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요 약 문

제 목.Ⅰ

국내 차죽류 식물의 신물질을 이용한 노인성 뇌장애 개선 및 간암억제용 건강기능식품 개발·

연구개발의 목적.Ⅱ

뇌라는 기관은 신체의 중심 부위로 매우 과거부터 신성시되어 왔고 매우 복잡한 구조를 갖

고 있으며 타 기관에 비해 접근이 쉽지 않고 다루기가 쉽지 않아 그에 대한 생리학적 이해나,
병리가 잘 알려져 있지 않고 있다 이러한 배경을 살펴 볼 때 최근 주요선진국가의 연구방향. ,
은 생명공학을 중심으로 이루어져 있고 특히 뇌 질환 중심으로 이루어지고 있음을 알 수 있,
다 또한. 생활수준의 향상과 의학기술의 발달에 따라 노령 인구가 증가되어 인구의 고령화 현

상이 두드러지고 있으며 현대사회의 치열한 경쟁에 따른 극심한 스트레스로 인한 성인병의 발

병률 또한 급격한 증가 추세를 보인다 사망원인의 경우 과거 주원인이었던 감염형 질환에서.
대표적인 성인병인 순환기계 질환 암등에 의한 사망이 전체의 절반을 넘기기에 이르렀다 이, .
에 건강한 삶을 누리고자 하는 가 하나의 큰 관심사로 대두하게 되었고 장수에 대한LOHAS
욕구 증가로 일상생활을 통한 성인병 및 노인성 질환에 대한 예방에 관심이 고조되고 있다.
식품성분에 대해 새로운 관점에서의 체계적인 연구가 발전함에 따라 식품기원의 특정 성분들

이 인체의 신경계 생체 방어계 세포분화 등 각종 생리기능 조절계에 작용하여 직간접으로, , ․
생체조절기능 효과를 나타낸다는 사실들이 밝혀지고 있다 이들 특정성분들에 의한 생체 조절.
계 및 생체 방어계에 대한 적절한 조절이 가능하게 된다면 그것은 가장 자연스러운 건강유지

를 위한 최적의 수단이 될 수 있음을 의미한다 식품에 도입되고 있는 생체 조절성 차 기능은. 3
질병을 발병 전 단계에서 식품을 통하여 예방한다는 적극적인 식품의 개념으로서 향후 고령화,
사회에서 건강기능식품 및 식품의약의 수요가 합성의약품을 상회할 것으로 예측되고 있기도

하다.
본 연구그룹은 고령화 질환 및 성인병의 예방 및 치료용 를 국내자생 식용phytochemicals
생물자원으로부터 탐색하고 이들을 원료로 하여 의약 식품의약 및 건강기능식품으로의 제품,
화함에 있어 최종물질의 안전성을 확보 의약품 및 건강기능식품 소재로 실용화될 확률을, ,
높이고자 하며 뿐만 아니라 국내 농임업을 육성시킬 수 있는 최선의 대안으로 식용생물자, ․
원으로부터 신물질을 탐색하고 개발하고자 한다 따라서 본 연구는 국내산 식용생물자원을.
대상으로 고령화 질환인 뇌장애와 간암 등 항상성 불균형에 의한 질환들의 예방 및 치료 가

능한 미량성분을 실용화함과 동시에 이를 주제로 한 건강기능식품을 제품화함으로써 국내 농림

산업의 발전모델을 제시하고 국민보건향상 및 관련 산업의 경쟁력을 제고시킴에 두고자 한다.
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연구개발 내용 및 범위.Ⅲ

본 연구는 자연 식물자원들로부터 약리생리활성 성분을 의약 및 식품용 중간원료의 소재로․
실용화하고 이를 주제로 한 기능성 식품을 개발하고자 하였다 최종 목표달성을 위해서 대표적.
인 고령화 질환에 따라 제 세부과제로 구분하였으며 이를 통하여 수행한 연구 개발 내1, 2, 3
용 및 범위는 다음과 같다.

제 세부과제(1) 1 ; 뇌세포 신호전달성분 분해효소를 억제하는 유효성분의 건강기능 식품화

탱자 (Poncirus trifoliata 에서 억제 활성 성분을 추출 정제 구) acetylcholinesterase (AChE) ,
조 해석 및 소재화를 연구 개발 내용으로 하며 in vitro 계를 확립하고 를 이assay ICR-mouse
용한 in vivo 계를 도입하여 인지능력과 독성검사 등을 시행한다 또한 선정된 시료 및assay .
구조가 밝혀진 활성화 성분 물질의 실용화 및 제품화를 검토하는 것을 연구 범위로 한다.

제 세부과제 뇌신경세포 상해로부터 뇌세포를 보호하는 유효성분의 건강기능 식품화(2) 2 ;

석류 (Punica granatum 로부터 에 의한 뇌신경 독성 저해 미량소L.) amyloid peptide (A )β β
재를 추출 정제 구조해석 및 소재화를 연구개발 내용으로 하며, in vitro 계를 확립하고assay

를 이용한ICR-mouse in vivo 계를 도입하여 인지능력과 독성 등을 검사하고 저해활성assay
물질의 실용화를 검토하는 것을 연구 범위로 한다.

제 세부과제 간세포 내의 정보전달 억제를 회복시키는 간암억제 유효성분의 건강기능 식품화(3) 3 ;

갭 결합을 통한 세포 간 신호전달의 회복 및 의 활성억제 성분matrix metalloproteinase
의 검색과 선정하고 in vivo 항암 를 통한 간암 발생률 억제 효과 검색한다 간암억제test .
유효성분을 이용한 건강기능식품의 공업적 실용화 및 제품화를 검토하는 것을 연구 범위

로 한다.

연구개발결과.Ⅳ

국내 고유 식물자원으로부터 약리생리활성 성분을 의약 및 식품용 중간원료의 소재화 및․
실용화를 최종 목적으로 수행한 본 연구 개발 결과를 요약하면 다음과 같다.

국내 차- ·죽류 식물을 극성별 계통으로 용매 추출 후 각각의 획분에 대하여 억제 및AChE
에 의한 뇌신경 독성 저해 활성을 검색한 결과 각각 탱자와 석류가 선정되었다 또한 갭A , .β
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결합을 통한 세포 간 신호전달의 회복 및 의 활성억제 시료로는 유matrix metalloproteinase
근피 추출물이 가장 높은 효과를 나타내었다.

국내 고유농림자원을 대상으로 억제 효과를 같는 시료를 선정한 결과 탱자 추(1) AChE ,
출물이 가장 높은 억제활성을 보였다 추출물을 용매 극성에 다른 상분리 및. open column

를chromatography, thin-layer chromatography, high performance liquid chromatography
통해 활성물질을 분리하여 을 활성물질로 밝혀냈다8-methoxsalen . in vitro 및 in vivo 활
성시험을 통해 탱자 추출물 및 이 유의할만한 독성 없이 높은 항치매 활성8-methoxsalen
및 기억력증진에 도움이 됨을 밝혀냈으며 공업적 활용을 위한 시험에서도 특이한 문제점이

발견되지 않았다.

국내 고유농림자원을 대상으로 에 의한 뇌신경 독성 저해 활성효과를 가지는 시료를 검(2) Aβ
색하였다 석류의 에탄올 추출물을 용매 극성에 다른 상분리 및. open column chromatography,
thin-layer chromatography, high performance liquid chromatography를 통해 활성물질을 분리

하여 2,4-Di-tert 을 활성물질로 밝혀냈으며 석류 추출물과-butylphenol 2,4-Di-tert-butylphenol
를 in vitro 및 in vivo 실험을 통해 항치매 활성 및 뇌신경세포 보호효과를 확인하였다 또한.
공업적 실용화를 위한 실험에서도 특별한 문제점은 발견되지 않았다.

국내 고유농림자원을 대상으로(3) 간세포 내의 정보전달 억제를 회복시키는 간암억제 시료를

검색하였다 유근피의 에탄올 추출물의 경우 와 모두 발현을 억제하였고 저농. MMP-2 MMP-9 ,
도에서도 암전이 초기단계에서 예방 효과가 나타날 것으로 확인되었다 를 통한 활성성. HPLC
분 확인결과, 적어도 가지 이상의 이하의 저분자 폴리페놀류가 관련되어 있음을 확인4 10.000 MW
할 수 있었다 또한 공업적 실용화를 위한 실험에서도 특별한 문제점은 발견되지 않았다. .

연구성과 및 성과활용 계획.Ⅴ

기대효과(1)

본 연구개발 내용은 원료의 전 처리에서 제품화 단계까지 다양한 연구기법과 공정기술이 사

용되고 있을 뿐만 아니라 시장 경쟁성이 없는 차 농림자원으로부터 고부가가치성 기능성 제1
품화를 주 내용으로 하고 있기 때문에 연구가 성공적으로 수행되었을 경우 기술적 경제산업, ․
적 측면에서 아래와 같은 성과를 관련 관산학연계에 제공할 것으로 기대된다.․ ․ ․

기술적 측면(2)
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치매 및 간암의 예방 및 치료용 의- phytochemicals in vitro, in vivo 계 확립assay
정제 의 전 구조 저분자 또는 고분자 을 규명- phytochemicals ( ) core region( )
추출 폐기박의 감량화를 이룰 수 있는 추출방법의 확립-
생리활성 물질의 신속 간편한 정제법의 도입 및 미량성분 농축기술 확립-
국내 고유의 식용농림자원으로부터 약리생리활성 신규후보 물질의 개발모델 제시- ․

경제 산업적 측면(3) ·

간단한 분리공정을 통하여 성인성 뇌질환 및 간암에 대한 효과적인 예방 치료제의 생산- ,
외국의 기존 물질특허와 마찰을 일으키지 않는 신규물질이 창출될 가능성이 높고 신규 물질-
에 따라서는 거대 수출품목이 될 수 있음.
현재 수입되고 있는 유사소재의 수입대체 효과 및 차 산물의 고부가 가치화- 1
고기능성 식품제조 기술의 발전을 촉진시켜 식품 및 관련 산업들의 신장을 촉진-
제약 및 식품산업의 영역을 넓힘으로써 관련 산업들의 경쟁력 제고-

활용방안(4)

본 연구과제의 수행과정이나 성공적인 수행 후에 얻어지는 성과에 대한 예상되는 활용방안은

다음과 같다.

의약품제제와 건강기능식품의 원료 및 중간원료로서의 소재화-
특히 노인성 치매 및 간암 치료 및 치료보조용 또는 예방용 의약품 및 건강기능식품의 제품화-
고기능성 건강기능식품들에 대한 국민적 관심과 지식을 높임-
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SUMMARY

Development of ameliorating geriatric brain ailment and anti-hepatic cancer health aid functional
food from native plant resources

Alzheimer’s disease (AD) was discovered by Dr. Alois Alzheimer in 1907, and is described
as a degenerative disease of the central nervous system with many cognitive and
neuropsychiatric manifestations that result in progressive disability and eventual
incapacitation. AD is not just among the leading causes of senile dementia, but it is also
the most prevalent neurodegenerative disease affecting populations worldwide, and thus is
an increasingly threatening international health problem. According to the report from the
Alzheimer’s Association, one in eight Americans over the age of 65 and about half of
Americans over the age 85 currently suffer from this disease. Moreover, the annual
economic cost of AD health care expenses and lost wages for both patients and caregivers
are estimated to be approximately 80-100 billion dollars. With the present rate of growth
among the elderly population, it is predicted that around 16 million seniors will be affected
by 2050. AD patients present with a progressive loss of cholinergic synapses in brain
regions associated with higher mental functions, mainly the hippocampus and neocortex. In
the AD patients a decrease in acetylcholine (ACh), a neurotransmitter, appears to be a
critical element in the development of dementia; this finding has led to research on ways
to enhance diminished levels of cholinergic neurotransmitter. Hence, AD and other forms of
dementia could be treated by the use of agents that restore the level of acetylcholine
through inhibition of both two major forms of cholinesterase: acetylcholinesterase (AChE)
and butyrylcholinesterase (BChE). Moreover, the inhibition of AChE plays a key role not
only in enhancing cholinergic transmission in the brain, but also in reducing the
aggregation of amyloid beta peptide (Ab) and the formation of the neurotoxic fibrils in AD.
Thus far, AChE inhibitors approved by the U.S. Food and Drug Administration for the
treatment of symptomatic patients with mild to moderate AD are tacrine, donepezil, and
rivastigmine.
Despite intensive advancement in research, effective therapeutic options against AD are
limited, and have thus increased demand for new drugs. Polyphenolic compounds from
fruits and vegetables are currently gaining interest for their beneficial effects, including
antioxidative, antiviral, anticancer, and anti-inflammatory effects, as well as the prevention
of cardiovascular diseases. However, previous interest in these phytochemicals, with respect
to their health-promoting effects, has primarily been focused on examining their roles in
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protection against cancers and ischemic heart disease. Few studies have investigated their
effects on brain functions and neurodegenerative diseases.
In this research project, various Korean plants were screened in a search for effective
AChE inhibitors. Among these plants, the ethanol extract of Poncirus trifoliate was
selected for the isolation and purification of an AChE inhibitor because it showed the
highest inhibitory activity. To separate the active compound from the extract of Poncirus
trifoliate, solvent partition, open column chromatography, thin layer chromatography (TLC),
and high performance liquid chromatography (HPLC) were also utilized. The isolated
compound was then analyzed by EI-MS and 13C/1H-NMR to elucidate the putative
chemical structure. To confirm the attenuating effect of the extract of Poncirus trifoliate
against trimethyltin (TMT)-induced learning and memory impairment, in vivo behavior
tests, i.e. Y-maze test and passive avoidance test, were performed.
On the other hand, the amyloid peptide (A ) accumulates in the AD brain. And manyβ β
researchers believe this peptide plays central role to the pathogenesis of this disorder. In
addition, AD brains are characterized by extensive oxidative stress. That is manifested by
lipid peroxidation, free radical formation, protein oxidation and DNA/RNA oxidation.
Overproduction of A by genetic [β i.e. mutations in APP or in presenilins or the presence
of apolipoprotein E4 allele (ApoE4)] or other mechanisms (i.e. oxidative stress) leads to
A -associated free-radical oxidative stress. This oxidative stress is manifested by reactiveβ
oxygen species (ROS) formation, lipid peroxidation and subsequent modification of proteins
by the reactive lipid peroxidation products such as 4-hydroxy-2-trans-nonenal (HNE) and
acrolein. Other consequences of A -associated oxidative stress are free fatty-acid (FFA)β
release, protein oxidation, Ca2+ dyshomeostasis (with subsequent alterations in mitochondrial
function, oxidative stress, activation of phospholipase A2, cytoskeletal proteins, and
induction of apoptosis pathways), mitochondrial impairment, peroxynitrite formation,
inflammatory response, apoptosis and other cellular responses. Ultimately, the neuron dies.
Antioxidants are able to interfere with most, if not all, of these processes, including the
neurotoxicity. This is consistent with the concept of A -associated oxidative stress andβ
neurodegeneration in AD brain.
To search for a protector against A -induced oxidative stress, we screened various plantβ
material extracts. The ethanol extract of Punica granatum L. was selected by screening.
The ethanol extract of Punica granatum L. was partitioned with hexane, chloroform and
ethyl acetate, respectively. The fraction of ethyl acetate showed the highest protective
effect against oxidative stress. The fraction was subjected to silica-gel open column
chromatography. The eighth fraction (second fraction of chloroform and ethanol = 80:20,
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v/v) of thirty three fractions was selected. The fraction was separated by TLC. The fifth
band (Rf value 0.47) represented the highest activity. Then the obtained sample was
dissolved in ethanol and separated on HPLC using C18 -Bondapakμ TMcolumn. The peak
appeared at 236.8 . A significant single peak was measured at 41 min. The isolated㎚
sample was analyzed by EI-MS and 13C/1H-NMR to predict chemical structures. The
protector was identified as the 2,4-Di-tert-butylphenol. In vivo experiment, treatment with
the ethanol extract of Punica granatum L. ameliorated the Aβ1-42-induced learming and
memory impariment in both Y-maze and passive avoidance test.
We also evaluate the anti-metastatic effect and hepatoprotective activity of Ulmus
Davidiana plancn. japonica Nakai (UDN) which has been used widely as Korean traditional
medicine for edema and inflammation. It was shown that UDN ethanol extract (UDNe) was
most active in the induction of hepatocarcinoma apoptosis and inhibited the expression of
MMP-2 and -9. UDNe showed the highest activity among all the various fractions in a
cell viability study. In in vitro and in vivo studies to test the hepatoproective activities,
UDNe increased the activity of alcohol dehydrogenase (ADH; 105%). Whereas the levels of
total cholesterol, TG, LDL cholesterol, AST and ALT of serum of rats were decreased by
feeding UDNe, HDL cholesterol level was significantly increased (20 / ). In addition, the㎎ ㎗
levels of hepatic total cholesterol, LDL cholesterol and TG of UDNe group were lower than
that of ethanol treated group. The amount of liver injuries were measured by
histopathological studies. UDNe group showed a decline in liver tissue damages and TG
contents (40%) as compared with the ethanol group. These results suggest that UDNe has
strong protective activity against the liver disease induced by ethanol. These findings could
provide the therapeutic potential of ethanol extracts of UDN on the metastasis and
alcohol-induced disease, and it should be meaningful to develop new effective functional
foods on diseases related with fatty liver, cardiovascular diseases, cirrhosis, hypertension,
obesity and liver cancer.
The bio-reactive compounds of selected samples, Poncirus trifoliate, Punica granatum L.
and Ulmus Davidiana plancn. japonica Nakai were isolated and purified with
industrial-level procedure. Extracts of each samples were decolorized with low cost
absorbents and purified by ultrafiltration using Milipore masterflex system. Finally, each
purified bio-reactive compounds was formulated as the types of beverage, capsule and
granule.
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제 장 연구개발과제의 개요1
제 절 연구개발의 목적1
최근 생활수준의 향상과 의학기술의 발달에 따라 노령 인구가 증가되어 인구의 고령화 현상

이 두드러지고 있으며 조직사회의 치열한 경쟁화에 따른 극심한 스트레스로 인한 성인병의 발

병률 또한 급격한 증가 추세를 보이고 있다 사망원인의 경우 과거 주원인이었던 감염형 질환. ,
에서 대표적인 성인병인 순환기계 질환 암등에 의한 사망이 전체의 절반을 넘기기에 이르렀,
다 이에 건강한 삶을 누리고자 하는 가 하나의 큰 관심사로 대두하게 되고 장수에 대. LOHAS
한 욕구 증가로 일상생활을 통한 성인병 및 노인성 질환에 대한 예방에 관심이 고조되고 있다.
차세대 세기 질환으로 불리는 치매는 주로 다양한 원인으로 뇌신경의 일시적 혹은 지속적21
인 손상이 발생한 것으로 정신기능의 전반적인 장애가 나타나는 것을 특징으로 하는 진행성‧
퇴행성 질환으로 노화와 밀접한 관계가 있는 것으로 알려져 있다 치매는 노인인구가 증가하고.
있는 현대 사회에서 가장 영향력 있는 노화 질환일 뿐 아니라 앞으로 인류가 당면할 심각한

문제가 될 것으로 예상 된다 실제로 최근 고령화 사회로 진입한 국가들의 경우 치매가 사회적.
인 문제로 대두되고 있는 추세이다 우리나라의 경우 평균수명의 연장과 출산율 감소로 인하여.
세 이상 노령인구가 년 기준 전체인구의 로 고령화 사회에 이미 진입을 하였고 이65 2000 7.2% ,

러한 추세라면 년에는 로 고령사회에 년에는 로 초고령 사회에 도달할 것2019 14.4% , 2026 20.0%
으로 전망되고 있다 미국의 경우 알츠하이머병은 전체 인구의 사망 원인 중 심혈관질환 악성. ,
종양 뇌졸중에 이어 위를 차지하며 치료경비 면에서도 암 심장병에 이어 위를 점유하고 있, 4 , , 3
어 사회 경제적으로 미치는 영향도 상당한 것으로 보여 진다 구체적으로 살펴보면 알츠하이, .
머병 환자 한명 당 약 만 달러의 의료비 지출 및 사회적 경비가 소모되는 것으로 추산되며4
질병으로 인한 수입의 감소와 환자 자신의 사회적 기능 상실을 고려한다면 이러한 비용은 약

만 달러에 이를 만큼 큰 손실이 예상된다17 . 이는 환자 자신의 고통 뿐 만 아니라 부양가족은

물론 국가적으로도 큰 경제적 부담을 안겨줄 것으로 예상된다.1-2)
현재 이루어지고 있는 치매 치료 방법은 몇 가지로 구분할 수 있는데 인지기능 장애 개선

기억력 회복 행동장애 또는 이상행동의 치료 치매 진행의 억제 치매 발생 시기의 지연 치( ), , , ,
매 발생의 예방 등이다 현재 전 세계적으로 이루어지고 있는 연구는 대부분 증상의 완화를 일.
차적인 목표로 이루어지고 있다.3-7)
한편 간암 은 전 세계적으로 가장 흔한 암 중의 하나이며 특히 남자에게서 많이 발, (hepatoma)
생한다 간암의 주요 원인은 형 간염 바이러스에 의한 만성간염과 형 간염 바이러스에 의한. B C
만성간염이며 이들 바이러스에 의한 만성 간염의 결과 간경화가 발생하고 장기간 염증이 진행,
하면서 간암이 발생하는 것으로 보인다 또한 알콜성 간질환이나 아플라톡신과 같은 독소에 의.
한 간손상 등의 만성 간질환이 모두 간암의 원인이 될 수 있다 간암은 진행 속도가 매우 빠르.
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므로 조기 검진이 무엇보다 중요하다 간암의 치료를 위하여는 수술로 암조직을 제거하는 방.
법 경동맥 화학 색전술 을 이용하는 방법 경피적 에탄올 주입, (transarterial chemoembolzation) ,
술 고주파 응고 치료 를 이(percutaneous ethanol injection), (radiofrequency thermal ablation)
용하여 암세포를 사멸시키는 방법 등이 있으나 이들 방법은 간암의 크기가 너무 크거나 큰, ,
혈관이 침범되어 있거나 다른 장기에 암이 전이되어 있는 경우 효과적이지 못하거나 값이 비

싼 단점이 있다.
간암을 치료하기 위해서는 항암제를 단독 또는 복합으로 주사하여 치료하는 것이 가장 효과

적인 방법이다 그러나 기존에 쓰이고 있는 알킬화제나 항대사제 항암 항생제 알칼로이드 등. , ,
항암제들은 대부분 간암에 대해서는 작용효과를 나타내지 못하며 심지어 이들 중 일부는 다른

암세포에는 효과적이나 간기능에는 오히려 장애를 가져오는 경우도 있다 따라서 간기능에 장.
애를 주지 않으면서 특별히 간암에 효과적인 항암제를 개발하는 것이 시급하다.
이에 본 연구에서는 고령화 질환 및 성인병의 예방 및 치료용 를 국내자생 식phytochemicals
용생물자원으로부터 탐색하고 이들을 원료로 하여 의약 식품의약 및 건강기능식품으로의 제품,
화함에 있어 최종물질의 안전성을 확보 의약품 및 건강기능식품 소재로 실용화될 확률을 높, ,
이고자 하며 뿐만 아니라 국내 농임업을 육성시킬 수 있는 최선의 대안으로 식용생물자원을, ․
대상으로 신물질을 탐색하고 개발하고자 한다 따라서 본 연구는 국내산 식용생물자원을 대상.
으로 고령화 질환인 뇌장애와 간암 등 항상성 불균형에 의한 질환들의 예방 및 치료 가능한

미량성분을 실용화함과 동시에 이를 주제로 한 건강기능식품을 제품화함으로써 국내 농림산업

의 발전모델을 제시하고 국민보건향상 및 관련 산업의 경쟁력을 제고시킴에 두고자 한다.
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제 절 연구개발 대상 기술의 경제적산업적 중요성2 ․

기술적 측면1.

가 제 세부과제. 1 : 뇌세포 신호전달성분 분해효소를 억제하는 유효성분의 건강기능
식품화

국내고유의 식용식물로부터 뇌신경 신호전달 물질 분해효소를 억제시키는 미량성분을 검색

하고 이를 제품화시키고자 한다 는 신경전달물질을 통한 신경세포. Alzheimer's disease (AD)
간의 정보 교환과정이 파괴됨에 따라 신경세포의 기능이 정지되고 신경세포간의 연결이 끊어

짐으로써 비가역적 행동과 인성의 변화 사고능력의 저하로 나타나며 결과적으로 신경세포가,
죽게 되며 그 원인은 아직까지 불분명하다 는 중추신경 특히 전뇌 소뇌편도. AD , (fore brain),

해마 및 대뇌피질 같은 피질과 변연계 의 신경을 파(amygdala), (hippocampus) (limbic system)
괴하는데 이들은 뇌에서 학습 기억 사고 행동 감정조절 등과 관련된 부위이다 특히 에, , , , . AD
서 아세틸콜린과 같은 신경전달물질의 부족이 가장 중요한 지표이며 이것을 회복시키는 것이

치료목표의 하나가 되고 있다 부교감신경성 약물은 또는AD . muscarinic nicotinic agonist,
간접적으로 아세틸콜린 유리를 조절하는 약물들로 나눌 수cholinesterase inhibitors (ChEIs),

있다 는 많은 약물들이 개발되어 사용되어지고 있는데 제 세대. ChEIs 1 ChEIs (tacrine,
와 제 세대physostigmine, physostigmine) 2 ChEIs (donepezil, ENA 713, metrifonate,

로 나누어지며 최근 들어 사용되고 있는 이galanthamine, eptastigmine, rivastigmin) memantin
있다 제 세대 는 제 세대 에 비해 작용시간이 길고 약동학적으로 안정되어 있. 2 ChEIs 1 ChEIs
으며 뇌혈관 관문 통과율이 높아서 중추신경 내 농도가 높은 경향이 있다 제 세대 는. 1 ChEIs

다른 말초 를 비 선택적으로 억제하acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase, cholinesterase
는 반면 몇몇 새로운 는 에 대한 선택성이 높아 말초부작용의 발생, ChEIs acetylcholinesterase
이 감소한다고 한다 의 작용기전은 아세틸콜린의 분해를 억제함으로써 내의. ChEIs synapse
아세틸콜린 농도를 증가시키는 것에 기인하는 것으로 알려져 있다 이와 같이 대부분의 치료.
제는 그 효과가 탁월하나 장기간 사용으로 인한 부작용 또한 간과할 수 없으므로 기존의 효

능과 유사 하거나 더 좋으면서 그 부작용은 적은 물질의 개발이 필요하다고 여겨진다.

나 제 세부과제 뇌신경 세포 상해로부터 뇌세포를 보호하는. 2 : 유효성분의 건강기능

식품화

국내고유의 식용식물자원으로부터 뇌신경 독성 억제amyloid protein (A ) inducedβ β
미량성분을 검색하고 이를 제품화 시키고자 한다 는. A amyloid precursor proteinβ
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의 로부터 생성된 개의 물질이고 에서 중요한(APP) abnormal cleavage 40-42 peptide AD
로 생각되어지고 있다 에서의 뇌신경세포 괴사의 원인은 아직pathogenetic material . AD

불분명하지만 의 생성 와 같은oxygen free radical , reactive oxygen species (ROS)
가 뇌신경세포 파괴 및 와 관련되어 있을 것으로 추정된다oxidative injury pathogenesis .

환자의 에서 이들AD brain oxidative stress (ROS, lipid peroxidation, protein
의 증가는 증명되고 있으며 이러한 생리적 대modification, mitochondrial DNA oxidation)

사 이상은 와 와 같은 뇌 고유의 임상amyloid plaques neurofibrillary tangles (NFT) AD
적 결과를 초래한다 또한 는 를 유발시키고 궁극적으. A intra-cellular free radical statusβ
로 세포괴사를 유도하여 와 뇌신경세포 파괴는 상관성이 있는 것으로 보인다 또한 현A .β
재까지 개발된 치료제는 병인을 제거하는 방법이 아닌 발병 이후의 증상을 완화하는AD
치료법을 대안적으로 적용하고 있으므로 에 의한 의 생성 및, A ROS, free radical Aβ β

에 대한 연구는 필수적이라 할 수 있다-induced free radical-mediated neurotoxicity .

