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The inhibition of tyrosinase, a key enzyme in mammalian melanin synthesis, plays an important role 
in preventing skin pigmentation and melanoma. Therefore, tyrosinase inhibitors are very important 
in the fields of medicine and cosmetics. However, only a few tyrosinase inhibitors are currently avail-
able because of their toxic effects on skin or lack of selectivity and stability. Therefore, we synthesized 
a novel series of (E)-2-(substituted benzylidene)-2,3-dihydro-1H-cyclopenta[a]naphthalen-1-one de-
rivatives and evaluated their inhibitory effects on mushroom tyrosinase, with the aim of discovering 
a novel tyrosinase inhibitor. Among 19 derivatives, MHY3655 (IC50 = 0.1456 μM) showed the strongest 
inhibitory effect on tyrosinase activity compared to kojic acid (IC50 = 17.2 μM), a well-known ty-
rosinase inhibitor. In addition, MHY3655 showed competitive inhibition on Lineweaver-Burk plots. We 
confirmed that MHY3655 strongly interacts with mushroom tyrosinase residues through the docking 
simulation. Substitutions with a hydroxy group at both R2 and R4 in the phenyl ring indicated that 
these groups play a major role in the high binding affinity to tyrosinase. Further, MHY3655 did not 
show cytotoxicity at the concentrations tested in B16F10 melanoma cells. In conclusion, the novel com-
pound MHY3655 potentially shows tyrosinase inhibitory activity, and it could be used as an in-
gredient in whitening cosmetics.
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서   론

멜라닌(melanin)은 여러 동물들의 피부나 눈 등의 조직에 

존재하는 흑색 또는 갈색 색소를 총칭한다[11]. 특히, 멜라닌은 

사람의 피부색을 결정하는 중요한 요소로써 인종에 따라서 

멜라닌 발현 유전자가 다르고 이에 따라 멜라닌 세포의 양이 

조절되어 피부색이 결정된다[9]. 피부에서 멜라닌의 기능은 자

외선 차단 기능으로서 피부의 체온을 유지시켜주고 자외선으

로부터 피부를 보호해 주지만[5], 과도한 멜라닌 생성은 기미, 

주근깨, 피부 반점 형성에 원인이 되며, 더 나아가 피부암 유발

에 기여한다[6].

멜라닌은 표피 기저층에 존재하는 멜라닌 세포의 멜라노좀

에서 합성되며 멜라닌 형성의 주효소인 tyrosinase가 tyrosine

에서 DOPA로의 전환과 이후 DOPA quinone으로의 전환을 

매개한다. 결국, DOPA quinone은 자동 산화반응과 효소반응

으로 DOPA chrome을 거쳐 공중합체인 멜라닌이 형성된다

[10]. 

현재 화장품 분야에는 이러한 멜라닌 형성과정의 불균형으

로 인한 색소침착을 막기 위하여 tyrosinase을 타겟하는 물질

들을 개발 중이며 대표적으로 코직산(kojic acid)을 들수 있다. 

코직산은 tyrosinase 활성 부위의 copper를 chelating하여 ty-

rosine에서 DOPA로 그리고 DOPA에서 DOPA quinone으로 

진행되는 과정을 저해한다[2]. 코직산은 안전성의 문제로 금지

되었다가 다시 사용되고 있으나 논쟁의 여지가 있다[4].
 따라

서, 부작용이 없는 안전한 피부미백제 개발이 필요하다. 

따라서, 본 연구에서는 새롭게 합성된 19종류의 (E)-2-(sub-

stituted benzylidene)-2,3-dihydro-1H-cyclopenta[a]naphthalen-1-one 

유도체들이 tyrosinase 활성에 대한 억제효과를 나타내는지 

조사하였으며, 그 중에서 신물질 MHY3655가 우수한 ty-

rosinase 저해활성을 나타냄을 확인하였다.

재료 및 방법

시약 및 기기

본 실험에서 사용한 용매 및 언급하지 않은 시약은 부차적

인 정제과정 없이 시판품을 사용하였다. ESIMS 데이터는 

Advion Expression CMS Spectrometer (NY, USA)로 측정하
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여 m/z로 나타내었으며, 마이크로웨이브 반응은 마이크로웨

이브 합성반응기인 Monowave 300 (Anton Paar)을 사용하였

다. 1H-NMR 및 13C-NMR spectra는 CDCl3 또는 DMSO-d6를 

용매로 하여 Varian Unity INOVA 400 spectrometer 또는 

Varian Unity AS500 spectrometer로 측정하였으며, chemical 

shift는 ppm (parts per million)으로 coupling constant는 Hz 

(hertz)로 나타내었다. Column chromatography용 silica gel 

(230-400 mesh, Merck)를 사용하였고 TLC (Thin Layer 

Chromatography)는 Kieselgel 60 F254 plate (Merck KGaA, 

Darmstadt, Germany)를 사용하였다. 무수 용매는 사용하기 

직전에 CaH2 혹은 Na/benzophenone의 존재 하에서 증류하

여 사용하였다. 

물질 합성

(E)-Ethyl 3-(naphthalen-2-yl)acrylate (20) and its (Z)-iso-

mer

2-Naphthaldehyde (4.0 g, 25.61 mmol)와 (carbethoxy-

methylene)triphenylphosphorane (10.0 g, 28.71 mmol)를 함

유하는 무수 톨루엔(30 ml) 용액을 실온에서 24시간 교반시켰

다. 생성된 고체를 여과하고 헥산으로 씻어주었다. 여과액을 

감압하에서 증발시키고 얻어진 잔사를 디클로로메탄을 전개

용매로 사용하여 실리카겔 컬럼크로마토그래피로 정제하여 

(E)-이성질체 20과 (Z)-이성질체의 혼합물(5.69 g, 98.2%)을 흰

색 고체로 얻었다. 혼합물에서 일부 양을 취하여 디클로로메

탄을 전개용매로 사용하여 실리카겔 컬럼 크로마토그래피로 

재정제하여 각 이성질체를 분리하여 각 이성질체의 NMR 데

이터를 얻었다. (E)-이성질체와 (Z)-이성질체의 비율은 50:1 이

었다. 

(E)-이성질체: 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7.93(s, 1H, 1´- 

H), 7.85(d, 1H, J=16.0 Hz, 3-H), 7.85–7.82(m, 3H, 4´-H, 5´-H, 

8´-H), 7.67(dd, 1H, J=1.6, 8.4 Hz, 3´-H), 7.52(dt, 1H, J=2.0, 

6.4 Hz), 7.50(dt, 1H, J=2.0, 6.4 Hz), 6.55(d, 1H, J=16.0 Hz, 

2-H), 4.29(q, 2H, J=6.8 Hz, CH2CH3), 1.36(t, 3H, J=6.8 Hz, 

CH2CH3); 
13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ 167.3, 144.9, 134.4, 

133.5, 132.2, 130.2, 129.0, 128.7, 128.0, 127.4, 126.9, 123.7, 118.7, 

60.8, 14.6. (Z)-이성질체: 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 8.04(s, 

1H, 1´-H), 7.85–7.79(m, 3H, 4´-H, 5´-H, 8´-H), 7.73(dd, 1H, 

J=2.0, 8.0 Hz, 3´-H), 7.49(dt, 1H, J=2.0, 6.5 Hz), 7.47(dt, 1H, 

J=2.0, 6.5 Hz), 7.10(d, 1H, J=12.5 Hz, 3-H), 6.02(d, 1H, J=12.5 

Hz, 2-H), 4.20(q, 2H, J=7.0 Hz, CH2CH3), 1.25(t, 3H, J=7.0 

Hz, CH2CH3).

