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래 중간엽 줄기세포는 획득 과정에서 수술의 위험성이 낮고, 언제든지 충분한 양의 중간엽 줄기세포를 획득할 수

있다는 장점을 가지고 있다. 또한, 사람 코 하비갑개 유래 중간엽 줄기세포 기반 3D 바이오프린팅 조직체는 기존

의 중간엽 줄기세포 기반 3D 바이오프린팅 조직체보다 체외 및/또는 체내에서 안정적으로 생존 및 증식할 수 있

고 골 분화능 또한 높다는 장점이 있다. 상기의 장점으로 인해 사람 코 하비갑개 유래 중간엽 줄기세포로부터 3D

바이오프린팅 조직체를 용이하게 제조할 수 있으므로 세포 치료제의 실용화를 앞당기는데 크게 기여할 수 있을

것으로 기대된다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

사람 코 하비갑개 유래 중간엽 줄기세포 기반 3D 바이오프린팅 조직체를 유효성분으로 포함하는, 골결손 치료용

세포 치료제.

청구항 2 

제1항에 있어서,

상기 조직체는 하기 단계를 포함하는 제조방법에 의해 제조되는 것을 특징으로 하는, 골결손 치료용 세포 치료

제:

(a)사람 코 하비갑개 절제술 시행과정에서 채취한 코 하비갑개 조직으로부터 중간엽 줄기세포를 분리하는 단계;

(b)상기 분리된 중간엽 줄기세포를 하이드로젤에 봉입하여 바이오잉크를 제작하는 단계; 및

(c)상기 바이오잉크를 폴리카프로락톤(polycaprolactone)과 혼합하여 미세압출 방식으로 3D 바이오프린팅 줄기

세포 조직체를 제작하는 단계.

청구항 3 

제2항에 있어서,

상기 방법은, 상기 (c)단계에서 제작된 3D 바이오프린팅 줄기세포 조직체를 안정화 배양액에서 안정화시키는 단

계를 더 포함하는 것을 특징으로 하는, 골결손 치료용 세포 치료제.

청구항 4 

제2항에 있어서,

상기 (b)단계의 하이드로젤은 콜라젠 또는 알지네이트(alginate)인 것을 특징으로 하는, 골결손 치료용 세포 치

료제.

청구항 5 

삭제

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 사람 코 하비갑개 유래 중간엽 줄기세포 기반 3D 바이오프린팅 조직체의 제조방법 및 상기 3D 바이오[0001]

프린팅 조직체의 이용에 관한 것이다.

배 경 기 술

조직공학은 21세기 10대 차세대 성장 동력 산업의 하나인 바이오 장기/신약 분야의 기반기술로써, 3D 프린팅 기[0002]

술을 기반으로 한 재생의학에 대한 연구가 많이 진행되고 있다. 그러나 단순 인체 외형 골격의 유지와 3D 프린

팅 구조체가 이식된 후 생체 잔존 조직 세포들의 모집(recruit)을 기대하는 맞춤형 거푸집(scaffold) 개념의 기

존 생체 적합성 맞춤형 3D 프린팅 구조체 이식으로는 재현성 있는 일관된 기능성 인체 조직 및 기관 재생은 불
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가능한 상황이다. 따라서 효과적인 인간의 조직 및 장기재생을 위해 3차원 프린팅 기술을 기반으로 다양한 조직

으로 분화가 가능한 줄기세포를 이용한 3D 바이오프린팅 기술이 미래 신성장 동력으로 주목받고 있으며, 차세대

줄기세포치료제 개념을 선도하는 새로운 연구 영역으로서 3D 프린팅 기반 줄기세포치료제 개발에 대한 연구가

필요한 상황이다. 

중간엽 줄기세포(mesenchymal stromal cell)는 성체조직인 골수, 흡입된 지방조직, 제대혈, 탯줄 등에서 얻을[0003]

수 있으며 섬유모세포의 형태를 갖는다. 상기 세포는 시험관에서 무한정 증식이 가능하며, 혈액줄기세포와 달리

지방, 골세포, 연골세포, 심근세포, 신경세포 등 다양한 종류의 중요한 세포계열로 분화할 수 있어 조직공학과

재생의학의 영역에서 많은 연구가 이루어지고 있다(KR10-1327076).

한편, 상기 중간엽 줄기세포를 획득하기 위한 수술은 극심한 통증을 동반하거나 전신마취나 척추마취가 필요할[0004]

수 있으며, 획득되는 중간엽 줄기세포의 양이 매우 적고 임상적으로 충분한 양을 배양하는 과정에서 많은 시간

과 비용이 소모되며, 감염과 세포 손실의 위험성이 높다는 문제점이 제기되고 있다.

