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요 약: 본 연구는 새로운 항산화 및 미백 기능성 화장품 성분을 개발하기 위해 기존의 항산화와 미백 기능성 

성분으로 알려진 두 가지 성분을 혼합한 새로운 조성을 개발하고, 이를 이용해 항산화 및 미백효과를 알아보고자 

하였다. 두 가지 성분은 항산화와 멜라닌 생성억제 기능이 알려진 sulforaphane과 멜라닌 생성 억제 효과가 알

려진 PF-3758309이다. 각 성분 및 혼합 조성에 대한 세포독성을 조사하여 세포독성이 나타나지 않는 농도를 

결정하였다. 단독 처리 시 sulforaphane는 10 µM까지, PF-3758309는 100 nM까지 세포독성이 없다는 것을 

확인하였다.  두 화합물 10 µM sulforaphane과 1 nM PF-3758309를 병합 처리 시 세포독성은 없었다. LPS 

자극에 의해 생성된 일산화질소는 sulforaphane과 PF-3758309의 병합 처리시 현저히 감소되었다. α-MSH

에 의한 멜라닌 생성 역시 병합 처리에 의해 억제되었다. 화장품 소재로 사용 가능성을 확인하기 위해 혼합 조성 

시료에 대한 인체적용시험을 실시하였다. 혼합조성 시료는 피부첩포에 의한 안전성 평가는 무자극으로 판정되었

고, 피부밝기 증가효과와 피부 멜라닌 침착을 억제함을 확인하였다. 이러한 결과들로 혼합 조성물이 항산화와 

미백 기능이 있는 새로운 기능성 화장품 조성으로 개발될 가능성을 확인할 수 있었다. 

Abstract: In this study, we analyzed two components, sulforaphane and PF-3758309 to prove that the mixed composition 

of them has more effective antioxidant and whitening functions compared to each component. We analyzed the cellular 

toxicity of each component and also the mixed composition to find the safe concentration level for cell viability. From 

the single component treatment, we discovered that sulforaphane was safe up to 10 µM, and PF-3758309 up to 100 

nM. Combination treatment of 10 µM sulforaphane and 1 nM PF-3758309 did not affect the cell viability. The 

LPS-stimulated NO generation was significantly reduced by the mixed composition of sulforaphane and PF-3758309. 

Melanogenesis by α-melanocyte stimulating hormone (α-MSH) was also inhibited by the mixed composition. In order 

to confirm the possibility as the cosmetic material, we carried out clinical studies for the mixed composition samples. 

Skin safety evaluation using patch test was judged to be unstimulated, skin whitening effect was increased, and melanin 

deposition was suppressed by treatment of mixed composition samples. These results provide us with the opportunity 

for applying it into the development of new functional cosmetics.
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1. 서   론

최근 들어, 인간의 수명이 증가함에 따라 아름답고 

젊은 피부를 원하는 사람들의 요구에 맞춰 다양한 화

장품들이 출시되고 있다. 화장품 과학의 발달은 기존

의 화장품들보다 한층 업그레이드된 제품의 개발을 가

능케 한다. 기능성 화장품의 개발에는 화장품 기업뿐 

아니라 바이오, 제약, 의료기기 기업들도 적극적으로 

참여하고 있는 추세이다. 피부 과학에 대한 연구가 활

발해짐에 따라 기능성 천연 화장품이 개발 되었으며, 

미백, 보습, 자외선 차단 및 흡수, 유해산소제거, 콜라

겐 합성, 피부주름방지 등 다양한 효능을 가진 천연 소

재에 대한 관심도 증가하고 있다.

