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서  론 
 

골다공증은 가장 흔한 대사성 골질환의 하나로 골격대사 이상에 의

해서 골의 절대량이 감소됨에 따라 골 형성세포 활성에 비해 골 용해

세포 활성의 비정상적인 증가로 인하여 경미한 외상에도 불구하고 쉽

게 골절을 일으킬 수 있는 골격계 질환이다.1-3 인구의 고령화로 인

한 연령의 증가와 관련이 있는 골다공증에 의한 골절은 환자 및 의사 

모두가 관심을 가져야 할 질환이며 이미 서구에서는 의료비 등 여러 

면에서 사회적 문제로 대두되고 있는 실정으로써 골다공증 골절과 연

관된 골 결손의 치료를 위한 적절한 재건 방법이 요구되고 있는 상황

이다.1,4 골 결손부에 대한 재건 기법으로는 골 시멘트로 충진하는 방

법, 주문 제작된 특수 삽입물을 사용하는 방법, metal wire mesh로 

보강한 후 골 이식을 하는 방법 등이 있으나 이 모두 임상적으로는 만

족스러운 결과를 보여주지는 못하고 있으며, 또한 자가골이나 동종골

을 이식하는 방법이 있으나 각각 그 양에 제한이 있고 골 조직 채취 

부위에 손상이 생기며 채취 방법이 불편하다는 단점과 가격이 비싸고 
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초록: 골 결손 치료를 위해 생분해성 고분자인 PLGA에 골다공증 치료제인 이프리플라본(IP)을 함유한 미립구를 O/W

유화 용매 증발법으로 제조하였으며, 생체외 방출실험에서 IP 방출량은 HPLC로 분석하였다. SEM을 이용하여 미립

구에 부착된 세포의 거동을 확인하였으며, IP가 세포에 미치는 독성평가는 CCK-8 분석방법을 이용하여 측정하였

다. 골 형성 지표인 ALP 활성도를 측정하였으며, 배양된 BMSCs의 골세포로의 표현형을 확인하기 위하여 RT-PCR

을 수행하였다. 방출결과에서 IP 방출은 거의 40일 이상으로 지속적이었으며, IP를 함유한 미립구에서의 세포의 부

착, 성장 등이 잘 이루어짐을 확인하였고, ALP 활성도 및 RT-PCR 분석결과에서도 단독의 PLGA 미립구보다 IP

를 함유한 미립구에서의 값이 더 높은 것을 확인할 수 있었다. 본 실험결과를 바탕으로 향후 서방성 제제화에 있어서

IP/PLGA 미립구를 응용하게 되면 국소지향성 골분화 주사용 지지체로서 중요한 역할을 할 것으로 보인다. 

 
Abstract: The aim of this research was to prepare microparticulate systems based on poly(lactide-

co-glycolide)(PLGA) for the local release of ipriflavone in order to reduce bone loss. We developed 

the IP loaded PLGA microspheres using relatively simple oil-in-water(O/W) solvent evaporation method. 

HPLC was used to perform the in vitro release test of IP and morphology of cell attached on the micro-

spheres was investigated using SEM. Cytotoxicity was assayed by cell counting kit-8 (CCK-8) test. 

Osteogenic differential cells were analyzed by ALP activity. Through RT-PCR analysis, we observed 

osteocalcin, ALP, and Type I collagen mRNA expression. The release of IP in vitro was more prolonged 

over 42 days and IP/PLGA microspheres showed the improvement on the cell proliferation, ALP 

activity and RT-PCR comparing with control (only PLGA). This initial research will be used to direct 

future work involved in developing this composite injectable bone tissue engineering system. 

 
Keywords: ipriflavone, PLGA, microsphere, osteogenesis, BMSCs. 
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면역학적 거부 반응을 일으킬 수 있으며 여러 감염 질환에 이환될 수 

