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명 세 서

청구범위

청구항 1 

줄기세포의 골형성 세포로의 증식, 분화 또는 이들의 촉진방법에 있어서, 탄소섬유시트로 제작된 면상발열체 장

치를 통하여 상기 줄기세포에 에너지를 인가하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 2 

제1항에 있어서,

상기 줄기세포에 인가되는 에너지는 상기 탄소섬유시트로부터 방출되는 원적외선인, 방법.

청구항 3 

제2항에 있어서,

상기 줄기세포에 원적외선이 인가되는 온도는 30 내지 90 ℃인, 방법.

청구항 4 

제3항에 있어서,

상기 줄기세포에 원적외선이 인가되는 시간은 10 분 내지 10 시간인, 방법.

청구항 5 

제1항에 있어서,

상기 줄기세포는 편도 유래 중간엽 줄기세포, 지방유래 중간엽 줄기세포, 골수유래 중간엽 줄기세포, 제대혈유

래 중간엽 줄기세포, 신경줄기세포, 유도만능줄기세포 및 배아줄기세포로 이루어진 군으로부터 선택되는 1종 이

상인, 방법.

청구항 6 

제1항에 있어서,

상기 골형성 세포는 골형성계(Osteogenic) 세포, 전골모세포(Pre-osteoblast), 골모세포(Osteoblast) 및 골세

포(Ostocyte)로 이루어진 군으로부터 선택되는 1종 이상인, 방법.

청구항 7 

제1항에 있어서,

상기 에너지를 인가받은 줄기세포를 배양 배지에서 배양하는 과정을 추가로 포함하는 것인, 방법.

청구항 8 

제7항에 있어서,

상기 배양 배지는 골형성 유도 배지인, 방법.

청구항 9 

제1항에 있어서,

상기 탄소섬유시트로 제작된 면상발열체 장치는,

상기 줄기세포가 배치되는 하부 플레이트;
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상기 하부 플레이트의 상부 영역에 상기 하부 플레이트에 대해 이격되어 배치되는 상부 플레이트;

상기 상부 플레이트와 상기 하부 플레이트에 연결되는 가이드 샤프트;

상기 가이드 샤프트에 이동 가능하게 연결되며, 상기 배양용기에 대해 접근 및 이격되는 방향으로 이동되는 승

강 스테이지유닛;

상기 상부 플레이트에 결합되고, 상기 승강 스테이지유닛에 연결되며, 상기 승강 스테이지유닛을 이동시키는 이

동유닛; 및

상기 승강 스테이지유닛에 결합되며, 상기 줄기세포에 에너지를 인가하는 탄소섬유시트 면상발열체가 장착된 발

열유닛을 포함하는 것인, 방법.

청구항 10 

제9항에 있어서, 

상기 발열유닛은,

상기 탄소섬유시트 면상발열체;

상기 승강 스테이지유닛의 하면에 결합되는 단열블록;

상기 단열블록의 하면에 결합되며, 상기 탄소섬유시트 면상발열체의 상부에 배치되어 상기 탄소섬유시트 면상발

열체의 상면을 커버하는 제1소수성필름;

상기 탄소섬유시트 면상발열체의 하부에 배치되어 상기 탄소섬유시트 면상발열체의 하면을 커버하는 제2소수성

필름; 및 

상기 탄소섬유시트 면상발열체에 부착되는 금속전극을 포함하는 것인, 방법.

청구항 11 

제10항에 있어서,

상기 단열블록에는,

상기 탄소섬유시트 면상발열체의 온도를 측정하는 온도 측정기가 장착되는 것인, 방법.

청구항 12 

제11항에 있어서,

상기 탄소섬유시트로 제작된 면상발열체 장치는,

상기 온도 측정기와 연결되어 상기 탄소섬유시트 면상발열체의 발열온도를 제어하는 온도조절기가 추가로 장착

되는 것인, 방법.

청구항 13 

제9항에 있어서,

상기 승강 스테이지유닛은,

상기 이동유닛에 연결되는 승강 플레이트; 및

상기 승강 플레이트에 결합되며, 상기 가이드 샤프트의 외주면에 슬라이딩 이동 가능하게 연결되는 가이드 부시

를 포함하는 것인, 방법.

청구항 14 

제13항에 있어서,

상기 이동유닛은,

상기 상부 플레이트에 결합되는 고정 허브;
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상기 고정 허브에 나사결합되며, 상기 승강 플레이트에 회전 가능하게 결합되는 스크류 샤프트; 및

상기 스크류 샤프트에 결합되며 상기 스크류 샤프트를 회전시키는 회전부재를 포함하는 것인, 방법.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 탄소섬유시트로 제작된 면상발열체 장치를 이용한 줄기세포의 골형성 세포로의 증식, 분화, 또는 이[0001]

들의 촉진방법에 관한 것이다.

배 경 기 술

골다공증은 50세 이상 여성 3명 중 1명, 남성 5명 중 1명에서 발생하는 흔한 뼈 관련 질환으로, 노화와 폐경에[0002]

따라 유병률이 증가한다. 많은 요인들이 골다공증을 유발할 수 있지만 칼슘 동화/이화 대사의 불균형은 골다공

증을 일으키는 주요 요인 중 하나이다. 혈중 칼슘은 심장 근육, 신경 및 혈관뿐만 아니라 다른 중요한 생물학적

활동을 지원하는 데 중요하다. 혈중 칼슘 항상성을 유지하기 위해 뼈 조직은 지속적으로 흡수와 재흡수를 거치

며, 칼슘 대사의 불균형으로 인해 골다공증이 발생한다. 뼈 교체율은 일반적으로 노화와 산화 스트레스에 따라

감소하며 지방 조직이 새로운 뼈 조직을 대신하여 뼈의 질량이 감소하고 결과적으로 뼈의 취약성과 골절이 증가

하게 된다. 골다공증 치료에는 RANKL억제제, 비스포스포네이트 등 여러 약물이 사용되나 이들 중 많은 약물이

골통증, 혈소판감소증, 말초부종을 유발하는 것으로 알려져 있다. 따라서 안전한 골다공증 치료제가 여전히 필

요하다.

원적외선(FIR)은 국제조명위원회에 따라 설정된 파장 범위가 3~1000μm인 눈에 보이지 않는 전자기 복사이다.[0003]

일반적으로 FIR은 에너지를 순수한 열로 변환한 다음 피부 세포의 열수용체에 의해 복사열로 인식되는 것으로

알려져 있다. FIR 조사는 또한 물 분자의 거동을 조절하여 다양한 생물학적 구조와 세포 활동을 변경한다. 예를

들어, FIR 조사는 인간 제대 정맥 내피 세포(HUVECs)와 암세포인 쥐의 흑색종 세포의 증식을 억제한다. FIR 조

사는 또한 내피 세포(EC)의 산화질소(NO) 생성을 증가시켜 혈관의 혈관 확장을 유도할 수 있다. 또한, 본 발명

자의 최근 연구에서는 FIR이 중간엽 줄기 세포(MSC)의 분화 잠재력을 조절한다는 것을 보여주었으며, 더불어

FIR이 TRP(transient receptor potential) 2 채널을 활성화함으로써 세포내 Ca
2+
를 증가시킴으로써 편도 유래

중간엽 줄기세포(TMSC)의 지방 생성을 조절한다는 것을 밝혔다. 그러나 FIR에 의한 골형성의 기전은 아직 규명

되지 않았다.

골수에 상주하는 중간엽 줄기세포는 골수에 상주하는 중간엽 줄기세포의 골형성 분화를 선호하는 기술에 초점을[0004]

맞추기 때문에 FIR 치료의 이상적인 표적이다. 그러나 골수유래 중간엽 줄기세포(BM-MSC)는 일반적으로 연구 또

는 치료 용도로 많은 수를 확보하기 어렵고 증식 및 분화 가능성은 계대가 진행됨에 따라 크게 감소한다. 

한편, 종래 세포 배양(또는 분화)의 온도를 유지하기 위해 적용되는 발열체로 니크롬선 및 구리선을 이용한 선[0005]

상의 세라믹램프 발열체가 사용되었다. 그러나 이러한 발열체는 발열면적 전체에 걸쳐 균일한 열을 제공하지 못

하고, 발열체 자체의 온도가 500℃ 이상의 고온으로 장시간 발열시에 열에 의한 세포 및 조직의 손상이 문제되

며, 고온 발열을 위한 전력 소비가 크다는 문제가 존재하는 실정이다.

반면, 상기의 선상발열체와 달리 탄소섬유시트 면상발열체는 면상 전체에서 고른 발열이 발생되는 특징이 있으[0006]

며, 선상발열체에 비해 발열체의 빠른 온도 조절이 용이하며 우수한 열확산 및 발산 특성으로 인해 에너지 소비

효율이 높다는 장점이 있다.

