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ABSTRACT

In this study, we investigated the structural differences of

6-methylcoumarin (6-MC), 7-methylcoumarin (7-MC), 4-hydroxy-6-

methylcoumarin (4H-6-MC), 4-hydroxy-7-methylcoumarin (4H-7-MC) for

anti-inflammatory and melanogenesis effects in RAW 264.7 cells and B16F10

melanoma cells. Because 6-MC had the best anti-inflammatory and

melanogenesis effects, we conducted a mechanism study in RAW 264.7 cells

and B16F10 melanoma cells. As a result, 6-MC reduced the production of

inflammatory mediators, nitric oxide (NO) and prostaglandin E2 (PGE2), and

significantly reduced the production of pro-inflammatory cytokines

Interleukin-6 (IL-6), IL-1β, and tumor necrosis factor-α (TNF-α).

Furthermore, western blot results showed that the expression levels of iNOS

and COX-2 decreased in a concentration-dependent manner during 6-MC

treatment, and the phosphorylation of mitogen-activated protein kinase

(MAPKs) was also suppressed in a concentration-dependent manner. It also

suppressed the phosphorylation of IκB-α and transfer of NF-κB from the

cytoplasm to the nucleus. In B16F10 melanoma cells, 6-MC increased melanin

content and tyrosinase activity in the absence of cytotoxicity. As a result of

western blot, protein expression of tyrosinase-related protein-1 (TRP-1),

TRP-2, and microphthalmia-associated transcription factor (MITF) was

increased upon treatment with 6-MC. In addition, 6-MC showed inhibition of

ERK phosphorylation and AKT phosphorylation. These results suggest that

6-MC is a potential treatment for anti-inflammatory and hypopigmentation.

Key words: 6-methylcoumarin, RAW 264.7, Anti-inflammation, NF-κB,

MAPKs, B16F10, Melanogenesis, Tyrosinase, MITF, AKT
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I. 서 론

염증반응은 병원체의 침입이나 조직손상 시 신체를 보호하는 필수적인 방어기

전으로 작용과 발생 시기에 따라 급성 또는 만성 염증반응으로 구분할 수 있다

[1,2]. 급성 염증반응에서는 대식세포가 항원에 의해 활성화되면서 전염증성 사이

토카인 (interleukin-1β (IL-1β), interleukin-6 (IL-6), tumor necrosis factor-α

(TNF-α)) 및 염증 매개체 (산화질소 (NO), prostaglandin E2 (PGE2))가 분비되

어 이물질을 제거하고 조직 재생과정을 통해 종료된다[3-6]. 염증반응 동안의 증

상으로는 발열, 통증, 부종 등이 있다[7]. 이 염증반응에서 대식세포는 숙주의 방

어와 항상성에 관여하며, 그람 음성 박테리아 세포벽의 성분인

Lipopolysaccharide (LPS)에 의해 활성화되어 여러 염증 매개체를 발현한다. 염

증반응에서 대식세포는 표면 수용체인 Toll-like receptor 4 (TLR4)를 통해 자극

을 받는다[8,9]. 이 자극은 Nuclear factor-kappa B (NF-κB) 및 mitogen

activated protein kinase (MAPKs)의 인산화 활성을 통해서 전염증성 사이토카

인 (IL-1β, IL-6, TNF-α)과 염증성 매개체 (NO 및 PGE2)의 생성을 증가시킨다.

이러한 염증 매개체는 박테리아를 죽이거나 종양을 제거하여 결국 신체 방어에

기여할 수 있다[10-21].

그러나 이러한 전염증성 사이토카인과 염증 매개체의 과발현은 유전적 돌연변

이나 조직 및 신상 손상을 일으켜 신체에 치명적인 결과를 초래할 수 있다고 보

고되고 있다[22]. 최근에는 환경오염이나 스트레스 증가로 인한 염증 매개체의

과잉생산으로 만성 염증이나 면역 과민반응이 발생하고 있다[23]. 그 결과 류머

티즘 관절염, 암, 염증성 장 질환 등 여러 질병의 발병률이 증가하고 있다

[24-30]. 따라서 염증반응의 조절은 생체의 유지에 매우 중요하며, 이로부터 생성

되는 NO, PGE2 및 전염증성 사이토카인과 같은 염증 매개체의 생성 억제 효과

를 통해 항염증 효과를 확인할 수 있다[31].

멜라닌(Melanin)은 피부, 머리카락 및 눈 색깔을 결정하는 주요 요인으로, 인간

피부 표피 기저층에 있는 멜라닌 세포에 의해 생성된다[32-34]. 멜라닌은 자외선
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으로부터 피부를 보호하고 암 발병을 예방하는 데 중요한 역할을 한다[35]. 피부

에서 과도한 멜라닌 합성은 기미, 검버섯, 일광 흑점 및 주근깨와 같은 과색소침

착 (Hyperpigmentation)을 유발한다[36,37]. 하지만 피부의 멜라닌이 비정상적으

로 소실되면 백반증 및 백색증과 같은 저색소침착 (Hypopigmentation)을 유발한

다[38,39]. 백반증은 가장 흔한 탈색성 피부 질환으로 전 세계 인구의 0.5-2%의

유병률을 보이며, 멜라닌 세포의 손실과 멜라닌 감소를 특징으로 하는 다인성 장

애이다. 면역학적, 유전적, 스트레스, 신경 기전 및 생화학적 요인을 포함하여 백

반증의 가능한 많은 원인이 제안되었지만, 발병 원인은 완전히 밝혀지지 않았다

[40-42]. 따라서 멜라닌 합성의 강력한 자극제의 발견은 이러한 색소 침착 장애

를 치료하는 데 중요하다.

멜라닌은 멜라닌 세포 소기관인 멜라노좀 (Melanosome)에서 합성되며, 호르몬

신호, 자외선 조사 및 염증성 사이토카인을 포함한 다양한 자극에 의해 유도된

다. 자외선에 노출된 각질 세포는 다양한 생체 인자를 방출하여 멜라닌 생성에

영향을 미치고, 생성된 멜라닌은 멜라닌 세포에서 다시 각질 세포로 이동한다

[43-45]. 각질 세포는 멜라닌 합성을 유발하기 위해 멜라닌 세포의 melanocortin

1 receptor (MC1R)에 결합하는 α-melanocyte-stimulating hormone (α-MSH)를

분비한다. α-MSH는 adenylyl cyclase (AC)를 자극하여 cyclic adenosine

monophosphate (cAMP)를 자극하여 protein kinase A (PKA)의 핵으로의 전위

를 활성화한다. cAMP는 cAMP response element binding protein (CREB)의 인

산화를 통해 microphthalmia-related transcription factor (MITF)를 활성화한다.

