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Abstract Whitening is inhibitory activity of the melanin synthesis

of melanocytes. Recently, whitening materials have been developed

on natural materials because of its side effects on skin. Figs (Ficus

Carica L.) is a fruit belonging to the Moraceae family and

whitening activity was reported in focusing on the fig’s stem and

leaf components, but whitening activity of the figs fruit was not

known. Thus, in this study, we tried to observe its anti-melano-

genesis as well as antioxidant and anti-inflammation. The radical

scavenging activity of figs fruits extract (FFE) was observed as

the level of 34.52±1.98%/60.71±1.26% compared to the control in

the its maximum concentration in the DPPH/ABTS assay.

Cytotoxicity of FFE was observed at 10% concentration by CCK-

8 assay, so the maximum concentration was set at 5% and applied

to all experiments. FFE concentration dependently decreased NO

production associated with inducible nitric oxide synthase, cyclo-

oxygenase-2, interleukin-6 and tumor necrosis factor-α gene

expression, these strongly suggesting anti-inflammatory activity.

In melanin contents assay, FFE significantly down-regulated

melanin production in α-MSH-stimulated B16F10 cell as well as

tyrosinase inhibition in vitro. In addition, FFE decreased the

Microphthalmia-associated transcription factor (MITF) mRNA

expression about 94.34% compared to the α-MSH treatment

group in RT-PCR. Finally, FFE significantly reduced the MITF,

cAMP response element-binding protein and tyrosinase protein

expression in the α-MSH stimulated B16F10 cell. Through these

results, we found that FFE can not only directly inhibit tyrosinase

enzyme activity but also suppress melanogenesis through regulation

of MITF gene expression in α-MSH signal transduction.

Keywords Anti-inflammation · Anti-melanogenesis · Figs fruits

extract · Microphthalmia associated transcription factor · Skin

whitening · Tyrosinase

서 론

피부의 구조에서 표피층은 가장 바깥쪽에 위치하며 외부로부터

세균, 바이러스 및 유해인자의 인체 내 침투를 막는 장벽 기능

을 담당한다[1]. 표피층에는 주로 각질형성세포(keratinocyte)가

주를 이루고 있으며, 멜라닌형성세포(melanocyte), 랑게르한스

면역세포 등이 존재한다[2].

면역세포 중 대식세포는 외부 항원의 포식작용과 염증반응에

밀접한 관련이 있다. 그람음성세균의 Lippopolysaccharide (LPS)

가 대식세포 세포막에 위치한 Toll-like receptor 4 수용체에 결

합하면 전사인자(transcription factor)인 nuclear factor kappa B
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(NF-κB)가 활성화되어 cyclooxygenase-2 (COX-2), inducible

nitric oxide synthase (iNOS) 유전자 발현을 증가시키고 이 때

iNOS 단백질은 세포 내 Nitric oxide (NO) 생성을 촉진하며

NO는 세포 밖으로 방출된다. 또한 NF-κB는 inhibitor-κB (I-

κB)와 결합되어 활성이 억제되어 있다가 LPS 신호에 의해 I-

κB가 인산화 되면 ubiquitination 되어 분해되고, 이내 NF-κB를

자유롭게 놓아줘 세포질에서 핵으로 이동시켜 tumor necrosis

factor-α (TNF-α), interleukin-1 (IL-1) α/β 같은 염증성 사이토

카인 유전자 발현을 촉진한다. 또한 ERK1/2, JNK, p38 kinase

로 알려진 Mitogen-activated protein kinase 신호 기전이 NF-

κB 조절과 연결된 것으로 보고된다[3-9].

멜라닌형성세포는 멜라닌 색소를 생성하여 피부를 자외선으

로부터 보호한다. 자외선은 대표적인 피부의 외부 자극원 중 하

나이다[10]. 자외선(UV)이 각질형성세포 내 DNA 손상을 유발

하면, 전사인자인 p53이 활성화되어 α-MSH 호르몬이 생성된다

[11]. α-MSH는 세포막 수용체 Melanocortin 1 receptor (MC1R)

