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Inhibitory Effect of Belamcandae Rhizoma on the Melanogenesis in 
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  Objective : The present study was designed to assess the potential inhibitory activity of an ethanol extract 

of Belamcandae Rhizoma (EBR) on the alpha-melanocyte stimulating hormone (α-MSH)-induced 

melanogenesis signal pathway in B16F10 melanoma cells. 

  Methods : Several experiments were performed in B16F10 melanoma cells. We studied tyrosinase activity, 

melanin content, cell-free tyrosinase activity and DOPA stain, and performed Western blots and RT-PCR for 

proteins and mRNA involved in melanogenesis.

  Results : α-MSH-induced tyrosinase activity and melanin content were inhibited significantly by EBR. EBR 

markedly suppressed the protein expression level of tyrosinase in B16F10 melanoma cells. On the other 

hand, the expression of tyrosinase-related protein-1 (TRP-1) and -2 (TRP-2; DCT) were not affected by EBR. 

To elucidate the mechanism of the depigmenting property of EBR, we examined the involvement EBR in 

cAMP response element binding (CREB) protein phosphorylation and microphthalmia-associated transcription 

factor (MITF) signalling induced by α-MSH. EBR did not regulate CREB phosphorylation and MITF 

expression by α-MSH. Nevertheless, the mRNA expression of tyrosinase was significantly attenuated by EBR 

treatment without changes in the expression of TRP-1 and -2 mRNA. 

  Conclusion : Our study suggested that EBR inhibits α-MSH-induced melanogenesis by suppressing 

tyrosinase mRNA.

Key words : Belamcandae Rhizoma, melanin, tyrosinase, α-MSH 



교신저자 : 우원홍, 전라북도 익산시 신용동 344-2번지, 원광대학교 

한의학전문대학원 한약자원개학과(Tel : 063-850-5963, 

Fax : 063-850-5195, e-mail : whwoo@wku.ac.kr)

∙접수 2011/03/04  ∙수정 2011/03/29  ∙채택 2011/04/05

한방안이비인후피부과학회지 제24권 제1호(2011년 4월)

26

서  론

  멜라닌은 표피 기저층에 존재하는 멜라닌세포의 

멜라닌소체(melanosome)에서 합성되어 수상돌기를 

통해 표피의 각질화세포(keratinocyte)로 이동되어 

피부의 색을 나타내고, 자외선이나 외부자극으로부

터 피부를 보호하는 긍정적인 기능을 하고 있다. 

그러나 과도한 멜라닌 생성과 비정상적인 분포는 

기미와 주근깨를 형성하거나 노화로 인한 반점 같

은 비정상적인 과색소침착의 원인이 될 수 있다. 

  멜라닌 합성은 tyrosinase에 의해 아미노산의 일

종인 tyrosine이 dopaquinone으로 전환되는 반응

에 의해 시작된다. Dopaquinone은 티올 그룹

(thiol group) 존재 하에서 dopachrome으로 전환

되고, tyrosinase related protein(TRP)-2에 의해 

dopachrome을 5,6-dihydroxyindole-2-carboxylic 

acid로, TRP-1에 의해 indole-5,6-quinone-2- 

carboxylic acid로 전환되는 일련의 반응을 거쳐 

멜라닌이 형성된다1,2)
. 주요한 세포 내 신호전달 

경로는 cyclic monophosphate/protein kinase 

A(cAMP/PKA) 경로로서, cAMP는 PKA, cAMP 

resposive element binding protein 1(CREB1)을 

경유하여 Microphthalmia-associated transcription 

factor(MITF)의 발현을 촉진한다. MITF는 멜라닌 

합성 과정에서 중요한 전사 조절 인자로 

tyrosinase, TRP-1와 TRP-2의 전사를 촉진하는 

것으로 알려져 있다3,4)
.

  cAMP 유도 물질인 α-Melanocyte stimulating 

hormone(α-MSH)은 proopiomelanocortin(POMC)

에서 기인하는 신경 펩티드로 뇌하수체뿐만 아니

라 피부를 포함한 여러 장기에서 생성되며 피부에

서는 각질형성세포, 멜라닌세포, 랑거한스세포, 섬

유아세포 및 내피세포 등에서 생성된다. α-MSH

는 Melanocortin-1 receptor(MC1R)를 통해 세포

내 cAMP를 증가시킨다5)
.

