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편집순서 3

요   약   문

Ⅰ. 제  목

한국산 겨우살이의 근 기능 저하 억제 효과 규명 및 근 위축 방지 효능 기능성 식품 개발

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 필요성

1. 연구의 목표

한국산 겨우살이 추출물의 근기능 저하 억제 효능을 다각적으로 조사하고 그 기전을

규명하여 과학적인 근거를 확립하여 임상시험을 할 수 있는 기반을 확립하고 수행함에

있어서 그 세부적인 목표를 요약하면 ;

가. 한국산 겨우살이 추출물과 단일성분인 BA(Betulinic acid)의 근기능저하 억제 효능

조사를 통한 과학적 근거확립

나. 효능의 기전 규명 : 근기능 관련 유전자발현과 여러 생리활성에 미치는 영향

다. 임상시험을 위한 기반확립

- 모둠토의를 통한 근기능 관련 효능 개별인증 항목 추가

- 임상시험을 위한 전임상시험 자료확보

- 원료 제조공 확립과 안정성 시험 등을 통한 유통기한 결정과 지표물질 결정

라. 임상시험 수행

- 인체적용시험 Protocol 작성(바이오 마커 및 측정 항목 선정).

- 인체 적용시험을 위한 시제품 제작 및 제형 결정

- 인체적용시험 실시기관 선정하여 IRB 통과

마 겨우살이 추출물을 이용한 가공 기술 및 제형 연구로 제품생산을 위한 기반확립.

바. 기술 특허권 확보

- 국내외 특허출원으로 기술력 확보

- 논문발표로 효능과 기전에 과관 연구결과 인정을 받도록 한다.

2. 연구의 필요성

가. 근기능 저하는 질병 및 노화로 야기되는 사회적인 문제다 : 삶의 질을 높여 건강한 삶의

구현에 있어서 필수적이며 이와 관련된 사업은 고부가가치를 창출하는 융합산업임.
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- 노년층 부상의 가장 큰 원인은 노화성 근 위축에 의한 낙상임. 이로 인한 활동의 제약이

노령층 사망의 주요한 원인 중 하나임.

- 노화성 근 기능 저하는 곧 ‘운동력(체력) 저하’며 ‘생명연장’ 단축과도 직접적 관련

- 근기능 저하는 질병(암 등)으로 인한 전형적인 현상임. 이의 해결은 의학적 및 산업적인

파급효과가 지대함.

나. 경제적인 파급효과가 지대하다

- 아직 근기능 촉진을 위한 제약 또는 기능성 식품이 미미하다. 따라서 개발돨 경우

경제적인 파급효과가 매우 크다

다. 천연물질을 이용한 근기능 저하 억제 소재개발은 세계적인 추세다.

- 근 기능 증진(운동력 증진) 및 항노화 효능을 가진 소재 개발은 무한한 잠재력을 가짐.

- 포도 껍질 속의 레스베라트롤 (Resveratrol, RSV)은 가장 성공적인 예다.

- 사과껍질 속의 UA(ursolic acid)이 근기능강화효과가 있음이 밝혀져 상당한 주목을 받음.

새로운 소재 개발이 필요하다.

라. 본 연구를 성공적으로 수행할 수 있는 기반이 확립 : 풍부한 선행연구결과 확보

- 한국산 겨우살이의 항암효과, 면역력 증진 효과 등을 과학적으로 입증, 국내외 특허획득.

- 근기능과 직접적으로 연계된 한국산 겨우살이의 효능 입증 : 항당뇨, 항비만, 운동력

증진, 생명연장등

- 트리테르페노이드 성분(예;BA)의 다양한 생리활성 효능 입증

- 안전성 시험 완료 : 2011년 한국식품연구원의 지원을 받아 한국건설생활환

시험연구원(KCL)에서 겨우살이 추출물의 안전성평가를 완료하였음.

Ⅲ. 연구개발 내용 및 범위

년차별 및 세부과제별로 요약하면 다음과 같다

1. 1차년도

가. 제1세부과제

(1) 한국산 겨우살이 및 자생식물 추출법 개발

(가) 냉수 및 열수 추출법의 사용

(나) 각 방법으로 만든 추출물의 활성 비교

(2) in-vitro 연구 : 근육세포에서의 작용 확인

(가) Cell metabolism: AMPK activation, mitochondrial activity

(나) Protein synthesis: Akt pathway

(다) protein degradation:　ubiquitin ligase (Atrogin-1, Murf1)

(3) muscle atrophy의 내분비학적 접근

(가) 겨우살이 추출물, 트리테르페노이드 계열 물질 처리에 따른 atrogin-1, murf1의

발현량 확인

(나) Testerone 분비에 미치는 영향조사

(4) in-vivo 연구 : 실험 동물에서 fasting, denervation에 따른 muscle atrophy에 미치는
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영향 조사

(가) 식이 제한 & 신경 손상후 겨우살이 추출물 투여

(나) 조사항목 : 근육 무게 변화, gene expression 변화 확인, grip strength 측정

(5) 실험동물에서 겨우살이 추출물 및 트리테르페노이드 성분 식이에 따른 muscle

hypertrophy(근비대)에 미치는 영향조사

(가) 4주간 일반 식이와 함께 겨우살이 추출물 투여

(나) 조사항목 : 근육 무게 변화, gene expression 변화 측정, fiber type 확인

(6) 주성분의 기전 연구: IGF-1 pathway 규명

serum free starvation condition의 C2C12 사용: insulin 첨가 유무에 따라 biomarker의

activation 정도 측정

(7) 트리테르페노이드(BA) 식이에 의한 지방산 산화

겨우살이 추출물 군 이외에 usrolic acid 투여 군을 실험: 대조군으로 씀과 동시에

트리테르페노이드 계열 물질 식이에 따른 변화량 관찰

(8) 시료 식이에 의한 유전자 발현 변화

(가) 일반 식이 사료에 겨우살이 추출물을 첨가 하여 식이 사료로 만듬

(나) 5주간 자유 식이 후 유전자 발현 변화 확인

나. 제1협동과제

(1) 겨우살이 관련 조사/ 인체적용시험 기반 구축

(가) 근기능 저하 억제 관련 제품 수집 및 분석

(나) 근기능 관련 자료 및 문헌 조사

(다) 기능성 인정을 위한 건강기능성 모둠토의 신청

(라) 개별인정 가능성 타진 및 추가필요 자료 준비

(2) 겨우살이 추출물을 이용한 제형연구

(가) 제형 및 type 결정, 부원료 적합성 연구 : 쌀국수, 캔디, 과립형 분말, 음료, 정제,

앰플, 스틱 젤리

(3) 인체 적용시험 Protocol 작성

(가) 노인성 근 감소에 대한 개별인정 항목이 없음

(나) 바이오 마커 및 측정 항목 선정

(4) 인체적용시험용 시제품 제작

(가) placebo 및 실험군에 대한 배합 설계 및 배합 실험

(5) 겨우살이 추출물의 인체적용시험(1단계)

(가) 인체적용시험 CRO 기관 선정 : 바이오푸드 CRO

(나) 인체적용시험을 위한 1차 및 2차 유효성 평가 변수 협의

(다) 인체적용시험 수행 연구 기관 탐색

2. 2차년도

가. 제1세부과제
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(1) 겨우살이 추출물 및 자생식물 추출물과 트리테르페노이드 성분의 식이에 의한 혈중

성분 변화 연구

- 혈액 내 성분 분석 (adiponectin, T3, testosterone, insulin, cholesterol, c-reative

protein)

(2) 주성분 물질의 노화 연구

(가) 노화 관련 유전자(SMP30) 발현으로 세포 보호 및 항산화 효과 확인

(나) 미토콘드리아 내 HSP10의 발현으로 근육 보호 확인

(3) 지표물질 설정에 관한 연구

-지표물질설정과 정량법 확립

(4) BA의 여러 생리활성 조사

(가) 항염증 효능 조사 : NF-kB, TNF-α, IL-6, IL-1β 발현량 확인

(나) 해당작용에 미치는 영향: G6P, PEPCK 발현량 확인

(다) 근기능 관련 nucleic acid 수용체 발현에 미치는 영향 조사 : PPAR-α, PPAR-γ,

PPAR-δ, LXR-α, LXR-β, FXR-α

나. 제1협동과제

(1) 인체 적용시험 Protocol 작성

(가) 노인성 근 감소에 대한 개별인정 항목이 없음. 이를 위한 기반호학립

(나) 대상자, 피험자수, 섭취기간, 바이오 마커 및 측정 항목 선정, 통계 방법 등에 대한

항목 작성

(2) 겨우살이 추출물의 인체적용시험(1단계)

(가) 인체적용시험기관 선정 (피험자수, 평가항목 등에 대한 협의 필요)

(나) 식약처 인체적용시험에 대한 모둠토의 (인체시험적용시험의 피험자 수, 바이오마커,

섭취 기간 및 용량 등에 대한 자문)

(다) 인체 적용 시험 계약 체결

(라) IRB 심사 완료

(3) 겨우살이 추출물의 인체 적용 시험(2단계)

(가) 피험자 모집

(나) 인체적용시험 진행 사항 점검 및 진행

(다) 결과 입수 및 유효성 평가

(4) 겨우살이 추출물 제품 응용 개발 및 용도 확대

(가) 시생산 제품의 안정성 및 지표성분 함량 시험

(나) 가속 실험을 통한 유통기간 결정

(6) 겨우살이 소재의 사업기반 조성

(가) 대량 생산을 위한 원료 확보 방안 구축

(나) 관능평가를 통한 소비자 조사

(다) 제품 방향 결정: 대상 소비자 중심 시장 고려 제품 컨셉 및 홍보방안 구축

Ⅳ. 연구개발결과 (성과)
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1. 연구성과

가. 특허출원

(1) 근 위축 억제 및 근 비대 활성을 갖는 한국산 겨우살이 추출물

(가) 특허사무소와 특허 출원 작업 중임.

(나) 대상국: 대한민국

(다) 제목: 근 위축 억제 및 근 비대 활성을 갖는 한국산 겨우살이 추출물

(라) 내용: 겨우살이 추출물의 투여가 신경절단 마우스 모델에서 근육의 소실을 억제하고

근 위축 유전자 atrogin-1의 발현을 억제하여 근 위축 억제 효과를 입증하였으며

PGC-1a/Sirt1의 발현을 촉진하여 근 비대를 유도함을 확인함. 또한 그와 관련된

PI3K/Akt pathway의 마커들을 인산화시켜 근 비대 효과를 일으킴을 확인함.

겨우살이의 근 위축 억제 및 근 비대 효과를 가진 원료로서 활용가치를 강조한

것으로 겨우살이의 근기능 위축억제 및 근비대 촉진효능에 대해선 세계 최초임.

(2) 트리테르페노이드계의 베툴린산(BA;betulinic acid)의 근기능에 대한 특허

(가) 현재 진행 중 (2014년 10월 중 출원 완료 가능)

(나) 대상국: 일차 국내 출원하고 이어 국외출원 할 계획임.

(다) 제목: 베튤린산의 근위축 억제 효과

(라) 내용: 베튤린산의 근위축 억제 및 근비대촉진 효과를 기전까지 포함한 다양한

측면에서 입증함. BA가 이런 효능을 갖고 있음을 증명한 것은 세계에서 최초임.

(마) 의미 : 현재 BA는 항암제로 임상시험을 하고 있는 물질로 학계에 상당한 주목을

받고 있음. 그러나 근기능과 관련한 효능을 입증한 것은 본 연구가 최초임. 아직

세계적으로 근기능과 관련한 제약 또는 기능성 식품이 매우 미미한 것을 감안할 때

기대가 됨.

나. 최종 결과들을 토대로 발표할 주요 논문 및 학회발표 실적

(1) 논문 실적 및 계획

(가) The Korean Mistletoe (Viscum album coloratum) Extract Has an Antiobesity

Effect and Protects against Hepatic Steatosis in Mice with High-Fat Diet-Induced

Obesity

① 2013년 Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine 게재

(나) 겨우살이 추출물의 근위축 억제 및 근비대 효능에 대한 논문

① 영문제목 : Effects of Korean mistletoe extract on the inhibition of skeletal

muscle atrophy and the promotion of hypertrophy

② 2014년 10월 중 투고 예정 : 본 연구에 참여한 정주성 연구원의 한동대학교

생명과학부 석사학위 논문으로 제출하고 국제학회지에 발표할 계획임.

(다) 베툴린산의 근위축 억제 및 근비대 효과에 대한 논문

① 영문제목 : Effects of betulinic acid on the inhibition of skeletal muscle atrophy

and hypertrophy of muscle.
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② 2014년 11월 중 투고 예정 : 특허출원 후 발표 예정임.

(2) 학회발표실적 및 계획

(가) 국내학회발표

① 겨우살이의 근 위축 관련 바이오마커 발현 변화 연구

㉮ 2013년 생화학분자생물학회 연례국제학술대회 참석

㉯ 제목:　Korean Mistletoe Extract (KME) affect the expression of biomarkers

associated with muscle atrophy

㉰ 일시: 2013. 05. 14 - 16

㉱ 장소: 코엑스(서울)

② 신경절단 및 금식 마우스 모델에서의 겨우살이 추출물의 근 위축 저하 및 근 강화

연구

㉮ 2014년 생화학분자생물학회 연례국제학술대회 참석(2014. 05. 14 - 16)

㉯ 제목:　Korean mistletoe extract prevents muscle atrophy and promotes muscle

hypertrophy in denervation and fasting mouse models

㉰ 일시: 2014. 05. 14 - 16

㉱ 장소: 코엑스(서울)

(나) 국외학회발표

① 겨우살이 추출물의 미토콘드리아 활성의 자극에 의한 운동력 증가

㉮ 2013년 World Federation of Chinese Medicine Societies 참석

㉯ 제목:　Korean Mistletoe (Viscum album coloratum) Extracts Improves

Endurance Capacity in Mice by Stimulating Mitochondrial Acitvity

㉰ 일시: 2013. 11. 8 - 10

㉱ 장소: CLIFFORD HOTEL(광저우, 중국)

② 베툴린산의 근 위축 억제 효과 연구

㉮ 2015년 내에 국외 학회 발표 예정.

다. 서적 출판

(1) 과학으로 밝혀진 겨우살이의 신비 (김종배 저)

(가) 출판일: 2014. 07. 02

(나) 출판사 : 중앙미디어 북스, ISBN 979-11-950134-2-5 93470

본 과제에서 지원받아 수행한 근 위축 억제 기능과 근 비대 촉진 효능 외에 겨우살이에

대한 다양한 생리활성에 관한 연구결과들을 수록함.

라. 임상시험 실시

(1) 식약처에 근기능관련 개별인증을 위한 모둠토의를 신청하여 인정을 받음.

(2) 이 결과에 따라 현재 임상시험을 이화여자대학 목동병원에서 실시 중임.

(3) 근 위축 억제 기능으로는 국내외적으로 최초임.

Ⅴ. 연구성과활용 계획
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1. 산업화 계획

가. 기능성 및 일반 식품 개발

(1) 일반 식품 원료 활용 확대

일반식품에 적용하여 다양한 제품 개발과 이의 사업화 : 특히 노인을 위한 식품을

중심으로 다양한 형태의 제품 개발

(2) 개별인정 및 기능성 식품 개발

(가) 식약처에 개별인증을 위한 신청 : 임상시험 후 이를 바탕으로 2015년 내에 신청하여

추진

(나) 상기 결과를 바탕으로 다양한 기능성 식품 개발과 이의 산업화

① 노인성 근위축 환자 대상 기능성 식품 개발

② 장기 입원환자 대상 기능성 식품 개발

③ 암환자 기력회복용 기능성 식품 개발

나. 제약화를 위한 활용

아직 근기능 관련 제약은 매우 미미한 실정임을 감안하여 겨우살이 추출물이나 BA를

이용한 제약화까지 개발할 수 있도록 계속 사업을 추진할 계획임.

연구성과 요약

1. 한국산 겨우살이 추출물이 근육유이축을 억제할고 나아가 근육비대를 촉진

하는 효과가 있음을 과학적으로 처음으로 입증하였음

2. 단일성분인 트리테르페노이드계, BA(betulinic acid)와 합성 유도체도 같은 

효과가 있음을 입증하여 제약의 기초도 확립하였음.

3. 효능입증뿐만 아니라 관련 유전자의 발현에 미치는 영향을 조사하여 기전

까지 규명하였고 그 외 다양한 생리활성에 미치는 영향도 함께 조사하여 

좋은 결과를 얻었음

4. 원료제조공정을 확립 과 지표물질 결정으로 생산기반 확립

5. 임상시험 수행으로 개별인증 획득을 위한 기반 확립 : 현재 진행 중 : 세계 

최초의 근기능 관련 개별인증이 됨

6. 다양한 기능성 식품 개발 : 일반식품은 하시라도 생산가능. 개별인증이 될 

경우 2015년 내에 기능성 식품 최초 생산과 사업화 가능
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SUMMARY

1. Title of project: Development of Functional Foods for Inhibition of Muscle Atrophy 

with Korean Mistletoe

2. Key words: anti-aging, sarcopenia, mistletoe, muscle atrophy,  hypertrophy, 

Atrogin-1, MuRF1, betulinic acid, triterphenoids

3. Institute: School of Life Science, Handong Global University

4. Principle Investigator:  Prof.  Jong Bae Kim

5. Associated Company: Samyang Genex R&D Center

6. Project Period: 2012.08.08.~2014.08.07

Korean mistletoe is a semi-parasitic plant that is known to possess numerous 

beneficial properties such as anti-cancer and anti-diabetic. In this relatively 

unexplored field, we aimed to describe the effect of the Korean mistletoe and 

triterphenoid(Betulinic acid) on denervation- and fasting-induced skeletal muscle 

atrophy. Both in vitro and in vivo experiments have been implemented, where the 

results of the in vitro experiments indicated not only of the inhibitory activity of 

Korean mistletoe on muscle atrophy, but also of hypertrophic effect. More specifically, 

E3 ubiquitin ligases, Atrogin-1 and MURF1, that are upregulated during muscle 

atrophy were found to be downregulated by the treatment of Korean mistletoe and 

BA. At the same time, the Akt-mTOR pathway was found to be upregulated and thus 

promoted muscle hypertrophy, enhancing muscle strength and exercise capacity. A 

similar pattern was observed in the in vivo experiment when mice were either fed 

chow supplemented with Korean mistletoe extract at 0.3% and 1.5% of their total diet, 

or administered 200mg/kg or 500mg/kg of Korean mistletoe extract by oral gavage. In 

conclusion, the present study shows that Korean mistletoe extract and BA effectively 

reverses skeletal muscle atrophy induced by fasting and denervation.

Our purpose is to prove the health benefit of Korean mistletoe extract, and to obtain 
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an approval of "Functional Ingredient for Health Functional Food". Manufacturing 

process and process controls of mistletoe extract powder were established and the 

finished product specification is satisfactory. Chlorogenic acid was selected as a 

marker compound of mistletoe extract powder. Functionality content and consumption 

amount were studied. Clinical protocol were reviewed and passed IRB. For the 

purpose of commercialization of mistletoe extract powder, we studied various types 

products- tablets, rice noodles, candies, beverages, drinks, shake, stick jelly etc.       
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구분 연도 연구개발의 목표 연구개발의 내용

1차년도 2012

겨우살이를 중심으로 한 여러 

자생식물 추출물의 근기능 

저하 억제 효능 조사  

- 운동력 /지구력 증진 효능 조사   

- AMPK 활성화 확인

근육세포에서의  작용 확인

- 미토콘드리아 활성과 관련하는 PGC-1β, SIRT1, 

Tfam mRNA 발현 정도 확인

- 발열반응(thermogenesis)와 관련하는 UCP-1 

mRNA 발현 정도 확인

muscle atrophy의 

내분비학적 접근

- Glucocorticoid에 의한 atrogin-1/MuRF-1 변화 

확인

실험동물에서 Fasting에 따른 

muscle atrophy

- 근기능 관련 유전자 변화 관찰 (microarray, 

PCR array)

- 혈당치(blood glucose) 변화 측정

- 근육 무게(muscle weight) 변화 측정

- Atrogin-1/MuRF-1 mRNA level 측정  

- 근 기능과 밀접한 관련이 있는 SIRT3 발현량 

확인

실험동물에서 겨우살이 

추출물 및 트리테르페노이드 

성분 식이에 따른 muscle 

hypertrophy

- 근육 무게 변화 측정

- 근육 fiber diameter 측정

- grip strength test

- treadmill test

- swimming pool test

- UA, AICAR 및 metformin과 비교 연구

시료 식이에 의한 유전자 

발현 변화 조사

- 트리터페노이드 식이에 의한 근기능 관련 유전자 

변화 관찰(microarray, PCR array)

- Atrogin-1/MuRF-1/IGF-1 mRNA level 측정

- muscle mass 변화와 관련하여 

myostatin/follistatin 발현량 확인

- 혈액 내 성상 조사(Plasma IGF-1)

- SIRT3 발현량 확인

주성분의 기전 연구 : IGF-1 - 동물 모델에서 트리터페노이드 식이에 의한 Akt 

제 1 장 연구개발과제의 개요

제 1 절 연구 목적

1. 연차별 연구개발 목표와 내용
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pathway 규명

활성 확인(W/B)

- 근육세포에서 insulin/IGF-1 유무에 따른 Akt, 

S6K, ERK, FoxO 활성 확인(W/B)

- 근육세포에서 insulin/IGF-1 유무에 따른 

p-IGF-1 receptor 변화 측정(W/B)

- Wortmannin 혹은 LY-294002(IGF-1 

inhibitor)에 의한 영향 확인

- CR에 의한 mTOR pathway와의 비교

트리터페노이드 식이에 의한 

지방산 산화

- 식이에 따른 fiber proportion 변화 확인

- 지방산 산화 관련 유전자 변화 확인 (UCP3, 

mCPT1, PDK4)

- 지방산 저장 관련 유전자 변화 확인 (SCD1, 

FAS, SREBP1c)

- 지방산 흡수 관련 유전자 변화 확인 

(FAT/CD36, LPL)

- 지방량과 근육량 변화 비교

겨우살이 관련 조사/ 인체 

적용 실험 기반 구축

- 근 기능 저하 억제 관련 제품 수집 및 분석

- 근 기능 관련 자료 및 문헌 조사

- 기능성 인정을 위한 건강기능성 모둠토의 신청

- 개별인정 가능성 타진 및 추가필요 자료 준비

겨우살이 추출물을 이용한 

제형연구

- 제형 및 type 결정(연질캡슐, 음료 형태 등)

- 노인용, 스포츠용 제형 선정

- 부원료 적합성 연구

- 공업화를 위한 제조 공정 확립

인체 적용시험 Protocol 작성
- 현재 근위축 억제에 대한 개별인정 항목이 없음.

- 바이오 마커 및 측정 항목 선정

인체적용시험용 시제품 제작

- 지표 물질 함유량 선택

- 시제품 가공 처리법에 따른 활성도 조사

- 시제품 제작(인체적용시험용) 후 관련 실험 진행

겨우살이 추출물 및 

트리테르페노이드 성분의 

인체 적용 시험(1단계)

- CRO/ 임상시험기관 선정(피험자수, 평가항목 등)

- 인체 적용시험을 위한 제형 및 유효성분 함유량 

결정

- 인체 적용 시험 계약 체결
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2차년도 2013

겨우살이 추출물 및 자생식물 

추출물과 트리테르페노이드 

성분의 식이에 의한 혈중 

성분 변화 연구

- 혈액 내 성분 분석 (adiponectin, T3, 

testosterone, insulin, cholesterol, c-reative 

protein)

- Cortisol, Testosterone, DHEA, Thyroxine의 

DELFIA법 개발

주성분 물질의 노화 연구

- 노화 관련 유전자(SMP30) 발현으로 세포 보호 

및 항산화 효과 확인

- 미토콘드리아 내 HSP10의 발현으로 근육 보호 

확인

트리터페노이드 성분의 Notch 

signaling에 미치는 영향 조사

- CD34 발현을 통해 조혈세포의 생성 확인

- 기질인 Delta-1 및 저해제인 Numb의 발현량을 

통해 Notch-1 발현 확인

- Notch signaling을 통한 노화근육 재생 정도 

확인 

주성분의 기타 효능 조사  

-항염증 효능 조사 : NF-kB, TNF-α, IL-6, 

IL-1β 발현량 확인

-해당작용에 미치는 영향:G6P, PEPCK 발현량 

확인

-근기능 관련 nucleic acid 수용체 발현에 미치는 

영향 조사 : PPAR-α, PPAR-γ, PPAR-δ, 

LXR-α, LXR-β, FXR-α

겨우살이 추출물 및 

트리테르페노이드 성분의 

인체 적용 시험(2단계)

- 인체적용 시험 진행 사항 점검

- 결과 입수 및 유효성 평가

개별 인정형 인증 추진 검토

- 식약청에 신규 기능성 항목 추가 신청 검토

  (근 기능 저하 억제 및 근육 손실 방지 효과)

- 개별인정형 인증 신청 준비

겨우살이 추출물 제품 응용 

개발 및 용도 확대

- 과립화 및 초미세 분말화, 유화 분산제 개발

- 시생산 제품의 안정성 및 지표성분 함량 시험

- 가속 실험을 통한 유통기간 산정

겨우살이 소재의 

사업기반 조성

- 대량 생산을 위한 원료 확보 방안 구축

- 관능평가를 통한 소비자 조사

- 제품 방향 결정: 대상 소비자 중심 시장 고려 

제품 컨셉 및 홍보방안 구축
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2. 연구개발의 필요성

가. 근기능 저하는 질병 및 노화로 야기되는 사회적인 문제다 : 삶의 질을 높여 건강한 삶 

구현과 관련된 사업은 고부가가치 융합산업임.

(1) 낙상(落傷)은 노인 사망 원인 중 5위로 65세 이상 노인의 약 13% 정도가 낙상으로 

사망함(그림 1 참조). 낙상의 주요 원인으로는 골밀도의 저하와 함께 근 위축에 의한 

것으로 알려짐. 이로 인한 활동의 제약이 노령층의 사회적 참여도를 감소시킴.

그림 1. 노인 사망원인 5위 낙상 

(2) 노화성 근 기능 저하는 곧 ‘운동력(체력) 저하’며 ‘생명연장’ 단축과도 직접적 관련

있음.

(3) 근기능 저하는 질병(암 등)으로 인한 전형적인 현상임. 이의 해결은 의학적 및 

산업적인 파급효과가 지대하다.

(4) 근 기능 증진(운동력 증진) 및 항노화 효능을 가진 소재 개발은 무한한 잠재력을 가짐.

나. 천연물질을 이용한 근기능 저하 억제 소재개발은 세계적인 추세다. * 포도의 

레스베라트롤(Resveratrol, RSV)은 가장 성공적인 예다.

(1) 하버드 의대 싱클레어 교수팀이 레스베라트롤의 생명 연장 효과를 밝힘.

(2) 이 연구 결과를 세계적 제약회사인 GlaxoSmithKline(GSK) 社에서 7억2천만달러(한화 

약 1조원)에 구입함(그림 2 참조).
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그림 2. 레스베라트롤의 효능 및 GSK사의 인수

(3) 이후 생명연장 및 항노화 분야가 급속도로 성장함.

=> 이를 대체할 수 있는 국내 연구가 필요함.

다. ‘식이제한(Calorie Restriction, CR)'에 의한 항노화 연구가 주목받음.

(1) 식이제한이 근기능은 물론 생명연장의 효과가 있음이 밝혀짐(그림 3 참조).

그림 3. 동물 실험을 통한 식이 제한의 수명 연장 효과 연구

(2) ’식이제한 대체 효능 물질(CR mimectics)‘의 탐색과 식의약품 소재 개발에 많은 관심.

(3) 현재 뚜렷하게 밝혀진 소재들이 없으며 대부분 극히 제한적 활용 가능.

=> 본 연구의 잠재성이 매우 큼.
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라. 본 연구를 성공적으로 수행할 수 있는 기반이 확립되어 있다. * 풍부한 선행연구결과 

확보

(1) 한국산 겨우살이의 항암효과, 면역력 증진 효과 등을 과학적으로 입증, 국내외 

특허획득.

(2) 근기능과 직접적으로 연계된 한국산 겨우살이의 효능

(3) 항당뇨 및 항비만 효과 입증.

(4) 한국산 겨우살이의 체력 증진 및 생명연장 효능 입증 : 현재까지 보고된 결과 중 가장 

탁월한 효능을 나타냄.

(5) 단일성분 규명과 효능 입증 : 트리테르페노이드 성분이 있음을 규명함

(6) 이를 토대로 근 기능 저하 방지 관련 기존 연구와 비교시 겨우살이 추출물과 

트리테르페노이드 성분 및 이를 함유하는 자생식물이 근기능 저하억제 효과를 보일 

것으로 확신함.

마. 겨우살이 추출물에 대한 안전성 시험 결과 확보

(1) 겨우살이의 경우 이미 안전성 시험을 한국식품연구원의 지원을 받아 2011년도에 

수행하여 완료하였음(그림 4 참조).

그림 4. 안전성 평가 최종 보고서 요약본
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개념정립 단계 기업화 단계 V 기술 안정화 단계

제 2 장 국내.외 기술개발 현황

제 1 절 국내.외 관련기술의 현황

1. 국내외 기술동향 및 수준

국내·외 모두 근기능과 관련된 health claim 인정 사례는 없음.

그러나, 근기능과 관련되어 유사 항목 및 중요성은 인지하고 있음

가. 세계적 수준

(1) 외국에서의 사례

외국에서의 경우 유럽 식품안전청나 미국 식품의약국에서 직접적으로 근기능과 관련된

health claim은 없으나, 이와 유사한 사항으로 sarcopenia에 대한 언급한 내용과 운동

수행능력과 관련된 내용들이 있음.

(가) 유럽 식품안전청 - EFSA (European Food Safety Authority)

EFSA에서는 muscle function을 언급하며 이에 대한 정의와 측정 방법 등이

제시되어 있으며, health claim을 받기 위해 고려하여야 할 사항 등이 있음.
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◯ 근육 기능(muscle function)

- Sarcopenia와의 관련된 것으로 노화로 인해 근력 감소나 소실이 나타나는 것임

- 운동 후, 회복(강도, 근 피로, 근육통, 이동성, 일반적인 피로),

재수화(dehydration)에서, 유익한 생리적인 영향으로 근육 대사에서 health claim이

고려되어야 함.

- 근 기능(예) 근력)의 개선, 유지, 손실 감소 등과 같은 유익한 생리적인 영향을 위해

고려되어야 한다.

: 최대근력(1RM) 무게 (one repetition maximum weight lifting), isokinetic knee

extension torque, isometric handgrip strength 등

근 구조의 변화

예) 근육 양, 근육 모양, 근섬유의 수와 종류, 근 위험, 근 손상, 근조직 회복

운동 후, 수분 손실, 근 피로, 근 통증, 근 손실로부터 빠른 회복 등도 근 손실에 대한

유익한 생리학적인 영향이라고 할 수 있음.

Ref. Outcome of a public consultation on the Draft Opinion of the EFSA Panel on Dietetic

Products, Nutrition, and Allergies (NDA) on a draft guidance on the scientific requirements

for health claims related to physical performance, Supporting Publications 2012:315 [1]
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E7 studies in support of special populations: Geriatrics(노인병)

임상시험 계획에서 노인성 질환을 위한 연구 시 고려해야 하는 것은?

시험약의 메커니즘이나 질병의 특성, 특정 이상반응, 노화와 관련된 효능에 따라 노인성 피

험자를 찾는다.

예) 인지능력, 균형과 낙상, 요실금이나 요폐색, 체중 감소, sarcopenia 등

Astaxanthin의 경우, 인체에서 지구력, 지구성 운동훈련, 근력, 운동 중 근 피로, 동물시험

에서는 운동으로 인해 발생된 골격근과 심근의 위험, 골격근 피로 등에 영향을 확인함.

① 정상 근육 기능에 기여(muscle function)

㉮ 적용된 예)　 Astaxanthin의 근기능에 대한 영향 ⇒ health claim으로

사용하기에는 명확하지 않다고 판단함.

Ref. Scientific Opinion on the substantiation of health claims related to astaxanthin and

protection of the skin from UV-induced damage (ID 1687, 1979), defence against

Helicobacter pylori (ID 1686), contribution to normal spermatogenesis (ID 1688),

contribution to normal muscle function (ID 1685), and “immune system”(ID 1689, 1919,

1980) pursuant to Article 13(1) of Regulation (EC) No 1924/2006 [2]

(나) 미국 식품의약국 - FDA(Food and Drug Administration)에서 언급한

sarcopenia

① sarcopenia와 관련된 직접적인 기능성 문구는 없었으나, 노인에서 일반적으로 쉽게

발생할 수 있는 것으로 이에 관련된 언급은 있었음

Ref. Guidance for Industry: E7 Studies in Support of Special Populations: Geriatrics,
Questions and Answers, FDA [3]
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(2) 근육의 기능과 관련된 내용은 크게 6가지로 분류함

(가) 근기능 저하(loss of muscle function)

① 정의

㉮ 근육이 정상적으로 움직이지 않을 때 근육 기능의 손실을 의미함

㉯ 근육 기능의 완전한 손실에 대한 의학 용어는 ‘마비(paralysis)’가 있음

㉰ 근기능 손실로 인해 저하가 발생 (Ref. U.S. National Library of Medicine; NIH)

㉱ 국내에서는 근력과 혼재되어 사용됨

② 원인

㉮ 영양 결핍

㉯ 근 자체의 질환 및 알코올과 관련된 근육병 (myopathy)

㉰ 선천성 근질환 (유전적 장애)

㉱ 약물 유도에 의한 근육병(스타틴, 스테로이드 등)

㉲ 신경계의 질환인 신경 손상, 척추나 신경 부상 또는 뇌 손상

(나) 근 비대(muscle hypertrophy)와 근 증식(hyperplasia)

① 정의

㉮ 근비대 또는 근 성장(muscle growth): 근육의 양이나 섬유의 크기 증가 또는
횡단면적의 증가 → 미토콘드리아와 세포막 질량의 증가와 섬유 내 근
미세섬유의 증가 결과

㉯ 근육 증식: 근육 섬유수가 증가

㉰ IGF-1은 mTOR의 활성을 자극하고, PI3k-Akt를 통해 근육을 증가시킴(그림 5
참조).

