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갈만 추출물의 미백활성 및 기전 연구
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Abstract − The purpose of this study was to evaluate the whitening effect of aerial part of Pueraria lobata and mechanisms.

Aerial part of Pueraria lobata, dose-dependently reduced the melanin content. Aerial part of Pueraria lobata, significantly

decreased cellular tyrosinase activity, while there was not any effect on tyrosinase in cell-free conditions. To elucidate the mech-

anisms behind the aerial part of Pueraria lobata, treated melanogenesis regulation, the expressions of melanogensis related

genes, proteins, and the activity of α-glucosidase were determined. Aerial part of Pueraria lobata, significantly inhibited gene

and protein levels of MITF, tyrosinase and TRP-1. It suppressed the α-glucosidase, leading to inhibition on the maturation of

tyrosinase. Also aerial part of Pueraria lobata, was observed to have the high antioxidant activity. These results suggested that

whitening effect of aerial part of Pueraria lobata, should be due to the down-regulation of MITF, tyrosinase and TRP-1

expression and the intercepting maturation of tyrosinase through suppressing α-glucosidase. Another should be the high anti-

oxidant activity. The findings show the possibility that aerial part of Pueraria lobata, can be used as a potential skin-whit-

ening agent.
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 멜라닌은 동물, 식물에 널리 분포하는 페놀류 고분자화

합물로 피부와 머리카락의 색상을 결정하는 주요인자이다.

일반적으로 멜라닌은 자외선이나 자유 라디칼과 같은 외부

자극 요인으로부터 피부 세포의 손상을 억제하기 위해 만

들어 진다.
1,2)
 멜라닌이 과도하게 합성되면 피부 표면에 침

착되어 기미, 주근깨 등 다양한 색소 침착을 유발하고 피부

노화를 촉진시킨다.
3)

멜라닌은 tyrosine을 기질로 tyrosinase, tyrosinase related

protein-1(TRP-1), tyrosinase related protein-2(TRP-2)에 의

해 3,4-dihydroxyphenylalanine(DOPA)와 DOPA quinone,

DOPA chrome을 거쳐 생성 된다. 따라서 피부 미백제의 개

발에 있어서 tyrosinase, TRP-1과 TRP-2 활성 억제는 매우

중요한 부분이다.
4,5)

Kojic acid, hydroquinone, vitamin C, azelaic acid 등과

같은 미백제의 대부분은 안정성, 이취, 부작용, 세포독성 및

안전성 등의 이유로 제한적으로 사용되고 있다.
6)

이러한 이유로 인체에 부작용이 적은 약용식물 및 천연물

을 이용한 미백 소재 개발에 대한 연구가 활발하게 진행되

고 있다. 닥나무 추출물, 유용성 감초 추출물은 식품의약품

안전처에서 기능성 미백 원료로 고시 되었으며 삼백초, 당

귀, 사삼, 울금, 인진쑥, 상백피 등이 미백효과를 나타내는

것으로 밝혀졌다.
7)
 최근에는 피부 미백 효과와 항산화작용,

피부노화 방지 등을 포함하는 복합적 기능평가 연구가 증

가되고 있다.
8,9)

칡(野葛, Pueraria lobata Ohwi)은 콩과에 속하는 덩굴성

다년식물로 한국, 중국, 일본 등을 포함한 극동아시아의 온

대영역에 넓게 분포하여 야생하고 있다. 칡은 예로부터 중

요한 약용식물로 사용되어왔고, 해열작용, 폐경기 질환, 술

독 제거, 담즙과 위액의 분비 증가, 혈압저하작용, 심혈관계
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질병, 저산소증 보호효과 활성, 납 독성에 대한 보호작용 등

에 효과가 있는 것으로 알려져 있다.
10-12)

 한약명으로는 사

용부위에 따라 칡뿌리는 갈근(葛根), 꽃은 갈화(葛花), 열매

는 갈곡(葛穀), 잎은 갈엽(葛葉), 덩굴은 갈만(葛蔓)이며 질

병의 증상 및 치료 방법에 따라 각각 다르게 사용하여 왔다.
13)

