
하악골 신장술 후 신생골 조직에서 자가분비성장능력의 활성에 대한 실험적 연구

331

Ⅰ. 서 론

골신장술은다양한골결손이있는부위에골이식술대체술

식으로널리이용되고있지만. 아직골신장술에따른분자생

물학적수준에서의연구는부족한편이다. 현재까지전환성장

인자-β(transforming growth factor- β, TGF-β), 인슐린유사성장인

자-I (insulin-like growth factor-I, IGF-I), 골형성단백질(bone mor-

phogenic proteins, BMPs), 그리고기본섬유아세포성장인자(basic

fibroblast growth factor, bFGF) 등의여러성장인자들이골신장술

후신생골형성에중요한역할을한다는사실이연구되었다1-3).

본 교실의 선행된 연구에서도 골신장술 후 신생골 형성 초기

에 osteopontin 같은골기질단백질이중요한역할을가짐을관

찰한바있고4), 골신장술후경화기동안신장된골막조직에서

혈관내피세포성장인자가 자가분비성장인자로서 혈관형성을

유도함을관찰하였다5). 

하악골 신장술 후 신생골 조직에서 자가분비성장능력의

활성에 대한 실험적 연구
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Background: Distraction osteogenesis (DO) is a useful method for treating cases demanding the generation of new bone. During DO, the angiogenic

activity is crucial factor in the new bone formation. The aim of this study was to detect the autocrine growth activity in the cellular components of the dis-

tracted bone with observation of the co-expression of vascular endothelial growth factor (VEGF) and its receptors following the mandibular DO. 

Materials and methods: Unilateral mandibular distraction (0.5 mm twice per day for 10 days) was performed in six mongrel dogs. Two animals

were killed at 7, 14, and 28 days after completion of distraction, respectively. Immediately after the animals were killed, the right mandibles were har-

vested en block. Immunohistochemical staining was processed for observation of the VEGF expression, and double immunofluorescent staining was

also processed for detection of the co-expression of osteocalcin and VEGF’s two distinct receptors (VEGFR-1 and VEGFR-2). 

Results: At 7 and 14 days after distraction, the expressions of VEGF were significantly increased in the osteogenic cells of the distracted bone. Up

to 28 days after distraction, VEGF was still expressed moderate in the osteoblastic cells of distracted bone. The co-expressions of osteocalcin / VEG-

FR-1 and osteocalcin / VEGFR-2 were observed in the distracted bone at 7 and 14 days after distraction. In the double immunofluorescent staining,

the co-expression’s level of osteocalcin / VEGFR-1 was more than that of osteocalcin / VEGFR-2. 

Conclusion: Taken together, this study suggested that VEGF plays an important role in the osteogenesis, and these osteoblastic cell-derived VEGF

might act as autocrine growth factor during distraction osteogenesis. In the other word, the cellular components, such as osteoblasts and immature

fibroblast-like cellsor mesenchymal cells in the distracted bone, might have autocrine growth activity during distraction osteogenesis. 
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골형성은혈관형성과상당히밀접한연관관계를갖는것은

잘알려진사실이다. 신생혈관형성은골형성과골개조에필

수적인 요소가 되며, 골 형성 과정은 내인성 혈관형성인자들

에의해촉진된다6,7). 신생골형성과정동안골모세포(osteoblast)