그림 5. 주요 신호전달 체계

② 근 비대 관련 바이오마커

㉮ 체성분 분석, 제지방 변화량: DEXA, MRI, CT, BIA

㉯ 근섬유 단면둘레(muscle fiber cross-sectional areas), 팔 둘레(limb circumferences)
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㉰ 근섬유 사이즈(typeⅠ, type Ⅱ)

㉱ 최대근력 (muscle strength)

㉲ 근단백질 합성률(muscle protein synthesis rate) 부족, 신체적 활동의 감소

(Ref. 운동생리학, 대경북스(2011) [4], 운동생리학의 기초, 라이프사이언스(2006) [5],

FEBS J. 280(17):4294-4314 [6], Int J Biochem Cell Biol 37(10):1974-84 [7])

(다) 근 위축(muscle atrophy)

① 정의

㉮ 세포소기관, 세포질, 단백질의 손실에 의해서 세포 크기가 줄어드는 것을 의미함

㉯ 근육의 부피가 줄어들어 결국에는 근육을 약화시킴

② 증상

㉮ 영양 부족, 신체적 활동의 감소

㉯ 암, AIDS, 심장질환, 신장질환, 간질환 등 만성 질병에 의한 2차 증상으로

나타나기도 함

③ 바이오마커

㉮ 체성분 분석, 제지방 변화량: DEXA, MRI, CT, BIA

㉯ 최대근력(muscle strength)

㉰ 근섬유 단면둘레(muscle fiber cross-sectional areas), 팔 둘레(limb circumferences)

㉱ 혈액 검사: 인슐린, HbA1c, TGs, free T4, TSH, CRP, TNF-a, 혈당 등 소변 중

요소(질소 함량단백질 함량근육 손실 환산)

㉲ 근섬유 사이즈(typeⅠ, type Ⅱ)

㉳ 근단백질 합성률(muscle protein synthesis rate)

(Ref. 운동생리학, 대경북스(2011) [4], 운동생리학의 기초, 라이프사이언스(2006) [5], Cell

Metab 8;13(6):627-38 [8], FEBS J. 280(17):4294-4314 [6], Int J Biochem Cell

Biol 37(10):1974-84 [7])

(라) 근력(muscle strength) 강화

① 근력의 정의

㉮ 넓은 의미로 지구력에 포함됨

㉯ 근력: 근육이 저항을 이겨내기 위하여 최대한으로 수축력을 발휘할 수 있는 능력

㉰ 근지구력: 근육이 주어진 중량에 얼마나 오랫동안 또는 얼마나 여러 번 수축과

이완을 반복할 수 있는 지에 대한 것

⇒ 근력과 근지구력은 밀접한 관련이 있음

② 근력 관련 바이오마커

㉮ 1RM testing(single repetition maximal strength)

㉯ 프리 웨이트

㉰ 저항성 기계를 이용한 반복 횟수(10회)

㉱ 힘 측정계(dynamometer)
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⇒ 근력 강화는 기존에 건강기능식품 개별인정을 받은 이력이 있으므로 용어 자체에

대한 문제는 없음

(Ref. 운동생리학, 대경북스(2011) [4], 운동생리학의 기초, 라이프사이언스(2006) [5])

(마) 비활동성 근소실(Disuse atrophy)

① 정의

㉮ 중추신경 또는 운동신경의 손상에 의해 흥분의 전달이 차단되어 일어나는

근육마비나 석고고정에 의해 관절을 장기간 고정할 때 근육의 불사용으로 인해

발생하는 것으로 수축성 단백질의 함량이 심하게 감소하고, 근육 섬유 내 지방

함량이 증가함

㉯ 근육 불사용의 원인: 신체 비활동, 노화, 각종 질병 등으로 인해 근육 소실과 근육

기능의 감소

② 근소실 관련 바이오마커

㉮ 근섬유의 종류 비율 (typeⅠ, type Ⅱ)

㉯ 근육 단면 측정법, area fractions, immuno-staining(active caspase-3, procaspase-3)

㉰ 유전자 발현(atrogin-1, MuRF-1, MyoD, myogenin, Myf5, MRF4)

㉱ 단면 둘레

㉲ 하지 최대 확장력

㉳ 근섬유 지름

(Ref. N Engl J Med 358:1327-35 [9], J Physiol 536: 625-33 [10], FASEB J
16(6):529-38. [11])

⇒ ‘비활동성’이라는 용어의 정의가 명확하지 않고 모호하며, 대상자의 연령 및

나이가 다양하며, 일반적으로 깁스를 하거나 비활동성일 경우에는 염증 지표의

수치가 증가하며, 치료약과 시험물질간의 충돌도 고려하여야 하므로 여러 가지

노이지의 변수가 많으므로 건강기능식품의 기능성에 대한 용어로는 부적합할

것으로 보임.

(바) 노인성 근 감소증 (Sarcopenia)

① 어원

㉮ 그리스어 “근육의 부족(poverty of flesh)”에서 유래됨

② 증상

㉮ 근육 내에서 노화로 인해 근 섬유 수가 감소하여 근육의 양과 질 모두 감소하는

현상임.

㉯ Type Ⅱ fiber 밀도의 감소와 Type Ⅰ fiber 밀도의 증가로 인해 발생

㉰ 단백질 합성율 감소 & 분해율 증가 (합성과 분해의 불균형)

③ 원인

㉮ 질병, 영양 불균형, 활동 감소 등 (확실한 기전은 밝혀지지 않음)
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④ 문제점

㉮ 근 경련(muscle soreness), 근 부종(edema), 근 부기(swelling), 근 섬유 파괴

(strain), 관절염, 골다공증, 요통

⑤ 바이오마커

㉮ 체성분 분석, 제지방 변화량: DEXA, MRI, CT, BIA

㉯ 간이 신체능력 배터리(Short Physical Performance Battery)

㉰ 근섬유 단면둘레(muscle fiber cross-sectional areas), 팔 둘레(limb circumferences)

㉱ 걷는 속도(walking speed), 400m 보행 검사, 6분 보행 검사

㉲ TNF-a, IL-6 농도

(Ref. J Nutr Health Aging 13(8):724-8 [12], J Nutr Health Aging 13(8): 708-712

[13], J Nutr Health Aging 15(10): 834-846 [14], J Am Geriatr Soc 60(1):16-23

[15], Clin Interv Aging 7:225-34 [16], Am J Clin Nutr 93(2):402-12 [17])

- 독일의 경우 Iscardor, Helixor 등과 같이 겨우살이를 첨가한 항암보조제 시장이 활성화 되어

있음. 본 연구팀의 사전 연구 결과 유럽산 겨우살이에 비해 국내산 겨우살이가 월등히 좋은

활성도를 갖고 있음. 해당 업체의 실무진과 미팅을 통해 국내산 겨우살이의 사업화에 대한

자문을 구함. 원료 수급 방법, 첨가물의 제조 공정 등에 대해 자문을 구함.

그림 6. 겨우살이 첨가 제품 HELIXOR(항암 보조제) 사진
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나. 국내수준

(1) 국내에서의 사례

국내에서는 근육의 기능과 관련된 기능성 인정 원료는 없음. 그러나 이와 유사한 사례로

근력의 향상으로 인한 운동수행능력의 향상이 있으며, 현재 주관기관인 한동대학교에서 겨우살이

추출물의 지구력 향상으로 인한 운동수행능력 향상과 관련된 인체적용시험이 진행 중임.

그림 7. 개별인정 항목 중 운동수행 능력 관련 내용
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구분

(연도)
세부과제명 세부연구목표 연구개발 수행내용

1차

년도

(2012

~2013)

한국산 겨우살이

추출물의 근기능

저하 억제 효능에

관한 연구

한국산 겨우살이 및 자생식

물 추출법 개발

- 냉수 및 열수 추출법의 사용

- 각 방법으로 만든 추출물의 활성 비교

근육세포에서의 작용 확인

-Cell metabolism: AMPK activation,

mitochondrial activity

-Protein synthesis: Akt pathway

-protein degradation:　 ubiquitin ligase

(Atrogin-1, Murf1)

muscle atrophy의 내분비학

적 접근

- 겨우살이 추출물, 트리테르페노이드

계열 물질 처리에 따른 atrogin-1,

murf1의 발현량 확인

- Glucocorticoid 처리시의 변화와 대조

를 통해 효과를 확인

실험 동물에서 fasting,

denervation에 따른 muscle

atrophy

- 식이 제한 & 신경 손상

- 겨우살이 추출물 투여

- 근육 무게 변화, gene expression 변화

확인, grip strength 측정

실험동물에서 겨우살이 추출

물 및 트리테르페노이드 성

분 식이에 따른 muscle

hypertrophy

- 4주간 일반 식이와 함께 겨우살이 추

출물 투여

- 근육 무게 변화, gene expression 변화

측정

- fiber type 확인

주성분의 기전 연구: IGF-1

pathway 규명

- serum free starvation condition의

C2C12 사용: insulin 첨가 유무에 따라

biomarker의 activation 정도 측정

트리테르페노이드 식이에 의

한 지방산 산화

- 겨우살이 추출물 군 이외에 usrolic

acid 투여 군을 실험: 대조군으로 씀과

동시에 트리테르페노이드 계열 물질

식이에 따른 변화량 관찰

시료 식이에 의한 유전자 발

현 변화

- 일반 식이 사료에 겨우살이 추출물을

첨가 하여 식이 사료로 만듬

- 5주간 자유 식이 후 유전자 발현 변화

확인

제 3 장 연구개발수행 내용 및 결과

제 1 절 제 1 세부과제

1. 세부과제 목표 및 내용



- 32 -

구분

(연도)
세부과제명 세부연구목표 연구개발 수행내용

2차

년도

(2013

~2014)

한국산 겨우살이의

근 기능 저하 억제

효과 규명 및 근

위축 방지 효능

기능성 식품개발

겨우살이 추출물 및 자생식

물 추출물과 트리테르페노이

드 성분의 식이에 의한 혈중

성분 변화 연구

- 혈액 내 성분 분석 (adiponectin, T3,

testosterone, insulin, cholesterol, 

c-reative

protein)

- Cortisol, Testosterone, DHEA, 

Thyroxine의

DELFIA법 개발

 주성분 물질의 노화 연구

 주성분 탐색을 통한 지표물

질 설정에 관한 연구

- 노화 관련 유전자(SMP30) 발현으로 

세포 보호

및 항산화 효과 확인

- 미토콘드리아 내 HSP10의 발현으로 

근육 보호 확인

- 미슬로-C(heating)내 정도관리를 위한 

지표물질 설정

- 기능성 지표물질설정과 정량법 확립

 트리터페노이드 성분의 

Notch signaling에 미치는 

영향 조사 및 새롭게 설정된 

지표물질의 효능 기전연구

- CD34 발현을 통해 조혈세포의 생성 

확인

- 기질인 Delta-1 및 저해제인 Numb의 

발현량을

통해 Notch-1 발현 확인

- Notch signaling을 통한 노화근육 

재생 정도 확인

- 상기연구에서 새롭게 설정된 

지표물질을 갖고 기능기전 연구 : 

근기능과 관련된 주요 biomarker 

발현에 미치는 

영향조사(예;Atrogin-1, MurF1등)

주성분의 기타 효능 조사

추가동물실험 : 새로운 공정

에 의해 생산된 원료의 동물

실험

-항염증 효능 조사 : NF-kB, TNF-α, 

IL-6, IL-1β 발현량 확인

-해당작용에 미치는 영향: G6P, PEPCK 

발현량 확인

-근기능 관련 nucleic acid 수용체 

발현에 미치는

영향 조사 : PPAR-α, PPAR-γ, 

PPAR-δ,

LXR-α, LXR-β, FXR-α

-Fasting과 신경절단 기법을 이용한 

동물실험 수행 : 근기능 관련 유전자 

발현에 미치는 영향을 조사
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2. 연차개발 방법

가. 1차년도 (2012~2013)

(1) 목표

한국산 겨우살이 및 자생식물 추출법을 개발하여 근육세포 및 실험동물에서의 muscle

atrophy의 내분비학적 접근하여 작용 확인할 것.

(2) 자생식물 추출법 개발

(가) 냉수 추출법 개발

자생식물 원물을 깨끗이 세척하여 말린 후 잘게 세절하여 냉수로 밤새 추출한다.

원심분리를 통하여 상등액만을 수집한 후 필터를 통해 불순물을 제거하였다.

동결건조를 통해 분말을 획득하여 실험에 사용하였다.

(나) 열수 추출법 개발

자생식물 원물을 깨끗이 세척하여 말린 후 잘게 세절하여 열수로 추출한다.

원심분리를 통하여 상등액만을 수집한 후 필터를 통해 불순물을 제거하였다.

분무건조를 통해 분말을 획득하여 실험에 사용하였다.

(3) 근육세포에서의 단백질 발현 조사

(가) C2C12 세포 배양

마우스 근아세포인 C2C12 세포를 37℃, 5% CO2 조건에서 10% Fetal Bovine

Serum (FBS), 1% Penicillin/Streptomycin이 함유된 Dulbeco‘s Modified Eagle’s

Medium(DMEM) 배지에 배양시킨다. 세포가 플레이트에 90% 이상 차면 2% Horse

Serum, 1% Penicillin/Streptomycin이 함유된 DMEM 배지로 바꾸어 주고 분화가

완료되면 실험에 사용한다.

(나) 샘플 처리 및 세포 용해

각 농도별 샘플을 준비하여 준비된 세포에 처리하고 시간별로 세포를 회수하여

사용시까지 -20℃에 보관한다.

(다) 단백질 정량

Bichinchominic acid (BCA) assay를 이용하여 샘플 내 단백질을 정량한다. 2가의

구리이온이 단백질의 펩티드 결합과 접하게 되면 1가의 이온으로 환원되는데 이를

biuert reaction이라고 한다. 뷰렛 반응에 의해 구리이온의 환원은 단백질의 양과

비교적 정량성을 보이는데, 이렇게 형성된 구리 이온이 다시 BCA와 정량적으로

결합하여 BCA-Cu+ complex를 형성한다. 이 복합체는 562 nm에서 강한 흡광을

나타내며 시료의 색은 보라색을 나타낸다. 이 때 562 nm에서의 흡광도를 측정하여

standard curve와 비교함으로써 시료 단백질의 농도를 계산할 수 있다(그림 8 참조).

Standard로는 Bovine Serum Albumin (BSA)을 사용하며 BSA의 standard curve와

비교하여 시료 내 단백질 량을 정량함으로써 전기영동시 같은 양의 단백질끼리 비교할

수 있게 한다.
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그림 8. BCA 반응 모식도

(라) SDS-PAGE

단백질의 전기 영동 이동성(polypeptide chain 의 길이, 분자량, Protein folding,

posttranslational modification)을 이용하여 단백질들 간의 분리에 사용하는 기술이다.

Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)는 변성할 때 주로 사용하는 물질로 보통 단백질을

분리할 때 사용하지만 높은 resolution power와 균일성으로 다양한 크기의 분자에도

사용한다. Acrylamide와 N, N'-methylene bisacrylamide의 2개의 기능기와 연쇄적으로

비가역적인 중합하여 polymer 형식, Ammonimum sulfate (APS)을 가교제로

Tetramethylethylenediamine (TEMED)를 촉매제로 사용한다(그림 9 참조).

그림 9. 전기영동 방법

샘플버퍼에 희석한 시료 단백질 샘플을 각 well당 20 uL씩 넣고 145V에서 1시간

30분간 걸어준다.

(마) Western blot

SDS-PAGE를 통해 분리된 샘플이 든 젤을 4℃에서 200 mA의 전류로 2시간 동안

transfer 과정을 통해 membrane에 옮겨준다. membrane에 skim milk로 다른 단백질이

붙지 않도록 coating 한 후 원하는 단백질에 대한 항체를 이용하여 특정 단백질만

선택되게 한다. universal 항체를 이용하여 원하는 단백질만 선택될 수 있게 하여 그

단백질의 정도에 따라 밴드의 굵기로 그 발현 정도를 확인한다(그림 10 참조).
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그림 10. 웨스턴 블랏 모식도

(4) 근육 세포에서의 RNA 발현 정도 측정

(가) C2C12 세포 배양

마우스 근아세포인 C2C12 세포를 37℃, 5% CO2 조건에서 10% Fetal Bovine

Serum (FBS), 1% Penicillin/Streptomycin이 함유된 Dulbeco‘s Modified Eagle’s

Medium(DMEM) 배지에 배양시킨다. 세포가 플레이트에 90% 이상 차면 2% Horse

Serum, 1% Penicillin/Streptomycin이 함유된 DMEM 배지로 바꾸어 주고 분화가

완료되면 실험에 사용한다.

(나) 샘플 처리 및 세포 용해

각 농도별 샘플을 준비하여 준비된 세포에 처리하고 시간별로 세포를 회수하여

사용시까지 -20℃에 보관한다.

(다) RNA 추출

RNA 추출에는 iNtRON사의 easy-spin™ Total RNA Extraction Kit를 이용하여

매뉴얼 대로 실시하였다.

(라) RNA 정량

추출한 RNA는 정량 과정을 통해 각각의 농도와 순도 등을 확인하여 실험에

사용하였다.

(마) RT-PCR

정량된 단일가닥의 RNA는 이중가닥의 DNA보다 불안정한 물질이고 또한 in

vivo에서 RNA 자체를 증폭할 수 없기 때문에 보다 안정적인 DNA로 역전환하는

과정이 필요한데 이를 역전사(Reverse transcription, RT)라고한다. 역전사를 통해

만들어진 DNA는 상보적 DNA (complementary DNA, cDNA)라고 부르고 그 cDNA를

template로 PCR을 하는 것을 RT-PCR이라고 한다. RT-PCR 과정을 통해 정량된

RNA를 DNA로 변환하여 보다 안정적이게 만들어서 보관하였다(그림 11 참조).
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그림 11. 역전사의 원리

(바) Real-time PCR

일반적인 PCR은 증폭 이후 전기영동법으로 결과를 분석하게 되는데, 전기영동법은

민감도나 해상도가 가 낮기 때문에 정량적인 분석이 어렵다. 무엇보다도 PCR 반응 후

end-point에서 분석되기 때문에 초기에 투입된 template DNA의 양을 확인할 수 없다.

이런 전기영동법의 단점을 극복하기 위해 개발된 것이 Real-time PCR 이다. 말

그대로 증폭 과정을 실시간으로 모니터링하여 증폭되는 양을 정량할 수 있기 때문에

정량 PCR (quantitative PCR, qPCR)이라고도 불린다.

Real-Time PCR을 통해 원하는 RNA의 발현량을 각각 확인하였다.

(5) 동물 모델 근 위축 실험

(가) 실험동물 사육

5주령의 ICR male 마우스 모델을 코아텍에서 주문하여 사용하였다. 사육 조건은 23

± 2℃의 온도와 50%의 습도를 유지하였고 12시간 간격으로 조명의 on/off를 조절하여

낮과 밤의 환경을 유지시켰다. 사료나 식수는 절식실험이나 특별한 조건의 식이 조건

외에는 자유롭게 식이할 수 있도록 준비하였다.

(나) 실험동물에 대한 샘플 투여

겨우살이 추출물 및 기타 샘플을 PBS에 녹여 실험에 필요한 농도를 만들고 실험에

따라 적절한 방법으로 투여하였다. 일반적으로 경구투여(oral gavage)를 통하여
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투여하였다.

(다) 혈당치의 변화

실험 동물의 꼬리 끝부분을 절단하여 모인 혈액(tai vein blood)을 혈당측정기에 뭍혀

혈당의 변화를 확인하였다.

(라) 신경 절단

실험 동물을 avertin을 이용하여 마취시킨 후 알코올로 잘 소독한 한 쪽 다리의

신경만을 절단하고 수술용 실로 봉합하여 상처가 덧나지 않게 하였다. 이를 통해 신경

절단되어 생긴 근 수축과 정상적인 다리의 근육 차이를 동일한 실험동물 개체에서

비교할 수 있게 하였다.

(마) 근육 적출

실험동물에서의 근육 조사는 뒷다리에 있는 대퇴사두근(Quadricep) 혹은

비복근(Gastrocnemius)을 이용한다. Sacrifice한 마우스의 뒷다리 피부를 벗기고

대퇴사두근 혹은 비복근를 적출 한 뒤 lysis buffer 속에서 균질기(homogenizer)를

이용하여 잘게 갈아준다.

그림 12. 대퇴사두근(좌) 및 비복근(우)
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나. 2차년도 (2013~2014)

(1) 목표

트리테르페노이드 성분이 muscle atrophy에 미치는 효과 규명.

(2) 근육세포에서의 단백질 발현 조사

(가) C2C12 세포 배양

마우스 근아세포인 C2C12 세포를 37℃, 5% CO2 조건에서 10% Fetal Bovine

Serum (FBS), 1% Penicillin/Streptomycin이 함유된 Dulbeco‘s Modified Eagle’s

Medium(DMEM) 배지에 배양시킨다. 세포가 플레이트에 90% 이상 차면 2% Horse

Serum, 1% Penicillin/Streptomycin이 함유된 DMEM 배지로 바꾸어 주고 분화가

완료되면 실험에 사용한다.

(나) 샘플 처리 및 세포 용해

각 농도별 샘플을 준비하여 준비된 세포에 처리하고 시간별로 세포를 회수하여

사용시까지 -20℃에 보관한다.

(다) 단백질 정량

Bichinchominic acid (BCA) assay를 이용하여 샘플 내 단백질을 정량한다. 2가의

구리이온이 단백질의 펩티드 결합과 접하게 되면 1가의 이온으로 환원되는데 이를

biuert reaction이라고 한다. 뷰렛 반응에 의해 구리이온의 환원은 단백질의 양과

비교적 정량성을 보이는데, 이렇게 형성된 구리 이온이 다시 BCA와 정량적으로

결합하여 BCA-Cu+ complex를 형성한다. 이 복합체는 562 nm에서 강한 흡광을

나타내며 시료의 색은 보라색을 나타낸다. 이 때 562 nm에서의 흡광도를 측정하여

standard curve와 비교함으로써 시료 단백질의 농도를 계산할 수 있다. Standard로는

Bovine Serum Albumin (BSA)을 사용하며 BSA의 standard curve와 비교하여 시료

내 단백질 량을 정량함으로써 전기영동시 같은 양의 단백질끼리 비교할 수 있게 한다.

(라) SDS-PAGE

단백질의 전기 영동 이동성(polypeptide chain 의 길이, 분자량, Protein folding,

posttranslational modification)을 이용하여 단백질들 간의 분리에 사용하는 기술이다.

Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)는 변성할 때 주로 사용하는 물질로 보통 단백질을

분리할 때 사용하지만 높은 resolution power와 균일성으로 다양한 크기의 분자에도

사용한다. Acrylamide와 N, N'-methylene bisacrylamide의 2개의 기능기와 연쇄적으로

비가역적인 중합하여 polymer 형식, Ammonimum sulfate (APS)을 가교제로

Tetramethylethylenediamine (TEMED)를 촉매제로 사용한다.

샘플버퍼에 희석한 시료 단백질 샘플을 각 well당 20 uL씩 넣고 145V에서 1시간

30분간 걸어준다.

(마) Western blot

SDS-PAGE를 통해 분리된 샘플이 든 젤을 4℃에서 200 mA의 전류로 2시간 동안

transfer 과정을 통해 membrane에 옮겨준다. membrane에 skim milk로 다른 단백질이

붙지 않도록 coating 한 후 원하는 단백질에 대한 항체를 이용하여 특정 단백질만

선택되게 한다. universal 항체를 이용하여 원하는 단백질만 선택될 수 있게 하여 그
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단백질의 정도에 따라 밴드의 굵기로 그 발현 정도를 확인한다.

(3) 근육 세포에서의 RNA 발현 정도 측정

(가) C2C12 세포 배양

마우스 근아세포인 C2C12 세포를 37℃, 5% CO2 조건에서 10% Fetal Bovine

Serum (FBS), 1% Penicillin/Streptomycin이 함유된 Dulbeco‘s Modified Eagle’s

Medium(DMEM) 배지에 배양시킨다. 세포가 플레이트에 90% 이상 차면 2% Horse

Serum, 1% Penicillin/Streptomycin이 함유된 DMEM 배지로 바꾸어 주고 분화가

완료되면 실험에 사용한다.

(나) 샘플 처리 및 세포 용해

각 농도별 샘플을 준비하여 준비된 세포에 처리하고 시간별로 세포를 회수하여

사용시까지 -20℃에 보관한다.

(다) RNA 추출

RNA 추출에는 iNtRON사의 easy-spin™ Total RNA Extraction Kit를 이용하여

매뉴얼 대로 실시하였다.

(라) RNA 정량

추출한 RNA는 정량 과정을 통해 각각의 농도와 순도 등을 확인하여 실험에

사용하였다.

(마) RT-PCR

정량된 단일가닥의 RNA는 이중가닥의 DNA보다 불안정한 물질이고 또한 in

vivo에서 RNA 자체를 증폭할 수 없기 때문에 보다 안정적인 DNA로 역전환하는

과정이 필요한데 이를 역전사(Reverse transcription, RT)라고한다. 역전사를 통해

만들어진 DNA는 상보적 DNA (complementary DNA, cDNA)라고 부르고 그 cDNA를

template로 PCR을 하는 것을 RT-PCR이라고 한다. RT-PCR 과정을 통해 정량된

RNA를 DNA로 변환하여 보다 안정적이게 만들어서 보관하였다.

(바) Real-time PCR

일반적인 PCR은 증폭 이후 전기영동법으로 결과를 분석하게 되는데, 전기영동법은

민감도나 해상도가 가 낮기 때문에 정량적인 분석이 어렵다. 무엇보다도 PCR 반응 후

end-point에서 분석되기 때문에 초기에 투입된 template DNA의 양을 확인할 수 없다.

이런 전기영동법의 단점을 극복하기 위해 개발된 것이 Real-time PCR 이다. 말

그대로 증폭 과정을 실시간으로 모니터링하여 증폭되는 양을 정량할 수 있기 때문에

정량 PCR (quantitative PCR, qPCR)이라고도 불린다.

Real-Time PCR을 통해 원하는 RNA의 발현량을 각각 확인하였다.

(4) 동물 모델 근 위축 실험

(가) 실험동물 사육

5주령의 ICR male 마우스 모델을 코아텍에서 주문하여 사용하였다. 사육 조건은 23

± 2℃의 온도와 50%의 습도를 유지하였고 12시간 간격으로 조명의 on/off를 조절하여

낮과 밤의 환경을 유지시켰다. 사료나 식수는 절식실험이나 특별한 조건의 식이 조건

외에는 자유롭게 식이할 수 있도록 준비하였다.
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(나) 실험동물에 대한 샘플 투여

겨우살이 추출물 및 기타 샘플을 PBS에 녹여 실험에 필요한 농도를 만들고 실험에

따라 적절한 방법으로 투여하였다. 일반적으로 경구투여(oral gavage)를 통하여

투여하였다.

(다) 혈당치의 변화

실험 동물의 꼬리 끝부분을 절단하여 모인 혈액(tai vein blood)을 혈당측정기에 뭍혀

혈당의 변화를 확인하였다.

(라) 신경 절단

실험 동물을 avertin을 이용하여 마취시킨 후 알코올로 잘 소독한 한 쪽 다리의

신경만을 절단하고 수술용 실로 봉합하여 상처가 덧나지 않게 하였다. 이를 통해 신경

절단되어 생긴 근 수축과 정상적인 다리의 근육 차이를 동일한 실험동물 개체에서

비교할 수 있게 하였다.

(마) 근육 적출

실험동물에서의 근육 조사는 뒷다리에 있는 대퇴사두근(Quadricep) 혹은

비복근(Gastrocnemius)을 이용한다. Sacrifice한 마우스의 뒷다리 피부를 벗기고

대퇴사두근 혹은 비복근를 적출 한 뒤 lysis buffer 속에서 균질기(homogenizer)를

이용하여 잘게 갈아준다.
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3. 연구개발 내용 및 결과

가. 1차년도 (2012~2013)

(1) 겨우살이의 활성 효과 확인

(가) in vitro 실험: 마우스 근아세포 내에서 겨우살이 추출물의 효과 확인

① AMPK (AMP activated protein kinase)의 기능

AMPK의 생리적인 기능은 그림 13에 나타난 바와 같이 각종 생리적인 활성을 나

타내는 일종의 sensor의 역할을 담당한다. 심장, 근육, 지방세포, 췌장 및 간에 다양

한 영향을 미친다. 특히 근육에는 지방산과 포도당 흡수를 촉진하고 또한 미토콘드리

아 biogenesis도 관여를 하기 때문에 매우 중요한 바이오 마커다.

그림 13. AMPK의 작용 모식도

② AMPK의 기본 배경

㉮ AMPK (AMP activated protein kinase)는 exercise, low glucose, heat shock 등

에 반응, activation되어 glucose transport를 조절하는 protein임.

㉯ 특히 근육 내에서는 GLUT1, GLUT4에 영향을 미쳐 translocation이 일어나게 하

여 glucose uptake를 증가시키는 것으로 알려져 있음.
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㉰ 이 외에도 mitochondrial activity 를 증가시키는 인자로도 알려져 있음.

③ AMPK phosphorylation를 위한 실험 조건 및 결과

㉮ 마우스 근아세포 C2C12에 겨우살이 추출물(KME)을 100ug/ml 농도로 처리

㉯ protein extraction 후 anti-AMPK (Cell signaling) 항체를 사용하여 Western

blotting 실시

㉰ 겨우살이 추출물에 의해 AMPK의 phosphorylation을 통한 activation 정도를 조사

하였을 시 그림 14와 같은 결과를 얻었다. 그림 14에 나타난 바와 같이 비처리

군에서는 AMPK의 활성이 전혀 나타나지 않은 반면 처리군 에서는 확연히 증가

함을 보임.

그림 14. 겨우살이 추출물이 AMPK인산화(phosphorylation)에 미치는 영향

(나) 근육 세포 내 muscle atrophy, hypertrophy 관련 pathway에서 겨우살이 추출

물의 효과 확인

① muscle atrophy 관련 biomarker(그림 15)

그림 15. 근육 위축(atrophy) 기전에 관여하는 주요 Biomarker와 경로
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② Muscle atrophy의 기전 기본 배경

㉮ Muscle atrophy, hypertrophy와 관련된 main pathway는 PI3K를 통한 Akt

pathway로 알려져 있음

㉯ 이 중 muscle atrophy와 관련된 pathway는 아래에 사각형으로 표시한 부분임.

•Muscle atrophy를 일으키는 biomarker는 단백질 분해를 촉진하는 Atrogin-1과

Murf1(muscle ring finger protein-1)으로 알려져 있음.

•이들은 ubiquitin ligase의 일종으로 protein degradation을 일으켜 근육의 양적

감소를 일으키는 muscle atrophy를 초래하게 됨.

•이 두 biomarker는 FoxO(forkhead box class O)에 의해 발현이 조절되는데 이

FoxO의 발현을 조절 하는 상위 biomarker가 mTOR와 PGC1-α로 알려져 있음

•즉, mTOR와 PGC1-α에 의해 FoxO의 발현이 억제되면, 이로 인해

Atrogin-1과 Murf1의 발현량이 감소하게 되고, 결과적으로 protein

degradation 또한 억제되게 되어 muscle atrophy가 감소하게 됨

③ FoxO 실험 조건 및 결과

㉮ 마우스 근아세포 C2C12에 겨우살이 추출물을 100ug/ml의 농도로 처리

㉯ anti-FoxO(Cell signaling) 항체를 사용하여 Western blotting을 실시

㉰ 결과:　 그림 16에 나타난 바와 같이 겨우살이 추출물에 의해 FoxO의

phosphorylation이 증가함을 확인

　• FoxO의 경우 phosphorylation 되면 inactivation(불활성화) 되며 이는 Akt의 발

현량 증가로 FoxO가 탈인산화(dephophorylation)되어 activation되는 것을 억제를

하기 때문임.

　• 이 결과를 통해 겨우살이 추출물이 기존에 알려진 PI3K/Akt pathway를 통해

FoxO의 활성을 조절 한다는 것을 확인함.

　• 매우 흥미로운 결과는 겨우살이 추출물(KME)과 함께 조사한 triterphenoid

aicds인 BA, OA, UA 그리고 여주 추출물(YJ)도 비슷한 결과를 나타낸 것은

본 연구의 결과 이용에 중요한 의미가 있다. 즉 :

‣ UA는 근기능 위축 억제효과로 가장 잘 알려진 물질이고 이를 대조구로 항

상 함께 조사하였다. 항상 같은 결과를 나타내어 겨우살이 추출물의 효과를 분명

히 입증됨.

‣ BA는 자작나무 등에 많이 함유되어 있는 사포닌의 트리테르페노이드계의

비당부분으로서 겨우살이 추출물에도 함유되어 있다. 특히 항암활성을 비롯하여

여러 생리활성이 있음이 밝혀져 있지만 아직 근기능 관련에 대한 보고는 없어

본 결과는 또 다른 의미가 있다고 사료됨.

‣ 여주 추출물(YJ)이 좋은 활성을 나타낸 것은 추후 제품 개발시 부영제 등으

로 활용 가능성이 있어 매우 주요한 결과라 평가됨.
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그림 16. 겨우살이 추출물이 FoxO 발현에 미치는 영향

④ PGC1-α, Sirt1, Atrogin-1, Murf1 발현에 미치는 영향조사를 위한 실험 조건 및

결과

㉮ PGC1-α과 Sirt 발현에 미치는 영향 (그림 17 참고)

• 겨우살이 추출물이 Sirt1과 PGC1-α의 발현량을 증가시킴을 확인

• 대조군으로 사용한 UA보다도 더 좋은 활성을 보였음.

• Sirt1과 PGC1-α 은 bioenergenesis와 관련이 있는 인자로 muscle hypertrophy에

도 영향을 미치는 것으로 알려짐.

그림 17. 겨우살이 추출물과 UA가 PGC1-α, Sirt1 발현에 미치는 영향

㉯ Atrogin-1과 Murf1의 발현량에 미치는 영향 조사(그림 18 참고)

•Atrogin-1과 Murf1은 단백질의 degradation을 촉진시키는 단백질로서 근위축을

억제시키는 효과를 갖기 위해선 이 두 단백질은 감소현상이 일어나야 한다. 가장

직접적인 효과를 알 수 있는 biomarker다

• 그림 18에 나타난 바와 같이 대조군으로 사용한 가장 활성이 높은 것으로 알려

진 UA보다 KME가 더 좋은 효과를 나타난 것은 본 연구의 가능성을 더욱 높여

주는 결과로 판단된다.
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그림 18. 겨우살이 추출물과 UA가 Atrogin-1, Murf1 발현에 미치는 영향

㉰ 결론 : 이 결과를 통해 앞서 언급하였던 AMPK의 활성을 통한 Sirt1, PGC1-α

의 발현량 증가와 최종적으로 muscle atrophy를 직접 일으키는 Atrogin-1,

Murf1의 발현 감소가 나타남을 확인할 수 있게 되어 본 연구의 이론적인 근

거를 구축활 수 있는 좋은 결과로 평가됨.

(다) muscle hypertrophy 관련 biomarker

① Muscle hypertrophy(근비대)의 기본 배경

㉮ Muscle hypertrophy는 protein synthesis, cell differentiation, mytogenesis,

mitochondrial activity등의 증가를 통해 이루어짐(그림 19)

㉯ 특히 skeletal muscle에서는 PI3K/Akt pathway가 muscle hypertrophy에 주된 영

향을 끼치고 있음이 많은 사전 연구 결과를 통해 알려짐

㉰ 외부에서 insulin 혹은 insulin like growh factor들이 insulin receptor와 반응하면

PI3K (phosphoinositide 3-kinase)에 의해 Akt가 phosphorylation 되면서

activation 됨

㉱ Activated Akt는 downstream의 mTOR(mammalian target of rapamycin)을

activation 시킴

㉲ mTOR는 S6K(S6 kinase)와 SREBP1-c(sterol regulatory element binding

protein1)를 activation 시키며, 이들은 결과적으로 protein synthesis를 촉진하게

되어 근육을 비대시킴

㉳ insulin receptor에서 자극이 전해지는 MAP kinase pathway의 경우 mytogenesis

와 cell differentiation을 촉진하는 것으로 알려져 있는 주요 pathway 중 하나임.

㉴ Akt의 경우 AMPK와 함께 AS160의 발현을 증가시켜 GLUT4(glucose

transporter 4)의 translocation을 일으켜 glucose uptake를 촉진시키는 역할을 수

행함. 이 경로는 특히 항당뇨 효능을 나타내는 기전과도 깊은 관련이 있다.
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그림 19, 근육 증강(hypertrophy) 기전에 관여하는 주요 biomarker와 경로

② Akt/S6k/mTOR/Erk 실험 조건 및 결과

㉮ 마우스 근아세포 C2C12에 겨우살이 추출물을 100ug/ml의 농도로 처리

㉯ protein extraction 후 anti-Akt, anti-S6k, anti-mTOR, anti-Erk(Cell signaling)

항체를 사용하여 Western blotting을 실시하여 조사함.

