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국문요약

급성 피부장벽 손상 후 회복에 대한 Protein Kinase C의 영향

  피부는 생물체와 외부 환경 사이에 존재하는 물리적, 화학적, 기

계적, 미생물 방어 장벽으로서 외부로의 과도한 수분과 전해질의 손

실을 억제하고, 다양한 외부의 공격으로부터 인체를 보호하는 장벽 

기능을 수행한다. 이러한 장벽 기능은 주로 피부 표피층 최외각의 

각질층에 의하여 수행되며, 특히 각질세포 사이에 존재하는 각질세

포간 지질은 표피 내 투과장벽 기능의 항상성 유지에 중요한 역할

을 수행하는 것으로 알려져 있다. 각질세포간 지질의 공급은 주로 

표피 과립층에 있는 층판소체가 과립층과 각질층의 경계 부위에서 

세포 외 유출작용을 통하여 분비되면서 이루어진다. 피부에는 표피 

내 칼슘 기울기가 존재하며, 칼슘 이온은 피부장벽 기능의 항상성 

유지에 매우 중요한 신호전달 인자로 작용한다. 각질형성세포의 증

식과 분화에 있어 핵심적인 역할을 수행하는 효소인 protein 

kinase C (PKC)는 serine/threonine kinase 에 속하는 효소로서 

각질형성세포를 포함한 많은 종류의 세포에서 다양한 세포 내 반응

을 조절한다. 각질형성세포의 분화 과정에서 칼슘에 의한 PKC의 

활성화는 involucrin, loricrin, filaggrin 등과 같은 분화 단백질의 

발현에 핵심적인 역할을 하는 것으로 알려져 있다. 배양된 각질형성

세포에서 PKC의 활성화가 각질세포간 지질 성분중 하나인 세라마

이드(ceramide)의 합성에 관여하는 효소의 활성화와 연관되어 있

다는 보고가 있으나 아직까지 PKC와 피부장벽 기능간의 연관성에 

대한 연구는 이루어진 바 없다. 본 연구에서는 무모 생쥐의 동물실

험 모델을 이용하여 PKC가 피부장벽의 회복에 미치는 영향을 관찰

하였다. 이를 위하여 반복적인 테이프 스트리핑 방법을 이용하여 

8-12 주의 무모 생쥐의 피부장벽을 급성 손상시킨 후 Western 
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blot과 면역조직화학염색을 시행하여 피부에서의 PKC 단백질 발현 

양상을 관찰하였다. 또한 피부장벽을 급성 손상시킨 후 PKC 억제

제를 도포하여 피부장벽의 회복율을 측정하고, 각질층내 지질의 변

화를 관찰하였으며, 이들 억제제가 표피 내 칼슘 기울기에 미치는 

영향을 관찰하였다. 이와 함께 배양된 각질형성세포에 PKC 억제제

를 처리하여 세포 내 칼슘 이온 농도의 변화를 측정하였다. 실험 결

과, 표피에서 PKC-α, -β, -δ, -η의 발현을 관찰할 수 있었다. 

PKC 억제제를 도포한 피부에서 급성 손상 후 피부장벽의 회복율이 

저하되었으며, 층판소체의 분비가 억제되고 각질층의 지질구조의 변

형이 나타나는 것을 관찰하였다. 또한, PKC 억제제가 피부장벽 손

상 후 나타나는 정상적인 표피 내 칼슘 기울기의 소실을 억제하였

고, 배양된 각질형성세포에서 세포 내 칼슘 이온의 농도를 증가시켰

다. 이러한 세포 내 칼슘 이온의 증가는 칼슘 통로 차단제에 의하여 억

제되었다. 급성 피부장벽 손상 후 PKC 억제제만을 처리한 경우 피부

장벽의 회복이 저해되었으나, 칼슘 통로 차단제를 함께 도포한 후에는 

피부장벽 회복의 저해가 억제되었다. 결론적으로 PKC 억제제는 과립

세포 내의 칼슘의 농도를 증가시켜, 급성 피부장벽 손상 후 나타나는 

피부장벽의 회복 과정을 억제한다. 그러므로 PKC의 각 아형별 역할은 

알 수 없으나 일부 아형이 세포 내로의 칼슘 이동에 영향을 미쳐 피부

장벽 기능의 급성 손상 후 회복 과정에 관여할 수 있을 것으로 생각된

다.

ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
핵심되는 말 : 피부장벽, Protein kinase C, 칼슘
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급성 피부장벽 손상 후 회복에 대한 Protein Kinase C의 영향 

<지도교수 이 승헌 교수>

연세대학교 대학원 의과학과

김  희  성

Ⅰ. 서 론

  피부는 외부의 환경과 항상 접하고 있는 기관으로서 일차적으로 물

리적인 장벽 기능을 수행한다. 표피의 각질층은 외부로의 수분과 전해

질의 손실을 억제함으로써 피부의 건조를 막고, 피부의 정상적인 생화

학적 대사를 할 수 있는 환경을 제공한다. 그리고 외부의 물리적 손상

과 화학물질로부터 인체를 보호하고, 세균, 곰팡이, 바이러스 등이 피

부로 침범하는 것을 방지한다. 그러므로 각질층은 피부의 가장 바깥층

에 위치해 있으면서 피부장벽에 있어서 가장 중요한 역할을 하고 있다
1,2,3. 피부장벽은 각질층에서의 경표피 수분손실(transepidermal 

water loss, TEWL)과 피부를 통한 약물 전달을 제어하는 역할을 한

다4. 각질층은 각질세포와 각질세포간 지질로 이루어져 있으며, 각질

세포간 지질은 과립층(stratum granulosum)에 존재하는 각질형성세

포에서 형성된 층판소체(lamellar body)가 과립층과 각질층의 경계부

위로 세포 외 유출(exocytosis)을 통하여 배출된 후, 세포 외 변환

(extracellular processing)을 거쳐 생성된다. 피부장벽기능의 이상

은 건선, 아토피 피부염, 건성습진, 주부습진 등과 같은 매우 흔한 염증

성 피부질환에서도 나타나지만, 실험적으로나 일상생활에서 피부장벽

을 손상시키는 자극에 의해서도 유도된다. 각질층 내 각질세포간 지질



- 4 -

은 신체에서 피부를 통한 수분손실에 대한 장벽 역할을 수행함은 이미 

잘 알려진 사실이다. 각질형성세포는 간, 신장, 위장관처럼 지질에 대

한 생합성 능력이 있으며, 이는 어느 한 부위에서 일어나는 것이 아니

고, 표피의 거의 전 층에서 일어나는 반응이다. 실험적으로 계면활성

제, 유기용매, 테이프 스트리핑 등을 이용하여 피부장벽을 급성 손상시

키면 경표피 수분손실의 증가와 함께 표피에서 회복 반응이 나타나고 

장벽기능이 빠르게 회복된다5,6. 즉 피부장벽이 손상을 받으면 표피는 

지질합성을 일시적으로 증가시킨 후, 층판소체의 분비를 통하여 각질

세포간 지질을 증가시키는 것으로 알려져 있다. 피부장벽의 손상은 콜

레스테롤, 세라마이드, 자유지방산의 합성을 증가시킬 뿐만 아니라 이

들을 합성하는데 필요한 효소의 mRNA의 발현도 증가시킨다는 사실

도 알려져 있다7. 이러한 회복반응은 층판소체의 즉각적인 분비, 새로

운 층판소체의 형성8, 표피 지질합성의 증가7, 분비된 층판소체에서 나

온 지질의 재배열을 통하여 최종적으로 각질층 내의 세포 외 부분에서 

지질의 다중층상막 구조를 회복시킨다9. 또한 피부장벽을 손상시킨 

후, 수증기가 통과 할 수없는 막으로 밀폐하여 인위적으로 피부의 장벽 

기능을 제공하는 경우, 정상적인 피부장벽의 항상성 회복 반응이 억제

되는 것이 밝혀져 있으며, 피부장벽의 회복 기전은 피부를 통한 급격한 

수분손실의 증가와 밀접하게 연관되어 있는 것으로 제시되고 있다10. 

