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요 약: 효능이 우수한 신규 미백 소재 개발을 위하여, 민간 및 전통 미백 처방에 사용되어 온 오이(Cucumis 

sativus L.)에서 활성 물질 분획 추적 연구를 통하여 cucurbitacin B를 분리 정제하고, cucurbitacin B의 멜라

닌 합성에 미치는 효과를 B16F1 멜라노마 세포를 이용해 확인하였다. Cucurbitacin B는 세포 독성을 보이지 

않는 농도에서 실험한 결과, 멜라닌 생합성을 농도 의존적으로 감소시켰다. Cucurbitacin B는 mushroom ty-

rosinase의 활성은 직접적으로 저해하지 않았지만, 세포에 처리했을 때 세포 내의 tyrosinase의 활성을 감소시

킴을 확인하였다. 또한, cucurbitacin B의 이러한 멜라닌 합성 저해의 기전 연구를 위하여, 멜라닌 합성에 중요

한 단백질인 tyrosinase와 microphthalmia-associated transcription factor (MITF)의 단백질 발현을 조사

한 결과, cucurbitacin B가 tyrosinase와 MITF의 단백질의 발현을 농도 의존적으로 감소시키는 결과를 확인하

였다. 또한, cucurbitacin B는 자외선에 의한 피부암 발생 억제인자(tumor repressor) 및 Wnt/β-catenin 신

호전달 과정에 대한 억제 기능이 밝혀진 WW domain-containing oxidoreductase (WWOX)의 단백질 발현을 

증가시킴을 추가적으로 확인하였다. 따라서, 이상의 연구 결과를 통해, 오이에서 분리 정제된 cucurbitacin B는 

멜라닌 세포(melanocytes)에서 멜라닌 합성을 저해하는 효능이 있음을 확인하였으며, 향후 피부 미백 소재로 

활용될 수 있을 것으로 판단된다.

Abstract: To develop an effective skin whitening agent for cosmetics, we isolated cucurbitacin B from Cucumis sativus 

L. which has been used as traditional skin lighting regimen by the bioactivity-guided fractionation, and investigated the 

inhibitory effects of cucurbitacin B on melanogenesis. At a non-cytotoxic concentration, cucurbitacin B reduced melanin 

contents of B16F1 melanoma cells in a dose-dependent manner. Cucurbitacin B did not directly inhibit mushroom ty-

rosinase activity, but it inhibited intracellular tyrosinase activity in a dose-dependent manner. Its inhibitory mechanism 

on melanin biosynthesis was further assessed, and we found that cucurbitacin B significantly decreased the protein level 

of tyrosinase, a major melanogenic enzymes and MITF, a master transcriptional factor of melanogenesis. In addition, 

cucurbitacin B increased the expression of WW domain-containing oxidoreductase (WWOX) which is known to function 

as tumor repressor and inhibits Wnt/β-catenin pathway. Collectively, these results suggest that cucuritacin B from C. 

sativus could be used as an active ingredient for skin whitening.
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1. 서    론

멜라닌(melanin)은 표피에 존재하는 멜라닌세포

(melanocytes) 내의 멜라노좀(melanosome)이라고 하는 

특수한 세포 소기관에서 생성되는 색소이다. 멜라노

좀에서 합성된 멜라닌은 멜라닌세포의 수지상 돌기를 

통해 각질세포(keratinocytes)로 전달되어, 피부 각질층

으로 이동하게 된다. 이러한 멜라닌은 사람의 피부색

을 결정하는 중요한 인자이며, 태양으로부터 오는 자

외선을 흡수하거나, 자외선에 의해 발생되는 자유 라

디컬(free radical)을 소거함으로써, 피부를 자외선으로

부터 보호하는 중요한 방어 시스템의 하나이다[1,2]. 