이에, 본 발명의 발명자들은 탄소섬유시트로부터 방출되는 원적외선이 줄기세포의 골형성을 유도할 수 있음에[0007]

착안하여, 탄소섬유시트로 제작된 면상발열체 장치를 설계하고 이를 줄기세포로부터 골형성 세포로의 증식 또는

분화에 이용하는 경우 종래 세라믹램프 발열체를 이용하는 경우에 비하여, 발열면적 전체에 걸쳐 균일한 열과

원적외선을 제공함으로써 적정 온도를 장시간 유지할 수 있어 세포 및 조직의 손상을 초래하지 않고 전력 소비

를 최소화할 뿐만 아니라, 우수한 골형성 세포 증식능 및 분화능을 나타낼 수 있음을 확인하여 본 발명을 완성

하기에 이르렀다.

선행기술문헌

비특허문헌
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(비특허문헌  0001)   Vatansever,  Fatma,  and  Michael  R.  Hamblin.  Photonics  &  lasers  in  medicine  1.4[0008]

(2012): 255-266.9 

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명은 상기와 같은 문제점을 고려하여 안출된 것으로, 본 발명의 목적은 탄소섬유시트로 제작된 면상발열체[0009]

장치를 설계하고, 상기 면상발열체 장치를 이용하여 줄기세포의 골형성 세포로의 증식, 분화 또는 이들의 촉진

방법에 응용하고자 하는 것이다.

본 발명이 해결하고자 하는 과제는 이상에서 언급한 과제(들)로 제한되지 않으며, 언급되지 않은 또 다른 과제[0010]

(들)는 이하의 기재로부터 당업자에게 명확하게 이해될 수 있을 것이다.

과제의 해결 수단

상기한 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 줄기세포의 골형성 세포로의 증식, 분화 또는 이들의 촉진방법에 있[0011]

어서, 탄소섬유시트로 제작된 면상발열체 장치를 통하여 상기 줄기세포에 에너지를 인가하는 것을 특징으로 하

는 방법을 제공한다.

상기 줄기세포에 인가되는 에너지는 상기 탄소섬유시트로부터 방출되는 원적외선일 수 있다.[0012]

상기 줄기세포에 원적외선이 인가되는 온도는 30 내지 90 ℃일 수 있다.[0013]

상기 줄기세포에 원적외선이 인가되는 시간은 10 분 내지 10 시간일 수 있다.[0014]

상기 줄기세포는 편도 유래 중간엽 줄기세포, 지방유래 중간엽 줄기세포, 골수유래 중간엽 줄기세포, 제대혈유[0015]

래 중간엽 줄기세포, 신경줄기세포, 유도만능줄기세포 및 배아줄기세포로 이루어진 군으로부터 선택되는 1종 이

상일 수 있다.

상기 골형성 세포는 골형성계(Osteogenic) 세포, 전골모세포(Pre-osteoblast), 골모세포(Osteoblast) 및 골세[0016]

포(Ostocyte)로 이루어진 군으로부터 선택되는 1종 이상일 수 있다.

상기 에너지를 인가받은 줄기세포를 배양 배지에서 배양하는 과정을 추가로 포함할 수 있다.[0017]

상기 배양 배지는 골형성 유도 배지일 수 있다.[0018]

상기 탄소섬유시트로 제작된 면상발열체 장치는, 상기 줄기세포가 배치되는 하부 플레이트; 상기 하부 플레이트[0019]

의 상부 영역에 상기 하부 플레이트에 대해 이격되어 배치되는 상부 플레이트; 상기 상부 플레이트와 상기 하부

플레이트에 연결되는 가이드 샤프트; 상기 가이드 샤프트에 이동 가능하게 연결되며, 상기 배양용기에 대해 접

근 및 이격되는 방향으로 이동되는 승강 스테이지유닛; 상기 상부 플레이트에 결합되고, 상기 승강 스테이지유

닛에 연결되며, 상기 승강 스테이지유닛을 이동시키는 이동유닛; 및 상기 승강 스테이지유닛에 결합되며, 상기

줄기세포에 에너지를 인가하는 탄소섬유시트 면상발열체가 장착된 발열유닛을 포함하는 것일 수 있다.

상기 발열유닛은, 상기 탄소섬유시트 면상발열체; 상기 승강 스테이지유닛의 하면에 결합되는 단열블록; 상기[0020]

단열블록의 하면에 결합되며, 상기 탄소섬유시트 면상발열체의 상부에 배치되어 상기 탄소섬유시트 면상발열체

의 상면을 커버하는 제1소수성필름; 상기 탄소섬유시트 면상발열체의 하부에 배치되어 상기 탄소섬유시트 면상

발열체의 하면을 커버하는 제2소수성필름; 및 상기 탄소섬유시트 면상발열체에 부착되는 금속전극을 포함하는

것일 수 있다.

상기 단열블록에는, 상기 탄소섬유시트 면상발열체의 온도를 측정하는 온도 측정기가 장착되는 것일 수 있다.[0021]

상기 탄소섬유시트로 제작된 면상발열체 장치는, 상기 온도 측정기와 연결되어 상기 탄소섬유시트 면상발열체의[0022]

발열온도를 제어하는 온도조절기가 추가로 장착되는 것인, 방법.

상기 승강 스테이지유닛은, 상기 이동유닛에 연결되는 승강 플레이트; 및 상기 승강 플레이트에 결합되며, 상기[0023]

가이드 샤프트의 외주면에 슬라이딩 이동 가능하게 연결되는 가이드 부시를 포함하는 것일 수 있다.

상기 이동유닛은, 상기 상부 플레이트에 결합되는 고정 허브; 상기 고정 허브에 나사결합되며, 상기 승강 플레[0024]
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이트에 회전 가능하게 결합되는 스크류 샤프트; 및 상기 스크류 샤프트에 결합되며 상기 스크류 샤프트를 회전

시키는 회전부재를 포함하는 것일 수 있다.

발명의 효과

본 발명에 따르면, 탄소섬유시트로 제작된 면상발열체 장치를 설계하고 이를 줄기세포로부터 골형성 세포로의[0025]

증식, 분화 또는 이들의 촉진에 이용함으로써, 종래 세라믹램프 발열체를 이용하는 경우에 비하여, 발열면적 전

체에 걸쳐 균일한 열과 원적외선을 제공함으로써 세포 증식 또는 분화에 적절한 온도를 장시간 유지할 수 있어

세포 및 조직의 손상을 초래하지 않고 전력 소비를 최소화할 뿐만 아니라, 우수한 골형성 세포 증식능 및 분화

능을 나타낼 수 있다.

본 발명의 효과는 상기한 효과로 한정되는 것은 아니며, 본 발명의 상세한 설명 또는 청구범위에 기재된 발명의[0026]

구성으로부터 추론 가능한 모든 효과를 포함하는 것으로 이해되어야 한다.

도면의 간단한 설명

도 1은 탄소섬유시트로부터 방출되는 원적외선(FIR-CFS) 조사의 시간경과에 따른 온도변화 분석 결과로서, (A)[0027]

열화상 카메라 촬영 이미지 및 (B) 시간 경과에 따른 증류수의 온도를 나타낸 그래프이다.

도 2는 탄소섬유시트로부터 방출되는 원적외선(FIR-CFS)이 편도 유래 중간엽 줄기세포(TMSC)의 생존도 및 증식

에 미치는 영향 분석한 결과로서, (A) MTT 분석 그래프, (B) Annexin V 세포 사멸 분석 결과 이미지와 이를 수

치화 한 그래프, 및 (C) 5-브로모-2'-데옥시우리딘(BrdU) 세포 증식 분석 결과 그래프이다.

도  3은  탄소섬유시트로부터  방출되는  원적외선(FIR-CFS)이  골형성  분화에  미치는  영향  분석한  결과로,  (A)

Alizarin red S 염색 분석 결과 이미지와 이를 수치화 한 그래프, 및 (B)  웨스턴 블롯 분석 결과 이미지와 이

를 수치화 한 그래프이다.

도 4는 본 발명의 제1구현예에 따른 탄소섬유시트로 제작된 면상발열체 장치를 나타낸 도면이다.

도 5는 본 발명의 제1구현예에 따른 탄소섬유시트로 제작된 면상발열체 장치를 실제로 촬영한 이미지이다.

도 6은 도 1에 도시된 발열유닛을 분해한 도면이다.

도 7은 도 1에 도시된 탄소섬유시트로 제작된 면상발열체 장치에 배양용기가 놓인 상태를 나타낸 도면이다.

도 8은 본 발명의 제2구현예에 따른 탄소섬유시트로 제작된 면상발열체 장치의 발열유닛의 측면도이다.

도 9는 탄소섬유시트로 제작된 면상발열체 장치에 의해 60℃로 가열된 발열유닛을 열화상카메라로 촬영한 영상

및 가열시간에 따른 온도변화를 나타낸 그래프(A. Heating to 60℃ by the CF sheet)와, 60℃에서 가열된 하부

플레이트를  열화상  카메라로  촬영한  영상과 가열시간에 따른 온도변화를 나타낸 그래프(B.  Cutting  Mat  at

60℃)를 나타낸다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 본 발명의 실시예를 첨부된 도면들을 참조하여 더욱 상세하게 설명한다. 본 발명의 실시예는 여러 가지[0028]

형태로 변형할 수 있으며, 본 발명의 범위가 아래의 실시예들로 한정되는 것으로 해석되어서는 안된다. 본 실시

예는 당업계에서 평균적인 지식을 가진 자에게 본 발명을 더욱 완전하게 설명하기 위해 제공되는 것이다. 따라

서 도면에서의 요소의 형상은 보다 명확한 설명을 강조하기 위해 과장되었다.

