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요 약: 본 연구에서는 새로운 미백소재를 개발하기 위해 적양 에탄올추출물을 효소처리 후 EtOAc 분획물(AJE)

을 준비하여 in vitro 상에서 이들의 tyrosinase 저해활성과 세포 수준에서의 멜라닌 합성 저해효과를 측정하였

다. AJE는 mushroom tyrosinase의 활성에는 영향을 미치지 않았으나 B16-F1 melanoma cell을 이용한 멜

라닌 합성 저해효과에 있어서 농도 의존적으로 멜라닌 합성을 저해하여, 40 µg/mL의 농도에서 52% 이상의 

저해효과를 나타내었다. 이러한 멜라닌 합성 저해효과에 대한 작용 기전을 확인하기 위해 western blot을 통해 

멜라닌 합성 경로에 관련된 단백질의 발현을 측정하였다. 그 결과 멜라닌 합성에 관여하는 효소인 tyrosinase 

related protein 1 (TRP-1)의 발현을 억제하였고, 이를 조절하는 전사인자인 microphthalmia associated 

transcription factor (MITF) 발현 역시 효과적으로 억제하였다. 또한 extracellular signal-regulated kinase 

(ERK) pathway를 활성화시킴으로써 phosphorylated extracellular signal-regulated kinase (p-ERK)의 

발현을 상당히 증가시키는 것을 확인할 수 있었다. 이러한 결과는 AJE가 멜라닌 합성의 신호전달 경로 중 ERK 

pathway의 활성화를 통해 MITF의 분해를 촉진시키고 이로 인해 MITF의 발현을 감소시키며, 그 결과 멜라닌 

합성에 관여하는 효소 중 TRP-1의 발현을 감소시킴으로써 멜라닌 합성을 저해하는 것으로 사료되며, 따라서 

AJE는 미백용도의 기능성 원료로서의 가능성이 큰 것으로 판단된다.

Abstract: In order to develop new skin whitening agents, we prepared the EtOAc layer (AJE) after enzyme treatment 

of 75% EtOH extract of the Alnus Japonica Steud. We measured their tyrosinase inhibitory activity in vitro and melanin 

synthesis inhibitory activity in B16-F1 melanoma cells. They did not show inhibitory activity against mushroom ty-

rosinase but showed melanin synthesis inhibitory activity in a dose-dependent manner. In a melanin synthesis inhibition 

assay, AJE suppressed melanin production up to 52% at a concentration of 40 µg/mL. To elucidate the mechanism of 

the inhibitory effects of AJE on melanogenesis, we measured expression of melanogenesis-related proteins by the west-

ern blot assay. As a result, AJE suppressed the expression of tyrosinase related protein 1 (TRP-1) and microphthalmia 

associated transcription factor (MITF). Moreover, AJE increased the expression of phosphorylated extracellular sig-

nal-regulated kinase (p-ERK). These results conclude that  ERK activation by AJE reduces melanin synthesis via MITF 

downregulation and is subsequent to the inhibition of TRP-1 expression. Therefore, we suggest that AJE could be used 

as active ingredients for skin whitening.
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1. 서    론

멜라닌은 태양광선 중 유해한 자외선으로부터 생체

를 보호하는 중요한 방어수단이나 멜라닌이 과도하게 

합성되거나 노화 등에 의해 피부의 생리기능이 떨어

지게 되면 멜라닌이 피부 표면에 침착되어 기미, 주근

깨 등 다양한 색소 침착을 유발하게 된다[1]. 멜라닌은 

표피 기저층에 존재하는 멜라닌세포의 멜라노좀에서 

합성되어 멜라닌세포의 수지상 돌기를 통해 피부 각

질층으로 이동된다[2]. 

멜라닌 합성 과정은 melanocyte specific enzymes인 

tyrosinase와 tyrosinase- related proteins (TRPs) 등에 의

해 조절되며[3,4] 크게 두 가지 타입의 멜라닌이 만들

어지는데, 노란색에서 붉은색의 색소를 보이는 pheo-

melanin과 검은색에서 갈색을 띠는 eumelanin이다[5]. 