따라서, 피부에 존재하는 멜라닌의 양이 상대적으로 

적은 백인의 경우 상대적으로 흑색종(melanoma)과 같

은 피부암의 발생률이 높은 것으로 알려져 있다[3]. 멜

라닌은 멜라노좀 내에 있는 tyrosinase, tyrosinase-re-

lated protein 1 (TRP1)과 dopachrome tautomerase (DCT)

라고도 불리는 tyrosinase-related protein 2 (TRP2) 등의 

여러 가지 효소의 복합 작용에 의해 생성된다. 특히, 

tyrosinase는 멜라닌 생합성의 속도 조절 단계(rate-lim-

iting step)인 tyrosine이 도파(3,4-dihydroxyphenylalanine, 

DOPA)로 hydroxylation 된 후, 다시 도파퀴논

(dopaquinone)으로 산화되는 과정에 작용하는 주요 조

절 효소이다[4-6]. 이러한 멜라닌 합성 효소의 발현을 

조절하는 대표적인 전사 인자로 알려진 것이 micro-

phthalmia-associated transcription factor (MITF)이다. 

MITF는 멜라닌 합성을 조절하는 뿐만 아니라 멜라닌

세포의 분화에도 중요한 역할을 하며, 이러한 MITF는 

Wnt/b-catenin pathway 등에 의해 조절된다고 알려져 

있다[7]. 따라서, 이러한 Wnt/β-catenin pathway을 저

해하여 MITF의 발현을 억제함으로써, 멜라닌 합성을 

저해하는 물질의 개발이 시도되어 왔다. 

앞서 언급한 것처럼 멜라닌은 피부를 보호하는 중

요한 방어수단이나, 자외선, 호르몬 또는 약물 부작용 

등의 여러 가지 요인으로, 멜라닌이 과도하게 합성되

어 피부 표면에 침착되면, 기미, 주근깨 등의 원하지 

않는 색소 침착을 유발하게 된다. 따라서, 이러한 색

소 침착을 방지 및 해결하기 위해, 멜라닌 합성을 조절 

및 저해하는 알부틴(arbutin), 하이드로퀴논(hydroquinone), 

비타민 C 유도체(vitamin C derivatives) 등의 물질이 

개발되어 왔으나, 효과가 충분하지 않거나 피부 자극 

등의 안전성, 제형내의 안정성 등의 한계로 화장품 제

형에는 제한적으로 사용되어 왔다[8,9]. 그리고, 멜라

닌의 합성 저해는 미용적인 측면에서는 장점이 있을 

수 있으나, 생체가 가지고 있는 고유의 방어 시스템을 

저해하는 측면에서는 그 단점을 고려해 보아야 할 필

요가 있다. 

최근 연구에서, 염색체 16q3.3-24.1에 위치해 있는 

WW domain-containing oxidoreductase (WWOX)는 종

양 억제인자로서, 유방암, 식도암, 난소암, 폐암 등의 

암에서 이종접합(heterozygosity) 손실 또는 과메틸화

(hypermethylation)가 일어나 WWOX의 발현이 감소되

어 있다고 보고되어 있을 뿐만 아니라, UVB에 의해 

유도되는 apoptosis에 작용하는 종양억제 인자로, 피부 

편평세포(cutaneous squamous cell carcinoma)에서도 그 

발현이 감소되어 있다고 알려졌다[10,11]. 또한, 

WWOX가 Wnt 신호전달 과정에서 세포질과 세포 핵

에서 신호를 조절하는 역할을 하는 Dishevelled (Dvl)

과 결합하여 Wnt 신호를 억제하기 때문에, WWOX의 

발현을 증가시키는 물질의 개발은 멜라닌 합성을 저

해하는 미백 효과와 함께, 피부암을 방지하는 효과에 

대한 가능성이 제시되어 왔다[12]. 

따라서, 본 연구에서는 멜라닌세포에서 멜라닌 합

성을 저해함과 동시에 피부의 방어 체계에 긍정적인 

효과를 가지는 천연물질을 발굴 하고자, 약 300여 종

의 식물의 메탄올(methanol, MeOH) 추출물을 대상으

로 스크리닝을 실시하였고, 이 중에서 추출물 수준에

서 효과가 우수하였던, 오이(Cucumis sativus L.)를 연

구 대상 식물로 선정하여 유효성분인 cucurbitacin B를 

분리 정제하였다. 