칡의 덩굴 부위인 갈만은 빠른 성장속도로 인하여 도로변

산림경관을 저해하고 생태계를 파괴하는 등 피해가 커서 이

를 제거하기 위해 매년 많은 예산과 인력이 동원되는 등 폐

자원으로 취급되고 있다. 최근 연구에 따르면 갈만은 간 보

호효과와 골 질환예방의 효과가 있는 것으로 보고되어 유

용가치가 높은 소재이다.
14-16)

 그러나 산업화로 이어진 경우

는 없다. 본 연구진은 선행된 연구에서 갈만 추출물이 daidzin,

daidzein, genistin, genistein, puerarin등의 isoflavonoid를 함

유하고 있으며 미백효능을 나타냄을 확인하였다.
17)
 본 연구

는 갈만의 화장품 소재로서 산업적 이용 가능성을 확인하

고자 한다.

재료 및 방법

시약 −Dulbecco modified eagle medium(DMEM), anti-

biotics(penicillin&streptomycin), phosphate-buffered saline

(PBS), fetal bovine serum(FBS)은 Gibco BRL 사(Grand

Island, NY, USA)로부터 구입하였으며, 3-(4,5-dimethyl-

thiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide(MTT), arbutin,

acarbose, dimethyl sulfoxide(DMSO), 3,4-dihydroxy-L-

phenylalanine(L-DOPA), 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl(DPPH),

α-glucosidase, α-melanocyte-stimulating hormone(α-MSH),

mushroom tyrosinase, p-nitrophenyl-α-D-glucopyranoside

(pNPG)등 기타 분석급 시약은 Sigma-Aldrich 사(St. Louis,

MO, USA)에서 구입하였다. Tyrosinase, MITF(microphth-

almia-associated transcription factor) 및 TRP-1 antibody는

Santa Cruz Biotechnology 사(Santa Cruz, CA, USA)로부터

구입하였다. Easy-Blue Total RNA extraction kit(iNtRON

Biotechnology, Seongnam, Korea), SOD assay kit(Dojindo,

Japan), TaqMan RNA-to-Ct 1-Step Kit(Applied Biosystems,

CA, USA)를 구입하여 사용하였다.

실험 재료 및 추출 −본 실험에 사용한 갈만은 2015년 7

월 전북 진안에서 채취하여, 한풍제약의 조형권박사가 검증

한 후 사용하였으며 갈만표본(HP-10-075)은 한풍제약 표본

실에 보관하고 있다.

갈만 10 kg을 30 mm로 파쇄한 다음 추출기에 넣고 10배

의 30% 에탄올을 넣어 90~100
o
C에서 3시간 추출하였다. 추

출액을 1 µm 크기의 마이크로필터를 이용하여 여과하고 잔

사를 동일 조건으로 2차 추출하여 여과 후 60
o
C이하에서 감

압농축과 건조를 통해 건조물 2.3 kg(수율 23%)을 얻었다.

건조물에 적당량의 물과 에틸아세트산을 넣어 분획 후 에

틸아세트산 층을 농축 및 건조하여 분말 0.157 kg(수율

1.57%)을 얻었다. 지표성분 분석을 위해 갈만 추출물 분말

0.5 g을 메탄올 50 ml에 넣어 환류냉각기를 달고 수욕에서

2시간 환류 추출한 다음 여과한 액에 메탄올을 추가해 100 ml

로 만든 후 메탄올로 5배 희석하여 만들었다. Puerarin과

daidzin 10 mg에 메탄올을 넣어 100 ml로 만들어 표준액으

로 사용하였다. 컬럼은 Capcell Pak C18, UG 120(4.6 mm×

250 mm, 5 µm, Shiseido, Japan)을 사용하였다. 이동상은 물

과 메탄올 3:1 비율로 조제하였고 유속은 1 ml/min, 컬럼

온도는 30
o
C, 파장은 254 nm로 측정하였다.

세포 생존율 측정 −B16F10 melanoma 세포는 한국세포

주은행(KCLB, Korean Cell Line Bank, Korea)로부터 분양

받아 사용했으며, 37
o
C, 5% CO2 배양기에서 10% FBS와

1% antibiotics를 첨가한 DMEM 배지를 사용하여 배양하였

다. 세포 생존율 측정은 Carmichael의 방법
18)
에 따라 측정

하였다. 배양된 세포를 96 well plate에 5×10
3
 cells/well이

되게 200 µl 분주하고 24시간 후에 시료를 10, 25, 50, 100,

200 µg/ml 농도로 처리하고 24, 48시간 배양하였다. 배양

후 1 mg/ml MTT용액을 넣어 3시간 동안 37
o
C 배양한 후

상층액을 제거하고 formazan 침전물에 200 µl DMSO를 넣

어 약 10분간 방치한 후 540 nm의 파장에서 microplate

reader로 흡광도를 측정하여 세포 생존율을 계산하였다. 