이에, 본 발명자들은 이러한 문제점을 극복하기 위한 대안으로, 기존의 중간엽 줄기세포 공여부보다 접근성이[0005]

높은 사람 코 하비갑개 유래 중간엽 줄기세포를 기반으로 3D 바이오프린팅 기술을 이용하여 효과적이고 안정적

인 줄기세포 3D 조직체를 제작할 수 있는 방법을 개발하고자 하였다. 

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명은 사람 코 하비갑개 유래 중간엽 줄기세포 기반 3D 바이오프린팅 조직체를 제조하는 방법을 제공하는[0006]

것을 목적으로 한다.

또한, 본 발명은 상기 방법에 따라 제조된 사람 코 하비갑개 유래 중간엽 줄기세포 기반 3D 바이오프린팅 조직[0007]

체를 유효성분으로 포함하는 세포 치료제를 제공하는 것을 다른 목적으로 한다. 

그러나 본 발명이 이루고자 하는 기술적 과제는 이상에서 언급한 과제에 제한되지 않으며, 언급되지 않은 또 다[0008]

른 과제들은 아래의 기재로부터 본 발명이 속하는 기술 분야의 통상의 지식을 가진 자에게 명확하게 이해될 수

있을 것이다.

과제의 해결 수단

상기와 같은 본 발명의 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 (a)사람 코 하비갑개 절제술 시행과정에서 채취한[0009]

코 하비갑개 조직으로부터 중간엽 줄기세포를 분리하는 단계;

(b)상기 분리된 중간엽 줄기세포를 하이드로젤에 봉입하여 바이오잉크를 제작하는 단계; 및[0010]

(c)상기 바이오잉크를 폴리카프로락톤(polycaprolactone, PCL)과 혼합하여 미세압출 방식으로 3D 바이오프린팅[0011]

줄기세포 조직체를 제작하는 단계를 포함하는, 사람 코 하비갑개 유래 중간엽 줄기세포 기반 3D 바이오프린팅

조직체를 제조하는 방법을 제공한다.

본 발명의 일구현예로, 상기 방법은, 상기 (c)단계에서 제작된 3D 바이오프린팅 줄기세포 조직체를 안정화 배양[0012]

액에서 안정화시키는 단계를 더 포함할 수 있다.

본 발명의 다른 구현예로, 상기 (b)단계의 하이드로젤은 콜라젠 또는 알지네이트(alginate)일 수 있다.[0013]

또한, 본 발명은 상기 방법에 따라 제조된 사람 코 하비갑개 유래 중간엽 줄기세포 기반 3D 바이오프린팅 조직[0014]

체를 유효성분으로 포함하는, 세포 치료제를 제공한다.

본 발명의 일구현예로, 상기 세포 치료제는 골결손 치료용 세포 치료제일 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니[0015]

다.

발명의 효과

본 발명은 사람 코 하비갑개 유래 중간엽 줄기세포 기반 3D 바이오프린팅 조직체를 제조하는 방법 및 이의 이용[0016]

에  관한  것으로,  기존의  중간엽  줄기세포는  획득  과정에서  극심한  통증을  동반하고,  획득  시기에  제한이

있거나, 충분한 양을 배양하는 과정에서 많은 시간과 비용이 소모되며 감염 등의 위험성이 높지만, 사람 코 하

비갑개 유래 중간엽 줄기세포는 획득 과정에서 수술의 위험성이 낮고, 언제든지 충분한 양의 중간엽 줄기세포를
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획득할 수 있다는 장점을 가지고 있다. 또한, 사람 코 하비갑개 유래 중간엽 줄기세포 기반 3D 바이오프린팅 조

직체는 기존의 중간엽 줄기세포 기반 3D 바이오프린팅 조직체보다 체외 및/또는 체내에서 안정적으로 생존 및

증식할 수 있고 골 분화능, 골 결손 재생능 및 골 결손 부위내 생존 및 분화능 또한 높다는 장점이 있다.

상기의 장점으로 인해 사람 코 하비갑개 유래 중간엽 줄기세포로부터 3D 바이오프린팅 조직체를 용이하게 제조[0017]

할 수 있으므로 세포 치료제의 실용화를 앞당기는데 크게 기여할 수 있을 것으로 기대된다. 이에 더하여, 본 발

명의 방법으로 제조된 3D 바이오프린팅 조직체는 사용된 사람 코 하비갑개 유래 중간엽 줄기세포와 그 유전적

기원이 동일하므로 각 개체에 맞추어진 면역적합성 세포 치료제의 제공을 가능하게 한다.

도면의 간단한 설명

도 1은 3D 바이오프린팅 조직체를 나타낸 도이다.[0018]

도 2a 및 도 2c는 3D 바이오프린팅 조직체의 체외에서의 세포의 안정성을 나타낸 도이다.

도 2b 및 도 2d는 3D 바이오프린팅 조직체의 체외에서의 세포의 증식능 변화를 나타낸 도이다.

