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요 약: 피부주름 개선에는 콜라겐(collagen)뿐만 아니라 탄력섬유인 엘라스틴(elastin) 등도 기여하는 것으로 보고되고 

있다. 더 나아가 자외선에 의하여 사람의 피부에서 광노화 현상이 나타나며 자외선 조사 후 엘라스타제(elastase)의 활

성이 증가하기 때문에 엘라스타제의 활성증가는 자외선에 의한 피부 탄성도의 감소 및 주름 생성의 주요원인으로 생각

된다. 따라서 본 연구에서는 피부주름 생성에 영향을 미치는 엘라스타제의 활성을 측정하기 위한 모델을 마련하기 위하

여 시판되는 두 가지 엘라스타제, 돼지 췌장 엘라스타제(porcine pancreatic elastase)와 사람 호중구 엘라스타제(human 

neutrophil elastase)를 사용하였으며 다음 세 가지는 정상 사람 섬유아세포(normal primary human fibroblasts), 쥐의 

3T3 섬유아세포주(3T3 mouse fibroblasts), 사람의 CCD-25Sk 섬유아세포주(CCD-25Sk human fibroblasts)로부터 

elastase를 준비하여 사용하였다. 준비된 5가지 효소의 농도에 기질의 농도 및 배양시간에 따르는 효소의 활성을 비교 

평가하였다. 양성대조군으로 사용한 phosphoramidon이 normal human primary fibroblast elastase와 CCD-25Sk fibro-

blast elastase의 활성을 유의성 있게 억제한 반면에 porcine pancreatic elastase에는 별다른 영향을 미치지 못하였다. 

따라서 주름 개선 후보물질 탐색을 위한 엘라스타제의 선정에는 신중한 고려가 필요할 것으로 사료된다.

Abstract: It has been reported that not only collagen but also elastin contribute to inhibit skin wrinkle formation. 

Ultraviolet (UV) radiation induces photo-aging on human skin. Because UV radiation increases elastase activity, it 

is thought that increased elastase activity could be the major reason for skin elasticity reduction and wrinkle for-

mation by UV. In the present study to standardize elastase activity measuring system, purified elastases from porcine 

pancrease and human neutrophil, and cell extracts of normal human primary fibroblasts, 3T3 mouse fibroblasts, and 

CCD-25Sk human fibroblasts were used as various enzyme sources. Furthermore, elastase activities were compared 

according to concentrations of enzyme and substrate and incubation time. Phosphoramidon was used as a positive 

control to inhibit elastase activities of normal human primary fibroblasts and CCD-25Sk fibroblasts. However, it had 

no influence on the activity of porcine pancreatic elastase. Therefore, it is suggested that elastase used for testing 

anti-wrinkle agents should be selected carefully. 
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1. 서    론 

세계적으로 고령인구의 증가와 경제수준의 향상에 따

라 주름개선을 필두로 하는 피부노화방지에 대한 관심이 

높아지고 있는 추세이다. 따라서 다양한 접근 방법을 가

지고 항노화 화장품을 개발하려는 여러 가지 영역에서 

활발한 연구가 진행되고 있다. 이 연구 분야들을 살펴보

면, 콜라겐 생성의 증가 및 분해의 억제[1], 엘라스틴의 

생성촉진 및 분해억제[2], 히아루론산(hyaluronic acid) 

생성증가[3], 노화 세포재생 촉진[4], 반응성 산소라디칼

(reactive oxygen species, ROS) 제거[5] 등이다. 

피부에 탄력을 주어 피부의 주름을 완화 또는 개선하

는 기능을 하는 화장품을 주름개선 기능성화장품이라고 

한다. 주름개선 화장품의 수요증가에 따라 우수한 화장품

의 개발에 많은 연구자들이 연구를 집중하고 있으나 임상

에서 뚜렷한 효과를 나타내는 원료는 미미한 실정이다.

