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ABSTRACT

In this study, coumarin derivatives acenocoumarol and warfarin demon

strated the inhibition and anti−inflammatory effects of melanogenesis in

mouse cells. The effect of inhibiting melanogenesis was confirmed in B1

6F10 cells, and both acenocoumarol and warfarin significantly reduced m

elanin production. Subsequently, the effect of acenocoumarol on the sign

al transmission path in B16F10 cells was investigated. Acenocoumarol in

hibited the expression of melanin−producing enzymes (tyrosinase, TRP

−1, TRP−2). And it was confirmed that the expression of MITF, whic

h regulates the production of tyrosinase, TRP−1, and TRP−2, was sup

pressed. In addition, it was confirmed that the expression of MITF was

suppressed through various signal transmission paths, and finally melani

n production was suppressed. Therefore, inhibiting the production of exc

essive melanin through the regulation of various signaling pathways hel

ps prevent various diseases and can be considered a promising strategy

for the treatment of hyperpigmentation and the development of whitenin

g agents. In addition, anti−inflammatory effects of acenocoumarol were

investigated in LPS−stimulated RAW 264.7 cells, which significantly re

duced the expression of iNOS and COX−2 through various signaling pa

thways and ultimately reduced the production of inflammatory agents

(NO, PGE2) and pro−inflammatory cytokines. Therefore, inhibiting the a

ctivation of macrophages and the generation of inflammatory mediators

can be seen as a promising strategy for improving inflammatory disease

s and developing anti−inflammatory treatments.

Key word : coumarin derivatives, acenocoumarol, warfarin, B16F10, R

AW 264.7, anti−melanogenesis, anti−inflammation.
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Ⅰ. 서 론

인간의 피부색은 표피의 멜라닌, 혈관에 존재하는 헤모글로빈, 피하 조직

의 카로틴과 같은 색소 등의 영향을 받는데 이 중 멜라닌 색소의 양과 분

포에 따라 피부의 외부 색이 결정된다[1]. 멜라닌은 피부, 눈, 모발의 색을

담당하며, 자외선의 유해한 영향과 산화 스트레스와 같은 환경 요인의 유

해한 영향으로부터 피부를 보호하는 중요한 역할을 한다[2−4].

멜라닌을 생성하는 멜라닌 세포 (melanocyte)는 약 1:36의 비율로 피부

표피의 기저층에서 약 36개의 각질세포 (keratinocyte)로 둘러싸여 있다

[5,6]. 멜라노솜이라고 불리는 리소좀 관련 기관에서 합성된 멜라닌은 수상

돌기를 통해 인접한 각질세포로 운반되어 피부에 착색을 부여하게 된다

[7,8].

앞서 설명한 바와 같이 멜라닌은 다양한 요인으로부터 피부를 보호하는

데 중요한 역할을 한다. 하지만 멜라닌이 과도하게 생성되어 피부에 축적

되면 기미, 주근깨, 검버섯 등과 같은 과색소 침착장애를 유발할 수 있으며

멜라닌 전구체의 독성으로 인한 세포 사멸 및 피부암 등의 질병을 유발할

수 있다[1,9]. 또한, 지속적인 자외선 노출은 DNA 손상, 유전자 돌연변이,

면역 체계 장애 또는 광노화를 초래할 수 있다[2,10]. 따라서 과도한 멜라

닌의 생성을 억제하는 것은 각종 질병을 예방하는 데 도움이 되며 우리는

멜라닌 생성을 억제하는 천연 화합물을 조사하고자 한다.

멜라닌 세포에서 멜라닌의 합성은 tyrosinase와 tyrosinase 관련 단백질

TRP−1 및 TRP−2에 의해 촉매된다[9]. Tyrosinase 활성은 인간의 피부

색소 침착 정도와 강한 상관관계를 가지고 있기 때문에 tyrosinase의 활성

억제는 곧 피부 색소 침착 정도를 낮춰준다는 것을 의미한다[11].

Tyrosianse는 L−tyrosin을 3,4−dihydroxy−L−phenylalanine (L−DOPA)
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으로 수산화시키고, 3,4−dihydroxy−L−phenylalanine (L−DOPA)가

DOPA quinone으로 산화되는 것을 촉매한다. DOPA quinone은 DOPA

chrome로 전환되며 TRP−2는 DOPA chrome을 5,6−dihydroxyindole−2−

carboxylic acid (DHICA) 또는 5,6−dihydroxyindole (DHI)로 전환시킨다.

마지막으로 DHICA와 DHI는 TRP−1에 의해 산화되어 최종적으로 흑갈색

을 띄는 유멜라닌 (Eumelanin)을 생성한다[12−14].

피부의 각질세포가 자외선에 노출되면 펩타이드 호르몬인 α−melanocyte

stimulating hormone (α−MSH)이 분비된다[15]. 분비된 α−MSH는 세포막

에 있는 melanocortin 1 receptor (MC1R)와 결합하여 멜라닌 세포를 활성

화시켜 멜라닌의 합성이 일어난다[16−19].

Tyrosinase 관련 단백질의 조절에서 가장 중요한 전사인자는 MITF

(microphthalmia associated transcription factor)이다. 자극된 MITF는 M

−box와 결합하고 tyrosinase, TRP−1, TRP−2의 발현을 증가시켜 멜라닌

합성을 유도하게 된다[20,21].

MITF는 Frizzled(Fz) 수용체의 활성화, glycogen synthase kinase 3β 

(GSK3β)의 비활성화 및 β−catenin 축적의 자극을 통한 Wnt/β−catenin

신호전달경로의 표적이다[22−24]. Frizzled(Fz)가 자극을 받으면 GSK3β

(Ser 9)는 인산화되고 Wnt/β−catenin 경로에서 비활성화된다[25]. 이어서

β−catenin은 축적되어 여러 단백질과 상호작용하는 핵으로 옮겨지며 T−

cell factor−lymphoid−enhancing factor(TCF−LEF) 전사인자와 복합체를

형성하고, 이후 MITF 발현을 증가시킨다[26.27]. Tyrosine 216번 잔기에서

인산화된 GSK3β는 β−catenin을 순차적으로 인산화시키고, 인산화된 β−

catenin은 유비퀴틴 메커니즘을 통해 분해된다[28,29].

다양한 세포 활동에 관여하는 MAPK는 extra cellular signal regulated

kinases (ERK), c−jnk N−terminal (JNK), p38으로 구성되어 있다[30,31].
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c−kit 자극에 의한 ERK의 인산화는 serine 73에서 MITF를 인산화시켜

MITF의 유비퀴틴화 및 분해가 일어나 궁극적으로 tyrosinase 및 TRP−1,

TRP−2의 하향 조절을 통해 멜라닌의 합성을 감소시키는 반면[32−34],

JNK와 p38의 인산화는 멜라닌을 증가시키는 것으로 보고되었다[35,36].

α−MSH가 MC1R에 결합하면 adenylate cyclase (AC)를 활성화시켜

cyclic adenosine monophosphate (cAMP)를 증가시킨다[37−39]. cAMP의

증가로 인해 protein kinase A (PKA)가 증가하고 cAMP response element

binding potein (CREB)를 인산화한다[40,41]. CREB의 인산화는 MITF의

발현을 유도하며 이는 멜라닌 생성을 촉진한다[42−45].

자극된 MC1R은 또 다른 경로를 활성화시킨다. 자극된 MC1R로 인해

phosphatidylinositol 3−kinase (PI3K)가 활성화되면 막 인지질인

phosphatidylinositol−(4,5)−bisphosphate (PIP2)를 인산화하도록 하여

phosphatidylinositol−(3,4,5)−trisphosphate (PIP3)로의 전환을 촉매한다[46

−50]. PIP3로 인해 AKT는 세포막으로 모집되어 인산화된다[51].

PI3K/AKT 경로의 억제는 멜라닌 생성의 증가와 연관이 있다[52,53]. 따라

서 AKT가 인산화되면 MITF의 발현을 감소시키고 궁극적으로 멜라닌의

생성은 억제된다[54].

현재 hydroquinone[55], arbutin[56] 및 kojic acid[57]와 같은 다양한 피부

미백제들은 피부 색소 침착을 예방하거나 치료하기 위해 사용되고 있다

[58]. 그러나 hydroquinone의 장기적인 투여는 자극성, 접촉성 피부염을 유

발하고[59], hydroquinone 유사체인 arbutin은 강한 유전 독성을 가지고 있

고, 인체에서 hydroquinone으로 전환되는 것으로 보고되었다[60,61]. 또한

kojic acid에 의한 발암 가능성과 알레르기 접촉 피부염도 이전 연구에서

보고되었다[62,63]. 따라서, 효과적이고 안전한 피부 저자극제를 찾는 데 초

점을 맞추려고 한다.



