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서    론

    피부에 존재하는 멜라닌은 피부색을 결정하는 가장 주요한 역
할을 하며 외부 자극으로부터 피부를 보호한다. 멜라닌의 생성은 
피부 기저층에 존재하는 멜라닌생성 세포에서 외부 환경이나 호르
몬, 사이토카인 등에 의해 멜라닌 생성촉진인자인 tyrosinase, 
TRP-1, TRP-2 등의 효소의 영향을 받아 이루어진다1,2). 멜라닌생
성 세포의 멜라닌소체(melanosome)에서 멜라닌은 생성되어 성숙
하며, 수지상돌기를 통해 각질형성세포로 이동 및 배출하여 피부를 
보호하게 한다. 멜라닌은 자외선에 의한 피부 손상을 막아주며, 또
한 멜라닌형성 과정의 중간 산물들은 높은 반응성을 가지고 있어서 
피부 손상에 의한 외부 항원 혹은 아민이나 금속이온 등과 같은 독
성물질과 반응하여 이들을 중화시키거나 제거하여 피부를 보호하는 
역할을 하고 있다3). 
    멜라닌생성 세포의 멜라닌 합성에서 있어서 tyrosinase, 
yrosinase-related protein (TRP)-1 및 TRP-2 등의 단백질 발현
과 활성화를 통한 효소활성은 매우 중요한 요소이다4,5). 
Tyrosinase는 멜라닌 색소 합성과 분비의 기능을 하는 효소이고, 
포유동물의 tyrosinase는 멜라닌소체 내에서만 관찰되며, 여섯 개

의 N-glycosilation site를 가진 type I membrane glycoprotein
이다. Tyrosinase는 L-tyrosine을 hydroxylation을 거쳐 
L-DOPA로 전환시키고 다시 L-DOPA를 oxidation을 거쳐 
dopaquinone으로 전환시키는 촉매 역할을 한다6). TRP-2는 
DOPAchrometautomerase로 알려져 있으며 DOPAchrome을 이
용하여 5,6-dihydroxyindolecarboxylicacid (DHICA)를 생성하고
7), TRP-1은 TRP-2에 의해 생성된 DHICA를 산화시켜 
indole-5,6-carboxylic acid로 전환시키는데 관여하는 효소이며 
tyrosinase의 활성화에도 영향을 미치는 것으로 알려져 있다8). 
    멜라닌이 국소적으로 과다하게 배출되어 피부 상피층에 침착되
면 기미, 주근깨 등을 유발할 수 있어 피부 미용에 영향을 끼치게 
된다. 이와 마찬가지로 상대적으로 주변 피부에 비해 멜라닌이 부
족하면 저색소침착증이 나타나게 되며 이 역시 미용상의 문제와 정
신적 스트레스의 원인이 될 수 있다. 색소침착저하증은 멜라닌생성
세포의 선척적 결함이나 후천적 파괴 과정으로 유발되거나, 정상적
으로 멜라닌생성 세포가 존재하더라고 멜라닌 생합성에 이상이 있
는 경우와 각질형성세포로 멜라닌의 정상적 배출이 불가능한 경우
도 있다9). 색소침착저하증으로 알려진 질환들은 백색증, 백반증, 점
상 백색 피부증, 탈색모반, 프레디-윌리 증후군, Ito 멜라닌저하증, 
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특발 물방울 모양 멜라닌저하증, 바덴부르그 증후군 등이 있다. 아
직까지 색소침착저하증의 완벽한 치료법은 없는 상태로 현재는 멜
라닌 합성과 침착의 촉진을 위한 국소적인 혹은 전신적인 스테로이
드 치료, 광화학요법, 광선요법, 수술적 방법10,11)이 있으나 보다 안
전하고 효과적인 치료를 위한 약물과 치료법에 관한 연구가 이루어
지고 있다.
    삼지구엽초 Epimedium koreanum Nakai는 매자나무과 식물
의 전초를 말린 것으로 음양곽(淫羊藿) · 방장초(放杖草) · 선령비
(仙靈脾) · 강전(剛前)이라고도 한다. 신경(腎經)과 간경(肝經)에 작
용하며 그 성질이 따뜻하고 맛은 맵고 달다. 신양(腎陽)과 정기(精
氣)를 보하며 근육과 뼈를 튼튼하게 하고 풍습사(風濕邪)를 없애준
다12). 삼지구엽초에 대한 연구로는 淫羊藿 발효 추출물이 면역활성
에 미치는 영향13)을 살펴보았고, 삼지구엽초가 실험적으로 유발된 
갑상선 기능저하증 동물모델에 미치는 영향과 안전성14) 등이 있다. 
주요 성분으로는 icariin, icaritin, baohuoside I, epimedin A, 
B, and C 등이 있는 것으로 알려져있다15).
    본 연구는 천연물을 통한 보다 안전한 색소침착저하증의 치료
를 하기 위해, 삼지구엽초가 멜라닌생성 촉진 효과가 있다는 선행
연구를 기반으로 그 작용기전에 대해 자세히 알아보고자 하였다. 
삼지구엽초 에탄올추출물(EEKN)에 대하여 tyrosinase activity, 멜
라닌 합성량의 변화를 살펴보고, western blot을 실시하여 
tyrosinase, TRP-1, TRP-2 단백질 발현량을 확인하였다. 이러한 
실험결과를 통하여 삼지구엽초 에탄올추출물(EEKN)의 멜라닌 생성 
촉진과 그 작용기전을 평가하여 멜라닌생성이 저해되어 나타나는 
질환인 백반증 등에서의 삼지구엽초의 활용 가능성을 알아보았다.