주름개선 기능성 화장품으로 쓰이는 식품의약품안정청

의 고시 원료로는 레티놀(retinol), 아데노신(adenosine) 

등의 성분들이며, 이들 성분을 함유한 제품들이 주름개선

의 효과를 보이는 것으로 알려져 있다[6,7]. 이들 성분들

은 세포 내 콜라겐의 생성을 증가시키거나 또는 콜라겐

을 분해하는 효소인 콜라게나제(collagenase)의 활성을 

억제시킨다고 알려져 있다. 그러나 연구개발의 어려움과 

유효성 평가에 대한 기준의 개선이 절실한 시점에서 현

재 국내의 연구동향을 살펴보면 새로운 기능성 원료의 

개발 보다는 기존 원료의 안정화나 피부 흡수 개선에 주

력하고 있는 실정이다. 

최근의 연구에서 섬유아세포에서 유래한 엘라스타제

가 피부탄성섬유의 3차원적 뒤틀림에 중요한 역할을 한

다고 보고되고 있으며 이러한 엘라스타제의 활성증가는 

피부의 탄력섬유를 감소시킴으로써 피부 주름 형성에 기

여한다고 알려져 있다[8]. 더 나아가 자외선에 의하여 사

람의 피부에서 광노화현상이 나타나며 자외선 조사후 엘

라스타제의 활성이 증가하기 때문에 엘라스타제의 활성

변화는 자외선에 의한 피부 탄성도의 감소 및 주름 생성

의 주요원인으로 생각된다[9].   

콜라겐 생성의 증가가 피부주름 개선에 주된 요소임은 

분명하나 콜라겐 이외에 탄력섬유인 엘라스틴 등도 주름

개선에 크게 기여하고 있다고 보고되고 있다[10]. 따라서 

콜라겐의 생성 증가효과나 분해 억제효과만을 기능성 화

장품의 유효성 평가방법으로 사용하는 데에는 무리가 있

으며, 새로운 평가기준의 개발이 시급한 실정이다. 그러

므로 세계적으로 콜라겐뿐만이 아니라 엘라스틴의 생성

과 분해에 대한 관심이 고조되고 있으므로[11,12] 엘라스

틴 및 관련효소를 이용한 주름개선 후보물질의 탐색은 

주름개선 기능성화장품뿐만 아니라 주름개선용 의약품

을 개발하는데 기여할 것이다. 

따라서 본 연구에서는 섬유아세포에서 엘라스틴의 조

절 측정에 가장 적절한 방법을 제시하며 엘라스타제의 

활성을 조절하여 엘라스틴의 분해를 억제하고 탄력적인 

피부의 유지 및 생성에 도움을 줄 수 있는 후보물질을 발

굴하는데 도움을 주고자 하였다. 구체적으로 피부주름 생

성에 영향을 미치는 엘라스타제의 활성을 측정하기 위한 

모델을 마련하기 위하여 시판되는 2가지 엘라스타제 즉, 

돼지 췌장 엘라스타제(porcine pancreatic elastase, EC 

3- 4-21-36)와 사람 호중구 엘라스타제(human neutrophil 

elastase, EC 3-4-21-37)를 사용하였으며 또 정상 사람의 

섬유아세포(normal human fibroblasts), 쥐의 3T3 섬유

아세포주(3T3 mouse fibroblasts), 사람의 CCD-25Sk 섬

유아세포주(CCD-25Sk human fibroblasts) 등의 서로 다

른 3종류의 세포에서 추출된 엘라스타제(EC 3-4-24)를 

사용하여 각 효소의 농도에 따른 기질의 농도 및 배양시

간에 따르는 효소의 활성을 비교 평가하였다. 