에 결합하여 멜라닌 합성 신호를 전달하는데, 신호전달 단백질

인 Adenylate Cyclase (AC)를 활성화시켜 cyclic AMP 농도가

증가되고, 이는 protein kinase A (PKA)를 활성화시켜 전사인

자 cAMP response element-binding protein (CREB)를 활성화

한다. CREB 전사인자는 Microphthalmia-associated transcription

factor (MITF) 전사인자 활성화를 통해 tyrosinase, tyrosinase

related protein 1/2 (TYRP 1/2)를 발현시켜 타이로신으로부터

멜라닌 색소를 생성한다. Tyrosinase는 tyrosine을 3,4-dihydroxy-

phenylalanin (DOPA) 및 DOPA-quinone으로 산화되는 생화학

반응을 촉매한다[12-14]. 이처럼 tyrosinase는 멜라닌 합성 과정

에 관여하는 핵심 효소이므로 미백 소재 연구에서 주요 타깃으

로 사용된다[15,16]. 이렇게 생성된 멜라닌은 멜라노좀을 통해

각질형성세포로 다시 이동하여 표피의 각질층까지 멜라닌이 이

동하여 피부를 자외선으로부터 보호해준다[17,18]. 멜라닌 생성

은 다양한 피부 자극에 대응하여 피부세포를 보호해주는 중요

한 생리작용이지만, 과도한 멜라닌 합성은 기미, 주근깨, 과색

소 질환과 피부 노화 등을 유발하고, 심할 경우 피부암까지 발

생될 수 있다[19]. 따라서 이러한 부작용 증상을 방지하기 위해

서는 멜라닌 생성 과정의 일부분만을 선택적으로 저해하여 멜

라닌 생성을 감소시켜야 한다. 대표적인 미백 소재인 알부틴,

코직산, 하이드로퀴논, 닥나무추출물은 tyrosinase의 활성을 억제

하여 강력한 미백 효능을 나타낸다[20-25]. 그러나 이들은 피부

자극이나 안전성 문제로 일부 부작용이 보고되고 있어, 이를 개

선하기 위한 천연유래 소재 개발 연구가 활발히 진행되고 있다

[26,27].

무화과(Ficus Carica)는 뽕나무 과에 속하는 무화과 열매이며

열매 내 다양한 폴리페놀 화합물들이 다량 존재한다[28,29]. 선

행연구를 통해 무화과 latex에 존재하는 ficin 효소의 항산화, 항

염증 및 미백 효능도 규명되었다[30]. 최근 연구에서 무화과나

무의 열매 또는 잎 추출물의 생리 효능과 무화과 잎 추출물에

의한 미백 효능에 대한 연구가 보고되었는데, 열매의 주요 성

분으로 apigenin, luteolin, quercetin, hesperetin, prenylated isoflavone,

morin, cyanidine, rutin 등이 존재하며 잎과 줄기 또한 폴리페

놀 화합물들이 존재하는 것으로 알려진다[31-33]. 그러나 최근

까지 무화과 열매 추출물(Figs Fruits Extract, FFE) 자체의 미

백 효능에 대해서는 거의 보고되지 않았다. 따라서 우리는 무

화과 열매를 70% 에탄올로 추출 정제 후 미백 활성 연구를 수

행하여 새로운 천연 유래 미백 소재로 개발하고자 하였다.

재료 및 방법

실험 재료

무화과 열매 추출물은 (주)잇츠한불(Eumseong, Chungbuk,

Korea)에서 직접 제조했으며, 다음과 같은 방법이 적용되었다.

실험에 사용한 무화과는 전라남도 영암에서 생산한 유기농 무

화과(무화과농장, Yeongam, Jeonnam, Korea)를 구매하여, 열매

를 수세 및 분쇄하여 동결건조(Freeze dryer FD8508, ilshin

lab, Yangju, Gyeonggi, Korea) 후 분말형태의 천연물로 사용하

였다. 분쇄한 무화과 열매 10 g을 70% 주정(Ethanol, Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA) 수용액 190 g에 분산시켜

200 g을 제조한 후 80 oC에서 약 6시간 동안 환류추출기

(Combination Multi Heating Mantles, Fine Therm, Global lab,

Siheung, Gyeonggi, Korea)에 넣어 추출한 후, 10,000 rpm에서

20분간 원심분리(High-speed Centrifuge, Supra R17, Hanil,

Daejeon, Korea) 하였다. 원심분리한 상등액을 PVDF membrane

(FPV-403-500, Vacuum-driven filters, BIOFIL, Guangzhou, China)

을 사용하여 진공펌프(Vacuum pump, GAST, Benton Harbor,

MI, USA)로 여과한 후, 본 연구에 사용하였다. 여과된 무화과

열매 추출물을 100% 농도 기준으로 설정하였으며 Dulbecco’s

phosphate-buffered saline (Gibco, Waltham, MA, USA)로 희

석한 후 % 농도로 표기하였다. 또한 LPS, α-MSH, arbutin,

tyrosine, tyrosinase, kojic acid 모두 sigma-aldrich (St. Louis,

MO, USA)에서 구매하여 사용하였다.