줄기세포의 골형성 세포로의 증식, 분화 또는 이들의 촉진방법[0030]

본 발명은 줄기세포의 골형성 세포로의 증식 또는 분화방법에 있어서, 탄소섬유시트로 제작된 면상발열체 장치[0031]

를 통하여 상기 줄기세포에 에너지를 인가하는 것을 특징으로 하는 방법을 제공한다. 구체적으로, 상기 줄기세

포의 골형성 세포로의 증식 또는 분화방법은, 줄기세포의 골형성 세포로의 증식 또는 분화를 유도하거나 또는

촉진하는 것을 포함할 수 있다. 

본 발명에 따른 탄소섬유시트로 제작된 면상발열체 장치는 종래 세포 배양 또는 분화에 사용되던 세라믹램프에[0032]

비하여 전기전도성 및 열전도성이 우수하여 전력소모를 최소화할 수 있고, 원적외선 방사율이 92% 이상(37 ℃
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기준)에 달하고, 방출 에너지는 354 W/m
2
(37 ℃ 기준)로 우수한 효율을 나타낼 수 있다. 더불어, 세라믹램프에

비하여 온도 조절과 유지가 용이하며 발열면적 전체에 걸쳐 일정한 정도의 열을 고르게 방출할 수 있어, 세포의

배양 또는 분화가 안정적으로 수행될 수 있는 이점이 존재한다.

본 발명의 일 실시예에 따르면, 상기 탄소섬유시트는 바인더가 분산용액에 분산된 바인더 분산용액과, 촙 파이[0033]

버(chopped carbon fiber) 형태의 탄소섬유가 포함된 탄소섬유 분산용액들을 각각 만든 후, 이들을 서로 혼합한

혼합물을 라미네이팅하여 제조된 것일 수 있다. 이때, 바인더 분산용액과 탄소섬유 분산용액의 혼합 비율 및/또

는  라미네이팅  온도를  조절하여,  탄소섬유시트의  물성(탄소섬유  분산도,  탄소섬유시트  밀도,  탄소섬유시트

질량, 탄소섬유시트 기본중량, 탄소섬유시트 두께, 탄소섬유시트 표면저항, 탄소섬유시트 표면발열온도, 원적외

선 방사율 등)을 따로 세밀하게 조절할 수 있다. 이 때, 상기 촙 파이버 형태의 탄소섬유는 탄소섬유를 적당한

길이로 자른 것을 의미할 수 있다. 

상기 탄소섬유시트는 상기한 제조과정에 국한되지 않고, 원적외선의 방출 및 발열 기능을 갖는 탄소섬유시트를[0034]

제조하는 통상의 제조과정에 의해서 제조되는 것일 수 있다.

본 발명의 일 실시예에 따르면, 상기 줄기세포에 인가되는 에너지는 상기 탄소섬유시트로부터 방출되는 원적외[0035]

선일 수 있으나, 이에 한정되는 것은 아니다. 

본 발명의 일 실시예에 따르면, 상기 줄기세포에 원적외선이 인가되는 온도는 30 내지 90 ℃, 60 내지 80 ℃ 또[0036]

는 60 내지 70℃일 수 있다. 상기한 온도 범위 내에서는 줄기세포의 세포 생존능이 우수하고, 줄기세포로부터

골형성 세포로의 증식능 및 분화능이 향상되는 효과가 존재한다.

본 발명의 일 실시예에 따르면, 상기 줄기세포에 원적외선이 인가되는 시간은 10 분 내지 10 시간, 30 분 내지[0037]

2 시간, 또는 30 분 내지 1 시간일 수 있다. 특히, 전술한 원적외선이 인가되는 온도 범위 및 상기 원적외선이

인가되는 시간 범위를 모두 만족하는 경우 줄기세포의 세포 생존능, 및 줄기세로포부터 골형성 세포로의 증식능

과 분화능이 보다 현저히 향상되는 효과가 존재한다.

본 발명의 일 실시예에 따르면, 상기 줄기세포는 편도 유래 중간엽 줄기세포, 지방유래 중간엽 줄기세포, 골수[0038]

유래 중간엽 줄기세포, 제대혈유래 중간엽 줄기세포, 신경줄기세포, 유도만능줄기세포 및 배아줄기세포로 이루

어진 군으로부터 선택되는 1종 이상일 수 있으나, 이에 한정되는 것은 아니다. 구체적으로, 상기 줄기세포는 편

도 유래 중간엽 줄기세포일 수 있다. 상기 편도 유래 중간엽 줄기세포는 일반적으로 10 세 이하 소아의 구개 편

도에 얻어지며, 다른 부위에서 유래하는 골수유래 혹은 지방유래 중간엽 줄기세포에 비하여 상대적으로 증식률

이 높고 분화율의 유지가 잘 된다는 이점이 존재한다. 

본 발명의 일 실시예에 따르면, 상기 골형성 세포는 골로 분화될 수 있는 세포로, 골형성계(Osteogenic) 세포,[0039]

전골모세포(Pre-osteoblast), 골모세포(Osteoblast) 및 골세포(Ostocyte)로 이루어진 군으로부터 선택되는 1종

이상일 수 있으나, 이에 한정되는 것은 아니다. 구체적으로 상기 골형성 세포는 골모세포 및 골세포일 수 있다.

본 발명의 일 실시예에 따르면, 상기 에너지를 인가받은 줄기세포를 배양 배지에서 배양하는 과정을 추가로 포[0040]

함할 수 있다. 구체적으로, 상기 탄소섬유시트로 제작된 면상발열체 장치를 통하여 상기 줄기세포에 에너지를

인가하는 과정에서, 상기 줄기세포는 배양 배지(또는 배양액) 상에 담지된 상태일 수 있다. 이와 같이, 배양 배

지(또는 배양액)에 담지된 줄기세포에 상기 탄소섬유시트로부터 방출되는 에너지를 인가한 이후, 후속적으로 배

양 배지(또는 배양액)에 담지된 줄기세포를 1 내지 24 일, 5 내지 20 일, 10 내지 16 일 또는 13 내지 15 일 동

안 추가로 배양할 수 있다. 이 경우 상기 배양 배지(또는 배양액)를 1 내지 4일 또는 3 내지 4일 마다 새로운

배양 배지(또는 배양액)로 교체하는 과정을 추가로 더 포함할 수 있다. 이 때, 상기 배양 배지(또는 배양액)는

골분화 배지 또는 골형성 유도 배지일 수 있다.

탄소섬유시트로 제작된 면상발열체 장치(이하, 면상발열체 장치라 함)[0042]

본 발명의 일 실시예에 따르면, 상기 탄소섬유시트로 제작된 면상발열체 장치는, 상기 줄기세포가 배치되는 하[0043]

부 플레이트; 상기 하부 플레이트의 상부 영역에 상기 하부 플레이트에 대해 이격되어 배치되는 상부 플레이트;

상기 상부 플레이트와 상기 하부 플레이트에 연결되는 가이드 샤프트; 상기 가이드 샤프트에 이동 가능하게 연

결되며, 상기 배양용기에 대해 접근 및 이격되는 방향으로 이동되는 승강 스테이지유닛; 상기 상부 플레이트에

결합되고, 상기 승강 스테이지유닛에 연결되며, 상기 승강 스테이지유닛을 이동시키는 이동유닛; 및 상기 승강

스테이지유닛에 결합되며, 상기 줄기세포에 에너지를 인가하는 탄소섬유시트 면상발열체가 장착된 발열유닛을
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포함하는 것일 수 있다.

이하, 본 발명의 제1 실시예에 따른, 탄소섬유시트로 제작된 면상발열체 장치를 자세히 설명한다.[0045]

도 4 및 도 5에 도시된 바와 같이, 본 발명의 제1구현예에 따른 탄소섬유시트로 제작된 면상발열체 장치는, 하[0046]

부 플레이트(110), 상부 플레이트(120), 가이드 샤프트(130), 승강 스테이지유닛(140), 이동유닛(150), 발열유

닛(160), 및 온도조절기(170)로 구성된다.

[하부 플레이트(110), 상부 플레이트(120), 가이드 샤프트(130)][0048]

하부 플레이트(110)에는 줄기세포 및/또는 배양 배지(또는 배양액)가 담긴 배양용기(S)가 놓인다. 배양용기(S)[0049]

는 하나 이상이 하부 플레이트(110)에 놓을 수 있고, 배양용기(S)의 크기와 높이는 다양하게 형성될 수 있다.

일예로, 하부 플레이트(110)는 96-웰 플레이트(96-well plate)를 4개 정도 올려놓을 수 있는 크기로 제작되며,

예를 들어, 하부 플레이트(110)의 크기는 50x50 mm 내지 500x1000 mm일 수 있으나, 이에 한정되는 것은 아니다.

