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요 약: 본 연구에서는 6 개의 아미노산으로 이루어진 헥사펩타이드(hexapeptide)의 미백 효능에 대해 수행하였

다. 실험 결과 헥사펩타이드 처리에 의해 유의한 수준의 멜라닌 생성 저해가 관찰 되었고, 멜라닌 생성 과정에 

관여하는 주요 효소인 tyrosinase의 활성이 농도 의존적으로 억제됨이 관찰 되었다. 멜라닌 생성 관련 인자들의 

발현을 관찰 한 결과 tyrosinase (TYR), tyrosinase-related protein 1 (TYRP1) 및 이들의 상위 전사인자인 

microphthalmia-associated transcription factor (MITF)의 발현이 헥사펩타이드 처리에 의해 유의한 수준으

로 저해 되었다. 또한 헥사펩타이드 처리에 의해 MITF 발현을 조절하는 상위 전사인자인 cAMP-response 

element binding protein (CREB)의 인산화가 저해 되었고 MITF 인산화를 통해 프로테아좀 분해(proteasomal 

degradation)를 유도하는 extracellular signal-regulated kinase (ERK) 인산화가 증가 되었다. 이외에도, 

멜라노좀의 세포 내 이동에 관여하는 복합체의 구성 인자들로 알려진 Rab27A, melanophilin, myosinVa의 

발현도 헥사펩타이드에 의해 유의한 수준으로 저해 되었다. 이 결과를 통해, 본 연구의 헥사펩타이드는 멜라닌세

포의 멜라닌 생성 관련 핵심 전사인자인 MITF의 발현 및 분해 조절을 통해 멜라닌 생성 억제 및 멜라노좀 이동과 

같은 전반적인 멜라노좀 성숙 과정에 저해 효과를 나타내는 것으로 보인다. 헥사펩타이드의 이러한 미백 효능은 

신규 미백 기능성 화장품 소재로 응용될 수 있을 것으로 기대된다. 

Abstract: In this study, we investigated anti-pigmentation effect of a hexapeptide. The peptide significantly reduced 

melanin contents and inhibited tyrosinase activity in a dose-dependent manner, in which tyrosinase is a key enzyme 

in melanogenesis. The peptide also significantly reduced the expression levels of tyrosinase (TYR), tyrosinase-related 

protein 1 (TYRP1) and their upstream transcription factor, microphthalmia-associated transcription factor (MITF). 

Furthermore, the peptide suppressed the phosphorylation level of cAMP-response element binding protein (CREB), a 

transcription factor of MITF, and increased the phosphorylation level of extracellular signal-regulated kinase (ERK), 

a kinase mediates MITF phosphorylation and proteasomal degradation. The peptide significantly inhibited the expression 

of Rab27A, Melanophilin, and MyosinVa, the components of motor complex involved in intracellular movement of 

melanosome. These results suggest that Hexapeptide could be used as an effective whitening agent that has inhibitory 

effect on melanin production and melanosome transport by regulating expression and degradation of MITF in melanocytes. 
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1. 서  론

멜라닌은 자외선, 미세먼지, 각종 화합물 등 외부 유해 

환경에 대한 세포 보호를 위해 표피 기저층의 색소형성세

포(melanocytes)에서 생성된다[1]. 주로 자외선 조사에 의

해 각질형성세포에서 분비된 alpha melanocyte stimulating 

hormone (α-MSH), adrenocorticotropic hormone (ACTH), 

stem cell factor (SCF), endothelin 1 (ET-1), hepatocyte 

growth factor (HGF), basic fibroblast growth factor (bFGF), 

granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF)

와 같은 인자들에 의해 멜라닌세포 표면의 수용체가 자

극되며, 리소좀 관련 소기관(lysosome-related organelles)인 

멜라노좀(melanosome) 내에서 생성된다[2-7]. 이 중 각질

형성세포에서 유리된 α-MSH는 pro-opiomelanocortin 

(POMC)에서 유래된 작은 펩타이드 호르몬으로 멜라닌 

세포 표면의 melanocortin 1 receptor (MC1R)에 결합하여 

세포 내 cAMP 수준을 올리고 protein kinase A (PKA)의 

활성을 유도한다[8,9]. 활성화 된 PKA는 핵 내로 유입되어 

cAMP responsive element binding protein (CREB)의 활성을 

유도하고 이에 의해 microphthalmia-associated transcription 

factor (MITF)의 발현 증가가 이루어진다[10]. MITF는 멜

라닌 합성 과정의 핵심 효소인 tyrosinase, tyrosinase-related 

protein 1 (TYRP1), dopachrome tautomerase (DCT)에 대한 

전사 인자로 작용하여 발현 증가를 유도한다[11]. 