  Tyrosinase의 기능 억제는 비정상적인 멜라닌 

합성을 개선하거나 예방하기 위한 중요한 표적으

로 인식 되고 있다. Tyrosinase는 구리를 포함하고 

있는 당단백질로서 그 기능을 조절하기 위해 경쟁

적․비경쟁적 tyrosinase 활성 억제, tyrosinase의 성

숙과정 방해 및 분해, 안정성의 감소, 전사인자 및 

mRNA 조절 등 많은 접근방법이 제시되고 있다. 

  본 실험에 사용된 사간(Belamcandae Rhizoma)

은 붓꽃과(Iridaceae)의 다년생 초본인 범부채

(Belamcanda chinensis)의　뿌리를 건조한 것으로　

mangiferin, irishflorentin belamcandin, belamcandol 

A, B, tectoridin, tectorigenin, iridin 등의　성분

이　있으며, tectoridin와 tectorigenin은 항암 작용과 

항염 작용이 있음이 보고되었다6,7)
. 선행된 연구에서 

사간 에탄올추출물만 처리하였을 때 tyrosinase 활성

이 증가됨을 보고하였으나8)
, α-MSH에 의한 과색

소침착에 미치는 영향에 관해선 아직 보고되지 않

았다. 본 연구에서는 α-MSH에 의해 멜라닌 합성

이 활성화된 세포에서 사간 에탄올추출물의 미백

효과를 조사하였으며, CREB 및 MITF의 발현에 

미치는 영향을 조사하였다.

재료 및 방법

1. 시료 추출

  실험에 사용된 사간(射干, Belamcandae Rhizoma)

은 한약재시장에서 구입한 것을 원광대학교 한의

학전문대학원의 약재보관 냉동고에 보관하며 사용

하였다. 사간 200 g에 100% 에탄올 2000 ㎖를 

가하고 밀봉하여 24시간 동안 실온에서 진탕하고 

1시간 초음파분쇄기로 처리하였으며, 동일한 과정

을 3회 반복하였다. 이를 거즈로 여과하여 감압농

축하고, 동결건조하여 시료 9.91g(수득률: 4.96%)
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을 얻어 냉동 보관하였다. 시료는 DMSO에 녹여 

사용하였다.

2. 시 약

  Dulbecco's Modified Eagle Medium(DMEM), 

fetal bovine serum(FBS)은 Gibco사(USA) 제품

을, dimethylsulfoxide (DMSO), α-melanocyte 

stimulating hormone(α-MSH), ethylenediamine 

tetraacetic acid(EDTA), phenylmethyl sulfonyl 

fluoride(PMSF), triton X-100, L-3,4- 

dihydroxyphenylalanine(L-DOPA), thiazolyl blue 

tetrazolium bromide는 Sigma사(USA) 제품을,  

protein assay 시약은 Bio-rad사(USA) 제품을 사

용하였고, 3-(4,5-Dimethylithiazol-2-yl)-2,5-diphenyl 

tetrazolium bromide(MTT) 시약은 Sigma사

(USA) 제품을 사용하였다.

3. 세포주 및 세포배양

  실험에 사용한 세포주는 B16/F10 멜라닌 세포

주를 사용하였으며, 5% fetal bovine serum(FBS)

이 첨가된 Dulbecco's Modified Eagle Medium 

(DMEM)을 사용하여 CO2 incubator(37℃, 5% 

CO2)에서 배양하였다.

4. 세포독성 측정

  세포생존율 측정은 Mosmann의 방법9)에 의하여 

실시하였다. 24-well plate에  B16/F10 세포를  

5×10
3 개를 분주하여 24시간동안 배양한 후 사간 

에탄올추출물을 농도별로 처리하고 24시간 배양하

였다. 배양완료 후 0.5 ㎎/㎖ MTT용액을 넣어 3

시간 37℃에서 배양한 다음 상층액을 제거하고 

formazan을 DMSO 1㎖를 넣어 30분간 실온에서 

방치한 후 570 ㎚의 파장에서 ELISA reader로 흡

광도를 측정하여 세포생존율을 측정하였다.

