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Human skin is constantly exposed to ultraviolet (UV) radiation, polluted air, and chemical products.
UV rays, in particular, will affect the skin in a variety of ways, including causing wrinkles, fine lines,
rough skin, and xeroderma, thereby resulting in skin aging. This study aimed to investigate the
whitening effects of Juniperus rigida Sieb., which is a cedar tree that is found throughout the world.
The whitening efficacy that was measured by tyrosinase inhibition revealed 49.4% efficacy in water
extract and 80.0% efficacy in ethanol extract. Among the B16F10 black cells, the effect of the ethanol
extract was higher than the effect of the water extract in the restrain creation of melanin pigment,
tyrosinase, microphthalmia-associated transcription factor (MITF), tyrosinase related protein-1 (TRP-1),
and tyrosinase related protein-2 (TRP-2). Thus, the results of these studies demonstrated that the etha-
nol extract had greater efficacy than the water extract and Juniperus rigida Sieb. Ethanol extracts could
be utilized as materials for functional cosmetics, such as whitening products.
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서 론

자외선을 받으면 피부에서 색소침착이 증가되는데, 색소침

착이 증가하는 것은 자외선 흡수에 의한 피부 세포의 손상을

억제할 목적으로 melanin 생성이 증가된 결과이다. Melanin

은 피부와 머리카락의 색상을 결정하는 주요한 인자이며 자외

선으로부터 피부세포를 보호하기 위한 역할을 가지고 있지만,

과도한 멜라닌의 축적은 주근깨, 기미와 같은 과색소 현상을

유발하고 피부노화를 촉진시킨다[9]. Melanin 합성은 아미노

산의 하나인 tyrosine을 기질로 tyrosinase, tyrosinase related

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

해 3,4-dihydroxyphenylalanine (DOPA)를 거쳐 DOPA qui-

none으로 전환되고 자동산화반응과 효소반응으로 DOPA

chrome을 거쳐 흑갈색의 공동합체인 멜라닌을 생성하게 된다

[21]. 또한 melanin 형성의 조절인자로 잘 알려진 micro-

phthalmia-associated transcription factor (MITF)는 ty-

rosinase 및 TRPs의 M-box sequences에 결합하여 멜라닌 형

성에 관여하는 효소들의 발현을 조절하는 것으로 잘 알려져

있다[3]. 따라서 피부 미백제의 개발에 있어서 tyrosinase,

TRP-1, TRP-2 활성 억제 실험은 유용한 일차 평가법으로 인정

되고 있다[8]. 현재 arbutin 및 ascorbic acid와 이들 유도체가

의약부외품과 기능성 화장품의 미백 원료로 사용되고 있으나

[25], 현재 의학계나 화장품업계에서는 피부 안전성, 제형 안정

성 등의 문제로 제한된 양만 사용되고 있어[7], 경제적이고 효

율적인 약용식물 등 천연 미백제에 대한 연구가 활발히 진행

중이다.

전 세계적으로 향나무과의 일종인 다년생 수목인 노간주나

무속은 노가지나무, needle juniper로도 불리며, 측백나무과에

속하는 늘푸른큰키나무로 한국, 중국, 시베리아 전역에 분포

되어 있다. 노간주나무(Juniperus rigida Sieb.)는 한국에서 석회

암 지대에서 자라며, 원대가 옆으로 뻗으며 그 중간에서 뿌리

가 나오는 갯노간주(J. conferta), 높이 15 m의 소교목이지만

대개 줄기가 여러 갈래로 나오는 높이 3-5 m의 관목상으로

자라며 수피는 회갈색인 두송(J. communis), 기본종에 비해 잎

의 길이가 4-8 mm로 짧고 열매가 6-7 mm로 잎보다 긴 곱향나

무(J. communis var. montana) 그리고 바닷가에서 자라는 해변

노간주(Juniperus rigida Sieb. et Zucc var. koreana (Nakai) T.