Ethyl 3-(naphthalen-2-yl)propanoate (21)

화합물 20(5.70 g, 25.19 mmol)을 함유하는 디클로로메탄 

용액(25 ml)을 10% Pd/C(285 mg, Degussa type E101 NE/W)

과 수소 존재하에서 실온에서 밤새 격렬하게 교반하였다. 반

응 혼액을 Celite 패드를 통과시켜 여과하고, 그 여과액을 감압 

하에서 증발시켜 상기의 화합물 21(5.18 g, 91%)을 얻었다.  
1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 7.81-7.77(m, 3H, 4´-H, 5´-H, 

8´-H), 7.65(s, 1H, 1´-H), 7.46(dt, 1H, J=1.5, 7.0 Hz), 7.43(dt, 

1H, J=1.5, 7.0 Hz), 7.34(dd, 1H, J=1.5, 8.5 Hz, 3´-H), 4.14(q, 

2H, J=7.0 Hz, CH2CH3), 3.12(t, 2H, J = 8.0 Hz, 3-H2), 2.72(t, 

2H, J = 8.0 Hz, 2-H2), 1.23(t, 3H, J=7.0 Hz, CH2CH3); 
13C NMR 

(100 MHz, CDCl3) δ 173.2, 138.3, 133.8, 132.4, 128.3, 128.0, 

127.7, 127.3, 126.7, 126.3, 125.6, 60.7, 36.1, 31.4, 14.5.

3-(Naphthalen-2-yl)propanoic acid (22)

화합물 21(5.18 g, 22.69 mmol)을 THF (35 ml)와 H2O (35 

ml)에 녹이고 NaOH (1.40 g, 35 mmol)를 부가하고 60oC에서 

6시간 동안 교반하였다. 반응 혼액을 식힌 후, 디클로로메탄과 

물로 추출하고 수층을 1N-HCl 수용액으로 pH 2까지 산성화

시켜 얻어진 고체를 여과하고 물로 씻어주어 화합물 22(4.27 

g, 94%)를 흰색 고체로 얻었다.
1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 11.38(brs, 1H, OH), 

7.82-7.78(m, 3H, 4´-H, 5´-H, 8´-H), 7.66(s, 1H, 1´-H), 7.47(t, 

1H, J=7.0 Hz, 7´-H), 7.44(t, 1H, J=7.0 Hz, 6´-H), 7.35(d, 1H, 

J=8.5 Hz, 3´-H), 3.14(t, 2H, J=8.0 Hz, 3-H2), 2.79(t, 2H, J=8.0 

Hz, 2-H2); 
13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ 179.3, 137.8, 133.8, 

132.4, 128.4, 127.9, 127.8, 127.1, 126.7, 126.3, 125.7, 35.7, 30.9.

2,3-Dihydro-1H-cyclopenta[a]naphthalen-1-one (23) and its 

regioisomer, 2,3-dihydro-1H-cyclopenta[b]naphthalen-1- one 

(23‘)

화합물 22(4.294 g, 21.45 mmol)를 함유하는 methane-

sulfonic acid (20 ml) 용액을 마이크로웨이브 반응기(Mono-

wave 300, Anton Paar)에 넣고 90oC에서 1.5시간 반응시켰다. 

식힌 후 물을 부가하고 생성된 고체를 여과하여 얻은 여과 

고체를 디클로로메탄과 1N-NaOH 수용액으로 추출하여 얻어

진 유기층을 무수 MgSO4로 건조하고 감압하에서 증발시켰다. 

얻어진 잔사를 디클로로메탄을 전개용매로 사용하여 실리카

겔 컬럼 크로마토그래피로 정제하여 화합물 23(2.98 g, 76%)과 

regioisomer 23′(272 mg, 7%)을 각각 순수하게 얻었다.

화합물 23: 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 9.16(d, 1H, J=8.4 

Hz, 9-H), 8.03(d, 1H, J=8.4 Hz, 5-H), 7.88 (d, 1H, J=8.4 Hz, 

6-H), 7.66(t, 1H, J=7.6 Hz), 7.55(t, 1H, J=7.6 Hz), 7.51(d, 1H, 

J=8.0 Hz, 4-H), 3.21(t, 2H, J=5.6 Hz, 3-H2), 2.80(t, 2H, J=5.6 

Hz, 2-H2); 
13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ 207.9, 158.7, 136.0, 

132.8, 131.2, 129.6, 129.1, 128.3, 126.8, 124.3, 124.2, 37.2, 26.4. 

화합물 23′: 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 8.38(s, 1H, 9-H), 

7.99(d, 1H, J=8.5 Hz, 8-H), 7.89(s, 1H, 4-H), 7.86(d, 1H, J = 

8.5 Hz, 5-H), 7.58(t, 1H, J=7.5 Hz, 6-H), 7.50(t, 1H, J=7.5 Hz, 

7-H), 3.32(t, 2H, J=6.5 Hz, 3-H2), 2.81(t, 2H, J=6.5 Hz, 2-H2).

General procedure for the synthesis of compounds 1-19 

화합물 23(70 mg, 0.38 mmol)과 치환된 벤즈알데히드(1.4 

당량)를 함유하는 1N-HCl 아세트산 용액(1.0 ml)을 실온에서 
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밤새 교반하였다. 디에칠에테르로 포화된 물을 부가하고 생성

된 고체를 여과하고 물을 비롯하여 디클로로메탄, 메탄올 또

는/및 헥산으로 씻어주고 건조하여 상기의 화합물을 고체로 

얻었다.

(E)-2-(4-Hydroxybenzylidene)-2,3-dihydro-1H-cyclo-

penta[a]naphthalen-1-one (1, MHY3653)

노란색 고체; 수율, 67%; 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) 

δ 10.09(brs, 1H, OH), 9.17(d, 1H, J=8.0 Hz, 9-H), 8.23(d, 1H, 

J=8.5 Hz, 5-H), 8.06(d, 1H, J=8.5 Hz, 6-H), 7.75(d, 1H, J=8.5 

Hz, 4-H), 7.72(t, 1H, J=7.5 Hz, 8-H), 7.67(d, 2H, J=8.0 Hz, 

2´-H, 6´-H), 7.61(t, 1H, J=7.5 Hz, 7-H), 7.47(s, 1H, vinylic H), 

6.90(d, 2H, J=8.5 Hz, 3´-H, 5´-H), 4.15(s, 2H, 3-H2); 
13C NMR 

(100 MHz, DMSO-d6) δ 194.7, 160.0, 153.5, 136.1, 133.6, 133.1, 

132.8, 132.0, 129.7, 129.5, 129.3, 127.3, 126.8, 124.9, 124.0, 

116.7, 33.0; LRMS (ESI+) m/z 287(M+H)+, 341(M+MeOH+ 

Na)+.