피부는 표피, 진피, 피하 조직으로 구성되어 있으며, 

외부로부터 신체를 보호하는 기능 외에도 체온 및 면

역 기능을 조절한다[1]. 자외선은 피부노화를 일으키는 

대표적인 원인 중의 하나이다. 자외선에 의한 피부 손

상, 즉 색소의 침착은 흑색 종, 주근깨 등을 생성시키

는 것으로 잘 알려져 있다[2]. 자외선은 파장에 따라 

UVA, UVB, UVC 세 군으로 나눌 수 있다. UVA는 파

장이 긴 광선으로 피부의 진피까지 침투해 피부 노화

의 원인으로 작용한다. UVB는 에너지가 가장 높은 광

선으로 피부 진피, 표피까지 영향을 주기 때문에 노화, 

홍반, 피부암 등을 유발하며 멜라닌 합성에도 직접적

으로 관여한다. 또한, 피부 세포 내 활성 산소를 생성

하여 직접 DNA의 손상을 일으켜 산화적 스트레스를 

유발시킨다. UVC는 짧은 파장으로 오존층에서 대부분 

흡수되어 지구상에는 거의 도달하지 않는다[3]. 

일상생활에서 흔히 접하는 식품인 십자화과 채소에 

속하는 브로콜리는 항산화 성분인 sulforaphane 

(4-methylsulfinybutyl isothiocyanate, SFN)을 많이 함유

하고 있다[4]. Sulforaphane은 유기 황 화합물인 iso-

thiocynate (ITC) 그룹 내의 화합물로 채소를 통해 섭취

했을 때 활성산소 생성을 억제하는 항산화 효과를 나

타내 활성산소에 의해 손상을 억제하는 것으로 알려져 

있어 건강보조 식품으로 많이 응용되고 있다[5]. 

Sulforaphane은 nuclear factor erythroid-derived 2-related 

factor 2 (Nrf2)의 유비퀴티네이션을 억제하여 Nrf2 단

백질의 안정성을 증가시킨다. 이는 Nrf2의 핵으로 이

동을 유도하여 antioxidant response element 

(ARE)-dependent genes의 발현을 증가시킨다[6]. 이때 

발현이 증가되는 단백질은 glutathione (GSH) 및 thio-

redoxin reductase같은 항산화 기능을 조절하는 단백질

들이다. Sulforaphane은 이 기전을 통해 항산화 기능을 

가지는 것으로 잘 알려져 있다. 또한, sulforaphane을 포

함한 isothiocyanate계의 성분은 전립선 암 등에서 his-

tone deacetylase (HDAC) 및 caspase-dependent apoptosis

를 억제한다고 보고되어 있다[7]. 화장품 성분으로써 

sulforaphane은 항산화 기능에 의한 항노화 효과를 기

대할 수 있다. 사람 피부에는 산화적 스트레스 환경으

로부터 피부를 보호하는 항산화 방어막이 존재하는데 

산화적 스트레스가 과하게 생성되면 항산화 방어막은 

파괴되어 피부 질환 및 노화를 야기시킬 수 있다[8]. 

그러므로, sulforaphane은 피부 노화를 예방하고, 피부

에 나쁜 영향을 주는 활성산소를 없애 피부를 더욱 건

강하게 만드는 효과를 보여주고 있다[9]. 또한, sulfor-

aphane은 mitogen activated kinase (MAPK)의 활성을 조

절하여 멜라닌 생성을 억제하는 것으로 알려졌다[10]. 

Sulforaphane은 extracellular signal-regulated kinase 

(ERK)의 활성을 증가시키고, p38-MAPK 활성은 억제

하여 tyrosinase 발현을 억제한다. 이 기전을 통해 멜라

닌 합성을 억제함으로써 미백기능을 나타내는 것으로 

보고되어 있다[10]. 이러한 항산화 및 미백기능으로 인

해 sulforaphane은 다양한 화장품 제품에 기능성 성분

으로 첨가되어 사용되고 있다.

