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누드마우스에서 골 형성에 대한 BMP와 
PDGF 복합사용의 효과
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I. 서론1)

최근골수간엽줄기세포, Scaffold, 그리고성장인

자들을 사용하는 실험동물들에서 성공적인 In vivo

골 형성을보고하는연구들이있다.12,17) 몇가지성

장인자들(e.g. IGF-1, PDGF, TGF-β 그리고

BMP)이 세포 수 증식, 화학주성, 분화, 그리고 세

포외 기질합성, 그리고 결국에는 골 결손회복을 조

장시키는데 효과적임을 보여준다. 성장인자들 가운

데에는 PDGF와 BMP가 가장 널리 연구되어왔다.

PDGF는 골 기질 내에 저장되어있고, 유리되면 골

아 세포를 활성화시키며2,21) 골아 세포에 대하여 유

사분열제이다.2) 한편, BMP들은골기질내에서높

은수치로발견이되고있는데, 장래를약속하는골

유도물질이다. 여러 BMP중에서BMP-2는가장활

성적이며 골아 세포의 분화 및 증식기능 모두에 영

향을 미쳐서 신생 골의 형성을 유도할 수 있다.1,13)

In vivo 골 형성을 하도록 하는 성장인자들의 능력

을 바르게 이용하기 위하여 그들의 실제 역할과 상

호작용을 확립하는 것이 필요하다. 이 같은 사실들

을 바탕으로 BMP와 PDGF의 복합사용이 In vivo

골 형성의 조장효과와 상승효과를 가지리라 가정하

였다. 이 연구의목적은누드마우스 ectopic 분석조

사에서 골 형성에 대한 BMP와 PDGF 복합사용의

효과를확인하고자한다.

II. 연구재료 및 방법
1. 간엽줄기세포의 준비와 연구재료

간엽줄기세포의 분리와 배양확장은 과거에 출판

된 방법을 따라 시행하였다.4,10) 간단히 서술하면

생후 5주된 두 마리 수컷 Fisher rat를 과량의

Pento-babital을 사용해서 희생시킨 다음 대퇴골

양쪽 끝을 골 단 부위에서 잘라낸다. 골수 plug를

23G 주사바늘을통해담아둔 10ml 배양배지를사

용해서 골 단으로부터 씻어낸다. 배양 배지는 20%

fetal bovine serum과 항생제(100 penicillin

과 100mg/ml streptomycin)를 포함하는 소량의

필수배지로 구성되었다. 유리된 세포를 15ml 배지
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가들어있는두개의조직배양 flask(75cm2)에모아

담는다. 48시간후배지를교환하고 flask에달라붙

지않은세포들을제거한다. 결국일주일에세번배

지를교환해준다. lml양은 5% CO2, 37℃의습기

환경에유지시켰다.

Fibrin glue(Beriplast, Germany)는 두 가지

분리된 용액 A와 B를 준비했다. A용액은 fibri-

nogen(80mg/ml)과 1ml의 plasmin inhibitor

aprotinin(1000kIE/ml)에 녹인 피브린 안정화 인

자 XIII(75units/ml)로 이루어졌다. B용액은 1ml

의 40M CaCl2에녹아있는 thrombin(250units)이

다. A용액과B용액을 1:1비율로섞어서응고반응이

일어나도록했고 실온에서반 고형상태의삼차원적

gel이만들어졌다.

2. 실험동물의 준비와 연구방법

생후 6주가된 12마리 athymic nude mouse를

준비하고각기다른 4개군으로나누었다.

제1군 (n=3) : 약 1×106개의간엽줄기세포(MS

Cs)를 inert carrier로서 500ml의 fibrin glue와

섞었고 다시 2mg의 rh BMP-2(R&D system,

MN, USA)와섞었다. 즉 fibrin glue/ MSCs/ rh

BMP-2복합체를 1ml 주사기에담고 18G 주사침을

통해서누드마우스등에피하주사하였다. 한마리당

2회주사하여전체 6회주사하였다.