다 제 세부과제 간세포 내의 정보전달 억제를 회복시키는 간암억제 유효성분의. 3 :
건강기능 식품화

국내고유의 식용식물자원으로부터 검색 획득한 미량성분이 다양한 세포독성실험 모델에서 독성, ,
을 나타내지 않는 농도를 확립하고 간암의 진행 이동 및 전이에 관여하는 주요한 현상인 갭 결, ,
합을 통한 세포 간 신호전달 을 회복시키고(gap junctional inter-cellular communication) , 매트릭
스 메탈로프로티나아제 의 활성을 저해하여 간암 등에 대한(matrix metalloproteinase: MMP)
억제 효능을 나타내는지의 여부를 확인하고 이를 제품화 하고자 한다 간암의 진행 단계에서.
갭 결합 채널에 의한 세포 간 신호전달이 억제되는 현상은 중요한 생화학적 지표로 인정되

고 있으며 특히 간암에 있어서 특히 와 이 결핍이 중요한 원인으로 이러한 현, connexin 32 26
상이 나타나는 것으로 잘 알려져 있다 반면 이러한 억제를 회복시키는 물질은 간암의 진행. ,
단계를 저해함으로써 간암의 억제 효과를 갖는 것으로 인정되고 있다 또한 는 암의. , MMP
이동과 전이에 중요하게 관여하는 효소로서 세포외 기질을 녹이는 대표적인 효소이다 최근, .
암의 전이뿐만 아니라 암의 진행의 여러 단계를 촉진시키는 것으로 알려졌으며 현재까지 다,
양한 암 종에서 발현이 증가되어 있고 암의 전이에 가장 직접적인 관련이 있는 것으로는,

와 가 잘 알려져 있다 간암gellatinase A (MMP-2, 72 kD) gellatinase B (MMP-9, 92 kD) .
세포에서도 역시 이러한 와 이 중요한 역할을 하고 있으며 를 억제시MMP-2 MMP-9 , MMPs
키는 물질은 최근 새로운 암 억제제로서 주목받고 있다.
상기의 지표들은 기존의 식품 분야에서는 널리 사용되어지지 않았던 검색기술에 주요한

로서 본 연구를 통하여 천연물에서 획득한 유효성분을 항암물질로 사용할 경우 기존marker
의 간암 억제제 혹은 치료제에서 개선되어야 할 점인 정상적인 세포에서도 독성을 나타내는

문제점을 효과적으로 극복할 수 있을 것으로 판단된다 또한 계. nitroso-pyrrolidine , quinoline
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계 계 화합물들에 의해 특이적으로 유도되는 간암모델을 이용한, phthalate in vivo 시스템을
통하여 수준 등 간 조직에서 특이적으로 유도되는 효glutathione , glutathione S-transferase
소의 역가를 측정하여 임상적으로 응용할 수 있는 수준의 자료를 확보할 수 있을 것으로 사

료된다 본 연구에 따른 새로운 검색방법에 의한 식물 추출 미량성분들 또는 이들의 혼합물.
을 유효 성분으로 소재화를 통한 간암 억제제 개발로 항암제에서 흔히 볼 수 있는 독성 없

이 암 억제 효과를 얻을 수 있으며 간단한 분리 공정만으로도 높은 간암 억제 효능을 나타

내는 물질의 분리 및 제제화가 가능할 것으로 판단된다.

경제 산업적 측면2. ⋅

국내 식용식물자원은 가격의 등락이 심한 차 산물로 이들의 생산과 관련된 농임업과 가공1 ․
제조업을 연계시킴으로써 생산농가의 소득 및 영농의지를 향상시킴과 동시에 식용식물자원 가,
격의 안정화를 기할 수 있기 때문에 전체적인 소비자물가의 안정에 기여도가 클 것으로 예상할

수 있다 한편 약리 생리활성 물질의 탐색과 건강기능식품의 제품화는 기술의존도가 높은 무공. ·
해산업종으로 향후 국내 산업에서 중추적인 역할을 담당하게 될 것으로 예상된다 우리 고유의.
자원으로부터 탐색된 물질은 우선 외국의 기존특허와 마찰을 일으키지 않는 신규후보물질일 가

능성이 높고 오랫동안 먹어 온 식품 중에 함유되어 있는 물질로 합성에 의한 물질들보다 안전

성의 확보가 용이하다 따라서 의약과 식품용 의 연구개발과 실용화에 있어. leading compound
기술선진국보다 비교우위에 있다고 볼 수 있다 물질에 따라서는 현재 수입되고 있는 유사소재.
를 대체할 수 있을 뿐만 아니라 의약 및 건강기능식품의 원료로서 거대 수출품목이 될 것으로

예측된다 평균 수명의 연장과 출산율의 저하에 따른 사회 고령화 및 잘못된 식생활과 스트레스.
에 의해 늘어가는 노인성 질환 및 암 등 성인병의 예방 및 치료용 소재를 개발하고 이를 이용

한 식품의약 건강기능식품 등의 상품화는 개인 및 국가적인 측면에서도 절실히 요구되는 연구,
개발 분야라 할 수 있다 현재까지 국내에서 학술적 산업적으로 노인성 뇌장애 개선 및 간암. ,
억제에 대한 천연 신제품 개발 연구가 활발하지 못했던 점을 고려할 때 본 연구를 통하여 선도

연구와 개발로 해당 분야의 연구를 활성화하고 관련 관산학연계의 관심과 연구를 활성화․ ․ ․
시키는 계기를 마련할 수 있을 것이며 수급안정화에 따른 농가수익 구조개선 등의 파급효과도

기대된다.

사회 문화적 측면3. ⋅

국내 사망 원인 중 성인병 및 노인성 질환에 의한 사망률이 년에는 였던 것이1983 62%
년에는 로 그 비율이 증가하고 있다 특히 대표적 노인성 질환인2004 65% . Alzheimer's

disease (AD)는 국내 경우 만여 명 정도 이었으나 년 이후에는 만 명에 이를 것8 2004 40
으로 추측되고 있으며 미국의 경우 백만 명이 로 고통을 받고 있으며 오는 년. , 4 AD , 2050
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에는 환자수가 만 명에 달할 것으로 추산되고 있다 전 세계적으로 환자수가 급1,400 . AD
증하는 주된 이유로 사회의 고령화를 꼽고 있다 평균 수명이 늘어나면서 노인 인구가.
증가함에 다라 자연적으로 환자수가 증가한다는 것이다 고령화와 발병률은 상AD . AD
관관계가 극히 높다 한국의 경우 세 노인인구의 가 를 앓고 있으며 세. 75-79 15% AD 80
이상의 노인인구 가 환자이다39% AD . 미국의 시장조사기관 프로스트 설리번& (F & S)
의 보고서에 다르면 미국의 치료제 시장이 연평균 의 성장을 거듭 오는 년AD 32.3% , 2006
에 이르면 순수한 치료제 시장만도 그 규모가 억 달러에 도달할 것이라고 전망하고AD 24
있다 전 세계 관련 시장 규모는 대략 억 달러 규모 원화로는 조원에 이를 것. AD 2,000 , 260
으로 추산된다.
또한 최근 우리나라의 경제 수준이 높아짐에 따라 생활환경 특히 식생활의 풍요로 서구적, ,
인 식생활이 보편화되고 있으며 그 결과로 과다한 영양의 섭취나 불균형적인 식생활 등이

원인되어 암 등의 만성적인 성인병 질환이 크게 늘고 있는 추세이다 지금까지 암은 한국인.
사망원인 위를 차지하고 있으며 이를 치료하기 위해 약물요법 수술요법 방사선 요법 등1 , ,
많은 방법들이 시도되어 왔다 하지만 효과적인 암 억제물질을 식품성분으로부터 얻어냄으.
로써 개선된 식생활을 통해 약 정도의 암이 억제되고 예방될 수 있다는 차원에서 최근85%
들어 각종 천연물유래 항암물질들에 대한 관심이 높아지고 있는 추세이다 그 중 특히 간암.
은 위암 등과 함께 식이에 의해 극복될 수 있는 암으로 본 연구를 통한 천연물을 이용한 간

암억제제의 제품화로 국민의 건강에 기여할 수 있는 치료보조용 식품 의약대체식품 및 건,
강기능식품으로의 제품화 등 고부가가치성 응용분야에 적용할 수 있으리라 판단된다.
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제 장 국내외 기술개발 현황2

제 절 연구개발 대상 기술의 국내외 현황1 ․

해외 기술개발 현황 및 수준1.

현재까지 보고된 항 활성화 성분은 주로 식물 기원성 저분자로 특히 환자들에게AD AD
인지적 증상을 호전시키는 약물로서 를 많이 사용되고 있다 제 세대 로서 최초ChEIs . 1 ChEIs
로 항 작용에 있어 적용 승인을 받은 은 작용지속 기간이 짧아 하루 번 투여해AD tacrine 4
야 하며 간 독성이 있어 의 번거로움이 있다 요즈음 주목받고 있는 제 세대, monitoring . 2

들로는 일본 에자이사에서 개발되어 년 말 미국 승인을 받고 년부터 세계ChEIs 96 FDA 97
여국에서 판매되고 있는 로 하루 한번 복용할 수 있고 선택적인 저해로 말초 부30 donepezil ,

작용을 줄였다 은 미국 노바티스사에서 개발한 약물로 스위스에서 년. Rivastigmine , 1997 12
월에 승인 받아 와 남아메리카 국가들에서 사용되고 있고 미국 캐나다에서도 승인 준비EU , ,
중이며 우리나라에는 년 월 도입되었다 은 하루 회 복용이 가능하고 중추, 97 9 . Rivastigmine 2
신경계에 특이성이 높아 말초 부작용을 크게 감소시켰고 신장에서 대사되므로 간 독성이 거

의 없는 것으로 보고되고 있다 가 환자에 상 임상실험이 진행 중이며 비가. Metrifonate AD 3 ,
역적인 로서 작용기간이 길다 현재 환자를 치료하는 데 사용되고 있는 대증요법ChEIs . AD
을 종합해보면 아세틸콜린 보충요법이 가장 대중적으로 쓰이고 있으나 앞으로 더욱 효율적,
인 방법을 개발하려면 뇌 신호전달성분 분해효소 억제물질 외에도 brain nerve cell protector
와 같이 다양한 부분에서 여러 천연재료를 적용하여 신경전달물질의 뇌 안에서의 증가를 가

져오는 약제를 개발할 필요가 있다.

국내 기술개발 현황 및 수준2.

최근의 연구는 에 의한 뇌세포 파괴 그리고 이들 단백질의 구조 생리작용 뇌 안에서AD A , , ,β
의 축적에 의한 의 감소 등이 중심이 되고 있다acetylcholine (ACh: neuro-transmitter) level .
의 치료는 주로 환자의 증세를 가볍게 하고 병의 진행속도를 지연시키는데 주안을 두고 있AD ,

다 환자에서 보는 주 증세는 기억력 인지능력 학습능력의 감퇴에 있고 이어서 감정 장. AD , , ,
애와 이상행동을 가져온다 이 중에서 가장 보편적인 증세인 기억력과 인지능력 장애에 대한.
증세를 가볍게 해주는 간접 치료가 유일한 치료법이 되었다.
치매 치료제의 특허 출원을 살펴보면 전체 건 중 미국이 를 차지하고 있으며 유럽2,039 40.8%
이 일본이 로 그 뒤를 잇고 있다 이를 보면 미국과 유럽의 선도적인 기술을 짐작29.0%, 17.3% .
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할 수 있다 또한 특허 출원이 본격적으로 시작된 시점을 보아도 미국이 가장 앞서고 있으며.
유럽 일본이 그 뒤를 따르고 있다 이는 고령화 사회로 먼저 진입한 구미 선진국이 치매에 대, .
한 연구 및 치료제 개발을 활발히 하고 있다는 사실을 미루어 짐작할 수 있게 한다 이러한 점.
은 외국 제품들이 국내 치매 치료제 시장을 장악하고 있고 특허 출원 역시 외국에 편중되어

있다는 상황을 보여준다 하지만 천연물을 활용하는 치료약물 개발에 있어서는 외국 선진기술.
에 비해 국내 연구진이 충분한 우수성을 가진 분야로 판단됨에 따라 이 분야에 대한 기술 개

발에 관심과 활발한 연구가 필요하다고 생각된다.8-10)
또한 의 생성과 를 또는 시켜주는 연구는, A A -induced cytotoxicity inhibition blockingβ β

에 한해서 국내 연구진에서도 비교적 활발히 이루어지고 있지만 개발된 신소genetic approach
재나 은 현재 전무한 실정이다drug .
최근 항암연구에 있어서는 비가역적이고 짧은 시간에 발생하는 암의 개시 단계에서 저해하는

전략보다는 현실적이고 실질적인 암 예방제로서 비교적 장기간에 걸쳐 일어나고 가역적인 암

의 진행 단계의 저해 효과를 갖는 물질이나 식품성분들을 찾는 연구가 집중되고 있다 간암 등.
의 난치성질환의 경우 약물 치료 시 항암제를 경구 또는 정맥 투여 할 경우 약물이 일단 혈류

를 통해 전신에 퍼졌다가 병소에 도달하게 되므로 병소에는 미량만이 집적된다 따라서 병소에.
적정량을 집적시키기 위해서는 많은 양의 약물을 투여해야 하고 이로 인한 부작용이 심각한

문제로 대두되고 있다 또한 대체로 효과가 좋은 암 억제제가 통증이나 발열 등의 부작용이. ,
더 크다는 문제점이 있으며 방사선 요법의 경우 그 부작용이 특히 문제가 되고 있다.
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국내 연구진 연구현황Table. 1.
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제 장 연구개발수행 내용 및 결과3
제 절1 뇌세포 신호전달성분 분해효소를 억제하는 유효성분의 건강기능

식품화

서설1.

고도의 경제성장과 함께 현대 사회는 복지수준 및 의료 기술의 향상으로 인해 사람들의

평균수명이 점차 늘어가고 있으며 이에 따라 노인성 질환에 대한 관심 특히 치매에 대한,
관심이 증가되고 있다 실제로 치매의 발병률은 세 이상에서 증가되는 것으로 알려져 있. 60
다 우리나라에서 뿐만 아니라 미국 일본 중국 등지에서도 그 발병율과 그에 따른 사망률. , ,
은 해마다 증가되어 그에 따른 크나 큰 사회적 문제를 일으키고 있다 치매의 형태는 다양.
한데 는 알츠하이머병 치매 는 혈관성 치매 그리고 나머지는 알코올성 치매50% , 20 30% ,～
와 파킨슨병 치매 등이 있으며 그 중 는 알츠하이머와 혈관성 치매를 동시에 앓고15 20%～
있는 것으로 알려져 있다 는 대부분 치매의 일반적 형태이며 노화와 밀접한 관계가 있. AD
는 것으로 알려져 있다 그러므로 노령화가 되고 있는 현대사회에서 최대의 질환일 뿐만.
아니라 세기에 당면할 심각한 문제가 될 것으로 예상된다 치매는 초기에 건망증으로 시21 .
작해서 기억력 추상적 사고력 창의력의 상실 판단력의 저하 등이 점차적으로 일어나며, , ,
시간 감각과 방향감각의 상실까지 일어나 결국엔 일상적인 생활을 할 수 없게 되고 결국엔

죽음에 이르게 된다 알츠하이머병의 원인은 여러 연구의 진행이 있었음에도 불구하고 아.
직까지 정확하게 밝혀 진 바가 없으며 단지 신경전달물질인 의 수준을 높이는acetylcholine
것으로 대부분 치료의 목적을 두고 있다 의 분해하는 효소로는 로 알려져 있는. ACh AChE
데 이것은 뇌의 전두엽의 에 존재한다 뇌의 전두엽 은chonlinergic neuron . (basal forebrain)

을 상당수 포함하고 있고 이 부위에 있는 이 인지능cholinergic neuron , cholinergic neuron
력을 관장하고 있는 것으로 보인다 노인성 치매환자에 있어서 시냅스간극의 신경전달물질.
의 농도는 비정상적으로 낮으므로 이 효소의 활성을 억제함으로서 신경전달물질의 농도를

높임과 동시에 인지능 및 학습능의 향상의 효과를 확인할 수 있다. 11-16)
본 연구에서는 자연식용식물자원이 추출물에 대하여 활성 억제물질의 검색과정에서 가AChE
장 높은 활성을 보인 탱자(Poncirus trifoliata 의 추출물로부터 활성물질을 분리하여) ethanol
그것의 활성 억제와 기억력 및 인지학습능력 향상 효과를 확인하고 아울러 그 구조적AChE
특징을 조사하여 실용화 하고자 하였다.
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재료2.

본 연구에서 사용한 식용식물 자원들은 서울 경동시장에서 직접 구입하였다 실험에 사용된.
trimethyltin chloride (TMT), tacrine (9-amino-1,2,3,4 tetra-hydroacridine), acetylthiocholine
iodide, 5,5’-dithio-bis(2-nitro) benzoic acid (DTNB), dimethyl sulfoxide (DMSO),

는3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) Sigma Co. (St.
에서 구입하였고 은Louis, MO, USA) C18-Bondapak column Waters Co. (Milford, MA,

에서 구입하였다 또한 인지능력 향상 실험을 위한 는 대한바이오링크에서USA) . ICR mouse
분양받아 사용하였다 그 밖에 분석에 사용한 시약은 모두 특급 수준의 시약을 사용하였다. .

는PC12 cell line (rat pheochromocytoma cell) American Type Culture Collection (ATCC,
에서 분양받아 사용하였다 에 사용된CRL-1721) . Cell culture RPMI 1640 medium, horse serum

는donor herd, fetal bovine serum and antibiotic-antimycotics Gibco-BRLTM (Gaithersburg,
는 는MD, USA), sodium bicarbonate Sigma Co, filter membrane (pore size: 0.22 m) Millipore

에서 구입하였다Co. (Bedford, MA, USA) .

실험방법3.

가. AChE 저해활성 물질 측정을 위한 in vitro 계 확립assay

차 검색용 시료 추출조건과 방법(1) 1

시료의 선정을 위해 몇 가지 식용식물자원을 선정하여 추출을 하였다 추출방법은 식용식물자.
원의 배수에 해당하는 에탄올 메탄올 클로로포름 헥산 에틸아세테이트 및 냉수를 넣고 하5 , , , , ,
루 동안 하였다 하루가 지난 후 추출된 용매를 회수하고 다시 배수에 해당하는 에탄shaking . 5
올을 넣었다 이 과정을 회 반복하였다 열수를 이용한 추출의 경우 시료의 배수에 해당하. 5 . 10
는 증류수를 넣고 분 후 분 방냉하고 다시 분 후 방랭한 후 상등액을 감30 boiling 30 30 boiling
압 농축하여 사용하였다 추출되어진 용매를 감압농축기를 이용하여 추출물을 건조하였다 건. .
조된 식용식물자원 시료들을 이용하여 차 선정 실험을 실시하였다1 .

(2) In vitro assay계의 확립

식용식물자원을 대상으로 추출조건과 방법에 따라 시료를 추출한 후 에 의한 뇌신AChE
경 전달물질의 분해를 억제 또는 저해하는 물질의 계를 을 이용하여assay PC12 cell line

과 같이Scheme 1-1 in vitro 를 확립하였다assay .
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을 를 함유한 배지에서 배양하여 세포수가PC12 cell antimicotics/antibiotics RPMI-1640
104-106 가 되었을 때cell/ cell㎖ 를 이용하여lysis buffer 로부터cell AChE 를 조제하여

10,000 × g 에서 원심분리 하여 얻은 와 추출한 를crude enzyme 10 sample 10 buffer㎕ ㎕
가 분주되어 있는 에 첨가하고 를 마지막으로 첨가50 96 well plate substrate solution 70㎕ ㎕

하여 에서 분간 시킨다 반응이 끝나면 를 이용하여37°C 15 incubation . microplate reader 405 nm
파장에서 측정한다. 의 농도는 법을 이용하여 측정한다Enzyme protein Bradford .

Scheme 1-1. Measurement of AChE activity

나. AChE 저해활성을 갖는 시료의 검색 및 선정

국내 고유 차죽류 식물자원으로 부터의 저해활성을 본 계에 적용 추출AChE assay ethanol․
물을 대상으로 검색하였다 추출물의 활성을 확인하기 위해 기존에 그 효과가 입증된 으. tacrine
로 농도별 활성비교를 시행하였다.

다. In vitro 세포독성 실험

위의 in vitro 계에 의해 가장 높은 억제효과를 보이는 시료를 선정하고assay AChE ,
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MTT 를 이용하여[(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] assay
여부를 검사하였다cytotoxicity (Scheme 1-2).

Scheme 1-2. Assessment of cytotoxicity by MTT reduction assay.

라. AChE 저해활성 측정을 위한 in vivo 계 확립 선정 시료의 활성검사 및assay ,
독성검사

(1) In vivo 계 확립assay

In vivo 를 위해 를 대한 바이오링크로부터 구입하고 최종선정behavioral test ICR-male mice
시료의 추출물을 과 을 제외한 각 당 제공한control negative control group 400, 800, 1200 /㎎ ㎏
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다 는 의 상대습도를 갖는 에서 사. ICR-male mouse 20-24°C, 30-70% 12-photoperiod chamber
육한다(Scheme 1-3).

Scheme 1-3. In vivo experimental design.

(2) 최종 선정된 억제 시료의AChE in vivo 독성실험

시료의 간 독성을 확인하기 위해 AST (aspartate aminotransferase), ALT (alanine
aminotransferase) 를 이용하여 혈청에서 검사하였다 각각의 기질을 씩 시험관에 넣고kit . 1 ㎖

수조에서 가온한 후 혈청 씩 넣은 후 의 경우 분 의 경우 분간 반응37°C 0.2 AST 60 , ALT 30㎖
시킨 다음 발색액 을 씩 넣고 실온에서 분간 반응시킨 후2,4-dinitrophenyl hydrazine 1.0 20 0.4㎖

을 씩 넣어 반응을 중지 시켰다 반응 중지 분 후에 에서 측정하고 여기N-NaOH 10.0 . 30 505 nm㎖
서 얻은 검량 곡선을 이용하여 효소의 활성단위로 환산하였다.

(3) Y-maze

는 을 섞은 물을 약 주간ICR-male mice sample 3 ad lib의 상태로 공급한다 치매 유발성 물질.
로 을 하여 각각 세 개의 를 갖는 에서 행trimethyltin (TMT) injection , , arms Y-mazeⓐ ⓑ ⓒ
동실험을 실시한다 는 길이 높이 그리고 넓이 로써 각각의. Y-maze 32.5 cm, 15 cm 4 cm arm
을 로 정한 다음 들어간 를 기록했다 를 에 넣고 아무런 자극 없이A, B, C arms . Mouse maze 8
분 동안 자유롭게 움직이도록 둔다 꼬리를 제외하고 에 두 뒷발이 들어간 것을 측정하여. arm
그 수치를 계산하였다(Scheme 1-4).
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Scheme 1-4. Y-maze test

(4) Passive avoidance test

는 을 섞은 물을 약 주간ICR-male mice sample 3 ad lib의 상태로 공급한다 치매 유발성 물질.
로 을 하며 이 실험은 실제 실험에 들어가기 하루 전 기억상자와 같은 장소에서TMT injection ,

을 시킨 다음 행동실험을 실시한다training . 모든 를 실험 상자에서 적응 훈련 명 실mice ( ( ) -明

명 실 쇼크 없음 명 실 쇼크 있음 을 실시한 후에 시간 후에 쇼크는 없고 빛은 있는( ) , - ( ) , ) 24明 明

상태에서 마리당 동안 실험한다1 300 sec (Scheme 1-5).

Scheme 1-5. Passive avoidance test.
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마 추출법 확립 및 예비정제.

추출법 확립(1)

선정된 시료를 에서 표시한 방법으로 추출 하였다 경동 시장에서 직접 구입한Scheme 1-6 .
시료를 위의 추출 방법에 따라 시료의 배에 해당하는 양의 을 이용해 회 추출한 후5 ethanol 5
감압 농축하여 시료를 추출물을 조제하였다ethanol .

예비정제법의 확립(2)

In vitro 계를 통해 선정된 시료를 로 추출하고 추출된 는assay ethanol crude ethanolic extract
물에 녹여 을 넣어 시간 후에 용매층을 분리하는 과정을 번 반복하고hexane 24 3 chloroform,

순으로 같은 방법을 이용하여 각각 일 동안 분획과정을 거친다ethyl acetate 3 (Scheme 1-7).
을 통해 얻은 시료의 활성을 확인한 후 과 같이 예비정제단계를Solvent partition , Scheme 1-8

확립하였다.

Scheme 1-6. Preparation of ethanolic extracts from Poncirus trifoliata.
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Scheme 1-7. Solvent partition of ethanolic extract from Poncirus trifoliata.
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예비 정제단계Scheme 1-8.

(3) Open column chromatography

후 선정된 분획을 대상으로 를 실시한Solvent partition , silica gel open column chromatography
다. 선정된 분획을 감압 농축하여 을 준비해놓고 를 가열하여 활성화 시킨 후 이sample silica ,

를 으로 현탁하여 에 충전시킨다 충전된 에 선정된 분획의silica chloroform column . column
을 하고 에탄올과 의 농도 기울기를 이용하여sample loading , chloroform 정제를 실시한다 각각.

분리된 분획 총 개의 분획 을 일정량 취하여( 33 ) (1 / ) AChE㎎ ㎖ 저해 활성을 측정하고 그 중 가

장높은저해활성을보이는분획을선정한다.

(4) Preparative thin layer chromatography (PLC)

를 통해 얻은 시료의 활성을 확인한 후 선정된 획분을Open column chromatography ,
를 사용하여preparative silica-gel plate (glass, 200 × 200 mm) preparative thin layer

chromatography 를 실시하였다 선정 획분을 농도로 에 녹이고(PLC) . 2 × 0.1 / methanol㎎ ㎖
씩 회 하여 건조시킨다 과 으로 전개시킨 후0.5 8 spotting . Chloroform ethanol (99.5:0.5, v/v)㎕
를 분리하여band AChE 저해 활성을 측정하였다.
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(5) High performance liquid chromatography (HPLC)

로부터 분리한 밴드의 활성을 확인 한 후PLC -Bondapakμ TM C18 을 이용한 를column HPLC
통하여 활성 물질을 분리 하였다 의 과 물의 직선농도 구배로 변화를 주어. 0-100% ethanol 90
분간 실행하였다 파장 범위는 로 설정하고 는 분당 로 하였으며 한. 190-800 nm flow rate 0.5 ㎖
번에 씩 시료 주입을 하였다 사용 용매는 특급 과 차 증류수를 사용하였다10 . ethanol 3 .㎕

Instrument Waters 2690 　 　

Detector Waters 996 (PDA: photodiode array detector)

Column - Bondapak Cμ 18

(reverse phase, 3.9 × 300 mm)

Flow rate 0.5 /min㎖

Mobile phase 0 % 100 % ethanol (gradient elution )～

Injection volume 10 ㎖ 　　 　

바 정제된. AChE 저해 활성물질 구조분석

선정된 시료에서 정제된 물질을 1 과H-NMR (Fig. 1-2A) 13 를 이용하여C-NMR (Fig. 1-2B)
측정하였으며 를 이용하여 그 구조와 를, Electronic ionization (EI) mass (Fig. 1-3) mass size
확인하였다.

사 선정된 시료로부터 분리한 신경전달물질 분해효소 억제물질의 차. 2 in vivo test.

(1) In vivo assay계 확립 및 구조가 밝혀진 활성물질의 활성측정

활성물질로 밝혀진 시료의 in vivo 활성측정을 위해서 를 준비하고 최종선, ICR-male mice
정 시료를 각 당 각각 및 의 농도로 일반사료에 섞어서group 0.0003, 0.0006, 0.0012, 0.0024%
제공한다 는 의 상대습도를 갖는. ICR-male mice 20-24°C, 30-70% 12 hr-photoperiod

에서 사육한다 신경독성 물질인 를chamber . TMT injection (2.5 / body weight of mice,㎎ ㎏
한 후single dose) in vivo 활성을 시험한다.
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(2) Y-maze test

위의 조건처럼 에 와 선정시료를 약 주간ICR-male mice food 3 ad lib의 상태로 공급한다 치매 유.
발성 물질로는 를 복강투여하고 각각 세 개의 를 갖는 에서 행동실TMT , , arms Y-mazeⓐ ⓑ ⓒ
험을 실시한다 는 길이 높이 그리고 넓이 로써 각각의 을. Y-maze 32.5 cm, 15 cm 4 cm arm A, B,
로 정한 다음 들어간 를 기록했다 를 에 넣고 아무런 자극 없이 분 동안 자유C arms . Mouse arm 8
롭게 움직이도록 둔다 꼬리를 제외하고 에 두 뒷발이 들어간 것을 측정하여 그 수치를 계산하. arm
였다.

(3) Passive avoidance test

와 같은 조건으로 에 와 선정시료를 약 주간Y-maze test ICR-male mice food 3 ad lib의 상태
로 공급한다 치매 유발성 물질로는 를 복강투여하여 기억력 실험을 실시한다 이 실험은. TMT .
실제 실험에 들어가기 전날에 기억상자와 같은 장소에서 을 시킨 다음 행동실험을 실training
시한다. 모든 를 실험 전날 실험 상자에서 적응 훈련 명 실 명 실 쇼크 없음 명mice , ( ( ) - ( ) , -明 明

실 쇼크 있음 을 실시한 후 시간 뒤에 쇼크는 없고 빛은 있는 상태에서 마리당( ) , ) , 24 1 300明

동안 실험한다sec .

적출된 뇌 조직을 이용한 측정 및 지질과산화도 측정(4) AChE activity

행동실험 완료 후 의 뇌조직을 적출하여 균질화 하고 활성도 및 지질과산화도를 측, mice AChE
정하였다 는 의 활성도를 높여 신경전달물질의 분해를 유발하며 산화적인 스트레스. TMT AChE
로 신경세포의 괴사 및 사멸을 초래하므로 본 연구에서 밝혀진 활성물질의 섭취가 실제 쥐의 뇌

조직에서 어떠한 영향을 미치는지 확인해보았다.

