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〈 연구계획 요약문 〉

양식A201

연구의 목적

§ 펄스형 전자기장 자극 시스템 (Pulsed electromagnetic fields stimulation system)을 

개발하여 전자기장 자극에 따른 최적화된 지방분해 자극법 확립

§ 펄스형 전자기장에 의한 지방세포 및 조직의 대사물질 변화를 자기공명분광(magnetic 

resonance spectroscopy)를 이용하여 비침습적으로 관찰 가능한 최적화된 프로토콜을 확립.

연구내용

§ 펄스형 전자기장 자극 시스템 

Ÿ 컴퓨터 모의실험: 복합적인 물성치 및 전자기장 해석 시스템인 SEMCAD X 이용

Ÿ 최적의 자기장을 형성하기 위한 코일 조건을 설정하기 위해 다양한 변수들을 실험

적으로 적용하여 프로토 타입의 코일 설계

Ÿ 코일 형태, 코일 두께, 코일 선재, 코일 회전수, 코일과 자극부위와의 거리, 인가

전압, 전자기장의 강도 등의 변수 적용

Ÿ 전자기장 발생 시스템 프로토 타입 제작 

§ 펄스형 전자기장 자극 시스템 적용 

Ÿ 지방세포 및 조직을 이용한 생물학적 분석: 지방분해 효과 확인 

Ÿ 펄스형 전자기장 자극: 자극 주파수, 자극 시간, 자극 주기에 따른 변수 조절 

§ 자기공명분광(magnetic resonance spectroscopy: MRS)을 이용한 지방 분해 신호 획득 

프로토콜 확립

Ÿ 지방세포의 3차원 배양과 지방 조직 배양을 이용하여 지방 분해 효과 측정

Ÿ 신호 획득: 임상용 MRI와 500MHz NMR 장치.

§ 펄스형 전자기장에 의한 세포 반응 평가 

Ÿ MRS 평가 : TSP, DDS와 같은 기준물질을 적용한 정량적 평가.

Ÿ 생화학적 평가 : 염색, DNA 정량, RT-PCR, 세포 괴사 및 고사 측정

연구내용의

활용계획

(기대효과)

§ 생체의 지방분해 효과를 극대화 할 수 있는 펄스형 전자기장 자극법의 최적화 

§ 세포 대사물질 분광 분석을 통해 지방세포 분해 과정에서의 바이오 마커 기준 제시

§ 부위별 비만 치료에 적용할 수 있는 전자기장 자극 프로토콜을 세포수준의 자극 기술

로 확보 

§ 자기공명분광을 이용한 비침습적이고 반복적인 세포 신호의 획득으로 신뢰성 있는 세

포 상태 정량화 방법 제시 

§ 세포 대사물질 측정 결과를 바탕으로 심부 조직의 전자기장 치료법 제시

중심어

자기공명분광 비만 지방세포

펄스형 전자기장 컴퓨터 모의실험
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〈 연구결과 요약문 〉

〈한글요약문〉

양식A202

연구의 

목적 및 내용

§ 펄스형 전자기장 자극 시스템 (Pulsed electromagnetic fields stimulation system)을 

개발하여 전자기장 자극에 따른 최적화된 지방분해 자극법 확립

§ 펄스형 전자기장에 의한 지방세포 및 조직의 대사물질 변화를 자기공명분광(magnetic 

resonance spectroscopy)를 이용하여 비침습적으로 관찰 가능한 최적화된 프로토콜을 확립.

연구결과

§ 세포 자극 펄스형 자기자극을 줄 수 있는 장치 (PEMF) 개발

◽ 최적 자기장 발생 코일에 대한 컴퓨터 모의실험

- Sim4Life v2.0 (SPEAG, Swiss)를 이용한 전자기장 발생 모의실험 

-  복수 코일을 이용한 효율적 전자기장 시스템 개발

§ 개발된 펄스형 전자기장 발생 시스템 평가: 자극기 효과 검증 

◽ 개발된 PEMF 자극기의 세포에의 적용: PEMF 자극의 연골세포 증식효과 확인(P<0.05)

§ 펄스형 자기자극 (PEMF) 장치의 세포자극 신뢰성 확보 및 검증

◽ 연골세포에서의 변화 관찰: 자극 주파수와 자장세기를 조절하여 세포 증식에 미치는 영향 확인

ü PEMF 자극군의 세포 증식이 대조군에 비해 활발한 것을 확인  

◽ 지방세포 및 지방 분화 줄기세포와 지방 조직(공배양세포)과 줄기세포 분화 시 변화 관

찰: 지방분화 억제에 대한 전자기장 자극의 효과 확인

§ 펄스형 자기자극 (PEMF) 장치의 시스템 및 코일 최적화 

◽ 기존 회로에서의 다이오드 소자 변경

◽ 열에 의한 자극을 최소화 하기 위해 코일 하우징 및 쿨링 시스템 도입

§ 펄스형 자기자극 (PEMF) 장치의 세포자극 신뢰성 확보 및 검증

◽ 지방분화배지를 이용한 지방분화 시 PEMF 자극을 주어 지방분화 억제 효과 확인 

◽ 자극 프로토콜의 변수 중 10분 자극과 10Hz에서 줄기세포의 지방분화 억제 효과가 

유의미한 것으로 확인함 (P<0.05)

§ 최적화된 자극 방법에 의한 세포 및 조직의 대사물질 정량 분석: 자기공명분광법 시행

◽ 지방전구세포의 지방 분화 시 PEMF 자극의 효과를 NMR 측정을 통하여 확인

◽ NMR 스펙트럼을 이용한 대사물질 정량화 결과 또한 골수유래 줄기세포의 지방 분화 

억제 경향과 마찬가지로 자극 프로토콜의 변수 중 10분 자극과 10Hz에서 줄기세포의 

지방분화 억제 효과가 유의미한 것으로 확인함

연구결과의

활용계획

§ 전자기장 자극 조건 조절 가능한 범용 펄스형 전자기장 자극 장치 H/W 및 프로토콜 개발

§ 세포 대사물질 분광 분석을 통해 지방세포 억제 과정에서의 바이오 마커 기준 제시

§ 부위별 비만 치료에 적용할 수 있는 전자기장 자극 프로토콜을 세포수준의 자극 기술

로 확보 

§ 자기공명분광을 이용한 비침습적이고 반복적인 세포 신호의 획득으로 신뢰성 있는 세

포 상태 정량화 방법 제시 

§ 세포 대사물질 측정 결과를 바탕으로 심부 조직의 전자기장 치료법 제시

중심어

자기공명분광 비만 지방세포

펄스형 전자기장 컴퓨터 모의실험 지방 분화 억제 

세포 대사물질 
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〈 SUMMARY 〉

양식A203

Purpose&

contents

§ Establishment of optimized adipolysis stimulation method with electromagnetic 
field stimulation through developing pulsed electromagnetic fields stimulation 
system 

§ Establishment of an optimized protocol for non-invasive measurement of  the 
metabolite changes of adipocyte and tissues by pulsed electromagnetic fields 
unsing (nuclear) magnetic resonance spectroscopy

Result

§ To develop a PEMF stimulation system capable of stimulating cells with pulsed 
electromagnetic field

◽ Computer simulation of PEMF coils generating optimal electromagnetic fields
- Simulation for generating the electromagnetic field with Sim4Life v2.0 

(SPEAG, Swiss)
-  Multiple coile design to efficiently generate electromagnetic field 

§ Evaluation of the developed PEMF system : verification of stimulator performance
◽ Application of developed PEMF stimulator to cells : Confirming the effect of 

PEMF stimuation on chondrocyte proliferation  (p<0.05)
§ Reliability and validation of the PEMF cell stimulator system

◽ Monitoring chondrocyte changes : Effect  of stimulation frequency and magnetic 
fields strength on cells proliferation

ü It was confirmed that cell proliferation in the PEMF stimulation group 
was more active than in the control group

◽Investigation of changes in co-cultured cells of adipocytes, adipose 
differentiated stem cells and adipose tissue and stem cell differentiation : 
Identification of the PEMF stimulation on lipid differentiation inhibition

§ System and coil optimization of PEMF devices
◽A diode element was relpalced in power circuit board
◽Reinforcement of the coil housing and cooling system to minimize heat 

stimulation effects
§ Confirmation and verification of cell stimulation reliability of PEMF  system

◽Identification of inhibition effect of adipogenic differentiation  by PEMF 
stimulation during fat differentiation

◽It was confirmed that the effect of 10-min and 10-Hz stimulation protocol  on 
the lipid differentiation  of stem cells  was significant (p<0.05)

§ Quantitative analysis of cell and tissue metabolites  for  optimized stimulation 
method

◽PEMF stimulation effects on adipogenic differentiation of lipid precursor cells 
was confirmed by NMR measurement

◽As a result of metabolite quantification using NMR spectroscopy, it was confirmed 
that the 10 min stimulation of the stimulation protocol and the lipid 
differentiation inhibition effect of the stem cells at 10 Hz were significant as 
well as the tendency of inhibiting lipid differentiation of bone marrow stem cells

Expected

Contribution

§ Development of universal PEMF cell stimulator with adjustable electromagnetic 
field conditions

§ Suggesting biomarker criteria in the process of inhibiting adipocytes through 
spectrometric analysis of cellular metabolites

§ Obtain the electromagnetic field stimulation protocol applicable to the 
treatment of obesity according to the site by the stimulation technology at the 
cell level

§ Non-invasive and repetitive cell signal acquisition using MRS to provide a 
reliable quantification method of cell state 

§ Based on the results of cell metabolism measurement, EM treatment of deep tissue 
can be possible

Keywords

Magnetic resonance 
spectroscopy Obesity Adipocyte

Pulsed electromagnetic 
fields Computer simulation Adipogenic differentiation 

inhibition

Cell metabolite
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〈 연구내용 및 결과 〉

1. 연구개발과제의 개요

 가. 연구배경

1.1.1. (1) 비만

◾ 비만은 당뇨, 고혈압, 관상동맥질환, 뇌졸중 등 만성질환과 더불어 심장 및 폐질환 등 많은 질병을 

유발시켜 국민의 건강을 위협하며, 비만도가 40% 이상인 성인에서 중풍, 심장질환, 소화기질환에 의

한 사망률이 크게 증가함

◾ 2015 국민건강영양조사에 의하면 우리나라 만 19세 이상 성인 비만율(체질량지수 25 kg/m2 이상)은 

33.2%(남자 39.7%, 여자 26%)로 지난 2005년 31.3, 2010년 30.9%, 2013년 31.8%와 비교해 매년 증가

하는 추세임[1]

◾ 세계보건기구(WHO)에 따르면 비만으로 인해 한 해 동안 전 세계적으로 발생하는 사회적 비용은 2조 

달러로 집계되고, 우리나라의 경우 비만으로 인한 국내 사회·경제적 비용은 2005년 기준 약 1조 8천

억 원, 2013년 기준 약 6조 7천억 원으로 추계되며, 현재 비만 유병율의 증가 추세에 따라 향후 지출

될 사회·경제적 비용 부담 또한 지속적으로 증가할 것으로 예상됨[2-4]

<그림 1. 사회적 부담 요소 별 투자규모에 대한 통계자료 >

◾ 이에 따라 각국 정부에서는 적극적인 비만 예방 대책을 마련하고 있으며 더불어 비만 치료 산업도 성

장 중임

◾ 비만 치료에는 크게 수술적 치료와 비수술적 치료로 나눌 수 있는데, 최근 비만치료제와 수술에 대한 

부작용이 대두되면서 안전하고 부작용이 적은 비수술적 기계요법에 의한 지방 분해술이 각광받고 있음

◾ 지방흡입술이나 위절제술 등과 같은 수술적 치료는 시각적인 변화가 확연히 나타나는 방법이나 사망

사례 보고 등의 단점이 있음
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(2) 펄스형 전자기장 치료

◾ 현대의료에 있어 자기장은 자기공명영상장치와 같은 진단 기기에서부터 경두개 자기자극과 같은 치료

에 적용되는 장치까지 매우 다양한 방법으로 사용되고 있는데, 특히 자기장 치료는 부상이나 통증과 

염증의 원인에 대해 비침습적이고 안전하며 전기생리학적인 기전에 의한 치료 효과를 제공해주는 것

으로 알려져 있음

◾ 자기장 치료는 여러 연구에 의해 통증 질환(요통, 경부통, 대상포진 후 신경통, 골반통, 신경병성 통

증, 성형외과적 만성통증), 염증질환(슬관절염, 다발성 경화증), 견관절 질환 등에도 적용되었으며, 

창상치유, 골재생, 연골재생 등에도 적용되었음

◾ 이렇듯, 전자기장 자극 치료는 다양한 임상에서 적용되고 있는 기술이지만 최근 비만 치료 연구에 적

용되고 있지만 아직 기초 단계에 머물러 있음

◾ 또한, 현재까지 수행된 자기장과 관련된 연구들은 표적의 위치, 자기장의 세기, 자극 주파수, 자극시

간 등이 설계한 연구에 따라 제각각이었으며, 자기장 자극 시스템에 대한 검증을 하지 않아 자기장에 

의해 발현되는 효과를 정량화하는데 한계점을 가지고 있음

1.1.2. (3) 자기공명분광 

◾ 핵자기공명(Nuclear Mmagnetic Resonance; NMR) 또는 자기공명분광(Magnetic Resonance 

Spectroscopy; MRS)은 화합물의 구조 및 성분을 규명할 수 있는 강력한 도구로써, 세포내 대사물질을 

관찰하여 세포 활동을 규명하고자 하는 연구가 다년에 걸쳐 진행되고 있음[5-7]

◾ 하지만, 대부분의 자기공명분광 연구에서는 세포 추출(Cell extraction) 방법을 적용하거나 HR-MAS 

등의 고체 자기공명분광법으로 대사물질의 변화를 측정하므로 자기공명 측정방법의 비침습적인 강점

을 충분히 활용하지 못하는 실정임

 나. 필요성 및 목적

◾ 해마다 비만율은 증가하는 추세지만 현재 시행되고 있는 비만 치료법들은 치료효과에 대한 신뢰성과 

안전성이 낮은 문제점이 존재

◾ 현재까지 알려진 비수술적 비만치료 방법들은 단기간 내 일시적 체중 감량을 유도할 수 있지만, 대부

분 다시 체중증가가 발생하기 때문에 수술 외에 다른 근본적 치료 방법이 전무한 상태임

◾ 비만의 사후 치료에는 상당한 시간과 비용이 들며, 재발률이 높은 질병이므로 사전예방의 중요성이 대두됨

◾ 따라서, 본 연구는 지방전구세포 및 줄기세포의 지방분화 억제에 초점을 두어 사전 비만 예방에 도움

을 주고자 함

◾ 펄스형 전자기장은 자극 프로토콜마다 효과를 나타내는 적용 부위 및 나타나는 증상이 다르며, 이와 

관련된 기존 연구들에서 정확한 기준을 찾기 어려움

◾ 세포에 펄스형 전자기장 자극을 적용하는 연구는 활발히 이루어졌으나, 지방세포 및 조직을 이용한 

펄스형 전자기장 자극 연구는 미비한 실정임

◾ 본 연구는 세포 자극에 최적하된 펄스형 전자기장 자극 시스템을 개발하고 지방분화 억제에 효과를 

나타내는 전자기장 자극 프로토콜을 확립하고자 함

◾ 본 연구에서는 펄스형 전자기장 자극기를 개발하여 지방 분해 및 억제에 대한 최적의 자극조건을 찾

고, 자기공명분광을 이용하여 지방세포 분해 시 대사물질의 변화를 정량적으로 측정함으로써 지방분

해 및 억제 효과를 판단하고자 함
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2. 국내외 기술개발 현황

(1) 비만치료 기술현황

◾비만 치료는 행동치료, 식이요법, 운동치료, 약물치료, 수술치료 등으로 나뉘는데 약물과 수술에 대한 

부작용이 대두 되면서 비만 치료 시장은 라이프 스타일 케어 중심으로 옮겨가는 추세임

◽ 국내 비만 치료제 시장은 2010년에 식욕억제제인 리덕틸이 심혈관계 질환 발생 위험성 문제로 인해 

퇴출된 이후로 침체되었음[8]

◽ 2010년 이전의 비만치료제 연구는 효과 측면에 초점을 두었지만 최근에 나오는 비만치료제의 경우 

안전한 비만치료제에 대한 수요가 많아지면서 연구 동향도 안전성에 초점을 두고 있음

◽ 수술적 치료 중 위 우회술, 위소매 절제술과 같이 음식섭취량을 줄이거나 영양흡수를 제한하여 체중

감소를 유발하는 비만치료법은 지속적인 체중감소가 이루어지고 효과적이지만, 수술 합병증 발생률

이 높고 영양소 부족에 대한 지속적인 관리가 필요하다는 단점이 존재[9]

◽ 지방흡입술은 피하지방을 파괴하여 흡입해내 영구적으로 지방세포수를 줄여주므로 체중감량에 효과

적이며 살이 다시 찌는 요요현상 발생률이 적지만, 수술 부위가 울퉁불퉁해지거나 수술 흉터 및 멍

을 동반하는 부작용 존재[10]

◾비만 사업이 라이프 스타일 케어 중심으로 옮겨가면서 에스테틱 측면의 비수술적 기계요법이 대두되고 

있음

◽ 냉각 지방 분해술은 다른 시술과 비교해서 영구적으로 피하지방 일부 제거가 가능하고 미비한 붓기

와 통증 등의 이유로 널리 사용되고 있지만, 시술한 부위가 마취된 듯한 느낌의 ‘감각 이상’과 같

은 말초신경 손상의 부작용이 존재함[11]

◽ 고주파를 이용한 치료법은 진피층에 열을 발생시켜 지방 세포를 파괴 및 제거하는 방법으로, 이때 

발생하는 열이 시술자의 불쾌감을 유발하고 일과성 홍반 및 멍이 생길 수 있음[12]

◽ 이 외에도 레이져, 초음파 등의 많은 비수술적 기계요법들이 존재하지만 적용되는 비만도가 정해져 

있거나 복부 비만과 같은 부분 비만에만 효과적임

(2) 펄스형 전자기장 자극기 기술현황

◾펄스형 전자기장 자극은 인체에 펄스형 자기장을 투과시켜 발생된 생체전류가 세포를 자극시킴으로서 

생기는 전기 생리학적인 기전에 의해 인체 각 조직에 다양한 효과를 나타냄[13]

◽ 근육조직의 경우 운동신경에 자극을 주어 근 수축 효과를 나타냄

◽ 세포의 신진대사를 활발히 하여 세포 활성화 및 재생을 촉진하며 염증치료 및 혈액순환에 도움을 주

므로, 골관절염과 각종 통증질환 치료에도 쓰임

◽ 또한, 콜라겐 합성과 섬유아세포 활성화를 촉진시켜 주름개선에 활용되기도 함 

◾펄스형 전자기장 치료의 경우 염증치료, 통증 완화, 세포 활성화로 인한 창상치유 효과 등에 대하여 

많은 연구가 이루어졌으나 비만에 대한 치료, 즉 인체 내 지방 억제에 대한 연구는 미비한 실정임

◾현재 임상에서 자기장 단독으로 치료를 위해 사용되는 사례는 대부분 통증완화 이지만, 자기장이 염증

치료 및 혈액순환에 도움을 주는 등의 긍정적 영향을 레이져나 초음파와 같은 다른 비침습적 자극과 

함께 사용하여 적용되고 있음

◽ 자기장 및 레이져 복합치료기기 (TESLA-3000, weverinstruments, korea)는 심부자극 전자기장 치료
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와 레이저치료의 복합 자극기로 통증질환 완화에 사용됨[14]

◽ RF 고주파에너지와 펄스형 전자기장을 접목시킨 미국 Venus Concept사의‘비너스 프리즈’는 고주파

와 자기장 에너지를 동시에 피부 속으로 전달하여 열을 발생시킴으로서 셀룰라이트 감소 및 콜라겐 

합성을 돕고 엘라스틴 섬유의 생산을 일으켜 주름감소와 피부탄력 도움에 사용됨[15]

◾현재 연속적인 전자기장 자극이 치료 부위의 줄기세포가 골분화와 지방분화에 어떠한 효과를 나타내는

지에 관한 연구들이 진행 중[16]

◾펄스형 전자기장 자극 프로토콜마다 효과를 나타내는 적용 부위 및 나타나는 증상이 다름

◽ 기니피그의 전신에 10가지 다른 자기장을 적용한 연구에서 혈액 응고와 항 응고효과가 각기 다른 자

극 프로토콜에서 나타났음

☞ 지방분화 억제에 효과를 나타내는 전자기장 자극 프로토콜의 확립이 필요함
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3. 연구수행 내용 및 결과