제2군(n=3) : 약 1×106개의 간엽줄기세포를 포

함하는 fibrin glue와 2mg PDGF-BB(chemicon,

CA, USA)를섞은것을피하주사하였다.

제3군(n=3) : 약 1×106개의 간엽줄기세포를 포

함하는 fibrin glue와 2mg의 rh BMP-2와 2mg

PDGF-BB를섞은것을피하주사했다.

제4군(n=3) : 대조군으로약 1×106개의 간엽줄

기세포를 포함하는 fibrin glue를 피하 주사하였는

데 간엽줄기세포만으로는 골 형성을 유도하지 않는

다는사실을확인하기위해서였다.

3. 표본제작과 조직형태학적 분석

12주뒤에실험동물전부를희생시키고시편을얻

었다. 얻어진시편을 10% buffered formalin에 고

정한 뒤, 탈회, HE 염색한 다음 광학현미경 하에서

조사하였다. 신생골에대하여 image analysis sys-

tem (IBAS, Contron, Erching, Germany)을

사용하여 computerassisted histomorphometric

mea- surement를 실시하였다. 골세포와 기질의

형태로 재생 골을 구별하였다. 신생 골의 주변길이

를 추적하였고 영상분석 소프트웨어를 사용해서 둘

러싸인지역을mm2로측정하였다. 표본내신생골

의백분율을계산하였다.

조직형태 계측학적 분석을 위하여 성장인자들에

반응하여 형성된 신생 골의 량에 있어 현저한 차이

들은ANOVA(analysis of variance)에의하여알

아냈다. 얻어진 결과는 p value ＜ 0.05로서 유의

성있었으며통계학적분석은 statistical software

package(SPSS for Windows)를사용하였다.

III. 결과
제1군 mice에는 fibrin glue/MSCs/BMP-2, 제

2군mice에는 fibrin glue/MSCs/ PDGF-BB, 제3

군 mice에는 fibrin glue/MSCs/BMP-2/ PDGF-

BB복합체를 각각 주사한 다음 12주 뒤에 피하결절

이 생겼고, 이들 결절은 단단하여 누르면 저항하였

다. 피하조직으로부터절개하고분리하고자할때결

절의 변연이 명확했다. 부피는 fibrin glue/MSCs/

BMP-2 부위에서 165±25ml, fibrin glue /MSCs/

PDGF-BB 부위에서 121±18ml, 그리고 fibrin

glue/MSCs/BMP-2/PDGF-BB부위에서98±15ml

이었는데 각기 다른 성장인자들에 반응하여 형성된

결절의 부피에서 각각 현저한 차이를 보였다. 결절

들을조직학적으로조사해보면섬유성껍질로싸여

있고 시편 전부에서 소주 골과 함께 무정형 석회기

질이 있었다. 소주에는 수많은 골세포 있었고 수많

은 골아 세포가 규칙적으로 그 바깥에 늘어서 있는
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Figure 2. Histological comparison of the implants 

developed from the fibrin glue/MSCs/BMP-2 ad-

mixture (A), fibrin glue/MSCs/PDGF-BB admixture 

(B), or fibrin glue/MSCs/BMP-2/PDGF-BB admix-

ture (C) (HE, x4)

Figure 3. Histomorphometric data for the per-

centages of the newly formed bone within the 

specimens. 1: fibrin glue/MSCs/BMP-2, 2: fibrin 

glue/MSCs/PDGF-BB, 3: fibrin glue/MSCs/BMP 

-2/PDGF-BB. Data are presented as means±SD, 

N= 6; * : P < 0.05

Figure 1. Histological findings of the nodule from 

the fibrin glue/MSCs/BMP-2 admixture(HE, x200)

데 이는 골 형성 활성을 나타내는 것이다(Figure

1). 주변에는 그 골이 정상 골과 유사한 laminar

pattern을하고있었다. 신생골에인접한숙주조직

에 염증이나 이물질 반응의 증거를 찾을 수 없었으

며 연골형성의 증거도 없었다. 신생 골의 백분율은

fibrin glue/MSCs/BMP-2/PDGF-BB implants

에서는 25.3±5.2%, glue/MSCs/BMP-2/ PDGF

-BB implants에서는 8.9±4.6%(Figure2)로서각

기다른성장인자들그리고성장인자들을섞은것들

에반응하여형성이된신생골의량에는유의성있

는차이가있음을나타내보였다(Figure3).

