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<요약문>

연구의

목적 및 내용

기억력 개선 기능성분인 노빌레틴이 다량 함유된 지각 추출물의 기능성 

시험 및 인체시험을 통해 기억력 개선 개별인정형 건강기능식품소재를 개

발하고자 함

연구개발성과

Ÿ 기억력 개선 기능성분 고함량 지각 추출물 제조공정 확립 및 원료 표

준화

Ÿ 기억력 개선 기능성 지각 추출물의 제조방법에 대한 지적재산권 획득

Ÿ 인체시험을 통한 지각 추출물의 기억력 개선 기능성 확인

Ÿ 지각 추출물의 기억력 개선 개별인정형 건강기능식품 인허가 신청

연구개발성과의
활용계획

(기대효과)

Ÿ 기억력 개선 기능성 식품의 신소재 개발 및 기능성 성분 고함량 제조

공정의 원천기술 확보

Ÿ 특허 및 논문 등 지적재산권의 확보

Ÿ 기능성자료 및 안전성자료 등의 확보 및 이를 이용한 기억력 개선 건

강기능식품 인정

Ÿ 기능성원료 인정 후 국내 소재를 활용한 건강기능식품으로 제품화함과 

동시에 높은 매출을 기대

국문핵심어

(5개 이내)
지각 추출물 기억력 개선 원료 표준화 인체시험 건강기능식품

영문핵심어

(5개 이내)

Aurantii 
Fructus 

Immaturus 
extract

Improving 

memory
Standardization Clinical test

Health 

functional 

food

※ 국문으로 작성(영문 핵심어 제외)
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<Summary>

Purpose &

Contents

Development of health functional food material ‘Aurantii Fructus 

Immaturus extract’, which contains a memory improving function 

ingredient nobiletin.

The memory improving effect of Aurantii Fructus Immaturus extract will 

be investigated by human clinical study.

Results

Ÿ Standardization of Aurantii Fructus Immaturus extract production.

Ÿ Acquisition of intellectual property rights on manufacturing method of 

Aurantii Fructus Immaturus extract.

Ÿ Investigation on memory improving effect of Aurantii Fructus 

Immaturus extract by human clinical study.

Ÿ Completion of health functional food application of Aurantii Fructus 

Immaturus extract.

Expected

Contribution

Ÿ Development of novel memory improving functional food material.

Ÿ Acquisition of intellectual property rights such as patents and 

research articles.

Ÿ Identification of memory improving effect and safety of Aurantii 

Fructus Immaturus extract.

Ÿ Commercialization of Aurantii Fructus Immaturus extract for novel 

memory improving health functional food material.

Keywords

Aurantii 
Fructus 

Immaturus 
extract

Improving 

memory
Standardization Clinical test

Health 

functional 

food

※ 국문으로 작성(영문 핵심어 제외)
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 1-1. 연구개발 목적

 ○ 기억력 개선 기능성분인 노빌레틴이 다량 함유된 지각 추출물의 기능성 시험 및 인체시

험을 통해 기억력 개선 개별인정형 건강기능식품소재를 개발하고자 함 

 1-2. 연구개발의 필요성

  가. 새로운 기억력 개선 건강기능식품 소재개발의 필요성

Ÿ 뇌는 스트레스, 환경적 요인, 과음, 흡연 등의 원인으로 손상받기 쉬우며 현대인은 이러한 

원인에 무방비하게 노출되어 있음.

Ÿ 뇌의 손상은 지체장애와 같은 질환으로 등록되어있지 않으나, 기억력 장애를 유발하고 그 

증상의 강도에 따라 다양한 문제를 야기함.

Ÿ 또한, 고령화 인구의 증가로 뇌기능 개선에 관심이 증대되는 중에 인지증(認知症)의 일차예

방으로 식사의 중요성과 뇌 기능 향상에 유효한 성분에 대한 관심이 높아지고 있음.

Ÿ 한국치매협회의 발표에 따르면, 2000년도의 국내 치매환자수가 약 28만 명에서 2007년 40만 

명으로 급격히 증가했으며, 2010년에는 46만명, 2020년에는 약 70만 명에 달할 것으로 전망

됨.

Ÿ 또한, 치매는 향후 걱정되는 질병 2위로 조사되는 등 치매에 대한 불안감이 증가되고 있으

나 현재로서는 뚜렷한 대비책이 없는 상황임.

Ÿ 국내의 과도한 입시 및 교육열풍으로 인하여, 그 효능이 확인되지 않은 기억력 개선소재가 

고가의 공부주사로 둔갑하여 어린이 및 수험생에게 시술되는 등 문제점이 발생되고 있음.

Ÿ 해외에서는 면 년 전부터 학생들을 중심으로 ‘스마트 드러그(Smart Drug)’ 유행하여, 

고도의 집중력을 필요로 하는 직업군을 중심으로 복용하는 사람들이 증가하고 있음.

­ 스마트 드러그는 집중력 장애 치료제인 아데랄과 리탈린 등의 물질임.

­ 이는 원래 ADHD(주의력결핍과잉행동장애) 환자의 치료를 위해 처방되는 약물이며, 스

마트 드러그를 복용하면 뇌의 중추신경이 흥분되어 집중력과 기억력 등 두뇌활동이 일

시적으로 증가되지만, 불면증, 식욕 부진, 우울증 등의 부작용이 있으며, 심한 경우에는 

돌연사를 유발하기도 함.

­ 국내에서도 ‘공부 잘하는 약’ 등으로 수험생들 사이에서 ADHA 치료제가 사용되는 

것으로 알려짐.

Ÿ 최근에는 식품이 뇌기능에 미치는 영향을 연구하는「뇌 영양학」이란 새로운 학문분야가 

개척되는 등 식품소재를 활용한 뇌기능 향상에 대한 관심이 높아지고 있음.

Ÿ 지금까지 뇌기능 향상 작용이 보고되어 있는 식품소재로는, 포스파티딜콜린(PC), 포스파

티딜세린(PS), 식약 구분의 개정으로 금년부터 식품 취급이 된 α-GPC 등의 인지질, 

DHA, 아라키돈산, 혈류순환 개선 효과 등이 평가되어 있는 은행나무 잎, 테아닌, GABA, 

1. 연구개발과제의 개요
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야마브시타케 버섯 등 다방면에 이름.

Ÿ 뇌기능 저하의 억제, 뇌기능 향상/개선 효과가 있는 브레인 푸드의 요구는 국내·외에서 높

아지고 있음.

Ÿ 현재 많은 기업과 연구소들은 기억력 장애와 같은 뇌손상을 억제하고, 기억력을 개선할 수 

있는 건강기능식품 소재를 개발하고 있으며, 그 성과물로 몇 가지 뇌건강 관련 건강기능식

품들이 출시되어있음.

Ÿ 현재의 뇌건강 관련 건강기능식품은 뇌세포 보호 등의 기능을 가지고 있으나 실제 기억력

을 개선하는 건강기능식품은 그 수가 적으며, 기억력 개선 건강기능식품은 그 효능의 탁월

함에도 불구하고 대량생산의 어려움과 원료물질의 국내 생산 어려움으로 인해 해결해야 할 

문제점을 가지고 있음.

Ÿ 기존 기억력 개선 소재에는 소비자의 피로도 누적과 부족한 임상시험 및 작용기전 근거에 

의한 불확실성이 존재하여, 이를 개선할 수 있는 안전하고 새로운 기억력 개선 소재의 개발

이 필요함.

<기억력 개선 건강기능식품 분야의 NET 분석>

구분 Needs Environment Technology

촉진요

인

Ÿ 기억력 감퇴 증상이 

있을 시 치료제 처

방보다 간편한 식품

을 통한 개선 효과

를 선호

Ÿ 노인 인구의 신체

적·정신적으로 건

강한 삶에 대한 욕

구가 강함

Ÿ 원료의 추출 대상(지

각)의 희소성으로 인

한 높은 brand 

royalty

Ÿ 인구 고령화에 의한 

치매 인구 수 증가

Ÿ 높은 학구열에 의한 

기억력 개선제품에 

대한 강한 선호

Ÿ 제한적인 기억력 개

선 및 치매 예방에 

특화 원료

Ÿ 기억력 개선에 사용

되지 않았던 새로운 

원료의 개발

Ÿ 뇌기능 활성화에 의

한 기억력 개선효과

Ÿ 치매 발생 원인을 억

제하여 근본적 원인 

개선효과

Ÿ 동물실험을 통한 효

과 확인

저해요

인

Ÿ 기억력 개선 소재로 

강한 이미지가 있는 

홍삼과의 경쟁

Ÿ 지각 추출물 소재의 

식약처 기능성 원료 

인정 필요

Ÿ 광귤의 국내 생산량

이 매우 적음

Ÿ 단기적으로 확연한 

개선 효과를 제공하

는데 한계가 있음

 나. 경제 산업적 측면에서의 지각 추출물 소재 개발 필요성

Ÿ 현재 국내의 전체 농업생산량은 증가하였으나 농가의 실질적인 소득은 정체하고 있음.

Ÿ 농산물 소비 감소와 시장 개방에 의한 농산물 가격 저하가 농가 소득 하락의 주요 원인임.

Ÿ 이러한 농촌의 현실 속에서 도농 간 소득격차는 점점 심화되고 있음.
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Ÿ 농업소득은 1995년 1,046만 9000원에서 2014년에는 1,030만 3,000원으로 감소하였으며, 총 

농가소득에서 농업소득이 차지하는 비중도 감소하였음.

Ÿ 2003년 이전까지 농업 총수입의 50%를 차지하였던 농업소득은 2013년 32.7%로 감소하여, 

농민들이 더 이상 농업만으로는 소득을 창출하기 힘든 상황을 방증하고 있음.

<연도별 농가소득 금액>

Ÿ 지각 추출물을 이용한 건강기능식품 개발은 고소득 특용작물인 광귤의 소비시장을 창출하

여, 어려움에 처해있는 국내 농가에 새로운 소득창출 소재를 제공할 수 있음.

Ÿ 본 과제를 통하여 진피 추출물의 원료 표준화, 작용기전 규명, 인체적용시험을 수행하여 새

로운 기억력 개선 건강기능식품 원료로 인허가를 획득하고자 함.

Ÿ 건강기능식품 원료 인정 후, 본 원료 및 이를 이용한 기억력 개선 건강기능식품을 상품화하

여 국내 및 해외시장에서 판매하고자 함.

 1-3. 연구개발 범위

 가. 1차년도

 ○ 주관연구기관 ((주)뉴트라팜텍) : 지각추출물을 이용한 기억력 개선 개별인정형 건강기능식

품 개발

 1) 지각 추출물 원료 및 제조공정 표준화

Ÿ 유사종 및 사용부위의 검토

Ÿ 성분시험법의 공인기관 (한국기능식품연구원) 인정서 확보

 2) 지각 추출물 원료의 단기·장기 독성시험

Ÿ 동물시험을 통한 지각 추출물의 단기·장기 독성시험 Data 확립

 3) 인체적용 시험용 시험식품 생산
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Ÿ 원료 표준화 연구결과 및 유효섭취량 연구결과를 바탕으로 임상시험용 지각 추출물 제제를 생산함

 ○ 참여기관 (경희대학교) : 지각 추출물의 기억력 개선 효능검증 및 기전연구

 1) 지각 추출물의 기억력 개선 효능연구(동물실험) 및 섭취량 설정

Ÿ 기억장애 동물모델(TMT)에서 지각 추출물의 기억력 개선 효능의 행동학적 검증

 2) 지각 추출물의 기억력 개선 작용기전 연구

Ÿ 신경세포증식과 분화촉진 효과 및 세포주 기반 세포신호전달체계 규명

Ÿ 세포주 기반 기억력 증진 기전규명

Ÿ 세포주 기반 신경세포 보호 및 세포사멸 억제 효과 검증 및 분자기전 연구

 나. 2차년도

 ○ 주관연구기관 ((주)뉴트라팜텍) : 지각추출물을 이용한 기억력 개선 개별인정형 건강기능식

품 개발

 1) 지각 추출물 원료의 임상시험심사위원회 승인 신청

Ÿ 지각 추출물의 독성시험 자료 및 유효성 시험 자료를 바탕으로 하여 임상시험심사위원

회 승인 신청

 2) 임상시험용 지각 추출물 제제 생산

Ÿ 원료 표준화 연구결과 및 유효섭취량 연구결과를 바탕으로 임상시험용 지각 추출물 제

제를 생산함

 3) 지각 추출물 원료의 기억력 개선 임상시험 시작

Ÿ 지각 추출물 기억력 개선 임상시험 CRO 선정

Ÿ 임상시험기관 선정 및 임상 프로토콜 작성

Ÿ 지각 추출물 기억력 개선 임상시험 개시 및 피험자 모집

 ○ 참여기관 (경희대학교) : 지각 추출물의 기억력 개선 효능검증 및 기전연구

 1) 기억손상 동물모델에서 지각 추출물의 기억력 개선 효능검증 및 비교 분석

Ÿ 지각 추출물 투여 후, 수동회피검사, 수중미로검사를 이용한 공간학습 능력을 측정, 인

지능력 및 기억력 개선 효능을 비교분석

Ÿ 기억력 개선 신경기전 규명 – 면역조직화학법을 통해 해마 내의 LTP 관련 생리활성 효

소인 MAP kinase, CREB, BDNF의 발현 변화를 비교 분석

Ÿ 분자영상기술을 활용한 MicroPET/SPECT/CT 생체영상 결과 비교 분석
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 다. 3차년도

 ○ 주관연구기관 ((주)뉴트라팜텍) : 지각추출물을 이용한 기억력 개선 개별인정형 건강기능식

품 개발

 1) 임상 시험 종료 및 결과분석

Ÿ 임상시험 자료 분석 및 통계처리

Ÿ 임상시험 종료보고서 작성

 2) 지각 추출물 원료를 이용한 제품의 제형 연구

Ÿ 지각 추출물을 이용하여 환, 정제, 캡슐 등의 제형 연구 실시

 3) 지각 추출물 원료의 안정성(stability) 실험을 통한 원료의 유통기한 설정

Ÿ 표준화된 방법에 의해 추출 생산된 지각 추출물 원료에 함유된 지표(기능)성분에 대한 안정성 실험 

실시

 4) 지각 추출물의 기억력 개선 개별인정형 건강기능식품 원료 인허가 신청

Ÿ 지각 추출물의 동물시험, 독성, 인체적용시험, 작용기전시험 등의 결과를 바탕으로 식약처 개별인정

형 건강기능식품 원료 인허가 신청

Ÿ 해당 소재의 건강기능식품 인허가 신청을 위하여, 식약처에서 제시한 in-vivo 바이오마커로 β

-amyloid, 모리스 수중미로 시험, 수동회피 시험을 설정하였으며, human 바이오마커로 CERAD 치매

진단검사, 알츠하이머 평가 (ADAS-K), 시각지속검사 (Visual C.P.T), 일상생활활동 평가 (ADCS-ADL), 

노인우울척도 (SGDS) 등의 신경인지기능 검사 및 건강기능식품에서는 수행된 예가 없는 기능적 자

기공명영상  (fMRI)를 생리적 지표로 설정하여, 임상시험을 수행.

Ÿ 건강기능식품 허가신청 전 식약처 미팅을 통하여, 지각추출물의 지표설정 및 안전성 시험결과에 대

한 사전검토.

 ○ 참여기관 (경희대학교) : 지각 추출물의 기억력 개선 효능검증 및 기전연구

 1) 지각 추출물의 기억력 개선 작용기전 연구 (in vivo)

Ÿ 동물 시험 모델에서 채취한 뇌, 혈액, 신경 조직 분석 기반 기억력 증진 기전규명

Ÿ real time PCR, western blot 방법을 이용한 기억력 개선 효능의 분자기전 연구
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 2-1. 1차년도

 가. ㈜뉴트라팜텍 (주관연구기관) : 지각추출물을 이용한 기억력 개선 개별인정형 건강기능

식품 개발 (세부과제명)

 1) 지각의 (Citrus aurantium) 추출법 검토

○ 지각 (Citrus aurantium)의 추출방법을 검토하기 위하여, 지각을 초임계 추출법과 주정 추출법

으로 추출하여, 추출물을 제조하였다.

○ 지각 (Citrus aurantium) 과피의 초임계 추출물 제조

 ◾ 지각 과피의 건조 분쇄물로부터 신경세포 보호 및 기억력개선 활성이 높은 지각 추출물

을 효율적으로 얻기 위하여 초임계 유체 추출 방법을 이용하였다.

 ◾ 구체적으로, 지각 과피를 세절하고 세척하여 회수한 다음 건조시키는 사전처리를 통하여 

추출원료를 준비하였다.

 ◾ 건조된 지각 과피는 건조 중량의 10 내지 20배의 주정에 24시간 침지한 후 여과하여 불

순물을 제거하고 감압 농축한 후 다시 건조하였다.

 ◾ 이후, 초임계 유체 추출을 위해 상기 지각 과피 분말 200 g 을 초임계 CO2 추출기(RTI, 

Korea) 안에 넣고, 격막식 압축기를 이용하여 원하는 압력까지 CO2를 압축하였다. CO2 

압력은 100 내지 1100 bar, 온도는 0 내지 90℃의 조건하에서 추출을 수행하였고 수득된 

추출물을 감압 건조하였다.

○ 지각 (Citrus aurantium) 과피의 주정 추출물 제조

 ◾ 지각 과피 분말 200 g에 함수 에탄올 (에탄올: 70 중량%) 2,000 ml을 첨가하고 실온(약 

20 ± 5℃)에서 3일 동안 추출하였다.

 ◾ 이후, 추출액을 여과하여 불용성 성분인 잔사를 제거하고, 여과된 추출액을 실온(약 

20±5℃) 및 감압 조건하에서 농축하였다.

 ◾ 농축된 추출액에 농축된 추출액 약 5배에 해당하는 중량의 물을 첨가하고 약 24시간 동

안 정치하여 추출물을 침전시켰다.

 ◾ 이후, 3000 rpm에서 약 3분간 원심분리하여 침전물의 형태의 추출물을 수득하였고, 침전

물의 형태의 추출물을 건조하여 지각 주정 추출물을 수득하였다.

○ 초임계 추출 조건에 따른 지각 추출물의 성분 변화 확인

 ◾ 지각 초임계 추출물은 노란색을 띠며, 약간의 점성이 있는 추출물의 특징을 나타내었다.

 ◾ 초임계 유체 추출 조건에 따른 추출 수율 및 노빌레틴(Nobiletin) 함량을 확인하고자, 유

체 CO2 압력은 100 내지 1100 bar, 온도는 0 내지 90℃로 설정하였다.

 ◾ 그 결과, 표 1에 나타낸 바와 같이 압력이 500 bar 이상인 경우 추출 수율 및 노빌레틴 

2. 연구수행 내용 및 결과
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함량이 급격히 증가하다가 1100 bar에서 감소하는 양상을 나타내었고, 압력이 500 bar 이

하인 경우에는 추출되는 함량이 낮은 것을 확인하였다.

 ◾ 따라서, 수율 및 노빌레틴 함량 증대에는 초임계 이산화탄소 압력이 500 내지 900 bar의 

범위가 적합함을 알 수 있었다.

표 1. 지각 초임계 이산화탄소 압력에 따른 수율변화

함량/추출조건
초임계 이산화탄소 압력조건 (Bar)

100 300 600 700 900 1100

수율 (%) 10 19 53 56 60 42

노빌레틴 9.4 12.3 25.6 27.4 28.4 19.8

 ◾ 또한, 표 2에 나타낸 바와 같이 10 내지 50℃의 온도에서는 추출 수율 및 노빌레틴 함량

에 큰 영향을 미치지 않음을 알 수 있었다(표 2).

 ◾ 오히려 50℃이상에서는 감소하는데, 이는 온도상승에 따라 성분의 안정성이 감소하였을 

것으로 판단하였다.

표 2. 지각 초임계 이산화탄소 온도에 따른 수율변화

함량/추출조건
초임계 이산화탄소 압력조건 (Bar)

0 10 30 50 70 90

수율 (%) 12 49 48 50 12 10

노빌레틴 4.8 29.5 30.7 30.4 5.2 5.8

 2) 지각의 (Citrus aurantium) 유사종 사용검토

○ 지각 (Citrus aurantium)의 유사종의 사용가능 여부를 검토하기 위하여 지각 ((Citrus 

aurantium)의 유사종인 진귤 (Citrus sunki )과 시퀘샤 (Citrus depressa)를 주정 추출법으로 

추출하여, 추출물을 제조하였다.

○ 지각 (Citrus sunki ) 과피의 주정 추출물 제조

 ◾ 감귤류 중 진귤 과피(진귤박) 20 g에 200 내지 400 ml의 1% 수산화나트륨(NaOH) 수용액을 

처리하고 실온에서 20시간 이상 정치하여 과피의 조직을 약화시켰다.

 ◾ 이후, 여과하여 회수한 후 증류수로 세척하고, 50 내지 100% EtOH 수용액에 실온에서 24시

간 이상 동안 추출하였으며, 불용성 성분을 여과하고 여과된 추출물을 실온에서 정치하여 농

축한 후 증류수를 첨가하고 침전물을 3000 rpm에서 3분간 원심분리하였다.

 ◾ 원심분리한 침전물을 여과한 후, 다시 여과한 농축물에 20% 에탄올 수용액을 가한 후 정치
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하고 원심분리하여 침전물을 획득한 후 건조시켜 과피 추출물을 수득하였다.

○ 시퀘샤 (Citrus depressa ) 과피의 주정 추출물 제조

 ◾ 감귤류 시퀘샤 (Citrus depressa) 과피 500 g을 세척 후, 약 70℃의 증류수 1,800 ml을 가

하고, 약 70℃의 뜨거운 물에 넣고 3시간 가열 처리하였다.

 ◾ 얻어진 가열 처리물을 보류 입자 지름 3 ㎛의 여과지를 깐 흡인 여과기를 이용하여 흡인 

여과하고 잔류물을 얻었다.

 ◾ 잔류물을 압착기로 착즙하여 착즙 잔사 300 g을 정량하고, 드라이어를 사용하여 약 60℃

에서 30분간 건조시켜, 건조 껍질 150 g을 얻었다.

 ◾ 상기 착즙 잔사에 2배 무게의 30%(v/v) 에탄올을 첨가하여 실온에서 3일간 에탄올 추출하

였다.

 ◾ 이후, 3 ㎛의 여과지를 깐 흡인 여과기를 이용하여 흡인 여과하고, 여액을 얻었다.

 ◾ 얻어진 여액을 회전식 감압 농축기로 농축하여 농축액을 10 배의 1%(w/v) 수산화나트륨 

수용액을 가하여 교반기에서 1일 동안 실온에서 교반하였다.

 ◾ 얻어진 불용성 성분을 2배의 물로 세척하였고, 남은 불용성 성분을 5 내지 10배의 

100%(v/v) 에탄올로 용출시켰다.

 ◾ 이어서 에탄올 용출 성분을 흡인 여과기를 이용하여 침전물을 여과 분리하였다. 얻어진 

여액의 농축 건조물을 시험에 이용하였다.

○ 상기 제조된 지각 (Citrus aurantium)과 진귤 (Citrus sunki ), 시퀘샤 (Citrus depressa) 과피 주

정 추출물의 기억력 개선효과는 경희대학교에서 동물실험을 통하여 확인하였다.

○ 동물실험 결과, 진피 유사종의 주정추출물은 기억력 개선효과를 보이나 대조군과 유의한 차

이를 보이지 않는 것으로 확인되었다.

 3) 지각 추출물 원료 및 제조공정 표준화

○ 지각 추출물의 제조공정 표준화

 ◾ 상기의 연구결과를 바탕으로 지각추출물로부터 유효성분의 함량을 최대로 증대할 수 있는 제

조공정을 설정하였다.

 ◾ 지각추출물 제조공정은 주정추출, 1차 농축, 정제, 2차 농축, 분무건조, 분쇄, 혼합의 과정을 

거쳤다.

 ◾ 본 제조공정으로 생산된 지각추출물은 세포실험, 동물실험, 임상시험용 식품의 원료로 사용되

었다.

○ 지각 추출물의 유효성분 함량분석법 표준화

 ◾ 본 추출공정으로 지각추출물을 3 Lot 생산하였으며, ㈜뉴트라팜텍에서 자체적으로 유효성분인 

노빌레틴 (Nobiletin) 함량을 분석하였다.
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 ◾ 지각 추출물의 유효성분 함량은 HPLC를 사용하여 분석되었으며, 분석조건은 표 4와 같다.

 ◾ 분석결과, 지각추출물의 노빌레틴 함량은 3 Lot 평균 30.11% 로 확인되었다.

 ◾ 지각추출물 유효성분 함량을 자체분석 후, 공인시험기관인 한국기능식품연구원에서 재분석하

였다.

 ◾ 지각추출물의 공인기관 분석결과, 3 Lot 평균 노빌레틴 함량은 30.7% 로 확인되었다.

 ◾ 상기 분석을 통하여 지각추출물 원료 제조공정과 추출물 유효성분의 분석법을 표준화하였다.

표 3. 지각추출물 제조공정 표준화

순서 No. 공 정 별 제 조 방 법

1 건조 지각 과피를 세절하여 건조

1-1 침지 건조된 지각 과피를 70% 에탄올에 20~30 시간침지

1-2 여과 침지액을 여과하여 분순물 제거

2 농축 감압농축기를 이용하여 농축

3 추출
농축액을 이산화탄소를 용매로 하여 10~50℃, 

500~900 bar 조건에서 초임계 추출

4 분쇄 분쇄기를 이용하여 분쇄

5 건조 동결건조기를 사용하여 –70℃, 5mTorr에서 건조

6 보관 저온 보관 (4~10℃)

표 4. 진피추출물 유효성분 함량 HPLC 분석법

 

시간(분) A용액(%) B용액(%) 분석조건

0 50 50

Wavelength 254nm

Temperature 25℃

Flow rate 1ml/min

Mobile phase Methanol : D.W

Injection volume 10μl

Running time 30min

1 50 50

20 25 75

21 10 90

24 10 90

25 50 50

30 50 50
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<그림 1. 지각추출물 유효성분 3 Lot 분석결과>

표 5. 진피추출물 유효성분 함량 HPLC 분석결과

Lot # Peak Area
Content 

(mg/ml)

Content 

(mg/g)
%

1 4407.1 0.147653 295.3066 29.53066

2 4772.2 0.160855 321.7096 32.17096

3 4634.7 0.155883 311.766 31.1766
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<그림 2. 지각추출물 유효성분 Lot 별 공인기관 분석결과>
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<그림 3. 지각추출물 유효성분 Lot 별 공인기관 분석결과>
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<그림 4. 지각추출물 유효성분 Lot 별 공인기관 분석결과>
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 4) 지각 추출물 원료의 단기·장기 독성시험

○ 표준화된 제조공정에 의해 생산된 지각추출물의 독성을 GLP 기관인 ‘대구가톨릭 GLP 센

터’에서 평가하였다.

 ◾ 독성시험은 단기독성을 평가하기 위한 단회경구투여 독성시험과 장기독성을 평가하기 위한 

반복경구투여 독성시험으로 수행되었다.

○ 단회경구투여 독성시험

 ◾ 단회경구투여 독성시험은 지각추출물 (Citrus aurantium extract)의 단회경구투여에 따른 독성

을 평가하기 위하여 8주령 Sprague-Dawley계 랫드에 시험물질을 0.005 mg/kg의 용량으로 군

당 암·수 각 5마리에 단회경구투여 하였다.

 ◾ 독성지표를 위해 시험물질 투여 후 14일 동안 사망률, 일반증상관찰, 체중변화를 관찰하였고, 

관찰기간 종료 후 부검하여 장기의 육안적 검사를 수행하였다.

 ◾ 시험결과, 본 시험의 조건에서 Sprague-Dawley 랫드에 있어서 지각추출물의 개략치사량은 

암·수 모두 5000 mg/kg을 상회하는 것으로 추정되었다.

○ 반복경구투여 독성시험

 ◾ 반복경구투여 독성시험은 지각추출물 (Citrus aurantium extract)의 Sprague-Dawley 반복투여에 

따른 독성을 평가하기 위하여 6주령 Sprague-Dawley계 랫드에 시험물질을 500, 1000 및 2000 

mg/kg의 용량으로 군당 암·수 각 10마리에 90일간 경구투여 하였다.

 ◾ 독성지표를 위해 일반증상관찰, 체중측정, 사료섭취량 측정, 안검사, 요검사, 전해질, 혈액학적 

및 혈액생화학적 검사, 부검시 장기의 중량측정, 육안적 검사 및 조직병리학적 검사 등이 수

행되었다.

 ◾ 시험결과, 지각추출물의 Sprague-Dawley 90일 반복독성시험 결과를 바탕으로 시험의 독성판정 

기준에 따라 판정할 때, 암수 모두에서 NOAEL이 2000 mg/kg/day로 판단된다.

 4-1) 단회 경구투여 독성시험

○ 시험개요

  ① 지각추출물 (Citrus aurantium extract)를 Sprague-Dawley 계통의 랫드에 단회경구투여를 통해 

나타나는 개략치사량 (ALD)을 확인하는 것이 주목적이며, 그 외의 체중변화 및 육안적 독성

을 확인하기 위한 목적으로 수행되었다.

