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ABSTRACT

Coumarin derivatives such as umbelliferone, esculetin, herniarin, psoralen,

and imperatorin have various physiological functions such as anti-oxidant,

anti-inflammatory, anti-bacterial, anti-viral, and anti-cancer. In this study, we

investigated the effect of 4-methylcoumarin related compounds on

anti-inflammation and melanin in RAW 264.7 and B16F10 melanoma cells.

The results showed that the dihydroxy group had antioxidant and

anti-inflammatory effects, and the ortho dihydroxy group had

anti-melanogenic effect, while the meta dihydroxy group had melanogenic

effect. Also, the methoxy group had a melanogenic effect, and the 6-methoxy

group showed the anti-inflammatory effect. Among 4-methylcoumarin related

compounds, 6,7-Dihydroxy-4-methylcoumarin (6,7-DH-4-MC) showed

remarkable anti-inflammatory effect, so we conducted the mechanistic study.

The results showed that 6,7-DH-4-MC significantly reduced NO levels and

PGE2 expression via iNOS and COX-2 down-regulation at non-cytotoxic

concentrations. Moreover, 6,7-DH-4-MC dose-dependently decreased the

levels of pro-inflammatory cytokines such as IL-1β and IL-6. A mechanistic

studies showed that 6,7-DH-4-MC treatment reduced phosphorylation of ERK

and p38-MAPK. Furthermore, the degradation of IκB-α and phosphorylation

of NF-κB in LPS-treated cells were inhibited by treatment with 6,7-DH-

4-MC. In α-MSH-stimulated B16F10 melanoma cells, 6,7-DH-4-MC reduced

melanin contents and tyrosinase activity without any cytotoxicity. These

results suggest that 6,7-DH-4-MC is a potential therapeutic agent for

inflammatory diseases and hyperpigmentation.

Key words: 6,7-Dihydroxy-4-methylcoumarin, RAW 264.7, Anti-inflammation,

NF-κB, MAPKs, B16F10, Anti-melanogenesis
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I. 서 론

염증은 침입한 병원균과 같은 외부 자극이나 생체 내 대사산물과 같은 내부

자극에 대한 반응으로, 정상적인 기능을 회복하기 위해 조직을 치료한다[1, 2].

그러나 이러한 염증 반응은 체온 상승, 홍조, 부기 및 통증을 유발하며, 지속적인

염증반응은 만성 염증성 질환 및 종양을 유발하는 것으로 알려져 있다[3-5]. 생

체 내 주요 면역세포인 대식세포는 병원균을 인식하여 식균 작용을 통해 제거하

고 다양한 염증 매개체를 생성하여 염증 반응을 일으킨다[6, 7].

내독소로 알려진 Lipopolysaccharide (LPS)는 그람 음성 박테리아 세포벽의 성

분으로, 대식세포를 활성화하는 대표적인 염증 유발인자이다[8]. 대식세포의

Toll-like receptor 4 (TLR4)가 LPS를 인식하면 mitogen activated protein

kinase (MAPKs) 및 nuclear factor-kappa B (NF-κB) 신호전달 경로를 통해

interleukin-1β (IL-1β), IL-6, tumor necrosis factor-α (TNF-α)와 같은 전염증

성 사이토카인과 nitric oxide (NO) 및 prostaglandin E2 (PGE2)와 같은 염증 매

개체를 생성한다[9-11].

NO는 중요한 세포 신호 분자로, 신경 신호의 생리학적 전달, 염증 반응, 세포

분화 및 세포 내 신호 전달에 중요한 역할을 한다. 또한, 혈관 이완, 혈소판 응집

억제, 면역 등 다양한 생리적 기능에 관여한다[12-14]. 그러나 NO는 자유 라디칼

이며 생체 내에서 독성이 있다. 특히 지속적인 염증으로 인한 NO의 과잉 생산은

류마티스 관절염 및 암과 관련이 있다[15, 16]. NO는 nNOS, iNOS, eNOS 등 여

러 유형의 산화질소 합성효소 (Nitric oxide synthase, NOS)에 의해 L-arginine

으로부터 생성되는데, 이 중 NO 생성량의 가장 큰 비중을 차지하는 iNOS는

LPS 자극 후 발현되어 NO의 과잉 생산을 유도한다[17, 18].

또 다른 대표적인 염증 반응 인자인 PGE2는 COX (cyclooxygenase)의 촉매 작

용 결과 아라키돈산 대사의 산물이다. COX는 COX-1과 COX-2로 분류되며
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COX-1은 정상적인 상태에서 PG를 생성하지만, COX-2는 PGE2의 과잉 생산을

유발한다. PGE2는 종양 세포 사멸을 억제하고 혈관 신생을 유도하여 종양 형성

에 관여한다. LPS에 의해 자극된 대식세포는 COX-2를 과발현하고 결과적으로

PGE2 생성을 상향 조절하여 염증을 유발한다[19-21].

Mitogen activated protein kinase (MAPKs)는 기본적인 생물학적 과정과 외부

스트레스 신호에 대한 세포 반응을 매개하는 세린/트레오닌 kinase이며, RAW

264.7 대식세포에서 LPS 자극 후 염증인자의 발현을 조절한다. Extracellular

signal regulated kinase (ERK), c-Jun N-terminal kinase (JNK), p38과 같은

MAPK 계열 구성원은 사이토카인, 성장 인자 및 환경적 스트레스에 의해 유도

되는 신호의 조절자 역할을 하며 다양한 세포 기능에 관여한다. 또한, 대식세포

에서 MAPK의 인산화 증가는 전사 및 번역 수준에서 염증매개체의 합성을 조절

하여 염증 반응을 증가시키는 것으로 보고되었다[22-26].

