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This study was carried out to evaluate the possibility of unripe apple peel water extracts as cosmetic 
materials and to evaluate the biological activities of the antioxidant and whitening effects of the 
samples. The antioxidative properties of the samples were confirmed by 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl 
(DPPH) radical scavenging activity and 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS) 
cation radical scavenging ability. To evaluate the whitening effect of the samples, several analytical 
techniques were used, including toxicity evaluations of the samples by MTT assays. Measurements of 
the inhibition rates of cellular tyrosinase, melanin synthesis rates, and expression rates of whiten-
ing-related proteins and genes were confirmed using melanoma (B16F10 cell). At equivalent unripe 
apple peel water concentrations (1,000 μg/ml), the DPPH radical scavenging and the ABTS cation rad-
ical scavenging activities were 77.3% and 93.1%, respectively. The whitening activity evaluation showed 
that tyrosinase activity and melanin synthesis were inhibited by 19.8% and 17.3%, respectively, at un-
ripe apple peel water extract concentrations of 50 μg/ml. In B16F10 cells induced by α-MSH, the ex-
pression of tyrosinase, TRP-1, and TRP-2 decreased. Also, the activity of the transcription factor MITF 
was inhibited. In real-time PCR experiments, the expression of related genes at the upstream signal 
level was also found to be progressively lowered as the concentration of unripe apple peel water ex-
tracts increased. From these results, it was confirmed that the unripe apple peel water extracts showed 
excellent whitening efficacy and could be used as safe, natural, raw cosmetic material in the future.
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서   론

Melanin은 생물체에 널리 분포되어 있으며 종류에는 흑갈

색의 유멜라닌(eumelanin)과 적황색의 페오멜라닌(pheome-

lanin)이 있다. 멜라닌은 인종의 피부색, 머리카락, 눈동자의 

색을 결정하며 자외선 흡수에 의한 사람의 피부 세포 손상을 

억제하는 역할을 한다[4]. 그러나 합성과 축적이 과도할 경우

에는 기미, 주근깨, 잡티 등의 색소를 형성하며 이와 같은 병변

은 심하게는 피부암의 원인이 되기도 한다[15]. 멜라닌은 흑갈

색의 고분자 화합물로서 표피 기저층에 위치하는 멜라노사이

트(melanocyte) 내 멜라노좀(melanosome)에서 단계적 효소 

반응에 의해 이루어지며 tyrosinase, tyrosinase related pro-

tein-1 (TRP-1), tyrosinase related protein-2 (TRP-2)와 같은 

효소들에 의해 멜라닌이 생성되게 된다[6, 13]. Tyrosinase는 

구리를 함유한 효소이며 tyrosine을 L-3,4-dihydroxyphenyl-

alanine (L-DOPA)으로 변환하고 효소적 산화반응을 거쳐 

DOPA-quinone으로 변환시킨다. TRP-1은 5,6-dihydroxyindole- 

2-carboxylic acid (DHICA)을 carboxylated indole quinone으

로 산화되고 TRP-2는 DOPA-chrome tautomerase로 작용하

여 DOPA-chrome을 DHICA로 전환한다[23, 29]. 자외선에 의

해 피부의 keratinocyte가 자극 받게 되면 α-melanocyte stim-

ulating hormone (α-MSH), adrenocorricotropic hormone 

(ACTH) 등의 신호전달물질을 멜라닌 세포(melanocyte)로 분

비하게 된다[14]. 멜라닌 세포의 melanocortin type 1 receptor 

(MC1R)에서는 이러한 자극을 받아들여 melanocyte에서 cy-

clic adenosine monophosphate/protein kinase A (cAMPK)경

로에 의해 멜라닌이 합성된다[11]. 합성 과정에서 멜라닌 형성 

조절인자로 잘 알려진 microphthalmia-associated transcrip-

tion factor (MITF)는 tyrosinase에 결합하여 관련 효소들의 발

현을 조절하는 것으로 알려져 있다[25]. 따라서 미백활성을 갖

는 소재개발에 있어서 MITF의 발현을 조절하여 tyrosinase, 

TRP-1, TRP-2 활성을 억제하는 물질에 대한 연구가 미백 화장

품 소재 개발의 중요한 부분을 차지하고 있다[19]. 과일 중 대

표적인 사과(Malus pumila var. dulcissima)는 전 세계적으로 많

이 재배되고 있으며, 품종 개량 및 재배기술의 향상을 통해 

국내에서 전체 과수재배 면적의 40%를 차지할 정도로 많이 
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생산되고 있다[20]. 사과는 장미과에 속하는 낙엽교목인 사과 