세포 배양

RAW264.7 마우스 대식세포와 B16F10 (CRL-6475) 마우스 흑

색종 유래 세포는 american type culture collection (ATCC,

Manassas, VA, USA)에서 직접 분양 받았다. 두 종류의 세포주

는 10% fetal bovine serum (FBS, Welgene, Gyeongsan-si, Korea)

와 1% penicillin/streptomycin (Gibco)이 포함된 Dulbecco’s

modified Eagle medium (DMEM, Welgene, Gyeongsan-si,

Korea) 배양 배지를 이용해 배양하였고, 세포배양기는 37 oC,

5% CO2 조건으로 최적화하여 사용하였다.

DPPH/ABTS 라디칼 소거능 평가

무화과 열매 추출물의 항산화 효능 평가는 DPPH 및 ABTS

assay를 통해 관찰하였다. 먼저 DPPH (200 M), ABTS (7 mM)

용액을 제조한 후 각 농도별 제조된 무화과 열매 추출물 300

L와 DPPH, ABTS 용액 300 L를 섞어 반응시켰다. 이후 96

well plate에서 반응액을 100 L씩 분주한 후 DPPH 는 517

nm 파장, ABTS는 734 nm 파장조건에서 각각 흡광도를 측정하

였다. 양성대조군은 L-ascorbic acid (1 mg/mL)를 사용하였다.

NO 생성량 측정

RAW264.7 세포를 이용한 NO assay를 수행하였다. RAW264.7

세포를 1.0×105 cells/well가 되도록 24 well plate에 분주한 후

약 24시간 동안 배양시켰다. 그 후 배양액을 제거하고 무화과
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열매 추출물을 각 농도 별로 LPS (0.5 g/mL)가 포함된

phenol red가 없는 DMEM (10% FBS, 1% P/S)으로 희석한

용액을 분주하여 24시간 동안 배양시켰다. 그 후 griess reagent

(40 mg/mL) 시약을 제조하고 이 용액과 각 농도별 상층액을

1:1로 섞어 반응시켰다. 반응 시킨 후 96 well plate에서 반응

액을 100 L씩 분주한 뒤 540 nm 파장 조건에서 흡광도를 측

정하였다. 양성대조군은 quercetin (10 g/mL)을 사용하였다.

Tyrosinase 활성 저해 평가

무화과 열매 추출물의 tyrosinase 활성 저해 효과는 tyrosinase

assay를 통해 관찰하였다. 먼저 0.1 M sodium phosphate buffer

(pH 6.5), 1.5 mM tyrosine, tyrosinase (2000 UNIT)을 제조한

후 각 농도별 무화과 열매 추출물 20 L와 tyrosinase와

tyrosine, sodium phosphate buffer 280 L를 섞어 총 300 L

조건으로 37 oC heating block에서 15분 동안 반응시켰다. 이후

96 well plate에서 반응액을 80 L씩 분주한 후 490 nm 파장에

서 흡광도를 측정하였다. 양성대조군은 kojic acid (1 mg/mL)를

사용하였고, 무화과 열매 추출물의 tyrosinase 활성 저해율은 다

음과 같이 계산하였다.

tyrosinase 활성 저해율(%): (1(bb′)/(aa′))×100

a: 공시료액의 반응 후 흡광도=buffer+tyrosine+tyrosinase

a′: buffer의 흡광도=buffer+tyrosine

b: 시료액의 반응 후 흡광도=buffer+sample+tyrosine+tyrosinase

b′: 시료 흡광도: buffer+sample+tyrosine

세포 독성 평가

무화과 열매 추출물의 세포 독성 및 세포 생존율을 평가하기

위해 RAW264.7 및 B16F10 세포를 배양하고 cell counting

kit-8 assay (CCK-8 assay, DoGen bio, Seoul, Korea)시험법을

적용하였다. 두 세포 모두 24 well plate에 5.0×104 cells/well

가 되도록 분주한 후 약 24시간 동안 배양하여 세포를 안정화

시켰다. 이후 RAW264.7 세포는 LPS (0.5 µg/mL) 로 자극하고

무화과 열매 추출물을 동시 처리한 후 24시간 동안 배양시켰다.

B16F10 세포에서는 α-MSH (200 nM)와 FFE를 각 농도별로

동시 처리 후 72시간 동안 배양하였다. 24 well plate에서 배양

액은 완전히 제거한 후 phenol red가 존재하지 않는 DMEM

(10% FBS, 1% P/S)과 CCK-8 reagent를 10:1로 dilution한

용액을 24 well plate 세포에 분주하여 30분 동안 반응 시킨

후 상층액을 96 well plate로 옮겨 450 nm 조건에서 흡광도를

측정하였다.