도 3a는 골 분화 배양액에서 3D 바이오프린팅 조직체를 1 내지 3주 동안 골 분화를 유도한 결과물을 나타낸 도

이다.

도 3b는 골 분화를 유도한 3D 바이오프린팅 조직체를 일반광학현미경을 이용하여 칼슘 축적을 관찰한 결과를 나

타낸 도이다.

도 3c는 면역형광염색법을 통하여 골 분화를 유도한 사람 코 하비갑개 유래 중간엽 줄기세포 포함 3D 바이오프

린팅 조직체에서 골 분화 관련 단백질(RUNX2)의 발현 여부를 분석한 결과를 나타낸 도이다.

도 3d는 면역형광염색법을 통하여 골 분화를 유도한 사람 골수 유래 중간엽 줄기세포 포함 3D 바이오프린팅 조

직체에서 골 분화 관련 단백질(RUNX2)의 발현 여부를 분석한 결과를 나타낸 도이다.

도 4a 및 도 4c는 3D 바이오프린팅 조직체 및 골 분화를 유도한 3D 바이오프린팅 조직체의 체내에서의 세포 생

착 여부를 면역형광염색법을 통하여 분석한 결과를 나타낸 도이다.

도 4b 및 도 4d는 3D 바이오프린팅 조직체 및 골 분화를 유도한 3D 바이오프린팅 조직체의 체내에서의 골 분화

능을 면역형광염색법을 통하여 분석한 결과를 나타낸 도이다.

도 4e는 골 분화를 유도한 3D 바이오프린팅 조직체의 체내에서의 세포 생착 여부를 human nuclei에 대한 면역형

광염색법을 통하여 분석한 결과를 나타낸 도이다.

도 5a는 Tibial defect model에 코 하비갑개 유래 또는 골수 유래 중간엽 줄기세포 기반 3D 바이오프린팅 조직

체를 이식하는 것을 나타낸 도이다.

도  5b는  동물을  희생하여  적출한  장골  조직을  4%  파라포름알데히드로  고정하고 micro-computed  tomography

(micro-CT)를 이용해, 각각 3D construct와  중간엽 줄기세포 기반 3D 바이오프린팅 조직체와 비교하여 골 재생

정도를 나타낸 도이다.

도 5c는 micro-computed tomography (micro-CT)를 이용해, 코 하비갑개 및 골수 유래 중간엽 줄기세포 기반 3D

바이오프린팅 조직체와 3D construct가 이식된 골 결손부위에서 골 재생 정도를 각각 Tissue volume (BV/TV)

within  the  defect  area,  trabecular  number  (Tb.N.),  trabecular  thickness  (Tb.Th.),  및  trabecular

separation (Tb.Sp.)을 기준으로 측정 및 분석한 결과를 나타낸 도이다.

도 6a는 3D 바이오프린팅 조직체를 이식한 그룹에서 2주후에 골 재생이 나타나는 것을 H&E 염색을 통해 확인한

결과를 나타낸 도이다.

도 6b는 Masson’s trichrome(MT) 염색을 통해 사람 코 하비갑개 유래 중간엽 줄기세포 기반 3D 바이오프린팅

조직체에서 체내 골 분화 및 칼슘 축적을 관찰한 결과를 나타낸 도이다.

도 6c 및 6d는 사람 코 하비갑개 중간엽 줄기세포 및 골수 유래 중간엽 줄기세포 기반 3D 바이오 프린팅 조직체

이식 그룹에서 세포의 생착 여부 및 골세포로의 분화 여부를 RUNX2 및 human nuclei에 대한 면역형광염색을 통

해 확인한 결과를 나타낸 도이다.

도 6e는 사람 코 하비갑개 및 골수 유래 중간엽 줄기세포 기반 3D 바이오프린팅 조직체 이식 그룹에서 세포의
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생착여부 및 골세포로의 분화여부를 확인하기 위해, human  nuclei에 대한 면역형광염색을 통해 나타난 human

nuclei 세포(cell)의 개수를 각각 확인한 결과를 나타낸 도이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 발명자들은 사람 코 하비갑개 유래 중간엽 줄기세포로부터 세포 안정성, 증식능, 골 분화능, 골 결손 재생능[0019]

및 골 결손 부위내 생존 및 분화능이 우수한 3D 바이오프린팅 조직체를 제조하는 방법을 발견하였고, 이에 본

발명은 사람 코 하비갑개 유래 중간엽 줄기세포 기반 3D 바이오프린팅 조직체를 제조하는 방법 및 상기 방법에

의해 제조된 3D 바이오프린팅 조직체를 포함하는 세포 치료제를 제공한다.