멜라닌 합성에 필요한 tyrosinase는 tyrosine을 3,4-dihy-

droxy phenyl-alanine (DOPA)으로 변환시키고, 이것이 

DOPA quinone으로 산화되는 것을 촉진하며, 5,6-dihy-

droxyindole (DHI)을 indole-5,6-quinone으로 산화하는 

것을 촉진한다. 반면 TRPs는 그 뒤 단계인 eumelano-

genesis에 관여한다[6,7]. 또한, 멜라닌 합성의 조절인

자로 잘 알려진 microphthalmia-associated transcription 

factor (MITF)는 helix-loop-helixleucine zipper 구조를 

가진 transcription factor로서 멜라닌 합성을 통한 흑화

과정, 세포의 증식 및 생존을 조절함이 잘 알려져 있

다[8-11]. MITF는 tyrosinase 및 TRPs의 M-box se-

quences에 결합하여 멜라닌 합성에 관여하는 효소들

의 발현을 조절하는 것으로 잘 알려져 있기 때문에

[12] 멜라닌 합성을 조절하는 skin-lightening agents를 

개발하기 위한 주요 타깃으로서 여겨지고 있다[8, 

13-16]. 또 다른 멜라닌 합성과정의 신호전달 기전으

로는 extracellular signal-regulated kinase (ERK) pathway

의 억제가 MITF와 tyrosinase의 활성을 증가시켜 결과

적으로 멜라닌의 합성을 증가시키는 한편 ERK의 활

성은 MITF의 ubiquitination (MITF-ⓟ-Ser73)으로 MITF

가 분해되어 멜라닌의 합성 억제를 유도한다는 연구

결과가 보고되기도 하였다[17-20]. 그 외에도 nitric ox-

ide에 의한 cyclic guanosine monophosphate (cGMP)경

로, protein kinase C (PKC)의 경로 등이 알려져 있다. 

자작나무과(Betulaceae)에 속하는 오리나무의 수피

는 한방에서 적양(Alnus japonica Steud)이라 부르고 청

열(淸熱), 강화(降火)하는 작용이 있어서 비출혈(鼻出

血), 설사, 외상출혈에 쓰였으며[21] 민간에서는 숙취

해소 등의 목적에도 응용한 것으로 나타나 있다[22]. 

함유 성분에 대한 보고로는 diarylheptanoid 계열이 주

성분이며 이를 비롯한 flavonoid, tannin 등 페놀성 화

합물이 많이 함유된 것으로 알려져 있다[23-34], 주요 

성분인 diarylheptanoid류의 생리활성에 관한 연구로는 

NO 및 COX-2 생성 억제효과, 항암효과, 항산화효과 

등을 비롯한 다양한 생리활성이 알려져 있다[35-38]. 

Cho 등[39]은 같은 자작나무과의 물갬나무(Alnus hir-

suta Turcz)로부터 분리한 diarylheptanoid 화합물의 멜

라닌 합성 억제효과를 보고한 바 있으나 그 작용기전

에 대해 연구한 보고는 없는 실정이다. 

본 연구에서는 적양을 화장품의 새로운 미백소재로 

이용하기 위해 in vitro 상의 tyrosinase 활성 억제효과

와 B16-F1 melanoma cell에서의 멜라닌 합성 억제효과

를 측정하여 미백효과를 평가하였고, 그 작용기전을 

규명하고자 멜라닌 합성 과정에 관여하는 단백질의 

발현을 확인하였다.

