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ABSTRACT

Chrysoeriol (4',5,7-trihydroxy-3'-methoxyflavone) and linarin

(5-Hydroxy-4'-methoxyflavone-7-O-rutinoside) are flavonoid compounds

commonly found in nature. In this study, we investigated the melanogenesis

and mechanism of chrysoeriol and linarin in B16F10 murine melanoma cells.

The B16F10 cells were treated with various concentrations of chrysoeriol (1,

2, 4 and 8 μM) and linarin (5.25, 10.5, 21 and 42 μM) respectively to observe

its effects. In the concentration range without cytotoxicity, chrysoeriol and

linarin concentration-dependently increase melanin content and tyrosinase

activity in B16F10 cells. To confirm the expression of melanogenic enzymes

expresstion and its mechanism study, we performed western blot analysis.

The results showed that chrysoeriol and linarin increased the expression of

proteins associated with regulating melanin synthesis such as tyrosinase,

tyrosinase-related protein-1 (TRP-1) and 2 (TRP-2). In this regard, treatment

with chrysoeriol and linarin also increased the expression of

microphthalmia-associated transcription factor (MITF). Chrysoeriol and linarin

inhibited the degradation of MITF through inhibition of extracellular

signal-regulated kinases (ERK) phosphorylation and also upregulated MITF

by inhibiting phosphorylation of protein kinase B (AKT). Additionally,

chrysoeriol inactivitated glycogen synthase kinase 3 beta (GSK-3β) through

phosphorylation (ser9), leading to the accumulation of β-catenin. It was

confirmed that the expression of β-catenin phosphorylation, which induces the

degradation of β-catenin, decreased. Moreover protein kinase A (PKA)

phosphorylation was increased by treatment with chrysoeriol. The resultes

suggest that the possibility of chrysoeriol and linarin as agents for

hypopigmentation treatment through their upregulation of melanogenesis.
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Ⅰ. 서 론

인간의 피부의 색은 멜라닌 (melanin) 함량이나 종류, 카로티노이드 함량, 체지

방량 등 다양한 요인에 의해 나타나고, 이 중에서 멜라닌은 피부색을 결정하는

주요인자이다[1–3]. 멜라닌은 피부의 색 뿐만 아니라 머리카락이나 홍채의 색에

도 관여하며, 자외선으로부터 피부를 보호하는 역할을 한다[4,5]. 그러나 멜라닌

생성이 감소하게 되면 백반증 (vitiligo), 탈색모반 (nevus depigmentosus) 등과

같은 저색소침착 (hypopigmentation)이 나타난다[6–8]. 멜라닌 함량이 적은 피부

는 멜라닌 함량이 많은 피부보다 흑색종 (melanoma)과 같은 피부암 발생 비율이

15~70배 높아진다[9]. 현재 저색소침착증 치료에는 부작용을 일으키는 레이저 치

료나 피부 수술 등을 통해 이루어지고 있다[10]. 따라서 멜라닌 합성을 촉진하는

천연 화합물은 저색소침착증을 치료하는 좋은 대안이 될 것이다.

멜라닌을 생성하는 세포인 멜라노사이트 (melanocyte)는 각질세포

(keratinocyte)와 1:10의 비율로 표피 기저층 (basal layer)에 존재한다[9]. 피부에

존재하는 멜라노사이트의 수지상 돌기 (dendrites)는 최대 36개의 각질세포와 인

접해 있다[11]. 멜라노사이트 내의 세포 소기관인 멜라노좀은 멜라닌을 생성하고,

멜라노좀에서 생성된 멜라닌은 멜라노사이트의 수지상돌기를 통해 각질세포로

옮겨져 피부색을 나타낸다[12].

  피부가 Ultraviolet radiation (UVR)에 의해 자극받으면 DNA가 손상되고

thymine dinucleotides와 같은 작은 DNA 조각 (fragments)들이 생성된다. 이는

DNA가 손상된 세포는 세포주기 (cell cycle)나 세포자멸 (apoptosis)을 조절하는

전사인자인 p53을 활성화시킨다. 활성화된 p53은 pro-opiomelanocortin (POMC)

로 부터 유래된 α-melanocyte-stimulating hormone (α-MSH)의 발현을 증가시

킨다[9,13]. 각질세포에서는 생성된 α-MSH를 분비하고, α-MSH는 멜라노사이트

세포막에 존재한 melanocortin 1 receptor (MC1R)에 결합한다[14]. 활성화 된

MC1R은 adenosine 3',5'-cyclic monophosphate (cAMP)/protein kinase A

(PKA) signaling pathway, phosphoinositide 3-kinase (PI3K)/protein kinase B

(AKT) signaling pathway를 통해 멜라닌 합성에 중요한 전사인자 (transcription

factor)인 microphthalmia-associated transcription factor (MITF)가 발현되고,

MITF는 멜라닌 합성 효소들의 발현을 증가시켜 최종적으로 멜라닌이 생성된다

[15,16]. Extracellular signal-regulated kinases (ERK) signaling pathway[17]나

Wnt signaling pathway[18] 또한 MITF 발현에 관여하는 멜라닌 생성 신호 전
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달 경로이다. MITF는 멜라노사이트의 핵에서 멜라닌 합성 효소인 tyrosinase,

tyrosinase-related protein-1 (TRP-1) 및 tyrosinase-related protein-2 (TRP-2)

의 발현을 증가시키고, 멜라노좀에서 tyrosinase, TRP-1, TRP-2 효소들에 의해

최종적으로 멜라닌이 생성된다[19].

α-MSH와 결합한 MC1R는 adenylate cyclase (AC)를 활성화 시키고, cAMP를

증가시킨다. 이는 PKA와 cAMP response element-binding protein (CREB)를

인산화시킨다. 인산화된 CREB는 Mitf promoter에 결합하여 멜라닌 합성효소의

발현을 증가시킨다[16,20].

또한 PI3K/AKT signaling pathway를 통해 α-MSH에 의해 MC1R이 PI3K를

활성화하고, PI3K가 PIP2를 PIP3로 인산화하여 AKT를 세포막에 동원한다. 활성

화된 AKT는 MITF의 발현을 저해한다. 따라서 AKT의 인산화 저해는 MITF의

발현을 증가시켜 멜라닌 합성을 유도하게 된다[21,22].

Extracellular signal-regulated kinases (ERK)는 mitogen-activated protein

kinase (MAPK)의 일종으로, MAPKs는 세포 증식, 분화, 세포 활동을 조절하는

serine/threonine kinase이다[23]. 인산화된 ERK는 MITF의 Ser 73을 인산화하고,

인산화된 MITF는 유비퀴틴화 (ubiquitination) 되어 proteasome에 의해 분해된다

[24]. 따라서 ERK의 인산화 저해 또한 MITF의 발현을 증가시켜 멜라닌 합성을

유도하게 된다.

