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Ⅰ. 제 목

발아대두 동충하초의 유효성평가 및 제품개발

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 필요성

1. 연구개발 목적

발아대두에 동충하초 종균을 접종시켜 새로운 소재의 발아대두 동충하초를 개발하였다. 이

신소재로부터 유효성분을 탐색하고, 이 유효성분들에 대한 효능을 평가함으로써 제품화로 연계

시키는 것을 그 목적으로 한다.

2. 연구의 필요성

동충하초는 중국, 일본 등지에서 일찍이 불로장생의 비약으로 알려져 있고, 이를 이용하여

아편해독제, 병후 보양 및 강장제, 폐병 치료제, 면역증가제 등으로 가치를 인정받고 있다. 국

외에서는 일찍부터 미래의 식량자원으로서 균류에 대한 관심이 집중되면서 특히 동충하초균과

같은 고등균류에 대한 연구는 기초적인 연구뿐만 아니라 이를 이용하여 식품, 의약품 및 천연

농약제제로서 상품화 연구가 진행 중이다. 국내에서는 번데기 동충하초(Cordyceps militaris)와

눈꽃동충하초(누에동충하초, Paecilomyces tenupis)를 번데기나 누에에서 인공배양에 성공하여

실용화되고 있으며, 최근 암, 뇌졸중, 심장병과 같은 성인병에 대한 예방 및 개선효과가 발견되

어 무한한 잠재력을 가진 소재로 각광받고 있다. 동충하초에서 유래된 코디세핀(Cordycepin),

다당체 등의 각종 생리활성 성분이 B cell 활성증가, 마크로파지 탐식능 활성화 등에 관여하여

항암표화를 나타냄이 보고되고 있다.

한편, 대두는 양질의 식물성 단백질을 많이 함유하고 있으며, 필수아미노산과 비타민 등이

풍부하며, 레시틴, 이소플라본 등 각종 생리활성효능을 가진 성분들이 밝혀지면서 혈행개선, 갱

년기 여성치료, 고지혈증 치료 등에 널리 사용되고 있다. 현미, 대두 등 각종 발아시킨 곡류에

서 GABA, 아라비녹실란 등과 같은 각종 생리활성성분이 함유되어 있음이 밝혀지며 새로운 소

재로 부각되고 있다.

본 연구자들은 이와 같은 효능을 지닌 발아대두에 동충하초균을 접종 배양시켜 새로운 소

재인 발아대두 동충하초에 대한 체계적은 연구의 필요성이 요구된다.
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Ⅲ. 연구개발 내용 및 범위

l 균사체의 최적 배양 조건을 확립

l 발아대두 동충하초의 활성성분 분리와 구조분석 및 효능 검증

l 동충하초 추출물을 이용하여 호흡기 점막 기능 및 면역강화 평가를 위한 모델 구축

l 균사체 생산조건의 표준화

l 발아조건별 활성성분 최적 함량비 결정

l 면역활성인자 탐색 및 암세포 살해 효능 검사

l 대사성 조절인자 탐색 및 기증 분석

l 발아대두 동충하초에서 분리정제된 유용물질을 이용한 호흡기 점막 기능 및 면역강화 평가

와 작용기전 연구

l 원료 생산조건 확립 및 대량 생산

l 제품화

l 동충하초 유래 생리활성물질의 대량분리 생산공정 표준화

l 면역효능 검사

l 대사성 조절인자와 탐색 및 in vitro 효능 분석

l 발아대두 동충하초의 효능 물질의 면역조절 효능 극대화 및 활용 최적화 연구

Ⅳ. 연구개발결과

1. 발아대두 동충하초 균사체 Master/Working cell bank 구축

계대수가 각각 2, 4, 6, 8, 10 generation의 균주를 PDA 배지에서 15일간 배양하며 균사체

성장 속도를 직경을 추측하여 비교한 결과 적어도 10계대까지의 cell bank의 안정성을 확인하

였음.

2. 배양 공정을 표준화시켰다.

원료(발아대두), 종균(동충하초) 등을 균일하게 표준화시키고 이를 배양하여 유효성분은

HT-29 cell line에서 세포독성, 생리활성 등을 측정함과 동시에 무게, 품질지표 등을 검토하고

배양공정을 표준화시켰다.

3. 원료생산 공정을 표준화

유효성분이 파괴되지 않는 온도, 시간을 확립하고 자동화 프로그램을 이용하여 원료 생산

공정을 표준화시켰다.

4. 배양 조건별 생리활성 성분 최적 함량 비율 결정

LC/MS/MS 성분 분석을 이용하여 4가지 생리활성 물질로 추정되는 화합물의 배양 시간별

함량을 측정한 경로가 발아대두 동충하초의 1~2주 배양 샘플이 가장 높은 함량을 나타냈으며

이는 배양 시간이 증가할수록 줄어드는 것을 확인하였음.
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5. 발아대두 동충하초로부터 4종의 신규물질을 밝혀냈다.

발아대두 동충하초로부터 다음과 같은 신규물질을 밝혀 CDGM, CGLM, CGNMⅠ, CGNM

Ⅱ로 명명하였다.

6. 발아대두 동충하초 추출물의 항염증 효과

세균성 내독소인 lipopolysaccahride(LPS)에 의해 유도된 MMP-9의 활성이 처리한 동충하

초 추출물에 의해 농도 의존적으로 저해됨을 확인하였으며 세포독성 여부를 MTS assay로 확

인한 결과 세포독성은 없는 것을 확인함.

7. 발아대두 동충하초로부터 분리된 신규물질 CDGM, CGLM, CGNMⅠ, CGNMⅡ의 항염

증 효과

4물질에서 세포독성은 나타나지 않았다. RAW 264.7 세포에 CDGM, CGLM, CGNMⅠ,

CGNMⅡ를 5~10㎍/㎖ 농도로 2시간 전 처리한 후, LPS(100ng/㎖)를 사용하여 TNF-alpha의

생성을 유도한 후 확인한 결과, TNF-alpha 생성 억제는 CGLM에서 다른 물질에 비해 높은

억제효과를 나타내었다. 이는 CGLM, CGNMⅠ, CGNMⅡ가 LPS에 의해 유도되는 염증성 싸

이토카인 억제에 영향을 준다는 것을 의미하며, 다른 염증성 싸이토카인의 저해 효과도 기대

됨.

8. 신규물질의 비만세포에서 항알러지 효과

RBL 2H3 세포에 PI(PMA + Ionomycin)로 유도되는 COX-2 단백질 발현저해 작용을

Western blotting 방법을 통하여 확인한 결과 COX-2의 생성 억제는 CGLM에서 다른 물질에

비해 높은 억제 효과를 나타냄을 확인하였으며 처리한 농도에서 세포 독성을 나타내지는 않음.

또한 Th2 type 싸이토카인 IL-13의 promoter가 transfection된 stable cell line(RBL-2H3)에

CDGM, CGLM, CGNMⅠ, CGNMⅡ(30uM)을 1시간 전 처리한 후 PI(PMA 50 ng/ml +

Ionomycin 500 nM)를 처리하고 16시간 배양한 후, Luciferase assay를 이용하여 IL-13
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promoter 활성을 확인하여 본 결과, IL-13의 promoter 활성이 CGML에 의해 다소 감소됨을

확인함.

한편, 사람의 호흡기 상피세포(NCI-H292)에 EGF로 유도되는 IL-8의 발현이 CDGM과

CGLM으로 인해 감소됨을 ELISA를 통해 확인함

9. 발아대두 동충하초의 호흡기 점막 면역 강화 기능성 평가

- 발아대두 동충하초 추출물을 이용하여 호흡기 점막 기능 및 면역강화 평가를 위한 모델

을 구축.

- 케모카인과 싸이토카인 발현 평가를 이용한 호흡기 점막 면역강화 평가를 확립.

10. 발아대두 동충하초 추출물질에 특이적으로 조절되는 표적인자 발굴

발아대두 동충하초 추출물인 CGGS에 의해 활성이 조절되는 인체 호흡기 점막상피세포내

신호전달 표적인자들로서 MAP kinase들 중 ERK와 JNK, 전사인자들 중 AP-1과 NF-IL6를

발굴할 수 있었음.

11. 발아대두 동충하초에서 분리/정제된 유용물질을 이용한 호흡기 점막기능 및 면역강화

평가와 작용기전 연구

발아대두 동충하초 추출물인 CGGS의 단일물질들에 의해 여러 가지 면역조절인자들 중 항

균펩타이드인 HBD-4, 계면활성단백질인 SP-A, 케모카인인 MCP-1, 점액형성물질인 Muc 5A

및 세포부착인자인 ICAM-1의 발현이 특이적으로 증가됨을 확인하였으며, 상기 면역조절인자

들 중 가장 발현이 높았던 CDGM에 의한 SP-A의 발현과 관련된 세포내 신호전달기전을 규명

하였음.

12. 세포활성을 유도하는 세포수용체 및 생체막 구조 연구

발아대두 동충하초 추출물인 CGGS에 의한 호흡기 점막상피세포에서의 IL-8 발현 및 관련

된 세포내 신호전달기전연구의 결과들은 세계적 학술지인 Molecular immunology (2010, Vol.

127: 55-61)(12)에 게제됨으로서 그 학문적 성과를 인정받았음.

13. 발아대두 동충하초 추출물의 세포내 신호전달 체계와 전사조절인자들의 활성화 연구

발아대두 동충하초 추출물인 CGGS의 단인물질인 CDGM에 의한 SP-A의 발현을 mRNA와

단백질수준에서 관찰함과 함께 SP-A 발현에는 세포내 주요 신호전달물질로서 ERK, JNK, 및

p38 MAP kinase 및 NF-κB 전사인자가 관여함을 확인할 수 있었음.

14. 발아대두 동충하초로부터 분리된 신규물질의 면역내성(Tolerance)유발 평가와 면역학

적 안정성 연구

신규물질 CDGM의 저용량-저용량, 저용량-고용량 및 고용량-저용량의 반복처리시 SP-A의

발현을 저해하지 않는 등의 면역내성을 관찰할 수 없었으나, 고용량-고용량의 반복처리시

SP-A 발현이 감소되는 면역내성을 관찰할 수 있었음

15. 작용기전을 기반으로 효능조절 작용점 예측과 효능 극대화 조건 탐색/제시
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신규물질 CDGM의 효능을 극대화하기 위한 조건으로 저용량 반복처리가 가장 효과적임을

나타내고 있음.

Ⅴ. 연구성과 및 성과활용 계획

1. 연구성과

1) 논문

① Metabolomics revealed novel isoflavones and optimal cultivation time of Cordyceps

militaris fermentation, J Agric Food Chem. 2010 Apr 14;58(7):4258-67.

② Detection of Espressed IL-32 in Human Stomach Cancer Using ELISA and

Immunostaining. J . M icrobiol. Biotechnol. (2008), 18(9), 1606-1612.

③ Peptidoglycan-mediated IL-8 expression in human alveolar type II epithelial cells

requires lipid raft formation and MAPK activation. Molecular Immunology

45(6):1665-1673.

④ Induction of IL-8 expression by bacterial flagellin is mediated through lipid raft

formation and intracellular TLR5 activation in A549 cells. Molecular Immunology

47(2~3):614-622.

⑤ Armillariella mellea induces maturation of human dendritic cells without induction of

cytokine expression. Journal of Ethnopharmacology 119(1):153-159.

⑥ Induction of ICAM-1 by Armillariell amellea is mediated through generation of reactive

oxygen species and JNK activation. Journal of Ethnopharmaclolgy 128(1):198-205.

⑦ Induction of IL-8 expression by Cordyceps militaris grown on germinated soybeans

through lipid rafts formation and signaling pathways via ERK and JNK in A549 cells.

Journal of Ethnopharmacology 127(1): 55–61

2)제품개발 실적

판테민 이뮤노페린 우리정

2. 성과물 활용계획

발아대두 동충하초에 대한 항염증, 항알러지, 면역조절기능 등의 효능이 밝혀짐으로 인해

다양한 제품개발에 활용할 수 있다. 일본에서는 이미 신종바이러스에 대한 항균제품으로 개발
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되어 판매되고 있으며, 조류 인플루엔자 예방 및 치료에 활용을 검토 중에 있다. 또한 항아토

피 임상결과를 통해서 아토피 제품 개발에 활용할 계획이다.
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SUMMARY

I. Title

Efficacy assessment and product development of C. militaris grown on germinated

soybeans.

II. The goal and the significance of the research

1. The goal of research

We developed C. militaris that was cultivated on germinated soybeans (GSC). In this

research, we aimed for developing the product after identifying the active components from

GSC, and evaluating the biological activites of these components.

2. The significance of the research

Cordyceps militaris, a traditional medicine, has been widely used to treat inflammation,

anemia, asthma, and cancer in East Asia. Recent studies have shown that the extract of

C.militaris has strong anti-inflammatory activity on the croton-oil induced ear edema in

mice and was effective in asthma patient and in asthma mice. Many nutritional compounds

from soybeans were reported to be effective in preventing various inflammatory diseases,

and cancers. In this regard, we cultivated C.militaris on the germinated soybeans that

might provide plentiful novel nutraceutical compounds that derive from the biologically

effective components of the two materials.

It is required to systematically study the biological activities of C. militaris grown on

germinated soybean (GSC).

III. The contents of the study

l The establishment of the culture condition of C. militaris mycellia

l The identification of components from GSC and the validation of their biological

activities

l Investigating the immunomodulatory activity of GSC

l The standardization of the producing condition of GSC

l The determination of the optimal yield of the active components among various culture
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conditions

l Screening the immunmodulating compounds from GSC and its anti-cancer activities

l Screening the active compondents for metabolism

l The investigation of the mechanism of immunomodulatory activity of GSC

l The establishment of optimal mass raw material producing condition

l Manufacture

l The standardization of mass production of the active components from GSC

l Screening the potential compounds from GSC that regulate metabolism

l The maximization of biological efficacies of GSC

Researching its applications for food and pharmaceutical industries

IV. Results

1. The estabilshment of GSC mycellia master/ working cell bank

C. militaris mycellia was cultured on the PDA media for 15 days. We speculated the

growth rates of C. militaris mycellia by measuring the diameters.

2. The standardization of culture condition

The stardard raw materials (soybeans) and C. militaris mycellia was cutured and its

active components were tested on cancer cell lines for establishing the standard culture

condition.

3. The standardization of manufacturing condition

The automatic program was used for manufacturing raw materials without affecting the

biological activity of the active compounds by setting constant temperature and incubation

time.

4. The determination of optimal ratio of active compounds of GSC according to the

cultivation periods.

The contents of active compounds from GSC were most abundant between 1 and 2

weeks, but decreased as cultivation time becomes longer.
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5. Identification of novel 4 isoflavonoids from GSC

We found novel isoflavonoids from GSC.

6. The anti-inflammatory activities of GSC

GSC inhibited LPS-induced MMP-9 activity in a dose-dependent manner without

affecting cell viability.

7. The anti-inflammatory activities of novel isoflavonoids (CDGM, CGLM, CGNM I

and CGNM II)

Novel isoflavonoids inhibited the release of TNF-a in LPS-stimulated RAW 264.7 cells

without affecting its cell viability.

8. The anti-allergic activities of novel isoflavonoids (CDGM, CGLM, CGNM I and

CGNM II)

The COX-2 protein expression level was determined using immunoblot analysis. CGLM

inhibited COX-2 protein expression in PMA + ionomycin stimulated RBL 2H3 cells. Using

luciferase assay, we found that the activation of IL-13 promoter was decreased by CGLM.

The IL-8 expression was decreased by CDGM and CGLM in NCI-H292 cells.
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9. The assessment of immunmodulatory activities of GSC on respiratory systems

The estabilshment of immunmodulatory activities of GSC through evaluating the

expression of chemokines and cytokines

10. Screening target molecules of active compounds from GSC

GSC inhibited the activation of ERK, JNK, AP-1 and NF-IL6.

11. The investigation of the regulatory mechanism on immunmodulatory activities of

GSC on respiratory systems.

