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－Abstract－

Purpose：Bone morphogenetic proteins (BMPs) play an important role in the formation of 

cartilage and bone, as well as regulating the growth of chondroblasts and osteoblasts. In this 

study, we investigated whether recombinant human BMP adenoviruses are available for ex 

vivo gene therapy, using human fibroblasts and human bone marrow stromal cells in an 

animal spinal fusion model. 1)  

Materials and Methods：Human fibroblasts and human bone marrow stromal cells were 

transduced with recombinant BMP-2 adenovirus (AdBMP-2) or recombinant BMP-7 adenovirus 

(AdBMP-7), referred to as AdBMP-7/BMSC, AdBMP-2/BMSC, AdBMP-7/HuFb, and 

AdBMP-2/HuFb. We showed that each cell secreted active BMPs by alkaline phosphatase 

staining. Since AdBMP-2 or AdBMP-7 tranducing cells were injected into the paravertebral 

muscle of athymic nude mice, at 4 weeks and 7 weeks, we confirmed that new bone 

formation occurred by induction of spinal fusion on radiographs and histochemical staining.

Results：In the region where the AdBMP-7/BMSC was injected, new bone formation was
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observed in all cases and spinal fusion was induced in two of these. AdBMP-2/BMSC 

induced bone formation and spinal fusion occurred among one of five. However, in the region 

where AdBMP/HuFb was injected, neither bone formation nor spinal fusion was observed.

Conclusion：The osteoinductivity of AdBMP-7 was superior to that of AdBMP-2. In addition, 

the human bone marrow stromal cells were more efficient than the human fibroblasts for 

bone formation and spinal fusion. Therefore, the results of this study suggest that AdBMP-7/ 

BMSC would be the most useful approach to ex vivo gene therapy for an animal spinal 

fusion model.
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서    론

 

골 형성 단백질(Bone morphogenetic protein, 

BMP)은 transforming growth factor-β(TGF-

β) superfamily에 속하는 성장인자의 하나이다. 

포유동물에서 조직 줄기세포(stem cell)에 작용

하여 골세포 및 연골세포로 분화를 촉진시키는 

역할을 하는 것으로 알려져 있다.1) 1960년대 

탈회화 시킨 골에서 처음으로 골 형성 단백질

이 추출된 이래 지금까지 총 15 종류가 밝혀져 

있으며, 이중에서 골 형성을 유도하는 것은 

BMP-2, BMP-3, BMP-4, BMP-6, BMP-7이 

있다.
2)
 골 형성 단백질은 골 형성 및 골 재생

이 필요한 근․골격계통의 질환을 치료하는데 

있어 매우 유용하므로, 이를 임상에 이용하기 

위하여 많은 연구가 진행되고 있다. 그 중에서

도 골 조직에서 분리․정제한 골 형성 단백질, 

유전공학 기법에 의해 생산된 재조합 골 형성 

단백질이 임상적으로 많이 활용되고 있다. 골 

형성 단백질을 직접적으로 이용한 치료는 단백

질의 불안정성, 낮은 특이적인 활성,3) 고가의 

치료비용, 적절한 단백질 운반체 개발의 어려

움 등으로 인해 제약을 받고 있다. 이로 인해 

최근에는 골 형성 단백질 유전자를 이용한 유

전자 치료법이 많이 연구되고 있다.4) 

유전자 치료법은 특정 유전자를 특정 세포

로 운반하여 기존의 생리적인 상태나 병적 과

정을 변형시켜 치료 효과를 얻는 방법이다.3) 

특정 세포로 유전물질을 운반하기 위해서는 비 

바이러스 벡터와 바이러스 벡터를 이용하는데, 

비 바이러스 벡터에 비해 형질도입 효율이 매

우 높은 바이러스 벡터가 많이 사용된다. 유전

자 치료법에 많이 사용되는 바이러스 벡터는 

아데노바이러스, 헤르페스 바이러스, 레트로바

이러스, 아데노류 바이러스 등이 있다.5-9) 특히, 

아데노바이러스는 다른 바이러스 벡터에 비해

서 안전하고, 대부분의 세포에 감염이 가능하

며 고농도의 바이러스 제조가 가능하기 때문에 

가장 널리 사용되고 있다.
10-12)

유전자 치료법은 특정 유전자를 숙주세포로 

운반하는 방법에 따라 생체 외(ex vivo) 치료

법과 생체 내(in vivo) 치료법으로 구분된다. 