오이(C. sativus)는 박과(Cucurbitaceae)의 한해살이 

덩굴식물로 한방에서는 호과(胡瓜) 또는 황과(黃瓜)라

고 하여, 열을 내리고 소변이 잘 나오게 하며 해독하

는 효능이 있어 번갈, 목구멍이 붓고 아픈 증상, 동통, 

화상을 치료하는데 사용하였다[13]. 인도 원산의 식물

로 아유르베다 전통 의학에서도 일광 화상이나 민감

성 피부의 진정 등 다양한 피부 질환에 이용되어 왔다

[14]. 특효 묘방 전서에서는 오이(C. sativus)를 습진이

나 땀띠, 주근깨, 여드름의 치료에 사용했다고 하며

[15], 민간에서도 피부 미백과 진정의 목적으로 오이 

마사지를 하고 있다. 전통 화장 문화에 대한 기록이 

언급되어 있는 한문소설인 여용국전(女容國傳)에서는 
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백옥과 같은 흰 피부를 만들기 위해 오이꼭지를 문질

러 마사지 했다는 기록이 전해지기도 한다. 오이 추출

물은 항산화 효과, 항 엘라스타제(anti-elastase) 및 항 

히알루로니다아제(anti-hyaluronidase) 활성이 보고된 

바 있으며[16], 오이의 에틸아세테이트(ethyl acetate) 

추출물의 경우, 항 타이로시나아제(anti-tyrosinase) 활

성이 보고된 바가 있다[17]. 오이(C. sativus)의 성분에 

대해서는 cucurbitacin C가 보고된 바 있으며[18], 오이 

모종의 자엽에서 cucurbitacin A, B, C, D, E 및 I가 존

재한다고 보고된 바 있다[19]. Cucurbitacin B에 대해서

는 항염 효과, 간 보호 효과가 있다고 보고되었다

[20,21]. 

본 연구에서는 오이(C. sativus)로부터 cucurbitacin B

를 분리정제하고, B16F1 멜라노마 세포에서 cucurbita-

cin B가 멜라닌 합성에 미치는 영향을 조사하고, 그 

작용 메커니즘을 조사하여, cucurbitacin B가 피부 흑

화 개선을 위한 화장품 소재로서의 가능성을 확인하

였다. 

2. 재료 및 방법

2.1. Cucurbitacin B의 분리시약 및 기기 

본 실험에 사용한 오이(C. sativus)는 대전 유성구 유

성시장에서 구입하여 사용하였다. NMR은 Avance III 

600 (600 MHz) spectrometer (Bruker, Germany)를 사용

하여 측정하였으며, EI-MS는 Clarus 600 GC/MS 

(PerkinElmer, USA)를 사용하였다. Column chromatog-

raphy용 silica gel은 Kieselgel 60 (no. 9385, Merck, 

Germany)을, preparative liquid chromatography (Prep-LC)

는 Agilent 1260 infinity preparative scale purification 

system (Agilent, USA)을 사용하였으며, 칼럼은 Eclipse 

XDB-C18 (Agilent, USA)을 사용하였다. TLC plate는 

Kieselgel 60F254 (Merck, Germany) 또는 RP-18254S pre-

coated plate (Merck, Germany)를 사용하였다. Cucurbitacin 

B 표준품은 Chromadex (USA)에서 구입하여 사용하였다.

2.2. Cucurbitacin B의 분리

오이(C. sativus) 20 kg을 세절하여 건조한 후 건조물

을 메탄올 6 L를 가하여 상온에서 3일간 냉침하여 추

출하였다. 이를 여과해 얻은 추출액을 감압 농축하여 

메탄올 추출물(161 g)을 얻었다. 이를 증류수로 현탁

시켜 동량의 n-hexane을 가하여 진탕 방치하여 분획하

고, 순차적으로 methylene chloride (CH2Cl2), ethyl ace-

tate (EtOAc), n-butanol (BuOH)을 가하여 진탕 방치하

여 각각의 분획물을 얻었다. CH2Cl2 분획(20.9 g)을 

n-hexane/EtOAc (gradient)의 용출용매로 silica gel col-

umn chromatography를 실시하여 10개의 소분획으로 

나누었다. 소분획 Fr. 4를 CH2Cl2/MeOH (50 : 1)의 용

출용매로 silica gel column chromatography를 실시하여 

8개의 소분획으로 나누었다. 소분획 fr. 2를 MeOH/ 

H2O (8 : 2)의 용출용매로 Prep-LC를 실시하여 화합물 

1 (2 mg)을 얻었다.