GSC induced the expression of HBD-4, SP-A, MCP-1, Muc 5A and ICAM-1. We

investigated the signalling pathway that affects the SP-A expression

12. The investigation of the receptor and lipid raft that affects the cellular activity.

We published Molecular immunology (2010, Vol. 127: 55-61)(12) that explains the effect

of GSC on the expression of IL-8 through regulating cellular signalling pathways.

13. The effect of GSC on signalling pathway and the activation of transcription

factors

CDGM affects SP-A expression through affecting the activation of ERK, JNK, p38

MAP kinase and NF-kB.

14. the immune tolerance of novel compounds from GSC

The repetitive administration of High-High concentration of CDGM decreased SP-A

expression that may be due to immune tolerance.

15. The establishment of optimal condition for the biological activity.

The repetitive administration of los concentration of CDGM was effective.

V. Outcomes and Future plans

1. Outcomes
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1) Publications

① Metabolomics revealed novel isoflavones and optimal cultivation time of Cordyceps

militaris fermentation, J Agric Food Chem. 2010 Apr 14;58(7):4258-67.

② Detection of Espressed IL-32 in Human Stomach Cancer Using ELISA and

Immunostaining. J . M icrobiol. Biotechnol. (2008), 18(9), 1606-1612.

③ Peptidoglycan-mediated IL-8 expression in human alveolar type II epithelial cells

requires lipid raft formation and MAPK activation. Molecular Immunology

45(6):1665-1673.

④ Induction of IL-8 expression by bacterial flagellin is mediated through lipid raft

formation and intracellular TLR5 activation in A549 cells. Molecular Immunology

47(2~3):614-622.

⑤ Armillariella mellea induces maturation of human dendritic cells without induction of

cytokine expression. Journal of Ethnopharmacology 119(1):153-159.

⑥ Induction of ICAM-1 by Armillariell amellea is mediated through generation of reactive

oxygen species and JNK activation. Journal of Ethnopharmacology. 128(1):198-205.

⑦ Induction of IL-8 expression by Cordyceps militaris grown on germinated soybeans

through lipid rafts formation and signaling pathways via ERK and JNK in A549 cells.

Journal of Ethnopharmacology 127(1): 55–61

2) Developed products

Pandemine Immunoperin Urijung

2. future plan for the commercial application

We can utilize GSC on various products due to its anti-inflammatory, anti-allergic and

immunmodulatory activites. The products containing GSC is on sale as an anti-microbial

product in Japan. The anti-viral or/ and anti-allergic products are under consideration.
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요약문․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․

영문요약문․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․

제 1 장 연구개발과제의 개요․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․

1. 연구개발의 목적․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․

2. 연구의 필요성․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․

3. 연구개발 범위․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․

제 2 장 국내외 기술개발 현황․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․

제 3 장 연구개발수행 내용 및 결과․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․

제 1 절 발아대두 동충하초 균사체 Master/working cell bank 구축․․․․․․․․

제 2 절 발아대두 동충하초 배양조건 최적화․․․․․․․․․․․․․․․․․․․

제 3 절 배양공정의 표준화․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․

1. 배양 기간에 따른 생리 활성 성분 최적 함량 비율 결정․․․․․․․․․․․․

2. 발아 대두 동충하초의 배양 시간별 최적 항산화 효과 검정․․․․․․․․․․․

제 4 절 원료 생산공정 표준화 및 동충하초 엑세스제조 최적조건 확립․․․․․․․․․

1. 원료 생산공정 표준화: 건조/ 추출/ SD 및 과립화 포장․․․․․․․․․․․

2. 동충하초 엑세스제조 최적조건 확립․․․․․․․․․․․․․․․․․․․

제 5 절 품질/ 안전관리 항목․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․

제 6 절 QC 공정도에 의한 관리․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․

제 7 절 발아 조건별 생리 활성 성분 최적 함량 비율 결정․․․․․․․․․․․․․․

제 8 절 발아 대두 동충하초의 배양 시간별 최적 항산화 효과 검정․․․․․․․․․․

제 9 절 Bio newtraceutical 개발․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․

1. 발아대두 동충하초의 효소화공정․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․

2. 원료의 안전 및 안정성 검증․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․

제 10 절 제품개발․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․

1. 제품개발에 앞서 다음과 같은 사업화 전략을 수립한 제품․․․․․․․․․

2. 제품개발․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․
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제 11 절 발아대두 동충하초 유래 생리활성물질의 분리 조건 확립․․․․․․․․․

제 12 절 발아대두 동충하초 유래 생리활성물질로 추정되는 화합물의 구조 결정․․

1. LC/MS/MS 분석을 통해 발아대두 동충하초에서 생리활성물질로 추정되는 4

개 화합물을 1D, 2D-NMR과 FAB-MS를 이용하여 구조 분석 및 결정 ․․

2. 4가지 생리활성물질로 추정 되는 화합물의 구조 결정 완료․․․․․․․․

3. 4가지 생리활성물질로 추정되는 화합물의 이화학적 특성․․․․․․․․․

제 13 절 발아대두 동충하초 추출물질의 효능․․․․․․․․․․․․․․․․․

1. 대식세포에서의 항염증 효과․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․

2. 항암효과․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․

3. 대사성질환 표적인자인 PPAR를 타깃으로 하는 동충하초 추출물질들의 대사

조절기능후보인자 탐색․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․

제 14 절 발아대두 동충하초에서 생리활성물질로 추정되는 4개 화합물 CGNMⅠ,

CGNMⅡ, CDGM, CGLM의 효능․․․․․․․․․․․․․․․․․․․

1. 항염증효과․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․
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1. 연구개발 목적

발아대두에 동충하초 중균을 접종시켜 새로운 소재의 발아대두 동충하초를 개발하였다. 이

신소재로부터 유효성분을 탐색하고, 이 유효성분들에 대한 효능을 평가함으로써 제품화로 연계

시키는 것을 그 목적으로 한다.

2. 연구의 필요성

동충하초는 중국, 일본 등지에서 일찍이 불로장생의 비약으로 알려져 있고, 이를 이용하여

아편해독제, 병후 보양 및 강장제, 폐병 치료제, 면역증가제 등으로 가치를 인정받고 있다. 국

외에서는 일찍부터 미래의 식량자원으로서 균류에 대한 관심이 집중되면서 특히 동충하초균과

같은 고등균류에 대한 연구는 기초적인 연구뿐만 아니라 이를 이용하여 식품, 의약품 및 천연

농약제제로서 상품화 연구가 진행 중이다. 국내에서는 번데기 동충하초(Cordyceps militaris)와

눈꽃동충하초(누에동충하초, Paecilomyces tenupis)를 번데기나 누에에서 인공배양에 성공하여

실용화되고 있으며, 최근 암, 뇌졸중, 심장병과 같은 성인병에 대한 예방 및 개선효과가 발견되

어 무한한 잠재력을 가진 소재로 각광받고 있다. 동충하초에서 유래된 코디세핀(Cordycepin),

다당체 등의 각종 생리활성 성분이 B cell 활성증가, 마크로파지 탐식능 활성화 등에 관여하여

항암표화를 나타냄이 보고되고 있다.

한편, 대두는 양질의 식물성 단백질을 많이 함유하고 있으며, 필수아미노산과 비타민 등이

풍부하며, 레시틴, 이소플라본 등 각종 생리활성효능을 가진 성분들이 밝혀지면서 혈행개선, 갱

년기 여성치료, 고지혈증 치료 등에 널리 사용되고 있다. 현미, 대두 등 각종 발아시킨 곡류에

서 GABA, 아라비녹실란 등과 같은 각종 생리활성성분이 함유되어 있음이 밝혀지며 새로운 소

재로 부각되고 있다.

본 연구자들은 이와 같은 효능을 지닌 발아대두에 동충하초균을 접종 배양시켜 새로운 소

재인 발아대두동충하초에 대한 체계적은 연구의 필요성이 요구된다. 또한, 인간이나 가축 등 모

든 살아있는 포유류는 호흡을 통해 산소를 흡수하고 이산화탄소 등 각종 가스성 노폐물을 체외로 내보내

며, 이 과정에서 산소 뿐 아니라 먼지, 공해물질 및 미생물 등의 다양한 유해물질이 호흡기내로

유입되며, 인체는 이들을 제거하여 호흡기의 항상성유지를 위한 다양한 단계적 시스템을 가진

다.

인체 호흡기의 대부분을 구성하는 호흡기 점막상피세포는 상기 유해물질 제거시스템의 중

심적 역할을 수행하여, 유해물질들의 인체침입시 우선적으로 이들에 대한 물리적장벽의 역할을

수행하는 한편 mucociliary movement를 통해 이들을 체외로 배출하는 역할을 수행한다(Fig

1)(10).
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Fig 1. 인체 호흡기관의 구조 및 호흡기 점막상피세포의 분류

만일 상기의 수단으로도 인체호흡기내의 유해물질이 제거되지 않을시 최후의 방법으로서

인체 호흡기의 Type II 점막상피세포(Type I 점막상피세포의 경우 호흡에 관여)는 다양한 종

류의 항미생물 펩타이드, mucins, SP (Surfactant protein), 및 케모카인분비에 따른 면역반응

을 통해 침입한 유해물질들을 제거한다(11, 12). 그러나 상기 호흡기 점막상피세포에 의한 면역

시스템의 붕괴시 호흡기에서의 질환이 발생하게 된다.

현재 전세계적인 조류 독감 및 신종플루의 창궐(Fig 2)은 각종 호흡기질환에 대한 예방적 차

원에서 다양한 방법들을 통한 인체 호흡기 면역증강 연구에 대한 관심을 증대시키고 있다.
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Fig 2. 세계 신종플루 확산 현황

이러한 방법의 일환으로 다양한 천연물을 이용해 호흡기 면역증강을 유도하기 위한 연구들

이 폐질환에 대한 효과가 있다고 알려져 민간에서 천식 및 각종 폐질환치료제로서 이용되어

졌던 만큼 호흡기 면역증강을 위한 천연물소재로서 각광을 받고 있다(13).

그러나, 현재까지 인체 면역 및 생리기능에 미치는 동충하초와 동충하초 추출물의 영향과

관련된 연구들은 소수에 불과하며, 이들의 결과도 단순히 동충하초 추출물의 인체 면역 및 생

리활성의 변화만 관찰한 연구결과들로서 동충하초에 의한 면역 및 생리활성기능과 관련된 기

전연구는 매우 미흡한 실정이다.

따라서 본 연구는 발아대두에서 배양한 동충하초 추출물 및 정제/분리된 유용물질이 인체

의 호흡기 점막기능과 면역반응에 미치는 영향을 평가하는 한편 그 작용기전을 규명함으로서

최종적으로 인체에서 발아대두 동충하초의 면역강화 효능를 평가하고자 한다.
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3. 연구개발 범위

l 균사체의 최적 배양 조건을 확립

l 발아대두 동충하초의 활성성분 분리와 구조분석 및 효능 검증

l 동충하초 추출물을 이용하여 호흡기 점막 기능 및 면역강화 평가를 위한 모델 구축

l 균사체 생산조건의 표준화

l 발아조건별 활성성분 최적 함량비 결정

l 면역활성인자 탐색 및 암세포 살해 효능 검사

l 대사성 조절인자 탐색 및 기증 분석

l 발아대두 동충하초에서 분리정제된 유용물질을 이용한 호흡기 점막 기능 및 면역강화

평가와 작용기전 연구

l 원료 생산조건 확립 및 대량 생산

l 제품화

l 동충하초 유래 생리활성물질의 대량분리 생산공정 표준화

l 면역효능 검사

l 대사성 조절인자와 탐색 및 in vitro 효능 분석

l 발아대두 동충하초의 효능 물질의 면역조절 효능 극대화 및 활용 최적화 연구
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동충하초는 중국, 일본 등지에서 일찍이 불로장생의 비약으로 알려져 있고, 이를 이용하여 아편해독

제, 병후 보양 및 강장제, 폐병 치료제, 면역증가제 등으로 가치를 인정받고 있다. 국외에서는 일찍부터

미래의 식량자원으로서 균류에 대한 관심이 집중되면서 특히 동충하초균과 같은 고등균류에 대한 연구는

기초적인 연구뿐만아니라 이를 이용하여 식품, 의약품 및 천연농약제제로서 상품화 연구가 진행 중임. 국

내에서는 번데기 동충하초(Cordyceps militaris)와 눈꽃동충하초(누에동충하초, Paecilomyces tenupis)를

번데기나 누에에서 인공배양에 성공하여 실용화되고 있으며, 최근 암, 뇌졸중, 심장병과 같은 성인병에

대한 예방 및 개선효과가 발견되어 무한한 잠재력을 가진 소재로 각광받고 있다. 동충하초에서 유래된

코디세핀(Cordycepin), 다당체 등의 각종 생리활성 성분이 B cell 활성증가, 마크로파지 탐식능 활성화 등

에 관여하여 항암효과를 나타냄이 보고됐다.

한편, 대두는 양질의 식물성 단백질을 많이 함유하고 있으며, 필수아미노산과 비타민 등이 풍부하며레

시틴, 이소플라본 등 각종 생리활성효능을 가진 성분들이 밝혀지면서 혈행개선, 갱년기 여성치료, 고지혈

증 치료 등에 널리 사용되고 있다. 현미, 대두 등 각종 발아시킨 곡류에서 GABA, 아라비녹실란 등과 같

은 각종 생리활성성분이 함유되어 있음이 밝혀져 새로운 소재로 부각되고 있다. 본 연구자는 발아시킨

현미에 상황버섯을 접종하여 배양시켜 균사체를 제조하는 기술을 확립하고 천연 상황버섯보다 높은 항암

및 면역조절 효과를 나타냄을 확인함으로써 발아시킨 곡류로부터 각종 균사체의 생리활성 시너지 효과가

나타남을 확인하였음. 나아가, 발아대두로부터 동충하초와 같은 균사체를 배양 및 제조하는 기술을 개발

하였으며, 선행연구를 통해 해당 소재가 면역증강, 항암, 스테미나 강화 등에 효과가 있음을 확인하였다.

지금까지 여러 가지 난치병에 대해 다양한 치료 약물을 연구 개발해 온 상황이지만 질병

부위만을 효과적으로 치료하지 못하였으며, 많은 경우 상당한 부작용을 동반하는 문제점을 가

지고 있고 이를 해결하기 위한 연구들이 수없이 진행되어 왔다. 이러한 문제점을 해결하기 위

해 비교적 부작용이 많지 않은 전통적 천연자원인 자생식물과 천연물을 이용한 생리활성물질

의 탐색이 활발히 진행되고 있으나, 이미 오랫동안 수많은 연구진에 의해 추진되어왔으므로 독

창성과 연구경쟁력이 떨어진다. 따라서 우리나라 고유의 기능성 특용작물을 배양체로 이용하여

항암 및 생리활성작용이 뛰어나다고 알려진 버섯균사체를 접종․배양시켜 얻은 신 개념의 신

약소재는 타국가의 연구기관이 보유하지 못한 국내 고유의 독창적인 특수소재이며 다양한 약

리효능을 가진 신약의 보고로서 연구개발 가치가 매우 크다고 할 수 있다.