이하, 본 발명을 상세히 설명한다.[0020]

본 발명은 (a)사람 코 하비갑개 절제술 시행과정에서 채취한 코 하비갑개 조직으로부터 중간엽 줄기세포를 분리[0021]

하는 단계;

(b)상기 분리된 중간엽 줄기세포를 하이드로젤에 봉입하여 바이오잉크를 제작하는 단계; 및[0022]

(c)상기 바이오잉크를 폴리카프로락톤과 혼합하여 미세압출 방식으로 3D 바이오프린팅 줄기세포 조직체를 제작[0023]

하는 단계를 포함하는, 사람 코 하비갑개 유래 중간엽 줄기세포 기반 3D 바이오프린팅 조직체를 제조하는 방법

을 제공한다.

본 발명에서, 상기 방법은 상기 (c)단계에서 제작된 3D 바이오프린팅 줄기세포 조직체를 안정화 배양액에서 안[0024]

정화시키는 단계를 더 포함할 수 있다.

본 발명의 일실시예에서, 상기 하이드로젤은 콜라젠 또는 알지네이트(alginate)일 수 있고, 바람직하게는 콜라[0025]

젠일 수 있으나, 이에 제한되지 않는다(실시예 1 참조).

본 발명의 다른 일실시예에서, 3D 바이오프린팅 조직체의 체외에서의 세포 안정성, 증식능, 및 골 분화능을 측[0026]

정한 결과, 사람 코 하비갑개 유래 중간엽 줄기세포를 이용한 3D 바이오프린팅 조직체의 체외 세포 안정성, 증

식능, 및 골 분화능이 골수 유래 중간엽 줄기세포를 이용한 3D 바이오프린팅 조직체에 비하여 높음을 확인하였

다(실시예 2 및 실시예 3 참조).

본 발명의 또 다른 일실시예에서, 3D 바이오프린팅 조직체의 체내에서의 세포 생착능 및 골 형성 관련 변화를[0027]

측정한 결과, 골수 유래 중간엽 줄기세포를 이용한 3D 바이오프린팅 조직체보다 사람 코 하비갑개 유래 중간엽

줄기세포를 이용한 3D 바이오프린팅 조직체에서 체내 세포 생착 및 골세포로의 분화가 잘 일어나는 것을 확인하

였다(실시예 ４ 참조).

본 발명의 또 다른 일실시예에서, 3D 바이오프린팅 조직체의 체내에서의 골 결손 재생능을 분석한 결과, 골수[0028]

유래 중간엽 줄기세포를 이용한 3D 바이오프린팅 조직체보다 사람 코 하비갑개 유래 중간엽 줄기세포를 이용한

3D 바이오프린팅 조직체에서 골 재생이 더 크게 일어나는 것을 확인하였다(실시예 5 참조).

본 발명의 또 다른 일실시예에서, 3D 바이오프린팅 조직체의 체내에서의 골 결손 부위 생존 및 분화능을 분석한[0029]

결과, 골수 유래 중간엽 줄기세포를 이용한 3D 바이오프린팅 조직체보다 사람 코 하비갑개 유래 중간엽 줄기세

포를 이용한 3D 바이오프린팅 조직체에서 체내 골 분화 및 칼슘 축적의 가능성이 훨씬 높고, 세포가 잘 생착이

더 크게 일어나는 것을 확인하였다(실시예 6 참조).

본 발명에서 사용되는 용어 “줄기세포(stem cell)”란, 개체를 구성하는 세포나 조직의 근간이 되는 세포로서[0030]

그 특징은 반복 분열하여 자가 재생(self-renewal)할 수 있고, 환경에 따라 특정한 기능을 지닌 세포로 분화할

수 있는 다분화 능력을 갖는 세포를 의미한다. 태아의 발생과정 중 모든 조직에서 생겨나며, 성인이 되어서도

골수, 상피조직 등 세포가 활발히 교체되는 일부 조직에서 발견된다. 줄기세포는 분화 가능한 세포의 종류에 따

라 수정란이 첫 분열을 시작할 때 형성되는 전능성 줄기세포(totipotent stem cells)와, 이 세포들이 계속 분열

해 만들어진 포배 내막에 있는 만능성 줄기세포(pluripotent stem cells), 그리고 성숙한 조직과 기관 속에 존

재하는 다능성 줄기세포(multipotent stem cells)로 분류된다. 이때, 다능성 줄기세포는, 이 세포가 포함되어

있는 조직 및 기관에 특이적인 세포로만 분화할 수 있는 세포로써 태아기, 신생아기, 및 성체기의 각 조직 및

장기의 성장과 발달은 물론 성체조직의 항상성 유지와 조직 손상 시 재생을 유도하는 기능에 관여하고 있다. 이

러한 조직 특이적 다능성 세포들을 총칭하여 성체 줄기세포라고도 한다.

성체  줄기세포로  분류되는  중간엽  줄기세포(mesenchymal  stem  cell)는  재생의학의  재료로  각광받고  있는[0031]

세포로, 골수, 제대혈, 탯줄 혈액 등의 조직에서 채취될 수 있으며, 혈액 줄기세포와 달리 지방조직세포, 골세
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포, 연골세포, 신경세포, 심근세포 등 다양한 인체 조직을 구성하는 세포로의 분화능을 가진다. 본 발명에서는

사람 코 하비갑개 조직으로부터 분리한 중간엽 줄기세포를 이용하였다.