이와 함께 피부장벽의 손상과 회복 기전은 피부의 항상성에 의한 것이

고, 층판소체의 즉각적인 분비를 포함한 회복 반응은 피부의 지질의 생

성을 증가시키고, 새로운 층판소체를 형성하는 결과인 것으로 보고된 

바 있다8.

각질형성세포 배양을 이용한 in vitro 연구에서 외부 칼슘 농도에 의

해 각질형성세포의 성장과 분화가 조절되는 것으로 알려져 있다11,12. 

그리고 실제로 표피에 존재하는 칼슘 농도 기울기는 표피의 분화 및 

장벽회복 과정을 조절하는 것으로 보인다13,14. 칼슘 이온은 과립층에

서 높은 농도를 나타내지만 기저층으로 갈수록 낮은 농도로 존재하여 
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표피 전층에 걸쳐 칼슘 이온의 농도 기울기를 형성하는 것이 calcium 

ion capture cytochemistry와 proton-induced X-ray emmision 

(PIXE)을 이용하여 밝혀진 바 있다13,15. 표피 내 칼슘 기울기는 피부

장벽의 항상성 유지에 관여한다. 즉  피부장벽이 손상되면 상부 표피로

부터의 칼슘 이온이 소실되고 이에 따라 층판소체의 분비와 생성이 증

가되어 피부장벽이 회복된다16. 즉, 피부장벽의 손상은 칼슘 기울기를 

무너뜨리는 원인이 되고 장벽의 회복 역시 표피에서 칼슘 기울기의 회

복과 함께 일어난다17. 피부장벽의 급성 손상 후에 상부 표피로부터 칼

슘 이온이 소실되면서 정상적인 표피내 칼슘 기울기가 소실되고 피부

장벽이 회복됨에 따라 과립층의 칼슘 이온 농도도 증가하여 칼슘 기울

기가 회복되며13,14, 피부장벽의 급성 손상 후 회복 반응이 표피의 세포 

외 칼슘 이온 함유량 변화에 의해 조절된다16,18. 만성 피부장벽 이상을 

보이는 필수 지방산 결핍 생쥐와 국소적으로 콜레스테롤 생성을 억제

하는 HMG-CoA reductase 억제제 (lovastantin)를 도포한 무모 생

쥐에서는 하부 표피의 세포 내 칼슘 이온의 증가에 의해 칼슘 기울기

의 소실이 나타난다. 또한 만성적인 피부장벽의 이상이 있는 피부에 수

증기 밀폐막을 덮어 수분 손실을 억제시키면 칼슘 기울기가 정상화된

다. 이를 종합하면 표피 칼슘 기울기와 피부장벽 기능은 매우 밀접하게 

연관되어 유지된다고 할 수 있다19. 무모생쥐의 피부장벽을 손상시킨 

후 고농도의 칼슘 이온 용액에 담그면 피부장벽 손상 시 일어나는 콜

레스테롤의 합성 증가가 나타나지 않아 피부장벽 회복이 억제되고, 이 

때 L형의 voltage-sensitive 칼슘 통로 차단제(calcium channel 

blocker)인 verapamil이나 nifedipine을 처리하면 이러한 억제효과를 

차단할 수 있다16. 또한 정상 피부에 초음파나 이온 영동을 시행하는 

경우, 경표피 수분손실의 증가로 나타나는 피부장벽의 손상이 없어도 

칼슘 기울기의 소실과 층판소체 분비의 증가가 유도된다19,20. 이러한 

연구 결과는 피부의 장벽 기능을 유지하는데 칼슘 이온의 변화가 매우 

중요한 요인임을 알 수 있다.
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Protein kinase C (PKC)는 세포의 신호전달 과정에서 세포의 분화

와 증식과 같은 중요한 기능을 조절하는 인자이다21. PKC는 

serine/threonine kinases의 family로 활성화에 필요로 하는 보조인

자에 따라 크게 세 가지 그룹으로 분리된다. Conventionl isoform인

PKC-α, -β  와 -γ는 최대의 활성을 나타내기 위해 칼슘 이온과 

diacylglycerol(DAG)을 필요로 하고, novel isoform인 PKC-δ, -

ε, -η, -θ 는 칼슘 이온과는 무관하지만 활성을 나타내기 위해 

DAG를 필요로 하며, atypical isoform인 PKC-ζ, -ι 와 -λ 는 

sphingolipid를 필요로 한다22. 특히 PKC-γ 의 피부 표피에서의 발

현 여부에 관해서는 여전히 논란이 있지만23, 다른  PKC isoform 들

은 피부에서 발견되는 것으로 보고되었다24,25. 다양한 PKC isozyme

의 종류와 다양한 조직에 대한 분포는 세포의 기능을 조절하는 데 있

어 PKC의 역할이 매우 다양함을 나타낸다. 표피에서 각질형성세포가 

기저층에서 유극층, 과립층을 거쳐 각질층으로 분화됨에 따라 다양한 

분화 단백질이 생성되며, PKC의 활성이 이러한 분화 과정에 있어 매

우 중요한 역할을 수행함은 잘 알려져 있다. 배양된 각질형성세포에서 

배지 내의 칼슘 농도를 증가시켜 분화를 유도하는 경우, 외부 칼슘 농

도의 증가는 phosphatidylinositol (PI)의 turnover를 증가시켜 각질

형성세포 내의 DAG의 생성을 증가시키게 되며, 분화 과정에 관여하는 

다양한 단백질의 인산화(phosphorylation)를 유도한다. 이는 PKC 활

성제인 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate(TPA)를 각질

형성세포에 처리하는 경우에도 동일하게 나타나며, TPA나 DAG를 통

한 PKC의 활성화는 각질세포외막(cornified envelope)의 형성을 촉

진하고, 유극층이나 과립층에서 나타나는 분화 단백질의 형성을 유도

한다26,27. 이러한 연구결과를 토대로 PKC가 표피 내 각질형성세포의 

분화에 매우 중요한 역할을 수행함을 알 수 있다. 그러나 현재까지 표

피의 중요한 기능 중 하나인 피부장벽 기능의 형성과 회복에 있어 

PKC의 역할에 대해서는 알려져 있지 않다. 
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본 연구에서는 피부장벽의 손상 후 회복에 있어 PKC의 역할을 규명

하고자 하고, 피부장벽 회복에 영향을 미치는 칼슘 이온과의 관계를 알

아보고자 하였다. 이를 위하여 무모생쥐의 정상 피부에서 PKC 아형의 

발현 양상을 관찰하고, 피부장벽을 급격히 손상시킨 후 이의 변화를 관

찰하였다. 또한 PKC가 피부장벽의 회복에 미치는 영향을 관찰하기 위

하여, 무모생쥐의 피부에 급성 장벽 손상을 유도한 후 PKC 억제제를 

도포하여 피부장벽 회복율을 측정하였으며, 칼슘 통로 차단제를 함께 

처리하였을 때 변화를 살펴보았다. PKC 억제제가 각질형성세포의 세

포 내 칼슘 이온에 미치는 영향을 관찰하기 위하여, 배양된 각질형성세

포를 이용하여 PKC 억제제를 첨가하였을 때의 세포 내 칼슘 이온 농

도의 변화와, 칼슘 통로 차단제를 함께 처리하였을 때의 효과를 살펴보

았다. 
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Ⅱ. 재료 및 방법

1. 실험재료

  실험에는 연세대학교 임상의학연구소에서 공급받은 8-12주의 무

모생쥐(female hairless mouse, Hr-/Hr-)를 사용하였으며, 실내온

도 25℃, 상대습도 50-60%인 항온항습 조건에서 동일한 표준사료로 

사육하여 실험하였다. 매개제로 사용한 polyethylene glycol(Mw 

300)과 ethanol은 Sigma Chemical Co.(St. Louis, MO, U.S.A)에서 

구입하였고, PKC 억제제인 calphostin C, chelerythrine chloride, 

rottlerin과 hispidin은 Calbiochem(Sandiego, California, U.S.A)에

서 구입하였다. 면역조직화학염색과 Western blot을 위한 PKC 항체

는 Santa Cruz Biotechnology, Inc (Santa Cruz, California, 

U.S.A)에서 입수하였으며, 단백질 정량을 위해서는 BCA protein 

assay reagent (ECL kit, Amersham, UK)를 사용하였다. 기타 실험

에 사용된 모든 재료는 1등급 이상의 시약을 사용하였다.

