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Abstract In this study, liquid culture of Tricholoma matsutake mycelia was performed via biomass production, and its
inhibitory effects on melanin biosynthesis were evaluated. The Tricholoma matsutake mycelia extract inhibited 38.6% of
tyrosinase activity at 100 ppm, which is higher than that of extracelluar medium at same dose. In addition, when 100 ppm
of Tricholoma matsutake mycelia extract was treated to melan-a cells for 3 days, 19% of melanin production was reduced
without cell toxicity. These results suggested that cultured Tricholoma matsutake mycelia might be useful as a skin
depigmenting material.
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서 론

사람의 피부에서는 자외선 조사 등에 의한 피부손상에 대항하

는 방어수단으로 표피의 기저층에 주로 존재하는 melanocyte에서

멜라닌 생합성이 촉진된다(1,2). 멜라닌은 피부를 보호하는 역할

을 하나 이의 과생성은 기미, 주근깨, 검은반점 등의 피부질환을

일으킨다. 멜라닌 생합성에 관여하는 주요효소는 tyrosinase이며

이밖에 tyrosinase-related protein 1(TRP-1)과 dopachrome tau-

tomerase(TRP-2)가 있다(3-5). 따라서 tyrosinase 활성 억제제를 찾

는 연구는 피부 색소 저해제의 개발에 있어서 중요한 부분을 차

지하고 있다(6,7). 현재까지 피부색소 저해제로 kojic acid, vitamin

유도체, arbutin 등이 개발 되어졌으나 부작용 및 안정성 등의 문

제로 인해 최근에는 이의 대체 소재로써 천연자원을 이용한 피

부색소 억제소재에 대한 연구가 활발히 진행되고 있다.

송이버섯은 한국, 일본, 중국 등지의 소나무 숲에서 발생하며

담자균아문(Basidomycotina), 송이과(Tricholomataceae)에 속한다.

송이버섯은 독특한 향과 뛰어난 맛으로 인해 최고급의 버섯으로

취급되고 있으며 항암활성, 면역강화, 항산화 활성을 나타낸다고

보고된 바 있으나 아직까지 인공재배가 불가능하여 생산량이 절

대적으로 부족한 실정으로 이를 대량생산하기 위한 배양방법에

대한 연구가 진행되고 있다(8-16). 또한 최근에는 송이버섯균사

배양액이 tyrosinase 억제활성을 나타낸다는 보고가 있었으나(17)

아직까지 균사체 및 melanocyte에 대한 효과를 검정한 연구보고

는 없었다. 따라서 본 연구에서는 송이버섯 균사체를 액체배양하

여 대량생산하고 melanocyte에서의 세포생존율 및 멜라닌 생성량

에 미치는 영향을 측정하여 피부미백소재로써의 활용가능성을 확

인하고자 하였다.

재료 및 방법

실험시약

Tyrosinase, L-dopa, phobol 12-myristate 13-acetate(TPA), kojic

acid 는 Sigma-Aldrich(St. Louis, MO, USA)에서 구입하여 사용하

였고 fetal bovine serum(FBS), RPMI 1640, penicillin-streptomy-

cin(PS)는 Gibco BRL(Gland Island, NY, USA)에서 구입하여 사

용하였다.

송이균사체 배양

송이버섯 균사체를 액체배양하기 위해, 양양군 농업기술센터에

서 분리하여 보관중인 송이버섯 균주를 PDA 평판배지(Potato 200

g/L, dextrose 20 g/L, and agar 20 g/L)에 배양한 후 5 mm cork

borer로 잘라 TMM 배지(20 g/L glucose, 1.5 g/L yeast extract,

and 1.5 g/L soybean flour)에 접종하여 25oC의 배양실에서 120일

간 배양하였다(산소공급속도 1.5 L/min). 배양액 300 mL을 8 L의

송이버섯 종균 배양용 액체배지(160 g/L glucose, 12 g/L yeast

extract, and 12 g/L soybean flour)에 접종하고, 25oC의 배양실에서

60일간 배양하여 백색 구슬형태의 송이균사체를 얻었다(Fig. 1).

