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요 약: 분갈(Pueraria thomsonii Benth)은 전통적으로 중국 의학에서 발열, 급성 이질, 설사, 당뇨병 및 심혈관 

질환 치료를 위한 약재로 사용되어 왔다. 이러한 분갈의 꽃인 분갈화의 피부 효능은 아직까지 밝혀진 바 

없어, 본 연구에서는 멜라닌세포인 B16F1 세포주와 섬유아세포인 HS68 세포주를 이용하여 분갈화의 피부 

효능을 검증하고자 하였다. 분갈화의 에탄올 추출물이 멜라닌세포의 멜라닌 합성을 농도 의존적으로 감소시킴

을 확인하고, 분갈화 추출물의 효능 성분을 추적하고자 high performance liquid chromatography (HPLC)를 

이용하여 분석하였다. 그 결과, 분갈화에 함유된 이소플라본류 화합물인 tectorigenin, tectoridin, 

tectorigenin 7-O-xylosylglucoside 3종 성분을 확인하였다. 3종 성분 모두 독성을 보이지 않는 농도에서 

멜라닌세포의 멜라닌 생합성을 농도 의존적으로 감소시켰으며, 이러한 멜라닌 생합성 감소는 tyrosinase와 

microphthalmia-associated transcription factor (MITF) 유전자 발현을 감소시키는 것에 기인함을 확인하였

다. 멜라닌 합성저해의 또 다른 기전을 확인하기 위하여, 섬유아세포에서 유래되는 멜라닌 합성억제 인자인 

DKK-1의 발현에 대한 영향을 측정한 결과, 분갈화 추출물, tectoridin, tectorigenin 7-O-xylosylglucoside

는 DKK-1의 발현을 농도 의존적으로 감소시킨 반면, tectorigenin은 DKK-1의 발현을 농도 의존적으로 증가

시키는 것을 확인하였다. 이상의 연구 결과를 바탕으로, 분갈화 성분 중 tectorigenin은 멜라닌세포에서의 

멜라닌 합성 억제와 섬유아세포에서의 멜라닌 생성 억제 인자 분비를 촉진하는 효과적인 미백 개선제로 활용할 

수 있을 것으로 판단된다. 

Abstract: Pueraria thomsonii Benth. as a medicinal ingredient, has been traditionally used in Chinese medicine to treat 

fever, acute dysentery, diarrhea, diabetes, and cardiovascular disease. The effects of P. thomsonii flower on skin have 

not been reported yet. In this study, the whitening effect of P. thomsonii flower was verified using B16F1 melanoma 

cells and HS68 fibroblasts. P. thomsonii flower extract reduced melanin contents of B16F1 cells in a dose-dependent 

manner. To identify its active components, we analyzed P. thomsonii flower extract using high performance liquid 

chromatography (HPLC). As a result, we identified three major isoflavones of tectorigenin, tectoridin, and tectorigenin 

7-O-xylosylglucoside. At a non-cytotoxic concentration, the three components also reduced melanin contents of B16F1 cells 

in a dose-dependent manner. The depigmentation effects were attributed to the reduced gene expression of tyrosinase and
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1. 서  론

멜라닌(melanin)은 표피에 존재하는 멜라닌세포(melanocytes)

내의 멜라노좀 (melanosome)에서 생성된 후, 멜라닌세포의 

수지상 돌기(dendrite)를 통해 각질세포(keratinocytes)로 전

달되어, 피부 각질층으로 이동하게 된다. 멜라닌은 사람의 

피부색을 결정하는 중요한 인자로, 자외선을 흡수하거나, 

자외선에 의해 발생되는 자유 라디컬(free radical)을 소거

함으로써, 피부를 자외선으로부터 보호하는 중요한 방어 

시스템의 하나이다[1,2]. 멜라닌은 멜라노좀 내에 있는 

tyrosinase, tyrosinase-related protein 1 (TRP1)과 dopachrome 

tautomerase (DCT) 등의 여러 가지 효소의 복합 작용에 의

해 생성된다. 특히, tyrosinase는 멜라닌 생합성의 속도 조

절 단계(rate-limiting step)인 타이로신(tyrosine)이 도파

(3,4-dihydroxyphenylalanine, DOPA)로 hydroxylation된 후, 

다시 도파퀴논(dopaquinone)으로 산화되는 과정에 작용하

는 주요 조절 효소이다[3-6]. 이러한 멜라닌 합성효소의 

발현을 조절하는 대표적인 전사 인자로 알려진 것이 

microphthalmia-associated transcription factor (MITF)이다. 