MITF는 멜라닌 생성에 중요한 역할을 하며 tyrosinase, tyrosinase-related

protein-1 (TRP-1) 및 tyrosinase-related protein-2 (TRP-2)와 같은 멜라닌 생

성 효소의 발현을 조절한다[46-49].

또한, MITF는 phosphoinositide 3-kinase (PI3K)/protein kinase B (AKT) 및

mitogen-activated protein kinase (MAPK) 경로에 의해 조절된다. cAMP의 활성

화는 PI3K, AKT 및 glycogen synthase kinase 3 beta (GSK3β) 인산화를 억제

하여 멜라닌 합성을 하향 조절한다[50-53]. 또한, cAMP의 활성화는 Ras 및
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mitogen-activated protein kinase kinase (MEK)를 조절하여 extracellular

regulated protein kinase (ERK)의 인산화에 이어 MITF의 인산화를 유도하여 결

과적으로 tyrosinase의 하향 조절 및 멜라닌 합성 억제를 유도한다[54-56].

Tyrosinase, tyrosinase-related protein-1 (TRP-1) 및 TRP-2는 멜라닌 생성에

중요한 효소이다. Tyrosinase는 tyrosine을 도파민의 대사 전구체인

L-3,4-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA)으로 수산화시키고, 이를 DOPA

quinone으로 빠르게 산화시키는 효소이다. 그 후 thiol (cysteine, glutathione)의

존재 여부에 따라 두 가지 합성 경로로 나뉜다. DOPA quinone은 Thiol의 존재

하에 cysteine과 반응하여 cysteinylDOPA를 형성하고, cysteinylDOPA는 산화되

고 중합되어 황적색의 페오멜라닌 (Pheomelanin)이 생성된다. DOPA quinone이

thiol 없이 자발적 산화과정을 거치면 DOPA chrome으로 전환되며, TRP-1 및

TRP-2 효소에 의해 흑갈색의 유멜라닌 (Eumelanin)이 생성된다[57-60].

쿠마린은 박테리아, 곰팡이 및 식물의 shikimic acid 경로에서 합성되며 그 유

도체에는 umbelliferone, esculetin, herniarin, psoralen, imperatorin이 포함된다.

최근 연구에 따르면 이러한 쿠마린 유도체는 항산화, 항염, 항균, 항바이러스 및

항암 기능을 포함한 생물학적 활성이 있다고 보고되고 있다. 또한, 쿠마린 골격

의 다양한 치환기는 구조적 차이로 인해 다른 생물학적 활성을 나타낼 수 있으

며, 이에 따라 효과가 증가하거나 감소할 수 있다[61-64].

쿠마린 및 그 유도체로부터 피부 염증 및 멜라닌 생성의 기능성 물질을 찾기

위한 스크리닝 과정 동안, 몇몇 쿠마린 유도체가 염증 및 멜라닌 생성에 대한 생

체 활성을 갖는 것으로 관찰되었다[65]. 7,8-imethoxycoumarin이 NF-κB 및

MAPK 신호전달경로를 통해 염증을 약화시킨다고 보고되었다[66]. 또한,

8-methoxycoumarin은 MAPK 경로를 통해 멜라닌 생성을 증가시키는 것으로 보

고되었다[67]. 이러한 연구의 확장으로 유사한 구조를 가진 여러 쿠마린을 스크

리닝하여 생물학적 활성과 관련된 구조적 특징을 확인하였다.
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이 연구에서는 4개의 쿠마린 유도체인 (a) 6-methylcoumarin (6-MC), (b)

7-methylcoumarin (7-MC), (c) 4-hydroxy-6-methylcoumarin (4H-6-MC), (d)

4-hydroxy-7-methylcoumarin (4H-7-MC)들의 항염증 잠재력을 RAW 264.7 세

포에서 NO 수준을 감소시키는 능력을 기반으로 평가하였으며, B16F10 멜라노마

세포에서는 멜라닌 함량을 기반으로 멜라닌 생성 효과를 평가하였다. 그중 가장

유망한 쿠마린인 6-MC를 선택하여 추가적인 기전 연구를 진행하였다(Fig. 1).
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Figure 1. The chemical structure of (a) 6-methylcoumarin (6-MC), (b)

7-methylcoumarin (7-MC), (c) 4-hydroxy-6-methylcoumarin

(4H-6-MC), and (d) 4-hydroxy-7-methylcoumarin (4H-7-MC).



- 11 -

II. 재료 및 방법

1. 시료 및 시약

본 연구에서 사용한 6-methylcoumarin, 4-hydroxy-6-methylcoumarin,

7-methylcoumarin, 4-hydroxy-7-methylcoumarin 은 Tokyo Chemical Industry

(Chuo-ku, Tokyo, Japan)에서 구매하였다.

Dimethyl sulfoxide (DMSO), L-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA), α

-melanocyte stimulating hormone (α-MSH), radioimmunoprecipitation assay

(RIPA) buffer, Griess reagent, sodium nitrite, protease inhibitor cocktail, and

phosphate buffered saline (PBS)는 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)에서

구매하였다.

Lipopolysaccharides derived from Escherichia coli (LPS),

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT)는 VWR

(Radnor, PA, USA)에서 구매하였다.

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), fetal bovine serum (FBS),

penicillin/streptomycin, nuclear and cytoplasmic extraction reagents (NCER)는

Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)에서 구매하였다.

Tris-buffered saline (TBS), enhanced chemiluminescence (ECL) kits는

Biosesang (Seongnam, Gyeonggi-do KOREA)에서 구매하였다.

단백질 발현량 측정을 위한 특이적 1차 항체와 anti-rabbit 및 anti-mouse 2차

항체는 BD Biosciences (San Diego, CA, USA)에서 구매하였다.

Interleukin-6 (IL-6), interleukin-1β (IL-1β), prostaglandin E2 (PGE2), tumor

necrosis factor (TNF-α) ELISA kits는 R&D Systems Inc (St, Louis, MO,

USA)에서 구매하였다.
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2. 세포 배양 및 세포 독성 평가

2.1. 세포 배양

RAW 264.7 세포는 한국세포주은행 (Korean Cell Line Bank)에서, B16F10 세

포는 Global BioResource Center (ATCC)에서 구매하였다. 세포 배양은 RAW

264.7 세포와 B16F10 세포를 각각 2일 3일 주기로 37℃, 5% CO2 조건에서 10%

FBS와 1% P/S를 포함한 DMEM 배지를 사용하여 계대배양 하였다.
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2.2. 세포 독성 평가

Sample의 세포 독성을 평가하기 위해서 MTT 법을 통해 세포 생존율을 측정

하였다. MTT 법은 살아있는 세포 내 미토콘드리아의 탈수소 효소작용에 의해

수용성의 노란색인 MTT가 환원되어 보라색의 불용성인 formazan을 형성하는

것을 원리로 한다.

