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요   약   문

Ⅰ. 제  목

제주산 까마귀쪽나무 열매를 이용한 골관절염 완화 개별인정형 건강기능식품 개발

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 필요성

○ 연구개발의 목적

 (1) 제주산 까마귀쪽나무 열매 활용 골관절염 완화 건강기능식품 개별인정형 원료 개발

    가. 제주 자생 까마귀쪽나무 열매 농용자원화를 위한 고품질 생산기술 확립

    나. 식품의약품안전처 고시용 지표/유효성분 확보 및 원료표준화에 따른 기준규격설정

    다. 제주 자생 까마귀쪽나무 열매 건강기능식품 원료 개별인정 자료 확보 및 등록

    라. 생리활성 기능 2등급 이상의 글로벌 건강기능식품 개발

    마. 글로벌 시장 진출을 위한 대형 유통/마켓팅 구조 확립

○ 연구개발의 필요성

 (1) 우리나라는 2000년에 인구의 7% 이상이 65세 이상으로 고령화사회로 진입하였으며 

2018년에는 14%를 초과하는 고령화사회, 2026년에는 20%를 초과하는 초고령화사회가 

될 것으로 전망

 (2) 골관절염은 고령화사회로 진입하면서 문제시 되는 대표적인 질환이며 관절의 손상을 수

반하여 사람들의 거동을 불편하게 하는 주요 원인으로 고령인구의 건강한 삶 유지 및 경

제적 생산 활동에 악 영향을 끼침

 (3) 골관절염은 노화로 인해 관절부위로 공급되는 혈류의 흐름이 감소하고 말초신경의 기능

이 저하되면서 발생

 (4) 관절염에는 여러 종류가 있으며, 종류별로 그 원인이 서로 다르게 나타나는데 가장 흔한 

것은 골관절염(퇴행성관절염)으로 관절에 생기는 상처나 감염, 나이 등이 원인이 되며 다

른 원인으로는, 류머티즘성 관절염과 건선성 관절염 등이 있음

 (5) 이에 따라 정부에서는 2006년 12월 ‘고령친화산업 진흥법’을 제정하고, 범 정부차원의 건담 

조직을 신설·운영하여 고령친화산업 육성 계획을 수립하는 등 다양한 노력을 기울이고 있음
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 (6) 고령친화산업 활성화 전략보고서에 따르면 향후 골관절 건강식품 등 고령친화 식품산업

은 2020년까지 연평균 성장률 9.12%로 전망하고 있어 고령친화령 건강기능식품 산업의 

발전 가능성은 매우 높음

Ⅲ. 연구개발 내용 및 범위

 (1) 까마귀쪽나무 열매 유래 건강기능식품 기능성원료 자원화 연구

    가. 천연추출물의 관절염 관련 유효성 검색

    나. 유용천연물의 유효 및 지표성분 연구

    다. Target 유전자 분석을 통한 분자생물학적 기전연구

    라. 제주산 까마귀쪽나무 열매 자원화를 위한 대량생산기술 확립 및 재배 표준화 연구

 (2) 까마귀쪽나무 열매 유래 건강기능식품 기능성원료 원료표준화 연구

    가. 유효 및 지표성분을 이용한 원료 표준화 연구

    나. 지표성분을 이용한 표준기준 및 시험방법 설정

    다. 유효물질의 최적 추출공정 및 표준공정 확립

    라. 원료안정성 평가

 (3) 까마귀쪽나무 열매 유래 건강기능식품 기능성원료 기능성 및 안전성 평가

    가. 기능성원료 유효성 평가: in vitro 및 in vivo 효능 평가 및 규명

    나. 기능성원료 인체적용시험: 골건강 개선 인체적용시험

    다. 천연물질의 안전성 평가: 급성, 아급성 및 유전독성 평가(GLP 기관 의뢰)

 (4) 까마귀쪽나무 열매 유래 건강기능식품 기능성원료 제품화 연구

    가. 식품원료 scale up 연구

    나. 기능성식품 제제 및 제형 연구

    다. 기능성식품 원료 및 제제 안정성 평가(가속, 실온)

    라. 유용물질의 전임상 및 기능성식품 인체적용 시험(전문기관 의뢰)

    마. 기능성식품 시제품 제작
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Ⅳ. 연구개발결과

 (1) 까마귀쪽나무 열매 원료표준화 및 기준규격설정 확립

    가. 지표/유효성분 분리 및 최적 추출공정과 표준공정법 개발

    나. 일반성분 및 무기영양성분 분석 완료

 (2) 까마귀쪽나무 열매 유효성 평가 및 비임상효력시험

    가. 까마귀쪽나무 열매 항염증 유효성 평가 및 기전연구 완료: in vitro

    나. 까마귀쪽나무 열매 진통 및 골관절 완화 비임상효력시험 완료: in vivo

    다. 인체적용시험 제품 골관절 완화 비임상효력시험 재현성 검토 완료: in vivo

 (3) 까마귀쪽나무 열매 관절건강 관련 인체적용시험 완료

    가. 관절건강 임상 protocol 제작 및 IRB 승인 완료

    나. 관절건강 인체적용시험 완료에 따른 기능성 입증 자료 확보

 (4) 까마귀쪽나무 열매 원료 제형조건 확립 및 사업화 추진

    가. 까마귀쪽나무 열매를 이용한 다양한 제형연구

    나. 제형별 시작품 제작 및 안정성확보

    다. 사업화 추진을 위한 판매전략 수립

 (5) 까마귀쪽나무 열매 고품질 생산 및 대량번식기술 개발

    가. 까마귀쪽나무 열매 고품질 원료 생산 및 대량번식기술 개발 완료

    나. 까마귀쪽나무 열매 대량생산을 위한 대량증식 시험포 조성 완료

Ⅴ. 연구성과 및 성과활용 계획

○ 연구성과

 (1) 특허출원(3건)

    가. 까마귀쪽나무 추출물 또는 이로부터 분리된 화합물을 이용한 진통용 조성물

    나. 까마귀쪽나무 미성숙과 추출물 또는 이로부터 분리된 화합물을 이용한 항염증용 조성물

    다. 까마귀쪽나무 추출물과 이로부터 분리된 Litseakolide D2를 이용한 항염증용 조성물
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 (2) 논문게재(2건)

    가. The analgesic and anti-inflammatory effects of Litsea japonica fruit are 

mediated via suppression of NF-κB and JNK/p38 MAPK activation. 

International Immunopharmacology. 2014. 22:84-97

    나. Anti-inflammatory effect of litsenolide B2 isolated from Litsea japonica fruit via 

suppressing NF-κB and MAPK pathways in LPS induced RAW264.7 cells. 

Journal of Functional Foods. 2015. 13:80-88

 (3) 학술발표(8건)

    가. Anti-inflammatory Activity of Litsea japonica fruit extract in Murine 

Macrophage RAW 264.7 Cells. 2012. 한국분자세포생물학회

    나. Fruit of Litsea japonica in a rat osteoarthritis model reduces the symptoms of 

inflammation and bone damage. 2013. 한국응용생명화학회

    다. Anti-inflammatory Activities on Supercritical Extraction of Litsea japonica fruit 

in Murine Macrophage RAW 264.7 Cells. 2013. 한국식품영양과학회

    라. Anti-inflammatory Activities of The Compounds Isolated from Litsea japonica 

Fruit in LPS-stimulated RAW 264.7 cells. 2013. 한국식품영양과학회

    마. Anti-inflammatory Activities on Supercritical Extraction of Litsea japonica seed 

in Murine Macrophage RAW 264.7 Cells. 2014. 한국식품과학회

    바. Anti-inflammatory Activities of The Compounds Isolated from Litsea japonica 

Fruit in LPS-stimulated RAW 264.7 cells. 2014. 한국식품과학회

    사. Anti-inflammatory effect and Action Mechanism of Compounds Isolated from 

Litsea japonica Fruit in LPS-stimulated RAW 264.7 cells. 2014. Natural 

Product Biotechnology

    아. Anti-inflammatory Activities on Supercritical Extraction of Litsea japonica seed 

in Murine Macrophage RAW 264.7 Cells. 2014. Natural Product Biotechnology

 (4) 세미나발표(1건)

    가. Individual authorised health functional food development which relieve 

osteoarthritis using Jeju native resource. 2014. 한국식품영양과학회
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○ 성과활용 계획

 (1) 까마귀쪽나무 열매 개별인정형 건강기능식품 원료 신청 및 등록

 (2) 골건강 개선 건강기능식품 기능성 원료 소재 활용 산업화 추진

 (3) 지적재산권 활용 기술이전 실시 및 보완 특허 출원 추진

 (4) 까마귀쪽나무 열매 대량증식 확립에 따른 농용자원화
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Ⅰ. Title

Individual authorized health functional food development which relieve osteoarthritis  

using Litsea japonica from Jeju

Ⅱ. Research and Development Purpose and Necessity

○ Purpose of Research and Development

 (1) Development of functional raw material for an osteoarthritis alleviation health food 

using Litsea japonica fruit from Jeju

    A. Establishment of high quality production technology for rendering of wild Jeju 

Litsea japonica fruit as an agricultural resource

    B. Procurement of index content and functional substance for the Korea Food and 

Drug Administration, and notice and establishment of a standard test method

    C. Procurement and registration of functional wild Jeju Litsea japonica fruit food 

raw material individual qualification data

    D. Development of a global functional food above 2nd class bioactivity function

    E. Establishment of a large-scale distribution and marketing structure for 

expansion into the global market

○ Necessity of Research and Development

 (1) Korea is considered an aging society; in 2000 more than 7% of the population 

was aged 65 or older. This proportion is expected to exceed 14% by 2018. It is 

expected that Korea will become a super-aging society, in which the elder 

population exceeds 20%, by 2026.

 (2) Osteoarthritis has increased as a problem in the aging population. It is a major 

cause of behavioral discomfort, and is associated with damage to the joints, 

which negatively affects the wellbeing and economic productivity of the elderly.

 (3) Osteoarthritis develops as the blood supply to the joints decreases and the 

peripheral nerve function deteriorates, due to aging.

 (4)  There are various types of arthritis which have different causes. Osteoarthritis is 

the most common, and is caused by injuries or infections to the joint and aging; 

other forms of arthritis include rheumatoid arthritis and psoriatic arthritis.
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 (5) In view of the aging population, the government enacted the ‘Promotion of 

senior-friendly industries’, and is making various efforts such as making senior 

friendly industry nurture plans by newly founding and operating government-wide 

task forces

 (6) According to the Senior-friendly industry Vitalization Strategy Report,’ the 

senior-friendly food product industry, which includes bone and joint health foods, 

is expected to achieve annual growth rates of 9.12% until 2020. This indicates 

the huge potential of the senior friendly functional food industry.

Ⅲ. Research and Development Content and Range

 (1) Research on the resource rendering of Litsea japonica fruit as a functional food 

raw material 

    A. Search for the arthritis-related effectiveness of natural extracts

    B. Research on the active and index ingredients of useful natural substances

    C. Molecular biology operandi research through target gene analysis

    D. Research on the standardization of cultivation of resource rendering of the raw 

materials of Jeju wildlife resources

 (2) Research on raw material standardization for Litsea japonica fruit based functional 

foods

    A. Research on raw material standardization using active and index ingredients

    B. Setting standard benchmark and experimental methods using index ingredients

    C. Establishment of an optimal and standard process of effective ingredient 

extraction

    D. Raw material safety evaluation

 (3) Establishment for functional and safety on functional material of Litsea japonica 

fruit based health functional food 

    A. Evaluation of natural substance effectiveness; investigation of preclinical 

performance

    B. Clinical Study for functional material: joint health clinical study

    C. Natural substance safety evaluation: acute, sub-acute, and genetic toxicity 
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evaluation (requested to GLP institute)

 (4) Research on Jeju biotic resource-based functional food product commercialization

    A. Food product raw material scale up research

    B. Functional food medication and formulation research

    C. Evaluation of functional food raw material and medication safety (accelerated, 

room temperature)

    D. Preclinical testing of useful substances and application of functional food in 

humans (commissioned to a specialized agency)

    E. Production of functional food sample product

Ⅳ. Research and Development Results

 (1) Establishment of material standardization and standard specification settings on 

Litsea japonica fruit

    A. Development of index/active ingredient division, optimal extraction process, and 

standard processing methods

    B. Completed analysis of general and mineral nutrition components

 (2) Effectiveness evaluation and non-clinical effectiveness experiment on Litsea 

japonica fruit

    A. Completed anti-inflammatory effectiveness evaluation and operandi research on 

Litsea japonica fruit: in vitro

    B. Completed non-clinical pain and joint alleviation experiment on Litsea japonica 

fruit: in vivo

    C. Completed non-clinical joint alleviation effectiveness experiment reproducibility 

review for human body experiment product on Litsea japonica fruit: in vivo

 (3) Completed Litsea japonica fruit joint health-related human experiments

    A. Completed Institutional Review Board approval and production of joint health 

clinical protocol

    B. Procurement of functionality-supporting evidence, according to completion of 

joint health human experiments
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 (4) Execution of Litsea japonnica fruit material formulation condition establishment 

and commercialization

    A. Various formulation research studies using Litsea japonnica fruit 

    B. Procurement of safety and production of trial product per formulation

    C. Established sales strategy for commercialization

 (5) Development of Litsea japonnica fruit mass reproduction and high quality fiwa 

manufacturing technology

    A. Completed development of high quality Litsea japonnica fruit material production 

and mass reproduction technologies

    B. Completed creation of mass propagation experimental field for Litsea japonnica 

fruit mass production

Ⅴ. Accomplishment and its application plan

○ Accomplishment

 (1) Patent application

    A. Composition for Pain Relief Using an Extract of Litsea japonica or Compounds 

Isolated Therefrom

    B. Composition for Anti-inflammation Using an Extract of Immature Fruits of 

Litsea japonica or Compounds Isolated Therefrom

    C. Anti-inflammation Composition Using Litsea japonica Extract and Litseakolide 

D2 isolated from the same

 (2) Paper publication

    A. The analgesic and anti-inflammatory effects of Litsea japonica fruit are 

mediated via suppression of NF-κB and JNK/p38 MAPK activation. International 

Immunopharmacology. 2014. 22:84-97

    B. Anti-inflammatory effect of litsenolide B2 isolated from Litsea japonica fruit via 

suppressing NF-κB and MAPK pathways in LPS induced RAW264.7 cells. 

Journal of Functional Foods. 2015. 13:80-88

 (3) Academic publication
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    A. Anti-inflammatory Activity of Litsea japonica fruit extract in Murine 

Macrophage RAW 264.7 Cells. 2012. Korea Society for Molecular and Cellular 

Biology

    B. Fruit of Litsea japonica in a rat osteoarthritis model reduces the symptoms of 

inflammation and bone damage. 2013. Korea Society for Applied Biological 

Chemistry

    C. Anti-inflammatory Activities on Supercritical Extraction of Litsea japonica fruit 

in Murine Macrophage RAW 264.7 Cells. 2013. Korea Society Food Science and 

Nutrition

    D. Anti-inflammatory Activities of The Compounds Isolated from Litsea japonica 

Fruit in LPS-stimulated RAW 264.7 cells. 2013. Korea Society Food Science 

and Nutrition

    E. Anti-inflammatory Activities on Supercritical Extraction of Litsea japonica seed 

in Murine Macrophage RAW 264.7 Cells. 2014. Korea Society Food Science and 

Technology

    F. Anti-inflammatory Activities of The Compounds Isolated from Litsea japonica 

Fruit in LPS-stimulated RAW 264.7 cells. 2014. Korea Society Food Science 

and Technology

    G. Anti-inflammatory effect and Action Mechanism of Compounds Isolated from 

Litsea japonica Fruit in LPS-stimulated RAW 264.7 cells. 2014. Natural Product 

Biotechnology

    H. Anti-inflammatory Activities on Supercritical Extraction of Litsea japonica seed 

in Murine Macrophage RAW 264.7 Cells. 2014. Natural Product Biotechnology

 (4) Seminar presentation

    A. Individual authorised health functional food development which relieve 

osteoarthritis using Jeju native resource. 2014. Korea Society Food Science and 

Nutrition
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제 1 장 연구개발과제의 개요

제 1 절 연구개발의 목적

1. 연구개발의 최종목표

가. 제주산 까마귀쪽나무 열매 개별인정형 건강기능식품 원료 소재 개발 및 농용자원화

  (1) 우량종묘 생산: 제주 자생 까마귀쪽나무 열매 농용자원화를 위한 고품질 생산기술 확립 1식

  (2) 지리적표시 등록: 국립농산물품질관리원의 “까마귀쪽나무 열매” 지리적표시 등록 1건

  (3) 원료표준화: 식품의약품안전청 고시용 지표물질 및 기능성분(유효성분) 제출 1건

  (4) 까마귀쪽나무 열매 건강기능식품 원료 개별인정 자료 확보 및 신청: 생리활성기능 2 등급 이상

  (5) 제품개발: 생리활성기능 2등급 이상의 글로벌 건강기능식품 개발 1건 이상

  (6) 유통/마켓팅 구조 확립: 글로벌 시장 진출을 위한 대형 유통/마켓팅 구조 확립

2. 연구개발의 주요내용

  가. 기능성 원료의 표준화

 (1) 원재료의 표준화: 생물종 기원, 사용 부위, 오염물질 확인 등

 (2) 제조공정의 표준화: 제분, 추출, 혼합, 포장 및 저장 등

 (3) 지표(유효)성분 선정: 분석이 용이하고 안정성이 확보된 성분 선정

 (4) 분석방법의 선정: 재현성, 정량적인 분석방법 확립

 (6) 기준시험법 개발/작성: 기능성원료에 대한 기준 및 시험방법 개발/작성

  나. 유효성 평가

 (1) in vitro test: NO, PGE2, TNF-α, IL-1β, IL-6, iNOS, COX-2 등

 (2) in vitro test: 조골세포 염증 매개인자(IL-6, COX-2) 억제 효능 분석

 (3) in vivo test: MIA model에 의한 골관절염 억제 효능 분석 등

  다. 안전성 평가 (GLP 독성시험)

 (1) 단회투여독성시험 자료 확보

 (2) 유전독성시험 (염색체이상시험, 소핵시험 및 복귀돌연변이시험) 자료 확보
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  라. 원료 생산공정 scale-up

 (1) 표준공정 scale up 및 공정관리 적용

 (2) 원료 시생산 및 표준생산공정서(MF) 작성

 (3) 표준공정서 타당성 평가, 공정관리 적용

  마. 제제 및 제형 연구

 (1) 제형 설계, 제제 안정성시험 및 compatibility test

 (2) 제형결정 및 formulation 연구, 시생산 제품 안전성 시험(가속, 가온)

  바. 제품 생산 및 마케팅

 (1) 홍보자료 작성, 제품 디자인

 (2) 제품디자인 설계, 특허 및 상표 출원 등

  사. 식약청 건강기능식품 원료 개별인정 등록자료 filing

 (1) 소재, 기능/지표성분, 제조방법, 기타 규격항목, 안전성, 기능성 섭취량 설정근거 등 건

강기능식품 개별인정등록을 위한 연구수행 및 요건확보
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제 2 절 연구개발의 필요성

1. 건강기능식품 산업의 특성

가. 식품산업은 식품을 생산하거나 수입된 식품의 최종 소비자에게 전달되기까지에는 식품

원료의 생산, 수집, 가공, 저장, 판매라는 여러 유통단계를 경유하게 되고, 이와 같은 유

통단계를 거치면서 소비자가 원하는 형태로 변환되고 동시에 식품산업 자체의 소득을 

유발시키게 되면 고용 및 부가가치를 창출하게 됨.

나. 국내․외의 식품소비는 건강지향, 웰빙(well-being) 추구 등을 통해 자신의 삶의 질을 높이

려는 욕구로 과거의 단순한 먹거리 의미가 아닌 맛, 건강, 다양성 등의 질적인 면을 중

시하는 의미로 확대되고 있음.

다. 최근에는 LOHAS(Lifestyle Of Health Aand Sustainability) 개념이 도입되어 자연친화제품 

식품산업을 비롯한 전체 산업군의 트렌드가 되면서 세계건강기능 식품산업은 지속적인 

성장을 거듭하고 있는 추세임.

라. 건강기능식품의 발전은 세계 식품산업 전반에 커다란 지각변동을 예고하고 있으며, 많은 

기업에게 새로운 기회로 인식되어 식품산업체 뿐만 아니라 식품관련 분야에 참여하고 

있는 대기업, 다국적 유통업체 및 제약업체도 적극적인 시장참여 의사를 밝히고 있음.

마. 건강보조식품으로 시작된 국내 건강기능식품시장은 지난 10년간 꾸준한 성장을 해오고 

있으나, 세계시장에 비추면 매우 빈약한 시장을 형성하고 있으며, 소재부분은 수입 원료

의 의존도가 매우 높아 국내 생산 건강기능식품의 국제경쟁력은 매우 미약한 실정임.

바. 그러나, 건강기능식품의 태동과 더불어 식품과 의약품의 산업간, 학문간, 시장간의 부분

적 통합 움직임이 활발히 이루어지고 있어 잠재적 시장성은 더욱 확대될 것으로 전망되

고 있음.

사. 세계 보건정책의 새로운 패러다임이 질병치료에서 질병예방으로 바뀌어 가고 있음에 따

라 건강기능식품산업을 질병예방을 통한 국민의료비 절감과 건강증진으로 삶의 질 향상

에 기여하는 미래 핵심 동력산업으로 육성하기 위한 국가적인 기능성소재 연구개발과 

제품화 연구개발 지원이 기대되고 있음.

아. 국내 건강기능식품 제조업소 중 건강기능식품 GMP 지정업소는 30% 정도이며, 제주지역

에 2개 업소가 지정되어 산업기반은 조성되어 있으나, 천연자원을 이용한 연구나 건강기

능식품 개발이 미비한 실정임.

자. 식약처 건강기능식품 생산실적 통계자료에 따르면, 100억원 이상 판매된 제품군은 대부

분 고시형 원료를 사용하는 제품으로 홍삼, 알로에, 영양보충제, 글루코사민, 인삼, 클로

렐라, 감마리놀렌산, 효모, 유산균, EPA/DHA를 함유한 제품이 주류를 이루고 있음.

차. 또한, 건강기능식품 중 신제품 개발의 척도라고 할 수 있는 개별인정형 건강기능식품 시

장은 지속적으로 꾸준히 증가하고 있음. 대표적으로는 알코올성 손상으로부터 간을 보호
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하는데 도움을 줄 수 있는 생리활성 2등급의 헛개나무과병추출물, 갱년기 여성건강 분야 

백수오/당귀/속단 복합추출물 등으로서 매출분야도 꾸준하게 증가되고 있는 추세임.

카. 최근 식약처의 자료에 따르면 2013년 12월 기준으로 기능성 종류는 27종이며, 개별인정 

원료는 206점으로서 체지방감소>장건강>혈당조절>면역기능개선>관절/뼈건강 순임.

[건강기능식품의 기능성 종류와 개별인정 원료현황, 2013년 12월 기준]

타. 최근, 우리나라는 2000년에 전인구의 7% 이상이 65세 이상인 고령화사회로 진입하였으

며 2018년에 65세 인구가 14%를 초과하는 고령사회, 2026년에는 20%를 초과하는 초고령

사회가 될 전망임.

파. 이에 따라 정부에서는 2006년 12월 ‘고령친화산업 진흥법’을 제정하고, 범 정부차원의 

전담 조직을 신설․운영하여 고령친화산업육성 계획을 수립하는 등 다양한 노력을 기울이

고 있음.

하. 고령친화산업 활성화 전략보고서에 따르면 향후 골관절 건강 식품 등 고령친화 식품산

업은 2020년까지 연평균 성장률 9.12%로 전망하고 있어 고령친화형 건강기능식품 산업

의 발전 가능성은 매우 높다고 할 수 있음.
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< 고령친화 실버산업 시장 규모 >

(단위 : 억원, %)

구분 2002 2010 2020 연평균
성장률

기능성 식품산업 36,000 68,929 149,883 8.2%

고령친화 실
버산업

비중
(매출액기준) 28.3 30.7 31.2 -

매출액 10,188 21,153 46,738 8.8%

 “고령친화산업 활성화 전략”(BT 스페셜 노화 연구동향, 2009)

2. 연구개발 방향: 골관절 완화 건강기능식품 소재 개발

가. 건강기능식품 소재 중 고시형 제품에 비해 개별인정형 제품은 소비자들이 원하는 다양

한 기능성을 제공할 수 있으며 마케팅 측면에서 다양하게 활용할 수 있어 잠재력이 큰 

분야임.

나. 특히, 최근에는 지역의 대표적인 농림축산자원(예, 창원 양파추출물)과 연계하여 기능성

을 인정받음으로서 지역 농림축산자원의 브랜드 창출과 지역산업발전에 기여하는 등 다

각적으로 활용할 수 있는 점이 많아 개별인정형 건강기능식품 소재 개발이 여러 분야에 

걸쳐서 다양하게 이루어지고 있음.

다. 기존의 골관절과 관련된 건강기능식품소재로는 초록입홍합추출오일(3건), 황금추출물 등 

복합물(2건), N-아세틸글루코사민(1건), 로즈힙분말(1건), Dimethylsulfone(MSM)(6건), 글루

코사민(2건), 전칠삼추출물 등 복합물(1건), 지방산복합물(1건), 호프추출물(1건), 차조기등 

복합추출물(1건), 가시오갈피 등 복합추출물(1건)으로 총 11건의 원료명으로 20건의 개별

인정을 획득하였음(건강기능식품 인정현황, 식약처, 2012).

라. 단일 천연물로 획득한 것은 20건 중 5건이며, 이중 사업화중인 소재는 1~2건에 불과한 

실정임. 이에 본 연구개발사업을 통하여 얻어지는 소재는 좁은잎천선과나무의 천연물 단

일 추출물로서 소비자에게 어필할 수 있는 소재의 차별성이 클 것으로 판단됨.

마. 인체는 성장기뿐만 아니라 살아가면서도 골의 합성과 분해가 지속적으로 계속되는데 골

의 분해 현상은 성장기 때에도 계속 진행된다. 그럼에도 지속적으로 성장을 하는 것은 

골의 분해보다 합성이 더욱 활발히 일어나기 때문임.

바. 골대사 장애에는 기전적으로 크게 두가지로 구별됨. 골다공증과 같이 여러 원인으로 골밀도

(bone mineral density, BMD) 감소, 골조직의 미세구조 변화로 인한 골격대사 장애와 골절임.

사. 여러 가지 환경적 영향, 신체의 정신적 또는 육체적인 변화에 의한 호르몬의 불균형이

나, 골을 만드는 것보다 분해하는 것이 더욱 활발한 노년기의 경우 작은 충격으로도 골

이 쉽게 부러지는 현상이 일어나게 됨.

아. 흔히들 갱년기 이후의 여성에게 빈번하게 일어나는 골다공증(osteoporosis)은 신체 내에
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서의 호르몬의 불균형으로 인해 골을 만드는 일이 어려워지고, 골을 분해하는 것이 더욱 

활발하여, 골 사이에 공간이 생김으로써 발행하는 병임.

차. 골다공증은 골조직의 낮은 골량(bone mass)과 미세구조의 파괴로 특정지어지는 골격질

환으로 뼈가 부러지기 쉽고 골절 가능성이 높은 질환임.

카. 골다공증 외에도 골석화증(osteopetrosis)으로 골의 분해가 잘 일어나니 않을 경우 골 내

의 공간이 석회화 되면서, 골의 발달이 일어나지 않거나, 팔, 다리가 짧으며 모든 면역

세포의 근간인 골수의 형성이 일어나지 않는 병이 생기기도 함.

타. 이러한 골석화증 또한 골이 너무 딱딱하여 골다공증에 걸린 골처럼 쉽게 부러지기도 함. 

하지만, 국내에서는 골석화증 보다는 골다공증이 더욱 빈번하게 일어나고, 전 세계적으

로도 골다공증이 갱년기 이후의 문제로 대두되고 있는 추세임.

파. 특히, 관절염은 관절의 손상을 수반하는 질환으로서 55세 이상의 사람들의 거동을 불편

하게 하는 주요 원인이 됨.

하. 관절염에는 여러 종류가 있으며, 종류별로 그 원인이 서로 다름. 가장 흔한 것은 골관절

염(퇴행성 관절염)으로, 관절에 생기는 상처나 감염, 나이 등이 원인이 되며 다른 원인으

로는, 류머티즘성 관절염과 건선성 관절염이 있음. 

3. 실버산업 대응 차세대 식품산업 육성을 위한 산업 클러스터 구축

가. 세계적으로 생물자원에 대한 관심이 증대되고 자국의 생물자원에 대한 가치를 인식하고 

이를 자원화하고 있음.

 (1) 국제적으로 생물다양성 협약(CBD), 세계생물다양성정보기구(GBIF), OECD 세계 생물자

원센터네트워크(OECD/GBRCN), 국제식물신품종보호협약(UPOV), 세계생물바코드컨소시엄

(CBOL) 등을 통해 생물자원에 대한 관심이 증대되고 있음.

나. 이에 따라 자원보유국과 자원가치발굴국 간의 이익 공유에 대한 대립이 첨예화되고 있

으므로 자국의 고유 자원에 대한 자원가치 발굴 및 소재 개발에 의한 산업화는 매우 중

요한 의미를 가짐.

 (1) 선진국의 생물자원에 대한 광범위한 채취 및 특허․독점권 행사행위에 대한 자국 생물자

원을 보호하고자 하는 개도국의 반발 및 그에 따른 대립이 예상됨.
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다. 우리나라에서도 녹색성장시대를 맞이하여 산업의 기본소재로서 생물자원이 갖는 가치가 

재해석되고 그 중요성이 증대되고 있음.

 (1) 본 사업은 실버산업 대응 건강기능성 식품 개별인정화를 목표로 도내 청정 생물자원을 

소재를 확보, 개발하여 글로컬 기능성 식품 시장 마켓을 겨냥하는 사업임.

라. 건강기능식품 산업은 각 기업들의 연구/기술개발 등 개별적인 노력만으로는 산업화가 어

렵다는 한계를 가지고 있음.

 (1) 생물자원을 활용한 건강기능식품 개발은 소재에 대한 효능/안전성평가 등 과학적 근거 

마련 및 제품화를 위한 원료표준화 및 관리가 바탕이 되어야 함.

 (2) 개별 기업이 소재개발에서 제품화 단계에 이르기까지 필요한 모든 기술을 다 갖추기 위해서

는 비용이 과다하게 발생하므로, 기술개발자와 수요 기업간의 연결 고리가 필요한 실정임.

마. 본 사업에서는 다양한 건강기능식품 시장의 요구를 충족시킬 수 있는 제주 특화 생물자

원을 대상으로 식품산업에서 요구하는 기능성, 안전성 등 과학적 근거 확보를 통해 건강

기능식품 부재의 연약한 제주 향토 기업들의 자생력을 확보함은 물론 신성장동력 산업

으로 발전할 수 있는 기회 제공

4. 실버그린 건강기능식품 산업이란 ?

가. 실버그린 건강기능식품 산업이란 식품산업 중 고령화시대에 건강개선 및 질병예방을 위

해 사용되는 기능성 식품소재 및 가공 산업을 칭함.

나. 고령친화 실버산업은 전통의학의 원리와 소재, 방법론을 활용하여 개발된 고령자용 서비

스나 제품을 공급하고 생산하는 산업으로서, 고령자의 건강증진, 질병예방, 질병치료, 재

활에 기여할 수 있고, 고령인구의 증가, 고령자의 구매력 향상과 더불어 활성화가 될 것

으로 예상되며, 높은 부가가치를 가짐으로써 향후 고령사회의 경제성장과 고용창출에 기

여할 수 있는 산업으로 정의 될 수 있음.

다. 고령친화 실버산업의 범위는 질병이 있는 고령자와 건강한 고령자를 포함하여 예비노인

과 주수발자가 이용하는 보건 의료 서비스업산업을 말하는 것으로, 고령자의 건강증진, 

질병예방, 질병치료, 재활 측면에서 큰 기여를 할 고부가 가치 산업으로 의료, 문화, 관

광, 연구개발 등이 복합적으로 결합된 산업의 형태를 띠고 있음.

라. 우리나라는 2000년에 전인구의 7% 이상이 65세 이상인 고령화 사회로 진입하였으며 

2018년에 65세 인구가 14%를 초과하는 고령사회, 2026년에는 20%를 초과하는 초고령사

회가 될 전망임.

마. 이에 따라 정부에서는 고령친화산업을 미래성장동력산업으로 육성·지원할 수 있는 제

도적 기틀을 마련하고자 지경부, 복지부 공동으로 2006년 12월 ‘고령친화산업 진흥법’

을 제정하고, 범 정부차원의 전담 조직을 신설·운영하여 고령친화산업육성 계획을 수립

하는 등 다양한 노력을 기울이고 있음.
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바. 고령친화산업 활성화 전략보고서(저출산 고령사회 위원회, 2006)에 의하면, 고령친화 식

품산업은 2020년 까지 연평균 성장률 9.12%로 전망하고 있어 실버산업대응 건강기능식

품 산업의 발전 가능성은 매우 높음.

사. 제주지역은 오래 전부터 장수하는 노인들이 많아 역사적으로 ‘장수의 섬’으로 널리 

알려져 왔음. 그러한 명성의 이면에는 청정한 자연환경과 따뜻한 기후, 웰빙 식품으로 

인정받는 토속음식 외에도 풍부한 천연자원을 보유하고 있음.

아. 또한 제주지역은 다른 타 시․도 지역에 비해 65세 이상 노인인구 가운데 80세 이상 노인

인구가 차지하는 비율이 전국에서도 가장 높게 나타나고 있어서 고령화 현상은 더욱 가

속화 되고 있는 실정임.

차. 따라서 실버그린 건강기능식품 산업의 개발은 향후 제주도가 고령화 사회에서 장수의 

이미지를 제고하여 이를 관광, 휴양, 의료 및 관련 실버산업과 연계되어 새롭게 발전되

어 큰 시너지 효과를 나타낼 수 있음.

< 고령친화 실버산업 시장 규모 >

(단위 : 억원, %)

구분 2002 2010 2020 연평균
성장률

기능성 식품산업 36,000 68,929 149,883 8.2%

고령친화 실
버산업

비중
(매출액기준) 28.3 30.7 31.2 -

매출액 10,188 21,153 46,738 8.8%

 “고령친화산업 활성화 전략”(BT 스페셜 노화 연구동향, 2009)
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카. 고령친화형 건강기능식품은 고령자의 생리적 특성과 제품의 기능을 고려한 것으로 노화

억제, 항암·면역강화식품, 비만방지·뷰티식품, 성인병예방 개선식품, 건강유지 향상식

품 등으로 분류할 수 있으며, 제주 지역의 특성을 고려한 건강기능식품 유망품목은 항산

화 제품, 면역증진 제품, 골관절 질환개선 제품, 영양보충용 제품, 당뇨조절 제품, 비만

조절 제품, 장내균총개량 제품, 혈중지질조절 제품 등의 실용화 기술임.

타. 특히, 제주도는 유네스코 지정 세계자연유산으로 청정지역의 브랜드를 소유하고 있어 제

주자생 생물자원과 활용한 새로운 소재의 발굴과 더불어 토종 약제나 유기농 원료를 사

용한 참신하고 효능이 검증된 제품 개발을 개발한다면 고령친화형 건강기능식품 산업을 

제주 미래전략산업으로 발전할 잠재력은 충분히 갖추고 있다고 판단됨.

5. 골관절염 개선효능을 갖는 개별인정형 소재개발 추진 전략

가. 대기업이 주도하는 개별인정형 건강기능식품시장에서 중소기업이 경쟁할 수 있는 방안

은 기능성이 우수하면서 차별화된 소재를 개발하여 산업화하는 것이며, 특히 본 사업에

서 개발하고자 하는 골관절염개선 소재분야는 고시형소재외에는 경쟁력을 갖는 소재가 

아직 없어 빠른 시장진입과 시장을 점유할 수 있을 것으로 판단되어 본 사업이 필요함.

.

나. 차별화된 특화된 소재개발을 통한 관련시장에서의 경쟁우위 확보 : 기술적인 차별화를 

넘어 마케팅을 위한 차별화 전략(1차적 기능-영양 + 2차적 기능-맛)으로 활용이 가능하

여 관련시장의 진입 및 경쟁에서 용이할 것으로 판단됨
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다. 선행연구를 통해 기확보된 소재를 대상으로 식약청 건강기능식품 원료개별인증에 요구

되는 핵심요소인 ① 소재 표준화, ② 기능성 확보, ③ 안전성 확보 등을 참여기관 및 기

업들이 협력하여 체계적으로 수행할 예정임.
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제 2 장 국내외 기술개발 현황

제 1 절 국내․외 기술개발 현황

 1. 국내 기술개발 현황

가. 식생활의 서구화에 따른 성인병 증가 및 삶의 질 개선을 추구하는 이른바 웰빙 추세에 

따라 건강기능성 식품에 대한 관심이 증가하고 있으며 건강기능식품법의 발효로 기능성 

식품에 대한 연구가 활발하게 이루어지고 있음.

나. 세계 보건정책의 새로운 패러다임이 질병치료에서 질병예방으로 바뀌어 가고 있음에 따

라 건강기능식품산업은 질병예방을 통한 국민의료비절감과 건강증진으로 삶의 질 향상

에 기여하는 미래 핵심 동력산업으로 육성하기 위한 국가적인 기능성소재 연구개발과 

제품화 연구개발 지원이 기대되고 있음.

다. 건강보조식품으로 시작된 국내 건강기능식품시장은 지난 10년간 꾸준한 성장을 해오고 

있으나, 2011년 기준 국내 건강기능식품 시장은 세계 시장에서 1.4%의 비중을 차지할 정

도로 세계시장에 비추면 매우 빈약한 시장을 형성하고 있으며, 소재부분은 수입 원료의 

의존도가 매우 높아 국내 생산 건강기능식품의 국제 경쟁력은 매우 미약한 반면, 국내 

시장의 전년 대비 성장률은 28.2%로 매우 높게 나타나 있음.

[국가/지역별 건강기능식품 시장규모 및 성장률(2011)]

자료 :‘NBJ's Global Supplement & Nutrition Industry Report’, Nut. Business J.(2012)

라. 건강기능식품 산업은 완전경쟁형태의 시장으로 무수히 많은 업체들이 시장에 참여하여 

경쟁을 하고 있음.