생체 외 치료법은 사람이나 동물의 골수,11) 피

부조직,12) 근육13)으로부터 세포를 추출하여 배

양하고, 특정 유전자를 형질도입 시킨 후, 다시 

사람이나 동물로 이식하는 방법이다. 생체 내 
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치료법은 특정 유전자를 가진 재조합 바이러스

를 직접 숙주동물로 주입하는 방법이다. 생체 

내 유전자 치료법은 생체 내에 존재하는 바이

러스에 대한 항체로 인해 재조합 바이러스가 

소실된다든지, 원하는 표적세포로 효과적으로 

유전자를 전달하여 발현시키는데 어려운 점이 

있다.
4)
 특히, 미국에서 아데노바이러스 벡터를 

이용한 생체 내 유전자 치료법으로 환자가 사

망하여 생체 내 유전자 치료법의 임상적용이 

금지된 상태이다. 따라서 생체 외 유전자 치료

법이 선호되고 있다.

골 형성 단백질은 두개․안면골 결손,14-18) 

장골 결손,
19)
 척추 유합 등과 같은 근․골격계 

질환에 많이 활용되고 있다. 특히, 척추 유합술

은 척추에 생기는 여러 질환 -디스크, 퇴행성 

척추 질환, 척추 기형, 척추 외상 등-의 치료

에 가장 기본이 되는 수술 치료 방법이다. 척

추 유합술은 대부분 환자 자신의 골반에서 채

취한 골편을 이용하여 유합술을 시행하는데, 

이 방법은 골 생성 능력, 생체적합성, 물리적 

특성 등, 여러 면에서 가장 우수한 것으로 알

려져 있다. 그러나 직접 골 채취에 따른 수술

시간의 연장, 출혈, 혈종, 둔부 마비감, 감염, 

이상 감각, 입원기간의 연장, 탈장 등의 부작용

도 30%까지 보고되고 있다.
20)
 따라서 골 형성 

단백질 유전자 치료법을 이용한 척추 유합 연

구가 많이 시도되고 있다. 특히, 골 형성 단백

질-2(BMP-2)와 -7(BMP-7)을 이용한 유전자 

치료법이 쥐와 토끼의 척추 유합 모델에 많이 

활용되고 있다.21-28) 현재까지 골 형성 단백질

을 이용한 거의 대부분의 척추 유합 연구에서 

골수기질세포가 사용 되고 있다. 그러나 생체 

내에서 골 형성 단백질 유전자를 형질도입 시

킨 사람 섬유아세포도 골모세포로 분화될 수 

있다는 보고도 있다.
12, 29)
 그리고 섬유아세포가 

골수기질세포에 비해 쉽게 조직으로부터 분리 

배양할 수 있다. 따라서 사람 섬유아세포를 척

추 유합 모델에 이용할 수 있다면 골수기질세

포에 비해 더 유용할 것으로 생각된다. 또한, 

골 형성 연구에서 가장 많이 사용되고 있는 

BMP-2와 BMP-7에 대한 골 형성능을 생체 

외 유전자 치료법을 이용하여 비교한 연구는 

아직 보고되어 있지 않다.

이에 본 연구에서는 동물의 척추 유합 모델

에서 재조합 BMP-2 아데노바이러스(AdBMP-2) 

또는 재조합 BMP-7 아데노바이러스(AdBMP-7)

을 형질도입 시킨 사람 섬유아세포와 사람 골

수기질세포의 골 형성능을 척추 유합 모델을 

통해 조사하므로, 사람 섬유아세포도 사람 골

수기질세포처럼 척추 유합에 유용한 생체 외 

유전자 치료에 활용할 수 있는지, 그리고 척추 

유합에 있어 BMP-2와 BMP-7 중 어느 것이 

더 효과적인지 규명하고자 하였다.