5. Tyrosinase 활성 측정

  세포내 tyrosinase 활성은 Martinez-Esparza 등

의 방법10)으로 측정하였다. B16/F10 세포를 6-well 

배양용기에 8×10
4 

cells/well씩 분주하여 24시간 

동안 배양한 후 사간 에탄올추출물과 α-MSH(100 

nM)을 처리하고 3일간 배양하였다. 배양이 끝난 

세포는 PBS로 세척하고, lysis buffer{5 mM 

EDTA, 0.1 M sodium phosphate buffer(pH 

6.8), 1%(V/V) Triton X-100, 0.1 mM PMSF}로 

세포를 용해하였다. 4℃, 13,000 rpm에서 30분간 

원심분리를 하여 얻은 상층액을 tyrosinase 활성측

정 용액으로 사용하였고, Bradford 법으로 595 

nm에서 흡광도를 측정, 동량의 단백질 양을 계산

하였다. 시료 50 ㎕와 0.1 M sodium phosphate 

buffer 150 ㎕, 0.1%(W/V) L-DOPA 50 ㎕를 분

주하여 혼합한 후 ELISA reader기로 37℃에서 

405 nm의 파장으로 1시간동안 30분 간격으로 흡

광도의 변화를 측정하였다. 활성율은 대조군의 흡

광도를 기준으로 한 백분율로 환산하여 결과로 나

타내었다.

6. 세포내 멜라닌 합량 측정 

  멜라닌 정량은 Hosei 등의 방법11)을 변형하여 

사용하였다. B16/F10 세포를 직경 10 ㎝ 배양용기

에 3×10
5 

cells/dish로 분주하여 24시간 동안 부착

시킨 후, 사간 에탄올추출물과 α-MSH(100 nM)를 

각각 처리하여 3일 동안 배양하였다. 각 군당 

2×10
6 개의 세포를 수거하여 멜라닌을 측정하였다. 

Lysis buffer{5 mM EDTA, 0.1 M sodium 

phosphate buffer(pH 6.8), 1%(V/V) Triton 

X-100}로 세포를 용해하고 원심 분리하여 얻은 세

포침전물에 알코올을 가하여 세척한 후 건조시켰

다. 10% DMSO가 첨가된 1 N NaOH 용액을 첨

가하여 95℃에서 1시간 동안 멜라닌을 용해시키고, 

405 nm에서 흡광도를 측정하였다.
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7. Cell-free tyrosinase 측정

  B16/F10 세포를 배양하여 PBS로 세척하고 lysis 

buffer{5 mM EDTA, 0.1 M sodium phosphate 

buffer(pH 6.8), 1%(V/V) Triton X-100, 0.1 

mM PMSF}로 세포를 용해하였다. 4℃, 13,000 

rpm에서 30분간 원심분리를 하여 얻은 상층액을 

tyrosinase 활성측정 용액으로 사용하였다. 시료 

50 ㎕와 0.1M sodium phosphate buffer 150 ㎕, 

0.1%(W/V) L-DOPA 50 ㎕를 각각 분주하여 혼

합한 후 ELISA reader기로 37℃에서 405 nm의 

파장으로 1시간동안 30분 간격으로 흡광도의 변화

를 측정하였다. tyrosinase 활성도는 대조군의 흡광

도를 기준으로 한 백분율로 환산하여 결과로 나타

내었다.

8. DOPA 염색  

  B16/F10 세포를 chamber slide에 배양하고 시

료와 α-MSH를 처리한 후 3일간 배양하였다. 배

양한 배지를 버리고 PBS로 3회 세척하고 

5%(V/V) formalin 용액으로 고정하였다. 0.1% 

(W/V) L-DOPA 용액으로 실온에서 4시간 염색하

고 탈수하여 봉입한 후 광학현미경으로 관찰하였

다12)
.

