
Ⅰ. 서 론

Cyclosporine A (CsA)는 장기이식 시 면역억제를 위해 사

용하는 약물로서, natural killer (NK) 세포를 억제한다고 알

려져 있다1,2. 또한 CsA는 T 임파구로부터 NK 세포를 활성

화시키는 인자의 생산이나 분비를 억제시켜 숙주의 면역

을 억제시키며, B 임파구나 대식세포에는 영향을 미치지

않는다고보고되고 있다3-5. 

동종골은 강력한 항원으로 작용할 수 있으며, 임파구 및

세포독성 항체를 활성화시켜 결과적으로 면역반응에 의한

이식편의 소실이나 이식의 실패로 이어진다6-11. Ekelund와

Nilsson12은 CsA가 탈회 동종골이나 탈회 이종골 이식 시 면

역반응에 의한 골형성장애를 억제시켜 이형골형성(het-

erotrophic bone formation)을 증가시킨다고 하였다 .

Friedlaender7는 신선 이종골이 탈회 이종골보다 더 강한 면

역반응을 보인다고보고하였다.

실험동물의 선택 시 필요한 요구조건에 대하여 Frame13은

실험동물은 경제적이고, 다루기 쉬우며, 실험부위가 안정

적이고, 골재생에 대한 평가가 정확하게 이루어져야 한다

고 하였다. 최근에는 세포배양에 대한 실험이 백서나 생쥐

의 두개세포를 이용하여 많이 이루어지고 있다14-16. 그러나

백서를 이용한 in vivo 실험은 많이 개발되었으나, 생쥐를

이용한 실험은 보고된 예가 많지 않다. 또한 생쥐에서 신선

동종골이식에 대한 연구가 많지 않고, 동종골이식 시의 면

역반응에 대한 CsA의 효과에 대한 연구도 거의 보고된 바
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Introduction: This study examined the effect of cyclosporine A (CsA) on the allogenic cranial bone graft in the mice. 

Materials and Methods:Twenty eight 12-week-old male ICR mice weighing 40 g were used. The experimental group was injected subcutaneously with

CsA (10 mg/kg/day) diluted in Caster oil for 7 days prior to the graft until sacrifice. The control group was injected with the same solution without CsA.

Two full-thickness bone defects with a diameter of 3 mm were made with a trephine bur in the parietal bone lateral to the sagittal suture. A calvarial

defect of a mouse was grafted with allogenic calvarial bone disc from another mouse. The experimental and control groups were injected with CsA

and the solution without CsA in the same manner before surgery, respectively. The mice were sacrificed at 1 week, 2 weeks and 4 weeks after the

bone graft, respectively. 

Results: In the experimental group, fibrous connective tissues and small amounts of inflammatory cells were observed. At 2 weeks after the allograft

in the experimental group, new bone formation in fibrous collagenous tissue and around the allogenic bone was noted. At 4 weeks after the allograft,

new bone formation was active along and at the periphery of the mature allogenic bone. The proliferation of blood vessels increased in bone marrow.

In the control group, fibrous tissues and inflammatory cells were observed around the allogenic bone and existing bone at 1 week. At 2 weeks after the

allograft, the proliferation of blood vessels accompanied by inflammatory cells were scattered in the fibrous connective tissues. New bone formation

around the allogenic and existing bone could be observed. At 4 weeks after the allograft, inflammatory cells were severely infiltrated around the allo-

genic bone. Osteoclasts were scattered along the allogenic bone and induced bone resorption.

Conclusion: These results suggest that the daily administration of CsA (10 mg/kg/day) induces efficient immunosuppression without serious com-

plications ,and this protocol might be useful for the experimental model of allogenic bone grafts.
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없다. 그러므로 생쥐에서 동종골이식 시 거부반응과 이에

대한 CsA의효과에 대하여알아볼 필요가있다.

본 연구는 생쥐의 두개골에서 동종골이식 시 면역억제에

대한 CsA의효과를 알아보고자시행하였다.

Ⅱ. 연구대상 및 방법

1. 면역억제제 투여

생후 12주된 체중 40 g 내외의 수컷 ICR mouse 28마리를

이용하였다. 실험군의 면역억제를 위해 동종이식을 시행

하기 7일 전부터 희생하기 전까지 CsA (Sandimmun,

Sandoz, Basel, Switzerland)를 10 mg/kg씩 매일 피하주사하

여, 1주째, 2주째와 4주째 희생한 군에서는 각각 2주, 3주

및 5주간 CsA를 투여하였다. CsA는 피마자 기름을 이용하

여 5 mg/mL의 농도로 희석하였다. 대조군은 피마자 기름

만을 피하주사하였다. 