구체적인 예로, A4 사이즈 내에서 200x200mm 원적외선 조사가 가능하다.

하부 플레이트(110)의 상면에는 배양용기의 크기를 시각적으로 확인할 수 있는 눈금표시기가 형성된다. 눈금표[0050]

시기는 격자무늬 눈금으로 형성될 수 있다. 본 실시예에서는 하부 플레이트(110)에 눈금표시기로 커팅 매트

(cutting mat) 또는 눈금이 있는 플라스틱류(예를 들어, 눈금자)를 부착하여 배양용기(S)를 항상 동일한 위치

및 배열을 유지할 수 있다(도 5 참조). 상기 눈금표시기로서 부착되는 구성의 종류는 전술한 바에 한정되는 것

은 아니다.

상부 플레이트(120)는 하부 플레이트(110)의 상부 영역에 하부 플레이트(110)에 대해 이격되어 배치된다.[0051]

본 실시예에서 상부 플레이트(120)와 하부 플레이트(110)는 동일한 크기의 사각판 형상으로 형성된다.[0052]

가이드 샤프트(130)는 상부 플레이트(120)와 하부 플레이트(110)에 연결된다. 상부 플레이트(120)와 하부 플레[0053]

이트(110)는 가이드 샤프트(130)에 의해 서로 이격된다.

 [승강 스테이지유닛(140)][0055]

승강 스테이지유닛(140)은 가이드 샤프트(130)에 이동 가능하게 연결되며, 하부 플레이트(110)에 놓인 배양용기[0056]

(S)에 대해 접근 및 이격되는 방향으로 이동된다.

승강 스테이지유닛(140)은 승강 플레이트(141), 가이드 부시(142)로 구성된다.[0057]

승강 플레이트(141)는 이동유닛(150)에 연결된다. 본 실시예에서 승강 플레이트(141)는 알루미늄 재질로 제작된[0058]

다. 그러나 이에 한정되지 않으며 아크릴 등 다양한 재질로 제작될 수 있다. 승강 플레이트(141)에는 이동유닛

(150)의 후술할 스크류 샤프트(152)가 회전 가능하게 결합되는 지지홈(141a)이 형성된다.

가이드 부시(142)는 승강 플레이트(141)에 결합되며, 가이드 샤프트(130)의 외주면에 슬라이딩 이동 가능하게[0059]

연결된다. 가이드 부시(142)에는 가이드 샤프트(130)가 관통하는 관통홀(미도시)이 형성된다.

[이동유닛(150)][0061]

이동유닛(150)은 상부 플레이트(120)에 결합되고, 승강 스테이지유닛(140)에 연결되며, 승강 스테이지유닛(14[0062]

0)을 이동시킨다. 이동유닛(150)은 발열유닛(160)을 하부 플레이트(110)로부터 20mm~140mm 범위에서 높이 조절

이 가능하다. 승강 스테이지유닛(140)의 높이를 확인하기 위한 자가 상부 플레이트(120)와 하부 플레이트(110)

사이에 부착될 수 있다(도 5 참조).

이동유닛(150)은 고정 허브(151), 스크류 샤프트(152), 회전부재(153)로 구성된다.[0063]

고정 허브(151)는 상부 플레이트(120)의 중앙영역에 결합된다. 고정허브(151)에는 스크류 샤프트(152)의 외주면[0064]

에 형성된 나선형의 스크류(미도시)가 연결되는 나사홈(미도시) 형성된다.

스크류 샤프트(152)는 고정 허브(151)에 나사결합되며, 승강 플레이트(141)에 회전 가능하게 결합된다. 스크류[0065]
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샤프트(152)의 하단부 영역은, 승강 플레이트(141)에 형성된 지지홈(141a)에 회전 가능하게 결합된다.

회전부재(153)는 스크류 샤프트(152)의 상단부에 결합되며 스크류 샤프트(152)를 회전시킨다. 본 실시예에서 회[0066]

전부재(153)로 회전용 손잡이가 사용된다. 회전부재(153)가 회전용 손잡이인 경우 스크류 샤프트(152)를 수동으

로 회전시킨다. 이와 달리 회전부재(153)로 회전용 모터를 사용하여 스크류 샤프트(152)를 자동으로 회전시킬

수도 있다.

 [발열유닛(160)][0068]

발열유닛(160)은 승강 스테이지유닛(140)에 결합된다.[0069]

도  6에  도시된  바와  같이,  발열유닛(160)은  탄소섬유시트  면상발열체(161),  단열블록(162),  제1소수성필름[0070]

(163), 제2소수성필름(164), 금속전극(166)으로 구성된다.

<탄소섬유시트 면상발열체(161)>[0072]

탄소섬유시트 면상발열체(161)는 줄기세포 및/또는 배양 배지(또는 배양액)를 가열하며, 줄기세포 및/또는 배양[0073]

배지로 원적외선을 방출한다.

원적외선은 물리학적으로 3㎛∼1,000㎛ 파장대의 빛으로, 일반적으로 온열작용, 건조, 생체효과, 물의 활성화,[0074]

숙성 및 생육촉진, 침투작용, 복사작용 등이 있는 것으로 알려져 있다. 최근 이런 다양한 작용으로 인해, 원적

외선이 항염증, 골다공증, 관절염, 뼈재생 등 인체에 유용한 효과가 있다고 알려지면서, 원적외선이 인체에 미

치는 영향에 대한 많은 연구가 이루어지고 있다.

탄소섬유시트 면상발열체(161)는 고전도성 탄소섬유시트로 만들어진다. 이로 인해, 줄기세포 및/또는 배양 배지[0075]

의 온도를 유지할 수 있을 뿐만 아니라 탄소섬유시트가 방출하는 원적외선을 이용하여 원적외원이 세포에 미치

는 영향에 대해서도 동시에 테스트해 볼 수 있다.

본 실시예에서 탄소섬유시트 면상발열체(161)는 200×200mm로 제작된다. 이렇게 제작된 탄소섬유시트 면상발열[0076]

체(161)는  예를  들어,  25℃~180℃의  온도  범위에서  발열이  가능하나,  상기한  온도  범위에  한정되는  것은

아니다.

본 실시예에서 제작된 탄소섬유시트 면상발열체(161)의 특성은 하기 표 1 및 2와 같다. 하기 표 1에는 탄소섬유[0077]

시트 면상발열체의 전기적 특성을 나타내었고, 표 2에는 탄소섬유시트 면상발열체의 원적외선 방출 특성을 나타

내었다.

[표 1] [0078]

[0079]
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[표 2][0080]

[0081]

<단열블록(162)>[0083]

단열블록(162)은 승강 스테이지유닛(140)의 승강 플레이트(141)의 하면에 결합된다. 단열블록(162)은 탄소섬유[0084]

시트 면상발열체(161)에서 발생한 열을 단열한다. 본 실시예에서 단열블록(162)은 코르크 재질로 제작된다. 그

러나 이에 한정되지 않으며, 유리면, 펠트, 난연플라스틱, 우레탄보드 등의 재질로 제작될 수 있다.

단열블록(162)에는 탄소섬유시트 면상발열체(161)의 온도를 측정하는 온도 측정기가 장착될 수 있다. 이 경우,[0085]

단열블록(162)의 하면에는 온도 측정기가 장착되는 온도 측정기용 장착홈이 형성된다. 온도 측정기로는 써모커

플(Thermocouple)이 장착될 수 있다.

<제1소수성필름(163), 제2소수성필름(164)>[0087]

제1소수성필름(163)과 제2소수성필름(164)은 탄소섬유시트 면상발열체(161)에 부착된다.[0088]

제1소수성필름(163)은 상면이 단열블록(162)의 하면에 결합된다. 제1소수성필름(163)의 하면은 탄소섬유시트 면[0089]

상발열체(161)의 상부에 배치되며, 탄소섬유시트 면상발열체(161)의 상면을 커버한다. 제1소수성필름(163)은 탄

소섬유시트  면상발열체(161)보다 작게  형성되어,  탄소섬유시트  면상발열체(161)의  양단부에 배치된 금속전극

(166)은 커버하지 않는다. 

제2소수성필름(164)은 상면이 탄소섬유시트 면상발열체(161)의 하부에 배치되며, 탄소섬유시트 면상발열체(16[0090]

1)의 하면의 일부분 즉, 중앙영역을 커버한다.

본 실시예에서 제1소수성필름(163)과 제2소수성필름(164)은 열가소성 폴리우레탄(thermoplastic polyurethane,[0091]

TPU) 재질로 제작된다. 그러나 이에 한정되지 않으며, 폴리에틸렌 테레프탈레이트(polyethylene terephthalate,

PET), 에틸렌초산비닐(Ethylene Vinyl Acetate, EVA) 등의 필름으로 제작될 수 있다.

제1소수성필름(163)과 제2소수성필름(164)은 배양 배지 또는 배양액에서 증발된 수분이 탄소섬유시트 면상발열[0092]

체(161)나 단열블록(162)에 맺히거나 내부로 스며드는 것을 방지한다.