㉰ 결과 (그림 20 참고)

• 겨우살이 추출물(KME)가 Akt pathway를 매우 강하게 활성화(activation) 시

키는 것을 확인함.

• mTOR의 결과는 Fig4의 결과를 densitometer로 처리한 결과로서 대조군에

비해 증가함을 나타냄.

• S6K의 경우 미처리군에 비해 처리군에서 공히 높은 활성을 나타내었다. 특히

BA가 높은 활성을 나타낸 것은 매우 흥미로운 결과다. 제품 제조시 BA가 많

이 함유된 것으로 알려진 소재(예; 자작나무)를 활용할 수 있는 좋은 근거가

된다고 판단됨. 또한 겨우살이를 물이 아닌 지용성 용매(예; 주정 등)를 사

용할 시 더욱 활성이 높은 결과를 얻을 것으로 예상됨.

• Erk 활성화에도 대체로 모두 영향을 나타내었고 특히 겨우살이 추출물이 가

장 좋은 효과를 나타내었다.
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그림 20. 겨우살이 추출물이 Akt/S6k/mTOR/Erk 발현에 미치는 영향

③ SREBP1-c/GLUT1/GLUT4/UCP3/PDK4 발현에 미치는 영향

㉮ 마우스 근아세포 C2C12에 겨우살이 추출물을 100ug/ml 농도로 처리함.

㉯ RNA extraction kit(INTRON)를 사용하여 total RNA 추출 후, cDNA를 합성

㉰ SREBP1-c, GLUT1, GLUT4의 primer와 함께 realtime PCR 실험을 실시하여 조

사함.

㉱ SREBP1-c, GLUT1, GLUT4 모두 겨우살이 추출물 처리군에서 발현량이 증가하

는 것을 확인 할 수 있음(그림 21 참고)

㉲ SREBP1-c의 발현 증가를 통해 protein synthesis가 촉진되며, GLUT1, GLUT4를

통해 glucose uptake가 촉진 된다고 판단. 본 결과는 근육 hypertrophy효능을 갖
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는 물질들의 공통적인 효과임.

㉳ PDK4(pyruvate dehydrogenase kinase 4)와 UCP3(uncoupling protein3의 발현 증

가를 통해 mitochondrial activity가 증가함. 본 결과는 근육 hypertrophy 효능을

갖는 물질들의 효과임.
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그림 21. 겨우살이 추출물이 근육비대 관련 유전자 발현에 미치는 영향

④ Insulin dependent/independent 판별 실험 조건 및 결과

㉮ PI3K/Akt pathway에서의 겨우살이 추출물 활성과 insulin의 연관성을 확인하는

실험임.

㉯ 본 연구 이전에 다른 물질들을 이용하여 연구한 결과들은 PI3K/Akt pathway를

통해 muscle hypertrophy를 일으키는 기작은 insulin dependent 하다고 알려져

있음.

㉰ C2C12 myotube를 16시간 serum free media를 이용하여 starvation 시킨 후 실험

을 진행함.

㉱ 마우스 근아세포 C2C12에 겨우살이 추출물을 100 ug/ml의 농도로 처리

㉲ 동일 물질 처리군을 2개 만드는데, 하나에는 insulin을 10 nM의 농도로 처리함.

㉳ 동일 물질 처리군 내의 insulin 유무 차이에 따른 biomarker 발현량 차이 조사함.

㉴ 결과 (그림 22 참고)

• PI3K/Akt pathway 중 upstream에 해당하는 Akt에서 확실한 insulin dependent

결과 확인

• Downstream의 경우 Akt에 비해 명확하지는 않으나 insulin dependent의 경향

성 확인

그림 22. Akt와 Erk발현에 있어서 Insulin이 미치는 영향

(라) 트리테르페노이드 계열 합성 물질과 겨우살이 추출물 간의 활성 비교

① 트리테르페노이드 계열 BA유도체가 muscle atrophy, hypertrophy에 끼치는 영향

㉮ 트리테르페노이드는 주로 식물 계통에서 발견, 추출된 물질로 다양한 생리 활성이

있음이 밝혀짐. 사포닌 계열의 비당부분으로(aglycon) 다양한 생리활성이 보고되
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고 있다. 가장 대표적인 물질의 하나로서 주로, 자작나무에서 발견된 betulinic

acid(BA), 올리브에서 발견된 oleanolic acid(OA), 사과 껍질에서 발견된 ursolic

acid(UA) 등이 대표적인 물질임.

㉯ 이들 트리테르페노이드 계열 물질들은 항암, 생리활성, 항산화, 항염증에 효과가

있음이 밝혀져 있음. 특히 BA는 AMPK activation에 의한 생명 연장 효과, UA

는 PI3K/Akt pathway activation에 의한 skeletal muscle hypertrophy 촉진과

atrophy 억제에 효과가 있음이 밝혀짐.

㉰ 본 연구에서 보고자 하는 muscle hypertrophy, atrophy와 관련하여 Betulinic

acid, 그리고 합성한 BA의 유도체들인 compound 26과 compound 27(그림 23 참

조)의 영향을 함께 확인하였음.

그림 23. BA의 유도체 Com.26과 Com.27의 구조

② 트리테르페노이드 계열 물질과 겨우살이 추출물의 연관성

㉮ 트리테르페노이드 계열 물질들의 muscle atrophy, hypertrophy에 관련된 효과와

겨우살이 추출물이 보이는 효과의 정도를 비교함으로서 겨우살이 추출물의 효과

를 재확인 함.
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그림 24. 트리테르페노이드 계열 물질들과 겨우살이, 여주 추출물이 관련 유전자의

발현에 미치는 영향

㉯ 결과요약 (그림 24 참고)

• C2C12 마우스 근아세포에 트리테르페노이드 계열의 물질을 처리 할 경우, 6시

간까지는 두드러지는 atrophy 억제 효과가 나타나지 않음. 12시간 처리 시 BA

와 UA에서 atrogin-1과 murf1의 발현을 억제하는 효과가 나타남.

• BA의 유도체인 Com.26과 Com.27의 경우 Com.27에 비해 Com.26에서

atrophy 억제 효과가 더 강하게 나타남을 확인하였음. Muscle hypertrophy 측

면에서는 흥미롭게도 Com.27이 Com.26보다 더 좋은 효과를 나타내었음.

•본 결과는 세계에서 처음으로 입증한 결과로서 특히 아직 근기능 관련 제약이 없

는 점을 감안할 때 근위축 억제 또는 근육비대 효과를 나타내는 약을 개발할

경우 그 기초자료로 활용할 수 있는 근거를 제공한다는 측면에서 매우 중요한

결과라 생각된다. 특히 BA는 현재 항암제로 임상시험을 하고 있는 물질이며

본 연구진이 항당뇨, 항비만 및 생명연장, 기력증진을 증가시키는 효과도 입증

한 물질이라 앞으로 이의 이용가치는 무한하다.

㉰ 종합결론 : BA와 UA 그리고 겨우살이 추출물을 비교하였을 때, 겨우살이 추출물

이 muscle atrophy 관련 biomarker인 atrogin-1과 murf1의 발현량 억제 효과가

더 큰 것을 확인함. 또한 muscle hypertrophy 관련 biomarker인 Sirt1의 발현량

증가도 겨우살이 추출물에서 더 큰 것을 확인함.

㉱ 겨우살이 이외의 국내 자생식물 추출물로 함께 실험한 여주(YJ)의 경우 muscle

atrophy 관련 biomarker인 atrogin-1과 murf1의 발현 억제 효과가 매우 높은 것

을 확인. 반면에 hypertrophy를 촉진 시키는 효과는 미비한 것으로 확인되어 향

후 제품개발과 새로운 소재개발에 중요한 자료로 활용할 수 있게 하는 결과다.
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(마) 세포 실험(in-vitro)에서의 연구 결과 발표

① 2013 생화학분자생물학회(KSBMB)에 본 연구의 세포 수준에서의 연구 결과를 바탕

으로 포스터 발표

그림 25. in-vitro 결과의 학회지 포스터 발표

<Abstract> Korean mistletoe is a semi-parasitic plant that is known to possess

numerous beneficial properties such as anti-cancer and anti-diabetic. Previously, it

was shown that Korean mistletoe extract (KMH) is capable of inhibiting

biomarkers related to muscle atrophy in murine muscle cells, while simultaneously

increasing the activation of biomarkers related to muscle hypertrophy. These

properties were investigated in two in vivo models, fasting and denervation,

which are known to cause muscle atrophy. Mice were either fasted for 24 hours

before orally administrating KMH, or had sciastic nerves of their right-hind leg

cut before being fed KMH incorporated chow. Results of the present study

suggest enhanced muscle activity and mass in KMH treated mice as

demonstrated through treadmill and swimming tests. In addition, KMH inclusive

diet reduced biomarkers of atrophy (Atrogin-1 and MURF1) while increasing
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biomarkers of hypertrophy (e.g. Akt, AMPK and mTOR). In conclusion, the

current study indicates that dietary intake of KMH shows beneficial effects

against muscle atrophy.

② 겨우살이 추출물의 mucle atrophy, hypertrophy에서의 효과에 대해 독일 생약학회

국제 심포지움에 포스터 발표 준비중

(바) In-vivo 결과 : 마우스 단기간 식이 제한 모델에서의 겨우살이 추출물의 효과

확인

① 단기간 식이 제한의 기본 배경

㉮ 식이 제한을 통해 insulin dependent인 PI3K/Akt pathway를 억제함

㉯ FoxO의 de-phosphorylation 통한 Atrogin-1, Murf1 발현량 증가

㉰ protein degradation 증가를 통해 근육량 감소(muscle atrophy)

㉱ 식이 제한시 mTOR의 발현량 억제 효과 있음이 밝혀짐

㉲ 식이 제한시 일어나는 mTOR의 발현 억제에 대한 겨우살이의 효과에 대해 보다

심층 있는 결과를 얻고자 더욱 심화 연구를 수행하고 있음. 이 결과에 따라 생명

연장과 근육량과의 관련성을 규명할 수 있는 새로운 경로를 제시할 수 있음.

② 단기간 식이 제한 모델의 실험 조건 및 결과

㉮ 5주령의 ICR male 마우스 모델을 사용

㉯ 사료 식이를 완전히 제한하며 겨우살이 추출물을 12시간 간격으로 2번 투여. 투여

하는 농도는 200mpk, 500mpk의 2개, Negative control로 겨우살이 추출물을 녹

였던 PBS를 투여한 그룹을 사용하며, positive control로 이전에 연구가 진행 되

어 논문이 발표된 ursolic acid(UA)를 대조군으로 사용하여 비교하였음.

㉰ 혈당치의 변화량 확인

㉱ sacrifice 후 근육을 떼어 내어 weight의 변화 측정

㉲ 근육에서 RNA를 추출: 30mg의 muscle을 total RNA extraction kit (INTRON)

이용하여 bead-bitter로 갈아 RNA 추출하여 realtime PCR 수행
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그림 26. In-vivo 실험 결과

㉳ 결과 (그림 26 참고)

• 혈당량에 미치는 영향 : 예상대로 혈당량을 감소시키는 영향을 나타내었음. 이

는 겨우살이 추출물이 항당뇨 효능을 나타내는 기존 결과와 일치하는 결과임.

항당뇨 효능과 근육기능과도 밀접한 관계가 있음을 보여주는 결과다.

• RNA를 이용한 realtime PCR의 경우 Murf-1의 경우에선 유의성 있는 결과가

나타나지 않았다. 그러나 positive control로 사용한 UA의 결과 값도 경향을 보

이지 않아 실험상의 오류일 수도 있다는 판단 아래 재실험을 진행하고 있음.

• 근육 무게의 변화는 두드러지지 않았음.

(사) In-vivo 결과 : 마우스 장기간 경구투여 모델 모델에서의 겨우살이 추출물의 효

과 확인
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① 장기간 경구투여의 기본 배경

㉮ 기본 식이 사료 이외에 겨우살이 추출물을 추가로 경구투여하여 근육기능에 미치

는 영향을 조사하였음.

㉯ 일반적인 상황에서 겨우살이에 의한 근육량의 증가(muscle hypertrophy)가 이루

어지는가를 확인함.

㉰ Muscle atrophy, hypertrophy를 연구함에 있어 atrophy에 대한 억제, 회복력에 대

한 평가와 함께 근육량의 증가에 대한 평가가 매우 중요한 지표가 되어 이를 조

사함.

㉱ Skeletal muscle에서는 Akt/mTOR/S6K/Erk의 activation을 통해 muscle

hypertrophy가 일어남.

㉲ in vitro 실험 결과를 통해 겨우살이 추출물이 앞서 언급한 PI3K/Akt pathway를

통해 작용 할 때 insulin dependent임을 밝혔기 때문에 기존의 다른 연구 결과들

과 마찬가지의 실험 방법을 적용 할 수 있음. 그 이유는 in vivo condition에서는

insulin이 항상 작용을 하고 있기 때문임.

② 장기간 경구투여 모델의 실험 조건 및 결과

㉮ 5주령의 ICR male 마우스 모델을 사용하여 실험

㉯ 기초 사료 식이를 제한하지 않은 상태에서 1일 1회 겨우살이 추출물을 경구투여

함. 200mpk와 500mpk의 농도로 200ul씩 경구투여 하였으며 negative control로

PBS 투여군을, positive control로 기존의 연구 결과가 발표 되어 있는 ursolic

acid 투여군을 사용함.

㉰ 4주간 투여 후 sacrifice 하여 muscle sample을 추출, 무게의 변화량을 측정

㉱ muscle sample을 이용하여 protein을 추출: 30mg의 muscle을 protein extraction

solution(INTRON) 700ul에 homogenizer를 이용하여 갈아서 추출.

㉲ 위의 방법을 통해 얻은 protein sample을 30ug씩 loading하여 western blotting

실험 수행.

㉳ muscle sample을 이용하여 RNA 추출: 30mg의 muscle을 RNA extraction

kit(INTRON)과 bead bitter를 이용, total RNA를 추출하여 cDNA를 합성함.

㉴ 합성한 cDNA를 atrogin-1, murf1, Sirt1, PDK4, GLUT4의 primer와 함께

realtime PCR 방법으로 발현량을 조사함.
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그림 27. in-vivo 실험에서 겨우살이 추출물 급여가 근육기능 관련 biomarker에 미치는

영향

㉵ 결과 (그림 27 참조)

• 근육 무게량 측정 실험을 통해 겨우살이 추출물과 트리테르페노이드 계열 UA가

PBS group에 비해 무게량이 증가한 것을 확인.

• 근육 샘플에서 추출한 RNA와 protein을 이용하여 western blotting과 realtime

PCR을 수행함.

• Akt, S6k, 의 경우 겨우살이 추출물 200mpk 투여군에서 다른 투여군들에 비해

높은 phosphorylation 정도를 보여줌. Glut4와 Sirt1의 발현량 증가 역시 겨우살

이 추출물 200mpk 투여군에서 가장 높음.

• Muscle atrophy와 관련된 atrogin-1과 murf1의 발현 억제 효과는 ursolic acid 투

여군에서 가장 높으며, 겨우살이 500mpk 추출물 투여군이 200mpk 추출물 투여

군보다 muscle atrophy 억제 효과가 높았음.

• 농도별 겨우살이 추출물 투여군 사이의 관계가 약간 불명확함. 200 mpk와 500

mpk에서 각각 200 mpk는 hypertrophy 증가 효과를 보였으며, 500 mpk는

atrophy 감소 효과를 보임.
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(아) In-vivo 결과 : 마우스 비활동성 muscle atrophy 모델 모델에서의 겨우살이 추

출물의 효과 확인

① 비활동성 muscle atrophy의 기본 배경

㉮ 근육 소실(muscle atrophy)가 일어나는 원인: 노화, 암, 활동 억제, 질병 등이 있

음. 그 중 활동 억제에 의한 muscle atrophy와 그 상황에서의 회복, 혹은 예방에

대한 연구가 많이 이루어짐 [6, 7, 9].

㉯ 마우스 모델에서 sciatic nerve를 손상시켜 다리를 움직이지 못하게 하여 비활동

성 상태를 만들고 실험을 진행함.

㉰ sciatic nerve는 뒷다리 뒤쪽에 위치하는 신경으로 이 신경이 손상을 입을 경우

손상 입은 다리를 제대로 사용하지 못하게 됨. 이 신경을 손상시키는 것을

denervation이라 함. 지금까지 denervation 경우 근육위축(muscle atrophy)현상

이 일어나며 현재 이 방법을 근육기능 연구에 실험모델로 많이 사용하고 있음.

㉱ 사람이 깁스를 해서 신체 특정 부위를 움직이지 못하게 되었을 때 그 부분의 근

육이 손실되는 것과 같은 현상. 근육을 움직이지 못해 해당 부위에서

mitochondrial activity, 세포 내 대사 활성 정도가 떨어지게 됨.

㉲ 본 연구의 모델로 삼은 논문들에서는 denervation 후 1주일동안 주사 혹은 경구투

여의 방법으로 실험물질을 투여 하여 변화를 관찰하거나, denervation 전에 2주

일동안 미리 투여한 후 denervartion 후 1주일동안 추가로 투여하여 변화를 관찰

하는 실험을 통해 결과를 확인함. 전자의 경우 denervation 후 atrophy로부터 회

복하는 능력에 초점을 맞추었으며, 후자의 경우 denervation에 대한 preverntion

의 효과가 있는지에 초점을 맞추었음.

㉳ muscle atrophy와 관련된 atrogin-1, murf1이 주요 biomarker이며, hypertrophy

관련 biomarker들을 추가적으로 확인하였음.

② 비활동성 muscle atrophy 모델의 실험 조건 및 결과

㉮ 5주령의 ICR male 마우스를 사용하여 실험

㉯ Avertin을 마취제로 사용, IP로 주사하여 마취시킨 후 뒷다리의 외피와 내피를 수

술용 가위로 찢고 근육 부분을 약 1cm 정도 절단함.

㉰ 그 사이로 sciatic nerve를 찾아 수술용 가위를 이용하여 절단한 후, 수술용 바늘

과 실로 찢었던 외피와 내피를 봉합 해 줌. (Fig 15 참고)

㉱ denervation 후 하루를 경과를 본 후, 1주일간 겨우살이 추출물을 경구투여함. 농

도는 200mpk, 500mpk의 두 그룹, negative control로 PBS 투여 그룹을, positive

control로 기존의 denervation에서의 회복에 초점을 맞춘 실험을 통해 결과를 발

표한 ursolic acid를 사용. 추가로 denervation이 제대로 이루어졌는가를 확인하기

위해 외과적 수술을 진행하지 않은 상태의 마우스에 PBS만을 투여한 그룹을 함

께 조사함.
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㉲ 1주일간 경구투여 한 후, grip strength test를 진행하고, sacrifice 후 muscle

sample을 추출하여 weight의 변화량을 측정.

그림 28. Denervation 과정

㉳ muscle sample 30mg을 이용, RNA extraction kit(INTRON)를 사용하여 total

RNA를 추출한 후, cDNA를 합성하여 atrogin-1, murf1, PGC1-α, Sirt1의 primer

와 함께 realtime PCR 수행
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그림 29. in-vivo denervation 실험에서 겨우살이 추출물 급여가 근육기능 관련

biomarker에 미치는 영향

㉴ muscle weight 측정 결과, denervation을 시키지 않은 실험군에 비해 denervation

을 시킨 실험군에서 무게량의 감소가 관찰되었음. 또한 denervation 후 PBS 투

여 실험군에 비해 겨우살이 추출물과 ursolic acid 투여 실험군에서 근육 무게량



- 62 -

의 감소 정도가 줄었음을 확인.

㉵ grip strength 측정 실험의 결과, 근육 무게량 측정 실험과 유사한 경향성의 결과

를 확인. denervation 시킨 경우 일반 denervation을 시키지 않은 대조군에 비해

grip strength 값이 떨어지는 결과를 확인, 겨우살이 추출물과 ursolic acid를 투

여한 실험군에서 denervation 후 PBS를 투여한 실험군에 비해 grip strength 값

이 높은 것을 확인.

㉶ muscle sample에서 추출한 RNA를 이용한 realtime PCR 실험의 결과, atrophy

관련 유전자인 atrogin-1과 murf1의 발현량이 일반 PBS 대조군에 비해

denervation 후 PBS 투여 실험군에서 증가함을 확인. 반면 denervation 후 겨우

살이 추출물과 ursolic acid를 투여한 실험군에서 Atrogin-1과 murf1의 발현량이

감소하는 것을 확인함. realtime PCR과 muscle weight 측정, grip strength 실험

의 결과를 종합할 때 겨우살이 추출물과 ursolic acid가 비활동성 muscle atrophy

상태에서 근육량 감소를 억제하는 효과가 있음을 확인하였음.

㉷ muscle hypertrophy 관련 유전자인 PGC1-α와 Sirt1에서 겨우살이 500mpk 투여 실

험군과 ursolic acid 200mpk 투여 실험군에서 유전자 발현량의 증가를 확인 할 수 있

었음.
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(2) 겨우살이 추출물의 사업화를 위한 연구

(가) 겨우살이 추출물의 지표 물질 설정

① 지표 물질 설정의 필요성

㉮ 겨우살이 추출물을 이용하여 협동기관인 삼양 제넥스와 함께 제품화, 사업화를 하는 과정

에서 원료의 품질 표준화의 지표로 삼기 위함.

㉯ 겨우살이 추출물이 in vitro와 in vivo에서 효과를 나타내는데, 그 효과를 내는 성분이 어떤

성분인지를 밝히는데 도움이 됨.

② 지표 물질의 설정

경북대학교 약학대학 천연물약품학 송경식 교수 연구팀에게 의뢰함(그림 30 참조).

그림 30. 겨우살이 지표성분 설정 실험

(나) 지표성분의 설정 : 추출 및 정제

① 재료 및 시약

미슬토 추출분말 약 2 kg을 사용하였다. TLC는 precoated silica gel plate

(Kieselgel 60F254, Merck, NJ, USA)를, silica gel column chromatography는Kieselgel

60 (Art. 7734, 70-230 mesh, Merck, NJ, USA)을 사용하였다. 기타 시약은 Sigma
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사(MO, USA)로부터 구입하였다.

② 추출

겨우살이 분말 1.9 kg을 100% methanol (MeOH) 로 수욕 상에서 4시간 2회 환류

추출하여 여과한 후 감압 농축하여 MeOH extract 433.23 g을 얻었다. 지표성분의 설

정을 위하여 MeOH 추출물을 HPLC로 분석한 결과 그림 31a와 같은 결과를 얻었으

며, 이 중 가장 함량이 높을 것으로 예상되는 Rt 32분 대의 피크(화살표) 를 지표성

분으로 설정하는 것이 가장 바람직할 것으로 판단되었다.

지표성분의 분리를 위하여 MeOH extract를 물에 분산시킨 후 methylene chloride

(CH2Cl2) 0.5 L로 3회 분배 추출하여 CH2Cl2 분획 3.66 g을 얻고, 남은 물층에 대하

여 ethyl acetate (EtOAc) 0.5 L로 3회 분배 추출하여 EtOAc 분획 9.01 g을 얻었다.

이 분획들을 HPLC로 분석해 보았을 때 EtOAc 분획에서 Rt 32분대에 목적하는 화

합물의 피크가 검출되어 이 분획을 대상으로 지표성분을 정제하고자 하였다 (그림

31b). 이 때 사용한 HPLC 조건은 Table 1과 같다.

Table 1. HPLC conditions for Viscum album var. coloratum fractions
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그림 31. HPLC chromatogram of Viscum album var. coloratum.

(a) HPLC chromatogram of MeOH extract

(b) HPLC chromatogram of EtOAc fraction.

(c) HPLC chromatogram of CH2Cl2 fraction.

③ 지표성분의 정제

EtOAc 분획 9.01 g을 silica gel column chromatography [10×60 cm,

CH2Cl2-MeOH (100:1-5:1)]하여 fr. 1~8의 8개의 분획으로 나누었다. TLC 등의 확인

을 통하여 지표 성분으로 설정한 화합물이 fr. 8에 있다는 것을 확인한 다음 fr. 8 2.8

g을 H2O-MeOH 5:5의 혼합 용매로 RP column chromatography (10×60 cm)를 실

시하여 fr. 8-1 ~ fr. 8-3의 3개 fraction으로 나누었다. 이중 fr. 8-3 250 mg을 다시

silica gel column chromatography [CH2Cl2-MeOH = (10:1-5:1), 10×60 cm]하여 43

mg의 미황색 침전(Compound 1)을 얻었다. 이와 같은 분리 과정은 그림 32에 정리

하였다.
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그림 32. Isolation procedures of Compound 1 from the MeOH extract of V. album

var. coloratum.

(다) 지표성분의 설정 : 구조 동정

① 정색반응 및 MS 분석

Compound 1은 FeCl3에 양성반응을 나타내어 구조 중 phenol성 OH group을 함유

하고 있는 것으로 판단되었다. FAB-MS 분석 결과, m/z 609에서 [M+1]+peak가 관

측되었으며, m/z 315의 peak로 미루어 pentose와 hexose가 각각 한 분자씩 결합되어

있는 배당체의 일종으로 생각되었다.

② NMR 분석
1H- 및 13C-NMR spectra는 Bruker Avance Digital 400 spectrometer (Karlsrube,

Germany)로 400과 100MHz에서 각각 측정하였다. Chemical shift는 TMS를 표준물

질로 하여 δ (ppm)로 나타내었다.
1H- 및 13C-NMR의 결과와 FAB-MS에서의 결과로 미루어 compound 1은

C28H32O15의 분자식을 가질 것으로 예측되었다. 1H-NMR에서 δ 6.38 및 6.83 (각각

1H, d, J=2.2 Hz)의 signal로부터 meta-coupling proton의 존재가 확인되었으며, δ 
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7.63 (1H, d, J=2.1 Hz), 7.23(1H, d, J=8.7 Hz) 및 7.67 (1H, dd, J=2.1, 8.7 Hz)에서

전형적인 1,3,4-tri-substituted benzene ring의 resonance가 관측되었다.

이상의 결과와 δ 7.04(1H)에 나타난 singlet, δ 12.9(1H)에서 나타난 intramolecular

hydrogen bonded hydroxyl proton 등으로 미루어 compound 1은 5위에 hydroxyl기

가 치환된 flavone 계통의 화합물일 것으로 판단되었다. 그 이외에도 δ 3.88과 3.91

(각 3H, s)에서 두 개의 methoxyl signal이 관측되었으며, δ 5.31 (1H, d, J=5.5 Hz)

와 5.44 (1H, s)에서 당의 anomeric proton이 관측되었다.

또한 13C-NMR에서는 모두 28개의 carbon signal이 관측되었으며 δ 181.9에서 α,

β-unsaturated ketone 및 δ 163.3, 161.0, 165.1, 149.5, 149.0에서 oxygenated

aromatic sp2 탄소가 관측되었다. 또한 δ 97.8과 108.2에서는 당의 anomeric proton

으로 생각되어지는 resonance가 관측되었다. 이상의 기기분석 data를 종합하여 볼 때

compound 1은 flavone의 골격을 가지며 7, 3′, 4′위 중 두 곳에 methoxyl 치환기

를 가지고 나머지 한 곳에 pentose와 hexose가 glycoside결합을 하고 있는 화합물로

판단되었다.

이와 유사한 화합물들의 NMR data를 문헌에서 검색해 본 결과 compound 1은

homoflavoyadorinin B (3′,7-dimethoxyluteolin-4′-O-[apiosyl (1→2) glucoside])와

그 기기분석 data가 정확히 일치하였다 (Seo et al., 2004) [18].

이 화합물의 구조는 그림 33에, NMR spectra는 그림 34에, NMR data는 Table 2

에 각각 나타내었다.

O

O

OCH3
O

OH

OH

OH

O
O

HO

OH

OH

O

H3CO

OH

M.W: 608.5

그림 33. Chemical structure of homoflavoyadorinin B
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그림 34. 1H- and 13C-NMR spectra of compound 1 isolated from V. album var.

coloratum
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Table 2.NMRdata ofcompound1

NO. 1H 13C
2 163.3
3 7.04(1H, s) 104.2
4 181.9
5 161.0
6 6.38(1H, d, J=2.2 Hz) 98.0
7 165.1
8 6.83(1H, d, J=2.2 Hz) 92.7
9 157.2
10 104.7
1′ 123.8
2′ 7.63(1H, d, J=2.1 Hz) 109.9
3′ 149.5
4′ 149.0
5′ 7.23(1H, d, J=8.7 Hz) 114.7
6′ 7.67(1H, dd, J=2.1, 8.7 

Hz) 119.7
7-OCH3 3.88(3H, s) 55.9
3′-OCH3 3.91(3H, s) 56.0
Glucose

1 5.31(1H, d, J=5.5 Hz) 97.8
2 76.9
3 74.6
4 69.8
5 77.6
6 60.4

Apiose
1 5.44(1H, s) 108.2
2 75.9
3 79.2
4 73.8
5 64.3

(라) 지표성분의 설정 : 지표성분의 분석법 개발

① 최적 분석조건 설정

각종 이동상과 고정상을 사용하여 최적 분석 조건을 검토한 결과는 다음과 같다.
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즉 고정상은 Thermo Hypersil-keystone (250×4.6 mm)를 사용하였으며, 컬럼 온도는

실온, 유속은 0.8 mL/min, 10 µl를 injection volume으로 설정하였다. 또한 이동상으

로는 1% acetic acid가 포함된 H2O (A)와 MeCN (B)를 사용하여 최초 95 (A) : 5

(B) v/v %로 시작하여 5분 후 65 (A) : 35 (B) v/v %로 gradient를 준 후, 18분까지

유지시킨 후, 20분에 다시 95 (A) : 5 (B) v/v%가 되도록 설정하였다.

Homoflavoyadorinin B의 최대 흡수 파장이 336 nm임을 감안하여 검출파장은 336

nm로 설정하였다. 이 때 homoflavoyadorinin B의 Rt는 약 14분 이었으며 그림 35에

나타낸 바와 같이 이 조건에서 다른 성분의 방해 없이 20분 이내에 겨우살이 내에

함유되어 있는 지표성분 homoflavoyadorinin B를 분석할 수 있었다.

이러한 최적 HPLC 조건은 아래 Table 3에 요약하였다.

그림 35. HPLC profile of V. album var. coloratum (upper) and homoflavoyadorinin

B (lower) under optimal condition established
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Table 3. Optimal HPLC condition for homoflavoyadorinin B quantification in V.

album var. coloratum

② 겨우살이 추출물 중의 homoflavoyadorinin B의 확인

- LC-UV 분석

겨우살이 추출물을 분석한 Rt 14.04분의 major peak는 표준품이 나타내는 Rt 14.09

분과 머무름 시간이 거의 동일하였으며, data를 제시하지 않았으나 co-injection에 의

하여 그 Rt 값이 동일하다는 사실을 증명하였다. 아울러 PDA를 이용한 UV pattern

분석 결과 흡수극대 파장의 패턴이 거의 동일한 것으로 미루어 이 peak가

homoflavoyadorinin B임을 알 수 있었다 (그림 36).
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그림 36. Comparison of UV pattern at Rt 14.09 peak (upper) and

homoflavoyadorinin B

- LC-MS 분석

보다 확실한 검증을 위해 LC-MS/MS를 이용해 homoflavoyadorinin B를 겨우살이

MeOH extract 와 함께 분석해보았다. 분석 조건은 Table 4와 같다.
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Instrument LC-MS/MS (TSQ Vantage, Thermo)

Column Luna-phenyl-hexyl (100 X 2 mm, 5 μm)

Mobile phase MeCN with 1% formic acid/water with 1% formic acid 
(85:15,  v/v)

Column temperature 40℃
Ionization mode ESI negative ion mode

Injection volume 3 µL

Flow rate 0.25 mL/min

Full scan mass 200-650

Table 4. LC-MS/MS conditions for homoflavoyadorinin B

Single Extracted Ion Monitoring 및 SRM (Selected Reaction Monitoring)

LC-MS/MS 분석을 통해 겨우살이 추출물과 homoflavoyadorinin B를 분석한 결과,

그림 37 및 38에 나타낸 것과 같이 겨우살이 추출물 중 homoflavoyadorinin B의 존

재를 확인할 수 있었으며 예상되는 fragmentation pattern과 잘 일치하였다(그림

39).

그림 37. SIM of homflavoyadorin B (upper) and V. album var. coloratum MeOH

extract (lower)
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그림 38. SRM of homflavoyadorin B (upper) and V. album var. coloratum MeOH

extract (lower)
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그림 39. Expected fragmentation pattern of homflavoyadorin B

(마) 지표성분의 설정 : Homoflavoyadorinin B의 검량선 작성

① 순도 검정

겨우살이 추출물로부터 가장 함량이 많고, 비교적 이 식물에 특이한 화합물로서 얻

어진 homoflavoyadorinin B를 겨우살이의 품질평가를 위한 지표성분으로 설정하였

다. Table 3에 나타낸 조건으로 HPLC를 수행하여 순도를 검정한 결과 사용된 분석

조건에서 분리한 homoflavoyadorinin B는 96.0%의 순도를 나타내었다 (그림 40).

그림 40. HPLC chromatogram of Homoflavoyadorinin B isolated from V. album

var. coloratum

② 검량선 작성 및 간이 validation

지표성분을 MeOH에 용해하여 1 mg/ml으로 조제하고 이를 stock solution으로 하

였다. 이 용액을 단계적으로 희석하여 농도가 5, 7.5 , 10, 15, 20, 30 µg/ml가 되도록

총 6개의 구간을 설정하였으며 각 표준 용액은 0.45 µm membrane filter로 여과하여
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HPLC 분석하였으며, peak area와 농도간의 상관관계를 이용하여 검량선을 작성하였

다 (그림 41). 그 결과 검량선의 상관계수(R2)는 0.9990의 직선성을 보였으며, LOD는

0.05 µg/ml, LOQ는 0.165 µg/ml의 수준으로 나타났다. 이 때 분석기기의 LOD (limit

of detection) 는 signal 대 noise의 비가 3으로 설정하였으며, LOQ (limit of

quantification) 는 LOD x 3.3일 때의 농도로 구하였다. 또한 peak area에 대한 RSD

는 1.34%, retention time에 대한 RSD는 0.21%로 매우 양호한 재현성을 나타내었다

(Table 5 및 6).

Table 5. Range, linearity, purity, content, LOD and LOQ

Linear 
range(µg)

LOD (µg/ml) LOQ (µg/ml)
Correlation 
coefficient

5~30 0.05 0.165 0.999

Table 6. Reproducibility on peak area and retention time

Compound

Injection 

amount(µg)

Peak area Retention time (min)

Average SD RSD 
(%) Average SD RSD 

(%)
Homoflavoyadorinin 

B
10 326725.7 4380.95 1.34 14.08 0.03 0.21
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그림 41. Calibration curves of homoflavoyadorinin B

③ 겨우살이 중 homoflavoyadorinin B 함량 분석

겨우살이 중 지표 성분의 함량을 측정하기 위해 겨우살이 분말 100 mg을 초음파

세척기를 이용하여 EtOH 20 ml로 30분 간 3번 반복 추출하였다. 이렇게 얻은 추출

액을 여과지로 여과 후, 여액을 합한 다음 회전농축기로 농축하여 33.2 mg의 EtOH

extract 를 얻었다. 이를 10 ml EtOH에 녹인 후 이 중 1 ml를 취하여 0.45 μm

membrane filter로 여과한 다음 HPLC 로 분석하였으며 HPLC의 주입량은 10 μl 이

었다.

순도를 확인한 결과 96.5 ± 0.35 %를 나타냈으며 제공된 겨우살이 분말 중 지표성

분으로 설정한 homoflavoyadorinin B의 함량을 구한 결과 건조 분말 g 당

836.6±17.6 μg/g으로 나타났다.

