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1. 서    론

사람의 피부는 ultraviolet (UV)와 같은 고에너지 광

원으로부터 피부를 보호하기 위해 멜라닌을 합성한다

[1]. 그러나 멜라닌의 과생성은 기미 주근깨, 주름과 같

은 피부질환을 일으키기도 하며[2], 외모에 대한 관심

이 증가한 현대인들이 선호하는 맑고 깨끗한 피부 유

지를 위해서, 멜라닌의 과생성을 억제하는 기능성 성
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분에 대한 현대인들의 요구도가 증가되고 있다. 따라

서 피부 속의 멜라닌 합성을 저해함으로써 미백 효과

를 가지는 물질에 대한 연구가 활발히 진행되며, 현재 

산업적으로 사용되는 멜라닌 저해제로는 arbutin과 koj-

ic acid 등이 있다[3]. 그러나 이런 물질은 미백 활성이 

떨어지며 과다 사용시 부작용이 발생할 위험성을 내포

하고 있어 제한적으로 사용되어지고 있다[4]. 따라서 

안전하며 고효율의 멜라닌 저해제의 개발이 요구되고 

있고, 천연물로부터의 미백활성을 물질을 찾기 위한 

많은 연구들이 수행되고 있는 실정이다. 

멜라닌의 합성에 있어서 key protein은 tyrosinase, 
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요 약: 본 연구는 오디씨 에탄올 추출물(MSE)의 멜라닌 합성 저해 효과를 밝히는 것이다. 먼저 MSE의 mel-
an-a 세포를 이용한 멜라닌 합성 저해 실험결과, 독성을 보이지 않는 10 µg/mL의 농도까지 멜라닌 합성 저해 
효과를 나타내었다. 또한 tyrosinase, tyrosinase-related protein-1 (TRP-1) 단백질의 발현이 저해되었으
며, extracelluar signal-regulated protein kinase (ERK)의 발현을 농도 의존적으로 증가시키는 MSE의 기전
을 확인하였다. 뿐만 아니라, 제브라피쉬를 이용한 in vivo 모델의 실험에서도 색소 발생이 저해됨을 관찰하였다. 
따라서 오디씨로 부터 획득한 에탄올 추출물이 ERK 단백질의 발현으로 인해 멜라닌 생합성을 억제할 수 있음을 
밝혔다.

Abstract: The purpose of this study was to investigate anti-melanogenesis effects of mulberry seed extracts (MSE). MSE 
inhibited melanogenesis in melan-a cells at 10 μg/mL without cytotoxicity. Also, MSE decreased tyrosinase, 
tyrosinase-related protein-1 (TRP-1) protein expression  in the melan-a cells. To identify the signaling pathway of MSE, 
the ability of MSE to influence extracellular signal-regulated protein kinase (ERK) activation was investigated. MSE 
induced ERK protein expression in a dose-dependent manner. In addition, MSE presented inhibition of the body 
pigmentation in vivo zebrafish model. These results suggest that MSE may be an effective anti-melanogenesis agent 
regulating the expression of ERK protein and melanogenic enzymes.

Keywords: Mulberry seed, melanogenesis, melan-a, zebrafish, ethanol extract
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tyrosinase related protein-1 (TRP-1), TRP-2가 있으며 이

들 단백질에 의해 3,4-dihydroxyphenylalanine (DOPA)이 

DOPA quinone으로 전환된 후 일련의 과정을 거쳐 멜

라닌이 합성된다[5]. 따라서 멜라닌 생성의 첫 단계인 

tyrosinase, TRP-1, TRP-2 단백질의 활성을 억제함으로

써 미백활성을 기대할 수 있다. 

오디(Mulberry)는 뽕나무(Morus alba L.)의 열매로써 

5월에서 6월에 걸쳐 과실이 검은색 또는 자홍색을 나

타낼 때 채취하여 식용하거나 건조하여 사용하고 있다

[6]. 한방에는 백발을 검게 하며 소갈(당뇨)을 덜어주며 

오장을 이롭게 하는 자양, 강장제로써 이용되어져 왔

다[7]. 이러한 오디를 이용한 많은 생리활성 연구가 이

루어져 왔으나 오디씨에 대한 연구는 미비한 실정이

다. 최근 오디 와인 제조 시 획득되는 부산물인 오디씨

로부터 항산화, 항암, 항당뇨 성분인 폴리페놀 화합물

이 분리되었다[8,9]. 하지만 오디씨로부터 멜라닌 합성 

저해능은 아직 보도된 바 없다. 따라서 본 연구는 오디

씨 에탄올 추출물이 기지고 있는 멜라닌 합성 저해 효

과를 melan-a 세포와 제브라피쉬를 이용하여 살펴보고

자 한다. 