PF-3758309는 p21-actvated kinase 4 (PAK4)의 저분자 

저해제이며 세포의 증식, 분화, 발암 등을 억제하는 항

암제 후보 물질로 개발되었다[11]. 또한, 본 연구자의 선

행연구를 통해 PF-37508309는 PAK4 저해를 통해 멜라

닌 생성을 억제한다는 기능을 규명한 바 있다[12]. 멜

라닌 생성의 주요 기전은 아미노산 티로신(tyrosine)을 

L-DOPA로 분해하는 tyrosinase 생성과 활성에 의해 조절

된다. 지금까지 알려진 미백 기능성 화장품의 성분 중에

는 tyrosinase의 생성과 활성을 저해하는 물질들이 많이 

있다. Tyrosinase의 생성은 전사인자 Microphthalmia-asso-

ciated transcription factor (MITF)에 의해 조절되는데, 

MITF의 생성의 상위 조절자로 또 다른 전사인자 

cAMP response element-binding protein (CREB)이 있고, 

PAK4는 바로 이 CREB의 양을 조절함으로써 MITF를 

발현을 억제하고, 결과적으로 tyrosinase의 발현을 억제

한다. 이 과정을 거쳐 최종적으로 멜라닌 생성이 억제

하는 것으로 알려졌다[13]. 그러나 PF-3758309에 의한 
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직접적인 항산화 조절 기능은 아직 알려진 바 없다. 본 

연구는 sulforaphane과 PF-3758309의 혼합 조성이 각각

에 대한 단일 화합물로 처리하였을 때보다 항산화와 

미백기능이 증진되는 가를 관찰하여, 두 물질의 혼합 

조성이 항산화와 미백기능을 향상된 기능성 화장품 조

성으로써 사용할 수 있는가에 대한 가능성을 검증하고

자 하였다.

2. 재료 및 방법

2.1. 시약

Lipopolysaccharides (LPS), arbutin, acetylsalicylic 

acid (ASA), α-MSH, sulforaphane (SFN)은 Sigma 

(USA)로부터 구입하였다. PF-3758309은 Cayman 

Chemical (USA)로부터 구입하였다. B16F10 멜라노마 세

포와 RAW 264.7 세포는 한국세포주 은행(Korea)에서 구입

하였고, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide (MTT) 및 cell proliferation assay kit는 Intron 

Biotechnology, Inc. (Korea)에서 구입하였다. 

Sulforaphane과 PF-3758309의 혼합 조성 성분에 대한 

인체적용 시험은 (주)엘리드에서 시행하였다.

2.2. 세포배양

B16F10 멜라노마 세포는 5% fetal bovine serum (FBS)

과 1% penicillin/streptomycin을 함유한 Dulbecco’s modi-

fied Eagle’s medium (DMEM)에서 배양하였다[14]. RAW 

264.7 세포는 10% FBS와 1% penicillin/streptomycin을 함

유한 DMEM 배지에서 배양하였다[15]. 두 세포는 37 ℃

로 유지되는 5% CO2배양기에서 배양하였다.

2.3. 세포독성 측정

Sulforaphane, PF-3758309 및 sulforaphane+PF-3758309

의 세포독성을 확인하기 위하여 MTT assay를 사용하

였다. 마우스 대식세포인 RAW 264.7 세포는 96-well 

plate에 well당 1 × 104의 세포수로 분주하고 시료를 농

도 별로 가한 후 24 h 동안 37 ℃, CO2 배양기에서 배

양하였다. 24 h 후 배양용액에 MTT solution을 10 µL를 

넣고 4 h 배양하였다. 그 후 상층액을 버리고, 용출용

액(10% triton-x in acidic isopropanol)을 well당 100 µL

씩 넣고 microplate reader (Bio-Rad, USA)로 550 nm에

서 흡광도를 측정하였다[15]. 동일한 조건으로 3회 반

복적으로 실험하여 평균값을 측정하였다.

2.4. 활성산소 생성 저해 측정

RAW 264.7 세포는 24-well plate에 1 × 104cells/mL로 

각 well당 1 mL씩 분주하였다. 18 h 후 96-well plate에 

세포 배양 상등액 100 µL와 Griess 시약(1% sulfanila-

mide in 5% phosphoric acid +1% α-naphthylamide in 

H2O) 100 µL를 혼합한 후, 10 min 동안 반응시켜 mi-

croplate reader (Bio-Rad, USA)를 이용하여 540 nm에서 

흡광도를 측정하였다[16]. Sodium nitrite (NaNO2)를 

standard로 사용하여 비교하였다. 동일한 조건으로 3회 

반복적으로 실험하여 평균값을 측정하였다.