멜라닌정량 − B16F10 세포를 6 well plate에 3×10
4
 cells/

well이 되게 분주하고 24시간 후에 100 nM α-MSH를 처리

하고 24시간 배양 후 시료를 농도 별로 처리하고 48시간 배

양하였다. 배지를 제거하고 PBS buffer로 2회 세척 한 다음

1×10
6
의 세포를 회수하였다. 회수된 세포에 메탄올 500 µl

로 세척 후 4
o
C, 3000 rpm으로 5분간 원심분리 후 상층액

을 제거 하여 1 N NaOH 400 µl를 넣어 90
o
C에서 1시간

반응시킨 뒤 405 nm에서 흡광도를 측정하였다. 시료 첨가

구와 α-MSH 처리구 사이의 흡광도 차이를 백분율(%)로 나

타내었다.

Mushroom tyrosinase 저해활성 측정 − Tyrosinase에 대

한 반응기질로 사용하기 위하여 0.01% L-DOPA를 제조하

였다. 반응 효소로 작용하는 mushroom tyrosinase는 2,500

units/ml의 tyrosinase를 준비하였다. 0.1 M 인산완충액(pH

6.8) 160 µl, 각 농도별 시료 10 µl, 0.01% L-DOPA 20 µl,

tyrosinase 10 µl를 넣고 혼합 한 후 2 분후 475 nm

microplate reader로 흡광도를 측정하였다. 무첨가구은 시료

대신 0.1 M 인산완충액을 사용하였고, 양성대조군으로는

tyrosinase 저해제로 알려진 kojic acid를 사용하였다. 

Mushroom tyrosinase activity(%)=(A/B)×100

A: 시료 첨가구의 흡광도, B: 시료 무첨가구의 흡광도

세포 내 tyrosinase 저해활성 분석 −멜라닌 정량과 동일

한 실험 조건으로 세포를 처리 후 배지를 제거하고 PBS
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buffer로 세척한 뒤 세포를 수거하였다. Lysis buffer(0.1 M

SPB pH 6.8, 5 mM EDTA, 1% triton X-100, 0.1 M

phenylmethyl sulfonyl fluoride) 200 µl 첨가하여 얼음에 30

분 동안 방치 후 4
o
C 1,3000 rpm으로 30분간 원심분리 한

다음 상층액을 얻었다. 단백질은 Bradford법으로 정량하였

다. 각각의 세포용해액은 well 당 30 µg과 0.1 M SPB

buffer의 총량이 150 µl가 되도록 96 well plate에 넣은 후

0.1% L-DOPA 용액을 50 µl을 혼합하고 37
o
C에서 60분간

방치한 후 475 nm microplate reader로 흡광도를 측정하였다.

Western Blot Analysis − B16F10 세포를 6 well plate에

3×10
4
 cells/well이 되게 분주하고 24시간 후 α-MSH(100

nM)를 처리하고 24시간 후 시료를 처리하여 48시간 동안

배양하였다. PBS로 세척 후 RIPA buffer 넣고 얼음에서 30

분간 용해하고, 4
o
C, 13,000 rpm에서 30분간 원심분리 후

상층액에서 얻은 단백질은 Bradford method로 정량하였다.

30-50 µg의 단백질을 10% SDS-PAGE 전기영동 하여

nitrocellulose membrane을 이용하여 transfer하였다. 5%

skim milk으로 1 시간 blocking 한 후 멜라닌 생성에 관여

하는 유전자인 tyrosinase, MITF, TRP-1 primary antibody

와 세포의 여러 조건에서도 그 발현 정도의 차이가 거의 없

는 house keeping gene인 GAPDH을 희석하여 4
o
C에서 16

시간 이상 반응시킨 다음 PBST로 세척한 후 primary-specific

HRP conjugate secondary antibody를 실온에서 2시간 동안

반응시키고 PBST로 세척한 후 ECL 용액으로 발광시켜

FluorChem E system image analyzer(Cell Biosciences,

Santa Clara, CA)를 이용하여 band의 사진을 촬영하였다.

