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요 약: 칼슘, 마그네슘과 같은 양이온은 피부 장벽을 보호하는 기능이 있다고 알려져 있다. 본 연구의 목적은 

칼슘, 마그네슘, 망간, 불소로 이루어진 미네랄워터의 피부 장벽 보호 기능을 확인하기 위한 것이다. 피부가 자외

선에 노출되게 되면 밀착연접(tight junction, TJ)이 파괴되며, 밀착연접으로 이루어진 피부 장벽도 손상 받게 

된다. 미네랄워터가 자외선에 의해 손상된 피부의 장벽기능을 보호할 수 있는지 평가하기 위해 인공피부 모델을 

이용한 실험을 진행하였다. 인공피부에 자외선을 조사하고 미네랄워터를 처리하면 피부 장벽 손상을 막아준다. 

TJ permeability assay를 통하여 자외선 처리 시 손상된 밀착연접 장벽이 미네랄워터 처리에 의해 유지되는 

것을 확인하였다. 각질형성세포를 이용한 실험에서 미네랄워터가 밀착연접 구조를 유지시켜 주고, 자외선에 의

해 감소된 occludin 단백질의 생성량이 회복되는 것을 확인하였다. 따라서 본 연구를 통해 미네랄워터는 자외선

에 의한 피부 장벽 파괴를 막아주는 효과가 있음을 확인할 수 있었다.

Abstract: Bicationic minerals such as calcium and magnesium are known to protect the skin barrier. The principal ob-

jective of this study was to evaluate the skin barrier protective effects of mineral water, which is composed of calcium, 

magnesium, manganese, and fluorine. UVB irradiation induces a destruction of tight junction (TJ) components. The TJ 

permeability barrier was also disrupted by UVB irradiation. We employed a skin equivalent model to assess the efficacy 

of mineral water in this regard. Mineral water maintained the structure of the skin equivalents following UVB irradiation. 

The results of the TJ permeability assay showed that mineral water helped to maintain the TJ permeability barrier after 

UVB irradiation in skin equivalent model. Mineral water supported the structure of TJ components and restored the 

occludin protein level in differentiated normal human keratinocytes after UVB irradiation. In conclusion, we found out 

the protective effect of mineral water against UVB irradiation.

Keywords: mineral water, skin barrier, tight junction, skin equivalent, UVB irradiation

1)1. 서    론

  피부 장벽은 체내에서 지나친 수분 방출을 막고 화

† 주 저자(e-mail: imstrong20@amorepacific.com)

학물질이나 미생물처럼 해로운 물질이 우리 몸 안으

로 들어오는 것을 막아준다[1]. 각질형성세포는 분화

를 통한 각질화 과정을 통해 피부 장벽을 만든다[2,3]. 

피부 장벽 기능은 노화가 진행되거나 외부 요소들에 

의해 파괴될 수 있으며, 노화된 피부는 아세톤 또는 
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테이프 스트리핑(tape stripping)에 의해 쉽게 파괴된다

[4]. 피부 장벽의 손상은 피부 수분량 감소와 주름을 

일으킬 수 있다.

  밀착연접은 세포연접의 한 종류로 occludin, claudin, 

tricellulin, junctional adhesion molecule (JAM), zona oc-

cluden (ZO) 등으로 구성되어 있다[5]. 밀착연접은 세

포막에 포함된 부분과 세포 내 부분으로 나눌 수 있다. 

Occludin과 claudin은 세포막에 포함된 밀착연접 구성 

단백질이다[6,7]. Occludin은 밀착연접에서 처음으로 

발견된 막관통 단백질로 4개의 막관통 영역을 가지고 

있다[8-10]. Occludin은 밀착연접의 구성 성분일 뿐만 

아니라 밀착연접의 기능을 조절하는 것으로 알려졌다

[11]. Occludin과 함께 밀착연접 구성 단백질인 claudin

도 4개의 막관통 영역을 가지고 있다[12]. 밀착연접은 

세포 간의 연결고리로 이웃한 세포와 세포 사이의 간

격을 메워주고 작은 물질들의 이동을 조절하는 기능

을 하며[13], 세포와 세포 간의 물질투과를 조절하고 

세포의 극성을 유지하는 역할도 담당한다[14]. 최근 

연구결과를 통해 밀착연접이 피부 장벽 기능에 있어

서 중요한 역할을 담당하고 있다고 보고되었다[15]. 