- 9 -

염증은 외상, 감염, 조직손상 또는 염증과정에 대한 보호 반응이며[64,65],

유해한 조건 하에 항상성을 유지하는 중요한 면역 기능이다[66]. 하지만 장

기간에 걸친 만성염증은 류마티스 관절염, 심장병, 당뇨병, 암, 천식, 염증

성 장 질환, 알츠하이머병 등 다양한 질병을 유발한다[67−69].

대식세포는 염증 및 면역반응의 조절에 중요한 역할을 한다[70−72]. 내

독소로 알려진 lipopolysaccharide(LPS)는 그람 음성균의 세포 외막에 존재

하며, LPS가 대식세포를 자극하면 활성화된 대식세포는 NO, PGE2 및 IL

−1β, IL−6, TNF−α 등 전염증성 cytokine을 생성한다[73,74]. 그러나 염

증성 매개체와 전염증성 cytokine의 과잉 생산은 자가면역질환, 심혈관질

환, 암과 같은 많은 질병을 유발할 수 있다[75,76]. 따라서 대식세포의 활성

화와 염증 매개체의 생성을 억제하는 것은 염증성 질환의 개선과 항염증

치료법의 개발을 위한 유망한 전략으로 여길 수 있다[77,78].

LPS 자극 시 cytokine에 의해 유도될 수 있는 inducible nitric oxide

synthase (iNOS)와 cyclooxygenase−2 (COX−2)와 같은 전염증성 효소는

여러 염증성 질환에서 함께 작용하는 것으로 밝혀졌다[79,80]. 활성화된 대

식세포는 iNOS를 생성시키며 이는 L−arginine의 산화를 촉매하여 NO를

생성한다[81]. NO는 면역, 염증, 신경, 심혈관을 포함한 많은 기관에서 생

리학적 과정에 관여한다[82]. 하지만 iNOS에 의해 NO가 지속적으로 생성

되면 패혈성 쇼크 및 염증성 질환과 같은 유해한 결과를 얻을 수 있다[83].

PGE2 또한 염증 반응의 매개체로써 cyclooxygenase−2 (COX−2)에 의해

유도되며 PGE2는 염증 및 발암을 포함한 다양한 병리생리학 과정에 관여

하고 있다[84]. 따라서 iNOS와 COX−2 발현에 대한 이중 억제 효과를 가

진 화합물은 염증성 또는 만성 면역 장애의 치료를 진전시키는데 잠재력이

있을 것이다.
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염증과 관련된 다양한 신호 경로 중 toll−like receptor 4 (TLR4) 경로는

중요한 메커니즘 중 하나로 간주된다[85]. 자극되지 않은 대식세포에서

LPS는 TLR4에 결합하며 TLR4의 활성화는 세포 신호를 전달하여 NF−κ

B와 MAPKs 신호전달 경로의 활성화를 초래한다[86,87].

Extra cellular signal regulated kinases (ERK), c−jnk N−terminal

(JNK), p38과 같은 MAPK는 세포 성장과 분화의 조절뿐만 아니라

cytokine 및 스트레스에 대한 세포 반응의 조절에 중요한 역할을 하는 신

호 분자 그룹이다[88]. MAPKs의 인산화는 활성화된 대식세포에서 전염증

성 cytokine과 염증 매개체의 생성을 증가시킨다[89,90].

Nuclear factor κB (NF−κB) 신호전달경로는 iNOS, COX−2와 같은 전

염성 유도 효소와 염증 관련 단백질의 조절을 통해 면역 및 염증성 반응에

필수적인 역할을 한다[91,92]. 자극되지 않은 상태에서 NF−κB는 p50, p65

subunits으로 구성되어 있으며 세포질에서 inhibitor κB−a (IκB−α)와의

상호작용을 통해 세포질에서 비활성상태로 유지된다[93,94]. LPS에 의해 대

식세포가 자극되면 IκB kinase (IKK)에 의해 IκB−α는 인산화되어 유비퀴

틴화 및 분해가 일어나며 자유로워진 NF−κB는 핵으로 옮겨져 전염증성

cytokine 및 iNOS와 COX−2의 상향조절을 통해 다양한 염증 신호 경로를

조절한다[95−97].

현재 비스테로이드 항염증제(NSAIDs)는 항염증제, 진통제로 널리 사용

되고 있다[98]. 하지만 NSAIDs가 독성을 가지고 있으며 심근경색과 같은

부작용을 유발하며 NSAIDs 과다복용 환자에게서는 경련, 혼수, 급성 신부

전 등 심각한 임상 후유증이 보고되고 있다[99,100]. 따라서 효과적이고 안

전한 항염증제를 찾는 데 초점을 맞추려고 한다.
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Figure 1. Regulation of melanogenesis through different signaling

pathways.

Figure 2. Melanin biosynthesis pathway.
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Figure 3. Regulation of inflammation through different signaling

pathways.
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Coumarin은 benzene에 α−pyrone 고리가 결합 되어있는 화합물이다

[101]. 이러한 유형의 α−benzopyrone 구조는 약한 결합 상호작용을 통해

유기체의 다양한 효소 및 수용체와 쉽게 상호 작용할 수 있도록 하여 약제

로서의 광범위한 잠재력을 나타낸다[102,103]. Coumarin은 Dipteryx

odorata에서 처음 발견되었으며 식물에서도 많이 발견되는 페놀성 물질로

구성되며 현재까지 1300개 이상의 화합물이 확인되었다[104]. 현재까지

coumarin은 항암[105], 항증식[106], 항산화[107], 항균[108], 항응고[109], 항

염증[110], 항바이러스[111], 항우울제[112] 등 다양한 약리학적 활성을 보이

고 있다.

4−Hydroxycoumarin은 coumarin의 4번 위치에 –OH가 결합 되어있는

구조이며 4−Hydroxycoumarin과 그 유도체들은 혈관 내에 비정상적으로

일어나는 혈전 형성을 방지하는 항응고제로 사용되어왔다[113,114]. 또한

항염증[115], 항암[116], 진통제[117], 항균[118], 등 다양한 약리학적 활성을

가지고 있다고 알려져 있다.

4−Hydroxycoumarin 유도체인 acenocoumarol과 warfarin은 일반적으로

사용되는 경구 항응고제이며 혈전증 예방에 효과가 있다고 알려져 있다

[119,120]. 이들은 혈액응고인자 (Ⅱ, Ⅶ, Ⅸ,Ⅹ)의 의존 합성을 억제하기 때

문에 비타민 K 길항제라고도 부른다[121,122]. 현재 acenocoumarol과

warfarin은 항응고제, 항암, 항 HIV 활성을 가진다고 보고되었다[123]. 하

지만 두 물질 모두 멜라닌 증감에 대한 연구와 항염증에 대한 연구는 미흡

한 실정이다. 따라서 본 연구에서는 B16F10 세포에서 acenocoumarol과

warfarin의 멜라닌 생성 억제 효과와 acenocoumarol이 B16F10 세포에서

신호전달경로에 미치는 영향을 조사해보고자 한다. 또한 LPS 자극 RAW

264.7 세포에서 acenocoumarol의 항염증 효과를 조사하고자 한다.
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(a) (b)

(c) (d)

Figure 4. Structure of coumarin derivatives. (a) Coumarin, (b) 4−

Hydroxycomarin, (c) Acenocoumarol (d) Warfarin.
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Ⅱ. 재료 및 방법

1. 시료 및 시약

본 연구에 사용된 acenocoumarol은 TCI (Tokyo, Japan)에서 구입하였으

며 warfain은 Sigma−Aldrich (St.Louis, MO, USA)에서 구입하였다.

세포를 배양하기 위해 dulbecco’s modified eagle’s medium (DMEM)과

penicillin−streptomycin (P/S)을 Thermo Fisher Scientific (Waltham,

MA, USA)에서 fetal bovine serum (FBS)는 Merck Millipore (Burlington,

MA, USA)에서 구입하였다.

세포 실험을 하기 위해 사용된 α−melanocyte stimulating hormone (α−

MSH), protease/phosphatase inhibitor cocktail, sodium hydroxide

(NaOH), L−DOPA, Lipopolysaccharide (LPS), griess reagent는 Sigma−

Aldrich (St.Louis, MO, USA)에서 구입하였으며, 3−(4,5−dimethylthiazol

−2−yl)−2,5−diphenyltetrazolium bromide (MTT), Dimethyl sulfoxide

(DMSO), phosphate buffered saline (PBS), tris−buffered saline (TBS),

sodium dodecyl sulfate (SDS), radioimmunoprecipitation assay (RIPA)

buffer, enhanced chemiluminescence (ECL) kit는 Biosesang (Seongnam,

Gyeonggi−do, Korea)에서 구입하였다. BCA protein assay kit와 0.5%

trypsin−ethylenediaminetetraacetic acid (10×)는 Thermo Fisher Scientific

(Waltham, MA, USA)에서 구입하였으며, tween 20과 2 × laemmli sample

buffer는 Bio−rad (Hercules, CA, USA)에서 구입하였으며, skim milk는

BD Difco (Sparks, MD, USA)에서 구입하였다.