Cell viability (%)=

ODcontrol: 무처리군(Control) 흡광도

ODblank: CCK-8 solution 흡광도

ODsample: 시료 처리군 흡광도

멜라닌 생성 측정

B16F10 세포주를 이용 melanin contents assay를 수행하였다

[30]. B16F10 세포를 35 mm dish에 약 1.0×105 cells/well로

분주한 뒤 24시간 동안 배양하며 안정화 하였다. 이후 배지를

제거하고 α-MSH (200 nM)와 FFE를 각 농도 조건에서 동시

처리 하였고, 약 72시간 이후 35 mm dish에 있는 B16F10 세

포 및 배양 배지의 색 변화를 관찰하였다. 이 때 멜라닌 생성

억제 양성대조군으로 arbutin (100 g/mL)을 사용하였다.

RT-PCR을 이용한 mRNA 발현량 측정

6 well plate에서 RAW264.7를 6.0×105 cells/well 조건으로 분

주하여 24시간 동안 배양하여 안정화 시킨 후, FBS free media

조건에서 LPS (0.5 g/mL)와 무화과 열매 추출물(FFE)을 약 6

시간 동안 동시 처리한 후 iNOS, COX-2 및 IL-6, TNF-α 같

은 전염증성 사이토카인 변화를 관찰하였다. 또한 B16F10 세

포를 6.0×105 cells/well 조건으로 분주한 후 24시간 동안 배양

하여 안정화 시킨 후 FBS free media 조건에서 α-MSH (200

nM)와 FFE를 약 2시간 동안 동시 처리한 후 멜라닌 생성 변

화를 관찰하였다[30]. 이후 과정은 동일하게 TRIzol reagent

(Ambion, USA)를 1 mL씩 분주하여 세포를 lysis 한 후 chloroform

(Sigma-Aldrich) 200 μL를 처리하여 층을 분리시킨 후 4 oC 원

심분리기에서 14,000 rpm, 15 min 조건으로 원심 분리한 후 상

층액을 취해 isopropanol (sigma-aldrich) 400 μL와 1:1로 혼합

하고 다시 원심분리 하였다. 상층액을 제거 한 뒤 75% EtOH

를 각 튜브에 1 mL씩 분주한 후 다시 원심 분리하여 상층액을

제거한 후 상온에서 완전히 말려준 뒤 total RNA를 추출하였

다. 추출한 total RNA는 1.5 μg/mL이 되도록 조정한 후 Revertra

Ace Kit (Toyobo, Osaka, Japan)로 reverse transcription 반응

을 통해 cDNA를 합성하였다. 합성된 cDNA와 각 유전자의

taqman probe를 혼합한 후 real time PCR (Applied biosystems,

Foster city, CA, USA)로 실시간 MITF 및 GAPDH 유전자의

mRNA 발현량을 비교분석 하였다. 본 연구에서 사용한 Taqman

probe에 대한 정보는 Table 1에 별도로 표기하여 설명하였다.

Western blot을 통한 단백질 발현 측정

RT-PCR과 동일한 조건으로 6 well plate에 B16F10 세포를

8.0×105 cells/well로 분주하여 24시간 동안 안정화 시킨 후

DMEM 배지에서 α-MSH (200 nM)과 FFE를 2시간 동안 동시

처리 하였다. 이후 세포를 Phosphate buffered saline 로 3회 세

척 한 후 RIPA lysis buffer (Thermo Fisher Scientific, Waltham,

Massachusetts, USA), protease, phosphatase inhibitor cocktail

(Thermo Fisher Scientific), 0.5M EDTA (Thermo Fisher Scientific)

들의 혼합액을 200 μL를 첨가하여 세포를 용해시키고 원심분리

(14,000 rpm, 4 oC, 15 min) 하였다. 원심분리 하여 얻은 단백질은

Bradford (Bio-rad, Hercules, CA, USA) assay로 정량 하였다.

이후 β-mercaptoehtanol과 4X laemmli sample buffer (31.5 mM

Tris-HCl, pH 6.8, 10% glycerol, 1% SDS, 0.005% Bromophenol

Blue) 혼합액에 첨가한 후 95 oC, 5 min 동안 단백질을 변성 시

켰다. 10% polyacrylamide gel에 110 V, 75 min 동안 전기 영

동을 통해 단백질을 크기 별로 분류하고, 이를 PVDF membrane

에 옮긴 다음 iBlot dry blotting system (Invitrogen, Calsbad,

CA, USA)을 이용하여 20 V에서 7분 동안 transfer하였다. 10%

skim milk로 상온에서 1시간 blocking한 후 약 3회 1X TBST

(50 mM Tris, 150 mM NaCl, 0.1% Tween 20, pH 7.4)로

washing 후 4 oC에서 primary antibody를 1:1000 비율로 12시간

동안 혼성화 하였다. 다시 1X TBST로 5분씩 3회 washing 하고

ODsample ODblank–

ODcontrol ODblank–
-------------------------------------------- 100
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2차 antibody (1:10000)를 1시간 동안 상온에서 교반 시켰다. 1X

TBST로 15분간 4회 washing 후 암실에서 ECL kit (Amersham

Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden)을 이용하여 반응시킨 후,

이미지 처리장치(Microchemi-DNR, Neve Wamin, Israel)로 특정

단백질들의 발현량을 관찰하였다. 실험에 사용된 모든 항체들은

Table 2에 별도로 표기하였다.