갈색 및 검은색을 띄는 유멜라노좀(eumelanosome)의 

성숙 단계는 크게 네 단계로 나눌 수 있다. 소기관 내 루

멘(lumen)에 색소가 없는 초기 단백질 섬유체가 관찰되는 

1단계를 거쳐 타원형의 소기관 내 PMEL17 / gp100을 주

요 구성 요소로 하는 완벽한 섬유체가 형성되는 2단계를 

거치게 된다. 3단계부터는 멜라닌 합성 효소들에 의해 형성

된 멜라닌이 멜라노좀 내 섬유체에 자리잡게 되고 4단계까

지 점점 멜라닌의 밀도가 높아지며 성숙 과정이 진행된다

[12,13]. 이렇게 성숙된 멜라노좀은 Rab27a, melanophilin, 

myosin Va 로 구성된 멜라노좀 이동 복합체에 의해 핵 

주변에서 수지상 돌기 끝으로 세포 내 이동 과정을 거치

게 된다 [14-16]. 이동된 멜라노좀은 이 후 표피층에 함께 

존재하는 각질형성세포로 전달, 핵 주변부에 위치해 자외

선 자극에 대한 세포 사멸 억제 효과를 나타낸다[17,18]. 

적절한 멜라닌 형성은 정상적인 세포 보호 기전으로 꼭 

필요한 반응이지만, 자외선이나 화합물 또는 미세먼지와 

같은 외부 유해 인자의 자극이나 호르몬 등에 의해 과도

한 멜라닌 형성이 이루어져 기미, 주근깨, 검버섯 등과 

같은 과 색소 침착을 유발한 경우 정신적 스트레스나 삶

의 질 저하를 일으키게 된다[19,20]. 이에 따라 피부 자극, 

알러지 유발, 발암 등의 부작용 없이 만족스러운 미백 효

능을 나타내는 소재 개발이 요구되고 있으며 다양한 미

백 기전을 타겟으로 하는 연구가 진행되고 있다[21,22]. 

펩타이드 소재는 단백질의 최소 단위인 아미노산들이 

서로 연결되어 이루어지는 단일 물질로 생체친화성이 높

고 인체내 단백질과 같은 활성을 유사하게 보일 수 있는 

장점이 있어, 최근 화장품 및 의약품 업계에서 활성 소재

로 많은 연구 개발이 이루어지고 있지만[23,24]  대체로 

친수성의 성격을 가지고 있기에 지질로 구성된 경피 투

과에 어려움이 있으며 피부에 존재하는 단백질 분해효소

들에 의해 쉽게 분해되는 단점도 보유하고 있다[25]. 이

를 극복하기 위해, 먼저 경피 투과에 대한 부분은 

alcohols, azones, hexanoates, unsaturated fatty acids와 같은 

투과 유도제를 사용하는 방법, 투과를 용이하게 해 주는 

특정 펩타이드 서열을 이용하는 방법, 친유성 유도체를 

결합하는 방법, 그리고 liposomes, transfersomes, niosomes, 

ethosomes 과 같이 펩타이드를 캡슐화 하는 방법 등이 연

구되고 있다[26-28]. 또한 단백질 분해 효소들에 의한 분

해를 막아 펩타이드의 안정성을 높이는 방법으로는 절단 

서열 예측을 통해 해당 부위의 아미노산을 치환하는 방

법, 또는 N 말단을 아세틸화(acetylation) 하거나 C 말단을 

아미드화(amidation) 하는 방법 등이 연구되고 있다[29].