MITF는 멜라닌 합성을 조절할 뿐만 아니라 멜라닌세포의 

분화와 성장에도 중요한 역할을 하며, 이러한 MITF는 

MAPK/ERK (mitogen-activated protein kinases/extracellular 

signal-regulated kinases), cAMP/PKA (cyclic adenosine 

monophosphate/protein kinase A), PI3K/Akt (phosphatidylinositol 

3′-kinase/Akt), 및 Wnt/β-catenin pathway 등에 의해 조절된

다고 알려져 있다[7]. 따라서, 이러한 멜라닌합성과 관련된 

pathway들을 조절하여 MITF의 발현을 억제함으로써, 멜라

닌합성을 저해하는 다양한 미백 소재 개발이 시도되어 왔

다. 한편, 진피 섬유아세포(dermal fibroblasts)는 다양한 측

분비인자(paracrine mediators)인 단백질(DKK-1, sFRP, 

Sema7a, CCN, FAP-α)와 성장인자(KGF, HGF, bFGF, NT-3, 

NRG-1, TGF-β)를 분비하여 멜라닌합성에 영향을 주는 등, 

멜라닌 합성은 복잡한 진피-표피 네트워크(dermal-epidermal 

network)에 의해 조절되는 것으로 알려져 있다[8]. 이 중 

DKK-1은 섬유아세포에서 분비되는 대표적인 멜라닌 합성 

억제 인자로, 비손발바닥 피부(nonpalmoplantar skin)에 비해 

손발바닥 피부(palmoplantar skin)의 섬유아세포는 DKK-1의 

발현이 높으며, DKK-1이 Wnt/β-catenin pathway를 억제함

으로써, MITF의 발현을 저해하여 멜라닌 합성을 감소시키

는 것으로 알려져 있다[9]. 

전통의학에서는 콩과(Leguminosae)에 속하는 분갈

(pueraria thomsonii Benth)의 뿌리가 당뇨나 심혈관 질환에 도

움이 된다고 알려져 있다[10]. 분갈화는 분갈의 꽃 또는 꽃봉

오리로 중국 남부와 동남아시아에서는 전통적으로 차로 섭

취하고 있으며, 항산화, 간보호, 항비만 효과 등이 연구되어 

왔으나[11,12], 그 미백효과에 대해서는 알려진 바가 없다. 분

갈화는 다수의 이소플라본을 함유하고 있으며, 대표성분으

로는 tectorigenin, tectoridin, tectorigenin 7-O-xylosylglucoside 

(이하 tectorigenin류 3종) 등을 포함하고 있다[13,14]. 

Tectorigenin 및 tectoridin은 TPA로 유도되는 COX 증가 억제 

기전의 항염 효능을 지니고 있으며[15], tectorigenin은 

MMP-2, MMP-9 억제 효과가 보고되어 있으나[16], 피부와 

관련된 미백 효과에 대해서는 보고된 바가 없다.

따라서, 본 연구에서는 분갈화 및 그 주요성분 tectorigenin

류 3종의 멜라닌 합성에 미치는 영향을 조사하고 그 메커

니즘을 조사하여 피부 미백 소재로서의 활용 가능성을 확

인하고자 하였다. 

2. 재료 및 실험 방법

2.1. 재료 및 시약 

본 실험에 사용한 분갈화는 분갈의 꽃 또는 꽃봉오리로 

중국 호남성에서 10 월에 채취하여 건조 후 사용하였다. 