성장인자들을 적용하지 않았던 대조군에서는 이

같은 조직학적 특징이 나타나지 않았다. 대조군

mice에서는 implants 내에어떠한골형성도없었

다. 시간이경과할수록 composite들이점차흡수되

어더작고편편해지더니 implant는 마침내섬유성

조직으로변해갔다.

IV. 총괄 및 고찰
이번 연구에서 골 형성에 대한 BMP-2, PDGF-

BB, 혹은 BMP-2와 PDGF-BB를혼합한것의효

과를 비교하였다. 얻어진 골 형성을 조직형태 계측

학적으로 정량하였으며 BMP-2/ PDGF-BB 혼합

매식에 대한 골이 BMP-2나 PDGF-BB만의 매식

에대한골과비교했을때현저히적었다. 이반응은

각개 성장인자들의 효과를 합한 수치로부터 기대한

수치에 비해서 훨씬 적었으며 BMP-2/PDGF-BB

섞은것이 In vivo 골형성에상승적자극이일어나

지 않았음을 뜻한다. 즉 BMP-2 존재 하에서

PDGF-BB는 골수 간엽 줄기세포의 분화를 억제한

다고설명할수도있다.

A

B C
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성장인자들은단독혹은특이세포표면수용기들에

결합함으로써 함께 세포증식, 세포분화, 운동성 및

기질합성을 조장하는 것으로 알려져 있다.9) 더욱이,

성장인자들이성장인자들의존재하에서조직재생을

자극하거나억제한다는사실을관찰했던연구자들이

많이 있다.8,9,15,18) In vivo 골 형성이 일어나도록

하는 성장인자들의 능력을 이용하기 위해서는 이것

이 일어나도록 하는 기전에 대한 더 많은 기초연구

가필요하다는사실은명백하다.

BMP와 PDGF의 복합사용으로 골 형성을 일으

키는데있어실험에사용된PDGF의용량이효과적

이지 않다고 하는 이번 결과는 골 형성에 PDGF의

어떠한 가능한 역할을 반박하지 않는다. 이번의 실

험에서 사용한 PDGF-BB량이 지나치게 높았을 수

도있다. 우리가사용한용량은보고된효과적범주

에기초했다. Pierece et al14)는가토에서창상치유

를 촉진하는데 5mg이 적정용량이라고 한 반면 이

등은 200mg PDGF의적용으로 rat들에서두개관

결손부치유를증진시켰다.7)

BMP-2와 PDGF-BB를동시에첨가하여결합효

과를 연구해서 이 성장인자들의 순차적인 적용으로

생겨난효과들을조사한다는사실은흥미있을것이

다. 이같은연구로부터얻어진결과들은골형성동

안 다양한 형태 유전적 과정에서 각기 다른 성장인

자들의 기능적 역할을 이해하는데 도움을 주게 될

것이다. 골 형성동안 일어나는 복잡한 기전들에 대

하여더완전하게이해하게된다면, 치주및구강악

안면 영역의 임상에서 신생 골 형성을 촉진시키기

위하여 다양한 성장인자들을 효과적으로 이용할 수

있을것이다.

이번연구는 PDGF-BB로처리한MSCs를매식

한 뒤 신생 골 형성의 확고한 증거를 제시한다. 이

PDGF-BB 효과는 PDGF가 In vivo골 형성을 자

극한다는보고들과일치한다.11,20)

또한 이번연구는 BMP-2를 갖는 매식체에 대한

골형성이PDGF-BB를처리한매식체에비교할때

유의성 있게 더 많은 골 형성을 보였는데, 이는

BMP-2가 PDGF-BB가 미분화 간엽줄기세포들에

대한 골아 세포 유도 작용을 일으키는 것보다 더욱

강력한 작용을 유발한다는 사실을 나타낸다. 이들

성장인자들의실제임상적적용은경조직복구혹은

수복 부위로의 전달에 사용되는 운반체계에 달려있

을것인데,6,16) heterotopic 골 형성을유도하기위

한 충분히 긴 기간 동안 지속적으로 성장인자들이

분비될필요가있기때문이다.19)