인간이나 가축 등 모든 살아있는 포유류는 호흡을 통해 산소를 흡수하고 이산화탄소등 각종 가스성

노폐물을 체외로 내보낸다. 이 과정에서 산소 뿐 아니라 다양한 병원성 미생물과 독성물질이 함께 유입

되어 감염성 질환이나 알러지, 기관지염 등의 질환이 유발된다. 호흡기에서 가장먼저 외부에서 유입된

물질에 노출이 되는 조직은 점막 상피세포 층이다. 상피세포는 면역세포와는 기능적으로 구분되어있으며

1차적인 방어체계로서의 역할을 수행한다. 점막상피세포는 물리적으로 병원성 세균과 박테리아를 차단

하는 역할을 하는데, 제1형 상피세포 (type I epithelial cells)와 제2형 상피세포 (type II epithelial cells)

로 구성된다. 제1형 상피세포는 산소와 이산화탄소를 교환하는 기본적인 역할을 하는데 반해, 제2형 상



- 24 -

피세포는 β-defensin, LL-37등 항균펩타이드(anti-microbial peptide)와 mucin등 인체방어기작에 중요한

역할을 하는 물질들을 분비하여 병원체를 공격하고, 감염이 시작될 경우 이를 퇴치할 수 있는 면역세포

를 불러들일 수 있는 케모카인을 분비하고 ICAM-1같은 면역세포부착단백질들을 발현하여 면역조절기능

을 가지고 있다. 따라서, 세균감염이나 알러젠 유입시 면역기능을 조절할 수 있는 기능을 지닌 세포타입

이라 할 수 있다. 상피세포층 바로 아래에는 라미나 프로프리아 (Lamnia propria)라는 조직이 있어 다양

한 면역세포들이 존재한다. 특히, 대식세포나 수지상세포와 같은 탐식세포가 존재하여 일차적인 면역반

응 및 면역조절물질들을 분비하는 것으로 알려져 있다. 특히, 상피세포 층을 뚫고 상피세포보다 먼저 미

생물 및 생리활성물질에 노출될 수 있기 때문에, 탐식세포도 점막조직에서 중요한 역할을 담당하고 있다.

따라서, 점막의 상피세포와 면역세포들이 생리활성물질의 세포 및 분자생물학적인 반응을 연구하기에 적

합한 면역반응성을 지닌 모델이라 할 수 있다.

현재까지 검색된 인체 암의 50% 이상이 암 억제인자 p53, Rb 단백질의 변이가 동반되며

이외의 나머지 다른 암들도 바이러스 등에 의해 p53, pRb의 기능이 불활성화 되거나 그 밖의

여러 종류의 세포주기 조절인자와 암 억제인자들이 세포주기에 관여하는 단백질의 이상 또는

불활성화로 인해 일어나는 것으로 밝혀져 있다.

실제로 p53을 정상 발현하는 세포에 HPV E6 발현을 유도하면 세포증식이 촉진되고 있음

이 밝혀졌다. p53 단백질은 대부분의 암 조직에서 유전자 돌연변이에 의해 발현이 안 되거나

그 기능이 상실되어 있으며 암의 종류에 따라 돌연변이의 형태도 각기 다름이 알려져 있다. 이

와 같이 p53의 돌연변이나 기능 상실은 암 발생과 밀접한 관련이 있을 것으로 생각되나 p53의

tumor suppressor로서의 기능이 어떻게 이루어지는가에 대한 기작이 상세히 밝혀져 있지 않은

상태이다. 또한 E7 발암 유전자는 E2F와 결합하고 있는 Rb를 인산화 시켜 E2F가 유리되도록

함은 E2F에 의한 세포주기가 활성화되어 정상세포가 암화 되는데 중요한 역할을 한다.

국내외적인 기술개발 현황은 다음과 같다.

연구수행 기관 연구개발의 내용 연구개발성과의 활용현황

(주)세포활성연구소
발아현미로부터 상황버섯균사체 생산 및 유용

물질 개발

항암, 기능성식품으로 제품화

(국내 및 일본, 대만 수출)

Mitotix 사

p53에 의해 유도되는 cdk 25 phosphatase의

inhibitor를 스크리닝하여 종양치료제로 개발하

기 위한 임상 연구에 들어감. 또한 p53가

ubiquitin- dependent pathway를 거쳐 분해되

는 것을 저해하는 small molecular organic

drug을 탐색 및 개발하고 있음.

항암제 등

글락소 스미스클라

인(GSK), Merk사
HPV 예방백신 자궁암 예방 백신

KRIBB 개발

연구팀

우리나라에 풍부한 감귤류 껍질(citrus peel)로

부터 추출한 JBB 같은 bioflavonoid 추출물

동맥경화증, 고지혈증 등의

예방 및 치료
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제 1 절 발아대두 동충하초 균사체 Master/working cell bank 구축

l PDA평판배지에서 계대안정성 조사

Fig. 3. PDA 배지에서 계대 수별 균사체 성장속도 비교(I).
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Fig. 4. PDA 배지에서 계대 수별 균사체 성장속도 비교(II).

계대수가 각각 2, 4, 6, 8, 10 generation의 균주를 PDA 배지에서 15일간 배양하며 균사체성장속도를

직경을 측정하여 비교한 결과, 상기 Fig 3과 4에 나타난 바와같이 10계대까지 성장속도의 변화가 관찰되

지 않았음으로 적어도 10계대력까지의 cell bank의 안정성을 확인하였음.
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제 2 절 발아대두 동충하초 배양조건 최적화

9

배양조건의배양조건의 최적화최적화(1)(1)

§ 방법
- Batch  : 3 batch  

- 배양기간 : 0 ~ 8주
- 3 batch 연속 배양을 통해 배양조건 재현성 조사

0주

1주 3주 4주

5주 6주 7주 8주

2주

Fig. 3. 발아대두배지에서 배양기간별 동충하초 균사체 배양.

Fig. 4. 배양기간별 동충하초 균사체 배양조건의 안정성 조사.
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발아대두 동충하초의 배양조건 안정성 조사를 위해 발아대두 배지에 동충하초 균사체를 접종하여 동

일한 조건으로 3번 반족하여 8주간 배양한 결과 그림 3과 4와 같이 나타났음. 배양기간이 길어지면서 시

료의 무게가 점차 감소되었으며 감소되는 양상이 반복 batch 실험에도 동일한 경향을 나타냄으로써 확립

된 배양조건의 안정성을 확인하였음.

제 3 절 배양공정의 표준화

Fig. 7. 발아대두 동충하초의 배양공정 표준화 계획

l 원료(발아대두), 종균(동충하초)등을 균일하게 표준화시키고 이를 배양하여 유효성분은 HT-29 cell

line에서 세포독성, 생리활성 등을 측정함과 동시에 무게, 품질지표 등을 검토하고 배양공정을 표준화

시켰다.

1. 배양 기간에 따른 생리 활성 성분 최적 함량 비율 결정

l 발아대두 동충하초의 배양조건별 생리 활성 성분의 최적 함량 비율 결정을 위해 발아대두

동충하초의 배양 시간별 대사체의 변화를 LC/MS/MS를 통하여 분석하였으며 이를 대사체

학적 관점에서 다변량 통계 분석 기법인 Principal Component Analysis (PCA)분석을 통하

여 해석 하였다.
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A . B.

Fig. 8. 발아대두 동충하초의 배양 기간별 대사체 변화

A:대사체 변화 다변량 통계 분석의 score plot, B:대사체 변화 다변량 통계 분석의 loading plot

l 발아대두 동충하초의 배양 기간별 대사체의 변화를 분석한 결과 0주차 배양 샘플과 1, 2주

배양 샘플, 그리고 3~8주간 배양 샘플간의 유의한 차이를 나타냈으며 이를 통해 세 그룹(0

주배양, 1~2주배양, 3~8주 배양)간의 확연한 대사체의 변화를 확인하였음.

Cordyceps militaris grown in the germinated soybean
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Fig. 9. LC/MS/MS 분석을 통한 4가지 생리활성 추정 물질의 배양 기간별 함량 변화

l LC/MS/MS 성분 분석을 이용하여 4가지 생리활성 물질로 추정되는 화합물의 배양 기간별

함량을 측정한 결과 발아대두 동충하초의 1~2주 배양 샘플이 가장 높은 함량을 나타냈으며,

이는 배양 시간이 증가할수록 줄어드는 것을 확인하였음.
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Total phenol contents
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Fig. 10. 배양 기간별 총 플라보노이드 함량의 변화와 총 페놀릭컴파운드 함량의 변화

l 발아대두 동충하초의 배양 기간별 총 플라보노이드 화합물의 함량과 총 페놀릭 화합물의

함량 변화를 측정한 결과 페놀릭 화합물의 총 함량은 배양 기간에 영향을 받지 않으나 플

라보노이드 화합물의 함량은 1~2주 배양이 가장 높음을 확인하였음.

l 발아대두 동충하초의 배양 기간별 생리활성 물질의 최적함량 비율은 대사체학적 관점에서

의 다변량 통계 분석 법과 플라보노이드와 페놀릭 화합물의 총 함량 변화를 측정한 결과

1~2주 배양이 가장 높은 것으로 결정되었음.

2. 발아 대두 동충하초의 배양 시간별 최적 항산화 효과 검정

l 발아대두 동충하초의 배양 시기별 최적 항산화 효과를 확인하기 위하여 DPPH와 ABTS라

디칼 소거 활성을 측정하였으며 FRAP 측정을 수행하였다.

Fig. 11. 발아대두 동충하초 배양시간별 항산화 효과 측정

l 발아대두 동충하초 배양기간별 항산화 효과 측정결과 배양 1~2주에서 라디칼 소거 활성이

가장 높음을 확인 할 수 있었으며, FRAP 측정을 통해 배양 기간이 길어질수록 항산화 효

과가 떨어짐을 확인할 수 있었음.
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l 발아대두 동충하초의 배양 기간별 대사체 변화와 생리활성 물질의 함량 변화 그리고 항산

화 효과를 확인 한 결과 생리활성 물질의 최적 함량 시기와 비율을 결정할 수 있었음.

제 4 절 원료 생산공정 표준화 및 동충하초 엑세스제조 최적조건 확립

l 발아대두 동충하초의 균사체 Master/working cell bank 구축과 배양조건의 안정성을 확인

한 1차년도 연구를 기반으로 2차년도는 생리활성의 물질의 최적 함량 시기와 비율을 확립,

균사체 생산 조건의 표준화 및 엑스제조 최적 조건을 확립하고자 하였다.

1. 원료 생산공정 표준화: 건조/ 추출/ SD 및 과립화 포장

l 동일한 생리 효능을 갖는 발아대두 동충하초의 생산공정 표준화를 위해 그림과 같이 4단계

로 분류하여 유효성분이 파괴되지 않는 온도, 시간을 확립하였고, 자동화 프로그램을 이용

하여 원료 생산공정을 표준화함.

Fig. 12. 원료 생산의 표준화를 위한 공정도

2. 동충하초 엑세스제조 최적조건 확립

l 동충하초배양물을 100℃, 3시간동안 2회 열수 추출하여 60℃ 이하에서 농축시킨 후 건조시

켜, 엑스 제조.

l 제조 시 작업장의 청결상태는 물론, 규정된 작업 복장을 갖추고 제조지시서에 따라 원료를

확인하고 칭량 한 뒤, 1차 추출과정에 들어감. 추출에 사용되는 청소관리 규정에 따라 청소

된 추출 탱크에 칭량된 원료를 투입한 후 물 1500L/ 온도 100℃/ 3시간의 조건에서 추출함.

물 1000L/ 온도 100℃/ 3시간의 조건에서 2차 추출 후 농축에 들어감.

l 스팀압력(2kg/㎠), 진공도(700mmHg), 농축조 온도(60℃이하)를 준수하여 농축시킴.

l 송풍온도 160℃, 배풍온도 100℃에서 분무건조하여 최종 동충하초 엑스 제조조건 확립.
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Fig. 13. 동충하초 배양물의 엑스 공정 및 건조 엑스 Powder

제 5 절 품질/ 안전관리 항목

l 안정성은 물론, 안전성을 최우선으로 하는 품질 관리를 위하여 원료, 공정, 제품에 포함되는 내용물들

은 잔류농약, 중금속, 유해물질 용출실험 등 매 단계마다 다양한 관리항목으로 나눠져 검사를 실시

함.

Table 1. 품질관리 안전 항목

제 6 절 QC 공정도에 의한 관리

l 종균, 배양, 건조, 분쇄, 추출, 분무건조 등 그림에서 설명된 공정도의 항목에 맞춰 공정과정을 진행,

원료 생산은 물론, 제품 생산의 최고 품질을 확보.
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Fig. 14. QC 공정도

제 7 절 발아 조건별 생리 활성 성분 최적 함량 비율 결정

1. 발아대두 동충하초의 발아조건별 생리 활성 성분의 최적 함량 비율 결정을 위해 발아대두

동충하초의 배양 시간별 대사체의 변화를 LC/MS/MS, GC/MS를 통하여 분석하였으며 이를

대사체학적 관점에서 다변량 통계 분석 기법인 Principal Component Analysis (PCA)분석과

orthogonal partial least-square to latent structure discriminant analysis (OPLS-DA) 을

통하여 해석 하였다.



- 33 -

Fig. 15. 발아대두 동충하초의 배양 시기별 대사체 변화 A: LC/MS/MS 이용한 대사체 변화 다변

량 통계 분석 B: GC/MS 이용한 대사체 변화 다변량 통계 분석 ( GS: 0주차. GSC1~8 :주차별 배

양샘플)

Fig. 16. LC-MS 기반 다변량분석을 통한 0주차(GS)와 1주차(GSC1) 발아대두 동충하초의

대사체분석 A: OPLS-DA score plots, B: Loading S-plot, C: cut-off value of p < |0.01|
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Table2. LC/MS/MS를 통해 분석한 발아대두 동충하초의 2차 대사산물

no
tR  

(min)
[M-H]-
(m/z) MSn fragment ions (m/z) tentative identification

1 17.08 429 429, 252>>223191, 169 compound 1
2 17.42 459 459, 283>>249, 175 compound 2

3 18.92 445 445, 268>>240, 223, 211, 195, 179, 167 compound 3

4 19.76 445 445, 269>>240, 223, 211, 195, 179, 167 compound 4

5 20.85 253 253>> 223, 209, 197, 167, 135 daidzein 

6 21.14 473 473, 268>>240, 223, 211, 195, 179 genistein O-hexoside acetylated

7 22.82 957 957>>895, 795, 733, 597, 525, 457 soyasaponin Bd

8 23.78 269 269>>225, 213, 201, 181, 169, 133, 107 genistein

9 28.53 912 912>>849, 703, 615, 525, 457 soyasaponin Bc

Fig. 17. 발아대두 동충하초의 배양 시기별 2차 대사산물 변화
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no name tR (min) MS fragment ions (m/z) derivatizeda p value
1 glycerol 6.53 218, 205, 147, 117, 103, 73 TMS(x3) <0.005
2 proline 6.81 244, 216, 142, 73 TMS(x2) <0.001
3 pyroglutamic acid 9.36 258, 230, 156, 147, 73 TMS(x2) <0.001
4 glutamine 9.91 348, 320, 246, 147, 128, 73, 56 TMS(x3) <0.005
5 pentitol 10.78 319, 231, 205, 147, 73, 69 TMS(x4) <0.005
6 citric acid 12.77 465, 375, 348, 274, 211, 147, 73 TMS(x4) <0.001
7 fructose 13.53 364, 307, 277, 217, 147, 73 TMS(x5) <0.001
8 histidine 13.63 356, 254, 217, 154, 73 TMS(x3) <0.001
9 inositol 14.48 612, 507, 318, 266, 218, 147, 73 TMS(x6) <0.001
10 palmitic acid 14.78 328, 313, 145, 129, 117, 75 TMS(x1) <0.001
11 octadecanoic acid 16.52 357, 341, 201, 129, 117, 73 TMS(x1) <0.001
12 sucrose 21.80 361, 305, 217, 204, 147, 73 TMS(x8) <0.005

Fig. 18. GC-MS 기반 다변량분석을 통한 0주차(GS)와 1주차(GSC1) 발아대두 동충하초의

대사체분석 A: OPLS-DA score plots, B: Loading S-plot, C: cut-off value of p < |0.001|

Table 3. GC/MS를 통해 분석한 발아대두 동충하초의 1차 대사산물
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Fig. 19. 발아대두 동충하초의 배양 시기별 1차 대사산물 변화

2. LC/MS/MS 이용한 발아대두 동충하초의 배양 시기별 대사체의 변화를 분석한 결과 0주차

배양 샘플과 1, 2주 배양 샘플, 그리고 3~8주간 배양 샘플간의 유의한 차이를 나타냈으며 이

를 통해 세 그룹(0주배양, 1~2주배양, 3~8주 배양)간의 확연한 대사체의 변화를 확인하였음.