재료 및 방법

1. 재 료

재조합 BMP-2 아데노바이러스(AdBMP-2), 

재조합 BMP-7 아데노바이러스(AdBMP-7)는 

영남대학교 의과대학 생화학․분자생물학 교실

에서 제작하였다. 사람 섬유아세포는 영남의대 

해부학교실 송인환 교수로부터 제공받았으며, 

쥐의 근육모세포인 C2C12 세포는 한국세포주

은행으로부터 구입하였다. Dulbecco’s modified 

Eagles medium(DMEM)과 penicillin-streptomycin 

-fungizone 용액은 Life Technologies사, fetal 

bovine serum(FBS)은 Hyclone사, Adeno-X 

purification kit는 BD bioscience사, Histopaque- 



－사람 골 형성 단백질 Ex vivo 유전자 치료법을 이용한 척추 유합－

265

1077와 alkaline phosphatase kit(Procedure 

No. 86-R)와 그 밖의 시약들은 Sigma-Aldrich 

사로부터 구입하였다. 수컷 면역결핍 생쥐

(BALB/c-nu)는 중앙실험동물사로부터 구매하

였으며 청정 사육실에서 사육하였다.

2. 사람 골수세포 분리 및 세포 배양

사람 골수기질세포는 24세 여자 환자의 장

골에서 채취한 골수로부터 분리하였다. 골수채

취와 골수기질세포의 분리․배양에 대해 미리 

환자에게 설명하고 동의를 얻었다. 채취한 골

수를 100 U/ml 헤파린이 든 용기에 담고 잘 

흔들어 주었다. 골수용액 6 ml를 Histopaque- 

1077 위에 조심스럽게 얹은 다음 3000 rpm에

서 20분간 원심분리 하였다. 용기의 중간에 형

성된 세포층만 새 튜브에 옮기고 10 ml DMEM 

배양액으로 세포를 한 번 세척하였다. 세포를 

100 U/ml의 항생제 용액과 10% FBS가 포함

된 DMEM 배양액으로 37℃, 5% 이산화탄소 

배양기에서 배양하였다. 배양액은 3일마다 교

체하였고 4주에서 8주간 배양 후(passage 3) 

실험에 사용하였다.

사람 섬유아세포는 100 mm 배양접시에서 

100 U/ml의 항생제 용액과 10% FBS가 포함

된 DMEM 배양액으로 배양하였다. 배양액은 

3일마다 교체하였고 2주간 배양 후 (passage 

4) 실험에 사용하였다.

3. 사람 섬유아세포와 사람 골수기질세포로 

   AdBMP-2와 AdBMP-7의 형질도입.
사람 섬유아세포는 직경 100 mm, 사람 골

수기질세포는 직경 150 mm의 세포 배양 용기

에 각각 1×106 cells/dish로 분주하였다. 하루 

밤 동안 배양한 후, 배양액을 제거하고, 5 ml 

DMEM에 AdBMP-2, AdBMP-7, AdLacZ 바

이러스를 각각 2.50×108 viral particles/ml 농

도로 희석한 후, 90분 동안 처리하였다. 10% 

FBS가 포함된 DMEM을 첨가 한 후, 37℃, 

5% 이산화탄소 배양기에서 밤새도록 배양하였

다. AdBMP-7을 형질도입 시킨 사람 섬유아

세포는 AdBMP-7/HuFb, AdBMP-2를 형질도

입 시킨 사람 섬유아세포는 AdBMP-2/HuFb, 

AdLacZ를 형질도입 시킨 사람 섬유아세포는 

AdLacZ/HuFb, 아무것도 처리하지 않은 사

람 섬유아세포는 Mock/HuFb로 표기하였으며, 

AdBMP-7을 형질도입 시킨 사람 골수기질세

포는 AdBMP-7/BMSC, AdBMP-2를 형질도

입 시킨 사람 골수기질세포는 AdBMP-2/BMSC, 

AdLacZ를 형질도입 시킨 사람 골수기질세포

는 AdLacZ/BMSC로, 아무것도 처리하지 않은 

사람 골수기질세포는 Mock/BMSC로 표기하였

다.