RAW 264.7 세포는 24 well plate에 1.5 × 105 cells/well로 분주하고 24시간 동

안 배양한 후, 다양한 농도의 sample을 처리하여 24시간 추가 배양하였다. 그 후,

0.2 mg/mL의 MTT 시약을 처리하고 4시간 동안 반응시켰다. 이후 상층액을 제

거하고 1 mL의 DMSO를 넣어 잔류물을 용해시킨 후 spectrophotometric

microplate reader를 사용하여 570 nm에서 흡광도를 측정하였다.

B16F10 세포는 1.5 × 104 cells/well 분주하고 24시간 동안 배양한 후, 다양한

농도의 Sample을 처리하여 72시간 추가 배양하였다. 그 후, 0.2 mg/mL의 MTT

시약을 처리하고 4시간 동안 반응시켰다. 이후 상층액을 제거하고 1 mL의

DMSO를 넣어 잔류물을 용해시킨 후 Spectrophotometric microplate reader를

사용하여 570 nm에서 흡광도를 측정하였다.
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3. 항염증 활성 평가

3.1. Nitric oxide (NO) 생성량 측정

RAW 264.7 세포를 24 well plate에 1.5 × 105 cells/well로 분주하고 23시간 후

에 세포 독성이 나타나지 않은 다양한 농도의 Sample을 처리하고 1시간 후에 1

μg/mL 농도의 LPS를 처리하고 24시간 동안 배양하였다. 세포 상층액 100 μL 와

Griess reagent 100 μL를 96 well plate에 혼합하여 실온에서 10분간 반응시킨

후 spectrophotometric microplate reader를 사용하여 540 nm에서 흡광도를 측정

하였다. Sodium nitrite로 표준검정곡선을 만들어 NO 생성량을 정량계산하였다.
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3.2. Prostaglandin E2 (PGE2) 및 전 염증성 cytokine (IL-6, IL-1β, TNF-

α) 생성량 측정

RAW 264.7 세포를 24 well plate에 1.5 × 105 cells/well로 분주하고 23시간 후

에 세포 독성이 나타나지 않은 다양한 농도의 Sample을 처리하고 1시간 후에 1

μg/mL 농도의 LPS를 처리하고 24시간 동안 배양하였다. 세포 배양액을 15,000

rpm으로 10분간 원심 분리한 후, 상층액을 취해 ELISA kit 제조사의 방법에 따

라 PGE2 및 전염증성 cytokine의 함량을 측정하였다.
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3.3. Western blot

RAW 264.7 세포를 60 mm cell culture dish에 6.0 × 105 cells/dish로 분주하

고 24시간 동안 배양한 후, 다양한 농도의 시료를 1시간 동안 전처리하고 단백질

발현 시간에 맞춰서 자극제인 LPS (1 μg/mL)를 처리 후 배양하였다. 배양 후,

상층액을 제거하고 차가운 1X PBS를 사용하여 2번 세척하고 Lysis buffer (150

mM NaCl, 50 mM Tris-HCl [pH 7.5], 2 mM EDTA, 1% Triton X-100, 0.1%

SDS, 10% NP40, 1% protein inhibitor cocktail)를 넣어주어 4℃에서 20분간

lysis 하였다. 이후 cell scraper를 사용하여 긁어준 후 –8℃, 15,000 rpm, 조건으

로 20분간 원심 분리하고 상층액을 얻었다. BCA Protein assay kit를 사용하여

세포 용해물의 단백질 함량을 정량하고 2x Laemmli sample buffer를 1:1 비율로

혼합하고 100℃에서 5분간 가열하였다. 이후 단백질을 20 μg으로 계산하고

Sodium dodecylsulfate-polyacrylamide gel (SDS-PAGE)을 사용하여 전기영동을

함으로써 단백질을 크기별로 분리한 후 PVDF membrane으로 transfer 하고, 5%

skim milk를 사용하여 실온에서 2시간 동안 blocking 하였다. 이후 1X T-TBS

(1X TBS, 0.1% Tween 20)으로 10분간 총 6번 세척하고 적절한 1차 항체

(1:1000)를 사용하여 4℃ 조건에서 8시간 동안 배양하였다. 그 후, 1X T-TBS를

사용하여 10분간 총 6번 세척하고 적절한 2차 항체 (1:3000)를 사용하여 4℃ 조

건에서 2시간 배양하고 1X TTBS를 사용하여 10분간 총 6회 세척하였다. 마지

막으로 ECL kit를 사용하여 Chemidoc (VILBER LOURMAT, France)를 사용하

여 현상하고 ImageJ Software를 사용하여 분석하였다.
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4. 미백 활성 평가

4.1. Melanin contents 측정

B16F10 세포를 60 mm cell culture dish에 6.0 × 104 cells/dish로 분주하고 24

시간 동안 배양하였다. 배양 후, 세포 독성이 없는 농도의 시료와 양성대조군인

α-MSH (100 nM)를 처리하고 72시간 동안 배양하였다. 배지를 제거하고 1X

PBS를 사용하여 2번 세척하고 Lysis buffer (150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl

[pH 7.5], 2 mM EDTA, 1% Triton X-100, 0.1% SDS, 10% NP40, 1% protein

inhibitor cocktail)를 넣어주어 4℃ 조건에서 20분간 lysis 하였다. 이후, cell

scraper를 사용하여 긁어준 후 –8℃, 15,000 rpm, 조건으로 20분간 원심 분리하

여 상층액과 pellet을 분리하였다. pellet에 1 N NaOH (10% DMSO)를 600 μL씩

넣어 90℃에서 15분간 처리하였다. 이후, 96 well plate에 100 μL씩 옮겨 담아

spectrophotometric microplate reader를 사용하여 405 nm에서 흡광도를 측정하

였다.
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4.2. Tyrosinase activity 측정

B16F10 세포를 60 mm cell culture dish에 6.0 × 104 cells/dish로 분주하고 24

시간 동안 배양하였다. 배양 후, 세포 독성이 없는 농도의 시료와 양성대조군인

α-MSH (100 nM)를 처리하고 72시간 동안 배양하였다. 배지를 제거하고 1X

PBS를 사용하여 2번 세척하고 Lysis buffer (150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl

[pH 7.5], 2 mM EDTA, 1% Triton X-100, 0.1% SDS, 10% NP40, 1% protein

inhibitor cocktail)를 넣어주어 4℃ 조건에서 20분간 lysis 하였다. 이후, cell

scraper를 사용하여 긁어준 후 –8℃, 15,000 rpm, 조건으로 20분간 원심 분리하

여 상층액과 pellet을 분리하였다. 상층액을 BCA Protein assay kit를 사용하여

단백질을 정량하고 단백질 농도가 20 μg/mL 되도록 희석하였다. 그 후, 96 well

plate에 희석된 단백질 20 μL와 L-DOPA (2 mg/ mL) 80 μL를 넣고 37℃에서 2

시간 반응시킨 후 spectrophotometric microplate reader를 사용하여 490 nm에서

흡광도를 측정하였다.
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4.3. Western blot