  Denda 그룹에서는 칼슘과 마그네슘 등의 미네랄 성

분이 피부 장벽 보호 기능이 있다는 연구결과를 발표

하였다[16]. 테이프 스트리핑으로 쥐의 피부 장벽을 손

상시키고 염화마그네슘과 염화칼슘을 도포하였더니 

손상된 장벽의 회복 속도가 빨라졌다. 이와 같은 연구 

결과를 바탕으로 칼슘, 마그네슘, 망간, 불소로 구성된 

미네랄워터의 피부 장벽 보호 기능을 확인하였다.

  인공피부는 사람의 피부와 유사한 구조를 가지고 

있으며, 진피층위에 배양된 각질형성세포가 증식과 

분화 과정을 통해 각질층을 형성한다. 인공피부의 이

런 특징을 이용하여 미네랄워터의 피부 장벽 보호 효

과를 평가하였다.

2. 재료 및 실험

2.1. 미네랄워터의 제조와 처리

  미네랄워터는 칼슘(197 µg/L), 마그네슘(190 µg/L), 

망간(25 µg/L), 불소(5.5 µg/L)가 황산염의 형태로 들어

있는 물로, 직접 제조하여 실험에 사용하였다. 미네랄

워터는 세포증식효과가 있었던 농도인 10, 20%를 인

공피부와 각질형성세포에 처리하였다. 인공피부는 7

일간 공기노출을 마친 뒤, 자외선을 조사하였으며 조

사 이후에 미네랄워터가 함유된 배지에서 3일간 배양

하였다. 

2.2. 세포 배양

  신생아 유래 진피 섬유아세포(human neonatal dermal 

fibroblast, C-004-5C, invitrogen, USA)와 신생아 유래 

표피 각질형성세포(human neonatal epidermal keratino-

cyte, C-001-5C, invitrogen, USA)는 invitrogen에서 구매

하여 사용하였다. 섬유아세포는 low serum growth sup-

plement (LSGS, Gibco, USA)와 penicillin–streptomycin 

(Lonza, USA)가 함유된 106배지(M106, Gibco, USA)에

서 배양하였다. 섬유아세포는 계대배양을 진행하여 실

험을 진행하였고 계대수 4 ∼ 8 사이의 세포를 실험에 

사용하였다. 각질형성세포는 human keratinocyte growth 

supplement (HKGS, Gibco, USA)와 penicillin–strepto-

mycin이 함유된 EpiLife 배지(Gibco, USA)에서 배양하

였다. 각질형성세포는 계대배양을 진행하여 계대수가 

2인 세포를 실험에 사용하였다. 세포들은 37 ℃, 5% 

CO2 조건에서 배양하였다.

2.3. 인공피부 제작

  인공피부는 진피층위에 각질형성세포를 분주하고 

배양하면서 분화를 유도한 후 공기노출 배양을 통해 

각질층을 형성한다[17]. 먼저 섬유아세포가 들어있지 

않은 진피층과 섬유아세포가 들어있는 진피층을 제작

하였다. 섬유아세포가 포함되지 않는 진피층은 type I 

collagen solution (Sigma, USA)과 Dulbecco’s Modified 

Eagle Medium (DMEM) (WelGENE, 한국), Ham’s F-12 

(Gibco, USA), NaHCO3 (Sigma, USA)를 섞고 NaOH 

(Sigma, USA)로 중화시켜 제작하였다. 혼합액을 12-

well culture insert (Corning, USA)에 분주하고 1시간 동

안 37 ℃ 배양기에 넣고 중합시켰다. 섬유아세포가 포

함된 진피층은 섬유아세포가 들어있지 않은 진피층에

서 사용된 혼합액에 각 well 당 1.0 × 10
4
개의 세포가 

들어갈 수 있도록 세포를 넣고 섬유아세포가 포함되

지 않은 진피층 위에 분주하여 37 ℃ 배양기에 넣고 

2시간 동안 중합시켰다. 중합을 마친 진피층에 106배

지를 넣어주고 이틀에 한 번씩 배지를 교환하며 일주

일간 배양했다. 각 well 당 2.0 × 10
5
개의 각질형성세

포를 분주하고 7일 동안 배양했다. 이렇게 제작한 인
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공피부를 7일 동안 공기노출 배양을 진행한 후 실험

