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<요약문>

연구의
목적 및 내용

Ÿ 면역식품(소재) 면역능 검사를 위한 시험관내 검사법 개발 

Ÿ 면역기능 검사법 및 검사과정 표준화, 면역기능 검사치의 수량화 및 등급화 

Ÿ 면역능 검사 동물모델 구축 및 시험관내 검사법의 유효성 검증 

Ÿ 면역능 평가 시스템 개발 및 민간보급 프로세스 구축

연구개발성과

Ÿ 수지상세포 기반 시험관내 면역능 검사법 개발

Ÿ 새롭게 정의한 면역지수들의 값에 기초하여 대상소재의 면역특성(면역증강, 

면역관용)에 따른 분류와  

   검사치 수량화 및 최상/상/중/하 등급화를 통해 객관적으로 평가

Ÿ 동물실험을 통한 시험관내 면역능 평가법의 유효성 평가 

Ÿ 면역능 평가시스템 개발 및 앱 개발로 통한 민간보급 프로세스 구축

Ÿ 수지상 세포를 이용한 면역 식품소재의 면역능 평가기술 확립

Ÿ 시험관내 검사법 결과의 수량화 및 등급화 기준 확립(Immunogenic, 

Tolerogenic 소재로 분류)

Ÿ 동물시험 면역지표들 결과와 시험관내 검사법에 의한 등급화 결과를 비교 분

석하여 시험관내 검사법의 타당성 확인

Ÿ 우수 면역식품(소재) 선정 가이드라인 설계(기존 개별인정형 원료와 비교) 특

허등록 2건, 제품화 1건

Ÿ 식약처 가이드 비교를 통한 개발 평가법 타당성 분석을 통한 타당성 및 우수

성 규명

Ÿ 민간보급 프로세스 구축을 위한 면역능 평가시스탬 앱 개발

연구개발성과의
활용계획

(기대효과)

Ÿ 면역능 평가시스템을 활용하여 면역능우수식품소재 수집 기업의 면역식품 개발 

영역 연구효율 증대 및 소비자의 제품 선택과정 신뢰성향상에 기여할 계획임.

Ÿ 더 나아가 국제 경쟁력 있는 식품소재들의 신속한 탐색이 가능해지며, 국내자

원의 면역능에 대한 표준화 탐색 기술이 제공됨으로써 효능 검증을 위한 투자

비용 절감 및 신소재 발굴 시간 단축이  가능하다.

Ÿ 본 과제를 통해 면역증진 효과를 확인한 당근박다당 소재에 대한 생산공정 확

립을 완료 하였으며, 이를 활용하여 제품화를 계획하고 있으며, 이외 우수면역

소재에 대한 제품화를 계획임. 

Ÿ 시중 판매 면역식품소재 품질 평가에 활용
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<Abstract>

Research Aims

Ÿ Develop an in-vitro assay to evaluate the ability of certain functional foods 
to boost immune system function 

Ÿ Standardize the procedures and the quantification and grading methods for 
immune system function tests

Ÿ Establish animal models to test immune system function and validate in 
vitro methods 

Ÿ Devise a system to distribute evaluation methods to the public

Research Results

Ÿ Developed a dendritic cell-based in-vitro assay 
Ÿ Classified immune function of funtional foods based on primary effect 

(immunogenic vs. tolerogenic) and degree of effect (Excellent, Good, Average, 
Poor)

Ÿ Validated the in-vitro assay in animal models 
Ÿ Created a public distribution method via mobile application development
Ÿ Successfully used dendritic cells to assess the ability of foodstuffs to boost the 

immune system
Ÿ Establishment of quantification and grading criteria for in-vitro test results 

(classified as immunogenic or tolerogenic)
Ÿ Conducted comparative analysis of results from in-vitro and animal tests to 

demonstrate the effectiveness of in-vitro testing
Ÿ Designed selection guidelines for highly effective immunity-boosting foodstuffs 

(compared to individual existing assessment methods for raw material), currently 
pending two patents and one product

Ÿ Confirmation of feasibility and reliability of aforementioned guidelines
Ÿ Created a mobile/PC application for evaluation of immune system function as a 

method of public distribution

Future Steps and 
Implications

Ÿ We plan to continue to improve the research and development of 
immunity-boosting functional foods as well as the reliability of the product 
selection process for consumers

Ÿ By standardizing tests that evaluate the immunity-boosting ability of foodstuffs, it 
is possible to quickly search for competitive and highly effective 
immunity-boosting foodstuffs from around the globe, thereby reducing the time and 
costs invested into discovering new raw material

Ÿ Through this project, we have successfully validated the immunity-enhanced 
properties of carrot polysaccharide fraction; having established an efficient 
production process, we plan to commercialize it and other highly effective 
immunity-boosting foodstuffs in the future. 

Ÿ Immunity-boosting functional foods currently on the market can be assessed for 
validity

Keywords Immunity
Immunity-

boosting food

Evaluation 

system
Standardization Dendritic cells

Keywords in Korean 면역능 면역식품 검사법 표준화 수지상세포
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1. 연구개발과제의 개요

 1-1. 연구개발 목적

Ÿ 면역식품(소재) 면역능 검사를 위한 시험관내 검사법 개발 
Ÿ 면역기능 검사법 및 검사과정 표준화, 면역기능 검사치의 수량화 및 등급화 
Ÿ 면역능 검사 동물모델 구축 및 시험관내 검사법의 유효성 검증 
Ÿ 면역능 평가 시스템 개발 및 민간보급 프로세스 구축

 1-2. 연구개발의 필요성 

Ÿ 사회가 고령화되면서 많은 면역기능 문제가 대두되고 면역력 저하로 인한 감염성 질환에 노출되
는 상황에서 면역능 조절 의약품 개발에 많은 시간과 비용이 투자되고 있는 실정임.

Ÿ 다양한 면역세포들의 특이적 기능들과 소통인자인 싸이토카인, 염증성 매개물질등의 매개인자들
에 의한 소통들로 이루어진 인체의 면역체계는 면역식품(소재)로부터 영향을 받아 그 면역기능이 
변화될 수 있어 면역기능 증진 및 과민반응 완화에 면역식품(소재)를 발굴해야 할 필요성이 있음

Ÿ 현재 학계에서 면역기능 향상에 대한 연구가 활발하게 진행되고 있고 국내 식품시장에서 면역력 
향상에 대한 기능성 식품의 수요가 증가함에 따라 객관적으로 면역기능 식품의 기준을 설정해야
할 필요성이 대두됨.

Ÿ MERS와 같은 감염성 질병이 증가한다고 보고되는 실정에서 면역력 증강에 대한 관심이 고조되
고 있어 근거가 부족한 제품이 무분별하게 개발될 가능성이 농후하여 표준화된 검사법의 필요성
이 절실함

 1-3. 연구개발 범위

Ÿ 면역식품(소재)선정 및 면역능 검사를 위한 일차 시험관내 검사법 개발
Ÿ 면역능 우수 여부가 검증된 식품소재를 대상으로 동물시험에 대한 면역지표 선정 및 설계법 도출
Ÿ 면역식품 소재의 품질표준화 및 산업화를 위한 신뢰성 있는 평가 가이드라인 설계
Ÿ 선정된 표준에 대한 민간보급 프로세스 개발 및 보급체계 구축



- 2 -

2. 연구수행 내용 및 결과

목차 : 

∘세부별 연구내용 및 결과

 제1절

w 1세부 : 표준화된 시험관내 면역능 검사법 제시 및 민간보급 프로세스 개발

- 시험관내에서 측정가능한 면역기능 선택

- 면역체계를 이루는 다양한 세포들 가운데 면역능 검사 대상 세포 선정

- 각 세포군들에 적용 가능한 시험관내 검사법 개발 및 표준화

- 개발한 시험법을 적용하여 면역식품(소재) 스크리닝 및 우수 소재 선정

- 구축한 시험법의 타당성 조사 및 민간보급 프로세스 개발

 제2절

w 1협동: 선정된 우수효능 소재에 대한 동물시험법 구축 및 검증

- 동물시험 모델에 대한 표준 시험법 제시

     - 시험관내 검사법과 동물시험 검사법의 비교를 통한 신뢰성 검증

 제3절

w 2협동 :소재 발굴, 품질표준화 및 효능시험법 가이드라인 제시, 제품개발 및 홍보

     - 면역능 우수 식품소재 수집 및 추출, 분석법 개발 원료의 표준화

     - 주요 기능별 분석법 가이드를 제시하여 기능 소재의 개발 가이드라인 제시

     - 면역능 수치(등급)별 가이드라인 설계 및 소재 5종 이상 선정 가이드 제안

     - 제품화 사례 적용을 통한 BC (Benefit-Cost analysis) 도출방안 제시 및 홍보

 제4절 연구개발 추진전략 및 방법, 추진체계, 추진 일정

        

 제5절 연구개발 성과 및 결과
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제1절

1세부 : 충남대학교 산학협력단

   표준화된 시험관내 면역능 검사법 제시 및 민간보급 프로세스 개발

1.1 표준화된 시험관내 면역능 검사법 설명 

1.2. 수지상세포기반 시험관내 검사법 개발의 과학적 배경

1.3. 시험관내 검사법 과정의 표준화 

1.4. 시험관내 면역능 검사 결과의 수량화 및 등급화 

가. 시험관내 면역능 검사

나. 면역능 수치화 

다. 면역능 등급화

1.5. 시험관내 면역능 평가 시스템 확립

1.6. 시험관내 면역능 검사법 유효성 평가

1.7. 시험관내 면역능 평가 시스템의 민간보급 프로세스 구축

  

  

1.1 표준화된 시험관내 면역능 검사법 설명 [Figure 1.1]
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[요약]  수지상세포를 이용한 면역(식품)소재의 면역능 시험관내  평가기술

∘ 표준화된 평가단계

w 수지상세포 활성화표지 단백질들 발현량 측정 

  수지상세포에 대상 소재 추출물을 처리한 처리구와, 블랭크를 처리한 대조구에서 Live/Dead 

staining을 통해 수지상세포의 생존률을 확인하고, 수지상세포의 positive marker인 MHCII와 

CD11c, 수지상세포 표면에 발현하는 공동활성인자 CD40, CD80 및 억제인자 PD-L1, PD-L2 

안티바디를 사용하여 세포를 염색한 후 유세포분석장치 를 이용하여 각 소재가 수지상세포의 활

성화에 미치는 영향을 특징짓는 표지단백질들의 발현양을 측정하고 분석하여 이들 간의 특징적

인 관계들을 지수화하여 각 소재들의 면역증진효과와 면역관용효과를 수치화하였다. 

[Figure 1.2]

w 면역지수들 정의 및 각 지수별 수치화 

  면역증강지수I, 면역증강지수II, 면역관용지수I, 면역관용지수II

w 면역효과의 등급화 

  면역증강지수I 등급, 면역증강지수II 등급, 면역관용지수I, 면역관용지수II 등급을 얻고 이를 모

두 종합하여 각 소재의 면역능 등급을 얻게 된다.

w 개발 면역식품소재의 면역능 결정 

  개발소재의 면역증진 및 면역관용지수값과 등급을 산출하여 이를 바탕으로 얻은 각 면역지수 

등급 및 면역능 등급이 표준 면역식품소재들과 비교해 면역증진소재 혹 면역관용소재 최상, 상, 

중, 하 어느 등급에 속하는지를 결정한다.

w 평가소재가 처리된 수지상세포에 의한 T helper 세포 분화방향 및 정도 평가 

  각 면역소재들로 처리된 골수유래 수지상세포를 동종이계 마우스의 비장세포들과 

혼합배양하여 수지상세포에 의한 T Helper 세포 분화방향 및 정도를 평가한다. 동종이계 

수지상세포와 비장세포 간의 반응에 의해 유도되는 일정한 방향성의 싸이토카인 생성 패턴과 

정도를 측정하여 면역식품소재가 수지상세포에 미친 영향을 T Helper 세포 분화방향 및 정도에 

미친 영향까지 평가한다. [Figure 1.3]
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[요약]  수지상세포를 이용한 면역(식품)소재의 면역능 시험관내  평가기술

∘ 핵심 요소기술 주요내용 및 특징 

◇ 본 시험관내 검사법의 주요내용

l 각 면역식품소재의 면역능 특성을 면역증진지수I, 면역증진지수II, 면역관용지수I 값으로 수치

화하고 등급화하여 각 소재들간의 면역능 객관적 비교 가능함

l 본 기술은 면역관련 식품 소재의 면역능의 특성(면역증강 or 면역관용)과 강도를 시험관 내

에서 신속하고 객관적으로 평가함

l 면역식품소재 처리에 의한 수지상 세포 성숙화 방향 및 정도를 수지상세포 활성화의 바이오

마커들 발현량 측정을 통해 평가함

l 면역식품소재가 처리된 수지상세포에 의해 유도되는 T Helper 세포 분화방향 및 정도를 동

종이계 비장세포와 혼합림프구 반응 (MLR)을 통해 다양한 싸이토카인들을 측정함.

l 새로운 면역 소재의 발굴과 탐색이 객관적이면서 용이하고, 후속 동물실험 모델 설정 및 임

상시험의 방향을 가이드할 수 있어 종래에 비해 기능성 면역식품소재 개발에 필요한 시간이 

적게 들고 비용이 절감되면서도 객관적이고 신뢰성 있는 결과를 얻을 수 있음

◇ 면역식품소재 면역능 측정을 통한 면역기능 분류 및 평가 알고리즘 

∎ 면역증강 혹 과민면역개선 혹 알레르기개선 식품 분류 알고리즘

∎ T helper 세포 분화의 종류에 기초하여 식품소재 후천면역 유도 정도 및 방향성 예측 알고

리즘

∎ 측정된 면역지수 값에 기초하여 식품소재의 Immunity 혹 Tolerance 유도 능력 예측 

∎ 식품소재 처리 수지상세포에 의해 유도되는 T helper 세포 분화 방향성 및 정도 측정

∎ 기 개발소재를 통해 확립한 면역지수들 데이터베이스에 비추어 현 개발식품소재의 상대적 경

향성 예측

∎ 시장에서 유통되는 기능성면역식품소재 품질 평가

◇  기존 기술과의 차별성

∎ 면역식품소재의 면역효과를 수치화 혹 등급화하고 데이터베이스화할 수 있는 기초 기술 없음

∎ 본 신기술에 기초하여 면역식품소재의 면역능을 데이터베이스화하여 면역식품소재 평가 및 개발 

플랫폼 제작

◇  관련 산업 파급효과

∎ 소재의 면역증진 혹 면역개선효과 평가기술로 개발소재와 기존소재들과의 비교평가 활성화

∎ 새로운 면역식품소재 효과적 개발을 위한 소재의 스크리닝 기술로 활용가능성

∎ 면역식품소재의 면역능의 특성과 강도를 객관화, 수치화하여 각 소재들에 대한 면역능을 

데이터베이스화하여 식품개발자와 소비자, 정책실행자가 활용하는 면역식품소재 플랫폼 개발

∎ 본 신기술에 의한 면역능 수치에 기초하여  면역식품 후보소재의 면역능 평가에 필요한 

동물모델 선정 및 임상시험에 대해서 객관적인 가이드라인을 제공하여 면역식품소재 개발 

과정에 필요한 시간이 단축되고, 각 단계별 결정이 과학적으로 이루어 짐

∎ 면역기능 관련 활성물질들의 복합체의 성격을 갖는 시중판매 면역식품소재들에 대한 

세포기반 품질 평가 시스템 구축의 핵심요소
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【시험관내 면역능 검사법 명칭】 

수지상 세포를 이용한 면역식품소재의 면역능 평가기술

【기술분야】 

본 기술은 식품 소재의 면역효과의 특성과 강도에 대한 합리적인 평가방법 및 면역기능 소재의 

스크리닝 방법에 관한 것으로서, 보다 상세하게는 수지상세포를 이용하여 면역소재의 면역증진 혹 

면역개선 효과 평가기술 및 면역기능 소재의 스크리닝 기술에 관한 것이다.

【평가기술개발의 배경】

■ 면역기능식품의 소비 급증에 따른 객관적인 평가 가이드라인 필요성

최근 건강에 대한 관심이 고조되면서 각종 질환자나 기타 면역과 관련한 각종 질환으로 

고생하는 환자뿐만 아니라 건강에 큰 이상이 없는 사람들도 면역에 관련된 여러 가지 대체요법에 

따른 식품이나 건강보조식품을 섭취하는 사례가 늘고 있다.

정부에서는 이러한 면역관련 식약류에 대한 최소한의 관리를 위해 또한 사용지침을 주기 

위해 ‘면역기능인정제품’을 지정하여 관리하고 있다. 2017년 현재 면역기능인정제품으로 인삼, 

홍삼, 알콕시글리세롤함유 상어간유, 알로에 겔, 클로렐라와 같은 ‘고시형원료’ 함유제품과, 게르

마늄효모, 금사 상황버섯, 당귀혼합추출물, 클로렐라, 표고버섯균사체, Enterococcus faecalis 가열

처리건조분말, L-글루타민, 다래추출물, 소엽추출물, 피카오프레토분말 등 복합물, 구아바잎추출물

등복합물, 스피루리나, 청국장균배양정제물(폴리감마글루탐산칼륨) 등 ‘개별인정원료’를 함유

하는 제품이 있다. 물론 이외에도 수많은 식품 또는 건강보조식품, 기능성 소재 등이 소비되고 있다.

■ 면역기능식품의 면역증진 혹 면역관용 효과를 구별하는 면역기능평가법 필요성 

사람을 대상으로 하는 한국 건강기능식품의 면역기능평가 가이드라인에 비추어보면 식품 

섭취에 의해 기대되는 면역기능은 크게 ① 저하된 면역의 증강을 목적으로 하는 것과 ② 민감해진 

면역반응(알레르기)을 조절해주는 것 등 두 가지로 분류된다. 즉, 면역관련 각종 식약품들은 면역증

진(Immunity; 면역능, 면역항원, 항감염, 면역증강)용과 면역관용(Tolerance; 알레르기개선, 항염

증, 과대면역개선, 과민면역개선)용으로 구분된다. 면역증진과 면역관용은 상호 상반된 기능이다. 

정상적인 면역기능 수행을 통해 건강함을 유지하기 위해서는 면역증진과 면역관용의 잘 조정된 

균형이 필요하다. 위험한 병원체들과 암화된 세포(transformed cell)들을 특이적으로 공격하여 

잘 제거하지만, 해 없는 자가조직, commensal microorganisms, food antigens, 그리고 

environmental antigens에는 관용성을 나타내야한다. 그러한 면에서 이러한 두 가지 면역기능에 

대해 식약품 소재가 미치는 효과를 효과적으로 조사할 수 있는 평가방법이 필요하다.

■ 면역기능식품의 면역능 평가 및 개발을 객관적이며 신속한 기술의 필요성

다양한 면역관련 식약품 소재가 개발되어 시판되고 있음에도 이러한 식약품 소재의 면역효

과의 특성과 강도에 대한 합리적인 평가 시스템이나, 면역증진 소재의 개발을 위한 표준화된 시험법

이 없는 것이 현실이다. 그렇기 때문에 어떤 소재가 어떤 소재에 비해 면역증강 효과가 몇 % 더 

강하다는 식의 상대적이고 비합리적인 비교만 있을 뿐 각종 면역관련 소재의 면역기능의 특성 및 

강도에 따라 분류하고 수치화하는 것도 이루어지지 않고 있다.

식약품 소재의 면역효과의 특성과 강도에 대한 합리적인 평가 시스템이나 실험방법론이 
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없는 이러한 현실은 면역관련 식약품의 활용과 개발 양 측면에서 문제를 야기하고 있다.

사람마다 개인적인 기질이나 환경적인 차이에 의해 면역증강이 필요한 (즉, 면역관용이 

있으면 안되는) 사람이나 상황일 수도, 그 반대일 수도 있다. 또한 면역증강 또는 면역관용이 요구되

더라도 그 정도가 과하게 되면 오히려 부작용이 발생할 여지가 있다. 무분별한 면역관련 식약품의 

남용은 오히려 건강을 악화시킬 우려가 있어 이는 개인적인 문제뿐만 아니라 사회적으로도 큰 문제

를 야기할 수 있다.

또한 면역관련 식약품으로 가능성이 있는 소재의 발굴과 개발 역시 개별적, 단편적으로 

이루어지고 있다. 예컨대, 어떤 소재가 면역관련 특성이 있는 것 같다는 정보를 얻게 되면 동물시험

으로 직행할 수밖에 없어 시간과 비용이 많이 소요되는 단점이 있다.

그럼에도 아직까지 면역관련 식약품 소재의 세포독성 여부 및 정도, 면역특성(indexing), 

면역증진 강도 등을 체계적으로 평가하는 방법에 대해 알려진 바 없다. 

【평가기술의 해결과제】

본 기술은 이상과 같은 문제를 해결하기 위해 제안된 것으로, 식품 소재의 면역능의 특성과 

강도를 객관화, 수치화할 수 있는 평가방법을 제공하는 것을 목적으로 한다.

또한 본 기술은 상기 평가방법을 활용하여 면역증진 혹 면역개선 소재를 스크리닝하는 방법

의 기반 기술이다. 이 기술을 기반으로 하여 면역식품 후보소재의 면역능 평가에 필요한 동물모델 

선정 및 임상시험에 대해서 객관적인 가이드라인을 제공하여 준다. 
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【평가기술 실시개략도】 

그림 A. 수지상세포의 준비 및 면역식품소재 처리   

6~10주령의 암컷 C57BL/6 마우스의 대퇴골로부터 통상의 방법에 따라 골수세포를 획득

하였다. 획득된 골수세포를 논문에 상술된 조성의 배지에 혼합하고, 37℃, 5% CO2 조건에서 6일 

배양하여 수지상세포로 분화를 유도하였다. 배양 3일째 배지를 보충해 주고, 6일째 부착되지 않은 

분화된 수지상세포를 회수하고 원심분리하였다(1500rpm, 5분). 분리된 세포를 동일 배지에 현탁

하고 48-well plate에 5×105개가 되도록 분주하였다.

이때 상기 대상 소재 추출물의 보관액을 상기 배지로 최종농도가 100~1000 ㎍/㎖가 되도

록 희석하여 농도별로 처리하고 동일한 조건에서 24시간 배양한 후 부착되지 않은 세포를 수거하여 

유세포분석을 수행하였다. 세포독성이 심한 소재의 경우에는 최종농도를 낮추어가며 실험을 진행하

였다. 

그림 B. 유세포분석 

Live/Dead staining을 통해 수지상세포의 생존률을 확인하고, 수지상세포의 positive 

marker인 MHCII와 CD11c, 수지상세포 표면에 발현하는 공동활성인자 CD40, CD80 및 억제인자 

PD-L1, PD-L2 안티바디를 사용하여 세포를 염색한 후 유세포분석장치 (FACS Canto Ⅱ, BD 

bioscience, 미국)를 이용하여 분석하였다. 

그림 C. 면역증진지수 I 의 정의 및 수치화

살아있는 MHCII+ CD11c+ 수지상 세포에서  MHCII 대비 CD11b의 발현을 확인하여 

구획(A0, A1, A2)나누기를 실시한 후 소재와  vehicle 처리에 의한 각 A0와 A1의 비율

(A1/A0)을 얻고, vehicle에 의한 A1/A0에 대한 소재처리에 의한 A1/A0를 면역증진지수 I 

(The Immunogenic Index I)로 정의하고 각 소재처리농도에 따른 면역증진지수I를 수치화하

여 그래프로 나타내었다.
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그림 D. 면역증진지수II의 정의 및 수치화 

항원특이적인 수지상세포의 기능을 수행하기 위해서는 MHC II의 발현이 있어야하는데, 

미성숙수지상세포의 경우에는 이 발현이 낮고 성숙세포의 경우에는 그 발현이 증가한다는 사실에 

근거하여 살아있는 CD11c+ 수지상세포를 CD40와 MHC II의 발현양태에 기초하여 여러 그룹으로 

나누었다.  MHC II발현은 있으나 T cell activation 촉진 신호로 작용하는 CD40분자의 발현이 

없는 그룹 (그림12, 2+3 그룹)과 MHC II가 강하게 발현되어 있으면서 CD40의 발현도 강한 그룹 

(그림12, 6+9 그룹)을 나누어 가각 미성숙수지상세포와 성숙수지상 세포군으로 잠정 나누고 그들 

간의 비율을 면역증진지수II (The Immunogenic Index II)로 정의하고, 각 소재처리농도에 따른 

면역증진지수II을 수치화하여 그래프로 나타내었다.

그림 E. 면역관용지수I의 정의 및 수치화 

항원특이적 항원제시기능에 의존한 수지상세포의 면역기능을 검사하기 위해 면역증진분자 

CD40과 면역억제분자 PD-L1발현과 MHCII발현에 기초하여 각각 CD11c+ 수지상세포를 분획하

였다.  면역증강기능의 MHCIIhiCD40+세포군(6, 9 그룹)에 대한 면역억제기능의 

MHCII+PD-L1세포군(5, 6 그룹)의 비율을  vehicle에 의한 비율로 나누어 면역관용지수I (The 

Tolerogenic Index I)로 정의하고,  각 소재처리농도에 따른 면역증진지수II을 수치화하여 그래프
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로 나타내었다.

그림 F. 면역관용지수I의 정의 및 수치화 

항원특이적 항원제시기능에 의존한 수지상세포의 면역기능을 검사하기 위해 면역억제분자 

PD-L1발현과 MHCII발현에 기초하여 각각 CD11c+ 수지상세포를 분획하였다.  

MHCIIhiPD-L1+세포군(6 그룹)에 대한 MHCIIloPD-L1+세포군(5 그룹)의 비율을  vehicle에 

의한 비율로 나누어 면역관용지수II (The Tolerogenic Index II)로 정의하고,  각 소재처리농도에 

따른 면역관용지수II을 수치화하여 그래프로 나타내었다.

그림 G. 표준 면역식품소재들의 면역증진지수 및 면역관용지수 등급화 

표준 면역식품소재들 면역증진지수와 면역관용지수값을 얻어 표에 표기된 것처럼 각각 

4등급(최상, 상, 중, 하)으로 나누고, 최상, 상, 중, 하 각 등급에 대해 면역증진지수에는 30, 

20, 10, 0 각각 그래프값을 부여하고, 면역관용지수에는 -30, -20, -10, 0 각각 부여하여 

그래프로 나타내었다. (위 : 각 소재의 면역증진지수 또는 면역관용지수를 나타낸 그래프, 

아래 : 면역증진지수 및 면역관용지수의 등급 그래프).
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그림 H. 표준 면역식품소재들의 면역능 등급 산출

 각 표준 면역식품소재들의 면역증진지수값과 (모두 더하여 2로 나누고 반올림하여 

10단위로 만들어) 면역관용지수값을 합하여 각 소재들의 면역능 등급을 얻었다.

(I) 표준 면역식품소재들의 면역지수별 등급 heatmap

면역증진지수값(빨간색) 과 면역관용지수값(파란색)의 각 등급에 따라 다른 세기를 

나누어 크게 각각 4등급을 표시하였다. 각 등급은 그림1H의 등급값을 사용하였다.
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그림 J. 개발 면역식품소재들을 포함한 면역증진지수I 및 면역증진지수I 등급 그래프 

그림 K. 개발 면역식품소재들을 포함한 면역증진지수II 및 면역증진지수II 등급 그래프 
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그림 L. 개발 면역식품소재들을 포함한 면역관용지수I 및 면역관용지수I 등급 그래프  

그림 M. 개발 면역식품소재들을 포함한 면역관용지수II 및 면역관용지수II 등급 그래프  



- 14 -

그림 N. 면역식품소재들의 면역능 등급 그래프 
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그림 O. 면역식품소재들의 면역증진지수 및 면역관용지수 등급 heatmap 
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그림 P. 표준 면역식품소재를 처리한 수지상세포와 비장세포의 혼합림프구 반응 혹 

소재처리한 RAW 264.7 세포에 의한 싸이토카인 생성
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그림 Q. 면역식품소재를 처리한 수지상세포와 비장세포의 혼합림프구 반응 혹 소재처리한 

RAW 264.7 세포에 의한 싸이토카인 생성
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1.2. 수지상세포기반 시험관내 검사법 개발의 과학적 배경

∎ 왜 수지상세포를 이용한 시험관내 검사법 개발이 중요한가?

○ 면역증진식품과 알레르기개선 식품 혹 과민면역개선 식품

∙ 면역기능평가의 범위

사람을 대상으로 하는 한국 건강기능식품의 면역기능평가 가이드라인에 비추어보면 식품 섭취

에 의해 기대되는 면역기능은 크게 두 가지로 분류한다.

1. 저하된 면역의 증강을 목적으로 하는 것

2. 민감해진 면역반응(알레르기)을 조절해주는 것

그렇기 때문에 면역능 관련 기능성 식품으로 개발하는 과정에서 크게 면역증진식품과 알레르기개선 

식품 혹 과대면역개선 식품으로 나눌 수 있다어야한다.

 정상적인 면역기능 수행을 통해 건강함을 유지하기 위해서는 Immunity Tolerance간

의 잘 조정된 균형이 필요하다. 위험한 병원체들과 암화된 세포transformed cell들을 특이적

으로 공격하여 잘 제거하지만, 해 없는 자가조직, commensal microorganisms, food 

antigens, 그리고 environmental antigens에는 Tolerance를 나타내야한다. 그러한 면에서 이

러한 두 가지 면역기능에 대해 식품소재가 미치는 효과를 잘 조사할 수 있는 검사법이 필요하

다. 이러한 두 가지 면역기능을 동시에 측정할 수 있는 중요한 세포가 수지상세포이다. 

○ 수지상세포기반 시험관내 검사법이 면역기능평가로서 갖는 중요성

주위 환경으로부터 항원들을 포획하고 위험신호들을 항상적으로 수집하고 통합하여 후

천면역과 선천면역을 연결시키면서 강력하게 Immunity와 Tolerance 유도하는 그 핵심적인 

역할에 비해 면역기능평가에서는 아직 본격적인 기능평가대상으로는 자리잡지 못하고 있다.

본 검사법 개발은 면역식품소재가 미치는 효과를 크게 두 과정으로 검사한다. 첫째는, 

그 효과가 Immunogenic인지 Tolerogenic인지 조사한다. 두 번째는 수지상세포를 통한 T 

helper 발달의 방향이 어떤 방향성을 갖는지, 구체적으로는 Th1, Th2, Th17, Treg 인지 살

피고 그 정도가 얼마인지 조사한다.

이렇게 함으로써 크게 두 갈래인 면역증진식품과 알레르기개선 식품 혹 과대면역개선 

식품가운데 어느 그룹에 속하는지를 판별하게 되고, 수지상세포를 통한 T helper 발달의 방향

성을 조사함으로써 구체적인 후천면역 방향성을 판별하여 동물모델이나 임상시험 디자인에 가

이드라인을 제공한다.

∙ 위험신호를 비롯한 다양한 주변 정보들의 통합자

∙ 수지상세포의 성숙화 혹 활성화 양상이 Immunity와 Tolerance를 결정

∙ 공동자극세포들의 발현 양상이 수지상세포 기능을 잘 표현

∙ 수지상세포를 통한 T helper 발달의 방향성 조절
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○ 기 검사법들에 대해 본 면역능 검사법이 갖는 차별성

수지상세포는 전문적인 항원제시세포로 naive 림프구의 증식과 분화를 유도할 수 있는 유일한 

전문적인 항원제시세포로 작용하여, 바이러스, 세균, 기생충등의 외계 항원에 대한 후천면역반

응을 유도할 뿐만 아니라, 선천면역반응의 주요세포들인 NK, NKT 세포의 활성유도에도 중요

한 역할을 담당하고 있어 전체 면역반응 조절의 “장군” 이라는 별명을 얻고 있다.

미성숙 수지상세포는 모든 조직에 위치하고 있으면서 다양한 항원 섭취를 위한 

endocytosis를 효과적으로 유도할 수 있도록 특화되어 있고, 다양한 감염체를 만나게 되면 미

성숙 수지상세포는 성숙화 과정을 통해 세포 구조상의 변화와 함께 보조자극분자, MHC class 

I, II의 세포 표면상의 발현 증가, 림프절로의 이동등의 급격한 변화를 겪게 된다. 성숙 수지상

세포의 경우는 항원의 제시 및 T helper 세포 분화를 유도할 수 있도록 세포의 기능이 변화

되어 다양한 종류의 T helper 세포들로 분화를 유도하여 다양한 면역 조절 기능을 수행하게 

된다.

다양한 T, B 림프구들에 의해 수행되는 후천면역반응들과 주요 선천면역들을 함께 조

절하는 중심 면역세포로 각광받고 있는 수지상세포의 분화 및 기능 활성화를 본 연구에서 면

역능 측정의 주요 대상으로 설정한다. 본 사업 면역능 검사법은 크게 두 요소로 구성되어 있

다. 첫째는 시험관내에서 유도한 미성숙 수지상세포의 성숙화의 정도를 측정하고, 두 번째 단

계로 mixed lymphocyte reaction을 통해 수지상세포에 의한 다양한 T helper 세포 분화를 

모니터링한다.

본 연구개발사업이 집중하고 있는 면역능검사법은 다양하게 추천된 기존의 면역능 측

정법들에는 포함되지 않은 방법이다. 기존의 추천된 방법으로는 시험관내 검사법과 ex vivo에

서 선천면역에서는 대식세포의 포식능, NK 세포의 살해능, 그리고 후천면역에서는 림프구 증

식능이 주로 추천되어 있고 싸이토카인 생산 및 분비 기능이 추가되어 있다. 많은 경우 시험관

내 검사법에서는 세포주를 주로 이용하고 있다. 본 사업에서 개발중인 검사법은 선천면역과 후

천면역을 포괄하는 면역반응의 주요 조절자로 작용하는 primary 수지상세포에 가장 큰 주요

성을 두고 있다. 후천 및 선천 면역반응에서 수지상 세포가 갖는 중요성은 최근에 알려졌고, 

다양한 면역반응 정도 및 결과가 수지상세포의 성숙화 정도 및 분화 방향에 의해 결정되고 있

는 점에 본 사업 검사법은 주목하고 있어 기존의 면역능 검사법으로 추천되어 널리 사용되는 

검사법들과는 확연히 구별되어 있다. 

○ 수지상세포 성숙과정의 중요성

수지상세포의 기능은 성숙화과정에 의존한다. Immature DC 미성숙 수지상세포는 거의 모든 

peripheral tissue에 거주하면서 Phagocytosis, macorpinocytosis, receptor-mediated 

endocytosis등을 통해 강력하게 항원들을 포획하여 Peptide로 분해하고 이를 MHC과 결합하

여 세포표면에 제시한다. 끊임없이 주변 LN 림프절 T cell 지역으로 이동하여 포획한항원들을 

T cell에 제시하게 된다. Inflammation이 없으면-적절한 신호의 배합이 없으면- tolerance를 
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유도하고 충분한 신호배합이 충족되면 immunity를 유도한다.

Peripheral tolerance에는 Immature DC가 강력하게 항원들을 포획하고 끊임없이 LN로 이동

하여 자가항원을 T cell에 제시하는 과정이 핵심이다. 병원체의 PAMP와 DAMP등의 다양한 

위험신호들danger signal들이 DC의 TLR등과 같은 PRR에 의해 인지되면서 Immature DC가 

활성화 및 분화된다. 이처럼 Local inflammation이 DC differentiation에 직접적으로 영향을 

주게된다. 이렇게 성숙한 수지상세포로 활성화되면 세포모양이 변형하게 되는데, 특히 더 많은 

수지상을 가지면서 효과적인 T cell와의 상호작용이 용이하게 된다. IL-10R 발현정도 저하되

면서 면역억제 싸이토카인 IL-10의 효과에 반응하지 않게 되고, 특히 가장 중요한 변화로 

MHC, 공동자극인자들의 세포표면 발현 증가하고 LN로의 이동능이 증가한다.

○ Naive T cell 활성화에 미치는 수지상세포 유래 신호들

수지상세포는 유일하게 Naive T cell을 활성화시키면서 분화를 유도하기 때문에 전문적 항원

제세포라 불리우고, 이처럼 선천면역과 후천면역을 연결하면서 후천면역의 정도와 방향성을 조

절하는 최고 지휘자의 역할을 수행한다. 주변 정보를 통합하여 선천면역 세포들과 후천면역세

포들을 적절하게 조절하며 활성화시키므로 수지상세포에 대한 조절 기제를 파악하고 이를 의

도적으로 조정할 수 있다면 병을 직접적으로 예방하고 치료하는 보건의료적 차원과 식품조정

에 의한 건강관리에 상당한 혜택을 누릴 수 있다.

항원특이적 후천면역의 활성화에 수지상세포가 일차적으로 관여하는 가장 주요한 부분은 

naive T cell의 활성화와 분화이다.  이러한 Naive T cell의 활성화를 위해서는 수지상세포로

부터 유래된 다양한 신호들이 필요하다.
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w 신호1

수지상세포의 peptide와 MHC 결합체와 T 세포의 항원특이적 T cell receptor (TCR) 와 결

하여 발생하는 신호이다. 포획된 항원들이 잘려서 생성된 peptide는 MHC와 결합체를 이루어 

항원으로 제시되는데, 다양한 레파토리의 TCR중에서 항원특이적인 TCR와 반응하여 T cell 

activation에 필요한 신호 1을 발생하게 된다. 

w 신호2

효과적인 T cell activation을 위해서는 공동자극신호가 필수적인데 공동자극신호없는 TCR 

반응은 이 T cell을 anergic한 상태로 빠드린다. T cell actiovation 촉진형 신호2를 발생하는 

공동자극분자들로는 CD28, CD40L과 각각 결합하는 CD40, CD80/86가 포함되어 있다.  

w 신호3

수지상세포에서 생성되는 IL-12, IL-15, IL-6, 혹 TNF-alpha등과 같은 soluble facotr에 

의한 신호들이다. Immunogenic DC는 IL-2는 T cell activation을 촉진하고 Il-12은 Th1 

분화를, Il-4는 Th2 분화를,  IL-10,TGFb, IL-35,or TNF등은 Treg 분화를 촉진한다.

이러한 신호들의 통합에 의해, 크게는 immunogenic 혹 tolerogenic DC의 성격을 갖게 되고 

T cell differentiation 과정이 결정된다.

○ 수지상세포 기능에 미치는 신호2의 영향

w 공동자극분자들 발현패턴 측정의 근거
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아래 그림처럼 다양한 공동자극분자들이 신호전달체계의 일원으로 참여한다. 이중에는 T cell 

activation 활성화 촉진 신호 발생 분자들, 억제분자들 아주 다양하게 있다. 이러한 공동자극분

자들의 다양한 조합에 기초한 패턴이 수지상세포 기능을 결정하게 된다.

DC에 공동자극분자들의 발현패턴이 T cell differentiation을 결정적으로 조절하여 면역 혹 면

역관용과 같은 면역반응을 조절하게 된다. 하나의 공동자극분자가 면역항원적 혹 면역관용적인 

성격을 갖는 다니보다는 여러 공동자극분자들 신호들의 통합, 싸이토카인과 같은 soluble 

cofactor와 의 상호작용, 상호작용하는 T cell의 분화상태등이 함께 면역반응을 결정하게 된

다. 공동자극신호의 패턴이 immunogenic 혹 tolerogenic DC의 성격을 구별하는 중심되는 특

성이다. 세포막 수용체/리간드 결합쌍의 복잡한 네트워크이 TCR 과 soluble facor들과 함께 

작용하여 T cell activation 과정을 촉진하게된다.

∙ 현 시험관내 검사법에서 측정하는 공동자극분자들과 그 핵심적인 역할
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1)  CD80/CD86

T cell activation에 가장 중요한 공동자극신호 체계를 이루면서 IL-2 production을 유도하

고 T cell 성장촉진과 생존에 결정적인 역할을 수행한다. 강한 CD28신호는 IL-10R 안정화 

방해하고 Treg 유도를 억제한다. 

병원체 유래물들이나 염증 매개체들에 의해 빠르게 발현이 촉진되어 공동자극분자로서 매우 

이른 시기부터 작용하는 공동자극분자의 기능을 수행하면서 Immature DC의 면역관용적 성격

을 강하게 막는 역할을 한다. 이들의 표현은 완전히 성숙한 DC 표현형으로 간주된다. T cell 

activation이 일어나게 되면 negative feedback 조절분자로 발현된 T cell의 CTLA-4가 

CD80/CD86와 강하게 결합하여 CD28 신호전달을 강하게 억제한다.

2) PD-1 ligands

T cell의 Programmed cell death-1 (PD-1)은 DC의 두 종류의 리간드 PD-L1, PD-L2와 

결합한다. PD-L1는 다양한 면역세포 비면역세포와 resting DC에 항상적으로 일정정도 발현

되어 있고 LPS과 같은 병원체 유래물에 자극 혹 CD-40 신호자극에 의해 PD-L1 발현이 더

욱 촉진된다. PD-L2는 B cell, macrophage, DC와 같은 APC에 발현되고,  anti-CD40, 

GM-CSF, IL-4, IFN-g, IL-12 자극에 의해 증가한다.

PD-L/PD-1-axis 는 T cell에 억제신호를 주어 T cell 의 PI3K pathway를 억제하

면서 IFNg생성이 억제되고 세포생존이 억제되면서 세포사멸이 유도된다. PD-1신호는 Treg 

induction하여 Tolerogenic DC에 의한 self-reactive T cell 억제의 한 기작으로 PD-1신호

는 peripheral tolerance에 중요하게 참여한다. 문제가 생긴 PD-L/PD-1-axis의 부적절한 

신호는 암, 자가면역질환들에서 중요한 것으로 보고되고 있고 PD-1L은 많은 solid tumor들

에 강하게 발현되어 있으며, Type I diabetes, multiple sclerosis, systemic lupus 

erythematosus, and RA 는 비정상적인 PD-1의 발현이나 기능과 깊은 관계가 있다.

3) CD40

T cell activation과 분화에 중요한 역할을 하며 세포면역와 항체면역 모두에 관여하여 그 기

능은 면역반응과 긴밀한 관계를 가지고 있다. 수지상세포의 CD40가 결합되면 MHC, 공동자극
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분자들, 접착분자들의 발현이 증가되고 T cell stimulatory cytokine IL-12 생성을 촉진한

다. 실제로 Recombinant CD40L 처리는 수지상세포의 성숙화를 유도한다. 수지상세포에 의한 

effector molecule IL-12의 생성에는 CD40/CD40L interaction만으론 불충분하여 IFNg 같

은 부가적인 싸이토카인의 도움이 필요하다. 결국 IFNg 등의 사이토카인에 의한 신호3의 존

재나 그 정도가 T cell에 의존한 Immunity나 Tolerance를 결정하는데 결정적으로 작용한다.

○ T cell differentiation

T cell은 크게 Helper T cells와 cytotoxic T cells들로 분화하여 면역과정에 참여하게 된다. 

naive T cell의 TCR이 peptide-MHC와 적절히 반응하여 (신호1) 여러 신호들의 도움으로 

(신호2) T cell activation과정을 거치게 되는데, 이 때 주변에 있는 다양한 종류의 사이토카

인들이 T cell의 cytokine receptor들과 결합하여 생성되는 신호들에  (신호3) 의해 그림과 

같이 여러 종류의 T cell들로 분화하게 된다. 크게는 Th1, Th2, Th17, Th9, Tfh로, 그리고 

Treg로 나눌 수 있다.

다양한 병원체들에 맞서서 적절한 면역반응을 일으키기 위해 이러한 helper T cell들은 

chemokine들을 분비하여 적절한 면역세포들을 그곳에 불러들이고, cyokine들을 생성하여 그

들의 기능을 활성화시켜 면역반응들 수행토록 도와준다.

○ 수지상세포 기반 시험관내 면역기능 검사법

w 측정치

MHC, 공동자극분자들, 접착분자들 Adhesion molecules의 발현 정도 및 패턴

w 수지상세포의 활성화 표지 분자들과 특성 
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MHC:  항원제시기능 

CD40:  T cell activation 활성화 촉진 신호 

PD-L1, PD-L2: T cell activation 활성화 억제 신호 

CD80:  T cell activation 활성화 촉진 혹 억제 신호  

CD11b:  억제신호 

∙ MHC

항원특이적 면역기능 수행은 MHC에 의한 peptide 제시기능에 의존하기 때문에 Immunity 혹 

tolerance 기능 촉진을 위해서는 MHC 발현 양상이 중요한 효과를 낳는다.

∙ CD40, CD80, PD-L1, PD-L2

Immunogenic DC 면역항원성 수지상세포는 CD40, CD80등의 T cell activation 활성화 촉진 

신호로 작용하는 공동자극분자들의 발현이 강화되어 있고 상대적으로  T cell activation 활성

화 억제 신호인자인  PD-L1, PD-L2의 발현을 중어들어 있다. 반대로 Tolerogenic DC 면

역관용적 수지상세포의 경우에는 CD40, CD80의 발현은 줄어들고 PD-L1, PD-L2의 발현은 

증가한다.

∙ CD11c, CD11b

이들은 접착분자들의 일반적인 기능과 함께, 특히 CD11b의 경우에는 항염증기능이 있고, 

IL-6 발현조절을 통해 Treg/Th17 균형을 조절하는 기능이 있는 것으로 보고 되고 있다. 

◇ 혼합림프구 반응을 통한 T helper 세포 분화 조절 능력 측정

∎ 혼합림프구 반응

각 면역소재들로 처리된 골수유래 수지상세포를 동종이계 마우스의 비장세포들과 혼합배양하

여 수지상세포에 의해 유도되는 일정한 방향성의 싸이토카인 생성 패턴과 정도를 측정하여 면

역식품소재가 가질 수 있는 면역기능을 조사한다.  Th1, Th2, Th17, Treg등 각 helper T 

cell 그룹들은 특이적 싸이토카인들을 생상하므로 생성된 싸이토카인 농도 변화를 측정하면 각 

면역시료가 T helper 세포 분화에 미치는 영향을 검사할 수 있다. 

w 혼합림프구 반응과정 모식도. 

두 마우스 개체로부터 얻은 각 기 다른 림프구를 섞어 반응을 시켰을 때 골수유래 수지상세포

로부터 자극을 받은 CD4+ T 세포가 분화하며 싸이토카인을 생산한다.
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 각 시료들에 따라 Th1, Th2, Th17, Treg 각 helper T cell 그룹 특이적 싸이토카인들을 

강하게 생산하는 조합이 있음을 볼 수 있다. 식품소재 처리 수지상세포에 의해 유도되는 T 

helper 세포 분화에 특정한 방향성을 가질 수 있음을 잘 보여주고 있다. 이렇게 생성된 싸이

토카인들의 양을 싸이토카인 비즈 분석법(Cytokine Bead Array, CBA)을 통해 측정하게 된

다.

1.3. 시험관내 검사법 과정의 표준화 

○ 연구결과

∙BMDC 유도 및 배양과정 표준화

∙면역식품소재 처리과정 표준화

∙Flow cytometer 방법론에 기초한 수지상세포 성숙화 정도 및 방향 측정 및 분석과정 
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표준화

∙혼합림프구 반응과정 표준화

∙Cytokine Beads Array 방법에 의한 여러 싸이토카인 측정 및 분석과정 표준화

○ BMDC 유도 및 배양과정 표준화 

 

∙ 마우스 골수세포 유래 수지상세포(BMDC) 유도 및 배양과정 표준화

  본 연구에서는 시험관 내 방법으로 분화를 유도한 수지상세포(BMDC, bone-marrow 

derived dendritic cell)를 기반으로 하여 수행한다. 

 

1) 실험동물

동물 실험은 다물사이언스(Korea)에서 구매하여 일반적 조건인 (CS : Conventional 

system) 충남대학교 의과대학 실험동물 관리 사육실 에서 멸균된 사료와 물을 자유롭게 

섭취시키며 사육한 6~10 주령의 female C57BL/6 마우스를 사용하였다. 

  

2) BMDC (Bone Marrow derived-Dendritic cell) 분화 media 제작

  마우스 골수세포 유래 수지상세포 분화를 위한 세포 배양 배지는 다음과 같은 조성으로 제

작하였다. 배지는 murine Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor 

(GM-CSF)는 첨가하지 않은 상태로 제작하여 냉장(4℃)보관 하였고, 배지를 사용할 때마다 

GM-CSF를 적정 농도로 첨가하여 완전배지를 제작하였다.

* RPMI 1640 cell culture medium with L-glutamine, sodium bicarbonate

* FBS : 56℃에서 1시간 동안 inactivation한 후, 50 ml-tube에 분주하여 –20℃에 보관. 

배지 제작 시 37℃에 완전히 녹여서 사용.

* Penicillin/Streptomynic 100X (contains 10,000 units/ml of penicillen, 10,000 μg/ml 

of streptomycin) : 배지 제작 시 1X로 사용.

* β-mercaptoethanol 1000X : 배지 제작 시 1X로 사용.

* GM-CSF : 동결건조 상태의 GM-CSF를 PBS로 녹여 (100　μg/ml) 30 μl씩 분주하여 

–20℃에 보관. 배지 제작 시 20 ng/ml로 사용.

RPMI 1640 444.5 ml LM 011-01, WELGENE

Fetal Bovine Serum (FBS) 50 ml 16000-044, gibco

Penicillin/streptomycin 5 ml LS 202-02, WELGENE

β-mercaptoethanol 0.5 ml 1810705, gibco
Granulocyte-macrophage 

colony-stimulating factor (GM-CSF) 20 ng/ml 315-02, PEPRO TECH

Total 500 ml
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3) 마우스 골수세포의 분리 

마우스의 골수세포는 6~10 주령의 female 마우스(C57BL/6)의 양쪽 다리 (대퇴골과 경골)를 

분리하여 사용한다. 

4) 마우스 골수세포의 분리 및 골수세포로부터 수지상세포로의 분화 유도

1. 마우스 대퇴골과 경골을 분리 하고 마우스 골수 채취용 주사기에 멸균된 1X 농도의 

PBS(Nacl, KCl, Na2HPO4, KH2PO4)를 담아 골수 내강을 세척하여 세포를 얻는다. 이

때, 1X 농도 PBS의 양은 마우스 한 마리 당 20 mL을 사용 하여 내강을 세척해 주었다.

2. 채취한 골수세포는 1500 rpm에 5분 간 원심분리(Centrifuge UNION 55R, Hanil, 

Korea)하여 골수세포를 모은다. 

3. 상층액을 석션하여 제거 한 후, 수지상세포 분화 배지 10 mL을 첨가한다. 이때 회수한 골

수세포는 80% 이상의 세포 생존율을 보이며 세포의 양은 마우스 한 마리 당 (다리 2개) 

8 x 107 cells 정도이다.

4. 골수세포는 보통 10개의 100 mm culture dish에 나눠 37℃·5% CO2 incubator에서 6

일 동안 배양하여 수지상세포로의 분화를 유도한다. 각각 하나의 dish에는 수지상세포 분화

배지 7 mL에 8 x 106개의 세포를 배양시킨다.

5. 배양 3일 째 GM-CSF가 포함된 완전배지를 새로 7 mL씩 추가한다 (하나의 dish 당 최종 

볼륨 14 mL).

6. 배양 6일 째 dish를 가볍게 파이펫팅 해주어 바닥에 침전 되어있는 세포들을 포함, 부착되

지 않은 분화된 수지상 세포를 회수한다. 회수한 수지상세포를 1500 rpm에 5분간 원심분

리 하여 분리된 수지상세포는 RPMI1640 배지에 GM-CSF를 첨가하여 48-well plate에 

3 X 10^5개가 되도록 분주한다.

7. 이때 시료를 농도별로 처리한 다음 24시간 동안 37℃·5% CO2 incubator에 배양한 후 

부착되지 않은 세포들을 수거하여 실험을 진행하였다. 

○ 면역식품소재 처리 과정 표준화

∙ 마우스 골수세포 유래 수지상세포(BMDC)에 면역식품소재 처리 과정 표준화

  면역식품소재의 시험관내 면역능 검사를 위해 마우스 골수세포로부터 분화 된 배양 6일째의 

수지상세포를 연구에 사용하였다. 시험관내 수지상세포의 분화는 6~10일 정도 배양을 하는데, 

보통 LPS 처리를 통해 완전히 성숙한 수지상세포로 분화가 유도된다. 본 연구에서는 배양 6

일째의 수지상세포에 면역식품소재를 처리하여 수지상세포의 성숙화 혹 활성화 양상을 확인하

였다.

1) 실험재료 및 면역식품소재 제조

  본 실험에서 사용한 면역능 후보물질 건조소재는 한국한의학연구원(Deajeon, Korea)과 ㈜

비케이바이오(Jeju, Korea)에서 공급받아 사용하였다. 건조 상태로 분양받은 면역식품소재 
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(농축액 또는 추출분말)들을 10% DMSO in PBS 용액을 사용하여 40 또는 200 mg/ml의 농

도가 되도록 stock solution을 제조하였고 –20℃에 보관하였다. 세포에 면역소재를 처리할 때 

소재의 최종농도는 100~1000 μg/mL로 고정하였고, 세포독성이 심한 시료의 경우에는 최종

농도를 낮추어가며 실험을 진행하였다.

2) 면역식품소재 처리 방법 및 기간

  배양 6일째의 수지상세포(100mm petri dish 10개 기준 2~3 x 107 cells/ml)를 모아 원

심분리(1500 rpm, 5 min) 후, GM-CSF가 포함된 완전배지로 48-well culture plate에 5 

x 105 cells/well개씩 분주한다. Cell(5 x 105 cells/48-well)에 3~6개의 다양한 농도의 면

역소재를 처리하여 24시간 배양하여 유세포 분석에 이용하였다. Cell에 면역식품소재를 처리 

할 때에는 stock solution을 GM-CSF가 포함된 완전배지로 희석하여 최종 농도에 맞게 처리

하였다.

○ Flow cytometer 방법론에 기초한 수지상세포 성숙화 정도 및 방향 측정 및 분석과정 표준

화

∙ Flow cytometer 분석에 기반한 방법론

  수지상세포의 생존률과 세포표면 활성인자 및 억제인자 의 발현 정도를 측정하기 위하여 실

시하였으며, 세포염색법은 확립된 방법에 따라 수행하였다. Live/Dead staining을 통해 수지상

세포의 생존률을 확인하였다. 수지상세포의 positive marker인 MHCII와 CD11c, 수지상세포 

표면에 발현하는 공동활성인자 CD40, CD80 및 억제인자 PD-L1, PD-L2 안티바디를 사용

하여 세포를 염색한 후 flow cytometer 분석을 하였다. 