재료 및 방법

1. 시료 추출
    실험에서 사용된 삼지구엽초는 약용식물소재은행에서 구입한 
것으로 국내에서 채집한 삼지구엽초를 70 % EtOH로 추출하여 동
결건조한 시료로 냉동실에 보관하였으며 DMSO에 녹여 실험에 사
용하였다.

2. 시약 
    Dulbecco's modified eagle's medium (DMEM)과 fetal 
bovine serum (FBS)은 Gibco사 (NY, USA) 제품을, dimethyl 
sulfoxide (DMSO), alpha-melanocyte stimulating hormone (α
-MSH), bovine serum albumin (BSA), triton X-100, 
ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA), phenylmethyl 
sulfonyl fluoride (PMSF), goat polyclonal IgG tyrosinase, 
TRP-1, TRP-2, p-CREB는 Santa Cruz사 (CA, USA) 제품을, 
CREB, MITF는 cell signalling(MA, USA) 제품을, anti-Goat, 
anti-Rabbit, anti-Mouse IgG HRP conjugate antibody, 
hybond-ECL nirocellulose membrane, western blotting 
detection reagent는 Amersham Biosciences사 
(Buckinghanshire, England) 제품을, non-fat skim milk는 
Becton사 (Le Pont de Claix, France) 제품을, 

N,N,N',N-tetrametylethylenediamine (TEMED), H-89, 
L-3,4-dihydroxyhpenyl alanine (L-DOPA)은 Sigma사 (St. 
Lousi, MO, USA) 제품을, 단백질 정량 시약은 Bio-Rad (CA, 
USA)사 제품을 사용하였다.

3. 사용기기
    원심분리기 (centrifuge HA-12, micro 17TR centrifuge), 
clean bench, CO2 incubator는 한일기기사 (Inchun, Korea) 제
품을, ELISA reader는 Bio-T사 (Winooski, USA) 제품을, 
Electrophoresis power supply는 Amersham사 
(Buckinghanshire, England) 제품을, ChemiDoc image analysis
는 Bio-Rad사 (CA, USA) 제품을, 감압농축기는 EYELA사 (Rotary 
evaporator N-100, Digital water bath SB-1000, Temp 
controller coolace CCA-1100, Japan) 제품을 사용하였다.

4. 세포주 배양 
    한국 세포주 은행(KCLB, Korea)에서 구입한 B16F10 세포는 
5 % fetal bovine serum(FBS)과 100 ㎍/㎖ penicillin, 100 ㎍/
㎖ streptomycin, 0.25 ㎍/㎖ amphotericin B를 첨가하여 
dulbecco's modified eagle medium(DMEM)을 사용하여 37 ℃, 
5 % CO2에서 배양하였다.

5. 세포 생존율 측정
    세포생존율은 24-well 배양 용기에 2x104 개씩 분주하고 48시
간 배양 후 삼지구엽초 에탄올추출물(EEKN)을 여러 농도로 처리한 
다음  37 ℃, 5 % CO2 하에서 2일간 배양하였다. 배양 후 100 ㎕
의 MTT 용액을 넣어 4시간 배양한 다음 상층액을 제거한 후 
DMSO 1 ㎖ 녹여서 ELISA reader를 이용하여 540 nm에서 흡광
도를 측정하였다.