4. Alkaline phosphatase 조직화학 염색

AdBMP를 형질도입 시킨 사람 섬유아세포와 

사람 골수기질세포에서 활성형 BMP가 발현되

는지 alkaline phosphatase 염색을 실시하였다. 

사람 섬유아세포를 AdBMP-2와 AdBMP-7로 

형질 도입 시킨 후 48시간 동안 배양하였다. 

배양액을 수확한 후 원심분리 하였다. 상층액

을 2% FBS가 포함된 DMEM 배양액과 1:1 

비율로 섞은 후 생쥐 근육모세포(C2C12)에 처리

하였다. 72시간 후 alkaline phosphatase 염색

을 실시하였다. 사람 골수기질세포로 AdBMP-2

와 AdBMP-7, AdLacZ를 형질도입 시킨 후, 

72시간 동안 배양하고 염색을 실시하였다. 

염색은 Sigma alkaline phosphatase kit(No. 

85)를 사용하여 시행하였다. 세포를 PBS에 세
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Fig. 1. The region where was injected by AdBMP-2 

or AdBMP-7 transduced cells. Five mice in 

each group were used in this study.

HuFb, Human fibroblast; BMSC, Human 

bone marrow stromal cells.

척하고 2% paraformaldehyde로 실온에서 30분 

동안 고정시켰다. Sodium nitrite 용액과 naphthol 

AS-BI 알칼리 용액의 혼합물을 넣고, red 

violet LB salt를 처리한 후, 암실에서 15～30

분 동안 반응시켰다. 염색정도는 육안 또는 광

학현미경으로 관찰하였다.

5. 수술 과정

AdBMP를 형질도입 시킨 사람 섬유아세포

와 사람 골수기질세포를 면역결핍 생쥐의 척

추 옆 근육으로 주입하기 위하여 각 세포를 

trypsin-EDTA 용액으로 수확하고 DMEM 배

지에 1×106 cells/25 ㎕로 분산하였다. 면역결

핍 생쥐를 에테르로 마취시킨 후, 등이 위쪽으

로 오도록 눕히고(prone position), 수술용 칼을 

이용해서 생쥐의 등 한 가운데를 피부와 척추 

근막을 따라 5 cm 정도 절개하였다. 흉추 왼

쪽 옆 근육에는 아무것도 처리하지 않은 세포

(mock)를, 흉추 오른쪽 옆 근육에는 AdBMP-2

를 형질도입 시킨 세포, 요추 왼쪽 근육에는 

AdLacZ를 형질도입 시킨 세포, 요추 오른쪽 

근육에는 AdBMP-7을 형질도입 시킨 세포를 

각 1×106 cells/site 으로 주사하였다(Fig. 1). 

사람 섬유아세포와 사람 골수기질세포를 각각 

5마리의 면역결핍 생쥐의 척추 옆 근육에 주사

하였다. 피부를 봉합한 후 상처가 아물 때까지 

매일 Betadine 용액으로 소독하였다.

6. 방사선 사진 촬영

AdBMP를 형질 도입 시킨 사람 섬유아세포

와 사람 골수기질세포를 척추 옆 근육으로 주

입한 후 4주와 7주째에 방사선 사진 촬영을 하

였다.