화합물 1 (cucurbitacin B) – 백색 무정형 분말; 1H-NMR 

and 13C-NMR (600 and 150 MHz, respectively, ace-

tone-d6) data, Table 1; EIMS m/z (rel. int., %): 498 [M 

- AcOH]+ (18.5). 

2.3. 세포 배양 시약 및 기기

세포 배양에 사용한 배지는 Gibco BRL (Long 

Island, USA)에서 구입하였다. L-DOPA, mushroom ty-

rosinase, piceid 및 niacinamide는 Sigma (Sigma 

Chemical Co., St. Louis, MO, USA)에서 구입하였으며, 

alpha glucosyl hesperidine은 TCI (Tokyo Chemical 

Industry Co., Japan)에서 구입하여 사용하였다. Cell 

Counting Kit (CCK)-8은 Dojindo Lab. (Dojindo 

Molecular Technologies, Inc., Japan)에서 구입하여 사

용하였다. 실험에 사용한 모든 항체는 Santa Cruz 

(Santa Cruz Co. CA, USA)에서 구입하여 사용하였다. 

2.4. 세포 배양

B16F1 멜라노마 세포는 ATCC에서 구입하여 10% 

fetal bovine serum (FBS), penicillin 50 U/mL, steptomy-

cin 50 µg/mL를 첨가한 Dulbecco’s modified Eagles’ 

medium (DMEM) 배지(Gibco BRL, USA)를 사용하여 

37 ℃, 5% CO2 인큐베이터에서 배양하였다.

2.5. 세포 생존율 측정

세포 생존율은 CCK-8 assay를 실시하여 측정하였

다. B16F1 멜라노마 세포에 cucurbitacin B를 24 h 처리

한 후 CCK-8 용액을 넣고 1 h 뒤 ELISA reader (Epoch, 

Bio-tech Instruments Inc., USA)를 이용하여 450 nm에

서 흡광도를 측정하였다. 
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No. δH (J in Hz) δC

1 α : 2.11 m 37.1

β : 1.13 q (12.6)

2 4.56 m 72.3

3 - 213.7

4 - 51.1

5 - 142.0

6 5.82 m 120.8

7 α : 2.01 m 24.7

β : 2.40 m

8 1.96 m 43.6

9 - 49.2

10 3.02 br d (12.6) 34.2

11 - 212.7

12 α : 3.40 d (14.4) 49.5

β : 2.51 d (14.4)

13 - 49.0

14 - 51.4

15 α : 1.41 m 46.6

β : 1.84 dd (12, 9)

16 4.46 m 71.4

17 2.66 d (7.2) 59.1

18 0.92 s 20.6

19 1.02 s 20.3

20 - 79.6

21 1.40 s 25.1

22 - 203.5

23 6.81 d (15.6) 122.3

24 6.98 d (15.6) 151.0

25 - 80.1

26* 1.52 s 26.5

27* 1.56 s 27.1

28 1.32 s 29.9

29 1.29 s 21.8

30 1.44 s 19.3

OCOCH3 - 170.3

OCOCH3 1.97 s 22.0

* Assignments may be interchangeable. 

Table 1. 1H and 13C NMR Spectral Data for Compound 1 2.6. 멜라닌 정량

멜라닌 정량은 J. Hosoi 등의 방법을 변형하여 실시

하였다[22]. 간단히 말하면, 5 × 104 cells/well 농도로 

96-well plate에 분주한 후, cucurbitacin B를 72 h 처리

하였다. 이때 배양액은 48 h 뒤 한 번 갈아주었다. 세

포를 용해한 후 10,000 rpm에서 10 min 동안 원심 분

리하여 얻은 침전물에 1 N NaOH / 10% DMSO 넣고 

80 ℃에서 1 h 동안 녹였다. 멜라닌 함량은 ELISA 

reader (Epoch, Bio-tech Instruments Inc., USA)를 이용

하여 400 nm에서 흡광도를 측정하여 계산한 뒤 단백

질 정량으로 보정하였다. 