Lee) 등이 있다[13]. 노간주나무는 껍질이 붉은 갈색이고 4월

에 꽃이 피며 열매는 흑갈색의 공 모양으로 맛은 좀 달며, 건조

한 곳에서 잘 자랄 수 있을 뿐만 아니라 종자가 새들에 의하여

잘 전파될 수 있는 특성이 있으며, 어릴 때에서는 맹아력이

강하고 또 잎이 뾰족하여 동물의 침해가 어려워 능히 살아남

을 수 있다고 한다[14]. 이러한 노간주나무의 종자에서 채취한

기름은 이뇨제 등의 약리적 효과가 있다고 알려져 있어 부종,
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통풍, 요로 생식기 질환에 사용하며, insect repellent로 이용하

기도 하며, 서양에서는 노간주나무의 열매인 두송실(juniper

berry)을 열매량의 3-4배가 되게 독한 술을 넣고 밀봉하여 6개

월 정도 보관 후 건더기는 건져 버리고 술만 따로 보관해서

마시거나 향으로 이용하였다. 중국 본초도감에 따르면 과실에

는 α-pinine, mycene, limonene 등이 들어있으며 거풍, 제습,

이뇨에 효능이 있고, 수종, 통풍, 요로질환 등을 치유시킨다고

하였다[12].

본 연구에서는 미백활성이 있으며, 피부에 안전한 소재인

천연물에 대한 연구가 활발하게 진행됨에 따라 한국 전역에

자생하고 있는 노간주나무 추출물을 이용하여 화장품약리활

성 및 피부메커니즘을 검증한 후, 새로운 기능성 화장품 소재

로서의 가능성을 탐색하고자 한다.

재료 및 방법

재료 및 시료 추출

본 실험에 사용된 노간주나무(Juniperus rigida Sieb.)는 충북

괴산에서 2012년 봄에 생산 된 건채를 구입하여 추출시료로

사용하였다. 시료의 에탄올 추출물은 70% 에탄올 10배의 양을

가하여 실온에서 24시간 침지하여 상등액과 침전물을 분리하

여 동일한 방법으로 3회 반복 추출하였고, 열수 추출물은 증류

수 10배의 양을 가하여 80℃에서 3시간 가량 환류냉각 추출해

실온에서 24시간 침지하여 상등액과 침전물을 분리하여 동일

한 방법으로 3회 반복 추출하였다. 각 시료 추출물은 여과지

(Whatman No.2)를 이용하여 여과한 후 EYELA evaporator로

감압 농축하여 용매를 완전히 제거한 후 동결 건조하여 -20℃

에 보관하면서 본 실험의 시료로 사용하였으며, 효소 실험 후

활성이 우수한 에탄올 추출물을 이용하여 세포실험을 실시하

였다.

시약 및 기기

미백효과 측정에 사용된 시약인 tyrosinase mushroom, di-

methyl sulfoxide (DMSO), L-3,4-dihydroxy-phenyl-alanine

(L-DOPA) 등은 Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO)에서 구

입하였으며, MMP-1, tyrosinase, TRP-1, TRP-2, GAPDH, pri-

mary antibody와 mouse-anti-goat, rabbbit-anti-mouse 등

secondary antibody는 Santacruz (CA, USA) 에서 구입하였으

며, MITF는 Abcam (USA)에서 구입하였다. Real-time PCR에

사용된 HotStart-IT SYBR Green qPCR Master Mix (2X)는

USB Products Affymetrix (Inc, Cleveland, Ohio USA)에서

구입하였다.

실험에 사용된 기기는 ELISA Reader (Tecan, Austria), PCR

(C-100, Bio-Rad, USA), Real-time PCR (StepOnePlus, Applied

Biosystems, Germany), Multilabel plate Reader (VICTOR X5,

PerkinElmer, USA), Multi Shaker (FINEPCR, Korea),

ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare Bio-Sciences AB,

Uppsala, Sweden), Semi-Dry Transfer unit (TE77XP, Hoefer,

USA)을 사용하였다.