에 사용하였다. 배양 후 면역형광염색을 위하여 OCT 

(Optimal cutting temperature, Sakura, Japan) 용액을 이

용하여 냉동표본을 제작하였다.

2.4. 자외선 조사

  자외선 조사는 365/312 nm UV Irradiation System for 

Cultures (Bio-sun, Vilber Lourmat, France)를 이용하여 

진행하였다. 조사기를 이용하여 UVB 40 mJ/cm
2
를 인

공피부와 각질형성세포에 조사하였으며, 자외선차단 

필름으로 가리고 자외선을 조사한 실험군은 sham-irra-

diation으로 표시하였다. 자외선 조사 후에는 3일 동안 

매일 배지를 교환하면서 물질 처리를 진행하였다. 

2.5. 면역형광염색법(Immunofluorescence)

  각질형성세포는 각 well 당 3.0 × 10
4
개로 μ-Slide 

8-well 챔버(ibidi, Germany)에 분주하였으며, 1.2 mM 

CaCl2를 처리하여 분화를 유도하였다. 자외선을 조사한 

뒤 미네랄워터가 함유된 배지에서 3일간 배양하였다. 각

질형성세포는 4% 포름알데하이드 수용액(EMS, USA)

을 이용하여 30분 동안 고정하였으며, 고정이 끝난 후 

세척액(0.05% Tween-20 in phosphate buffered saline, 

PBS)으로 두 번 세척하여 포름알데하이드를 완전히 제

거하였다. 고정된 세포는 permeabilization buffer (0.1% 

Triton X-100 in PBS)를 10분 동안 처리하여 세포막의 

투과성을 확보하고, blocking solution (1% bovine serum 

albumin, BSA in PBS)을 30분 동안 처리하여 항체의 

비특이적 결합을 막았다. 이와 같은 방법으로 처리된 

세포 내의 occludin, claudin-1 단백질은 anti-occludin 항

체(invitrogen, USA), anti-claudin-1 항체(abcam, USA)를 

이용하여 표지하였으며, 표지된 단백질은 Alexa Fluor 

488 goat anti-rabbit IgG (invitrogen, USA) 항체와 Texas 

Red-X goat anti-mouse IgG (invitrogen, USA) 항체와 

반응시킨 후, 공초점 현미경(LSM 510, Carl-Zeiss, Ger-

many)을 이용하여 관찰하였다.

  OCT 용액을 이용하여 냉동표본을 제작한 인공피부

는 10 µm 두께로 동결절편을 제작한 뒤에 면역형광

염색을 진행하였다. 동결절편을 하루 동안 실온에서 

건조시킨 후 PBS로 OCT 용액을 세척하여 제거했다. 

Blocking solution (1% BSA in PBS)을 30분 동안 처리

하여 항체의 비특이적 결합을 방지하였다. 인공피부 

동결절편에서 필라그린 단백질을 관찰하기 위해 anti-

filaggrin 항체(abcam, USA)를 이용하여 표지하였으며 

표지된 단백질은 Texas Red-X goat anti-mouse IgG (in-

vitrogen, USA) 항체와 반응시킨 후, 공초점 현미경을 

이용하여 관찰하였다. 

2.6. Tight Junction (TJ) Permeability Assay

  TJ permeability assay는 세포표면의 biotinylation 방법

을 이용하여 밀착연접의 기능을 관찰하는 방법이다[18]. 

Sulfo-NHS-LC-Biotin (tracer, Pierce, USA)을 2 µg/mL 

농도로 1.2 mM CaCl2 함유된 PBS에 녹인 후 인공피부

에 30분 동안 처리하였다. OCT 용액을 이용하여 냉동

표본을 제작한 인공피부는 10 µm 두께로 동결절편을 

제작한 뒤에 염색을 진행하였다. 하루 동안 실온에서 

건조시킨 후 PBS로 OCT 용액을 세척하여 제거했다. 