2.7. Tyrosinase 활성 측정 

Tyrosinase의 활성도는 S. H. Pomerantz 등의 방법을 

변형하여 사용하였다[23]. 간단히 설명하면, 세포 추

출액을 96-well plates에 분주한 뒤, pH 7.2의 1 M po-

tassium phosphate buffer에 녹인 1 mM L-DOPA를 넣고 

1 h 동안 37 ℃에서 반응시켰다. ELISA reader (Epoch, 

Bio-tech Instruments Inc., USA)를 이용하여 475 nm에

서 흡광도를 측정하여 계산한 뒤 단백질 정량으로 보

정하였다. 

2.8. Western blot

B16F1 멜라노마 세포를 5 × 104 cells/well 농도로 

6-well plates에 밤새 키운 뒤 다음날 cucurbiatin B를 처

리하고 72 h 동안 더 배양하였다. 세포를 모은 후 pro-

tease inhibitor cocktail (Roche Life Science, IL, USA)이 

첨가된 cell lysis buffer (Cell Signaling Technology, 

USA)로 용출시키고, BCA 방법으로 단백질 농도를 측정

하였다. 4 ∼ 15% SDS-PAGE gel (Bio-rad Laboratories, 

Inc., USA)에 동량의 단백질을 loading하고 전기영동으

로 전개시킨 뒤 nitrocellulose membranes (Bio-rad 

Laboratories, Inc., USA)로 이동시켰다. Membranes를 

5% nonfat skim milk를 함유한 TBST buffer로 1 h 동안 

blocking한 뒤, 특정 1차 항체인 tyrosinase (sc-7833), 

MITF (sc-56726) WWOX (sc-366157) 및 a-tubulin 

(sc-8035)로 반응시켰다. Membranes를 1 : 5000으로 희

석한 2차 항체, HRP-conjugated anti-goat IgG, anti-rab-

bit IgG, 및 anti-mouse IgG와 반응시키고, TBST로 씻

어준 다음, ECL prime kit (Amersham, UK)를 사용하여 

반응시키고, Fusion Fx 5 image system (Vilber Lourmat, 
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Figure 1. Isolation scheme of compound 1.

Figure 2. Chemical structure of compound 1.

France)을 이용하여 immunoreactive band를 탐지하였다.

2.9. 통계적 분석 

실험 결과는 3개의 같은 군의 평균값과 표준편차로 

나타내었고, Student’s t-test법을 이용하여 p-value가 

0.05 미만인 경우 통계적으로 유의성이 있는 것으로 

판정하였다. 

3. 결과 및 고찰

3.1. Cucurbitacin B의 분리 및 정제 

오이(C. sativus)의 메탄올 추출물로부터 유효 성분을 

분리하기 위하여 추출물을 n-hexane, CH2Cl2, EtOAc, 

BuOH로 순차적으로 분획하였다. 각 분획물을 activity 

guided fractionation을 통해 가장 우수한 미백 효능을 

나타내는 성분을 추적하였다. Silica gel column chro-

matography 및 Prep-LC를 실시하여 Figure 1과 같이 화

합물 1을 분리 정제하였다. 

 화합물 1의 화학구조는 NMR spectrum을 통해 확

인하였다. 1H-NMR에서 8개의 tertiary methyl signals 

(δ 0.92, 1.02, 1.29, 1.32, 1.40, 1.44, 1.52, 1.56, 3H 

each, s), 하나의 acetyl signal (δ 1.97, 3H, s)과 δ 5.82 

(1H, m), 6.81 및 6.98 (1H each, d, J = 15.6 Hz)에서 3

개의 olefinic proton signal을 확인하였다. 또한, δ 4.46 

과 4.56 (1H each, m)에서 2개의 oxygenated proton에 

기인하는 signal이 나타나는 것을 확인하였다. 13C-NMR 

spectrum에서 4개의 carbonyl carbon에 기인하는 signal

들과 4개의 olefinic carbon signal들 및 4개의 oxy-

genated carbon signal들이 나타났으며, 전형적인 cu-

curbitacin 구조의 특징적인 peak들로부터 cucurbitacin 

성분 중의 하나임을 알 수 있었다(Table 1). 이와 같은 

spectral data를 종합하여 기존에 알려진 문헌치와[24] 