  ② 시험법

     OECD Guidelines for the Testing of Chemicals Section 4 Health Effects Test No.420 Acute 

Oral Toxicity Study – Fixed Dose Procedure (17 December 2001).
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○ 시험물질

    (1) 명칭 : 지각추출물

    (2) 로트번호 : Kca-160925

    (3) 성상 : 엷은 노란색 분말

    (4) 부형제 : 0.5% Carboxymethylcellulose sodium salt solution (0.5% CMC-Na)

    (5) 조성

     (6) 조제방법 : CMC-Na를 칭량 후 멸균증류수를 넣고 stirrer로 교반하여 0.5% 농도의 부형제

를 조제하였다.

○ 시험계

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

     (2) 성별, 동물 수, 주령 및 체중범위

     (3) 검역 및 순화

      ◾ 동물 입수시 입수동물에 대한 검수 및 검역을 실시하였으며, 동물의 순화는 입수 후 7

일간 해당 동물실내에서 실시하였다. 

      ◾ 순화기간 중 매일 1회 일반증상을 관찰하였고, 투여당일에 체중을 측정하여 동물에 이

상이 없음을 확인하였다.

     (4) 군분리

      ◾ 질병이나 상처등의 임상증상을 보이지 않고, 적절한 체중을 나타내는 동물을 선택하여 

시험에 사용하였다. 입수한 모든 동물 중 군분리일에 측정한 평균체중에 가장 가까운 

암수 각 10마리를 선택하였다. 선택한 동물들은 순위화한 체중에 따라 각 군 평균체중

이 균등하도록 무작위로 암수 각 2군, 군당 5마리로 군분리 하였다.
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○ 시험군 및 투여

     (1) 시험군의 구성

      (2) 투여량 설정

       ◾ 본 시험의 물질은 건강기능식품 등록이 목적이므로, 건강기능식품 특성상 높은 임상예

정용량이 예상되어 한계용량시험 (Limit test)으로 진행하였다. 예비적으로 암·수 각각 

한 마리에 5000 mg/kg으로 투여 후 24시간 뒤 모두 생존하여, 동일한 농도로 본 시험

을 진행하였다. 본 시험의 대조군으로는 부형제인 0.5% CMC-Na으로 설정하였다.

○ 관찰 및 검사

  

     (1) 관찰 및 검사항목

      ◾ 일반증상관찰

         투여 당일은 투여 후 30분, 1, 2, 4 및 6시간째 관찰하였으며, 익일부터 부검일 까지 1

일 1회 일반증상을 관찰하였다.

      ◾ 체중측정

         모든 동물의 체중을 입수일, 군분리일 및 투여일에 측정하였고, 이후에는 투여후 1, 3, 

7 및 14일 (부검일)에 측정하였다.

      ◾ 부검소견

         시험물질 투여 후 14일째 되는 날 전체 동물에 대해 체중을 측정하였고 Isoflurane 마취

하에 개복하여 복대동맥 및 정맥을 절단하여 방혈치사 시킨 후 부검을 실시하였다. 육

안적으로 모든 내부장기의 이상 유무를 관찰하여 그 소견을 기록하였다.

     (2) 통계학적 방법

        통계학적 분석은 상용으로 널리 사용되고 있는 통계 패키지인 SPSS 19.0k를 이용하여 일

원배치분산분석 (ANOVA test)을 통해 시험군의 독성지표를 대조군과 비교하였다.

○ 결과

     (1) 사망동물 (Table 1)

        시험물질 투여군에서 사망동물은 관찰되지 않았다.
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     (2) 일반증상 (Table 2)

        투여날부터 부검일까지 모든 동물에서 이상증상은 관찰되지 않았다.

     (3) 체중 (Table 3)

        체중변화 (body weight changes) 및 증체량 (weight gains) 측정 결과, 수컷 대조군과 시

험물질 투여군은 각각 96.6±6.78 g 과 106.9±19.57 g 증체량을 보였으며, 대조군에 비해 

통계적으로 유의한 차이가 없었다 (p > 0.05). 그리고 암컷 대조군과 시험물질 투여군은 

각각 56.4±5.30 g 및 49.2±12.92 g 으로 군간 증체량에 있어서 통계적으로 유의한 차이

가 없었다 (p > 0.05).

     (4) 부검소견 (Table 4)

         관찰기간 동안 생존한 동물에 대한 계획부검 시 이상소견은 관찰되지 않았다.

Table 1-1. Mortality in male rats

Table 1-2. Mortality in male rats
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Table 2-1. Clinical signs of male rats

Table 2-2. Clinical signs of female rats
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Table 3-1. Body weight changes of male rats

Table 3-2. Body weight changes of female rats

Table 4-1. Necropsy findings of male rats
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Table 4-2. Necropsy findings of female rats

○ 고찰 및 결론

      ◾ 본 시험의 시험물질 지각추출물을 Sprague-Dawley계 랫드에 단회경구투여 하였을 때 

나타나는 개략적인 독성을 알아보기 위하여 수행하였다.

      ◾ 시험물질 투여용량 5000 mg/kg으로 시험을 실시하였으며, 부형제대조군 (0 mg/kg)을 두

어 비교 관찰하였다.

      ◾ 군당 10마리 (암·수 각 5마리)에 시험물질을 경구 투여한 후 14일 동안 사망률, 일반증

상 및 체중변화를 관찰하였고, 관찰기간 종료 후 부검하여 장기의 육안적 검사를 실시하

여 독성지표를 관찰하였다.

      ◾ 관찰결과, 사망동물, 일반증상 및 부검소견에서 이상소견은 관찰되지 않았다. 관찰기간 

동안 체중변화 및 증체량을 관찰한 결과, 수컷 대조군과 시험물질 투여군은 각각 

96.6±6.78 g 과 106.9±19.57 g 증체량을 보였으며, 대조군에 비해 통계적으로 유의한 

차이가 없었다 (p > 0.05). 그리고 암컷 대조군과 시험물질 투여군은 각각 56.4±5.30 g 

및 49.2±12.92 g 으로 군간 증체량에 있어서 통계적으로 유의한 차이가 없었다 (p > 

0.05).

      ◾ 본 시험 조건에서 지각추출물의 Sprague-Dawley 랫드에 대한 개략치사량 (ADL)은 한계

량인 5000 mg/kg을 상회하는 것으로 추정된다.
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<그림 5. 독성시험 계약서>
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<그림 6. 단회독성시험 보고서>
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 4-2) 반복경구투여 독성시험

○ 시험개요

   (1) 시험목적

      본 시험은 시험물질인 지각추출물을 암수 랫드 (Sprague-Dawley)에 90일간 반복경구투여 

하였을 때 발현되는 독성적 특성에 대한 이해를 바탕으로 NOAEL (최대무독성용량)을 설

정한다. 그러나, 경우에 따라서 NOEL (최대무영향용량), 그리고 NOAEL (최소독성용량) 설

정과 표적장기 징후를 확인한다.

   (2) OECD Guidelines for the Testing of Chemicals Section 4 Health Effects Test No.408 

Repeated Dose 90-Day Oral Toxcity Study in Rodents (03 October 2008).

○ 시험물질

    (1) 명칭 : 지각추출물

    (2) 로트번호 : Kca-160925

    (3) 성상 : 엷은 노란색 분말

    (4) 부형제 : 0.5% Carboxymethylcellulose sodium salt solution (0.5% CMC-Na)

    (5) 조성

     (6) 조제방법

      ◾ 조제빈도 : 90일 동안 투여 전에 매일 조제하였다. 투여 시 침전물이 없도록 stirrer로 충

분히 섞어 사용하였다.

      ◾ 조제방법 : 본 시험물질을 중량 그대로 측량하여 조제하였다. 조제 후 1~2시간 내에 투

여하는 것을 원칙으로 하며, 90일간 (투여 전 기간) 매일 조제하였다.

                    고용량군은 부형제 (멸균증류수)를 이용하여 2000 mg/10 ml (20%)fh 조제하

였고, 중, 저용량군은 동일한 부형제로 단계희석하여 각각 1000 mg/10 ml 

(10%), 500 mg/10 ml (5%)로 조제하였다.

○ 시험계

     (1) 종 및 계통 : 특정병원체균 부재 (SPF) Sprague-Dawley 랫드
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     (2) 입수 시 성별, 주령, 동물 수 및 체중범위

         수컷 5주령, 48마리 120.3 ~ 134.6 g

         암컷 5주령, 48마리 107.7 ~ 124.9 g

     (3) 투여개시 시 성별, 주령, 동물 수 및 체중범위

         수컷 6주령, 40마리 185.0 ~ 205.3 g

         암컷 6주령, 40마리 149.0 ~ 173.5 g        

     (4) 검역 및 순화

        동물 입수 시 입수동물에 대한 검수 및 검역을 실시하였으며, 동물의 순화는 입수 후 수

컷 7일, 암컷 8일간 해당 동물실내에서 실시하였다. 동물공급업체에서 제공한 시험계의 

병원체검사 성적서를 검토한 결과 시험에 영향을 줄 요인은 없었다.

        순화기간 중 매일 1회 일반증상을 관찰하고, 투여전일 및 투여일에 체중을 측정하여 동

물에 이상이 없음을 확인하였다.

     (5) 군분리

        질병이나 상처 등의 임상증상을 보이지 않고, 적절한 체중을 나타내는 동물을 선택하여 

시험에 사용하였다. 입수한 모든 동물 중 군분리일에 측정한 평균체중에 가장 가까운 암

수 각 40마리를 선택하였다. 선택한 동물들은 순위화한 체중에 따라 각 군 평균체중이 

균등하도록 무작위로 암수 각 4군, 군당 10마리로 군분리 하였다.

○ 시험군 구성 및 투여량 설정

     (1) 시험군의 구성

     (2) 투여량 설정

        시험물질은 지각의 주정 추출물로 건강기능식품 개발·등록을 목적으로 개발되었다. 일

반적으로 식물유래 건강기능식품의 임상용량은 약물보다 높기 때문에, 고용량으로 임상



- 31 -

시험이 가능하도록 반복투여 독성시험이 수행되는 것이 바람직하다. 의뢰자는 본 시험

물질에 대해 임상예정용량을 60 kg 성인기준 400 mg/day으로 제시하였다. 일반적으로 

임상용량의 안전성은 MRSD (Maximum Recommended Starting Dose: 최대추천초기용량) 

= NOAEL / {10 (안전계수) × 6.2 (HED: 인체등가용량)}의 공식으로 확보된다.

        제시된 임상예정용량이 약 6.7 mg/kg/day (400 mg/60 kg/day) 이므로 이를 MRSD로 하

면, NOAEL은 약 415.4 mg/kg/day 용량으로 나타난다. 따라서 반복투여독성시험의 용량

설정은 415.4 mg/kg/day (임상예정용량에 따른 NOAEL)를 포함하는 보다 높은 용량이 설

정되어야 한다. 하지만, 시험물질이 주정 추출물이기 때문에 농축된 추출성분에 의한 독

성이 나타날 우려가 있어 제시된 415.4 mg/kg/day 용량의 약 5배 정도 높은 2000 

mg/kg/day를 고용량으로 하여 공비 2를 적용, 1000 mg/kg/day, 500 mg/kg/day를 중, 저

용량으로 하여 3단계 용량군으로 설정하였다.

○ 관찰 및 검사항목

     (1) 일반증상관찰

        모든 동물에 대해서 1일 1회 일반증상의 종류, 발현 및 증상의 정도를 관찰하였으며, 1일 

2회 사망 및 빈사동물을 관찰하였다. 관찰은 투여일부터 90일간 실시하였다.

     (2) 체중측정

        모든 동물의 체중을 투여개시일에 측정하고, 이후에는 주 1회, 부검전일 및 부검일에 측

정하였다. 부검일 체중은 절식을 실시하였으므로, 체중평가에서 제외하고 부검전일 체중

을 평가하였다.

     (3) 사료섭취량 설정

        투여개시 전의 사료섭취량은 군분리 일부터 투여개시 일까지 1일간의 섭취량을 측정하였

다. 투여기간에는 7일간의 섭취량을 측정하여 1일의 평균 섭취량을 산출하였다.

        투여 13주째에는 6일간의 섭취량을 측정하여 1일의 평균섭취량을 산출하였다.

     (4) 안검사

        동물 도입 시 모든 동물에 대하여 육안으로 눈의 외관 및 전안부를 관찰하였다. 투여 마

지막 주에는 모든 동물을 육안으로 눈의 외관을 관찰한 후, 각 군당 5마리에 대해서는 안

구에 산동제 (이솝토 아트로필, 한국알콘, 로트번호: 14K19AF)를 점적하여 안저사진기 

(Genesis, Gowa Co. Ltd., Japan)로 전안부, 중간투광체 및 안저를 관찰하였다.

     (5) 요검사

        각 군당 5마리에 대하여 투여 13주에 요검사를 실시하였다. 동물을 대 케이지에 수용하여 

3~4시간동안 채뇨한 신선뇨 중 약 1 ml의 취하여 다음 항목을 검사하였으며, 24시간동안 

계속 채집한 요로 요총량을 측정하였다.
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        ① 일반검사

        약 0.3 ml의 요를 요검사용 시험지에 묻힌 후, 요자동분석기: K-100을 이용하여 다음 항

목을 측정하였다.

   

        ② 요침사 검사

        일반검사 후 남은 요를 1,500rpm 으로 5분간 원심분리 한 후, 그 침전물을 S.M법으로 염

색하여 RBC, WBC, Epithelial cell 및 Casts를 관찰하였다.

     (6) 부검 및 채혈

        부검 전날 절식 (17시간 이상) 한 계획부검 동물에 대하여 부검 당일에 Isoflurane으로 

흡입마취하여 복대동맥에서 혈액학적 검사 및 혈액생화학적 검사를 위한 채혈을 실시하

였다. 이 후 복대동맥 및 복대정맥을 절단하여 방혈/치사시킨 다음, 모든 장기에 대해 

부검소견을 관찰한 후 기록지에 기록하였다.

     (7) 혈액학적 검사

        부검시 채혈한 혈액 일부를 항응고제인 EDTA-2K가 들어있는 vacutainer tube에 주입한 

후 자동혈액분석기: K-96로 다음 항목을 측정하였다.



- 33 -

        ① 일반혈액학적 검사

        ② 백혈구감별개수

     (8) 혈액생화학적 검사    

        혈액 일부를 clot activator가 들어있는 vacutainer tube에 주입하고 10~15 분간 상온에 방

치하여 응고시켰다. 이 후, 3,000 rpm 으로 10분 동안 원심분리하여 얻은 혈청으로 혈액

생화학분석기: K-97을 사용하여 아래 항목을 측정하였다. 전해질은 전해질 분석기: K-99

로 측정하였다.
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     (9) 혈액응고시간 검사

        부검시 채혈한 혈액 중 1.8 ml을 3.2% sodium citrate 0.2 ml이 들어있는 vacutainer tube

에 주입한 후, 3,000 rpm 으로 10분 동안 원심분리하여 얻은 혈장으로 PT, APTT를 측정

하였다. 혈액응고시간검사기: K-98을 이용하여 Nephelometric Analysis 방법으로 초 (sec) 

단위로 측정하였다.

     (10) 장기중량 측정

         부검시 다음의 장기를 적출한 후 정밀저울을 이용하여 중량을 측정하였다. 양측성 장기

는 양측 장기를 각각 측정하였다. 중량측정 장기에 대하여는 부검시 체중에 대한 상대중

량을 산출하였다.
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     (11) 조직병리학적 검사

         부검을 실시한 모든 동물에 대하여 다음의 장기를 적출하여 10% 중성완충포르말린용액

에 고정하였으며, 안구는 Davidson 용액에, 고환과 부고환은 Bouin 용액에 고정하였다.

         고정한 장기·조직은 삭정, 탈수 및 파라핀 포매 등의 일반적인 조직처리과정을 거쳐 조

직절편을 제작하였다. 이후 박절하여 Hematoxylin & Eosin (H&E) 염색을 실시하였다. 잔

여 장기·조직은 10% 중성완충포르말린용액에 보존하였다.

         조직병리학적 검사에서 나타나는 결과는 중증도 (severity)에 따라 minimal (아주경증), 

slight (경증), moderate (중증), severe (상당한 중증) 등의 4단계로 구분하여 나타냈다.

○ 통계학적 방법

   대조군과 투여군 간의 평균비교에는 모수적인 다중비교 혹은 비모수적인 다중비교를 사용하

였으며, 통계학적 분석은 상용으로 널리 사용되고 있는 통계 패키지인 SPSS 19.0k을 이용하

였다.

    (1) 연속적인 자료의 분석

       체중, 사료섭취량, 혈액학적 검사, 혈액생화학적 검사, 장기중량에 대하여 one-way 

ANOVA test로 평균치에 대한 유의성 검증하였다. 유의성이 있으면 Levene test로 등분

산성을 검정하여 등분산일 경우에는 Duncan multiple range test, 이분산일 경우에는 

Dunnett’s test를 이용하였다.
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     (2) 불연속 자료의 분석

        요검사 결과에 대해 아래 표와 같이 척도변환을 통해 중증도 (severity)로 나타내어 통계

분석이 이루어졌다.

        Kruskal-Wallis’H-test를 실시한 후, 유의성이 있으며, Mann-Whitney U-test를 적용하여 

대조군과의 유의성을 확인하였다. 요색조는 Fisher’s exact test를 적용하였다.

○ 독성판정기준

   (1) NOEL, NOAEL 그리고 LOAEL의 정의

      본 시험의 목적은 시험물질 독성지표를 나타내는 NOEL, NOAEL, LOAEL을 얻는 것이며, 

정의는 다음과 같다.

   (2) Adverse effect와 Non-adverse effect 판정기준

      ① NOEL, NOAEL, LOAEL을 구분하는 핵심적인 판정기준은 시험물질에 의한 Adverse 

effect와 Non-adverse effect이다. 판정기준은 다음과 같이 규정한다.
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      ② 시험물질에 의한 finding을 Adverse effect와 Non-adverse effect로 판정하여 독성지표

를 얻기에는 포괄적이며 또한 추상적인 측면이 있다. 따라서 생물학적 및 통계적 유

의성, historical data와 용량의존성 강도의 기준을 바탕으로 시험의 결과를 구분할 수 

있는 분류체계가 필요하다.

      ③ 분류체계는 위의 기준에 따라 시험을 통해 얻은 finding을 Weight-based Classification 

(결과-경중에 따른 분류)에 적용한다.

   (3) Weight-based Classification 분류

      Weight-based Classification은 참고문헌 (Park et al., Lewis et al., Ness. D.)을 참고하여 

시험물질-유래 중요한 변화, 시험물질 유래 경미한 변화 및 비시험물질-유래 변화로 아래

와 같이 분류한다.
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   (4) 독성지표의 판정

      ① 시험의 목적인 독성지표를 판정하기 위해 finding은 아래와 같이 적용한다.

      ② NOEL, NOAEL 그리고 LOAEL 설정에 있어서 고려 사항

         - 모든 투여군에서 시험물질-유래 중요한 변화가 없이 시험물질-유래 경미한 변화가 

확인될 경우에는 최고 투여용량을 NOAEL로 설정한다.

         - 독성시험의 최종보고서에서 NOEL, NOAEL과 LOAEL 중 어떤 결론을 내려도 상관이 

없다. 그러나 NOEL을 설정할 경우, 임상시험에서 저용량 설정에 기인하여 약리적 

유효용량이 NOEL 범위를 상회할 우려가 있으며, LOAEL을 설정할 경우에는 높은 

용량 설정으로 인하여 독성이 나타날 가능성이 있다. 따라서 반복투여독성시험에서 

NOAEL을 설정하는 것이 바람직하다.

○ 결과

   (1) 일반증상 및 사망동물 (Table 1)

      ◾ 실험기간 중 대조군을 포함한 모든 시험군에서 사망동물은 없었다.

      ◾ 투여기간 중 일반증상 관찰 결과, 암컷 중용량군 (1000 mg/kg/day) 1례 (동물번호: 2302)

에서 보행이상 (Abnormal gait)이 나타났지만, 다른 개체에서는 관찰되지 않아, 비시험물

질-유래 변화로 판단되었다. 수컷에서는 이상증상이 관찰되지 않았다.

   (2) 체중 (Table 2)

      ◾ 체중측정 결과는 체중변화 및 투여전 체중과 90일 투여 후 체중의 변화를 측정한 증체

량을 바탕으로 판정하였다.

      ◾ 수컷 고용량군 증체량에서 대조군과 비교하여 고용량군 (2000 mg/kg/day)에서 통계적으

로 유의하게 감소하였다 (p<0.05). 대조군과 비교하여 26.6%의 증체량 감소가 나타났지만 

용량의존성이 없고, 매주 관찰한 체중변화를 볼 때 체중감소가 나타나지 않아 시험물질-

유래 경미한 변화로 판단하였다 (p<0.05).

   (3) 사료섭취량 (Table 3)

      ◾ 암수 평균 사료섭취량에서 대조군과 비교하여 모든 시험군에서 이상소견은 관찰되지 않

았다.
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   (4) 안검사 (Table 4)

      ◾ 군분리 시 외안검사와 투여 마지막 주에 수행된 안저검사 결과에서 이상소견은 관찰되

지 않았다.

   (5) 요검사 (Table 5)

      ◾ 요검사 결과, 수컷 pH 수치가 대조군과 비교하여 고용량군 (2000 mg/kg/day) 에서 통계

적으로 유의하게 증가하였으며， 암컷 PRO(Protein) 및 LEU(Leukocyte) 수치가 대조군

과 비교하여 고용량군 (2000 mg/kg/day) 에서 통계적으로 유의하게 증가하여 시험물질-

유래 경미한 변화로 판단하였다 (p<0.05).

   (6) 혈액학적 검사 (Table 6)

      ◾ 수컷에서 PLT (Platelet) 수치가 모든 시험군(500，1000, 2000 mg/kg/day)에서, WBC 

(White blood cell count), HDW (Hb cone, distribution width) 및 RET (Reticulocyte) 수치

가 대조군과 비교하여 중용량군 (1000 mg/kg/day), 고용량군(2000 mg/kg/day)에서 통계적

으로 유의하게 증가, 시험물질-유래 경미한 변화로 판단하였다(p<0.05). NEU 

(Neutrophil) 수치가 대조군과 비교하여 고용량군 (2000 mg/kg/day) 에서 통계적으로 유

의하게 증가, 시험물질-유래 경미한 변화로 판단하였다 (p<0.05). LYM (Lymphocyte) 및 

EOS (Eosinophil) 수치가 대조군과 비교하여 고용량군 (2000 mg/kg/day)에서 통계적으로 

유의하게 감소, 시험물질-유래 경미한 변화로 판단하였다 (p<0.05). MCH (Mean 

corpuscular hemoglobin) 수치가 대조군과 비교하여 중용량군 (1000 mg/kg/day), 고용량

군 (2000 mg/kg/day) 에서 통계적으로 유의하게 감소하였지만 감소폭이 미약하고，정상

범위(historica data)내의 변화로 비시험물질-유래 경미한 변화로 판단하였다 (p<0.05). 

HGB (Hemoglobin cone.) 및 HCT (Hematocrit) 수치가 중용량군 (1000 mg/kg/day)에서 통

계적으로 유의하게 감소하였으나 감소폭이 작고 용량의존성이 없어 비시험물질-유래 변

화로 판단하였다.

      ◾ 암컷에서 WBC(White blood cell count), RDW(Red cell distribution width), HDW(Hb cone. 

distribution width), PLT(Platelet), RET(Reticulocyte) NEU(Neutrophil) 및 LUC(Large 

unstained cells) 수치가 대조군과 비교하여 고용량군 (2000 mg/kg/day) 에서 통계적으로 

유의하게 증가, 시험물질-유래 경미한 변화로 판단하였다(p<0.05). EOS(Eosinophil) 수치가 

대조군과 비교하여 모든 시험군(500, 1000, 2000 mg/kg/day)에서 통계적으로 유의하게 감

소, 시험물질-유래 경미한 변화로 판단하였다 (p<0.05). MCH(Mean corpuscular 

hemoglobin) 수치가 대조군과 비교하여 중용량군 (1000 mg/kg/day), 고용량군(2000 

mg/kg/day)에서，MCV(Mean corpuscular volume) 및 MCHC(Mean corpuscular Hb cone.)수

치가 대조군과 비교하여 고용량군(2000 mg/kg/day)에서 통계적으로 유의하게 감소하였지

만 감소폭이 미약하고, 정상범위 (historica data)내의 변화로 비시험물질-유래 경미한 변

화로 판단하였다(p<0.05).

   (7) 혈액생학적 검사 (Table 7)

      ◾ 수컷에서 AST(Aspartate aminotransferase) 및 ALT(Alanine aminotransferase) 수치가 대
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조군과 비교하여 중용량군 (1000 mg/kg/day), 고용량군 (2000 mg/kg/day) 에서 통계적으

로 유의하게 증가, 시험물질-유래 경미한 변화로 판단하였다 (p<0.05). CHO(Total 

cholesterol) 수치가 대조군과 비교하여 고용량군 (2000 mg/kg/day) 에서 통계적으로 유의

하게 증가, 시험물질-유래 경미한 변화로 판단하였다(p<0.05). BUN(Blood urea nitrogen) 

수치가 대조군과 비교하여 중용량군 (1000 mg/kg/day) 에서, PRO(Total protein) 수치는 

중용량군(1000 mg/kg/day), 고용량군(2000 mg/kg/day)에서 통계적으로 유의하게 증가하였

으나 정상범위 (historica data) 내의 변화로 비시험물질-유래 변화로 판단하였다(p<0.05). 

CPK(Creatine phosphokinase) 수치가 대조군과 비교하여 중용량군(1000 mg/kg/day), 고용

량군(2000 mg/kg/day)에서 통계적으로 유의하게 감소하였으나 정상범위 (historica data) 

내의 변화로 비시험물질-유래 변화로 판단하였다 (p<0.05).

      ◾ 암컷에서 AST (Aspartate aminotransferase) 및 ALT(Alanine aminotransferase) 수치가 대

조군과 비교하여 중용량군 (1000 mg/kg/day), 고용량군 (2000 mg/kg/day) 에서 통계적으

로 유의하게 증가, 시험물질-유래 경미한 변화로 판단하였다(p<0.05). CPK(Creatine 

phosphokinase) 및 GLU(Glucose) 수치가 대조군과 비교하여 고용량군(2000 mg/kg/day) 통

계적으로 유의하게 증가하였으나 정상범위(historica data)내의 변화로 비시험물질-유래 

변화로 판단하였다(p<0.05). Ca2+ (Calciumion) 수치가 대조군과 비교하여 고용량군(2000 

mg/kg/day)에서, GGKy-Glutamyl transpeptidase) 수치가 중용량군 (1000 mg/kg/day), 고용

량군 (2000 mg/kg/day) 에서 통계적으로 유의하게 감소하였으나 정상범위(historica data)

내의 변화로 비시험물질-유래 변화로 판단하였다(p<0.05).

      ◾ 전해질 검사에서 수컷 K+(Potassiumion) 수치가 대조군과 비교하여 중용량군(1000 

mg/kg/day), 고용량군(2000 mg/kg/day)에서 통계적으로 유의하게 증가하였으나 증가폭이 

작고 정상범위(historica data)내의 변화로 비시험물질-유래 변화로 판단하였다(p<0.05).

      ◾ 전해질 암컷 Na+(Sodiumion) 수치가 대조군과 비교하여 저용량군 (500 mg/kg/day), 고용

량군(2000 mg/kg/day)에서 통계적으로 유의하게 감소하였으나 감소폭이 작고 정상범위 

(historica data)내의 변화로 비시험물질-유래 변화로 판단하였다 (p<0.05).

   (8) 혈액응고 검사 (Table 8)

      ◾ 수컷 APTT(Activated partial thromboplastin time) 수치가 모든 시험군(500, 1000, 2000 

mg/kg/day) 에서 PT(prothrombin time) 수치가 중용량군 (1000 mg/kg/day), 고용량군(2000 

mg/kg/day)에서 대조군과 비교하여 통계적으로 유의하게 감소하였으나 정상범위 

(historica data) 내의 변화로 비시험물질-유래 변화로 판단하였다(p<0.05). 이상소견이 관

찰되지 않았다.

      ◾ 암컷 PT(prothrombin time)수치가 모든 시험군(500, 1000, 2000 mg/kg/day)에서 대조군과 

비교하여 통계적으로 유의하게 감소하였으나 정상범위 (historica data)내의 변화로 비시

험물질-유래 변화로 판단하였다(p<0.05).

   (9) 장기중량 (Table 9)

      ◾ 장기중량 결과는 절대중량(Absolute organ weights)과 부검전 체중 대비 상대중량 

(Relative organ weights)을 바탕으로 판정하였다.
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      ◾ 수컷에서 양쪽신장(Kidney) 및 폐(Lung)의 상대중량 (Relative organ weights)이 중용량군 

(1000 mg/kg/day), 고용량군 (2000 mg/kg/day) 에서 대조군과 비교하여 통계적으로 유의

하게 증가, 시험물질-유래 경미한 변화로 판단하였다(p<0.05). 간(Uver)의 상대중량 

(Relative organ weights)이 모든 시험군(500，1000，2000 mg/kg/day)에서 대조군과 비교

하여 통계적으로 유의하게 증가, 시험물질-유래 경미한 변화로 판단하였다(p<0.05). 뇌

(brain) 및 좌측 고환(testis, Lt)의 상대중량(Relative organ weights)이 고용량군(2000 

mg/kg/day)에서 대조군과 비교하여통계적으로 유의하게 증가하였으나 정상범위 (historica 

data) 내의 변화로 비시험물질-유래 변화로 판단하였다(p<0.05).