나무의 열매로 청량감과 상큼하고 달콤한 맛이 좋아 직접 섭

취 외에 음료 및 잼 등의 가공품으로도 소비자들의 기호도가 

상당히 높다[34]. 사과에는 식이섬유와 ascorbic acid (Vit. C)가 

풍부하고 catechin, procyanidins, dihydrochalcones, flavonols 

및 hydroxycinnamic acid 등의 phenolic 화합물과 flavonoid 

및 항산화 유효물질이 다량 포함되어 있다[3, 21, 28]. 최근까지 

사과 추출물의 관한 연구로는 항산화 활성, 항암효과, 항당뇨 

등의 만성질환의 위험을 낮추고 뇌, 심혈관 질환을 억제 하는 

연구가 주를 이룬다[7]. 이러한 사과 추출물의 활성을 나타내

는 주된 성분은 polyphenol로 알려져 있으며 주로 과육에 비

해 과피 및 씨 부분에 그 함유량이 높게 분포 되어 있으며 

과육대비 4배 이상의 항산화 활성이 보고되어 있다[2, 12, 26, 

30]. 화장품소재로서 과피의 EtOAc 분획물은 elastase 활성 저

해율이 높게 나타나 항주름 효능을 보였으며 사과 꽃잎 추출

물에서는 항산화 활성 및 여드름균인 P. acenes에 대한 항균 

활성을 나타낸 결과를 보였다[9]. 사과는 매년 5~6월 중 좋은 

과실을 얻기 위해 전체 사과의20~30% 정도 걸러내고 있으며 

이를 미성숙 사과라 한다. 과거에는 달여서 사과즙의 형태로 

음용하거나 약용으로 사용하였으나 현재는 폐기처분 되어 처

리하는 부대비용이 따르고 있다[5]. 미숙상태의 사과는 성숙된 

사과에 비해 유리산류, 아미노산, 칼슘이온 등이 풍부하며 

polyphenol 화합물의 함량이 성숙과에 비해 10배 이상 높은 

연구결과를 보였다[31]. 따라서 polyphenol 및 Vit. C, 그리고 

무기질 등이 풍부하게 함유된 사과는 효능이 높은 화장품 및 

미용소재로서의 활용을 기대할 수 있다. 이에 본 연구는 미성

숙사과 과피 열수추출물을 활용하여 tyrosinase, TRP- 1, 

TRP-2, MITF 단백질 발현 억제효과를 통한 미백활성을 평가

함으로써 피부 미백활성을 가진 기능성 화장품소재로의 활용 

가능성을 검토하였다.

재료 및 방법

시료 및 추출

본 실험에 사용한 미성숙 사과는 2018년 경북 문경시 점촌

동에 위치한 애플그린(applegreen)에서 2017년 6월에 제공받

았으며 시료를 세척하여 과도를 이용하여 과육부분을 제외하

였고 회수된 과피 300 g에 10배 양의 증류수를 첨가하여 85°C

에서 3시간 환류냉각 추출하였으며 시료를 원심 분리 및 여과

한 다음, rotary vacuum evaporator (HS-10SP; Hahnshin 

S&T, Korea)를 사용하여 농축한 후 동결기(FD5525; Ilshin 

BioBase, Korea)로 건조하였다. 최종 시료무게는 26.2 g으로 

수율은 7.86%이며 시료는 냉장실에 보관하여 사용하였다.