2. 실험 방법 

2.1. 시 약 

돼지 췌장 엘라스타제(porcine pancreatic elastase) 및 

사람 호중구 엘라스타제(human neutrophil elastase)는 

Sigma (MO, USA)에서 구매하여 준비하였다. 엘라스타

제의 억제제인 phosphoramidon은 Boeringer Man- 

nheim (Germany)에서 구입하였고, 엘라스타제의 합성 

기질인 STANA (N-succinyl-(Ala)3-p-nitroanilide)는 

Peptide Institute Inc. (Japan)에서 구입하였다. 이외의 사

용된 다른 시약들은 Sigma에서 구매하였다.

2.2. 세포 배양 

정상 사람의 섬유아세포(normal human primary fi-

broblasts)는 어린아이의 포경수술을 통하여 얻어진 포피

에서 분리하였다. 상기 포피의 피부조직에서 잔여 피하지방

을 제거 후 잘게 절개하여 터모라이신(thermolysin) 용액

(Sigma, USA)에서 37 ℃에서 1 h 동안 반응시켰다. 분

리된 섬유아세포는 10 % 우태아혈청(FBS) 50 µg/mL의 

스트렙토마이신 및 50 U/mL의 페니실린이 포함된 

Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM, WelGENE, 

Daegu, Korea)에서 배양하였다. 
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Figure 1.  (A) Substrate concentration dependency of pancreatic elastase activity, (B) Time dependency of pancreatic elastase activity. 

쥐의 3T3 섬유아세포주(3T3 mouse fibroblasts)와 사

람의 CCD-25Sk 섬유아세포주(CCD-25Sk human fibro-

blasts)는 American type culture collection (ATCC, 

Rockville, MD, USA)에서 구입하였으며 5 %의 CO2 

37 ℃ 하에서 10 %의 FBS, 50 µg/mL의 스트렙토마이신 

및 50 U/mL의 페니실린을 첨가한 DMEM에서 배양하

였다.

2.3. 엘라스타제의 활성도 측정 

엘라스타제 활성의 측정을 위하여 엘라스타제는 por-

cine pancreatic elastase, human neutrophil elastase 등의 

정제된 효소뿐만이 아니라 normal human fibroblasts 및 

3T3 mouse fibroblasts와 CCD-25Sk human fibroblasts

로부터 추출한 효소 추출액을 다양한 농도로 실험하였다. 

Normal human primary fibroblasts 및 3T3 mouse fi-

broblasts와 CCD-25Sk human fibroblasts는 각각의 배양

된 세포에 1 % triton X-100이 포함된 0.1 M 인산완충액

(pH 6.8)을 첨가한 후 초음파 분쇄기를 통하여 녹인 다음 

10,000 rpm에서 5 min 동안 원심 분리하여 엘라스타제가 

들어 있는 상층액을 취한 후, 이를 정량하여 총 단백질 

양으로 효소의 활성을 상대 평가하였다.

효소 활성의 측정을 위하여 먼저 다양한 종류의 엘라

스타제를 분주하여 여러 가지의 최종 농도가 될 수 있도

록 stock용액을 만들고 이를 10 µL씩 96-well plates의 각 

well에 넣은 후, 78 µL의 0.2 M Tris-HCl 완충액을 넣어 

반응 조건을 만든 다음, 주름개선 후보물질을 다양한 농

도로 10 µL씩 각 well에 넣어 효소 활성 반응을 준비한다. 

여기에 반응을 시작시키기 위하여 엘라스타제의 특이적

인 기질인 STANA (N-succinyl-(Ala)3-p-nitroanilide, 

50 mM)를 각 well 당 2 mL씩 넣어준다. 37 ℃에서 배양하

면서 매 30 min 마다 405 nm에서 흡광도를 측정하여 시

험할 물질을 처리하지 않은 군을 대조군으로 하여 상대

적인 엘라스타제 활성도를 계산하였다. 양성대조군으로 

섬유아세포 생성 엘라스타제의 특이적 억제제인 phos-

phoramidon을 사용하였다. 