2. 재료 및 방법

 

2.1. 실험재료, 시약 및 기기

본 실험에 사용한 적양은 국내산으로 지유본초

(Korea)로부터 구입하여 사용하였다. 적양의 추출과정 

및 분획에 사용된 용매들은 시약급을 사용하였다. 세

포배양에 필요한 배지 및 시약은 Hyclone (USA), Sigma 

(USA)로부터 구입하여 사용하였다. 흡광도 측정은 BIO- 

TEK Instruments (USA)의 EL800 microplate reader를 

사용하였다. Western blot을 위해 Bio-rad (USA)의 west-

ern blot kit 및 semi-dry transfer system을 사용하였고 

image analysis system (Bio-rad, USA)으로 결과를 확인

하였다. 항체는 Santa Cruz Biotech (USA), Cell Signaling 

Technology (USA), Abcam Biochemicals (UK)로부터 

구입하였다.   

2.2. 적양 추출물의 제조 

건조한 적양 100 g에 75% 에탄올수용액 500 mL을 

가하여 3일 동안 상온 교반 후 여과한 다음 추출여액

을 회전식 증발 건조기로 40 ℃에서 감압 농축하여 적

양 조추출물(8.88 g)을 얻었다. 이것을 10% 에탄올수
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용액으로 용해한 뒤 당분해 효소인 Viscozyme L을 처

리한 액을 50 ∼ 60 ℃에서 20 h 반응시킨 뒤 여과한 

후, EtOAc로 분획하여 얻어진 상층을 농축하여 EtOAc 

분획물(AJE) 0.54 g을 얻었다.    

 

2.3. 미백효과 평가

2.3.1. Tyrosinase 저해활성 측정

Tyrosinase에 대한 활성은 각 농도별 시료 0.9 mL, 

0.1 M 인산완충액(pH 6.8) 1.0 mL, 1.5 mM L-tyrosine 

용액 1.0 mL을 넣은 후, 37 ℃에서 10 min 간 반응시

킨 뒤 mushroom tyrosinase (1,500 units/mL) 0.1 mL를 

첨가하여 37 ℃에서 10 min 간 반응시킨 후 UV-Vis 

spectorphotometer를 사용하여 475 nm에서 흡광도를 

측정하였다. Tyrosinase 저해활성은 다음 식에 따라 시

료용액의 첨가군과 무첨가군의 흡광도 감소율로 나타

내었다. 

저해율  
무첨가군의 흡광도

시료 첨가군의 흡광도
× 

2.3.2. 세포주 및 세포배양

세포주는 마우스 흑색종 세포주인 B16-F1 melano-

ma cell을 ATCC (American Type Culture Collection)에

서 분양받아 사용하였으며, 세포배양에 사용된 배지

(Dulbecco’s modified Eagle’s medium; DMEM)는 10% 

fetal bovine serum (HyClone Lab., USA), 1% antibiotic 

antimycotic (100 U/mL penicillin and 50 µg/mL strepto-

mycin, Life Tech Inc., USA)을 혼합한 배지를 사용하

여 37 ℃, 5% CO2 incubator에서 배양하여 70 ∼ 80%의 

cell culture confluency를 보일 때 실험을 실시하였다. 

2.3.3. 세포 생존율 시험

본 실험에서 B16-F1 melanoma cell에 대한 시료의 

처리농도를 결정하기 위해 MTT [3-(4,5-dimethythia-

zol-2-yl)-2,5-diphenytetrazolium bromide, Sigma] assay

를 Mosmann의 방법[40]을 변형하여 실시하였다. 이 

분석법은 노란색의 수용성 기질인 MTT를 진청색의 

비수용성 formazan으로 변환시키는 살아있는 세포의 

mitochondria dehydrogenase의 능력을 이용한 방법이

다. 생성된 formazan의 양은 살아있는 세포 수에 비례

한다.

B16 melanoma cell을 5 × 10
3
 cells/well 농도로 96- 

well plate에 분주하여 37 ℃, 5% CO2 조건하에서 24 h 

동안 배양하였다. 배양 후 배양액을 제거하고 시료를 

농도별로 배지에 희석하여 교체한 후, 최종 200 nM α- 

MSH가 되도록 첨가하여 48 h 동안 더 배양하였다. 배

양 후 MTT assay를 통하여 세포 생존율을 확인하였다. 