1) 실험재료 

1. 안티바디 : FITC-conjugated anti-CD273(PD-L2) (11-9972-85, eBiosciences), 

PE-anti-CD274(PD-L1) (558091, BD Pharmingen), PerCP-Cy5.5-MHCⅡ (562363, 

BD Pharmingen), PE-Cy7-anti-CD80 (25-0801-82, eBioscience), APC-anti-CD11c 

(20-0114-U100, Tonbo bioscience), APC-Cy7-CD11b (BD Pharmingen, USA),  

2. FACS buffer : 1X PBS (phosphate buffered saline), 1% BSA (Bovine serum 
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albumin), 0.05% NaN3 (Sodium azide)

3. LIVE/DEAD™ Fixable Aqua Dead Cell Stain Kit (L34966, Invitrogen) : 동봉된 

DMSO 50 μl로 stock을 만들어 –20℃에 보관. 세포 염색 시 PBS에 1:1000으로 희석하여 

사용. Light protection, Desiccate.

2) 안티바디 패널 

BD CantoII Flow cytometry를 이용하여 분석을 하였다.

3) 수지상세포의 생존률 평가 

  면역식품소재의 처리가 수지상세포에 대한 세포독성에 미치는 영향에 관하여 알아보기 위하

여 LIVE/DEAD™ Fixable Aqua Dead Cell Stain Kit를 사용하여 세포를 염색하였다. 회수

한 수지상세포(1 x 106 cells/well)를 live cell과 dead cell을 구별하기 위해 Live/Dead dye 

stock을 PBS에 1:1000으로 희석하여 실온에서 30분 동안 염색하였다. Live cell은 dye에 의

해 염색되지 않으므로 negative population을 나타내고, dead cell은 세포벽의 이상으로 dye

가 세포 안으로 들어가 염색되므로 positive population을 나타낸다. 수지상세포의 생존률은  

live cell과 dead cell population의 percentage로 확인하였다. Live celll population이 70% 

이상인 농도까지 세포독성을 일으키지 않는 것으로 설정하였다.

4) 세포표면 염색 (Surface staining)   

1. 면역식품 소재 처리 24시간 후 회수한 수지상세포(1 x 106 cells/well)를 FACS tube에 

옮긴다.

2. 세척을 위해 PBS 2 ml을 넣고 300 g 에 5분 간 원심분리(Allegra X-12R Centrifuge, 

BECKMAN, USA)한다.

3. 원심분리 후 상층액은 부어 버리고, 남은 물기를 paper towel에 찍어 제거한다. Vortexing

하여 세포가 뭉치지 않게 해준다.

4. Live cell과 dead cell을 구별하기 위해  LIVE/DEAD™ dye stock을 PBS에 1:1000으로  

희석하여 준비한다. 희석한 Live/Dead를 cell에 100 μl씩 넣어주고 잘 섞이도록 

vortexing 한다. 차광하여 실온에서 30분 동안 반응시킨다.

*** (주의사항) LIVE/DEAD™ dye는 stainig하기 10~15분 전 미리 실온에 꺼내어 평형상태

가 되게 한다(equilibration). 습기가 들어가면 dye에 영향을 줄 수 있기 때문.

5. Washing 용액(FACS buffer) 2 ml으로 세척한 후, 300 g 에 5분 동안 원심분리한다.

6. 원심분리 후 상층액은 부어 버리고, 남은 물기를 paper towel에 찍어 제거한다. Pellt이 잘 

풀리도록 vortexing 해준다.

7. 수지상세포의 세포표면인자 분석을 위하여 FITC-conjugated anti-CD40, 
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PE-anti-CD86,  PerCP-Cy5.5-MHCⅡ, APC-Cy7-CD11b (BD Pharmingen, USA), 

PE-Cy7-anti-CD80 (eBioscience, USA), APC-anti-CD11c (Tonbo bioscience, 

USA) mAb로 4℃에서 30분 동안 반응시킨다. 충분히 vortexing하여 세포에 고루 염색이 

되도록 해준다.

*** 안티바디는 염색할 샘플 수 보다 5~10개 더 추가한 양으로 계산하여 미리 mixture를 만

든다. Mixture에서 필요한 용량만큼 따서 세포를 염색시킨다. 

8. 염색된 세포는 다시 FACS buffer 2 ml로 세척하여 300 g 에 5분간 원심분리한 후, 

pellet을 얻는다.

9. 마지막으로 세포를 cell strainer에 걸러 준 후 유세포분석기(FACS Canto Ⅱ, BD 

bioscience)를 이용하여 결과를 얻는다.

10. 데이터 분석은 FlowJo software (FlowJo, USA)를 이용하였다. 

5) 통계처리

각 실험은 2~3회 반복하여 시행하였다. 유세포 분석 실험에서 얻어진 결과는 Prism 

Graph-Pad를 이용하여 평균 ± 표준오차로 분석하였다.  

∙ 실험시간 계산 (총 4시간)

- Staining : 2시간

- Flow cytomer 분석 : 2시간

∙ 예상되는 결과

1) 보조자극인자(CD40, CD80) 및 억제인자(PD-L1, PD-L2) 발현정도 측정

  소재의 면역증진(항감염) 또는 면역관용(항염증) 가능성을 평가하기 위하여, 소재 처리 후 

수지상세포의 보조자극인자 및 억제인자의 발현 정도를 유세포분석법을 이용하여 측정한다. 보

조자극인자(CD40, CD80)들이 높게 발현하면 immunogenic DC, 억제인자(PD-L1, PD-L2)

가 높게 발현하면 tolerogenic DC 분화를 유도하는 것으로 판단할 수 있다.

 (선행실험결과) 수지상세포(MHCII+, CD11c+, CD11b+)에서 보조자극인자 및 억제인자 발

현 확인. 면역증진 및 면역개선의 효능을 보이는 홍삼농축액과 유산균에 비해 북강활은 자극인
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자(CD40, CD80)의 발현은 낮은 반면, PD-L1만 상대적으로 높게 발현되는 것으로 보아 항 

염증 효능을 나타내는 물질에 속할 것으로 판단된다.

2) CD11c+MHCII+수지상세포에서 CD11b, MHCII 발현 차이에 기반한 세포분포 분석

소재의 면역증진(항감염) 또는 면역관용(항염증) 가능성을 평가하기 위하여, 소재 처리 후 수

지상세포의 활성정도를 유세포분석기를 이용하여 측정한다. CD11c, MHICII 그리고 CD11b의 

발현정도에 기초하여 수지상세포를 특정 구획으로 나누고 각 구획 마다 보조자극인자(CD40, 

CD80)와 억제인자(PD-L1, PD-L2)의 발현양상을 확인해 보았을 때, A1/A0의 비율이 낮을 

수록 tolerogenic DC로 분화가 유도되는 것으로 판단할 수 있다.

 (선행실험결과) 홍삼농축액과 유산균에 비해 북강활(에탄올, 물 추출)이 A1/A0의 비율이 낮

았고, 특히 북강활 에탄올 분획제조 방법에서 A1/A0의 비율이 현저하게 낮음을 확인할 수 있

었다. 이와 같은 결과를 통해 두 종류의 북강활 모두 항 염증 효능을 나타내는 물질에 속하는 

것으로 사료된다.

○ 골수유래 수지상세포와 비장세포의 혼합 배양에 따른 싸이토카인 분석 표준화

∙ Introduction

1) 혼합림프구 반응(Mixed Lymphocyte Reaction, MLR)

 세포 면역기능을 시험관(In vitro)에서 측정하는 방법의 하나로, 동종이지만 서로 다른 면역

계를 가진 개체들 간의 림프구를 섞어서 혼합세포배양 했을 때 MHC클래스II 대립유전자가 서

로 다르면 림프구는 분열을 시작한다. 이 때 얼마나 분열했는지의 여부를 분석함으로써 장기이

식 거부반응 등을 예측하는 등의 용도로 개발 되었다. 또 비자기의 MHC클래스Ⅱ 분자가 항원

제시세포에 의해 처리되어 온 펩티드가 자기의 MHC클래스Ⅱ 분자에 의해 제시된 T세포를 활

성화하는 반응도 MLR 내에 포함시키고 있다.
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혼합림프구 반응과정 모식도. 두 마우스 개체로부터 얻은 각 기 다른 림프구를 섞어 반응을 시

켰을 때 골수유래 수지상세포로부터 자극을 받은 CD4+ T 세포가 분화하며 싸이토카인을 생

산한다.

2) 싸이토카인 비즈 분석법(Cytokine Bead Array, CBA) 원리

Cytokine Beads Array(CBA)란 ELISA와 같은 면역분석법(Immunoassay)의 한 방법으

로, 기본 원리는 sandwich-ELISA와 유사하다. Bead에 Capture antibody가 결합되어 있으

며 이 Bead의 위치를 적절하게 배치하여 Flow cytometer를 통해 분석하면 각각의 cytokine

의 생성량을 확인 할 수 있다. 키트 내에 재조합 단백질 스탠다드가 들어 있어 스탠다드 커브

를 잡아 정량 분석이 가능하다. CBA의 장점은 한 샘플로부터 Cytokine 뿐만 아니라 여러 종

류의 Chemokine, Growth factor, immunoglobulin, 신호전달 단백질 등의 생성을 한번에 비

교할 수 있다. 또한 CBA 분석법은 ELISA를 사용할 때보다 훨씬 적은 양의 샘플을 사용하며 

시간이 적게 걸리고 재현성이 높다. 
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 Capture antibody와 Detection antibody의 결합 모식도 Bead에 Capture antibody가 붙어

있는 형태로, 여기에 sample을 넣어주면 antibody와 antigen이 결합하고 그 후에 PE가 

conjugation 되어 있는 Detection antibody가 붙는 형태이다.

형광 세기를 통해 분류된 7개의 싸이토카인 Bead는 평균 지름이 7.5um로 매우 작은 

Microsphere로써 각기 다른 형광 세기를 갖는 7개의 싸이토카인 비즈들은 캡쳐 안티바디가 

IL-2, IL-4, IL-6, IFN-γ, TNF, IL-17A, IL-10 각각 특이적인 단백질로 코팅 되어 있

으며 PE의 형광 값을 기준으로 나타낼 수 있다. 실험 과정에서 재조합 스탠다드와 샘플을 싸

이토카인 캡쳐비즈와 섞고 PE 컬러가 달려 있는 디텍션 안티바디와 반응시켜서 PE의 세기를 

유세포분석기를 이용하여 분석한다. 이 때 PE의 세기는 샘플 속에 존재하는 싸이토카인 농도

를 의미한다.

 Flow cytometry 종류에 따라 직접적으로 Target의 파장을 측정하는 reporter parameter와 

Bead의 위치를 잡기 위한 clustering parameter로 사용할 수 있는 형광이 다르게 쓰이는데, 

이번 실험에서는 BD FACS Canto II flow cytometer를 사용하였기 때문에 PE 형광을 

reporter로 사용하였다.

∙ 결과
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FSC/SSC를 기준으로 비즈를 구획화한 모습과 APC를 통해 분류된 싸이토카인들의 형광 
세기를 PE를 기준으로 나타낸 모습. 

각 싸이토카인을 reporter인 PE 형광 값의 세기를 바탕으로 나타낸 히스토그램
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Standard std (pg/ml) Mean Mean (0값 보정) Log std (pg) Log Mean

0-1 0.000 6.78 7.160 0.855

0-2 0.000 7.54 0.000

1/1024 2.441 12.89 5.730 0.388 0.758

1/512 4.883 11.74 4.580 0.689 0.661

1/256 9.766 18.61 11.450 0.990 1.059

1/128 19.531 23.78 16.620 1.291 1.221

1/64 39.063 45.88 38.720 1.592 1.588

1/32 78.125 79.49 72.330 1.893 1.859

1/16 156.250 146.22 139.060 2.194 2.143

1/8 312.500 228.31 221.150 2.495 2.345

1/4 625.000 500.73 493.570 2.796 2.693

1/2 1250.000 984.26 977.100 3.097 2.990

top 2500.000 1519.85 1512.690 3.398 3.180

top2 2500.000 1402.87 1395.710 3.398 3.145

Standard curve를 그리기 위한 Standard mean 값 변환(IL-10) Standard의 zero point 2

개의 평균을 낸 값이 7.160이며, 이 기본값을 각 mean 값에서 빼주었다. 이 값에 Log를 취한 

값이 제일 오른쪽 값이며, 그 왼쪽의 Log std값은 standard 값에 Log를 취한 값이다.

위의 Standard mean값에 따른 Standard Curve(IL-10) 위의 표에서 변환한 값인 Log 

mean값과 Log standard 값을 이용하여 그린 그래프이다. 
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Standard curve의 계산식에 PE mean값을 대입하여 얻은 IL-10의 생성량(pg/ml)

∙ 실험시간 계산 (총 2시간 45분)

- 스탠다드 준비: 15분

- 싸이토미터 셋업 과정: 30분

- 샘플 스테이닝 및 반응시간: 2시간

∙ Materials 

1) Reagents

BD Cytometric Bead Array(CBA) Mouse Th1/Th2/Th17 Cytokine kit (Catalog No. 

560485)

2) Equipments

BD Falcon™ 12 × 75-mm sample acquisition tubes (Catalog No. 352008)

15-mL conical, polypropylene tubes (BD Falcon, Catalog No. 352097)

BD CantoII Flow cytometry

∙ Protocol

1) 골수세포의 분리 및 골수세포로부터 수지상세로포의 분화 유도 (위의 방법과 동일)
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1. 마우스 대퇴골과 경골을 분리 하고 마우스 골수 채취용 주사기에 멸균된 1X 농도의 

PBS(Nacl, KCl, Na2HPO4, KH2PO4)를 담아 골수 내강을 세척하여 세포를 얻는다. 이

때, 1X 농도 PBS의 양은 마우스 한 마리 당 20 mL을 사용 하여 내강을 세척해 주었다.

2. 채취한 골수세포는 1500 rpm에 5분 간 원심분리(Centrifuge UNION 55R, Hanil, 

Korea)하여 골수세포를 모은다. 

3. 상층액을 석션하여 제거 한 후, 수지상세포 분화 배지 10 mL을 첨가한다. 이때 회수한 골

수세포는 80% 이상의 세포 생존율을 보이며 세포의 양은 마우스 한 마리 당 (다리 2개) 

8 x 107 cells 정도이다.

4. 골수세포는 보통 10개의 100 mm culture dish에 나눠 37℃·5% CO2 incubator에서 6

일 동안 배양하여 수지상세포로의 분화를 유도한다. 각각 하나의 dish에는 수지상세포 분화

배지 7 mL에 8 x 106개의 세포를 배양시킨다.

5. 배양 3일 째 GM-CSF가 포함된 완전배지를 새로 7 mL씩 추가한다 (하나의 dish 당 최종 

볼륨 14 mL).

6. 배양 6일 째 dish를 가볍게 파이펫팅 해주어 바닥에 침전 되어있는 세포들을 포함, 부착되

지 않은 분화된 수지상 세포를 회수한다. 회수한 수지상세포를 1500 rpm에 5분간 원심분

리 하여 분리된 수지상세포는 RPMI1640 배지에 GM-CSF를 첨가하여 48-well plate에 

3 X 10^5개가 되도록 분주한다.

7. 이때 시료를 농도별로 처리한 다음 24시간 동안 37℃·5% CO2 incubator에 배양한 후 

부착되지 않은 세포들을 수거하여 실험을 진행하였다. 

2) 마우스의 비장세포 분리

1. 6주령의 Female 마우스(BALB/c)의 비장을 분리한다. 

2. cell culture dish에 3ml RPMI 완전 배지를 넣고 100ul cell strainer를 얹은 뒤 비장을 

옮긴다

3. 1ml Syringe 뒷 부분으로 비장을 으깬 후 strainer 얹은 50ml cornical tube에 걸

러진 용액을 옮긴다. 

4. Cell culture dish에 완전배지 3~5ml 더하여 50ml tube로 한번 더 옮겨준다.

5. PBS로 25ml까지 채운 후 350g로 8분 동안 원심분리 후에 상층액을 제거한다.

6. RBC 제거

 a. 10X RBC lysis buffer(Biolegend, USA)를 멸균된 증류수로 10배 희석해 1X로 만든다.

 b. Pellet을 5ml의 버퍼를 이용하여 풀어준다.

 c. 4℃에서 4분간 반응시킨다.

 d. 25ml의 PBS를 넣어 350g에서 5분 동안 원심분리 후에 상층액을 제거한다.

7. 세포수를 측정한 뒤 CM에 푼 뒤, 1 x 105개의 비장세포 100ul를 BMDC를 깔아 놓은 플

레이트 위에 얹는다.

8. 72시간동안 37℃·5% CO2 incubator에서 혼합 배양 시킨다.

3) 배양액 Harvest

1. 96 well round bottom plate의 모든 배양액과 세포를 1.5ml EP tube에 옮겨 담고 300g
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에서 5분 동안 원심분리 시킨 뒤 상층액만 120ul를 얻어 다른 tube로 옮긴다.

4) 싸이토카인 농도 스탠다드 준비

Mouse Th1/Th2/Th17 CBA kit(BD, USA)

1. 구 형태의 싸이토카인 스탠다드(Vial label C)를 15ml tube에 담는다.

 a. Sphere들은 깨지기 쉬우므로 조심히 다룬다.

2. 2ml의 assay diluent(Vial label G) 파이펫팅으로 조심스럽게 섞어준다. 

 a. 사용전 15분 동안 상온에서 equilibration 시킨다.

 b. 섞어줄 때는 볼텍싱을 이용하거나 너무 무리하게 하지 않도록 한다.

3. 12 x 75mm FACS tube에 1:1, 1:2, 1:4 … 1:256, 0 까지 라벨링 한 뒤 각 tube에 

300ul의 Assay diluent를 넣는다.

4. 높은 농도부터 1/2씩 연속으로 희석한다.

 a. 고농도 용액으로부터 저농도의 용액에 대한 영향을 최소화하기 위해 Tip을 계속 바꾼다.

 b. 각 tube는 볼텍싱을 5초 이상 진행한다.

 c. 0 tube에는 assay diluent만 넣어 준다.

5) 캡쳐 비즈 혼합

1. Assay tube 수를 계산한다.

 a. 샘플 수 + 농도 스탠다드 수 + 음성 대조군 = 전체 Tube 수

2. Capture beads tube를 최소 5초 이상 볼텍싱해서 Tube 수 x 10ul의 볼륨으로 새로운 

15ml tube에 넣는다.

3. 혼합용액을 볼텍싱한다.

6) Assay

1. 혼합용액을 모든 tube에 50ul씩 넣는다.

2. 희석해 놓은 스탠다드 용액과 샘플을 각 labeling에 맞게 50ul씩 넣는다.

3. PE detection reagents(Vial label B)를 모든 tube에 50ul씩 넣는다.

4. 2시간 동안 차광한 상태로 상온에서 반응시킨다.

5. 1ml wash buffer(Vial label F)를 넣고 200g로 5분 동안 centrifuge

6. 200ul의 wash buffer로 pellet을 resuspension 시킨다.

7. FACS reading
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∙ 예상되는 결과

1.4. 시험관내 면역능 검사 결과의 수량화 및 등급화 

소재 농도에 따른 싸이토카인 생성량. 
Vehicle, 톳, 한라봉다당: 100, 200, 400 ㎍/ml, 
Fucoidan: 1, 2, 5, 10 ㎍/ml 
LPS: 1, 10, 100 ng/ml
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가. 시험관내 면역능 검사

【기술 명칭】 수지상 세포를 이용한 면역 소재의 면역능 평가기술

【실시예】 

1. 대상 소재 추출물의 준비

 대상 소재 추출물은 농축액 또는 분말형태로 한국한의학연구원(대전, 한국)과 (주)비케이

바이오(제주, 한국)에서 공급받았다. 소재 추출용액(에탄올 또는 물)에 대한 정보를 표시하였다. 

추출물을 10% DMSO in PBS 용액으로 40 또는 200 ㎎/㎖의 보관액을 제조하여 -20℃에 보관하

였다.

2. 수지상세포의 준비 및 시료 처리 

 다물사이언스(한국)에서 구매하여 일반적 조건의 충남대학과 의과대학 실험동물 관리 사

육실에서 멸균된 사료와 물을 자유롭게 섭취시키며 사육한 6~10주령의 암컷 C57BL/6 마우스의 

대퇴골로부터 통상의 방법에 따라 골수세포를 획득하였다.

획득된 골수세포를 하기 표와 같은 조성의 배지에 혼합하고, 37℃, 5% CO2 조건에서 6일 

배양하여 수지상세포로 분화를 유도하였다.

성분 함량

RPMI 1640 444.5 ml

Fetal Bovine Serum (FBS) 50 ml

Penicillin/streptomycin 5 ml

β-mercaptoethanol 0.5 ml

Granulocyte-macrophage 

colony-stimulating factor (GM-CSF)
20 ng/ml

Total 500 ml

배양 3일째 배지를 보충해 주고, 6일째 부착되지 않은 분화된 수지상세포를 회수하고 원심

분리하였다(1500rpm, 5분). 분리된 세포를 동일 배지에 현탁하고 48-well plate에 5×105개가 

되도록 분주하였다.

이때 상기 대상 소재 추출물의 보관액을 상기 배지로 최종농도가 100~1000 ㎍/㎖가 되도

록 희석하여 농도별로 처리하고 동일한 조건에서 24시간 배양한 후 부착되지 않은 세포를 수거하여 

유세포분석을 수행하였다. 세포독성이 심한 소재의 경우에는 최종농도를 낮추어가며 실험을 진행하

였다. 
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3. 유세포분석

수지상세포의 생존률과 세포표면 활성인자 및 억제인자의 발현 정도를 측정하기 위하여 

유세포분석을 실시하였다.

세포염색법은 확립된 방법에 따라 수행하였고, Live/Dead staining을 통해 수지상세포의 

생존률을 확인하였다. 수지상세포의 positive marker인 MHCII와 CD11c, 수지상세포 표면에 발현

하는 공동활성인자 CD40, CD80 및 억제인자 PD-L1, PD-L2 안티바디를 사용하여 세포를 염색

한 후 유세포분석장치 (FACS Canto Ⅱ, BD bioscience, 미국)를 이용하여 분석하였다.

(1) 실험재료 

① 안티바디

FITC-conjugated anti-CD273(PD-L2) (11-9972-85, eBiosciences),

PE-anti-CD274(PD-L1) (558091, BD Pharmingen),

PerCP-Cy5.5-MHCⅡ (562363, BD Pharmingen),

PE-Cy7-anti-CD80 (25-0801-82, eBioscience),

APC-anti-CD11c (20-0114-U100, Tonbo bioscience),

APC-Cy7-CD11b (BD Pharmingen, USA),

② FACS buffer

1X PBS (phosphate buffered saline), 1% BSA (Bovine serum albumin), 0.05% NaN3 

(Sodium azide)

③  LIVE/DEAD™ Fixable Aqua Dead Cell Stain Kit (L34966, Invitrogen) 

동봉된 DMSO 50 μl로 stock을 만들어 –20℃에 보관. 세포 염색 시 PBS에 1:1000으로 

희석하여 사용. Light protection, Desiccate.

(2) 안티바디 패널
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(3) 수지상세포의 염색 및 유세포분석

종래 확립된 방법에 따라 수지상세포를 염색하고 유세포분석을 수행하였다. 통상의 방법에 

따라 유세포분석 과정에서 소재의 독성 즉, 세포의 생존률 평가도 이루어졌다. 각 실험은 2~3회 

반복하여 시행하였다. 유세포분석 실험에서 얻어진 결과는 Prism Graph-Pad를 이용하여 평균 

± 표준오차로 분석하였고, 데이터는 FlowJo software (FlowJo, USA)를 이용하여 분석하였다.

(4) 세포독성 평가

종래 확립된 방법에 따라 LIVE/DEAD™ Fixable Aqua Dead Cell Stain Kit (L34966, 

Invitrogen)를 유세포분석을 적용하여 Live/Dead 세포 비율 정보를 통해 면역개발소재가 세포에 

미치는 독성을 평가하여 효과적인 소재 처리 농도(생존율 70% 이상)를 결정한다.

 

(5) 게이팅 및 테이터 분석

다음과 같은 전략에 따라 게이팅이 이루어졌다. 하기 설명에서 게이팅과정을 통해 ”X를 

제외, 분리 또는 선택”한다는 것은 ‘유세포분석 데이터에서 X에 대한 전자정보를 제외, 분리 또는 

선택하여 정보처리’한다는 의미이다. 

먼저, FSC-H vs. FSC-A 플롯에서 단리되지 않은 세포(doublets와 clumps)를 제외하고, 

이어서 FSC-A vs. SSC-A 플롯에서 세포 잔해(debris)를 제외하여 단일세포(singlet cell)를 

분리하였다. 이어서 SSC-A vs. Live/Dead 플롯에서 사멸 세포를 제거하고 생존 세포만 게이팅하
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였다. 

이어서 상기 생존 세포를 대상으로 아래와 같이 다양한 전략에 따라 게이팅 하여 대상 소재

가 수지상세포에 대한 보조자극인자 및 억제인자 발현에 미치는 영향을 분석하였다. 

(6) 면역소재가 수지상세포 생존률에 미치는 효과

표준면역식품소재 및 단일물질 소재가 수지상세포 생존률에 미치는 효과를 각각 [Figure 

1.4] [Figure1.5]로 정리하였다.
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4. 수지상세포 활성화 표지분자들 세포면 발현에 기초한 면역능 평가기술 

(1) 수지상세포 활성화 표지분자들의 세포면 발현 측정

모든 조직에 위치하는 수지상세포는 감염이나 세포사멸등 다양한 주변상황의 정보들을 위

험인자들로 인식하여 활성화과정을 거치게 되는데, 활성화 정도나 방향에 따라 각 항원에 대해 

Immunogenic 하거나 (면역증진) Tolerogenic 한 (면역관용) 면역반응 유도한다. 선천면역과 후

천면역을 연결시키면서 항원특이적 면역반응을 지휘하는 “장군”이라는 별명을 가진 이 수지상세

포에 대한 면역식품소재의 면역능 평가기술은 식품소재에 의한 면역반응의 방향성과 정도를 예측하

기 위해 확립되어야 할 기술이라고 할 수 있다.

면역식품소재에 의한 수지상세포의 활성화 정도와 방향을 예측하기 위해 활성화 표지분자

들로 잘 알려진 분자들인  수지상세포 표면에 발현되는  MHC, 공동자극분자들 CD40, CD80, 

PD-L1, PD-L2, 접착분자들 CD11c, CD11b들의 세포면 발현량을 측정하였다. [첨부자료1: 수지

상세포 기반 면역능 측정기술의 이론적 배경]

w 수지상세포의 활성화 표지 분자들과 특성 

MHC:  항원제시기능 

CD40:  T cell activation 활성화 촉진 신호 

PD-L1, PD-L2:  T cell activation 활성화 억제 신호 

CD80:  T cell activation 활성화 촉진 혹 억제 신호  

CD11b:  억제신호 

면역증진 효과가 있는 것으로 알려진 청귤다당, 항염증(면역관용) 효과가 있는 것으로 알려

진 구아바잎추출물을 전술한 방법에 따라 수지상세포에 처리하고, 보조자극인자 및 억제인자의 발현

특성을 확인하였다.

전술한 방법에 따라 분리한 생존세포에서 MHCII가 강하게 발현되는 세포를 게이팅하고, 

이어서 CD11b와 CD11c를 강하게 발현하는 세포를 게이팅하였다. 
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이렇게 얻어진 MHCII+, CD11c+, CD11b+ 수지상세포에서 보조자극인자 및 억제인자의 

발현량을 측정하였다. 면역증진 효과를 가진다고 알려진 청귤다당은 면역개선 효과를 가지는 것으로 

보고된 구아바잎추출물에 비해 상대적으로 많은 양의 CD40, CD80, PD-L1, PD-L2을 발현하고 

있음을 알 수 있다.

(2) 표준면역식품소재 혹 단일물질 소재에 의한 수지상세포 활성화 변화 측정

표준면역식품소재 혹 단일물질 소재처리에 의해 유도된 CD11+수지상세포 혹 

CD11+MHCII+수지상세포군 구성비 변화를 측정하였다. [Figure 1.4-1.9]

나. 면역능 수치화 

1. 면역증진지수I 에 기반한 면역식품소재 면역능 평가기술

(1) 항원특이적 수지상세포 subgroup 나누기 

전술한 소재를 수지상세포에 처리하고, CD11c, MHICII 그리고 CD11b의 발현정도에 기초

하여 수지상세포를 세포들을 CD11b vs. MHCII 발현 평면상에 펼쳐서 검토한 바, 세포들이 3개 
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구획으로 명확하게 구분되었다. 즉, CD11b가 평균 이상으로 강하게 발현되고, MHCII가 평균 이하

로 미미하게 발현된 그룹(A0), MHCII가 평균 이상으로 강하게 발현된 그룹(A1) 및 CD11b와 

MHCII 모두 평균 이하로 미미하게 발현된 그룹(A2)으로 명확히 구분되었다.

이렇게 구분된 각 구획 마다 보조자극인자(CD40, CD80)와 억제인자(PD-L1, PD-L2)의 

발현양상과, A1/A0의 비율을 분석하였다.

그 결과, 면역증진 효과가 높은 것으로 알려진 청귤다당에서 A1/A0의 비율이 높았고, 면역
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관용 효과가 있는 구아바잎추출물에서 비율이 낮았다. 즉, 소재 처리에 따른 A1/A0의 비율과 상기 

소재의 기존에 알려진 면역특성(면역증진 또는 면역관용)에 상관관계가 나타남을 확인하였다.

(2) 수지상세포 Subgroups의 특성 확인 

[Figure 1.10]

면역증진 작용을 하는 것으로 특허완료 확인된 청귤다당과, 면역개선 효과로 특허완료된 

구아바잎추출물을  면역증진 혹 면역개선의 표본시료로 수지상세포에 처리하여, 전술한 방법에 따라 

분리한 생존세포에서 CD11c+MHCII+ 세포들을 게이팅하하고, 이어서 CD11c+MHCII+ 세포들

을 CD11b vs. MHCII 발현 평면상에 펼쳤다. 여기서 CD11b가 평균 이상으로 강하게 발현되고, 

MHCII가 평균 이하로 미미하게 발현된 그룹(A0)과, MHCII가 평균 이상으로 강하게 발현된 그룹

(A1)을 구획하여 각각 게이팅하고 이들 그룹에서 각 세포표면분자들의 발현정도와, 각 그룹의 세포

비율(또는 세포수)를 측정하였다. 
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도표에서 볼 수 있듯이, A0 그룹 세포에는 CD40, CD80, PD-L2, MHCII 등의 발현이 

미미하고 면역억제 효과가 큰 PD-L1과 CD11b가 강하게 발현되어 있어 면역억제 반응효과가 

있는 분자들만 발현되어 있음을 볼 수 있다. A1 그룹 세포는 강한 CD40, CD80, PD-L1, MHCII의 

발현양상을 보이고 있어 면역증강 기능을 하는 성숙수지상세포에 포함시킬 수 있다. A2에는 모든 

측정 분자들의 발현양이 낮았다.

(3) 면역증진지수I의 정의

[Figure 1.11]

이상과 같이, 면역관련 기능적 특성이 알려진 소재로부터 면역기능과 A0, A1 그룹의 비율 

사이에 일정한 패턴이 있음을 발견하였다. 이에 소재들의 면역기능 강도를 평가하고 하고 타 소재들

과의 객관적 비교가 가능하도록 면역항원성의 척도로 하기 식과 같은 면역능지수I (The 

Immunogenic Index I)을 정의하였다.

이때 대조구는 대상 소재 추출물이 포함되지 않은 vehicle, 즉 블랭크로 처리된 것이다. 

본 기술에서는 위에 기술한 바와 같이, 처리구와 동일한 양의 10% DMSO in PBS 용액에 동일한 

양의 (수지상세포 배양) 배지가 혼합된 것을 vehicle로 하였지만, 추출물이 포함되지 않는 점 이외에 

처리구에 첨가되는 처리액과 동일한 것이라면 vehicle로 특별한 제한은 없다. 종래 면역기능이 실험

검증과정을 통해 특허등록이나 축허출원으로 인증된  13종의 면역식품소재를 표준소재로 설정하거

나 면역기능 관련 연구 단일물질 소재 처리를 통해 얻은 결과를 분석하여 위 그림과 같은 구획나누기

를 통해 면역증진지수I 평가를 가능하도록 하였다. [Figure 1.12][Figure 1.13]
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(4) 면역증진지수I을 통한 표준면역소재 및 단일물질 소재 면역증진효과 수치화 

종래 면역기능이 실험검증과정을 통해 특허등록이나 축허출원으로 인증된  13종의 면역식

품소재를 표준소재로 설정하여, 처리 농도를 달리하면서 세포 생존율 70% 이상인 조건에서  면역증

진지수1 값을 [C]와 같이 얻고 치를 그래프로 비교분석하였다. [Figure 1.13][Figure 1.14]

 

처리된 수지상세포에서 CD11c+MHCII+ 세포들을 CD11b vs. MHCII 발현 평면상에 펼

쳤을 때, 모든 소재에 대하여 CD11b가 평균 이상으로 강하게 발현되고, MHCII가 평균 이하로 

미미하게 발현된 그룹(A0), MHCII가 평균 이상으로 강하게 발현된 그룹(A1) 및 CD11b와 MHCII 

모두 평균 이하로 미미하게 발현된 그룹(A2)으로 명확히 구분되었다. 시험관내 처리조건에서 세포 

생존율 70% 이상인 조건에서 면연관련측정치에 효과를 보이는 가장 높은 시료처리농도에서의 면역

증진지수I 값을 그래프로 표시하면 이미 면역증진소재로 인증받은 소재들은 면역증진지수I이 높은 

값을 나타내고 과민면역개선으로 인증받은 소재들은 낮은 값을 가짐을 알 수 있다. 

단일물질 소재에 의한 면역증진지수1 값 산출을 위한 구획나누기 결과는 supplementary 

Figure 1.1에 정리하였고, 단일물질 소재에 의한 면역증진지수1 값 은 [Figure 1.16-1.17]에 

잘 나타나 있다.

(5) 면역능 평가에서의 면역증진지수I의 특이성  

종래에는 수지상세포에 대한 소재의 효과를 시험관 수준에서 평가할 때 소재처리에 의

한 각 자극인자와 억제인자들의 발현량을 비교하는 방법을 사용하였다. [Figure 1.15]에 위 

검증테스트에 사용된 소재들에 의한 각 인자들의 발현량과 면역능지수I 관계를 도시하였다.

도시된 바와 같이, 예를 들면 자극인자 CD80의 발현량이 많은 스피루리나나 다래추출

물 등이 실제는 면역관용 효과를 나타내며, 발현량이 더 적은 홍삼농축액, 유산균다당 등이 면

역증진 작용을 하고, 억제인자 PD-L1의 발현량이 많은 후코이단, 홍삼농축액 등이 실제 면역

증진 작용을 하며 발현량이 적은 스피루리나나 다래추출물 등이 면역관용 작용을 함을 알 수 

있다. 즉, 자극인자와 억제인자들의 발현량과 소재의 면역특성(면역능지수 I)은 상관관계를 보

이지 않는다.
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따라서 종래와 같이 소재처리에 의한 자극인자와 억제인자들의 발현량을 비교하는 방

법으로는 소재들의 상대적인 면역능을 예측하고 동물실험모델을 설계하는 데 적합하지 않음을 

확인할 수 있다. 

                              

2. 면역증진지수II 에 기반한 면역식품소재 면역능 평가기술

(1) 면역증진지수II의 정의

Figure 1.18에서처럼 Live CD11c+ 수지상세포를 잡고 이들의 CD40와 MHC II의 발현양

태에 기초하여 수지상세포를 여러 그룹으로 나누었다. 항원특이적인 수지상세포의 기능을 수행하기 

위해서는 MHC II의 발현이 있어야하는데, 미성숙수지상세포의 경우에는 이 발현이 낮고 성숙세포

의 경우에는 그 발현이 증가한다. MHC II발현은 있으나 T cell activation 촉진 신호로 작용하는 

CD40분자의 발현이 없는 그룹 (2+3 그룹)과 MHC II가 강하게 발현되어 있으면서 CD40의 발현도 

강한 그룹 (6+9 그룹)을 나누어 가각 미성숙수지상세포와 성숙수지상 세포군으로 잠정 나누고 

그들 간의 비율을 면역증진지수II (The Immunogenic Index II)로 정의하였다. 면역증진지수II 

값을 얻기 위한 구획나누기와 구획의 특성은 [Figure 1.18][Figure 1.19]에 잘 나타나있다. 종래 

면역기능이 실험검증과정을 통해 특허등록이나 특허출원으로 인증된  13종의 면역식품소재를 표준

소재로 설정하여 각 구획을 설정하였다 [Figure 1.20]

(2) 면역증진지수II을 통한 표준소재들 및 단일물질 소재들 면역증진효과 수치화  

종래 면역기능이 실험검증과정을 통해 특허등록이나 특허출원으로 인증된  13종의 면역식

품소재를 표준소재로 설정하여, 처리 농도를 달리하면서 세포 생존율 70% 이상인 조건에서 D와 

같이 면역증진지수II 값을 얻었다. [Figure 1.21]
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시험관내 처리조건에서 세포 생존율 70% 이상인 조건에서 면연관련측정치에 효과를 보이

는 가장 높은 시료처리농도에서의 면역증진지수I 값을 그래프로 표시하면 이미 면역증진소재로 

인증받은 소재들은 면역증진지수II이 높은 값을 나타내고 과민면역개선으로 인증받은 소재들은 낮

은 값을 가짐을 알 수 있다.  [Figure 1.21-1.22] 

단일물질 소재 처리에 의한 CD11+수지상세포군의 MHCII와 CD40발현은 

Supplementary Figure 1.2에 정리하였고, 단일물질 소재에 의해 면역증진지수II 에 미치는 영향은 

[Figure 1.24-1.25]에 잘 나타나 있다.

(2) 면역증진지수II 값 측정의 특이성 

[Figure 1.23]

종래에는 수지상세포에 대한 소재의 효과를 시험관 수준에서 평가할 때 소재처리에 의

한 각 자극인자와 억제인자들의 발현량을 비교하는 방법을 사용하였다. 도 6에 위 검증테스트

에 사용된 소재들에 의한 각 인자들의 발현량과 면역능지수II 관계를 도시하였다.

도시된 바와 같이, 예를 들면 자극인자 CD40의 발현량이 상대적으로 적은 청귤다당, 

차가버섯 등이 발현량이 많은 후코이단, 홍삼농축액보다 더 면역증진 작용을 하며, 억제인자 

PD-L1의 발현량이 상대적으로 아주 많은 후코이단, 홍삼농축액 등이 실제 가장 큰 면역증진 

작용을 하며, 오히려 상대적으로 발현량이 적은 스피루리나나 다래추출물 등이 면역관용 작용

을 함을 알 수 있다. 즉, 기존의 각 자극인자와 억제인자들의 발현량 측정값과 소재의 면역특

성(면역능지수 II)은 상관관계를 보이지 않는다.

따라서 종래와 같이 소재처리에 의한 각 자극인자와 억제인자들의 발현량을 단순 비교

하는 방법으로는 소재들의 상대적인 면역능을 예측하고 동물실험모델을 설계하는데 적합하지 

않음을 확인할 수 있다. 
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3. 면역관용지수I 에 기반한 면역식품소재 면역능 평가기술

(1) 면역관용지수I 의 정의

아래 그림E와 [Figure 1.26]에서처럼 살아있는 CD11c+ 수지상세포를 잡고 이들의 

PD-L1, CD40와 MHC II의 발현양태에 기초하여 수지상세포를 여러 그룹으로 나누었다. 항원특이

적인 수지상세포의 기능을 수행하기 위해서는 MHC II의 발현이 있어야하는데, 미성숙수지상세포의 

경우에는 이 발현이 낮고 성숙세포의 경우에는 그 발현이 증가한다. MHC II발현은 있으면서 T 

cell activation 억제 신호로 작용하는 PD-L1분자의 발현이 있는 그룹 (5+6 그룹)과 MHC II가 

강하게 발현되어 있으면서 T cell activation 촉진 신호로 작용하는 CD40발현이 있는 그룹 (6+9 

그룹)의 비율을 Vehicle에서의 그 비율에 대한 비로 면역관용지수I (The Tolerogenic Index I)로 

정의하였다. [Figure 1.27] 면역관용지수I값이 높을수록 억제 신호로 작용하는 PD-L1분자의 영향

이 상대적으로 커지는 면역관용효과를 나타내게 된다. 종래 면역기능이 실험검증과정을 통해 특허등

록이나 축허출원으로 인증된  13종의 면역식품소재를 표준소재로 설정하여 [Figure 1.28]와 같이 

구획나누기를 실시하였다.

(2) 면역관용지수I을 통한 표준소재들 및 단일물질 소재 면역관용효과 수치화 및 등급화 

종래 면역기능이 실험검증과정을 통해 특허등록이나 축허출원으로 인증된  13종의 면역식

품소재를 표준소재로 설정하여, 처리 농도를 달리하면서 세포 생존율 70% 이상인 조건에서  아래 

그림처럼 면역관용지수I 값을 얻었다 [그림1E].
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시험관내 처리조건에서 세포 생존율 70% 이상인 조건에서 면연관련측정치에 효과를 보이

는 가장 높은 시료처리농도에서의 면역관용지수I 값을 그래프로 표시하면 이미 과민면역개선로 

인증받은 소재들은 면역관용지수I이 높은 값을 나타내고 면역증강소재로 인증받은 소재들은 낮은 

값을 가짐을 알 수 있다.  [Figure 1.29-1.30]  

단일물질 소재에 의한 CD11+수지상세포군에서의 MHCII, CD40, PDL1 발현분석은 

supplementary Figure 1.3-1.4에 정리하였고, 단일물질소재 면역관용지수I에 대한 결과들은 

[Figure 1.32-33]에 정리하였다.

(3) 면역관용지수I 값 측정의 특이성 

[Figure 1.31]

종래처럼 한 분자의 발현량 변화 측정에 기초해서는 각 면역소재가 갖는 특징적인 면

역효과를 평가하기에는 미흡함을 알 수 있다.

4. 면역관용지수II 에 기반한 면역식품소재 면역능 평가기술

(1) 면역관용지수II의 정의

아래 그림F와 Figure 1.34에서처럼 살아있는 CD11c+ 수지상세포를 잡고 이들의 PD-L1

와 MHC II의 발현양태에 기초하여 수지상세포를 여러 그룹으로 나누었다. 항원특이적인 수지상세

포의 기능을 수행하기 위해서는 MHC II의 발현이 있어야하는데, 미성숙수지상세포의 경우에는 

이 발현이 낮고 성숙세포의 경우에는 그 발현이 증가한다. T cell activation 억제 신호로 작용하는 
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PD-L1분자의 발현이 있으면서 MHC II발현은 약한 그룹 (5 그룹)과 MHC II가 강하게 발현되어 

있으면서 T cell activation 억제 신호로 작용하는 PD-L1분자의 발현이 있는 그룹 (6 그룹)의 

비율을 Vehicle에서의 그 비율에 대한 비로 면역관용지수II (The Tolerogenic Index II)로 정의하

였다. 면역관용지수II값이 높을수록  면역관용효과를 나타내게 될 것으로 기대된다. [Figure 1.35]

종래 면역기능이 실험검증과정을 통해 특허등록이나 축허출원으로 인증된  13종의 면역식

품소재를 표준소재로 설정하여 면역관용지수II 값 산출을 위한 구획나누기를 실시하였다. [Figure 

1.36]

(2) 면역관용지수II을 통한 표준소재들 및 단일물질 소재 면역관용효과 수치화 

종래 면역기능이 실험검증과정을 통해 특허등록이나 축허출원으로 인증된  13종의 면역식

품소재를 표준소재로 설정하여, 처리 농도를 달리하면서 세포 생존율 70% 이상인 조건에서  면역관

용지수II 값을 얻었다 [Figure 1.37].

시험관내 처리조건에서 세포 생존율 70% 이상인 조건에서 면연관련측정치에 효과를 보이

는 가장 높은 시료처리농도에서의 면역관용지수II을 그래프로 표시하면 이미 과민면역개선로 인증

받은 소재들은 면역관용지수II  높은 값을 나타내고 면역증강소재로 인증받은 소재들은 낮은 값을 

가짐을 알 수 있다.  [Figure 1.38]
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단일물질 소재에 의한 CD11+수지상세포군에서의 MHCII, PDL1 발현분석은 

supplementary Figure 1.4에 정리하였고, 단일물질 소재에 대한 면역관용지수II  값에 대한 분석은 

[Figure 1.40-41]에 나타내었다.

(3) 면역관용지수II 값 측정의 특이성 

[Figure 1.39]

종래에는 수지상세포에 대한 소재의 효과를 시험관 수준에서 평가할 때 소재처리에 의

한 각 자극인자와 억제인자들의 발현량을 비교하는 방법을 사용하였다. 도 5에 위 검증테스트

에 사용된 소재들에 의한 각 인자들의 발현량과 면역관용지수II 관계를 도시하였다.

도시된 바와 같이, 예를 들면 자극인자 CD40의 발현량이 상대적으로 많은 차가버섯과 

후코이단이 CD40의 발현량이 상대적으로 아주 적은 스피루리나, 다래추출물과 비슷한 면역관

용지수 II 값을 보이면서 면역관용 효과를 보이고 있다. 면역증진 효과가 잘 입증되어 인증된 

소재인 후코이단, 청귤다당, cold-fX 등이 오히려 면역관용 효과가 높은 북강활, 구아바잎추출

물, 다래추출물, 스피루리나보다 면역억제인자 PD-L1의 발현량이 훨씬 많음을 관찰할 수 있

다.  즉, 기존의 각 자극인자와 억제인자들의 개별적 발현량 측정값과 소재의 면역특성(면역관

용지수 II)은 상관관계를 보이지 않는다.

따라서 종래와 같이 소재처리에 의한 각 자극인자와 억제인자들의 발현량을 개별적으

로 단순 비교하는 방법으로는 소재들의 상대적인 면역능을 예측하고 동물실험모델을 설계하는 

데 적합하지 않음을 확인할 수 있다. 

다. 면역능 등급화

1. 표준면역식품소재 면역능 등급 산출 및 heatmap 완성

표준 면역식품소재들 면역증진지수와 면역관용지수값을 얻어 표에 표기된 것처럼 

Figure 1.42] 각각 4등급(최상, 상, 중, 하)으로 나누고, 최상, 상, 중, 하 각 등급에 대해 

면역증진지수에는 30, 20, 10, 0 각각 그래프값을 부여하고, 면역관용지수에는 -30, -20, 

-10, 0 각각 부여하여 그래프로 나타내었다. 각 표준 면역식품소재들의 두 종류의 

면역증진지수값을 모두 더하여 2로 나누고 반올림하여 10단위로 만들어 면역증지수 값이 30, 

20, 10, 0중에 한 값을 가질 수 있도록 하고, 이들 면역증진지수값을 면역관용지수값과 

합하여 각 소재들의 면역능 등급을 얻었다.[Figure 1.43]

표준 면역식품소재들의 면역지수별 등급 heatmap을 만들기 위해 면역증진지수값 

(빨간색) 과 면역관용지수값 (파란색)의 각 등급에 따라 다른 세기를 나누어 크게 각각 
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4등급을 표시하였다. 그리고 각 등급은 Figure 1.43의 등급값을 사용하였다 [Figure 1.44]

면역증진효과를 보이는 것으로 상품화, 특허 등의 인정과정을 거친 

면역증진소재들가운데 후코이단, 청귤다당, 홍삼농축액은 본 신기술에 의하면 최상의 

면역능등급을 보이고 있고, Cold-fX, 차가버섯, 한라봉다당은 상 등급, 표고버섯균사체는 중 

등급의 면역증진등급을 보여주고 있다. 면역개선효과로 인증받은 소재들가운데 북강활이 최상, 

구아바잎추출물, 식방풍, 아삼이 상, 웰뮨과 다래추출물이 중 등급의 면역관용효과, 

스피루리나는 하 등급을 보여주고 있다. 면역증진소재로 인증받은 웰뮨과 스피루리나는 

면역관용과 면역증진 효과 모두를 가질 가능성이 있음을 현 신기술 평가결과에서 볼 수 있다.

2. 단일물질 소재 면역능 등급 산출 및 heatmap 완성

Figure 1.45-47
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1.5. 시험관내 면역능 평가 시스템 확립

가. 수지상세포기반 시험관내 면역능 평가법

1. 대상 소재 추출물의 준비

2. 수지상세포의 준비 및 면역소재 처리 

3. 유세포분석

(1) 세포독성 평가

(2) 수지상세포 활성화 표지분자들의 세포면 발현 측정

4. 면역능 지수 (면역증진지수I,II & 면역관용지수I, II)  수치화 및 등급화 

5. 면역식품소재 면역능 등급 산출 

나.  우수 면역식품소재의 개발

개발 면역식품소재들에 대해 각각 면역증진지수I (그림J), 면역증진지수II (그림K), 

면역관용지수I (그림L), 면역관용지수II (그림M)  값을 구하고 각 지수값을 기준으로 등급을 

설정하고, 각 면역식품소재들의 면역능 등급을 그래프(그림N), 와 heatmap(그림O)으로 

나타내어 표준 면역식품소재들과 비교하여 각 개발 소재들의 면역능을 측정하였다. 

1) 각 면역지수의 수치화 과정 

면역지수 산출을 위한 개발 면역소대들에 대한 구획나누기 결과

-Supplementary Figure 1.5-1.8

각 면역지수 값 수치화

-Figure 1.48-51

2) 각 면역지수 통합을 통한 면역능 지수 등급 산출

Figure 1.52

3) 각 면역지수와 면역능 지수 등급의 HEATMAP

Figure 1.53

다.  면역식품소재의 T 세포 분화 유도능 평가

1)  혼합림프구 반응을 통한 T helper 세포 분화 조절 능력 측정
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[Figure 1.54-55]

각 면역소재들로 처리된 골수유래 수지상세포를 동종이계 마우스의 비장세포들과 혼합

배양하여 수지상세포에 의해 유도되는 일정한 방향성의 싸이토카인 생성 패턴과 정도를 측정

하여 면역식품소재가 가질 수 있는 면역기능을 조사한다.  Th1, Th2, Th17, Treg등 각 

helper T cell 그룹들은 특이적 싸이토카인들을 생상하므로 생성된 싸이토카인 농도 변화를 

측정하면 각 면역시료가 T helper 세포 분화에 미치는 영향을 검사할 수 있다. 

 각 시료들에 따라 Th1, Th2, Th17, Treg 각 helper T cell 그룹 특이적 싸이토카인들을 

강하게 생산하는 조합이 있음을 볼 수 있다. 식품소재 처리 수지상세포에 의해 유도되는 T 

helper 세포 분화에 특정한 방향성을 가질 수 있음을 잘 보여주고 있다. 이렇게 생성된 싸이

토카인들의 양을 싸이토카인 비즈 분석법(Cytokine Bead Array, CBA)을 통해 측정하게 된

다. [그림 P & Q]. 면역식품소재에 의한 T helper 세포 분화 방향과 정도를 측정함으로써 각 

소재의 효과를 가장 잘 증명할 수 있는 동물실험 및 인체실험을 가이딩할 수 있는 객관적인 

자료로 사용될 수 있다. 

2) 대식세포 싸이토카인 생성능과 비교 분석

[Figure 1.56-57]

면역세포중 하나인 대식세포 (macrophage)는 외부에서 침입된 세균이나 박테리아등

에 반응하여 다량의 염증성사이토카인을 분비하고, 잡아서 소화시킴으로써 제거하는 기작이 잘 

알려져 있다. 대식세포에서 외부물질에 의한 반응이 빠른 시간 내에 유도되면, 과한 면역 반응

이나 염증을 억제하고 보다 빨리 항상성을 유도할 수 있으므로, 좋은 항염증 물질로 여길 수 

있다. 대식세포에서 주로 분비되는 염증성 사이토카인으로는 Interleukin-6 (IL-6)와 Tumor 



- 61 -

Necrosis Factor alpha (TNF-α), IL-10, IL-1β등이 알려져 있으며, 이들은 대식세포의 

면역증진마커로 여겨진다. 따라서 본 실험에서는 마우스 대식세포 세포주인 RAW264.7을 이

용하여 다양한 소재의 처리에 따른 염증성 사이토카인인 IL-6와 TNF-α의 세포 밖 분비량

을 enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 기법으로 측정하였다. 

w[그림 P & Q] 설명 가) 대식세포주와 혼합림프구 반응에서의 표준 면역식품소재에 의한 싸

이토카인 생성, 나) 대식세포주와 혼합림프구 반응에서의 개발 면역식품소재에 의한 싸이토카

인 생성. 회색 그래프: 대식세포주, 검정색 그래프: 혼합림프구
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3) 면역식품소재에 대한  시험관내 검사법의 발전 방향

대식세포에 대한 싸이토카인 생성능은 기존의 면역식품소재에 의한 면역학적 특성을 

판별하는데 주로 사용되어 왔다. 결과에 보면 면역증진소재들은 많은 경우 염증성 싸이토카인

을 생성하는 것을 볼 수 있고, 면역관용소재들은 염증성 싸이토카인 생성이 아주 약함을 볼 수 

있어 수지상세포와 T 세포 혼합배양에 의한 혼합림프구 반응 결과와 많은 경우 같은 면역학적 

방향성을 가질 수 있음을 보여준다. 하지만 대식세포주와 수지상세포에 대해 한 종류의 세포에 

치우친 특이적인 영향을 주는 소재들도 많이 있음을 보여주어 대식세포와 수지상세포가 함께 

시험관내 면역능평가법에 이용될 경우 개발식품소재에 대한 휠씬 온전한 면역학적 특성을 가

질 수 있음을 볼 수 있다.

다.  시중 유통되는 홍삼류 및 후코이단 식품소재들 (제조사별) 비교분석 - 적용사례

[Figure 1.58-67]

개별인증 등의 형태로 인증된 면역식품소재의 경우에도 시중 유통되는 면역식품소재들의 경우 

같은 혹 비슷한 원료로 제작되었다 할지라도 면역능 검사결과는 아주 다양한 양상을 디고 있

음을 볼 수 있다.

현 개발 시험관내 검사법은 면역식품소재 품질평가법으로 다양하게 응용될 수 있음을 볼 수 

있다.
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1.6. 시험관내 면역능 검사법 유효성 평가

1. 동물모델을 통한 유효성 검증

면역관용지수 “최상”등급의 북강할은 두 가지 동물모델, 즉 Th1&17형 만성염증 동

물모델과 Th2형 알레르기 동물모델에서 모두 항염증효과 및 과민면역개선 효과를 보였다. 면

역관용지수 “상”등급의 아삼도 두 모델 모두에서 개선효과를 보였고, 구아바는 Th1&17형 

만성염증 개선효과를, 식방풍은 Th2형 과민면역 개선효과를 보였다. 면역관용지수 “중” 등

급의 황개자와 다래는 Th2형 과민면역 개선효과 보이지 않았다. 면역관용지수 “하” 등급의 

경우에는 면역증진지수 등급이 무엇인지, 그리고 사이토카인 생성 및 T helper 분화 방향성이 

무엇인지에 결정되는 양상을 보였다. 이처럼 면역증진지수와 면역관용지수를 통한 면역식품소

재 등급 평가는 동물모델을 통한 유효성 평가에서 놀라운 적합성을 보였다.