7. 조직학적 분석(Masson's trichrome staining)
AdBMP를 형질도입 시킨 사람 섬유아세포

와 사람 골수기질세포로부터 뼈가 생성되었는

지, 척추 유합이 제대로 일어났는지 확인하기 

위하여 조직화학 염색을 실시하였다. 세포를 

주입한 후, 4주와 7주에, 생쥐를 희생시키고 척

추만 잘라내어 10% formaldehyde 용액에 2일 

동안 고정시켰다. 고정된 척추를 물로 세척하

고, 5% 질산에서 24시간 동안 탈회시킨 후, 탄

산칼슘(CaCO3) 용액에서 24시간 동안 중화시

켰다. 척추 절편을 물로 5시간동안 세척한 후, 

탈수, 파라핀 침투과정을 거쳐 파라핀 조직을 

만들었다. 파라핀 조직을 -40℃ 에서 동결시키

고, 조직절단기로 40 μm 간격으로 절단해 들

어가면서 조직 슬라이드를 만들었다. 5시간 동

안 건조시킨 후, Masson’s trichrome 염색을 

하였다. 뼈 형성 및 척추 유합 정도는 현미경

으로 관찰하였다.

결    과
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Fig. 2. Alkaline phosphatase activity staining of 

AdBMP-transduced HuFbs. 

(A) observation by naked eye,

(B) microscopic observation (x100). 

Mock: untreated cells, AdLacZ: AdLacZ 

transduced cells, AdBMP-2: AdBMP-2 

transduced cells, AdBMP-7: AdBMP-7 

transduced cells.

Fig. 3. Alkaline phosphatase activity staining of 

AdBMP-transduced BMSCs.

(A) observation by naked eye,

(B) microscopic observation (x100). 

Mock: untreated cells, AdLacZ: AdLacZ 

transduced cells, AdBMP-2: AdBMP-2 

transduced cells, AdBMP-7: AdBMP-7 

transduced cells.

1. AdBMP-2/HuFb와 AdBMP-7/HuFb에서 활

성형 BMP 분비

활성형 골 형성 단백질을 근육모세포(C2C12)

에 처리하면 alkaline phosphatase 활성이 증가

하면서 골 형성이 유도되는 것으로 잘 알려져 

있다.
30)
 따라서 AdBMP-2/HuFb와 AdBMP-7/ 

HuFb에서 활성형 BMP-2와 BMP-7이 분비되

는 것을 확인하기 위해서 각각의 섬유아세포 

배양액을 쥐의 근육모세포(C2C12)에 처리한 

후, alkaline phosphatase 염색을 시행하였다. 

그 결과 AdBMP-2/HuFb와 AdBMP-7/HuFb 

배양액을 처리한 쥐의 근육모세포에서 붉은 색

으로 염색되는 alkaline phosphatase 활성을 관

찰할 수 있었다. 그러나 AdLacZ/HuFb 또는 

Mock/HuFb의 배양액을 처리한 쥐의 근육모세

포에서는 alkaline phosphatase 활성이 관찰되

지 않았다(Fig. 2).

2. AdBMP-2/BMSC와 AdBMP-7/BMSC에서 
활성형 BMP 분비

사람 섬유아세포와는 달리 사람 골수기질세

포는 자연적으로 골모세포로 분화하는 세포이

다. 따라서 AdBMP를 형질도입 시킨 후, 5일

째 직접 alkaline phosphatase 염색을 시행하였

다. 그 결과 AdLacZ/BMSC와 Mock/BMSC에

서도 alkaline phosphatase 활성이 약하게 관찰

되었으나, AdBMP-2/BMSC와 AdBMP-7/BMSC

 B

 A

 B

 A
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Fig. 4. Radiographic analysis for ectopic bone 

formation. AdBMP transduced BMSCs were 

injected into the paravertebral muscles and 

ectopic bone formation was examined by 

radiography in 4 and 7 weeks. 

(A) 4 weeks, mouse No.1, (B) 4 weeks, 

mouse No.2, (C) 7 weeks, mouse No.3, (D) 

7 weeks, mouse No.4, L1: the first lumbar 

vertebrates. Arrows indicate radio-opaque 

density implicating ectopic bone formation.

에서 alkaline phophatase 활성이 더 증가되었

다(Fig. 3).