또한, 본 발명은 상기 방법에 따라 제조된 사람 코 하비갑개 유래 중간엽 줄기세포 기반 골결손 치료용 3D 바이[0032]

오프린팅 조직체를 유효성분으로 포함하는, 세포 치료제를 제공한다.

본 발명의 일구현예로, 상기 세포 치료제는 골결손 치료용 세포 치료제일 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니[0033]

다.

본 발명에서 사용되는 용어 "세포치료제(cellular therapeutic agent)"란, 인간으로부터 분리, 배양 및 특수한[0034]

조작을 통해 제조된 세포 및 조직으로 치료, 진단 및 예방의 목적으로 사용되는 의약품(미국 FDA 규정)으로서,

세포 혹은 조직의 기능을 복원시키기 위하여 살아있는 자가, 동종, 또는 이종세포를 체외에서 증식 선별하거나

다른 방법으로 세포의 생물학적 특성을 변화시키는 등의 일련의 행위를 통하여 이러한 세포가 질병의 치료, 진

단 및 예방의 목적으로 사용되는 의약품을 의미한다.

본 발명의 세포치료제의 바람직한 투여량은 개체의 상태 및 체중, 질병의 정도, 약물형태, 투여경로 및 기간에[0035]

따라 다르지만, 당업자에 의해 적절하게 선택될 수 있다. 투여는 하루에 한번 투여할 수도 있고, 수회 나누어

투여할 수도 있으며, 상기 투여량은 어떠한 면으로든 본 발명의 범위를 한정하는 것은 아니다.

이하, 본 발명의 이해를 돕기 위하여 바람직한 실시예를 제시한다. 그러나 하기의 실시예는 본 발명을 보다 쉽[0036]

게 이해하기 위하여 제공되는 것일 뿐, 하기 실시예에 의해 본 발명의 내용이 한정되는 것은 아니다.

실시예 1. 사람 코 하비갑개 유래 중간엽 줄기세포 기반의 3D 바이오 프린팅 조직체 제작[0038]

본 연구에 이용한 코 하비갑개 조직은 코 하비갑개 절제술 시행과정에서 얻어진 조직으로서 수술 전 환자의 동[0039]

의하에 이용하였다. 코 하비갑개 조직을 채취한 직후 겐타마이신(국제약품공업, 성남, 대한민국)이 포함된 생리

식염수로 3-5회 세척하여 섬유모세포를 분리하였다. 

사람 코 하비갑개 유래 중간엽 줄기세포의 분리를 위해 수술과정에서 제거된 코 하비갑개 조직을 4℃에서 보관[0040]

하였고, 이 조직을 실온에서 항생-항진균 용액(Gibco, Gaithersberg, MD)으로 3회 세척하였다. 이를 다시 중성

phosphate buffered saline(PBS)으로 2회 세척한 뒤 수술용 가위를 이용하여 1mm³ 크기로 잘게 절단하였다. 

상기 절단한 조직을 100mm 배양용 접시에 놓고 소독된 슬라이드 글라스로 덮어 배양용 접시에 유착시켰고 10%[0041]

FBS(fetal bovine serum)가 포함된 DMEM(Dulbeco’s Modified Eagle’s Media) 배지를 넣어 37℃, 5% CO2환경

의 배양기에서 배양하였다. 2-3주간의 배양 후 슬라이드 글라스를 제거하고 배양액에 부유하는 세포를 세척하여

버리고 배양용 접시 바닥에 붙은 사람 코 하비갑개 유래 중간엽 줄기세포는 트립신을 사용해서 바닥으로부터 떼

어내어 3대까지 계대 배양된 세포를 사용하였다. 

상기 배양방법을 통해서 얻어진 세포들을 3% 콜라젠과 섞어 2% 바이오잉크를 제작하고 multihead dispenser를[0042]

이용해 폴리카프로락톤(polycaprolactone, PCL)과 함께 미세압출 방식으로 3D 프린팅 줄기세포 조직체를 제작하

였다. 3D 프린팅 조건은 하기와 같다. 