(바) 지표성분의 설정 : 요약 및 결론

비교적 겨우살이에 특이하고 major 화합물로 존재하는 물질을 설정하여 각종 크로마

토그라피를 이용하여 분리한 다음 NMR 등을 이용하여 구조를 동정한 결과

homoflavoyadorinin B를 지표성분으로 설정할 수 있었다. 겨우살이 중의

homoflavoyadorinin B를 정량하기 위한 최적 HPLC 분석 조건을 검토한 결과, 고정상

은 Thermo Hypersil-keystone (250×4.6 mm), 유속은 0.8 mL/min, 이동상으로는 1%

acetic acid가 포함된 H2O (A)와 MeCN (B)를 사용하여 최초 95 (A) : 5 (B) v/v %로

시작하여 5분 후 65 (A) : 35 (B) v/v %로 gradient를 준 후, 18분까지 유지시킨 후,

20분에 다시 95 (A) : 5 (B) v/v%로 용출하는 조건을 확립하였으며, 이 때 검출기로서

는 UV 336 nm를 이용하였다. 이 조건에서 다른 성분의 방해 없이 20분 이내에 겨우

살이 내에 함유되어 있는 지표성분 homoflavoyadorinin B를 분석할 수 있었다. 이 분

석 조건에서 homoflavoyadorinin의 Rt는 약 14분 이었으며 분리한 지표성분의 순도는
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96%이었다.

겨우살이 추출물 중의 homoflavoyadorinin B의 존재를 확인하기 위하여 표준품과의

co-injection, LC-UV, LC-MS/MS를 비교분석한 결과, Rt 14분경에 나타나는 peak가

homoflavoyadorinin B인 것을 확인할 수 있었다.

분리한 지표성분 homoyadorinin B를 이용하여 검량선을 작성한 결과 검량선의 상관

계수(R2)는 0.9990의 직선성을 보였으며, LOD는 0.05 µg/ml, LOQ는 0.165 µg/ml의 수

준으로 나타났다.

이상 확립된 분석방법을 이용하여 겨우살이 중의 homoflavoyadorinin B의 함량을 분

석한 결과 836.6±17.6 μg/g 이었으므로 겨우살이 분말제품의 품질 평가를 위한 기준함

량으로서 이의 약 ±20% 범위인 670 ~ 1000 μg을 설정하는 것이 바람직할 것으로 판단

된다.

(사) 지표성분의 설정 : 참고 문헌

Seo, J. H., Choi, Y.H., Kim, K.S. (2004) Active Principles of the Methanol Extract

of Korean Mistletoe Responsible for the Inhibitory Effect on the Proliferation of

Human Tumor Cell Lines. Kor. J. Pharmacogn. 35(2): 134~138

(3) 겨우살이 추출물 타입에 따른 활성 변화 측정

(가) 추출물 타입의 종류, 추출물 타입별 활성 변화 측정의 필요성

① 추출물 타입의 종류

㉮ 겨우살이 추출물은 기본적으로 물을 이용하여 추출함

㉯ 추출 방법에 따라 냉수 추출과 열수 추출로 구분 할 수 있음. 본 과제에서 기본적인 실

험은 모두 냉수 추출물을 이용하여 진행 하였음.

㉰ 냉수 추출물과 열수 추출물의 가장 큰 차이는 열수를 이용하여 추출을 하는 과정에서 단

백질 성분이 변성이 일어난다는 점임. 냉수 추출물은 제작하는 과정에서 열의 발생을

최소화하기 때문에 단백질 성분의 변성이 일어나지 않음.

㉱ 사업화, 제품화 과정에서 멸균, 가공 공정을 거치려면 열을 가하는 작업은 피할 수 없는

상황. 이 때 겨우살이 냉수 추출물 속의 성분 물질의 변성이 일어날 수 있음. 이에 대한

사전 연구와 확인이 요구됨.

㉲ 기존의 냉수 추출물과 열수 추출물 간의 활성 비교와 함께, 냉수 추출물에 열을 가해준

상태도 함께 실험에 추가하여야 함. 냉수 추출물에 열을 가하는 조건은 기존의 삼양사

의 제품화 과정에 포함되는 열처리 과정을 그대로 사용함

② 추출물 타입 간의 활성 정도 차이 확인
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그림 42. 겨우살이 추출 조건이 근기능 관련 biomarker에 미치는 영향
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- 위의 그림 42에서 확인 할 수 있듯 겨우살이 냉수 추출물 KMC와 겨우살이 열수 추출물 KMH, 냉

수 추출물에 열을 가한 추출물 간의 in vitro에서 유의성 있는 차이는 나타나지 않은 것을 확인

함.

- IL-6의 경우 겨우살이 추출물 속 단백질 성분인 lectin에 의해 활성이 증가하는 물질로, 열수 추출물

과 냉수 추출물에 열을 가하는 경우 단백질 성분의 변성이 일어나기 때문에 lectin이 IL-6의 활성

을 자극하지 못한 것으로 볼 수 있음. 열수 추출물과 냉수 추출물에 열을 가한 것이 실험의 목적

에 맞게끔 준비 되었는가를 확인하는 biomarker로 사용하였음.

- 결과의 의미 : 제품화를 위한 원료 가공면에서 냉수추출의 경우 가공비용이 매우 높다. 이는 멸균과

정에서 세밀한 여과과정과 동결건조 과정이 필수적이며 이에 따른 비용이 높기 때문이다. 따라서

열수추출의 경우 멸균과정을 쉽게 해결할 수 있고 분말처리가 용이하여 생산 단가를 절감시킬 수

가 있어 매우 중요한 연구다. 2차년도에서 동물실험까지 냉수추출과 같은 결과를 얻을 경우 제품

화를 위한 기반구축에 지대한 기여를 할 수 있음은 물론 제반여건을 다 확립할 수가 있어 본 연구

의 상업화를 위한 가능성을 더욱 제고시켜주는 결과라 사료된다.

(나) 겨우살이 추출물의 사업화를 위한 특허 출원

① 겨우살이 추출물의 근 위축 억제 효과에 관한 특허 출원 준비 중

㉮ 겨우살이 추출물의 in-vitro와 in-vivo에서의 muscle atrophy 억제 효과를 중심으로 하여

“근 위축 억제 효과를 갖는 겨우살이 추출물”로 특허 출원 준비.

㉯ 트리테르페노이드 계열 물질 BA, UA 가 in-vitro에서 나타내는 muscle atrophy 억제,

hypertrophy 촉진 효과를 중심으로 하여 in-vivo의 추가적인 실험 후 결과에 따라 트리테

르페노이드 계열 물질의 근 위축 억제와 근육량 증가에 관련하여 특허 출원.



나. 2차년도 (2013~2014)

(1) 겨우살이의 활성 효과 확인

(가) In vivo 실험: 마우스 비활동성 muscle atrophy 모델에서의 장기간 겨우살이

추출물 합류 사료의 효과 확인

① 비활동성 muscle atrophy의 기본 배경

㉮ 근육 소실(muscle atrophy)가 일어나는 원인: 노화, 암, 활동 억제, 질병 등이 있

음. 그 중 활동 억제에 의한 muscle atrophy와 그 상황에서의 회복, 혹은 예방에

대한 연구가 많이 이루어짐 [6, 7, 9].

㉯ 마우스 모델에서 sciatic nerve를 손상시켜 다리를 움직이지 못하게 하여 비활동

성 상태를 만들고 실험을 진행함.

㉰ Sciatic nerve는 뒷다리 뒤쪽에 위치하는 신경으로 이 신경이 손상을 입을 경우

손상 입은 다리를 제대로 사용하지 못하게 됨. 이 신경을 손상시키는 것을

denervation이라 함. 지금까지 denervation 경우 근육위축(muscle atrophy)현상

이 일어나며 현재 이 방법을 근육기능 연구에 실험모델로 많이 사용하고 있음.

㉱ 사람이 깁스를 해서 신체 특정 부위를 움직이지 못하게 되었을 때 그 부분의 근

육이 손실되는 것과 같은 현상. 근육을 움직이지 못해 해당 부위에서

mitochondrial activity, 세포 내 대사 활성 정도가 떨어지게 됨.

㉲ 본 연구의 모델로 삼은 논문에서는 denervation 후 5주간동안 실험물질을 전체사

료에 0.27%의 양을 맞춰 섞은후 먹이는 방법으로 변화를 관찰함. Denervation 후

atrophy의 억제 효과, atrophy로부터 회복하는 능력과 hypertrophy를 유발할 수

있는 능력에 초점을 맞추었음.

㉲ Muscle atrophy와 관련된 atrogin-1, murf1이 주요 biomarker이며, hypertrophy

관련 biomarker들을 추가적으로 확인하였음.

② 비활동성 muscle atrophy 모델의 실험 조건

㉮ 5주령의 ICR male 마우스를 사용하여 실험

㉯ Avertin을 마취제로 사용, IP로 주사하여 마취시킨 후 뒷다리의 외피와 내피를 수

술용 가위로 찢고 근육 부분을 약 1cm 정도 절단함.

㉰ 그 사이로 sciatic nerve를 찾아 수술용 가위를 이용하여 절단한 후, 수술용 바늘

과 실로 찢었던 외피와 내피를 봉합 해 줌.

㉱ Denervation 후 하루를 경과를 본 후, 5주일간 겨우살이 추출물 포함한 사료를 먹

임. 겨우살이의 농도는 전체 사료에 0.3%와 1.5%의 두 그룹, negative control로

일반사료 그룹을, positive control로 기존의 denervation에서의 회복에 초점을 맞

춘 실험을 통해 결과를 발표한 0.27% ursolic acid를 사용. 추가로 denervation이
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제대로 이루어졌는가를 확인하기 위해 외과적 수술을 진행하지 않은 상태의 마

우스에 일반사료 먹인 그룹을 함께 조사함.

③ 비활동성 muscle atrophy 모델의 외형적 변화 결과(그림 43)

㉮ muscle weight 측정 결과, denervation을 시키지 않은 실험군에 비해 denervation

을 시킨 실험군에서 무게량의 감소가 관찰되었음. 또한 denervation 후 일반사료

실험군에 비해 겨우살이 추출물과 ursolic acid 투여 실험군에서 근육 무게량의

감소 정도가 줄었음을 확인.

㉯ Grip strength 측정 실험의 결과, 근육 무게량 측정 실험과 유사한 경향성의 결과

를 확인. denervation 시킨 경우 일반 denervation을 시키지 않은 대조군에 비해

grip strength 값이 떨어지는 결과를 확인, 겨우살이 추출물과 ursolic acid를 먹

인 실험군에서 denervation 후 일반사료 먹인 실험군에 비해 grip strength 값이

높은 것을 확인.

㉰ 트레이드밀 테스트의 결과, 겨우살이 추출물 0.3% 함유 사료를 먹인 실험군에서

운동수행 시간이 대조군에 비해 약 2배의 증가효과를 보임을 관찰하였음. 이는

외과적 수술을 진행하지 않은 ND-control 그룹에 비해서도 약 30% 이상 증가한

운동시간을 보이며 양성대조군인 UA 0.3% 함유 사료를 먹인 그룹에 비해서도

현저한 증가양상을 보임으로 겨우살이의 운동수행능령 증가 효과를 확인함.

㉱ 트레이드밀 테스트와 유사하게 현수실험(swimming pool test)에서는 겨우살이 추

출물 1.5% 함유 사료를 먹인 그룹에서 가장 오랜 시간 수영시간을 기록함. 이는

대조군에 비해 약 70% 가량 증가한 수치이며 양성대조군 및 ND-control 그룹에

비해서도 증가한 결과로 겨우살이 추출물 자체의 운동수행능력 증가를 나타내는

결과임.

④ 비활동성 muscle atrophy 모델의 근육 내 유전자 변화(그림 44)

㉮ muscle sample 30mg을 이용, RNA extraction kit(INTRON)를 사용하여 total

RNA를 추출한 후, cDNA를 합성하여 atrogin-1, murf1, PGC1-α, Sirt1, GLUT4,

SREBP-1c, PDK4의 primer와 함께 realtime PCR 수행함.

㉯ Muscle sample에서 추출한 RNA를 이용한 realtime PCR 실험의 결과, atrophy

관련 유전자인 atrogin-1과 murf1의 발현량이 일반사료 대조군에 비해

denervation 후 일반사료 실험군에서 증가함을 확인. 반면 denervation 후 겨우살

이 추출물과 ursolic acid를 먹인 실험군에서 Atrogin-1과 murf1의 발현량이 감

소하는 것을 확인함. realtime PCR과 muscle weight 측정, grip strength 실험의

결과를 종합할 때 겨우살이 추출물과 ursolic acid가 비활동성 muscle atrophy 상

태에서 근육량 감소를 억제하는 효과가 있음을 확인하였음.

㉰ Muscle hypertrophy 관련 유전자인 PGC1-α와 Sirt1에서 겨우살이 사료 실험군과

ursolic acid 사료 실험군에서 유전자 발현량의 증가를 확인 할 수 있었음.



- 84 -

그림 43. 겨우살이 추출물 투여에 따른 신경절단 마우스 모델의 외형적 변화
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그림 44. 겨우살이 추출물 투여에 따른 신경절단 마우스 모델의 운동 관련 유전자 변화

⑤ 비활동성 muscle atrophy 모델의 근육 내 유전자 변화(그림 45)

㉮ muscle sample 30mg을 이용, RNA extraction kit(INTRON)를 사용하여 total

RNA를 추출한 후, cDNA를 합성하여 SREBP-1c, PDK4, GLUT4의 primer와 함

께 realtime PCR 수행함.

㉯ Muscle sample에서 추출한 RNA를 이용한 realtime PCR 실험의 결과, 지방산 산

화 관련 유전자인 SREBP-1c 및 PDK4의 발현량이 대조군에 비해 현저하게 증

가한 것을 확인하였음. 또한 GLUT4의 발현 역시 증가함으로 인해 겨우살이 추

출물이 에너지 대사를 활발히 하여 운동력을 증가시킴을 확인함.
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그림 45. 겨우살이 추출물 투여에 따른 신경절단 마우스 모델의 기타 유전자 변화

⑥ 비활동성 muscle atrophy 모델의 근육 내 단백질 변화(그림 46)

㉷ Muscle sample을 protein lysis buffer(INTRON)를 이용, protein 추출 후 western

blotting을 이용하여 단백질 수준에서도 조사함.

㉸ Muscle hypertrophy 관련 biomarker들을 (Akt, Erk, mTOR, S6K) 확인한 결과

Akt-mTOR pathway에 activation 정도의 증가를 확인할 수 있었음.
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그림 46. 겨우살이 추출물 투여에 따른 신경절단 마우스 모델의 단백질 변화
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(나) 동물실험 (in vivo)에서의 연구 결과 발표

① 2014 생화학분자생물학회 (KSBMB)에 본 연구의 in vivo 수준의 연구 결과를

바탕으로 포스터 발표

그림 47. in vivo 결과의 학회지 포스터 발표

<Abstract> Korean mistletoe is a semi-parasitic plant that is known to possess

numerous beneficial properties such as anti-cancer and anti-diabetic. Previously, it

was shown that Korean mistletoe extract (KMH) is capable of inhibiting biomarkers

related to muscle atrophy in murine muscle cells, while simultaneously increasing the

activation of biomarkers related to muscle hypertrophy. These properties were

investigated in two in vivo models, fasting and denervation, which are known to

cause muscle atrophy. Mice were either fasted for 24 hours before orally

administrating KMH, or had sciastic nerves of their right-hind leg cut before being

fed KMH incorporated chow. Results of the present study suggest enhanced muscle

activity and mass in KMH treated mice as demonstrated through treadmill and
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swimming tests. In addition, KMH inclusive diet reduced biomarkers of atrophy

(Atrogin-1 and MURF1) while increasing biomarkers of hypertrophy (e.g. Akt,

AMPK and mTOR). In conclusion, the current study indicates that dietary intake of

KMH shows beneficial effects against muscle atrophy.

(2) 트리테르페노이드 성분의 활성 효과 확인

(가) In vivo 실험: 마우스 비활동성 muscle atrophy 모델에서의 장기간 베튤린산

함유 사료의 효과 확인

① 비활동성 muscle atrophy의 기본 배경

㉮ 근육 소실(muscle atrophy)가 일어나는 원인: 노화, 암, 활동 억제, 질병 등이 있

음. 그 중 활동 억제에 의한 muscle atrophy와 그 상황에서의 회복, 혹은 예방에

대한 연구가 많이 이루어짐 [6, 7, 9].

㉯ 마우스 모델에서 sciatic nerve를 손상시켜 다리를 움직이지 못하게 하여 비활동

성 상태를 만들고 실험을 진행함.

㉰ Sciatic nerve는 뒷다리 뒤쪽에 위치하는 신경으로 이 신경이 손상을 입을 경우

손상 입은 다리를 제대로 사용하지 못하게 됨. 이 신경을 손상시키는 것을

denervation이라 함. 지금까지 denervation 경우 근육위축(muscle atrophy)현상이

일어나며 현재 이 방법을 근육기능 연구에 실험모델로 많이 사용하고 있음.

㉱ 사람이 깁스를 해서 신체 특정 부위를 움직이지 못하게 되었을 때 그 부분의 근

육이 손실되는 것과 같은 현상. 근육을 움직이지 못해 해당 부위에서

mitochondrial activity, 세포 내 대사 활성 정도가 떨어지게 됨.

㉲ 본 연구의 모델로 삼은 논문에서는 denervation 후 5주간동안 실험물질을 전체사

료에 0.27%의 양을 맞춰 섞은 후 먹이는 방법으로 변화를 관찰함. Denervation

후 atrophy의 억제 효과, atrophy로부터 회복하는 능력과 hypertrophy를 유발할

수 있는 능력에 초점을 맞추었음.

㉳ Muscle atrophy와 관련된 atrogin-1, murf1이 주요 biomarker이며, hypertrophy

관련 biomarker들을 추가적으로 확인하였음.

② 비활동성 muscle atrophy 모델의 실험 조건

㉮ 5주령의 ICR male 마우스를 사용하여 실험

㉯ Avertin을 마취제로 사용, IP로 주사하여 마취시킨 후 뒷다리의 외피와 내피를 수

술용 가위로 찢고 근육 부분을 약 1cm 정도 절단함.

㉰ 그 사이로 sciatic nerve를 찾아 수술용 가위를 이용하여 절단한 후, 수술용 바늘

과 실로 찢었던 외피와 내피를 봉합 해 줌.

㉱ Denervation 후 하루를 경과를 본 후, 5주일간 겨우살이 추출물 포함한 사료를 먹
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임. 베튤린산의 농도는 전체 사료에 0.27% 한 그룹, negative control로 일반사료

그룹을, positive control로 기존의 denervation에서의 회복에 초점을 맞춘 실험을

통해 결과를 발표한 0.27% ursolic acid를 사용. 추가로 denervation이 제대로 이

루어졌는가를 확인하기 위해 외과적 수술을 진행하지 않은 상태의 마우스에 일

반사료 먹인 그룹을 함께 조사함.

③ 비활동성 muscle atrophy 모델의 외형적 변화 결과(그림 48)

㉮ muscle weight 측정 결과, denervation을 시키지 않은 실험군에 비해 denervation

을 시킨 실험군에서 무게량의 감소가 관찰되었음. 또한 denervation 후 일반사료

실험군에 비해 betulinic acid와 ursolic acid 투여 실험군에서 근육 무게량의 감소

정도가 줄었음을 확인.

㉯ Grip strength 측정 실험의 결과, 근육 무게량 측정 실험과 유사한 경향성의 결과

를 확인. denervation 시킨 경우 일반 denervation을 시키지 않은 대조군에 비해

grip strength 값이 떨어지는 결과를 확인, betulinic acid와 ursolic acid를 먹인

실험군에서 denervation 후 일반사료 먹인 실험군에 비해 grip strength 값이 높

은 것을 확인.

㉰ 트레이드밀 실험 결과, BA 투여 그룹이 대조군에 비해 약 2배의 오랜 운동수행시

간을 나타냈으며, 이는 양성대조군인 UA 투여그룹이나 외과적 수술을 시행하지

않은 ND-control 그룹과 유사한 운동수행시간을 확인하였음. 이는 BA의 투여로

정상적인 운동수행능력 증가효과까지 회복이 가능함을 보여주는 자료가 됨.

㉱ 현수실험 결과는 BA 처리 그룹이 대조군에 비해 약 3배의 오랜 수영시간을 기록

하였고 이는 양성대조군인 UA 처리 그룹과 외과적 수술을 하지 않은

ND-control 그룹보다 더 뛰어난 결과로 BA의 운동수행능력 증가 효능을 여실히

보여주는 결과임.

④ 비활동성 muscle atrophy 모델의 근육 내 운동 관련 유전자 변화(그림 49)

㉮ muscle sample 30mg을 이용, RNA extraction kit(INTRON)를 사용하여 total

RNA를 추출한 후, cDNA를 합성하여 atrogin-1, murf1, PGC1-α, Sirt1의 primer

와 함께 realtime PCR 수행

㉯ Muscle sample에서 추출한 RNA를 이용한 realtime PCR 실험의 결과, atrophy

관련 유전자인 atrogin-1과 murf1의 발현량이 일반사료 대조군에 비해

denervation 후 일반사료 실험군에서 증가함을 확인. 반면 denervation 후

betulinic acid와 ursolic acid를 먹인 실험군에서 atrogin-1과 murf1의 발현량이

감소하는 것을 확인함. Realtime PCR과 muscle weight 측정, grip strength 실험

의 결과를 종합할 때 betulinic acid과 ursolic acid가 비활동성 muscle atrophy

상태에서 근육량 감소를 억제하는 효과가 있음을 확인하였음.

㉰ Muscle hypertrophy 관련 유전자인 SREBP1c, PGC1-α와 Sirt1에서 betulinic acid

실험군과 ursolic acid 사료 실험군에서 유전자 발현량의 증가를 확인 할 수 있었음.
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㉱ PPARδ와 PPARγ의 발현량을 확인했을 때 일반사료 실험군에 비해 betulinic acid 및

ursolic acid 사료 실험군과 일반사료 대조군에서 감소함을 확인했음. PPARδ같은 경

우엔 betulinic acid 사료 그룸 외에는 큰 차이가 없음을 확인함.

그림 48. 베툴린산 투여에 따른 신경절단 마우스 모델의 외형적 변화
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그림 49. 베툴린산 투여에 따른 신경절단 마우스 모델의 운동 관련 유전자 변화

⑤ 비활동성 muscle atrophy 모델의 근육 내 항염증 및 기타유전자 변화(그림 50)

㉮ 항염증 효능을 조사하기 위해 NFκB, TNF-α, IL-1β와 IL-6의 발현량을 qPCR로 확인
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했을 때 일반사료 실험군에 비해 나머지 3 그룹에서 축소함을 확인하였음.

그림 50. 베툴린산 투여에 따른 신경절단 마우스 모델의 기타 유전자 변화

⑥ 비활동성 muscle atrophy 모델의 간 내 유전자 변화(그림 51)
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㉮ 간 내에 mRNA 발현량 확인 결과 FXR 과 PEPCK의 발현량이 증가함을 확인했고,

LXRα와 LXRβ의 발현량은 각 ursolic acid 사료 먹인 그룹에서만 증가한 것을 확인

함. 추가적인 biomarker로써 CD34와 HSP10을 확인하였으나 별 차이점이 없어 보임.

그림 51. 베툴린산 투여에 따른 신경절단 마우스 모델의 간 내 유전자 변화
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⑦ 비활동성 muscle atrophy 모델의 근육 내 단백질 변화(그림 52)

㉮ Muscle sample을 protein lysis buffer(INTRON)를 이용, protein 추출 후 western

blotting 방법을 이용하여 단백질 수준에서도 조사 한 결과 Muscle hypertrophy

관련 biomarker들을 (Akt, Erk, mTOR, S6K) 확인한 결과 Akt-mTOR pathway

에 activation 정도의 증가를 확인할 수 있었음.
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그림 52. 베툴린산 투여에 따른 신경절단 마우스 모델의 단백질 변화

⑧ 비활동성 muscle atrophy 모델의 근육 내 단백질 변화(그림 53)

㉮ 혈액 내 성분 분석 결과 adiponectin (결과 미포함)은 그룹별 차이가 없음을 확인함.

혈액 내 testosterone level은 일반사료 실험군에 비해 나머지 3 그룹이 더 높음을 확

인 하였으며 cholesterol level은 그 반대의 결과를 확인할 수 있었다.
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그림 53. 베툴린산 투여에 따른 신경절단 마우스 모델의 혈액 성상치 변화
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구분 연도 연구개발의 목표 연구개발의 내용

1차년도 2012

겨우살이 관련 조사/ 인체 

적용 실험 기반 구축

- 근 기능 저하 억제 관련 제품 수집 및 분석

- 근 기능 관련 자료 및 문헌 조사

- 기능성 인정을 위한 건강기능성 모둠토의 신청

- 개별인정 가능성 타진 및 추가필요 자료 준비

겨우살이 추출물을 이용한 

제형연구

- 제형 및 type 결정(연질캡슐, 음료 형태 등)

- 노인용, 스포츠용 제형 선정

- 부원료 적합성 연구

- 공업화를 위한 제조 공정 확립

인체 적용시험 Protocol 작성
- 현재 근위축 억제에 대한 개별인정 항목이 없음.

- 바이오 마커 및 측정 항목 선정

인체적용시험용 시제품 제작

- 지표 물질 함유량 선택

- 시제품 가공 처리법에 따른 활성도 조사

- 시제품 제작(인체적용시험용) 후 관련 실험 진행

겨우살이 추출물의 

인체 적용 시험(1단계)

- CRO/ 임상시험기관 선정(피험자수, 평가항목 등)

- 인체 적용시험을 위한 제형 및 유효성분 함유량 

결정

- 인체 적용 시험 계약 체결

- IRB 심사 완료

2차년도 2013

겨우살이 추출물 및 

트리테르페노이드 성분의 

인체 적용 시험(2단계)

- 피험자 모집

- 인체적용 시험 진행 사항 점검

- 결과 입수 및 유효성 평가

개별 인정형 추진 검토

- 식약청에 신규 기능성 항목 추가 신청 검토

  (노인성 근 기능 손실/저하 방지 효과)

- 개별인정형 인증 신청 준비

겨우살이 추출물 제품 응용 

개발 및 용도 확대

- 시생산 제품의 안정성 및 지표성분 함량 시험

- 가속 실험을 통한 유통기간 산정

겨우살이 소재의 

사업기반 조성

- 대량 생산을 위한 원료 확보 방안 구축

- 관능평가를 통한 소비자 조사

- 제품 방향 결정: 대상 소비자 중심 시장 고려 

제품 컨셉 및 홍보방안 구축

제 2 절 제 1 협동과제

1. 협동과제 목표 및 내용 (책임자: 김광수)
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2. 연구개발의 필요성

가. 근기능 저하방지 효능을 갖는 제품 개발이 필요함

- 노년층이 증가함에 따라 근 기능 감소의 문제가 대두대고 있으며, 노년층의 근력 회복은

사회적으로 노년층 인구의 경제활동 참여 재고로 인한 삶의 질 개선과 미래산업으로

인정받는 실버산업과 연계한 사업을 활성화 할 수 있다.

- 근기능 향상 기능성을 지닌 원료를 통해 다양한 스포츠 관련 식품의 개발이 가능하고

경제적, 산업적 잠재성이 큼.

나. 겨우살이 추출물의 선행 연구 결과 근 기능 저하 방지의 효능이 기대됨

- 근육의 감소는 억제하고 단백질 합성은 촉진하며 근육의 형성을 활성화하는 기작이

밝혀져 근 기능 저하 방지 효능을 가지는 기능성 원료로써의 연구가 필요.

- 신규 기능성 물질의 원천 기술 확보가 기대 됨.

다. 건강기능성을 허가받기 위해 인체적용 시험을 통한 과학적 기능성 입증이 필요 함

- 겨우살이 추출물은 In vitro, In vivo적으로 기능성 메커니즘이 연구됨.

- 국내 전문 CRO(예; Health Care, Bio Food등)를 통힌 전문 병원에서의 임상이 필요.

- 국내/외적으로 근기능 저하 방지, 근육량 향상 관련 임상 실험은 본 연구가 선도적인 연

구가 될 것 임

- 선행 연구가 부족한 근기능 관련 기능성 지표 임상 실험 프로토콜의 개발이 필요

라. 인체적용 시험 결과를 활용하여 건강기능식품 개별인정이 필요

- 과학적 증거에 입각한 데이터를 구축하여 식약처의 건강기능식품 개별인정형 원료로 신

청 할 수 있음.

마. 겨우살이 원료 관련 연구 필요

- 원료 표준화, 지표물질 선정, 제조 공정 확립, 원료 안전성 확보 등의 연구가 필요 함.

바. 소비자 요구(니즈)에 맞는 경쟁력을 갖춘 제품 개발이 필요

- 실버 및 스포츠 산업에 맞춘 다양한 제형의 개발이 필요

- 흡수 위치 및 소화력을 고려한 제형 결정 : 쉐이크, 스틱젤리, 면, 캔디, 음료, 정제 등



홍삼/건강/다

이 어 트 식 품

(160,935)

헬스보충제(15,060)

헬스보충제기타 (9,607)

근육발달 (4,068)

체중근육복합기능 (800)

체중증가 (773)

칼슘/철분/엽산/미네랄 (413)

칼슘 (338)

마그네슘 (57)

아연 (11)

철분 (4)

엽산 (2)

기타미네랄 (1)

다이어트 보조식품 (205)

기타다이어트 보조식 (127)

허벌라이프 (42)

CLA (14)

가르시니아 (10) 씨리얼/오트밀 (6)

식이섬유 (3)

다이어트바/바란스 (2)

유산균 (1)

비타민 (63)

기타비타민 (40)

멀티비타민 (13)

비타민B (6)

비타민C (3)

비타민A (1)

3. 연구개발 내용 및 결과

가. 1차년도 (2012~2013)

(1) 겨우살이 관련 조사/ 인체 적용 실험 기반 구축

(가) 근 기능 저하 억제 및 겨우살이 관련 제품 수집 및 분석

① 근 기능 및 근육 관련 제품 조사

㉮ 근육, 근기능 관련 제품 현황 검색 결과

검색 결과 대부분 중복되는 제품이 많았고, 검색된 제품도 근육 생성을 위한 단백질

파우더에 한정되어 다양한 제형 및 제품이 없는 것으로 조사됨
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기타건강식품 (62)
기타건강보조식품 (59)

초유 (3)

다이어트음료 (40) 다이어트차/마테차 (40)

글루코사민/관절영양 (16)
글루코사민 (14)

초록입홍합/관절영양 (2)

오메가3/감마리놀렌산 (10) 정제어유 (10)

꿀/로얄제리/프로폴리스 (5) 프로폴리스 (5)

알로에/코큐텐/콜라겐 (5)

콜라겐 (4)

코큐텐/토코페롤 (1)

건강환 (3) 기타건강환/분말 (3)

생식/선식 (3) 선식 (3)

건강즙/과일즙 (2)
기타즙/농축액 (1)

호박즙 (1)

홍삼/인삼 (2)

기타홍삼제품 (1)

어린이/성장기홍삼(1)

음료/과자/가

공식품 (27)

통조림/캔 (16) 기타통조림 (16)

냉동/간편조리식 (3)
어묵/오뎅 (2)

기타 즉석식픔 (1)

녹차/전통차 (2) 허브차 (2)

식용유/오일 (2) 기타기름 (2)

건강음료 (1) 기타전통음료 (1)

분말 (1) 기타분말 (1)

주스/과즙음료 (1) 기타과즙음료 (1)

초콜릿/사탕/껌 (1) 초콜릿 (1)
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제품명 업체명 제품 사진 특징 및 성분

프로84락

(Pro84RACC)

바이오

하우스

　

근육량 현저히 증가

체지방 감소도움, 피로억제, 면역력강화, 대장 종양

발생에 대한 억제력

분리유청단백, 세븐베리농축액, 비타믹스함유

슈퍼
메이지

주식회사

17 종류의 아미노산 소재 VAAM 3,000 mg

코엔자임Q10,L-카르니틴을 플러스한 시리즈

바무
메이지

주식회사

　

17 종류의 아미노산 소재 VAAM 3,000 mg

15 년의 실적을 자랑하는 시리즈의 스테디셀러 제품

위다 인

젤리

단백질 인

모리나가

주식회사

일반인의 단백질 필요량은 체중 1kg당 1g, 선수는 2배

시간과 장소를 가리지 않고 간편하게 단백질 공급

유청 펩타이드 5,000mg함유, EMR 14mg 배합

열매 요구르트 맛 90kcal

위다 인

젤리멀티

비타민 인

모리나가

주식회사

튼튼한 근육을 만들어 충분한 에너지를 축적해도

비타민과 미네랄이 부족하고, 몸은 제대로 작동하지

않음

11가지 비타민 배합

㉯ 제품 분석 결과

- 근기능 관련 제품 시장 조사 결과 대부분 운동 능력이나 근육 형성에 기능이

집중적이었고, 근기능 억제 저하 제품은 거의 없었음.

- 대상 고객은 근육 형성 및 체형 관리 필요성이 있는 남성 소비자를 타켓으로

하여 한정적인 소비자층을 겨냥한 제품이 대부분이었음.

- 관련 제품은 단백질 파우더 비중이 높았고 그 외에 미네랄, 비타민 등 영양소

첨가 제품으로 한정되어 있음.

- 겨우살이 적용 제품 개발 시 다양한 소비자를 타켓으로 할 수 있을 것으로

기대되며, 근기능 저하 억제 기능성을 요구하는 건강 지향적 제품이 될 것으로

판단됨.