가. 1차년도 

1차년도 목표 
세포 및 조직에 효과적으로 적용 가능한 펄스형 전자기장 시스템 개발 및 자극 

프로토콜 개발을 위한 기틀 마련 

◾ 컴퓨터 모의실험을 통한 펄스형 전자기장 발생장치 구성 및 시스템 개발

◾ 펄스형 전자기장 (PEMF)에 의한 타겟팅 대상 (세포시료)에 따른 자장 분석 모의실험

◾ 세포시료의 자기장 자극에 효과적인 전자기장 발생을 위한 코일 형태 결정

◾ 전자기장 구동 시스템 전원 및 하드웨어 개발 

◾ 제작된 펄스형 전자기장 시스템을 이용한 시스템 검증

※ 여러 형태로 생체 조직에 영향을 미치고 있는 것으로 알려진 펼스형 자기자극 (PEMF)을 세포 수준에서 

확인하고자 함

￭ 세포 펄스형 자기자극을 줄 수 있는 장치 (PEMF) 개발

◽ 최적 자기장 발생 코일에 대한 컴퓨터 모의실험

- Sim4Life v2.0 (SPEAG, Swiss)를 이용한 전자기장 발생 모의실험 

ü 유한요소 해석을 통한 시스템 변수 조절

  - 최적의 전자기장을 생성하기 위해 코일 형태 결정

  - 전자기장의 세기 및 진폭에 따른 펄스 집속 형태 또는 펄스 방사 범위 설정

  - 컴퓨터 모의실험 상에서 지방세포의 물성치와 동일하게 설정하여 오차 최소화

-  복수 코일을 이용한 효율적 전자기장 시스템 개발

ü 컴퓨터 모의실험 결과를 기초로 하여 여러 형태의 코일 제작

ü 펄스형 전자기장 자극 시스템 프로토 타입 제작

ü 시스템 interface : 정합, 동조, 디커플링 회로 구성

  - 광범위 자극 및 집속 자극이 가능한 멀티 코일 설계 및 시뮬레이션

￭ 개발된 펄스형 전자기장 발생 시스템 평가: 자극기 효과 검증 

◽ 개발된 PEMF 자극기를 세포에 적용

- 타겟세포: 연골세포 ▸ 세포 증식 확인 

ü PEMF 자극의 연골세포 증식효과 확인 (P<0.05)

  (1) 세포 자극 PEMF 장치 개발 

n PEMF 자극기 제작 전 세포 실험에 최적화된 코일 사이즈와 형태를 결정하기 위해 컴퓨터 모의실험 수행

n 확정된 coil 형태를 기준으로 PEMF 회로와 시스템 인터페이스 설계
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1) 연구 방법 

① Sim4Life v2.0 (SPEAG, Swiss)를 이용한 전자기장 발생 모의실험

￭ 유한차분 시간영역법(FDTD : Finite Difference Time Domain) 방법을 이용

￭ 전자기파가 공간이나 매질 내에서 전파되는 것을 확인하기 위하여 맥스웰 방정식을 이용

￭ 전자기장 발생장치 제작을 위해서는 저주파에서의 전자기장 해석이 필요하며 이를 위해 맥스웰의 컬 

방정식으로 해석하는 Low Frequency Solver를 이용

◽ Low Frequency Solver type은 Biot-Savart 법칙을 적용하는 Magneto quasi-static을 사용

◽ 아래의 그림은 Sim4Life의 전자기장 시물레이션을 위한 격자(Grid) 모양과 해석 시 사용하는 근사 

모델링 형태를 나타냄 → Conformal 모델 사용

<그림 2. Sim4Life GUI>

<그림 3. 시뮬레이션 격자 모양(좌), 근사 모델링 형태(우)>
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￭ 선(Line)을 입력전원으로 이용하여 해석함

<그림 4. 시물레이션 입력전원의 차이, Sim4Life(좌), Maxwell3D(우)>

② 코일을 이용한 효율적 전자기장 시스템 개발

￭ 컴퓨터 모의실험 결과를 기초로 하여 여러 형태의 코일 제작

◽ 자기유도 코일 프로브 설계

  - 시변자기장을 발생시키기 위해 사용하는 코일은 Pan형의 솔레노이드의 형태를 고려함

  - 이 코일의 길이를 , 안쪽 반경을 , 바깥쪽의 반경을 , 권선수를 이라고 할 때, 이 코일의 저

항성분  은

 






                                   식(1)

  - : 코일 반경, : 코일선 고유저항 (구리선:    × )

  - 낮은 주파수에서 작은 권선수의 인덕턴스 L을 근사적 수식으로 표현하면 식(2)와 같음

 

    


 

                             식(2)

   : 코일 평균 반지름,, N: 권선수, L: 인덕턴스 []

◽ 자기유도 코일 프로브 제작

  - 본 과제에서는 시물레이션을 통해 획득한 최적의 구조를 이용하여 시스템에 적합한 형태의 자기유도 

코일 프로브를 제작함

￭ 펄스형 전자기장 자극 시스템 프로토 타입 제작

◽ 시변 펄스형 자기장 발생용 장치 설계
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- 13 -

<그림 5. 자기장 발생장치 등가회로>

  - 위 그림과 같은 등가회로에서 전원 V에 의해 DC 충전된 캐패시터 C는 자기유도 코일 프루브 내의 인

덕턴스와 같이 폐회로를 구성 될 때 C에 충전된 용량성 에너지 


 가 유도성 에너지 


 로 

이동되어 유도 자기장을 형성함

  - 회로의 한주기에 필요한 최소시간 는

                                        식(3)

  - SCR로 이루어진 SW가 도통되어 캐패시터 C에 저장된 에너지가 코일로 방전될 때, 흐르는 순시전류 

는

  sin 


                              식(4)

  - 여기서, V는 충전전압(V), L은 자기유도코일 프루브의 인덕턴스(H), R은 전체 저항(Ω), 는 공진 

각주파수이고, C는 충전부 캐패시터의 캐패시턴스(F)임

                                      식(5)

  - 코일에서의 전류는  시점에서 최대가 되고 이때 코일에 흐르는 전류 는

  









 
 




                             식(6)

  - 이 때의 시간  는

  


tan  


                              식(7)

  - 한 펄스 주기 동안 자기유도코일에서 소비되는 에너지 E는

  




                                식(8)

  - 평균전력은 에너지량을 펄스반복시간 로 나눔으로써 얻어짐, 평균전력 P는

  


  




                           식(9)

  - 캐패시터 C에 필요한 충전시간 은

   ln 


                           식(10)

  - 여기서 V는 충전전압, V0는 전력공급전압임

국가연구개발 보고서원문 성과물 전담기관인 한국과학기술정보연구원에서 가공·서비스 하는 연구보고서는 동의 없이 상업적 및 기타 영리목적으로 사용할 수 없습니다.



- 14 -

③ 개발된 펄스형 전자기장 발생 시스템 평가

￭ 자기장의 자극 주파수 및 진폭 조절 성능 평가

◽ 세포자극 시에 필요한 시변자장의 변화를 발생하기 위한 전자기장의 주파수 및 진폭 조절의 정확성 확인

￭ 자기장 발생 코일 내부에는 균일한 자장이 형성되어 시료에 일정한 자극이 인가되어야 함, 일정한 공

간 내부의 자장을 측정하기 위해 구리선을 이용한 픽업코일을 이용하여 내부의 자장을 측정하였음

2) 연구 결과 

① Sim4Life v2.0 (SPEAG, Swiss)를 이용한 전자기장 발생 모의실험

￭ 세포 시료의 크기 내에 균일한 자장 (50~100mT) 형성을 위한 크기 (코일 권선수)와 형태 (권선수 증가

에 따른 방향) 고려 

￭ 저주파 해석이 용이한 Magneto quasi-static 분석 적용하여 주파수 100㎐로 해석함 [Sim4Life TMS 

(Transcranial magnetic stimulation) simulation tutorial 참조]

￭ 아래 그림 6과 같은 형태로 자기장 발생 프로브의 디자인을 구성하였으며,  Type 1, 2, 3과 같은 구조

의 차이에 의한 자장 필드의 변화를 확인하여 세포 자극 시 균일한 자장을 만들 수 있는 최적의 형태

를 구현하고자 함

<Type 1> <Type 2> <Type 3>

<그림 6. 자기장 발생 프루브 모식도>

￭ 시료 내 자장의 균일도를 확인하기 위하여 시료의 중앙을 통과하는 선을 추출하여 자계분포의 평균값 

및 표준편차를 산출하였음

◽ 세포 시료가 위치할 부분의 자기장의 세기 측정 (평균, 표준편차)

  - 측정구간 (그래프 상의 Dish가 위치할 영역의 자기장세기 값)
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<그림 7. 시료 내 자장분포 측정 데이터 획득 구간>

￭ 팬형의 솔레노이드 자기유도코일 프로브 (디스크 형태, Type 1)

◽ 4 well-plate의 세포 시료 크기 (60 mm × 60 mm)를 고려하여 시물레이션 초기 값 설정

  - 균일한 자장이 형성되어야 할 영역을 4 well-plate 지름 60mm로 설정, 코일의 내부 지름 초기 값 70 

mm로 설정 후 안 쪽 (IN) 또는 바깥 쪽 (OUT)으로 권선 수 증가 시켜 자장분포 관찰

◽ 시물레이션 상에서 100 mT에 가까운 균일한 자장을 형성하도록 전류원의 값을 조절하였음

  - 권선 수의 증가에 따라 낮은 전류원의 값에도 높은 자장이 형성되는 것을 확인하였으며 균일한 자장

이 형성되는 범위도 증가하는 것을 확인하였음

◽ 권선 수, 코일형태에 따른 자계 분포 (2D color map, 시편의 중앙을 통과하는 선을 따라 분포하는 

자기장의 세기, IN : 코일 초기 지름 70 mm에서 안쪽으로 코일 감음, OUT : 코일 초기 지름 70 mm에

서 바깥 쪽으로 코일 감음)

◽ 시물레이션 결과 안쪽 방향으로 증가하는 형태보다는 세포 시료의 위치 바깥 방향으로 증가하는 형

태로 코일을 제작 하는 것이 적합

◽ 코일의 권선수가 증가할수록 시료 내부의 자기장의 균일도는 증가하는 것으로 보이나 일정 수 이상 

증가 시에 시료 중앙의 자기장의 세기가 감소하는 형태를 보이므로 Type 1 형태의 코일은 16~32턴 

사이의 코일을 제작하는 것이 적합함
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<표 1. Type 1의 B-field 및 자장분포 그래프>

권선
수 인가전류(A) B-field (2D color map) 자계분포(중심선) 권선 수 

증가방향

1 5600 -

2

2800 IN

2800 OUT

4

1400 IN

1400 OUT
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권선
수 인가전류(A) B-field (2D color map) 자계분포(중심선) 권선 수 

증가방향

8

700 IN

700 OUT

16

350 IN

350 OUT

32

180 IN

180 OUT
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<표 2. Type 1의 평균자장세기 및 표준편차>

권선 수 평균값(mT) 표준편차 방향

1 91.407 11.662 -

2
90.751 12.952 IN

92.76 9.452 OUT

4
90.231 14.472 IN

92.923 8.036 OUT

8
84.572 20.019 IN

92.636 5.729 OUT

16
73.592 24.488 IN

90.438 2.845 OUT

32
54.994 21.949 IN

93.149 0.995 OUT

￭ 팬형의 솔레노이드 + 하부루프코일 형태의 자기유도코일 프로브 (디스크 + 하부코일 형태, Type 2)

<표 3. Type 2의 B-field 및 자장분포 그래프>

권선
수

인가전류(A)
Main/Sub B-field (2D color map) 자계분포(중심선) 비고

1

5600 Type 1

5600/100 sub 1개

2800 sub 2개
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◽ 팬형의 코일이 위치할 때 하부루프코일의 영향을 확인

◽ 팬형의 코일의 최적화 된 권선 수는 Type 1의 결과를 활용하여 예측 할 수 있으므로 Type 2의 특징

인 Sub 코일의 수에 따라 자장 균일도 변화를 예측하였음

  - 하부코일의 수가 1개인 경우가 2개인 경우보다 자장의 균일도가 증가하는 결과를 보임

  - 평균자장세기는 하부코일의 수가 증가함에 따라 같이 증가하는 경향을 보였으나 큰 차이는 없었으며 

오히려 표준편차는 하부코일이 1개인 경우에 2개인 경우보다 더 작은 값을 가짐 (표 4.)

  - 이는 하부코일을 이용하는 이점이 크게 작용하지 않는다는 것으로 결론지을 수 있으므로 Type 2의 

형태는 배제

◽ 세포 시료가 위치할 부분의 자기장의 세기 측정 (평균, 표준편차)

<표 4. Type 2의 평균자장세기 및 표준편차>

권선 수 평균값(mT) 표준편차 비고

1

91.407 11.662 -

94.011 0.9926 sub 1개

95.248 10.031 sub 2개

￭ 솔레노이드 형태의 자기유도코일 프루브 (솔레노이드 형태, Type 3)

◽ 내부 반지름 40mm, 길이 400mm 형태로 설정 (     )

◽ Type 3은 다른 형태와 비교하였을 때 시편 내부 자장 균일도가 가장 높으나 코일의 사이즈가 다른 

형태에 비해 큼

  - 세포 시료를 정확하게 중앙에 위치시킬 수 있는 내부의 지지대 필요

<표 5. Type 3의 B-field 및 자장분포 그래프>

권선
수 인가전류(A) B-field (2D color map) 자계분포(중심선) 비고

41 1000

◽ 세포 시료가 위치할 부분의 자기장의 세기 측정 (평균, 표준편차)

<표 6. Type 3의 평균자장세기 및 표준편차>

권선 수 평균값(mT) 표준편차 비고

41
87.25 0.0519

87.18 0.0303
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② 코일을 이용한 효율적 전자기장 시스템 개발

￭ 코일 제작용 지그 제작

◽ 지그 용 재료 : 베크라이트 소재

◽ 팬 형태의 솔레노이드 코일 지그

  - 내부 직경 : 70 mm

  - 외부 직경 : 300 mm (권선 수에 따라 결정되나 지그임을 고려해 공차를 많이 두었음)

  - 두께 : 6 mm (코일로 사용할 구리 선재의 두께와 동일)

◽ 솔레노이드 코일 지그

  - 지름 : 80 mm

  - 높이 : 400 mm

팬형의 솔레노이드 코일 지그 솔레노이드 코일 지그

<그림 8. 코일 제작 용 지그>

￭ 코일제작

◽ 재료 : 에나멜 절연 코팅된 Rod 형 구리 선재

  - 2 mm(두께) × 6 mm(높이)

◽ 팬형의 솔레노이드 자기유도코일 프로브 (디스크 형태, Type 1)

  - 원판모양의 코일 (내경 70 mm, 외경 180 mm)

  - 권선 수 : 25회

  - 인덕턴스 : 45 

◽ 팬형의 솔레노이드 + 하부루프코일 형태의 자기유도코일 프로브 (디스크 + 하부코일 형태, Type 2)

  - 원판모양의 코일 (내경 70 mm, 외경 180 mm)

  - 권선 수 : 25회

  - 하부루프코일(Sub coil) : 권선 수 1회(one-loop coil)

  - 인덕턴스 : 45 

◽ 솔레노이드 형태의 자기유도코일 프루브 (솔레노이드 형태, Type 3)

  - 솔레노이드 형태이나 각 권선사이에 간격이 없는 형태

  - 권선 수 : 67회

  - 직경 : 80 mm, 높이 : 400 mm

Ÿ 솔레노이드 내부에 4 well-plate가 삽입되어야 하므로 직경이 팬형의 코일보다 넓음

  - 인덕턴스 : 65 
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< Type 1 > < Type 2 >

< Type 3 >

<그림 9. 제작된 코일>

￭ 자기장발생 회로 제작

<그림 10. 시스템 블록다이어그램>
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◽ PEMF 방식을 이용한 시스템은 고에너지를 발생시켜 충․방전을 하는 충전부, 자기장을 유도하는 자기

유도 코일 프로브, 자기에너지의 스위칭을 제어하는 제어부 등으로 이루어짐 (그림 10.)

  - 전원부 : 안정적으로 직류전원을 공급할 수 있는 장치와 충전부에 충전된 전력이 역으로 흐르지 않

도록 막아주는 장치로 구성됨

  - 충전부 : 캐패시터로 구성되는 충전부는 스위칭 제어부의 스위칭 신호 주기에 최대한 충․방전 효율을 

가질 수 있는 형태로 구성

  - 스위칭 제어부 : IGBT 소자의 On/OFF를 안정적으로 동작시켜 시스템의 안정성과 자기장 세기를 일정

하게 유지할 수 있어야 함

  - 자기장발생부(프로브) : 전원부와 충전부에서 발생한 에너지를 자기장으로 변환하는 부분

<그림 11. 자기장 발생 회로도>

<SMPS>
<권선저항> <IGBT>

<충전 캐패시터> <펄스트랜스> <자기장발생부>

<그림 12. 제작된 H/W 시스템>
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◽ 자기장 발생을 위한 회로도는 그림 11.과 같이 나타낼 수 있으며, 구성된 회로 및 소자는 그림 12에 

나타내었음

  - 전원부 : 직류전원장치(SMPS)와 다이오드로 구성

Ÿ SMPS 정격출력 : 50 V, 1 A

Ÿ 다이오드 : 전력 전기 회로용 소자 사용

  - 충전부 : 권선 저항은 보호 저항으로 사용되며, 400V이상의 내압을 가지는 캐패시터를 이용하여 충

전부 구성

Ÿ 저항 : 100 W, 500 Ω

Ÿ 캐패시터 : 400 V, 2.2 ㎌을 직․병렬로 연결

  - 스위칭 제어부 : IGBT를 On/Off 시키기 위한 펄스를 인가하기 위한 부분으로, 자극 주기의 변화가 

용이할 수 있도록 함수발생기를 이용하여 만든 파형을 펄스트랜스로 접지 분리하

여 스위칭 제어함

③ 개발된 펄스형 자기장 발생 시스템 평가

￭ 자기장 발생 코일에 전류를 도통 시키기 위한 스위치 역할을 하는 IGBT 단자의 게이팅 전압에 따른 출

력변화를 관찰

◽ 데이터시트 상 사용된 IGBT 단자의 게이트 전압은 5V이상만 인가되면 정상적으로 동작하는 것으로 

나와 있으나 실제 측정을 통하여 10V 이상에서 안정적으로 동작하는 것으로 확인하였음

◽ 제어부에서 자기장발생 스위칭을 위한 게이트 단자의 인가전압은 10V로 설정하였음

  - 게이팅 펄스의 파형 (노란색), 코일 양단 전압 (분홍색), 측정용 유도 코일에 흐르는 전압(녹색)

5V 7V

10V 15V

<그림 13. 스위칭 제어부 전압에 따른 결과 파형>
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￭ IGBT 게이트 단자에 전압이 인가되고(스위치 on) 인덕턴스와 캐패시턴스의 값을 변화시켰을 때의 변화

를 확인함

◽ 자기장 발생이 일어나는 시점 (스위치 on)의 시간동안 인덕턴스와 캐패시턴스 값이 자기장 펄스의 

수를 결정

  - 자장 발생 시간동안 한주기의 자극 파형이 인가될 때 가장 큰 자장이 발생함

  - 인덕턴스와 캐패시터 값의 변화에 따라 발생하는 자기장 펄스 주기의 변화를 확인하기 위하여 주파

수와 듀티는 일정하게 하고 캐패시턴스에 의한 변화를 관찰하였음

  - 25㎐, 듀티 1% 일 때 캐패시턴스에 의한 변화를 관찰 (그림 14.)

22㎌ 44㎌

66㎌

<그림 14. 캐패시터 용량 변화에 따른 자기장 펄스의 변화 (25㎐, 듀티 1%)>

￭ 캐패시터로 이루어진 충전부에서 충분히 충전이 된 후에 방전이 일어나야 함. 이를 위해 스위칭 주파 

수 및 듀티의 최적화가 필요함

◽ 동일 주파수에서 듀티 변화에 따른 코일에 인가되는 전압의 첨두치를 확인함

  - 듀티비에 따라 충전시간의 차이에 의한 첨두치가 달라지는 현상을 확인

  - 듀티 20%, 10%, 5%의 경우 스위칭 On 시간이 길어 자기장 발생이 종료된 후에도 스위칭 On 상태를 

유지하고 있음

  - 이는 불필요하게 On 시간을 조절하면 충전부의 캐패시터의 충전 시간을 길어지게 하는 효과를 줄 수 

있음

  - 즉, 충전부에서 충전을 충분히 한 상태에서의 자기장 발생이 일어나게 되어 동일한 시스템에서 더 

큰 자장을 인가할 수 있음

  - 1%이하의 듀티를 가질 때 코일에 최대의 전압이 인가됨을 확인

  - 자장을 발생시키는 스위칭 제어부의 주파수를 변화시킬 때 최적의 듀티를 찾아야 함
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20% 10%

5% 1%

<그림 15. 듀티 변화에 따른 자기장 펄스의 변화>

￭ 자극 파형이 동일하게 발생되는 주파수와 듀티를 설정하여 코일에 인가되는 전압의 첨두치를 확인함

◽ 앞선 실험의 결과로 스위칭 제어부의 On시간동안 한 주기의 자기장 발생이 일어나는 경우에 자기장 

펄스의 첨두치가 가장 높은 값을 나타내는 것을 확인하였음

◽ 동일하게 한주기의 자기장 발생 파형을 형성하는 조건 하에서 스위칭 제어부의 주파수를 변화시켰을 

때의 자기장 발생부의 첨두치 변화를 확인하였음 (그림 16.)