- PCL 조건: 노즐 25N (내경 0.25 mm, 외경 0.45 mm)[0043]

이동속도 (feed rate): 400 mm/min[0044]

분사 압력: 500kpa[0045]

온도: 80℃[0046]

-Cell encapsulated in collagen 조건:[0047]

노즐: 26G (내경 0.25 mm, 외경 0.46 mm)[0048]

이동속도 (feed rate): 80 mm/min[0049]

분사 속도: 0.04 mm/s[0050]

온도: 15-20℃[0051]

그 결과, 도 1의 3D 바이오프린팅 조직체를 제작하였다[0052]

실시예 2. 3D 바이오프린팅 조직체의 체외 안정성 및 증식능 분석[0054]
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상기 실시예 1에 따라 3D 바이오프린팅 조직체를 제작하여 10% FBS가 포함된 배양액에는 사람 코 하비갑개 유래[0055]

줄기세포를, 20% FBS가 포함된 배양액에는 골수 유래 줄기세포를 넣어 1, 7, 및 14 일 동안 체외 배양 시킨 후

Live-dead  염색  (LIVE/DEAD  Viability/Cytotoxicity  kit,  Invitrogen,  USA)을  이용한 세포의 안정성과 EZ-

Cytox assay kit (DAEILLAB Co, Korea, http://www.daeillab.co.kr)를 이용한 세포 증식능 변화를 확인하였다. 

그 결과, 도 2a 내지 도 2d에서 나타난 바와 같이, 골수 유래 중간엽 줄기세포(hBM-MSC)를 이용한 3D 프린팅 조[0056]

직체에 비해 코 하비갑개 유래 중간엽 줄기세포(hTMSC)가 포함된 조직체의 경우 세포의 안정성 및 증식능이 더

높음을 확인하였다. 그러나 2D 배양의 경우 14일 동안 세포의 안정성 및 증식능에는 큰 차이가 나지 않는 것을

확인하였다.

실시예 3. 3D 프린팅 줄기세포 조직체의 체외 골 분화능 분석[0058]

상기 실시예 1에 따라 3D 바이오프린팅 조직체를 제작하여 하루 동안 10% 또는 20% FBS가 포함된 배양액에 넣어[0059]

안정화  시킨  후  다음날  골  분화  배양액  (10%  FBS이  포함된  DMEM,  100  U/ml  페니실린,  100  mg/ml

스트렙토마이신, 0.1 mM 덱사메타손, 50 mM ascorbate-2-phosphate, 및 10 mM 베타-글리세로인산철)으로 교체

후 2-3일에 한 번씩 배지를 교체하며 3주간 배양하였다.

상기  배양이  끝난  후  1X  PBS로  세  차례  세척하고  2%  파라포름알데히드로  20분  동안  고정한  후,  탈이온수[0060]

(deionized water)로 세 차례 세척하였다. 그 후 2% lizarin res Solution으로 30분 동안 반응시키고, 탈이온

수로 세 차례 세척한 뒤 일반광학현미경으로 calcium accumulation을 분석하였다.

또한, 상기 배양이 끝난 후 1X PBS로 세 차례 세척하고 2% 파라포름알데히드로 20분 동안 고정한 후, PBS로 세[0061]

차례 세척하였다. 0.1% Triton X-100을 이용하여 permeabilization(염색이 될 수 있게 세포막을 뚫어주었다.)

을  하고  PBS  세척  후  1％　normal  goat  serum을  상온에서  1시간  동안  처리하여  nonspecific  binding을

blocking  한  후  골  분화  관련  단백질에  대한  1차  항체  (Runt-related  transcription  factor:  RUNX2,

osteocalcin: OCN)를 처리하여 4℃에서 24시간 동안 반응시킨 후, PBS로 세정 하고, 1차 항체에 대한 형광이 붙

은 2차 항체 (Alexa Fluor 594-conjugates 또는 488-conjugates)를 처리하여 실온에서 1시간 동안 반응시켰다.

상기  반응물을  PBS로  세정을  하고,  마운팅(mounting)  용액으로  마운팅을  한  후  공초점현미경(confocal

microscopy)을 사용하여 골 분화 관련 단백질의 발현 여부를 면역형광염색법으로 분석하였다. DAPI는 counting

staining용으로 4',6-diamidino-2-phenylindole를 의미한다.

그 결과, 도 3a에 나타난 바와 같이, Alizarin res Solution 염색을 통해 분화 2주 및 3 주차에 골수 유래 중간[0062]

엽 줄기세포를 이용한 3D 바이오프린팅 조직체에 비해 코 하비갑개 유래 중간엽 줄기세포가 포함된 조직체에서

골 분화가 더 잘 이루어지는 것을 확인할 수 있었다.

그러나, 도 3b에 나타난 바와 같이, 2D 배양의 경우 두 세포 그룹에서 분화능의 큰 차이가 보이지 않았다.[0063]

또한, 도 3c 및 도 3d에 나타난 바와 같이, 분화 3주차에 골수 유래 중간엽 줄기세포를 이용한 3D 바이오프린팅[0064]

조직체에 비해 코 하비갑개 유래 중간엽 줄기세포가 포함된 조직체에서 RUNX2 단백질이 더 강하게 발현되는 것

을 확인하였다. 