GC/MS를 이용한 대사체 변화 분석 결과 0주배양, 2주배양, 3~8주 배양간의 대사체 변화를

확인할 수 있었음.

3. LC/MS/MS를 이용하여 발아대두 동충하초의 대사체 분석결과 Compound 1~4( CGNMⅠ,

CGNMⅡ, CDGM, CGLM)을 포함한 2차대사산물을 확인 할 수 있었으며, GC/MS 분석결과

발아대두 동충하초에 기여하는 1차 대사산물을 분석 할 수 있었음.

4. PCA분석을 통해 가장 급격하게 대사체 변화를 보인 배양 시기(0주차, 1주차)를 선별하여

OPLS-DA분석을 하여 통계적으로 유의성 있게 차이를 보이는 대사체를 확인함. 이를 발효

시간별로 분석하여 변화패턴을 확인함.
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Fig. 20. LC/MS/MS 분석을 통한 4가지 생리활성 추정 물질의 배양 시간별 함량 변화

5. LC/MS/MS 성분 분석을 이용하여 4가지 생리활성 물질로 추정되는 화합물의 배양 시간별

함량을 측정한 결과 발아대두 동충하초의 1~2주 배양 샘플이 가장 높은 함량을 나타냈으며

이는 배양 시간이 증가할수록 줄어 드는 것을 확인 하였음.

제 8 절 발아 대두 동충하초의 배양 시간별 최적 항산화 효과 검정

1. 발아대두 동충하초의 배양 시기별 최적 항산화 효과를 확인하기 위하여 DPPH와 ABTS라

디칼 소거 활성을 측정하였으며 FRAP 측정을 수행하였다.

Fig. 21. 발아대두 동충하초 배양시간별 항산화 효과 측정

2. 발아대두 동충하초 배양시간별 항산화 효과 측정결과 배양 1~2주에서 라디칼 소거 활성이

가장 높음을 확인 할 수 있었으며, FRAP 측정을 통해 배양 시간이 길어질수록 항산화 효과

가 떨어짐을 확인할수 있었음.
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Fig. 22. 배양 시간별 총 플라보노이드 함량의 변화와 총 페놀릭컴파운드 함량의 변화

3. 발아대두 동충하초의 배양 시간별 총 플라보노이드 화합물의 함량과 총 페놀릭 화합물의 함

량 변화를 측정한 결과 페놀릭 화합물의 총 함량은 배양 시간에 영향을 받지 않으나 플라보

노이드 화합물의 함량은 1~2주 배양이 가장 높음을 확인 하였음.

4. 발아대두 동충하초의 배양 시기별 생리활성 물질의 최적함량 비율은 대사체학적 관점에서의

다변량 통계 분석 법과 플라보노이드와 페놀릭 화합물의 총 함량 변화를 측정한 결과 1~2주

배양이 가장 높은 것으로 결정 되었음.

5. 발아대두 동충하초의 배양 기간별 대사체 변화와 생리활성 물질의 함량 변화 그리고 항산화

효과를 확인 한 결과 생리활성 물질의 최적 함량 시기와 비율을 결정 할 수 있었음.

제 9 절 Bio newtraceutical 개발

1. 발아대두 동충하초의 효소화공정

발아대두 동충하초의 소화흡수율 및 유효성을 높이기 위해 발아대두 동충하초를 조분쇄한

다음 ASP. org를 37℃, 습도 78% 조건하에서 72시간 발효시킨 다음 35-37℃에서 저온 진공

건조기(본사에서 새로 개발된 건조기 : ARI Dryer)에서 건조한 다음 본말화하여 저온에서 과

립화하여 제품의 원료로 사용한다.
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2. 원료의 안전 및 안정성 검증

다음과 같은 공정에 의해 생산된 원료 GSC(Germinated Soybean Cordycepen)에 대해 제품

화를 위해서 품목제조에 필요한 시험을 열량외 미생물 등을 검사하였다.
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Fig 24. GSC에 대한 성분 및 미생물 검사결과 Fig 25. 잔류 농약 검사 결과
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제 10 절 제품개발

1. 제품개발에 앞서 다음과 같은 사업화 전략을 수립한 제품

<실용화 사업화 전략>

제품 컨셉 설정

제품 설계

시제품 생산

시제품 특성 분석

상업적 생산공정 개발

완제품

판매 전략 수립 수출 전략 수립

대상 제품, 시장 조사

조성물, 제형 결정

생산공정 점검
시제품 품질특성 분석

소비자 기호도 조사
품질 안정성

단위 공정의 최적화
생산 설비 및 방식 결정

대상 제품에 대해 가격대, 소비자 기호도 등 시장조사를 통해서 개발 제품의 컨셉을 설정한

다음 조성물의 비율, 제형 등을 고려하여 제품설계에 들어간다. 이를 바탕으로 생산공정을 점

검하고 시제품을 생산한다.

생산된 시제품에 대하여 소비자의 기호도, 품질의 안정성 등 시제품의 특성을 분석하고, 단

위공정의 최적화 조건 설정, 생산 설비 및 방식 등을 결정하여 분 생산에 들어간다. 개발된 제

품에 대해 판매 및 수출 전략을 수립한다.

2. 제품개발

발아대두 동충하초 추출분말에 대해서는 일본 제일약품공업 주식회사에서 원료를 수집하

여 「판테민」이라는 상품명과 「이뮤노페린」이란 제품명으로 판매 중이며, 발아대두 동충하
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초를 조분쇄한 다음 발효과정을 거쳐 과립화한 원료를 이용해서 국내에서 「우리정」이라 상

표를 판매 중에 있다.

판테민 이뮤노페린 우리정

제 11 절 발아대두 동충하초 유래 생리활성물질의 분리 조건 확립

발아대두 동충하초 유래 생리 활성 물질의 최적 분리 조건을 확립하기 위해 분쇄된 발아대두 동충하

초 샘플을 80% MeOH로 추출하여 이를 극성에 따른 용매를 이용하여 분획하였고 이들을 silica와

sephadex LH20을 통해 순수 화합물로 분리해 내었다(Fig 26).

Fig 26. 발아대두 동충하초 유래 생리활성 물질 분리 모식도

확립된 분리 조건으로 대두의 추출물을 얻어 내어 발아 대두 동충하초 추출물의 성분과 비교 분석하

여 기존의 대두 성분과 차이가 나는 3개의 화합물을 확인하였다(Fig 27).
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Fig 27. 대두 성분 추출물과 발아대두 동충하초 유래 추출물을 LC/MS/MS를 통해 비교 분석

Fig 28. 유기 용매로 분획된 발아 대두 동충하초 추출물의 LC/MS/MS 분석 Total ion chromatogram



- 45 -

제 12 절 발아대두 동충하초 유래 생리활성물질로 추정되는 화합물의

구조 결정

Fig 29. 분리된 순수 화합물의 LC/MS/MS 분석 결과와 예측 구조

1. LC/MS/MS 분석을 통해 발아대두 동충하초에서 생리활성물질로 추정되는 4개 화합물

을 1D, 2D-NMR과 FAB-MS를 이용하여 구조 분석 및 결정

Table 4. 분리된 순수 화합물의 NMR 구조 분석 결과
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2. 4가지 생리활성물질로 추정 되는 화합물의 구조 결정 완료.

Fig. 30. 발아대두 동충하초 유래 생리활성 추정 물질의 구조

3. 4가지 생리활성물질로 추정되는 화합물의 이화학적 특성.

발아대두 동충하초에서 생리활성 물질로 추정 되는 4개 화합물을 LC/MS/MS spectrum 분

석과 Mass Frontier software를 이용한 fragmentation pattern 분석을 통해 화합물의 이화학적

특성을 규명함. 이러한 결과를 바탕으로 본 화합물들의 구조 특성을 이화학적 특성과 더불어

확인하였음.



- 47 -

No. Chemical name [M-H]- Mass fragmentation

1 CDGM 429 429, 252>>252, 223, 196, 135, 91

2 CGLM 459 459, 283>>267, 237, 212, 136, 92

3 CGNM Ⅰ 445 445, 269>>253, 238, 226, 195, 177, 135

4 CGNM Ⅱ 445 445, 269>>253, 238, 226, 195, 177, 135

Table 2. 새로운 methylated isoflavone glucoside의 mass fragmentation pattern

a. b.

c. d.

Fig 31. LC-ESI-IT-MS를 이용한 새로운 methylated isoflavone glucoside의 proposed

fragmentation pathways. a; CDGM, b; CGLM, c; CGNMⅠ, d; CGNMⅡ.
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제 13 절 발아대두 동충하초 추출물질의 효능

1. 대식세포에서의 항염증 효과

1-1. 발아대두 동충하초 추출물질의 항염증효과분석

인간대식세포(human monocytic cell line THP-1)에서 대식세포의 염증 반응에서 나타내는

여러 징후 가운데 하나인 MMP-9 activity를 zymography로 확인함.

세균성 내독소인 lipopolysaccahride (LPS)에 의해 유도된 MMP-9의 활성이 처리한 동충하초

추출물에 의해 농도 의존적으로 저해됨을 확인하였으며 세포독성 여부를 MTS assay로 확인

한 결과 세포독성은 없는 것을 확인함.

LPS (1 mg/ml)

←MMP-9
←MMP-2

- - 5    10   20   50  100   5   10  20  50 100 동충하초 (mg/ml)
LPS (1 mg/ml)

←MMP-9
←MMP-2

- - 5    10   20   50  100   5   10  20  50 100 동충하초 (mg/ml)

Fig. 32. 인간대식세포에서 LPS로 유도된 MMP-9의 활성저해 효과

Fig. 33. 동충하초에 의한 인간대식세포의 세포독성
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Fig. 34대식세포에서(THP-1)에서LPS로유도한MMP-9발현및세포활성평가

대식세포에서 LPS(세포내독소)로 유도되는 MMP-9의 발현저해를 Gelatin zymogram의 방

법을 이용하여 확인해 본 결과, 전 처리한 발아대두 동충하초 추출물질 EA와 CEEA가 LPS로

유도되는 MMP-9의 발현을 Control과 유사 수준으로 저해됨을 확인 할 수 있었으며, 항염증

효과는 처리한 동충하초 추출물질에 농도 의존적임을 확인함(발아대두 동충하초 추출물질의

독성과 자체 MMP-9 발현의 유도를 보이지 않음).

1-2. 배양 시간별 동충하초 추출물질의 항염증 효과

사람의 keratinocyte cell line HaCaT 세포에 PMA로 유도된 COX-2 의 발현의 저해양상을 western

blot을 통해 살펴본 결과 배양시간에 따른 추출물질에 의해 COX-2의 발현이 유효하게 저해되는 양상을

확인하지 못함.

Fig.35 PMA로유도되는COX-2의발현저해

1-3. 동충하초 추출물의 T helper cell의 면역활성 및 항염증 조절기능 효과

동충하초 추출물의 면역증강(T helper cell의 증식) 및 항염증효과를 알아보고자 IL-1에 특

이적으로 증식하는 T helper cell line D10S를 이용함. 마우스 T helper cell line D10S에 IL-1

β와 함께 동충하초 추출물을 처리한 후 2일 후 T helper cell의 증식여부를 MTS assay로 확

인한 결과, 세포독성은 고농도(100ug/ml)에서 나타나고 이 보다 적은 농도에서는 독성이 없는

것으로 나타났으며 동충하초 추출물 자체에 의한 T helper cell의 증식 활성 효능은 관찰되지

않았으나 동충하초 추출물에 의해 IL-1에 의한 T helper cell line D10S의 증식이 20ug/ml 정

도의 농도에서 어느 정도 저해됨을 나타내는 바, 항염증 조절 기능이 있는 것으로 사료됨. 또
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한 NK세포(NKO)의 활성화에 미치는 효능을 확인코자 NKO세포의 성장 및 활성화여부를 측

정하였으나 확인되지 않아 Cytolytic T cell의 활성화에 의한 타겟 암세포 면역활성 효능 등은

추가확인하지 않음.

Fig.36.T helper 세포의 증식 및 IL-1에의한T helper cell line D10S의 증식에 미치는 동충하초의

영향

2. 항암효과

1-1. 대표적인 여성암세포인 유방암(MCF-7, MDA-MB-231)과 자궁경부암세포 SiHa, 그리고

정상 keratinocyte HaCaT세포증식에 미치는 동충하초 추출물의 영향을 MTS assay를 통하여

살펴 본 결과, 배양 시간별 동충하초 추출물질의 항암 효과가 MDA-MB-231암세포의 경우 5-6주

처리 시 약간의 성장 억제를 보였으나 대부분 처리한 농도와 시간대에서 암세포의 세포증식의

감소가 나타나지 않음을 확인함(그림 37A).

배양 시간별 농도별 동충하초 추출물질의 항암 효과를 좀 더 구분하여 분석해 보기 위하여, 동충하

초 추출물질 CEEA, CEBU, CEDW들을 사람의 유방암세포, 자궁경부암 세포주에 처리한 결과 CEEA추

출물질에서 유방암 세포주 MCF-7의 생장이 어느 정도 억제 되는 것을 MTS assay를 통하여 확인하였

으나 대조군인 HaCaT에서는 세포성장의 저해 양상이 관찰되지 않음을 확인함(그림 37B).
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Fig 37A. 유방암 세포MDA-MB-231의 성장에 미치는 배양 시간별 동충하초 추출물질의 영향

Fig 37B. 세 가지 세포주(HaCaT, SiHa, MCF-7)의 성장에 미치는 발아대두 동충하초 추출물 CEEA, CEBU,

CEDW의 농도별 시간별 처리효과

3. 대사성질환 표적인자인 PPAR를 타깃으로 하는 동충하초 추출물질들의 대사조절기능후

보인자 탐색

비만, 당뇨 등의 대사성질환조절인자 중 핵수용체 PARγ는 PPAR ligand가 결합하면 PARγ

의 구조가 변환하면서 핵수용체 coactivator인 SRC-1 등과 결합하여 PPRE (PPAR response element)에

결합, 비만, 당뇨 등의 대사성질환조절인자 들의 유전자 발현을 촉진하게 된다. 핵수용체 PPAR

γ와 핵수용체 coactivator인 SRC-1 사이의 결합력을 이용한 면역효소측정법(ELISA)9을 이용, PARγ와

핵수용체 coactivator인 SRC-1 사이의 결합을 증가시키는 PPAR ligand 촉진제로서의 가능여부를

PPARs 촉진제 탐색법으로 1차 분석하여 본 바, 동충하초 추출물질들 중 대사성질환 표적인자
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인 PPAR ligand 역할을 하는 물질이 검출되지는 않았음.

Fig 38. 대두발아 동충하초 추출물이 PARγ와 SRC-1의 결합력을 이용한 면역효소측정법(ELISA)

에 미치는 효과.

정제한 SRC-1 재조합단백질을 (8ug/ml)농도로 micreotiter well에 coating한 후 skimmed

milk를 함유한 PBS로 실온에서 두 시간 정도 blocking함. PBST로 세척 후 동충하초추출물을

PARγ와 함께 처리하여 PPARγ와 SRC-1의 결합력은 PARγ 특이항체를 이용하여 확인함.

제 14 절 발아대두 동충하초에서 생리활성물질로 추정되는 4개 화

합물 CGNMⅠ, CGNMⅡ, CDGM, CGLM의 효능

1. 항염증효과

1-1. 세포 독성에 미치는 영향

Mouse의 macrophage cell line, RAW 264.7 세포에 CGNMⅠ, CGNMⅡ, CDGM, CGLM (5,

10 ug/ml) 을 2시간 전 처리한 후 LPS(lipopolysaccharide) (100 ug/ml) 를 처리하고 16시간 배양

한 후, MTS assay 를 이용하여 세포 생존율을 확인한 결과, CGNMⅠ, CGNMⅡ, CDGM,

CGLM 모두에서 세포독성이 나타나지 않음을 확인함(Fig 39).

Fig 39. RAW 264.7의 세포독성에 미치는 CGNMⅠ, CGNMⅡ, CDGM, CGLM의 영향
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1-2 염증성 cytokine 생성 억제 효과

RAW 264.7 세포에서 염증성 싸이토카인의 억제 효과를 ELISA kit을 이용하여 정량하였다.