통계처리

본 연구에서 수행한 모든 실험은 3회 반복 측정한 결과값을 평

균과 표준편차로 나타내었으며, Student’s t-test를 통해 p 값이

0.05 미만일 때 통계적 유의성이 있다고 판단하였다.

결과 및 고찰

무화과 열매 추출물(FFE)의 항산화 및 NO 생성 저해 효과

70% 에탄올로 추출한 무화과 열매 추출물(Figs Fruits Extract,

FFE)의 항산화 효능을 확인하기 위해 in vitro 조건에서 DPPH/

ABTS assay를 수행하였다. Ascorbic acid (1 mg/mL)는 양성대

조군으로 사용하였다. 먼저 FFE 10%, 25%, 50% 조건에서

DPPH 라디칼 소거능은 양성대조군인 ascorbic acid 대비 높은

활성은 보이진 않았지만 각각 8.53±7.21, 18.88±1.9, 34.52±1.98%

로 측정되었다. 또한 ABTS assay를 통한 ABTS 라디칼 소거능

을 관찰한 결과 동일한 10, 25, 50% 조건에서 각각 12.41±1.87,

31.48±1.61, 60.71±1.26%로 유의성 있게 증가하였다(Fig. 1A).

또한, 무화과 열매 추출물의 항염증(anti-inflammation) 활성을 확

인하기 위해 마우스 대식세포인 RAW264.7 세포주를 활용해

NO 생성 변화를 관찰하였다. 먼저 FFE가 RAW264.7 세포주에

미치는 세포독성을 관찰하기 위해 CCK-8 assay를 수행하였다.

CCK-8 assay 수행 결과 FFE는 in vitro 실험과 달리 5% 농도

까지 거의 변화가 없었으나 10% 농도 조건 이후부터 세포독성

이 관찰되었다. 따라서, 세포독성이 관찰되지 않은 안전한 농도

를 5% 조건으로 설정한 후 이후 모든 세포 실험에 적용하였다.

이와 동시에 FFE의 NO 생성 억제를 확인하기 위해 LPS로 유

도된 RAW264.7 세포에 FFE를 각각 0.1, 1, 2, 5% 농도로 동

시 처리한 후 NO 생성 변화를 관찰하였다. 이 때 quercetin

(10 g/mL)은 양성대조군으로 사용하였다[3,34]. LPS (0.5 g/

mL) 단독처리 군에서는 NO 생성량이 무처리군 대비 약

695.5% 수준까지 증가하였고, 양성대조군 quercetin (10 g/mL)

처리군에서는 LPS 처리군 대비 약 185.1±8.17% 수준으로 감소

한 반면, LPS와 FFE를 0.1, 1, 2, 5% 농도로 동시 처리한 시

험군에서는 각각 582.6±34.01, 373.89±12.52, 232.41±13.52,

110.99±12.7% 수준으로 NO 생성량이 감소하였다(Fig. 1B). 위

결과들은 FFE가 양성대조군인 quercetin (10 g/mL)과 유사한

수준으로 라디칼 소거능과 NO 생성 억제 기능이 있음을 보여

준다. 또한 LPS로 활성화된 RAW264.7 세포주에서 FFE에 의

한 염증성 사이토카인의 mRNA 변화를 관찰하기 위해 RT-PCR

을 수행하였다. LPS (0.5 g/mL) 처리군에서는 iNOS 유전자가

약 270배까지 증가하였고, 양성대조군 quercetin은 유의성 있게

iNOS mRNA 발현을 억제하였다. 뿐만 아니라 LPS+FFE (1-

5%) 동시처리군에서도 농도 의존적인 발현 감소가 관찰되었다

(Fig. 1C). FFE에 의한 COX-2 유전자의 mRNA 발현량 변화

를 관찰한 결과 LPS에 의해 420배 증가된 COX-2 발현량은

FFE (1-5%)에 의해 유의성 있게 억제되었다(Fig. 1D). FFE는

전염증성 사이토카인들의 유전자 발현도 유의성 있게 억제하였

다. LPS 자극 조건에서는 IL-6 mRNA 유전자가 정상적으로 증

가되었다가 quercetin 및 FFE에 의해 억제됨이 확인되었다. 마

지막으로 TNF-α의 경우 LPS에 의해 50배 이상 증가하였고, 비

록 quercetin에 의한 TNF-α 조절 효과는 크지 않았지만 FFE

(5%)는 유의성 있게 mRNA 발현을 억제하였다(Fig. 1F). 따라

서, 위 결과들을 통해 무화과열매 추출물(FFE)의 항산화 및 항

염증 활성을 확인할 수 있었다.