(E)-2-(3,4-Dihydroxybenzylidene)-2,3-dihydro-1H-cyclo-

penta[a]naphthalen-1-one (2, MHY3654)

노란색 고체; 수율, 51%; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) 

δ 9.68(s, 1H, OH), 9.28(s, 1H, OH), 9.16(d, 1H, J=8.8 Hz, 9-H), 

8.23(d, 1H, J=8.4 Hz, 5-H), 8.05(d, 1H, J=8.0 Hz, 6-H), 7.74(d, 

1H, J=8.0 Hz, 4-H), 7.72(t, 1H, J=8.0 Hz, 8-H), 7.61(t, 1H, J=7.6 

Hz, 7-H), 7.38(s, 1H, vinylic H), 7.24(s, 1H, 2´-H), 7.13(d, 1H, 

J=8.0 Hz, 6´-H), 6.85(d, 1H, J=8.0 Hz, 5´-H), 4.12(s, 2H, 3-H2); 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ 194.7, 153.4, 148.6, 146.3, 

136.1, 133.5, 133.1, 132.6, 132.1, 129.7, 129.5, 129.3, 127.3, 

127.2, 124.9, 124.8, 124.0, 118.1, 116.7, 33.1; LRMS (ESI+) m/z 

303(M+H)+, 357(M+MeOH+Na)+, 389(M+2MeOH+Na)+.

(E)-2-(2,4-Dihydroxybenzylidene)-2,3-dihydro-1H-cyclo-

penta[a]naphthalen-1-one (3, MHY3655)

갈색 고체; 수율, 41%; 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ 

10.13(s, 1H, OH), 9.92(s, 1H, OH), 9.19(d, 1H, J=8.5 Hz, 9-H), 

8.21(d, 1H, J=8.5 Hz, 5-H), 8.05(d, 1H, J=8.0 Hz, 6-H), 7.91(s, 

1H, vinylic H), 7.74(d, 1H, J=9.0 Hz, 4-H), 7.71(t, 1H, J=7.5 

Hz, 8-H), 7.62(d, 1H, J=8.5 Hz, 6´-H), 7.60(t, 1H, J=7.0 Hz, 

7-H), 6.42(d, 1H, J=2.0 Hz, 3´-H), 6.39(dd, 1H, J=2.0, 8.5 Hz, 

5´-H), 4.09(s, 2H, 3-H2); 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ 

194.8, 161.5, 160.2, 153.3, 135.7, 133.1, 132.2, 131.6, 131.0, 

129.7, 129.3, 129.3, 127.8, 127.2, 124.9, 124.0, 114.4, 108.6, 

103.1, 33.1; LRMS (ESI+) m/z 303(M+H)+, 357(M+MeOH+ 

Na)+, 389(M+2MeOH+Na)+.

(E)-2-(4-Hdroxy-3-methoxybenzylidene)-2,3-dihy-

dro-1H-cyclopenta[a]naphthalen-1-one (4, MHY3656)

노란색 고체; 수율, 52%; 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 

9.33(d, 1H, J=8.5 Hz, 9-H), 8.05(d, 1H, J=8.5 Hz, 5-H), 7.90(d, 

1H, J=8.0 Hz, 6-H), 7.69(t, 1H, J=7.5 Hz, 8-H), 7.60(s, 1H, 

vinylic H), 7.59(d, 1H, J=8.5 Hz, 4-H), 7.57(t, 1H, J=7.5 Hz, 

7-H), 7.30(dd, 1H, J=1.5, 8.0 Hz, 6´-H), 7.16(d, 1H, J=1.5 Hz, 

2´-H), 7.01(d, 1H, J=8.5 Hz, 5´-H), 5.92(s, 1H, OH), 4.07(s, 

2H, 3-H2), 3.98(s, 3H, OCH3); 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) 

δ 194.7, 153.6, 149.5, 148.5, 136.1, 133.5, 133.1, 132.9, 132.0, 

129.7, 129.5, 129.9, 127.3, 127.2, 125.6, 124.9, 124.0, 116.6, 

115.2, 56.3, 32.9; LRMS (ESI+) m/z 317(M+H)+, 371(M+ 

MeOH+Na)+.

(E)-2-(3-Ethoxy-4-hydroxybenzylidene)-2,3-dihy-

dro-1H-cyclopenta[a]naphthalen-1-one (5, MHY3657)

노란색 고체; 수율, 45%; 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) 

δ 9.62(s, 1H, OH), 9.17(d, 1H, J=8.0 Hz, 9-H), 8.23(d, 1H, 

J=8.5 Hz, 5-H), 8.06(d, 1H, J=8.0 Hz, 6-H), 7.76(d, 1H, J=8.0 

Hz, 4-H), 7.72(t, 1H, J=8.0 Hz, 8-H), 7.61(t, 1H, J=8.0 Hz, 7-H), 

7.47(s, 1H, vinylic H), 7.35(s, 1H, 2´-H), 7.28(d, 1H, J=8.5 Hz, 

6´-H), 6.92(d, 1H, J=8.5 Hz, 5´-H), 4.18(s, 2H, 3-H2), 4.14(q, 

2H, J=6.5 Hz, CH2CH3), 1.38(t, 3H, J=6.5 Hz, CH2CH3); 
13C 

NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ 194.7, 153.6, 149.7, 147.7, 136.1, 

133.5, 133.1, 132.9, 132.0, 129.7, 129.5, 129.3, 127.3, 127.2, 

125.6, 124.9, 124.0, 116.7, 116.4, 64.5, 32.9, 15.4; LRMS (ESI+) 

m/z 331 (M+H)+, 385 (M+MeOH+Na)+.

(E)-2-(3-Hydroxy-4-methoxybenzylidene)-2,3-dihy-

dro-1H-cyclopenta[a]naphthalen-1-one (6, MHY3658)

노란색 고체; 수율, 79%; 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) 

δ 9.29(brs, 1H, OH), 8.17(d, 1H, J=8.0 Hz, 9-H), 8.24(d, 1H, 

J=8.5 Hz, 5-H), 8.06(d, 1H, J=8.0 Hz, 6-H), 7.76(d, 1H, J=8.0 

Hz, 4-H), 7.73(t, 1H, J=8.0 Hz, 8-H), 7.62(t, 1H, J=7.5 Hz, 7-H), 

7.41(s, 1H, vinylic H), 7.27(s, 1H, 2´-H), 7.24(d, 1H, J=8.5 Hz, 

6´-H), 7.04(d, 1H, J = 8.5 Hz, 5´-H), 4.14(s, 2H, 3-H2), 3.83(s, 

3H, OCH3); 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ 194.7, 153.6, 

150.2, 147.4, 136.2, 133.5, 133.1, 131.9, 129.7, 129.5, 129.3, 

128.5, 127.3, 124.9, 124.5, 123.9, 117.5, 112.8, 56.3, 33.0; LRMS 

(ESI+) m/z 317(M+H)+, 371(M+MeOH+Na)+.

