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서 론

비만은 에너지 섭취와 소비 사이의 불균형으로 인

한 비정상적이거나 과도한 지방의 축적이 발병의 원

인이다[1,2]. 비만은 대사 증후군, 제2형 당뇨병, 고 

콜레스테롤 혈증, 다양한 혈관성 질환 등 여러 장기

에 합병증을 유발할 수 있는 위험 인자이며, 전 세계

적으로 비만의 유병률이 높아지고 있는 추세이다
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3T3-L1 및 B16F10 세포에서 청각 메탄올 추출물에 의한 지방 세포 
분화 및 멜라닌 생성의 억제 효과
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Abstract Codium fragile (Suringar) Hariot, a green alga of the Codiales family, has been reported 
to have several bioactive properties, including antioxidant and anti-inflammatory properties. 
However, its antiobesity and whitening effects and their underlying mechanisms are unclear. This 
study aimed to evaluate the antiobesity and melanogenesis inhibitory effects of C. fragile using 
methanol extracts of C. fragile (MECF). The results of this study revealed that MECF inhibited 
the accumulation of lipid droplets and triacylglycerol in differentiated 3T3-L1 adipocytes, which 
was associated with the inhibition of the expression of adipogenesis-related transcription factors, 
such as peroxisome proliferator-activated receptor γ, CCAAT/enhancer-binding protein-α 
(C/EBPα), and C/EBPβ, which function as the key regulators of adipogenesis. Also, MECF 
reduced tyrosinase activity and melanin content in B16F10 cells as well as the expression of 
tyrosinase, tyrosinase-related protein-1 (TRP-1), TRP-2, and microphthalmia-related transcription 
factor in the presence of α-melanocyte-stimulating hormone. Taken together, our findings suggest 
that the extract of C. fragile could be considered a promising functional ingredient for the pre-
vention and treatment of obesity and skin pigmentation in the food and cosmetic industry.

Keywords : Codium fragile, 3T3-L1 adipocytes, anti-obesity, B16F10 melanocytes, 
anti-melanogenesis
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[3,4]. 현재 비만의 치료에 널리 처방되고 있는 대표

적인 항비만제가 orlistat와 sibutramine이다[5,6]. 
Orlistat는 췌장이나 다른 소화계에서 생성되는 lipase
의 억제제로서 장에서의 지질 흡수를 차단하여 지질 

대사를 억제하고 지질 축적을 감소시킨다[7]. 반면 

sibutramine은 serotonin과 norepinephrine 흡수를 억제

하여 식욕을 저하시켜 지질 저장 및 합성을 억제함

으로서 체중의 감소를 유도한다[8,9]. 그러나 이들 

항비만제는 지방변을 포함한 불쾌감과 간 기능의 저

해를 포함한 다양한 부작용을 동반한다[6,9]. 특히 

sibutramine은 장기간 사용 시 심근 경색 및 뇌졸중을 

포함한 심각한 심혈관 질환을 유발할 수 있다[10]. 
따라서 부작용을 유발하지 않고 효율적인 비만의 예

방과 치료를 위한 새로운 식의약 자원의 발굴이 요

구된다.
한편, 인간의 피부색은 멜라닌(melanin)의 양과 이

들이 피부에 분산되는 정도에 따라 다르며 햇빛 노

출 정도와 환경의 영향도 받는다[11,12]. 멜라닌은 

동물과 식물에서 발견되는 고분자량 화합물이며 인

간의 눈, 피부 및 머리 색깔을 결정하는 중요한 색소

이다. 멜라닌은 유해한 자외선으로부터 피부를 보호

할 수도 있지만, 과도한 멜라닌 생성은 색소 침착을 

포함한 미용 및 건강상의 문제를 유발할 수 있다

[13,14]. 최근, 과도한 멜라닌 생성으로 인한 문제를 

해결하기 위해 많은 의료 및 화장품 산업에서 ty-
rosinase 활성 억제제에 초점을 맞추고 있다[15,16]. 
그러나 현재 사용되고 있는 arbutin, kojic acid, hydro-
quinone, ascorbic acid를 포함한 다양한 피부 미백제