- 겨우살이 적용 제품을 다양한 제형으로 개발하여 소비자에게 만족을 주고

관심을 받을 수 있을 것으로 보임.
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제품명 업체명 제품 사진 특징 및 성분

위다 인

젤리멀티

미네랄 인

모리나가

주식회사

튼튼한 근육을 만들어 충분한 에너지를 축적해도

비타민과 미네랄이 부족하고, 몸은 제대로 작동하지

않음

5종류의 미네랄 (철분, 칼슘, 아연, 구리, 마그네슘)

배합 포도맛 90kcal

Ensure Plus Abbott사
체중을 유지하는데 도움을 줌

237ml에 단백질 13g 함유

Ensure 

Muscle

Health 

Abbott사
근육을 정진시키고나 근력을 증진시키는데 도움을 줌

237ml에 단백질 13g 함유

Recovery 

bar
Maxim

운동 후 섭취

근육의 회복과 피로회복 (고탄수화물, 고단백)

Muscle bar ASD Sports
근육 성장

단백질과 탄수화물의 양이 많아야 함

Ganomax
Norrmejerie

r forum

근육 회복

단백질과 탄수화물의 빠른 공급이 중요

Zone Abbott

유산소 운동용

경기 3일 전 부터는 장시간 경기에 대비하여야 함

(탄수화물 위주의 식사를 하여 근육의 글리코겐의 양을

늘림)

Titan
Premier 

nutrition

무산소 운동용

훈련 기간 중 근육 강화를 위한 단백질이 필요함

(근육이나 인대의 강화를 위해 비타민 필요)

Big100 Met Rx

복합형 운동용

글리코겐과 지방을 동시에 태워 나가면서 에너지를 운용함 

(두 에너지 모두 충분한 섭취가 필요함)

머슬샷웨이

트게이너

미국플로리

언트힐마

　

유청단백질, BCA 등 함유

포화지방, 트랜스지방 0%, 근육발달+체중증가

비타민, 타우린 등 약 13종 이상의 고급 영양성분 함유
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제품명 업체명 제품 사진 특징 및 성분

퍼펙트바디

W/WM
휠마사

　

W(웨이트)-탄수화물:단백질=9:1   

체중증가, 근육성장

WM(웨이트머슬)-탄수화물:단백질=7:3

MW(머슬웨이트)-탄수화물:단백질=6:4

 근육 벌크 및 근 매스 빠른 성장

HW(하이드로웨이)-단백질90%이상, 지방의 증가 없이

순수 근육 증가 도움

EW(에그화이트)-단백질 90%이상, 지방의 증가 없이

순수 근육 증가 도움

맥스익스트

림웨이트게

이너 프로

MB

소화흡수력이 뛰어난 탄수화물 61.2%, 양질단백질

(탈지대두/농축유청단백) 21%

체중 증가, 근육 증가 도움

빅 매스

게이너

미국

Nucare 

Nutrition

　

MCT오일(중쇄지방산)이 함유되어 운동 중 에너지

공급을 도와 하드트레이닝, 체지방 증가 없이 근매스

증가, 체격 향상에 도움

 -MCT(MediumChainTriglycerides)

MCT oil은 사슬 구조를 띄기 때문에 소화 흡수가 빨라

근육을 발달시키는데 있어 이상적인 기능,

운동을 하면서 섭취를 하게 되면, 인슐린 분비 촉진과

근육의 아나볼릭 상태를 유도하여 근사이즈 증가에 도움

비타민, 칼슘, 철분 등의 영양소를 추가 공급

Cold-Processed 단백질과 탄수화물이 1:2의 이상적인

비율로 만들어진 제품

근육 발달 보충제로서 프로틴(단백질)을 집중적으로

공급해 주는 건강기능식품
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· 운동 시기에 따른 분류

컨셉 특징 제품 사진

운동 전 섭취 충분한 열량을 내어 식사대용

운동 중 섭취 빠르게 흡수 (단당류, 무기질)

운동 후 섭취 근육의 회복과, 피로회복 (고 탄수화물, 고 단백)

· 용도에 따른 분류

컨셉 특징 제품 사진

근육 성장 단백질과 탄수화물의 양이 많아야 함

에너지 보충 빠른 흡수가 가능한 저분자 아미노산과 탄수화물

근육 회복 단백질과 탄수화물의 빠른 공급이 중요

· 운동 종류에 따른 분류

컨셉 특징 제품 사진

유산소 운동

경기 3일 전 부터는 장시간 경기에 대비하여야

(탄수화물 위주의 식사를 하여 근육의 글리코겐의

양을 늘림)

무산소 운동
훈련기간 중 근육강화를 위한 단백질이 필요함

(근육이나 인대의 강화를 위해 비타민 역시 필요)

복합형 운동
글리코겐과 지방을 동시에 태워나가면서 에너지를

이용함 (두 에너지 모두 충분한 섭취가 필요함)
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제품명 업체명 제품 사진 특징 및 성분

지리산

겨우살이

골드 환

홍화인

지리산 겨우살이 원료 사용

국내산 겨우살이(잎/줄기) 48%, 구운 밭마늘, 산사

(열매) 등 원료 함유

1일 2∼3회 1회 20∼30환씩 섭취

중량 180g, 소비자가 26,000원

상기생

(겨우살이)

환

초원

한방

플러스

상기생(겨우살이) 80%, 찹쌀 20% 원료 함유

1일 20∼30환씩 섭취

중량 220g, 소비자가 11,000원

자연산

겨우살이환

한농

마을

겨우살이엑기스 50%, 겨우살이분말 50%, 찹쌀가루 등

원료 함유

1일 1∼2회 1회 10∼15환씩 섭취

중량 160g, 소비자가 60,000원

제천

겨우살이환

충북

약초

영농조합

겨우살이 100% 원료 함유

1일 3∼4회, 1회 20∼30환씩 섭취

중량 250g, 소비자가 15,000원

갑당

겨우살이환
갑당

약초

겨우살이 48%, 마늘30%, 솔잎 11%, 뽕잎 11% 등 원료

함유

1일 3∼4회, 1회 30∼50환씩 섭취

중량 600g, 소비자가 19,900원

② 겨우살이 관련 제품 조사

- 조사된 겨우살이 제품은 기타가공품 또는 액상, 다류 등 다양한 식품 형태로서

제조되고 있음을 확인 할 수 있음.

- 일반 식품 형태의 제품의 경우 겨우살이 추출분말의 함량 및 지표성분에 대한

기준 규격 등이 없어서 제품별 겨우살이 함량에 차이를 보이고 있음.

- 환 제품의 경우 1회 섭취량을 보면 10∼50환으로 다소 많은 양을 섭취하도록

되어있어 섭취에 불편함이 예상됨.

㉮ 환 제형
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제품명 업체명 제품 사진 특징 및 성분

김정환홍삼과

겨우살이

이야기

홍화인

엄선된 6년근 홍삼과 겨우살이를 36시간 추출

6년근 홍삼 추출액(국산)94%, (고형분2%이상),

겨우살이추출분말(국산6%) 등 함유

식품 유형: 홍삼 음료

80ml*30포, 소비자가 106,500원

겨우살이 액
신수동

식품

강원도 겨우살이 원료 사용

겨우살이 100%원료를 사용하여 발효 효소 처리하여

제조한 기타 발효 음료

80ml*30팩, 소비자가 120,000원

미슬토

프리미엄

(주)한미

양행

겨우살이 유효성분 함량이 20ml 한 포에 1,600mg이상

함유되도록 겨우살이의 모든 성분을 추출하여 고농축한

진액

겨우살이 99.95% 함유 액상차

20ml*60포, 소비자가 160,000원

Mistletoe

fluid

ESPARA

US

겨우살이 100% 증류액

미국에서 판매되는 제품

30ml, 소비자가 150,000원

Nerve and

Sleep

Tonic

KLAMAT

H BLUE

GREEN

INC

신경조직의 안정과 조화에 도움이 되며 스트레스를

저해하고 깊고 편안한 잠에 들 수 있도록 도와주는

제품으로 미국에서 판매

쥐오줌풀, 시계꽃, 라벤더꽃, 겨우살이 등 함유

소비자가 17,000원

지리산

참나무

겨우살이 차

쌍계제다

지리산 참나무 기생 겨우살이 원료 함유

겨우살이 100% 침출차

중량 60g, 소비자가 66,000원

지리산 야생

겨우살이 차
다향제다

지리산 야생 참나무 기생 겨우살이, 찌고 볶는 과정

거친 법제된 겨우살이 차

겨우살이 100% 다류

중량 100g, 소비자가 25,000원

지리산구례

명차

(겨우살이차)

지리산

구례차

영농조합

법인

겨우살이는 항암식물, 근육과 신장 강화시켜 줘 신경통에

좋고 콜레스테롤 제거하며 인슐린 분비 원활하게 하는

차류로 겨우살이 100% 함유

중량 22.5g, 소비자가 5,700원

겨우살이 액 조태연가 겨우살이 100% 함유 침출차

㉯ 액상 및 차류
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제품명 업체명 제품 사진 특징 및 성분

중량 100g, 소비자가 45,070원

제주

겨우살이

차

효월
제주산 참나무 기생 겨우살이 원료 함유

중량 140g, 소비자가 70,000원

플로라 딕스

미슬토

허브티

SALUS-H

AUS

미슬토(겨우살이) 정제원료 100% 함유 침출차로서

하루 3회 티백 1개를 5-10분간 우려내어 음용

제품명 업체명 제품 사진 특징 및 성분

한농마을

365골드
한농마을

유기농재료사용

자연산 미슬토(겨우살이)0.5%함유

물 200ml에 파우치40g 한봉지 혼합하여 섭취

40g*31포, 소비자가 88,000원

상기생

(겨우살이)

분말

초원

한방

플러스

겨우살이 100% 분말

건강죽, 차, 야쿠르트, 우유, 된장국, 비빔밥 등에 겨우

살이 분말을 응용하여 섭취

중량 300g, 소비자가 11,000원

성광수

MST 과립

수신

오가피

장에서 흡수되는 먹는 미슬토 과립 1일 2∼4회, 1회에

미슬토 한 봉지씩 씹지 말고 복용

오가피 분말 60%, 겨우살이분말 30%, 쥐눈이콩 분말

10% 등 원료 함유

3.5g*30포, 소비자가 200,000원

㉰ 생식, 파우더/ 과립 류



- 111 -

제품명 업체명 제품 사진 특징 및 성분

뉴트라자임

미슬

(주)엔지

뱅크

마늘분말 23%, 솔잎추출물분말 19%,

겨우살이(국산)17%, 산사자분말 17%, 누에가루,

비타민C, 효소혼합물 등 함유 제품

350mg*90캡슐, 소비자가 55,000원

NOBLIN

KMW

MEDICOM

PHARMA

심혈관계에 도움을 주는 제품으로 독일에서 판매

마늘, 겨우살이, 산사자 등 원료 함유제품

소비자가 11,000원

Relax-Eze

DR

CHRISTO

PHER

편안함, 안정감을 주며 효과적인 제품으로 미국에서

판매

승마뿌리, 호프플라워, 로벨리아허브, 쥐오줌풀 뿌리,

베토니허브, 겨우살이 잎 등 함유

소비자가 9,000원

Cardiovasc

ular
DHERBS

적절한 심장박동 기능, 혈행, 콜레스테롤 수치 등 심장과

심활관계 강화에 도움을 주는 제품

마늘, 고추, 산사나무베리, 겨우살이, 은행 잎, 산초나무

등 원료 함유

소비자가 23,000원

㉱ 정제

- 겨우살이를 함유하는 제품 조사 결과, 각각의 제품에 다양한 함량의 겨우살이

추출물이 주원료 또는 부원료로서 사용되어 일반식품으로 출시됨을 확인함.

- 항암, 근기능 개선, 혈행개선 등 다양한 겨우살이의 기능성에도 불구하고,

기능성을 효과적으로 나타내는 겨우살이의 원료 표준화 및 기준 규격이

설정되지 않아 소비자 측면에서 다양한 함량과 가격대의 제품을 접하게 되어

제품에 대한 신뢰도가 저하되는 단점을 가짐.

- 이에 건강기능식품으로서 겨우살이 원료의 표준화 및 기준 규격을 설정함으로서

소비자가 쉽고 효과적이고 합리적으로 제품을 선택 및 섭취할 수 있으며 더불어

겨우살이 제품 시장이 확대될 것으로 예상됨.
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(나) 근기능 관련 자료 및 문헌 조사

① 근육의 생성 및 분해와 관련된 기전은 다음과 같음

그림 54. 근육 생성 기전 모식도

Ref. Physiology (Bethesda) 23:160-70, 2008 [19]

위의 그림 54은 근 위축 및 비대에 대한 경로임. 근 기능과 관련된 기전은 크게

단백질 합성, 단백질 분해, 세포의 턴오버(cellular turnover)와 같이 3가지로 분류할 수

있는데, 이 기전에 의해서 근육 비대 혹은 근 위축 등과 같은 반응들이 나타남.

근 위축을 저해하고 근육의 활성을 증가시키기 위한 메커니즘을 보면, 근육을

반복해서 사용하게 되면 IGF-1을 자극하게 되고 이는 PI3K와 AKT kinases의

활성을 통해 근섬유 비대와 단백질 생성을 자극하게 됨 [19].

AKT는 atrogine 발현 및 단백질 분해를 저해하는 인산화된 FoxO의 핵막이동을

저해함 [7]. PGC-1α는 atrogine의 발현과 단백질 저하를 억제함으로써, FoxO3의

전사적인 활성을 저해함. 또한 PGC-1α은 미토콘드리아와 슬로우 트위치 머슬(slow

twitch muscle : 약하지만 장기간 지구력 있는 힘을 낼 때 사용하는 근육섬유질)의

생성 증가를 유도함.

단백질 분해 증가 메커니즘은 염증 유발 사이토카인인 TNF-α에 노출되면

NF-κB를 활성화하게 되고, MurF1을 증가를 촉진하여 단백질의 분해를 촉진시키게

됨.

l 근육 비대: 근섬유의 크기 증가 or 횡단면적의 증가→미토콘드리아와 세포막

질량의 증가와 섬유 내 근 미세섬유의 증가 결과) / 근육 증식: 근육

섬유수가 증가.

l 근 위축: 세포소기관, 세포질, 단백질의 손실에 의해서 세포 크기가 줄어드는 것

(원인을 영양부족이나, 노화, 비활동성 등으로 보고 있음).

l 근력강화: 주어진 근력속도에 대해 근수축이 이루어지는 동안 적용될 수 있는

가장 큰 파워임.
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시료1 시료2 시료3

구

성

비

(%)

쌀가루 45.5 44.5 45.0

중력분 32.0 32.0 32.0

소맥전분 10.0 8.0 8.0

변성전분 10.0 12.0 12.0

정제염 0.8 0.8 0.8

겨우살이추출물 1.5 1.5 1.5

L-카르니틴 0.2 0.2 0.2

ISP 1.0 0.5

뜨거운물

5분 후

면 상태

(2) 겨우살이 추출물을 이용한 제형연구

(가) 겨우살이추출물을 첨가한 쌀국수 개발

① 개발 목적: 근기능 저하 개선 효과가 있는 겨우살이추출물을 쌀국수의 면 또는 스프에

적용하여 건강기능식품을 따로 섭취하지 않아도 간편하게 식사를 하면서 근기능 강화

기능성을 높일 수 있는 “겨우살이추출물을 첨가한 쌀국수”를 개발하고자 함.

② 면에서의 최적 겨우살이추출물 함량 선정

시료1 시료2 시료3 시료4

구

성

비

(%)

쌀가루 45.0 45.0 45.0 45.0

중력분 33.7 33.2 32.7 32.2

전분 20.0 20.0 20.0 20.0

정제염 0.8 0.8 0.8 0.8

겨우살이추출물 0.5 1.0 1.5 2.0

- 관능 평가 결과, 겨우살이추출물 함량이 높을수록 색상이 어두워지고, 면대 형성이 잘

되지 않으며, 툭툭 끊기는 듯한 식감이 형성됨.

- 겨우살이추출물 함량이 1.5%를 초과하는 경우, 면대가 끊기고 식감이 좋지 않음

- 이에, 겨우살이추출물 1.5%를 최대 함량으로 설정하고, 식감 개선을 위한 실험을 추가함

③ 겨우살이추출물이 들어간 쌀면 개발
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- 골격근을 구성하는 L-카르니틴을 첨가하여 근기능 저하 개선의 효과를 더욱 증진시킴

- 소맥전분보다 변성전분의 함량이 약간 높은 배합의 경우가, 쫄깃한 식감을 구현함

- 골격형성에 도움을 주는 단백질이 90%함유된 분리대두단백분말(ISP)을 첨가하여 근기능

개선의 효과도 더욱 증진시키고, 글루텐형성을 통한 단단한 식감을 부여하여 퍼지는

현상을 방지함

- 1% 이상 사용하는 경우, 단단한 식감 때문에 툭툭 끊기는 듯한 식감이 구현되므로 사용량을

1% 미만으로 함

④ 겨우살이 쌀면 물성 측정

- Texture Analyzer를 이용하여 쌀면의물성(Hardness, Adhesivenes, Tensilestrength) 측정

- Hardness, Adhesivenes 측정조건은 PastaFirmness/stickiness rig(HDP/PFS),

pretestspeed 2.0mm/sec, testspeed 0.5mm/sec, posttestspeed 0.5mm/sec, time

2sec, distance 75%(% strain)로 하였음

- Tensilestrength 측정조건은 pretestspeed3.0mm/sec, testspeed 3.0mm/sec,

posttestspeed 5.0mm/sec, distance100mm로 하였음

구분 시료 1 시료 2 시료 3

Hardness(g) 2,215 4,521 3,801

Adhesiveness -113.00 -45.35 -53.01

Tensilestrength(g) 10.06 16.22 18.07

- 시료1의 경우, ISP가 포함되지 않고 소맥전분과 변성전분의 함량이 동일한 배합으로

부드러우면서도 달라붙는 식감이 형성되었는데, 물성 측정에서도 Hardness와

Tensilestrength의 경우 낮게 측정되었으며, 부착성은 타시료 보다 높은 편임

- 시료2는 Hardness가 다소 높은 편으로, 이러한 물성이 툭툭 끊기는 듯한 식감을

형성시키는 것으로 보여짐

- 시료3의 경우, 시료1과 시료2의 중간정도의 Hardness와 약간 높은 Tensilestrength를

나타내며 쫄깃한 식감을 구현하는 것으로 보여짐
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⑤ 겨우살이 쌀면 관능평가

- 평가대상 연구소 패널 21명 대상 비교 관능평가 진행

- 평가 결과표(5점 척도)

구분 시료 1 시료 2 시료 3

외관 기호도 4.0 4.0 4.0

식감 기호도 3.7 3.9 4.0

이미 이취 강도 1.0 1.0 1.0

전반적인 선호도 3.7 4.0 4.2

⑥ 스프에서의 최적 겨우살이추출물 함량 선정

시료1 시료2 시료3 시료4

구

성

비

(%)

쌀국수 스프

(멸치맛)
99 97 95 93

겨우살이추출물 1 3 5 7

시료1 시료2 시료3 시료4

구

성

비

(%)

쌀국수 스프

(해물맛)
99 97 95 93

겨우살이추출물 1 3 5 7

시료1 시료2 시료3 시료4

구

성

비

(%)

쌀국수 스프

(매운맛)
99 97 95 93

겨우살이추출물 1 3 5 7

* 홈플러스 PB제품 쌀국수 스프 사용(스프 중량 12g)

- 관능 평가 결과, 겨우살이추출물 함량이 높을수록 색상이 어두워지고, 겨우살이

특유의 맛이 발현됨.

- 겨우살이추출물 함량이 5%를 초과하는 경우, 겨우살이 특유의 맛에 의해 쌀국수

본연의 맛(멸치맛, 해물맛 등)이 저하되고, 이미처럼 느껴지기도 함.

- 이에, 겨우살이추출물 5%를 최대 함량으로 설정하고, 겨우살이추출물 특유의 맛이

잘 마스킹 되는 매운맛 쌀국수 스프 개발을 진행함.
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쌀국수 제품

⑦ 겨우살이추출물이 들어간 쌀국수 스프 개발

원료명 시료1 시료2 시료3 시료4 시료5

정제수 32.57 32.07 30.57 29.77 29.07

비프엑기스 20.00 18.00 17.00 16.00 16.00

매콤한 맛 베이스 20.00 18.00 17.00 16.00 16.00

정제염 7.30 7.30 7.30 7.30 7.30

고춧가루 6.00 6.00 6.00 6.00 6.00

겨우살이추출물 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00

사골엑기스 - 4.50 4.50 4.50 4.50

다시마엑기스 - - 3.50 3.50 3.50

맛 사랑 3.50 3.50 3.50 3.50 3.50

지미인핸서 2.80 2.80 2.80 2.80 2.80

쇠고기육수분말 - - - 2.80 2.80

건파 0.80 0.80 0.80 0.80 0.80

생강엑기스 - - - - 0.70

청양고추분말 0.70 0.70 0.70 0.70 0.70

김 분태 0.60 0.60 0.60 0.60 0.60

마늘혼합양념 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50

올레오레진캡시컴 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20

폴리펜톡스 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03

　소 계 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
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⑧ 겨우살이 쌀국수 관능 평가

- 앞서 실험한 면 시료3을 공통으로 사용, 스프 시료 5가지를 다르게 하여 평가진행

- 평가대상 연구소 패널 21명 대상 비교 관능평가 진행

- 평가 결과표(5점 척도)

구분 시료 1 시료 2 시료 3 시료 4 시료 5

외관 기호도 3.8 3.6 3.7 3.7 3.7

전반맛 기호도 3.0 3.2 3.5 3.7 3.8

매운맛 기호도 3.5 3.7 3.9 3.9 4.0

이미 이취 강도 2.0 2.0 1.5 1.3 1.0

전반 적인 선호도 3.1 3.2 3.6 3.7 3.9

⑨ 결론 및 향후 계획

- 겨우살이추출물을 1.5% 이내에서 사용하는 것이 면대 형성을 방해 하지 않으며,

좋은 식감을 구현할 수 있는 것으로 나타남.

- ISP를 첨가하지 않고, 소맥전분과 변성전분을 동일양 사용한 시료의 경우

질척거리고 달라붙는 식감이 다소 느껴진다는 의견들이 있음.

- ISP을 1% 미만으로 사용하여 약간의 단단함을 부여함으로서, 질척거리고

달라붙는 현상을 해소하며, 변성전분의 함량을 소맥전분의 함량보다 다소 높여

쫄깃한 식감을 구현하는 것으로 나타남.(시료3의 식감 및 전반 선호도가 가장

높음)

- 겨우살이추출물을 5% 미만으로 사용하는 것이 스프 자체의 관능을 방해 하지

않고, 매운맛의 스프가 겨우살이추출물 자체 특유의 관능을 부각시키지 않는데

도움이 됨

- 사골엑기스를 첨가한 것이 풍미를 증가시키고, 묵직한 맛을 주어 선호도가 좋았음.

- 다시마엑기스를 첨가한 것이 깔끔한 맛을 부여하여 선호도가 좋았음.

- 생강엑기스를 첨가한 것이 이미, 이취(겨우살이추출물 자체의 맛 포함)를

마스킹하여 선호도가 가장 좋았음(스프 시료5의 전반 맛 및 전반 선호도가 가장

높음)

- 근기능 저하 개선 효과 여부 평가 진행(관능을 저해하지 않으면서 사용할 수 있는

겨우살이추출물 함량 한계치 : 약 2%- 전체중량 대비)

- 소비자 조사 진행을 통하여 근기능 저하 개선 기능성 쌀국수 제품의 시장 가능성

평가 진행

- 시장 평가 결과에 따른 출시 가능성 검토
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(나) 겨우살이를 첨가한 건강지향캔디 개발

① 개발 목적: 건강지향캔디의 제품화를 통하여 겨우살이의 섭취를 용이하게 하고,

겨우살이 시장의 확대를 목적으로 함

구분 배합1 배합2 배합3 배합4

백설탕 350 350 350 350

말티톨시럽 250 250 250 250

정제수 100 100 100 100

겨우살이 추출분말 3 10 20 50

정제수 5 5 5 5

② 겨우살이 캔디 배합표

- 모든 시료에서 겨우살이 특유의 맛과 향은 느낄 수 없음

- 겨우살이의 함량이 높아지면 캔디의 색에서 겨우살이의 색이 발현이 됨

- 겨우살이 추출분말이 50이상에서는 겨우살이 분말이 눈에 보임

- 연구소 내부 관능평가 결과 겨우살이 추출분말의 농도 10 이하가 외관이

적절하다고 판단

③ 색소 및 향 배합

시료 1

식용색소 청색 1호

Passionfruit flavor 0.02

Mixfruit flavor 0.02

시료 2

식용색소 청색 1호

Passionfruit flavor 0.01

시료 3

식용색소 청색 1호

Citrus Mix flavor 0.04

- 겨우살이의 생리활성 성분이 근기능 향상이라는 점을 고려할 때, 청색이 적절

하다고 판단

- 연구소 내부 관능평가 결과 청색과 가장 어울리는 향은 Citrus mix flavor로 판단

- 시료 3의 배합을 이용하여 배합 1과 배합 2에 적용토록 함
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구분 캔디1 캔디2

백설탕 350 350

말티톨시럽 250 250

정제수 100 100

겨우살이 추출분말 3 10

정제수 5 5

식용색소 청색 1호

Citrus Mix flavor 0.04 0.04

구분 캔디 1 캔디 2

컨셉 기호도 4.0 4.0

외관 기호도 3.3 2.5

단맛 기호도 2.3 2.0

이미 이취의 강도 2 2.7

전반적인 맛의 기호도 3.0 2.4

④ 겨우살이 캔디의 제조

캔디 1 캔디 2

그림 55. 겨우살이 캔디 시제품

⑤ 겨우살이 캔디의 관능평가

- 평가대상 연구소 및 당사 임직원 20명 대상 비교 관능평가 진행

- 평가 결과표(5점 척도)

⑥ 결론

- 관능 평가결과 겨우살이 컨셉의 기호도가 높아 시장 가능성 확인

- 외관에 있어서는 불투명한 캔디 2보다는 투명한 캔디 1을 더 선호하는 것으로 나타남

- 캔디 1, 2와 같이 prototype의 제작에는 성공하였으나 전반적인 맛의 기호도를 더

높이기 위하여 개선이 필요함
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(다) 겨우살이를 첨가한 과립제품 개발

① 개발 목적 : 겨우살이 과립의 제품화를 통하여 겨우살이의 섭취를 용이하게 하고,

겨우살이 시장의 확대를 목적으로 함

② 국내 유통되는 근기능 향상 관련 분말제품 조사

구분 A사 B사

분말의 상태 과립 일반파우더

주요 기능성 성분 BCAA (Branched Chain Amino Acid) L-아르기닌

효능 근육의 성장 및 회복 보조 일산화질소 생성, 혈액순환개선

관능특성
용해성이 높아 외관이 좋다.

레몬맛이 상큼하지만, 뒷맛이 쓰다.

분말이 뭉쳐져서 잘 녹지 않는다.

레몬맛이 상큼하다.

- A사 제품은 용해도가 높은 장점은 있으나, 쓴맛 때문에 맛 선호도는 낮았음

- B사 제품은 맛 선호도는 좋았으나, 분말이 뭉쳐서 녹지 않는다.

- 이에, 과립을 하여 A사 제품의 용해성을 목표 품질로 하여, 맛 선호도를 높일 수

있는 최적 배합 선정

③ 겨우살이 과립의 배합표

구분 배합 1 배합 2 배합 3 배합 4 배합 5

말토덱스트린 38.5 36.5 33.5 30.5 28.5

무수결정포도당 22.5 19.5 17.5 15.5 12.5

비타민 C 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5

무수구연산 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0

효소처리 스테비아 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7

에리스리톨 10.3 10.3 10.3 10.3 10.3

아라비아검 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0

복숭아과즙분말 9.5 9.5 9.5 9.5 9.5

복분자 과즙분말 7.0 7 7.0 7.0 7.0

겨우살이 추출분말 5 10 15 20 25

- 겨우살이 함량이 20이상인 배합 4, 5에서는 겨우살이의 맛이 복숭아과즙분말과

이질적으로 느껴짐.

- 겨우살이의 농도는 15 이하가 적절한 것으로 판단하고, 배합 1, 2, 3을 선정하여

과립을 진행
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구분 섞기 전 섞은 후

과립 전

과립 후

④ 과립조건 설정

구분 조건 1 조건 2 조건 3 조건 4

결합액 분사시간 10분 20분 30분 40분

온도 조건 50℃ 50℃ 50℃ 50℃

시간 50분 50분 50분 50분

* 결합액: 정제수와 백설탕을 1.43 : 3.57의 비율로 섞어 용해하여 제조

- 조건 1, 2의 경우 결합액의 양이 부족하여 부분적으로는 과립이 형성되었으나 완벽하지

않음.

- 조건 3, 4의 경우 과립이 완전히 형성되어 용해도 및 외관이 좋음.

- 조건 3을 최적 조건으로 설정
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⑤ 겨우살이 과립제품의 관능평가

- 평가대상 연구소 및 당사 임직원 20명 대상 비교 관능평가 진행

- 평가 결과표(5점 척도)

구분 배합 1 배합 2 배합 3

컨셉 기호도 4.5 4.5 4.5

외관 기호도 4.0 3.8 3.5

단맛 강도 (5가 가장 강함) 4.2 4.0 3.7

단맛의 기호도 3 3.2 4.0

이미 이취 강도 1 1 1

전반 적인 선호도 3.5 3.7 3.8

⑥ 결론

- 외관에 있어서 겨우살이의 함량이 높아지면 색이 짙은 색이 강해짐.

- 배합 1, 2는 단맛이 강하다고 판단

- 외관 및 관능특성을 고려 할 때, 배합 3이 최적의 배합으로 판단하여 prototype 제작

그림 56. 겨우살이 과립 시제품
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구분 배합1 배합2 배합3 배합4 배합5 배합6

겨우살이 함량 0.1% 0.25% 0.5% 1% 2% 3%

용해 정도 양호 양호 양호 양호 양호 약간의 침전 가능

가열 실험 양호 양호 양호 양호 양호 양호

관능 거의 무미 약간차느낌 차 느낌 약간 쓴맛 다소 쓴맛 쓴맛 강함

구분 배합1 배합2 배합3 배합4 배합5 배합6

겨우살이 함량 0.1% 0.25% 0.5% 1% 2% 3%

L (Lightness) 95.05 91.75 82.21 70.02 48.88 32.42

(라) 겨우살이를 첨가한 건강지향음료 개발

① 개발 목적 : 겨우살이 적용 음료 제품화를 통해 겨우살이의 섭취를 용이하게 하고,

겨우살이 소재 시장의 확대를 목적으로 함. 남녀노소 누구나 즐길 수 있는 기호도

높은 음료 제품화함.

② 음료에서의 최적 겨우살이추출물 함량 선정

그림 57. 겨우살이 건강음료 배합비에 따른 샘플

- 용해도 실험: 2%까지 용해 양호하였으나 3% 첨가 시 침전 발생 가능성이 있었고,

색상이 너무 짙어져 한약과 같은 색이 나 외관의 기호도가 나쁨.

- 음료 제조 공정 과정의 가열에 대한 안정성 테스트를 실시한 결과 3%까지 양호

- 관능 0.1% 첨가 시 거의 무미에 가까웠고, 0.25% 첨가부터 차 느낌과 구수한 맛이

났으며, 1% 첨가 시부터 쓴맛이 강해지며 2% 첨가 시 쓴맛이 강해 2% 이상

첨가가 어려울 것으로 보임.

- 색상: 음료의 색차를 균질액 색차측정용 색차계(Spectrophotometer SA2000,

Nippon Denshoku)를 이용하여 온도 35℃, 습도 75%의 가혹조건에서 0, 2주, 4주.

6주 저장하며 보관 기간에 따른 색차를 확인하였음

- 색도는 상기 색차계를 사용하여 Hunter 색차계의 L, a, b 값을 측정하여 나타냄.

L은 명도, a는 적색도, b는 황색도를 나타내며, 구체적으로 L 값은

0(검정)∼100(흰색), a 값은 -80(녹색)∼100(적색), b 값은 -80(청색)∼70(황색)을

나타냄.
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a (Redness) -1.93 -2.51 -1.98 1.63 10.25 15.8

b (Yellowness) 11.23 17.47 32.79 45.78 53.87 47.63
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0.10% 0.25% 0.50% 1% 2% 3%

겨우살이 함량

색차결과

L(Lightness)

a(Redness)

b(Yellowness)

그림 58. 겨우살이 함량에 따른 색차 결과

- 겨우살이 추출물을 넣을수록 L값은 감소하여 명도가 진해지는 것으로

나타났고, b값은 상승하여 yellowness가 증가함. a값 역시 상승하여 붉은 색이

증가하다 3% 첨가 시 감소하는 경향을 보임

- 2%이상 첨가 시 색상이 너무 강해 외관 기호도가 좋지 않음

③ 겨우살이 음료 제품 개발

㉮ 청색의 겨우살이 음료

시료 1

식용색소 청색 1호 0.04

Passionfruit flavor 0.02

Mixfruit flavor 0.02

시료 2
식용색소 청색 1호 0.04

Passionfruit flavor 0.01

시료 3
식용색소 청색 1호 0.04

Citrus Mix flavor 0.04

- 겨우살이 기호도 높은 색상 및 향 검토

- 겨우살이의 근기능 향상 생리활성 성분을 착안해 이를 더 부각시킬 수 있는 색상이므로

청색이 적절 하다고 판단함.

- 연구소 내부 관능평가 결과 청색과 가장 어울리는 향은 Citrus mix flavor로 판단함.
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음료1-2 

- 시료 3의 배합을 이용하여 음료배합에 적용토록 함.

㉯ 겨우살이 음료의 제조

구분 음료1-1 음료1-2 음료1-3

겨우살이 추출분말 0.5 0.8 1

포도당 2 2 2

결정과당 1.75 1.75 1.75

함수구연산 0.15 0.15 0.15

정제염 0.12 0.12 0.12

구연산나트륨 0.04 0.04 0.04

염화칼륨 0.01 0.01 0.01

수크랄로스 0.008 0.008 0.008

아세설팜칼륨 0.003 0.003 0.003

염화마그네슘 0.001 0.001 0.001

정제수 95.638 95.338 94.838

식용색소 청색 1호 0.04 0.04 0.04

Citrus Mix flavor 0.04 0.04 0.04

겨우살이 추출분말의 함량을 달리하여 겨우살이 음료 제조함.

그림 59. 겨우살이 함량에 따른 음료 조합

㉰ 겨우살이 음료의 관능평가

- 평가대상 연구소 및 당사 임직원 20명 대상 비교 관능평가 진행

- 평가 결과표(5점 척도)

음료 1-1 음료1-3
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구분 음료1-1 음료1-2 음료1-3

컨셉 기호도 3.8 4.4 4.7

외관 기호도 3.6 3.7 3.7

단맛 기호도 3.8 3.8 3.8

이미 이취의 강도 3.8 3.6 3.5

전반적인 맛의 기호도 3.9 3.8 3.6

④ 결론

- 관능 평가 결과 겨우살이 컨셉의 기호도가 높아 시장 가능성 확인

- 겨우살이를 0.5% 첨가하여 실험한 결과, 관능 특성이 가장 우수한 것으로 나타남

- 소비자 조사 진행을 통하여 겨우살이 함량에 따라, 색상 및 관능평가 통한

겨우살이 적용 제품 시장 가능성 평가 진행

- 시장 평가 결과에 따른 출시 가능성 검토

(마) 겨우살이 차 컨셉의 음료 개발

- 앞서 개발한 청색 음료의 경우 근기능의 컨셉이 부각되어 여성 및 노인, 어린이 등 더

많은 소비자에게 부각되지 않을 것으로 사료됨

- 남녀노소 누구나 편하게 즐길 수 있는 음료 형태 개발 필요성 논의

- 차와 과일의 향이 나는 산뜻한 타입의 음료 개발 검토

① 겨우살이 차 컨셉 부합하는 부원료 및 향 검토

시료 1
캐모마일 0.05

허브향 0.04

시료 2
캐모마일 0.05

과일향 0.04

시료 3
히비스커스 0.05

허브향 0.04

시료 4
히비스커스 0.05

과일향 0.04

시료 5
로즈힙 0.05

허브향 0.04

시료 6
로즈힙 0.05

과일향 0.04

② 음료의 제조

허브 및 향을 달리하여 겨우살이 음료 제조
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구분 시료1 시료2 시료3 시료4 시료5 시료6

정제수 96.637 96.637 96.637 96.637 96.637 96.637 

과당 55 1.2 1.2 1.2 1.2 1.2 1.2

하얀설탕 1 1 1 1 1 1

겨우살이추출물 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5

리치주스농축액 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4

함수구연산 0.168 0.168 0.168 0.168 0.168 0.168

캐모마일추출물분말 0.05 0.05 　 　 　 　

히비스커스추출물분말 　 　 0.05 0.05 　 　

로즈힙추출물분말 　 　 　 　 0.05 0.05

허브향 0.04 　 0.04 　 0.04 　

과일향 　 0.04 　 0.04 　 0.04

수크랄로스 DFF-1 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005

③ 겨우살이 음료의 관능평가

- 평가대상 연구소 및 당사 임직원 20명 대상 비교 관능평가 진행

- 평가 결과표(5점 척도)

구분 시료1 시료2 시료3 시료4 시료5 시료6

컨셉 기호도 4.2 4.2 4.3 4.3 4.2 4.2

외관 기호도 3.8 3.8 3.8 3.7 3.8 3.8

단맛 기호도 3.4 3.5 3.6 3.7 3.5 3.5

목넘김 기호도 3.2 3.5 3.6 3.9 3.6 3.6

전반적인 맛 기호도 3.1 3.6 3.7 3.9 3.2 3.5

- 겨우살이와 히비스커스 혼합하여 사용 시 소비자의 기호도 가장 높은 것으로 나타남

- 허브향보다 산뜻한 과일 향이 목 넘김 및 어울림이 좋아 선호하는 것으로 나타남

- 차와 과일의 향이 나는 산뜻한 타입의 음료 개발 검토

④ 히비스커스 첨가 겨우살이 음료 개발

겨우살이 추출분말과 히비스커스를 첨가하여 음료 개발
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구분 음료2-1 음료2-2 음료2-3

정제수 96.017 96.487 96.667

과당 55 1.2 1.2 1.2

하얀설탕 1 1 1

겨우살이추출물 1 0.5 0.3

리치주스농축액 0.4 0.4 0.4

함수구연산 0.168 0.168 0.168

펙틴 0.15 0.15 0.15

히비스커스추출물분말 0.02 0.05 0.07

리치향 0.03 0.03 0.03

라임향 0.01 0.01 0.01

수크랄로스 DFF-1 0.005 0.005 0.005

그림 60. 히비스커스 첨가 겨우살이 음료 샘플

⑤ 겨우살이 음료의 관능평가

- 평가대상 연구소 및 당사 임직원 20명 대상 비교 관능평가 진행

- 평가 결과표 (5점 척도)
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구분 음료2-1 음료2-2 음료2-3

컨셉 기호도 4.4 4.2 3.9

외관 기호도 3.5 3.8 3.9

단맛 기호도 3.7 3.6 3.6

목넘김 기호도 3.8 3.9 3.9

전반적인 맛의 기호도 3.8 4.1 3.9

⑥ 결론

- 소비자 조사 진행을 통하여 겨우살이 함량에 따라, 색상 및 관능평가 통한

겨우살이 적용 제품 시장 가능성 평가 진행

- 관능 평가결과 겨우살이와 차 혼합 컨셉의 기호도가 높아 시장 가능성 확인함

- 외관의 경우, 겨우살이를 넣을수록 황색화 되고, 히비스커스추출물을 넣을수록

붉은 색이 증가하여 겨우살이를 적게 넣고 히비스커스를 많이 넣을수록 외관

기호도 높아짐

- 겨우살이를 0.1% 0.05% 및 히비스커스추출물을 0.05% 첨가하여 실험한 결과,

관능 특성이 가장 우수한 것으로 나타남

- 겨우살이의 기능성과 차 컨셉이 잘 어울리며 마시기에 부담이 없어 만족감이 높은

것으로 나타남

- 시장 평가 결과에 따른 출시 가능성 검토

(바) 겨우살이추출물 건강기능식품 정제 제형 개발

① 개발 목적: 근기능 저하 개선 효과가 있는 겨우살이추출물을 건강기능식품 정제

제형 제품으로 개발함으로서, 근력 증진 및 근육 감소/손실을 예방하는데 도움을

주는 건강기능식품을 개발하고자함.