Enzyme−linked immunosorbent assay (ELISA) kit 중 PGE2는 abcam

(Cambridge, EN, UK)에서, IL−1β, IL−6, TNF−α는 BD Biosciences

(Franklin Lakes, NJ, USA)에서 구입하였다.

Western blot을 위해 사용된 1차 항체 tyrosinase, TRP−1, TRP−2,

MITF는 Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, USA)에서 구입하였으며,
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COX−2는 BD Biosciences (Franklin Lakes, NJ, USA)에서 구입하였고, p

−ERK, ERK, p−p38, p38, p−JNK, JNK, p−PKA, PKA, p−AKT, AKT,

p−GSK−3β, GSK−3β, p−β−catenin, β−catenin, iNOS, p−IκB−α, Iκ

B−α, p65, lamin B, β−actin과 2차 항체 anti−mouse, anti−rabbit는 Cell

signaling technology (Danvers, MA, USA)에서 구입하였다.
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2. 실험방법

2.1. 세포 배양

B16F10 mouse melanoma cell은 ATCC: The Global Bioresource Center

(Manassas, VA, USA)에서 구입하였고, RAW 264.7 murine macrophage

cell은 Korea Cell Line Bank (Seoul, Korea)에서 구입하였다.

세포 배양은 10% fetal bovine serum (FBS) 및 1% penicillin−

streptomycin이 함유된 dulbecco’s modified eagle medium (DMEM) 배지

에 37℃, 5% CO2의 조건에서 각각 3, 2일 간격으로 계대배양 하였다.
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2.2. 세포 생존율

Coumarin 계열 화합물이 세포의 생존에 영향을 미치는지 알아보기 위해

MTT법을 수행하였다. B16F10 세포를 24 well plate에 1.5 × 104 cells/well

로 분주하여 24시간 동안 배양시키고, 다양한 농도의 시료를 처리하여 72

시간 동안 배양시켰다. RAW 264.7 세포는 24 well plate에 1.5 × 105

cells/well로 분주하여 24시간 동안 배양시키고, 다양한 농도의 시료와 LPS

를 (1 μg/mL) 처리하여 24시간 동안 배양시켰다. 배양 후 MTT 시약을

0.2 mg/mL의 농도로 처리하여 3시간 동안 반응시켰다. 배지 제거 후

DMSO를 1 mL 넣어 25℃에서 20분간 보라색의 formazan 결정을 용해시

켰다. Microplate reader를 이용하여 570 nm의 파장에서 흡광도를 측정하

였다.
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2.3. Melanin contents 측정

B16F10 세포에서 coumarin 계열 화합물들이 melanin 생성에 영향을 미

치는지 확인하기 위해 melanin contents를 수행하였다. 60 mm cell culture

dish에 B16F10 세포를 8.0 × 104 cells/dish로 분주하여 24시간 동안 배양

시켰고, 다양한 농도의 시료와 α−MSH를 (100 nM) 처리하여 72시간 동안

배양시켰으며 양성대조군으로는 arbutin (200 μM)을 처리하여 배양된 세포

가 사용되었다. 배지를 제거하고 차가운 1 × PBS buffer로 2회 세척 후

lysis buffer (RIPA buffer, 1% protease inhibitor cocktail)를 200 μL씩 넣

어 20분 동안 4℃에서 lysis 하였다. Lysis 후 cell scraper를 이용해 cell을

모아 1.5 mL e−tube에 옮겨 vortexing 하였다. 15000 rpm, −8℃의 조건

에서 20분 동안 원심분리하였다. 원심분리 후 상층액을 제거하여 pellet을

얻었으며 pellet은 800 μL의 1 N NaOH (10% DMSO)를 넣어 90℃에서 10

분간 용해하였다. 96 well plate에 200 μL씩 넣어주었으며 microplate

reader를 이용하여 405 nm의 파장에서 흡광도를 측정하였다.
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2.4. Tyrosinase activity 측정

60 mm cell culture dish에 B16F10 세포를 8.0 × 104 cells/dish로 분주하

여 24시간 동안 배양시켰고, 다양한 농도의 시료와 α−MSH를 (100 nM)

처리하여 72시간 동안 배양시켰으며 양성대조군으로는 arbutin (200 μM)을

처리하여 배양된 세포가 사용되었다. 배지를 제거하고 차가운 1 × PBS

buffer로 2회 세척 후 lysis buffer (RIPA buffer, 1% protease inhibitor

cocktail)를 200 μL씩 넣어 20분 동안 4℃에서 lysis 하였다. Lysis 후 cell

scraper를 이용해 cell을 모아 1.5 mL e−tube에 옮겨 vortexing 하였다.

15000 rpm, −8℃의 조건에서 20분 동안 원심분리를 진행하였다. 원심분리

후 상층액을 얻었으며 단백질의 농도는 BCA protein assay kit를 이용하여

정량하였다. 96 well plate에 20 μg/mL로 정량한 단백질 20 μL와 2

mg/mL L−DOPA 80 μL을 넣어주고 37℃에서 1시간 동안 반응시켰다. 흡

광도는 microplate reader를 이용하여 490 nm의 파장에서 측정하였다.
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2.5. Nitric oxide 생성량 측정

Coumarin 계열 화합물이 LPS에 의해 자극된 RAW 264.7 세포에서 생성

된 nitric oxide를 저해하는지 확인하기 위해 세포 배양액에 존재하는

Nitric oxide의 양을 NO2−의 형태로 측정하였다. 세포를 24 well plate에

1.5 × 105 cells/well로 분주하여 24시간 동안 배양시키고, 다양한 농도의

시료와 LPS를 (1 μg/mL) 처리하여 24시간 동안 배양하였다. 양성대조군으

로는 L−NIL (40 μM)을 처리하여 배양된 세포가 사용되었다. 배양 후 세

포 배양액 100 μL와 griess reagent 100 μL를 혼합하였다. 흡광도는

microplate reader를 이용하여 540 nm의 파장에서 측정하였다.
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2.6. Prostaglandin E2 (PGE2) 및 전염증성 cytokine (IL−1β, IL−6,

TNF−α) 생성량 측정

Coumarin 계열 화합물이 LPS에 의해 자극된 RAW 264.7 세포에서

PGE2, IL−1β, IL−6, TNF−α의 생성량을 저해하는지 확인하기 위해

ELISA kit를 이용하여 측정하였다. 세포를 24 well plate에 1.5 × 105

cells/well로 분주하여 24시간 동안 배양시키고, 다양한 농도의 시료와 LPS

를 (1 μg/mL) 처리하여 24시간 동안 배양하였다. PGE2 생성량 측정 시 양

성대조군으로는 NS 398 (100 nM)을 처리하여 배양된 세포가 사용되었다.

흡광도는 microplate reader를 이용하여 405 nm 혹은 450 nm의 파장에서

측정하였다.



- 23 -

2.7. Western blot

B16F10 세포를 60 mm cell culture dish에 8.0 × 104 cells/dish로 분주하

여 24시간 동안 배양시켰고, 다양한 농도의 시료와 α−MSH를 (100 nM)

처리하여 단백질 발현 시간에 따라 배양시켰으며 양성대조군으로는

arbutin (200 μM)을 처리하여 배양된 세포가 사용되었다. RAW 264.7 세포

는 60 mm cell culture dish에 6.0 × 105 cells/dish로 분주하여 24시간 동

안 배양시켰고, 다양한 농도의 시료와 LPS를 (1 μg/mL) 처리하여 단백질

발현 시간에 따라 배양시켰다. 배양 후, 배지를 제거하고 차가운 1 × PBS

buffer로 2회 세척 후 lysis buffer (RIPA buffer, 1% protease inhibitor

cocktail)를 200 μL씩 넣어 20분 동안 4℃에서 lysis 하였다. Lysis 후 cell

scraper를 이용해 cell을 모아 1.5 mL e−tube에 옮겨 vortexing 하였다.