건조된 분갈화 1 kg을 70% 에탄올 10 L로 70 ℃에서 3회 

추출하고 감압 농축하여 에탄올 추출물을 얻었다. 주요 

성분의 함량 분석을 위해 사용한 표준품 tectorigenin 

microphthalmia-associated transcription factor (MITF). In order to elucidate another depigmentation mechanism, their 

effects on DKK-1, a fibroblast-derived depigmentation factor, was determined in HS68 cells. As a result, P. thomsonii 

flower extracts, tectoridin and tectorigenin 7-O-xylosylglucoside, reduced DKK-1 gene expression, while tectorigenin 

increased DKK-1 gene expression in a dose-dependent manner. These results suggest that tectorigenin can be used as 

an effective whitening agent that inhibit melanin synthesis in melanocytes and promote the secretion of depigmentation 

factor from fibroblasts. 

Keywords: Pueraria thomsonii Benth, tectorigenin, tectoridin, tectorigenin 7-O-xylosylglucoside, tyrosinase
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7-O-xylosylglucoside는 Tokiwa사(Chiba, Japan)에서 구입하

여 사용하였으며, tectoridin과 tectorigenin은 Sigma사(Louis, 

USA)에서 구입하여 사용하였다. 성분 분석을 위해 사용된 

methanol, acetonitrile은 HPLC용으로 Duksan Pure Chemicals 

(Ansan, Korea)에서 구입하였으며, 증류수는 Milli-Q 

purification system (Millipore, Billerica, MA)으로 정제하여 

사용하였다. 

2.2. HPLC 분석 

분석에 사용된 High-Performance Liquid Chromatography 

(HPLC) 기기는 Agilent 1260 infinity system (Agilent, Santa 

Clara, USA)이며, 컬럼은 Phenomenex Kinetex C18 (4.6 mm 

× 50 mm, 2.6 μm, Phenomenex, Torrence, USA)를 사용하였

다. 시료 주입량은 1 μL, 유속은 1 mL/min, 이동상은 0 – 2 

min : 10 → 10% acetonitrile, 2 – 10 min : 10 → 65% 

acetonitrile, 10 – 11 min : 65 → 95% acetonitrile, 11 – 15 

min : 95 → 95% acetonitrile 조건으로 기울기 용리하였으

며, UV 검출기의 260 nm 파장에서 흡광도를 측정하였다. 

모든 표준 용액과 검액의 조제는 Milipore membrane filters 

(PTFE, 0.45 μm)로 여과하여 사용하였다. 데이터의 수집과 

처리는 Agilent HPLC Chem station (Agilent, Santa Clara, 

USA)을 사용하였다.

2.3. 세포 배양

B16F1 멜라노마 세포와 HS68 섬유아세포는 ATCC 

(Manassas, USA)에서 구입하였으며, 10% FBS (Invitrogen, 

USA)와 1% penicillin (50 U/ml)/steptomycin (50 μg/mL) 

(Invitrogen, USA)이 추가된 DMEM (Invitrogen, USA)을 이

용하여 배양하였으며, 세포가 배양용 플라스크에 약 80% 

찼을 때, 0.25% Trypsin-EDTA (Invitrogen, USA)를 이용하

여 계대하였다. 모든 세포는 37 ℃, 5% CO2 조건의 세포 

배양기(ThermoFisher, USA)에서 배양하였다.

2.4. 멜라닌 정량

멜라닌 정량은 J. Hosoi 등의 방법을 변형하여 실시하였

다[17]. 5 X 104 cells/well 농도로 6-well plate에 분주하고 

24 h 후, 시료를 농도 별로 희석하여 세포에 72 h 동안 처

리하였다. 이 때 시료는 48 h 뒤, 한번 교체하였다. 세포를 

10,000 rpm에서 10 min 동안 원심 분리하여 얻은 침전물에 

1 N NaOH / 10% DMSO 넣고 80 ℃에서 1 h 동안 녹였다. 

멜라닌 함량은 microplate spectrophotometer (BioTek, 

Winooski, USA) 기기를 이용하여 405 nm에서 흡광도를 측

정하여 계산한 뒤 단백질량으로 보정하였다.