■ 항감염 동물모델

1) CTX 처리 면역저하 동물모델

□ 면역증진지수 “최상” 등급

∘ 한라봉 다당 면역증진효과

∘ 청귤다당 면역증진효과

2) 인플루엔자 항감염 동물모델

□ 면역증진지수 “최상” 등급

∘ 당근박 다당 항감염 효과

∘ 청귤다당 항감염효과

■ Th1&17형 만성염증 동물모델을 통한 시험관내 면역능평가기술 유효성 평가

□ 면역관용지수 “상” 등급 

∘ 아삼 Th1&17형 만성염증 개선효과

∘ 구아바  Th1&17형 만성염증 개선효과

□ 면역관용지수 “하” 등급 

∘ 스피루리나 Th1&17형 만성염증 개선효과 보이지 않음

∘ 표고버섯균사체 Th1&17형 만성염증 개선효과 보이지 않음

■ Th2형 알레르기 동물모델을 통한 시험관내 면역능평가기술 유효성 평가

□ 면역관용지수 “최상” 등급

∘ 북강할 Th2형 과민면역 개선효과

□ 면역관용지수 “상” 등급

∘ 아삼 Th2형 과민면역 개선효과

∘ 식방풍 Th2형 과민면역 개선효과

□ 면역관용지수 “중” 등급
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∘ 황개자 Th2형 과민면역 개선효과 보이지 않음

∘ 다래 Th2형 과민면역 개선효과 보이지 않음

□ 면역관용지수 “하” 등급

w 면역증진지수 “최상” 등급

∘ 은시호(효소) Th2형 과민면역 개선효과 (Th1형 면역반응)

∘ 청귤다당 Th2형 과민면역 개선효과 (Th1형 면역반응, 강한 IFNg 

생성)

∘ 후코이단 Th2형 과민면역 개선효과 보이지 않음

(대식세포 TNFα 생성 유도)

w 면역증진지수 “상” 등급

∘ 양유 Th2형 과민면역 개선효과 (Th1형 면역반응)

w 면역증진지수 “중” 등급

∘ 표고버섯균사체 Th2형 과민면역 개선효과 보이지 않음

w 면역증진지수 “하” 등급

∘ 은시호 Th2형 과민면역 개선효과 

∘ 스피루리나 Th2형 과민면역 개선효과 

∘ 양배추다당 Th2형 과민면역 개선효과 

Table 1. 

Chronic autoimmune model of Collagen induced arthritis(CIA) 

(Th1&17형 만성염증모델)

[첨부자료6] 페이지 159-160

Strain/Gender: DBA/1, Female 

Sensitisation/Allergen: Collagen+CFA, Bovine Type2 collagen

Exposure/challenge: Collagen (s.c.) on day 0-21

Responses to challenge: 

관절염 1.관절변형 증가 2.발등 부종 증가 

혈장내 1.IgG 증가 2.colallagen specific IgG 증가

면역식품소재 반응
Th1&17형 만성염증 개선능

in vitro 평가 타당성 분석

스피루리나

(Spirulina)

효과없음
효과 없음

면역증진지수-하

면역관용지수-하

표고버섯

균사체
효과없음 효과 없음



- 66 -

Table 2. 

Acute model of allergic lung inflammation 

(Th2형 알레르기 동물모델)

A. Strain/Gender: Balb/c, Female 

Sensitisation/Allergen: OVA+Alum, OVA

Exposure/challenge: OVA (i.n.) on day 14-17

Responses to challenge: 

폐기도세척액내 

1.염증세포(호산구) 증가 2. IL-4, 5, 13 증가, 3.IgE 증가

폐조직내 1.활성화된 도움 T 세포 증가

B. Strain/Gender: Balb/c, Female 

Sensitisation/Allergen: OVA+Alum, OVA

(Lentinula edodes)
면역증진지수-중

면역관용지수-하

아삼

(Anthriscus 

sylvestris Hoffm)

관절염

1.관절변형 감소

혈장내 

1.IgG 감소

2.collagen specific IgG 감소

만성염증 완화

면역증진지수-하

면역관용지수-상

구아바

(Psidium guajava)

관절염

1.관절변형 감소

혈장내 

1.IgG 감소

만성염증 완화

면역증진지수-하

면역관용지수-상

면역식품소재 반응
Th2형 과민면역 개선능

in vitro 평가 타당성 분석

백개자

(White 

mustard 

seeds)

vehicel군 대비

폐기도세척액내 

1.염증세포(호산구) 감소

효과 없음

면역증진지수-중

면역관용지수-하

황개자

(Yellow 

mustard 

seeds)

vehicel군 대비

폐기도세척액내 

1.염증세포(호산구) 감소

효과 없음

면역증진지수-하

면역관용지수-중
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Exposure/challenge: OVA (i.n.) on day 15-18

Responses to challenge: 

폐기도세척액내 

1.염증세포(호산구) 증가 2. IL-4, 5, 13 증가, 3.IgE 증가

폐조직내 1.활성화된 도움 T 세포 증가

C. Strain/Gender: C57bl/6, Female 

Sensitisation/Allergen: OVA+Alum, OVA

Exposure/challenge: OVA (i.n.) on day 14-17

Responses to challenge: 

폐기도세척액내 

1.염증세포(호산구) 증가 2. IL-4, 5, 13 증가, 3.IgE 증가

폐조직내 1.활성화된 도움 T 세포 증가

면역식품소재 반응
Th2형 과민면역 개선능

in vitro 평가 타당성 분석

양유(더덕)

(Codonopsis 

lanceolata)

vehicel군 대비 폐기도세척액내 

1.염증세포(호산구) 감소

2. IL-4, 5, 13 감소

3.IgE의 감소

폐조직내 

1.활성화된 도움 T 세포의 증가

과민면역 완화

면역증진지수-상

면역관용지수-하

은시호

(Stellaria 

dichotoma var. 

lanceolata Bge)

vehicel군 대비 폐기도세척액내 

1.염증세포(호산구) 감소

2. IL-4, 5, 13 감소

과민면역 완화

면역증진지수-하

면역관용지수-하

면역식품소재 반응
Th2형 과민면역 개선능

in vitro 평가 타당성 분석

다래

(Actinidia

argute)

vehicel군 대비 폐기도세척액내

1.염증세포(호산구) 감소

효과 없음

면역증진지수-하

면역관용지수-중

후코이단

(Fucoidan)

vehicel군 대비 폐기도세척액내

1.염증세포(호산구) 감소

효과 없음

면역증진지수-최상

면역관용지수-하

은시호 vehicel군 대비 폐기도세척액내 과민면역 완화
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D. Strain/Gender: Balb/c, Female 

Sensitisation/Allergen: OVA+Alum, OVA

Exposure/challenge: OVA (i.n.) on day 13-16

Responses to challenge: 

폐기도세척액내 

1.염증세포(호산구) 증가 2. IL-4, 5, 13 증가, 3.IgE 증가

폐조직내 1.활성화된 도움 T 세포 증가

효소처리

(Stellaria 

dichotoma var. 

lanceolata 

Bge)-treated 

with enzyme

1.염증세포(호산구) 감소

폐조직내 

1.억제T세포 증가

면역증진지수-최상

면역관용지수-하

양배추 다당

(polysaccaharide

s from Brassica 

oleracea var. 

capitate)

vehicel군 대비 폐기도세척액내

1.염증세포(호산구) 감소

폐조직내 1.억제T세포 증가

과민면역 완화

면역증진지수-하

면역관용지수-하

면역식품소재 반응
Th2형 과민면역 개선능

in vitro 평가 타당성 분석
표고버섯

균사체

(Lentinula 

edodes)

vehicel군 대비 폐기도세척액내

1.IL-13 감소

효과 없음

면역증진지수-중

면역관용지수-하

스피루리나

(Spirulina)

vehicel군 대비 폐기도세척액내

1.염증세포(호산구) 감소

1.IL-5, 13 감소

과민면역 완화
면역증진지수-하

면역관용지수-하
청귤다당

(polysaccaharide

s from 

immature fruit 

of Citrus unshiu 

S. Marcov.)

vehicel군 대비 폐기도세척액내

1.염증세포(호산구) 감소

2.IL-13 감소

과민면역 완화

면역증진지수-최상

면역관용지수-하

양배추 다당

(polysaccaharide

s from Brassica 

oleracea var. 

capitate)

vehicel군 대비 폐기도세척액내

1.IL-13 감소

2.IgE의 감소

과민면역 완화

면역증진지수-하

면역관용지수-하

식방풍

(Peucedanum 

japonicum)

vehicel군 대비 폐기도세척액내

1.염증세포(호산구) 감소

2.IL-4, 5, 13 감소

3.Mucus 분비 감소

과민면역 완화

면역증진지수-하

면역관용지수-상
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TABLE 3. In vitro – in vivo 소재별 결과 비교 분석 및 타당성 평가 

폐조직내 

1.활성화된 도움 T 세포의 감소

아삼

(Anthriscus 

sylvestris Hoffm)

vehicel군 대비 폐기도세척액내

1.염증세포(호산구) 감소

2.IL-4, 5, 13 감소

3.Mucus 분비 감소

폐조직내 

1.활성화된 도움 T 세포의 감소

과민면역 완화

면역증진지수-하

면역관용지수-상

강활(북강할)

(Ostericum 
koreanum 
(OK)Maximowicz)

vehicel군 대비

폐기도세척액내

1.염증세포(호산구) 감소

2.IL-4, 5, 13 감소

3.Mucus 분비 감소

폐조직내 

1.활성화된 도움 T 세포의 감소

과민면역 완화

면역증진지수-하

면역관용지수-최상

소재 선정
이유

In vitro (충남대) In vivo (한의연)

타당성 
분석

Th 
cell

(CBA)

Immun
o

genic 
Index I

Immuno
genic 

Index II

Tolero
genic 

Index I

Tolero
genic 

Index II
평가모델 결과

클로렐라 기준규
격형 특징X low low  high high

만성염증
(Th1, 

Th17형)

진행중
(특징없

음)
진행중

표고버섯
균사체

개별인
정형

IL2, 
IL6, 

IFNg, 
IL17, 
TNF

med med med med

과민면역
(Th2형)

효과없
음 적합

만성염증
(Th1, 

Th17형)

진행중
(특징없

음)
진행중

스피루리나 개별인
정형 특징X low low high high

과민면역
(Th2형)

과민면
역완화 적합

만성염증
(Th1, 

Th17형)

진행중
(특징없

음)
진행중

구아바 개별인
정형 특징X low low high high

만성염증
(Th1, 

Th17형)

염증완
화 적합

다래
개별인
정형 + 
상품화

IL-2, 
TNF low low high med 과민면역

(Th2형)
효과없

음 부적합
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후코이단
국내외 
주목원

료

큰 
특징없

음
med med med med 과민면역

(Th2형)
효과없

음 적합

청귤다당
BK bio 
특허소

재

IFN-g 
유도
(Th1)

high high low med 과민면역
(Th2형)

과민면
역완화 적합

양배추
(효소)

BK bio 
특허진

행

IFN-g 
유도
(Th1)

high high low low 과민면역
(Th2형)

과민면
역완화 적합

양배추
(다당)

BK bio 
특허진

행

IFN-g, 
IL-2 
(Th1)

low low high med 과민면역
(Th2형)

과민면
역완화 적합

은시호
(EtOH)

한의연 
우수소

재

IFN-g, 
IL-4, 

IL-17a 
유도
(Th1, 
2, 17)

low low med med 과민면역
(Th2형)

과민면
역완화 적합

은시호
(효소2 
추출)

한의연  
우수소
재 + 

BK bio 
가공

결과없
음 high high low low 과민면역

(Th2형)
과민면
역완화 적합

아삼
(EtOH)

한의연 
우수소

재

IL-2 
유도 low low high high

과민면역
(Th2형)

과민면
역완화 적합

만성염증
(Th1, 

Th17형)

진행중
(특징없

음)
진행중

북강활
(EtOH)

한의연 
우수소

재

IL-4, 
IL-17a
(Th2, 
Th17)

low low high high 과민면역
(Th2형)

과민면
역완화 적합

식방풍
(EtOH)

한의연 
우수소

재

결과없
음 low low high high 과민면역

(Th2형)
과민면
역완화 적합

양유(더덕)
(EtOH)

한의연 
우수소

재

IL-2, 
IL-4
(Th2)

high med med high 과민면역
(Th2형)

효과없
음

(고농도
일부효

과)

적합

백개자
(EtOH)

한의연 
우수소

재

결과없
음 low med med med 과민면역

(Th2형)
효과없

음 적합
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* NOTE 

- Immunogenic한 경향성을 보이는 소재의 경우 감염저항성을 높여 감염모델에서 유효한 작용을 나타낼 

것으로 예상됨. 반면에 Tolerogenic한 경향성을 보이는 소재의 경우 과민면역 모델 혹은 만성염증 모

델에서 염증반응을 완화하는 작용을 나타낼 것으로 예상됨.

- 과민면역 질환 모델의 경우 Th2 cell (IL-4)의 활성과 밀접한 영향이 있음이 보고되어있음. 기존의 

보고를 근거로 판단해 보았을 때 Tolerogenic한 경향성을 보이는 소재이외에도 Immunogenic한 경향

성을 보이더라도 Th1(IFN-g) 혹은 Th17(IL-17a) cell로 편중된 소재의 경우 Th2세포를 억제함으

로서 과민면역반응을 완화 할 것으로 예상됨.

- 만성염증 질환 모델의 경우 Th1(IFN-g), Th 17(IL-17a) cell의 활성과 밀접한 영향이 있음이 보

고되어있음. 기존의 보고를 근거로 판단해 보았을 때 Tolerogenic한 경향성을 보이는 소재이외에도 

Immunogenic한 경향성을 보이더라도 Th2 cell(IL-4) 활성으로 편중된 소재의 경우 Th1 및 Th17 

세포를 억제함으로서 만성적인 염증반응을 완화 할 것으로 예상됨. 

- 상기한 기준으로 판단하였을 때, 세포실험에서 Tolerogenic DC로 유도하는 면역능이 확인된 소재를 

과민면역완화 동물실험을 통해 그 타당성을 평가한 결과 평가했던 대부분의 소재에서 (스피룰리나, 

양배추 다당, 은시호(EtOH), 아삼, 북강활, 식방풍) 과민면역 조절능을 확인 할 수 있었음. 

- 또한 Immunogenic한 DC로 유도하는 면역소재중 DC의 활성능이 Th1 또는 17 cell으로 유도하여 

Th2 매개 과민면역을 완화 할 것으로 예상된 소재 3종(청귤 다당, 양배추 효소 처리, 은시호 효소2 

추출)이 실제 동물실험에서 과민면역 완화하는 것으로 나타남. 

- 뚜렷하게 Immunogenic 또는 Tolerogenic DC로 유도하는 효과가 없었던 소재(표고버섯 균사체, 양유, 

백개자, 황개자)의 경우 예상대로 과민면역 동물실험에서 효과를 나타내지 않았음.

- 따라서 세포실험결과와 동물실험결과 15종중에서 14종이 일치된 결과를 확인할 수 있었으므로 개발된 

In vitro 면역능 시험법이 타당한 것으로 판단됨.

- 만성염증 모델에 대한 소재의 검증은 진행중에 있으며 세포실험결과 Tolerogenic DC 유도능을 보이

는 구아바의 경우 만성염증의 phenotype이 상대적으로 감소하여 결과의 일관성이 있는 것으로 판단

되며, 이외의 소재들에서는 별다른 특이점이 아직 나타나지 않음. (실험 진행중)

- 상기의 결과를 종합적으로 분석 하였을때 in vitro상의 면역능 평가법은 소재의 Imunogenic 또는 

Tolerogenic DC의 유도 방향성 및 그 DC의 T cell의 differentiation (Th1, Th2, Th17) 유도능 

평가를 통해 소재의 면역능을 예측하는데 적절한 것으로 판단됨.

2. 면역능평가기술에 표준소재로 사용된 기존 인정된 소재별 클레임과 면역능지수와의 상관관

계

면역증진효과를 보이는 것으로 상품화, 특허 등의 인정과정을 거친 면역증진소재들가운데 

후코이단, 청귤다당, 홍삼농축액은 본 신기술에 의하면 최상의 면역능등급을 보이고 있고, 

Cold-fX, 차가버섯, 한라봉다당은 상 등급, 표고버섯균사체는 중 등급의 면역증진등급을 

황개자
(EtOH)

한의연 
우수소

재

결과없
음 med high med med 과민면역

(Th2형)
효과없

음 적합
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보여주고 있다. 면역개선효과로 인증받은 소재들가운데 북강활이 최상, 구아바잎추출물, 

식방풍, 아삼이 상, 웰뮨과 다래추출물이 중 등급의 면역관용효과, 스피루리나는 하 등급을 

보여주고 있다. 면역증진소재로 인증받은 웰뮨과 스피루리나는 면역관용과 면역증진 효과 

모두를 가질 가능성이 있음을 현 신기술 평가결과에서 볼 수 있다.

이러한 기존 인정된 소재별 클레임 내용과 면역지수 평가치는 상당한 상관관계를 보이면서 본 

시험관내 평가기술은 면역식품소재에 대한 면역능 평가에 

Table 1. 국내 기능성 인정 소재들의 정보 수집

*자료 : 면역조절 기능성 식품의 구조 및 작용 (2016)

Table 2. 국외 면역관련 판매 소재들의 정보 수집

구분 원료명 기능성 내용 면역지수
기능(지표)성분/

규격
제조법

기 준 

규 격

형

홍삼농축액 면역력 증진에 도움 면역증진 최상

진 세 노 사 이 드 / 

Rg1, Rb1 및 Rg3

를 합하여 2.5～34 

mg/g

(1) 원재료 분말화

(2) 원재료를 물이나 

주정으로 추출하여 

여과하거나 여과한 

후 농축 또는 발효

알로에 겔 면역력 증진에 도움 면역증진 상
총 다당체/ 총 다

당체 30mg/g이상

(1) 원재료의 외피 제

거 후 젤 부분을 분

리하여 건조, 분말화

하여 제조 (2) 원재료

의 겔 부분만 분리하

도록 분쇄, 여과하거

나 착즙한 것 또는 

분쇄, 착즙한 후 농축

하거나 농축한 것을 

건조, 분말화하여 제

조

개 별 

인 정

형

표고버섯균사

체

면역력 증진에 도움 

(생리활성기능 2등

급)

면역증진 중
a-glucan/ 글루칸 

3.5~10%

표고버섯균사체 배양

액을 알파-아밀라아

제, 펙티나아제, 프로

테아제를 처리한 후 

건조

스피루리나

면역력 증진에 도움 

(생리활성기능 3등

급)

면역관용 하 총 엽록소/ 총 엽

록소 5mg/g이상

원재료를 열수 추출

하고 여과, 농축하여 

제조

다래추출물

과민면역반응 개선

에 도움 (생리활성

기능 2등급) 

면역관용 중
Quinic acid, Citric 

acid/ -

원재료를 열수 추출

하고 여과, 농축하여 

제조

구아바잎추출

물 등 복합물

과민면역반응 개선

에 도움 (생리활성

기능 2등급) 

면역관용 상

Ellagic acid, 

EGCG, Gallic acid/ 

총 폴리페놀 25

0～450 mg/g

녹차잎, 구아바잎, 장

미꽃잎 추출물로 이

루어진 식물 복합물

구분 원료명 기능성 내용 면역지수 기능(지표)성분/ 제조법
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* 자료 : 식품의 면역조절 및 면역력 강화관련 특허 동향 (2001)

Table 3. 개발 면역소재 특허출원 

3. 결론

이상과 같은 본 신기술에 의하면 시험관내에서 수지상세포에 소재를 처리하고 면역 자극인자

와 억제인자 각각의 발현여부, 발현정도를 확인함으로써 소재의 세포독성 여부 및 정도, 면역특성

(indexing), 면역증진 강도 등에 대한 기초정보를 용이하게 획득할 수 있게 된다. 또한 처리된 수지상

세포가 생성하는 면역관련 물질들의 발현 비율을 인덱싱하여 소재의 면역성의 특성 및 강도에 따라 

소재를 분류하고 서열하는 것이 가능해지므로, 대상소재의 면역특성(면역증강 or 면역관용)과 그 

강도를 체계적으로 정립할 수 있게 된다.

또한 본 신기술은 면역식품(소재)의 면역증진을 시험관 수준에서 평가할 수 있도록 면역기능 

검사치의수량화 및 등급화를 가능하게 하는 것이다. 이에 의해 종래 알려진 면역식품(소재)의 면역학

적 특성을 정확하게 파악할 수 있어 면역식품의 품질 표준화가 가능하게 된다. 또한 본 발명에 의하면 

새로운 소재가 면역기능을 가지는 지, 그렇다면 면역증진인지 면역관용인지 그 효과의 정도가 어떤지

를 빠르고 정확하게 평가할 수 있으므로 신소재 탐색이 용이해지고, 동물모델에 대한 가이드라인을 

제시할 수 있어 새로운 면역기능 소재의 탐색과 검증을 효율적으로 할 수 있게 된다. 

(클레임) 규격

해 외 

주 목

할 원

료

알로에다당 면역력 증진 면역증진 상 총 다당체/ -
원재료를 분리하여 

건조
후코이단 면역력 증진 면역증진 최상
Cold-fX 면역력 증진 면역증진 상

PSK/PSP 면역력 증진 면역증진 최상 PSP/ - 열수추출

클레임 원료명 기능성분
면역능 등급

비고

면역증진

청귤다당 다당체 면역증진 최상 특허출원

알로에다당 다당체 면역증진 상 특허출원

KP-다당 다당체 면역증진 최상 특허출원

CP-다당 다당체 면역증진 최상 특허출원

한라봉 다당 다당체 면역증진 상 특허출원

감귤 다당 다당체 면역증진 상 특허출원

브로콜리  다당 다당체 면역증진 상 특허출원

양배추출분말 펩타이드 면역증진 최상 특허출원

면역개선
북강할 면역관용 최상

특허출원
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1.7. 시험관내 면역능 평가 시스템의 민간보급 프로세스 구축

1. 개발한 면역능 평가 시스템을 웹페이지 및 앱 개발을 통한 민간보급 구축

본 연구결과인 면역능 평가 시스템은 면역효능 건강기능식품 개발 초기단계의 면역 기

능성 소재 발굴을 면역증진 및 과민면역 완화 측면의 평가로 통하여 과학적이고 체계적인 제

품 개발을 지원할 수 있는 콘텐츠를 담고 있다.

이 연구결과를 활용하여 면역능 우수 식품소재 수집 기업의 면역식품 개발영역 연구효

율 증대 및 소비자의 제품 선택과정 신뢰성 향상에 기여할 수 있다.

면역식품(소재)의 면역능을 검사하기 위해서 동물모델 시험을 통해 타당성이 검증된 

표준화되고 등급화된 일차 시험관내 검사법들의 평가방법을 지원하고, 민간영역 면역식품(소

재) 개발연구의 효율성을 돕기 위해서 확립된 검사법을 웹기반 프로그램과 스마트폰 앱으로 

면역능 평가시스템을 구축하여 보급 체계를 마련할 계획이다.

가. 웹페이지 주요 내용

 (1) 면역능 평가 시스템 소개

   • 시험관내 검사법 및 동물모델 소개 

   • 시험관내 검사 및 동물모델 절차 안내
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 (2) 건강기능식품 현황 소개

 - 식품의약품안전처‘건강기능식품 기능성 원료 인정 현황’등 건강기능식품 개요 및
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    건강기능식품 기능성 원료 인정 현황, 인정 방법을 통한 소재수준 진단 및 소재선정 

    가이드라인 제시

 

(3) 면역능 평가시스템을 위한 DB 구축

자료관리 기능 지원을 통한 개발된 면역능 평가 시스템을 통한 면역능 측정 결과를 분

석, 마련되는 면역능 평가시스템에서 사용되는 여러 입력 자료와 라이브러리, 지표, 결과 자료 

등의 DB를 관리를 통한 소재에 대한 면역 기능성 방향성 및 등급화를 통한 면역능 평가, 건강

기능식품 가능성 확인할 수 있다.
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(4) 기능성소재 라이브러리

식품소재의 면역능 평가 연구 자료를 소재별로 구분하고 현재까지 진행된 연구 현황을 

진단하여 결과를 소개하는 라이브러리로서 면역 건강기능 식품 제품 개발 전략의 수립에 도움
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을 주고자 구축된 데이터베이스이다. 개발 평가법에 의해 면역증진, 면역관용에 따른 등급화를 

통한 데이터베이스화 및 연구 자료들을 수집하였다. 

 (5) 면역능 평가시스템 구축과 배포

  - 웹기반 평가 프로그램 개발을 위하여 JSP를 이용한 웹에서 실행가능한 평가 프로그램을 개
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발하여 일차 시험관내 검사법의 결과를 도출하고, 동물모델 결과와 비교하여 검증하고 통계 
분석할 수 있는 기능 및 프로세스를 지원함

  - 기업의 면역식품(소재)의 효율적인 개발을 지원하기 위해 웹기반 평가 프로그램과 동일한 기
능의 스마트폰 앱을 개발하여 배포하여 민간 영역의 면역식품(소재) 개발에 활용하도록 함. 
스마트폰은 안드로이드 폰과 애플 아이폰 모두 지원 가능하도록 개발함
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제2절 

제1협동 상지대학교

목차 
1. 우수면역능 소재 선정기준 마련

가. 식약처 건강기능식품에 대한 면역능 문헌조사 

나. 식약공용한약재의 면역능 문헌조사

2. 동물시험기반 면역능 검증평가법 비교 연구를 통한 신뢰도 검증

 가. 항감염능 기능성 동물모델 신뢰도 검증

  (1) 항감염능 기능성 동물모델 개요

  (2) 면역능 소재 4종 (양배추 추출 분말, 청귤 다당, 한라봉 다당, 당근박 다당) 항감염능 

신뢰도 검증

  (3)면역능 소재 2종 (청귤 다당, 한라봉 다당)의 농도별 항감염능 신뢰도 검증

  (4) 인플루엔자 항감염 동물모델 

 나. 과민면역 조절 질환 동물모델 신뢰도 검증

  (1) 과민면역조절 질환모델 (OVA-induced allergic asthma model)

  (2) 면역능 기존 우수 식품소재(홍삼, 개자류, 식방풍, 아삼, 더덕, 은시호)의 신뢰도 검증

    (가) 홍삼의 과민면역반응조절 동물실험

      ① 홍삼의 기간별 투여조건에 따른 과민면역조절능 평가

      ②질환유도조건별 홍삼의 과민면역조절능 평가

      ③ 질환유도조건별 홍삼의 과민면역조절능 평가

    (나) 개자류의 과민면역반응조절 동물시험

      ① 1차 개자류의 과민면역반응조절 동물실험 

      ② 2차 백개자의 과민면역반응조절 동물실험

      ③ 2차 황개자의 과민면역반응조절 동물실험

    (다) 식방풍의 과민면역반응조절 동물시험

    (라) 아삼의 과민면역반응조절 동물시험

    (마) 더덕(양유) 저농도(100, 200 mg/kg)의 과민면역반응조절 동물실험

    (바) 더덕(양유)고농도(200, 400 mg/kg)의과민면역반응조절동물실험

    (사) 은시호저농도(100, 200 mg/kg)의 과민면역반응조절 동물실험

    (아) 은시호고농도(200, 400 mg/kg)의과민면역반응조절동물실험

    (자) 기존 소재 4종(북강활, 식방풍, 아삼, 더덕)의 과민면역반응 조절능 비교

   (3) 면역능 소재 5종(다래, 후코이단, 은시호 효소2 처리, 양배추 효소 처리, 양배추 다당)

의 과민면역 반응 조절 동물실험

   (4) 면역능 소재 5종(표고버섯균사체, 스피룰리나, 청귤다당, 양배추다당, 양배추효소처리)

의 과민면역 반응조절 동물실험

 다. 만성염증 질환 동물모델 신뢰도 검증

   (1) 만성염증조절 질환모델 1차 실험
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   (2) 만성염증조절 질환모델 2차 양성 대조군 설정실험

   (3) 면역능 기존 소재 4종(홍삼, 백개자, 황개자, 흑개자)의 만성염증 반응 조절 동물실험 

   (4) 면역능 소재 5종(스피룰리나, 표고버섯균사체, 아삼, 구아바, 클로렐라)의 만성염증반

응조절 동물실험

3.  In vitro – in vivo 소재별 결과 비교 분석 및 타당성 평가

제2절 

제1협동 상지대학교

1. 우수면역능 소재 선정기준 마련

- 기존 면역능 소재 (식약처 기능성식품 및 BK bio에서 추천한 소재)를 이용하여 개발중인 

면역능

  평가법에 적용을 통한 평가법의 적정성 검증

- 전통적으로 실제 사용되었던 식약공용소재를 이용하여 면역능평가법의 적정성 평가 및 기

능성식

  품으로 발전가능성 조사

- 선행연구를 통해 확보한 소재를 면역능평가법에 적용하여 그 유효성을 검증

- 종합적인 면역기능 정보를 확인하기 위해서 다양한 검색조합을 이용

가. 식약처 건강기능식품에 대한 면역능 문헌조사

-  식약처고시 건강기능식품 6종 (기준규격 및 개별인정형)과 BK bio 추천소재 12종에 대한 문헌조사

를 시

   행함.

-  다양한 검색어 조합을 통해서 평가용 시료의 다면적인 면역관련 정보를 확보함

    e.g.) Immunoboosting, Immunomodulation, Inflamamtion, Antiinflammatory, Asthma, 

    Lung inflammation, Airway inflammation, Rheumatoid arthritis, Rheumatism, Arthritis, Infection

등.

-  각 검색조건별 주요논문의 내용 파악을 통해 주요소재의 보고된 면역능정보를 확보함. 
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그림 2.1 식약처고시 건강기능식품 6종 및 BK bio 추천소재 12종의 Keyword 검색

<출처: 식품의약품안전처 식품안전정보포탈 www.foodsafetykorea.go.k, 미국 국립보건원 미국국립 의학도서관 정보검색 www.pubmed.com>
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그림 2.2 소재별 Immune 관련논문 세부검색

<출처: 식품의약품안전처 식품안전정보포탈 www.foodsafetykorea.go.kr, 

미국 국립보건원 미국국립 의학도서관 정보검색 www.pubmed.com>
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그림 2.3 소재별 Inflammation 관련논문 세부검색

<출처: 식품의약품안전처 식품안전정보포탈 www.foodsafetykorea.go.kr, 미국 국립보건원 미국국립 의학도서관 정보검색 www.pubmed.com>
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그림 2.4 소재별 Allergic asthma 관련논문 세부검색

<출처: 식품의약품안전처 식품안전정보포탈 www.foodsafetykorea.go.kr, 미국 국립보건원 미국국립 의학도서관 정보검색 www.pubmed.com>
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그림 2.5 소재별 만성염증모델 관련논문 세부검색

<출처: 식품의약품안전처 식품안전정보포탈 www.foodsafetykorea.go.kr, 미국 국립보건원 미국국립 의학도서관 정보검색 www.pubmed.com>

나. 식약공용한약재의 면역능 문헌조사

 - 식약공용소재 약 67종에 대한 면역능관련 문헌조사를 통해 면역능평가법의 적정성 검증 소재로 이용 및 건강기

   능식품의 개발소재로서 정보획득.

 - 논문내용 및 한방의료에서 사용되는 예를 참고하여 기준품목 및 개발가능 후보품목으로 구분함.

 - 다양한 검색어 조합으로 정보를 획득하여 다면적인 면역능정보를 취득함.

 - 대한민국약전 한약표준성분에 기초해서 지표성분 분석이 가능한 품목과 그 외 품목을 구분함. 
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그림 2.6 식약공용소재 중 면역능검증 기준품목 및 Keyword 검색

<출처: 식품의약품안전처 생약종합정보시스템 http://www.mfds.go.kr/herbmed/index.do, 

한국한의학연구원 한약표준표본관 http://boncho.kiom.re.kr/herbarium/index.php,

한국한의학연구원 전통의학정보포털 OASIS http://boncho.kiom.re.kr/herbarium/index.php

미국 국립보건원 미국국립 의학도서관 정보검색 www.pubmed.com>
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그림 2.7 식약공용소재 중 면역능개발후보품목 및 Keyword 검색

<출처: 식품의약품안전처 생약종합정보시스템 http://www.mfds.go.kr/herbmed/index.do, 

한국한의학연구원 한약표준표본관 http://boncho.kiom.re.kr/herbarium/index.php,

한국한의학연구원 전통의학정보포털 OASIS http://boncho.kiom.re.kr/herbarium/index.php

미국 국립보건원 미국국립 의학도서관 정보검색 www.pubmed.com>
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2. 동물시험기반 면역능 검증평가법 비교 연구를 통한 신뢰도 검증

- 면역능평가 동물시험법을 통해 전통적으로 실제 사용되었던 기존 우수 면역식품 (소재)의 신뢰

도를 검증함.

- 선행연구를 통해 확보한 면역능 기존 우수 식품소재(홍삼, 개자류, 식방풍, 아삼, 더덕, 은

시호)를 과민 면역반응조절 동물실험을 통해 신뢰도를 검증함.

가. 항감염능 기능성 동물모델 신뢰도 검증

- 기능성 식품의 면역력 증대에 대한 많은 기대부분이 감염저항성을 높이는 것에 있음.

- 식품 소재와 약용으로 쓰이는 식물을 포함한 여러 천연 재료로부터 추출한 다당체들이 합성 의약품에 

비하여 상대적으로 낮은 독성과 부작용을 보이며 면역체계를 강화할 수 있다는 사실이 보고되고 있다.

- 의약품이 아닌 식품으로서 기능을 고려할 때 특정 고병원성 병원체에 대한 치료효과를 평가하는 모델

은 적합 하지 않음. 

- 천연물에서 추철된 다당체들은 대식세포, 림프구, natural killer(NK) 세포 등 면역 세포의 활성화를 

촉진시키며 면역 관련 cytokine들의 분비를 유도하여 면역력을 향상시킨다고 알려져 있음.

- 면역체계중 감염균에 대응하는 림프구의 활성을 측정함으로서 감염저항성 모델로 이용함. 

- T 세포의 한 종류의 Th1 세포는 바이러스나 또는 세균감염 등의 항원에 대한 선천면역반응 (Innate 

immune response)에 핵심적인 역할을 함.

- 위와 같이 림프구의 활성정도를 측정하여 감염저항성의 척도로 측정하는 것이 넓은 범위의 

  항감염능을 측정할 수 있고 식품으로서 면역력 향상의 취지를 고려할 때 타당함.

(1) 항감염능 기능성 동물모델 개요

- 동물: C57BL/6 mouse (8주령)을 이용함. 

- 면역 억제: cyclophosphamide의 농도를 (100~200mg/kg/day)정도로 복강(intra-peritoneal)의 

경로로 3회 투여한다. 

- 식품투여: Bk bio에서 제공받은 양배추 추출분말, 청귤 다당, 한라봉 다당, 당근박 다당을 0.25% 

CMC (sodium carboxymethyl cellulose)에 희석하여 (200~400mg/kg/day)정도의 양을 100ul로 경

구투여 하였음. 투여 기간(4일, 6일 투여)을 달리하여 면역력 증대 비교한다. 

- 비장세포 획득: Mouse를 희생한 후 비장을 얻는다. 그 후 10%FBS와ﾠ항생제 penicillin과 

streptomycin(100 unit/mL, 100 μg/mL)가 포함되어 있는 RPMI-1640에 세척한 후  RBC

를 lysis 한다. 그 후 grinder를 이용하여 비장세포를 균질화 한다.

- 림프구 활성 측정: 균질화 된 비장세포를 72시간 동안 Lipopolysaccharide (10μg/mL), 

Concanavalin A (20μg/mL), CD3 & CD28 (0.5μg/mL)를 처리하여 배양 한다. 

그 후 well 당 10μL의 Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT) (0.5mg/mL) 용액을 첨

가하여 4시간 동안 반응 시킨 후 formazan을 용해 한 후 흡광도를 측정한다.

- 림프구 생산 싸이토카인 분비량 정량: 비장세포를 72시간 동안 Lipopolysaccharide (10μg/mL), 

Concanavalin A (20μg/mL), CD3 & CD28 (0.5μg/mL)를 처리하여 배양 후 배양액에서 L-1

β, IL-6, IFN-γ의 양을 ELISA을 통해서 정량한다.
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(2) 면역능 소재 4종 (양배추 추출 분말, 청귤 다당, 한라봉 다당, 당근박 다당) 항감염능 신뢰도 검증

 

<그림 2.8 면역결핍유도 및 면역증진 예상 물질 기간별 투여 일정>

<그림 2.9 비장세포의 림프구 증식활성 측정>
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<그림 2.10 혈청 내 염증 사이토카인의 수준 측정 >

<그림 2.11 비장세포 배양액내 염증 사이토카인의 수준 측정>



- 174 -

* Conclusion

- Cyclophosphamide를 이용한 면억억제는 잘 된 것으로 판단됨. Cyclophosphamide를 3일간 복강투여 

하였을 시 T세포, B세포와 같은 림프구는 효과적으로 억제되어 세포활성도가 낮아짐을 확인함. 그러나 

면역억제 후의 6일간의 투여동안 점차적으로 림프구 외의 대식세포, 수지상세포들과 같은 포식세포들이 

억제된 림프구의 역할을 보완하는 것으로 보여짐. 낮아진 면역력을 강화시켜 줄 것이라고 예상 되는 양

배추 추출분말, 청귤 다당, 한라봉 다당, 당근박 다당 투여 후 림프구 활성도 및 기타 염증 사이토카인의 

양을 고려하여 청귤 다당과 한라봉 다당을 선정함. 

(3)면역능 소재 2종 (청귤 다당, 한라봉 다당)의 농도별 항감염능 신뢰도 검증

<그림 2. 12 면역결핍유도 및 면역증진 예상 물질 기간별 투여 일정>

<그림 2.13 비장세포의 림프구 증식활성 측정>
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<그림 2.14 혈청 내 염증 사이토카인의 수준 측정>

<그림 2.15 비장세포 배양액내 염증 사이토카인의 수준 측정>
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* Conclusion

- Cyclophosphamide를 이용한 면억억제는 잘 된 것으로 판단됨. Cyclophosphamide를 3일간 복강투여 

하였을 시 T세포, B세포와 같은 림프구는 효과적으로 억제되어 세포활성도가 낮아짐을 확인함.  면역억

제 후 4일이 지난 후 면역력을 억제한 그룹에서는 LPS와 같은 염증유도 물질을 처리하였을 시 증가함이 

보이지 않았으나 청귤다당과 한라봉 다당을 하였을 때는 유의한 수준으로 림프구의 활성이 증가함을 보

였음. 또한 사이토카인의 증가 폭 역시 유의미한 수준으로 증가함을 보였음. 따라서 청귤 다당과 한라봉 

다당의 경우 단기간의 면역억제 시 효과적으로 면역력을 증강시키는 것으로 생각됨.

-- -- -- --- -- --- -- -- --- -- --- -- -- --- -- --- -- -- --- -- --- -- -- --- -

--------

2. 인플루엔자바이러스 항감염 동물모델 

(한국한의약연구원 유수성 박사님 연구실과 공동연구)

1) 동물실험방법

- Balb/c 8주령 female을 이용, cyclophosphamide 150mg/kg로 2일 간격 총 3회 IP
투여

- 마지막 항암제 투여 후 3일째부터 10일 동안 후보 물질 경구투여, control 군은 
0.25% CMC solution 경구투여

- 경구투여 10일 종료 후 1일째 백신 접종(IM), 1ug of each influenza antigen/ 
mouse

- 백신 접종 후 4주째에 부검

Materials 

1, 8주령 female balb/c (오리엔트 바이오)

2, cyclophosphamide (sigma)

3, 백신 (2017-2018 seasonal vaccine) : A/Michigan/45/2015, A/Hong 

Kong/4801/2014, B/Phuket/3073/2013, B/Brisbane/60/2008

2) ELISA 분석 방법

백신 용액을 이용, 각각의 influenza 항원을 1ug/ml로 plate 코팅(4가 백신이므로 총 

4ug/ml), blocking 후, 10000배 희석한 serum과 incubation하고 HRP가 붙어있는 anti-IgG 

antibody, anti-IgG1 antibody, anti-IgG2a antibody(각각은 1000배 희석)를 이용해서 

influenza antigen-specific Ab titer 측정 (구체적인 방법은 일반적인 ELISA 방법과 동일)

3) Splenocytes 구성 면역세포 분석

- Zombie Aqua (BV510) 염색 후 washing

- Anti-mouse CD16/32 Ab 추가 후 10분 incubation, washing 없이 surface antibody 추

가: CD3(FITC), CD4(BV605), CD8a(PERCPCY5.5), CD19(APC), CD11C(PECY7), 

CD11B(PB), NK1.1(ALEXAFLUOR700), LY-6G(PE), LY-6C(APC-CY7)

Anti CD19-APC만 BD 제품이며 나머지는 biolegend 제품 사용
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4) In vitro influenza antigen stimulation 및 CBA를 이용한 cytokine 분석

- Splenocyte 분리 후 2M/200ul 10% FBS RPMI media/well로 분주

- 각각의 개체에 anti-mouse CD28 Ab(1ug/ml, biolegend) 자극 군과 anti-mouse CD28 

Ab +influenza antigen(0.5ug/ml) 자극 군으로 나누어 자극을 주고 2일 후에 culture sup.

을 모음. 5배 희석해서 CBA를 이용 antigen-specific cytokine을 분석함

6) 동물실험군  및 면역식품소재 처리

- 각군 당 8마리

- 동물실험군  종류: no treat, CTX, CTX+dg(당근박다당 300mg/kg), CTX+ki(케일박다당 

300mg/kg), CTX+hsbm(홍삼분말 300mg/kg), CTX+hscc(홍삼추출액 300mg/kg)

- 면역식품소재 처리: no treat, CTX, CTX+dg 300-10(당근박다당 300mg/kg 접종 전 10

일), CTX+dg 600-10(당근박다당 600mg/kg 접종 전 10일), CTX+dg 300-20(당근박다

당 300mg/kg 접종 전후 10일씩 총 20일), CTX+dg 600-20, CTX+cg 300-20(청귤박다

당 300mg/kg 접종 전후 10일씩 총 20일) 

7) Intracellular Cytokine staining 방법을 통한 splenocytes 사이토카인 생성능 측정

결과

항체검사

인플루엔자항원 특지적 항체 형성에 미치는 면역식품소재의 영향 평가를 하엿다. CTX에 의하면 일반적

으로 항원 특이적 항체가 감소하는데 당근박다당의 경우 항체 형성이 증가되는 통계적으로 유의미한 결

과를 보여주고 있다

Splenocyte내 면역세포 구성분포

CTX 처리에 의해 변화된 구성분포변화를 보인 세포들가운데 특이적으로 Neutrophil과 eosinophil 의 경

우 당근박다당 처리에 의해 CTX전의 구성비율로 회복되는 결과를 보여주고 있다 
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항원 특이적 사이토카인 형성 패턴을 CBA로 측정

Splenocyte에 대한 항원특적 자극에 의한 사이토카인 생성 패턴 분석에 의하면 CTX처리에 의해 증가한 

IL-5의 양이 당근닥바당 처리에 의해 회복된 결과를 보여주었다. 이는 Neutrophil과 eosinophil 의 구성

비 변화양상과 잘 일치되는 결과라고 할 수 있다.

Intracellular Cytokine staining 방법을 통한 splenocytes 사이토카인 생성능 측정

a. 사용 항체 패널



- 179 -

b. splenocyte에 대한 in vitro 자극과 Flow cytometry 게이팅 방법

c.  splenocyte내의 수지상세포 구성비 측정

수지상세포가 많이 포함된 CD11+세포군의 구성비가 면역식품소재 처리에 의해 증가되는 것을 확인 할 

수 있다
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D.  ICS방법을 통해 splenocyte내의 면역세포 사이토카인 생성능 측정

면역식품소재 처리에 의해 수지상세포가 많이 포함된 MHCII+F4/80-세포군의 비중이 증가한다. 그리고 

항바이러스성 면역반응에 핵심적인 사이톤카인인 IL-12생성능이 우수 개발 면역식품소재에 의해 증가하

는 것을 볼 수 있다
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결론

인플루엔자 항감염 동물모델을 통해 우수 면역식품소재로 개발하는 당근박다당과 청귤다당이 우수한 항

감염효과를 가질 수 있음을 볼 수 있었다. 또한 시험관내 면역능 평가법에 의해 우수 개발 소재로 선택

된 당근박다당에 우수한 항감염효과를 보임으로써 시험관내 검사법의 유효성이 입증되었다고 볼 수 있

다.

-- -- -- --- -- --- -- -- --- -- --- -- -- --- -- --- -- -- --- -- --- -- -- --- -

--------

 나. 과민면역 조절 질환 동물모델 신뢰도 검증

- 과민면역 질환모델중 상대적으로 정확한 결과를 도출할 수 있는 기도 및 폐의 과민면역 모

델을 이용하였음.  

- 기능성 식품의 과민면역 (Allergic response)을 조절하는 동물모델로서 Allergic asthma model (과민

성 천식)이 광범위하게 사용되어 왔음.
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- 실제로 기관지 및 폐의 염증을 완화하고 기침에 사용한다고 알려진 기존 우수 면역소재를 

이용하여 검증한 결과 기 구축모델에서 면역지표의 변화를 보임.

- 호산구 (Eosinophil)는 천식을 비롯한 알러지질환에서 싸이토카인 (cytokine), 케모카인 (chemokine), 

MBP (major basic protein), 지질매개체 (lipid mediator) 등을 분비하여 기도의 수축과 다른 면역세

포의 활성을 유발하는 핵심적인 역할을 함. 

- 호산구의 분화, 활성, 이동에 중요한 매개체로서 인터루킨5 (IL-5)가 중요한 작용을 함.

- 인터루킨13 (IL-13)은 기도의 수축 및 기도점액 (Mucus)생성을 유발하고 인터루킨4 (IL-4)는 항원

특이항체(antigen specific antibody)를 생산하는데 핵심적인 역할을 해서 급격한 과민면역반응을 유발

함.

- 기도 또는 폐의 호산구와 관련 매개체를 분석함으로서 기능성식품의 과민면역반응 조절에 관한 면역

능을 평가하는 방법이 타당함.

◦과민면역반응 (Allergy)의 조절

면역학적 의미 기능 Markers

과민면역반응의 
조절

B세포의 기능 immunoglobulin E의 분비
immunoglobulin G의 분비 

T세포의 기능
제2형 도움 T 세포의 활성 (CD44, CD25)
Cytokine 분비 (IL-4, IL-5, IL-13)
조절 T 세포의 활성

 호염기구 및 
호산기구의 기능

호염기구 및 호산기구의 활성 및 이동
Cytokine 분비 (IL-4, IL-5)

(1) 과민면역조절 질환모델 (OVA-induced allergic asthma model)

-  동물: Balb/c (6주령) 또는 C57BL/6 mouse (6주령)을 이용함.

-  식품투여: 식품의 농도를 (50~400mg/kg/day)정도로 과민성 천식모델인 2차 면역유도 후 7일

간 약물을 투여하는 모델(치료효과 평가)과 2차면역 유도와 약물을 동시에 투여하여 11일간 
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장기 투여하는 모델(예방 및 치료능 평가)을 구축함.

- 과민면역유도: Chicken egg ovabumin을 alum adjuvant와 함께 일주일 간격으로 (D-0, 7) 

50ug을 복강투여한다. D-13~16까지 OVA 25ug을 기관내 투여한다. 

- 기도세척액 획득: 식품투여 18시간 후 기도에 삽관하고 dPBS 1.0ml로 두 번 세척한

  다.

- 호산구의 비율 및 절대수 측정: 기도세척액의 total inflammatory 세포수를 분석한

  다. 그리고 giemsa staining을 통해서 호산구의 비율 및 절대수를 측정한다.

- 싸이토카인 분석: 기도세척액내 IL-4, 5, 13을 ELISA로 정량한다.

<그림 2.24 다양한 Allergic asthma 질환 모델구축>

(2) 면역능 기존 우수 식품소재(홍삼, 개자류, 식방풍, 아삼, 더덕, 은시호)의 신뢰도 검증

- 면역능평가 동물시험법을 통해 전통적으로 실제 사용되었던 기존 우수 면역식품 (소재)의 신뢰

도를 검증함.

- 선행연구를 통해 확보한 면역능 기존 우수 식품소재(홍삼, 개자류, 식방풍, 아삼, 더덕, 은
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시호)를 과민 면역반응조절 동물실험을 통해 신뢰도를 검증함.

(가) 홍삼의 과민면역반응조절 동물실험

 ① 홍삼의 기간별 투여조건에 따른 과민면역조절능 평가

    - Bk bio에서 제공받은 홍삼농축분말을 0.25% CMC (sodium carboxymethyl cellulose)에 희석하

여 200mg/kg (4mg/mouse)의 양을 100ul로 경구투여 하였음.

    - Dexamethasone powder (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)를 0.25% CMC (sodium 

carboxymethyl cellulose)에 희석하여 5mg/kg (0.1mg/mouse)의 양을 100ul로 경구투여 하였음.

    - 홍삼의 과민면역조절능을 확인하기 위하여 Allergic asthma model을 이용하여 홍삼 (RJE)을 기

간별 투여한 후 면역능을 평가함.

    - 호산구의 기도세척액내 절대수가 감소한 경향을 보이지만 싸이토카인 (IL-4, 5, 13)에서는 뚜렷

한 양상을 보이지 않음. 2주 동안 투여군에서 상대적으로 유의성을 보임.

    - 폐의 activated CD4 T cell의 population을 flowcytometry로 분석하였음. 홍삼 투여군에서 유의성

을 보이지 않음.

<그림 2.25 과민면역유도 및 홍삼의 기간별 투여 일정>
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<그림 2.26 기도세척액내 염증세포 및 호산구의 절대수>

<그림 2.27 기도세척액내 염증세포의 비율 및 절대수>
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<그림 2.28 기도세척액내 염증매개체의 수준측정>

Activated CD4 T cell in Lung (CD4+CD25+cell)

 - Flowycytometry를 이용해서 분석함

<그림 2.29 폐의 activated CD4 T cell의 population측정 군별 대표값>
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<그림 2.30 폐의 activated CD4 T cell의 population측정>

<그림 2.31 폐의 activated CD4 T cell의 population측정>

<그림 2.32 폐의 activated CD4 T cell의 population측정>
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<그림 2.33 폐의 activated CD4 T cell의 population측정>

<그림 2.34 폐의 activated CD4 T cell의 population측정>
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<그림 2.35 폐의 activated CD4 T cell의 population측정>

②질환유도조건별 홍삼의 과민면역조절능 평가

 

  - Bk bio에서 제공받은 홍삼농축분말을 0.25% CMC (sodium carboxymethyl cellulose)에 희석하여 

200mg/kg (4mg/mouse)의 양을 100ul로 경구투여 하였음.

  - Dexamethasone powder (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)를 0.25% CMC (sodium carboxymethyl 

cellulose)에 희석하여 5mg/kg (0.1mg/mouse)의 양을 100ul로 경구투여 하였음.

  - OVA의 sensitization기간을 두 조건으로 구분하여 실험을 진행함.

  - short term 조건 (OVA injection D-0, 7)에서는 IL-13 level을 제외하고는 뚜렷한 유의성을 보이

지 않음.

  

<그림 2.36 과민면역유도 및 홍삼의 기간별 투여 일정>
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<그림 2.37 기도세척액내 염증세포 및 호산구의 절대수>

<그림 2.38 기도세척액내 염증세포의 비율 및 절대수>
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<그림 2.39 기도세척액내 염증매개체의 수준측정>

③ 질환유도조건별 홍삼의 과민면역조절능 평가

    - Bk bio에서 제공받은 홍삼농축분말을 0.25% CMC (sodium carboxymethyl cellulose)에 희석하

여 200mg/kg (4mg/mouse)의 양을 100ul로 경구투여 하였음.

    - Dexamethasone powder (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)를 0.25% CMC (sodium 

carboxymethyl cellulose) 에 희석하여 5mg/kg (0.1mg/mouse)의 양을 100ul로 경구투여 하였음.

    - OVA의 sensitization기간을 두 조건으로 구분하여 실험을 진행함.

    - long term 조건 (OVA injection D-0, 14)에서는 홍삼군의 뚜렷한 유의성을 보이지 않음.
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<그림 2.40 과민면역유도 및 홍삼의 기간별 투여 일정>

<그림 2.41 기도세척액내 염증세포 및 호산구의 절대수>
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<그림 2.42 기도세척액내 염증세포의 비율 및 절대수>

<그림 2.43 기도세척액내 염증매개체의 수준측정>

* Conclusion: OVA/Alum을 이용한 과민면역모델은 잘 정립된 것으로 판단됨. 기도내 면역세포 및 특히 

호산구의 양이 증가하였고 기도세척액 내 싸이토카인 (IL-4, 5, 13)의 양이 유도군에서 매우 증가되어 

있음. 또한 양성대조군으로 이용한 Dexamethasone군에서 관련면역지표들이 모두 감소되어 있음. 홍삼의 

경우 다양한 조건으로 실험을 진행하였으나 과민면역반응을 조절하는 면역능은 보이지 않는 것으로 생각

됨.
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(나) 개자류의 과민면역반응조절 동물시험

 - 백개자 (Sinapis alba), 황개자 (Brassica juncea), 흑개자 (Sinapis nigra)를 V-BEYBI Ltd를 통해서 

구입하였음. 이를 분쇄 후 70% ethanol에서 3시간동안 80도씨에서 환류추출 (reflux extraction) 한 

후 동결건조를 통해서 분말형태화 함. 이를 0.25% CMC (sodium carboxymethyl cellulose)에 희석하

여 200mg/kg (4mg/mouse)의 양을 100ul로 경구투여 하였음.

 - Dexamethasone powder (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)를 0.25% CMC (sodium carboxymethyl 

cellulose)에 희석하여 5mg/kg (0.1mg/mouse)의 양을 100ul로 경구투여 하였음.

 - OVA를 이용한 과민면역반응조절 동물모델에 개자류의 조절효과를 확인함.

 - 개자류는 머스타드로서 식품으로 널리 사용되고 있고 그 중 백개자의 경우 한약으로서도 사용되고 

있으며 호흡기의 염증 및 기침을 완화하는 용도로 사용되고 있음.  

 - 따라서 개자류를 7일연속으로 먹인 후 호산구 및 염증매개체 (IL-4, 5, 13)등을 측정함.

 - 백개자 투여군에서 기도내 염증세포의 수 및 특히 호산구의 절대수가 감소한 것을 확인할 수 있음.

 - 염증매개 싸이토카인 (IL-4, 5, 13)을 다양한 실험방법으로 (ELISA 및 ELISpot) 확인하였으나 유

의성을 확인하지 못하였음.