있다는 위험이 있다.5-8 따라서, 이러한 단점을 극복하기 위한 골 조

직 대체물에 대한 개발과 연구가 활발히 이루어지고 있으며, 환자 자

신으로부터 얻은 줄기세포를 이용하여 적절한 생체재료와 함께 이식

하는 생체 조직공학적 치료 또는 재생 방법이 새로운 골결손의 치료

법으로 시도되고 있다.5,9-12  

이프리플라본(ipriflavone, 3-phenyl-7-isopropoxy-4H-1- 

benzopyrane-4-one, IP)은 이소플라본의 파생물로서 골의 재흡

수를 방지하며 에스트로겐의 칼시토닌 분비 촉진작용 증강에 의해 

조골세포의 성장을 촉진하는 것으로 알려져 있다. 이 약물은 경구 투

여를 통해서 노년층이나 폐경기 여성들에서 빈발하는 골다공증의 치

료 및 예방제로 널리 쓰이고 있으나, 극히 난용성이어서 경구 투여시 

일부만 소장 상부에서 흡수될 뿐 거의 흡수되지 않는 것으로 알려져 

있으며 우울증, 심박급속증 및 특히 합성 식물성 에스트로겐으로써 

가장 흔한 부작용인 위장관장애 같은 합병증이 뒤따른다.13,14 따라서, 

이러한 약물의 흡수율 개선 및 국부지향성을 위한 생분해성 고분자를 

이용하여 장기간 약물을 지속적으로 방출할 수 있는 조직공학적으로 

주사가능한 지지체 시스템의 중요성이 부각되고 있다.15,16 더욱이 이

런 주사가능한 지지체들은 일반적인 기능뿐만 아니라 조작의 편리성

과 조직 재생의 관점에 있어서 크게 주목 받고 있고 알지네이트,17 아

가로스,18 피브린 비드와19 같은 재료를 이용한 조직공학적 주사 전달

체 등의 연구결과 또한 보고되고 있다. 또한, 생분해성 고분자를 이용

한 미립구는 3D 세포배양, 약물 또는 성장인자에 대한 적재력에서 

독특한 특성을 가지고 있기 때문에 조직공학적 조직재생을 위한 주사

가능한 지지체로서 응용이 증가하고 있다.20 주로 이용되는 생분해성 

고분자로는 폴리에스테르 계열의 락타이드-글리콜라이드 공중합체

(PLGA)로서 생체 내에서 젖산과 글리콜산으로 분해되고 최종적으

로 이산화탄소와 물로 배출되는 생분해성과 생체적합성의 특징으로 

인하여 약물 전달체로서 다양한 분야에 이용되고 있으며 미국 식품의

약품안정청(FDA)에서 허가를 받은 물질이기도 하다.9,21,22  

본 연구에서는 골다공증 환자를 위한 약물의 서방성 제제화 및 조

직공학적으로 골 형성을 위해 골다공증 치료제인 이프리플라본의 함

유량을 달리하여 생분해성 고분자인 PLGA로 일반적인 O/W 유화 

용매 증발법을 이용한 IP/PLGA 미립구를 제조하였고 국소지향성 및 

장기간 지속적인 약물을 방출하는 조직공학적으로 주사가능한 미립

구 시스템의 골분화 가능성을 평가하고자 골수 중간엽 줄기 세포를 파

종하였다.  

 

실  험 

 

시약 및 재료. PLGA(락타이드/글라이콜라이드 몰비, 75/25, 

Resomer® RG 756, Boehringer Ingelheim Chem. Co. Ltd., 

Germany)는 평균분자량이 90000 g/mol인 것을 사용하였다. 

Ipriflavone(순도 99.2%, Dongbang Future Technique & Life Co. 

Ltd., Korea)은 상온에서 보관하여 사용하였으며, 미립구를 제조하

는데 에멀젼을 형성하도록 사용하는 유화제는 폴리(비닐 알코올)(PVA)

로서 분자량이 1500 g/mol로 Showa Chem. Co. Ltd.(Tokyo, 

Japan) 제품을 구입하여 사용하였다. 메틸렌클로라이드(methylene 

chloride, MC Tebia Co. In., USA)와 그 외의 기타 시약들은 HPLC 

등급을 사용하였다. IP의 화학 구조식은 Figure 1에 나타내었다. 