      ◾ 암컷에서 양쪽신장 (Kidney) 및 간 (Lung) 의 상대중량 (Relative organ weights)이 모든 

시험군(500, 1000, 2000 mg/kg/day)에서 대조군과 비교하여 통계적으로 유의하게 증가, 

시험물질-유래 경미한 변화로 판단하였다(p<0.05). 심장(Heart)의 상대중량 (Relative 

organ weights)이 모든 시험군(500, 1000, 2000 mg/kg/day)에서 대조군과 비교하여 통계적

으로 유의하게 증가하였으나 정상범위 (historica data) 내의 변화로 비시험물질-유래 변

화로 판단하였다 (p<0.05). 양쪽난소 (Ovary) 및 폐 (Lung) 의 상대중량 (Relative organ 

weights) 이고용량군 (2000 mg/kg/day)에서, 비장 (Spleen) 의 상대중량 (Relative organ 

weights)이 중용량군(1000 mg/kg/day), 고용량군(2000 mg/kg/day)에서 대조군과 비교하여 

통계적으로 유의하게 증가, 시험물질-유래 경미한 변화로 판단하였다 (p<0.05). 우측 부

신 (Adrenal, 메이 중용량군 (1000 mg/kg/day), 고용량군 (2000 mg/kg/day) 에서, 좌측부신 

((Adrenal, 나)은 고용량군 (2000 mg/kg/day) 에서 대조군과 비교하여 통계적으로 유의하

게 증가하였으나 용량의존성이 없고, 정상범위 (historica data)내의 변화로 비시험물질-

유래 변화로 판단하였다 (p<0.05).

   (10) 부검소견 (Table 10)

      ◾ 수컷 대조군(0 mg/kg/day) 및 중용량군(1000 mg/kg/day) 각 1례(동물번호: 1101, 1304) 에

서 고환 (Testis) 왜소 (Undersized) 가 나타났으나 용량의존성이 없고 대조군에서도 관찰

되어 비시험물질-유래 변화로 판단하였다 (p<0.05). 대조군 (0 mg/kg/day) 1 례(동물번

호:1103) 에서 폐 (Lung) 발적 ((Redness) 이 나타났으나 대조군에서만 발생되어 비시험물

질-유래 변화로 판단하였다(p<0.05).

      ◾ 암컷 고용량군(2000 mg/kg/day) 1 례(동물번호:2401)에서 자궁(Uterus)내 맑은 액체 저류

(retention of clear fluid)가 관찰 되었지만，다른 개체에서는 관찰되지 않고 발생빈도가 

낮아 비시험물질-유래 변화로 판단하였다.

   (11) 조직병리학적 검사 (Table 11)

      ◾ 조직병리학적 검사에서 나타나는 결과는 중증도(severity)에 따라 “minimal(아주 경

증)”,“slight(경증)”, “moderate(중증)”,“severe(상당한 중증)” 등의 4단계로 구분하

여 나타냈다.

      ◾ 암컷 부신(adrenal gland)에서 염증세포 침윤(inflammatory cells infiltration)이 대조군에서

도 “minimal” 로 1 례(동물번호:1106)가 나타나 비시험물질-유래 변화로 판단하였다.

      ◾ 수컷 뇌하수체(Pituitary)에서 낭포(Cyst)가 고용량군(2000 mg/kg/day)에서 “minimal” 로 



- 42 -

1 례(동물번호:1403) 가 나타났으나 대조군에서도 “minimal” 로 1례(동물번호:1101)가 

나타나 비시험물질-유래 변화로 판단하였다.

      ◾ 수컷 고환 (Testis) 에서 생식상피 (germinal epithelium) 에 위축 (atrophy) 이 고용량군 

(2000 mg/kg/day) 1 례(동물번호:1403) 에서 “moderate”로 나타났지만 발생빈도가 낮아 

비시험물질-유래 변화로 판단하였다.

      ◾ 수컷 신장(Kidney)에서 세뇨관(Renal tubule) 재생(Regeneration)이 고용량군 (2000 

mg/kg/day)에서 “minimal”로 2례(동물번호:1404, 1407), 중용량군(1000 mg/kg/day) 에서 

“minimal”로 2례(동물번호:1304, 1309), 저용량군(500 mg/kg/day)에서 “minimal”로 1

례(동물번호:1203)가 나타났지만 대조군(0 mg/kg/day)에서도 “minimal”로 1례 (동물번

호:1404, 1407)가 나타나 비시험물질-유래 변화로 판단하였다.

      ◾ 암컷 신장(Kidney)에서 무기질침착(mineralization)이 고용량군(2000 mg/kg/day)에서 

“minimal”로 2례(동물번호:2402, 2410), 중용량군(1000 mg/kg/day) 에서 “minimal”로 

4례(동물번호:2304，2306，2309，2310), 저용량군(500 mg/kg/day)에서 “minimal”로 1례

(동물번호:2204)가 나타났지만 대조군(0 mg/kg/day)에서도 “minimal”로 3례(동물번

호:2101, 2102, 2108)가 나타나 비시험물질-유래 변화로 판단하였다.

      ◾ 암컷 방광 (Bladder) 에서 염증세포침윤 (inflammatory cells infiltration) 고용량군(2000 

mg/kg/day)에서 “minimal”로 1 례(동물번호:2407)가 나타났고，염증반응이 진행된 괴사

(necrosis)가 대조군(0 mg/kg/day)에서 “slight”로 1례(동물번호:2106)가 나타나 비시험물

질-유래 변화로 판단하였다.

      ◾ 수컷 간(Uver)에서 국소적 염증(focal inflammation)이 고용량군(2000 mg/kg/day) 에서 

“minimal”로 3례(동물번호:1401, 1403, 1409)가 나타났으나 대조군(0 mg/kg/day) 에서도 

“minimal”로 3례(동물번호:1104，1108, 1110)가 나타나 비시험물질-유래 변화로 판단하

였다. 간세포 공포 (vacuolated hepatocytes) 가 대조군 (0 mg/kg/day)에서 “minimal”로 

1 례(동물번호:1109)가 나타나 비시험물질-유래 변화로 판단하였다. 섬유화(fibrosis)가 고

용량군(2000 mg/kg/day) 1 례(동물번호:1405)에서 “minimal”로 나타났지만 발생빈도가 

낮아 비시험물질-유래 변화로 판단하였다.

      ◾ 암컷 간(Liver)에서 국소적 염증(focal inflammation)이 고용량군(2000 mg/kg/day)에서 

“minimal” 로 2례(동물번호:2404, 2405) 가 나타났으나 대조군 (0 mg/kg/day) 에서도  

“minimal”로 3례(동물번호:2101, 2103, 2110)가 나타나 비시험물질-유래 변화로 판단하

였다. 간세포 공포(vacuolated hepatocytes)가 대조군(0 mg/kg/day)에서 “minimal”로 3

례(동물번호:2102, 2104, 2105, 2106)가 나타나 비시험물질-유래 변화로 판단하였다.

      ◾ 수컷 폐 (Lung) 에서 폐포 마크로파아지 응집 (Alveolar macrophage accumulation)이 고

용량군(2000 mg/kg/day)에서 “minimal”로 1 례(동물번호:1410)가 나타났으나 발생빈도가 

낮아 비시험물질-유래 변화로 판단하였다.

      ◾ 암컷 폐 (Lung) 에서 폐포 마크로파아지 응집 (Alveolar macrophage accumulation)이 고

용량군(2000 mg/kg/day)에서 “minimal”로 3례(동물번호:2403, 2405, 2407), 중용량군

(1000 mg/kg/day)에서 “minimal”로 1 례(동물번호:2304)가 나타났으나，발생 빈도가 낮

고 나이든 랫드에서 자연발생적으로 나타날 수 있는 증상으로 비시험물질-유래 변화로 

판단하였다.
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      ◾ 수컷 심장 (Heart) 에서 염증세포침윤 (Infiltration of inflammatory cells) 이 대조군 (0 

mg/kg/day) 에서 “minimal” 로 2례(동물번호:1102, 1105) 가 나타나 비시험물질-유래 

변화로 판단하였다.

      ◾ 수컷 위(Stomach)에서 염증세포침윤(Inflammatory cells infiltration)이 대조군(0 mg/kg/day)

에서 “minimal” 로 1 례(동물번호:1109)가 나타나 비시험물질-유래 변화로 판단하였다.

      ◾ 암컷 위 (Stomach) 에서 염증세포침윤 (Inflammatory cells infiltration) 이 고용량군 (2000 

mg/kg/day) 에서 “minimal”로 1 례 (동물번호:2402) 가 나타났으나 발생빈도가 낮아 비

시험물질-유래 변화로 판단하였다.

      ◾ 암컷 하더샘 (Harderian gland) 에서 염증세포침윤 (Inflammatory cells infiltration) 이 대

조군에서 “minimal” 로 1 례 (동물번호:2108) 가 나타났으나 비시험물질-유래 변화로 

판단하였다.

Table 1-1. clinical signs of male rats
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Table 1-2. clinical signs of female rats
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Table 2-1. Body weight changes of male rats
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Table 2-2. Body weight changes of female rats
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Table 3-1. Food consumptions of male rats

Table 3-2. Food consumptions of female rats
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Table 4-1. Ophthalmic findings of male rats

Table 4-2. Ophthalmic findings of female rats
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Table 5-1. Urinalysis of male and female rats
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Table 5-2. Urine sediments of rats

Table 5-3. Urine volume and color of rats
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Table 6-1. Hematological values of male rats
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Table 6-2. Hematological values of female rats
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Table 7-1. Serum biochemical values of male rats
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Table 7-2. Serum biochemical values of female rats
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Table 8-1. Plasma coagulation values of male rats

Table 8-2. Plasma coagulation values of female rats
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Table 9-1. Absolute organ weights of male rats
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Table 9-2. Absolute organ weights of female rats
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Table 9-3. Absolute organ weights of female rats

Table 9-4. Relative organ wights of female rats(% BODY WEIGHT)
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Table 10-1. Necropsy findings of male rats

Table 10-2. Necropsy findings of female rats
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Table 11-1. Histopathological findings of male rats

Table 11-2. Histopathological findings of female rats
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○ 결과의 요약

   (1) 결과 요약

      ① 수컷의 시험물질-유래 변화 
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     ② 암컷의 시험물질-유래 변화
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   (2) 독성판정

      ① 암수 모두에서 시험물질-유래 중요한 변화 없이 시험물질-유래 경미한 변화가 2000 

mg/kg/day에서 확인되어 시험의 독성판정 기준에 따라 Sprague-Dawley 랫드에 있어서 

지각추출물의 NOAEL(no observed adverse effect level, 최대무독성용량)은 2000 

mg/kg/day로 판단된다.

      ② 따라서, 지각추출물은 암수 모두에서 NOAEL이 2000 mg/kg/day로 판단되며, 표적장기는 

관찰되지 않았다.

○ 고찰

      ◾ 본 시험은 지각추출물을 Sprague-Dawley 랫드에 90일 반복 경구투여하였을 때 나타나는 

독성 정도를 알아보기 위해 수행되었다. 개발되는 건강기능식품의 높은 임상예정용량에 

맞게 2000 mg/kg/day 를 최고농도로 하여 공비2를 두어 1000, 500 mg/kg/day로 투여량을 

설정하였다.

      ◾ 시험의 결과，독성판정기준에 따라 지각추출물은 암수 모두에서 NOAEL(최대무독성용량)

이 2000 mg/kg/day로 판단되었다.

      ◾ 수컷에서 NOAEL(최대무독성용량)의 판단기준이 되는 시험물질-유래 경미한 변화는 체

중, 생화학，혈액학, 장기중량, 요검사 결과에서 나타났다.

         수컷 체중의 증체량 (weight gains) 에서 대조군과 비교하여 고용량군 (2000 mg/kg/day) 

에서 통계적으로 유의하게 감소하였다 (p<0.05). 대조군과 비교하여 고용량군(2000 

mg/kg/day)에서 21.0%의 증체량 감소가 나타났지만 저용량군(500 mg/kg/day) 및 중용량군 

(1000 mg/kg/day) 에서는 미약하게 증체량이 증가하여 용량의존성이 없었고, 매주 측정한 

체중 결과에서 체중의 감소가 나타나지 않아 시험물질-유래 경미한 변화로 판단하였다.

         수컷 생화학 검사에서 AST (Aspartate aminotransferase) 및 ALT(Alanine 

aminotransferase) 수치가 대조군과 비교하여 중용량군 (1000 mg/kg/day) 및 고용량군 

(2000 mg/kg/day) 에서 통계적으로 유의하게 증가하였다. AST(Aspartate 

aminotransferase)는 중용량군 및 고용량군에서 각각 48.3%. 62.1% 증가하였고， 

ALT(Alanine aminotransferase)는 각각 91.2%, 267.6% 증가하는 등 용량의존적인 증가를 

보였다. 하지만 간(Liver) 의 조직병리 검사 결과， 국소적인 염증 (focal inflammation), 

간세포 공포 (vacuolated hepatocytes), 섬유화 (fibrosis) 등이 관찰되었지만 랫드에서 일

반적으로 발생되는 증상으로 간독성으로 판단하기는 힘들었다. 따라서 AST (Aspartate 

aminotransferase) 및 ALT(Alanine aminotransferase) 수치증가는 가역적인 변화가 예상되

는 시험물질-유래 경미한 변화로 판단하였다. CHO(Total cholesterol) 수치가 대조군과 비

교하여 고용량군(2000 mg/kg/day)에서 102.8%로 증가하였으며，용량의존성도 나타났다. 

하지만 지질대사 이상을 판단할 TG(Triglyceride) 수치에서 이상변화가 관찰되지 않았으

며，이외 특이 병변이 관찰되진 않아 시험물질-유래 경미한 변화로 판단하였다.
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         수컷 혈액학 검사에서 PLT(Platelet) 수치가 모든 시험군(500， 1000， 2000 mg/kg/day)에

서 증가하였다. PLT(Platelet) 증가의 원인은 적혈구 증가증과 출혈 등이 있는데 검사결과

에서 볼 때 적혈구 수치가 정상적이며，부검 소견 등에서 시험군의 출혈 증상은 관찰되

지 않아 PLT(Platelet) 수치는 시험물질-유래 경미한 변화로 판단하였다. WBC(White 

blood cell count)와 NEU(Neutrophil) 수치가 대조군과 비교하여 중，고용량군(1000, 2000 

mg/kg/day) 및 고용량군(2000 mg/kg/day)에서 각각 증가하였고, LYM(Lymphocyte) 및 

EOS (Eosinophil) 수치가 대조군과 비교하여 고용량군(2000 mg/kg/day)에서 감소하였는데, 

원인이 되는 세균성 감염 또는 염증성 반응을 보이는 조직병리학적 소견과 부검소견이 

관찰되지 않아 시험물질-유래 경미한 변화로 판단하였다. 그 밖에 RET(Reticulocyte) 및 

HDW(Hb cone, distribution width) 수치 상승，MCH(Mean corpuscular hemoglobin) 수치 

감소는 빈혈 및 적혈구 수치와 같은 연관된 검사결과에서 특이점이 없어 시험물질-유래 

경미한 변화로 판단하였다.

         장기중량 결과，부검전 체중 대비 상대중량 (Relative organ weights)에서 양쪽 신장 

(kidney) 및 폐 (Lung) 의 중량이 중용량군 (1000 mg/kg/day), 고용량군 (2000 mg/kg/day) 

에서 증가하였다. 신장의 경우 중용량군에서 19.1%(Lt), 16.6%(Rt), 고용량군에서 

41.6%(Lt)，40.4%(Rt) 증가하였다 . 하지만 조직병리검사에서 재생(regeneration)등의 증상

이 대조군과 함께 나타나는 등 시험물질에 의 한 병변이 관찰되지않아 신장의 장기중량  

증가는 시험물질-유래 경미한 변화로 판단하였다. 폐의경우 중용량군에서 13.5%, 고용량

군에서 28.1% 증가하였다. 하지만 폐의 조직병리 검사에서 폐포 마크로파아지 응집

(Alveolar macrophage accumulation)이 수컷 고용량군 1례에서만 나타났으며, 이는 랫드

가 나이가 들어감에 따라 자연발생적으로 나타날 수 있는 증상으로 시험물질-유래 경미

한 변화로 판단하였다. 간(Liver)의 상대중량 (Relative organ weights)이 대조군과 비교하

여 모든 시험군(500, 1000, 2000 mg/ kg/ day) 에서 각각 10.5% , 33.9% , 66.4% 증가하였

다. 간독성의 판단하기 위한 조직병리검사에서 간의 국소적인 염증 (focalinflammation) 

이 고용량군에서 3 례가 관찰되었지만 대조군에서도 3례 가 관찰되어 독성으로 판단하

기 어려워 시험물질-유래 경미한 변화로 판단하였다.

      ◾ 암컷에서 NOAEL(최대무독성용량)의 판단기준이 되는 시험물질-유래 경미한 변화는 생화

학，혈액학，장기중량，요검사 결과에서 나타났다.

         암컷 생화학 검사에서 AST (Aspartate aminotransferase) 및 ALT(Alanine 

aminotransferase) 수치가 대조군과 비교하여 중용량군 (1000 mg/kg/day) 및 고용량군 

(2000 mg/kg/day) 에서 통계적으로 유의하게 증가하였다. AST(Aspartate 

aminotransferase)는 중용량군 및 고용량군에서 각각 40.9%. 113.6% 증가하였고, 

ALT(Alanine aminotransferase)는 각각 40.9%, 347.7% 증가하는 등 용량의존적인 증가를 

보였다. 하지만 간 (Liver) 의 조직병리 검사 결과， 국소적인 염증 (focal inflammation), 

간세포 공포(vacuolated hepatocytes) 등이 관찰되었지만 랫드에서 일반적으로 발생되는 

증상으로 간독성으로 판단하기는 힘들었다. 따라서 AST(Aspartate aminotransferase) 및 

ALT(Alanine aminotransferase) 수치증가는 가역적인 변화가 예상되는 시험물질-유래 경

미한 변화로 판단하였다.

         암컷 혈액학 검사에서 WBC(White blood cell count), NEU(Neutrophil), LUC(Large 
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unstained cells) 수치가 대조군과 비교하여 고용량군 (2000 mg/kg/day)에서 증가하였고，

EOS(Eosinophil) 수치가 대조군과 비교하여 모든 시험군(500，1000, 2000 mg/kg/day)에서 

감소하였는데, 원인이 되는 세균성 감염 또는 염증성 반응을 보이는 조직병리학적 소견

과 부검소견이 관찰되지 않아 시험물질-유래 경미한 변화로 판단하였다. RDW(Red cell 

distribution width), PLT(Platelet), RET(Reticulocyte) 및 HDW(Hb cone, distribution width) 

수치가 대조군과 비교하여 고용량군 (2000 mg/kg/day)에서 증가 하였는데，증가의 원인

은 빈혈，적혈구증가증 및 출혈 등이 있다. 검사결과에서 볼 때 이를 뒷받침 할 적혈구 

수치, 부검 소견 및 조직병리 결과에서 이상소견이 관찰되지 않아 시험물질-유래 경미한 

변화로 판단하였다.

         장기중량 결과, 부검전 체중 대비 상대중량 (Relative organ weights)에서 양쪽 신장

(kidney) 및 간(Uver)의 중량이 모든 시험군(500，1000，2000 mg/kg/day)에서 증가하였다. 

신장의 경우 저용량군에서 15.0%(Lt), 15.5%(Rt), 중용량군에서 20.9%(Lt)，22.3%(Rt), 고용

량군에서 41.8%(Lt), 42.0%(Rt) 증가하였다. 하지만 조직병리 검사에서 무기질침착

(mineralization)등의 증상이 대조군과 함께 나타나는 등 시험물질에 의한 병변이 관찰되

지 않아 신장의 장기중량 증가는 시험물질-유래 경미한 변화로 판단하였다. 간(Liver)의 

경우 모든 시험군에서 각각 23.0%, 46.7%, 97.1% 증가하였다. 간독성의 판단하기 위한 조

직병리 검사에서 간의 국소적인 염증(focal inflammation)이 고용량군에서 2례가 관찰되었

지만 대조군에서도 3례가 관찰되어 독성으로 판단하기 어려워 시험물질-유래 경미한 변

화로 판단하였다. 양쪽난소(Ovary) 및 폐(Lung)의 상대중량 (Relative organ weights)이 고

용량군(2000 mg/kg/day)에서，비장(Spleen)의 상대중량 (Relative organ weights)이 중용량

군(1000 mg/kg/day), 고용량군 (2000 mg/kg/day) 에서 증가하였다. 양쪽난소의 경우 조직

병리 검사에서 이상소견이 관찰되지 않아 시험물질-유래 경미한 변화로 판단하였다. 폐

의 경우 고용량군에서 17.5%의 중량 증가가 나타났으며, 조직병리검사에서 마크로파아지 

응집(Alveolar macrophage accumulation)이 중용량군에서 1례，고용량군에서 3례가 나타

났다. 이는 랫드가 나이가 들어감에 따라 자연발생적으로 나타날 수 있는 증상으로 시험

물질-유래 경미한 변화로 판단하였다. 비장의 경우 중, 고용량군에서 각각 10.8%, 22.6%  

증가하였지만，조직병리 검사에서 이상소견이 관찰되지 않아 시험물질-유래 경미한 변

화로 판단하였다.

         요검사에서 PRO(Protein) 및 LEU(leukocyte)수치가 고용량군(2000 mg/kg/day)에서 증가하

였지만 신장 및 방광의 조직병리 검사에서 시험물질에 의한 이상소견이 관찰되지 않아 

시험물질-유래 경미한 변화로 판단하였다.

      ◾ NOAEL(최대무독성용량) 의 판단기준이 되는 시험물질-유래 경미한 변 화 이외에 통계적 

유의성은 있었지만 시험물질 투여에 의 한 변화가 아 닌 비시험물질-유 래 변화가 암수 

모두에서 혈액학， 생화학, 응고 및 전해질검사와 부검소견， 장기중량 및 조직병리검사 

등에서 관찰되었다. 이러한 결과들은 용량의존성이 없거나 감소폭이 작은 정상범위 

(histories data) 내의 변화이거나 대조군에서 관찰되는 자연발생적 증상으로 본 시험물질

의 투여로 인한 결과로 판단할 수 없어 비시험물질-유래 변화로 판단하였다.

      ◾ 조직병리검사에서 고용량군에서 뇌하수체, 고환, 방광, 위 등에서 병변이 나타났으나 대

조군에서도 나타나는 개체특이적 현상이거나 나이가 많아짐에 따라 나타나는 자연발생
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적 병변으로 판단되었다. 수컷 신장과 암컷 신장의 중량이 유의한 변화를 보였으나 조직

검사 결과, 수컷 신장에 나타난 재생(regeneration)은 시험물질 농도에 비례하여 나타나

지는 않았다. 암컷 신장에서 나타난 무기질침착(mineralization)은 랫드의 배경 병변으로 

자주 나타나는 증상으로 본 시험에서도 시험물질 농도에 비례하여 나타나지는 않았다. 

간장 중량이 시험물질의 농도에 비례하여 증가하는 경향을 보였으나, 조직병리검사 결과 

에서는 시험물질에의한 특이한 병변은 없었다. 폐에서 나타난 폐포 마크로파아지응집

(Alveolar macrophage accumulation)이 수컷 고농도군 1마리와 암컷 중농도군 1마리와 고

농도군 3 마리에서 나타났으나 폐포 마크로파아지 응집은 랫드가 나이가 들어감에 따라 

자연발생적으로 나타날 수 있는 증상으로 시험물질에의한 영향으로 판단하기에는 병변  

발생 개체수가 적은 것으로 판단되었다. 조직검사 결과로 보아 본 시험에서는 시험물질

에 의한 뚜렷한 표적장기는 없었다.

      ◾ 따라서, 지각추출물은 암수 모두에서 NOAEL이 2000 mg/kg/day로 판단되며, 표적장기는 

관찰되지 않았다.
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<그림 7. 반복독성시험 보고서>
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 5) 인체적용 시험용 시험식품 생산 준비

○ 지각추출물의 기억력개선 임상시험 수행을 위하여 지각추출물을 원료로 하는 인체적용 시험

용 시험식품 생산을 위하여, 지각추출물 함량 및 제형의 성분 비 등을 설정하였다.

○ 임상시험용 식품의 지각추출물 함량은 원료 표준화 연구결과 및 유효섭취량 연구결과를 바

탕으로 유효농도 100 mg/kg 로 설정하였음.

○ 임상시험용 식품은 ㈜RP Corp과 생산계약을 체결하였다.

○ 임상시험용 식품과 대조식품의 배합비율은 다음과 같이 설정하였다.

▪ 시험식품 원재료 및 배합비율:

원료명 함량(mg) 배합비율(%)

지각추출물 200.0025 44.445

유당 54.000 12.000

결정셀룰로오스 140.648 31.255

 카르복시메틸셀룰로오스-칼슘 13.500 3.000

히프로멜로오스프탈레이트 22.500 5.000

 글리세린지방산에스테르 2.250 0.500

아산화티타늄 4.500 1.000

코치닐색소 1.350 0.300

이산화규소 2.250 0.500

스테아린산마그네슘 9.000 2.000

합계 450 100

▪ 대조식품 원재료 및 배합비율:

원료명 함량(mg) 배합비율(%)

덱스트린 200.0025 44.445

유당 54.000 12.000
결정셀룰로오스 140.648 31.255

 카르복시메틸셀룰로오스-칼슘 13.500 3.000
히프로멜로오스프탈레이트 22.500 5.000

 글리세린지방산에스테르 2.250 0.500
아산화티타늄 4.500 1.000
코치닐색소 1.350 0.300
이산화규소 2.250 0.500
스테아린산마그네슘 9.000 2.000
합계 450 100
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 나. 경희대학교 (참여기관) : 지각 추출물의 기억력 개선 효능검증 및 기전연구 (세부과제명)

 1) 지각 추출물의 기억력 개선 효능연구(동물실험) 및 섭취량 설정

○  기억력개선 효과탐색을 위한 시험동물 제작

     ◾ 6주령의 SD-rat(Male)을 구입한 후 1주일 동안 동물사육실의 환경 안에서 순화시킨 

후, 건강한 개체를 선별하여 실험에 사용하였다. 온도(22±3℃), 상대습도(50±20%), 

환기횟수 10~15회/시간, 조명주기 12시간(8:00~20:00)의 사육 환경으로 설정된 사육실

에서 사료와 음용수를 급여하였으며, 순화 및 시험기간 동안 격리사육을 실시하였다.

     ◾ 기억력 감퇴 유발을 위해 PBS에 녹인 스코폴라민(Scopolamine)을 1 mg/kg의 농도로 

조제하여 상기 실험동물에 복강투여하였다. 스코폴라민은 중추신경계의 콜린성 신경

의 손상에 의해 나타나는 현상과 유사한 기억력감퇴를 나타낸다.

○  지각 및 유사종 추출물의 기억력 개선 효과 검증실험

     ◾ 실험군은 다음 표 6에 나타낸 바와 같이, 무처리군(Normal), 스코폴라민만을 투여한 

대조군(Control), 지각 주정 추출물, 진귤 주정 추출물, 시퀘샤 주정추출물 또는 지각 

초임계 추출물을 투여한 실험군으로 구성하였다.

     ◾ 각 추출물을 DMSO에 용해하여 12.5, 25, 50 또는 100 ㎍/ml의 농도로 제조한 후 실험

에 사용하였다.

표 6. 기억력 개선 실험군 구성

실험군 시험물질 동물 수

무처리군 - 7

대조군 Scopolamine (1mg/kg) 7

지각 주정추출물 Scopolamine (1mg/kg) + 추출물 (100 mg/kg) 7

진귤 주정추출물 Scopolamine (1mg/kg) + 추출물 (100 mg/kg) 7

시퀘샤 주정추출물 Scopolamine (1mg/kg) + 추출물 (100 mg/kg) 7

지각 초임계추출물1 Scopolamine (1mg/kg) + 추출물 (50 mg/kg) 7

지각 초임계추출물2 Scopolamine (1mg/kg) + 추출물 (100 mg/kg) 7

     ◾ 실험 스케쥴은 그림 10에 나타낸 바와 같이, 14일간 24시간 간격으로 시험물질을 투

여하였으며(treatment), 투여 6일 차부터 1 mg/kg의 스코폴라민을 복강투여 하였다. 

스코폴라민을 투여와 함께 4일간 인지능력평가(Water maze test)를 실시하였으며, 이

후 행동평가(Passive avoidance test)를 수행하였다.
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<그림 10. 동물시험 과정>

   (1) 모리스 인지능력 평가(Morris water maze test)

     ◾ 스코폴라민의 투여로 인한 기억력 감퇴에 있어서 상기 지각 초임계 추출물 및 진귤 

주정추출물, 시퀘샤 주정추출물, 지각 주정추출물의 투여를 통해 인지능력 및 기억력 

개선 효과를 확인하고자 모리스 인지능력 평가를 실시하였다.