는 피부에 잘 침투하지 못하며 장기간 사용시 피부 

자극, 염증, 가려움, 색소 침착과 같은 부작용이 발생

할 수 있다[17,18]. 따라서 인체 피부의 과도한 색소 

침착을 부작용없이 안전하게 예방하고 치료할 수 있

는 효과적인 미백제 발굴이 요구되고 있다.
최근 다양한 생리 활성 성분이 포함된 해조류는 

잠재적인 식의약 소재의 주요 공급원으로 많은 주목

을 받고 있다. 그동안 축적된 연구들에 의하면 해조

류는 항산화, 항염증, 항암, 항비만 및 미백 효능과 

같은 유익한 생물학적 활성을 가지고 있음을 알 수 

있다[19-22]. 해조류 중, 청각(Codium fragile 
(Suringar) Hariot)은 식용 녹조류의 일종(Codiales 
family)으로 아시아, 유럽 및 오세아니아의 해안 지

역에 널리 분포하며, 우리나라에서는 전통적으로 장

염, 수종, 배뇨 장애 등의 치료 등을 위해서도 사용되

어 왔다[23]. 최근 연구에 의하면 청각 추출물 또는 

대사산물은 항산화, 항염증, 면역 조절 등을 포함한 

다양한 생리활성을 가지고 있는 것으로 밝혀지고 있

다[24-28]. 비록 Kolsi et al. [29]에 의하여 청각 유래 

황화 다당류가 항산화 활성과 연계된 지질 생성 저

하 효과를 가진다는 보고는 있었지만, 지방 세포의 

분화를 억제할 수 있는지에 대한 연구와 미백 효능

에 관한 구체적인 기전 연구는 이루어진 바 없다. 
따라서 본 연구에서는 대표적인 in vitro 항비만 및 

미백 효능 평가 모델을 이용하여 청각 추출물의 비

만세포 분화 억제 및 멜라닌 생성 억제 효과를 평가

하였다.

재료 및 방법

1. 시료 준비
본 연구에 사용된 청각 메탄올 추출물(methanol 

extracts of C. fragile, MECF)은 제주테크노파크(Jeju 
Technopark) 내 제주생물자원지원센터의 유용생물

자원추출물은행(Jeju Bio-Resource Extract Bank, Jeju, 
Korea)에서 제공받았다[28]. MECF를 세포에 처리하

기 위하여 dimethyl sulfoxide (DMSO, Sigma-Aldrich 
Chemical Co. St. Louis, MO, USA)에 녹여 1 mg/ml의 

stock solution으로 제조 후, 세포 배양 배지에 적정 

농도로 처리하였다. 

2. 세포 배양
본 연구에서 사용된 3T3-L1 (mouse preadipocytes) 

및 B16F10 (mouse melanoma) 세포는 American Type 
Culture Collection (Manassas, VA, USA)에서 분양받

았다. 3T3-L1 및 B16F10 세포는 10% bovine calf se-
rum 및 10% fetal bovine serum (FBS)과 1% antibiotics 
(penicillin/streptomycin)이 포함된 Dulbecco's 
Modified Eagle’s Medium (DMEM, Thermo Fisher 
Scientific)를 사용하여 37℃, 5% CO₂조건 하에서 

각각 배양하였으며, 세포 배양에 필요한 재료들은 

Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)에서 구

입하였다. 
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3. 세포 생존율 측정
MECF가 3T3-L1 및 B16F10 세포의 증식에 미치는 

영향을 조사하기 위하여 24 well plate에 2×104 
cells/well로 분주하여 24시간 동안 배양 후, 적정 농

도의 MECF를 처리하여 72시간 동안 배양하였다. 처
리 후, 배지를 제거하고 0.5 mg/mL의 3-(4,5- dime-
thylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide 
(MTT, Sigma–Aldrich Chemical Co.) 용액을 각 well 
첨가하여 암 하에서 반응시켰다. 3시간 후, MTT 시
약을 제거하고 DMSO를 첨가하여 well에 형성된 

formazan 침전물을 용해시키고 96 well plate에 옮긴 

후 enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) read-
er (VERSA Max, Molecular Device Co., Sunnyvale, 
CA, USA)를 이용하여 540 nm에서 흡광도를 측정하

였다.