 - 폐의 Activated CD4 T cell (CD4+CD25+)을 flowcytometry를 이용하여 분석한 결과 유의성을 확

인할 수 없었음.
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① 1차 개자류의 과민면역반응조절 동물실험 

<그림 2.44 과민면역유도 및 개자류의 기간별 투여 일정>

<그림 2.45 기도세척액내 염증세포 및 호산구의 절대수>
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<그림 2.46 기도세척액내 염증세포의 비율 및 절대수>

<그림 2.47 기도세척액내 염증매개체의 수준측정>



- 198 -

<그림 2.48 폐의 염증매개체의 수준을 spot으로 측정>
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<그림 2.49 폐의 염증매개체의 수준을 Ab로 re-stimulation후 측정>

<그림 2.50 기도세척액의 Mucin과 antibody의 수준 측정>

 

Activated CD4 T cell in Lung (CD4+CD25+cell)

 - Flowycytometry를 이용해서 분석함
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<그림 2.51 폐의 activated CD4 T cell의 population측정 군별 대표값>

<그림 2.52 폐의 activated CD4 T cell의 population측정>
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<그림 2.54 폐의 activated CD4 T cell의 population측정>

  

<그림 2.55 폐의 activated CD4 T cell의 population측정>

<그림 2.56 폐의 activated CD4 T cell의 population측정>
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<그림 2.57 폐의 activated CD4 T cell의 population측정>

<그림 2.58 폐의 activated CD4 T cell의 population측정>

* Conclusion: 백개자의 호산구매개 과민반응을 억제하는 효과를 확인하였음. 다만 그 매개체인 싸이토카

인 (IL-4, 5, 13)의 조절능은 확인하지 못함. 추가적인 실험을 통해서 개자류의 과민면역조절능을 확인

할 필요가 있음. (mouse strain의 변경 또는 투여횟수, dose등)

② 2차 백개자의 과민면역반응조절 동물실험

- 기존 우수 식품소재인 백개자(100, 200mg/kg)를 100ul로 경구투여 하였음.
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- Dexamethasone (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)을 5mg/kg으로 100ul씩 경구투여 하였음.

- 기도내 면역세포 및 특히 호산구의 양이 증가하였고 약물에 의해 감소하였음.

- 백개자의 경우 다른 과민면역반응을 조절하는 염증매개인자에 대한 조절능은 보이지 않는 것으

로 판단됨.

<그림 2.59 과민면역유도 및 백개자의 투여 일정>

<그림 2.60 기도세척액내 염증세포 및 호산구의 절대수와 비율>
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<그림 2.61 기도세척액내 염증매개체의 수준측정>

<그림 2.62 기도세척액과 혈청 내의 Total IgE 와 OVA-IgE의 수준측정>
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<그림 2.63 Flowcytometry의 Gating strategy>

<그림 2.64 Lymphocytes의 activated CD4 T cell population 측정>
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<그림 2.65 Lymphocytes의 Treg cell population 측정>

<그림 2.66 CD4 T cell의 Treg cell population 측정>
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<그림 2.67 폐의 Dendritic cell 비율 측정>

* Conclusion

- 백개자는 4가지 index 모두에서 뚜렷한 방향성이 나타나지 않았음. 과민면역 조절 동물실험 결과 폐기도 

세척액내 호산구의 수는 감소하였으나, 염증매개자에 대한 영향이 없는 것으로 확인되었음. 따라서 in vitro

와 in vivo 결과의 통일성이 있는 것으로 판단됨.

③ 2차 황개자의 과민면역반응조절 동물실험

- 기존 우수 식품소재인 황개자(100, 200mg/kg)를 100ul로 경구투여 하였음.

- Dexamethasone (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)을 5mg/kg으로 100ul씩 경구투여 하였음.

- 기도내 면역세포 및 특히 호산구의 양이 증가하였고 약물에 의해 감소하였음.

- 황개자의 경우 다른 과민면역반응을 조절하는 염증매개인자에 대한 조절능은 보이지 않는 것

으로 판단됨.

<그림 2.68 과민면역유도 및 황개자의 투여 일정>
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<그림 2.69 기도세척액내 염증세포 및 호산구의 절대수와 비율>

<그림 2.70 기도세척액내 염증매개체의 수준측정>
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<그림 2.71 기도세척액과 혈청 내의 Total IgE 와 OVA-IgE의 수준측정>

<그림 2.72 Flowcytometry의 Gating strategy>
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<그림 2.73 Lymphocytes의 activated CD4 T cell population 측정>

<그림 2.74 Lymphocytes의 Treg cell population 측정>
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<그림 2.75 CD4 T cell의 Treg cell population 측정>

<그림 2.76 폐의 Dendritic cell 비율 측정>

* Conclusion

- 황개자는 Immunogenic index II에서 높은 수치를 기록하였음. 과민면역 조절 동물실험 결과 폐기도 세척

액내 호산구의 수는 감소하였으나, 염증매개자에 대한 영향이 없는 것으로 확인되었음. 따라서 in vitro와 in 

vivo 결과의 통일성이 있는 것으로 판단됨.
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(다) 식방풍의 과민면역반응조절 동물시험

 - 식방풍 (Peucedanum Japnicum)을 광명당제약을 통해서 구입하였음. 이를 70% ethanol에서 2시간동

안 80도씨에서 환류추출 (reflux extraction) 한 후 동결건조를 통해서 분말형태화 함. 이를 0.25% 

CMC (sodium carboxymethyl cellulose)에 희석하여 200mg/kg (4mg/mouse)의 양을 100ul로 경구

투여 하였음.

 - Dexamethasone powder (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)를 0.25% CMC (sodium carboxymethyl 

cellulose)에 희석하여 5mg/kg (0.1mg/mouse)의 양을 100ul로 경구투여 하였음.

 - 선행연구를 통해서 염증 억제능을 알고 있는 소재인 식방풍을 정립된 과민면역조절모델

   을 이용하여 모델의 적정성을 검증하고 식방풍의 유효성을 확인하고자 하였음.

 - 식방풍을 투여한 군에서 기도의 염증완화를 조직염색을 통해서 확인하였음. (PAS staining)

 - 과민반응의 가장 중요한 지표인 total 면역세포와 호산구의 감소를 기도세척액에서 확

   인하였음.

 - 또한 기도내 싸이토카인 (IL-4, 5, 13)역시 식방풍 투여시 감소하는 경향을 보임.

 - 매개체생산의 중요한 세포인 Activated CD4 T cell 또는 Th2 cell이 식방풍 투여군에서 유

   의한 감소를 확인함.

 - 구체적인 세포 mechanism을 확인하기 위하여 in vitro실험까지 진행한 결과 Th2 cell 

    activation을 감소시키는 면역능을 확인하였음.

<그림 2.77 과민면역유도 및 식방풍의 기간별 투여 일정>
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<그림 2.78 그룹별 PAS 조직염색 군별 대표>

<그림 2.79 기도세척액내 염증세포 및 호산구의 절대수>
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<그림 2.80 기도세척액내 염증매개체의 수준측정>

<그림 2.81 폐의 activated CD4 T cell 및 Th2 cell의 population측정 군별 대표값>
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<그림 2.82 폐의 염증매개체의 수준을 Ab로 re-stimulation후 측정>

<그림 2.83 식방풍의 Th2 re-activation 조절능 측정>
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<그림 2.84 식방풍의 항염작용 측정>

<그림 2.85 폐기도세척액내 chemokine 및 antibody측정>

* Conclusion: 식방풍의 호산구매개 과민반응을 억제하는 효과를 확인하였음. 또한 매개체인 싸이토카인 

(IL-4, 5, 13)의 조절능까지 확인하였으며 추가적인 실험을 통해서 이것이 Th2 cell의 활성을 조절함으

로서 이뤄진다는 결과를 확인하였음. 위 결과는 논문에 투고할 예정임.



- 217 -

(라) 아삼의 과민면역반응조절 동물시험

 - 아삼 (Angelica decursiva (Miq.) Franch. & Sav.)을 광명당제약을 통해서 구입하였음. 이를 70% 

ethanol에서 2시간동안 80도씨에서 환류추출 (reflux extraction) 한 후 동결건조를 통해서 분말형태

화 함. 이를 0.25% CMC (sodium carboxymethyl cellulose)에 희석하여 200mg/kg (4mg/mouse)의 

양을 100ul로 경구투여 하였음.

 - Dexamethasone powder (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)를 0.25% CMC (sodium carboxymethyl 

cellulose)에 희석하여 5mg/kg (0.1mg/mouse)의 양을 100ul로 경구투여 하였음.

 - 선행연구를 통해서 과민면역조절능을 알고 있는 소재인 아삼을 정립된 과민면역조절모델

   을 이용하여 모델의 적정성을 검증하고 그 유효성을 확인하고자 하였음.

 - 과민반응의 가장 중요한 지표인 total 면역세포와 호산구의 감소를 기도세척액에서 확

   인하였음.

 - 아삼투여군에서 기도내 싸이토카인 (IL-4, 5, 13)이 감소하는 경향을 보임.

 - 매개체생산의 중요한 세포인 activated CD4 T cell이 아삼투여군에서 유의한 감소를 확인함.

 

<그림 2.86 과민면역유도 및 아삼의 기간별 투여 일정>
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<그림 2.87 기도세척액내 염증세포 및 호산구의 절대수>

<그림 2.88 기도세척액내 염증세포의 비율 및 절대수>
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<그림 2.89 기도세척액내 염증매개체의 수준측정>

<그림 2.90 기도세척액내 Mucin과 antibody의 수준측정>
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<그림 2.91 폐의 activated CD4 T cell과 Th2 cell 수준측정>

<그림 2.92 폐의 호산구, 대식세포, 호중구 수준측정>
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 Activated CD4 T cell in Lung (CD4+CD25+cell)

 - Flowycytometry를 이용해서 분석함

<그림 2.93 폐의 activated CD4 T cell의 population측정 군별 대표값>

<그림 2.94 폐의 activated CD4 T cell의 population측정>
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<그림 2.95 폐의 activated CD4 T cell의 population측정>

<그림 2.96 폐의 activated CD4 T cell의 population측정>

<그림 2.97 폐의 activated CD4 T cell의 population측정>
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<그림 2.98 폐의 activated CD4 T cell의 population측정>

Th2 in Lung (CD4+GATA3+cell)

 - Flowycytometry를 이용해서 분석함

 <그림 2.99 폐의 Th2 cell의 population측정 군별 대표값>
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<그림 2.100 폐의 Th2 cell의 population측정>

<그림 2.101 폐의 Th2 cell의 population측정>

<그림 2.102 폐의 Th2 cell의 population측정>
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<그림 2.103 폐의 Th2 cell의 population측정>

<그림 2.104 폐의 Th2 cell의 population측정>



- 226 -

<그림 2.105 폐의 granulocytes의 population측정>

<그림 2.106 폐의 granulocytes의 population측정>
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<그림 2.107 폐의 granulocytes의 population측정>

<그림 2.108 폐의 granulocytes의 population측정>
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<그림 2.109 폐의 granulocytes의 population측정>

* Conclusion: 아삼의 호산구매개 과민반응을 억제하는 효과를 확인하였음. 또한 매개체인 싸이토카인 

(IL-4, 5, 13)의 조절능까지 확인하였으며 flowcytometry분석을 통해서 activaed CD T cell 

(CD4+CD25+)의 세포수 감소가 동반된다는 결과를 확인하였음. 추가적인 실험을 통해서 위 결과는 논

문에 투고할 예정임.
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(마) 더덕(양유) 저농도(100, 200 mg/kg)의 과민면역반응조절 동물실험

- 기존 우수 식품소재인 더덕(100, 200mg/kg)을 100ul로 경구투여 하였음.

- Dexamethasone (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)을 5mg/kg으로 100ul씩 경구투여 하였음.

- 기도내 면역세포 및 특히 호산구의 양이 증가하였고 약물에 의해 감소하였음.

- 더덕의 경우 다른 과민면역반응을 조절하는 인자들의 감소하는 경향성은 보이나 통계적 

유의성은 보이지 않음.

- 경향성을 고려하려 고농도(200, 400mg/kg)로 투여하여 재실험이 필요하다고 판단됨.

<그림 2.110 과민면역유도 및 더덕의 투여 일정>

<그림 2.111 기도세척액내 염증세포 및 호산구의 절대수와 비율>
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<그림 2.112 기도세척액과 폐 세포에서의 염증매개체의 수준측정>

<그림 2.113 기도세척액과 혈청 내의 Total IgE 와 OVA-IgE의 수준측정>
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<그림 2.114 Flowcytometry의 Gating strategy>

<그림 2.115 Lymphocytes의 activated CD4 T cell population 측정>
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<그림 2.116 Lymphocytes의 Treg cell population 측정>

<그림 2.117 CD4 T cell의 Treg cell population 측정>

* Conclusion

- 더덕(양유)은 Immunogenic index I과 Tolerogenic index II에서 높은 수치를 보였음. 폐기도 세척액내 
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호산구의 수가 감소하였으나, 폐기도 세척액과 폐조직에서 염증매개체(IL-4, 5, 13)는 감소하지 않았

음. 세포실험에서 예상된 바와 같이 과민면역 동물실험에서 뚜렷한 효과를 보이지 않음. 하지만 일부지

표에서 효과가 있었고 전통적으로 과민면역 완화에 사용되었으므로, 농도를 높여 반복 실험을 진행하였

음.

(바) 더덕(양유)고농도(200, 400 mg/kg)의과민면역반응조절동물실험

- 기존 우수 식품소재인 더덕(200, 400mg/kg)을 100ul로 경구투여 하였음.

- Dexamethasone (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)을 5mg/kg으로 100ul씩 경구투여 하였음.

- 기도내 면역세포 및 특히 호산구의 양이 증가하였고 약물에 의해 감소하였음

- 기도세척액 내 싸이토카인 (IL-4, 5, 6)의 양이 유도군에 비해 감소되었음. 

- 기도세척액 내 Total-IgE 양이 감소하였으며 혈청내 Total-IgE 양은 감소하는 경향성은 

보였으나 통계적으로 유의성이 나타나지 않았음

- 폐의 activated CD4 T cell의 population을 flowcytometry로 분석하였을 때 더덕 투여군에서 감

소하는 유의성을 나타냄.

- 전체적인 경향성을 고려하였을 때 과민면역완화에 적합하다고 판단함.

<그림 2.118 과민면역유도 및 더덕의 투여일정>
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<그림 2.119 폐조직의 H&E 및 PAS 염색>

<그림 2.120 기도세척액내 염증세포 및 호산구의 절대수와 비율>
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<그림 2.121 기도세척액과 혈청 내의 Total IgE 와 OVA-IgE의 수준측정>
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<그림 2.122 기도세척액과 폐 세포에서의 염증매개체의 수준측정>

<그림 2.123 Flowcytometry의 Gating strategy>



- 237 -

<그림 2.124 Lymphocytes의 activated CD4 T cell population 측정>

<그림 2.125 Lymphocytes의 Treg cell population 측정>
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<그림 2.126 CD4 T cell의 Treg cell population 측정>

* Conclusion

- 더덕(양유) 저농도 투여 실험결과 완만한 과민면역 조절능이 관찰되었음. 더덕의 전통의학적 효과를 고

려하여 고농도로 투여한 결과 폐기도 세척액내 면역세포와 호산구의 수가 감소하고 염증매개체(IL-4, 

5, 6, 13, eotaxin3, histamine)가 감소하는 것을 확인 할 수 있음. 또한 activated T cell의 population의 

감소가 확인되었음. 

(사) 은시호저농도(100, 200 mg/kg)의 과민면역반응조절 동물실험

- 기존 우수 식품소재인 은시호(100, 200mg/kg)을 100ul로 경구투여 하였음.

- Dexamethasone (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)을 5mg/kg으로 100ul씩 경구투여 하였음.

- 기도내 면역세포 및 특히 호산구의 양이 증가하였고 약물에 의해 감소하였음.

- 은시호의 경우 다른 과민면역반응을 조절하는 인자들의 감소하는 경향성은 보이나 통계적 

유의성은 보이지 않음.

- 경향성을 고려하려 고농도(200, 400mg/kg)로 투여하여 재실험이 필요하다고 판단됨. 



- 239 -

<그림 2.127 과민면역유도 및 은시호의 투여 일정>

<그림 2.128 기도세척액내 염증세포 및 호산구의 절대수와 비율>
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<그림 2.129 기도세척액과 폐 세포에서의 염증매개체의 수준측정>

<그림 2.130 기도세척액과 혈청 내의 Total IgE 와 OVA-IgE의 수준측정>
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<그림 2.131 Flowcytometry의 Gating strategy>

<그림 2.132 Lymphocytes의 activated CD4 T cell population 측정>
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<그림 2.133 Lymphocytes의 Treg cell population 측정>

<그림 2.134 CD4 T cell의 Treg cell population 측정>

* Conclusion

- 은시호는 Tolerogenic Index I과 II에서 Immunogenic index에 비해 상대적으로 높은 수치를 보였음. 

폐기도 세척액내 면역세포와 호산구의 수가 감소하였음. 세포실험 결과 tolerogenic DC로 유도하는 면
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역능이 뚜렷하지 않는 것과 일치하게 동물실험 과민면역능 조절능 역시 일부 지표에서만 관찰되었음. 

따라서 농도를 높여 반복 실험을 진행하였음.

(아) 은시호고농도(200, 400 mg/kg)의과민면역반응조절동물실험

- 기존 우수 식품소재인 더덕(200, 400mg/kg)을 100ul로 경구투여 하였음.

- Dexamethasone (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)을 5mg/kg으로 100ul씩 경구투여 하였음.

- 기도내 면역세포 및 특히 호산구의 양이 증가하였고 약물에 의해 감소하였음.

- 기도세척액 내 Total-IgE와 혈청내 Total-IgE 양은 감소하는 경향성은 보였으나 통계적으로 

유의성이 나타나지 않았음.

- 기도세척액 내 싸이토카인 (IL-4, 5, 6)의 양이 유도군에 비해 감소되었음. 

- 전체적인 경향성을 고려하였을 때 과민면역완화에 적합하다고 판단함.

<그림 2.135 과민면역유도 및 은시호의 투여일정>
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<그림 2.136 폐조직의 H&E 및 PAS 염색>

<그림 2.137 기도세척액내 염증세포 및 호산구의 절대수와 비율>
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<그림 2.138 기도세척액과 혈청 내의 Total IgE 와 OVA-IgE의 수준측정>
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<그림 2.139 기도세척액과 폐 세포에서의 염증매개체의 수준측정>
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<그림 2.140 Flowcytometry의 Gating strategy>

<그림 2.141 Lymphocytes의 activated CD4 T cell population 측정>

* Conclusion

- 고농도의 은시호 투여 결과 저농도 대비 뚜렸한 과민면역 완화효과를 확인하였음. 구체적으로 폐기도 

세척액내 면역세포와 호산구의 수가 감소하고 염증매개체(IL-4, 5, 6, 13, eotaxin3)가 감소하였음. 

또한 조직병리학적으로 mucous의 분비와 염증세포의 침윤이 감소되었음. 따라서 세포실험시 고농도 처

리를 한다면 더욱 뚜렸한 tolerogenic DC의 유도능을 보일 것으로 판단함. 
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(자) 기존 소재 4종(북강활, 식방풍, 아삼, 더덕)의 과민면역반응 조절능 비교

- 기존 소재 4종(북강활, 식방풍, 아삼, 더덕)을 100mg/kg 또는 200mg/kg 100ul씩 경구투

여 하였음.

- 기도내 면역세포 및 특히 호산구의 양이 증가하였고 약물에 의해 감소하였음.

- 기도 세척액내 염증매개체(IL-4, 5, 13)의 발현량이 약물에 의해 감소하였음.

- 종합적인 과민면역 완화 효과는 북강활이 가장 우수하였고 식방풍과 아삼은 유사한 수준

을 나타내었으며 양유는 상대적으로 약한 것으로 나타남.

<그림 2.142 기도세척액내 염증세포 및 호산구의 절대수와 비율>

<그림 2.143 기도세척액내 염증세포 및 호산구의 절대수와 비율>
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<그림 2.144. 기도세척액내 염증매개체의 수준측정>

<그림 2.145 기도세척액내 염증매개체의 수준측정>
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<그림 2.146 기도세척액내 염증매개체의 수준측정>

* Conclusion: 

- in vitro 결과 Immunogenic Index 및 Tolerogenic Index를 기준으로 평가하였을 때 북강활, 식방풍 = 

아삼, 더덕(양유)순으로 과민면역 억제효과가 있을 것으로 예상됨. In vivo 결과를 종합적으로 판단하였

을 때 과민면역 완화 효과는 북강활, 식방풍 = 아삼, 더덕(양유) 순으로 우수함을 확인하였음. 따라서 

in vitro와 in vivo 결과가 일치하였으므로 면역능 평가 세포 실험법이 타당한 것으로 판단됨.
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(3) 면역능 소재 5종(다래, 후코이단, 은시호 효소2 처리, 양배추 효소 처리, 양배추 다당)의 

과민면역 반응 조절 동물실험

- 면역능 소재 5종(다래, 후코이단, 은시호 효소2 처리, 양배추 효소 처리, 양배추 다당)을 

400mg/kg 100ul씩 경구투여 하였음.

- Dexamethasone (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)을 5mg/kg으로 100ul씩 경구투여 하였음.

- 기도내 면역세포 및 특히 호산구의 양이 증가하였고 약물에 의해 감소하였음.

- 다래, 은시호 효소2 처리, 양배추 효소 처리, 양배추 다당 투여군의 경우 조직병리학적으로 

폐 조직내에 침윤된 면역세포와 mucous 생성이 약물에 의해 감소하였음.

- 은시호 효소2 처리와 양배추 효소처리 투여군의 경우 regulatory T Cell이 유의적으로 

증가하였음.

- 양배추 다당 투여군의 경우 activated CD4 T cell이 감소하는 경향성을 보였음.

- 후코이단 투여군의 경우 다른 과민면역반응을 조절하는 인자들의 면역능은 보이지 않는 

것으로 판단됨.

<그림 2.147 과민면역유도 및 면역능 소재 5종(DRE, FCE, UHE, YHE, YDE)의 투여 일정>
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<그림 2.148 폐 조직내 염증세포의 침윤>

<그림 2.149 폐 기도 상피세포의 mucous 분비>
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<그림 2.150 기도세척액내 염증세포 및 호산구의 절대수와 비율>

<그림 2.151 기도세척액내 염증매개체의 수준측정 및 폐 조직 세포 분비 염증매개체의 수준 

측정>
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<그림 2.152 기도세척액과 혈청 내의 Total IgE 와 OVA-IgE의 수준측정>

<그림 2.153 Flowcytometry의 Gating strategy>



- 255 -

<그림 2.154 Lymphocytes의 activated CD4 T cell population 측정> 

<그림 2.155 Lymphocytes 및 CD4 T cell의 regulatory T cell population 측정>

* Conclusion

- 다래는 in vitro 실험 결과 Tolerogenic Index I에서 높은 수치를 기록하였음. in vivo 실험결과 염증

매개체에 대한 영향은 관찰되지 않았음. 따라서 in vitro와 in vivo 결과의 통일성이 없는 것으로 판단

됨.

- 후코이단은 4가지 Index에서 모두 Med 수치를 얻었으며 CBA결과 별다른 특징을 확인 할 수 없었음. 

in vivo 실험결과 염증매개체에 대한 영향은 관찰되지 않았음. 따라서 in vitro와 in vivo 결과의 통일성이 있

는 것으로 판단됨.

- 은시호(효소2 처리)는 Immunogenic Index I와 Immunogenic Index II에서 높은 수치를 얻었으며 in 

vivo 실험결과 regulatory T cell의 population이 증가하였음. Immunogenic Index의 높은 수치가 

regulatory T cell population의 증가와 연관되어있을 것으로 보이며, 이것이 과민면역반응 완화의 주

요 기전으로 판단됨. 따라서 in vitro와 in vivo 결과의 통일성이 있는 것으로 판단됨.

- 양배추(효소처리)는 Immunogenic Index I와 Immunogenic Index II에서 높은 수치를 얻었으며 CBA

결과 INF-g(Th1)를 유도하였음. in vivo 실험결과 regulatory T cell의 population이 증가하였음. 
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Immunogenic Index의 높은 수치가 regulatory T cell population의 증가와 연관되어있을 것으로 보이

며, Th1 cell을 유도함으로서 Th2 매개 과민면역을 억제하는 것으로 생각됨. 따라서 in vitro와 

in vivo 결과의 통일성이 있는 것으로 판단됨.

- 양배추 다당은 in vitro 실험 결과 Tolerogenic Index I에서 높은 수치를 기록하였으며 CBA결과 

INF-g(Th1)를 유도하였음. in vivo 실험결과 기도세척액내 면역세포와 호산구의 수가 감소하였으며, 

regulatory T cell population이 증가하고 activated CD4 T cell population이 감소하는 경향성을 나타

냄. Tolerogenic DC와 Th1, Treg cell을 유도함으로서 Th2 매개 과민면역을 억제하는 것으로 생각

됨. 따라서 in vitro와 in vivo 결과의 통일성이 있는 것으로 판단됨.

(4) 면역능 소재 5종(표고버섯균사체, 스피룰리나, 청귤다당, 양배추다당, 양배추효소처리)의 

과민면역 반응조절 동물실험

- 면역능 소재 5종(표고버섯균사체, 스피룰리나, 청귤 다당, 양배추 다당, 양배추 효소 처리)을 

400mg/kg 100ul씩 경구투여 하였음.

- Dexamethasone (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)을 5mg/kg으로 100ul씩 경구투여 하였음.

- 기도내 면역세포 및 특히 호산구의 양이 증가하였고 약물에 의해 감소하였음

- 스피룰리나 청귤 다당, 양배추 다당, 양배추 효소처리 투여군에서 과민면역반응에서 중요한 

역할을 하는 염증매개체(IL-4, 5, 13)가 감소하였음.

- 매개체생산의 중요한 세포인 Activated CD 4 T cell이 감소하는 경향성을 보임.

- 표고버섯 균사체 투여군에서 염증매개체의 변화가 관찰되지 않음.

<그림 2.156 과민면역유도 및 면역능 소재 5종(PGE, SPE, CGE, YDE, YHE)의 투여 일정>
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<그림 2.157 기도세척액내 염증세포 및 호산구의 절대수와 비율>

<그림 2.158 기도세척액내 염증매개체의 수준측정>
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<그림 2.159 기도세척액과 혈청 내의 Total IgE 와 OVA-IgE의 수준측정>

<그림 2.160 Flowcytometry의 Gating strategy>
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<그림 2.161 Lymphocytes의 activated CD4 T cell population 측정>

<그림 2.162 Lymphocytes 및 CD4 T cell의 regulatory T cell population 측정>

* Conclusion: 

- 표고버섯균사체는 4가지 index상에서 모두 Med를 기록하였으며, 면역반응조절에 대한 명확한 방향성

이 관찰되지 않았음. in vivo 결과 염증매개체에 대한 영향이 관찰되지 않았음. 따라서 in vitro와 

in vivo 결과의 통일성이 있는 것으로 판단됨. 

- 스피룰리나는 in vitro 실험 결과 Tolerogenic Index I과 Tolerogenic Index II에서 높은 수치를 보였음. in 

vivo 실험결과 기도세척액 내 호산구의 수와 염증매개체(IL-4, 5, 13)의 양이 감소함. Tolerogenic 

Index에서 확인한 면역억제작용을 통해 과민면역을 완화하는 것으로 생각됨. 따라서 in vitro와 in 

vivo 결과의 통일성이 있는 것으로 판단됨.

- 청귤다당은 in vitro 실험 결과 Immunogenic Index I과 Immunogenic Index II에서 높은 수치를 보

였으며, CBA 결과 INF-g를 유도함. in vivo 실험결과 기도세척액 내 호산구의 수와 염증매개체

(IL-4, 5, 13)의 양이 감소함. Immunogenic한 특성을 보이지만  Th1 cell을 유도함으로서 Th2 cell 

매개 과민면역을 완화하는 것으로 생각됨. 따라서 in vitro와 in vivo 결과의 통일성이 있는 것으로 판

단됨.
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- 양배추 다당은 in vitro 실험 결과 Tolerogenic Index I에서 높은 수치를 기록하였으며 CBA결과 

INF-g를 유도하였음. in vivo 실험결과 기도세척액내 염증매개체가 감소하였음. Tolerogenic DC와 

Th1 cell을 유도함으로서 Th2 매개 과민면역을 억제하는 것으로 생각됨. 따라서 in vitro와 in vivo 결

과의 통일성이 있는 것으로 판단됨.

- 양배추 (효소처리)는 Immunogenic Index I와 Immunogenic Index II에서 높은 수치를 얻었으며 CBA

결과 INF-g를 유도하였음. in vivo 실험결과 기도세척액내 면역세포와 호산구, 염증매개체가 감소하였

음. Immunogenic Index의 높은 수치가 Th1 cell과 연관되어있을 것으로 보이며, Th1 cell을 유도함으

로서 Th2 매개 과민면역을 억제하는 것으로 생각됨. 따라서 in vitro와 in vivo 결과의 통일성이 있는 

것으로 판단됨.

- 양배추 다당 및 효소 처리 추출물은 다른 종의 mouse를 이용한 과민면역 유도실험에서 모두 과민면

역완화 효과를 관찰 할 수 있었음. 따라서 소재의 과민면역조절능 평가 동물모델의 신뢰성을 판단 할 

수 있는 근거자료로 생각됨.
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다. 만성염증 질환 동물모델 신뢰도 검증

- 만성염증의 많은 부분이 자가면역에 기인하는데 이는 즉 체조직의 일부를 항원으로 인식하여 항

체를 생산하는 등의 염증성 반응을 유발하는 현상임.

- 만성염증은 유전적소인, 환경적소인 (감염포함) 그리고 특히 자가면역적 소인에 기인함.

- 자가면역질환으로는 만성갑성샘염 (하시모토병, Hashimoto’s disease), 전신성홍반성낭창 (systemic 

lupus)등이 있고 대표적으로 류마티스관절염이 있다.

- 만성염증 모델중 유병률이 높고 동물모델로 구축이 잘 되어 있는 류마티스관절염을 선택함.

- 류마티스관절염 동물모델은 만성염증 및 자가면역모델로서 광범위하게 사용되어 왔음.

- 실제 자가면역환자 뿐만 아니라 동물모델에서 자가항원특이항체가 면역세포 및 파골세포의 활성에 핵

심적인 역할을 함.

- 만성염증으로 조직 (관절)의 부종 및 변형이 진행되고 항원특이 항체의 생성이 뚜렷하게 증가됨.

- 자가항원 (Collagen)에 대한 항체 Collagen specific IgG와 Total IgG, 염증매개체 (IL-1β, 

IL-6, TNF-α, INF-γ)를 혈청에서 측정하여 면역능을 평가함.

◦ 만성염증반응의 완화

(1) 만성염증조절 질환모델 (Collagen-induced arthritis model)

- 동물: DBA/1 (6~8주령)을 이용함.

- 식품투여: 식품의 농도를 (50~200mg/kg/day)정도로 경구로 투여한다. 기간은 2nd CIA 

boosting이후 sacrifice기간까지 매일 먹인다.

- 만성염증유도: Collagen을 CFA adjuvant 또는 IFA adjuvant와 함께 3주 간격으로 (D-0, 21) 100ug

면역학적 의미 기능 Markers

만성염증반응의 

완화

T세포의 기능

제1형 및 17형 도움 T 세포의 활성

Cytokine 분비 (IL-17A, IL-17F, IFN-γ)

조절 T 세포의 활성

매개체 (Mediator)
Pro-inflammatory cytokine의 분비

항원특이적 항체의 분비
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을 피하투여 (subcutaneous)한다. 

- 관절변형측정: 발두께 부종 (Footpad thickness)와 관절변형정도 (Clinical scoring: 0~4)를 전자두께 

측정기 (electromagnetic thickness gauge) 와 유관으로 측정한다.

- 자가항원특이항체 측정: 자가항원 (Collagen)에 대한 항체 (Collagen specific IgG)와 Total IgG를 혈

청에서 측정한다.

(1) 만성염증조절 질환모델 1차 실험

<그림 2.163 만성면역 유도 일정>

<그림 2.164 마우스의 기간별 발두께 및 관절변형정도>
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<그림 2.165 마우스의 기간별 Micro CT>
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<그림 2.166 마우스 혈청내의 Total-IgE 및 Collagen-IgE>

<그림 2.167 마우스 혈청내의 Cytokine 발현>

* Conclusion

- Indomethacin 투여 시 Clinical score와 발 두께가 감소하였음.

- Micro CT 결과 골관절의 변화가 완화되었음.

- 혈청내 항체 수준 측정에서 투여 시 항체양이 감소하는 경향성을 보였음.

- 염증매개체의 경우 saline군과 유의적 차이가 관찰되지 않아 시기별 측정을 통한 phenotype과의 상관성 

비교가 필요한 것으로 판단됨.

- phenotype과 관절 변형 등에서 명확한 차이가 관찰되어 양성대조군 구축이 잘된 것으로 판단됨.
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(2) 만성염증조절 질환모델 2차 양성 대조군 설정실험

- 만성염증조절 질환모델의 양성대조군 확립을 위해 Indometacin 농도별로 투여하여 평가

모델 구축함

<그림 2.168 만성염증 유도모델(류마티스관절염)의 Indomethacin 평가모델 구축>

<그림 2.169 만성염증 유도모델(류마티스관절염)의 체중변화 및 발현률 변화>

<그림 2.170 마우스의 기간별 발두께 및 관절변형정도>
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<그림 2.171 마우스의 기간별 Micro CT>
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<그림 2.172 마우스 혈청내의 Total-IgE 및 Collagen-IgE>

<그림 2.173 마우스 혈청내의 Cytokine 발현>

* Conclusion

- Indomethacin 투여 시 Clinical score와 발 두께가 감소하였음.

- Micro CT 결과 골관절의 변화가 완화되었음.

- 혈청내 항체 수준 측정에서 투여 시 항체양이 감소하는 경향성을 보였음.

- 염증매개체의 경우 saline군과 유의적 차이가 관찰되지 않아 시기별 측정을 통한 phenotype과의 상관성 

비교가 필요한 것으로 판단됨.
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- phenotype과 관절 변형 등에서 명확한 차이가 관찰되어 양성대조군 구축이 잘된 것으로 판단됨.

(3) 면역능 기존 소재 4종(홍삼, 백개자, 황개자, 흑개자)의 만성염증 반응 조절 동물실험 

<그림 2.174 만성면역유도 및 식품의 섭취 일정>

  <그림 2.175 마우스의 기간별 체중측정>
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<그림 2.176 마우스의 기간별 식품사료섭취량>

<그림 2.177 마우스의 기간별 발두께>
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<

그림 2.178 마우스의 기간별 관절변형정도>

  <그림 2.179 마우스 혈청내 항체측정>
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<그림 2.180 마우스 혈청내 염증매개체 측정>

* Conclusion: Collagen을 이용한 만성염증모델은 잘 정립된 것으로 판단됨. 만성염증의 지표인 항원특이

항체 (Collagen specific IgG와 total IgG)가 유도군 혈청내에서 증가되어 있고 특히 Collagen IgG의 경

우 그 차이가 매우 큼. 또한 같은 양상으로 CIA 유도군에서 발의 부종과 관절의 변형이 관찰됨으로서 만

성염증이 심하게 진행된 것을 확인할 수 있었음. 다만 혈청내 cytokine의 양의 변화가 없는 것은 1st 

induction후 60일이 지난시점이므로 초기시점에서 측정할 필요가 있을것으로 생각됨. 홍삼 및 개자류의 

경우 만성염증반응을 조절하는 면역능은 관찰할 수 없었음.

(4) 면역능 소재 5종(스피룰리나, 표고버섯균사체, 아삼, 구아바, 클로렐라)의 만성염증반응조

절 동물실험 

- 면역능 소재 5종(스피룰리나, 표고버섯균사체, 아삼, 구아바, 클로렐라)을 

400mg/kg 100ul씩 경구투여 하였음.

- Indomethacin을 3mg/kg으로 100ul씩 경구투여 하였음.

- 구아바 투여군에서 발병률과 clinical score가 만성염증 유도군 대비 감소하였음.

- 스피룰리나, 표고버섯균사체, 아삼, 클로렐라 투여군의 경우 특이사항이 관찰되지 

  않음.
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<그림 2.181 과민면역유도 및 면역능 소재 5종(PGE, SPE, CGE, YDE, YHE) 투여 일정>

<그림 2.182 마우스의 기간별 체중 및 발병률>
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<그림 2.183 마우스의 기간별 발두께 및 관절변형정도>

<그림 2.184 마우스의 기간별 혈청내의 Total-IgE 및 Collagen-IgE>

* Conclusion: 

- 구아바 추출물의 경우 발병률과 clinical score가 만성염증 유도군 대비 감소하였음. 

  나머지 4종의 경우 특이적인 차이가 관찰되지 않았음.
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3. In vitro – in vivo 소재별 결과 비교 분석 및 타당성 평가

Table 1. Immunosuppressed mouse model

no

Gender
Indu

cing 

agen

t 

Exposure

/

challenge

Responses 

to 

challenge

functional 

materials
Findings

만성염증 

개선능
비고

strain
in vitro 평가 

타당성 분석

1

Female 
Cycl

opho

spha

mide

I.P

on day 

0-2

면역 억제 

1. T 세포 

활성 감소

2. 항원에 

대하여 

염증반응을 

일으키지 

않음

양배추 

추출 분말 

(Brassica 

oleracea)

효과없음

효과 없음

C57/b6 불일치

2

Female 
Cycl

opho

spha

mide

I.P

on day 

0-2

면역 억제 

1. T 세포 

활성 감소

2. 항원에 

대하여 

염증반응을 

일으키지 

않음

청귤 다당

(Citrus 

nippokorea

na 

Tanaka)

림프구 활성증가

항원에 대하여 

반응성 증가

 IL-1β, IL-6, 

IFN-γ 증가 

면역능 증강

C57/b6 일치함 (적합)

3

Female 
Cycl

opho

spha

mide

I.P

on day 

0-2

면역 억제 

1. T 세포 

활성 감소

2. 항원에 

대하여 

염증반응을 

일으키지 

않음

한라봉 

다당

(Citrus 

reticulata)

림프구 활성증가

항원에 대하여 

반응성 증가

 IL-1β, IL-6, 

IFN-γ 증가 

면역능 증강

C57/b6 일치함 (적합)

4

Female 
Cycl

opho

spha

mide

I.P

on day 

0-2

면역 억제 

1. T 세포 

활성 감소

2. 항원에 

대하여 

염증반응을 

일으키지 

않음

당근박 

다당

(Daucus 

carota)

림프구 활성증가

항원에 대하여 

반응성 증가

 IL-1β, IL-6, 

IFN-γ 증가  

면역능 증강

C57/b6 일치함 (적합)
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Table 2. Acute model of allergic lung inflammation

no

Gender
Allerge

n
Exposure

/

challenge

Responses 

to challenge

functional 

materials
Findings

과민면역 

개선능
비고

strain
Sensitisat

ion

in vitro 평가 

타당성 분석

1

Female OVA

OVA 

(i.n.) on 

day 

14-17

폐기도세척

액내

1.염증세포(

호산구) 

증가

2.IL-4, 5, 

13의 증가, 

3.IgE의 

증가

폐조직내 

1.활성화된 

도움 T 

세포의 증가

백개자

(White 

mustard 

seeds)

vehicel군 

대비

폐기도세척액

내 

1.염증세포(

호산구) 감소

효과 없음

Balb/c
OVA/Al

um
결과 없음

2

Female OVA

OVA 

(i.n.) on 

day 

14-17

폐기도세척

액내

1.염증세포(

호산구) 

증가

2.IL-4, 5, 

13의 증가, 

3.IgE의 

증가

폐조직내 

1.활성화된 

도움 T 

세포의 증가

황개자

(Yellow 

mustard 

seeds)

vehicel군 

대비

폐기도세척액

내 

1.염증세포(

호산구) 감소

효과 없음

Balb/c
OVA/Al

um
결과 없음

3
Female OVA

OVA 

(i.n.) on 

day 

15-18

폐기도세척

액내

1.염증세포(

호산구) 

증가

2.IL-4, 5, 

더덕

(Codonopsi

s 

lanceolata)

vehicel군 

대비

폐기도세척액

내 

1.염증세포(

호산구) 감소

2. IL-4, 5, 

과민면역 

완화

논문 

투고

(Jour

nal of 

ethno

phar

macol

ogy)
Balb/c OVA/Al 일치함 
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um

13의 증가, 

3.IgE의 

증가

폐조직내 

1.활성화된 

도움 T 

세포의 증가

13 감소

3.IgE의 감소

폐조직내 

1.활성화된 

도움 T 

세포의 증가

(적합)

4

Female OVA

OVA 

(i.n.) on 

day 

15-18

폐기도세척

액내

1.염증세포(

호산구) 

증가

2.IL-4, 5, 

13의 증가, 

3.IgE의 

증가

폐조직내 

1.활성화된 

도움 T 

세포의 증가

은시호

(Stellaria 

dichotoma 

var. 

lanceolata 

Bge)

vehicel군 

대비

폐기도세척액

내 

1.염증세포(

호산구) 감소

2. IL-4, 5, 

13 감소

과민면역 

완화

Balb/c
OVA/Al

um

일치함 

(적합)

5

Female OVA

OVA 

(i.n.) on 

day 

14-17

폐기도세척

액내

1.염증세포(

호산구) 

증가

2.IL-4, 5, 

13의 증가, 

3.IgE의 

증가

폐조직내 

1.활성화된 

도움 T 

세포의 증가

다래

(Actinidia

argute)

vehicel군 

대비

폐기도세척액

내

1.염증세포(

호산구) 감소

효과 없음

C57bl/

6

OVA/Al

um
불일치

6

Female OVA

OVA 

(i.n.) on 

day 

14-17

폐기도세척

액내

1.염증세포(

호산구) 

증가

2.IL-4, 5, 

13의 증가, 

3.IgE의 

증가

후코이단

(Fucoidan

)

vehicel군 

대비

폐기도세척액

내

1.염증세포(

호산구) 감소

효과 없음

C57bl/

6

OVA/Al

um 불일치
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폐조직내 

1.활성화된 

도움 T 

세포의 증가

7

Female OVA

OVA 

(i.n.) on 

day 

14-17

폐기도세척

액내

1.염증세포(

호산구) 

증가

2.IL-4, 5, 

13의 증가, 

3.IgE의 

증가

폐조직내 

1.활성화된 

도움 T 

세포의 증가

은시호 

효소처리

(Stellaria 

dichotoma 

var. 

lanceolata 

Bge)-treat

ed with 

enzyme

vehicel군 

대비

폐기도세척액

내

1.염증세포(

호산구) 감소

폐조직내 

1.억제T세포 

증가

과민면역 

완화

C57bl/

6

OVA/Al

um

일치함 

(적합)

8

Female OVA

OVA 

(i.n.) on 

day 

14-17

폐기도세척

액내

1.염증세포(

호산구) 

증가

2.IL-4, 5, 

13의 증가, 

3.IgE의 

증가

폐조직내 

1.활성화된 

도움 T 

세포의 증가

양배추 

효소처리

(Brassica 

oleracea 

var. 

capitate)-t

reated 

with 

enzyme

vehicel군 

대비

폐기도세척액

내

1.염증세포(

호산구) 감소

폐조직내 

1.억제T세포 

증가

과민면역 

완화

C57bl/

6

OVA/Al

um

일치함 

(적합)

9

Female OVA

OVA 

(i.n.) on 

day 

14-17

폐기도세척

액내

1.염증세포(

호산구) 

증가

2.IL-4, 5, 

13의 증가, 

3.IgE의 

증가

폐조직내 

1.활성화된 

도움 T 

세포의 증가

양배추 

다당

(polysacca

harides 

from 

Brassica 

oleracea 

var. 

capitate)

vehicel군 

대비

폐기도세척액

내

1.염증세포(

호산구) 감소

폐조직내 

1.억제T세포 

증가

과민면역 

완화

C57bl/

6

OVA/Al

um

일치함 

(적합)

Female OVA OVA 폐기도세척 표고버섯 vehicel군 효과 없음
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10

(i.n.) on 

day 

13-16

액내

1.염증세포(

호산구) 

증가

2.IL-4, 5, 

13의 증가, 

3.IgE의 

증가

혈장내

1.IgE의 

증가

폐조직내 

1.활성화된 

도움 T 

세포의 증가

균사체

(Lentinula 

edodes)

대비

폐기도세척액

내

1.IL-13 

감소Balb/c
OVA/Al

um

일치함 

(적합)

11

Female OVA

OVA 

(i.n.) on 

day 

13-16

폐기도세척

액내

1.염증세포(

호산구) 

증가

2.IL-4, 5, 

13의 증가, 

3.IgE의 

증가

혈장내

1.IgE의 

증가

폐조직내 

1.활성화된 

도움 T 

세포의 증가

스피루리

나

(Spirulina

)

vehicel군 

대비

폐기도세척액

내

1.염증세포(

호산구) 감소

1.IL-5, 13 

감소

과민면역 

완화

Balb/c
OVA/Al

um

일치함 

(적합)

12

Female OVA

OVA 

(i.n.) on 

day 

13-16

폐기도세척

액내

1.염증세포(

호산구) 

증가

2.IL-4, 5, 

13의 증가, 

3.IgE의 

증가

혈장내

1.IgE의 

증가

청귤다당

(polysacca

harides 

from 

immature 

fruit of 

Citrus 

unshiu S. 

Marcov.)

vehicel군 

대비

폐기도세척액

내

1.염증세포(

호산구) 감소

2.IL-13 

감소

과민면역 

완화

Balb/c
OVA/Al

um

일치함 

(적합)
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폐조직내 

1.활성화된 

도움 T 

세포의 증가

13

Female OVA

OVA 

(i.n.) on 

day 

13-16

폐기도세척

액내

1.염증세포(

호산구) 

증가

2.IL-4, 5, 

13의 증가, 

3.IgE의 

증가

혈장내

1.IgE의 

증가

폐조직내 

1.활성화된 

도움 T 

세포의 증가

양배추 

다당

(polysacca

harides 

from 

Brassica 

oleracea 

var. 

capitate)

vehicel군 

대비

폐기도세척액

내

1.IL-13 

감소

2.IgE의 감소

과민면역 

완화

Balb/c
OVA/Al

um

일치함 

(적합)

14

Female OVA

OVA 

(i.n.) on 

day 

13-16

폐기도세척

액내

1.염증세포(

호산구) 

증가

2.IL-4, 5, 

13의 증가, 

3.IgE의 

증가

혈장내

1.IgE의 

증가

폐조직내 

1.활성화된 

도움 T 

세포의 증가

양배추 

효소처리

(Brassica 

oleracea 

var. 

capitate)-t

reated 

with 

enzyme

vehicel군 

대비

폐기도세척액

내

1.염증세포(

호산구) 감소

2.IL-4, 13 

감소

과민면역 

완화

Balb/c
OVA/Al

um

일치함 

(적합)

Female OVA

OVA 

(i.n.) on 

day 

폐기도세척

액내

1.염증세포(

식방풍

(Peucedanu

m 

japonicum)

vehicel군 

대비

폐기도세척액 과민면역 

논문

게재

(Jour

nal of 
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15 13-16

호산구) 

증가

2.IL-4, 5, 

13의 증가

3.Mucus 

분비 증가 

폐조직내 

1.활성화된 

도움 T 

세포의 증가

내

1.염증세포(

호산구) 감소

2.IL-4, 5, 

13 감소

3.Mucus 

분비 감소

폐조직내 

1.활성화된 

도움 T 

세포의 감소

완화

ethno

phar

macol

ogy)

2018.

01

Balb/c
OVA/Al

um 일치함 

(적합)

16

Female OVA

OVA 

(i.n.) on 

day 

13-16

폐기도세척

액내

1.염증세포(

호산구) 

증가

2.IL-4, 5, 

13의 증가

3.Mucus 

분비 증가 

폐조직내 

1.활성화된 

도움 T 

세포의 증가

아삼

(Anthriscu

s 

sylvestris 

Hoffm)

vehicel군 

대비

폐기도세척액

내

1.염증세포(

호산구) 감소

2.IL-4, 5, 

13 감소

3.Mucus 

분비 감소

폐조직내 

1.활성화된 

도움 T 

세포의 감소

과민면역 

완화

논문

투고

(Jour

nal of 

ethno

phar

macol

ogy)

Balb/c
OVA/Al

um

일치함 

(적합)

17

Female OVA

OVA 

(i.n.) on 

day 

13-16

폐기도세척

액내

1.염증세포(

호산구) 

증가

2.IL-4, 5, 

13의 증가

3.Mucus 

분비 증가 

폐조직내 

1.활성화된 

도움 T 

세포의 증가

강활

(Ostericum 
koreanum 
(OK)Maxi
mowicz)

vehicel군 

대비

폐기도세척액

내

1.염증세포(

호산구) 감소

2.IL-4, 5, 

13 감소

3.Mucus 

분비 감소

폐조직내 

1.활성화된 

도움 T 

세포의 감소

과민면역 

완화

논문

작성

중

Balb/c
OVA/Al

um

일치함 

(적합)
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Table 3. Chronic autoimmune model of Collagen induced arthritis(CIA)

no

Gender Allergen Exposure

/

challenge

Responses to 

challenge

functional 

materials
Findings

만성염증 

개선능
비고

strain
Sensitisati

on

in vitro 평가 

타당성 분석

1 Female 

Bovine 

Type2 

collagen

Collagen 

(s.c.) on 

day 

관절염

1.관절변형 

스피루리나

(Spirulina)
효과없음 효과 없음
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DBA/1

Collagen

/

CFA

0-21

증가

2.발등 부종 

증가

혈장내 

1.IgG 증가

2.colallagen 

specific IgG 

증가

불일치

2

Female 

Bovine 

Type2 

collagen Collagen 

(s.c.) on 

day 

0-21

관절염

1.관절변형 

증가

2.발등 부종 

증가

혈장내 

1.IgG 증가

2.colallagen 

specific IgG 

증가

표고버섯

균사체

(Lentinula 

edodes)

효과없음

효과 없음

DBA/1

Collagen

/

CFA

불일치

3

Female 

Bovine 

Type2 

collagen Collagen 

(s.c.) on 

day 

0-21

관절염

1.관절변형 

증가

2.발등 부종 

증가

혈장내 

1.IgG 증가

2.colallagen 

specific IgG 

증가

아삼

(Anthriscus 

sylvestris 

Hoffm)

관절염

1.관절변형 

감소

혈장내 

1.IgG 감소

2.collagen 

specific IgG 

감소

만성염증 

완화

DBA/1

Collagen

/

CFA

일치함 

(적합)

4

Female 

Bovine 

Type2 

collagen Collagen 

(s.c.) on 

day 

0-21

관절염

1.관절변형 

증가

2.발등 부종 

증가

혈장내 

1.IgG 증가

2.colallagen 

specific IgG 

증가

구아바

(Psidium 

guajava)

관절염

1.관절변형 

감소

혈장내 

1.IgG 감소

만성염증 

완화

DBA/1

Collagen

/

CFA

일치함 

(적합)

5 Female 

Bovine 

Type2 

collagen

Collagen 

(s.c.) on 

day 

0-21

관절염

1.관절변형 

증가

2.발등 부종 

증가

클로랠라

(chlorella)
효과없음

효과 없음

불일치
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DBA/1

Collagen

/

CFA

혈장내 

1.IgG 증가

2.colallagen 

specific IgG 

증가
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제 3 절. 제 2협동 ㈜비케이바이오
면역 식품 소재 발굴 및 산업화를 위한 평가 가이드라인 설계

3.1 우수소재 데이터베이스 활용을 통한 우수식품소재 수집

 가. 산업화 및 연구완료 소재를 대상으로 국내외 소재들의 정보 수집

Ÿ 국내 소비자들은 면역능력과 관련하여 면역력증가 (37.8%), 감기예방 (24.3%), 질병예방 

(15.3%) 등 기대효과를 예상하고 있는 것으로 조사되고 있으며, 건강기능식품 연구진행분

야를 보면 면역기능증진은 33.3%로 항 산화, 관절건강과 함께 가장 높은 비율을 차지하고 

있을 만큼 관심과 니즈가 증대되고 있는 연구 분야로 분석되고 있다.   

Ÿ 웰빙트렌드에 따른 소비자의 니즈 증가 및 가속화되는 고령화 등의 이유로 기능성식품에 

대한 수요는 지속적으로 증가하고 있으며, 이에 따라 면역관련 기능성 식품에 대한 성장 잠

재력이 풍부한 시장으로 인식되어지고 있는 실정이다.

그림3.1 건강기능식품 연구 진행 분야 (기업, 소비자 중심)

*자료 : 보건의료기술진흥사업_미래 질환별 건강기능식품 융복합 핵심기술 연구개발 지원 (2011)

Ÿ 대부분의 면역기능 조절에 도움을 주는 식품들은 면역세포의 활성을 증가시켜 건강한 면역

기능 유지에 도움을 줄 수 있는 것들이다. 하지만 천식, 아토피 등 과면역반응에 대한 억제 

기능의 식품소재들에 대한 개발 연구도 활발히 진행되고 있다.

Ÿ 국내 건강한 면역기능유지에 도움을 주는 대표적인 건강기능식품 소재로는 인삼, 홍삼, 알

콕시글리세롤이 고시형 건강기능식품원료로 등재되어 있으며, 최근 다양한 면역 증강소재에 

대한 관심이 높아지면서 개별인정형 건강기능식품원료들에 대한 연구 및 기술개발의 속도

가 증가하고 있다.
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Ÿ 기능성 원료로서 고시형 원료에는 인삼, 홍삼이 대표적이며 게르마늄효모, 금사상황버섯, 

당귀혼합추출물, L-글루타민, 스피루리나 등은 면역력 증진에 도움을 주는 개별인정형 기

능성 원료로 등록되어 있다.

Ÿ Enterococcus faecalis 가열처리 건조분말, 구아바잎추출물 등 복합물, 다래추출물, 소엽추

출물, 피카오프레토분말 등 복합물은 과민면역반응 개선에 도움을 주는 개별인정형 기능성 

원료로 등록되어 있는 상황이다. 

Ÿ 우선 면역 우수식품소재 자료를 수집하기 위해 산업화 및 연구완료 소재를 대상으로 국내

외 소재들의 규격과 제조법 정보 수집을 진행하였다. 주로 산업화가 되어 시장에서 판매되

고 있는 제품들을 중심으로 하여 조사를 실시한 결과는 표 1과 같다. 