 (1) 제품의 브랜드, 가격 및 유통경로에 따라 제품수명의 장단에 많은 영향을 미침
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 (2) 약국체인이나 방문판매 채널에 높은 유통마진을 보장하고 고가로 제품을 유통하는 경우 

단기 수익에 도움이 될 수 있으나, 제품의 수명은 2~3년을 넘기지 못하는 경우가 많음

 (3) 현재의 기능성식품시장은 자금력과 인지도 높은 브랜드 마케팅 능력을 갖추고 대규모 

유통경로를 확보하고 있는 대기업에 매우 유리한 환경임

 (4) 연구개발에 특화된 중소업체는 제한적인 자금과 인력으로 인해 직접유통망을 확보하기 

어려움

 (5) 자체 연구개발을 통해 효능이 우수한 기능성 식품소재가 적용된 제품을 개발하여 시장

을 선점한 대기업 유통망을 활용하는 방안이 가장 효율적인 사업화 모델임.

마. 국내 건강기능식품의 시장의 2011년 생산액은 13,682억원으로, 내수시장을 중심으로 빠

르게 성장하고 있음.

 (1) 전체 생산액 중 국내 판매금액이 13,126억원(95.9%), 수출액은 556(4.1%)억원으로 내수시

장이 큰 비중을 차지하고 있음.

바. 건강기능식품 중 홍삼이 가장 큰 시장을 형성하고 있으며, 2011년 전체 건강기능식품 생

산액의 52.6%(7천억원)를 차지함.

 (1) 최근 홍삼제품의 면역효과 이외에도 피부미용 및 주름개선 등의 미용기능이 각광받기 

시작하면서, 전년대비 성장률이 23.6%를 기록하는 등 국내 건강기능식품시장의 성장을 

주도하고 있음.

 (2) 이러한 홍삼제품에 대한 주요 소비 계층이 기존의 4·50대 중장년 위주에서 미용에 관

심이 많은 2·30대 젊은 층으로 확장되면서 연령에 구분 없이 홍삼의 수요는 지속적으

로 증가할 것으로 전망됨

   [국내 건강기능식품 생산액 및 성장률 현황]     [주요 품목별 생산액 및 성장률 현황]

   자료 : ‘11년 건강기능식품 생산실적 분석결과 발표’, 식품의약품안전처(2012. 5)
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사. 비타민 및 무기질은 세계시장의 증가와 함께 국내에서 가장 큰 성장률을 나타내고 있음.

 (1) 생산액 상위 5품목 중 2010년에서 2011년 증가율이 가장 높은 것은 비타민 및 무기질

로 전년(991억원) 대비 57.5% 상승한 1,561억원으로 나타남.

 (2) 세계 건강기능식품 중 점유율이 가장 큰 품목인 비타민과 무기질은 국내 시장에서도 

급속히 증가하고 있음.

 (3) 이는 인지도와 구매경험이 높은 비타민이 친숙도가 높으며, 비타민과 무기질은 일반의

약품으로 출시되고 있어 소비자들이 쉽게 구매할 수 있기 때문임.

아. 소비자 요구에 따른 새로운 기능성 원료를 이용한 개별인정형 제품의 시장이 새롭게 부

각되고 있음.

 (1) 2011년도 개별인정형 제품은 전년 대비 27.1% 성장한 1,435억원으로 이중 생산액 1위는 

간 건강제품(532억원)이었으며, 그 다음으로 면역기능에 도움을 주는 제품(179억원), 관

절/뼈건강 제품(153억원)순으로 나타남.

 (2) 이러한 개별인정형 건강기능식품의 성장 요인은 우리 사회의 음주문화 등으로 간 건강 

제품에 대한 소비 수요 증대, 일본 방사능 유출, 환경오염, 자외선 등으로 인한 면역기

능이나 피부건강에 대한 소비자 관심 증가 등의 이유로 풀이됨.

 (3) 또한 기존에 존재하는 원료에서 벗어나 치료 효능을 가진 개별인정형 원료가 발견되면 

신규 시장을 창출할 수 있는 잠재적 가능성이 내재되어 있어 대기업들이 개별인정형 원

료를 찾는데 주력하고 있음

       [건강기능식품 분류별 생산현황]            [개별인정형 세부품목별 생산현황]

   자료 : ‘11년 건강기능식품 생산실적 분석결과 발표’, 식품의약품안전처(2012. 5)
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 2. 국외 기술개발 현황

가. 세계적인 웰빙 트렌드의 확산과 고령화의 영향으로 건강기능식품이 포함된 Nutrition 

Industry의 시장규모는 최근 5년간 연평균 6% 수준의 고성장세를 지속하고 있음.

 (1) DataMonitor의 자료(2011)에서 글로벌 식품산업의 최근 5년간 연평균 성장률이 3.7%임

을 감안할 때, 건강기능식품 시장의 성장세는 상당히 높은 것임.

 (2) 또한 최근 중국, 인도, 라틴아메리카 등 신흥 개발국의 경제성장과 함께 수요가 크게 

증가하는 추세이기 때문에 높은 잠재력을 지닌 시장으로 평가됨

[선진국(DevelopedꠗMarkets)과 개발도상국(DevelopingꠗMarkets)의 시장규모 추이]

자료 : Nutrition Business Journal estimates(＄mil., consumer sales). Developed markets include USA, 

Canada, Western Europe, Japan and Australia/New Zealand.

   

나. 이러한 건강기능식품 시장의 높은 성장세는 ‘건강 지향적 소비자’의 증가에 따라 지

속·확대 될 것으로 예상됨 : Datamonitor(2011)의 조사에 의하면, 소비자의 약 60%는 평

소에 건강에 대한 관심이 매우 높았으며, 미국의 Food Marketing Institute의 조사에서는 

소비자의 65%가 음식 섭취를 통해 건강 상태를 조절하는 특성이 있는 것으로 나타남.

다. 2011년 세계 건강기능식품 시장규모는 890억 달러이며, 향후 2016년에는 1,200억 달러를 

상회할 것으로 예상됨.

 (1) 특히 개발도상국에서의 성장률이 향후 2016년까지 약 12%의 수준을 유지할 것으로 예

상된 반면 선진국들은 약 3%의 낮은 성장률을 유지할 것으로 예상되어, 향후 세계 건강

기능식품 시장은 이들 개발도상국에 의해 주도될 것으로 판단됨.

 (2) 이러한 개발도상국과 선진국간의 성장률 차이는 건강기능식품의 수요가 인구 구조나 

소득의 요인에 많은 영향을 받는 특성에 기인한 것이며, GDP의 성장률이 상대적으로 높

고 고령화가 진행되고 있는 개발도상국의 추세가 반영된 것임
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     [건강기능식품 세계시장 규모 및 성장률]  [건강기능식품 시장규모 성장률 추세]

  자료 1 : ‘NBJ's Global Supplement & Nutrition Industry Report’, Nut. Business J.(2012)

라. 국가/지역별 2011년 매출액을 살펴보면 미국이 29,242백만 달러로 가장 높으며, 2위는 

서유럽이 15,657백만 달러로 나타남. (위 자료중, <국가/지역별 건강기능식품 시장규모 

및 성장률(2011)> 참조)

 (1) 미국은 2010년(28,066백만달러)대비 4.2% 성장한 29,242백만 달러로 세계시장에서 가장 

큰 건강기능식품 시장을 차지하고 있음.

 (2) 아시아 시장을 살펴보면 중국이 10,639백만달러로 가장 큰 시장을 나타내고 있으며, 전

년대비(2010년, 9,540백만달러) 성장률은 11.5%로 급속한 성장세를 나타내고 있음.

마. Vitamins & Minerals의 시장규모가 가장 크며, 최근 Sports nutrition이 시장 성장을 주도함.

 (1) 건강기능식품의 대표상품으로 이미 소비자들에게 깊게 인식된 Vitamins & Mineral의 

2011년 시장규모는 360억 달러이며 전년대비 5.3%의 성장률을 기록함

[건강기능식품 품목별 세계 시장현황]

자료 2 : ‘NBJ's Global Supplement & Nutrition Industry Report’, Nut. Business J.(2012)
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 (2) 또한 최근 건강에 대한 소비자들의 관심이 체중 조절과 체력 향상을 돕는 Performance 

enhancers, Muscle builders, Weight gainers 등 건강 증진용 제품의 판매확대로 연결되면

서 Sports nutrition 시장의 최근 5년간 연평균 성장률이 가장 높은 6.2%를 기록함

[해외 Sports nutrition제품 예시]

바. 국내 건강기능식품시장

주요 건강기능식품 시장규모(억원) 주요 건강기능식품 시장규모(억원)

면역력 증진 1조 7천억원 비만 개선(체중 조절) 2백억원

피로 회복 4천억원 집중력 및 기억력 개선 5백억원

항산화(노화 방지) 2천5백억원 알레르기 1천5백억원

혈행개선(콜레스테롤개선) 4천5백억원 눈 건강 4백억원

관절 및 골밀도 개선 8백억원 혈당 조절용  4백억원

위 장관 기능 개선 1천2백억원 미용 개선 3백억원

성장 개선 5백억원 성기능 개선 1천억원

[출처 : 식품유통연감, 2010, 주요건강식품현황]
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제 3 장 연구개발수행 내용 및 결과

제 1 절 연구수행 내용

 1. 재료 및 방법

가. 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물 및 분획물 제작

 제주도 전 지역에 자생하고 있는 녹나무과에 속하는 까마귀쪽나무(Litsea japonica) 열매를 

구입하여 종자를 제거한 후 수분을 제거하기 위해 3일 동안 동결건조를 하였고 수분이 완

전히 제거되면 마쇄기로 분쇄하여 추출용 시료로 사용하였다. 까마귀쪽나무 주정 추출물 

및 순차적 분획물의 제조는 70% 에탄올(EtOH) 및 분획용 헥산(n-hexane), 디클로로메탄

(CH2Cl2), 에틸아세테이트(EtOAc) 그리고 부탄올(BuOH)을 사용하여 용매의 극성을 이용한 

순차적 추출법을 사용하였다. 즉 분말 건조된 시료에 80% 주정 에탄올로 2회 반복 추출한 

후 여과하여 얻어진 추출액을 감압 농축하여 동결건조기로 완전히 건조시켰다. 건조된 에

탄올 추출물에 10배량의 증류수와 동량의 헥산을 첨가하여 분획한 후 감압 농축하여 헥산 

분획물을 얻었다. 동일한 방법으로 디클로로메탄, 에틸아세테이트, 부탄올 그리고 물 층을 

분획하여 각각의 순차 분획물을 얻었으며, 모든 과정은 2회 반복 실시하였다.

나. 지표/유효성분 분리 및 정제

 본 연구에서는 건조된 까마귀쪽나무 열매 및 잎 70% 에탄올 주정 추출물에서 지표성분과 

유효성분을 규명하기위해 단일화합물을 분리정제를 실시하였다. 효능이 뛰어난 CH2Cl2 분획

물에 대하여 celite column chromatography를 실시하여 n-hexane, CH2Cl2, EtOAc, MeOH으

로 각각 극성별로 용매 소분획물을 얻었으며, 이들 분획 중 활성이 확인된 n-hexane 소분

획을 VLC(Vacuum liquid chromatography)방법을 이용하여 총 18개의 소소분획으로 나눔. 

그 중 HPLC 분석결과 고함량 피크가 검출된 5번, 7번 분획에 대해 다시한번 silicagel 

column chromatography 정제를 실시하여 단일화합물 1, 2을 분리함. 또한 활성이 확인된 9

번, 14번 분획에 대해 Revers phase column chromatography 기법을 이용하여 단일화합물 

3, 4, 5을 분리함. 분리된 단일화합물은 NMR 등의 분광학적 분석과 문헌조사를 통해 구조

를 결정하였다.(도식1)

다. 세포배양

 한국세포주은행 (KCLB, Seoul, Korea)로부터 생쥐(murine) 대식세포주인 RAW 264.7세포와 

인간(Human) 조골세포인 MG-63세포를 구입하여, 10% fetal bovine serum (FBS), penicillin 

(100 units/mL), 및 streptomycin (100 μg/mL)을 첨가하여 Dulbecco’s Modified Eagle’s 

Medium (DMEM; GIBCO Inc.)을 배양배지로 사용하였고, 배양조건은 37 ℃ 에서 95% air, 

5% CO2가습 공기 조건 하 포화 상태(subconfluence)에서 배양하였으며, 각각 3과 4일마다 

계대배양 하였다. 혈구계를 이용하여 세포의 수를 측정하였으며, trypan blue dye exclusion

을 통하여 살아있는 세포의 수를 확인하였다.
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라. 질소화합물 (Nitric oxide) 생성 억제 효능 평가

 RAW 264.7 세포를 10% FBS가 첨가된 DMEM 배지를 이용하여 1.5×105cells/mL로 조절한 

후 24 well plate 에 접종하고, 추출물 시료와 LPS (1 μg/mL)를 동시에 처리하여 24시간 배

양하였다. 생성된 NO의 양은 Griess 시약 [1% (w/v) sulfanilamide, 0.1% (w/v) 

naphylethylenediamine in 2.5% (v/v) phosphoric acid]을 이용하여 세포배양액 중에 존재하

는 NO2
-의 형태로 측정하였다. 세포배양 상등액 100 μL와 Griess 시약 100 μL를 혼합하

여 96 well plates에서 10분 동안 반응시킨 후 540 nm에서 흡광도를 측정하였다. 생성된 

NO의 양은 sodium nitrite (NaNO2)를 standard로 비교하였다.

마. 세포독성 평가 (LDH assay)

 RAW 264.7 세포 (1.5×105cells/mL)를 DMEM 배지에 추출물 시료와 LPS (1 μg/mL)를 동

시 처리하여 24시간 배양 한 후 배양 배지를 얻어 3,000 rpm에서 5분간 원심분리 하였다. 

LDH (lactate dehydrogenase) assay는 non-radioactive cytotoxicity assay kit (Promega)를 이

용하여 측정했으며, 96 well plate에 원심 분리하여 얻은 배양 배지 50 μL와 reconstituted 

substrate mix를 50 μL를 넣고, 실온에서 30분 반응시킨 후 50 μL의 stop solution을 넣은 

후 microplate reader (Bio-TEK Instruments Inc., Vermont, WI, USA)를 사용하여 490 nm에

서 흡광도를 측정하였다. 각 시료군에 대한 평균 흡광도 값을 구하였으며, 대조군 (LDH 

control, 1:5000)의 흡광도 값과 비교하여 세포독성을 평가하였다.

바. 염증 유발 인자 prostaglandin E2 (PGE2) 생성 억제 효능 평가

 RAW 264.7 세포 (1.5×105cells/mL)와 MG-63(1.0×105cells/mL)를 DMEM 배지를 이용하여 세

포수를 조절한 후 24 well plate 에 접종하고, 5% CO2항온기에서 18시간 전 배양 하였다. 이

후 배지를 제거하고 RAW 264.7 세포는 10배 농도 (25, 50, 100 ug/mL)로 조제된 추출물 시료 

50 μL와 450 μL의 LPS (1 μg/mL)를 함유한 새로운 배지를 동시에 처리하였고 MG-63 세

포는 10배 농도 (25, 50, 100 ug/mL)로 조제된 추출물 시료 50 μL와 450 μL의 IL-1β (10 

ng/mL)를 함유한 새로운 배지를 동시에 처리하였고 전배양과 동일 조건에서 배양하였다. 24

시간 후 prostaglandin E2 (PGE2)를 측정하기 위해 배양 배지를 원심분리 (12,000 rpm, 3 min)

하여 상층액을 얻었다. PGE2의 측정은 PGE2 ELISA kit (R&D Systems Inc., Minneapolis, MN, 

USA)를 이용하여 정량하였으며 standard 에 대한 표준곡선의 r2값은 0.99 이상이었다.

사. 염증성 사이토카인(TNF-α, IL-1β and IL-6) 생성 억제 효능 평가

 RAW 264.7 세포(1.5×105cells/mL)와 MG-63(1.0×105cells/mL)를 DMEM 배지를 이용하여 세

포수를 조절한 후 24 well plate 에 접종하고, 5% CO2항온기에서 18시간 전 배양 하였다. 

이후 배지를 제거하고 RAW 264.7 세포는 10배 농도 (25, 50, 100 ug/mL)로 조제된 추출물 

시료 50 μL와 450 μL의 LPS (1 μg/mL)를 함유한 새로운 배지를 동시에 처리하였고 

MG-63 세포는 10배 농도 (25, 50, 100 ug/mL)로 조제된 추출물 시료 50 μL와 450 μL의 

IL-1β (10 ng/mL)를 함유한 새로운 배지를 동시에 처리하였고 전배양과 동일 조건에서 배

양하였다. 24 시간 후 배양 배지를 원심분리 (12,000 rpm, 3 분)하여 얻어진 상층액의 

pro-inflammatory cytokines 생성 함량을 측정하였다. 모든 시료는 정량 전까지 -20 ℃ 이하
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에 보관하였다. pro-inflammatory cytokines 정량은 mouse enzyme-linked immnunosorbent 

assay (ELISA) kit (R&D Systems Inc., Minneapolis, MN, USA)를 이용하여 정량하였으며 

standard 에 대한 표준곡선의 r2값은 0.99 이상이었다.

아. 단백질 발현 억제 효능 평가(western blotting)

 배양이 끝난 세포를 수집하여 2∼3회 phosphate buffered saline (PBS)로 세척 한 후 세포 

용해버퍼 [50 mM Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl, 1% Nonidet P-40, 2 mM EDTA, 1 mM 

EGTA, 1 mM NaVO3, 10 mM NaF, 1 mM dithiothreitol, 1 mM phenylmethylsulfonyl 

fluoride, 25 ug/mL aprotinin, 25 ug/mL leupeptin]를 첨가하여 30분간 4℃에서 용해 시킨 

후 4℃, 15,000 rpm에서 15분간 원심 분리하여 세포막 성분 등을 제거하였다. 단백질 농도

는 bovine serum albumin (BSA)를 표준화하여 Bio-Rad Protein Assay Kit를 사용하여 정량 

하였다. 분리된 단백질 20∼30 μg를 8∼12% mini gel SDS-PAGE로 변성 분리하여, 이를 

PVDF (polyvinylidene difluoride) membrane (BIO-RAD, Richmond, CA, USA)에 200 mA로 2

시간 동안 transfer하였다. 그리고 membrane의 blocking은 5% skim milk가 함유된 TTBS 

(0.1% Tween 20 + TBS) 용액에서 상온에서 2시간 동안 실시하였다. iNOS의 발현 양을 검

토하기 위한 항체로는 anti-rabbit iNOS (Calbiochem, La Jolla, CA, USA), COX-2의 발현 양

을 검토하기 위한 항체로는 anti-mouse COX-2 (BD Biosciences Pharmingen, San Jose, CA, 

USA), NF-κB와 MAPKs 기전연구를 검토하기 위해 anti-rabbit NF-κB와 MAPKs (Cell 

Signaling Technology, Beverly, MA, USA)를 TTBS 용액에서 1:1000으로 희석하여 상온에서 

2시간 반응시킨 후 TTBS로 3회 세정하였다. 2차 항체로는 HRP (horse radish peroxidase)가 

결합된 anti-mouse와 rabbit IgG (Cell Signaling Technology, Beverly, MA, USA)를 1:5000으

로 희석하여 상온에서 30분 간 반응시킨 후, TTBS로 3회 세정하여 ECL 기질 (Amersham 

Biosciences, Piscataway, NJ, USA)과 1~3분 간 반응 후 X-ray 필름에 감광하였다.

자. 통계분석

 모든 실험은 3회 이상 반복으로 이루어졌으며, 실험결과는 각 항목에 따라 평균치 ± 표

준편차(SD)를 구하여 신뢰수준 95%(p<0.05)에서 통계적 유의차를 평가하였다.

 2. 골관절염 개선 비임상효력시험

가. 급성관절염 비임상효력시험

 (1) 시험방법 및 시험항목

① 일반증상관찰: 투여 전 기간에 걸쳐 1 일 1 회 투여 직후의 일반증상을 관찰하였다. 일

반증상의 관찰은 사망여부, 증상의 종류 및 정도, 발현일을 개체별로 기록하였다.

② 체중측정: 모든 동물에 대하여 입수시, 군분리시, 투여개시시에 절식 후 측정하였다.

③ 급성 관절염 유도: 랫드의 발바닥 용적을 plethysmometer로 측정한 후 시험물질을 경

구투여하고 30분 후에 우측 뒷 발바닥에 기염제로 1% carrageenan/생리식염수를 0.1 

mL씩 피하주사하여급성 관절염을 유발시켰다.
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④ 부종 측정: 부종 유발 후 1 시간 간격으로 5회에 걸쳐 부종의 용적을 측정한 후 시험

물질 투여전 용적을 기준으로 하여 그 증가율과 억제율을 다음 식으로 계산하였다.

나. 만성관절염 비임상효력시험

(1) 시험방법 및 시험항목

① 조직의 광학현미경적 소견: 관절의 조직학적 변화를 관찰하기 위하여 10% normal 

buffered formalin으로 각각 관절염이 유도된 마우스의 족관절을 고정하였다. 고정 후 

Calci-clear rapid로 탈회하고, 일반적인 방법에 의하여 수세, 탈수과정을 거처 파라핀으

로 포매하였으며, 포매 후 3 um의 절편을 제작하여 일반적인 조직학적 구조를 관찰하기 

위하여 hematoxylin-eosin 염색을 시행하였다.

② 사이토카인에 대한 면역조직화학염색: 파라핀 포매 조직을 면역염색용 slide에 3 um 두께

로 자른 후 xylene으로 파라핀을 제거하고 조직 slide를 phosphate buffered saline(PBS)으

로 함수시킨 후, hydrogen peroxide를 이용하여 endogenous peroxidase를 제거하였다. 일

차 항체는 anti-mouse IL-6, anti-goat TNF-α를 1 : 100으로 희석하여 4℃에서 overnight

하였다. PBS로 세척한 후 anti-mouse 및 anti-goat HRP 이차항체를 반응시킨 후 DAB와 

hydrogen peroxide를 이용하여 발색시킨 후 hematoxylin으로 대조염색을 시행하고 

permount로 마운팅하여 광학현미경으로 판독하였다.

③ 방사선학적 검사: 쥐의 발목 관절에 대하여 시험 종료 후 X-ray 검사를 시행하였다.

④ 비장세포의 분리 및 배양: 시험 종료 후 마우스의 비장을 분리하여 histopaque을 처리

한 후, 500 xg로 20분간 원심분리하여 lymphocyte층을 얻었다. 다시 RPMI-1640 배지로 

세척한 후, 24 well plate에 분주하고, 5% CO2 세포배양기에서 3일간 배양한 후 실험

에 사용하였다.

⑤ 혈청 및 비장 세포 내 IL-6, TNF-α 및 IFN-γ 측정: 시험 종료 후 마우스 안와정맥총

에서 채혈한 후 원심분리를 이용하여 분리한 혈청과 비장세포 상등액에 대하여 IL-6, 

TNF-α 및 IFN-γ의 변화량을 ELISA kit을 이용하여 정량하였다.

⑥ 양성대조군으로 조인스정 (에스케이케미칼)

다. 말초성 진통 억제 비임상효력시험 (Acetic acid-induced writhing test) 시험방법

① 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물의 진통효과를 알아보기 위한 방법의 하나로 복부 수축 

반응을 지표로 하며, 말초신경계의 진통 효력 시험에 주로 사용되는 시험방법이다.

② 실험동물은 5주령 ICR mouse를 1주간 습도 50%, 온도 24~26℃로 유지되는 사육장에서 

순화시켰으며, 사료 및 물은 자유롭게 섭취할 수 있도록 공급하였다.자극물 (초산 

0.75% 함유 생리 식염수)을 0.1mL/10g body wt의 용량으로 실험 전 12시간 동안 절식

시킨 마우스의 복강에 주사로 주입하였으며, 자극물의 주입 60분 전 까마귀쪽나무 열

매 추출물, 디클로로메탄 분획물 및 Hamabiwalactone A와 B를 경구 투여하였다.

③ 자극물이 투입되면 복강 내에서 통증을 유발하여 몸을 뒤틀거나, 뒷다리를 쭉 뻗는 동

작 등의 writhing syndrome 반응을 보이게 된다.

④ 총 10분 동안 writhing (몸을 뒤튼 상태로 2초 이상 지속) 횟수를 측정한 결과를 [그림 

68]에 나타내었다. [그림 68]에서 각 색깔·도형별 포인트는 실험동물의 writhing의 숫
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자이며, 직선(-)은 그 평균값이다.

라. 중추성 진통 억제 동물시험 (Tail-flick test)

(1) 시험방법

① 꼬리 회피 반응 시험법을 이용하여 중추성 진통 억제 효과를 확인하였다.

② 급성 통증 모델 중 중추신경계에 작용하는 진통제를 검색할 때 많이 사용하는 방법이다.

③ 5주령 ICR 마우스를 1주일간 순화시킨 후 각각 무게를 재고 식별이 가능하도록 꼬리에 

매직으로 표시를 하였다.

④ 쥐 꼬리의 1/3지점 을 측정해 표시하고, 반응에 영향을 미치지 않도록 빛이 닿지 않는 

쪽에 표시를 하였다.

⑤ 반응시간이 3∼4 sec가 되도록 강도를 맞추며, cut off time은 10초 정도로 정하였다. 

약물주입은 복강주사로 하였다.

⑥ 동물의 꼬리 끝을 열판에 올려 놓고 꼬리치기가 일어나기까지의 시간을 측정하여 시료 

무처리군과 비교하여 꼬리치기가 일어나기까지의 시간 증가율 (TFL change)을 구하였다.

마. 중추성 진통 억제 동물시험 (Hot plate test)

(1) 시험방법

① Hot plate test를 이용하여 중추성 진통 억제 효과를 확인하였다.

② Hot plate test는 중추신경계에 작용하는 진통제를 검색할 때 사용하는 방법으로 mouse

의 발바닥이 열에 매우 민감하여, 참을 수 없을 정도의 열이 감지되면 뛰거나, 발바닥

을 움츠리거나, 핥는 행위를 하는데, hot plate에 접촉할 때부터 뒷발을 털거나 핥을 

때까지의 시간(sec)을 측정하는 방법이다.

③ 5주령 ICR 마우스를 구입하여 1주간 순화시킨 후 실험동물의 몸무게를 측정하고, 실험

동물을 실험환경에 적응시키기 위하여 15∼30 분 정도 두었다.

④ 전열기를 55℃ 혹은 적당한 온도로 미리 조절하였으며 각각의 시험물질 (즉 까마귀쪽

나무 열매 추출물, CH2Cl2 분획물 및 Hamabiwalactone A와 B)을 경구투여하고, 시료 

경구 투여 60 분 경과 후에, 테스트를 시작하여 뒷발을 털거나 핥을 때까지의 시간을 

초(sec) 단위로 측정하였다.

바. MIA (monosodium iodoacetate)에 의한 골관절염 비임상효력시험

(1) 시험방법

 약물 유도 모델은 실험동물에 특정 약물을 intra-articular injection 등의 방법으로 주입하여 

chondrocyte의 metabolism을 저해하거나, ligament와 tendon의 손상을 유발함으로서 골관절염

을 발생시키는 방법으로 MIA (monosodium iodoacetate)를 사용하여 골관절염을 유발 시킨다. 

무릎주변을 깨끗이 제모한 후 골관절염 유발물질인 MIA: Monosodium iodoacetate를1 mL 주

사기를 사용하여 오른쪽 무릎 관절강 내에 50 uL (60 mg/mL)씩 투여한다. MIA 희석시에는 

0.9 % saline을 사용한다. MIA 투여7 일 후에 관절염 유발유무를 확인하여 관절염이 유발된 

동물만을 사용한다.
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MIA에 의한 골관절염 유발 과정

(2) 식이량 측정 및 시험물질 투여

 1주일에 1회 또는 2회씩 식이량 (g 수) 및 음수량 (mL량)을 측정하며, 식이섭취량은 측정이 

이루어지는 날의 일정한 시간에 칭량하여 1일 평균 식이섭취량을 산출하며, 식이효율(feed 

efficiency ratio, FER)은 체중 증가량을 식이섭취량으로 나누어서 계산한다. 같은 방법으로 

음수량을 측정한다. 시험물질은 오전 투여, 측정은 오후에 하는 것을 원칙으로 한다. 측정일

은시험물질을 경구투여한 후4, 7, 11, 14 째 되는 날에 각각 시행한다. 양성대조군으로 NSAID 

약물로는 주로 염증의 중요한 매개자인 cyclooxygenase enzymes 활성을 억제하여 

prostaglandin 합성을 저해함으로써 항염증 작용을 나타내는 항염증 약물인 indomethacin을 

사용하였다.

(3) 생물학적 지표 검사

 투여전 후 또는 전체 투여기간에 걸쳐일정한 간격을 두고 혈액 및 synovial fluid를, 채취한

다. 혈액으로부터 혈청 또는 혈장을 분리한뒤, 염증성 지표로서 IL-1β, TNF-α, IL-6 등의 

사이토카인은 ELISA로 측정한다. 그리고 연골조직의 파괴정도를 확인하기위해 synovial fluid

를 이용하여 MMP-2, 3, 7, 9, 13 및 TIMP-1, 2 등의 발현을 측정한다. 투여가 완료된 후에는 

실험동물의 사체로부터 synovial tissue를 채취하여 RNA를 분리하여 PCR 등의 방법을 통해 

MMP-2, 3, 7, 9, 13 및 TIMP-1, 2 등의 mRNA 발현정도를 분석한다.
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◯ 생물학적 지표 검사를 위한 primer sequences

(4) 마이크로 CT

 골관절염을 유발 시켜 시험물질 투여가 완료된 후 마이크로 CT를 이용하여 실험부위를 촬

영하였다. 촬영 전 실험동물은 전신 마취하여 엎드린 자세로 거치대에 위치시키고 외부 모니

터링 하에 촬영하여 결과를 확인하였다.

<마이크로 CT 촬영 과정 및 촬영 조건>

 3. 원료표준화 (기능/지표물질 시험법 검토 및 선정)

 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물에서 지금까지 분리 정제된 단일 화합물에서 원료표준화를 

위해 지표성분을 선정하여 원료표준화를 실시하였으며 지표성분 선정은 함량이 제일 많은 
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Hamabiwalacton A와 B를 가지고 지표성분으로서 가능 여부를 확인하기 위해 시험법 검토

를 추진하였다.

가. 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물 중 Hammabiwalactone A, B 시험법 검토

(1) 분석물질

 ① Hamabiwalactone A (HLA)

Chemical structure

O
O

Synonym 3-[(1E)-1-Dodecen-11-yn-1-yl]-5-methyl-2(5H)-furanone

Chemical formula C17H26O2

Molecular Weight 262.3

CAS number 128396-35-0

Storage +4℃

 ② Hamabiwalactone B (HLB)

Chemical structure

O
O

Synonym

2(5H)-Furanone,3-(1E)-1,11-dodecadien-1-yl-5-methyl-, (5S)-

2(5H)-Furanone,3-[(1E)-1,11-dodecadienyl]-5-methyl-, (5S)-

(9CI); (+)-

Chemical formula C17H26O2

Molecular Weight 262.3

CAS number 128396-35-0

Storage +4℃

(2) 분석시료

 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물 (LJM-F-1Lot)

(3) 분석방법

 ① 시약 및 시액

   ㉮ 표준물질: 표준물질은 천연물화학에 의뢰하여 대량 분리 및 정제한 것을 사용하였다. 

     - Hamabiwalactone A (천연물화학 분리·정제, 99%)

     - Hamabiwalactone B (천연물화학 분리·정제, 96%)

   ㉯ 일반시약

     - 에탄올 (덕산, HPLC grade)
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     - 메탄올 (덕산, HPLC grade)

     - 초산 (덕산, HPLC grade)

     - 아세토니트릴 (Burdick&Jackson, HPLC grade)

     - 디클로로메탄 (덕산, HPLC grade)

 ② 표준용액의 제조

   ㉮ Hamabiwalactone A, B 표준물질 약 50 mg을 정밀히 취하여 디클로로메탄 5mL에 용해

하여 vortexing 후 정용 (stock solution)한다.

   ㉯ Stock solution을 메탄올로 200, 100, 50, 25, 12.5 ppm으로 적절히 희석하여 표준용으로 

사용한다.

 ③ 시험용액의 제조

   ㉮ 시료 약 500 mg을 정밀히 달아 70% 에탄올에 용해한다.

   ㉯ Vortexing하여 초음파추출 후 최종 100 ml로 정용한다.

   ㉰ 0.22 μm PTFE membrane syringe filter로 여과하여 시험용액으로 사용한다.

 ④ 기기분석조건

 ⑤ 계산식
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나. 시험법 검증

 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물 중 Hamabiwalactone B (HLB) 함량을 확인하기 위하여 설정

된 분석법의 유효성을 검증하였다. 설정된 방법으로 분석법의 특이성 (Specificity), 직선성 

(Linearity), 정확성 (Accuracy), 정밀성 (Precision), 범위 (Range) 등의 항목을 검토하였다.

(1) 분석물질: Hamabiwalactone B(HLB)

Chemical structure

O
O

Synonym

2(5H)-Furanone,3-(1E)-1,11-dodecadien-1-yl-5-methyl-, (5S)-

2(5H)-Furanone,3-[(1E)-1,11-dodecadienyl]-5-methyl-, (5S)- (9CI); 

(+)-

Chemical formula C17H26O2

Molecular Weight 262.3

CAS number 128396-35-0

Product

Lot. No. 20120124, 

Adjusted purity
96.0%

Storage +4℃

(2) 분석시료: 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물

(3) 분석방법: 고속액체크로마토그래피법

 (가) 장비

HPLC System

Shiseido Nanospace SI-2 , Japan

3101 Pump, Autosampler 3023, DAD 3117 ,

Column Oven 3014, Degasser 3202

Agilent 1200 series, Agilent, USA

Quat Pump G1311A, Autosampler G1329, DAD G1315D,

Column Oven G1316A, Degasser G1322A

Analytical Column Cadenza CD-C18 (4.6mm × 150mm, 5um)

 (나) 시약

 ① 표준물질: Hamabiwalactone B (천연물화학, Cat. No. NPC-KC119, Lot. No. 20120124, 

Adjusted purity : 96.0%)

 ② 일반시약

   - 에탄올 (덕산, HPLC grade)

   - 메탄올 (덕산, HPLC grade)

   - 초산 (덕산, HPLC grade)
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   - 아세토니트릴 (Burdick&Jackson, HPLC grade)

   - 디클로로메탄 (덕산, HPLC grade)

 ③ 표준용액 조제

   ㉮ Hamabiwalactone B 표준물질 약 50 mg을 정밀히 취하여 디클로로메탄 5mL에 용해하

여 vortexing 후 정용한 것을 stock solution으로 한다.

   ㉯ Stock solution을 메탄올로 200, 100, 50, 25, 12.5ppm으로 적절히 희석하여 표준용액으

로 사용한다.

 ④ 시험용액 조제

   ㉮ 시료 약 200 mg을 정밀히 달아 70% 에탄올에 용해한다.

   ㉯ Vortexing하여 초음파추출 후 최종 50 mL로 정용한다.

   ㉰ 0.45 μm PTFE membrane syringe filter로 여과하여 시험용액으로 사용한다.

 ⑤ 분석조건

 ⑥ 계산
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※ 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물 중 HLB 분석법의 유효성 검증(요약)

 4. 원료소재의 안정성 확보

가. 계획

(1) 개발목표: 까마귀쪽나무 열매를 원료소재로 활용하기 위하여 안정성을 확보하고자 함. 

또한 원료소재 지표물질의 안정성을 확보하기 위하여 pH의 변화에 따른 안정성을 검토

하고자 함.

(2) 개발내용: 까마귀쪽나무 열매를 열수 및 주정으로 추출하여 원료소재로서 안정성을 확보

하기 위한 연구로, 천연물추출물이 원료소재로 유통 및 사용되어지는 가장 일반적인 방법

을 선택하여 진행하였음. 그 방법으로는 까마귀쪽나무 열매를 추출하여 농축한 형태로 안

정성을 확보하고자 하였으며, pH변화에 따른 지표물질을 안정성확보를 진행 중에 있음.

나.  연구수행방법

(1) 까마귀쪽나무 열매의 원료소재화
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① 열수추출물 : 까마귀쪽나무 열매 (종자제외)를 100℃ 압력추출기에서 1차 및 2차 각각 

5시간 추출하여 여과한 다음 20 brix, 40 brix로각각 농축하였음 ▶ 가열하여 원료 시

료병에 밀봉

② 주정추출물 : 까마귀쪽나무 열매 (종자제외)를 85℃ 압력추출기에서 1차 및 2차 각각 

5시간 추출하여 여과한 다음, 주정을 증발/농축시키고 추출물을 20 birx와 40 birx로 

각각 농축하였음 ▶ 가열하여 원료 시료병에 밀봉

③ 소재의 안정성평가 시료 : 50mL 시료샘플용기

소재(시료명) 제조번호 비고

까마귀쪽나무열매 열수추출물시료 : 20 brix HR-20120828-1 원료(W-20)

까마귀쪽나무열매 열수추출물시료 : 40 brix HR-20120828-2 원료(W-40)

까마귀쪽나무열매 주정추출물시료 : 20 brix HR-20120829-1 원료(E-20)

까마귀쪽나무열매 주정추출물시료 : 40 brix HR-20120829-2 원료(E-40)

(2) 원료소재의 성분분석

① 까마귀쪽나무 열매의 열수추출물과 주정 추출물 원료소재를 각각 6 brix로 보정하여 

원료소재에 대한 성분분석을 실시하였음.

② 성분분석항목 (9대영양성분) : 열량, 탄수화물, 단백질, 지방, 나트륨, 포화지방, 트렌스

지방, 당, 콜레스테롤

③ 시험방법 : 식품공전

(3) 안정성 평가항목

① 성상 및 ph

② 미생물검사(식품공전) : 세균, 대장균군

③ 점도 : 측정기기는 brookfield사의 dV-ii viscometer를 사용하였고 스핀들은 no.2, 180 

rpm으로 setting하여 측정하였음.

④ 색도 : 각각의 시료 5 mL를 petri-dish (55×12mm)에 넣고 색도색차계 (Model CR 

-300, Osaka, Japan)를 이용하여 L*(lightness), a*(redness)및 b*(yellowness) 값을 측정

하였으며 시료당 15회 (3개*5회 측정) 반복 시험하여 색도의 변화정도를 측정하고, 그 

평균값으로 나타내었음.