Tyrosinase 저해활성 측정

Tyrosinase 저해활성 측정은 Yagi 등의 방법[24]에 따라 측

정하였다. 반응구는 67 mM sodium phosphate buffer (pH

6.8) 80 μl에 10 mM L-DOPA (sigma, USA)를 녹인 기질액

40 μl 및 시료용액 40 μl의 혼합액에 mushroom tyrosinase

(200 U/ml) (sigma, USA) 40 μl을 첨가하여 37℃에서 10분간

반응시켜 반응액 중에 생성된 DOPA chrome을 492 nm에서

측정하였다. Tyrosinase 저해활성은 시료용액의 첨가군과 무

첨가군의 흡광도 감소율로 나타내었다.

저해율(%) = (1 -
시료첨가군의 흡광도

) ×100
무첨가군의 흡광도

세포 배양

본 실험에 이용한 각 세포의 배양은 10% FBS와 1% pen-

icillin/streptomycin (100 U/ml)을 첨가한 DMEM 배지를 사

용하였으며, 37℃, 5% CO2 세포배양기에 적응시켜 계대 배양

하였다.

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium

bromide (MTT) assay에 의한 세포 생존율 측정

세포 생존율 측정은 Carmichael의 방법[4]에 따라 측정하였

다. 멜라노마세포(B16F10)을 96 well plate에 5×10
4

cells/well

이 되게 0.18 ml 분주하고, 시료를 농도 별로 조제하여 0.02

ml 첨가한 후 37℃, 5% CO2 incubator에서 24시간 배양하였

다. 대조군은 시료와 동량의 증류수를 첨가하여 동일한 조건

으로 배양하였다. 여기에 5 mg/ml 농도로 제조한 MTT 용액

0.02 ml를 첨가하여 4시간 배양한 후 배양액을 제거하고 각

well당 DMSO 0.15 ml를 가하여 실온에서 30분간 반응시킨

뒤 ELISA reader로 540 nm에서 흡광도를 측정하였다. 세포

생존율 측정은 시료용액의 첨가군과 무첨가군의 흡광도 감소

율로 나타내었다.

세포 생존율(%)=((대조구의 흡광도-시료첨가구의 흡광도)/

대조구의흡광도)×100

Western blot을 통한 단백질의 발현 측정

멜라닌 생성에 관여하는 유전자 중 tyrosinase, MITF, TRP-

1, TRP-2, GAPDH의 활성을 확인하기 위하여 cell line B16F10

을 100 mm tissue culture dish에 cell seeding 후 24시간 동안

배양하여 cell을 안정화 시켰다. 배지를 제거한 후 추출물을

농도별로 처리한 배지로 24∼48시간 배양한 후 다시 배지를

제거하고 phosphate buffered saline (PBS)로 2번 세척해주었

다. Radio-immunoprecipitation assay (RIPA) buffer 10 ml에
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Table 1. Sequence of the primers used for PCR

Gene Primer Sequence (5’→3’)

Tyrosinase
Forward
Reverse

GAC GGT CAC TGC AGA CTT TG
GCC ATG ACC AGG ATG AC

MITF
Forward
Reverse

AGC GTG TAT TTT CCC CAC AG
TAG CTC CTT AAT GCG GTC GT

TRP-1
Forward
Reverse

ACT TCA CTC AAG CCA ACT GC
AGC TTC CCA TCA GAT GTC GT

TRP-2
Forward
Reverse

GCT CCA AGT GGC TGT AGA CC
AAT GCA GTG GCT TGG AAA TC

GAPDH
Forward
Reverse

TGA AGG TCG GTG TGA ACG GAT TTC GC
CAT GTA GGC CAT GAG GTC CAC CAC

complete mini 1 tab를 가한 100 μl로 용해해서 4℃ 13,200

rpm에서 20분간 원심 분리하였다. 원심 분리하여 얻은 상층액

은 BCA protein assay kit를 사용하여 정량하여 20 μl의 단백질

을 10% SDS-PAGE사에서 전기영동하여 분리하였다. 분리된

단백질은 semi dry transfer cell 기기(Hofer, USA)를 이용하여

polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane에 옮긴 다음 실온

에서 1시간 blocking buffer (5% skim milk in TBST)에서 배양

시켰다. 1차 항체를 희석하여 4℃에서 over night한 다음, 다시

10분 간격으로 Tris-buffered saline and tween 20 (TBST)로

3회 washing하고 2차 항체를 1:1,000으로 희석하여 실온에서

2시간 배양하였다. 3회 washing한 후 LAS 4,000 기기를 이용

하여 밴드 확인 및 정량하였다.