2.5. 멜라닌 생성 저해 측정

B16F10 멜라노마 세포를 6-well plate에 2 mL로 분주

한 후 5% FBS가 함유된 DMEM 용액에서 48 h 동안 배

양하였다. 그리고 시료를 각각의 농도로 37 ℃에서 30 

min 배양하여 전 처리한 후, 50 nM의 α-MSH를 처리

하여 37 ℃에서 72 h 동안 배양하였다. 배양이 끝나고 

난 후 이를 13000 rpm에서 5 min 원심분리 하여 얻은 

cell pellet에 1 N NaOH와 10% DMSO를 가하고 95 ℃에

서 20 min 끓인 후 멜라닌을 완전히 녹여 96-well plate

에 150 µL를 옮기고 microplate reader (Bio-Rad, USA)로 

490 nm에서 흡광도를 측정하였다[10]. 동일한 조건으

로 3회 반복적으로 실험하여 평균값을 얻어 각 well에

서 생성된 멜라닌 양을 산출하였다.

2.6. 피부첩포에 의한 안전성 평가 인체적용 시험

화장품 재료로 사용하기 위한 피부첩포에 의한 안정

성 평가와 피부밝기 및 피부멜라닌 개선효과는 (주)엘

리드에 의뢰하여 시행하였다. 피부첩포에 의한 안전성 

평가를 위해 20-55세의 성인 남녀 33명을 선정하였다. 

연구 대상자의 Van der Bend chamber (van der Bend, 

Brielle, the Netherlands)를 이용하여 등 부위에 sulfor-

aphane (1 mg/kg)과 PF-3758309 (0.1 mg/kg) 혼합시료 

35 µL씩 적하시킨 후 시험부위에 얹어 고정하였다. 24 

h 동안 피부에 첩포 후 제거하였다. 제거한 후 30 min, 

24 h 및 48 h 후에 5 point scale을 기준으로 피부 반응

을 관찰하였다. 피부반응은 draize dermal irritation scor-

ing system의 평가기준에 따라 자극 정도를 평가하였

다. 평균피부자극도 계산 공식에 따라 mean irritation 
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index (MII)를 산정한 후 environmental protection agen-

cy standard evaluation procedure dermal classification 

system의 자극 분류법(Table 1) 기준으로 피부자극실험 

결과를 판정하였다. 

2.7. 피부밝기 및 피부멜라닌 개선효과 인체적용 시험

피부밝기 및 피부멜라닌 개선효과를 측정하기 인체

적용 시험을 평균 연령 47.62 ± 4.17세 남성 21명을 대

상으로 시행하였다. 적용 방법은 sulforaphane (1 mg/kg) 

과 PF-3758309 (0.1 mg/kg) 혼합시료를 1일 2회(아침, 

저녁) 세안 후 크림 단계에서 지름 2 cm 정도의 양을 

눈가 부위를 제외하고 얼굴에 펴 바른 후 가볍게 두드

려 흡수시켰다. 피부밝기는 시료 적용 전(baseline), 적

용 2주 후, 적용 4주 후 3단계로 구분하여 측정하였다. 

평가는 VISIA-CR (Canfield Imaging System, USA)을 이

용한 안면부 사진 촬영 및 이미지 분석 프로그램을 이

용해 피부 밝기를 측정과 mexameter MX18 (Courage 

and Khazaka, Germany)를 이용한 색소침착 부위의 피

부멜라닌을 측정하였다. 통계분석 결과는 정규성 검정

결과에 따라 95% 신뢰구간에서 시료 적용 전/후 간의 

유의성 여부를 ANOVA 분석을 통해 확인하였다.

2.8. 통계 처리

본 연구의 실험은 3회 이상 반복하여 평균값으로 결

정하였고 대조군과 실험군 사이의 통계적 유의성 검증

은 Students’t-test를 사용하였으며 p < 0.05 이하인 경우 

유의 하다고 판정되었다. 인체적용 시험에 대한 통계

분석은 (주)엘리드에서 IBM SPSS Statistics 21.0 (SPSS, 

USA)를 이용하여 ANOVA 분석을 실시하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. 세포 생존율 

