
INTRODUCTION

성체의 조직에는 다양한 성체줄기세포(Adult stem cells)가 

존재한다고 알려져 있다. 골수에 존재하는 골수유래 중간엽줄

기세포(Bone marrow derived mesenchymal stem cells)와 지

방, 탯줄, 양수 등 다양한 조직에서의 성체줄기세포가 그러한 예

이다 [1,2]. 이러한 성체 줄기세포의 발견은 각 조직의 손상 회복

과 재생의 중요한 역할을 할 수 있음을 내포하고 있다. 

피부는 우리 몸의 항상성을 저해하는 외부 요인의 위해를 막

아 주는 일차적인 보호기관이다. 즉, 외부의 화학적, 물리적, 생

물학적 장벽기능을 수행하고 있으나 외부의 지속적인 스트레스

에 의해 손상을 받게 된다. 외부의 주요 스트레스요인은 자외선, 

미세먼지, 오염물질, 미생물의 번식 등을 대표적인 예로 들 수 

있으며 이들은 활성산소종(Reactive Oxygen Species, ROS)을 

생성하여 피부세포의 손상과 사멸을 유도하게 된다.

외부 스트레스 중 자외선(Ultra Violet, UV)은 파장의 길이에 

따라 UVA(장파장, 320~400 nm), UVB(중파장, 290~320 nm), 

UVC(단파장, 200~290 nm)으로 구분 된다. 특별히 UVA는 피부 

내 진피층까지 도달하여 진피섬유아세포에 광 노화를 유발하고 

교원 및 탄력섬유의 변성으로 인한 피부탄력감소, 주름형성, 광 

알러지, 피부암 등을 유발할 수 있다. UVA 조사 후 진피층의 활

성 산소 증가와 섬유아세포의 콜라겐  I(collagen type I) 합성의 

감소와 기질 금속 단백 분해효소 1(matrix metalloproteinase-1, 

MMP-1)의 증가로 인한 광노화의 촉진이 보고 된 바 있다 [3].

피부는 외배엽 유래의 표피와 중배엽 유래의 진피, 모발과 분

비샘과 같은 부속기로 구성이 되어 있다. 표피에는 표피 줄기세

포(Epidermal stem cell)와 멜라노사이트 줄기세포(Melanocyte 

stem cell)가 존재하여 피부재생과 상처치유, 모발의 흑색 유지 

등에 중요한 역할을 담당 한다는 것이 수 십년 간 많은 연구가 

되어 왔다 [4,5]. 또한 모낭(Hair follicle)의 기모근 기시부(Bulge 

region)에 존재하는 모낭줄기세포(Hair follicle stem cell)은 상

처 후 모발 재생 등에 중요한 역할이 보고되었다 [6]. 진피층은 

표피에 비해 커다란 조직임에도 불구하고 진피층 내 존재하는 

성체줄기세포에 관한 연구는 미비한 실정이다. 2001년, 생쥐의 

진피에 존재하는 성체줄기세포의 발견이 보고 된 이후 인체에

도 진피층 내 줄기세포가 존재한다는 결과가 보고 되었다 [7,8]. 
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또한 분리된 진피줄기세포(Human dermal stem/progenitor cells)

의 배양액이 피부의 재생, 예를 들면 상처치유와 UVA에 의해 

유발된 세포사멸에 의한 피부세포의 감소를 회복시키는 역할 

등의 효과가 기 보고된 바 있다 [9].

피부의 탄력과 주름을 개선하고 진피층의 섬유아세포를 활성

화 시키는 식품의약품안전처 고시 원료로는 레티놀(Retinol), 아

데노신(Adenosine) 등의 성분들이 있으며, 이들 성분을 함유한 

제품들이 주름개선의 효과를 보이는 것으로 알려져 있다 [10,11]. 

이러한 성분은 기질금속단백분해효소의 활성을 억제시키거나 

콜라겐의 생성을 촉진하여 피부 노화를 개선한다고 알려져 있

다. 그러나 새로운 노화개선유효성평가의 개발이 절실한 시점

에서 현재 국내외의 연구동향을 살펴보면 성체줄기세포를 활용

한 유효성평가법의 개발이 전무한 상태이고 기존의 평가법을 활

용한 신규 소재 개발이나 기존 원료의 안정화나 피부흡수율개선

에만 한정하여 연구되고 있는 실정이다.