본 연구자들은 멜라닌 합성 저해 활성을 보이는 펩타

이드 소재를 확보하기 위해, 소속기관에서 보유한 2 ~ 20

개 아미노산으로 이루어진 펩타이드 라이브러리를 확보 

및 탐색하였고, 이 중 탁월한 효능을 보이는 헥사펩타이

드를 발굴하였다. 본 연구에서는 이 헥사펩타이드의 멜라

닌 합성 억제 기전을 밝히고자 연구를 수행하였다.

2. 재료 및 방법

2.1. 시약

펩타이드 합성 과정에서 사용한 2-CTC Resin은 

BeadTech (Korea)사의 제품을 사용하였고 Fmoc-아미노산, 

hydroxybenzotriazole (HOBt), N,N,N´,N´-tetramethyl-O-(1H- 

benzotriazol-1-yl) uronium hexafluorophosphate (HBTU)는 
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CSBio Co. (USA) 제품을 사용하였다. Dimethylformamide 

(DMF), N,N-diisopropylethylamine (DIEA), piperidine, 

trifluoroacetic acid (TFA), thioanisole, phenol, ethane dithiol 

(EDT), triisopropyl silane (TIS), diethly ether 와 같은 합성

에 사용된 시약은 대정화금(Korea)의 제품을 구입하여 사

용하였다. 

세포 실험에서 사용한 fetal bovine serum (FBS) 및  

dulbecco's modified eagle medium (DMEM) powder는 thermo 

fisher scientific (USA)에서 구입하였고 penicillin/streptomycin

은 웰진(Korea)에서 구입하였다. Sodium bicarbonate, 

sodium hydroxide, arbutin, 3-[4,5-dimethylthiazole-2-yl]-2,5- 

diphenyltetrazolium bromide (MTT), 3,4-dihydroxy-L- 

phenylalanine (L-Dopa)는 Sigma-Aldrich (USA)의 제품을 

구입하여 사용하였다. Rab27A, melanophilin, MITF, tyrosinase, 

TYRP1, actin에 대한 항체는 Santa cruz biotechnology 

(USA)에서 구입 하였고, p-CREB, p-ERK에 대한 항체는 

cell signaling technology (USA)에서 구입 하였다.

2.2. 실험방법

2.2.1. 펩타이드 합성

Capacity 0.84 mmol/g인 CTC resin을 DMF 용매를 포함

한 반응기에서 팽윤 반응을 실시한다. 위의 반응기에 2 

당량 Fmoc-Proline 과, 2.5 당량 DIEA 를 DMF 용매로 가

한 후 2 h 동안 반응 실시한다. 카이저 테스트 키트

(Sigma Aldrich, USA)로 반응의 종결을 확인하고 DMF로 

세척 실시한다. 세척 완료 된 resin에 20% piperidine / 

DMF를 2 회 가하여 아미노산의 Fmoc을 제거 한다. 카이

저 테스트로 반응의 종결을 확인하고 DMF로 세척 실시

한다. 이 후 arginine, leucine, phenylalanine, proline, 

tryptophan 순서로 다음 과정을 반복한다. 2 당량 Fmoc-아

미노산과 2 당량 HBTU, 2 당량 HOBT, 2.5 당량 DIEA 

를 DMF 용매로 가한 후 2 h 동안 반응 실시한다. 카이저 

테스트로 반응의 종결을 확인하고 DMF로 세척 실시한

다. 세척 완료 된 resin에 20% piperidine / DMF를 2 회 가

하여 아미노산의 Fmoc을 제거 한다. 카이저 테스트로 반

응의 종결을 확인하고 DMF로 세척 실시한다. 최종 합성 

완료 후, cleavage solution (TFA : H2O : thioanisole : 

phenol : EDT : TIS = 81.5 : 5 : 5 : 5 : 2.5 : 1)을 사용하

여 펩타이드를 레진에서 분리 하고, diethly ether를 이용

하여 침전 시킨 후 원심분리기를 이용한 세척을 5 회 실

시한다. 이 후 건조를 진행하여 펩타이드 최종 생성물을 

회수하였다. 