Blocking solution (1% BSA in PBS)을 1시간 동안 처리

하여 항체의 비특이적 결합을 방지하였다. Streptavidin 

Texas Red (Calbiochem, Germany)를 1시간 동안 처리

하여 단백질을 표지하고 공초점 현미경을 이용하여 

관찰하였다.

2.7. Western Blot

  신생아 유래 표피 각질형성세포를 각 well 당 25 × 

10
4
개로 6 well plate (Corning, USA)에 분주하고 24시

간 배양한 뒤 1.2 mM CaCl2 함유된 EpiLife 배지에서 

2일 동안 배양하였다. 자외선 조사를 마치고 미네랄워

터가 함유된 배지에서 3일간 배양하였다. 배양을 마친 

후 세포를 mammalian cell lysis buffer (Sigma, USA)로 

용출한 후에 BCA (bicinchoninic acid) 정량 방법으로 

단백질량을 측정하였다. 4 ∼ 12% NuPAGE Bis-Tris 

gels (invitrogen, USA)에 동량의 단백질을 넣고 전기영

동으로 전개시킨 뒤 nitrocellulose membrane (invitro-

gen, USA)으로 이동시켰다. Membrane를 5% 탈지우유

를 함유한 TBST (10 mM Tris HCl, pH 8.0, 150 mM 

NaCl, 0.1% Tween 20) buffer로 1시간 동안 반응시킨 

뒤, occludin (invitrogen, USA), claudin-1 (abcam, USA), 

β-actin (Santa Cruz, USA) 1차 항체를 반응시켰다. 2차 

항체로는 goat anti-rabbit IgG-HRP (Santa Cruz, USA)

와 donkey anti-goat IgG-HRP (Santa Cruz, USA)를 사

용하여 1시간 반응시켰다. TBST buffer로 세척 후에 

immunocruze (Santa Cruz, USA)를 사용하여 반응시키고 
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Figure 1. Mineral water increased filaggrin expression. After 7 d of air exposure, skin equivalents were incubated with mineral 

water and WY14643 for 3 d. Immunofluorescence was performed to examine the filaggrin expression. (b) WY14643 and (c), (d) 

mineral water increased the filaggrin expression.

Figure 2. Mineral water maintained the permeability barrier. The skin equivalents were irradiated with a single UVB dose of 40 

mJ/cm
2
 and harvested 3 d after exposure. In the UVB exposed skin equivalents, the tracer was able to pass through the stratum 

corneum (b). Mineral water maintained the permeability barrier and block the diffusion of tracer (d). Data are representative 

images of three independent experiments. 

LAS 3000 image analyzer (Fujifilm, Japan)를 이용하여 

탐지하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. 미네랄워터에 의한 표피 분화 촉진

  미네랄워터의 피부 장벽과 관련된 기능을 알아보기 

위해 인공피부에 미네랄워터를 처리하고 면역형광염

색법을 진행하였다. 표피의 각질형성세포는 일련의 

분화과정 및 각질화과정을 거쳐 각질층을 형성하게 

된다. 각질층은 물리적, 화학적으로 물질의 이동을 통

제하여 실제적인 피부 장벽의 역할을 수행하게 된다. 

필라그린은 분화하는 각질형성세포가 생성하는 단백

질로, 피부 장벽의 생성과 유지에 중요한 역할을 하며, 

각질형성세포의 분화와 피부 장벽 기능을 관찰하는 주

요 마커로 사용되고 있다[19,20]. 본 실험에서는 이러

한 점에 착안하여, 인공피부에 미네랄워터를 처리하

고 면역형광염색법으로 필라그린의 변화를 관찰하였

다. 또한, 실험의 대조군으로 WY14643 (Sigma, USA)

을 사용하였다. WY14643은 PPARα 활성물질로 지질 

합성 증가, 피부 장벽 손상 회복 촉진 등의 기능이 보

고되어있다[21-24]. 실험결과 미네랄워터 처리에 의해 

표피 각질층에서 필라그린의 증가가 관찰되었으며, 

필라그린 생성량은 미네랄워터의 처리농도에 따라 증

가하는 농도 의존적인 결과를 보여주었다(Figure 1). 