Wnt signaling pathway도 MITF 발현에 관여한다. Wnt signaling pathway가

활성화되면 glycogen synthase kinase 3 beta (GSK-3β)가 인산화된다. Ser 9에

인산화 된 GSK-3β (inactivation)는 β-catenin을 축적 (accumulation)시킨다. 축

적된 β-catenin은 핵 내의 lymphoid-enhancing factor/T-cell factor (LEF/TCF)

전사인자를 촉진시켜 MITF의 발현을 증가시킨다. Thy 216 잔기에 인산화된

GSK-3β (activation)는 β-catenin의 인산화를 유도하고, 인산화된 β-catenin은

유비퀴틴화 되어 분해된다[18,25].
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Figure 1. Mechanisms regulating melanogenesis.
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멜라닌 합성 과정에서 Tyrosinase는 속도를 결정하는 초기반응에 관여하는 속

도제한효소 (rate-limiting enzyme) 이다[26]. Tyrosine을 dihydroxyphenylalanine

(DOPA)로 하이드록시화 (hydroxylation)하는 monophenolase activity와, DOPA

를 산화 (oxidation)시켜 DOPA quinone을 생성하는 diphenolase activity를 수행

한다[27]. DOPA quinone은 eumelanin이나 phaeomelanin으로 합성된다[28].

DOPA quinone이 DOPA chrome으로 전환되고 dihydro-indolizine (DHI)나

indole 5,6-quinone-2-carboxylic acid (DHICA)로 되며 여러 반응에 의해 최종적

으로 어두운색 (brown-dark)의 eumelanin이 합성된다. 이 과정에서 TRP-1은

DHICA의 산화를 촉매하고, TRP-2는 DOPA chrome에서 DHICA로 산화 과정을

촉매한다[23]. DOPA quinone에서 cysteine이나 glutathione와 결합하면 최종적으

로 붉은색 (red-yellow)을 띠는 phaeomelanin이 생성된다[6].

Figure 2. Diagram of melanogenesis[20]. TYR, tyrosinase; TRP; tyrosinase

related protein: dopa, 3,4-dihydroxyphenylalanine; DHICA,

5,6-dihydroxyindole-2-carboxylic acid; DHI, 5,6-dihydroxyindole; ICAQ,

indole-2-carboxylic acid-5,6-quinone; IQ, indole-5,6-quinone; HBTA,

5-hydroxy-1,4-benzothiazinylalanine.



- 11 -

플라보노이드 (flavonoid)는 식물계에 널리 분포하는 폴리 페놀 화합물 그룹이

다. 과일, 채소, 견과류, 씨앗, 식물 줄기, 꽃 뿐만 아니라 차나 와인, 벌꿀 등에

포함되어있다. 현재까지 5000개 이상의 플라보노이드 화합물이 확인되었다. 플라

보노이드는 식물체 내에서 다양한 생물학적인 역할을 한다. 꽃에 존재하는 플라

보노이드는 꽃의 색이나 향 (aroma)을 나타낸다. 이는 수분 매개자 (pollinators)

를 끌어들여 열매를 맺게 하고, 씨앗과 포자 발아, 씨앗의 성장을 돕는다. 식물의

잎에 존재하는 플라보노이드는 곰팡이균 (fungal pathogen) 및 UV로부터 식물을

보호하는 역할을 한다. 또한 에너지 전달과 식물 성장 호르몬, 호흡, 광합성 제

어, 형태 형성 및 성별 결정 등에 관여한다[29–32]. 플라보노이드는 항산화, 항

균, 항염, 항암 등에 효능이 있다고 알려져 있다. 좋은 생체 활성과 상대적으로

낮은 독성으로 인해 기능성 화장품 유효 성분으로 사용하기 좋고, 따라서 많은

연구자들이 관심을 갖는 물질이다[32,33].

플라보노이드 화합물은 flavane을 기본 구조로 한다. 이는 heterocyclic pyrane

ring (C)을 통해 연결된 두 개의 benzene ring (A와 B)으로 구성되어 있다. 플라

보노이드는 B링이 부착된 C 링의 탄소 및 C 링의 불포화 및 산화 정도에 따라

플라본 (flavone), 플라보놀 (flavonol), 플라바논 (flavanone), 아이소플라본

(isoflavone), 안토시아니딘 (anthocyanidin) 등으로 분류된다. 이중 실험에 사용한

화합물인 플라본은 2번과 3번 탄소에 이중결합이 있고, C ring의 4번 위치에 케

톤 (ketone)을 함유하고 있다. 대부분 채소나 과일에 존재하는 플라본은 A ring

의 5번 위치에 수산화기 (hydroxyl group)를 가지고 있다. 대표적인 플라본으로

는 luteolin (3',4',5,7-tetrahydroxyflavone)과 apigenin (4',5,7-trihydroxyflavone)

이 있다[29,30]. 실험에 사용된 chysoeriol은 luteolin의 유도체 (derivative)이며,

linarin은 acacetin (5,7-dihydroxy-4'-methoxyflavone)에 rutinose가 결합된 배당

체 (glycoside)이다.

Chrysoeriol (4',5,7-trihydroxy-3'-methoxyflavone)은 감귤류[34,35]나 들깨

(perilla frutescens)속의 식물[36]이나 올리브나무의 잎 (zaitun leaves)[37]등에서

흔하게 발견되는 물질이다. Chrysoeriol은 항산화 (antioxidant)[38], 항염

(anti-inflammatory)[39], 항골다공증 (anti-osteoporosis)[40] 등의 효능이 있는

것으로 보고되어있다. Linarin (5-Hydroxy-4'-methoxyflavone-7-O-rutinoside)

은 국화속의 식물[41,42]이나 감귤류[35]에 널리 존재하는 성분으로 진통

(analgesic) 및 해열 (antipyretic)작용[43], 항염증[44] 및 항암 (anti-tumor)[42]

등 다양한 효능이 있다고 알려져 있지만 두 물질 모두 멜라닌 증감에 대한 연구

는 아직 보고된 바가 없다. 따라서 B16F10 murine melanoma cell에서

chrysoeriol과 linarin의 멜라닌 생성 및 멜라닌 신호전달경로에 미치는 영향을 알

아보고자 한다. 추가적으로 비슷한 구조의 flavone 화합물과 멜라닌 생성 효과를

비교해보았다.
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Figure 3. The skeleton structure of main classes of flavonoids. (a)

flavan (basic skeleton of flavonoids), (b) flavone, (c) flavanone, (d) flavonol,

(e) isoflavone, (f) antocyanidin.

Figure 4. Structure of flavones. (a) chrysoeriol, (b) luteolin, (c) apigenin,

(d) linarin, (e) acacetin.
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Ⅱ. 재료 및 방법

1. 시료 및 시약

본 연구에서 사용한 chrysoeriol, linarin, acacetin, apigenin은 extrasynthese

(Genay CEDEX, France)에서 구입하였고, luteolin은 Sigma-Aldrich (St. Louis,

MO, USA)에서 구입하였다. Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM),

penicillin/streptomycin, trypsin-ethylenediaminetetraacetic (EDTA) acid,

bicinchoninic acid (BCA) protein kit는 Thermo Fisher Scientific (Walthman,

MA, USA)에서 구입하였다. Fetal Bovine serum (FBS)은 Merck Millipore

(Burlington, MA, United States)에서 구입하였다. α-MSH, protease inhibitor

cocktail, sodium hydroxide (NaOH), L-DOPA, sodium phosphate monobasic,

sodium phosphate dibasic은 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)에서 구입하