표 3.1 국내 소재들의 정보 수집

구분 원료명 기능성 내용 기능(지표)성분 규격 제조법

기준 
규격형

인삼 면역력 증진에 도움 진세노사이드
Rg1과 Rb1을 
합하여 
0.8~34mg/g

(1) 원재료 분말화
(2) 원재료를 물이나 
주정으로 추출하여 
여과하거나 여과한 후 
농축 또는 발효

홍삼 면역력 증진에 도움 진세노사이드
Rg1, Rb1 및 
Rg3를 합하여 
2.5～34 mg/g

(1) 원재료 분말화
(2) 원재료를 물이나 
주정으로 추출하여 
여과하거나 여과한 후 
농축 또는 발효

클로렐라 면역력 증진에 도움 총 엽록소
총 엽록소
10mg/g이상

클로렐라속 
조류(藻類)를 
인공적으로 배양하고 
건조하여 제조

알콕시글리세롤
함유상어간유

면역력 증진에 도움 알콕시글리세롤
알콕시글리세롤 
180mg/g이상

원재료에서 추출한 
유지에 스쿠알렌 및 
검화물을 제거한 후 
불검화물 부분을 물로 
세척하고 
탈취․가열․여과하여 
제조

알로에 겔 면역력 증진에 도움 총 다당체
총 다당체 
30mg/g이상

(1) 원재료의 외피 
제거 후 젤 부분을 
분리하여 건조, 
분말화하여 제조 (2) 
원재료의 겔 부분만 
분리하도록 분쇄, 
여과하거나 착즙한 것 
또는 분쇄, 착즙한 후 
농축하거나 농축한 
것을 건조, 분말화하여 
제조

개별 
인정형

게르마늄효모
면역력 증진에 도움 
(생리활성기능 
3등급)

게르마늄  -
효모를 종균 배양한 후 
무기 게르마늄을 넣고 
배양
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*자료 : 면역조절 기능성 식품의 구조 및 작용 (2016)

개별 
인정형

금사상황버섯
면역력 증진에 도움 
(생리활성기능 
2등급)

베타글루칸 
베타글루칸 
8.7~16.2%

3~4년생 
건조상황버섯을 
분쇄하여 추출

당귀혼합추출물
면역력 증진에 도움 
(생리활성기능 
2등급)

nodakenin, 
paeoniflorin, 
chlorogenic acid 

조다당 30~50%, 
nodakenin 
0.1~0.4%, 
paeoniflorin 
0.8~1.5%, 
chlorogenic acid 
0.08~0.2%

-

표고버섯균사체
면역력 증진에 도움 
(생리활성기능 
2등급)

a-glucan 글루칸 3.5~10%

표고버섯균사체 
배양액을 
알파-아밀라아제, 
펙티나아제, 
프로테아제를 처리한 
후 건조

L-글루타민
면역력 증진에 도움 
(생리활성기능 
2등급)

L-글루타민
L-글루타민 
98.5~101.5%

액상포도당, 
대두박분해물, 
염화암모늄, 
황산암모늄, 
제일인산칼륨, 
제이인산칼륨 수용액을 
corynebacterium 
glutamicum으로 발효

스피루리나
면역력 증진에 도움 
(생리활성기능 
3등급)

총 엽록소
총 엽록소 
5mg/g이상

원재료를 열수 
추출하고 여과, 
농축하여 제조

다래추출물
과민면역반응 개선에 
도움 (생리활성기능 
2등급) 

Quinic acid, Citric 
acid

-
원재료를 열수 
추출하고 여과, 
농축하여 제조

소엽추출물
과민면역반응 개선에 
도움 (생리활성기능 
3등급) 

로즈마린산 
(Rosmarinic acid)

-
원재료를 열수 및 주정 
추출하고 여과, 
농축하여 제조

프로바이오틱스
과민면역반응 개선에 
도움 (생리활성기능 
3등급) 

생균 수 - 배양

피카오프레토분
말등 복합물

과민면역반응 개선에 
도움 (생리활성기능 
2등급) 

총 폴리페놀, 
비타민C, 
클로로겐산, 계피산

-

계피추출물, 
아세로라농축물, 
피카오프레토 3종 
혼합물

구아바잎추출물 
등 복합물

과민면역반응 개선에 
도움 (생리활성기능 
2등급) 

Ellagic acid, 
EGCG, Gallic acid

총 폴리페놀 
250～450 mg/g

녹차잎, 구아바잎, 
장미꽃잎 추출물로 
이루어진 식물 복합물

Enterococcus 
faecalis 
가열처리건조분
말

과민면역반응 개선에 
도움 (생리활성기능 
2등급) 

Vaccenic acid 
Vaccenic acid 
0.6~0.9%

Enterococcus 
faecalis FK-23 효소 
및 가열처리 
분말(LFK)"은 
Enterococcus 
faecalis FK-23를 
사전배양한 후, 37도, 
10시간 이상 본배양을 
하여 정제 및 세척하고 
효소처리
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Ÿ 표 1에서 조사된 바와 같이 고시형은 5종, 개별인정형은 12종으로 조사되었다. 이중 시중

에서 판매가 활성화되어 있거나 출시되어 소규모라도 시장이 형성되어 있는 원료의 경우 

인삼, 홍삼, 클로렐라, 알로에겔, 프로바이오틱스로 대부분 대기업 또는 중견기업 규모 이상

의 기업에서 생산하고 있는 고시형 원료에 집중되어 있고, 최근 1~2년 사이 프로바이오틱

스 원료에 대한 관심이 증가되면 붐이 일어난 수준으로 국내 시장에서의 면역 관련 시장은 

다양성은 위축되어 있다 분석할 수 있다. 그 만큼 홍삼 제품에 대한 소비자들의 두터운 신

뢰와 더불어 이와 경쟁할 수 있는 제품 개발의 출현이 시급하다 분석할 수 있다. 

Ÿ 개별인정형 원료의 증가세로 보면 면역기능증진식품과 관련하여, 미국, 유럽, 일본 등과 비

교해 뒤지지 않는 활발한 연구 활동이 국내에서도 진행되고 있다고는 판단되었다.

Ÿ 일본, 미국, 유럽 등에서의 식품산업 관련기술은 예전부터 노화억제, 장수, 안전, 건강수명 

연장 관련 식품을 발전 가능성이 높은 분야로 보고 이들 식품개발을 위한 식품생명공학 기

술 개발에 연구역량을 집중하고 있었고, 건강기능식품 소재화 기술에 대한 해외 특허는 

1991년부터 최근까지 총 4,456건이며 2000년대 초반 이후 매년 300건 이상 출원되는 것

으로 보아 꾸준히 성장을 하는 추세로 분석하고 있다. 

표 3.2 국가별 기능성 식품 키워드

* 자료 : 한국보건산업진흥원_동향전망 (2012)

Ÿ 상기 표에서와 같이 국가별 주요 키워드는 노령화 사회로 함축될 수 있고, 이와 관련된 헬

스케어 사업의 확정 및 건강기능식품 등의 관련 업계의 꾸준한 성장세는 이어질 것으로 예

상할 수 있겠다.

Ÿ 2008년 미국 기능성식품 시장은 전년 대비 8.8% 성장한 1,040억불로 집계되었으며 소아

비만, 체중과다, 성인병 등에 대한 경각심과 인구의 고령화 및 건강보험료에 대한 부담 등

으로 인하여 질병의 예방에 대한 관심이 높아지고 있는 점 등을 미루어 볼 때 미국 기능성

식품 시장은 향후에도 지속적으로 성장할 것이며 이에 따라 미국 Nutrition Business 

Journal은 2008년 대비 63.5% 성장한 1,700억 달러를 형성할 것으로 전망하고 있다.

국가 기능성 식품 키워드

미국
아동, 파이토케미컬, 50대 이상의 실버 세대, 유기농, 스포츠 연계, 

저지방, 무설탕, 저인슐린, 글루텐 제거, 자연친화

일본 피부미용. 실버세대. 관절, 음료, 대사증후군, 아이케어, 맨탈케어, 면역

중국 급성장, 기능성 음료, 노인인구 증가, 질병 케어

서유럽 비만, 인터넷, 대체요법, 고품격
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Ÿ 일본의 경우 단일국가로는 미국 다음으로 큰 시장을 형성하고 일본 건강식품 시장은 건강

식품에 대한 법 규제 및 행정 감시 강화, 부정 상법 적발 등에 의한 소비자 심리의 악화 등

으로 2006년부터 2009년까지 4년 연속 하락을 지속하다 2010년에는 고령화 사회의 확

대, 경제 환경의 악화로 인한 의료, 복지, 건강정책 불안, 건강식품에 대한 소비자의 기대치 

상승 등의 원인으로 전년 대비 6.0% 성장을 하며 1조 1800억엔 (약 146억불) 시장을 형

성하였다.

그림3.2 연도별 세계 건강식품 시장 규모 (2007~2015)

* 자료 : 국내외 건강기능식품 시장 트렌드 (2014)

Ÿ 국외의 산업화가 진행된 면역관련 소재들의 정보를 표 3 요약하였다.

표 3.3 국외 면역관련 소재들의 정보 수집

* 자료 : 식품의 면역조절 및 면역력 강화관련 특허 동향 (2001)

Ÿ 해외의 경우 일본에서 개발된 Arabinoxylan과 미국의 MCP가 다당류를 주요 기능성분으로 

하는 원료로 주목할 만하다 판단되며, 알로에 제품들과 초유 제품들이 일반적으로 면역과 

관련된 제품으로 꾸준한 수요가 있는 것으로 파악되었다. 

구분 원료명 기능성 내용 기능(지표)성분 규격 제조법

해외 주

목할 원

료

알콕시글리세롤 면역력 증진 알콕시글리세롤 -

원재료에서 추출한 유지에 

스쿠알렌 및 검화물을 제거한 후 

불검화물 부분을 물로 세척하고 

탈취․가열․여과하여 제조
알로에 면역력 증진 총 다당체 - 원재료를 분리하여 건조
초유 면역력 증진 sIgA, IgG, IgF. TgF-β - 탈지한 천연 초유(첫번째 우유)
에키네시아(Echi

nacea)
면역력 증진

에키나신, 아라비노갈락탄, 

알카마이드, 이눌린
- -

Arabinoxylan 면역력 증진 다당체 -

벼, 보리, 밀, 옥수수 등의 벼과 

식물 중에 많이 포함되어 있는 

헤미샐룰로오스를 효소가수분해
MCP 면역력 증진 펙틴 - 화학적 합성
PSK/PSP 면역력 증진 PSP - 열수추출
Mannitol 면역력 증진 Mannitol - 화학적 합성
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Ÿ 면역소재 정보 수집은 기존에 알려진 면역식품소재의 면역기능 유효성에 대한 논문 분석을 

수행하여 선별된 소재와 면역능 관련 연구 데이터를 확보하고 있는 소재를 기준으로 정보

를 획득하여 조사하였으며, 수집된 국내/외 소재들의 효능 클레임별로 제시 효능 데이터 분

석과 바이오마커 리스팅 및 관련 정보를 통해 소재를 후보화하여 나열하고 수집 및 제조 

가능한 소재 중심으로 재배열해 보았다(표 4). 

표 3.4 효능 클레임별 논문 정보 수집 분석

키워드에 따른 사전 논문 조사(건 수)

클레

임별
원료명 기능성분

immuno

modulation
inflammation Asthma

Rheumatoid 

arthritis
Infection

면역

증진

홍삼 진세노사이드 4 3 1 31

클로렐라 총 엽록소 3 2 0 134

알로에 겔 다당체 0 6 0 0 3

L-글루타민 L-글루타민 2 60 5 0 68

표고버섯균사체 a-glucan 4 3 0 10

MCP pectin 1 8 0 1 1

한라봉 다당 다당체 0 0 0 0

감귤 다당 다당체 0 2 0 0

브로콜리 추출물 설포라판 1 11 3 33

우유펩타이드 펩타이드 0 1 0 0 0

면역

개선

구아바잎

추출물등복합물
총 폴리페놀 0 0 0 16

스피루리나 총 엽록소 0 0 2 19

유산균 프로바이오틱스 1 110 35 1898

IgG IgG 4 2009 4953 18909

* 자료 : 1협동 (한국한의학연구원) 자료 제공

Ÿ 면역조절 기능에 대해서는 홍삼, 표고버섯균사체, IgG의 논문 건수가 많았으며, 염증에 대

에서는 L-글루타민이 60건으로 가장 많았으며, MCP와 알로에 겔도 각 8, 6건이 검색이 

되었다. 천식과 류마티스에 대해서는 IgG와 유산균이 거의 대부분의 건수가 조사되었으며, 

감염 분야에서 높은 검색수를 나타내었다.

Ÿ 면역증진에 대한 논문 건수는 홍삼, 클로렐라, 표고버섯균사체, L-글루타민, 브로콜리추출

물, 면역개선에 대한 논문은 유산균과 IgG에 편중되는 양상을 보였다. 
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 나. 수집된 정보로부터 기능성분, 지표성분, 바이오마커를 중심으로 재배열을 통한 후보 계열화

Ÿ 기능성분이란 성분 자체가 단일성분 또는 높은 함량으로 존재하며 기능성을 나타내며 기능

성분이 일정수준 이상으로 함유된 원료에서 기능성을 확인할 수 있는 성분이여야 하며, 지

표성분이란 원재료의 사용여부를 확인할 수 있는 성분이며 제조공정의 표준화를 관리할 수 

있는 성분으로서, 해당 성분의 농도와 기능성간의 상관은 없어도 된다.

 

Ÿ 상기에서 수집된 정보에서 기능성분, 지표성분, 바이오마커를 추가 조사하여 27종 소재들

의 재배열을 통한 후보 계열화를 진행해 보았다(표 5).

표 3.5 원료별 기능성분, 지표성분, 바이오마커 조사 및 후보 계열화

원료명 기능성분 지표성분 바이오마커

인삼 진세노사이드 진세노사이드 Rg1,Rb1

NK 세포, 싸이토카인, NO, 탐식능, 

면역글로불린, 세포 생존율

홍삼 진세노사이드 진세노사이드 Rg1,Rb1,Rg3

클로렐라 총 엽록소 총 엽록소

알콕시글리세롤

함유상어간유

Batyl alcohol, Chimyl 

alcohol, Selachyl alcohol
Batyl alcohol

알로에 겔 총 다당체 총 다당체

게르마늄 효모 게르마늄 게르마늄

금사상황버섯 베타글루칸 베타글루칸

당귀혼합추출물

조다당, nodakenin, 

paeoniflorin, chlorogenic 

acid 

nodakenin, paeoniflorin, 

chlorogenic acid 

표고버섯균사체 베타글루칸, 알파글루칸 알파글루칸

L-글루타민 L-글루타민 L-글루타민

스피루리나 총 엽록소 Phycocyanin

면역글로불린, 히스타민, 

싸이토카인, NO, 히스타민, 

프로스타글란딘, 루코트리엔

다래추출물 Quinic acid, Citric acid Quinic acid, Citric acid NK 세포, 싸이토카인, NO, 탐식능, 

면역글로불린, 세포 생존율소엽추출물 로즈마린산 로즈마린산



- 295 -

*자료 : 건강기능식품 기능성 평가 가이드 (2014)

Ÿ 상기 표에서와 같이 대부분의 기능성 원료들은 지표성분과 기능성분을 달리하지 않고 기능

성분을 지표성분으로 하여 규격화 하는 경우가 대부분인 것으로 조사되었다. 이는 면역 기

능을 가지는 기능성분들이 제조공정의 표준화를 설정하고 관리할 수 있을 만큼 기능성분들

이 안정적인 구조를 가진다는 점과 기능 성분들의 분석 방법이 비교적 검증된 방법일 것이

라는 것을 예상할 수 있다.

Ÿ 기능 성분을 보면 Rg1, Rb1, Rg3의 진세노사이드, 엽록소, 글루칸, 아라비노자일란 등의 

다당류, 아미노산이나 IgG 등의 단백질, 폴리페놀류로 구분되어 짐을 관찰할 수 있다.

Ÿ 효능 평가에 사용된 바이오마커의 경우 NK 세포, 싸이토카인, NO, 탐식능, 면역글로불린, 

세포 생존율 등 거의 비슷한 마커들을 사용하여 평가된 것으로 분석되어, 이는 본 과제를 

통해 소재 특성 별 바이오마커 종류별로 기능적 특이성을 나타내는 지 조사해볼 필요가 있

다고 판단하였다.

프로바이오틱스 생균수 생균수

면역글로불린, 히스타민, 

싸이토카인, NO, 히스타민, 

프로스타글란딘, 루코트리엔

피카오프레토분말 등 

복합물

총 폴리페놀, 비타민C, 

클로로렌산, 계피산
총 폴리페놀

NK 세포, 싸이토카인, NO, 탐식능, 

면역글로불린, 세포 생존율

구아바잎추출물등 

복합물
총 폴리페놀 총 폴리페놀

면역글로불린, 히스타민, 

싸이토카인, NO, 히스타민, 

프로스타글란딘, 루코트리엔

Enterococcus 

faecalis 

가열처리건조분말

Vaccenic acid Vaccenic acid NK 세포, 싸이토카인, NO, 탐식능, 

면역글로불린, 세포 생존율

키토산/키토올리고당 키토산/키토올리고당 키토산/키토올리고당

초유 IgG IgG

면역글로불린, 히스타민, 

싸이토카인, NO, 히스타민, 

프로스타글란딘, 루코트리엔

에키네시아(Echinace

a)
Echinacea Echinacea

NK 세포, 싸이토카인, NO, 탐식능, 

면역글로불린, 세포 생존율

Arabinoxylan arabinoxylan arabinoxylan

MCP 펙틴 펙틴

PSK/PSP PSK/PSP PSK/PSP

Mannitol Mannitol Mannitol



- 296 -

 다. 산업화 미진행 중요 식품 소재들의 정보 수집

Ÿ 아직 산업화가 미진행 되었거나 미흡한 식품 소재들 중 연구가 활발히 진행된 소재들의 수

집과 제품 규격, 제조 기술 등의 정보 수집을 통해 신규 소재로의 개발 가능성과 개발 시스

템의 검증을 위해 추가 검토 후보 소재를 선발해 보았다. 참여기업에서 산업화 개발에 관심

을 가지고 연구해온 소재들을 중점적으로 검토를 실시하였다. 

표 3.6 산업화 미진행 식품 소재들의 정보 수집

Ÿ 이중 개발 가능성이 높은 소재를 중심으로 소재를 제조하였다. 대표적인 소재로 브로콜리추

출분말,  감귤류 면역다당, 우유펩타이드, 유산균을 제조하였고, 이들의 제조공정도는 다음

과 같다. 

원료명 기능성분 제품규격 제조기술

유산균 생균수 생균수 10^14 이상 -

톳 추출분말 사이토카인 - 원물->믹서로 분쇄->1차추출 (55도,3hr) 

->여과->2차추출 ->상등액 

회수->농축->건조 미역 추출분말 사이토카인 -

브로콜리 추출분말 Sulforaphane 20mg/100g D.W

원물->효소반응->MeOH 첨가 후 2시간 

교반추출(1차) ->여과 및 재 

추출(2차)->여과 및 재 추출(3차)->여과 및 

상등액 회수 (1차+2차+3차)->농축 및 건조

한라봉 다당 다당체 고분자 다당
과피분말 추출 및 효소반응 (50도, pH 4~5, 

15hr)->규조토 반응->여과 (진동체, 

필터페이퍼, MF)->UF(10K 필터로 여과 1차, 

2차)->건조 감귤 다당 다당체 고분자 다당

브로콜리 다당 다당체 고분자 다당 원물 추출 및 효소반응 (50도, pH 4~5, 

15hr)->규조토 반응->여과->EtOH 

침전->건조 무 다당 다당체 고분자 다당

오렌지과피 다당 다당체 고분자 다당

원물박 추출 및 효소반응 (50도, pH 4~5, 

15hr)->규조토 반응->여과->EtOH 

침전->건조 

자몽과피 다당 다당체 고분자 다당

케일박 다당 다당체 고분자 다당

브로콜리박 다당 다당체 고분자 다당

당근박 다당 다당체 고분자 다당

우유펩타이드 펩타이드 펩타이드

우유->지방제거->pH조절 카제인 응고(pH 

4.6까지)->카제인 회수(고형물 8%로 

혼탁)->중화->효소처리 (효소 3가지 

혼합)->여과->건조
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   (1) 브로콜리추출분말 제조

Ÿ 참여기업의 특허 기술(PEF)로 처리된 브로콜리 원물 20g에 물 100ml (5배수)을 첨가하

여 40도 조건으로 2시간동안 Glucoraphanin성분이 Sulforaphane으로 전환 되도록 효소반

응을 유도한 후 MeOH 300ml (15배수)를 추가로 첨가하여 믹서로 갈아 균질화 하여 3시

간동안 교반 추출을 진행하였다. 추출후 상등액 회수하여 농축 후 동결건조하여 분말상을 

소재(상품명:슈퍼콜리)로 이용하였다.

        

그림 3.3 제주산 브로콜리를 이용한 슈퍼콜리 제조 공정도

   (2) 감귤류 다당의 제조

Ÿ 참여 기업의 특허 기술인 감귤류 다당의 제조법을 이용하여 원물 20g에 물 300ml (15배

수)을 첨가하여 55도 조건으로 15시간 효소반응한 후 여과하여 상등액 UF를 진행한 후 

Retentate 부분 회수하여 동결건조하여 분말상을 소재로 이용하였다.

Ÿ 참여기업에서 제조한 시료들은 기능평가를 위한 주관기관에 전달이 되어 종래에 개발된 면

역소재들과 동일한 평가 시스템에서 평가를 통해 개발 가능성을 확인해 보았다　(실험결과

는 3.3에서 논의). 
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그림 3.4 감귤류 부산물을 이용한 면역다당 제조 공정

 라. 소재화 제조를 위한 기능성분별 추출 제조법 가이드 

Ÿ 정보 수집을 통해 대표적인 면역기능소재와 산업화 미진행 소재들에 대한 조사 결과를 참

고하여 산업적으로 안전성이 보장된 식품원료로 제조 가능한 소재들을 선정하여 제조법 가

이드를 제시해 보았다. 

Ÿ 식품의 경우 물, 주정, 이산화탄소만을 이용하여 추출하는 방법이 안정성이 보장된 제조법

으로 해석할 수 있으며, 특이한 경우 식품첨가물 공전에서 규정하는 첨가물이나 용제를 사

용하는 경우도 있지만, 잔존의 문제로 인한 독성의 잠재성을 배제할 수 없으므로 지양하는 

추출방법들로 평가되고 있다.

Ÿ 최근에는 초임계, 초고압, 펄스에너지, 플라즈마 기술 등 물리적인 가공처리 기술들을 적용

하여 식품 제조 공정 중 안전성을 확보하는 추세로 가공 기술들이 발달되어 있다. 

Ÿ 기능성분별로 추출법을 구분을 해 본다면 진세노사이드류의 경우 물 또는 주정혼합 용제를 

사용하여 기능성분의 추출 효율을 높이는 경우가 일반적이며, 다당류의 경우 식품원료로 사

용가능한 효소 반응과 더불어 열수 추출을 통하여 기능성분들을 추출하고 있다, 이외 단백

질류는 수용계에서 pH 조절을 통해 분리와 분자량 차이를 이용한 UF공법을 많이 사용하

고 있다. 폴리페놀 등의 저분자의 기능성분들의 경우 물과 주정의 혼합 추출 및 오픈형 크

로마토그래피를 통해 고순도의 기능성분을 제조하는 방법을 많이 사용하고 있다. 대표적인 

면역소재인 홍삼과 저분자의 기능성분의 가지는 브로콜리의 사례를 설명하면 다음과 같다.
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표 3.7 소재별 기능성분, 규격 및 제조법 조사

*자료 : 면역조절 기능성 식품의 구조 및 작용 (2016)

구분 원료명 기능(지표)성분 규격 제조법

기준 

규격형

홍삼 진세노사이드

Rg1, Rb1 및 

Rg3를 합하여 

2.5～34 mg/g

(1) 원재료 분말화

(2) 원재료를 물이나 주정으로 추출하여 

여과하거나 여과한 후 농축 또는 발효

클로렐라 총 엽록소
총 엽록소 

10mg/g이상

클로렐라속 조류(藻類)를 인공적으로 

배양하고 건조하여 제조

알로에 겔 총 다당체
총 다당체 

30mg/g이상

(1) 원재료의 외피 제거 후 젤 부분을 

분리하여 건조, 분말화하여 제조 (2) 원재료의 

겔 부분만 분리하도록 분쇄, 여과하거나 

착즙한 것 또는 분쇄, 착즙한 후 농축하거나 

농축한 것을 건조, 분말화하여 제조

개별 

인정형

표고버섯균사

체
a-glucan 글루칸 3.5~10%

표고버섯균사체 배양액을 알파-아밀라아제, 

펙티나아제, 프로테아제를 처리한 후 건조

L-글루타민 L-글루타민
L-글루타민 

98.5~101.5%

액상포도당, 대두박분해물, 염화암모늄, 

황산암모늄, 제일인산칼륨, 제이인산칼륨 

수용액을 corynebacterium glutamicum으로 

발효

스피루리나 총 엽록소
총 엽록소 

5mg/g이상
원재료를 열수 추출하고 여과, 농축하여 제조

구아바잎추출

물 등 복합물

Ellagic acid, 

EGCG, Gallic 

acid

총 폴리페놀 

250～450 mg/g

녹차잎, 구아바잎, 장미꽃잎 추출물로 

이루어진 식물 복합물

산업화 

미진행 

식품   

소   재

톳 추출분말 사이토카인 - 원물->믹서로 분쇄->1차추출 (55도,3hr) 

->여과->2차추출 ->상등액 

회수->농축->건조 미역 추출분말 사이토카인 -

브로콜리 

추출분말
Sulforaphane 20mg/100g D.W

원물->효소반응->MeOH 첨가 후 2시간 

교반추출(1차) ->여과 및 재 

추출(2차)->여과 및 재 추출(3차)->여과 및 

상등액 회수 (1차+2차+3차)->농축 및 건조

한라봉 다당 다당체 고분자 다당 과피분말 추출 및 효소반응 (50도, pH 4~5, 

15hr)->규조토 반응->여과 (진동체, 

필터페이퍼, MF)->UF(10K 필터로 여과 

1차, 2차)->건조 
감귤 다당 다당체 고분자 다당

우유펩타이드 펩타이드 아미노태 질소

우유->지방제거->pH조절 카제인 응고(pH 

4.6까지)->카제인 회수(고형물 8%로 

혼탁)->중화->효소처리 (효소 3가지 

혼합)->여과->건조
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   (1) 진세노사이드

Ÿ 인삼에는 major ginsenoside인 Rb1, Rb2, Rc, Rd, Re가 대부분을 차지하나 당이 많이 

함유된 상태에서는 체내에 잘 흡수되지 않은 특성을 가지나, 홍삼 제조과정에서 당이 분해

되어 저 분자로 전환되어 Rh2와 같은 홍삼특유의 성분이나 Rg3와 같이 인삼에 비해 함량

이 증가한 성분들이 나타내는 특징을 가진다. 

       그림 3.5 진세노사이드의 화학적 구조

*자료 : 면역조절 기능성 식품의 구조 및 작용 (2016)

Ÿ 이들은 원물 (홍삼)을 선별하여 열처리 후 정제수 또는 주정을 혼합(원물의 8배)하여 고온

에서 추출한다(80~95도). 추출액을 가열하고 살균처리한 후 냉각하여 불순물을 분리 제거

하고 저온 진공농축하여 추출액 농축 및 숙성하는 추출 방법을 갖는다.

   (2) 설포라판(Sulforaphane)

Ÿ 원물의 세포벽이 파괴되면 Myrosinase에 의해 Glucoraphanin이 Sulforaphane으로 생물 

전환됨으로써 항암활성을 나타낸다. 전구체인 Glucoraphanin은 Myrosinase 효소에 의해 

β-D-Glucose가 가수분해 되어 Sulforaphane으로 전환되게 된다. 이때 Sulforaphane에 

노출된 황이 ESP와 결합하게 되면, 항암활성을 나타내는 Sulforaphane으로 전환되지 않고 

Sulforaphane Nitrile로 전환되어 항암활성을 잃게 된다.
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그림 3.6 설포라판의 생합성 과정 (myrosinase효소 활성에 의한 glucoraphanin의 생물전환)

*자료 : Phytochemistry 65(2004) 1273-1281

Ÿ 설포라판의  경우 참여기업의 특허 기술로 제조한 브로콜리(상품명 : 슈퍼콜리)를 이용하

여 원물에 물 5배수를 첨가하여 40도 조건으로 2시간동안 Glucoraphanin성분이 

Sulforaphane으로 전환 되도록 효소반응을 유도한 후 MeOH 300ml (15배수)를 추가로 

첨가하여 믹서로 갈아 균질화 하여 3시간동안 교반 추출하여 분석을 하지만, 실제 제품화

를 위한 추출의 방법은 물과 주정의 혼합용제를 이용하여 추출을 진행하게 된다.

 마. 우수성이 확인된 후보 식품소재들의 안전성 확인

Ÿ 건강기능식품의 안전성 평가란 새로운 기능성 원료를 제안된 방법대로 섭취하였을 때 인체

에 미치는 영향을 안전성 측면에서 평가하는 것이다. 건강기능식품법 제 15조에 따라 새로

운 기능성 원료를 판매하고자 하는 영업자는 안전성 자료를 식품의약품안전청(이하”식약

청”이라 함)에 제출하도록 되어 있으며, 식약청은 이를 검토하고 있다. 인정기준, 절차, 제

출 자료의 범위 및 요건, 평가원칙 등은 식약청장이 정하도록 되어 있으므로, 인정업무의 

적정을 기하기 위하여 [건강기능식품 기능성 원료 인정에 관한 규정](식약청고시 제 

2007-51호)이 제시되어 있어 이를 기준으로 후보 소재들을 평가해 보았다.

Ÿ 안전성 자료제출범위 설정을 위한 그림 7. 의사결정도는 섭취근거, 제조방법, 부작용 유무

와 섭취량에 따라 안전성 평가 자료 요구도가 달라지고, 전통적 독성시험자료 이외의 자료

를 안전성 확보에 이용할 수 있다는 장점이 있다.
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그림 3.7 기능성 원료의 안전성 평가를 위한 의사결정도

*자료 : 건강기능식품 기능성 원료의 안전성 평가를 위한 의사결정도 (제14조제7호나목 관련)

Ÿ 수집된 정보 중 제법 자료를 통해 후보 면역소재들에 대해 상기 의사결정도에 따라 안전성 

확인을 진행하였다. 
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표 3.8 후보 식품소재 안전성 확인 단계 진행

Ÿ 상기 표의 대부분의 원료들은 물 또는 물과 주정을 혼합하여 사용하는 공정으로 제조되어 

지고, 사용되는 원료 또한 식품원료로 섭취된 경험이 있으므로 섭취량에 따른 나 또는 다의 

단계로 평가되어 지므로, 기능성식품 소재 개발을 위한 안전성 평가 비용의 저감과 안전성 

검증의 수월한 수준으로 평가하였다. 

원료명 기능성분 안전성 확인 단계

인삼 진세노사이드 나

홍삼 진세노사이드 나

클로렐라 총 엽록소 나 또는 다

알로에 겔 총 다당체 나 또는 다

표고버섯균사체 베타글루칸, 알파글루칸 나 또는 다

L-글루타민 L-글루타민 나 또는 다

스피루리나 총 엽록소 나

프로바이오틱스 생균수 나 

구아바잎추출물등 복합물 총 폴리페놀 나 또는 다

브로콜리 추출분말 Sulforaphane 나 또는 다

한라봉 다당 다당체 나

감귤 다당 다당체 나

브로콜리 다당 다당체 나 또는 다

무 다당 다당체 나 또는 다

오렌지과피 다당 다당체 나 또는 다

자몽과피 다당 다당체 나 또는 다

당근박 다당 다당체 나 또는 다

우유펩타이드 펩타이드 나 또는 다

IgG IgG 나 또는 다
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Ÿ 다음은 후보 소재들 중 감귤류 다당 유래의 면역기능성 원료에 대한 안전성을 평가예시를 

설명해 보았다. 

Ÿ 상기 결과에 따라 식품의약품안전처 고시 ‘건강기능식품 기능성 원료의 안전성 평가를 위

한 의사결정도’에 의한 안전성 자료의 범위 판단 시 독성시험자료의 제출이 불필요한 제

품으로 판단(나 항에 해당)된다.

Ÿ 또한 개별인정형 기능성 원료의 경우 원재료부터 최종 원료가 되기까지를 기술한 제조공정 

과정을 요약 정리한 자료 및 각 제조공정단계에서의 기능성분/지표성분 및 수율 등에 대한 

시험분석이 필요하고, 원료의 성상, 물성 등을 기재하고 기능성분을 정하고 설정 근거를 서

술하여야 한다. 원료의 기본영양성분 등의 자료가 필요하며 다당체의 경우 분자량 프로파일 

등의 finger print 자료 등의 원료 특성에 관한 자료가 필요하다.

원료 감귤류 과피

Ÿ 식품사용가능 원재료 (식품의약품안전처)

Ÿ 감귤류 1일 섭취량 32g (2011 국민건강통계 국민영

양조사)

첨가물 Pectinase (Cytolase CL) Ÿ 천연첨가물 (식품첨가물공전)

제조공정 추출, 농축, 효소처리, 건조
Ÿ 식품 및 첨가물제조 기준에 부합

  (물, 주정, 천연첨가물 이용)

제품 섭취량

48mg/day/60kg 성인

감귤류 : 7g

감귤류 침출차 : 0.6잔

Ÿ 동물실험모델 유효 활성농도 100ug/mouse/20g

Ÿ 체표면적대비 환산계수 0.16

Ÿ 성인체중 60kg

Ÿ 인체적용 섭취량 100mg/day/60kg 성인

(참고문헌: Guidance for Industry - Estimating the 
Maximum Safe Starting Dose in Initial Clinical 
Trialsfor Therapeutics in Adult Healthy Volunteers. 
U.S. FDA.)
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 바. 최종 검토 후보 소재의 제안

Ÿ 상기 조사를 통해 최종 검토 후보를 가능성 있는 소재 30종으로 단축하였으며 관련 소재를 

제조 및 수집하여 효능 평가를 위한 주관기관에 전달하였으며, 전달된 소재리스트는 다음과 

같다.

Ÿ 기준규격형으로 시장 형성능과 안정된 시장을 가지고 있는 홍삼추출분말, 홍삼농축액, 클로

렐라, 알로에 겔을 선정하였으며, 개별인정형의 경우 다당류, 아미노산류, 저분자류(엽록소, 

폴리페놀)로 기능성분의 특징별로 대표성을 두어 표고버섯균사체, L-글루타민, 스피루리

나, 구아바잎추출분말로 선정하였으며, 신규로 개발 가능성이 있는 소재로 유산균류, 다당

류, 단백질류, 저분자류로 나누어 제안을 하였다(평가 결과는 3.3에서 제시).

원료명 기능성 내용 성상 구분
1 홍삼추출분말 면역증진 분말

기준규격형2 홍삼농축액 면역증진 농축액
3 클로렐라 면역증진 분말
4 알로에 겔 면역증진 분말
5 표고버섯균사체 면역증진 분말

개별인정형6 L-글루타민 면역증진 분말
7 스피루리나 면역개선 분말
8 구아바잎추출분말 면역개선 분말
9 과채유래유산균 면역개선 분말

당사 제안

10 다래추출물 면역개선 추출액
11 한라봉 다당 면역증진 분말
12 감귤 다당 면역증진 분말
13 우유 펩타이드 면역증진 분말
14 IgG 면역개선 분말
15 브로콜리추출분말 면역증진 분말
16 MCP 면역증진 분말
17 해조다당 면역증진 분말
18 양배추추출분말 - 분말
19 방울양배추추출분말 - 분말
20 유산균 면역증진 분말
21 미역추출분말 면역증진 분말
22 톳추출분말 면역증진 분말
23 브로콜리 다당 면역증진 분말
24 무다당 면역증진 분말
25 자몽과피 다당 면역증진 분말
26 오렌지과피 다당 면역증진 분말
27 케일박 다당 면역증진 분말
28 당근박 다당 면역증진 분말
29 브로콜리박 다당 면역증진 분말
30 감귤류 과피 폴리페놀 - 농축액
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3.2 유용성분의 분석 검증을 위한 분석 및 시료 전처리법 가이드 

 가.  핵심 유용성분별 기능성분과 지표성분들의 상관성 분석

Ÿ 검토 완료된 후보에 대한 핵심 유용성분별 기능성분과 지표성분들의 상관성 분석을 통한 

가이드를 제시하기 위해 정보 수집을 진행하였다.

Ÿ 소재 평가를 위해 기존에 알려진 방법 외에 제조 가능한 소재의 분석 및 시료 전처리법을 

수집, 제시를 통해 가능성을 확인하였다. 

Ÿ 탄수화물, 단백질, 지방, 기타류로 분류하여 식품제조에 적합한 추출용제 및 추출법을 선정

하고 각 추출물 또는 분획별 특징에 따른 DB근거와 기능성분을 선정하였다. 

표 3.9 분석에 적합한 추출용제 및 추출방법 선정

*자료 : 식품의약품안전처 건강기능식품 

Ÿ 건강기능식품의 기준 및 규격, 식품의 기준 및 규격, 식품첨가물의 기준 및 규격, 국제식품

위원회 규정 AOAC 방법 등에 따라 국,내외에서 공인된 방법을 사용할 경우 객관성이 보

장되므로 가능한 검증된 분석법을 제시되는 것이 바람직하다. 따라서, 제시된 분석법들의 

식품공전, 식품첨가물공전, 건강기능식품, AOAC 가이드를 기준으로 한 타당성 검토를 해 

보았다.

구분 원료명 추출 용제  추출 방법 기능성분 분석

탄수화물

한라봉다당 물 수용성추출법 다당체 HPLC 
(GPC)

감귤다당 물 수용성추출법 다당체 HPLC 
(GPC)

해조다당 물 수용성추출법 다당체
HPLC 
(GPC)

MCP (modified 
citrus pectin)

물 수용성추출법 펙틴 HPLC 
(GPC)

단백질 우유펩타이드 물 수용성추출법 펩타이드 아미노태 
질소 측정

기타류

홍삼 물, 주정 수용성추출법 진세노사이드 UPLC

클로렐라 물 수용성추출법 총엽록소 분광광도계

알로에 겔 자체 건조 자체 건조 총다당체 분광광도계

구아바잎추출물등 
복합물 물 수용성추출법 총폴리페놀 분광광도계

표고버섯균사체 물 수용성추출법  a-글루칸 분광광도계

L-글루타민 - - L-글루타민 아미노산

유산균 - - 프로바이오틱스 유산균수

IgG - - IgG ELISA

스피루리나 - - 총엽록소 분광광도계

브로콜리추출분말 물, 주정 에탄올추출법 설포라판 UPLC
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표 3.10 제시된 분석법들의 타당성 검토

구분 원료명 식품공전 식품첨가물공전 건강기능식품공전 AOAC

탄수화물

한라봉다당 O - - -

감귤다당 O - - -

해조다당 O - - -

MCP (modified 

citrus pectin)
O - - -

단백질 우유펩타이드 - - - O

기타류

홍삼 O - O -

클로렐라 - - O -

알로에 겔 - - O -

구아바잎추출물등 

복합물
- - - O

표고버섯균사체 - - - O

L-글루타민 - O - -

유산균 O - - -

IgG - - - O

스피루리나 - - O -

브로콜리추출분말 - - - O

*자료 : 식품공전, 식품첨가물공전, 건강기능식품공전, AOAC

Ÿ 공인된 방법이 없거나 더 타당하다고 인정되는 (신규 분석법) 경우 신청자가 제시하는 시

험방법을 사용할 수 있으나 이 경우는 시험법 검증을 통하여 타당성을 밝힐 수 있는 방법

이여야 한다. 따라서, 별도의 validation 실험을 실시하여야 한다. 

 나. 보편 타당한 분석법의 경우 기능물질별 분석법 validation을 통한 검증

Ÿ 수집된 분석법 중 보편 타당한 분석법 개발이 가능하다고 판단된 소재(다당, IgG)의 경우 

기능물질별 분석법 validation을 통한 검증을 진행하였다. 

Ÿ 기능성분의 시험의 경우 특이성, 정확성, 정밀성, 정량한계, 직선성, 범위에 대한 정량 및 

확인시험을 해야 하므로, 이에 준하여 실시하였다.
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그림 3.8 기능물질별 분석법 validation 필요 절차

   (1) 다당

Ÿ 분자량 측정에 사용된 표준물질 Pullulan series(P-800, 400, 200, 100, 50, 20, 10 및 

5)는 Showa Denko사(Tokyo, Japan)에서 구입하여 사용하였으며 한라봉 및 감귤에서 정

제한 다당획분 각 시료를 20 mg/mL의 농도로 증류수에 녹여 GPC column을 이용하여 아

래의 분석조건으로 HPLC를 진행하였다.

 

     (가) 직선성 (범위)

표준용액 P-800, 400, 200, 100, 50, 20, 10 및 5을  농도의 범위에서 5개 농도에 대하여 

작성한 검량선과 직선성이며 R²값은 0.9800로 양호하였다.

Detector   Refractive index (RI)

Column
  Shodex GS-220+GS-320+GS-520 packed column

  (Asahi Chemical Industry Co. Ltd., Japan)

Column size   φ 7.6x300㎜

Flow rate   0.5㎖/min

Eluent.   0.2M NaCl 

Injection vol.   30㎕
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pullulan log MW kav

p-5 3.792392 0.464

p-10 4 0.394

p-20 4.33646 0.293

p-50 4.68842 0.207

p-200 5.30103 0.093

p-400 5.541579 0.066
  

* kav

Ÿ Ve : elution volume of solute (RT (retention time) x Flow rate)

Ÿ Vo : void volume of column (통상적으로 분리능력 밖의 고분자 물질의  Ve값)

Ÿ Vt : Total column volume (통상적으로 분리능력 밖의 저분자 물질의  Ve값)

     (나) 정확성 및 정밀성

Ÿ 일내 정밀성 (Interday precision)의 경우 kav값으로 진행하였으며 각 표준품별 %RSD는 

1.4~8.4% 수준으로 우수하였다.

1 2 3 Average SD RSD
(%)

p-5 0.464 0.455 0.447 0.455 0.009 1.868
p-10 0.394 0.381 0.380 0.385 0.008 2.029
p-20 0.293 0.284 0.271 0.283 0.011 3.913
p-50 0.207 0.201 0.204 0.204 0.003 1.471
p-200 0.093 0.109 0.107 0.103 0.009 8.464
p-400 0.066 0.071 0.068 0.068 0.003 3.683

Ÿ 일간 정밀성 (Intraday precision)의 경우 kav값으로 진행하였으며 각 표준품별 %RSD는 

1.2~6.8% 수준으로 우수하였다.

1day 2day 3day Average SD RSD
(%)

p-5 0.458 0.453 0.469 0.460 0.008 1.779
p-10 0.389 0.383 0.392 0.388 0.005 1.181
p-20 0.266 0.282 0.279 0.276 0.009 3.085
p-50 0.199 0.207 0.205 0.204 0.004 2.044
p-200 0.090 0.102 0.101 0.098 0.007 6.817
p-400 0.063 0.069 0.069 0.067 0.003 5.170

Kav  =
Ve-Vo

Vt-Vo
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     (다) 샘플 분석 (정량 여부 확인)

 - 샘플 제조 : Citus 과피에 물 15배수, 효소를 첨가한 후 50도 조건에서 15시간 교반 추출 

및 효소반응을 하였으며, 반응 후 80도에서 1시간동안 효소반응을 정지하였다. 규조토 (원물

대비 10%) 투입 후 30분간 추가 가열없는 조건으로 교반한 후 여과한다 (3차 여과). UF를 

이용하여 여과액을 1차 10K 필터로 여과 후 10배 물 첨가하여 (2차 여과) retentate 라인 

액을 회수 한 후 동결건조한다. 

그림 3.9 한라봉 다당 샘플 GPC 분석 크로마토그램

그림 3.10 감귤 다당 샘플 GPC 분석 크로마토그램

   (2) IgG(Y)

     (가) 직선성 (범위)

Ÿ 표준용액 3.125, 6.25, 12.5, 25 및 50ng/㎖의 6개 농도에 대하여 작성한 검량선과 직선

성은 다음과 같다. 검량선 작성 시 직선성을 나타내는 상관계수 (R²)값은 0.9990의 값을 

보여 정량 분석에 적합하다고 판단되었다.

   

　 ng/ml OD

STD

50 1.626

25 0.848

12.5 0.391

6.25 0.182

3.125 0.108

0 0
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     (나) 정확성 및 정밀성

Ÿ 일내 정밀성 (Interday precision)의 경우 OD값을 이용하여 실측치로 진행하였으며 각 농

도별 %RSD는 0.7~3.1% 수준으로 우수하였다.

1 2 3 Average SD RSD
(%)

Accurac
y

(%)
6.25 (ng/ml) 5.943 6.147 5.820 5.970 0.165 2.767 95.52
12.5 (ng/ml) 13.395 13.318 14.095 13.603 0.428 3.147 108.82
25 (ng/ml) 25.180 26.367 26.001 25.849 0.608 2.352 103.40
50 (ng/ml) 49.724 49.165 49.160 49.350 0.324 0.657 98.70

Ÿ 일간 정밀성 (Intraday precision)의 경우 OD값을 이용하여 실측치로 진행하였으며 각 농

도별 %RSD는 0.7~3.4% 수준으로 우수하였다.

1day 2day 3day Average SD RSD
(%)

Accurac
y

(%)
6.25 (ng/ml) 6.157 5.947 5.820 5.975 0.170 2.849 95.52
12.5 (ng/ml) 13.274 13.282 14.095 13.550 0.472 3.481 18.40
25 (ng/ml) 26.298 25.192 26.001 25.830 0.572 2.216 103.32
50 (ng/ml) 49.274 49.836 49.160 49.423 0.362 0.732 98.85

Ÿ 표준품으로 사용되는 purified chicken IgY의 농도별 정량한계를 일간 5-6반복하여 총 3

일 동안 측정하였다. 분석결과 일내 정확성은 0.66~3.14%이고, 일간 정확성은 

0.73~3.48%의 분포를 보였다. 정량한계치 평가시험의 허용범위가 일내, 일간의 정밀성이 

변동계수 20%미만이므로 정량한계치에서의 정량의 정확성이 확인되었다. 

     (다) 정량한계

Ÿ 위 실험은 Microplate reader 기기를 이용하여 정량하는 것으로 샘플 OD값이 blank OD

값보다 낮으면 정량이 불가하며 100ng/ml 이상의 농도에서는 검출이 불가하다.
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　 ng/ml OD

STD

100 2.4595

50 2.108

25 1.2155

12.5 0.601

6.25 0.287

3.125 0.1445

0 0

    

 

   (3) 제조방법 특징별 기능성분 QC 가이드 제시

Ÿ 원물을 명확하게 정의하고 물리화학적 특징을 상세하게 확보하는 것은 품질자료의 가장 기

본적이며 필수적인 요소이다.

Ÿ 따라서, 표준물질별로 구분하여 그 기능성분들의 특징이 이용하여 표준물질 가이드를 다음

과 같이 제시해 보았다. 

표 3.11 기능성분 QC 가이드

*자료 : 건강기능식품공전, AOAC

성분 시험법 표준물질 시험방법 

총 다당체

시료로부터 다당체를 추출하여 페놀과 

황산으로 발색시켜 분광광도계를 이용하여 

정량 

만노오스 

(D-(+)-mannose, 

D-Mannopyranose)

건강기능식품공전 

진세노사이드

증류수 및 유기용매를 이용하여 시료로부터 

진세노사이드 성분을 추출하여 

액체크로마토그래프/자외부흡광광도검출기

를 이용하여 분석

진세노사이드 Rb1, 

Rg1, Rg3
건강기능식품공전

총 엽록소
엽록소를 알칼리성 피리딘을 이용하여 

충분히 추출하여 비색법으로 분석
- 건강기능식품공전

총 폴리페놀

시료를 증류수에 용해하고 초음파 추출한 

후 발색시약과 반응시켜 분광광도계 

사용하여 정량

탄닌산 (Tannic 

acid)
건강기능식품공전

β-glucan

베타글루칸을 효소처리하여 글루코오스 

형태로 분해하고 발색시켜 분광광도계로 

정량

글루코오스(D-(+)-

glucose)
건강기능식품공전

펩타이드 아미노태 질소 함량은 Formol법으로 분석 - AOAC

IgY Sandwich ELISA
Chicken Reference 

Serum
자체 분석법

다당
샘플 중 분자량, flavonoid 함량을 기기 

분석을 통해 파악

P-82 Shodex 

STANDARD
자체 분석법

설포라판
샘플 중 sulforaphane 함량을 기기 분석을 

통해 파악
sulforaphane 자체 분석법
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   (4) 최종 완제품 내 기능성분을 위한 대표식품별 전처리 가이드 

Ÿ 제안 후보로 검토되는 소재들은 완제품으로 제조 시 유통이 용이한 분말, 액상, 과립, 정제, 

환, 캡술 제형 등으로 제조될 것으로 예상된다. 소비자가 건강기능식품을 섭취하고 기대하

는 효과를 얻기 위해서는 제조 가공 과정과 유통 과정에서의 품질관리가 매우 중요하다. 따

라서, 객관적인 기능물질의 정량의 평가를 위해 완제품 종류별 전처리 가이드를 제시할 필

요가 있다.

Ÿ 최근 건강기능식품의 제형자율화를 시행되어 정제, 캅셀, 분말, 과립, 액상, 환 등 6가지로 

제한되었던 제형을 편상, 페이스트상, 시럽, 겔, 젤리, 바 등 6가지를 추가하여 12가지로 

확대되었다. 

표 3.12 제형별 전처리법 가이드 제시

제형 성상 시료채취 전처리법 

분말 균질화 물 또는 유기용매를 시험액으로 하여 교반 추출
후 여액을 시험시료로 사용한다. 

액상 균질화
물 또는 유기용매를 시험액으로 하여 교반 추출 
또는 기능물질에 따라 액액분배 후 여액 또는 분
리액을 시험시료로 사용한다. 

과립 분쇄 후 균질화
체를 통과하는 시료의 양을 측정한 후 물 또는 
용제를 시험액으로 하여 교반 추출 후 여액을 시
험시료로 사용한다.  

정제 분쇄 후 균질화 물 또는 유기용매를 시험액으로 하여 분쇄 후 교
반 추출한 후 여액을 시험시료로 사용한다. 

환 분쇄 후 균질화 물 또는 유기용매를 시험액으로 하여 분쇄 후 교
반 추출한 후 여액을 시험시료로 사용한다.

캡슐 외피 제거 후 내용물을 
취하여 균질화

내용물을 물 또는 유기용매를 시험액으로 하여 
교반 추출 후 여액을 시험시료로 사용한다. 
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3.3 면역능 수치별(등급별) 가이드라인 설계 

 가. 면역소재들의 클레임별 특징 분석 및 면역능 구분을 통한 등급화 가이드 기반 자료 확보

Ÿ 면역 소재들의 면역능 수치와 경제성을 기본으로 하여 기능성 소재 개발 시 실용화가 가능

하도록 하기 위해 기반 자료 확보를 진행하였다. 추후 기능성 소재 개발을 위해 개발 가능

성을 시험관 시험을 통해 조기 판단할 수 있는 중요한 기준이 되므로 면역능과 경제성의 

연관성은 매우 중요하다. 

Ÿ 면역 후보 소재들의 면역증진(면역강화)과 면역개선(면역조절, 과면역억제)로 클레임을 구

분하여 특징을 제시하였으며, 기능적, 경제적 가이드를 선정하기 위한 기반 자료를 다음의 

표로 요약해 보았다.   

표 3.13 클레임별 기능적, 경제적 가이드 선정을 위한 자료 분석

Ÿ 상기 면역 후보 소재들의 면 일일섭취량, 단가, 제품의 규격 자료는 제품으로서 실제 섭취

량 산출이 가능한 기반자료로 활용이 가능하므로, 완제품 개발 및 제품 제형의 선택, 섭취

방법, 경제성 등의 사업화를 위한 자료로 활용될 수 있다.

클레임 원료명 기능성분 일일섭취량 단가 규격

면역증진

홍삼 진세노사이드
Rg1, Rb1 및 Rg3를 

합하여 2.5～34 mg/일

홍삼농축액(4년근) 

150,000원/kg당 

홍삼농축분말(4년근)

180,000원/kg당

진세노사이드 

7mg/g (건기식)

진세노사이드 

4mg/g (건기식)

클로렐라 총 엽록소 총 엽록소로서 125mg/일
28,000원/kg 

(국산)   

클로로필:1600m

g/100g이상

알로에 겔 다당체
총 다당체로서 

100~420mg/일

70,000원/kg당 

(미국산) 

총다당체함량:46

0mg/g

L-글루타민 L-글루타민
L-글루타민으로서 

3~5g/일

25,000원/kg당 

(국산)   
99.65%

표고버섯균사체 a-glucan
표고버섯 균사체로서 

1.8~3.6g/일

 84,000원/kg당 

(국산)   
151.96(mg/g)

MCP pectin - - -

한라봉 다당 다당체 인체적용 섭취량 
100mg/일 500,000원/kg당 60%

감귤 다당 다당체 인체적용 섭취량 
100mg/일 500,000원/kg당 60%

브로콜리 추출물 설포라판 - - 20mg/100g

우유펩타이드 펩타이드 - - -

면역개선

구아바잎추출물등

복합물
총 폴리페놀

구아바잎 추출물 등 

복합물로서 800mg/일

구아바잎추출분말 

90,000원/kg당 

(인도)

30%

스피루리나 총 엽록소
스피루리나로서 

67~72mg/일

50,000원/kg당 

(국산)

엽록소함량5mg/g

이상

유산균 프로바이오틱스 생균수 100억 이내

락토바실러스 

300만원/kg당 

비피도박테리움 

300만원/kg당

프로바이오틱스수 

: 

10,000,000,000 

cfu/g 이상

IgG IgG -
초유단백분말 

95,000원/kg
25%
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 나. 면역능 수치 등급화 가이드 제시

Ÿ 주관기관의 기능성 평가 결과에 따라 후보 제품별 함량별 면역능 수치 등급화를 진행하였

다. 각 시료들의 Cytotoxicity에 문제가 없는 농도를 선택하여 실험 진행되었으며 시료들의 

등급 가이드는  각 농도에서 시료들의 marker 값을 비교하여 최고 값을 100으로 보고 나

머지는 최고 값을 기준으로 백분율 구한 뒤 100을 5등분 (80-100을 5등급으로 설정)하

여 각 marker (CD40, CD86, MHCⅡ, CD80)의 등급화를 가이드로 하여 평가하였으며, 

최종적으로 전체 등급의 경우 각 marker들의 등급에서는 +는 +, -는 -끼리 서로 곱한 

뒤 이 둘을 더해서 전체 등급을 구하였다.  

표 3.14 주관기관 기능성 평가 결과에 따른 면역능 수치 등급화

*자료 : 1세부 (충남대학교) 자료 제공

Ÿ 주관기관에서 진행한 바이오마커 CD40, CD86, MHCⅡ, CD80를 기준으로 각 원료별 기

능성 결과를 보면, 표고버섯균사체, 한라봉다당, 감귤다당 등의 다당류와 엽록소, 유산균 원

료들이 우수한 기능성을 나타내었다.