Nuclear factor-kappa B (NF-κB)는 p50과 p60의 이종이량체이다. 일반적으로

inhibitory factor kappa B alpha (IκB-α)와 결합하여 비활성 상태로 세포질에 존

재한다. LPS 자극 후 IκB-α는 인산화되어 분해되고 NF-κB 복합체가 세포질로

방출된다. 방출된 NF-κB는 인산화되어 핵으로 이동하여 iNOS, COX-2 및 염증

성 사이토카인의 합성을 촉진하는 전사인자로 작용한다. 따라서 NF-κB 및

MAPKs 신호전달경로의 억제는 NO 및 PGE2의 발현을 유도하는 iNOS 및

COX-2의 억제하여 항염증 효과를 유발할 수 있다[27-32].
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Figure 1. The mechanism of LPS-induced inflammation
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자외선은 DNA를 손상시키거나 비흑색종 및 흑색종 피부암, 광노화 및 광피부

병을 유발할 수 있다. 피부가 자외선에 노출되면 각질 세포에서 분비된 α

-melanocyte stimulating hormone (α-MSH)이 멜라닌 세포를 자극하여 멜라닌

을 생성한다. 멜라닌은 자외선을 흡수하여 피부 깊숙이 침투하는 것을 막아 자외

선으로부터 피부를 보호하지만, 지속적인 자외선 조사는 비정상적인 멜라닌의 축

적으로 이어질 수 있으며, 이는 기미나 주근깨 등 색소 침착 장애를 유발할 수

있다[33-35].

멜라닌은 tyrosinase, tyrosinase-related protein-1 (TRP-1), tyrosinase–

related protein-2 (TRP-2) 등 멜라닌 생성 관련 단백질에 의해 촉매되는 일련의

산화과정을 통해 생합성된다[36, 37]. 멜라닌을 생성하는데 중요한 속도제한효소

인 tyrosinase는 L-tyrosine을 3,4-dihydroxyphenylalanine(DOPA)로 수산화시키

고, DOPA를 DOPA quinone으로 산화시킨다. 이후 두 가지 합성 경로로 나뉘어

멜라닌을 생성시킨다. DOPA quinone이 자발적 산화과정을 거쳐 DOPA chrome

으로 전환되면 TRP-1과 TRP-2 효소에 의해 검은색에서 갈색을 띠는

eumelanin이 생성되고, DOPA quinone이 cysteine이나 glutathione과 결합하면

붉은색에서 노란색을 띠는 pheomelanin이 생성된다[38-40].
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Figure 2. The melanin synthesis in melanocytes during melanogenesis.
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쿠마린은 박테리아, 곰팡이 및 식물의 시킴산 경로에서 합성되는 벤조피렌 유

도체인 산소 헤테로고리 화합물이다. 쿠마린의 화학 구조는 신남산의 수산화, 당

화 및 고리화를 통해 파생된다. Umbelliferone, esculetin, herniarin, psoralen,

imperatorin을 포함하여 쿠마린 유도체들이 보고되었고, 여러 연구에서 이러한

쿠마린 유도체들의 항산화, 항염, 항박테리아, 항바이러스 및 항암 효과를 포함한

다양한 생리적 기능을 보고했다[41-49].

본 연구에서는 작용기가 다른 4-methylcoumarin들의 항산화, 항염증 및 미백

효능을 측정하여 구조에 따른 활성의 차이를 연구하였다. 그 중, 항염증 활성이

가장 좋았던 6,7-Dihydroxy-4-methylcoumarin (6,7-DH-4-MC)는 장에서 항산

화 및 항염증 효과가 입증된 esculetin의 유도체이다[50]. 그러나 RAW 264.7 대

식세포를 사용한 6,7-DH-4-MC의 항염 효과 및 기전에 대한 연구는 거의 없었

다. 따라서 추가로 6,7-DH-4-MC의 항염 효과 및 기전을 LPS로 자극된 RAW

264.7 대식세포를 이용하여 연구하였다.
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(A) (B) (C)

(C) (E) (F)

(G) (H)

Figure 3. Structure of 4-methylcoumarins

(A) 4-methylcoumarin (4-MC), (B) 7-amino4-methylcoumarin (7-A-4-MC),

(C) 6-methoxy-4-methylcoumarin (6-M-4-MC), (D) 7-methoxy-4-methyl

coumarin (7-M-4-MC), (E) 6,7-dimethoxy-4-methylcoumarin (6,7-DM-4-MC),

(F) 6,7-dihydroxy-4-methylcoumarin (6,7-DH-4-MC), (G) 7,8-dihydroxy-4-

methylcoumarin (7,8-DH-4-MC), (H) 5,7-dihydroxy-4-methylcoumarin (5,7-

DH-4-MC)



- 13 -

II. 재료 및 방법

1. 시료 및 시약

본 연구에서 사용한 4-methylcoumarin들은 Tokyo Chemical Industry

(Chuo-ku, Tokyo, Japan)과 Alfa Aesar (Ward Hill, MA, USA)에서 구매하였

다.

L-ascorbic acid, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), 2,2`-azino-bis

(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid (ABTS), lipopolysaccharides (LPS),

fetal bovine serum (FBS), 3-(4,5-dimethylthizaol-2-yl)-2,5-diphenyl

tetrazolium bromide (MTT), dimethyl sulfoxide (DMSO), Griess reagent,

sodium nitrite, protease inhibitor cocktail, α-melanocyte stimulating hormone

(α-MSH), L-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA)은 Sigma-Aldrich (St. Louis,

MO, USA)에서 구매하였다.

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), penicillin/streptomycin (P/S),

Nonidet P-40 (NP-40) Cell Lysis Buffer, Bicinchoninic acid (BCA) Protein

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

Enhanced chemiluminescence (ECL) kit, radioimmunoprecipitation assay

(RIPA) buffer, phosphate buffered saline (PBS), tris-buffered saline (TBS)은

Biosesang (Seongnam, Korea)에서 구매하였으며, Tween 20은 Bio-rad

(Hercules, CA, USA)에서 구매하였다.