시료추출

송이 균사체 배양물을 균사체와 배양액으로 나누어 실험을 진

행하였다. 균사체 100 g을 파쇄 후 1 L의 80% 에탄올을 가하여
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1시간씩 3회 반복하여 교반 추출하고 얻어진 상등액을 여과지로

여과하여 감압농축기로 완전농축하여 4.2 g의 균사체 추출물을 얻

었다. 또한 배양액 1 kg을 여과지로 여과 후 감압농축기로 완전

농축하여 28.6 g의 배양액 농축물을 제조하였다.

세포 배양

Melan-a cell은 10% FBS와 200 nM TPA가 함유된 RPMI

1640 배지에서 배양시켰다. 약 5×105개의 세포가 포함된 세포현

탁액을 24 well plate에 접종 후 37oC, 5% CO2 조건에서 24시간

배양하였다. Well 당 990 µL의 배지를 매일 갈아주면서 10 µL의

검색시료를 3일간 처리한 후 24시간 더 배양하였다(18).

세포생존율 측정

각 well의 배지를 제거한 후 0.1% crystal violet 용액을 200

µL씩 첨가하였다. 5분간 상온에서 배양한 후 증류수로 세척하고

에탄올 1 mL를 첨가하여 10분간 shaking하였다. 590 nm에서 흡광

도를 측정하여 세포생존율을 측정하였다.

멜라닌 생성량 측정

각 well의 배지를 제거한 후 증류수로 세척하고 1 N NaOH

1mL를 가하였다. 30분간 shaking하여 멜라닌을 녹인 후 400 nm

에서 흡광도를 측정하여 멜라닌의 양을 측정하였다.

Melan-a 세포로부터 Tyrosinase의 추출

Melan-a 세포를 각 culture dish에 가득 배양한 후, 배지를 제거

하고 PBS로 세척하였다. 각 dish 에 lysis buffer(67 mM sodium

phosphate buffer, 1% Triton X-100, 0.1 mM phenylmethyl sulfo-

nylfluoride)를 100mL 첨가하고 세포를 모아 ultrasonication하였다.

이를 1시간 동안 방치한 후 12,500 rpm에서 20분간 원심분리 하

여 얻어진 상층액을 단백질 정량하여 효소용액으로 사용하였다(19).

Tyrosinase 활성 억제도 측정

PBS에 녹인 8 mM L-dopa 120 µL에 검색시료 40 µL를 혼합한

후 125 U mushroom tyrosinase 혹은 melan-a 효소용액(단백질 함

량 50 mg/mL) 40 µL를 가하여 37oC에서 20분간 반응시킨 후 생

성된 dopachrome의 양을 492 nm에서의 흡광도를 측정하여 tyro-

sinase 억제활성을 계산하였다(20).

통계분석

모든 실험결과는 3회 반복실험하여 평균과 표준편차를 구하여

표시하였고 유의성검정은 Student’s t-test를 이용하여 수행하였다.

결과 및 고찰

추출물제조

물과 에탄올 20/80 혼합용매를 사용하여 교반추출 후 감압농축

하여 송이버섯 균사체 추출물을 제조하였고 배양액은 그대로 감

압농축하였다. 제조된 송이 균사체의 추출수율은 4.2%(w/w), 배양

액의 농축 후 수율은 2.9%로 나타나 송이균사체의 수율이 높았다.