Ÿ 하지만, 표준원료로 제시되는 홍삼추출분말과 홍삼농축액의 경우 상대적으로 미약한 결과를 

보여 종래의 바이오마커들에 대한 평가와 함께 비교 평가하여 기능성이 대한 기준 가이드 

라인의 재평가가 필요하다 판단하였다.

성분 원료명 섭취량
면역능 수치 등급화 

(전체 등급)

총 다당체

알로에 겔 200ug/ml 0

한라봉 다당 400ug/ml 49

감귤 다당 100ug/ml 39

진세노사이드
홍삼 추출분말 400ug/ml 18

홍삼 농축액 200ug/ml 20

총 엽록소
스피루리나 20ug/ml 47

클로렐라 - -

총 폴리페놀 구아바잎추출물등복합물 400ug/ml 6

β-glucan 표고버섯균사체 20ug/ml 150

펩타이드 우유펩타이드 400ug/ml 0

IgG IgG 400ug/ml 18

설포라판 브로콜리 추출물 50ug/ml 20

L-글루타민 L-글루타민 200ug/ml 8

pectin MCP 200ug/ml 15

유산균 프로바이오틱스 200ug/ml 125
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 다. 최적의 유효 섭취량 설정을 위한 경제성 가이드와 품질 규격 설정 가이드 제시 

Ÿ 제시된 클레임별 원료 기능성분을 기준으로 유효 섭취량 설정을 위해 경제성 가이드를 제

시 하였다. 각 원료의 면역능 수치(A), 경제성(B) (일일섭취량에 따른 실제 일일 섭취비

용) 파악 후 전체 등급(A+B)으로 나누어 우수 후보 소재를 구분해 보았다.

표 3.15 원료별 면역능 수치, 경제성 분석

Ÿ 효능의 경우 한라봉 다당이 기능성이 우수할 뿐 아니라 경제성도 우수한 것으로 평가되었

으며, 스피루리나, 감귤다당, 표고버섯균사체 등도 기능성 대비 경제성 우수한 것으로 평가

되었으며, 홍삼의 경우 경제성 대비 기능성이 기대치에 못 미치는 것으로 분석되었다.

Ÿ 상기의 결과를 통해, 시장 경쟁력 있는 소재로 개발되기 위해선 최대 200원/일을 넘지 않

으며, 100원/일 수준으로 소재가 출시되도록 유효섭취량 선정 및 제법이 개발되어할 할 것

으로 판단되며, 다양한 식품 제형의 원료로 사용되기 위해선 10~200mg/일 수준의 섭취량 

기준으로 설정되는 것이 타정, 캡슐, 과립스틱포장, 음료제형에 첨가 등의 완제품 개발에 바

람직한 첨가량으로 제안할 수 있겠다. 

클레임 원료명 기능성분
면역능 수치 

(A)

경제성

(B) 

전체 등급

(A+B)

면역증진

홍삼

농축분말

진세노사이드

18 150원/일 5

농축액 20 180원/일 6

클로렐라 총 엽록소 - 224원/일 9

알로에 겔 다당체 0 35원/일 9

L-글루타민 L-글루타민 8 100원/일 8

표고버섯균사체 a-glucan 150 168원/일 4

MCP pectin 15 - 9

한라봉 다당 다당체 49 50원/일 1

감귤 다당 다당체 39 50원/일 3

브로콜리 추출물 설포라판 20 - 9

우유펩타이드 펩타이드 0 - 9

면역개선

구아바잎추출물등복합

물
총 폴리페놀 6 72원/일 7

스피루리나 총 엽록소 47 50원/일 2

유산균 프로바이오틱스 125 - 9

IgG IgG 18 - 9
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3.4 우수 면역식품 (소재) 기능 성분 분석

 가. 우수한 효능을 가지는 다당류에 대한 기능성분 분석과 분자량을 기준으로 한 기능성분 획

분을 표준으로 보완 제시 

Ÿ 2협동기관에서 선정한 케일박다당의 기능성분 분석을 위해 표준물질을 이용한 분자량 측정 

분석법을 재확립하였다. 표준물질은 Pullulan series(P-800, 400, 200, 100, 50, 20, 10 

및 5)는 Showa Denko사(Tokyo, Japan)에서 구입하여 사용하였으며 케일박에서 정제한 

다당획분 각 시료를 20 mg/mL의 농도로 증류수에 녹여 GPC column을 이용하여 분석하

였으며, HPLC 분석 조건은 다음과 같다.

 

Detector   Refractive index (RI)

Column
  Shodex GS-220+GS-320+GS-520 packed column

  (Asahi Chemical Industry Co. Ltd., Japan)

Column size   φ 7.6x300㎜

Flow rate   0.5㎖/min

Eluent.   0.2M NaCl 

Injection vol.   30㎕
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그림 3.11 표준품의 GPC 분석 크로마토그램

Ÿ 표준곡선의 직선성은 표준용액 P-800, 400, 200, 100, 50, 20, 10 및 5을  농도의 범위

에서 5개 농도에 대하여 작성한 검량선과 직선성이며 R²값은 0.983으로 양호하였다.
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Ÿ 케일박다당의 분석은 케일박에 물 15배수, 효소를 첨가한 후 50도 조건에서 15시간 교반 

추출 및 효소반응을 하였으며, 반응 후 80도에서 1시간동안 효소반응을 정지하였다. 규조

토 (원물대비 10%) 투입 후 30분간 추가 가열없는 조건으로 교반한 후 여과하였다. 주정

을 첨가하여 침전물을 회수하고 침전물을 2차 주정 침전을 통해 불순물을 제거한 후 정제

수에 용해한 후 마이크로 필터로 여과를 하여 가용된 분획을 회수하여 동결건조(획득수율 

6.7%/건조박) 하였다.    

그림 3.12 케일박 다당 샘플 GPC 분석 크로마토그램

Ÿ 상기 결과를 통해 GPC 분석 크로마토그램을 통해 얻어지는 기능성분의 표준은 RT 

35~40사이의 10~25kDa을 특징으로 같은 분획으로 제시할 수 있다.
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 나. 유용성분 분석 확립을 위한 최적의 전처리 과정 (메트릭스 제거 및 분리능 향상)을 

    위한 방법 표준화

Ÿ 유용성분의 정확한 분석을 위한 매트릭스 제거 및 분리능 향상을 위한 방법으로 다당류 분

석의 방해 물질로 예상할 수 있는 전분, 단백질, 지방질 중 용매를 이용한 분리가 수월한 

지방과 침전, 효소분해 방법 등을 이용한 단백질 외에 여과 과정에서 가장 문제가 되는 전

분과 cellulose로 알려져 있다. 단백질을 포함하여 분해를 통한 제거에 활용 가능한 효소들

은 다음과 같다.
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Ÿ 시료에 따라 전분 또는 펙틴, 그리고 cellulose의 제거를 위한 방법으로 각 효소가 가지는 

최적으로 반응 조건(제조사 제시 기술자료 참고)을 활용하여 다음과 같은 전처리를 실시하

였다. 
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Ÿ 상기 전처리 과정을 통해 효과적으로 전분이 분해되어 여과 단계에서의 막힘 현장이 없어

져, 타겟 획분의 회수율을 증가시킬 수 있었으며, 점질물과 침전물들의 효과적인 제거가 가

능함을 확인할 수 있었다. 따라서, 정량분석을 위한 시료의 제조를 위한 전처리 방안으로서 

제시될 수 있다 판단하였다.

3.5 기능성분별, 기능성분의 함량별 면역능 수치 등급화 가이드 제시

 가. 대표적인 기능성 원료의 기능성분의 종류와 함량 따른 면역능 구분과 등급화를 위한 

     가이드 제시

Ÿ 개발된 시험관 시험법에 의해 도출된 BMDC Immunogenic Index I/II와 Tolerogenic 

Index I/II에 따라 immunogenic한 경향과 tolerogenic한 경향의 기준으로의서 대표군인 

홍삼농축액과 산업화 후보 소재인 케일박 다당의 기능성분 농도별 효능 구분 및 등급화 실

험을 진행하려 한다. 홍삼농축액의 경우 기능성원료의 대표성에 선정 이유가 있으며, 시장

에서도 오랜기간 동안 시판을 통해 검증이 완료된 시료라 판단하였다. 홍삼 성분의 지표성

분(기능성분과 동일) 각 3가지 물질의 합은 규격서상 표기가 의무이지만, 각각의 성분함량

에 대한 표시는 의무사항이 아닌 이유로, 합이 비슷한 제품을 비교한다는 것을 가지고 의미

를 찾기는 쉽지 않다. 따라서, 제조법이 다른, 즉 3가지 물질의 합이 비슷한 제품을 회사별

로 비교해 보거나, 4년근 또는 6년근과의 차이를 보는 것이 더 적절하다고 판단되어, 3가

지 물질의 농도 차이별 비교하는 것은 대표적인 한 가지 제품으로 희석배율을 조절하면서 

기능성분 함량에 따른 효능 평가 실험하는 것으로 하고, 주정을 사용하는 제품(대동고려삼)

과, 물을 사용하는 인삼공사나 농협 제품을 구매하여 3개의 제조사 제품(총 4 품목)을 구

매하여 실험해 보는 것으로 진행하고 있다. 이의 결과를 통해 농도별 효능 구분 및 등급화

에 대한 결과를 도출할 계획이다(2차년도 내 완료 예정).

Ÿ 우선 주관기관에서 도출한 Immunogenic Index I/II와 Tolerogenic Index I/II의 의해 각 

immunogenic한 경향과 tolerogenic한 경향으로 구분하여 면역능이 강한 순서부터 나열을 

통하여 원료 분포별 특징을 살펴보았다. 

Ÿ 아래 결과와 같이 기존의 건기식으로 등재된 원료들인 홍삼, 알로에, 표고버섯 등은 

immunogenic한 경향과 tolerogenic한 경향이 중간으로 평가되는 특징이 보였다. 반면에 

immunogenic한 경향만 보이는 시료와 tolerogenic한 경향만 가지는 특징이 보이는 시료들

도 있어, immunogenic한 경향과 tolerogenic한 경향을 둘다 보유한 범위를 표준 면역능 

범위로 구분해 보았다. 홍삼 시료군의 경우 예상보다 우수한 면역능으로 평가가 되지 않아 

등급판정에 있어 positive 레퍼런스로서의 기대는 낮아졌지만, 두가지 양상을 보이는 경향

으로 분석되어 신규 시료의 경우 ‘면역능이 있을 가능성이 있다’ 는 하나의 기준으로 평

가할 수도 있겠다는 해석을 해 보았다. 따라서, 향후 면역능의 구분은 immunogenic index

와 tolerogenic index으로 구분을 하고 각 index별 상/중/하로 나누어 등급화 하는 가이드

를 선정해 보았다, 이는 동물모델 시험을 통해 구분된 면역능의 일치성과 효능평가 결과의 

상관성에 대한 비교 연구를 통해 수치화와 함께 정리해 나갈 예정이다.
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그림 3.13 우선 주관기관에서 도출한 소재별 Immunogenic Index I와 Tolerogenic Index I
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3.6 우수 식품소재 5종 선정 가이드 제안 (기존 개별인정형 원료와 비교)

 가. 측정법 개발을 위한 객관성 있는 식품 소재 5종 선정과 사업화 개발을 위한 

    우수 식품소재 5종 선정

Ÿ 2차년도에는 신규 검색된 기능성 원료들과 사업화 가능성이 있는 원료들울 추가로 수집, 

제조하여 면역능 평가를 실시하였다. 추가로 수집된 원료들의 규격 및 제조에 대한 정보를 

포함하는 내용은 다음과 같다. 

   (1) 홍삼농축액 : 제조사 더존PHC(한국)
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   (2) 홍삼농축액 : 제조사 대동고려삼(한국) : 4년근과 6년근을 원료로 사용하고 있으며, 

주정을 사용하는 공정을 적용하고 있어 물로 추출하여 제조한 농축액과 비교할 수 있는 소재

로 판단되어 제시함.
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   (3) 홍삼농축분말 : 제조사 (주)세계에프엘(한국)

   (4)  클로렐라 : 제조사 (주)대상(한국)
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   (5) 알로에베라겔 : 제조사 ALOE VERA PRODUCTS(미국)

   (6) 구아바잎추출물 : 제조사 PHYTOTECH EXTRACTS PVT LTD(인도)
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   (7) 표고버섯균사체 : 제조사 (주)HK바이오텍(한국)

   (8) L-글루타민 : 제조사 (주)대상(한국)
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   (9) 유산균 (과채유래유산균 함유 제품) : 제조사 (주)씨제이(한국)

   (10) 스피루리나 : 제조사 XIAMEN FOREVER GREEN SOURCE BIOCHEM TECH. 

CO., LTD(중국) 
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   (11) 다래추추물 : 제조사 (주)서흥(한국)

   (12) 후코이단 : 제조사 해원바이오텍(한국)
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   (13) 후코이단 : 제조사 해림후코이단(한국) - 80만원/kg

   (14) 웰뮨: 제조사 내츄럴엔도텍(한국)
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   (15) 차가버섯 : 제조사 SibPribor ltd.(러시아)

   (16) MCP(modified citrus pectin)

   - 미국에서 개발된 소재로 구체적인 제법 정보가 없음. 오렌지의 과피를 산가수분해를 통

해 만들어 진다는 정보만 있음. 

   (17) 브로콜리추출분말

   - Novanot사의 제품이며, 1% sulforaphane (자체 분석 시 0.3% 함유)을 함유하고 있는 

제품과 10% sulforaphane (자체 분석 시 4.5% 함유)을 함유하고 있는 제품이 있음

   (18) Cold-fx

  - 미국 인삼으로 알려져 있으며, 환기삼으로서 산성다당체를 함유하고 있는 것으로 알려진 

소재임. 해외 인삼 제품으로 홍삼 제품군과 대비하기 위해 제시함.
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Ÿ 다음은 2협동기관에서 개발하고 있는 소재를 추가로 제조하여 시험에 사용하였다. 이는 사

업화 아이템 발굴과 개발된 면역시스템을 이용할 시 경제성, 타당성 등의 검토를 위한 후보 

소재로서의 가능성을 확인하기 위함 이었다.

   (19) 한라봉다당 : 비케이바이오 개발 소재

Ÿ 한라봉 과피를 이용한 기 개발된 면역증가 기능의 원료로서, 이번 실험을 통해 기존에 진행

한 시험관 및 동물실험들의 결과와 비교할 수 있는 레퍼런스 시료에 해당된다. 

Ÿ 제법은 다음과 같으며, 상세 고정은 아래 그림과 같다.

 원료(한라봉과피) -> 효소반응(Rapidase) -> 여과 -> 농축 -> Ethanol precipitation -> 

원심분리 ->  침전물 회수 -> 동결건조
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   (20) 감귤다당 : 비케이바이오 개발 소재

Ÿ 한라봉다당과 비교를 위한 시료로 이 또한 레퍼런스 샘플로서의 가능성을 판단하는데 목적

이 있음. 

Ÿ 원료(감귤과피) -> 효소반응(Rapidase) -> 여과 -> 농축 -> Ethanol precipitation -> 

원심분리 -> 침전물 회수 -> 동결건조
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   (21) 감귤류과피 폴리페놀 : 비케이바이오 제조 소재

Ÿ 감귤 다당 분획이 제조되면서 파생되는 저분자 분획으로서 폴리페놀을 주요 기능물질로 함

유하는 소재임. 다당과 대비되는 특성을 보유하는 것으로 예상하며, 대비 참고용으로 제시

된 샘플임.

Ÿ 원료(감귤과피) -> 효소반응(Rapidase) -> 여과 -> 농축 -> Ethanol precipitation -> 

원심분리 -> 상등액(저분자 분획) 회수 -> 농축
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   (22) 자몽과피 다당 : 비케이바이오 제조 소재

Ÿ 한라봉 또는 감귤 다당과 비교될 수 있는 동일 시트러스계 다당 분획물로서 레퍼런스 가능

성을 확인하기 위해 제시됨. 

Ÿ 원료(자몽과피) -> 효소반응(Rapidase) -> 여과 -> 농축 -> Ethanol precipitation -> 

원심분리 -> 침전물 회수 -> 동결건조
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   (23) 오렌지과피 다당 : 비케이바이오 제조 소재

Ÿ 한라봉 또는 감귤 다당과 비교될 수 있는 동일 시트러스계 다당 분획물로서 레퍼런스 가능

성을 확인하기 위해 제시됨. 

Ÿ 원료(오렌지과피) -> 효소반응(Rapidase) -> 여과 -> 농축 -> Ethanol precipitation 

-> 원심분리 -> 침전물 회수 -> 동결건조
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   (24) 우유펩타이드 : 비케이바이오 개발 소재

Ÿ 단백질을 기능물질로 제시할 수 있는 샘플로 판단함. 단백질이나 펩타이드를 기능물질로 하

는 건기식 원료가 없으나, 해외 기능성 펩타이드에 대한 면역효과들이 보고되어 있어 가능

성을 확인하기 위해 제시함.

Ÿ 우유 -> 탈지 -> pH 4.6 -> 카제인 분획 회수 -> 중화 -> 효소분해 -> 여과 

   ->　동결건조

   (25) IgG : 비케이바이오 개발 소재

Ÿ 닭에 항원을 주입하여 유도된 항체들을 계란으로부터 회수하여 제조하는 것으로써 흔히 초

유에 다량 함유되어 있어 면역효과가 있다는 면역글로블린으로서 기능성 확인을 위해 제시

된 샘플임.

Ÿ 항원 ->　접종 -> 계란수집 -> 할란 -> 분리 -> 균질 ->　살균 -> 건조

   (26) 미역추출분말 : 비케이바이오 제조 소재

Ÿ 해조류 유래의 원료 중 대표성을 가지는 미역을 원료로 하여 제조한 다당으로서, 농산물 유

래의 다당과의 비교 가능성을 확인하기 위해 제시함.

Ÿ 원료 -> 분쇄 -> 물 추출(1회) -> 여과 -> 물 추출(2회) -> 여과 -> 농축 -> 건조



- 339 -

   (27) 톳추출분말 : 비케이바이오 제조 소재

Ÿ 해조류 유래의 원료 중 대표성을 가지는 미역을 원료로 하여 제조한 다당으로서, 농산물 유

래의 다당과의 비교 가능성을 확인하기 위해 제시함.

Ÿ 원료 -> 분쇄 -> 물 추출(1회) -> 여과 -> 물 추출(2회) -> 여과 -> 농축 -> 건조

   (28) 양배추추출분말 : 비케이바이오 제조 소재

Ÿ 최근에 양배추의 영양(위보호, 항암작용 등)에 대한 연구가 활발히 진행되고 있고, 추출액 

등의 여러 가지 가공식품으로 개발되고 있으며, 2협동기관이 위치하고 있는 제주도에서의 

주요 생산작물로서 개발에 의미가 있다 판단하여 제시함.

Ÿ 원료 -> 분쇄 -> 물 추출(1회) -> 여과 -> 물 추출(2회) -> 여과 -> 농축 -> 건조

   (29) 방울양배추추출분말 : 비케이바이오 제조 소재

Ÿ 양배추의 영양적 가치를 보유하면서 특이성과 차별성을 보유하고 있는 양배추추출분말과의 

비교 샘플로서 제시함.

Ÿ 원료 -> 분쇄 -> 물 추출(1회) -> 여과 -> 물 추출(2회) -> 여과 -> 농축 -> 건조
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   (30) 브로콜리추출분말 : 비케이바이오 제조 소재

 

Ÿ 비케이바이오에서 보유하고 있는 특허기술인 PEF를 이용한 기술을 적용하여 제조한 브로

콜리 추출 건조물임. 일반적으로 잘 알려진 항암성분인 설포라판의 함량을 증폭하여 만든 

소재로서 저분자인 설포라판을 함유하는 소재의 항암효과를 확인하는데 목적으로 제시함. 

Ÿ 브로콜리 -> PEF treatment -> 가식부 선별 -> 분쇄 -> Alcohol 추출 -> 여과 -> 

농축 ->동결건조

   (31) 브로콜리 다당 : 비케이바이오 제조 소재

Ÿ 브로콜리 유래의 다당 소재의 면역활성 가능성을 확인하기 위해 제시함. 브로콜리의 경우 

전국의 80% 이상을 제주도에서 생산하고 있어 농산물 가공 활용에 의미가 있어 제시하게 

됨.

 

Ÿ 원료 -> 효소반응(Rapidase) -> 여과 -> 농축 -> Ethanol precipitation -> 원심분리 

-> 침전물 회수 -> 동결건조
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   (32) 브로콜리박 다당 : 비케이바이오 제조 소재

Ÿ 2협동기관에서 생산하고 있는 브로콜리 착즙액 가공 시 발생되는 부산물을 이용한다는 의

미에서 이를 가지고 다당 획분을 제조하여 제시함.

Ÿ 원료(브로콜리를 압착방식으로 주스를 착즙하고 남은 잔사) -> 효소반응(Rapidase) -> 

여과 -> 농축 -> Ethanol precipitation -> 원심분리 -> 침전물 회수 -> 동결건조
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   (33) 무 다당 : 비케이바이오 제조 소재

Ÿ 무는 2협동기관이 위치한 제주도 내 주요 작물이며, 무 착즙액 가공 시 발생되는 부산물을 

이용한다는 의미에서 이를 가지고 다당 획분을 제조하여 제시함. 

Ÿ 원료 -> 효소반응(Rapidase) -> 여과 -> 농축 -> Ethanol precipitation -> 원심분리 

-> 침전물 회수 -> 동결건조
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   (34) 케일박 다당 : 비케이바이오 제조 소재

Ÿ 2협동기관에서 생산하고 있는 케일 착즙액 가공 시 발생되는 부산물을 이용한다는 의미에

서 이를 가지고 다당 획분을 제조하여 제시함.

Ÿ 원료(케일을 압착방식으로 주스를 착즙하고 남은 잔사) -> 효소반응(Rapidase) -> 여과 

-> 농축 -> Ethanol precipitation -> 원심분리 -> 침전물 회수 -> 동결건조



- 344 -

   (35) 당근박 다당 : 비케이바이오 제조 소재

Ÿ 당근은 2협동기관이 위치한 제주도 내에서 전국 생산량의 50% 이상을 생산하는 주요 재배 

농산물이며, 2협동기관에서 생산하고 있는 당근 착즙액 가공 시 발생되는 부산물을 이용한

다는 의미에서 이를 가지고 다당 획분을 제조하여 제시함.

Ÿ 원료(당근을 압착방식으로 주스를 착즙하고 남은 잔사) -> 효소반응(Rapidase) -> 여과 

-> 농축 -> Ethanol precipitation -> 원심분리 -> 침전물 회수 -> 동결건조

   (36) 자색당근 : 비케이바이오 제조 소재

  

Ÿ 안토시아닌이 풍부한 자색당근의 면역 소재로의 가능성을 확인하게 위해 제시함. 역시 제주

도에서 재배한 자색당근을 이용하여 제조한 시료임.

Ÿ 자색당근 -> 세척 -> 선별 -> 슬라이스 -> 열풍건조 -> 분쇄



- 345 -

Ÿ  1, 2차년도에 제시된 샘플에 대한 주관기관에서의 시험관 시험법을 통한 측정 결과의 요

약은 다음 그림과 같음. 
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Ÿ 상기 결과를 통해 면역시스템 검증을 위한 소재 후보로서 홍삼농축액, 표고버섯자실체, 후

코이단, 유산균, 스피루리나, 다래추출물을 선정하였으며, 사업화를 위한 아이템 후보로서 

양배추다당, 양배추박다당, 브로콜리다당, 브로콜리박다당, 당근박다당, 케일박다당, 한라봉

피다당, 한라봉폴리페놀를 후보로 도출하였음. 

Ÿ 이후 주관기관에서의 새로운 immunity index를 Immunogenic index와 Tolerogenic 

index로 구별하여 제시된 결과는 다음과 같으며, 이를 가지고 최종적으로 우수 소재 후보 

선정을 진행하였다.  
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Ÿ 상기의 분석 결과를 토대로 면역시스템 검증 소재로서 5종을 선정을 검토 하였으며, 이중 

홍삼농축액, 표고버섯자실체, 후코이단, 유산균, 다래추출물을 최종 검토 대상으로 선정하였

다. 이중홍삼농축액, 표고버섯자실체, 후코이단, 유산균은 immunogenic 한 대표군으로서, 

다래추출물은 tolerogenic한 대표군으로 선정을 하여 동물 실험을 통한 검증의 대상 시료

로 제시하였다. 

Ÿ 홍삼농축액의 경우 기능성원료의 대표성에 선정 이유가 있으며, 표고버섯 자실체와 후코이

단은 일관성 있는 immunogenic 결과와 농산물 유래와 해양자원 유래로 대표성이 있다고 

판단되었으며, 시장에서 시판을 통해 검증이 완료된 시료라 판단하였다. 유산균의 경우 최

근 시장에서의 활발한 출시와 많은 연그들을 통해 면역 식품으로서 전 연령층에 걸쳐 많은 

소비가 되고 있다는 보편성의 중요성이 있다는 판단을 하였으며, 다래추출물은 개별인정형 

원료로서 tolerogenic특성을 잘 나타내는 대표로서의 의미가 있다 판단하였다.

Ÿ 특히 홍삼농축액의 경우 케일박 다당과 함께 기능성분의 함량별 면역지표 가이드 설정에 

활용할 예정이며, 홍삼 성분의 지표성분(기능성분과 동일) 각 3가지 물질의 합은 규격서상 

표기가 의무이지만, 각각의 성분함량에 대한 표시는 의무사항이 아닌 이유로, 합이 비슷한 

제품을 비교한다는 것을 가지고 의미를 찾기는 쉽지 않다 판단하였다. 따라서, 제조법이 다

른, 즉 3가지 물질의 합이 비슷한 제품을 회사별로 비교해 보거나, 4년근 또는 6년근과의 

차이를 보는 것이 더 적절하다고 판단되어, 3가지 물질의 농도 차이별 비교하는 것은 대표

적인 한 가지 제품으로 희석배율을 조절하면서 기능성분 함량에 따른 효능 평가 실험하는 

것으로 하고, 주정을 사용하는 제품(대동고려삼)과, 물을 사용하는 인삼공사나 농협 제품을 

구매하여 3개의 제조사 제품(총 4 품목)을 구매하여 실험을 통해 결과를 비교해 보는 것으

로 진행하고 있다. 

표 3.16 홍삼농축액 종류별 특성

Ÿ 사업화를 위한 후보 시료로는 양배추다당, 양배추박 다당, 브로콜리다당, 브로콜리박다당, 

당근박다당, 케일박다당, 한라봉피다당을 우선 검토 대상으로 선정하였으며, 대부분 전형적

인 immunogenic 한 특성을 두드러지게 나타냄과 동시에 지역 내 재배활성, 각 원료에 대

한 건강 인식 고조되는 사회적 관심, 농산물 및 식품 원료로서 안전성 입증되었다는 점, 기

술이전 등의 산업화를 위한 접근성, 부산물을 사용하여 부가가치가 높을 수 있는 경제성 등

을 고려하여 선정하게 되었다.

제품명 원료 지표성분 함량

정관장 홍삼정 로얄 
플러스

홍삼농축액 
(고형분 64%)

Rg1 + Rb1 + Rg3 = 5.5 mg/g

대동고려삼
(4년근, 6년근)

홍삼농축액 
(고형분 60% 이상)

Rg1 + Rb1 + Rg3 = 7 mg/g

농협한삼인 홍삼정 골드
홍삼농축액 

(고형분 50% 이상)
Rg1 + Rb1 + Rg3 = 4 mg/g
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 나.  기능성 원료로의 우선 사업화 대상 선정을 위한 생산 가능성, 경제성 검토  

Ÿ 사업화 대상으로의 상세 검토는 주관기관에서 진행한 시험법을 통해 우수한 면역능을 보이

는 시료를 우선 검토 대상으로 하였다. 2협동기관에서 제조하여 제공된 시료 중에 양배추

다당, 양배추박 다당, 브로콜리다당, 브로콜리박다당, 당근박다당, 케일박다당, 한라봉피다당

이 우수한 면역능을 나타내는 것으로 판단하여 우선 검토 대상으로 선정하였으며, 기존 개

발 기술과의 중첩성과 산업화 가능성, 즉 경제성을 중심으로 검토를 하여 부산물을 원료로 

하는 케일박다당과 당근박다당을 검토 범위를 좁히었으며, 이 중 강한 immunogenic한 특

성을 보이는 케일박다당을 최우선 검토 대상으로 선정하였다. 

Ÿ 검토된 2종의 원료는 2협동기관이 위치한 제주도 지역 내 재배가 활성화 되어 있고, 지역 

내에서도 양채류 사업단에서도 양채류의 산업화에 대한 연구와 개발이 활발히 진행되고 있

다는 점도 국가 정책 부합성이 합당하다 판단하였다. 또한 국내에서 해당 원료들에 대한 건

강 인식 고조되면서 최근 클린징 주스로서의 독소 제거, 항암기능 등의 기능성 연구와 건강

즙, 음료, 분말 등으로의 산업화 진행 속도가 활발한 특성을 가지고 있다. 

Ÿ 또한 단순한 착즙이라는 공정을 통해 착즙액을 제조하면서 발생되는 부산물을 이용하다는 

측면에서도 높은 경제성이 보유하고 있으며, 원료 또한 오래기간 동안 농산물로 안전하게 

섭취되고 있었다는 것 또한 안전성 확보에 장점이 있다고 판단하였다. 

Ÿ 케일박다당의 경우 물과 주정을 이용하여 다당 분획을 제조한다는 점과 제조 시 사용되는 

효소의 경우 식품원료로서 허가된 원료이므로, 사용되는 원료 또한 식품원료로 섭취된 경험

이 있으므로 섭취량에 따른 나 또는 다의 단계로 평가되어 질 것으로 예상되므로, 기능성식

품 소재 개발을 위한 안전성 평가 비용의 저감과 안전성 검증의 수월한 개발 수준으로 평

가되었다.  

 
 케일박 다당 유래의 면역기능성 원료에 대한 안전성을 평가를 다음과 같이 실시해 보았다.

원료 케일(박)
Ÿ 식품사용가능 원재료 (식품의약품안전처)

Ÿ 야채류 1일 섭취량 400g(USDA)

첨가물 Pectinase Ÿ 천연첨가물 (식품첨가물공전)

제조공정 추출, 효소처리, 농축, 건조
Ÿ 식품 및 첨가물제조 기준에 부합

  (물, 주정, 천연첨가물 이용)

제품 섭취량

24~48mg/day/60kg 성인

 => 케일 : 24~48g에 
해당됨

Ÿ 기존 개발 소재인 한라봉 다당의 경우 동물실험모델을 

통한 유효 활성농도 100ug/mouse/20g 였음. 

Ÿ 주관기관의 시험관 시험을 통해 면역능을 비교한 결과 

케일박 다당은 한라봉 다당의 약 2배의 효과를 보임. 

따라서 이를 기준으로서 가정하여 산출해 보았음.

Ÿ 즉 동물실험모델을 통한 유효 활성농도는  

50ug/mouse/20g 으로 추정하였음.

Ÿ 체표면적대비 환산계수 0.16

Ÿ 성인체중 60kg

Ÿ 인체적용 섭취량 24~48mg/day/60kg 성인

(Ref: Guidance for Industry - Estimating the Maximum 
Safe Starting Dose in Initial Clinical Trialsfor 
Therapeutics in Adult Healthy Volunteers. U.S. FDA.)
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Ÿ 상기 결과에 따라 식품의약품안전처 고시 ‘건강기능식품 기능성 원료의 안전성 평가를 위

한 의사결정도’에 의한 안전성 자료의 범위 판단 시 독성시험자료의 제출이 불필요한 제

품으로 판단(나 항에 해당)하여, 개발 시 투자 비용의 부담을 줄일 수 있을 것으로 평가하

였다. 

Ÿ 또한 아래 Table 에서와 같이 기존에 개발된 한라봉 다당의 경우 500,000원/kg으로서 일

일섭취량 기준 50원/일 수준보다 더 경제성이 있는 13~25원/일 수준으로 분석(면역능이 

우수함으로 예상되어 상대적으로 낮은 섭취량에 의해 기인됨)되어 경제성 측면에서도 우수

한 것으로 평가하였다.  

표 3.17 개발 원료와 기존 원료들간의 경제성 비교 

Ÿ 따라서, 사용되는 원료의 안전성, 제조법과 투입 부원료에 대한 안전성, 면역능, 그리고 산

업화 경제성을 고려해 볼 때 동물실험을 통해 그 효능이 입증된다면 산업화 가능성과 개별

인정형 건기식 원료로서의 개발 가능성이 높다고 평가하고 있다.

클레임 원료명 기능성분 일일섭취량 단가 규격

면역증진

홍삼 진세노사이드

Rg1, Rb1 및 Rg3를 

합하여 2.5～34 

mg/일

홍삼농축액(4년근) 

150,000원/kg당 

-> 180원/일

진세노사이드 

7mg/g 

(건기식)

표고버섯

균사체
a-glucan

표고버섯 균사체로서 

1.8~3.6g/일

 84,000원/kg당 

-> 168원/일

151.96(mg/g

)

한라봉 다당 다당체 인체적용 섭취량 
100mg/일

500,000원/kg당

-> 50원/일
60%

감귤 다당 다당체 인체적용 섭취량 
100mg/일

500,000원/kg당

-> 50원/일
60%

케일박 다당 다당체 인체적용 섭취량 
24~48mg/일

500,000원/kg당

-> 13~25원/일

25~30%

/ 10~25kDa
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3.7 우수 면역식품(소재)와 기능성성분의 화학적 특성이 유사한 기 개발소재 선정

가. 개발소재 및 우수 면역식품(소재) 면역활성 다당 GPC 분석

Ÿ 상2협동기관에서 선정한 우수 면역식품(소재)의 기능성분 면역활성 다당 GPC 분석을 재현

성 확인 및 타당성 확인을 위해 공인인증 분석기관인 한국고분자시험연구소(주)에 GPC 분

석을 의뢰하여 분자량 측정 분석법을 재확인하였다.

Ÿ 다당체의 가장 중요한 특징은, 분자량이 높으며 분자량 분포(저분자량~고분자량)를 가지고 

있다는 것이다. 고분자의 분자량은 분포를 갖기 때문에, 이 분자량과 분포특성이 결국 다당

체의 활성에 많은 영향을 미치기 때문에, 고분자의 분자량분석은 다당체 확인의 가장 기본

적이면서 중요한 분석입니다. GPC(Gel Permeation Chromatography)를 이용하여 분자량

과 분포의 측정을 전문적으로 수행하였다.

(1) 분석방법

    ① GPC (Gel permeation chromatograph) 시료전처리 : 물에 희석

    ② 시료용해상태 : 완전 용해

    ③ 시료용액여과 : 0.45 mm Nylon filter 

    ④ 안료/색상유무 : 해당사항 없음

    ⑤ 나노입자 유무 : 해당사항 없음

    ⑥ 기타 특이사항 : 해당사항 없음

(2) GPC (Gel permeation chromatograph) 분석기기 조건

    ① 분석기기: Tosoh 社 EcoSEC HLC-8320 GPC

    ② 검출기: RI-detector

    ③ 전개용매: 0.1M NaNO3

    ④ 컬럼 (maker, model no.): 2 x TSKgel GMPWxl + 

                                 TSKgel G2500PWxl(7.8 x 300 mm) 

    ⑤ 온도: 40 ℃     

    ⑥ 유속: 1 mL/min 

    ⑦ 주입양: 100 mL, 3 mg/mL

    ⑧ 표준물질: Polysaccharide  

    ⑨ 데이터처리: EcoSEC software
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(3) GPC 표준물질

GPC 표준물질 크로마토그램 GPC calibration curve
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(4) GPC 분석결과

No. 시료명 시료사진 분석 결과

1 감귤다당

2 청귤다당

3 한라봉다당
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No. 시료명 시료사진 분석 결과

4

당근박

고분자

다당

5

당근박

저분자

다당

6

케일박

고분자

다당

7

케일박

저분자

다당
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No. 시료명 시료사진 분석 결과

8

양배추

효소처리

추출

9

미역

효소처리

추출

10
유산균

다당
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No. 시료명 시료사진 분석 결과

11
홍삼

농축액

12
홍삼

농축가루

13

홍삼

농축액

저분자 다당

14

홍삼

농축액

고분자 다당
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Ginsenoside Rb1,Rg1,Rg3 Rg1(mg/g) Rb1(mg/g) Rg3(mg/g) 합계

11 홍삼농축액 1.85 9.48 1.02 12.35

12 홍삼농축가루 1.09 4.87 0.36 6.32

13 홍삼농축액 저분자 다당 3.5 17.48 1.88 22.86

14 홍삼농축액 고분자 다당 불검출 0.32 불검출 0.32

   표 3.18 홍삼 Ginsenoside Rb1,Rg1,Rg3 함량 분석 결과

홍삼농축액 홍삼농축가루

홍삼농축액 저분자 다당 홍삼농축액 고분자 다당

표 3.19 홍삼 Ginsenoside Rb1,Rg1,Rg3 분석 공인성적서
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나. 우수 면역식품(소재)와 기능성성분의 화학적 특성이 유사한 기 개발소재 선정

Ÿ 2협동기관에서 개발한 면역다당과 선정한 우수 면역식품(소재) 중 우수한 소재로 결정된 

감귤다당, 한라봉다당, 청귤다당, 당근박다당, 케일박다당, 유산균다당, 양배추출물, 미역추

출물, 홍삼농축액에 대한 다당류에 대한 분자량을 기준으로 기능성분 분석을 하였다.

Ÿ 펙틴은 전체분자의 많은 부분은 homogalacturonan으로 구성되어 있지만 여기에 다양한 

oligo- 및 polysaccharide로 분지된 rhamnogalacturonan류가 공유적으로 결합되어 있는 

것으로 보고되고 있는데 rhamnogalacturonan I (RG-I)및 rhamnogalacturonan II 

(RG-II)가 알려지고 있으며, 펙틴류에서 관찰되는 대부분의 약리활성은 이들 RG-I과 

RG-II의 미세구조의 차이에 기인 한 것으로 알려지고 있는데 시트러스 과피에서 추출한 

다당은 높은 면역활성을 나타 나였다. 

Ÿ 펙틴은 과거 galacturonic acid의 단순 중합체로만 여겨져 왔으나, 최근 면역 생리활성이 

우수한 rhamnogalacturonan (RG)류가 공유적으로 결합되어 존재한다는 사실이 밝혀지면

서 기능성 물질로 새로운 주목을 받고 있으므로 특히 RG류만을 선택적으로 분리할 경우, 

생리활성이 우수한 고부가가치 기능성 소재로의 개발이 가능하다고 판단된다.

Ÿ 이들의 펙틴물질을 단순 추출할 경우, 수율과 활성이 모두 상대적으로 낮은 추출물이 얻어

지게 되기 때문에 고분자 다당, 저분자 다당 분획을 통하여 높은 추출물과 활성이 높은 다

당체를 얻을 수 있다. 펙틴은 시트러스류 껍질에 많이 함유되어있으며 감귤, 한라봉, 청귤 

착즙 후 남은 박을 이용하여 효소처리 하여 가수분해시킨 후 물과 주정을 이용하여 다당 

분획을 제조하였다.

Ÿ 이뿐 아니라 농산부산물(당근, 케일 추출박)으로부터 면역활성 다당 rhamnogalacturonan

을 선택적으로 분리하였고, GPC 다당 분석을 통하여 확인되었으며, 개발된 면역능 평가에

서 분리된 다당이 높은 면역활성을 가진 것을 확인할 수 있었다. 이는 값싼 부산물로부터 

고부가가치의 기능 식품소재의 개발 측면에서도 의미하는 바가 크다고 판단되며, 면역식품 

소재로써 가격경쟁력을 가진 사업화 대상으로 판단된다.

Ÿ 홍삼은 면역조절에 관련하여 동물 및 인체시험으로 입증된 대표적인 것은 ginsenoside 

Rg1, Rb1, Rg3 및 인삼 다당체 등이 있으며, Rg1의 경우 각 항원에 대한 T helper cell, 

macrophage, NK cell의 활성을 증가시켜 체액성면역(humoral immunity)과 세포성면역

(cell-mediated immunity)을 증강시켜주는 것으로 보고되고 있다. Rg1은 최근 

macrophage에서 선천성면역(innate immunity) 조절에도 관여할 수 있음 알려졌다. 

 

Ÿ 홍삼농축액 경우 immunogenic 결과를 나타 나였고, 홍삼농축분말 경우 tolerogenic 결과

를 나타 나였다. 홍삼농축액과 농삼농축분말의 같은 ginsenoside Rg1, Rb1, Rg3 함량 이

외도 다당 GPC 분석결과 다른 다당체가 검출되었고, 이를 통해 홍삼의 ginsenoside Rg1, 

Rb1, Rg3 뿐만 아니라 다당체가 면역효능에 영향을 미치는 것으로 판단된다. 
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Ÿ 또한, 천연물 유래 면역기능 연구로는 표고버섯의 lentinan, 도꼬마리 추출물의 면역억제 

작용, 당귀추출물의 면역계 증강에 의한 B lymphocyte 증식 효과 등 천연물로부터 보고되

는 macrophage 활성화 성분으로 식물 기원성 다당류들이 대부분인데 특히 이들 다당류는

antitumor 및 anticomplement activity을 동시에 나타내기도 하며 antiviral activity, 

RES activation(reticuloendothelial activation), antiinflammatory activity, 

hypoglycemic activity를 나타낸다고 보고되어 있다. 

Ÿ 이를 통하여 다당체는 우수 면역식품(소재)와 기능성성분의 화학적 특성이 유사한 기 개발

소재 선정에 기준으로 판단된다.

그림3.13 개발 면역다당 기술의 개략도

그림3.14 Proposed structure of pectic substances
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다. 우수 효능 소재의 산업화를 위한 재현성 확인 및 공정 최적화 확립

(1) 면역활성 다당체 분리공정의 산업화

Ÿ 개발한 면역다당 중 우수한 소재로 결정된 당근박, 케일박 다당을 산업화 대상 소재로 선정

하였으며, 당근박 다당의 분리공정을 대량생산에 적합하도록 공정화 최적화하기 위해 생산 

규모로 생산 시 반복공정의 배제, 주정 사용의 최소화, 효율적 작업 시간의 안배, 경제성 

등을 고려하여 다음과 같은 공정 모식도 안을 도출하고, 이를 기준으로 공정 단계별 연구결

과를 토대로 공정 조건을 pilot 규모의 scale-up 실험으로 시행하였다. 

그림3.15 면역다당 제조공정 모식도
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Ÿ 우선 원재료인 당근박의 경우 안전성 검토 항목인 총 245항목의 잔류농약성분 검사 모두 

잔류허용기준을 초과하지 않았었다. 따라서 농약을 제거하기 위한 약품 세척 등을 배제하

고 물과 공기를 이용한 폭기 세척의 방법으로 충분한 이물 세척이 가능하다고 판단하였

다. 하지만 원료의 입고 전 잔류농약성분분석 실시를 통해 원재료의 안전성 관련 자료를 

확보하는 것은 위해요인 제어를 위해 기본으로 수반되어야 할 절차다.

Ÿ 입고된 원료는 원활한 효소 반응을 위해 분쇄 과정을 통해 최대의 반응 표면적을 확보해

야 한다. 일반적으로 산업적으로 분쇄는 그 목적이나 원료의 특성에 따라 입도를 달리하

는데, 효소 반응의 경우 일반적으로 20~100mesh 사이의 입도로 제조하는 경우가 일반

적이며, 이 정도의 입도는 반응시간 동안 원활한 교반, 균질, 반응 후 여과 공정의 원활함

을 위해 현장 설비에 적절하도록 조절할 수 있다.
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Ÿ 당근박의 최적 효소 반응을 위하여, 공정의 경우 우선 최적의 용량의 물을 투입하는 것이 

중요하다. 이유는 물의 양이 너무 과대로 설정될 경우 효소반응을 통해 생산되는 다당의 

양이 적어지므로 수율이 너무 낮아지는 문제가 발생한다. 따라서 원활한 효소반응을 위하

여 최적으로 효소와 물의 총량을 설정하는 것이 중요하다. 

Ÿ 2차년도 실험결과 건조물 대비 5배의 물을 첨가하는 것으로 제시하였으며, 효소의 첨가

량은 3%를 기준으로 하였으며, 50℃에서 15시간 반응하였다. 이는 생산작업 효율이 적

합하도록 15시간 이내에서 작업하도록 반응시간 기준을 설정하였다. 효소 반응의 정지 

조건으로, 효소 불활성화 조건이 80℃이상의 온도이며, 또한 또한 미생물의 제어 효과도 

기대할 수 있도록 60분의 시간을 설정하여 효소 반응 공정 기준으로 제시하였다.

 

Ÿ 효소반응 후 효소 반응액은 적절한 여과 공정을 통해 슬러지 제거를 하였으며, 이후 4배 

(v/v) 부피의 95% ethanol을 가하여 24시간 교반하여 다당을 침전시킨 후, 원심분리하

여 상등액과 침전물을 분리하는 공정의 최적화 하였다. 다당 침천 후 침전 획분 회수 공

정으로 연속형 원심분리 조건인 3,000rpm에서 슬러지로 배출되는 분획을 회수하는 방법

을 사용하였다. 
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Ÿ 분획을 통한 타겟 고분자량 분획을 통한 rhamnogalacturonan I (RG-I) 분자량 10kDa 

및 rhamnogalacturonan II (RG-II)의 분자량 20~25kDa를 가진 고분자 다당으로 확인

되었다.

그림3.16 당근박다당 GPC 재현성 확인

그림3.17 시제품 당근박 다당 

(2) 면역활성 당근박다당 소재로의 품질 규격 가이드 설정

Ÿ 면역활성 당근박다당의 제품 규격을 설정하기 위하여 식품위생법 식품공전에 준하였으며, 

식품안전관리를 위해 한국식품안전관리인증(HACPP)을 받고자함. 이에 따라 생물학적, 

화학적, 물리적 위해요소를 설정하였음. 생물학적으로 대장균군은 음성이며, 화학적 위해

요소는 불검출 되어야함. 또한 물리적 위해요소는 세척 및 미산성수 처리를 반복적으로 

실시함으로서 불검출을 목표로함.
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그림3.18 당근박 다당 규격서

    그림3.19 당근박 다당 미생물 평가        그림3.20 당근박 다당 잔류뇽약 검사(320종)
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3.8 기 개발소재에 대한 시험관내 검사법과 동물시험 실행 후 효능결과 비교 및 타당성 평가

가. 바이오마커 선정

Ÿ 면역관련 기능은 건강기능식품을 개발하는 많은 연구자들이 관심을 가지고 있고 연구도 매

우 활발한 분야지만, 국내에서 그 효능을 밝히는데 필요한 대상자의 선정, 시험설계, 바이

오마커의 선택, 평가 기준 등이 제대로 제시되지 않은 실정이다. 

Ÿ 이에 식약청 “면역관련 기능성평가 가이드라인”을 기초로 하고 “건강기능식품의 기능성 

시험 가이드”를 참고하여 사람들을 대상으로 면역기능을 확인에 사용하는 바이오마커를 

정리하였다. 또한, 본 과제를 통하여 개발한 가이드라인을 비교하기 위해 위해서 식품 섭취

에 의하여 기대되는 면역 기능성을 둘로 (1) 저하된 면역의 증강을 목적으로 하는 것과 

(2) 민감해진 면역반응(알레르기)을 조절해주는 것으로 구분하였다.

 < 기능성 내용 인정 범위 >

1) 인정되는 기능성 내용 : 면역기능 개선에 도움

Ÿ 면역기능 기능성은‘면역기능 증진’과‘과민면역반응 완화’에 관련된 바이오마커의 

개선을 의미한다.

Ÿ 면역기능 증진’의 기능성은 면역을 조절하여 생체방어 능력을 증강시키는 기능을 의미

한다.

Ÿ 과민면역반응 완화’의 기능성은 외부 물질에 반응하여 초래되는 알레르기 반응, 자기

항원 또는 변형된 자기항원에 대한 반응 등 바람직하지 않게 증가된 면역반응을 억제시

키기 위한 기능을 의미한다.

2) 인정되지 않는 기능성 사례

Ÿ 일반적으로 건강기능식품의 기능성은 질병의 치료⋅예방 효과를 표현하거나 의약품의 

효능⋅효과로 사용되는‘증상’과 동일한 표현은 타당하지 않으므로 다음과 같은 사례

는 적합하지 않다.

  (예시)

     ∘ 면역기능 증진을 통한 감기 예방에 도움

     ∘ 과민면역반응 개선을 통한 아토피 질환 치료
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3) 기능성 인정 등급에 따른 기능성 내용의 표현

   ① 질병발생 위험 감소 기능 : 해당 없음

   ② 생리활성기능 1등급 : 면역기능 증진에 도움을 줌

   ③ 생리활성기능 2등급 : 면역기능 증진에 도움을 줄 수 있음

   ④ 생리활성기능 3등급 : 면역기능 증진에 도움을 줄 수 있으나 관련 

                           인체적용시험이 미흡함

 

 -> 기능성 등급제 폐지(안 제16조, 별표 4)

   ① 안 제16조 및 별표 4에서 등급을 삭제하고, 기능성 원료평가결과에 따라 

      기능성을 인정함

   ② 안 제16조의 “기능성 인정 등급 및 내용”을 “기능성 인정 평가기준”으로 

      변경하고, 별표 4에서 “생리활성기능 1등급, 2등급, 3등급”의 등급을 삭제

   ③ 소비자가 쉽게 이해하기 어려운 등급을 삭제하고, 건강기능식품 

     기능성 원료의 현 2등급 이상의 기준으로 인정기준을 상향 조정
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(1) 면역기능 증진 바이오마커

Ÿ 면역기능 증진 기능성을 확인하기 위한 바이오마커별 측정 가능한 시험 연구유형은 다음

과 같다.

표 3.20 면역기능 증진 기능성 확인을 위한 바이오마커

(2) 과민면역반응 완화 바이오마커

Ÿ 과민면역반응 완화 기능성을 확인하기 위한 바이오마커 별 측정 가능한 시험 연구유형은 

다음과 같다.

   표 3.21 과민면역반응 완화 기능성 확인을 위한 바이오마커
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(3) 면역 활성 기전 바이오마커

Ÿ 면역증강 기능성을 확인하기 위한 바이오마커별 측정 가능한 시험 연구유형은 다음과 

같다.

.

구분 바이오마커
측정가능한 연구유형

시험
관내

동물
시험

인체
시험

면
역
세
포
증
식

면역 기관 
증식

흉선 무게 ○

비장 무게 ○

림프구 증식

비장세포 증식능 ○ ○

B 림프구 증식능 ○ ○ ○

T 림프구 증식능 ○ ○ ○

CD4+ T 림프구 증식능 ○ ○

CD8+ T 림프구 증식능 ○ ○

면
역
세
포
기
능
활
성
화

식균작용
대식세포 활성 ○ ○

대식세포의 NO 생성 ○

세포독성
NK cell 활성 ○

T 림프구 활성 ○

항체생성

Ig A 생성 ○ ○ ○

Ig G 생성 ○ ○ ○

Ig M 생성 ○ ○ ○

면역세포 
활성물질

(싸이토카인) 
생성

TNF-α ○ ○ ○

IFN-γ ○ ○ ○

IL-1β ○ ○ ○

IL-2 ○ ○ ○

IL-6 ○ ○ ○

IL-10 ○ ○ ○

보체계 활성 보체계 활성화능 ○

면역 활성

CD4+/CD8+ ratio ○

감염억제 활성 ○

감기(몸살) 유병률 및 증상 ○

    표 3.22 면역 활성 기전에 따른 바이오마커
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나. 식약처 가이드 면역기능 평가 실험방법

(1) 실험관내 및 세포실험법

(가) 싸이토카인(Cytokine)

Ÿ 싸이토카인은 세포사이의 신호전달을 매개하는 단백질로서, 인터루킨(Interluekin; IL), 

인터페론(Interferon; IFN), 종양과사인자(Tumor necrosis factors; TNF) 등이 있

다. 주로 활성화된 대식세포나 림프구에 의해 생성된다. TH1 보조 T림프구에서 분비

되는 싸이토카인의 종류는 IL-1, IL-2, IL-12, IL-15, IL-18, IFN-γ, TNF-α 

등이 있으며, 이들은 염증성 싸이토카인으로서 세포독성을 나타내며, 세포매개성 면역

반응에 관여한다.

Ÿ 또한 비만세포에서 생산되는 싸이토카인은 T 림프구 중 TH2 보조 T림프구의 반응을 

증가시켜 IL-4, IL-5, IL-13 등의 싸이토카인 생성을 유도하고, 이들은 B세포에 작

용하여 IgE의 생산을 촉진시킴으로써 만성 알레르기 반을에 기여하게 된다. 이에 반해 

TH1 보조 T림프구가 분비하는 IFN-γ는 TH2 보조 T림프구들의 분화를 억제한다. 

또한 IgE의 생성을 억제하고, IgG2a의 생성을 유도하여 알레르기 반응을 억제시켜주는 

것으로 알려져 있다.

Ÿ TH1 계열의 싸이토카인은 cell-mediated 면역과 관련이 있다. 특히 IFN-γ, IL-2 

등의 싸이토카인은 탐식세포를 활성화시키고 cytotoxic T cell이 관여하는 상해성 작

용에 관련한다. 

Ÿ 반면 TH2 계열의 싸이토카인은 IL-4, IL-5, IL-13 등이 있는데 이들은 체액성 면역

과 관련이 있으며, IgE 관련 알레르기 반응이나 조직을 손상시킬 수 있는 eosinophils

을 활성화 시킨다. IL-4와 IL-13은 일차적으로 B 세포의 분화를 유도하여 항체를 생

산하고 IL-5는 eosinophils를 자극하게 한다. 

Ÿ 몇몇 싸이토카인은 TH1과 TH2의 신호전달에 관여하는데, IL-4는 TH2의 세포 증식

을 유도하는 반면 TH1의 세포증식은 방해하며, IFN-γ는 TH1의 증식을 촉진하지만 

TH2의 성장은 방해한다. 이러한 싸이토카인의 환경이 TH1/TH2의 비율을 결정하게 

된다.

(나) NO(Nitric oxide)

Ÿ NO는 대식세포의 iNOS(inducible nitric oxide synthase)효소의 작용에 의하여 생성

된다. 생성된 NO는 포식된 미생물(병원체) 구성분자들의 변형과 Fe-S를 함유하는 효

소의 작용을 억제시켜 항 미생물 작용을 나타낸다. 또한 NO는 활성화된 대식세포나 호

중구들로부터 분비되어 세포외 병원체들을 사멸시킨다. NO의 증가는 면역력이 증강되

었음을 의미한다.
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① T 림프구 증식능

구분 면역기능 링크 면역세포 활성화

실험

배경

T 세포는 특이적 면역 반응을 담당하는 면역세포로, 항원 제시 세포가 포식하여 제시한 항원

을 세포가 직접 인식하여 반응하는 세포매개성 면역(cell-mediated immune)을 담당한다. 

