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요 약: 최근 유럽연합에서는 동물실험을 통하여 검증된 성분을 함유하고 있는 화장품에 대하여 판매를 금지할 것을 

선언하였다. 그리하여 동물실험을 대체할 동물실험 대체모델의 개발이 필요해졌다. 인공피부는 화장품, 의약품 및 의료

기기의 안전 테스트에 있어서 아주 중요한 시스템이다. 본 연구에서는 기저막과 표피를 가지고 있는 최적의 인공피부를 

만들기 위한 시도를 하였다. 이러한 목적으로 중간엽줄기세표(MSCs, mesenchymal stem cells)와 지방전구세포를 진피

세포인 섬유모세포와 혼합하여 진피대체물을 만들었다. 기저막과 표피의 형성은 면역조직화학 염색(immunohisto- 

chemical stains)을 통하여 확인하였다. 여러 가지 모델 중에서, 중간엽줄기세포를 혼합한 모델에서 표피의 두께가 제일 

두꺼웠으며 또한 PCNA와 involucrin의 분포가 실제 사람피부와 비슷하였다. 결론적으로, 본 연구의 결과는 진피대체물

에 중간엽줄기세포를 혼합한 인공피부가 동물실험 대체모델로 개발될 수 있다는 점을 제시한다.

Abstract: European Union prohibited the marketing of cosmetic products containing constituents that have been ex-

amined through animal experiments. Thus, non-animal test models are needed to replace animal experiments. The  

reconstructed skin models are important as a test system for cosmetic, pharmaceutical, and medical device safety 

testing. In the present study, we tried to develop an optimal skin equivalent model containing basement membrane 

and epidermis. For this purpose, we used mesenchymal stem cells (MSCs) and/or preadipocytes as well as fibroblasts 

as the dermal matrix cells. The formation of basement membrane and epidermis was verified by immunohistochemical 

stains. Among various models, the epidermis was thickest when MSCs were used in the dermal matrix. Furthermore, 

PCNA and involucrin distribution showed that dermal matrix with MSCs resembled human skin. Therefore, skin 

equivalents with MSCs could be developed as a non-animal test model to replace animal experiments.
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1. 서    론
1)

  피부는 외부의 유해한 자극에 대하여 장벽 역할을 하

† 주 저자(e-mail: ds_kim@cau.ac.kr)

고 체온을 조절해주며 면역기능을 하는 등 다양한 기능

을 수행한다. 이러한 피부는 크게 나누어 표피, 진피 및 

피하지방층으로 구성된다. 지금까지 인공피부는 화상환

자 또는 정맥성 궤양환자들에게 피부이식을 할 때 주로 

사용되어왔다[1,2]. 
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  최근 유럽연합에서는 동물실험을 통하여 검증된 성분

을 함유하고 있는 화장품과 위생용품에 대하여 2013년부

터 판매를 금지할 것을 선언하였다. 화장품의 개발과정

에서 지금까지 행하여져 왔던 동물실험의 금지 추세로 

인하여 화장품 신소재 개발에 큰 장애요인이 발생하였

다. 따라서 각국은 동물실험 대체법 연구기관을 설립하

여 동물실험의 대체기반을 키워나가고 있는 실정이다. 

인공피부는 동물실험의 대체 모델로서 매우 중요하며, 

이는 새로운 화장품 신소재 개발뿐만 아니라 약물학적 

피부투과 실험모델에 다양하게 사용될 수 있다.

  인공피부가 동물실험 대체모델로 사용되기 위해서는 

사람의 피부와 형태학적, 조직학적, 기능적으로 유사하

게 만들어지는 것이 목표이다. 이를 통하여 궁극적으로 

사람의 피부에 적용되는 화장품 소재의 경우 사람의 피

부와 다른 동물실험의 한계를 넘어서서 이상적인 시험모

델로까지 발전할 수 있는 것이다. 현재까지 사용되는 것

은 콜라겐 기질에 섬유모세포를 혼합하여 배양한 후, 그 

위에 각질형성세포를 배양하여 만든 3차원 인공피부모

델이다[3]. 사람에게 직접 이식하게 되는 이식용 인공피

부와는 달리 동물실험대체용 인공피부는 면역부작용을 

걱정할 필요가 없고, 일차 배양한 사람의 세포가 아니라 

세포주나 동물유래 세포 및 구성물의 사용에서 자유롭게 

인공피부를 구성할 수 있다. 따라서 본 연구에서는 실제 

사람 피부에 근접한 인공피부를 구축하기 위한 한 방편

으로 다양한 종류의 세포와 그들의 조합을 사용하였다. 

특히 진피에 다양한 세포 종류를 혼합하여 기저막과 표

피의 구성에 영향을 줄 수 있는 진피대체물을 만들기 위

한 시도를 하였다.