Tyrosinase 활성억제효과

송이균사체 추출물과 배양액 농축물의 tyrosinase 억제도를 측

정한 결과 두 시료 모두 농도 의존적인 억제활성을 나타내었으

나 송이균사체 추출물의 억제활성이 배양액 농축물에 비하여 월

등히 높았다. 송이균사체 추출물은 100 ppm에서 38.6%의 mush-

room tyrosinase 활성을 억제시켰으며 이는 기존의 미백활성물질

인 kojic acid 보다는 낮으나 arbutin에 비하여 높아 정제되지 않

은 천연추출물임을 감안할 때 뛰어난 tyrosinase 억제활성을 나타

냄을 확인하였다(Fig. 2). 또한 melan-a crude tyrosinase 억제활성

측정 결과 역시 송이균사체 추출물이 배양액 농축물에 비하여 높

은 억제도를 나타내었다. 한편 Woo와 Yang(17)이 액체배양된 송

이버섯 균사 배양액이 높은 tyrosinase 억제활성을 나타낸다고 보

고한 바 에 비하여 본 연구에서 균사체 추출물의 tyrosinase 억제

활성이 배양액에 비하여 월등히 높게 나타난 것은 기존 연구에

서 균사체를 100oC(열수추출) 및 80oC(에탄올추출)에서 추출한 것

에 비해 상온에서 추출하여 균사체에 함유된 활성성분의 변화가

적었기 때문으로 추측된다.

Fig. 1. Photograph of cultured Tricholoma matsutake mycelia.

Scale bar represents 1 cm.

Fig. 2. Inhibitory effects of cultured Tricholoma matsutake

mycelia on tyrosinase. (A) mushroom tyrosinase and (B) melan-a
crude tyrosinase. The data were obtained from triplicate experiments
(mean±SD). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs. control
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Melan-a 세포에서의 멜라닌 생성 억제 효과

마우스 유래의 멜라닌 생성 세포인 melan-a 세포에 송이균사

체 추출물과 배양액 농축물을 1, 10 및 100 ppm의 농도로 3일간

처리시 두 시료 모두 유의적인 세포사멸이 나타나지 않아 세포

독성이 낮음을 확인 할 수 있었다. 동시에 송이 배양액 농축물은

멜라닌 억제활성을 나타내지 못하였으나 송이균사체 추출물은

100 ppm에서 세포생존율 대비 19%의 멜라닌 억제활성을 보였고

이는 기존 미백활성물질인 알부틴의 28.3% 보다는 낮았으나 정

제되지 않은 천연 추출물로써 우수한 멜라닌 억제작용을 나타내

었다고 판단된다(Table 1). 이러한 결과는 균사체 추출물이 배양

액에 비하여 높은 tyrosinase 억제활성을 나타낸 결과와 일치하는

경향을 나타내었고 따라서 송이 균사체 추출물의 멜라닌 생성억

제효과는 tyrosinase 활성억제효과가 하나의 주요한 원인으로 판

단된다. 향후 연구에서는 송이 균사체 추출물이 melan-a 세포내

tyrosinase 단백질 발현량에 미치는 영향을 측정하여 추가적인 기

전을 규명하고 in vivo 상의 피부색소조절 활성을 검정하고자 한다.

요 약

액체배양한 송이버섯 균사체와 배양액의 tyrosianse 억제활성과

melanocyte에서의 세포독성 및 멜라닌 생성억제효과를 검정한 결

과 배양액 농축물은 큰 효과가 없었으나 송이버섯 균사체 추출

물은 100 ppm에서 38.6%의 tyrosianse 억제활성을 나타내었을 뿐

만 아니라 melan-a 세포에서 세포독성 없이 세포생존율 대비 19%

의 멜라닌 생성량을 감소시켰다. 따라서 배양된 송이버섯균사체

는 피부색소조절을 위한 소재로써 사용되어질 수 있는 큰 가능

성을 가지고 있다고 판단된다.
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Table 1. Effect on cell viability and melanin contents in melan-a

cells

Samples
Concentrations

(ppm)
Cell viability1)

(%)
Melanin contents1)

(%)

Mycelia

1 99.9±4.1 94.7±5.1

10 98.9±3.3 92.6±3.9

100 93.3±3.1 74.3±4.4

Extracelluar 
medium

1 100.2±4.10 96.0±4.5

10 97.9±3.2 95.9±2.9

100 92.5±3.4 87.9±5.0

Arbutin

1 104.4±2.60 94.0±5.5

10 102.8±3.30 89.3±1.4

100 99.4±4.7 71.1±2.0

Kojic acid

1 99.4±2.8 97.3±2.9

10 98.5±2.5 94.1±1.8

100 90.4±3.5 84.7±4.6

The data were obtained from triplicate experiments (mean±SD).
1)Cell viability and melanin contents of vehicle group were set to
100%.
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