RAW 264.7 세포에 CGNMⅠ, CGNMⅡ, CDGM, CGLM를 5~ 10 ug/ml 농도로 2시간 전 처리한

후, LPS (100 ng/ml)를 사용하여 TNF-alpha의 생성을 유도한 후 확인한 결과, TNF-alpha 생성

억제는 CGLM에서 다른 물질에 비해 높은 억제효과를 나타내었다(Fig. 40). 이는 CGNMⅠ,

CGNMⅡ, CGLM가 LPS에 의해 유도되는 염증성 싸이토카인 억제에 영향을 준다는 것을 의미하

며, 다른 염증성 싸이토카인의 저해 효과도 기대됨.

Fig 40. LPS처리한 RAW 264.7 cell에서 CGNMⅠ, CGNMⅡ, CDGM, CGLM에 의한

TNF-alpha억제 효과

1-3. CGNMⅠ, CGNMⅡ, CDGM, CGLM의 COX-2 단백질발현조절기능 분석

COX-2는 정상적인상태에서는 활성화가 관찰되지 않으나, 저상소증, LPS,사이토카인이나 성

장인자 등에 의한 염증성 자극을 받게 되면 COX-2효소의 작용이 증가하게 된다. RAW 264.7 세

포 (1.5☓105cell/ml) 에 CGNMⅠ, CGNMⅡ, CDGM, CGLM (10ug/ml) 을 2시간 전 처리한 후

LPS(lipopolysaccharide) (100 ug/ml) 를 처리하고 16시간 배양한 후, CGNMⅠ, CGNMⅡ,

CDGM, CGLM의 COX-2 단백질 발현 저해여부를 Western blotting으로 알아보았다. LPS로 유

도되는 COX-2의 발현 저해에는 효과가 없는 것으로 나타남(Fig 41).

Fig 41. LPS처리한 RAW 264.7 세포에서 COX-2 단백질 발현에 미치는 CGNMⅠ, CGNMⅡ,

CDGM, CGLM 효과



- 54 -

2. 대사성질환 표적인자인 PPAR를 타깃으로 하는 동충하초 추출물질들의 대사조절기능후보

인자 탐색

PPARγ 와 Co-activators 발현벡터가 들어간 E.coli를 배양, 단백질을 발현 시킨 뒤 각각의 단

백질을 분리, 정제하였다. 정제된 Co-activators를 ELISA 용 모듈에 8μg/ml 의 농도로 coating

한 뒤, 각각의 샘플 (CGLM, CGNM1, CGNM2, CDGM, 그리고 Indomethacin, (1, 20μg/ml)) 과

조절인자인 PPARγ lysate 를 함께 처리하여 1시간 동안 반응 시켜, 각 리간드 후보물질과 조절

인자 간의 결합력을 확인하는 실험을 진행. 대조군으로는 리간드로 잘 알려진 Indomethacin을 샘

플과 동일 농도로 사용하였다. 그 결과, Co-activator 중 TIF-2 와의 결합력이 Indomethacin 보

다 높은 수준으로 나타나는 것을 확인하였으나(Fig 42), 지방세포 3T3-L1의 분화에는 영향을 미치

지 않아 더 이상의 인슐린 신호전달 및 당 흡수 등에 미치는 효능은 분석하지 않음. 또한 지방세포

3T3-L1의 분화에 미치는 효능이 있는 추출물이 관찰되지 않아 비만/당뇨 동물모델 ob/ob or db/db mice

등을 이용한 추가 실험을 아니 함.

Fig 42. The effect of CGLM, CDGM, CGNM1, and CGNM2 on the binding between PPARγ and

TIF-2 in ELISA for the screening of PPARγ ligands. The his-hPPARγ2 lysates (16X dilution)

from E. Coli and PPARγ ligands (Indomethacin, CGLM, CDGM, CGNM1, and CGNM2) were

added into the pre-coated GST-hTIF-2.

3. 폐암세포에서의 항암 효과

사람의 폐암 세포주 A549에서 4개의 화합물을 24 시간 동안 처리하고 세포증식정도를 MTS

assay를 통하여 살펴 본 결과, 세포증식으로 유도되는 항암효과를 나타내지 않음.
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Fig. 43. A549 과 HaCaT cell에서 CGNMⅠ, CGNMⅡ, CDGM 과 CGLM의 세포독성 측정

4. 비만세포에서 항알러지 효과

RBL 2H3 세포에 PI(PMA + Ionomycin)로 유도되는 COX-2 단백질 발현저해 작용을

Westren blotting 방법을 통하여 확인함. COX-2의 생성 억제는 CGLM에서 다른 물질에 비해 높

은 억제효과를 나타냄을 확인하였으며(Fig 44), 처리한 농도에서 세포 독성을 나타내지는 않음.

Fig. 44. 비만세포에서 PI로 유도된 COX-2의 발현 저해

Th2 type 싸이토카인 IL-13 의 promoter가 transfection된 stable cell line(RBL-2H3)에

CGNMⅠ, CGNMⅡ, CDGM, CGLM (30 uM)을 1시간 전 처리한 후 PI(PMA 50 ng/ml +

Ionomycin 500 nM)를 처리하고 16시간 배양한 후, Luciferase assay를 이용하여 IL-13 promoter

활성을 확인하여 본 결과, IL-13의 promoter 활성이 CGML에 의해 다소 감소됨을 확인함.

Fig. 45. IL-13의 promoter 활성 저해 효과 측정
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5. 호흡기상피세포에서 항알러지 효과

호흡기상피세포에서 항알러지 효과를 알아보기 위해, 사람의 호흡기 상피세포 (NCI-H292)에

EGF (50ng/ml)를 처리하여 나타나는 염증/알러지 관련인자들(Mucin, MMP-9, COX-2, IL-8)의

발현에 미치는 동충하초추출인자들의 제어 효능을 RT-PCR, Western blot, Zymograpgy 등의 방

법으로 분석함. 사람의 호흡기 상피세포 (NCI-H292)에 EGF (50ng/ml)를 처리하기 전, 각 단일

물질(20μg/ml)을 1시간 동안 전 처리 하였다. 24시간 뒤 RNA 를 추출하여 점액유전자

(MUC5AC) 의 발현여부를 RT-PCR로 확인한 결과, EGF 에 의해 유도되는 점액유전자의 발현

이 억제되는 것을 확인함.

Fig. 46. EGF로 유도된 MUC5AC의 mRNA 발현에 미치는 CGNM1, CGNM2, CGLM과 DGM의

영향

사람의 호흡기 상피세포 (NCI-H292)에 EGF로 유도되는 MMP-9의 발현이 CGLM으로 인해

감소됨을 RT-PCR과 Gelatin zymogram의 방법을 통하여 확인하였으며, 처리한 물질의 농도가

세포 독성을 나타내지 않음을 확인.

Fig. 47. EGF로 유도된 MMP-9의 mRNA, 단백질 발현에 있어서 CGLM 효과

또한, COX-2의 발현과 MUC5AC의 발현 또한 CGLM에 의해 감소됨 Western blotting과

RT-PCR을 통해 확인함.
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Fig. 48. EGF로 유도된 MMP-9의 mRNA, 단백질 발현에 있어서 CGLM 효과

사람의 호흡기 상피세포(NCI-H292)에 EGF로 유도되는 IL-8의 발현이 CDGM과 CGLM으로

인해 감소됨을 ELISA를 통해 확인함.

Fig. 49. EGF로 유도된 IL-8의 발현 저해효과

제 15 절 발아대두 동충하초의 호흡기 점막면역강화 기능성 평가

1. 발아대두 동충하초 추출물을 이용하여 호흡기 점막 기능 및 면역강화 평가를 위한 모델

구축

1-1. 호흡기점막의 상피세포를 이용한 평가 모델 확립

● 발아대두 동충하초가 호흡기 점막상피세포의 점막기능 및 면역반응에 미치는 영향을 조사

하기에 앞서 호흡기 점막상피세포의 배양적합조건을 수립하기 위한 기초연구를 진행하였음.

● 이를 위해 대표적 호흡기 점막상피세포주인 A549 세포에 미생물의 다당체 모델로

petidoglycan을 다양한 농도, 다양한 배양시간으로 자극 시킬 때 생성되는 케모카인

(Chemokine)인 IL-8 (Interleukin-8)의 양을 조사해 봄으로서 A549 세포주에서 면역조절인

자의 최적발현을 위한 최적배양조건을 수립하였음(Fig 50).

● 또한 MAP kinase (Mitogen associated protein kinase)를 비롯한 다양한 세포내 신호전달
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매개인자들에 대한 억제제를 이용한 연구를 통해 peptidoglycan 자극시 호흡기 점막상피세

포의 IL-8 생성에 MAP kinase와 lipid raft 등의 신호전달 매개인자들이 관여한다는 사실

을 규명해냄으로서 향후 발아대두 동충하초 추출물에 의한 면역반응평가시 세포내 신호전

달계의 변화를 관찰할 수 있는 핵심적 기술 노하우를 축적할 수 있었음.

● 본 연구의 성과들은 세계적 학술지인 Molecular immunology (2008, Vol. 45:

1665-1673)(18)에 게제됨으로서 그 학문적 성과를 인정받았음.

Fig 50. 호흡기 점막상피세포를 이용한 평가 모델 확립

1-2. 항균펩타이드와 계면활성단백질 발현 평가를 이용한 호흡기점막 기능평가

● 호흡기 점막상피세포들은 미생물들과 같은 항원에 지속적으로 노출되어있음으로서 이를 효

과적으로 제거하기 위한 면역시스템을 발전시켜 왔으며, 여기에는 cathelicidin, defensins과

같은 항균펩타이드와 계면활성 단백질의 분비 등이 포함됨.

● 본 연구는 발아대두 동충하초가 호흡기 점막상피세포주인 A549세포의 항균펩타이드 및 계

면활성 단백질 분비에 미치는 영향을 평가하기 위해 여러 가지 형태의 발아대두 동충하초

추출물로 A549세포를 자극시 mRNA수준에서 cathelicidin 항균펩타이드(anti-microbial

peptide)인 LL-37과 β-defensin 1, 2, 4 및 계면활성단백질인 Surfactant protein A (SP-A),

SP-D의 발현과 그 패턴을 조사하였음.

● 결과적으로 발아대두 동충하초 추출물들은 계면활성단백질의 발현에는 영향을 미치지 못했

으나(데이터 미제시), 항균펩타이드들인 LL-37과 β-defensin 1, 2, 4의 발현을 대조군에 비

해 유의하게 증가시켰음(Fig 51).
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Fig 51. 발아대두 동충하초 추출물들로 자극한 A549세포주에서의 항균 펩타이드 발현 패턴

1-3. 케모카인과 싸이토카인 발현 평가를 이용한 호흡기점막 면역강화평가

● 케모카인인 IL-8 및 ICAM-1, COX-2 등은 미생물 등의 감염시 감염부위로의 호중구 등의

백혈구 이주(migration)와 염증반응에 관여함으로서 동물체의 면역반응에 직접적으로 관여

한다고 알려져 있음.

● 본 연구는 발아대두 동충하초 추출물들이 호흡기 점막상피세포주인 A549의 IL-8, ICAM-1,

COX-2의 발현에 미치는 영향을 조사하기 위해 real time PCR과 ELISA기법으로 각각

mRNA와 단백질 수준에서 그 발현량과 패턴을 조사하였음.

● 발아대두 동충하초 추출물들은 IL-8, ICAM-1, COX-2의 mRNA 발현을 증가시켰으며, 특

히 추출물 중 한 종류인 CGGS는 단백질수준에서도 IL-8의 발현을 농도 의존적으로 증가

시켰음.

● 단백질 수준에서 ICAM-1 발현에 미치는 발아대두 동충하초 추출물의 영향을 조사하기 위

해 유세포분석기(Flow cytometer)를 이용하여 발아대두 동충하초 추출물 처리 후 ICAM-1

(intracellular adhesion molecule-1)의 발현패턴을 분석한 결과, 대조군과 비교하여 발아대두

동충하초 추출물 처리시 ICAM-1 발현이 증가되는 것을 관찰할 수 있었음(Fig 52).
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Fig 52. 발아대두 동충하초 추출물에 의한 호흡기 점막상피세포에서의 케모카인, 싸이토카인의 발현양상 평

가

2. 발아대두 동충하초에서 분리/정제된 유용물질을 이용한 호흡기 점막기능

및 면역강화평가와 작용기전 연구

2-1. 분리/정제된 유용물질의 호흡기점막 기능 및 면역 강화평가 연구

l 본 연구진은 1차년도 연구에서 여러 가지 발아대두 동충하초 추출물들을 이용하여 실험한

결과 CGGS 처리시 호흡기 점막상피세포에서 면역조절인자들의 발현이 현저히 증가되는 것

을 확인한 바 있음

l 이를 바탕으로 2차년도 연구에서는 혼합물상태인 CGGS에서 함유된 어떤 특정물질이 상기

한 면역조절인자들의 발현을 증가시켰는지를 조사하기 위해, HPLC를 이용해 CGGS를 각각

의 순수 단일물질로 분리하여 이들이 면역조절인자들의 발현에 미치는 영향을 RT-PCR기

법으로 mRNA수준에서 조사하였음.

l CGGS의 여러 가지 단일물질들 중 CDGM, CGLM, 및 CGNM-1의 3가지 단일물질에 의한

면역조절인자들의 발현양상을 호흡기 점막상피세포주인 A549세포에서 조사하였음.

l 각각의 단일물질들을 A549 세포주에 처리하여 항균펩타이드인 human beta defensin

(HBD)-1, 3, 4, 계면활성단백질인 SP-A, D, 점액형성물질인 Mucin-2, 3, 5A (Mucin-2, 3,

5A) 케모카인인 IL-8, MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1)과 세포부착인자인

ICAM-1의 mRNA 발현을 확인하였음.

l 항균펩타이드 발현에 미치는 CDGM, CGLM, CGNM-1의 영향을 살펴본 결과 CDGM에 의
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해 HBD-4의 발현이 증가됨을 관찰할 수 있었음(Fig 53).

Fig 53. 발아대두 동충하초 추출물의 단일물질들이 호흡
기 점막상피세포에서 항균펩타이드발현에 미치는 영향

l 다른 한편으로 발아대두 동충하초 추출물인 CGGS의 단일물질들인 CDGM, CGLM, 및

CGNM-1는 점액형성물질인 Muc 5A의 발현을 증가시켰으며 이들 중 CGNM-1에 의한 발

현증가가 가장 두드러 졌음(Fig 54). 또한 계면활성 단백질인 SP-A, D의 경우 CDGM처리

로 SP-A의 발현이 증가됨을 관찰할 수 있었음(Fig 55).