합성된 펩타이드의 순도를 HPLC (U-3000, Thermo 

fisher scientific, USA) 분석을 통해 확인하였으며, C18 

(Pursuit XRs, 250 * 4.65 mm 100 Å, Agilent, USA) 컬럼

을 이용하여 이동상 0.1% TFA in water / 0.1% TFA in 

acetonitrile gradient 하에 유속 1 mL/min 조건으로 UV 214 

nm 에서 검출하여 확인 하였다. 

분자량 확인을 위해 LC-MS/MS(3200 Q-trap, AB SCIEX, 

USA) 분석을 진행하였으며 C18(Pursuit XRs 100 * 2.05 mm 

100 Å, Agilent, USA) 컬럼을 이용하여 이동상 0.1% formic 

acid in water / 0.1% formic acid in acetonitrile gradient 하에 

유속 0.25 mL/min 조건으로 MS/MS로 검출 확인 하였다. 

MS/MS 분석 조건은 ESI Positive mode, Source/Gas : CUR = 

20, CAD = High, IS = 5500, TEM = 350, GS1 = 50, GS2 = 

50/ Compound DP = 50 ~ 80, EP = 10, CE = 10 ~ 50, CES 

= 1 ~ 10로 확인 하였다(Table 1, Figure 1).

Name Sequence Purity (%) M.W. (Da)

Hexapeptide NH2-WPFLRP-OH 99 814.9

Table 1. Synthesized Hexapeptide

2.2.2. 세포 배양

실험에 사용한 B16F10 melanoma 세포주는 ATCC 

(Virginia, USA)에서 구입하였고 10% heat-inactivated FBS, 

1% penicillin/streptomycin, 1.5 g/L sodium bicarbonate을 포

함한 DMEM 배지로 37 ℃, 5% CO2조건 하에서 배양한다.

2.2.3. 세포 독성 실험

B16F10 세포를 8 × 103 cells/well 밀도로 48 well plate

에 분주하여 1 일간 배양 후 2% FBS를 포함한 배지 조

건에서 헥사펩타이드를 농도별로 처리하여 3 일간 배양 

한다. 4 mg/mL MTT를 각 well에 20 μL씩 첨가하고 4 h 

동안 37 ℃ 조건에서 배양을 진행한 후 배지를 제거하고 

DMSO 500 μL를 처리하여 포마잔(formazan)을 녹여낸다. 

분광광도계(SpectraMax M2e, Molecular device, USA)를 사

용하여 570 nm에서의 흡광도를 측정한다.

2.2.4. 멜라닌 생성량 확인 실험

B16F10 세포를 5 × 104 cells/well 밀도로 6 well plate에 

분주하여 1 일간 배양 후 2% FBS를 포함한 배지 조건에
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A

B

Figure 1. Analysis of synthetic hexapeptide. (A) The purity of hexapeptide was confirmed by HPLC analysis and it was more than 

99%. (B) The estimated molecular weight of hexapeptide was confirmed by LC-MS/MS analysis.
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서 헥사펩타이드를 농도별로 처리하여 3 일간 배양 한다. 

멜라닌 생성 유도를 위해 100 ng/mL α-MSH를 동시 처리 

하고 양성 대조군으로는 200 μM 알부틴을 사용 한다. 배

양 종료 후 세포를 회수하고 1M NaOH를 200 μL씩 처리

하여 용해한다. 분광광도계로 용해물에 대한 490 nm 흡

광도를 측정한다.

2.2.5. Tyrosinase 활성 측정

B16F10 세포를 5 × 104 cells/well 밀도로 6 well plate에 

분주하여 1 일간 배양 후 2% FBS를 포함한 배지 조건에

서 헥사펩타이드를 농도별로 처리하여 3 일간 배양 한다. 

멜라닌 생성 유도를 위해 100 ng/mL α-MSH를 동시 처리 

하고 양성 대조군으로는 200 μM 알부틴을 사용 한다. 배

양 종료 후 well에 lysis buffer (Sigma-Aldrich, USA) 200 

μL 처리하여 용해물을 회수하고 BCA kit (ThermoFisher 

Scientific, USA)으로 단백질 정량 후 90 μg씩 각 처리군의 

단백질을 96 well plate에 옮겨 담는다. 10 mM L-DOPA를 

각 well에 20 μL씩 처리하고 37 ℃ 조건에서 30 min 동안 

반응 후 분광광도계로 475 nm 흡광도를 측정한다.