6. Tyrosinase 활성 측정
    세포내 tyrosinase 활성은 Martinez-Esparza 등(1998)의 방
법으로 측정하였다. 6 cm 배양용기에 B16F10 세포를 3x104개씩 
분주하여 부착시킨 후, 삼지구엽초 에탄올추출물(EEKN)을 50, 100 
㎍/㎖씩 처리하였다. 72시간 배양후 phosphate buffered saline 
(PBS)로 2회 세척하고, 5 mM EDTA가 포함된 0.1 M sodium 
phosphate buffer (SPB, pH 6.8) 에 1 %(V/V) triton X-100 과 
0.1 % (V/V) 0.1 M PMSF를 혼합한 lysis buffer를 분주하고 세
포를 수거하여 얼음에서 30분간 용해시킨 후, 4 ℃ 15,000 rpm에
서 30분간 원심분리하여 얻은 상층액을 사용하였다. 단백질 정량은 
bradford 시약으로 595 nm에서 흡광도를 측정하여 동량의 단백
질 양을 계산하여 0.1 M SPB (pH 6.8)의 총량이 150 ㎕이 되도록 
분주하고 0.1 % (W/V) L-DOPA를 50 ㎕씩 분주하여 37 ℃에서 
30분 반응시켜서 475 nm에서 흡광도의 변화를 측정하였다.

7. 멜라닌 합성량 측정
    멜라닌 정량은 Hosei16)등의 방법을 변형하여 사용하였다. 10 
cm 배양용기에 1x105개씩 분주하여 2일간 배양한 후, 삼지구엽초 
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에탄올추출물(EEKN) 50, 100 ㎍/㎖ 씩 처리한 다음 3일간 배양하
였으며, 각 군당 2x106개씩 수거하여 lysis buffer(5 mM EDTA, 
0.1 M SPB(pH 6.8), 1 % triton X-100)로 세포를 용해하였다. 원
심분리하여 얻은 세포 침전물을 알코올로 세척한 후 10 % DMSO
가 첨가된 1N NaOH 용액으로 90 ℃에서 1시간 용해하여 475 
nm로 흡광도를 측정하였다.

8. Werstern blot 분석
    B16F10 세포를 10 cm 배양용기에 1x105개씩 세포를 부착시
키고 50, 100 ㎍/㎖ 씩 삼지구엽초 에탄올추출물(EEKN)을 처리하
고 3일 동안 배양하였다. 배양된 세포를 냉장된 PBS로 세척한 후 
수거하여 lysis buffer(1x RIPA buffer 1 ㎖, 1 % protease 
inhibitor)로 얼음 위에서 30분간 용해시킨 후, 4 ℃ 13,000 rpm
에서 30분간 원심분리 하여 상층액을 취하였다. 하위세포 분획을 
위해서 단백질은 NE-PER™ Nuclear and Cytoplasmic 
Extraction reagents (Thermo Fisher Scientific, Inc.)을 이용
하여 분획하였다. 단백질은 bradford 시약을 이용하여 정량하였
고, 계산된 단백질과 2x sample buffer(1 ㎖ glycerol, 0.5 ㎖ 
B-mercaptoethanol, 3 ㎖ 10 % SDS, 1.25 ㎖ 1 M Tris-HCl, 
2 µg bromophenol blue)를 동량으로 혼합한 후 총 단백질 40 
µg을 10 % SDS polyacrylamide gel에서 전기영동 하였다. 
nitrocellulose membrane로 전이시키고 5 % non-fat skim 
milk로 blocking 시킨 후, tyrosinase, TRP-1, TRP-2, CREB, 
p-CREB, MITF antibody를 반응시켰다. TBST로 5회 세척한 후, 
2차 antibody를 실온에서 1시간 동안 반응시켰다. β-actin bands
는 cytoplasmic 단백질의 컨트롤로 이용하였고, lamin B bands
는 nuclear 단백질 컨트롤로 사용하였다. TBST로 세척한 후 ECL 
용액으로 발색한 후 ChemiDoc를 이용하여 band의 사진을 촬영
하였다.

