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명 세 서

청구범위

청구항 1 

분리된 연골세포를 배양하는 단계;

상기 배양된 연골세포 및 스캐폴드 용액을 혼합하는 단계; 및

상단의 섬유성결합조직층 및 하단의 섬유성결합조직층 사이에 상기 연골세포 및 스캐폴드 혼합액을 부어서 경화

시키는 단계를 포함하는 샌드위치 형태의 연골막 대체재 제조방법.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 스캐폴드 용액은 젤라틴 용액인 것을 특징으로 하는 샌드위치 형태의 연골막 대체재 제조

방법.

청구항 3 

제1항에 있어서, 상기 섬유성결합조직층은 무세포진피기질층(acellular dermal matrix; ADM)인 것을 특징으로

하는 샌드위치 형태의 연골막 대체재 제조방법.

청구항 4 

상단의 섬유성결합조직층, 중간의 연골세포-스캐폴드 혼합층 및 하단의 섬유성결합조직층으로 이루어진 샌드위

치 형태의 연골막 대체재.

청구항 5 

제4항에 있어서, 상기 스캐폴드는 젤라틴인 것을 특징으로 하는 샌드위치 형태의 연골막 대체재.

청구항 6 

제4항에 있어서, 상기 섬유성결합조직층은 무세포진피기질층(acellular dermal matrix; ADM)인 것을 특징으로

하는 샌드위치 형태의 연골막 대체재.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 섬유성결합조직을 이용한 샌드위치 형태의 연골막 대체재에 관한 것이다. [0001]

배 경 기 술

연골(cartilage)이란 연골세포와 그것을 둘러싸고 있는 다량의 기질로 이루어진 조직으로서, 칼슘을 주성분으로[0002]

한 뼈인 경골(또는 골조직)과 대응되는 개념이다. 연골의 작용에는 관절의 골단을 덮는 관절연골에서 볼 수 있

는 것처럼 골단의 마찰을 방지하는 이외에 기관, 귓바퀴와 같이 탄력을 유지하거나, 늑연골, 치골결합 연골과

같이 압력에 대한 저항력을 주는 것 등을 들 수 있다. 연골은 무신경, 무혈관, 무임파성이며, 한번 손상되면 원

래대로 복구되지 않는다. 예를 들어 무릎, 고관절 및 턱관절과 같은 관절 내의 연골의 경우 충격의 흡수나 퇴행

성  관절염  등에  따른  마모에  의하여  손상될  수  있으며,  이러한  경우  손상된  연골은  자연적으로  복구되지

않는다. 따라서 연골이 마모되거나 손상되는 경우 인공 연골부재나 체내에서 채취한 연골이나 인공적으로 배양

한 연골을 이용하여 마모 또는 손상된 연골을 대체하여야 한다.

조직공학적으로 연골조직을 만드는 시도가 많이 있으나, 안정적인 연골조직의 생성에는 아직 해결해야 할 문제[0003]

가 많다. 연골 조직공학에 사용하는 스캐폴드로서 가장 효율이 좋은 것은 하이드로젤(hydrogel)인데 내구성이

좋지 못하여 변형이 일어나는 문제를 가지고 있다.
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선행기술문헌

특허문헌

(특허문헌 0001) 한국공개특허 KR 10-2014-0104252 A (2014.08.28 공개) [0004]

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명의 목적은 섬유성결합조직을 이용한 샌드위치 형태의 연골막 대체재 제조방법 및 샌드위치 형태의 연골[0005]

막 대체재를 제공하는데 있다.

과제의 해결 수단

상기 과제의 해결을 위하여, 본 발명은 분리된 연골세포를 배양하는 단계; 상기 배양된 연골세포 및 스캐폴드[0006]

용액을 혼합하는 단계; 및 상단의 섬유성결합조직층 및 하단의 섬유성결합조직층 사이에 상기 연골세포 및 스캐

폴드 혼합액을 부어서 경화시키는 단계를 포함하는 샌드위치 형태의 연골막 대체재 제조방법을 제공한다.

또한, 본 발명은 상단의 섬유성결합조직층, 중간의 연골세포-스캐폴드 혼합층 및 하단의 섬유성결합조직층으로[0007]

이루어진 샌드위치 형태의 연골막 대체재를 제공한다.