2.2.6. 유전자 발현 분석(RT-PCR)

B16F10 세포를 5 × 104 cells/well 밀도로 6 well plate에 

분주하여 1 일간 배양 후 2% FBS를 포함한 배지 조건에

서 헥사펩타이드를 농도별로 처리하여 3 일간 배양 한다. 

멜라닌 생성 유도를 위해 100 ng/mL α-MSH를 동시 처리 

하고 양성 대조군으로는 200 μM 알부틴을 사용 한다. 배

양 종료 후 세포를 회수하고 RNA extraction kit (Qiagen, 

Germany)을 이용해 RNA를 분리한 후 RT-PCR premix 

(iNtRON Biotechnology, Korea)를 이용하여 cDNA 합성을 

진행한다. 이후 PCR premix (iNtRON Biotechnology, Korea) 

및 각 유전자 별 프라이머 (Table 2)를 이용하여 샘플 준

비 후, PCR 장비(Vapo. Protect, Eppendorf, Germany)를 이

용한 PCR 진행하고 전기영동을 통해 발현 양상을 확인

한다. 

2.2.7. 단백질 발현 분석(Western Blotting)

멜라닌 생성 및 멜라노좀 이동 관련 단백질들의 발현

을 관찰하기 위한 처리 조건은 다음과 같다. B16F10 세

포를 5 × 104 cells/well 밀도로 6 well plate에 분주하여 

1 일간 배양 후 2% FBS를 포함한 배지 조건에서 농도별 

헥사펩타이드 및 양성대조군인 200 μM 알부틴을 처리하

여 3 일간 배양한다. 멜라닌 생성 유도 조건의 경우 100 

ng/mL α-MSH를 동시 처리한다. 

MITF 조절 관련 단백질들의 인산화 수준을 관찰하기 

위한 처리 조건은 다음과 같다. B16F10 세포를 3 × 105 

cells/well 밀도로 6 well plate에 분주하여 1 일간 배양 후 

2% FBS를 포함한 배지 조건에서 헥사펩타이드를 농도별

로 처리하여 3 일간 배양 한다. 멜라닌 생성 유도를 위해 

100 ng/mL α-MSH를 동시 처리 하고 양성 대조군으로는 

200 μM 알부틴을 사용 한다. 

배양 종료 후 세포를 회수하고 lysis buffer로 세포를 용

해한 후 BCA kit을 이용한 단백질 정량을 진행한다. 각 

처리군의 단백질 양을 맞춰 샘플 준비 후  polyacrylamide 

electrophoresis (SDS-PAGE) 및 polyvinylidene fluoride 

(PVDF) membrane으로의 transfer 진행한다. 0.5% Tween20

을 포함한 phosphate buffered saline (PBS) 에 녹인 5% 탈

지분유로 이 후 blocking 및 각 인자들에 대한 항체 부착 

과정을 진행한다. 항체에 부착된 horseradish peroxidase 

(HRP) 를 western detection reagent (Elpisbiotech, Korea)와 

반응한 후 필름 노출을 진행하고 이 후 Gel Doc (Gel Doc 

TM XRT, Bio-Rad, USA)으로 이미지 분석을 진행한다.

2.2.8. 통계

본 연구에서 시행된 실험은 총 3 회 이상 반복되었고 

데이터의 통계적 유의성 검정은 student’s t-test로 시행 되

Gene Primer

RAB27A
Forward 5’- GAAAATAGCGCCAAGCACCC -3’

Reverse 5’- CCTCTTTCACTGCCCTCTGG -3’

MLPH
Forward 5’- ACGATGTCAGGGGCAAACAT -3’

Reverse 5’- CTCCTCTGTGTCAGCACTGG -3’

MYO5A
Forward 5’- TTCTACATTGTGGGCGCCAT -3’

Reverse 5’- TCCTCCAGGTTGGTCAATCG -3’

MITF
Forward 5’- CCAGCCTGGCGATCATGTCAT -3’