4. 3T3-L1 세포의 분화 유도 및 세포 형태 관찰
전 지방 세포인 3T3-L1 세포를 지방 세포로 분화

를 유도하기 위하여 confluence 상태까지 배양한 후, 
10% FBS 및 1%의 antibiotics가 포함된 분화 배지를 

사용하여 2일간 더 배양한 후 10 μg/ml insulin, 0.1 
μM dexamethasone 및 0.5 mM isobutylmethylxanthine 
(Sigma–Aldrich Chemical Co.)가 포함된 분화 배지

(MDI 분화 배지)로 교환하여 2일간 배양하였으며, 
그 후 2일 마다 insulin이 포함된 분화 배지로 교환하

였다. 3T3-L1 세포의 분화 유도에 미치는 MECF의 

영향을 조사하기 하기 위하여 MDI 및 insulin이 포함

된 배지로 교환할 때 적정 농도의 MECF를 처리하였

으며, 지방 세포로의 분화 정도를 도립현미경

(inverted microscope, Carl Zeiss, Oberkochen, 
Germany) 하에서 관찰하였다. 

5. Oil Red O 염색 및 지질 함량 측정
3T3-L1 세포 내 지질 형성의 정도를 평가하기 위

하여 Oil Red O 염색을 실시하였다. 이를 위하여 다

양한 조건에서 배양된 3T3-L1 세포를 phos-
phate-buered saline (PBS)로 세척 후, 10% formalin 
(Sigma–Aldrich Chemical Co.)으로 15분 동안 고정

하였다. 고정된 세포를 60% isopropanol (Sigma–
Aldrich Chemical Co.)을 이용하여 세척한 후, Oil Red 
O 용액(Sigma–Aldrich Chemical Co.)을 처리하여 실

온에서 20분 동안 염색하였다. 염색 후 Oil Red O 

용액을 제거하고 증류수로 세척한 후 지질 방울

(lipid droplet) 형성의 정도를 도립현미경을 이용하여 

관찰하였다. Oil Red O 염색된 3T3-L1 세포에서 세

포 내 형성된 지질(triglyceride)을 정량적으로 비교하

기 위해 염색된 지질 방울을 isopropanol로 30분 동안 

용해시키고 추출된 염료를 96 well plate로 옮겼다. 
ELISA reader로 500 nm에서 흡광도를 측정한 후, 분
화된 지방 세포의 흡광도를 100% 상대 지질 함량으

로 설정하여 실험군에 따른 지질 함량 정도를 비교

하였다.

6. Reverse transcription-polymerase chain re-
action (RT-PCR)에 의한 mRNA 발현 분석

3T3-L1 세포에서 지방 세포 분화에 관여하는 유전

자들의 발현 변화를 전사 수준에서 조사하기 위하여 

RT-PCR을 실시하였다. 이를 위하여 다양한 조건에

서 배양된 3T3-L1 세포에서 TRIzol reagent 
(Invitrogen Co., Carlsbad, CA, USA)를 이용하여 총 

RNA를 분리하였다. RNA를 정량 후, 대상 유전자의 

primer를 ONE-STEP RT-PCR PreMix Kit (Intron, 
Seoul, Korea)와 Mastercycler gradient (Eppendorf, 
Hamburg, Germany)를 이용하여 증폭하였다. 각 PCR 
산물들의 양적 차이를 조사하기 위하여 1.5% agar-
ose gel을 이용하여 전기영동으로 분리 후 ethidium 
bromide (Sigma-Aldrich Chemical Co.)로 염색 후 ultra 
violet 하에서 관찰하였다. RT-PCR에 대한 internal 
control로는 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogen-
ase (GAPDH)를 사용하였다. 본 연구에 사용된 pri-
mer 염기서열은 Table 1에 제시하였다(PPARγ, per-
oxisome proliferator-activated receptor; C/EBP, 
CCAAT/enhancer binding protein).