발명의 효과

본 발명은 섬유성결합조직을 이용한 샌드위치 형태의 연골막 대체재에 관한 것으로서, 연골 바깥쪽에 섬유성결[0008]

합조직을 붙여서 샌드위치 형태로 제조하는 연골막 대체제에 대한 것이다. 조직공학적으로 연골을 형성함에 있

어서,  섬유성결합조직을  연골  외층에  적용함으로써  생체  내에서  연골형성의  안정성을  도모하고  변형을

방지하며, 강도를 증가시켜 인체에 적용 가능한 연골을 생성할 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 본 발명에 따른 샌드위치 형태의 연골세포-스캐폴드-ADM(acellular dermal matrix) 복합체를 나타낸다.[0009]

도 2는 ADM을 적용한 경우 및 ADM을 적용하지 않은 경우에 생성된 연골에 대해 나타낸다.

도  3은  ADM을  적용하여  형성된  연골조직의  경우,  연골의  주요  구성  성분인  glycosaminoglycan과  type  II

collagen 함량이 월등히 높은 것으로 확인된 결과를 나타낸다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 발명은 분리된 연골세포를 배양하는 단계; 상기 배양된 연골세포 및 스캐폴드 용액을 혼합하는 단계; 및 상[0010]

단의 섬유성결합조직층 및 하단의 섬유성결합조직층 사이에 상기 연골세포 및 스캐폴드 혼합액을 부어서 경화시

키는 단계를 포함하는 샌드위치 형태의 연골막 대체재 제조방법을 제공한다.

바람직하게는, 상기 스캐폴드 용액은 젤라틴 용액일 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다.[0011]

바람직하게는, 상기 섬유성결합조직층은 무세포진피기질층(acellular dermal matrix; ADM)일 수 있으나, 이에[0012]

제한되는 것은 아니다.

본 발명에서 사용된 용어 "스캐폴드"는 생체내에서 손상된 장기나 조직의 일부를 대체하며 이들의 기능을 보완[0013]

또는 대체할 수 있는 구조체를 의미하며, 스캐폴드가 기능과 역할을 충분히 수행할 때까지 유지된 후 생체 내에

서 완전히 분해되어 없어질 수 있는 생분해성 고분자 소재로 제조되는 것이 바람직하다.

또한, 본 발명은 상단의 섬유성결합조직층, 중간의 연골세포-스캐폴드 혼합층 및 하단의 섬유성결합조직층으로[0014]

이루어진 샌드위치 형태의 연골막 대체재를 제공한다. 

바람직하게는, 상기 스캐폴드 용액은 젤라틴 용액일 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다.[0015]

바람직하게는, 상기 섬유성결합조직층은 무세포진피기질층(acellular dermal matrix; ADM)일 수 있으나, 이에[0016]
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제한되는 것은 아니다.

이하, 본 발명의 이해를 돕기 위하여 실시예를 들어 상세하게 설명하기로 한다. 다만 하기의 실시예는 본 발명[0017]

의 내용을 예시하는 것일 뿐 본 발명의 범위가 하기 실시예에 한정되는 것은 아니다. 본 발명의 실시예는 당업

계에서 평균적인 지식을 가진 자에게 본 발명을 보다 완전하게 설명하기 위해 제공되는 것이다.

<실험예>[0018]

하기의 실험예들은 본 발명에 따른 각각의 실시예에 공통적으로 적용되는 실험예를 제공하기 위한 것이다.[0019]

1. 인간 연골세포의 분리 [0020]

인체의 제3늑연골을 환자에게서 채취한다. 채취한 늑연골을 PBS로 세척후 2mm 크기의 조각으로 잘게 자른다. 연[0021]

골조직을  0.2%  Pronase  (Roche,  Indianapolis,  IN)를  포함한  Dulbecco's  Modified  Eagle  Medium  (DMEM;

Hyclone, Logan, UT, USA)에 넣어 37도에서 1시간 배양한다. 연골조직을 0.2% collagenase II를 함유한 DMEM

용액에 넣어 소화시킨다. 효소에 의해 소화된 연골조직을 1500RPM에서 10분간 원심분리하여 펠렛(pellet)을 얻

는다. 펠렛을 다시 DMEM 용액으로 부유시키고 70μm 메쉬를 통과시켜 세포분획을 얻는다. 세포분획을 하룻밤 배

양하고 부착된 세포를 모아서 2세대 계대 배양한다.