O/W 용매 증발법을 이용한 IP/PLGA 미립구 제조. 본 연구에서 

사용한 미립구의 제조는 약물의 초기 함량을 각각 변수로 주어 일반적

인 O/W 용매 증발 방법을 이용하여 제조하였다. 먼저 PLGA와 IP

를 MC에 용해시켜 유기용액 층을 제조한 후, 유화제가 함유된 수용

액 층에 주사기를 이용하여 한 방울씩 떨어뜨리면서 교반시킨다. 이

때 교반속도는 500 rpm이며 7시간 동안 교반시키면서 용매를 증발

시켰다. 본 실험에서 사용한 물리적 교반기는 RZR 2102(Heidolph 

Instrument Gmbh & Co. KG, Schwabach, Germany)를 사용하였

으며 교반 후 용액을 증류수로 희석시켜 원심분리기에서 2000 rpm

으로 2분 동안 원심분리하여 상등액을 버린 후 증류수로 미립구를 5

회 세척하여 얻었다. 제조된 미립구는 동결건조기를 사용하여 건조시

켰다(8 mTorr, -78 ℃, 24시간). 미립구는 사용 전까지 데시케이터

에 보관하였다.  

미립구내에 존재하는 약물 함량 결정. 미립구 내에 포접시킨 이프

리플라본의 포접률을 분석하기 위하여 함유량에 따른 각각의 미립구 

20 mg을 2 mL의 MC에 넣어 PLGA와 약물을 녹이고, 18 mL의 메

탄올을 첨가하여 PLGA를 침전시키고 상등액 1 mL를 취하여 HPLC 

분석하였다. HPLC 분석은 UV 검출기(UV-1000, Thermo Se-

paration Products, Fermont, CA, USA), 펌프(P-2000, Thermo 

Separation Products), 자동시료주입기(AS-3000, Thermo Se-

paration Products)로 구성된 HPLC를 사용하였다. 컬럼은 μ-
Bondapak C18(3.9×300 mm, Waters, Milford, MA, USA)을 사

용하였고 이동상은 증류수와 아세토니트릴의 혼합액(70：30, v/v)

을 사용하였고, 유속은 1.0 mL/min으로 하였다. 컬럼온도는 상온을 

유지하였고 검출파장은 250 nm를 선택하였으며 시료주입량은 20 

μL로 하였다. 데이터는 다음의 포접률 공식을 이용하여 구하였다.  
 

100%
polymerofamountTotal

emicrospherindrugofAmount
×=⋅EE  

 

Encapsulation efficiency(E·E)는 약물의 포접 효율을 나타낸다.21 

생체외 방출분석. 제조한 미립구로부터 난용성 약물인 IP의 생체

외 방출거동을 조사하기 위해 소디움도데실설페이트(SDS, Sigma 

Chem. Co., USA)를 1% w/v 첨가한 완충용액으로 제조된 실험액

에 미립구를 분산시켜 생체 외에서 이프리플라본의 방출을 관찰하였

다. 일정 농도의 계면활성제를 포함하는 10 mL의 PBS 용액에서 

미립구(20 mg/10 mL PBS)를 넣어 현탁하고 인큐베이터 안에서 

37 ℃와 일정한 교반속도(70 rpm)를 유지하면서 일정 기간별로 시료

를 취하였고, 동일한 양의 용출액을 보충해 주었다. 분석시료는 HPLC 

분석을 이용하여 정량하였다. 

BMSC의 배양. BMSC는 4주된 암컷 Fischer 쥐(Japan SLC Inc., 

 
7-isopropoxy-3-phenyl-4H-1-benzopyran-4-one 

C18H16O3：M.W.280.33 

Figure 1. The chemical structure of ipriflavone. 
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Japan)의 대퇴부를 절단하여 근육을 제거하고 무균상태에서 18게이

지의 바늘과 PBS 수용액이 든 주사기를 사용하여 2∼3 mL의 골수

를 채취한 다음 배양액으로 2배 희석하여, 원심분리기로 2500 rpm

에서 25분간 원심분리 하여 마이크로피펫을 이용하여 세포층만을 분

리하여 배양액으로 다시 희석하고 1200 rpm에서 10분간 원심분리 

한 후 배양액으로 2~3번 세척하였다. 분리한 세포는 10% 우태혈청

(FBS, Gibco BRL Grand Island, NY, USA)과 1% 항생제(100 

unit/mL 페니실린과 100 μg/mL 스트렙토마이신, Gibco)가 함유된 

배양액으로 현탁액을 만든 후 세포배양 플라스크에 분주하여 37 ℃, 

5%, CO2 조건에서 배양하였다. 배양된 세포는 3일에 한번 씩 배양

액을 교체하였으며 7∼9일에 한 번씩 세 번 계대 배양하였다.23-25  

SEM 관찰. BMSC가 파종된 IP/PLGA 미립구의 표면 형태를 관

찰하기 위하여 SEM(model S-2250N, Hitach Co., Tokyo, Japan)

을 사용하였다. 플라즈마 스퍼터(Emiteck, K575, UK)를 이용하여 

아르곤 가스 하에서 백금코팅을 실시한 후 교류전압(ACC voltage) 

5 kV에서 각각 100 및 800 배율로 관찰하였다.  