  섬유모세포는 인공피부의 3차원 모델에서 세포이동과 

matrix remodeling에 영향을 준다[4]. 중간엽줄기세포

(MSC, mesenchymal stem cells)는 섬유모세포로 분화

할 능력을 가지고 있는 세포로서 상처치료에 도움을 준

다는 연구보고가 있다[5]. 중간엽줄기세포는 골수에서 

처음으로 분리되었고 현재는 골막, 혈액막, 골격근, 말초

혈액 및 지방조직에서도 분리할 수 있다고 보고되었다

[6]. 본 연구에서는 지방조직에서 분리한 중간엽줄기세포

를 사용하였다. 지방전구세포는 최근 성형외과 영역에서 

지방조직의 재건에 많이 사용하는 세포로서 기계적인 자극

이나 허혈성 조건에 저항성을 가지고 있는 세포이다[7].

  따라서 본 연구에서는 섬유모세포, 중간엽줄기세포 및 

지방전구세포를 일정비율로 혼합하여 진피대체물을 만

들었으며 그것이 표피와 기저막 형성에 주는 영향을 비

교하고자 하였다. 

2. 재료 및 실험

2.1. 세포배양

  각질형성세포주(HaCaT)는 Cell Lines Service (Eppel- 

heim, Germany)에서 구입하였고, 쥐의 지방전구세포주

(3T3-L1)와 사람의 CCD-25Sk 섬유모세포주(CCD-25Sk 

human fibroblasts)는 American Type Culture Collection 

(ATCC, Rockville, MD, USA)에서 구입하였으며 5 %

의 CO2 37 ℃ 하에서 10 %의 fetal bovine serum (FBS), 

50 µg/mL의 스트렙토마이신 및 50 U/mL의 페니실린을 

첨가한 DMEM 배지에서 37 ℃, 5 % CO2의 조건하에서 

배양하였다.

  중간엽줄기세포는 피하지방조직으로부터 분리하여 배

양하였다. 피하지방조직은 피하지방 제거술을 받은 28세

에서 40세의 환자로부터 동의하에 얻었다. 그 방법을 간

단히 설명하면 지방조직을 500 x g에서 5 min 원심분리 

후 상층만 분리하여 phosphate-buffered saline (PBS)로 

세척한 후 0.075 % type I collagenase로 처리하여 37 ℃, 

5 % CO2 환경에서 30 min 정치하였다. DMEM 배지를 

넣어 준 후 1,200 xg으로 10 min 원심 분리하여 pellet은 

160 mM NH4Cl 으로 현탁 후 상온에 10 min 반응을 하

고 다시 DMEM 배지를 넣어 준 후 1,200 xg으로 10 min 

원심 분리하여 부유물은 버리고 가라앉은 세포를 100 

mm culture dish에 접종하여 10 % FBS와 50 µg/mL의 

스트렙토마이신 및 50 U/mL의 페니실린을 첨가한 

DMEM 배지를 사용하여 37 ℃, 5 % CO2 환경에서 배양

하였다.

2.2. 콜라겐 추출

  흰쥐의 꼬리에서 콜라겐을 함유한 tendon을 뽑아 70 % 

에탄올에 3 분 담가놓은 뒤 PBS로 세척을 해주고 일정 

정도 물기를 뺀 다음 0.1 % acetic acid에 넣어 4 ℃에서 

일주일 동안 교반하여 최종농도가 10 mg/mL이 되도록 

제 I형 콜라겐을 추출하였다.

2.3. 인공피부의 배양

  진피는 흰쥐의 꼬리에서 추출한 I형 콜라겐, 10x 완충

액(0.05 N NaOH, 0.26 mM NaHCO3, 200 mM HEPES), 

10x 배양액(DMEM : Ham’s nutrient mixture F12 = 3 

: 1), 5 mg/mL 히알루론산(Hyaluronic Acid : HA) 및 

0.33 g/mL 녹각교(시원생약(주), 충북 진천)를 준비하

여 콜라겐, 10x 완충액, 10x 배양액, 히알루론산과 녹각

교를 각각 7.5 : 1 : 1 : 0.4 : 0.1 비율로 혼합하여 진피
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Figure 1. Morphology of four artificial skin models after 14 day culture and histological features in hematoxylin and 

eosin staining. Dermal substitute was prepared by adding 3T3-L1 and/or MSC to each millicell. Sections of skin 

equivalents were hematoxylin/eosin stained. Original magnification : (× 400).

기질을 만들었다. 이 진피기질에 준비된 세포를 혼합하

여 진피대체물을 만들었다. 