2. 연골세포-스캐폴드-ADM(acellular dermal matrix) 복합체 형성 [0022]

연골세포 (3×10
6
 cells)를 광결합성 젤라틴용액(Gelomics, Kelvin Grove, Australia)과 혼합한다. ADM (10mm[0023]

× 10mm, 300μ 두께) 조각을 직육면체 주형(10 mm × 10mm × 5mm) 바닥에 위치시키고 젤라틴-연골세포 혼합액

을 붓는다. 다른 한 장의 ADM을 젤라틴 위에 올리고 photocrosslinker(Gelomics, Kelvin Grove, Australia)에

넣어 경화시킨다. 완성된 복합체는 ADM 사이에 세포-스캐폴드가 삽입된 형태의 샌드위치 모양이 된다(도 1). 비

교분석을 위해서 ADM을 적용하지 않은 형태의 구조물도 제작한다.

3. In-vitro 배양 [0024]

생성된 구조물을 연골형성 배양액(StemPro® chondrogenesis differentiation kit, Gibco, Grand Island, NY,[0025]

USA)에 넣고 37도 5% CO2 환경에서 3주간 배양한다. 배양액은 2~3일에 한번씩 교환한다.

4. 누드마우스에 이식 [0026]

누드마우스를 마취하고 등 정중앙에 1cm 크기 피부 절개를 한다. ADM을 적용한 구조물과 적용하지 않은 구조물[0027]

을 각각 좌측과 우측에 이식하고 피부를 봉합한다. 12주 후에 실험동물을 희생시키고 이식한 구조물을 꺼내어

분석한다.

5. 생성된 구조물의 분석[0028]

구조물을 절반으로 잘라 절반은 조직염색을 시행하고 절반은 세포외기질 분석을 시행하였다. 조직학적 분석은[0029]

H&E, alcian blue, Safranin O 염색을 시행하고 연골 형성 정도를 확인하고 및 생성된 연골의 크기를 계측하였

다. 세포외기질으로 collagne type II 및 glycosaminoglycan 형성 정도를 ELISA 및 GAG assay kit을 사용하여

정량분석 하였다.  

<실시예>  [0030]

표 1에 나타낸 바와 같이, ADM을 적용한 경우 생성된 연골의 크기는 평균 9.2mm 였으며, 적용하지 않은 경우는[0031]

평균 7.4mm였다. 이는 통계적으로 유의미한 결과였다 (p<0.05). 생성된 연골의 평균 두께는 ADM을 적용한 경우

1.35mm, 적용하지 않은 경우 1.39mm 였으나 통계적 의미는 없었다 (p>0.05). 조직소견을 보면 ADM을 적용한 경

우 각지고 직육면체 모양을 유지하는 반면에, ADM을 적용하지 않은 경우 모양의 변형이 심하고 수축하는 경향을

확인할 수 있었다. Alcian blue stain에서 연골기질 생성을 확인해 보면 ADM을 적용한 경우 스캐폴드가 모두 연

골세포로 대체된 것을 확인할 수 있는 반면에 ADM을 적용하지 않은 경우는 일부분이 연골로 대체되지 않는 모습

을 보이고 있었다(도 2). 

표 1

생성된 연골 크기 분석[0032]

크기 두께 p vlaue

ADM을 적용한 경우 9.2mm 1.35mm < 0.05
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ADM을 적용하지 않은 경우 7.4mm 1.39mm > 0.05

또한,  ADM을  적용하여  형성된  연골조직의  경우  연골의  주요  구성  성분인  glycosaminoglycan  과  type  II[0033]

collagen 함량이 월등히 높은 것으로 확인할 수 있다(도 3).

이상으로 본 발명의 특정한 부분을 상세히 기술하였는 바, 당업계의 통상의 지식을 가진 자에게 있어서, 이러한[0034]

구체적 기술은 단지 바람직한 실시예일 뿐이며, 이에 의해 본 발명의 범위가 제한되는 것이 아닌 점은 명백할

것이다. 따라서, 본 발명의 실질적인 범위는 첨부된 청구항들과 그것들의 등가물에 의하여 정의된다고 할 것이

다. 

도면

도면1

도면2
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도면3
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