     ◾ 구체적으로, 지름 180 cm 및 높이 50 cm의 수중 미로 장치에서 탈출 플랫폼(white 

platform)의 지름은 6 cm로 구성되었다. 온도가 22±2℃ 되는 물이 30 cm 높이로 채워지

게 하였으며, 미로 주변은 비디오카메라, 실험대 그리고 수조 주위 벽면에 걸려 있는 각

종 도형 모양의 공간단서(Cue)들을 일정하게 유지하였다.

        미로에 물의 높이가 30 cm가 되도록 물을 채우고 마우스가 플랫폼을 볼 수 없도록 플랫

폼을 물 높이의 1 cm 밑에 설치하였다. 수중 미로는 북동(NE), 북서(NW), 남동(SE), 남서

(SW)의 사분면으로 구분되고, 이중 북동 사분원의 중심부에 도피대가 놓여지며, 나머지 

중 하나가 출발 위치로 사용되었다. 실험동물은 하루에 180초간 4행씩 4일간 훈련을 받으

며(Acquisition test), 4일째 마지막 시행이 끝나면 자유수영 검사가 시행되는데(Retention 

test) 이때 동물들은 도피대가 제거된 채로 60초간 수영을 하게 하였다. 모든 동물들의 행

동은 비디오 카메라로 녹화하였으며, 훈련 시행에서는 출발에서부터 도피대에 올라가는데 

걸린 시간을 S-MART 프로그램(Pab Lab, spain) 이용하여 측정하였다.

     ◾ 그 결과, 표 7에 나타낸 바와 같이 4일 동안 도피대에 도달하기까지 걸리는 시간을 

측정하는 획득시행에서 1일째 무처리군은 119.88±17.0초, 대조군은 176.67±12.5, 진

피 주정추출물 투여군은 173.60±19.3초, 진귤 주정추출물 투여군 은 177.89±5.6초, 

시퀘샤 주정추출물 투여군은 175.32±12.3초, 지각 초임계추출물 50 mg/kg 투여군은 

160.90±9.3초, 지각 초임계추출물 100 mg/kg 투여군은 165.33±11.8초로 유의성 없이 

비슷하게 나타났다.
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표 7. 지각 및 유사종 추출물 투여에 의한 자유수영검사 결과

시험물질 Day 1 Day 2 Day 3 Day 4
무처리군 119.88 79.21 25.63 19.5
대조군 176.67 145.07 92 55.53
지각 주정추출물 100 mg/kg 173.6 127.33 69.87 47.47
진귤 주정추출물 100 mg/kg 177.89 154.35 88.45 52.21
시퀘샤 주정추출물 100 mg/kg 175.32 132.35 75.31 49.56
진피 초임계추출물 50 mg/kg 160.9 105.9 68.48 38.76
진피 초임계추출물 100 mg/kg 165.33 110.58 50 34.75

     ◾ 반면, 학습이 진행됨에 따라 4일째에는 도피대에 도달하는데 소요되는 시간이 무처리

군은 19.50±11.0초였으며, 대조군은 55.53±16.2초로 지각 주정추출물, 진귤 주정추출

물 또는 시퀘샤 주정추출물 투여군은 대조군과 비교하여 유의성 없이 비슷한 결과를 

보였으나, 지각 초임계추출물 50 mg/kg 투여군은 38.76±10.6, 지각 초임계추출물 

100 mg/kg 투여군은 34.75±16.32초로 도피대에 도달하는 시간이 점차 감소하여 학습

수행에 따른 인지 능력의 유의한 증진효과가 관찰되었다(P<0.05).

     ◾ 또한, 수중 미로 학습에서 마지막 날인 4일째에 도피대를 제거하고 도피대가 있었던 

사분면이 머무르는 정도를 측정하여 도피대의 위치에 대한 기억을 보유하고 있는지 

확인하였다.

     ◾ 그 결과, 그림 11에 나타낸 바와 같이 무처리군은 28.83±0.5%, 대조군은 29.21±0.4% 

였으며, 지각 주정추출물 투여군은 32.86±1.2%, 진귤 주정추출물 투여군은 

30.1±3.2%, 시퀘샤 주정추출물 투여군은 32.2±0.8%로 대조군에 비해 유의한 차이를 

나타내지 않았다.

     ◾ 반면, 지각 초임계추출물 50 mg/kg 투여군은 35.04±0.2%, 지각 초임계추출물 100 mg/kg 

투여군은 36.57±0.5%로 대조군에 비해 증가된 경향을 나타내어, 공간기억력에 대한 증

진효과가 있음을 확인하였다(P<0.05).

<그림 11. 지각 추출물의 공간기억력 증진효과>
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○ 기억장애 동물모델(TMT)에서 지각 추출물의 기억력 개선 효능의 행동학적 검증

   (1) 수동적 회피반응 실험(Passive avoidance test)

     ◾ 스코폴라민의 투여로 인한 기억력 감퇴에 있어서 상기 지각 초임계추출물 및 지각 

주정추출물, 진귤 주정추출물, 시퀘샤 주정추출물의 투여로 인한 기억력 개선 효과를 

확인하고자 하였다.

     ◾ 구체적으로, 본 실험 8시간 전 밝은 불빛이 드는 챔버(chamber)와 어두운 챔버가 작

은 통로로 연결되어 있는 상황에서, 밝은 불빛이 드는 챔버에 실험동물을 놓아두었

다. 실험동물은 본능적으로 어두운 챔버로 들어가게 되지만, 어두운 챔버에서는 전기

쇼크(Electric shock)와 같은 혐오자극을 주어 공포학습을 시켰다. 학습 8시간 후, 밝

은 빛의 챔버에 실험동물을 두었을 때, 어두운 암소의 챔버에 들어갈 때까지의 시간, 

즉 수동회피반응시간(Step latency; sec)을 측정하여 이를 수치화하였다.

     ◾ 그 결과, 표 8에 나타낸 바와 같이 무처리군에 비해서 스코폴라민의 투여로 인한 기

억력 감퇴를 유발시킨 대조군의 경우 수동회피반응시간이 감소하였다. 반면, 비교예 

1, 2 또는 3의 추추물을 투여하거나 실시예 1의 추출물 투여한 경우 수동회피반응시

간이 증가하였으며, 특히 실시예 1의 추출물을 투여한 경우 농도 의존적으로 수동회

피반응시간이 증가하여 무처리군과 유사하게 개선되었다 (P<0.05).

표 8. 지각 추출물 투여에 의한 수동회피반응시험 결과

시험물질

수동회피 

반응시간 

(sec)

개선률 

(%)

무처리군 32.1 -

대조군 15.7 0

Scopolamine (1mg/kg) + 지각 주정추출물 100 mg/kg 22.4 30

Scopolamine (1mg/kg) + 진귤 주정추출물 100 mg/kg 18.5 25.2

Scopolamine (1mg/kg) + 시퀘샤 주정추출물 100 mg/kg 21.8 28

Scopolamine (1mg/kg) + 진피 초임계추출물 50 mg/kg 26.5 41

Scopolamine (1mg/kg) + 진피 초임계추출물 100 mg/kg 30.9 49.2

 2) 지각 추출물의 기억력 개선 작용기전 연구

○ 세포주 기반 신경세포 보호 및 세포사멸 억제 효과 검증 및 분자기전 연구

   (1) 지각추출물의 신경세포 보호 효과 확인

     ◾ 지각 초임계추출물 및 지각 주정추출물, 진귤 주정추출물, 시퀘샤 주정추출물이 과산화

수소로 유발된 세포독성에 미치는 영향을 확인하기 위해 다음의 실험을 수행하였다.

     ◾ 구체적으로, 생쥐 해마 유래 HT22 세포주는 한국세포주은행에서 분양받아 사용하였으며, 



- 73 -

10% 소태아 혈청(Fetal bovine serum), 페니실린(Penicillin) 및 스트렙토마이신

(Streptomycin)을 함유한 DMEM 배지에서 37℃로 유지되는 5% CO2 배양기에서 배양하였

다. 세포 생존률 측정을 위해, HT22 세포를 5×104 과산화수소(H2O2)를 처리하고 실험

군으로써 지각 초임계추출물 및 지각 주정추출물, 진귤 주정추출물, 시퀘샤 주정추출물

을 농도별(12.5, 25, 50, 100 ㎍/ml)로 처리하였다. 37℃, 5% CO2 조건으로 12시간 동

안 배양한 후 MTT(3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide; 

sigma-aldrich Co.) 분석을 통해 세포독성을 계산하였다. 세포 생존률은 MTT 시약(5 

mg/ml)을 20 ㎕/well로 첨가하고 2시간 동안 배양한 후, 배양 상등액을 제거하고 생성

된 formazan crystal을 DMSO(Dimethyl sulfoxide, Wako)로 녹인 후 517 nm에서 흡광

도를 측정하였다.

     ◾ 상기 실험방법에 의해 배양된 세포에 세포 독성 유발을 위해 800 μM의 과산화수소

(H2O2)를 처리하였다. 이후, 지각 초임계추출물 및 지각 주정추출물, 진귤 주정추출물, 

시퀘샤 주정추출물을 농도별(12.5, 25, 50 ㎍/ml)로 처리하였으며, 대조군으로써 DMSO를 

처리하였다. 이후 세포 생존률을 측정하였다.

     ◾ 그 결과, 그림 12에 나타낸 바와 같이 지각 초임계 추출물의 방법으로 추출된 추출물 

처리는 농도 의존적으로 과산화수소로 유발된 산화독성으로부터 세포를 보호하는 효

과가 확인되었으나, 지각 주정추출물, 진귤 주정추출물 또는 시퀘샤 주정추출물이 처리

된 세포에서는 세포 보호 효과를 확인할 수 없었다.

<그림 12. 지각 추출물의 세포 보호 효과>
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 2-2. 2차년도

 가. ㈜뉴트라팜텍 (주관연구기관) : 지각추출물을 이용한 기억력 개선 개별인정형 건강기능

식품 개발 (세부과제명)

 1) 지각 추출물 원료의 임상시험심사위원회 승인 신청

○ 지각추출물의 기억력개선 임상시험 계획 설정

  (1) 인체적용시험 진행 방법 및 측정 바이오 마커 설정

     ◾ 인체적용시험 Protocol synopsis를 다음과 같이 설정하였음.

시험목적

만 55세 이상~만 85세 이하의 경도인지저하자를 대상으로 지각추출물

을 섭취하였을 때 대조식품(placebo)과 비교하여 인지기능을 포함하는 

학습능력 개선에 미치는 유효성 및 안전성을 평가하기 위함
시험디자인 다기관, 무작위, 이중눈가림, 위약대조
시험대상 만 55세 이상~만 85세 이하의 경도인지저하자

시험대상자수 100명 (시험군 50명, 대조군 50명)
섭취기간 12주 (1일 섭취량: 지각추출물로서 400 mg)

선정기준

(1) 만 55세 이상~ 만 85세 이하의 기억력 저하를 호소하는 남·녀

(2) 국문 해독이 가능한 자

(3) CERAD-K 기억력 점수가 같은 교육수준, 연령대와 비교하였을 때 

1.0SD 이상 감소한 자(CERAD word list memory or word delayed 

recall or word recognition)

(4) 인체적용시험이 시작되기 전에 본 인체적용시험의 참여를 동의하

고, 서면 동의서(Informed consent)에 서명한 자
유효성 

평가변수

ADAS-cog 총점, ADAS-cog 기억력, ADAS-K, Visual C.P.T, ADCS-ADL, 

SGDS, fMRI

안전성 

평가변수

(1) 이상반응

(2) 임상병리검사(혈액학적/ 혈액화학적검사, 뇨검사)

(3) 활력징후(맥발, 혈압), 체중

(4) 심전도 검사
연구기관 다기관(기관 수: 2(공동기관명: 건국대학교병원), 경쟁등록

     ◾ 본 인체적용시험에서는 지각추출물이 뇌에 작용하는 것을 시각적으로 판단하기 위하여, 

Functional MRI (fMRI)를 측정 지표로 추가하였음.

     ① 측정목적 : 기억력이 손상된 성인이 working memory task(예; n-back working 

memory task)를 수행하는 동안 fMRI를 이용하여 cortical BOLD response 패턴을 확

인하여 활성화된 뇌 부위를 측정하는 것을 목적으로 한다.

     ② fMRI를 이용한 인지는 측정시험 과정은 다음과 같다.
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1. 시험패러다임 설정

1.1 Block design 설정

대부분의 fMRI 연구는 일정한 활성화 시간 동안 여러번의 과제를 반복 시행 하도록 

하는 블록설계를 사용하고 있음

활성화 과제를 고안하는 방법으로 감산법(subtraction method)이 있는데, 이것은 활성

 

    ③ 과제설계 : fMRI를 촬영하는 동안 인지능과 관련된 과제를 수행하게 되는데, 어떤 과

제를 어떻게 수행할지 결정하였다.
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화 과제에 원하는 뇌 기능을 포함하도록 고안하고 대조과제(Control task)에서는 이 기

능을 포함시키지 않고 fMRI를 촬영 후 활성화 과제와 대조과제에서 나타난 자기공명

신호변화의 차이를 구하여 활성화된 영역을 확인하기 위해 이용함

1.2 인지능 검사의 Block design에서 주로 이용되는 시험

1.2.1 N-back task(working memory task)

 ⟶ n번째 보여진 문자나 숫자를 암기하는 것으로 E-prime 이라는 software에서 제공

받을 수 있음

 ⟶ 대조과제에서는 주로 0-back task가 이용되며, 활성과제 에서는 주로          

2-back task가 이용됨

■ 영상촬영은 예비단계와 본 단계 두단계로 나뉨

1. 예비단계

1.1 장비셋팅

시험 진행용 head coil screen 설치(n-back task 가 반투명 화면에 보여짐), 대상자가 

과제수행 중 누를 button 설치 등.

1.2 피험자 교육

 ⟶ 피험자에게 진행될 시험에 대하여 설명 함.

 ⟶ Foam padding을 이용하여 머리의 움직임을 최소화함

 

    ④ fMRI 측정 : fMRI는 다음과 같은 단계로 진행된다.
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2. 본단계

2.1 영상촬영(Raw data)

2.1.1 뇌의 해부학적 구조영상 촬영

 ⟶ working memory task를 수행하기 전에 뇌의 구조를 촬영하는 것

21.2 기능적 활동 영상 촬영

 ⟶ Block design의 과제 수행 중 촬영하여 뇌의 활성 영상을 얻는것

1. fMRI 데이터 전처리 과정

1.1 재정렬(realignment)

1.2 상관정렬(co-register)

1.3 표준화(normalization)

1.4 고르기(smooting)

2. fMRI 데이터 분석

2.1 두뇌 활성 영역 분석: 전처리 과정에서 모아진 자료를 시각화 및 도표화

    ⑤ 데이터처리 : fMRI 분석 소프트웨어 프로그램을 이용하여 해부학적 및 기능적 사진을 

데이터화 하고, 통계적으로 분석하며, 시각화 한다.
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○ 지각 추출물의 독성시험 자료 및 유효성 시험 자료를 바탕으로 하여 임상시험심사위원회 

승인 신청

  (1) 지각 추출물 원료의 임상시험심사위원회 승인 신청

     ◾ 지각 추출물의 기억력 개선 임상시험을 위하여 경희대학교병원과 건국대학교병원을 임상시험

기관으로 선정, 각 기관에 임상시험심사위원회 승인을 신청하여, 각 기관의 임상시험심사위원

회로부터 임상시험 승인을 허가 받았다.
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<그림 13. 경희대학교 IRB 신청서>
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<그림 14. 건국대학교 IRB 신청서>
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  (2) 지각 추출물 원료의 임상시험심사위원회 승인 신청

     ◾ 임상세부 내용

      · 임상시험 제목 : 경도인지저하자에서 인지기능 향상에 미치는 CAE의 유효성 및 안전성을 평

가하기 위한 12주, 다기관, 무작위배정, 이중눈가림, 위약대조 인체적용시험

      · 임상시험 기간 : IRB의 인체적용시험 승인일로부터 12개월

      · 임상시험 대상 : 만 55세 이상 ~ 만 85세 이하의 경도인지저하자

      · 임상시험 목적 : 만 55세 이상 ~ 만 85세 이하의 경도인지저하자를 대상으로 CAE를 섭취했을 

때 대조식품(Placebo)과 비교하여 인지기능을 포함하는 학습능력 개선에 미치

는 유효성 및 안전성을 평가하기 위하여 계획되었다.

      · 임상시험용 식품 : 시험식품 – 지각추출물 (CAE), 대조식품 – Placebo
      · 임상시험용 식품 섭취방법 : 시험식품 – 1일 2회, 1회 1정씩 아침, 저녁 식후 30분 후 섭취 

(지각추출물로써 400mg/day)

                                     대조식품 – 시험군과 동일한 방법으로 섭취

      · 임상시험용 식품 섭취기간 : 12주

      · 임상시험 대상자 수

시험군 대조군
총 시험대상자 

수

최종 평가 례수 (PP) 40 40 80

Drop-out(20%) 고려예수 50 50 100

      · 선정기준 : 

       ① 만 55세 이상 ~ 만 85세 이하의 기억력 저하를 호소하는 남·녀

       ② 국문해독이 가능한 자

       ③ CERAD-K 기억력 점수가 같은 교육수준, 연령대와 비교하였을 때 1.0SD 이상 감소한 자 

(CERAD Word list memory or Word delayed recall or Word recognition)

       ④ 인체적용시험이 시작되기 전에 본 인체적용시험의 참여를 동의하고, 서면 동의서 (Informed 

consent)에 서명한 자

          - ADAS-cog 총점

          - ADAS-cog 기억력

          - ADAS-K

          - Visual C.P.T

          - ADCS-ADL

          - SGDS

      · 목표한 인체적용시험대상자의 수 및 산정근거

          - 인체적용시험대상자 수

            인체적용시험대상자 선정, 제외기준에 적합한 100명을 확보하여 섭취하도록 하고, Protocol

에 명시된 PP기준에 적합한 최종 유효성 평가 례수로 80명 이상(군당 40명 이상)을 분석하
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기로 계획한다.

          - 산정근거

            본 인체적용시험의 목적은 시험군에서 투여기간 12주 후 ADAS-cog의 개선도가 대조군과 

비교하여 우월하다는 것을 증명하고자 함이다.

            H0 : μt = μc (시험 후 시험군의 평가변수 변화값이 대조군의 값과 같다.)

            H1 : μt ≠ μc (시험 후 시험군의 평가변수 변화값이 대조군의 값과 다르다.)

           유효한 인체적용시험대상자 수를 산정하기 위하여 다음을 가정한다.

           (1) 평가변수의 통계적 가설검증은 양측검정으로 한다.

           (2) 유의수준은 5%로 한다.

           (3) 제 2종 오류(β)는 0.2로 하여 검정력은 80%를 유지한다.

           (4) 시험군과 대조군의 시험예수의 비율은 1. 즉, nt (시험군의 예수) = nc (대조군의 예수), 

1:1로 한다.

           (5) 기존의 연구 중 본 인체적용시험과 동일한 평가변수인 ADAS-cog에서 효과를 보인 인체

적용시험인 Wilkinson D et al. (2001)의 논문의 결과를 이용하여 인체적용시험대상자의 

수를 산정 하였다. 분 논문의 결과에서 다음과 같은 평가변수의 변화 양상을 확인할 수 

있었다. 합동표준편차는 두 집단의 표준편차 중 최대값인 6.63을 사용하였다.

              위의 1) - 5)를 가정하였을 때 인체적용시험에 필요한 시험예수는 다음과 같다. (양측검

정)

n = 2 × (Zα/2 + Zβ)2 × σ2 / ⧍2

              상기 식으로부터 군당 표본의 크기(n)를 구하면 다음과 같다.

n = 2 × (1.96 + 0.84)2 × 6.632 / -4.22

                               ≈ 40

              상기 식으로 인체적용시험대상자의 수를 계산하면, 최소 인체적용시험대상자 수는 군당 

40명이다. 여기에 탈락률 20%를 고려하면, 유효성 평가를 위해 군당 등록할 인체적용시

험대상자의 수는 50명이며, 총 인원은 100명으로 한다.

      · 무작위배정

         방문 2에서 선정/제외기준에 적합한 모든 인체적용시험대상자에 대하여 인체적용시험기관에 

따라 블록화 무작위배정법의 할당코드에 의하여 각 군으로 배정한다.

         무작위비정표는 SAS system의 Randomization program으로 발생된 난수의 순열을 인체적용시

험대상자 번호 1번부터 순차적으로 적용시킨 것으로 SAS를 통해 인체적용시험 전에 미리 고

안하여 생성한다. 의뢰자는 인체적용시험용 식품 포장 시 무작위 배정표에 따라 인체적용시험

용 식품 라벨을 부착한 후, 인체적용시험시작 인체적용시험기관에 공급한다.
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 2) 임상시험용 지각 추출물 제제 생산

○ 원료 표준화 연구결과 및 유효섭취량 연구결과를 바탕으로 임상시험용 지각 추출물 제제

를 생산하였다.

  (1) 임상시험용 지각추출물 제제의 생산은 ㈜RP Corp.에 의뢰하였으며, 시험식품과 대조식품

의 정보는 다음과 같다.

     ◾ 시험식품 (CAE)

      · 주성분명 : 지각추출물 (CAE)

      · 성상 및 제형 : 장방형 제피정제

      · 함량 : 450 mg/1정 (지각추출물로써 200mg/1정)

      · 용법 및 용량 : 1일 2회, 1회 1정씩 아침, 저녁 식후 30분 후 섭취 (지각추출물로써 

400mg/day)

      · 보관방법 : 실온 (직사광선을 피해서 서늘한 곳에 보관)

     ◾ 대조식품 (Placebo)

      · 주성분명 : 덱스트린

      · 성상 및 제형 : 장방형 제피정제

      · 함량 : 450 mg/1정 (지각추출물로써 200mg/1정)

      · 용법 및 용량 : 1일 2회, 1회 1정씩 아침, 저녁 식후 30분 후 섭취 (지각추출물로써 

400mg/day)

      · 보관방법 : 실온 (직사광선을 피해서 서늘한 곳에 보관)
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<그림 15. 인체적용시험식품 생산요청 공문>
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<그림 16. 인체적용시험식품>

 3) 지각 추출물 원료의 기억력 개선 임상시험 시작

○ 지각 추출물 기억력 개선 임상시험 CRO 선정

   지각추출물의 기억력 개선 임상시험을 관리할 CRO로 ‘(주)네오뉴트라’를 선정하였다.

○ 임상시험기관 선정 및 임상 프로토콜 작성

   임상시험기관으로 경희대학교 병원과 건국대학교 병원을 선정하였다.

   지각추출물의 기억력개선 임상시험을 위한 프로토콜은 다음과 같다.

  (1) 인체적용시험계획 요약

     ◾ 제목 : 경도인지저하자에서 인지기능향상에 미치는 CAE의 유효성 및 안전성을 평가하

기 위한12주, 다기관, 무작위배정, 이중눈가림, 약대조인체적용시험

     ◾ 인체적용시험용 식품 : 지각추출물 (CAE)

     ◾ 인체적용시험 시험책임자 : 백종우 (경희대학교병원 정신건강의학과 부교수)

                                 유승호 (건국대학교병원 정신건강의학과 교수)

     ◾ 인체적용시험 실시기관 : 경희대학교병원  건국대학교병원

     ◾ 인체적용시험 기간 : 임상시험심사위원회(IRB)의 인체적용시험승인일로부터 12개월

     ◾ 인체적용시험 대상 : 만 55세 이상 ~ 만 85세 이하의 경도인지저하자

     ◾ 인체적용시험 목적 : 만 55 세 이상 ~만 85 세 이하의 경도인지저하자를 대상으로 

CAE를 섭취했을 때 대조식품 (Placebo)과 비교하여 인지기능을 

포함하는 학습능력 개선에 미치는 유효성 및 안전성을 평가하

기 위하여 계획되었다.
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     ◾ 인체적용시험 단계 및 디자인 : 단계 : 기타 (건강기능식품)

                                     디자인 : 12주, 무작위배정, 이중눈가림, 위약대조

     ◾ 인체적용시험용 식품 : 시험식품 : 지각추출물 (CAE)

                             대조식품 : Placebo

     ◾ 인체적용시험용 식품 섭취기간 : 12주

     ◾ 인체적용시험 방법

        인체적용시험대상자(또는법정대리인)는 자의로 인체적용시험동의서에 서명 후, 방문

평가를 통해 선정/제외기준 적합여부를 판정한 뒤, 적합한 인체적용시험대상자에 한

하여 등록된 순서에 따라 시험군 또는 대조군 중 한 군으로 무작위 배정한다.배정된 

인체적용시험대상자는 12주간 인체적용시험용식품(시험식품, 대조식품)을 섭취한다.

     ◾ 인체적용시험대상자수

     ◾ 선정기준

        (1) 만 55 세 이상 ~만 85 세 이하의 기억력 저하를 호소하는 남ㆍ녀

        (2) 국문해 독이 가능한 자

        (3) CERAD-K 기억력 점수가 같은 교육수준, 연령대와 비교하였을 때 1.0SD 이상 감

소한 자 (CERAD Word list memory or Word delayed recall or Word recognition)

        (4) 인체적용 시험이 시작되기 전에 본 인체적용 시험의 참여를 동의하고 , 서면 동

의서 (Informed consent)에 서명한 자

     ◾ 유효성 평가지표

        (1) ADAS-cog 총점

        (2) ADAS-cog 기억력

        (3) ADAS-K

        (4) Visual C.P.T
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        (5) ADCS-ADL

        (6) SGDS

     ◾ 통계분석

      1. 유효성

         유효성평가변수인ADAS-cog 총점, ADAS-cog 기억력, ADAS-K, Visual C.P.T, 

ADCS-ADL, SGDS의 섭취 전 후 변화의 정도는 Paired t-test를 실시하고, 각 시점에

서의 군간변화의 정도는 ANCOVA와 Two sample t-test를 실시하여 통계적으로 유

의한 차이가 있는지 평가한다. 단, 정규성이 심각하게 위배되는 경우로 그 변환방법

(logarithm transformation)  등의 변수변환을 실시한 후 검정하거나 비모수검정법인 

Wilcoxon rank sum test를 실시할 수 있다.

      2. 안전성

       1) 이상반응

          인체적용시험용식품섭취 후 발생한 이상반응(treatment-emergent adverse events, 

TEAEs)은 MedDRA preferred term에 따라 Coding 하며, 인체적용시험용식품섭취 

후 발생한 모든 이상반응을 도표화한 후 발생률을 산출하여 평가한다.

          각 군간 이상반응이발생한 인체적용시험대상자의비율을 계산하고 카이제곱검정

(Chi-square test) 또는 피셔의 정확검정(Fisher’s exact test)을 이용하여 비교분석

한다.

        2) 임상병리검사

           혈액학적 및 혈액화학적 검사치와 같이 연속형(Continuous type)자료의 군내비교

는 Paired t-test를 이용하여 분석하고, 군간비교는 Two sample t-test를 이용하여 

분석한다. 뇨검사의 일부측정변수의 경우는 정상과 비정상으로 나누어 McNemar 

test를 실시하여 군내차이를 비교한다.

        3) 활력징후(맥박ㆍ혈압), 체중

           활력징후(맥박, 혈압), 체중검사치에 대하여 해당방문 시 검사하여 섭취 전과 후

의 차이에 대한 군내비교는 Paired t-test를 이용하여 분석하고, 군간비교는 Two 

sample t-test를 이용하여 분석한다.

        4) 심전도검사

           심전도검사결과는 임상적유의성에따라 정상과 비정상으로 분류하여 표로제시하

며, McNemar 검정을 이용하여 군내차이를 비교한다.
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     ◾ 인체적용시험 진행일정

  

○ 지각 추출물 기억력 개선 임상시험 개시 및 피험자 모집

   ◾ 시험 시작일 : 지각 추출물 기억력 개선 임상시험의 첫 시험대상자는  2017. 4. 17.에 스크리닝 

되었다.

   ◾ 피험자 모집

    - 경희대학교병원

      목표 : 30명

      Screened 32명, Randomized 30명, / 7개월 (마지막 시험대상자 2017년 10월 10일에 등

록됨)

      

Screened
Screening

Failure
Randomized Ongoing

Dropped-

out
Completed

32 2 30 1 4 25
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    - 건국대학교병원

      목표 : 70명

      Screened 85명, Randomized 70명, / 8개월 (마지막 시험대상자 2017년 11월 29일에 등

록됨)

Screened
Screening

Failure
Randomized Ongoing

Dropped-

out
Completed

85 15 70 18 9 `43

    - 양 임상시험기관에서 목표하였던 피험자를 2차 년도에 모두 모집하였다.

 나. 경희대학교 (참여기관) : 지각 추출물의 기억력 개선 효능검증 및 기전연구 (세부과제명)

 1) 기억손상 동물모델에서 지각 추출물의 기억력 개선 효능검증 및 비교 분석

   지각 추출물 투여 후, 수동회피검사, 수중미로검사를 이용한 공간학습 능력을 측정, 인지

능력 및 기억력 개선 효능을 비교분석

 1-1) 이론적, 실험적 연구 방법 및 내용

가. 실험적 방법을 통한 학습 및 기억 장애를 유발하여 타당한 동물모델 확립

(1) Trimethyltin (organotin compound, 6mg/kg, single dose)을 SD male rat 복강내 투여에  

의한 변연계 손상을 시사하는 이상 신경행동 유발과 신경 병리학적으로 해마의 과립세

포, 아몬각의 추체세포, 신피질, 편도핵 등 특정부위 신경세포의 선택적 손상을 관찰하

였다.