와 유사-골모세포(osteoblast-like cells) 같은 골화세포(osteogenic

cells)에서혈관내피세포성장인자(vascular endothelial growth fac-

tor, VEGF)나 염기섬유모세포성장인자(bFGF) 같은 혈관신생

인자들을생성하고, 혈관신생인자들이직접신생골의형성과

정에 중요한 역할을 하며8), 전환성장인자-β나 인슐린성장인

자-I 같은골신생인자(osteogenic factors)에의해서조절될수있

음이알려졌다9,10). 특히, VEGF는신생혈관형성과정중에가장

중요한역할을담당하는인자이면서동시에신생골형성과정

중에도중요한역할을가진다고알려져있다11,12). VEGF는 tyro-

sine-kinase receptor 군에속하는몇종류의혈관내피세포성장인

자의 수용체(VEGFRs)를 가지는데, VEGFR-1 (fms-like trypsine

kinase receptor-1, Flt-1)은 신생혈관 형성동안 내피세포 전구세

포의보충과혈관의유지에중요한역할을담당하며, VEGF에

의해 VEGFR-1이 활성화 되면 세포의 증식 보다는 세포 이동

능력이증가됨이관찰되었고, VEGFR-2 (fetal liver kinase recep-

tor-1, Flk-1)는 혈관내피세포의 성장과 증식 및 혈관의 투과성

을증진시키는역할을하며, VEGF에의해서 VEGFR-2가활성

화되면내피세포의세포분열이증가됨이관찰되었다12). 그리

고 VEGFR-3 (fms-like trypsine kinase receptor-4, Flt-4)는 혈관 뿐

아니라림프관의발달과형성에관여한다고알려져있다 12,13).

최근 연구들에서 골모세포의 분화과정 중에 VEGF와 이의

수용체들의동시발현을관찰하였으며, 따라서골모세포의분

화과정 중에 VEGF가 자가분비성장인자의 역할을 한다고 보

고 되었다14-17). 이와 같이 하나의 세포에서 VEGF와 이의 수용

체들(VEGFRs)이동시에발현된다면, 이는그세포가자체적으

로혈관을형성할수있는자가분비성장능력 (autocrine growth

activity)를가진다는증거가될것이다. 

본연구는하악골신장술후경화기과정동안신생골조직의

골화세포들에서혈관내피세포성장인자에대한자가분비성장

능력의활성정도를확인하는것에그목적이있다. 따라서, 성

견에서 하악골 신장술 후 신생골조직에서 골모세포, 골세포

(osteocyte) 및 미성숙 섬유모세포-유사세포(fibroblast-like cells)

에서VEGF의발현정도를관찰하였다. 그후골형성단백질중

하나인 osteocalcin을신생골조직의골화세포(osteogenic cells)에

대한표시자로삼고, osteoclacin과 VEGFR-1 (Flt-1) 및 VEGFR-2

(Flk-1)에 대한 각각의 이중면역형광염색을 실시하여, 골신장

술 후 골화세포들에서 혈관내피세포성장인자 수용체들의 발

현을관찰하였다. 

Ⅱ. 연구대상 및 방법

1. 실험재료 및 수술방법

본실험은본교실에서발표한이전의동물실험과동일한조

건에서 동일한 수술방법으로 실시 되었으며4,5,18), 모든 동물실

험은 경상대학교 동물실험 기준을 준수하면서 실시 되었다.

요약하면, 체중 10 kg 내외의 1-2년잡종성견 6 두를암수구별

없이사용하였으며, 실험동물은수술전 8시간동안NPO (noth-

ing by mouth)를유지한다음하악골신장기를부착하는수술을

실시하였다. 골 신연기구로는 구강내 골 신장기(Intraoral dis-

tractor, Model No. 62-00702, Leibinger�, Germany)를사용하였다

(Fig. 1). 

실험동물의 마취를 위하여 Ketamine (Ketalar�, 유한양행, 한

국) 10 mg/kg과 2% Xylazine (Rompun�, 바이엘코리아, 한국) 2.0

mg/kg을 혼합하여 정맥주사하여 전신마취를 시행하였다. 실

험동물의 양쪽 하악골과 구강내에 베타딘으로 소독 후

1:100,000 에피네프린을 함유한 2% 리도카인(광명제약, 한국)

을우측하악하연에피하주사하였다. 