N-[2-(cyclohexyloxy)-4-nitrophenyl]-methanesulfonamided(NS-398)는

Cayman chemical company (Ann Arbor, MI, USA)에서 구매하였다.

PGE2, IL-1β ELISA kits는 R&D systems Inc. (St, Louis, MO, USA)에서,

IL-6, TNF-α ELISA kit는 BD Sciences (San Diego, CA, USA)에서 구매하였

다.

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

항체는 Cell signaling technology (Beverly, MA, USA)에서 구매하였다.
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2. 항산화 활성 평가

2.1. DPPH radical scavenging assay

4-methylcoumarin들의 DPPH 라디칼 소거능을 측정하기 위해 Blois 등의 방

법을 응용하였다[51]. 보라색의 안전한 DPPH 자유 라디칼이 항산화제의 수소를

받으면 환원되어 노란색의 DPPH가 되는 원리를 이용하여 측정할 수 있다.

DPPH 시약을 DMSO에 녹여 20 mM의 DPPH 용액을 만든다. 95% 에탄올에

희석시켜 0.2 mM로 제조하고 515nm에서 0.940.97 사이의 흡광도 값을 갖도록

한다. 96 well plate에 시료 20 μL과 DPPH 용액 180 μL를 혼합한다. 10분간 실

온에서 암반응 시킨 후 515nm에서 흡광도를 측정한다. 대조군으로 L-ascorbic

acid를 사용하였고 소거율은 다음과 같은 식으로 계산하였다.

DPPH radical scavenging activity (%) =    
  

 ×

A : 시료 무처리군의 흡광도

B : 시료 처리군의 흡광도

C : 시료 무처리군에서 DPPH 용액을 처리하지 않은 군의 흡광도

D : 시료 처리군에서 DPPH 용액을 처리하지 않은 군의 흡광도



- 15 -

Figure 4. The principle of DPPH radical scavenging assay.
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2.2. ABTS+ radical scavenging assay

4-methylcoumarin들의 ABTS 양이온 라디칼 소거능을 측정하기 위해 Re 등

의 방법을 응용하였다[52]. 무색의 ABTS는 potassium persulfate에게 전자를 제

공하여 산화되어 청록색의 ABTS 양이온 라디칼을 형성한다. 이 청록색의

ABTS 양이온 라디칼이 항산화제의 전자를 받으면 환원되어 다시 무색의 ABTS

가 되는 원리를 이용하여 측정할 수 있다.

ABTS 시약을 증류수에 녹여 14 mM의 ABTS 용액을 만들고, potassium

persulfate를 증류수에 녹여 4.9 mM의 용액을 만든다. 두 용액을 같은 부피로 섞

어 하루 동안 실온에서 암반응을 시키면 ABTS 양이온 라디칼이 생성된다. 실험

하기 전 95% 에탄올에 30배 정도 희석시키고 700nm에서 0.68~0.72 사이의 흡광

도 값을 갖도록 한다. 96 well plate에 시약을 농도별로 20 μL씩 넣고, ABTS 용

액을 180 μL 넣는다. 15분간 실온에서 암반응 시킨 후 700nm에서 흡광도를 측정

한다. 대조군으로 L-ascorbic acid를 사용하였다.

ABTS+ radical scavenging activity (%) =   
  

 ×

A : 시료 무처리군의 흡광도

B : 시료 처리군의 흡광도

C : 시료 무처리군에서 ABTS 용액을 처리하지 않은 군의 흡광도

D : 시료 처리군에서 ABTS 용액을 처리하지 않은 군의 흡광도



- 17 -

Figure 5. The principle of ABTS+ radical scavenging assay.
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3. 세포 배양 및 세포 독성 평가

3.1. 세포 배양

RAW 264.7 세포와 B16F10 세포는 한국세포주은행(Korean Cell Line Bank)에

서 구매하였다. 세포 배양은 37℃, 5% CO2 조건에서 10% FBS와 1% P/S를 포

함한 DMEM 배지를 사용하여 각각 2일, 3일 간격으로 계대배양 하였다.

3.2. 세포 독성 평가

6,7-DH-4-MC의 세포 독성을 평가하기 위해서 MTT assay를 통해 세포 생존

율을 측정하였습니다. 살아있는 세포 내 미토콘드리아의 탈수소 효소작용에 의해

수용성의 노란색인 MTT는 환원되어 보라색의 불용성인 formazan을 형성한다.

RAW 264.7 세포를 1.5 × 105 cells/well, B16F10 세포를 2 × 104 cells/well로

24 well plate에 분주한 후, 24시간 후 다양한 농도의 시료를 처리하여 24시간 배

양하였다. MTT 시약을 0.2 mg/mL 농도로 처리하여 4시간 동안 생성된

formazan 결정을 DMSO로 용해하고 microplate reader를 통해 570nm에서 흡광

도 측정하였다. 세포 독성은 시료군의 흡광도 값을 무첨가군 (control)의 흡광도

값과 비교계산하여 백분율로 나타내어 평가하였다.
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Figure 6. The principle of MTT assay.
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4. 항염증 활성 평가

4.1. Nitric oxide (NO) 생성량 측정

세포 배양액 속에 존재하는 NO를 Griess 시약 (1% sulfanilamide, 0.1%

N-1-(naphthyl) ethylenediamine dihydrochloride, 2.5% phosphoric acid)을 사용

하여 nitrite (NO2
-) 형태로 측정하였다. RAW 264.7 cell을 24 well plate에

1.5×105 cells/well로 분주한 후, 24시간 후 세포 독성이 없는 농도의 시료와 LPS

(1 μg/mL)를 처리하여 24시간 배양하였다. 96 well plate에 세포 배양액 100 μL

와 Griess 시약 100 μL를 혼합하여 10분간 반응시킨 후 540nm에서 흡광도 측정

하였다. NO 생성량은 sodium nitrite (NaNO2)의 표준검정곡선을 통해 정량계산

하였다.