B16F10 세포를 60 mm cell culture dish에 7.0 × 104 cells/dish로 분주하고 24

시간 동안 배양한 후, 다양한 농도의 시료를 1시간 동안 전처리하고 단백질 발현

시간에 맞춰서 양성대조군인 α-MSH (100 nM) 처리 후 배양하였다. 배양 후, 상

층액을 제거하고 차가운 1X PBS를 사용하여 2번 세척하고 Lysis buffer (150

mM NaCl, 50 mM Tris-HCl [pH 7.5], 2 mM EDTA, 1% Triton X-100, 0.1%

SDS, 10% NP40, 1% protein inhibitor cocktail)를 넣어주어 4℃에서 20분간

lysis 하였다. 이후, cell scraper를 사용하여 긁어준 후 –8℃, 15,000 rpm, 조건

으로 20분간 원심 분리하고 상층액을 얻었다. BCA Protein assay kit를 사용하

여 세포 용해물의 단백질 함량을 정량하고 2x Laemmli sample buffer를 1:1 비

율로 혼합하고 100℃에서 5분간 가열하였다. 이 후, 단백질을 20 μg으로 계산하

고 Sodium dodecylsulfate-polyacrylamide gel (SDS-PAGE)을 사용하여 전기영

동을 함으로써 단백질을 크기별로 분리한 후 PVDF membrane으로 transfer 하

고, 5% skim milk를 사용하여 실온에서 2시간 동안 blocking 하였다. 이후, 1X

T-TBS (1X TBS, 0.1% Tween 20)으로 10분간 총 6번 세척하고 적절한 1차 항

체 (1:1000)를 사용하여 4℃ 조건에서 8시간동안 배양하였다. 그 후, 1X T-TBS

를 사용하여 10분간 총 6번 세척하고 적절한 2차 항체 (1:3000)를 사용하여 4℃

조건에서 2시간 배양하고 1X T-TBS를 사용하여 10분간 총 6회 세척하였다. 마

지막으로 ECL kit를 사용하여 Chemidoc (VILBER LOURMAT, France)를 사용

하여 현상하고 ImageJ Software를 사용하여 분석하였다.
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5. 통계처리

모든 실험 데이터들은 3번의 독립적인 실험을 평균 표준편차로 표시하였고,

Student’s t-test를 사용하여 p-value 값이 0.005보다 크면 유의한 것으로 간주하

였고 다음과 같이 표기하였다. p < 0.05 (*), p < 0.01 (**), p < 0.001 (***).
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III. 결 과

1. RAW 264.7 세포에서 6-Methylcoumarin의 항염증 활성

1.1. 세포 독성 평가

RAW 264.7 mouse 대식세포에서 6-methylcoumarin (6-MC)과 유사한 구조를

가진 7-methylcoumarin (7-MC), 4-hydroxy-6-methylcoumarin (4H-6-MC),

4-hydroxy-7-methylcoumarin (4H-7-MC)의 세포 독성 평가를 위해 MTT

assay를 진행하였다. 6-MC, 7-MC, 4H-6-MC, 4H-7-MC는 500 μM까지 세포

독성이 없는 것을 확인할 수 있다.

1.2. NO (Nitric oxide) 생성량 측정

세포 독성이 나타나지 않은 범위인 500 μM 이하의 농도에서 6-MC, 7-MC,

4H-6-MC, 4H-7-MC의 NO 생성량을 측정하였다. 각 화합물은 NO 생성량을

6-MC는 65.3%, 7-MC는 47.3%, 4H-6-MC는 32.1%, 4H-7-MC는 26.4% 억제

효과를 확인할 수 있었다. 그중 활성이 가장 뛰어난 6-MC에 대한 추가실험을

진행하였다.
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Figure 2. Effect of coumarin derivatives on nitric oxide production in

LPS-stimulated RAW 264.7 cells. The cells were stimulated with 1 μ

g/mL of LPS only or with LPS plus various concentrations of coumarin

derivatives for 24 h. Cell viability and NO production of LPS-induced

RAW 264.7 cells subjected to (a) 6-methylcoumarin (6-MC), (b)

7-methylcoumarin (7-MC), (c) 4-hydroxy-6-methylcoumarin

(4H-6-MC), (d) 4-hydroxy-7-methylcoumarin (4H-7-MC) treatment

was measured using MTT and Griess reagents, respectively. The

results are presented as the mean ± SD from three independent

experiments. #p < 0.001 versus untreated control group. **p < 0.01,

***p < 0.001 versus LPS alone.
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1.3. PGE2 생성량 측정

6-MC의 PGE2 생성을 억제하는지 조사하기 위해 ELISA kit를 사용하여 측정

하였다. LPS 단독처리군은 control과 비교하였을 때 PGE2 생성량이 크게 증가하

였고, 6-MC는 농도 의존적으로 PGE2의 생성을 감소시켰다. 특히 최고 농도인

500 μM에서 PGE2를 53.2% 감소시켰다.
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Figure 3. Effect of 6-methylcoumarin on production of PGE2 in the

LPS-induced RAW 264.7 cells. Cells were pretreated with

6-methylcoumarin (100, 200, 300, 400, and 500 μM) for 1 h and then

stimulated for 20 h with LPS. N-[2-(Cyclohexyloxy)-4-nitrophenyl]

methanesulfonamide (NS-398) was used as a positive control. PGE2

production was determined by ELISA. The results are presented as the

mean ± SD from three independent measurements using the ImageJ

program. #p < 0.001 versus untreated control group. **p < 0.01, ***p <

0.001 versus group treated with LPS alone.
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1.4. 전염증성 cytokine 생성량 측정

6-MC의 전염증성 cytokine (IL-6, IL-1β, TNF-α) 생성을 억제하는지 조사하

기 위해 ELISA kit를 사용하여 측정하였다. LPS 단독처리군은 control과 비교하

였을 때 전염증성 cytokine 생성량이 크게 증가하였고, 6-MC는 농도 의존적으로

전염증성 cytokine의 생성을 감소시켰다. 특히 최고 농도인 500 μM에서 TNF-α,

IL-6, IL-1β를 각각 32.8%, 73.1%, 80.6% 감소시켰다.
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Figure 4. Effect of 6-methylcoumarin on production of

pro-inflammatory cytokines in the LPS-induced RAW 264.7 cells. Cells

were pretreated with 6-methylcoumarin (100, 200, 300, 400, and 500 μM)

for 1 h and then stimulated for 20 h with LPS. IL-1β, IL-6, TNF-α 

production were determined by ELISA. The results are presented as the

mean ± SD from three independent measurements using the ImageJ

program. #p < 0.001 vs. untreated control group. *p < 0.05, **p < 0.01,

***p < 0.001 versus group treated with LPS alone.
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1.5. iNOS, COX-2 발현량 측정