대조군은 시료를 처리하지 않은 배양액으로 설정한 

후 흡광도를 측정하였다. 세포의 생존율은 다음의 식

에 따라 계산하였다.

세포 생존율 

대조군의 흡광도

시료 첨가군의 흡광도  대조군의흡광도
× 

2.3.4. 멜라닌 함량 측정

멜라닌 함량 측정은 Oka의 방법[41]을 변형하여 사

용하였다. B16-F1 melanoma cell을 6-well plate에 1 × 

10
5
 cells/well이 되게 준비한 후, 24 h 동안 37 ℃, CO2 

항온기에서 배양하였다. 배양액을 제거하고 시료를 

농도별로 배지에 희석하여 교체한 후, 최종 200 nM α

-MSH가 되도록 첨가하여 48 h 동안 더 배양하였다. 

대조군은 α-MSH만 첨가한 것으로 하였으며 양성 대

조군으로는 알부틴을 사용하였다. 배양 후 배양액을 

제거하고 PBS로 세척한 후, 10% DMSO가 함유된 1 N 

NaOH를 첨가한 후 50 ℃ 항온조에서 세포 내 멜라닌

을 용해시켰다. 이 액을 ELISA reader를 이용하여 490 

nm에서 흡광도를 측정하였으며, 총 단백질량으로 보

정하였다.  

2.4. 미백 기전 평가

2.4.1. 단백질 발현 조사(Western Blot 분석)

B16-F1 melanoma cell을 10% FBS를 첨가한 DMEM

에 1 × 10
6
 cells의 밀도로 100 mm dish에 분주하여 37 ℃, 

5% CO2 조건하에서 24 h 동안 배양하였다. 배양액을 

제거하고 시료를 농도별로 배지에 희석하여 교체한 

후, 최종 200 nM α-MSH가 되도록 첨가하여 48 h 동안 

더 배양하였다. 배양한 세포를 PBS로 세척하여 1.5 mL 

microtube에 옮기고 세포침전물을 pro-prep protein ex-

traction solution (Intron Biotechnology, Korea)을 첨가하
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Figure 1. The effect of AJE on cell viability in B16-F1 

melanoma cells by MTT assay. The cells were treated with 

various concentration of AJE for 48 h. The cell viability 

was measured by the MTT method. The results were 

expressed as the mean ± S.D. from the three independent 

experiments. **p < 0.01 vs. control group.

Figure 2. Inhibitory effect of AJE on melanin synthesis in 

B16-F1 melanoma cells. The cells were treated with AJE at 

indicated concentration for 48 h. The absorbance was measured 

at 490 nm and corresponding total protein content was used 

to normalize absorbance. The results were expressed as the 

mean ± S.D. from the three independent experiments. **p < 

0.01 vs. control group.

여 세포를 파괴한 후 4 ℃에서 15,000 rpm으로 20 min 

동안 원심분리하고 상층액을 취하여 단백질을 분리하

였다. 분리한 단백질은 BCA 방법에 따라 정량한 후 

12% SDS-ployacrylamide gel을 사용하여 전기영동한 

다음, PVDF membrane에 transfer시켰다. Membrane을 

5% skim milk solution으로 1 h 동안 blocking한 뒤 pri-

mary antibody로 상온에서 3 ∼ 4 h 동안 반응시키고, 

horseradish peroxidase가 결합된 secondary antibody로 

처리하였다. Chemiluminescence kit을 이용하여 발색된 

밴드의 강도를 확인하였다. β -actin은 각각의 시료에 

동량의 단백질이 들어있는지 확인하기 위한 대조군으

로 사용하였다.  