2.4. Data 통계처리 

실험은 3번 이상 반복하여 평균값과 표준오차를 구하

고 Student's t-test에 의하여 p-value가 0.05 미만인 경우 

통계적으로 유의성 있는 것으로 평가하였다. 

3. 결    과 

3.1. 엘라스타제 활성 측정법의 최 화

엘라스타제 활성 측정법을 최적화하기 위하여 다양한 

실험조건에서 실험을 진행하였다. 실험에 쓰인 효소는 상

용화되어 쉽게 구매할 수 있는 porcine pancreatic elas-

tase를 사용하였다. 효소의 농도는 일단 최종농도가 1 µg/ 

mL이 되도록 고정하였다. 우선 적절한 기질 농도를 찾기 

위하여 기질로 쓰인 STANA 50 mM을 96-well plates의 

각 well 당 0 ∼ 4 mM로 기질의 농도를 조절하면서 엘라

스타제의 활성을 측정하였다(Figure 1A). 그 결과 

STANA 50 mM을 2 mM 사용한 경우 반응이 정점에 올

라 농도가 올라가도 더 이상 반응 속도가 빨라지지 않는 

것을 관찰하였으며 STANA 1 mM의 농도에서 충분한 효

소-기질 반응을 이끌어 내는 것을 알 수 있었다. 따라서 앞

으로의 실험에서는 1 mM을 적정 기질 농도로 사용하였

다. 다음으로 적절한 반응 시간을 찾기 위하여 30 min 간
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(D)
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Figure 2. Concentration dependency of elastase activity in various originated elastase. (A) Porcine pancreatic elastase, (B) Human 

neutrophil elastase, (C) Human primary fibroblast elastase, (D) 3T3 mouse fibroblast elastase, (E) CCD-25Sk human fibroblast elastase.

격으로 활성을 측정한 결과 적어도 120 min까지 지속적

으로 반응을 지속하였으며 60 min까지는 반응의 속도가 

급격히 증가하다가 60 min 이후에는 완만한 반응속도의 

증가를 보였다(Figure 1B). 따라서 앞으로의 실험에서는 

실험의 시간적 효율성을 생각하여 60 min을 반응 시간으

로 설정하였다. 

3.2. 여러가지 효소의 농도에 따르는 엘라스타제의 활성

엘라스타제의 활성 측정을 위한 여러 가지 다양한 효

소의 적절한 농도를 결정하기 위하여 효소의 농도에 따

르는 엘라스타제의 활성을 측정하였다. 먼저 정제된 효소

들인 porcine pancreatic elastase와 human neutrophil 

elastase 모두 효소 농도가 높아짐에 따라 활성이 증가되

는 양상을 보여 주었다(Figure 2A, B). 그러나 human 

neutrophil elastase는 porcine pancreatic elastase에 비하

여 효소의 농도대비 활성이 그다지 높지 않았다. 따라서 앞

으로의 실험에서 엘라스타제의 억제물질 시험에 정제된 효

소를 사용하는 경우 porcine pancreatic elastase 1 µg/mL

를 적정 효소 농도로 정하였다.

다음으로 세포 내의 엘라스타제의 원천으로 human 

primary fibroblast elastase의 추출액을 사용하는 것이 가

장 이상적이라고 할 수 있으나 사람의 섬유아세포는 일

차 배양하는데 어려움이 있어 지속적으로 효소를 공급할 

수 없다는 단점과 섬유아세포가 유래한 개개인의 차이점

을 간과할 수 없으므로 두 가지 섬유아세포주인 3T3 

mouse fibroblast elastase과 CCD-25Sk human fibroblast 

elastase를 사용하여 human primary fibroblast elastase

와 비교 실험하였다. 이들 세 가지 효소들 역시 효소의 

농도가 증가함에 따라 그 활성도 농도의존적으로 증가함

을 관찰할 수 있었다(Figure 2C, D, E). 그러나 3T3 

mouse fibroblast elastase는 다른 두 효소와 비교하여 효

소의 활성이 1/10 정도 수준 밖에 안 된다는 것을 알 수 

있었으며, CCD-25Sk human fibroblast elastase는 hu-

man primary fibroblast elastase보다 조금 높은 활성을 

나타내었다. 따라서 앞으로의 실험에서 CCD-25Sk hu-

man fibroblast elastase 총 단백질 기준 100 µg/mL을 적

정 농도로 사용하여 실험을 진행하였다.