Table 1 Gene name and assay ID number in real-time PCR analysis

Symbol Gene name Assay ID

MITF Microphthalmia associated transcription factor Mm00434954_m1

iNOS Inducible nitric oxide synthase Mm00440502_m1

COX-2 Cyclooxygenase-2 Mm00478374_m1

IL-6 Interleukin 6 Mm00446190_m1

TNF-α Tumor necrosis factor alpha Mm00443258_m1

GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrocenase Mm99999915_g1

Table 2 Protein and antibody catalog number in western blot analysis

Symbol Gene name Assay ID

CREB cAMP response element-binding protein 9246b

MITF Microphthalmia-associated transcriptian factor 4904a

Tyrosinase Tyrosinase 9145a

GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrocenase MA5-15738a

Goat anti-Rabbit IgG (H+L) Secondary Antibody, HPR 31460a

Goat anti-Mouse IgG (H+L) Secondary Antibody, HPR 31430a

aInvitrogen
bCell Signaling Technology 
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FFE의 미백 활성 효과

FFE의 미백 (whitening) 효과를 확인하기 위해 in vitro 조건에서

tyrosinase assay를 수행하였다. 양성대조군인 kojic acid (1 mg/

mL)에서는 tyrosinase 저해 효과가 무처리군 대비 약 96.53±0.89%

로 관찰되었다. 비록 FFE의 tyrosinase 활성 저해 효과는 kojic

acid 대비 높은 활성은 보이지 않았으나 10-100% 농도 조건까

지 최대 39.53±0.34% 수준으로 증가되어 FFE 내에 tyrosinase

효소 저해 성분이 존재하고 있음을 알 수 있었다(Fig. 2A). 본

연구 이전부터 천연 추출물들에 의한 tyrosinase 저해 효과는 보

고되었고, 대표적인 것이 포도씨 추출물, 측백나무 추출물, 쑥

추출물이다. 따라서 무화과 추출물 내에도 직접적인 tyrosinase

저해 활성성분들이 존재하고 있을 것으로 예상할 수 있다[35].

따라서 우리는 B16F10 세포주를 이용해 FFE의 미백 기능을 세

포 내 분자수준에서 규명하고자 하였다. 먼저 FFE에 의한 세포

독성을 CCK-8 assay를 통해 확인하였는데 α-MSH (200 nM)로

활성화 된 B16F10 세포에 FFE를 처리한 후 세포독성을 관찰

하였다. CCK-8 assay를 통해 FFE와 α-MSH (200 nM)를 72시

간 동시 처리한 후 세포 생존율을 관찰한 결과, 이전 실험과 동

일하게 FFE (5%) 농도 조건까지는 세포독성이 전혀 관찰되지

않았지만, 10% 농도 조건부터는 세포독성이 나타났다(Fig. 2B).

따라서 본 연구에서 B16F10세포에 처리하는 FFE의 최대 농도

를 5% 조건으로 설정하였고, 이후 모든 B16F10 세포 실험에

Fig. 1 Antioxidant and anti-inflammatory activity of Figs fruits extract (FFE). (A) Antioxidant activity of FFE was evaluated by DPPH/ABTS assay.

(B) The cytotoxicity was evaluated by the CCK-8 assay and the maximum concentration of FFE was determined to be 5%. NO production was

decreased as concentration dependent manner by FFE. (C) FFE decreased mRNA expression of iNOS. (D) COX-2 gene was down-regulated by FFE in

LPS induced RAW264.7 cell. Pro-inflammatory cytokines such as (E) IL-6 and (F) TNF-α were suppressed by FFE. All experimental results were

expressed as the mean ± standard deviation after repeating 3 experiments. ##
p <0.01, ###

p <0.001, compared to control, *p <0.05, **p <0.01,

***p <0.001, compared to LPS control 
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서 적용하였다. Melanin contents assay를 수행하여 α-MSH