  - 스위칭 제어부의 주파수는 문헌조사를 통해 확인한 75 ㎐, 50 ㎐, 25 ㎐, 10 ㎐를 사용하였고 각 주

파수 별로 한 주기의 파형이 인가되는 듀티를 설정하였음

  - 10 ㎐ 0.25%의 듀티를 가질 때 코일에 최대의 전압이 인가됨을 확인

75 ㎐, Duty 2.5% 50 ㎐, Duty 1%

25 ㎐, Duty 1% 10 ㎐, Duty 0.25%

<그림 16. 한 주기 자장펄스를 발생하는 스위칭 주파수, 듀티를 이용한 자기장 펄스의 변화>

국가연구개발 보고서원문 성과물 전담기관인 한국과학기술정보연구원에서 가공·서비스 하는 연구보고서는 동의 없이 상업적 및 기타 영리목적으로 사용할 수 없습니다.



- 26 -

￭ 실험 결과로 도출 된 10 ㎐, 듀티 0.25%의 파형을 제작된 코일 (Type 1, 2, 3)에 인가하였을 때의 결

과 파형을 확인함 (표 7.)

◽ 제작된 코일의 양단에서 측정되는 파형의 첨두치는 Type 1, 2, 3 모두 유사한 결과를 가짐(노란색 그

래프)

◽ Type2는 서브코일이 추가되었지만 Type1과 출력에서 차이가 거의 없음을 확인

◽ 시료가 위치하는 곳(코일의 중심부분)에서 픽업코일을 통해 측정된 결과에서 Type 3의 값이 가장 낮

은 값이 측정되었음(분홍색 그래프)

<표 7. 10 ㎐, 듀티 0.25%를 인가하였을 때 측정된 자기장 펄스파형>

종류 제작된 코일형태 결과

Type 1

Type 2

Type 3

￭ 시물레이션의 결과와 실제 제작되어 측정된 결과에서 가장 좋은 특성을 보이는 Type 1을 이용하여 세

포실험 진행함
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3) 결론 및 고찰 

◾ 컴퓨터 모의실험을 이용하여 균일한 자기장이 발생하는 디자인을 제시

◽ 코일 제작에 필요한 변수인 권선 수, 내부직경, 외부직경을 변경하여 최종 코일의 형태를 도출

  - Disk-pair coil: 25회 권선 수 일 때 약 60 μH의 인덕턴스를 가지는 코일을 제시함

  - 개발된 Disk-pair coil의 출력은 자기장 발생 시 시료 내에서 오차범위 ± 5% 이내로 제작함

  (2) PEMF 장치의 세포자극 프로토콜

n PEMF 자극기 문헌조사를 통해 자극 효과를 가장 효율적으로 확인할 수 있는 세포를 선택하여 자극기 

성능 평가 시행

1) 연구 방법 

￭ 세포자극 프로토콜 문헌조사

◽ Bone Regeneration(골 재생)

  - Int. J. Immunopathol. Pharmacol. 2011, 24(1), 1-6

Ÿ 자극 조건: 75 ㎐, 2 mT, 20분/일

Ÿ 효과: 3차원 배양된 줄기세포의 골분화 시 분화/증식이 활발해지고, bone ECM이 향상되는 것을 확인  

  - Biochem Biophys Res Commun 1998, 250, 458-461

Ÿ 자극 조건: 15 ㎐(sawtooth waveform of 4.5ms burst), 0.6 mT, 15일 

Ÿ 효과: NO(Nitric oxide) 합성의 증가로 인해 골아세포의 증식이 활발

  - J Dent Res. 1992, 71(12), 1920-1925

Ÿ 자극 조건: 15/75 ㎐(repeating 0.3ms), 2 mV/cm, 2시간

Ÿ 효과: PKA, PKC pathway에 의해 골아세포의 활성이 증가

◽ Articular Regeneration (관절 재생)

  - Connect Tissue Res, 2001, 42(4), 269-279

Ÿ 자극 조건: 75 ㎐, 2.3 mT, 1, 6, 9, 18시간, 3, 6일

Ÿ 효과: cAMP metabolism의 변화로 인해 콜라겐 생성

  - Ann Rheum Dis 2002, 61, 1032–1033

Ÿ 자극 조건: <30 ㎐, 10~20G, 3시간/일, 3일 

Ÿ 효과: OA chondrocyte에서의 세포 배지 내 proteoglycan의 농도의 증가를 확인함

￭ 문헌조사를 활용한 세포자극 프로토콜 확립

◽ 문헌조사의 결과 주파수 100 ㎐ 이하, 자장 강도 수 G ~ 10 mT를 이용하여 세포 자극을 실시하였음

◽ 세포 자극 시간 및 주기의 경우 변수의 범위가 넓어(0.3 ms ~ 72 h) 단정할 수는 없으나 1 시간 전

후의 자극이 가장 많이 사용되었음

◽ 문헌 조사의 결과로 도출한 세포 자극 프로토콜

  - 주파수 : 100 ㎐ 이하 

Ÿ 캐패시터 충․방전 시간을 고려하여 강한 자장이 나올 수 있도록 10 ㎐, 25 ㎐, 50 ㎐, 75 ㎐의 주

파수를 이용하여 시스템 특성을 확인

  - 자장강도 : 10 mT 이하 (필드 자장 측정에 어려움이 있어 유도픽업코일의 전압 첨두치로 확인)

  - 자극시간 : 1시간
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  - 실험기간 : 7일

2) 연구 결과 

￭ 제작한 전자기장 발생 장치의 성능 평가: 세포 자극 효과 확인

￭ 세포 시료 제작 방법

◽ 세포: 연골세포 

  - 세포 파종 농도: 1x104cell/well, 4 well-plate에 파종

  - 세포 배양 방법: DMEM-HG (1% FBS, 1% antibiotic)을 이용하여 3일에 한 번씩 배지 교환

  - 샘플: 대조군-전자기장 자극 무 (n=4), 실험군–전자기장 자극 유무 (n=4)

￭ 연골세포 자극을 위한 자극 프로토콜 및 실험 사진

◽ 자극 프로토콜 : 10㎐, 듀티 0.25%, 자극세기 : 70Vp-p

◽ 목표: 연골세포 대조군과 전자기장 자극한 세포 실험군 사이의 세포 증식의 유의한 차이 확인

  - 세포 파종 후 24시간 안정된 후부터 자극 시작

  - 자극 조건: 1시간/일, 매일, 7일간 

<세포자극 실험 사진> <세포자극 파형>

<자기장 발생 부 내 세포 시편의 위치> <자기장 발생 부 내 세포 시편 및 자장 측정용 
픽업코일 위치>

<그림 17. 연골 세포를 이용한 자기장 자극 실험>

￭ 전자기장 발생 장치를 이용한 세포 자극 효과 확인

◽ 세포 형태 확인

국가연구개발 보고서원문 성과물 전담기관인 한국과학기술정보연구원에서 가공·서비스 하는 연구보고서는 동의 없이 상업적 및 기타 영리목적으로 사용할 수 없습니다.



- 29 -

- 광학 현미경을 이용하여 대조군과 실험군 사이의 형태 및 세포 밀도 확인

- 측정: 1, 3, 7일차 세포 측정

- 결과

Ÿ 대조군과 실험군의 세포를 일자별로 비교하여 관찰함 (그림 18)

Ÿ 현미경 사진 상으로 관찰시 1, 3일차에서는 차이를 보이지 않았으나 7일차에서는 대조군보다 

실험군에서 더 많이 증식한 것을 확인할 수 있음

Ÿ 이 결과를 바탕으로 정량적인 결과를 도출하기 위해 MTT assay를 수행함

(a) 1일차 (b) 3일차 (c) 7일차 

< 연골세포: 대조군 >

(a) 1일차 (b) 3일차 (c) 7일차 

< 전자기장 자극을 가한 연골세포: 실험군 >

< 그림 18. 전자기장 자극을 가한 연골세포의 현미경 사진 >

◽ 세포 증식률 확인: MTT assay

- Cell Proliferation Kit Ⅰ, MTT(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) 사용

- 595nm의 파장의 ELISA reader(Thermo Scientific Inc., USA)를 이용하여 흡광도 측정

- 실험군의 흡광도 측정값을 대조군의 흡광도 측정값에 대한 백분율 값으로 나타내어 세포 증식률을 계산 

- 측정: 7일차 대조군과 실험군 사이의 증식률 측정 

- 결과 

Ÿ 대조군의 측정값을 100%로 정규화 하여 실험군과 비교 분석 (그림 19)

Ÿ 대조군의 경우 100 ± 0.013%비교한 결과 PEMF 자극한 실험군의 경우 105.1 ± 0.019%로 자극 

후 5%의 성장률을 보임. 

Ÿ 이 결과를 통하여 제작한 전자기장 발생 장치의 세포 증식에 관한 효과를 확인함 
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<그림 19. PEMF 자극 유무에 따른 세포 증식률> 

3) 결론 및 고찰 

◾ 문헌조사를 통한 PEMF 자극 조건에 따른 연골 세포 증식 확인 

◽ 개발한 PEMF 자극기로 자극한 연골세포의 증식을 확인함으로써 자극기의 자극이 유효함을 확인

◾ 세포 자극 코일이 좀 더 높은 출력과 균일한 자장 분포를 가질 수 있게 정교한 제작이 필요함

◾ 제작한 코일의 자기장 출력이 시뮬레이션과 같이 균일한 분포를 나타내는지 확인이 요구됨

◾ 위의 실험을 바탕으로 다양한 조건들(자극 주파수, 듀티, 자장 세기, 자극 시간)을 실험에 적용하여 

연골에서 가장 적합한 자극 프로토콜을 개발의 가능성을 제시함

◾ 차후 연골뿐만 아니라 다양한 세포에 적용할 수 있을 것으로 사료됨
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나. 2차년도 

2차년도 목표 
제작한 펄스형 전자기장 시스템을 조직 유사 물질 팬텀 및 지방 분화 세포에 

적용하여 자극 프로토콜 확립과 함께 자극의 유효성 검증

◾ 조직 유사 물질 팬텀 및 지방 분화 세포를 이용한 펄스형 자기장 자극 프로토콜 확립

◾ 조직 유사 물질 팬텀을 이용한 자장 자극 시스템 평가

◾ 지방세포 및 공배양세포(조직)를 이용한 지방분해 자장 자극 파라미터 확립

◾ 줄기세포의 지방 분화 시 지방 분화 억제 효과 평가

※ 1차년도에 개발 된 펄스형 자기자극 (PEMF) 장치의 성능을 평가하기 위하여 조직 유사 물질 팬텀의 변

화를 관찰함

※ 세포시료에 효과적인 자기자극 파라미터를 확립하여 그 변화를 관찰하여 개발된 펄스형 자기자극 시스

템의 신뢰성을 확보하는 것에 있음

￭ 펄스형 자기자극 (PEMF) 장치의 성능을 평가

◽ ~1.0T의 강한 자기장에서 세포 변화를 관찰하기 위하여 자기자극 시스템 성능 개선

◽ 팬텀을 이용한 PEMF 자극 관찰 

- 지방 조직 또는 복부 지방 유사 팬텀 제작: 조직 유사 BSA 팬텀

ü 제작한 팬텀에 PEMF 자극을 가하여 물질 변성 관찰 

￭ 펄스형 자기자극 (PEMF) 장치의 세포자극 신뢰성 확보 및 검증

◽ 연골세포에서의 변화 관찰: 세포 증식 

- 타겟세포: 연골세포 

ü 자극 주파수와 자장세기를 조절하여 세포 증식에 미치는 영향 확인

ü PEMF 자극군의 세포 증식이 대조군에 비해 활발한 것을 확인  

◽ 지방세포 및 지방 분화 줄기세포와 지방 조직(공배양세포)과 줄기세포 분화 시 변화 관찰: 지방분화 억제

- 지방세포와 지방분화 줄기세포를 배양하여 전자기장이 세포 분화에 미치는 영향 확인 

ü 타겟세포: 3T3-L1(지방세포), rMSC(골수유래줄기세포)

- 지방조직(공배양세포)를 배양하여 전자기장이 세포 분화에 미치는 영향 확인 

ü 타겟세포: 3T3-L1(지방세포)와 rMSC(골수유래줄기세포)를 이용한 공배양법 적용

 

(1) 펄스형 자기자극 장치 성능개선

n PEMF 자기자극기의 코일과 구동부를 최적화 하여 더욱 효과적인 자기자극이 이루어지도록 함

1) 연구 방법

① 코일 디자인

§ 자기장 세기를 증가시키기 위해서는 단일 코일로 구성하는 것에는 한계를 가지므로 권선 수를 증가시
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켜 인덕턴스를 크게 만들어 자장을 강하게 하는 방법을 고려해야함

§ 평판 나선형 코일은 동일 구조에서 권선 수를 증가시켜 인덕턴스를 크게 할 수 있는 방법이므로 자기

장 발생 코일의 디자인으로 적합한 형태임

§ 최종으로 시료가 위치할 4well-plate에 균일한 자장이 형성될 수 있는 디자인으로 helmholtz 코일형

태를 기반으로 하는 쌍으로 된 평판 나선형 코일을 쌍으로 구성하여 균일한 자장을 형성하게 함

 ◽ 헬름홀츠 형태는 중앙면에서 필드가 균일하게 형성되나 4well-plate 내부에 균일한 자장을 형성하기 

위해서는 쌍으로 된 코일 간의 간격이 증가해야함

 ◽ 코일의 크기를 고정하였을 때 자장의 세기를 증가 시킬 수 있는 팬형 솔레노이트 형태를 고려하여 

디자인함

§ 다음의 코일 관련 이론을 바탕으로 코일을 디자인함

 ◽ 단일 코일 형태

  - 반지름이 R이고 선을 N번 감은 원형 코일이 있다고 가정할 때, 코일의 중심을 수직으로 지나는 축에 

대한 자기장은 다음과 같이 정의됨

 

   




 


 ◽ 헬름홀츠 코일 형태

  - 두 개의 코일이 아래의 그림과 같이 있을 때, 전체 자기장은 각각의 코일의 자기장의 합임
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



  - Helmholtz 코일에서 두 개의 분리된 코일 간의 거리 d는 코일의 반지름 r과 같다. 두 개의 코일 사
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이에 거리를 두었을 때, 코일들 사이에서 균일한 자기장이 형성됨

  - 두 개의 코일 간의 거리 d가 0일 때, X-축 상에서 두 개의 코일 사이의 중심에 있는 점의 자기장은 

아래의 식과 같음

  

  

R = radius of the coils

N = turns of the coils

I = current

μ0= magnetic flux density

B = magnetic field at the mid-plane

§ 디자인된 코일을 Sim4Life software v2.2 (ZMT, Zurich, Switzerland)를 이용하여 모의실험 함

 ◽ 유한차분 시간영역법(FDTD : Finite Difference Time Domain) 방법을 이용

 ◽ 전자기파가 공간이나 매질 내에서 전파되는 것을 확인하기 위하여 맥스웰 방정식을 이용

 ◽ 전자기장 발생장치 제작을 위해서는 저주파에서의 전자기장 해석이 필요하며 이를 위해 맥스웰의 컬 

방정식으로 해석하는 Low Frequency Solver를 이용

  - Low Frequency Solver type은 Biot-Savart 법칙을 적용하는 Magneto quasi-static을 사용

② 펄스형 전자기장 발생 시스템 (PEMF)

§ 인체와 같이 자기장이 잘 투과되는 도전체에 펄스형의 자기장을 투과시키면  Eddy Current가 발생하

고, 이와 같이 생체조직에 유도된 생체 전류는 전기 생리학적인 기전에 의해 인체 각 조직에 효과적

인 자극을 줄 수 있음

< 그림 20. 대전류 회로도 > < 그림 21. 회로 설계를 위한 등가회로 >

 ◽ 여기서의 저항(R2)은 회로의 내부 저항을 고려한 것임

 ◽ 코일에 걸리는 전압을 Laplace Transform을 이용하여 근사화하면 아래의 식으로 표현할 수 있음
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§ 자기장 발생용 구동 모듈 제작

 ◽ 위의 그림에서 Vdc는 회로에 큰 전압을 인가하여 자기장을 발생시키는 주 에너지원으로 사용됨

 ◽ 커패시터(C1)는 Vdc로부터 출력되어 나오는 전압(에너지)을 충․방전하는 역할을 함

 ◽ 저항 R1는 캐패시터 충전 전류를 결정하는 역할을 함

 ◽ 프로브 코일(L)은 인가된 에너지로부터 만들어진 전류를 통해 자기장을 발생시키는 역할을 함

 ◽ SCR (silicon-controlled rectifier)는 전기적 스위치로써 SCR 트리거 모듈로부터 출력된 파형에 따

라 단선, 결선(스위치 on/off)의 역할을 함

 ◽ SCR의 on/off에 따라 커패시터에 충전된 전압이 프로브 코일에서 자기장을 발생시킴 

 ◽ 또한 각 소자의 R, L, C 값들은 프로브 코일로부터 출력되는 자기장 파형에 영향을 미침

< 그림 22. 구동 모듈 Flow Chart >
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§ PEMF 제어 보드 개발

 ◽ PEMF 구동을 위해서는 SCR과 트리거 모듈의 Gating Pulse 출력을 이용하여 고전압단의 출력을 순간

적으로 충․방전시켜야 하므로 이를 제어하기 위하여 Gating Pulse를 출력할 수 있으며, 출력되는 주

파수 및 듀티를 on/off 시간(㎲)으로 조절하여 자기장의 자극 주기를 조절 할 수 있도록 개발함

③ 팬텀 제작

§ 목적: 지방유사조직 팬텀인 BSA 팬텀과 TMM과 글리세롤 팬텀을 혼합한 팬텀을 제작하여 외부 자기자

극에 대한 앞의 두 지방유사 조직의 변성을 눈으로 확인하고자 함. 

§ TMM phantom

 ◽ TMM 합성 재료

: Agar, 염화 벤잘코늄(Benzalkonium chloride), 글리세롤, Distilled water, 실리콘 카바이드

[SiC(-400 mesh)], 산화알루미늄[Al₂0₃(0.3um)], 산화알루미늄[Al₂0₃(3um)]

 ◽ TMM의 합성

㉠ 빈 종이컵에 100ml 기준으로 Agar 3.64g과 실리콘 카바이드 0.639g, 0.3um 산화알루미늄 1.06g, 

3um 산화알루미늄 1.133g 혼합 

㉡ 비커에 증류수 100ml를 첨가한 뒤 50℃까지 가열

㉢ 증류수의 온도가 45~50℃가 되면 측량된 고체 시약과 염화 벤잘코늄 0.567ml, 글리세롤 13.51ml를 

첨가하여 마그네틱 바를 이용하여 혼합

㉣ 혼합물을 90℃까지 가열되면, 가열을 중단하고 50℃까지 식히면서 마그네틱 바로 지속적 교반

㉤ 혼합물이 50℃가 되면 준비된 팬텀 주형에 기포가 생기지 않게 천천히 주입

㉥ 팬텀은 상온에서 완전히 굳힌 후 실험에 사용

§ BSA phantom

 ◽ 지방 유사 팬텀 합성 재료

: 40% Acrylamid Solution, Distilled water, 1M TRIS, 10% APS, TEMED, BSA(Bovine serum 

albumin), Corn syrup

 ◽ 지방 유사 팬텀의 합성

㉠ 비커에 100ml 기준으로 40% Acrylamid Solution 17.5ml과 1M TRIS 10ml, Distilled water 71.61ml, 

BSA 7g를 중량비 만큼 첨가한 뒤 Corn syrup 10ml를 넣어 마그네틱바를 이용하여 혼합

㉡ 어느 정도 혼합한 후, 10% APS 0.504ml과 TEMED 0.03ml를 추가하여 혼합. 이때, 오랫동안 혼합을 지

속하게 되면 주형에 주입하기 전에 굳어질 수 있어서, 혼합물의 온도가 올라가지 전까지만 혼합

㉢ 혼합이 이루어지면 준비된 팬텀 주형에 천천히 주입하여 상온에서 완전히 굳힌 후 실험에 사용

④ 팬텀 동결절편 제작

§ 지방조직유사 팬텀인 BSA 팬텀과 BSA 팬텀과 글리세롤 팬텀의 변성을 확인하기 위하여 동결절편을 만

들어 단면을 확인

§ 동결전편 제작 및 염색

 ◽ 절편 제작 

㉠ 4well에 만들어진 절편을 OCT에 담가 OCT가 팬텀 내에 흡수 될 수 있도록 일정시간 동안 담가둠.