Total RNA 분리 및 cDNA 합성

세포를 100 mm culture dish에 cell seeding한 뒤 24시간

동안 배양한 후 sample을 농도별로 처리하여 24시간 동안 배

양하였다. 배지 상등액을 제거한 후 trizol lysis buffer를 각

well에 1 ml씩 분주하여 세포를 lysis 한 후 chloroform 200

μl를 분주하여 20초간 위아래로 흔들어주었다. 그 후 13,200

rpm에서 20분간 원심 분리하여 상층액을 isopropanol 500 μl

이 들어있는 튜브에 옮겨 섞었다. 다시 13,200 rpm에서 20분간

원심분리 하였고, 그 상층액을 제거 한 후 75% EtOH-dieth-

ylpyrocarbonate water를 각 튜브에 1 ml씩 분주하여 13,200

rpm에서 5분간 원심분리 한 뒤 상층액을 제거한 뒤 실온에서

건조시켰다. DEPC를 50 μl씩 분주하여 녹인 후 96 well plate

에 RNA 5 ul와 멸균수 195 μl를 첨가하여 260 nm, 280 nm에서

각각 흡광도를 측정하여 total RNA양을 측정하였다. Oligo

(dT) 15 primer (500 μg/ml) 1 μl, 추출한 RNA (2 μg)와 nucle-

ase free water로 10 μl를 맞추고 75℃에서 5분간 반응시킨 후

5X reaction buffer, MgCl2, PCR necleotide mix, rnasin in-

hibitor, reverse transcriptase, ruclease free water를 첨가하여

25℃에서 5분, 42℃에서 60분, 70℃에서 15분간 반응시켜

cDNA를 합성시켰다.

Reverse transcription-polymerase chain reaction

Tyrosinase, MITF, TRP-1, TRP-2의 mRNA 발현을 알아보

기 위하여 polymerase chain reaction (PCR)을 실시하였다.

실험에 사용한 primer sequences는 Table 1과 같다. PCR tube

에 5× green GoTaq flexi buffer, MgCl2, PCR nucleotide mix

(10 mM), primer, GoTaq DNA polymerase, nuclease free wa-

ter, 합성한 cDNA를 첨가하여 잘 섞은 후 PCR을 실행하였다.

Tyrosinase는 94℃ 3분, 94℃ 30초, 60℃ 45초, 72℃ 45초, 72℃

5분(40 cycles)를 하였으며, TRP-1, TRP-2, MITF은 94℃ 3분,

94℃ 30초, 58℃ 45초, 72℃ 45초, 72℃ 5분(40 cycles)를 하였으

며, GAPDH는 94℃ 3분, 94℃ 30초, 55℃ 45초, 72℃ 45초, 72℃

5분(35 cycles)를 하였다. PCR로 합성 시킨 후 0.002% ethi-

dium bromide를 첨가한 1.5% agarose gel에 100 V에서 40분

간 전기영동 후 LAS 4,000을 이용하여 밴드를 확인하여 분석

정량하였다.

Real-time RT-PCR

멜라노마 세포로부터 추출 되어진 RNA를 260 nm, 280 nm

에서 흡광도를 측정하여 정량 하였다. Oligo (dT) 15 primer

(500 μg/ml) 1 μg, 추출한 RNA (2 μg)와 nuclease free water로

10 μl를 맞추고 75℃에서 5분, 4℃에서 5분간 반응시킨 후 5×

reaction buffer, MgCl2, PCR nucleotide mix, recombinant

rnasin ribonuclease inhibitor, reverse transcriptase, nuclease

free water을 첨가하여(총 20 μl) 25℃ 5분, 42℃ 60분, 70℃

15분, 4℃ 유지로 반응시켜 cDNA를 합성시켰다. 그 후 cDNA

와 2× SYBR green mix, primer, ROX를 각각 넣어 ABI step

one plus (Applied biosystem, USA) 기기를 이용하여 95℃

10분, 95℃ 3초, 60℃ 30초, 95℃ 15초, 60℃ 1분, 95℃ 15초(45

cycles)로 실시간 정량 분석을 한 뒤 analysis program을 이용

하여 결과를 분석하였다.