따라서 본 연구에서는 진피층에 존재하는 진피줄기세포를 분

리 동정하여 자외선조사를 통한 적절한 노화조건을 확립하여 

새로운 노화개선 유효성 평가기술을 개발하는데 도움을 주고자 

한다. 구체적으로 진피 섬유아세포에서 분리해 낸 진피줄기세

포에 UVA를 조사하여 진피줄기세포의 바이오 마커인 SOX2, 

NANOG, S100B의 발현이 감소하는 노화조건을 확립하였고, 

이렇게 노화된 진피줄기세포는 정상 진피줄기세포에 비해 지

방세포, 골아세포, 연골세포로 분화할 수 있는 다분화능이 현저

하게 감소함을 확인하였다. 이를 바탕으로 UVA에 인한 진피줄

기세포의 줄기세포성 감소를 회복할 수 있는 신규 항노화 소재

개발의 기본이 되는 유효성 평가법으로 활용할 수 있을 것으로 

생각된다.

MATERIALS AND METHODS

세포배양 및 진피줄기세포의 분리
인간피부 진피유래 섬유아세포(normal human dermal fibro-
blast)는 Lonza(Sweden)에서 구매하여 사용하였으며, 세포 배양

을 위한 Dulbecco’s modified Eagle’s medium(DMEM), fetal 

bovine serum(FBS)는 Lonza(Sweden)에서, 항생제(Penicillin/

streptomycin)은 Invitrogen(USA)에서 구입하여 사용하였다. 본 

실험에서 사용된 섬유아세포는 3번째 계대배양 이내의 세포만 

사용하였다.

진피줄기세포를 분리하기 위한 콜라겐 4(Collagen type IV)는 

Sigma(USA) 제품을 사용하였다. 기 보고된 실험방법을 통하여 

진피줄기세포를 분리할 수 있었다 [10]. 간략히, 인간피부 진피

유래 섬유아세포가 콜라겐 4가 코팅된 배양접시에 5분 이내에 

접합하게 되면 진피줄기세포로 명명하고 본 실험에 사용하였다.

진피줄기세포의 배양
진피줄기세포는 부유배양을 통해 줄기세포성을 유지하는 특

성이 있어 HydroCell(Nunc, Denmark) 배양접시에 DMEM 배

지를 사용하여 2일간 배양하였다. 세포의 모양은 IX71 위상차 

현미경(Olympus, Japan)으로 관찰하였고 DP70 카메라(Olympus, 

Japan)로 세포이미지를 촬영하였다.

자외선조사

UVA 조사로 인한 진피줄기세포의 노화 및 줄기세포성 감소

를 확인하기 위해서 UVA를 하기와 같은 조건으로 처리하였다. 

분리된 진피줄기세포를 2×105개/2 mL가 되도록 phenol red가 

첨가되지 않은 DMEM을 사용하여 35π HydroCell 배양접시에 

접종한 후 자외선조사장치(BioSun, VilberLourmat, France)를 

사용하여 UVA를 조사하였다.

세포생존율 측정
세포생존율은 Cell counting kit-8(CCK8, Dojindo, Japan) 분

석법을이용하였다. 진피줄기세포를 35π HydroCell 배양접시에 

2×105개/2 mL의 세포를 접종한 후 UVA를 조사한다. UVA가 

조사된 진피줄기세포를 48시간 배양한 후 CCK8 시약을 첨가

하여 2시간 동안 5% CO2, 37℃ 배양기에서 배양하였다. ELISA 

reader(Molecular Devices, USA)를 사용하여 450 nm에서 흡광

도를 측정하였으며, 세포를 첨가하지 않은 배지만 넣은 대조군

의 흡광도를 기준으로 세포생존율을 산출하였다.