Real-time PCR −Western blot과 동일한 방법으로 처리

한 세포를 eszy-Blue Total RNA extraction kit로 mRNA를

추출 후, ND-1000 spectrophotometer(NanoDrop Technology,

USA)를 사용하여 정량하였다. 300-500 ng/µl의 시료 mRNA,

primer 및 TaqMan RNA-to-Ct
TM
 1-Step Kit를 사용하여 제

조회사의 시험방법대로 시행하여 ABI step one plus(Applied

biosystem, USA) 기기에서 48
o
C에서 15분, 95

o
C에서 10분

1회, 95
o
C에서 15초, 60

o
C에서 1분으로 40~60 회 반복하여

threshold cycle 값을 측정하였다.
17)

α-Glucosidase 저해활성 측정 − 0.1 M phosphate buffer

(pH 6.9)로 0.5 unit/ml의 α-glucosidase와 5 mM pNPG를

각각 용해시켜 효소와 기질 용액으로 준비하였다. 효소 용

액 20 µl, 각 농도별 시료 10 µl 및 0.1 M phosphate buffer

120 µl 넣고 섞은 다음, 37
o
C에서 15분 동안 배양한 후 기

질용액 20 µl 넣고 37
o
C에서 15분 반응시켰다. 0.2 M

Na2CO3를 80 µl를 넣어 반응을 정지시킨 후 405 nm에서

흡광도를 측정하여 효소 반응으로 생성된 nitrophenyl의 함

량을 정량하여 처리하지 않은 대조구와 비교하여 효소 활

성을 계산하였다.
19)
 

DPPH radical 소거활성 −DPPH를 이용하여 시료의 라

디칼 소거효과(radical scavenging effect)를 측정하는 Blois

법
20)
을 활용하여 측정하였다. 메탄올에 녹인 0.2 mM DPPH

용액을 시료용액과 1:1로 섞은 후 차광, 실온에서 30분간 방

치하였다가 520 nm에서 흡광도를 측정하였다. 양성 대조군

으로는 vitamin C를 사용하였으며 DPPH radical 소거활성

은 아래와 같이 계산하였다.

DPPH radical scavenging activity(%)=(1 −A/B)×100

A: 시료 첨가구의 흡광도, B: 시료 무첨가구의 흡광도

Superoxide Radical 소거효과 측정−Superoxide dismutase

(SOD)유사활성은 SOD assay kit-WST(Dojindo, Tokyo,

Japan)를 이용하여 측정하였다. 시료를 농도별로 희석하여

96 well plate에 20 µl씩 분주한 후, WST working solution

을 200 µl을 넣고 혼합하였다. Enzyme working solution을

20 µl을 첨가하여 37
o
C에서 20분간 incubation 한 후 450

nm에서 흡광도를 측정하였다. 대조군 실험은 효소 대신 20

µl dilution buffer를 넣었으며, SOD radical 소거활성은 아

래와 같이 계산하였다.

Superoxide radical scavenging activity(%)=(1 −A/B)×100

A: 시료 첨가구의 흡광도, B: 시료 무첨가구의 흡광도

통계처리 −모든 실험값은 평균±표준편차로 표기하였고

통계분석은 SigmaPlot version 10.0(Systat Software Inc.,

San Jose, CA, USA)사용하여 Student’s t-test로 처리하였으

며, 유의성은 p 값이 0.05 이하인 경우를 기준으로 판정하

였다.

결 과

멜라닌 정량 −산업적 제조단위로 얻어진 갈만의 지표성

분 puerarin과 daidzin을 HPLC로 분석한 결과, 각각 평균

134.4±42.5, 153.8±29.5 mg/g을 함유하고 있었다(Fig. 1). 갈

만 이 B16F10세포의 세포생존율에 미치는 영향을 알아보

기 위하여 농도별로 24, 48시간 처리 결과 갈만은 10, 25,

50 µg/ml 처리 시 B16F10 세포생존율이 80% 이상으로 나

타났지만 100, 200 µg/ml 농도에서 세포독성으로 인해 60%

이하로 급격히 생존율이 저하되었다(Fig. 2). 따라서 50 µg/

ml 농도 이하에서 세포관련 실험을 진행하였다. 