(200 nM)로 활성화 된 B16F10 세포에 FFE를 최대 5% 농도

조건으로 동시 처리한 후 72시간 동안 멜라닌 생성 변화를 관

찰하였다 [30]. 그 결과 무처리군 대비 α-MSH 처리군에서는 멜

라닌 색소가 정상적으로 생성되어 진갈색으로 변했고, 양성대조

군인 arbutin (100 g/mL) 동시 처리군에서는 멜라닌 생성이 유

의성 있게 감소하였다. 또한 α-MSH 및 FFE를 각각 1, 2, 5%

농도조건으로 동시 처리한 시험군에서 arbutin 처리군 대비 멜

라닌 생성이 유의적으로 감소하였다(Fig. 2C). 위 결과에서 FFE

는 in vitro에서 tyrosinase 효소 활성을 직접적으로 저해 할 뿐

아니라 α-MSH로 활성화 된 멜라닌세포에서 멜라닌 생성을 유

의적으로 억제하는 것이 관찰되어, 이는 향후 추가 미백 인체

적용시험이 수행된다면 FFE를 신규 미백 활성 기능성 소재로

개발할 수 있을 것으로 기대된다. 또한, FFE의 멜라닌 생성 억

제 기전을 세포 및 분자수준에서 규명하기 위해 B16F10 세포

주에서 멜라닌 색소 생성에 중요한 전사인자인 MITF 유전자를

RT-PCR을 통해 비교 분석하였다. B16F10세포에 α-MSH (200

nM)와 FFE를 2시간 동안 동시 처리한 후 RT-PCR을 통해

MITF 유전자 발현량 변화를 관찰하였다. 그 결과 MITF는 α-

MSH (200 nM) 단독 처리 시 무처리군 대비 약 24.7배 증가하

였으나 양성대조군인 arbutin (100 μg/mL)에서는 α-MSH 단독

처리군 대비 거의 변화가 없었다. 이는 arbutin이 tyrosinase 효

Fig. 2 The inhibitory activity of FFE on the tyrosinase activity and melanin synthesis. (A) Tyrosinase activity was decreased by FFE in vitro. Kojic acid

(1 mg/mL) was used as positive control (B) Cell viability was performed through CCK-8 assay. B16F10 cells were co-treated with FFE (0.1, 0.5, 1, 2,

5, 10%) and α-MSH (200 nM) for 72 h. Cell toxicity of FEE was not observed until 5% concentration. (C) To observe melanin synthesis, B16F10 cells

were co-treated with FFE (1, 2, 5%) and α-MSH for 72 h. Melanogenesis was significantly reduced at its maximum concentration (5%). Melanin

production was significantly decreased by FFE more rather than arbutin. (D) The MITF mRNA level was measured by RT-PCR. MITF was suppressed

by FFE (1~5%) as concentration dependent manner. The data were expressed as the mean ± SD. #p <0.05, ##p <0.01, ###p <0.001, compared to the

control group. **p <0.01, ***p <0.001, compared to the α-MSH group
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소에 대한 직접적인 억제 물질이며, MITF 발현조절에는 관여

하지 않기 때문이다. 그러나, 동일한 조건에서 FFE를 동시 처

리한 결과 MITF mRNA 발현량은 무처리군 대비 약 9.48,

30.61, 94.34%만큼 농도의존적으로 감소하였다(Fig. 2D). 위 결

과들을 통해 FFE는 in vitro에서 tyrosinase 활성을 직접적으로

조절할 수 있을 뿐 아니라 B16F10 세포 내에서는 MITF 전사

조절에 관여하여 세포 내 멜라닌 생성이 하향 조절된다고 이해

할 수 있다. 그러나 추출물 특성 상 추출물 내 어떤 성분에 의

한 미백 활성이 나타나는지에 대해서는 향후 추가 성분분석 및

활성 연구가 필요할 것으로 보인다.