실시예 4. 3D 프린팅 줄기세포 조직체의 체내 생존 및 골 분화능 분석[0066]

상기 실시예 1에 따라 3D 바이오프린팅 조직체를 제작한 후 7일 동안 10% 또는 20% FBS가 포함된 배양액에 넣어[0067]

안정화 시키거나 골 분화를 유도한 후 balb/c nude 마우스의 등쪽 피하(subcutaneous) 부분에 이식하고 2주 및

6주 후 동물을 희생하여 조직체를 적출하고 H&E 염색(도 4a 및 도 4c 참조)과 MT 염색 (도 4b 및 도 4d 참조)을

통해 세포의 생착 및 골 형성 관련 변화 (mineralzed bone matrix)를 관찰하였다.

상기 마우스로부터 조직체를 얻어 4% 파라포름알데히드로 고정하고 다음날 PBS로 세척하였다. 조직체를 파라핀[0068]

에 포매하여 블록을 만들고 4-5 ㎛ 두께로 섹션하여 탈파라핀(deparaffin) 과정을 거친 후 H&E 염색과 Masson’

s trichrome(MT) 염색을 하기 위해 탈파라핀 과정을 거친 파라핀 섹션을 프로테이나제 K(proteinase K)를 이용

하여 retrieval 시킨 후 탈이온수로 세 차례 세척해준 뒤 0.3% Triton X-100을 이용하여 permeabilization 하

고  PBS  3차례　세척  후  1％　normal  goat  serum을  상온에서  1시간  동안  처리하여  nonspecific  binding을

blocking 한 후 골 분화 관련 단백질인 RUNX2와 human nuclei marker(hNU)에 대한 1차 항체를 처리하여 4℃에

서 24시간 동안 반응시킨 후, PBS로 세정 하고, 1차 항체에 대한 형광이 붙은 2차 항체 (Alexa  Fluor  594-

conjugates 또는 488-conjugates)를 처리하여 실온에서 1시간 동안 반응시켰다. 상기 반응물을 PBS로 세정을 하

고, 마운팅 (mounting) 용액으로 마운팅을 한 후 공초점현미경(confocal microscopy)을 사용하여 이식세포 내에
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서의  생존  및  골  분화  여부를  면역형광염색법으로  분석하였다.  DAPI는  counting  staining용으로  4',6-

diamidino-2-phenylindole를 의미한다.

그 결과, 도 4a 및 도 4c에 나타난 바와 같이, 3D 바이오프린팅 조직체를 이식한 그룹에서 2주 후에 세포가 체[0069]

내에 잘 생착되어 있는 것을 H&E 염색을 통해 확인하였고, 골수 유래 중간엽 줄기세포 보다는 사람 코 하비갑개

유래 중간엽 줄기세포 기반 3D 바이오프린팅 조직체 그룹에서, 그리고 체외에서 7일간 골 분화를 유도한 그룹의

세포에서 체내 생착이 더 많이 일어나는 것을 확인하였다.

또한, 도 4b 및 도 4d에 나타난 바와 같이, H&E 염색 및 MT 염색을 통해 체외에서 7일 동안 골 분화를 유도한[0070]

사람 코 하비갑개 유래 중간엽 줄기세포 기반 3D 바이오프린팅 조직체에서 체내 골 분화 및 칼슘 축적의 가능성

이 훨씬 높음을 확인하였다. 더불어, 도 4e에 나타난 바와 같이, 6주 후에도 골 분화가 유도된 사람 코 하비갑

개 유래 중간엽 줄기세포 기반 3D 바이오프린팅 조직체 이식그룹에서 칼슘 축적이 더 잘 나타나는 것을 확인하

였다.

더불어, 도 4e에 나타난 바와 같이, human nuclei에 대한 면역형광염색 결과, 조직체를 체외에서 7일간 골 분화[0071]

유도한 사람 코 하비갑개 중간엽 줄기세포 기반 3D 바이오프린팅 조직체 이식그룹에서 세포가 잘 생착되어 있는

것을 확인하였고, RUNX2 면역염색 결과 골세포로의 분화도 더 잘 일어나는 것을 확인하였다.

실시예 5. 3D 프린팅 줄기세포 조직체의 체내 골 결손 재생능 분석[0073]

상기 실시예 1에  따라 3D  바이오프린팅 조직체를 제작한 후 7일  동안 배양액에 넣어 골 분화를 유도한 후[0074]

Sprague-Dawley rat의 장골 결손 부분에 이식하고 2주 및 5주 후 동물을 희생하여 조직체를 적출하였다. 조직체

를  4%  파라포름알데히드로 고정하고 micro-computed  tomography  (micro-CT)를  이용해 골  재생  정도를 각각

Tissue  volume  (BV/TV)  within  the  defect  area,  trabecular  number  (Tb.N.),  trabecular  thickness

(Tb.Th.), 및 trabecular separation (Tb.Sp.)을 기준으로 측정 및 분석하였다 (도 5b 및 도 5c). 그 결과, 도

5b 및 도 5c에 나타난 바와 같이, micro-CT 분석을 통해 3D 바이오프린팅 조직체를 이식한 그룹에서 2주 후에

골 결손 부분의 재생이 일어나는 것을 세포가 없는 3D construct을 이식한 그룹과의 비교를 통해 확인하였고,

골수 유래 중간엽 줄기세포 기반 3D 바이오프린팅 조직체 그룹보다는 사람 코 하비갑개 유래 중간엽 줄기세포

기반 3D 바이오프린팅 조직체 그룹에서 골 재생이 더 크게 일어나 defect 크기가 줄어드는 것을 확인하였다.