α-MSH로 멜라닌 생성을 유도한 후 갈만이 멜라닌생성에

미치는 영향을 조사 하였다. 그 결과를 Fig. 3에 나타내었

다. α-MSH 단일처리군은 무처리군과 비교하여 멜라닌 생

성이 증가되었고 이를 100%로 계산하여 멜라닌 생성 억제

정도를 비교하였다. 양성대조군으로 사용한 arbutin 100 µM

에서는 13.3% 멜라닌 생성을 억제하였으며, 갈만은 α-MSH

에 의해 증가된 멜라닌 생성을 농도 의존적으로 감소시켰

다. 25와 50 µg/ml에서 각각 50, 61.6% 멜라닌 생성 억제시
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켜 양성대조군으로 사용된 arbutin보다 뛰어난 효과를 보였다.

Tyrosinase 저해활성 측정 −Mushroom tyrosinase에 갈

만을 50, 100, 200, 500 µg/ml 농도로 처리한 후 효소의 활

성에 미치는 영향을 알아보았다. 양성대조군으로 사용된

kojic acid의 경우 농도 의존적으로 mushroom tyrosinase의

활성을 억제시키는 경향을 나타냈다. 그러나 갈만의 경우

mushroom tyrosinase에 대한 저해활성을 보이지 않았다(Fig.

4A).

갈만이 mushroom tyrosinase에 영향을 미치지 않는 것과

는 달리 세포 내(B16F10) tyrosinase 활성 측정 결과, α-

MSH 단일처리군 대비 갈만 25와 50 µg/ml에서 각각 10.4,

55.7%의 농도 의존적인 tyrosinase 저해 활성을 나타내었다

(Fig. 4B).

Fig. 1. High performance liquid chromatogram of puerarin, daidzinin and from aerial part of Pueraria lobata (APPL), at 254 nm.

Fig. 2. Concentration-dependent effects of APPL on the cell

viability. The B16F10 cells were treated with various concen-

trations of APPL. Data are means±S.D. **p<0.01, ***p<0.001

compared to control. Fig. 3. Effect of APPL on melanogenesis in B16F10 cells.

The cells were stimulated with α-MSH and incubated with

APPL or arbutin as a positive control. Data are means±S.D.

***p<0.001 compared to cells stimulated with α-MSH.
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Western Blot을 이용한 미백관련 단백질의 발현 분석 −

갈만이 B16F10 세포에 멜라닌 생성과정과 관련된 단백질

의 발현을 조절하는지 조사하였다. 그 결과 Fig. 5와 같이

α-MSH 처리군은 무처리군에 비하여 TRP-1, tyrosinase와

MITF 발현이 현저히 높아졌다. 갈만을 처리 한 경우 α-MSH

처리로 증가된 TRP-1과 tyrosinase 발현을 농도 의존적으로

Fig. 4. Inhibitory effects of APPL on (A) mushroom tyrosi-

nase and (B) cellular tyrosinase activity. Tyrosinase activity

was assessed by measuring the absorbance at 475 nm. Kojic

acid was used as a positive control. Data are means±S.D.

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 compared to control (A) or

cells stimulated with α-MSH (B).

Fig. 5. Effects of APPL on the melanogenic related to cells

stimulated with α-MSH proteins expression, tyrosinase, TRP-1

and MITF. B16F10 cells were stimulated with α-MSH and

incubated with APPL or arbutin as a positive control. GAPDH

was used as an internal standard.

Fig. 6. Effects of APPL on mRNA expression of (A) tyros-

inase, (B) TRP-1 and (C) MITF. B16F10 cells were stimulated

with α-MSH and incubated with APPL or arbutin as a posi-

tive control. GAPDH was used as an internal standard.

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 compared to cells stimulated

with α-MSH.
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감소시켰다. 특히 tyrosinase 발현은 양성대조군인 arbutin

100 µM군과 비교했을 때 현저히 억제하였다. MITF 발현은

25 µg/ml에서 arbutin군과 비교했을 때 동등 수준으로 감소

시켰다.