결과 및 고찰

Tyrosinase 저해활성 측정 결과

피부에서는 세포 내의 티로시나아제라는 효소의 생합성 과
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Fig. 1. Inhibition rate of Juniperus rigida Sieb. extracts on ty-

rosinase. JRW: J. rigida Sieb. extracted with water,

JRE: J. rigida Sieb. extracted with ethanol, Vit. C: ascor-

bic acid. Results are means ± SD of triplicate data.

Fig. 2. Cell viability of Juniperus rigida Sieb. extract on melanoma

cell (B16F10). After B16F10 cells (1×106 cells) were started

in medium for 24 h the cells were treated with 1, 10 and

100 μg/ml of extracted of J. rigida Sieb. for 24 h. Each

value represents mean ± SD of three individual

experiments.

정에서 만들어지는데 melanosome 내에 티로신을 산화시켜

3,4-dihydroxyphenylalanine (DOPA)를 만드는 tyrosine hy-

droxylase로 DOPA를 산화시켜 dopachrome을 만드는 DOPA

oxidase로 작용하여 최종적으로 melanin polymer를 합성하므

로, 이 반응을 억제하게 되면 멜라닌 생합성을 억제 할 수 있

어, 기미, 주근깨, 반점과 같은 과잉색소증 치료 등 광범위하게

이용 될 수 있다. 그러므로 tyrosinase 저해는 화장품 산업에

있어서 매우 중요한 부분이다[10, 19, 20].

본 연구에서 노간주 나무 추출물의 tyrosinase 저해활성을

측정한 결과는 Fig. 1과 같이 나타내었다. 노간주나무 열수 추

출물의 경우 1,000 μg/ml에서 49.4%, 노간주나무 에탄올 추출

물의 경우 1,000 μg/ml에서 80.0%로 노간주나무 에탄올 추출

물의 저해효과가 더 높다는 것을 확인하였다. 이는 An 등[1]의

진달래꽃 추출물의 1,000 μg/ml에서 열수 추출물과 에탄올

추출물이 각각 24%, 48%의 효과가 나타났으며, Jeon 등[11]의

비자 추출물의 tyrosinase 저해활성을 측정한 결과 1,000 μ

g/ml의 농도에서 21.32%(물 추출물), 3.38%(에탄올 추출물),

4.09%(열수 추출물)의 효과가 나타났으며, Choi 등[5]의 치자,

행인, 지실에서 36%, 33%, 15%의 저해효과를 나타낸다는 결

과와, 싸리 추출물이 1,000 μg/ml의 농도에서 6.17∼27.61%라

는 Lee 등[16]과 당귀, 토사자, 숙지황 등이 40% 미만의 ty-

rosinase 저해율을 나타낸다는 결과와 비교하여 노간주나무

추출물의 tyrosinase 저해효과가 우수함을 확인할 수 있었다.

멜라노마세포(B16F10)의 생존율 확인

세포 생존율을 확인하기 위한 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)

2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT)는 담황색의 기질로

서 생 세포의 미토콘드리아 내의 호흡연쇄 효소에 의해 환원

되어 암적색의 formazan을 생성한다. 죽은 세포에서는 반응

이 일어나지 않으므로 이 formazan의 생성량을 생 세포 측정

에 이용되는 검색법[23]으로 96 well plate를 사용하며, 검사결

과를 ELISA reader (multiwell microplate reader)를 이용하여

많은 시료를 간단하게 판독할 수 있어 세포독성 및 세포증식

검색법으로서 널리 사용되고 있는 방법 중의 한 방법이다[18].