2. 재료 및 방법

2.1. 기기 및 시약

본 실험에서 사용된 시약은 L-tyrosine, 12-ο

-tetradecanoylphorbol-13-acetate, 1-phenyl-2-thiourea 

(PTU)는 Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA)에서 

구입하였고, anti-ERK1/2, anti-phosphorylated ERK1/2 

(p-ERK), anti-rabbit IgG antibodies는 Cell Signaling 

Technology (USA)에서 구입하였다. Microphthalmia-as-

sociated transcription factor (MITF) antibody는 Thermo 

Fisher Scientific (USA)에서 구입하였으며, Tyrosinase, 

TRP-1, TRP-2는 National Institutes of Health, Bethesda, 

MD.의 Dr. VJ Hearing으로부터 기증받아 사용하였다. 

2.2. 시료추출

본 실험에 사용한 오디씨는 (주)한국와인으로부터 

획득, 사용하였다. 오디씨는 수세 및 침지를 여러 번 

반복하여 실시하고 탈수한 후 50 ± 5 ℃에서 열풍건조 

한 다음 추출에 사용하였다. 건조된 오디씨를 분쇄한 

후 95% 에탄올로 2주간 추출한 다음 감압농축하여 에

탄올 추출물을 획득하였다. 

2.3. 세포배양

Melan-a 세포는 런던대학 St. George 의과대학의 

D.C. Bennett 박사가 C57BL/6 mice에서 채취하여 만들

어낸 것으로 immortalized melanocyte이다(St George’s 

Hospital Medical School, London, UK). 세포는 37 ℃, 5% 

CO2의 조건인 CO2배양기(Thermo, USA)에서 배양되

었다. 사용된 배지는 10% fetal bovine serum (Gibco 

Co., USA)이 포함된 RPMI-1640 배지에 1% penicillin/

streptomycin과 200 nM 12-o-tetradecanoylphorbol-13-ace-

tate를 첨가하였으며, 약 24 h 주기로 RPMI-1640 배양

액을 교체하였다. 세포독성은 cell counting kit-8 

(CCK-8, Dojindo Lab., Japan)을 사용하여 측정하였다. 

2.4. 멜라닌 양 측정

멜라닌 양은 Hosoi 등의 방법을 변형하여 사용하였

다[10]. Melan-a 세포 1 × 105개를 24-well plate의 각 

well에 분주하여 하룻밤 배양하여 실험에 사용하였다. 

MSE를 농도별로 배지에 처리하여 3일 동안 배양했다. 

이후 phosphate-buffered saline으로 세척하고 1 N NaOH

를 200 µL씩 각 well에 처리하여 용해시켰다. 용해된 

세포를 96 well plate로 옮겨 microplate reader (Bio-Rad 

3550, Bio-Rad, USA)를 사용하여 optical density를 405 

nm에서 측정하고 melanin 생성 억제율은 대조군과 대

비해 %로 계산한다.

2.5. Western blot 분석

웨스턴 블롯 방법을 이용하여 melanin 합성에 작용

하는 단백질(tyrosinase, tyrosinase related protein-1 

(TRP-1), TRP-2 등)의 발현을 분석하였다. 상기의 mel-

an-a 세포를 배양하여 1.25 ~ 10 µg/mL 의 농도의 MSE

를 24 h 처리한 후, 상기 세포를 단백질분해효소 저해

제(protease inhibitor cocktail, Sigma, st. Louis, MO USA)

를 첨가한 RIPA 완충용액(10 mM Tris-HCl (pH 7.5), 

1% NP-40, 0.1% sodium deoxycholate, 0.1% SDS, 150 

mM NaCl, 1 mM EDTA)으로 용해시켰다. 이후, 얻어진 

세포 용해물을 4 ℃에서 5 min 간 12,000 × g으로 원심

분리한 후, BCA 단백질 키트를 이용하여 단백질의 농도

를 측정하였다. 세포에서 추출한 단백질에 전기영동용 

완충용액(sample buffer)을 첨가하고 100 ℃에서 5 min간 
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가열한 후 SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfatepolyacryla-

mide gel electrophoresis)를 수행하였다. 전기영동 후, 

분자량별로 분리된 단백질은 젤에서 nitrocellulose 

(NC) membrane에 전이시켰다. 이때, 비특이적 반응을 

최소화하기 위해 완충용액(phosphate buffered saline; 

PBS (pH 7.4), 0.1% Tween 20, 5% skimmed milk)을 1 

h 동안 상온에서 반응시킨 후, 1차 항체를 다음과 같이 

희석하여 사용하였다. 항체 희석은 5% Skim milk 용액

을 이용하여 상온에서 1 h 동안 반응시켜 희석하였다. 