활성물질의(5) in vivo상의 독성실험

간 독성을 보기위해 를 이용하여 혈청에서 검사하였다 각각의 기질을AST, ALT kit . 1 ㎖
씩 시험관에 넣고 37°C 수조에서 가온한 후 혈청 씩 넣은 후 의 경우 분0.2 AST 60 , ALT㎖
의 경우 분간 반응시킨 다음 발색시약 을 씩 넣고 실온30 2,4-dinitrophenyl hydrazine 1.0 ㎖
에서 분간 반응시킨 후 을 씩 넣어 반응을 중지 시켰다 반응 중지20 0.4 N-NaOH 10.0 .㎖
분 후에 에서 측정하고 여기서 얻은 검량 곡선을 이용하여 효소의 활성단위로 환30 505 nm

산하였다.
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아 신경전달물질 분해효소 억제물질의 공업적 실용화.

최종적으로 선정된 시료들로부터 추출조건의 최적화 및 공업적 수준의 정제방법 확립(1)

활성 물질의 공업적 실용화를 위해 추출 온도 시간 및 가공조건 시험을 해보았다 시료 으, . 20 kg
로부터 항치매 활성 성분을 공업적으로 대량 추출하기 위해 용 이 부착된 추출10 L steam jacket
기를 사용하였다(Scheme 1-9).

항치매 활성물질의 공업적 실용화Scheme 1-9.

연질 캡슐 제작(2)

시료의 추출 분말 에 소맥 배아유를 미강 추출물 베타카로틴100 30-50%, 10-20%, 1-3%,㎎
레시틴 토코페롤 등을 부형제로 사용하고 맛을 고려하여 생강추출물 인삼분등의1-2%, 1% , ,
각종 추출물을 미량 첨가하였다.
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드링크제 제작(3)

시료의 추출 분말의 이용하여 내용액 제제를 만들었다 제재의 맛 향 안정성 등을 고려하여, ,
감미제로 포도당 액상 과당 올리고당 벌꿀 등을 시용하였으며 교미제로서 식염D-sorbitol, , , , ,
호박산나트륨을 산미제 및 조절제로 구연산을 사용하였다 항산화제로 비타민 와 방부제, pH . C
로 안식향산나트륨을 첨가하였다 그 외에 식미 향상을 위해 사과과즙 같은 과일과즙을 혼합해.
준다 주성분의 배합은 으로 하여 조제 하였다. 100 .㎎

과립제 제제(4)

시료의 추출 분말 300 ㎎에 부형제로 유당 700 ㎎ 옥수수 전분, 3.5 ㎎ 산미제로 구연산, 5 ㎎
을 혼합하고 한 후 제과 하였으며 함습도를 시험한 후 정립하고 최종 혼합하였다spray dry .

자 제품의 외관 및 안정성 검사.

본 연구에서 개발된 제품들은 생약 추출물 함유 제제의 적용범위에 속하므로 외관검사는 개6
월 유효사용기간은 년이므로 이에 준하는 가혹실험 고온 고압 을 실시하여 제품의 외관과, 2 ( , )
미생물 검사를 실시하였다.

실험결과4.

가. AChE 저해활성을 갖는 시료의 검색 및 선정

국내 고유 차죽류 생물자원의 추출물을 대상으로 저해활성을 검색한 결과AChE , Table․
과 에서 나타난 것처럼 탱자 추출물이 가장 높은 의 활성을 보였다 탱자 추1-1 Fig. 1-1 52% .

출물의 활성을 확인하기 위해 기존에 그 효과가 입증된 을 농도별로 처리하고 활성비교tacrine
를 수행하였다(Fig. 1-2).
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Table 1-1. Inhibitory effect of the Korean edible plants extract against AChE
Koreanname Common name Scientific name Inhibition(%)
부자 Aconiti Tuber Aconitum carmichaeliDebeaux 18.3
잔대 Adenophorae Radix Adenophora tryphilla var.Japonica 36.1
자소엽 Beefsteak plant Perilla frutescens 27.0
산약 Chinese yam shan yao Dioscorea opposita 21.4
계피 Cinnamon Cinnamomum loureirii 23.0
유자 Citron Citrus junos 22.6
미나리 Dropwort Oenanthe siolonifera 24.6
가시오가피

Eleutheroccus senticosusMAXIM Acanthopanax senticosus 17.6
생강 Ginger Zingiber officinale 25.2
고추 Hot pepper Capsicum annuum 23.6
유근피 Japanese Elm Ulmus davidiana var.japonica 22.5
목단피 Moutan cortex radicis Paeonia suffruticosa Andr. 28.2
질경이 Plantaginis semen Plantago asiatica 29.3
깻잎 Sesame Perilla frutescens (leaf) 28.1
돈나물 Stonecrop Sedum sarmentosum 20.9
탱자 Trifoliate orange Poncirus trifoliata 52.0
동과 Wax gourd Benincasa cerifera Savi. 19.6
취나물 Wild Aster Ligularia fischeri 27.0
들국화 Wild chrysanthemum Chrysanthemum morifolium 20.9
달래 Wild rocambole Allium monanthum 28.3
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KoreanName Common name Scientific name Inhibition(%)

택사 Channelled waterplantain Alisma canaliculatum 51.3
대파 Spring onion Allium fistulosum 17.6
양파 Onion Allium cepa 16.6
쪽파 Stone-leek Allium fistuosum 36.4
당귀 Angelicae gigantis radix Angelica gigas 43.0
냉이 Shepherd's purse Capsella bursa-pastoris 21.7
홍화씨 Safflower seed Carthamus tinctorius (seed) 39.5
모과 Chaenomelis fructus Chaenomeles sinensis 22.5
치커리 Cichory Cichorium intybus 4.9
유자 Citron Citrus junos 22.6
산수유 Cornus fruit Cornus officinalis 19.3
음양곽

Epimedium koreanumNAKAI Epimedium koreanum 45.6
얼레지 Dog's-tooth violet Erythronium japonicumDescaisne 12.0
검실 Gordon euryale Euryale ferox 17.1
들깨 Perilla Perilla frutescens 20.1
질경이씨 Plantaginis semen (seed) Plantaginis Semen 23.3
석류 Pomegranate Punica granatum 27.6
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Fig. 1-1. Inhibitory effect of ethanolic extracts obtained from Korean edible plants against
AChE.
1: Aconitum carmichaeli Debeaux, 2: Adenophora tryphilla var. Japonica, 3: Perilla
frutescens, 4: Dioscorea opposita, 5: Cinnamomum loureirii, 6: Citrus junos, 7: Oenanthe
siolonifera, 8: Acanthopanax senticosus, 9: Zingiber officinale, 10: Capsicum annuum, 11:
Julmus davidiana var. japonica, 12: Paeonia suffruticosa Andr., 13: Plantago asiatica, 14:
Perilla frutescens (leaf), 15: Sedum sarmentosum, 16: Poncirus trifoliata, 17: Benincasa
cerifera Savi., 18: Ligularia fischeri 19: Chrysanthemum morifolium, 20: Allium monanthum

Fig. 1-2. Inhibitory effect of tacrine against acetylcholinesterase (AChE).
Group T is treated with various concentrations of tacrine (nM).
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나. In vitro 세포독성 실험

위의 in vitro 계에서 가장 높은 저해 활성을 보이는 탱자를assay AChE MTT
를 이용하여[(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] assay

여부를 검사하였다 선정된 탱자 추출물에서 유의적인 독성은 관찰되지 않았다cytotoxicity .
(Fig. 1-3).
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Fig. 1-3. Effect of the Poncirus trifoliata on cytotoxicity.
Group C was untreated control culture.
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다. AChE 저해활성 측정을 위한 in vivo 계 확립 과 선정 시료의 활성 및 독성검사assay

(1) 최종 선정된 억제 활성물질의AChE in vivo 독성실험

Poncirus trifoliata 식이 전후의 에서 비정상적인 변화는 발견되지 않extract body weight․
았다 특히 농도에 관계없이 각 의 모든 의 생존율이 였으며(Fig. 1-4). group mice 100% , serum
의 변화도 결과 유의성을 보이지 않음으로서 선정된 시료의 독성은AST, ALT SAS analysis
없는 것으로 확인되었다(Figs. 1-5, 6).

Fig. 1-4. Body weight of mice.
Duncan’s multiple range test of SAS (statistical analysis system) showed no significant
differences (P<0.05). Data represent the mean (n=8) ± S.D.
Control: Normal diet and untreated TMT group

TMT: Treated with TMT and diet group
Pt 400: Treated with TMT and diet group (400 / )㎎ ㎏
Pt 800: Treated with TMT and diet group (800 / )㎎ ㎏
Pt 1200: Treated with TMT and diet group (1,200 / )㎎ ㎏
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Fig. 1-5. AST (aspartate aminotransferase) activity in serum of Poncirus trifoliata extract
diet mice.
Poncirus trifoliata was added in water for 24 day. Mice were injected (2 / body weight㎎ ㎏
of mice) with TMT or equal volume of saline (control) for test. Duncan’s multiple range test
of SAS (statistical analysis system) showed no significant differences (P<0.05). Data
represent the mean (n=8) ± S.D.

Pt 400: Treated with TMT and diet group (400 / )㎎ ㎏
Pt 800: Treated with TMT and diet group (800 / )㎎ ㎏
Pt 1200: Treated with TMT and diet group (1,200 / )㎎ ㎏
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Fig. 1-6. ALT (alanine aminotransferase) activity in serum of Poncirus trifoliata extract diet
mice.
Poncirus trifoliata was added in water for 24 day. Mice were injected (2 / body weight of㎎㎏
mice) with TMT or equal volume of saline (control) for test. Duncan’s multiple range test of
SAS (statistical analysis system) showed no significant differences (P<0.05). Data represent
the mean (n=8) ± S.D.

Pt 400: Treated with TMT and diet group (400 / )㎎ ㎏
Pt 800: Treated with TMT and diet group (800 / )㎎ ㎏
Pt 1200: Treated with TMT and diet group (1,200 / )㎎ ㎏
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(2) Y-maze

는 을 섞은 물을 약 주간ICR-male mice sample 3 ad lib의 상태로 공급한다 치매 유발성 물질.
로 를 하여 각각 세 개의 를 갖는 에서 행동실험을 실시TMT injection , , arms Y-mazeⓐ ⓑ ⓒ
한다 및 이 의 운동능력에는 영향을 주지 않았으며 이 공. TMT sample mouse (Fig. 1-7), sample
급된 에서 기억력이 향상되었음을 알 수 있다group (Fig. 1-8).

Fig. 1-7. The number of arm entries in Y-maze test.
Duncan’s multiple range test of SAS (statistical analysis system) showed no significant
differences (P<0.05). Data represent the mean (n=8) ± S.D.
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Fig. 1-8. TMT-induced learning and memory impairments in mice.
Protective effect of Poncirus trifoliata extract against the TMT induced memory impairment
in Y-maze test. Spontaneous alternation behaviors were measured during 8 min. Data
represent the mean (n=8) ± S.D. (*P < 0.05 vs. Control group, #P < 0.05 vs. TMT group).
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(3) Passive avoidance test

는 을 섞은 물을 약 주간ICR-male mice sample 3 ad lib의 상태로 공급한다 치매 유발성 물질.
로 을 하며 이 실험은 실제 실험에 들어가기 하루 전 기억상자와 같은 장소에서TMT injection ,

을 시킨 다음 행동실험을 실시한다training . 모든 를 실험 상자에서 적응 훈련 명 실mice ( ( ) -明

명 실 쇼크 없음 명 실 쇼크 있음 을 실시한 후에 시간 후에 쇼크는 없고 빛은 있는( ) , - ( ) , ) 24明 明

상태에서 마리당 동안 실험한다1 300 sec . 본 실험에서 과의 효과를 비교했을 때sample ,
투여한 군에서 현격히 학습능력이 떨어짐을 보였으나 시료투여로 인한 학습능TMT

력 보호 및 증진 효과가 나타났다(Figs. 1-9, 10).

Fig. 1-9. Effect of Poncirus trifoliata extract on step-through latency in the passive avoidance
test.
Protective effect of Poncirus trifoliata extract against the TMT induced memory impairment
in passive avoidance test. The testing trial was given 1 day after the training trial. Data
represent the mean (n=8) ± S.D. (*P < 0.05 vs. Control group, #P < 0.05 vs. TMT group).
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Fig. 1-10. Effect of Poncirus trifoliata extract on step-through latency in the passive
avoidance test.
Data represent the mean (n=8) ± S.D. (*P < 0.05 vs. Control group, #P < 0.05 vs. TMT
group).
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라. Poncirus trifoliata 추출물로부터 저해 활성물질 탐색AChE

(1) Solvent partition

최종 선정된 Poncirus trifoliata의 를 극성도에 따라 분획한 다음 각crude ethanolic extract
분획의 에 대한 효소 활성을 검색하였다 의 순으로 분AChE . Hexane, chloroform, ethyl acetate
획한 결과 에서 가장 높은 활성을 보였다chloroform layer (Fig. 1-11).
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Fig. 1-11. Inhibitory effect of each solvent partition against AChE from Poncirus trifoliata
extract.

H : Hexane
C : Chloroform
E : Ethyl acetate
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(2) Open column chromatography

후 선정된 분획을 대상으로 를 실시한Solvent partition , silica gel open column chromatography
다. 선정된 분획을 감압 농축하여 을 준비해놓고 를 가열하여 활성화 시킨 후 이sample silica ,

를 으로 현탁하여 에 충전시킨다 충전된 에 선정된 분획의silica chloroform column . column
을 하고 에탄올과 의 농도 기울기를 이용하여sample loading , chloroform 정제를 실시한다 각각.

분리된 분획 총 개의 분획 을 일정량 취하여( 33 ) (1 / ) AChE㎎ ㎖ 저해 활성을 측정하고 그 중 가

장 높은 저해활성을 보이는 분획을 선정한다. 에 보이는 바와 같이 두 번째 분획에서Fig. 1-12
의가장높은54% AChE 저해 활성도가 나타났다.

Fig. 1-12. Inhibitory effect of Poncirus trifoliata extract fractions by the silica-gel open
column chromatography.
The eluants were the mixture of chloroform and ethanol. The highest inhibitory activity of
AChE was 54% of the second fraction. The sample concentration was 1 / . Data represent㎎ ㎖
the mean (n=4) ± S.D.
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(3) Preparative thin layer chromatography (PLC)

를 통해 얻은 시료의 활성을 확인한 후 선정된 획분을Open column chromatography ,
를 사용하여preparative silica-gel plate (glass, 200 × 200 mm) preparative thin layer

chromatography 를 실시하였다 선정 획분을 농도로 에 녹이고(PLC) . 2 × 0.1 / ethanol 0.5㎎ ㎖
씩 회 하여 건조시킨다 과 으로 전개시킨 후8 spotting . Chloroform ethanol (99.5:0.5, v/v) band㎕
를 분리하여 저해 활성을 측정하였다 분리된 밴드의 순서대로 저해활성을 확인AChE . AChE
한 결과 번째 밴드에서 가장 높은 활성을 보였다8 (Fig. 1-13).

Fig. 1-13. Inhibitory effect of separated bands of Poncirus trifoliata extract by the preparation
TLC.
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(4) High performance liquid chromatography (HPLC)

로부터 분리한 밴드의 활성을 확인 한 후PLC , -Bondapakμ TM C18 을 이용한 를column HPLC
통해 활성 물질을 분리 하였다 의 과 차 증류수의 직선농도 구배로(Fig. 1-14). 0-100% ethanol 3
변화를 주어 분간 분리를 실행하였다 파장 범위는 로 설정하고 는 분90 . 190-800 nm flow rate
당 로 하였으며 한번에 씩 시료 주입을 하였다 사용 용매는 특급 을 사용하0.5 10 . ethanol㎖ ㎕
였다.

Fig. 1-14. Isolation of active compounds from Poncirus trifoliata extract by HPLC.
Column: -Bondapakμ TM C18 column (3.9 mm × 300 mm),
Flow rate: 0.5 /min, Injection volume: 10㎖ ㎕
Mobile phase: 90 min, Detector: PDA
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마 정제된 저해 활성물질 구조분석. AChE

Poncirus trifoliata 로부터 정제된 물질을extract 1 과H-NMR (Fig. 1-15A) 13C-NMR (Fig.
를 이용하여 측정하였으며 를 이용하여1-15B) , Electronic ionization (EI) mass (Fig. 1-16)

그 구조와 를 확인하였다 그 결과 활성물질은 분자량 의 으로mass size . , 216 m/z methoxsalen
확인되었다(Fig. 1-17).
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Fig. 1-15. 13C/1H-NMR spectrum of AChE inhibitor isolated from Poncirus trifoliate
extract.
13C/1H NMR was operated at 600 MHz and 25°C (Avance-600, Bruker, Karlsruhe,
Germany; 1H-NMR spectrum (A), 13C-NMR spectrum (B)). Sample (1.5 ) was dissolved㎎
in methyl-d3alcohol-dl (MeOD).
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Fig. 1-16. EI-MS spectrum of AChE inhibitor isolated from Poncirus trifoliata.
The spectrum was recorded on positive ion EI mass spectrometer (JMS 600, JEOL, Japan).

Fig. 1-17. Chemical structure of methoxsalen.
Molecular formula: C12H8O4, Molecular weight: 216.18.
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바 선정된 시료로부터 분리한 신경전달물질 분해효소 억제물질의 차. 2 in vivo test

(1) In vivo assay계 확립 및 의 활성측정methoxsalen

활성물질로 밝혀진 의methoxsalen in vivo 활성측정을 위해서 를 준비하고 최, ICR-male mice
종선정 시료를 각 당 각각 및 의 농도로 일반사료에 섞어group 0.0003, 0.0006, 0.0012, 0.0024%
서 제공한다 는 의 상대습도를 갖는. ICR-male mice 20-24°C, 30-70% 12 hr-photoperiod

에서 사육한다 신경독성 물질인 를chamber . TMT injection (2.5 / body weight of mice,㎎ ㎏
한 후single dose) in vivo 활성을 시험한다.

(2) Y-maze test

위의 조건처럼 에 와 선정시료를 약 주간ICR-male mice food 3 ad lib의 상태로 공급한다 치매 유.
발성 물질로는 를 복강투여하고 각각 세 개의 를 갖는 에서 행동실TMT , , arms Y-mazeⓐ ⓑ ⓒ
험을 실시한다 는 길이 높이 그리고 넓이 로써 각각의 을. Y-maze 32.5 cm, 15 cm 4 cm arm A, B,
로 정한 다음 들어간 를 기록했다 를 에 넣고 아무런 자극 없이 분 동안 자유C arms . Mouse arm 8
롭게 움직이도록 둔다 꼬리를 제외하고 에 두 뒷발이 들어간 것을 측정하여 그 수치를 계산하. arm
였다 의 투여가 의 운동능력에는 영향을 미치지 않았지만 인지능에서 유의. TMT mice (Fig. 1-18B),
적인 감소를 나타났다 반면 본 연구에서 활성물질로 밝혀진 을 식이한 실험군에서는. , methoxsalen
인지능이 유의적으로 향상되었음을 확인할 수 있었다(Fig. 1-18A).
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Fig. 1-18. Protective effect of methoxsalen against spontaneous alteration behavior in
TMT-induced amnesic mice.
The Y-maze test was performed 2 days after the TMT injection (0.0025 /g body㎎
weight). Spontaneous alteration behavior (A) and the number of arm entries (B) were
measured over 8 min. Data represent the means (n=9) ± S.D. Control animals were injected
with saline (0.85%, w/v, 100 ). TMT group was injected with a single dose of TMT㎕
(0.0025 /g body weight of mice). Duncan’s multiple range test of SAS indicates a㎎
significant difference (*p < 0.01 vs. control group, #p < 0.01 vs. TMT group).
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(3) Passive avoidance test

와 같은 조건으로 에 와 선정시료를 약 주간Y-maze test ICR-male mice food 3 ad lib의 상태
로 공급한다 치매 유발성 물질로는 를 복강투여하여 기억력 실험을 실시한다. TMT .

은 를 주사하지 않은 에 비해서 유의적으로 저하된 기억학습TMT group TMT control group
능력을 나타내었고 를 식이한 들에서는 의 학습능력 활성과 비, methoxsalen group control group
교할 때 거의 같거나 상회하는 인지능력의 회복을 확인하였다 에서와 마찬가지로. Y-maze test
활성물질로 규명된 이 로 유발된 기억학습능력 저해를 효과적으로 보호 회복methoxsalen TMT /
시켜준 것을 알 수 있다(Fig. 1-19).

Fig. 1-19. Protective effects of methoxsalen against TMT-induced step through latency
impairments of ICR mice.
The passive avoidance test was performed 2 days after the TMT injection (0.0025 /g body㎎
weight of mice). Control animals were injected with saline (0.85%, w/v, 100 ). TMT group㎕
was injected with a single dose of TMT (0.0025 /g body weight). Data represent the mean㎎
latency (n=9) ± S.D. Duncan’s multiple range test of SAS indicates a significant difference (*p
< 0.01 vs. control group, #p < 0.01 vs. TMT group).
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적출된 뇌 조직을 이용한 측정 및 지질과산화도 측정(4) AChE activity

행동실험 완료 후 의 뇌조직을 적출하여 균질화 하고 활성도 및 지질과산화도를 측, mice AChE
정하였다 는 의 활성도를 높여 신경전달물질의 분해를 유발하며 산화적인 스트레스로. TMT AChE
신경세포의 괴사 및 사멸을 초래하므로 본 연구에서 밝혀진 활성물질인 이 실제 쥐, methoxsalen
의 뇌조직에서 어떠한 영향을 미치는지 확인해보았다 그 결과 와 뇌조직의 지질과. , AChE activity
산화도 모두 의 식이가 로 인한 손상에 유의적인 보호효과를 나타내었다methoxsalen TMT .
(Table 1-2, Fig. 1-20).

Table 1-2. Inhibitory effects of methoxsalen agaist AChE in the brains of ICR mice.

Brain tissues were dissected from the mice immediately after behavior tests to evaluate the
activity of AChE. Data represent the mean latency (n=9) ± S.D. Controla = Saline injected
(0.85%, w/v, 100 ). TMT㎕ b = TMT injected only (0.0025 /g body weight of mice).㎎
Duncan’s multiple range test of SAS indicates a significant difference (*p < 0.01 vs. control
group, #p < 0.01 vs. TMT group).
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Fig. 1-20. Inhibitory effect of methoxsalen against TMT-induced lipid peroxidation in the
brains of ICR mice.
Control animals were injected with saline (0.85%, w/v, 100 ). TMT group was injected㎕
with a single dose of TMT (0.0025 /g body weight of mice). Brain tissues were㎎
dissected from the mice immediately after behavior tests to assess the level of MDA.
Levels of MDA were evaluated spectrophotometrically using 1,1,3,3-tetramethoxypropane as
a standard. Data represent the means (n = 9) ± S.D. Duncan’s multiple range test of SAS
indicates a significant difference (*p < 0.01 vs. control group, #p < 0.01 vs. TMT group).
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활성물질의 측정을 위한 간독성 실험(5) acute toxicity

활성물질로 확인된 의 농도에 관계없이 각 의 모든 의 생존율이methoxsalen group mice 100%
였고 의 변화도 결과 유의적인 차이를 나타내지 않았다, serum AST, ALT SAS analysis
(Figs. 1-21, 22).

Fig. 1-21. AST activity in the serum of methoxsalen mixed diet mice.
Control animals were injected with saline (0.85%, w/v, 100 ). TMT group was injected㎕
with a single dose of TMT (0.0025 /g body weight of mice). Blood serum was collected㎎
from the mice immediately after behavior tests to assess the activity of AST. Data
represent the means (n = 6) ± S.D. The statistical significance of differences among
groups was calculated by one-way ANOVA. (*p < 0.01 vs. control group, #p < 0.01 vs.
TMT group).
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Fig. 1-22. ALT activity in the serum of methoxsalen mixed diet mice.
Control animals were injected with saline (0.85%, w/v, 100 ). TMT group was injected㎕
with a single dose of TMT (0.0025 /g body weight of mice). Blood serum was collected㎎
from the mice immediately after behavior tests to assess the activity of ALT. Data
represent the means (n = 6) ± S.D. The statistical significance of differences among groups
was calculated by one-way ANOVA. (*p < 0.01 vs. control group, #p < 0.01 vs. TMT
group).
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사 신경전달물질 분해효소 억제물질의 공업적 실용화.

대량 추출 및 대량정제법 확립(1)

활성 물질의 공업적 실용화를 위해 추출 조건과 가공조건 시험을 해보았으며 대량생산에 별다,
른 문제가 발견되지 않았다(Figs. 1-23, 24, 25).

Fig. 1-23. Inhibitory effect of Poncirus trifoliate extract against AChE.
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Fig. 1-24. Effect of extraction temperature of Poncirus trifoliate on AChE activity.
Sample concentration was 1 / .㎎ ㎖

Fig. 1-25. Effect of extraction time of Poncirus trifoliate on AChE activity.
Sample concentration was 1 / .㎎ ㎖
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추출물의(2) 공업적 식품화 시험

드링크제 및 농축액 제작 시험-

연질 캡슐제작 시험-
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과립제제 제작 시험-

제품의 외관 및 안정성 검사(3)

상기 제품들은 생약 추출물 함유 제제의 적용범위에 속하므로 외관검사는 개월 유효사용기6 ,
간은 년이므로 이에 준하는 가혹실험 고온 고압 을 실시하여 제품의 외관과 미생물 검사를2 ( , )
실시하였다(Tables 1-3, 4).
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제품의 미생물검사Table 1-3.

연질 캡슐 제제의 저장 조건 개월- : 37 , 1℃
세균 진균 대장균 황색포도상구균

탱자 1×102 이하 1×102 이하 불검출 불검출

드링크제제의 저장조건 개월- : 37 , 1℃
세균 진균 대장균 황색포도상구균

탱자 1×102 이하 1×102 이하 불검출 불검출

과립 제품 저장 조건 개월- : 37 , 1℃
세균 진균 대장균 황색포도상구균

탱자 1×102 이하 1×102 이하 불검출 불검출

연질 캡슐제제 저장 조건 개월- : 50 , 1℃
세균 진균 대장균 황색포도상구균

탱자 1×102 이하 1×102 이하 불검출 불검출

드링크제제의 저장조건 주일- : 50 , 1℃
세균 진균 대장균 황색포도상구균

탱자 1×102 이하 1×102 이하 불검출 불검출

과립 제품 저장 조건 개월- : 50 , 1℃
세균 진균 대장균 황색포도상구균

탱자 1×102 이하 1×102 이하 불검출 불검출
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제품의 외관검사Table 1-4.

연질 캡슐제제의 저장조건 개월- : 37 , 1℃
침전물 이취 이미 변색

탱자 없음 없음 없음 없음

드링크제제의 저장 조건 개월- : 37 , 1℃
침전물 이취 이미 변색

탱자 없음 없음 없음 없음

-과립제제의 저장 조건 개월: 37 , 1℃
침전물 이취 이미 변색

탱자 없음 없음 없음 없음

연질 캡슐제제의 저장 조건 주일- : 50 , 1℃
침전물 이취 이미 변색

탱자 없음 없음 없음 없음

드링크제제의 저장 조건 주일- : 50 , 1℃
침전물 이취 이미 변색

탱자 없음 없음 없음 없음

과립제제의 저장 조건 주일- : 50 , 1℃
침전물 이취 이미 변색

탱자 없음 없음 없음 없음
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제 절 뇌신경세포 상해로부터 뇌세포를 보호하는 유효성분의 건강기능2

식품화

서설1.

고유의 식용식물 자원으로부터 유발 뇌신경 독성 저해 미량소재를 검색하고 이를 소재화Aβ
시키고자 한다 는 개의 아미노산이 모여 형성되는 물질이고 그 구성 단백질. A 40-42 peptideβ
이 년에 이르러서 규명 되었다 또한 를 이루는 유전자는 염색체 번에 존재하며1987 . , A 21 , Aβ β
의 전구단백질 로부터 와 라고 불리는 단백질 분해효소에 의해(APP) -secreatase -secreataseβ γ
생성된다 에서 중요한 로 생각되어지고 있다 에서의 뇌(Fig. 2-1). AD pathogenetic material . AD
신경세포 괴사의 원인은 아직 명확하게 밝혀지진 않았지만 의 생성oxygen free radical , ROS
와 같은 가 뇌신경세포 파괴 및 와 관련되어 있을 것으로 추정된oxidative injury pathogenesis
다 환자의 에서 이들. AD brain oxidative stress (ROS, lipid peroxidation, protein modification,

의 증가는 증명되고 있으며 이러한 생리적 대사 이상은mitochondrial DNA oxidation) amyloid
와 와 같은 고유의 임상적 결과를 초래한다 또한 는plaques NFT AD brain . A intracellularβ

를 유발시키고 궁극적으로 를 유도하여 와 뇌신경세포 파괴는free radical status cell death Aβ
상관성이 있는 것으로 보인다 에 의한 등의 생성은. A ROS, free radical A -induced freeβ β

의 추정을 가능하게 하기 때문에 이들에 대한 연구는 매우 중요radical-mediated neurotoxicity
하다. 17-22)

노인성 치매의 원인물질인Fig. 2-1. A 의 형성과 응집과정peptideβ

본 연구에서 선정된 석류[ ,石榴 Punica granatum 는 지름 에 둥근 모양을 하고 있으] 6 8 cm∼
며 단단하고 노르스름한 껍질이 감싸고 있고 과육 속에는 많은 종자가 있다 먹을 수 있는 부, .
분이 약 인데 과육은 새콤달콤한 맛이 나고 껍질은 약으로 쓴다 종류는 단맛이 강한 감20% , .
과와 신맛이 강한 산과로 나뉜다 원산지는 서아시아와 인도 서북부 지역이며 한국에는 고려.
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초기에 중국에서 들어온 것으로 추정된다 현재 중부와 남부지방에서 정원수와 과수로 재배한.
다 주요 성분은 당질 포도당 과당 이 약 를 차지하며 유기산으로는 새콤한 맛을 내는 시. ( · ) 40%
트르산이 약 들어 있다 수용성 비타민 나이아신 도 들어 있으나 양은 적다 껍질1.5% . (B1·B2· ) .
에는 타닌 종자에는 갱년기 장애에 좋은 천연식물성 에스트로겐이 들어 있다 열매와 껍질 모, .
두 고혈압 동맥경화 예방에 좋으며 부인병 부스럼에 효과가 있다 특히 이질이 걸렸을 때 약효· , · .
가 뛰어나고 휘발성 알칼로이드가 들어 있어 기생충 특히 촌충 구제약으로 쓴다 과즙은 빛깔, , .
이 고와 과일주를 담그거나 농축과즙을 만들어 음료나 과자를 만드는 데 쓴다 올리브유와 섞.
어 변비에 좋은 오일을 만들기도 한다.
본 연구에서는 고유의 식용 식물자원으로부터 유발 뇌신경 독성 저해 미량소재를 검색하Aβ
였고 검색결과 가장 높은 신경독성 저해율을 보인 석류(Punica granatum 를 선정하여) ethanol
추출을 한 뒤 저해물질을 분리 정제하여 활성물질의 뇌신경 독성 저해 효과와 인지력 향상 효, ·
과를 확인했다 또한 분리한 활성물질의 구조적 특징과 안정성을 조사하여 산업적 제품화 방안.
을 제시하였다.

