나 gly-

cosaminoglycans13,14) , Alloderm�, 친수성 PTFE막등이사용될수

있으나, 이들은대부분이종혹은동종물질로서추후에이식

부위로부터 제거를 해야 하거나, 생체 내에서 면역반응 이후

흡수되는과정을거쳐야하고또한대부분의재료는성장인자

를함유하고있지않으며, 상대적으로고가이다.

한편본연구의성공적결과에기여한또다른요인은반개

방 피하조직에서 구강 신생상피의 배양이었다. 이전의 여러

연구들에서언급되었듯이6,15) 생체에이식후인공표피판이나

표피 세포들은 생착이 완성되기 까지 심각한 정도의 수축을

보였다. 정확한 크기로의 제작이 중요한 조직공학 분야에서

이식편의과도한수축은시술의성공여부를가늠할정도의중

요한 문제이다. 일반적으로 상피가 탈락된 창상의 과도한 수

축의이유는대기(atmosphere)에결체조직이노출되는것을최

소화 하기 위한 인체의 자연스런 방어기전 때문인데, 인공점

막이식의경우인공점막이자연점막의구조에비해결체조직

의 보호를 위한 구조가 완전하지 못한 것이 일반 피부이식경

우보다과도한창상수축을보이는주요한이유의하나로사

료된다. 본실험에서는 PRP-세포복합체를피하에이식하여,

공기노출을최소화하면서도, 적절한상피조직의분화를도모

하기 위하여, 고무막을 이용하여 창상부를 완전히 폐쇄하지

않으므로, 일부 공기 노출을 계획하였던 바 결과적으로 전체

적인수축정도가적으면서, 분화가유도된인공점막을제작

하게된것으로생각된다. 하지만향후이러한 trap door형태의

정확한효과에대한추가실험이필요할것으로사료된다.

본연구에서시행한면역염색에서Laminin의발현을확인하

였는데, Laminin이 혈관내피세포와 세포 외 기질의 상호작용

에있어서주요한역할을하며18,19), 또한각질세포와기저막간

의반교소체에의한연결에서이황연결복합체로서작용하고

있고20,21) αvβ3 인테그린과상호작용하여혈관형성에기여22) 한

다는 점에 비추어볼 때 본 실험에서 이식 후 7일째에 확인된

뚜렷한Laminin발현은 이미 인공점막의 기저막과 상피하조직

의 긴밀한 연결과 함께 점막조직이 성숙(maturation)되었음을

나타내며 이는 조직 겸자로 견인하였을 때 확인된 근피판과

점막 조직의 긴밀한 접합을 설명하는 이유라고 생각할 수

있다. 

본연구의세가지의대조군에있어서, 특이하게도이식3주

까지도 어떠한 cell lining도 관찰 되지 않았다. 이 결과에서cell

만을 이식하였을 경우는 2004년에 발표하였던 연구(당시는

cell을 culture하던 membrane에붙인채로뒤집어서같이이식을

하였음)와는달리추출된소량의 cell을어떠한 carrier없이단지

serum에섞어서뿌려주었던관계로이식부에안전하게생착할

수 없는 이식의 기술적인 문제가 중요한 원인으로 생각되며,

특히아무것도이식하지않았거나, PRP만을이식하였던경우

에서어떠한cell lining도관찰되지않은이유에대해서는저자

등이이전에실행한실험에서동일한부위와크기의전층피

부절제후 secondary intention과창상수축으로결손부의폐쇄가

완료되는시점이약 3주정도걸리는것에비추어볼때매우흥

미로운현상이며, 이는원래피부가결손부를덮고있는한하

부에주변상피세포로부터 migration이일어나지않는다는사

실을 보여주며, 따라서 본 연구의 실험군에서 생성된 상피세

포충이이식된구강각화점막상피세포의의하여생성된것임

을반증한다고할수있다. 

본연구가비록점막-근피판의조직공학적제작이후현미경

적미세수술을이용한실제이식부로의이식후의상태에대

해서는확인을못하였을지라도기존의실험결과들과비교하

여볼때점막을포함하는근피판의형성이보다안전하고간

단하며, 빠른시간내에이루어진것을확인하였으며, 본연구

의결과로추후실제환자에게서의쉽게적용할수있는인공

점막-근 피판의 제작에 대한 구체적인 protocol을 확립하는데

중요한근거를제시할수있을것으로사료된다.
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Ⅴ. 결 론

임상에이용가능한점막근피판의제작의준비과정으로써

의백서모델에서조직공학적인방법으로자가점막조직을자

가 근 피판 상부에서 효율적으로 제작하였다. 기존의 연구와

는 달리 이식 전일 구강점막세포를 채취하고, 당일 구강점막

세포를실험실에서분리하여이식하였고, 동시에이식당일에

자가혈액에서혈소판농축혈장을만들어이를배양된세포와

혼합하여적용한결과점막제작기간을단축시켰음에도불구

하고, 보다성숙된점막조직을제작할수있었다. 따라서본연

구에서적용한인공점막-근피판제작법은기존의전통적실험

실내조직공학적점막제작술을이용한방법의한계를극복하

고 실제 임상에 적용하기에 간단하고, 안전하고, 효율적이었

으며, 가까운미래에구강점막결손부재건에또다른대안이

될것으로사료된다. 이에추가적인연구를통하여인체에적

용할수있는제작protocol의확립이필요할것으로사료된다.
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