CCK-8 분석. 이프리플라본을 함유한 미립구에서의 세포독성을 평

가하기 위해 CCK-8 분석을 수행하였다. 배양된 세포를 지지체에 파

종한 후 1, 3, 7 및 14일째 CCK-8(Cell Counting Kit-8, Dojindo 

Lab., Japan)용액을 첨가하고, 2시간 동안 5%, CO2하에 37℃ 인큐

베이터에서 배양하였다. 주황색 결정이 생성되면 SDS(Cambrex Bio 

Science Rockland, Inc. Bockland, ME USA) 용액을 500 μL씩 

넣어 1시간 동안 교반하였다. 96 웰 플레이트에 100 μL씩 분주하고 

ELISA 플레이트 리더(E-max, Molecular Device, USA)를 사용

하여 450 nm에서 흡광도를 측정하였다.  

Alkaline Phosphate(ALP) 분석. IP/PLGA 미립구에 BMSC를 

파종한 후 IP의 함량에 따른 골세포로의 분화를 확인하기 위하여 조

골세포에 특이적으로 발현하는 ALP 활성도를 TRACP & ALP Kit 

(Takara Bio Inc., Japan)를 이용하여 측정하였다. 배양한 샘플을 각

각 1, 3, 7 및 14일째 배양액을 제거하고 생리식염수로 3회 세척한 

후 추출용액 500 μL를 혼합하여 1시간 동안 교반한다. 혼합액을 

13000 rpm에서 10분간 원심분리한 뒤 상층액을 취하여 기질용액

과 혼합액을 1：1 비율로 혼합하여 1시간 동안 37 ℃ 인큐베이터

에서 반응시킨 뒤 0.9 N NaOH를 첨가하여 효소반응을 중지시키고 

96 웰 플레이트에 100 μL씩 반응시킨 용액을 넣어 405 nm에서 

흡광도를 측정하였다.  

Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction(RT-PCR). 

골세포에서 나타나는 특정 유전자를 확인하기 위하여 RT-PCR을 

수행하였다. IP/PLGA 미립구에 세포를 파종하여 배양한 배양액을 

제거하고 1 mL의 Trizol(InvitrogenTM, Life Technologies Co., 

Groningen, Netherlands)을 첨가하여 5분 동안 인큐베이션한 다

음 1.5 mL의 EP 튜브에 넣어 0.2 mL의 클로로포름(Sigma)을 첨

가하고 4 ℃, 12000×g에서 15분 동안 원심분리하여 RNA를 분

리하였다. 상층액을 취하여 이소프로판올(Sigma)과 폴리아크릴 carrier 

(Molecular Research Center, Inc.)로 RNA를 침전시켰다. RNA

양은 UV분석기(Smartspec Plus Spectrophotometer, BIO-RAD)

를 이용하여 3 μg/mL로 정량화한 후 Oligo(dT)12-18 프라이머

(Invitrogen), 5×first strand buffer(Invitrogen), dNTP(dGTP, 

dATP, dTTP, dCTP, Gibco), RNase inhibitor(Invitrogen), 

Superscript II RNase H 역전사 트랜스크립테이즈(Invitrogen), 

DNase/RNase free water(Gibco)를 첨가하여 Authorized thermal 

cycler(TP 600, Takara Bio Inc., Japan)를 통하여 cDNA로 역

전사 하였다. 이렇게 역전사시킨 cDNA를 GAPDH, 오스테오칼신, 

ALP, I형 콜라겐 프라이머를 이용하여 PCR을 수행하였다. 각 프라

이머의 염기서열과 반응조건은 Table 1에 나타내었다. PCR 후 증

폭된 DNA를 1.5 w/v% 아가로스겔(Sigma)에 100 V에서 25분 동

안 전기영동을 하였다. DNA를 전개시킨 젤은 자외선 투과조사기

(Spectroline, UV Transilluminator, USA)로 촬영하여 오스테오

칼신, ALP, I형 콜라겐의 발현정도를 확인하였으며 housekeeping 

유전자인 GAPDH로 표준화하였다. 26,27  
 

결과 및 토론 
 
미립구의 제조 및 약물의 포접률. 국소지향성 및 지속적인 약물 방

Table 1. The Sequence and PCR Reaction Cycles of GAPDH, 
ALP, Osteocalcin and Type I Collagen Primer 