- 21 -

Figure 7. The reaction of nitrite with Griess reagents



- 22 -

4.2. Prostagladin E2 (PGE2) 및 전 염증성 cytokine 생성량 측정

RAW 264.7 cell을 24 well plate에 1.5×105 cells/well로 분주한 후, 24시간 후

세포 독성이 없는 농도의 시료와 LPS (1 μg/mL)를 처리하여 24시간 배양하였

다. 세포 배양액을 5,000 rpm으로 5분간 원심 분리한 후, 상등액을 취해 ELISA

kit 제조사의 방법에 따라 PGE2, IL-1β, IL-6, TNF-α의 함량을 측정하였다.

4.3. Western blot

RAW 264.7 cell을 60 mm cell culture dish에 6×105 cells/dish로 분주한 후,

각각 lysis 전 적절한 시점에서 시료를 1시간 동안 전처리하고 LPS(1 μg/mL)를

처리하였다. 그 후 차가운 1X PBS를 사용하여 세척하고 lysis buffer (1X RIPA,

1% Nonidet P-40, and 1% protease inhibitor cocktail)를 사용하여 20분간 세포

를 용해한 후, 15,000 rpm으로 15분간 원심 분리하였다. 상층액의 단백질 함량은

BCA Protein assay kit를 사용하여 bovine serum albumin (BSA)의 표준검정곡

선을 통해 정량계산하였다. 정량한 단백질과 2x Laemmli sample buffer를 1:1 비

율로 혼합하여 100℃에서 5분간 가열하였다. Sodium dodecylsulfate-poly

acrylamide gel (SDS-PAGE)을 사용하여 전기영동을 통해 단백질을 크기별로

분리하였다. 그 후 PVDF membrane으로 transfer하여 5% skim milk로 실온에

서 1시간 동안 blocking 하였다. TBS(Tris-buffered saline buffer)와 0.1%

Tween 20의 혼합물인 TBST를 사용하여 membrane을 10분 간격으로 6회 세척

하고 적절한 1차 항체를 사용하여 4℃에서 overnight incubation 하였다. 이 후,

TBST로 6회 세척하고 실온에서 2시간 동안 2차 항체를 배양하였다. 다시

TBST로 6회 세척하고 ECL kit를 사용하여 Chemidoc (Fusion solo 6S.WL,

VILBER LOURMAT, France)으로 현상하고, ImageJ software를 사용하여 분석

하였다.
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5. 미백 활성 평가

5.1. Melanin 생성량 측정

B16F10 세포를 60 mm cell culture dish에 8×104 cells/dish로 분주한 후, 24시

간 후 세포 독성이 없는 농도의 시료와 α-MSH (100 nM)를 처리하였다. 72시간

배양 후, 배지를 제거하고 차가운 1X PBS를 사용하여 세척하였다. Lysis buffer

를 사용하여 20분간 세포를 용해한 후, 15,000 rpm으로 15분간 원심 분리하였다.

상층액과 pellet를 분리하고, 분리된 pellet에 10% DMSO가 첨가된 1 N NaOH를

700 μL씩 넣어 100℃에서 20분간 처리하였다. 그 후 96 well plate에 200 μL씩

옮겨 담아 405 nm에서 흡광도를 측정하였다. 시료의 멜라닌 생성량은 α-MSH

단독 처리군과 비교계산하여 백분율로 나타내었다. 상층액은 BCA Protein assay

kit를 사용하여 단백질을 정량하여 멜라닌 생성량을 보정하였다.

5.2. 세포 내 tyrosinase 효소 활성 측정

B16F10 세포를 60 mm cell culture dish에 8×104 cells/dish로 분주한 후, 24시

간 후 세포 독성이 없는 농도의 시료와 α-MSH (100 nM)를 처리하였다. 72시간

배양 후, 배지를 제거하고 차가운 1X PBS를 사용하여 세척하였다. Lysis buffer

를 사용하여 20분간 세포를 용해한 후, 15,000 rpm으로 15분간 원심 분리하였다.

상층액의 단백질 함량은 BCA Protein assay kit를 사용하여 측정하고, 0.1 M

sodium phosphate buffer를 사용하여 단백질 농도가 20 μg/mL이 되도록 희석하

였다. 96 well plate에 희석한 단백질 20 μL와 2 mg/mL L-DOPA 80 μL를 넣고

37℃에서 2시간 배양한 후 490nm에서 흡광도를 측정하였다. 시료의 세포 내

tyrosinase 효소 활성은 α-MSH 단독 처리군과 비교계산하여 백분율로 나타내었

다.
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6. 통계처리

모든 데이터는 3번의 독립적인 실험으로부터의 평균 ± 표준편차로 표시하였으

며, student’s t-test를 사용하여 통계분석을 수행하였다. p<0.005의 p-value 값은

통계적으로 유의한 것으로 간주하였다.
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III. 결 과