2.5. 실시간 중합효소 연쇄반응(qRT-PCR)을 통한 

유전자 발현 평가

B16F1 세포 또는 HS68 세포를 6-well cell culture plate에 

well 당 2 × 105씩 분주하여 24 h동안 10% FBS DMEM으

로 배양하였다. 그 후 FBS free-DMEM으로 교체한 후 시

료를 배지에 희석하여 24 h동안 처리하였다. 세포를 회수

하여 PBS로 세척한 후, RNeasy mini kit (Qiagen, Hilden, 

Germany)를 이용하여 전체 RNA를 추출했다. 정량 후 2.5 

μg의 RNA를 cDNA Synthesis Kit (PhileKorea, Seoul, 

Korea)를 이용하여 역전사하였다(Veriti 96-well Thermal 

Cycler, Applied Biosystems, USA). 합성된 cDNA는 반응 당 

100 ng을 사용하였고, TaqMan Universal Master Mix II 

(ThermoFisher, USA)를 사용하였다. 프라이머는 TaqMan Gene 

Expression Assays (ThermoFisher, USA) mTYR, mMITF와 

hDKK-1로 구매하였으며, 실시간 중합효소 연쇄 반응

(quantitative real time PCR)을 Step One Plus Real-time PCR 

System (Applied Biosystems, CA, USA)을 이용하여 수행하

였다. qRT-PCR을 통해 얻은 실험결과는 mTYR과 

mMITF는 mouse housekeeping gene인 glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase (mG3PDH)를 기준으로, hDKK-1은 

human housekeeping gene인 glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase (hG3PDH)를 기준으로 ΔΔCt 방법으로 계산

하여 나타내었다. 또한, 음성 대조군의 mRNA 발현량을 약 

1.0으로 기준하여 시료 처리군의 mRNA 발현양을 상대적

으로 수치화하였다.

2.6. 통계 분석

본 연구에서 시행된 실험은 총 3회 이상 반복하였으며, 

실험 군에 따른 데이터 사이의 통계적 유의성 검정은 

Paired samples t-tests (SPSS ver. 20, IBM, USA)로 시행하였

다. 결과 값들을 mean ± standard deviation (S.D.)으로 나타

내었다. P 값이 0.05 이하일 경우 *, 0.01 이하일 경우 **로 

통계적 유의성을 표시하였다.

3. 결과 및 고찰 

3.1. 분갈화의 멜라닌 생성 억제 효과

분갈화 추출물이 멜라닌 생성에 미치는 영향을 알아보
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기 위해, B16F1 세포에 세포독성이 없는(data not shown) 

500 ppm 이하의 다양한 농도의 분갈화 추출물을 72 h 동

안 처리한 뒤 멜라닌 양을 측정하였다. 대조군의 멜라닌 

생성량을 100%로 나타내었고 실험군의 멜라닌 생성량을 

상대적인 퍼센트로 수치화하였다. Figure 1에서 보는 바와 

같이, 분갈화 추출물을 100 ppm 농도로 처리하였을 때 멜

라닌 생성량이 27% 감소하였고, 500 ppm 처리하였을 때 

80% 감소하여 분갈화 추출물은 농도 의존적으로 멜라닌 

생성을 저해함을 확인하였다.

3.2. 분갈화의 유효성분 3종 확인

분갈추출물의 멜라닌 감소효과를 나타내게 하는 미백 

효능 성분을 규명하기 위하여 HPLC를 통해 함유 성분들

을 확인하였고, 그 결과를 Figure 2에 나타내었다. 참고문

헌과 유사하게 isoflavone류를 함유하고 있음을 확인하였으

며[13,14], 추출물 내 tectorigenin이 0.32%, tectoridin이 

3.09%, tectorigenin 7-O-xylosylglucoside가 2.78% 함유되어 

있음을 확인하였다(data not shown). Tectoridin과 tectorigenin 

7-O-xylosylglucoside는 tectorigenin의 배당체 성분으로 3종 

성분의 구조는 Figure 3에 나타내었다.