노간주 나무 에탄올 추출물의 멜라노마 세포의 생존율을

확인한 결과 Fig. 2에서 보는 바와 같이 노간주나무 에탄올

추출물의 경우 10 μg/ml 이하에서 90% 이상의 세포 생존율을

나타내었으므로 본 실험에서 50 μg/ml 이하의 농도에서 실험

을 하였다. Choi 등[6]의 산수유 추출물이 100 μg/ml에서 50%

의 저해율이 나타났으며, An 등[2]의 내소황련탕 복합처방의

경우 100 μg/ml에서 열수 추출물의 55%, 에탄올 추출물은

38% 이하의 낮은 증식억제 효과가 나타내었으며, Lee 등[15]

이 보고한 국내산 백화사설초 전초와 뿌리의 항암효과에서

0.4 mg/ml의 농도에서 32.6%, 37.0%의 암세포 증식억제효과

와 비교하여 노간주나무 에탄올 추출물의 melanoma 세포에

대한 세포 독성이 적은 것을 확인할 수 있었다.

멜라닌 합성에 관여하는 tyrosinase, MITF, TRP-1,

TRP-2의 단백질 발현 및 mRNA 발현억제 효과 확인

생체 내 tyrosine으로부터 멜라닌 생성은 주로 산화적 반응

에 의해서 일어나는데 이와 관련된 효소로는 tyrosinase, ty-

rosinase related protein-1 (TRP-1)과 tyrosinase related pro-

tein-2 (TRP-2) 등이 있다[22]. TRP-1은 TRP-2에 의해 생성된

5,6-dihydroxy indole-2-carboxylic acid (DHICA)를 oxidation

시켜 indole-2-carboxylic acid (IQCA)를 생성하는데, IQCA는

흑갈색을 나타낸다. MITF는 microphthalmia transcription

factor로서 tyrosinase 발현을 조절하므로 MITF의 억제는 ty-
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    A                                                B

Fig. 3. Tyrosinase protein & mRNA expression rate of Juniperus rigida Sieb. extract on melanoma cell (B16F10). A: Tyrosinase protein

expresstion rate of Juniperus rigida Sieb. extract on melanoma cell (B16F10). B: Tyrosinase mRNA expresstion rate of Juniperus
rigida Sieb. extract on melanoma cell (B16F10). After B16F10 cells (1×106 cells) were started in serum free medium for 1

h the cells were treated with 5, 25, 50 μg/ml of ethanol extracted of J. rigida Sieb. for 24 h. Tyrosinase was detected by

western blotting and RT-PCR, respectively. It show the densitometric of tyrosinase protein & mRNA normalized to GAPDH.

Each values represents mean ± SD of three individual experiments.

    A                                                B

Fig. 4. MITF protein & mRNA expression rate of Juniperus rigida Sieb. extract on melanoma cell (B16F10). A: MITF protein expresstion

rate of Juniperus rigida Sieb. extract on melanoma cell (B16F10). B: MITF mRNA expresstion rate of Juniperus rigida Sieb.
extract on melanoma cell (B16F10). After B16F10 cells (1×106 cells) were started in serum free medium for 1 h the cells

were treated with 5, 25, 50 μg/ml of ethanol extracted of J. rigida Sieb. for 24 h. MITF was detected by western blotting

and RT-PCR, respectively. It show the densitometric of MITF protein & mRNA normalized to GAPDH. Each values represents

mean ± SD of three individual experiments.

rosinase의 발현억제를 통하여 melanin 색소 생성을 억제할

수 있다[17].