㉡ 수 분 후, 새로운 OCT에 절편을 옮겨 동결함

㉢ 동결된 절편을 동결절편제작기를 이용하여 자른 후, 슬라이드 글라스에 고정
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 ◽ 절편 염색: 팬텀내의 지방질 염색을 위하여 Oil red O 염색을 시행

㉠ 증류수로 시편을 세척함

㉡ Formalin 용액으로 1시간 시편 고정

㉢ 증류수로 세척 후, isopropanol 용액으로 5분간 반응 후 드라이기를 이용하여 시편 건조

㉣ Oil Red O 용액으로 30분간 염색 후 증류수로 4번 세척한 후 현미경으로 관찰 

2) 연구 결과 

① 코일 디자인

㉮ Sim4Life software v2.2 (ZMT, Zurich, Switzerland) 모의실험 결과

§ 코일의 자극 범위를 컴퓨터 모의실험을 통해 예측함

§ 4 well-plate의 크기 (60 mm × 60 mm)를 고려하여 모의실험 초기 값을 설정하고 권선 수의 변화에 

따른 well-plate의 각 well에 균일한 자장이 발생되는 권선 수를 추출함

§

< 그림 23. 모의실험을 위한 모델링 >

§ 관심영역에서 균일한 자기장을 형성하기 위해 필요한 권선 수는 25회~30회의 범위를 가져야 함

 ◽ 권선 수가 25회 이하인 경우에는 시료에 형성되는 자기장이 전원의 입력에 의해 발생되는 최대 자기

장에 비해 현저히 낮은 자장이 형성되어 효율성이 떨어짐

 ◽ 30회 이상의 권선은 코일의 크기가 X, Y평면 방향으로 너무 커져 시료의 거치에 어려움이 발생되므

로 권선 수의 최대치는 30회로 제한함

§ 30회의 권선으로 평판나선형 코일을 제작하였을 때를 가정한 모의실험 결과를 아래의 그림 24에 나타

내었으며, 4well-plate영역 (60x60 mm2)에서 균일한 자기장을 형성하는 것을 확인하였음
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< 그림 24. 모의실험 결과로 예측된 자기장 분포 (Color-map) >

㉯ 세포 시료 자극을 위한 코일 프루브 제작

§ 에나멜 절연 코팅된 막대형 구리 선재(2 × 5 mm2)를 이용하여 평판 나선형 코일을 세포 시료가 위치

할 중앙 부위에 균일한 자장이 형성되도록 4well-plate의 크기 (60 × 60 mm2)를 고려하여 내경 70 

mm, 외경 180 mm의 형태로 제작함 

§ 쌍으로 된 평판나선형 코일을 안정적으로 지지하기 위해 거치대를 제작

 ◽ 코일 간의 간격은 평판 나선형 코일의 내경의 반지름과 코일간의 간격이 같을 때 중앙부위에서 균일

한 자장이 형성되므로 코일 내부 반지름(R)과 코일 사이의 거리가 같게 제작함

 ◽ 두 코일 사이의 중심에 세포 자극을 위해 4well-plate 거치대를 설치하여 세포 시료가 항상 동일한 

곳에서 자기장 자극을 받을 수 있도록 제작하였으며, 제작 된 코일 프루브의 모식도는 아래의 그림

과 같음

< 그림 25. 코일 프루브 모식도 >

§ 실제 막대형 구리 선재를 이용하여 최종 제작된 코일 프루브의 형태는 아래와 같음
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< 그림 26. 제작 된 코일 프루브 >

② 펄스형 전자기장 발생 시스템 (PEMF)

㉮ 대전류회로

< 그림 27. 대전류 회로도 >

§ 자기장 발생을 위한 회로도는 그림 8과 같이 나타낼 수 있으며, 대전류 회로부분은 직류전원장치와 

다이오드로 구성된 전원부, 직류전원의 전류를 충전하여 스위칭에 의해 대전류를 생성할 수 있는 고

성능 캐패시터 충전부, 고자기장 발생을 위한 코일 프루브의 자기장 발생 빈도를 조절 할 수 있는 스

위칭 제어부로 이루어짐

 ◽ 전원부 : 직류전원장치(SMPS)와 다이오드로 구성

  - SMPS 정격출력 : 1,350 V, 1 A

  - 다이오드 : 고전력용 소자 사용

 ◽ 충전부 : 입력단 저항 (R1)은 캐패시터 입력 전류 조절 저항으로서 100 W급의 권선저항이나 방열저

항을 사용하였으며, 캐패시터는 고자장을 만들기 위한 고성능 캐패시터를 이용함

  - 저항 : 100 W, 200 Ω

  - 캐패시터 : 180 ㎌ (1000Vdc, 3200Apeak)

 ◽ 스위칭 제어부 : SCR(사이리스터)를 On/Off 시키기 위한 펄스를 인가하기 위한 부분으로, 자극 주기

의 변화가 용이할 수 있도록 SCR 트리거 모듈을 개발하여 On/Off을 1 ㎲ 단위로 조

절 할 수 있도록 하였음

§ 실제 제작된 대전류 회로는 아래와 그림 28과 같으며 전류제어 저항의 발열을 줄이기 위하여 팬을 이

용하여 냉각하였음
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< 그림 28. 제작된 대전류 회로 >

㉯ PEMF 제어를 위한 SCR 트리거 모듈 개발

§ 코일 프루브에서 시변 자기장을 발생하기 위한 SCR 트리거 신호는 세포 시료를 자극하기 위한 중요한 

변수임

§ 아래의 그림 29와 같이 on/off 시간을 조절하였으며 대전류회로와 절연을 위해 포토트랜지스터를 이

용해서 전원을 분리하여 구성하였음 (그림 30)

< 그림 29. on/off 시간 조절 개념도 >

< 그림 30. SCR 시스템 블록도 >

§ 실제 SCR 트리거 모듈을 제작하기 위해 PCB를 설계하여 제작하였음
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<그림 31. SCR 트리거 모듈 PCB artwork와 실제 제작한 모듈 >

§ 최종적으로 제작한 시스템은 아래와 같이 구성하였음

< 그림 32. 최종 시스템 >

㉰ 자기장 측정 및 평가

§ 세포 시료가 위치한 곳에의 자기장 세기는 가우스 미터기로 측정하여 시스템을 평가하고 검증함

§ 아래의 그림 33과 같은 방법으로 코일 프루브 내 자기장을 측정하여 출력에 따른 자장의 변화를 관찰함

국가연구개발 보고서원문 성과물 전담기관인 한국과학기술정보연구원에서 가공·서비스 하는 연구보고서는 동의 없이 상업적 및 기타 영리목적으로 사용할 수 없습니다.



- 41 -

< 그림 33. 4well-plate 내 자기장 측정방법 >

< 그림 34. well 위치에 따른 자기장>

§ 입력 전압에 따른 시료 내에 형성되는 자기장을 측정한 데이터 (표 8)로 그림 34에 입력 전압에 따라 

자기장이 선형적으로 증가 되는 것을 보였다.

§ 표 9에 상기 측정된 자기장 분포를 2D color-map으로 나타내어 시료 내에서 균일한 자기장을 형성하

는 것을 확인 함.

< 표 8. 4well-plate 위치별 자기장 세기 >

입력전압 (V) 위치1(T) 위치2(T) 위치3(T) 위치4(T) 평균 표준편차

470 0.530 0.542 0.593 0.540 0.551 0.028

560 0.730 0.701 0.670 0.713 0.704 0.025

660 0.811 0.793 0.800 0.806 0.803 0.007

750 0.909 0.890 0.919 0.906 0.906 0.012

860 1.004 1.047 0.993 1.057 1.025 0.031

960 1.138 1.218 1.246 1.170 1.193 0.048

1050 1.334 1.353 1.470 1.292 1.362 0.076
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< 표 9. 입력전압에 따른 코일 프루브 내 자장분포>

전압(V) Color map [평균 ± 표준편차, (T)] 전압(V) Color map [평균 ± 표준편차, (T)]

470 860

0.551 ± 0.028 1.025 ± 0.031

560 960

0.704 ± 0.025 1.193 ± 0.048

660 1050

0.803 ± 0.007 1.362 ± 0.076

750

0.906 ± 0.012
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③ 팬텀 실험 결과

§ PEMF 자극을 위하여 제작한 팬텀 용액을 4-well plate에 부어 굳힘

§ PEMF 자극 후 결과

 ◽ 자극 전 후의 팬텀의 물질변성 여부를 확인하기 힘듦

 ◽ PEMF 자극 기전 상 혈관 등의 생체 시스템의 대사활동 증가로 인하여 주위 지방과 조직에 자극을 가

하게 되는데 팬텀 내 혈관 등의 생체 시스템에 관류 시스템이 존재 하지 않아 신진대사 증가 등의 

결과를 기대할 수 없으므로 팬텀의 물질변성에 영항을 미치지 않은 듯함 

PEMF 자극을 위한 팬텀: 4-well plate Well에서 빼낸 각 팬텀

< 그림 35. 자기장 자극을 위하여 제작된 팬텀 >

TMM_Control BSA_Control TMM+BSA_Control

TMM_PEMF BSA_TMM TMM+BSA_PEMF

< 그림 36. 자기장 자극 전(상)과 후(하)의 팬텀 절편 >
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3) 결론 및 고찰  

§ 컴퓨터 모의실험을 바탕으로 제작한 코일의 출력 자장이 세포시료 영역 내에서 균일함을 확인함

 ◽ 4 well plate 내 시료를 표준편차 약 5% 미만의 균일한 자장으로 자극할 수 있음

 ◽ 이러한 결과를 통해 시뮬레이션을 기반으로 한 코일 제작의 유효성을 확인

§ 제작된 대전류 회로로부터 원하는 자극 주파수와 자기장 강도 및 시간을 제어하고 안정적으로 출력할 

수 있음을 확임

 ◽ 입력 전압에 따라 출력 자기장의 강도가 선형적으로 변함을 확인

 ◽ 주파수와 자기장 강도 및 시간이 장치의 안정성에 영향을 주지 않음을 확인

 ◽ 다양한 조건에 따른 세포 자극 실험 수행이 가능한 장치임을 확인

§ 대전류 회로 및 세포 자극 코일 프로브 최적화가 필요

 ◽ 대전류 회로의 gate 부분 보호를 위한 고가의 보호회로가 제작됨

 ◽ 경제적인 보호회로 설계가 필요함

 ◽ 세포 자극 코일 프로브에 높은 전류가 흐름에 따라 진동과 열이 발생하게 됨

 ◽ 진동을 해결할 수 있는 방법과 열을 제거하기 위한 쿨링 시스템이 필요함

§ 조직 모사 팬텀을 이용한 자기자극 실험은 현미경상으로 큰 변화를 확인하지 못함

 ◽ PEMF 자기자극은 실제 인체 내에서 혈류, 세포 사이의 신호 전달 등을 통하여 자극의 효과가 나타나는

데 조직 모사 팬텀의 경우는 그러한 생체모사 환경을 구성하지 못하여 효과가 미미한 것으로 사료됨

(2) PEMF 자극 시 세포에 따른 자극 효과 확인 

n 3가지 종류의 세포에 PEMF 자극 시 자극 효과의 차이를 확인 및 비교 분석하여 PEMF 효과 검증

1) 연구 방법 

① 연골세포에서의 변화관찰

§ 세포 배양

 ◽ 연골세포: Chondrocyte #3 

  - New Zealand White Rabbit의 femur와 tibia의 연골에서 primary culture

  - 파종농도: 1x104/ml의 농도로 4-well plate에 파종

  - 기본배지: Dulbecco's Modified Eagle's Medium-high glucose (DMEM-HG; Gibco, USA)

  - 샘플: 대조군-전자기장 자극 무 (n=3), 실험군–전자기장 자극 유무 (n=3)

 ◽ PEMF 자극 

  - 파종 후, 3일 이후부터 자극을 시행, 자극은 7일 동안 진행 (총 배양일: 10일)

§ 연골세포 증식율 및 생존율:MTT assay 방법 사용

 ◽ Cell Proliferation Kit Ⅰ, MTT(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) 사용

  - 595nm의 파장의 ELISA reader(Thermo Scientific Inc., USA)를 이용하여 흡광도 측정

  - 실험군의 흡광도 측정값을 대조군의 흡광도 측정값에 대한 백분율 값으로 나타내어 세포 생존율을 계산 

  - 세포 생존율  대조군
실험군

×

② 지방조직(공배양세포)에서의 변화

§ 세포 배양
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 ◽ 지방세포

  - 3T3-L1: 한국세포주은행에서 구매

  - 파종농도: 1x105/ml의 농도로 약 3mm 구형의 1.2(v/v)% alginate bead 제작 

  - 기본배지: Dulbecco's Modified Eagle's Medium-high glucose (DMEM-HG; Gibco, USA)

 ◽ 줄기세포:rMSC(rabbit primary culture)

  - rMSC: New Zealand White Rabbit의 femur와 tibia의 골수에서 primary culture

  - 파종농도: 5x104/ml의 농도로 약 3mm 구형의  1.2(v/v)% alginate bead 제작 

  - 기본배지: Dulbecco's Modified Eagle's Medium-Low glucose (DMEM-LG; Gibco, USA)

 ◽ 지방세포와 줄기세포의 공배양 (co-culture)

  - 지방세포와 줄기세포의 위의 방법으로 alginate bead를 제작 후 각 0.5ml의 용량을 1:1로 혼합하여 

파종 (최종 세포 농도: 지방세포 5x104/ml, 줄기세포 2.5x104/ml)

  - rMSC가 있는 alginate bead는 24-well plate 바닥에 깔고 3um polyethylene terephthalate 

track-etched membrane을 이용하여 3T3-L1 세포가 있는 alginate bead를 상층에 넣고 3차원 공배양 

시스템을 마련 

< 그림 37. 공배양 시스템 모식도 > 

§ 지방 분화 : 지방분화배지는 3일, 지방유지배지는 1일의 간격으로 번갈아 교체하며 지방분화를 유도

함(표 10, 표 11)

 ◽ 1사이클 = 지방분화 배지 3일 + 지방유지 배지 1일 = 4일

물질 함유량

Fetal Bovine Serum (FBS; HyClone, Logan, UT, USA) 10 % 

antibiotics (penicillin) 100U/㎖  

antibiotics (stereptomycin, Gibco) 100㎍/㎖ 

Insulin (Sigma) 10㎍/㎖

3-Isobutyl-1-methylxanthine (IBMX; Sigma) 0.5mM

Dexamethasone (Sigma) 1μM 

Indomethacin (Sigma)이 포함된 Dulbecco's Modified Eagle's 

Medium-high glucose (DMEM-HG; Gibco, USA)
0.1mM

< 표 10. 지방분화 배지 구성 물질 >
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물질 함유량

Fetal Bovine Serum (FBS; HyClone, Logan, UT, USA) 10 % 

antibiotics (penicillin) 100U/㎖  

antibiotics (stereptomycin, Gibco) 100㎍/㎖ 

Insulin (Sigma)이 포함된 Dulbecco's Modified Eagle's Medium-high 

glucose (DMEM-HG; Gibco, USA)
10㎍/㎖

< 표 11. 지방유지 배지 구성 물질 >

§ Nile red 염생을 통한 생화학적 검증

 ◽ 염색을 통하여 공배양세포의 지방분화 정도를 형태학적으로 관찰함 

 ◽ 염색 방법 

㉠ 1mg/ml(in acetone)의 농도로 Nile red stock 용액을 제조

㉡ PBS로 시편을 세척한 후, Formalin 용액으로 1시간 시편 고정

㉢ 먼저 만들어 놓은 stock 용액을 1:100으로 희석하여 세포에 첨가 후 10분간 반응시킴

㉣ 반응 후, 증류수로 염색약을 세척한 다음 형광 현미경으로 관찰 

③ 지방세포와 줄기세포 분화 시 변화 

§ 세포 배양

 ◽ 지방세포:3T3-L1(한국세포주은행)

  - 파종농도: 1x105/well (24well-plate)

  - 기본배지: Dulbecco's Modified Eagle's Medium-high glucose (DMEM-HG; Gibco, USA)

 ◽ 줄기세포: rMSC(rabbit primary culture)

  - 파종농도: 5x104/well (24well-plate)

  - 기본배지: Dulbecco's Modified Eagle's Medium-Low glucose (DMEM-LG; Gibco, USA)

§ 지방 분화 : 지방분화는 공배양세포와 동일한 배지를 사용하여 유도함 

 ◽ 1사이클 = 지방분화 배지 3일 + 지방유지 배지 1일 = 4일

§ Oil Red O 염색을 통한 생화학적 검증

 ◽ 염색을 통하여 hMSCs의 지방 분화 과정을 형태학적으로 관찰함

 ◽ 염색 방법 서술

㉠ PBS로 시편을 세척함

㉡ Formalin 용액으로 1시간 시편 고정

㉢ 증류수로 세척 후, isopropanol 용액으로 5분간 반응 후 드라이기를 이용하여 시편 건조

㉣ Oil Red O 용액으로 30분간 염색 후 증류수로 4번 세척한 후 현미경으로 관찰 

④ 줄기세포의 지방 분화 시 지방 분화 억제 효과 측정 및 분석

§ 개발된 자기장 발생 장치를 이용하여 자극 프로토콜에 따른 지방분화 줄기세포의 변화를 관찰

 ◽ 자기장의 세기, 자극시간을 변수로 하여 지방세포의 변화 관찰

§ 세포 시료 제작 방법

 ◽ 줄기세포:rMSC(rabbit primary culture)

  - rMSC: New Zealand White Rabbit의 femur와 tibia의 골수에서 primary culture
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  - 세포 파종 농도: 1x104/well (4-well plate)

  - 세포 배양 방법: 표 10, 표 11에서 명시한 성장인자를 DMEM-HG(1% FBS, 1% antibiotic)에 첨가한 분

화배지를 이용하여 지방분화 

§ Oil Red O 염색을 통한 생화학적 검증

2) 연구 결과

① 연골세포에서의 세포 증식 효과

§ 개발된 자기장 발생 장치를 이용하여 자극 프로토콜에 따른 연골세포의 변화를 관찰 (그림 38)

 ◽ 문헌조사로 연골세포가 증식 가능한 반복 주기와 시간을 설정함 (1차년도와 동일한 프로토콜)

 ◽ 자기장의 세기, 자극시간을 변수로 하여 연골세포의 변화 관찰

§ 연골세포 자극을 위한 자극 프로토콜 및 실험 사진 (그림 38-39)

◽ 자극 프로토콜 : 10㎐(on time : 100 ㎲ off time : 99900 ㎲, 자기장 세기 : 300/500/700 mT)

◽ 목표: 연골세포 대조군과 전자기장 자극한 세포 실험군 사이의 세포 증식의 유의한 차이 확인

  - 세포 파종 3일 후 안정된 후부터 자극 시작

  - 자극 조건: 10분/일, 60분/일, 7일간 자극 후 MTT assay로 증식 유무 확인

< 그림 38. 코일 프루브 내 세포시료 자극 사진 >

<그림 39. 연골세포 자극 트리거 신호 및 자기장 파형 >

§ 연골세포 자극 결과

◽ 연골세포를 7일간 자극한 후에 MTT assay로 증식 유무를 확인하였음 (표12, 그림 40-41)

◽ 자기장 자극을 받은 일부 실험군이 대조군에 비해 유의하게 증식하는 경향을 확인하였음

  - 자기장 강도에 따른 세포 증식을 확인하였을 때 0.3 T, 0.7 T에서 증식이 더 잘되는 경향이 있었으
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며, 0.3 T로 60분 자극하였을 때 대조군과 유의한 차이(P < 0.05)를 보였음

  - 0.5 T에서는 대조군에 비해 증식이 덜 되었으나 통계적으로 유의한 수준을 보이는 차이는 나타나지 

않았음

  - 동일한 자기장 강도의 실험군 내에서는 10분 자극에 비해 60분을 자극한 군의 증식이 더 잘되었음

  - 대조군과 실험군으로 단순 나누어 비교하였을 때 자기장을 자극을 준 연골세포군이 대조군에 비해 

약 15% 증식이 잘되는 것으로 확인됨

< 표 12. 자극 조건에 따른 세포 증식율 비교 >

시료 증식율(%) 표준편차

대조군 자극 없음 100.00 0.141

실험군

300mT
10분 102.75 0.046

60분 121.25 0.035

500mT
10분 93.86 0.102

60분 95.54 0.044

700mT
10분 105.15 0.135

60분 110.81 0.114

 

< 그림 40. 자극에 따른 세포증식 (MTT assey) 결과 >
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1일차 7일차 

대조군

300mT

10분 

60분

500mT

10분 

60분

700mT

10분 

60분

< 그림 41. 자기장 자극을 가한 연골세포의 현미경사진 >
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② 지방세포 및 조직(공배양세포)에서의 자극 조건 확립

§ 개발된 자기장 발생 장치를 이용하여 자극 프로토콜에 따른 지방세포 및 공배양세포의 변화를 관찰

   (그림 42)

 ◽ 자기장의 세기, 자극시간을 변수로 하여 지방세포의 변화 관찰 

§ 지방세포 및 공배양세포 자극을 위한 자극 프로토콜 및 실험 사진 (그림 43)

◽ 자극 프로토콜 : 10㎐(on time : 100 ㎲ off time : 99900 ㎲, 자기장 세기 : 300/500/700 mT

◽ 목표: 연골세포 대조군과 전자기장 자극한 세포 실험군 사이의 세포 증식의 유의한 차이 확인

  - 세포 파종 3일 후 안정된 후부터 자극 시작

  - 자극 조건: 10분/일, 60분/일, 7일간 자극 후 Oil red O 염색으로 분화 유무 확인

< 그림 42. 자기자극 코일 프루브 내 세포시료 사진 >

< 그림 43. 지방세포 및 조직(공배양세포) 자극 트리거 신호 및 자기장 파형 >

§ 지방세포 및 공배양 세포 자극 결과

◽ 지방세포와 공배양세포의 경우 모두 지방 분화를 시작한지 5일 이후에 염색을 진행

  - 세포 파종 3일 후 안정된 후부터 자극 시작

  - 자극 조건: 10분/일, 60분/일, 7일간 자극 

◽ 지방세포 및 공배양 세포 전자기장 자극 결과 

  - 지방세포와 공배양세포를 를 5일간 자극한 후 Oil red O와 Nile red 염색을 통하여 지방분화를 확인

  - 염색 후 세포의 지방 분화 정도를 현미경으로 확인하였을 때,  지방세포의 경우 대조군과 전자기장 

자극 1일, 3일 시편에서는 차이가 없었으나, 5일차 시편에서는 대조군에 비하여 지방분화 정도가 

미미한 것을 확인 (그림 44)