반응 후, 세척 완충액(0.1 % Tween-20, PBS)으로 5 min 

간 3 ~ 4회 세척한 후 1 : 5000으로 희석시킨 2차 항체

(HRP-conjugated anti-goat IgG antibody) 용액으로 1 h 

동안 상온에서 반응시켰다. 2차 항체 반응 후, ECL 

(enhanced chemiluminescence) 시약을 사용하여 분석대

상 단백질 밴드를 발색시켜 정량하였다. 

2.6. 제브라피쉬 사육

성숙 zebrafish는 14 : 10 h의 낮과 밤의 주기로 28.5 ℃

의 수온을 유지, 폐쇄 순환 여과 시스템을 갖춘 수조에서 

사육하였다[11,12]. 성숙 zebrafish는 20 L 수조에 3 ~ 5마

리 넣고 살아있는 brine shrimp (San Francisco BayBrand, 

Inc., USA)를 하루에 3번 식이 하였다. 적정 생육온도인 

28.5 ℃의 수온을 유지한 어항에서 사육하였다.

2.7. 제브라피쉬 멜라닌 저해 실험

성숙 zebrafish 암수를 알 채취 전날 알 채취용 수조

에 넣고 다음날 광주기 시기 1 ~ 2 h 이후에 알을 채취

하였다. 채취된 알은 zebrafish embryo medium에 넣고 

24 h 발생 시킨 후, 각 샘플을 농도별로 처리하였다. 샘

플 처리 시 코리온(chorion)의 샘플 투과 정도를 알 수 

없기에 각 알의 코리온에 구멍을 내어 처리하였고, 

MSE 처리 후 24 h 이후 샘플의 독성이 나타난 알은 제

거하고, 나머지 알의 코리온을 완전 제거 후 2번째 샘

플을 처리하였다. MSE 처리 48 h 이후에 대조구 대비 

샘플 처리구의 색소 발생 정도를 실체현미경으로 관찰 

하였다. 

2.8. 통계처리

본 연구의 모든 결과는 3회 반복 실험에 대한 평균

(mean) ± 표준오차(standard deviation, SD)로 나타내었으

며, 통계분석은 Student’s t-test를 실시하여 관찰하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. 오디씨 에탄올 추출물이 melan-a 세포의 멜라닌 합

성에 미치는 영향

생체 내에서의 멜라닌 합성과정은 tyrosine을 기질로 

하여 tyrosinase에 의해 hydroxylation 반응을 거쳐 

3,4-dihydroxyindolephenylamine (L-DOPA)으로 되고 이

것은 다시 L-DOPA quinone으로 산화된다[13]. 이후 아

미노산 혹은 단백질과 중합 반응에 의해 멜라닌이 합

성되는 것으로 알려져 있다[14]. MSE에 의한 melan-a 

세포에서의 세포독성을 CCK-8 assay kit를 이용하여 

 (A)

 (B)

Figure 1. Effects of mulberry seed ethanol extract (MSE) on cell

cytotoxicity and melanogenesis in melan-a cells. (A) Effect of 

cell cytotoxicity was measured with triplicate experiment. The 

cells were cultured with 0 ~ 20 µg/mL of MSE for 3 days, and

cell cytotoxicity was determined by CCK-8 cell counting kit. 

(B) Inhibition of melanin synthesis was measured with triplicate

experiment. The cells were cultured with 0 ~ 10 µg/mL of MSE

for 3 days. Each value is expressed a means ± SD of triplicate

determinations. *p < 0.001 versus of untreated group. 
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분석하였다(Figure 1A). 그 결과, 20 µg/mL의 농도에서 

약한 독성을 나타내었다. 따라서 10 µg/mL 이하에서 

melan-a 세포의 멜라닌 합성 저해 효과를 실험하였다. 

Figure 1B에서와 같이 농도 의존적으로 melan-a 세포

내의 멜라닌 함량이 감소되는 경향을 보였으며, 10 

µg/mL의 농도에서 무처리군 대비 54% 감소되는 것을 

확인하였다. 