본 연구에서는 노간주나무 추출물이 멜라닌 생성에 관여하

는 유전자들에 미치는 영향을 평가하는 일환으로 tyrosinase,

MITF, TRP-1, TRP-2의 단백질과 mRNA 발현에 미치는 영향

을 측정하였다(Fig. 3∼Fig. 6의 A, B). 노간주나무 에탄올 추출

물이 melanin 합성에 관계된 효소인 tyrosinase에 미치는 영향

을 알아보기 위하여 B16F10 mouse melanoma 세포에 농도별

로 5, 25, 50 μg/ml 처리 한 후 24시간 후에 tyrosinase, MITF,

TRP-1, TRP-2 protein 발현을 western blotting으로 확인하였

다. 이때 세포의 여러 조건에서도 그 발현 정도의 차이가 거의

없는 house keeping gene인 GAPDH를 positive control로 사
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    A                                                B

Fig. 5. TRP-1 protein & mRNA expression rate of Juniperus rigida Sieb. extract on melanoma cell (B16F10). A: TRP-1 protein expresstion

rate of Juniperus rigida Sieb. extract on melanoma cell (B16F10). B: TRP-1 mRNA expresstion rate of Juniperus rigida Sieb.
extract on melanoma cell (B16F10). After B16F10 cells (1×106 cells) were started in serum free medium for 1 h the cells

were treated with 5, 25, 50 μg/ml of ethanol extracted of J. rigida Sieb. for 24 h. TRP-1 was detected by western blotting

and RT-PCR, respectively. It show the densitometric of TRP-1 protein & mRNA normalized to GAPDH. Each values represents

mean ± SD of three individual experiments.

    A                                                B

Fig. 6. TRP-2 protein & mRNA expression rate of Juniperus rigida Sieb. extract on melanoma cell (B16F10). A: TRP-2 protein expresstion

rate of Juniperus rigida Sieb. extract on melanoma cell (B16F10). B: TRP-2 mRNA expresstion rate of Juniperus rigida Sieb.
extract on melanoma cell (B16F10). After B16F10 cells (1×10

6
cells) were started in serum free medium for 1 h the cells

were treated with 5, 25, 50 μg/ml of ethanol extracted of J. rigida Sieb. for 24 h. TRP-2 was detected by western blotting

and RT-PCR, respectively. It show the densitometric of TRP-2 protein & mRNA normalized to GAPDH. Each values represents

mean ± SD of three individual experiments.

용하였다. Fig. 3∼Fig. 6의 각 A결과에서 보는 바와 같이 노간

주나무 에탄올 추출물을 농도별로 5, 25, 50 μg/ml을 처리한

B16F10에서는 tyrosinase, MITF, TRP-1, TRP-2 protein의 발현

이 감소하는 것을 확인할 수 있었다. 또한 노간주나무 에탄올

추출물이 melanin 합성에 관계된 key enzyme인 tyrosinase,

MITF, TRP- 1, TRP-2 mRNA에 미치는 영향을 알아보기 위하

여 B16F10 mouse melanoma 세포에 농도별로 5, 25, 50 μg/ml

처리한 후 24시간 후에 polymerase chain reaction (PCR)으로

mRNA 발현양을 측정하였다. 이때 house keeping gene인

GAPDH를 positive control로 사용하였다. Fig. 3∼6의 각 B결

과에서 보는 것과 같이 노간주나무 에탄올 추출물을 농도별로

5, 25, 50 μg/ml을 처리한 B16F10세포에서는 tyrosinase,
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Fig. 7. Tyrosinase related quantitative mRNA expression rate

of Juniperus rigida Sieb. extract on melanoma cell

(B16F10). After B16F10 cells (1×106 cells) were started

in serum free medium for 1 h the cells were treated with

5, 25, 50 μg/ml of ethanol extracted of J. rigida Sieb. for

24 h. Melanin related mRNA was detected by real-time

PCR. It show the densitometric of tyrosinase protein

normalized to GAPDH. Each values represents mean ±

SD of three individual experiments.

Fig. 8. MITF related quantitative mRNA expression rate of

Juniperus rigida Sieb. extract on melanoma cell (B16F10).

After B16F10 cells (1×10
6

cells) were started in serum

free medium for 1 h the cells were treated with 5, 25,

50 μg/ml of ethanol extracted of J. rigida Sieb. for 24

h. Melanin related mRNA was detected by real-time

PCR. It show the densitometric of MITF protein normal-

ized to GAPDH. Each values represents mean ± SD of

three individual experiments.