(E)-2-(4-Methoxybenzylidene)-2,3-dihydro-1H-cyclo-

penta[a]naphthalen-1-one (7, MHY3659)

노란색 고체; 수율, 79%; 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) 

δ 9.16(d, 1H, J=8.0 Hz, 9-H), 8.24(d, 1H, J=8.5 Hz, 5-H), 

8.06(d, 1H, J=8.5 Hz, 6-H), 7.77(d, 2H, J=8.5 Hz, 2´-H, 6´-H), 

7.76(d, 1H, J=7.5 Hz, 4-H), 7.73(t, 1H, J=8.5 Hz, 8-H), 7.62(t, 

1H, J=8.0 Hz, 7-H), 7.51(s, 1H, vinylic H), 7.07(d, 2H, J=8.5 

Hz, 3´-H, 5´-H), 4.17(s, 2H, 3-H2), 3.82(s, 3H, OCH3); 
13C 

NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ 194.7, 161.2, 153.7, 136.3, 133.8, 

133.3, 133.1, 132.6, 131.9, 129.7, 129.6, 129.4, 128.3, 127.3, 

124.9, 123.9, 115.3, 56.1, 33.0; LRMS (ESI+) m/z 301(M+H)+, 

355(M+MeOH+Na)+.

(E)-2-(3,4-Dimethoxybenzylidene)-2,3-dihydro-1H-cyclo-
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penta[a]naphthalen-1-one (8, MHY3660)

노란색 고체; 수율, 42%; 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) 

δ 9.17(d, 1H, J=8.0 Hz, 9-H), 8.25(d, 1H, J=8.0 Hz, 5-H), 

8.07(d, 1H, J=8.5 Hz, 6-H), 7.78(d, 1H, J=8.5 Hz, 4-H), 7.73(t, 

1H, J=8.0 Hz, 8-H), 7.62(t, 1H, J=8.0 Hz, 7-H), 7.52(s, 1H, 

vinylic H), 7.41(d, 1H, J=8.0 Hz, 6´-H), 7.39(s, 1H, 2´-H), 

7.09(d, 1H, J=8.0 Hz, 5´-H), 4.23(s, 2H, 3-H2), 3.87(s, 3H, 

OCH3), 3.83(s, 3H, OCH3); 
13C NMR (150 MHz, DMSO-d6) 

δ 194.4, 153.5, 150.9, 149.3, 136.0, 133.7, 132.8, 132.8, 131.7, 

129.5, 129.3, 129.1, 128.3, 127.1, 125.1, 124.6, 123.7, 114.2, 

112.4, 56.1, 32.6; LRMS(ESI+) m/z 331(M+H)+, 369(M+K)+, 

385(M+MeOH+Na)+.

(E)-2-(2,4-Dimethoxybenzylidene)-2,3-dihydro-1H-cyclo-

penta[a]naphthalen-1-one (9, MHY3661)

흰색 고체; 수율, 63%; 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ 

9.17(d, 1H, J=8.0 Hz, 9-H), 8.23(d, 1H, J=8.5 Hz, 5-H), 8.06(d, 

1H, J=8.5 Hz, 6-H), 7.87(s, 1H, vinylic H), 7.79(d, 1H, J=9.0 

Hz, 6´-H), 7.74(d, 1H, J=8.5 Hz, 4-H), 7.72(t,1 H, J=7.5 Hz, 

8-H), 7.61(t, 1H, J=7.5 Hz, 7-H), 6.68-6.67(m, 2H, 3´-H, 5´-H), 

4.13(s, 2H, 3-H2), 3.90(s, 3H, OCH3), 3.84(s, 3H, OCH3); 
13C 

NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ 194.7, 163.0, 160.9, 153.6, 136.1, 

133.2, 133.1, 132.0, 131.5, 129.7, 129.5, 129.4, 127.3, 126.6, 

124.9, 124.0, 116.9, 106.8, 99.0, 56.6, 56.2, 33.0; LRMS (ESI+) 

m/z 331(M+H)+, 353(M+Na)+, 369(M+K)+, 385(M+MeOH+ 

Na)+.

(E)-2-(3,4,5-Trimethoxybenzylidene)-2,3-dihydro-1H-cy-

clopenta[a]naphthalen-1-one (10, MHY3662)

분홍색 고체; 수율, 58%; 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) 

δ 9.16(d, 1H, J=8.5 Hz, 9-H), 8.26(d, 1H, J=8.0 Hz, 5-H), 

8.06(d, 1H, J=8.5 Hz, 6-H), 7.78(d, 1H, J=8.5 Hz, 4-H), 7.74(t, 

1H, J=8.0 Hz, 8-H), 7.62(t, 1H, J=8.0 Hz, 7-H), 7.51(s, 1H, 

vinylic H), 7.12(s, 2H, 2´-H, 6´-H), 4.27(s, 2H, 3-H2), 3.88(s, 

6H, 2*OCH3), 3.72(s, 3H, OCH3); 
13C NMR (150 MHz, 

DMSO-d6) δ 194.4, 153.7, 153.5, 139.5, 136.3, 135.1, 132.9, 

132.8, 131.6, 131.0, 129.4, 129.4, 129.2, 127.2, 124.6, 123.7, 

108.8, 60.6, 56.5, 32.4; LRMS (ESI+) m/z 361(M+H)+, 

415(M+MeOH+Na)+.

(E)-2-(4-Hydroxy-3,5-dimethoxybenzylidene)-2,3-dihy-

dro-1H-cyclopenta[a]naphthalen-1-one (11, MHY3663)

노란색 고체; 수율, 71%; 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) 

δ 9.18(d, 1H, J=8.0 Hz, 9-H), 9.09(brs, 1H, OH), 8.24(d, 1H, 

J=8.5 Hz, 5-H), 8.06(d, 1 H, J=8.0 Hz, 6-H), 7.78(d, 1H, J=8.5 

Hz, 4-H), 7.73(t, 1H, J=7.5 Hz, 8-H), 7.62(t, 1H, J=7.5 Hz, 7-H), 

7.49(s, 1H, vinylic H), 7.10(s, 2H, 2´-H, 6´-H), 4.24(s, 2H, 

3-H2), 3.87(s, 6H, 2*OCH3); 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) 

δ 194.7, 153.6, 148.7, 138.7, 136.2, 133.9, 133.2, 133.1, 132.0, 

129.7, 129.5, 129.4, 127.3, 126.0, 124.9, 124.0, 109.3, 56.8, 32.8; 

LRMS(ESI+) m/z 347(M+H)+, 401(M+MeOH+Na)+.

(E)-2-(3-Bromo-4-hydroxybenzylidene)-2,3-dihy-

dro-1H-cyclopenta[a]naphthalen-1-one (12, MHY3664)

베이지색 고체; 수율, 56%; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) 

δ 10.94(s, 1H, OH), 9.14(d, 1H, J=8.4 Hz, 9-H), 8.23(d, 1H, 

J=8.4 Hz, 5-H), 8.05(d, 1H, J=8.0 Hz, 6-H), 7.94(s, 1H, 2´-H), 

7.75(d, 1H, J=8.4 Hz, 4-H), 7.72(t, 1H, J=8.0 Hz, 8-H), 7.66(d, 

1H, J=8.4 Hz, 6´-H), 7.60(t, 1H, J=8.0 Hz, 7-H), 7.42(s, 1H, 

vinylic H), 7.06(d, 1H, J=8.0 Hz, 5´-H), 4.15(s, 2H, 3-H2); 
13C 

NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ 194.6, 156.3, 153.7, 136.3, 135.9, 

134.2, 133.1, 132.4, 131.8, 131.5, 129.7, 129.6, 129.4, 128.5, 

127.3, 124.9, 123.9, 117.3, 110.7, 32.8; LRMS(ESI+) m/z 

365(M+H)+, 367(M+2+H)+, 419(M+MeOH+Na)+, 421(M+2+ 

MeOH+Na)+.