⑤ 1차년도 원료소재의 안정성연구

㉮ 가속시험 ▶ 1차년도 원료소재 연구에 있어서는 3개월 실시

○ 가속시험기간 : 3개월간 실시(제조 후, 1, 2, 3월)

○ 보존조건 : 38℃, 80% RH 이상

○ 시험항목 및 시험방법 : 성상, 미생물(대장균 및 세균) 등 필요항목

㉯ 장기안정성시험 ▶ 1차년도 원료소재 연구에 있어서는 3개월 실시
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○ 장기안정성시험기간 : 24개월 (또는 12개월) 이상(3개월 단위 측정)

○ 보존조건 : 실온

○ 시험항목 및 시험방법 : 성상, 미생물 (대장균군)등 필요항목

㉰ 시험방법

시험항목 시험방법
규 격

열수추출물
20 brix

열수추출물
40 brix

주정추출물
20 brix

주정추출물
40 brix

성   상 - 짙은 갈색 액상 짙은 갈색 액상 짙은 갈색 액상 짙은 갈색 액상

대장균군 식품공전 0 0 0 0

세    균 식품공전 0 0 0 0

점    도 상기설명 14.5 ± 1.1 28.4 ± 1.1 11.5 ± 1.9 35.8 ± 1.5 

색    도 상기설명 28.86 ± 0.58 29.18 ± 0.48 28.84 ± 0.56 29.23 ± 0.44

pH - 5.26 ± 0.13 5.33 ± 0.12 5.48 ± 0.10 5.59 ± 0.11

※ 색도의 경우 명도로만 기준으로 설정하였으며, 적색도 및 황색도도 실제로 시험

항목에 포함하여 진행하였음.

5. 원료소재를 이용한 다양한 제형연구 Ⅰ : 1차

가. 계획
(1) 개발목표 : 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물을 원료로 하여 산업화 등을 목적으로 다양한 제형연

구를 추진하고자 함. 
(2) 개발내용 :  까마귀쪽나무 열매 주정추출물을 주원료로 하여 다양한 제형연구를 수행하는 것으

로, 소비자가 가장 선호하는 제품인 음료형태의 제품부터, 환 제품, 캡슐 제품 등 다양한 제형에 
대한 연구를 수행하였으며, 특히 환제품의 경우, 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물 원료의 단독소
재 보다는 기존에 다양하게 활용되어지고 있는 소재를 사용한 연구도 추진하였음.

나.  연구수행방법
(1) 까마귀쪽나무 열매 의 원료소재화

① 제형연구 및 1차 제형제작
㉮ 일반적으로 제형을 포함한 제품제작연구는 (주)휴럼의 신제품개발에 따른 자체 메뉴얼

에 따라 조성비를 선정하였음. ⓐ 중앙연구소 제품개발부에서 제품의 특성, 제품의 목적, 
소비자 타겟, 제품의 제형 등을 고려하여 3~5종의 레시피를 개발하여 1차 레시피에 따른 
각각의 제형 제품을 제작하고, ⓑ 마케팅본부에서 소비자 및 전문가의 의견을 수렵하여 
다시 논의한 다음 ⓒ 다시 레시피를 조정하여 다시 만들어 평가하는 과정을 3~5회 걸쳐서 
1단계로 완성하여 시작품을 제작하는 것으로 매뉴얼이 구성되어 있음. 본 연구에서는 ⓐ
의 단계로 1차로 선정된 제형별 레시피를 기준으로 제품을 제작하여 원료소재의 안정성 
및 품질관리 등에 필요한 기본적인 시험을 수행하였음. 궁극적으로는 2차년도 과정(2차
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년도 수행계획에 포함되어 있음)에는 ⓑ와 ⓒ과정을 거치면서 최종적으로 산업화에 적절
한 제품을 완성하게 됨. 

㉯ 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물 소재를 이용한 제형연구는, 일반인들이 가장 선호하
고 있는 음료제품을 포함하여, 휴대하기가 편한 캡슐 및  환 제형 등에 대하여 다양
한 연구를 추진하였음.

㉰ 제형별 특징
○ 공통적인 특징 : in vivo test 선행연구의 결과에서 효능이 우수한 까마귀쪽나무

열매 주정 추출분말 10mg/kg을 참고로 제형연구를 수행하였음. 성인 60kg을 기
준으로 하였을 때 최대 600mg을 섭취하는 것을 기준으로 하여 제형연구를 수행
하였음. 

○ 제형1 (음료) : 음료로서 상품화는 방법으로는 다양하게 있지만, 혼합음료서 1회 
섭취하는 용량이 50~100 ml이며, 포장용기로는 병, 파우치, 치어팩 등 다양하
게 포장이 가능함. 본 제형연구를 추진하는데 있어서 100ml 병을 이용한 연구
를 진행하였으며, 주원료인 까마귀쪽나무 열매 주정 추출농축액의 고형분으로
서 함량이 1일 섭취량인 600mg이 되도록 레시피를 개발하였으며, 1차 제품을 
제작하였음.

○ 제형 2(캡슐) : 까마귀쪽나무 열매 소재의 관절염완화 기능에 대한 부형제 외 다
른 성분을 최소화하는 것으로 제형연구를 추진.

○ 제형 3(환) : 까마귀쪽나무 열매 주정 추출농축액소재를 기본으로 하여 일반적으
로 환제품의 주원료로 많이 알려진 매실추출농축액, 산수유추출농축액, 청국장분
말 등의 기능성소재를 첨가하여 제형을 개발하는 방향으로 추진하였음. 제형 1과 
제형 2와는 달리 기능적인 측면은 기준섭취량에 60%정도의 함량을 함유하도록 
레시피를 조절하여 제형연구를 수행하였음. 

㉱ 제형제작 : 음료 병 제품은 100ml / 1병 (내용물기준), 캡슐은 360mg/1캡슐 (내용물기
준), 환제품의 경우 환10개를 기준으로 0.66g~1.55g을 기준으로 제작하였음.

② 1차 제형연구로 개발된 제품의 안정성 확보
㉮ 가속시험▶ 1차 제형연구에 있어서는 2~3개월 실시 (매월측정)

○ 가속시험기간 : 2~3개월간 실시 (제조 후, 1개월, 2개월, 3개월)
○ 보존조건 : 38℃, 80% RH 이상
○ 시험항목 및 시험방법 : 성상, 표준물질, 미생물 (대장균 및 세균) 등 필요항목

㉯ 장기안정성시험 ▶ 1차 제형연구에서는 생략
○ 장기안정성시험기간 : 24개월 (또는 12개월) 이상(3개월 단위 측정)
○ 보존조건 : 실온
○ 시험항목 및 시험방법 : 성상, 표준물질, 미생물 (대장균군)등 필요항목
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㉰ 시험방법

시험항목 시험방법 비 고

성상 갈색분말 / 짙은갈색액상

지표성분 상기에 기술된 분석방법

대장균군 식품공전

세    균 식품공전
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5-1. 원료소재를 이용한 다양한 제형연구 Ⅱ : 2차

가. 계획
(1) 개발목표 : 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물을 건강기능식품소재로 활용하여 상품화에 적용

하기 위한 제형별 시작품을 제작하고 안정성을 확보하고자 함. 
(2) 개발내용 :  까마귀쪽나무 열매 주정 추출물을 건강기능식품의 주원료로 하여 시작품을 제

작함에 있어, 소비자가 건강기능식품으로 선호하는 제형에 대한 조사를 실시하였으며, 또
한 산학연과 컨설팅 전문가가 포함된 전문가그룹의 제형에 대한 의견을 반영하여 시작품
을 제작하고 그 안정성을 확보하는데 있음

나.  연구수행방법
(1) 건강기능식품 제형별 선호도조사

① 소비자그룹의 제형별 선호도 조사
㉮ 2013년 01월에 휴럼 건강전문대리점에 방문하는 소비자를 대상으로 실시하였음.
㉯ 총 참여한 인원은 122명으로 남자가 33명이었으며 여자가 89명이었음. 또한 29세 

이하가 29명이었으며, 30세~49세 까지가 51명이었으며, 50세 이상이 42명이 참여하
였음.

㉰ 선호도 조사내용 

≫ 건강기능식품식품의 제형 중 가장 선호하는 제형 1순위와 2순위를 선정하는 
것으로, 가장 보편적인 제형인 음료 (액상형태), 타블렛 (알약형태), 캡슐 (연질 
및 하드), 분말 및 과립, 기타 (환, 젤리 등)로 구분하여 선호도를 조사하였음.

≫ 선호도 분석 : 1순위를 2점, 2순위를 1점으로 산정하여 분석하였음.

② 전문가 그룹의 제형별 선호도 조사
㉮ 2013년 02월에 산업체, 학계 및 연구, 컨설팅전문가 등 9명을 대상으로 신규 개발 중인 소

재의 대한 건강기능식품 제형에 대한 선호도를 조사하였음.
㉯ 총 참여한 인원은 9명으로 산업체가 5명, 학교 및 연구가 2명, 컨설팅 등 자문전문가 2명

으로 구성되었음.
㉰ 선호도 조사내용

≫ 건강기능식품식품의 제형 중 가장 선호하는 제형 1순위와 2순위를 선정하는 
것으로, 가장 보편적인 제형인 음료 (액상형태), 타블렛 (알약형태), 캡슐 (연질 
및 하드), 분말 및 과립, 기타 (환, 젤리 등)로 구분하여 선호도를 조사하였음.

≫ 선호도 분석 : 1순위를 2점, 2순위를 1점으로 산정하여 분석하였음.
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(2) 건강기능식품 제형별 선호도조사 결과를 활용한 제형제작
① 제형 : 타블렛 및 캡슐
② 제형별 제작 및 특징

㉮ 특징 : in vivo test 선행연구의 결과에서 효능이 우수한 까마귀쪽나무 열매 주정 추
출분말 50 mg/kg을 참고로 제형연구를 수행하였음. 성인 60kg을 기준으로 하였을 
때 최대 300 mg을 섭취하는 것을 기준으로 하여 제형연구를 수행하였으며, 추후 인
체적용시험의 용량설정 및 기능성 검토에 따른 적정량 조절이 가능.

㉯ 타블렛 제형의 특징 : 개당 500 mg의 타블렛으로 까마귀쪽나무 열매 주정 추출분말이 
150 mg이 함유되어 있는 용량으로 시작품을 제작하였음. 특히 타블렛은 인체적용시험 
제형으로 선정하였음. 기존의 타블렛 제형의 경우 개당 600~900 mg가 주를 이루고 있으
며, 비타민 제형의 경우 1500 mg이나, 상품화를 추진하면서 여러 가지측면을 고려하여 
개당 500 mg로 시작품을 제작하기로 하였음.

㉰ 캡슐제형의 특징 : 개당 450 mg의 캡슐로 제작하였으며, 타블렛과 같이 까마귀쪽나
무 열매 주정 추출분말이 개당 150 mg 이 함유되어 있는 용량으로 시작품을 제작.

(3) 건강기능식품 제형별 선호도조사 결과로 제작한 제형의 안정성 확보
① 타블렛 제형 시작품의 가속시험을 통한 안정성 확보 : 가속시험기간은 6개월간 실시하

며, 보존조건은 38℃, 80% RH 이상이며, 시험항목 및 시험방법은 지표성분의 함량과 
성상, 대장균군 (음성) 그리고 붕해도 (60분이내) 등 필요항목임.

② 캡슐 제형 시작품의 가속시험을 통한 안정성 확보 : 가속시험기간은 6개월간 실시하며, 
보존조건은 38℃, 80% RH 이상이며, 시험항목 및 시험방법은 지표성분의 함량과 성상 
그리고 붕해도 등 필요항목임.
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6. 원료소재 대량생산연구

가. 계획
(1) 개발목표 : 까마귀쪽나무 열매를 건강기능식품의 기능성 원료소재로 상품화에 활용하기 위하

여 대량생산조건을 확보하고자 함. 
(2) 개발내용 :  까마귀쪽나무 열매를 건강기능식품소재로 상품화하기 위하여 주정을 이용한 대량

추출 => 농축 => 분말화 과정에 대한 최적조건을 확립하였으며, 즉시 상품화가 가능하도록 지
역 영농조합법인을 통하여 까마귀쪽나무 열매를 자체적으로 추가 확보하였음. 또한 까마귀쪽
나무 열매를 이용한 장기적인 사업화 관점에서 원료의 안정적인 확보를 위하여 자체적으로 까
마귀쪽나무를 발아 재식하였음.

나. 수행내용 
(1) 대량생산조건

① 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물 제조 : 까마귀쪽나무 열매 (종자제외) 건조물을 추출기 
넣고 20배수의 주정 (70%)을 첨가한 다음 추출▶여과▶농축 (증발) 과정을 거쳐 
10brix, 20 birx와 40 birx로 각각 농축을 추진함.

② 까마귀쪽나무 열매 주정 추출분말제조 : 상기 주정추출물제조에 있어서 10 brix로 농축
한 추출물을 산업용 동결건조기에 넣고 분말화함.

(2) 안정성연구
① 장기적인 저장용은 20 및 40 brix로 농축하여 보관하면서, 시료화하여 사용하기 위한 

안정성 검토를 수행하였음. 안정성 평가항목으로는 성상 및 ph, 미생물검사 (식품공전, 
세균, 대장균군), 그리고 점도 (측정기기 : brookfield사의 dV-ii viscometer, 스핀들 
no.2, 180 rpm으로 setting)를 수행하였음.

시험항목 시험방법
규격

주정추출물 (20 brix) 주정추출물(40 brix)

성   상 - 짙은 갈색 액상 짙은 갈색 액상

대장균군 식품공전 0 0

세    균 식품공전 0 0

점    도 상기설명 11.5 ± 1.9 35.8 ± 1.5 

색    도 상기설명 28.84 ± 0.56 29.23 ± 0.44

pH - 5.48 ± 0.10 5.59 ± 0.11

※ 색도의 경우 명도로만 기준으로 설정하였으며, 적색도 및 황색도도 실제로 시험항
목에 포함하여 진행하였음.
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7. 안전성 시험(GLP 독성시험)

가. 단회투여 시험방법

 (1) 시험개요

① 시험목적: 암수 Sprague-Dawley 랫드를 이용하여 시험물질인 LJM-F70 (까마귀쪽나무 

열매 70% 에탄올 주정 추출물) 을 단회 경구투여시 나타나는 독성반응을 관찰하고, 개

략의 치사량을 구하기 위하여 실시한다.

② Good Laboratory Practices: 본 시험은 다음의 Good Laboratory Practices 를 준수한다.

   - “비임상시험관리기준”, 식품의약품안전청 고시 제 2009-183 호 (2009 년 12 월 22 일)

③ 시험기준: 본 시험은 다음의 시험기준에 근거하여 실시한다.

   - “의약품등의 독성시험기준”, 식품의약품안전청 고시 제 2012-86 호 (2012 년 8 월 24 일)

④ 동물윤리: 본 시험은 동물보호법 (제정 1991 년 5 월 31 일 법률 제 4379 호, 전부개정 

2011 년 8 월 4 일 법률 제 10995 호)에 근거한 ㈜바이오톡스텍의 동물실험윤리위원회

에 의해 승인되었다 (승인번호: 120727).

⑤ 수의학적 관리: 동물보호법 및 실험동물의 관리와 사용에 관한 지침에 따라 실험동물

의 극심한 통증 및 고통 등을 예방하기 위한 안락사가 포함된 수의학적 관리를 시험

책임자, 수의사 및 시험의뢰자와 협의하에 실행한다.

 (2) 시험계

① 종 및 계통 랫드, Sprague-Dawley (Crl:CD(SD)), SPF

② 생산자 및 구입처 ORIENTBIO INC., Korea

③ 종 및 계통의 선택이유: Sprague-Dawley 랫드는 의약품 등의 안전성시험에 널리 사용

되고 있으며, 비교할 기초자료가 풍부하여 선택한다.

④ 입수시 성별, 동물수, 주령 및 체중범위: 수컷, 12 마리, 5 주령, 90.0～150.0 g/암컷, 12 

마리, 5 주령, 80.0～140.0 g

⑤ 투여시 주령 및 동물수: 6 주령, 암수 각 10 마리

⑥ 검역·순화: 반입시 동물의 외관 검사를 실시하고, 전자저울 (Sartorius, Germany)로 체

중을 측정한다. 6 일간의 순화기간 중에 매일 1 회 일반증상을 관찰한다. 단, 동물입수

시 검역실에서 약 3 일간 일반증상을 관찰 후 동물실로 이동한다. 순화기간 종료일에 

체중을 측정하고, 일반증상 및 체중변화를 확인하여 동물의 건강상태를 평가한다. 이

상동물은 CO2 가스를 흡입시켜 안락사 시킨다.

⑦ 개체 및 사육 상자 식별: 순화기간 중에는 입수시에 동물의 꼬리에 적색 유성펜을 이

용하여 개체표시를 하고, 사육 상자에는 검역·순화기간 중 개체식별카드를 부착한다. 

관찰기간 중에는 군분리시에 동물의 꼬리에 청색 유성펜을 이용하여 개체표시를 하고, 

사육상자에는 color 개체식별카드를 부착한다.

⑧ 군분리: 군분리는 일반증상 및 체중증가에 이상이 없는 동물 중에서 순화종료일(군분리

일)에 실시한다. 군분리일의 평균체중에 가까운 암수 각 10 마리를 선발한다. 선발한 동
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물을 각 군 평균체중이 균등하도록 무작위로 암수 각 2 군, 군당 5 마리로 군분리한다.

⑨ 잔여동물의 처리: 잔여동물은 군분리 종료 후 시험계로부터 제외시킨다.

(3) 사육환경조건

① 동물실번호 A318

② 사육상자의 종류, 크기 스테인레스 철망사육상자, 260W×350D×210H (mm)

③ 사육상자당 수용동물 수 2～3 마리 (검역·순화기간) / 1 마리 (관찰기간)

④ 온도 19.0～25.0°C

⑤ 상대습도 30.0～70.0%

⑥ 환기횟수 10～15 회/시간

⑦ 명암주기 (조명시간) 12시간/일 (오전 7 시부터 오후 7 시)

⑧ 조도 150～300 Lux

⑨ 사육기재의 교환 및 세척: 사육상자 및 급이기는 약 1 회/2 주 빈도로 교환한다. 사육

기재는 자동세척기를 이용하여 세척하고, 고압증기멸균기를 이용하여 멸균한다.

(4) 사료 SOP/GER/011)(

① 종류: 실험동물용 고형사료(Teklad Certified Irradiated Global 18% Protein Rodent Diet 

2918C)

② 제조자 Harlan Laboratories, Inc., U.S.A.

③ 급이방법: 급이기에 고형사료를 넣어 자유섭취 시킨다.

④ 사료의 분석 및 확인: 사료의 분석은 Harlan Laboratories, Inc.에서 제공한 사용 로트의 

분석성적서를 확인하여 분석결과가 본사에서 정한 허용범위 내에 속하는지를 확인한다.

⑦ 음수: 종류 및 급수방법: 청주시 수돗물을 필터유수살균기로 여과 후 자외선을 조사하

고, 자유섭취 시킨다. 음수의 분석 및 확인: 음수의 분석은 충청북도 보건환경연구원 

(충청북도 청원군 강외면 오송생명 1 로 184 (연제리 676 번지))에 의뢰하여「먹는물 

수질기준 및 검사 등에 관한 규칙」(환경부령 제 439 호, 2011 년 12 월 30 일, 일부개

정)의 전 항목에 대하여 실시한다. 모든 항목에 대한 검사는 1 회/년, 미생물 검사는 1 

회/월 실시하여, 그 분석결과가 본사에서 정한 허용범위 내에 속하는지를 확인한다.

(5) 투여

① 투여경로: 경구투여

② 투여경로의 선택이유: 시험물질의 임상적용예정경로가 경구이므로 경구경로를 선택한다.

③ 투여방법 및 투여횟수: 투여액량은 10 mL/kg 으로 하고, 개체별 투여액량은 절식 후 

(투여당일)의 체중을 기준으로 산출한다. 경구투여용 존데를 부착한 일회용 주사기 (3 

mL)를 이용하여 위내에 단회 강제투여한다. 모든 동물은 투여 전에 약 16 시간 이상 

음수는 자유섭취 시키면서 절식시키고, 투여 후 약 4 시간에 사료를 급여한다.

(6) 군구성 및 투여용량
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① 군구성

② 투여용량설정: 본시험의 예비시험 (Biotoxtech Study No.: B12831P)으로 5,000 mg/10 

mL/kg 을 암수 각 1 마리에 단회 경구투여한 결과 사망례가 관찰되지 않았다. 따라서, 

본시험의 투여용량은 5,000 mg/kg 의 단일 시험물질 투여군을 설정한다. 대조군에는 

시험물질 투여군과 동일한 액량의 부형제를 투여한다.

(7) 관찰 및 검사

① 일반증상 관찰: 투여당일 (0 일)에 투여 후 30 분까지는 적어도 1 회 이상, 1, 2, 4 및 6 

시간째에 일반상태 (독성징후의 종류, 발현시기, 회복시기 등) 및 사망유무를 관찰하고 

투여 후 1 일부터 14 일까지는 매일 1 회 일반증상을 관찰한다.

② 사망동물의 처리: 관찰기간 중 사망동물은 발견 시 체중을 측정한 후 부검을 실시하는 것

을 원칙으로 하고, 즉시 부검이 불가능할 경우 냉장보관 후 24 시간 이내에 부검한다.

③ 체중측정: 체중은 투여당일 (투여 전), 투여 후 1, 3, 7 일 및 14 일 (부검일)에 측정한다.

④ 부검: 관찰기간 종료 후, 모든 생존동물에 대해서 CO2 가스를 흡입시켜 배대동맥에서 

방혈하여 안락사 시키고 부검한다.

⑤ 조직병리학적 검사: 부검 시 육안소견이 관찰된장기·조직에 대해서 필요하다고 판단

된 경우, 조직병리학적 검사를 실시한다.

(8) 자료의 통계처리

 실험에서 얻어진 체중 결과는 SAS (version 9.2, SAS Institute Inc., U.S.A.)를 사용하여 검

정한다. Folded-F 검정법을 사용하여 등분산성을 검정한다 (유의수준: 0.05). 등분산인 경우 

Student t-test 를, 등분산이 기각되면 Aspin-Welch t-test 를 실시하여 유의성을 확인한다 

(유의수준: 양측 0.05 및 0.01).

나. 유전독성 시험방법(소핵시험, 염색체이상시험, 복귀돌연변이시험)

○ 소핵시험

 (1) 시험개요

① 시험목적: 마우스 골수세포를 이용하여 시험물질 LJM-F70 (까마귀쪽나무 열매 70%에탄

올 주정 추출물)의 소핵유발 유무를 평가한다.

② Good Laboratory Practices: 본 시험은 다음의 Good Laboratory Practices를 준수한다.

  - “1비임상시험관리기준”, 식품의약품안전청 고시 제2009-183호 (2009년12월22일)

③ 시험기준: 본 시험은 다음의 시험기준을 근거하여 실시한다.
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  - “1의약품등의독성시험기준”, 식품의약품안전청 고시 제2012-86호 (2012년8월24일)

④ 동물윤리: 본 시험은 동물보호법(제정1991년5월31일 법률 제4379호, 전부개정2011년8월

4일 법률 제10995호)에 근거한 ㈜바이오톡스텍의 동물실험윤리위원회에 의해 승인되었

다 (승인번호 : 120681).

⑤ 수의학적 관리: 동물보호법 및 실험동물의 관리와 사용에 관한 지침에 따라 실험동물

의 극심한 통증 및 고통 등을 예방하기 위한 안락사가 포함된 수의학적 관리를 시험

책임자, 수의사 및 시험의뢰자와 협의하에 실행한다.

⑥ 시험물질조제방법: 시험물질의 조제는 투여일에 실시한다. 필요량의 시험물질을 칭량한 

후 (Sartorius, Germany), 유발에 넣고 소량의 부형제를 가하여 유봉으로 균일하게 현탁

시킨다. 현탁된 시험물질액을 조제용기에 넣고 부형제를 가하여 규정용량으로 조제한다.

⑦ 양성물질의 조제: Mitomycin C (MMC) 2 mg에 주사용수 (Choongwae Pharma Corp., 

Korea) 4 mL를 첨가하여 용해한 후 생리식염주사액 (Choongwae Pharma Corp., 

Korea)을 더하여 0.2 mg/mL으로 조제하여 초저온냉동고 (-80 ～ -60°C) 내에 보존하

고, 사용시 해동하여 시험에 사용한다.

⑧ 시험물질액의 분석: 시험물질액의 안정성, 균질성 및 농도분석은 실시하지 않는다.

(2) 시험계

① 종 및 계통 마우스, CrljOri:CD1(ICR), SPF

② 생산자 ORIENTBIO INC., Korea

③ 종 및 계통의 선택이유 ICR 마우스는 설치류로서 소핵시험을 비롯한 안전성시험에 가

장 널리 사용되고 있으며 비교할 많은 기초자료가 축적되어 있어 선택한다.

④ 입수시 성별, 동물수, 주령 및 체중범위

     - 용량설정시험: 수컷, 17마리, 7주령, 26.0 ~ 34.0 g

     - 검체제작시간 설정시험: 수컷, 10마리, 7주령, 26.0 ~ 34.0 g

     - 본시험: 수컷, 27마리, 7주령, 26.0 ~ 34.0 g

⑤ 검역ž순화: 반입시동물의 외관 검사를 실시한 후, 체중을 측정한다 (Sartorius, 

Germany). 약 7일간의 순화기간 중에 매일 1회 일반증상을 관찰한다. 단, 동물 입수시 

검역실에서 약 3일간 일반증상을 관찰한 후 동물실로 이동한다. 순화기간 종료일에 체

중을 측정하고, 일반증상 및 체중변화를 확인하여 동물의 건강상태를 평가한다. 이상

동물은 안락사 시킨다.

⑥ 개체 및 사육상자 식별: 순화기간 중에는 입수시에 체중측정한 동물의 꼬리에 적색의 

유성펜을 이용하여 개체표시를 하고, 사육상자에는 검역ž순화 기간 중 개체식별카드를 

부착한다. 관찰기간 중에는 군분리시에 동물의 꼬리에 청색의 유성펜을 이용하여 개체

표시를 한다. 사육상자에는 색깔별로 라벨을 부착하여 식별한다.

⑦ 군분리: 군분리는 일반증상 및 체중증가에 이상이 없는 동물을 이용하여 순화종료일 

(군분리일)에 실시한다. 군분리일에 평균체중에 가까운 동물에 대해 용량설정시험용 

15마리, 검체제작시간 설정시험용 9마리 및 본시험용 25마리를 선별한다. 선별한 동물
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은 각군평균체중이 균등하도록 군분리한다.

⑧ 잔여동물의 처리: 잔여동물은 군분리 종료 후 시험계로부터 제외시킨다.

(3) 사육환경조건

① 검역실 번호 A316

② 동물실 번호 A324

③ 사육 상자의 종류, 크기

   - 순화기간중: 폴리카보네이트 케이지, 260W×420D×180H (mm)

   - 시험기간중: 폴리카보네이트 케이지, 200W×260D×130H (mm)

④ 사육 상자당 수용동물 수

   - 검역 및 순화기간중: 용량설정시험 8 ~ 9마리

                         검체제작시간 설정시험 10마리

                         본시험 9마리

                         시험기간중: 용량설정시험 3 마리

                         검체제작시간 설정시험 3 마리

                         본시험 5 마리

⑤ 온도: 19.0～25.0°C

⑥ 상대습도: 30.0～70.0%

⑦ 환기회수: 10～15 회/시간

⑧ 명암주기 (조명시간): 12 시간/일 (오전 7시부터 오후 7시)

⑨ 조도: 150～300 Lux

⑩ 사육기재의 교환 및 세척:　사육상자 및 급이기는 1회/2주, 급수병은 2회/주 빈도로 교

환한다. 사육기재는 자동세척기를 이용하여 세척하고, 고압증기멸균기를 이용하여 멸

균한다.

(4) 용량설정시험

① 본시험의 용량을 설정하기 위해 비GLP 시험으로 실시한다.

② 투여용량의 선택이유: 가이드라인에서 정한 최고용량은 2,000 mg/kg 이지만, 시험물질

이 식품인 것을 고려하여 5,000 mg/kg 을 최고용량으로 하고, 2,500, 1,250, 625 및 313 

mg/kg 의 4 용량을 설정한다.

③ 투여방법: 1 용량당 3 마리로 한다. 테프론제 존데를 장착한 주사기를 사용하여 강제경

구 투여한다. 투여액량은 10 mL/kg로 하고, 군분리시 체중을 기초로하여 산출한다.

④ 일반증상 및 사망동물 관찰 투여직후 (투여 0일), 투여후 2시간, 투여후 1, 2 및 3일에 

일반증상 및 각 용량별 사망동물을 관찰한다.

⑤ 본시험의 용량설정: 최고용량인 5,000 mg/kg에서 사망동물 및 일반증상이 관찰되지 않
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을 경우에는 5,000 mg/kg을 최고용량으로 설정하고, 이하 공비 2로 2용량의 시험물질

군을 설정한다. 또한, 음성대조군 및 양성대조군을 설정한다. 최고용량인 5,000 mg/kg

에서 사망동물이 관찰된 경우에는 사망동물이 확인되지 않은 최고 용량을 본시험의 

최고용량으로 설정하고, 이하 공비 2로 2용량의 시험물질군을 설정한다. 또한, 음성대

조군 및 양성대조군을 설정한다.

(5) 검체제작시간 설정 시험

① 본시험의 검체제작시간 설정하기 위해 비GLP시험으로 실시한다.

② 투여방법: 용량설정시험에서 설정한 최고용량을 1회 경구투여하고, 투여 후 24, 48 및 

72시간째에 골수세포를 채취하여 소핵유발빈도를 관찰한다. 각 시간당 동물은 3마리로 

한다. 투여액량은 10 mL/kg로 하고, 군분리시 체중을 기초로 하여 산출한다.

③ 일반증상 및 사망동물 관찰: 시험물질 투여직후 (투여 0일), 투여후 2시간, 투여후 1, 2 

및 3일에 일반증상을 관찰한다. 사망동물 발견 시에는 체중을 측정한 후 부검을 실시

하는 것을 원칙으로 하고, 즉시 부검이 불가능한 경우에는 24시간 이내에 부검한다.

④ 검체제작시간의 설정: 소핵유발빈도가 증가하는 시간대를 골수세포채취시간으로 결정

한다. 모든 시간대별에서 소핵유발의 증가가 확인되지 않은 경우에는 일반적으로 사용

되는 투여후 24시간을 본시험의 골수채취시간으로 한다.

(6) 군구성: 각군에 5마리의 동물을 사용하여 5군으로 설정한다.

(7) 투여

① 투여경로: 경구투여

② 투여경로의 선택이유: 시험물질의 임상적용예정경로를 고려하여 경구투여를 선택한다.

③ 투여방법 및 투여회수: 시험물질은 테프론제 존데를 장착한 주사기를 사용하여 1회 강

제경구 투여한다. 음성대조군은 시험물질과 동일한 방법으로 부형제를 1회 강제경구 

투여한다. 양성대조물질 MMC는 일반적으로 많이 사용되고 있는 복강에 1 mL 주사기

를 이용하여 1회 투여한다. 투여액량은 10 mL/kg로 하고, 군분리시 체중을 기초로하여 

산출한다.

(8) 관찰 및 평가

① 일반증상 및 사망동물 관찰: 일반증상 관찰은 투여직후 (투여 0일), 투여후 2시간 및 검

체 제작일 까지 24시간 간격으로 실시하며, 각 용량의 사망동물을 관찰한다. 사망동물 

발견 시에는 체중을 측정한 후 부검을 실시하는 것을 원칙으로 하고, 즉시 부검이 불

가능한 경우에는 24시간 이내에 부검한다.
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② 체중측정: 체중은 투여일 (투여 0일) 및 골수채취직전에 측정한다 (Sartorius, Germany). 

또한, 사망동물에 대해서는 사망 발견시에 측정한다.

③ 골수세포의 채취 및 도말검체의 제작: 시험물질 투여 후 각군의 검체제작시간에 동물

을 경추 탈골한다. 대퇴골을 적출하여 근육질을 깨끗이 제거한 후, 그 양 끝단을 가위

로 절단하여 200 μL의 우태아 혈청 (Fetal bovine serum, Invitrogen, U.S.A.)을 관류시

켜 골수세포를 채취한다. 골수세포 부유액은 1,000 rpm에서 5분간 원심분리하고 상층

액을 버린 후, 침전된 골수세포를 잘 부유시켜 소량을 슬라이드글라스에 떨어뜨려 도

말한다. 개체당 3매의 골수도말검체를 제작한다. 슬라이드글라스에 개별번호를 기입하

고 충분히 건조시킨 후, 메탄올로 고정한다. 3% Giemsa 염색액 (0.01 mol/L Sörenson 
인산완충액 (pH 6.8)으로 조제)으로 약 30분간 염색한다. 0.01 mol/L Sörenson 인산완

충액 (pH 6.8)을 사용하여 세척하고 0.004% citric acid 수용액에 세정하여 건조시킨다.

④ 검체의 관찰: 코드화된 골수도말표본을 1,000배 배율의 현미경 (BX51, Olympus, Japan)

으로 관찰한다. 검체 1장당 다염성적혈구 (PCE, Polychromatic erythrocyte)를 1,000개

씩 관찰하고, 1개체당 2,000개의 다염성적혈구를 관찰하여 개체마다 다염성적혈구에 

대한 소핵 다염성적혈구 (MNPCE, Micronucleated polychromatic erythrocyte)의 출현율

을 구한다. 골수세포의 증식억제의 지표로서, 검체 1장당 총적혈구 250개를 관찰하여, 

1개체 당 500개의 총적혈구에 대한 다염성적혈구의 비를 구한다.

(9) 시험의 성립조건

① 아래의 조건을 만족하는 경우 성립으로 한다.

(10) 결과의 판정

① 아래의 조건을 만족하는 경우 양성으로 판정한다.

(11) 자료의 통계처리

 소핵다염성적혈구의 출현빈도는 Kastenbaum & Bowman의 추정학적 통계방법을 이용하여 

검증한다. 다염성적혈구의 출현빈도 및 체중의 변화는 통계처리 프로그램(version 9.2, SAS 

Institute Inc., U.S.A.)을 사용하여 통계해석을 실시한다. Bartlett test를 실시하여 등분산성을 

검정 한다 (유의수준: 0.05). 등분산인 경우, One-way analysis of variance (ANOVA)를 실시하

여 유의성 (유의수준: 0.05)이 관찰되면 대조군과의 유의차가 있는 시험군을 확인하기 위해 

Dunnett’ t-test의 다중검정을 실시한다(유의수준: 양측 0.05 및 0.01). 등분산이 기각되면 

Kruskal-Wallis를 실시하고 유의성(유의수준: 0.05)이 관찰되면 대조군과 유의차가 있는 시험군

을 확인하기 위해 Steel’ test의 다중검정을 실시한다 (유의수준: 양측 0.05 및 0.01).
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○ 염색체이상시험

 (1) 시험개요

① 시험목적: 시험물질에 대해 포유류 배양세포주 (Chinese Hamster Lung (CHL/IU) cell 

line)를 사용하여 염색체이상 유발성의 유무를 검토한다.

② Good Laboratory Practices: 본 시험은 다음의 Good Laboratory Practices를 준수한다.

   - “비임상시험관리기준”, 식품의약품안전청 고시 제 2009-183 호

③ 시험기준: 본 시험은 다음의 시험기준을 근거하여 실시한다.

   - “의약품등의독성시험기준”, 식품의약품안전청 고시 제 2012-86 호

 (2) 시험물질의 조제

 세포증식억제시험의 최고용량인 5,000 μg/mL의 10배 stock (수용액) 또는 100배 stock (유기

용매)를 조제하기 위해, 시험의뢰자가 제공한 정보에 따라 부형제 검토를 실시한 결과, 주사

용수 및 dimethyl sulfoxide에는 균일하게 현탁되었고, acetone 및 tetrahydrofuran에는 용해 

또는 현탁되지 않았다. 따라서, 현탁성이 좋은 주사용수를 선택한다.

① 조제방법: 시험물질의 조제는 시험물질 처리일에 실시한다. 최고용량의 10배 stock을 조제

하기 위하여, 필요량의 시험물질을 칭량한 후 (Sartorius, Germany), 유발에 넣고 소량의 

부형제를 가하여 유봉으로 균일하게 현탁시킨다. 현탁된 시험물질액을 조제용기에 넣고 

부형제로 규정용량이 되도록 조제한다. 이하 용량에 대해서는 단계희석하여 조제한다.

② 양성물질의 조제: 2 mg/vial의 MMC에 주사용수 (Choongwae Pharma Corp., Korea) 4 mL를 

가하여 vortex mixer로 용해시킨 후 생리식염수 (Choongwae Pharma Corp., Korea)로 희석

하여 5 μg/mL의 stock solution을 조제한다. B[a]P는 필요량을 칭량한 후 dimethyl sulfoxide 

(DMSO, Merck, Germany)를 가하여 vortex mixer로 용해시켜 2,000 μg/mL의 stock solution

을 조제한다. 조제된 각각의 양성대조물질은 튜브에 분주하여 초저온냉동고 

(OPR-DFU-657CEV, Operon, -80 ～ -60 °C)에 동결보관하고, 처리일에 해동하여 사용한다.

 (3) 세포주

① 명칭: Chinese Hamster Lung (CHL/IU) 배양세포

② 선택이유: 검출감도가 높아 염색체이상시험에 많이 사용되고 있으며 가이드라인에서도 

추천하는 Chinese Hamster Lung (CHL/ IU) 세포주를 선택한다.

③ 입수 및 보관: CHL/IU 세포주 (Lot No.: 3375917, U.S.A.)는 2011년 11월 24일에 American 

Type Culture Collection (ATCC)에서 구입하여, 10% Fetal bovine serum (FBS)를 포함한 

Eagle’ Minimum Essential Medium (EMEM)이 들어있는 75 cm2 플라스크 (Nunc, 
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Denmark)에 넣고, 5%의 CO2가 공급되는 37°C 배양기에서 배양하였다. Hoechst Stain 

Kit (MPBIOMEDICALS, Japan)를 사용하여 세포의 마이코 플라즈마의 오염유무에 대해 확

인하고, 배양된 세포에 0.25% Trypsin-EDTA 용액을 가하여 플라스크 바닥으로부터 세포

가 분리된 것을 확인하였다. 세포현탁액을 tube에 옮겨 담고 1,000 rpm에서 5분간 원심

분리하여 상등액을 제거하고 1×106 cells/mL이 되도록 FBS를 첨가한 후, DMSO (Merck, 

Germany)의 최종농도가 10% 가 되도록 하여 동결보존용 튜브에 분주하고, 초저온냉동고 

(-80 ～ -60°C)에서 하루동안 방치한 후, 액체질소탱크에 사용시까지 보관하였다.