(2) Beta-amyloid injection 유도 알츠하이머 모델. 정상동물 mouse(C57BL/6Jmice)에게 

Beta-amyloid(25-35)를 icv(intracerebroventricular) injection(bregma로부터 AP -0.2mm, 

ML 1.0mm, DV -2.4mm 위치)하여 알츠하이머를 유도하였다. Beta-amlyoid(25-35)는 

3mg/ml로 sterile saline solution에 녹여 4일간 37℃에서 보관 후 mice 당 3μl injection

하여 유발하였다.

    

나. 기억장애 동물 모델에서의 행동학적 변화에 관한 연구.

(1) Morris water maze (수중미로검사)를 이용한 공간 학습 능력 측정.

     수중미로(water maze; 1.8m diam and 0.5m high, filled with milky water, 22±2℃range)

를 균등하게 4등분하고 한 구역 중간에 2 cm 정도 수면 아래에 원형 플랫폼(12cm 

diam)이 위치하게 하였다. 물에는 물감을 타서 플랫폼을 보이지 않게 한다. 수중미로의 

주변은 비디오카메라 그리고 공간단서들을 일정하게 유지하였다. 행동검사 1주일 중 6

일 동안은 획득시행 (acquisition test)을 실시하여 하루에 4시행씩 훈련을 하고 학습능력

을 평가하며, 7일째는 파지시행(retention test)을 실시하여 자유 수영 검사를 통해 실험

동물의 학습능력과 기억력을 테스트 하였다. 모든 동물들의 행동은 비디오카메라로 녹
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화하고 컴퓨터 프로그램을 이용하여(PanLab, S-Mart program), 훈련 시행에서는 출발에

서부터 도피대로 올라가는데 걸린 시간을 측정하였고, 60초간의 자유 수영 검사 시행에

서는 훈련 시에 도피대가 있었던 사분원에 머문 시간을 측정하여 분석하였다. 

다. 기억장애 동물 모델에서의 신경 화학적, 분자생물학적 변화에 관한 연구 

(1) Hippocampus에서 면역조직염색법을 통한 활성 관찰

   - 해마부위에서 면역조직염색을 시행하여 기억 관련 지표를 확인하였다. ChAT와 CREB의 

primary antibody IgG로 72시간 동안 4℃에서 1차 처리 후, Secondary antibody 

(anti-rabbit IgG)로 실온에서 2시간 동안 2차 처리하였다. 이후, avidin biotin complex로 

실온에서 2시간 동안 incubation 한 다음 DAB을 이용하여 발색 후 세포의 발현을 현미

경으로 확인하였다.

  (2) Hippocampus에서 ChAT (Choline acetyltransferase) 조직염색법을 통한 활성 정도를 관

찰

 - ChAT 염색은 뇌조직 절편을 PBS에 3회 세척한 후 0.1M sodium hydrogen phosphate 

buffer (NaH2PO4ㆍH2O, pH 6.0) 325ml에 acetylcholine iodide 250mg을 녹인 용액에 0.1M 

sodium citrate 25ml, 30mM copper sulfate 50ml, 5mM potassium ferricyanide 50ml, 증

류수 50ml을 넣어 혼합한 후 수초가 지나면 엷은 녹색을 나타내는데 이때 뇌 조직을 

넣고 실온에서 30분~1시간 동안 배양하였다. 모든 처리를 거친 뇌 조직을 슬라이드에 

고정하고 현미경으로 관찰하였다.

(3) Hippocampus에서 pCREB 조직염색법을 통한 활성 정도를 관찰

 - pCREB 염색은 뇌조직 절편을 PBS에 3회 세척한 후 0.1M sodium hydrogen phosphate 

buffer (NaH2PO4ㆍH2O, pH 6.0) 325ml에 acetylcholine iodide 250mg을 녹인 용액에 0.1M 

sodium citrate 25ml, 30mM copper sulfate 50ml, 5mM potassium ferricyanide 50ml, 증류

수 50ml을 넣어 혼합한 후 수초가 지나면 엷은 녹색을 나타내는데 이때 뇌 조직을 넣고 

실온에서 30분~1시간 동안 배양하였다. 모든 처리를 거친 뇌 조직을 슬라이드에 고정하

고 현미경으로 관찰하였다.

 1-2) 연구결과

 가. Trimethyltin 투여 기억장애 동물모델 확립과 행동 및 신경학적 기전연구

   (1) Trimethyltin (8mg/kg)을 복강으로 1회 투여한 후 Morris Water Maze 검사에서 Normal

군과 TMT 대조군이 큰 차이를 보이므로 TMT 투여 모델은 학습 및 기억력이 감소됨

을 확인하였다.

    - 약물투여 결과, TMT 대조군에 대해 Nobiletin 투여군들이 기억력이 증가하는 경향을 

나타내었다 (그림 17).

   (2) Hippocampal CA1과 CA3에서 ChAT의 발현 확인

    - Trimethyltin으로 인해 CA1에서 ChAT의 발현이 감소함을 확인하였음. Nobiletin30 투여

군이 TMT 대조군에 대해 상대적으로 발현이 증가한 경향성을 보였다 (그림 18).

    - Trimethyltin으로 인해 CA3에서 ChAT의 발현이 감소함을 확인 하였음. Nobiletin30 투

여군이 TMT대조군에 대해 상대적으로 발현이 증가한 경향성을 보였다 (그림 19).
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<그림 17. 진피추출물의 기억력개선 행동시험 결과>
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<그림 18. Hippocampal CA1에서 ChAT의 발현 확인 결과>
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<그림 19. Hippocampal CA3에서 ChAT의 발현 확인 결과>
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 나. Beta-amyloid injection 유도 알츠하이머 동물모델 확립과 행동 및 신경학적 기전연구

   (1) Beta-amyloid injection 유도 알츠하이머 동물모델의 Morris Water Maze 검사에서 

Normal군과 대조군이 큰 차이를 보이므로 Beta-amyloid injection 동물모델은 학습 및 

기억력이 감소됨을 확인하였다.

    - 약물투여 결과, Beta-amyloid 대조군에 대해 Nobiletin 및 진피 투여군들이 농도 의존적

으로 기억력이 향상되는 경향성을 보였다 (그림 20).

<그림 20. HBeta-amyloid injection 유도 알츠하이머 동물모델의 기억력개선 실험>
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   (2) Hippocampal CA1과 CA3에서 ChAT의 발현 확인

    - Beta-amyloid로 인해 CA1에서 ChAT의 발현이 감소함을 확인하였음. 진피 및 Nobiletin 

투여군에서 농도의존적 발현증가 경향성을 보였다 (그림 21).

    - Beta-amyloid로 인해 CA3에서 ChAT의 발현이 감소함을 확인하였음. 진피 및 Nobiletin 

투여군에서 농도의존적 발현증가 경향성을 보였다 (그림 22).

<그림 21. 알츠하이머 동물모델에서의 Hippocampal CA1에서 ChAT의 발현 확인>
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<그림 22. 알츠하이머 동물모델에서의 Hippocampal CA3에서 ChAT의 발현 확인>
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   (3) Hippocampal CA1과 CA3에서 pCREB의 발현 확인

    - Beta-amyloid로 인해 CA1에서 pCREB의 발현이 감소함을 확인하였음. 진피 및 

Nobiletin 투여군에서 발현증가 경향성을 보였다 (그림 23).

    - Beta-amyloid로 인해 CA3에서 pCREB의 발현이 감소함을 확인하였음. 진피 및 

Nobiletin 투여군에서 발현증가 경향성을 보였다 (그림 24).

<그림 23. 알츠하이머 동물모델의 Hippocampal CA1에서 pCREB의 발현 확인>
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<그림 24. 알츠하이머 동물모델의 Hippocampal CA3에서 pCREB의 발현 확인>
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 2-3. 3차년도

 가. ㈜뉴트라팜텍 (주관기관) : 지각추출물을 이용한 기억력 개선 개별인정형 건강기능식품 개발 

(세부과제명)

 1) 임상 시험 종료 및 결과분석

 ○ 임상시험 종료

    2017년 4월 17일에 시작된 지각추출물의 기억력 개선 임상시험은 2018년 2월 23일에 마지막 시험대

상자의 시험이 완료되어 종료되었다.

 ○ 인체적용시험계획서의승인

   본 인체적용시험은 실시 전, 인체적용시험계획서 및 동의서에 대하여 2개 인체적용시험 

실시기관의 독립된 임상시험심사위원회(IRB)의 승인을 받았으며, 인체적용시험 실시기관의 

임상시험심사위원회(IRB)의 검토와 승인하에 수행되었다. 건국대학교병원에서 2017년 04월 

17일에 최초 인체적용시험 대상자의 스크리닝 방문이 시행되었으며, 2017년 04월 18일에 

첫 인체적용 시험대상자가 등록되었다. 각 실시기관의 임상시험심사위원회(IRB) 승인일 및 

개시모임일과 첫 인체적용시험대상자 스크리닝일 및 등록일을 표 9에 제시하였다. 

표 9. 인체적용시험 승인 및 개시

   인체적용시험계획서의 변경에 대한 심의가 각 임상시험심사위원회(IRB)에서 실시되었다(표 10)

표 10. 인체적용시험계획서 변경에 대한 임상시험심사위원회(IRB)의 승인일
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 ○ 관찰항목, 임상검사 항목 및 방법

 (1) 관찰항목

  ① 인체적용시험대상자 동의 및 인구학적 조사

     서면 동의를 받는 순서에 따라 스크리닝 번호를 부여한 후 인구학적 정보를 조사하였

다.

     인구학적조사의 기록사항은 이니셜, 성별, 생년월일, 연령, 결혼상태, 교육수준, 직업, 운

동여부, 흡연여부, 음주여부, 스트레스 자각 정도였다.

  ② 병력/약물투여력 조사, 병용약물 및 병용요법

     방문1, 2에 문진과 과거 진료 기록 점검 및 면담 등을 통하여 조사하였다. 외과적 수술력을 포함한 

병력은 스크리닝 시점을 기준으로 6개월 이내 병력을 상세히 조사하여 기록하였다. 과거력 및 현 

병력에 대하여 발생시기(발생년도 또는 발생년월), 지속여부, 임상적 의미 등을 기재하였다. 약물투

여력은 스크리닝 시점을 기준으로 3개월 이내에 선행약물을 모두 확인하였다. 인체적용시험용 식품 

섭취 이후 방문3와 방문4에서 병용약물 및 병용요법을 확인하였다

  ③ 이학적검사

     방문1, 3, 4에서 심혈관계, 폐 및 호흡기계, 위장관/간 및 담도계, 대사/내분비계, 신장/요로계, 생식

기계, 근골격계, 피부 및 결합조직, 신경계, 정신계, 기타 신체기관에 대한 인체적용시험대상자의 임

상적 상태를 근거로 이학적검사를 실시하였다.

  ④ 활력징후(혈압, 맥박), 신체계측(신장, 체중)

     혈압, 맥박은 방문1, 3, 4에서 측정하였다. 신장은 방문2에서 측정하였으며, 체중은 방문2, 3, 4에서 

측정하여 기록하였다. 각 방문에서 동일한 장비를 이용하여 활력징후, 신체계측을 동일한 인체적용

시험기관 담당자가 측정할 수 있도록 최선을 다하였다.

     가벼운 옷차림 상태에서 공복상태를 기준으로 신장은 0.1cm, 체중은 0.1kg 단위까지 반올림하여 측

정하였다.

  ⑤ 심전도검사

     방문1, 4에서 심전도 검사를 시행하였으며, 방문1의 심전도검사는 방문1 기준 3주(21일) 이내의 검사

결과가 있다면 적용 가능하도록 하였다. 결과의 해석은 자격을 갖춘 의사가 실시하여 증례기록서

(CRF)에 기록하였다. 임상적으로 유의한 비정상치는 인체적용시험대상자의 증례기록서의 ‘이상반

응’ 페이지에 기록하였다. 인체적용시험대상자를 등록하기 전에 임상적으로 유의한 결과를 ㈜네오

뉴트라 모니터요원과 상의하였다.

  ⑥ 생활습관지도

     방문1, 2, 3에서 시험담당자는 인체적용시험대상자에게 방문 전 음주 및 무리한 운동 등 평소 생활

과 다른 행동을 금지하고 충분한 수면 후 방문하도록 교육하였다.

  ⑦ 식사지도 및 식이조사

     인체적용시험대상자로 적합하다고 판정될 경우, 인체적용시험기간 동안 인체적용시험대상자에게 평

소 섭취하던 일반적인 식사형태, 신체활동량, 식이섭취량을 유지하고, 지각 관련 식품 및 건강기능

식품을 정기적으로 먹거나 마시지 않도록 권고하였다. 이에 대한 지난 1주일간의 섭취여부를 방문2

에 조사하였다. 또한, 인체적용시험대상자에게 인체적용시험 기간 동안 자신의 식이조사지에 자신이 
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섭취한 지각 관련 식품의 빈도수를 매주 1회 기록하도록 교육하였다.

     방문2에서는 인체적용시험대상자의 평상시 식이조사를 위해 하루 전날 섭취한 식사를 24시간 회상

법으로 인체적용시험 담당자가 기록하였다.

     인체적용시험기간 동안 인체적용시험대상자의 평상시 식이를 조사하기 위해 방문2, 3에 인체적용시

험대상자에게 식이조사지를 배부하였다. 인체적용시험대상자는 식이조사지에 다음 방문일 전 최근 

일주일 중 3일 동안(가능하면 주말 1일 포함) 평소의 식사와 유사한 날의 식사를 기록하였다. 방문3, 

4에 인체적용시험 담당자는 작성된 인체적용시험대상자의 식이조사지를 확인하였다.

     인체적용시험기간 동안 작성된 식이조사지는 한국영양학회의 Can pro program을 이용하여 식품 및 

영양소 섭취량을 분석하였다.

  ⑧ CERAD 치매진단검사 (CERAD-K)

     방문1에서 실시하였으며, 인지기능의 포괄적이고 객관적인 평가를 위해 2002년에 표준화한 

CERAD-K(Consortium to Establish a Registry for Alzheimer’s Disease-Korean version)1)에 포함된 

신경심리 검사집을 사용하여 평가하였다(Lee et al., 2004; Lee et al., 2002)2). 이 검사의 평가자간 

신뢰도는 Pearson 상관계수가 0.97-1로 매우 높다. 각 검사의 1개월 간격 검사/재검사 신뢰도도 

Pearson 상관계수가 0.54-0.98로 상당히 높았다. CERAD-K는 언어유창성 검사, 보스톤 이름대기 검

사, 간이 정신상태 검사, 단어목록기억/회상/인식검사, 구성행동 검사, 구성회상 검사, 길 만들기 검

사로 구성되어 있어서 언어기능 평가, 전두엽기능 평가, 언어기억력 평가, 공간지각력 평가, 공간기

억력 평가, 집중력 평가 등 여러 인지영역을 한 번에 검사할 수 있도록 구성되어 있다. 언어 유창성 

검사, 보스톤 이름대기 검사, 단어목록기억/회상/인식 검사, 구성행동 검사, 구성회상 검사의 점수를 

합해 총점을 계산하도록 되어 있으며 총점은 100점이다. 

     본 연구에서는 기억요인과 관련된 검사인 단어목록기억/회상/인식검사(Word list memory, Word 

delayed recall, Word recognition)를 통해 인체적용시험대상자 선정기준에 적합한지 확인하였다.

  ⑨ 알츠하이머병 평가척도 (ADAS-K)

     치매 환자의 조기 진단과 치매 환자의 질병 진행에 따른 인지기능 저하를 민감하게 평가해 주는 종

합적인 인지기능 평가도구로서 ADAS-K(Alzheimer’s Disease Assessment Scale-Korean version)는 

원래 경미한 인지기능장애를 보이는 치매 환자를 정확하게 감지해 내고, 치매 환자의 시간에 따른 

기능 저하 정도를 측정하기 위하여 개발된 평가 도구이다. 이 도구는 치매치료약물의 인체적용 약

물시험에서 인지기능 영역의 인체적용효과를 밝히는 데 표준 평가 도구로서도 사용되고 있다.

     본 인체적용시험에서는 원저자 Richard C. Mohs의 개정을 따라 ADAS-non cog의 한 항목을 추가한 

ADAS-K를 측정하였다. ADAS-K는 원저자의 허락을 받은 후, 한국의 문화와 언어의 특성에 맞도록 

제작되었다. 척도 표준화 연구에서 ADAS-K-cog는 높은 신뢰도와 타당도를 보였다.

     한국어판 본 척도 ADAS-K는 인지기능 평가도구로서, 인지 소척도 ADAS�cog(Cognitive subscale of 
the ADAS)의 11개 항목에 비인지 소척도 ADAS-non cog(Noncognitive subscale of the ADAS)의 1개 

항목을 추가하여 12개 항목으로 구성되어 있다. 점수범위는 0∼75점이며, 각 항목의 오류 점수를 합

산하므로 고득점을 할수록 장애 정도가 심함을 의미한다.

     인지 소척도 ADAS-cog는 기억력 4항목(단어재생, 지남력, 단어재인, 검사지시), 언어능력 5항목(언어 

구사능력, 언어의 청각적 이해, 대화 중 언어발견곤란, 구두 명령 따르기, 손가락 및 물건이름 말하

기), 수행능력 2항목(구성행위, 관념행동)으로 3개의 영역으로 구성되어 있다.

     비인지 소척도 ADAS-non cog는 관찰을 통하여 행동을 평가하는 1개 항목(집중력/주의산만)으로 구
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성되어 있다. 방문2, 4에 실시하였다.

  ⑩ 시각지속검사 (Visual C.P.T)

     뇌기능 검사로 감별할 수 없는 인지장애의 진단은 피검사자의 치료방향을 정하는 중요한 수단이나 

채점과 기록의 객관성이 보장되지 않는다면, 피검사자의 장애를 정확하게 분류하고 진단하기 어렵

다. 이러한 문제점을 극복하고자 개발된 전산화 신경인지기능검사(CNT: Computerized 

Neuro-Cognitive Function Test)는 컴퓨터를 이용하기 때문에 검사자의 훈련정도나 검사환경의 통제

여부와 관계없이 정확한 채점과 기록이 가능하고 검사가 끝나면 바로 결과가 처리되므로 진단이나 

해석시간을 줄여주고 검사 즉시 치료방향을 수립할 수 있는 장점이 있다. 전산화 신경인지기능검사

는 18개의 소검사로 이루어져 있으며, 그 중 본 인체적용시험 평가에 적절하다고 여겨지는 시각 지

속 검사(Visual continuous performance test, Visual C.P.T)를 선택하여 사용하기로 하였다. Visual 

C.P.T는 주의력 검사(Attention test) 중 시각자극에 대한 지속적인 주의력을 평가하는 검사이다. 예

를 들어 검사방법은 여러 가지 자극 중 ‘3’이라는 숫자가 화면으로 제시될 때, 반응키를 누르게 

하는 방법으로 진행한다. ‘3’이라는 자극이 제시되었을 때 반응한 반응시간(Reaction time)과 표준

편차, ‘3’이라는 자극이 제시되었는데 반응하지 않은 누락오류(Omission error), ‘3’이라는 자극

이 제시되지 않았을 때 반응한 과잉반응(Commission error), 그리고 ‘3’이라는 자극이 제시되었을 

때 정확하게 반응한정반응(Correct response)를 측정하였다.

     본 연구에 사용되는 CNT 검사는 하규섭 외(2002년))의 ‘한국 성인 인지기능 평가를 위한 전산화 

검사도구의 개발과 표준화 과정 및 요인분석’에서 한국 성인 남녀에서 신뢰성 있고 타당성 있게 

사용할 수 있다라고 하였고, 성인뿐 아니라 학령기 정상아동에서 그 타당도 및 신뢰도 분석(이종범 

외, 2003, 정신신체의학 11(2))에서도 입증되었다. 방문2, 4에 실시하였다.

  ⑪ 일상생활활동 평가 (ADCS-ADL)

     알츠하이머병의 임상시험에 사용할 목적으로 개발된 현재 사용하고 있는 기능평가 척도 중 하나인 

ADCS-ADL(Alzheimer’s Disease Cooperative Study-Activities of Daily Living)5-6)을 사용하여 일상

생활활동을 평가하였다. ADCS-ADL은 식사, 보행, 화장실에서 대소변의 해결, 목욕하기, 몸단장, 옷

입기, 전화 사용, 쇼핑(장보기), 여가활동 등 23개 문항으로 일상생활에 필요한 기술과 기능성을 측

정하도록 되어있다. 방문2, 4에 실시하였다.

  ⑫ 노인우울척도 (SGDS)

     Yesavage 등에 의해 개발된 30문항의 자기 보고형 우울척도로서, 예/아니오로 간단히 대답할   있

는 응답방식의 채택과 우울증의 신체 증상을 묻는 문항이 포함되지 않는 등의 특징들을  지고 있어

서 노인층에서의 우울증상을 선별하고 측정하는데 유용하게 사용되고 있다. GDS(Geriatric 

Depression Scale)는 지역사회 대상군, 정신건강의학과 입원 환자군 등 다양한 노인 인체적용군이나 

지역사회 노인 대상군에서 우울증상 측정 도구로서의 신뢰도와 진단적 타당도가 널리 입증되어 왔

다. SGDS(Short form of Geriatric Depression Scale)는 Sheikh와 Yesavage가 기존의 GDS에 대한 진

단적 타당도 연구를 바탕으로 해서 GDS의 문항 중에서 우울증상과 상관관계가 가장 높은 문항을 

15문항 선택해서 축소 제작하였는데 GDS와 SGDS가 상당히 높은 상관관계가 있음을 보고하였다(r＝

0.84, p<0.001). 이후 다른 연구들에서 다소 차이는 있지만 두 도구가 서로 밀접한 상관관계가 있고 

또한 SGDS가 GDS의 적절한 대안이 될 수 있다고 보고되었으며, 가장 적절한 절단점은 6∼7점으로 

추정되었다. SGDS 문항 모두가 GDS문항에 포함되어 있으므로 본 연구에서는 배재남과 조맹제(1999) 

등 많은 연구자들이 국내에서 타당화한 한국어판 GDS 중 SGDS 문항만을 사용하였다. 방문2, 4에 
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실시하였다.

  ⑬ 기능적 자기공명영상(functional Magnetic Resonance Imaging; fMRI)

     fMRI(functional Magnetic Resonance Imaging)는 1개 기관(경희대학교병원)에서 20명의 인체 적용시험

대상자에 한해 방문2, 4에 시행하였다. 무작위배정 된 순으로 fMRI 측정에 동의한 시험 대상자 20명

을 대상으로 시행하였다. 경희대학교병원 영상의학과에서 Nordic Brain Program을 이용하여 분석하

였다.

     기능적 자기공명영상술(functional Magnetic Resonance Imaging, fMRI)은 1992년 Ogawa 등 에 의해 

기술적 가능성이 처음으로 제시되었다13). fMRI는 방사선 조사의 위험이 없고 공간 및 시간적 해상

력(temporal and spatial resolution)이 매우 좋으므로 인간의 뇌 기능을 정확히 연구할 수 있는 방법

으로 각광을 받고 있는 최첨단의 뇌 영상 방법이다. 기능적 뇌 영상방법은 운동 감각 영역 뿐 아니

라 언어, 기억, 주의력 및 시지각 능력 등 고도의 인지 기능에 대한 뇌 영역과 기전을 연구하는데 

많이 쓰여지고 있으며 또한 뇌의 가소성(plasticity)과 재조직에 대한 연구에도 활발히 활용되고 있다. 

fMRI는 뇌신경의 활동성을 자기공명의 신호변화로 나타내어 이를 시각화 하여 보여주는 영상 방법

이다. 이 때 뇌신경의 활동성은 국소적인 뇌 혈액량(Cerebral Blood Volume, CBV), 뇌 혈류(Cerebral 

Blood Flow, CBF), 또는 산소섭취(Oxygenation)의 변화에 의하여 간접적으로 파악되어지는 변화를 말

한다.

 (2) 관찰 검사 방법 (방문별)

  ■ 1차 방문 (Screening Visit, Week -2)

     본 인체적용시험에 참가하도록 인체적용시험대상자는 인체적용시험에 대한 설명을 들었

고, 이 방문에서 이루어져야 하는 평가는 다음과 같았다.

   ① 인체적용시험대상자를 인체적용시험에 참여시키기 전에 인체적용시험 과정을 설명하

고, 인체적용시험대상자에게 서면 동의서를 받았다.

   ② 인체적용시험대상자는 스크리닝 번호를 지정 받았다.

   ③ 인체적용시험대상자의 인구학적 조사를 시행하였다.

   ④ 인체적용시험대상자의 병력 및 약물투여력 조사를 실시하였다.

   ⑤ 이학적검사를 실시하였다.

   ⑥ 활력징후(혈압, 맥박)를 측정하였다.

   ⑦ 임상병리검사를 실시하였다.

   ⑧ 임신반응검사(가임기 여성)를 실시하였다.

   ⑨ 심전도검사를 실시하였다.

   ⑩ CERAD-K 검사를 실시하였다.

   ⑪ 생활습관지도를 실시하였다.

   ⑫ 1차 인체적용시험대상자의 적합성 평가 후 다음 방문 일을 지정하였다.

  ■ 2차 방문 (Baseline Visit, Week 0)

     이 방문은 최초 방문일 이후 14일 이내에 이루어졌고, 이 방문에서 이루어져야 하는 평

가는 다음과 같았다. 

   ① 병력 및 약물투여력 변화를 조사하여 기록하였다.
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   ② 신체계측(신장, 체중)을 실시하였다.

   ③ ADAS-K 검사를 실시하였다.

   ④ Visual C.P.T 검사를 실시하였다.

   ⑤ ADCS-ADL 검사를 실시하였다.

   ⑥ SGDS 검사를 실시하였다.

   ⑦ 식사지도 및 식이조사를 실시하였다.

   ⑧ 생활습관지도를 실시하였다.

   ⑨ 1, 2차 방문 평가결과를 종합하여 선정기준/제외기준의 적합성을 평가하였다.

   ⑩ 무작위배정 하였다.

   ⑪ 인체적용시험용 식품을 처방하고, 섭취 방법에 대하여 교육하였다.

   ⑫ fMRI 측정에 동의한 인체적용시험대상자에 한해 시행하였다.

   ⑬ 인체적용시험대상자의 다음 방문일을 지정하였다.

  ■ 3차 방문 (Interim Visit, Week 6)

     3차 방문은 2차 방문일 이후 42일(±7) 이내에 이루어졌고, 이 방문에서 이루어져야 하

는 평가는 다음과 같았다.

   ① 이상반응 유무를 확인하였다.

   ② 병용약물 및 병용요법 변화를 확인하였다. 

   ③ 이학적검사를 실시하였다.

   ④ 활력징후(혈압, 맥박) 및 체중을 측정하였다.

   ⑤ 식사지도 및 식이조사를 실시하였다.

   ⑥ 섭취 순응도를 확인하였다. 

   ⑦ 인체적용시험용 식품을 처방하고, 섭취방법을 다시 한 번 설명하였다.

   ⑧ 생활습관지도를 실시하였다.

   ⑨ 인체적용시험대상자의 다음 방문일을 지정하였다.

  ■ 4차 방문 (Closing Visit, Week 12)

     4차 방문은 2차 방문일 이후 84일(±5) 이내에 이루어졌고, 이 방문에서 이루어져야 하

는 평가는 다음과 같았다.

   ① 이상반응 유무를 확인하였다.

   ② 병용약물 및 병용요법 변화를 확인하였다. 

   ③ 이학적검사를 실시하였다.

   ④ 활력징후(혈압, 맥박) 및 체중을 측정하였다.

   ⑤ 임상병리검사를 실시하였다.

   ⑥ 심전도검사를 실시하였다.

   ⑦ ADAS-K 검사를 실시하였다.

   ⑧ Visual C.P.T 검사를 실시하였다.

   ⑨ ADCS-ADL 검사를 실시하였다.

   ⑩ SGDS 검사를 실시하였다.
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   ⑪ 방문2에 fMRI를 측정한 인체적용시험대상자에 한해 시행하였다.

   ⑫ 식이조사를 실시하였다.

   ⑬ 섭취 순응도를 확인하였다.

  ■ 추가방문 (필요 시)

     추가 방문은 예정된 방문 외에 인체적용시험대상자 요청 또는 시험자의 판단에 의해 필

요하다고 판단될 때 수시로 이루어지도록 하였다. 인체적용시험대상자가 예정되지 않은 

날에 방문한 경우에는 이상반응, 병용약물, 시행한 검사의 결과 및 그에 따른 의학적 처

치 등을 증례기록서에 기록하였다. 중도탈락으로 인한 추가방문 시 인체적용시험대상자

에게 마지막 방문에서 시행하는 모든 검사를 실시할 수 있도록 하였다.

 ○ 인체적용시험대상자

 (1) 인체적용시험대상자의 인체적용시험 참여상태

    본 인체적용시험은 2017년 4월 17일 첫 인체적용시험대상자가 스크리닝 되었고, 2018년 2월 23일 마

지막 인체적용시험대상자의 시험이 완료되었다.