<금속전극(166)>[0094]

탄소섬유시트 면상발열체(161)에 전원을 연결하기 위해, 금속전극(166)이 탄소섬유시트 면상발열체(161)에 부착[0095]

된다. 금속전극(166)은 탄소섬유시트 면상발열체(161)의 양단부에 부착된다. 본 실시예에서 금속전극(166)은 탄

소섬유시트 면상발열체(161)의 상면에 부착되었으나, 이와 달리 탄소섬유시트 면상발열체(161)의 하면에 부착되

거나 상면과 하면 모두에 부착될 수 있다.

금속전극(166)은 구리, 알루미늄, 은, 니켈, 주석 등을 포함하는 금속 또는 이들의 합금으로 이루어지질 수 있[0096]

다. 금속전극(166)은 리본 또는 선 형태일 수 있다. 본 실시예에서 금속전극(166)으로 구리가 사용된다. 탄소섬

유시트 면상발열체(161)의 양단부에 구리테이프를 붙이고 전원을 연결한다.

탄소섬유시트  면상발열체(161),  단열블록(162),  제1소수성필름(163),  제2소수성필름(164),  금속전극(166)으로[0097]

만들어진 발열유닛(160)의 네 측면은 절연필름으로 감싸진다. 절연필름으로는 폴리이미드(polyimide, PI), 폴리

프로필렌(polypropylene, PP), 폴리에틸렌 테레프탈레이트(polyethylene terephthalate, PET), 에틸렌초산비닐

(Ethylene Vinyl Acetate, EVA) 등이 사용될 수 있다.
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[온도조절기(170)][0099]

온도조절기(170)는 탄소섬유시트 면상발열체(161)에 연결되는 전원을 조절하여 탄소섬유시트 면상발열체(161)의[0100]

발열온도를 조절한다. 구체적으로, 상기 온도조절기(170)는 탄소섬유시트 면상발열체(161)의 온도를 측정하는

온도 측정기와 연결되어, 탄소섬유시트 면상발열체(161)의 온도 및 시간을 제어할 수 있다.

이하, 본 발명의 제1구현예에 따른 탄소섬유시트로 제작된 발열체 장치의 작동을 자세히 설명한다.[0102]

상기 줄기세포가 담지되는 배양 배지(또는 배양액)의 온도는 약 35 내지 40℃이며 이 온도를 유지해야 한다. 따[0103]

라서 상기 배양 배지(또는 배양액)가 담긴 배양용기(S)를 상기 면상발열체 장치에 배치하기 전에, 하부 플레이

트(110)를 예열하는 과정이 필요하다.

본 실시예에서는 발열유닛(160)의 금속전극(166)에 전원을 연결하여 탄소섬유시트 면상발열체(161)의 온도를 약[0104]

60℃로 가열한다. 가열온도는 줄기세포 및/또는 배양 배지를 37℃로 유지할 수 있도록, 발열유닛(160)의 높이와

배양용기(S)의 크기에 따라 60℃~80℃로 조절될 수 있다. 이동유닛(150)의 회전부재(153)를 작동시켜 승강 스테

이지유닛(140)의 승강 플레이트(141)를 하부 플레이트(110)로 하강시킨다.

본 실시예에서는 발열유닛(160)과 하부 플레이트(110) 사이의 간격이 약 40mm인 상태에서, 탄소섬유시트 면상발[0105]

열체(161)의 온도를 약 60℃로 유지하고 약 1분이 지나면, 하부 플레이트(110)의 온도가 약 35℃~40℃(평균 37

℃)가 된다(도 9 참조).

하부 플레이트(110)은 30분 정도의 예열과정이 필요하며, 예열과정이 끝나면 승강 플레이트(141)를 상승시켜 발[0106]

열유닛(160)과 하부 플레이트(110) 사이의 간격을 벌린 후, 줄기세포 및/또는 배양 배지(또는 배양액)가 담긴

배양용기(S)를 하부 플레이트(110)의 중앙 영역에 배치시킨다.

도 7에 도시된 바와 같이, 발열유닛(160)과 하부 플레이트(110) 사이의 간격이 약 1 내지 50 cm 또는 25 내지[0107]

35 cm가 될 때까지 승강 플레이트(141)를 하강시킨다. 줄기세포 및/또는 배양 배지를 적정 시간(약 30분 내지

24시간) 동안 배양시킨다.

이하, 본 발명의 제2구현예에 따른 탄소섬유시트로 제작된 면상발열체 장치를 자세히 설명한다. 도 4 및 도 8을[0109]

기본적으로 참조한다.

본 발명의 제2구현예에 따른 탄소섬유시트로 제작된 면상발열체 장치는, 발열유닛(260)에서 제1구현예와 차이가[0110]

있다. 제2구현예에 따른 발열유닛(260)은 얇은 탄소섬유시트 면상발열체 복수 개를 구비한다. 얇은 탄소섬유시

트 면상발열체를 복수 개 사용하면, 두꺼운 탄소섬유시트 면상발열체를 한 장 사용할 때 보다, 탄소섬유시트 면

상발열체에서 방출되는 열과 원적외선의 방출량을 보다 정밀하고 쉽게 조절할 수 있다. 따라서 온도 범위를 더

다양하게 구성할 수 있고, 원적외선의 방출량에 따른 세포에 미치는 영향을 다양한 조건 하에서 테스트해 볼 수

있다.

제2구현예에서는 발열유닛(260)이 두 개의 탄소섬유시트 면상발열체를 포함하고, 각 탄소섬유시트 면상발열체의[0111]

상면과 하면에 소수성필름이 부착된다. 그러나 이에 한정되지 않고, 탄소섬유시트 면상발열체의 개수는 이보다

더 많게 형성될 수 있고, 이에 상응하여 소수성필름도 증가될 수 있다.

나머지 구성은 제1구현예와 동일하므로, 동일한 구성에 대한 자세한 설명은 생략한다. 동일한 구성에 대해서는[0112]

동일한 부호를 사용한다.

[발열유닛(260)][0114]

발열유닛(260)은 승강 스테이지유닛(140)에 결합된다.[0115]

도 8에 도시된 바와 같이, 발열유닛(260)은 제1탄소섬유시트 면상발열체(261a)와 제2탄소섬유시트 면상발열체[0116]

(261b), 단열블록(262), 제1소수성필름(263), 제2소수성필름(264), 제3소수성필름(265), 금속전극(266)으로 구

성된다. 제1구현예에 따른 발열유닛(160)과 동일한 내용은 자세한 설명을 생략하고, 구별되는 특징을 중심으로
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설명하기로 한다.

<제1탄소섬유시트 면상발열체(261a)와 제2탄소섬유시트 면상발열체(261b)>[0118]

제1탄소섬유시트  면상발열체(261a)와  제2탄소섬유시트  면상발열체(261b)는  고전도성  탄소섬유시트로[0119]

만들어지며, 동일한 크기로 만들어진다. 본 실시예에서 제1탄소섬유시트 면상발열체(261a)와 제2탄소섬유시트

면상발열체(261b)는 200×200mm로 제작될수 있다.

<단열블록(262)>[0121]

단열블록(262)은 제1구현예의 발열유닛(160)의 단열블록(162)과 동일하다.[0122]

<제1소수성필름(263), 제2소수성필름(264), 제3소수성필름(265)>[0124]

제1소수성필름(263)과  제2소수성필름(264)은  제1탄소섬유시트  면상발열체(261a)의  상면과  하면에  각각[0125]

부착되고, 제2소수성필름(264)과 제3소수성필름(265)은 제2탄소섬유시트 면상발열체(261b)의 상면과 하면에 각

각 부착된다.

제1소수성필름(263)은 상면이 단열블록(262)의 하면에 결합된다. 제1소수성필름(263)의 하면은 제1탄소섬유시트[0126]

면상발열체(261a)의 상부에 배치되어, 제1탄소섬유시트 면상발열체(261a)의 상면을 커버한다.

제2소수성필름(264)은 상면이 제1탄소섬유시트 면상발열체(261a)의 하부에 배치되어, 제1탄소섬유시트 면상발열[0127]

체(261a)의 하면을 커버한다. 제2소수성필름(264)의 하면은 제2탄소섬유시트 면상발열체(261b)의 상부에 배치되

어, 제2탄소섬유시트 면상발열체(261b)의 상면을 커버한다.

제3소수성필름(265)은 상면이 제2탄소섬유시트 면상발열체(261b)의 하부에 배치되어, 제2탄소섬유시트 면상발열[0128]

체(261b)의 하면을 커버한다.

제1소수성필름(263)과 제2소수성필름(264)은 제1탄소섬유시트 면상발열체(261a)와 제2탄소섬유시트 면상발열체[0129]

(261b)보다는 길이가 작게 형성되어 제1탄소섬유시트 면상발열체(261a)와 제2탄소섬유시트 면상발열체(261b)의

양단부에 부착된 금속전극(266)은 제1소수성필름(263)과 제2소수성필름(264)과 제3소수성필름(265)에 의해 커버

되지 않는다.