2. 골이식 및 조직학적 관찰

Xylazine (Rompun, Bayer Co, Seoul, Korea)과 Ketamine

hydrochloride (Ketalar , Yuhan Co., Seoul, Korea)을 각각 10

mg/kg와 200 mg/kg씩 복강 내 주사하여 전신마취를 하였

다. CsA를 투여한 실험군 생쥐의 양측 두정골부위의 털을

깍고 포타딘으로 소독하였다. 생쥐 두개골의 정중선을 따

라 약 1.5 cm의 절개를 가하고 골막기자로 양측 두정골을

노출하였다. 외경이 3 mm인 trephine bur를 이용하여 골결

손부를 형성하였고, 이때 열에 의한 손상을 최소화하기 위

하여 생리식염수를 관주하였다. 골결손부의 형성 시 뇌경

막이 손상되지 않도록 주의하였다. 이렇게 양측 두정골에

형성된 골결손부는 각각 직경 3 mm였다. 이와 동시에 만들

어진 골반(bone disk)의 크기는 약 2.8-2.9 mm로 비교적 균

일하였으며 이를 이식편으로 이용하였다.(Fig. 1) 각 개체

에서 나온 이식편은 서로 다른 개체에 동종이식을 하였다.

대조군도 실험군과 같은 방법으로 이식을 시행하였다. 이

식 후 6-0 nylon사를이용하여 봉합하였다.

Ether를 이용하여 실험동물을 각각 실험 1주, 2주 및 4주

째 희생하고, 동물의 두부 및 흉선을 채취하여 중성 포르말

린에 3일간 고정하였다. 그 후 두부에서 채취한 시편은 5일

간 Gooding’s decalcification solution을 이용하여 탈회시킨

후 파라핀에 포매하였고, 흉선 조직은 탈회과정 없이 파라

핀 포매 후 4 μm로 조직 절편을 제작하였다. 광학현미경 관

찰을위해 hematoxylin and eosin (H&E)으로 염색하였다.  

Ⅲ. 결 과

1. 대조군

골이식 1주째 동종골 주변은 결체조직에 의한 치유를 보

이며, 염증세포의 침윤이 관찰되었다. 동종골 내부의 골세

포가 관찰되었으며 , 정상적인 골수는 관찰되지 않았

다.(Fig. 2) 골이식 2주째 이식된 골편 사이와 동종골 주위

로 염증세포의 침윤이 보였으며, 동종골 주변을 따라 혈관

의 증식이 관찰되었다. 동종골 내부의 골세포는 여전히 관

Fig. 1. Intraoperative photograph. Bone defects in both

parietal bones and two 3 mm-sized calvarial bone

discs derived from the same mouse were shown.

Fig. 2. Photomicrograph of 1 week

after allograft in the control group.

Fibrous tissues and inflammatory

cells are observed around allo-

genic bone and host bone. Some

osteocytes in the lacunae and the

necrosis of bone marrow can be

seen in grafted bone.(H&E stain-

ing, original magnification ×100, ×

200)
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찰되었으며, 골수의 변성을 보였다. 수여부의 골편과 동종

골에서 신생골의 형성이 관찰되었다.(Fig. 3) 골이식 4주째

에는 동종골 주변으로 심한 염증세포의 침윤과 함께 동종

골의 가장자리를 따라 파골세포들과 골흡수를 관찰할 수

있었다. 중앙부에서는 거의 골이 흡수된 소견을 보였으나

동종골 내부의 골세포에서는 골흡수소견이 관찰되었

다.(Fig. 4) 대조군의 흉선은 피질부와 수질부로 경계가 뚜

렷하며, 다수의 germinal center가 관찰되었다.(Fig. 5)

Fig. 3. Photomicrograph of 2 weeks after allograft in the control group. The proliferation of blood vessels in bone marrow is

increased. Some osteocytes  the necrosis of bone marrow of grafted bone are observed. Osteocytes newly formed marrow

are observed in woven bone.(H&E staining, original magnification ×100, ×200)

Fig. 4. Photomicrograph of 4 weeks after allograft in the control group. Infiltration of severe inflammatory cells around the allo-

genic bone is noted. Osteoclasts along the allogenic bone with bone resorption are observed. And some osteocytes in the

lacunae of grated bone are still alive.(H&E staining, original magnification ×100, ×200)

Fig. 5. Photomicrograph of normal thymus. The thymus com-

prises a densely staining peripheral region (cortex) and a

lighter staining central portion (medulla).(H&E staining, origi-

nal magnification ×40)
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2. 실험군

골이식 1주째 이식된 동종골 주변으로 섬유성 결체조직

과 함께 염증세포의 침윤이 관찰되었다. 이식골의 골세포

가 일부 관찰되었고, 골수는 괴사된 소견을 보였다.(Fig. 6)

골이식 2주째에는 동종골과 수여부 골사이의 결체조직과

골 주변부에서 신생골의 형성이 관찰되었다. 여전히 동종

골의 골세포가 관찰되었으며 , 골수의 변성을 보였다.