Reverse 5’- GGTCTGGACAGGAGTTGCTG -3’

TYR
Forward 5’- GGCCAGCTTTCAGGCAGAGG -3’

Reverse 5’- TGGTGCTTCATGGGCAAAAT -3’

TYRP1
Forward 5’- TCTGTGAAGGTGTGCAGGAG -3’

Reverse 5’- CCGAAACAGAGTGGAAGGTT -3’

GAPDH
Forward 5’- GGTGTGAACGGATTTGGCCGTATTG -3’

Reverse 5’- CCGTTGAATTTGCCGTGAGTGGAGT -3’

Table 2. Primer Sequences
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었다. 결과 값은 mean ± standard deviation (SD)으로 나타

내었고 p value 0.05 미만인 경우를 통계적 유의성이 있

는 것으로 간주 하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. 유효 펩타이드 선별

2 ~ 20개 아미노산으로 이루어진 펩타이드 라이브러리 

중 약 300 종의 원료에 대한 멜라닌 생성 억제 실험을 진

행 하였고 후보 물질 4 가지를 선별하였다(Table 3). 이 

중 멜라닌 생성 억제 및 tyrosinase 활성 억제 효과가 가

장 높은 본 논문의 헥사펩타이드(Pep-1)를 유효 펩타이드

로 선정 후 멜라닌 생성 억제 추가 확인 및 관련 기전 연

구를 진행 하였다.

3.2. 세포 독성 여부 확인 실험

헥사펩타이드의 B16F10 세포에 대한 세포 독성 여부

를 확인하기 위해 0.1, 1, 10, 50, 100, 200, 500 μM로 농

도별 처리를 진행한 후 MTT assay를 수행하였다. 그 결

과 전체 처리 농도에서 유의한 생존율 감소가 관찰되지 

않았다(Figure 2). 이 중 선행 연구 결과에서 멜라닌 생성 

억제가 뚜렷하게 관찰된 10 μM 이상의 농도와 양성 대

조군 알부틴 처리 농도인 200 μM 이하의 농도로 농도 구

간을 정해 추가 실험을 진행 하였다.

3.3. 멜라닌 생성 억제 실험

헥사펩타이드의 멜라닌 합성 억제 효과를 확인하기 위

해 10, 50, 100, 200 μM 농도로 B16F10 세포에 처리한 후 

멜라닌 생성율을 비교 하였다. 그 결과 헥사펩타이드에 

의한 농도 의존적인 멜라닌 생성 억제가 관찰되었다. 저

해율은 최저 농도인 10 μM 처리 조건에서 9%, 최고 농

도인 200 μM 처리 조건에서 27% 수준이었다. 이를 통해 

헥사펩타이드의 유의한 멜라닌 생성 억제 효과를 확인할 

수 있었다(Figure 3). 

Figure 2. Effects of hexapeptide on B16F10 cell viability. Cells

were treated with various concentrations of hexapeptide for 72 

h and cell viability measured by MTT assay. The results were 

expressed as the mean ± SD from the three independent 

experiments.

Figure 3. Effects of hexapeptide on melanin contents in α-MSH

stimulated B16F10 cells. Cells were treated with various 

concentrations of hexapeptide for 72 h. Arbutin was used as a 

positive control. The results were expressed as the mean ± SD 

from the three independent experiments. 
*

p < 0.05.

Peptide (200 μM) Amino acid sequence
Melanin contents 

(Inhibition rate, %)

Tyrosinase activity

(Inhibition rate, %)

Pep-1 NH2-WPFLRP-OH 26.8 23.1

Pep-2 NH2-SYHRKIKR-OH 15.3 14.8

Pep-3 NH2-GHHSLHYVDIHIH-OH 15.3 -

Pep-4 NH2-KRRHPKHHHDHH-OH 22.6 -

Table 3. Inhibitory effects of peptide candidates on melanogenesis
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Figure 4. Effects of hexapeptide on tyrosinase activity in α

-MSH stimulated B16F10 cells. Cells were treated with various 

concentrations of hexapeptide for 72 h. Arbutin was used as a 

positive control. The results were expressed as the mean ± SD 

from the three independent experiments. 
*

p < 0.05.