(E)-2-(3,5-Dibromo-4-hydroxybenzylidene)-2,3-dihy-

dro-1H-cyclopenta[a]naphthalen-1-one (13, MHY3665)

노란색 고체; 수율, 54%; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) 

δ 10.57(s, 1H, OH), 9.12(d, 1H, J=8.0 Hz, 9-H), 8.25(d, 1H, 

J=8.8 Hz, 5-H), 8.05(d, 1H, J=8.8 Hz, 6-H), 7.98(s, 2H, 2´-H, 

6´-H), 7.79(d, 1H, J=8.4 Hz, 4-H), 7.72(t, 1H, J=8.0 Hz, 8-H), 

7.61(t, 1H, J=7.6 Hz, 7-H), 7.40(s, 1H, vinylic H), 4.18(s, 2H, 

3-H2); 
13C NMR (150 MHz, DMSO-d6) δ 194.2, 153.7, 152.4, 

136.4, 135.7, 134.7, 132.9, 131.4, 130.1, 129.7, 129.4, 129.4, 

129.2, 127.2, 124.7, 123.7, 112.7, 32.3.

(E)-2-(4-Hydroxy-3-methylbenzylidene)-2,3-dihy-

dro-1H-cyclopenta[a]naphthalen-1-one (14, MHY3666)

노란색 고체; 수율, 29%; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) 

δ 10.03(s, 1H, OH), 9.16(d, 1H, J=8.4 Hz, 9-H), 8.22(d, 1H, 

J=8.0 Hz, 5-H), 8.04(d, 1H, J=8.0 Hz, 6-H), 7.74(d, 1H, J=8.4 

Hz, 4-H), 7.71(t, 1H, J=7.6 Hz, 8-H), 7.60(t, 1H, J=7.6 Hz, 7-H), 

7.54(s, 1H, 2´-H), 7.48(d, 1H, J=8.8 Hz, 6´-H), 7.42(s, 1H, vi-

nylic H), 6.90(d, 1H, J=8.4 Hz, 5´-H), 4.13(s, 2H, 3-H2), 2.18(s, 

3H, CH3); 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ 194.7, 158.3, 

153.5, 136.0, 134.3, 133.3, 133.1, 132.5, 132.0, 131.1, 129.7, 

129.4, 129.3, 127.3, 126.6, 125.5, 124.9, 124.0, 115.9, 33.0, 16.7; 

LRMS (ESI+) m/z 301(M+H)+, 355(M+MeOH+Na)+.

(E)-2-(4-Hydroxy-3,5-dimethylbenzylidene)-2,3-dihy-

dro-1H-cyclopenta[a]naphthalen-1-one (15, MHY3667)

노란색 고체; 수율, 84%; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) 

δ 9.16(d, 1H, J=8.0 Hz, 9-H), 8.93(brs, 1H, OH), 8.21(d, 1H, 

J=8.4 Hz, 5-H), 8.04(d, 1H, J=8.4 Hz, 6-H), 7.75(d, 1H, J=8.8 

Hz, 4-H), 7.71(t, 1H, J=7.6 Hz, 8-H), 7.60(t, 1H, J=7.6 Hz, 7-H), 

7.39(s, 1H, vinylic H), 7.39(s, 2H, 2´-H, 6´-H), 4.14(s, 2H, 

3-H2), 2.22(s, 6H, 2*CH3); 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ 

194.7, 156.2, 153.6, 136.0, 133.4, 133.1, 132.7, 132.2, 132.0, 
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129.7, 129.4, 129.3, 127.3, 126.8, 125.4, 124.9, 123.9, 33.0, 17.4; 

LRMS (ESI+) m/z 315(M+H)+, 369(M+MeOH+Na)+.

(E)-2-(4-Fluoro-3-methoxybenzylidene)-2,3-dihy-

dro-1H-cyclopenta[a]naphthalen-1-one (16, MHY3668)

분홍색 고체; 수율, 48%; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) 

δ 9.13(d, 1H, J=8.4 Hz, 9-H), 8.24(d, 1H, J=8.4 Hz, 5-H), 

8.05(d, 1H, J=8.0 Hz, 6-H), 7.74(d, 1H, J=8.4 Hz, 4-H), 7.73(t, 

1H, J=7.6 Hz, 8-H), 7.61(t, 1H, J=7.6 Hz, 7-H), 7.55(d, 1H, 

J=8.0 Hz, 2´-H), 7.51(s, 1H, vinylic H), 7.39(m, 1H, 6´-H), 

7.30(t, 1H, J=8.4, 10.4 Hz, 5´-H), 4.21(s, 2H, 3-H2), 3.93(s, 3H, 

OCH3); 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ 194.6, 154.0, 152.8 

(d, J=244.2 Hz), 148.0(d, J=10.6 Hz), 136.6, 136.0, 133.1, 132.8 

(d, J=3.8 Hz), 131.9, 131.7, 129.7, 129.6, 129.4, 127.4, 124.8, 

124.2(d, J=7.6 Hz), 123.9, 117.1(d, J=18.2 Hz), 116.7, 56.8, 32.7; 

LRMS (ESI+) m/z 319(M+H)+, 355(M+MeOH+Na)+, 405(M+ 

2MeOH+Na)+.

(E)-2-(3,4-Difluorobenzylidene)-2,3-dihydro-1H-cyclo-

penta[a]naphthalen-1-one (17, MHY3669)

분홍색 고체; 수율, 70%; 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) 

δ 9.13(d, 1H, J=7.5 Hz, 9-H), 8.28(d, 1H, J=7.5 Hz, 5-H), 

8.08(d, 1H, J=7.5 Hz, 6-H), 7.90-7.54(m, 6H, 4-H, 7-H, 8-H, 

2´-H, 5´-H, 6´-H), 7.52(s, 1H, vinylic H), 4.24(s, 2H, 3-H2); 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ 194.5, 154.2, 137.3, 136.9, 

133.6, 133.1, 131.5, 130.4, 129.8, 129.6, 129.4, 128.8, 127.5, 

124.8, 123.9, 119.8(d, J=17.4 Hz), 118.8(d, J=17.5 Hz), 32.6; 

LRMS(ESI+) m/z 307(M+H)+, 361(M+MeOH+Na)+, 393(M+ 

2MeOH+Na)+.

(E)-2-(2,4-Difluorobenzylidene)-2,3-dihydro-1H-cyclo-

penta[a]naphthalen-1-one (18, MHY3670)

노란색 고체; 수율, 41%; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 

9.27(d, 1H, J=8.4 Hz, 9-H), 8.05(d, 1H, J=8.8 Hz, 5-H), 7.88(d, 

1H, J=8.4 Hz, 6-H), 7.79(s, 1H, vinylic H), 7.77-7.66(m, 2H, 

6´-H, 8-H), 7.56(t, 1H, J=7.6 Hz, 7-H), 7.55(d, 1H, J=8.4 Hz, 

4-H), 6.97(dt, 1H, J=2.4, 7.6 Hz, 5´-H), 6.89(dt, 1H, J=2.4, 10.8 

Hz, 3´-H), 4.00(s, 2H, 3-H2); 
13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ 

194.4, 163.7(dd, J=12.2, 252.2 Hz), 162.3(dd, J=11.8, 254.3 Hz), 

152.4, 136.7, 136.3, 133.0, 132.4, 131.1(dd, J=3.9, 9.5 Hz), 130.0, 

129.3, 128.6, 127.1, 124.6, 123.6, 120.3(dd, J=3.7, 11.8 Hz), 112.1 

(dd. J=3.8, 21.3 Hz), 104.8(t, J=25.8 Hz), 32.8; LRMS (ESI+) 

m/z 307(M+H)+, 361(M+MeOH+Na)+, 393(M+2MeOH+Na)+.