9. Western blot 분석

  B16/F10 세포를 10 cm 배양용기에 3×10
5
 개의 

세포를 부착시키고 시료를 처리한 후 3일 동안 배

양하였다. 배양된 세포를 모두 수거하여 lysis 

buffer(1× RIPA buffer 1 ㎖, 1 mM PMSF, 1 

㎍/㎖ aprotinin, 1 ㎍/㎖ leupeptin, 2 mM DTT)

로 30분간 용해시킨 후, 4 ℃ 13,000 rpm에서 30

분간 원심분리 하여 상층액을 취하였다. 총 단백질

량은 Bradford 방법을 이용하여 정량하였고, 40 

㎍ 단백질과 2X sample buffer(1 ㎖ of glycerol, 

0.5 ㎖ of β-mercaptoethanol, 3 ㎖ of 10% 

(W/V) SDS, 1.25 ㎖ of 1 M Tris-HCl, 1~2 ㎍ 

of bromophenol blue)를 동량으로 혼합한 후 

7.5% SDS polyacrylamide gel에서 전기영동 하였

다. Nitrocellulose membrane에 전이시키고 

5%(W/V) non-fat skim milk로 blocking 시킨 

후, tyrosinase, actin, TRP-1, TRP-2의 일차항체

(antibody)를 1:1000으로 희석하여 각각 실온에서 

3시간 반응시켰다. TBST로 3회 세척한 후, 

tyrosinase는 anti-rabbit HRP로, actin, TRP-1 및 

TRP-2는 goat polyclonal IGg로 2차 antibody를 

1:3000으로 희석하여 실온에서 1시간 반응시켰다. 

TBST로 세척한 후, Enhanced chemiluminescence 

(ECL) 용액으로 발광 후 image analysis 기기

(ChemidocXRS)를 이용하여 band의 사진을 촬영

하였다.

10. RT-PCR

   B16F10 세포를 6 ㎝ 배양 용기에 5×10
5
 개씩 

분주한 후 24시간 배양한 다음 사간 에탄올추출물 

25, 50, 100 ㎍/㎖ 씩을 처리하고 24시간 배양한 

후 easy-Blue
TM

 Total RNA extraction kit 

(iNtRON Biotechnology, Korea)를 사용하여 

mRNA를 추출하여 mRNA 함량을 측정하였다. 

측정된 mRNA는 Maxime RT PreMix Oligo dT 

primer(iNtRON Biotechnology, Korea)에 넣어 

최종 부피 20 ㎕가 되게 DEPC가 처리된 물을 넣

어 혼합하고, RT-PCR 기계를 사용하여 45℃에서 

1시간, 95℃에서 5분, 1회 반응시킴으로써 역전사

를 수행하여 cDNA를 합성하였다. 합성된 cDNA 

2 ㎕와 tyrosinase primer(1.191 bp)의 염기서열은 

forward; (5')-CATTTTTGATTTGAGTGTTCT-(3') 

와 reverse; (5')-TGTGGTAGTCGTCTTTGTCC-(3'), 

TRP-1 primer(784 bp)의 염기서열은 forward; 

(5')-CTTTCTCCCTTCCTTACTGG-(3')와 reverse; 

(5')-TGGCTTCATTCTTGGTGCTT-(3'), TRP-2 primer 

(518 bp)의 염기서열은 forward; (5')-TGAGAAG 
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AAACAAAGTAGGCACAA-(3')와 reverse; (5')- 

CAACCCCAAGAGCAAGACGAAAGC-(3'), 그리

고 actin primer(500 bp)의 염기서열은 foward; 

(5' )-TCAGAAGGACTCCTATGTGG-(3' )와 

reverse; (5')-TCTCTTTGATGTCAGCACG-(3')이

다. 각각의 forward 1 ㎕(10 pM)와 reverse 1 ㎕

(10 pM)를 I-Master mix PCR kit(iNtRON 

Biotechnology, Ko- rea)를 사용하여 섭씨 94℃에

서 20초, 55℃에서 10초, 72℃에서 40초로 모두 

30~40 회 반복 하였고, 2% agarose gel에 전기영

동 하였다.