본  실시예에서  제1소수성필름(263)과  제2소수성필름(264)과  제3소수성필름(265)은  열가소성  폴리우레탄[0130]

(thermoplastic polyurethane, TPU) 재질로 제작된다. 그러나 이에 한정되지 않으며, 폴리에틸렌 테레프탈레이

트(polyethylene terephthalate,  PET),  에틸렌초산비닐(Ethylene Vinyl Acetate, EVA) 등의 필름으로 제작될

수 있다.

제1소수성필름(263)과 제2소수성필름(264)과 제3소수성필름(265)은 줄기세포 및/또는 배양 배지에서 증발된 수[0131]

분이 제1탄소섬유시트 면상발열체(261a)와 제2탄소섬유시트 면상발열체(261b)  또는 단열블록(262)에 맺히거나

내부로 스며드는 것을 방지한다.

<금속전극(266)>[0133]

제1탄소섬유시트  면상발열체(261a)와  제2탄소섬유시트  면상발열체(261b)에  전원을  연결하기  위해,  금속전극[0134]

(266)이  제1탄소섬유시트 면상발열체(261a)와  제2탄소섬유시트 면상발열체(261b)에  각각  부착된다.  금속전극

(266)은 제1탄소섬유시트 면상발열체(261a)와 제2탄소섬유시트 면상발열체(261b)의 양단부에 부착된다. 본 실시

예에서 금속전극(266)은 제1탄소섬유시트 면상발열체(261a)와 제2탄소섬유시트 면상발열체(261b)의 상면에 각각

부착되었으나, 이와 달리 제1탄소섬유시트 면상발열체(261a)와 제2탄소섬유시트 면상발열체(261b)의 하면에 각

각 부착되거나 상면과 하면 모두에 부착될 수도 있다.

본 실시예에서 금속전극(266)으로 구리가 사용된다. 제1탄소섬유시트 면상발열체(261a)와 제2탄소섬유시트 면상[0135]

발열체(261b)의 양단부에 구리테이프를 붙이고, 각 금속전극(266)에 전원을 연결한다.
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이하, 본 발명의 제2구현예에 따른 탄소섬유시트로 제작된 면상발열체 장치의 작동을 자세히 설명한다. 도 4 및[0137]

도 8을 기본적으로 참조한다.

기본적으로는 제1구현예에 따른 탄소섬유시트로 제작된 면상발열체 장치의 작동과 동일하므로, 제1구현예와 구[0138]

별되는 작동을 중심으로 설명하기로 한다.

발열유닛(260)의 금속전극(266)에 전원을 연결할 때, 제1구현예와 같은 온도 범위와 원적외선의 방출량으로 시[0139]

험하고자 할 때에는 제2탄소섬유시트 면상발열체(261b)에만 전원을 공급한다.

이와 달리, 제1구현예의 온도 범위와 원적외선의 방출량보다 더 큰 범위의 열을 방출하고자 할 때에는 제1탄소[0140]

섬유시트 면상발열체(261a)와 제2탄소섬유시트 면상발열체(261b)에 전원을 공급한다.

이상의 설명은 본 발명의 기술 사상을 일 구현예를 이용하여 설명한 것으로서, 본 발명이 속하는 기술 분야에서[0142]

통상의 지식을 갖는 자라면 본 발명의 본질적인 특성에서 벗어나지 않는 범위에서 다양한 수정 및 변형이 가능

할 것이다. 따라서, 본 발명에서 설명된 실시예는 본 발명의 기술 사상을 한정하기 위한 것이 아니라 설명하기

위한 것이고, 이런 실시예에 의하여 본 발명의 기술 사상의 범위가 한정되는 것은 아니다. 본 발명의 보호범위

는 청구범위에 의하여 해석되어야 하며, 그와 동등한 범위 내에 있는 모든 기술 사상은 본 발명의 권리범위에

포함되는 것으로 해석되어야 한다.

이하, 실시예를 통하여 본 발명을 더욱 상세히 설명하고자 한다.[0144]

<실시예>[0145]

제조예[0146]

(1) 재료[0147]

고포도당(4,500  mg/L)을  함유한  Dulbecco's  modified  Eagle's  medium(DMEM;  DMEM-HG)  및  Dulbecco's[0148]

Phosphate Buffered Saline(DPBS)은 Welgene Inc.(경산, 대한민국)에서 구입하였다. 소태아혈청(FBS) 및 글리

세르알데하이드 3-인산 탈수소효소(GAPDH; AbFrontier)에 대한 항체는 GW Vitek(서울, 대한민국)에서 구입하였

다.  Thiazolyl  blue  tetrazolium  bromide(MTT),  dimethyl  sulfoxide(DMSO),  alizarin  red  S  분말,

BCA(bicinchoninic acid solution), 황산구리(II) 용액은 Sigma-Aldrich(St. Louis, MO, USA)에서 구입하였다.

FITC  Annexin  V  Apoptosis  Detection  Kit는 BD  Biosciences  (San  Diego,  CA,  USA)에서 구입하였다. 세포용

TrypLE™(Gibco™; Life  Technologies), 세포 배양 배지용 Antibiotic-Antimycotic(Gibco™) 및 골형성 분화

배지(StemPro
®
 Osteogenesis  Differentiation  Kit;  Invitrogen)는  Thermo  Fisher  Scientific(Waltham,  MA,

USA)에서 구입하였다. BrdU Cell Proliferation Assay Kit는 Cell signaling technology(Danvers, MA, USA)에

서 구입하였다. 프로테아제 억제제 칵테일은 Roche(Nutley, NJ, USA)에서 구입하였다. 오스테오칼신(OCN), 알칼

리성 포스파타제(ALP) 및 콜라겐 I(ColI)에 대한 항체는 Abcam(Cambridge,  UK)에서 구입하였다. osteopontin

(OPN)에 대한 항체는 Novus Biologicals (Centennial, CO, USA)에서 구입하였다. 화학 발광 시약(ECL)은 Bio-

Rad(Hercules, CA, USA)에서 구입하였다.

(2) 세포 배양[0150]

편도  유래  중간엽  줄기세포(TMSC)는  종래  논문에  보고된  바와  같이  분리하였다(Ryu,  Kyung-Ha,  et  al.[0151]

Cytotherapy 14.10 (2012): 1193-1202.). 요약하자면, TMSC는 고포도당(4,500 mg/L) 배양액(DMEM-HG; Welgene

Inc., Gyeongsan, South Korea), 10% 소태아 혈청, 100 U/mL 페니실린, 100 μg/mL 스트렙토마이신 및 0.25 μ

g/mL의 암포테리신 B를 가습 인큐베이터에서 37°C, 5% CO2 존재하에 유지하였으며, TMSC는 계대 6-9 사이의 세

포를 사용하였다.

실시예 1. 탄소섬유시트로 제작된 면상발열체 장치를 이용한 줄기세포로의 골형성 세포로의 분화[0153]
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원적외선(FIR) 조사는 FIR 복사를 방출하는 탄소섬유시트(CFS; Carbon fiber sheets)의 온도를 제어하는, 본 발[0154]

명에 따른 면상발열체 장치를 사용하여 수행하였다. 편도 유래 중간엽 줄기세포(TMSC)는 FIR 조사 3-4일 전에

파종(seeding)하였고, 탄소섬유시트를 설정 온도(60, 70 또는 80 °C)에서 30분 동안 예열한 다음, TMSC가 담지

된 배양용기(S)가 배치된 하부 플레이트(110)와 탄소섬유시트 면상발열체(161)의 이격 거리가 3 cm가 되도록 하

여 0, 0.5, 1 또는 2시간 동안, 탄소섬유시트로부터 방출되는 원적외선(FIR-CFS)을 조사하였다. FIR-CFS 조사

후, 세포를 각 실험 시도에 대해 지정된 시간에 CO2 인큐베이터에서 추가로 배양하였다.

<실험예>[0156]

통계 분석[0157]

모든 통계 분석은 GraphPad Prism 소프트웨어 버전7 (GraphPad 소프트웨어, 미국 캘리포니아주 샌디에이고)을[0158]

사용하여 수행하였다. 데이터는 평균±표준편차(SD)로 나타내었고, n은 시행 횟수를 나타내며 모든 실험은 적어

도 3회 반복하였다. 통계적 유의성은 일원 분산 분석(one-way ANOVA) 또는 스튜던트 t-테스트를 사용하여 결정

하였다. 통계적으로 유의한 값은 
*, #

p < 0.05, 
**, ##

p < 0.01 또는 
***, ###

p < 0.001로 표시하였다.

실험예 1. 탄소섬유시트로부터 방출되는 원적외선(FIR-CFS)의 시간경과에 따른 온도변화 분석[0160]

본 발명에 따른 면상발열체 장치에서 탄소섬유시트를 설정 온도(60, 70 또는 80 °C)에서 30분 동안 예열한 다[0161]

음, 하부 플레이트에 증류수 담긴 60 mm 페트리접시가 배치하였다. 그런 다음, 탄소섬유시트와 하부 플레이트의

이격 거리가 3  cm가 되도록 하여 0,  0.5,  1  또는 2시간 동안, 탄소섬유시트로부터 방출되는 원적외선(FIR-

CFS)을 증류수에 조사하였다(도 1A 참조). 시간경과에 따른 온도 변화는 열화상 카메라를 이용하여 사진을 촬영

한 다음 FLIR Thermal Studio 프로그램을 이용하여 분석하였으며(도 1A 참조), 그 결과를 도 1B에 나타내었다.