3.4. Tyrosinase 활성 억제 실험

헥사펩타이드의 멜라닌 생성 억제 효과가 멜라닌 생성 

과정의 주요 효소인 tyrosinase 활성 억제에 의한 것인지 

확인하기 위해 세포 내 tyrosinase 활성 억제 실험을 진행 

하였다. 그 결과 헥사펩타이드에 의한 농도 의존적인 

tyrosinase 활성 억제가 관찰되었다. 저해율은 최저 농도

인 10 μM 처리 조건에서 9%, 최고 농도인 200 μM 처

리 조건에서 27% 수준이었다. 이를 통해 헥사펩타이드의 

유의한 tyrosinase 활성 억제 효과를 확인할 수 있었다

(Figure 4). 

3.5. 멜라닌 생성 억제 기전 확인 실험

헥사펩타이드의 멜라닌 합성 억제 기전 확인을 위해 

멜라닌 생성 과정의 주요 효소인 tyrosinase, TYRP1 및 

이들의 발현을 유도하는 전사인자인 MITF의 발현 및 세

포 내 수준을 관찰 하였다. B16F10 세포에 10, 50, 100, 

200 μM 농도로 헥사펩타이드를 처리한 결과 α-MSH에 

의해 증가된 MITF, TYR, TYRP1 유전자의 mRNA 발현

이 유의한 수준으로 감소되는 것을 관찰할 수 있었으며

(Figure 5A), MITF, tyrosinase 단백질의 수준도 유의한 감

소를 나타내었다(Figure 5B). 또한 α-MSH 유도 조건이 

 

A

Figure 5. Inhibitory effect of hexapeptide on the expression of melanogenesis-related genes and proteins in B16F10 cells. (A) Effects 

of hexapeptide on the expression of melanogenesis-related genes in α-MSH stimulated B16F10 cells. Cells were treated with various 

concentrations of hexapeptide for 72 h. Arbutin was used as a positive control. (B)(C) Effects of hexapeptide on the expression of 

melanogenesis-related proteins in B16F10 cells. Cells were treated with various concentrations of hexapeptide for 72 h with or without

α-MSH. Arbutin was used as a positive control. (D) Effects of hexapeptide on the phosphorylation of CREB and ERK in α-MSH 

stimulated B16F10 cells. Cells were treated with various concentrations of hexapeptide for 30 m. Arbutin was used as a positive 

control. The results were expressed as the mean ± SD from the three independent experiments. 
*

p < 0.05.
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Figure 5. (Continued)
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주어지지 않은 상황에서도 헥사펩타이드 처리에 의해 

MITF, tyrosinase, TYRP1 단백질 수준이 대조군에 비해 

감소되는 결과를 확인할 수 있었다(Figure 5C).

추가적으로 MITF의 유전자 발현 및 단백질 수준 저해

에 대한 기전 분석을 위해, MITF promoter에 결합하여 발

현을 증가시키는 전사인자 중 하나로 알려진 CREB의 인

산화 수준을 관찰 하였고 MITF 단백질의 인산화에 따른 

프로테아좀 분해를 유도하는 것으로 알려진 ERK의 인산

화 수준을 확인 하였다. B16F10 세포에 α-MSH를 처리한 

음성대조군의 경우 MC1R 시그널 활성에 따라 p-CREB 

수준이 증가되었고 동시에 50, 100, 200 μM 농도로 헥사

펩타이드를 처리한 처리군에서는 CREB 인산화 저해가 

관찰 되었다. 또한 ERK의 경우 음성대조군에 비해 헥사

펩타이드 처리군에서 인산화 수준 증가가 관찰 되었다

(Figure 5D).

이를 통해 헥사펩타이드가 CREB 인산화 저해를 통한 

MITF 유전자 발현 감소 및 ERK 인산화 증가를 통한 

MITF 단백질 분해 촉진을 유도하며 이에 따라 MITF 활

성 저해를 가져와 멜라닌 생성 관련 주요 효소들의 발현

을 억제하는 것임을 확인할 수 있었다. 