15000 rpm, −8℃의 조건에서 20분 동안 원심분리를 진행하였다. 원심분리

후 상층액을 얻었으며 단백질의 농도는 BCA protein assay kit를 이용하여

정량하였다. Loading sample은 30 μg/mL로 정량한 단백질과 2 × laemmli

sample buffer를 1:1 비율로 혼합하여 100℃에서 5분간 가열하였다. 제조한

loading sample은 SDS−polyacrylamide gel로 전기영동을 통해 단백질을

크기별로 분리하였다. 분리된 단백질은 gel에서 PVDF membrane으로

transfer 하였고, membrane은 1 × TBS−T (Tris−Buffered Saline with

1% Tween 20)로 녹인 5% skim milk에 2시간 동안 blocking 되었다.

Blocking 후 membrane을 1 × TBS−T로 10분간 총 6회 세척하고, 1 ×

TBS−T에 1:2000의 비율로 용해된 1차 항체를 4℃에서 overnight 반응시

켰다. 다시 1 × TBS−T로 10분간 총 6회 세척하고, 1 × TBS−T에

1:1000의 비율로 용해된 2차 항체를 25℃에서 2시간 동안 반응시켰다.

membrane을 다시 1 × TBS−T로 10분간 총 6회 세척하고, ECL kit를 사

용하여 단백질을 발현시키고 chemidoc (WL, VILBER LOURMAT,

France)을 이용해 현상하였다.
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3. 통계처리

모든 실험의 결과는 세 번의 반복 실험을 통해 평균과 표준편차 (평균 ±

SD)로 나타내었다. 통계적 유의성은 Studant’s t−test를 사용하여 p−

value로 나타내었고, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001로 표시하였

고, 미처리 세포 대조군과 비교하여 # p < 0.01로 표시하였다.
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Ⅲ. 결 과

1. B16F10 세포에서 coumarin 계열 화합물의 멜라닌 생성 영향 평가

1.1. 세포 생존율

B16F10 세포에서 coumarin 계열 화합물이 세포의 생존에 영향을 미치지

않는 농도를 확인하기 위해서 MTT법을 수행하였다. Coumarin 계열 화합

물들의 다양한 농도 (10, 20, 40, 60, 80 및 100 μM)를 각각 처리하여 72시

간 동안 배양시켰다. 세포의 생존에 영향을 미치지 않는 기준은 미처리 세

포 대조군 대비 90% 이상의 생존율을 갖는 것으로, acenocoumarol과

warfarin 모두 60 μM 미만의 농도에서 세포 독성을 보이지 않았다(Fig. 5).

따라서 acenocoumarol과 warfarin은 10, 20 및 40 μM의 농도에서 이후 실

험을 진행하였다.
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(a)

(b)

Figure 5. The effect of coumarin derivatives on the viability in

B16F10 melanoma cells. The cells were treated coumarin derivatives

(10, 20, 40, 60, 80 and 100 μM) for 72 h. Cytotoxicity of (a)

Acenocoumarol, (b) Warfarin was evaluated using the MTT assay. Cell

viability is expressed as percentages relative to untreated cells. The

results are presented as the mean ± SD from three repeated

experiments. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 vs unstimulated

control group.
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1.2. Melanin contents

B16F10 세포에서 coumarin 계열 화합물이 세포 독성이 나타나지 않는

범위 내에서 멜라닌 합성에 미치는 영향을 알아보기 위해 멜라닌 함량 측

정 실험을 진행하였다. Acenocoumarol과 warfarin을 다양한 농도 (10, 20

및 40 μM)로 72시간 동안 처리하였다. α−MSH (100 nM)와 arbutin (200

μM)은 각각 음성대조군과 양성대조군으로 사용되었다. 그 결과 coumarin

계열 화합물 중 acenocoumarol의 멜라닌 감소 효과가 더 우수했다.

Acenocoumarol과 warfarin의 멜라닌 함량은 음성대조군과 비교했을 때 최

고 농도인 40 μM에서 acenocoumarol은 28.04%, warfarin은 23.74% 감소함

을 확인하였다(Fig. 6).
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(a)

(b)

Figure 6. The effect of coumarin derivatives on production of

melanin in α−MSH−stimulated B16F10 cells. The cells were

treated (a) Acenocoumarol, (b) Warfarin (10, 20 and 40 μM) for 72 h. α

−MSH was used as the negative control and arbutin (200 μM) was

used as the positive control. The results are presented as the mean ±

SD from three repeated experiments. # p < 0.001 vs unstimulated

control group. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 vs α−MSH

alone.
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1.3. Tyrosinase activity

B16F10 세포에서 coumarin 계열 화합물이 tyrosinase 활성에 미치는 영

향을 알아보기 위해 세포 독성이 나타나지 않는 범위 내에서 tyrosianse

activity 실험을 진행하였다. Acenocoumarol과 warfarin을 다양한 농도 (10,

20 및 40 μM)로 72시간 동안 처리하였으며 α−MSH (100 nM)와 arbutin

(200 μM)은 각각 음성대조군과 양성대조군으로 사용되었다.

Acenocoumarol과 warfarin의 tyrosinase 활성은 음성대조군과 비교했을 때

최고 농도인 40 μM에서 acenocoumarol은 23.19%, warfarin은 6.03% 감소

함을 확인하였다(Fig. 7).

따라서 coumarin 계열 화합물 중 acenocoumarol의 tyrosinase 활성 감소

효과가 가장 우수함을 확인하였고 이후 acenocoumarol에 대한 추가 실험

을 진행하였다.
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(a)

(b)

Figure 7. The effect of coumarin derivatives on tyrosinase activity

in α−MSH−stimulated B16F10 cells. The cells were treated (a)

Acenocoumarol, (b) Warfarin (10, 20 and 40 μM) for 72 h. α−MSH was

used as the negative control and arbutin (200 μM) was used as the

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

three repeated experiments. # p < 0.001 vs unstimulated control group.

* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 vs α−MSH alone.
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2. B16F10 세포에서 acenocoumarol의 멜라닌 생성 영향 평가

2.1. Western blot

1) 멜라닌 생성 효소 발현

B16F10 세포에서 멜라닌 생성 효소 발현량에 영향을 미치는

acenocoumarol의 영향을 확인하기 위해 western blot을 진행하였다. 그 결

과 B16F10 세포에서 멜라닌 생성 효소의 발현량은 α−MSH (100 nM) 처

리군과 비교했을 때 acenocoumarol의 농도가 증가함에 따라 농도 의존적

으로 감소시키는 것을 확인할 수 있었다. 특히 acenocoumarol은 최고 농도

인 40 μM에서 tyrosinase를 35.59%, TRP−1을 58.98%, TRP−2를 33.31%

감소시켰다(Fig. 8).
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(a) (b)

(c) (d)

Figure 8. The effect of acenocoumarol on tyrosinase, TRP−1 and

TRP−2 protein expression in α−MSH−stimulated B16F10 cells.

The cells were treated with acenocoumarol (10, 20 and 40 μM) for 48 h

in the presence of α−MSH (100 nM). (a) Western blotting results, (b)

Tyrosinase protein expression, (c) TRP−1 protein expression, (d) TRP

−2 protein expression. α−MSH was used as the negative control and

arbutin (200 μM) was used as the positive control. The results are

presented as the mean ± SD from three repeated measurements using

the Image J. # p < 0.001 vs unstimulated control group. * p < 0.05, **

p < 0.01, *** p < 0.001 vs α−MSH alone.



- 33 -

2) MITF 발현

MITF는 tyrosinase 관련 단백질의 조절인자이며 tyrosinase, TRP−1,

TRP−2 promoter의 M−box와 결합하여 멜라닌 생성을 유도한다고 알려

져 있다[20,21]. 따라서 B16F10 세포에서 MITF 발현량에 미치는

acenocoumarol의 영향을 확인하기 위해 western blot을 진행하였다. 그 결

과 B16F10 세포에서 MITF의 발현량은 농도 의존적으로 감소하는 것을 확

인할 수 있으며 α−MSH (100 nM) 처리군과 비교했을 때 최고 농도인 40

μM에서 약 79.56% 감소시켰다(Fig. 9). 이러한 결과를 통해 acenocoumarol

은 B16F10 세포에서 MITF의 발현을 억제해 멜라닌 생성을 감소시킨다는

것을 확인할 수 있다.
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(a) (b)

Figure 9. The effect of acenocoumarol on MITF protein expression

in α−MSH−stimulated B16F10 cells. The cells were treated with

acenocoumarol (10, 20 and 40 μM) for 40 h in the presence of α−MSH

(100 nM). (a) Western blotting results, (b) MITF protein expression. α

−MSH was used as the negative control and arbutin (200 μM) was

used as the positive control. The results are presented as the mean ±

SD from three repeated measurements using the Image J. # p < 0.001

vs unstimulated control group. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001

vs α−MSH alone.
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3) Wnt/β−catenin 신호전달경로