3.3. 양성 조군인 Phosphoramidon이 엘라스타제 활성에 

미치는 향

사람 진피의 섬유아세포에서 만들어지는 엘라스타제

의 억제는 엘라스틴의 분해를 억제함으로써 주름의 생성
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(A)

      

(B)

(C)

      

(D)

Figure 3. Effects of phosphoramidon on various elastase activity. (A) Normal human primary fibroblast elastase, (B) Porcine pan-

creatic elastase, (C) 3T3 mouse fibroblast elastase, (D) CCD-25Sk human fibroblast elastase. Each determination was made in trip-

licate and the data represent means ± S.D. **p < 0.01 versus the untreated control.

를 저해한다고 알려져 있다. 따라서 사람의 섬유아세포에 

대한 반응의 특이성을 확인하기 위하여 양성 대조군으로 

사람 섬유아세포 생성 엘라스타제 억제제로 알려진 

phosphoramidon이 다양한 종류의 엘라스타제의 억제에 

미치는 영향을 조사하였다. 예측한대로 phosphoramidon

은 normal human primary fibroblast elastase의 활성을 

농도의존적으로 억제시켰다(Figure 3A). Phosphoramidon 

0.01 µM에서 약간의 엘라스타제 억제작용이 관찰되었으

며 1 µM의 농도에서 최상의 억제작용을 보였다. 흥미롭

게도 phosphoramidon은 porcine pancreatic elastase의 활

성에는 영향을 미치지 못하였다(Figure 3B). 3T3 mouse 

fibroblast elastase는 다른 섬유아세포 유래 두 효소와 비

교하여 phosphoramidon에 의한 억제효과가 작다는 것을 

알 수 있었으며 CCD-25Sk human fibroblasts에서는 

phosphoramidon의 농도 의존적으로 엘라스타제 활성을 

억제시켰으며 그 반응성은 normal human primary fibro-

blast elastase와 비슷하였다. 

4. 고찰  결론

피부주름의 발생에는 콜라겐의 감소뿐만 아니라 탄력

섬유인 엘라스틴의 저하 등도 기여하는 것으로 보고되고 

있다[2,10]. 더 나아가 반복적인 태양광에의 노출이나 자

외선의 조사에 의하여 사람의 피부에서 광노화 현상이 

나타나며 자외선 조사 후 엘라스타제의 활성이 증가하기 

때문에 엘라스타제의 활성증가는 자외선에 의한 피부 탄성

도의 감소 및 주름 생성의 주요원인으로 생각된다[11]. 

피부에는 크게 neutrophil elastase와 skin fibroblast 

elastase의 두 가지 종류의 엘라스타제가 존재한다고 알

려져 있다[13]. 이러한 엘라스타제는 피부의 노화뿐만이 

아니라 염증과 다양한 피부질환에서도 중요한 역할을 한

다. Neutrophil elastase는 특히 피부의 염증반응에서 혈
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액의 neutrophil이 피부로 침투하면서 엘라스틴 조직에 

영향을 미친다. 중요한 사실은 홍반이 발생하지 않는 용

량의 UV를 쥐의 피부에 조사하였을 때에도 neutrophil이 

피부로 침투하지 않으면서 주름이 발생한다는 사실이다

[14]. 이와 같은 사실은 피부의 섬유아세포에 있는 엘라스

타제가 주름발생의 주요 원인이라는 점을 시사하여 준다.  