였다. Western blot 1차 항체 중 tyrosinase, TRP-1, TRP-2, MITF, β-actin은

Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, USA)에서 구입하였고,

protease/phosphatase inhibitor cocktail과 p-ERK, p-AKT, p-GSK-3β, p-β

-catenin, p-PKA, ERK, AKT, GSK-3β, β-catenin, PKA, β-actin 그리고

anti-mouse와 anti-rabbit 2차항체는 Cell Signaling Technology (Danvers, MA,

USA)에서 구입하였다. 2X Laemmli sample buffer와 Tween 20은 Bio-rad

(Hercules, CA, USA), skim milk는 BD Difco (Sparks, MD, USA), bovine

serum albumin (BSA)는 Bovostar (Bovogen, Melbourne, Australia)에서 구입하

였다. 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT),

dimethyl sulfoxide (DMSO), sodium dodecyl sulfate (SDS), tris-buffered

Saline (TBS), sodium dodecyl sulfate (SDS), enhanced chemiluminescence

(ECL) kit는 Biosesang (Sungnam, Gyeonggi-do, Korea)에서 구입하였다.
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2. 실험방법

2.1. 세포배양

B16F10 murine melanoma cells은 ATCC (Manassas, VA, USA)에서 구입하

였다. 세포는 FBS와 penicillin-streptomycin을 각각 10% (v/v)와 1% (v/v)로 첨

가한 DMEM 배지를 사용하였다. 37℃, 5% CO2 습윤 배양기에서 배양하였고, 3

일 간격으로 계대하였다.
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2.2. 세포 생존율

실험에 사용된 플라본 화합물은 MTT 법을 수행하여 세포 독성 범위를 측정

하였다. MTT 법은 노란색의 수용성인 MTT tetrazolium가 보라색의 비수용성인

MTT formazan으로 환원되는 것을 기반으로 한다. 이 반응은 살아있는 세포 내

의 미토콘드리아 (mitochondria)에 존재하는 탈수소효소에 의해서 일어나고, 주어

진 노출기간 동안 형성된 formazan 양은 well당 생존한 세포의 수에 정비례한다.

따라서 MTT 법은 세포 증식 및 생존력을 측정하기 위한 편리하고 신뢰할 수

있는 정량적 방법으로 널리 인식되고 있다[45].

B16F10 세포를 24-well plate에 well 당 8×103 cells/well로 분주한 후 24시간

배양하였다. 시료를 세포에 농도별로 처리한 후 72시간 동안 배양하였다. 그런

다음 상층액을 모두 제거하고 MTT 시약 (0.2 mg/mL in DMEM)을 well 당

500 μL씩 넣고 4시간 반응시켰다. 반응시간이 끝나면 MTT 시약을 모두 제거한

후 DMSO를 넣어 형성된 formazan crystals을 녹였다. Spectrophotometric

microplate reader를 사용하여 560 nm에서 흡광도를 측정하였다.
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2.3. 멜라닌 함량 측정

6-well plate에 5×104 cells/well로 분주하고 24시간 배양하였다. 시료를 세포에

농도별로 처리하고 72시간 동안 배양하였다. 배양한 세포를 1× PBS로 세척한 후

RIPA buffer를 200 μL 넣어준 후 20분간 4℃에서 lysis 하였다. 그런 다음 cell

scraper로 1.5 mL e-tube에 세포를 모아준 뒤 15,000 rpm, 30분, -8℃ 조건으로

원심분리하고 pellet을 얻었다. 그런 다음 10% DMSO가 첨가된 1 N NaOH을

200 μL씩 넣고 80℃에서 10분간 멜라닌을 용해하였다. Spectrophotometric

microplate reader를 사용하여 405 nm에서 흡광도를 측정하였다. 단백질 농도는

BCA protein assay kit로 정량하였다.
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2.4. Tyrosinase 활성 측정

6-well plate에 5×104 cells/well로 분주하고 24시간 배양하였다. 세포에 시료를

농도별로 처리하고 72시간 동안 배양하였다. 배양한 세포를 1× PBS로 세척한 후

protease inhibitor cocktail을 1%로 첨가한 RIPA buffer (150 mM Sodium

chloride, 1% Triton X-100, 1% sodium deoxycholate, 0.1% SDS, 50 mM

Tris-HCl, pH 7.5, and 2 mM EDTA, sterile solution)로 세포를 lysis 하였다.

Melanin 함량 측정과 동일한 조건에서 원심분리하여 상층액을 분리하였다. 단백

질 농도는 BCA protein assay kit로 정량하였다. 그런 다음 96-well plate에 20

μg/mL로 정량한 단백질 20 μL와 2 mg/mL의 L-DOPA 80 μL을 넣고 37℃에서

2시간 동안 반응시켰다. 그 후 spectrophotometric microplate reader를 사용하여

490 nm에서 흡광도를 측정하였다.
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2.5. Western blot

6-well plate에 5×104 cells/well로 분주하고 24시간 배양하였다. 그 후 시료를

각 농도별로 단백질 발현시간에 따라 처리하였다. 그 후 차가운 1× PBS로 세척

한 후 protease/phosphatase inhibitor cocktail를 1%로 첨가한 RIPA buffer를 처

리하여 20분간 4℃에서 lysis 하였다. 1.5 mL e-tube에 세포를 모은 후 15,000

rpm, 30분, -8℃ 조건으로 원심분리하고 상층액을 얻었다. 단백질 농도는 BCA

protein assay kit로 정량하였다. 각 상층액의 단백질은 20 μg/mL로 하였고,

loading sample은 제조한 sample buffer와 20 μg/mL로 정량한 단백질을 1:1 비

율로 하고 100℃에서 5분간 가열하였다. Loading sample은 loading 전까지 -20℃

에서 보관하였다. 제조한 단백질 sample은 SDS-polyacrylamide gel로 전기영동

하여 단백질을 크기 별로 분리하였다. 분리된 단백질은 gel에서 polyvinylidene

(PVDF) membrane으로 transfer 하였다. Membrane은 1%의 tween 20을 함유한

TBS (1X TBS-T)로 세척하였다. 그런 다음 5%의 skim milk (in 1X TBS-T)나

5%의 BSA (in 1X TBS-T) 에 1시간 동안 blocking 한 후 1X TBS-T로 10분

씩 6회 세척하였다. 확인하고자 하는 단백질의 항체는 1%의 skim milk (in 1X

TBS-T)나 1% BSA (in 1X TBS-T)에 1:1000 비율로 희석하였다. 세척이 끝난

membrane은 1차 항체를 4℃에서 12시간 이상 반응하였다. 그런 다음 1X

TBS-T로 10분씩 6회 세척하였고, 1% BSA (in 1X TBS-T)에 1:1000 비율로

희석한 2차 항체를 실온에서 2시간 이상 반응시키고 1X TBS-T로 10분씩 6회

세척하였다. 마지막으로 부착된 2차 항체에 ECL solution을 반응시키고

chemidoc (WL, VILBER LOURMAT, France)를 사용하여 단백질을 검출하였다.
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3. 통계처리

모든 실험의 결과는 세 번의 독립적인 실험을 평균과 표준편차(평균 ± SD)로

나타내었다. 통계적 유의성은 studant's t-test를 사용하여 p-value로 나타내었고,

* p <　0.05, ** p <　0.01로 표시하였다.
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Ⅲ. 결 과