2.5. 통계처리

모든 실험 결과는 평균 ± 표준편차로 표기하였고 

통계적 유의성은 SPSS를 이용한 Student’s t-test를 시

행하여 p-value를 구하였으며, p < 0.05인 경우 *, p < 

0.01인 경우 **로 유의성이 있다고 표시하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. 미백효과

3.1.1. 세포독성  

AJE의 실험에 사용할 농도범위를 결정하기 위해 

MTT assay를 시행하였다. 세포 수준의 연구에 많이 

이용되고 있는 MTT assay는 cell proliferation과 via-

bility의 in vitro 분석에 매우 유용하게 사용되고 있다

[40]. AJE에 의한 B16-F1 melanoma cell의 생존율을 확

인한 결과(Figure 1), 40 µg/mL 이하의 농도로 처리시 

세포생존율이 80% 이상으로 나타났지만 그 이상 즉 

50 µg/mL 이상의 농도로 처리시 세포독성으로 인해 

60% 이하로 급격히 생존율이 저하되었다. 따라서 40 

µg/mL 농도 이하에서 멜라닌 합성 저해 및 단백질 발

현 실험을 진행하였다.

3.1.2. 멜라닌 합성 억제효과 

우선 in vitro 상에서 mushroom tyrosinase를 이용하

여 tyrosinase 활성에 미치는 영향을 측정한 결과, 

mushroom tyrosinase에 대한 저해 활성을 나타내지 않

았다(data 미첨부). 다음으로 멜라닌 합성에 미치는 영

향을 확인하기 위해 B16-F1 melanoma cell에 10, 20, 

40 µg/mL의 농도로 처리하고 48 h이 지난 후 멜라닌 

함량을 측정한 결과, 농도 의존적으로 멜라닌 합성이 

저해됨을 확인하였다. Figure 2에서와 같이 최종 농도

인 40 µg/mL에서 53%의 멜라닌 합성 억제효과를 나

타내었다. 이는 100 µg/mL의 농도에서 45%의 멜라닌 

합성 억제효과를 나타낸 양성대조군인 알부틴보다 뛰

어난 효과였다. 이러한 결과로 보아 AJE는 tyrosinase

의 활성을 직접적으로 저해하지 않고 멜라닌 합성 신

호전달 경로에 작용할 것으로 추정된다. 따라서 AJE
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Figure 3.  The effect of AJE on the melanogenic protein 

expression in B16-F1 melanoma cells. The cells were treated 

with AJE at indicated concentration for 48 h. lane 1, 

Control; lane 2, AJE 40 µg/mL; lane 3, Arbutin 100 µg/mL.

Figure 4. The effect of AJE on the ERK activation in 

B16-F1 melanoma cells. The cells were treated with AJE 

at indicated concentration for 48 h. lane 1, Control; lane 2, 

AJE 40 µg/mL; lane 3, Arbutin 100 µg/mL.

에 의한 멜라닌 합성 관련 단백질의 발현 양상을 분석

하였다. 

3.1.3. 멜라닌 합성 관련 단백질 발현 저해효과 

멜라닌 합성 신호전달 체계에는 매우 다양한 신호

전달물질이 관여하고 있다. 멜라닌은 몇 가지 세포 내 

신호전달 기전을 통하여 합성되는데, 그 중 cAMP / 

PKA 경로가 멜라닌 합성의 주요 경로로서 UV에 피

부가 노출되었을 때 멜라닌세포의 cAMP가 증가되고 

하류 신호전달 물질인 PKA를 활성화 시키며, CREB

을 거쳐 MITF의 발현을 증가시킨다. MITF는 멜라닌 

합성 과정에서 중요한 전사 조절 인자로 tyrosinase, 

TRP-1, TRP-2의 전사를 촉진한다[42-44]. 본 연구에서

는 AJE의 미백효과 검증을 위해 멜라닌 합성 관련 단

백질인 MITF, tyrosinase, TRP-1, TRP-2의 발현 정도를 

측정하였다. 40 µg/mL 농도의 AJE를 B16-F1 melano-

ma cell에 처리한 후 48 h 배양한 뒤 단백질을 모아 

western blot assay를 수행하였다. 이때 세포의 여러 조

건에서도 그 발현 정도의 차이가 거의 없는 house-

keeping gene인 β -actin을 대조군으로 사용하였다. 그 

결과 Figure 3에서와 같이 AJE를 처리한 군은 TRP-1

의 발현을 30% 정도 저해하였으며, tyrosinase와 TRP-2

의 발현에는 영향을 미치지 않는 것으로 확인되었다. 