2. 실험방법

가. 급성피부장벽 손상

   4% chloral hydrate용액을 복강 내 주사하여 무모생쥐를 마취한 

후, 경표피 수분손실량(TEWL)이 40g/m2/hr의 수준이 되도록 셀로

판 테이프(3M, St. Poul, MN, U.S.A)를 사용하여 무모생쥐의 피부장

벽을 손상시켰다. Tewameter TM210(Courage & Khazaka, 

Cologne, Germany)를 사용하여 경표피 수분손실량을 손상 직전과 

직후, 손상 후 3, 6, 24, 48 시간에 측정하고 다음과 같은 식으로 회복

율을 계산하였다. 
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   식 1. TEWL 측정치를 통한 피부장벽 회복율

모든 데이터는 대조군과 동시에 측정하여 비교하였다.

나. PKC 억제제의 피부 도포 

  셀로판 테이프로 피부장벽을 손상시킨 무모생쥐 양쪽 배부에 

polyethylene glycol/ethanol(70:30) 혼합액을 vehicle로 사용하여 

PKC 억제제(calphostin C, chelerythrine chloride, rottlerin, 

hispidin)를 각각 농도별로 도포하였다. 경표피 수분손실량을 손상 직

전과 직후, 손상 후 3, 6, 24, 48 시간에 측정하고, 식 1.을 이용하여 

회복율을 계산하였다. 

다. Western blot 

셀로판 테이프로 피부장벽을 손상시킨 무모생쥐를 마취하고 경추도

살한 후 피부를 생검하였다. 처치부와 대조부에서 각각 생검한 피부에

서 피하지방을 제거한 후, 10mM ethylenediamine - tetraacetic 

acid-phosphate buffered saline (EDTA- PBS, pH 7.4) 용액 위

에서 진피층이 아래쪽으로 향하도록 고정한 후, 37oC에서 35-45분간 

방치하였다. 이후 여과지(filter paper)를 이용하여 표면의 수분을 제

거한 후, 수술용 면도날로 표피층을 분리하였다. 분리한 조직의 무게를 

측정하여 tube에 넣고 3ml의 얼음 온도의 RIPA 완충액(50mM Tris 

(pH 7.5), 1% NP-40 (Tergitol type NP-40; polyglycol ether 



- 10 -

(nonionic) surfactant), 2mM EDTA(ethylenediaminetetraacetic 

acid), 1% DOC(deoxycholic acid), 0.15M NaCl, 1mM 

PMSF(phenylmethanesulfonyl fluoride)를 포함한 aprotinin을 가

하여 잘 섞은 후, 4oC에서 조직을 균질화 하였다. 30μl의 10 mg/ml 

PMSF 용액(phenylmethanesulfonyl fluoride)을 가하고 얼음 속에

서 30분간 처리하였다. 조직을 microcentrifuge tube에 옮기고 

10,000xg, 4oC에서 10분 간 원심분리한 후, 상청액을 취하고 같은 조

건에서 다시 원심분리한 후 상청액을 전체 세포 용해물로 사용하였다. 

조직을 같은 부피의 2X 전기영동 시료 완충액과 섞고, 2-3분 간 끓인 

후, vertical slab gel unit에서 성형하였다. 50ml conical tube에 적

당 농도의 acrylamide를 포함한 separating gel 용액을 준비한 후, 

ammonium persulfate(APS)와 TEMED 완충액을 섞어 유리판 사이

에 부었다. 0.3ml water-saturated n-butanol을 조심스럽게 

separating gel 위에 올려놓고 상온에서 30-60분 간 두어 gel을 굳

혔다. Water-saturated n-butanol을 버리고 이차 증류수로 여러 번 

씻은 후 여과지로 남아있는 물기를 제거하였다. Stacking gel 용액을 

만들어 separating gel 위에 붓고 comb을 꽂고 30분 후 gel이 굳었을 

때 gel 성형기에서 gel을 떼어내고 gel 전기 영동기에 장착한 후, 

running 완충액을 부었다. 시료를 집적시킨 후, 전압을 100-120 V로 

일정하게 맞추고 bromophenol blue 지시약이 바닥에 올 때까지 전기

영동을 실시하였다. 전기 영동한 gel에서 running gel 부분만 분리한 

후 transfer 완충액을 담은 통에 nitrocellulose(NC) membrane과 

thick paper를 적시고 running gel을 15 분 이상 incubation한 후, 2

시간 동안 400mA, 10-15V의 조건 하에서 transfer를 시행하였다. 

Membrane을 공기 중에서 말린 후 Ponceau-S 용액에 2분 정도 담

가 염색하고 증류수로 씻어 transfer된 band를 확인하였다. Blocking 

완충액(5% blotting grade blocker non-fat dry milk 

solution(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA))에 
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membrane을 담그고 흔들면서 60분간 blocking을 실시하였다. 

Blocking 완충액에 적당한 농도로 희석한 PKC 아형에 대한 일차 항

체인 anti-protein kinase C-α, -β, -γ, -δ, -η (Santa Cruz 

Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, U.S.A)를 가하고 60분 정도 

흔들었다. TBST 완충액으로 5분씩 3회 정도 반복해서 씻은 후 

blocking 완충액에 1/1000로 희석한 이차 항체(horseradish 

peroxidase (HRP) (Santa Cruz Biotechnology, Inc.)를 이용하여 

60분간 흔들었다. TBST 완충액으로 5분씩 3회 반복해서 씻은 후 

ECL kit로 발색반응을 일으켰고 ECL™ Western blotting detection 

용액 A와 B를 1:1로 섞어 NC filter에 부어준 후 1분간 흔들어 주었

다. NC filter를 핀셋으로 집어내어 3MM 여과지에 잠시 둔 후 wrap

으로 싸서 cassette에 넣고 암실에서 15초간 감광시켰다.

라. 면역조직화학염색

생검한 조직을 10%의 formaldehyde 용액에서 고정한 후 파라핀 

블록을 만들고 박절기를 이용하여 5㎛ 의 두께로 잘라 

poly-L-lysine (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO., U.S.A)으로 

표면을 처리한 유리 슬라이드에 부착하였다. Xylene으로 파라핀을 제

거하고 100%, 90%, 80%, 50%의 ethanol로 순서대로 처리하여 

hydration을 시행하고, 마지막으로 PBS 용액(pH 7.4)으로 세척하였

다. Methanol을 포함한 0.3% H202 용액에서 5분간 처리하여 내재성 

과산화효소(peroxidase)를 제거하고, PBS 용액으로 5분간 세척한 

후, 10% goat non-immune serum을 포함한 PBS 용액을 이용하여 

조직 내의 biotin을 blocking하였다. 각각의 PKC 아형에 대한 일차 항

체는 400:1로 희석한 anti-protein kinase C-α, -β, -γ, -δ, -

η (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, U.S.A)로 각

각 1시간 동안 실온에서 반응시켰고, PBS로 5분간 세척 후, 

anti-rabbit biotinylated 이차 항체로 20분간 반응시켰다. PBS로 세
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척한 후 HRP-streptavidin-peroxidase로 실온에서 10분간 반응시

킨 후 반응을 정지시키기 위해 증류수로 세척하였다. DAB 용액으로 

실온에서 5분간 반응하여 염색 시켰다. Slide를 증류수에 담가 반응을 

정지한 후 hematoxylin으로 counter staining하고 광학 현미경으로 

결과를 관찰하였다.