1. B16F10 세포 내에서 Chrysoeriol의 멜라닌 생성 효과

1.1. 세포 생존율

B16F10 세포에서 chrysoeriol이 세포에 독성을 나타내지 않는 농도를 확인하기

위해 MTT 법을 수행하였다. Chrysoeriol (2, 4, 8 및 16 μM)과 양성대조군으로

사용되는 α-MSH (100 nM)을 각각 72시간 동안 처리하였다. 세포 생존율은 아

무것도 처리하지 않은 세포(미처리대조군)를 기준으로 하였을 때 90% 이상의 생

존율을 보인 농도 범위 내에서 이후 실험을 진행하였다. chrysoeriol은 8 μM에서

92%, 16 μM에서 87%의 생존율을 보였다. 따라서 chryseriol의 세포독성이 나타

나지 않는 농도인 1, 2, 4 및 8 μM 에서 이후 실험을 진행하였다(Fig. 5).
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Figure 5. Effects of chrysoeriol on the viability in B16F10 cells. The

cells were treated with chrysoeriol (2, 4, 8 and 16 μM) and α-MSH (100 nM)

for 72 h. Cell viability was expressed as percentages relative to non treated

cells. Data are presented as mean ± standard deviation (SD) of at least three

independent experiments (n = 3). * p < 0.05 and ** p < 0.01 vs. non treated

control.
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1.2. 멜라닌 함량 측정

Chrysoeriol이 멜라닌 합성에 미치는 영향을 확인하기 위해 세포에 독성을 나

타내지 않는 농도 범위에서 멜라닌 생성을 확인하였다. B16F10 세포에

chrysoeriol (1, 2, 4 및 8 μM)과 α-MSH (100 nM)을 72시간동안 처리하여 생성

되는 멜라닌의 함량을 측정하였다.

실험결과 미처리대조군을 100%로 하였을 때, 양성대조군은 미처리대조군에 비

해 약 130% 증가하였고, chryseoriol (1, 2, 4 및 8 μM) 처리 시 각각 102%,

108%, 137% 및 204%로 멜라닌 생성이 농도의존적으로 증가함을 확인하였다

(Fig. 6).



- 23 -

Figure 6. Effects of chrysoeriol on the melanin production in B16F10

cells. The cells were treated with chrysoeriol (1, 2, 4, and 8 μM) and α

-MSH (100 nM) for 72 h. Melanin contents was expressed as percentages

relative to non treated cells. α-MSH-treated cells were used as a positive

control. Data are presented as mean ± standard deviation (SD) of at least

three independent experiments (n = 3). * p < 0.05 and ** p < 0.01 vs. non

treated control.
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1.3. Tyrosinase 활성 측정

Tyrosinase는 멜라닌 합성 초기단계에서 tyrosine과 DOPA의 산화반응에 관여

하는 속도제한효소이다[26]. Chrysoeriol이 B16F10 세포 내의 tyrosinase 활성에

미치는 영향을 확인하기 위해 세포독성을 나타내지 않는 농도 범위에서 실험을

진행하였다. tyrosinase 활성은 L-DOPA를 기질로 하여 생성되는 DOPA chrome

의 양을 비색법으로 측정하여 확인하였다.

실험결과 미처리대조군을 100%로 하였을 때, 양성대조군은 160% 증가하였고,

chryseoriol (1, 2, 4 및 8 μM) 처리 시 104%, 120%, 161% 및 219% 증가하였다.

특히 8 μM에서는 양성대조군 보다 약 60% 정도 높은 tyrosinase 활성을 보였다

(Fig. 7).
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Figure 7. Effects of chrysoeriol on the tyrosinase activity in B16F10

cells. The cells were treated with chrysoeriol (1, 2, 4, and 8 μM) and α

-MSH (100 nM) for 72 h. Tyrosinase activity was expressed as percentages

relative to non treated cells. α-MSH-treated cells were used as a positive

control. Data are presented as mean ± standard deviation (SD) of at least

three independent experiments (n = 3). * p < 0.05 and ** p < 0.01 vs. non

treated control.
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1.4. Western blot

1) 멜라닌 합성 효소 발현에 미치는 chrysoeriol의 영향

Tyrosinase, TRP-1 및 TRP-2는 멜라닌 합성 과정을 촉매하는 효소로서 멜라

닌 생합성 과정의 각각의 단계에서 중요한 역할을 한다[23,27]. 따라서

chrysoeriol이 B16F10 세포 내의 멜라닌 합성 효소발현에 미치는 영향을 확인하

기 위해 western blot을 수행하여 멜라닌 합성 효소의 발현을 확인하였다.

실험결과 chrysoeriol을 농도별로 처리하였을 때, tyrosinase, TRP-1과 TRP-2

는 모두 미처리대조군에 비해 효소발현이 증가하였다. 특히 8 μM에서

tyrosinase는 미처리대조군보다 약 75% 증가하였고, TRP-2는 미처리대조군보다

약 50% 증가하였다. TRP-1의 경우 미처리대조군 보다 4배 가까이 증가함을 확

인하였다(Fig. 8).
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Figure 8. Effects of chrysoeriol on TRP-1, TRP-2 and tyrosinase

protein expression in B16F10 cells. The cells were treated with chrysoeriol

(1, 2, 4, and 8 μM) for 72 h. Western blot was performed to verify protein

levels. (a) Western blotting results and protein level of (b) tyrosinase, (c)

TRP-1 and (d) TRP-2. β-actin was used as loading control. Tyrosinase,

TRP-1, TRP-2 and β-actin were quantified by Image J. Data are presented

as mean ± standard deviation (SD) of three independent experiments (n = 3).

** p < 0.01 vs. non treated control.
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2) MITF 발현에 미치는 chrysoeriol의 영향

MITF는 멜라닌 합성 효소의 발현을 조절한다. 다양한 세포 내 신호전달 경로

를 통해 MITF가 활성화 되면 활성화된 MITF는 tyrosinase와 TRP-1, TRP-2의

promoter인 M-box에 결합하여 멜라닌 합성 단백질의 발현을 증가시킨다[15]. 따

라서 B16F10 세포에 chrysoeriol을 농도별로 처리한 후 MITF 단백질 발현에 미

치는 영향을 확인하였다.

실험결과 chrysoeriol 처리 농도가 증가함에 따라 MITF의 발현이 증가하였다.

특히 8 μM에서는 미처리대조군에 비해 약 70%가 증가하였다. 따라서

chrysoeriol은 MITF의 발현을 증가시킴으로써 멜라닌 합성 효소의 생성을 증가

시키고 tyrosinase 활성을 증가시킨다. 이를 통해 멜라닌 생성이 증가되는 것으

로 사료된다(Fig. 9).
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Figure 9. Effects of chrysoeriol on MITF protein expression in B16F10

cells. The cells were treated with chrysoeriol (1, 2, 4, and 8 μM) for 48 h.

Western blot was performed to verify protein levels. (a) Western blotting

results and protein level of (b) MITF. β-actin was used as loading control.

MITF and β-actin were quantified by Image J. Data are presented as mean

± standard deviation (SD) of three independent experiments (n = 3). ** p <

0.01 vs. non treated control.
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3) ERK 신호전달경로에 미치는 chrysoeriol의 영향

ERK는 대표적인 음성신호전달경로이다. 인산화된 ERK는 MITF의 인산화를

유도하고, 인산화된 MITF는 유비퀴틴화 되어 분해된다. 따라서 ERK의 인산화

저해는 MITF의 인산화를 저해함으로써 멜라닌 생성 단백질의 발현을 유도한다.