RAW 264.7 세포에서 sulforaphane, PF-3758309 및 

sulforaphane+PF-3758309 조성의 세포독성을 확인하기 

위해서 각각의 농도로 처리하고 24 h 후 세포 생존율

을 측정하였다(Figure 1). 그 결과 sulforaphane 처리한 

농도 1, 5, 10 µM에서 각각 100, 100, 99%의 세포 생존

율을 나타내었다. PF-3758309 농도 1, 10, 100 nM에서

는 각각 100, 99, 99%의 세포 생존율을 나타내었다. 마

지막으로 혼합한 조건인 PF-3758309 1 nM에 sulfor-

aphane을 각각 1, 5, 10 µM 첨가한 조건에서의 세포 생

존율은 99, 100, 99%로 나타났다. 결론적으로 모든 조

건에서 대조군과 실험군 사이에서 유의한 세포 생존율

의 차이는 나타나지 않았다. 따라서 실험에 사용한 조

건이 세포 독성에 안정된 조건임을 확인할 수 있었다. 

3.2. 활성산소 생성 저해 

활성산소 생성 저해 효과를 조사하기 위해 L-arginine

으로부터 NOS에 의해 생성되는 NO의 양을 관찰하고

자 하였다. RAW 264.7 cell에 1 µg/mL LPS를 처리한 후 

sulforaphane, PF-3758309 및 sulforaphane+PF-3758309 조

성을 각 농도별로 처리한 후 NO 생성을 관찰하였다

(Figure 2). 아무것도 처리하지 않은 음성 대조군과 LPS에 

의해 유도된 NO 생성을 억제시키는 물질인 ASA를 처리

한 군을 억제효과에 대한 양성 대조군으로 사용하였다

[17]. Sulforaphane, PF-3758309, sulforaphane+PF-3758309

는 세포 생존율 측정 결과에 따라 세포에 영향을 미치

지 않는 농도에 처리하였다. LPS를 처리한 군을 100% 

기준으로 봤을 때 음성 대조군과 ASA 처리군은 둘 다 

5배 정도 감소하였고, sulforaphane와 PF-3758309는 처

Grade MII

Negligible 0.00 ≤ MII < 0.50

Slight 0.50 ≤ MII < 2.00

Moderate 2.00 ≤ MII < 5.00

Strong 5.00 ≤ MII ≤ 8.00

Table 1.  EPA Dermal Classification System

Figure 1. Effect of sulforaphane, PF-3758309 or sulforaphane+ 

PF-3758309 on cell viability in RAW 264.7 cells. RAW 264.7 

cells (1 × 104) were seeded into 96-well plates and cultured for 

24 h. Cells were then treated with increasing concentrations of 

sulforaphane (SFN) (A), PF -3758309 (PF) (B) or the indicated 

concentrations of sulforaphane+PF-3758309 (C) for 24 h. Cell 

viability was measured by the MTT assay. 
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리한 농도가 증가함에 따라 농도 의존적으로 생성되는 

NO의 양이 감소하는 것을 관찰하였다. Sulforaphane은 

1, 5, 10 µM 농도로 처리하였을 때 음성대조군 대비 

64%, 51%, 45%로 감소하였고, PF-3758309는 1, 10, 100 

nM로 처리하였을 때 53%, 36%, 20%로 감소하였다. 혼

합 조성인 sulforaphane (1, 5, 10 µM) + PF-3758309는 

증가된 농도에 sulforaphane에 1 nM의 PF-3758309를 추

가적으로 처리하였을 때 36%, 28%, 21%로 감소하였

고, 이는 같은 농도의 sulforaphane만을 처리하였을 때 

보다 NO 생성의 억제효과가 증가함을 관찰할 수 있었

다. 본 연구결과는 sulforaphane이나 PF-3758309를 단독

으로 처리했을 때보다는 혼합해서 사용하였을 때보다 

효과적으로 NO 생성 저해효과가 증가하므로 항산화

를 통한 항노화 기능성 화장품의 원료 성분으로 두 혼

합물이 매우 효율적으로 사용 가능할 수 있다는 것을 

제시하고 있다. 