9. 통계처리 
    실험 결과는 ANOVA를 이용하여 p-value를 구하였으며, p<0.05 
인 경우 *, p<0.01인 경우 **로 유의성이 있다고 표시하였다.

결    과

1. 삼지구엽초의 세포독성 검사
    세포독성을 알아보기 위하여 B16F10 세포에 삼지구엽초 에탄
올추출물(EEKN)을 25 ㎍/㎖, 50 ㎍/㎖, 75 ㎍/㎖, 100 ㎍/㎖, 
150 ㎍/㎖의 농도로 72시간 처리하였다. 세포생존율은 MTT 
assay로 측정하였다. 실험결과 삼지구엽초 에탄올추출물(EEKN)은 
대조군에 비해 87 %, 84 %, 85 %, 84 %, 72 %의 세포생존율을 
보였다(Fig. 1). 이에 따라 25 ㎍/㎖, 50 ㎍/㎖, 100 ㎍/㎖ 농도의 
삼지구엽초 에탄올추출물(EEKN)을 사용하여 멜라닌합성 촉진에 관
한 다음 실험을 진행하였다.

2. 삼지구엽초의 세포내 tyrosinase 활성 촉진효과, 멜라닌합성 유
도효과 및 멜라닌 합성 관련 단백질 발현 조사

    B16F10 세포에서 삼지구엽초 에탄올추출물(EEKN)의 세포내 
tyrosinase 활성과 멜라닌 합성량 변화에 미치는 영향을 측정하기 
위하여 삼지구엽초 에탄올추출물(EEKN)을 25 ㎍/㎖, 50 ㎍/㎖, 
100 ㎍/㎖의 농도로 처리 후 tyrosinase 효소 활성과 멜라닌 합성
량을 측정하였다. 양성대조군으로는 Adenylate cyclase를 활성화
하여 cAMP의 농도를 상승시키는 것으로 알려진 forskolin(FSK)17)

을 사용하였다. 삼지구엽초 에탄올추출물(EEKN)의 농도 50 ㎍/㎖ 
처리 시에 대조군 대비 285 %, 100 ㎍/㎖ 에서는 410 %의 멜라
닌 합성량 증가를 보였다. 이는 양성 대조군인 forskolin 500 nM 
처리시 대조군 대비 422 %의 증가량을 보인 것(Fig. 2A)과 비교했
을 때 삼지구엽초 100 ㎍/㎖ 농도에서 매우 높은 멜라닌 합성을 
보이고 있음을 나타낸다. 또한 Fig. 2B를 보면 삼지구엽초 에탄올
추출물(EEKN)을 처리시 농도 의존적으로 tyrosinase 활성도가 증
가하는 것을 알 수 있다. 삼지구엽초 에탄올추출물(EEKN) 농도 25 
㎍/㎖, 50 ㎍/㎖, 100 ㎍/㎖에서 각각 120 %, 193 %, 374 %의 
세포내 tyrosinase 활성도가 나타났다. 또한 Fig. 2C를 보면 삼지
구엽초 에탄올추출물(EEKN)이 B16F10 세포에서 멜라닌 합성 관련 
단백질인 tyrosinase, TRP-1, TRP-2 단백질들의 발현에 미치는 
영향을 살펴보았고, 삼지구엽초 처리시 농도의존적으로 
tyrosinase, TRP-1의 발현이 증가되었고 TRP-2의 발현에는 영향
이 없었다. 이를 통해 선행연구에서 보였던 삼지구엽초의 멜라닌 
합성 촉진에 관한 연구 결과를 다시 확인할 수 있었다.

Fig. 1. Cell viability of EEKN of B16F10 cells. The cells treated with 
EEKN at different concentrations for 72h was assayed using MTT. Data are 
mean ± S.D. of triplicate experiments. ± S.D. *p<0.05, **p<0.01 compared 
to the untreated control. 