실시예 6. 3D 프린팅 줄기세포 조직체의 골 결손 부위 내 생존 및 분화능 분석[0076]

Micro-CT 분석이 끝난 후에 조직체를 H&E 염색(도 4a 및 도 4c 참조)과 Masson’s trichrome(MT) 염색 (도 4b[0077]

및 도 4d 참조)을 통해 골 형성 관련 변화 (mineralzed bone matrix)를 관찰하였다.

4%  파라포름알데히드에 고정된 조직체를 파라핀에 포매하여 블록을 만들고 4-5  ㎛ 두께로 섹션하여 탈파라핀[0078]

(deparaffin) 과정을 거친 후 H&E 염색과 MT 염색을 실시하였다. 또한 골 분화 관련 단백질인 RUNX2와 human

nuclei marker(hNU)의 발현을 알아보기 위해 탈파라핀 과정을 거친 파라핀 섹션을 프로테이나제 K(proteinase

K)를  이용하여  retrieval  시킨  후  탈이온수로  세  차례  세척해준  뒤  0.3%  Triton  X-100을  이용하여

permeabilization  하고  PBS  3차례　세척  후  1％　normal  goat  serum을  상온에서  1시간  동안  처리하여

nonspecific binding을 blocking 한 후 RUNX2와 human nuclei marker(hNU)에 대한 1차 항체를 처리하여 4℃에

서 24시간 동안 반응시킨 후, PBS로 세정 하고, 1차 항체에 대한 형광이 붙은 2차 항체 (Alexa  Fluor  594-

conjugates 또는 488-conjugates)를 처리하여 실온에서 1시간 동안 반응시켰다. 상기 반응물을 PBS로 세정을 하

고, 마운팅 (mounting) 용액으로 마운팅을 한 후 공초점현미경(confocal microscopy)을 사용하여 이식세포 내에

서의  생존  및  골  분화  여부를  면역형광염색법으로  분석하였다.  DAPI는  counting  staining용으로  4',6-

diamidino-2-phenylindole를 의미한다.

그 결과, 도 6a 에 나타난 바와 같이, 사람 코 하비갑개 유래 중간엽 줄기세포 기반 3D 바이오프린팅 조직체를[0079]

이식한 그룹에서 진한 붉은색으로 보이는 부분이 골수 유래 중간엽 줄기세포 기반 3D 바이오프린팅 조직체를 이

식한 그룹보다 더 많이 확인되는바, 2주 후에 골 재생이 골수 유래 중간엽 줄기세포 기반 3D 바이오프린팅 조직

체를 이식한 그룹보다 잘 유도된다는 것을 H&E 염색을 통해 확인하였고, 도 6b에 나타난 바와 같이, MT 염색을

통해 골수 유래 중간엽 줄기세포 보다는 사람 코 하비갑개 유래 중간엽 줄기세포 기반 3D 바이오프린팅 조직체

를 이식했을 때 체내 골 분화 및 칼슘 축적의 가능성이 훨씬 높음을 확인하였다. 

더불어, 도 6c 및 6d, 6e에 나타난 바와 같이, RUNX2 및 human nuclei에 대한 면역형광염색 결과, 사람 코 하비[0080]

갑개 중간엽 줄기세포 기반 3D 바이오프린팅 조직체 이식 그룹에서 보다 세포가 잘 생착되어 있는 것을 확인하
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였고, RUNX2 면역염색 결과 이식된 줄기세포의 골세포로의 분화도 더 잘 일어나는 것을 확인하였다.

상기 진술한 본 발명의 설명은 예시를 위한 것이며, 본 발명이 속하는 기술 분야의 통상의 지식을 가진 자는 본[0081]

발명의 기술적 사상이나 필수적인 특징을 변경하지 않고서 다른 구체적인 형태로 쉽게 변형이 가능하다는 것을

이해할 수 있을 것이다. 그러므로 이상에서 기술한 실시예들은 모든 면에서 예시적인 것이며 한정적이 아닌 것

으로 이해해야만 한다. 

도면

도면1

도면2a
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도면2b

도면2c
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도면2d

도면3a

도면3b
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도면3d
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도면4b

도면4c

도면4d
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도면4e

도면5a

도면5b
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도면5c

도면6a
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