건강기능식품은 제품의 형태, 섭취량 및 섭취 방법, 영양 기능정보 및 표시 성분의

함량을 제품에 표시하고, 식약처의 허가를 받아서 판매되기 때문에 소비자들이

제품에 대한 정확한 정보를 얻을 수 있고, 믿고 섭취할 수 있는 특징이 있음.

② 정제 제품의 기준 규격 설정

- 겨우살이 추출물을 개별인정형 기능성 원료로 1일 1,000mg 또는 1,500mg

섭취하는 경우를 가정함.

- 삼키는 정제 제형의 경우 타원형(또는 장방형)이 섭취가 용이하며, 정제의

크기가 작을수록, 섭취 정수가 적을수록 섭취가 용이한 점 고려하여 정제 크기,

섭취량 및 섭취 방법 결정함.

- 겨우살이의 기능성을 근력 및 근육 손실 방지로 가정하고, 보완적인 영양 보충

성분으로 비타민 B군(단백질 합성 및 대사 관련)과 아연을 추가함.

- 근육 합성에 필요한 아미노산을 프리믹스 형태로 추가함.
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표 7. 정제 제품 주요 컨셉

1안 2안 3안

겨우살이 추출물 1일 섭취량 1,000mg 1,000 mg 1,500 mg

제품의 형태 600mg 타원형 정제 500mg 타원형 정제 500mg 타원형 정제

섭취량 및 섭취방법
1일 3정

1일 3회, 1회 1정

1일 4정,

1일 2회, 1회 2정

1일 6정,

1일 3회, 1회 2정

표시

성분

함량

겨우살이추출물 1,000 mg 1,000 mg 1,000 mg

비타민 B1 2.0mg (200%) 2.0mg (200%) 2.0mg (200%)

비타민 B2 2.4mg (200%) 2.4mg (200%) 2.4mg (200%)

나이아신 26 mg (200%) 26 mg (200%) 26mg (200%)

판토텐산칼슘 10 mg (200%) 10 mg (200%) 10mg (200%)

비타민 B6 3 mg (200%) 3 mg (200%) 3mg (200%)

엽산 250ug (100%) 250ug (100%) 250ug (100%)

비오틴 60ug (200%) 60ug (200%) 60ug (200%)

비타민 B12 2ug (200%) 2ug (200%) 2ug (200%)

아연 12mg (100%) 12mg (100%) 12mg (100%)

③ 정제 제품 배합비 개발

- 겨우살이 추출물, 비타민, 아미노산 등을 정제 제형화 시 수분이 들어가는

일반적인 습식과립법(Wet Granulation)으로 하면 성분의 안정성이 떨어질 수

있으므로, 수분이나 주정 등을 전혀 사용하지 않고, 각 원료 등을 단순 혼합하여

타정하는 직타법 (Direct Compression)에 의한 정제타정 배합비를 개발함

- 정제 타정 적합성을 보기 위하여, 타정 시의 캡핑 여부, 정제의 Hardness 및

마손도를 측정하여 타정에 문제가 없는 배합비 개발을 완료함
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표 8. 개발 정제제형 배합비 (단위 : %)

1안 2안 3안

겨우살이 추출물 1,000mg 1,000 mg 1,500 mg

제품의 형태 600mg 타원형정제 500mg 타원형정제 500mg 타원형정제

섭취량 및 섭취방법
1일 3정

1일 3회, 1회 1정

1일 4정,

1일 2회, 1회 2정

1일 6정,

1일 3회, 1회 2정

배

합

비

(%)

겨우살이추출물 55.6000 50.0000 50.0000

비타민 B1질산염 0.1524 0.1372 0.0914

비타민 B2 0.1481 0.1333 0.0889

나이아신 1.6049 1.4444 0.9630

판토텐산칼슘 0.6710 0.6039 0.4026

비타민 B6염산엄 0.2258 0.2033 0.1355

엽산 0.0174 0.0156 0.0104

비오틴 0.0037 0.0033 0.0022

비타민 B12 0.1235 0.1111 0.0741

산화아연 0.9260 0.8340 0.5560

솔비톨 15.0000 18.0000 20.0000

결정셀룰로오스 12.9072 17.0139 19.5059

아미노산 믹스 11.1200 10.0000 6.6700

스테아린산마그네슘 1.5000 1.5000 1.5000

합계 100.0000 100.0000 100.0000

- 아미노산 믹스는 페닐알라닌 13.12%, 로이신 13.12%, 메티오닌 12.6%, 라이신

염산염 1.55%, 팔라티노스 12.28%, 이소로이신 9.45%, 발린 9.45%, 히스티딘,

9.45%, 트레오닌 6.83%, 트립토판 3.15%의 배합비로 혼합한 아미노산으로, 1일

200mg 섭취를 기준으로 배합함.

④ 정제 제형 타정 물성 검사

- 경도계 및 마손도 측정기를 이용하여 정제의 경도 및 마손도를 측정함.

- 경도값이 다른 3가지 샘플의 정제를 만들어 경도 및 마손도를 측정하므로서, 해당

배합비가 타정 적성이 나오는 지 평가하였으며, 제시된 배합비는 모두

적합하였음.

- 제품의 적정 경도는 8∼15 kPa 바람직하기로는 10∼12 kPa이 적합함.

- 마손도는 정제의 후속 작업 시에 파손되는 정도를 보는 것으로 그 값이 낮을수록

후속 공정(예, 탈분, 포장 공정)에서의 파손이 적음.

- 개발 배합비는 직타법에 의한 타정이 가능하고, 타정 물성이 적합함.
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표 9. 1안 정제 타정 적합성

샘플 A 샘플 B 샘플 C

정제 경도 (Hardness, kPa) 6.88 11.96 15.98

마손도 1차 (4분, 1회) 1.25 % 0.41 % 0.39 %

마손도 2차 (4분, 2회) 1.98 % 0.79 % 0.77 %

마손도 3차 (4분, 3회) 2.77 % 1.03 % 1.06 %

캡핑 현상 없음 없음 없음

종합 평가 경도 약한 편 타정 적합 경도 조금 강한 편

정제 사진

표 10. 2안 정제 타정 적합성

샘플 D 샘플 E 샘플 F

정제 경도 (Hardness, kPa) 8.19 14.84 17.02

마손도 1차 (4분, 1회) 0.45 % 0.20 % 0.22 %

마손도 2차 (4분, 2회) 0.78 % 0.39 % 0.43 %

마손도 3차 (4분, 3회) 0.98 % 0.58 % 0.60 %

캡핑 현상 없음 없음 없음

종합 평가 타정 적합 타정 적합 경도 조금 강한 편

정제 사진

⑤ 결론

- 겨우살이 추출물을 개별인정형 기능소재로 하고, 비타민 B군, 아연, 아미노산 복합

등을 근육 손실 방지 영양 성분으로 한 건강기능식품 정제 제형 가능성 확인

- 습식 과립하지 않고, 각 원료 등을 직접 혼합하여 타정하는 직타법 배합비를 개발

완료함.
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(사) 겨우살이 추출물 건강기능식품 앰플 제형 개발

① 개발 목적: 근 기능 저하 개선에 효과가 있는 겨우살이추출물을 50ml 앰플 제품에

적용하여 건강기능식품으로써 근 기능을 강화하고 근력 증강에 도움이 되는

차별화된 앰플 제형의 건강기능식품 제품을 개발 하고자 함.

② 건강기능식품으로써 겨우살이 앰플 배합

(총 부피: 50ml)

시료 1 시료 2 시료 3 시료 4

겨우살이추출물(mg)/병 200mg 500mg 1,000mg 1,500mg

섭취량 및 섭취방법

1일 3회,

1회 1병

600mg/일

1일 2회,

1회 1병

1,000mg/일

1일 1회,

1회 1병

1,000mg/일

1일 1회,

1회 1병

1,500mg/일

배합비

(%)

겨우살이추출물 0.40 1.00 2.00 3.00

말티톨시럽 6.00 6.00 6.00 6.00

자일리톨 4.00 4.00 4.00 4.00

배농축액 3.60 3.60 3.60 3.60

복숭아농축액 1.60 1.60 1.60 1.60

타우린 1.00 1.00 1.00 1.00

리치농축액 1.00 1.00 1.00 1.00

구연산 0.23 0.23 0.23 0.23

복합황금추출물 0.20 0.20 0.20 0.20

효소처리스테비아 0.07 0.07 0.07 0.07

사과산 0.06 0.06 0.06 0.06

L-카르니틴 0.02 0.02 0.02 0.02

정제수 81.82 81.22 80.22 79.22

합계 100 100 100 100

- 겨우살이 앰플 당 겨우살이추출물 함량은 국내 문헌을 참고하여 선정

1g 추출물/day(겨우살이 원물 약 10g)를 기준규격으로 가정 함.

** 동의보감 : 상기생으로 생 30∼40g을 차로 음용

임상 한방본초학: 9∼15g

약효의 성분과 이용: 겨우살이를 하루 10∼15g을 물에 달여 마심
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시료 1 시료 2 시료 3 시료 4

그림 61. 겨우살이 추출물 배합물 사진

③ 겨우살이 앰플 특성

<용해도>

용해도
시료1 시료2 시료3 시료4

양호 양호 침전 가능성 침전 가능성

- 겨우살이추출물 함량 200mg∼500mg 까지는 용해도가 양호하나 1,000mg 이상부터

시간이 경과할수록 침전형성 가능성이 있음.

- 앰플 제품화 시 겨우살이추출물 함량에 따라 검류 등을 통한 분산의 안정화가

필요할 것으로 판단됨.

<pH>

pH

시료1 시료2 시료3 시료4

3.07 3.20 3.39 3.52

- 겨우살이 함량이 증가 할수록 pH가 증가하는 경향을 보임.

- 4가지 시료 모두 pH 4.00 이하로 pH상으로 음료의 미생물적 안전성을 고려할 때

적당한 수준이라 판단됨.

<Brix>

Brix

시료1 시료2 시료3 시료4

15.16 15.74 16.54 17.42

- 겨우살이추출물의 함량이 증가 할 수 록 Brix의 함량이 증가함
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④ 겨우살이추출물 앰플 관능평가

- 평가대상은 연구소 패널 13명으로 관능평가 진행

구 분 시료 1 시료 2 시료 3 시료 4

색상 기호도 3.85 4.23 3.68 2.69

향 기호도 3.69 3.85 3.38 2.85

맛 기호도 4.15 4.31 3.08 2.38

목넘김성 4.00 4.31 3.00 2.77

전반적인 선호도 4.00 4.46 3.08 2.62

- 평가 결과표(5점 척도)

0
0.5
1

1.5
2

2.5
3

3.5
4

4.5
색상 기호도

향기호도

맛기호도목넘김성

전반적인 선호도 시료 1

시료 2

시료 3

시료 4

그림 62. 겨우살이 앰플 시료별 색상기호도

그림 63. 겨우살이 50mL 앰플
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- 겨우살이추출물 함량에 따른 앰플 색상의 기호도는 시료 2인 500mg 정도가

적당함 500mg 함량 이상에서는 색상이 너무 짙어져 한약재와 같은 짙은 갈색을

띄어 기호도를 저해함.

- 향이나 맛의 경우 시료 1은 다소 묽었고, 시료 2는 약간의 차 느낌이 있어

기호도가 가장 높게 평가 됨. 시료 3, 4는 겨우살이추출물 특유의 향과 쓴맛으로

인해 기호도가 감소함.

- 목넘김성의 경우 역시 시료 2인 500mg의 겨우살이추출물 함량이 적당 하였고

1,000mg 함량 이상부터는 기호도가 급격히 감소함.

- 색상, 향, 맛, 목넘김성 등의 기호도와 전반적인 선호도를 고려했을 때 앰플

제형화에 있어서 겨우살이추출물의 함량은 500mg 정도가 적당하다 판단됨.

⑤ 겨우살이추출물 음료 컨셉 평가

- 평가대상은 연구소 패널 13명으로 컨셉 평가 진행

- 평가 결과표(5점 척도)

구 분 겨우살이추출물 앰플

근기능 저하 방지/근력 강화에 도움이 될 것 같다 3.77

믿을 수 있는 좋은 성분/ 원료를 사용 할 것 같다 4.69

합성착향료 무첨가 제품이라 마음에 든다 4.46

건강에 좋을 것 같다 4.31

먹기 간편할 것 같다 4.46

기존 제품 대비 차별화된 제품이다 4.23

나에게 필요한 제품이다 4.23

- 컨셉 평가 결과 대부분의 항목에 있어서 소비자 평가가 4.0 이상으로

겨우살이추출물을 이용한 앰플 제형 음료의 시장 가능성을 확인함
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(아) 겨우살이추출물 건강기능식품 스틱 젤리 제형 개발

① 개발 목적: 겨우살이추출물을 이용하여 차별화된 스틱 젤리 제형을 개발함으로서,

겨우살이의 섭취를 보다 용이하게 하고 소비의 대상층을 넓혀 겨우살이 시장을

확대하고자 함.

② 건강기능식품으로써 겨우살이 스틱 젤리 배합

(총 중량 : 15g)

배합비(%) 시료 1 시료 2 시료 3 시료 4

겨우살이추출물(mg) /포 100 300 500 1,000

섭취량 및 섭취방법
섭취량 설정

어려움

1일 3회,

1회 1∼2포

1일 2회,

1회 1포

1일 1회,

1회 1포

배합비

(%)

겨우살이추출물 0.66 1.98 3.30 6.60

유기농아가베시럽 7.00 7.00 7.00 7.00

이소말토올리고당 7.00 7.00 7.00 7.00

결정과당 6.00 6.00 6.00 6.00

복숭아농축액 5.00 5.00 5.00 5.00

시클로덱스트린 5.00 5.00 5.00 5.00

레몬 농축액 4.00 4.00 4.00 4.00

자일리톨 4.00 4.00 4.00 4.00

폴리글리시톨 3.00 3.00 3.00 3.00

복숭아과즙분말 2.00 2.00 2.00 2.00

잔탄검 0.60 0.60 0.60 0.60

로커스트빈검 0.60 0.60 0.60 0.60

카라기난 0.60 0.60 0.60 0.60

구연산 0.20 0.20 0.20 0.20

복합황금추출물 0.20 0.20 0.20 0.20

효소처리스테비아 0.15 0.15 0.15 0.15

정제수 53.99 52.67 51.35 48.05

합계 100 100 100 100
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그림 64. 겨우살이 스틱젤리 사진

- 겨우살이 스틱 젤리 제품화에 있어서 겨우살이추출물의 함량은 색상, 맛, 관능

등을 고려했을 때 300mg 함량인 시료 2가 가장 적당함.

- 겨우살이추출물 함량 500mg 이상에서 색상이 매우 진해지고 쓴 맛이 나며 식감이

다소 단단함.

③ 겨우살이 스틱젤리 특성

<pH>

pH
시료1 시료2 시료3 시료4

3.00 3.13 3.23 3.41

- 겨우살이추출물의 함량이 증가함에 따라 pH가 증가하는 경향을 보임.

- 스틱 젤리의 미생물적 안전성을 고려시 4가지 시료 모두 pH 4.0이하로 적당함

<조직감>

조직감
시료1 시료2 시료3 시료4

+++ +++ ++++ ++++

- 견고성은 (+++) : 적당함을 기준으로, (+) : 매우 약함, (+++++) : 매우 강함으로

표시함.

- 시료 1, 2 (겨우살이추출물 함량 100∼300mg)의 경우 겔의 강도가 가장

적당하였고 시료 3, 4의 경우는 다소 겔의 강도가 강함.

- 스틱 젤리의 식감을 고려했을 시 겨우살이추출물 함량은 100∼300mg 수준이

적당함.

** 이수 현상이 없는 젤리 제품화를 위해 겔의 배합을 잔탄검, 로커스트빈,

카라기난 3종을 각각 0.6% 수준으로 고정 하였을 때를 기준.
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(3) 인체 적용시험 Protocol 작성 (2차년도 보고 참조)

(가) 현재 근위축 억제에 대한 개별인정 항목이 없음

① 식약처 모둠토의 시, 총 5가지의 기능성을 제안함.

㉮ 근육량 증가(muscle hypertrophy)에 도움을 줄 수 있습니다.

㉯ 근력(muscle strength) 강화에 도움을 줄 수 있습니다.

㉰ 노인성 근육 감소/손실(sarcopenia)을 예방하는데 도움을 줄 수 있습니다.

㉱ 비활동성 근소실(disuse atrophy)을 예방하는데 도움을 줄 수 있습니다.

㉲ 근 기능 저하 억제에 도움을 줍니다.

② 가능한 문구 선정함

㉮ '노인성 근육 감소/손실(sarcopenia) 예방하는데 도움을 줄 수 있습니다.'

→ 보건 용도로 가장 적합할 것으로 보임

㉯ '근력(muscle strength) 강화에 도움을 줄 수 있습니다.'

→ 기존에 받은 이력이 있으므로 기능성 문구 자체에는 문제가 없음

(나) 바이오마커 및 측정 항목 선정 (가안)

① 실험 방법: A Randomized, Double-blind, Placebo-controlled

② 대상자: 50∼70세

③ 섭취 방법: supplement

④ 시험 기간: 12주 (총 4회 방문: screening, 0, 6, 12주)

⑤ IRB 승인

⑥ 통계: ANOVA, Duncun’s multiple range test (SAS program)

⑦ 바이오마커

㉮ 1차 기능성 평가 변수

: 체성분 분석- Dual energy X-ray absorptiometry (DEXA) [0, 12주]

㉯ 2차 기능성 평가 변수

- 근육 대사 지표: 크레아티닌(creatinine) [0, 6, 12주]

- 근 기능 지표: 손 근력 측정(hand held dynamometer), 400m 걷기 [0, 6, 12주]

- 염증지표: TNF-a, IL-6 [0, 6, 12주]

- 유전자 발현(피험자 동의 시): muscle mTOR, p70s6k, atrogen, Murf-1 [0, 12주]

⑧ 안전성 평가 징후

㉮ 자· 타각 증상 등 이상반응 모니터링

㉯ 활력징후(혈압, 맥박), 신체 검진, 심전도

㉰ 임상병리검사(일반혈액검사 및 뇨 검사

⑨ 선정기준

㉮ 본 연구에 참여를 동의하고, 서면 동의서에 서명한 자

㉯ 만 60세 이상으로 근 감소증을 가진 자

㉰ 제 2형 당뇨, 신장 및 간기능에 정상인 자
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⑩ 제외 기준

㉮ 첫번째 방문 전 4주 이내에 근육 대사에 영향을 미치는 의약품, 한약재나 건강

기능식품을 섭취한 경우

㉯ 첫번째 방문 전 6개월 이내에 임상시험에 참여한 자

㉰ 다음의 질환이 있는 경우:

- 미세알부민뇨증

- 당뇨병을 진단받았거나, 스크리닝 검사에서 공복혈당 126 mg/dL 이상일 경우

- 간기능 장애(AST, ALT 정상 상한치의 2.5배 이상 상승)

- 신기능 장애(Creatinine 정상수치 (1.2mg/dL) 초과)

- 갑상선 기능 항진증 및 기능 저하증

- 악성종양

㉱ 약물 또는 알코올 중독자

㉲ 연구자가 본 시험에 참여하기에 부적절하다고 판단하는 기타 질환

㉳ 시험식품이나 시험식품에 함유된 성분에 대한 과민증이 있는 자

(Ref. J Nutr Health Aging 13(8):724-8 [12}, J Nutr Health Aging 13(8): 708-712 [13}, J

Nutr Health Aging 15(10): 834-846 [14}, J Am Geriatr Soc 60(1):16-23 [15}, Clin

Interv Aging 7:225-34 [16}, Am J Clin Nutr 93(2):402-12 [17])

(4) 인체적용시험용 시제품 제작 (2차년도 보고 참조)

건강기능식품 제조업체인 네추럴웨이에서 배합 설계 및 배합 실험

(5) 겨우살이 추출물 및 트리테르페노이드 성분의 인체 적용 시험(1단계, 2차년도

참조)

(가) 인체적용시험 CRO 업체 선정: 바이오푸드 CRO

(나) 인체적용시험을 위한 1차 유효성 평가 변수, 2차 유효성 평가 변수 등에 관해 협의 실시

(다) 인체적용시험 수행 연구 기관 탐색 (2차년도에 결정)

⇒ 동물실험이 1차년도 6월에 종료되어, 동물 실험 종료 후, 1일 섭취량 설정 및

인체적용시험을 실시함
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나. 2차년도 (2013~2014)

(1) 겨우살이 소재의 사업기반 조성

(가) 지표물질 선정 및 분석방법

① 지표물질 선정

㉮ 겨우살이추출물분말의 지표물질로 Chlorogenic acid를 최종 선정함.

㉯ 1차년도에서 지표 물질 후보군으로 선정하였던 homoflavoyadorinin B는

상업적으로 표준물질을 구하기 어렵고, 추출물 분말 중 함유량이 낮아서 원료의

품질 표준화 지표물질로 삼기에 적합하지 않은 면이 있었음.

㉰ 여러 자료를 검색 중 식약처에서 2008년 발간한 "건강기능식품 개발자를 위한

기능성 원료 표준화 지침서“에서 Chlorogenic acid를 겨우살이 추출물의

지표물질로 추천한 사례가 있으며, 한국기능식품연구원에서 Chlogenic acid

분석법이 확립되어 공인 규격 검사가 가능한 것이 확인되어 별도의 분석법

개발이 필요치 않으며, 시그마 등을 통하여 상업적 표준물질의 구입도 용이한

장점 등이 있어, Chlorogenic acid를 지표물질 후보로서 검토함.

㉱ 자체 분석 및 한국기능식품연구원에 규격 검사를 의뢰하여 분석을 실시한 결과

추출분말 Lot 별로 Chlorogenic 함량이 일정하였며, 분석의 재현성도 높고,

추출물 중 Chlorogenic acid 함량도 homoflavoyadorinin보다 높아 원료의 품질

표준화 및 기능성 원료의 지표물질로 Chlorogenic acid를 최종 선정함.

그림 65. Chlorogenic acid 구조도

IUPAC 명칭 : (1S,3R,4R,5R)-3-{[(2Z)-3-(3,4-dihydroxyphenyl)

prop-2-enoyl]oxy}-1,4,5-trihydroxycyclohexanecarboxylic acid

② 지표물질 분석 방법

㉮ Chlorogenic acid는 HPLC(Agilent Technologies, Agilent 1260 infinity,

Singapore)를 이용하여 분석함. 분석법은 유럽 약전 아티쵸크 분석 항목의

Chlorogenic acid 분석법과 동일함.

㉯ 재료 및 시약

- 겨우살이추출분말 : 확립된 생산공정에 따라 대호양행을 통해 생산한 원료 사용

- Chlorogenic acid 표준물질 : HWI ANALYTIK GmbH(Germany), Product No :

0050-05-90, purity : 94.69%
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Time(min) % Solvent A % Solvent B Flow(ml/min)

0 92 8 1.2
1 92 8 1.2
20 75 25 1.2
33 75 25 1.2

35 0 100 1.2
36 92 8 1.2
40 92 8 1.2

㉰ HPLC 분석 표준 용액 및 시험용액 준비

- 표준용액 : Chlorogenic acid 약 3.5mg 칭량 후 50ml 메스플라스크에 넣고 30%

메탄올을 이용하여 용해 후, 적정 농도로 희석하여 사용

- 시험 용액 준비

* 시료 약 120mg를 100ml 메스 플라스크에 넣는다

* 30% 메탄올 30ml을 가하여 20분간 35℃에서 진탕 혼합한다

* 30% 메탄올로 부피를 100ml로 맞춘 후 10분간 초음파 처리

* 멤브레인 필터(0.45um hydrophilic PTEE)로 여과 후 검액으로 한다

㉱ HPLC 분석 조건

- 컬럼 : C18 (4.6 x 250mm, 5um)

- 컬럼 온도 : 40℃

- 주입량 : 5 ㎕

- 이동상 용매 A : Phosphoric acid : Water = 0.5 : 99.5(v/v)

이동상 용매 B : Phosphoric acid : Acrtonitrile = 0.5 : 99.5(v/v)

- Gradient 조건 :

- 유속 : 1.2ml/min

- 검출기 : DAD detector (330nm)

㉲ 계산식

  
시험용액농도 ×희석용량 ×표준품 순도×희석배수시료양 ×

㉳ 표준물질 및 겨우살이추출분말 HPLC 데이타 비교

표준물질 및 겨우살이추출분말의 HPLC 분석 데이터에 Chlorogenic acid 피크를

화살표로 표시한 바와 같이, 이 분석 조건에서 다른 성분의 방해 없이

겨우살이추출분말에 함유되어 있는 지표성분 Chlorogenic acid를 분석 할 수

있었다.
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그림 66. HPLC 크로마토그피에 의한 (a) Chlorogenic acid 표준용액 및

(b) 겨우살이 추출분말

(b)

(a)
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㉴ 검량선 작성

지표성분을 30% 메탄올에 용해하여 약 70 ㎍/ml으로 조제하고 이를 stock

solution으로 하였다. 이 용액을 단계적으로 희석하여 농도가 약 1, 2, 4, 17, 70

µg/ml가 되도록 총 5개의 구간을 설정하였으며 각 표준 용액은 0.45 µm

membrane filter로 여과하여 HPLC 분석하고, peak area와 농도간의 상관관계를 이

용하여 검량선을 작성하였다 (그림 67). 그 결과 검량선의 상관계수(R2)는 1의 직

선성을 보였으며, LOD는 0.011 µg/ml, LOQ는 0.042 µg/ml의 수준으로 나타났다.

이 때 분석기기의 LOD (limit of detection) 는 signal 대 noise의 비가 3 이상으로

설정하였으며, LOQ (limit of quantification) 는 signal 대 noise의 비가 10 이상일

때의 농도로 구하였다.

그림 67. Chlorogenic acid 검량선 그래프
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③ 지표물질 Chlorogenic acid 분석 결과 및 규격 제안

이상의 분석 방법으로 생산 스케일로 제조된 겨우살이추출분말 중의 지표성분

Chlorogenic acid를 자체 및 공인기관을 통해 분석한 결과, 1.34 ∼ 1.87 mg/g의 결

과치를 보였으며, 이 결과들을 바탕으로 겨우살이추출분말의 Chlorogenic acid 규격

은 1.2 ∼ 2.0 mg/g으로 제안함.

Lot No. SMT130909 SMT130910 SMT130911 SMT140226

Chlorogenic acid (mg/g)

공인기관 분석 결과
1.34 1.81 1.81 1.62

Chlorogenic acid (mg/g)

자체 분석 결과
1.34 1.86 1.87 1.44

그림 68. Lot별 Chlorogenic acid 함량 측정 결과
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그림 69. 겨우살이 추출분말에 대한 한국기능식품연구원 검사성적서
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(나) 대량 생산을 위한 원료 확보 방안 구축

① 겨우살이추출분말 생산 제조 공정 확립

겨우살이추출분말 대량 생산 제조 공정을 우수건강기능식품제조기준 GMP 업체인

(주)대호양행과 협력하여 아래와 같이 확립함.

공정명 공정 검사 항목

원료
투입

겨우살이 원료(200∼300kg)를 추출탱크
에 넣고 7배수의 정제수를 가한다.
- 추출기: 스테인레스 제질, 2000리터

- 원료 수분함량 12%이하

1차
추출

100℃에서 8시간 이상 추출 후 이송
- 저장탱크: 스테인레스 재질, 4000리터

- 고형분(Brix) 측정

여과/
이송

1um 카트리지 여과기로 추출액 여과 -고형분(Brix) 측정

2차
추출

4배의 정제수를 가하고 100℃에서 2차
추출하여 저장탱크로 이송한다.

여과/
이송

1um 카트리지 여과기로 추출액 여과 -고형분(Brix) 측정

농축 여액을 25∼30Brix로 저온 감압 농축 -고형분(Brix) 측정

혼합
및
살균

배합비율에 의하여 덱스트린을 혼합하
고 65∼80℃에서 30∼40분간 살균
- 비율: 추출고형분 70%, 덱스트린30%
-혼합기: 스테인레스 재질, 500리터

- 고형분(Brix) 측정

여과
100메쉬 스테인레스 여과망으로 이물
을 제거한다

분무
건조

inlet temp 175℃, outlet temp 80℃
- 분무건조기: 스테인레스재질
-증발량: 80kg/Hr

검사
및
포장

수분함량, 이물 등을 검사하고 포장 -제품 규격 검사

그림 70. 겨우살이 추출분말 생산제조공정 모식도
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② 3 Lot 겨우살이추출분말 제품 생산 및 규격 항목 분석

겨우살이 원료 약 100kg을 투입하여 설정된 제조 공정으로 겨우살이 추출분말 3

Lot 제품 생산을 실시하여, 생산 공정을 검증하여 확립하고, 생산된 제품의

규격검사를 공인 기관인 한국기능식품연구원을 통하여 분석함.

㉮ 공정 수율 및 회수율 예 : Lot No. SMT130910

공정명 중량 함량 비고

겨우살이 원료        100kg -    100%

1차 추출 여과액 정제수 700kg 추출 5 brix

2차 추출 여과액 정제수 400kg 추출 1 brix

농축액        107kg 29 brix     31.03%

덱스트린 투입량         13.3kg 농축고형분의 30/70 투입

배합액 살균 후        120.3kg 36 brix     44.33%

분무건조         39.5 kg 수분함량 9.3%     39.5% 

㉯ 지표물질 Chlorogenic acid 분석 결과 및 규격 제안

지표물질인 Chlorogenic acid의 함량은 1.44 ∼ 1.87 mg/g의 분석 결과치를

보였으며, 이 결과들을 바탕으로 겨우살이추출분말의 Chlorogenic acid 규격은 1.2

∼ 2.0 mg/g으로 제안함.

Lot No. SMT130910 SMT130911 SMT140226

Chlorogenic acid (mg/g)

공인기관 분석 결과
1.81 1.81 1.62

Chlorogenic acid (mg/g)

자체 분석 결과
1.86 1.87 1.44

㉰ 중금속, 대장균군, 잔류농약 등의 시험 항목 분석 결과

- 중금속은 납, 총비소, 카드뮴, 총수은 등을 시험 분석 하였으며, 분석 결과치와

고시형 건강기능식품 기능성 원료인 바나바잎 추출물, 밀크씨슬추출물,

달맞이꽃 추출물 등의 규격을 참고하여 동일 규격인 납과 총비소는 1.0 mg/kg

이하를 카드뮴과 총수은은 0.5 mg/kg 이하를 규격으로 제안함.

- 대장균군은 음성 규격을 제안하며, 잔류농약 규격은 별도로 두지 않는 것을

제안함.
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           Lot No.  

시험항목
SMT130910 SMT130911 SMT140226 비고 (규격 제안)

납(mg/kg) 0.3987 0.4135 - 1.0 이하

총비소(mg/kg) 0.1985 0.2185 - 1.0 이하

카드뮴(mg/kg) 0.0288 0.0311 - 0.5 이하

총수은(mg/kg) 불검출 불검출 - 0.5 이하

대장균군 음성 음성 음성 음성

열량(Kcal/100g) - 360.44 - -

탄수화물(%) - 77.15 - -

조단백질(%) - 10.94 - -

조지방(%) - 0.94 - -

수분(%) - 5.45 - -

회분(%) - 5.52 - -

나트륨(mg/100g) - 60.2 - -

식이섬유(%) - 0.19 - -

비에이치씨(mg/kg) - 불검출 불검출 -

디디티(mg/kg) - 불검출 불검출 -

알드린(mg/kg) - 불검출 불검출 -

디엘드린(mg/kg) - 불검출 불검출 -

엔드린(mg/kg) - 불검출 불검출 -

(다) 제품 방향 결정

① 건강기능식품 개발 설문 조사 -가이드라인

㉮ 조사목적

- 기능성을 포함한 식품개발을 위한 소비자 Needs 확인

- 목표기능성의 시장성 검증을 위한 기초자료 확보

- 신제품개발 아이템 선정을 위한 아이디어 수집

㉯ 조사대상

- 1차. 20세 이상의 성인 남녀

- 2차. 60 ∼ 75세 남녀

㉰ 조사일시

- 2014. 04. 14 (월) ∼ 04. 25 (금)

㉱ 진행 Process

- 1단계: 건강 기능성을 포함하는 일반식품에 대한 선호도

- 2단계: 근육량 유지 및 근력 증가에 대한 제품 가능성 확인

- 3단계: 근육량 유지 및 근력 증가에 대한 가능성 확인

㉲ 세부 진행 방법

- 1차. 20세 이상 45세 이하 성인 (남,여) 식품연구소 연구원 지인

* Warming-up

* 조사목적 소개

* 진행방법 소개

* 자유토론 형태
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* 정답/오답 없음, 솔직한 자신의 의견 발표/타인 의견 경청

- 2차. 60세 이상 75세 이하 노인 (남, 여) 식품연구소 연구원 지인

* 조사목적 소개

* 진행방법 소개

* 정답/오답 없음, 솔직한 자신의 의견 기재 등

㉳ 세부 진행사항

<1단계> 건강 기능성을 포함하는 일반식품에 대한 선호도

- 건기식 섭취빈도 및 인식

* 먹고 있는 건기식은 어떤 것이 있는지?