④ 계대배양: 동결된 세포를 37°C로 설정된 항온수조에서 녹인 후, 10% FBS를 포함한 

EMEM 배지가 들어있는 50 mL 플라스틱 튜브에 넣고, 1,000 rpm에서 5분간 원심분리

한다. 상등액을 제거한 후, 10% FBS를 포함한 EMEM 배지에 현탁시킨다. 세포현탁액

을 75 cm2 플라스크에 옮겨, 5%의 CO2가 공급되는 37°C 배양기에서 배양한다. 세포

가 배양플라스크 바닥면적에 70～80%이상 생육할 때 세포형태를 관찰하고, 0.25% 

trypsin-EDTA 용액을 처리하여 플라스크 바닥으로부터 세포가 분리한다. 세포현탁액을 

50 mL 플라스틱 튜브에 넣고, 1,000 rpm에서 5분간 원심분리한다. 상등액을 제거한 

후, 10% FBS를 포함한 EMEM 배지에 현탁시킨다. 세포현탁액을 75 cm2 플라스크에 옮

겨, 5%의 CO2가 공급되는 37°C 배양기에서 배양한다.

⑤ 전배양: 염색체이상시험에는 세포 계대수가 30 이내인 세포를 사용한다. 대수증식기의 

세포에 trypsin-EDTA 용액을 처리하여 플라스크 바닥으로부터 세포를 분리한 후, 50 

mL 플라스틱 튜브에 넣고, 1,000 rpm에서 5분간 원심분리한다. 상등액을 제거한 후, 

10% FBS를 포함한 EMEM 배지에 현탁시킨 후, 혈구계수판을 이용하여 세포수를 계수

하여 5×104 cells/mL 세포현탁액을 만든 후, 세포증식억제시험용은 96 well plate (200 

μL/well; Nunc, Denmark), 본시험용은 60 mm dish (5 mL/dish, BD, U.S.A.)에 분주하여 

5%의 CO2가 공급되는 37°C 배양기에서 1일간 배양한다.

⑥ 배지: 시험에 사용할 배지를 조제하기 위하여, EMEM에 비활성화된 FBS를 최종농도 

10%가 되도록 첨가한 후, 10,000 units/mL의 Penicillin G sodium과 10,000 μg/mL의 

streptomycin sulfate를 포함한 혼합액 (Invitrogen, U.S.A.)을 100 : 1의 비율로 첨가한

다. 조제 후 사용시까지 냉장 (2 ～ 8°C) 보관한다.

 (1) S9 mix의 조제

① 입수 및 보관: S9과 Cofactor C를 오리엔탈효모공업주식회사 (Japan)로부터 구입하여 

초저온 냉동고 (-80 ～ -60°C)에 보관하고, 유효기한 내에 사용한다.

<S9의 특성>
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② S9 mix 조성

③ S9 mix의 조제방법:　S9 mix는 필요량을 사용시에 조제한다. 동결보관된 S9과 Cofactor 

C를 해동하여 2 : 4.7의 비율로 혼합하여 조제한다.

 (5) 세포증식억제시험 (SOP/GNT/014)

① 본시험의 용량을 설정하기 위해 비GLP로 실시한다.

② 용량: 가이드라인에서 추천한 5,000 μg/mL을 최고용량으로 하고, 이하 2,500, 1,000, 

500, 250, 100, 50, 10 및 5 μg/mL의 8용량을 설정한다. 또한, 음성대조군을 설정한다.

③ 처리방법: 계대배양한 세포현탁액의 세포수를 혈구계수판을 이용하여 계수한 후 5×104 

cells/mL이 되도록 10% FBS를 포함한 EMEM으로 희석하여 96 well plate (Nunc, 

Denmark)에 200 μL씩 분주하고, 5%의 CO2가 공급되는 37°C 배양기에서 1일간 배양

한다. 배양종료 후, 각 plate는 단시간처리법의 대사활성화비존재하 및 존재하, 연속처

리법의 대사활성화비존재하의 합 3계열로 분리한다. 한 용량당 4 well을 사용하고, 시

험번호 및 각 계열을 기입해서 well plate를 구별한다. 계열별로 아래와 같이 조제하여 

처리한다.

<S9 mix 조제 방법>

 처리후, 단시간처리법의 대사활성화 비존재하 및 존재하에는 6시간 배양한 후 well내를 

Dulbecco’ Phosphate-Buffered Saline (D-PBS)로 세정하고, 신선한 배양액 200 μL를 가

해 18시간 더 배양한다. 연속처리법의 경우에는 24시간 연속 배양한다. 시험물질의 침전은 

시험물질액 처리시와 처리종료시에 각 용량별로 관찰한다.

④ 흡광도 측정: 배양종료 후 모든 well에 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium 
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bromide (MTT, 5 mg/mL D-PBS)를 50 μL씩 첨가하여 4시간 더 배양한 후에 배양액을 

버리고 건조시킨다. 여기에 DMSO를 150 μL씩 첨가하여 침전물을 용해시킨다. ELISA 

reader (ELx808IU, BioTek, U.S.A.)를 이용하여 540 nm에서 흡광도를 측정한다.

⑤ 본시험의 용량설정의 이유: 세포증식억제시험의 결과, 세포독성이 없고 시험물질 처리 

종료시에 침전이 확인되지 않는 경우에는 5,000 μg/mL을 본시험의 최고용량으로 하

고, 이하 공비 2로 2용량 (2,500 및 1,250 μg/mL)의 시험물질군을 설정한다. 또한, 음

성대조군 및 양성대조군을 설정한다. 세포증식억제가 확인된 경우, 약 50% 세포증식억

제용량 (Inhibition concentration 50%: IC50)을 산출한다. 세포증식을 약 50% 억제하는 

용량인 IC50을 최고용량으로 하고, 이하 공비 2로 3용량의 시험물질군을 설정한다. 또

한, 음성대조군 및 양성대조군을 설정한다. 세포독성이 없고 시험물질 처리 종료시에 

침전이 확인된 경우, 시험물질 처리 종료시에 침전이 형성되는 최저용량을 최고용량으

로 하고, 이하 공비 2로 2용량의 시험물질군을 설정한다. 또한, 음성대조군 및 양성대

조군을 설정한다.

 (6) 본시험

① 처리방법: 계대배양한 세포현탁액의 세포수를 혈구계수판을 이용하여 계수한 후 5×104 

cells/mL이 되도록 10% FBS를 포함한 EMEM로 희석하여 60 mm dish (BD, U.S.A.)에 5 

mL씩 분주하여 5%의 CO2가 공급되는 37°C 배양기에서 1일간 배양한다. 배양종료 

후, 각 plate는 단시간처리법의 대사활성화비존재하 및 재하, 연속처리법의 대사활성화

비존재하의 합 3계열로 분리한다. 한 용량당 2개의 plate를 사용하고, 각각의 plate에 

유성펜으로 코드화한 용량, 음성대조물질, 양성대조물질 및 대사활성화 존재유무를 기

입하여 식별한다. 계열별로 아래와 같이 조제하여 처리한다.

 처리후, 단시간처리법의 대사활성화비존재하 및 존재하는 6시간 배양한 후 plate내를 

D-PBS로 세정하고, 신선한 배양액 5 mL로 교환하고 18시간 더 배양한다. 연속처리법의 

경우에는 24시간 연속 배양한다. 시험물질의 침전은 시험물질액의 처리시와 처리종료시에 

각 용량별로 관찰한다.

② 검체제작: 배양종료 2시간 전에 Colcemid 용액 (Invitrogen, U.S.A.)을 최종농도가 0.2 μ

g/mL 되게 첨가한다. 배양종료 후 0.25% Trypsin-EDTA 용액을 처리하여 plate 바닥으
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로부터 세포를 떼어낸다. 떨어진 세포를 1,000 rpm 에서 5분간 원심분리 (FLETA 5, 

한일과학)한 후 상등액을 버리고 37°C에서 보온한 0.075 mol/L KCl 수용액을 5 mL 

첨가하여 vortex mixer로 교반한 후 37°C에서 20분간 방치한다. 20분 후, 1 mL의 냉

각한 고정액 (methanol : acetic acid = 3 : 1)을 넣고 1,000 rpm에서 5분간 원심분리한 

후 상등액을 제거하여 세포를 반고정한다. 이후, 5 mL의 냉각한 고정액을 첨가한 후 

vortex mixer로 교반하여 2,000 rpm에서 5분간 원심분리하고, 1회 반복하여 세포를 고

정한다. 얻어진 세포부유액을 슬라이드글라스 2군데에 1～2방울 떨어뜨려 슬라이드 표

본을 제작하고 코드화한다. 건조 후, 3% Giemsa 염색액으로 약 20분간 염색한다.

 (7) 관찰

 슬라이드 표본관찰은 단시간처리법에서 연속처리법의 순서로 실시한다. 단시간처리법에서 

양성의 결과를 얻었을 경우에는 연속처리법의 슬라이드 관찰은 실시하지 않는다. 단, 양성

의 결과를 명확히 하기위해 연속처리법의 슬라이드 관찰을 실시할 수도 있다. 염색체 관찰

의 대상용량은 각 처리법 모두 용량당 200개의 분열중기세포가 관찰 가능한 3용량 이상을 

설정한다. 각 슬라이드당 100개, 1개 용량 당 최소 200개의 분열중기세포를 현미경 (BX51, 

Olympus, Japan, 400～1,000배 배율)으로 관찰한다. 구조이상으로서 염색분체절단 

(chromatid break; ctb), 염색분체교환 (chromatid exchange; cte), 염색체절단 (chromosome 

break; csb), 염색체교환 (chromosome exchange; cse), 갭 (gap: 염색분체의 폭 보다도 좁은 

비염색성 부위) 및 기타 (other; o)로 분류한다. 기타로서 1개의 분열중기세포에 다수의 gap 

및 절단 등이 있는 경우에는 단편화 (fragmentation; frg)로 기록한다. Gap에 대해서는 결과 

기록시 구조이상에 포함하지 않고, 종합판정에서도 gap을 포함하지 않는 결과로 평가한다. 

또한, 수적 이상으로서 배수체 (polyploid; pol) 및 핵내배화 (endoreduplication; end)를 기록

한다. 이러한 이상을 1개 이상 가지는 세포를 이상세포 1개로 계수하고 퍼센트 값을 구하

고, 퍼센트 값을 염색체이상빈도로 한다. 또한, 염색체이상의 종류를 각각 기록한다.

 (8) 시험의 성립조건

- 아래의 조건을 모두 만족하는 경우 성립으로 한다.

 (9) 결과의 판정

- 염색체이상을 가진 세포 (gap은 제외)의 출현빈도에 대해 Toshio Sofuni등의 판정기준에 

따라 아래와 같이 판정한다.
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 의양성으로 판정될 경우 적절한 시험 조건하에서 확인시험을 실시한다. 확인시험의 결과, 

다시 의양성으로 판정될 경우, 종합적인 평가는 의양성으로 판정한다. 양성으로 판정된 경

우는 D20 및 TR값을 구한다.

     - D20: 20%의 세포에 염색체이상이 출현할 수 있는 농도 (mg/mL)

     - TR값: 단위용량 (mg/mL)당의 염색분체형교환 (cte) 출현빈도의 비교치

 (10) 자료의 통계처리

 염색체이상을 가지는 세포의 출현빈도는 SAS (version 9.2, SAS Institute Inc., U.S.A.)을 사

용하여 통계해석을 실시한다. 음성으로 판정될 경우에는 염색체이상을 가지는 세포의 출

현빈도에 대해서 Fisher’ exact test에 의해 음성대조군과 시험물질처리군간 및 음성대조

군과 양성대조군간의 유의차 (유의수준: 0.05) 검증을 실시하고, 양성으로 판정될 경우에는 

용량의존성에 대해 Cochran-Armitage trend test에 의해 유의차 검증을 실시한다 (유의수

준: 양측 0.05 및 0.01).

○ 복귀돌연변이시험

 (1) 시험개요

① 시험목적: 시험물질 까마귀족나무 열매 주정추출물의 유전자돌연변이 유발성을 히스티

딘 요구성인 살모넬라균(Salmonella typhimurium)과 트립토판 요구성인 대장균 

(Escherichia coli)을 이용하여 검토한다.

② Good Laboratory Practices: 본 시험은 다음의 Good Laboratory Practices를 준수한다.

  - “비임상시험관리기준”, 식품의약품안전청 고시 제2009-183호

③ 시험기준: 본 시험은 다음의 시험기준을 근거하여 실시한다.

  - “의약품등의독성시험기준”, 식품의약품안전청 고시 제2012-86호

 (2) 시험재료 및 방법

① 시험물질: 까마귀족나무 열매 주정 추출물(LJM-F70: Lot No. JBRI-LJM-F70-02)

② 시험물질 및 양성대조군 조제: 시험물질의 조제는 시험물질 처리일에 실시하였고 필요

량의 시험물질을 칭량한 후 (Sartorius, Germany), 조제용기에 넣고 소량의 부형제를 

가하여 vortex mixer로 교반하여 용해시킨 후 부형제로 규정용량이 되도록 조제하였으

며 이하 용량에 대해서는 단계 희석하여 조제하였다. 양성물질의 조제는 각 균주에 대

한 양성대조물질의 용량은 본 국방부 직할부대 및 기관의 이타에 기초하여 설정하였

다. 양성대조물질은 초저온냉동고 (OPR-DFU-657CEV, Operon, -80 ～ -60°C)에 동결

보관하고, 처리일에 해동하여 사용하였다. 양성대조물질은 아래와 같다.
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③ 균주는 변이원성물질에 대한 감수성이 높고, 변이원성시험에 가장 일반적으로 사용되

고 있으며, 가이드라인에서 추천되고 있는 균주인 Salmonella typhimurium TA98, 

Salmonella typhimurium TA100, Salmonella typhimurium TA1535, Salmonella 

typhimurium TA1537, Escherichia coli WP2uvrA (pKM101) 5종을 선택하여 사용하였다. 

각 균주에 대한 유전자형 및 양성대조물질의 종류와 용량은 아래와 같다.

 (3) 시험방법시험개요

① 전배양은 동결보관된 각 균주를 해동하여 nutrient broth 배지에 접종하고 진탕배양 

(37°C, 130 rpm)한다. 전배양 종료 후, 각 균주의 흡광도를 UV/VIS spectrophotometer 

(측정파장 660 nm, V-550, Jasco, Japan)를 이용하여 측정하고, 균수가 1×109 cells/mL 

이상 되는 것을 확인한 후 시험에 사용하였다.

② 배지는 Nutrient broth No.2(Oxoid, UK)를 칭량한 후, 소량의 초순수를 첨가하여 stirrer

로 교반하여 용해시킨다. 최종농도가 2.5%가 되도록 초순수를 첨가한다. 조제후 고압

증기 멸균하였고 최소 glucose 한천평판배지 Bacto agar(BD, U.S.A.)를 칭량한 후, 초순

수를 첨가하여 조제하여 고압증기 멸균후 VB (Vogel-Bonner) salts 10배 농축액과 20% 

glucose (Junsei Chemical Co., Ltd., Japan)를 각각 첨가하고 플레이트에 분주하여 실온 
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방치하였다. 또한 Top agar 염화나트륨 및 bacto agar (BD, U.S.A.)를 칭량한 후, 초순

수를 첨가하여 각각 0.5 및 0.6%가 되게 조제한 후, 고압증기멸균한다. 멸균후, 살모넬

라균주용 top agar는 0.5 mM L-Histidine/D-Biotin 혼합액 (Sigma-Aldrich, U.S.A.)을 

10:1의 비율로 혼합하고, 대장균용 top agar는 0.5 mM L-Tryptophan (Sigma-Aldrich, 

U.S.A.)을 10:1의 비율로 혼합하여 조제하였다.

<최소 glucose 한천평판배지의 조성>

<VB salts 10배 농축액의 조성>

③ S9 특성 및 S9 mix의 조성
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④ 본시험의 용량을 결정하기 위하여 용량설정시험을 실시하기 위해 가이드라인에서 추천

하는 5,000 μg/plate을 최고용량으로 하고, 이하 공비 4로 1,250, 313, 78.1, 19.5 및 

4.88 μg/plate의 5용량을 설정한다. 또한, 음성대조군 및 양성대조군을 설정하였다. 생

육저해가 관찰되는 경우에는 생육저해가 확인된 가장 낮은 용량을 최고용량으로 하고, 

이하 공비 2로 5용량의 시험물질군을 설정한다. 또한, 음성대조군 및 양성대조군을 설

정하였다. 시험물질의 석출이 관찰되는 경우는 복귀변이콜로니의 계측에 장해가 되지 

않는 가장 높은 용량을 본시험의 최고용량으로 하고, 이하 공비 2로 4용량의 시험물질

군을 설정한다. 또한, 음성대조군 및 양성대조군을 설정하였다.

⑤ 유전자돌연변이 확인을 위해 균 배양은 프리인큐베이션법으로 실시한다. 또한, 대사활

성화비존재하 및 존재하의 2계열, 각 용량당 3매의 플레이트를 사용하였으며 각각의 

플레이트에 균주명, 용량, 음성대조군, 양성대조군, 및 S9 mix 존재유무를 식별한 번호

를 기입하였다. 처리방법은 대사활성화비존재하에서는 각 용량의 시험물질, 음성 및 

양성대조물질을 각각 100 μL씩 건열멸균한 유리시험관에 넣고, 0.1 mol/L 인산완충액 

(pH 7.4) 500 μL 및 각 균주현탁액 100 μL를 첨가한 후, 37°C에서 20분간 진탕한

다. 진탕 종료 후, TA98, TA100, TA1535 및 TA1537 균주에는 살모넬라용 top agar를, 

WP2uvrA(pKM101) 균주에는 대장균용 top agar를 각각 2 mL씩 첨가하여 vortexing하

였다. 그 후, 현탁액을 최소 glucose 한천평판배지에 중층하여 실온에서 방치하였다. 

대사활성화존재하에서는 0.1 mol/L 인산완충액 (pH 7.4) 500 μL 대신에 S9 mix 500 

μL를 첨가한다. 그외의 처리는 동일하게 실시하고 배양법 및 배양시간 Top agar가 

굳은 후 플레이트를 뒤집어서 37°C 배양기에서 48시간 배양하였다.

⑥ 무균검사는 잡균에 의한 오염유무를 확인하기 위해, 최고용량의 시험물질액, 0.1 mol/L 

인산완충액 (pH 7.4) 및 S9 mix를 건열멸균한 유리시험관에 각각 넣고, 37°C 배양기

에서 20분간 진탕한다. 진탕 종료 후, top agar를 가해서 vortexing 한 후, nutrient 

broth 한천평판배지에 중층하여 실온에 방치한다. Top agar가 굳은 후 플레이트를 뒤

집어서 37°C 배양기에서 약 48시간 배양한 후, 미생물의 오염으로 인한 콜로니 형성 

유무를 확인하였다.

 (4) 관찰 및 계측

① 시험물질의 석출의 관찰은 시험물질 처리시 및 콜로니 수 계측시에 시험물질의 석출에 

대해 육안으로 관찰하고 기록하였다.

② 콜로니수의 계측은 배양 종료후, 복귀변이콜로니수를 콜로니카운터(Protocol, 

SYNBIOSIS, UK)로 자동계측하고 자동계측이 정확하지 않을 경우에는 육안계수를 실시

하였다.

③ Background lawn의 관찰은 생육저해 유무를 확인하기 위해, 복귀변이콜로니수 계측시, 

background lawn의 형성유무를 확인한다. 생육저해의 판정기준은 background lawn이 

음성대조군과 비교시 엷어지거나 없어져 현저히 감소하는 것으로 한다.

④ 시험의 성립조건은 다음과 같은 조건을 모두 만족하는 경우 성립으로 하였다.
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⑤ 결과의 판정은 다음과 같은 조건을 만족하는 경우 양성으로 판정하였다.

 (5) 자료의 통계처리

 복귀변이콜로니수의 측정치에 관해서는 실측치를 표기하고, 평균치 및 표준편차를 구하

며 통계학적 방법은 사용하지 않는다.
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8. 까마귀쪽나무 인체적용시험

가. 인체적용시험의 목적

 노화로 인해 슬관절에 불편을 호소하는 중년 이상의 성인에서 까마귀쪽나무 열매 주정 추출

분말 섭취의 골관절 기능 개선, 염증반응 억제, 연골기질분해 작용 억제를 확인하기 위함이다.

나. 인체적용시험의 배경

 퇴행성 관절염은 관절 연골의 퇴행성 변화에 의해 발생하며, 주된 증상은 통증이다. 관절의 

염증 반응은 염증을 유발시키는 cytokine과 이를 생성하는 대식 세포의 수가 증가하거나 면

역세포에서 염증을 유발하는 leukotriene B4가 증가하여 일어난다. 관절에서 염증반응으로 

인해 연골에 손상이 일어나서 매끈매끈한 관절 연골 면이 울퉁불퉁해지면서 연골 밑의 뼈에 

이상이 생기게 된다.  관절 질환에서처럼 만성 염증은 해로울 수 있다. 만성염증은 관절들에 

있는 두 개의 주요 부위, 즉 윤활막과 연골에 영향을 미친다. 연골의 파괴가 점점 진행되면

서 관절 불안정성과 기능소실이 초래된다. 관절염 초기에는 염증이 주로 윤활막선을 침범하

며 질환이 진행됨에 따라 연골에서 변화가 일어나고 연골세포의 사망이 최고조에 다다르고 

세포외 바탕질의 붕괴에 의해 연골의 파괴가 완전히 일어난다. 퇴행성 관절염을 예방하거나 

치료하는 약물은 아직 개발되어 있지 않으나, 진통 및 항염 작용을 가진 약물, 즉 Cox-2 억

제제 또는 비스테로이드성 항염제(NSAIDs)가 많이 사용되고 있다. 그러나 장기 복용 또는 남

용은 소화기계 및 혈액응고기전의 부작용을 초래할 수 있으며, 면역력과 인체 저항력을 저

항시켜 결과적으로 관절염을 악화시킬 우려가 있다. 따라서 관절 건강에 도움을 주는 건강

기능식품은 연골 소실 또는 관절 변형에 따른 관절/연골 기능 유지에 도움을 줄 수 있으며, 

더 나아가 퇴행성 관절염위험을 감소시킬 수 있는 장점이 있다. 까마귀쪽나무 열매 주정추

출분말은 in vitro 실험에서 항염증 기능을 확인하였으며, carrageenan 및 MIA로 유도된 골

관절염 동물모델에 있어서 까마귀쪽나무 열매 주정추출분말의 섭취가 염증성 매개물질의 생

산을 억제하고 연골의 기질분해 작용을 유전자 수준에서 억제하여 골관절염의 진행을 유의

적으로 저하시키는 것을 확인하였다. 따라서, 본 연구에서는 선행 연구 결과를 바탕으로, 노

화로 인해 슬관절에 비염증성 기능 이상을 보이는 중년 이상의 성인에서 까마귀쪽나무 열매 

주정추출분말 섭취의 골 관절 기능 개선, 염증반응 억제, 연골기질분해 작용 억제기능 평가

하고자 한다.

다. 인체적용시험계획

 관절건강 인체적용시험은 노화로 인해 슬관절에 불편을 호소하는 중년 이상의 성인에서 까

마귀쪽나무 열매 주정추출분말 섭취의 골관절 기능 개선, 염증반응 억제, 연골기질분해 작용 

억제를 확인하기 위함이 목적이다. 까마귀쪽나무 열매 주정추출물에 대한 인체적용시험을 위

한 인제적용시험계획서(임상 protocol)는 개별인정형 건강기능식품 인증 전문 CRO기관인 바

이오푸드 네트워크 씨알오를 통하여 작성되었다.
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인체적용시험 

제목

까마귀쪽나무 열매 주정추출분말의 슬관절 건강 개선 기능성을 평가하기 

위한 인체적용시험
인체적용시험 

의뢰자
제주테크노파크

인체적용시험 

책임자
이화여자대학교 식품영양학과 권오란 교수 

인체적용시험 

공동연구자

분당차병원 정형외과 김재화 교수 

분당차병원 정형외과 류근정 수련의

서울과학기술대학교 식품공학과 김지연 교수
인체적용시험 

실시기관명 

및 주소

분당차병원 (경기도 성남시 분당구 야탑동 351번지 분당차병원)

시험기간 IRB 승인일로부터 1년

시험대상 노화로 인해 슬관절에 불편을 호소하는 중년 만50세 이상의 성인 남녀

인체적용시험 

목적

노화로 인해 슬관절에 불편을 호소하는 중년 이상의 성인에서 까마귀쪽나

무 열매 주정추출분말 섭취의 골관절 기능 개선, 염증반응 억제, 연골기질

분해 작용 억제를 확인함

디자인 12주간, 무작위배정, 이중맹검, 평행설계, 대조식품 비교 실험

시험식품
까마귀쪽나무 열매 주정추출분말(까마귀쪽나무 열매 주정추출분말   100 

mg/d, 200 mg/d)

대조식품 Placebo

시험방법

방문 1(0주)에 자의에 의해 인체적용시험 동의서에 서명한 지원자는 연구대

상자 선정 및 제외 기준에 의해 적합여부를 판정 받는다. 선정된 연구대상

자는 방문 1(0주)에 등록된 순서에 따라 대조군 또는 시험군으로 무작위 배

정되어 12주간 대조식품 또는 시험식품을 섭취한다. 방문 1(0주), 방문 2(4

주), 방문 3(8주), 방문 4(12주)에 바이오마커를 측정한다.

연구대상자수

대조군, 저용량 시험군, 고용량 시험군은 각 군당 23명씩, 총 69명이 목표이

고, 탈락률(20%)을 고려하여 선정기준에 적합한 대상자는 군당 29명씩, 총 

87명을 등록하기로 한다. 

연구대상자 

포함기준

다음 기술된 조건을 모두 만족하는 자를 연구대상자로 선정한다.

본 연구에 참여를 동의하고, 서면동의서에 서명한 자 만 50세 이상 남녀

American College of Rheumatology Criteria에 의해 골관절에 불편을 호소

하는 자

◯ 인체적용시험계획서(임상 protocol) 요약



- 69 -

연구대상자 

제외기준

1) Kellgren-Lawrence grade 3, 4에 해당하는 자

2) 첫 방문전 1주일 이내에 NSAID계 의약품을 투여받은 자

3) 염증성 관절염 소견(ESR or   CRP 상승)이 의심되는 경우

4) 고도 비만자(BMI 30 이상)

5) 보행에 장애를 줄 수 있는 다른 신경계 혹은 하지 관절(고관절, 족부관

절) 이상자

6) 중등도 이상의 요통 및 하지의 방사통을 호소하는 경우

7) 하지의 심한 신경학적 및 혈관성 질환자, 하지 부정정렬이 있는 자

8) 폐경 후에 호르몬 요법을 받고 있는 여성 

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

[Subjective biomarker]

• VAS [0, 4, 8, 12주]

• WOMAC [0, 4, 8, 12주] 

• SF-36 [0, 12주] 

[Objective biomarker]

• 방사선학적 검사 [0, 12주]

• Serum: CTX-II, MMPs, COMP, CRP, ESR, IL-6, fructosamine, TIMP1 [0, 

12주]

• Urine: CTX-II, Glu-Gal-PYD   [0, 12주]

안전성 평가

1) 이상반응

2) 활력징후

3) 임상병리검사 (일반혈액검사 및 뇨 검사)

Visit 1 2 3 4

Week 0 4 8 12

Window period 0 28d ± 5d 56d ± 5d 84d ± 5d

서면동의서 √

인구학적 조사(성별, 생년월일, 연령) √

병력 조사 √

의약품/건강기능식품 복용력 조사 √ √ √ √

신체계측 (신장, 체중, BMI) √ √ √ √

안전성
평가

활력징후(맥박, 혈압, 체온) √ √ √ √

임상병리검사(혈액, 뇨 검사)1) √ √

임신반응검사2) √

기능성
평가

VAS, WOMAC √ √ √ √

SF-36, 방사선학적 검사, 검체분석3) √ √

음주력 및 흡연력   조사 √

식습관 조사(24hr-recall) √ √

적합성 평가 √

무작위배정 √

◯ 인체적용시험 진행 일정표
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시험식품 및 대조식품 배부 √ √ √

반납식품 회수/순응도 확인 √ √ √

이상반응 확인 √ √ √

 

(1) 채혈하기 전날 12시간 금식상태로 내원하여 다음의 항목 검사

   단, 스크리닝 방문 4주 이내에 건강검진 결과가 있는 연구대상자에 한하여 스크리닝 방문 

시 임상병리검사(혈액, 뇨 검사)를 생략할 수 있다.

   ① 혈액학적 검사: CBC(WBC, RBC, Hb, Hct, PLT), differential count(neutrophils, 

eosinophils, basophils, lymphocytes, monocytes)

   ② 혈액화학적 검사: AST, ALT, BUN, creatinine, glucose, total protein, albumin, uric acid

   ③ 뇨 검사: pH, color, specific gravity, protein, glucose, ketone, blood

(2) 폐경(무월경이 24개월 이상)이 확인된 연구대상자를 제외한 가임기 여성에 한해 소변으로 

실시한다.

(3) Serum: CTX-II, MMPs, COMP, CRP, ESR, IL-6, fructosamine, TIMP1

   Urine: CTX-II, Glu-Gal-PYD

◯ 까마귀쪽나무 열매 안전성 자료 (섭취 근거)

섭취 근거

‣ 까마귀쪽나무 열매는 2007년부터 식품공전의 ‘식품에 사용할 수 있는 원료의 

목록’에 등재되어 있음

‣ 신청원료가 건강지향형 음료에 부원료로 포함되어 2013년부터 판매되고 있으며, 

판매 이후 현재까지 해당 제품 섭취에 대한 부작용이 보고된 바 없음

안전성 정보
‣ 안전성 관련 데이터베이스 검색 결과 2014년 12월 현재, 까마귀쪽나무와 

Hamabiwalactone B에 대하여 안전성을 우려할 만한 보고사항 없었음

섭취량 평가

‣ 제안섭취량: 신청원료로서 200 mg/d (원재료로서 2,307 mg/d)

‣ 일상 섭취량

 - 원재료의 섭취량 정보 없음

 - 건강지향형 음료에 부원료로서 함유되어 있는 신청원료의 섭취량 150-300 mg/d

‣ 섭취량 평가: 일상 섭취량에 대한 정보가 충분하지 않아 섭취량이 증가한 것으

로 평가됨.

인체적용시험

‣ 신청원료를 200 mg/d의 수준으로 12주간 섭취시킨 인체적용시험에서, 활력징후, 

혈액학적/혈액화학적 검사, 뇨검사 결과 유의미한 부작용 및 이상반응 보고가 없

었음.

독성시험

‣ 단회투여독성시험: LD50 >5g/kg BW

‣ 유전독성시험 

 - 복귀돌연변이시험에서 TA98, TA100, TA1535, TA1537, WP2uvrA (pKM101) 균주

에 대한 돌연변이 유발성 관찰되지 않음

 - 염색체이상시험에서 염색체 이상 세포 빈도는 5% 미만으로 염색체 이상을 유

발하지 않음

 - 소핵시험에서 소핵다염성적혈구 출현빈도가 음성대조군 대비 유의적 차이 없어 

소핵 유발에 영향 없음
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9. 시작품제작 및 품질검사

가. 계획

(1) 개발목표 : 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물 소재를 이용하여 시작품을 제작하고 안정

성을 확보하고자 하였음.  

(2) 개발내용 : 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물의  일일섭취량분석 및 인체적용시험에 사

용한 레시피를 기준으로 약간의 선호도를 보완하여 제작하고자 하며, 영양성분 및 안

정성확보를 통한 상품화를 추진하고자 함. 우선적으로 건강기능식품 제형에서 가장 

선호도를 가지고 있는 타블렛과 갭슐 제형으로 시작품을 제작하였음. 

나. 연구수행방법

(1) 시작품제작

(가) 레시피 개발

➀ 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물 소재를 이용한 시작품제작은 (주)휴럼의 신제품

개발에 따른 자체 메뉴얼에 따라 조성비를 선정하였음(선행적으로 연구된 부분 

반영).

➁  타블렛 및 캡슐 제품 : 효능을 나타낼수 있는 일일섭취량분석 및 인체적용시험

에 사용한 레시피를 기본으로 하여 레시피를 개발하였음. 

(나) 디자인 개발 

➀ 방향 : 까마귀쪽나무의 기능성인 관절건강을 잘 반영된 디자인 방향과 소비자에

게 친근하면서 접근이 가능한 디자인, 그리고 고급화 및 차별화가 가능한 방향

➁  개발내용 : 타블렛 디자인(라벨 및 박스), 갭슐 디자인(라벨 및 박스)

(다) 시작품제작 

➀  타블렛 제품 :  60정 / 1병(1일 2정)

➁  갭슐 제품 : 60캡슐/1병(1일 2캡슐)

(2) 개발한 시작품의 안정성 확보

(가) 가속시험

○ 가속시험기간 : 3개월간 실시(제조후, 1, 2, 3월)

○ 보존조건 : 38℃, 80% RH 이상

○ 시험항목 및 시험방법 : 성상, 표준물질, 미생물(대장균 및 세균) 등 필요항목

(다) 시험방법



- 72 -

시험항목 시험방법 비 고
성상 갈색분말 / 짙은갈색액상

표준물질 상기에 기술된 분석방법
대장균군 식품공전
붕해도 식품공전
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10. 까마귀쪽나무 열매 소재를 이용한 상품화 

가. 계획

(1) 개발목표 : 까마귀쪽나무 열매를 건강기능식품의 기능성 원료소재로 상품화를 추진하기 

위한 브랜드개발, BI개발, 디자인개발을 추진하고자 하며, 마케팅전략을 수립하여 건강

기능식품으로 상품화시 활용하고자 함.

(2) 개발내용 :  까마귀쪽나무 열매를 건강기능식품소재로 상품화에 필요한 브랜드 및 BI를 

개발하고 이를 이용한 디자인을 개발하고자 하였음. 또한 까마귀쪽나무 열매를 소재로 

한 건강기능식품으로 상품화시 시장진입 및 유통/판매전략를 수립하고자 함.

나. 수행내용 

(1) 본 사업내용은 까마귀쪽나무 소재를 활용한 단계적이면서 체계적인 상품화 추진을 위하여 까

마귀쪽나무에 대한 브렌드를 개발을 추진.

(2) 본 수행내용은 사업개발계획서 외 추가적으로 추진한 내용임.