3. 방사선 사진 촬영 결과 

AdBMP를 형질도입 시킨 세포를 척추 옆 

근육으로 주입한 후, 뼈가 생성되었는지 그리

고 척추 유합이 일어났는지 알아보기 위하여, 

수술 후 4주와 7주째에 방사선 사진을 촬영하

였다. 세포 주입 후 4주째에 검사한 2마리의 

생쥐 모두에서 AdBMP-7/BMSC를 주입한 부

위에 X-선 사진상에 방사선이 투과하지 않은, 

뼈로 추정되는 뚜렷한 영상을 관찰하였다. 그

러나 AdBMP-2/BMSC, AdLacZ/BMSC, Mock/ 

BMSC를 주입한 부위에서는 뼈로 추정되는 영

상을 관찰할 수 없었다(Fig. 4A, 4B). 그리고 

AdBMP를 형질도입 시킨 사람 섬유아세포를 

주입한 척추 옆 근육에서는 어느 부분에서도 

뼈로 추정되는 뚜렷한 영상을 관찰할 수 없었

다. 세포 주입 후 7주째에 검사한 3마리 중 2

마리에서 AdBMP-7/BMSC를 주입한 부위에

서 뼈로 추정되는 영상을 관찰할 수 있었고, 

AdBMP-2/BMSC를 주입한 부위에서는 3마리 

중 1마리에서만 뼈로 추정되는 영상을  관찰할 

수 있었다(Fig. 4C, 4D). 그러나 4주째와 마찬가

지로 AdLacZ/BMSC와 Mock/BMSC를 주입한 

부위에서는 뼈 형성이 관찰되지 않았다. 사람 

섬유아세포를 주입한 생쥐에서는 어떤 부위에

서도 뼈로 추정되는 영상을 관찰할 수 없었다.

4. 조직화학 염색(Masson's trichrome staining)
방사선 사진 촬영 결과 뼈로 추정되는 영상이 

실제 새로 형성된 뼈인지, 그리고 새로 형성된 

뼈에 의해 척추 유합이 일어났는지 확인하기 

위하여 쥐들을 희생시킨 후 척추를 적출하여 

조직표본을 제작하였다. 조직표본을 Masson’s 

trichrome 염색하여 뼈 형성과 척추 유합을 조사

하였다. 시술 후 4주째 희생시킨 생쥐 2마리 모

두에서 방사선 촬영결과와 동일하게 AdBMP-7 

/BMSC를 주입한 부위에 trichrome 염색에서 

파란색으로 염색되는 새로운 뼈 조직이 형성되

었음을 확인할 수 있었다(Fig. 5). 1번 생쥐에

A

C

B

D
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Fig. 5. Histochemical analysis for ectopic bone formation and spinal fusion in mice. Tissue 

sections of the vertebrates were analyzed by Masson’s trichrome staining.

(A) mouse No.1 (4 weeks), (B) mouse No.2 (4 weeks), (C) mouse No.3 (7 weeks, 

lumbar vertebrates), (D) mouse No.3 (7 weeks, thoracic vertebrates), (E) mouse No.4 

(7 weeks), (F) mouse No.5 (7 weeks), T: thoracic vertebrates, L: lumber vertebrates. 

Arrows indicate ectopic bone formation or spinal fusion.