우측하악골하연에평행한피부절개를가하고단계적으로

골막하 부위까지 박리하여 우측 하악골의 협측 및 설측 피질

골을노출시켰다. 이때하악제3소구치와제4소구치사이또

는제4소구치와제1대구치사이에협설측피질골절단술을계

획하였으며, 설측골막은최소한으로조심스럽게 fissure bur가

들어갈정도만견인하였다. 그후 fissure bur를이용하여양쪽

치아사이에서 교합면에 수직으로 협설측 피질골만 절단하여

조심스럽게하악골을선상골절시킨후협측피질골에골신장

기를부착하였고, 하악후연피부를천공시킨후골신장기봉

을하악후방부위에노출시켰다. 이후협측골막과근육을최

대한견인하여봉합한후하악하연의피부를봉합하였다. 술

후 5일간 1세대 cephalosporin (Cefazolin sodium�, 유한양행, 한국)

을20 mg/kg 용량으로하루2회근주하였다.

골절단과골신장기장착후 5일동안휴지기(latency period)를

두어손상된골막의재생과염증의소실및일차성가골이형

성되도록하였다. 수술 6일째부터하악후방으로노출된골신

장기봉을이용하여골신장기를한번에 0.5 mm 씩, 1일 2회활

성화시켜, 하루에1.0 mm의속도로10일간골신장을하였다. 

Fig. 1. Mandibular distractor positioned via subma-

ndibular approach.
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2. 표본의 제작

골신장후 7일, 14일, 그리고 28일째각각 2 마리의실험동물

을희생하였다. 희생은전신마취상태에서염산칼륨(KCl)용액

을 혈관내로 다량 투여하여 이루어졌다. 실험동물의 희생 직

후골신장을실시한우측하악골체부위(실험군)와반대측(대

조군)에피부절개를가하고신장된하악골을블록형태로절제

하였다. 채취한골조직은 10% 중성포르말린에 24시간고정한

후, 협설측골막을박리하였고, 신장된골조직은 5% 질산용액

에약 1 주일정도추가적인탈회를한후파라핀블록으로만

들었다. 그후골조직은각각 4 ㎛두께의절편으로만들어슬

라이드글라스에부착하였다. 절편은실온에서 12시간보관한

후탈파라핀과함수과정을거친뒤면역조직화학염색을실시

하였다. 

3. VEGF에 대한 면역조직화학염색

자동면역염색기인 Automated immunostainer (Ventana, Biotek

Systems, Tucson, AZ, USA)를 사용하여 면역염색을 실시 하였

다. VEGF 일차항체는 rabbit polyclonal antihuman VEGF (Santa

Cruz, CA, USA, 1:500 dilution)를 사용하였다. 면역염색 과정을

요약하면, 먼저면역염색반응을증가시키기위하여슬라이드

글라스를 37℃의습한환경에서 20분동안 0.1% trypsin solution

(S2012, Dako, Denmark)에반응시켜서전처리하였다. 그후과

산화수소(hydrogen peroxide)로 내인성 peroxidase를 차단한 후

37℃에서 32분간일차항체를반응시켰다. 그후슬라이드글라

스를 Biotin을 부착한 이차항체인 biotylated polyvalent secondary

antibody 용액으로 처리하였다. 이 후 horseradish peroxidase-con-

jugated avidin-biotin complex로 반응시킨 후 3,3-diaminobenzidine

과과산화수소를사용하여발색하였으며, hematoxylin으로핵

을대조염색하였다. 

4. Osteocalcin과 VEGFR-1 및 osteocalcin과 VEGFR-2에

대한 이중면역형광염색

골신장술 후 신생골에서 자가분비성장능력의 활성도를 관

찰하기위하여골화세포의표시자로골형성단백질중하나인

osteocalcin과VEGFR-1 및 osteocalcin과VEGFR-2에대한이중면

역염색을각각실시하였다. 