  대조군으로 사용된 진피 대체물은 진피기질 3 mL당 

섬유모세포 6 × 105 cells을 혼합하였고, 시험군에는 첫째

로 진피기질 3 mL당 섬유모세포 3 × 10
5
 cells와 지방전

구세포 3 × 105 cells을 함께 혼합하였으며, 둘째는 섬유

모세포 3 × 105 cells와 중간엽줄기세포 3 × 105 cells을 함

께 혼합하였고, 셋째는 세 가지 세포를 각각 2 × 10
5
을 함

께 혼합하여 37 ℃에서 젤화하여 만들었다. 만들어진 진

피대체물 위에 각질형성세포 1 × 106 cells를 뿌려준 후 

배지에 잠기게 하루 배양하고 13일간 공기에 노출하여 

배양하였다. 공기에 노출 배양 시에는 epidermal growth 

factor (EGF, 10 ng/mL)을 처리하였다. 

2.4. 면역조직화학 염색

  두 주간의 배양이 끝난 인공피부 조직을 millicell로부

터 조심스럽게 분리하여 10 % 포르말린에 24 h 고정한 

후 파라핀에 포매하여 블록을 만들었다. 만들어진 블록

으로 4 µm 절편을 만들어 H&E 염색 및 면역조직화학

염색을 시행하고 광학현미경으로 관찰하였다. 일차 항

체로는 p63 (sc-8431, Santa Cruz Biotechnology, Santa 

Cruz, CA, USA), PCNA (proliferating cell nuclear an-

tigen, sc-56, Santa Cruz Biotechnology), involucrin 

(I9018, Sigma chemical, St. Louis, MO, USA), in-

tegrin-α6 (sc-6597, Santa Cruz Biotechnology), in-

tegrin-β1(sc-9970, Santa Cruz Biotechnology), 및 fi-

bronectin (24911, Novotec, Lyon, France) 항체를 이용

하였고, 이차 항체로는 anti-goat IgG (PK-6105, Vector 

Laboratories, Burlingame, CA, USA) 항체를 이용하였

다. 면역조직화학 염색은 아비딘-비오틴-과산화효소 복

합체 기법(avidin-biotin-peroxidase complex method, 

UltraVision DetectionSystem Anti-Polyvalent, HRP/ 

DAB, Thermo Scientific, Inc., Fremont, CA)을 이용하

였다.

3. 결    과 

3.1. 형태학적 관찰

  본 실험에서는 기존의 인공피부의 진피대체물에 쓰이

던 세포인 섬유모세포 이외에 다른 세포들을 조합하여 

여러 종류의 인공피부를 만들었다. 대조군으로 사용된 

진피 대체물은 섬유모세포만으로 만들어졌고, 시험군에

는 첫째로 섬유모세포에 지방전구세포를 함께 혼합하였

으며, 둘째는 섬유모세포에 중간엽줄기세포를 함께 혼합

하였고, 셋째는 세 가지 세포를 함께 혼합하여 만들었다. 

14일 간의 배양을 거친 후, 육안으로 관찰한 결과 표면적

은 지방전구세포를 넣은 군에서 제일 크고 중간엽줄기세

포가 들어간 군에서 수축이 제일 많이 된 것을 볼 수 있

었다(Figure 1). H&E 염색 결과 중간엽줄기세포가 들

어간 군의 표피가 제일 두꺼운 것을 관찰할 수 있는 반면 

지방전구세포를 넣은 군에서 표피의 두께가 제일 얇은 

것을 볼 수 있었다(Figure 1). 

3.2. 면역조직화학 염색

  면역조직화학 염색결과, 표피성체줄기세포의 표식자

인 p63은 진피대체물의 세포의 종류에 따라 큰 차이가 
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Figure 2. Immunohistochemical stains with p63, PCNA and involucrin. Dermal substitute was prepared by adding 

3T3-L1 and/or MSC to each millicell. Sections of skin equivalents were immunostained for p63, PCNA and involucrin.  

Original magnification : (× 400).

Figure 3. Immunohistochemical stains with integrin-α6, integrin-β1, and fibronectin. Dermal substitute was prepared 

by adding 3T3-L1 and/or MSC to each millicell. Sections of skin equivalents were immunostained for integrin-α6, 

integrin-β1, and fibronectin. Original magnification : (× 400).

없었다(Figure 2). 또한, 세포증식능의 표식자인 PCNA

을 염색하였을 때 대조군과 지방전구세포를 넣은 군에서

는 표피에 전체적으로 분포된 것을 관찰할 수 있다. 반면 

중간엽줄기세포가 들어간 군에서는 표피와 진피의 경계

선인 기저막 쪽에 많이 분포된 것을 볼 수 있다. 표피분

화 표지자인 involucrin의 경우 지방전구세포를 넣은 군

에서 다른 군에 비해 약간 강하게 발현된 것으로 보였으

며, 중간엽줄기세포가 들어간 군에서는 표피 상부층에서 

약간 더 진하게 염색된 것을 볼 수 있었다. 다음으로 기

저막의 주성분인 integrin-α6 및, integrin-β1과 세포외 

기질의 성분인 fibronectin에 대하여 면역조직화학염색을 

진행하였는데 대조군에 비하여 진피대체물의 세포의 종

류에 따라 큰 차이를 보이지 않았다(Figure 3).