Table 1. The primer sequence is used for RT-PCR
Gene Forward Primer Reverse Primer

PPARγ
TTTTCAAGGGTGC

CAGTTTC
AATCCTTGGCCCT

CTGAGAT

C/EBPα
TTACAACAGGCC

AGGTTTCC
GGCTGGCGACAT

ACAGTACA

C/EBPβ
CCTTTAAATCCAT

GGAAGTGG
GGGCTGAAGTCG

ATGGC

GAPDH CATGAGAAGTAT
GACAACAGCCT

AGTCCTTCCACGA
TACCAAAGT
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7. Western blot 분석에 의한 단백질 발현 분석
3T3-L1 세포와 B16F10 세포에서 지방 세포 분화 

및 멜라닌 생성억제에 관여하는 유전자들의 발현 변

화를 번역 수준에서 조사하기 위하여 Western blot 
분석을 실시하였다. 이를 위하여 다양한 조건에서 

배양된 세포에 적당량의 lysis buffer (25 mM Tris-Cl 
(pH 7.5), 250 mM NaCl, 5 mM ethylenediaminetetra-
acetic acid, 1% nonidet p-40, 1 mM phenyme-
thylsulfonyl fluoride 및 5 mM dithiothreitol)를 첨가하

여 1시간 동안 4℃에서 반응시킨 후, 총 단백질을 

분리하였다. 분리된 상층액의 단백질 농도를 

Bio-Rad 단백질 정량 시약(Bio-Rad, Hercules, CA, 
USA)을 사용하여 정량한 다음 동량의 단백질을 so-
dium dodecyl sulphate (SDS)-polyacrylamide gel을 이

용하여 전기영동으로 분리하고 분리된 단백질을 

polyvinylidene fluoride membrane (Millipore, Bedford, 
MA, USA)으로 전이시켰다. 단백질이 전이된 mem-
brane에 분석 대상 1차 항체를 처리하여 12시간 이상 

4℃에서 반응시킨 다음 1차 항체에 대한 2차 항체를 

처리하여 1시간 이상 상온에서 반응시켰다. 반응이 

끝난 후 암실에서 enhanced chemiluminoesence (ECL) 
용액(Thermo Fisher Scientific)을 적용시킨 다음 

Fusion FX Image system (Vilber Lourmat, Torcy, 
France)을 이용하여 해당 단백질의 발현 정도를 비교

하였다. Western blot 분석에 대한 internal control로는 

β-actin을 사용하였다. 본 연구에 사용된 PPARγ 

(2430s; 1:1,000), C/EBPα (2295s; 1:1,000) 및 C/EBPβ 

(3087s; 1:1,000)에 대한 1차 항체는 Cell Signaling 
Technology, Inc. (Danvers, MA, USA)에서 구입하였

으며, tyrosinase (sc-20035; 1:1,000), tyrosinase-related 
protein (TRP)-1 (sc-133076; 1:1,000), TRP-2 
(sc-74439; 1:1,000), microphthalmia-associated tran-
scription factor (MITF, sc-52938; 1:500) 및 β-actin에 

대한 1차 항체는 Santa Cruz Biotechnology, Inc. 
(Santa Cruz, CA, USA)에서 구입하였다. 2차 항체인 

horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit im-
munoglobulin G (IgG, sc-2004; 1:1,000), anti-mouse 
IgG (sc-2005; 1:1,500) 및 anti-goat IgG (sc-2350; 
1:1,500)는 Santa Cruz Biotechnology, Inc.에서 구입하

였다.

8. B16F10 세포에서 멜라닌 생성량 측정

B16F10 세포 내에 생성된 멜라닌의 함량 측정을 

위하여 B16F10 세포에 100 nM의 α-melanocyte stim-
ulating hormone (α-MSH, Sigma-Aldrich Chemical 
Co.)을 처리하여 멜라닌의 생합성을 유도하였다. 24
시간 후, 세포를 PBS로 세척하고 다양한 농도의 

MECF가 함유된 배지로 교환하여 72시간 동안 배양

하였다. 10% DMSO가 함유된 1 N의 NaOH 용액을 

well에 첨가하고 1시간 동안 80oC의 water bath에서 

1시간 반응시켜 세포 내의 멜리닌을 용해시킨 후 

ELISA reader를 이용하여 405 nm에서 흡광도를 측

정하여 멜라닌 함량을 평가하였다. 