비교해 화합물 1을 cucurbitacin B로 동정하였으며, 

Chromadex사에서 구입한 cucurbitacin B와 TLC 및 

HPLC를 통해 직접적으로 비교하여 확인하였다(Figure 

2). 실험에 사용한 오이 20 kg은 오이 115개로, 분리된 

cucurbitacin B로부터 오이의 개당 함량을 계산했을 

때, 오이 하나에 약 0.017 mg의 cucurbitacin B를 함유

하고 있다는 것을 알 수 있었다. 이러한 연구 결과를 

바탕으로 cucurbitacin B의 상업화 효율을 높이기 위

해, 추가적으로 cucurbitacin B를 고 함량 함유한 식물

인 과체(瓜蔕, melonis pedicellus)로부터 cucurbitacin B

의 상업화도 진행하였다.

3.2. Cucurbitacin B가 B16F1 멜라노마 세포의 생존율에 

미치는 영향 

Cucurbiatin B의 안전성을 확인하기 위해 B16F1 멜

라노마 세포에 다양한 농도의 cucurbitacin B (1.25 nM 

∼ 20 nM)를 72 h 동안 처리한 뒤 CCK-8 assay를 실시

하였다. 실험 결과는 대조군의 세포 생존율을 100% 

기준으로 잡아 상대적인 퍼센트로 나타내었다. 

Cucurbitacin B를 1.25 nM에서 5 nM까지 처리한 것은 

오차 범위 내에서 대조군과 같은 100%의 생존율을 보

였고, 10 nM 처리하였을 때 94%의 생존율을 보여 세

포의 독성을 나타내지 않았다(Figure 3). 그러나, 20 
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Figure 3. Effect of cucurbitacin B on B16F1 melanoma cell 

viability. After B16F1 cells were treated with various 

concentration of cucurbitacin B for 72 h, the CCK-8 assay 

was performed. Data are shown as a percentage of control 

from the three independent experiments in triplicate and 

values represent as the mean ± S.D. ** p < 0.01 compared 

with the control.

Figure 4. Inhibitory effect of cucurbitacin B on melanin 

formation in B16F1 melanoma cells. Cells were incubated 

with various concentration of cucurbitacin B for 72 h. 

Melanin contents were measured by absorbance values at the 

wavelength 405 nm. Data are shown as a percentage of 

control from the three independent experiments in triplicate 

and values represent as the mean ± S.D. *** p < 0.001 

compared with the control.

nM을 처리하였을 때는 62%의 생존율을 보여 세포에 

독성을 나타내어, 최대 10 nM의 농도 범위에서 cu-

curbitacin B를 이용하여 다음 실험을 실시하였다. 

3.3. Cucurbitain B가 멜라닌 생성에 미치는 영향 

Cucurbitain B가 멜라닌 생성에 미치는 영향을 알아

보기 위해 B16F1 멜라노마 세포에 다양한 농도의 cu-

curbitain B를 72 h 동안 처리한 뒤 멜라닌 양을 측정하

였다. 대조군의 멜라닌 생성량을 100%로 나타내었고 

실험군의 멜라닌 생성량을 상대적인 퍼센트로 수치화

하였다. Figure 4에서 보는 바와 같이, cucurbitain B 2.5 

nM을 처리하였을 때 멜라닌 생성량이 25% 감소하였

고, 10 nM을 처리하였을 때 46% 감소하여 cucurbitain 

B는 농도 의존적으로 멜라닌 생성을 저해하였다. 