11. 통계처리

  실험 결과는 student's t-test를 이용하여 p-value

를 구하였으며, p<0.05인 경우 *, p<0.01인 경우 

**로 유의성이 있다고 표시하였다.

실험 결과

1. 세포독성

  사간 에탄올추출물이 B16/F10세포의 세포독성에 

미치는 영향을 알아보기 위하여 25, 50, 100 ㎍/㎖ 

농도로 처리하고 24시간 후 MTT assay 방법으로 

세포독성 조사하였다. 실험 결과 사간 에탄올추출

물 25, 50, 100 ㎍/㎖ 농도에서 B16/F10 세포의 

생존율이 대조군을 100%로 했을 때 각각 100.5%, 

87.1%, 72.6%로 나타났다(Fig. 1).

2. 세포내 tyrosinase 활성도

  α-MSH는 생체 내에서 다양한 생리적 기능에 

관여하는데, 특히 자외선이나 염증에 의해 국소적

으로 분비되는 호르몬으로써 멜라닌세포를 자극하

여 tyrosinase 활성을 증가시켜 멜라닌 합성을 유

도하는 것으로 알려져 있다. 본 실험에서는 사간 

에탄올추출물이 α-MSH로 유도된 tyrosinase 활성을 

억제하는지 조사하였다. 실험 결과 α-MSH 처리군은 

tyrosinase 활성이 484 ± 43%로 대조군보다 약 5배 

증가하였으나, 사간 에탄올추출물과 α-MSH를 병용 

처리군의 경우 50과 100 ㎍/㎖ 농도에서 각각 461 ± 

45%, 313 ± 30%로 감소하였다(Table 1).

Fig. 1. Effect of EBR on cell viability.
B16/F10 cells were serum-starved for 24 hours and 

EBR was added to serum-free medium at 25 ~ 100 ㎍

/㎖ for 24 hours. Cell viabilities were measured by 

MTT assay as described in Materials and Methods. 

Data are means ± S.D. of three experiments 

performed in triplicate. **p<0.01: compared to control.

Table 1. Effect of EBR on Tyrosinase Activity in α
-MSH Stimulated Cells.

α-MSH (nM)

100

Ethanol   extract of

Belamcandae Rhizoma (EBR)

50 100

484±43 461±45 313±30

3. Cell-free tyrosinase 활성도

  사간 에탄올추출물은 α-MSH로 증가된 tyrosinase 

활성을 유의성 있게 억제하였다. 이러한 효과가 직

접적으로 tyrosinase 효소의 활성을 억제하였기 때

문인지 조사하기 위하여 배양된 B16/F10 세포에서 

얻은 효소 액에 사간 에탄올추출물을 직접 처리하
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였다. 실험 결과 사간 에탄올추출물 25, 50, 100 

㎍/㎖ 농도에서 각각 93.9 ± 2%, 92.1 ± 1%, 

93.2 ± 2%로 나타났다(Table 2). 

Table 2. Effect of EBR on Tyrosinase Activity in 
Cell-free System.

Ethanol extract of BelamcandaeRhizoma(㎍/㎖)

25 50 100

93.9±2 92.1±1 93.2±2

4. 세포내 멜라닌 함량 측정

  본 연구에서 사간 에탄올추출물이 B16/F10 세

포의 멜라닌 합성에 미치는 영향을 조사하기 위하

여 α-MSH와 사간 에탄올추출물을 50 ㎍/㎖와 

100 ㎍/㎖ 농도로 처리하여 3일간 배양한 후 총 

멜라닌 양을 측정하였다. 실험 결과 α-MSH 처리

군은 총 멜라닌 양이 513 ± 55%로 대조군의 약 

5배 증가하였으며, 사간 에탄올추출물과 병용 처리

군의 경우 50 ㎍/㎖와 100 ㎍/㎖ 농도에서 각각 

370 ± 52%, 252 ± 30%로 감소하였다(Fig. 2).

5. DOPA 염색

  본 연구에서 DOPA 염색을 통하여 사간 에탄올

추출물의 멜라닌합성 억제 효과를 형태적으로 관

찰하기 위하여 사간 에탄올추출물과 α-MSH를 병

용처리하고 3일간 배양한 후 대조군과 비교하였다. 