9. B16F10 세포에서 tyrosinase 활성 측정
상기와 동일 조건에서 배양된 B16F10 세포를 PBS

로 수세 후, Thermo Fisher Scientific에서 구입한 

RIPA Lysis and Extraction Buffer를 이용하여 제조사

의 지침에 따라 세포를 용해시켰다. 20 μl의 세포 용

해물에 0.1 M sodium phosphate buffer (pH 7.0)에 녹

인 2 mg/ml의 L-3,4-dihydroxyphenylalanine (Sigma- 
Aldrich Chemical Co.) 80 μl를 혼합한 후 37oC에서 

2시간 동안 반응시키고 ELISA reader를 이용하여 

490 nm에서 흡광도를 측정하여 tyrosinase 활성을 평

가하였다.

10. 통계 분석
실험 결과의 유의성 분석을 위하여 GraphPad 

Prism 5.03 소프트웨어(GraphPad Software, Inc., La 
Jolla, CA, USA)을 사용하였다. 모든 실험은 3번의 

독립적인 실험을 통한 평균 ± 표준 편차(standard er-
rors, SD)로 표시하였고, one-way analysis of variance
에 이어 Tukey’s post hoc 테스트로 분석하여 0.05 
미만의 값은 통계적으로 유의한 것으로 간주하였다.

결과 및 고찰

1. 3T3-L1 세포의 증식에 미치는 MECF의 영향
MECF에 의한 지방 세포의 분화억제 효능 검증을 

위한 실험 조건의 설정을 위하여 3T3-L1 세포의 증

식에 미치는 MECF의 영향을 먼저 조사하였다. 
Figure 1에 나타낸 MTT 분석의 결과에 의하면, 400 
μg/ml 처리군까지는 대조군과 유사한 세포 생존력

을 보였으며, 600 μg/ml 이상 처리군부터 처리 농도 
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증가에 따른 세포 생존율의 저하가 관찰되었다. 이 

결과를 바탕으로 400 μg/ml의 MECF 처리군까지는 

3T3-L1 세포에 유의적인 세포 독성이 없는 것으로 

판단되어 이후 실험부터는 MECF의 처리 농도를 

400 μg/ml 이하로 설정하였다.

Figure 1. Effect of MECF on cell viability of 3T3-L1 preadip
ocytes. Cells were seeded in 24-well plates at a density of 
2x104 cells/well and incubated with the indicated concentrati
ons of MECF. After 72 h, cell viability was analyzed by 
an MTT assay. Values are expressed as mean ± SD of triplica
te experiments (*p < 0.05 indicates a significant difference 
compared to the control group).

2. 3T3-L1 세포에서 지질 방울 및 지질의 형성에
미치는 MECF의 영향
전 지방 세포가 지방 세포로의 분화되었다는 가장 

확실한 증거는 세포 내 지질 방울의 형성이며, 이들

은 지방세로의 분화되는 과정에서 생성되는 지질

(triglyceride)과 콜레스테롤 에스테르(cholesterol es-
ter)가 인지질층(phospholipid monolayer)에 둘러싸여 

형성된다[30,31]. 분화된 지방 세포에서 지질 방울의 

형성은 lipoprotein lipase에 의한 지질의 유입과 adi-
pose triglyceride lipase와 hormone sensitive lipase에 