1. 4-Methylcoumarin들의 항산화 활성

1.1. DPPH radical scavenging activity

4-MC, 7-A-4-MC, 6,7-DM-4-MC는 0.78-50 mM, 6-M-4-MC, 7-M-4-MC

는 0.03-2 mM, 6,7-DH-4-MC, 7,8-DH-4-MC는 3.91-250 μM, 5,7-DH-4-MC는

0.31-20 mM의 농도로 DPPH 라디칼 소거능을 측정하였다. DPPH 라디칼을

50% 소거하였을 때의 농도 (IC50)를 계산한 결과, L-ascorbic acid는 40.869 μM

(7.2 μg/mL), 6,7-DH-4-MC는 25.491 μM (4.9 μg/mL), 7,8-DH-4-MC는 39.393

μM (7.6 μg/mL), 5,7-DH-4-MC는 7.422 mM (1.4 mg/mL)의 IC50 값을 나타내

었고, 6,7-DH-4-MC는 양성대조군인 L-ascorbic acid와 비교했을 때 더 좋은

DPPH 라디칼 소거능을 나타내었다(Figure 8).
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(A) (B) (C)

(D) (E) (F)

(G) (H) (I)

Figure 8. DPPH radical scavenging activity of (A) L-ascorbic acid, (B)

4-MC, (C) 7-A-4-MC, (D) 6-M-4-MC, (E) 7-M-4-MC, (F)

6,7-DM-4-MC, (G) 6,7-DH-4-MC, (H) 7,8-DH-4-MC and (I)

5,7-DH-4-MC. The IC50 value was (A) 40.869±2.441 μM,　(G) 25.491± 1.853

μM, (H) 39.393±2.717 μM and (I) 7.422± 1.996 mM. The results are presented

as the mean ± SD from three independent experiments.
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1.2. ABTS+ radical scavenging activity

4-MC, 7-A-4-MC는 0.78-50 mM, 6-M-4-MC, 7-M-4-MC는 0.03-2 mM,

6,7-DH-4-MC는 0.39-25 mM, 6,7-DH-4-MC, 7,8-DH-4-MC는 3.91-250 μM,

5,7-DH-4-MC는 7.81-500 μM의 농도로 ABTS+ 라디칼 소거능을 측정하였다.

ABTS+ 라디칼을 50% 소거하였을 때의 농도 (IC50)를 계산한 결과, L-ascorbic

acid는 26.244 μM (4.6 μg/mL), 4-MC는 20.693 mM (3.3 mg/mL), 7-A-4-MC

는 13.240 mM (2.3 mg/mL), 6,7-DH-4-MC는 8.885 μM (1.7 μg/mL),

7,8-DH-4-MC는 11.867 μM (2.3 μg/mL), 5,7-DH-4-MC는 10.779 μM (2.1 μ

g/mL)의 IC50 값을 나타내었으며, 6,7-DH-4-MC, 7,8-DH-4-MC, 5,7-DH-4-MC

는 양성대조군인 L-ascorbic acid와 비교했을 때 더 좋은 ABTS+ 라디칼 소거능

을 나타내었다(Figure 9).
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(G) (H) (I)

Figure 9. ABTS+ radical scavenging activity of (A) L-ascorbic acid,

(B) 4-MC, (C) 7-A-4-MC, (D) 6-M-4-MC, (E) 7-M-4-MC, (F)

6,7-DM-4-MC, (G) 6,7-DH-4-MC, (H) 7,8-DH-4-MC and (I)

5,7-DH-4-MC. The IC50 value was (A) 26.244±1.635 μM, (B) 20.693±1.526

mM, (C) 13.240±1.743 mM, (G) 8.885± 0.645 μM, (H) 11.867±3.487 μM and (I)

10.779±0.688 μM. The results are presented as the mean ± SD from three

independent experiments.
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2. 4-Methylcoumarin들의 항염증 활성

2.1. 세포 독성 평가

RAW 264.7 대식세포에서 6,7-DH-4-MC와 유사한 구조를 가진 4-methyl

coumarin 유도체들의 세포 독성 평가를 진행하였다. 그 결과 4-MC, 7-A-4-MC,

6-M-4-MC, 7-M-4-MC, 6,7-DM-4-MC, 6,7-DH-4-MC, 7,8-DH-4-MC,

5,7-DH-4-MC는 각각 40, 60, 300, 10, 160, 40, 20, 200 μM까지 세포 독성이 없

었다(Figure 10).

2.2. Nitric oxide (NO) 생성량 측정

세포 독성이 없는 농도의 4-methylcoumarin 유도체들의 NO 생성량을 측정하

였다. 4-MC, 7-A-4-MC, 7-M-4-MC는 LPS로 유도된 NO 생성량을 억제하지

못하였으며, 6-M-4-MC, 6,7-DM-4-MC, 6,7-DH-4-MC, 7,8-DH-4-MC,

5,7-DH-4-MC는 농도의존적으로 억제하였다(Figure 10).
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(G) (H)

Figure 10. The effect of 4-methylcoumarins on the viability and NO

production in the LPS-stimulated RAW 264.7 cells. (A) 4-MC, (B) 7-A-4

-MC, (C) 6-M-4-MC, (D) 7-M-4-MC, (E) 6,7-DM-4-MC, (F) 6,7-DH-4-MC

(G) 7,8-DH-4-MC and (I) 5,7-DH-4-MC. The results are presented as the

mean ± SD from three independent experiments. ###p < 0.001 vs untreated

control group. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 vs LPS treated group.
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3. 4-Methylcoumarin들의 미백 활성

3.1. 세포 독성 평가

B16F10 세포에서 6,7-DH-4-MC와 유사한 구조를 가진 4-methylcoumarin들의

세포 독성 평가를 진행하였다. 그 결과 4-MC, 7-A-4-MC, 6-M-4-MC,

7-M-4-MC는 100 μM, 6,7-DM-4-MC는 120 μM, 6,7-DH-4-MC,

7,8-DH-4-MC는 4 μM, 5,7-DH-4-MC는 60 μM까지 세포 독성이 없었다

(Figure 11).
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Figure 11. The effect of 4-methylcoumarins on the viability in B16F10

melanoma cells. (A) 4-MC, (B) 7-A-4 -MC, (C) 6-M-4-MC, (D)