재료 및 실험 방법2.

가 재료.

본 연구에서 사용한 식용식물 자원들은 모두 서울 경동시장에서 직접 구입하였다 실험에.
사용된 Aβ25-35, Aβ1-42, hydrogen peroxide (H2O2), dimethyl sulfoxide (DMSO),
2́ ,7́-dichlorofluorescein diacetate (DCF-DA), 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium

는 에서 구입하bromide (MTT), trypan blue, ascorbic acid Sigma Co. (St. Louis, MO, USA)
였고. Aβ42-1 는 는BACHEM (Bubendorf, Switzerland), Silica-gel and TLC plate Merck Co.

에서 구입하였다(Darmstadt, Germany) . C18 은-Bondapak column Waters Co. (Milford, MA,
에서 구입하였다 또한 인지능력 향상 실험을 위한 는 대한 바이오링크에서USA) . ICR mouse

분양받아 사용하였다 그 밖에 분석에 사용한 시약은 모두 특급 수준의 시약을 사용하였다. .
는PC12 cell line (rat pheochromocytoma cell) American Type Culture Collection (ATCC,

에서 분양받아 사용하였다 에 사용된CRL-1721) . Cell culture RPMI 1640 medium, horse serum
는donor herd, fetal bovine serum and antibiotic-antimycotics Gibco-BRLTM (Gaithersburg,

는 는MD, USA), sodium bicarbonate Sigma Co, filter membrane (pore size 0.22 m)μ
에서 구입하였다Millipore Co. (Bedford, MA, USA) .
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나 실험방법.

(1) In vitro 계의 확립 및 후보식용식물의 차 선정assay 1

가 세포배양( )

에서 구입한 은 의ATCC PC12 cell rat 에서 유래하는adrenal gland 로pheochromocytoma cell
서 배지에서 배양한다 배지는 의 과 의RPMI-1640 . RPMI-1640 10% horse serum 5% fetal

그리고 의 의 조성을 맞춰 사용하고 은bovine serum (FBS), 1% antibiotics/antimycotics , cell
의 온도와 의37°C 5% CO2 농도 조건 하에서 배양한다 일주일에 두 번에서 세 번 배지를 갈아.

주고 이 에 가득 찰 경우 를 하여 배양한다, cell dish subculture .

나 차 검색용 시료 추출조건과 방법( ) 1

시료의 선정을 위해 몇 가지 식용식물자원을 선정하여 추출을 한다 추출방법은 식용식물자원.
의 배수에 해당하는 에탄올 메탄올 클로로포름 헥산 에틸아세테이트 및 냉수를 넣고 하루5 , , , , ,
동안 하고 하루가 지난 후 추출된 용매를 회수한다 다시 배수에 해당하는 에탄올을shaking . . 5
넣고 이 과정을 회 반복한다 열수를 이용한 추출의 경우 시료의 배수에 해당하는 증류수, 5 . 10
를 넣고 분 후 분 방냉하고 다시 분 후 방랭한 후 상등액을 감압 농축하30 boiling 30 30 boiling
여 사용한다.

다( ) DCF-DA assay

을 이용하여 수가PC12 cell cell 104-106 cells/㎖일 때 에 씩 한 후96 well 100 seeding㎕
후에 식용식물자원 추출물을 로 녹여 로 씩 전처overnight distilled water (DW) 1 / 20㎎ ㎖ ㎕

리한다 이틀 시간 후 세포에 상해를 줄 수 있는. (48 ) H2O2 최종 농도 를 처리하고, ( : 100 M)μ
시간 후 용액을 제조하여 에 처리해주어 어두운 조건 하에 에서 분2 DCF-DA cell incubator 50
배양하고 파장spectrofluorometer ( : excitation 485 nm, emission 535 nm)를 이용하여 측정한
다 또는. A Hβ 2O2의 독성을 견뎌낸 이 있다면 는 세포 내로 들어가게 되고 세포cell DCF-DA
내부의 와 반응하여 가 떨어져 나가면서 형광을 나타내게 된다superoxide diacetate (DA) .

는 이 형광의 정도로 를 측정한다DCF-DA assay cell cytotoxicity (Scheme 2-1).
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Scheme 2-1. DCF-DA assay.
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라( ) MTT reduction assay

을 이용하여 수가PC12 cell cell 104-106 일 때 에 씩 한 후96 well 100 seeding overnight㎕
후에 식용식물자원 추출물을 증류수로 녹여 로 씩 전처리한다 이틀 시간 후1 / 30 . (48 )㎎ ㎖ ㎕
세포에 상해를 줄 수 있는 또는A peptide Hβ 2O2를 처리하고 시간 후 는 시간2 (A 24 ) MTTβ
용액을 로 제조하여 에 처리해주어 어두운 조건하에 에서 시간 배양한2.5 / cell incubator 3㎎ ㎖
후에 를 처리한 후DMSO microplate reader 파장( : measurement 570 nm, reference 630 nm)
를 이용하여 흡광도를 측정한다 살아있는 들은 호흡을 통하여 를 생성하게 되고 이. cell NADH

는 와 반응하여 보라색의 을 형성한다 는NADH MTT formazan crystal . MTT reduction assay
이 보라색의 의 흡광도를 측정한다formazan crystal (Scheme 2-2).
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Scheme 2-2. MTT reduction assay.
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마 선정된 식용식물자원 대량추출 및 시료조제( )

선정된 시료를 경동시장에서 구입하여 마쇄한 후 배수에 해당하는3 , 5 15㎏ ℓ의 에탄올 을

넣고 시간 한다 시간이 지나면 추출된 용매를 하여 추출한 용매는 수거24 shaking . 24 filtering
하고 나머지 시료에 다시 15 ℓ의 용매를 넣어 한다 이 과정을 총 회 반복하고 추shaking . 5 ,
출된 용매는 를 이용하여 잔류 용매가 없도록 농축한다rotary evaporator (Scheme 2-3).

Scheme 2-3. Preparation of extracts from Punica granatum.
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(2) 활성 의 분리 및 정제phytochemicals

가( ) Solvent partition

선정된 시료를 을 이용하여 을 실시한다 최대한 건조시funnel solvent partition (Scheme 2-4).
킨 추출물에 적당량의 증류수를 이용하여 녹인 후 사용된 물의 양의 배에 해당하는 용매를3
hexane (C6H14), chloroform (CHCl3 의), ethyl acetate (EtAOc) 순서대로 회씩 실시하고 나누3
어진 분획을 각각 일정량 취하여 농축시킨 후 in vitro 를 실시한다assay .

Scheme 2-4. Solvent partitioning of Punica granatum.
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나( ) Open column chromatography

후 뇌신경세포 독성 보호 효과가Solvent partition , 높게 나온 을 대상으로fraction open silica
를 시행하여 개의 소분획gel column chromatography 33 (CHCl3 : EtOH = 100:0, 90:10, 80:20,

으로 분획 한다70:30, 60:40, 50:50, 40:60, 30:70, 20:80, 10:90, 0:100) . 각각분리된분획 총 개( 33
의 분획 을 일정량) (1 /㎎ ㎖ 취하여 및 를 시행하고 그 중 가장) DCF-DA MTT reduction assay ,
높은 세포 보호효과를 보이는 분획을 선정한다. 차적으로 높은 세포 보호효과를 보이는1 fraction
을대상으로 차 및2 DCF-DA MTT reduction assay를수행한다.

다( ) Preparative thin layer chromatography (PLC)

를 통해 얻은 시료의 활성을 확인한 후 선정된 획분Open column chromatography , 을 preparative
를 사용하여 를 실시한다 선정된 획분을 감압 농축하여 얻은 의 시료를silica-gel plate PLC . 1 g 1

의 에 녹인 후 씩 회 하여 건조시킨다 과EtOH , 0.5 5 spotting . Chloroform ethanol (80:20, v/v)㎖ ㎕
으로 전개시킨 후 를 분리한다 분리된 밴드를 대상으로 및band . DCF-DA MTT reduction assay
를 수행한다.

라( ) High performance liquid chromatography (HPLC)

로부터 분리한 밴드의 활성을 확인 한 후PLC -Bondapakμ TM C18 을 이용한 를column HPLC
통하여 활성 물질을 분리 한다 의 과 물의 직선농도 구배로 변화를 주어 분. 0-100% ethanol 90
간 실행한다 파장 범위는 로 설정하고 는 분당 로 하였으며 한번에. 190-800 nm flow rate 0.5 ㎖

씩 시료 주입을 한다 사용 용매는 특급 과 차 증류수를 사용한다10 . ethanol 3 (Table 2-1).㎕

Table. 2-1. Conditions of the analytical HPLC.

Instrument Waters 2690 　 　
Detector Waters 996 (PDA: photodiode array detector)
Column - Bondapak Cμ 18

(reverse phase, 3.9 × 300 mm)
Flow rate 0.5 /min㎖
Mobile phase 0 % 100 % ethanol (gradient elution )～
Injection volume 10 ㎖ 　　 　
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(3)정제된 시료로부터 뇌세포를 보호하는 유효성분의 구조분석

가 을 통한 구조 분석( ) NMR

정제된 물질을 를 이용하여 활성물질을 확인하고 유의적인 를HPLC peak 1 과H-NMR
13 를 이용하여 각각 측정한다C-NMR .

나 를 통한 분자량 측정( ) Electronic ionization mass (EI-MS)

Punica granatum 로부터 정제된 물질을 를 이용하여 그 구조와 를extract EI-MS mass size
측정한다.

뇌신경세포 손상 저해(4) 활성 측정을 위한 in vivo 계 확립 과 선정 시료의 활성 및assay
독성검사

가( ) In vivo 계 확립assay

In vivo 를 위해 를 대한 바이오링크로부터 구입하고 최종선정behavioral test ICR-male mouse
시료의 추출물을 과 을 제외한 각 을 농도별로 나눈다control negative control group . ICR-male

는mouse 20-24°C 의 상대습도를 갖는 에서 사육한다, 30-70% 12-photoperiod chamber .

나( ) Punica granatum 의extract in vivo 독성실험

시료의 식이 전후의 및 을 측정하여 시료가 미치는 영향을 살펴body weight brain weight․
보고 생존률을 살펴봄으로써 독성의 유 무를 살펴한다 의, · . serum AST (aspartate

변화도 측정함으로써 안정성 및 독성을 평aminotransferase), ALT (alanine aminotransferase)
가한다.

다( ) Y-maze test

는 을 섞은 사료를 약 주간ICR-male mice sample 3 ad lib의 상태로 공급한다 치매 유발성 물.
질로 를 하여 각각 세 개의 를 갖는A ICV (intracerebroventricular) injection , , armsβ ⓐ ⓑ ⓒ

에서 행동실험을 실시한다 는 길이 높이 그리고 넓이 로Y-maze . Y-maze 32.5 cm, 15 cm 4 cm
써 각각의 을 로 정한 다음 들어간 를 기록한다 를 에 넣고 아무arm A, B, C arms . Mouse maze
런 자극 없이 분 동안 자유롭게 움직이도록 둔다 꼬리를 제외하고 에 두 뒷발이 들어간8 . arm
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것을 측정하여 그 수치를 계산한다.

라( ) Passive avoidance test

위의 조건처럼 는 와 선정시료를 약 주간ICR-male mice food 3 ad lib의 상태로 공급한다 치.
매 유발성 물질로는 를 각각 전에 하여 기억력 실험을 실시한다 이 실A test ICV injection .β
험은 실제 실험에 들어가기 전날에 기억상자와 같은 장소에서 을 시킨 다음 행동실험training
을 실시한다. 모든 를 실험 전날 실험 상자에서 적응 훈련 명 실 명 실 쇼크 없음mice ( ( ) - ( ) , -明 明

명 실 쇼크 있음 을 실시한 후에 시간 뒤에 쇼크는 없고 빛은 있는 상태에서 마리당( ) , ) 24 1明

동안 실험한다300 sec .

결과3.

가. In vitro 계의 확립 및 후보식용식물의 선정assay

차 선정 결과(1) 1

의 결과에서 과산화수소를 처리한 그룹의 수치를 로 하고 세포의MTT reduction assay 100%
를 토대로 시료의 보호효과를 측정하였다 수치가 보다 높은 시료가 을viability . 100% PC12 cell

로부터 보호해 준다는 것을 알 수 있다 시료 중 석류 추출물이 가장 높oxidative stress . EtOH
은 보호 활성을 보였다 결과를 토대로 높은 보호효과를 갖은 시(Table 2-2). MTT reduction
료들의 에 대한 보호효과를 시험하였다oxidative stress (Table 2-3).
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에 의한 측정Table 2-2. MTT reduction assay cell viability .
Common
name Scientific name 추출용매

보호 효과

(%)
계피 Cinnamomum loureirii methanol 132.5
계피 Cinnamomum loureirii chloroform 58.6

계피 Cinnamomum loureirii hexane 31.4

계피 Cinnamomum loureirii hot water 115.8
계피 Cinnamomum loureirii cold water 95.7

가시오가피 Acanthopanax senticosus methanol 95.6

가시오가피 Acanthopanax senticosus chloroform 107.0
가시오가피 Acanthopanax senticosus hexane 88.2

가시오가피 Acanthopanax senticosus ethyl
acetate 95.0

감로차
Hydrangea macrophylla
(Thunb.) Ser. hot water 103.3

고추 Capsicum annuum L. methanol 101.2

깻잎 Sesamum indicum methanol 110.5

냉이
Capsella burapastoris (L.)

L.W.Medicus methanol 122.9
달래 Allium monanthum Maxim. methanol 85.2

당귀
Angelica grosseserrata

Maxim. methanol 31.1

당귀
Angelica grosseserrata

Maxim. chloroform 29.1
당귀

Angelica grosseserrata
Maxim. hexane 29.5

당귀
Angelica grosseserrata

Maxim. cold water 95.6
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Common
name Scientific name 추출용매

보호 효과

(%)
대파 Allium fistulosum L. methanol 78.7

돈나물 Sedum sarmentosum Bunge methanol 90.9

들깨 Perilla fruescens Britton var. methanol 83.3

마늘 Allium sativum methanol 91.4

모과
Chaeomeles sinensis

KOEBHNE ethanol 114.2

모과
Chaeomeles sinensis

KOEBHNE methanol 103.3

모과
Chaeomeles sinensis

KOEBHNE chloroform 103.8

모과
Chaeomeles sinensis

KOEBHNE hexane 85.7

모과
Chaeomeles sinensis

KOEBHNE
ethyl
acetate 102.6

미나리
Oenanthe javanica (BLUME)

Dc. methanol 108.6

미나리
Oenanthe javanica (BLUME)

Dc.
ethyl
acetate 104.3

부자
Aconitum carmichaelli

Debeaux. ethanol 91.8

부자
Aconitum carmichaelli

Debeaux. methanol 96.9

부자
Aconitum carmichaelli

Debeaux. chloroform 95.9

부자
Aconitum carmichaelli

Debeaux.
ethylacetat

e 96.7

산수유 Cornus officinalis ethanol 109.6

산수유 Cornus officinalis methanol 102.8
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Common
name Scientific name 추출용매

보호 효과

(%)
산수유 Cornus officinalis chloroform 90.1

산수유 Cornus officinalis hexane 93.1

산약 Dioscorea opposita ethanol 90.0

산약 Dioscorea opposita methanol 68.5

산약 Dioscorea opposita chloroform 76.6

산약 Dioscorea opposita ethyl
acetate 85.7

생강 Zingiber officinale Roscoe methanol 43.8

석류 Punica granatum L. ethanol 137.8

석창포 Acorus gramineus ethanol 114.0

석창포 Acorus gramineus methanol 87.1

석창포 Acorus gramineus chloroform 89.4

석창포 Acorus gramineus hexane 96.1

석창포 Acorus gramineus ethyl
acetate 107.7

양파 Allium cepa methanol 98.7

얼레지
Erythronium japonicum

Descaisne methanol 99.2
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Common
name Scientific name 추출용매

보호 효과

(%)
유근피 Ulmus pumila Linne methanol 109.2

유근피 Ulmus pumila Linne chloroform 89.9

유근피 Ulmus pumila Linne cold water 86.3

유자 Citrus junos methanol 91.2

자소엽 Perilla frutescens var. acuta methanol 107.7

자소엽 Perilla frutescens var. acuta chloroform 93.8

자소엽 Perilla frutescens var. acuta hexane 91.3

자소엽 Perilla frutescens var. acuta ethyl
acetate 89.2

택사 Alisma canaliculatum ethanol 109.0

택사 Alisma canaliculatum methanol 121.1

택사 Alisma canaliculatum chloroform 110.6

택사 Alisma canaliculatum hexane 112.7

택사 Alisma canaliculatum ethyl
acetate 94.7

합환피 Albiziaj ulibrissin Durazz methanol 84.5

합환피 Albiziaj ulibrissin Durazz chloroform 88.0

합환피 Albiziaj ulibrissin Durazz hexane 78.9

합환피 Albiziaj ulibrissin Durazz ethyl
acetate 69.1
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에 의한 보호효과의 측정Table 2-3. DCF-DA assay cell .
Common
name Scientific name 추출 용매

보호 효과

(%)
검실 Euryale ferox ethanol 49.60

들국화 Chrysanthemum morifolium ethanol 41.64

석류 Punica granatum L. ethanol 68.73

잔대
Adenophora tryphilla var.

Japonica ethanol 27.51

해당화열매
Rosa rugosa Thunb. var.

rugosa ethanol 59.10

산약 Dioscorea opposita ethanol 48.62

석창포 Acorus gramineus ethanol 30.19

토사자 Cuscuta chinensis Lamark ethanol 10.73

모과
Chaeomeles sinensis

KOEBHNE ethanol 52.39

산수유 Cornus officinalis ethanol 42.49

홍화씨 Carthamus tinctorius ethanol 62.32

해당화뿌리
Rosa rugosa Thunb. var.

rugosa ethanol 42.76
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시료 최종 선정 및 세포독성 실험(2)

차 선정에서 에 의해 검실 석류 잔대가 선정되었고1 DCF-DA assay , , (Fig. 2-2), MTT assay
에 의해 검실 석류 토사자 및 하수오가 선정되었다 결과 우수한, , (Fig. 2-3). DCF-DA assay
보호효과를 보이는 검실 석류 토사자를 대상으로 차 시료 선정 실험 을 실, , 2 (DCF-DA assay)
시하였다 차 선정 실험을 토대로 뇌신경세포에 가장 안정적인 보호효과를 보인(Fig. 2-4). 1, 2
석류를 최종 선정하였다.
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Fig. 2-2. H2O2로부터 생성된 에 대한 식용식물자원의 보호효과oxidative stress .
C: control group, H: H2O2 처리 후 시료 대신 를 처리, DW
V: H2O2를 처리하기 시간 전 를 전처리48 , vitamin C (100 M)μ

1: Cinnamomum loureirii 계피( ), 2: Euryale ferox 검실( ), 3: Chrysanthemum morifolium
들국화( ), 4: Punica granatum 석류( ), 5: Adenophora tryphilla 잔대var. Japonica ( ), 6: Cuscuta
chinensis 토사자Lamark ( ), 7: Polygonum multiflorum 하수오( ), 8: Rosa rugosa Thunb. var.

해당화열매rugosa (fruit- )
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에 의해 생성된 신경독성에 대한 시료의 보호효과Fig. 2-3. A .β
를 처리하고 보호물질 대신 를 처리C: control group, A: A DWβ

를 처리하기 시간 전에 항산화효과가 있는 를 전처리V: A 48 vitamin C (100 M)β μ

1: Cinnamomum loureirii 계피( ), 2: Euryale ferox 검실( ), 3: Chrysanthemum morifolium
들국화( ), 4: Punica granatum 석류( ), 5: Adenophora tryphilla 잔대var. Japonica ( ), 6: Cuscuta
chinensis 토사자Lamark ( ), 7: Polygonum multiflorum 하수오( ), 8: Rosa rugosa Thunb.

해당화열매var. rugosa (fruit- )
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Fig. 2-4. H2O2로부터 생성된 에 대한 식용식물자원의 보호효과oxidative stress .
C: control group, H: H2O2만 처리하고 보호물질 대신 를 처리DW
V: H2O2를 처리하기 시간 전에 항산화효과가 있는 를 전처리48 vitamin C (100 M)μ

1: Euryale ferox 검실( ), 2: Punica granatum 석류( ), 3: Cuscuta chinensis 토사자Lamark( )

나 활성 의 분리 및 정제. phytochemicals

(1) Solvent partition

건조시킨 석류 추출물 에 적당량의 물 을 이용하여 녹인 후 사용된 물의 양1,228 g (1,600 )㎖
의 배 에 해당하는 용매3 (4,800 )㎖ hexane (C6H14), chloroform (CHCl3), ethyl acetate

의(EtAOc) 순서대로 회씩 실시하였고 나누어진 분획을 각각 일정량 취하여 농축시킨 후 세포3
독성 실험과 세포 실험을 실시하였다viability .
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용매분획별(2) in vitro 결과assay

가( ) DCF-DA assay

아래의 에서 보는 바와 같이 에서 가장 높은 저해활성을 보였다Fig. 2-5 ethyl acetate fraction .

Fig. 2-5. H2O2로부터 생성된 에 대한 된 석류 추출물의 보호oxidative stress solvent partition
효과

C: control group, H: H2O2만 처리하고 시료 대신 증류수를 처리
V: H2O2를 처리하기 시간 전에 를 전처리48 vitamin C (100 M)μ
H1-E3: H2O2를 처리하기 시간 전 용매별 분획을 각각 로 전처리48 , solvent partition 1 /㎎ ㎖

분획H1-3: hexane
분획C1-3: chloroform
분획E1-3: ethyl acetate
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나( ) MTT reduction assay

아래 그림과 같이 에서 과산화수소 및 에 의한 산화적인 스트레스에 대한 세ethyl acetate fraction Aβ
포보호 효과가 가장 높게 나타났으며 이는 에서의 결과와 일치했다DCF-DA assay (Figs. 2-6, 7).

Fig. 2-6. H2O2에 유도된 세포독성에 대한 된 석류 추출물의 보호효과solvent partition
C: control group, H: H2O2만 처리하고 시료 대신 증류수를 처리
V: H2O2를 처리하기 시간 전에 를 전처리48 vitamin C (100 M)μ
H1-E3: H2O2를 처리하기 시간 전 용매별 분획을 각각 로 전처리48 , solvent partition 1 /㎎ ㎖

분획H1-3: hexane
분획C1-3: chloroform
분획E1-3: ethyl acetate
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Fig. 2-7. Aβ25-35에 유도된 세포독성에 대한 된 석류 추출물의 보호효과solvent partition
C: control group, H: H2O2만 처리하고 시료 대신 증류수를 처리
V: H2O2를 처리하기 시간 전에 를 전처리48 vitamin C (100 M)μ
H1-E3: H2O2를 처리하기 시간 전 용매별 분획을 각각 로 전처리48 , solvent partition 1 /㎎ ㎖

분획H1-3: hexane
분획C1-3: chloroform
분획E1-3: ethyl acetate
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(3) Open column chromatography

후 가장 활성이 좋게 나온Solvent partiton , 을 감압 농축하여ethyl acetate fraction open silica
를 시행하여 개의 소분획gel column chromatography 33 (CHCl3 : EtOH = 100:0, 90:10, 80:20,

으로 분획 하였다70:30, 60:40, 50:50, 40:60, 30:70, 20:80, 10:90, 0:100) . 각각분리된분획 총( 33
개의 분획 을 일정량) (1 /㎎ ㎖ 취하여 및 를 시행하고 그 중 가) DCF-DA MTT reduction assay ,
장 높은 세포 보호효과를 보이는 분획을 선정한다. 차적으로 높은 뇌신경세포 보호효과를 보이는1

을대상으로 차 및fraction 2 DCF-DA MTT reduction assay를수행하였다.

(4) 분획의Open column chromatography in vitro 결과assay

가( ) DCF-DA assay

후 개의 분획에 대하여 차 를 측정한 결과Open column chromatography 33 1 DCF-DA assay
CHCl3 의 비율이 인 번 과 인 번 인 번: EtOH 90:10 5 fraction 80:20 7, 8, 9 fractions, 70:30 10

인 번 마지막으로 인 번 가 활성이 좋fraction, 40:60 19, 20 fractions, 0:100 31, 32, 33 fractions
게 나왔으며(Fig. 2-8), 선정된 개의 분획을 대상으로 차 를 실시한 결과10 2 assay 8, 9, 10, 31, 32
번 이 활성이 좋게 나왔다fractions (Fig. 2-9).



- 98 -

Fig. 2-8. S 의ilica-gel open column chromatography fraction 에 대한 억제효과oxidative stress .
C: control group, H: H2O2만 처리하고 시료 대신 증류수를 처리
V: H2O2를 처리하기 시간 전에 를 전처리48 vitamin C (100 M)μ
1 33 : Sample groups. H∼ 2O2를 처리하기 시간 전에 의 농도로 를 처리48 1 / 20㎎ ㎖ ㎕
각각의 은fractions CHCl3과 을EtOH 100:0, 90:10, 80:20, 70:30, 60:40, 50:50, 40:60, 30:70,

의 비율을 각각 번씩 반복 개20:80, 10:90, 0:100 3 (33 fractions)
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Fig. 2-9. S 의ilica-gel open column chromatography fraction 에 대한 억제효과oxidative stress
C: control group, H: H2O2만 처리하고 시료 대신 증류수를 처리
V: H2O2를 처리하기 시간 전에 를 전처리48 vitamin C (100 M)μ

차 선별된5, 7, 8, 9, 10, 19, 20, 31, 32, 33 : 1 fractions. H2O2를 처리하기 시간 전에48 1 /㎎ ㎖
의 농도로 를 처리20 ㎕

나( ) MTT reduction assay

후 개의 분획에 대하여 차Open column chromatography 33 1 MTT reduction assay를 측정하여 활
성이 좋은 개의 를 선정한 결과5 fractions CHCl3 의 비율이 인 번 과: EtOH 90:10 5 fraction 80:20
인 번 인 번 마지막으로 인 번 이 활성이 높게 나8, 9 fractions, 70:30 10 fraction, 0:100 32 fraction
왔으며(Fig. 2-10), 선정된 개의 분획을 대상으로 차 를 실시한 결과 번 이 활성이5 2 assay 8 fraction
가장 높게 나왔다(Fig. 2-11).
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Fig. 2-10. S 의ilica-gel open column chromatography fraction H2O2에 의한 세포독성의 억제효
과.
C: control group, H: H2O2만 처리하고 시료 대신 증류수를 처리
V: H2O2를 처리하기 시간 전에 를 전처리48 vitamin C (100 M)μ
1 33 : Sample groups. H∼ 2O2를 처리하기 시간 전에 의 농도로 를 처리48 1 / 20㎎ ㎖ ㎕
각각의 은fractions CHCl3과 을EtOH 100:0, 90:10, 80:20, 70:30, 60:40, 50:50, 40:60, 30:70,

의 비율을 각각 번씩 반복 개20:80, 10:90, 0:100 3 (33 fractions)
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Fig. 2-11. S 의ilica-gel open column chromatography fraction Aβ25-35에 의한 세포독성의 억제
효과.
C: control group, H: H2O2만 처리하고 시료 대신 증류수를 처리
V: H2O2를 처리하기 시간 전에 를 전처리48 vitamin C (100 M)μ

차 선별된5, 8, 9, 10, 32 : 1 fractions. H2O2를 처리하기 시간 전에 의 농도로48 1 / 20㎎ ㎖ ㎕
를 처리
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(5) PLC

를 통해 얻은 시료의 활성을 확인한 후 선정된 획분Open column chromatography , (fraction 8)을
를 이용하여 를 실시하였다 선정된 획분preparative silica-gel plate (glass, 200 × 200 mm) PLC .