Muc 2           

Muc 5A  

Muc 3  

β-actin

NT CDGM CGLM CGNM-1
Single compound (10 μg/mL)

Muc 2           

Muc 5A  

Muc 3  

β-actin

NT CDGM CGLM CGNM-1
Single compound (10 μg/mL)

NT CDGM CGLM CGNM-1
Single compound (10 μg/mL)

Fig 54. 발아대두 동충하초 추출물의 단일물질들
이 호흡기 점막상피세포에서 점액형성물질 발현에
미치는 영향

SP-A

SP-D

β-actin

NT         CDGM      CGLM   Pam2CSK4
(10 μg/ml)  (10 μg/ml)   (1 μg/ml)

SP-A

SP-D

β-actin

NT         CDGM      CGLM   Pam2CSK4
(10 μg/ml)  (10 μg/ml)   (1 μg/ml)

Fig 55. 발아대두 동충하초 추출물의 단일물질들이 호
흡기 점막상피세포에서 계면활성단백질 발현에 미치는
영향

l CDGM, CGLM, CGNM-1에 의한 A549 세포주에서 케모카인의 mRNA 발현은 IL-8의 경

우에는 발현에 큰 변화가 없었으나, MCP-1의 발현은 세가지 단일물질 모두에 의해서 발현

이 증가되었음(Fig 56).
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Fig 56. 발아대두 동충하초 추출물의 단일물질들이 호
흡기 점막상피세포에서 케모카인의 발현에 미치는 영향

Fig 57. 발아대두 동충하초 추출물의 단일물질들
이 호흡기 점막상피세포에서 세포부착인자인의 발
현에 미치는 영향

l 세포 부착인자들은 면역반응 발생시 감염부위로 면역세포의 migration을 매개하는 중요한

면역관련인자로서 본 연구에서는 이중 ICAM-1의 mRNA 발현에 미치는 단일물질들의 효

과를 조사하였으며, 이들 중 CGLM에 의해 ICAM-1의 발현이 다소 증가함을 확인할 수 있

었음(Fig 57).

l 상기 연구결과들을 통해 본 연구진은 발아대두 동충하초 추출물인 CGGS의 단일물질들에

의해 여러 가지 면역조절인자들 중 항균펩타이드인 HBD-4, 계면활성단백질인 SP-A, 케모

카인인 MCP-1, 점액형성물질인 Muc 5A 및 세포부착인자인 ICAM-1의 발현이 특이적으로

증가됨을 확인하였으며, 이를 바탕으로 본 연구진은 3년차연구에서 상기 면역조절인자들 중

가장 발현이 높았던 CDGM에 의한 SP-A의 발현과 관련된 세포내 신호전달기전을 규명하

였음.

2-2. 분리/정제된 유용물질에 특이적으로 조절되는 표적인자 발굴

l 지난 1년차 연구에서 발아대두 동충하초 추출물들에 의한 면역조절인자의 발현을 RT-PCR

과 ELISA를 이용해 mRNA와 단백질수준에서 조사하였으며, 상기의 결과로서 추출물들 중

하나인 CGGS에 의해 인체 호흡기 점막상피세포주인 A549세포에서 면역조절인자들 중

IL-8의 발현이 특이적으로 증가함을 확인할 수 있었음.

l 이를 바탕으로 2차년도 연구에서는 발아대두 동충하초 추출물인 CGGS에 의한 호흡기 점막

상피세포에서의 IL-8 발현 및 관련된 세포내 신호전달계를 규명함으로서 세포내 신호전달

물질들 중 CGGS에 의해 활성화되는 표적인자를 발굴하고자 하였음.

l 우선적으로 선행연구의 결과를 재확인하기 위해 CGGS에 의한 IL-8발현을 ELISA를 이용

하여 단백질수준에서 확인한 결과 호흡기 점막상피세포에서의 IL-8 발현은 CGGS에 의해

농도의존적으로 증가함을 확인할 수 있었으며, 이러한 현상은 내독소(Endotoxin)에 대한 저

해제인 polymyxin B를 전처리하였을 때도 그 발현이 감소되지 않는 것으로 볼 때 호흡기

점막상피세포에서의 IL-8발현은 내독소의 오염이 아닌 CGGS에 의한 단독효과임을 확인할

수 있었음(Fig 58).
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Fig 58. 발아대두 동충하초 추출물이 호
흡기 점막상피세포에서 IL-8발현에 미치
는 영향

Fig 59. 발아대두 동충하초 추출물이 호흡기 점막상피세포에서
IL-8 mRNA발현에 미치는 영향

l 다른 한편으로 CGGS처리시 A549 세포주에서 농도 또는 시간 의존적으로 IL-8 mRNA 발

현이 증가됨을 확인할 수 있었으며, 특히 IL-8 mRNA 발현은 1 µg/mL의 소량의 CGGS처

리로도 증가함을 확인할 수 있었음(Fig 59).

l MAP kinase는 ERK, JNK, 및 p38 등의 세포내 단백질들을 의미하며, 세포내로의 신호자극

시 인산화되어 전사인자의 활성 및 전사후 mRNA의 안정성을 매개하는 중요한 세포내 신

호전달매개인자로서 여겨지고 있음(19).

l 본 연구에서는 CGGS에 의한 IL-8 발현의 세포내 신호전달 주요 표적인자로서 MAP

kinase를 유력한 후보로 설정하여 이들의 저해제인 PD98059와 U0126(ERK 저해제),

SB203580과 SB202190(p38 저해제), JNK II inhibitor와 SP600125(JNK 저해제)를 전처리한

뒤 CGGS에 의한 IL-8 발현의 변화를 ELISA로 관찰하였음.

l 그 결과 CGGS에 의한 IL-8발현이 ERK와 JNK활성의 저해로 감소되었지만 p38 활성의 저

해에 의해서는 감소되는 않았던 결과에 비추어 ERK와 JNK가 CGGS에 의한 IL-8 발현의

세포내 신호전달 주요 표적인자임을 유추할 수 있었음(Fig 60).

l 다른 한편으로 CGGS에 의한 전사조절인자들의 활성을 조사하기 위해 방사선 동위원소인

(32P)를 표지시킨 nucleotide에 대한 전사조절인자들의 결합활성을 조사하는 기법인

electrophoretic mobility shift assay (EMSA)를 이용하여 CGGS에 의한 전사조절인자들의

활성을 조사하였음.

l 다른 연구자들의 선행 연구결과들에 의하면 IL-8의 발현에는 AP-1, NF-IL6 및 NF-κB 등

의 전사조절인자가 관여한다고 알려져 있으므로(19), 본 연구에서도 이들에 대한 활성변화

를 조사되었음.

l 발아대두 동충하초 추출물인 CGGS를 처리한 A549 세포주에서 AP-1, NF-IL6 및 NF-κB

의 결합활성을 조사한 결과 AP-1, NF-IL6의 결합활성은 증가되었으며 NF-κB는 유의한

영향을 관찰할 수 없었음(Fig 61).

l 이상의 연구결과들을 통해 본 연구진은 발아대두 동충하초 추출물인 CGGS에 의해 활성이

조절되는 인체 호흡기 점막상피세포내 신호전달 표적인자들로서 MAP kinase들 중 ERK와

JNK, 전사인자들 중 AP-1과 NF-IL6를 발굴할 수 있었음.
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Fig 60. 발아대두 동충하초 추출물이 호흡기 점막상피세포에서 MAP kinase
활성에 미치는 영향

Fig 61. 발아대두 동충하초 추출물이 호흡기 점막상피세포에서 IL-8발현과 관련된 전사
인자들의 결합활성에 미치는 영향

2-3. 세포활성을 유도하는 세포수용체 및 생체막 구조 연구

l Lipid raft 또는 clathrin-coated pits는 CGGS와 같은 signal molecule의 세포내 이입 및 이

에 따른 신호전달을 매개하는 세포의 중요한 생체막구조로서(20) 본 연구진은 상기 두가지

생체막구조 중 어떠한 생체막구조의 형성이 대두발아 동충하초추출물인 CGGS에 의한 면역

조절인자의 발현에 관계되는지를 clathrin-coated pits형성 저해제인 chlorpromazine과 lipid
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raft 형성저해제인 filipin을 이용하여 조사하였음.

l 그 결과 CGGS에 의한 IL-8의 발현은 lipid raft 형성 저해제인 filipin에 의해서는 저해되었

지만 clarthin-coated pits형성 저해제인 chlorpromazine에 의해서는 저해효과를 볼 수 없었

음. 따라서 CGGS에 의한 면역조절인자인 IL-8의 발현은 세포막에서의 lipid raft형성이 필

수적임을 규명할 수 있었음(Fig 62).

Fig 62. 발아대두 동충하초 추출물이 호흡기 점막상피세포에
서 lipid raft와 clathrin-coated pits 형성에 미치는 영향

● 상기 발아대두 동충하초 추출물인 CGGS에 의한 호흡기 점막상피세포에서의 IL-8 발현 및

관련된 세포내 신호전달기전연구의 결과들은 세계적 학술지인 Molecular immunology

(2010, Vol. 127: 55-61)(21)에 게제됨으로서 그 학문적 성과를 인정받았음

3. 발아대두 동충하초 유래 효능지표물질의 면역조절효능 극대화 및 활용최적화 연구

3-1. 세포내 신호전달 체계와 전사조절인자들의 활성화 연구

l 2차년도 연구를 통해 본 연구진은 발아대두 동충하초 추출물인 CGGS의 단일물질들에 의해

여러 가지 면역조절인자들 중 항균펩타이드인 HBD-4, 계면활성단백질인 SP-A, 케모카인

인 MCP-1, 점액형성물질인 Muc 5A 및 세포부착인자인 ICAM-1의 발현이 특이적으로 증

가됨을 확인하였으며, 3년차 연구에서는 이들의 발현을 단백질수준에서 확인하는 한편 관련

된 세포내 신호전달체계 및 전사조절인자들의 활성을 조사하였음.

l 상기 면역조절인자들 중 SP-A의 발현이 CDGM에 의해 가장 유의하게 증가하였던 점에 주

목하여 CDGM에 의한 SP-A의 발현과 관련된 신호전달체계 및 전사조절인자를 중점적으로

조사하였음.

l SP-A는 인체폐에서 분비되는 4종류의 계면활성단백질들 중 가장 많은 양이 분비되는 단백

질로서 주로 type II 호흡기 점막상피세포에서 분비된다고 알려져 있으며, 대표적 기능으로

서 SP-A는 호흡기내로 침입한 미생물, 곰팡이 및 바이러스 등을 응집시켜 이들의 병원성

을 약화시키는 한편 호흡기내 자연살해세포(Natural killer cell)와 대식세포 등에 의한 이들

유해인자들의 제거를 촉진하는 등 인체 호흡기내의 면역반응을 조절하는 주요한 인자라고

알려져 있음(22, 23).

l CDGM에 의한 SP-A발현 관련기전을 조사하기에 앞서 2차년도 선행연구의 결과를 재확인

하기 위해 CDGM에 의한 SP-A의 발현은 RT-PCR과 Western blotting기법을 이용하여 각

각 mRNA수준(Fig 63)과 단백질수준(Fig 64)에서 재확인하였음.
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l 그림 16에서 나타낸바와 같이 CDGM에 의한 호흡기 점막상피세포주인 A549세포에서의

SP-A mRNA발현은 처리농도에 의존적으로 증가하여 10 µg/mL처리시 포화상태에 이르렀

으며, 그 처리시간에 있어 6시간처리시에 가장 유의하게 증가된 mRNA 발현을 관찰할 수

있었음.

l CDGM에 의한 A549 세포주에서의 SP-A 단백질발현도 mRNA발현양상과 유사하게 10

µg/mL처리시까지 처리농도에 의존적으로 증가하나 30 µg/mL처리시 더 이상 그 발현이 증

가되지 않을 관찰할 수 있었음(그림 17A). 또한 처리시간에 있어서는 24시간동안의 CDGM

처리시 가장 증가된 SP-A 단백질 발현을 관찰할 수 있었음(그림 17 B). 상기의 결과들을

종합하여 이후 연구에서는 CDGM의 농도를 10 µg/mL, 처리시간의 경우 mRNA는 처리 6

시간, 단백질은 24시간처리로 고정하여 연구를 진행하였음.

Fig 63. 발아대두 동충하초 추출물의 단일물질(CDGM)이 호흡기 점막상피세포에서 SP-A mRNA발현에 미
치는 영향; (A) CDGM농도에 따른 SP-A mRNA발현변화; (B) CDGM처리시간에 따른 SP-A mRNA발현
변화
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Fig 64. 발아대두 동충하초 추출물의 단일물질(CDGM)이 호흡기 점막상피세포에서 SP-A 단백질발현
에 미치는 영향; (A) CDGM농도에 따른 SP-A 단백질발현변화; (B) CDGM처리시간에 따른 SP-A 단
백질발현변화

l 다음 단계의 연구로서 CDGM에 의한 SP-A의 발현과 관련된 신호전달체계 및 전사조절인

자활성화를 조사하기 위해 우선적으로 CDGM에 의한 SP-A 발현의 세포내 신호전달 주요

표적인자로서 MAP kinase를 유력한 후보로 설정하여 이들의 저해제인 PD98059 (ERK 저

해제), SB202190 (p38 저해제), SP600125 (JNK 저해제)를 A549 세포주에 다양한 농도로 1

시간동안 전처리한 후 다시 10 µg/mL농도의 CDGM처리 6시간뒤 SP-A mRNA의 발현변

화를 RT-PCR기법으로 관찰하였음.

l 앞서 서술한 바와같이 ERK, JNK, 및 p38 등으로 구성되는 MAP kinase는 세포내로의 신

호자극시 활성화되어 전사인자의 활성 및 전사후 mRNA의 안정성을 조절하는 중요한 세포

내 신호전달매개인자로서 알려져 있음(19).
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Fig 65. 발아대두 동충하초 추출물의 단일물질(CDGM)이 호흡기 점막상피세포에서 MAP kinase활
성에 미치는 영향; (A) ERK활성에 미치는 CDGM의 영향; (B) JNK활성에 미치는 CDGM의 영향;
(C) p38활성에 미치는 CDGM의 영향

l Fig 65는 kinase발현에 미치는 CDGM의 영향을 나타낸 결과로서 CDGM에 의한 호흡기 점

막상피세포에서의 SP-A발현에는 ERK, JNK, 및 p38 MAP kinase 모두가 관여함을 관찰할

수 있었음.

l 또한 CDGM을 90분간 처리한 A549 세포주에서 핵단백질을 추출하여 DNA-binding 활성을

조사하는 EMSA기법을 통해 CDGM에 의한 호흡기 점막상피세포에서의 전사인자 활성을

조사하였음. 현재까지의 보고들에 의하면 SP-A의 발현에는 NF-κB 전사인자가 관여한다고

알려져 있으므로, 본 연구에서도 이에 대한 CDGM의 활성능을 관찰하였음.

l 결과적으로 10 µg/mL의 CDGM처리시 NF-κB전사인자의 활성이 증가함을 관찰할 수 있었

으며, 그 수준은 양성대조군으로 이용한 LPS에 비해 약하나 비처리구에 비해 유의하게 증

가함을 관찰할 수 있었음(Fig 66).
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Fig 66. 발아대두 동충하초 추출물의 단일물질(CDGM)이 호흡기 점막상피세포에서 SP-A발현
과 관련된 전사인자활성에 미치는 영향; VH(Vehicle control): CDGM을 용해시킨 용제인
DMSO; LPS: 양성대조군으로 사용된 E. coli유래 lipopolysaccharide

l 이상의 연구결과들을 통해 본 연구진은 발아대두 동충하초 추출물인 CGGS의 단인물질인

CDGM에 의한 SP-A의 발현을 mRNA와 단백질수준에서 관찰함과 함께 SP-A 발현에는

세포내 주요 신호전달물질로서 ERK, JNK, 및 p38 MAP kinase 및 NF-κB 전사인자가 관

여함을 확인할 수 있었음.

3-2. 면역내성(Tolerance)유발 평가와 면역학적 안정성 연구

l 앞서의 연구들을 통해 본 연구진은 호흡기 점막상피세포에서 다양한 발아대두 동충하초 추

출물의 효능을 확인할 수 있었으며, 다음단계의 연구로서 상기 발아대두 동충하초 추출물들

의 효능을 극대화하기 위한 실용화관련 연구들을 진행하였음.

l 이를 위해 본 연구진은 우선적으로 발아대두 동충하초 추출물의 처리횟수와 용량에 따른

면역학적 안정성과 면역 내성유도여부를 시험하기 위하여, 발아대두 동충하초 추출물인

CGGS로부터 분리/정제한 유용물질(CDGM)을 호흡기 점막상피세포주인 A549에 6시간간격

으로 고용량(10 µg/mL) 또는 저용량(1 µg/mL) 반복처리시 SP-A의 발현변화를 mRNA와

단백질수준에서 조사하였음.
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Fig 67. 호흡기 점막상피세포에서 발아대두 동충하초 추출물의 단일물질(CDGM)의 고용량 또는 저용량 반
복처리시 SP-A 발현 안정성에 미치는 영향; (A) mRNA수준에서의 SP-A발현 안정성평가; (B) 단백질수준
에서의 SP-A발현 안정성평가

l 결과적으로 CDGM의 저용량-저용량, 저용량-고용량 및 고용량-저용량의 반복처리시 SP-A

의 발현을 저해하지 않는 등의 면역내성을 관찰할 수 없었으나, 고용량-고용량의 반복처리

시 SP-A 발현이 감소되는 면역내성을 관찰할 수 있었음(Fig 67).