Wnt/β−catenin 신호전달경로에서 Frizzled(Fz) 수용체의 활성화는

GSK3β의 비활성화 및 β−catenin 축적의 자극을 통해 최종적으로 MITF

발현을 증가시킨다[22−24]. 따라서 B16F10 세포에서 Wnt/β−catenin 신호

전달경로를 통해 acenocoumarol이 멜라닌 생성을 억제하는지 확인하기 위

해 western blot을 진행하였다. Acenocoumarol의 농도가 증가함에 따라 β

−catenin과 P−GSK3β의 발현량은 농도 의존적으로 감소하는 것을 확인

할 수 있으며, P−β−catenin의 발현량은 증가하는 것을 확인할 수 있다. β

−catenin과 P−GSK3β의 발현량은 α−MSH (100 nM) 처리군과 비교했을

때 최고 농도인 40 μM에서 각각 36.05%, 48.32% 감소했고, P−β−catenin

의 발현량은 45.16% 증가했다(Fig. 10). 이와 같은 결과를 통해

acenocoumarol은 B16F10 세포에서 Wnt/β−catenin 신호전달경로를 통해

최종적으로 멜라닌 생성을 감소시킨다는 것을 확인할 수 있다.
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(a) (b)

(c) (d)

Figure 10. The effect of acenocoumarol on β−catenin, P−GSK3β 

and P−β−catenin protein expression in α−MSH−stimulated

B16F10 cells. The cells were treated with acenocoumarol (10, 20 and

40 μM) for 24 h in the presence of α−MSH (100 nM). (a) Western

blotting results, (b) β−catenin protein expression, (c) P−GSK3β protein

expression, (d) P−β−catenin protein expression. α−MSH was used as

the negative control and arbutin (200 μM) was used as the positive

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

repeated measurements using the Image J. # p < 0.001 vs unstimulated

control group. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 vs α−MSH

alone.



- 37 -

4) MAPKs 신호전달경로

MAPK 신호전달경로 중에서 ERK는 MITF를 인산화시켜 궁극적으로

tyrosinase 및 TRP−1, TRP−2의 하향 조절을 통해 멜라닌의 합성을 감소

시키는 반면[32−34], JNK와 p38의 인산화는 멜라닌을 증가시키는 것으로

보고되고 있다[35,36]. 따라서 B16F10 세포에서 acenocoumarol이 MAPKs

신호전달경로를 통해 MITF의 발현을 감소시키고 궁극적으로 멜라닌 생성

을 억제하는지 확인하기 위해 western blot을 진행하였다. Acenocoumarol

의 농도가 증가함에 따라 음성 신호전달경로인 ERK의 발현량을 농도 의

존적으로 증가하는 것을 확인할 수 있고, 양성 신호전달경로인 JNK와 p38

은 감소하는 것을 확인할 수 있다. ERK의 발현량은 α−MSH (100 nM) 처

리군과 비교했을 때 최고 농도인 40 μM에서 약 206.19% 증가했으며 JNK

와 p38의 발현량은 각각 60.09%, 48.50% 감소했다(Fig. 11). 다음과 같은

결과를 통해 acenocoumarol은 B16F10 세포에서 MAPKs 신호전달경로를

통해서 최종적으로 MITF의 발현을 억제해 멜라닌 생성을 감소시킨다는

것을 확인할 수 있다.
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(a) (b)

(c) (d)

Figure 11. The effect of acenocoumarol on MAPKs protein

expression in α−MSH−stimulated B16F10 cells. The cells were

treated with acenocoumarol (10, 20 and 40 μM) for 4 h in the presence

of α−MSH (100 nM). (a) Western blotting results, (b) P−ERK protein

expression, (c) P−JNK protein expression, (d) P−p38 protein

expression. α−MSH was used as the negative control and arbutin (200

μM) was used as the positive control. The results are presented as the

mean ± SD from three repeated measurements using the Image J. # p

< 0.001 vs unstimulated control group. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p

< 0.001 vs α−MSH alone.
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5) cAMP/PKA 신호전달경로

cAMP/PKA 신호전달경로에서 MC1R이 자극을 받게 되면 AC가 활성화

되어 cAMP를 증가시킨다. cAMP의 증가로 인해 PKA가 인산화되며 핵

안으로 이동해 CREB을 인산화하여 MITF의 발현을 유도한다[37−45]. 따

라서 B16F10 세포에서 PKA 신호전달경로를 통해 acenocoumarol이 PKA

의 발현을 감소시켜 멜라닌 생성 억제를 억제하는지 확인하기 위해

western blot을 진행하였다. 그 결과 B16F10 세포에서 PKA의 발현량을 농

도 의존적으로 감소시키는 것을 확인하였으며 α−MSH (100 nM) 처리군

과 비교했을 때 최고 농도인 40 μM에서 약 43.05% 감소시켰다(Fig. 12).

이러한 결과를 통해 acenocoumarol은 B16F10 세포에서 MITF의 발현을

억제해 멜라닌 생성을 감소시킨다는 것을 확인할 수 있다.
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(a) (b)

Figure 12. The effect of acenocoumarol on PKA protein

expression in α−MSH−stimulated B16F10 cells. The cells were

treated with acenocoumarol (10, 20 and 40 μM) for 24 h in the presence

of α−MSH (100 nM). (a) Western blotting results, (b) P−PKA protein

expression. α−MSH was used as the negative control and arbutin (200

μM) was used as the positive control. The results are presented as the

mean ± SD from three repeated measurements using the Image J. # p

< 0.001 vs unstimulated control group. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p

< 0.001 vs α−MSH alone.
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6) PI3K/AKT 신호전달경로

PI3K/AKT 경로의 억제는 멜라닌 생성의 증가와 연관이 있다고 알려져

있으며 AKT가 인산화되면 MITF의 발현을 감소시키고 궁극적으로 멜라닌

의 생성은 억제된다고 보고되어 있다[52−54]. 따라서 B16F10 세포에서

AKT 신호전달경로를 통해 acenocoumarol이 MITF의 발현을 감소시켜 멜

라닌 생성 억제를 억제하는지 확인하기 위해 western blot을 진행하였다.

그 결과 B16F10 세포에서 AKT의 발현량을 농도 의존적으로 증가시키는

것을 확인하였으며 α−MSH (100 nM) 처리군과 비교했을 때 최고 농도인

40 μM에서 약 145.88% 증가시켰다(Fig. 13). 이러한 결과를 통해

acenocoumarol은 B16F10 세포에서 AKT의 인산화를 증가시켜 멜라닌 생

성을 감소시킨다는 것을 확인할 수 있다.



- 42 -

(a) (b)

Figure 13. The effect of acenocoumarol on AKT protein

expression in α−MSH−stimulated B16F10 cells. The cells were

treated with acenocoumarol (10, 20 and 40 μM) for 4 h in the presence

of α−MSH (100 nM). (a) Western blotting results, (b) P−AKT protein

expression. α−MSH was used as the negative control and arbutin (200

μM) was used as the positive control. The results are presented as the

mean ±SD from three repeated measurements using the Image J. # p <

0.001 vs unstimulated control group. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p <

0.001 vs α−MSH alone.
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3. RAW 264.7 세포에서 acenocoumarol의 항염증 효능 평가

3.1. 세포 생존율

RAW 264.7 세포에서 acenocoumarol이 세포의 생존에 영향을 미치지 않

는 농도를 확인하기 위해서 MTT법을 수행하였다. Acenocoumarol을 다양

한 농도 (15.6, 31.3, 62.5, 125, 250 및 500 μM)를 각각 처리하여 24시간 동

안 배양시켰다. 세포의 생존에 영향을 미치지 않는 기준은 미처리 세포 대

조군 대비 90% 이상의 생존율을 갖는 것으로, acenocoumarol은 500 μM

미만의 농도에서 세포 독성을 보이지 않았다(Fig. 14). 따라서 31.3, 62.5,

125 및 250 μM의 농도에서 이후 실험을 진행하였다.
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Figure 14. The effect of acenocoumarol on the viability in RAW

264.7 cells. The cells were treated acenocoumarol (31.3, 62.5, 125, 250

and 500 μM) and LPS (1 μg/mL) stimulation for 24 h. L−NIL (40 μM)

was used as the positive control. Acenocoumarol was evaluated using

the MTT assay. Cell viability is expressed as percentages relative to

untreated cells. The results are presented as the mean ± SD from three

repeated experiments. # p < 0.001 vs unstimulated control group. * p <

0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 vs LPS alone.
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3.2. Nitric oxide 생성량

LPS 자극에 의해 활성화된 대식세포는 iNOS를 생성시키며 이는 L−

arginine의 산화를 촉매하여 NO를 생성하며 지속적으로 생성된 NO는 패

혈성 쇼크 및 염증성 질환과 같은 유해한 결과를 얻을 수 있다[81,83]. 따

라서 LPS에 의해 자극된 RAW 264.7 세포에서 acenocoumarol이 세포 독

성이 나타나지 않는 범위 내에서 생성된 nitric oxide를 저해하는지 확인하

였다. Acenocoumarol을 다양한 농도 (31.3, 62.5, 125 및 250 μM)로 24시간

동안 처리하였으며 iNOS 억제제인 L−NIL (40 μM)은 양성대조군으로 사

용되었다. 그 결과 acenocoumarol은 nitric oxide의 생성량을 LPS (1 μ

g/mL) 단독 처리군 대비 약 62.88% 감소시켰으며 이는 특이적 억제제로

사용된 L−NIL보다 nitric oxide 생성 저해율이 현저히 높은 것을 확인할

수 있다(Fig. 15).
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Figure 15. The effect of acenocoumarol on production of Nitric

oxide in LPS−induced RAW 264.7 cells. The cells were treated

acenocoumarol (31.3, 62.5, 125 and 250 μM) and LPS (1 μg/mL)

stimulation for 24 h. L−NIL (40 μM) was used as the positive control.