3.3. 멜라닌 생성 저해 

Sulforaphane과 sulforaphane+PF-3758309의 멜라닌 생

성 저해 효과를 측정하기 위하여 B16F10 멜라노마 세

포에서 50 nM α-MSH를 처리한 후 유도된 멜라닌 생

성량을 측정하였다(Figure 3). α-MSH의 처리에 의해 

생성된 멜라닌의 함량을 100% 기준으로 하고, 각 화합

물을 처리한 조건에서의 멜라닌 생성 정도를 비교하였

다. 또한, 멜라닌 생성 억제제로 알려진 arbutin 처리군

을 멜라닌 생성 억제효과에 대한 기준으로 비교하였

다. Sulforaphane의 농도가 1, 5, 10 µM로 높아질수록 

멜라닌 생성이 57%, 44%, 36%로 점차 감소하였다. 1 

µM의 arbutin 처리군은 α-MSH만 처리한 군에 비해 

멜라닌 생성이 50% 감소함을 확인하였다. 또한, sulfor-

aphane의 농도 1, 5, 10 µM에 각각 1 nM PF-3758309을 

추가로 첨가한 혼합 조성을 처리하였을 때 멜라닌 생

성은 30%, 23%, 20%로 감소되었다. 본 연구결과로부

터 두 화합물의 혼합이 피부 색소인 멜라닌 생성을 단

독으로 처리하였을 때 보다 효과적으로 억제함을 알 

Figure 2. Effect of sulforaphane, PF-3758309 or sulforaphane+ 

PF-3758309 on NO production. RAW 264.7 cells (1 × 104) 

were seeded into 24-well plates and pre-treated with SFN, PF, 

SFN+PF, ASA for 30 min and stimulated with or without LPS 

(1µg/ml) for 18 h. Cells were then treated with SFN (A), PF 

(B) or SFN+PF (C). The culture media was collected and 

subjected to Griess assay for measurement of NO generated. 

The results were expressed as the mean ± SD from the three 

independent experiments (*p < 0.05).

Figure 3. Effect of sulforaphane, PF-3758309 or sulforaphane+ 

PF-3758309 on melanin synthesis in B16F10 cells. B16F10 

melanoma cells were seeded at 1 × 104 cells/well and cultured 

for 48 h. Cells were treated with SFN (A) or SFN+ PF (B) in 

the absence or presence of α-MSH for 24 h. Melanin contents 

were measured at 490 nm. Arbutin was used as a melanogenesis 

control. The results were expressed as the mean ± SD from the 

three independent experiments (*p < 0.05).

Degree of skin irritation
MII

Number of respondents
After 30 min After 24 h After 48 h 

1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4

0.47Erythema 12 5 2 1 - 6 3 - - 4 3 - -

Edema 5 3 1 - - 3 - - - 3 1 - -

Table 2. Skin Safety Evaluation Using Patch Test
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수 있었고, 이는 혼합 성분이 보다 효과적인 화장품 성

분으로 사용될 수 있을 가능성을 제시한 것이다. 

3.4. 피부첩포에 의한 안전성 평가 인체적용 시험

Sulforaphane (1 mg/kg)과 PF-3758309 (0.1 mg/kg) 혼

합조성이 포함된 시료를 (주)엘리드에서 피부첩포에 

의한 안전성 평가 실험을 하였다(Table 2). 성인 남녀 

33명을 대상으로 시료 35 µL씩을 Van der Bend cham-

ber를 이용하여 등 부위에 적하시킨 후 시험부위에 얹

어 24 h 동안 피부에 첩포하였다. 첩포 후 30 min, 24 

h, 48 h 후에 시험부위를 관찰한 평균적인 피부자극도

는 0.47로 무자극성으로 판정되었다(Table 1). 본 시험

을 통해 혼합 조성 시료가 피부 자극에 이상 반응이 없

어서 믿고 사용할 수 있다는 것을 알 수 있었다. 또한, 

패치 테스트에서 예상 또는 수반될 수 있는 피부 반응 

이외의 특별한 피부 이상 반응을 나타내지 않았다. 