을 감압 농축하여 얻은 의 시료를 의 에 녹인 후 씩 회 하여 건조시1 g 1 EtOH , 0.5 5 spotting㎖ ㎕
킨다 과 으로 전개시킨 후 를 분리하였다 분리된 밴드를 대. Chloroform ethanol (80:20, v/v) band .
상으로 DCF-DA (Fig 및 를 수행하였다. 2-12) MTT reduction assay (Figs. 2-13, 14).

가( ) DCF-DA assay

Fig. 2-12. H2O2로부터 생성된 에 대한 된 석류 추출물의 보호효과oxidative stress PLC
C: control group, H: H2O2만 처리하고 시료 대신 증류수를 처리
V: H2O2를 처리하기 시간 전에 를 전처리48 vitamin C (100 M)μ

과산화수소를 처리하기 시간 전에 의 농0.13, 0.27, 0.32, 0.38, 0.47 : Sample groups. 48 1 /㎎ ㎖
도로 를 처리20 ㎕
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나( ) MTT reduction assay

Fig. 2-13. H2O2에 유도된 세포독성에 대한 된 석류 추출물의 보호효과PLC .
C: control group, H: H2O2만 처리하고 시료 대신 증류수를 처리
V: H2O2를 처리하기 시간 전에 를 전처리48 vitamin C (100 M)μ

과산화수소를 처리하기 시간 전에 의 농0.13, 0.27, 0.32, 0.38, 0.47 : Sample groups. 48 1 /㎎ ㎖
도로 를 처리20 ㎕

Fig. 2-14. Aβ25-35에 유도된 세포독성에 대한 된 석류 추출물의 보호효과PLC
의C: control group, A : 30 M Aμ β25-35 처리하고 보호물질 대신 를 처리DW

V: H2O2를 처리하기 시간 전에 항산화효과가 있는 를 전처리48 vitamin C (100 M)μ
과산화수소를 처리하기 시간 전에 의 농0.13, 0.27, 0.32, 0.38, 0.47 : Sample groups. 48 1 /㎎ ㎖

도로 를 처리20 ㎕
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(6) HPLC

로부터 분리한 밴드의 활성을 확인 한 후PLC -Bondapakμ TM C18 을 이용한 를column HPLC
통하여 활성 물질을 분리 하였다 의 과 물의 직선농도 구배로 변화를 주어. 0-100% ethanol 90
분간 실행하였다 파장 범위는 로 설정하고 는 분당 로 하였으며 한. 190-800 nm flow rate 0.5 ㎖
번에 씩 시료 주입을 하였다 파장에서 분경에 유의적인 이 관찰되었다10 . 251.2 nm 38 peak㎕
(Fig. 2-15).

를 이용한 활성물질의 분리Fig. 2-15. HPLC .
Column: -Bondapakμ TM C18 column (3.9 mm × 300 mm),
Flow rate: 0.5 /min, Injection volume: 10㎖ ㎕
Mobile phase: 90 min, Detector: PDA
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다 정제된 시료로부터 뇌세포를 보호하는 유효성분의 구조분석.

을 통한 구조 분석(1) NMR

를 이용해 분리한 활성물질을HPLC 취하여 1 과H-NMR (Fig. 2-16) 13C-NMR (Fig.2-17)
를 이용하여 각각 측정하였다.

Fig. 2-16. 1 을 이용한 석류 추출물의 활성물질 구조분석H-NMR spectrum .
선정된 시료를 로 녹인 후MeOD (methyl-d3 alcohol-dl) 600 MHz, 25oC에서 NMR spectrometer

을 이용하여 측정(Avance-600, Bruker, German)
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Fig. 2-17. 13 을 이용한 석류 추출물의 활성물질 구조분석C-NMR spectrum .
선정된 시료를 로 녹인 후MeOD (methyl-d3 alcohol-dl) 600 MHz, 25oC 에서 NMR

을 이용하여 측정spectrometer (Avance-600, Bruker, German)
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를 통한 분자량 측정(2) EI-MS

Punica granatum 로부터 정제된 물질을 를 이용하여 측extract EI-MS (Fig. 2-18) mass size
정을 실시한 결과 분자량 의, 206 m/z 2,4-Di-tert 인 것을 확인하였다-butylphenol (Fig. 2-19).

을 이용한 석류 추출물의 활성물질 구조분석Fig. 2-18. EI-MS spectrum .
The spectrum was recorded on positive ion EI mass spectrometer (JMS AX505WA, JEOL,
Japan).
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에 의한 신경독성에 보호효과를 가지는 활성물질Fig. 2-19. A , 2β ,4-Di-tert-butylphenol.

라. In vivo 를 통한 석류 추출물의 효과확인test

석류 추출물의(1) in vivo 독성실험

시료의 식이 전후의 및 에서 비정상적인 변화는 발견되지 않았다body weight brain weight․
특히 농도에 관계없이 각 의 모든 의 생존율이 였고(Figs. 2-20, 21). group mouse 100% , serum

의 변화도 유의적인 차이AST (aspartate aminotransferase), ALT (alanine aminotransferase)
를 보이지 않음으로서 선정된 의 독성은 없는 것으로 확인되었다sample (Figs. 2-22, 23).
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Fig. 2-20. Body weight of mice.
C (Control): Treated Aβ42-1 group and normal diet
A (A group)β : Treated with Aβ1-42 and normal diet
PG 400: Treated with Aβ1-42 and diet group (400 / )㎎ ㎏
PG 800: Treated with Aβ1-42 and diet group (800 / )㎎ ㎏

Fig. 2-21. Brain weight of mice.
C (Control): Treated Aβ42-1 group and normal diet
A (A group)β : Treated with Aβ1-42 and normal diet
PG 400: Treated with Aβ1-42 and diet group (400 / )㎎ ㎏
PG 800: Treated with Aβ1-42 and diet group (800 / )㎎ ㎏
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Fig. 2-22. AST activity in the serum of Punica granatum extract diet mice.
Group C was injected with Aβ42-1.
Group A was injected with 410 p of A㏖ β1-42 per mouse.

석류 석류Sample groups ( 400, 800) were injected with Aβ1-42 after supplied with ethanol
extract of Punica granatum (400 / , 800 / per day).㎎ ㎏ ㎎ ㎏

Fig. 2-23. ALT (alanine aminotransferase) activity levels in serum of Punica granatum
extract diet mice.
Group C was injected with Aβ42-1.
Group A was injected with 410 p of A㏖ β1-42 per mouse.

석류 석류Sample groups ( 400, 800) were injected with Aβ1-42 after supplied with ethanol
extract of Punica granatum (400 / , 800 / per day).㎎ ㎏ ㎎ ㎏
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공간인지능 및 기억학습능력의 차(2) 1 in vivo 결과test

가( ) Y-maze test

및 이 의 운동능력에는 영향을 주지 않았으며 이 공급된A sample mouse (Fig. 2-24), sampleβ
에서 기억력이 향상되었음을 알 수 있다group (Fig. 2-25).

Fig. 2-24. The number of arm entries in Y-maze test.
C (Control): Treated Aβ42-1 group and normal diet
A (A group)β : Treated with Aβ1-42 and normal diet
PG 400: Treated with Aβ1-42 and diet group (400 / )㎎ ㎏
PG 800: Treated with Aβ1-42 and diet group (800 / )㎎ ㎏
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Fig. 2-25. Effects of Punica granatum extract on spontaneous alternation behavior.
Protective effect of Punica granatum extract against the Aβ1-42-induced memory impairment in
Y-maze test. Spontaneous alternation behaviors were measured during 8 min.
C (Control): Treated Aβ42-1 group and normal diet
A (A group)β : Treated with Aβ1-42 and normal diet
PG 400: Treated with Aβ1-42 and diet group (400 / )㎎ ㎏
PG 800: Treated with Aβ1-42 and diet group (800 / )㎎ ㎏

나( ) Passive avoidance test

를 주사하지 않은 은 에 비해서 안정된 기억학습능력을 나타내었A control group A groupβ β
고 에서는 의 학습능력 활성과 비교할 때 거의 같거나 상, 400, 800 / groups control group㎎ ㎏
회하는 인지능력의 회복을 확인하였다 이는 석류 추출물이 의 기억학습능력 저해 효과 인. A (β
지능력과 학습능력의 상실유도 를 하여 이 보여주는 인지 능력을 나타내) blocking control group
어줌으로써 뇌세포 신호전달을 정상적으로 보호 회복시켜줌을 확인하였다/ (Fig. 2-26).
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Fig. 2-26. Effect of Punica granatum extract on step-through latency in the passive
avoidance test.
Protective effect of Punica granatum extract against the Aβ1-42-induced memory impairment
in passive avoidance test. The testing trial was given 1 day after the training trial.
C (Control): Treated Aβ42-1 group and normal diet
A (A group): Treated with Aβ β1-42 and normal diet
PG 400: Treated with Aβ1-42 and diet group (400 / )㎎ ㎏
PG 800: Treated with Aβ1-42 and diet group (800 / )㎎ ㎏

석류 추출물로부터 분리된 활성물질의 차(3) 2 in vivo 독성실험

2,4-Di-tert 을 식이한 과 일반사료를 식이한 의-butylphenol group group 및body weight brain
에서는 큰 차이를 보이지 않았다 특히 농도에 관계없이 각 의 모weight (Figs. 2-27, 28). group

든 의 생존율이 였고 의 변화도 차이를 보이지 않는 것으로 확인mouse 100% , serum AST, ALT
되었다(Figs. 2-29, 30).
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Fig. 2-27. Body weight of mice.
Control : Treated Aβ42-1 group and normal diet
Negative (A group)β : Treated with Aβ1-42 and normal diet
BP 5 : Treated with Aβ1-42 and diet group (5 / )㎎ ㎏
BP 10 : Treated with Aβ1-42 and diet group (10 / )㎎ ㎏
BP 20 : Treated with Aβ1-42 and diet group (20 / )㎎ ㎏
BP 40 : Treated with Aβ1-42 and diet group (40 / )㎎ ㎏
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Fig. 2-28. Brain weight of mice.
Control : Treated Aβ42-1 group and normal diet
Negative (A group)β : Treated with Aβ1-42 and normal diet
BP 5 : Treated with Aβ1-42 and diet group (5 / )㎎ ㎏
BP 10 : Treated with Aβ1-42 and diet group (10 / )㎎ ㎏
BP 20 : Treated with Aβ1-42 and diet group (20 / )㎎ ㎏
BP 40 : Treated with Aβ1-42 and diet group (40 / )㎎ ㎏
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Fig. 2-29. AST activity in the serum of 2,4-Di-tert-butylphenol diet mice.
Blood serum was collected from the mice immediately after behavior tests to assess the
activity of AST. Data represent the means (n = 6) ± S.D. The statistical significance of
differences among groups was calculated by one-way ANOVA. (*p < 0.01 vs. control
group, #p < 0.01 vs. TMT group).

Control : Treated Aβ42-1 group and normal diet
Negative (A group)β : Treated with Aβ1-42 and normal diet
BP 5 : Treated with Aβ1-42 and diet group (5 / )㎎ ㎏
BP 10 : Treated with Aβ1-42 and diet group (10 / )㎎ ㎏
BP 20 : Treated with Aβ1-42 and diet group (20 / )㎎ ㎏
BP 40 : Treated with Aβ1-42 and diet group (40 / )㎎ ㎏
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Fig. 2-30. ALT activity in the serum of 2,4-Di-tert-butylphenol diet mice.
Blood serum was collected from the mice immediately after behavior tests to assess the
activity of ALT. Data represent the means (n = 6) ± S.D. The statistical significance of
differences among groups was calculated by one-way ANOVA. (*p < 0.01 vs. control
group, #p < 0.01 vs. TMT group).

Control : Treated Aβ42-1 group and normal diet
Negative (A group)β : Treated with Aβ1-42 and normal diet
BP 5 : Treated with Aβ1-42 and diet group (5 / )㎎ ㎏
BP 10 : Treated with Aβ1-42 and diet group (10 / )㎎ ㎏
BP 20 : Treated with Aβ1-42 and diet group (20 / )㎎ ㎏
BP 40 : Treated with Aβ1-42 and diet group (40 / )㎎ ㎏
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석류 추출물로부터 분리된 활성물질의 차(4) 2 in vivo 행동실험

가( ) Y-maze test

를 하지 않은 은 를 투여한 에 비해서 약 높A injection control group A negative group 10%β β
은 인지능을 나타내었고 활성물질을 식이한 은, group (BP5, BP10, BP20, BP40) control group
과 비교할 때 거의 비슷한 수준의 인지능을 보였다 이는. 2,4-Di-tert 이 의 신-butylphenol Aβ
경독성으로부터 보호효과를 나타내어 수준으로 인지능을 회복시켰음을 의미한다control (Fig.
2-31).

Fig. 2-31. Effects of 2,4-Di-tert-butylphenol on spontaneous alternation behavior.
Protective effect of 2,4-Di-tert-butylphenol against the Aβ1-42-induced memory impairment in
Y-maze test. Spontaneous alternation behaviors were measured during 8 min.

Control : Treated Aβ42-1 group and normal diet
Negative (A group)β : Treated with Aβ1-42 and normal diet
BP 5 : Treated with Aβ1-42 and diet group (5 / )㎎ ㎏
BP 10 : Treated with Aβ1-42 and diet group (10 / )㎎ ㎏
BP 20 : Treated with Aβ1-42 and diet group (20 / )㎎ ㎏
BP 40 : Treated with Aβ1-42 and diet group (40 / )㎎ ㎏
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나( ) Passive avoidance test

를 주사하지 않은 은 를 투여한 에 비해서 안정된 기억학A control group A negative groupβ β
습능력을 나타내었고 활성물질을 투여한 은 활성물질의 농도group (BP5, BP10, BP20, BP40)
가 높아질수록 기억학습능력이 향상된 것을 확인할 수 있었다 이는 석류에서 정제된 활성물질.
이 의 기억학습능력 저해 효과 학습능력의 상실유도 를 하여 손상된 뇌기능을 회A ( ) blockingβ
복하는 것을 확인시켜주는 결과이다(Fig. 2-32).

Fig. 2-32. Effect of 2,4-Di-tert-butylphenol on step-through latency in the passive avoidance
test.
Protective effect of 2,4-Di-tert-butylphenol against the A 1-42-induced memory impairmentβ
in passive avoidance test. The testing trial was given 1 day after the training trial.

Control : Treated Aβ42-1 group and normal diet
Negative (A group)β : Treated with Aβ1-42 and normal diet
BP 5 : Treated with Aβ1-42 and diet group (5 / )㎎ ㎏
BP 10 : Treated with Aβ1-42 and diet group (10 / )㎎ ㎏
BP 20 : Treated with Aβ1-42 and diet group (20 / )㎎ ㎏
BP 40 : Treated with Aβ1-42 and diet group (40 / )㎎ ㎏



- 120 -

마 활성 물질의 공업적 실용화.

가공 적성 시험(1)

공업적 실용화를 위해 가공 적성 및 제작 시험을 한 결과 특별한 문제점은 발견되지 않았다

(Figs. 2-33, 34).

Fig. 2-33. Effect of extract concentrations on protective activity.

Fig. 2-34. Effect of extraction time on protective activity.
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시작품 제작(2)

가 연질 캡슐 제작( )

석류 (Punica granatum 의 추출분말 을 이용하여 제품의 향 맛 등을 고려한 연질캡슐) 100 ,㎎
을 제작하였다 부형제로서 소맥 배아유를 미강 추출물 베타카로(Fig 2-35). 30-50%, 10-20%,
틴 레시틴 토코페롤 등을 사용하였고 향미를 위해 생강추출물 계피분 등을1-3%, 1-2%, 1% , ,
미량 첨가하였다.

연질 캡슐Fig. 2-35.

보존 및 유통기준*
본 제품의 효능 성분은 공기접촉 온도 물리적 충격에 안정한 천연화합물로서 물질 변화에, ,
대한 위험은 없으나 가능한 직사광선을 피하고 저온에 보관하는 것이 제품의 장기간 유통 상

바람직함.
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나 농축액 및 드링크제제 제작( )

석류 (Punica granatum 의 추출 분말을 이용하여 용 액상 제제를 제작하였다 제품의) 25 .㎖
향 맛 안정성 등을 고려하여 가지 정도의 배합을 만들었다 성분에 표기되어있는 바와 같이, , 3 .
감미제로 포도당 액상 과당 올리고당 벌꿀 등을 시용하였으며 교미제로서 식염D-sorbitol, , , , ,
호박산나트륨 또는 글루타민산 나트륨을 산미제 및 조절제로 구연산을 사용하였다 항L- , pH .
산화제로 비타민 와 방부제로 안식향산나트륨을 첨가하였다 그 외에 식미의 향상을 위해 사C .
과즙 배즙 등을 혼합 하였다 주성분의 배합은 으로 조제하였다, . 100 (Fig. 2-36).㎎

농축액 및 드링크제제Fig. 2-36
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다 과립제 제작( )

석류 (Punica granatum 의 추출분말 에 배합 예와 같이 부형제로 유당 옥수수 전분 산) 50 , ,㎎
미제로 구연산을 혼합하여 제작하였다(Fig. 2-37).

과립제Fig. 2-37.
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제품의 외관 및 안정성 검사(3)

위의 제작한 시작품들은 일종의 생약 추출물 함유 제제의 적용범위에 속하므로 외관검사는 6
개월 유효사용기간은 년에 맞추어 이에 준하는 가혹실험 고온 고압 을 실시하여 제품의 외, 2 ( , )
관과 미생물 검사를 실시하였다(Tables 2-4, 5).

제품의 미생물검사Table 2-4.

연질 캡슐 제제의 저장 조건- : 37oC 개월, 1
세균 진균 대장균 황색포도상구균

석류 1×102 이하 1×102 이하 불검출 불검출

드링크제제의 저장조건- : 37oC 개월, 1
세균 진균 대장균 황색포도상구균

석류 1×102 이하 1×102 이하 불검출 불검출

s
과립 제품 저장 조건- : 37oC 개월, 1

세균 진균 대장균 황색포도상구균

석류 1×102 이하 1×102 이하 불검출 불검출

연질 캡슐제제 저장 조건- : 50oC 개월, 1
세균 진균 대장균 황색포도상구균

석류 1×102 이하 1×102 이하 불검출 불검출

드링크제제의 저장조건- : 50oC 주일, 1
세균 진균 대장균 황색포도상구균

석류 1×102 이하 1×102 이하 불검출 불검출

과립 제품 저장 조건- : 50oC 개월, 1
세균 진균 대장균 황색포도상구균

석류 1×102 이하 1×102 이하 불검출 불검출
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제품의 외관검사Table 2-5.

연질 캡슐제제의 저장조건- : 37oC 개월, 1
침전물 이취 이미 변색

석류 없음 없음 없음 없음

드링크제제의 저장 조건- : 37oC 개월, 1
침전물 이취 이미 변색

석류 없음 없음 없음 없음

-과립제제의 저장 조건: 37oC 개월, 1
침전물 이취 이미 변색

석류 없음 없음 없음 없음

연질 캡슐제제의 저장 조건- : 50oC 주일, 1
침전물 이취 이미 변색

석류 없음 없음 없음 없음

드링크제제의 저장 조건- : 50oC 주일, 1
침전물 이취 이미 변색

석류 없음 없음 없음 없음

과립제제의 저장 조건- : 50oC 주일, 1
침전물 이취 이미 변색

석류 없음 없음 없음 없음
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제 절 간세포 내의 정보전달 억제를 회복시키는 간암억제 유효성분3

의 건강기능 식품화

서설1.

간암은 아프리카 대만 중국 한국 동남아 일본 등에서 흔하여 그 사망률은 인구 만 명당 남, , , , , 10
자 명 여자 명이다 모든 암 중에서 간암이 차지하는 상대적 빈도는 남자는 로 위암32 , 10.6 . 15.5%
에 이어 위이고 여자는 를 차지한다 우리나라 간암의 조발생률 은 인구 만 명2 4.5% . ( ) 10粗發生率

당 남자 명 여자 명이고 세계 인구에 보정한 발생률은 남자 명 여자 명으로 세계20.7 , 6.2 , 30.5 , 7.6
에서 가장 높은 발생률을 보인다 간암은 나이가 많을수록 발병이 증가하는 경향을 보인다. .
간암의 가장 중요한 위험요인은 형간염 바이러스 와 간경변이며 최근 형간염 바이러스B (HBV) , C

도 주목되고 있다 인구집단에서의 연관성 조사와 분석적 역학연구에서 형간염 바이러스와(HCV) . B
간암 사이에 강하고 특이한 연관성을 볼 수 있는데 형간염 항원의 만성보유자는 그렇지 않은 사, B
람에 비해 간암 발생위험이 배가량 높다고 알려져 있으며 우리나라 간암 환자의 약 에94~200 , 78.5%
서 현재 형간염 바이러스의 감염이 진행 중인 것으로 나타났다 그밖의 위험요인으로 아플라톡신B .
곰팡이에서 생기는 독소 장기간의 피임약 복용 단백동화 스테로이드 혈중 항트립신결핍증( ), , , 1 ,α－
티로신혈증 등에 동반된 간경변 등이 거론되고 있다(tyrosinemia) .
최근 항암연구에 있어서는 비가역적이고 짧은 시간에 발생하는 암의 개시 단계에서 저해하는 전

략보다는 현실적이고 실질적인 암 예방제로서 비교적 장기간에 걸쳐 일어나고 가역적인 암의 진행

단계의 저해 효과를 갖는 물질이나 식품성분들을 찾는 연구가 집중되고 있다 간암 등의 난치성질.
환의 경우 약물 치료 시 항암제를 경구 또는 정맥 투여 할 경우 약물이 일단 혈류를 통해 전신에

퍼졌다가 병소에 도달하게 되므로 병소에는 미량만이 집적된다 따라서 병소에 적정량을 집적시키.
기 위해서는 많은 양의 약물을 투여해야 하고 이로 인한 부작용이 심각한 문제로 대두되고 있다.
또한 대체로 효과가 좋은 암 억제제가 통증이나 발열 등의 부작용이 더 크다는 문제점이 있으며,
방사선 요법의 경우 그 부작용이 특히 문제가 되고 있다.
이에 본 연구에서는 국내고유의 식용식물자원으로부터 검색 획득한 미량성분이 다양한 세포독성, ,
실험 모델에서 독성을 나타내지 않는 농도를 확립하고 간암의 진행 이동 및 전이에 관여하는 주요, ,
한 현상인 갭 결합을 통한 세포 간 신호전달 을 회복(gap junctional inter-cellular communication)
시키고 매트릭스 메탈로프로티나아제 의 활성을 저해하여 간암, (matrix metalloproteinase: MMP)
등에 대한 억제 효능을 나타내는지의 여부를 확인하고 이를 제품화 하고자 한다 본 연구에서 적용.
된 지표들은 기존의 식품 분야에서는 널리 사용되어지지 않았던 로서 본 연구를 통하여 천marker
연물에서 획득한 유효성분을 항암물질로 사용할 경우 기존의 간암 억제제 혹은 치료제에서 개선되

어야 할 점인 정상적인 세포에서도 독성을 나타내는 문제점을 효과적으로 극복할 수 있을 것으로

판단되며 또한 계 계 계 화합물들에 의해 특이적으로 유도되, nitroso-pyrrolidine , quinoline , phthalate
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는 간암모델을 이용한 in vivo 시스템을 통하여 수준 등 간glutathione , glutathione S-transferase
조직에서 특이적으로 유도되는 효소의 역가를 측정하여 임상적으로 응용할 수 있는 수준의 자료를

확보할 수 있을 것으로 사료된다.

재료 및 실험방법2.

가. 천연소재의 간암억제활성 검색

용매추출에 의한 간암 억제 효능을 갖는 추출물 제조법 확립(1)

선행연구와 혼합물의 항산화활성을 근거로 간암 억제효능을 나타낼 수 있는 식용식물자원을 차1
선정하여 활성물질의 추출을 실시하였다 추출방법은 식용식물자원의 배수에 해당하는 에탄올. 5
및 열수에서 시간 동안 추출한 분간 원심분리하여 얻어진 상등액을 회수하고 동일한 방법으12 30
로 회 반복 추출하였다 추출되어진 용매를 감압농축기를 이용하여 추출물을 건조하였다 건조된1 . .
식용식물자원 시료들을 이용하여 차 선정 실험을 실시하였다 대상 지표재료로는 항산화효과에1 .
대한 지표물질로서 와 사과 그리고 세포간 신호전달억제 회복효과에 대하여는 쑥 유근vitamin C ,
피가 이용되었으며 죽엽차 감잎차 유기농녹차 비유기농녹차 등 차 류에 대하여 활성을 비교하, , ,
였다(Scheme 3-1).

Scheme 3-1. The preparation of extracts.
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(2) 항산화 활성 조사법

차 선별된 추출물 중에서 간암진행에 대한 항암효과의 메커니즘 및 원인물질 규명을 위하여1
항산화 역가를 측정하였다 에 대한 전자 공여능을 측정하는 것으로 을. ABTS ABTS 20 ㎎
에 녹여 만든 용액에 여러 농도의 시료용액 을 넣고 초간 진탕시킨 후 분PBS ABTS 1 5 30㎖

동안 방치한 후 에서 흡광도의 변화를 측정하여 활성을 비교하고 유효농도범위를 확보734 nm
하였다 복합물질의 시료 간 을 최소화하기 위하여 각 시료의 시간당 농도변화에 따른. variation
추이곡선을 적분하여 total radical scavenging capacity ( 값으로 나타내어 비교한 후TRSC)
EC50 값을 계산하여 비교하였다.

활성성분 정량(3)

차 선별된 추출물 중에서 대표적 암 예방 식물성화합물인 페놀성 성분들의 함량을 분석하기 위1
해 를 이용하여 분광광도계로 측정 한다 시험관에Folin & Ciocalteu's phenol reagent . 9 2.6㎖
의 이차증류수를 첨가하고 희석된 시료 또는 표준용액, (ex. gallic acid 10, 30, 60, 100㎖ ㎎/ )ℓ

을 더해서 후 을 시험관에 첨가하고200 vortex Folin & Ciocalteu's phenol reagent 200㎕ ㎕
한다 분간 실온에서 방치 후에vortex . 6 , 7% Na2CO3 용액 를 첨가하고 한다 시험관을2 vortex .㎖

분간 실온 약90 ( 23o 에 방치한 후에 에서 분광광도계를 이용하여 흡광도를 측정하였다C) 750 nm .
총 함량은phenol ㎎ 로 나타내었다 녹차의 카테킨gallic acid equiv. (GAE)/100 g fresh weight .
함량은 로 분석하였다HPLC .

(4) In vitro 세포독성 조사

추출물의 세포 독성을 측정하기 위해 세포를 사용하였다 배지에 를SK-Hep-1 . DMEM FBS
로 첨가하고 페니실린 스트렙토마이신 을 첨10% , (penicillin) 100 IU/ , (streptomycin) 100 /㎖ ㎍ ㎖

가한 배지를 이용하여, 5% CO2, 37o 배양기에서 상기세포를 배양하였다 추출물의 첨가에 의C .
한 암세포주의 생장 억제 효과를 조사하기 위하여 상기 배양한 간암세포인 을, SK-Hep-1 96

에well plate 1 x 104개 세포를 분주하고 추출물을 여러 농도로 첨가하여 시간 동안 배양하, 72
였다 시간이 되기 시간 전에 웰 당 시약을 첨가하여 배양하였다 배양 후 상층. 72 4 MTT 20 .㎕
액을 모두 제거하고 남아있는 세포만을 남겨두고 남아있는 염색된 세포를. DMSO (dimethyl

로 녹인 다음 에서 흡광도를 측정하였다 상기 독성검사 실시 후 최sulfuroxide) 200 570 nm .㎕
종시료의 in vitro 최대 활성 및 유효농도를 검증하였다.
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활성검색방법 확립(5)

가( ) 세포간 정보전달 회복효과 측정

간암 억제능은 단순히 세포에 대한 독성으로만 판별하기 어렵기 때문에 이에 착안하여 억제기

작을 규명함과 동시에 보다 정확한 활성판별을 할 수 있는 활성 검색법을 확립하고자 하였다.
간암 세포의 갭 결합을 통한 세포간 정보전달을 측정(gap junctional intercellular

하여 간암 진행 과정의 저해 활성을 측정하기 위하여communication assay; GJIC) scrape
법으로 검색실험을 하였다 간암 세포의 갭 결합을 통한 세loding/dye transfer (SL/DT) assay .

포간 신호전달을 측정하기 위해 간암 세포로 세포를 사용하였다 에 를SK-Hep-1 . DMEM FBS
로 첨가하고 페니실린 스트렙토마이신 을 첨10% , (penicillin) 100 IU/ , (streptomycin) 100 /㎖ ㎍ ㎖

가한 배지를 이용하여, 5% CO2, 37o 배양기에서 상기세포를 배양하였다 이렇게 배양된 간암C .
세포는 에 당2 plastic dish 1×10㎖ ㎖ 5 개로 분주되어 시간 동안 배양된 후 각 에 배양24 dish
된 세포에 여러 농도의 추출물과 함께 배양하여 세포가 의 바닥의 이상 자라면dish 90% Lucifer

염색액을 이용하여 의 회복여부를 공초점 현미경 로yellow GJIC (BioRad, Hercules, CA, USA)
측정한다.