The amount of Nitric oxide in the medium was measured using a

Griess reagent. The results are presented as the mean ± SD from three

repeated experiments. # p < 0.001 vs unstimulated control group. * p <

0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 vs LPS alone.
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3.3. Prostaglandin E2 (PGE2) 생성량

LPS 자극에 의해 활성화된 대식세포에서 PGE2 는 COX−2에 의해 유도

되며 PGE2는 염증 및 발암을 포함한 다양한 병리생리학 과정에 관여하고

있다[84]. 따라서 LPS에 의해 자극된 RAW 264.7 세포에서 acenocoumarol

이 세포 독성이 나타나지 않는 범위 내에서 생성된 PGE2 생성량을 ELISA

kit를 사용하여 측정하였다. Acenocoumarol을 다양한 농도 (31.3, 62.5, 125

and 250 μM)로 24시간 동안 처리하였으며 COX−2 억제제인 NS 398 (100

nM)은 양성대조군으로 사용되었다. 그 결과 acenocoumarol은 PGE2의 생

성량을 LPS (1 μg/mL) 단독 처리군 대비 약 41.44% 감소시켰으며 이는

특이적 억제제로 사용된 COX−2보다 PGE2 생성 저해율이 현저히 높은 것

을 확인할 수 있다(Fig. 16).
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Figure 16. The effect of acenocoumarol on production of PGE2 in

LPS−induced RAW 264.7 cells. The cells were treated acenocoumarol

(31.3, 62.5, 125 and 250 μM) and LPS (1 μg/mL) stimulation for 24 h.

NS 398 (100 nM) was used as the positive control. The PGE2

production was determined using an ELISA kit. The results are

presented as the mean ± SD from two repeated experiments. # p <

0.001 vs unstimulated control group. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p <

0.001 vs LPS alone.
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3.4. 전염증성 cytokine 생성량

LPS 자극에 의해 활성화된 대식세포에는 여러 신호전달경로를 통해 IL

−1β, IL−6, TNF−α 등 다양한 염증성 cytokine을 생성한다[73,74]. LPS

에 의해 자극된 RAW 264.7 세포에서 acenocoumarol이 세포 독성이 나타

나지 않는 범위 내에서 생성된 IL−1β, IL−6, TNF−α 생성량을 ELISA

kit를 사용하여 측정하였다. Acenocoumarol을 다양한 농도 (31.3, 62.5, 125

and 250 μM)로 24시간 동안 처리하였다. 그 결과 acenocoumarol은 LPS로

자극된 세포에서 IL−1β, IL−6, TNF−α 생성량의 생성량 농도 의존적으

로 감소시켰으며, 각각 LPS (1 μg/mL) 단독 처리군 대비 15.99%, 43.73%,

23.29% 감소시켰다 (Fig. 17).
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(a) (b)

(c)

Figure 17. The effect of acenocoumarol on production of pro−

inflammation cytokines in LPS−induced RAW 264.7 cells. The

cells were treated acenocoumarol (31.3, 62.5, 125 and 250 μM) and LPS

(1 μg/mL) stimulation for 24 h. The (a) IL−1β production, (b) IL−6

production, (c) TNF−α production was determined using an ELISA kit.

The results are presented as the mean ± SD from two repeated

experiments. # p < 0.001 vs unstimulated control group. * p < 0.05, **

p < 0.01, *** p < 0.001 vs LPS alone.
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3.5. Western blot

1) iNOS, COX−2 발현

LPS로 자극된 RAW 264.7 세포에서 iNOS와 COX−2 발현량에 영향을

미치는 acenocoumarol의 영향을 확인하기 위해 western blot을 진행하였

다. 그 결과 RAW 264.7 세포에서 iNOS, COX−2의 발현량은

acenocoumarol의 농도가 증가함에 따라 농도 의존적으로 감소시키는 것을

확인 할 수 있었으며 LPS (1 μg/mL) 단독 처리군과 비교했을 때 최고 농

도인 250 μM에서 iNOS를 97.60%, COX−2을 67.09% 감소시켰다(Fig. 18).

이러한 결과를 통해 iNOS, COX−2 발현의 감소가 염증성 매개체인 NO와

PGE2 생성의 감소로 이어질 수 있음을 시사한다.
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(b)

(a)                                 

(c)

  

Figure 18. The effect of acenocoumarol on iNOS and COX−2

protein expression in LPS−induced RAW 264.7 cells. The cells

were treated acenocoumarol (62.5, 125 and 250 μM) and LPS (1 μg/mL)

stimulation for 22 h. (a) Western blotting results, (b) iNOS protein

expression, (c) COX−2 protein expression. The results are presented

as the mean ±SD from three repeated measurements using the Image J.

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

*** p < 0.001 vs LPS alone.
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2) MAPKs 신호전달경로

MAPKs 신호전달경로에서 대식세포가 자극됨에 따라 인산화된 MAPKs

는 전염증성 cytokine과 염증 매개체의 생성을 증가시킨다[89,90]. 따라서

LPS로 자극된 RAW 264.7 세포에서 ERK, JNK, p38 단백질 발현량에 영

향을 미치는 acenocoumarol의 영향을 확인하기 위해 western blot을 진행

하였다. 그 결과 RAW 264.7 세포에서 ERK, JNK, p38의 발현량은

acenocoumarol의 농도가 증가함에 따라 농도 의존적으로 감소하는 것을

확인할 수 있으며 LPS (1 μg/mL) 단독 처리군과 비교했을 때 최고 농도

인 250 μM에서 ERK를 62.38%, JNK를 38.73%, p38을 60.62% 감소시켰다

(Fig. 19). 이는 acenocoumarol이 MAPKs 신호전달경로의 활성화를 억제해

염증성 매개체와 전염증성 cytokine의 생성 수준을 하향 조절함으로써 염

증을 억제한다는 것을 알 수 있다.
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(a) (b)

(c) (d)

Figure 19. The effect of acenocoumarol on MAPKs protein

expression in LPS−induced RAW 264.7 cells. The cells were treated

acenocoumarol (62.5, 125 and 250 μM) and LPS (1 μg/mL) stimulation

for 20 min. (a) Western blotting results, (b) P−ERK protein expression,

(c) P−JNK protein expression, (d) P−p38 protein expression. The

results are presented as the mean ±SD from three repeated

measurements using the Image J. # p < 0.001 vs unstimulated control

group. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 vs LPS alone.
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3) NF−κB 신호전달경로

NF−κB는 IκB−α와의 상호작용을 통해 세포질에서 비활성 상태로 유지

되며 NF−κB가 자극되면 IKK에 의해 IκB−α는 인산화되어 분해가 일어

나며 NF−κB는 핵으로 옮겨져 전염증성 cytokine 및 iNOS와 COX−2의

상향조절을 통해 다양한 염증 신호 경로를 조절한다고 보고 되어있다[93−

97]. 따라서 LPS로 자극된 RAW 264.7 세포에서 acenocoumarol이 NF−κ

B 신호전달경로를 통해 전염증성 cytokine과 염증성 매개체의 생성에 영향

을 미치는지 확인하기 위해 western blot을 진행하였다. 그 결과

acenocoumarol의 농도가 증가함에 따라 IκB−α의 발현량은 증가하며, P−I

κB−α의 발현량은 감소하는 것을 확인할 수 있다. LPS (1 μg/mL) 단독

처리군과 비교했을 때 최고 농도인 250 μM에서 IκB−α를 137.84% 증가시

켰으며, P−IκB−α을 97.19% 감소시켰다(Fig. 20).