세포배양

본 연구에서 사용된 B16F10 세포(mouse melanoma cell 

line)는 한국세포주은행(Korea Cell Line Bank, KCLB, Seoul, 

Korea) 에서 분양받아 사용하였다. B16F10세포의 배양은 10% 

fetal bovine serum (FBS; Introgen Therapeutics, USA)과 1% 

penicillin/streptomycin (Hyclone™, GE Healthcare Life 

Sciences, USA) 100 U/ml을 첨가한 Dulbecco’s modified 

Eagle medium (DMEM; Gibco™, Thermo Fisher Scientific, 

USA) 배지를 사용하였으며, 37℃, 5% CO2 incubator (Forma
™, Thermo Fisher Scientific)에 적응시켜 계대 배양하였다.

DPPH 라디칼 소거능 측정

DPPH radical 소거활성은 다음과 같은 방법으로 시행하였

다. 시료와 양성대조군 ascorbic acid (Sigma-Aldrich, USA) 

각 100 μl에 0.2 mM의 DPPH (Sigma-Aldrich, USA) 50 μl를 

넣어 최종농도를 10, 100, 1,000 μg/ml로 만들어 교반한 후 

30 min 방치한 다음 enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA) reader (PowerWave™ XS Microplate Spectrophoto-

meter; BioTek Instruments, USA)를 이용해 517 nm에서 흡광

도를 측정하였다. 전자공여능 효과는 시료용액의 첨가구와 무

첨가구의 흡광도 감소율로 나타내었다.

DPPH 라디칼

소거능 (%)
＝(1－

시료첨가군의 흡광도
) ×100

무첨가군의 흡광도

ABTS+ 라디칼 소거능 측정

ABTS+ 라디칼 소거능 측정은 7 mM ABTS (Sigma-Aldrich, 

USA)와 2.4 mM potassium persulfate (K2S2O8; Sigma- 

Aldrich, USA)를 1:1로 혼합하여 암실 및 실온에서 24 hr 동안 

반응시킨 후, 사용 전에 ABTS 용액을 에탄올에 희석하여 734 

nm에서 흡광도 값이 0.706±0.001이 되게 하여 사용하였다. 시

료와 양성대조군 BHT 각 50 μl에 ABTS와 potassium sulfate 

혼합액 950 μl를 첨가하여 최종농도를 10, 100, 1,000 μg/ml로 

만든 후 734 nm에서 흡광도를 측정하였다.

ABTS
+
 라디칼

소거능 (%)
＝(1－

 시료첨가군의 흡광도
) ×100

무첨가군의 흡광도

세포독성 측정

세포생존율 측정은 다음과 같이 측정하였다. B16F10 세포

를 96 well plate에 well당 0.6×105 세포로 180 μl 분주하고, 

37℃, 5% CO2 incubator에서 24 hr 배양하였다. 배양 후 미성

숙사과 과피 열수추출물의 최종농도가 10, 25, 50, 75, 100 μg/ 

ml이 되도록 각각 20 μl 씩 첨가한 후 48 hr 배양하였다. 대조

군은 시료와 동량의 증류수를 첨가하여 동일한 조건으로 배양

하였다. 배양 후 각 well에 5 mg/ml 농도로 제조한 MTT 

(Sigma-Aldrich, USA) 용액 20 μl를 첨가하여 4 hr 배양한 후 

배양액을 제거하고 dimethyl sulfoxide와 에탄올을 1:1 섞은 

용액을 각 well당 150 μl를 가하여 실온에서 30 min 동안 반응
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시킨 뒤 ELISA reader로 550 nm에서 흡광도를 측정하였다. 

세포생존율 측정은 시료용액의 첨가군와 무첨가군의 흡광도 

감소율로 나타내었다.