세포매개성 면역 반응은 면역세포 자신이 직접 매개하는 것으로 T 림프구 등의 면역세포가 

세균의 감염이나 종양성장으로부터 생체를 보호하며 동시에 면역세포는 인터페론

(interferon), 인터루킨(interleukin), 종양괴사인자(TNF-α) 등을 분비하여 면역계 전체를 

활성화한다. 

림프구의 증식능은 측정하는 방법은 면역 활성 평가 방법 중 가장 광범위하게 이용되는 방법

으로 T세포를 기능성 소재를 가하여 배양하면서 T세포의 증식능을 측정함으로써 기능성 소

재의 면역 증강 효과를 평가할 수 있다. 

실험

재료

<필요장비 및 소모품>

CO2 배양기, 무균 작업대(Clean bench), 광학현미경, 원심분리기, hemocytometer, 배양 

plate (24well/96well), 피펫 (10~200μL), 피펫 팁 (2~200μL), 멀티 채널 피펫, ELISA 

reader 

<필요시약>

RPMI 1640, FBS(fetal bovine serum), penicillin, streptomycin, fungizone, 

amphothericin B, trypan blue solution, Concanavain A(Con A), DMSO

<세포주> T 세포 (Molt-4)

실험

방법

T세포 증식능 측정은 살아있는 세포의 미토콘드리아 내의 효소 (dehydrogenase) 작용에 의

해 황색 수용성 물질인 3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)- 2,5-diphenyl-2H-tetrazolium 

bromide (MTT) 시약이 환원되어 생기는 자줏빛 (purple) formazan의 양을 측정함으로써 

세포독성 (cytotoxicity), 생세포 수 (viability), 세포증식능 (proliferation) 등을 측정하는데 

자주 사용되는 MTT assay를 이용한다.

  1. T세포 배양

1) 세포 분주 : 10% FBS RPMI 1640 배지에 1X105 cell/mL의 농도로 현탁된 T세포를 

96-well plate에 well 당 100 μL 씩 분주한다.

2) 적당한 농도로 희석한 시료를 well 당 20 μL 씩 분주한다. 미토젠으로 Con A(5 μ

g/mL)를, 대조군으로는 10% FBS-RPMI 1640 배지를 동량 분주한다.

3) 배양 : 37℃, 5% CO2 배양기에 넣고 72-96시간 배양한다. 

  2. MTT assay

1) 배양이 끝나기 4시간 전에 각 well에 MTT 용액 10 μL 가하고, 알루미늄 호일로 밀폐

하여 4시간 동안 다시 배양하여 formazan crystal 형성을 유도한다.

2) 배양이 끝난 후 plate를 4℃, 1500 rpm에서 5분간 원심분리한 후 상층액을 제거한다.

3) 각 well에 DMSO 150 μL를 가하여 10분간 방치하여 MTT-formazan 결정을 용해시킨다.

4) ELISA reader로 540nm의 파장에서 흡광도를 측정한다.

5) T세포의 증식능은 다음의 공식에 의해 계산한다.

Proliferation index = 시료(sample)의 흡광도 / 대조군(control)의 흡광도

결과

해석

T세포의 증식이 증가하면 세포매개성 면역 반응을 활성화됨으로써 세균의 감염이나 종양성장

으로부터 생체를 보호하고 면역 활성화 물질을 분비하는 등 면역 증강 효과를 나타내리라 기

대할 수 있다. 

참고

문헌

1. 유아름, 박호영, 김윤숙, 하상근, 홍희도, 최희돈., 종자 추출물의 RAW 264.7 세포에 대한 

면역증강 효과., 한국식품영양과학회지., 41(12) p1671-1676, 2012
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② 비장세포/대식세포의 Interferon-gamma(IFN-γ) 생성 측정

구분 면역기능 링크 면역세포 활성화

실험

배경

싸이토카인은 면역세포에서 생성되는 수용성 단백질로서 이들은 하나의 네트워크를 형성하여 
세포의 증식과 활성, 분화의 조절과 염증세포를 활성화시키고 싸이토카인의 생성을 증가 또는 
억제하는 등 외부 항원에 대한 여러 면역세포간의 협력을 중재하므로, 이들의 생성과 분비는 
면역반응조절에 있어서 매우 중요하다. 
TH1 계열의 싸이토카인은 세포 매개성 면역과 관련이 있다. IFN-r, IL-2 등의 싸이토카인
은 탐식세포를 활성화시킨다. 
IFN-γ는 면역인터페론으로 불리며 세포 매개성 면역과 관련이 있다. Th1 계열의 싸이토카인
으로 활성화된 CD4 및 CD8 T 림프구, 그리고 NK 세포에 의해서 생성된다. T 림프구에 작용
하며 이들의 분화를 증진하고 대식세포를 활성화하여 Th1 세포의 분화를 촉진하는 IL-12를 합
성하고, B세포에 작용하여 IgG 항체 생성을 촉진하며 Th2 세포 증식을 억제하는 기능을 한다. 
대식세포 또는 비장세포에 시험물질을 가하여 배양하면서 IFN-γ 생성에 미치는 영향을 관
찰함으로써 기능성 소재의 면역 증강 효과를 평가할 수 있다.

실험

재료

<필요장비 및 소모품>
CO2 배양기, 무균 작업대(Clean bench), 광학현미경, 원심분리기, hemocytometer, 배양 
plate (24well/96well), 분석용 저울, Homogenizer, 교반기(vortex mixer, Mini 
centrifuge, 항온기(Incubator), ELISA reader 피펫 (10~200㎕), 피펫 팁 (2~200㎕), 
멀티 채널 피펫, EP tube (2㎖)

<필요시약>
RPMI 1640, FBS(fetal bovine serum), penicillin, streptomycin, fungizone, 
amphothericin B, trypan blue solution, lipoploysaccharide(LPS), IFN-γ 측정용 
commercial kit, PBS(Phosphate buffered saline)

<세포주> RAW 265.7 cell, 비장세포, 복강 대식세포

실험

방법

Sandwich enzyme immunoassay 방법을 이용하여 측정한다. IFN-γ에 대한 항체로 코팅
되어 있는 plate에 시료를 넣어 반응시킨 후 비오틴과 결합된 IFN-γ 항체를 반응시킨다. 이
후, 아비딘과 결합된 Horseradish Peroxidase (HRP) 효소를 넣어 반응시키고, 이후 HRP 
효소에 대한 기질로 TMB 용액을 넣어 반응시킨다. 시료에 IFN-γ 가 존재하면 색상의 변
화가 나타나게 된다. 황산 용액을 넣어 HRP 효소와 TMB 기질의 반응을 종결시키고 색상의 
변화를 450 nm에서 흡광도로 측정한다. 
 1. 시료 준비
1) 세포를 배양 배지로 현탁하여 배양 plate (24well/96well)에 분주한다. 
2) 세포에 농도별로 희석된 시료를 분주한다. 양의 대조군으로 LPS(1-10 μg/mL)를 사용한다.
3) 37℃, 5% CO2 배양기에 넣고 24-48시간 배양하고 상층액을 취하여 분석 시료로 사용한다.
 2. 분석
1) 효소결합면역흡착검사 (enzymelinked immumosorbent assay, ELISA)를 이용한 키트 
시약을 사용하여 분석한다. 
2) 96 well plate에 IFN-γ 항체를 넣어 코팅한다.
3) 증류수 (blank), IFN-γ 표준액, 시료를 각각 100 μL 씩 넣어 실온에서 2시간 동안 반
응시킨다.
4) 비오틴과 결합된 IFN-γ 항체를 100 μL 씩 넣고 실온에서 2시간 동안 반응시킨다.
5) 아비딘과 결합된 horseradish peroxidase (HRP)를 100 μL 씩 넣고 실온 또는 37℃ 
에서 30분간 반응시킨다.
6) TMB 기질 용액을 100 μL 씩 넣고 실온에서 4-14분간 반응시킨다. 
7) Stop solution (황산)을 100 μL 씩 넣어 반응을 종결시킨다. 
8) ELISA reader를 이용하여 450 nm 파장에서 흡광도를 측정한다. 
9) 표준액의 흡광도와 비교하여 시료의 IFN-γ 함량을 계산한다.

결과

해석

흡광도가 높을수록 IFN-γ 함량이 높은 것이다. IFN-γ 생성이 증가하면 T 림프구의 분화 
증진, 대식세포를 활성화, B세포에서의 IgG 항체 생성 촉진 등 면역력을 증진시키는데 효과
가 있다고 해석할 수 있다. 

참고

문헌
Kim JJ, Lee HJ, Yee ST., Effect of Peuraria thunbergiana extracts on the activation 
of immune cells, J of Life Science, 22(8) p1107-1113, 2012
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③ 비장세포/대식세포의 Interleukin (IL)-1β 생성 측정

구분 면역기능 링크 면역세포 활성화

실험

배경

싸이토카인은 면역세포에서 생성되는 수용성 단백질로서 이들은 하나의 네트워크를 형성하여 
세포의 증식과 활성, 분화의 조절과 염증세포를 활성화시키고 싸이토카인의 생성을 증가 또는 
억제하는 등 외부 항원에 대한 여러 면역세포간의 협력을 중재하므로, 이들의 생성과 분비는 
면역반응조절에 있어서 매우 중요하다. 
IL-1β는 단핵 백혈구와 대식세포계 세포에 의해 생성되는 싸이토카인으로 T세포를 활성화
시키고 T세포에서 분비되는 IL-2 와 같은 싸이토카인의 활성을 증진시키는 등 싸이토카인 
network에 중요한 역할을 한다.
IL-1β는 국소 염증반응을 매개하며 혈관 내피세포에 작용하여 백혈구의 부착을 매개하는 
표면분자의 발현을 증가시키는 기능을 한다. 
시험물질을 공급하면서 사육한 실험동물의 비장세포를 배양하여 IL-1β 생성에 미치는 영향
을 관찰함으로써 기능성 소재의 면역 증강 효과를 평가할 수 있다.

실험

재료

<필요장비 및 소모품>
CO2 배양기, 무균 작업대(Clean bench), 광학현미경, 원심분리기, hemocytometer, 배양 
plate (24well/96well), 분석용 저울, Homogenizer, 교반기(vortex mixer, Mini 
centrifuge, 항온기(Incubator), ELISA reader 피펫 (10~200㎕), 피펫 팁 (2~200㎕), 멀
티 채널 피펫, EP tube (2㎖)
<필요시약>
RPMI 1640, FBS(fetal bovine serum), penicillin, streptomycin, fungizone, 
amphothericin B, trypan blue solution, lipoploysaccharide(LPS), IL-1β 측정용 
commercial kit, PBS(Phosphate buffered saline)
<세포주> RAW 265.7 cell, 비장세포, 복강 대식세포

실험

방법

Sandwich enzyme immunoassay 방법을 이용하여 측정한다. IL-1β에 대한 항체로 코팅되
어 있는 plate에 시료를 넣어 반응시킨 후 비오틴과 결합된 IL-1β 항체를 반응시킨다. 이
후, 아비딘과 결합된 Horseradish Peroxidase (HRP) 효소를 넣어 반응시키고, 이후 HRP 
효소에 대한 기질로 TMB 용액을 넣어 반응시킨다. 시료에 IL-1β 가 존재하면 색상의 변화
가 나타나게 된다. 황산 용액을 넣어 HRP 효소와 TMB 기질의 반응을 종결시키고 색상의 
변화를 450 nm에서 흡광도로 측정한다.
  1. 시료 준비
1) 세포를 배양 배지로 현탁하여 배양 plate (24well/96well)에 분주한다. 
2) 세포에 농도별로 희석된 시료를 분주한다. 양의 대조군으로 LPS(1-10 μg/mL)를 사용한다. 
3) 37℃, 5% CO2 배양기에 넣고 24-48시간 배양하고 상층액을 취하여 분석 시료로 사용한다.
  2. 분석
1) 효소결합면역흡착검사 (enzymelinked immumosorbent assay, ELISA)를 이용한 키트 
  시약을 사용하여 분석한다. 
2) 96 well plate에 IL-1β 항체를 넣어 코팅한다.
3) 증류수(blank), IL-1β 표준액, 시료를 각각 100 μL 씩 넣어 실온에서 2시간 동안 반응
시킨다.
4) 비오틴과 결합된 IL-1β 항체를 100 μL 씩 넣고 실온에서 2시간 동안 반응시킨다.
5) 아비딘과 결합된 horseradish peroxidase (HRP)를 100 μL 씩 넣고 실온 또는 
   37℃에서 30분간 반응시킨다.
6) TMB 기질 용액을 100 μL 씩 넣고 실온에서 11-21분간 반응시킨다. 
7) Stop solution (황산)을 100 μL 씩 넣어 반응을 종결시킨다. 
8) ELISA reader를 이용하여 450 nm 파장에서 흡광도를 측정한다. 
9) 표준액의 흡광도와 비교하여 시료의 IL-1β 함량을 계산한다.

결과

해석

흡광도가 높을수록 IL-1β 함량이 높은 것이다. IL-1β 생성이 증가하면 T세포를 활성화시
키고 국소 염증반응을 매개하며 혈관 내피세포에 작용하여 백혈구의 부착을 매개하는 등 면
역력 증강에 효과가 있다고 해석할 수 있다.

참고

문헌

류혜숙, 김정희, 김현숙, 식물 혼합(고들빼기, 돌미나리, 메밀, 톳, 생강) 추출물이 마우스 면
역 세포 활성에 미치는 영향, 한국식품영양학회지, 20(1) p74-78, 2007
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④ 비장세포/대식세포의 Interleukin (IL)-6 생성 측정

구분 면역기능 링크 면역세포 활성화

실험

배경

싸이토카인은 면역세포에서 생성되는 수용성 단백질로서 이들은 하나의 네트워크를 형성하여 
세포의 증식과 활성, 분화의 조절과 염증세포를 활성화시키고 싸이토카인의 생성을 증가 또는 
억제하는 등 외부 항원에 대한 여러 면역세포간의 협력을 중재하므로, 이들의 생성과 분비는 
면역반응조절에 있어서 매우 중요하다. 
IL-6는 면역반응을 조절에 다양한 기능을 가진 싸이토카인으로 B세포의 항체생성 세포인 
plasma cell의 최종 분화를 유도하는 활성을 가진 B세포 성장인자로 작용하여 면역글로불린
의 합성을 증진하고, 다른 싸이토카인고 협동하여 상승작용을 나타내는 등 다양한 면역 기능
을 담당한다. 또한 IL-6는 활성화된 대식세포로부터 분비되는 염증성 싸이토카인으로 인체에 
침입한 병원체 및 종양세포들에 대한 제거 활성을 증진시킨다. 
대식세포 또는 비장세포에 시험물질을 가하여 배양하면서 IL-6 생성에 미치는 영향을 관찰
함으로써 기능성 소재의 면역 증강 효과를 평가할 수 있다. 

실험

재료

<필요장비 및 소모품>
CO2 배양기, 무균 작업대(Clean bench), 광학현미경, 원심분리기, hemocytometer, 배양 
plate (24well/96well), 분석용 저울, Homogenizer, 교반기(vortex mixer, Mini 
centrifuge, 항온기(Incubator), ELISA reader 피펫 (10~200㎕), 피펫 팁 (2~200㎕), 멀
티 채널 피펫, EP tube (2㎖)
<필요시약>
RPMI 1640, FBS(fetal bovine serum), penicillin, streptomycin, fungizone, 
amphothericin B, trypan blue solution, lipoploysaccharide(LPS), IL-6 측정용 
commercial kit, PBS(Phosphate�buffered saline)
<세포주> RAW 265.7 cell, 비장세포, 복강 대식세포

실험

방법

Sandwich enzyme immunoassay 방법을 이용하여 측정한다. IL-6에 대한 항체로 코팅되어 
있는 plate에 시료를 넣어 반응시킨 후 비오틴과 결합된 IL-6 항체를 반응시킨다. 이후, 아
비딘과 결합된 Horseradish Peroxidase (HRP) 효소를 넣어 반응시키고, 이후 HRP 효소에 
대한 기질로 TMB 용액을 넣어 반응시킨다. 시료에 IL-6 가 존재하면 색상의 변화가 나타나
게 된다. 황산 용액을 넣어 HRP 효소와 TMB 기질의 반응을 종결시키고 색상의 변화를 450 
nm에서 흡광도로 측정한다.
  1. 시료 준비
1) 세포를 배양 배지로 현탁하여 배양 plate (24well/96well)에 분주한다. 
2) 세포에 농도별로 희석된 시료를 분주한다. 양의 대조군으로 LPS(1-10 μg/mL)를 사용한다.
3) 37℃, 5% CO2 배양기에 넣고 24-48시간 배양하고 상층액을 취하여 분석 시료로 사용한다.
  2. 분석
1) 효소결합면역흡착검사 (enzymelinked immumosorbent assay, ELISA)를 이용한 키트 
  시약을 사용하여 분석한다. 
2) 96 well plate에 IL-6 항체를 넣어 코팅한다.
3) 증류수 (blank), IL-6 표준액, 시료를 각각 100 μL 씩 넣어 실온에서 2시간 동안 반응시킨다.
4) 비오틴과 결합된 IL-6 항체를 100 μL 씩 넣고 실온에서 2시간 동안 반응시킨다.
5) 아비딘과 결합된 horseradish peroxidase (HRP)를 100 μL 씩 넣고 실온 또는 
  37℃에서 30분간 반응시킨다.
6) TMB 기질 용액을 100 μL 씩 넣고 실온에서 11-21분간 반응시킨다. 
7) Stop solution (황산)을 100 μL 씩 넣어 반응을 종결시킨다. 
8) ELISA reader를 이용하여 450 nm 파장에서 흡광도를 측정한다. 
9) 표준액의 흡광도와 비교하여 시료의 IL-6 함량을 계산한다.

결과

해석

흡광도가 높을수록 IL-6 함량이 높은 것이다. IL-6 생성이 증가하면 B세포 성장인자로 작
용하여 면역글로불린의 합성을 증가시키고 인체에 침입한 병원체 및 종양세포들에 대한 제거 
활성을 증진시키는 등 면역력 증강에 효과가 있다고 해석할 수 있다.

참고

문헌

1. Seo MJ, Kang BW, Park JU, Kim MJ, Lee HH, Kim NH, Kim KH, Rhu EJ, Jeong 
YK., Effecf of fermented Cudrania tricuspidata fruit extracs on the generation of the 
cytokines in mouse spleen cells, J of Life Science, 23(5) p682-688, 2013
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⑤ 비장세포/대식세포의 Interleukin (IL)-10 생성 측정

구분 면역기능 링크 면역세포 활성화

실험

배경

싸이토카인은 면역세포에서 생성되는 수용성 단백질로서 이들은 하나의 네트워크를 형성하여 

세포의 증식과 활성, 분화의 조절과 염증세포를 활성화시키고 싸이토카인의 생성을 증가 또

는 억제하는 등 외부 항원에 대한 여러 면역세포간의 협력을 중재하므로, 이들의 생성과 분

비는 면역반응조절에 있어서 매우 중요하다. 

IL-10은 B 세포의 증식을 유도하여 IgM, IgG, IgA 항체의 생산을 증가시키며 T 세포에 대

한 싸이토카인 합성 억제 역할을 하는 등 생체 내에서 면역 억제 역할과 부분적으로 림프구

의 성장 촉진의 역할을 동시에 수행한다. 

대식세포 또는 비장세포에 시험물질을 가하여 배양하면서 IL-10 생성에 미치는 영향을 관

찰함으로써 기능성 소재의 면역 증강 효과를 평가할 수 있다. 

실험

재료

<필요장비 및 소모품>

CO2 배양기, 무균 작업대(Clean bench), 광학현미경, 원심분리기, hemocytometer, 배양 

plate (24well/96well), 분석용 저울, Homogenizer, 교반기(vortex mixer, Mini 

centrifuge, 항온기(Incubator), ELISA reader 피펫 (10~200㎕), 피펫 팁 (2~200㎕), 멀

티 채널 피펫, EP tube (2㎖)�

<필요시약>

RPMI 1640, FBS(fetal bovine serum), penicillin, streptomycin, fungizone, 

amphothericin B, trypan blue solution, lipoploysaccharide(LPS), IL-6 측정용 

commercial kit, PBS(Phosphate buffered saline)

<세포주> RAW 265.7 cell, 비장세포, 복강 대식세포

실험

방법

Sandwich enzyme immunoassay 방법을 이용하여 측정한다. IL-10에 대한 항체로 코팅되

어 있는 plate에 시료를 넣어 반응시킨 후 비오틴과 결합된 IL-10 항체를 반응시킨다. 이

후, 아비딘과 결합된 Horseradish Peroxidase (HRP) 효소를 넣어 반응시키고, 이후 HRP 

효소에 대한 기질로 TMB 용액을 넣어 반응시킨다. 시료에 IL-10 가 존재하면 색상의 변화

가 나타나게 된다. 황산 용액을 넣어 HRP 효소와 TMB 기질의 반응을 종결시키고 색상의 

변화를 450 nm에서 흡광도로 측정한다. 

  1. 시료 준비

1) 실험동물을 희생한 후 대장 말단 부위를 적출하고 PBS로 세척한다. 

2) 조직에 PBS를 넣고 homogenizer를 이용하여 균질화시킨다.

3) 20,000g, 4℃에서 30분간 원심분리한 후 상층액을 취하여 분석 시료로 사용한다. 

  2. 분석

1) 효소결합면역흡착검사 (enzymelinked immumosorbent assay, ELISA)를 이용한 

   키트 시약을 사용하여 분석한다. 

2) 96 well plate에 IL-10 항체를 넣어 코팅한다.

3) 증류수 (blank), IL-10 표준액, 시료를 각각 100 μL 씩 넣어 실온에서 2시간 동안 반응시킨다.

4) 비오틴과 결합된 IL-10 항체를 100 μL 씩 넣고 실온에서 2시간 동안 반응시킨다.

5) 아비딘과 결합된 horseradish peroxidase (HRP)를 100 μL 씩 넣고 실온 또는 37℃ 

   에서 30분간 반응시킨다.

6) TMB 기질 용액을 100 μL 씩 넣고 실온에서 1-8분간 반응시킨다. 

7) Stop solution (황산)을 100 μL 씩 넣어 반응을 종결시킨다. 

8) ELISA reader를 이용하여 450 nm 파장에서 흡광도를 측정한다. 

9) 표준액의 흡광도와 비교하여 시료의 IL-10 함량을 계산한다.

결과

해석

흡광도가 높을수록 IL-10 함량이 높은 것이다. L-10의 생성을 증가하면 B 세포를 조절하

여 항체 생성에 영향을 주어 체액성 면역증강 효과에 도움을 줄 수 있을 것으로 사료된다.

참고

문헌

1. 서이슬, 신광순., 천년초에서 분리한 점질다당의 면역자극 활성, 한국식품영양과학회지, 

41(1) p95-102, 2012
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⑥ 대식세포의 일산화질소(NO) 생성

구분 면역기능 링크 면역세포 활성화

실험

배경

일산화질소(nitric oxide, NO)는 면역계에서 외부물질에 대한 방어 작용을 하는 중요한 신호 

전달 물질로 notric oxide synthase(NOS)의 작용에 의해 L-arginine이 L-citruline으로 

변화되는 과정에서 생성되며 면역계에서는 방어 물질로 작용하는 것으로 알려져 있다. 

면역계에서는 면역전달물질인 세포활성물질의 영향을 받아 면역효과세포가 많은 양의 NO를 

생성할 수 있게 유도되면 많은 양의 NO가 면역 염증반응 부위에 유리되어 면역반응을 

나타낸다고 알려져 있다. 특히 박테리아가 대식세포 내 살균작용에 의해 분해될 때 

박테리아를 죽이기 위해 대식세포가 NO를 분비하게 된다. 따라서 활성화된 대식세포가 

분비하는 것으로 알려진 NO의 생성량을 측정함으로써 시료의 대식세포의 활성화에 따른 

면역기능의 증진 활성을 확인할 수 있다. 

실험

재료

<필요장비 및 소모품>

CO2 배양기, 무균 작업대(Clean bench), 광학현미경, 원심분리기, 배양 plate (96well), 

피펫 (10~200μL), 피펫 팁 (2~200μL), 멀티 채널 피펫, hemocytometer, ELISA 

reader

<필요시약>

DMEM(Dulbecco’s Modified Eagle Medium), FBS(fetal bovine serum), NaHCO3, 

penicillin/streptomycin, amphotericin B, 2-ME(2-mercaptoethanol), NO detection kit, 

lipoploysaccharide(LPS)

�<세포주> : RAW 264.7 세포

실험

방법

NO의 생성량은 안정된 nitric oxide 산화된 형태인 NO2-(nitrite)의 농도를 Griess 반응을 

이용하여 비색법(colorimetric method)으로 측정한다.

  1. 대식세포와 시료의 배양

1) 대식세포주인 RAW 264.7 세포를 적당한 농도 (1X10^6 - 5X10^4 cell/mL)로 10% 

FBS를     함유한 DMEM 배지로 현탁하여 96 well plate에 분주한다. 

2) 적당한 농도로 희석한 시료를 첨가하고, 양성 대조군으로 LPS (1-10 ug/mL)를 

첨가한다. 

3) 37℃, 5% CO2 배양기에서 24-48시간 배양한다.  

  2. 일산화질소(NO) 측정

1) 배양 상층액을 취하여 96-well plate에 각 well 당 100 μL 씩 분주한다.

2) Sulfanilamide가 함유된 기질 용액(substrate solution을 50 μL 첨가한 후 5-10분간 

   반응시킨다.

3) Naphthyethylenediamine이 함유된 발색 용액(coloring solution)를 첨가하여 10분간 

   발색시킨다.

4) ELISA reader로 520-560nm에서 흡광도를 측정한다.

5) Nitrite 표준액을 이용하여 0-1,000 μM 농도 범위에서 표준곡선을 작성한 후 시료의   

   nitrite를 계산하여 측정한다.

결과

해석

NO 생성이 증가하면 대식세포가 활성화되어 외부 물질 침입 등의 감염에 대한 1차 방어 등 

면역반응이 일어나는 초기에 생체 방어에 체내 면역 증강 효과를 나타낼 것으로 기대할 수 

있다. 

참고

문헌

Zhang L, Cheng YX, Liu AL, Wang HD, Wang YL, Du GH., Antioxidant, 

anti-inflammatory and anti-influenza properties of components from Chaenomeles 

speciosa., Molecules., 22(15(11):) p8507-8517, 2010
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(2) 동물실험법

① Cyclophosphamide(CY) 유도 면역억제 동물실험 모델 

구분 면역기능 링크
동물모델

실험

배경

Cyclophosphamide (CY)는 각종 암과 육종, 백혈병, 악성림프종에 널리 사용되는 

면역억제제이다. 면역억제제인 cyclophosphamide 처리에 의해 면역이 억제된 마우스의 

면역력 증강 활성을 측정함으로써 시험물질의 면역 증강 소재로서의 가능성을 평가해볼 수 

있다.

실험

재료

<필요장비 및 소모품>

Cage, 깔집, 주사기 (1 mL), 마취통, 시험관

<필요시약>

고형사료, Ethyl ether, Cyclophosphamide, 생리식염수

<실험동물>

실험

방법

1. 실험 동물을 준비한다. (5~8주령의 숫컷 흰쥐, 또는 마우스)

2. 실험동물을 에테르를 사용하여 약하게 마취시킨 후, cyclophosphamide를 생리식염수에 

녹여 주사기를 사용하여 복강으로 주사한다.

  1) 투여량 : 실험 동물 체중 1kg 당 100-150 mg 으로 투여한다.

  2) 투여횟수 : 단회 투여 하거나, 1-2일 간격으로 2-3회 투여한다. 2회 투여 시기는 1회  

     투여 2-3일 후로 한다. 

3. 시험물질은 cyclophosphamide 투여 24시간 이후부터 공급한다.

4. Cyclophosphamide 투여 후 3-14일째에 실험동물을 희생하여 혈액 및 조직을 적출하여 

비교 분석한다. 

5. 시험물질 공급의 시기는 실험 목적에 따라 다음과 같이 한다.

  1) 시험물질의 면역억제 예방 및 개선 효과 측정 : cyclophosphamide 투여 전과 주입    

      24시간 이후부터 희생 전까지 시험물질을 공급한다. 

  2) 시험물질의 면역억제 개선 효과 측정 : cyclophosphamide 투여 주입 24시간 이후부터 

     희생 전까지 시험물질을 공급한다. (1-2주) 

결과

해석

Cyclophosphamide를 투여하고 수일 후에 실험동물을 희생하여 면역 활성을 관찰한다. 

Cyclophosphamide에 의해 면역력이 억제되면 면역 조직인 흉선의 무게와 흉선 세포수가 

감소하고 면역억제에 대한 방어기작으로 비장의 무게가 증가한다. 또한 T 세포와 B 세포의 

분화 감소, 대식세포의 탐식작용 저하, 면역 활성물질인 싸이토카인들의 분비와 NK 세포 

활성이 감소 등 전반적인 면역 기능 저하가 나타난다. 

참고

문헌

1. Jang SE, Joh EH, Lee HY, Ahn YT, Lee JH, Huh CS, Han MJ, Kim DH., 

Lactobacillus plantarum HY7712 ameliorates cyclophosphamide-induced 

immunosuppression in mice., J Microbiol Biotechnol, 23(3) p414-421, 2013
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② 인플루엔자 감염 동물실험 모델

구분 면역기능 링크 동물모델

실험

배경

인플루엔자 바이러스는 호흡기 점막을 통해 감염이 되고 면역기능이 낮은 사람이 잘 걸린다. 

시험물질을 공급하고 인플루엔자 바이러스를 접종한 후 실험동물에서 인플루엔자 감염 방어 

시 어떤 면역학적 변화가 일어나는지 살펴봄으로써 시험물질의 면역 증강 소재로서의 

가능성을 평가해볼 수 있다.

실험

재료

<필요장비 및 소모품>

Cage, 깔집, 항온기(Incubator), 원심분리기, 0.2 μm syringe filter, 주사기 (1 mL), 

시험관

<필요시약>

고형사료, Zoletil, Bovine Serum Albumin (BSA), N-tosyl-L-phenylalanine 

chloromethyl ketone (TPCK), Minimun Essential Medium alph (MEM-α), 유정란, 

A/PR/8/34 virus (H1N1), PBS (Phosphate buffered saline)

<실험동물>

실험

방법

1. 실험 동물을 준비한다. (5~8주령의 흰쥐, 또는 마우스)

2. 실험동물을 약하게 마취시킨 후, 인플루엔자 A (H1N1)를 PBS로 희석하여 비강을 통해 

(intranasally) 한방울씩 점적주입(instillation)하여 감염시킨다. 

  1) 인플루엔자 증폭 : 인플루엔자를 10-11일령의 부화란에 접종한 후 37℃의 배양기에서 

     48-72시간 배양한다. 배양액으로 MEM-α을 사용한다. 

  2) 주입량: 실험동물 당 0.1~2.0 LD50 virus를 주입한다.

3. 시험물질은 인플루엔자 접종 4-24시간 이후부터 3-14일간 공급한다.

4. 인플루엔자 접종 후 7-21일째에 실험동물을 희생하고 혈액 및 조직을 적출하여 비교 

분석한다. 

결과

해석

인플루엔자 바이러스를 접종한 후 수일 후에 실험동물을 희생하여 면역 활성을 관찰한다. 

시험물질에 의해 면역 지표들이 개선되고 항바이러스 활성이 확인되면 면역력 증강 효과가 

있다고 해석할 수 있다.

참고

문헌

1. Lee JS, Hwang HS, Ko EJ, Lee YN, Kwon YM, Kim MC, Kang SM. ., 

Immunomodulatory Activity of Red Ginseng against Influenza A Virus Infection, 

Nutrients, 27(6(2)) p517-529, 2014

2. Yin SY, Kim HJ, Kim HJ.., A comparative study of the effects of whole red 

ginseng extract and polysaccharide and saponin fractions on influenza A (H1N1) 

virus infection, Biol Pharm Bull., 36(36) p1002-1007, 2013
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다. 면역기능 평가 타당성 분석

(1) 비교를 위한 기존 평가법 선정

Ÿ 식품의약품안전처 건강기능식품 기능성 평가 가이드‘면역기능 개선에 도움을 줄 수 있음’

   바이오바커와 개발 면역능 평가법 결과 비교를 통한 타당성 평가

 (가) 싸이토카인(Cytokine)

Ÿ 싸이토카인은 면역세포에서 생성되는 수용성 단백질로서 이들은 하나의 네트워크를 형

성하여 세포의 증식과 활성, 분화의 조절과 염증세포를 활성화시키고 싸이토카인의 생

성을 증가 또는 억제하는 등 외부 항원에 대한 여러 면역세포간의 협력을 중재하므로, 

이들의 생성과 분비는 면역반응조절에 있어서 매우 중요하다.

Ÿ 면역력을 평가하기 위한 측정 물질로서 IL-4, IL-6, IL-17, TNF-alpha, 

IFN-gamma를 측정하였으며, 간단히 위 cytokine들의 기능에 대해 서론에서 알아보

고 넘어가고자 한다. 

Ÿ 면역기능 증진 기능으로 Th1 보조 T 림프구에서 분비되는 싸이토카인의 종류는 

IL-1, IL-2, IL-12, IL-15, IL-18 IFN-γ, TNF-α 등이 있으며, 이들은 염증성 

싸이토카인 으로서 세포독성을 나타내며, 세포매개성 면역반응에 관여한다.

Ÿ 과민면역반응 완화 기능으로 비만세포에서 생산되는 싸이토카인은 T림프구 중 Th2보

조 T림프구의 반응을 증가시켜 IL-4, IL-5, IL-13 등의 싸이토카인 생성을 유도하

고, 이들은 B세포에 작용하여 IgE의 생산을 촉진시킴으로써 만성 알레르기 반응에 기

여하게 된다. 이에 반해 Th1보조 T림프구가 분비하는 IFN-γ는 Th2보조 T림프구들

의 분화를 억제한다. 또한, IgE의 생성을 억제하고, IgG2a의 생성을 유도하여 알레르기 

반응을 억제시켜주는 것으로 알려져 있다.

○ Interleukin-4(IL-4)

Ÿ IL-4는 적응 면역을 매개하고 조절하는 싸이토카인이다. IgE 항체 생성과 미감작 

CD4+보조 T 세포로부터의 TH2세포 발달을 위한 주된 자극자이다. TH2 세포와 비만

세포에서 생성된다.

Ÿ IL-4는 활성화된 B 세포와 T 세포를 자극하거나, B세포가를 형질세포로 분화시키는 

등의 많은 생물학적 기능을 갖고 있으며, 체액성 면역과 후천성 면역의 중요한 조절자

이다. 또한, IL-4는 B 전구세포에서 IgE 및 IgG4 생산이 가능한 B세포로 전환되는 종

류변환(class switching)을 유도할 뿐만 아니라, MHC 클래스 II의 생산을 촉진한다고 

알려져 있다. 

Ÿ 반대로 IL-4는 Th1 세포, 대식세포, 인터페론 감마, 그리고 수지상세포의 IL-12의 양

을 감소시킨다고 알려져 있다. 또한, IL-4의 과량 생산은 알러지와 관련이 있다. 
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○ Interleukin-6(IL-6)

Ÿ IL-6는 면역반응을 조절에 다양한 기능을 가진 싸이토카인으로 B세포의 항체생성 세

포인 plasma cell의 최종 분화를 유도하는 활성을 가진 B세포 성장인자로 작용하여 면

역글로불린의 합성을 증진하고, 다른 싸이토카인고 협동하여 상승작용을 나타내는 등 

다양한 면역 기능을 담당한다. 또한 IL-6는 활성화된 대식세포로부터 분비되는 염증성 

싸이토카인으로 인체에 침입한 병원체 및 종양세포들에 대한 제거 활성을 증진시킨다. 

Ÿ 대식세포 또는 비장세포에 시험물질을 가하여 배양하면서 IL-6 생성에 미치는 영향을 

관찰함으로써 기능성 소재의 면역 증강 효과를 평가할 수 있다. 

Ÿ IL-6 생성이 증가하면 B세포 성장인자로 작용하여 면역글로불린의 합성을 증가시키고 

인체에 침입한 병원체 및 종양세포들에 대한 제거 활성을 증진시키는 등 면역력 증강에 

효과가 있다

○ Interferon-gamma(IFN-γ)

Ÿ IFN-γ는 면역인터페론으로 불리며 세포 매개성 면역과 관련이 있다. Th1 계열의 싸

이토카인으로 활성화된 CD4 및 CD8 T 림프구, 그리고 NK 세포에 의해서 생성된다. 

T 림프구에 작용하며 이들의 분화를 증진하고 대식세포를 활성화하여 Th1 세포의 분

화를 촉진하는 IL-12를 합성하고, B세포에 작용하여 IgG 항체 생성을 촉진하며 Th2 

세포 증식을 억제하는 기능을 한다. 

Ÿ 대식세포 또는 비장세포에 시험물질을 가하여 배양하면서 IFN-γ 생성에 미치는 영향

을 관찰함으로써 기능성 소재의 면역 증강 효과를 평가할 수 있다.

Ÿ IFN-γ 생성 증가는 T 림프구의 분화 증진, 대식세포 활성화, B세포에서의 IgG 항체 

생성 촉진 등 면역력을 증진시키는데 효과가 있다고 해석할 수 있다. 

○ Tumor necrosis factor(TNF)-α

Ÿ TNF-α는 활성화된 대식세포 또는 비장세포에서 분비되는 염증성 싸이토카인으로 인

체에 침입한 병원체 및 종양세포들에 대한 제거 활성을 증진시킨다. TNF-α는 림프구

와 상호작용하여 림프구의 활성과 성장 등을 조절하며 특히 Th-1 세포 반응을 유도하

는 싸이토카인으로 뇌경색이나 암 같은 질병에 있어 면역을 증강시킨다. 또한 TNF-α

는 종양괴사인사(tumor necrosis factor)로 알려진 물질로 암세포의 세포 용해를 유도

함으로써 직접적인 항암 작용을 나타내기도 한다. 

Ÿ 대식세포 또는 비장세포에 시험물질을 가하여 배양하면서 TNF-α 생성에 미치는 영

향을 관찰함으로써 기능성 소재의 면역 증강 효과를 평가할 수 있다. 

Ÿ TNF-α 생성을 증가는 면역력을 증진시키는데 효과가 있다고 해석할 수 있다. 

○ Interleukin-17(IL-17)

Ÿ IL-17 억제제는 면역 조절 기능에 관여하기 때문에 류마티스 성 관절염 , 건선 및 염

증성 장 질환 과 같은 자가 면역 질환에 대한 가능한 치료법으로 연구되고 있습니다.

Ÿ 또한 현재까지는 많은 염증매개 자가면역질환의 치료로 TNF 억제를 통한 효과가 인정

되었으나 30% 이상의 환자는 이러한 치료에 반응하지 않아 새로운 약물 또는 치료 방

법이 필요한 실정이며, TNF 억제제에 반응하지 않거나 불충분하게 반응하는 환자에서 

IL-17/Th17을 표적화 하는 것은 지금까지 연구결과로 성공적인 제안으로 평가 되고 

있다.
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(2) 기존평가법과 개발평가법 교차검증 실험 결과

그림3.21 표준 면역식품소재 싸이토카인 생성능 평가
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그림3.22 개발 면역식품소재 싸이토카인 생성능 평가 
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Ÿ 상기의 분석결과 개발된 시험관 시험법에 의해 도출된 BMDC Immunogenic Index 

I/II와 Tolerogenic Index I/II에 따라 immunogenic한 경향과 tolerogenic한 경향의 

기준으로의서 효능 구분 및 등급화와 싸이토카인 측정결과와 경향성이 유사하였다.

Ÿ 싸이토카인이 면역계의 조절 작용에 큰 역할을 하며, 림프구들의 성장, 분화, 활성화에 

결정적이지만, 싸이토카인들의 수치를 측정함으로써 면역소재의 면역력에 대한 정확한 

평가가 가능하다.

 

Ÿ 하지만 이러한 싸이토카인은 면역학상의 작용물에 대한 면역반응과 무감각간의 균형을 

유지하는데 근본적인 요소임을 이해함으로써, 비정상적인 면역반응에 의해 발생하는 질

병칠에 탁월한 해결책이기 때문에, 싸이토카인 투여량 또는 in vitro 상에서 싸이토카인

들의 표적이 된 세포들의 종류에 따라 T 세포의 면역관용 현상을 유도하기도 하고, 이

와는 상반되게 오히려 특정 면역세포들의 기능을 활성화 시키기도 하였다.

Ÿ 이와 같은 현상은 면역식품(소재) 싸이토카인 측정에서도 관찰되기도 하였다. 다시 말

해, 면역관용 소재에서 친염증성 싸이토카인인 TNF-α의 높은 수치가 관찰되기도 한

다는 것이다.

 

Ÿ 이는 표적이 되는 세포의 종류 및 사이토카인의 작용 시점에 따라 각 사이토카인에 대

한 수용체의 발현량이 다르거나, 한 수용체의 하위에 있는 신호 전달계가 표적 세포마

다 다르기 때문에 나타나는 현상으로 추측해 볼 수 있다.

Ÿ 따라서 본 실험에서 측정한 싸이토카인을 통한 면역평가 시 면역반응에 영향을 미치는 

다른 기전들에 대한 보다 세부적인 이해가 있어야 면역능 평가가 가능할 것이다.

Ÿ 개발된 면역능 평가는 면역능의 구분은 immunogenic index와 tolerogenic index으로 

구분을 하고 각 index별 최상/상/중/하로 나누어 등급화 하는 가이드를 선정하였으며, 

이를 싸이토카인 측정법과 결과 비교를 통해 타당성을 확인하였으며, 복잡한 작용을 하

는 싸이토카인의 세부적인 이해가 있어야 면역능 평가가 가능하지만, 개발된 면역능 평

가는 쉽게 이해 할 수 있는 면역능 평가 가이드를 제시할 수 있으며, 비교 시험을 통해 

구분된 면역능의 일치성과 효능평가 결과의 상관성에 대한 비교를 통해 타당성을 확인

할 수 있었다.
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(3) 소재에 대한 기술수준진단 기준 제시

Ÿ 기술수준진단은 건강기능식품 신청 소재에 대한 개발 면역능 평가법의 수준을 진단하는 것

으로, 건강기능식품의 개발과 인·허가를 위해 필요한 면역능 효과, 소재의 immunogenic

한 경향과 tolerogenic한 경향기능성, 안전성, 기준규격을 제시하고 면역 건강기능식품의 

개발 기능성 소재의 과학적 근거를 확보할 수 있는 객관적이고 합리적 연구 방향을 제시하

는 것이 목적이다.

(가) 원료표준화 및 기준규격

Ÿ 연구·개발 중인 원료의 제조방법이 식품으로서 타당한 제조과정을 갖추었는가, 제조과

정 중의 표준화를 목적으로 기능성분 또는 지표성분의 최적 효능농도선정 

(나) 안전성 자료 

Ÿ 독성 평가 및 효능 농도에 따라 섭취근거자료, 독성시험자료, 일일 섭취량의 근거, 기타 

안전성과 관련된 DB에서의 자료 확보 여부를 점검 

(다) 기능성 자료 

Ÿ 제안한 기능성이 건강기능식품으로 적합한지와 이에 대한 과학적인 근거자료인 시험관

시험, 동물실험, 인체적용실험의 확보여부와 이를 통한 제안 섭취량의 설정 여부를 점

검 

(라) 면역능 평가 등급

Ÿ 기술수준진단표에 의해 기술수준단계가 구분되며, 최상/상/중/하로 나눠진다.

Ÿ 건강기능식품은 안전성에 초점이 맞춰진 일반식품과 달리 원료에 대한 기능성을 확인할 

수 있어야 한다. 그러나 기능성을 확인하였다고 해서 바로 제품으로 만들 수 있는 것은 

아니다. 기능성을 나타내는 물질을 얼마나 섭취하였을 때 기능성도 나타나고 인체에도 

안전한지를 알아야 한다. 따라서 기능성 원료가 항상 일정한 기능성을 나타낼 수 있도

록 생산되는지 확인할 수 있는 마커가 있어야 한다. 건강기능식품에서는 그 마커를 기

능성분 또는 지표성분이라고 부르며 제품의 표준화를 확인하기 위하여 반드시 설정하여 

관리해야 한다.
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3.9 평가를 통한 BC (Benefit-Cost analysis) 도출

Ÿ 넓은 의미의 BC (Benefit-Cost analysis) 비용/편익분석은 경쟁적인 공공투자 기회의 긍

정적인 효과와 부정적인 효과를 체계적으로 평가하고 가능한 이들을 계량화하여 대안의 비

교평가에 명시적으로 포함시키는 일련의 방법론을 지칭한다.

Ÿ 개발된 평가법에 따라 기존 평가법을 개선시키고 이로부터 비용 절감과 긍정적 효과를 편

익이라고 한다. 즉 개발된 평가법에 따른 편익이란, 크게 두 갈래인 면역증진 식품과 알레

르기 개선 식품 혹 과대면역개선 식품 가운데 어느 그룹에 속하는지를 판별하게 되고, 수지

상세포를 통한 T helper 발달의 방향성을 조사함으로써 구체적인 후천면역 방향성을 판별

하여 동물모델이나 임상시험 디자인에 가이드라인을 제공함으로써 개발 시간 단축 및 비용 

절감 효과를 통하여 경제적 이익을 기대할 수 있다.

가. 개발 면역능 검사법 영향 분석 

(1) 개발 면역능 검사법 필요성 

      - 기존 검사법에 대한 단점에 대한 개선 방안 필요

      - 면역기능 검사법 및 검사과정 표준화, 면역기능 검사치의 수량화 및 등급화 

      - 면역능 검사 동물모델 구축 및 시험관내 검사법의 유효성 검증 

      - 면역능 평가 시스템 개발 및 민간보급 프로세스 구축

(2) 개발 면역능 검사법 에 따른 예상편익 추정

      - 기존 평가법 비교를 통한 타당성 확보

      - 개발법의 도입으로 인해 추가적인 비용은 발생하지 않으며, 오히려 비용 절감 및 검

사 시간 감소 등 추가적인 편익이 발생

      - 우수소재 데이터베이스 활용을 통한 우수식품소재 수집에 의한 기능적, 경제적 가이

드 선정 기반 자료 제공을 통한 면역 식품소재 발굴 및 산업화를 위한 평가 및 가이

드 제시

      - 표준화된 시험관내 면역능 검사법 제시 및 민간보급 프로세스 개발

      - 따라서 본 개발법은 검사법 및 경제적 타당성을 확보하고 있으므로 경제적 효율성을

        고려할 때 시행될 필요가 있음
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나. 식약처에서 가이드 면역 평가법과 비교를 통한 BC (Benefit-Cost analysis)

(1) 사전 비용편익분석 개요

구  분 내  용

대  안 수지상세포기반 시험관내 및 동물실험 검사법에 의한 면역기능평가

항  목 면역능 평가

비용편익항목

비   용 편  익

1. 평가 실험 비용

2. 평가 방법 및 기간비용

3. 평가 항목에 따른 비용

1. 기존 평가법 대비 비용 절감

 -면역증가, 면역관용 동시 측정

2. 기존 평가법 대비 기간 단축 

 -평가방법 단일화로 기간 단축

3. 면역증진, 면역관용 평가편익  

 -평가로 면역능 방향 제시

(2) 비용편익분석

기존 평가법(싸이토카인 측정) 개발 면역능 평가법

평

가

시

간

비용

산정

∙ 실험시간 계산 (총 6시간)

 - Staining : 5시간(반응시간 총 4시간)

 - ELISA reader 분석 : 1시간

∙ 실험시간 계산 (총 4시간)

 - Staining : 2시간(반응시간 총 1시간)

 - Flow cytomer 분석 : 2시간

편익

산정

∙ 면역기능 증진 및 과민면역반응 완화

  바이오마커로 사용가능 하지만 

  유형에 따른 바이오마커가 다양하여

  면역능 방향성 평가에 있어 많은 시간 

  필요함

∙ 실험시간 계산 시 

  기존 평가법 대비 40% 감소

∙ 면역기능 증진 및 과민면역반응 완화

  바이오마커로 사용가능 하고

  Flow cytometer 분석을 통해 면역능

  방향성 동시 분석 가능하여 시간 감소

평

가

비

용

비용

산정

∙ 분석 싸이토카인 종류 

 - 면역증진 싸이토카인 

 : IL-1, IL-6, IL-12, TNF-α,    

   IFN-α, IFN-β 등 다양

 - 면역관용 싸이토카인 : IL-1, IL-4, 

   IL-5, IL-6, IL-13, TGF-β등 다양

 ※자세한 비용은 아래 분석비용 첨부

∙ 분석 안티바디 종류 : 7종

 - PD-L2, PD-L1, MHCⅡ, CD80, 

   CD11c, CD11b, CD40 발현정도 

   측정을 통하여 면역능 평가

∙ 기존 평가법 대비 분석비용 60% 감소

 ※자세한 비용은 아래 분석비용 첨부

편익

산정

∙ Kit 비용이 높고 일회성 실험으로 

  반복 실험이 필요한 평가법으론 비용이 

  많이 필요함

∙ 각 다양한 싸이토카인 기전들의 세부작용

  이해를 통한 면역능 평가가 가능

 - 면역증진, 면역관용에 따른 다양한 

   싸이토카인 측정이 필요함에 따른 

   비용 증가

∙ 지상세포의 보조자극인자 및 억제인자의 

  발현 정도를 유세포분석법을 이용하여

  측정결과에 따른 면역증진, 면역관용 평가

  - 면역증진, 면역관용 동시 평가 가능함

     이에 따른 비용 절감

∙ 안티바디 사용으로 반복실험 가능에 따른

  비용 절감으로 평가법으로 적정
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(3) 분석 비용 비교

  - 기존 면역능 평가법(싸이토카인 측정)

- 개발 면역능 평가법

회사 내용 규격 금액(원)

Enzo, 
ALX-620-056-M001 DAF-2 DA for NO detection kit 810,700

R&D Systems, DY410 Mouse TNF-aELISA kit 974,600

R&D Systems, DY401 Mouse IL-1b ELISA kit 974,600

BD OptEIA™, 555240 Mouse IL-6 ELISA kit 665,500

BD OptEIA™, 555252 Mouse IL-10 ELISA kit 665,500

R&D Systems, DY1679 Mouse TGF-b ELISA kit 974,600

　합계 5,065,500 원

회사 내용 규격 금액(원)

BD, 562846 BD HorizonTMBV421 Rat Anti-mouse 
CD40 (Clone : 3/23)

50ug
/EA 226,600

e-bioscience, 
25-0801-82

Anti-mouse CD80 PE-Cyanine7 
(clone : 16-10A1)

100ug
/EA 378,400

BD, 558091 PE, Rat, Anti-Mouse, CD274, MIH5, 
RUO

0.1mg
/EA 231,000

e-bioscience, 
11-9972-81

Anti-mouse CD273 (B7-DC) FITC 
(Clone : 122)

500ug
/ml 148,500

biolegend, 107623  PerCP anti-mouse I-A/I-E Antibody 25ug
/EA 144,100

TONBO, 
20-0114-U100 APC Anti-mouse CD11c (N418) 100ug

/EA 216,700

biolegend, 101226 APC/Cy7 anti-mouse/human CD11b 100ug
/EA 310,200

Invitrogen™, L34966 LIVE/DEAD FIX AQUA-400 1Kit 400 
assay 489,500

　합계 2,145,000 원
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다. 우수 효능 소재의 기존 면역 건강기능식품 원료들 간의 경제성 비교

(1) 건강기능식품 기능성 원료의 인정 현황 2016. 12 식품의약안전처

 

① 건강기능식품

 건강기능식품이란 인체에 유용한 기능성을 가진 원료나 성분을 사용하여 제조한(가공을 포

함한다) 식품을 의미한다.

② 기능성

 인체의 구조 및 기능에 대하여 영양소를 조절하거나 생리학적 작용 등과 같은 보건 용도에 

유용한 효과를 얻는 것을 의미한다.

 건강기능식품의 기능성은 다음과 같이 분류하고 있다. 

기능성 구분 기능성 내용

질병발생 위험감소 기능 질병의 발생 또는 건강상태의 위험감소와 관련한 기능 

생리활성 기능

인체의 정상기능이나 생물학적 활동에 특별한 효과가 있어 

건강상의 기여나 기능향상 또는 건강유지･개선을 나타내는 

기능

영양소 기능
인체의 정상적인 기능이나 생물학적 활동에 대한 

영양소의 생리학적 작용

③ 기능성을 가진 원료나 성분

식약처장이 고시하거나 별도로 인정하는 것으로 나눌 수 있다. 

1. 식약처장이 고시한 원료 또는 성분 (고시 원료)  

2. 식약처장이 별도로 인정한 원료 또는 성분 (개별인정 원료)
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④ 기능성별 원료 인정 현황

13년간 면역기능개선 기능성 원료 17건 인정으로 최근 높은 관심과 연구가 진행되고 있다.