형광염색을위하여암실조건하에서염색이진행되었다. 4 μ

m 두께의 절편이 부착된 슬라이드글라스를 Tris-EDTA buffer

(LabVision, UK)에 담구어 PTmoduleTM (LabVision, UK) 내에서

100℃에서 25분간반응시켜서탈파라핀과전처리를동시에시

행한후TBS (Tris Buffered Saline, LabVision, UK) 액에 3분간 2회

세척하였다. 내인성 peroxidase를차단하기위하여과산화수소

수(hydrogen peroxide)를실온에서 10분간반응시킨후 TBS에 3

분간 2회 세척 하였다. 일차항체는 1:50 으로 희석한 Mouse

monoclonal anti-osteocalcin (Abcam, UK)를사용하여실온에서 60

분간반응시킨후 TBS에 3분간 2회세척하였다. Osteocalcin 일

차항체의면역형광발현을관찰하기위한이차항체는 1:50 으

로희석한 Tetramethyl rhodamine isothiocyanate (TRITC)-conjugate

goat polyclonal anti-mouse IgG (Komabiotech, Korea)를 사용하여

60분간 반응하였다. 이 후 슬라이드 글라스를 증류수로 세척

후 VEGFR-1에 대한 일차항체인 1:50으로 희석한 Rabbit poly-

clonal antihuman Flt-1 (Neomarkers, CA, USA)를 60분간적용한후

TBS로세척하였다. VEGFR-1 일차항체의면역형광발현을관

찰하기 위한 이차항체는 1:50으로 희석한 Fluorescein isothio-

cyanate (FITC)-conjugate goat polyclonal anti-rabbit IgG

(Komabiotech, Korea)를사용하여 60분간반응시켰다. 슬라이드

글라스를 증류수로 세척 후 핵에 대한 대조염색으로 4’,6-

diamidino-2-phenylindole (DAPI) (VECTASHIELD�, Vector Lab.,

CA, USA)을떨어뜨린후 cover slip을덮고10분간유지하였다. 

다른 슬라이드글라스에도 상기와 같은 방법으로 탈파라핀

과전처리과정을거친후상기와같은방법으로 osteocalcin에

대한 일차항체와 이차항체를 처리한 후 두 번째 일차항체를

1:50으로 희석한 Rabbit polyclonal antihuman Flk-1 (Neomarkers,

CA, USA)를 60분간적용한후 TBS로세척하고상기와동일한

1:50으로 희석한 FITC-conjugate goat polyclonal anti-rabbit IgG

(Komabiotech, Korea)를 두 번째 이차항체로 사용하여 Flk-1에

대한면역형광발현을관찰하였다. 

5. 면역조직화학염색과 이중면역형광염색에 대한 평가

면역조직화학염색의평가는광학현미경하에서실험에대

한사전지식이없는두명의병리학자에의해서실시되었다.

신장된골조직에서각시기별최소 3개이상의조직표본을제

작하였고, 골조직에서는 신생골소주 주변의 골모세포

(osteoblast) 및골세포(osteocyte)와신장골조직의섬유성중간층

(fibrous inter-zone)내에 있는 미성숙 섬유모세포-유사세포

(immature fibroblast-like cells)에서 각각 발현을 조사하였다.

Tavakoli 등1), Hu 등11) 및 Park 등18)의연구에서와같이면역염색

의발현강도는+++, ++, +, 그리고 - 등급을나누어강, 중, 약, 그

리고 음성으로 각각 구분하였다. 발현이 의심스러울 때는 +/-

로표시하였다.

Osteocalcin과 VEGFR-1 및 VEGFR-2에대한이중면역형광염

색에 대한 평가는 각각의 면역형광염색을 형광현미경

(AxiSkop, Carl ZeissTM, Germany)하에서관찰하여형광현미경카

메라 (AxioCam MRc5, Carl ZeissTM, Germany)로사진촬영하였으

며, 영상분석 프로그램으로 (AxioVision 4.5, Carl ZeissTM,

Germany)로 이중면역형광염색의 발현정도를 분석 하여 이중

발현된곳의존재여부를양성(+)과음성(-)으로표시하였다. 
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Ⅲ. 결 과

1. 골신장술 결과

본교실의이전의발표논문들과같이골신장술은모든실험

동물에서특별한문제점없이진행되었고, 방사선검사상골

신장술완료 28일후에는신장된부위에신생골의형성을확인

하였으며, 6두의 실험동물의 평균적인 하악골 총 신장길이는

8.8 mm ± 0.8 mm 였으며, 이는골신장기장착직후와실험동

물희생직전의근원심나사길이의변화로측정하였다. 