마. 전자현미경 분석

(1) RuO4 후고정

생검한 조직을 얻은 즉시 입체현미경 하에서 0.1mm3 이하의 크기

로 잘게 자르고, 2% glutaraldehyde, 2% paraformaldehyde, 

0.06% calcium chloride, 0.1 M sodium cacodylate 완충액으로(pH 

7.4) 조성된 modified Karnovsky 용액에 넣어 고정한다. 고정된 조

직은 실온에서 1시간 방치한 후 18-24시간 동안 4℃ 냉장고에 보관

하였다. Karnovsky 용액을 제거한 후 0.1M cacodylate 완충액으로 

40분씩 3회 세척하였다. 이후 후고정은 RuO4, 0.1 M cacodylate 완

충액에 빛을 차단한 상태로 실온에서 45분간 시행하였다. 후고정 후 

0.1 M cacodylate 완충액에서 10분간 1회 세척한 후 50% ethanol로 

5분씩 2회, 70%와 95% ethanol로 각 10분씩 2회, 100% ethanol로 

각 20분씩 4회 탈수시킨 후, 100% propylene oxide로 각 15분간 2

회 조직에 침투시키고 통상적인 방법으로 만들어진 epon에 포매하였

다. 제작한 시편을 1-5㎛ 두께 절편으로 자른 후, 관찰할 부위를 찾고 

thin section을 한 후 통상적인 uranyl acetate 와 lead citrate 로 염

색하여 투과 전자현미경(Philips CM 10)으로 관찰하였다. 

(2) Calcium ion capture cytochemistry

조직을 얻은 즉시 2% glutaraldehyde, 2% formaldehyde, 90 mM 

potassium oxalate, 1.4% sucrose로 조성된 고정액에서 4oC에서 조

직을 고정한 후, 입체 현미경 하에서 냉고정액 1방울을 점적 후, 
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0.5mm3로 세절하여 얼음 조각 위에서 고정한 후, 고정액을 버리고 

1ml 4% OsO4와 3ml 2% potassium pyroantimonate stock 용액이 

혼합된 후고정액으로 얼음 위에서 2시간 동안 후고정하였다. KOH로 

pH 10으로 조절된 냉증류수에 10분간 세척한 후 통상적인 방법으로 

탈수, embedding하고 염색하였다. 이 때 대조표본으로 10mM EDTA

에서 30분간 처리한 조직을 동일한 방법으로 처리하였다. 투과전자현

미경하에서 표피를 관찰하였다. 

바. Intracellular Ca2+ 의 측정

각질형성세포에서의 세포 내 칼슘 이온의 농도([Ca2+]i)를 Oda의 

방법을 수정하여 측정하였다28. 세포를 130mM NaCl, 3mM KCl, 

2mM MgCl2, 0.03mM CaCl2, 25mM HEPES, 10mM D-glucose 

(pH 7.4)을 포함한 HEPES-buffered 용액에 4μM fura-2AM 을 

30분간 처리했다. 세포들은 HEPES-buffered 용액에서 2번 세척하

였다. [Ca2+]i의 측정은 spectrofluorometry (Photon Technology 

International, Brunswick, NJ, U.S.A)를 이용하여 측정하였다. 세포

들은 100% O2  gas와 함께 HEPES-buffered 용액을 가지고 분당 

2ml의 농도로 계속해서 제공되었다. Excitation wavelength는 

340nm 와 380nm 사이를 반복하도록 하였고 emission 

fluorescence는 510nm에서 기록하였다. [Ca2+]i 농도의 측정은 

Grynkiewicz가 사용한 방법에 따라 식2.와 같이 계산하였다29. 
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식 2. Fura-2를 이용한 intracellular calcium ion 농도의 측정

사.  Statistical analysis

통계학적 유의성은 Student's paired t test를 사용하여 실시하였으

며, 유의수준은 0.05 미만으로 설정하였다. 막대 그래프(그림 1, 9)는 

평균±S.D. 로 표시하였으며, 각 군당 개체 수는 7이상이다. 



- 15 -

Ⅲ. 결 과

1. 급성 피부장벽 손상 후 PKC 억제제를 처리하였을 때 피부장벽 회

복율의 변화(그림 1)

무모 생쥐의 피부를 테이프 스트리핑 방법을 이용하여 급성으로 피

부장벽을 손상시킨 후, 각각 broad type PKC 억제제인 

chelerythrine chloride(A)와 calphostin C(B)를 처리한 결과 장벽 

손상 후 3, 6시간에서 통계학적으로 유의한 장벽 회복의 저해가 관찰

되었다. 동일한 피부장벽 손상 후 PKC-β와 PKC-η의 활성을 각각 

선택적으로 억제하는 hispidin(C)과 rottlerin(D)을 처리한 결과, 역

시 장벽 손상 후 3, 6시간에서 장벽 회복의 저해가 관찰되었

다.(*p<0.05, **p<0.01) (A: chelerythrine chloride, B: calphostin 

C, C: hispidin, D: rottlerin)
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A                                               B

C                                               D                                        

                                                                            

그림 1. 급성 피부장벽 손상 후 회복에 PKC 억제제가 미치는 영향. 

무모 생쥐의 피부를 테이프 스트리핑 방법을 이용하여 급성으로 피부

장벽을 손상시킨 후, 각각 broad type PKC 억제제인 chelerythrine 

chloride(A)와 calphostin C(B)를 처리한 결과 장벽 손상 후 3, 6시

간에서 통계학적으로 유의한 장벽 회복의 저해가 관찰되었다. 동일한 

피부장벽 손상 후 PKC-β와 PKC-η의 활성을 선택적으로 억제하

는 hispidin(C)과 rottlerin(D)을 처리한 결과, 역시 장벽 손상 후 3, 

6시간에서 장벽 회복의 저해가 관찰되었다(*p<0.05, **p<0.01). (A: 

chelerythrine chloride, B: calphostin C, C: hispidin, D: rottlerin)
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2. 급성 피부장벽 손상 후 Western blot으로 확인한 PKC 단백질의 

발현(그림 2)

 정상 무모생쥐의 표피와 테이프 스트리핑 방법으로 급성 피부장벽 

손상을 유도한 무모생쥐의 표피에서 Western blot으로 PKC-γ를 제

외한  PKC-α, -β, -δ, -η의 단백질이 모두 발현되었다. 테이프 

스트리핑 방법으로 손상을 준 3시간, 6시간, 24시간과 48시간에 PKC

단백질 발현을 관찰한 결과 시간에 따른 PKC 단백질 발현의 차이는 

없었다. 

그림 2.  급성 피부장벽 손상 후 Western blot상 발현된 PKC 단백질. 

정상 무모생쥐의 표피와 테이프 스트리핑 방법으로 급성 피부장벽 손

상을 유도한 무모생쥐의 표피에서 Western blot으로 PKC-α, -β, 

-δ, -η의 단백질이 시간별로 모두 발현됨을 확인하였다.  
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3. 급성 피부장벽 손상 후 면역조직화학염색법으로 확인한 PKC 단백

질의 발현(그림 3)

테이프 스트리핑 방법으로 급성 피부장벽 손상을 유도한 무모생쥐

의 표피에서 면역조직화학염색으로 PKC-γ를 제외한 PKC-α, -

β, -δ, -η의 단백질이 발현됨을 확인하였다. 