6-MC의 NO와 PGE2의 억제능력이 iNOS와 COX-2의 발현과 관련이 있는지

알아보기 위해 western blot을 진행하였다. 그 결과 6-MC 200, 300, 400, 500 μ

M 농도에서 iNOS를 33.8%, 54.52%, 70.79%, 92.79% 억제된 것을 확인할 수 있

었고, COX-2 또한 40.8%, 62.7%, 78.2%, 95.78% 억제하였다. 이로써 6-MC가

iNOS와 COX-2 단백질 발현 억제를 통해 염증 매개체인 NO와 PGE2의 생성을

억제한다는 것을 나타낸다.
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Figure 5. Effect of 6-MC on the protein expression level of iNOS and

COX-2 in LPS-induced RAW 264.7 cells. (a) Result of Western

blotting, and protein levels of (b) iNOS and (c) COX-2. Lysates were

prepared from cells pretreated with 6-MC (200, 300, 400, and 500 μM)

for 1 h and then treated with LPS (1 μg/mL) for 18 h. β-actin was

used as a loading control. Total cellular proteins were separated using

SDS-PAGE, transferred to PVDF membranes, and detected using

specific antibodies against iNOS, COX-2, and β-actin. The results in

the graphs are presented as the mean ± SD from three independent

measurements using the ImageJ program.

iNOS

β-actin

LPS  (1 μg/mL) -

6-MC (μM)

+ + + + +

- 200 300 400 500-

COX-2

(a)

125KDa

70KDa

42KDa

0

1

2

3

4

5

6

-
-

+
-

+
200

+
300

+
400

+
500

iN
O

S
/ 

β
-a

ct
in

 
R

e
la

ti
v

e
 in

te
n

si
ty

LPS (1 μg/mL)
6-MC (μM)

(b)

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

1.6

-
-

+
-

+
200

+
300

+
400

+
500

C
O

X
-2

  
/ 
β
-a

c
ti

n
 

R
e
la

ti
v
e
 i
n
te

n
s
it

y
LPS (1 μg/mL)

6-MC (μM)

(c)



- 29 -

1.6. MAPKs 신호전달경로 측정

LPS는 대식세포 표면의 TLR4를 자극하여 MAPKs (ERK, JNK p38)의 인산

화를 유도하여 세포 신호 경로를 활성화하고 다양한 전염증성 사이토카인의 발

현을 증가시킨다. 따라서 전염증성 사이토카인 발현에 대한 6-MC의 억제 효과

가 MAPKs 인산화 억제에 의한 것인지 확인하기 위해 western blot을 수행하였

다. LPS 단독 처리군은 control군과 비교하였을 때 ERK는 4.1배, JNK는 3.1배,

p38은 2.5배의 상당한 인산화가 있었다. 또한, 6-MC를 처리하였을 때 농도 의존

적으로 ERK, JNK 및 p38의 인산화가 저해되는 것을 확인하였다. 따라서, 6-MC

가 MAPK 인산화를 억제함으로써 전염증성 사이토카인 발현을 억제하는 것을

나타낸다.
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Figure 6. Effect of 6-MC on phosphorylation level of MAPK in

LPS-induced RAW 264.7 cells. (a) Result of Western blotting, and

protein levels of (b) P-ERK / ERK, (c) P-JNK / JNK, and (d) P-p38 /

p38. Lysates were prepared from cells pretreated with 6-MC (300, 400,

and 500 μM) for 1 h and then treated with LPS (1 μg/mL) for 15 min.

β-actin was used as a loading control. Total cellular proteins were

separated using SDS-PAGE, transferred to PVDF membranes, and

detected using specific antibodies against phospho-ERK, T-ERK,

phospho-JNK, T-JNK, phospho-p38, and T-p38. P: phosphorylated, T:

total. The results in the graphs are presented as the mean ± SD from

three independent measurements using the ImageJ program.

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

-
-

+
-

+
300

+
400

+
500

P
-E

R
K

/E
R

K
 p

ro
te

in
 le

ve
l 

(%
 o

f c
on

tr
ol

)

LPS (1 μg/mL)
6-MC (μM)

(b)

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

-
-

+
-

+
300

+
400

+
500

P
-J

N
K

/J
N

K
 p

ro
te

in
 le

ve
l 

(%
 o

f c
on

tr
ol

)

LPS (1 μg/mL)
6-MC (μM)

(c)

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

-
-

+
-

+
300

+
400

+
500

P
-p

38
/p

38
 p

ro
te

in
 le

ve
l 

(%
 o

f c
on

tr
ol

)

LPS (1 μg/mL)
6-MC (μM)

(d)

T-ERK

P-EKR

LPS  (1 μg/mL) -

6-methylcoumarin  (μM)

+ + +

- 300 400 500-

T-JNK

P-JNK

+

T-p38

P-p38

(a)

44/42 KDa

44/42 KDa

54/46 KDa

54/46 KDa

43KDa

43KDa



- 31 -

1.7. NF-κB 신호전달경로 측정

LPS가 대식세포 표면의 TLR4를 자극하여 IκB-α의 인산화를 유도하면 p-Iκ

B-α는 분해되고 자유로워진 NF-κB가 세포질에서 핵 내로 전위된다. 전위된

NF-κB는 전염증성 사이토카인과 염증 매개체의 발현을 증가시킨다. 따라서 염

증성 사이토카인 및 염증 매개체 발현에 대한 6-MC의 억제 효과가 NF-κB 신

호전달경로를 통한 것인지 확인하기 위해 western blot을 수행하였다. 6-MC를

처리하였을 때 IκB-α의 인산화가 농도 의존적으로 억제된 것을 확인하였고,

NF-κB의 세포질에서 핵으로의 전위 또한 농도 의존적으로 억제된 것을 확인하

였다. 이러한 결과를 바탕으로 6-MC는 NF-κB 신호전달경로를 통하여 염증을

억제한 것으로 시사된다.
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Figure 7. Effect of 6-MC on the protein expression level of P-IκB-α 

in LPS-induced RAW 264.7 cells. (a) Result of Western blotting, and

protein level of (b) IκB-α and (c) P-IκB-α. Lysates were prepared from

cells pretreated with 6-MC (300, 400, and 500 μM) for 1 h and then

treated with LPS (1 μg/mL) for 20 min. β-actin was used as a loading

control. Total cellular proteins were separated using SDS-PAGE,

transferred to PVDF membranes, and detected using specific antibodies

against phospho-IκB-α, IκB-α, and β-actin. The results in the graphs

are presented as the mean ± SD from three independent measurements

using the ImageJ program.
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Figure 8. Effect of 6-MC on the protein expression level of NF-κB in

LPS-induced RAW 264.7 cells. (a) Result of Western blotting, and

protein level of (b) P-65 (cytoplasm) and (c) P-65 (nucleus). Lysates

were prepared from cells pretreated with 6-MC (300, 400, and 500 μM)

for 1 h and then treated with LPS (1 μg/mL) for 15 min. β-actin and

Lamin B1 were used as a loading control. Total cellular proteins were

separated using SDS-PAGE, transferred to PVDF membranes, and

detected using specific antibodies against NF-κB / P-65, Lamin B1, and

β-actin. The results in the graphs are presented as the mean ± SD

from three independent measurements using the ImageJ program.