2. 신생골에서의 VEGF의 발현

VEGF는혈관내피세포를제외하고는정상대조군의골조직

에서는발현이관찰되지않았다. 골신장완료 7일후에는신생

골소주주변의골모세포와신장중심부섬유성중간층내의섬

유모세포-유사세포에서 VEGF가강하게발현되었다. 이시기

골세포에서도중증도로증가된 VEGF의 발현이관찰되었다.

골모세포에서는골신장완료 14일과 28일후까지각각강하거

나중증도로 VEGF의증가된발현이유지되었지만, 골세포와

섬유모세포-유사세포에서는이시기에발현이점진적으로감

소하여, 신장술완료28일후에는대조군과유사하게거의발현

이 관찰되지 않았다. 특히, 이 시기 골세포에서는골모세포와

가까이위치한골세포에서만 VEGF의발현이약하게관찰되

었다(Fig. 2). 골신장술 후 신생골 세포성분에서의 VEGF의 발

현양상은Table 1에나타나있다. 

3. 신생골에서 osteocalcin과 VEGFR-1 및 VEGFR-2에 대

한 이중면역형광염색의 발현

신생골형성과정동안골화세포를선택하기위하여골기질

단백질인 osteocalcin을일차항체로사용하고이들세포들에서

Fig. 2. VEGF expression in cellular components during osteogenesis (original magnification ×100). (A)

VEGF was not expressed in the control specimen except in vascular tissues (arrow). (B) 7 days post-

distraction. Strong VEGF signals were detected in osteoblasts (arrow) lining immature trabecular

bone. At this time, elevated VEGF signals were also detected in osteocytes (arrowhead), fibroblast-

like cells, and in endothelial cells. (C) This increased VEGF expression persisted for 14 days post-

distraction in lining osteoblasts (arrow) and immature fibroblast-like cells (arrowhead). At this time,

VEGF was weakly expressed only in the osteocytes, which were located near osteoblasts. (D) At 28

days post-distraction, positive staining was found in osteoblasts (arrow) lining trabecular bone, but

osteocytes were almost negative. 

A B

C D



하악골 신장술 후 신생골 조직에서 자가분비성장능력의 활성에 대한 실험적 연구

335

Fig. 3. Identification of cells immunoreactive for osteocalcin (OC) and VEGFR-1 (Flt-1). (A) Control specimen (original

magnification ×200). There was no positive immunoreactivity for osteocalcin and VEGFR-1. (B) 7 days after distraction

(original magnification ×200). Immature fibroblast-like cells (arrow) were immunoreactive for both osteocalcin and Flt-1. (C

& D) 14 days after distraction. In the lower (C, ×200) and higher (D, ×400) magnifications, the positive double

immunofluorescent expressions were observed in the fibroblast-like cells (arrow). (E & F) 28 days after distraction. In the

lower magnification (E, ×200), the definitive positive expression of double staining was not observed, but in the higher

magnification (F, ×400) the focal or weak positive double immunofluorescent expression was observed. 

A (FIT-1) B (FIT-1) C (FIT-1)

A (OC) B (OC) C  (OC)

A (OC+FIT-1) B (OC+FIT-1) C (OC+FIT-1)

D (FIT-1) E (FIT-1) F (FIT-1)

D (OC) E (OC) F  (OC)

D (OC+FIT-1) E (OC+FIT-1) F (OC+FIT-1)
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Fig. 4. Identification of cells immunoreactive for osteocalcin (OC) and VEGFR-2 (Flk-1) (original magnification ×200). (A) The

positive double immunofluorescent staining was not observed in the control specimen. (B) 7 days after distraction. The

positive double immunofluorescent staining was observed in the osteogenic cells (arrows). (C) 14 days after distraction. The

positive double staining was maintained until this period. (D) 28 days after distraction. There was no positive

immunoreactivity for osteocalcin and VEGFR-2. 