RNA 추출 및 실시간 유전자중합효소연쇄반응
(Real-time RT-PCR)
Ambion사의 TRIzol Reagent(USA)를 사용하여 RNA를 추출

하였다. 추출한 RNA로부터 cDNA의 합성은 Superscript III re-
verse transcriptase(Invitrogen, USA)를 사용하여 합성하였으며, 

진피줄기세포의 바이오마커와 지방세포, 골아세포, 연골세포의 

바이오마커의 발현을 비교측정하기 위하여 Real-time RT-PCR 

(Applied Biosystems, USA)을 진행하였다. 실험에 사용된 특정 

Taqman gene expression assay는 Table 1과 같다.

진피줄기세포의 다분화능 평가를 위한 분화
분리된 진피줄기세포의 지방세포, 연골세포, 골아세포로의 분

화능을 확인하기 위해서 각각의 세포로 분화를 유도하였다. 분

화배지는 2~3일 마다교체하였다.

지방분화를 위해서 1 g/L의 글루코스(Glucose)가 함유된 
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DMEM에 10%의 FBS와 0.5 mM의 3-isobutyl-1-methylxan-
thine(IBMX, Sigma, USA), 1 μM의 dexamethasone(Sigma, 

USA), 10 μg/mL의 인슐린(Sigma, USA)과 2 μM의 troglita-
zone(Sigma, USA)를 첨가하여 2주간 배양하였다.

골아세포로의 분화를 위하여 Lonza(Sweden)사의 human me-
senchymal stem cell osteogenic bullet kit를 사용하여 3주간 배

양하였다.

연골세포로 분화시키기 위해 hMSCChondrogenic bullet kit 

(Lonza, Sweden)로 3주간 진피줄기세포를 배양하였다.

조직화학염색법

지방세포로 분화된 진피줄기세포를 확인하기 위해 세포내의 

지방구를 Oil Red O로 염색하였다. 세포는 4% paraformalde-
hyde로 10분간 상온에서 고정 후, 60% isopropanol로 세척한다. 

그리고 세포를 Oil Red O 염색약(Sigma, USA)으로 10분간 상

온에서 염색한다. 과도한 염색은 70% 에탄올로 제거하고 PBS

로 세척한다. 

골아세포로 분화된 진피줄기세포를 확인하기 위해 alkaline ph-
osphtase(ALP; Takara, Japan) 염색시약을 사용하였다. 분화된 

세포는 45%의 아세톤과 10%의 메탄올이 첨가된 citrate buffer

로 상온에서 5분간 고정한 후, ALP 염색제로 37℃에서 30분간 

염색한다, 이후 3차 증류수로 3차례 세척한 후 현미경으로 관찰

한다.

RESULTS

UVA 조사량에 따른 진피줄기세포의 생존율 분석
노화의 진행은 조직과 기관의 항상성과 재생기능의 점진적인 

감소에 의한 현상이다 [12]. 특별히 내인성 노화나 외인성 노화

(대표적으로 광노화)에 의한 피부의 노화는 피부의 탄력성 감소, 

주름의 증가, 상처 회복의 지연 등이 대표적인 특징이라 할 수 

있다 [13]. 이러한 노화와 연계된 변화들은 피부 내 성체줄기세

포의 기능감소가 중요한 원인으로 생각된다 [14].

UVA는 UVB와는 다르게 피부진피의 깊은 층까지 투과할 수 

있고 산화 스트레스를 유발하여 노화를 유발하는 인자이다 [13]. 