Cellular tyrosinase 저해율 측정

Cellular tyrosinase 저해율 측정은 다음과 같이 측정하였

다. B16F10 세포를 6 well plate에 5×104 cells/well이 되도록 

접종하고 각 well에 미성숙 사과 과피 열수추출물(10, 25, 50) 

μg/ml을 48 hr 동안 처리하였다. 처리 후 PBS로 2회 세척한 

후 각 well에 lysis buffer (1% triton X-100, 0.1 M sodium 

phosphate buffer, 50 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, pH 

6.8)를 가하였다. 얼음 위에서 세포를 용출시키고 12,000 rpm, 

4°C, 30 min 원심 분리한 후 상층액만 따로 모아 효소용액으로 

사용하였다. L-DOPA를 2 mg/ml 농도로 0.1 M sodium phos-

phate buffer (pH 6.8)에 녹여 기질을 준비하고 기질 160 μl에 

효소용액 40 μl를 가하고 37°C에서 1 hr 가온하고 생성된 

DOPA chrome의 양을 490 nm에서 측정한 후 억제율을 계산

하였다.

Melanin contents 측정

Melanin contents 측정은 다음과 같이 진행하였다. B16F10 

세포를 6 well에 5×104 cells/well이 되도록 분주하여 24 hr 

뒤, 각각의 well에 미성숙 사과 과피 열수추출물을 농도별(10, 

25, 50) μg/ml로 48 hr 동안 처리하였다. 처리 후 phosphate 

buffered saline (PBS; Gibco, NY, U.S.A)로 2회 세척한 후 

12,000 rpm, 4°C, 30 min 원심 분리하여 상층액을 버리고 침전

물에 10% dimethyl sulfoxide (DMSO; Duksan, Korea)가 첨가

된 1N NaOH 용액을 150 μl 첨가하고 60°C에서 1 hr 용해하였

으며 405 nm에서 흡광도를 측정한 후 실험군의 멜라닌 양은 

대조군의 멜라닌 양에 대한 백분율로 계산하여 나타내었다.

Western Blot을 이용한 단백질의 발현 측정

B16F10 세포는 6 well plate에 1×105 cells/ml이 되도록 분

주하고 24 hr 동안 안정화 하였다. 배지를 제거한 후 미성숙 

사과 과피 열수추출물을 농도별(10, 25, 50) μg/ml 처리하고 

1 hr 후 멜라닌 자극제인 α-Melanocyte-stimulating hormone 

(α-MSH) 200 nM으로 Normal군을 제외하고 처리하였다. 48 

hr 처리 후 PBS로 세척하여 세포를 수확하였다. 수확된 각 세

포에 lysis buffer를 well 당 30 μl를 첨가하여 세포를 용해시키

고 원심분리(12,000 rpm, 4°C, 30 min)하여 세포막 성분들을 

제거하였다. 원심 분리하여 얻은 단백질은 bradford assay로 

정량 하였으며, 20 μl의 단백질을 10%의 sodium dodecyl sul-

fate polyacrylamide gel electrophoresis를 이용하여 전기 영

동한 후, 항체의 비특이적 결합을 억제시키기 위해 PVDF 

membrane에 옮긴 다음 60 V에서 2 hr 이상 transfer하였다. 

Transfer가 끝나면 5% skim milk에 1 hr 동안 방치하여 back-

ground를 제거시켰다. 1×TBST로 3회 washing 후 1차 항체 

mouse anti-MITF, TRP-1, TRP-2 및 goat-tyrosinase는 1:1,000

비율로 희석하여 4℃에서 16 hr 반응시킨 다음 10 min 간격으

로 1×TBST로 5회 washing 후 mouse anti-goat IgG-HRP와 

rabbit anti-mouse IgG-HRP 두 가지 2차 항체는 1:1,000 비율

로 희석하여 실온에서 2 hr 반응한 후 ECL kit (Amersham 

Pharmacia, England)를 이용하여 film에 옮겨 측정하였다. 

Band density는 EZ-Capture MG (ATTO corporation, Tokyo)

으로 확인하였다.