그림 3. 급성 피부장벽 손상 후 면역조직화학염색상 발현된 PKC 단백

질. 면역조직화학염색법으로 급성 피부장벽 손상을 유도한 무모생쥐의 

표피에서 PKC-γ를 제외한 PKC-α(A),-β(B),-δ(C),-η(D)

의 단백질이 발현됨을 확인하였다. 
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4. 급성 피부장벽 손상 후 PKC 억제제를 처리했을 때 Nile red 염색

상 각질층의 지질의 변화(그림 4)

테이프 스트리핑 방법으로 급성 피부장벽 손상을 유도한 무모생쥐

의 표피에 broad type PKC 억제제인 chelerythrine chloride를 처리

하였을 때, 각질층의 지질의 변화를 알아보기 위한 Nile red 염색 결과 

피부장벽 손상 3시간 후, 정상표피(A)와 대조군(B)에 비해 PKC 억제

제를 처리한 표피에서 각질층 내 중성지질의 양이 적은 것이 관찰되었

다(C).  

   



NormalNormal

Vehicle, 3hrsVehicle, 3hrs

Chelerythrine chloride, 3hrsChelerythrine chloride, 3hrs
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  A

  B

  C

그림 4. 급성 피부장벽 손상 후 PKC 억제제가 각질층 내 중성 지질에 

미치는 영향. 테이프 스트리핑 방법으로 급성 피부장벽 손상을 유도한 

무모생쥐의 표피에 PKC 억제제인 chelerythrine chloride를 처리한 

후, Nile red로 염색한 결과 PKC 억제제를 처리한 표피 내에서 장벽 

손상 3시간 후 정상표피(A)와 대조군(B)에 비해 각질층 내 중성지질

의 양이 적은 것이 관찰되었다(C). 
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5. 급성 피부장벽 손상 후 PKC 억제제를 처리했을 때 전자현미경 검

사상 각질층의 지질의 변화(그림 5)

테이프 스트리핑 방법으로 급성 피부장벽 손상을 유도한 무모생쥐

의 표피에 broad type PKC 억제제인 chelerythrine chloride를 처리

하였을 때, 각질층의 지질의 변화를 알아보기 위한 전자 현미경 검사 

결과 피부장벽 손상 3시간 후, 정상표피(A)와 대조군(B)에 비해 과립

세포 내 층판소체가 감소되어 있지 않고, 과립층과 각질층 사이에 층판

소체의 분비가 관찰되지 않았으며 각질세포간 지질에는 다수의 미성

숙된 구조가 관찰되었다(C). 

 



Vehicle, 3 hrs Vehicle, 3 hrs NormalNormal

Chelerythrine chloride, 3 hrs Chelerythrine chloride, 3 hrs 
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   A                                          B

   C

그림 5. 급성 피부장벽 손상 후 PKC 억제제가 층판소체와 각질세포간 

지질의 구조에 미치는 영향. 테이프 스트리핑 방법으로 급성 피부장벽 

손상을 유도한 무모생쥐의 표피에 PKC 억제제인 chelerythrine 

chloride를 처리한 후, 전자 현미경으로 검사한 결과, 장벽 손상 3시간 

후 정상표피(A)와 대조군(B)에 비해 과립세포 내 층판소체가 감소되

어 있지 않고, 과립층과 각질층 사이에 층판소체의 분비가 관찰되지 않

았으며 각질세포간 지질에는 다수의 미성숙된 구조가 관찰되었다

(C).(RuO4 postfixation, X57,000)
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6. 급성 피부장벽 손상 후 PKC 억제제를 처리했을 때 표피 내 칼슘 기

울기의 변화(그림 6)

   테이프 스트리핑 방법으로 급성 피부장벽 손상을 유도한 무모생쥐

의 표피에 broad type PKC 억제제인 chelerythrine chloride를 처리

하였을 때, 표피 내 칼슘 기울기는 피부장벽 손상 1시간 후, 정상표피

(A)와 비교했을 때 대조군(B)에서는 표피 내 칼슘 기울기가 소실되었

으나, PKC 억제제를 도포하는 경우(C) 표피 내 칼슘 기울기의 소실이 

억제되었다. 
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      A                              B    

      C

그림 6. 급성 피부장벽 손상 후 PKC 억제제가 표피 내 칼슘 기울기에 

미치는 영향. 테이프 스트리핑 방법으로 급성 피부장벽 손상을 유도한 

무모생쥐의 표피에 PKC 억제제인 chelerythrine chloride를 처리한 

후, 전자 현미경으로 검사한 결과 표피 내 칼슘 기울기는 장벽 손상 1

시간 후, 정상표피(A)와 비교했을 때 대조군(B)에서는 표피 내 칼슘 

기울기가 소실되었으나, PKC 억제제를 도포하는 경우(C) 표피 내 칼

슘 기울기의 소실이 억제되었다. 
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7. PKC 억제제가 배양된 각질형성세포의 세포 내 칼슘 농도에 미치는 

영향(그림 7)

배양된 각질형성세포에서 세포 외 칼슘 농도를 0.15mM Ca2+을 

포함하는 HEPES-buffered(low Ca2+) 용액에서 2mM Ca2+을 포함

한 HEPES-buffered(high Ca2+) 용액으로 변화시키면 세포 내 칼슘 

이온의 농도가 92±5.4nM에서 128±12.4nM로 즉시 증가하였고 다

시 low Ca2+ 용액으로 변화시키면 세포 내 칼슘 이온의 농도가 감소하

였다(A). 세포 내 칼슘 이온의 농도에 관한 PKC 억제제의 영향을 알

아보기 위해 PKC 억제제인 25μM chelerythrine chloride를 처리한 

후 high Ca2+ 용액을 넣었을 때 칼슘의 농도가 chelerythrine 

chloride를 공급하지 않았을 때보다 훨씬 높은 210±19.3nM 농도를 

나타냈고 다시 외부 칼슘 농도를 low Ca2+ 용액으로 변화시켜도 세포 

내 칼슘 이온의 농도는 감소되지 않았다(B). 
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 A                                                   B

그림 7. PKC 억제제가 배양된 각질형성세포의 세포 내 칼슘 농도에 

미치는 영향. 배양된 각질형성세포에서 low Ca2+ 용액에서 high Ca2+ 

용액으로 세포 외 칼슘 농도가 변하면 세포 내 칼슘 이온이 증가하고 

다시 low Ca2+ 용액으로 바뀌면 세포 내 칼슘 농도가 감소한다(A). 

PKC 억제제인 chelerythrine chloride를 처리한 각질형성세포에서는 

세포 외 칼슘 이온의 감소에도 불구하고 세포 내 칼슘 이온의 농도가 

오히려 증가하는 경향을 나타냈다(B). 세포 내 칼슘의 양은 fura-2를 

가한 각질형성세포에서 방출하는 340nm 파장의 형광과 380nm 파장

의 형광의 비를 측정하여 계산하였다. 
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8. PKC 억제제와 칼슘 통로 차단제가 배양된 각질형성세포의 세포 내 

칼슘 농도에 미치는 영향(그림 8)

배양된 각질형성세포에 5μM chelerythrine chloride를 처리하

면, 세포 내 칼슘 이온의 농도가 시간에 따라 증가하며, L형의 

voltage-sensitive 칼슘 통로 차단제인 10μM의 verapamil을 동시

에 처리하는 경우 세포 내 칼슘 이온  농도의 증가가 부분적으로 억제

되었다.

그림 8. PKC 억제제와 칼슘 통로 차단제가 배양된 각질형성세포의 세

포 내 칼슘 농도에 미치는 영향. 배양된 각질형성세포에 5μM 

chelerythrine chloride를 처리하면, 세포 내 칼슘 이온의 농도가 시

간에 따라 증가하며, L형의 voltage-sensitive 칼슘 통로 차단제인 

10μM의 verapamil을 동시에 처리하는 경우 세포 내 칼슘 이온 농도

의 증가가 부분적으로 억제되었다.
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9. 급성 피부장벽 손상 후 회복에 PKC 억제제와 칼슘 통로 차단제가 

미치는 영향(그림 9)

테이프 스트리핑을 이용하여 피부장벽을 급성으로 손상시킨 무모

생쥐의 표피에 PKC 억제제인 chelerythrine chloride를 단독으로 처

리하면 피부장벽 손상 후 3시간, 6시간에서 피부장벽의 회복이 저해되

지만, chelerythrine chloride와 칼슘 통로 차단제인 verapamil을 동

시에 처리하면 피부장벽 손상 후 3시간, 6시간에서 피부장벽 회복의 

억제가 저해되었다. 