FFE에 의한 MITF 단백질 조절

α-MSH가 MC1R 수용체에 결합하면 cAMP가 생성되어 PKA가

활성화 되고, 이는 CREB 전사인자의 활성화를 가져오는데,

CREB의 target 중 하나가 바로 MITF 전사인자이다[36]. 이러

한 MITF 전사인자는 단백질 생성 이후 p38, JNK, GSK3β에

의해 ser 298 부위가 인산화 되면 기능이 최대로 활성화되어

tyrosinase, tyrosinase related protein (TRP) 1/2등을 생성하고

이로 인해 멜라닌 생성이 촉진된다. 따라서 우리는 B16F10 세

포주에서 α-MSH와 FFE를 2시간 동안 동시 처리한 후 CREB,

MITF 및 tyrosinase 단백질의 변화를 관찰하였다. 먼저 무처리

군 대비 α-MSH 단독 처리한 결과 인산화된 MITF 단백질은

무처리군 대비 증가하였고, 1-5% FFE 처리군에서는 α-MSH 처

리군 대비 MITF 단백질 발현량이 감소하였다(Fig. 3A). Image

J program을 이용해 정량한 결과에서도 MITF 발현량은 FFE에

의해 감소됨을 알 수 있었다(Fig. 3B). CREB 단백질 발현 또

한 FFE에 의해 유의성 있게 감소되었다(Fig. 3C). 마지막으로

Tyrosinase 단백질 발현 또한 농도 의존적인 발현량 감소가 관

찰되었다(Fig. 3D). 따라서 FFE는 α-MSH에 의한 melanogenesis

신호전달 과정에서 CREB, MITF, tyrosinase 보다 더 upstream

에서 작용하는 것으로 예상할 수 있다. 지중해에 서식하는 아

스포델 일종의 식물인 Asphodelus microcarpus는 예로부터 건

선, 미생물 감염성 피부질환등에 유효한 약용식물로 알려졌으며,

apigenin, luteolin, rutin 등의 폴리페놀 화합물이 존재하는 것으

로 알려진다[37]. Asphodelus microcarpus 추출물 또한 무화과

열매 추출물과 동일한 tyrosinase 저해 및 멜라닌 합성 억제효

능이 보고되었다. 따라서 추후 연구에서는 추출물 내 유효성분

으로 예상되는 apigenin과 luteolin 같은 폴리페놀 화합물들을 중

심으로 함량 분석 및 melanogenesis 미백 기능을 보다 명확히

규명할 예정이다. 이러한 결과들을 종합해 볼 때 무화과 열매

추출물(FFE)은 직접적인 tyrosinase 저해 및 세포 내 멜라닌 생

성 억제 기능이 확인되었고, 향후 미백 관련 인체적용시험등을

통해 화장품 소재로 개발될 수 있을 것으로 기대된다.

Fig. 3 FFE suppressed MITF, CREB and tyrosinase protein expression in α-MSH stimulated B16F10 cells. (A) After activating B16F10 cells with α-

MSH, FFE (1-5%) was co-treated for 2 h under serum-free conditions. MITF, CREB and tyrosinase protein were observed through western blotting.

FFE significantly inhibited the MITF as well as CREB and tyrosinase protein as concentration dependently. GAPDH was used as a loading control in

this experiment. Protein density was defined as the relative ratio of (B) MITF/GAPDH, and it was measured with Image J software. (C) CREB and (D)

tyrosinase were also presented in the same method. The data were expressed as the mean ± SD. ###p <0.001, compared to the control group. *p <0.05,

**p <0.01, ***p <0.001, compared to the α-MSH treated group
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초 록

미백은 멜라닌 세포 내 멜라닌 생성 억제 기능을 의미한다. 기

존 미백소재의 피부 부작용 때문에 최근에는 천연 소재를 활용

한 미백 연구가 활발히 진행되고 있다. 무화과(Ficus Carica L.)

는 뽕나무과에 속하는 열매로 줄기와 잎 성분의 미백 활성은

보고되었으나 무화과 열매의 미백 활성은 알려지지 않아 본 연

구를 통해 멜라닌 생성 억제, 항산화 및 항염증 활성을 규명하

고자 하였다. 무화과 열매 추출물(Figs fruits extract, FFE)의

라디칼 소거 활성은 DPPH/ABTS 분석에서 최대 농도에서 대

조군 대비 34.52±1.98%/60.71±1.26% 수준으로 관찰되었다.

CCK-8 assay를 통한 FFE의 세포독성은 약 10% 농도부터 관

찰 되어 독성이 없는 최대 농도를 5%로 설정하여 모든 실험에

적용하였다. FFE는 inducible nitric oxide synthase, cyclooxygenase-

2, interleukin-6 및 tumor necrosis factor-α 유전자 발현 억제

와 함께 NO 생성을 농도 의존적으로 감소시켜 항염증 활성이

있음을 알 수 있었다. 또한 미백 기능 규명을 위해 α-MSH로

자극된 B16F10 세포에서 FFE를 농도별로 처리한 결과 세포 내

멜라닌 생성을 유의하게 하향 조절했을 뿐만 아니라 시험관 내

에서 tyrosinase 활성이 억제되었다. 또한 FFE는 RT-PCR에서

α-MSH 처리군에 비해 Microphthalmia-associated transcription

factor (MITF) mRNA 발현을 약 94.34% 감소시켰다. 마지막으

로, FFE는 α-MSH로 자극된 B16F10 세포에서 MITF, cAMP

response element-binding protein 및 tyrosinase 단백질 발현을

유의하게 감소시켰다. 이러한 결과를 통해 우리는 FFE가

tyrosinase 효소 활성을 직접적으로 억제할 수 있을 뿐만 아니

라 α-MSH 신호 기전 내 MITF 유전자 발현 조절을 통해 멜라

닌 생성을 억제할 수 있음을 확인하였다.

Keywords 멜라닌 생성 억제 · 무화과 열매 추출물 · 피부 미

백 · 항염증 · Microphthalmia associated transcription factor

· Tyrosinase
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