유전자 발현 분석을 위한 RNA 분리 및 real-time PCR

미성숙 사과 과피 열수추출물의 미백효능을 알아보기 위해 

tyrosinase, TRP-1, TRP-2, MITF유전자 발현에 미치는 영향을 

관찰하였다. B16F10 세포를 6 well plate에 1×105 cells/ml 에 

되도록 분주하고 24 hr 동안 안정화 하였다. 배지를 제거한 

후 미성숙 사과 과피 열수추출물을 농도별(10, 25, 50) μg/ml

로 처치하고 1 hr 후 멜라닌 자극제인 α-Melanocyte-stimulat-

ing hormone (α-MSH) 200 nM으로 Normal군을 제외하고 세

포를 자극한 후 48 hr 후 PBS로 세척하여 세포를 수확하였다. 

그 후 total RNA는 PBS로 3번 세척하고 세포를 수확한 다음, 

trizol reagent를 이용하여 분리하였다. cDNA 합성은 Tran-

scriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche Diagnostics, 

Switzerland)를 이용해 다음과 같이 합성하였다. Oligo (dT) 

primer (500 μg/ml) 1 μl, RNase free water 10 μl, 추출한 RNA 

(2 μg)를 넣고 25℃에서 10 min 반응 후, Transcriptor RT re-

action buffer 4 μl, Protector RNase inhibitor 0.5 μl, Deoxynu-

cleotide mix 2 μl, Transcriptor reverse transcriptase 0.5 μl를 

첨가하여 55℃에서 30 min, 85℃에서 5 min, 4℃에서 1 hr 반응

시켜 cDNA를 합성하였다. Real-time PCR (FastStart Essential 

DNA Green Master Kit; Roche Diagnostics)을 이용해서 희석

한 cDNA 2 μl와 SYBR green 10 μl, primer 1 μl를 각각 넣어 

PCR (LightCyber® Nano Real-Time PCR System; Roche 

Diagnostics) 기기를 이용하여 실시간 정량분석을 한 뒤 결과

를 분석하였다.

통계처리

실험결과에 대한 통계처리는 Statistical Package for the 

Social Sciences (SPSS) software package (Version 22.0; IBM, 

USA)를 이용하여 평균과 표준편차로 나타내었고, 각 처리군 

간의 유의성에 대한 검증은 분산분석(ANOVA: analysis of 

variance)를 이용하여 유의성을 확인한 후, p<0.05 수준에서 

Duncan’s multiple test를 이용하여 분석하였다.

결과 및 고찰

DPPH radical 소거능
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Fig. 1. DPPH radical scavenging activity (%) of dependent on 

concentration from extracts of UAW. UAW; Unripe ap-

ple peel water extracts, Vit. C; Ascorbic acid. Results are 

expressed as means ± S.D. of triplicate data. The super-

scripts (a–e) within the same column indicate that they 

are significantly different at p<0.05, as assessed using 

Duncan’s multiple range test.

Fig. 2. ABTS radical scavenging activity (%) of dependent on 

concentration from extracts of UAW. UAW; Unripe ap-

ple peel water extracts, Vit. C; Ascorbic acid. Results are 

expressed as means ± S.D. of triplicate data. The super-

scripts (a–e) within the same column indicate that they 

are significantly different at p<0.05, as assessed using 

Duncan’s multiple range test.

Fig. 3. Cell viability of Unripe apple peel water extracts on treat-

ed B16F10 cells. B16F10 cells were treated with various 

concentrations (10-100 μg/ml) of UAW. Cell viability 

was measured using the MTT assay. The results are pre-

sented as mean ± standard deviation of triplicate data. 

The results were expressed as the average of triplicate. 

*p＜0.05 compared with control.

멜라닌색소는 멜라노사이트의 손상과 단백질, DNA 및 지

질의 산화와 관련 있는 활성산소 종에 의해 생성된다는 연구

에[22] 따라 미성숙 사과 과피 열수추출물의 활성산소 발생에 

의한 멜라닌 생성 억제에 효능을 나타내는지 확인하기 위해 

항산화 활성평가인 DPPH radical 소거능을 수행하였다. 활성

산소는 인체의 단백질, 지질 등과 반응하여 인체노화 및 염증

의 원인물질로 알려져 있으며, DPPH 방법에 의한 활성산소 

소거능 실험은 안정한 활성산소종(reactive oxygen species, 

ROS)으로 항산화 물질의 항산화력을 검증하는데 널리 사용되

고 있다[8]. 미성숙 사과 과피 열수추출물을 10, 100, 1,000 μg/ 

ml의 최종농도로 처리한 결과, 농도의존적으로 radical 소거능

을 나타내었으며 1,000 μg/ml 농도에서 77.3%로 대조군 Vit.C 

83.2%와 유사한 소거능을 나타내었다(Fig. 1).