  - 공배양세포의 경우 분화된 rMSC alginate bead의 염색 사진을 첨부하였음.(그림 45) 이때의 지방분

화 정도는 대조군과 다른 실험 군들에 비하여 차이가 미미하였으며 유의한 차이를 보이지 않음

  - 차후 심화된 실험을 통하여 자극 전 후의 지방분화 정도를 정량적으로 나타낼 계획임 
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(a) 대조군  (b) 전자기장 자극 1일 (c) 전자기장 자극 3일 (d) 전자기장 자극 5일 

< Oil Red O 염색 전 >

(a) 대조군  (b) 전자기장 자극 1일 (c) 전자기장 자극 3일 (d) 전자기장 자극 5일 

< Oil Red O 염색 후 >

< 그림 44. 지방세포 현미경 사진 >

(a) 염색 전  (b) 전자기장 자극 5일 

< rMSC alginate bead >

< 그림 45. 공배양세포 Nile red 염색 현미경 사진 >

③ 줄기세포의 지방 분화 시 지방 분화 억제 효과 측정 및 분석

§ 개발된 자기장 발생 장치를 이용하여 자극 프로토콜에 따른 지방분화 줄기세포의 변화를 관찰

 ◽ 자기장의 세기, 자극시간을 변수로 하여 지방세포의 변화 관찰

§ 지방분화 줄기세포의 자극을 위한 자극 프로토콜 

◽ 자극 프로토콜 : 10㎐(on time : 100 ㎲ off time : 99900 ㎲, 자기장 세기 : 300/500/700 mT

◽ 목표: 연골세포 대조군과 전자기장 자극한 세포 실험군 사이의 세포 증식의 유의한 차이 확인

  - 세포 파종 3일 후 안정된 후부터 자극 시작

  - 자극 조건: 10분/일, 60분/일, 7일간 자극 후 Oil red O 염색으로 분화 유무 확인

§ 지방분화 줄기세포 자극 결과

◽ 지방분화 줄기세포의 경우 모두 지방 분화를 시작한지 5일 이후에 염색을 진행 (그림 46)

  - 세포 파종 3일 후 세포가 안정된 후부터 자극 시작

  - 자극 조건: 10분/일, 60분/일, 7일간 자극 후 Oil red O 염색으로 분화 유무 확인
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◽ 지방분화 줄기세포 전자기장 자극 결과 

  - 지방분화 줄기세포를 5일간 자극한 후 Oil red O 염색을 통하여 지방분화를 확인

  - 염색 후 세포의 지방 분화 정도를 현미경으로 확인하였을 때, 대조군과 전자기장 자극 1일, 3일 시

편에서는 차이가 확인 되지 않았으나. 5일차 시편에서는 대조군에 비하여 지방분화 정도가 미미한 

것을 확인 (그림 46 (d), (h))

  - 차후 심화된 실험을 통하여 자극 전 후의 지방분화 정도를 정량적으로 나타낼 계획임 

(a) 대조군  (b) 전자기장 자극 1일 (c) 전자기장 자극 3일 (d) 전자기장 자극 5일 

< Oil Red O 염색 전 >

(e) 대조군  (f) 전자기장 자극 1일 (g) 전자기장 자극 3일 (h) 전자기장 자극 5일 

< Oil Red O 염색 후 >

< 그림 46. 지방분화 줄기세포 현미경 사진 >

3) 결론 및 고찰  

§ PEMF 자극은 1차년도의 결과와 동일하게 연골세포의 경우 대조군에 비해 유의하게 증식하는 경향을 

확인하였음

◽ 자기장의 세기, 자극 시간에 따라 증식의 경향이 다름을 확인함

◽ 본 연구에서는 자기장의 세기보다는 자극이 시간이 세포 증식에 미치는 영향이 큰 것으로 결론을 내

릴 수 있음

§ 지방세포의 경우 전자기장 자극 실험군에서 대조군에 비하여 지방분화 정도가 미미한 것을 확인

◽ 이는 현미경상으로도 확인되는 결과로써 전자기장 자극이 지방 억제에 도움이 된다는 것을 보여주고 

있음 

§ 반면, 지방세포와 줄기세포의 공배양 결과에서는 대조군과 실험군 사이의 차이가 확인되지 않음

◽ 공배양 세포의 변화를 관찰하기에는 자극 기간과 분화 기간의 설정이 적합하지 않았던 것으로 사료됨

§ 줄기세포의 지방 분화시 전자기장 자극이 지방분화 억제에 도움이 됨을 확인하였음 

◽ 대조군과 실험군의 차이가 초기에는 잘 나타나지 않았지만 분화 및 자극 기간이 길어짐에 따라 그 

차이도 크게 나타나는 것을 확인할 수 있었음

◽ 그러나, 본 연구 결과는 모두 육안상 진행하였으므로 차후 지방분화의 차이를 정량적으로 나타낼 것임 

(3차년도에 추가 진행하여 연구결과를 나타내었음)
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(3) 기타 실험: D2O 노출 시간에 따른 세포 독성 

n 연속적 NMR 측정법 개발에 적용될 NMR Locking 용액의 세포 독성을 확인함

1) 연구 방법 

※ 차년도의 NMR 측정에서 NMR locking 용액인 D2O에의 노출 시간에 따른 세포 독성 선행 연구 

§ 세포 배양

 ◽ 줄기세포: rMSC(rabbit primary culture)

  - 파종농도: 1x106/ml의 농도로 1.2(v/v)% alginate bead 제작 

  - 기본배지: Dulbecco's Modified Eagle's Medium-Low glucose (DMEM-LG; Gibco, USA)

§ 실험 그룹: 세포 배양 시 배지의 조성을 달리하여 D2O 노출 시간에 따른 세포 독성 평가 (표 3)

 ◽ 세포 배양 시 한 well에 들어가는 배지의 양은 1ml로 고정

 ◽ 100% D2O와 50% D2O 조건에서 NMR 정량측정 시 기준 물질로 사용하는 1mM TSP의 독성 여부도 관측

< 표 13. D2O 독성 평가를 위한 배지 조성>

그룹 배지 조성 

대조군 100% DMEM-HG

실험군

1) 100% D2O

2) 100% D2O + 1mM TSP

3) 50% D2O + 50% Saline (1:1 혼합)

4) 50% D2O + 50% Saline + 1mM TSP (1:1 혼합)

 ◽ D2O 노출시간: 1, 2, 3, 6, 12, 24 시간 

  - 노출 후 즉시 MTT assay를 시행하여 세포 생존율 측정 

§ 세포 증식율 및 생존율: MTT assay

 ◽ Cell Proliferation Kit Ⅰ, MTT(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) 사용

  - 연골세포 증식율 측정법과 동일

2) 연구 결과 

§ 본 연구진의 선행연구로 NMR 기준 물질인 TSP의 세포 독성은 확인하였으며, 세포의 NMR 측정 시 사용

될 D2O 농도를 최적화하였음 

 ◽ 이와 더불어 NMR 측정 시 사용되는  D2O의 노출 시간에 따른 세포 독성을 확인하고, TSP와 동시에 

사용하였을 시의 독성 또한 평가

 ◽ TSP의 농도는 1mM로 고정하고, D2O의 농도와 노출 시간을 변수로 하여 rMSC의 생존률 변화 관찰

§ 줄기세포 D2O 노출에 따른 세포 생존률 결과

◽ 줄기세포를 D2O에 노출시킨 후 MTT assay로 세포 생존률을 확인하였음 (그림 47)

  - D2O 노출 시간에 따른 세포 생존률을 확인 하였을 때, 50% D2O 군에서 3시간 노출까지는 대조군과 비

교하여 세포 생존율의 차이가 미미한 것을 확인하였으며, 1mM TSP를 첨가한 그룹의 경우 3시간 노
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출에서 대조군보다 더 증식한 것을 확인할 수 있었음

  - 100% D2O 그룹의 경우 노출 시간이 길어질수록 대조군 대비 세포 생존률이 유의하게 저하됨.

  - 이 결과, NMR 측정 시 D2O에 대한 노출 시간은 50% D2O saline의 경우  3시간 이하로 이루어져야 세

포 생존율에 영향을 미치지 않는다는 것을 확인함

              

                         

 < 그림 47. D2O 세포 독성 측정 결과 >     

3) 결론 및 고찰  

§ 세포 시료의 NMR 측정 시 사용될 D2O 농도와 노출 시간을 최적화하였음

 ◽ 50% D2O 용액에서 3시간 이내 NMR 측정을 시행한다면, 세포 생존율의 차이 없이 연속적인 NMR 측정

이 가능할 것으로 사료됨 (세포 독성 미미함)

 ◽ 이 결과는 3차원 배양세포에만 적용한 결과로서 펠렛 상태의 세포에 적용 시 나타나는 세포 독성은 

확인하지 않음

§ 차후에는 농도 범위를 좀 더 세분화하여 D2O의 Locking 최소 농도를 확인하고, 다른 용매에서의 세포 

독성 또한 확인할 계획임
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다. 3차년도 

3차년도 목표 
3차원 배양세포의 PEMF 자극 조건의 최적화를 도모하고 MRS 및 NMR을 이용한 

세포 물질대사 측정법 확립

◾최적화된 펄스형 전자기장 자극이 지방세포 및 조직에 미치는 영향 확인: 세포 물질대사 측정 

◾ 지방 분화 세포의 3차원 배양 시 최적의 펄스형 전자기장 자극 조건 확립

◾ 최적화된 자극 방법에 의한 세포 및 조직의 대사물질 정량 분석: 자기공명분광법 시행

◾ 지방 세포 및 조직의 자극 방법 및 정량 분석법 프로토콜화 

￭ 펄스형 자기자극 (PEMF) 장치의 시스템 및 코일 최적화 

◽ 기존 회로에서의 스위칭 다이오드 소자 변경으로 동작의 안정화를 꿰함

◽ 코일의 발열에 의한 자극을 최소화 하기 위해 코일 하우징 및 쿨링 시스템 도입

￭ 펄스형 자기자극 (PEMF) 장치의 세포자극 신뢰성 확보 및 검증

◽ 세포: hMSC (골수유래 줄기세포)

- 지방분화배지를 이용한 지방분화 시 PEMF 자극을 주어 지방분화 억제 효과 확인 

◽ PEMF 자극 프로토콜 

- 1차:자극 주파수 1Hz / 10㎐, 자기장 세기 : 300/500/700 mT, 자극시간: 10 / 60분, 자극 기간: 16일

- 2차: 자극 주파수 10㎐, 자기장 세기 : 300/500/700 mT, 자극시간: 10 / 60분, 자극 기간: 16일

◽ 자극 프로토콜의 변수 중 10분 자극과 10Hz에서 줄기세포의 지방분화 억제 효과가 유의미한 것으로 

확인함

￭ 최적화된 자극 방법에 의한 세포 및 조직의 대사물질 정량 분석: 자기공명분광법 시행

◽ 지방전구세포의 지방 분화 시 PEMF 자극의 효과를 NMR 측정을 통하여 확인

◽ NMR 스펙트럼을 이용한 대사물질 정량화 결과 또한 골수유래 줄기세포의 지방 분화 억제 경향과 마찬

가지로 자극 프로토콜의 변수 중 10분 자극과 10Hz에서 줄기세포의 지방분화 억제 효과가 유의미한 것

으로 확인함

(1) PEMF 시스템 및 코일 최적화

n 1, 2차년도 실험을 진행하면서 나타난 개선사항을 반영하여 회로 및 코일 수정

1) 회로 수정 및 최적화

§ 기존 회로에서  전류를 코일로 흘려 보내는 gate소자 보호를 위해 다수의 고가 다이오드를 직렬로 연

결하여 사용함

§ 비용적 측면에서 낭비이며 스파이크와 같은 불안정한 동작이 관찰됨

§ 스위칭 특성이 우수한 다이오드로 대체하여 gate 부분 보호 회로를 수정함

§ 아래의 사진 (그림 48)에서 붉은색 박스로 표기되어 있는 부분이 게이트 보호 다이오드로 회로가 수

정된 부분임
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기존 회로의 gate 보호 다이오드 부분 수정된 회로의 gate 보호 다이오드 부분

< 그림 48.최적화 및 안정성을 위해 수정한 다이오드 부분 >

2) 세포 자극 프로브 코일 쿨링 및 하우징 

§ 기존의 세포 자극 프로브 코일은 강한 전류가 흐름에 따라 진동과 많은 열이 발생하였음

§ 코일의 열은 외부의 팬(fan)으로부터 발생된 바람을 통해 쿨링함

§ 코일의 진동 부분은 코일 아래에 스펀지를 통한 진동 감소와 지지대와 클램프를 사용하여 코일로부터 

세포가 있는 플레이트에 진동이 전달되지 않게 함

§ 이 방식은 자극 장치 주변에 많은 부품들이 번거롭게 설치되어 있어 위치를 이동했을 때 재설치를 해

야 함

§ 이러한 문제를 해결하기 위해 열에 의한 변형이 없고, 쿨링을 위한 팬(fan)을 내부에 포함하며, 바람

이 잘 빠져나갈 수 있는 케이스를 제작하여 코일 프로브 부분을 하우징함

§ 또한 세포 시료가 위치할 4 well plate를 쉽게 장치할 수 있는 플레이트를 제작함

§ 이 케이스와 플레이트가 닿지 않게 하였고, 각 케이스와 플레이트 아래에 진동 방지 패드를 추가로 

설치하여 진동이 전달되지 않게 함 
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수정 전 세포 자극 코일 프로브

수정 후 세포 자극 코일 부분

< 그림 49. 수정 전, 후의 세포 자극 장치의 전체 모습 >
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< 그림 50. 수정된 세포 자극 장치의 코일 세부 모습 >

< 그림 51. 4 well plate가 쉽게 배치 될 수 있게 세포 시료 플레이트에 홈을 설계 >

(2) 지방분화 줄기세포에의 PEMF 자극 적용 

n hMSC를 이용한 지방분화 실험에 PEMF를 자극하여 지방 억제 관찰 

n 제작한 PEMF 시스템의 지방분화 유효성 검증 

1) 연구 방법

§ 개발된 자기장 발생 장치를 이용하여 자극 프로토콜에 따른 지방분화 줄기세포의 변화를 관찰

 ◽ 자기장의 세기, 자극시간을 변수로 하여 지방세포의 변화 관찰

§ 줄기세포:hMSC (human Mesenchymal Stem Cells)

 ◽ hMSC (hMSCs, PT-2501, Lonza, Walkersville, MD, USA)
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 ◽ 파종농도: 1x104/well,(4well plate)

 ◽ 기본배지: Dulbecco's Modified Eagle's Medium-Low glucose (DMEM-LG; Gibco, USA)

§ 지방 분화 : 지방분화배지는 3일, 지방유지배지는 1일의 간격으로 번갈아 교체하며 지방분화를 유도

함(표 10, 표 11; 2차년도와 동일)

 ◽ 1사이클 = 지방분화 배지 3일 + 지방유지 배지 1일 = 4일

§ 지방분화 줄기세포의 자극을 위한 자극 프로토콜 

◽ 1차 실험

  - 자극 프로토콜

ü 자극 주파수 1Hz / 10㎐, 자기장 세기 : 300/500/700 mT, 자극시간: 10 / 60분

  - 지방분화 유도배지의 교환주기에 맞추어 총 16일간 자기장 자극을 가한 후 7일간의 배양안정화를 거

쳐 지방분화 억제율의 변화를 관찰

◽ 2차 실험

  - 자극 프로토콜

ü 자극 주파수: 10㎐, 자기장 세기 : 300/500/700 mT, 자극시간: 10 / 60분

  - 두 번째 실험에서는 7일간의 안정기를 주지 않고 총 16일간의 자기장 자극을 인가한 후 관찰

§ Oil Red O 염색을 통한 생화학적 검증

 ◽ 염색을 통하여 hMSCs의 지방 분화 과정을 형태학적으로 관찰함

 ◽ 염색 방법 서술

㉠ PBS로 시편을 세척함

㉡ Formalin 용액으로 1시간 시편 고정

㉢ 증류수로 세척 후, isopropanol 용액으로 5분간 반응 후 드라이기를 이용하여 시편 건조

㉣ Oil Red O 용액으로 30분간 염색 후 증류수로 4번 세척한 후 현미경으로 관찰 

§ 통계학적 검증 

 ◽ Statistical Package for Social Science Software (SPSS version 22, Chicago, IL, USA)로 분석

 ◽ ANOVA, Bonferroni’s post hoc test, Independent T-test 이용

2) 연구 결과

§ 1차 실험

 ◽ 16일간의 PEMF 자극 후 8일간의 안정기를 거친 hMSC의 지방분화율을 확인

 ◽ 대조군의 지방분화 확인 및  시간이 지남에 따른 지방분화 진행 정도 확인 (표 14, 그림 52)

< 표 14. Oil-red-O 염색을 통한 지방분화줄기세포 대조군의 지방분화율 정량화>

Group N Average SD

hMSC 4 0.058 0.007

4day 4 0.079 0.003

8day 4 0.115 0.007

12day 4 0.170 0.008

16day 4 0.259 0.011

24day 8 0.263 0.011
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< 그림 52. Oil-red-O 염색을 통한 지방분화 기간에 따른 지방분화율의 변화 추이 >

 ◽ 지방분화에서 PEMF 자극의 최적화된 프로토콜을 도출하기 위하여  자기장 자극의 세기, 주파수, 자

극시간의 변수 중 주된 영향을 주는 인자를 실험으로 확인

 ◽ 대부분 PEMF 자극을 받은 그룹은 자극을 받지 않은 그룹에 비해 지방화가 감소하는 경향

 ◽  0.3 T / 10 ㎐ / 10 min와 0.5 T / 10 ㎐ / 10 min 그룹에서 대조군과 비교하여 지방분화율이 유의

하게 감소하는 경향이 나타남 (표 15, 그림 53)

< 표 15. Oil-red-O 염색을 통한 대조군과 PEMF 자극군간의 정량화된 지방분화율 비교 >

Group N Aveage SD P-value 

Control 8 0.263 0.011

0.3T/1㎐/10min 4 0.235 0.022 0.656

0.5T/1㎐/10min 4 0.245 0.006 1.000

0.7T/1㎐/10min 4 0.236 0.023 0.987

0.3T/1㎐/60min 4 0.280 0.020 1.000

0.5T/1㎐/60min 4 0.277 0.009 1.000

0.7T/1㎐/60min 4 0.253 0.018 1.000

0.3T/10㎐/10min 4 0.190 0.016 0.000*

0.5T/10㎐/10min 4 0.194 0.012 0.000*

0.7T/10㎐/10min 4 0.227 0.022 0.072

0.3T/10㎐/60min 4 0.258 0.015 1.000

0.5T/10㎐/60min 4 0.232 0.011 0.324

0.7T/10㎐/60min 4 0.254 0.025 1.000

ANOVA,*P<0.05, Bonferroni Post hoc

국가연구개발 보고서원문 성과물 전담기관인 한국과학기술정보연구원에서 가공·서비스 하는 연구보고서는 동의 없이 상업적 및 기타 영리목적으로 사용할 수 없습니다.