(3) 브렌드개발을 통한 BI개발

(4) 마케팅전략수립 : 건강기능식품으로 상품화를 위한 전략수립
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제 2 절 연구수행 결과

 1. 까마귀쪽나무 열매 지표/유효성분 규명 결과

가. 분광학적 분석 data를 통한 분리정제 단일화합물의 구조 규명

 - NMR data (1H-, 13C-NMR)를 통한 proton과 carbon의 spritting 및 Chemical shift에 대한 

정보를 이용한 molecular formula의 확인

 - 결정된 구조에 대한 data를 기존 문헌과 비교 확인

(1) Identification of compound 1 (Hamabiwalactone B)

   Colorless, viscous oil; 1H-NMR (500MHz, CDCl3) : 7.00 (1H, br s, H-3), 6.79 (1H, td, J 

=14.5, 7.0 Hz, H-7), 6.07 (1H, d, J =16.0 Hz, H-6), 5.80 (1H, ddt, J =17.0, 10.0, 7.0Hz 

H-16)5.01 (1H, br q, J =7.0Hz H-4), 4.88~4.98 (2H, m, H-17), 2.15(2H, q, J =7.5Hz, H-8), 

2.03(2H, q, J =7.0Hz, H-15), 1.40 (3H, d, J =6.5Hz, H-5), 1.25 (2H, br s, H-9) 13C-NMR 

(125 MHz, CDCl3) 172.2 (C-1), 147.0 (C-3), 139.4 (C-16)139.0 (C-7), 129.6 (C-2), 118.5 

(C-6), 114.3 (C-17), 77.1 (C-4), 33.9 (C-15), 33.6 (C-8)29.5 (C-9, 10), 29.4 (C-11), 29.2 

(C-12), 29.1 (C-13), 28.9 (C-14), 19.3 (C-5)

            

그림 1. Compound 1의 구조

1H-NMR spectrum of compound 1 13C-NMR spectrum of compound 1

(2) Identification of compound 2 (Hamabiwalactone A)

  Colorless, viscous oil; 1H-NMR (500MHz, CDCl3) : 7.00 (1H, br s, H-3), 6.79 (1H, td, J 

=15.0, 7.0 Hz, H-7), 6.07 (1H, d, J =15.5 Hz, H-6), 5.01 (1H, br q, J =6.5Hz H-4), 2.16 
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(2H, td, J =7.0, 2.5Hz, H-15), 2.13(2H, q, J =7.0Hz, H-8), 1.91 (1H, t, J =2.5Hz, H-17), 1.40 

(3H, d, J =6.5Hz, H-5), 1.27 (2H, br s, H-9) 13C-NMR (125 MHz, CDCl3) 172.2 (C-1), 

147.0 (C-3), 138.9 (C-7), 129.6 (C-2), 118.5 (C-6), 84.9 (C-16), 77.1 (C-4), 68.2 (C-17), 

33.5 (C-8), 29.4 (C-9), 29.3 (C-10), 29.1 (C-11), 28.9 (C-12, 13), 28.6 (C-14), 19.3 (C-5), 

18.5 (C-15)

그림 2. Compound 2의 구조

1H-NMR spectrum of compound 2 13C-NMR spectrum of compound 2

(3) Identification of compound 3 (Litsenolide C2)

  Colorless, viscous oil; 1H-NMR (500MHz, CDCl3) : 4.49 (1H, br s, H-3), 4.48 (1H, qd, J 

=2.6, 8.3 Hz, H-4), 1.35 (3H, d, J =8.3 Hz, H-5), 7.00 (1H, td, J =2.0, 10.6Hz H-6), 2.40 

(2H, m, H-7), 1.52(2H, m, H-8), 1.25 (20H, br s, H-9-18), 0.87 (3H, t, J =8.6Hz, H-19), 

1.97 (1H, m, OH) 13C-NMR (125 MHz, CDCl3) 170.1 (C-1), 129.4 (C-2), 72.4 (C-3), 82.9 

(C-4), 19.8 (C-5), 149.0 (C-6), 29.9 (C-7), 28.6 (C-8), 29.8 (C-9-16), 29.7 (C-9-16)), 29.65 

(C-9-16), 29.61 (C-9-16), 29.5 (C-9-16), 32.1 (C-17), 22.8 (C-18), 14.3 (C-19)

그림 3. Compound 3의 구조
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1H-NMR spectrum of compound 3 13C-NMR spectrum of compound 3

(4) Identification of compound 4 (Litsenolide B2)

  Colorless, viscous oil; 1H-NMR (500MHz, CDCl3) : 4.49 (1H, br m, H-3), 4.48 (1H, qd, J 

=2.6, 8.3 Hz, H-4), 1.31 (3H, d, J =8.3 Hz, H-5), 6.95 (1H, td, J =2.0, 10.3Hz H-6), 2.40 

(2H, m, H-7), 1.50(2H, m, H-8), 1.26 (10H, br s, H-9-13), 1.51 (2H, m,  H-14), 2.16 (2H, 

td, J =3.1, 8.8 Hz, H-15), 1.91 (1H, t, J =3.1 Hz H-17), 13C-NMR (125 MHz, CDCl3) 170.0 

(C-1), 129.4 (C-2), 72.3 (C-3), 82.9 (C-4), 19.8 (C-5), 148.9 (C-6), 29.8 (C-7), 28.6 (C-8), 

29.5 (C-9-14), 29.4 (C-9-14)), 29.2 (C-9-14), 28.8 (C-9-14), 18.5 (C-15), 84.9 (C-16), 68.3 

(C-17)

그림 4. Compound 4의 구조

1H-NMR spectrum of compound 4 13C-NMR spectrum of compound 4
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(5) Identification of compound 5 (Litsealactone B)

  Colorless, viscous oil; 1H-NMR (500MHz, CDCl3) : 3.40 (1H, dd, J =6.5, 5.5 Hz H-2), 4.30 

(1H, dd, J =3.1, 6.3 Hz, H-3), 4.50 (1H, dq, J =3.1, 6.5 Hz, H-4), 1.45 (3H, d, J =6.3Hz 

H-5), 2.40 (2H, m, H-7), 1.50(2H, m, H-8), 1.26 (10H, br s, H-9-13), 1.51 (2H, m,  H-14), 

2.16 (2H, td, J =3.1, 8.8 Hz, H-15), 1.91 (1H, t, J =3.1 Hz H-17), 13C-NMR (125 MHz, 

CDCl3) 170.0 (C-1), 129.4 (C-2), 72.3 (C-3), 82.9 (C-4), 19.8 (C-5), 148.9 (C-6), 29.8 (C-7), 

28.6 (C-8), 29.5 (C-9-14), 29.4 (C-9-14)), 29.2 (C-9-14), 28.8 (C-9-14), 18.5 (C-15), 84.9 

(C-16), 68.3 (C-17)

그림 5. Compound 5의 구조

1H-NMR spectrum of compound 5 13C-NMR spectrum of compound 5

(6) Identification of compound 6 (Tamarixetin-3-O-rhamnoside)

   FABMS m/z 485.1 [M + Na]+;  1H-NMR (500MHz, MeOH-d4) : 7.41 (1H, dd, J =2.0, 8.0 

Hz H-6'), 7.34 (1H, d, J =2 Hz, H-2'), 7.09 (1H, d, J =8.5 Hz, H-5'), 6.38 (1H, d, J =2 Hz 

H-8), 6.20 (1H, 2, H-6), 5.38 (1H, d, J =1.5 Hz H-1"), 4.22-3.59 (4H, m, H-2",3",4",5"), 

3.93 (3H, s, O-CH3), 0.93 (3H, d, J =6.0, Hz, rha-CH3) 13C-NMR (125 MHz, CDCl3) 179.8 

(C-4), 166.1 (C-7), 163.4 (C-5), 159.4 (C-2), 158.7 (C-9), 151.1 (C-3'), 149.0 (C-4'), 136.3 

(C-3), 124.4 (C-6'), 123.0 (C-1'), 116.7 (C-5'), 113.7 (C-2'), 106.0(C-10), 103.6 (C-1"), 72.3 

(C-2"), 72.2 (C-3"), 72.0 (C-5"), 17.8(rah-CH3)
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그림 6. Compound 6의 구조

1H-NMR spectrum of compound 6 13C-NMR spectrum of compound 6

(7) Identification of compound 7 (Afzelin)

 - FABMS m/z 455.0 [M + Na]+;  1H-NMR (500MHz, MeOH-d4) : 6.16 (1H, d, J =2.5 Hz 

H-6), 6.33 (1H, d, J =2.5 Hz, H-8), 7.74 (2H, d, J =9.0 Hz, H-2', H-5'), 6.92 (2H, d, J =9.0 

Hz H-3', 5'), 5.37 (1H, d, J =2 Hz, H-6), 5.37 (1H, d, J =1.5 Hz H-1"), 4.22-3.59 (4H, m, 

H-2",3",4",5"), 0.93 (3H, d, J =5.5, Hz, rha-CH3) 13C-NMR (125 MHz, CDCl3) 179.6 (C-4), 

166.1 (C-7), 163.2 (C-5), 161.6(C-4'), 159.3 (C-2), 158.5 (C-9), 136.2 (C-3), 132.0 (C-2', 

6'), 122.7 (C-1'), 116.6 (C-3',5'), 105.9(C-10), 103.5 (C-1"), 100.0(C-6), 94.9(C-8), 73.3 

(C-4"), 72.2 (C-2"), 72.1 (C-3"), 72.0(C-5"), 17.7(rah-CH3)

그림 7. Compound 7의 구조
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1H-NMR spectrum of compound 13C-NMR spectrum of compound 

(8) Identification of compound 8 (Quercitrin)

 - FABMS m/z 471.0 [M + Na]+;  1H-NMR (500MHz, MeOH-d4) : 6.20 (1H, d, J =2.0 Hz 

H-6), 6.39 (1H, d, J =2.0 Hz, H-8), 7.34(1H, d, J =2.0 Hz, H-2'), 6.92 (1H, d, J =8.5 Hz 

H-5'), 7.31 (1H, dd, J =2, 8.5 Hz, H-6'), 5.35 (1H, d, J =1.5 Hz H-1"), 4.22-3.59 (4H, m, 

H-2",3",4",5"), 0.94 (3H, d, J =6.0, Hz, rha-CH3) 13C-NMR (125 MHz, CDCl3) 179.46 

(C-4), 166.1 (C-7), 163.2 (C-5), 159.3 (C-2), 158.5 (C-9), 149.8(C-4'), 146.4(C-3'), 136.2 

(C-3), 123.0 (C-1'), 122.8 (C-6'), 116.9 (C-5'), 116.3(C-2'), 105.8(C-10), 103.5 (C-1"), 

99.9(C-6), 94.7(C-8), 73.4 (C-4"), 72.2 (C-2"), 72.1 (C-3"), 72.0(C-5"), 17.6(rah-CH3)

그림 8. Compound 8의 구조

1H-NMR spectrum of compound 13C-NMR spectrum of compound 
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(9) 현재까지 분리 정제된 화합물 구조

그림. 9 까마귀쪽나무 열매 및 잎으로부터 분리 정제된 단일 화합물 구조
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2. in vitro 유효성 평가 결과 (까마귀쪽나무 열매 주정 추출물 및 분획물)

가. 대식세포 (RAW 264.7 cells)에서 관절염 유발 인자 억제 효능 평가

(1) 질소화합물 (Nitric oxide) 생성 억제 효능 및 세포독성 평가 결과

 추출물과 분획물을 10 ug/mL의 농도로 처리하였을 때의 결과를 (그림 10)에 나타내었고, 분

획물 중 CH2Cl2 분획물을 2.5, 5 및 10 ug/mL의 농도로 처리하였을 때의 결과를 (그림 10-1)

에 나타내었다. (그림 10)을 참조하여 보면, 추출물과 분획물 모두 LPS 만의 처리군에 비해 

NO 생성 억제 활성을 보이고 있고, 특히 n-hexane, CH2Cl2 및 EtOAc 분획물에서 높은 NO 

생성 억제 활성을 보이고 있음을 알 수 있다. (그림 10-1)는 특히 활성이 우수한 CH2Cl2 분획

물이 농도 의존적으로 NO 생성 억제 활성을 보임을 나타낸 결과이다.

(2) 세포독성 평가 (LDH assay) 결과

 추출물과 분획물을 10 ug/mL의 농도로 처리하였을 때의 결과를 (그림 10)에 나타내었고, 

CH2Cl2 분획물을 2.5, 5 및 10 ug/mL의 농도로 처리하였을 때의 결과를 (그림 10-1)에 나타내

었다. (그림 10)과 (그림 10-1)를 참조하여 보면, 추출물과 분획물 모두 특별한 세포독성을 나

타내지 않음을 알 수 있으며, 다만 CH2Cl2 분획물의 경우 최고 처리농도인 10 ug/mL에서 약

간의 세포독성을 보임을 알 수 있다. 이러한 실험 결과는 전체적으로 상기 NO 생성 억제 활

성이 세포독성에 의한 결과가 아님을 말해준다고 할 수 있다.

그림 10. Inhibitory effect of 70% EtOH and solvent fractions 

of Litsea japonica fruit on nitric oxide production and cell 

viability in RAW 264.7 cells. Values are the mean ± SEM of 

triplicate experiments. *,P<0.05; **,P<0.01
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그림 10-1. Inhibitory effect of CH2Cl2 fraction of Litsea 

japonica fruit on nitric oxide production and cell viability in 

RAW 264.7 cells. Values are the mean ± SEM of triplicate 

experiments. *,P<0.05; **,P<0.01

나. Prostaglandin E2 (PGE2) 생성 억제 효능 평가 결과

 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물 및 분획물을 10 ug/mL의 농도로 처리하였을 때의 결과를 

(그림 11)에, CH2Cl2 분획물을 2.5, 5 및 10 ug/mL의 농도로 처리하였을 때의 결과를 (그림 

11-1)에 나타내었다. (그림 11)과 (그림 11-1)를 참조하여 보면, 상기 NO 생성 억제 결과와 

유사하게 n-hexane, CH2Cl2 및 EtOAc 분획물의 PGE2생성 억제 활성이 높음을 알 수 있고, 

CH2Cl2 분획물의 경우 농도 의존적으로 PGE2생성 억제 활성을 보임을 알 수 있다.

그림 11. Inhibitory effect of 70%EtOH and solvent fraction of 

Litsea japonica fruit on PGE2 production in RAW 264.7 cells. 

Values are the mean ± SEM of triplicate experiments. 

*,P<0.05; **,P<0.01
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그림 11-1. Inhibitory effect of CH2Cl2 fraction of Litsea 

japonica fruit on PGE2 production in RAW 264.7 cells. Values 

are the mean ± SEM of triplicate experiments. *,P<0.05; 

**,P<0.01

다. 염증성 사이토카인 (TNF-α, IL-1β and IL-6) 생성 억제 효능 평가 결과

 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물과 분획물을 10 ug/mL의 농도로 처리하였을 때의 결과를 (그

림 12) 내지 (그림 14)에 나타내었고, CH2Cl2 분획물을 2.5, 5 및 10 ug/mL의 농도로 처리하였

을 때의 결과를 (그림 12-1) 내지 (그림 14-1)에 나타내었다. (그림 12) 내지 (그림 14)를 참조

하여 보면, 상기의 실험 결과들과 유사하게 n-hexane, CH2Cl2 및 EtOAc 분획물이 높은 염증

성 사이토카인 생성 억제 활성을 보이고 있으며, 또한 (그림 12-1) 내지 (그림 14-1)에서 확인

되듯이, CH2Cl2 분획물은 농도 의존적으로 염증성 사이토카인 생성 억제 활성을 보이고 있다. 

그림 12. Inhibitory effect of 70%EtOH and solvent fraction of 

Litsea japonica fruit on TNF-α production in RAW 264.7 

cells.  Values are the mean ± SEM of triplicate experiments. 

*,P<0.05; **,P<0.01



- 84 -

그림 12-1. Inhibitory effect of CH2Cl2 fraction of Litsea 

japonica fruit on TNF-α production in RAW 264.7 cells. 

Values are the mean ± SEM of triplicate experiments. 

*,P<0.05; **,P<0.01

그림 13. Inhibitory effect of 70%EtOH extract and solvent 

fraction of Litsea japonica fruit on IL-1β production in RAW 

264.7 cells. Values are the mean ± SEM of triplicate 

experiments. *,P<0.05; **,P<0.01

그림 13-1. Inhibitory effect of CH2Cl2 fraction of Litsea 

japonica fruit on IL-1β production in RAW 264.7 cells. 

Values are the mean ± SEM of triplicate experiments. 

*,P<0.05; **,P<0.01
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그림 14. Inhibitory effect of 70%EtOH and solvent fraction of 

Litsea japonica fruit on IL-6 production in RAW 264.7 cells. 

Values are the mean ± SEM of triplicate experiments. 

*,P<0.05; **,P<0.01

그림 14-1. Inhibitory effect of CH2Cl2 fraction of Litsea 

japonica fruit on IL-6 production in RAW 264.7 cells. Values 

are the mean ± SEM of triplicate experiments. *,P<0.05; 

**,P<0.01

라. 관절염 유발 인자 단백질 발현 억제 효능 평가 (western blotting) 결과

 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물과 분획물을 10 ug/mL의 농도로 처리하였을 때의 결과를 (그

림 15)에 나타내었고, CH2Cl2 분획물을 2.5, 5 및 10 ug/mL의 농도로 처리하였을 때의 결과를 

(그림 15-1)에 나타내었다. (그림 15)과 (그림 15-1)를 참조하여 보면, 상기의 결과들과 유사

한 경향을 보이면서, n-hexane, CH2Cl2 및 EtOAc 분획물이 높은 iNOS 및 COX-2 발현 억제 

활성을 보이고 있으며, 또한 (그림 15) 내지 (그림 15-1)에서 확인되듯이, CH2Cl2 분획물의 경

우 농도 의존적으로 iNOS 및 COX-2 발현 억제 활성을 보이고 있다.
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그림 15. Inhibitory effect of 70% EtOH extract and solvent 

fractions of Litsea japonica fruit on the protein level of iNOS 

and COX-2 in RAW264.7 cells.

그림 15-1. Inhibitory effect of CH2Cl2 fraction of Litsea 

japonica fruit on the protein level of iNOS and COX-2 in 

RAW264.7 cells.

마. 관절염 유발 인자 단백질 발현 억제 효능 규명을 위한 기전연구 결과

 관절염 유발 인자 단백질 발현 억제 효능을 규명하기 위해 NF-κB와 MAPKs 기전연구를 수

행하였고, CH2Cl2 분획물을 2.5, 5 및 10 ug/mL의 농도로 처리하였을 때의 결과를 (그림 16)

과 (그림 17)에 나타내었다. (그림 16)과 (그림 17)에서 확인되듯이, CH2Cl2 분획물의 경우 농

도 의존적으로 NF-κB (IκB-α, p65, 그리고 p50)와 MAPKs (JNK와 p38)의  인산화를 억제 

시키는 활성을 보이고 있어 NF-κB와 MAPKs의 기전이 관절염 유발 인자의 발현을 조절한

다는 것을 확인하였다.
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그림 16. Inhibitory effect of CH2Cl2 fraction of Litsea 

japonica fruit on the IκB-α and NF-κB protein levels in 

RAW 264.7 cells.

그림 17. Inhibitory effect of CH2Cl2 fraction of Litsea 

japonica fruit on the protein level of MAPKs in RAW 264.7 

cells.

바. 조골세포 (MG-63 cells)에서 골대사성 질환 유발 인자 억제 효능 평가

(1) Interleukin-6 (IL-6) 생성 억제 효능 평가 결과
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 (그림 18)를 참조하여 보면, 상기의 실험 결과들과 유사하게 n-hexane, CH2Cl2 및 EtOAc 분

획물이 높은 염증성 사이토카인 생성 억제 활성을 보이고 있으며, 또한 (그림 18-1)에서 확인

되듯이, CH2Cl2 분획물은 농도 의존적으로 염증성 사이토카인 생성 억제 활성을 보이고 있다.

그림 18. Inhibitory effect of 70%EtOH and solvent fraction of 

Litsea japonica fruit on IL-6 production in MG-63 cells. 

Values are the mean ± SEM of triplicate experiments. 

*,P<0.05; **,P<0.01

그림 18-1. Inhibitory effect of CH2Cl2 fraction of Litsea 

japonica fruit on IL-6 production in MG-63 cells. Values are 

the mean ± SEM of triplicate experiments. *,P<0.05; 

**,P<0.01

(2) Prostaglandin E2 (PGE2) 생성 억제 효능 평가 결과

 (그림 19)과 (그림 19-1)를 참조하여 보면, 상기 IL-6 생성 억제 결과와 유사하게 n-hexane, 

CH2Cl2 및 EtOAc 분획물의 PGE2생성 억제 활성이 높음을 알 수 있고, CH2Cl2 분획물의 경우 

농도 의존적으로 PGE2생성 억제 활성을 보임을 알 수 있다.
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그림 19. Inhibitory effect of 70%EtOH and solvent fraction of 

Litsea japonica fruit on PGE2 production in MG-63 cells. 

Values are the mean ± SEM of triplicate experiments. 

*,P<0.05; **,P<0.01

그림 19-1. Inhibitory effect of CH2Cl2 fraction of Litsea 

japonica fruit on PGE2 production in MG-63 cells. Values are 

the mean ± SEM of triplicate experiments. *,P<0.05; 

**,P<0.01

2-1. in vitro 유효성 평가 결과 (까마귀쪽나무 열매 미숙과 주정 추출물 및 유효성분)

가. 대식세포 (RAW 264.7 cells)에서 관절염 유발 인자 억제 효능 평가

(1) 질소화합물 (Nitric oxide) 생성 억제 효능 및 세포독성 평가 결과

 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물 성숙과와 미성숙과를 5, 10 및 20 ug/mL의 농도로 처리하

였을 때의 결과를 (그림 20)에 나타내었고, 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물에서 분리된 단일

화합물을 2.5, 5 및 10 uM의 농도로 처리하였을 때의 결과를 (그림 21)에 나타내었다. (그림 

20)을 참조하여 보면, 성숙과와 미성숙과 모두 LPS 만의 처리군에 비해 NO 생성 억제 활성

을 보이고 있고, 특히 성숙과 보다는 미성숙과에서 NO 생성 억제 활성이 좋은 것을 알 수 

있다. (그림 21)은 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물에서 활성 추적을 통해 분리한 단일화합물

인 Litsenolide B2와 Litsenolide C2도 농도 의존적으로 NO 생성 억제 활성을 보임을 나타낸 

결과이다.
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(2) 세포독성 평가 (LDH assay) 결과

 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물 성숙과와 미성숙과를 5, 10 및 20 ug/mL의 농도로 처리하

였을 때의 결과를 (그림 20)에 나타내었고, 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물에서 분리된 단일

화합물을 2.5, 5 및 10 uM의 농도로 처리하였을 때의 결과를 (그림 21)에 나타내었다. (그림 

20)과 (그림 21)를 참조하여 보면, 성숙과와 미성숙과 모두 특별한 세포독성을 나타내지 않

음을 알 수 있으며, 다만 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물에서 활성 추적을 통해 분리한 단

일화합물 중 Litsenolide C2의 경우 최고 처리농도인 10 uM에서 약간의 세포독성을 보임을 

알 수 있다. 이러한 실험 결과는 전체적으로 상기 NO 생성 억제 활성이 세포독성에 의한 

결과가 아님을 말해준다고 할 수 있다.

그림 20. Inhibitory effect of 70% EtOH extract of L. japonica 

fruit on nitric oxide production and cell viability in RAW 

264.7 cells.

그림 21. Inhibitory effect of compounds isolated from L. 

japonica fruit on nitric oxide production and cell viability in 

RAW 264.7 cells.

나. Prostaglandin E2 (PGE2) 생성 억제 효능 평가 결과
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 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물 성숙과와 미성숙과를 5, 10 및 20 ug/mL의 농도로 처리하

였을 때의 결과를 (그림 22)에, 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물에서 분리된 단일화합물을 

2.5, 5 및 10 uM의 농도로 처리하였을 때의 결과를 (그림 23)에 나타내었다. (그림 22)과 (그

림 23)를 참조하여 보면, 상기 NO 생성 억제 결과와 유사하게 나타났으며 미성숙과가 PGE2

생성 억제 활성이 높음을 알 수 있고, 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물에서 활성 추적을 통

해 분리한 단일화합물인 Litsenolide B2와 Litsenolide C2도 농도 의존적으로 PGE2생성 억제 

활성을 보임을 알 수 있다.

그림 22. Inhibitory effect of 70% EtOH extract of L. japonica 

fruit on PGE2 production in RAW 264.7 cells.

그림 23. Inhibitory effect of compounds isolated from L. 

japonica fruit on PGE2 production in RAW 264.7 cells.

다. 염증성 사이토카인 (TNF-α, IL-1β and IL-6) 생성 억제 효능 평가 결과

 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물 성숙과와 미성숙과를 5, 10 및 20 ug/mL의 농도로 처리하

였을 때의 결과를 (그림 24) 내지 (그림 26)에 나타내었고, 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물에

서 분리된 단일화합물을 2.5, 5 및 10 uM의 농도로 처리하였을 때의 결과를 (그림 27) 내지 

(그림 29)에 나타내었다. (그림 24) 내지 (그림 26)를 참조하여 보면, 상기의 실험 결과들과 

유사하게 성숙과와 미성숙과 모두 높은 염증성 사이토카인 생성 억제 활성을 보이고 있으
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며, 또한 (그림 27) 내지 (그림 29)에서 확인되듯이, 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물에서 활

성 추적을 통해 분리한 단일화합물인 Litsenolide B2와 Litsenolide C2도 농도 의존적으로 염

증성 사이토카인 생성 억제 활성을 보이고 있다.

그림 24. Inhibitory effect of 70% EtOH extract of L. japonica 

fruit on TNF-α production in RAW 264.7 cells.

그림 25. Inhibitory effect of 70% EtOH extract of L. japonica 

fruit on IL-1β production in RAW 264.7 cells.

그림 26. Inhibitory effect of 70% EtOH extract of L. japonica 

fruit on IL-6 production in RAW 264.7 cells.
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그림 27. Inhibitory effect of compounds isolated from L. 

japonica fruit on TNF-α production in RAW 264.7 cells.

그림 28. Inhibitory effect of compounds isolated from L. 

japonica fruit on IL-1β production in RAW 264.7 cells.

그림 29. Inhibitory effect of compounds isolated from L. 

japonica fruit on IL-6 production in RAW 264.7 cells.

라. 관절염 유발 인자 단백질 발현 억제 효능 평가 (western blotting) 결과

 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물 성숙과와 미성숙과를 5, 10 및 20 ug/mL의 농도로 처리하

였을 때의 결과를 (그림 30)에 나타내었고, 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물에서 분리된 단일

화합물을 2.5, 5 및 10 uM의 농도로 처리하였을 때의 결과를 (그림 31)에 나타내었다. (그림 
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30)과 (그림 30-1)를 참조하여 보면, 상기의 결과들과 유사한 경향을 보이면서, 성숙과와 미

성숙과 모두 iNOS 및 COX-2 발현 억제 활성을 보이고 있으며, 또한 (그림 21) 내지 (그림 

23)에서 확인되듯이, 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물에서 활성 추적을 통해 분리한 단일화합

물인 Litsenolide B2도 농도 의존적으로 iNOS 및 COX-2 발현 억제 활성을 보이고 있다.

그림 30. Inhibitory effect of 70% EtOH extract of L. japonica 

fruit on the protein level of iNOS and COX-2 in RAW264.7 

cells.

그림 30-1. Inhibitory effect of Litsenolide B2 isolated from L. 

japonica fruit on the protein level of iNOS and COX-2 in 

RAW264.7 

마. 관절염 유발 인자 단백질 발현 억제 효능 규명을 위한 기전연구 결과

 염증 유발 인자 단백질 발현 억제 효능을 규명하기 위해 NF-κB와 MAPKs 기전연구를 수행

하였고, 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물에서 분리된 단일화합물을 2.5, 5 및 10 uM의 농도로 

처리하였을 때의 결과를 (그림 31)과 (그림 32)에 나타내었다. (그림 31)과 (그림 32)에서 확인

되듯이, 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물에서 분리된 단일화합물이 농도 의존적으로 NF-κB 

(IκB-α, p65, 그리고 p50)와 MAPKs(JNK와 p38)의  인산화를 억제 시키는 활성을 보이고 있

어 NF-κB와 MAPKs의 기전이 염증 유발 인자의 발현을 조절한다는 것을 확인하였다.
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그림 31. Inhibitory effect of Litsenolide B2 isolated from 

Litsea japonica fruit on the IκB-α and NF-κB protein 

levels in RAW 264.7 cells.

그림 32. Inhibitory effect of Litsenolide B2 isolated from 

Litsea japonica fruit on the protein level of MAPKs in RAW 

264.7 cells.
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바. 조골세포 (MG-63 cells)에서 골대사성 질환 유발 인자 억제 효능 평가

(1) Interleukin-6 (IL-6) 및 Prostaglandin E2 (PGE2) 생성 억제 효능 평가 결과

 (그림 33)를 참조하여 보면, 상기의 실험 결과들과 유사하게 까마귀쪽나무 열매 주정 추출

물에서 분리된 단일화합물이 골대사성 질환 유발 인자인 IL-6 생성 억제 활성은 없는 것을 

확인하였다. (그림 34)를 참조하여 보면, 상기 IL-6 생성 억제 결과와는 반대로 까마귀쪽나무 

열매 주정 추출물에서 분리된 단일화합물이 농도 의존적으로 PGE2생성 억제 활성을 보임을 

확인하였다.

그림 33. Inhibitory effect of Litsenolide B2 isolated from 

Litsea japonica fruit on IL-6 production in MG-63 cells. 

Values are the mean ± SEM of triplicate experiments. 

*,P<0.05; **,P<0.01

그림 34. Inhibitory effect of Litsenolide B2 isolated from of 

Litsea japonica fruit on PGE2 production in MG-63 cells. 

Values are the mean ± SEM of triplicate experiments. 

*,P<0.05; **,P<0.01
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 3. 까마귀쪽나무 비임상효력시험

 가. 급성관절염 모델에서의 비임상효력시험

 (1) 부종 증가율 (Table 1, 그림 35)

 대조군의 경우 부종 유발 후 3시간 경과시에 96.6%의 최대 부종증가율을 나타냈으며, 4시간 

경과시부터 부종증가율이 떨어졌다. 까마귀쪽나무 추출물 투여군의 경우에는 10 mg/kg 투여

시 부종 유발 후 3시간 경과시에 대조군에 비하여 유의성 있는 수준으로 부종 증가율이 감

소하였고, 100 mg/kg 투여시 부종 유발 후 2시간 경과 후부터 대조군에 비하여 유의성 있는 

수준으로 부종 증가율이 감소하였다. 양성대조군인 조인스 투여군에서는 10 mg/kg의 경우 4

시간에서, 100 mg/kg의 경우에는 2시간 경과 후부터 각각 대조군에 비하여 유의성 있는 수

준으로 부종 증가율이 감소하였다.

Table 1. Effects of 70% EtOH extract from Litsea japonica on rat’s hind-paw inflammation.

Group
Swelling (%)

1 hr 2 hr 3 hr 4 hr 5 hr

G1 39.6 ± 7.37 88.2 ± 12.87 96.6 ± 14.84 84.8 ± 9.29 84.0 ± 15.69

G2 37.2 ± 8.55 61.4 ± 10.15 45.6 ± 11.31* 62.4 ± 12.21 70.4 ± 13.14

G3 32.6 ± 3.50 42.6 ± 3.94* 37.3 ± 8.70* 42.7 ± 5.12** 34.3 ± 10.95*

G4 31.4 ± 4.54 62.0 ± 6.91 77.8 ± 4.65 46.9 ± 2.99** 48.3 ± 2.41

G5 26.7 ± 6.96 31.7 ± 10.37* 40.7 ± 9.23* 23.6 ± 5.17** 27.8 ± 7.31*

G1: Vehicle control, G2: 까마귀쪽나무 (10 mg/kg), G3: 까마귀쪽나무 (100 mg/kg), G4: positive control 

(Joins, 10 ㎎/㎏),  G5: positive control (Joins, 100 ㎎/㎏). Data represented Mean ± SE, *: 

significantly different from control (p < 0.05), **; significantly different from control (p < 0.01).
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그림 35. Effects of 70% EtOH extract from Litsea japonica on rat’s hind-paw inflammation. 

Data represented Mean ± SE, *; significantly different from control (p < 0.05), **; 

significantly different from control (p < 0.01).
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 (2) 부종 억제율(Table 2, 그림 36)

100 mg/kg 투여시 5시간 경과시에 양성대조군인 조인스 투여군의 경우 50.7%, 시험물질 투여 

후 부종 유발 후 2시간과 3시간 경과시에는 전 투여군에서 대조군에 비하여 유의한 수준으

로 증가되었고, 5시간 경과시에는 까마귀쪽나무(100 mg/kg)와 양성대조군 (100 mg/kg) 투여

군에서 대조군에 비하여 유의한 수준으로 부종 억제율이 증가되었다.

Table 2. Effects of 70% EtOH extract from Litsea japonica on rat’s hind-paw inflammation. 

Group
Inhibition (%)

1 hr 2 hr 3 hr 4 hr 5 hr

G1 6.1 ± 21.57 30.3 ± 11.51** 52.8 ± 11.71* 26.5 ± 14.40 16.1 ± 15.65

G2 17.7 ± 8.84 51.7 ± 4.46** 61.4 ± 9.01** 49.6 ± 6.04* 59.2 ± 13.04*

G3 20.7 ± 11.45 29.7 ± 7.84** 19.4 ± 4.82* 44.7 ± 3.52* 42.5 ± 2.87

G4 32.7 ± 17.56 64.0 ± 11.76 57.9 ± 9.55* 72.1 ± 6.10** 67.0 ± 8.70*

G1: 까마귀쪽나무 (10 mg/kg), G2: 까마귀쪽나무 (100 mg/kg), G3: positive control (Joins, 10 ㎎/㎏), 

G4: positive control (Joins, 100 ㎎/㎏). Data represented Mean ± SE, *; significantly different from 

control (p < 0.05), **; significantly different from control (p < 0.01).
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그림 36. Effects of 70% EtOH extract from Litsea japonica on rat’s hind-paw inflammation. 

Data represented Mean ± SE, *; significantly different from control (p < 0.05), **; 

significantly different from control (p < 0.01).

 나. 만성관절염 모델에서의 비임상효력시험

 (1) 조직소견

 용매대조군의 경우, 관절면 침식과 주변에 fibroblast의 침착이 관찰되었다. 조인스 투여군의 

경우에는 관절면은 smooth하였으나 주변에 collagen의 증식이 관찰된 반면 까마귀쪽나무 투

여군의 경우 관절의 파괴나 변형이 거의 관찰되지 않았다 (그림 37).
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그림 37. Histologic analysis of knee joint. A:  vehicle control(CIA only), B: Litsea japonica, 

C: Joins. x 100.

 (2) 혈청 및 비장세포내 cytokine 변화

 혈청에서의 cytokine 생성 변화는 다음과 같다. IL-6 수치는 까마귀쪽나무 (25 mg/kg) 투여

군을 제외한 전 투여군에서 용매대조군에 비하여 유의한 수준으로 감소하였다(그림 38A). 

TNF-α 수치는 까마귀쪽나무를 투여한 전 군과 조인스 투여군에서 용매대조군에 비하여 유

의한 수준으로 억제되었다 (그림 38B). IFN-γ 수치 또한 까마귀쪽나무 (25 mg/kg) 투여군을 

제외한 전 투여군에서 용매대조군에 비하여 유의한 수준으로 감소하였다 (그림 38C). 비장 

세포의 경우, TNF-α수치는 까마귀쪽나무 (25 mg/kg) 투여군을 제외한 전 투여군에서 용매

대조군에 비하여 유의한 수준으로 감소하였다 (그림 39B). IFN-γ 수치는 전 투여군에서 용

매대조군에 비하여 유의한 수준으로 감소하였으며 특히, 까마귀쪽나무 (50 mg/kg and 100 

mg/kg)의 경우 정상대조군의 수준으로 억제되었다 (그림 39C).

 

그림 38.  Effects of the extract from Litsea japonica cytokines production of serum. A: 

IL-6, B: TNF-α, C: IFN-γ. G1: normal control, G2: vehicle control (CIA only), G3: 25 

mg/kg G4: 50 mg/kg G5: 100 mg/kg G6: positive control(Joins, 10 mg/kg). Data 

represented Mean ± SE, *; significantly different from control (p < 0.05), **; 

significantly different from control (p < 0.01).
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그림 39.  Effects of the extract from Litsea japonica on cytokines production of 

lymphocytes. A: IL-6, B: TNF-α, C: IFN-γ. G1: normal control, G2: vehicle control 

(CIA only), G3: 25 mg/kg G4: 50 mg/kg G5: 100 mg/kg G6: positive control(Joins, 10 

mg/kg). Data represented Mean ± SE, *; significantly different from control (p < 0.05), 

**; significantly different from control (p < 0.01).

 (3) 방사선학적 검사

 시험 종료 후 마우스를 경추탈골로 희생시킨 후 발목관절을 X-ray로 촬영한 결과 용매대조

군에서는 심한 관절의 파괴와 변형을 관찰할 수 있었으나 시험물질 투여군에서는 관절의 병

변이 거의 관찰되지 않았다(그림 40).

그림 40.  Radiographs of the hind paws of collagen-induced arthritis model mice. A:  

vehicle control(CIA only), B: Litsea japonica, C: Joins.

 (4) 사이토카인에 대한 면역조직화학 염색

 시험 종료 후 마우스의 족관절을 파라민 포매한 후 IL-6와 TNF-α에 대한 면역조직화학염

색을 실시하였다. 관절염을 유발한 후 용매만을 투여한 용매대조군에서는 IL-6와 TNF-α가 

족관절 조직 전체에서 많이 발현되었으나, 시험물질 투여군에서는 발현량이 감소되었다 (그

림 41, 42).
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그림 41. Immunohistochemical analysis of IL-6 from the CIA model. A:  vehicle 

control (CIA only), B: Litsea japonica, D: Joins.

그림 42. Immunohistochemical analysis of TNF-α from the CIA model. A:  vehicle 

control (CIA only), B: Litsea japonica, D: Joins.

 다. 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물 진통 억제 비임상효력시험

 (1) 말초성 진통 억제 비임상효력시험 (Acetic acid-induced writhing test) 결과

 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물, CH2Cl2 분획물 및 Hamabiwalactone A와 B는 실험 시작 60

분 전에 경구투여하였다. 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물, CH2Cl2 분획물 및 

Hamabiwalactone A와 B는 실험 시작 60분 전에 경구 투여하였다. (그림 43)를 참조하여 보

면, 시료 비투여군인 대조군의 writhing number에 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물과 그 디

클로로메탄 분획물, 그로부터 분리된 유효성분인 Hamabiwalactone A와 Hamabiwalactone B

의 writhing number가 작은 것을 알 수 있다.
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그림 43. 까마귀쪽나무 열매 추출물과 그 CH2Cl2 분획물, 그로부

터 분리된 유효성분인 Hamabiwalactone A와 Hamabiwalactone 

B의 말초성 진통 억제 효과

 (2) 중추성 진통 억제 동물시험 (Tail-flick test) 결과

 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물, CH2Cl2 분획물 및 Hamabiwalactone A와 B는 실험 시작 60

분 전에 경구투여하였다. 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물, CH2Cl2 분획물 및 

Hamabiwalactone A와 B는 실험 시작 60분 전에 경구 투여하였다. (그림 44)을 참조하여 보

면 대체로 모든 시료가 농도 의존적으로 진통 억제 효과가 있음을 보여준다.
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그림 44. 까마귀쪽나무 열매 추출물과 그 CH2Cl2 분획물, 그로부

터 분리된 유효성분인 Hamabiwalactone A와 Hamabiwalactone 

B의 중추성 진통 억제 효과. Data represented Mean ± SE, *: 

significantly different from control (p < 0.05), **; significantly 

different from control (p < 0.01).

 (3) 중추성 진통 억제 동물시험 (Hot plate test) 결과

 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물, CH2Cl2 분획물 및 Hamabiwalactone A와 B는 실험 시작 60

분 전에 경구투여하였다. 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물, 디클로로메탄 분획물 및 

Hamabiwalactone A와 B는 실험 시작 60분 전에 경구 투여하였다. (그림 45)을 참조하여 보

면, 모든 시료 농도 의존적으로 진통 억제 효과를 보임을 알 수 있다.
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그림 45. 까마귀쪽나무 열매 추출물과 그 CH2Cl2 분획물, 그로부

터 분리된 유효성분인 Hamabiwalactone A와 Hamabiwalactone 

B의 중추성 진통 억제 효과. Data represented Mean ± SE, *: 

significantly different from control (p < 0.05), **; significantly 

different from control (p < 0.01). 

 라. 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물 골관절염 개선 비임상효력시험

 (1) MIA에 의한 골관절염 모델에서 주차별 행동 결과 및 체중 변화

 MIA에 의해 골관절염이 유발된 모델에서 매주 아래와 같은 평가 기준을 통하여 주차별 행

동 변화 및 체중 변화를 측정한 결과 주차별 행동 score가 MIA만 처리한 관절염 유발 모델 

처리군에 비해 떨어졌고 체중변화는 크게 나타나지 않았다 (그림 46, 그림 47).

<MIA에 인해 유발된 골관절염 모델에서 주차별 행동 score>
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그림 46. MIA 유도 골관절염 모델에서의 주차별 행동 score. 

Values represent the mean ± S.D. * p<0.05 : significantly 

different from MIAC.
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그림 47. MIA 유도 골관절염 모델에서의 주차별 체중변화.

 (2) MIA에 의한 골관절염 모델에서 생화학적 지표 변화

 MIA에 인해 유발된 골관절염 모델에서 생화학적 지표 변화를 확인하기 위해 투여 전 후에 

걸쳐 혈액 및 synovial fluid를, 채취한다. 혈액으로부터 혈청 또는 혈장을 분리한 뒤, 염증성 

지표로서 IL-1β, TNF-α, IL-6 등의 사이토카인을 ELISA assay kit를 사용하여 측정하였고 

양성대조군으로는 Indomethacin을 사용하였다(그림 48 ~ 50). 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물

을 50, 100 및 200 mg/kg를 처리한 결과 MIA만 처리한 골관절염 유발 모델에 비해 농도 의

존적으로 염증성 지표를 억제하는 것을 확인하였다.
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그림 48. MIA 유도 골관절염 모델에서의 혈청 IL-6 level 측

정. Values represent the mean ± S.E. * p<0.05 : 

significantly different from MIAC, ** p<0.01 : significantly 

different from MIAC.

그림 49. MIA 유도 골관절염 모델에서의 혈청 IL-1β level 측

정. Values represent the mean ± S.E. * p<0.05 : 

significantly different from MIAC, ** p<0.01 : significantly 

different from MIAC.
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그림 50. MIA 유도 골관절염 모델에서의 혈청 TNF-α level 

측정. Values represent the mean ± S.E. * p<0.05 : 

significantly different from MIAC, ** p<0.01 : significantly 

different from MIAC.