* 어떤 건기식이 있었으면 좋을 것 같은지?

- 건기식과 다른 일반식품 형태의 건강지향 식품에 대한 의견

- 일반식품(밥, 과자 등)으로 만들어지는 건강기능 포함 식품이 있으면 사먹을지?

- 편하게 섭취하기 쉬운 식품 제형은 무엇인지?

<2단계> 근육량 유지 및 근력 증가 제품 가능성 확인

- 근육량 유지 및 근력 증가에 대한 인지

* 근육량 유지 및 근력 증가가 있다고 생각하는지?

* 있다면 이로 인해 발생하는 증상은 어떤 것인지?

- 근육량 유지 및 근력 증가에 대한 대책

* 있다면 관리는 어떤 식으로 하는지?

* 특별히 운동 및 치료하는 경우는 있는지?

- 근육량 유지 및 근력 증가 기호식품에 대한 의견

* 기호식품 형태의 근육량 유지 및 근력 증가 개선제품에 대한 호/불호

* 원하는 기호식품의 형태는? (타정, 스틱, 구미젤리, 츄어블 정, 쉐이크 등 제

안)

<3단계> 근육량 유지 및 근력 증가에 대한 가능성 확인

- 근육량 유지 및 근력 감소의 인지 수준

* 평상시 근육량 및 근력에 대해 관심이 많은 편인지?

* 관심이 있다면 본인의 근육량 및 근력에 대해 어떤 식으로 인지하는지?

(몸에 끼는 옷을 입었을 때, 빠른 걸음을 걷거나 숨이 찬 운동을 할 때 등)

- 근육량 유지 및 근력 증가에 대한 대책

* 일상 생활에서 하고 있는 노력은?

- 근육량 유지 및 근력 증가를 위한 기호식품에 대한 의견

* 좋은 식품을 알고 있는지?

* 좋다는 식품이 실제 효과가 있다고 느끼는지? (섭취 경험 고려)

* 기호식품 형태의 기능성 제품에 대한 호/불호

* 원하는 기호식품의 형태는? (타정, 스틱, 구미젤리, 츄어블 정, 쉐이크 등 제

안)
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그림 71. 근육량 유지 및 근력 강화 제품 소비자 인식 조사 설문지
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② 소비자인식조사결과 report

㉮ 일시: 2014. 05. 01 ∼09

㉯ 담당자: 문민선 책임연구원

㉰ 소속: 소비재개발Program

㉱ 조사 배경: 근육량 유지 및 근력 강화 제품 개발

㉲ 조사 방법: 컨셉평가 (사내 식품 연구소 연구원 및 가족, 친지분)

㉳ 결과

[20 ~ 45세 성인대상]

ⅰ) 조사대상

- 성별

남 여

4 6

- 조사 연령

20세 ~ 29세 30세 ~ 39세

1 9

- 결혼 유무

미혼 기혼

2 8

ⅱ)제품 컨셉에 따른 선호도

- 컨셉 중 새롭고 차별화된 컨셉이라고 생각되는 제품

멀티팩 분말 과립

2 1 7

- 제품 출시 후, 구매 의향이 있는 제품

멀티팩 분말 과립

7 0 3

ⅲ) 제품에 따른 선호도

- 제형에 대한 선호도

정제나 캅셀 차또는음료로
섭취하는분말 털어먹는 분말 씹어먹는 과립 츄어블 정제

6 0 0 1 3

- 정제나 캅셀 제품에 대한 포장 형태

멀티팩 포장 병 포장 PTP 포장 지퍼백 포장

2 4 3 1
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- 섭취 방법에 대한 선호도

1일 1회,
아무때나

1일 2회,
아침,저녁

1일 1회,
식사 후

1일 1회,
자기 전 비정기적

9 0 1 0 0

- 소재에 대한 친근성

단백질,펩타이드,아미노산 크레아틴 마그네슘 마카추출물 옥타코사놀 잘모르겠다

9 0 0 0 1 0

- 소재에 대한 선호도

단백질,펩타이드,아미노산 크레아틴 마그네슘 마카추출물 옥타코사놀 잘모르겠다

7 0 0 0 0 1

ⅳ) 제품에 대한 친숙도

- 본 기능성과 관련된 건강기능식품 섭취 경험

있다 없다

1 9

- 섭취한 제형

정제 캡슐 입에서 녹여먹는 분말 물에 타 먹는 분말

0 0 0 1

- 본 기능성과 관련된 건강기능식품의 필요여부

필요하다 필요없다

7 3

- 본 기능성 관련 한달 지불 가능한 금액은

1만원 3만원 5만원 7만원 이상

1 7 2 0

- 본 기능성 관련 건강기능식품 구매시 고려하는 사항?

구매 비용 다이어트 효과 섭취 편리성 제품 브랜드 기타

2 1 3 1 3

[60세 이상 노인 대상]

ⅰ) 조사대상

- 성별
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남 여

6 4

- 조사 연령

60세 ~ 69세 70세 이상

8 2

- 결혼 유무

미혼 기혼

0 10

ⅱ) 제품 컨셉에 따른 선호도
- 컨셉 중 새롭고 차별화된 컨셉이라고 생각되는 제품

멀티팩 분말 과립

3 2 5

- 제품 출시 후, 구매 의향이 있는 제품

멀티팩 분말 과립

7 0 3

ⅲ) 제품에 따른 선호도

- 제형에 대한 선호도

정제나 캅셀 차 또는 음료로
섭취하는 분말 털어먹는 분말 씹어먹는 과립 츄어블 정제

6 1 1 2 0

- 정제나 캅셀 제품에 대한 포장 형태

멀티팩 포장 병 포장 PTP 포장 지퍼백 포장

0 3 5 2

- 섭취 방법에 대한 선호도

1일 1회,
아무때나

1일 2회,
아침,저녁

1일 1회,
식사 후

1일 1회,
자기 전 비정기적

8 0 2 0 0

- 소재에 대한 친근성

단백질,펩타이드,아미노산 크레아틴 마그네슘 마카추출물 옥타코사놀 잘모르겠다

5 0 0 0 0 5

- 소재에 대한 선호도
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단백질,펩타이드,아미노산 크레아틴 마그네슘 마카추출물 옥타코사놀 잘모르겠다

4 0 0 0 0 6

ⅳ) 제품에 대한 친숙도
- 근육 관련 건강기능식품을 섭취한 경험

있다 없다

1 9

- 섭취한 제형

정제 캡슐 입에서 녹여먹는 분말 물에 타 먹는 분말

0 1 0 1

- 본 기능성과 관련된 건강기능식품의 필요 여부

필요하다 필요 없다

7 3

- 구매한다면 한달 기준으로 지불 가능한 금액

1만원 3만원 5만원 7만원 이상

0 7 3 0

- 근육량 유지 및 근력 강화 제품 건강기능식품 구매 시 고려하는 사항?

구매 비용 다이어트 효과 섭취 편리성 제품 브랜드 기타

3 3 2 1 1

㉴ 결론

i) 20, 30대 성인 남녀 대상으로 조사한 결과

- 컨셉은 과립의 멀티팩 제품이 가장 선호도가 높은 것으로 나타남.

- 제형은 정제나 캅셀로 포장형태는 병 포장일 때, 섭취방법은 1일 1회 아무때나

섭취하는 것을 가장 선호하는 것으로 나타남.

- 소재는 건강기능식품 소재 중 단백질, 펩타이드, 아미노산 등에 대한 소재에

대해서 들어본 것도 가장 많고, 선호도도 뛰어난 것을 확인하였음.

- 대부분 근육 관련 제품을 섭취한 경험은 없으나, 필요성에 대해서는 인지를 하

고 있으며 월 3만 원 정도 지불 가능한 금액으로 예상하고 있었음.

ⅱ) 60세 이상 노년 남녀 대상으로 조사한 결과

- 컨셉은 과립의 멀티팩 제품이 가장 선호도가 높은 것으로 나타남.

- 제형은 정제나 캅셀로 포장형태는 PTP 포장일 때, 섭취방법은 1일 1회 아무

때나 섭취하는 것을 가장 선호하는 것으로 나타남.

- 소재는 건강기능식품 소재 중 단백질, 펩타이드, 아미노산 등에 대한 소재에

대해서 들어본 것도 가장 많고, 선호도도 뛰어난 것을 확인하였음.

- 대부분 근육 관련 제품을 섭취한 경험은 없으나, 필요성에 대해서는 인지를 하

고 있으며 월 3만 원 정도 지불 가능한 금액으로 예상하고 있었음.
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제목
겨우살이추출물분말이 근육량 유지 및 근육기능에 미치는 영향과 안전성을 평

가하기 위한 인체적용시험

의뢰사 삼양제넥스

연구책임자 이화여대목동병원 재활의학과 한수정 교수

공동연구자

이화여자대학교 식품영양학과 권오란 교수 (전체 PI)

이화여자대학교 바이오푸드 네트워크 김주희 연구교수

서울과학기술대학교 식품공학과 김지연 교수

이화여대목동병원 재활의학과 신준호 전공의

연구기관 이화여대목동병원 (서울시 양천구 안양천로 1071)

시험기간 IRB 승인일 ∼ 2014년 12월 31일

시험대상 60세 이상 75세 이하, BMI 18 이상 30 이하인 남녀

목적
노화로 인한 근육량 감소에 있어 겨우살이추출물분말이 근육량 및 근육기능에

미치는 영향과 안전성을 평가함

디자인 12주간, 무작위배정, 이중맹검, 평행설계, 대조식품 비교 실험

시험식품 겨우살이추출물분말 1g, 2g /d

대조식품 Placebo

섭취방법 1일 2회, 1회 4정을 물과 함께 섭취

시험방법

방문 1에 자의에 의해 인체적용시험 동의서에 서명한 지원자는 연구대상자

선정 및 제외 기준에 의해 적합여부를 판정 받는다. 선정된 연구대상자는 방

문 2(0주)에 등록된 순서에 따라 대조군 또는 시험군으로 무작위 배정되어 12

주간 대조식품 또는 시험식품을 섭취한다. 방문 2(0주)와 방문 5(12주)에는 공

복상태에서 1일 단백질 권장섭취량의 1/3을 함유하는 식사를 섭취한 후, 대조

식품 또는 시험식품 1회 섭취량(4정)을 섭취하며, 섭취 2시간 후 기능성 및 안

전성 바이오마커를 측정한다. 방문 3(4주), 방문 4(8주)에는 식사섭취 없이 계

획된 항목을 평가한다.

연구대상자

수

대조군, 저용량시험군, 고용량시험군은 각 군당 17명씩, 총 51명이 목표이고,

탈락률(15%)을 고려하여 선정기준에 적합한 대상자는 군당 21명씩, 총 63명을

등록하기로 한다.

연구대상자

포함기준

다음 기술된 조건을 모두 만족하는 자를 연구대상자로 선정한다.

1) 본 연구에 참여를 동의하고, 서면 동의서에 서명한 자

2) 60세 이상 75세 이하의 남녀

3) BMI 18이상 30이하인 자

(2) 인체적용시험 Protocol 작성

(가) 인체적용시험 계획서 요약
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4) 저항성 운동프로그램에 참여할 수 있는 자

연구대상자

제외기준

1) 첫번째 방문 3개월 이내에 다음의 의약품 또는 건강기능식품을 지속적으로

복용한 자: 호르몬제, 근육강화제, 단백질 보충용 건강기능식품

2) 저항성 운동 프로그램에 참여하기 어려운 자

3) 다음의 질환이 있는 자: 당뇨, 간질환, 신장질환, 갑상선질환, 악성종양, 치

매, 우울증

4) 첫번째 방문 전 6개월 이내에 지속적으로 에어로빅이나 저항성 운동에 참

여했던 자

5) 평상시 단백질 섭취량이 한국인의 권장섭취량보다 월등히 많은 자

6) 흡연자

7) 시험기간 중 식이지침을 따르기 어려운 자 (건강기능식품 복용금지, 한약

복용금지)

8) 평소에 알코올을 140g/주 (소주로 약 2.5병/주, 약 2.5잔/일) 이상 섭취하는

자

9) 시험식품이나 시험식품에 함유된 성분에 대한 과민증이 있는 자

10) 첫 번째 방문 전 4주 이내에 임상시험에 참여한 자

11) 연구자가 본 시험에 참여하기에 부적절하다고 판단하는 기타 질환

기능성

평가

1) 신체계측

- 근육면적 [초음파 측정]

- 근육량, 지방량, BMI 등 [Inbody 측정]

- 팔둘레, 다리둘레 등

2) 신체기능평가

- 근전도 [EMG 측정]

- Muscle manual testing (MMT)

- Short physical performance battery: 보행속도, 의자에서 일어서기, 균형

검사 [posturography 측정]

- Knee extensor strength [Cybex 측정], hand grip strength 등

3) 근육조직 분석

- 근육합성 및 분해 대사경로 관련 단백질 및 유전자발현 관련 바이오마커 등

4) 혈액/뇨 분석

- 근육대사ㆍ항산화 관련 바이오마커 등

안전성

평가
1) 이상반응 2) 활력징후 3) 임상병리검사 (일반혈액검사 및 뇨 검사)

운동 및 식

이지침

1) 저항성 운동교육 실시 (1주일에 3회 실시, 운동간 1일 이상 간격을 둠)

: 운동 전 스트레칭→10 RM 1 set로 무릎 강화 운동 → 운동 후 스트레칭

2) 식이지침 : 평상시 식습관 유지
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Visit 1 2 3 4 5

Week - 0 4 8 12

Window period 0 28d±5d 56d±5d 84d±5d

서면동의서 √

인구학적 조사(성별, 생년월일, 연령) √

병력 조사 √

음주력 및 흡연력 조사 √

의약품/건강기능식품 복용력 조사 √ √ √ √ √

활력징후(맥박, 혈압, 체온) √ √ √ √ √

임상병리검사(혈액, 뇨 검사)1),2) √ √ √

기능성
평가

Inbody 측정(체중, 키, BMI, 근

육량, 지방량 등)

√ √ √ √ √

근육면적, 팔둘레 · 다리둘레등 √ √

혈액/뇨 분석1),3) √ √

근육조직 분석1),4) √ √

신체기능평가/근력평가5) √ √

신체활동량 설문조사6) √ √ √ √ √

저항성운동 교육 및 수행여부 확인7) √ √ √ √

식습관
조사·
식사교
육

식습관 설문조사8) √

식사교육 및 식사지침
준수여부 확인

√ √ √ √ √

적합성 평가 √

무작위배정 √

시험식품 및 대조식품 배부 √ √ √

반납식품 회수/순응도 확인 √ √ √

이상반응 확인 √ √ √

(나) 인체적용시험 진행 일정표

1)
전날 12시간 금식상태로 내원하여 검사한다.

2)
다음의 항목을 검사한다. 단, 스크리닝 방문 4주 이내에 건강검진 결과가 있는 피험자에 한하여
스크리닝 방문 시 임상병리검사(혈액, 뇨 검사)를 생략할 수 있다.

- 혈액학적 검사: CBC(WBC, RBC, Hb, Hct, PLT), differential count(neutrophils, eosinophils,
basophils, lymphocytes, monocytes)

- 혈액화학적 검사: AST, ALT, BUN, creatinine, glucose, total protein, albumin, TSH, MDA
(TSH와 MDA는 방문 1에만 측정함)

- 뇨 검사: pH, color, specific gravity, protein, glucose, ketone, blood
3) 혈액/뇨 분석: 근육대사 · 항산화 관련 바이오마커 등
4)
근육조직 분석: 근육 합성 및 분해 대사경로 관련 단백질 및 유전자 발현 관련 바이오마커 등

5)
신체기능평가: 근전도 [EMG 측정], muscle manual testing (MMT), Short physical performance
battery (보행속도, 의자에서 일어서기, 균형검사 [posturography 측정]), knee extensor strength
[Cybex 측정] · hand grip strength 등
6)
한국형 노인신체 활동 측정도구(K-PAQE)를 이용하여 신체활동량 조사

7) 저항성운동은 시험기간(12주) 동안 매주 3회 실시한다.
8)
평상시 단백질 섭취량 조사, Recommended Food Score 조사 등
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(3) 인체적용시험용 시제품 제작

(가) 지표물질 함유량 선택

① 겨우살이추출물분말을 이용한 근육량 유지 및 근육 기능을 평가한 동물실험 결과를

기준으로 체표면적을 활용한 용량 산정(약 1,460mg/day), Gut volume을 활용한

용량산정(1,540 ∼ 3,850 mg/d), Gut surface area를 활용한 용량 산정(1,960 ∼

4,900 mg/d) 결과를 검토하여, 인체적용시험 샘플은 저용량 시험식품 (겨우살이

추출물 분말 1g/day), 고용량 시험식품 (겨우살이 추출물 분말 1g/day)으로

정하였음.

② 생산 스케일로 생산한 지표물질 Chlorogenic acid 함량은 각각 1.34 mg/g,

1.81mg/g, 1.81mg/g, 1.62mg/g과 같이 나왔으며, 이상의 결과를 바탕으로

겨우살이추출물분말의 품질 평가를 위한 기준함량으로서 1.2 ∼ 2.0 mg/g 으로

설정하는 것이 바람직할 것으로 판단된다. 따라서, 저함량식품군은 1.2∼2.0mg/d,

고함량식품군은 2.4∼4.0mg/d의 Chlorogenic acid를 섭취하는 것을 기준으로

삼고자 함.

(나) 인체적용 시험용 시제품 제작

① 제형 및 성분함량

- 제형 및 중량: 정제, 500 mg/정

- 1일 섭취량: 8 정/day

* 겨우살이추출분말 1일 섭취량: 1 g (저용량군), 2 g (고용량군)

- 섭취방법: 1일 2회, 1회 4정을 물과 함께 섭취하십시오.

- 보관방법: 제품은 직사광선을 받지않는 곳에 보관하시고, 제품 개봉 후에는 인습되

지 않게 밀봉하여 보관하십시오.

- 성분함량

( 500 mg/정)

구분 대조식품 저용량시험식품 고용량시험식품

겨우살이추출분말 0 125 250

카라멜색소분말 250 125 0

결정셀룰로오스 214 214 214

카르복시메칠셀룰로오스 칼슘 10 10 10

스테아린산마그네슘 6 6 6

코팅제+코팅색소 20 20 20

합계 500 500 500

 
② 겨우살이추출분말 인체시험용시제품 정제 사진
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저용량 제품 고용량 제품

그림 72. 겨우살이 추출물 분말 인체적용시험 시제품

(4) 겨우살이 추출물의 인체적용시험(1단계)

(가) 인체적용시험 기관 선정

① 연구기관: 이화여자대학교 산학협력단

② 연구 책임자: 이화여대목동병원 재활의학과 한수정 교수

③ 공동 연구자 (과제 전체 PI): 이화여대 식품영양학과 권오란 교수

④ 섭취량 및 피험자 수 산정

㉮ 섭취량 및 섭취방법

- 1일 섭취량: 8 정/day

* 겨우살이추출물분말 1일 섭취량: 1 g (저용량군), 2 g (고용량군)

- 섭취방법: 1일 2회, 1회 4정을 물과 함께 섭취

㉯ 섭취기간

- 12주

㉰ 설정사유

- 겨우살이 추출물의 근육량 유지 및 근육기능을 평가한 동물시험에서는 5 주령의

ICR mice 에게 겨우살이 추출물 400, 1,000 mg/kg BW (체중 35 g을 적용하여

일일섭취량 환산시 14∼35 mg/d)을 단회 또는 15 일간 경구투여시 관련 바이

오마커가 개선됨을 확인할 수 있었다.

• 체표면적을 활용한 용량 산정

: 400 ∼ 1,000 mg/kg BW x 0.081 (conversion factor) x 60 kg x ∼ 1 (safety

factor) = ∼ 1,460 mg/d

(Ref: FDA Guidance for Industry Estimating the Maximum Safe Starting Dose in Initial

Clinical Trials for Therapeuticsin Adult Healthy Volunteers. USDHHS & FDA, 2005

[20])

• Gut volume을 활용한 용량 산정

: 14 ∼ 35 mg/d x 110 (conversion factor) = 1,540 ∼ 3,850 mg /d

(Ref: C. Casteleyn, A. Rekecki, A. Van der Aa, P. Simoens, W. Van den Broeck (2010)

Surface area assessment of the murine intestinal tract as a prerequisite for oral
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dose translation from mouse to man. Lab Anim 44: 176-183 [21], C. Schiller, C. P.

Fröhlich, T. Giessmann, W. Siegmund, H. Mönnikes, N. Hosten, W. Weitschies

(2005) Intestinal fluid volumes and transit of dosage forms as assessed by magnetic

resonance imaging. 22(10):971-9 [22])

• Gut surface area를 활용한 용량 산정

: 14 ∼ 35 mg x 140 (conversion factor) = 1,960 ∼ 4,900 mg/d

(Ref: J. M. DeSesso, C. F. Jacobson (2001) Anatomical and physiological parameters

affecting gastrointestinal absorption in humans and rats. 39(3):209-28 [23], C.

Casteleyn, A. Rekecki, A. Van der Aa, P. Simoens, W. Van den Broeck (2010)

Surface area assessment of the murine intestinal tract as a prerequisite for oral

dose translation from mouse to man. Lab Anim 44: 176-183 [21])

㉱ 목표한 연구대상자의 수 및 설정근거

대조군 저용량시험군 고용량시험군 합계

최종 평가 연구대상자수 17 17 17 51

Drop-out(15%) 고려

연구대상자수
21 21 21 63

연구대상자 선정, 제외기준에 적합한 63명(drop-out 15% 고려)을 확보하도록 하

고, 인체적용시험 계획서의 위반 없이 시험을 종료한 피험자 55명 이상 (군당 17명

이상)을 통계분석하기로 계획한다.

본 연구의 목적은 노화로 인한 근육량 감소에 있어 겨우살이추출물 분말이 근육

량 및 근육기능에 미치는 영향을 평가하기 위함으로 연구대상자 산정을 위한 가설

은 아래와 같다.

H0 : μc = μt1 = μt2

H1 : μc ≠ μt1 or μt1 ≠ μt2 or μt2≠ μc

where, μ: Lean body mass, c: 대조군, t1: 저용량군, t2: 고용량군

- 유의수준(α) 5%

- 제 2 종 오류(β) 0.2 (power 80%)

- 대조군: 저용량시험군: 고용량시험군 피험자수 비율 = 1 : 1 : 1

연구대상자수 산정을 위해 아미노산 보충제를 섭취한 후 lean body mass 를 측

정한 인체적용시험 자료를 참고하였다. 해당연구에서는 아미노산 보충제를 섭취한

후 3 개월 째 lean body mass의 변화값이 아래와 같이 대조군은 0.3 kg, 시험군은

1.7 kg 이었다.



- 165 -

본 연구에서는 12 주간 시험제품 섭취 후 lean body mass 의 차이 값이 대조군

은 0.3, 저용량시험군과 고용량시험군은 각각 1.7 인 것으로 가정한다. 이에 따라

연구대상자수는 아래와 같이 군당 17 명이며, 탈락율(15%)를 고려하여 군당 등록

할 연구대상자수는 21 명으로, 총 등록 연구대상자수는 63 명으로 한다.

(나) 식약처 인체적용시험에 대한 모둠토의

그림 73. 모둠토의 민원내역
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그림 74. 모둠토의 회의록

(다) 인체적용시험 계약 체결

① 연구 기관: 이화여대 산학협력단

② 연구 기간: 2014. 04. 01 ∼ 2015. 02. 27

* 1차년도의 계획이었던 인체적용시험 protocol 작성은 진행 중이며, 인체적용시험 1

단계 마무리 후, 2차년도 계획이었던 인체적용시험 2단계, 개별인정형 추진 검토

를 2차년도에 수행하게 됨에 따라, 본 연구기간 종료 후에도 진행하여 완성도 높

은 연구로 마무리 하고자 함

③ 연구비: 90,000,000 (부가세 별도)
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그림 75. 인체적용시험 연구용역계약서
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(라) IRB 심사 완료
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그림 76. 생명윤리심의위원회 심의결과통보서
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(5) 겨우살이 추출물의 인체적용시험(2단계)

(가) 피험자 모집

- 대조군, 저용량시험군, 고용량 시험군 군당 21명 총 63명 목표로 모집 진행 중임.

- 9월말까지 30명, 11월 말까지 63명 누적 등록 계획임.

(나) 인체적용시험 진행 사항 점검 및 진행

① 1차 중간보고서 (2014년 6월 16일)
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② 2차 중간 보고서 (2014년 8월 22일)
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(다) 결과 입수 및 유효성 평가

- 인체적용시험이 완료되면 인체적용시험 결과 보고서를 입수하여 그 유효성을 평가

후 개별인정형 건강기능식품 기능성원료 신청 여부를 결정할 예정임.

(6) 개별인정형 추진 검토

(가) 식약처에 신규 기능성 항목 추가 신청 검토

① 인체적용시험 결과 효능 검증 시 개별인정 대행 업체 선정하여 허가 진행

② 기능성 원료 신청 및 제품 허가 신청 동시 추진

(나) 개별인정형 인증 신청 준비 : 제조 기준 규격안 설정

① 제조 기준 설정

㉮ 원재료 : 겨우살이

㉯ 제조방법 : 상기 원재료를 열수 추출하고 여과, 농축하여 제조하여야 함

㉰ 기능성분(또는 지표성분)의 함량 : Chlorogenic acid로서 1.2 ∼ 2.0 mg/g

함유되어 있어야 함

② 겨우살이추출물분말 규격

㉮ 성상 : 고유의 색택과 향미를 가지며 이미, 이취가 없어야 함

㉯ Chlorogenic acid

- 원료성 제품 : 표시량 이상

- 최종제품 : 표시량의 80 ∼ 120%

㉰ 중금속

- 납(mg/kg) : 1.0 이하
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- 카드뮴(mg/kg) : 0.5 이하

- 총수은(mg/kg) : 0.5 이하

- 총비소(mg/kg) : 1.0 이하

㉱ 대장균군 : 음성

③ 최종제품의 요건

㉮ 기능성 내용

- 노인성 근육 감소/손실(sarcopenia)을 예방하는데 도움을 줄 수 있음.

- 근력(muscle strength) 강화에 도움을 줄 수 있음.

㉯ 일일섭취량 : 겨우살이추출물분말 또는 지표물질 Chlorogenic acid 기준 섭취량

설정

- 저용량 효능 시: 겨우살이추출물분말로서 1g (Chlorogenic acid로서 1.2 ∼ 2.0

mg)

- 고용량 효능 시: 겨우살이추출물분말로서 2g (Chlorogenic acid로서 2.4 ∼ 4.0

mg)

(7) 겨우살이추출물분말 제품 응용 개발 및 용도 확대

(가) 시생산 제품의 안정성 및 지표성분 함량 시험

① 정제 제품의 안정성 및 지표성분 함량 실험

㉮ 목적 : 겨우살이추출물분말 정제 제품의 시생산을 통해 겨우살이추출물분말이 정

제 제형에 있어서 물리적, 화학적 안정성 및 지표성분인 Chlorogenic acid의 함량

변화 정도를 확인 하고자 함.
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㉯ 정제 제품 배합비

[정제 1개 중량 : 500mg]

저용량 제품 고용량 제품

겨우살이추출물 1일 섭취량(mg) 1,000 2,000

섭취량 및 섭취방법
1일 2회,

1회 4정

1일 2회,

1회 4정

배합비

(%)

겨우살이추출물 25.00 50.00

카라멜색소분말 25.00 -

결정셀룰로오스 42.80 42.80

카르복시메틸셀룰로오스 2.00 2.00

스테아린산마그네슘 1.20 1.20

코팅제(
*
OPADRY) 3.70 3.70

코팅색소(갈색) 0.30 0.30

합계 100.00 100.00

*OPADRY(1050180000) : Polyvinyl alcohol(40%), Calcium carbonate(17.5%),

Titanium dioxide(25%), Triethyl citrate(7.5%), HPMC 15CPS(10%)

㉰ 시생산 제품 공정도

원료 칭량 → 혼합 → 타정 → 코팅 → 선별 → 검사 → 포장

㉱ 겨우살이 정제 특성

- 붕해도

용해도
저용량 제품 고용량 제품

적합 적합

* 60min 붕해도 테스트 시 저용량, 고용량 제품 모두 붕해도가 적합함.

* 테스트 조건 : 37±2℃ 온도에서 1시간 내에 완전 붕해

- 성상

성상

저용량 제품 고용량 제품

연한 자주빛이
도는 회색

연한 자주빛이
도는 회색

* 저용량, 고용량 두 제품 모두 동일한 성상을 나타내었다.

- 미생물
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미생물 (cfu/g) 저용량 제품 고용량 제품

대장균군 음성 음성

일반세균 음성 음성

진균 음성 음성

* 겨우살이 저용량, 고용량 정제 제품의 미생물(대장균군, 일반세균,

진균)적 안정성을 확인 하였다.

- 중금속

중금속 저용량 제품 고용량 제품

납(mg/kg) 0.1447 0.2680

총비소(mg/kg) 0.0849 0.1716

카드뮴(mg/kg) 0.0108 0.0223

총수은(mg/kg) 불검출 불검출

- 저용량, 고용량 제품의 중금속 분석을 실시 하였으며, 규격 내에

적합한 수준을 확인 하였다.

- 지표성분 함량

Chlorogenic acid

(ug/g)

저용량 제품 고용량 제품

490.00 950.00

* 겨우살이추출분말 원료의 지표성분인 Chlorogenic acid 함량이 1,810ug/g 임.

* 저용량 제품의 겨우살이추출분말 함량은 25% → Chlorogenic 452.5ug/g(이

론치)

* 고용량 제품의 겨우살이 분말 함량은 50% → 905ug/g(이론치)

* 이론치와 비슷한 지표성분 함량을 확인 하였다.
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- 겨우살이 정제 제품(저용량, 고용량)의 한국기능식품 연구원 검사 성적서
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그림 77. 한국기능식품연구원 검사성적서
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② 겨우살이추출분말을 첨가한 쉐이크 개발

㉮ 개발 목적

- 겨우살이추출분말을 적용한 소비자 중심, 시장성 있는 제품 개발

- 남녀노소 누구나 섭취가 용이한 기호성 높은 겨우살이 쉐이크 제품화를 통해 겨

우살이의 섭취를 용이하게 함

- 겨우살이 소재 시장의 확대를 목적으로 함

㉯ 겨우살이 첨가 쉐이크 개발

- 맛 타입 개발

* 관능 및 기호성 높음 쉐이크 개발을 위한 다양한 맛의 쉐이크 프로토 타입 개

발

* 커피, 바나나, 딸기, 녹차, 곡물,호두, 고구마 등 다양한 맛 타입 검토한 결과, 고

구마 맛의 쉐이크 타입이 건강 컨셉과 잘 맞고 기호성이 높음.

- 최종 배합 개발

번호 원료명 원산지 배합비 (%)

1 supro661(ISP:분리대두단백) 미국산 21.40

2 뉴트리오스(밀식이섬유) 프랑스산 14.00

3 고구마분말 국내산 11.20

4 프루타피트오에프 네덜란드산 10.24

5 혼합탈지분유 호주산 10.23

6 제네덱스 국내산 8.38

7 썬믹스 알파전분 국내산 7.50

8 정백당 국내산 6.73

9 썬프리젤 국내산 4.00

10 폴리덱스트로스-P 국내산 2.20

11 겨우살이 분말 국내산 1.00

12 미네랄프리믹스-큐 국내산 1.26

13 가르시니아캄보지아(HCA60) 인도산 1.25

14 비타민프리믹스-와이 국내산 0.31

15 고구마 향 국내산 0.30

소계 　 100.00

㉰ 쉐이크 제조공정 설계

- 과립 및 공정 설계

* 쉐이크의 용해성 향상 및 뭉침 현상 억제를 위해 과립 및 살균 공정 설계

공정 공정 내용 공정 관리

과립 1.과립액분사150~200rpm15~20분간과립진행(15~20min) 수분함량
(6~8%)

살균

1.과립기의온도를105℃로증가
2.중심온도가73℃가되는시점부터살균진행35min
3.중심온도는30min동안은80℃내외로유지
4.이후5min동안73℃이상으로유지

유동층과립장치
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외관

기호도

식감

기호도

맛

기호도

전반적인

기호도
비고

기존 2.05 3.36 3.36 3.00 시판제품

개선 3.13 3.72 3.48 3.50 과립적용

- 최종 공정 설계

구분 구분 Fan (Hz) Inlet
air(℃)

Material(
℃)

수분함
량(%)

시간
(분) 비고

1 Premix 25 40이하 - 3~5% 15 -

2 Granule1 25 -> 31 40이하 - 　 8~10 과립액분사
200RPM

3 Granule2 31 -> 40 40이하 - 6~8% 8~10 과립액분사
200RPM

4 Comeup1 40 -> 32 105 -> 73 - 25~30 　

5 Main
heating1

32 105 73 -> 80 　 10 　

5 Main
heating2 32 105 80 　 20 　

6 Main
heating3 32 - >30 70 73 　 5~10 　

7 Cooling 30 20 45 2%미만 10 　

9 After
mixing 25 20 - 　 5 분말 향

첨가

- 용해성 관련 패널 관능 평가

* 기존과 개선(과립형) 믹스의 용해 정도 확인(육안)

* 750um pore size 체에 동일양(100ml) 걸러 걸러짐 정도 확인

# 목적: 기존 시판 제품과 과립을 적용한 개선 제품간의 관능 특성 차이 파악

# 방법: 분말의 분산 정도를 파악하기 위하여 동일하게 제조 (30회 흔들어 혼합)

# 대상: 전문패널(n=17)

# 시료: 기존(과립 전) / 개선(과립 후)

# 결과(5점 척도)

ㄱ. 관능 기호도

** 기호도 : 2점(싫다) ~ 3점(보통이다) ~ 4점(좋다)

- 외관 기호도는 기존 제품에 비해 개선 제품이 상대적으로 우수함

- 식감 및 맛 기호도는 개선 제품이 우수
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덩어리 진 정도
(적다-많다)

목넘김성
(부드러운 정도)

기존 4.32 3.25

개선 1.94 3.72

- 전반적인 기호도는 기존 제품에 비해 개선 제품이 우수

ㄴ. 관능 특성

** 덩어리 진 정도 : 1점(적다) ~ 3점(보통이다) ~ 5점(많다)

** 목 넘김성 : 1점(전혀 부드럽지 않다) ~ 3점(보통이다) ~ 5점(매우 부드럽다)

- 과립을 한 개선 제품에 비해 기존 제품은 잘 풀리지 않음

(분말이 잘 풀리지 않고 작은 알갱이로 뭉쳐 있음)

- 기존 제품에 비해 개선 제품이 목넘김성이 더 부드럽다고 평가

(5점에 가까울수록 부드럽다고 평가 / 기호도 아님)

# 결론

- 과립 전 보다 과립 후의 분산성이 유의적으로 우수한 것으로 나타남

㉱ 겨우살이 컨셉의 쉐이크 대량 생산화

- 겨우살이 쉐이크 제조 배합비 및 수율

번
호

원료명 원산지
배합비
(%)

소요량 　

g/EA
kg
/140kg

1batch
/수율 95%

1
supro661

(ISP:분리대두단백)
미국산 21.4000 8.5600 29.960 31.537

2 뉴트리오스(밀식이섬유) 프랑스산 14.0000 5.6000 19.600 20.632

3 고구마분말 국내산 11.2000 4.4800 15.680 16.505

4 프루타피트오에프 네덜란드산 10.2400 4.0960 14.336 15.091

5 혼합탈지분유 호주산 10.2300 4.0920 14.322 15.076

6 제네덱스 국내산 8.3800 3.3520 11.732 12.349

7 썬믹스 알파전분 국내산 7.5000 3.0000 10.500 11.053

8 정백당 국내산 6.7300 2.6920 9.422 9.918

9 썬프리젤 국내산 4.0000 1.6000 5.600 5.895

10 폴리덱스트로스-P 국내산 2.2000 0.8800 3.080 3.242

11 겨우살이 분말 국내산 1.0000 0.4000 1.400 1.474

12 미네랄프리믹스-큐 국내산 1.2600 0.5040 1.764 1.857

13
가르시니아캄보지아

(HCA60)
인도산 1.2500 0.5000 1.750 1.842

14 비타민프리믹스-와이 국내산 0.3100 0.1240 0.434 0.457

15 고구마 향 국내산 0.3000 0.1200 0.420 0.442

소계 　 100.0000 40.000 140.00 147.37
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(나) 가속실험을 통한 유통기간 산정

① 정제 제형 가속실험 결과

- 목적 : 유통기간 내에 겨우살이 정제 제품(저용량, 고용량)의 미생물적 안정성과

지표 물질의 함량 변화를 알아보고자 함

㉮ 미생물

0주차 4주차 8주차 12주차 14주차

저용량 고용량 저용량 고용량 저용량 고용량 저용량 고용량 저용량 고용량

대장균군 음성 음성 음성 음성 음성 음성 음성 음성 음성 음성

일반세균 음성 음성 음성 음성 음성 음성 음성 음성 음성 음성

진균 음성 음성 음성 음성 음성 음성 음성 음성 음성 음성

※ 위 데이터의 결과는 가혹 조건인 45℃ 보관 온도를 기준으로 하였으며, 동일

한 실험을 25℃, 35℃에서도 수행 함.