Real-time PCR을 이용한 미백관련 mRNA 발현 분석 −

갈만이 MITF, TRP-1, tyrosinase의 mRNA에 미치는 영향

을 분석한 결과, tyrosinase mRNA 발현은 25와 50 µg/ml에

서 α-MSH 대비 각각 15.2, 19.2%의 발현 감소율을 보였다.

TRP-1 mRNA발현 감소율은 갈만 25, 50 µg/ml에서 각각 9.4,

14.2%, MITF mRNA 발현은 33.4, 52.1%로 높은 감소율을

나타내었다. 50 µg/ml에 대한 MITF의 mRNA 발현 감소는

arbutin 100 µM 보다 더욱 큰 것으로 관찰되었다(Fig. 6).

α-Glucosidase 저해활성 측정 −갈만이 tyrosinase 활성

화 이후 단계에 미치는 영향을 확인하고자 번역 후 변형 단

계에서 작용하는 α-glucosidase의 활성을 측정하였다. 갈만

과 α-glucosidase에 기질인 pNPG를 넣고 반응을 시킨 결과,

Fig. 7에서 보이는 것처럼 갈만은 농도 의존적으로 α-

glucosidase의 활성을 억제시켰다.

갈만에 의한 α-glucosidase의 활성은 125 µg/ml에서 31.1%,

250 µg/ml에서 54.3%, 500 µg/ml에서 79.8%, 1000 µg/ml

에서 92.1%가 저해되었으며, IC50이 247.8 µg/ml으로 관찰

되었다.

항산화 활성 −갈만의 항산화 효과를 알아보기 위하여

DPPH법을 이용하여 항산화 효과를 측정한 결과(Fig. 8A)

저농도인 10 µg/ml에서 14.9%의 소거활성을 보였으며 50,

100 µg/ml에서 각각 47.6, 55.6% 소거활성을 보였다. 양성

대조군인 vitamin C(Vit C) 50 µM에서는 82.8%의 소거활

성을 보였다. 

Superoxide radical 소거 실험에서 vitamin E 유사체인

trolox를 양성 대조군으로 사용하였으며 실험 결과는 Fig.

8B로 나타내었다. 갈만의 SOD 활성은 50, 100, 500 µg/ml

에서 각각 17.3, 40.4, 73.3%로 농도 의존적으로 증가하는

경향을 보였으며, trolox는 500 µg/ml에서 47.7% 소거 활성

을 보였다. 사용된 최고 농도에서는 trolox보다 25%이상 높

은 항산화를 나타내었다. 

고 찰

자연주의 친환경의 열풍을 타고 생약으로부터 산업적 활

용을 위한 원료 개발 연구에 관심이 높아지고 있다. 더 나

아가 원료로부터 분리한 flavonoid와 flavonoid 배당체 등의

항산화 효과, 항바이러스, 항노화 및 미백효과 등 다양한 효

능관련 연구가 진행되고 있다.
21)
 특히 삶의 질적인 측면에

서 피부의 미백과 노화방지에 대한 사회적 수요의 증가에

따라 이를 위한 활성물질을 찾는 노력은 증가하고 있다.

Fig. 7. Inhibitory effect of APPL on α-glucosidase activity. α-

Glucosidase activity was assessed by measuring the absor-

bance at 405 nm. Acarbose was used as a positive control.

Data are means ± S.D. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 com-

pared to control.

Fig. 8. Anti-oxidant activities of APPL on the various radicals

determined by (A) DPPH radical scavenging activity and (B)

SOD radical scavenging activity. Vitamin C (A) and trolox (B)

were used as positive controls. Data are means±S.D.

***p<0.001 compared to control.
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칡의 뿌리, 줄기, 꽃 등은 극동아시아 지역에서 오랫동안

다양한 용도로 사용되어왔다. 칡의 뿌리인 갈근은 항산화

효과, 알콜성 간 손상 보호 효과, 해독작용, 면역력 증강, 골

다공증, 암세포 증식 저해 효과 등이 보고되어 있다.
22-24)

 갈

근에 함유된 유효한 성분은 isoflavonoid 계열의 daidzein,

daidzin, puerarin, puerarin-7-xyloside 등이 있으며, 갈화에는

kakkatin1, kakkalide, irisolidone, daidzein 등의 성분이 포함

되어 있다. 갈만은 daidzein, daidzin, 3-methoxydaidzein,

formononetin, ononin, calycosin, 6-O-acetyl genistein,

puerarin 등 12종의 isoflavonoid가 보고되어 있다.
25-28)