7-M-4-MC, (E) 6,7-DM-4-MC, (F) 6,7-DH-4-MC, (G) 7,8-DH-4-MC and (I)

5,7-DH-4-MC. The results are presented as the mean ± SD from three

independent experiments.
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3.2. Melanin 생성량 측정

α-MSH 자극 유무에 따라 세포 독성이 없는 농도에서 4-methylcoumarin들의

멜라닌 생성량을 측정하였다. 그 결과 4-MC, 6-M-4-MC, 7-M-4-MC,

6,7-DM-4-MC, 5,7-DH-4-MC는 α-MSH로 자극되지 않은 B16F10 세포에서 멜

라닌을 증가시켰지만 6,7-DH-4-MC와 7,8-DH-4-MC는 α-MSH로 자극된

B16F10 세포에서 멜라닌을 감소시켰다. 7-A-4-MC는 멜라닌 생성에 영향을 미

치지 않았다 (Figure 12).
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Figure 12. The effect of 4-methylcoumarins on production of melanin in

B16F10 melanoma cells. (A) 4-MC, (B) 7-A-4 -MC, (C) 6-M-4-MC, (D)

7-M-4-MC, (E) 6,7-DM-4-MC, (F) 6,7-DH-4-MC, (G) 7,8-DH-4-MC and (I)

5,7-DH-4-MC. The results are presented as the mean ± SD from three

independent experiments. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 vs untreated

control group. #p < 0.05, ##p < 0.01, ###p < 0.001 vs α-MSH treated group.
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3.3. 세포 내 tyrosinase 효소 활성 측정

α-MSH 자극 유무에 따라 세포 독성이 없는 농도에서 4-methylcoumarin들의

세포 내 tyrosinase 효소 활성을 측정하였다. 그 결과 멜라닌 생성량 결과와 비

슷하게 4-MC, 6-M-4-MC, 7-M-4-MC, 6,7-DM-4-MC, 5,7-DH-4-MC는 α

-MSH로 자극되지 않은 B16F10 세포에서 tyrosinase 효소 활성을 증가시켰지만

6,7-DH-4-MC와 7,8-DH-4-MC는 α-MSH로 자극된 B16F10 세포에서

tyrosinase 효소 활성을 감소시켰다. 7-A-4-MC는 tyrosinase 효소 활성에 영향

을 미치지 않았다 (Figure 13).
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Figure 13. The effect of 4-methylcoumarins on tyrosinase activity in

B16F10 cells. (A) 4-MC, (B) 7-A-4 -MC, (C) 6-M-4-MC, (D) 7-M-4-MC,

(E) 6,7-DM-4-MC, (F) 6,7-DH-4-MC, (G) 7,8-DH-4-MC and (I)

5,7-DH-4-MC. The results are presented as the mean ± SD from three

independent experiments. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 vs untreated

control group. ##p < 0.01, ###p < 0.001 vs α-MSH treated group.
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4. 6,7-Dihydroxy-4-methylcoumarin (6,7-DH-4-MC)의 항염증 활성

4.1. Prostaglandin E2 (PGE2) 생성량 측정

6,7-DH-4-MC의 PGE2 생성량 억제를 측정하기 위해, 배양 배지 내 PGE2 생

성량을 ELISA kit를 사용하여 측정하였다. COX-2의 특이적 억제제인 NS-398을

양성대조군으로 사용하였다. 6,7-DH-4-MC는 LPS로 유도된 PGE2 생성량을

LPS 처리군에 비해 농도별로 5.8%, 15.7%, 40.0%, 46.1%, 50.3% 억제하였다

(Figure 14).
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Figure 14. The effect of 6,7-DH-4-MC on PGE2 production in the

LPS-stimulated RAW 264.7 cells. Cells were seeded in 24-well plates (1.5

× 105 cells/well) and incubated for 24 hours, and then pretreated with various

concentrations of 6,7-DH-4-MC (5, 10, 20, 30, 40 μM) for 1 hour before LPS

stimulation for 24 hours. N-[2-Cyclohexyloxy-4-nitrophenyl] methane

sulfonamide (NS-398) was used as a positive control. The results are

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

0.001 vs untreated control group. **p < 0.01, ***p < 0.001 vs LPS treated

group.
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4.2. 전염증성 cytokine 생성량 측정

6,7-DH-4-MC의 전염증성 cytokine (IL-1β, IL-6, TNF-α) 생성량 억제를 측

정하기 위해, 배양 배지 내 cytokine을 ELISA kit를 사용하여 측정하였다. 각각

의 cytokine 생성량은 LPS 처리 후 크게 증가하였고, 6,7-DH-4-MC는 LPS로

유도된 IL-1β와 IL-6 생성량을 농도 의존적으로 억제하여 고농도에서 각각

51.5%, 65.6% 감소시켰다. 하지만 TNF-α 생성량에는 영향을 미치지 않았다

(Figure 15).
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Figure 15. The effect of 6,7-DH-4-MC on (A) IL-1β, (B) IL-6 and (C)

TNF-α production in the LPS-stimulated RAW 264.7 cells. Cells were

pretreated with various concentrations of 6,7-DH-4-MC (5, 10, 20, 30, 40 μM)

for 1 hour before LPS stimulation for 24 hours. The pro-inflammatory

cytokine production was measured using ELISA kit. The results are presented

as the mean ± SD from three independent experiments. ##p < 0.01, ###p <

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

treated group.
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4.3. iNOS, COX-2 발현량 측정

6,7-DH-4-MC는 LPS로 유도된 RAW 264,7에서 NO와 PGE2을 억제하였다.

따라서 6,7-DH-4-MC가 이와 관련이 있는 iNOS와 COX-2 단백질 발현을 억제

하는지 확인하기 위해 western blot을 진행하였다.