3.5. 피부 밝기 및 피부멜라닌 개선효과 인체 적용 시험 

Sulforaphane (1 mg/kg)과 PF-3758309 (0.1 mg/kg) 혼

합조성 시료에 대한 피부밝기 및 피부멜라닌 개선효과

에 대한 인체적용 시험은 성인 남성 21명을 대상으로 

시행하였다(Table 3). 대상자는 1일 2회, 4주간 시료를 

도포하고, 시료 적용 전(baseline), 2주 후, 4주 후 피부

의 밝기와 피부멜라닌을 측정하였다. 피부밝기를 나타

내는 V값은 Table 2에 서술된 것과 같이 각 단계별로 

170.559 ± 8.735 (baseline), 171.687 ± 8.650 (2주 후), 

171.353 ± 8.402 (4주 후)로 증가하였고 통계적으로 유의

하였다. 연구 대상자 각 개인별 평균적인 V 값 증가율

은 적용 2주 후는 0.668%, 적용 4주 후는 0.479%가 증가

하였다. 또한, mexameter를 이용해 색소침착 부위에 대한 

피부 멜라닌 인덱스 (melanin index, MI) 측정값을 시료 

적용 전(baseline), 적용 2주 후, 적용 4주 후 분석하였다

(Table 4). 각 단계별 측정 결과는 220.048 ± 43.215 

(baseline), 219.921 ± 42.626 (2주 후), 218.206 ± 42.715 

(4주 후)로 감소하였고, 그 결과는 통계적으로 유의하

였다. 연구 대상자 각 개인별 평균적인 멜라닌 인덱스

값에 따른 감소율은 적용 2주 후는 0.942%, 적용 4주 

후는 1.747%로 통계적으로 유의한 감소결과를 나타냈

다. 이러한 결과를 통해 sulforaphane과 PF-3758309 혼

합조성 시료가 피부 밝기를 증가시키고, 피부멜라닌 

침착 효과를 감소 시킨다는 것을 증명하였다.

4. 결   론

본 연구는 sulforaphane과 PF-3758309의 혼합 조성이 

항산화 및 미백 기능성의 화장품 원료로 사용할 수 있

는가를 알아보고자 하였다. Sulforaphane은 이미 항산

화 기능과 멜라닌 생성 억제 기능이 알려져 있는 물질

이고, PF-3758309는 피부 멜라닌 생성 억제제로 작용

할 수 있다는 것이 최근에 알려진 물질이다[12]. 이 두 

화합물을 조합하여 항노화 및 미백 기능이 향상된 새

로운 기능성 화장품 소재로서 개발 가능성을 증명하였

다. 이를 위해 본 연구는 RAW264.7 세포에서 두 화합

물을 각각 처리하였을 때뿐만 아니라 혼합하여 처리하

였을 때도 세포독성이 나타나지 않는 농도를 결정하였

다(Figure 1). Sulforaphane의 단독 처리 농도는 1, 5, 10 

µM, PF-3758309 단독 처리 농도는 1, 10, 100 nM, 혼합 

조성은 sulforaphane의 농도가 1, 5, 10 µM에 1 nM의 

PF-3758309을 추가하는 조건으로 처리하였다. 이 조건

에서 NO 생성 저해 효과를 측정함으로써 항산화 기능

Statistical value Samples Value

V

Mean ± SD

Baseline 170.559 ± 8.735

2 weeks 171.687 ± 8.650

4 weeks 171.353 ± 8.402

p-value
Baseline - 2 weeks 0.002**

Baseline - 4 weeks 0.015*

Average increasing rate
2 weeks 0.668%

4 weeks 0.479%

The results were expressed as the mean ± SD from the three independent experiments (*p < 0.05, **p < 0.01).

Table 3. Statistical Results of Skin Brightness (V)
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을 확인하였고, 두 화합물의 혼합 조성물은 각각 단독

으로 처리하였을 때보다 강력한 항산화 효과를 나타낸

다는 것을 증명할 수 있었다(Figure 2). 이는 항산화 기

능 조절에 관여하는 두 물질의 신호전달 경로가 다르

다는 것을 시사한다. Sulforaphane은 Nrf2의 유비퀴티

네이션을 억제함으로써 Nrf2 단백질의 안정성을 증진

시켜 핵에서 ARE-dependent genes의 발현을 촉진한다. 