 (3) MIA에 의한 골관절염 모델에서 연골조직에서 생화학적 지표 변화

 MIA에 인해 유발된 골관절염 모델에서 생화학적 지표 변화를 확인하기 위해 투여 완료 후 

연골조직을 분리하여 골 및 연골의 기지 구성요소를 파괴하는 생화학적 지표인 MMP-2, 3, 4, 

9, 13과 TIMP-1, 2에 대한 mRNA 발현 정도를 Real-Time PCR를 통하여 확인하였고 양성대

조군으로는 Indomethacin을 사용하였다). 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물을 50, 100 및 200 

mg/kg를 처리한 결과 MIA만 처리한 골관절염 유발 모델에 비해 생화학적 지표에 대한 

mRNA 발현을 농도 의존적으로 억제하는 것을 확인하였다(그림 51-1 ~ 52-2).

그림 51-1. MIA로 유도된 rat 연골조직에서의 MMP-2 mRNA 

level 측정. Values represent the mean ± S.E. * p<0.05 : 

significantly different from MIAC, ** p<0.01 : significantly 

different from MIAC.
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그림 51-2. MIA로 유도된 rat 연골조직에서의 MMP-3 mRNA 

level 측정. Values represent the mean ± S.E. * p<0.05 : 

significantly different from MIAC, ** p<0.01 : significantly 

different from MIAC.

그림 51-3. MIA로 유도된 rat 연골조직에서의 MMP-7 mRNA 

level 측정. Values represent the mean ± S.E. * p<0.05 : 

significantly different from MIAC, ** p<0.01 : significantly 

different from MIAC.
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그림 51-4. MIA로 유도된 rat 연골조직에서의 MMP-7 mRNA 

level 측정. Values represent the mean ± S.E. * p<0.05 : 

significantly different from MIAC, ** p<0.01 : significantly 

different from MIAC.

그림 51-5. MIA로 유도된 rat 연골조직에서의 MMP-13 mRNA 

level 측정. Values represent the mean ± S.E. * p<0.05 : 

significantly different from MIAC, ** p<0.01 : significantly 

different from MIAC.
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그림 52-1. MIA로 유도된 rat 연골조직에서의 TIMP-1 mRNA 

level 측정. Values represent the mean ± S.E. * p<0.05 : 

significantly different from MIAC, ** p<0.01 : significantly 

different from MIAC.

그림 52-2. MIA로 유도된 rat 연골조직에서의 TIMP-2 mRNA 

level 측정. Values represent the mean ± S.E. * p<0.05 : 

significantly different from MIAC, ** p<0.01 : significantly 

different from MIAC.

 (4) MIA에 의한 골관절염 모델에서 마이크로 CT 변화

 MIA에 의해 유발된 골관절염 모델에서 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물에 대한 마이크로 CT

를 촬영하였고 마이크로 CT 촬영은 측면 연골하골과 중앙 연골하골을 촬영하여 결과를 확인

하였으며 뼈량, 뼈조각 개수 및 뼈두께를 측정하였다. 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물을 50, 
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100 및 200 mg/kg를 처리한 결과 MIA만 처리한 골관절염 유발 모델에 비해 농도 의존적으로 

염증성 지표를 억제하는 것을 확인하였다(그림 53 ~ 56).

그림 53. MIA 유도 골관절염 모델에서 micro CT를 이용한 subcondral bone 3D 측정. 1, 

lateral subchondral bone; 2, medial subchondral bone.

A B

그림 54. MIA 유도 골관절염 모델에서 micro CT를 이용한 bone volume 측정. A, lateral 

subchondral bone; B, medial subchondral bone. Values represent the mean ± S.E. * p<0.05 

: significantly different from MIAC, ** p<0.01 : significantly different from MIAC.
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A B

그림 55. MIA 유도 골관절염 모델에서 micro CT를 이용한 뼈 조각 개수 측정. A, lateral 

subchondral bone; B, medial subchondral bone. Values represent the mean ± S.E. * p<0.05 : 

significantly different from MIAC, ** p<0.01 : significantly different from MIAC.

A B

그림 56. MIA 유도 골관절염 모델에서 micro CT를 이용한 cross sectional thickness 측정. A, 

lateral subchondral bone; B, medial subchondral bone. Values represent the mean ± S.E. * 

p<0.05 : significantly different from MIAC, ** p<0.01 : significantly different from MIAC.

 (5) 인체적용시험 시험제품 골관절염 개선 비임상효력시험 재현성 평가

 인체적용시험 시험제품에 대한 골관절염 개선 비임상효력시험 재현성 평가를 수행하였다. 

우선 MIA로 인해 유발된 골관절염 모델에서 생화학적 지표 변화 확인하기 위해 투여 완료 

후 연골조직을 분리하여 골 및 연골의 기지 구성요소를 파괴하는 생화학적 지표인 MMP-2, 

3, 4, 9, 13과 TIMP-1, 2에 대한 mRNA 발현 정도를 Real-Time PCR를 통하여 확인하였고 양
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성대조군으로는 Indomethacin을 사용하였다. 까마귀쪽나무 열매 인체적용시험 시험제품을 50, 

100 및 200 mg/kg를 처리한 결과 MIA만 처리한 골관절염 유발 모델에 비해 생화학적 지표에 

대한 mRNA 발현을 농도 의존적으로 억제하였고 인체적용시험 시험제품 역시 골관절염 개선 

효능을 확인할 수 있었다(그림 57-1 ~ 58-2).
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그림 57-1. MIA로 유도된 rat 연골조직에서의 MMP-2 mRNA 

level 측정. Values represent the mean ± S.E. * p<0.05 : 

significantly different from MIAC, ** p<0.01 : significantly 

different from MIAC.
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그림 57-2. MIA로 유도된 rat 연골조직에서의 MMP-3 mRNA 

level 측정. Values represent the mean ± S.E. * p<0.05 : 

significantly different from MIAC, ** p<0.01 : significantly 

different from MIAC.
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그림 57-3. MIA로 유도된 rat 연골조직에서의 MMP-7 mRNA 

level 측정. Values represent the mean ± S.E. * p<0.05 : 

significantly different from MIAC, ** p<0.01 : significantly 

different from MIAC.
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그림 57-4. MIA로 유도된 rat 연골조직에서의 MMP-9 mRNA 

level 측정. Values represent the mean ± S.E. * p<0.05 : 

significantly different from MIAC, ** p<0.01 : significantly 

different from MIAC.
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그림 57-5. MIA로 유도된 rat 연골조직에서의 MMP-13 mRNA 

level 측정. Values represent the mean ± S.E. * p<0.05 : 

significantly different from MIAC, ** p<0.01 : significantly 

different from MIAC.
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그림 58-1. MIA로 유도된 rat 연골조직에서의 TIMP-1 mRNA 

level 측정. Values represent the mean ± S.E. * p<0.05 : 

significantly different from MIAC, ** p<0.01 : significantly 

different from MIAC.
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그림 58-2. MIA로 유도된 rat 연골조직에서의 TIMP-2 mRNA 

level 측정. Values represent the mean ± S.E. * p<0.05 : 

significantly different from MIAC, ** p<0.01 : significantly 

different from MIAC.
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3. 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물 원료표준화 결과

가. 분석 결과

 (1) 1차 실험 결과

 1차 실험은 Cadenza C18, 4.6 mm×150 mm, 5 ㎛ 컬럼을 사용하여 실험을 하였다. 분석 결

과 Hamabiwalactone A의 peak는 약 27분대에 나타났으며, Hamabiwalactone B의 peak는 약 

30분대에 나타났다. 두 물질 모두 표준용액과 시험용액에서 동일한 시간대에 peak가 나타났

으며, spectrum 확인 결과 Hamabiwalactone A, B의 최대흡광파장이 254 nm임을 확인할 수 

있었다. 시험용액과 표준용액의 크로마토그램 및 스펙트럼은 아래와 같다(그림 59).
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그림 59. 1차 실험의 chromatogram 및 Spectrome(A: STD, B: Sample)

표준용액을 희석하여 검량선을 확인해 본 결과 Hamabiwalactone A는 14.55～232.80 ppm에서 

직선성이 나타났으며(R2=0.9999), Hamabiwalactone B는 12.85～205.60 ppm에서 직선성이 나타

남이 확인되었다(R2=0.9999). 표준용액의 검량선 결과는 Table 3과 같다.

Table 3. 1차 표준용액 분석결과 및 검량선 결과

A. Hamabiwalactone A

B. Hamabiwalactone B

 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물 중 Hamabiwalactone A, B의 함량을 확인하기 위하여 3반복 

분석 결과, Hamabiwalactone A는 20.196 ± 0.57 mg/g, Hamabiwalactone B는 28.372 ± 0.82 

mg/g으로 나타났으며, 반복 간에 큰 편차 없이 함량을 확인 할 수 있었다. 또한 필터의 종류
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에 따라 함량에 차이가 나는지 알아보기 위하여 0.45 μm Nylon membrane syringe filter를 

사용하여 분석한 결과, Hamabiwalactone A의 함량은 약 20.492 ± 0.45 mg/g, 

Hamabiwalactone B의 함량은 약 28.692 ± 0.66 mg/g 으로 나타나 필터간의 함량차이는 나타

나지 않았다(Table 4). 그러므로 업체에서 사용한 동일 사양의 필터인 0.45 μm PTFE 

membrane syringe filter로 진행하기로 결정하였다.

Table 4. 1차 실험 결과(필터간의 함량 비교분석)

A. 0.45um PTFE membrane syringe filter

B. 0.45um Nylon membrane syringe filter

 (2) 2차 실험 결과

 2차 실험은 실험의 재현성을 확인하기 위하여 일자를 달리하여 분석하였으며, 시료채취량에 

따른 함량 편차 여부를 확인하기 위해 시료채취량을 50 ~ 200%로 하여 실험을 진행하였다. 

표준용액은 1차 실험과 동일한 방법으로 다시 제조하여 사용하였다. 분석 결과, 표준용액에 

대한 직선성은 Hamabiwalactone A는 13.013 ~ 208.20 ppm에서 직선성이 나타났으며

(R2=0.9999), Hamabiwalactone B는 12.735 ~ 203.76 ppm에서 직선성이 나타남이 확인되었다

(R2=0.9999). 표준용액의 검량선 결과는 Table 5과 같다.
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Table 5. 2차 표준용액 분석결과 및 검량선 결과

A. Hamabiwalactone A

B. Hamabiwalactone B

Table 6. 2차 재현성 실험 결과

 분석결과 Hamabiwalactone A, B의 peak가 표준용액의 peak와 동일한 시간대인 약 27, 30분

대에 나타났으며, 제시한 시료채취량의 100%를 채취하여 3반복 분석한 결과, 

Hamabiwalactone A의 평균은 19.651 ± 0.74 mg/g, Hamabiwalactone B의 평균은 

25.846±0.96 mg/g으로 나타났으며(Table 6), 1차 실험 결과인 Hamabiwalactone A 20.196 ± 
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0.57 mg/g, Hamabiwalactone B 28.372 ± 0.82 mg/g 와 비교해 볼 때 Hamabiwalactone A는 

편차 없이 나타났으나 Hamabiwalactone B는 약간의 편차가 있었다. 이는 표준용액을 만들 때 

나타나는 오차로 판단되어 3차 실험을 통해 확인하고자 하였으며 Hamabiwalactone A, B 모

두 반복 간의 함량편차는 나타나지 않음을 확인 할 수 있었다. 또한 시료채취량을 50 ~ 200%

로 하여 실험을 진행한 결과, Hamabiwalactone A는 평균 19.726 ± 0.37 mg/g으로 나타났으

며, Hamabiwalactone B는 평균 25.919±0.45 mg/g으로 나타나(Table 7), 시료채취량에 따라 

함량차이는 나타나지 않았다.

Table 7. 2차 실험 결과(시료의 직선성)

 (3) 3차 재현성 실험 결과

 3차 분석은 2차 실험에서 함량 편차를 보인 Hamabiwalactone B의 함량을 확인하고, 시료 간 

편차를 알아보기 위하여 제조일자가 다른 3Lot에 대한 함량 실험을 진행하였다. 3차 실험 표

준용액의 검량선을 확인해 본 결과 Hamabiwalactone A는 16.035 ~ 256.56 ppm에서 직선성이 

나타났으며(R2=0.9994), Hamabiwalactone B는 16.915 ~ 270.640 ppm에서 직선성이 나타남이 

확인되었다(R2=0.9994). 표준용액의 검량선 결과는 Table 8과 같다.

Table 8. 3차 표준용액 분석결과 및 검량선 결과

A. Hamabiwalactone A
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B. Hamabiwalactone B

 Lot별 함량 실험 결과, LJM-F-1Lot는 시험법검토용 시료로 Hamabiwalactone A 평균 함량은 

20.859 ± 0.51 mg/g으로 나타나 1차, 2차 분석 결과와 유사하게 나타났으며, 

Hamabiwalactone B 평균 함량은 28.129 ± 0.67 mg/g 으로 1차 결과와 유사하게 나와 2차 분

석 결과에서 편차가 나타났음을 확인 할 수 있었으며 이는 표준용액을 제조하는 과정에서 오

차가 나타났을 거라 사료되었다(Table 9). LJM-F-2Lot에서 Hamabiwalactone A의 평균 함량은 

26.860±0.83 mg/g 으로 나타났으며, Hamabiwalactone B의 평균 함량은 35.422 ± 1.07 mg/g 

으로 나타났다 (Table 9). LJM-F-3Lot에서 Hamabiwalactone A의 평균 함량은 12.075 ± 0.08 

mg/g 으로 나타났으며, Hamabiwalactone B의 평균 함량은 15.930 ± 0.09 mg/g으로 나타났다

(Table 9). 위의 결과를 종합하였을 때, Lot내 반복 분석 시 편차는 나타나지 않았지만, Lot간 

편차는 나타났다. 그 중 마지막 LJM-F-3Lot에서 큰 차이를 보였으며, 제조공정 변경으로 인

해 마지막 LJM-F-3Lot에서 함량이 많이 낮아졌음을 알 수 있었으며 의뢰기관과의 협의를 통

해 LJM-F-3 Lot와 동일한 제조공정으로 시료를 재생산하여 함량을 확인하기로 하였다. 1차 ~ 

3차 실험결과를 통해 후보 지표물질인 Hamabiwalactone A, B 모두 분리도나 정량에 문제가 

없으나 Hamabiwalactone A는 Hamabiwalactone A 앞의 작은 Peak가 추후 부원료의 영향을 

받을 수 있다고 사료되어, 의뢰기관과 협의를 통하여 함량이 더 높고 분리도가 좋은 

Hamabiwalactone B를 지표물질로 결정하였다.

Table 9. 3차 실험 결과(Lot간 함량편차)

A. LJM-F-1Lot



- 123 -

B. LJM-F-2Lot

C. LJM-F-3Lot

 (4) 4차 재현성 실험

 4차 실험에서는 지표물질이 단일물질 Hamabiwalactone B로 결정됨에 따라 분석시간이 길다

는 단점을 보완하기 위해 총 분석 시간을 58분에서 45분으로 변경하였고, 이를 위하여 다른 

전처리조건 및 기기분석조건은 변경하지 않고 flow rate 및 이동상 gradient 조건을 변경하여 

분석을 하였다.

A. 기존의 분석방법
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B. 변경된 분석방법

 변경된 분석방법으로 표준용액을 분석한 결과 Hamabiwalactone B의 peak가 약 25분대에 나

타났으며, 시험용액에서도 동일한 시간대에 peak가 나타났다. 시험용액과 표준용액의 

spectrum을 확인한 결과 254 nm에서 최대흡광파장이 검출되어 시료 중 Hamabiwalactone B

가 확인되었다. 시험용액과 표준용액의 크로마토그램 및 spectrum은 아래와 같다 (그림 60).

그림 60. 4차 실험의 chromatogram 및 spectrum(A: STD, B: Sample)

 표준용액은 3차 실험에서 사용한 Hamabiwalactone B Stock solution 270.64 ppm 을 사용하

였고, 시료 역시 3차 실험에서 분석한 LJM-F-1Lot의 시료를 사용하였다. 분석결과, 

Hamabiwalactone B의 함량이 28.087 mg/g으로 3차 실험의 Hamabiwalactone B 평균인 28.129 

± 0.67 mg/g과 편차가 없는 것으로 확인되었으나 시험법 검증(Method Validation)을 통하여 

분석방법에 대한 타당성을 확인해 볼 필요가 있다고 사료되었다(Table 10).
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Table 10. 실험방법 변경 전(3차), 후(4차) LJM-F-1Lot 시료 함량

 (5) 5차 재현성 실험

 5차 실험은 4차 실험에서 설정된 실험법으로 추가 생산된 4Lot의 Hamabiwalactone B 함량

을 측정하기 위하여 진행하였다. 표준용액에서 Hamabiwalactone B의 peak는 23.746분대에 나

타났고 시료에서는 23.991분에 검출되었다. 시험용액과 표준용액의 spectrum을 확인한 결과 

Hamabiwalactone B의 최대 흡광 파장이 254 nm임을 확인할 수 있었다. 시험용액과 표준용액

의 크로마토그램 및 spectrum은 아래와 같다(그림 61).

그림 61. 5차 실험의 chromatogram과 spectrum(A: STD, B: Sample)

 표준용액의 검량선을 확인해 본 결과 Hamabiwalactone B는 13.58 ~ 217.28 ppm에서 직선성

이 나타났다(R2=0.9999). 표준용액의 검량선 결과는 Table 11와 같다.
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Table 11. 표준물질의 검량선 결과

 제조공정에 대한 문제점을 파악하고 재생산한 4Lot를 각각 2반복 전처리하여 함량을 확인 

하였다. 그 결과, 총 4Lot간 함량은 13.159 ~ 16.089 mg/g 으로 Lot내 반복간에 편차는 없었

으며, 3차에 사용된 3Lot 간의 결과값 15.931 ~ 35.422 mg/g와 비교해 볼 때 Lot간의 편차도 

많이 줄어들었음을 확인할 수 있었다(Table 12).

Table 12. Lot간 Hamabiwalactone B 함량

 본 시험법검토는 기능성원료 표준화를 위하여 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물 중 지표물질

의 정량 분석 가능여부를 확인하기 위해 진행되었다. 후보 지표 물질은 Hamabiwalactone A

와 B였으며, 시험법 검토를 통해 분석에 용이한 물질을 지표물질로 결정하기로 하였다. 

Hamabiwalactone A는 약 27분대, Hamabiwalactone B는 약 30분대에 peak가 검출되었다. 

Hamabiwalactone A, B 모두 peak 분리도에 큰 문제가 없었으며, 스펙트럼 확인 결과 표준용

액과 시료에서 254 nm에서 발색되어 동일 물질임을 확인할 수 있었다. 또한 0.45 μm Nylon, 

PTFE membrane syringe filter 두 종류를 사용하여 필터 종류에 따른 차이를 확인해 본 결
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※ 최종 설정된 시험법

(1) 시약 및 시액

 ① 표준물질 : Hamabiwalactone B (천연물화학 분리·정제, 96%)

 ② 일반시약

과, 두 필터 간 함량 차이는 나타나지 않았다. 그러므로 위의 결과를 바탕으로 의뢰기관과 동

일한 재질인 0.45 μm PTFE membrane syringe filter를 사용하기로 결정하였다. 2차 실험은 

재현성을 확인하기 위하여 일자를 달리하여 분석하였으며, 시료채취량에 따른 함량 편차 여

부를 확인하기 위해 실험을 진행하였다. 그 결과, 시료량에 대한 반복 실험에서는 

Hamabiwalactone A는 평균 19.651 mg/g, Hamabiwalactone B는 평균 25.846 mg/g 으로 1차 

실험 결과와 비교해 볼 때 Hamabiwalactone A는 큰 편차없이 나타났으나 Hamabiwalactone 

B는 1차 결과 평균 28.372 mg/g으로 약간의 편차가 있음을 확인 할 수 있었다. 반복간의 큰 

편차는 없어 표준품의 제조과정에서 문제가 있을 거라 사료되어 3차 실험을 통해 확인하기로 

하였다. 시료 채취량을 50 ~ 200%로 달리 취하여 실험한 결과, 시료 채취량에 따른 편차가 

크지 않음을 확인할 수 있었다. 3차 실험에서 세 Lot간(LJM-F-1Lot, LJM-F-2Lot, 

LJM-F-3Lot) 함량을 확인한 결과, Hamabiwalactone A는 LJM-F-1Lot 평균 20.859 mg/g, 

LJM-F-2Lot 평균 26.860 mg/g, LJM-F-3Lot 평균 12.075 mg/g으로, Hamabiwalactone B는 

LJM-F-1Lot 평균 28.129 mg/g, LJM-F-2Lot 평균 35.422 mg/g, LJM-F-3Lot 평균 15.931 mg/g 

으로 분석되었다. 2차 실험에서 사용된 검체 LJM-F-1Lot로 Hamabiwalactone B의 함량이 1차 

결과와 유사하였으며 2차 실험 시 Hamabiwalactone B 표준용액 제조방법에서 편차가 나타났

을 거라 사료되었다. 3차 실험 결과를 통해 다른 두 Lot와 큰 차이가 나타난 LJM-F-3Lot이 

제조공정상의 차이가 있다는 것이 확인되어 의뢰기관과 논의하여 LJM-F-3Lot와 동일한 제조

공정으로 시료를 재생산하여 함량을 확인하기로 하였다. 또한 Hamabiwalactone A보다는 

Hamabiwalactone B가 함량이 더 높고 Peak 분리도에서도 Hamabiwalactone B가 간섭 Peak 

없이 단일물질로 정량이 가능하므로 두 후보물질 중 Hamabiwalactone B를 지표물질로 결정

하였다. 4차 실험에서는 지표물질이 단일물질 Hamabiwalactone B로 결정됨에 따라 분석시간

이 길다는 단점을 보완하기 위해 총 분석 시간을 58분에서 45분으로 변경하여 실험을 진행하

였다. 분석시간을 단축하기 위해 flow rate와 이동상 gradient 조건을 변경하여 실험을 진행 

하였을 때, Hamabiwalactone B peak가 약 25분대에 나타났으며, 시험용액에서도 동일한 시간

대에 peak가 나타났다. 시험용액과 표준용액의 spectrum 확인 결과 254nm에서 시료 중 

Hamabiwalactone B가 확인되었고, 함량도 약 28 mg/g 으로 분석조건을 변경하기 전과 유사

하게 검출되었다. 5차 실험에서는 4차 실험시 변경된 조건으로 추가 생산된 4Lot를 분석하여 

진행하였으며 Hamabiwalactone B만을 확인하였다. 분석결과는 F-3Lot는 평균 14.498mg/g, 

F-3-2Lot는 평균 13.182mg/g, F-5Lot는 평균 15.553 mg/g, F-7Lot는 평균 15.851 mg/g 으로 

Lot내 반복간에 편차는 없었으며, 3차에 사용된 3Lot 와 비교해 볼 때 Lot간의 편차도 많이 

줄어들었음을 확인할 수 있었다. 위 1～5차 실험 결과를 통해 최종 시험법을 다음과 같이 설

정하였으며, 시험법 검증 (Method Validation)을 수행함으로서 설정된 분석방법의 타당성을 확

인해 보았다.
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   - 에탄올 (덕산, HPLC grade)

   - 메탄올 (덕산, HPLC grade)

   - 초산 (덕산, HPLC grade)

   - 아세토니트릴 (Burdick&Jackson, HPLC grade)

   - 디클로로메탄 (덕산, HPLC grade)

(2) 표준용액의 제조

 ① Hamabiwalactone B 표준물질 약 50 mg을 정밀히 취하여 디클로로메탄 5mL에 용해

하여 vortexing 후 정용(stock solution)한다.

 ② Stock solution을 메탄올로 200, 100, 50, 25, 12.5 ppm으로 적절히 희석하여 표준용

액으로 사용한다.

(3) 시험용액의 제조

 ① 시료 약 200 mg을 정밀히 달아 70% 에탄올에 용해한다.

 ② Vortexing하여 초음파추출 후 최종 50 mL로 정용한다.

 ③ 0.45 μm PTFE membrane syringe filter로 여과하여 시험용액으로 사용한다.

(4) 기기분석조건

(5) 계산식
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 나. 최종 설정된 시험법 검증 (Method Validation) 결과

 (1) 특이성 (Specificity)

 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물 중 Hamabiwalactone B의 retention time과 peak 분리도 확

인 Hamabiwalactone B 표준물질과 시료를 동일한 분석법으로 분석하여 검출된 peak를 확인

하였다. 약 23 ~ 24분대에서 표준용액과 시료에서 동일한 시간대에 peak가 검출되어 동일한 

물질임을 확인하였다(그림 63). 또한 시험용액에서 주변 peak와의 분리가 완전히 이루어짐을 

확인할 수 있었다.

그림 63. 표준용액과 시험용액 중 Hamabiwalactone B의 크로마토그램

(A: 표준용액, B: 시험용액)

(2) 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물 중 Hamabiwalactone B의 spectrum과 peak purity 확인

 시험용액 중 검출된 크로마토그램이 표준용액인 Hamabiwalactone B와 동일한지 확인하기 

위하여 표준용액과 시험용액의 spectrum을 확인하였다. 약 23～24분대 검출된 peak의 

spectrum을 확인한 결과 254 nm에서 최대 흡광도를 보였으며, 표준용액과 시험용액에서 동

일한 패턴의 spectrum을 나타남을 확인할 수 있었다 (그림 64). 또한 시험용액의 

Hamabiwalactone B peak의 purity를 확인하기 위해서 peak의 5 points spectrum을 확인하였

다. 5 points의 spectrum이 모두 일치하여 Hamabiwalactone B가 단일물질임을 확인하였다 (그

림 65).



- 130 -

그림 64. Hamabiwalactone B Spectrum(A : 표준용액 B : 시험용액)

그림 65. Peak purity test : 시험용액 중 Hamabiwalactone B Peak 각 5점의 spectrum 분석

(3) 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물 중 HPLC/MS/MS를 이용한 Hamabiwalactone B 확인

 ① 실험 결과

 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물 중 Hamabiwalactone B를 확인하기 위하여 HPLC/MS/MS의 

MRM(multiple reaction monitoring)을 이용하여 분석하였다. 분석결과, 표준용액과 시료용액

에서 동일한 시간 (약 24.16 min)대의 Total ion chromatogram(TIC)을 확인할 수 있었고, 질

량 스펙트럼을 확인해 본 결과 precursor ion은 263 m/z이고, product ion 133, 147, 217 m/z

로 확인할 수 있었으며, 263 → 133 m/z, 263 → 147 m/z, 263 → 217 m/z의 m/z ratio 값이 

유사하게 (± 20%) 나타남을 확인 할 수 있었다 (Table 32). 그러므로 위 제시한 분석방법

으로 분석한 결과 표준품과 시료 중 Hamabiwalactone B는 동일 성분임을 확인할 수 있었

으며, 시료 중 Hamabiwalactone B가 있음을 확인 할 수 있었다.

Table 13. Hamabiwalactone B 분석을 위한 retention time, precursor ion 및 product ion
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  ② 검토 결과

 위의 제시된 분석조건으로 HPLC/MS/MS를 이용하여 분석한 결과 표준용액과 시험용액에서 

TIC에서 동일한 시간대에 peak를 확인하였고, product ion인 133, 147, 217 m/z의 질량 스펙

트럼이 유사한 m/z ratio 값을 가지므로 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물에 Hamabiwalactone 

B가 함유되어 있음을 확인할 수 있었다.

Table 14. 표준 용액과 시료용액 중 TIC 및 질량 스펙트럼
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 (4) 직선성 (Linearity)

  ① 표준물질에 대한 직선성 (Linearity)

   표준물질을 농도별로 희석하여 분석한 결과로 직선성을 평가하였다. Hamabiwalactone B의 

검출농도 약 70 ug/mL를 목적농도 100%로 설정하여 12.5 ~ 400% 범위에서 3반복 평가하였

다. 분석결과 농도별로 직선성이 확인되었으며, 기울기 값은 7.240 ~ 7.952, R2는 0.9996 ~ 

0.9998로 나타났다 (Table 15-1 ~ 15-3).

Table 15-1. Hamabiwalactone B 표준용액을 이용한 검량선 작성 (1회 실험)

Table 15-2. Hamabiwalactone B 표준용액을 이용한 검량선 작성 (2회 실험)

Table 15-3. Hamabiwalactone B 표준용액을 이용한 검량선 작성 (3회 실험)
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  ② 시료에 대한 직선성 (Linearity)

   시료를 중량별로 측정하여 전처리 분석한 결과로 직선성을 평가하였다. 시료 200 mg을 

취해 50 mL에 녹여 검출된 농도 60 ug/mL를 목적농도 100%로 설정하여 35 ~ 200% 범위에

서 평가한 결과 농도별로 직선성을 확인할 수 있었다. 기울기 값은 2.094 ~ 2.211, R2는 

0.9995 ~ 0.9996 으로 나타났다 (Table 16-1 ~ 16-3).

Table 16-1. 시료를 이용한 검량선 작성 (1회 실험)

Table 16-2. 시료를 이용한 검량선 작성 (2회 실험)

Table 16-3. 시료를 이용한 검량선 작성 (3회 실험)
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 (5) 정확성 (Accuracy), 회수율 (Recovery)

  까마귀쪽나무 열매 주정 추출물 중 Hamabiwalactone B의 정확성을 측정하기 위해 시료에 

이미 농도를 알고 있는 표준용액을 넣어 회수율을 구함으로써 정확성을 확인하였다. 검출농

도를 고려하여 시료 약 100 mg을 취한 후 표준용액 검출 농도로 20.98 ~ 104.9 mg/L 넣은 

후 동일한 전처리 방법으로 분석하였다. 농도별로 3반복씩 진행한 결과 회수율 96.52 ~ 

102.63%, 표준편차 (SD) 0.98 ~ 1.03%, 상대표준편차(RSD)는 1.00%로 나타났다. 전체적으로 

90% 이상의 회수율을 보이므로 분석방법에 문제는 없다고 사료된다 (Table 17).

Table 17. 시료 중 표준용액 농도별 회수율 확인

 (6) 정밀도 (Precision)

 ① 실험실내 정밀성(Intermediate precision)

  까마귀쪽나무 열매 주정 추출물 중 Hamabiwalactone B 함량의 분석 재현성 시험을 위해 

분석 장비, 분석자와 분석일자를 달리하여 분석을 진행하였다. 결과는 시료를 3회 반복 전처

리 한 후 실험하여 측정치를 비교하였고, 사용한 실험 장비는 Agilent HPLC 1260 infinity와 

Shiseido Nanospace SI-2 두 장비, 3일간, 두 명의 시험자가 분석하였다. 실험 일자간의 분석 

결과 Hamabiwalactone B의 평균 함량 13.712 mg/g, 표준편차 (SD) 0.024 mg/g, 상대표준편차 

(RSD)는 0.174%로 나타났다(Table 18).
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Table 18. 분석일자, 분석자, 분석기기간 Hamabiwalactone B 함량

  ② 반복 정밀성 (Repeatability, Intra-assay precision)

 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물 중 Hamabiwalactone B 함량 분석의 반복 정밀성을 확인

하기 위해 한번 진행시 각각 6번의 전처리를 진행하여 Hamabiwalactone B의 함량을 측정

하였다. 일자를 달리하여 측정한 결과 13.548 ~ 13.870 mg/g으로 검출되었고, 평균 13.686 ~ 

13.733 mg/g, 표준편차 (SD) 0.039～0.098 mg/g, 상대표준편차 (RSD) 0.285 ~ 0.719%로 분석

되었다 (Table 19-1 ~ 19-3).

Table 19-1. 분석일 02월 02일, 분석자 A, Agilent HPLC 1260 Infinity

Table 19-2. 분석일 02월 03일, 분석자 B, Agilent HPLC 1260 Infinity
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Table 19-3. 분석일 02월 04일, 분석자 A, Shiseido Nanospace SI-2

  (7) 범위 (Range)

  까마귀쪽나무 열매 주정 추출물 중 Hamabiwalactone B 함량을 정량하기 위한 분석법의 정

량 범위는 직선성과 정확도, 정밀도를 고려할 때, 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물 중 

Hamabiwalactone B의 분석 농도를 6.4 ~ 298.3 mg/L의 범위로 설정하였다.

3. 까마귀쪽나무 열매 주정추출물 기준규격설정

 가. 제조기준

 (1) 원재료 : 까마귀쪽나무 열매

 (2) 제조공정
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 나. 기준․규격

 (1) 성상 : 이미·이취가 없고 특유의 향미를 가진 흐린 갈흑색 분말

 (2) Hamabiwalactone B 함량 (mg/g) : 14.6 mg/g 의 80 ~ 120 %

 (3) 납 (mg/kg) : 1.0 이하

 (4) 카드뮴 (mg/kg) : 1.0 이하

 (5) 총비소 (mg/kg) : 1.0 이하

 (6) 총수은 (mg/kg) : 1.0 이하

 (7) 대장균군 : 음성

 다. 시험법

 (1) 성상: 건강기능식품공전, 한국표준색이름 (산업자원부 기술표준원) 참조

 (2) Hamabiwalactone B 함량 (고속액체크로마토그래피법)

  ① 장비

HPLC System Agilent 1200 series, Agilent, USA

Quat Pump G1311A, Autosampler G1329, DAD G1315D,

Column Oven G1316A, Degasser G1322A

Analytical Column Cadenza C18 (4.6mm×150mm, 5㎛) 또는 이와 동등한 컬럼

  ② 시약

   - Hamabiwalactone B 표준품 : 주)천연물화학, Cat. No. NPC-KC119,

     Lot. No. 20120124, Adjusted purity 96.0%

   - 에탄올 (덕산, HPLC grade)

   - 메탄올 (덕산, HPLC grade)

   - 초산 (덕산, HPLC grade)

   - 아세토니트릴 (Burdick&Jackson, HPLC grade)

   - 디클로로메탄 (덕산, HPLC grade)

  ③ 표준용액 조제

   표준품인 Hamabiwalactone B 약 50 mg을 디클로로메탄 5 mL로 정용 (stock solution) 이

를 메탄올로 적절히 희석하여 사용하였다.

  ④ 시험용액 조제

   까마귀쪽나무 열매 주정 추출물 약 100 ~ 200 mg을 취해 50mL 정용플라스크에 담고 70% 

ethanol에 녹인 후 30분간 초음파 추출하여 방냉 한 후 정용한다. 추출액을 0.45 um PTFE 

syringe filter로 여과한 용액을 시험용액으로 한다.

   ⑤ 분석조건
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   ⑥ 계산

 (3) 납: 식품공전 제10. 일반시험법 6. 유해성금속시험법 2) 측정 (2) ICP

 (4) 카드뮴: 식품공전 제10. 일반시험법 6. 유해성금속시험법 2) 측정 (2) ICP

 (5) 총비소: 식품공전 제10. 일반시험법 6. 유해성금속시험법 2) 측정 (2) ICP

 (6) 총수은: 식품공전 제10. 일반시험법 6. 유해성금속시험법 3) 금속별 시험 (5) 수은 ㉯ 금아말감법

 (7) 대장균군: 식품공전 제10. 일반시험법 8. 미생물시험법 5) 대장균군

 다. 기준․규격 설정근거

 (1) 기능/지표물질 규격 설정에 관한 자료

  기능/지표물질의 규격은 분석오차를 고려하여 표시하고자 하는 값에 대한 하한치와 상한치

를 백분율로 설정한다. 일반적으로 추출물의 경우는 표시량의 80 ~ 120%를 원칙으로 하나 

천연물의 경우 원료 Lot 별 기능/지표물질의 함량 편차가 커서 여러 Lot의 분석 데이터를 

근거로 규격 함량을 달리 설정할 수 있다. 까마귀쪽나무 열매 주정추출물 중 

Hamabiwalactone B 함량은 설정한 시험방법으로 분석하여 측정하였으며, 분석 결과는 SPSS 

(Statistical Package for Social Science 15.0) One-way ANOVA을 이용하여 각 Lot 간의 평균

값 (mean), 표준편차 (SD, standard deviation), 표준오차(SE, standard Error), 최소값, 최대값, 

95% 신뢰구간에서의 상한치 (Upper Bound)와 하한치 (Lower Bound)를 구하여 모두 포함할 

수 있는 규격을 설정하였다. 까마귀쪽나무 열매 주정추출물 함량에 대한 기준 규격을 설정

하기 위하여 3 Lot를 각각 3반복 분석한 결과 Hamabiwalactone B의 함량 범위 (Table 20～

22)를 구하였다. 전체 평균±SD, 평균의 80 ~ 120%, 각 Lot별 하한치 ~ 상한치, 각 Lot 별 

95% 신뢰구간에서의 하한치 ~ 상한치를 분석하여 분석오차 및 Lot 별 함량을 모두 포함할 
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수 있는 기준규격으로 14.6 mg/g의 80% ~ 120%인 11.7 ~ 17.5 mg/g으로 설정하였다. 까마귀

쪽나무 열매 주정 추출물 3Lot의 원료 간 Hamabiwalactone B 함량은 편차가 거의 나타나지 

않았으나, 이는 3Lot에 대하여 제한적으로 검토된 것으로 천연물의 경우 원재료 채취 시기, 

재배지 등에 따라 편차가 나타날 수 있다. 따라서 추후 생산되는 여러 Lot에 대하여 

Hamabiwalactone B 함량을 측정하여 확인할 필요가 있다고 사료된다.

Table 20. Lot 별 Hamabiwalactone B의 함량 분석결과

Table 21. Lot 별 Hamabiwalactone B의 함량 범위 결과

Table 22. Hamabiwalactone B 함량 범위 (요약)

 (2) 유해물질 규격 설정에 관한 자료

  까마귀쪽나무 열매 주정 추출물의 유해물질 규격은 원재료 또는 제조과정 중 유해물질의 

오염 또는 잔류가능성을 막고 안전성을 확보할 수 있도록 건강기능식품 기능성 원료 인정에 

관한 규정 중 유해물질규격설정항목 (제14조제6호 가목 관련) [별표 2]에 준하여 설정하였다 

(Table 23). 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물의 경우 까마귀쪽나무 열매를 주정으로 추출하여 

분말화 하였으므로 중금속 4종 (납, 총비소, 카드뮴, 총수은)과 미생물 중 대장균군만 유해물

질규격으로 설정하였다.
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Table 23. 유해물질규격설정항목 (식품의약품안전청고시 제 2012-107호 제14조 제6호 가목 관련)

  ① 중금속

 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물의 중금속 실험을 진행한 결과, 납 최대 0.0702 mg/kg, 카

드뮴 최대 0.0476 mg/kg, 총비소 최대 0.0253 mg/kg로 검출되었고 총수은은 한 Lot에서 

0.003 mg/kg으로 검출되었고, 다른 두 Lot 에서는 불검출로 확인되었다. 원료에서 발생할 

수 있는 오차, 원료의 1일 최대섭취량, 건강기능식품 기능성 원료 인정에 관한 규정에서 제

안하고 있는 중금속 기준 (상한값)을 고려하여 안전성에 문제가 없도록 설정하고자 하였으

며, 그 결과 납, 카드뮴, 총비소, 총수은 1.0 mg/kg 이하로 설정하였다 (Table 24 ~ 26).