3.2. 오디씨 에탄올 추출물 멜라닌 합성 저해에 관한 기전 

연구

MSE의 멜라닌 합성 저해 기전을 알아보기 위하여 

멜라닌 합성에 관련한 주요 효소인 tyrosinase, TRP-1, 

TRP-2, MITF에 대한 단백질 발현 정도를 western blot

을 이용하여 확인하였다(Figure 2). 그 결과, tyrosinase, 

TRP-1, MITF 단백질 발현을 농도 의존적으로 감소시

킴을 확인하였다. 그러나 TRP-2 단백질의 발현에는 변

화가 없는 것으로 나타나 MSE에 의한 멜라닌 합성 저

해 효과에 영향을 미치지 않았다. 따라서 tyrosinase, 

TRP-1과 MITF 단백질이 MSE에 의해 저해됨으로써 

멜라닌 합성 저해 효과를 나타내는 것으로 사료된다. 

최근 논문에 의하면 세포 내 신호전달 단백질로 알

려져 있는 ERK의 신호기전에 의해 멜라닌 생합성을 

조절한다고 알려져 있다[14]. 따라서, MSE가 melan-a

세포에서 ERK를 발현시키는지 확인하였다(Figure 3). 

그 결과, MSE의 농도가 증가할수록 phosphorylation 

ERK가 증가되었다. 특히 10 µg/mL의 농도에서 현저하

게 증가되었다. MITF는 멜라닌의 합성 과정에서 중요

Figure 2. Effects of mulberry seed ethanol extract (MSE) on 

melanogenesis and expression of melanogenesis-related protein 

in melan-a cells. The cells were cultured with 0 ~ 10 µg/mL

of MSE for 24 h. Whole-cell lysate were then subjected to 

western blot analysis using antibodies against tyrosinase, 

TRP-1, TRP-2, and MITF. Equal protein loading was 

confirmed using β-actin antibody. The blot shown is 

representative of three independent experiments performed in 

triplicate. Each values are expressed a means ± SD of 

triplicate determinations. *p < 0.01, **p < 0.01, ***p < 0.001

versus of untreated group.

Figure 3. Effects of mulberry seed ethanol extract (MSE) on 

ERK protein expression in melan-a cell. The cells were 

cultured with 0 ~ 10 µg/mL of MSE for 24 h. Whole-cell 

lysate were then subjected to western blot analysis using 

antibodies against p-ERK, and ERK. The blot shown is 

representative of three independent experiments performed in 

triplicate. Each values are expressed a means ± SD of triplicate

determinations. **p < 0.01, ***p < 0.001 versus of untreated 

group.
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한 전사 조절 인자로 tyrosinase, TRP-1, TRP-2의 전사

를 촉진하는 것으로 알려져 있다[15-17]. phosphor-

ylation-ERK의 증가로 인해 MITF의 serine-73 잔기의 

phosphorylation을 유도하여 MITF의 ubiquitination이 이

루어져 proteosomal degradation을 일으키게 됨으로써 

멜라닌 합성을 저해시키는 것으로 알려져 있다[18]. 

Figure 2, 3에서와 같이 p-ERK가 증가할수록 MITF가 

감소됨을 확인하였다. 

3.3. 제브라피쉬의 멜라닌 합성 저해 활성

MSE를 zebrafish embryo에 처리한 후 48 h 후에 멜라

닌 합성에 미치는 영향을 살펴본 결과 Figure 4와 같이 

MSE가 증가됨으로써 zebrafish의 요크(yolk) 부분의 색

소 침착이 대조구 대비 저해되는 것이 관찰되었다. ze-

brafish는 발생이 빠르며 한번에 알을 100 ~ 200개를 낳

는다. 최근 동물실험을 동물윤리 문제로 인해 하등동

물 또는 세포 실험으로 대체하려 하나 생리활성의 복

잡한 메카니즘으로 인해 연구에 한계가 있다[19]. 이와 

같은 이유로 zebrafish는 새로운 동물모델로 각광을 받

고 있다[20]. 더욱이 zebrafish embryo의 몸 색깔이 투명

해 색소 관찰이 용이함으로써 미백제 탐색에 많이 이

용되고 있다[21,22]. 

4. 결    론

오디씨 에탄올 추출물의 멜라닌 합성 저해 효과를 

살펴보기 위해 melan-a 세포와 zebrafish를 이용하였다. 

그 결과, melan-a 세포의 멜라닌 합성이 저해되었는데 

이는 melan-a 세포 내의 p-ERK의 증가로 인해 MITF가 

저해 되며, tyrosinase와 TRP-1이 감소됨으로써 멜라닌 

합성이 저해되는 것으로 사료된다. 또한 zebrafish의 멜

라닌 합성이 저해됨을 확인하여 미백 화장품 천연 소

재로서의 활용 가능성이 높을 것으로 생각된다. 
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