이들 isoflaavonoid 중 puerarin, daidzein, genistein 등은

MITF를 경유하여 미백효과를 나타나는 것으로 알려져 있

다.
29,30)

 또한 본 연구실의 실험실적 선행연구를 통하여 갈

만에서 daidzin, genistin, glycitin과 비배당체 daidzein,

genistein, glycitein와 puerarin이 함유되어 있음을 확인하였

으며 이들이 포함된 추출물은 항산화효과 및 멜라닌 생성

억제효능을 나타내었다.
17)

멜라닌은 자외선이나 α-MSH의 자극 등에 의해 생성이

증가될 수 있다. α-MSH는 MC1R(melanocortin receptor 1)

과 결합하고 신호전달 단백질인 adenylate cyclase를 활성화

하여 cyclic AMP(cAMP)를 증가시킨다. 연속적으로 protein

kinase A(PKA)를 통해 cAMP responsive element binding

protein(CREB)을 활성화 시킨다. 활성화된 CREB는 MITF

단백질의 발현을 증가시켜 tyrosinase 유전자의 발현을 촉진

하는 것으로 알려져 있다.
31)
 산업적유용성을 평가하기 위하

여 대량제조된 갈만 추출물은 puerarin과 daidzin을 지표성

분으로 표준화하였다. α-MSH로 B16F10 세포를 자극시켜

멜라닌생성을 유도 한 후 멜라닌정량을 통한 갈만의 미백

효과를 확인한 결과 농도 의존적인 멜라닌 감소를 하였으

며 실험에 사용된 최고 농도에서는 50%이상의 멜라닌생성

억제효과를 확인하였다.

갈만의 미백기전을 밝히기 위해 멜라닌 생성 과정 중 초

기속도를 결정하는 역할을 하는 tyrosinase의 활성에 미치는

영향을 확인하였다. Tyrosinase는 tyrosine을 DOPA로 전환

시키고 DOPA는 DOPA-quinone으로 전환시키며 또 DOPA

chrome에서 유도된 5,6-dihydroxyindole(DHI)이 indole-5,6-

quinone으로 변환되는 과정에 관여하여 인체 내의 멜라닌

생합성 경로에서 가장 중요한 초기 속도결정단계에 관여하

는 효소로서 많은 미백 성분이 이 효소를 억제 하는 작용기

전을 가지고 있다.
32)
 갈만은 mushroom tyrosinase에 대한 저

해활성 효과는 없었다. 그러나 세포내 tyrosinase 활성에 미

치는 영향을 확인한 결과, 농도 의존적인 유의적 억제효과

를 나타내었다. 이러한 결과는 kojic acid나 arbutin과 같은

많은 미백물질의 작용기전인 tyrosinase의 직접적인 활성억

제에 의하여 멜라닌 합성을 저해하는 것이 아닌 tyrosinase

에 간접적인 영향을 통해 활성의 저하와 멜라닌 생성을 억

제하는 것이라 추측할 수 있다. 

멜라닌합성 과정에 관여하는 주요 인자인 tyrosinase와

TRP-1의 전사조절과 갈만의 미백 작용의 관련성을 확인하

는데 중요 전사조절인자인 MITF에 미치는 영향을 확인하

였다. 천연물 유래의 성분이 MITF의 저해를 통해 melanin

색소 생성을 억제할 수 있음이 보고되었다.
33)
 갈만이 MITF

와 TRP-1, tyrosinase의 mRNA 및 단백질 발현에 미치는 영

향을 확인한 결과 MITF, TRP-1과 tyrosinase 단백질 및

mRNA 발현을 억제시키는 것을 확인하였다. 이는 갈만의

MITF 발현 억제를 통하여 tyrosinase와 TRP-1의 mRNA 전

사억제에 의한 단백질 발현이 감소되고, 더 나아가 멜라닌

생성 억제로 이어지는 것이라 판단된다. 