ABTS+ 라디칼 소거활성

ABTS radical 소거능은 DPPH 방법과 함께 항산화 활성을 

스크리닝 하는데 가장 기초가 되는 실험으로 peroxidase, H2O2

와의 반응에 의해 생성된 활성 양이온인 ABTS+가 시료 중의 

항 산화성 물질을 만나면 고유의 청록색이 탈색이 되는데 그 

흡광도 값으로 추출물의 ABTS+ 라디칼 소거 활성을 측정할 

수 있다[17]. 미성숙 사과 과피 열수추출물을 농도별로 ABTS 

항산화능을 측정한 결과 Fig. 2에 나타내었다. 대조군 Vit.C군

과 비교 시 미성숙 사과 과피 열수추출물은 1,000 μg/ml 에서 

93.1%, Vit.C 98.7%로 항산화능이 나타났다(Fig. 2).

MTT assay를 이용한 세포독성 

미성숙 사과 과피 열수추출물이 B16F10 세포에 독성을 나

타내는지의 여부를 조사하기 위하여 세포의 대사 과정에서 

미토콘드리아의 탈 수소 효소와 MTT tetrazolium이 반응하면 

MTT formazan 이 형성되고 이를 DMSO로 재수화시키면 보

라색으로 변하는 값을 흡광도로 나타내는 MTT assay를 시행

하였다[24]. 시료농도를 10, 25, 50, 75, 100 μg/ml로 처리한 

결과 B16F10 cell 에서 50 μg/ml 이하 농도의 세포생존율이 

90% 이상으로 나타났으며 75 μg/ml 농도에서 세포독성을 나

타낸 결과를 토대로 미성숙 사과 과피 열수추출물의 미백 실

험의 시료농도를 생존율 및 증식에 큰 영향을 미치지 않는 

50 μg/ml 이내로 실험조건으로 설정하여 다음실험을 진행하

였다(Fig. 3).  

Cellular tyrosinase 및 melanin 생합성 저해율

멜라닌 생성 유도 물질인 α-MSH는 뇌하수체 및 피부를 포

함한 여러 조직에서 분비되며, 멜라닌 합성에 있어서 tyrosi-

nase의 활성을 촉진시켜tyrosine을 DOPA로 DOPA를 DOPA 
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Fig. 4A. Effect of Unripe apple peel water extracts on inhibition 

of intra cellular tyrosinase inhibition rate. The results 

are presented as mean±standard deviation of triplicate 

data. The results were expressed as the average of 

triplicate. *p＜0.05, compared with control. Nor, normal 

group (α-MSH-untreated group); Cont, control group 

(α-MSH-treated group).

Fig. 4B. Effect of Unripe apple peel water extracts on melanin 

synthesis rate. The results are presented as mean ±  

standard deviation of triplicate data. The results were 

expressed as the average of triplicate. Nor, normal 

group (α-MSH-untreated group); Cont, control group 

(α-MSH-treated group)