3.3. 분갈화 추출물에 포함된 tectorigenin류 3종의 

멜라닌 생성 억제 효과

분갈화 추출물의 주요한 유효성분인 tectorigenin류 3종

의 멜라닌 생성에 미치는 영향을 알아보기 위해 B16F1 세

포에 독성이 없는(data not shown) 다양한 농도의 

tectorigenin류 3종을 72 h 동안 처리한 뒤 멜라닌 생성량을 

측정하였다. 대조군의 멜라닌 생성량을 100%로 나타내었

고 실험군의 멜라닌 생성량을 상대적인 퍼센트로 수치

화하였다. Figure 4에서 보는 바와 같이, tectorigenin 3종

을 처리하였을 때 tectoridin 500 μg/mL, tectorigenin 7-O-

xylosylglucoside 500 μg/mL, tectorigenin 50 μg/mL 농도에서 

멜라닌 생성량이 각각 88%, 92%, 84% 감소하였다. 따라서, 

분갈화 추출물의 멜라닌 합성 감소 효과는 tectorigenin류 3

종의 멜라닌 합성 감소 효능에 기인한다고 예상할 수 있었

다.  

Figure 1. Inhibitory effect of P. thomsonii flower extract on 

melanin formation in B16F1 cells. Cells were incubated with 

various concentration of P. thomsonii flower extract (PT) for 

72 h. Arbutin was used as a positive control. Melanin contents

were measured by absorbance values at the wavelength 405 

nm. Data are shown as a percentage of control from the three 

independent experiments in triplicate and values represent as 

the mean ± SD * p < 0.05, ** p < 0.01 compared with the 

control.

Tectorigenin R = H

Tectoridin R = -Glc

Tectorigenin 7-O-xylosylglucoside R = -Glc-Xyl

Figure 3. Structures of three major compounds from P. 

thomsonii flower extract.

Figure 2. HPLC profiles of P. thomsonii flower extract. 1: 

tectorigenin 7-O-xylosylglucoside, 

2: tectoridin, 3: tectorigenin.
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Figure 4. Inhibitory effects of three tectorigenin derivatives from P. thomsonii flower extract on melanin formation in B16F1 cells. 

Cells were incubated with tectoridin (TD), tectorigenin 7-O-xylosylglucoside (T7), and tectorigenin (TG) for 72 h. Arbutin was used as 

a positive control. Melanin contents were measured by absorbance values at the wavelength 405 nm. Data are shown as a percentage 

of control from the three independent experiments in triplicate and values represent as the mean ± SD * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p 

< 0.001 compared with the control.
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Figure 5. Decrease of transcriptional expression of TYR and MITF after treatment of P. thomsonii flower extract and its three 

tectorigenin derivatives. B16F1 cells were incubated with P. thomsonii flower extract (PT), tectoridin (TD), tectorigenin 

7-O-xylosylglucoside (T7), and tectorigenin (TG) for 24 h. Total RNA was extracted and quantitative real time PCR was performed

for mTYR (A) and mMITF (B). mG3PDH was used as an internal control. Results are the mean ± SD of experiments using data

are shown as fold increase from the three independent experiments in triplicate. * p < 0.05, ** p < 0.01 compared with the 

untreated control. 
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3.4. 분갈화추출물 및 tectorigenin류 3종의 tyrosinase 

및 MITF의 발현 억제 효과 

분갈화 추출물과 tectorigenin류 3종의 멜라닌 합성감소

에 대한 기전을 확인하기 위해, 멜라닌 합성의 주요 효소

인 tyrosinase와 멜라닌 합성 관련 유전자의 promotor에 결

합하여 이들의 발현을 조절하는 전사인자인 MITF의 유전

자 발현을 확인하였다. B16F1 세포에 분갈화 추출물과 

tectorigenin류 3종을 세포 독성이 관찰되지 않은 농도(data 

not shown)로 24 h 처리한 후 tyrosinase와 MITF의 유전자 

발현 양상을 살펴보았다. Figure 5에서 보는 바와 같이, 분

갈화 추출물과 tectorigenin류 3종은 tyrosinase와 MITF의 발

현을 농도 의존적으로 감소시켰다. 따라서, 분갈화 추출물

과 tectorigenin류 3종은 멜라닌 합성에 중요한 단백질인 

tyrosinase와 MITF의 발현을 감소시켜 멜라닌 합성을 저해

한다는 것을 확인할 수 있었다. 