LPS에 의해 자극된 대식세포에서 p65가 세포질에서 핵으로 전위 되었는

지 확인하기 위해 마찬가지로 western blot를 진행하였다. 세포질에서

acenocoumarol의 농도가 증가함에 따라 p65의 발현량은 증가하며, 핵에서

는 acenocoumarol의 농도가 증가함에 따라 p65의 발현량은 감소하는 것을

확인할 수 있다. LPS (1 μg/mL) 단독 처리군과 비교했을 때 최고 농도인

250 μM에서 p65 (cytoplasm)를 62.55% 증가시켰으며, p65 (nucleus)를

51.85% 감소시켰다(Fig. 21). 이는 acenocoumarol이 IκB−α의 인산화 및

분해와 p65가 세포질에서 핵으로 전위되는 것을 막아 최종적으로 염증을

억제한다는 것을 알 수 있다.
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(b)

(a)                                 

(c)

  

Figure 20. The effect of acenocoumarol on IκB−α and P−IκB−α

protein expression in LPS−induced RAW 264.7 cells. The cells

were treated acenocoumarol (62.5, 125 and 250 μM) and LPS (1 μg/mL)

stimulation for 20 min. (a) Western blotting results, (b) IκB−α protein

expression, (c) P−IκB−α protein expression. The results are presented

as the mean ±SD from three repeated measurements using the Image J.

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

*** p < 0.001 vs LPS alone.
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(b)

(a)                                 

(c)

  

Figure 21. The effect of acenocoumarol on NF−κB (p65) protein

expression in LPS−induced RAW 264.7 cells. The cells were treated

acenocoumarol (62.5, 125 and 250 μM) and LPS (1 μg/mL) stimulation

for 15 min. (a) Western blotting results, (b) p65 (cytoplasm) protein

expression, (c) p65 (nucleus) protein expression. The results are

presented as the mean ±SD from three repeated measurements using

the Image J. # p < 0.001 vs unstimulated control group. * p < 0.05, **

p < 0.01, *** p < 0.001 vs LPS alone.
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Ⅳ. 고 찰

Coumarin은 다양한 약리학적 및 생물학적 활성을 가진 페놀 화합물이며

대부분의 식물에서 발견된다[124]. 쿠마린 유도체들은 질병을 예방하고 치

료하는 데 있어 잠재적인 역할을 가지고 있기때문에 상당한 관심을 끌고

있다[125,126]. 따라서 B16F10 세포에서 acenocoumarol과 warfarin의 멜라

닌 생성 억제 효과를 확인하였으며 더 나아가 acenocoumarol이 B16F10 세

포의 신호전달경로에 미치는 영향을 조사하였다. 또한 LPS 자극 RAW

264.7 세포에서 acenocoumarol의 항염증 효과를 조사하였다.

멜라닌은 피부색을 결정하는 주요 구성 요소이며 자외선의 유해한 영향

혹은 산화 스트레스와 같은 환경 요인으로부터 피부를 보호하는 데 중요한

역할을 한다[2−4]. 하지만 멜라닌이 과도하게 생성되어 피부에 축적되면

기미, 주근깨, 검버섯 등과 같은 과색소 침착장애와 멜라닌 전구체의 독성

으로 인한 세포 사멸 및 피부암 등의 질병을 유발할 수 있다[1,9]. 현재 다

양한 피부 미백제들이 사용되고 있지만 부작용 유발한다는 연구가 보고되

고 있다[56−63]. 따라서 우리는 효과적으로 멜라닌 생성을 억제하며 인체

에 안전한 물질을 찾기 위한 실험을 진행하였으며 coumarin 계열 화합물

은 그 효과를 입증하였다.

Coumarin 계열 화합물들의 멜라닌 생성을 확인하기 위해 B16F10 세포

에서 acenocoumarol과 warfarin이 세포의 생존에 영향을 미치지 않는 농도

를 찾기 위한 세포 생존율을 확인하였다. 그 결과 acenocoumarol과

warfarin 모두 60 μM 미만의 농도에서 세포 독성을 보이지 않았다. 따라서

acenocoumarol과 warfarin은 40 μM 이하의 농도에서 이후 실험을 진행하

였다.
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세포 독성이 나타나지 않는 범위 내에서 coumarin 계열 화합물의 멜라닌

함량 측정 실험을 진행하였다. Acenocoumarol과 warfarin은 40 μM 이하의

농도에서 실험을 진행하였다. Acenocoumarol과 warfarin의 멜라닌 함량은

음성대조군과 비교했을 때 최고 농도인 40 μM에서 acenocoumarol은

28.04%, warfarin은 23.74% 감소함을 확인하였다.

마찬가지로 세포 독성이 나타나지 않는 범위 내에서 coumarin 계열 화합

물의 tyrosinase activity 실험을 진행하였다. Acenocoumarol과 warfarin은

40 μM 이하의 농도에서 실험을 진행하였다. 두 물질의 tyrosinase 활성은

음성대조군과 비교했을 때 최고 농도인 40 μM에서 acenocoumarol은

23.19%, warfarin은 6.03% 감소함을 확인하였다. 따라서 coumarin 계열 화

합물 중 acenocoumarol이 멜라닌 생성 억제 효과와 tyrosinase 활성 감소

효과가 가장 우수함을 확인하였고 이후 acenocoumarol에 대한 추가 실험

을 진행하였다.

Acenocoumarol이 B16F10 세포에서 다양한 신호전달경로를 통해 최종적

으로 멜라닌 생성을 억제하는지 확인하기 위해 western blot 실험을 진행

하였다. 멜라닌 세포에서 멜라닌의 합성은 tyrosinase와 tyrosinase 관련 단

백질 TRP−1 및 TRP−2에 의해 촉매 된다[9]. 따라서 멜라닌 생성 효소

인 tyrosinase, TRP−1 및 TRP−2의 발현량을 확인하였다. 그 결과

B16F10 세포에서 멜라닌 생성 효소의 발현량은 α−MSH 처리군과 비교하

여 acenocoumarol의 농도가 증가함에 따라 농도 의존적으로 감소시키는

것을 확인할 수 있다.

Tyrosinase 관련 단백질의 조절에서 가장 중요한 전사인자는 MITF이며,

자극된 MITF는 tyrosinase, TRP−1, TRP−2 promoter의 M−box와 결합

하여 멜라닌 생성을 유도한다[20,21]. B16F10 세포에서 MITF의 발현량을

확인한 결과 α−MSH 처리군과 비교하여 농도 의존적으로 감소하는 것을

확인할 수 있다. 따라서 MITF의 발현이 감소함으로써 멜라닌 생성 효소의
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발현이 감소되고 최종적으로 멜라닌 생성이 감소한다.

Wnt/β−catenin 신호전달경로에서 Fz 수용체가 자극을 받게 되면 GSK3

β (Ser 9)는 인산화되고 Wnt/β−catenin 경로에서 비활성화 된다[25]. 이

어서 β−catenin은 축적되어 핵으로 옮겨지며 TCF−LEF 전사인자와 복합

체를 형성하고, 이후 MITF 발현을 증가시킨다[26.27]. Tyrosine 216번 잔

기에서 인산화된 GSK3β는 β−catenin을 순차적으로 인산화시키고, 인산화

된 β−catenin은 분해된다[28,29]. 실험 결과 B16F10 세포에서

acenocoumarol의 농도가 증가함에 따라 β−catenin과 P−GSK3β의 발현량

은 acenocoumarol의 농도가 증가함에 따라 농도 의존적으로 감소하는 것

을 확인할 수 있다. 이는 acenocoumarol이 GSK3β (Ser 9)의 인산화를 억

제하고 β−catenin이 축적되어 핵으로 옮겨지는 것을 억제하여 최종적으로

MITF 발현을 감소시킨다는 것을 확인할 수 있다. 반대로 P−β−catenin의

발현량은 acenocoumarol의 농도가 증가함에 따라 증가하는 것을 확인할

수 있다. 이는 acenocoumarol이 GSK3β (Tyr 216) 의 인산화에 의한 β−

catenin의 인산화를 억제함으로써 최종적으로 MITF의 발현을 감소시킨다

는 것을 확인할 수 있다.

ERK, JNK, p38으로 구성되어있는 MAPKs 신호전달경로 중에서 ERK의

인산화는 MITF를 인산화 및 분해시키며 최종적으로 멜라닌의 합성을 감

소시키는 반면[32−34], JNK와 p38의 인산화는 멜라닌을 증가시킨다

[35,36]. 실험 결과 acenocoumarol의 농도가 증가함에 따라 음성 신호전달

경로인 ERK의 발현량은 농도 의존적으로 증가하는 것을 확인할 수 있다.