    본 인체적용시험에서는 적합한 인체적용시험대상자를 선정하기 위해 총 117명의 인체적용시험대상자

에 대해서 Screening 평가를 실시하였다. 스크리닝 탈락 17명으로 총 100명(시험군 49명, 대조군 51

명)이 무작위배정되었다. 이 중 시험군에서 동의철회 7명, 이상반응 1명, 대조군에서 동의철회 6명, 

추적실패 1명으로 총 15명이 중도탈락하여 인체적용시험을 완료한 인체적용시험대상자는 총 85명이

었다(시험군 41명, 대조군 44명). 

    무작위배정된 모든 인체적용시험대상자의 참여상태는 표 11과 표 12에 정리하였다.

표 11. 인체적용시험대상자 참여상태 (무작위배정된 모든 인체적용시험대상자)
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표 12. 무작위배정 후 탈락된 인체적용시험대상자

 (2) 분석에 포함될 시험대상군의 선정

     2018년 6월 21일 본 인체적용시험의 분석군 판정을 위한 연구자 모임을 진행하였다. 본 인체적용시

험의 유효성은 PP Set을 주 분석으로 하고, FA Set을 추가적으로 분석하였다.

     Safety Set은 인체적용시험에 무작위배정된 후 인체적용시험용 식품을 1회 이상 섭취한 인체적용시

험대상자 중 안전성 관련 정보가 수집된 시험군 49명, 대조군 51명이 분석에 포함되었다. 

     FA Set은 계획서에 기술하였던대로 인체적용시험용 식품을 1회 이상 섭취한 후 유효성 평가를 1회 

이상 시행하고, 주요 선정/제외기준 위반에 해당되지 않는 인체적용시험대상자 집단을 대상으로 이

루어졌다. 따라서 중도탈락되어 유효성 평가를 실시하지 않은 14명(시험군 8명, 대조군 6명)을 제외

하여 총 86명(시험군 41명, 대조군 45명)이 FA Set에 포함되었다. 

     PP Set은 사전에 FA Set 분석에 포함된 인체적용시험대상자 중에서 인체적용시험을 종료하고, 인체

적용시험결과에 영향을 미치는 중대한 위반사항이 없는 인체적용시험대상자로서 분석군 판정을 통

해 시험군에서 평균 순응도 70% 미만 3명이 제외되었으며, 대조군에서 평균 순응도 70% 미만 3명, 

동의철회 1명이 제외됨에 따라 총 79명(시험군 38명, 대조군 41명)이 PP Set에 포함되었다.

     그림 25는 인체적용시험 시작 이후부터 완료 시점까지의 인체적용시험대상자의 인체적용시험 참여

상태 및 분석군 정리를 요약한 것이다.
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<그림 25. 인체적용시험대상자의 인체적용시험 참여상태 및 분석군 정리>

 (3) 분석에 포함될 시험대상군의 선정

    인체적용시험대상자의 인구학적 정보 및 기타 섭취 전 특성에 대한 비교 Table 7은 인체적용시험대

상자의 인구학적 정보 및 섭취 전 특성을 비교한 것이다. 본 인체적용시험에 참여한 인체적용시험대

상자의 인구학적 정보를 포함한 섭취 전의 모든 특성을 섭취 군별로 비교하여 차이가 있는 요인을 

확인하고자 하였다.

    섭취 전 시험대상자들의 인구학적 정보와 특성에 대하여 조사한 결과 성별에서는 시험군의 경우 남

성이 12명(31.58%), 여성이 26명(68.42%)이 포함되었고, 대조군의 경우 남성이 13명(31.71%), 여성이 28
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명(68.29%) 포함되었다(p=0.9902).

    연령에서는 시험군이 평균 71.18± 5.61세, 대조군은 평균 71.66± 5.08세였다(p=0.6944).

    그 밖에 결혼상태, 교육수준, 직업, 운동여부, 흡연여부, 음주여부, 스트레스 자각 정도, 신장에서 섭

취 군간 차이가 없었다.

    스크리닝 시점을 기준으로 6개월 이내의 인체적용시험대상자들의 동반질환 및 병력 조사에서 병력이 

있는 인체적용시험대상자는 시험군에서 23명(60.53%)이며, 대조군에서는 25명(60.98%)으로 조사되었다

(p=0.9674). 조사된 모든 동반질환 및 병력은 MedDRA에 따라 Coding되었다.

    섭취 전 시험대상자들의 수술력 조사에서 수술력이 있는 대상자는 없는 것으로 조사되었다.

 ○ 유효성 평가 결과

 (1) 유효성 평가변수에 대한 분석 결과

  ■ ADAS-Cog 총점

     ADAS-Cog는 기억력 4항목(단어재생, 지남력, 단어재인, 검사지시), 언어능력 5항목(언어 

구사능력, 언어의 청각적 이해, 대화 중 언어발견곤란, 구두 명령 따르기, 손가락 및 물

건 이름 말하기), 수행능력 2항목(구성행위, 관념행동)으로 3개의 영역으로 구성되어 있

다. 각 항목의 오류 점수를 합산하므로 점수가 높을수록 인지기능장애 정도가 심함을 

의미한다. 

     표 13은 0주, 12주에서 측정한 ADAS-Cog 총점(기억력, 언어능력, 수행능력의 합계 점수) 

변화를 PP Set으로 분석한 결과이다.

     ADAS-Cog 총점 변화량 분석에서 섭취 12주 후 시험군은 1.17± 2.79점 감소하였고

(p=0.0140), 대조군은 1.41± 2.83점 감소하였다(p=0.0028).

     표 13. 방문별 ADAS-Cog 총점 변화량 (PP Set)
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<그림 26. 방문별 ADAS-Cog 총점(PP set)>

     표 14는 0주, 12주에서 측정한 ADAS-Cog 총점 변화를 FA Set으로 분석한 결과이다.

      ADAS-Cog 총점 변화량 분석에서 섭취 12주 후 시험군은 1.21±2.77점 감소하였고(p=0.0078), 대조

군은 1.38±2.70점 감소하였다(p=0.0013).

      표 14. 방문별 ADAS-Cog 총점 변화량 (FA Set)
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<그림 27. 방문별 ADAS-Cog 총점(FA set)>

  ■ ADAS-K

     ADAS-K는 인지 소척도 ADAS-Cog(Cognitive subscale of the ADAS)의 11개 항목에 비인

지 소척도 ADAS-Noncog(Noncognitive subscale of the ADAS)의 1개 항목을 추가하여 12

개 항목으로 구성되어 있다. 점수범위는 0∼75점이며, 각 항목의 오류 점수를 합산하므

로 점수가 높을수록 인지기능장애 정도가 심함을 의미한다.

     표 15는 0주, 12주에서 측정한 ADAS-K 총점 변화를 PP Set으로 분석한 결과이다.

     ADAS-K 총점 변화량 분석에서 섭취 12주 후 시험군은 1.22± 2.90점 감소하였고

(p=0.0136), 대조군은 1.41± 2.96점 감소하였다(p=0.0041).

표 15. 방문별 ADAS-K 총점 변화량 (PP Set)
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<그림 27. 방문별 ADAS-cog 총점(PP set)>

     표 16은 0주, 12주에서 측정한 ADAS-K 총점 변화를 FA Set으로 분석한 결과이다.

     ADAS-K 총점 변화량 분석에서 섭취 12주 후 시험군은 1.28± 2.88점 감소하였고

(p=0.0069), 대조군은 1.40± 2.83점 감소하였다(p=0.0018).

     표 16. 방문별 ADAS-K 총점 변화량 (FA Set)
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<그림 27. 방문별 ADAS-cog 총점(FA set)>

  ■ ADAS-K 세부항목

     표 17은 0주, 12주에서 측정한 ADAS-K 세부항목 변화를 PP Set으로 분석한 결과이다.

     ADAS-Cog 기억력 총점 변화량 분석에서 섭취 12주 후 시험군은 0.59± 2.55점 감소하

였고(p=0.1644), 대조군은 1.21± 2.36점 감소하였다(p=0.0021).

     ADAS-Cog 기억력 개별항목 중 단어재생 변화량 분석에서 섭취 12주 후 시험군은 

0.21± 1.24점 감소하였고(p=0.2999), 대조군은 0.39± 1.17점 감소하였다(p=0.0388).

     지남력 변화량 분석에서 섭취 12주 후 시험군은 0.00±0.00으로 변화가 없었으며, 대조

군은 0.02± 0.27점 감소하였다(p=0.5701).

     단어재인 변화량 분석에서 섭취 12주 후 시험군은 0.45± 1.68점 감소하였고(p=0.1102),  

대조군은 0.48± 1.49점 감소하였다(p=0.0448).

     검사지시 변화량 분석에서 섭취 12주 후 시험군은 0.07± 0.43점 증가하였고(p=0.3231), 

대조군은 0.32± 0.82점 감소하여(p=0.0176) 섭취 군간 통계적으로 유의한 차이가 나타났  

다(p=0.0101*).

     ADAS-Cog 언어능력 총점 변화량 분석에서 섭취 12주 후 시험군은 0.42± 0.95점 감소

하였고(p=0.0095), 대조군은 0.15± 1.09점 감소하였다(p=0.3931).

      ADAS-Cog 언어능력 개별항목 중 대화 중 언어발견곤란 변화량 분석에서 섭취 12주 후 시험군은 

0.03± 0.16점 감소하였고(p=0.3238), 대조군은 0.10± 0.37점 증가하여(p=0.1031) 섭취 군간 통계적으

로 유의한 차이가 나타났다(p=0.0271).

      ADAS-Cog 수행능력 총점 변화량 분석에서 섭취 12주 후 시험군은 0.16± 0.75점 감소하였고

(p=0.2049), 대조군은 0.05± 0.63점 감소하였다(p=0.6230).

      ADAS-Noncog(집중력 및 주의산만 정도) 변화량 분석에서 섭취 12주 후 시험군은 0.05± 0.32점 감

소하였고(p=0.3238), 대조군은 0.00± 0.39점으로 변화가 없었다(p=1.0000).
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표 17. 방문별 ADAS-K 세부항목 변화량 (PP Set) 
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<그림 28. 방문별 기억력-총점(PP set)> <그림 29. 방문별 기억력-단어재생(PP set)>

<그림 30. 방문별 기억력-지남력(PP set)> <그림 31. 방문별 기억력-단어재인(PP set)>

<그림 32. 방문별 기억력-검사지시(PP set)> <그림 33. 방문별 언어능력-총점(PP set)>
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<그림 34. 방문별 언어능력-언어 구사능력(PP set)> <그림 35. 방문별 언어능력-언어의 청각적 이해(PP set)>

<그림 36. 방문별 언어능력-대화중 

언어발견곤란(PP set)>

<그림 37. 방문별 언어능력-구두명령 따르기(PP 

set)>

<그림 38. 방문별 언어능력-손가락 및 물건 이름 

말하기(PP set)>
<그림 39. 방문별 수행능력-총점(PP set)>
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<그림 40. 방문별 수행능력-구성행위(PP set)> <그림 41. 방문별 수행능력-관념행동(PP set)>

<그림 42. 방문별 Non-cog 집중력 및 주의산만 정도(PP set)>

     표 18은 0주, 12주에서 측정한 ADAS-K 세부항목 변화를 FA Set으로 분석한 결과이다.

     ADAS-Cog 기억력 총점 변화량 분석에서 섭취 12주 후 시험군은 0.67± 2.49점 감소하

였고(p=0.0900), 대조군은 1.22± 2.25점 감소하였다(p=0.0007).

     ADAS-Cog 기억력 개별항목 중 단어재생 변화량 분석에서 섭취 12주 후 시험군은 

0.20± 1.22점 감소하였고(p=0.3110), 대조군은 0.46± 1.16점 감소하였다(p=0.0110).

     지남력 변화량 분석에서 섭취 12주 후 시험군은 0.00±0.00으로 변화가 없었으며, 대조

군은 0.02± 0.26점 감소하였다(p=0.5695).

     단어재인 변화량 분석에서 섭취 12주 후 시험군은 0.54± 1.67점 감소하였고(p=0.0427), 

대조군은 0.47± 1.42점 감소하였다(p=0.0298).

     검사지시 변화량 분석에서 섭취 12주 후 시험군은 0.07± 0.42점 증가하였고(p=0.3226), 

대조군은 0.27± 0.81점 감소하여(p=0.0323) 섭취 군간 통계적으로 유의한 차이가 나타났
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다(p=0.0182*).

      ADAS-Cog 언어능력 총점 변화량 분석에서 섭취 12주 후 시험군은 0.44± 0.92점 감소하였고

(p=0.0041), 대조군은 0.13± 1.04점 감소하였다(p=0.3925).

      ADAS-Cog 언어능력 개별항목 중 대화 중 언어발견곤란 변화량 분석에서 섭취 12주 후 시험군은 

0.02± 0.16점 감소하였고(p=0.3233), 대조군은 0.09± 0.36점 증가하여(p=0.1031) 섭취 군간 통계적으

로 유의한 차이가 나타났다(p=0.0289$).

      ADAS-Cog 수행능력 총점 변화량 분석에서 섭취 12주 후 시험군은 0.10± 0.83점 감소하였고

(p=0.4565), 대조군은 0.02± 0.62점 감소하였다(p=0.8115).

     ADAS-Noncog(집중력 및 주의산만 정도) 변화량 분석에서 섭취 12주 후 시험군은 0.07± 0.35점 감

소하였고(p=0.1829), 대조군은 0.02± 0.40점 감소하였다(p=0.7100).

표 18. 방문별 ADAS-K 세부항목 변화량 (FA Set) 
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<그림 43. 방문별 기억력-총점(FA set)> <그림 44. 방문별 기억력-단어재생(FA set)>

<그림 45. 방문별 기억력-지남력(FA set)> <그림 46. 방문별 기억력-단어재인(FA set)>

<그림 47. 방문별 기억력-검사지시(FA set)> <그림 48. 방문별 언어능력-총점(FA set)>
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<그림 49. 방문별 언어능력-언어 구사능력(FA set)> <그림 50. 방문별 언어능력-언어의 청각적 이해(FA set)>

<그림 51. 방문별 언어능력-대화중 

언어발견곤란(FA set)>

<그림 52. 방문별 언어능력-구두명령 따르기(FA 

set)>

<그림 53. 방문별 언어능력-손가락 및 물건 이름 

말하기(FA set)>
<그림 54. 방문별 수행능력-총점(FA set)>
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<그림 55. 방문별 수행능력-구성행위(FA set)> <그림 56. 방문별 수행능력-관념행동(FA set)>

<그림 57. 방문별 Non-cog 집중력 및 주의산만 정도(FA set)>

  ■ Visual C.P.T

     Visual C.P.T는 자극이 제시되었을 때 반응한 반응시간(Reaction time), 자극이 제시되었

는데 반응하지 않은 누락오류(Omission error)수, 자극이 제시되지 않았을 때 반응한 과

잉반응(Commission error)수, 그리고 자극이 제시되었을 때 정확하게 반응하는 정반응

(Correct response)수를 측정하는 검사로, 정반응시간과 표준편차로 결과를 제시하였다. 

     정반응수를 제외한 누락오류수, 과잉반응수, 정반응시간과 표준편차는 결과치가 높을수록 정도가 심

함을 의미한다.

     표 19는 0주, 12주에 측정한 Visual C.P.T (시각지속검사) 변화를 PP Set으로 분석한 결과이다.

     정반응수 변화량 분석에서 섭취 12주 후 시험군은 0.05± 14.67회 감소하였고(p=0.9825), 대조군은 

2.24± 13.14회 감소하였다(p=0.2806).

     누락오류수 변화량 분석에서 섭취 12주 후 시험군은 0.05± 14.67회 증가하였고(p=0.9825), 대조군은 

2.24± 13.14회 증가하였다(p=0.2806).

     과잉반응수 변화량 분석에서 섭취 12주 후 시험군은 0.84± 11.84회 증가하였고(p=0.6635), 대조군은 
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2.22± 7.47회 감소하였다(p=0.0644).

     정반응시간 변화량 분석에서 섭취 12주 후 시험군은 0.01± 0.09sec 증가하였고(p=0.5286), 대조군은 

0.00± 0.03sec으로 변화가 없었다(p=0.6956).

     표준편차 변화량 분석에서 섭취 12주 후 시험군은 0.00± 0.03sec으로 변화가 없었으며(p=0.8521), 대

조군은 0.01± 0.03sec 감소하였다(p=0.0203).

표 19. 방문별 Visual C.P.T 변화량 (PP Set)
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<그림 58. 방문별 정반응수(회)(PP set)> <그림 59. 방문별 누락오류수(회)(PP set)>

<그림 60. 방문별 과잉반응수(회)(PP set)> <그림 61. 방문별 정반응시간(sec)(PP set)>

<그림 62. 방문별 표준편차(sec)(PP set)>
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     표 20은 0주, 12주에 측정한 Visual C.P.T (시각지속검사) 변화를 FA Set으로 분석한 결과이다.

     정반응수 변화량 분석에서 섭취 12주 후 시험군은 0.12± 14.12회 감소하였고(p=0.9562), 대조군은 

1.87± 12.62회 감소하였다(p=0.3264).

     누락오류수 변화량 분석에서 섭취 12주 후 시험군은 0.12± 14.12회 증가하였고(p=0.9562), 대조군은 

1.87± 12.62회 증가하였다(p=0.3264).

     과잉반응수 변화량 분석에서 섭취 12주 후 시험군은 0.76± 11.73회 증가하였고(p=0.6819), 대조군은 

2.22± 7.21회 감소하였다(p=0.0447).

     정반응시간 변화량 분석에서 섭취 12주 후 시험군은 0.01± 0.08sec 증가하였고(p=0.4010), 대조군은 

0.00± 0.03sec으로 변화가 없었다(p=0.5012).

     표준편차 변화량 분석에서 섭취 12주 후 시험군은 0.00± 0.03sec으로 변화가 없었으며(p=0.8075), 대

조군은 0.01± 0.02sec 감소하였다(p=0.0183).

표 20. 방문별 Visual C.P.T 변화량 (FA Set)
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<그림 63. 방문별 정반응수(회)(FA set)> <그림 64. 방문별 누락오류수(회)(FA set)>

<그림 65. 방문별 과잉반응수(회)(FA set)> <그림 66. 방문별 정반응시간(sec)(FA set)>

<그림 67. 방문별 표준편차(sec)(FA set)>
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  ■ ADCS-ADL

     ADCS-ADL은 일생생활에 필요한 기술과 기능성을 측정하는 검사로, 식사, 보행, 화장실에서 대소변

의 해결, 목욕하기, 몸단장, 옷입기, 전화 사용, 쇼핑(장보기), 여가활동 등 23개 문항으로 구성되어 

있으며, 점수가 낮을수록 일상생활 활동장애 정도가 심함을 의미한다.

     표 21은 0주, 12주에서 측정한 ADCS-ADL(일상생활 활동 평가지수) 변화를 PP Set으로 분석한 결과

이다.

     ADCS-ADL 총점 변화량 분석에서 섭취 12주 후 시험군은 0.00± 2.24으로 변화가 없었으며 

(p=1.0000), 대조군은 0.39± 2.28 증가하였다(p=0.2794).

표 21. 방문별 ADCS-ADL 총점 변화량 (PP Set)

<그림 68. 방문별 ADCS-ADL 총점(PP set)>
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     표 22는 0주, 12주에서 측정한 ADCS-ADL(일상생활 활동 평가지수) 변화를 FA Set으로 분석한 결과

이다. 

     ADCS-ADL 총점 변화량 분석에서 섭취 12주 후 시험군은 0.02±2.16 증가하였고(p=0.9428), 대조군은 

0.38±2.22 증가하였다(p=0.2595).

표 22. 방문별 ADCS-ADL 총점 변화량 (FA Set) 

<그림 69. 방문별 ADCS-ADL 총점(FA set)>
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  ■ SGDS

     SGDS는 30문항의 자기 보고형 우울척도로서, 예/아니오로 간단히 대답할 수 있는 응답방식의 채택

과 우울증의 신체 증상을 묻는 문항이 포함되지 않는 등의 특징들을 가지고 있어서 노인층에서의 

우울증상을 선별하고 측정하는데 유용하게 사용되고 있으며, 점수가 높을수록 우울정도가 심함을 

의미한다.

     Table 23은 0주, 12주에서 측정한 SGDS(노인우울척도) 변화를 PP Set으로 분석한 결과이다. 

     SGDS 변화량 분석에서 섭취 12주 후 시험군은 0.58±2.72점 감소하였고(p=0.1972), 대조군은 

0.29±2.57점 감소하였다(p=0.4704).

표 23. 방문별 SGDS 총점 변화량 (PP Set)

<그림 70. 방문별 SGDS 총점(PP set)>
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     표 24는 0주, 12주에서 측정한 SGDS(노인우울척도) 변화를 FA Set으로 분석한 결과이다.

     SGDS 변화량 분석에서 섭취 12주 후 시험군은 0.51±2.67점 감소하였고(p=0.2258), 대조군은 

0.22±2.48점 감소하였다(p=0.5502).

표 24. 방문별 SGDS 총점 변화량 (FA Set) 

<그림 71. 방문별 SGDS 총점(FA set)>
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  ■ fMRI

     fMRI는 뇌신경의 활동성을 자기공명의 신호변화로 나타내어 이를 시각화하여 보여주는 영상 방법이

며, 이 때 뇌신경의 활동성은 국소적인 뇌 혈액량(Cerebral Blood Volume, CBV), 뇌 혈류(Cerebral 

Blood Flow, CBF), 또는 산소섭취(Oxygenation)의 변화에 의하여 간접적으로 파악되어지는 변화를 의

미한다. 경희대학교병원 영상의학과에서 Nordic Brain Program을 이용하여 분석하였다.

     표 25는 0주, 12주에 측정한 fMRI (기능적 자기공명영상) 변화를 PP Set으로 분석한 결과이다.

     Hippocampus 부위의 변화량 분석에서 섭취 12주 후 시험군은 1.20± 6.66 증가하였고(p=0.5814), 대

조군은 0.43± 3.74 감소하였다(p=0.7721).

     Temporal lobe 부위의 변화량 분석에서 섭취 12주 후 시험군은 1.92± 16.00 증가하였고(p=0.7134), 

대조군은 1.53± 4.59 감소하였다(p=0.4109).

     Posterior cingulate gyrus 부위의 변화량 분석에서 섭취 12주 후 시험군은 0.25± 5.17 감소하였고(p= 

0.8830), 대조군은 3.11± 3.99 감소하였다(p=0.0631).

표 25. 방문별 fMRI 변화량 (PP Set)
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 ○ 유효성에 대한 최종 결론

    본 인체적용시험의 유효성 평가는 ADAS-cog 총점, ADAS-cog 기억력, ADAS-K, Visual C.P.T, 

ADCS-ADL, SGDS의 변화량으로 시험군과 대조군의 개선 정도를 분석 및 비교하여 통계적으로 유의

한 차이가 있는지 평가하였다.

    ADAS-Cog 총점(기억력, 언어능력, 수행능력의 합계 점수) 변화량을 PP Set으로 분석한 결과에서 섭

취 12주 후 시험군은 1.17± 2.79점 감소하였고(p=0.0140), 대조군은 1.41± 2.83점 감소하였다

(p=0.0028).

    ADAS-Cog 총점(기억력, 언어능력, 수행능력의 합계 점수) 변화량을 FA Set으로 분석한 결과에서 섭

취 12주 후 시험군은 1.21±2.77점 감소하였고(p=0.0078), 대조군은 1.38±2.70점 감소하였다(p=0.0013).

    ADAS-K 총점 변화량을 PP Set으로 분석한 결과에서 섭취 12주 후 시험군은 1.22± 2.90점 감소하였

고(p=0.0136), 대조군은 1.41± 2.96점 감소하였다(p=0.0041).

    ADAS-K 총점 변화를 FA Set으로 분석한 결과에서 섭취 12주 후 시험군은 1.28± 2.88점 감소하였고

(p=0.0069), 대조군은 1.40± 2.83점 감소하였다(p=0.0018).

    ADAS-Cog 기억력 총점 변화량을 PP Set으로 분석한 결과에서 섭취 12주 후 시험군은 0.59± 2.55점 

감소하였고(p=0.1644), 대조군은 1.21± 2.36점 감소하였다(p=0.0021).

    ADAS-Cog 기억력 개별항목들 중 검사지시 변화량 분석에서 섭취 12주 후 시험군은 0.07± 0.43점 증

가하였고(p=0.3231), 대조군은 0.32± 0.82점 감소하여(p=0.0176) 섭취 군간 통계적으로 유의한 차이가 

나타났다(p=0.0101*).

    FA Set 분석도 PP Set 분석과 유사한 결과를 보였다. 

    Visual C.P.T(시각지속검사) 변화량을 PP Set으로 분석한 결과에서 정반응수는 섭취 12주 후 시험군이 

0.05± 14.67회 감소하였고(p=0.9825), 대조군은 2.24± 13.14회 감소하였다(p=0.2806).

    누락오류수 변화량 분석에서 섭취 12주 후 시험군은 0.05± 14.67회 증가하였고(p=0.9825), 대조군은 

2.24± 13.14회 증가하였다(p=0.2806).

    과잉반응수 변화량 분석에서 섭취 12주 후 시험군은 0.84± 11.84회 증가하였고(p=0.6635), 대조군은 

2.22± 7.47회 감소하였다(p=0.0644).

    정반응시간 변화량 분석에서 섭취 12주 후 시험군은 0.01± 0.09sec 증가하였고(p=0.5286), 대조군은 

0.00± 0.03sec으로 변화가 없었다(p=0.6956).

    표준편차 변화량 분석에서 섭취 12주 후 시험군은 0.00± 0.03sec으로 변화가 없었으며(p=0.8521), 대

조군은 0.01± 0.03sec 감소하였다(p=0.0203).

    FA Set 분석도 PP Set 분석과 유사한 결과를 보였다. 

    ADCS-ADL(일상생활 활동 평가지수) 총점 변화량을 PP Set으로 분석한 결과에서 섭취 12주 후 시험

군은 0.00± 2.24으로 변화가 없었으며(p=1.0000), 대조군은 0.39± 2.28 증가하였다(p=0.2794).

    FA Set 분석도 PP Set 분석과 유사한 결과를 보였다.

    SGDS(노인우울척도) 변화량을 PP Set으로 분석한 결과에서 섭취 12주 후 시험군은 0.58±2.72점 감소

하였고(p=0.1972), 대조군은 0.29±2.57점 감소하였다(p=0.4704).

    FA Set 분석도 PP Set 분석과 유사한 결과를 보였다.

    fMRI(기능적 자기공명영상) 변화량을 PP Set으로 분석한 결과에서 Hippocampus 부위는 섭취 12주 후 
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제형 

NO.
사진 비고

1

본 제형으로 제조 시 진피추출물의 기준 및 규격 방법으로 지표성

분 분석 결과 일일 표시량 대비 약 102% 로 확인되어 적합한 제형

임
Datafile Name: 지각추출물 160925 0.5mg.lcd
Sample Name: 지각추출물 160925 0.5mg/ml

0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 22.5 25.0 27.5 30.0 32.5 min
0

250

500

mAU
254nm,4nm 

2

Datafile Name: 지각추출물 160925 0.5mg1.lcd
Sample Name: 지각추출물 160925 0.5mg/ml

0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 22.5 25.0 27.5 30.0 32.5 min
0

250

500

mAU
254nm,4nm 

본 제형으로 제조 시 진피추출물의 기준 및 규격 방법으로 지표성

분 분석 결과 일일 표시량 대비 약 98% 로 확인되어 적합한 제형

임.

3

Datafile Name: 지각추출물 160925 0.5mg2.lcd
Sample Name: 지각추출물 160925 0.5mg/ml

0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 22.5 25.0 27.5 30.0 32.5 min
0

250

500

mAU
254nm,4nm 

본 제형으로 제조 시 진피추출물의 기준 및 규격 방법으로 지표성

분 분석 결과 일일 표시량 대비 약 101% 로 확인되어 적합한 제형

임

4

본 제형으로 제조 시 진피추출물의 기준 및 규격 방법으로 지표성

분 분석 결과 일일 표시량 대비 약 60% 수준으로 확인되며 추가적

인 추출 공정이 필요하므로 적합하지 않음 

시험군이 1.20± 6.66 증가하였고(p=0.5814), 대조군은 0.43± 3.74 감소하였다(p=0.7721).

    Temporal lobe 부위의 변화량 분석에서 섭취 12주 후 시험군은 1.92± 16.00 증가하였고(p=0.7134), 대

조군은 1.53± 4.59 감소하였다(p=0.4109).

    Posterior cingulate gyrus 부위의 변화량 분석에서 섭취 12주 후 시험군은 0.25± 5.17 감소하였고

(p=0.8830), 대조군은 3.11± 3.99 감소하였다(p=0.0631).

 2) 지각 추출물 원료를 이용한 제품의 제형 연구

 ○ 지각추출물을 이용한 건강기능식품 제품화를 위하여, 다양한 제형의 제품을 제조, 분석하였음.

  ■ 지각 추출물을 사용하여, 정제, 연질캡슐, 젤리, 액상, 겔 제형을 제조하여, 지각추출물의 기준 및 

규격에 설정된 분석방법을 통해 일일 표시량 대비 비교 확인하여 제형의 적합성을 확인하였다.