Table 24. 중금속 분석결과
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Table 25. 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물 중금속 규격 상한값

* 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물의 섭취량 미정으로 최대섭취량을 1g/일로 계산

Table 26. 중금속 제안규격

   ㉮ 납: 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물의 최대섭취량은 1g/일로 제안된 규격 (1.0 mg/kg) 

범위에서 1.0 ㎍/일의 납을 섭취할 수 있음. 이는 식약청의 가이드라인 범위인 

10.8 ug/일 보다 낮은 섭취 기준임.

   ㉯ 카드뮴: 최대섭취량은 1 g/일로 제안된 규격 (1.0 mg/kg) 범위에서 1.0 ug/일의 카드뮴을 

섭취할 수 있음. 이는 식약청의 가이드라인 범위인 3.0 ug/일 보다 낮은 섭취 기준임.

   ㉰ 총비소: 최대섭취량은 1 g/일로 제안된 규격 (1.0 mg/kg) 범위에서 1.0 ug/일의 총비소를섭

취할 수 있음. 이는 식약청의 가이드라인 범위인 150 ug/일 보다 낮은 섭취 기준임.

   ㉱ 총수은: 최대섭취량은 1 g/일로 제안된 규격 (1.0 mg/kg) 범위에서 1.0 ㎍/일의 총수은을 

섭취할 수 있음. 이는 식약청의 가이드라인 범위인 2.1 ug/일 보다 낮은 섭취 기준임.

나. 대장균군

 대장균군은 실험결과 모든 원료에서 음성임이 확인되었고, 건강기능식품 기능성 원료 인정

에 관한 규정에 따라 대장균군의 규격을 음성으로 설정하였다 (Table 27).

Table 27. 대장균군 분석결과
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(3) 유해물질 규격 미설정에 관한 자료

 잔류농약 잔류농약은 건강기능식품 기능성 원료 인정에 관한 규정에 의거하여 규격으로 설

정하지는 않지만 시험결과를 제출하여야 하는 항목으로「식품의 기준 및 규격」에 원재료에 

대한 농약의 잔류허용기준이 있는 경우에는 「수입식품등검사지침」(제 2012-132호) 별표 

3.1. 동시 다분석 검사대상: 59종에 대하여 분석하여야 한다. 또한 식품으로 섭취 이력이 있

거나 잔류농약이 오염될 수 있다고 판단되면 원재료에 대한 잔류허용기준이 없다 하여도 정

밀검사항목 59종을 분석하여야 한다. 까마귀쪽나무의 경우 원재료에 대한 기준은 없지만 열

매부위가 식용으로 가능하여 정밀검사 항목 59종에 대하여 분석하였다. 분석결과 정밀검사항

목(59종)이 모두 불검출로 확인되었다 (Table 28, 28-1).

Table 28. 잔류농약 시험항목 및 시험방법
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Table 28-1. 잔류농약(59종) 분석 결과
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 라. 영양성분분석

  까마귀쪽나무 열매 주정 추출물에 대한 영양성분분석 결과는 Table 29과 같다.

Table 29. 영양성분 시험방법 및 결과

○ 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물의 영양성분 분석 결과 
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○ 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물의 유해성분 분석 결과

○ 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물의 기준규격 설정
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4. 원료소재의 안정성 확보

가. 원료소재의 9대 영양성분 분석

(1) 까마귀쪽나무 열매의 열수 추출물 성분분석 결과

분석항목 분석결과 분석 비 고(%영양소기준치)

열량 16.33 kcal  /  100g

탄수화물 3.67 g  /  100g 1.1 %

단백질 0.33 g  /  100g 0.6 %

지방 0.07 g  /  100g 0.1 %

나트륨 40.02 mg  /  100g 2.0 %

포화지방 0.00 g  /  100g 0.0 %

트렌스지방 0.00 g  /  100g -

당 2.55 g  /  100g -

콜레스테롤 0.00 mg  /  100g 0.0 %

① 까마귀쪽나무 열매 열수 추출물을 6birx로 보정하여 각각의 성분을 분석하였음.

② 6birx 100g을 기준으로 하였을 때, 열량이 16.33kcal, 탄수화물이 3.67g, 단백질이 

0.33g, 지방이 0.07g, 나트륨이 40.02mg 및 당이 2.55g으로 분석되었음.

(2) 까마귀쪽나무 열매의 주정 추출물 성분분석 결과

 

분석항목 분석결과 분석 비 고(%영양소기준치)

열량 21.88 kcal  /  100g

탄수화물 4.98 g  /  100g 1.5 %

단백질 0.31 g  /  100g 0.5 %

지방 0.08 g  /  100g 0.2 %

나트륨 44.26 mg  /  100g 2.2 %

포화지방 0.00 g  /  100g 0.0 %

트렌스지방 0.00 g  /  100g -

당 3.34 g  /  100g -

콜레스테롤 0.00 mg  /  100g 0.0 %
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① 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물을 6 birx로 보정하여 각각의 성분을 분석하였음.

② 6 birx 100 g을 기준으로 하였을 때, 열량이 21.88 kcal, 탄수화물이 4.98 g, 단백질이 

0.31 g, 지방이 0.08 g, 나트륨이 44.26 mg 및 당이 3.34 g으로 분석되었음.

나. 열수 및 주정 추출물 소재의 가속시험을 통한 원료소재의 안정성확보

(1) 열수 추출물 원료소재의 가속시험을 통한 원료소재의 안정성확보

① 1차 가속시험

○ 제조 년·월·일 : 2012. 08. 28. 

○ 보존조건 :  38℃, 75% RH 이상

○ 가속시험 1차 시험일 : 2012. 08. 29.

제조번호 HR-20120828-1 HR-20120828-2
시험항목 sample 1 sample 2 sample A sample B

성   상 적합 적합 적합 적합
대장균군 적합 적합 적합 적합
세    균 적합 적합 적합 적합
점    도 적합 적합 적합 적합
색    도 적합 적합 적합 적합

pH 적합 적합 적합 적합

② 2차 가속시험 (2012.09.28)

○ 제조 년·월·일 : 2012. 08. 28. 

○ 보존조건 :  38℃, 75% RH 이상

○ 가속시험 2차 시험일 : 2012. 09. 28.

제조번호 HR-20120828-1 HR-20120828-2
시험항목 sample 1 sample 2 sample A sample B

성   상 적합 적합 적합 적합
대장균군 적합 적합 적합 적합
세    균 적합 적합 적합 적합
점    도 적합 적합 적합 적합
색    도 적합 적합 적합 적합

pH 적합 적합 적합 적합

③ 3차 가속시험 (2012.10.29)

○ 제조 년·월·일 : 2012. 08. 28. 

○ 보존조건 :  38℃, 75% RH 이상

○ 가속시험 3차 시험일 : 2012. 10. 29.
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제조번호 HR-20120828-1 HR-20120828-2
시험항목 sample 1 sample 2 sample A sample B

성   상 적합 적합 적합 적합
대장균군 적합 적합 적합 적합
세    균 적합 적합 적합 적합
점    도 적합 적합 적합 적합
색    도 적합 적합 적합 적합

pH 적합 적합 적합 적합

(2) 주정 추출물 원료소재의 가속시험을 통한 원료소재의 안정성확보

① 1차 가속시험 (2012.08.30)

○ 제조 년·월·일 : 2012. 08. 29. 

○ 보존조건 :  38℃, 75% RH 이상

○ 가속시험 1차 시험일 : 2012. 08. 30.

제조번호 HR-20120829-1 HR-20120829-2
시험항목 sample 1 sample 2 sample A sample B

성   상 적합 적합 적합 적합
대장균군 적합 적합 적합 적합
세    균 적합 적합 적합 적합
점    도 적합 적합 적합 적합
색    도 적합 적합 적합 적합

pH 적합 적합 적합 적합

② 2차 가속시험 (2012.10.02)

○ 제조 년·월·일 : 2012. 08. 29. 

○ 보존조건 :  38℃, 75% RH 이상

○ 가속시험 2차 시험일 : 2012. 10. 02.

제조번호 HR-20120829-1 HR-20120829-2
시험항목 sample 1 sample 2 sample A sample B

성   상 적합 적합 적합 적합
대장균군 적합 적합 적합 적합
세    균 적합 적합 적합 적합
점    도 적합 적합 적합 적합
색    도 적합 적합 적합 적합

pH 적합 적합 적합 적합

③ 3차 가속시험 (2012.10.30)

○ 제조 년·월·일 : 2012. 08. 29. 

○ 보존조건 :  38℃, 75% RH 이상
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○ 가속시험 3차 시험일 : 2012. 10. 30.

제조번호 HR-20120829-1 HR-20120829-2
시험항목 sample 1 sample 2 sample A sample B

성   상 적합 적합 적합 적합
대장균군 적합 적합 적합 적합
세    균 적합 적합 적합 적합
점    도 적합 적합 적합 적합
색    도 적합 적합 적합 적합

pH 적합 적합 적합 적합
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5. 원료소재를 이용한 다양한 제형연구

가. 제형연구 1 : 캡슐

(1) 캡슐제형연구

① 캡슐제품의 제형 및 레시피

 ㉮ 궁극적으로 인체적용시험을 위한 제품으로 까마귀쪽나무 열매(추출물/추출 농축액/추출

분말)이 가지는 효능을 정확하게 측정하기 위하여, 최소한의 부형제 외 다른 첨가물을 

사용하기지 않고서 제형연구를 추진하였음.

 ㉯ 캡슐제형의 1차 레시피 

원료명 함량(mg) 함량비율(%) 사용목적 

까마귀쪽나무 열매 주정 추출물 200.0 55.556 기능성확인목적 

결정셀룰로오스 M101 110.5 30.694 부형제 

부형제 1 * * 부형제 

부형제 2 * * 부형제 

합  계 360 100.000

 ② 제형 1차 제작

그림 67.  다양한 제형연구에 따른 캡슐 제품 사진

 ㉮ 캡슐제품의 경우, 1병에 50 캡슐로, 일 3캡슐을 복용하는 것으로 산정하였을 때, 2병 

100캡슐의 경우 인체적용시험 30일 (+ 3일)분으로 구성하였음. 밀봉형태는 상기의 사진

과 같음

(2) 캡슐 안정성연구

① 1차 캡슐제품의 안정성 검사

 ㉮ 가속시험 및 1차 가속시험일 (2012. 08. 30.)

   ○ 제조 년·월·일 : 2012. 08. 29. 

   ○ 보존조건 :  38℃, 75% RH 이상

   ○ 가속시험 1차 시험일 : 2012. 08. 30.
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제조번호 HR-20120829

시험항목 sample 1 sample 2 sample 3

성상 적합 적합 적합
지표성분함량 적합 적합 적합

대장균군 적합 적합 적합
붕해도 적합 적합 적합

 ㉯ 2차 가속시험 (시험일 : 2012. 09. 28.)

   

제조번호 HR-20120829

시험항목 sample 1 sample 2 sample 3

성상 적합 적합 적합
지표성분함량 적합 적합 적합

대장균군 적합 적합 적합
붕해도 적합 적합 적합

 ㉰ 3차 가속시험 (시험일 : 2012 10. 29.)

   

제조번호 HR-20120829

시험항목 sample 1 sample 2 sample 3

성상 적합 적합 적합
지표성분함량 적합 적합 적합

대장균군 적합 적합 적합
붕해도 적합 적합 적합

나. 제형연구 2 : 병

(1) 병 제형연구

① 병제품의 제형 및 레시피

 ㉮ 소비자들이 가장 선호하는 타입 인 혼합음료 제형으로 병, 파우치 등 다양한 형태로 

제작할 수 있으며, 본 제형연구 및 제품제작에 있어서는 100ml병 제품을 기준으로 하여 

추진하였음. 혼합음료 제품의 경우 주원료인 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물을 1일 복

용기군인 600mg을 기준으로 하여 아래와 같이 레시피를 1차로 완성하였음.

 ㉯ (혼합)음료제형의 1차 레시피 

   

성 분 명 배합비(%) 비고

까마귀쪽나물 열매 주정 추출농축액(고형분 40%) 1.50 1일복용=600mg
대추농축액(40brix) 3.67
홍삼농축액(65brix) *
복합추출물 *
비타민-C *
올리고당 *
기타(감추출물 등) *
정제수 *

계 100.0
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② 병 제품 제형 1차 제작

 ㉮ (혼합) 음료 제형 1차 제작사진

그림 68.  다양한 제형연구에 따른 병 제품의 안정성 평가 사진

 ㉯ 음료제품의 특징

   ○ 음료제형으로 상품화를 추진하는 보편적인 용기인 100 mL 병을 이용한 연구진행 및 

제품을 1차 제작하였음.

   ○ 주원료인 까마귀쪽나무 열매 주정 추출 농축액의 고형분으로서 함량이 1일 섭취량인 

600 mg이 되도록 제형연구 및 레시피를 개발하여 1차 제품을 제작하였음.

   ○ 제작음료는 16.5 brix 임.  

 ㉲ 음료제품의 가속시험을 통한 안정성평가

   ○ 식품의 유형 : 혼합음료

   ○ 제품의 특징 : 100 mL 이중캡병제품 

   ○ 제조 년·월·일 : 2012. 08. 30. 

   ○ 보존조건 :  38℃, 75% RH 이상

   ○ 가속시험 : 2~3개월 (1개월단위)

   ○ 평가항목 및 내용

   

시험항목 평가방법
제조번호

평가기준
sample 1 sample 2 sample 3

성상 육안 * * * 짙은갈색

대장균군 식품공전 * * * 불검출

세 균 식품공전 * * * 불검출

(2) 병 제형의 안정성 연구 

① 1차 음료제품의 안정성 검사 (가속시험을 통한 안정성 평가)
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 ㉮ 1차 가속시험

   ○ 가속시험 1차 시험일 : 2012. 08. 31.

   

제조번호 HR-20120830
시험항목 sample 1 sample 2 sample 3

성상 적합 적합 적합
대장균군 0 / 적합 0 / 적합 0 / 적합
세 균 0 / 적합 0 / 적합 0 / 적합

 ㉯ 2차 가속시험

   ○ 가속시험 2차 시험일 : 2012. 10. 02.

   

제조번호 HR-20120830
시험항목 sample 1 sample 2 sample 3

성상 적합 적합 적합
대장균군 0 / 적합 0 / 적합 0 / 적합
세 균 0 / 적합 0 / 적합 0 / 적합

 ㉰ 3차 가속시험

   ○ 가속시험 3차 시험일 : 2012. 10. 31.

   

제조번호 HR-20120830
시험항목 sample 1 sample 2 sample 3

성상 적합 적합 적합
대장균군 0 / 적합 0 / 적합 0 / 적합
세 균 0 / 적합 0 / 적합 0 / 적합

다. 제형연구 3 : 환

(1) 환 제형연구

① 환 제품의 제형 및 레시피

 ㉮ 환제품의 경우, 까마귀쪽나무열매 주정 추출물외에도 기존에 환제품 원료소재로 많이 

이용되고 있는 매실, 산수유, 청국장 등의 소재를 이용하여 복합소재로 다양한 제형연

구를 추진하였음. 또한 1차 제작한 제품의 경우 코팅을 한 제품과 코팅을 하지 않은 제

품 등으로 제작하였음.  

 ㉯ 환제품의 1차 제형 

   ○ 환제형 1 : 까마귀쪽나무 열매 주정 추출 농축액 + 매실 추출 농축액
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원 재 료 명 배합비(%) 비 고

까마귀쪽나무 열매 주정 추출 농축액 (고형분40%) 25.0

매실농축액(고형분 20%) *

찹쌀 *

덱스트린 *

기타 1 *

기타 2 *

계 100.0

   ○ 환제형 2 : 까마귀쪽나무열매추출농축액+산수유추출농축액

   

원 재 료 명 배합비(%) 비 고

까마귀쪽나무 열매 주정 추출 농축액 (고형분40%) 25.0

산수유농축액(고형분 20%) *

찹쌀 *

덱스트린 *

기타 1 *

기타 2 *

계 100.0

   ○ 환제형 3 : 청국장분말+까마귀쪽나무열매추출농축액

   

원 재 료 명 배합비(%) 비 고

청국장분말 35.0

까마귀쪽나무 열매 주정 추출 농축액 (고형분40%) 15.0

찹쌀 *

덱스트린 *

기타 1 *

기타 2 *

계 100.0

 ㉰ 환 제조방법

   ○ 기준 및 규격에 적합한 원료 구입 및 선별

   ○ 상기의 배합비율에 따라 칭량

   ○ 원료를 스쿠류반죽기에 넣고 반죽한 다음, 장 환기에 넣어서 환주를 형성한 후 제환

기에 넣어 규격에 맞는 환을 제작

   ○ 당의팬에 넣어 둥근 환 모양으로 성형 및 코팅

   ○ 성형이 완료된 제품을 건조기에 넣고 건조

   ○ 건조된 환은 반제품으로 용도에 따라 포장
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 ㉱ 환 제형 제품의 안정성검사

   ○ 검사항목 : 성상, 이물, 수분함량 (참고사항)

   ○ 검사방법 : 식품공전

   ○ 검사기간 : 1차 제형연구로 가속조건하에서 3개월

   ○ 규격

   

시험항목 시험방법
규 격

환제형1 환제형2 환제형

성 상 - 밝은갈색/윤택 짙은갈색 밝은갈색

이 물 - 불검출 불검출 불검출

수분함량(참고) 식품공전 3.2 ± 0.8 3.8 ± 0.6  3.9 ± 0.7

② 1차 제형 제작 및 제작제품의 특징

 ㉮ 1차 제작한 환제품 사진

( a ) 환제형 1 (b) 환제형 2 ( c ) 환제형 3

그림 69.  다양한 제형연구에 따른 환제품 사진

 ㉯ 환제형 1 : 까마귀쪽나무 열매 주정 추출 농축액 + 매실 추출 농축액

   ○ 1통에 150g을 용량으로 제작하였으며, 까마귀쪽나무 열매 주정 추출 농축액 (40 

brix)이 150 g에 20%인 37.5 g이 함유되어 있는 것으로, 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물

의 고형분으로 환산하였을 경우 15 g이 함유되어 있는 것임.

   ○ 1통의 함유되어 있는 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물은 15 g (고형분기준)으로 일일 

섭취량인 600 mg으로 환산하였을 경우, 1통이 25일 분의 용량으로 1일 6.0 g을 섭취하

는 것이 적절하다고 판단됨.

   ○ 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물과 매실을 이용한 환 제형의 경우, 환1개의 지름이 5 

mm이며,  20개가 3.2 g으로 1일 2회 1회 20개씩 복용하는 것으로 제형연구를 진행하였음. 

   ○ (a)환 제형의 제조번호는 HR-20120911-1이며, 수분함량은 3.2± 0.8%로 분석되었음. 

 ㉰ 환제형 2 : 까마귀쪽나무 열매 주정 추출 농축액 + 산수유 추출 농축액

   ○ 환제형 1과 같이 1통에 150 g으로 제작되었으며, 1통에 까마귀쪽나무 열매 주정 추
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출물이 15 g (고형분으로 환산)이 함유되어 있는 것으로 1일 섭취량을 환산하였을 경우 

환제형 1과 같이 1일 6.0 g을 섭취하는 것이 적절하다고 판단됨. 

   ○ 까마귀쪽나무 열매 주정 추출 농축액과 산수유추출농축액을 이용한 환 제형의 경우, 

환1개의 지름이 3~4 mm로이며, 20개가 1.5 g으로 1일 3~4회 1회 20~30개씩 복용하는 

것으로 제형연구를 진행하였음.

   ○ (b)환 제형의 제조번호는 HR-20120911-2이며, 수분함량은 3.8± 0.6%로 분석되었음.

 ㉱ 환제형 3 : 청국장분말 + 까마귀쪽나무 열매 주정 추출 농축액

   ○ 기능성을 목적으로 하는 환제형1과 환제형2와는 달리 기존의 환제품으로 널리 알려진 

청국장을 이용한 환 제형연구로 추진하였으며, 1통에 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물이 9 

g (고형분으로 환산)이 함유되어 있는 것으로 환제형 1과 환제형 2의 60% 정도로 사용하

였음.

   ○ 청국장분말+까마귀쪽나무 열매 추출농축액을 이용한 환제형의 경우, 환 1개의 지름

이 5mm내외로 제작하였음.

   ○ (c)환 제형의 제조번호는 HR-20120911-3이며, 수분함량은 3.9± 0.7%로 분석되었음.  

(2) 환 제형 제품의 안정성 연구

① 1차 환제품의 안정성 검사

 ㉮ 1차 가속시험

   ○ 제조 년·월·일 : 2012. 09. 12.

   ○ 보존조건 :  38℃, 75% RH 이상

   ○ 가속시험 1차 시험일 : 2012. 09. 13.

   

제조번호 HR-20120911-1 HR-20120911-2

시험항목 sample 1 sample 2 sample 1 sample 2

성 상 적합 적합 적합 적합

이 물 적합 적합 적합 적합

참고(수분함량) 적합 적합 적합 적합

 ㉯ 2차 가속시험 (2012.10.15.)

   ○ 제조 년·월·일 : 2012. 09. 12.

   ○ 보존조건 :  38℃, 75% RH 이상

   ○ 가속시험 2차 시험일 : 2012. 10. 15.
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제조번호 HR-20120911-1 HR-20120911-2

시험항목 sample 1 sample 2 sample 1 sample 2

성 상 적합 적합 적합 적합

이 물 적합 적합 적합 적합

참고(수분함량) 적합 적합 적합 적합

 ㉰ 3차 가속시험 (예정) (2012.11.13.)

   ○ 제조 년·월·일 : 2012. 09. 12.

   ○ 보존조건 :  38℃, 75% RH 이상

   ○ 가속시험 3차 시험일 : 2012. 11. 13.

   

제조번호 HR-20120911-1 HR-20120911-2

시험항목 sample 1 sample 2 sample 1 sample 2

성 상 적합 적합 적합 적합

이 물 적합 적합 적합 적합

참고(수분함량) 적합 적합 적합 적합
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5-1. 원료소재를 이용한 다양한 제형연구 Ⅱ : 2차

가. 건강기능식품 제형별 선호도조사

(1) 소비자그룹의 제형별 선호도 조사

그림 70.  소비자 제형별 선호도 점수

그림 70-1.  소비자 제형별 선호도 백분율

① 소비자 122명을 대상으로 1순위 (*2점) 및 2순위 (*1점)로 선정된 제형에 대한 선호

도를 분석한 결과 위의 그림과 같은 결과를 얻었음.

② 총 366점 중 타블렛 (알약포함) 형태의 제형이 189점으로 51.6%로 나타났으며, 그 다

음으로는 음료 (액상)형태의 제형이 73점으로 20%로 나타났음. 그리고 캡슐 (연질 및 
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하드) 제형이 60점으로 16.4%를 차지하였으며, 분말 및 과립 제형과 기타 (환 등)제형

이 각각 6.8%와 5.2%로 나타났음.

(2) 전문가 그룹의 제형별 선호도 조사

그림 71.  전문가 제형별 선호도 점수

그림 71-1.  전문가 제형별 선호도 백분율

① 전문가 9명을 대상으로 1순위 (*2점) 및 2순위 (*1점)로 선정된 제형에 대한 선호도

를 분석한 결과 위의 그림과 같은 결과를 얻었음. 

② 총 27점 중 타블렛 (알약)제형이 15점 (55.6%)을 얻었으며, 캡슐 (연질 및 하드)제형
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이 10점 (37%)을 얻었음. 그리고 음료 (액상)제형과 분말 및 과립 제형이 각 1점 

(3.7%)을 얻었으며, 기타제형은 없었음.

(3) 소비자 및 전문가 그룹의 제형별 선호도 분석을 통한 제형 선택

① 소비자 및 전문가 그룹의 건강기능식품의 제형에 대한 선호도를 분석한 결과 타블렛 

형태의 제형이 두 그룹 모두 50% 이상으로 조사되었음.

② 그러나 두 번째 제형의 경우, 소비자 그룹의 경우 음료제형과 캡슐제형이 비슷하게 

선호하는 것으로 조사되었으나, 전문가 그룹의 경우 캡슐제형이 37%으로 3.7%의 음료

제형보다 선호도가 우수한 것으로 조사되었음. 이는 현재 휴럼이 건강즙 및 홍삼음료

를 주력으로 하는 회사이며, 이를 판매하는 휴럼 건강전문대리점에서 선호도 조사를 

실시한 것이 일부 영향을 미쳤을 것으로 판단됨.

③ 시작품제형선택 : 가장 우선적으로 타블렛 제형을 이용한 시작품제작을 추진하고자 

하며, 2차적으로는 전문가 및 소비자의 의견을 반영하여 캡슐형태의 제형을 이용한 

시작품을 제작하고자 함.

나. 건강기능식품 제형별 선호도조사 결과를 활용한 제형제작 및 안정성 시험

(1) 타블렛 제형 제작

① 원료 및 성분함량 : 기능성 원료 [까마귀쪽나무 열매 주정추출분말, 배합비 30%], 부

원료 [해조칼슘 25%, 말토덱스트린 15% 등]

② 제조방법 : 원료구입 ▶ 칭량 ▶ 혼합 ▶ 타정 ▶ 코팅 ▶ 선별 ▶ 포장             

 ▶ 최종검사 

③ 포장방법 및 단위 : 병포장 / 180정/병

그림 72.  소비자 선호도를 반영한 타블렛 제형 제작
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(2) 캡슐제작

① 원료 및 성분함량 : 기능성 원료 [까마귀쪽나무 열매 주정추출분말, 배합비 33%], 부

원료 [결정셀룰로우스 M101 26% 등]

② 제조방법 : 원료구입 ▶ 칭량 ▶ 내용물 혼합 ▶ 캡슐충전 ▶ 선별 및 반제품검사 ▶ 

포장 ▶ 최종검사 

③ 포장방법 및 단위 : 병포장 / 180정/병

(3) 건강기능식품 제형별 선호도조사 결과로 제작한 제형의 안정성 확보

① 타블렛 제형 시작품의 가속시험을 통한 안정성 확보

㉮ 가속시험 및 1차 가속시험일 (2013. 02. 25.) : 시험결과 적합

제조번호 HR-20130225
시험항목 sample 1 sample 2 sample 3

성상 적합 적합 적합
지표성분함량 적합 적합 적합

대장균군 적합 적합 적합
붕해도 적합 적합 적합

㉯ 2차 가속시험 (시험일 : 2013. 03. 25.) : 시험결과 적합

제조번호 HR-20130225
시험항목 sample 1 sample 2 sample 3

성상 적합 적합 적합
지표성분함량 적합 적합 적합

대장균군 적합 적합 적합
붕해도 적합 적합 적합

㉰ 3차 가속시험 (시험일: 2013 04. 24.) : 시험결과 적합

㉱ 4차 가속시험 (시험일: 2013 05. 27.) : 시험결과 적합

㉲ 5차 가속시험 (시험일: 2013 06. 25.) : 시험결과 적합

㉳ 6차 가속시험 (시험일: 2013 07. 24.) : 시험결과 적합

㉴ 7차 가속시험 (시험일: 2013 08. 26.) : 시험결과 적합

제조번호 HR-20130225

시험항목 sample 1 sample 2 sample 3

성상 적합 적합 적합
지표성분함량 적합 적합 적합

대장균군 적합 적합 적합
붕해도 적합 적합 적합

② 캡슐 제형 시작품의 가속시험을 통한 안정성 확보

㉮ 가속시험 및 1차 가속시험일 (2013. 03. 13.) : 시험결과 적합
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제조번호 HR-20130313

시험항목 sample 1 sample 2 sample 3

성상 적합 적합 적합

지표성분함량 적합 적합 적합

붕해도 적합 적합 적합

㉯ 2차 가속시험 (시험일 : 2013. 04. 15.) : 시험결과 적합

제조번호 HR-20130313

시험항목 sample 1 sample 2 sample 3

성상 적합 적합 적합

지표성분함량 적합 적합 적합

붕해도 적합 적합 적합

㉰ 3차 가속시험 (시험일: 2013 05. 14.) : 시험결과 적합

㉱ 4차 가속시험 (시험일: 2013 06. 17.) : 시험결과 적합

㉲ 5차 가속시험 (시험일: 2013 07. 15.) : 시험결과 적합

㉳ 6차 가속시험 (시험일: 2013 08. 19.) : 시험결과 적합

㉴ 7차 가속시험 (시험일: 2013 09. 16.) : 시험결과 적합

제조번호 HR-20130313

시험항목 sample 1 sample 2 sample 3

성상 적합 적합 적합

지표성분함량 적합 적합 적합

붕해도 적합 적합 적합

6. 원료소재 대량생산연구

가. 까마귀쪽나무 열매 대량생산연구

(1) 대량생산 및 주요성분분석

① 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물 농축액 제조

소재(시료명) 제조번호 비고

까마귀쪽나무열매 주정추출농축액 : 20 brix HR-20120829-1 원료(E-20)

까마귀쪽나무열매 주정추출농축액 : 40 brix HR-20120829-2 원료(E-40)

② 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물 농축액의 성분분석 : 

㉮ 원료소재의 영양성분분석 : 까마귀쪽나무 열매의 주정 추출물 농축액 소재를 6 
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brix로 보정하여 성분분석을 실시하였으며, 시험방법은 식품공정법으로 실시하였으

며, 성분분석항목 (9대영양성분)으로 열량, 탄수화물, 단백질, 지방, 나트륨, 포화지

방, 트렌스지방, 당, 콜레스테롤을 측정하였음.

㉯  결과 : 20 brix의 농축액을 6 birx 희석하여 100 g을 기준으로 하였을 때, 열량이 

약 22 kcal 였으며, 탄수화물이 5 g, 단백질이 0.3 g, 지방이 0.08 g 등으로 분석되

었음.

(2) 대량생산 소재의 안정성 연구

① 가속조건에서의 원료소재의 안정성연구 : 가속시험기간은 제조 후 6개월간 실시하며, 

보존조건은 38℃, 80% RH 이상이며, 시험 항목은 내용에서 언급한 내용과 같음

② 1차 가속시험 및 시험일 (2013.01.08.) :  시험결과 적합

제조번호 HR-20130107-1 HR-20130107-2
시험항목 sample 1 sample 2 sample A sample B

성   상 적합 적합 적합 적합
대장균군 적합 적합 적합 적합
세    균 적합 적합 적합 적합
점    도 적합 적합 적합 적합
색    도 적합 적합 적합 적합

pH 적합 적합 적합 적합

③ 2차 가속시험 및 시험일 (2013.02.04.) : 시험결과 적합

제조번호 HR-20130107-1 HR-20130107-2

시험항목 sample 1 sample 2 sample A sample B

성   상 적합 적합 적합 적합
대장균군 적합 적합 적합 적합
세    균 적합 적합 적합 적합
점    도 적합 적합 적합 적합

색    도 적합 적합 적합 적합

pH 적합 적합 적합 적합

④ 3차 가속시험 및 시험일 (2013.03.05.) :  시험결과 적합

⑤ 4차 가속시험 및 시험일 (2013.04.08.) :  시험결과 적합

⑥ 5차 가속시험 및 시험일 (2013.05.06.) :  시험결과 적합

⑦ 6차 가속시험 및 시험일 (2013.06.10.) :  시험결과 적합

⑧ 7차 가속시험 및 시험일 (2013.07.08.) :  시험결과 적합



- 165 -

제조번호 HR-20130107-1 HR-20130107-2

시험항목 sample 1 sample 2 sample A sample B

성   상 적합 적합 적합 적합
대장균군 적합 적합 적합 적합
세    균 적합 적합 적합 적합
점    도 적합 적합 적합 적합

색    도 적합 적합 적합 적합

pH 적합 적합 적합 적합
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7. 안전성 평가 결과

○ 단회투여 독성시험

(1) 사망유무 

 관찰기간 동안, 암수 대조군 및 5,000 mg/kg 투여군에서 사망례는 없었다 (Table 29).

Table 29. Summary of Mortality

(2)일반증상 

 5,000 mg/kg 투여군에서 투여 후 1 및 6시간에 시험물질색 변 (compound-colored stool) 및 

점액변 (mucous stool)이 수컷 1례에서 관찰되었고, 투여 후 1일에 시험물질색 변이 암수 전

례, 점액변이 수컷 1례, 암컷 2례에서 관찰되었으나, 투여 후 2일 이후부터는 일반증상의 이

상은 관찰되지 않았다. 이는 시험물질 투여에 의한 일시적인 영향으로 판단된다 (Table 30, 

Table 31).

Table 30. Summary of Clinical Signs
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Table 31. Individual Clinical Signs
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(3)체중변화

 관찰기간 동안, 암수 5,000 mg/kg 투여군에서 대조군과 비교시 유의성 있는 체중변화는 인

정되지 않았다 (그림 72, Table 32, Table 33).

그림 72. Body Weights in Male and Female SD Rats
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Table 32. Mean Body Weights

Table 33. Individual Body Weights
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(4) 육안적 부검소견  

 부검시, 암수 대조군 및 5,000 mg/kg 투여군에서 육안적 이상 소견은 관찰되지 않았다 

(Table 34, Table 35).

Table 34. Summary of Necropsy Findings

Table 35. Individual Necropsy Findings

(5)결론

본 시험의 조건 하에서 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물 (LJM-F70)을 랫드에 단회 경구투여한 

결과, 개략의 치사량은 암수 모두 5,000 mg/kg을 상회하는 것으로 판단된다.
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2) 유전독성시험(소핵시험, 복귀돌연변이시험, 염색체이상시험)

○ 소핵시험

 일반증상 및 사망동물의 관찰 시험물질군의 모든 용량에서 일반증상 및 사망동물 관찰되지 

않았고 체중변화 시험기간 동안 음성대조군과 비교시 유의성 있는 체중변화는 없었으며 (p≥

0.05, ANOVA) 소핵유발빈도 시험물질군의 다염성적혈구 중 소핵다염성적혈구의 비율은 음성

대조군과 비교하여 유의성 있는 증가는 관찰되지 않았다 (p≥0.05, Kastenbaum & Bowman). 

결론적으로 본 시험 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물의 소핵 유발성은 음성으로 판정하였다.

(1) 일반증상 및 사망동물의 관찰 

 각군 모든 동물에서 시험기간 동안 일반증상 및 사망동물은 관찰되지 않았다 (Table 36).

Table 36. Clinical Signs (Main Study)

(2) 체중변화

 시험물질군 모든 동물에서 음성대조군과 비교시 유의성 있는 체중변화가 관찰되지 않았다 

(p≥0.05, Dunnett's t-test). 양성대조군에서는 음성대조군과 비교시 유의성 있는 체중감소가 

관찰되었다 (p<0.05, Dunnett's t-test) (Table 37).
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Table 37. Body Weights (Main Study)

(3) 소핵다염성적혈구의 출현빈도

시험물질군에서는 다염성적혈구 중 소핵다염성적혈구의 출현빈도는 모든 용량에서 음성대조

군과 비교하여 통계학적으로 유의한 증가는 관찰되지 않았다 (p≥0.05, Kastenbaum & 

Bowman). 또한, 총적혈구에 대한 다염성적혈구의 비율도 음성대조군과 비교하여 유의한 차이

는 관찰되지 않았다 (p≥0.05, ANOVA test). 양성대조군에서는 다염성적혈구 중 소핵다염성적

혈구의 출현빈도가 음성대조군과 비교하여 현저한 증가가 확인되었다 (p<0.05, Kastenbaum & 

Bowman). 총 적혈구에 대한 다염성적혈구의 비율은 음성대조군과 비교하여 유의한 차이는 

관찰되지 않았다 (p≥0.05, ANOVA test) (Table 38).
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Table 38. Results (Main study)

(4) 시험의 성립

음성대조군 및 양성대조군의 소핵다염성적혈구의 출현빈도는 historical control data의 정상범

위에 있었기 때문에 본시험은 적절한 시험조건하에서 실시된 것으로 판단하였다 (Table 39).
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Table 39. Historical Control Data

(5) 결론

이상의 결과로부터 시험물질 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물 (LJM-F70)은 본시험 조건하에서 

마우스 골수세포의 소핵유발에 영향을 주지 않는 것으로 판단되었다.

○ 염색체이상시험

(1) 염색체이상 관찰 대상용량

 검체제작과정에서, 단시간처리법의 대사활성화비존재하 및 존재하, 연속처리법의 대사활성화

비존재하의 최고용량에서 분열중기상 세포 200개를 확보할 수 없었기 때문에 최고용량을 제

외한 3용량을 염색체 관찰의 대상용량으로 하였다.

(2) 염색체이상출현빈도

 단시간처리법의 대사활성화비존재하 및 존재하, 연속처리법의 대사활성화비존재하에서 염색

체이상을 가진 세포의 출현빈도는 5% 미만으로 염색체이상 유발작용은 확인되지 않았으며, 

음성대조군과 비교하여 통계학적으로 유의한 차이도 관찰되지 않았다 (Fisher’s exact test, 

p≥0.05). 양성대조군에서는 구조이상을 가진 세포의 출현빈도는 10% 이상이며, 음성대조군과 

비교시 통계학적으로 유의하게 증가하였다 (Fisher’s exact test, p<0.05) (Table 40).
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Table 40. Summary of Main Study

(3) 시험물질의 침전

 시험물질의 침전은 단시간처리법의 대사활성화 비존재하 및 존재하, 연속처리법의 대사활성

화비존재하의 모든 용량에서 관찰되지 않았다.

(4) Historical Control Data

 음성대조군 및 양성대조군의 염색체이상을 가진 세포의 출현빈도는 historical control data의 
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범위내에 있었다 (Table 41).

Table 41. Historical Control Data

(5) 시험의 성립

음성대조군에서 염색체이상을 가진 세포의 출현빈도는 5% 미만이었고, 양성대조군에서 구조

이상을 가진 세포의 출현빈도는 10% 이상으로 음성대조군과 비교해서 유의한 증가가 확인되

었다. 시험물질군의 3용량에서 200개의 분열중기상세포가 관찰 가능하였으며, 세포의 오염도 

없었기 때문에 해당시험은 적절한 시험조건하에서 실시된 것이 확인되었다.