그림 9. 급성 피부장벽 손상 후 회복에 PKC 억제제와 칼슘 통로 차단

제가 미치는 영향. 테이프 스트리핑을 이용하여 피부장벽을 급성으로 

손상시킨 무모생쥐의 표피에 PKC 억제제인 chelerythrine chloride

를 단독으로 처리하면 피부장벽 손상 후 3시간, 6시간에서 피부장벽의 

회복이 저해되지만, chelerythrine chloride와 칼슘 통로 차단제인 

verapamil을 동시에 처리하면 피부장벽 손상 후 3시간, 6시간에서 피

부장벽 회복의 억제가 저해되었다(* p<0.05).

*

*

**

**
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Ⅳ. 고 찰

 

  피부의 가장 중요한 기능 중 하나는 물리적, 화학적, 기계적, 미생물 

방어 장벽으로서의 역할이다. 다양한 장벽 기능 중 표피투과장벽

(epidermal permeability barrier)은 표피를 통한 수분 손실과 약물 

전달을 제어하는 기능을 담당하며 표피의 최외각에 위치하는 각질층

이 투과장벽의 기능을 수행한다1-4. 각질층은 단백질이 풍부한 각질세

포와 다중층상구조(multilamella structure)를 나타내는 각질세포 간 

지질로 이루어져 있으며 이러한 각질층의 구조를 bricks and mortar 

model로 설명을 할 수  있다2, 30. 즉 벽돌의 역할은 각질세포가 담당하

며 각질세포 간 지질을 회반죽에 비유하여 설명할 수 있다. 각질세포는 

주로 케라틴의 다발로 구성되어 있으며, 피부의 구조적 안정과 탄력성

에 관여한다. 각질세포 간 지질의 주성분은 보통의 생체막들과는 다르

게 인지질을 함유하지 않고, 표피 내 과립세포에서 생성되는 층판소체

에서 유래된 세라마이드, 콜레스테롤, 자유지방산이며 약간의 콜레스

테롤 설페이트(cholesterol sulfate)가 존재하는 것이 알려져 있다3. 

층판소체는 각질형성세포의 최종 분화 과정에서 과립층에 있는 과립

세포에서 세포외 유출(exocytosis) 과정을 거쳐 과립층과 각질층의 

경계부위에 배출된다. 이러한 유출단계에서 각 지질의 전구체와 함께 

층판소체 내부에서 유래하는 효소에 의한 작용과 세포외 변환

(extracellular processing) 과정을 거쳐 지질의 다중층상구조를 이

룬다31. 또한 각질세포의 외각에 존재하는 단백질막인 각질세포외막

(cornified envelope)과 각질세포외막의 외각에 존재하는 지질의 단

분자층(monomolecular layer)인 각질세포 지질막(cornified lipid 

envelope)이 서로 공유결합으로 연결되어 있어서 각질층의 장벽 기능

에 필요한 결합을 이루고 있다32. 즉, 각질세포외막과 각질세포지질막

이 각질세포간 지질의 정확한 배열을 위한 지지대의 역할을 수행하는 

것으로 볼 수 있다. 
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   표피의 수분 함량은 기저층에서 과립층 하부까지는 65%에서 70%

정도로 비교적 일정하지만, 과립층과 각질층의 경계부위에서는 40%

로 감소하며, 각질층의 상부로 갈수록 15%까지  감소된다. 이것은 신

체의 내부에서 외부로 수분이 수동 확산되는 과정에서 생기는 현상으

로 설명되고 있다. 각질층을 통한 수분 이동의 결과 나타나는 경표피 

수분손실량은 정상 피부에서 시간당 0.1-0.4㎎/㎠의 범위이다. 피부

장벽을 인위적으로 급격히 손상시키는 경우, 손상 정도에 비례하여 경

표피 수분손실량이 증가하게 된다. 따라서 비침습적인 기기를 이용하

여 경표피 수분손실량을 측정함으로써 피부장벽 손상 정도와 시간에 

따른 회복률을 측정할 수 있다. 그러나 최근 이온영동법

(iontophoresis)이나 초음파영동법(sonophoresis)을 정상 피부에 

시행하여, 피부장벽을 손상시키지 않으면서도 회복기전을 연구할 수 

있는 방법이 제시되고 있다20. 

피부장벽 손상 후 회복을 지시하는 신호가 무엇인지는 아직 확실하

지 않다. 급성 피부장벽 손상 후 피부를 수증기불투과막(water vapor 

impermeable membrane)으로 밀봉하면 피부장벽 기능의 회복에 필

수적인 표피 내 지질  합성이 억제되는 것으로 보아 표피를 통한 수분

통과 자체가 표피 지질 합성의 조절에 관여하는 것으로 보인다33. 현재

는 피부장벽 손상 후 나타나는 이온의 손실이 장벽 회복의 신호로 가

장 유력시되고 있으며, 특히 칼슘 이온의 역할이 중요하게 생각되고 있

다. 배양된 각질형성세포를 이용한 in vitro 연구에서 저농도의 칼슘 

이온은 각질형성세포의 증식을, 고농도의 칼슘 이온은 각질형성세포의 

분화를 일으킨다는 것이 알려졌다11,12. 실제 표피에서의 칼슘 이온의 

농도는 기저층에서 낮고 상층으로 갈수록 증가되어 과립층에서 가장 

높은 농도로 존재하여 표피 내 칼슘 기울기를 형성한다13. 피부장벽이 

손상되면 표피를 통한 수분손실이 증가하고 이에 따라 수동적으로 상

부표피, 즉 과립층으로부터 칼슘 이온의 손실이 일어나 정상적인 표피 

내 칼슘 기울기가 소실된다. 이후 피부장벽이 회복되면서 칼슘 기울기
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도 같은 양상으로 회복된다15. 또한 피부장벽을 급격히 손상시킨 후 고

농도의 칼슘 이온 용액에 손상된 피부를 담가 인위적으로 피부 내 칼

슘 기울기를 만들어주면 피부장벽 회복이 지연된다16. 또한 칼슘 통로 

차단제를 용액에 첨가하면 피부장벽 회복이 정상화되므로 칼슘 이온

이 피부장벽 손상 후 회복의 과정에 중요한 역할을 하는 것을 알 수 있

다. 즉, 외부에서 인위적으로 제공한 칼슘에 의하여 피부장벽의 회복이 

억제되며, L형의 칼슘 통로 차단제(L-type voltage-sensitive 

calcium channel blocker)인 verapamil이나 nifedipine을 함께 투여

하면, 칼슘 이온에 의한 피부장벽 회복의 억제를 차단시킨다16. 이온영

동을 이용하여 급성 피부장벽 손상 없이 표피 내 칼슘 기울기의 소실

을 유도하면 층판소체의 분비가 증가되는데 이는 경표피 수분손실의 

증가가 없어도 칼슘 이온의 변화 자체가 피부장벽의 회복을 조절하는 

중요한 인자임을 나타낸다20. 또한 칼슘 이온운반체인 ionomycin을 

도포하여 표피의 각질형성세포내로 칼슘 이온을 유입시켜 세포 내 칼

슘농도가 높아지면, 과립세포에서 층판소체의 세포외유출 반응이 억제

되고 피부장벽의 회복 역시 억제된다30. 이러한 연구결과를 종합하면 

표피 내 칼슘 이온의 농도가 피부장벽의 항상성 유지에 있어 중요한 

조절인자인 것으로 보인다. 