quinone으로 전환시키는 것을 촉진시킬 뿐만 아니라 eumela-

nin을 형성하는 단계에서 반응속도를 증가시킨다[16]. B16F10 

cell내 미성숙 사과 과피 열수추출물의 미백활성을 분석한 결

과, 세포 내 tyrosinase 저해활성 측정 결과는 α-MSH 자극군 

대비 복합물을 농도별(10, 25, 50) μg/ml로 처리하였을 때 각 

1.2, 7.5, 19.8%의 tyrosinase 활성이 저해 되는것을 확인하였다

(Fig. 4A). 식용으로 많이 소비되는 과일 중 낙과 배의 열수 

추출물의 tyrosinase 저해능은 50 μg/ml 에서 10% 미만을 나

타내었으며[18] 동일 농도에서 자두(홍로센) 과피 열수추출물

은16.4%로 미성숙 사과 과피 열수추출물 대비 tyrosinase 저해

능이 낮게 나타났다[33]. 멜라닌은 tyrosin이 tyrosinase의 작

용에 의해 여러 가지 물질로 대사되는 과정 중에 최종적으로 

합성된 물질이기 때문에 멜라닌의 생성효소인 tyrosinase의 

합성이 억제되거나 그 활성이 저해되며 멜라닌 생성이 감소된

다[1]. 기능성화장품에 사용되는 미백기능을 가진 제제로는as-

corbic acid, kojic acid, arbutin 등이 있으며, 이 물질들은 ty-

rosinase의 합성을 억제 하거나 활성을 저해하여 미백 효과를 

일으키는 것으로 보고된다[27]. 합성 미백제의 단점은 자극성 

피부염, 색소침착 등의 부작용을 일으킬 수 있기 때문에 최근 

화장품 업계에서는 부작용이 없는 천연물질을 찾는 연구가 

활발히 진행되고 있다. Melanoma 세포에 α-MSH를 처리하여 

melanin의 형성을 촉진시켜 멜라닌합성을 유도한 후 미성숙 

사과 과피 열수추출물을 농도에 따라 처리한 후 melanin 생합

성에 미치는 영향을 측정한 결과 50 μg/ml 농도에서 멜라닌의 

합성을 17.3% 저해하였으며 현재 tyrosinase 저해제로서 사용

되는 arbutin의 15.2% 대비하여 효능이 우수함을 나타내었다

(Fig. 4B). 이러한 결과로 보아 미성숙 사과 과피 열수추출물을 

B16F10 세포 내 tyrosinase 활성을 저해시킴으로써 멜라닌 생

합성 저해에 영향을 주는 것으로 확인되었으며 천연물에서의 

미백제로서 좋은 결과를 나타내었다.

B16F10에서의 미백관련 인자들의 단백질 발현량 측정

미성숙 사과 과피 열수추출물이 α-MSH 자극에 의해 유도

된 tyrosinase 활성과 멜라닌 생성을 억제하는 것을 확인하기 

위하여 Western blot으로 미백 관련 전사인자인 MITF, TRP-1, 

TRP-2, tyrosinase 발현을 조사하였다. Tyrosinase, TRP-1과 

TRP-2의 발현을 조절하는 전사인자로는 MITF가 관여하는 것

으로 알려져 있으며, 멜라노사이트의 발달과 분화에서 주요한 

조절 유전자로 알려져 있다[10]. 또한 MITF는 다양한 타겟 유

전의 특이적 DNA 서열에 결합하여 분화, 증식, 세포이동, 종

양 형성(tumorigenesis)과 같은 세포 반응을 유도 하는것 으로 

알려져 있다[32]. 세포에α-MSH를 단독 처리한 경우에 tyrosi-

nase 및 MITF 발현은 현저히 증가 되었고 미성숙 사과 과피 

열수추출물을 농도별(6.25, 12.5, 25) μg/ml로 처리하였을 때 

관련 단백질이 저해되는 것을 확인하였으며 TRP-2의 발현저

해가 가장 높게 나타났다. 이상의 결과로부터 멜라닌 생합성

에 있어서 상위신호단계에 있는 전사인자 MITF의 활성을 억

제함으로써 Tyrosinase, TRP-1과 TRP-2를 억제하는 것을 확인

하였다(Fig. 5).