Chrysoeriol가 ERK의 인산화에 미치는 영향을 확인해보기 위해 western blot 실

험을 진행하였다.

실험결과 chrysoeriol의 처리 농도가 증가함에 따라 ERK의 인산화가 감소하는

경향을 보였고, 특히 8 μM에서는 미처리대조군 보다 21% 감소함을 확인할 수

있었다. 따라서 chrysoeriol은 ERK 신호전달경로에서 ERK의 인산화 감소를 통

해 MITF의 분해를 막고 MITF의 발현을 증가시켜 멜라닌 생성을 증가시키는

것으로 사료된다(Fig. 10).
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Figure 10. Effects of chrysoeriol on p-ERK protein expression in

B16F10 cells. The cells were treated with chrysoeriol (1, 2, 4, and 8 μM) for

4 h. Western blot was performed to verify protein levels. (a) Western blotting

results and protein level of (b) p-ERK. β-actin was used as loading control.

p-ERK and ERK were quantified by Image J. Data are presented as mean ±

standard deviation (SD) of three independent experiments (n = 3). ** p <

0.01 vs. non treated control.
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4) PI3K/AKT 신호전달경로에 미치는 chrysoeriol의 영향

AKT의 인산화는 MITF의 발현을 하향 조절하고 멜라닌 생성 단백질의 발현

을 감소시켜 멜라닌 생성을 억제한다. 그러므로 AKT 인산화 억제는 MITF의 발

현을 증가시키고 멜라닌 생성을 유도한다. 따라서 chrysoeriol이 AKT의 인산화

에 미치는 영향을 확인해보고자 western blot을 진행하였다.

실험결과 AKT 인산화는 농도의존적으로 감소하는 경향을 보였고, 특히 8 μM

에서는 미처리대조군 보다 약 70% 감소하였다. Chrysoeriol은 PI3K/AKT 신호전

달경로에서 AKT 인산화 감소를 통해 MITF 발현을 증가시키고 이를 통해 멜라

닌 생성에 영향을 준다(Fig. 11).
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Figure 11. Effects of chrysoeriol on p-AKT protein expression in

B16F10 cells. The cells were treated with chrysoeriol (1, 2, 4, and 8 μM) for

3 h. Western blot was performed to verify protein levels. (a) Western blotting

results and protein level of (b) p-AKT. β-actin was used as loading control.

p-AKT and AKT were quantified by Image J. Data are presented as mean ±

standard deviation (SD) of three independent experiments (n = 3). ** p <

0.01 vs. non treated control.
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5) Wnt 신호전달경로에 미치는 chrysoeriol의 영향

인산화된 GSK-3β (ser 9)는 비활성화 (inactivation)되어 β-catenin을 축적시

키고, β-catenin은 LEF/TCF 전사인자를 통해 핵 내의 MITF의 발현을 증가시

킨다. 반면에 GSK-3β (Tyr 216)의 인산화는 활성화 (activation)되어 β-catenin

를 인산화시키고, 인산화된 β-catenin은 분해된다. 따라서 p-GSK-3β (ser 9)의

증가는 β-catenin을 축적시켜 MITF의 발현을 유도한다. Chrysoeriol가 Wnt 신

호전달경로에 미치는 영향을 확인해보고자 western blot을 진행하였다.

실험결과 p-GSK-3β (ser 9)는 2 μM 이상의 농도에서 증가하는 경향이 보이

고, 특히 8 μM에서는 미처리대조군 보다 84% 증가하였다. Chrysoeriol의 처리

농도가 증가할수록 인산화된 p-β-catenin의 양은 점차 감소하였고, 특히 8 μM에

서는 42% 감소하였다. 반면에 β-catenin은 p-β-catenin와 대조적으로

chrysoeriol의 처리 농도 증가할수록 증가하고, 8 μM 농도에서는 미처리대조군에

비해 약 120% 정도 증가하였다. 따라서 chrysoeriol은 Wnt 신호전달경로를 통해

멜라닌 생성에 영향을 준다(Fig. 12).
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Figure 12. Effects of chrysoeriol on p-GSK-3β, p-β-catenin and β

-catenin protein expression in B16F10 cells. The cells were treated with

chrysoeriol (1, 2, 4, and 8 μM) for 24 h.. Western blot was performed to

verify protein levels. (a) Western blotting results and protein level of (b)

p-GSK-3β, (c) p-β-catenin and (d) β-catenin. β-actin was used as loading

control. p-GSK-3β, p-β-catenin, β-catenin and β-actin were quantified by

Image J. Data are presented as mean ± standard deviation (SD) of three

independent experiments (n = 3). ** p < 0.01 vs. non treated control.
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6) cAMP/PKA 신호전달경로에 미치는 chrysoeriol의 영향

α-MSH에 의해 활성화된 MC1R은 cAMP를 증가시키고 차례로 PKA와 CREB

를 인산화시킨다. 인산화된 CREB는 MITF의 발현을 증가시켜 멜라닌 합성 단백

질 발현에 영향을 준다. Chrysoeriol이 cAMP/PKA 신호전달경로에 미치는 영향

을 확인해보고자 western blot을 수행하였다.

실험결과 p-PKA는 chrysoeriol를 처리한 모든 농도에서 미처리대조군 보다

30% 이상 증가하였고, 특히 8 μM에서는 미처리대조군 보다 44% 증가하였다. 따

라서 이러한 결과는 chrysoeriol이 cAMP/PKA 신호전달경로를 통해 멜라닌 생

성을 유도함을 시사한다(Fig. 13).
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Figure 13. Effects of chrysoeriol on p-PKA protein expression in

B16F10 cells. The cells were treated with chrysoeriol at the indicated

concentration for 24 h. Western blot was performed to verify protein levels.

(a) Western blotting results and protein level of (b) p-PKA. β-actin was

used as loading control. p-PKA and PKA were quantified by Image J. Data

are presented as mean ± standard deviation (SD) of three independent

experiments (n = 3). ** p < 0.01 vs. non treated control.
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2. B16F10 세포 내에서 Linarin의 멜라닌 생성 효과

2.1. 세포 생존율

B16F10 세포에서 linarin이 세포에 독성을 나타내지 않는 농도를 확인하기 위

해 MTT 법을 수행하였다. Linarin (10.5, 21, 42 및 84 μM)과 양성대조군으로

사용되는 α-MSH (100 nM)을 각각 72시간 동안 처리하였다. 아무것도 처리하지

않은 세포를 기준으로 하였을 때 90% 이상의 생존율을 보인 농도 범위 내에서

이후 실험을 진행하였다. Linarin은 42 μM에서 92%, 84 μM에서 88%의 생존율

을 보였다. 따라서 linarin의 세포독성이 나타나지 않는 농도인 5.25, 10.5, 21 및

42 μM 에서 이후 실험을 진행하였다(Fig. 14).
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Figure 14. Effects of linarin on the viability in B16F10 cells. The cells

were treated with linarin (10.5, 21, 42, and 84 μM) and α-MSH (100 nM) for

72 h. Cell viability was expressed as percentages relative to non treated cells.