생성된 tyrosinase는 α-glucosidase에 의해 당이 수식될 때

활성형의 tyrosinase로 전환된게 된다. α-glucosidase 저해제

는 tyrosinase를 급속하게 folding시켜 copper가 없는 불활성

화된 형태로 melanosome으로 이동시켜 멜라닌합성을 저해

한다고 알려져 있다.
34)
 갈만은 α-glucosidase 활성을 농도

의존적으로 저해하였다. 갈만이 번역 후 활성화를 위한

tyrosinase의 glucose trimming 과정을 저해함으로써

tyrosinase의 glycosylation 반응을 억제할 가능성이 있는 것

으로 판단된다.
35)
 

자외선 등에 의해 발생된 활성산소는 피부색소형성을 촉

진하게 되는데 항산화물질에 의한 활성산소 소거 반응이 멜

라닌색소 형성억제에 효과적이라는 연구보고가 있어 다양

한 종류의 라디칼에 대한 항산화 활성을 확인하였다.
36)
 DPPH

radical 소거법은 항산화물질의 전자공여능을 이용한 항산화

측정법으로 주로 tocopherol, ascorbate, flavonoid 화합물과

aromatic amine 화합물의 항산화능 측정에 많이 사용되는

방법으로 다양한 천연소재로부터 항산화 물질을 탐색하는

데 많이 이용되고 있다.
37)
 SOD는 세포에 유해한 oxygen

radical을 과산화수소로 전환시키는 촉매작용을 하는 효소

로, SOD에 생성된 과산화수소는 peroxidase나 catalase에 의

하여 생체 내에서 무해한 물 분자와 산소분자로 전환시켜

활성산소로부터 생체를 보호하는 기능으로 알려져 있다.
38)

갈만의 항산화 효과는 측정된 모든 방법에서 농도 의존적

인 증가를 보였으며 SOD유사활성측정법에 의한 항산화 효

과는 양성대조군과 비교했을 때 그 이상의 항산화 효과를

확인하였다.

갈만을 실험실 수준 추출물에서 산업생산 추출물로 제조

단위를 높여 미백효능을 확인한 결과 동등이상의 효능을 보

여 향후 산업적인 미백소재로 활용이 가능 할 것으로 판단

된다.

결 론

본 연구에서는 갈만의 미백효과를 확인하기 위해서 30%
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주정추출물의 ethyl acetate 분획물의 세포독성, tyrosinase

저해 활성, melanin 생성 억제 활성, α-glucosidase 저해 활

성, MITF, TRP-1과 tyrosinase의 단백질 및 유전자 발현 억

제 효과 및 항산화 활성 등을 조사하였다. 멜라닌정량 결과

농도 의존적으로 멜라닌 생성을 억제하였고 arbutin보다 뛰

어난 효과를 보였다. 갈만의 mushroom tyrosinase 저해활성

측정결과 저해효과가 없었으나, 세포 내 tyrosinase 활성은

농도 의존적인 감소가 관찰되었다. 갈만의 MITF, TRP-1과

tyrosinase의 단백질 및 mRNA 발현억제를 확인한 결과

MITF, TRP-1과 tyrosinase 단백질 및 mRNA 발현측정에서

도 3가지 인자 모두 발현이 억제됨으로써 미백 효능을 나

타낼 수 있음을 확인할 수 있었다. α-glucosidase 저해 활성

측정결과 농도 의존적으로 α-glucosidase의 활성을 억제시

켜 전사와 번역이후 단계에서도 갈만이 작용함이 관찰되었다.

갈만의 항산화 활성은 DPPH법, SOD유사활성측정법을

사용하여 확인하였고 모든 방법에서 농도 의존적으로 항산

화효과를 보였다. 

이상의 결과를 종합하여 볼 때 갈만의 미백효과는 MITF,

TRP-1과 tyrosinase의 mRNA 발현 및 단백질의 번역을 억

제함으로써 멜라닌 생성 주요효소의 작용을 억제하고,

tyrosinase의 α-glucosidase 저해제로 작용하여 tyrosinase의

번역 후 수식을 억제하여 멜라닌 생성을 저해하는 것으로

판단된다. 더불어 강력한 항산화효과는 갈만의 미백작용의

효과를 극대화 시킬 수 있는 것으로 예상되며, 갈만은 미백

기능성 소재로서의 산업적 활용가치가 높은 것으로 사료된다.
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