종래 연구에서 사용했던 FIR 방사원은 500 °C 이상의 열을 방출하는 세라믹 적외선 램프로, 전구와 세포가 담[0162]

긴 배양 접시 사이의 거리를 30 cm로 유지했을 때 원적외선을 조사하는 동안 배양 배지의 온도는 38 ± 1°C 사

이로 유지되었다. 도 1B를 참조하면, 탄소섬유시트의 온도가 증가함에 따라 증류수의 온도가 증가하는 경향성을

보였다. 증류수의 온도는 60 °C(CFS60), 70 °C(CFS70) 및 80 °C(CFS80)에서 각각 29-32, 32.5-34.5, 33.9-

36.7°C 사이였다. 그러나 각 그룹 내에서는 시간에 따른 유의한 차이가 없었다(n = 3). 이러한 결과는 제시된

조건에서 CFS가 배양액의 온도를 증가시키기는 하나 세포가 생존할 수 있는 범위 내일 것임을 시사한다. 한편,

80 °C(CFS80)에서 2시간 동안 FIR을 조사하는 조건처럼 탄소섬유시트를 이용해 원적외선을 조사하는 시간이 길

어질수록, 탄소섬유시트의 온도가 높아지면서 배양액이 증발할 수 있다. 결과적으로, 본 발명에서 설계된 탄소

섬유시트(CFS)는 기존 세라믹 적외선 램프에 비해 훨씬 적은 열을 방출하며, 배양 배지의 온도를 세포가 생존할

수 있는 온도인 40 °C 이하로 유지할 수 있음을 확인하였다.

실험예 2. 탄소섬유시트로부터 방출는 원적외선(FIR-CFS)이 편도 유래 중간엽 줄기세포(TMSC)의 생존도 및 증식[0164]

에 미치는 영향 분석

(1) MTT 분석[0165]

탄소섬유시트로부터 방출는 원적외선(FIR-CFS)이 편도 유래 중간엽 줄기세포(TMSC)의 생존력에 미치는 독성을[0166]

평가하였다. 세포 생존율은 thiazolyl blue tetrazolium bromide(MTT; Sigma, St. Louis, MO, USA)를 사용하여

측정하였다. 구체적으로, 편도 유래 중간엽 줄기세포(TMSC)를 4-웰 배양 플레이트에 웰당 3.0 × 10
4
 세포의 밀

도로 파종한 후 3일 동안 배양하였다. 배양 3일 후, 탄소섬유시트의 각 설정 온도(60, 70 또는 80 °C)에서 다

양한 시간(0, 0.5, 1 또는 2시간) 동안 TMSC에 탄소섬유시트로부터 방출되는 원적외선(FIR-CFS)을 조사한 후 48

시간 동안 추가로 배양했다. 배지를 제거하고 0.5 mg/mL MTT 용액을 세포에 37 °C에서 2시간 동안 첨가하였다.

용액을 제거하고 세포에 dimethyl sulfoxide(DMSO; Sigma)를 처리하여 formazan을 녹였다. 최종 용액을 새로운

96-웰 플레이트로 옮기고 마이크로플레이트 판독기 INNO-M(LTEK, 성남, 한국)을 사용하여 540 nm에서 흡광도를

판독하였으며, 그 결과를 도 2A에 나타내었다.

도 2A를 참조하면, TMSC를 60 °C(CFS60)의 원적외선으로 조사할 경우, TMSC의 세포 생존도는 시간이 지남에 따[0167]
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라 증가하였으며, 그 효과는 1시간(p <  0.05)  및 2시간(p < 0.001)조건에서 유의하였다. 대조적으로, 70 °

C(CFS70)와 80 °C(CFS80)의 원적외선으로 조사하는 경우 TMSC의 생존도를 증가시키지 않았다. 세포를 80 °

C(CFS80)에서 원적외선으로 2시간 동안 조사할 경우 TMSC의 생존도는 급격히 감소함을 확인할 수 있다.

(2) Annexin V 세포 사멸 분석[0169]

세포 사멸을 조사하기 위해 FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit(BD Biosciences, San Diego, CA, USA)를[0170]

분석하였다. 구체적으로, 편도 유래 중간엽 줄기세포(TMSC)(1.5 × 10
5
 세포)를 60 mm 페트리 접시에 3 mL 배지

와 함께 파종하고 3일 동안 배양하였다. 탄소섬유시트의 각 온도(60, 70 또는 80 °C)에서 다양한 시간 조건(0,

0.5, 1 또는 2시간)에 따라 탄소섬유시트로부터 방출되는 원적외선을 조사한 후 TMSC를 48시간 동안 배양했다.

배지와 TrypLE(Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)를 사용하여 분리된 세포를 수집하고 결합 완충액(0.1M

HEPES/NaOH(pH 7.4), 1.4M NaCl, 25mM CaCl2)에 재현탁시켰다. 세포를 아넥신 V-FITC 및/또는 프로피디움 아이

오다이드(PI)로 15분 동안 실온의 암실에서 염색하였다. Apoptotic TMSC를 유세포 분석기, NovoCyte(Agilent,

Santa Clara, CA, USA)를 사용하여 분석하였다. 세포사가 진행된 초기의 세포와 후기의 세포의 퍼센티지를 더해

세포사가 일어난 세포의 총합을 계산하였으며, 그 결과를 도 2B에 나타내었다.

도 2B를 참조하면, 60 °C(CFS60)의 원적외선으로 조사하는 경우 TMSC의 세포사를 유도하지 않았으며, 70 °[0171]

C(CFS70)과 80 °C(CFS80)에 조사된 TMSC에서도 1시간까지만 유사한 결과가 관찰되었다. TMSC를 70 °C(CFS7

0)과 80  °C(CFS80)을 이용해 2시간 동안 원적외선을 조사하는 경우, CFS70과 CFS80의 경우 각각 15.7%에서

64.6%, 13.8%에서 72.4%로 세포사한 집단이 극적으로 증가했다(p < 0.001). 따라서, 이 두 조건(CFS70, 2 시간

및 CFS80, 2 시간)은 세포 증식 분석에서 제외하였다.

(3) 5-브로모-2'-데옥시우리딘(BrdU) 세포 증식 분석[0173]

급격히 감소한 세포 생존성을 보여주는 두 조건(CFS70, 2 시간 및 CFS80, 2 시간)을 제외하고 CFS가 세포 증식[0174]

에 미치는 억제 효과를 조사하기 위해 BrdU 분석을 수행하였다. 구체적으로, 편도 유래 중간엽 줄기세포(TMSC)

는 상기 실험예 1의 MTT assay를 사용한 세포 생존율 분석 방법에 설명된 것과 동일한 조건에서, 탄소섬유시트

로부터 방출되는 원적외선(FIR-CFS)을 조사 및 배양하였다. FIR-CFS가 세포 증식에 미치는 영향을 조사하기 위

해 BrdU Cell Proliferation Assay Kit(Cell signaling technology, Danvers, MA, USA)를 사용하였다. TMSC를

다양한 조건에서 FIR-CFS에 조사한 후 48시간 배양했다. 배양 후 배지를 제거하고 BrdU 용액을 첨가하여 3시간

동안 배양하였다. 그런 다음 용액을 제거하고 고정/변성 용액을 TMSC에 첨가하고 어두운 곳에서 실온에서 30분

동안 배양했다. 용액을 제거하고 세포를 BrdU 검출 항체로 1시간 동안 처리한 후 키트에서 제공하는 세척 완충

액으로 3회 세척하였다. TMSC는 HRP가 결합된 2차 항체와 함께 30분 동안 배양하였고, 세포는 wash buffer로 3

회 세척하였으며, TMB와 함께 30분 동안 추가로 배양하였다. Stop solution용액을 첨가하여 TMB 기질 반응을 정

지시키고 마이크로플레이트 판독기를 사용하여 30분 이내에 450 nm에서 흡광도를 측정하였으며, 그 결과를 도

2C에 나타내었다.

도 2C를 참조하면, TMSC의 증식은 60 °C(CFS60)에 2시간 동안, 80 °C(CFS80)에 1시간 동안 조사한 두 그룹에[0175]

서 감소하였다. 70 °C(CFS70)에서 1시간 동안 조사한 그룹은 증식을 약간 감소시켰지만 그 효과는 통계적으로

유의미하지 않았다. 특이하게도, CFS60 0.5시간과 1시간 동안 조사된 TMSC의 증식이 약간 증가하였으나 이또한

통계적으로 유의미하지 않았다. 