3.4. Cucurbitain B가 tyrosinase 활성에 미치는 영향

멜라노사이트에서 일어나는 멜라닌 합성은 여러 단

계를 거치면서 일어나는데 그중 속도조절 단계는 ty-

rosinase에 의한 산화 반응이다. 우리는 cucurbitacin B

가 직접적으로 작용하여 tyrosinase의 활성을 억제하는

지 cell-free system을 이용하여 알아보았다. Mushroom 

tyrosinase와 기질인 L-DOPA가 포함된 용액에 2.5 nM

에서 100 nM의 다양한 농도의 cucurbitacin B를 처리

하여 mushroom tyrosinase의 활성을 측정하였다. 

Figure 5a에서 보는 바와 같이, cucurbitacin B를 처리한 

실험군의 mushroom tyrosinase 활성은 대조군과 차이

가 없는 것으로 나타나, cucurbitacin B가 tyroseinase의 

활성을 직접적으로 저해하지 않는 것을 알 수 있었다. 

앞서 살펴 본 cucurbitacin B의 멜라닌 생성 억제 효과

를 생각해볼 때, 우리는 cucurbitacin B가 직접적으로 

tyrosinase의 활성을 저해하진 않아도 간접적으로 작용

할 것이라 예상하였다. Cucurbitacin B를 처리한 

B16F1 멜라노마 세포의 용출액과 기질인 L-DOPA를 

이용하여 cucurbitacin B가 tyrosinase 활성에 어떤 영향

을 미치는지 살펴보았다. Cucurbitacin B를 처리한 

B16F1 멜라노마 세포의 용출액에서는 tyrosinase 활성

이 농도 의존적으로 감소하였다(Figure 5b). 따라서, 

cucurbitain B는 tyrosinase의 직접적인 저해제는 아니

지만, 세포 내의 tyrosinase 활성을 간접적으로 저해한

다는 것을 알 수 있었다. 

3.5. Cucurbitain B가 tyrosinase 및 MITF의 발현에 미

치는 영향 

우리는 cucrubtiacin B가 tyrosinase의 발현에 영향을 

주어 tyrosinase의 활성을 저해할 것이라고 가정하고 

Western blot을 실시하여 tyrosinase의 단백질 발현을 

살펴보았다. B16F1 멜라노마 세포에 cucurbitain B를 

2.5 nM ∼ 10 nM 농도로 72 h 처리한 후 tyrosinase의 
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(a)

(b)

Figure 5. Effect of cucurbitacin B on tyrosinase activities in 

cell-free system (a) and in B16F1 melanoma cells (b). In 

cell-free system, mushroom tyrosinase and L-DOPA were 

used as enzyme and substrate, respectively to detect the 

direct effect of cucurbitatin B on tyrosinase activity. The 

cellular tyrosinase activity was measured after B16F1 

melanoma cells were incubated with various concentration of 

cucurbitacin B for 72 h. Data are expressed as a percentage 

of control from the three independent experiments in 

triplicate and values represent as the mean ± S.D. ** p < 

0.01, *** p < 0.001 compared with the control.

(a)

(b)

Figure 6. Effect of cucurbitacin B on protein expression of 

tyrosinase (a) and MITF (b). B16F1 melanoma cells were 

incubated with 2.5∼10 nM of cucurbitacin B for 72 h. 

Total protein was extracted from cells and was subjected to 

Western blotting with antibodies against tyrosinase and 

MITF. The relative protein intensity was normalized by 

a-tubulin signal. Data are shown as a percentage of control 

from the three independent experiments and values represent 

as the mean ± S.D. ** p < 0.01 compared with the control.