  ■ 제형연구 결과
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Datafile Name: 지각 PMFS 10% 1mg.lcd
Sample Name: 진피 10% 1mg/ml

0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 22.5 25.0 27.5 30.0 32.5 min
0

100

200

mAU
254nm,4nm 

5

본 제형으로 제조 시 진피추출물의 기준 및 규격 방법으로 지표성

분 분석 결과 지표성분의   peak를 확인 할 수 없었으므로 적합하

지 않음
Datafile Name:blank 1.lcd
Sample Name:blank

0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 22.5 25.0 27.5 30.0 32.5 min

0

5

10

15
mAU

254nm,4nm 

6

본 제형으로 제조 시 진피추출물의 기준 및 규격 방법으로 지표성

분 분석 결과 지표성분의 peak를 확인 할 수 없었으므로 적합하지 

않음
Datafile Name:blank 2.lcd
Sample Name:blank

0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 22.5 25.0 27.5 30.0 32.5 min

0

10

20
mAU

254nm,4nm 

7

본 제형으로 제조 시 진피추출물의 기준 및 규격 방법으로 지표성

분 분석 결과 지표성분의 peak를 확인 할 수 없었으므로 적합하지 

않음

Datafile Name:blank 2.lcd
Sample Name:blank

0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 22.5 25.0 27.5 30.0 32.5 min
0

500

1000

mAU
254nm,4nm 

  ■ 현재 건강기능식품에 적용되고 있는 다양한 제형으로 지각추출물 샘플을 제조하여, 각 

제형별로 지표성분을 분석한 결과, 정제가 가장 적합한 것으로 확인되었다.

 3) 지각 추출물 원료의 안정성(stability) 실험을 통한 원료의 유통기한 설정

 ○ 표준화된 방법에 의해 추출 생산된 지각추출물 원료에 함유된 지표(기능)성분에 대한 안정성을 확인하

기 위하여, 가속시험법으로 지각추출물의 유통기한 설정시험을 수행하였다.

 (1) 원료명 : 지각추출물

 (2) 성 상 : 이미, 이취가 없고 고유의 향미가 있는 황색 분말

 (3) 안정성 시험

- 시험기준 : 가속시험
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- 시험조건 : 상온, 35℃, 40℃[상대습도 75%] 에서 6 개월간 저장시키면서 실험 주기는 

2 개월 간격으로 시험

- 시험기간 : 2018. 02. 15 ~ 2018. 10. 22

- 시험방법 : 지각추출물 기준 및 규격 시험방법에 따라 진행하였음

 (4) 지표성분 시험결과

조건 25℃ 35℃ 40℃

기간[개월] Nobiletin 지각성분 Nobiletin 지각성분 Nobiletin 지각성분

0 28.732 확인 28.732 확인 28.732 확인

1 27.513 확인 27.796 확인 27.875 확인

2 27.104 확인 27.267 확인 27.133 확인

3 26.971 확인 26.890 확인 26.785 확인

4 26.335 확인 26.130 확인 26.035 확인

5 26.106 확인 25.952 확인 25.895 확인

6 26.063 확인 25.659 확인 25.641 확인

 (5) 유통기한 산출

    위 가속시험에서 기능성분(또는 지표성분)중 Nobiletin의 함량 결과에 따라 “지각추출

물”의 유통기간을 다음과 같이 산출함.

품질지표 반응차수 온도(℃) 회귀방정식 (Y = KX + B ) 결정계수

Nobiletin

0차¹)
25 Y = -0.41393x + 28.21664 0.89012
35 Y = -0.50157x + 28.42271 0.96188
40 Y = -0.51182x + 28.40682 0.95113

1차²)
25 Y = -0.012803x + 3.8706 0.8406
35 Y = -0.027301x + 3.8836 0.9046
40 Y = -0.073330x + 3.9006 0.8177

    1) Y = KX + B ( Y : 저장기간(X)중의 시험항목의 결과값 X : 저장기간, K : 반응속도상수 )

    2) Y = KX + B ( Y=LnAe, B=LnA0, Ae : 저장기간 중의 시험항목의 결과값 , A0 : 저장 전 제품의 시험항목 

값,  X : 저장기간, K : 반응속도상수 ) 

  ▶ 위 도출된 결과에서 0차 반응에서 가장 높은 결정계수를 가지므로 0차 반응식을 따르는 

것을 알 수 있다. 따라서 Nobiletin 의 0차 반응식의 반응속도상수(K)인 K25℃=-0.41393, 

K35℃=-0.50157, K40℃=-0.51182 을 이용하여 활성화에너지(Ea)를 산출한다.

 (6) 온도에 대한 품질지표의 활성화에너지(Ea) 산출

  - 앞서 도출한 0차 반응식의 반응속도상수(K)를 아레니우스 반응식을 활용하여 활성화에너

지(Ea)를 아래와 같이 구한다.
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온도

(℃)

온도

(K)
1/T K LnK

R

(기체상

수)

r²

(결정계수)

LnK = 

-(Ea/R)(1/T) + 

LnA

저

장

온

도

25 298 0.0033557
0.4139

3

-0.4182

4

1.987 0.93512

LnK= -7991X + 

26.32

(R²=0.9061)

Ea/R = -7991 

(R=1.987)

Ea(Kacl/mole) 

=-15878.117

35 308 0.0032468
0.5015

7
0.13606

40 313 0.0031949
0.5118

2
0.95138

   * 아레니우스 반응식 : ( A : 아레니우스상수, Ea : 활성화에너지(call/mol), R : 기체상수, T : 절대온도(=℃
+273), K : 반응속도상수 )

 (7) 실험하지 않은 온도 구간의 반응속도상수(K) 산출

  - 실험제품이 1년간 우리나라 실온에 유통된다고 가정한다면, 현재 실험한 온도구간(25, 35, 

40℃)은 우리나라 1년 유통온도를 모두 반영한 것이 아니므로, 품질지표의 연간 변화량을 

산출하기 위해서는 우리나라 월평균 온도를 기준으로 대표성을 갖는 온도구간을 정하고, 

그 온도구간에서의 온도 유지일수를 산출하여 실험하지 않은 구간에 대한 반응속도상수 

산출이 필요하다.
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  ▶ 조사결과 1월, 2월, 3월, 11월, 12월(5개월:152일)의 평균기온은 0~11℃, 4월 13℃, 5월과 

10월 (2개월:61일)은 17~19℃, 6월과 9월(2개월:61일)은 21~22℃, 7월과 8월(2개월:61일)은 

25~26℃ 인 것으로 나타났다.

     이에 따라 실온 유통 시 1년간 온도 별 예상 유통일수는 10℃(152일), 15℃(30일), 20℃

(61일), 25℃ (61일), 30℃(61일)로 하여 유통기간 산출의 근거로 사용하였다.

온도(℃) 온도(K) 1/T Ea/R LnA LnK K

10 283 0.003534

-7991 26.32

-1.920194 0.1465791

15 288 0.003472 -1.42475 0.2405685

20 293 0.003413 -0.95328 0.3854745

25 298 0.003356 -0.4978 0.6078664

30 303 0.003300 -0.0503 0.9509440

   * 산출과정 : 아레니우스 반응식()을 이용하여 반응속도상수(K)를 산출

     예) LnK10℃ = -(-9853.8789 x 0.003534) + 32.4702 = -2.35345, K10℃ = = 0.0950411
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연번 제출자료

1. 제출자료 전체의 총괄 요약본 

2. 기원, 개발경위, 국내·외 인정 및 사용현황 등에 관한 자료

2.1 기원 

2.2 개발경위

2.3 국내·외 인정·허가 현황

2.4 국내·외 사용 현황

3. 제조방법 및 그에 관한 자료  

3.1
제조공정표 

※ 수입건강기능식품인 경우 제조회사가 발행한 자료

3.2 원재료부터 단위공정별 제조방법 설명

저장온도(℃)
국내 연간온도별

예상 유통일수

국내 연간온도별

예상 개월수(A)
반응속도상수(B)

연간변화량

(AxB)

10 152 5 0.1465791 0.7328955

15 30 1 0.2405685 0.2405685

20 61 2 0.3854745 0.770949

25 61 2 0.6078664 1.2157328

30 61 2 0.9509440 1.901888

누계 365일 4.8620338

최초함량(A) 품질규격(B) A-B 연간 변화량© [(A-B)/C]*365

28.732 20 8.732 4.8620338 655.524
 (21.85개월)

 4) 지각 추출물의 기억력 개선 개별인정형 건강기능식품 원료 인허가 신청

 ○ 1, 2, 3년차 연구를 통하여 얻어진 원료표준화, 지표성분 설정, 독성시험결과, 인체유효성시험결과, 작

용기전시험결과 등을 바탕으로 개별인정형 건강기능성식품 원료 인허가 신청을 완료하였다.

 (1) 인허가 제출자료

    지각추출물의 개별인정형 건강기능성식품 인허가를 위하여 다음과 같은 자료를 제출하였다.
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6. 유해물질에 대한 규격 및 시험방법에 관한 자료

6.1
유해물질 규격 항목(납, 카드뮴, 총비소, 총수은)의 규격 및 근거

※ 유해물질 규격 항목의 시험성적서 및 분석자료 포함

6.2 유해물질 규격 미설정 항목(잔류농약)의 시험성적서 및 분석자료 

6.3

필요시 추가 항목의 규격 및 근거 

(예: 곰팡이독소, 미생물 등) 

※ 추가 항목의 시험성적서 및 분석자료 포함

6.4 유해물질(중금속, 잔류농약, 미생물 등)의 시험방법 

7. 안전성에 관한 자료 (의사결정도 :       나        ) 

7.1 섭취근거 정보

7.2 기능성분 또는 관련 물질에 대한 안전성 검색 정보

7.3 섭취량 평가 정보

7.4 인체적용시험 정보

7.5

 독성시험

* GLP기관 

 확인 여부

 단회투여독성시험

 3개월 반복투여독성시험

8. 기능성 내용 및 그에 관한 자료

8.1 시험관시험

3.3 사용된 원료·첨가물이 식품 및 첨가물공전에 적합한지 여부

3.4 주요공정별 기능성분(또는 지표성분) 함량변화

3.5 주요공정별 수율 변화

4. 원료의 특성에 관한 자료

4.1 원료를 특징지을 수 있는 성상, 물성 등

4.2 기능성분(또는 지표성분) 및 근거

4.3 영양성분정보자료

5. 기능성분(또는 지표성분) 규격 및 시험방법에 관한 자료

5.1

기능성분(또는 지표성분)의 규격 및 근거 

※ 기능성분(또는 지표성분)의 시험성적서 및 분석자료 포함

   * 여러 번(3 LOT)의 시험성적서 

5.2
표준품 정보 

(자사표준품의 경우 순도,구조동정,유효기간 등 정보 추가)

5.3

기능성분(또는 지표성분)의 시험방법 

자사방법인 경우 밸리데이션 자료 추가)
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8.2 동물시험

8.3 인체적용시험

9. 섭취량, 섭취방법, 섭취 시 주의사항 및 그 설정에 관한 자료

9.1 섭취량 및 근거 

9.2 섭취방법 및 근거 

9.3 섭취 시 주의사항 및 근거 

10. 의약품과 같거나 유사하지 않음을 확인하는 자료

10.1 1. 건강기능식품에 사용할 수 없는 원료 여부 

10.2 2. 의약품과 같거나 유사한 건강기능식품 여부

항   목 주요 내용

1. 원료명  지각 추출물 

2. 원재료  Bitter orange  (학명:Citrus aunrantium, 사용부위 : Peel) 

3. 기능

   (지표)성분
 Nobiletin

4. 제조 

   공정

  원재료(Citrus aurantium L.의 과피) → 세척 → 추출 → 여과 → 농축 →  분무건조 → 분

체 → 신청 원료   

5. 규격 및

   시험방법

1) 성상 : 고유의 향미가 있는 갈색의 분말이다

2) 기능 또는 지표성분 :  Nobiletin 232~347 mg/g

3) 납(mg/kg) :  3.0 이하        

4) 총비소(mg/kg) : 2.0 이하 

5) 카드뮴(mg/kg) : 1.0 이하    

6) 총수은(mg/kg) :  0.1 이하    

7) 대장균군 :  음성       

기능(지표)

성분 시험법

 자사 시험방법이며, 시험방법에 대한 타당성(밸리데이션)자료를 공인시험기관

을 통해 구비함

규격 외

(잔류농약)

-잔류농약: 58종 (톨크로포스-메칠 (0.1 ppm), 파클로부트라졸 (0.09 ppm), 이

마자릴 (0.51 ppm)을 제외한 항목에서 모두 불검출

건강기능식품 기능성 원료 및 기준규격 인정에 관한 규정()에 따라 “수

입식품 등 검사에 관한 규정” 별표 3. 정밀검사 대상 잔류농약 검사항목

에 따라 58종을 식품공전 제 10. 일반시험법, 4. 식품 중 잔류농약 분석

법, 4.1.3 다성분분석법에 따른다.

 (2) 인허가 신청 요약

    지각추출물의 개별인정형 건강기능성식품 인허가신청 내용은 다음과 같다.
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6. 안전성

의사결정도 의사결정도 ‘나’에 해당

섭취 근거

<인정현황>

∘국내 

- 건강기능식품 기능성원료 개별인정 1건

- 대한약전외한약(생약)규격집 내 등재

∘국외

- 영국의 식품표준청 (Food standards agency)의 health claim list에서 "citrus 

aurantium"은 식욕조절, 대사질환/체중조절 등으로 등재

- 캐나다 보건부의 "Natural health products ingredients data base" 상에서 

“Citrus aurantium"이 등재

안전성 정보

∘안전성 정보 DB : 신청원료 지각추출물 및 citrus aurantium(bitter orange)의 

국내외 보고서, 국제기구 보고서 및 관련 데이터베이스 검색결과, 대부분의 

경우 안전성에 문제가 없다고 명시되어 있으나, 많은 양의 bitter orange feel

을 섭취한 어린이의 경련과 사망에 대한 보고가 있었다. 그러나, 정확한 섭

취량이나 원인관계가 밝혀져 있지 않았고(명확한 reference가 없음) 본 자료 

이후에 나온 자료들에 따르면, 안전성에 대한 많은 연구가 진행되었고 안전

성에 문제가 없는 것으로 확인되었음

섭취량 평가

∘ 섭취량: 지각추출물로서 400mg/일

∘ 신청원료의 원물섭취량: 0.99~2.32g/일

∘ 시판되는 원료의 원물 섭취량:

- ‘혈당조절에 도움’의 기능성(인정번호 제2010-33호, ㈜지엠피바이오)의 지각

상엽 추출 혼합물의 경우 지각의 일일 섭취량이 약 1.4g/일 이었으나 본 신청

원료인 지각 추출물은 일일 섭취량이 400mg/일 이므로 기 허가의 기능성 원

료보다 1일 섭취량이 낮음.

∘ 상기와 같은 근거로 신청 섭취량은 안전하다고 판단됨.

∘ 또한 신청원료의 인체적용시험에서도 일일 섭취량은 400mg/일 임

∘ 13주 반복투여 시험결과 NOAEL값은 2,000mg/kg/일 이상으로 보고되었으며 이

를 60kg 성인의 ADI 값으로 환산(Safety factor = 100)하게 되면 “1200mg 이

상”임.

⇒ 이에 신청원료“지각추출물‘의 일일 섭취량은 안전하다고 판단된다.
인체적용

시험
시험물질과 연관된 중대한 이상반응 및 부작용은 보고되지 않았음 (400mg/day)

독성 시험

[신청원료]

∘ 90일 반복투여 독성시험(랫드): 

- 투여기간 중 사망동물은 없었으며, 증상관찰에서도 시험물질에 기인하는 특이

사항은 없었음 

- “지각추출물”의  NOAEL 값은 2,000mg/kg/day로 보고 되었음

∘  단회 투여 독성 시험(랫드):

- 시험물질 5,000mg/kg 용량까지 독성학적 이상 소견이 관찰되지 않았고, 암수 

모두에서 ALD값이 5000mg/kg을 상회하는 것으로 보고 되었음. 

[유사원료]

- Bitter orange (Citrus aurantium L)의 NOEL 값은 300 mg/kg, NOEAL 값은 암/
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수 모두 1,000 mg/kg/day로 판단됨

기타 사항 ­해당사항 없음

섭취 시 

주의사항

∘ 섭취시 주의사항

임산부 및 수유부는 섭취 시 주의 바랍니다.

∘ 근거내용

신청원료로 시험된 인체적용시험의 제외기준 상 공통적으로 “임산부 및 수유

부‘는 제외한다고 보고됨. 

7. 기능성 

신청 기능성  인지능력 개선에 도움

신청

일일섭취량 
지각추출물로서 400 mg/일

시험관시험

[유사원료]

∘사람 신경세포종 SH-SY5Y 세포에서 Nobiletin의 신경세포 보호효과

세포자살을 이끌어내는 것으로 알려진 H2O2를 신경세포종 SH-SY5Y세포

에 12h 동안 처리하였을 때, 세포의 60-70%가 사멸하였음. 그러나, 

Nobiletin 10-30mM을 함께 처리하였을 때에는, 사멸한 세포수가 유의적

으로 감소하였으며, Hoechst 33342 staining을 하여 DNA ladder 형성을 

확인한 결과 Nobiletin 첨가로 감소함. 

∘ PC12D 세포에서 Nobiletin의 신경돌기 성장 효과

Rat의 갈색세포종 cell line으로 알려진 PC12D 세포에 Nobiletin(10, 30, 

100 mM)을 함께 처리하였을 때, 유의적인 신경돌기의 성장을 확인하였

다. 또한, Nobiletin에 의해 기억이나 시냅스 가소성과 관련된 다양한 유

전자의 프로모터 부위에 결합하는 CREB을 활성화시켰다. 

동물시험

[신청원료]

∘Ab 1-42로 기억손실유도 마우스 모델, 신청원료 지각추출물 (50, 100   

mg/kg/day), 4주

- 지각추출물 50 및 100 mg/kg 섭취군은 수동회피능을 유의적으로 증가시킴

  (vs Ab(1-42), p<0.01 and p<0.05) 

- 지각추출물 50 및 100 mg/kg 섭취군은 escape latency를 유의적으로 감소시

킴

  (vs Ab(1-42), p<0.01 and p<0.05)

- 지각추출물 50 및 100 mg/kg 섭취군은 swim distance를 유의적으로 감소시

킴

  (vs Ab(1-42), p<0.01 and p<0.05)

- 지각추출물 50 및 100 mg/kg 섭취군은 probe trial에서 crossing number을 유

의적으로 증가시킴 (vs Ab(1-42), p<0.05)

- 지각추출물 50 및 100 mg/kg 섭취군은 대뇌피질 및 해마조직 내 AchE 

activity를 유의적으로 감소시킴(vs Ab(1-42), p<0.01 and p<0.05)

- 지각추출물 50 및 100 mg/kg 섭취군은 대뇌피질 및 해마조직 내 세포사멸 

관련 단백질 발현 (Bax, cleaved caspase-3)은 감소, Bcl-2 단백질 발현은 유

의적으로 증가시킴 (vs Ab(1-42), p<0.01 and p<0.05)
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인체적용

시험

[신청원료]

∘건강한 성인(n=100),   400mg/일, 12 주(RCT, DB)

 - ADAS-cog 총점 및 ADAS-cog 기억력유의적 증가(대조군 대비, p<0.05)

※인체적용시험기관 :  경희대학교 병원 (‘18) , 시험책임자 : 백건우  

                     건국대학교 병원 (‘18) , 시험책임자 : 유승호

  유효성 평가는 ADAS-cog 총점, ADAS-cog 기억력, ADAS-K, Visual C.P.T, 

ADCS-ADL, SGDS의 변화량으로 시험군과 대조군의 개선 정도를 분석 및 비교하

여 통계적으로 유의한 차이가 있는지 평가하였다.

  ADAS-Cog 총점(기억력, 언어능력, 수행능력의 합계 점수) 변화량을 PP Set으로 

분석한 결과에서 섭취 12주 후 시험군은 1.17± 2.79점 감소하였고(p=0.0140), 대

조군은 1.41± 2.83점 감소하였다(p=0.0028).

  ADAS-Cog 총점(기억력, 언어능력, 수행능력의 합계 점수) 변화량을 FA Set으로 

분석한 결과에서 섭취 12주 후 시험군은 1.21±2.77점 감소하였고(p=0.0078), 대조

군은 1.38±2.70점 감소하였다(p=0.0013).

  ADAS-K 총점 변화량을 PP Set으로 분석한 결과에서 섭취 12주 후 시험군은 

1.22± 2.90점 감소하였고(p=0.0136), 대조군은 1.41± 2.96점 감소하였다

(p=0.0041).

  ADAS-K 총점 변화를 FA Set으로 분석한 결과에서 섭취 12주 후 시험군은 

1.28± 2.88점 감소하였고(p=0.0069), 대조군은 1.40± 2.83점 감소하였다

(p=0.0018).

  ADAS-Cog 기억력 총점 변화량을 PP Set으로 분석한 결과에서 섭취 12주 후 시

험군은 0.59± 2.55점 감소하였고(p=0.1644), 대조군은 1.21± 2.36점 감소하였다

(p=0.0021).

  ADAS-Cog 기억력 개별항목들 중 검사지시 변화량 분석에서 섭취 12주 후 시험

군은 0.07± 0.43점 증가하였고(p=0.3231), 대조군은 0.32± 0.82점 감소하여

(p=0.0176) 섭취 군간 통계적으로 유의한 차이가 나타났다(p=0.0101*).

  FA Set 분석도 PP Set 분석과 유사한 결과를 보였다. 

기타 사항 ­해당사항 없음

 나. 경희대학교 (참여기관) : 지각 추출물의 기억력 개선 효능검증 및 기전연구 (세부과제명)

 1) 지각추출물의 기억력 개선 작용기전 연구 (in vivo)

    지각추출물의 기억력 개선 효능검증을 위하여, amyloid beta 1-42 (Ab1-42)로 공간학습능

력장애와 기억장애가 유도된 마우스에 지각추출물을 투여한 후 개선되는 정도를 판별하

였다.
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○ 기억장애 마우스모델에서의 지각추출물의 기억력 개선 효능검증 시험

  (1) 시험방법

     ◾ 시험샘플

        시험에 사용된 지각추출물은 초임계추출법으로 제조된 지각추출물을 사용하였다. 대조물

질로는 기억력 증진효과가 확인된 노빌레틴 (nobiletin)을 사용하였다.

     ◾ 시험동물

        시험동물로는 8주령 수컷 C57BL / 6J 마우스를 사용하였으며, 7일 동안 순응 한 후에 실

험에 사용했다. 마우스를 12 시간의 명암주기와 온도 23±3℃, 습도 55±15% 조건에서 

사육하였다.

     ◾ 기억력 손상유도

        마우스의 기억력 손상유발을 위하여 Aβ 1-42를 투여하였다. 마우스를 마취시킨 후 A

β 1-42 또는 대조물질을 주입한 후, 5개의 그룹으로 나누었다.

        1) 대조군 (Vehicle), 2) Aβ 1-42 단독 군, 3) Aβ1-42 + 지각추출물 (50 ㎎/㎏) 군, 4) A

β1-42 + 지각추출물 (100 ㎎/㎏ ) 군, 5) A 1-42 + Nobiletin (30 mg / kg) 군. 모든 마우

스에게 4 주간 (28 일) 각 약물을 경구 투여했다. 모든 마우스는 3일 째 수동회피 시험

을 수행하였고, 7일 간 수중미로 시험을 수행한 후, 28일 째에 희생되어, 뇌조직 분석에 

사용되었다.

<그림 72. 동물 기억력 개선시험 과정>

     ◾ 수동회피시험

        수동 회피 테스트는 중간이 격벽으로 2개의 구획으로 나뉘어져있는 아크릴 박스에서 수

행되었다. 격실은 빛이 있는 격실과 빛이 없고 전기 충격을 주기 위한 바닥이 있는 격실

로 구성되었다. 시험은 24시간 간격으로 3일 연속으로 실시되었다. 15일째, 동물은 2분 

동안 비 조명 구역에 머물러 있다가 조명구역으로 다시 옮겨진다. 비 조명 구획으로 이

동하면 즉시 배제되어, 조명이 설치된 구획에 적응하도록 훈련되었다. 마우스들은 60 초 

동안 조명구역과 비 조명구역에 자유롭게 접근할 수 있었다. 적응 시간이 끝난 후, 16일 
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째에 마우스는 두 구역 사이를 120 초 동안 이동 가능하지만, 비 조명구역으로 들어갔을 

경우, 중앙격벽의 문이 자동으로 닫히고 2 초 동안 전기충격을 주었다. 17 일째, 마우스

를 조명구역에 놓고 문을 연 후, 비 조명구역으로 이동한 시간을 측정하였다.

     ◾ 모리스 수중미로 시험

        Morris 수중미로 시험은 22일째부터 수행되었다. 수조를 네 구역으로 나누고 플랫폼을 

구역 중 하나에 무작위로 배치하였다. 마우스들은 60 초 동안 플랫폼을 찾을 수 있도록 

훈련 받았다. 마우스가 플랫폼에 도달하면 플랫폼에서 30 초 동안 머무르도록 허용하고, 

60초 동안 플랫폼을 찾지 못하면, 30 초 동안 수중미로에 돌려놓았다. 모든 마우스는 하

루 두 번씩 수중미로 시험을 수행하였으며, 원형 수조에서 플랫폼의 위치는 무작위로 변

경되었다. 수중미로 시험은 2일간의 훈련 (training), 4일간의 습득시험 (acquisition test) 

및 1일간의 검사시험 (probe trial)으로 구성되어 플랫폼을 찾는 시간을 기록했다. 검사시

행을 위해 플랫폼을 제거하고 마우스들이 1분 동안 플랫폼을 찾도록 하였으며, 28일째에 

이전 플랫폼이 있던 위치를 가로 지르는 횟수를 측정하였다.

  (2) 시험결과

     ◾ 기억력장애 마우스에서의 수동회피능력 시험

        Aβ1-42 유도 기억손상에 대한 지각추출물과 노빌레틴의 개선효과는 수동회피시험을 통

하여 분석되었다. Aβ1-42만 처리한 군의 수동회피지연 (step through latency) 시간은 A

β1-42를 처리하지 않은 대조군에 비하여 유의하게 단축되었다. Aβ1-42의 투여에 의하

여 감소된 수동회피 지연시간은 지각추출물과 노빌레틴의 투여에 의하여 유의하게 회복

되었다. 지각추출물 50 및 100 mg/kg 투여는 지연시간을 각각 49.7% (105.06±17.75), 

57.3% (123.92±26.20) 증가 시켰으며 노빌레틴은 58.8% (128.32±2.43) 증가시켰다.

<그림 73. 기억력장애 마우스에서의 수동회피능력 시험결과>
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     ◾ 기억력장애 마우스에서의 수중미로시험 시험

        Aβ1-42에 의한 공간기억력 손상 후 지각추출물과 노빌레틴을 투여하여 개선효능을 확

인하였다. 탈출지연 (escape latency) 평가는 하루에 두 번 수행되었다. 시험기간 동안 두 

번째 시험에서 모든 시험그룹의 첫 번째 시험에서보다 탈출지연 평가시간이 약간 감소

했다. 기억력 손상 마우스의 4일간의 탈출지연 시간에는 차이가 없었으며, 대조군은 4일 

동안 2회의 시험동안 탈출지연 시간이 현저하게 감소하여, Aβ1-42의 투여에 의한 기억

력 손상으로 탈출지연 시간이 증가된 것을 확인하였다. 지각추출물 50 및 100 mg/kg 투

여군은 Aβ 1-42 만 투여 된 군보다 25일에서 27일까지의 탈출지연 시간이 유의하게 감

소하였다.

        

<그림 74. 기억력장애 마우스에서의 수중미로 시험결과>

     ◾ 기억력장애 마우스에서의 수중미로 내 수영거리 측정

        수중미로 시험에서 플랫폼을 찾기 위해 수영한 거리에 대한 지각추출물과 노빌레틴 투

여군의 효과는 표 26과 같다. 대조군 그룹 마우스는 훈련된 플랫폼 위치를 신속하게 찾

았다. 그러나 기억력 장애군은 플랫폼을 찾는데 어려움이 있으며 수영 거리가 대조군에 

비해 유의하게 증가하는 것으로 나타났다. 지각추출물 50 및 100 mg/kg 투여 군의 수영 

거리는 훈련 기간 중 Aβ1-42 군의 경우와 비교하여 유의하게 감소되었다.
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표 26. 기억력장애 마우스에서의 수중미로 내 수영거리 측정

     ◾ 기억력장애 마우스에서의 수중미로 검사시험 (probe trial)

        마우스의 공간기억력을 평가하기 위한 검사시험에서 28일째에 플랫폼위치의 교차 수를 

측정했다. 그림 에서 볼 수 있듯이, Aβ1-42 투여군은 대조군에 비교하여 학습 및 기억 

장애를 보였다. 그러나, 지각추출물 50 mg/kg 및 100 mg/kg의 투여군은 Aβ1-42 처리 

군과 비교하여 플랫폼위치의 교차수를 5배 및 5.33배 증가되었고, 노빌레틴 투여군은 

5.17배 증가되었다. 본 결과는 지각추출물이 공간인지, 학습 및 기억 기능에 Aβ1-42에 

의한 기억손상에 대한 개선 효과가 있음을 보여준다.