3. 삼지구엽초의 CREB, MITF 단백질 발현 조사
    삼지구엽초 에탄올추출물(EEKN)이 B16F10 세포의 멜라닌 합
성 관련 단백질인 CREB, MITF 단백질들의 발현에 미치는 영향을 
알아보기 위해 western blot을 통하여 조사하였다. 이를 위해 시간
별로 핵 내와 세포질에서 인산화 된 CREB의 발현 변화를 관찰하
였다. 삼지구엽초 처리 후 8시간에서 핵 내의 인산화 된 CREB의 
발현이 컨트롤 대비 213 %로 증가됨을 확인하였다(Fig. 3A). 또한 
삼지구엽초를 처리하여 24시간과 48시간 후 핵 내와 세포질의 
MITF의 발현을 관찰한 결과, 48시간 처리 후의 MITF 발현 변화는 
관찰할 수 없었다. 또한 24시간 처리 후 세포질에서의 MITF 발현 
변화 역시 관찰할 수 없었지만, 핵 내 MITF의 발현이 EEKN 50 



S. B. Cha et al 229

㎍/㎖에서 222 %, 100 ㎍/㎖에서 244 %로 증가됨을 확인하였다
(Fig. 3B). 이러한 결과를 통해 삼지구엽초가 멜라닌 합성과정 중 
효소 활성 뿐 아니라 세포내 멜라닌 합성 관련 단백질 발현을 촉진
시키는 역할을 하고 있음을 나타내고 있다.

A

B

C

Fig. 2. EEKN stimulated the melanin synthesis, the tyrosinase activity 
and the effect of EEKN on the tyrosinase, TRP-1, TRP-2 expressions 
in B16F10 cells. The cells were treated with 25 ㎍/㎖, 50 ㎍/㎖, 100㎍/㎖  
EEKN and forskolin 500 nM for 72h. The melanin synthesis(A) and the 
tyrosinase activity(B) were measured as the increase in contents(%) with 
respect to control cells(100%). The cells were treated with 50, 100 ㎍/㎖ 
of EEKN. After 72h, cells were analysed using western blot(C) as described 
in materials and methods. Values are means ± S.D, N=3. *p<0.05, 
**p<0.01 compared to the untreated control. 

A

B

Fig. 3. EEKN increases phosphorylation of CREB and MITF expressin. 
CREB and MITF cytoplasmic and nuclear protein expression in B16F10 
cells after EEKN treatment. Cells were treated with EEKN for the indicated 
time periods, and the subcellular fractions were then isolated and western 
blotted for phosphorylated CREB(pCREB) and CREB(A). And cells were 
treated with 50, 100 ㎍/㎖ of EEKN and forskolin 500 nM After 24 h and 
48h, for measuring the expression of the MITF, cells were analysed using 
western blot(B). Lamin B and β-actin were used as markers of the nucleus 
and cytoplasm respectively. Values are means ± S.D, N=3.

4. 삼지구엽초의 cAMP/PKA 활성에 미치는 영향
    멜라닌 합성에 있어서 cAMP/PKA은 주요 신호전달 경로이다. 
따라서 본 실험에서 삼지구엽초가 cAMP/PKA의 신호전달에 미치
는 영향을 관찰하였다. 이를 확인하기 위해 PKA inhibitor인 H89 
1.5 μM을 전처리 한 후, 삼지구엽초 에탄올추출물(EEKN)를 100 
㎍/㎖ 처리하여 72h 배양한 후 멜라닌 합성량과 tyrosinase 활성
도의 변화를 관찰하였다. 실험 결과 삼지구엽초로 증가되었던 멜라
닌 합성량(Fig. 4A)과 tyrosinase 효소 활성(Fig. 4B)은 H89에 의
해 감소되는 것을 확인하였다. 이러한 결과를 토대로 단백질 수준
에서의 변화를 관찰하기 위해 western blot을 실시하였다. 실험 결
과 삼지구엽초로 증가되었던 tyrosinase와 TRP-1 단백질 발현이 
H89 전처리 시 감소되는 것을 관찰할 수 있었다(Fig. 4C). 이를 통
해 삼지구엽초의 멜라닌 합성 촉진 과정이 cAMP/PKA의 경로를 
통하고 있음을 확인할 수 있다.
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A

B

C

Fig. 4. Effects of H89 on celluar tyrosinase activity, melanin synthesis 
and expressions of  tyrosinase, TRP-1 in EEKN treated B16F10 cells. 
The cells were inculated whit pretreated whit 1.5μM of H89 for 1 hour 
and treated 100 ㎍/㎖ of EEKN After 72 hours, cell lysates were using as 
described in materials and methods. The melanin synthesis(A) and the 
tyrosinase activity(B) were measured as the increase in contents(%) with 
respect to control cells(100%). The expressions of  tyrosinase, TRP-1 and 
TRP-2(C) were analysed using western blot as described in materials and 
methods. Data are means ± S.D. of three experiments. *p<0.05, **p<0.01 
compared to the untreated control.