PKC는 serine/threonine kinase에 속하는 단백질로서, 각질형성세

포를 포함한 많은 종류의 세포에서 다양한 세포 내 대사과정의 조절에 

중심적인 역할을 수행한다. 최근까지 약 11종류의 PKC iostype이 보

고되어 있으며 각각의 활성화에 필요한 인자의 종류에 따라 크게 세 

가지 subtype으로 구분된다35. 각각의 아형은 세포의 종류에 따라 독

특한 발현 양상을 나타내며, 분화와 증식을 포함한 다양한 세포 내 반

응을 조절한다. 특히 피부에서 PKC는 각질형성세포의 분화와 증식을 

조절하는 것으로 보고되고 있다. 정상 인체 각질형성세포와 설치류의 

각질형성세포에는 PKC-α,-δ,-ε, -η, -ζ 등이 존재하는 것으

로 보고된 바 있다17,36-38. 그리고 각질형성세포와 함께 표피를 구성하
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는 세포인 멜라닌세포(melanocyte)에서 발현되는 PKC-β가 

tyrosinase의 인산화 반응을 일으켜 tyrosinase와 tyrosinase 

related protein-1(TRP-1) 과의 복합체를 형성하여 멜라닌 형성에 

중요한 기능을 수행한다는 보고도 있다39. 이와 함께 각질형성세포가 

분화됨에 따라 나타나는 칼슘 이온의 증가가 PKC의 발현에 영향을 미

치는 것으로 보고되어 있다17. 또한 PKC의 활성 물질인 TPA가 각질

형성세포의 증식을 억제하며, 최종분화를 촉진한다는 보고가 있다
26,27,40. 한편 PKC의 억제제인 GF109203X나 Ro 31-7549에 의하

여 분화 단백질의 발현이 억제되며38, 세포의 증식과41 DNA 합성이 증

가된다는 보고가 있다42. 최근 이러한 PKC의 기능을 수행하는 각각의 

아형에 대한 연구 결과, 정상 인체 각질형성세포에서 PKC-δ와 

PKC-η의 발현을 adenoviral vector를 사용하여 증가시키는 경우 

세포의 증식이 억제되며43,44, PKC-α의 발현이 정상 각질형성세포 

및 각질형성세포 종양의 최종분화에 중요한 역할을 수행하는 것이 밝

혀진바 있다45. 

다양한 PKC의 아형 중 칼슘 이온과 DAG에 의해 활성화되는 

conventional PKC(cPKC)가 각질형성세포의 분화와 증식에 있어 매

우 중요한 기능을 한다는 것을 기초로 할 때26,27, 표피 내 각질형성세

포의 분화와 증식에 있어 세포 외 칼슘 이온의 농도는 매우 핵심적인 

역할을 수행한다고 할 수 있다. 표피 내 형성되어 있는 칼슘 기울기는 

과립층으로 갈수록 칼슘 이온의 농도가 증가하고13 이에 따라 cPKC의 

활성화와 같은 다양한 반응이 일어나면서 증식 과정에 있던 각질형성

세포가 분화하게 되고27,45, 각질형성세포가 표피층을 구성하는 데 중

요한 역할을 하게 된다. 이와 함께 표피 내 칼슘 이온은 과립층에서 층

판소체의 분비를 조절한다는 점에서 피부장벽 기능의 형성과 회복에 

있어서도 핵심적인 역할을 하는 신호전달물질로 볼 수 있다34,46. 즉 표

피 내 칼슘 이온은 피부장벽 기능의 회복에 중요한 신호전달물질이면

서, PKC의 활성화에 중요한 역할을 수행한다.  PKC는 각질형성세포
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의 증식과 분화에 중요한 역할은 담당하며, 또한 피부장벽 기능의 형성

과 회복에도 중요한 역할을 담당할 것으로 예상할 수 있다. 

이에 따라 본 연구는 반복적인 테이프 스트리핑을 통하여 무모생쥐

의 피부장벽을 급성으로 손상시킨 후 장벽 기능 회복의 조절 기전에서 

PKC가 미치는 영향을 알아보고 PKC억제제와 칼슘 이온과의 관계를 

확인하고자 하였다. 반복적인 테이프 스트리핑 방법을 사용하여 

8-12주된 무모생쥐의 피부장벽을 급성 손상시킨 후, Western blot을 

시행하여 표피에서의 PKC의 발현을 관찰한 결과 PKC-γ를 제외한 

PKC-α, -β, -δ, -η가 검출되었고, 이것은 테이프 스트리핑 전

의 정상 무모생쥐의 표피에서도 검출되었다. 하지만 시간에 따른 PKC 

아형의 양적인 변화를 확인할 수 없었다. PKC의 활성화는 세포 내 존

재하는 PKC가 세포막으로 이동해서 나타나기 때문에 양적인 변화가 

활성 정도를 나타내지는 않는다. 따라서 Western blot을 통한 정량 실

험을 통하여 PKC의 활성화를 측정하지는 못하였으나 각 subtype이 

급성 피부장벽 손상 전, 후에 존재하는 것이 확인되었고, 이것으로 

PKC가 피부장벽이 급격히 손상 받았을 때 어떤 역할을 할 것으로 생

각된다. 본 실험에서 발현되지 않은 PKC-γ는 아직까지 피부에서 발

견된다는 보고가 없고 뇌에서만 발견되는 것으로 보고되었다47. 이와 

함께 각각의 PKC 아형에 대한 항체를 사용하여 면역조직화학염색을 

시행한 결과 PKC-α, -β, -δ, -η 단백질이 표피에서 확인되었

다. PKC 억제제가 피부장벽의 회복에 미치는 영향을 관찰하기 위하여 

급성 피부장벽 손상을 유도한 후, broad type의 PKC 억제제인 

calphostin C와 chelerythrine chloride와 subtype specific PKC 억

제제를 도포하였다. PKC 억제제를 처치한 군이 대조군에 비하여 3시

간과 6시간에서 피부장벽 회복율이 통계적으로 유의하게 저하됨을 알 

수 있었다. 급성 피부장벽 손상 후 PKC 억제제를 처리한 후 중성 지질

을 선택적으로 검출하는 Nile red 염색을 시행한 결과, 대조군에 비하

여 장벽 회복 과정에서 나타나는 중성지질의 양이 적은 것이 관찰되었
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다. 전자 현미경 검사에서는 과립세포 내 층판소체가 감소되어 있지 않

고, 과립층과 각질층 사이에 층판소체의 분비가 관찰되지 않았으며 각

질세포간 지질에서 다수의 미성숙된 구조가 관찰되었다. 이는 PKC 억

제제를 처리하면 피부장벽의 급성 손상 후 회복 과정에서 나타나는 층

판소체의 분비와 표피층 내 지질의 합성과 같은 과정이 억제되는 것으

로 생각할 수 있다. 이 결과는 피부장벽의 급성 손상 후 회복 과정에서 

PKC가 어떤 역할을 수행한다는 것을 보여준다.  

표피 내 칼슘 이온 기울기는 피부장벽 기능이 손상됨에 따라 소실되

고, 장벽 기능이 회복됨과 동시에 다시 나타나는 것으로 알려져 있다. 

급성 피부장벽 손상 후 PKC 억제제를 처리한 후 전자 현미경으로 관

찰한 결과 대조군에서 나타나는 표피 내 칼슘 기울기의 소실이 관찰되

지 않았고 과립층 내에 칼슘이 여전히 높은 농도로 유지되어 있었다. 