활성 산소종의 하나인 과산화수소는 UVA에 의해 증가되어 세

포독성을 유발한다고 알려져 있다. 따라서 피부 진피층에 도달

하여 광노화를 유발하는 UVA를 진피줄기세포 노화 유발을 위

한 인자로 선정하였다. UVA가 진피줄기세포에 미치는 독성을 

알아보기 위해, 섬유아세포로부터 분리된 진피줄기세포에 각각 

1.5, 3, 4.5, 6, 7.5 J/cm2로 UVA를 조사하였다. 이후 2일간 부유

배양을 한 후, CCK8 assay로 진피 줄기세포의 생존율을 분석하

였다. CCK8 assay는 tetrazolium이 살아있는 세포의 미토콘드

리아 효소에 의한 formazan으로 변환되는 것을 측정하는 분석

법이다. 6 J/cm2 이상의 UVA가 조사된 진피줄기세포에서 50% 

이상의 세포독성을 확인하였다 (Fig. 1). 그리고 진피줄기세포

를 부유 배양하게 되면 3차원의 구(Sphere)를 형성하게 되는데 

6 J/cm2 이상의 UVA가 조사 된 진피줄기세포는 부유배양을 하

더라도 구를 형성하지 못하고 진피 줄기세포의 특징을 잃게 된

다(Fig. 1B and C). 위의 결과를 바탕으로 진피줄기세포의 노화

조건을 확립하기 위해 4.5 J/cm2의 조사량을 선정하였다. 진피

줄기세포에 4.5 J/cm2의 UVA를 조사하는 노화모델 제작 방법으

로 (1) 급성(Acute) 노화모델, (2) 만성(Chronic) 노화모델의 두 

가지 실험법을 각각 구상하여 추가실험을 진행하였다 (Fig. 2).

UVA 조사가 진피줄기세포 바이오마커의 발현에 미치는 영향
진피줄기세포에 4.5 J/cm2의 UVA를 한차례 조사한 후 2일간 

배양한 급성(Acute) 노화 모델의 진피줄기세포 바이오마커인 

Table 1. Gene name and assay ID number in real-time RT-PCR analysis
Symbol Gene name Assay ID
SOX2 SRY (sex determining region Y)-box 2 Hs01053049_s1 
NANOG Nanoghomeobox Hs04260366_g1 
S100B S100 calcium binding protein B Hs00902901_m1 
OGN Osteoglycin Hs00247901_m1 
OCN Bone gamma-carboxyglutamate (gla) protein Hs01587814_g1 
PPARG Peroxisome proliferator-activated receptor gamma Hs01115513_m1 
LEP Leptin Hs00174877_m1 
ADIPOQ Adiponectin, C1Q and collagen domain containing Hs00605917_m1 
FABP4 Fatty acid binding protein 4, adipocyte Hs00609791_m1 
ACAN Aggrecan Hs00153936_m1 
COL2A1 Collagen, type II, alpha 1 Hs00264051_m1 
GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 43333764F
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SOX2, NANOG, S100B의 발현 양을 실시간 유전자중합효소연

쇄반응을 통하여 확인하였다. 진피줄기세포의 급성 노화모델에

서는 진피줄기세포의 바이오마커의 발현이 대조군에 비해 유의

성 있는 차이를 보이지 않았다(Data not shown). 반면 섬유아세

포에서 진피줄기세포를 분리하여 1.5 J/cm2의 UVA를 조사하

고, 추가로 2일간 매일 한차례씩 1.5 J/cm2의 UVA를 조사하여 

총 3차례(총 UVA 조사량 4.5 J/cm2)의 UVA를 조사한 진피줄기

세포에서 줄기세포성(Stemness)을 잃어버리는 현상을 확인할 

수 있었다. 줄기세포성의 대표적인 특징으로, 진피줄기세포는 

SOX2, NANOG, S100B 등과 같은 특이적인 줄기세포 바이오마

커를 발현하고 있다. 만성노화모델에서는 실시간유전자중합효

소연쇄반응을 통하여 대조군 대비 SOX2의 발현이 58%, NA-
NOG의 발현이 63%, S100B의 발현이 59% 감소하는 효과를 보

였다 (Fig. 3). 본 결과를 통해 진피줄기세포에 UVA를 조사한 

만성노화모델이 피부노화개선 후보물질을 검색할 수 있는 새

로운 시스템으로서의 가능성을 확인하였다.