A (FIk-1) B (FIk-1) C  (FIk-1)

A (OC) B (OC) C  (OC)

A (OC+FIk-1) B (OC+FIk-1) C (OC+FIk-1)

D (FIk-1)

D (OC)

D (OC+FIk-1)
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혈관내피세포성장인자의 수용체인 Flt-1(VEGFR-1)과 Flk-

1(VEGFR-2)에 대한 각각의 이중면역형광염색을 실시하였으

며, 그 결과 골신장술을 행하지 않은 대조군에서는 이중면역

형광염색이중복되어발현되는곳이없었다. 골신장술완료 7

일 후와 14일 후에는 osteocalcin과 VREGFR-1 및 osteocalcin과

VEGFR-2 각각의 이중면역형광염색에서 양성 발현을 관찰할

수 있었다. 골신장 28일 후에는 osteocalcin과 VEGFR-1의 이중

염색에서만미약하게발현되는곳을찾을수있었고, VEGFR-2

와의 이중염색에서는 대조군과 유사하게 이중염색이 발현되

는 곳을 찾을 수 없었다(Fig. 3, 4). Osteocalcin과 VEGFR-1 및

VEGFR-2에대한이중면역형광염색에대한발현양상은 Table

2에나타나있다. 

Ⅳ. 총괄 및 고찰

신생골형성에있어서신생혈관형성의중요성은이미많은

연구들에 의해 밝혀졌는데, 어떤 학자들은 혈관이 직접 골형

성 역할을 할 수 있으며, 혈관내피세포나 혈관주위세포(peri-

cyte)가직접골모세포나골모세포-전구세포로도분화가가능

하다고하였다19,20). 또한, 골신장술후신생골형성에연관된신

생혈관형성의중요성은골신장술후신생골형성과정중다

양한골및혈관형성인자들의발현이동시에관찰되는것으

로도알수있는데1,21,22), 이러한인자들중신생혈관및골형성

에있어서가장중요하게고려되어야하는것이VEGF 일것이

다. VEGF는 구조적으로 혈소판유래성장인자(platelet-derived

growth factor, PDGF) 군에 속하는 헤파린결합 혈관성장인자

(heparin binding angiogenic growth factor)로서혈관내피세포에높

은친화력을가진다12). 신생혈관형성시혈관내피세포에서유

리되는 VEGF는 저산소환경(hypoxic condition)이나 많은 염증

관련사이토카인(cytokines)에의해서조절될뿐아니라12), TGF-

β1, FGF-2, 그리고 PDGF-BB 등과 같은 골형성 단백질에 의해

서도조절된다고알려져있다1-3,9,10). 이러한신생골형성시골모

세포에서유리되는VEGF의조절도혈관내피세포에서유리되

는VEGF와유사하게저산소환경과 pH 및젖산(lactate)의농도

등세포외미세환경에의해서조절된다고하였다23,24).

일반적으로골절이나골신장술후에새로운골이형성되는

곳에서는 VEGF의농도가증가한다고알려져있는데, 골절치

유시 VEGF 농도는정상농도보다혈종에서는거의 100배가까

이, 그리고혈청에서는5배가까이증가하는것을관찰하였다25).

하지만, 골모세포에대한 VEGF의역할은아직도명확하지않

고많은논쟁거리로남아있다. 몇몇의연구에서는 VEGF가골

모세포의 증식과 분화 및 이주 등의 능력을 증가시키는 것을

관찰 하였지만14,15), Furumatsu 등26)은 VEGF가 골모세포의 증식

에는영향을미치지않는다고하였다. 또한 Villars 등27)도인간

골수 간엽세포에서 골모세포 전구체로의 분화과정 동안

VEGF가세포증식에는영향력이없다고하였다. 