- 61 -

< 그림 53. Oil-red-O 염색을 통한 대조군과 PEMF 자극군간의 지방분화율 비교 그래프 (ANOVA,*P<0.05, 

Bonferroni Post hoc) >

 ◽  P E M F  자 극  프 로 토 콜  중  시 간  변 수 의  h M S C 의  지 방 분 화 에  대 한  영 향 을  관 찰

 ◽ 주파수와 자기장세기가 같은 그룹에서 짧은 자극 시간이 긴 자극 시간에 비해 더 지방분화를 억제시

키는 것으로 나타남 (그림 53)

 ◽ PEMF 매개변수 중 지방분화에 더 영향을 주는 인자를 확인하기 위해 자기장 자극그룹을 주파수 (표 

16, 그림 55), 자극 시간 (표 17, 그림 56, 자기장의 세기 (표 18, 그림 54)로 나누어 확인

 ◽ 자기장 자극 주파수에 따른 지방분화 억제의 결과 대조군과 비교하여 10 ㎐에서 유의한 차이를 보임  

 ◽ 자극 시간에 따른 줄기세포의 지방분화 영향에 대한 비교에서는 10분 자극이 대조군과 60분 자극에 

비해 유의한 차이가 있음을 확인할 수 있음

 ◽ 자기장 세기로 비교하였을 때는 유의한 차이는 나타나지 않음

 ◽ 각 매개변수에 대한 지방분화에 대한 영향은 자극을 받은 그룹이 대조군에 비해 감소하는 양상을 보

임

  - 유의한 차이를 보이는 10 ㎐ / 10 min의 두 매개 변수의 자극이 지방분화 억제에  유효한 영향을 주

고 있음을 확인 (표 16, 그림 54)
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(c) 0.7 T / 1 ㎐
< 그림 54. 시간 변수에 의한 지방분화의 Oil-red-O staining 결과: 10 min and 60 min. (ANOVA, *P<0.05, 

Bonferroni post hoc) >
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< 표 16. Oil-red-O 염색을 통한 주파수에 따른 PEMF 자극군과 대조군간의 정량화된 지방분화율 비교 >

Group N Average SD P-value 

Contro
l 8 0.263 0.011 0.003* (vs. 10 ㎐)

1 ㎐ 32 0.247 0.025 0.011* (vs. 10 ㎐)

10 ㎐ 24 0.226 0.031
0.003* (vs. Control )

0.011* (vs. 1 ㎐ )

ANOVA,*P<0.05, Bonferroni Post hoc

Frequency

Control 1Hz 10Hz
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*
*

< 그림 55. Oil-red-O 염색을 통한 주파수에 따른 PEMF 자극군과 대조군간의 지방분화율 비교 그래프 

(ANOVA,*P<0.05, Bonferroni Post hoc) >
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< 표 17. Oil-red-O 염색을 통한 자극 시간에 따른 PEMF 자극군과 대조군간의 정량화된 지방분화율 비교 >

Group N Average SD P-value 

Control 8 0.263 0.011 0.000* (vs. 10 min)

10 min 28 0.223 0.025 0.000* (vs. control, 60 
min)

60 min 28 0.254 0.025 0.000* (vs. 10 min)

ANOVA,*P<0.05, Bonferroni Post hoc

Time
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* *

< 그림 56. Oil-red-O 염색을 통한 자극 시간에 따른 PEMF 자극군과 대조군간의 지방분화율 비교 그래프 

(ANOVA,*P<0.05, Bonferroni Post hoc) >
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 < 표 18. Oil-red-O 염색을 통한 자기장 세기 변화에 따른 PEMF 자극군과 대조군간의 정량화된 지방분화율 비교 >

Group N Average SD P-value 

Control 8 0.263 0.011

0.3 T 16 0.241 0.038 0.772

0.5 T 16 0.237 0.032 0.395

0.7 T 16 0.243 0.023 1.000

1.0 T 8 0.227 0.011 0.132

ANOVA,*P<0.05, Bonferroni Post hoc 

Magnetic field strength

Control 0.3T 0.5T 0.7T 1.0T
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< 그림 57. 자기장 세기 변화에 따른 PEMF 자극군과 대조군간의 비교 (ANOVA,*P<0.05, Bonferroni Post hoc) >
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 < 표 19. Oil-red-O 염색을 통한 자극 시간과 주파수에 따른 PEMF 자극군과 대조군간의 정량화된 지방분화율 비교 >

Group N Average SD P-value 

Control 8 0.263 0.011 0.000*(vs. 10㎐/10min)

1㎐/10min 16 0.237 0.016 0.001*(vs. 10㎐/10min)

1㎐/60min 16 0.258 0.028 0.000*(vs. 10㎐/10min)

10㎐/10min 12 0.204 0.023 0.000*(vs. all group))

10㎐/60min 12 0.248 0.020 0.000*(vs. 10㎐/10min)

ANOVA,*P<0.05, Bonferroni Post hoc

Time / Frequency

Control 1Hz/10min 1Hz/60min 10Hz/10min 10Hz/60min
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*

*

< 그림 58. Oil-red-O 염색을 통한 자극 시간과 주파수에 따른 PEMF 자극군과 대조군간의 정량화된 

지방분화율 비교 그래프 (ANOVA,*P<0.05, Bonferroni Post hoc) >

§ 2차 실험

 ◽ 1차 실험 결과에서 10분간 PEMF 자극을 받은 그룹은 대조군보다 지방 분화율이 유의하게 감소하는 

경향을 보였으나, 60분 자극을 받은 그룹은 대조군과 유의한 차이를 보이지 않음

 ◽ 최적화 된 자기자극 프로토콜을 찾기 위하여 1차 실험에서 유의한 차이를 보인 주파수와 자극시간의 

변수 중 자극시간에 대한 변화를 확인하기 위하여 주파수를 10 ㎐로 고정한 뒤 실험을 진행함

 ◽ 자기장 자극의 영향을 최대화하기 위해 1차 실험과 달리 세포 자극 후 안정 기간을 두지 않고 16일

의 자극 후 Oil-red-O staining을 진행

 ◽ 2차 실험에서는 0.3 T / 10 ㎐ / 10 min 자극이 대조군과 비교하여 유의한 차이를 나타냄
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< 표 20. Oil-red-O 염색을 통한 2차 지방분화실험에서 PEMF 자극군과 대조군간의 정량화된 지방분화율 비교 결과 >

Group N Average SD P-value 

Control 4 0.273 0.005

0.3T/10min 3 0.250 0.003 0.001*

0.5T/10min 4 0.280 0.008 0.185

0.7T/10min 4 0.275 0.007 0.670

0.3T/60min 4 0.289 0.013 0.068

0.5T/60min 4 0.270 0.014 0.679

0.7T/60min 4 0.286 0.016 0.182

Independent T-test,*P<0.05

Magentic strength / Time
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0.3T/10min
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< 그림 59. Oil-red-O 염색을 통한 자극 시간과 자기장 세기에 따른 PEMF 자극군과 대조군간의 지방분화율 비교 

그래프  (Independent T-test,*P<0.05) >

3) 결론 및 고찰  (표 20, 그림 59)

§ 이전 연골세포 증식과 지방분화 억제 실험 모두에서 주파수와 자기장강도가 같은 자극에서 자극시간 

변수에 의해 결과가 달라짐을 확인함

§ 특히 지방분화 억제 실험에서는 10분 자극이었을 때는 대부분 지방분화가 억제되었는데 비해 60분 자

극에서는 그 효과가 상실되는 경향을 보임

§ 이는 자극 시간에 따른 세포반응이 달라짐을 나타내며 PEMF 자극 시 자극 시간이 중요한 매개변수임

을 나타냄
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§ 지방분화 억제와 연골세포 증식의 두 실험에서 유효한 영향을 주는 주파수는 10 ㎐로 나타났고 PEMF 

자극은 매개변수를 어떻게 조합하는지에 따라 분화의 억제, 세포의 증식에 각각 적용할 수 있을 것으

로 사료됨

(3) MRS 및 NMR을 이용한 세포의 대사 분광 분석

n 자기공명분광 및 핵자기공명분광을 이용하여 세포 및 조직의 물질대사 변화를 비침습적으로 관찰 가

능한 최적화된 분석 프로토콜 확립

n 정량적으로 측정된 대사물질의 비교를 통한 세포 수준의 지방 억제 효과 분석

1) 연구 방법

① 자기공명분광(MRS)을 이용한 세포의 물질대사 정량 분석법

§ 임상용 MRS 장치를 이용하여 3D 배양 세포에 별도의 전처리 과정 없이 물질대사를 측정

§ 세포

§ MRS 분광 데이터 획득방법

 ◽ 3D 배양 세포: MG-63 (5x107cell/ml) in 1% agarose gel

 ◽ 3T MRI(Philips, Achiva, Netherland)와 호환 가능한 동물용 RF coil(Pulse Teq Limitsed, GU, UK)

을 이용함

ü 준비된 세포는 1.5ml 튜브에 담아서 MRS 측정 

 ◽ 사용된 MR 프로토콜

   - Multiplanar gradient recalled acquisition in the steady state(MPGR) 펄스열을 이용하여 Voxel 

of interest(VOI)를 설정

   - Single-Voxel Point Resolved Spectroscopy(PRESS) 펄스열을 이용하여 3D 배양 세포의 분광 신호를 

획득

ü 분광 획득 변수 : TR/TE(Repetition Time/Echo Time) = 4000/37 ms; NSA(Number of Signal 

Average) = 160; Voxel Size = 5*5*5 mm³; Data Pint = 1024

§  기존 오픈소스에 존재하는 분광 분석 프로그램(jMRUI ver5.2, Java-based magnetic resonance user 

interface, http://www.jmrui.eu/)을 이용하여 세포의 물질대사 신호를 획득

 ◽ jMRUI에서 제공하는 HLSVD(Hankel Lanczos Squares Singular Values Decomposition) 알고리즘을 이

용하여 water peak을 제거한 후 AMARES 알고리즘을 이용하여 분광 peak을 추출하고 정량화함

② 핵자기공명분광(NMR)을 이용한 세포의 물질대사 정량 분석법

§ 3D 배양 세포의 물질대사 샘플을 반복적․연속적으로 사용하여 시편의 차이에서 오는 오차를 줄임

§ 3D 배양 지방분화세포 

 ◽ 세포: 3T3-L1 (지방전구세포)

  - 파종농도: 1x106/ml의 농도로 약 3mm 구형의  1.2(v/v)% alginate bead 제작

  - 지방분화배지를 이용하여 3일 분화유도 

§ PEMF를 이용한 3D 배양 지방분화세포 자극 프로토콜

 ◽ 자극 프로토콜 : 10㎐ (on time: 100 ㎲ off time: 99900 ㎲, 자기장 세기: 300/500/700 mT)

  - 자극 조건: 10분/일, 3일간 자극 후 NMR 측정 

§ NMR 분광 데이터 획득방법

 ◽ 500MHz LC-NMR 기기(11.74T,  VNMRS500, Varian, USA)를 사용
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   - PRESAT 펄스열을 사용: water suppression 가능 

ü 분광 획득 변수 : Saturation delay=1.5초, Relaxation delay=0.02초, 데이터 포인트=32000, 스

캔수=512, 스캔 시간=30분 15초

§ MRS에서 사용된 분광 분석 프로그램(jMRUI ver5.2)과 동일한 알고리즘을 이용하여 세포의 물질대사 

peak 신호를 획득하고 정량화함

2) 연구 결과

① 자기공명분광(MRS)을 이용한 세포의 물질대사 정량 분석법

§ 임상용 자기공명영상장치에서 세포 시료를 이용하여 MRS 측정 

 ◽ 획득한 MRS 스펙트럼에서 Lactate와 glucose 피크를 추출하여 정량적인 분석 

<그림 60. jMRUI에서의 자기공명분광(MRS) 모습>

<그림 61. jMRUI에서의 물질대사 분광모습>
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<그림 62. jMRUI에서의 분광 분석 결과 모습>

<표 21. 샘플의 물질대사 정량분석 결과>

Metabolite ppm Amp (mM)

TSP -0.000 5

Lactate 1.29 3.05

Glucose 1 3.44 6.06

Glucose 2 3.79 14.35

② 핵자기공명분광(NMR)을 이용한 세포의 물질대사 정량 분석법

§ 획득한 스펙트럼을 이용한 물질대사 정량을 통한 지방 성분 변화추이를 분석

 ◽ 모든 자극 그룹에서 1.12 ~ 1.90 ppm 범위에 해당하는 지방산량이 대조군 그룹보다 적음

 ◽ 자극 그룹 간 비교에선, 0.3T 그룹에서 모든 종류의 지방산량이 제일 적음

 ◽ 1.32 ~ 1.34 ppm 범위에 해당하는 지방산을 제외한 두 지방산에서는 자극 강도가 약할수록 지방산량

이 적음
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<그림 63. jMRUI에서의 핵자기공명분광(NMR) 모습>

<그림 64. jMRUI에서의 물질대사 분광 모습;(a),(b),(c)는 각기 다른 지방산의 분광을 나타냄>
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<그림 65. jMRUI에서의 분광 분석 결과 모습>

<표 22. Control 그룹의 지방산 정량분석 결과>

Control

Metabolite Range
(ppm)

Amp
(mM)

TSP 0.00 5

(a) -1.32
-1.34 0.88

(b) -1.12 
-1.90 5.09

(c) -0.96
-1.05 2.88

<표 23. 자극 그룹의 지방산 정량분석 결과>

300mT/10Hz/10min 500mT/10Hz/0min 700mT/10Hz/10min

Metabolite Range
(ppm)

Amp
(mM) Metabolite Range

(ppm)
Amp
(mM) Metabolite Range

(ppm)
Amp
(mM)

TSP 0.00 5 TSP 0.00 5 TSP 0.00 5

(a) -1.33
-1.34 1.51 (a) -1.33

-1.34 1.93 (a) -1.32
-1.33 1.59

(b) -1.17
-1.20 0.91 (b) -1.17

-1.20 1.19 (b) -1.17
-1.20 1.87

(c) -0.94
-1.04 3.66 (c) -0.94

-1.05 4.53 (c) -0.95
-1.04 7.61
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3) 결론 및 고찰  

 ◽ 임상용 MRI 장비를 이용하여 세포에 다른 전처리를 하지 않고 MR 스펙트럼 획득 가능함을 시사 함

ü 또한, 획득한 MR 스펙트럼으로 각 피크별 물질대사 정량이 가능함을 보임

 ◽ Control 보다 PEMF 전자기장 자극을  자극을 받은 세포의 지방산량이 더 적게 측정되어 펄스형 전자

기장 자극은 지방세포의 대사활동에 영향을 미치는 것을 확인

 ◽ NMR분광 분석 결과가 나타내는 물질대사의 변화추이가 앞서 골수유래 줄기세포를 이용한 지방분화 

억제 실험에서 나타난 경향과 동일함을 확인 

ü 0.3T, 0.5T, 0.7T 결과중 0.3T 자극에서 지방량이 좀더 적음을 확인하였으며, NMR 결과 또한 

0.3T, 10Hz, 10분 자극에서 지방분화 억제 효과를 보임

 ◽ 따라서 핵자기공명분광을 이용하여 세포의 물질대사 변화를 비침습적으로 관찰 가능한 최적화된 분석 

프로토콜 제시 가능

(4) MRS 및 NMR 호환 신호획득 프로그램 제작

n 자기공명분광 및 핵자기공명분광과 호환되는 분광 분석 프로그램을 제작

1) 분광 분석 프로그램 제작

§ 기존에 존재하는 분광분석 프로그램은 일반적으로 사용되는 MR분광 데이터 포맷에 초점이 맞춰져 있

으므로, 본 연구에서 확립한 세포 및 조직의 대사물질 변화를 비침습적으로 관찰하기 위한 최적화된 

프로토콜에 적합한 분광 분석 프로그램을 기존에 제작한 MATLAB을 변경하여 제작함 (그림 67-68)

§ 하지만, 각 분광분석기 회사에서 사용하는 데이터 포맷은 다 다르고 형식도 복잡할 뿐만 아니라 MRS

와 NMR을 동시에 호환되는 분광분석 프로그램 제작에는 다소의 어려움이 존재함

§ 본 연구에서 확립한 최적화된 프로토콜에 적합한 데이터 포맷에 따라 raw 데이터를 디스플레이하여 

사용자가 원하는 dimension으로 조절하는 시스템은 완성하였으며, 분광분석에 사용되는 여러 파라미

터를 이용한 물질대사 peak 검색 및 분석 시스템은 구축을 하였음

§ 그림 66은 상부에 시간영역의 MRS raw data를 표시하고 처리할 수 있도록 하였으며 하부 영역은 주파

수 영역의 MR 분광을 표시하고 처리할 수 있도록 함. 세포 분화/증식에 따른 정량분석 및 통계처리 

기능을 추가함.

§ 그림 67은 MR 분광을 정량 분석 후 최종 결과물을 표시하고 저장할 수 있는 창을 보임.
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<그림 66. 자체 제작한 MRS 및 NMR 호환 신호획득 프로그램의 전체 모습>

<그림 67. 자체 제작한 프로그램에서의 세포 분광 모습>

(4) 기타 연구: NMR solvent인 D2O 와 DMSO-d6의 세포 독성 비교 

n 2차년도 진행한 D2O 연구에서 제안한 노출 시간내의 세포 독성을 확인함 

n 이를 바탕으로 대체할 NMR solvent를 선정하여 세포 독성 실험 진행
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1) 연구 방법

§ 세포 배양

 ◽ 줄기세포: MG-63 (human osteosarcoma cell line)

  - 파종농도: 1x104/well (24-well plate 사용)

  - 기본배지: Dulbecco's Modified Eagle's Medium-High glucose (DMEM-HG; Gibco, USA)

§ 실험 그룹

 ◽ 세포 배양 시 배지의 조성을 달리하여 D2O 와 DMSO-d6 노출 시간에 따른 세포 독성을 평가 

 ◽ 실험군 배양액은 D2O saline (0.9% NaCl,99.9% Deuterium water)과 DMSO-d6 saline을 생리식염수 

(0.9% NaCl)와 농도별로 희석하여 준비 (표 24)

 ◽ 세포 배양 시 한 well에 들어가는 배지의 양은 1ml로 고정

 ◽ 모든 실험군에는 NMR 정량측정 시 기준 물질로 사용하는 1mM TSP를 첨가함

< 표 24. NMR Locking 용매 실험군 분류: D2O 와 DMSO-d6 >

그룹 D2O 배지 조성 DMSO-d6 배지 조성

대조군 100% DMEM-HG

실험군

50% D2O saline 50% DMSO-d6 saline

40% D2O saline 40% DMSO-d6 saline

30% D2O saline 30% DMSO-d6 saline

20% D2O saline 20% DMSO-d6 saline

10% D2O saline 15% DMSO-d6 saline

- 10% DMSO-d6 saline

- 5% DMSO-d6 saline

 ◽ D2O 노출시간: 1, 2, 3, 6, 12, 24 시간 

  - 노출 후 즉시 MTT assay를 시행하여 세포 생존율 측정 

§ 세포 증식율 및 생존율: MTT assay

 ◽ Cell Proliferation Kit Ⅰ, MTT (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) 사용

  - 연골세포 증식율 측정법과 동일

2) 연구 결과

§ D2O 세포 생존율 (그림 68)

 ◽ 대조군에 비하여 모든 농도와 노출시간에서 유의하게 낮은 생존율을 보이는 것을 확인 (p<0.05) 

§ DMSO-D6  세포 생존율 (그림 69)

 ◽ 농도가 높을수록 세포 생존율이 낮아지는 경향을 보임

 ◽ 5, 10% 그룹의 1, 2시간 노출 조건을 제외하고는 모두 유의한 수준의 세포독성을 확인 (p<0.05) 

 ◽ 2시간 노출 시간의 경우 DMSO-D6 20% 농도 범위까지 대조군에 비하여 세포가 성장한 것을 확인
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< 그림 68. D2O 농도별, 노출 시간별 생존율 (단위 %) >

<그림 69. DMSO-D6 농도별, 노출 시간별 생존율 (단위 %) >

3) 결론 및 고찰  

§ DMSO-D6 는 10% 농도 내에서 2시간 이내의 노출에는 세포 독성이 통계적으로 무시할 수 있음을 확인

§ 본 연구에서 20% 이내 DMSO-D6 와 1 mM TSP 조건에서 NMR 측정을 2시간 이내로 수행한다면, 연속적이

고 반복적인 NMR 측정이 가능할 것으로 사료됨 
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4. 목표달성도 및 관련분야에의 기여도

1) 연구개발목표의 달성도

연차 연구개발목표 달 성 내 용 달성도(%)

1차년도

세포 및 조직에 적용 

가능한 펄스형 전자기

장 시스템 개발 및 자

극 프로토콜 개발

￭ 프로토콜 변경이 가능한 펄스형 전자기장 시스템을 개발 

￭ 제작한 PEMF 시스템을 이용한 자극 실험을 통하여 연

골세포 성장의 유의미한 결과 확인

￭ 이를 통해 PEMF 자기가극을 이용한 세포 자극 프로토

콜 개발의 기틀을 마련

100

2차년도

펄스형 전자기장 시스

템을 조직 유사 물질 

팬텀 및 지방 분화 세

포에 적용하여 자극 

프로토콜 확립

￭ 다양한 문헌을 조사하여 자극 주기(Hz), 자극 시간

(minute), 자기장 강도(Tesla), 자극 횟수(일/주)등

의 프로토콜의 요소를 확립함

￭ 이 요소들을 바탕으로 문헌에서 많이 사용된 프로토

콜을 변수화하여 지방 분화의 유효성을 확인

100

3차년도

3차원 배양 세포의 

PEMF 자극 조건의 최

적화 및 MRS/NMR을 이

용한 세포 물질대사 

측정법 확립

￭ 수화겔인 alginic acid와 agarose gel을 이용한 3차

원 배양법 확립

￭ 고농도 세포 시료를 이용하여 임상용 MRI 장비에서 

세포 MR 스펙트럼 획득 가능성을 보임

￭ 3차원 배양 지방분화세포의 NMR 스펙트럼을 획득하여 

지방량의 변화추이를 관찰함 

100

2) 관련분야의 기술발전에의 기여도

§ 펄스형 전자기장 자극기(PEMF)