이는 항산화 조절 단백질인 glutathione 및 thioredoxin 

reductase 등의 발현을 증가시키고, 결과적으로 항산화 

기능을 증진시킨다. PF-3758309에 의한 직접적인 항산

화 조절기전은 아직까지 보고된 바 없다. 따라서 PAK4

에 의해 유도되는 활성산소 생성 기전을 살펴봄으로써 

예측할 수 있다. Kesanakurti 등은 최근 PAK4-PPARγ

-NOX1 신호전달 경로를 통해 활성산소 생성이 유도된

다는 것을 보고하였다[18]. 이 결과는 glioblastoma (교

모세포종)의 epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) 

과정에서 일어나는 활성산소 증가를 관찰한 것으로 정

상세포에서는 아직 보고가 없다. 그러므로 PF-3758309

에 의해 억제되는 항산화를 조절하는 기전을 검증하기 

위해서는 보다 심도 있는 연구가 필요할 것이다. 또한, 

미백기능 조절을 관찰하기 위해 B16F10 멜라노마 세

포에서 멜라닌 생성억제 효과를 관찰하였다. 

Sulforaphane 단독 처리시 1, 5, 10 µM 농도를 사용하였

고, 혼합 조성은 sulforaphane 1, 5, 10 µM에 1 nM 

PF-3758309를 추가하는 조건에서 실험하였다(Figure 

3). PF-3758309가 추가됨에 따라 sulforaphane 단독으로 

처리한 같은 조건 보다 멜라닌 생성이 억제됨을 관찰

할 수 있었다. 이는 두 물질이 기존에 보고된 바와 같

이 각기 다른 신호전달 경로를 통해 멜라닌 합성을 조

절하고 있음을 의미한다. 즉, sulforaphane은 MAPK 경

로를 통해서 멜라닌 생성을 억제하고, PF-3758309는 

PAK4-CREB-MITF 경로를 통해 멜라닌 생성을 억제하

기 때문에 두 물질에 대한 혼합 조성은 보다 강력한 미

백기능을 나타내게 된다. 그러므로 두 물질을 혼합하

여 사용하는 혼합 조성물이 보다 강력한 미백기능을 

가진 화장품 조성으로 사용될 수 있을 가능성을 증명

하였다. 

화장품 재료로 적용 가능성을 확인하기 위한 sulfor-

aphane과 PF-3758309 혼합조성 시료의 피부첩포에 의

한 안전성 평가와 피부발기 및 피부멜라닌 개선효과에 

대한 인체적용 시험은 (주)엘리드에 의뢰하여 시행하였

다. 혼합조성 시료는 피부첩포 안정성 평가에서 피부자

극도 0.47로 무자극성으로 판정되었다(Table 2). 또한 

혼합조성 시료는 피부밝기를 나타내는 V 값이 적용 전 

170.559 ± 8.735인 것에 비해, 적용 2주 후, 4주 후에 각

각 171.687 ± 8.650과 171.353 ± 8.402로 증가하였고, 이

는 피부밝기를 개선효과가 있음을 의미하는 것이다

(Table 3). 뿐만 아니라 피부멜라닌 침착을 관찰하였을 

때 시료 적용 전에는 220.048 ± 43.215이었으나, 시료 

적용 2주, 또는 4주 후에는 각각 219.921 ± 42.626과 

218.206 ± 42.715으로 뚜렷하게 감소시키는 것을 확인

할 수 있었다(Table 4). 따라서, 본 연구는 sulforaphane

와 PF-3758309의 혼합 성분이 세포 내의 활성산소 저해

에 의한 항산화 및 미백기능에 보다 효과적으로 작용

함을 관찰하였으므로 피부에 사용할 수 있는 향상된 

새로운 화장품 성분 물질이 될 가능성을 제시하였다. 
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Statistical value Samples Value

MI

Mean ± SD

Baseline 220.048 ± 43.215

2 weeks 219.921 ± 42.626

4 weeks 218.206 ± 42.715

p-value
Baseline - 2 weeks 0.004**

Baseline - 4 weeks ＜ 0.001***

Average decreasing rate
2 weeks 0.942%

4 weeks 1.747%

The results were expressed as the mean ± SD from the three independent experiments (**p < 0.01, ***p < 0.001).

Table 4. The MI of Skin Pigmentation
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