(E)-2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxybenzylidene)-2,3-dihy-

dro-1H-cyclopenta[a]naphthalen-1-one (19, MHY3671)

주황색 고체; 수율, 61%; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) 

δ 9.17(d, 1H, J=8.4 Hz, 9-H), 8.23(d, 1H, J=8.8 Hz, 5-H), 8.05 

(d, 1H, J=8.0 Hz, 6-H), 7.79(d, 1H, J=8.4 Hz, 4-H), 7.72(t, 1H, 

J=7.6 Hz, 8-H), 7.61(t, 1H, J=7.6 Hz, 7-H), 7.58(s, 1H, OH), 

7.56(s, 2H, 2´-H, 6´-H), 7.49(s, 1H, vinylic H), 4.15(s, 2H, 

3-H2), 1.44(s, 18H, 2*t-C4H9); 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) 

δ 194.7, 156.7, 153.5, 139.8, 136.1, 134.3, 133.1, 132.8, 132.0, 

129.7, 129.5, 129.3, 128.6, 127.3, 127.1, 125.0, 124.0, 35.3, 32.9, 

30.8; LRMS (ESI+) m/z 399(M+H)+.

Tyrosinase 저해활성 측정

Tyrosinase 저해활성 측정을 위해서 일반적으로 많이 사용

하고 있는 버섯유래 tyrosinase를 사용하였다. Tyrosinase 저

해활성 효과 측정을 위해 96-well microplate (SPL Life Scien-

ces Co., Ltd., Pocheon, Korea)에 1 mM L-tyrosine와 0.5 M 

phosphate buffer (pH 6.5)가 포함된 완충용액 170 μl와 ty-

rosinase (300 U) 20 μl 그리고 50 μM MHY 유도체들과 코직산 

10 μl을 각각 첨가한 뒤, 25℃에서 30분간 반응시켰다. 반응 

후, microplate reader (Berthold, Bad Wildbad, Germany)를 

이용하여 450 nm에서 측정하였다. 합성물질과 코직산은 

DMSO로 각각 12.5, 25, 50 μg/ml의 농도범위로 단계적으로 

희석하여 사용하였다. 합성물질과 코직산 대신에 DMSO 10 

μl을 가하여 control로 하였다. 또한 tyrosinase 대신 0.1 M 

phosphate buffer (pH 6.5) 20 μl를 가하여 blank로 하였다. 

이때의 효소 활성 저해율(%)은 아래와 같이 계산하고, 효소의 

활성을 50% 저해하는 농도를 내삽법으로 구하여 이를 IC50 

값으로 나타내었다[8].

Tyrosinase 활성 저해율(%) = {(A−B)/A} ×100

A; O.D at 450 nm without sample, B; O.D at 450 nm with 

sample

MHY3655의 enzyme kinetic assay

Enzyme kinetic assay는 기본적으로 tyrosinase 저해활성 

측정방법과 동일한 조건 하에서 수행되었다. L-DOPA, mush-

room tyrosinase solution (300 U), 50 mM potassium phos-

phate buffer (pH 6.5), MHY3655을 96-well plate (SPL Life 

Sciences Co., Ltd., Korea)에서 반응 후, dopachrome 형성 정

도를 450 nm에서 50분 동안 10분 단위로 측정한 뒤 분당 변화

량을 구한다. Lineweaver-Burk식을 이용하여 농도변화에 따

른 저해활성을 비교하여 경쟁적, 비경쟁적 저해활성을 판단하

였다.

In silico protein-ligand docking simulation

컴퓨터 상에서 단백질(protein)-리간드(ligand)간의 dock-

ing simulation을 수행 하기 위해서 docking simulation 프로

그램 중 하나인 Autodock Vina를 사용하였다[10]. 필요한 ty-

rosinase의 3D 구조로는 Agaricus bisporus의 결정 구조를 골

랐으며(PDB ID: 2Y9X) Chimera 프로그램 상에서 수소 원자를 

떼어서 사용했다. 도킹을 하는 구간인 docking pocket으로는 

tyrosinase의 알려진 binding site를 선정했다. 리간드로는 
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Fig. 1. Synthetic route for the preparation of compounds 1-19.

MHY3655를 사용했다. 리간드는 2D 구조 파일을 Chemsketch 

프로그램(http://www.acdlabs.com/resources/freeware/ 

index.php)으로 3D 구조 변환을 하고 나서 Chimera 프로그램

을 통해 수소원자를 붙였다. 단백질-리간드 도킹 후에 phar-

macophore를 살펴보기 위하여 LigandScout 3.12 프로그램을 

사용하였다[13].

세포배양 및 세포독성 측정

본 실험에 사용한 세포는 생쥐에서 유래한 악성 흑색종 세

포주인 B16F10으로 세포는 한국세포주은행(Seoul, Korea)에

서 구입하였다. B16F10 세포는 DMEM 배지로 5% Fetal 

Bovine Serum (FBS)와 항생제(Antibiotic antimycotic)를 첨가

하였다. 세포는 37℃, 5% CO2의 습윤화된 배양기에서 적응시

켜서 배양하였다. 세포는 2~3일마다 culture dish의 80~90% 

정도 자랐을 때 PBS로 세척하여 Trypsin-EDTA (GibCo/BRL, 

USA)을 처리하여 계대 배양하였다. 

MHY3655에 대한 세포독성 측정은 EZ-cytox cell viability 

assay Kit (Daeil Lab Service. Co., Ltd., Suwon, Korea)를 이용

하여 측정하였다. 먼저, 96-well microplate (SPL Life Sciences 

Co., Ltd., Korea)에 1×104 cells/ml의 농도로 접종하여 37℃, 

5% CO2 배양기에서 24시간 동안 배양시킨 후 1, 2, 5, 10 μM의 

농도로 처리하여 48시간 동안 배양하였다. 그 후 EZ-cytox 10 

μl를 처리하여 생존 세포의 효소작용에 의해 환원되도록 2시

간 배양하였다. 그 후 450 nm에서 흡광도를 측정하여 세포의 

생존율을 구하였다. 

통계분석

본 연구 모든 실험의 결과는 3회 이상 반복하여 실시하여 

평균값으로 나타내었다. 대조군과 실험군의 통계학적 유의성 

검정은 one-way ANOVA 검정을 적용하였으며 p<0.05 수준

에서 유의성 검정을 실시하였다.