(Fig. 7) 골이식 4주째는 동종골과 수여부의 골에서 많은 신

생골이 관찰되며, 동종골 주변에 새로 형성된 골내부에는

신생 골수의 형성을 보였다. 동종골 골수는 괴사되었으며,

골수강 내부에서는 새로운 골의 형성이 관찰되었다. 동종

골 내부의 골세포는 여전히 관찰되었으며, 특이할 만한 염

증반응은 관찰되지 않았다.(Fig. 8) 실험군의 흉선은 2주째

완전히파괴된 소견을보였다.(Fig. 9)

Fig. 6. Photomicrograph of 1 week after allograft in the experimental group. Fibrous connective tissues and small amounts of

inflammatory cells are shown. Many osteocytes in the lacunae of grated bone are alive and the necrosis of bone marrow of

grafted bone is noted.(H&E staining, original magnification ×40, ×100)

Fig. 7. Photomicrograph of 2 weeks after allograft in the exper-

imental group. Newly formed marrow in woven bone is noted.

Many osteocytes in the lacunae of grated bone and the

necrosis of bone marrow of grafted bone can be

observed.(H&E staining, original magnification ×100, ×100,

×200)



생쥐 두개골에서 동종골 이식 시 면역억제에 대한 cyclosporine A의 효과

357

Ⅳ. 고 찰

CsA는 장기이식을 받은 환자나 건선 또는 류마티TM관

절염 등의 NK 세포에 면역장애를 가지는 환자에서 면역억

제를 목적으로 이용되는 약물이다17-19. 이러한 면역억제는

NK 세포에 대한 직접적인 억제 및 T 임파구에 대한 세포활

성물질의 생산 및 분비를 억제시킴으로써 나타나며, 용량

의존적으로 나타난다1-5. Boland 등20은 생쥐의 각종 장기에

서 CsA에 분포 및 투여량에 따른 부작용에 대하여 보고하

였는데, 12.5 mg/kg/day의 농도로 6주간 투여 시 별다른 부

작용을 보이지 않았다고 하였다. 다른 실험에서는 생쥐의

면역억제를 위해 CsA를 각각 25 mg/kg/day와 10 mg/kg/day

의 농도로 투여하였다21,22. CsA 투여에 의한 합병증으로

Boland 등20은 CsA를 생쥐에 50 mg/kg/day 나 200 mg/kg/day

로 투여하였을 때 체중 감소, 설사, 장중첩 및 치명적인 신

경독성이 나타난다고 하였으며 더불어 비장, 흉선, 장간막

임파절, 간, 신장 등에 손상이 나타난다고 하였다. 본 연구

에서는 10 mg/kg/day의 농도로 투여하였으며, 장기손상에

대해서는 조직학적으로 확인하지 못하였지만 임상적으로

별다른 합병증은보이지 않았다.

술전 CsA의 투여시기에 대해 Fabien 등22은 10 mg/kg/day

의 농도로 투여 후 6일째부터 흉선이 상당히 감소되며, 8일

째에는 흉선의 수질부가 파괴된다고 하였다. Wachowiak2

은 CsA 투여 후 경과시간에 따른 연구에서 1일째에 NK 세

포 활성의 일시적인 감소를, 3일째에 정상으로 회복을, 그

리고 9일째에 가장 적은 활성도를 보인다고 하였다 .

Boland 등20은 CsA를 지속적으로 투여 시 처음 1주일 동안

은 지속적으로 약물의 농도가 상승하며, 그 이후에는 농도

가 지속됨을 보고하였다. 본 연구에서는 숙주의 면역이 적

절하게 억제되고, 약물 농도가 지속적으로 유지되는 점을

고려하여 이식하기 7일 전부터 매일 CsA를 투여하였다. 실

험군의 2주째 흉선은 대조군에 비해 전반적인 파괴소견을

보였으며, 대조군에서 보이는 피질부나 수질부는 관찰되

지 않았다.