UVA 조사가 진피줄기세포의 분화능에 미치는 영향
성체줄기세포의 또 다른 특징은 여러 가지 세포로 분화할 수 

있는 다분화능(Multipotency)을 지니고 있다는 것이다 [1,2]. 진

피줄기세포는 지방세포, 골아세포, 연골세포등과 같은 중배엽

성세포로 분화가 가능할 뿐 아니라 신경세포와 같은 외배엽성

세포로도 분화가 가능하다는 것이 보고된 바 있다. 진피줄기세

포에 UVA를 조사하여 만성노화모델을 적용하였을 때의 진피

hDSPCs isolation
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Day 0
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Day 1
X

Day 1
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Analysis

Figure 2. Scheme of the acute (A) and chronic (B) aging model 
of hDSPCs.
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Figure 1. The effect of the UVA-irradiation on the viability of hu-
man dermal stem/progenitor cells. hDSPCs were treated with 0, 
1.5, 3, 4.5, 6, 7.5 J/cm2 of UVA (A). Representative images of 
UVA-treated (4.5 J/cm2) hDSPCs (B) or (6 J/cm2) hDSPCs (C) 
(magnification: ×200). Values represent the mean±standard de-
viation (SD) of three independent experiments. *p<0.01.
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Figure 3. Characterization of UVA-irradiated hDSPCs. Real-time RT-PCR analysis of the hDSPC markers, SOX2 (A), NANOG (B) and 
S100B (C). Values represent the mean±standard deviation (SD) of three independent experiments. *p<0.01.
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줄기세포의 다분화능을 확인 해보았다. UVA를 조사한 진피 줄

기세포를 지방세포, 골아세포, 연골세포로 각각 분화를 유도하

는 분화배지에 배양했을 때 대조군 대비 분화효율이 감소함을 

확인하였다 (Figs. 4 and 5). 

2주간 진피줄기세포를 지방세포로 분화를 유도한 후 실시간 

유전자 중합효소연쇄반응을 통하여 분화 정도를 확인한 결과, 

대조군 대비 UVA 조사를 받은 진피줄기세포에서 지방세포의 

바이오마커인 PPARG의 발현이 86%, ADIPOQ의 발현이 72%, 

LEP의 발현이 86%, FABP4의 발현이 43% 감소함을 확인하였

다 (Fig. 4A-D). 추가적으로 Oil Red O 염색법을 통해 대조군 대

비 UVA 조사를 받은 진피줄기세포의 지방세포 분화정도를 확

인하였다. Oil Red O 염색약은 지방세포의 지방구를 특이적으

로 염색하는 시약으로 지방세포를 확인할 때 사용되는 대표적

인 시약이다. UVA 조사를 받은 진피줄기세포는 대조군에 비해 

지방세포로의 분화 효율이 저하 됨을 염색을 통해 확인할 수 
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Figure 4. Adipogenic differentiation of hDSPCs after UVA irradia-
tion. hDSPCs and UVA-irradiated hDSPCs were cultured in adip-
ogenic-inducing medium for 14 days. Relative expression of 
PPARG (A), ADIPOQ (B), LEP (C), and FABP4 (D) were deter-
mined for each sample. Oil Red O staining was performed in 
each sample (E, ×200). The data represent the mean±standard 
deviation (SD) of three independent experiments. *p<0.01.
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Figure 5. Multipotency of hDSPCs after UVA irradiation. hDSPCs 
and UVA-irradiated hDSPCs were cultured in chondrogenic or 
osteogenic-inducing medium for 21 days respectively. Relative 
chondrogenic marker expression of COL2A2 (A) and ACAN (B) 
were determined for each sample. Real-time RT-PCR analysis 
revealed down-regulation of OGN (C), and OCN (D) in UVA treat-
ed group. Alkaline phosphatase (ALP) staining was performed in 
each sample (E). The data represent the mean±standard devia-
tion (SD) of three independent experiments. *p<0.01.
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있었다 (Fig. 4E).

진피줄기세포를 연골세포로 분화시키기 위해 3주간 분화배지

로 배양한 후 분화정도를 확인한 결과, 대조군 대비 UVA 조사

를 받은 진피줄기세포에서 연골세포의 바이오마커인 COL2A2

의 발현이 54%, ACAN의 발현이 79% 감소함을 확인할 수 있

었다 (Fig. 5A and B).