나( ) FOX assay

추출물의 간암 억제능을 나타내는 기전을 규명하기 위하여 간암억제 활성이 갭 결합을 통한

세포 간 정보전달의 억제를 회복시키는 효과로부터 유래하는지 또는 항산화효과로부터 유래하

는지 의 여부를 판별하고자 하였다. H2O2 변화량을 측정하는 공지된 방법인 법을FOX2 asssay
실시하여 판별하였다 와 를. Xylenol orange ammonium ferrous sulfate 250 mM H2SO4에 각각

과 이 되게 가하여 제조된 시약을 를1 mM 2.5 mM 4.4 mM BHT (butyrated hydroxyl toluene)
함유한 메탄올과 부피비가 가 되도록 섞어서 를 제조하였다HPLC-grade 1:9 working reagent .
상기 세포실험과 동일한 조건에서 에 의96 well microplate 500 M Hμ 2O2를 포함한 시료와 작업
시약을 부피비로 섞어 넣고1:9 37o 배양기에서 시간 동안 반응시킨 후 에서 흡광도C 1 560 nm
를 측정하였다 유기농녹차 에탄올 추출물 군에서는 의. 80% 500 M Hμ 2O2와 함께 시료로서

에탄올 추출물을 각각 의 농도로 첨가하였고 대조군은 의80% 0~200 / , 500 M H㎍ ㎖ μ 2O2를 포
함한 배양액만을 시료 대신에 사용하였다.

다 억제능을 통한 암전이 억제효과 측정( ) MMP

상기 세포를 시간 배양한 후 로 씻어내고 로 시간 동안 배양한 후 상24 , PBS serum-free media 48
층액을 모아서 원심분리하여 정량 한 후 동량의 을 이(Beckman, DU650) total protein 0.1% gelatin
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포함된 에 전기영동을 실시하였다 은 으로 세 번 세척10% SDS-PAGE gel . gel 2.5% triton X-100
하고, 40 mM Tris, 200 mM NaCl, 10 mM CaCl2 용액을 넣고, 37o 에서 시간 동안 배양한 후C 18 ,

로 염색하여 이 분해된 부분을 표준시료와 비교하여 흰색밴0.1% Coomassie brilliant blue gelatin
드로 나타난 부분의 강도를 비교하였다.

나 선정된 활성 추출물로부터 유효성분의 확보를 위한 특성 검토 및 추출물 전 처리.
조건 확립

검색한 천연물 중 가장 활성이 좋고 상품화 가능성이 높은 유근피를 선정하여 추출방법을

선정하고 유효성분을 분석하였다 추출물은 에탄올 획분에서 좋은 활성을 나타내었으며 저분.
자 중 활성 획분인 폴리페놀을 대상으로 정량분석을 실시하였다 추출전 열수 산 세포벽 분. , ,
해효소로 처리한 결과 미처리군과 비교하여 뚜렷한 차이를 보이지 않아 활성물질 분획을 위

한 전처리는 생략하였다.

(1) 유근피의 항암 및 항암전이 효과

암이 발생되고 나서 생성 된 암세포의 성장 억제 정도를 측정한다 또한 암전이의 초기 단계에.
깊이 관여하는 효소의 발현 량을 효과적으로 억제하는지 측정하여 암 전이를 예방할 수 있는지

알아본다 또한 갭 결합을 통한 세포간 정보전달을 측정함으로서 갭 결합의 항상성 불균형으로.
일어나는 암 등의 질병에서의 회복 정도를 알아본다 암전이 말기 단계에 발생하는 신생혈관 합.
성을 효과적으로 억제하는지를 살펴봄으로서 전이 과정을 효과적으로 억제 할 수 있는지 알아

본다.

가( ) 천연물 추출 조건

과 용매의 무게 비는 으로 한다 열수추출의 경우 중탕하여 추출 하며 유기 용매Sample 1:20 . ,
추출의 경우 로 저어주면서 추출한다 추출이 끝나면 비커에 거즈를 씌운 후 추출magnetic bar .
혼합물을 붓는다 추출물을 에서 분간 한 후 로 여과. 3000 rpm 15 centrifuge , filter paper

한다 에서 농축시킨 후 에서 동결 건조하여 분말(Whatman No. 41) . Evaporator , deep freezer
형태의 추출물을 획득한다.

나( ) MTT assay

세포는 사람의 간암세포주인 를 사용하여 에HepG2 96 well plate 2.0 × 104의 세포를 분주한
다 시간 배양 후 여러 농도의 시료를 처리한 후 시간 뒤에 시약으로 생세포를 염. 24 , 24 MTT
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색한다 시간 뒤에 에서 를 이용해 흡광도를 측정해 세포 독성을 알. 4 540 nm microplate reader
아본다.

(2) 암전이 억제효과 검색

암세포에서 과발현되는 와 은 암전이의 초기 단계에MMP-2 MMP-9 extracellular matrix
의 침윤에 높은 관여를 하는 것으로 알려져 있으며 의 경우 종양세포와 혈소판(ECM) , MMP-2

의 상호 작용을 촉진해 암전이를 촉진시키는 것으로 알려져 있다 간암활성이 있는 천연물들이.
효과적으로 이 효소들을 억제하는지 알아봄으로써 암전이 초기단계에서 예방할 수 있는지의 여

부를 검토해 본다.

가( ) Gelatin zymography

The 96 에well plate 1.3 × 106의 세포를 분주 한 후 세포의 성장이 정도까지 이루어져, 90% 있을

때 여러 농도의 시료를 처리한다 시간 후 배지를 수거한 후 농축하여 을 함유한. 72 gelatin
를 전기 영동하여 와 의 발현을 측정한다SDS-PAGE MMP-2 MMP-9 .

세포간 갭결합 신호전달 회복효과 검색(3)

갭 결합은 조직에서의 항상성과 인접한 세포로의 빠른 차 전달 물질의 수송으로 세포반응2
조절을 촉진한다 암을 비롯한 수많은 질병들이 갭 결합을 통한 세포 간 정보전달의 이상으로.
생기는 항상성 불균형에 기인한다는 사실이 각종 문헌에 이미 보고된 바 있다 본 연구에서는.
유근피 추출물이 과산화수소 (H2O2 에 의해 발생되는 갭 결합을 통한 세포 간 정보전달의 억)
제를 회복하는 효능을 측정한다.

세포를 배양한 후 배양된 세포를 플라스틱 디쉬에 당WB-F344 , 2 1×10㎖ ㎖ 5개로 분주하여
약 시간 동안 배양하였다 배양 후 세포가 정도 에 가득 차면 각 에 배양된 세48 . 90% dish dish
포를 의 유근피 추출물 및 의10 1,000 / 100 M H∼ ㎍ ㎖ μ 2O2로 처리하였다 대조군은 배양액으로.
만 처리한 그룹과 배양액 및 100 M Hμ 2O2로 처리한 그룹의 두 그룹으로 나누었다 한 시간.
후 염색액을 이용하여 갭 결합을 통한 세포 간 정보전달 정도를 공초점 현미경lucifer yellow

으로 측정하였다(BioRad, Hercules, CA, USA) .

활성물질의 생물학적유용성 및 혈관 신생성 억제효과 검토(4)

건강기능식품은 기능성 물질의 활성과 독성에 따라 그 가치를 평가받을 수 있다 하지만 체. ,
내로의 흡수가 저해 대사과정에서의 은 기능성 물질의 이용률을 떨어뜨리는 요, pre-elimination
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소가 될 수 있다 는 물질의 체내 이용성을 나타내는 지표로서 기능성이 뛰어난. Bioavailability
식품 또는 약물일지라도 낮은 는 그 가치를 떨어뜨리기에 충분하다bioavailability . Caco-2 cell
은 사람의 대장암 세포이지만 여러 번의 과정을 거쳐 일반 소장세포와 유사한 성질line cloning

을 지니게 된 세포로서 물질의 흡수율 체내 이용률 등에 대한 실험에 많이 이용되고 있다 본, .
실험은 을 이용하여 추출물 내의 물질의 소장 내 흡수율을 알아봄으로서 체내Caco-2 cell line
이용률을 간접적으로 시험하는데 그 목적이 있다.
또한 새로운 혈관을 형성하는 과정인 신생혈관형성 과정은 정상적인 조건에서는(angiogenesis)
거의 일어나지 않는 엄격히 조절되는 현상이나 종양의 성장과 전이에 중요한 역할을 하는 것으로,
알려져 있다 특히 는 혈관벽 세포들이 를 분해하며 혈관을 형성할 위. MMP-2 extracellular matrix
치로 이동할 수 있도록 해주는 신생혈관형성 촉진인자이며 신생혈관형성이 일어나기 위해서는,

가 에 결합해야 하는 것으로 알려져 있다 암의 경우에 종양의 성장을 위해서는MMP-2 integrin v3 .
새로운 혈관의 형성이 필수적이기 때문에 이를 적절히 억제한다면 종양의 성장을 억제하거나 더

나아가서는 제거할 수도 있을 것으로 사료된다 실제로 여러 연구에서 단백질이나 펩티드 등으로.
이루어진 여러 가지 억제인자들이 발견되었으며 이들은 종양의 성장을 억제하는데 상당한 효과를

보여주었다.

가( ) Caco-2 human intestinal model

가 있는 에 이 잘 붙어 자랄 수 있도록 처리Permeability 6-well trans well plate cell collagen
를 한 후 을Caco-2 cell 6.4 × 104 으로 한다 약 일간 배지 를 교환해주며seeding . 20 (DMEM)
을 시킨 후 추출물을 배지와 일정 비율로 섞어서 에 처리한다 네 시cell confluence , cell apical .

간 후 를 회수하여 를 이용해 목표 물질을 분석하고 에 처리한 양의 추basal media HPLC , cell
출물과 비교해 내 흡수율을 알아본다 의 측정은Caco-2 cell . Cell integrity lucifer yellow assay
를 이용한다.

나( ) Chorioallantoic membrane (CAM) assay:

수정란을 습도가 유지되는90% 37oC 배양기에 넣어 배양 후 일 배가 되면 계란의 끝부분에, 4
구멍을 내어 알부민 을 뽑아낸 뒤 계란의 공기 주머니 아래쪽을 소독 후 메스를 이용하3 , ,㎖
여 지름 크기의 원형 창문을 만들고 막을 제거한 후 유리 테잎으로 구멍을 막는다 일3 cm , . 5
배가 되면 살균 처리 된 의 위에 시료를 점적하여 용매를 완전히thermanox 12 mm coverslip
말린 후 위에 올려놓고 밀봉하여 배양한다 대조군으로 를 사, CAM . retinoic acid (10 /egg)㎍
용한다 일간 배양시킨 후 녹십자 을 에 주입 후 해부 현. 2 10% fat emulsion (Intralipid, ) CAM
미경으로 혈관신생효과를 관찰하고 사진을 찍는다 실험은 각 군당 개씩 총 회 실시하며, . 20 3 ,
수정란 개 이상의 결과가 이상 억제효과가 있을 경우에 한해 혈관신생억제효과가 있는20 70%
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것으로 인정한다.

항산화 효과 입증 및 부분정제 유효성분 함량 분석(5)

암의 발생 단계에서 영향을 주는 여러 요인들 중 하나인 의 소거 능을 통해 항산free radical
화 효과를 입증하고 이를 통해 암 발생의 위험성을 낮추거나 예방할 수 있음을 확인한다 또, .
한 추출단계에서 높은 활성을 나타낸 획분에서 고농도로 농축된 저분자의 폴리페놀 함량 분석

을 통해 발암성 억제 및 항산화효과 등 을 낮추는 물질 중 하나인 총 폴리페놀의 함량을 알아

보았으며 활성획분에 대한 분석을 수행하였다HPLC .

가 항산화 효과 검토( ) (DPPH assay)

과 의 을 준비한다 값이 이 되Sample standard (Vit-C) stock solution . DPPH solution (OD 0.7
도록 희석 을 만든다 과 을 섞는다 어두운 곳에서 분) . Standard 0.1 DPPH solution 2.9 . 30㎖ ㎖
간 반응시킨다 에서 흡광도를 측정한다 의 흡광도에 대한 농도의. 517 nm . Standard standard

를 구한다 은 에 는 만 담아서 측정한다curve . Control DPPH 2.9 EtOH 0.1 blank EtOH .㎖ ㎖
의 값으로 항산화 능을 구한다Sample OD .

나 활성성분 분석( )

유근피 추출물 중 에탄올 추출물에서 높은 활성을 보이는 것으로 미루어 저분자물질 그 중에서

도 여러 문헌을 통하여 항산화 능력이 뛰어난 것으로 알려진 폴리페놀의 함량을 분석함으로서,
유근피 내의 저분자인 폴리페놀의 수준을 측정한다 항산화 능력 뿐 아니라 체내 흡수에도 용이.
하며 저분자이므로 체내 분해과정에서의 변화가 적고 발암의 각 단계에서 억제효과가 있는 물질,
인 폴리페놀의 함량을 측정함으로서 열수 추출물과 에탄올 추출물의 폴리페놀 수준을 비교하고,
총 폴리페놀의 함량을 측정한다 을 희석한 뒤 빈 에. Standard stock sol. (gallic acid) , falcon tube
를 씩 넣는다 와 을 씩 넣는다DW 2.6 . blank standard solution 0.2 . Folin-ciocaltue's phenol㎖ ㎖
을 씩 넣는다 후 분간 반응 시킨다 을 씩 넣고 분간sol. 0.2 . Vortexing 7 . 7% Na2CO3 2 , 90㎖ ㎖

어두운 곳에서 반응 시킨다 에서 흡광도를 측정한다 를 그린 후 미지의. 750 nm . Standard curve
농도를 알아낸다sample .

(6) 추출물의 활성 물질의 규명

가 를 이용한 용매별 분획의 활성 입증( ) MTT assay
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유근피 에탄올 추출물의 을 통해 을 나누었다 을 이용하여solvent partition fraction . Funnel 24
시간 동안 용매을 흘려줌을 반복하였다 배의 용매를 흘려주며. 3 , hexane, chloroform, ethyl

의 순서로 진행하였다 이렇게 얻어진 용매는 동결 건조를 통해 하였acetate, butanol . sampling
으며 측정을 위해 를 실시하였다, cell viability MTT assay .
정상 간 세포주인 과 간암 세포주인 를 각각 에 하여 시간Chang liver HepG2 96 well seeding 24
뒤에 의 의 배지를 처리한다 시간 후에 시약을 처리하10 sample, 90 DMEM (-) . 24 MTT㎕ ㎕
고 시간 뒤 로 후 에서 흡광도를 측정한다, 4 DMSO dissolve 540 nm .

나 용매 의 에 의한 분획물질의 활성 입증( ) Fraction Molecular Weight

위 실험에서 결과가 가장 좋은 을 에 따라 나누어 같ethyl acetate fraction molecular weight
은 방법으로 실험하였다 분획은 을 사용하여 이상과. Centricon-10 (Millipore, USA) 10,000 MW

이하의 으로 나누어 진행하였다10,000 MW fraction .

다 를 통한 최종 활성 분획 물질의 분리( ) HPLC

분자량으로 으로 나누어진 분획 중 이하의 유근피 에탄올 추출물10,000 MW 10,000 MW 1000 ppm
을 이용하여 실험하였다 을 사용하였으며. Waters HPLC system , two solvent-delivery system

로(Waters 515, USA), autosampler (Waters 717, USA), photodiode detector (Waters 2996, USA)
구성되어있다 는 는 을 이용하여 를 주어. Mobile phase A 0.1% acetic acid, B acetonitrile gradient UV

에서 측정하였다280 nm .

알코올에 의한 간 손상에 대한 보호 능력 입증(7)

가 알코올 분해효소인 와 의 활성 측정( ) alcohol dehydrogenase aldehyde dehydrogenase

대표적인 알코올 분해 효소인 와alcohol dehydrogenase (ADH) acetaldehyde dehydrogenase
의 활성 능력을 측정한다 와 을 섞은 후 분간의 반응(ALDH) . Reaction mixture enzyme solution , 5

시간 후에 알코올을 주입하여 그 분해능을 에서 흡광도를 측정한다340nm .

나 동물실험을 통한 간 보호 능력 측정( )

- In vivo assay계 확립 및 유근피 추출물의 활성 측정

활성이 검증 된 유근피의 in vivo 활성측정을 위해서 를 준비하고 각, Wistar-male rat group
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당 동일량의 일반사료를 제공한다 을 제외한 그룹에서 를. Control group 30% ethanol 5g/kg
의 농도로 하며 섭취 분전 미리body weight oral administration , 30% ethanol 15 sample group

은 농도의 을 시킨다 사육은500mg/kg body weight sample oral administration . 20-24oC,
의 상대습도를 갖는 조건에서 주간 이루어진다 주간의30-70% 12 hr-photoperiod chamber 4 . 4

사육이 끝난 후 의 무게를 측정하고 마취 상태에서 신속한 이 이루어진다, rat dissection .

혈청 분석에 따른- aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), serum
triglyceride (STG), total cholesterol, low density lipoprotein (LDL) cholesterol, high density

의 활성 측정lipoprotein (HDL) cholesterol

마취된 쥐의 혈관을 통해 을 뽑아낸 뒤 에서 하여 혈청만 분리whole blood , 1000rpm centrifuge
해낸다 분리해낸 혈청으로 혈청 분석기인 을 이용. Cobas c111 (Roche applied science, USA)
하여 분석하였다.

조직 분석에 따른- hepatic triglyceride (STG), total cholesterol, low density lipoprotein
의 활성 측정(LDL) cholesterol, high density lipoprotein (HDL) cholesterol

간 조직을 씩 분리한 뒤 한다 된 조직을 하여 만0.5 g , homogenize . Homogenize ethylation fat
을 분리하여 용액에 녹여 분석한다 분석은 혈청 분석기인1% Triton . Cobas c111 (Roche

을 이용하여 분석하였다applied science, USA) .

조직 절편 분석을 통한 세포 손상도 측정 및 측정- triglyceride

간 조직을 절편하여 을 실시한다 혈액을 제거 한 후 같은 크기로histopathological examination . ,
조직을 절편하여 포르말린으로 고정한다. Haematoxylin-Eosin 법으로 하여 조직(H&E) staining
을 현미경에서 관찰한다 절편한 조직에서 파라핀을 제거한 후 법을 실시하여 조직에. , Oil red O ,
서의 를 측정한다triglyceride .

다 추출물의 간암 활성 입증.

(1) 를 통한 유근피CAA (Cellular Antioxidant Activity) assay 추출물의 활성 측정

을 에Hep G2 (Hepato-carcinoma) cell 96 well dish 6.0 × 104 cells/well/100 ㎕의 농도로

한다 시간 후 로 해 준 뒤seeding . 24 PBS washing , 100 ㎍/㎖의 농도의 과sample 25 μM
를DCFH-DA 100 ㎕의 에 첨가하여 처리한다 한 시간 뒤(-)medium . 600 μM ABAP/100 ㎕
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의 를 첨가 해 준 뒤 로 한 시간 동안 분 간격으로 측HBSS oxidant fluoremeter (485/538 nm) 5
정한다.

을 통한 유도 현상 관찰(2) Annexin V-PI staining apoptosis

간암세포인 세포를HepG2 에6 well dish 1.0 × 106 cells/well/2000 ㎕의 농도로 한다seeding .
시간 후 로 해 준 뒤24 PBS washing , 100 ㎍/㎖의 농도의 을sample 2000 ㎕의 에 첨(-)medium

가하여 처리한다 각각의 시간 시간의 을 하여. 6 , 24 cell collect 를 이용하flow cytometry assays
여 측정한다 에 의 을 처리한다. Cell 1 propidium iodide (PI) staining mixture . Cytomics FC㎖

을 이용하여 를 측정한다500 (Beckman coulter, USA) cell apoptosis .

법을 이용한 간암전이 지표 효소인 와 정량(3) ELISA MMP-2 MMP-9

간암세포인 세포를HepG2 에6 well dish 1.0X106 cells/well/2000 ㎕의 농도로 한다seeding . 24
시간 후 로 해 준 뒤PBS washing , 10, 50, 100 ㎍/㎖의 농도의 을sample 2000 ㎕의 (-)medium
에 첨가하여 처리한다 시간 뒤 을 모아서 으로 농축하여 실험에 사용한다. 24 , medium centricon .

는Assay 와 의 을 이용하여Quantikine MMP-2 MMP-9 kit (R&D system) instruction manual
진행하였다 와 의 를 측정하여 그 양을 정량하였다. MMP-2 MMP-9 standard curve .

라. 파래의 항암 효과

을 통해 높은 활성이 확인 된 파래가 특이적으로 간암 세포 등 다양한 암세포주에Screening
대한 억제효과를 나타내어 효과를 극대화 할 수 있는 추출 조건을 검색하고 상품화에 적용할

수 있는 방안을 모색하고자 하였다.

(1) MTT assay:

세포는 섬유 육종 세포 유방암세포HT1080 (fibrosarcoma cell, ), MCF7 (breast cancer cell, ),
피부 흑색종 세포 을 사용하여 에B16/F10 (melanoma cell, ), HepG2 96 well plate 1.0 × 105의

세포를 분주한다 시간 배양 후 여러 농도의 시료를 처리한 후 시간 뒤에 시약으로. 24 , 48 MTT
생세포를 염색한다 시간 뒤에 에서 를 이용해 흡광도를 측정해 세포. 3 570 nm microplate reader
독성을 알아본다.

파래의 항혈전 효과(2)
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해조류의 경우 육상식물에 비해 비타민 및 미네랄 특히 마그네슘 칼슘 요오드 철 등의 함, , , ,
량이 높고 해조류를 구성하고 있는 다당류의 독특한 구조적인 특성으로 생리활성이 강한 물질

로 알려지고 있어 최근 건강식품으로 많이 이용되고 있다 이러한 점을 고려하여 본 연구에서.
는 수종의 해조류를 대상으로 항응고 활성을 검색한 후 높은 활성을 나타낸 파래를 선정하여

파래에서 얻은 각각의 추출물들에 대한 혈액 항응고 활성을 검토하였다.

가 추출 용매에 따른 항응고 활성 검토( )

본 실험의 재료 중 파래는 완도산으로 완도군 수산업협동조합에서 건조된 것을 구입하여

로 분쇄한 후 사용하였다 파래 에 각각 메탄올 증류수 을blender . 5 g , , 1 N NaOH, 1 N HCl
씩 가해 시간 환류 추출하여 산 또는 알칼리추출물의 경우 중화시켜 원심분리100 2 (5,000㎖
분 한 후 유기 용매 추출물의 상등액은 감압 건조하고 그 외 추출물의 상등액은 증류rpm, 20 )

수에 투석 동결 건조하여 얻은 추출물을 의 농도로 제조하여 법으로 항응고, 1,000 / APTT㎍ ㎖
활성을 측정하였다.

나 알칼리 추출 농도에 따른 항응고 활성 검토( )

측정 결과 가장 높은 항응고 활성을 나타낸 알칼리 추출 조건을 0.1 N NaOH, 1 N NaOH,
로 농도를 달리하여 추출한 후 얻어진 추출물을 상기의 방법으로 시료를 제조하2.5 N NaOH

고 항응고 활성을 측정하였다.

다 에 의한 항응고 활성 측정( ) Activated partial thromboplastin time (APTT)

내인성 혈액응고 및 전반적인 항응고 활성은 으로 측정하였다 시료를 함유한 의APTT . 100 ㎕
건강한 성인의 혈장을 진단시약 과 혼합한 후APTT 100 37㎕ oC에서 정확히 분간 예열한 다3
음 37oC에서 미리 예열 된 20 mM CaCl2 를 가한 후100 blood coagulation analyzer㎕

주 를 사용하여 응고가 될 때까지의 시간을 기록하였으며 대조(BC2210, ( ) , Japan)京都第一科學

구는 시료를 첨가하지 않은 순수한 혈장 를 이용하여 응고 시간을 측정하였다100 .㎕

마 유근피 추출물로부터 간암억제 유효성분의 공업적 실용화.

유근피 추출물을 이용한(1) 연질 캡슐 제작

유근피의 추출 분말 에 소맥 배아유를 미강 추출물 베타카로틴100 30-50%, 10-20%, 1-3%,㎎
레시틴 토코페롤 등을 부형제로 사용하고 맛을 고려하여 생강추출물 인삼분등의1-2%, 1% , ,
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각종 추출물을 미량 첨가하였다.

(2) 유근피 추출물을 이용한 드링크제 제작

유근피의 추출 분말의 이용하여 내용액 제제를 만들었다 제재의 맛 향 안정성 등을 고려하, ,
여 감미제로 포도당 액상 과당 올리고당 벌꿀 등을 시용하였으며 교미제로서 식D-sorbitol, , , ,
염 호박산나트륨을 산미제 및 조절제로 구연산을 사용하였다 항산화제로 비타민 와 방, , pH . C
부제로 안식향산나트륨을 첨가하였다 그 외에 식미 향상을 위해 사과과즙 같은 과일과즙을 혼.
합해 준다 주성분의 배합은 으로 하여 조제 하였다. 100 .㎎

(3) 유근피 추출물을 이용한 과립제 제제

유근피의 추출 분말 300 ㎎에 부형제로 유당 700 ㎎ 옥수수 전분, 3.5 ㎎ 산미제로 구연산,
5 ㎎을 혼합하고 한 후 제과 하였으며 함습도를 시험한 후 정립하고 최종 혼합하spray dry
였다.

바 제품의 외관 및 안정성 검사.

본 연구에서 개발된 제품들은 생약 추출물 함유 제제의 적용범위에 속하므로 외관검사는 개6
월 유효사용기간은 년이므로 이에 준하는 가혹실험 고온 고압 을 실시하여 제품의 외관과, 2 ( , )
미생물 검사를 실시하였다.

결과3.

가 용매추출에 의한 간암 억제 효능을 갖는 추출물 최적조건 확립.

추출조건은 추출물의 제품화 가능성을 고려하여 열수와 로 추출하여 수율을 비교80% EtOH
하였다 비교적 열수추출물에서 에탄올 추출물보다 배 가까이 높은 수율을 나타내었으나. 80% 2
항산화도는 에탄올 추출물에서 비교적 높은 값을 나타내었다 이 중 유기농 녹차는(Table 3-1).
가장 높은 항산화 활성을 보였으며 전반적으로 동결건조시료는 고열건조시료에 비하여 비교적

높은 수율과 활성을 나타내었다 차 검색결과 가장 활성이 좋았던 유기농 녹차시(Table 3-2). 1
료를 대상으로 각 추출조건에서의 수율과 활성을 고려하여 최적조건을 확립하였다.
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Table 3-1. Yields of extracts from hot water and 80% EtOH.
Extracts

사과 쑥 감잎차 죽엽차
녹차

비유기농( )
녹차

유기농( )
Yields

(% dry wt.)

Hot water
extracts 15.1 20.0 17.3 14.9 13.6 12.8
80% EtOH
extracts 8.9 7.2 8.2 6.4 6.3 6.8

Table 3-2. The antioxidant activity of extracts from hot water and 80% EtOH.
Extracts (100 )㎎

사과 쑥 감잎차 죽엽차
녹차

중국산( )
녹차

유기농( )
Antioxidant
activity ( )㎍
(VCEAC)

Hot water
extracts 190±24 131±15 123±21 104±31 340±23 371±54
80% EtOH
extracts 215±38 175±12 138±20 127±19 324±21 355±32

나 복합물질에 대한 항산화 활성 비교법 확립.

간암 억제능 검색의 차지표로 사용된 항산화 활성을 나타내는 대표적인 물질인 를1 vitamin C
지표물질로 하여 당 를 계산하여 비교하기 위하여g vitamin C equivalent (VCEAC) ABTS

법을 이용하여 의 시간대별 농도별 항산화 활성을 조사하였다radical assay vitamin C . Vitamin C
의 소거능은 농도에 의존적이었으나 반응시간에 따라 차이를 보이는 것으로 나타ABTS radical
났다 극성용매에서 용출되는 항산화활성에 대하여 민감도를 나타내는 의 소거능에. ABTS radical
대하여 민감도가 가장 좋은 시간대를 반응시간에 을 조정 한 후 를 고baseline kinetic parameter
려하여 최적 조건에서 활성을 조사하여 추출물의 항산화 활성과 비교하였으며 비교값은.

값으로 나타내었다VCEAC (Fig. 3-1).
에서 볼 수 있듯이 라디칼 소거능은 의 농도와 반응시간에 대하여 의존적으로Fig. 3-2 vitamin C

나타났으나 농도에 따라 활성도가 포화되는 시간대가 다르게 나타나 각 데이터 값이 나타내는 곡

선을 적분한 값을 비교하는 것이 이 큰 복합물의 활성을 비교하여 나타내는데 효과적인variation
것으로 사료되었다 추출물에서도 마찬가지로 각 시간대별 농도별 항산화능을 나타낸 곡선면적. ,
의 적분값을 비교하여 항산화 활성을 비교하였다 이때 각 농도에서 농도에 대한 반응성의. R2값
이 비교적 높은 사과추출물과 비교하여 활성을 나타내었다 전반적으로 유기농녹차에서 비유기.
농녹차보다 높은 항산화 활성을 나타내었다 본 연구를 통한(Fig 3-3). total radical scavenging
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방법의 개발로 이 큰 추출물상태의 항산화활성에 대한 데이터 제공과capacity (TRSC) variation
상대비교가 가능할 것으로 사료된다.