P65 (nuclear)

LaminB1 (nuclear)

P65 (cytoplasm)

LPS  (1 μg/mL) -

6-methylcoumarin  (μM)

+ + +

- 300 400 500-

+

B-actin (cytoplasm)

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

-
-

+
-

+
300

+
400

+
500

P
-6

5 
(N

uc
le

ar
) 

/ L
am

in
B

1 
R

el
at

iv
e 

in
te

ns
it

y

LPS (1 μg/mL)
6-MC (μM)

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

-
-

+
-

+
300

+
400

+
500

p6
5 

cy
to

pl
as

m
/ 

β-
ac

ti
n 

R
el

at
iv

e 
in

te
ns

it
y

LPS (1 μg/mL)
6-MC (μM)

65KDa

43KDa

65KDa

67KDa

(a)

(b) (c)



- 34 -

2. B16F10 세포에서 6-Methylcoumarin의 멜라닌 생성에 대한 영향

2.1. 세포 독성 평가

B16F10 세포에서 6-methylcoumarin (6-MC)과 유사한 구조를 가진

7-methylcoumarin (7-MC), 4-hydroxy-6-methylcoumarin (4H-6-MC),

4-hydroxy-7-methylcoumarin (4H-7-MC)의 세포 독성 평가하기 위해 MTT

assay를 진행하였다. 6-MC, 7-MC, 4H-6-MC, 4H-7-MC는 500 μM까지 세포

독성이 없는 것을 확인할 수 있다.
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Figure 9. Effect of 6-MC, 7-MC, 4H-6-MC, 4H-7-MC on the

viability of B16F10 melanoma cells. Cells were plated in 24-well plates

(1.5 x 104 cells/well) for 24 h, and then treated with 6-MC (150, 200,

250, and 300 μM), 7-MC (150, 200, 250, and 300 μM), 4H-6-MC (150,

200, 250, and 300 μM), 4H-7-MC (150, 200, 250, and 300 μM) for 72 h.

Cytotoxicity of 6-MC, 7-MC, 4H-6-MC, 4H-7-MC were evaluated

using the MTT assay. The results are presented as the mean ± SD

from three independent experiments. *p < 0.05, **p < 0.01 versus

control group.
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2.2. Melanin 함량 측정

세포 독성이 나타나지 않은 농도에서 6-MC, 7-MC, 4H-6-MC, 4H-7-MC의

멜라닌 생성량을 측정하였다. 그 결과 6-MC와 7-MC는 아무것도 처리하지 않은

control군에 비해 멜라닌 함량이 농도 의존적으로 증가하였다. 4H-6-MC와

4H-7-MC는 멜라닌 생성에 영향을 미치지 못하였다. 추후 연구에서는 멜라닌 생

성 함량이 가장 많이 증가한 6-MC에 대해서 연구를 진행하였다.
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Figure 10. Effect of 6-MC, 7-MC, 4H-6-MC, 4H-7-MC on production

of melanin in B16F10 cells. Cells were plated in 60 mm cell culture

dish (6.0 × 104 cells/dish) and incubated for 24 h, then treated with

6-MC, 7-MC, 4H-6-MC, 4H-7-MC for 72 h. α-MSH was used as the

positive control. The results are presented as the mean ± SD from

three independent experiments. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001

versus control group.
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2.3. Tyrosinase 활성 측정

멜라닌 생성 영향이 Tyrosinase 활성 증가에 의한 것인지 확인하기 위하여

Tyrosinase 활성 측정을 진행하였다. 아무것도 처리하지 않은 control 군에 비해

양성대조군인 α-MSH를 처리하였을 때 Tyrosinase 활성이 78% 증가한 것을 확

인할 수 있었고, 샘플인 6-MC를 세포 독성이 없는 농도 (100, 150, 200, 250 μ

M)를 처리 하였을 때 농도 의존적으로 Tyrosinase 활성이 증가한 것을 확인할

수 있었다. 특히 최대 농도에서 61%의 Tyrosinase 활성이 증가한 것으로 보아

Melanin 생성 효과가 세포 내에서 Tyrosinase 활성을 통해 일어난다는 것을 시

사한다.
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Figure 11. Effect of 6-MC on tyrosinase activity in B16F10 cells.

Cells were plated in 60 mm cell culture dish (6.0 × 104 cells/dish) and

incubated for 24 h, then treated with 6-MC (100, 150, 200, and 250 μM)

for 72 h. α-MSH was used as the positive control. The results are

presented as the mean ± SD from three independent experiments. *p <

0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 versus control group.
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2.4. 멜라닌 생성 효소 측정

TRP-1, TRP-2, Tyrosinase는 멜라닌 생성 효소로서 멜라닌 생성에 관여하는

촉매제의 중요한 역할을 하고 있다. 따라서 6-MC의 멜라닌 증가가 TRP-1,

TPR-2, Tyrosinase 멜라닌 생성 효소들의 발현과 관련이 있는지 확인하기 위해

Western blot 실험을 진행하였다. TRP-1, TRP-2, Tyrosinase는 양성대조군인 α

-MSH 단독처리군은 아무것도 처리하지 않은 control군에 비해 발현이 증가한

것을 확인할 수 있다. 샘플인 6-MC는 세포독성이 없는 농도 (100, 200, 250 μM)

처리시 TRP-1에서는 효과가 없음을 확인할 수 있었고, TRP-2, Tyrosinase에서

발현이 유의적으로 증가한 것을 확인할 수 있었다. 따라서 6-MC는 TRP-2,

Tyrosinase 효소에 의해서 멜라닌 생성이 증가하였음을 시사한다.
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Figure 12. Effect of 6-MC on the level of TRP-1, TRP-2, Tyrosinase

in B16F10 cells. Cells were plated in 60 mm cell culture dish (7.0 × 104

cells/dish) and incubated for 24 h, then treated with 6-MC (100, 200,

250 μM) for 72 h. α-MSH was used as the positive control. Total

cellular proteins were separated using SDS-PAGE, transferred to PVDF

membranes, and detected using specific antibodies against TRP-1,

TRP-2, Tyrosinase, and β-actin.
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2.5. MITF 발현량 측정

멜라닌 생성 효소들의 조절인자인 MITF는 TRP-1, TPR-2, MITF와 같은 멜

라닌 생성 효소들의 발현에 영향을 끼쳐 멜라닌 생성을 조절한다. 따라서 6-MC

가 B16F10 세포내에서 MITF에 영향을 미치는지 조사하기 위하여 western blot

을 진행하였다. 아무것도 처리하지 않은 control군에 비해 양성대조군인 α-MSH

를 단독 처리하였을 때 MITF의 발현량은 증가한 것을 확인할 수 있다. 또한, 샘

플인 6-MC를 처리하였을 때 농도 의존적으로 MITF의 발현이 증가한 것을 확

인할 수 있다. 이러한 결과는 6-MC가 MITF의 발현량을 증가시켜 멜라닌 생성

효소의 발현이 증가한 것임을 시사한다.
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Figure 13. Effect of 6-MC on the level of MITF in B16F10 cells.