또한 64%의 MITF의 발현저해 효과를 확인할 수 있었

다. 한편 100 µg/mL의 알부틴을 처리한 군에서도 AJE 

처리군과 유사한 경향을 보였는데 TRP-1의 발현을 18%, 

MITF의 발현을 54% 정도 저해하였으나 tyrosinase와 

TRP-2의 발현에는 영향을 미치지 않는 것으로 확인되

었으며 이는 Park 등[45]의 결과와 유사한 경향을 나

타내었다.   

3.1.4. ERK pathway activation에 미치는 효과 

주로 세포의 증식, 분화에 관여하는 것으로 알려진 

MAPK 경로에 속하는 ERK 신호는 MITF의 인산화를 

유도하여 MITF의 ubiquitination이 이루어져 proteoso-

mal degradation을 일으키게 됨으로써 멜라닌 합성을 

감소시키는 것으로 알려져 있다[18,46]. AJE가 이러

한 ERK pathway 활성화에 영향을 미치는지 확인하고

자 p-ERK의 발현을 측정하였으며 그 결과 40 µg/mL

의 AJE를 처리한 경우 p-ERK가 증가되어(Figure 4) 

AJE가 ERK의 활성화에 영향을 미치는 것으로 확인

되었다. 한편 100 µg/mL의 알부틴을 처리한 군에서도 

p-ERK의 발현이 증가됨을 확인하였다. 이러한 결과

로 보아 AJE의 멜라닌 합성 저해효과는 ERK pathway 

활성화를 통해 MITF의 분해를 촉진함으로써 MITF 

발현을 억제하고 그 결과 TRP-1의 발현 역시 억제되

었으며 최종적으로 멜라닌 합성이 억제된 것으로 사

료된다.

4. 결    론

본 연구에서는 적양을 화장품의 새로운 미백소재로 

이용하고자 적양 에탄올추출물을 효소처리한 후 EtOAc

로 분획하여 EtOAc 분획물인 AJE를 얻어 이의 미백

활성을 측정하고, 그 작용기전에 대해 확인하였다. 

AJE의 B16-F1 melanoma cell을 이용한  멜라닌 합성 

억제효과 측정 결과 미백소재로 알려져 있는 알부틴

보다 우수한 미백 활성을 가지는 것으로 확인되었다. 
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그러나 in vitro 상의 mushroom tyrosinase의 활성에는 

영향을 미치지 않는 것으로 나타나, tyrosinase의 활성

을 직접적으로 저해하지 않고 멜라닌 합성 신호전달 

경로에 작용할 것으로 추정되어 멜라닌 합성 관련 단

백질의 발현 양상을 분석하였다. 그 결과 멜라닌 합성

에 관여하는 효소인 TRP-1의 발현을 억제하였고 이를 

조절하는 전사인자인 MITF 발현 역시 효과적으로 억

제하였다. 또한 ERK pathway를 활성화시킴으로써 

p-ERK의 발현을 상당히 증가시키는 것을 확인할 수 

있었다. 

이상의 결과를 종합해 볼 때 AJE는 멜라닌 합성의 

신호전달 경로 중 ERK pathway의 활성화를 통해 

MITF의 분해를 촉진시키고 이로 인해 MITF의 발현을 

감소시키며, 그 결과 멜라닌 합성에 관여하는 효소 중 

TRP-1의 발현을 감소시킴으로써 멜라닌 합성을 저해

하는 것으로 사료된다. 향후 활성 물질에 대한 분석과 

인체실험을 통한 안정성 및 미백효능의 검증이 필요

하나 적양은 화장품의 새로운 미백 소재로서의 활용

가치가 큰 것으로 판단된다.  
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