골모세포의자가분비성장능력에대한연구로서 Decker 등14)

은쥐의유사-전구골모세포(mouse preosteoblast-like cell)의증식

과정에서VEGFR-1 와VEGFR-2의발현이증가하는것을관찰

하였으며, 이러한결과로골모세포에서생성된 VEGF는 측분

비조절인자(paracrine factors)의역할로서내피세포와골모세포

의 기능을 조절하고, 자가분비조절인자(autocrine factors)의 역

할로서 골모세포의 분화를 조절한다고 하였다. 또한, Mayer

등17)은 인간의 골소주에서 채취한 줄기세포가 골모세포로의

분화과정 중 VEGF-A와 VEGFR-1의 동시발현을 관찰하여,

VEGF-A가골모세포의분화과정중자가분비성장인자의역할

을한다고하였다. 하지만, Furumatsu 등26)은인간간엽줄기세포

(human mesenchymal stem cells, MSCs)에서 골모세포로 분화하

는과정에서VEGF의분비는관찰할수있었지만, VEGFR-1 이

나VEGFR-2의발현은관찰하지못하였다. 따라서이들의결과

로는골모세포는자가분비조절능력을가지지않는다고하였

다. 그리고, 본교실의선행된연구에서도골신장술후경화기

초기동안신장된골막조직내의골모세포와미분화간엽세포

등에서 혈관내피세포와 이의 수용체인 VEGFR-1과 VEGFR-2

의동시발현을관찰하였다5). 이는골신장술후경화기초기까

지 신장된 골막조직내의 골화세포들에서는 혈관형성과 신생

골형성을위한자가분비성장인자가존재함을의미한다. 

본 연구에서는 골신장술 완료 7일 후에 신생골의 골화세포

들에서 VEGF의발현이가장높았으며, 이는골신장술 14일과

28일후까지골모세포에서증가되어관찰되었다. 이러한결과

Table 2. Detection of positive staining of double

immunofluorescent images for osteocalcin/VEGFR-1

and osteocalcin/VEGFR-2 in the distracted bone 

Osteocalcin + VEGFR-1 Osteocalcin + VEGFR-2

Control - -

7 days after DO + +

14 days after DO + +

28 days after DO +/- -

+ : Remarkable positive double immunofluorescent staining was observed 

- : Definitive positive double immunofluorescent staining was not detected 

+/- : Focal or questionable weak double staining was observed 

Table 1. Semi-quantitative analysis of VEGF staining

in cellular components of the distracted bone follow-

ing mandibular distraction osteogenesis

Osteoblasts Osteocytes Fibroblast-

like cells

Control -   -   -    

7 days after DO +++  ++  +++  

14 days after DO +++  +   ++   

28 days after DO ++   +/-  +/-   
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는골신장술완료후첫 7일동안골형성활성도가가장높고,

VEGF의 발현도 가장 증가 되어 관찰된다는 다른 연구11,22,28)와

일치하는결과였다. 따라서 VEGF는골신장술후신생골형성

이완료되는시점이전에증가하였다가, 신생골형성이완료

되는시점이후에감소되어나타난다고할수있으며, 이러한

사실은 골신장술 과정 중에 신생혈관생성이 먼저 일어난 후

신생골 형성이 완성된다는 연구21) 결과와도 상당부분 일치하

는내용이다. 