Cells were plated in 60 mm cell culture dish (7.0 × 104 cells/dish) and

incubated for 24 h, then treated with 6-MC (100, 200, 250 μM) for 72 h.

α-MSH was used as the positive control. Total cellular proteins were

separated using SDS-PAGE, transferred to PVDF membranes, and

detected using specific antibodies against MITF, and β-actin.
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2.5. MAPKs 신호전달 경로

MAPKs 경로에 속하는 ERK는 인산화가 감소하면 MITF의 발현을 증가시켜

멜라닌을 증가시킨다. 따라서 MITF의 발현 증가가 ERK에 의한 것인지 확인하

기 위하여 western blot을 진행하였다. 양성대조군인 α-MSH 처리군은 아무것도

처리하지 않은 control군에 비해 ERK의 인산화를 감소시켰다. 또한, 샘플인

6-MC를 처리하였을 때 농도의존적으로 ERK의 인산화가 감소됨을 확인할 수

있다. 따라서 이러한 결과는 6-MC가 ERK의 인산화를 억제하여 MITF의 발현에

관여했다는 것으로 나타낸다.
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Figure 14. Effect of 6-MC on the level of P-ERK in B16F10 cells.

Cells were plated in 60 mm cell culture dish (7.0 × 104 cells/dish) and

incubated for 72 h, then treated with 6-MC (100, 200, 250 μM) for 24 h.

α-MSH was used as the positive control. Total cellular proteins were

separated using SDS-PAGE, transferred to PVDF membranes, and

detected using specific antibodies against P-ERK and T-ERK.

T-ERK

P-ERK

α-MSH (100 nM)

6-methylcoumarin  (uM)

- + - - -

- - 100 200 250

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

-
-

+
-

-
100

-
200

-
250

P-
E

R
K

/E
R

K
 p

ro
te

in
 le

ve
l 

(%
 o

f c
on

tr
ol

)

α-MSH (100 nM)
6-MC (μM)



- 46 -

2.6. AKT 신호전달 경로

PI3K/AKT 신호전달경로에서 AKT의 인산화 감소는 멜라닌 생성을 증가시킨

다. 따라서 6-MC가 B16F10 세포에서 AKT의 인산화를 억제시켜 멜라닌 생성을

증가시켰는지 확인하기 위하여 western blot을 진행하였다. 양성대조군인 α

-MSH 단독처리군은 아무것도 처리하지 않은 control군에 비해서 ATK의 인산

화를 유의적으로 억제시켰다. 샘플인 6-MC 또한 농도의존적으로 AKT의 인산화

를 억제시켰다. 따라서 6-MC가 AKT의 인산화를 저해시켜 멜라닌 생성을 증가

시킨 것으로 나타낸다.
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Figure 15. Effect of 6-MC on the level of P-AKT in B16F10 cells.

Cells were plated in 60 mm cell culture dish (7.0 × 104 cells/dish) and

incubated for 72 h, then treated with 6-MC (100, 200, 250 μM) for 24 h.

α-MSH was used as the positive control. Total cellular proteins were

separated using SDS-PAGE, transferred to PVDF membranes, and

detected using specific antibodies against P-AKT and T-AKT.
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Ⅳ. 고 찰

다양한 쿠마린과 그 유도체들은 항산화, 항염증, 항균, 항바이러스 및 항암 기

능을 포함한 다양한 생물학적 활성에 대해 광범위하게 연구되어 왔다. 또한, 쿠

마린 골격 내의 다양한 치환기는 구조적 차이로 인해 상이한 생물학적 활성을

나타낼 수 있다. 따라서, 구조적 차이에 기초한 생물학적 활성의 비교는 효과적

인 기능성 물질을 예측하는 데 유용하다.

염증은 병원균의 침입이나 내인성 신호의 자극에 대한 응답으로 설명되며 정

상적인 기능을 회복하기 위해 조직을 치료한다. 그러나 과도하게 지속되는 염증

은 관절염, 폐렴, 간염 등 환자에게 심각한 상태를 초래할 수 있다. 따라서 염증

반응의 조절은 생체의 유지에 매우 중요하며, 이로부터 생성되는 염증성 매개체

(NO, PGE2)및 전염증성 사이토카인과 같은 염증 매개체의 생성 억제 효과를 통

해 항염증 효과를 확인할 수 있다.

6-MC, 7-MC, 4H-6-MC, 4H-7-MC의 NO의 생성을 억제하는지 확인하기 위

하여 우선 MTT법을 이용하여 세포독성을 확인하였다. 실험결과 세포독성이 나

타나지 않은 500 μM의 농도를 최고 농도로 하여 NO 생성량 측정 실험을 진행

하였다. 6-MC와 7-MC는 항염증 활성이 우수하게 나타났지만, 이 두 개의 쿠마

린 4번 위치에 하이드록시기가 붙은 4H-6-MC, 4H-7-MC는 NO 생성 저해 활

성이 떨어지는 것을 발견했다. 이는 4번 위치에 붙은 하이드록시기가 항염증 관

련 생물학적 효능에 영향을 미치는 것으로 생각된다. 이러한 결과를 바탕으로 앞

으로의 연구에서는 NO 생성 저해 활성이 가장 뛰어났던 6-MC를 바탕으로 추가

실험들을 진행하였다.

6-MC가 염증성 매개체인 PGE2 및 IL-6, IL-1β, TNF-α와 같은 전염증성 사

이토카인 생성을 저해하는지 확인하기 위하여 ELISA kit를 사용하여 실험을 진

행하였다. 그 결과 자극제인 LPS를 처리하였을 때 PGE2, IL-6, IL-1β, TNF-α의
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생성은 유의하게 증가하였고, 샘플인 6-MC를 처리하였을 때 농도의존적으로 저

해하는 것을 확인할 수 있었다.

NO 합성효소인 iNOS의 발현 저하에 의해 NO가 억제된 것인지, PGE2 생성효

소인 COX-2의 발현 저하에 의해 PGE2가 억제된 것인지 확인하기 위하여

western blot을 진행하였다. 실험 결과 6-MC는 iNOS 및 COX-2의 발현량을 농

도 의존적으로 감소시킨 것을 확인하였다. 이러한 결과는 6-MC가 iNOS를 저해

하여 NO를 감소시키고, COX-2를 저해하여 PGE2를 감소시킨 것을 알 수 있다.