Fig. 3-1. Changes of antioxidant activities of vitamin C at different reaction time.
Filled circle: 3 min, open circle: 10 min, filled triangle 20 min, open triangle: 40 min,
rectangle: 60 min. Average values of three experimental data are expressed without error
bars.

Fig. 3-2. Kinetics of reaction of ABTS radicals with antioxidants.
Vitamin C at the concentration of 0 to 5 / was reacted with 100㎍ ㎖ μM ABTS radicals.
Average values of three experimental data are expressed without error bars.
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Fig 3-3. TRSC of extracts.
Values are expressed as % increase in the integrated area compared with the control
without antioxidants. Average values of three experimental data are expressed without
error bars.

다. In vitro 세포독성 조사

에서 나타나듯이 유기농 녹차는 이하의 농도에서 세포 독성을 거의 보이Table 3-3 20 /㎍ ㎖
지 않았던 반면 비유기농 녹차는 약간의 세포독성을 보였다 유기농 녹차는 비유기농녹차에 비.
하여 항산화 활성이 높았으며 세포독성을 나타타내는 유효범위를 고려하여 유기농녹차를 대상

으로 간암 억제 활성능을 조사하였다.

Table 3-3. Comparison of the cytotoxicity of extracts of organic green tea and
non-organic green tea.

Concentration of extracts
( / )㎍ ㎖

Cytotoxicity of green tea extract (%)
organic non-organic

0 0 0
10 -2.6 ± 0.6 -0.4 ± 0.2
20 -5.3 ± 2.3 1.5 ± 0.4
40 4.6 ± 4.0 12.5 ± 5.2
80 15.4 ± 4.5 34.0 ± 11.6
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라 활성검색방법 확립.

(1) 세포간 정보전달 회복효과 측정

간암의 진행 단계에서 갭 결합 채널에 의한 세포간 신호전달이 억제되는 현상은 중요한 생화

학적 지표로 인정되고 있으며 특히 간암에 있어서 특히 커넥신 와 이 결핍이 중요한 원인, 32 26
으로 이러한 현상이 나타나는 것으로 잘 알려져 있다 반면 이러한 억제를 회복시키는 물질은. ,
간암의 진행단계를 저해함으로써 간암의 억제 효과를 갖는 것으로 인정되고 있어 본 연구에서

간암 억제능을 나타낼 수 있는 활성지표로서 선정되었다.
에서 나타난 바와 같이 갭결합을 통한 세포 간 정보전달 억제는 추출물의 농도가Table 3-4

증가함에 따라 증가하였으며 추출물에서 열수추출물보다 높은 활성을 나타내었80% ethanol
다.

Table 3-4. Rate of increase in GJIC (%) by organic green tea extracts.
Concentration of organic green tea extract( / )㎍ ㎖
0 5 10 20 40

Extracts Hot water extract - - 10 25 35
80% Ethanol extract - 5 15 40 50

과산화수소에 의해 유도되는 세포간 정보전달 억제회복능이 어느 정도 항산화효과에 의존하

는지의 여부를 판별하기 위하여 유기농녹차 추출물을 대상으로 를 실시한 결과FOX assay
의 과산화수소를 첨가한 대조군의 경우는 양의 변화가 없었으나 과산화수소를 제거하500 Mμ

는 의 경우 과산화수소를 농도 의존적으로 제거하는 것을 확인할 수 있었다 유기농catalase .
녹차의 경우 과산화수소를 줄이기는 하였으나 그 정도가 미약한 것으로 보아 추출물의 과산

화수소에 의하여 유도되는 의 회복능은 항산화효과에 의존한다기보다는 세포 간 신호전GJIC
달에 의한 것임을 알 수 있었다(Fig. 3-4).

에 의하여 추출물의 회복능을 나타내는 기작을 비교하기 위하여 선행실험을Fox assay GJIC
통하여 항산화활성에 의존하지 않고 회복능을 나타내는 유근피를 동일한 조건 열수GJIC ( ,

에서 추출하여 비교실험을 한 결과를 에 나타내었다 유기농 녹차의 경우80% EtOH) Fig. 3-5 .
와 비교하여 같은 농도에서 과산화수소 값이 오히려 약간 증가하는 결과를 나타내어 항산화활

성은 회복능과 관련이 없는 것으로 나타났다GJIC .
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Fig. 3-4. Change of peroxide by organic green tea extract.

Fig. 3-5. Change of peroxide by Ulmus davidiana extract
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암전이 억제효과 측정(2)

는 암의 이동과 전이에 중요하게 관여하는 효소로 세포외 기질을 녹이는 대표적인 효소MMP ,
로서 암의 전이뿐만 아니라 암의 진행의 여러 단계를 촉진시키는 것으로 알려졌으며 많은 종,
류의 암종에서 발현이 증가되어 있고 암의 전이에 가장 직접적인 관련이 있는 로서, gelatinase
간암의 진행에 있어서도 역시 중요한 역할을 하고 있어 본 연구의 항암지표로 설정되었다.

활성을 억제시키는 물질은 최근 새로운 암 억제제로서 주목받고 있다MMP .
유기농녹차 추출물의 경우 이상에서 에 대한 억제효과를 나타내80% EtOH 40 / MMP-9㎍ ㎖
었으며 같은 농도에서 미약한 정도의 세포독성을 나타내었으며 이상의 갭 결합을 통한50%
세포간 신호전달 회복능을 나타내었다 따라서 유기농녹차 추출물은 세포 독성을 나(Fig. 3-6). ,
타내지 않는 농도범위에서 산화적 스트레스에 의한 갭 결합을 통한 세포간 신호전달의 억제를

다시 회복시키고 의 활성을 억제함으로서 간암 억제에 효과가 있는 것을 알 수 있었다, MMP .

MMP-9

control 10 / 20 / 40 / 80 /㎍ ㎖ ㎍ ㎖ ㎍ ㎖ ㎍ ㎖

Fig. 3-6. Inhibition of MMP expression of organic green tea extract.

마 선정된 활성 추출물로부터 유효성분의 확보를 위한 특성 검토 및 추출물 전.
처리 조건 확립

검색한 천연물 중 가장 활성이 좋고 상품화 가능성이 높은 유근피를 선정하여 추출방법을

선정하고 유효성분을 분석하였다 추출물은 에탄올 획분에서 좋은 활성을 나타내었으며 저분.
자 중 활성획분인 폴리페놀을 대상으로 정량분석을 실시하였다 추출전 열수 산 세포벽 분해. , ,
효소로 처리한 결과 미처리군과 비교하여 뚜렷한 차이를 보이지 않아 활성물질 분획을 위한

전처리는 생략하였다(Fig. 3-7).
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천연물Fig. 3-7. screening(1 / )㎎ ㎖

(1) 간암세포 증식 억제효과

선정된 유근피를 열수 추출물과 에탄올 추출물로 나누어 실험을 진행 하였다 유근피 열수 추.
출물과 에탄올 추출물 모두에서 간암세포의 성장을 효과적으로 억제하였다 열수 추출물의 경.
우 까지 이하로 암세포의 성장을 억제하였으나 부터는 억제 활성이400 / 60% , 300 /㎍ ㎖ ㎍ ㎖
낮아졌다 특히 에탄올 추출물에서는 의 낮은 농도까지 점차적으로 세포의 성장을 억. 100 /㎍ ㎖
제해 정도의 수준 정도의 간암세포의 성장을 억제하였다 결과적으로 유근피 에40% (Fig 3-8).
탄올 추출물의 경우 낮은 농도 에서 가장 효과적으로 암세포의 성장을 억제하여 소(100 / )㎍ ㎖
량의 섭취로도 좋은 효과를 기대할 수 있음을 시사했다.
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유근피 열수 추출물과 에탄올 추출물의Fig. 3-8. cell viability.

암전이 억제효과 검색(2)

유근피 에탄올 추출물의 경우 에서부터 와 모두 이하로 발현을0.2 / MMP-2 MMP-9 40%㎎ ㎖
억제하였고 열수 추출물의 경우 와 와 의 합 의, total MMP-2 MMP-9 (Pro-MMP Active MMP )
발현을 에서 유의적으로 낮추었다 에탄올 추출물에서 열수 추출물보다 저1.0 / (Fig. 3-9).㎎ ㎖
농도에서도 와 의 활성을 저해함을 알 수 있었다 유근피 에탄올 추출물은 저MMP-2 MMP-9 .
농도로도 암전이 초기단계에 과발현되는 와 의 을 조절함으로서 암전MMP-2 MMP-9 activation
이를 예방 효과가 나타날 것으로 기대한다.
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에탄올 추출물 열수 추출물- - - -

농도에 따른 각 추출물의 억제 정도Fig. 3-9. MMP

세포간 갭결합 신호전달 회복효과 검색(3)

공초점 현미경에 의해 측정 된 결과에서 과 비교 하였을 때(Fig. 3-10) control , 100 M Hμ 2O2
처리를 한 경우 갭 결합이 현저히 억제됨을 확인 할 수 있다 유근피 열수 추출물과 에탄올 추.
출물의 경우 모두 갭 결합 억제를 회복하는 결과를 나타내었다 이를 을 로 두고. control 100%
수치화 한 결과 의 유근피 에탄올 추출물을 제외한 나머지 그룹에서(Fig. 3-11), 100 / 80%㎍ ㎖
이상으로 회복하는 양상을 뗬다. 1 ㎎ 의 유근피 열수 추출물의 경우는 가까이 달하는/ 100%㎖
수준으로 갭 결합 억제를 회복시켰다 이는 유근피 열수 및 에탄올 추출물이 모두 갭 결합의 회.
복 능력이 있음을 뜻하며 갭 결합의 항상성 불균형으로 인해 암에 영향을 주는 것을 예방 및,
치료할 수 있음을 시사한다.
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각 추출물의 농도에 따른 갭 결합을 통한 세포 간 정보전달 억제의 회복능Fig. 3-10.

유근피 추출물의 세포 간 정보전달 억제회복효과Fig. 3-11.
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항산화 효과 입증 및 부분정제 유효성분 함량 분석(4)

분석결과 의 동일 농도에서 유근피 열수 추출물과 에탄올 추출물 중 에탄올 추출1 g/100 ㎖
물에서 항산화능력이 훨씬 더 뛰어났다 이에 에탄올 추출물로 농도별 분석을 실시(Fig. 3-12).
하였다 유근피의 항산화능력은 까지 항산화제로 널리 알려진 비타민(Fig. 3-13). 5 /100 C㎎ ㎖
와 비슷한 수준을 유지하다가 이후 에서 급격하게 높은 항산화능을 띄었다 이에10 /100 .㎎ ㎖
유근피 에탄올 추출물에서 높은 항산화 활성을 나타냄을 알 수 있었다.
또한 항산화 능력 뿐 아니라 체내 흡수에도 용이하며 저분자이므로 체내 분해과정에서의 변, ,
화가 적을 뿐만 아니라 발암의 각 단계에서 억제효과가 있는 물질인 폴리페놀의 함량을 측정

함으로서 열수 추출물과 에탄올 추출물의 폴리페놀 수준을 비교하고 총 폴리페놀의 함량이 어,
느 정도인지 측정하였다.
실험 결과 유근피 열수 추출물의 경우 으로 의 와 비슷한 수96.1 ± 1.6 ( ) 100 gallic acid㎍ ㎍
준을 나타내었으나 유근피 에탄올 추출물의 경우 로 보다도 약, 181.5 ± 3.5 ( ) gallic acid 1.8㎍
배의 총 폴리페놀 함량을 나타내었다 이에 항산화능력이 더 높았던 유근피 에탄올(Table 3-5).
추출물이 유근피 열수 추출물 보다 높은 폴리페놀 함량을 띄는 것을 확인할 수 있었다.

유근피 열수 추출물과 에탄올 추출물의 시간대별 항산화능력 측정Fig. 3-12.
유근피 에탄올 추출물 유근피 열수 추출물UDN E: , UDN H:
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유근피 에탄올 추출물의 농도별 항산화능 측정Fig. 3-13.

총 폴리페놀 함량 측정Table 3-5.

부분정제 획분의 활성유지 확인(5)

높은 활성을 나타낸 에탄올 활성 획분을 유기용매의 극성을 낮추어가며 계통추출 에 의하여

분획하여 역가를 확인한 결과 기존의 활성 획분과 유사한 정도의 갭결합 회복효과를 나타내었

다(Fig. 3-14).
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유근피 에탄올 추출물의 갭결합 회복효과Fig. 3-14.

바 알코올에 의한 간 손상에 대한 보호 능력 입증.

알코올 분해효소인 와 의 활성 측정(1) alcohol dehydrogenase aldehyde dehydrogenase

대표적인 알코올 분해 효소인 와 의 활성 능력을 측정한다 와ADH ALDH . Reaction mixture
을 섞은 후 분간의 반응 시간 후에 알코올을 주입하여 그 분해능을 에서enzyme solution , 5 340 nm

흡광도를 측정한다.
실험 결과 의 효소 활성은 까지 저해되었으나 의 활성은 보다 다소ALDH 80% , ADH Control
높게 나타났다(Fig. 3-15).

Fig. 3-15. ADH and ALDH enzyme activity ethanol extract of Ulmus Davidiana var. japonica Nakai
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동물실험을 통한 간 보호 능력 측정(2)

가( ) In vivo assay계 확립 및 유근피 추출물의 활성 측정

활성이 검증 된 유근피의 in vivo 활성측정을 위해서 를 준비하고 각, Wistar-male rat group
당 동일량의 일반사료를 제공한다 을 제외한 그룹에서 를. Control group 30% Ethanol 5 g/kg

의 농도로 하며 섭취 분전 미리body weight of mice oral administration , 30% Ethanol 15
은 농도의 을 시킨다sample group 500 /kg body weight of mice sample oral administration .㎎

사육은 20-24oC 의 상대습도를 갖는 조건에서 주간 이루, 30-70% 12 hr-photoperiod chamber 4
어진다 주간의 사육이 끝난 후 의 무게를 측정하고 마취 상태에서 신속한 이 이. 4 , rat dissection
루어진다.

에서와 같이 그룹을 제외한 나머지 그룹에서 모두 무게의 변화가 감소하였Fig. 3-16, control
으며 유근피 추출물을 투여한 그룹에서는 변화량이 급감하였다 세 그룹 모두에서 무게에.
비례한 간의 무게는 거의 비슷한 수준으로 나타내어 간독성은 나타내지 않았다.

Fig. 3-16. Changes of body weight and liver index of Wistar rat.

나 혈청 분석에 따른( ) aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase
(ALT), serum triglyceride(STG), total cholesterol, low density lipoprotein (LDL)

의 활성 측정cholesterol, high density lipoprotein (HDL) cholesterol

마취된 쥐의 혈관을 통해 을 뽑아낸 뒤 에서 하여 혈청만 분리whole blood , 1000rpm centrifuge
해낸다 분리해낸 혈청으로 혈청 분석기인 을 이용. Cobas c111 (Roche applied science, USA)
하여 분석하였다.

의 경우 에탄올 그룹에서만 유의적으로 높게나왔으며 유근Total cholesterol (Fig. 3-17, A), ,
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피 에탄올 그룹의 경우 그 수준이 에탄올 그룹보다 낮았다 혈청 의 경우에는 에탄. triglyceride
올 그룹에 비해 유의적으로 그 수준이 낮았다 유근피 그룹에서 의 양은 에탄올 그룹에 비. LDL
해 유의적인 차이는 보이지 않았지만 의 양을 유의적으로 높임으로서 유근피 추출물은HDL

과 의 비율의 조절을 통하여 고지질관련 질병을 예방할 수도 있음을 나타내었다 또HDL LDL .
한 간이 손상되었을 때 가장 많이 혈액으로 내보내지는 효소인 의 경우 에탄올 그룹에서AST
유의적으로 높게 나온 것에 비해 에탄올 그룹에 유의적으로 낮추는 경향을 나타내었다. ALT
의 경우 모든 그룹에서 높게 나타나지는 않았지만 의 경우 간 이외의 다른 장기의 손상에ALT
도 많이 발생하므로 가 혈액으로의 유출이 많지 않은 것만으로도 급성 알콜 노출에 대한AST
보호 효과를 알 수 있다.
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Fig. 3-17. Levels of A: Total cholesterol, B: Serum triglyceride, C: HDL, D: LDL, E: AST and
F: ALT by serum analysis. *p<0.05; significantly different from control; **p<0.001:
significantly different from control; ***p<0.0001: significantly different from control; #p<0.05:
significantly different from the ethanol group; ##p<0.001: significantly different from the
ethanol group; ###p<0.0001: significantly different from the ethanol group (two-way analysis
of variance).
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다 조직 분석에 따른( ) hepatic triglyceride (STG), total cholesterol, low density lipoprotein
의 활성 측정(LDL) cholesterol, high density lipoprotein (HDL) cholesterol

간 조직을 씩 분리한 뒤 한다 된 조직을 하여 만을0.5g , homogenize . Homogenize ethylation fat
분리하여 용액에 녹여 분석한다 분석은 혈청 분석기인1% Triton . Cobas c111 (Roche applied

을 이용하여 분석하였다science, USA) .
은 에탄올 그룹에서 유의적으로 높게 나타났으며 는Total cholesterol , Hepatic triglyceride

보다는 높았지만 에탄올 그룹보다는 유의적으로 낮추었다 또한 유근피 에탄올 추출물control . ,
그룹에서 은 에탄올 그룹보다 높이고 은 에탄올 그룹보다 낮춰주어 콜레스테롤 항상HDL LDL
성을 유지하며 에탄올 섭취에 의해 일어날 수 있는 동맥경화 및 혈관 질환에서 효과를 나타

낼 수 있을 것으로 사료된다(Fig. 3-18).

Fig. 3-18. Levels of A: Total cholesterol, B: Hepatic triglyceride, C: HDL and D: LDL by liver
organ analysis. *p<0.05; significantly different from control; ** p<0.001: significantly different
from control; *** p<0.0001: significantly different from control; # p<0.05: significantly
different from the ethanol group; ## p<0.001: significantly different from the ethanol group;
### p<0.0001: significantly different from the ethanol group (two-way analysis of variance).
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라( ) 조직 절편 분석을 통한 세포 손상도 측정 및 측정Triglyceride

간 조직을 절편하여 을 실시한다 혈액을 제거 한 후 같은 크기로histopathological examination . ,
조직을 절편하여 포르말린으로 고정한다. Haematoxylin-Eosin 법으로 하여 조직(H&E) staining
을 현미경에서 관찰한다 절편한 조직에서 파라핀을 제거한 후 법을 실시하여 조직에. , Oil red O ,
서의 를 측정한다triglyceride .

에서처럼 그룹에서는 핵이 많고 주변부의 간세포들이 잘 자리하였지만 에Fig. 3-19 , control ,
탄올 그룹의 경우 세포의 파손정도가 크며 세포내에 지방질이 많이 자리하였다(Fig. 3-19 A,
유근피 에탄올 그룹의 경우에는 핵의 분포도가 높고 약간의 지방질이 있지만 주변 세포들B).

이 조밀하게 자리잡아 간세포가 많이 손상되지 않았다 이로부터 유근피 에탄올(Fig. 3-19 C).
추출물이 알코올에 의하여 간세포가 파괴되는 것을 보호하는 효과를 나타내는 것을 알 수 있

었다.
또한 법에 의한 간조직의 양은 에탄올에서 높게 나타났으며 유근피 그, Oil red O triglyceride ,
룹에서 그룹보다 낮추는 경향을 나타내었다 이는 유근피 추출물의 알코올control (Fig. 3-20).
성 지방간 등의 질환으로부터 예방효과가 있음을 보여주며 전체적으로 체내에 손상을 최소화,
시키며 동시에 알코올성 비만 등으로부터도 예방효과가 있을 수 있음을 나타내어준다.
앞선 결과들에서 비추어볼 때 유근피 에탄올 추출물은 인체에 해를 주지 않으면서 간암전이 및 간,
보호에 탁월한 효과가 있음을 입증하였다.
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Fig 3-19. Light micrographs of H&E staining. A: Control, B: Ethanol, C: Ethanol+UDN
ethanol extract.
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Fig. 3-20. Hepatic triglyceride amount by Oil red O.
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사. 추출물의 간암 활성 입증

를 통한 유근피(1) CAA (Cellular Antioxidant Activity) assay 추출물의 활성 측

정

을 에Hep G2 cell 96 well dish 6.0 × 104 cells/well/100 ㎕의 농도로 한다 시간 후seeding . 24
로 해 준 뒤PBS washing , 100 ㎍/㎖의 농도의 과sample 25 μ 를M DCFH-DA 100 ㎕의

에 첨가하여 처리한다 한 시간 뒤(-)medium . 600 μM ABAP/100 ㎕ 의 를 첨가HBSS oxidant
해 준 뒤 로 한 시간 동안 분 간격으로 측정한다fluoremeter (485/538 nm) 5 (Fig. 3-21).
각 데이터의 시간대별 편차를 최소화 하기위하여 시간대별 값의 적분값 (AUC: area under

을 계산하여 표준물질인 과 비교해 보면 유근피 열수 추출물curve) quercetin 100 ㎍은 13.00
μ 를 나타내며 에탄올 추출물M of Quercetin equivalent , 100 ㎍은 24.28 μM of Quercetin

을 나타내었다 이는 내에서의 상대적 항산화도가 에탄올 추출물의 경우 열수의equivalent . cell
경우보다 우수한 것을 나타내며 이로부터 세포내에 흡수되는 항산화성분의 활성이 주로 저

분자에 기인하는 것을 알 수 있다.
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Fig. 3-21. CAA units during 60 min.
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을 통한 유도 현상 관찰(2) Annexin V-PI staining Apoptosis

간암세포인 세포를HepG2 에6 well dish 1.0 × 106 cells/well/2000 ㎕의 농도로 한다seeding .
시간 후 로 해 준 뒤24 PBS washing , 100 ㎍/㎖의 농도의 을sample 2000 ㎕의 에(-)medium

첨가하여 처리한다 각각의 시간 시간의 을 하여. 6 , 24 Cell collect 를 이용flow cytometry assays
하여 측정한다 에. Cell 1 ㎖의 을 처리한다propidium iodide (PI) staining mixture . Cytomics

을 이용하여 를 측정한다FC 500 (Beckman coulter, USA) Cell apoptosis .
의 세포사멸율은 이며 시간 동안 유근피Control 4.07% , 6 열수 추출물을 처리한 그룹은 에16.94%

서 시간 처리그룹에서 로 증가하였다 에탄올 추출물을 시간동안 처리한 그룹에서는12 47.58% . 6
시간 처리 그룹에서 로 증가하였다 그룹과 비교하여 모든 추61.11%, 12 80.43% (Fig. 3-22). Control

출물 그룹에서 세포 사멸을 유도하였으며 시간이 지남에 따라 그 사멸 유도율이 높아짐을 관찰,
할 수 있었다 특히 에탄올 추출물에서는 이상의 높은 세포 사멸 유도율을 나타내었다 본 실. , 80% .
험에 의해 추출물에 의해 일어난 세포의 사멸이 세포괴사 에 의해 일어 난 것이 아니고(necrosis) ,

의 유도를 통한 것임을 알 수 있다apoptosis .

Fig. 3-22. Flow cytometry graph verse Control group by CXP cytometer 2.2 (Beckman coulter,
USA). A: Control, B: 100 / of UDN Hot water extract at 6 hrs, C: 100 / of UDN㎍ ㎖ ㎍ ㎖
Hot water extract at 12 hrs, D: 100 / of UDN Ethanol extract at 6hrs,㎍ ㎖ E: 100 / of㎍ ㎖
UDN Ethanol extract at 12 hrs.
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법을 이용한 간암전이 지표 효소인(3) ELISA MMP 와-2 MMP 정량-9

의Standard curve R2값은 와 각각 과 를 나타내었다MMP-2 MMP-9 0.9877 0.9912 . Table 3-6
과 같이 에 비해 모든 그룹에서 와 의 발현량을 감소시켰으며 특히 유근피, Control MMP-2 -9 , ,
에탄올 추출물에서 와 모두 높은 수준으로 억제하였으며 열수추출물에서는 유MMP-2 -9
의적인 감소치를 나타내지 않았다 암 전이에 있어 가장 중요한 지표 효소로 이용되는 이.
러한 효소들의 억제는 간암전이를 효과적으로 억제 할 수 있음을 시사하는 결과라고 할

수 있다.

Table 3-6. MMP-2 and MMP-9 expreeion of HepG2.

아. 추출물의 활성 물질의 규명

를 이용한 용매별 분획의 활성 입증(1) MTT assay

여러 실험을 통해 간 암전이에 효과적으로 억제를 나타낸 유근피 에탄올 추출물의 Solvent
을 통해 을 나누었다 을 이용하여 시간 동안 용매을 흘려줌을 반복하partition fraction . Funnel 24

였다 배의 용매를 흘려주며 의 순서로 진행하였다. 3 , hexane, chloroform, ethyl acetate, butanol .
이렇게 얻어진 용매는 동결 건조를 통해 하였으며 측정을 위해sampling , cell viability MTT

를 실시하였다assay .
에서와 같이 과 에서는 암세포와 정상세포 모두의 성장을Fig. 3-23 , butanol chloroform fraction

억제하였으며 에서는 반대로 정상세포의 성장을 억제하였고 간암세포에는 영, hexane fraction
향을 미치지 않았다 에서는 간암세포를 억제 하였으며 정상세포주의 성. Ethyl acetate fraction ,
장에는 크게 영향을 미치지 않았다.
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Fig. 3-23. Cell viability of different fraction by solvent partition. A: Butanol fraction, B:
Chloroform fraction, C: Hexane fraction, D: Ethyl acetate fraction.

용매 의 에 의한 분획물질의 활성 입증(2) Fraction Molecular Weight

위 실험에서 결과가 가장 좋은 을 에 따라 나누어 같ethyl acetate fraction molecular weight
은 방법으로 실험하였다 분획은 을 사용하여 이상과. Centricon-10 (Millipore, USA) 10,000 MW

이하의 으로 나누어 진행하였다10,000 MW fraction .
실험 결과로는 이상의 은 간암세포의 성장을 올리고 정상 간세포에는 영10,000 MW fraction ,
향을 미치지 않았다 반면 이하에서는 간암세포의 성장을 억제하고 정상세포의 성. 10,000 MW
장을 약간 올려주는 경향을 나타내어 주로 저분자에서 활성을 타나내며 이는 항산화 활성과

항암전이활성에 있어 에탄올 추출물에서 높은 효과를 나타낸 결과를 고려하였을 때 활성물질

이 류의 저분자라는 점에서 일관된 결과를 나타내었다phytochemical (Fig. 3-24).
또한 을 나누어 단일 물질에 가까이 갈수록 암세포의 억제도가 낮아지고 정상세포의fraction
성장을 높이는 것도 미미하였다 이는 단일 물질로서의 유근피 추출물보다는 그 속에서 물질들.
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의 시너지를 일으켜 효과를 더 극대화 시킬 수 있음을 나타내었다 이에 알코올에 의한 간 손.
상으로부터의 보호도를 유근피 에탄올 추출물을 이용하여 측정하였다.

Fig. 3-24. Cell viability of different molecular weight by Centicon. A: >10,000 MW, B: <10,000
MW

를 통한 최종 활성 분획 물질의 분리(3) HPLC

분자량으로 으로 나누어진 분획 중 이하의 유근피 에탄올 추출물10,000 MW 10,000 MW 1000
을 이용하여 실험하였다 을 사용하였으며ppm . Waters HPLC system , two solvent-delivery

system (Waters 515, USA), autosampler (Waters 717, USA), photodiode detector (Waters 2996,
로 구성되어있다 는 는 을 이용하여USA) . Mobile phase A 0.1% acetic acid, B acetonitrile gradient

를 주어 에서 측정하였다UV 280 nm .
결과는 와 같이 이 약 이상 나왔으며 성분 확인을 위해서는 부가 실험이Fig. 3-25 main peak 4 peak ,
필요하다 적어도 가지 이상의 이하의 저분자 폴리페놀류가 관련되어 있음을 확인 할 수. 4 10.000 MW
있었다.
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Fig. 3-25. Isolation of active compounds from Ulmus Davidiana var. japonica Nakai extract
by HPLC.
Column: I.D CAPCELL PAK C18 column (4.6 mm　 × 460 mm),
Flow rate: 1.0 /min, Injection volume: 20㎖ ㎕
Mobile phase: 90 min, Detector: PDA

자 파래의 항암 항혈전 효과. ,

파래 추출물의 의 생존율에 미치는 영향(1) HepG2

세포에서는 에서 의 세포 생존율을 보였으며 에서 세포HepG2 , 50 / 107.9% , 250 /㎍ ㎖ ㎍ ㎖
생존율은 를 나타냈으며 의 농도에서 의 유의성 있는 항암 효과를 보여7.6% , 500 / 3.9%㎍ ㎖
주었다 추출물에서의 에 대해 세포 생존율은 에서. 0.1 N NaOH HepG2 cell 50 / 60.7%㎍ ㎖
였고 에서 세포 생존율은 로 낮은 세포 생존율을 보여 에 대해, 250 / 70.4% HepG2 cell㎍ ㎖
항암 효과를 나타냈으며 의 농도에서는 의 세포 생존율을 보여, 500 / 80.7% HepG2 cell㎍ ㎖
에 대한 항암 활성을 확인할 수 있었다 파래 추출물에서의 에 대해. 1 N NaOH HepG2 cell
세포 생존율은 에서 였고 에서 세포 생존율은 로 강한 세포50 / 51.0% , 250 / 67.9%㎍ ㎖ ㎍ ㎖
독성이 있음을 보고 하였으며 의 농도에서는 의 낮은 생존율로 대조구에 비, 500 / 72.9%㎍ ㎖
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해 매우 강한 항암 활성이 있는 것으로 보였다 이는 기존의 에 대한(Fig. 3-26). HepG2 cell
식품 유래 곰팡이 배양액의 에틸아세테이트 추출물의 암세포 증식 억제 효과에 관한 연구와

비교해 보아 그 효과가 매우 우수함을 알 수 있다.