3-3. 작용기전을 기반으로 효능조절 작용점 예측과 효능 극대화 조건 탐색/제시

l 상기의 결과에서 본 연구진은 고용량-고용량 반복처리시 SP-A발현이 감소되는 면역내성이

발생하는 현상을 관찰하였으며, 이를 바탕으로 CDGM의 농도별 처리횟수에 따른 면역내성

유발 조건을 조사하여 CDGM의 효능 극대화하는 동시에 고용량-고용량 반복처리시에 관련

된 세포내 신호전달 기전을 조사하였음.

l 이를 위해 본 연구진은 CDGM을 호흡기 점막상피세포주인 A549에 1회 또는 2회씩 고용량

(10 µg/mL) 또는 저용량(1 µg/mL)으로 처리하여 SP-A의 발현변화를 mRNA수준에서 조

사하였음.

l Fig 68에서와 같이 저용량의 CDGM처리시 처리횟수에 따라 SP-A 발현이 상승적으로 증가

하는 현상을 관찰할 수 있었으나, 고용량의 CDGM처리시 처리횟수 증가로 SP-A발현이 감

소하는 면역내성을 관찰할 수 있었음.
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Fig 68. 호흡기 점막상피세포에서 발아대두 동
충하초 추출물 단일물질(CDGM)의 농도별 처리
횟수에 따른 CDGM의 효능극대화 조건탐색;
(A) 저용량 CDGM처리횟수에 따른 SP-A발현
변화; (B) 고용량 CDGM처리횟수에 따른
SP-A발현변화
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Fig 69. CDGM의 고용량 반복처리에 따른 면역
내성기전 규명연구

l 고용량 CDGM의 반복처리시 발생되는 면역내성과 관련된 신호전달 기전을 규명하기 위해

본 연구진은 호흡기 점막상피세포주인 A549세포에 저용량 또는 고용량의 CDGM 반복처리

후 세포내 신호전달억제 인자들로 알려진 SOCS-1 (Suppresssor of cytokine secretion-1),

A20, IRAK-M, Tollip의 발현을 mRNA수준에서 조사하였음(24).

l Fig 69에서 보듯 고용량의 CDGM의 반복처리시 SOCS-1, A20, IRAK-M 및 Tollip의 발현

은 대조구와 저용량 반복처리시에 비해 유의한 차이를 나타내지 않음을 관찰할 수 있었음.

이는 CDGM의 고용량처리시 나타나는 면역내성이 상기 세포내 신호전달억제 인자들에 의

한 것이 아님을 나타내며, 상기 연구결과들은 향후 ST2, TRAILR, SIGIRR 및 PI3K 등 다

양한 종류의 세포내 신호전달 억제 인자들에 대한 발현조사를 통해 고용량 CDGM처리시의

면역내성기전을 규명하는 연구가 추가적으로 필요하다는 것을 제시하고 있음.

l 상기 연구의 결과들은 CDGM의 효능을 극대화하기 위한 조건으로 저용량 반복처리가 가장

효과적임을 나타내고 있음.

제 16 절 아토피 피부염에 대한 발아대두 동충하초 및 발아현미

상황버섯의 치료효과 임상 시험 보고서

1. 시험배경 및 목적

아토피 피부염은 주로 유아와 소아에 발생하는 만성 재발성 피부 질환으로 가려움이 심한

습진성 병변이 만성적으로 반복되는 것이 특징이고, 성인이 되어감에 따라 증상이 호전됨이 일

반적이나 최근에는 사춘기를 넘긴 청소년과 성인에서도 증상이 지속되는 경우가 점차 증가하

고 있다. 치료 및 예방을 위해서는 건조한 피부증상을 개선하기 위한 보습제 사용이 필수적이
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며, 가려움증과 피부병변의 신속한 치료를 위해 항히스타민제의 전신 투여 및 부신피질 호르몬

제의 도포 및 전신투여 치료가 많이 행해지고 있으며, 이외에도 자외선 치료 인터페론,

Thymopentin, Cyclosporin 등이 사용되나 치료효과가 일정하지 않고 장기 사용시 부작용이 생

길 가능성이 많아 제한이 있고, 근본적인 치료가 힘들어, 환자들은 민간요법 등의 다른 대체의

학을 이용하다가 부작용을 겪는 사례가 늘고 있다.

본 실험은 약물이 아닌 기능성 식품을 이용하여 아토피피부염을 호전시킬 수 있는지 알아

보고자 한다. 본 실험에 사용되는 건국 라파파는 대두발아 동충하초(Cordyceps)와 발아현미 상

황버섯(Phellinus linteus) 균사체를 분말화한 과립형 가공식품으로 시험자가 물과 함께 간편하

게 복용할 수 있다.

상황버섯은 대표적인 약용버섯으로 최근에 많은 연구가 행해져, 버섯의 다당체 또는 단백다

당체에 의해 T세포, 자연살세포(NKcell), 대식세포 B세포등 면역기능이 항진됨이 보고되었다.

이러한 다당류는 정상세포에는 영향을 주지 않으면서, 면역기능을 항진시켜, 동물실험에서 암

의 성장을 억제하고 생존기간을 연장함이 보고되었다. 발아현미 상황버섯 균사체를 이용한 동

물 실험결과 아토피피부염의 증상을 호전시킬 수 있는 가능성을 보여주었으며 본원에서 시행

한 사람의 아토피피부염에 대한 치료 효과에 대한 실험에서도 유의한 효과를 보였다. 동충하초

는 예로부터 중국에서 의약품으로 사용되는 버섯의 일종이다. 최근, 동충하초의 추출물에서 항

균성, 항암성이 발표되었고 항산화 효과도 보고되었으므로, 포도상구균의 집락이 많고, 이차감

염으로 악화되는 아토피피부염의 만성적인 염증병변에 효과가 있을 것으로 생각된다.

2. 시험대상 및 방법

1) 시험대상

본 연구는 인하대학교병원 의학연구윤리심의위원회의 승인하에 2008년 1월부터 2월까지

병원 홈페이지 광고, 병원내 포스터 부착, 피부과 내원 환자들 가운데 임상 시험자를 모집하였

다. 모집된 환자들 가운데 Hanifin과 Rajka에 의한 아토피피부염 진단기준에 적합하고, 아래의

제외 기준에 해당되지 않는, 만 3~15세의 환자 40명(남:20, 여:20)을 선정하였다

선정된 40명에게는 본 임상 시험의 목적, 시험 스케줄, 예측 가능한 위험성에 대하여 충분히

설명한 후, 시험에 참가하기로 모두 서면 동의를 받고 2008년 3월부터 8월까지 임상 시험을 시

행하였다(Table 1).

제외 기준

- 본인이 원하지 않거나 동의서를 작성하지 않는 경우

- 시험 참가 1개월 내에 보습제외에 다른 전신적 또는 국소적 치료를 받은 경우

- 본 식품 외에 다른 약물이나 건강 기능성 식품을 지속적으로 복용하는 경우

- 감염성 피부 질환이 있는 경우

- 다른 전신 질환(심장, 간, 신장 등)이 있는 경우

- Rajka와 Langeland에 의거하여 중증 아토피 피부염으로 분류되는 환자

- 기타 위의 사항들 외에 임상시험 책임자의 판단으로 임상수행이 곤란하다고 판단되는

경우
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Table 6. 시험자의 나이와 성별 비율(치료 시작시)

     Age/Sex      Male(%)
     

Female(%)
   Total(%)

3-9 year 11 pt(55)  12 pt(60) 23(57.5)
10-15 year 9 pt(45) 8 pt(40) 17(42.5)

Total 20 pt(50)  20 pt(50) 40(100)

2) 시험방법

(1) 발아대두 동충하초 및 발아현미 상황버섯복용법

발아대두 동충하초 및 발아현미 상황버섯은 건국대학교 농과대학 세포활성 연구소에서 만

들어졌으며 정제 건조된 형태로 제작되었다. 경증, 또는 중등도의 아토피 피부염으로 진단된

40명의 소아 아토피 피부염 환자들에게 발아 현미 상황을 매일 하루 3번 식후에 복용하도록

하였다. 20kg미만의 어린이는 하루 6g, 20kg에서 40kg사이의 어린이는 하루 9g, 40kg이상의

어린이는 하루 12g의 양을 복용하였다. 치료 기간 중 사용하던 보습제 이외의 다른 치료는 하

지 않았다.

(2) 임상적 평가

등록된 환자들은 시험 전, 기준일(치료 시작일), 4주, 8주, 12주(치료 종료일)째에 피부과에

방문하여 아래와 같은 항목에 대한 검사 및 평가를 시행하였다. 평가시 관측자 간의 편차를 없

애기 위해 피부과 의사 1인에 의해 신체 검사를 시행하고 과거 병력, 소양증의 강도와 수면장

애 유발 정도를 문진하고 모든 피부 병변을 디지털 카메라로 촬영하였다.

(2-1) Objective SCORAD 지수

Objective SCORAD 지수는, 본 연구 대상자 가운데 소아 시험자의 경우 주관적 증상인 소

양증의 강도와 수면장애 유발정도를 객관적으로 답변하기 어려워 이에 의한 오차를 배제하기

위해 측정하였으며, 주관적 증상을 제외한 객관적인 신체 병변의 범위(extent %)와 홍반, 부종,

삼출/가피, 찰상, 태선화, 건조함의 정도(intensity)를 각 0-3점으로 측정하여 아래의 방법으로

치료 시작일, 치료 4주, 8주, 12주째 방문시 평가하였다.

Objective SCORAD = (0.2 X area(%)) +{ 3.5 X (erythema + edema/population +

oozing/crusts + excoriations + lichenification + dryness)}

(2-2) 환자의 주관적 증상 (소양증의 강도와 수면장애 유발정도)

시험자 또는 시험자의 보호자들은 치료 시작일, 치료 4주, 8주, 12주째 방문시 주관적인 증

상인 소양증의 강도(10cm-visual analogue score, 0cm; 전혀 가렵지 않음, 10cm; 상상할 수 있

는 최악의 가려움)와 수면 장애 유발정도(10cm-visual analogue score, 0cm; 전혀 수면에 장애

를 받지 않음, 10cm; 전혀 수면을 취할수 없는 상태)를 각0~10점으로 평가하였다.
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(2-3) SCORAD 지수

SCORAD지수는 치료 시작일, 치료 4주, 8주, 12주째 방문시 측정한 각각의 Objective

SCORAD지수와 환자의 주관적 증상 (소양증의 강도와 수면장애 유발정도)을 합산하여 평가하

였다.

SCORAD = (0.2 X area(%)) +{ 3.5 X (erythema + edema/population + oozing/crusts +

excoriations + lichenification + dryness)} + subjective score

(2-4) 환자의 종합적인 임상 반응 평가, 부작용의 평가

치료 시작일을 제외한 4, 8, 12주 방문 시 시험자 또는 시험자의 보호자가 본 시험제품에 대

한 종합적인 임상 반응 평가를 하였으며(Table 7) 복용 이래 나타난 부작용을 보고하였다.

Table 7. 종합적인 임상 반응 평가 척도

Scale Patient's global assessment of clinical response

S1 아주만족

S2 만족

S3 보통

S4 불만족

S5 아주불만족

(2-5) 혈액검사 및 혈청 Ig E, IFN-r의 측정

모든 환자들은 임상 시험 시작 전 일반 혈액 검사, 생화학 검사를 통해 전신 질환을 배제하

였다. 또한, 아토피피부염 호전의 객관적 지표가 될 수 있는 혈청 내 Ig E, IFN-r를 시험 시작

전 과 시험 종료후 측정하여 임상적 호전과의 상호 연관성을 연구한다.

3) 통계적 분석

SPSS(version 12.00; SPSS Inc., Chicago, IL, USA) 프로그램을 이용하여, 치료 전, 4주, 8

주, 12주에 평가한 Objective SCORAD지수, SCORAD지수 및 소양증의 강도, 수면장애 유발정

도, 환자의 종합적인 임상 반응 평가, 혈청 IgE, IFN-r에 대해 Paired T-test로 분석하였고 통

계학적 차이의 유의수준은 p-value < 0.05 로 하였다.

3. 결과

1) 환자의 분포, 연령 및 성별

총 40명의 대상 환자 중 8명은 자의로 치료를 중단하였고 시험을 종료한 환자는 32명
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(80%)으로 남자가 17명, 여자가 15명이었으며(Table 8), 평균 연령은 8.8±4.1세(4세~15세), 평균

유병기간은 4.8±3.5년(1~10년)이었다.

Table 8. 시험자의 나이와 성별 비율(시험 종료시)

     Age/Sex      Male(%)
     

Female(%)
   Total(%)

3-9 year 10 pt(59)  11 pt(73) 21(66)
10-15 year 7 pt(41) 4 pt(27) 11(34)

Total 17 pt(100)  15 pt(100) 32(100)

2). 임상적 평가

(1) Objective SCORAD 지수에 의한 평가

치료를 종료한 32명의 치료 전 Objective SCORAD 지수의 평균은 42.2±15.6(범위 17.4-71.5)

이었으며, 4주간 치료 후에는 37.6±17.3(범위 13.9-74.1), 8주간의 치료 후에는 32.4±18.2(범위

0-69.6), 12주간 치료 후에는 32.5±15.59(범위 0-65.9)으로 치료 전과 비교하여 Objective

SCORAD 지수의 감소를 보였으며 이는 통계적으로 유의하였다(p<0.05).
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Figure 70. The Objective SCORAD indices of 32 patients. There was siginificant decrease

at the each visit days (mean ± SD) (*: p<0.05).

(2) 환자의 주관적 증상(소양증의 강도와 수면장애의 정도)에 대한 평가

(2-1) 소양증의 강도

치료를 종료한 32명의 치료 전 소양증의 강도의 평균은 7.1±1.5(범위 3-10)이었으며, 4주

간 치료 후에는 5.5±2.2(범위 1-9), 8주간의 치료 후에는 4.7±2.0(범위 1-9), 12주간 치료 후에

는 3.9±2.0(범위 0-8)으로 치료 전과 비교하여 소양증의 강도는 감소를 보였으며 이는 통계적

으로 유의하였다(p<0.05).
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Figure 71. The pruritus score indices of 32 patients. There was siginificant decrease at the

each visit days (mean ± SD) (*: p<0.05).

(2-2) 수면장애의 정도

치료를 종료한 32명의 치료 전 수면장애의 정도의 평균은 7.1±1.5(범위 3-10)이었으며, 4주

간 치료 후에는 5.5±2.2(범위 1-9), 8주간의 치료 후에는 4.7±2.0(범위 1-9), 12주간 치료 후에

는 3.9±2.0(범위 0-8)으로 치료 전과 비교하여 수면장애의 감소를 보였으며 이는 통계적으로

유의하였다(p<0.05).
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Figure 72. The sleep loss score indices of 32 patients. There was siginificant decrease at

the each visit days (mean ± SD) (*: p<0.05).
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(3) SCORAD 지수에 의한 평가

치료를 종료한 32명의 치료 전 SCORAD 지수의 평균은 55.8±17.1(범위 25.8-90.5)이었으며, 4

주간 치료 후에는 47.5±20.8(범위 14.9-91.1), 8주간의 치료 후에는 40.8±20.4(범위 2-93.1), 12주

간 치료 후에는 38.9±21.7(범위 0-84.2)으로 치료 전과 비교하여 SCORAD지수의 감소를 보였

으며 이는 통계적으로 유의하였다(p<0.05).
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Figure 73. The SCORAD score indices of 32 patients. There was siginificant decrease at

the each visit days (mean ± SD) (*: p<0.05).