염증반응의 주요 신호전달경로인 MAPKs는 인산화가 되면 iNOS, COX-2 및

전염증성 사이토카인의 발현을 증가시키고 염증반응을 일으킨다. 6-MC가

MAPKs 신호전달경로를 통하여 iNOS, COX-2, 및 전염증성 사이토카인을 감소

시켰는지 확인하기 위하여 western blot을 진행하였다. 실험 결과 6-MC는 ERK,

JNK, p38의 인산화를 농도의존적으로 억제하였다. 이러한 결과는 6-MC가

MAPKs 신호전달경로를 통하여 iNOS, COX-2, 및 전염증성 사이토카인의 생성

을 저해한 것을 확인할 수 있다.

염증반응의 또 다른 대표적인 신호전달경로인 NF-κB는 평상시에는 IκB-α와

복합체를 이루어 비활성화 상태로 세포질 내에 존재한다. 이러한 NF-κB가 결합

하고 있던 IκB-α가 인산화되어 분해되고, NF-κB는 세포질에서 핵으로 이동되어

염증 매개체 및 전염증성 사이토카인의 발현을 촉진한다. 6-MC가 NF-κB 신호

전달경로를 통하여 항염증 효과가 있었는지 확인하기 위하여 western blot을 진

행하였다. 실험 결과 6-MC는 IκB-α의 인산화를 억제하였고, NF-κB (p65)의 세

포질에서 핵으로 가는 이동을 억제하는 것을 확인하였다. 이러한 결과는 6-MC

가 NF-κB 신호전달경로를 통해서 전염증성 사이토카인 및 염증 매개체들의 억

제를 진행하여 항염증 효과를 나타낸 것을 확인할 수 있다.

멜라닌은 자외선 및 외부자극을 받으면 멜라노좀에 의해 생성되고 피부를 자

외선으로부터 보호하는 역할을 한다. 이러한 멜라닌의 생성이 감소되면 저색소



- 50 -

침착증인 백색증, 백반증과 같은 질병을 초래할 수 있다. 따라서 이러한 멜라닌

을 적절히 조절하는 것은 매우 중요하다.

6-MC, 7-MC, 4H-6-MC, 4H-7-MC가 멜라닌 생성에 영향을 미치는지 확인하

기 위하여 우선 MTT 분석법을 이용하여 세포독성을 확인하였다. 세포독성이 없

는 250 μM 농도를 최고 농도로 하여 멜라닌 생성을 확인하는 Melanin content

를 진행하였다. 6-MC와 7-MC는 모두 멜라닌을 농도의존적으로 증가시켰지만 4

번 위치에 하이드록시기가 붙은 4H-6-MC, 4H-7-MC는 멜라닌 생성에 대한 영

향을 미치지 못하였다. 이는 4번 위치의 하이드록시기가 쿠마린에서 멜라닌 생성

에 대한 생물학적 영향을 미치는 것으로 생각된다. 이러한 결과를 바탕으로 앞으

로의 연구에서는 멜라닌 생성 활성이 가장 뛰어났던 6-MC를 바탕으로 추가 실

험들을 진행하였다.

멜라닌 생성에 대한 영향이 B16F10 세포 내에 Tyrosinase 활성에 의한 것인

지 확인하기 위하여 Tyrosinase activity를 진행하였다. 자극제인 α-MSH를 단독

처리하였을 때 아무것도 처리하지 않은 control군보다 78% 증가하였고 6-MC를

처리하였을시 농도의존적으로 증가하였으며 최고 농도인 250 μM 농도에서 최대

61%의 Tyrosinase의 활성을 증가시켰다. 이러한 결과를 바탕으로 6-MC가

Tyrosinase 활성을 증가시켜 멜라닌 생성에 영향을 준 것으로 확인된다.

TRP-1, TRP-2, Tyrosinase는 멜라닌 생성에 영향을 주는 효소들이다. 멜라닌

증가가 이러한 효소들에 의한 것인지 확인하기 위하여 western blot을 진행하였

다. 실험 결과 6-MC는 TRP-1에서는 영향을 주지 못하였지만 TRP-2,

Tyrosianse의 발현은 증가시킨 것으로 나타났다. 이러한 결과를 바탕으로 6-MC

는 TRP-2, Tyrosinase 효소 발현을 증가시켜 멜라닌 생성을 증가시킨 것으로

확인된다.

MITF의 발현이 증가하면 TRP-1, TRP-2, Tyrosinase와 같은 효소들의 발현

이 증가한다. 따라서 6-MC의 멜라닌 생성 증가가 MITF의 영향이 있었는지 확
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인하기 위하여 western blot을 진행하였다. 실험 결과 6-MC는 MITF의 발현을

농도의존적으로 증가시켰다. 이러한 결과는 6-MC가 MITF의 발현을 증가시켜

멜라닌 생성 효소들에 영향을 준 것으로 확인된다.

MAPKs 신호전달경로 중 ERK는 음성 신호전달경로로 ERK의 인산화가 감소

하면 MITF를 증가시켜 멜라닌 생성을 증가시킨다. 따라서 6-MC가 MAPKs 신

호전달 경로를 통해서 멜라닌 생성에 영향을 주었는지 확인하기 위하여 western

blot을 진행하였다. 실험 결과 6-MC는 ERK의 인산화를 농도의존적으로 감소시

킨 것을 확인할 수 있었다. 이러한 결과는 6-MC가 MAPKs 신호전달경로 중

ERK의 인산화에 관여하여 멜라닌 생성을 증가시킨 것으로 확인된다.

AKT의 인산화 증가는 B16F10 세포에서 멜라닌 생성을 하향조절한다. 반대로

AKT의 인산화를 감소시키면 멜라닌 생성을 증가시킨다. 따라서 6-MC가 AKT

의 인산화를 감소시켜서 멜라닌 생성을 증가시켰는지 확인하기 위하여 western

blot을 진행하였다. 실험 결과 6-MC는 AKT의 인산화를 농도의존적으로 감소시

켰다. 이러한 결과는 6-MC가 PI3K/AKT 신호전달경로를 통하여 멜라닌 생성을

증가시킨 것으로 확인된다.

결론적으로, 6-MC는 LPS로 자극된 RAW 264.7 세포에서 MAPKs 경로와

NF-κB 신호전달 경로를 통하여 항염증 효과를 나타내었고, B16F10 멜라노마 세

포에서는 AKT 신호전달경로와 ERK의 인산화를 억제하여 멜라닌 생성 효과를

나타내었다. 따라서 6-MC는 항염증제와 저색소침착증 치료제로 사용될 수 있음

을 시사한다.
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