의한 지질의 유출에 의하여 조절되며, 과도한 지질 

방울은 비만 유발뿐만 아니라 제2형 당뇨병, 동맥경

화 및 암 등과 같은 질환의 개시와 진행에도 관여한

다[31,32]. 따라서 지질 방울 형성의 억제는 비만 억

제의 가장 유의적인 지표로 활용될 수 있기 때문에, 
MECF가 지방 생성과정에 미치는 영향을 조사하였

다. Figure 2A에 나타낸 3T3-L1 세포의 형태학적인 

변화 관찰에서 MDI 처리에 의해 분화가 유도된 세

포에서는 분화를 유도하지 않은 대조군에 비하여 지

질 방울의 형성이 매우 증가되어 분화가 적절히 유

도되었음을 알 수 있다. 이를 Oil red O의 염색으로 

재확인하였으며(Figure 2B), MECF가 존재하는 조건

에서는 지질 방울의 형성이 MECF의 처리 농도 의존

적으로 현저하게 감소되었다. 아울러 지질의 함량 

변화를 정량적으로 비교한 결과에서도 MDI 처리로 

분화된 지방 세포에서 증가한 지질의 함량이 MECF
가 전처리된 조건에서 처리 농도의 증가에 따라 유

의적으로 감소되었다(Figure 2C). 이는 지질 방울 형

성의 억제에 의한 결과이며, MECF가 강력한 지방 

세포 분화 억제력을 지니고 있음을 보여주는 결과이

다. 

Figure 2. Effect of MECF on adipogenesis in differentiating 
3T3-L1 cells. The cells were induced to differentiate with 
induction medium in the presence or absence of MECF for 
8 days. (A and B) The morphology of cells before (A) or 
after staining with Oil Red O (B) was photographed with 
an optical microscope and representative images were present
ed. (C) The content of intracellular triglyceride (TG) was 
quantified in 3T3-L1 cells. Values are expressed as mean 
± SD of triplicate experiments (*p < 0.05 indicates a significa
nt difference compared to differentiated cells).

3. 3T3-L1 세포에서 지방 생성 유도 유전자의 발현
에 미치는 MECF의 영향
지방 세포의 분화에 따른 지방 생성은 지방 세포

에서 지방 축적에 중요한 역할을 하는 특정 지방 생

성 유전자의 발현에 의해 엄격하게 조절된다[33,34]. 
그중에서 PPARγ와 C/EBP은 지방 세포 분화와 지방

산 합성의 핵심 조절자 역할을 한다. 이들의 발현이 

증가되면, fatty-acid synthase, adiponectin, leptin 및 

adipocyte protein 2와 같은 지방 세포 특이 마커의 

발현이 향상되어 지방 생성이 촉진된다[35,36]. 
Figure 3에 나타낸 RT-PCR 및 Western blot 분석의 

결과에 의하면, MDI 처리에 의해 분화가 유도된 
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3T3-L1 세포에서는 PPARγ, C/EBPα 및 C/EBPβ의 

발현이 전사 및 번역 수준에서 모두 현저하게 증가

하였음을 알 수 있다. 따라서 MECF에 의한 지방 세

포 분화 억제가 이들 유전자의 발현 감소와 연관성

이 있는지를 조사하였으며, 증가된 이들 유전자의 

발현은 MECF가 존재하는 조건에서는 모두 MECF 
처리 농도 의존적으로 감소되었다. 따라서 MECF는 

지방 세포 분화와 지방 합성 조절에 관여하는 유전

자들의 발현을 억제함으로서 지방 세포로의 분화를 

억제하고 지질의 형성을 차단하였음을 알 수 있다.

Figure 3. Effect of MECF on the expression of transcription 
factors involved in adipogenesis in 3T3-L1 cells. The cells 
were treated with the indicated concentrations of MECF alon
g with differentiation induction medium and allowed to differ
entiatie for 8 days. (A) The cellular RNA was isolated on 
the day 9, and RT-PCR was performed after measurement 
and reverse transcription. (B) Whole cell lysate was isolated 
and analyzed by Western blot analysis with respective antibo
dies. GAPDH and β-actin levels are shown as loading control
s. (C) Bands were quantified using ImageJ and normalized 
to GAPDH and β-actin, and the ratio was determined. Data 
are expressed as the mean ± SD of three independent experim
ents (*p < 0.05 indicates a significant difference compared 
to the control group).