고    찰

    한의학에서의 멜라닌 생합성에 관한 기존의 연구는 멜라닌 합

성을 저해시키는 한약재에 관한 연구를 통해 기미 치료나 미백 화
장품에 이용할 수 있는 한약재와 그 성분을 찾는 것이 주를 이루었
다. 멜라닌 생성을 저해시키는 효능이 있는 것으로 알려진 한약재
로는 매괴화18), 세신19), 산약20), 백봉령21), 홍삼22), 죽여23) 등이 있
다. 점차 한약재의 안정성과 천연물에 대한 관심이 높아짐에 따라 
멜라닌 생합성을 촉진시킴으로써 여러 색소침착저하증의 치료에 이
용할 수 있는 한약재에 관한 연구도 서서히 이루어지고 있다. 이에 
대한 연구로 그 효능을 지닌 한약재로 알려진 것으로는 회화나무
24), 보골지25), 자하거26), 느릅나무27) 등이 있다. 삼지구엽초는 몇몇
의 선행 연구에서 이미 멜라닌 생성 촉진 효과가 있는 것으로 밝혀
진 바 있다28,29). 그러나 삼지구엽초의 이러한 멜라닌 생성 촉진 효
과가 세포내에서 어떤 경로를 통하는 것인지 아직 자세히 밝혀진 
바 없다. 따라서 본 연구를 통해서 삼지구엽초의 멜라닌생성 촉진
의 작용기전을 명확히 밝히고자 하였다.
    멜라닌(melanin)은 태양광선으로부터 피부를 보호하는 중요한 
역할을 담당한다. 멜라닌은 흑갈색의 유멜라닌(eumelanin)과 적황
색의 페오멜라닌(pheomelanin)이 있으며, tyrosinase는 멜라닌 합
성 과정 중 두 종류 멜라닌 합성에 모두 필요하고, TRP-1과 
TRP-2는 유멜라닌 합성에 더 많은 관여를 하는 것으로 알려져 있
다30). 멜라닌을 형성하는데 있어서 특히 tyrosinase는 주요 단백질
로서 피부 색소 조절 과정연구에서 중요한 지표로 여겨진다. 
Tyrosinase는 티로신(tyrosine)에서 도파퀴논(DOPA quinone)으로 
전환하는 과정에 관여하며, DHI를 indole-5,6-quinone으로 전환
시키는 과정에도 관여하는 단백질이다31). 따라서 삼지구엽초 에탄
올추출물의 멜라닌 생성에 미치는 영향을 알아보기 위해 
tyrosinase 활성을 측정한 결과, 삼지구엽초 에탄올추출물이 100 
㎍/㎖의 농도에서 약 374 % 이상의 활성 촉진 효과를 확인하였다. 
또한 삼지구엽초 에탄올추출물이 멜라닌 합성량에 미치는 영향을 
살펴본 실험에서 100 ㎍/㎖의 농도에서 410 %의 멜라닌 합성 촉
진 효과를 보이고 있다. 단백질 수준에서 tyrosinase의 발현을 살
펴본 결과 역시 삼지구엽초의 농도 의존적으로 그 발현이 증가되는 
것을 관찰할 수 있었다. 또한 TRP-1은 멜라닌 생성에서 효소의 역
할로 DHICA를 indol-5,6-quinone-2-carboxylic acid로 산화시키
는 것뿐만 아니라 tyrosinase을 안정화시키고 멜라닌소체의 구조를 
유지할 수 있도록 도와주는 것으로 알려져 있다32). 삼지구엽초 에
탄올추출물을 처리한 실험군에서 농도 의존적으로 단백질 수준의 
TRP-1 발현의 증가가 확인되었다. 이러한 실험 결과를 통해 삼지
구엽초 에탄올추출물이 세포내 tyrosinase와 TRP-1의 발현을 증
가시키고 또한 tyrosinase 활성도와 멜라닌 합성량을 증가시키는 
효과가 있음을 관찰할 수 있다.
    멜라닌의 합성은 자외선, cytokine, 호르몬 등에 의해 조절되
며 매우 다양한 인자들이 관여하는 복잡한 과정이다. 멜라닌합성은 
몇 가지 세포내 신호전달 기전을 통하게 되는데, 주요 경로로서 
cAMP/PKA 경로가 있다. 피부가 자외선에 노출되었을 때 멜라닌
세포의 cAMP 신호가 증폭되고 이는 PKA의 활성화를 유도하게 된
다. 활성화된 PKA는 세포내 CREB 단백질을 인산화시킴으로써 
MITF의 발현을 증가시킨다33). MITF는 멜라닌 합성 과정에서 중요
한 전사 조절 인자로 tyrosinase와 TRP-1, TRP-2의 합성을 증가
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시켜 멜라닌 합성을 촉진시키는 것으로 알려져 있다34). 삼지구엽초 
에탄올추출물의 멜라닌합성 촉진 효과를 확인하기 위해 western 
blot를 실시하여 멜라닌생성 관련 단백질들을 확인하였고, 또한 이
러한 멜라닌합성 촉진 효과가 cAMP/PKA 경로를 따르는지 확인하
고자 하였다. 이를 위해 PKA inhibitior인 H89를 전처리 후 삼지
구엽초 에탄올추출물을 처리하여 tyrosinase 활성도와 멜라닌 합성
량의 변화에 어떠한 영향을 미치는지 확인한 결과, H89를 처리시 
삼지구엽초 에탄올추출물에 의해 증가된 tyrosinase 활성도와 멜라
닌 합성량이 감소하는 것을 확인하였다. 또한 H89를 처리했을 때 
tyrosinase, TRP-1의 단백질 발현에 미치는 영향을 확인한 결과, 
삼지구엽초 에탄올추출물에 의해 증가되었던 tyrosinase, TRP-1 
발현이 H89를 처리시 억제되고 있음을 확인하였다. 이는 삼지구엽
초 에탄올추출물이 세포신호전달경로 중 cAMP 신호를 증폭시키고 
PKA의 활성화를 유도함으로써 MITF에 영향을 미쳐 멜라닌 생합성
에 직접적으로 관여하는 효소인 tyrosinase와 TRP-1의 발현을 촉
진시키는 것을 시사한다.