이는 MITF를 인산화 및 분해시켜 멜라닌 생성을 억제한다는 것을 알 수

있다. 양성 신호전달경로인 JNK와 p38의 발현량은 농도 의존적으로 감소

하는 것을 확인할 수 있으며 이는 MITF의 발현을 억제해 멜라닌 생성을

감소시킨다는 것을 확인할 수 있다.
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cAMP/PKA 신호전달경로에서 MC1R이 자극을 받게 되면 AC가 활성화

되어 cAMP를 증가시킨다. cAMP의 증가로 인해 PKA가 인산화되며 핵

안으로 이동해 CREB을 인산화하여 MITF의 발현을 유도한다[37−45]. 그

결과 B16F10 세포에서 PKA의 발현량은 α−MSH 처리군과 비교하여 농도

의존적으로 감소시키는 것을 확인하였으며 이는 acenocoumarol이 PKA의

인산화를 억제하여 MITF의 발현을 억제 시켜 궁극적으로 멜라닌 생성을

감소시킨다는 것을 확인할 수 있다.

PI3K/AKT 경로의 억제는 멜라닌 생성의 증가와 연관이 있으며 자극된

MC1R은 PI3K를 인산화 시키며 막 인지질인 PIP2를 인산화하여 PIP3로의

전환을 촉매한다[46−50]. PIP3로 인해 AKT는 세포막으로 모집되어 인산

화되면 MITF의 발현을 감소시키고 궁극적으로 멜라닌의 생성은 억제된다

[51,54]. 그 결과 B16F10 세포에서 AKT의 발현량은 α−MSH 처리군과 비

교하여 acenocoumarol의 농도가 증가함에 따라 농도 의존적으로 증가시키

는 것을 확인하였다. 이는 acenocoumarol이 AKT의 인산화를 증가시켜

MITF의 발현을 감소시키고 궁극적으로 멜라닌의 생성을 억제한다.

염증은 해로운 자극을 제거하고 치유를 시작하기 위한 보호 반응이다

[127]. 하지만 장기간에 걸친 만성염증은 류마티스 관절염, 심장병, 당뇨병,

암, 천식, 염증성 장 질환, 알츠하이머병 등 다양한 질병을 유발한다[67−

69]. 현재 항염증제, 진통제로 널리 사용되고 있는 비스테로이드 항염증제

(NSAIDs)는 다양한 부작용과 NSAIDs를 과다복용한 일부 환자에게서는

경련, 혼수, 급성 신부전 등 심각한 임상 후유증이 보고되고 있다[115−

117]. 따라서 인체에 안전하며 효과적인 항염증제를 찾기 위한 실험을 진행

하였으며 acenocoumarol은 그 효과를 입증하였다.

Acenocoumarol의 항염증 효과를 확인하기 위해 RAW 264.7 세포에서

acenocoumarol이 세포의 생존에 영향을 미치치 않는 농도를 찾기 위한 세

포 생존율을 확인하였다. 그 결과 500 μM 미만의 농도에서 세포 독성을
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보이지 않았으며 이후 실험은 250 μM 이하의 농도에서 실험을 진행하였

다. 활성화된 대식세포는 전염증성 효소인 iNOS를 생성시키며 이는 L−

arginine의 산화를 촉매하여 NO를 생성하며 NO는 패혈성 쇼크 및 염증성

질환과 같은 유해한 결과를 얻을 수 있다[81,83]. RAW 264.7 세포에서

Nitric oxide 생성량을 측정한 결과 acenocoumarol의 농도가 증가함에 농

도 의존적으로 감소하는 것을 확인하였다.

PGE2 또한 염증 반응의 매개체로써 COX−2에 의해 유도되며 PGE2는

염증 및 발암을 포함한 다양한 병리생리학 과정에 관여한다[84]. RAW

264.7 세포에서 PGE2 생성량을 측정한 결과 acenocoumarol의 농도가 증가

함에 농도 의존적으로 감소하는 것을 확인하였다.

LPS 자극에 의해 활성화된 대식세포는 여러 신호전달경로를 통해 염증

성 매개체와 염증성 cytokine을 생성하게 되는데 염증성 cytokine이 과잉

생성되면 자가면역질환, 심혈관질환, 암과 같은 다양한 질병을 유발할 수

있다[73−76]. RAW 264.7 세포에서 염증성 cytokine의 생성량을 측정한 결

과 IL−1β, IL−6, TNF−α는 acenocoumarol의 농도가 증가함에 따라 농도

의존적으로 감소하였다. 따라서 acenocoumarol이 염증성 매개체와 전염증

성 cytokine의 생성을 억제하는 것을 확인하였으며 이는 염증성 질환의 개

선과 항염증제의 개발로 이어질 수 있음을 시사한다.

Acenocoumarol이 RAW 264.7 세포에서 다양한 신호전달경로를 통해 최

종적으로 염증성 매개체와 cytokine을 억제하는지 확인하기 위해서 이후

western blot 실험을 진행하였다. LPS 자극 시 cytokine에 의해 유도될 수

있는 iNOS, COX−2와 같은 전염증성 효소는 여러 염증성 질환에서 함께

작용한다[79,80]. 그 결과 RAW 264.7 세포에서 iNOS, COX−2의 발현량은

acenocoumarol의 농도가 증가함에 따라 농도 의존적으로 감소시키는 것을

확인하였다.
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MAPKs 신호전달경로는 ERK, JNK, p38로 구성되어 있으며 MAPKs의

인산화는 활성화된 대식세포에서 전염증성 cytokine과 염증 매개체의 생성

을 증가시킨다[89,90]. 그 결과 RAW 264.7 세포에서 ERK, JNK, p38의 발

현량은 acenocoumarol의 농도가 증가함에 따라 농도 의존적으로 감소하는

것을 확인하였다. 이는 acenocoumarol이 MAPKs 신호전달경로의 활성화를

억제해 염증성 매개체와 전염증성 cytokine의 생성 수준을 하향 조절함으

로써 염증을 억제한다는 것을 알 수 있다.

NF−κB 신호전달경로에서 NF−κB는 IκB−α와의 상호작용을 통해 세포

질에서 비활성 상태로 유지되며 NF−κB가 자극되면 IKK에 의해 IκB−α

는 인산화되어 분해가 일어나며 NF−κB는 핵으로 옮겨져 전염증성

cytokine 및 iNOS와 COX−2의 상향조절을 통해 다양한 염증 신호 경로를

조절한다고 보고되어 있다[93−97]. 그 결과 acenocoumarol의 농도가 증가

함에 따라 IκB−α의 발현량은 증가하며, P−IκB−α의 발현량은 감소하는

것을 확인할 수 있다. 또한 세포질에서 acenocoumarol의 농도가 증가함에

따라 p65의 발현량은 증가하며, 핵에서는 acenocoumarol의 농도가 증가함

에 따라 p65의 발현량은 감소하는 것을 확인할 수 있다. 이는

acenocoumarol이 IκB−α의 인산화 및 분해와 p65가 세포질에서 핵으로 전

위되는 것을 막아 최종적으로 염증을 억제한다는 것을 알 수 있다.

본 연구에서는 coumarin 유도체인 acenocoumarol과 warfarin의 멜라닌

생성 억제 효과를 B16F10 세포에서 확인하였으며 acenocoumarol과

warfarin 모두 유의하게 멜라닌을 감소시켰다. 이어서 acenocoumarol이

B16F10 세포에서 신호전달경로에 미치는 영향을 조사하였다.

acenocoumarol은 멜라닌 생성 효소인 tyrosinase, TRP−1, TRP−2의 발현

을 억제하였으며 더 나아가 다양한 신호전달경로를 통해 궁극적으로 멜라

닌 생성을 억제함을 확인하였다. 따라서 다양한 신호전달경로의 조절을 통

해 과도한 멜라닌의 생성을 억제하는 것은 각종 질병을 예방하는 데 도움

이 되며 과색소 침착증의 치료법과 미백제 개발을 위한 유망한 전략으로
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여길 수 있다.

또한 LPS로 자극된 RAW 264.7 세포에서 acenocoumarol의 항염증 효과

를 조사하였으며 acenocoumarol은 iNOS와 COX−2의 발현을 유의하게 감

소시켰으며 더 나아가 다양한 신호전달경로를 통해 궁극적으로 염증성 매

개체와 전염증성 cytokine의 생성을 감소시킴을 확인하였다. 따라서 대식세

포의 활성화와 염증 매개체의 생성을 억제하는 것은 염증성 질환의 개선과

항염증 치료법의 개발을 위한 유망한 전략으로 여길 수 있다.
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Figure 22. Regulation of melanogenesis signaling pathway through

acenocoumarol.

Figure 23. Regulation of inflammation signaling pathway through

acenocoumarol.
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