3.6. 멜라노좀 이동 관련 인자들의 발현 억제 실험

헥사펩타이드가 MITF 조절을 통한 멜라닌 생성 억제 

효과를 나타냄에 따라 멜라노좀 성숙 과정에서 보이는 

세포 내 이동에도 영향을 주는지 확인하기 위해 B16F10 

세포에 10, 50, 100, 200 μM 농도로 헥사펩타이드를 처

리하여 이동 단백질 복합체 구성 인자의 발현 및 세포 

내 수준의 변화를  관찰 하였다. 그 결과 α-MSH에 의해 

증가된 RAB27A, MLPH, MYO5A 유전자의 mRNA 발현

이 유의한 수준으로 감소되는 것을 관찰할 수 있었으며

(Figure 6A), Rab27A, melanophilin 단백질의 수준도 유의

한 감소를 나타내었다(Figure 6B). 또한 α-MSH 유도 조건

A

Figure 6. Inhibitory effect of hexapeptide on the expression of melanosome transport-related genes and proteins in B16F10 cells. (A) 

Effects of hexapeptide on the expression of melanosome transport-related genes in α-MSH stimulated B16F10 cells. Cells were treated

with various concentrations of hexapeptide for 72 h. Arbutin was used as a positive control. (B)(C) Effects of hexapeptide on the 

expression of melanosome transport-related proteins in B16F10 cells. Cells were treated with various concentrations of hexapeptide for

72 h with or without α-MSH. Arbutin was used as a positive control. The results were expressed as the mean ± SD from the three 

independent experiments. 
*

p < 0.05.
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Figure 6. (Continued)

이 주어지지 않은 상황에서도 헥사펩타이드 처리에 의해 

Rab27A, melanophilin 단백질 수준이 대조군에 비해 감소

되는 결과를 확인할 수 있었다(Figure 6C). 이를 통해 헥

사펩타이드가 MITF 활성 저해를 통해 멜라노좀의 세포 

내 이동 관련 인자들의 발현을 억제하여, 멜라닌 생성과 

이동이라는 전반적인 멜라노좀 성숙 과정을 저해할 수 

있음을 확인할 수 있었다. 

4. 결  론

본 연구에서는 6 개의 아미노산으로 이루어진 헥사펩

타이드의 미백 활성을 확인 해 보았다. 본 연구의 헥사펩

타이드는 멜라닌세포에서 유의한 수준의 멜라닌 생성 억

제 및 tyrosinase 활성 억제 기능을 보였으며, 이는 

tyrosinase TYRP1 및 이들의 전사인자인 MITF의 유전자 

발현과 단백질 수준 저해를 통한 작용임을 확인할 수 있

었다. MITF 활성 조절과 관련된 추가 기전 연구를 진행 

한 결과 MITF promoter에 작용하는 전사인자 중 하나인 

CREB의 인산화가 헥사펩타이드 처리에 의해 감소를 보

였으며 MITF 인산화에 따른 프로테아좀 분해를 유도하

는 것으로 알려진 ERK의 인산화 수준이 헥사펩타이드 

처리에 의해 증가됨을 관찰할 수 있었다. 따라서 본 연구

의 헥사펩타이드는 MITF 유전자 발현 억제 및 단백질 분

해 촉진을 통해, MITF 하위 유전자들인 tyrosinase, 
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TYRP1 발현을 저해하고 결과적으로 멜라닌 합성을 저해

하는 것으로 보여진다. 또한, 멜라닌 세포 내에서 멜라노

좀이 수지상 돌기 끝으로 이동되는 과정에 관여하는 

Rab27A / melanophilin / myosinVa 복합체의 발현도 농도 

의존적으로 저해시켜 전반적인 멜라노좀 성숙 저해 효과

를 나타내는 것으로 보인다. 추가적으로 헥사펩타이드 구

조 분석을 통해 멜라닌 생성 관련 인자들과의 상호작용 

가능성을 예측해 볼 계획이며, 펩타이드 안정성 및 경피 

투과를 높이기 위한 연구도 진행 예정이다. 이를 통해 다

양한 미백 기전에 대한 효능을 보이는 신규 헥사펩타이드

를 유효한 미백 소재로서 활용 가능할 것으로 기대된다.
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