Species Gene Sequence Product size

GAPDH Up：5′-CCATGGAGAAGGCTGGGG-3′ 
Down：5′-CAAAGTTGTCATGGATGACC-3′ 

218 bp 

Osteocalcin Up：5′-AGGTGCAGCCTTTTGTCCAAG-3′
Down：5'-GCAAGGGGAAGAGGAAAGAAGG-3′

440 bp 

ALP Up：5′-AGGCAGGATTGACCACGG-3′ 
Down：5'-TGTAGTTCTGCTCATGGA-3′ 

279 bp 

Rat 

Type I 
collagen 

Up：5′-CCTCCTCCCCAGCCACAAAGA-3′
Down：5′-TCTTGGTCGGTGGGTGACTCT-3′

150 bp 

Table 2. The Preparation Condition of IP-Loaded PLGA Micro-
pheres 

Batch 
no.

Initial drug
loading(%)

PLGA 
Mw 

Polymer conc. 
(wt/w%) 

Encapsulation
efficiency(%) 

1 5 90 K 10 69.8 
2 10 90 K 10 76.6 
3 20 90 K 10 82.2 
4 30 90 K 10 81.4 

Figure 2. Release profile of ipriflavone from the microspheres
according to initial IP loading ratio(n＝3). 
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출을 할 수 있는 주사가능한 생분해성 지지체를 제조하고자 O/W 

용매 증발법을 이용하여 골다공증 치료제인 IP를 함유한 PLGA 미

립구를 제조하였으며 미립구 내에 포접된 IP의 포접률을 측정하였

다(Table 2). 미립구 내에 포접된 약물의 포접 효율은 비교적 높

은 평균 78%로 초기 함량이 증가할수록 포접률도 증가하는 경향을 

보였다. 이는 난용성 약물인 IP의 용해도가 매우 낮기 때문에 미립구 

제조 과정 중에 약물의 수상으로 이동이 적고 대부분의 약물이 소수

성인 PLGA 고분자 담체 내부에 쉽게 분산되었음을 보이고 있다.28 
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Figure 3. The morphology of IP/PLGA microspheres: (a) only PLGA; (b) PLGA/IP 5%; (c) PLGA/IP 10%; (d) PLGA/IP 20%; (e) PLGA/
IP 30%((A) surface morphology(×100) and (B) morphology of BMSC attachment to microspheres(×800)). 
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생체외 방출거동. 장기간의 in vitro 용출시험은 실제 생체내에서 

약물의 용출양상을 판단할 수 있는 중요한 기준이 된다.29 본 연구에

서는 제조된 미립구를 이용하여 6주 동안 in vitro 실험으로 약물의 

방출거동을 알아보았다. Figure 2는 초기 약물 함유량에 따른 IP를 

함유한 미립구의 방출거동을 나타낸 것으로 초기 약물 함유량이 증가

할수록 약물 방출이 빠르게 진행되어 특히 IP 20%와 IP 30%를 함

유한 미립구에서 40일 동안 IP의 방출이 지속됨을 확인할 수 있었다. 

이는 일반적인 약물 방출거동과 유사한 결과로써 초기 약물 함량에 의

해 약물전달속도를 제어할 수 있음을 의미한다. 반면, IP 5%와 10%

는 약물의 방출이 더디었는데 이는 초기함량이 적은 농도일 경우 미

립구내에 포접된 약물에 비해 상대적으로 많이 분포된 고분자가 그 골

격을 유지하여 약물의 방출을 지연시킨 것으로 판단된다.  