Data are presented as mean ± standard deviation (SD) of at least three

independent experiments (n = 3). ** p < 0.01 vs. non treated control.
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2.2. 멜라닌 함량 측정

Linarin이 멜라닌 합성에 미치는 영향을 확인하기 위해 세포에 독성을 나타내

지 않는 농도 범위에서 멜라닌 생성을 확인하였다. B16F10 세포에 linarin (5.25,

10.5, 21, 42 μM)과 양성대조군 α-MSH (100 nM)을 72시간 동안 처리하여 생성

되는 멜라닌의 함량을 측정하였다.

실험결과 미처리대조군을 100%로 하였을 때, 양성대조군은 282% 증가하였고,

linarin (5.25, 10.5, 21 및 42 μM) 처리 시 각각 115%, 129%, 168% 및 290%로

linarin 처리 농도가 증가할수록 멜라닌 생성이 증가함을 확인하였다(Fig. 15).
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Figure 15. Effects of linarin on the melanin production in B16F10 cells.

The cells were treated with linarin (5.25, 10.5, 21 and 42 μM) and α-MSH

(100 nM) for 72 h. Melanin contents was expressed as percentages relative to

non treated cells. α-MSH-treated cells were used as a positive control. Data

are presented as mean ± standard deviation (SD) of at least three

independent experiments (n = 3). ** p < 0.01 vs. non treated control.
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2.3. Tyrosinase 활성 측정

Linarin이 B16F10 세포 내의 tyrosinase 활성에 미치는 영향을 확인하기 위해

세포독성을 나타내지 않는 농도 범위에서 실험을 진행하였다. 그 결과 미처리대

조군을 100%로 하였을 때, 양성대조군은 267% 증가하였고, linarin (5.25, 10.5,

21 및 42 μM) 처리시 각각 172%, 204%, 281% 및 308%로 농도가 증가할수록

tyrosinase의 활성이 증가하였다. 특히 42 μM에서는 양성대조군 (267%)보다 약

40% 정도 더 높은 활성을 보였다(Fig. 16).
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Figure 16. Effects of linarin on the tyrosinase activity in B16F10 cells.

The cells were treated with linarin (5.25, 10.5, 21 and 42 μM) and α-MSH

(100 nM) for 72 h. Tyrosinase activity was expressed as percentages relative

to non treated cells. α-MSH-treated cells were used as a positive control.

Data are presented as mean ± standard deviation (SD) of at least three

independent experiments (n = 3). ** p < 0.01 vs. non treated control.
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2.4. Western blot

1) 멜라닌 합성 효소 발현에 미치는 linarin의 영향

Linarin이 B16F10 세포 내의 멜라닌 합성 효소발현에 미치는 영향을 확인하기

위해 western blot을 수행하여 멜라닌 합성 효소의 발현을 확인하였다.

실험결과 linarin을 농도별로 처리하였을 때, tyrosinase, TRP-1과 TRP-2는 모

두 미처리대조군에 비해 효소발현이 농도의존적으로 증가하였다. 미처리대조군을

100%로 하였을 때, 특히 8 μM에서 tyrosinase, TRP-1 및 TRP-2의 발현은 미

처리대조군과 비교하여 각각 218%, 152% 및 126% 증가시키는 것을 확인하였다

(Fig. 17).
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Figure 17. Effects of linarin on TRP-1, TRP-2 and tyrosinase protein

expression in B16F10 cells. The cells were treated with linarin (5.25, 10.5,

21 and 42 μM) for 72 h. Western blot was performed to verify protein levels.

(a) Western blotting results and protein level of (b) tyrosinase, (c) TRP-1

and (d) TRP-2. β-actin was used as loading control. Tyrosinase, TRP-1,

TRP-2 and β-actin were quantified by Image J. Data are presented as mean

± standard deviation (SD) of three independent experiments (n = 3). ** p <

0.01 vs. non treated control.
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2) MITF 발현에 미치는 linarin의 영향

MITF는 멜라닌 합성 효소의 발현에 관여한다. 따라서 B16F10 세포에

chrysoeriol을 농도별로 처리한 후 MITF 단백질 발현에 미치는 영향을 확인한

결과 linarin 처리 농도가 5.25 μM에서 42 μM로 증가함에 따라 각각 121%,

141%, 160% 및 163%로 MITF의 발현이 증가하였다. 따라서 chrysoeriol은

MITF의 발현을 증가시켜 멜라닌 합성 효소의 생성을 증가시키고 이를 통해 멜

라닌 생성이 증가하는 것으로 사료된다(Fig. 18).
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Figure 18. Effects of linarin on MITF protein expression in B16F10

cells. The cells were treated with linarin (5.25, 10.5, 21 and 42 μM) for 48 h.

Western blot was performed to verify protein levels. (a) Western blotting

results and protein level of (b) MITF. β-actin was used as loading control.

MITF and β-actin were quantified by Image J. Data are presented as mean

± standard deviation (SD) of three independent experiments (n = 3). ** p <

0.01 vs. non treated control.
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3) ERK 신호전달경로에 미치는 linarin의 영향

ERK의 인산화 저해는 MITF의 인산화를 저해함으로써 MITF의 분해를 막고,

멜라닌 생성 단백질의 발현을 유도한다. Linarin이 ERK의 인산화에 미치는 영향

을 확인해보기 위해 western blot 실험을 진행하였다.

실험결과 linarin의 처리 농도가 증가함에 따라 ERK의 인산화가 감소하였다.

21 μM 이상 처리 농도에서는 미처리대조군에 비해 ERK의 인산화가 약 30% 정

도 감소하였다. 따라서 linarin은 ERK 신호전달경로에서 ERK의 인산화 감소를

통해 멜라닌 생성에 영향을 준다(Fig. 19).
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Figure 19. Effects of linarin on p-ERK protein expression in B16F10

cells. The cells were treated with linarin (5.25, 10.5, 21 and 42 μM) for 24 h.

Western blot was performed to verify protein levels. (a) Western blotting

results and protein level of (b) p-ERK. β-actin was used as loading control.

p-ERK and ERK were quantified by Image J. Data are presented as mean ±

standard deviation (SD) of three independent experiments (n = 3). * p < 0.05

and ** p < 0.01 vs. non treated control.
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4) PI3K/AKT 신호전달경로에 미치는 linarin의 영향

Linarin이 AKT의 인산화에 미치는 영향을 확인해보고자 western blot을 진행

한 결과 linarin의 처리 농도가 증가할수록 AKT의 인산화는 농도의존적으로 감

소하는 경향을 보였다. 특히 8 μM에서는 미처리대조군 보다 45% 정도 감소하였

다. 따라서 linarin은 PI3K/AKT 신호전달경로에서 AKT 인산화 감소를 통해

MITF 발현에 관여하고 이를 통해 멜라닌 생성에 영향을 준다(Fig. 20).
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Figure 20. Effects of linarin on p-AKT protein expression in B16F10

cells. The cells were treated with linarin (5.25, 10.5, 21 and 42 μM) for 4 h.