Fig. 8. Photomicrograph of 4 weeks after allograft in the experimental group. The proliferation of blood vessels in bone mar-

row is seen. The maturation of newly formed marrow in woven bone and the necrosis of bone marrow of grafted bone is

observed. Some osteocytes are still seen in the lacunae of grated bone.(H&E staining, original magnification ×40, ×100)

Fig. 9. Photomicrograph of thymus at 2 weeks and 4 weeks after cyclosporine injection. The whole thymus is destructed and

has not germinal center.(H&E staining, original magnification ×40)
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술후 CsA의 투여에 대해 Aramant와 Turner23는 이식의 성

공을 위해서는 지속적인 투여가 필요하다고 하였고, Lems

등24은 오랫동안 생착된 동종피부이식에서 CsA 투여의 중

단 후에 거부반응이 일어난 것에 대해 보고하였다. 본 연구

에서도 이러한 점을 고려하여 실험동물의 희생되기 전까

지 2주, 3주 및 5주간 매주 지속적으로 10 mg/kg/day로 CsA

를 피하주사하였다.

다른 여러 가지 합성물질의 개발에도 불구하고, 동종골

의 이식은 변형되지 않은 구조와 모양, 강도 및 골유도능

등이 수여부와 유사하여 여전히 많이 이용하고 있다11. 그

러나 동종골이 가지는 항원성이 이식부의 치유, 골개조 및

이식골의 생착을 방해하며 이로 인해 이식골에 대한 거부

반응을 나타내고 이는 NK 세포나 T 세포의 감작이 원인이

다3-5,9. Horowitz와 Friedlaender9는 생쥐의 신선한 이종골은

강력한 항원으로 작용하며, 이에 의해 T 세포의 반응을 자

극한다고 하였다. CsA는 NK 세포와 T 세포를 억제시켜 항

원성에 의한 직접적인 탐식작용이나 여러 가지 세포활성

물질들의 분비를 억제시켜 이식거부반응을 나타내지 않도

록 한다1-5. 또한 Autenried와 Halloran25은 CsA가 이종이식편

의 class I과 II 항원의 유도를 억제한다고 하였다. 본 연구

에서 CsA을 투여한 실험군은 이식한 동종골의 거부반응을

보이지 않았으나, 면역억제를 하지 않은 대조군에서는 4주

째 이식골편의심한 흡수가관찰되었다. 

신선한 동종골은 살아있는 세포에 의한 골생성과 많은

성장인자의 생산, 기질 내의 골유도물질 및 골전도에 의한

골형성을 가능하게 하는 구조 등을 제공한다11,26. 또한 이러

한 신선한 동종골은 살아있는 세포를 가지게 되는데,

Halloran 등26은 살아있는 세포에 의해 면역반응이 유도되

며, 이종이식편의 대부분의 실질세포들은 죽지만 골세포

처럼 이식골 내에 존재하는 일부의 세포는 살아서 적어도

4주 이상 면역반응을 일으킬 수 있다고 하였다. 본 연구에

서 실험군 및 대조군에서 1주와 2주째 이식편의 가장자리

에서 신생골의 형성을 볼 수 있었다. 실험군 4주째에는 신

생골 내에 골수가 새로이 형성되었다. 이식골의 골수는 대

부분이 모든 군에서 변성되었으며, 골세포는 실험군과 대

조군에서 1주, 2주, 및 4주째까지 관찰할 수 있었다. 대조군

4주째에는 심한 염증과 골흡수를 보였으며, 이는 Halloran

등26의 연구에서처럼 이식편 내부에 살아있는 골세포에 의

한 항원성 때문일 것으로 생각된다. 실험군의 4주째에도

심한 염증세포의 침윤 및 골흡수와 동시에 이식된 골편에

서는 신생골의 형성이 관찰되었다. 이는 Stevenson과

Horowitz11 및 Urist 등27에서처럼 신선한 동종골이 가지는

많은 성장인자나 골유도물질 등에 의한 골의 형성이라고

생각한다. 

Ⅴ. 결 론

본 연구는 생쥐의 두개골에서 동종골 이식 시 면역억제

에 대한 CsA의 효과에 대하여 알아보고자 시행되었다. 실

험군은 CsA를 10 mg/kg/day의 농도로 동종골 이식 1주 전

부터 희생할 때까지 피하를 통해 주입하였다. 대조군에는

CsA가 들어있지 않은 용매를 동량 피하주사하였다. 실험

군은 동종골의 흡수나 거부반응을 보이지 않고 잘 유지되

었으며, 이식편의 주변부에서는 신생골의 침착이 관찰되

었다. 그러나 CsA를 투여하지 않은 대조군에서는 2주째에

파골세포에 의한 이식골의 흡수가 관찰되었고, 4주째에는

심한 골흡수를 보였다. 이상의 결과는 생쥐에서 CsA를 10

mg/kg/day의 농도로 투여 시 심각한 임상적인 부작용을 보

이지 않으면서 적절한 면역억제를 얻을 수 있음을 시사한

다.
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