6,7-DH-4-MC는 LPS로 유도된 iNOS를 농도별로 6.9%, 36.6%, 49.9% 억제하

였고, COX-2는 농도별로 30.9%, 44.2%, 67.2% 억제하였다(Figure 16). 이러한

결과는 6,7-DH-4-MC가 iNOS와 COX-2 단백질 발현을 억제함으로써 NO와

PGE2를 억제한다는 것을 나타낸다.
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(A) (B)

Figure 16. The effect of 6,7-DH-4-MC on the protein expression of (A)

iNOS and (B) COX-2 in LPS-stimulated RAW 264.7 cells. Cells were

pretreated with various concentration of 6,7-DH-4-MC (5, 10, 20 μM) for 1

hour before LPS stimulation for 18 hours. β-actin was used as a loading

control. The 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 are presented as the mean ± SD from three

independent experiments. ###p < 0.001 vs untreated control group. ***p <

0.001 vs LPS treated group.
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4.4. MAPKs 발현량 측정

ERK, JNK, p38 MAPKs의 인산화는 전염증성 cytokine의 발현과 밀접한 관련

이 있는 것으로 알려져 있다. 따라서 6,7-DH-4-MC의 전염증성 cytokine 생성량

억제가 MAPKs 인산화 억제에 의한 것인지 확인하기 위해 western blot을 진행

하였다.

6,7-DH-4-MC는 LPS로 유도된 ERK의 인산화를 농도별로 2.3%, 4.5%, 54.3%

억제하였고, p-38의 인산화를 농도별로 4.7%, 13.5%, 31.8% 억제하였다. 하지만

6,7-DH-4-MC는 LPS로 유도된 JNK의 인산화에는 영향을 미치지 않았다

(Figure 17). 이러한 결과는 6,7-DH-4-MC가 ERK와 p38 MAPKs의 인산화 억

제를 통해 염증 인자와 전염증성 cytokine의 발현을 억제한다는 것을 나타낸다.
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Figure 17. The effect of 6,7-DH-4-MC on the phosphorylation of (A)

ERK, (B) JNK and (C) p38 in LPS-stimulated RAW 264.7 cells. Cells

were pretreated with various concentration of 6,7-DH-4-MC (5, 10, 20 μM)

for 1 hour before LPS stimulation for 30 minutes. The cellular proteins were

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

using specific antibodies against p-ERK, ERK, p-JNK, JNK, p-p38, p38. The

results are presented as the mean ± SD from three independent experiments.

###p < 0.001 vs untreated control group. ***p < 0.001 vs LPS treated group.
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4.5. IκB-α 및 NF-κB 발현량 측정

6,7-DH-4-MC의 전염증성 사이토카인 및 iNOS, COX-2 단백질 발현량 억제

가 또 다른 경로인 NF-κB 신호전달경로에 의한 것인지 확인하기 위해 western

blot을 진행하였다.

IκB-α는 LPS 처리 후 분해되었고, 6,7-DH-4-MC은 LPS에 의한 IκB-α의 분

해를 농도별로 2.6%, 5.0%, 7.1% 억제하였다. 또한 6,7-DH-4-MC는 LPS로 유도

된 p65의 인산화를 농도별로 18.5%, 39.1%, 51.0% 억제하였다(Figure 18). 이러

한 결과는 6,7-DH -4-MC가 IκB-α의 분해 및 NF-κB의 인산화를 억제하여

NF-κB의 핵으로의 전위를 억제하고 염증을 억제한다는 것을 나타낸다.
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(A) (B)

Figure 18. The effect of 6,7-DH-4-MC on the protein expression of (A)

IκB-α and (B) p-NF-κB p65 in LPS-stimulated RAW 264.7 cells. Cells

were pretreated with various concentration of 6,7-DH-4-MC (5, 10, 20 μM)

for 1 hour before LPS stimulation for 15 minutes. β-actin was used as a

loading control. The cellular proteins were separated using SDS-PAGE,

transferred to PVDF membranes, and detected using specific antibodies

against IκB-α, p-NF-κB p65 and β-actin. The results are presented as the

mean ± SD from three independent experiments. ###p < 0.001 vs untreated

control group. ***p < 0.001 vs LPS treated group.
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Ⅳ. 고 찰

본 연구에서는 작용기가 다른 4-Methylcoumarin 골격 쿠마린들의 구조에 따

른 활성 차이를 연구하고자 항산화 효능을 확인하기 위해 DPPH radical

scavenging assay와 ABTS+ radical scavenging assay를 진행하였고, 항염증 효

능을 확인하기 위해 RAW 264.7 대식세포에서 NO 생성 억제 실험을, 미백 효능

을 확인하기 위해 B16F10 melanoma 세포에서 melanin 생성량 측정 실험과 세

포 내 tyrosinase 효소 활성 측정 실험을 진행하였다.

그 결과 2개의 하이드록시기가 있는 6,7-dihydroxy-4-methylcoumarin

(6,7-DH-4-MC), 7,8-dihydroxy-4-methylcoumarin (7,8-DH-4-MC) 그리고

5,7-dihydroxy-4-methylcoumarin (5,7-DH-4-MC)이 항산화 효능가 있었다.

4-methylcoumarin 골격 쿠마린들의 항염증 및 미백 효능을 확인한 결과, 세포

독성이 없는 농도에서 4-MC, 7-A-4-MC, 7-M-4-MC는 항염증 효능이 없었고,

6-M-4-MC, 6,7-DM-4-MC, 7,8-DH-4-MC, 5,7-DH-4-MC는 항염증 효능이 있

는 것으로 나타났다. 4-MC, 6-M-4-MC, 7-M-4-MC, 6,7-DM-4-MC,

5,7-DH-4-MC는 멜라닌을 증가시켰고, 7,8-DH-4-MC는 멜라닌을 감소시켰으며,

7-A-4-MC는 멜라닌 생성에 영향을 미치지 않는 것으로 나타났다.