BMSCs가 파종된 미립구의 SEM 관찰. 본 연구에서는 약물의 초

기 함유량을 다르게 하여 IP를 함유한 생분해성 미립구를 제조하였

고, 그 형태를 관찰하기 위하여 SEM을 이용하여 분석하였다. Figure 

3(A)-(b),(c)에 나타낸 바와 같이 완성된 미립구의 형태는 약물의 

초기 함유량이 5% 및 10%인 경우에는 전체적으로 구형을 가지는 표

면이 매끄러운 미립구를 형성하고 있지만, 약물의 초기 함유량이 20%

로 증가할수록 미립구의 전체적인 형태가 일그러지고 미립구 표면의 

깨짐현상이 관찰되었다(Figure 3A-(d)). 이러한 현상은 약물 초기 

함유량이 30%인 경우에 더욱 뚜렷하게 나타났는데(Figure 3A-(e)) 

이는 약물의 초기 함유량이 증가할수록 약물의 고분자내에 차지하는 

비율이 높아져 결정성이 매우 큰 약물과 무정형인 고분자 매트릭스가 

서로 잘 결합하지 못하여 생기는 현상으로 보인다. Figure 3(B)는 

계대 배양한 BMSCs를 IP를 함유한 미립구에 파종한 후 5일 동안 

배양한 뒤 세포부착 특성을 나타내었다. 그림에 나타낸 바와 같이 단

독의 PLGA 미립구 보다 IP를 함유한 PLGA 미립구에서의 세포의 

부착, 성장, 이동 등이 잘 이루어져 왕성한 BMSCs의 거동을 관찰할 

수 있었다. 이는 결정성 약물인 IP가 PLGA 미립구내에 포접되면서 

미립구표면의 거침성이 증가하여 세포가 부착하기 알맞은 환경을 제

공해 줌으로써 BMSCs의 부착이 증진된 것으로 보인다.  

CCK－8을 이용한 독성 분석. IP/PLGA 미립구에 파종한 BMSCs

의 반응성 및 독성평가를 하기 위하여 CCK－8 분석법을 이용한 1, 

3, 7 및 14일째의 세포독성 분석을 Figure 4에 나타내었다. Figure 

4에 나타낸 것처럼 단독의 PLGA 미립구보다 IP를 함유한 PLGA 

미립구에서 비교적 높은 세포 생존율을 확인할 수 있었다. 1일에서 7

일까지 PLGA로만 구성된 미립구에서 보다 IP를 함유한 미립구에서 

세포 성장이 잘 이루어졌으며 7일째는 특히 IP의 함유량이 5 및 10 

wt%를 함유한 미립구에서의 값이 높게 측정되었다. 따라서, 분석 결

과를 바탕으로 단독의 PLGA 미립구보다 IP를 함유한 PLGA 미립

구에서 흡광도가 높게 측정됨에 따라 이프리플라본이 세포에 미치는 

독성이 거의 없다고 보인다. 

ALP 활성도 측정. 조골세포가 만들어내는 세포외 효소이며 골 형성 

지표인 ALP의 형성여부를 알아보기 위하여 제조한 IP/PLGA 미립

구에 BMSCs를 파종한 후 ALP 활성도를 측정하였다. Figure 5에서 

보듯이, 골분화 초기마커인 ALP가 1일째에는 IP 30%를 함유한 미

립구에서 그 값이 높은 것을 확인할 수 있었고, 시간이 3일째로 지남

에 따라 ALP 활성이 모든 미립구에서 급격히 증가함을 확인할 수 있

었다. 특히 단독의 PLGA 미립구보다 IP를 함유한 미립구에서의 값

이 더 높은 것을 확인할 수 있었는데, 이는 IP가 함유된 미립구의 경

우 골세포로의 분화에 활성을 가짐으로써 ALP 활성을 증가시켜 조

골세포로의 분화를 증가시키는 것으로 판단된다. 