Western blot was performed to verify protein levels. (a) Western blotting

results and protein level of (b) p-AKT. β-actin was used as loading control.

p-AKT and AKT were quantified by Image J. Data are presented as mean ±

standard deviation (SD) of three independent experiments (n = 3). ** p <

0.01 vs. non treated control.
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3. B16F10 세포 내에서 Flavone 화합물의 멜라닌 생성 효과 비교

3.1. 멜라닌 함량 측정

1) Chrysoeriol와 유사한 구조 화합물들의 멜라닌 생성 효과 비교

Apigenin은 4' 위치에 수산화기(-OH)가 존재하며, luteolin은 apigenin에서 3'

위치에 수산화기(-OH)가 존재하고, chrysoeriol은 apigenin에서 3' 위치에 메톡시

기(-OCH3)가 존재한다(Fig. 4). 이런 비슷한 구조를 가진 화합물들의 구조적 차

이에 의한 멜라닌 증감 효과를 비교해보고자 하였다. Luteolin과 apigenin은

chrysoeriol의 최고농도인 8 μM에서 세포독성을 나타내지 않았다.

실험결과 4' 위치에 수산화기가 존재하면서 3' 위치에 메톡시기가 있는

chrysoeriol은 앞선 실험과 같이 농도의존적으로 멜라닌 생성량이 증가하였고, 3'

위치에 수산화기가 있는 luteolin은 8 μM에서 멜라닌 증가 효과가 나타나지 않았

다. 4' 위치에만 수산화기가 있는 apigenin은 8 μM에서 chrysoeriol와 비슷한 정

도의 멜라닌 생성효과가 나타났다(Fig. 21).
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Figure 21. Effects of chrysoeriol, luteolin and apigenin on the

melanin production in B16F10 cells. The cells were treated with

chrysoeriol, luteolin and apigenin at the indicated concentration for 72

h. Melanin contents was expressed as percentages relative to untreated

cells. α-MSH-treated cells were used as a positive control. Data are

presented as mean ± standard deviation (SD) of at least three

independent experiments (n = 3). * p < 0.05 and ** p < 0.01 vs. non

treated control.
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2) Linarin과 유사한 구조 화합물의 멜라닌 생성 효과 비교

Acacetin은 4' 위치에 메톡시기가 존재하는 화합물이고, linarin은 acacetin의 7

번위치에 rutinose가 결합된 화합물이다. 4'-O-methylated flavone의 7번 위치의

rutinose 존재 여부에 의한 멜라닌 증감 효과를 비교해보고자 하였다. acacetin은

10 μM의 농도까지 생존하여 이후 실험은 해당 농도에서 진행하였다.

실험결과 linarin은 앞선 실험과 같이 농도의존적으로 멜라닌 생성량이 증가하

였고, acacetin 또한 멜라닌이 증가함을 확인하였다. Linairn의 최고농도에 비해

acacetin은 약 70% 높은 멜라닌 생성이 나타났다(Fig. 22).
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Figure 22. Effects of linarin and acacetin on the melanin production in

B16F10 cells. The cells were treated with linarin and acacetin at the

indicated concentration for 72 h. Melanin contents was expressed as

percentages relative to untreated cells. α-MSH-treated cells were used as a

positive control. Data are presented as mean ± standard deviation (SD) of at

least three independent experiments (n = 3). ** p < 0.01 vs. non treated

control.
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Ⅳ. 고 찰

멜라닌은 피부색을 결정하는 주요인자로서 자외선으로부터 피부를 보호하거나

자유라디칼(free-radicals)을 흡수하는 역할을 한다[46]. 그러나 멜라닌 생성에 문

제가 생기면 백반증과 같은 저색소침착이 나타난다. 멜라닌 함량이 적은 피부는

멜라닌 함량이 많은 피부보다 피부암 발생 비율이 높아지게 된다. 현재 저색소침

착증 치료에는 많은 부작용들이 나타나기 때문에 이를 안전하게 치료할 수 있는

천연소재의 물질을 찾기 위해 많은 연구가 이루어지고있다[6]. 플라보노이드는

좋은 생체 활성과 상대적으로 낮은 독성으로 인해 많은 연구자들이 관심을 가지

고 있는 물질이다. 실험에 사용된 chrysoeriol은 항산화, 항염증, 항골다공증 등의

효능이 있으며, linarin은 항염증, 진통과 해열 등의 효능이 있다고 알려져 있다.

아직 chrysoeriol과 linarin의 멜라닌 생성 여부는 밝혀진 바가 없다. 따라서

chrysoeriol과 linarin의 멜라닌 증감 여부를 확인하고, 멜라닌 신호전달 경로에

미치는 영향을 확인하였다. 또한 유사한 구조를 가진 flavone 화합물과 구조차이

에 따른 멜라닌 생성 효과를 비교해보았다.

세포독성을 나타내지 않는 농도 범위에서 chrysoeriol과 linarin은 세포 내 멜라

닌 함량과 tyrosinase 활성을 증가시키는 것을 확인하였다. 그리고 멜라닌 합성

효소 (tyrosinase, TRP-1 및 TRP-2)의 발현과 이를 조절하는 MITF의 발현을

증가시킴을 확인하였다. MITF의 발현을 조절하는 여러 신호전달 경로를 확인한

결과 chrysoeriol와 linarin은 ERK와 AKT 인산화에 관여하는 것을 확인하였고,

추가적으로 chrysoeriol의 경우 GSK-3β, β-catenin, PKA의 인산화에 관여하여

멜라닌 생성을 유도한다는 것을 확인하였다.

먼저 MTT를 수행한 결과 chrysoeriol은 8 μM 이하의 농도에서 세포독성이

나타나지 않았고, linarin은 42 μM 이하의 농도에서 세포독성이 나타나지 않았다

(Fig. 5, 14). 따라서 이후 실험은 chrysoeriol은 1, 2, 4 및 8 μM에서 진행하였고,

linarin은 5.25, 10.5, 21 및 42 μM에서 진행하였다. 멜라닌 증감 여부를 확인하기

위해 멜라닌 함량과 tyrosinase 활성을 측정한 결과 chrysoeriol과 linarin은

a-MSH를 처리하지 않은 조건에서 멜라닌 함량과 tyrosinase 활성을 농도의존적

으로 증가시키는 것을 확인하였다. 따라서 chrysoeriol과 linarin은 멜라닌 생성을

증가시키는 것을 확인하였다(Fig. 6, 7, 15, 16).

따라서 이후 western blot 실험을 수행하여 chrysoeriol과 linarin이 멜라닌 생

성에 관여하는 효소의 발현에 미치는 영향을 확인해본 결과 tyrosinase, TRP-1,

TRP-2의 발현이 모두 유의하게 증가한 것을 확인하였다(Fig. 8, 17).

Chrysoeriol과 linarin을 처리하였을 때 멜라닌 생성이 증가한 것은 chrysoeriol과
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linarin이 tyrosinase 활성을 증가시키고, 멜라닌 합성에 관여하는 효소의 발현을

증가시킴으로써 나타난다는 것을 확인하였다.

MITF는 멜라닌 합성 효소들의 중요한 전사인자이다. MITF가 tyrosinase나 그

관련 효소들의 DNA상의 프로모터인 M-box에 결합하면 해당 단백질의 발현이

증가한다. 따라서 chrysoeriol과 linarin이 MITF 발현에 영향을 미치는지 확인해

보고자 western blot을 수행하였다. 그 결과 chrysoeriol과 linarin를 처리했을 때

처리 농도가 증가할수록 MITF의 발현이 증가하였다. 따라서 chrysoeriol과

linarin를 처리하였을 때 MITF의 발현 증가로 인해 멜라닌 합성 효소들의 발현

증가하여 멜라닌 생성이 증가함을 확인하였다(Fig. 9, 18).