Tyrosinase의 DOPA oxidase 활성을 관찰한 결과 

α-MSH 처리군은 대조군에 비하여 활성이 현저히 

증가하였으며, α-MSH와 사간 에탄올추출물 100 

㎍/㎖ 병용처리군은 α-MSH군에 비해 tyrosinase

의 활성이 크게 감소하였다. 또한 α-MSH군은 대

조군에 비하여 수지상 가지돌기가 현저히 발달하

였고, α-MSH와 사간 병용처리군의 경우 α-MSH

군에 비하여 수지상 돌기가 감소하였음을 관찰 할 

수 있었다(Fig. 3).

Fig. 2. Effect of EBR on melanin contents in α-MSH 
stimulated cells. 

B16/F10 cells were seeded at 1×105 cells/dish. After 

24 hours, cells were treated with several 

concentrations of EBR and α-MSH for 3 days. Then, 

melanin contents were measured as described in 

Materials and Methods. Data are means ± S.D. of 

three experiments performed in triplicate. **p<0.01: 

compared to control group, #p<0.05: compared to the 

α-MSH treated group, ##p<0.01: compared to the α

-MSH treated group.

Fig. 3. Observation of tyrosinase activity by DOPA stain 
after treatment with EBR and α-MSH.

Cells were incubated with EBR and α-MSH. After 3 

days, cells were stained with DOPA as described in 

Materials & Methods. Control: untreated group, α

-MSH: α-MSH 100 nM treated group, α-MSH+EBR: α

-MSH and EBR (100 ㎍/㎖) treated group. Arrows: 

dendritic process. (×200)
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6. 멜라닌 합성 관련 단백질 발현

  본 연구에서 Western blot을 이용하여 사간 에

탄올추출물이 α-MSH에 의한 과색소침착시 세포 

내 tyrosinase 효소의 단백질발현에 미치는 영향을 

조사하였다. 실험 결과 α-MSH 처리군은 대조군

에 비하여 tyrosinase 발현이 현저히 높아졌고, α

-MSH와 사간 에탄올추출물 100 ㎍/㎖을 병용처리

한 군은 tyrosinase 발현이 효과적으로 감소하였다

(Fig. 4). 그러나 TRP-1, -2의 발현은 큰 변화가 

없었다.

Fig. 4. Effects of EBR and α-MSH on tyrosinase 
protein expression.

Cells were incubated with EBR and α-MSH. After 3 

days, whole cell lysates were then subjected to 

Western blot analysis using antibodies against 

tyrosinase as described in Materials & Methods. 

7. mRNA 발현과 전사인자에 미치는 영향

  사간 에탄올추출물이 tyrosinase 단백질 발현을 

조절하였기 때문에 멜라닌 합성 관련 유전자에는 

어떠한 영향을 주는지 조사 하였다. Tyrosinase 

mRNA는 α-MSH 단독 처리 시 대조군보다 증가

하였고, 사간 에탄올추출물을 함께 처리하였을 때 

대조군과 유사한 수준으로 억제되었지만 TRP-1, 

-2는 조절하지 못하였다(Fig. 5). Tyrosinase mRNA

의 전사는 MITF와 CREB에 의해 조절되므로 사

간 에탄올추출물이 α-MSH에 의해 증가된 MITF

와 p-CREB의 발현에 영향을 미치는지 조사하였

다. 실험 결과 사간 에탄올추출물은 전사인자 발현

에 영향을 미치지 않는 것으로 나타났다(Fig. 6). 

이상의 결과로 볼 때 사간 에탄올추출물은 

tyrosinase mRNA에 작용하여 멜라닌 합성을 조절

하는 것으로 생각된다.

Fig. 5. Effect of EBR on mRNA of tyrosinase, TRP-1 
and TRP-2.

B16F10 mouse melanoma cells were cultured with 

EBR for 24 hours. mRNA was isolated and amplified 

using RT-PCR as described in Materials and Methods.

Fig. 6. Effect of EBR on MITF in B16F10 cells.
Cells were treated with EBR at the times indicated. 

Whole cell lysates were then subjected to Western 

blot analysis using antibody against MITF, p-CREB, 

CREB and β-actin.