 ◽ 본 연구에서 개발한 펄스형 전자기장 자극기는 세포에의 적용 시 자극 변수로 자극 주기(Hz), 자극 

시간(minute), 자기장 강도(Tesla)를 선택하여 조절할 수 있음

 ◽ 자극 주기의 경우 on time(10~2500)과 off time(10~2500000)에 따라 다양한 주파수로 조절할 

수 있으며 자극시간은 1분~60분까지, 자기장 강도의 경우 약 300mT~1200mT까지 조절이 가능함

 ◽ 또한 PEMF의 자극 코일 프로브의 경우 4 well plate에 균일한 자장을 발생시킬 수 있도록 설계함

 ◽ 위와 같은 특징을 바탕으로 다양한 세포에 적합한 프로토콜 연구가 진행이 가능함 

 ◽ 이러한 연구 진행은 특정 세포에 목적하는 바를 위한 자장 자극 프로토콜을 찾아 의료기기의 개발에 

기여할 수 있음

 ◽ 또한 자기장이 여러 세포의 작용 기전에 따라 나타나는 효과에 대한 예비(preliminary)연구에 기여

할 수 있음

§ 지방 분화 억제 프로토콜 확립

 ◽ 지방 분화 억제 프로토콜 연구에서는 10분 자극, 10Hz에서 지방 분화가 억제되는 것을 통계적 기법

을 통해 확인함

 ◽ 위와 같은 변수들을 바탕으로 지방 분화 억제를 기반으로 한 의료기기 개발의 예비 연구에 기여할 

수 있음

 ◽ 여기서 사용된 프로토콜은 다양한 문헌 조사를 통하여 진행하였지만, 모든 변수를 포함하는 지방 분

화 억제 프로토콜 실험은 미흡한 부분이 있음

 ◽ 하지만 이 연구에서 실험한 프로토콜의 데이터를 기반으로 세부적인 변수를 설정하여 실험한다면 좀 

더 유효한 효과를 가지는 지방 분화 억제 프로토콜을 개발할 수 있을 것으로 사료됨
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 ◽ 또한 이 연구의 데이터를 기반으로 자기장이 지방 억제에 미치는 기전을 찾는 연구를 진행할 수 있

을 것으로 사료됨 

 ◽ 위의 두 가능성(세부적인 변수 설정 실험, 지방 억제 기전 실험)은 지방 억제에 대한 자기장 관련 

연구에 크게 기여할 수 있을 것으로 예상됨

§ MRS 및 NMR 기반의 세포물질 대사 측정 기법

 ◽ 고농도의 3차원 배양 세포 시료를 이용하여 임상용 MRI 장비에서도 MR 스펙트럼 획득 가능함을 보임

 ◽ 이는 저자장 MRI 장비에서도 세포시료의 물질대사 분석이 가능함을 시사하며, 차후 분자영상 등에 

세포 및 조직을 이용한 대사물질 연구에 응용될 수 있음

 ◽ NMR 기반의 세포물질 대사 측정에서는 locking solvent의 세포 독성을 확인하고, 나타나는 세포 독

성을 최소화 시켜 반복적, 연속적으로 NMR 측정하는 법을 구축함

 ◦ 세부 목표, 달성내용 및 자체평가 결과

번

호
세  부  목  표 달성도(%) 달 성 내 용 관련 증빙

1

펄스형 전자기장에 의한 타겟팅 

대상 (세포시료)에 따른 자장 

분석 모의실험

100

￭ 세포 시료의 크기 내(60 mm × 60 mm)에 균

일한 자장을 인가하기 위해 3가지 type을 

정하고 시뮬레이션 진행

￭ 3가지 각 형태의 시뮬레이션을 통해 코일 

type별 권선 수 및 인덕턴스를 설정하고 실

제로 제작

특허,

표 1~6

2
전자기장 구동 시스템 전원 및 

하드웨어 개발
100

￭ 전자기장 발생 시스템은 전체 시스템 에너지

를 공급하는 전원부, 고에너지를 충방전할 

수 있는 충전부, 자기장을 발생시키는 자기 

유도 코일 프로브, 프로브로 인가되는 에너

지를 제어하는 제어부로 구성함

￭ 각 부분을 회로로 구축하여 고에너지 전압이 

자기 유도 코일 프로브에 인가될 때 전자기

장이 발생되는 것을 확인

특허,

그림 10~16

3

세포시료의 자기장 자극에 

효과적인 전자기장 발생을 위한 

코일 형태 결정

100

￭ 제작된 전자기장 시스템을 바탕으로 제작된 

코일의 실제 전자기장 출력 파형을 확인함

￭ 확인 결과를 바탕으로 팬형 솔레노이드(type 

1)를 코일 형태로 결정함

특허,

표 7

4
제작된 펄스형 전자기장 

시스템을 이용한 시스템 검증
100

￭ 문헌조사를 통해 세포 자극에 많이 쓰이는 

프로토콜을 찾고 시스템의 효과를 검증함

￭ 이 검증을 위해 10Hz, 0.25% 듀티로 매일 1

시간씩 7일간 연골세포를 자극함

￭ 이 실험을 통해 연골세포가 5%정도의 성장을 

보임을 확인하여 시스템을 검증

특허,

그림 18~19
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5
조직 유사 물질 팬텀을 이용한 

자장 자극 시스템 평가
100

￭ 지방 조직과 유사한 팬텀을 Glycerol과 Corn 

syrup을 기반으로 제작

￭ 1Hz, 1T의 프로토콜로 기존의 펄스형 전자기

장 발생 장치을 사용하여 팬텀을 자극함

￭ 자극 후 팬텀의 물질변성(조직 단위의 물질 

변성)을 확인하기는 어려움

그림 35~36

6

지방세포 및 공배양세포(조직)를 

이용한 지방분해 자장 자극 

파라미터 확립

100

￭ 공배양세포(조직)에  1Hz, 1T, 10분/60분, 5

일간(매일)의 파라미터로 자극을 진행

￭ 대조군에 비해 유의미한 차이를 보이지 않았음

￭ 자극 5일차에서는 대조군에 비해 지방 분화 

정도가 상대적으로 약간 떨어지는 경향을 확

인함

학술대회 
초록,

그림44, 46

7
줄기세포의 지방 분화 시 지방 

분화 억제 효과 평가
100

￭ 전자기장의 다양한 파라미터를 통해 hMSC의 

지방 분화 억제에 가장 큰 영향을 미치는 프

로토콜 확인

￭ 자극 프로토콜 중 10분 자극과 10Hz에서 줄기

세포의 지방분화 억제 효과가 유의미한 것으

로 확인함

학술대회
초록,

그림 52~59
표 14~20

8

최적화된 자극 방법에 의한 세포 

및 조직의 대사물질 정량 분석: 

자기공명분광법 시행

100

￭ 지방분화세포의 PEMF 자극 효과를 NMR 분광 

분석법으로 가능함을 확인

￭ MRS를 이용한 PEMF 자극에 대한 물질대사 지

표 검색 가능성 확인 

그림 63~65
표 22, 23

번호 세부 목표 달성도(%)에 대한 연구자 자체평가 결과

1

펄스형 전자기장에 의한 타겟팅 대상 (세포시료)에 따른 자장 분석 모의실험은 초기 목표를 달성

하였으며, 시스템 제작 후 연골세포에 자극을 가한 결과 증식이 활발해지는 것을 확인하였음. 이

에 따라 제작된 시스템이 연구 가능한 수준인 것으로 사료됨

2

지방세포 및 지방분화 줄기세포를 이용한 PEMF 효과 검증은 지방세포의 경우에서는 지방 억제 효과

가 미비하게 나타났으나 지방분화 줄기세포에서는 저자장, 10Hz, 10분의 조건에서 유의미한 차이를 

보이므로 본 연구에서 목표한 바를 확인하였음

3

최적화된 자극 방법에 의한 세포 및 조직의 대사물질 정량 분석에서는 MRS와 NMR을 이용하여 3차원 

배양세포의 자기공명분광 신호획득을 가능케 하였으며, PEMF 자극시 지방분화 억제 효과를 증명하였

음. 이에 본 연구진이 목표한 결과를 도출할 수 있었음

국가연구개발 보고서원문 성과물 전담기관인 한국과학기술정보연구원에서 가공·서비스 하는 연구보고서는 동의 없이 상업적 및 기타 영리목적으로 사용할 수 없습니다.



- 80 -

5. 연구결과의 활용계획

1) 펄스형 전자기장 발생 장치의 설계 기술을 기반으로 비만 치료 외 다양한 분야 적용

◾ 치료대상이나 위치에 따라 모의실험을 통해 가장 적절한 디자인 선정 작업 필요

◾ 연구수행 중 터득한 제작 노하우로 시스템 제작 및 안정화

◾ 펄스형 전자기장 발생 장치를 이용한 다양한 치료대상에 맞는 자극 프로토콜 연구 기반 마련

2) 지방전구세포뿐만 아니라 다른 종류의 세포에 본 연구 방법을 적용

◾ 세포의 종류에 따라 분화, 증식, 억제 효과가 다르므로 최적화된 프로토콜 확립 필요

◾ 세포 종류에 맞는 프로토콜을 기반으로 다른 세포의 분화, 증식, 억제에 대한 데이터 수집 필요

◾ 자극에 의해 세포수준에서 일어나는 과정에서 바이오 마커를 찾아 세포 종류 및 자극 프로토콜 변화

에 따른 바이오 마커 제시

◾ 지방전구세포가 아닌 다른 연구대상이 자기장 자극에 노출되었을 때 나타나는 특성에 대한 연구 기반 

마련

3) 자기공명분광법을 위한 3차원 배양법 제시

◾ 본 연구에서 자기공명분광법을 위한 최적화된 지방세포 3차원 배양법을 기반으로 하여 다른 세포의 3

차원 배양법 확장 및 연구 필요

4) 임상용 자기공명장치를 이용한 세포분광분석 시 활용 가능한 펄스열 제시

◾ 본 연구에서 최종적으로 획득한 자극 프로토콜 또는 다른 세포 자극 시 실험을 통해 획득한 최적화된 

자극프로토콜을 임상용 자기공명장치에서 적용하기 위한 연구 필요

5) 자기공명분광법을 이용한 세포 상태 정량화 및 지표 활용

◾ 자기공명분광법을 이용하여 동일한 세포의 신호를 반복하여 획득함으로써 신뢰성 있는 데이터를 수집

하여 전자기장 자극에 의한 세포 상태를 정량화하고 객관적인 지표로써 활용 가능

◾ 자극에 의한 인체 내부 조직의 변화를 세포 수준으로 측정할 수 있는 방법을 제시함으로써 비침습적

이며 세포 수준의 신호 획득 및 분석을 위한 연구 기반 마련 
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6. 연구과정에서 수집한 해외 과학기술정보

 가. 자기장 자극 시뮬레이션 이론

(1) Chris Hovey BSc, Reza Jalinous PhD, THE GUIDE TO MAGNETIC STIMULATION, magstim, 2008

    J. Malmivuo and R. Plonsey, Bioelectromagnetism, Oxford University Press, New York (1995)

◾ 유한차분 시간영역법(FDTD : Finite Difference Time Domain) 방법을 통해 시뮬레이션 진행

◾ 이 컴퓨터 시뮬레이션은 몇 가지의 가정과 공식을 기반으로 진행됨

◾ 위의 B라고 표기된 자기장은 시간 영역과 주파수 영역에서 맥스웰 방정식을 통해 표현될 수 있음

◾ 주파수 영역에서는 고조파 발진 (여기서 는 복소수로서   이며, ω는 각주파수로서 

  이고 t는 시간을 의미)을 통해 표현됨

◾ 이런 자기장은 아래의 식들로 다양한 전자기장 물리량을 표기할 수 있음

∇×  

∇× 

∇∙  

∇∙  

 

◾ 여기서 E는 전계(E-field), D는 변위, B는 자속(B-field), H는 자계(H-field), J는 전류 밀도 필드를 

나타내며 전하의 분포는 ρ로 표시됨

◾ 위의 방정식(맥스웰 방적식) 중 두 번째와 세 번째의 직접적인 결과는 전하 연속 방정식이며 아래와 

같이 표기됨

∇∙   

◾ 선형성을 바탕으로 constitutive laws를 따르면 아래의 식과 같이 표기됨

 

 

   

◾ 위의 식에서   는 전기 유전율(electric permittivity),   는 자기 투자율(magnetic 

permeability), 오믹 손실(ohmic losses)은 전기 전도도(electric conductivity) σ로 표기되며, 소

스 전류(source current)는 j0이며 복소 유전율은 이며      


로 정의됨

◾ 전기장으로부터 자기장 디커플링(decoupling)을 진행

◾ ∇×   (Coulomb gauge 내에서, 즉, ∇∙  )인 A 벡터 포텐셜(vector potential)은 위의 

맥스웰 방정식 중 1번과 4번을 품으로서 만들어짐

◾ 이는 분해된 헬름홀츠 성분 중 컬이 없는(curl-free) E 필드를 결정하기 위함이며 아래의 식을 따름

  ∇∅    

◾ 이때 ∅는 스칼라 포텐셜(scalar potential)이고, ∇∙  ∇∙ (solenoidal)이며

◾ ∇×  ∇×∇∅ (irrotational)임
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◾ 새롭게 주어진 포텐셜들을 바탕으로 2번째 맥스웰 방정식을 아래와 같이 나타남

∇×


∇×  ∇∅ 

◾ 또한 전하 연속 방정식(charge continuity equation)은 아래의 공식을 따름

∇∙∇∅ ∇∙

◾ 이전의 방정식을 바탕으로 준 정적 근사법(Quasi-static Approximation)을 진행

◾ 각각의 텀(term)을 연속성 내에서 확인할 때, 아래의 식과 같은 스케일링 특성(scaling property)이 

나타남

∇∙∇∅  ○∅∅
 

∇∙  ○ 

◾ 여기서 ○∙는 순서(on the order of) 기호를 의미하며 아래의 식과 같이 표현함

○  lim
 →




  

◾ 그리고  와 ∅는 특성 길이(characteristic length)를 나타내고, ○는 미분의 스케일링

(scaling of a derivative)을 나타냄

◾ 따라서 스케일링의 ∅ 크기(magnitude)는 스케일링 특성에서 파생될 수 있으며 아래의 식을 따름

∅  ○∅
  

◾ 암페어 법칙에 같은 방법을 사용하면 아래와 같이 표현할 수 있음

 ∇×


∇×  ○

 

  ○

∇∅  ○∅∅  ○∅ 

◾ 따라서 아래와 같이 표현할 수 있음


∇×


∇×


 ○

  ○
 






∇×


∇×

∇∅
 ○∅ ○

∅ 
◾ 위의 식에서 용어 는 와 같으며, 는  파동이고   와 같이 정의할 수 있고 는 파장을 

나타냄

◾ 그러므로 모든 세포와 물질이 이러한 조건을 만족하면 암페르 법칙으로 근사화할 수 있음

 ≪  ⇔ 
 



≪ 

◾ 또는 실제값을 기준으로 표현되면 아래의 식을 따름
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 ≪ 

 ≪ 

◾ 여기서 d는 최악의 경우(worst case)를 고려한 것이며, 계산 영역의 직경을 나타냄

◾ 또한 암페르 법칙은 아래와 식과 같이 감소됨

∇×


∇×  

◾ 즉, 벡터 포텐셜 A는 자기장 벡터 포텐셜()이며 전자장()으로부터 완전히 분해됨

◾ 또한 전체 도메인 Ω에서 ≡로 일정하면, 벡터 포텐셜()는 비오-사바르 법칙(Biot-Savart 

law)으로 아래와 같이 계산됨


  



  ′

′

′

 나. 자기장 자극 시뮬레이션 이론

   (1) Extracellular Matrix synthesis(세포외 기질 합성)

① Effect of extremely low frequency (ELF) magnetic field exposure on morphological and 

biophysical properties of human lymphoid cell line (Raji) (N. Santoro, et al., 1997)

◾ Human B lymphoid cell(Raji)을 대상으로 24시간동안 50 Hz, 2 mT의 PEMF 자극을 인가 

◾ Laurdan 방출분광법과 DPH 형광편광 분석 결과 막 유동성의 감소가 나타났고 세포 골격 성분의 재구

성을 야기

◾ 주사 전자 현미경으로 확인한 결과 자극을 받은 세포에서 미세 융모의 손실이 나타남을 확인 

그림 70. Raji 세포의 전자현미경 사진 : (A)자극을 받지 않은 세포, (B)자극을 받은 세포

② Modulation of collagen production in cultured fibroblasts by a low-frequency, pulsed magnetic 

field (J.Clifford Murray, Richard W. Farndale., 1985)

◾ Chicken tendon fibroblasts를 대상으로 1시간씩 6일동안 다양한 주기를 가지는 PEMF 자극을 인가하

였으며 그 결과 단백질 합성이 증가하는 것을 확인함
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③ Effect of exposure to an extremely low frequency- electromagnetic field on the cellular 

collagen with respect to signaling pathways in osteoblast-like cells (Akira Soda, et al., 2008)

◾ Mouse osteoblast MC3T3-E1을 대상으로 3일동안 60 Hz, 3 mT의 PEMF 자극을 인가하였을 때 콜라겐 합

성을 억제하는 현상을 확인함

④ No Influence of Magnetic Fields on Cell Cycle Progression Using Conditions Relevant for 

Patients During MRI (Ilka B. Schiffer et al., 2003)

◾ Tumor cell HL60과 EA2를 대상으로 3일동안 60 Hz, 3 mT의 자기장 자극을 인가하였을 때 강한  

arrest가 나타났지만 결과적으로 임상용 자기공명영상장치가 cell cycle에는 큰 영향은 주지않는 것

을 확인함 

⑥ Effects of Exposure to Repetitive Pulsed Magnetic Stimulation on Cell Proliferation and 

Expression of Heat Shock Protein 70 in Normal and Malignant Cells (Giichiro Tsurita et al., 

1999)

◾ 정상세포와 종양 세포를 대상으로 3시간동안 50 Hz, 34 mT의 RPMS(Repetitive pulsed magnetic 

stimulation)을 인가했을 때 양쪽 모두 열로 인한 스트레스를 받았으며 특히 종양 세포의 경우 유래

한 기관에 따라 다르게 반응하는 것을 확인

(2) Cell differentiation(세포 분화)

① Power-Frequency Magnetic Field Inhibits Adipogenic Differentiation in Human ADSC (María Antonia 

Martínez, et al., 2015)

◾ 50 Hz, 100 μT의 PEMFs에 지방전구세포를 42시간동안 자극

◾ Oil-red-O staining한 결과 자기장 자극에 노출된 지방전구세포의 지방세포 분화율은 47.96±12.47 % 

로 대조군(100%) 대비 절반가까이 분화율이 감소했다고 보고함

그림 71. 현미경 및 Oil-Red-O staining 분석 결과

② The influence of static magnetic fields on canine and equine mesenchymal stem cells derived 

from adipose tissue (Monika Marędziak, et al., 2014)

◾ Eq- and CaAdMSC를 대상으로 0.5 T 자기장 세기를 이용하여 각각 24, 48, 96, 120, 144시간 자극을 
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인가

◾ EqAdMSC의 경우 미소낭포의 출현이 활발했지만 CaAdMSC의 경우 분비활동이 감소하는 것을 확인함

③ Effect of pulsed electromagnetic field therapy on the osteogenic and adipogenic differentiation 

of bone marrow mesenchymal stem cell (T. Lu, Y.X. Huang, C. Zhang, M.X. Chai1 and J. Zhang, 

2015)

◾ 골수줄기세포가 지방분화와 골분화를 진행함에 있어 20 Hz, 2 mT PEMF 자극을 12일동안 인가

◾ RT-PCR 분석 결과 PEMF 자극에 의해 골분화는 촉진 효과를 가져왔지만 지방분화는 억제 효과가 나타

남을 확인

◾ Oil-red-O staining 분석에서도 PEMF 자극이 골수줄기세포의 지방분화를 억제하는 효과가 있음을 재

검증함

그림 72. Oil-Red-O staining 결과, (A)Staining 전 대조 군, (B)Staining 후 대조 군, (C)Staining 전 실험 

군, (D)Staining 후 실험 군

④ Inhibition of Viability, Proliferation, Cytokines Secretion, Surface Antigen Expression, and 

Adipogenic and Osteogenic Differentiation of Adipose-Derived Stem Cells by Seven-Day Exposure 

to 0.5 T Static Magnetic Fields (Jian Wang, et al., 2016)

◾ 0.5 T의 SMF(Static Magnetic Field)를 지방전구세포에 168시간(7일)동안 자극 

◾ 지방세포 분화율을 MTT assay로 측정한 결과 지방분화가 억제됨을 확인했다고 보고함

⑤ Extremely Low Frequency Magnetic Fields Inhibit Adipogenesis of Human Mesenchymal Stem Cells 

(Leilei Du, et al., 2014)

◾ 하루에 2시간씩 15일 동안 7.5 Hz, 0.4T의 자기장 자극을 간엽세포에 인가

◾ 골분화에는 영향을 주지 않았지만 지방분화를 억제하는 효과가 나타남을 확인함

⑥ EMFActs on Rat Bone Marrow Mesenchymal Stem Cells to Promote Differentiation to Osteoblasts and 

to Inhibit Differentiation to Adipocytes (Yong Yang, et al., 2010)

◾ 골수줄기세포에 21일 동안 8시간씩 15 Hz, 1 mT 전자기 자극을 인가

◾ 지방분화를 억제하고 골분화 촉진이 나타나는 것을 확인함

⑦ Effect of Pulsed Electromagnetic Field on Bone Formation and Lipid Metabolism of 

Glucocorticoid-Induced Osteoporosis Rats through Canonical Wnt Signaling Pathway (Yuan Jiang et 

al., 2016)