3주간 진피줄기세포를 골아세포로 분화를 유도한 후 실시간

유전자중합효소연쇄반응을 통하여 분화정도를 확인한 결과, 대

조군 대비 UVA 조사를 받은 진피줄기세포에서 골아세포의 바

이오마커인 OGN의 발현이 72%, OCN의 발현이 56% 감소함을 

확인하였다 (Fig. 5C and D). 추가적으로 ALP 염색법을 통해 

대조군 대비 UVA 조사를 받은 진피줄기세포의 지방세포분화

정도를 확인하였다. ALP 염색은 골아세포가 지닌 alkaline ph-
osphatase 효소를 특이적으로 염색하는 조직화학염색법으로 골

아세포의 확인을 위해 사용되는 대표적인 시약이다. UVA 조사

를 받은 진피줄기세포는 대조군에 비해 골아세포로의 분화효

율이 저하됨을 염색을 통해 확인 할 수 있었다 (Fig. 5E).

이 결과들을 바탕으로 UVA가 진피줄기세포의 줄기세포성

의 대표적인 특징인 진피줄기세포 바이오마커의 발현과 다분화

능을 감소시킴을 확인할 수 있었다.

DISCUSSION

노화에 의해 피부는 두꺼워지고 주름이 형성되고 염증 등의 

증상이 나타나게 된다. 자외선과 같은 외부환경에 의해 피부는 

활성산소종의 연쇄반응을 통해 노화가 촉진되고 피부질환이 

발생하게 된다 [3]. 또한 노화는 성체 내 존재하는 성체줄기세포

의 감소, 혹은 기능저하에 의해 정상적인 기능을 하는 조직으로

의 재생, 기능을 하지 못하게 된다 [14]. 표피에 존재하는 표피

줄기세포가 감소하게 되면 상처치유가 더뎌지고, 멜라노사이

트 줄기세포가 감소하면 모발의 성장이 둔화되고 모발의 회색

화(Hair graying)가 진행된다. 진피에 존재하는 진피줄기세포

는 전체 진피섬유아세포의 0.3% 이내로 존재하며 진피층의 항

상성과 재생에 중요한 역할을 담당하고 있다. 내인성 노화와 자

외선과 같은 외부환경에 의해 노화가 진행되는 외인성 노화에 

의해 피부에 존재하는 성체줄기세포의 기능이 감소하거나 줄기

세포의 수적 감소가 일어나게 된다. 따라서 피부에 존재하는 성

체줄기세포와 노화는 밀접한 상관관계가 있을 것으로 추정된다.

피부 노화 개선 후보물질 검색을 위한 시스템은 (1) HaCat세

포나 각질형성세포(Epidermal keratinocyte)를 활용하여 보습 

관련인자 개선여부를 통한 후보물질검색, (2) 인간섬유아세포

(Fibroblast)나 마우스 3T3 섬유아세포를 활용하여 노화/주름 

관련인자 개선여부를 통한 후보물질검색, (3) 멜라노사이트(Me-
lanocyte)를 활용하여 미백관련인자 개선여부를 통한 후보물질 

검색에 한정되어 후보물질의 효능평가가 이루어져 왔다. 

본 연구는 자외선이 진피줄기세포의 생존율에 악영향을 끼

칠 수 있음을 확인하였다 (Fig. 1). 자외선이 진피줄기세포의 생

존에는 적은 영향을 끼치며 진피줄기세포의 줄기세포성에 영

향을 끼치는 적절한 자외선 조사량을 선정하였고, 만성/급성노

화모델을 각각 적용하여 자외선에 의한 만성 노화모델을 실험

에 적용하게 되었다. 자외선에 의한 만성 노화모델에서 진피줄

기세포의 대표적인 특징인 (1) 진피줄기세포 바이오마커의 발현

이 현저히 감소되고 (Fig. 3), (2) 진피줄기세포의 다분화능이 억

제되는 현상을 확인하였다 (Figs. 4 and 5). 이는 자외선 조사에 

의한 만성 노화모델이 새로운 피부노화개선 후보물질을 탐색

할 수 있는 평가법으로의 가능성을 보여준다. 이 평가법을 통해 

기존의 보습, 미백, 주름에 대한 효능을 구하는 평가법과 차별

화 된 새로운 줄기세포평가법의 활용이 가능할 것으로 사료된

다. 이를 토대로 향후 노화진피줄기세포를 보호/회복시키는 새

로운 기능성 소재의 발굴이 가능할 것이다.
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