고  찰

  피부는 자외선으로부터 인체를 보호하기 위하여 

멜라닌세포 내에서 멜라닌을 합성하고, 합성된 멜

라닌은 각질형성세포로 이동한 후 일정 시간이 지
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나면 각질층의 탈락과 함께 배출된다. 피부의 멜라

닌 색소 침착을 일으키는 대표적인 요인은 일광이

며, 피부를 구성하고 있는 각질형성세포, 멜라닌세

포, 섬유아세포는 염증세포의 출현, prostaglandin, 

cytokine, α-MSH의 변화 등이 서로 연관되어 종

합적으로 색소침착이 조절 된다13,14)
. 

  최근 기미, 주근깨 등의 색소침착을 예방하거나 

제거하려는 목적으로 tyrosinase 활성 및 생합성을 

억제하는 새로운 소재를 개발하기 위하여 활발히 

연구하고 있으며, 그 중에서도 환경 친화적이고 피

부 안정성이 우수한 한방화장품의 개발이 활발히 

진행 중 이다. 현재까지 tryrosinase 억제제로 알려

진 물질로는 4-hydroxyanisole, 5-hydroxyindole 및 

hydroquinone와 kojic acid, arbutin,  oxyresveratrol 

등이 있으며, 그 외에도 stilbene계 화합물인 α

-viniferin, isoflavonoid류인 ferulic acid가 알려져 

있다15,16)
. 이밖에도 감초17,18)

, 더덕19)
, 천화분20)

, 백

출21)
, 사삼22)

 등의 식물추출물이 멜라닌 합성 억제 

효능이 있다고 보고되었다. 본 실험에서는 사간 에

탄올추출물이 멜라닌 합성과 tyrosinase 활성을 조

절하는지 조사하였다. 

  멜라닌은 eumelanin과 pheomelanin의 2종류로 

구분되는데, 일반적으로 DOPAchrome에서 DHI, 

DHICA를 거쳐 eumelanin이 생성되고, 세포내 

cysteine, glutathione 농도가 높은 경우 

pheomelanin이 생성된다. 자외선(UV)은 인체에서 

과도한 피부색소 침착을 일으키는 주요 원인으로, 

각질형성세포와 멜라닌세포는 자외선에 대하여 α

-MSH(melanocyte stimulating hormone)와 부신

피질자극호르몬(adrencorticotropic hormone, ACTH)

과 같은 melanocortin peptide를 분비하는데, 이

때 α-MSH는 멜라닌세포의 주변분비(paracrine)와 

자가분비(autocrine) 인자로서 피부의 색소침착에 

관여하고 있다. 또한 α-MSH는 뇌하수체 및 피부

를 포함한 여러 가지 말초조직에서 분비되는 다면

발현성 분자(pleiotropic molecule)로써 표피세포의 

성장과 증식, 국소조직의 면역 조절, 멜라닌 색소 

생성 등 다양한 생리적 기능에 관여한다. 본 실험

에서 과색소생성시 사간 에탄올추출물의 효과를 

알아보기 위하여 α-MSH로 멜라닌 합성을 자극하

고 사간 에탄올추출물이 미치는 영향을 조사하였

다. α-MSH는 B16/F10세포의 tyrosinase 활성과 

멜라닌 생성을 증가시켰고, 사간 에탄올추출물은 

α-MSH에 의해 증가된 tyrosinase와 멜라닌 생성

을 매우 효과적으로 감소시켰다. 또한 tyrosinase의 

활성을 직접적으로 억제하는지 조사한 결과에서는 

전혀 영향을 주지 않았다. 이는 사간 에탄올추출물

이 멜라닌세포의 정보전달계를 조절함으로써 

tyrosinase와 멜라닌 합성을 조절하고 있음을 시사

한다.

  멜라닌세포는 신경능선(neural crest)에서 유래한 

세포로서 가지돌기(dendritic process)를 갖고 있으

며 약 30-40개의 각질형성세포와 연결되어 표피-멜

라닌 단위(epidermal-melanin unit)를 형성하는데, 

이 돌기를 통하여 멜라노좀이 각질형성세포로 이

동된다. 멜라닌세포의 돌기형성(dendricity)과 인접

한 각질형성세포 사이의 연결은 멜라노좀의 수송

에 중요한 역할을 하고 있으며, 자외선과 α-MSH

에 의해 이러한 epidermal-melanin network이 확

장된다23)
. Hunt 등24)은 α-MSH에 의해 tyrosinase 

활성, 멜라닌 합성, tyrosinase와 TRP-1 mRNA의 

발현이 증가되었으며 가지돌기의 발달 등 형태적

으로도 멜라닌 합성이 촉진되었다고 보고하였다. 