4. 고    찰

  인공피부모델은 피부의 생리학과 약리학 및 독성학 등

을 연구하는데 이용되고 동물실험의 대체모델로 각광을 

받고 있다[8]. 섬유모세포는 지금까지 인공피부모델에서 

가장 중요하게 사용되는 세포이며 표피와 기저막의 형성

에 결정적인 역할을 하는 것으로 알려져 있다[9]. 중간엽

줄기세포는 지금까지 대부분 골수세포를 중심으로 연구

하여 왔지만 채취과정과 대량채취가 어렵기 때문에 널리 

사용되지는 못하였다[10]. 하지만 최근에는 많은 연구진
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에서 지방조직으로부터 중간엽줄기세포를 추출하여 사

용되고 있음이 보고되어 있다[10]. 더욱이, 1 mL의 지방

조직에서 4 × 105의 세포를 분리할 수 있을 뿐만 아니라 

지방조직 역시 간단한 국소마취 하에 쉽게 얻을 수 있기 

때문에 널리 사용되고 각광을 받는다[11]. 중간엽줄기세

포는 골세포, 지방세포, 연골세포, 근육세포, 섬유모세포 

및 신경세포 등 다양한 세포로 분화가 가능하다[12]. 

  본 연구에서는 기존의 진피대체물에 사용되었던 섬유

모세포에 중간엽줄기세포 및 지방전구세포를 인공피부

모델을 만들어 각각 비교하였다. 이렇게 다양한 세포를 

이용하여 만든 진피대체물 위에 인간의 각질형성세포주

인 HaCaT 세포를 뿌려 인공피부를 만들었는데 표피가 

성공적으로 만들어진 것을 관찰할 수 있었다. 일반적으

로 이식용 인공피부를 만들기 위하여는 일차배양한 각질

형성 세포가 사용되지만, 배양을 위하여 많은 비용과 노

력이 필요한데 비하여 HaCaT세포는 쉽게 얻을 수 있는 

세포주로 이를 이용한 인공피부는 동물실험 대체용으로 

편하게 사용할 수 있을 것으로 사료된다. Figure 1에서 

보여지는 것처럼, 중간엽줄기세포가 들어간 군에서 표피

의 두께가 제일 두꺼운 것을 관찰하였다. 이로부터 중간

엽줄기세포가 분화를 하여 표피의 재생을 촉진하였다고 

볼 수 있다. 이는 이미 이전의 여러 in vivo 모델에서 중

간엽줄기세포가 피부의 재생을 촉진시킨다는 연구결과

와도 일치한다[13,14].

  본 연구에서 세포증식능의 표적인 PCNA, 표피 성체

줄기세포의 마커인 p63, 각질형성세포의 분화표지자인 

involucrin, 기저막 형성 마커인 integrin-α6과 integrin-

β1으로 각각 확인을 한 결과 눈에 띄는 큰 변화는 없었

지만 주목할 만한 것은 바로 중간엽줄기세포가 들어간 

군에서 PCNA가 기저층의 가까이에 있는 세포에만 주요

하게 염색이 된 것을 확인할 수 있었으며, involucrin은 

표피 상부층에서 약간 더 진하게 염색된 것을 볼 수 있었

다. 이는 중간엽줄기세포에 의하여 각질형성세포가 기저

층에서는 증식을 활발히 하고 각질층에서는 분화가 더 

많이 되어 사람의 피부와 유사한 성질을 나타낸다는 것

을 의미한다. 중간엽줄기세포를 사용하는 경우 더 많은 

매개물질이 분비된다고 알려져 있다. 중간엽줄기세포는 

약 44가지의 사이토카인을 분비하여 주로 혈관형성과 자

멸사 및 증식에 영향을 준다고 보고되었다[15]. 한편 중

간엽줄기세포와 지방전구세포를 같이 혼합하여 인공피

부 모델을 만들었을 때에는 중간엽줄기세포에 의한 효과

가 반감되어 인공피부로서의 장점은 없었다.

  인공피부에서 증식과 분화가 적절히 일어나는 것이 중

요하기 때문에 중간엽줄기세포를 사용한 인공피부모델

은 앞으로 동물실험 대체용 인공피부 구축에 사용될 수 

있다고 사료된다. 그러므로, 중간엽줄기세포에서 풍부한 

bFGF나 HGF외의 각질형성세포 및 섬유모세포의 분화

와 증식을 적절히 조절하는 다른 사이토카인을 찾아서 

인체의 실제 피부와 보다 유사한 인공피부를 만든다면 

동물실험 대체모델로서 활용할 수 있다고 생각된다. 
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