종합하면, 탄소섬유시트를 사용한 원적외선 조사는 일반적으로 탄소섬유시트의 낮은 온도에서 TMSC의 세포 생존[0177]

성이나 증식을 1시간까지 변화시키지 않았다. 그러나 70°C 이상의 탄소섬유시트의 온도에서 2시간 이상의 원적

외선 조사는 TMSC의 세포사를 유도할 수 있고, CFS60 2시간과 CFS80 1시간 조건에서 원적외선 조사는 세포 증식

을 억제할 수 있다. 따라서 세포 생존력과 증식에 모두 영향을 미치지 않는 조건들을 FIR-CFS가 세포 분화에 미

치는 영향을 평가하는 데 사용하였다.

실험예 3. 탄소섬유시트로부터 방출되는 원적외선(FIR-CFS)이 골형성 분화에 미치는 영향 분석[0179]
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(1) Alizarin red S 염색[0180]

탄소섬유시트로부터 방출된 원적되선(FIR-CFS)이 세포 분화에 미치는 영향력을 조사하기 위해, 세포 생존 능력[0181]

과 증식을 변화시키지 않는 조건들을 사용하여 TMSC에 원적외선을 조사하였다. 구체적으로, 편도 유래 중간엽

줄기세포(TMSC)는 DMEM-HG에서 3-4일 동안 배양하여 80-90% confluency를 만들었다. 탄소섬유시트로부터 방출되

는  원적외선(FIR-CFS)  조사  1시간  전에  배지를  골형성  분화  배지(Invitrogen,  Waltham,  MA,  USA)로

교체하였다. 세포는 CFS의 각 온도(60 또는 70 °C)에서 다양한 시간 조건(0, 0.5 또는 1시간) 동안 FIR-CFS로

조사되었고 14일 동안 배양되었다. 배양 배지는 3~4일마다 갈아주었다. 분화 후, TMSC는 예열된 DPBS로 1회 세

척하고  4%  파라포름알데하이드로  20-30분  동안  고정시켰다.  고정  후,  세포를  DPBS로  2회  세척한  다음  2%

alizarin red S(Sigma) 용액으로 20-30분 동안 실온의 어두운 곳에서 염색하였다. 과량의 용액은 DPBS로 세척하

여 제거하고, 종래 연구에서 설명한 대로 광물화를 현미경으로 시각화하고 Image J 소프트웨어를 사용하여 정량

화하였다(Kim, Ha Yeong, et al. Stem Cell Research 53 (2021): 102291.). Alizarin red S 염색 결과는 도

3A에 나타내었다.

도 3A를 참조하면, 60°C(CFS60) 및 70°C(CFS70) 그룹에서 TMSC의 골형성은 시간 의존적인 방식으로 유도되었[0182]

으며, 이는 Alizarin red S로 염색된 더 높은 칼슘 미네랄화에 의해 입증되었다. 조사된 TMSC의 칼슘 미네랄화

는 비조사 대조군 TMSCS에 비해 CFS60 1시간 동안 11.42배(p < 0.001), CFS70 0.5와 1시간 동안 25.76배(p <

0.05), 33.10배(p < 0.01) 증가했다. 대조적으로, 80°C(CFS80)에서 방출된 원적외선에 0.5 시간과 1시간 동안

조사된 세포들은 조사되지 않은 대조군에 비해 칼슘 미네랄화의 6.2배와 4.64배(p > 0.05)(p > 0.05≤ 유의하지

않음)의 약간의 유도만 보여 골형성 유도는 탄소섬유시트의 원적외선이 방출하는 열과 무관함을 시사하였다.

(2) 웨스턴 블롯 분석[0184]

CFS60과 CFS70을 사용하여 원적외선이 1시간 동안 조사되는 조건에서 칼슘 미네랄화의 최고 유도를 이끌어냈기[0185]

때문에, 우리는 웨스턴 블롯 분석을 사용하여 골형성 마커의 단백질 수준을 비교함으로써, 탄소섬유시트로부터

방출되는 원적외선(FIR-CFS)의 골형성 유도성을 추가로 검증하였다. 구체적으로, 전체 단백질 용해물은 편도 유

래 중간엽 줄기세포(TMSC)로부터, pH 7.4의 20mM Tris-HCl, 150mM NaCl, 1mM EDTA, 1mM EGTA, 1% Triton X-100

및  프로테아제  억제제  칵테일(Roche,  Nutley,  미국  뉴저지)을  포함하는  완충액을  사용하여  추출하였다.

BCA(bicinchoninic acid) 단백질 분석(Sigma)을 사용하여 용해물의 단백질 농도를 측정하였다. 단백질 샘플을

100°C에서 5분 동안 가열하여 변성시키고 SDS 젤에 동량의 20 μg을 로드하여 분리하고, 0.2 μm 니트로셀룰로

스 멤브레인으로 옮긴 다음 멤브레인을 5% 탈지유에 1시간 동안 담궜다. 그런 다음, 오스테오칼신(OCN, 1:1000;

Abcam,  Cambridge,  UK),  알칼리  포스파타제(ALP;  Abcam,  1:1000),  오스테오폰틴(OPN,  1:2000;  Novus

Biologicals, Centennial, CO, USA), 콜라겐 I(ColI, 1:1000; Abcam) 및 글리세르알데하이드 3-인산 탈수소효

소(GAPDH, 1:4000; AbFrontier, Seoul, South Korea)에 대한 1차 항체로 블롯을 하룻밤 동안 4 °C에서 처리한

다음  실온에서  1시간  동안  상응하는 이차 항체에 붙였다.  최종적으로 향상된 화학발광 시약(ECL;  Bio-Rad,

Hercules,  CA,  USA)을  사용하여 블롯을 제작하고 Image  Lab  소프트웨어(Bio-Rad)를 사용하여 정량화하였다.

GAPDH는 표적 단백질을 정상화하기 위한 loading control로 사용하였다. 웨스턴 블롯 분석 결과는 도 3B에 나타

내었다.

도 3B를 참조하면, 조사되지 않은 대조군(0시간)과 비교했을 때, TMSC에서 오스테오칼신(OCN) 단백질의 단백질[0186]

발현수준은 CFS60과 CFS70의 1시간 조건에서 각각 12.5배, 12.6배 증가했다. 알칼리성 포스파타아제(ALP)의 단

백질 발현도 TMSC에서 1시간 동안 2배,  2.1배 유의미하게 증가하였다. 그러나, 오스테오폰틴(OPN)과 콜라겐

I(ColI)의 수치가 오히려 CFS60 1시간 동안 0.4배, FIR-CFS70 1시간 동안 0.3배 감소하였다. 이러한 결과는,

증가된 칼슘 미네랄화 및 골형성 마커에 의해 입증된 바와 같이, in vitro에서 60°C 또는 70°C, 및 1시간의

FIR-CFS 조사 조건이 TMSC의 골형성을 유도하는 최적의 조사 조건임을 보여준다.

위 살펴본 바와 같이, 본 발명에 따라 탄소섬유시트로 제작된 면상발열체 장치를 설계하고 이를 줄기세포로부터[0188]

골형성 세포로의 증식 또는 분화에 이용하는 경우 종래 세라믹램프 발열체를 이용하는 경우에 비하여, 발열면적

전체에 걸쳐 균일한 열과 원적외선을 제공함으로써 세포 증식 또는 분화에 적절한 온도를 장시간 유지할 수 있

어 세포 및 조직의 손상을 초래하지 않고 전력 소비를 최소화할 뿐만 아니라, 우수한 골형성 세포 증식능 및 분

화능을 나타냄을 확인할 수 있다.
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이상의 상세한 설명은 본 발명을 예시하는 것이다. 또한 전술한 내용은 본 발명의 바람직한 실시 형태를 나타내[0190]

어 설명하는 것이며, 본 발명은 다양한 다른 조합, 변경 및 환경에서 사용할 수 있다. 즉 본 명세서에 개시된

발명의 개념의 범위, 저술한 개시 내용과 균등한 범위 및/또는 당업계의 기술 또는 지식의 범위 내에서 변경 또

는 수정이 가능하다. 저술한 실시예는 본 발명의 기술적 사상을 구현하기 위한 최선의 상태를 설명하는 것이며,

본 발명의 구체적인 적용 분야 및 용도에서 요구되는 다양한 변경도 가능하다. 따라서 이상의 발명의 상세한 설

명은 개시된 실시 상태로 본 발명을 제한하려는 의도가 아니다. 또한 첨부된 청구 범위는 다른 실시 상태도 포

함하는 것으로 해석되어야 한다.

부호의 설명

110: 하부 플레이트                   120: 상부 플레이트[0192]

130: 가이드 샤프트                   140: 승강 스테이지유닛

141: 승강 플레이트                   141a: 지지홈

142: 가이드 부시                     150: 이동유닛

151: 고정 허브                       152: 스크류 샤프트

153: 회전부재                        160, 260: 발열유닛

161: 탄소섬유시트 면상발열체         162, 262: 단열블록

163, 263: 제1소수성필름              164, 264: 제2소수성필름

165: 제3소수성필름                   166, 266: 금속전극

170: 온도조절기                      261a: 제1탄소섬유시트 면상발열체

261b: 제2탄소섬유시트 면상발열체     S: 배양용기
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도면
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