이를 통해 미네랄워터가 각질형성세포의 분화를 촉진

하며 피부 장벽 생성에 도움을 줄 수 있음을 확인할 

수 있었다.

3.2. 미네랄워터에 의한 피부 장벽 손상 회복 촉진

  최근 연구결과들은 밀착연접이 사람의 표피에 존재

하며 세포간 투과, 장벽기능을 담당하고 있다고 보고

하고 있다[1,13,25,26]. Yuki 그룹과 Kirschner 그룹에

서는 이를 바탕으로 사람 피부와 인공피부에서 장벽
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Figure 3. Mineral water maintained the organization of tight junction proteins. Human neonatal keratinocytes were incubated 

with 1.2 mM CaCl2 for 2 d. The keratinocytes were incubated with mineral water for 3 d after 40 mJ/cm
2
 UVB irradiation. In 

sham-irradiated keratinocytes, a continuous network of occludin, claudin-1 were found along the plasma membrane (a, e). Kera-

tinocytes irradiated with 40 mJ/cm
2
 UVB exhibited dispersed, fragmented occludin and claudin-1 expression (b, f). Mineral water-

treated keratinocytes maintained continous network of occludin and claudin-1 (d, h). Data are representative images of three 

independent experiments.

기능을 평가하기 위한 TJ permeability assay를 진행하

였다[13,18]. TJ permeability assay는 인공피부를 배양

하는 배지에 tracer를 처리하여 이동경로를 관찰하는 

것으로, tracer는 인공피부 진피층에서 표피층으로 이

동하며 정상 피부에서는 표피의 장벽기능에 의해 각

질층 아래에서 이동이 멈추게 된다. 본 실험에서 UVB 

40 mJ/cm
2
에 노출된 인공피부에서는 장벽기능 손상이 

일어나며, tracer가 각질층 끝까지 이동하는 것을 관찰

할 수 있었다(Figure 2b). 이와는 대조적으로 자외선을 

조사하고 미네랄워터를 3일 동안 처리한 인공피부에

서는 자외선을 조사하지 않은 인공피부와 유사하게 

tracer의 이동이 각질층 아래에서 멈추는 것을 확인할 

수 있었다(Figure 2d). UVB에 의해 손상된 피부 장벽

이 미네랄워터 처리에 의해 회복되는 것을 알 수 있다.

3.3. 미네랄워터의 피부 장벽 보호 기전

  미네랄워터의 피부 장벽 보호 기전을 확인하기 위해 

각질형성세포를 이용하여 실험을 진행하였다. Yuki 그

룹에서 실험한 결과 각질형성세포는 칼슘처리에 의해 

48시간 뒤 밀착연접이 형성된다[27]. 각질형성세포를 

1.2 mM CaCl2 함유 EpiLife 배지에서 48시간 배양한 뒤 

UVB 40 mJ/cm
2
를 조사하고 미네랄워터를 3일 동안 처

리하였다. 자외선에 노출된 각질형성세포에서는 occludin

과 claudin-1 구조가 분절되어 있었다(Figure 3 b, f). 미네

랄워터를 처리한 각질형성세포에서는 occludin과 clau-

din-1 구조가 손상되지 않고 연결되어 있는 구조가 관찰

되었다(Figure 3 d, h). 위 결과를 통해 미네랄워터가 

자외선에 의해서 손상되는 밀착연접 구성 단백질의 구

조를 유지시켜 주는 것을 확인할 수 있었다.