또한, 본 연구의 이중면역형광염색에서 골신장 완료 7일과

14일후까지신생골조직에서 osteocalcin과 VEGFR-1및 osteocal-

cin과VEGFR-2의동시발현을관찰할수있었으며, 이는이시

기동안 골화세포에서 VEGF 뿐 아니라 VEGFR-1과 VEGFR-2

의발현이동시에이루어진다는의미이다. 즉, 골신장술후경

화기 초기의 신생골 형성 과정 동안 신장된 골조직의 골화세

포에서VEGF와VEGFRs들의발현이관찰되는것은이들세포

에서 자가분비성장능력이 있다는 의미이다. Warren 등22)은 골

신장술후의신생골형성은기계적자극(mechanical stimulation)

에영향을받으며, 이러한자극이세포성분에서내인성 VEGF

의분비를촉진시키며, 결과적으로신생혈관과신생골형성이

동시에 촉진된다고 하였다. 이와 유사하게 본 연구에서도 골

신장술이라는 기계적 자극에 의해서 신생골의 골화세포내에

서내인성혈관내피세포성장인자뿐아니라이의수용체들도

발현되었으리라추즉된다. 결과적으로본연구에서는골신장

술 후 경화기 초기동안 골화세포성분에서 자가분비성장능력

이존재함을확인하였고, 이러한자가분비성장능력이신생혈

관과신생골형성에중요한역할을하리라추측된다. 또한, 골

신장술완료 28일째 osteocalcin/ VEGFR-2에대한이중면역형광

염색에서는전혀발현되는곳을찾을수없었지만, osteocalcin/

VEGFR-1에대한이중염색은미약하게발현되는곳을발견할

수 있었다. 즉 골화세포에서 VEGFR-1은 골신장술완료 후 28

일째까지도 미약하게 분비가 이루어 진다는 의미로 이는

VEGFRs들의 골화세포에 대한 역할을 혈관내피세포에 대한

역할과유사하다고가정할때VEGFR-1이직접적인세포의분

화와증식보다는세포유지의역할이강하므로VEGFR-2 보다

좀더장기간분비가이루어진다고추정할수있다. 

Ⅴ. 결 론

저자는하악골의골신장술후신생골조직의골화과정동안

혈관내피세포성장인자에 대한 자가분비성장능력의 존재를

확인하기위하여 1-2세성견 6두의편측하악골에구강내골신

장기를장착하여한번에 0.5 mm 씩, 하루두번, 10일간골신장

술을실시하였다. 골신장술완료 7일, 14일, 그리고 28일후에

각각 2두의 실험동물을 희생하여 신장된 신생골조직을 채취

하였다. 신생골조직의 세포성분에서 VEGF의 발현을 관찰하

고, 골화세포의 표시자로서 osteocalcin과 VEGFR-1 (Flt-1) 및

VEGFR-2 (Flk-1)에대하여각각의이중면역형광염색을실시하

여다음과같은결론을얻었다. 

1. VEGF는골신장을하지않은정상대조군의세포성분에서

는 혈관내피세포를 제외하고는 발현이 관찰되지 않았다.

신장술완료 7일후에는신생골의모든세포성분에서발현

이증가되어나타났다. 신장술 14일후까지신생골조직의

골모세포와 섬유모세포-유사세포, 그리고 간엽세포에서

VEGF의증가된발현이유지되다가 28일후에는모두발현

이감소하였다. 

2. Osteocalcin과 VEGFR-1 및 osteocalcin과 VEGFR-2에대한각

각의이중면역형광염색에서각각골신장술완료후 7일과

14일째까지이중염색의양성을뚜렷이관찰할수있었다.

골신장술 완료 28일째에는 osteocalcin과 VEGFR-2에 대한

이중염색은전혀발현이관찰되지않았지만, 이시기까지

osteocalcin과 VEGFR-1에 대한 이중염색은 미약하게 나타

났다. 

이상의결과로골신장술후경화기초기에신장된골조직의

골모세포와 미성숙 섬유모세포-유사세포 등의 골화세포에서

내인성 혈관내피세포성장인자의 발현이 증가함을 관찰하였

으며, 이들골화세포에서골신장술완료 7일과 14일후까지혈

관내피세포성장인자의두수용체들 (VEGFR-1 및VEGFR-2)이

발현되는것을확인함으로써골신장술후경화기초기의골화

과정에 혈관내피세포성장인자에 대한 자가분비성장능력이

존재함을확인하였다. 
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