(6) 결론

이상의 결과로부터, 본 시험조건하에서 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물 (LJM-F70)의 염색체

이상 유발성은 음성으로 판정되었다.

○ 복귀돌연변이시험

(1)용량설정시험

 용량설정시험의 시험방법에 따라, 용량설정시험을 실시한 결과, 본시험의 용량은 아래와 같

이 설정하였다 (Figures 73 ~ 76, Tables 42 ~ 43).
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균주명 S9 mix 본시험의 용량 (μg/plate) 

TA98 -/+ 1,250, 625, 313, 156, 78.1, 39.1 

TA100, TA1535, TA1537 - 78.1, 39.1, 19.5, 9.77, 4.88, 2.44 

TA100, TA1535, TA1537 + 1,250, 625, 313, 156, 78.1, 39.1 

WP2uvrA(pKM101) -/+ 5,000, 2,500, 1,250, 625, 313 

또한, 음성대조군 및 양성대조군을 설정하였다.

그림 73. Dose-response curve in the absence of metabolic activation (Dose range finding 

study: TA98, TA1535 and TA1537)

      

그림 74. Dose-response curve in the absence of metabolic avtivation (Dose range finding 

study: TA100 and WP2uvrA(pKM101))
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그림 75. Dose-response curve in the presence of metabolic activation (Dose range finding 

study: TA98, TA1535 and TA1537)

     

그림 76. Dose-response curve in the presence of metabolic activation (Dose range finding 

study: TA100 and WP2uvrA (pKM101))
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Table 42. The number of revertant colonies per plate in absence of metabolic activation 

(Dose range finding study)
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Table 43. The number of revertant colonies per plate in presence of metabolic activation 

(Dose range finding study)

(2) 본시험 (그림 77 ~ 83, Tables 44 ~ 45)

① 복귀변이콜로니수의 계측을 위해 시험물질군에서는 대사활성화 유무에 관계없이 각 균주

의 모든 용량에 대해서 복귀변이 콜로니수는 음성대조군의 2배를 초과하지 않았고, 용량의존

적인 증가도 관찰되지 않았다. 각 균주에 대한 양성대조군의 복귀변이콜로니수가 음성대조군

과 비교하여 2배 이상 확실하게 증가하였다.

② 시험물질에 의한 생육저해 및 침전: 시험물질에 의한 생육저해가 대사활성화비존재하의 

TA98 균주는 156 μg/plate 이상, TA100, TA1535 및 TA1537 균주는 78.1 μg/plate, 대사활성

화존재하의 TA98 균주는 1,250 μg/plate, TA100, TA1535 및 TA1537 균주는 625 μg/plate 이

상에서 관찰되었다. 대사활성화 비존재하 및 존재하의 WP2uvrA (pKM101) 균주에서는 생육저

해가 관찰되지 않았다. 시험물질의 석출은 대사활성화 유무에 관계없이 모든 용량에서 관찰

되지 않았다.
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그림 77. Dose-response curve in the absence of metabolic activation (Main study: TA98)

그림 78. Dose-response curve in the absence of metabolic avtivation (Main study: TA1535 

and TA1537)

그림 79. Dose-response curve in the absence of metabolic activation (Main study: TA100)
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그림 80. Dose-response curve in the absence of metabolic activation (Main study: WP2uvrA 

(pKM101))

그림 81. Dose-response curve in the presence of metabolic activation (Main study: TA98, 

TA1535 and TA1537)

그림 82. Dose-response curve in the presence of metabolic activation (Main study: TA100)
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그림 83. Dose-response curve in the presence of metabolic avtivation (Main study: WP2uvrA 

(pKM101))

Table 44. The number of revertant colonies per plate in absence of metabolic activation 

(Main study)
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Table 45. The number of revertant colonies per plate in absence of metabolic activation 

(Main study)

(3) 확인시험 (그림 84, Table 46)

 본시험의 결과, 대사활성화비존재하의 TA98 균주의 156 μg/plate 이상에서 생육저해가 확인

되어, 생육저해가 확인되지 않은 4용량 이상이 확보되지 않았다. 따라서 본시험과 동일한 조

건 및 방법으로 아래와 같이 확인시험을 실시하였다.

또한, 음성대조군 및 양성대조군을 설정하였다.

균주명 S9 mix 확인시험의 용량 (μg/plate) 

TA98 - 156, 78.1, 39.1, 19.5, 9.77, 4.88 

① 복귀변이콜로니수의 계측

 시험물질군의 대사활성화비존재하의 TA98 균주의 모든 용량에서 복귀변이 콜로니수는 음성

대조군의 2배를 초과하지 않았고, 용량의존적인 증가도 관찰되지 않았다. 양성대조군의 복귀

변이콜로니수가 음성대조군과 비교하여 2배 이상 확실하게 증가하였다.
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② 시험물질에 의한 생육저해 및 침전: 시험물질에 의한 생육저해가 대사활성화비존재하의 

TA98 균주의 156 μg/plate에서 관찰되었다.

이상의 결과로, 용량설정시험, 본시험 및 확인시험에서 재현성이 확보되었기 때문에, 본시험

은 음성으로 판정하였다.

그림 84. Dose-response Curve in the Absence of Metabolic Avtivation(Confirmatory: TA98)

Table 46. The number of revertant colonies per plate in absence of metabolic activation 

(Confirmatory study)

(4) Historical Control Data

 대사활성화 유무에 관계없이 각 균주의 음성대조군 및 양성대조군의 복귀변이콜로니수의 평

균치는 historical control data의 범위내에 속하였다 (Table 46).

(5)시험의 성립

 해당시험은 음성대조군 및 양성대조군의 복귀변이콜로니수의 평균치가 historical control 

data 범위내에 속하였고, 각 균주에 있어서의 양성대조군의 복귀변이 콜로니수는 음성대조군

과 비교하여 2배 이상 확실한 증가가 확인되었다. 또한, 생육저해가 인정되지 않는 용량이 4

용량 이상이었으며, 잡균에 의한 오염도 확인되지 않았기 때문에 해당시험은 적절하게 실시

되었다고 판단하였다. 

(6)결론 

 이상의 결과로부터, 본 시험조건에서 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물 (LJM-F70)의 유전자돌

연변이 유발성은 음성으로 판정되었다. 
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8. 고품질 생산 및 대량증식 기술 개발

 가. 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물 대량제작

 (1) 분말시료 제작 전처리

  - 까마귀쪽나무 열매 1000 kg을 구입하여 추출물 제작을 위해 열매에서 종자 분리

  - 종자를 분리한 열매의 과육 및 과피를 동결건조기를 이용하여 수분 제거 및 분말시료 제작

1. 원재료 구입 2. 종자분리 3. 동결건조 전처리

4. 동결건조 5. 시료수거 6. 분말시료 포장

그림 85. 분말시료 제작 전처리 과정

 (2) 추출물 제작 과정

  - 분말시료 40 kg을 기 구축된 최적추출 공정법에 준하여 60 ℃에서 6시간 동안 추출하여 농축

  - 동결건조기를 이용하여 수분을 완전히 제거하여 추출물 제작하여 사용

  대용량추출공장 전경 대용량추출기 대용량농축기     동결건조기

그림 86. 추출물 제작 활용 장비

 나. 우수 개체선발 및 특성조사

 (1) 지역별 까마귀쪽나무 잎의 건조 및 추출수율

  - 지역별로 채집된 까마귀쪽나무 잎의 건조 및 추출수율은 동결건조기를 사용하여 확인
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  - 까마귀쪽나무 잎 분말시료 10 g 당 20배에 해당하는 70% EtOH 200 mL에 침출하여 추출

  - 건조 (75% 내외) 및 추출수율 (13% 내외)은 조금씩 차이를 보이긴 하였으나 유의적이지

는 않음

지역 건조수율(%) 추출량(g) 추출수율(%)

성산 74.9 1.415 14.1

김녕 75.3 1.380 13.8

제주 76.4 1.399 13.9

애월 75.9 1.378 13.7

대정 75.4 1.384 13.8

중문 76.5 1.363 13.6

위미 76.7 1.353 13.5

표선 75.7 1.298 12.9

 (2) 지역별 까마귀쪽나무 열매의 건조 및 추출 수율

  - 지역별로 채종된 까마귀쪽나무 열매의 건조 및 추출 수율은 동결건조기를 사용하여 확인

  - 까마귀쪽나무 열매 분말시료 10 g 당 20배에 해당하는 70% EtOH 200 mL에 침출하여 추출

  - 건조 (20% 내외) 및 추출수율 (50% 내외)은 조금씩 차이를 보이긴 하였으나 유의적이지

는 않음

지역 건조수율(%) 추출량(g) 추출수율(%)

성산 19.1 4.822 48.2

김녕 19.6 5.191 51.9

제주 20.4 4.879 48.7

애월 20.2 5.295 52.9

대정 20.0 5.282 52.8

중문 20.2 5.040 50.4

위미 20.6 4.981 49.8

표선 19.3 4.898 48.9

 (3) 지역별 까마귀쪽나무 잎과 열매 추출물에 대한 효능평가

  - 지역별 채집된 까마귀쪽나무 잎과 열매 각각의 70% EtOH 추출물에 대한 관절염 유발인

자 NO와 PGE2 생성 억제 효능을 평가

  - NO와 PGE2 생성 억제 효능이 조금씩 차이를 보이긴 하였으나 유의적이지는 않음
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그림 87. 지역별 까마귀쪽나무 잎 70% EtOH 추출물 (50 ug/mL)의 NO 생성 억제 효과

A: 2-amino-4-methylprydine (10 uM), B: Dexamethason (10 uM)

그림 88. 지역별 까마귀쪽나무 잎 70% EtOH 추출물 (50 ug/mL)의 PGE2 생성 억제 효과

A: 2-amino-4-methylprydine (10 uM), B: Dexamethason (10 uM)

그림 89. 지역별 까마귀쪽나무 열매 70% EtOH 추출물 (10 ug/mL)의 NO 생성 억제 효과

A: 2-amino-4-methylprydine (10 uM), B: Dexamethason (10 uM)
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그림 90. 지역별 까마귀쪽나무 열매 70% EtOH 추출물 (10 ug/mL)의 PGE2 생성 억제 효과

A: 2-amino-4-methylprydine (10 uM), B: Dexamethason (10 uM)

 (4) 지역별 까마귀쪽나무에 대한 유전자 분석 (유전적 집단 연구)

  - 지역별 채집된 까마귀쪽나무에 대한 유전적 차이 확인을 위한 유전자 분석

  - 지역별로 미세한 차이는 있으나 유전적으로 동종임을 확인

  (가) 실험방법

   - 제주지역 8개소 (성산읍, 표선면, 제주시, 김녕/함덕, 애월읍, 대정읍, 중문동, 위미리)에

서 까마귀쪽나무 잎을 채취 한 후, Genomic DNA Extraction Kit (GeneAll, Korea)를 이

용하여 DNA를 추출하였음

   - 식물 분자계통 및 집단연구에 주로 사용되는 Internal transcribed spacer (ITS) region에 대

한 Polymerase chain reaction (PCR)을 위해 Universal Primer인 ITS1과 ITS4를 이용하였음.

   - 증폭된 PCR product는 Sequencing하여 염기서열을 결정하였음

   - 지역별 각 개체의 염기서열은 MEGA5 software를 이용하여 정렬하였고, Neighbor-joining 

(NJ)과 Maximum likelihood (ML) 방법을 이용하여 계통수를 작성하였음

   - 이 밖에, DNAsp5 software를 이용하여 Haplotype을 결정하였고, 까마귀쪽나무 집단의 

유전적 특성 등을 분석하였음.구

  (나) 실험결과

  Table 47. 까마귀쪽나무 집단의 유전적 특성

Species SL S N v k h (SD) π (SD)

Litsea japonica 727 34 27 54 3.394 0.950 (0.032) 0.005 (0.001)

SL, sequence length; S, sample size; N, number of haplotypes; v, variable sites; k, average nucleotide 

difference; h, haplotype diversity; π, nucleotide diversity; SD, standard deviation.

그림 91. 지역별 까마귀쪽나무 ITS PCR product 전기영동 사진
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그림 92. 지역별 까마귀쪽나무 ITS 염기서열을 이용한 NJ tree.
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그림 93. 지역별 까마귀쪽나무 ITS 염기서열을 이용한 ML tree



- 191 -

 (5) 까마귀쪽나무 대량증식 기술 개발

  - 안전한 원료 확보를 위한 대량증식 기술 개발은 제주특별자치도 농업기술원 농산물원종

장과 연계하여 4월에 채종한 종자를 선별하여 5월 초에 농산물원종장 내 하우스 (165.3 

mm2)에 종자 50 kg을 파종

  - 파종 후 30일 이후 종자 발아가 이루어 졌으며, 발아율이 90% 이상 약 12,000본으로 파

종에 의한 대량 증식 가능성 확인

1. 종자채종 2. 종자선별 및 파종(5월 초) 3. 종자발아(6월)

3-1. 하우스 전경 4. 발아 후 생장(9월) 4-1. 하우스 전경

그림 94. 까마귀쪽나무 대량증식 과정

 (6) 까마귀쪽나무 열매 대량 확보 계획

(가)  1차 대량 확보 계획 

① 본격적인 상품화는 2015년도부터 진행할 계획을 가지고 있음

② 2018년도 까지는 전량 제주지역의 영농조합법인 등을 통하여 확보하고자 함

(나)  2차 대량 확보 계획 

① 2019년도부터는 2013년도부터 진행한 재식 등을 통하여 일부 자체적으로 조달하고자 함

그림 95.  까마귀쪽나무 열매 확보를 위한 자체 재식 현황 (2013년 기준)
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9. 인체적용시험

 기반 연구에서 확인된 기질 분해 억제에 의한 관절 건강 개선 효과가 인체적용시험을 통해 확인됨.

  (1) 연구결과

  - VAS scale로 측정한 pain score의 개선폭이 시험군에서 농도의존적으로 유의하게 증가함 (p<0.001)

1) Mean ± SE, a decrease indicates an improvement in symptom

2) Kruskal-Wallis test

3) Different letters in same row are significantly different

4) Wilcoxon signed rank test

 그림 96. Numbers on each bar indicate the subject numbers. A decrease indicates an improvement in 
symptom.
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 (가) WOMAC score가 시험군에서 유의하게 개선됨

  - 총 점수, 뻣뻣함, 기능저하의 점수가 농도의존적으로 개선되며, 고용량군에서 대조군 대비 

유의한 효과를 나타냄 (각 지표에서 각각 p=0.019, 0.004, 0.032)

  - 통증 점수가 농도의존적으로 개선되며, 고용량군에서 섭취전 대비 유의한 개선 효과가 나

타남 (p=0.003)

그림 97. Numbers on each bar indicate the subject numbers. A decrease indicates an improvement in 
symptom.
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1) Mean ± SE, a decrease indicates an improvement in symptom

2) Kruskal-Wallis test

3) Different letters in same row are significantly different

4) Wilcoxon signed rank test

  - X-ray로 관찰한 슬관절 협착 정도가 신청 원료군에서 대조군보다 많음

  - 혈청 MMP-3 수준이 대조군 대비 유의하게, MMP-9 수준은 농도의존적으로 섭취전 대비 

유의한 감소 효과를 보임 (p<0.05)

  - 혈액 COMP, IL-6, CRP fructosamine, TIMP-1, ESR와 소변 CTX-II는 군간 변화 없었음.
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1) Mean ± SE

2) Kruskal-Wallis test

3) Different letters in same row are significantly different.

4) Wilcoxon signed rank test

  (2) 결론

  신청원료로 수행한 세포 및 동물시험에서 신청 원료의 관절 건강 개선 효과가 염증성 사이

토카인 및 기질분해 효소 억제 기전에 의한 것임을 확인함
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    - 대식세포에서 PGE2, NO 생성 및 iNOS 단백질 발현, IL-1β, IL-6 생성이 유의하게 감소

함 (p<0.05)

    - 골관절염 동물 모델에서 혈청 IL-6, IL-1β, TNF-α 수준과 연골의 MMP-2, MMP-3, 

MMP-7, MMP-9 mRNA 발현이 유의하게 감소함 (p<0.05)

    - 통증 유발 연구에서 통증 관련 행동이 감소하고 통증 유발 시간이 유의하게 증가함 

(p<0.05). 인체연구에서는 노화로 인한 골관절염으로 고통을 호소하는 중년 이상 대상자에

게 신청원료200 mg/d를 12주간 섭취시켰을 때 MMP-3, MMP-9가 유의하게 감소하였고, 

이러한 결과 pain score, WOMAC 총 점수, 뻣뻣함, 기능저하가 대조군 대비 유의하게 개

선되는 것이 관찰됨 (p<0.05). 따라서 신청원료의 기능성은 “연골의 손상을 억제함으로써 

관절건강 개선에 도움을 줄 수있음”으로 제안하며, 이때의 일일섭취량은 200 mg 임
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10. 시작품제작 및 품질관리 

가. 디자인 개발

(1) 1차 디자인 개발

① 디자인개발 내용 : 브랜드를 활용하여 1차적으로 상품화를 추진하고 있는 타블렛 제

품에 대한 디자인 개발.

② 최종적으로 상품화를 추진하는 제품 : 건강기능식품 중 가장 선호도가 높은 제형으로, 

홈쇼핑 및 마케팅적으로 활용하기 위하여 병 포장이 아닌, 낱게 포장형태의 제품을 

개발하고자 함.

그림 98-1.  까마귀쪽나무 열매 소재를 이용한 제품의 디자인 시안 [1]

그림 98-2.  까마귀쪽나무 열매 소재를 이용한 제품의 디자인 시안 [2]



- 199 -

(2) 시작품 제작용 최종디자인

그림 99-1.  까마귀쪽나무 열매 소재를 이용한 타블렛 제형의 시제품 디자인 시안

그림 99-2.  까마귀쪽나무 열매 소재를 이용한 갭슐 제형의 시제품의 디자인 시안
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나. 시작품제작

(1) 제형별 최종 레시피

① 관절엔 활작 타블렛

원료명 함량(%)

까마귀쪽나무열매주정추출물(제주산) 20.00 

덱스트린 x.xx 

결정셀룰로오스 x.xx 

유당(우유) x.xx 

히드록시프로필메틸셀룰로오스 x.xx 

기타 (이산화규소 외) x.xx

② 관절엔 활작 캡슐

원료명 함량(%)

까마귀쪽나무열매주정추출물(제주산) 20.00 

말토덱스트린 x.xx 

기타 (이산화규소 외) x.xx 

(2) 타블렛제품의 영양성분 분석 : 공인기관의뢰 분석

분석항목 분석결과 분석 비 고(%영양소기준치)

열량 392.1 kcal  /  100g

탄수화물 87.2 g  /  100g 26.4 %

단백질 1.4 g  /  100g 2.5 %

지방 4.2 g  /  100g 8.2 %

나트륨 66.0 mg  /  100g 3.3 %

포화지방 3.2 g  /  100g 21.3 %

트렌스지방 0.00 g  /  100g -

당 15.4 g  /  100g -

콜레스테롤 1.8 mg  /  100g 0.6 %



- 201 -

다. 타블렛 제품의 자체 품질관리

(1)  제조 년·월·일 : 2014. 10. 20. 

(2) 보존조건 :  38℃, 75% RH 이상

(3) 가속시험 1차 시험일 및 시험결과 : 2014. 10.20. ~ 10.23

제조번호 관절엔 활작 타블렛

시험항목 sample 1 sample 2 sample 3

성상 적합 적합 적합

지표성분함량 적합 적합 적합

대장균군 적합 적합 적합

붕해도 적합 적합 적합

(4) 가속시험 2차 시험일 및 시험결과 : 2014. 11.19.~11.21

제조번호 관절엔 활작 타블렛

시험항목 sample 1 sample 2 sample 3

성상 적합 적합 적합

지표성분함량 적합 적합 적합

대장균군 적합 적합 적합

붕해도 적합 적합 적합

(5) 가속시험 3차 시험일 및 시험결과 : 2014. 12.17.~11.19

제조번호 관절엔 활작 타블렛

시험항목 sample 1 sample 2 sample 3

성상 적합 적합 적합

지표성분함량 적합 적합 적합

대장균군 적합 적합 적합

붕해도 적합 적합 적합

(5) 가속시험 3차 시험일 및 시험결과 : 2015. 01.14.~01.16

제조번호 관절엔 활작 타블렛

시험항목 sample 1 sample 2 sample 3

성상 적합 적합 적합

지표성분함량 적합 적합 적합

대장균군 적합 적합 적합

붕해도 적합 적합 적합
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11. 까마귀쪽나무 열매 소재를 이용한 상품화 전략 (마케팅전략수립 포함) 

가. 브랜드개발 (휴럼자체 수행)

(1) 브랜드개발방향

① 휴럼의 골관절염개선효능관련 건강기능식품 소재 개발은 기존의 글루코자민 소재의 

대체 원료소재로의 접근

② 브랜드개발의 접근방법 : 기존의 제품의 분석과 제품의 소비자의 연령층 등을 고려하

여 한 번에 알아들을 수 있는 것과 효능을 직관적으로 이해할 수 있는 방향으로 접근

그림 100.  까마귀쪽나무 열매 소재를 상품화에 따른 브랜드 개발 방향
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나. 마케팅전략수립 

(1) 개별인정소재로서의 마케팅전략 수립 방향

① 『까마귀쪽나무 열매 원료소재를 이용한 골관절염 제품화』에 따른 마케팅 전략 수립

은 환경을 분석하고 타겟팅과 포지셔닝을 설정하고 마케팅 전략을 수립하는 과정으로 

수행 였음. 

② 마케팅전략수립 보고서는 총 72페이지의 PPT 자료로 작성되어 있으며, 이중 회사의 

전략과 관련 있는 부분을 제외하고 일반적인 일부를 요약하여 첨부함.

(2) 마케팅전략 보고서 (1) : 표지 및 목차

그림 101.  마케팅전략보고서 (1) : 표지 및 목차
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(3) 마케팅전략 보고서 (2) : 환경분석 (일부 생략)

그림 102.  마케팅전략보고서 (2) : 환경분석 (1)



- 205 -

그림 103. 마케팅전략보고서 (2) : 환경분석 (2)
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(4) 마케팅전략 보고서 (3) : 타겟팅 및 포지셔닝 (일부 생략)

그림 104.  마케팅전략보고서 (3) : 타겟팅 및 포지셔닝

(5) 마케팅전략 보고서 (4) : 마케팅전략 (일부 생략)

그림 105.  마케팅전략보고서 (4) : 마케팅전략 (1)
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그림 106.  마케팅전략보고서 (4) : 마케팅전략 (2)



- 208 -

제 4 장 목표달성도 및 관련분야에의 기여도

제 1 절 연구개발 목표의 달성도

1. 연구성과 목표

(단위 : 건수)

구분

특허 신품종

유전자원
등록

논문

기타
출원 등록

품종
명칭등록

품종생산
수입판매
신고

품종보호
SCI 비SCI

출원 등록

1차년도 1 1 1 학술발표 2

2차년도 1 1 1 학술발표 2

3차년도 2 1 1 2 1 학술발표 2

계 4 1 1 4 3 6

2. 연구성과 목표의 달성도

(단위 : 건수)

구분

특허 신품종

세미나
발표

논문

기타
출원 등록 품종

명칭등록

품종생산
수입판매
신고

품종보호
SCI 비SCI

출원 등록

1차년도 1 학술발표 2

2차년도 1 학술발표 2

3차년도 1 1 2 학술발표 4

계 3 1 2 8

가. 특허출원: 성과활용 1차년도 협동기관에서 특허 출원 예정(제품생산 전 상표출원)

나. 특허등록: 1차년도 출원한 특허가 현재 특허청 온라인상에 공개되어 있으며 향후 등록

예정

다. 품종명칭 등록: 품종명칭 등록은 까마귀쪽나무 제품화 사례가 없어서 개별인정형 건강기

능식품 원료 소재 등록 후 산업화가 이루어지면 지리적표시 등록 시 추가적으로 품종명

칭 등록 추진 예정

라. 논문: 논문은 SCI급 2편이 게재되었고 현재 5편 투고 예정

(1) Anti-osteoarthritis effects of Litsea japonica fruit in a rat osteoarthritis model

induced by monosodium iodoacetate

(2) Efficacy and safety of Litsea japonica fruit extract in subjects with painful knee

osteoarthritis: a randomized, double-blind, placebo-controlled trial

(3) Anti-inflammatory Activities on Supercritical Extraction of Litsea japonica seed in
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Murine Macrophage RAW 264.7 Cells

(4) Anti-inflammatory effect of litseakolide D2 isolated from Litsea japonica fruit via

suppressing NF-κB and MAPK pathways in LPS-induced RAW264.7 cells

(5) Litsea japonica extract in a rat acute and chronic arthritis model reduces the

symptoms of inflammation.
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제 2 절 관련분야 기술발전 기여도

1. 상품화 및 사업화 방법

가. 일반적으로 식품의 선택은 식품의 안전성, 기호성, 영양성, 기능성, 경제성 및 편리성 등

을 들 수 있으며, 그 평가 방법에서는 우선 모든 식품이 안전하고 위생적이라는 전제하

에서 제조․상품화

나. 식품의약품안전청이 제시하는 건강기능식품 기준 및 규격에 적합하도록 선정하여 제조.

다. 제품의 특성, 장점을 고려한 제품명을 설정하고, 식품의 유형 등을 기능성원료에 맞게 설정.

라. 청정제주 브랜드를 부각시키며, 지리적표시 등록 인증 자원의 우수성을 알리는 제품을 

제조, 상품화.

마. 제품에 함유된 개발물질의 신체조직 기능에 대한 식품영양학적, 생리학적 기능 및 작용

을 감안하여 첨가물 설정.

바. 원재료 배합기준, 식품첨가물 기준, 제조가공공정관리, 품목제조보고서와 동일한 방법 생

산여부, 제조설비, 자가품질관리 등에 대한 점검.

사. 제조, 성분배합기준, 제조공정, 표시사항, 위생 등의 점검을 통한 안전성 확보.

아. 참여기업은 제주도 재배 약용자원을 이용한 제품개발을 추진해 왔으며, 엑기스, 분말, 과

랍, 파우치 등 다양한 제품개발 사업화 노하우를 가지고 있으며 초록마을 등 대단위 유

통망을 보유하고 있어 본 연구개발은 사업화 실현 가능성이 매우 높은 것으로 사료됨.

자. 연구개발 대상 약용식물은 제주지역의 자생 생물자원이기 때문에, 본 과제는 지역자원을 

활용하여 글로벌 경쟁력이 있는 제품 개발을 목적으로 하고 있음.

차. 기능성이 확인된 제주자생 약용작물에서 추출한 기능성원료를 활용하여 개발한 제품은 

청정제주의 의미와 부합되어 홍보효과도 클 것으로 사료되어 그 사업화 가능성은 매우 

높다고 사료됨.

타. 연구개발이 종료되는 3차년도 이후 건강기능식품 기능성원료의 개별인증 등록 후 당해

연도 제품 시장진입이 가능하며 기업의 소득창출뿐만 아니라 원료공급원의 농가소득이 

발생할 것으로 판단됨.

 2. 기술발전 기여도

가. 기술적 측면

 (1) 국내 천연물 연구는 아직 생리활성 물질의 일차적 탐색에 머물러 있어 선진국 대비 기

술적인 격차가 현저한 바, 본 연구가 성공적으로 종료될 경우 국내의 기술수준을 혁신시

킬 것으로 생각됨.

 (2) 핵심기술인 천연물의 효과적인 분리정제, 유효소재 탐색, 신물질의 구조결정, 천연물의 

대량생산 등의 단위기술 수준이 혁신될 것임.

 (3) 천연물 유래 기능성 생물소재의 개발기술은 건강기능식품의 개발뿐 아니라, 천연물 신

약 개발 등 응용되는 기초적인 개발도구임. 따라서, 과제의 성공적 수행은 향후 신약개
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발에 필요한 기초적이 자료로 활용, 제주뿐 아니라 국가산업 경쟁력에 크게 기여할 것으

로 예상됨.

나. 경제적·산업적 측면

 (1) 제주도에 풍부한 생물자원의 소재개발은 제주 특화 생물산업의 기반 구축과 지역자원

관리의 효율성을 확보할 수 있는 방안으로 활용될 수 있고, 제품화에 따른 지역경제를 

활성화에 기여

 (2) 특산식물의 재배기술 개발과 보급을 촉진하고 소득 작물의 다양화를 유도하여 1차산업 

발전에 기여할 뿐 아니라 3차 산업과 연계되어 지역소재 중소기업의 기술 혁신 및 개발

에 기여

 (3) 제주의 청정환경 이미지와 어울리는 다양한 웰빙 상품의 개발을 촉진하며, 제주산 생물

자원의 가치창출 시너지 효과를 유발

 (4) 지역 자원의 활용으로 소재의 국산화 및 외화 절약 등의 효과에 기여하고 제주 특화 

건강․뷰티 생물산업 발전에 기여
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제 5 장 연구개발 성과 및 성과활용 계획

제 1 절 실용화, 산업화 및 타연구에의 활용 계획

1. ㈜ 휴럼의 유통 및 마케팅

가. 현재 휴럼의 유통 및 판매

(1) 할인마트 유통 및 판매 : 이마트 120여 점 등 할인마트를 통한 유통

(2) 휴럼건강전문대리점을 통한 유통 및 판매 : 60여점의 휴럼 전문대리점을 통한 유통

(3) 기타 : 벤더, 취급점, 온라인 등

나. 신규유통발굴

(1) 홈쇼핑(1차 상품화 추진, 2015년도) 등 신규유통 및 판매망 확충

(2) 국내외 박람회 참가 등을 통한 국외 바이어 확보를 통한 해외 수출

2. 까마귀쪽나무 열매 소재를 이용한 제품의 산업화

가. 연구개발을 통한 까마귀쪽나무 열매 소재의 주력 상품군으로 개발

(1) 전략적인 계획을 수립하여 까마귀쪽나무 열매 소재의 다양한 연구를 단계적으로 추

진하고 있어, 관련 특허 및 다수의 논문을 투고하는 등 소기의 성과를 얻고 있음.

(2) 현재 까마귀쪽나무 열매에 대하여 관절건강을 포함하여 다양한 연구를 추진 중에 있음. 

(3) 궁극적으로는 까마귀쪽나무 열매 소재는 차별성을 가지고 있어, 휴럼의 주력 상품군

으로 개발하고자 함.

나. 유통 및 산업화 추진

(1) 단계적인 제품화 : 까마귀쪽나무 열매의 개별인정 획득 후 건강기능식품으로 상품화 



- 213 -

추진.

(2) 1단계 상품화 : 홈쇼핑을 통한 상품화

(3) 2단계 상품화 : 다양한 유통 체널을 통한 상품화

(가) 휴럼이 보유하고 있는 휴럼 건강전문대리점과 이마트 등 할인마트 등을 이용한 

다양한 상품화 추진.

(나) 다양한 제형을 통한 상품화.

(다) 원료소재 판매를 통한 제품화 

3. 타연구에의 활용 계획

가. 확보된 원천기술을 통한 기능성 향장품 및 의약품 소재개발 등 전후방사업 발굴/육성

나. 1차산업 부흥을 위한 자원식물의 계약재배 및 신소득 작물 추가 발굴

다. 지역 기업의 가공기술을 바탕으로 한 전략식품산업 클러스터 조성

라. 향토산업육성사업과의 연계를 통한 지역행복생활권역 사업 추진
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제 2 절 특허, 논문 등 지식재산권 확보 계획

1. 특허 확보 계획: 기 출원된 특허 등록 확보 및 기술이전 추진

가. 까마귀쪽나무 추출물 또는 이로부터 분리된 화합물을 이용한 진통용 조성물

나. 까마귀쪽나무 미성숙과 추출물 또는 이로부터 분리된 화합물을 이용한 항염증용 조성물
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다. 까마귀쪽나무 추출물과 이로부터 분리된 Litseakolide D2를 이용한 항염증용 조성물

라. 까마귀쪽나무 열매 주정 추출물 개별인정 등록 후 협동기관에서 제품 생산 전 상표 출

원 추진 예정
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2. 논문 확보 계획: 투고 논문 결과 확보 및 작성 완료

가. The analgesic and anti-inflammatory effects of Litsea japonica fruit are mediated via 

suppression of NF-κB and JNK/p38 MAPK activation. International 

Immunopharmacology. 2014. 22:84-97.
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나. Anti-inflammatory effect of litsenolide B2 isolated from Litsea japonica fruit via 

suppressing NF-κB and MAPK pathways in LPS induced RAW264.7 cells. Journal of 

Functional Foods. 2015. 13:80-88.
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다. 투고논문 결과 확보 및 작성 완료: 논문 5편 SCI 논문 투고 진행 및 예정

 (1) Anti-osteoarthritis effects of Litsea japonica fruit in a rat osteoarthritis model induced 

by monosodium iodoacetate

 (2) Efficacy and safety of Litsea japonica fruit extract in subjects with painful knee 

osteoarthritis: a randomized, double-blind, placebo-controlled trial

 (3) Anti-inflammatory Activities on Supercritical Extraction of Litsea japonica seed in 

Murine Macrophage RAW 264.7 Cells

 (4) Anti-inflammatory effect of litseakolide D2 isolated from Litsea japonica fruit via 

suppressing NF-κB and MAPK pathways in LPS-induced RAW264.7 cells

 (5) Litsea japonica extract in a rat acute and chronic arthritis model reduces the 

symptoms of inflammation.
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제 3 절 기타(개별인정형 기능성원료 신청, 세미나 발표, 기술이전)

1. 골건강 분야 개별인정형 건강기능식품 원료 소재 신청 및 등록

가. 제주산 까마귀쪽나무 열매 개별인정형 건강기능식품 기능성원료 인정 신청 및 등록

나. 기능성원료 등록 후 제품화를 통해 산업화 추진 예정

2. 까마귀쪽나무 골건강 개선 개별인정형 건강기능식품 세미나 발표

가. 한국식품영양과학회 특별 강연
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3. 기술이전: 기술이전 2건 완료

가. 항염활성 및 골대사 관련인자 억제 활성을 나타내는 까마귀쪽나무 추출물(등록번호: 

10-0812095)

나. 까마귀쪽나무 추출물 또는 이로부터 분리된 화합물을 이용한 진통용 조성물(출원번호: 

10-2012-0111622)
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제 6 장 연구개발과정에서 수집한 해외과학기술정보

제 1 절 해외 건강기능식품 기술 동향

 1. 국외 기술 동향 및 수준

가. 삶의 질 향상과 의료서비스의 개선으로 평균 수명이 연장됨에 따라 심장질환, 암, 당뇨, 

정신질환, 관절염, 비만 등 만성 또는 난치성 질환이 증가하고 있으며, 이런 만성질환에 

대한 예방적 개념이 도입됨에 따라 치료형에서 예방형으로 의약품 및 건강기능식품의 

역할 변화가 두드러짐.

나. 선진국에서는 이미 전 세계에 분포하는 천연물에 대한 경제적 효용가치를 평가하여 보

다 다양한 식물 종의 확보에 주력하고 있으며, 이들로부터 신기능성 의약품 소재를 분리 

생산하는 체계적인 개발 정책을 펼치고 있음.

다. 미국은 기능성 식용식물 및 phytochemical의 소재화를 통하여 천연재료를 사용한 부작용 

및 위험을 완화시킬 수 있는 친숙한 식품형태의 의약품 대체 기능성식품 형태의 선호도 

증가 추세 임.

라. 일본은 최초로 기능성식품이라는 용어를 사용하였으며, 1996년과 2001년 법개정에 따른 

기능성식품 관련제도를 완성하면서 기능성식품에 대한 기초연구와 산업연구가 활발히 

진행되고 있음.

마. 유럽은 기능성식품의 연구발전을 위한 국제기구와 기능성식품의 실천전개를 위한 활동

체제가 조직되었으며, “유럽의 기능성식품 과학 현상”회의의 연구보고서에 따르면 크

게 6가지 항목으로 기능성식품을 분리하여 정리하고 있음.

 2. 국내․외 시장 규모 현황

                                                                      (단위 : 백만원)

년도 (2011년) (2013년) ( 년)

세계 시장 규모
5,018 억불

6,523,400 억원

6,679 억불

8,682,700 억원

한국 시장 규모

10,513 억원 13,994 억원

220 억원

(골건강 관련)

293 억원

(골건강 관련)

    *국내 : 식품의약품안전성, 식품세계(한국식품정보원), 식품저널 외
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제 2 절 국제학술대회 참석

 1. Natural Product Biotechnology 2014

가. 학술대회: Natural Product Biotechnology 2014

나. 주최: NP Biotechnology

다. 참석자: 전세계 천연물 공학 관련 종사자 및 연구자 등 1,000여명

다. 주요내용

  천연물 공학 관련 학술발표 내용은 생물공학 관련 추출 및 분리기법, 생합성 기법, 생산 

및 대량생산 기법 등을 공학적인 관점에서 접근한 연구 내용에 대한 학술발표가 이루어졌

고 천연물 관련은 천연물 분리 및 신규 물질에 대한 학술발표가 이루어 졌으며 생리활성 

관련은 다양한 해조류 및 육상생물에서 향균, 항산화, 항염증, 대사질환 및 뇌질환 등의 분

야에 대해 학술발표가 이루어졌다.

라. 향후계획

 (1) 전 세계적으로 다양한 신기술 및 신기술을 접목한 다양한 제품들이 개발되고 있으나 

그 나라만의 특산 생물자원을 이용한 소재 및 제품화 역시 꾸준히 증가하고 있어 제주 

지역의 특산 생물에 대한 우수성 발굴 및 국제적인 동향을 접목하여 지금보다 더 제주

만의 특색이 잘 드러날 수 있는 소재 발굴 및 제품화가 필요함

 (2) 기후 변화에 의한 제주 생태계 변화에 민감하게 대응하여 새로운 생물자원의 출현과 

도입 가능한 고부가가치 농산물에 대해 조사

 (3) 지역 기반 생물자원 응용 제품 개발 시 지역 인지도, 소재의 참신성 및 가격 경쟁력, 

소비자 니즈, 해당 기능성의 향후 시장 전망 등의 빅테이터를 활용하여 복합적인 분석 

후 시장 진출
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주      의

1. 이 보고서는 농림축산식품부에서 시행한 고부가가치식품기술개발사업의 연

구보고서입니다.

2. 이 보고서 내용을 발표할 때에는 반드시 농림축산식품부에서 시행한 고부

가가치식품기술개발사업의 연구결과임을 밝혀야 합니다.

3. 국가과학기술 기밀유지에 필요한 내용은 대외적으로 발표 또는 공개하여서는

아니 됩니다.
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