<그림 75. 기억력장애 마우스에서의 수중미로 probe trial 결과>

     ◾ 지각추출물의 대뇌피질과 해마 내 AchE 억제효과

        뇌 조직에서 지각추출물고 nobiletin의 신경 보호효과를 확인하기 위해 대뇌피질과 해마

에서 AchE 활성을 측정 하였다 (표 27). Aβ1-42 처리군의 AchE 활성은 대조군과 비교

하여 유의하게 증가했다. 지각추출물 50 mg/kg 및 100 mg/kg 투여군은 Aβ1-42 투여군

과 비교하여 AchE 활성을 대뇌피질에서 각각 56.6%, 58.8% 감소시켰으며, 해마에서 각각 

8.8% 및 35.6% 감소시켰다. 노빌레틴 투여군의 AchE 활성은 대뇌피질에서 56.5%, 해마에

서 72.2%로 유의하게 감소하였다.
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표 27. 대뇌피질과 해마 내 AchE 활성 분석결과

        

     ◾ 대뇌피질과 해마 내 Bax, Bcl-2, Cleaved caspase-3 발현량 측정

        지각추출물과 노빌레틴이 Bcl-2 계열 및 caspase 경로에 미치는 영향을 대뇌피질과 해마

에서 조사하였다. 그림 76에 나타낸 바와 같이,  대뇌피질 및 해마 내 Bax 및 Cleaved 

caspase-3 단백질 발현 수준은 Aβ1-42 처리군이 대조군에 비해 감소하였다. 반면, 대뇌

피질과 해마 내 Bcl-2 단백질 발현 수준은 Aβ1-42 처리군에 비해 대조군에서 높게 확

인되었다. 해마에서 지각추출물 100 mg/kg과 노빌레틴 투여군의 Bax 단백질 발현 수준

은 Aβ1-42투여군 대비 15 %, 10 % 유의하게 감소하였고 Bcl-2의 단백질 발현 수준은 

지각추출물 100과 노빌레틴 투여군에서 Aβ1-42투여군 대비 1.4 및 2 배 증가하였다. 지

각추출물 50, 100 mg/kg 및 노빌레틴 처리군은 해마 내 Cleaved caspase-3 발현 수준을 

Aβ1-42투여군 대비 각각 21%, 22%, 20% 낮추었다 (그림 76). 대뇌피질 내 단백질 발현

은 해마와 유사한 패턴을 나타내었다. 대뇌피질 내 Bax와 Cleaved caspase-3 단백질 발

현 수준은 지각추출물 50, 100 및 노빌레틴 투여에 의해 감소하였고 Bcl-2 및 Bcl-2/Bax 

단백질 발현 수준은 Aβ1-42 투여군보다 높았다 (그림 77).

<그림 76. 해마 내 Bax, Bcl-2, Cleaved caspase-3 발현량 분석결과>
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<그림 77. 해마 내 Bax, Bcl-2, Cleaved caspase-3 발현량 분석결과>

  (3) 결론

     상기의 시험을 통하여, 지각추출물은 뇌 내 아세틸콜린 에스터레이즈 (AchE)의 활성을 

억제하여 신경을 보호하고, 대뇌피질과 해마 내에서 Bax와 Cleaved caspase-3의 발현

을 억제하고, Bcl-2의 발현을 증가시키며, Bcl-2/Bax의 비율을 증가시켜 뇌세포의 

apoptosis를 조절하는 기전으로 기억력 증인효과를 보이는 것으로 확인되었다.
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 2-4. 연구개발 성과

 가. 개별인정형 건강기능성식품 원료 인허가 신청

 1)
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 2)
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 나. 논문실적

 1)
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 2)
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 다. 특허출원

 1) 
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 2)



- 158 -

 3)
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 4)
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 라. 특허등록

 1)
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 마. 기술실시
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 바. 고용창출

 1)
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 2)
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 3)
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 사. 전시회 참가

 1) 2018 보건산업 성과교류회 (2018.11.01.~2018.11.02.)
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 아. 사업화 실적
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 자. 임상시험 수행종료
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 2-5. 사업화 성과 및 매출실적

 가. 사업화 성과

  ◾ 지각추출물 원료를 제품화하여 일본의 Okinawa Research Center Co, Ltd.에 수출하여, 매출

을 창출하였다.

No
사업화

 방식

사업화 

형태
지역 사업화명 내용 업체명

매출액 매출

발생년도국내 국외

1 제품화 기타 국외
지각추출
물 제품화
(원료판매)

지각추출물 
일본수출

Okinawa 
Research 
Center 
Co, Ltd.

10
(천$) 2017

2 매출창출 기타 국외

지각추출
물 

매출창출
(원료판매)

지각추출물 
일본수출

Okinawa 
Research 
Center 
Co, Ltd.

10
(천$) 2017

 나. 사업화 계획 및 매출 실적

항 목 세부 항목 성 과

사업화 계획

사업화 
소요기간(년)

6

소요예산(백만원) 1,000

예상 매출규모
(억원)

현재까지 3년후 5년후

0.1 45 60

시장
점유율

단위(%) 현재까지 3년후 5년후

국내 - 10 15

국외 - 10 15

향후 관련기술, 
제품을 응용한 타 

모델, 제품 
개발계획

 지각초임계추출물을 활용하여, 기억력개선 이외의 
다른 기능성의 건강기능성식품 개발을 계획하고 
있음. 

무역 수지
개선 효과

(단위: 억원) 현재 3년후 5년후

수입대체(내수) 0 45 60

수    출 0.1 10 11
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항목 세부항목 성 과

사업화

성과

매출액

개발제품
개발후 현재까지 0.1 억원

향후 3년간 매출 45 억원

관련제품
개발후 현재까지 - 억원

향후 3년간 매출 - 억원

시장

점유율

개발제품

개발후 현재까지
 국내 :  0%

 국외 :  0%

향후 3년간 매출
 국내 :   10%

 국외 :   10%

관련제품

개발후 현재까지
 국내 :   -%

 국외 :   -%

향후 3년간 매출
 국내 :   -%

 국외 :   -%

세계시장

경쟁력

순위

현재 제품 세계시장 경쟁력 순위 -위

3년 후 제품 세계 시장경쟁력 순위 -위

 ○ 기억력 개선 개별인정형 건강기능식품 인정획득 계획

  1) 일정 및 전략

  ◾ 지각추출물 기억력 개선 개별인정형 건강기능식품 인정허가는 2019년 2월 8일에 접수되어 

현재 심사진행 중에 있음.

  ◾ 개별인정형 건강기능식품 인정허가 심사기간은 근무일로 120일로, 지각 기억력 개선 소재의 

심사결과 통보 예정일은 2019년 7월 31일 임.

  ◾ 개별인정형 건강기능식품 1차 심사결과에 대하여 수정보완이 가능하며, 보완자료 제출 후 보

완심사기간은 근무일로 60일 임. 따라서 지각 기억력 개선 개별인정형 건강기능식품 허가심

사의 최종결과 통보일은 2019년 10월 30일로 예상됨.
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  ◾ 지각추출물의 개별인정형 건강기능식품 허가심사 시 임상시험 결과의 유효성 여부와 유효성

분 및 지표성분 설정의 당위성 등에 관하여 추가 자료 또는 설명이 요구될 것으로 예상됨.

  ◾ 임상시험 결과 지각추출물은 뇌 전두엽과 측두엽을 활성화 시키는 것으로 확인되었음. 또한 

모든 ADAS-Cog 세부지표에서 대조군 대비 개선 결과를 보이지는 않았으나, 언어능력과 수

행능력, 우울척도 등에서 대조군 대비 뚜렷한 개선활성을 보였으므로, 이를 근거로 지각 추

출물의 인지기능 개선 활성을 주장할 계획임.

  ◾ 지각 추출물의 유효성분 및 지표성분 관련 사항은, 지각 추출물의 유효/지표 성분인 노빌레

틴의 기억력 개선 효능에 관하여 많은 연구가 수행되어있어, 해당 논문자료를 근거로 대응할 

것임. 지표성분 설정의 근거는 본 과제를 통하여 도출된 지표성분 밸리데이션 자료를 근거로 

설정이유 및 함량설정 근거로 대응할 것임.

  ◾ 지각 추출물 개별인정형 건강기능식품 1차 심사 후, 다음의 보완자료가 요구될 가능성이 높

으며, 아래 같이 대응할 계획임.

   - 지각의 국내외 사용현황 : 한약재로 사용되고 있는 근거자료 제출

   - 지각 추출물의 제조공정 및 수율변화량 : 원료제조사의 제조공정 및 제품성적서 제출

   - 지각 원료의 성상, 물성 및 지표성분 설정 자료 : 본 연구과제에서 도출된 지표성분 분석자

료 제출

   - 지각 추출물의 지표성분 규격 및 설정근거 자료 : 본 연구과제에서 도출된 지표성분 밸리데

이션자료 제출

  2) 개별인정형 건강기능식품 허가 획득 또는 실패 시 대응전략

  ◾ 지각 추출물의 개별인정형 건강기능식품 허가 획득 시

   - 본 연구과제 수행 결과, 지각 추출물의 제품제형은 정제형태일 때 가장 안전한 것으로 분석

되었음. 따라서 인허가 획득 후 지각추출물을 정제형태의 기억력개선 건강기능식품으로 자체

상품화하여 홈쇼핑 및 온라인 쇼핑몰에서 판매할 계획이며, 해당 제품에 인지도가 축적되면 

오프라인 매장에서도 판매가 가능할 것으로 판단하고 있음.

   - 또한, 타 건강기능식품제조업체에 원료형태로 지각 추출물을 판매하여, 기억력개선 건강기능

식품 시장에서 지각추출물의 점유율을 증가시켜 나갈 계획임.

  ◾ 지각 추출물의 개별인정형 건강기능식품 허가 획득 실패 시

   - 현재, 임상시험 유효성 결과가 지각 추출물의 개별인정형 건강기능식품 허가 획득에 가장 큰 

장애요소로 판단됨.

   - 보완 심사결과에서도 허가 획득이 실패된다면, 지각 추출물의 기억력 개선 임상시험을 다시 

수행할 계획임.

   - 본 연구과제에서 수행된 임상시험의 분석지표 및 시험항목에는 문제가 없는 것으로 판단되

어, 재시험 시 동일한 방법으로 수행될 것임.

   - 하지만, 기 진행된 임상시험의 대조식품에 기억력에 영향을 줄 가능성이 있는 유당 및 덱스

트린 등이 함유되어 있어, 임상시험 결과에 영향을 주었을 가능성이 있으므로, 임상시험 재 

수행 시에는 해당성분이 제외되도록 시험용 제품을 생산할 것임.

   - 재 임상시험은 보완심사 이후인 2020년도로 예상하고 있음.
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   - 재 임상시험과는 별개로 지각 추출물을 일반식품으로서 개발, 판매도 고려하고 있음. 일반식

품에서는 기억력 개선 기능성을 표방할 수 없으므로, 지각 추출물의 높은 항산화 활성을 기

반으로 차, 음료, 젤리 등의 제품 또는 일반식품 첨가물로서 개발이 가능할 것으로 판단됨.

   - 현재, 지각은 일반식품 원료로 사용가능하나, 지각 추출물은 일반식품 원료로 등재되어 있지 

않기 때문에, 지각 추출물을 일반식품에 사용하기 위해서는 지각 추출물을 일반식품원료로 

등재하는 허가심사가 우선되어야 함.

   - 일반식품원료 등재심사에는 섭취근거 및 안전성자료가 필수적이며, 지각 추출물의 섭취근거

가 없으므로, 안전성을 입증한 후 제한적 식품원료로 등록 후 사용이 가능할 것으로 판단됨.

  3) 응용제품을 통한 산업화 연구계획

  ◾ 지각 추출물 유효성분인 노빌레틴은 간기능 개선 및 간 보호에도 효과가 있음이 여러 연구

를 통해서 보고되어 있음.

  ◾ 간 건강 개선 건강기능성식품 원료로는 밀크씨슬 추출물, 헛개나무 추출물 등이 등록되어 있

으며, 약 1,300억 원 규모의 시장을 형성하고 있음.

  ◾ 자체연구결과에서 지각 추출물의 알콜성 지방간 개선 효과가 확인되었으며, 지각 추출물의 

간 건강 개선 건강기능성식품 원료로서의 개발 가능성이 매우 높은 것으로 판단됨.

  ◾ 본 연구과제를 통하여 지각 추출물의 안전성 자료가 확보되었으므로, 간 기능 개선 동물실험 

및 기전연구자료가 확보되면, 임상시험 수행이 가능할 것으로 판단됨.

  ◾ 추 후 지각 추출물의 간 기능 개선 동물실험 및 기전연구를 수행하여, 임상시험 필요자료를 

확보한 후, 간 건강 개선 임상시험을 통하여 인체효능을 검증.

  ◾ 지각 추출물의 간 건강 개선 개별인정형 건강기능성식품 원료 허가획득 후, 간 건강 개선 건

강기능성식품 제품으로 산업화를 계획하고 있음.
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 3-1. 목표

 가. 1차년도

 ○ 주관연구기관 ((주)뉴트라팜텍) : 지각추출물을 이용한 기억력 개선 개별인정형 건강기능식

품 개발

 1) 지각 추출물 원료 및 제조공정 표준화

 2) 지각 추출물 원료의 단기·장기 독성시험

 3) 인체적용 시험용 시험식품 생산

 ○ 참여기관 (경희대학교) : 지각 추출물의 기억력 개선 효능검증 및 기전연구

 

 1) 지각 추출물의 기억력 개선 효능연구(동물실험) 및 섭취량 설정

 2) 지각 추출물의 기억력 개선 작용기전 연구

 나. 2차년도

 ○ 주관연구기관 ((주)뉴트라팜텍) : 지각추출물을 이용한 기억력 개선 개별인정형 건강기능식

품 개발

  1) 지각 추출물 원료의 임상시험심사위원회 승인 신청

  2) 임상시험용 지각 추출물 제제 생산

  3) 지각 추출물 원료의 기억력 개선 임상시험 시작

 ○ 참여기관 (경희대학교) : 지각 추출물의 기억력 개선 효능검증 및 기전연구

 1) 기억손상 동물모델에서 지각 추출물의 기억력 개선 효능검증 및 비교 분석

 다. 3차년도

 ○ 주관연구기관 ((주)뉴트라팜텍) : 지각추출물을 이용한 기억력 개선 개별인정형 건강기능식

품 개발

 1) 임상 시험 종료 및 결과분석

 2) 지각 추출물 원료를 이용한 제품의 제형 연구

 3) 지각 추출물 원료의 안정성(stability) 실험을 통한 원료의 유통기한 설정

3. 목표 달성도 및 관련 분야 기여도
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구분

(연도)
세부과제명 세부연구목표 연구개발 수행내용 달성여부 달성도 가중치

2차

년도

(2017)

지각추출물을 

이용한 

기억력 개선 

개별인정형 

건강기능식품 

지각 추출물 원

료의 임상시험심

사위원회 승인 

신청

Ÿ 지각 추출물의 독성시

험 자료 및 유효성 시

험 자료를 바탕으로 

하여 임상시험심사위

원회 승인 신청

Ÿ 경 희 대 학 교 

병원, 건국대

학교 병원 임

상시험심사위

원회의 임상

100% 20

 4) 지각 추출물의 기억력 개선 개별인정형 건강기능식품 원료 인허가 신청

 

 ○ 참여기관 (경희대학교) : 지각 추출물의 기억력 개선 효능검증 및 기전연구

 1) 지각 추출물의 기억력 개선 작용기전 연구 (in vivo)

 3-2. 목표 달성여부

구분

(연도)
세부과제명 세부연구목표 연구개발 수행내용 달성여부 달성도 가중치

1차

년도

(2016)

지각추출물을 

이용한 

기억력 개선 

개별인정형 

건강기능식품 

개발

지각 추출물 원

료 및 제조공정 

표준화

Ÿ 유사종 및 사용부위의 

검토

Ÿ 성분시험법의 공인기관 

(한국기능식품연구원) 인

정서 확보

Ÿ 공인기관 분

석 완료
100% 15

지각 추출물 원료

의 단기·장기 독

성시험

Ÿ 동물시험을 통한 지각 

추출물의 단기·장기 독

성시험 Data 확립

Ÿ GLP 공인기

관 계약 완료
100% 25

인체적용 시험용 

시험식품 생산

Ÿ 원료 표준화 연구결과 

및 유효섭취량 연구결과

를 바탕으로 임상시험용 

지각 추출물 제제를 생

산함

Ÿ 생산 의뢰 및 

계약 완료
100% 20

지각 

추출물의 

기억력 개선 

효능검증 및 

기전연구

지각 추출물의 기

억력 개선 효능연

구(동물실험) 및 

섭취량 설정

Ÿ 기억장애 동물모델(TMT)

에서 지각 추출물의 기

억력 개선 효능의 행동

학적 검증

Ÿ 기억력 개선 

( 공 간 학 습 ) 

행 동 학 시 험 

완료

Ÿ 유효 농도 설

정 완료

100% 20

지각 추출물의 기

억력 개선 작용기

전 연구

Ÿ 신경세포증식과 분화촉

진 효과 및 세포주 기반 

세포신호전달체계 규명

Ÿ 세포주 기반 기억력 증

진 기전규명

Ÿ 세포주 기반 신경세포 

보호 및 세포사멸 억제 

효과 검증 및 분자기전 

연구

Ÿ 신경세포 보

호 및 사멸 

억제 효능 평

가 완료

100% 20
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개발

시험 허가

임상시험용 지각 

추출물 제제 생

산

Ÿ 원료 표준화 연구결과 

및 유효섭취량 연구결

과를 바탕으로 임상시

험용 지각 추출물 제

제를 생산함

Ÿ 지각 추출물 

200 mg을 함

유하는 임상

시험용 제제 

생산

100% 20

지각 추출물 원

료의 기억력 개

선 임상시험 시

작

Ÿ 지각 추출물 기억력 

개선 임상시험 CRO 

선정

Ÿ 임상시험기관 선정 및 

임상 프로토콜 작성

Ÿ 지각 추출물 기억력 

개선 임상시험 개시 

및 피험자 모집

Ÿ CRP 선정완

료

Ÿ 임상 프로토

콜 작성완료

Ÿ 피 험 자 모 집 

완료

100% 30

지각 

추출물의 

기억력 개선 

효능검증 및 

기전연구

기억손상 동물모

델에서 지각 추

출물의 기억력 

개선 효능검증 

및 비교 분석

Ÿ 지각 추출물 투여 후, 

수동회피검사, 수중미

로검사를 이용한 공간

학습 능력을 측정, 인

지능력 및 기억력 개

선 효능을 비교분석

Ÿ 기억력 개선 신경기전 

규명 – 면역조직화학

법을 통해 해마 내의 

LTP 관련 생리활성 

효소인 MAP kinase, 

CREB, BDNF의 발현 

변화를 비교 분석

Ÿ 분자영상기술을 활용

한 MicroPET/SPECT/C

T 생체영상 결과 비

교 분석

Ÿ 뇌손상 마우

스 모델을 이

용한 기억력 

개선 시험 진

행

100% 30

구분

(연도)
세부과제명 세부연구목표 연구개발 수행내용 달성여부 달성도 가중치

3차

년도

(2018)

지각추출물을 

이용한 

기억력 개선 

개별인정형 

건강기능식품 

개발

임상시험 종료 

및 결과분석

Ÿ 임상시험 자료 분석 및 

통계처리

Ÿ 임상시험 종료보고서 작

성

Ÿ 임상시험 종

료보고서 완

료

100% 25

지각추출물 원료

를 이용한 제품

의 제형 연구

Ÿ 지각추출물을 이용하

여 환, 정제, 캡슐 등

의 제형연구 실시

Ÿ 제형연구 완

료
100% 10

지각 추출물 원료

의 안정성(stability) 

실험을 통한 원료

Ÿ 표준화된 방법에 의해 

추출 생산된 지각 추출

물 원료에 함유된 지표

Ÿ 유통기한설정 

완료
100% 10
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의 유통기한 설정
(기능)성분에 대한 안정

성 실험 실시

지각 추출물의 기

억력 개선 개별인

정형 건강기능식품 

원료 인허가 신청

Ÿ 지각 추출물의 동물시험, 

독성, 인체적용시험, 작

용기전시험 등의 결과를 

바탕으로 식약처 개별인

정형 건강기능식품 원료 

인허가 신청

Ÿ 개 별 인 정 형 

건강기능식품 

원료 인허가 

신청 완료

100% 25

지각 

추출물의 

기억력 개선 

효능검증 및 

기전연구

지각 추출물의 기

억력 개선 작용기

전 연구

Ÿ 동물 시험 모델에서 채

취한 뇌, 혈액, 신경 조

직 분석 기반 기억력 증

진 기전규명

Ÿ real time PCR, western 

blot 방법을 이용한 기억

력 개선 효능의 분자기

전 연구

Ÿ 동 물 시 험 을 

통하여 진피

추출물의 기

억력 증진 기

전규명 완료

100% 30

 

 3-3. 목표 미달성 시 원인(사유) 및 차후대책(후속연구의 필요성 등)

      과제계획 시 설정하였던 목표를 달성하였음.

 3-4. 관련분야 기여도

 ○ 새로운 소재를 이용한 고부가가치 기억력 개선 건강기능식품 소재 개발

Ÿ 최근 식품이 뇌기능에 미치는 영향을 연구하는「뇌 영양학」이란 새로운 학문분야가 개

척되는 등 식품소재를 활용한 뇌기능 향상에 대한 관심이 높아지고 있음.

Ÿ 지금까지 뇌기능 향상 작용이 보고되어 있는 식품소재로는, 포스파티딜콜린(PC), 포스파

티딜세린(PS), 식약 구분의 개정으로 금년부터 식품 취급이 된 α-GPC 등의 인지질, 

DHA, 아라키돈산, 혈류순환 개선 효과 등이 평가되어 있는 은행나무 잎, 테아닌, GABA, 

야마브시타케 버섯 등 다방면에 이름.

Ÿ 뇌기능 저하의 억제, 뇌기능 향상/개선 효과가 있는 브레인 푸드의 요구는 국내·외에서 

높아지고 있음.

Ÿ 현재 많은 기업과 연구소들은 기억력 장애와 같은 뇌손상을 억제하고, 기억력을 개선할 수 

있는 건강기능식품 소재를 개발하고 있으며, 그 성과물로 몇 가지 뇌건강 관련 건강기능식

품들이 출시되어있음.

Ÿ 현재의 뇌건강 관련 건강기능식품은 뇌세포 보호 등의 기능을 가지고 있으나 실제 기억력

을 개선하는 건강기능식품은 그 수가 적으며, 기억력 개선 건강기능식품은 그 효능의 탁월

함에도 불구하고 대량생산의 어려움과 원료물질의 국내 생산 어려움으로 인해 해결해야 
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할 문제점을 가지고 있음.

Ÿ 국내산 지각을 이용하여 고부가가치 건강기능성 식품 원료를 개발하여 식품산업의 발전을 

도모하고, 제주도 지역에서 지각 대량 생산을 계획하고 있다. 국내산 원료를 활용한 고부

가가치 식품기술개발을 위하여 기능성 신소재의 발굴과 새로운 건강기능성 식품 개발을 

위하여, 새로운 추출방법의 개발 및 소재의 작용기전 연구, 임상시험 등의 과학적 기술을 

접목하여 고부가가치의 창출에 기여하였음.

 ○ 새로운 농업 소재 개척

Ÿ 현재 국내의 전체 농업생산량은 증가하였으나 농가의 실질적인 소득은 정체하고 있음.

Ÿ 2003년 이전까지 농업 총수입의 50%를 차지하였던 농업소득은 2013년 32.7%로 감소하여, 

농민들이 더 이상 농업만으로는 소득을 창출하기 힘든 상황을 방증하고 있음.

Ÿ 본 과제를 통하여 진피 추출물의 원료 표준화, 작용기전 규명, 인체적용시험을 수행하여 

새로운 기억력 개선 건강기능식품 원료를 개발하였음.

Ÿ 지각 추출물을 이용한 건강기능식품 개발은 고소득 특용작물인 광귤의 소비시장을 창출하

여, 어려움에 처해있는 국내 농가에 새로운 소득창출 소재를 제시하였음.

 ○ 활용실적

 가. 학술지 발표 3건

 1. Cissus quadrangularis extract (CQR-300) inhibits lipid accumulation by downregulating 

adipogenesis and lipogenesis in 3T3-L1 cells, Toxicology reports (2018), 5;608-614

 2. Ameliorative effect of Citrus aurantium peel extract on highfat diet-induced non-alcoholic 

fatty liver in mice, Journal of Medicinal Food (2018)

 3. Ameliorating effects of Citrus aurantium peel ethanol extracts and Nobiletin on memory 

impariment in b-amyloid (1-42) treated mice (심사 중)

 나. 원료소재 수출 1건

 1. 지각추출물 원료를 제품화하여 일본의 Okinawa Research Center Co, Ltd.에 수출하여, 매출을 

창출하였으며, 11,567,000원의 매출액을 발생시켰음.
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4. 연구결과의 활용 계획 등

○ 지각추출물을 원료로 새로운 건강기능성의 탐색 및 산업화가 기대됨

Ÿ 기억력 개선 이외의 건강기능성 식품 원료등재를 위한 기초연구가 될 것으로 기대됨.

○ 기능성자료 및 안전성자료 등의 확보 및 이를 이용한 기억력 개선 건강기능성식품 인

정 기대

Ÿ 작용기전 및 안전성, 효능 입증자료를 통하여 새로운 기억력 개선 간강기능성식품으

로서 허가가 기대됨

Ÿ 개별인정형 기능성원료 인정 후 국내 소재를 활용한 건강기능식품으로 제품화함과 

동시에 높은 매출을 기대
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주 의

1. 이 보고서는 농림축산식품부에서 시행한 고부가가치식품기술개발 사업의 연구보고서입니다.

2. 이 보고서 내용을 발표하는 때에는 반드시 농림축산식품부에서 시행한 고부가가치식품기

술개발사업의 연구 결과임을 밝혀야 합니다.

3. 국가과학기술 기밀유지에 필요한 내용은 대외적으로 발표 또는 공개하여서는 아니됩니다.


	지각추출물을 이용한 기억력 개선 개별인정형 건강기능식품 개발 최종보고서

	요약문
	목차
	1. 연구개발과제의 개요
	1-1. 연구개발 목적
	1-2. 연구개발의 필요성
	1-3. 연구개발 범위

	2. 연구수행 내용 및 결과
	2-1. 1차년도
	가. ㈜뉴트라팜텍 (주관연구기관) : 지각추출물을 이용한 기억력 개선 개별인정형 건강기능식품 개발 (세부과제명)
	1) 지각의 (Citrus aurantium) 추출법 검토
	2) 지각의 (Citrus aurantium) 유사종 사용검토
	3) 지각 추출물 원료 및 제조공정 표준화
	4) 지각 추출물 원료의 단기·장기 독성시험
	4-1) 단회 경구투여 독성시험
	4-2) 반복경구투여 독성시험
	5) 인체적용 시험용 시험식품 생산 준비

	나. 경희대학교 (참여기관) : 지각 추출물의 기억력 개선 효능검증 및 기전연구 (세부과제명)
	1) 지각 추출물의 기억력 개선 효능연구(동물실험) 및 섭취량 설정
	2) 지각 추출물의 기억력 개선 작용기전 연구


	2-2. 2차년도
	가. ㈜뉴트라팜텍 (주관연구기관) : 지각추출물을 이용한 기억력 개선 개별인정형 건강기능식품 개발 (세부과제명)
	1) 지각 추출물 원료의 임상시험심사위원회 승인 신청
	2) 임상시험용 지각 추출물 제제 생산
	3) 지각 추출물 원료의 기억력 개선 임상시험 시작

	나. 경희대학교 (참여기관) : 지각 추출물의 기억력 개선 효능검증 및 기전연구 (세부과제명)
	1) 기억손상 동물모델에서 지각 추출물의 기억력 개선 효능검증 및 비교 분석
	1-1) 이론적, 실험적 연구 방법 및 내용
	1-2) 연구결과


	2-3. 3차년도
	가. ㈜뉴트라팜텍 (주관기관) : 지각추출물을 이용한 기억력 개선 개별인정형 건강기능식품 개발(세부과제명)
	1) 임상 시험 종료 및 결과분석
	2) 지각 추출물 원료를 이용한 제품의 제형 연구
	3) 지각 추출물 원료의 안정성(stability) 실험을 통한 원료의 유통기한 설정
	4) 지각 추출물의 기억력 개선 개별인정형 건강기능식품 원료 인허가 신청

	나. 경희대학교 (참여기관) : 지각 추출물의 기억력 개선 효능검증 및 기전연구 (세부과제명)
	1) 지각추출물의 기억력 개선 작용기전 연구 (in vivo)


	2-4. 연구개발 성과
	가. 개별인정형 건강기능성식품 원료 인허가 신청
	나. 논문실적
	다. 특허출원
	라. 특허등록
	마. 기술실시
	바. 고용창출
	사. 전시회 참가
	아. 사업화 실적
	자. 임상시험 수행종료

	2-5. 사업화 성과 및 매출실적
	가. 사업화 성과
	나. 사업화 계획 및 매출 실적


	3. 목표 달성도 및 관련 분야 기여도
	3-1. 목표
	3-2. 목표 달성여부
	3-3. 목표 미달성 시 원인(사유) 및 차후대책(후속연구의 필요성 등)
	3-4. 관련분야 기여도

	4. 연구결과의 활용 계획 등
	참고문헌