단백질 발현 양상을 살펴보았다. Cucurbitacin B를 처

리한 실험군에서 대조군 대비 tyrosinase의 발현이 농

도 의존적으로 감소하였다(Figure 6a). 멜라닌 합성에

는 성장인자, 사이토카인을 비롯한 많은 인자들이 영

향을 줄 수 있으며[25], 이러한 인자들 중에는 MITF의 

발현을 조절하여 멜라닌 합성에 영향을 줄 수 있는 것

이 있다. MITF는 tyrosinase, TRP1, TRP2 등 멜라닌 생

성에 중요한 유전자의 promoter에 dimer로 결합하여 

이들의 발현을 조절하는 중요한 전사인자(transcription 

factor)이다[26,27]. 우리는 cucurbitacin B가 이 MITF의 

발현에도 영향을 줄 수 있을 것이라 생각하여 MITF의 

단백질 발현 양상도 살펴보았다. Figure 6b에서 보는 

바와 같이, cucurbitacin B는 MITF의 발현을 농도 의존

적으로 감소시켰다. 그러므로, cucurbitacin B는 멜라닌 

합성에 중요한 단백질인 tyrosinase와 MITF의 발현을 

감소시켜 멜라닌 합성을 저해한다는 것을 알 수 있었다.
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(a)

(b)

(c)

Figure 7. Effect of cucurbitacin B on protein expression of WWOX. B16F1 melanoma cells were incubated with cucurbitacin (a) 

or test materials (b) (1; control, 2; 20 mg/mL piceid, 3; 20 mg/mL niacinamide, 4; 20 mg/mL ascorbic glucoside acid, 5; 100 

mg/mL alpha glucosyl hesperidine) for 72 h. Total protein was extracted from cells and was subjected to Western blotting with 

antibodies against WWOX and a-tubulin, an internal control. Inhibitory effect of test materials on melanin formation in B16F1 

melanoma cells (c). Melanin contents were measured by absorbance values at the wavelength 405 nm. Data are shown as a 

percentage of control from the three independent experiments in triplicate and values represent as the mean ± S.D. ** p < 0.01 

compared with the control.

3.6. Cucurbitain B가 WWOX 발현에 미치는 영향 

이상의 연구를 통해, 미백효능이 확인된 cucurbita-

cin B가 UVB에 의해 유도되는 apoptosis에 관여하는 

종양억제 인자인 WWOX의 발현에 어떤 영향을 미치

는지 Western blot을 실시하였다. 그 결과, cucurbitacin 

B가 대조군 대비 WWOX의 발현을 농도 의존적으로 

증가시키는 것을 확인하였다(Figure 7a). 추가적으로 

기존의 알려진 미백 성분(Figure 7c) 중에서도 WWOX

의 발현을 증가시켜서 미백 효능을 기대할 수 있는지 

확인하였다. 실험에 사용한 미백 기능성 성분 중에서 

piceid [28]가 대조군에 비해 WWOX의 발현을 현저히 

증가시킴을 확인하였다(Figure 7b). 향후, 이러한 미백 

효능을 가지는 물질에 의한 WWOX 발현의 증가가 

Wnt/β-catenin 신호전달 과정을 어떠한 영향을 미치

며, 이것이 Wnt/β-catenin 의 MITF 조절에도 어떠한 

영향을 미치는지 추가적으로 연구할 필요가 있다고 

판단된다.
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4. 결    론

 

본 연구에서는 민방 및 고대 미백 처방에 사용되어 

온 오이로부터 cucurbitacin B를 분리 정제하고, 그 미

백 효과를 알아봄으로써 미백화장품 원료로서의 가능

성을 알아보았다. B16F1 멜라노마 세포에서 cucurbita-

cin B는 농도 의존적으로 멜라닌 생성량을 억제하였

으며, tyrosinase의 직접적인 저해 기능은 없었다. 멜라

닌 생합성 저해 기전을 알아보기 위해, tyrosinase, 

MITF의 발현양을 Western blot으로 알아본 결과 ty-

rosinase, MITF의 발현이 모두 억제됨을 확인할 수 있

었다. 이는 멜라닌 합성 조절 전사 인자인 MITF의 발

현이 억제되어 tyrosinase의 발현도 억제되어진 것으로 

판단된다. 또한, Wnt/β-catenin 신호전달 과정과의 연

관성이 제시되어 온 WWOX의 발현을 촉진시킴을 확

인하였다. 따라서 cucurbitacin B는 미백 기능성 원료

로의 가능성을 가지고 있는 것으로 판단되며, 향후 인

체실험을 진행함으로써 피부 미백 효능 및 피부 안정

성 여부를 평가할 예정이다. 
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