결과 및 고찰

Fig. 1에 나타낸 것처럼, 잠재적인 tyrosinase 저해제를 합성

하기 위해 마이크로웨이브 합성반응기를 이용한 산-촉매 하에

서의 환 형성 반응, Wittig 반응 및 산성 조건에서의 aldol 축합 

반응을 이용하여 (E)-2-(치환된 benzylidene)-2,3-dihydro-1H- 

cyclopenta[a]naphthalene-1-one 유도체(1-19)들을 합성하였

다. 2-Naphthaldehyde를 Wittig 시약인 (carbethoxymethy-

lene) triphenylphosphorane와 반응시켜 (E)-olefin 화합물(20)

을 주된 생성물로 얻었다. 이 반응에서 (E)-olefin과 (S)-olefin 

입체이성질체의 비율은 50:1이었다. 이들 이성체들의 입체구

조는 1H NMR 스펙트럼 분석을 통해 쉽게 규명되었다. 주된 

화합물로부터 얻어진 vinyl 수소의 J 값은 16.0 Hz를 나타내었

으며, 미량 화합물로부터 얻어진 vinyl 수소의 J 값은 12.5 Hz

를 나타내었다. 이것은 주된 화합물이 (E) 입체구조를, 그리고 

미량 화합물이 (S) 입체구조를 가진다는 것을 증명해 주는 결

과이다. 이들 2 개의 화합물에 수소화 반응을 하면 동일한 화

합물(21)을 형성하기 때문에, 각 이성질체들의 분리 없이 

Pd/C의 존재 하에서 수소화 반응시켜 이중결합을 환원하여 

화합물 21을 유일한 생성물로서 얻었다. 가수분해하여 얻은 

카복시산 화합물(22)을 acid chloride로 전환시킨 후, AlCl3 촉

매 하에서 분자 내 Friedel-Crafts 아실화 반응을 시켜 아실화

된 화합물 23과 소량의 regioisomer 23′(2,3-dihydro-1H-cy-

clopenta[b] naphthalen-1-one)을 얻었지만 반응 수율이 50%

를 넘지 않았다. 아실화 반응 수율을 높이기 위해, 마이크로웨

이브 반응을 시도하였다. 산 촉매 methanesulfonic acid의 존
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Table 1. Substitution pattern and tyrosinase inhibition of the (E)-2-(substituted benzylidene)- 2,3-dihydro-1H-cyclopenta[a] naph-

thalen-1-one derivatives 

O
R2

R3

R4

R51 - 19

Compound R2 R3 R4 R5 Tyrosinase inhibition (%)

1 (MHY3653)

2 (MHY3654)

3 (MHY3655)

4 (MHY3656)

5 (MHY3657)

6 (MHY3658)

7 (MHY3659)

8 (MHY3660)

9 (MHY3661)

10 (MHY3662)

11 (MHY3663)

12 (MHY3664)

13 (MHY3665)

14 (MHY3666)

15 (MHY3667)

16 (MHY3668)

17 (MHY3669)

18 (MHY3670)

19 (MHY3671)

Kojic acid

H

H

OH

H

H

H

H

H

OMe

H

H

H

H

H

H

H

H

F

H

H

OH

H

OMe

OEt

OH

H

OMe

H

OMe

OMe

Br

Br

Me

Me

OMe

F

H

t-Bu

OH

OH

OH

OH

OH

OMe

OMe

OMe

OMe

OMe

OH

OH

OH

OH

OH

F

F

F

OH

H

H

H

H

H

H

H

H

H

OMe

OMe

H

Br

H

Me

H

H

H

t-Bu

84.69±1.11

12.92±0.87

97.15±1.09

25.31±1.93

31.88±2.38

34.00±1.14

17.47±7.72

 3.37±3.86

17.28±2.62

20.27±1.40

16.78±1.80

19.46±1.09

35.06±4.05

14.78±1.76

 4.47±2.17

14.42±2.32

 3.47±3.09

12.08±2.61

30.51±5.08

63.35±5.72

Tyrosine inhibition was measured using mushroom tyrosinase and L-tyrosine as the substrate. Results are expressed as percentage 

of control and each value represents the mean ± S.E.M. Repeated experiments showed the similar results.

재 하에서 화합물 22를 마이크로웨이브 반응기를 이용하여 

반응시켜 regioisomer (23′, 7%)와 함께 76%의 수율로 목적

하는 아실화된 화합물(23)을 얻었다. 화합물 23과 다양한 벤즈

알데히드를 1N HCl 아세트산 용액 하에서 반응시켜 목적하는 

화합물 1-19를 최종 합성하였다.

새롭게 합성된 (E)-2-(substituted benzylidene)-2,3-dihy-

dro-1H-cyclopenta[a]naphthalen-1-one 유도체들이 미백효능

을 가지는지 확인하기 위하여, in vitro 상에서 tyrosinase 활성 

억제 효능을 확인하였다. 19종류의 유도체들과 대조군인 코직

산을 각각 50 μM씩 사용하여 tyrosinase 활성 저해능이 강한 

물질을 선별하였다. 그 결과, 합성물질 MHY3655 (97%)가 대

조군인 코직산보다(63%) 높은 tyrosinase 활성 저해능을 보였

다(Table 1). Table 1에서 보듯이 합성물질의 tyrosinase 활성 

저해능에 있어서는 phenyl ring의 R2 와 R4 위치에 OH 잔기가 

중요함을 시사한다.    

따라서, 본 연구에서는 tyrosinase 활성 저해능이 가장 우수

한 MHY3655를 선별하여 tyrosinase 저해제로서의 가능성을 

확인하기 위한 추가실험을 진행하였다. 

먼저, MHY3655의 tyrosinase 활성저해에 대한 IC50값이 얼

마인지 확인하였다. MHY3655의 tyrosinase 활성저해도가 대

조군인 코직산보다 아주 우수하였기 때문에 코직산과 MHY 

3655를 동일한 농도에서 IC50 값을 구할 수가 없었다. 따라서, 

코직산(12.5, 25, 50 μM)과 MHY3655 (0.0625, 0.125, 0.25 μM)

의 농도를 달리하여 IC50 값을 측정하였다. Table 2에서 보듯

이, MHY3655와 대조군인 코직산의 IC50 값은 각각 0.1456 μM, 

17.2 μM을 나타내었다. 이러한 결과로부터, 신물질인 MHY 

3655가 코직산보다 아주 우수하게 tyrosinase 활성을 저해하

는 것을 확인할 수 있었다.  

다음은 새롭게 합성된 MHY3655의 tyrosinase 저해활성의 

기전을 알아보기 위하여 Lineweaver-Burk 분석을 수행하였

다. MHY3655의 농도가 각각 0.125, 0.25 μM 일때 Km은 7.98, 

9.75 mM이고 Vmax은 1.6×10-2 mM/min이며 Ki은 2.0×10-6, 

1.6×10-6을 나타내었다(Table 3). 게다가, tyrosinase에 대한 

Km은 Vmax 변화량 없이 농도의존적으로 증가하였기 때문에 

MHY3655는 경쟁적 저해 기전으로 tyrosinase의 활성을 저해

하는 것으로 확인할 수 있었다(Fig. 2).

MHY3655가 tyrosinase와 직접적으로 결합하는지 재확인

하기 위하여 Autodock Vina를 이용하여 docking simulation 
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Table 2. IC50 values of MHY3655 and kojic acid

Compound
Concentration

(μM)
Inhibiion (%)

IC50

(μM)

MHY3655

0.0625

0.125

0.25

23.67

48.04

62.75

0.1456

Kojic acid

12.5

25

50

38.97

63.83

83.22

17.20

IC50 represents 50% inhibitory concentration.