간암 세포에서의 파래의 추출 조건에 따른Fig. 3-26. cell viability
파래 농도에 따라 0( ), 0.05( ), 0.25( ), 0.5( 의 추출물을 시간 동안) / 48㎎ ㎖
처리하였다 결과는 로 나타내었으며 반복 실시하였다. mean ± S.D. , 3 .

파래 추출물의 의 생존율에 미치는 영향(2) B16/F10

피부 흑색종 세포 를 대상으로 하여 추출물들에 대한B16/F10 (melanoma cell, ) 1 N NaOH
에 의한 세포 생존율은 에서 였고 에서 세포 생존율은MTT assay 50 / 36.38% , 250 /㎍ ㎖ ㎍ ㎖

로 강한 항암 활성을 나타냈으며 의 농도에서 의 낮은 생존율을 보여3.62% , 500 / 3.29%㎍ ㎖
에 대한 매우 강한 항암 활성을 나타냄을 알 수 있었다 파래 추출물에서B16/F10 . 0.1N NaOH

의 에 대해 세포 생존율은 에서 였고 에서 세포 생존율B16/F10 cell 50 / 99.07% , 250 /㎍ ㎖ ㎍ ㎖
은 였으며 의 농도에서는 의 매우 낮은 세포 생존율을 보여 에37.82% , 500 / 4.58% B16/F10㎍ ㎖
대한 강한 항암 활성을 확인할 수 있었다(Fig. 3-27).
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피부 흑색종 세포에서의 파래의 추출 조건에 따른Fig. 3-27. cell viability
파래 농도에 따라 0( ), 0.05( ), 0.25( ), 0.5( 의 추출물을 시간 동안) / 48㎎ ㎖
처리하였다 결과는 로 나타내었으며 반복 실시하였다. mean ± S.D. , 3 .

파래 추출물의 의 생존율에 미치는 영향(3) HT1080

섬유 육아종 세포의 항암 활성의 결과는 과 같다 파래HT1080 (fibrosarcoma cell, ) Fig. 3-28 .
메탄올추출물에서의 세포 생존율은 에서 였고 에서 세포 생존율은50 / 55.44% , 250 /㎍ ㎖ ㎍ ㎖

로 강한 항암 활성을 나타냈으며 의 농도에서 의 낮은 생존율을 보여8.06% , 500 / 8.72%㎍ ㎖
에 대한 매우 강한 항암 활성을 나타냄을 알 수 있었다 열수추출물에서의 세포 생존율HT1080 .

은 에서 였고 에서 세포 생존율은 를 나타냈으며 의50 / 86.90% , 250 / 76.30% , 500 /㎍ ㎖ ㎍ ㎖ ㎍ ㎖
농도에서 로 항암 활성을 확인 할 수 있었다 파래 추출물에서의52.61% . 1 N NaOH HT1080
에 대해 세포 생존율은 에서 였고 에서 세포 생존율은 로cell 50 / 87.07% , 250 / 8.27%㎍ ㎖ ㎍ ㎖

매우 낮은 세포 생존율을 보였으며 의 농도에서는 의 생존율로 대조구에 비해, 500 / 8.50%㎍ ㎖
매우 강한 항암 활성을 나타내었다 기존의 연구에서 파래는 수명 연장 효과 실험에서 높은 수.
명 연장율을 보고하였고 고형암 성장 저기 효과가 높아 우수한 항암 효과를 보고한 바 있는데,
이번 실험 또한 우수한 항암 활성을 확인할 수 있었다.
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섬유 육아종 세포에서의 파래의 추출 조건에 따른Fig. 3-28. cell viability
파래 농도에 따라 0( ), 0.05( ), 0.25( ), 0.5( 의 추출물을 시간 동안) / 48㎎ ㎖
처리하였다 결과는 로 나타내었으며 반복 실시하였다. mean ± S.D. , 3 .

(4) 파래 추출물의 의 생존율에 미치는 영향MCF7

유방암 세포의 항암 활성의 결과는 파래 메탄올추출물MCF7 (breast cancer cell, ) (Fig. 3-29)
에서의 세포 생존율은 에서 였고 에서 세포 생존율은 로 강한50 / 75.2% , 250 / 10.1%㎍ ㎖ ㎍ ㎖
항암 활성을 나타냈으며 의 농도에서 의 낮은 생존율을 보여 에 대한, 500 / 8.7% MCF7 cell㎍ ㎖
매우 강한 항암 활성을 나타냄을 알 수 있었다 추출물에서의 에 대해 세. 0.1 N NaOH MCF7
포 생존율은 에서 였고 에서 세포 생존율은 로 낮은 세포 생존50 / 82.8% , 250 / 31.0%㎍ ㎖ ㎍ ㎖
율을 보여 에 대해 항암 활성를 나타냈으며 의 농도에서는 의 매우MCF7 cell , 500 / 4.6%㎍ ㎖
낮은 세포 생존율을 보였다 파래 추출물에서는 에서 의 생존율을. 1 N NaOH 50 / 77.4%㎍ ㎖
나타내었고 에서 세포 생존율은 로 강한 항암 활성이 있음을 보고 하였으며, 250 / 31.0% ,㎍ ㎖

의 농도에서는 의 매우 낮은 생존율로 대조구에 비해 매우 강한 항암 활성이 있500 / 4.6%㎍ ㎖
는 것으로 보였다 이는 기존의 연구에서 에 대한 해조류의 성장 억제 효과에 관한. MCF7 cell
연구나 대두와 현미 메탄올 에탄올 추출물의 효과에 대한 보고와 비교해 볼 때 그 효과가 매,
우 우수한 것으로 사료된다.
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유방암 세포에서의 파래의 추출 조건에 따른Fig. 3-29. cell viability
파래 농도에 따라 0( ), 0.05( ), 0.25( ), 0.5( 의 추출물을 시간 동안) / 48㎎ ㎖
처리하였다 결과는 로 나타내었으며 반복 실시하였다. mean ± S.D. , 3 .

위 결과들에서 알 수 있듯이 파래 추출 분획들은 간암세포 뿐 만 아니라 섬유 육종 세포 유,
방암세포 피부 흑색종 세포에서 높은 항암 활성을 나타내었다 특히 저분자 획분인 메탄올추, .
출물과 고분자 획분인 알칼리 용액 추출물 은 실험한 모든 종양세포에 대한 강(0.1 N NaOH)
한 항암 활성을 확인할 수 있었다 이상의 실험 결과에서 파래의 항암 활성을 검토를 통해 그.
우수한 생리적 활성을 확인할 수 있었으며 이에 따라 새로운 기능성 식품의 소재로서 활용 가

능성이 높을 것으로 검토되었다.

파래의 항혈전 효과(5)

가 추출 용매에 따른 항응고 활성 검토( )

파래의 냉수 추출물 메탄올 추출물과 추출물에서는 항응고 활성을 나타내지 않았으나 열, 1 N HCl
수 추출물에서는 의 농도에서 시료를 포함하지 않는 순수 혈장으로 측정한 대조구가 초1,000 / 36㎍㎖
인데 비해 초로 배의 높은 활성을 보였고 추출물에서는 초로 대조구에 비해469 13 , 1 N NaOH 388 10.8
배의 높은 활성을 보였다 실험 결과 열수추출물의 수용성 획분과 알칼리 추출물이 매우(Table 3-7).
높은 항응고 활성을 나타내었는데 이러한 수용성 획분에는 단백질이나 다당 등의 고분자류의 함량이

높아 이는 기존의 연구에서 해조류 유래 항응고 활성 물질의 경우 고분자류가 활성에 중요하게 관여
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한다는 보고와 일치하는 것으로 보인다 이에 따라 활성이 높았던 알칼리 추출물의 추출 용액의 농도.
에 따른 활성 비교를 위해서 용액으로 농도에 따른 항응고0.1 N NaOH, 1 N NaOH, 2.5 N NaOH
활성을 비교 검토해 보았다 그 결과 용액 추출물의 항응고 활성은 초로. (Table 3-8), 0.1 N NaOH 600
대조구에 비해 배 높은 강한 항응고 활성을 보였고 용액 추출물은 초로 대조구에17 , 1 N NaOH 388
비해 배의 높은 항응고 활성을 보였다 마지막으로 용액 추출물의 항응고 활성은10.8 . 2.5 N NaOH
초로 대조구에 비해 배였다 추출 용매의 알칼리 농도에 따른 항응고 활성 검토 결과58.1 1.6 . 0.1 N
에서 최고를 보였으며 농도가 높아짐에 따라 활성이 감소하였다 이는 알칼리 추출 시 저농도NaOH .

에서는 파래로부터 항응고 활성 물질의 분리가 용이해져 항응고 물질의 활성이 높았으나 농도가 높아

질 경우 이미 분리된 활성 물질이 알칼리에 의해 분해되면서 활성이 감소 된 것으로 사료된다.

파래 추출물Table 3-7. 1)의 항응고 활성

Scientific name Anti-coagulant activity (sec)2)
Fr. I3) Fr. II4) Fr. III5) Fr. IV6) Fr. V7)

Enteromorpha intenstinalis 55.9 41.4 469.0 44.5 388.0

1) 의 각 추출물의 농도 동일하게 설정1,000 / .㎍ ㎖
2) 의 응고 시간 의 응고시간은Activated partial thromboplastin time (APTT) (control 36 sec).
3) 냉수 추출 분획Fr. I : .
4) 메탄올 추출 분획Fr. II : .
5) 열수 추출 분획Fr. III : .
6) 추출 분획Fr. IV : 1 N HCl .
7) 추출 분획Fr. V : 1 N NaOH .
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파래 알칼리 추출물의 농도에 따른 항응고 활성Table 3-8.

Scientific name
Anti-coagulant activity (sec)2)

Fr. I3) Fr. II4) Fr. III5)

Enteromorpha intenstinalis 600.0 388.0 158.1

1) 의 각 추출물의 농도 동일하게 설정1,000 / .㎍ ㎖
2) 의 응고 시간 의 응고시간은Activated partial thromboplastin time (APTT) (control 36 sec).
3) 추출 분획Fr. I : 0.1 N NaOH .
4) 추출 분획Fr. II : 1 N NaOH .
5) 추출 분획Fr. III : 2.5 N NaOH .

나 농도에 따른 항응고 활성의 검토( )

실험 결과 의 농도에서 초로 높은 항응고 활성을 나타낸 파래 용1000 / 600 0.1 N NaOH㎍ ㎖
액 추출물의 항응고 활성을 농도 변화에 따라 검토해 본 결과 의 농도(Table 3-9), 500 /㎍ ㎖
에서도 초로 대조구에 비해 배의 높은 항응고 활성을 나타냈으며 의 낮은 농도287 8 100 /㎍ ㎖
에서도 초로 대조구에 비해 배의 높은 항응고 활성을 확인 할 수 있었다58.1 1.6 .

농도에 따른 항응고 활성 측정Table 3-9.
Concentration ( / )㎍ ㎖ Anti-coagulant activity (sec)1)

1000 600
500 287
100 58.1

1) 의 응고 시간 의 응고시간은Activated partial thromboplastin time (APTT) (control 36 sec).
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차. 유근피 추출물로부터 간암억제 유효성분의 공업적 실용화

유근피 추출물을 이용한(1) 연질 캡슐 제작
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(2) 유근피 추출물을 이용한 드링크제 및 농축액 제작
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(3) 유근피 추출물을 이용한 과립제 및 캡슐 제제

카 제품의 외관 및 안정성 검사.

본 연구에서 개발된 제품들은 생약 추출물 함유 제제의 적용범위에 속하므로 외관검사는 개6
월 유효사용기간은 년이므로 이에 준하는 가혹실험 고온 고압 을 실시하여 제품의 외관과, 2 ( , )
미생물 검사를 실시하였다(Tables 3-10, 11).
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제품의 미생물검사Table 3-10.

연질 캡슐 제제의 저장 조건 개월- : 37 , 1℃

세균 진균 대장균 황색포도상구균
유근피 1×102 이하 1×102 이하 불검출 불검출

드링크제제의 저장조건 개월- : 37 , 1℃

세균 진균 대장균 황색포도상구균
유근피 1×102 이하 1×102 이하 불검출 불검출

과립 제품 저장 조건 개월- : 37 , 1℃

세균 진균 대장균 황색포도상구균
유근피 1×102 이하 1×102 이하 불검출 불검출

연질 캡슐제제 저장 조건 개월- : 50 , 1℃

세균 진균 대장균 황색포도상구균
유근피 1×102 이하 1×102 이하 불검출 불검출

드링크제제의 저장조건 주일- : 50 , 1℃

세균 진균 대장균 황색포도상구균
유근피 1×102 이하 1×102 이하 불검출 불검출

과립 제품 저장 조건 개월- : 50 , 1℃

세균 진균 대장균 황색포도상구균
유근피 1×102 이하 1×102 이하 불검출 불검출
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제품의 외관검사Table 3-11.

연질 캡슐제제의 저장조건 개월- : 37 , 1℃

침전물 이취 이미 변색
유근피 없음 없음 없음 없음

드링크제제의 저장 조건 개월- : 37 , 1℃

침전물 이취 이미 변색
유근피 없음 없음 없음 없음

-과립제제의 저장 조건 개월: 37 , 1℃

침전물 이취 이미 변색
유근피 없음 없음 없음 없음

연질 캡슐제제의 저장 조건 주일- : 50 , 1℃

침전물 이취 이미 변색
유근피 없음 없음 없음 없음

드링크제제의 저장 조건 주일- : 50 , 1℃

침전물 이취 이미 변색
유근피 없음 없음 없음 없음

과립제제의 저장 조건 주일- : 50 , 1℃

침전물 이취 이미 변색
유근피 없음 없음 없음 없음
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제 장 목표 달성도 및 관련분야에의 기여도4

제 절 연구 개발 목표의 달성도1

연차별 연구 개발 목표 달성도1.

차년도 연구 개발 목표 달성도(1) 1
세부과제명 연구개발 목표 및 내용

달성도

(%)

제 세부과제1 :
뇌세포 신호전달성분 분해효소

를 억제하는 유효성분의 건강

기능 식품화

에서 얻은 상태의 뇌세포 신- PC-12 cell crude
호전달성분 분해효소를 이용하여 억제 활성물

질 측정을 위한 in vitro 계 확립 및assay 1, 2
차 검색을 통한 시료들의 선정

- In vitro 세포독성 실험
- 식용 식물로부터 뇌세포 신호전달성분 분해효소
억제 최대 활성을 갖는 물질의 선정 및 추출법

확립

예비정제-

100

제 세부과제2 :
뇌신경세포 상해로부터 뇌

세포를 보호하는 유효성분

의 건강기능 식품화

에 산화- PC12 cell (rat pheochromocytoma cell)
적인 세포상해를 유도할 수 있는 를A peptideβ
인위적으로 가한 상태에서 이를 억제 또는 개

선시킬 수 있는 시료를 검색

등과 같은 과- Vitamin C positive control Aβ
저해 비교-induced oxidative stress activity

검토

뇌신경세포 보호성분으로서 최대 활성을 갖는-
식용식물의 선정 추출법 확립,
예비정제-

100

제 세부과제3 :
간세포 내의 정보전달 억제

를 회복시키는 간암억제 유

효성분의 건강기능 식품화

활성이 있는 소재의 및 추출법 확립- screening
세포주를 대상으로 를- SK-Hep-1 MTT assay

통하여 추출물의 세포 독성을 측정

를- Scrape loading/dye transfer (SL/DT) assay
통하여 갭 결합을 통한 신호전달회복효과 검색

세포로부터 얻은 상등액을 를 이용- SDS-PAGE
의 저해수준을 판별matrix metalloproteinase

를 통한 세포신호전달의- FOX assay
회복작용기전 확인

상기의 결과로 얻은 시료의 최대 활성 및-
무독성의 대상 시료를 최종적으로 선정하여

유효범위 확정

100
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차년도 연구 개발 목표 달성도(2) 2
세부과제명 연구개발 목표 및 내용

달성도

(%)

제 세부과제1 :
뇌세포 신호전달성분 분해효소

를 억제하는 유효성분의 건강

기능 식품화

선정된 식물로부터 신호전달성분 분해효소-
억제활성물질의 추출(acetylcholinesterase)

선정된 식용식물을 대상으로 를- ICR male mouse
이용한 in vivo 행동실험으로 활성 효과 확인
- Solvent partition, open column thin layer
chromatography (TLC), high performance

를 통한 활성물liquid chromatography (HPLC)
질의 분리 정제,

100

제 세부과제2 :
뇌신경세포 상해로부터 뇌

세포를 보호하는 유효성분

의 건강기능 식품화

선정된 식물로부터 로 인한 산화적- A peptideβ
인 세포 상해를 억제 또는 개선시킬 수 있는

활성물질의 추출

등과 같은 과- Vitamin C positive control Aβ
저해 비교-induced oxidative stress activity

검토

선정된 식용식물을 대상으로 를- ICR male mouse
이용한 in vivo 행동실험으로 활성 효과 확인
- Solvent partition, open column thin layer
chromatography (TLC), high performance

를 통한 활성물liquid chromatography (HPLC)
질의 분리 정제,

100

제 세부과제3 :
간세포 내의 정보전달 억제

를 회복시키는 간암억제 유

효성분의 건강기능 식품화

선정된 활성 추출물로부터 유효성분의 확보를-
위한 특성 검토 및 추출물 전 처리 조건 확립

활성이 증가된 분획물을 등을 이용하여- HPLC
정제

정제된 물질을 이용하여- in vitro 를 통한test
역가유지 확인

유효순도 수준의 분획 및 정제방법 확립-
정제물질의 특성 검토-

100
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차년도 연구 개발 목표 달성도(3) 3
세부과제명 연구개발 목표 및 내용

달성도

(%)

제 세부과제1 :
뇌세포 신호전달성분 분해효소

를 억제하는 유효성분의 건강

기능 식품화

선정된 식물로부터 신호전달성분 분해효소-
억제활성물질의 구조규명(acetylcholinesterase)

정제된 활성물질을 이용한 차- 2 in vivo 행동실
험으로 활성 효과 확인

활성물질의 공업적 수준의 대량정제법 확립-
시작품 제조-

100

제 세부과제2 :
뇌신경세포 상해로부터 뇌

세포를 보호하는 유효성분

의 건강기능 식품화

정제된 물질을- 1 과H-NMR 13 를 이용하C-NMR
여 구조해석

정제된 물질을- Electronic ionization (EI) mass
를 이용하여 그 구조와 를 측정하여mass size
활성물질 확인

활성물질을 이용하여 가공적성 및 제작 시험-
실시

100

제 세부과제3 :
간세포 내의 정보전달 억제

를 회복시키는 간암억제 유

효성분의 건강기능 식품화

정제물질의 특성 검토 및 구조분석-
우수한 공업적 순도 수준의 정제방법 확립-

및 상에서 공업적 추출조건 확립- Bench pilot
공업적 순도수준의 신속 대량 정제법 확립-

기호음료 형태로의 시- Extract, , tablet, capsule
작품 제작

시작품의 가공 품질 유통 및 저장적성 검토- , ,

100
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평가 착안점2.

구 분

평가의 착안점 및 척도

착 안 사 항 척도 점수( ) 달성도(%)

차년도1

시료선정의 효율성과 창의성에 맞는

계의 적합성assay 30

100생리활성 식용식물의 선정결과 35

추출 조건 및 방법 예비정제법의 확립여부, 35

차년도2

In vivo 상에서의 독성검사 및 효능검정 35

100선정시료로부터 활성물질 추출시 소재화의

적성 검토
30

생리활성 물질의 정제결과와 정제물질

순도검정법의 명확성
35

차년도3

물질의 구조규명 결과의 정확성 35

100공업적 순도수준의 대량정제법 및 확립 여부 30

시작품 제조 35

최종보고

활성 물질의 구조해석 여부 35

100활성물질의 건강기능식품 제품화 여부 30

공업적 실용화 가능성 35



- 179 -

제 절 관련 분야에의 기여도2

학문 기술적 측면1. ·

천연물 생리활성물질의 라이브러리 구축- ,
- In vitro, in vivo 활성측정계의 도입

정제 의 분자구조 규명- phytochemical
항암 항치매 활성물질의 제품화 체계 확립- ,
생리활성 물질의 신속 간편한 정제법의 도입 및 미량성분 농축기술 확립-
차 산물로부터 생리활성물질 추출 및 정제를 위한 최적의 조건 확립- 1
약리생리활성 신규후보 물질의 개발모델 제시- ․

경제 산업적 측면2. ·

차 산물의 고부가가치화로 시장 경쟁성 확보- 1
차 산물의 생산의욕 고취로 농가의 소득증대에 기여- 1
약리 생리활성 물질의 탐색과 소재화에 의한 국내 산업 창출 가능성 제시- ·
간단한 분리 정제 공정으로 뇌질환에 대한 예방 및 치료제 생산- ·
농업과 제조업 연계로 지역경제의 활성화에 기여-

- 기능성 식품제조 기술의 발전을 촉진시켜 식품 및 관련 산업들의 신장을 촉진
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제 장 연구개발결과의 활용계획5
제 절 추가연구의 필요성1
본 연구에서는 국내 고유 차 죽류 식물로부터 신물질을∙ 이용하여 대표적인 성인질환인 치매,
및 간암의 예방과 치료에 활용될 수 있는 미량성분을 개발하고 이를 원료로 건강기능식품을

개발하기위한 기초를 마련하였다 선정된 최종 시료들의 효과를 다양한. in vitro, in vivo 실험
을 통해 병인을 막아주거나 질환에 의해 감소되는 인자를 증가시켜주는 것으로 확인하였으나,

에서 어떠한 기전으로 작용하는지에 대한 연구는 추후 연구가 더 진행되어야molecular level
할 것으로 사료된다.
또한 본 연구에서 밝혀진 항암 항치매 활성물질은 기존의 연구에서 그 생리활성효과가 보고, ,
된 바가 거의 없으므로 다른 질병이나 실험모델에 적용시켜 추가적인 생리활성 효과에 대해, ,
연구해볼 필요가 있다 해당 연구과제로부터 얻어진 항암 항치매 기능성 물질은 특허 출원 및. ,
등록을 진행 중에 있으며 이후, 기능성 소재로의 기술이전과 홍보를 위해서는 전임상 및 임상

실험을 통한 식품의약품안전청으로부터 건강기능식품 기능성 원료 개별인정 획득이 필요할 것

으로 보인다.

제 절 타 연구에의 응용2
국내 고유 차 죽류 식물로부터∙ 얻은 항암 항치매 활성소재를 이용한 노인성 질환의 예방과,
치료는 비단 본 연구에서 적용한 간암 및 치매에 국한되지 않고 다른 질병이나 실험모델에,
적용이 가능할 것으로 여겨진다 또한 미량소재를 개발하기 위해 사용한 천연 생리활성소재의.
분리기술은 의약품 및 건강기능식품 소재의 개발에 중요한 역할을 할 수 있을 것으로 사료

된다.

제 절 기업화 추진방안3
본 연구에서 진행된 약리 생리활성 물질의 탐색과 소재화는 기술의존도가 높은 무공해 산업으·
로 향후 국내산업의 재편과정에서 중추적인 역할을 담당하게 될 것으로 예상된다 특히 제조공.
정상 하나의 시설로 다양한 제품의 생산이 가능하고 공정이 단순하기 때문에 소량 다품종 생

산의 특성을 가지는 중소기업 형 산업으로 분류할 수 있다.․

건강관리가 필요한 중장년층을 대상으로 기능성 차의 개발로 기호 식품화1) ․
식용식물자원에서 추출한 조추출물을 이용하여 드링크 음료화 하여 기능성 음료로의 개발2)
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연질 캡슐 및 과립화를 이용하여 섭취방법을 쉽게 함으로써 기존의 동물성 원료를 이용한3)
건강기능식품을 선호하지 않거나 또는 섭취할 수 없는 사람들을 대상으로 하여 건강기능식

품으로써 개발

자연식물자원으로부터 기능성 미량소재를 얻는 방법이 체계화 되고 용이해짐으로써 더 나4)
아가 미량소재와 병의 작용기작을 연구하여 이를 통한 의약품 소재로서의 개발
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제 장 연구개발 과정에서 수집한 해외과학기술정보6
1. Measurement of oxidative stress (DCF-DA method)

을 를 함유한 배지에서 배양하여PC12 cell antimicotics/antibiotics RPMI-1640 Aβ
를 처리하여 를 유도한다 는peptide oxidative stress . A -induced oxidative injuryβ

를 이용하여 생성된 정도를DCF-DA (2',7'-dichlorofluoresine diacetate) oxidative stress
를 통해서 측정한다spectrofluorometer .

- Free Radical Biology and Medicine, 2001; 30: 447-450
- Mutation Research, 2001; 496: 181-190
- Molecualr Brain Research, 2002; 104: 55-65
- Toxicology and Applied Pharmacology, 2000; 164: 305-311

2. Assessment of cell viability (MTT reduction assay)

을 를 함유한 배지에서 배양하여 을 처리하PC12 cell antimicotics/antibiotics RPMI-1640 A proteinβ
여 를 유도한 후A -induced cytotoxicityβ MTT [(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium

를 이용하여bromide] 를 통해서 측정한다spectrophotometer .

- J. of Neurochem., 1997; 69: 2285-2293
- Life Sci., 2002; 70: 833-841
- Pharmacol. Res., 2001; 43: 173-178
- Neurosci. Letters, 1998; 251: 105-108

3. Assessment of AChE activity (Ellman's methods)

을 를 함유한 배지에서 배양하여 세포수가PC12 cell antimicotics/antibiotics RPMI-1640
104-106 가 되었을 때cell/ cell㎖ 를 이용하여lysis buffer 로부터cell AChE 를 조제하여 추

출한 를 가 분주되어 있는 에 첨가하고sample 10 buffer 50 96 well plate substrate㎕ ㎕
를 마지막으로 첨가하여 에서 분간 시킨다 반응이 끝나면solution 70 37°C 15 incubation .㎕
를 이용하여 파장에서 효소의 활성을 측정한다microplate reader 405 nm . 의Enzyme protein

농도는 법을 이용하여 측정한다Bradford
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- Biochem. Pharmacol., 1961; 7: 88-95
- Dement. Geriatr. Cogn. Disorder., 2004; 17: 151-157
- J. Ethnopharmacol. 2006; 108: 31-37
- Mol. Cells, 2001; 11: 137-143

4. Evaluation of learning and memory capacity using in vivo model

가. Y-maze test

는 을 섞은 사료를 약 주간ICR-male mice sample 3 ad lib의 상태로 공급한다 치매 유발성 물.
질을 하여 각각 세 개의 를 갖는 에서 행동실험을 실시한다injection , , arms Y-maze .ⓐ ⓑ ⓒ

는 길이 높이 그리고 넓이 로써 각각의 을 로 정한Y-maze 32.5 cm, 15 cm 4 cm arm A, B, C
다음 들어간 를 기록한다 를 에 넣고 아무런 자극 없이 분 동안 자유롭게arms . Mouse maze 8
움직이도록 둔다 꼬리를 제외하고 에 두 뒷발이 들어간 것을 측정하여 그 수치를 계산한. arm
다.

- Mole. Medicine, 2001; 7: 548-554.
- Cancer Res., 1991; 51: 2515-2520.
- J. Biol. Chem., 1992; 267: 18210-18217.

나. Passive avoidance test

위의 조건처럼 는 와 선정시료를 약 주간ICR-male mice food 3 ad lib의 상태로 공급한다 치.
매 유발성 물질을 하여 기억력 실험을 실시한다 이 실험은 실제 실험에 들어가기 전injection .
날에 기억상자와 같은 장소에서 을 시킨 다음 행동실험을 실시한다training . 모든 를 실험mice
전날 실험 상자에서 적응 훈련 명 실 명 실 쇼크 없음 명 실 쇼크 있음 을 실시한( ( ) - ( ) , - ( ) , )明 明 明

후에 시간 뒤에 쇼크는 없고 빛은 있는 상태에서 마리당 동안 실험한다24 1 300 sec .

- Behav. Brain Res., 1997; 83: 39-44
- Amyloid., 2001; 8: 194-201
- Amyloid., 2006; 13: 6-12
- J. Agric. Food Chem., 2004; 52: 1520-1525
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나 내용 모조지. 80g/㎡

인쇄방법4.

가 표지 바탕 백색활자 흑색. : ,

나 내용 흑색 지정활자. :

다 양면인쇄.
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