4. B16F10 세포의 증식에 미치는 MECF의 영향
다음은 MECF의 멜라닌 생성 억제 효능 평가를 

위한 실험 조건의 설정을 위하여 3T3-L1 세포에서와 

같이 MTT 분석에 의한 세포 생존력에 미치는 

MECF의 영향을 조사하였다. 동일한 조건에서 배양

된 B16F10 세포에서도 3T3-L1 세포에서처럼 400 μ

g/ml 처리군까지는 세포 생존력에 변화가 없었지만, 
600 μg/ml 이상 처리군에서는 유의적인 세포 생존율

의 저하가 관찰되었다(Figure 4). 따라서 B16F10 세
포에서도 MECF의 효능 평가를 위한 처리 농도를 

세포 독성이 없는 400 μg/ml 이하로 설정하였다.

Figure 4. Effect of MECF on cell viability of B16F10 cells. 
The cells were seeded in 24-well plates at a density of 2x104 
cells/well and incubated with the indicated concentrations of 
MECF. After 72 h, cell viability was analyzed by an MTT 
assay. Values are expressed as mean ± SD of triplicate experi
ments (*p < 0.05 indicates a significant difference compared 
to the control group).

5. B16F10 세포의 멜라닌 합성에 미치는 MECF의
영향
생체 내에서 멜라닌의 합성은 tyrosine으로부터 멜

라닌 생성 효소에 의해 촉매되는 일련의 반응을 통

하여 이루어진다[37,38]. MECF의 미백 효과를 조사

하기 위하여 B16F10 세포에서 α-MSH의 처리에 의

한 멜라닌의 합성에 미치는 MECF의 억제 효과를 

조사하였다. Figure 5의 결과에서 알 수 있듯이, 
MECF가 전치리된 조건에서는 α-MSH 단독 처리된 

세포에 비하여 MECF의 처리 농도가 증가할수록 세

포 내 멜라닌의 함량이 유의적으로 억제되었다. 특
히 400 μg/ml의 MECF가 전처리된 경우, α-MSH에 

의한 멜라닌의 생성을 40% 정도 억제시켰다. 
Tyrosinase는 포유류에서 멜라닌 합성의 핵심 효소 

중 하나로서 tyrosine을 quinone과 indolquinone 화합

물 등과 같은 중간체를 거쳐 멜라닌이 생성되게 한

다[16,17,39]. 따라서 MECF에 의한 멜라닌 생성 억

제가 tyrosinase 활성 저해와 연관성이 있는지를 조사

하였다. 이를 위하여 동일 조건에서 배양된 B16F10 
세포의 tyrosinase 활성을 비교한 결과, MECF 처리 

논도가 증가할수록 α-MSH에 의해 유도된 tyrosinase
의 활성이 유의적으로 억제되었다(Figure 6A). 이러

한 결과는 MECF가 tyrosinase 활성을 억제하여 멜라
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닌 합성을 감소시킬 수 있음을 시사한다.

Figure 5. Anti-melanogenesis effect of MECF on B16-F10 
melanoma cells. The cells were exposed to various concentrat
ions of MECF for 72 h in the presence of 100 nM α-MSH. 
At the end of the treatment, the melanin contents were measur
ed. (A) Images of pellets of B16F10 cells after harvest. (B) 
Determination of relative melanin contents. Data are reported 
as the means ± SD of three independent experiments carried 
out in triplicate (*p < 0.05 indicates a significant difference 
compared to α-MSH-treated cells).