(4) 환자의 종합적인 임상 반응 평가

시험을 종료한 32명의 환자에게 제품 복용에 대한 만족도를 시험 시작4주, 8주, 12주에

위의 <Table.7> 의 5항목으로 설문 조사하였을 때 치료가 진행될수록 ‘만족한다’ 이상의 반

응을 보인 환자들의 수가 늘어났으며, 치료 종결시 ‘만족한다’ 이상의 평가를 한 환자가 19명

(59%)으로 긍정적인 결과를 보였다. 하지만 환자의 종합적인 임상반응평가는 통계적으로 유

의하지 않았다.(p=0.21)
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환자의 종합적인 임상반응평가
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Figure 74. Change from baseline to the end of treatment for percentage of patient’s global

assessment scale. ( S1: 아주 만족한다, S2: 만족한다, S3: 보통, S4: 불만족한다, S5: 아주 불만족

한다)

(5) 혈청 Ig E

시험을 종료한 32명의 시험 전 혈청 IgE의 수치는 389.86 ± 363.3 이었으며, 12 주간의 시험

후에는 395.21 ± 247.5로 큰 변화를 보이지 않았으며 통계적으로도 유의하지 않았다 (p=0.80),

(Fig. 75).
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Figure 75. Change of serum IgE from baseline to the end of treatment (p=0.80)
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(6) IFN-r

3) 부작용

임상 시험 종료 후 일반혈액검사, 일반화학검사, 소변검사는 모든 환자들에서 정상 소견을

보였으며 12주의 시험 기간 동안 3명의 환자에서 일시적인 홍반을 보였을 뿐, 특별한 부작용은

나타나지 않았다.

Figure 76 치료 시작전(왼쪽)에 비해 12주간의 치료후(오른쪽)의 아토피 피부염 병변이 호전된 것

을 볼 수 있다(환자 No. 7).

4. 고찰 및 결론

발아현미상황버섯(Phellinuslinteusgrownongerminatedbrownrice)은 뽕나무에 붙어 있는 상

황버섯 종균을 채취하여 발아된 현미에 접종시켜 만든 기능성 곡류로, 목질진흙버섯

(Phellinuslinteus)의 약효를 가지면서 배양이 쉽고 성장이 빨라 다생산이 가능한 장점이 있다.

또한 현미에 풍부한 arybonoxylan 성분이 IFN-γ의 분비 및 자연 살해 세포를 자극한다는 보

고가 있다. 발아현미상황버섯은 in vitro 상에서 Th-2세포 반응에 의한 IL-4,10 분비를 억제하

며, Th-1세포 반응에 의해 분비되는 IFN- γ의 분비를 증가 시켜 Th-1/Th-2의 불균형을 조절

하여 Ig E의 분비를 억제할 수 있음이 밝혀졌다. 따라서 발아현미상황버섯은 IFN-γ의 분비를

통해 Th-1/Th-2의 불균형을 조절하며 Ig E의 분비를 억제할 수 있기 때문에 아토피 피부염환

자에게 많은 도움이 될것으로 생각된다.

동충하초(Cordyceps)는 주로 곤충에 침입하여 이를 기주로 자실체를 형성하거나 충체상의 포

자과를 형성하는 버섯의 일종으로 중국에서 인체에 활력을 주는 불로장생의 묘약이라고 인식

되어 왔다. 또한 동충하초의 항암활성 및 면역강화, 콜레스테롤 억제, 혈당강하효과, 혈액순환

증진 등의 다양한 생리활성이 보고되어 기능성 식품으로 최근 큰 주목을 받고 있다. 그리고,

최근 여러 in vitro study에서 동충하초의 추출물에서 항균성, 항암성, 면역 억제 기능이 보고

되었다. 따라서 면역기능의 이상이 중요한 병인으로 이해되는 아토피 피부염의 치료에 도움이

될 것으로 생각되며, 포도상구균의 집락이 많고, 이차감염으로 악화되는 아토피피부염의 만성

적인 염증병변에도 효과가 있을 것으로 생각된다

본 시험에서는 경증 및 증등증의 아토피피부염 환자 32명을 대상으로 대두발아 동충하초
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(Cordyceps)와 발아현미 상황버섯(Phellinus linteus) 균사체를 분말화한 과립형 가공식품인 건

국 라파파를 매일 6~12g씩 12주간 투여하면서 objective SCORAD 지수, SCORAD지수, 환자의

종합적 임상 반응 평가, 환자의 주관적 증상인 소양증의 강도, 수면장애 유발정도, 그리고 혈청

IgE에 대한 평가를 실시하였다. SCORAD 지수는 아토피 피부염의 중등도를 평가하는데 널리

사용되는 방법으로 아토피 병변의 범위와 정도 및 주관적 증상에 대하여 평가하여 이를 수치

화한다. 그러나 본 시험에서 소아환자가 포함되었기에 주관적 증상인 소양감과 수면 방해 정도

를 객관화하기 어려울 가능성을 고려하여 이를 제외한 Objective SCORAD지수도 함께 평가하

였다. 결과로 Objective SCORAD지수, SCORAD지수, 소양증의 강도와 수면장애 유발정도의

네가지 항목에서 모두 수치가 감소하여 긍정적인 결과를 보였으며, 치료 전후 통계적으로 유의

성을 보였다(p<0.05). 통계적 유의성을 보이진 않았으나 환자들의 종합적인 임상반응 평가도

긍정적인 결과를 보였으며 연구기간 동안 특별한 부작용은 발생하지 않았다.

결론적으로, 경증 및 중등도의 아토피 피부염 환자를 대상으로 시행한 임상 연구를 통하여 동

충하초(Cordyceps)와 발아현미 상황버섯(Phellinus linteus) 균사체를 분말화한 과립형 가공식

품인 건국라파파는 소아 한국인 아토피 피부염 환자에게 효과 있는 치료법이라는 것을 알 수

있었다. 또한, 기존에 알려진 약물의 장기 사용시 발생할 수 있는 다양한 부작용이 없으며, 아

토피피부염에 효과가 있을 경우 기존에 알려진 약물을 복용하기 어려운 만성 질환 환자나, 기

존의 약물에 대한 부작용을 걱정하는 많은 아토피 피부염 환자에게 보조 혹은 대체요법으로

사용 될 수 있을 것으로 생각된다. 하지만, 본 시험은 대조군 없이 적은 수의 환자를 대상으로

시행되었으므로 향후 더 많은 환자군을 대상으로, 적절한 대조군을 구성하여 이 약제의 용법과

사용기간, 병용요법 등에 대한 추가적인 연구가 있어야 할 것으로 생각한다.
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제 1 절 목표달성도

구분 연도 세부연구목표 평가의 착안점 및 기준
목표의

달성도

1차

연도
2007

◦균사체 Master/working cell

bank 구축

◦배양조건의 최적화

◦PDA평판배지에서 계대안

정성여부

◦배양조건의 최적화 확립

여부

-배양소재, 접종원, 배양

온도, 배양기간 등

100%

○유용기능물질 프로파일링 및 구

조분석

◦ 세포내 신호전달 체계와 전사

조절인자들의 활성화 기전 연구

◦ 항암 활성 관련 인자들에 대한

효과 분석

◦ 대식세포에 대한 효능분석

◦분획물의 분리 조건을 확

보하여, 대량분리/ 각 세부

과제에 시료제공

◦발아대두 동충하초성분

LC/MS/MS 분석조건 확

립

◦Toll like receptor 4/6 혹

은 사이토카인 수용체를 통

한 신호전달체계 억제 혹은,

innate immune response

활성화 분석

◦여러 가지 암세포주에 대

한 세포독성 실험

◦대식세포에서 LPS로 유

도되는 MMP-9의 활성 저

해.

◦ 대식세포에서 LPS로 유

도되는 염증성 cytokine 및

chemokine (TNF-a, IL-8

등)의 발현 저해.

100%

○호흡기점막의 상피세포를 이용

한 평가 모델 확립

○항균펩타이드와 계면활성단백질

발현 평가를 이용한 호흡기점막

기능평가

○케모카인과 싸이토카인 발현 평

가를 이용한 호흡기점막 면역강화

평가

◦호흡기점막 상피세포주의

면역 평가 실험을 위한 배

양 적합조건 정립여부

◦발아대두 동충하초자극시

호흡기점막 상피세포에서

항균펩타이드와 계면활성단

백질의 스크리닝과 발현패

턴 분석여부

◦발아대두 동충하초자극시

호흡기점막 상피세포에서

케모카인과 싸이토카인의

스크리닝과 단백질 및 발현

패턴 분석여부

100%
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구분 연도 세부연구목표 평가의 착안점 및 기준
목표의

달성도

2차

연도
2008

◦균사체생산 조건의 표준화

◦엑스제조 최적조건 확립

◦배양 균사체 생산 품질

보증(QA)과 품질관리(QC)

기준확립 및 밸리데이션여

부

◦표준화된 엑스제조법 확

립여부

100%

○발아조건별 활성성분

최적함량비율 결정

○면역 활성 인자 탐색 및 암세포

살해 효능 검사

○대사성 조절 인자 탐색 및 기능

분석

○ 항암 활성 물질의 암세포 사멸

기전 분석

◦발아대두 동충하초유래

호흡기 점막면역강화성분

최적함량비율 결정

◦발아대두 동충하초유래

항암, 항염증성분 최적함량

비율 결정

◦LC/MS/MS를 사용한 대

사물질 전사

○T helper cell 및 NK

cell 활성인자 탐색 계속

및 암세포 살해 효능 검정

○ 여러 가지 암세포에

효과 있는 여러 물질들을

분리하여 발암유전자와

항암유전자 간의

결합반응에 적용.

○대사성 조절인자

표적인자인 퍼옥시좀 증식체

활성화 수용체 (Peroxisome

proliferator-activated

receptor gamma and alpha;

퍼옥시좀 증식 활성화

수용체) 리간드 탐색 및 기능

분석: 비만세포 3T3-L1의

분화에 미치는 과정 분석

○분리해낸 유도체를 이어

암세포 주에 적용시켜

암세포 독성 정도

측정-세포독성 메커니즘

규명

100%

◦발아대두둥충하초에서 분리/정제

된 유용물질을 이용한 호흡기 점

막기능 및 면역강화 평가와 작용

기전 연구

◦분리/정제된 유용물질의

호흡기점막 기능 및 면역

강화평가 여부

◦분리/정제된 유용물질에

특이적으로 조절되는 표적

인자 발굴여부

◦세포활성을 유도하는 세

포수용체 규명 및 생체막

구조 연구여부

100%
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구분 연도 세부연구목표 평가의 착안점 및 기준
목표의

달성도

3차

연도
2009

◦원료 생산 최적조건 확립 및 대

량생산

◦Bio-neutraceutical 개발

◦제품화

◦발아대두 동충하초 원료

생산 품질보증(QA)과 품질

관리(QC) 기준확립 및 밸

리데이션 여부

◦Scale-up 및 대량생산조

건확립여부

◦제형연구개발여부

○ 경쟁력 있는 제형 2가지

를 시제품으로 개발 여부(2

종이상)

100%

동충하초 유래 생리활성물질 대량

분리 생산공정의 표준화

○면역 활성 효능 검사

○대사성 조절 인자 탐색 및 in
vivo 효능 분석

저비용 고기능성 동충하초

생산공정의 표준화

생산공정의 표준화

○T helper cell 활성인자

탐색: Th2 cell line

D10S 활성화 여부 검정

○Natural Killer cell의

활성여부 검사

○Cytolytic T cell의

활성화에 의한 타겟

암세포용해 검사

○비만세포 3T3-L1의

분화에 미치는 과정 분석,

비만세포, 근육세포 등에서

당흡수 및 인슐린 신호전달

조절 기전 분석

○Peroxisome

proliferator-activated

receptor; 퍼옥시좀 증식

활성화 수용체) 리간드의

in vivo 효능 분석:
비만/당뇨 동물모델 ob/ob

or db/db mice에 처리

비만/당뇨의 효능 검정

100%

◦발아대두둥충하초의 효능지표물

질의 면역조절효능 극대화 및 활

용최적화 연구

◦세포내 신호전달 체계와

전사조절인자들의 활성화

연구여부

◦면역내성 (tolerance) 유

발 평가와 면역학적 안정

성 연구여부

◦작용기전을 기반으로 효

능조절 작용점 예측과 효

능 극대화 조건 탐색/제시

여부

100%
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제 2 절 관련 분야에의 기여도

1. 신규소재인 발아대두 동충하초를 생산하는 최적의 방법을 확립하여 생산농가의 소득증대에

기여할 수 있게 되었다.

2. 발아대두 동충하초로부터 유용물질 프로파일링 기술과 후보물질의 구조를 규명하여 신규물

질 4가지를 밝혀냈다.

3. 발아대두 동충하초로부터 호흡기 점막기능 조절물질을 발굴하여 인체면역강화제품 개발에

기여할 것이다.

4. 발아대두 동충하초로부터 대사성질환의 핵심 조절인자인 PPARγ의 결합능력이 Indonethacin

보다 뛰어난 것으로 밝혀져 대사성 질환 예방 및 치료제 개발에 기여할 것으로 본다.

5. 발아대두 동총하초의 추출물을 이용하여 항바이러스제품으로 일본에 수출하고 있다.
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제 1 절. 연차별 연구성과 목표 및 성과

(단위 : 건수)

구분 특허출원 특허등록 신품종등록
(유전자원 등 포함)

논문 달성도 
(%)국외(SCI) 국내

 1차년도 1 1 0

 2차년도 2 1 3 0

 3차년도 2 1 3 0

계 5 2 7 0

1. 논문 실적

① JUNG NAM CHOI, JIYOUNG KIM, MI YEON LEE, DONG KI PARK,YOUNG-SHICK
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14;58(7):4258-67.

② Eun Hee Seo, Jeongwoo Kang, Ki Hong Kim, Min Chul Cho, Sojung Lee, Hee Jong

Kim, Jung Hee Ki, Eun Jin Kim, Dong Ki Park, Soo Hyun Kim, Yang Kyu Choi, Jin

Man Kim, Jin Tae Hong, Do Young Yoon. Detection of Espressed IL-32 in Human

Stomach Cancer Using ELISA and Immunostaining. J. Microbiol. Biotechnol. (2008),

18(9), 1606-1612.

③ In Su Cheon, Sang Su Woo, Seok-Seong Kang, Jintaek Im, Cheol-Heui Yun, Dae Kyun

Chung, Dong Ki Park, Seung Hyun Han (2008.03). Peptidoglycan-mediated IL-8

expression in human alveolar type II epithelial cells requires lipid raft formation and

MAPK activation. Molecular Immunology 45(6):1665-1673.

④ Jintaek Im, Jun Ho Jeon, Min Kyung Cho, Sang Su Woo, Seok-Seong Kang,

Cheol-Heui Yun, Kangseok Lee, Dae Kyun Chung, Seung Hyun Han (2009.12).

Induction of IL-8 expression by bacterial flagellin is mediated through lipid raft

formation and intracellular TLR5 activation in A549 cells. Molecular Immunology

47(2~3):614-622.
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of ICAM-1 by Armillariell amellea is mediated through generation of reactive oxygen
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3. 특허

1. 특허 등록

① 굼벵이를 이용한 동충하초 효소의 생산방법. 제10-0925705호
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2. 특허 출원

① 10-2008-10251

② 10-2008-0102519

③ 준비 중

4. 기술 확보

1. 발아대두 동충하초 생산방법 최적화

2. 발아대두 동충하초에서 유용물질 프로파일링기술과 후보물질 구조규명기술

3. 발아대두 동충하초유래 신규 호흡기점막기능조절 물질 발굴과 관련기술 확보

4. 발아대두유래 신규 대사조절 물질 발굴과 관련기술 확보
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제 2 절. 실용화산업화 계획

(단위 : 건수)

구분 기술이전 상품화 정책자료 교육지도 언론홍보 기타

활용건수 1 3

제 3 절 성과 활용 계획

신소재인 발아대두 동충하초로부터 신규물질 4개와 발아대두 동충하초에 대한 효능이 밝

혀졌기 때문에 본 원료를 이용하여 다양한 제품생산에 활용할 계획이다. 산업체와 협의 중인

제품으로는 ①음료, ②항아토피제품, ③면역증강제 등이다.
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