표피 내 칼슘 기울기의 소실이 손상된 장벽 기능의 회복을 유도하는 

신호로 볼 때, PKC 억제제를 사용하는 경우 과립층의 칼슘 이온의 손

실을 억제하여 피부장벽 기능의 회복을 저해하는 것으로 보인다. 각질

형성세포에서 나타나는 이러한 PKC 억제제의 기전에 대해서는 아직

까지 보고 된바 없다. PKC 활성제인 phorbol 12-myristate 

13-acetate(PMA)가 HL-60 세포에서 칼슘의 유입을 억제하는 것

이 보고 되었고48, adrenal chromaffin 세포에서 주로 L형의 

voltage-sensitive 칼슘 통로를 억제하여 세포 내 칼슘 유입을 억제

하는 것이 보고 되었다49. 각질형성세포에서 PKC 억제제의 기전을 알

아보기 위해 배양된 각질형성세포에 PKC 억제제를 처리한 결과, 세포 

내 칼슘 이온의 농도가 증가되었으며, 이러한 세포 내 칼슘 이온의 증

가는 voltage-sensitive 칼슘 통로 중 L형의 칼슘 통로 차단제인 

verapamil에 의하여 일부 억제되었다. 따라서 PKC 억제제에 의한 세

포 내 칼슘의 증가는 voltage-sensitive 칼슘 통로와 연관되어 세포 

외 칼슘이 유입되는 것으로 설명할 수 있다. PKC 억제제는 

voltage-sensitive 칼슘 통로에 직접적인 영향을 미치거나 혹은 칼슘 
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통로를 조절하는 여러 가지 다른 인자들에도 작용할 수 있을 것으로 

생각된다. 그러나 PKC 억제제와 L형의 voltage-sensitive 칼슘 통로 

차단제를 함께 처리하였을 때 칼슘 이온의 증가가 완전히 억제되지 않

는 것으로 보아, PKC 억제제에 의한 세포 내 칼슘 이온의 증가에는 다

른 기전이 함께 관여할 것으로 생각된다. 수용체에 의해 조절되는 L형 

칼슘 통로 이외에 다른 칼슘 통로가 일부 관여하거나, 활성화된 PKC

에 의하여 칼슘 감지 수용체가 인산화되면 G단백질의 부착이 억제되

어 세포 내 칼슘 저장소에서 세포 내로 칼슘 이온이 유리되는 것을 억

제한다는 보고를 고려하여 볼 때50, 세포 내 칼슘 저장소에서 세포 내

로 칼슘 이온의 유리 등 다른 기전이 관여할 것으로 생각된다. 피부장

벽 회복에 있어서 급성 피부장벽 손상 후 PKC 억제제만을 처리하는 

경우 피부장벽의 회복이 저해되었으나, PKC 억제제와 칼슘 통로 차단

제를 함께 도포하면 피부장벽 회복의 저해가 억제되는 것을 관찰하였

다. 따라서 PKC 억제제는 과립세포 내의 칼슘의 농도를 증가시켜, 급

성 피부장벽 손상 후 나타나는 표피 투과 장벽의 회복 과정을 억제하

는 것으로 보인다. 그러므로 PKC 억제제가 칼슘의 유입에 영향을 주

는 것으로 보아 PKC의 각 아형별 역할은 알 수 없으나 일부 아형이 피

부장벽 기능의 급성 손상 후 회복 과정에서 칼슘의 세포 내 이동에 영

향을 미쳐 회복 과정에 일부 관여할 수 있을 것으로 생각된다.
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Ⅴ. 결 론

   피부장벽을 급격히 손상시킨 후 PKC가 피부장벽 회복에 미치는 

영향과 칼슘과의 관계를 알아보고자 본 연구를 시행하였으며, 다음과 

같은 결론을 얻었다.

1. 정상표피에서 PKC 아형(PKC-α, -β, -δ, -η) 단백질이 관찰

되었고, 급성 피부장벽 손상 후 표피에서도 관찰되었다. PKC 억제제

는 피부장벽 손상 후 회복을 억제하였다.

2. 급성 피부장벽 손상 후 PKC 억제제를 처리한 표피의 Nile red 염

색 결과, 정상표피와 대조군에 비하여 중성지질의 양이 적은 것이 관찰

되었다. 전자 현미경 검사 상 대조군에 비하여 과립세포 내 층판소체가 

감소되어 있지 않고 과립층과 각질층 사이에 층판소체의 분비가 관찰

되지 않았으며, 각질세포간 지질에서 다수의 미성숙된 구조가 관찰되

었다. 

3. 급성 피부장벽 손상 후 PKC 억제제를 도포하는 경우 대조군에서 

나타나는 표피 내 칼슘 기울기의 소실이 관찰되지 않았다. 

4. 배양된 각질형성세포에 있어서 세포 내 칼슘 이온의 농도는 PKC 

억제제에 의하여 증가되었으며, 이러한 세포 내 칼슘 이온의 증가는 칼

슘 통로 차단제에 의하여 억제되었다.  

5. 급성 피부장벽 손상 후 PKC 억제제만을 처리하는 경우 피부장벽의 

회복이 저해되었으나, 칼슘 통로 차단제를 함께 도포하면 피부장벽 회

복의 저해가 억제되었다. 

   결론적으로 PKC 억제제는 각질형성세포 내의 칼슘의 농도를 증가

시켜, 급성 피부장벽 손상 후 나타나는 표피투과 장벽의 회복 과정을 

억제한다. 그러므로 PKC의 각 아형별 역할은 알 수 없으나 일부 아형

이 세포 내로의 칼슘 이동에 영향을 미쳐 피부장벽 기능의 급성 손상 
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후 회복 과정에 관여할 수 있을 것으로 생각된다.
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Abstract 

Effect of protein kinase C on the recovery after acute 
skin barrier disruption 

Hee Sung Kim

Department of Medical Science 
The Graduate School, Yonsei University 

(Directed by Professor Seung Hun Lee)

  The skin is a physical, chemical, mechanical and microbial 

barrier; preventing water and electrolytes loss and protecting 

human body from various outside assaults. The barrier function 

of the skin is mainly carried out by the outermost layer of the 

epidermis, stratum corneum (SC); The intercellular lipid 

located between the corneocytes in SC plays a significant role 

in maintaining the homeostasis of permeability barrier function. 

Intercellular lipid contents are provided by the lamellar bodies 

that are originated form the granulocytes in epidermis through 

the exocytosis to the stratum granulosum and SC junction.

There is a calcium gradient in the epidermis and these 

calcium ions act as an important signaling factor for epidermal 

permeability barrier function homeostasis. Protein kinase 

C(PKC) which comprises a family of serine/threonine kinases 

plays a central role in the proliferation and differentiation of 

keratinocytes. In the process of differentiation of the 

keratinocytes, calcium-induced PKC activation plays a central 

role in the expression of the keratinocyte 
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differentiation-specific marker proteins, such as involucrin, 

loricrin, and filaggrin. Recently, it has been reported that, in 

cultured human keratinocytes, the PKC activation is associated 

with the enzyme activation of ceramide which is one of the 

intercellular lipid contents. In this study, we investigated the 

effect of PKC in the recovery of epidermal permeability barrier 

function using hairless mouse animal experiment model. We 

examined the expression and localization of various PKC 

isotypes in hairless mouse skin after acute skin barrier 

disruption using tape-stripping treatment. We also investigated 

the effects of PKC inhibitors on the recovery of barrier function 

by measuring trans-epidermal water loss (TEWL).

As a result, we observed the expression of PKC-α, -β, -

δ, -η proteins in a hairless mouse skin. The rate of recovery 

in acutely disrupted skin barrier treated with PKC inhibitor is 

shown to be decreased. The secretion of lamellar bodies were 

inhibited and there was a significant change in intercellular lipid 

structure. Also, PKC inhibitors suppressed the loss of normal 

epidermal calcium gradient after acute skin disruption and 

increased the intracellular calcium ion in cultured 

keratinocytes. It was inhibited by calcium channel blocker. In 

consequence, PKC inhibitors increase the calcium ion density in 

keratinocyte thus suppress the barrier recovery process after 

acute skin barrier disruption. Therefore PKC is thought to be 

related with the recovery process of acute skin disruption.

Key words: Epidermal permeability barrier function, Protein 

kinase C, Calcium ion