6. B16F10 세포에서 멜라닌 합성 관련 유전자의 발
현에 미치는 MECF의 영향
멜라린 합성에 중요하게 관여하는 유전자는 

TRP-1 및 TRP-2를 포함하는 tyrosinase 계열 단백질

(family protein)이며, MITF는 이들의 발현을 조절하

는 핵심 전사조절인자이다[39,40]. α-MSH는 MITF 
발현을 강력하게 유도하여 tyrosinase, TRP-1 및 

TRP-2 발현을 전사적으로 자극하여 멜라닌 생성을 

증가시킨다[17,41]. 따라서 이상에서 확인된 MECF
의 멜라닌 생성 억제 기전을 밝히기 α-MSH에 의하

여 유도된 이들 유전자의 발현에 미치는 MECF의 

영향을 조사하였다. Figure 6B에 나타난 바와 같이, 
α-MSH로 자극된 B16F10 세포에서 tyrosinase의 단백

질 수준은 α-MSH 단독 처리된 세포에 비해 MECF의 

처리 농도 의존적으로 감소되어 MECF의 tyrosinase 
활성 억제 효과는 이 효소의 발현 감소에 의한 것임

을 알 수 있다. 이와 함께 TRP-1 및 TRP-2의 발현 

또한 억제되었으며, 이는 MITF 발현 감소와 연관성

이 있음을 보여주었다. 이러한 결과는 MECF에 의한 

멜라닌 생성 억제가 MITF의 발현 억제를 통한 ty-
rosinase, TRP-1 및 TRP-2의 발현 차단에 의한 결과

임을 시사한다.

Figure 6. Effect of MECF on the activity of tyrosinase and 
expression of tyrosinase, TRP-1, TRP-2 and MITF in B16F1
0 melanoma cells. The cells were treated with 100 nM α-MS
H in presence or absence of MECF at the indicated concentrat
ions for 72 h. (A) Tyrosinase activity was measured by absor
bance at 490 nm. Data are reported as the means ± SD of 
three independent experiments carried out in triplicate (*p 
< 0.05 indicates a significant difference compared to α-MSH-
treated cells). (B) Whole cell lysate was isolated and analyzed 
by Western blot analysis with respective antibodies. β-actin 
levels are shown as a loading control. (C) Bands were quantif
ied using ImageJ and normalized to β-actin, and the ratio 
was determined. Data are expressed as the mean ± SD of 
three independent experiments (*p < 0.05 indicates a signific
ant difference compared to the control group).

본 연구에서는 청각의 기능성 평가를 위하여 

MECF이 지질 및 멜라닌 합성에 미치는 영향을 조사

하였다. 본 연구의 결과에 의하면 MECF는 3T3-L1 
세포에서 MDI의 자극에 의한 지질의 형성을 유의적

으로 억제하였으며, 이는 PPARγ, C/EBPα 및 C/EBP
β와 같은 지방 세포의 분화에 관여하는 핵심 유전자

들의 발현 억제와 연관성이 있었다. 아울러 MECF는 

B16F10 세포에서 α-MSH 자극에 의한 멜라닌의 생

성을 유의적으로 감소시켰으며, 이는 MITF의 전사 

활성 감소에 의한 tyrosinase, TRP-1 및 TRP-2의 발현 

차단에 의한 것임을 유추할 수 있었다. 비록 본 연구

의 결과가 청각의 항비만 및 미백 효과에 대한 기초 

자료로 활용이 될 수는 있겠지만, 본 연구의 결과를 

바탕으로 이러한 효능과 연계된 세포 내 신호 전달

계의 역할과 비만 및 미백 조절 관련 유전자들의 역

할에 대한 추가적인 연구가 수행되어야 할 것이다.
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결 론

본 연구에서는 녹조류인 청각 메탄올 추출물

(MECF)의 항비만 및 멜라닌 생성 억제 효과를 평가

하였다. 본 연구의 결과에 의하면 MECF는 3T3-L1 
지방 세포에서 TG의 축적을 억제하였으며, 지방 세

포로의 분화 억제는 PPARγ, C/EBPα 및 C/EBPβ와 

같은 지방 형성 관련 전사 인자의 발현 억제와 관련

이 있었다. 또한 MECF는 α-MSH 존재하에서 

B16F10 세포의 tyrosinase 활성 및 melanin 함량을 감

소시켰을 뿐만 아니라 색소침착에 핵심적인 역할을 

하는 tyrosinase, TRP-1, TRP-2 및 MITF의 발현을 감

소시켰다. 따라서 청각 추출물은 비만과 피부 색소 

침착의 예방 및 치료를 위한 유망한 기능성 소재로 

활용될 수 있음을 알 수 있다.
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