서는 새로 형성된 뼈 조직이 3번 요추와 장골

과 연결되어 있었으며(Fig. 5A), 2번 생쥐의 

경우는 새로운 뼈 조직이 2번 요추와 5번 요추

와 연결되어 있었다(Fig. 5B). 따라서 2번 생쥐

에서는 AdBMP-7/BMSC 주입에 의해 새로운 

뼈가 형성되면서 척추 유합이 성공적으로 일어

났음을 확인하였다. 그러나 4주째에 조사한 2마

리 모두에서 AdBMP-7/BMSC 이외에 AdBMP-2/ 

BMSC, AdLacZ/BMSC, Mock/BMSC를 주입

한 부위에서는 새로운 뼈 형성을 관찰할 수 없

었다. 시술 후 7주째 희생시켜 검사한 생쥐 3

마리에서는 3마리 모두에서 AdBMP-7/BMSC

를 주입한 부위에 새로운 뼈 조직이 형성되었

음을 확인하였다. 그리고 한 마리의 생쥐에서 

AdBMP-2/BMSC를 주입한 부위에 역시 새로운 

뼈 조직이 형성되었다. 3번 생쥐는 AdBMP-7/ 

A CB

D E F
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주입한 세포

생쥐번호

AdBMP-7*/BMSC† AdBMP-2‡/BMSC
확인한 주

뼈 형성 척추 유합 뼈 형성 척추 유합

1 + - - - 4

2 + + - - 4

3 + + + + 7

4 + - - - 7

5 + - - - 7

 * : recombinant bone morphogenetic proteins-7 adenovirus
 † : bone marrow stromal cells
 ‡ : recombinant bone morphogenetic proteins-2 adenovirus

Table 1. Bone formation and spinal fusion in AdBMP-2 or AdBMP-7 transducing human bone marrow 

stromal cells

BMSC를 주사한 부위에서는 3번 요추와 4번 

요추 사이에서(Fig. 5C), AdBMP-2/BMSC를 

주사한 부위에서는 12번 흉추와 13번 흉추 사

이에서(Fig. 5D) 척추 유합을 확인하였다. 4번 

생쥐는 2번 요추에서 새로운 뼈 조직이 형성되

었으나 척추 유합은 일어나지 않았다(Fig. 5E). 

5번 생쥐는 방사선 촬영에서 뼈로 추정되는 영

상이 관찰되지 않았으나, 조직 염색결과 척추 

옆 근육에 새로운 뼈가 형성되었음을 확인하였

다(Fig. 5F). AdBMP/BMSC에 의한 뼈 형성 

및 척추 유합에 대한 결과는 Table 1에 요약

하였다.

고    찰

이 연구에서는 재조합 BMP-2, BMP-7 아

데노바이러스 유전자 치료제를 사람 섬유아세

포와 사람 골수기질세포로 형질 도입시킨 후, 

면역 결핍 생쥐의 척추 옆 근육으로 주입하여, 

새로운 뼈 형성과 척추 유합을 유도하고자 하

였다. 이 연구를 통해 동물의 척추 유합 모델

에서 사람 섬유아세포를 사람 골수기질세포처

럼 척추 유합에 유용한 생체 외 유전자 치료에 

활용할 수 있는지, 그리고 척추 유합에 있어 

골 형성 단백질-2와 -7 중 어느 것이 더 효과

적인지 규명하고자 하였다.

BMP-2와 BMP-7에 관하여 임상적 안정성

을 서로 비교한 연구는 있지만,31) 직접적으로 

BMP-2와 BMP-7의 골 형성능을 비교한 연구

나, 사람 섬유아세포와 사람 골수기질세포의 

골 형성능의 차이를 비교한 연구는 아직 보고

되어 있지 않다. 이 연구에서 사람 골수기질세

포를 이용한 경우, AdBMP-2는 5마리 중 한 마

리에서만 뼈 형성과 척추 유합이 일어난 반면, 

AdBMP-7은 5마리 모두에서 뼈 형성이 관찰되

었으며, 이중 2마리에서 척추 유합이 일어났음

을 확인하였다. 이러한 결과로부터 AdBMP-7이 

AdBMP-2보다 골 형성능이 우수한 것으로 판

단되었다. alkaline phosphatase 활성 염색 결

과 AdBMP-2와 AdBMP-7을 형질 도입한 세

포에서 비슷한 정도로 alkaline phosphatase 활

성이 유도되는 것으로 보아(Fig. 3), 분비되는 

활성형 BMP의 양은 크게 차이가 없는 것으로 

추정된다. 결국 두 BMP에 의한 뼈 형성 및 

척추 유합 정도의 차이는 두 BMP의 골 형성

능의 차이 때문에 생긴 것으로 추정된다. 그러
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나 이 연구에서 AdBMP-2를 형질도입 시킨 

세포들은 생쥐의 흉추 옆 근육에, AdBMP-7를 

형질도입 시킨 세포는 요추 옆 근육으로 각각 

주사하였다(Fig. 1). 요추 옆 근육이 흉추 옆 근

육에 비해 근육량이 많아 주입된 세포가 착상

하기 쉬운 면이 있는데 이 점 역시 AdBMP-2

와 AdBMP-7의 뼈 형성능과 척추 유합 정도

에 영향을 미친 것으로 생각되며, 앞으로 동일 

부위에 각각 주사하여 뼈 형성 정도 및 척추 

유합 정도를 비교 하여야 할 것으로 생각된다.