또한 Busca 등25)은 cAMP 증가는 Rac과 Rho를 

통하여 actin의 재배열(disorganization)을 일으키

고, 결과적으로 멜라닌세포의 가지돌기가 증가한다

고 하였다. 본 실험 결과 α-MSH에 의하여 

B16F10 세포의 가지돌기가 증가하였으나, 사간 에

탄올추출물을 투여하였을 때 가지돌기의 형성이 

억제되었을 뿐만 아니라 DOPA oxidase 활성 또

한 감소되었음을 관찰 할 수 있었다. 

  α-MSH는 세포막 수용체(melanocortin receptor 
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1, MC1R)와 결합하여 Gs 단백질을 활성화시키고, 

이차적으로 adenylate cyclase 활성에 의해 cAMP

가 증가되고 연속적으로 protein kinase A(PKA), 

CREB을 겨쳐 MITF의 발현을 증가시킨다. MITF

는 tyrosinase mRNA의 전사를 유도하고 tyrosinase 

단백질 합성을 증가시켜 멜라닌 생성을 촉진시킨

다26,27)
. Lerner(1993)

28)는 인체에 MSH를 주입한 

결과 피부의 tanning 현상을 관찰하였고,
 

Ranson 

등(1988)
29)은 배양 멜라닌세포에서 cAMP와 

tyrosinase 활성이 증가되었으며, 임 등30)은 색소성 

질환인 기미(melasma) 부위에서 α-MSH의 발현이 

증가되었음을 보고 하였다. 최근 C2-ceramide가 

사람 멜라닌 세포에서 ERK 활성을 연장시켜 멜라

닌 생성을 조절한다고 보고하였다. C2-ceramide는 

ERK 의존적으로 MITF의 Ser-73을 인산화 함으로

서 proteasome을 경유한 MITF 분해를 유도하고 

전사 수준에서 tyrosinase 발현을 억제시킨다31)
. 본 

실험에서는 α-MSH에 의해 증가된 tyrosinase 단

백질 발현이 사간 에탄올추출물에 의해 유의하게 

감소하였으며, tyrosinase mRNA의 발현도 감소하

였다. 그러나 전사인자인 MITF 발현과 상위 신호

전달 인자인 CREB의 활성은 조절되지 않았다. 

  이상의 결과로 미루어보아 사간 에탄올추출물은 

tyrosinase mRNA를 조절함으로써 tyrosinase 단

백질 발현을 억제하고 최종적으로 멜라닌 합성을 

감소시키는 것으로 생각된다. 

결  론

  사간 에탄올추출물이 α-MSH로 과색소침착을 

유도한 B16F10 세포에서 멜라닌 합성과 tyrosinase 

활성에 미치는 영향을 조사하였고, 형태학적 변화, 

단백질 발현, mRNA 발현, 전사인자를 조사하여 

다음과 같은 결론을 얻었다.

 

1. 사간 에탄올추출물을 50 ㎍/㎖, 100 ㎍/㎖로 처

리한 결과 α-MSH로 유도된 멜라닌 합성과 

tyrosinase 활성을 유의성 있게 억제하였으며, 

증가된 가지돌기와 DOPA oxidase 활성을 효

과적으로 감소시키는 것으로 나타났다.

2. 사간 에탄올추출물 100 ㎍/㎖ 처리군은 α

-MSH에 의해 증가된 tyrosinase 단백질 발현과 

mRNA의 발현이 현저하게 억제되었다.

3. 사간 에탄올추출물은 CREB의 활성화와 MITF

의 발현에 관여하지 않았다.

  이상의 결과로 볼 때 사간 에탄올추출물은 α

-MSH에 의해 증가된 tyrosinase mRNA를 조절 

함으로써 멜라닌 합성을 효과적으로 억제하였다. 

따라서 사간 에탄올추출물은 미백화장품을 개발에 

응용할 수 있는 좋은 소재가 될 것이다.
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