이작업은누드마우스전위의분석에서골형성을

유도시킴으로써 생체에서 유리된 BMP-2와 PDGF

-BB의 생존능력을확인했다. 이번연구에서 fibrin

glue로부터점차적으로보급된성장인자들이인접하

는 간엽줄기세포들과 상호작용하여 이 세포들을 골

아 세포로 분화를 유도하고 결국 신생 골을 형성시

켰다고추측하였다.

이번 연구에서 신생 골의 크기가 fibrin glue/

MSCs/성장인자 복합체의 원래크기보다 훨씬 작았

다. 이것은 fibrin glue의빠른감성때문일것이다.

glue의감성을조절하여신생골을형성시키기위한

각개 세포들의 능력을 적절히 하기 위하여 더 많은

연구가필요할것이다.

천천히 분비되고 천천히 분해되는 성질은 매식체

의 원래 크기와 비슷하게 신생 골을 만드는데 충분

하도록더오랜기간동안성장인자들과MSCs이 유

지할수있도록해줄것이다.

V. 결론
BMP와 PDGF는 In vivo에서 국소적용시 골

형성을촉진한다. BMP와 PDGF의복합사용이 In

vivo 골 형성에 조장효과 혹은 상승효과가 있는지

여부를 알아내고자 골수간엽줄기세포를 BMP-2,

PDGF-BB, 또는 BMP-2와 PDGF-BB를 함께

처리한 다음, 누드마우스 등 부위에 피하 주사하였

다. 12주 뒤에 골 형성을 평가하였다.

조직형태학적 분석 결과 누드마우스에서 형성된

피하 결절들은 BMP-2처리 세포 경우에 25.3%의

신생 골, PDGF-BB처리 세포의 경우에는 14.4%

의 신생 골, 그리고 BMP-2와 PDGF-BB를 함께
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처리했던 세포의 경우에는 8.9%의 신생 골을 포함

하고 있었다. 이 같은 결과들은 BMP-2와 PDGF-

BB의 복합적용이 In vivo 골형성에조장효과혹은

상승효과가없음을보여준다.
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-Abstract-

Effect of the combined use of bone morphogenetic 
protein and platelet-derived growth factor on bone 

formation in nude mouse2)

Seoung-Ho Lee1ㆍByung-Ho Choi2ㆍShi-Jiang Zhu2ㆍJin-Young Huh3ㆍ

Jae-Hyung Jung4ㆍByung-Yong Kim5

Department of Periodontology, Graduate School of Clinical Dentistry,

Ewha Woman’s University1

Department of Dentistry, Wonju Christian Hospital, Yonsei University2

Department of Dentistry, Gangneung Asan Hospital, University of Ulsan3

Department of Dentistry, Ilsan Hospital4

Mi plus dental clinic, Seoul5

Bone morphogenetic protein(BMP) and platelet-derived growth factor(PDGF) have been

demonstrated tostimulate bone formation when applied locally in vivo. To explore whether or

not the combined use of BMP and PDGF could have promotive effect and synergic interac-

tion on bone formation in vivo, bone marrow mesenchymal stem cells were treated with

BMP-2, PDGF-BB, or BMP-2 plus PDGF-BB, and then these cells were injected into the

subcutaneous space on the dorsum of nude mice. The bone formation was evaluated after 12

weeks. Histomorphometric analysis demonstrated that the subcutaneous nodules formed in

nude mice contained 25.3% newly formed bone in the BMP-2 treated cells, 14.4% newly

formed bone in the PDGF-BB treated cells, and 8.9% newly formed bone in the BMP-2 plus

PDGF-BB treated cells. The results showed that the combination of BMP-2 and PDGF-BB

had neither a promotive effect nor synergic interact on bone formation in vivo.

Key words : BMP, PDGF, growth factor, bone formation