사람 섬유아세포는 5마리 모두에서 뼈 형성

이 관찰되지 않은 반면, 사람 골수기질세포는 

5마리 모두에서 뼈 형성을 관찰할 수 있었다

(Table 1). 따라서 사람 골수기질세포가 섬유

모세포에 비해 골 형성 및 척추 유합에 더 효

과적인 것으로 생각된다. 이러한 결과는 골 형

성 단백질에 의해서 세포 분화 단계가 변하는 

사람 섬유아세포에 비해서 자연적으로 골모세

포로 분화될 수 있는 사람 골수기질세포가 골 

형성 단백질에 의해서 골모세포로 더 효과적으

로 분화되었기 때문으로 생각된다. 사람 섬유아

세포가 골수기질세포에 비해 쉽게 분리 배양할 

수 있는 이점은 있으나 상대적으로 골 형성능

이 떨어지므로 척추 유합에 이용하기에는 부적

절 한 것으로 생각되지만, 섬유아세포를 활용한 

연구는 앞으로 더 연구되어져야 할 것이다.

AdBMP-7/BMSC에 의해서 새로 형성된 뼈 

부분을 고 배율의 현미경으로 관찰한 결과, 세

포 주입 후 4 주째에 비해 7 주째의 형성된 뼈

에서는 뼈의 바깥쪽의 치밀골과 안쪽의 골수세

포들이 뚜렷하게 나타난 것으로 보아 성숙한 

뼈가 형성된 것으로 생각된다. 그러나 실제 형

성된 뼈로 인해 척추 유합이 유도되었지만, 새

로 형성된 뼈의 물리적 특성이나 척추 유합의 

강도에 대해서는 앞으로 더 연구되어야 할 것

으로 생각된다.

본 연구에서는 AdBMP를 형질도입 시킨 세

포를 직접 동물의 척추 옆 근육으로 주사하였

기 때문에 척추 옆 근육에서는 새로운 뼈가 형

성되었지만, 척추 유합이 완전히 유도된 경우

는 5마리 중 2 마리에 불과하였다. 이러한 결

과로부터 단순히 세포를 주사기로 주입하는 경

우, 원하는 부위에 뼈 형성이나 척추 유합을 

유도하는 데는 문제점이 있는 것으로 생각된

다. 따라서 본 연구과정을 통하여 개발된 

AdBMP-7/BMSC를 세라믹이나 교원질, 키토

산, 키틴 등과 같은 생체 적합성 지지체와 결

합시켜15, 26, 32-35) 이용한다면 정확한 위치에서 

보다 확실하게 척추 유합을 유도할 수 있을 것

으로 기대된다.

이상의 결과로부터 AdBMP-7/BMSC는 척

추 유합 뿐만 아니라, 뼈 형성 및 재생이 필요

한 근 골격계 질환의 치료에 폭 넓게 응용할 

수 있을 것으로 생각하며, 앞으로 재생의학 연

구에 기여할 것으로 생각한다.

요    약

AdBMP-2와 AdBMP-7을 형질도입 시킨 사

람 섬유아세포와 사람 골수기질세포를 면역결핍 

생쥐의 척추 옆 근육으로 주입하여 척추 유합을 

유도한 결과, AdBMP-7/BMSC가 AdBMP-2 

/BMSC 또는 AdBMP-7/HuFb와 AdBMP-2/ 

HuFb 보다 골 형성능이 우수하였으며, 척추 

유합을 잘 유도하였음을 확인하였다.
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