B16F10에서의 미백관련 인자들의 유전자 발현량 측정

미성숙 사과 과피 열수추출물의tyrosinase 및 MITF 유전자 

발현에 미치는 영향을 보기 위하여 real time-PCR을 통한 

mRNA 발현량을 알아본 결과 α-MSH 자극군에 대비해서 시

료의 농도가 높아질수록 저해율이 높아짐을 보였으며 25 μg/ 

ml 농도에서는 관련유전자 발현량이 유의성 있게 저해율을 

보여 미성숙 사과 과피 열수추출물은 유전자발현 단계에서부

터 MITF의 전사를 억제하여 tyrosinase 생성을 감소시켜 멜라
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Fig. 5. Inhibitory effects of Unripe apple peel water extracts on whitening related protein expression in B16F10 cells. B16F10 cells 

(1×105 cells/ml) were treated with 200 nM α-MSH and UAE except Nor group. The results are presented as mean ± standard 

deviation of triplicate data. The results were expressed as the average of triplicate. *p＜0.05, **p＜0.01 compared with control. 

α-MSH, α- Melanocyte-stimulating hormone Nor, normal group (α- MSH-untreated group); Con, control group (α-MSH- treated 

group).

Fig. 6. Inhibitory effects of UAE on the mRNA expression of whitening related genes in B16F10 cells. B16F10 cells (1×105 cells/ml) 

were treated with 200 nM α-MSH and UAE except Nor group. The results are presented as mean ± standard deviation 

of triplicate data. The results were expressed as the average of triplicate. *p＜0.05 compared with control. α-MSH, α-Melanocyte- 

stimulating hormone Nor, normal group (α-MSH-untreated group); Con, control group (α-MSH-treated group).

닌생성을 저해하는 것을 확인하였다(Fig. 6). 천연물을 기반으

로 하는 미백화장품에 대한 관심이 급증하면서 오랜기간 안전

성을 검증 받아온 식품소재에 대한 연구가 증가하고 있으며 

미성숙 사과 과피 열수추출물은 천연 미백소재 개발과 관련하

여 tyrosinase, TRP-1과 TRP-2에 의한 멜라닌 생성을 시키는 

단백질 및 유전자의 발현을 억제하여 멜라닌 합성을 저해하는 

것을 규명하여 그 효능이 우수함을 입증하였으며 향후 기능성 

미백 소재로 활용할 수 있을 것으로 기대된다.  
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초록：B16F10 melanoma 세포에서 미성숙 사과 과피 열수추출물의 tyrosinase 활성과 melanin 생

성에 미치는 영향

장영아․이진태*

(대구한의대학교 화장품약리학과)

본 연구는 화장품 소재로서 미성숙 사과 과피 열수추출물의 가능성을 확인하기 위한 것으로 시료의 항산화, 

미백 효과에 대한 생물학적 활성 평가를 수행하였다. 시료의 항산화 평가는 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl 

(DPPH) 라디칼 소거능과 2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS) 양이온 라디칼 소거능으

로 확인하였다. 시료의 미백 효과를 평가하기 위해서 멜라노마(B16F10 cell)를 이용해 MTT assay를 통한 샘플의 

독성평가, cellular tyrosinase 저해율 측정, 멜라닌 생합성량 측정 및 미백관련 단백질 및 유전자의 발현량을 확인

하였다. 그 결과 미숙사과 열수추출물의 1,000 μg/ml 농도에서 DPPH 라디칼 소거능 활성이 77.3%, ABTS+ 라디

칼 소거능 활성은 동일농도에서 93.1%로 높은 저해능을 나타내었다. 미백활성 평가결과 미성숙 사과 과피 열수추

출물의 농도 50 μg/ml에서 tyrosinase 활성 억제 19.8%, 멜라닌 생합성 억제율은 17.3%로 나타냈다. α-MSH로 유

도된 B16F10 세포 내에서 tyrosinase, TRP-1, TRP-2의 단백질 발현은 감소되었고 전사인자 MITF의 활성이 저해되

었다. Real- time PCR 실험 결과에서 상위신호단계에 있는 관련 유전자의 발현도 미숙사과 미성숙 사과 과피 열수

추출물의 농도가 높아짐에 따라 발현이 낮아지는 것을 확인하였다. 상기 실험 결과로부터 미성숙 사과 과피 열수

추출물의 우수한 미백 효능을 확인하였으며 향후 안전한 천연 화장품 원료로 사용될 수 있음을 확인하였다.
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