  또한, 미네랄워터에 의한 밀착연접 구성 단백질의 

양적 변화를 알아보기 위해 각질형성세포를 이용하여 

Western blot을 진행하였다. 자외선을 조사한 각질형

성세포는 밀착연접 구성 단백질인 occludin과 claudin-1 

단백질량이 감소되어 있는 것을 확인할 수 있었다

(Figure 4). 자외선 조사 후에 미네랄워터를 처리하면 

감소된 occludin 단백질 생성량이 증가된 것을 볼 수 

있었다(Figure 4). 위 실험을 통해 미네랄워터는 자외

선에 의해 손상 받은 밀착연접의 구조를 회복시킬 뿐

만 아니라 단백질 생성량도 증가시키는 것을 확인할 

수 있었다.
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Figure 4. The protein level of occludin was restored by the treatment of mineral water in keratinocytes. After Ca
2+
 induced 

differentiation, keratinocytes were exposed to 40 mJ/cm
2
 UVB irradiation. The keratinocytes were incubated with mineral water 

for 3d after UVB irradiation. UVB irradiation decreased the protein level of TJ components. Among TJ components, the protein 

level of occludin was restored by the treatment of mineral water.

4. 결    론

  본 연구는 칼슘, 마그네슘, 망간, 불소가 함유된 미

네랄워터의 피부 장벽 보호 기능을 확인하기 위해 진

행되었다. 피부에서 분화된 표피의 형성은 정상 피부 

장벽 발달에 중요한 기능을 담당하고 있다. 피부 장벽 

기능을 세포수준에서 평가하는 어려움을 극복하기 위

해 인공피부를 도입하여 피부 장벽 보호 기능을 평가

하였다. 인공피부는 섬유아세포가 있는 진피층 부분

과 각질형성세포가 있는 표피층으로 구성되어 있다. 

인공피부를 공기에 노출시켜 배양하면 각질형성세포

는 분화하여 각질층을 형성한다. 이런 인공피부의 특

성으로 인하여 피부 장벽 기능과 관련된 실험은 인공

피부에서 평가하기에 적당하다.

  최근에 밀착연접이 장벽 기능에 중요한 기능을 담당

하고 있다는 보고가 이어지고 있다. Furuse 그룹은 clau-

din-1-deficient 쥐 모델을 이용한 실험에서 밀착연접이 

장벽기능에 있어서 중요하다고 발표했다[15]. Kurasawa 

그룹에서는 밀착연접이 표피 상층부에서 칼슘이 밖으

로 빠져나가지 못하도록 막아주어 장벽 기능을 유지

할 수 있다고 보고하였다[28]. 밀착연접이 칼슘 농도 

구배를 유지시켜 주고 이로 인해 밀착연접의 구조도 

유지되는 것으로 추측된다. 

  이번 실험을 통해 인공피부에 자외선을 조사하면 

밀착연접의 구조가 손상되어 장벽 기능에 이상이 생기

는 것을 관찰할 수 있었다. TJ permeability assay를 진

행한 결과 자외선에 의해 피부 장벽 기능에 손상이 일

어나고 이로 인해 tracer가 각질층까지 이동하는 것을 

볼 수 있었다. 미네랄워터는 밀착연접의 구조를 회복

시키고 tracer의 이동을 막아주었다. Western blot으로 

확인한 결과 자외선 조사에 의해 밀착연접 구성 단백

질량이 감소하는데, 미네랄워터 처리 시 occludin 단백

질량이 자외선 조사군에 비해 증가하는 것을 볼 수 있

었다. 이를 통해 미네랄워터가 자외선에 의해 손상된 

피부 장벽을 보호하는 기능이 있음을 확인할 수 있었다.

  이번 실험은 인공피부를 배양하는 배지에 미네랄워

터를 처리하여 효과를 확인하였다. 배지에 처리한 미

네랄워터에 의해 삼투압의 변화가 예상되지만 이번 

실험에서는 삼투압의 변화가 실험결과에 미치는 영향

에 대해서는 확인하지 못했다. 삼투압의 변화가 실험

결과에 미치는 영향에 대한 평가와 함께 양이온들을 

배지에 넣고 이를 비교하는 실험도 필요할 것으로 생

각된다. 이와 함께 화장품 원료로서의 가능성을 확인

하기 위해 미네랄워터를 인공피부에 직접 도포하여 

피부 장벽 보호 기능을 확인하는 실험이 추가적으로 

진행되어야 할 것이다.
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