mRNA 분리 및 RT-PCR. IP/PLGA 미립구에 배양된 세포들의 

골세포로의 표현형을 확인하기 위하여 골세포의 표지로 사용되고 있

는 오스테오칼신, ALP 및 I형 콜라겐의 mRNA 발현정도를 측정하기 

위하여 IP 함량에 따른 IP/PLGA 미립구에 각각 BMSCs를 파종한 

후, 7 및 14일째에 RNA 분리 및 RT-PCR을 수행하여 각각의 골분

화 마커를 GAPDH로 표준화하여 나타내었다. 오스테오칼신 mRNA

를 7 및 14일째에 확인한 결과 단독의 PLGA 미립구보다 IP 5 wt% 

및 IP 10 wt%를 함유한 PLGA 미립구에서 높은 발현정도를 나타

내었다(Figure 6). ALP에서는 7일째에서 IP를 함유한 모든 미립구

에서의 상대적 광도가 단독의 PLGA 미립구보다 높음을 확인할 수 있

었고 시간이 갈수록 특히 IP 5%에서의 밴드 광도 값이 매우 높음을 

확인할 수 있었다. I형 콜라겐의 발현정도를 Figure 8에 나타낸 것과 

같이 모든 실험군에서 밴드의 발현정도가 높게 측정되었으며, 특히 

IP 5%에서 좀 더 높은 발현을 나타내었다(p < 0.05). 따라서, 이는 

Figure 4. Measurement of cytotoxicity on PLGA and IP/PLGA
microspheres by CCK-8 assay. *The asterisks denote significant
difference compared with control(only PLGA) of each micro-
spheres(p < 0.05). 
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Figure 5. Alkaline phosphate activity of PLGA microspheres by
IP loading ration: (a) PLGA only; (b) PLGA/IP 5%; (c) PLGA/IP
10%; (d) PLGA/IP 20%; (e) PLGA/IP 30%(p < 0.05). 
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합성 식물성 에스트로겐인 이프리플라본이 강한 골세포 자극을 가져 

IP/PLGA 미립구의 경우에 골 생성 작용에 있어 우수한 효과가 나타

나는 것으로 확인되었다.  

 

결  론 

 

본 연구에서는 조직공학을 이용한 새로운 골 재생에 있어 생분해

성 고분자인 PLGA를 매트릭스로 이용하고 골다공증 치료제인 IP를 

서방화한 미립구를 O/W 용매 증발법으로 제조하였다. 미립구 내에 

약물의 포접 효율은 평균 78%로 높게 측정되었고, 생체외 방출 실험

결과 40일 동안 IP의 방출이 가능함을 확인할 수 있었다. SEM 관찰

결과로부터 초기 약물 함유량에 따라 미립구의 표면 및 전체적인 형

태가 다르게 나타남을 볼 수 있었다. 또한, CCK-8 분석결과 IP가 세

포에 미치는 독성은 없는 것으로 확인할 수 있었으며 BMSCs가 조

골세포로 분화하였는지 확인하기 위해 ALP 활성을 측정한 결과 단

독의 PLGA 미립구보다 IP를 함유한 미립구에서의 값이 더 높은 것

을 확인할 수 있었는데 이는 IP가 골세포로의 분화에 활성을 가짐으

로써 ALP 활성을 증가시키는 것으로 판단된다. 또한, RT-PCR 결

과 골마커 mRNA가 지속적으로 존재하고 있음을 확인할 수 있었으

며 본 실험결과를 바탕으로 향후 조직공학적 골 결손 치료법으로 서

방성 제제화에 있어서 응용하게 되면 국소지향성 골분화 주사용 지지

체로서 중요한 역할을 할 것으로 보인다.  
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Figure 6. Gene expression of osteocalcin(O.C) as analyzed by
RT-PCR(7 and 14 day). (A) agarose gel electrophoresis. ((a)
PLGA only; (b) PLGA/IP 5%; (c) PLGA/IP 10%; (d) PLGA/IP
20%; (e) PLGA/IP 30%). (B) Normalization of osteocalcin
expression by GAPDH(p < 0.05). 
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Figure 7. Gene expression of alkaline phosphatase(ALP) as
analyzed by RT-PCR(7 and 14 day). (A) agarose gel electro-
phoresis. ((a) PLGA only; (b) PLGA/IP 5%; (c) PLGA/IP 10%;
(d) PLGA/IP 20%; (e) PLGA/IP 30%). (B) Normalization of
alkaline phosphatase expression by GAPDH(p < 0.05). 
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Figure 8. Gene expression of Type I collagen(Type I) as
analyzed by RT-PCR(7 and 14 day). (A) agarose gel elec-
trophoresis. ((a) PLGA only; (b) PLGA/IP 5%; (c) PLGA/IP 10%;
(d) PLGA/IP 20%; (e) PLGA/IP 30%). (B) Normalization of
Type I collagen expression by GAPDH(p < 0.05). 
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