- 주차별 대장균, 일반세균, 진균이 모두 음성으로 나왔으며, 이를 통해 미생물적

안정성을 확인하였다.

㉯ 관능 변화

0주차 4주차 8주차 12주차 14주차

저용량 고용량 저용량 고용량 저용량 고용량 저용량 고용량 저용량 고용량

시각(성상,

색, 외관)
5 5 5 5 5 5 5 5 5 5

미각(맛) 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5

후각(향,

냄새)
5 5 5 5 5 5 5 5 5 5

※ 0주차 제품을 표본(5점 기준*)으로 하여 주차별 관능의 변화 정도를 확인함.
* 5점 : 매우양호, 4점 : 양호, 3점 : 보통, 2점 : 양호하지 못함, 1점 : 매우 양

호하지 못함

- 그 결과 14주차가 지난 시점에서 시각, 미각, 후각의 변화가 0주차와 비교했을

시 변화가 없음을 확인 하였다.

㉰ 지표성분

0주차 4주차 8주차 12주차 14주차

Chlorogenic

acid(ug/g)
저용량 고용량 저용량 고용량 저용량 고용량 저용량 고용량 저용량 고용량

보관

온도

25℃ 490.00 950.00 410.97 860.90 476.77 913.88 481.14 981.16 478.24 941.70

35℃ 490.00 950.00 410.81 829.24 475.34 913.91 486.77 983.66 469.76 936.70

45℃ 490.00 950.00 429.63 822.75 473.72 905.57 486.56 996.34 474.61 955.04

※ 0주차 데이터는 정제 제품 시 생산 직후 한국기능식품연구원에 의뢰한 결과

데이터를 기준으로 하였음.(25℃ 온도 기준)

- 보관온도별, 겨우살이추출물 함량별(저용량, 고용량) 지표성분인 Chlorogenic

acid의 함량 변화가 크지 않으며, 이를 통해 주차별 지표성분의 안정성을 확
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인 하였다.

② 겨우살이추출분말을 첨가한 쉐이크의 유통기한 테스트

㉮ 목적 : 가속실험을 통한 유통기한 설정

㉯ 실험 방법 : 25℃, 35℃, 45℃ 항온항습기에 저장 후 각각 7일 간격으로 측정

㉰ 분석 내용

- 색상, 맛, 냄새: 9점 척도 관능 측정 (냉장 보관 제품 Reference로 함)

- 미생물: 대장균군, 일반세균, 바실러스 cfu 분석

㉱ 결과

ㄱ. 25℃ 저장 테스트

저장일　 색상 맛 냄새 대장균군 일반세균 바실러스

1일 9 9 9 음성 123.33 음성

7일경과 9 9 9 음성 140.00 음성

14일경과 9 9 9 음성 150.00 음성

21일경과 9 9 9 음성 150.00 음성

28일경과 9 9 9 음성 196.67 음성

35일경과 9 9 9 음성 183.33 음성

42일경과 9 9 9 음성 193.33 음성

49일경과 9 9 9 음성 183.33 음성

56일경과 9 9 9 음성 176.67 음성

63일경과 9 9 9 음성 160.00 음성

70일경과 9 9 9 음성 196.67 음성

77일경과 9 9 9 음성 186.67 음성

84일경과 9 9 9 음성 173.33 음성
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ㄴ. 35℃ 저장 테스트

저장일　 색상 맛 냄새 대장균군 일반세균 바실러스

1일 9 9 9 음성 150.00   음성

7일경과 9 9 9 음성 140.00   음성

14일경과 9 9 9 음성 166.67   음성

21일경과 9 9 9 음성 163.33   음성

28일경과 9 9 9 음성 196.67   음성

35일경과 9 9 9 음성 163.33   음성

42일경과 9 9 9 음성 136.67   음성

49일경과 9 9 9 음성 150.00   음성

56일경과 9 9 9 음성 143.33   음성

63일경과 9 9 9 음성 160.00   음성

70일경과 9 9 9 음성 163.33   음성

77일경과 9 9 9 음성 160.00   음성

84일경과 9 9 9 음성 153.33   음성

ㄷ. 45℃ 저장 테스트

저장일　 색상 맛 냄새 대장균군 일반세균 바실러스

1일 9 9 9 음성 143.33   음성

7일경과 9 9 9 음성 156.67   음성

14일경과 9 9 9 음성 176.67   음성

21일경과 9 9 9 음성 173.33   음성

28일경과 9 9 9 음성 153.33   음성

35일경과 9 9 9 음성 126.67   음성

42일경과 9 9 9 음성 106.67   음성

49일경과 9 9 9 음성 136.67   음성

56일경과 9 9 9 음성 116.67   음성

63일경과 9 9 9 음성 186.67   음성

70일경과 9 9 9 음성 143.33   음성

77일경과 9 9 9 음성 113.33   음성

84일경과 9 9 9 음성 116.67   음성

㉲ 결론

- 유통기한 테스트 분석 결과를 토대로 12개월의 유통기한 설정함.
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목표 내용 및 범위 달성도 (%)

한국산 겨우살이 및 자생식물

추출법 개발

- 냉수 및 열수 추출법의 사용

- 각 방법으로 만든 추출물의 활성 비교
100

근육세포에서의  작용 확인

- 미토콘드리아 활성과 관련하는 PGC-1β, 

SIRT1, Tfam mRNA 발현 정도 확인

- 발열반응(thermogenesis)와 관련하는 

UCP-1 mRNA 발현 정도 확인

100

muscle atrophy의 내분비학적 

접근

- Glucocorticoid에 의한 atrogin-1/MuRF-1 

변화 확인
100

실험동물에서 Fasting에 따른 

muscle atrophy

- 근기능 관련 유전자 변화 관찰 

(microarray, PCR array)

- 혈당치(blood glucose) 변화 측정

- 근육 무게(muscle weight) 변화 측정

- Atrogin-1/MuRF-1 mRNA level 측정  

- 근 기능과 밀접한 관련이 있는 SIRT3 

발현량 확인

100

실험동물에서 겨우살이 추출물 

및 트리테르페노이드 성분 

식이에 따른 muscle 

hypertrophy

- 근육 무게 변화 측정

- 근육 fiber diameter 측정

- grip strength test

- treadmill test

- swimming pool test

- UA, AICAR 및 metformin과 비교 연구

100

시료 식이에 의한 유전자 발현 

변화 조사

- 트리터페노이드 식이에 의한 근기능 관련 

유전자 변화 관찰(microarray, PCR array)

- Atrogin-1/MuRF-1/IGF-1 mRNA level 

측정

- muscle mass 변화와 관련하여 

myostatin/follistatin 발현량 확인

- 혈액 내 성상 조사(Plasma IGF-1)

- SIRT3 발현량 확인

100

주성분의 기전 연구 : IGF-1 

pathway 규명

- 동물 모델에서 트리터페노이드 식이에 의한 

Akt 활성 확인(W/B)

- 근육세포에서 insulin/IGF-1 유무에 따른 

Akt, S6K, ERK, FoxO 활성 확인(W/B)

- 근육세포에서 insulin/IGF-1 유무에 따른 

p-IGF-1 receptor 변화 측정(W/B)

- Wortmannin 혹은 LY-294002(IGF-1 

inhibitor)에 의한 영향 확인

- CR에 의한 mTOR pathway와의 비교

100

제 4 장   목표달성도 및 관련분야에의 기여도

제 1 절 연도별 연구 목표 및 달성도

1. 1차년도
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트리터페노이드 식이에 의한 

지방산 산화

- 식이에 따른 fiber proportion 변화 확인

- 지방산 산화 관련 유전자 변화 확인 

(UCP3, mCPT1, PDK4)

- 지방산 저장 관련 유전자 변화 확인 

(SCD1, FAS, SREBP1c)

- 지방산 흡수 관련 유전자 변화 확인 

(FAT/CD36, LPL)

- 지방량과 근육량 변화 비교

100

겨우살이 관련 조사/ 인체 적용 

실험 기반 구축

- 근 기능 저하 억제 관련 제품 수집 및 분석

- 근 기능 관련 자료 및 문헌 조사

- 기능성 인정을 위한 건강기능성 모둠토의 

신청

- 개별인정 가능성 타진 및 추가필요 자료 

준비

100

겨우살이 추출물을 이용한 

제형연구

- 제형 및 type 결정(연질캡슐, 음료 형태 

등)

- 노인용, 스포츠용 제형 선정

- 부원료 적합성 연구

- 공업화를 위한 제조 공정 확립

100

인체 적용시험 Protocol 작성

- 현재 근위축 억제에 대한 개별인정 항목이 

없음.

- 바이오 마커 및 측정 항목 선정

100

인체적용시험용 시제품 제작

- 지표 물질 함유량 선택

- 시제품 가공 처리법에 따른 활성도 조사

- 시제품 제작(인체적용시험용) 후 관련 실험 

진행

100

겨우살이 추출물 및 

트리테르페노이드 성분의 

인체 적용 시험(1단계)

- CRO/ 임상시험기관 선정(피험자수, 

평가항목 등)

- 인체 적용시험을 위한 제형 및 유효성분 

함유량 결정

- 인체 적용 시험 계약 체결

100
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목표 내용 및 범위 달성도 (%)

겨우살이 추출물 및 자생식물 

추출물과 트리테르페노이드 

성분의 식이에 의한 혈중 성분 

변화 연구

- 혈액 내 성분 분석 (adiponectin, T3, 

testosterone, insulin, cholesterol, 

c-reative protein)

- Cortisol, Testosterone, DHEA, 

Thyroxine의 DELFIA법 개발

70

주성분 물질의 노화 연구

- 노화 관련 유전자(SMP30) 발현으로 세포 

보호 및 항산화 효과 확인

- 미토콘드리아 내 HSP10의 발현으로 근육 

보호 확인

100

트리터페노이드 성분의 Notch 

signaling에 미치는 영향 조사

- CD34 발현을 통해 조혈세포의 생성 확인

- 기질인 Delta-1 및 저해제인 Numb의 

발현량을 통해 Notch-1 발현 확인

- Notch signaling을 통한 노화근육 재생 

정도 확인 

100

주성분의 기타 효능 조사  

-항염증 효능 조사 : NF-kB, TNF-α, IL-6, 

IL-1β 발현량 확인

-해당작용에 미치는 영향:G6P, PEPCK 

발현량 확인

-근기능 관련 nucleic acid 수용체 발현에 

미치는 영향 조사 : PPAR-α, PPAR-γ, 

PPAR-δ, LXR-α, LXR-β, FXR-α

100

겨우살이 추출물 및 

트리테르페노이드 성분의 

인체 적용 시험(2단계)

- 인체적용 시험 진행 사항 점검

- 결과 입수 및 유효성 평가
50

개별 인정형 인증 추진 검토

- 식약청에 신규 기능성 항목 추가 신청 검토

  (근 기능 저하 억제 및 근육 손실 방지 

효과)

- 개별인정형 인증 신청 준비

50

겨우살이 추출물 제품 응용 개발 

및 용도 확대

- 과립화 및 초미세 분말화, 유화 분산제 

개발

- 시생산 제품의 안정성 및 지표성분 함량 

시험

- 가속 실험을 통한 유통기간 산정

100

겨우살이 소재의 

사업기반 조성

- 대량 생산을 위한 원료 확보 방안 구축

- 관능평가를 통한 소비자 조사

- 제품 방향 결정: 대상 소비자 중심 시장 

고려 제품 컨셉 및 홍보방안 구축

100

2. 2차년도
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제 2 절 관련분야 기술 발전에의 기여도

1. 국산 자생식물 연구 개발 촉진

기존에 자생식물 연구는 인삼과 홍삼을 제외하곤 체계적인 연구가 진행되지 못하였고 현재

사용되고 있는 원료들도 동의보감 등의 한방지식에 의거하거나 구전 효능에 의해 사용되는

경우가 많았다. 정관장으로 대표되는 홍삼 제품은 이미 오랜동안 연구하여 현재의 건강기능

식품 원료의 대표주자로 여겨지고 있다. 이는 건강기능식품 판매의 50%를 여전히 홍삼 제품

이 차지하고 있는 것을 근거로 들 수 있다.

그림 78. 홍삼시장 현황 및 전망

본 연구팀은 겨우살이라는 자생식물을 이미 20년 가까이 연구해오면서 본 과제와 관련한

근 위축 연구뿐만이 아니라 항암, 면역, 항비만, 항당뇨, 생명연장 등 다양한 분야에서 연구

를 진행해 왔다. 이를 통해 겨우살이라는 새로운 자생식물의 활용이 가능해졌으며 다양한 분

야에서의 활용 가능성을 나타내어 앞으로가 더욱 기대가 된다.

2. 근 위축 개별인정 항목 신설

본 과제를 통해 진행하는 인체적용시험의 적용 분야가 근 위축의 억제 및 근육량 증가이며

이와 관련한 개별인정 항목은 현재 존재하지 않는다(그림 79 참고). 본 과제를 성공적으로

완료하여 개별인정 항목을 신청하게 획득까지 이어진다면 기존에 없던 새로운 개별인정 항

목이 신설되고 되고 이를 통해 근위축 증상 효과 개선에 도움을 줄 수 있는 다양한 원료의

개발을 촉진할 수 있다. 이를 위해 개별인정 항목 신설을 위한 모둠 토의를 진행하였으며 회

의 결과 새로운 항목 신설에 긍정적인 결론을 도출하여 임상시험까지 실시하게 되었다.
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그림 79. 건강기능식품 개별인정 항목(2014. 08. 31 현재)

3. 원료생산을 위한 추출공정및 지표물질 설정으로 규격화 확립

대부분의 기능성식품이 갖는 약점의 하나는 명확한 지표물질이 설정되어 있지 않고 원료생

산을 위한 공정이 규격화되어 있지 않은 점이다. 겨우살이의 경우 본 연구를 통해 추출공정

을 확립(그림 70 참조)하였다는 점과 정도관리를 위한 지표물질이 설정된 것은 그 의의가

크다고 사료된다. 현재 기능성 지표물질 탐색도 진행 중에 있어 이것까지 완성되면 근기능과

관련 연구에 높은 기여를 할 수 있을 것으로 기대된다.

4. 새로운 근기능관련 소재 개발

현재까지 근기능 관련 치료약 및 기능성 식품은 매우 제한되어 있다. 본 과제를 통해 겨우

살이가 근기능을 강화 또는 근육 위축을 억제하는 효과를 가지고 있음을 밝힌 것은 관련 분

야에 새로운 계기를 마련할 수 있는 매우 귀중한 결과라 평가한다.
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5. 근기능 위축 억제효과에 대한 기전 규명

겨우살이 추출물과 베툴린산 성분이 단순히 근기능 위축을 억제하는 효과를 가지고 있다는

현상만을 확인한 것이 아니라 그 기전까지 밝힌 것은 기능성 식품 개발에 있어서 명확한 과

학적인 근거로 뒷받침한다는 측면에서 관련 연구에 기여도가 크다고 생각한다.

6. 트리테르페노이드계의 BA(Betulic acid)성분의 근기능 위축 억제효과 처음으로 규명

Ursolic acid(UA)와 같은 트리테르페노이드 성분이 근기능 위축을 억제한다는 사실을

Kunkel 등(그림 80 참고)이 보고하고 미국특허까지 등록하였으나 베툴린산(BA)에 대한 사

실은 아직 보고된 바가 없다. 본 연구에서 BA가 근기능 위축을 억제한다는 사실을 그 기전

까지 밝힌 것은 세계에서 처음이다. 이를 근거로 제약까지 개발할 수 있는 근거를 마련하게

된 것도 큰 효과다.

그림 80. UA가 근기능 위축을 억제한다는 것을 최초로 밝힌 논문

7. 제약화를 위한 근거마련

본 연구를 통한 또 하나의 기대효과는 근기능 관련 약이나 항암제등 여러 가지의 제약을

개발할 수 있다는 점이다.

가. 다기능성 항암제 개발을 위한 자료로 활용

(1) 겨우살이는 항암효과 뿐만 아니라 항당뇨, 고혈압, 기력증진, 생명연장, 항비만 등 다양

한 효과가 있다. 겨우살이의 이런 다양한 효능도 함께 갖는 말 그대로 ‘다기능성 항암

제’를 개발함에 있어 본 과제의 결과는 암환자가 갖는 근기능 위축을 감소시킬 수 있

는 제약으로도 발전시킬 수 있을 것으로 기대된다.

(2) 현재 수입되어 사용되고 있는 겨우살이 항암제(그림 81 참고)의 홍보물을 보면 겨우

살이는 삶의 질(quality of life)를 증진시킨다고 광고하고 있다. 식욕증진, 통증완화, 숙
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면, 면역증진 등 다양한 효과를 말하지만 근기능에 대한한 부분은 언급이 없다. 따라서

본 연구결과는 이런 측면에서 매우 큰 의미가 있다고 판단된다.

그림 81. 겨우살이 항암제의 다양한 효능

나. 베툴린산(BA)의 응용

(1) BA는 현재 새로운 항암제로서 임상시험 중에 있다. 이외에 본 연구실에서는 BA가 항

비만, 항당뇨 그리고 생명을 연장한다는 결과도 가지고 있다. 여기에 본 연구에서 근기

능 위축 억제 효과와 근 비대 효능까지 더하면 BA의 다기능성 항암제는 물론 항당뇨

약까지 개발할 수 있게 되어 새로운 영역을 구축할 수가 있다.

(2) BA유도체(그림 23 참고)가 다양한 대사 기능의 센서 역할울 하는 AMPK를 증가시킨

다는 결과도 갖고 있어 향후 본 연구 결과를 토대로 근기능 관련도 함께 연구할 수 있

는 기초를 확립하였다는 측면에서도 본 연구의 이의가 매우 크다고 사료됨.
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제 5 장   연구개발 성과 및 성과활용 계획

제 1 절. 실용화 계획

1. 산업화 계획

가. 일반식품 개발

(1) 일반 식품 원료로 활용

(가) 겨우살이는 식규 65421-11013에 의거하여 식품 부원료로 사용이 가능함.

그림 82. 겨우살이 원료의 식품원료 사용가능여부에 대한 식약처 의견



- 193 -

(나) 엄선된 겨우살이 원료를 활용하여 확립된 공정과 지표물질을 근거로 신뢰할 수

있는 식품 원료로 공급가능

(2) 겨우살이를 기반으로 한 음료등 다양한 제품 개발

삼양사에서 이미 시제품까지 개발한 상태인 바 개별인증과 관계없이 다양한 일반식품

을 생산하여 사업화 할 수 있다고 판단됨.

나. 개별인정 및 기능성 식품 개발

(1) 노인성 근위축 환자 대상 식품 개발

연령에 따른 노화에 직접적인 영향을 받는 장기 중 하나가 근육이다. 나이가 들어 노화

가 진행됨에 따라 일반적으로 근육이 줄어들어 신체를 지탱하기 어려워지게 되고 이로 인

해 허리가 굽고 체격이 왜소해지게 된다. 줄어든 근육량으로 인한 운동력 저하는 노인 사

고 중 낙상으로 인한 비율이 크게 증가하는 것으로도 확인할 수 있다. 이를 해결하기 위해

선 적절한 운동으로 인해 근육의 소실을 막는 것이지만 그러난 이것만으로는 해결할 수가 

없는 경우가 잉T다. 특히 운동을 할 수 없는 환자나 노인의 경우 한계가 있다. 이를 보완

하기 위한 방법으로 근 소실 억제 및 근육량 증가의 효과를 가진 겨우살이 원료를 이용한 

건강기능식품을 개발한다면 노년층의 근 위축으로 인한 사회적 비용 및 노년층의 건강에 

이바지함은 물론 암환자나 운동을 할 수 없는 사람들에게 유용하게 활용될 수 있다고 평

가된다.

(2) 장기 입원환자 대상 식품 개발

현재 병원 구내매점 등에서 병문환용으로 시판되는 다양한 음료 및 식품 시장은 일반식

품 위주로 편성되어 있으며 환자의 기력 회복이나 근기능을 회복시킬 수 있는 기능은 없

다. 일반적으로 장기 입원환자들은 오래 침상에 누워 있는 경우가 많으며 그 결과 사용하

지 못하는 근육들의 부피가 줄어드는 위축이 자연적으로 일어나게 된다. 운동을 하지 못하

는 장기입원 환자의 몸무게가 주는 것도 이 때문이다. 이를 대상으로 금번 진행 중인 근 

위축 억제 효과의 겨우살이 인체적용시험이 성공적으로 완료되고 근 위축 억제에 도움을 

줄 수 있다는 개별인정을 획득한다면 장기 입원환자들을 대상으로 하는 회복 음료 혹은 

식품 등의 새로운 마켓을 개척할 수 있다고 믿는다. 이는 현재까지 시도되지 않은 새로운 

시장으로 블루오션의 가능성을 기대할 수 있다.

(3) 암환자 기력회복용 식품 개발

국내 성인 사망률의 높은 비중을 차지하고 있는 질환인 암은 다양한 종류만큼이나 많은 

환자들을 만들어내고 있다. 암으로 인한 통증만큼이나 암환자들을 고통스럽게 하는 것은 

없다. 화학요법으로 인한 부작용인 식욕 저하 및 근 소실로 인한 기력 감소는 암환자들이 
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겪어야 하는 더 큰 고통이다. 화학요법으로 인해 음식을 먹어도 그 맛을 느끼지 못하게 되

고 또 통증과 약물 주사의 부작용으로 식이량이 줄 수밖에 없다. 이러한 식이 감소에 의한 

기력 감퇴를 해결하기 위해 근 위축 억제 방지 및 근육량 증가 효과를 가진 기력회복용 식

품 개발 시 암환자들의 QOL(Quality of Life)에 큰 도움을 줄 수 있고 이런 기능을 가진 

소재로서 겨우살이는 최고의 선택일 될 것으로 생각한다.
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제 2 절. 기술확산 계획

1. 겨우살이 인공재배

겨우살이의 사용을 위한 보편화에 있어서 가장 걸림돌의 하나는 원료확보에 제한성이다. 장

기적으로 볼 때 이 문제를 해결할 수 있는 가장 현실적인 방법은 인공재배다.

가. 기존 겨우살이 인공재배 현황

현재 겨우살이는 정부과제를 통해 이미 2000년도에 농림부 작물시험장에서 인공재배를 시

도한 바 있다. 또한, 최근에는 민간에서도 겨우살이의 인공재배에 성공하여 겨우살이의 인공

재배의 길이 많이 열려있다. 본격적인 겨우살이 인공재배가 시작되면 우수한 한국산 겨우살

이를 대량으로 생산하게 되면 식품 및 제약 사업에 원료를 충분히 공급할 수 있을 것으로

기대된다.

그림 83. 농림부 작물시험장에서 작성한 겨우살이 인공재배 및 이용 기술개발 보고서
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그림 84. 겨우살이 민간 인공재배 성공

나. 추후 겨우살이 인공재배 예상 및 추진계획

아직은 야생 겨우살이로 수요를 충족시킬 수 있으나(그림 85 전국 생산지 참조) 향후 10

년 후를 생각하면 인공재배가 필요하다고 생각한다. 이를 위해 다각적으로 연구가 전문적

으로 시도되어야 할 것이다.



- 197 -

그림 85. 겨우살이 산지 전국 분포도

2. 외국산 겨우살이의 이용 계획

가. 지금까지의 연구결과

(1) 지역별(나라별)에 따라 성분의 차이가 심하다. 특히 렉틴 성분은 확연히 다르다. 유럽

산과는 당특이성이 다르지만 미국산의 경우 렉틴성분이 거의 없다.

(2) 잎의 모양은 비슷하나 크기 등은 확연히 구분이 된다.

(3) 숙주나무의 종류가 국내보다 더 다양하다.

(4) 렉틴이 아닌 성분 특히 저분자물질들은 AMPK등을 활성화 시키는 효능이 확인되었다.

나. 활용계획

(1) 그림 86에서 보는 바와 같이 외국에서는 겨우살이를 이용한 제품이 다양하게 존재한

다. 화장품, 샴푸, 크림, 관절 환자를 위한 마사지용 크림 등 그 용도도 다양하다. 이를

바탕으로 한국산을 이용하여 다양한 제품을 개발 활용코자 한다.

(2) 미국에는 고혈압을 위한 제품(그림 86 좌하)과 장의 곰팡이 Candida albican에 효과적

인 기능성 식픔(그림 86 우하)으로도 활용하고 있을 정도다. 국내와는 달리 과학적인

근거만 있으면 개별인증 없이 생산으로 하고 광고, 홍보를 할 수 있어 유통이 더 손쉽

다.

(3) 이 점을 최대한 활용하여 수출까지 할 수 있도록 발전시켜 나가고자 한다.
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그림 86. 외국의 여러가지 겨우살이 제품들
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제 3 절. 지적재산권 확보계획

1. 겨우살이를 이용한 근위축 억제 조성물 특허

가. 기존 특허 검색

(1) 겨우살이에 대한 특허 조사

(2) 겨우살이의 근위축 관련 특허 확인

(가) 근위축에 관한 특허 없음.

(나) 기존 등록 특허 없으므로 신규 특허로서의 가능성 높음.

(다) 2014년 10월 중으로 국내 특허 출원

나. 논문 제출

(1) 석사학위 논문 제출

한동대학교 생명과학부 정주성 석사학위 논문으로 2014년 10월 중 제촐

(2) SCI급 논문 제출

상기 학위 논문을 바탕으로 10월 중에 SCI급에 논문 제출하여 발표 계획

2. 베툴린산(BA)을 이용한 근위축 억제 조성물 특허

(1) 베툴린산에 대한 특허 조사

(가) 근위축에 관한 특허 없음.

(나) 기존 등록 특허 없으므로 신규 특허로서의 가능성 높음.

(다) 2014년 11월 중으로 국내외 특허출원

(2) 논문 제출

단일물질로서 근기능 위축억제 효과를 보고한 논문은 전무함. 따라서 이를 근거로 2014

년 11월 중으로 국외 SCI 급 회지에 논문 제출하여 발표할 계획임
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제 4 절. 추가연구 계획

1. 겨우살이 내 근위축 기능성 지표물질 연구

가. 현재 순천대와 협력하여 겨우살이 내 다양한 지표물질 검색 중인 바 금년 내에 획인가능

나. 기능성 지표물질이 새롭게 탐색이 될 경우 새로운 연구의 장을 열 수 있음

현재 수용성 물질 중에서 기능을 갖는 물질 탐색은 전무함. BA는 지용성이고 사용한 추

출법은 물로 추출하였기 때문에 지표물질로 사용할 수가 없음. 따라서 수용성에서 기능성

지표물질을 찾을 경우 의미하는 바가 매우 큼.

2. 겨우살이 외 근위축 억제 기능을 나타내는 소재 개발 연구

겨우살이 외에 또 다른 소재를 탐색하는 것은 추후 기능성 식품을 개발할 경우 함께 사용

할 수 있는 부영제로서 그 의미가 크다.

가. 여주(Bitter Melon) 의 근기능위축 억제 효능에 관한 연구

여주(그림 87 참조)는 ‘식물 인슐린‘으로 불릴 정도로 당뇨에 탁월한 효과가 있음은 널

리 알려진 사실이다. 그리고 장수 식품으로도 잘 알려져 있다.

그림 87. 여주 사진

(1) 근위축 억제 효과 MuRF-1의 감소효과 획인

여주 추출물이 단백질 분해에 관여하는 ‘MuRF-1'감소를 나타내어 근위축 억제 효과를

가질 수 있음을 확인하였다(그림 87 참조). 이를 바탕으로 추후 계속하여 여주를 이용하

여 연구를 계속 할 것이다. 여주에 대한 연구는 아직 세계에서 전무한 상황이라 새로운

연구 분야를 개척할 수 있을 것으로 기대된다.

(2) 겨우살이와 병용 사용할 시 근위축 억제효과 상승효과 기대

근기능 위축에 관여하는 대표적인 효소는 현재 두 가지로 알려져 있다. 그 하나가
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Atrogin-1이고 또 하나가 바로 MuRF-1이다. 흥미롭게도 겨우살이에 비해 여주추출물이

MuRF-1감소효과는 더욱 큰 것으로 나타났다. 이 결과는 매우 흥미로운 결과로서 추후

더욱 상호 관련성 연구가 되어야할 부분이지만 새로운 소재 개발에 중요한 근거를 제시

해 주는 결과라 평가된다.

(가) 여주 추출물의 FoxO 인산화

그림 88. 여주 추출물이 FoxO 인산화에 미치는 영향

마우스 근아세포 C2C12세포에 여주 추출물을 처리한 후 western blotting을 통해

FoxO 단백질의 활성을 확인한 결과 인산화된 FoxO 단백질의 발현이 대조군에 비해

확연히 증가함을 확인하였다. FoxO가 인산화되면 비활성 상태가 되며 이는 Akt의 발

현량 증가가 FoxO가 탈인산화되어 활성이 되는 것을 억제하기 때문이다. 본 연구에서

확인한 겨우살이의 결과와 여주가 비슷한 경향을 보이는 것으로 보아 유사한 성질을

보일 수 있을 것으로 기대되는 후보물질이다.

(나) 여주 추출물의 mTOR 인산화

그림 89. 여주 추출물이 mTOR 인산화에 미치는 영향

마우스 근아세포 C2C12 세포에 여주 추출물을 처리한 후 western blotting을 통해

mTOR 단백질의 활성을 확인한 결과 인산화된 mTOR의 발현이 대조군에 비해 확연히

증가함을 확인하였다. mTOR 역시 Akt pathway를 거치기 때문에 앞의 FoxO의 결과

를 보충하는 자료가 된다.

(다) 여주 추출물의 Akt 인산화
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그림 90. 여주 추출물이 Akt 인산화에 미치는 영향

마우스 근아세포 C2C12세포에 여주 추출물을 처리한 후 western blotting을 통해

Akt 단백질의 활성을 확인한 결과 인산화된 FoxO 단백질의 발현이 대조군에 비해 확

연히 증가함을 확인하였다. 여주 추출물의 근육세포에서의 FoxO, mTOR, Akt의 인산

화를 통해 PI3K/Akt pathway 와 연관이 있음을 시사하고 있다.

(라) 여주 추출물의 Atrogin-1 감소 효과

그림 91. 여주 추출물이 Atrogin-1 발현에 미치는 영향

마우스 근아세포 C2C12 세포에 여주 추출물을 처리한 후 real-time PCR을 통해

Atrogin-1 gene의 발현을 확인한 결과 atrogin-1의 발현이 대조군에 비해 확연히 감소

함을 확인하였다. Atrogin-1은 근육을 분해하는 인자로 여주 추출물 처리에 따른

atrogin-1의 감소는 근 위축을 억제하는데 유효한 효과가 있음을 알 수 있다.

(마) 여주 추출물의 MuRF-1 감소 효과
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그림 92. 여주 추출물이 MuRF-1 발현에 미치는 영향

마우스 근아세포 C2C12 세포에 여주 추출물을 처리한 후 real-time PCR을 통해

MuRF-1 gene의 발현을 확인한 결과 MuRF-1의 발현이 대조군에 비해 확연히 감소함

을 확인하였다. MuRF-1은 근육을 분해하는 인자로 여주 추출물 처리에 따른 MuRF-1

의 감소는 근 위축을 억제하는데 유효한 효과가 있음을 알 수 있다.
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제 6 장   연구개발과정에서 수집한 해외과학기술정보

제 1 절 근위축 관련 자료

2011년 발표된 UA의 근위축 억제에 대한 논문으로 이 연구의 시발점이 되었다. 트리테르페노

이드계 물질인 우르솔릭산이 근위축을 억제한다는 연구 결과에서 겨우살이 추출물 내에 같은 

트리테르페노이드계 물질인 베툴린산이 존재하며 이와 유사한 결과를 낼 것으로 추측하였다.

근육 위축의 세포분자생물학적 기전에 대하여 밝힌 리뷰 논문으로 근 위축과 관련한 단백질 
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및 유전자 마커들을 검색하는데 활용하였다.

근 위축과 관련한 atrogin-1, MuRF1에 대한 기초를 제공한 논문으로 랫 실험모델을 마우스 

실험모델로 적용하는데 참고한 논문이다.

Sarcopenia와 atrogin-1, MuRF-1의 관계에 대하여 정리한 리뷰 논문으로 근육 세포에서 확

인할 마커들을 찾는 자료로 활용하였다.
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근육의 손실에 의한 전신쇠약증, 근육 감소, 활성 저하에 대한 전반적인 증상들에 서술한 논문

으로 인체적용시험에 대한 자료 구축에 도움이 되었다.

근 위축의 분자적 기초에 대한 리뷰논문으로 근 위축의 마커 설정에 도움을 받은 논문이다.

제 2 절 근육 세포 내 지표성분 관련 자료
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근육 세포내 IL-1β 및 IL-6의 생산과 MAPK kinase 신호전달 기전의 관계에 대하여 공부한 

논문이다.

근육에서 유래한 IL-6의 활성 기전과 생리학적 역할에 대한 기초를 공부한 논문입니다.
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Sirt1이 마우스 근육세포의 인슐린 민감성을 증가시킨다는 논문으로 Sirt1과 PGC-1을 주요한 

마커로 잡는 근거가 된 논문이다.

제 3 절 베툴린산 관련 자료

겨우살이 내 트리테르페노이드 물질인 겨우살이의 항함 활성에 대한 연구 결과로 베툴린산이

란 물질의 기초 특성을 이해하는데 사용되었다.
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베툴린산의 AIDS 치료에 대한 리뷰 논문으로 베툴린산의 특성을 이해하는데 활용하였다.

베툴린산의 생리학적 활성에 대한 전반적인 리뷰로 베툴린산의 근육 및 대사작용에 대한 지식

을 얻는데 활용하였다.
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제 7 장 연구시설‧장비 현황

해당없음.
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