3.5. Tectorigenin의 DKK-1 발현 증진 

멜라닌 합성에 있어, 진피와 표피 사이의 cross-talk 역할

이 중요하다는 것이 알려지면서, 피부 미백을 위해서는 멜

라닌세포에서 멜라닌 형성을 억제하는 것 외에, 진피에서 

오는 멜라닌 생성 신호를 조절하는 것도 필요하다고 알려

져 있다. 따라서, 멜라닌세포에서 멜라닌 합성 억제효과를 

보였던 분갈화 추출물과 tectorigenin류 3종이 진피세포 유

래 측분비인자 중 멜라닌 합성 억제 인자로 알려진 DKK-1

의 유전자 발현에 대한 영향을 확인하였다. TGF-β는 

DKK-1의 발현을 감소시키며, Wnt pathway를 활성화시키

는 것으로 알려져 있어, DKK-1 유전자 발현에 대한 음성

대조군(negative control)로 사용하였다[18]. Figure 5에서 

보는 바와 같이, 분갈화 추출물, tectoridin, tectorigenin 

7-O-xylosylglucoside는 DKK-1의 발현을 농도 의존적으로 

감소시킨 반면, tectorigenin은 DKK-1의 발현을 농도의존적

으로 증가시킨다는 것을 확인하였다. 이러한 결과를 통해, 

효능 유효성분이 멜라닌세포의 멜라닌 생성을 억제하더라

도 진피 섬유아세포에서 유래하는 멜라닌 조절인자에는 

상반된 효능을 보일 수 있어, 실제 피부 미백 효능이 우수

한 물질을 개발하기 위해서는 멜라닌세포를 이용한 평가 

외에, 진피 섬유아세포에서 유래하는 멜라닌 조절 주요인

자에 대한 영향을 확인하는 과정이 필요하다는 것을 알 수 

있었다.

4. 결  론

본 연구에서는 분갈화의 미백 화장품 원료로서의 가능

성을 알아보았다. 분갈화 추출물은 B16F1 cells에서 농도 

의존적으로 멜라닌 생성을 억제하였다. 분갈화의 대표 성

분인 tectorigenin, tectoridin, tectorigenin 7-O-xylosylglucoside

를 HPLC를 통해 확인하였고, 3종 성분 모두 B16F1 cell에

서 농도 의존적으로 멜라닌 생성을 억제하였다. 멜라닌 생

합성 저해 기전을 확인하기 위해 tyrosinase와 MITF의 유전

자 발현 양상을 확인하였으며, 분갈화추출물과 tectorigenin

류 3종은 tyrosinase와 MITF의 발현을 농도 의존적으로 감
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Figure 6. Transcriptional expression profile of DKK-1 after treatment of P. thomsonii flower extract and its three tectorigenin 

derivatives. HS68 cells were incubated with P. thomsonii flower extract (PT), tectoridin (TD), tectorigenin 7-O-xylosylglucoside (T7), 

and tectorigenin (TG) for 24 h. Total RNA was extracted and quantitative real time PCR was performed for DKK-1. hG3PDH was 

used as an internal control. Results are the mean ± SD of experiments using data are shown as fold increase from the three 

independent experiments in triplicate. * p < 0.05, ** p < 0.01 compared with the untreated control.
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소시켰다. 또한 섬유아세포에서 유래되는 DKK-1의 발현에 

대한 영향을 측정한 결과, 분갈화 추출물, tectoridin과 

tectorigenin 7-O-xylosylglucoside는 DKK-1의 발현을 농도 

의존적으로 감소시킨 반면, tectorigenin은 DKK-1의 발현을 

농도 의존적으로 증가시킨다는 것을 확인하였다. 배당체 

성분인 tectoridin과 tectorigenin 7-O-xylosylglucoside는 산 가

수분해 반응을 통해 tectorigenin으로 전환된다고 알려져 있

어[19], 산 가수분해 등의 방법으로 tectorigenin의 함량을 

높인 분갈화 추출물은 멜라닌세포의 멜라닌 생성을 억제

할 뿐만 아니라, 섬유아세포에서 분비되는 멜라닌합성 억

제 인자인 DKK-1의 발현을 높여, 더욱 효과적인 미백 화

장품 원료로서 가능성을 가지고 있는 것으로 판단된다. 향

후, 분갈화 추출물의 원료화 연구와 인체실험을 진행하여 

피부 미백 효능 및 피부 안전성 여부를 평가할 예정이다
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