엘라스타제는 크게 metalloproteinase계통과 serine pro-

tease계통의 효소로 나뉜다. Skin fibroblast elastase는 

metalloproteinase계통에 속하는 반면 neutrophil elastase

는 serine protease계통에 속한다[15,16]. 일반적으로 정

제된 효소인 사람의 neutrophil elastase는 고가이고, skin 

fibroblast elastase는 정제하여 시판하지 않으므로 엘라

스타제 활성의 측정에는 neutrophil elastase와 같은 ser-

ine protease계통인 porcine pancreatic elastase를 많이 사

용하고 있다. 그러나 porcine pancreatic elastase 사용에 

따르는 객관적인 타당성은 확립이 되어 있지 않다. 따라

서 본 연구에서는 피부주름 생성에 영향을 미치는 엘라

스타제의 활성을 측정하기 위한 모델을 마련하기 위하여 

porcine pancreatic elastase, human neutrophil elastase 

및 normal primary human fibroblasts, 3T3 mouse fibro-

blasts, CCD-25Sk human fibroblasts를 사용하여 효소의 

농도, 기질의 농도 및 배양시간에 따르는 효소의 활성을 

비교 평가하였다. 실험결과 human neutrophil elastase는 

활성이 너무 낮아 주름개선을 위한 후보물질의 탐색에 

적용하기에는 비경제적인 것으로 판단되었으며 3T3 

mouse fibroblasts도 사람유래의 섬유아세포 엘라스타제

에 비해 1/10 정도로 활성이 낮았으나 구하기 쉽다는 이

점을 가지고 있었다.  

이미 언급한 것처럼 사람의 섬유아세포 엘라스타제가 

주름발생의 주요 원인이므로 이 세포에 대한 반응의 특

이성을 확인하기 위하여 양성 대조군으로 사람 섬유아세

포 생성 엘라스타제의 특이적인 억제제로 알려진 phos-

phoramidon을 사용하였다[9]. Phosphoramidon은 친수

성 rhamnose 잔기로 인하여 피부 흡수가 잘 되지 않아 

실제로 주름개선을 위하여서는 사용이 되지 않지만 세포

에서 뛰어난 효과를 발휘하므로 본 실험에서 여러 종류

의 엘라스타제에 미치는 영향을 조사하였다.

실험결과 phosphoramidon은 metalloproteinase계통의 

효소인 normal human primary fibroblast elastase 및 

CCD-25Sk human fibroblasts의 활성을 농도의존적으로 

억제시켰으나 serine protease계통의 효소인 porcine pan-

creatic elastase의 활성에는 영향을 미치지 못하였다. 따

라서, 주름개선 물질의 탐색에 구입의 용이함 때문에 일

반적으로 쓰이고 있는 porcine pancreatic elastase의 사용

은 재고되어야 할 것이다. 더 나아가 3T3 mouse fibro-

blast elastase는 다른 섬유아세포 유래 두 효소와 비교하

여 phosphoramidon에 의한 반응 정도가 작았으며 앞에

서 보여준 것처럼 효소의 활성 자체도 다른 두 효소에 비

하여 작았기 때문에 구하기 쉽다는 이점에도 불구하고 

이의 사용은 적절치 않다고 할 수 있다.  

따라서 주름개선 후보물질을 탐색하는 엘라스타제 활

성시스템에서 가장 이상적으로는 normal human pri-

mary fibroblast elastase을 사용하는 것이 적절하다 하겠

으나 CCD-25Sk human fibroblasts에서도 phosphor-

amidon의 농도 의존적으로 엘라스타제 활성을 억제 시

켰으며 그 반응성은 normal human primary fibroblast 

elastase와 비슷하였기에 normal human primary fibro-

blast 배양의 어려움을 고려하면 CCD-25Sk human fi-

broblasts와 같이 사람 유래의 섬유아세포주를 사용하는 

것이 대안으로 사용 가능할 것이다.
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