다양한 멜라닌 생성 신호전달경로들은 MITF의 발현에 관여하여 최종적으로

멜라닌이 생성된다. 대표적인 음성 신호전달경로에는 ERK 신호전달 경로와

PI3K/AKT 신호전달경로가 있다. ERK의 인산화는 MITF를 인산화하고, 이는

MITF의 분해를 초래한다. 따라서 ERK의 인산화 저해는 MITF의 분해를 막는

다. Chrysoeriol과 linarin를 농도별로 처리했을 때 처리 농도가 증가할수록 ERK

의 발현이 감소함을 확인하였다(Fig. 10, 19). 다른 음성신호경로인 PI3K/AKT

신호전달경로에서 AKT의 인산화는 MITF를 하향조절하여 멜라닌 생성을 억제

한다. 따라서 AKT의 인산화 억제는 MITF의 발현을 증가시킨다. Chrysoeriol과

linarin를 농도별로 처리했을 때 처리 농도가 증가할수록 AKT의 발현이 감소하

는 것을 확인하였다(Fig. 11, 20). Chrysoeriol과 linarin은 ERK와 AKT의 인산화

를 억제하므로써 MITF의 발현에 관여하고 멜라닌 생성에 영향을 미친다.

추가적으로 chrysoeriol이 Wnt 신호전달경로와 cAMP/PKA 신호전달 경로에

미치는 영향을 확인해보았다. Wnt 신호전달경로에서 Thy 216 잔기에 인산화된

GSK-3β는 활성화되고 β-catenin을 인산화시켜 분해를 유도한다. Ser 9 잔기에

인산화된 GSK-3β는 비활성화되어 β-catenin의 축적을 유도한다. 축적된 β

-catenin은 MITF의 발현을 증가시킨다. Chrysoeriol을 농도별로 처리하였을 때,

p-GSK-3β (ser 9)의 발현은 증가하는 경향을 보였다. 또한 p-β-catenin은

chrysoeriol의 처리 농도가 증가할수록 발현이 점차 감소하였고, β-catenin은 그

와 반대로 증가하는 경향을 보였다(Fig. 12). 따라서 chrysoeriol은 GSK-3β의 비

활성화를 유도하여 β-catenin의 인산화를 억제하므로써 β-catenin의 분해를 억

제하고, β-catenin의 축적에 관여하여 MITF 발현을 증가시킴으로써 멜라닌 생

성에 영향을 미친다.

cAMP/PKA 신호전달경로에서 활성화된 cAMP는 PKA를 인산화시키고, 인산

화된 PKA는 CREB를 인산화시킨다. 인산화된 CREB는 MITF의 발현을 증가시

켜 멜라닌 합성에 영향을 준다. cAMP 신호전달 경로 중 PKA의 인산화는

chrysoeriol에 의해 증가되었다(Fig 13). 따라서 chrysoeriol은 cAMP/PKA 신호

전달 경로에 영향을 미친다고 판단된다. 그러나 cAMP의 생성량이나 CREB의
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인산화 정도를 확인해봄으로써 chrysoeriol이 cAMP/PKA 신호전달경로에 미치

는 영향을 추가적으로 확인해볼 필요가 있다.

또한 피부자극시험과 같은 피부임상시험을 통해 chrysoeriol과 linarin의 피부

안전성을 평가하는 것은 멜라닌 생성 효과를 인체에 적용하는 데에 있어 도움이

될 것이라 사료된다.

더 나아가 chrysoeriol이나 linarin과 유사한 구조를 가진 flavone 화합물들의

활성을 비교하여 구조 차이에 따른 멜라닌 생성 효과를 확인해보고자 하였다. 이

전 연구에 따르면 10 μM에서 acacetin과 같은 4'-O-methylated flavonoids는

apigenin이나 luteolin과 같은 4’-OH-type flavonoids에 비해 3~7배 멜라닌을 생

성한다고 보고되었다[47]. 이 연구를 바탕으로 chrysoeriol과 linarin의 구조와 유

사한 flavone 화합물들의 멜라닌 생성 효과를 비교하였다.

Chrysoeriol과 유사한 구조의 flavone 화합물들의 멜라닌 함량 측정 실험은

chrysoeriol의 최고농도이며, luteolin과 apigenin의 독성이 나타나지 않는 농도인

8 μM에서 수행하였다. 그 결과 chrysoeriol은 농도의존적으로 멜라닌 생성량이

증가하였다. 4' 위치에만 수산화기가 있는 apigenin은 멜라닌이 증가하였고 이는

같은 농도의 chrysoeriol만큼 나타났다. Apigenin에서 3' 위치에 수산화기가 첨가

된 luteolin의 경우 같은 농도에서 멜라닌 증가가 나타나지 않았다(Fig. 21).

Apigenin의 경우 10 μM 이상의 농도에서 멜라닌 증가한다는 연구결과가 존재함

을 확인하였고[48], 이전 연구의 결과들과 유사한 실험결과가 나타났다. 이를 통

해 4' 위치에 수산화기가 있는 apigenin의 멜라닌 생성효과는 3' 위치의 수산화

기의 존재에 의해 멜라닌 생성 효과가 억제되었고, 3' 위치의 메톡시기는 멜라닌

생성 효과 억제를 차폐(masking)하여 멜라닌 생성 효과가 유지된 것으로 사료된

다.

또한 linarin과 acacetin의 멜라닌 생성량을 비교해본 결과 linarin은 멜라닌 생

성량이 증가하였지만 4' 위치에 메톡시가 첨가된 acacetin만큼 활성을 보이진 않

았다. 이전 연구에서 B16F10 세포에 naringenin (4',5,7-trihydroxyflavanone) 처

리 시 멜라닌 생성이 증가하였지만, 7 위치에 rutinoside가 존재한 narirutin

(naringenin-7-rutinoside)의 경우 멜라닌 생성이 나타나지 않았다[49]. 실험 결과

도 마찬가지로 7번 위치 rutinoside 첨가에 의해 멜라닌 생성 활성은 감소하였지

만 멜라닌 증가 여부는 변하지 않은 것을 보아 4' 위치의 메톡시기의 영향이 작

용한 것으로 보인다(Fig. 22). 이 실험을 통해 멜라닌 증가 효능은 메톡시기의 존

재 여부와 메톡시기의 위치의 영향을 받는다는 것을 알 수 있었다.

본 연구를 통해 chrysoeriol과 linarin은 B16F10 세포에서 세포독성 없이 멜라

닌 생성을 유도한다는 것을 알 수 있었다. 또한 chrysoeriol과 linarin은 ERK

signaling pathway와 PI3K/AKT signaling pathway를 통해 멜라닌 생성에 영향
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을 미치고, chrysoeriol은 Wnt signaling pathway와 cAMP/PKA signaling

pathway에도 영향을 미친다는 것을 알 수 있었다. 이런 신호전달경로들은 MITF

발현에 영향을 미치고 최종적으로 멜라닌 생성이 증가하게 된다. 이러한 결과를

통해, chrysoeriol과 linarin은 저색소침착증 치료에 사용될 수 있음을 시사한다.
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Figure 23. Effects of chrysoeriol in B16F10 cells.

Figure 24. Effects of linarin in B16F10 cells.
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