Table 3. Kinetic analysis of MHY3655

Concentration

(μM)

Vmax

(mM/min)

Km

(mM)
Ki (M)

No inhibitor

MHY3655 (0.125)

MHY3655 (0.25)

1.7×10-2

1.6×10-2

1.6×10-2

3.57

7.98

9.75

-

2.0×10-6

1.6×10-6

Data are presented as mean values of 1/V, inverse of the in-

crease in absorbance at a wavelength of 492 nm (△A492/min), 

of three independent tests performed using different concen-

trations of L-DOPA as a substrate. The Lineweaver-Burk plot’s 

equation is: 1/V = Km/Vmax x 1/[S] + 1/Vmax and the modi-

fied Michaelis-Menten equation is : 1/Vmax = 1/Km (1+[I]/Ki), 

where V is the reaction velocity (the reaction rate), Km is the 

Michaelis-Menten constant, Vmax is the maximum reaction ve-

locity, [S] is the substrate concentration, [I] is the inhibitor con-

centration, and Ki is the inhibitor constant.

Fig. 3. MHY3655 can directly bind to ty-

rosinase. (A) Docking simulation was per-

formed to identify interaction between LBD 

and MHY3655. Docking modes of MHY 

3655 on the LBD of mushroom tyrosinase. 

(B) Table shows predicted binding affinity 

of MHY3655 and kojic acid with tyrosinase. 

(C) The binding sites of MHY3665 with ty-

rosinase are shown. LBD, ligand binding 

domain.

Fig. 2. MHY3655 as a competitive inhibitor of tyrosinase. Lin-

eweaver-Burk plot of MHY3655 on mushroom 

tyrosinase. Data were obtained as mean values of 1/V, 

inverse of the increase of absorbance at a wavelength 

492 nm per min, of 3 independent tests with different 

concentrations of L-tyrosine as a substrate. 

수행하여 결합에너지 값을 구해보았다. 그 결과, MHY3655가 

tyrosinase의 ligand binding domain에 직접 결합을 하며(Fig. 

3A), 이때 MHY3655의 결합에너지 값이 -8.7 kcal/mol으로 코

직산(-5.7 kcal/mol)보다 훨씬 높았다(Fig. 3B). 게다가, MHY 

3655가 tyrosinase의 어떤 아미노산 잔기와 결합하는지 확인

하기 위하여 LigandScout 3.12 프로그램을 사용하여 pharma-

cophore 분석을 수행하였다. 그 결과, MHY3655는 tyrosinase

의 A chain에서 ALA286, VAL283, VAL248, PHE264, MET257

부분과 hydrophobic결합을 하며, ASN260과는 수소결합을 하

였다 (Fig. 3C). 따라서, MHY3655가 tyrosinase의 리간드 바인

딩 포겟의 결합으로 tyrosinase 저해활성을 나타내리라 사료

된다.    

마지막으로, MHY3655가 세포독성을 나타내는지 확인하기 

위하여, MHY3655를 농도별(1, 2, 5, 10 μl)로 B16F10 세포에 

처리하여 48시간 동안 반응시켰다. 그 결과, 모든 농도에서 

B16F10 세포에 대한 독성을 나타내지 않았다(Fig. 4). 따라서, 

MHY3655은 코직산보다 우수한 tyrosinase 저해활성을 나타

낼 뿐더러 세포독성에 영향을 미치치 않는 새로운 합성물질이

라 사료되어진다. 

본 연구는 기존에 tyrosinase 저해활성제로 알려진 코직산

보다 우수한 미백효과를 나타내는 합성물질을 개발하기 위해 
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Fig. 4. Effect of MHY3655 on cell viability. B16F10 melanoma 

cells were treated with various concentrations (1, 2, 5, 

10 μM) of MHY3665 for 48 hr and then EZ-cytox cell 

viability assay was performed (n=5). Data are expressed 

as the percent of cell viability compared to DMSO-treat-

ed control group.

(E)-2-(substituted benzylidene)-2,3-dihydro-1H-cyclopenta[a] 

naphthalen-1-one 유도체들을 설계한 뒤 합성하였다. 합성된 

화합물은 tyrosinase 저해활성 측정, enzyme kinetic assay, In 

silico protein-ligand docking simulation, 세포 증식 억제 실험

을 통하여 우수한 tyrosinase 저해능을 가진 물질임을 확인하

였다.   

코직산은 미백성분으로서 그 탁월함이 인정되어 화장품에 

지속적으로 사용되어 왔으나 안전성에 대한 문제로 2003년도

에 판매 금지가 된 물질이다[12]. 하지만, 2005년 11월, 일본 

후생노동성은 코직산의 유해성 시험을 실시한 결과, 안전성에 

특별한 문제가 없음을 확인하고 화장품에 코직산 사용을 허용

한 상태이나 여전히 논쟁의 여지가 있는 부분이다[3]. 게다가, 

코직산은 유용성(oil soluble)이 아니며 장기간 보관시 고온에 

불안정하여 oil을 기본으로 하는 화장품에 첨가하지 못하는 

단점이 있다[7]. 따라서, 우리가 합성한 신물질 MHY3655는 

코직산보다 우수한 미백제로서의 가능성이 있음을 시사하며 

앞으로 세포나 인공피부실험을 통하여 코직산보다 멜라닌 생

성억제 효과가 크게 나타나는지 그리고 안전성 평가에 대한 

깊이 있는 실험이 요구된다. 
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초록：(E)-2-(substituted benzylidene)-2,3-dihydro-1H-cyclopenta[a]naphthalen-1-one 유

도체들의 tyrosinase 활성억제 효과

이은경․김주현․문경미․하수경․노상균․김대현․이봉기․김도현․김수정․울라술탄․문형룡․정해영*

(부산대학교 약학대학)

본 연구에서는 (E)-2-(substituted benzylidene)-2,3-dihydro-1H-cyclopenta[a]naphthalen-1-one 유도체들을 합성

했으며, 합성된 유도체들이 멜라닌 생성과정의 주요 효소인 tyrosinase 활성을 저해할 수 있는지에 대하여 확인하

였다. 19종류의 유도체들의 tyrosinase 저해활성을 측정해본 결과, MHY3655 (IC50 = 0.1456 μM)가 가장 큰 저해활

성을 나타냈으며 이는 대조군인 코직산(IC50 = 17.2 μM) 보다 큰 효능을 보였다. 게다가, Lineweaver-Burk 분석법

을 이용하여 MHY3655가 경쟁적 저해 기전으로 tyrosinase 활성을 저해하였고, docking simulation으로 MHY 

3655가 tyrosinase에 직접 결합함을 재확인하였다. 마지막으로, B16F10 melanoma 세포에서 MHY3655의 세포독

성을 평가한 결과 1-20 μM 사이의 MHY3655는 세포독성을 나타내지 않았다. 이상의 결과에서, 신물질 MHY3655

은 우수한 tyrosinase 저해활성을 나타내며, 이는 미백 화장품 소재로서 활용할 가치가 있으리라 사료된다.   