결    론
 
    천연물을 이용한 보다 안전하고 효과적인 색소침착저하증의 치
료를 하기 위해, 삼지구엽초의 멜라닌 생합성 촉진 효과에 대한 선
행 연구를 기반으로 그 작용 기전에 대하여 자세히 알아보고자 본 
연구를 실시하였다.
    멜라닌 합성량을 측정한 결과 삼지구엽초 에탄올추출물이 100 
㎍/㎖의 농도에서 대조군 대비 410 % 의 증가를 나타내었고, 
tyrosinase 활성은 삼지구엽초 에탄올추출물이 100 ㎍/㎖에서 374 
%의 효소 활성을 나타내는 것을 확인하였다.
    삼지구엽초 에탄올추출물을 50, 100 ㎍/㎖의 농도별로 처리한 
B16F10군에서는 TRP-1, tyrosinase  발현이 삼지구엽초 추출물을 
처리하지 않은 군보다 증가하는 것을 확인할 수 있었으며, 특히 삼
지구엽초 처리 후 24시간이 지난 후 핵내의 MITF의 발현이 삼지
구엽초 100 ㎍/㎖에서 244 %으로 증가하여 양성대조군인 500 µM 
농도의 forstkolin에 비해서 더 높은 증가를 보였으며, 핵내의 인
산화된 CREB 발현은 삼지구엽초 추출물 처리후 8시간이 지나자 
대조군에 비해 213 %로 발현이 증가한 것을 확인하였다. PKA 
inhibitor H89의 전처리를 통해 삼지구엽초의 멜라닌생성 촉진 효
과의 변화를 관찰하고자 하였다. 실험 결과 삼지구엽초로 증가되었
던 tyrosinase 활성도, 멜라닌 합성량, 그리고 세포내 tyrosinase, 
TRP-1 단백질 발현이 H89의 처리시 감소되는 것으로 나타났다.
    이상의 결과로 보아 삼지구엽초 에탄올추출물은 cAMP/PKA 
경로를 통해 CREB가 인산화되고,  이에 따라 MITF가 활성화되어 
tyrosinase와 TRP-1의 단백질 발현이 증가되어 멜라닌 생성을 촉
진시키는 것을 알 수 있다. 이는 삼지구엽초의 저색소질환 치료제
로의 기초 자료로 유용할 것이다.
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