4-Methylcoumarin에 2개의 하이드록시기가 있으면 항산화와 항염증 효능이

나타났으며, ortho 위치의 하이드록시기는 멜라닌을 감소시켰고 meta 위치의 하

이드록시기는 멜라닌을 증가시켰다. 또한, 메톡시기는 멜라닌을 증가시켰으며 6

번 탄소의 메톡시기는 항염증 효능을 나타내었다. 7-M-4-MC는 항염증 효능이

나타나지 않았고 6,7-DM-4-MC는 6-M-4-MC보다 NO를 덜 억제하는 것으로

보아 7번 위치의 메톡시기는 항염증 효능을 억제하는 것으로 보였다. 마찬가지로

7번 위치의 메톡시기는 항산화 효능을 억제하는 것으로 보였는데, ABTS+ 라디

칼 소거능의 경우 6-M-4-MC는 4-MC와 비슷한 소거능을 보였으나 7-M-4-MC

와 6,7-D-4-MC는 소거능이 나타나지 않았기 때문이다. 아미노기는 4-MC와 비
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슷한 결과가 나온 것으로 보아 아무런 영향을 미치지 않는 것으로 나타났다.

4-Methylcoumarin 골격 쿠마린 중에서 항산화 효능과 항염증 효능이 가장 우

수한 6,7-DH-4-MC의 항염증 기전을 규명하기 위하여 LPS로 자극한 RAW

264.7 대식세포에서 NO, PGE2 및 전염증성 사이토카인의 생성 억제 실험을 진행

하였고, MAPKs 및 NF-κB 신호전달경로에 대한 메커니즘을 규명하였다.

염증은 산소 라디칼과 반응하여 퍼옥시아질산염을 생성하는 NO 자유라디칼을

생성하는 NO 합성효소인 iNOS의 발현을 유도함으로써 NO 생성을 증가시킨다

[53-55]. 또 다른 대표적인 염증 반응 인자인 PGE2는 COX-2의 촉매 작용 결과

아라키돈산 대사의 산물로, 종양 세포사멸을 억제하고 혈관 신생을 유도하여 종

양형성에 관여한다[56-58]. 6,7-DH-4-MC는 세포 독성이 나타나지 않는 농도 범

위에서 iNOS와 COX-2 단백질 발현을 하향조절하였으며 이를 통해 NO와 PGE2

생성을 억제하였다.

LPS로 자극된 대식세포는 NO 및 PGE2와 더불어 IL-1β, IL-6, TNF-α와 같은

전염증성 사이토카인을 생성하여 염증을 매개한다[59, 60]. 6,7-DH-4-MC는 LPS

로 유도된 IL-1β와 IL-6 생성을 농도 의존적으로 억제하였으나 TNF-α 생성은

억제하지 못하였다.

염증 반응은 주로 MAPKs와 NF-κB 신호전달경로에 의해 조절된다. MAPKs

신호전달경로는 ERK, JNK, p38로 구성되어 있으며, LPS 자극 후 MAPKs의 인

산화가 증가하여 iNOS, COX-2 및 전염증성 사이토카인의 발현을 촉진하고, 염

증 반응을 일으킨다[61-63]. 6,7-DH-4-MC는 MAPKs 신호전달경로 중 JNK 인

산화는 억제하지 못하였지만 ERK 및 p38 인산화의 억제를 통해 염증 매개체 및

전염증성 사이토카인의 생성을 억제하였다.

NF-κB는 평상시에는 IκB-α와 복합체를 이루어 비활성화 상태로 세포질 내에

존재한다. LPS 자극 후 IκB-α는 인산화되어 분해되고, 방출된 NF-κB는 인산화
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되어 핵으로 이동하여 iNOS, COX-2 및 전염증성 사이토카인의 발현을 촉진한

다[64-66]. 6,7-DH-4-MC는 IκB-α의 분해 및 NF-κB의 인산화를 억제하여 NF-

κB의 핵 전위를 억제함으로써 항염증 효과를 나타내었다.

멜라닌은 피부가 자외선에 노출되었을 때 각질 세포에서 분비된 α-melanocyte

stimulating hormone (α-MSH)에 의해 생성되며, 자외선으로부터 피부를 보호한

다. 멜라닌 생합성에는 tyrosinase, tyrosinase-related protein-1 (TRP-1),

tyrosinase-related protein-2 (TRP-2)와 같은 효소들이 관여한다. 특히

tyrosinase는 멜라닌을 생성하는데 중요한 속도제한효소로, 멜라닌 생합성 초기

반응에 관여하여 속도를 결정한다[36-40]. 6,7-DH-4-MC은 α-MSH으로 자극된

B16F10 세포에서 농도 의존적으로 멜라닌을 감소시켰고, tyrosinase 효소 활성

또한 억제하였다.

결론적으로 6,7-DH-4-MC은 LPS로 자극된 RAW 264.7에서 MAPKs 신호전

달경로에서 ERK 및 p38의 인산화, NF-κB 경로에서 IκB-α의 분해 그리고 NF-

κB의 인산화 억제를 통해 염증 매개체 및 전염증성 사이토카인의 생성을 억제함

으로써 항염증 효과를 발휘하는 것으로 나타났다. 또한, α-MSH으로 자극된

B16F10 세포에서 tyrosinase 효소 활성을 감소시킴으로써 멜라닌 생성을 저해하

였다. 이러한 결과는 6,7-DH-4-MC가 피부염, 관절염, 심혈관 질환 및 암과 같은

염증성 질환에 대한 잠재적 치료제 및 미백 기능성 원료로의 가능성을 제시한다.
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