◾ 골다공증을 가진 Rat을 대상으로 12주 동안 0.66시간씩 50 Hz, 4 mT로 PEMF 자극을 인가 골 손실이 
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감소하는 것을 확인함

⑧ Electromagnetic fields enhance chondrogenesis of human adipose-derived stem cells in a 

chondrogenic microenvironment in vitro (Chung-Hwan Chen et al., 2013)

◾ PEMF와 SPEMF(Single-pulse electromagnetic field) 자극을 인가하였으며 3일, 5일동안 1 T로 

10,30,60번 자극 프로토콜 적용

◾ PEMF와 SPEMF 모두 연골세포분화의 바이오 마커에 해당하는 유전자가 증가하는 것을 확인함

(3) Bone Regeneration(골 재생)

① Effects of Static Magnetic Field and Pulsed Electromagnetic Field on Viability of Human 

Chondrocytes in vitro (Š. ŠTOLFA, M. ŠKORVĂNEK, P. ŠTOLFA, J. ROSOCHA, G. VAŠKO, J. SABO, 2007)

◾ 인간 연골세포를 대상으로 4.5일에 걸쳐 72시간 자극을 21.2 MHz, 3 dBm(0.1V)의 PEMF 자극을 인가한 

결과 자기장 자극이 연골 세포 생존성을 향상시킬 수 있다고 보고함

② Effects of Pulsed Electromagnetic Fields on Human Chondrocytes: An In Vitro Study (F. Pezzetti, 

et al., 1999)

◾ 인간의 코 및 관절 연골세포를 대상으로 75 Hz, 2.3 mT PEMF를 6, 12, 18, 24, 30 시간동안 자극을 

하였으며 RT-PCR 결과 자극을 인가받은 세포가 대조 군 세포보다 세포 분화 촉진을 일으켰다는 결과

를 보고함

그림 73. (Left)PEMF자극 시간에 따른 코 연골세포의 H-thymidine 비율, 

(Right)PEMF자극 시간에 따른 관절 연골세포의 H-thymidine 비율

③ Pulsed Electromagnetic Fields Simultaneously Induce Osteogenesis and Upregulate Transcription 

of Bone Morphogenetic Proteins 2 and 4 in Rat Osteoblasts in Vitro, BIOCHEMICAL AND BIPHYSICAL 

RESEARCH COMMUNICATIOS (T. Bodamyali, et al., 1998)

◾ 관절염을 가진 rat의 골아세포를 대상으로 15 Hz, 1.8 mT의 PEMF 자극을 6일동안 실시하였고 RT-PCR 

분석 결과 임상용 PEMF 자극이 연골세포 분화에 긍정적인 영향을 준다는 결과를 보고함

④ Effect of a pulsing electromagnetic field on demineralized bone-matrix-induced bone formation 

in a Bony defect in the premaxilla of rats (T. Takano-Yamamoto, M. Kawakami, M. Sakuda, 1992)

◾ 21일동안 100 Hz, 165 μT의 PEMF를 뼈에 결함이 있는 rat에 인가하였을 때 뼈 생성이 활발하게 일어

났으며 이는 PEMF 자극이 뼈 생성에 유효한 효과가 있음을 확인함

⑤ Biochemical and morphological study of human articular chondrocytes cultivated in the presence 
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of pulsed signal therapy (A Fioravanti, F Nerucci, G Collodel, R Markoll, R Marcolongo, 2002)

◾ 알지네이트 겔에 배양된 골관절염 환자의 연골세포를 대상으로 15 Hz, 1.5 mT의 PEMF 자극을 인가했

을 때, 프로테오글리칸의 농도 분석결과 농도가 증가한 것을 확인함

⑥ Pulsed Electromagnetic Field Stimulation of MG63 Osteoblast-like Cells Affects Differentiation 

and Local Factor Production (C. H. Lohmann et al., 2000)

◾ 인간 조골 유사 세포 MG-63을 대상으로 1, 2, 4일동안 15Hz, 1.8 mT의 PEMF 자극을 8시간씩 인가하였

을 때 골 분화 및 알칼린 포트파타아제 활동, 콜라겐 형성, 오스테오칼신 합성 증가에도 영향을 준 

것을 확인했다고 보고함

(4) Observation of changes in cell status(세포 상태 변화의 관찰)

① Effects of electromagnetic stimulation on onsteogenic differentiation of human mesenchymal 

stromal cells seeded onto gelatin cryogel (E. SAINO, et al., 2011)

◾ 중간엽 간질 세포를 대상으로 28일동안 75 Hz, 2 mT의 자기장 자극을 0.33 시간씩 인가한 결과 세포 

증식, 분화 증가와 골 세포외기질 단백질의 표면 코팅도 강해진 것을 확인

② Control of orientation of rat Schwann cells using an 8-T static magnetic field (Yawara Eguchi, 

et al., 2003) 

◾ rat의 슈반 세포(Schwann cell)를 대상으로 8 T의 자기장을 30시간동안 인가하였으며 자극에 의해 슈

반 세포 배열이 방향성을 지니게 된 것을 확인

그림 74 콜라겐의 전자현미경 영상. (A)대조 군, (B)실험 군

③ Power Frequency Magnetic Fields Affect the p38 MAPK-Mediated Regulation of NB69 Cell 

Proliferation Implication of Free Radicals (María Antonia Martínez, et al., 2016)

◾ 신경아세포종 NM69를 대상으로 50 Hz, 0.1 mT의 자기장 자극을 2, 24, 42, 63시간 자극을 인가하였으

며 그 결과 p38, JNK, ERK1/2의 일시적인 활동을 이끌어냄

④ Moderate strength (0.23–0.28 T) static magnetic fields (SMF) modulate signaling and 

differentiation in human embryonic cells (Zhiyun Wang et al., 2009) 

◾ 인간 배양체 유도 세포(hEBD)를 대상으로 5일동안 0.25 시간씩 255 mT의 자기장을 인가함으로써 지질

막에서 신경계통으로의 분화를 포함한 세포 수준 반응이 어떻게 전달되는 지를 설명하는 프레임 워크

를 제공함

Pulsed Electromagnetic Field Assisted in vitro Electroporation: A Pilot Study (Vitalij Novickij, 

et al., 2016)
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◾ Saccharomyces cerevisiae와  Candida lusitaniae 세포를 대상으로 하여 3.0 T, 6.0 T, 9.0 T의 자기

장 세기로 100, 150, 200, 250 ㎲동안 인가하였을 때 막의 투과성을 나타내는 Propidium Iodide(PI) 

형광 세포의 수가 증가한 것을 확인함

⑤ Low Intensity and Frequency Pulsed Electromagnetic Fields Selectively Impair Breast Cancer Cell 

Viability (Sara Crocetti et al., 2013)

◾ 유방암 세포인 MCF-7을 대상으로 3, 5일동안 20 Hz, 50 Hz, 2 mT, 3 mT, 5 mT를 매개변수로 가지는 

PEMF 자극을 0.5, 1.0, 1.5시간씩 자극을 인가한 결과 자극시간과 세기를 증가할수록 유방암 세포가 

타격을 입었으며 정상 세포인 MCF-10은 영향을 받지 않은 것을 확인하고 항암 전략 중 하나가 될 수 

있음을 제시함

(5) Pain relief(통증 완화)

① Evaluation of electromagnetic fields in the treatment of pain in patients with lumbar 

radiculopathy or the whiplash syndrome (Thuile CH, Walzl M., 2002)

◾ 등통증과 휘플래시 증후군 환자를 대상으로 22일동안 64 Hz, 10, 20, 30 μT PEMF 자극을 26분씩 인

가

◾ 평균적으로 정상인보다 약 3일정도 서서히 통증 완화 증상을 보이기 시작했으며 통증 완화 효과가 있

음을 확인함

표 x. 통증이 완화되기까지의 간격(d=days, °=degrees, *=statistically significant)

Parameter
Magnetic field Controls

p-value
before after before after

Free of pain/walking - 8.2±0.5d - 11.7±0.5 < 0.04*

Las`egue (normal range: 70–90◦) 36.2±3.7° 68.4±3.8° 37.9±2.8° 49.3±4.1° < 0.05*

② Extremely Low Frequency Pulsed Electromagnetic Field Designed for Antinociception Does Not 

Affect Microvascular Responsiveness to the Vasodilator Acetylcholine (Julia C. McKay et al., 

2010)

◾ 등은 PEMF 자극이 rat 뼈의 미소혈관계의 혈류 흐름에 끼치는 영향을 측정하기 위해 72 Hz, 0.225, 

2.25 mT 자극을 0.5 시간만큼 인가하였을 때 혈관의 근원성이나 심박수 매개변수에는 영향을 끼치지 

않았지만 호흡억제를 유도하는 마취 성분이 대조 군에 비해 감소한 것을 확인함

(6) Wound healing(상처 치료)

① Pulsed Electromagnetic Fields Accelerate Wound Healing in the Skin of Diabetic Rats (Iran 

Goudarzi, et al., 2010)

◾ 당뇨병에 의해 치료 속도가 느려진 rat을 대상으로 20 Hz, 8 mT 10일동안 1시간씩 PEMF 자극을 인가

했을 때 자극을 받지 않은 rat에 비해 치료 속도가 빨라진 것을 토대로 PEMF 자극이 상처 치료에 도

움이 된다는 것을 확인함

국가연구개발 보고서원문 성과물 전담기관인 한국과학기술정보연구원에서 가공·서비스 하는 연구보고서는 동의 없이 상업적 및 기타 영리목적으로 사용할 수 없습니다.



- 89 -

그림 75. (Left)rat의 상처 사진, (Right)대조 군과 실험 군간의 자극이 유무에 따른 치료 시간 

(7) Antiinflammatory(소염제)

① Low frequency and low intensity pulsed electromagnetic field exerts its antiinflammatory effect 

through restoration of plasma membrane calcium ATPase activity (Ramasamy Selvam, et al., 2007)

◾ 류마티스성 관절염을 가진 동물을 대상으로 42일동안 5 Hz, 4 μT의 PEMF 자극을 1.5시간씩 인가했을 

때 삼출방지효과가 일어나면서 회복에 도움이 되었다고 보고함

(8) Neural Tissue(신경 조직)

① Cellular level studies and coil system design for transcranial magnetic stimulation, Iowa State 

University, Graduate Theses and Dissertations (Yiwen Meng, 2015)

◾ N27 도파민성 신경 세포를 대상으로 0.25 Hz, 0.55 Ma/m의 TMS로 0.5시간 자극을 한 결과 세포 수준

의 TMS 메커니즘을 이해할 수 있는 기반이 될 것으로 제시함

☞이런 다양한 실험이 해외에서도 진행되고 있지만 가장 큰 문제점은 자극 효과가 나타났다하더라도 세

포 또는 조직이나 개체에 가하는 자극 프로토콜의 파형형태, 주파수, 자기장 세기, 자극 기간이 확립

되지 않은 상태로 단순히 연구결과만을 제시하고 있는 실정임
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7. 주관연구책임자 대표적 연구실적

번호 논문명/특허명/기타 소속기관명 역할
논문게재지/

특허등록국가

논문게재일

/특허등록일

특기사항

(I.F.)

1

균일 자기장 세포 자극 시스템(Cell 

stimulation system with uniform 

magnetic field)

인제대학교 발명인 대한민국 2017.11.30
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9. 연구성과

사업명 도약연구지원사업(전략)(상향식) 연구책임자 문치웅 주관기관 인제대학교

과제번호 2014R1A2A1A11053868 과제명 펄스형 전자기장 자극의 지방분해 영향에 관한 연구

※산학강좌,기술이전 및 기술평가는 현재 입력 받지 않는 항목입니다.
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실적

학술대회

논문발표
지식재산권

수상

실적

출판실적

국내논문 국외논문
국내 국제
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10. 국가과학기술지식정보서비스에 등록한 연구시설‧장비 현황

11. 연구개발과제 수행에 따른 연구실 등의 안전조치 이행실적

 1) 기술적 위험 요소 분석

1.1.2.1.1.1.   가. 퇴실점검

   참여연구원의 연구활동에 사용되는 기계, 기구, 전기, 약품, 병원체 등의 보관상태 및 보호장비의 관리 실

태 등을 매 퇴실시마다 육안으로 점검을 실시하며 퇴실점검표를 구비 하여 최종 퇴실자가 매 퇴실 시 마다 

작성한다.

1.1.2.1.1.2.   나. 일상점검

   참여연구원의 연구활동에 사용되는 기계, 기구, 전기, 약품, 병원체 등의 보관상태 및 보호장비의 관리 실

태 주 1회 육안으로 실시한다.

1.1.2.1.1.3.   다. 정기점검

   법적 자격을 갖춘 자가 연구활동에 사용되는 기계, 기구, 전기, 약품, 병원체 등의 보관상태 및 보호 장비

학술대회 논문발표 성과정보

과제번호 발표년월 학술대회명 저자 논문제목 학술대회구분 개최국

2014R1A2A1A1

1053868
201605

대한의용생체공학회 춘계학술대

회

김태형, 천송이, 

김동혁, 문치웅

세포자극 용 균일펄스전자

기장 발생 장치 개발 
국내학술대회 대한민국

2014R1A2A1A1

1053868
201711

2017 대한의용생체공학회 추계

학술대회

천송이, 서솔아, 

김태형, 이민우, 

도대국, 문치웅

핵자기공명분광법 Locking 

물질의 세포 독성에 관한 

연구: D2O 와 DMSO-D6

국내학술대회 대한민국

2014R1A2A1A1

1053868
201711

2017 대한의용생체공학회 추계

학술대회

김태형, 천송이, 

이민우, 도대국, 

서솔아, 문치웅

연골세포 증식을 위한 펄스

형 전자기장 자극의 매개 

변수 효과

국내학술대회 대한민국

2014R1A2A1A1

1053868
201610 BMES2016

Song-I Chun, 

Tae hyung Kim, 

Chi-woong Mun

Evaluation of pulsed 

electromagnetic field 

exposure system for 

chondrocyte proliferation

국제학술대회 미국

학위배출인력 성과정보

과제번호 학위취득연월 학위구분
학위취득자

진로
성명 성별 대학 학과

2014R1A2A1A

11053868
201708 박사 김태형 남성 인제대학교 융합의과학과

취업(박사후연

구원 포함)
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의 관리 실태 등을 안전점검기기 등을 갖추어 연 1회 이상 실시한다.

1.1.2.1.1.4.   라. 특별안전점검

   폭발사고, 화재사고 등 참여연구원의 안전에 치명적인 위험을 야기할 우려가 있을 경우 실시하는 점검으로 

점검 사유가 발생할 경우에 실시한다.

1.1.2.1.1.5.   마. 정밀안전진단

   법적 자격을 갖춘 자가 유해, 위험물질 및 시설, 장비를 취급하는 연구실을 대상으로 실시하는 진단으로 2

년마다 1회 실시한다

   
 2) 안전 관리 대책
  가. 참여연구원의 교육훈련

   연 2회 인제대학교 방재연구센터에서 진행하는 연구실안전교육에 참석하여 연구실안전의 중요성, 연구실안

전환경조성법, 교내규정, 소방안전, 개인보호구 활용과 관리 등에 관한 교육을 받아야 하며 교육내용을 평

가 하며 이수하여야한다. 만약 평가에 합격하지 못한 경우는 교육 미이수자로 처리 되어 재수강을 하여야 

한다.

  나. 참여연구원의 건강검진 실시

   인제대학교 방재연구센터에서는 연구실 안전환경조성법 제18조에 근거하여 연구활동종사자의 건강검진 실시

를 하고 있으며 건강검진을 원하는 참여연구원은 건강검진 신청 기간 내에 신청하여 건강검진을 받도록 한

다.

  다. 참여연구원의 보험가입

   참여연구원은 인제대학교 방재연구센터에서 관리하는 연구활동종사자 상해보험에 가입하여 실험 도중 상해

를 당했을 경우에 정해진 절차를 따라 신고 및 보고서 제출을 통하여 보험금을 지급 받을 수 있도록 한다.

  라. 연구실안전 확보 계획 

   1) 실험·연구실 내 정리정돈을 철저히 한다.

   2) 실험실 내 음식물 반입을 금한다.

   3) 실험복은 전신을 가릴 수 있고, 활동이 용이하며, 청결해야 한다.

   4) 실험 전, 관련 자료의 내용을 미리 숙지하고 실험의 내용과 조작 순서를 충분히 이해해 둔다.

   5) 유해인자별 적정한 보호구(안면보호구, 보안경, 안전장갑 등)를 착용한다.

   6) 실험 후에는 기구, 시약 등을 실험 전과 같은 상태로 정리 정돈한다.

   7) 실험 폐기물은 반드시 정해진 지침에 따라 별도 처리한다.

   8) 퇴실 시에는 점검을 실시하고, 반드시 퇴실점검표를 작성한다.

   9) 비상사태 발생에 따른 대처를 위해 절차, 비상연락망을 확보한다.

   10) 상해사고 발생 시에는 적절한 응급조치를 취하며 필요시 병원으로 후송한다.

12. 기타사항
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[별첨1]

〈 대 표 연 구 실 적 〉

대표연구실적 요약문

연구업적 제목   균일 자기장 세포 자극 시스템(Cell stimulation system with uniform magnetic field)

연구업적 유형
   학술지게재논문( )   저서( )   역서( )   특허(√)   국제학회 초청강연( )   
   학술지 편집위원 참여( )   기술이전( )

게재연도 2017

주관연구책임자 또는 
참여연구원 성명

  문치웅 참여자수 4

SCI 등재 여부
IF 및 인용횟수

(SCI)

SCOPUS 등재 여부
피인용횟수
(SCOPUS)

요 약 문

등록일 : 2017.11.30

등록국가 : 대한민국

비침습적인 시변 자기장으로 생체 내의 유도 이온 전류에 의한 자극 효과로써 최근 근골격계 기능 장애에 대한 

비침습적, 비접촉적인 적절한 시술방법의 하나로 자기장 자극 치료법이 폭넓게 연구되고 있다. 특히 자기장의 

파형, 세기, 주파수 또는 자극 횟수 등의 변수에 대한 연구의 일환으로 세포, 동물 및 인체에 대한 임상실험 결

과들이 단편적으로 보고되고 있으나, 각 변수들의 의존성에 관한 체계적인 연구는 아직 이루어지지 않고 있는 

실정이다. 또한 세포 실험을 통한 효능 분석에서 자기장 자극 장치는 자기장이 가해지는 시료 부위 내 공간에서

의 자기장 분포가 균일하지 않다는 문제를 가지고 있어 세포 수준에서 자기장에 의한 정확한 자극이 어렵고 이

로 인해 샘플에서 실험의 결과가 상이하게 나올 수 있는 결함이 존재한다. 이러한 문제를 해결하기 위해 세포를 

배양할 수 있는 세포 배양 공간부와 이곳에 균일한 자기장을 인가하여 세포 배양 공간부에 안치된 세포의 활성

화에 영향을 줄 수 있도록 세포 배양 공간부를 중심으로 소정 간격으로 상하로 배치된 한 쌍의 자기장발생부 및 

자기장발생부의 자기장 발생 여부를 제어하는 제어부를 포함하여 하나의 자기장 자극 장치를 개발하였다. 

연구 목표 및 연구내용과의 연관성 기대성과 및 파급 효과

Ÿ 컴퓨터 모의실험을 통한 코일 선정
- 시료가 놓이는 위치에 균일한 자기장을 인가하기 위해 코

일 타입, 권선 수, 코일의 크기, 코일 간 간격 등을 변수로 
설정하여 최적의 조건을 선정함

Ÿ 지방세포 및 지방분화 줄기세포를 이용한 PEMF 
효과 평가
- 시스템 제작 후 지방 세포 및 지방분화 줄기세포를 이용한 

PEMF 효과를 평가하기 위해 지방분화 줄기세포에 자기장
의 세기, 주파수, 지극 시간을 변수로 설정하고 이들을 변
화시켜가며 자극 조건에 따른 지방분화억제 정도를 확인함

☞ 자기장 자극 장치 제작 및 장치 효과를 평가하는  
과정이 연구계획서 상의 목표 중 일부에 포함됨

Ÿ 펄스형 전자기장 발생 장치를 이용한 지방분화억
제뿐만 아니라 다른 종류의 세포에도 적용하여 
세포 분화 촉진 또는 억제와 관련된 연구 기반을 
마련할 수 있음

Ÿ 단순히 세포의 분화 촉진이나 억제 관측을 위한 
연구가 아닌 다양한 세포에 영향을 주는 최적화
된 프로토콜을 확립하여 자기장 자극을 이용한 
치료기기발전에 기여할 수 있음

Ÿ 또한 세포 수준의 자극 효과 연구 외에 펄스형 
전자기장 발생 장치 제작 노하우를 이용하여 보
다 안정적인 자기장 자극 치료기기 제작에 기여
할 수 있음
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〈 대표적 연구실적 사본 〉
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[별첨2]

〈 세부 목표 관련 증빙 〉
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< 2016년도 BMES >
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< 2016년도 대한의용생체공학회 >

국가연구개발 보고서원문 성과물 전담기관인 한국과학기술정보연구원에서 가공·서비스 하는 연구보고서는 동의 없이 상업적 및 기타 영리목적으로 사용할 수 없습니다.



- 107 -
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