Fig. 9. TRP-1 related quantitative mRNA expression rate of

Juniperus rigida Sieb. extract on melanoma cell (B16F10).

After B16F10 cells (1×10
6

cells) were started in serum

free medium for 1 h the cells were treated with 5, 25,

50 μg/ml of ethanol extracted of J. rigida Sieb. for 24

h. Melanin related mRNA was detected by real-time

PCR. It show the densitometric of TRP-1 protein nor-

malized to GAPDH. Each values represents mean ± SD

of three individual experiments.

Fig. 10. related quantitative mRNA expression rate of Juniperus
rigida Sieb. extract on melanoma cell (B16F10). After

B16F10 cells (1×10
6

cells) were started in serum free

medium for 1 h the cells were treated with 5, 25, 50

μg/ml of ethanol extracted of J. rigida Sieb. for 24 h.

Melanin related mRNA was detected by real-time PCR.

It show the densitometric of TRP-2 protein normalized

to GAPDH. Each values represents mean ± SD of three

individual experiments.

MITF, TRP-1, TRP-2 mRNA 발현이 감소하는 것을 확인할

수 있었다. 이와 같은 결과로 노간주나무 에탄올 추출물이

B16F10 흑세포종에 대하여 멜라닌 색소 생성 억제 및 ty-

rosinase, MITF, TRP-1, TRP-2의 억제 효과를 가지고 있는 것

으로 보임에 따라 미백 관련 기능성 화장품 소재로서의 가능

성이 있음을 보여준다.

Real-time PCR 검증

Real-time polymerase chain reaction (PCR)은 thermal cy-

lcer로 분광 형광 광도계가 일체화된 장치로, 실시간으로 PCR
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증폭산물의 생성과정을 모니터링하여 target DNA의 양을 분

석하는 실험이다. 본 실험에서 tyrosinase, MITF, TRP-1,

TRP-2의 mRNA를 노간주나무 에탄올 추출물을 처리하여 실

시간으로 분석한 결과 농도 의존적으로 mRNA 발현이 줄어듦

을 확인할 수 있었다(Fig. 7∼Fig. 10).

이러한 결과로 미루어 보아 노간주나무 에탄올 추출물이

tyrosinase, MITF, TRP-1 및 TRP-2 단백질 발현 및 mRNA

발현량 등에서 효능이 있음을 확인할 수 있었으며, 미백개선

용 화장품 소재로 응용이 가능할 것으로 판단된다. 차후 화장

품 제형에서 노간주나무 추출물이 얼마나 안정하게 피부에

적용이 되는지에 대한 연구가 계속된다면 우수한 미백개선용

화장품 천연 소재가 될 것으로 생각된다.
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초록：멜라노마세포(B16F10)에서 노간주나무의 tyrosinase, MITF, TRP-1 및 TRP-2 발현 저해능
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사람의 피부는 자외선, 오염된 공기, 화학제품 등 환경에 끊임없이 노출된다. 특히 자외선은 피부에 다양한 형

태로 영향을 주어 주름, 잔주름, 피부거침, 피부건조와 같은 현상을 발생시켜 피부노화를 유발시킨다. 미백효과를

확인하기 위하여 tyrosinase 저해활성을 측정한 결과 열수 추출물에서 49.4%, 에탄올 추출물에서 80.0%의 효과를

나타내어 열수 추출물에 비해 에탄올 추출물의 효과가 높게 나타났으며, 노간주나무 에탄올 추출물이 B16F10 흑

세포종에 대하여 멜라닌 색소 생성 억제 및 tyrosinase, MITF, TRP-1, TRP-2의 억제 효과를 가지고 있는 것을 확인

하였다. 이와 같은 결과로 미루어 보아 열수 추출물보다 에탄올 추출물이 더 높은 효과를 나타냄을 확인할 수

있었으며, 노간주나무 추출물의 미백효과를 이용하여 기능성 화장품 소재로서의 가능성을 확인할 수 있었다.