그림3.23 3년간(’04-’16) 기능성별 원료 인정 현황



- 390 -

(가) 면역력 증진에 도움

원료명 인정번호 인정등급 기능(지표)성분 일일섭취량 섭취 시 주의사항

당귀혼합추출물
제2006
-17호

생리활성기능
2등급

1.nodakenin
2.paeoniflorin

3.chlorogenicacid

당귀혼합
추출물로서
20~40g/일

1.임신부,수유여성,월경불순이나
  출혈성 질환이 있는 경우 

의사와 상담
2.6세미만소아섭취삼가

3.천궁,백작약은섭취시발열및
  알러지를 유발할 수 있으므로 주의

Enteroccus
faecalis

가열처리건조분
말

제2006
-23호

생리활성기능
3등급

1.Enterococcus
faecalisFK-23

사균체
2.Cis-백센산

- -

L-글루타민

제2007
-1호

생리활성기능
2등급

L-글루타민
L-글루타민

으로서
3~5g/일

1.Methotrexate,anticonvulsants,
  lactulose의 효과를 경감시킬

우려가 있음
2.MSG에 민감한 사람 섭취주의

3.신장 및 간질환이 있는 
환자섭취주의

4.임산부, 수유부는 의사 
처방 없이는 섭취 삼가

제2008
-7호

게르마늄효모
제2007
-15호

생리활성기능
3등급

게르마늄
게란티바이오-

Ge효모로서 
1.2 g/일

임산부, 수유여성 및
12세 이하 어린이는

섭취에 주의

금사상황버섯
제2008
-32호

생리활성기능
2등급

베타글루칸
금사상황버섯
추출물로서

3.3g/일
-

표고버섯
균사체

제2006
-5호 생리활성기능

3등급

α-1,4 glucan

표고버섯
균사체로서

3.3g/일
-

제2008
-32호

α-glucan
제2008
-78호

생리활성기능
2등급

스피루리나
제2010
-4호

생리활성기능
3등급

총 엽록소
스피루리나로서
62~72mg/일

-

글로렐라
(고시된원료로 

전환)

제2010
-52호

생리활성기능
2등급

총 엽록소
총엽록소로서
125mg/일

-

청국장균
배양 정제물

제2012
-25호

생리활성기능
2등급

폴리감마글루탐산
칼륨

폴리감마글루
탐산칼륨으로서

1,000mg/일

어린이, 임신 또는 수유중인여성은
섭취에 주의

동충하초
주정 추출물

제2013
-16호

생리활성기능
2등급

Cordycepin
동충하초

주정추출물로서
1.5g/일

-

효모베타 
글루칸

제2013
-34호

생리활성기능
2등급

베타글루칸
효모베타글루칸

으로서
250mg/일

-

인삼다당체
추출물

제2015
-11호

생리활성기능
2등급

Galactose와
Arabinose의합,

진세노사이드Rg1
과 Rb1의 합, 
인삼성분 확인

인삼다당체추출물
로서6g/일

1.특이체질 또는 알레르기체질인
  경우에는 성분을 확인한 후 섭취

2.의약품(당뇨치료제, 혈액항응고제)
  복용 시 섭취에 주의
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(나) 과민면역반응 개선에 도움

원료명 인정번호 인정등급 기능(지표)성분 일일섭취량 섭취 시 주의사항

Enterococcus

faecalis

가열처리

건조분말

제2008호

-31호

생리활성기능

2등급
Vaccenic acid

Enterococcus

faecalisFK-

23호소 및

가열처리건조분말

로서1g/일

임산부, 수유 여성 섭취 삼가

구아바잎

추출물등

복합물

제2009

-16호

생리활성기능

2등급

1.Ellagicacid

2.EGCG

3.Gallicacid

구아바잎 추출물 등

복합물로서

800mg/일

-

다래추출물

제2009

-18호 생리활성기능

2등급

1.Quinicacid

2.Citricacid

다래추출물로서

2g/일 임산부, 수유기 여성은

섭취 전 의사와 상담제2009

-58호

액상다래추출물

로서1.4~1.7g/일

피카오프레토

분말등복합물

제2010

-28호

생리활성기능

2등급

1.TotalPolyphenol

2.VitC

3.Chlorogenicacid

4.Cinnamicacid

신청원료 중

아세로라 농축물,

계피추출물, 

피카오프레토

분말3종 

혼합물로서

1,350mg/일

임산부, 수유부, 어린이 섭취 주의

소엽추출물
제2010

-48호

생리활성기능

3등급
Rosmarinic acid - -

합성 PLAG
제2013

-35호

생리활성기능

3등급

1-palmitoly-2-

linoleoyl-3-

acetylrac-

glycerol

합성PLAG로서

1g/일

1.장기간(6개울이상)섭취시주의

2.어린이, 임산부, 수유부 및

  기임 여성은 섭취 삼가

3.위장 장애가 발생할 수 

있으므로 주의

(다) 식약처장이 별도로 인정한 원료 또는 성분

면역기능

개 선

면역력  

증진에 도움

(12종)

L-글루타민, 게르마늄효모, 금사상황버섯, 동충하초주정추출물,

Enterococcusfaecalis 가열처리건조분말, 당귀혼합추출물, 스피루리나,

글로렐라, 표고버섯균사체, 청국장균배양정제물(폴리감마글루탐산칼륨),

효모베타글루칸, 인삼다당체추출

과민면역반응  

완화에 도움

(6종)

Enterococcusfaecalis 가열처리건조분말, 구아바잎추출물등복합물,

다래추출물, 소엽추출물, 피카로프레토분말등복합물, 합성PLAG
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(라) 건강기능식품 기능성 원료의 인정 현황 : 기능성 원료

원료 기능성  내용 기능(지표)성분 일일섭취량 섭취 시 주의사항

인삼
면역력증진, 피로개선에

도움을 줄 수 있음

진세노사이드

Rg1과Rb1의합

Rg1과 Rb1 합계로서

3~80mg

의약품

(당뇨치료제, 혈액항응고제)

복용 시 섭취에 주의

홍삼

면역력증진, 피로개선,

혈소판 응집억제를 통한

혈액흐름, 기억력개선,

항산화에 도움을 

줄 수 있음

진세노사이드

Rg1과Rb1및

Rg3의합

Rg1과 Rb1 및

Rg3의 합으로서

1) 3~80mg

(면역력증진, 피로개선)

2) 2.4~80mg

(혈액흐름, 항산화,

기억력개선)

의약품

(당뇨치료제, 혈액항응고제)

복용 시 섭취에 주의

클로렐라

피부건강, 항산화, 

면역력 증진에 

도움을 줄 수 있음

총 엽록소

총 엽록소로서

1) 8~150mg

(피부건강, 항산화)

2) 125~150mg

(면역력증진)

-

알콕시글리세롤

함유상어간유

면역력 증진에

도움을 줄 수 있음
알콕시글리세롤

알콕시글리세롤로서

0.6~2.7g
-

알로에겔

피부건강, 장건강, 

면역력 증진에

도움을 줄 수 있음 

고형분 중 

총 다당체

총 다당체 함량으로서

100~420mg
-

상활버섯추출물

면역기능개선에 도움을

줄 수 있음

(17.7.1 부터 시행)

베타글루칸

상황버섯추출물로서

3.3g

(베타글루칸으로서

287.1~534.6mg)

-
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(마) 건강기능식품 제품 분석

제품명 주요성분 주된 기능성 가격

BYO

피부생유산균 

CJLP133

과채유래유산균

(L.plantarum

CJLP133)

1. 면역과민반응에 의한 피부상태 개선에 도움을 
   줄 수 있음 (생리활성기능2등급)
2. 유산균증식 및 유해균억제, 배변활동원활에 도움을 
   줄 수 있음
<임상실험>
12개월에서 13세사이의 소아에서 L.plantarumCJLP133을 
1일2회 12주 진행. 아토피성피부염(SCORAD) 점수, 
호산구수, 혈청 총 IgE 및 싸이토카인의 SCOring을 
평가 시 가려움과 SCORAD 점수개선 및 총 호산구수 및 
IFN-γ, IL-4는 유의하게 감소 

30포 45,000원

1포 1,500원

<권장섭취>

1일 2포

1일 3,000원

정관장 홍삼정

홍삼농축액
(6년근, 

고형분64%)
1일 기준 

진세노사이드
Rg1+Rb1+Rg

316.5mg

1.면역력증진, 2. 피로개선, 3. 혈소판 응집 억제를 통한 

혈액흐름 완활, 4.기억력개선, 

5. 항산화에 도움을 줄 수 있음

- 1, 2효능 : 지금까지 발표된 홍삼관련 연구 자료를 

  바탕으로 식약청에서 인정

120g 

102,000원

<권장섭취>

1일 3g 

1일 2550원

알렉스아이
액상다래추출물

(PG102)

면역과민반응 개선에 도움을 줄 수 있음

(생리활성기능2등급)

<임상실험>

100명의 혈중 총 IgE가 300 IU/ml 이상인 자를 대상으로

임상시험을 진행. PG102(다래추출물)가 혈중 총 IgE, 

ECP,

eotaxin 농도 및 혈중 호산구 수치를 통계적으로 유의하게

감소시키는 것으로 확인

30포 52,000원

1포 1700원

<권장섭취>

1일 2포

1일 3,400원

고려인삼공사  

후코이단-100

후코이단 추출분말 

100%

면역체계의 주요인자인 NK세포를 활성화시키고,

면역전달물질을 생성 

30포 

150,000원

1포 5,000원

<권장섭취>

1일 6포

1일 30,000원

종근당 

그린스피루리나

스피루리나(미국산),

산화마그네슘,

건조효모

(미국산, 셀렌), 

산화아연,

비타민D3 

혼합제제분말

[엽록소함유식물제품]
①피부건강에 도움을 줄 수 있음
②항산화에 도움을 줄 수 있음
[마그네슘]
①에너지이용에 필요 ②신경과 근육기능 유지에 필요
[아연]
①정상적인 면역기능에 필요 ②정상적인 세포분열에 필요
[비타민D]
①칼슘과 인이 흡수되고 이용되는데 필요
②뼈의 형성과 유지에 필요    
③골다공증발생 위험 감소에 도움을 줌
[셀레늄(또는 셀렌)]
①유해산소로부터 세포를 보호하는데 필요

120정 

16,900원

<권장섭취>

1일 4정

1일 570원

안국건강

코박사 

구아바잎 추출물 등
복함물 폴리페놀

Ellagicacid2.5mg
EGCG100mg

Gallicacid2,2mg

과민반응에 의한 코 상태(코 가려움, 재채기, 콧물) 

개선에 도움을 줄 수 있음 (생리활성기능2등급)

120정 

45,000원

<권장섭취>

1일 4정

1일 1,500원

㈜케이씨에프

코리아

표고버섯균사체

AHCC

표고버섯균사체
AHCC

(Active Hexose
Correlated 
Compund)
주성분아 

세일화 알파글루칸

면역기능증진에 도움을 줄 수 있음(생리활성기능2등급)

표고버섯균사체 AHCC는 신체방어능력 향상에 도움이

될 수 있으나 인체시험을 통한 확인이 필요

60포 

280,000원

1포 4,700원

<권장섭취>

1일 2포

9,400원
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(3) 사업화 선정 대상에 대한 평가

Ÿ 2차년도 기능성 원료로의 우수 사업화 대상 선정을 위한 생산 가능성, 경제성 검토 개발 

원료와 기존 원료들간의 경제성 비교한 우수 사업화 대상을 기존 건강기능식품 원료들 간

의 경제성 비교 한 결과 사용되는 원료의 안전성, 제조법과 투입 부원료에 대한 안전성, 면

역능, 그리고 산업화 경제성을 고려해 볼 때 시험관 실험 및 동물실험에서 높은 효능을 입

증하여 산업화 가능성과 개별인정형 건강기능식품 원료로서의 개발 가능성이 높다고 평가

하고 있다.

그림3.24 사업화 선정 우수 면역소재에 대한 개발 면역능 평가 등급 

클레임 원료명 기능성분 일일섭취량 단가 규격

면역증진

한라봉 다당 다당체
인체적용 섭취량

100mg/일

500,000원/kg당

-> 50원/일
60%

청귤 다당 다당체
인체적용 섭취량 

100mg/일

200,000원/kg당

-> 20원/일
60%

유산균 다당 다당체
인체적용 섭취량 

4mg/일

108,000원/g당

->440 원/일
100%

케일박 다당 다당체
인체적용 섭취량 

24~48mg/일

400,000원/kg당

-> 10~20원/일

25~30%

/ 10~25kDa

당근박 다당 다당체
인체적용 섭취량 

24~48mg/일

200,000원/kg당

-> 5~10원/일

25~30%

/ 10~25kDa

브로콜리 

추출물
추출물

인체적용 섭취량 

100mg/일

300,000원/kg당

-> 8~15원/일
60%면역관용
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라. 민간보급 면역능 평가시스템 구축

(1) 시스템 개발의 배경 및 목적

(가) 시스템 개발의 배경

Ÿ 사회가 고령화되면서 많은 면역기능 문제가 대두되고 면역력 저하로 인한 감염성 질환

에 노출되는 상황에서 면역능 조절 의약품 개발에 많은 시간과 비용이 투자되고 있는 

실정이다

Ÿ 다양한 면역세포들의 특이적 기능들과 소통인자인 싸이토카인, 염증성 매개물질등의 매

개인자들에 의한 소통들로 이루어진 인체의 면역체계는 면역식품(소재)로부터 영향을 

받아 그 면역기능이 변화될 수 있어 면역기능 증진 및 과민반응 완화에 면역식품(소재)

를 발굴해야 할 필요성이 있다

Ÿ 현재 학계에서 면역기능 향상에 대한 연구가 활발하게 진행되고 있고 국내 식품시장에

서 면역력 향상에 대한 기능성 식품의 수요가 증가함에 따라 객관적으로 면역기능 식품

의 기준을 설정해야할 필요성이 대두된다

Ÿ MERS와 같은 감염성 질병이 증가한다고 보고되는 실정에서 면역력 증강에 대한 관심

이 고조되고 있어 근거가 부족한 제품이 무분별하게 개발될 가능성이 농후하여 표준화

된 검사법의 필요성이 절실하다

(나) 시스템 개발의 목표

Ÿ 면역능 평가 시스템 개발 및 민간보급 프로세스 구축

Ÿ 안드로이드폰 및 애플폰을 통해 접근 가능한 앱을 만들고 연구내용을 담고 있는 웹페이

지를 개발

Ÿ 본 기술은 식품 소재의 면역효과의 특성과 강도에 대한 합리적인 평가방법 및 면역기능 

소재의 스크리닝 방법에 관한 것으로서, 보다 상세하게는 수지상세포를 이용하여 면역소

재의 면역증진 혹 면역개선 효과 평가기술 및 면역기능 소재의 스크리닝 기술에 관한 것

(2) 시스템 개발 상세

(가) 개발환경

Ÿ 안드로이드폰과 애플폰 모두를 지원 가능하도록 구성하기 위해 WebApp 형태로 개발

Ÿ 웹 페이지 개발을 위해 웹서버를 구축

Ÿ 시스템 개발 언어는 JAVA를 활용

Ÿ 개발환경의 상세 내용은 아래와 같음
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구분 내용 부가정보

개발 언어 JAVA
작 업 툴 

IntelliJ

웹 서버 Tomcat
버 전 

7.0.39

앱 형태 WebAPP 하이브리드

안드로이드 테스트 기기 Samsung Galaxy S7 회사 보유

애플폰 테스트 기기 iPhone 6S 회사 보유

이미지 툴 Adobe illustrator cs 6
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(3) 면역능 평가시스템 웹 부문 개발

○ 서비스 Layout

연구결과에 대한 내용 위주의 서비스 제공을 위해 서비스 타이틀 부분과 콘텐츠부분, 하

단의 네비게이션 부분으로 화면 Loyout을 정의함.

초기화면에는 타이틀 부분과 연구결과의 목록을 출력하고, 콘텐츠 화면에서는 타이틀과 

연구내용(콘텐츠), 하단에 네비게이션을 적용함.

그림 3.25 초기화면 Grid

   

그림 3.26 콘텐츠 화면 Grid

○ 네비게이션

초기화면의 네비게이션은 3부분, 콘텐츠 화면에서의 네비게이션은 5개의 부분으로 구

성함.

         
그림 3.27 초기화면 네비게이션 구성

① 기술개발의 배경 설명 화면으로 이동

② 연구 성과 목록(위 그림 3 화면)으로 이동

③ 각 연구성과 내용 화면으로 이동
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○ 서비스 접속 URL

http://61.250.224.151/immunity/main.html

      

그림 3.28 콘텐츠 화면 네비게이션 구성

① 기술개발의 배경 설명 화면으로 이동

② 연구 성과 목록(위 그림 3 화면)으로 이동

③ 현재 보고 있는 연구성과 내용 이전 연구성과 화면으로 이동

④ 연구 성과 목록(위 그림 3 화면)으로 이동

⑤ 현재 보고 있는 연구성과 내용 다음 연구성과 화면으로 이동



- 399 -

○ 초기화면

그림 3.29 초기화면

○ 수지상 세포를 이용한 면역소재의 면역능 평가기술 소개 화면

그림 3.30 평가 기술 소개 화면
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○ 연구성과 내용 화면

그림 3.31 연구성과 내용 화면 A, B

  

그림 3.32 연구성과 내용 화면 C

그림 3.33 연구성과 내용 화면 D

  

그림 3.34 연구성과 내용 화면 E
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그림 3.35 연구성과 내용 화면 F > 그림 3.36 연구성과 내용 화면 G

그림 3.37 연구성과 내용 화면 H 그림 3.38 연구성과 내용 화면 I
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그림 3.39 연구성과 내용 화면 J 그림 3.40 연구성과 내용 화면 K

그림 3.41 연구성과 내용 화면 L 그림 3.42 연구성과 내용 화면 M
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그림 3.43 연구성과 내용 화면 N > 그림 3.44 연구성과 내용 화면 O
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(4) 면역능 평가시스템 앱 부문 개발

가. 인트로 화면 나. 연구소개 화면

○ 안드로이드폰과 애플폰에서 차이없이 동작하며 웹앱

(WebAPP)의 형태를 가짐. 연구소개와 연구결과의 

두 가지 메뉴를 제공함.

○ http://61.250.224.151/immunity url을 사용하며 

스마트폰에서 웹브라우저를 실행하고 url을 입력하

는 칸에 입력하면 해당 사이트로 이동함. 사이트 이

동 후 바탕화면에 바로가기를 등록 시 일반 앱과 동

일한 방식으로 사용이 가능함.

○ 신기술개발의 배경을 포함한 연구 내용에 대한 

   설명을 텍스트 컨텐츠 형태로 제공

  - 기술분야

  - 신기술개발의 배경

  ⋅면역기능식품의 소비 급증에 따른 객관적인 평가

    가이드라인 필요성

  ⋅면역기능식품의 면역증진 혹 면역관용 효과를 

    구별하는 면역기능평가법 필요성

  ⋅면역기능식품의 면역능 평가 및 개발을 객관적이며 

    신속한 기술의 필요성
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다. 연구성과 목록 화면 라. 마우스 골수세포 유래 수지상세포의 분화 화면

○ 연구성과 목록을 표출하며 A ~ O 까지 총 15개의

   목록을 제시함

○ 마우스 골수세포 유래 수지상세포(BMDC) 유도 및

   배양과정 및 유세포분석을 통한 측정 검사법 표준화 

○ 실험방법 표준화를 통한 가이드라인 제시
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마. 면역증진지수 I 의 정의 및 수치화 화면 바. 면역증진지수 II 의 정의 및 수치화 화면

○ 연구성과 목록 중 C. 면역증진지수 I 의 정의 및 

   수치화에 해당하는 컨텐츠를 표출함

○ 면역식품소재 면역능을 수치로 나타내는 

  “면역지수”정의 및 확립

○“면역지수”정의 및 확립을 위한 컨텐츠로 면역지수

   가운데 첫 지수로 면역항원성의 척도로 

   Immunogenic Index I 을 정의 및 그 값을 구하여 

   수치화 가이드

○ 연구성과 목록 중 D. 면역증진지수 II 의 정의 및 

   수치화에 해당하는 컨텐츠를 표출함

○“면역지수”정의 및 확립을 위한 컨텐츠로 면역지수

   가운데 첫 지수로 면역항원성의 척도로 

   Immunogenic Index II 을 정의 및 그 값을 구하여 

   수치화 가이드
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사. 면역관용지수 I 의 정의 및 수치화 화면 아. 면역관용지수 II 의 정의 및 수치화 화면

○ 연구성과 목록 중 E. 면역관용지수 I 의 정의 및

   수치화에 해당하는 컨텐츠를 표출함

○“면역지수” 정의 및 확립을 위한 컨텐츠로 면역지수

   가운데 첫 지수로 면역항원성의 척도로 

   Tolerogenic Index I 을 정의 및 그 값을 구하여 

   수치화 가이드

○ 연구성과 목록 중 F. 면역관용지수 II 의 정의 및

   수치화에 해당하는 컨텐츠를 표출함

○“면역지수” 정의 및 확립을 위한 컨텐츠로 면역지수

   가운데 첫 지수로 면역항원성의 척도로 

   Tolerogenic Index II 을 정의 및 그 값을 구하여 

   수치화 가이드
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자. 면역증진지수 및 면역관용지수의 등급화 화면
차. 면역증진지수 I, II 및 면역관용지수 I, II 의 

등급 및 면역능 등급 화면

○ 연구성과 목록 중 G. 면역증진지수 및 면역관용지수

   의 등급화에 해당하는 컨텐츠를 표출함

○ 각 소재의 면역증진지수와 면역관용지수를 수치화

   하고 범위에 따라 4등급(최상, 상, 중, 하)으로 구분

○ 등급화를 통한 면역력 평가 가이드 제시

○ 연구성과 목록 중 H. 면역증진지수 I, II 및 

   면역관용 지수 I, II 의 등급 및 면역능  등급에 

   해당하는 컨텐츠를 표출함

○ 면역증진지수는 30(최상), 20(상), 10(중), 

   0(하)으로,

   면역관용지수는 -30(최상), -20(상), -10(중),

   0(하)의 값으로 등급화

○ 면역증진지수Ⅰ, Ⅱ 및 면역관용지수Ⅰ , Ⅱ 

   등급의 모든 값을 합하여 면역능 등급으로 설정
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카. 면역증진지수 I, II 및 면역관용지수 I, II 의 

등급의 Heat map 화면
타. 면역식품소재들의 면역능 등급 그래프 화면

○ 연구성과 목록 중 I. 면역증진지수 I, II 및 면역관용

   지수 I, II 의 등급의 Heat map에 해당하는 

   컨텐츠를 표출함

○ 면역증진지수는 30(최상), 20(상), 10(중), 0(하)

   으로, 면역관용지수는 –30(최상), -20(상),

   -10(중), 0(하)의 값으로 등급화

○ 면역증진지수Ⅰ, Ⅱ 및 면역관용지수Ⅰ , Ⅱ 등급의 

   모든 값을 합하여 면역능 등급으로 설정

○ 개발 면역식품소재들을 포함한 N. 면역식품소재들의

   면역능 등급 그래프 화면에 해당하는 컨텐츠를 

   표출함

○ 소재별 면역증진지수 I, 면역증진 지수 II, 

   면역관용 지수 I, 면역관용 지수 II 등급 그래프에

   해당하는 컨텐츠를 표출함
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하. 면역식품소재들의 면역증진지수 및 면역관용지수 등급 heatmap 화면

○ 개발 면역식품소재들을 포함한 O. 면역식품소재들의 면역증진지수 및 면역관용지수 등

급 heatmap에 해당하는 컨텐츠를 표출함
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(4) 개발 시스템 활용

건강기능식품 기능성 원료로 인정받기 위해서는 “건강기능식품 기능성 원료 및 기준·규격 

인정에 관한 규정(식약처)”에 따라 지능/지표 성분에 관한 자료를 제출해야 하는데, 단순히 

기능/지표 성분의 함량만 제출하는 것이 아니라, 기능/지표 성분의 특성(구조식, 분자식, 분

자량 등), 제조단계에 따른 수율, 함량변화 등의 자료를 제출해야 한다. 

‘표준화’는 제조 시 제품 배치간의 일관성을 유지하기 위하여 사용하는 과정으로, 원재료

로부터 기능/지표 성분의 분리 및 특성화, 유효성 있는 분석법 확립, 제조공정 관리에 따른 

생산 루트간 변이 감소를 통한 재현성 증가가 표준화 목적이다. 

본 라이브러리는 원료표준화에 필요한 기술, 즉 원료검토, 기능/지표성분 설정, 원재료 및 제

조공정 표준화, 기준규격 설정에 필요한 요소 기술에 평가에 있어 기초로 필요한 면역능 평

가에 대한 정보를 제공하는 것을 목적으로 한다. 

1) 개발 시스템 평가를 통한 개발하고자 하는 식품의 원료 및 소재의 가능성 평가

2) 개발하고자 하는 소재의 면역효과의 특성과 강도에 대한 합리적인 평가방법 및 면역기능

   소재의 스크리닝을 통하여 면역증진 혹 면역개선 효과 평가 

3) 건강기능식품 개발에 요구되는 기능성 원료 소재화와 기능성 평가법 관련 요소 기술을 

   검증하고 이를 응용기술 및 통합기술로 개발하여 수요기업이 공통으로 활용 가능한 

   건강기능식품 개발 플랫폼 시스템 구축

그림 3.45 개발 시스템 활용 개요
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제4절 연구개발의 추진전략·방법 및 추진체계, 추진일정

  가. 연구개발 추진전략 ․ 방법

코드번호 C-14-01

가) 연구대상 면역식품소재 발굴 및 선정 (제1/2 협동)

∎ 제1협동기관이 보유하고 있는 면역소재 DB와 산업화 DB에 근거하여 선행연구자료를 분석하고 이 결과를 소재 
선정 및 평가우선순위에 적용하였다 
∎ 일차 검사대상 식품시료 선정 및 제공 (제1/2협동) -기준규격형, 개별인정형으로 인정된 면역소재들, 비케이바
이오 개발 소재, 및 한의연 후보 소재들로 일차 검사대상 선정
∎ 표준화된 소재 생산 및 공급 (제2협동) - LC-MS등을 통해 소재의 성분 분석 과정 및 표준품과 일치여부 확인
하는 소재 validation 과정을 거쳐, GMP시설에서의 생산을 통해 표준화된 소재를 생산하여 연구개발에 사용한다.
나) 시험관내 검사법 개발(I) (제1세부)
∎ 기존에 개발된 면역능검사법 및 면역능평가시스템에 관한 조사
∎ 시험관내 검사법 적용 대상세포 및 면역기능 선정
∎ 일차 검사법을 일차 검사대상에 적용
∎ 검사과정의 표준화, 면역능 수량화 및 등급화
∎ 우수 면역소재 선정 - 기존 평가된 면역식품 소재 및 새로운 소재들 가운데 일차 시험관내 검사법을 통해 우수 
면역소재 선정

다) 동물검사법 선정 및 개발 (제1협동)
∎ 기능성 모델과 질환 모델을 함께 개발 - 장관면역 기능성 모델 (면역력향상 측정 모델), 항감염능 기능성 모델,  과민면역 
질환모델, 만성염증 조절 질환모델
∎ 우수 식품소재의 면역능 평가 -일차적으로 장관면역 기능성 모델 적용, 항감염능 기능성 모델로 확대하고 이후 질환 모델을 
통해 평가
∎ 시험관내 검사법의 일차 유효성 평가 (I) 

라) 시험관내 검사법 개발 (II) 및 동물 유효성 평가 (II) (제1세부 및 제1 협동)
∎ 면역능 검사법 개선 및 새로운 면역능 검사법 도입
∎ 효과적인 동물모델 시험을 통해 시험관내 검사법에 대한 유효성 평가 (II)
∎ 면역능 검사법 과정의 표준화, 면역능 수량화 및 등급화 완성

마) 면역능 평가 시스템 및 민간보급프로세스 구축 (제1협동)
∎ 표준화되고 등급화된 시험관내 검사법 개발 - 면역능 평가의 표준화, 신속화 
∎ 각 소재의 면역능을 등급화하는 평가시스템을 개발 
∎ 앱등을 통한 민간보급프로세스 구축 - 면역능 평가 시스템을 민간에 보급하여 면역기능식품의 개발을 가속화하
게 도울 것이다. 

바) 소재의 표준화 및 가이드라인제시 (제2협동)
∎ 면역능 우수 식품소재 수집 및 추출, 분석법 개발 원료를 표준화한다.
∎ 주요 기능별 분석법 가이드를 제시하여 기능 소재의 개발 가이드라인을 제시한다.
∎ 면역능 수치(등급)별 가이드라인 설계 및 소재 5종 이상 선정하여 가이드를 제안한다.
∎ 제품화 사례 적용을 통한 BC(Benefit-Cost analysis) 도출방안 제시 및 홍보한다.
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나. 연구개발 추진체계

연구개발과제 총 참 여 연 구 원

과제명
면역식품(소재)의 면역능 검증을 위한 표준 

설정 연구 및 민간 보급 프로세스 구축

주관연구책임자

외 총 28명

기 관 별 참 여 현 황
구   분 연구기관수 참여연구원수
대 기 업
중견기업
중소기업 1(비케이바이오) 11
대  학 1(충남대학교) 10

국공립(연)
출 연 (연) 1(한국한의학연구원) 7
기   타

　
　 　 　 　 　 　 　

충남대학교 

산학협력단
한국한의학연구원 비케이바이오

세포실험기반 면역능 

검증 평가법 

비교연구 및 

민간보급체계 개발

동물시험기반 

면역능 검증평가법 

비교 연구를 통한 

신뢰도 검증

면역 식품 소재 

발굴 및 산업화를 

위한 평가 

가이드라인 설계

권재열외

9명

권보인외

6명

한복경외

10명

담당기술개발내용 담당기술개발내용 담당기술개발내용
　표준화된 시험관내 

면역능 검사법 제시 

및 민간보급

프로세스 개발 

면역능 동물시험법 

구축 및 시험관내 

시험법 검증　

　면역 식품 소재 

발굴 및 산업화를 

위한 평가 

가이드라인 설계

코드번호 C-14-02

○ 과제목표 달성을 위해 세부간 협력을 최대화 할 유기적 추진체계 구축
○ 과제별 목표달성을 위한 전문인력의 참여
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다. 추진 일정

(2)차년도

일련
번호

연구내용

추진 일정 연구
개발비
(단위:
천원)

책임자
(소속
기관)1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1

동물시험 결과를 
예측할 수 있는 
새로운 시험관내 

검사법 개발

권재열
(충남

대학교)

2
시험관내 검사법 
과정의 표준화 

확립 

권재열
(충남

대학교)

3

동물시험에 의해 
타당성 입증된 

시험관내 검사법 
확립 

권재열
(충남

대학교)

4
시험관내 검사법 
결과의 수량화 및 
등급화 기준 확립

권재열
(충남

대학교)

(2)차년도

일련
번호

연구내용

추진 일정 연구
개발비
(단위:
천원)

책임자
(소속
기관)1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1
 기존 우수 면역식  
 품(소재)에 대한  

 동물실험

권보인
(한의학
연구원)

2
 면역지표들 

 측정 및 분석

권보인
(한의학
연구원)

3

동물시험  
결과와 시험관내 

검사법의
 등급화 결과를 
비교분석하여 

시험관내 
검사법의 타당성 

평가

권보인
(한의학
연구원)
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(2)차년도

일련
번호

연구내용

추진 일정 연구
개발비
(단위:
천원)

책임자
(소속
기관)1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1
우수 면역소재 
기능 성분 분석

한복경
(Bk bio)

2
식품 소재 선정을 

위한 산업화 
관점에서의 가이드 

한복경
(Bk bio)

3
효능평가, 경제성, 
안전성 등 비교 후 

우수소재 선정

한복경
(Bk bio)

4
선정 소재와 기존 
개별인정형 원료 

비교

한복경
(Bk bio)

5
우수 식품소재 5종 
선정 가이드 제안

한복경
(Bk bio)

6

보급화 가능성 
(단가 및 제조 
경제성) 안전성 

분석 

한복경
(Bk bio)

7
개별인정형 

건강기능식품 등재 
가능성 분석

한복경
(Bk bio)

8

국가 정책 
부합성에 따른 
산업화 가능성 

분석

한복경
(Bk bio)

9
선정 소재 산업화 
개발을 위한 개발 

가이드

한복경
(Bk bio)

코드번호 C-14-03
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(3)차년도

일련
번호

연구내용

추진 일정 연구
개발비
(단위:
천원)

책임자
(소속
기관)1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1
기 개발소재 

시험관내 검사법 
수행

권재열
(충남

대학교)

2

시험관내 검사법과 
동물시험 과정 및 

결과 정리, 존 
결과와의 비교 

분석   

권재열
(충남

대학교)

3

후보 면역식품 
소재들의 면역능 

검사과정, 절차 및 
결과들을 포함한 
웹 페이지 개발

권재열
(충남

대학교)

4
면역능 평가 
시스템 구축

권재열
(충남

대학교)

(3)차년도

일련
번호

연구내용

추진 일정 연구
개발비
(단위:
천원)

책임자
(소속
기관)1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1

우수 
면역식품(소재)에 
대한 동물시험
(면역력 증진능  
평가 위주)

권보인
(상지

대학교)

2

동물시험 결과를 
통해 타당성이 
확립된 우수 

면역식품(소재)
선정

권보인
(상지

대학교)

3

기 개발소재의 
동물시험

(면역력 증진능  
평가 위주)

권보인
(상지

대학교)

(3)차년도

일련
번호

연구내용

추진 일정 연구
개발비
(단위:
천원)

책임자
(소속
기관)1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1

우수 면역식품(소
재)와 기능성성분
의 화학적 특성이 
유사한 기 개발소
재 선정

한복경
(비케이바이

오)

2

기 개발소재에 대
한 시험관내 검사
법과 동물시험 실
행 후 효능결과 비
교 및 타당성 평가

한복경
(비케이바이

오)
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3
평가를 통한 BC
( B e n e f i t - C o s t
analysis) 도출

한복경
(비케이바이

오)
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제5절 연구개발 성과 및 결과

가. 국내외 논문 게재 
코드번호 C-06-01

No 논문명 학술지명 주저
자명 호 국명 발행

기관
SCI여부

(SCI/비SCI) 게재일 등록번호

1

Reduced allergic 
lung inflammation 
by root extracts 
from two species of 
Peucedannum 
through inhibition of 
Th2 cell activation

 Journal of 
Ethnopharm
acology

이아름 196 ELAEVIER SCI 2017.01
.20

10.1016/j
.jep.2016
.12.015

2
Roles of Reactive 
Oxygen Species in 
Rheumatoid Arthritis
Pathogenesis

Journal of 
Rheumatic 
Diseases

유수진
고은별 23 6

The Korean 
College of 
Rheumatolo
gy

비SCI 2016.12
.01

10.4078/j
rd.2016.2
3.6.340

3

Enhanced Th2 cell 
differentiation and 
function in the 
absence of Nox2.

Allergy Bo-In 
Kwon

Willey 
Online 
Library

   SCI 2016.06
.02.

10.1111/
all.12944

4

Reduced allergic 
lung inflammation 
by root extracts 
from two species 
of Peucedanum 
through inhibition 
of Th2 cell 
activation

Journal of 
Ethnopharm
acology

이아름
196:
75-8
3.

ELSEVIER SCI 2017.01
 
10.1016/j
.jep.2016
.12.015.

5

Codonosis 
lanceolata L. 
attenuates allergic 
lung inflammation 
by inhibiting Th2 
cell activation 
mediated by 
mitochondrial 
reactive oxygen 
species

scientific 
reports
 서윤수 SCI revision

6

Anthriscus 
sylvestris root 
extract reduce 
allergic lung 
inflammation by 
regulating 
interferon 
regulatory factor 
4-mediated Th2 
cell activation 

Journal of 
ethnopharm
acology  
 

김성배 SCI revision
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1. 

2.
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3.

4.
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5.
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6.
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나. 국내 및 국제학술회의 발표

라. 지식재산권(특허, 실용신안, 의장, 디자인, 상표, 규격, 신품종, 프로그램)

코드번호 C-06-02
No 회의명칭 발표자 발표일시 장소 국명

1  2016 Keystone symposia 
(Immunometabolism)  Bo-In Kwon   2016.02.23

 Fairmont 
Banff Springs, 
Banff, Alberta

Canada

2 2016 FASEB 
(IgE and Allergy)   Bo-In Kwon   2016.07.24  West Palm 

Beach, Florida U.S.

3 생화학분자생물학회 KSBMB 권재열 2017.05.18 BEXCO Korea

4 13th World Congress on 
Inflammation 권재열 2017.07.11

Hilton londen 
metropole 

hotel London,
U.K.

5 Experimental biology 2017 천진미,권보인 2017.04.22 McCormick 
place U.S.

코드번호 C-06-04

No

지식재산권 
등 명칭

(건별 각각 
기재)

국 명
출원 등 록

기여율출원인 출원일 출원번호 등록인 등록일 등록번호

1 특허
북강활 추출물을 

유효성분으로 하는 
천식 예방 또는 치료용 

약학 조성물

한국한의
하연구원 

2017.04.
10

10-2017-0
046163

2 특허
면역기능 증진 활성이 
있는 당근박 유래 다당 

분획물 및 이의 
제조방법

㈜비케이
바이오
충남

대학교

2018.04.
06

102018004
0319

㈜비케이
바이오
충남

대학교

2018.10
.31

101915715
0000 1:1

2 특허
면역기능 증진 활성이 
있는 케일박 유래 다당 

분획물 및 이의 
제조방법

㈜비케이
바이오
충남

대학교

2018.04.
06

102018004
0320

㈜비케이
바이오
충남

대학교

2018.09
.28

101905009
0000 1:1

4 특허
수지상 세포를 이용한 
면역 소재의 면역증진 
효과 평가방법 및 면역 

소재 스크리닝 방법

충남대학
교 

산학협력
단

2018. 
03.26

102018003
4625

5 특허
수지상세포를 이용한 
면역 소재의 면역증진 
효과 평가방법 및 면역 

소재 스크리닝 방법

충남대학
교 

산학협력
단

2018. 
09.27

102018011
4899

6 특허
수지상세포를 이용한 
면역 소재의 면역관용 
효과 평가방법 및 면역 

소재 스크리닝 방법

충남대학
교 

산학협력
단

2018. 
10.22

102018012
5684
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1. 북강활 추출물을 유효성분으로 하는 천식 예방 또는 치료용 약학 조성물
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2. 면역기능 증진 활성이 있는 당근박 유래 다당 분획물 및 이의 제조방법 특허증
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3. 면역기능 증진 활성이 있는 케일박 유래 다당 분획물 및 이의 제조방법 특허증
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4. 수지상 세포를 이용한 면역소재의 면역 증진 효과 평가방법 및 면역 소재 스크리닝 방법
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5. 수지상 세포를 이용한 면역소재의 면역 증진 효과 평가방법 및 면역 소재 스크리닝 방법
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6. 수지상 세포를 이용한 면역소재의 면역관용 효과 평가방법 및 면역 소재 스크리닝 방법
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바. 전문연구 인력양성

코드번호 C-06-06

No
1 분류 기준

년도

현 황
학위별 성별 지역별

박사 석사 학사 기타 남 여 수도권 충청권 영남권 호남권 기타
1 석사학위 2016 1 1 1
2 학사학위 2016 1 1 1
3 석사학위 2017 2 2 2
4 석사학위 2018 2 1 1 2

증빙자료 1. 김예은 학위증
증빙자료 2. 고은별 학위증
증빙자료 3. 선푸름 석사 학위 증명서 
증빙자료 4. 김지혜 석사 학위 증명서 
증빙자료 5. 고은별 석사 학위 증명서
증빙자료 6. 이재형 석사 학위 증명서
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사. 산업기술 인력양성 
교육지도

코드번호 C-06-07
No 프로그램명 프로그램 내용 교육기관 교육 개최회수 총 교육시간 총 교육인원

1 교육지도
면역능 검사지표들 
연구동향 및 
검사법 이해

비케이바이오 
제주공장 1 2 8

2 교육지도

면역반응에서의 
수지상세포의 역할 
이해 및 
수지상세포 기반 
면역기능검사법 
개발

충남대학교 1 2 8

3 교육지도
유세포 분석기를 
이용한 면역능 
검사법의 이해

충남대학교 1 2 8
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3. 3차년도 교육지도 <유세포 분석기를 이용한 면역능 검사법의 이해>
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자. 정책활용 및 홍보

 (1) 정책활용
    
  (가) 식품클러스터

 연구과제의 결과물에 대한 정부기관 전문가의 조언과 활용에 대한 의견을 위한 표준화 연구, 효
능평가 연구, 안전성 평가가 체계적으로 진행될 수 있는 기반을 보유한 국가식품클러스터 식품기
능성평가지원센터를 방문하였으며, 개발된 시험관내 시험법에 대한 정부기관 전문가이신 이현순 
박사님의 조언과 향후 연구에 대한 가이딩, 또한 정책 제언을 위한 현행 적용 방향 등의 숙제에 
대한 논의를 하였다. 
논의 결과 기존 식약처 가이드 면역평가법과 교차검증을 통하여 개발 평가법 타당성을 증명하는 
방안을 선정하였으며, 이에 기존평가법 바이오바커 설정 및 실험을 센터에서 의뢰하여 수행하고
자 하였으나, 높은 실험비용과 실험 기반이 부족하여 충남대학교에서 직접 기존평가법과 개발평
가법의 교차검증 실험을 추진하였으며, 이에 결과를 본문 2. 연구수행 내용 및 결과에 작성하였
다.

  (나) 식품의약품 안전평가원

 본 연구결과인 면역능 평가 시스템은 면역효능 건강기능식품 개발 초기단계의 면역 기능성 소
재 발굴을 면역증진 및 과민면역 완화 측면의 평가로 통하여 과학적이고 체계적인 제품 개발을 
지원할 수 있는 콘텐츠를 담고 있다. 이를 식품의약품 안전평가원 홈페이지를 통하여 활용하기 
위하여 식품의약품 안전평가원 식품위해평가부와 활용방안에 대하여 논의하였으며, 식품의약품 
안전평가원에서는 개발 평가법의 기술력은 뛰어나지만 아직 초기 개발단계여서 타당성을 위해서 
많은 데이터베이스와 식품이 아닌 화합물 수준에서 평가가 필요하다는 의견을 주셨으며, 이에 최
종목표인 면역식품(소재)의 면역능 검증을 위한 표준 설정 및 민간 보급 프로세스 구축으로 식품
평가 결과로서도 충분한 과학적 입증을 하였으며, 기존 평가법 결과를 비교 시 유사한 결과와 더 
우수한 면을 중점으로 설득하고자 하였다. 이 후 개발 평가법을 통한 식품소재에 대한 데이터 확
보 및 활용방안 구축 시 식품의약품 안전평가원 홈페이지에서 활용 가능성에 대한 긍정적인 답
변을 받았다. 이에 개발한 면역능 평가 시스템을 웹페이지 및 앱 개발을 통한 민간보급 구축을 
통한 활용 계획을 본문4. 연구결과의 활용 계획에 작성하였다.

 (2) 홍보전시
    
개발 면역능 평가법을 활용하여 면역능 우수 식품소재 수집 기업의 면역식품 개발영역 연구효율 
증대 및 소비자의 제품 선택과정 신뢰성 향상에 기여할 수 있도록 전시참석을 통한 면역능 평가
법을 홍보하였다. 홍보를 통하여 면역능 우수 식품소재 수집 기업의 면역식품 개발영역 증대를 
통한 데이터베이스 확보 및 소비자의 제품 선택과정 신뢰성 향상에 기여할 수 있었다.

 



- 435 -

 (가) 서울국제식품산업대전 2018
 (나) IP(지식재산) 페스티벌 특허기술 제품 홍보 전시회



- 436 -

차. 사업화 현황
(단위 : 명, 년)

코드번호 C-06-10

No
사업화
 방식

사업화 
형태 지역 사업화명 내용 업체명

매출액 매출
발생년도

기술
수명국내 국외

기술이전
자기실시

신제품개발
기존제품개선
신공정개발

기존공정개선
기타

국내
국외

타. 기술요약정보

㉹ 기술요약정보

  - 기술완성도는 1.아이디어창안 2.특허만신청 3.기술개발진행중 4.기술개발완료 5.실용화단계 6.시장개척단계 7.기타

  - 등록번호는 연구개발성과 관리ㆍ유통 전담기관에 등록한 번호를 기재

파. 보고서 원문

㉺ 보고서 원문

  - 보고서 구분은 1.중간보고서, 2.최종보고서

  - 등록번호는 연구개발성과 관리ㆍ유통 전담기관에 등록한 번호를 기재

하.홍보

1. 독서신문

코드번호 C-06-12

연도 기술명 요약내용 기술완성도 등록번호

코드번호 C-06-13

연도 보고서 구분 발간일 등록번호
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2. 한의신문
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3.파이낸셜 
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4.연합뉴스
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5.서울경제
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6.국민일보
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7.뉴시스
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8.헬로디디
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9.민족의학신문
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10. 금강일보
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11. 대전일보
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12. 닥터 더블유
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13. 충청투데이
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14. YTN

[앵커]
미나리과 식물인 한약재 '전호'가 천식에 효과가 있다는 사실이 과학적으로 밝혀졌습니다.

특히, 국내 자생종이 중국산에 비해 효능이 더 우수한 것으로 나타나, 국산 한약재 확보에 도움이 될 전망
입니다.

이정우 기자입니다.

[기자]
우리나라에서 천식으로 병원을 찾은 환자 수는 연간 160만 명.

이 가운데 60% 정도가 10살 미만 아동이거나 60살 이상 어르신으로 소아기와 노년기에 많이 발병하는 것
으로 나타났습니다.

한의학에서는 기침이 심한 감기나 천식 등에 한약재 '전호'를 활용하고 있는데, 국내 자생종 '자화전호'의 
생산량이 적어 중국산 '백화전호'에 의존하고 있습니다.

이런 가운데 국내 연구진이 처음으로 한약재 '전호'가 천식 치료에 효과가 있음을 과학적으로 입증했습니
다.

[권보인 / 한국한의학연구원 K-herb연구단 : 자화전호, 백화전호 두 종을 투여한 결과 천식을 유발한 쥐
에서 천식에 관련된 어떤 여러 가지 인자들이 감소하는 것을 확인할 수 있었습니다.]

연구팀은 특히, 국내 자생종 자화전호가 가래 생성과 염증 관련 세포 억제 등에서 중국산보다 효능이 더 
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우수하다는 사실을 밝혔습니다.

가래의 경우 국산 자화전호는 90%, 중국산 백화전호는 82%씩 감소했습니다.

또, 기도 내 천식 관련 염증세포의 경우 국산은 75%, 중국산은 55%씩 줄었고, 천식을 일으키는 단백질인 
사이토카인 역시 각각 84%와 77% 감소했습니다.

이번 연구 결과는 국내 자생종 한약재 확보와 한의약 산업에 도움을 줄 것으로 보입니다.

국산 자화전호의 우수성이 과학적으로 입증되면서 국내 한약재 생산도 촉진할 전망입니다.

[권보인 / 한국한의학연구원 K-herb연구단 : 농민들이 많이 재배함으로 인해서 국내 자생 약재를 사용하
게 된다면 저희도 안정적 자원 확보에도 도움이 되고 농민들의 소득 증대에도 도움이 될 것이라고 생각합
니다.]

미래창조과학부와 농림축산식품부가 공동으로 지원한 이번 연구 성과는 국제 학술지 '약리학 저널'에 실렸
습니다.

YTN 이정우[ljwwow@ytn.co.kr]입니다.
- Copyright ⓒ YTN Science, 무단 전재 및 재배포 금지 -
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3. 목표 달성도 및 관련 분야 기여도

 3-1. 목표

제1세부 충남대학교

구분 세부과제명 세부연구목표 연구개발의 내용

1차년도

(2016)

[제1세부] 표준화된 

시험관내 검사법 제시 

및 민간보급 프로세스 

개발

시험관내 면역능 
검사법 개발

∙ 면역능 검사 대상이 될 면역세포 유형 선정 

및 시험관내에서 측정가능한 면역기능 선택

∙ 기존개발 우수 면역식품 소재를 이용하여 

면역기능 검사법 개발 및 검사과정의 표준화 

시도

∙ 면역기능 검사치의 수량화 및 등급화 

∙ 일차 개발된 검사법을 통한 우수 면역식품 

소재 선정

2차년도

(2017)

[제1세부] 표준화된 

시험관내 검사법 제시 

및 민간보급 프로세스 

개발

표준화된 시험관내 
면역능 검사법 확립

∙ 동물시험 결과를 예측할 수 있는 새로운 
시험관내 검사법 개발
Ÿ 동물시험에 의해 타당성 입증된 시험관내 

검사법 확립
∙시험관내 검사법 과정의 표준화 확립
∙시험관내 검사법 결과의 수량화 및 등급화 
기준 확립 

3차년도

(2018)

[제1세부] 표준화된 

시험관내 검사법 제시 

및 민간보급 프로세스 

개발

면역능 평가 시스템 
구축

∙ 시험관내 검사법과 동물시험 과정 및 결과 
정리, 기존 결과와의 비교 분석

∙ 기 개발소재 시험관내 검사법 수행 

Ÿ 후보 면역식품(소재)들의 면역능 검사과정, 
절차 및 결과들을 포함한 웹 페이지 개발

∙ 면역능 평가 시스템 
구축-전문가·기업·소비자가 함께 참여하여 
면역식품(소재) 개발을 지원할 수 있는 체제
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제1협동 상지대학교

구분 세부과제명 세부연구목표 연구개발의 내용

1차년도

(2016)

[제1협동]

선정된 우수 효능 

소재에 대한 동물 

시험법 구축 및 

검증

동물시험에 대한 

면역 지표 설정 

및 설계법 도출

우수면역능 소재 선정기준 마련 

동물실험을 통한 시험관내 검사법의 타당성 

검증의 방향성 설정 

동물시험을 위한 동물모델 설계 및 면역지표 

설정 

기존 우수 면역식품(소재)에 대한 동물시험

2-3차년

도

(2017-8

)

[제1협동]

선정된 우수 효능 

소재에 대한 동물 

시험법 구축 및 

검증

우수 면역식품

(소재)에 대한 

동물 실험

기존 우수 면역식품(소재)에 대한 동물시험

면역지표들 측정 및 분석

BK바이오 제공 우수 면역 식품(소재)에 

대한 동물 실험

동물시험 면역지표들 결과와 시험관내 

검사법에 의한 등급화 결과를 비교분석하여 

시험관내 검사법의 타당성 평가 (면역능이 

이미 알려진 소재와 비교분석을 통한 

등급화)
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제2협동 BK 바이오

구분 세부과제명 세부연구목표 연구개발의 내용

1차년도

(2016)

[제2협동]

면역 식품소재 발굴 

및 산업화를 위한 

평가 

가이드라인 설계

면역능 우수

식품소재 수집

∙ 우수소재 데이터베이스 활용을 통한 

  우수식품소재 수집

∙ 유용 성분의 분석검증을 위한 분석 및 

  시료 전처리법 가이드 제시

∙ 면역능 수치별(등급별) 가이드라인 설계

2차년도

(2017)

[제2협동]

면역 식품소재 발굴 

및 산업화를 위한 

평가 

가이드라인 설계

우수 면역식품

(소재) 선정

가이드라인 설계

∙ 우수 면역식품(소재) 기능 성분 분석

∙ 기능성분별·기능성분의 함량별 

  면역능 수치 등급화 가이드 제시

∙ 우수 식품소재 5종 선정 가이드 제안

  (기존 개별인정형 원료와 비교)

3차년도

(2018)

[제2협동]

면역 식품소재 발굴 

및 산업화를 위한 

평가 

가이드라인 설계

사례적용을 통한 

면역능 

평가시스템의 

재현성 확인 및

BC 도출

∙ 우수 면역식품(소재)와 기능성성분의 

  화학적 특성이 유사한 기 개발소재 선정

∙ 기 개발소재에 대한 시험관내 검사법과 

  동물시험 실행 후 효능결과 비교 및 

  타당성 평가

∙ 평가를 통한 

  BC (Benefit-Cost analysis)도출
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 3-2. 목표 달성여부

제1세부 충남대학교 

구분 연구개발의 내용
달성도
(%)

연구개발 수행내용

1차년도

(2016)

Ÿ 시험관내에서 측정가능한 면역
기능 선택 100

∙ 수지상세포 활성화과정 유세포분석에 의한 

분자적 변화 측정

  

Ÿ 면역능 검사 대상이 될 면역세
포 유형 선정 100

∙ 선천면역과 후천면역의 종합 조절세포인 

수지상세포 기반 겁사법 개발

Ÿ 기존 개발 우수 면역식품소재
를 이용하여 면역기능 검사법 
개발 및 검사과정의 표준화

100

∙ 시중 유통중이거나 특허 출원된 인증 

면역식품소재 선정 후 수지상세포 활성화에 

미치는 영향 분석 

Ÿ 면역기능 검사치의 수량화 및 
등급화 100

∙ 면역능에 대한 수치석 해석과 등급을 가능하게 

하는 모듈에 대한 탐구

Ÿ 일차 개발된 검사법을 통한 우
수 면역식품(소재) 선정 100

∙ 시중 유통중이거나 특허 출원된 인증 

면역식품소재들가운데 일관적인 반응ᄅ deh하는 

소재들을 표준면역식품소재로 선정

2차년도

(2017)

∙ 동물시험 결과를 예측할 수 있는 
새로운 시험관내 검사법 개발 100

∙ 시험관내 검사법 개발

∙ 수지상세포 시험관내 활성화 단계 모니터링

∙ 활성화 지표 단백질 발현량 유세포분석법 확립

Ÿ 동물시험에 의해 타당성 입증
된 시험관내 검사법 확립 100

∙ 시험관내 면역능 검사치와 동물실험 결과 

상호비교 분석

∙ 시험관내 검사법 과정의 표준화 
확립 100

∙BMDC 유도 및 배양과정 표준화
∙면역식품소재 처리과정 표준화
∙Flow cytometer 방법론에 기초한 수지상세포 
성숙화 정도 및 방향 측정 및 분석과정 표준화
∙혼합림프구 반응과정 표준화
∙Cytokine Beads Array 방법에 의한 여러 싸
이토카인 측정 및 분석과정 표준화

∙ 시험관내 검사법 결과의 수량화 
및 등급화 기준 확립 100

∙ 면역지수들을 정의하고 측정하여 수량화 및 

등급화의 기준으로 확립

∙면역능 평가 지수 확립 (면역증진지수 I, II & 
면역관용지수 I, II)
∙각 면역시료들의 면역지수들 
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제1협동 상지대학교

구분 연구개발의 내용
달성도
(%)

연구개발 수행내용

1차년도

(2016)

우수면역능 소재 선정기준 

마련 
100

-식약처 건강기능식품에 대한 면역능 문헌조사 

-식약공용소재의 면역능 문헌조사 -연구진내 

선행연구가 진행된 면역능소재를 이용 

동물실험을 통한 시험관내 

검사법의 타당성 검증의 

방향성 설정 

100

-항감염능 기능성모델

-과민면역조절 질환 모델

-만성염증조절 질환모델

동물시험을 위한 동물모델 

설계 및 면역지표 설정 
100

-항감염능 기능성모델

-과민면역조절 질환 모델

-만성염증조절 질환모델

3차년도

(2018)

∙ 시험관내 검사법과 동물시험 과정 
및 결과 정리, 기존 결과와의 비교 
분석

100

∙ 표준면역식품소재의 면역능 등급화

∙개발 면역식품소재의 등급화 및 우수 면역식품
소재 선정
∙시장에서 유통되는 기능성 면역식품소재 품질 
평가

∙면역식품소재의 혼합림프구 반응을 통한 T 
helper 세포 분화 조절 능력 측정
∙대식세포 싸이토카인 생성능과 비교 분석

∙ 기 개발소재에 대한 시험관내 

  검사법과 동물시험 실행 후 

  효능결과 비교 및 타당성 평가

100

∙ 동물실험 결과를 통해 표준면역소재 및 

개발면역소재, 우수개발소재 면역능 평가 유효성 

검증

∙ 후보 면역식품(소재)들의 면역능 
검사과정, 절차 및 결과들을 포함한 
웹 페이지 개발

100
∙민간보급 프로세스 구축을 위한 면역능 평가 

시스템을 소개하는 웹페이지 및 앱 개발

Ÿ 면역능 평가 시스템 구축-전
문가·기업·소비자가 함께 참여
하여 면역식품(소재) 개발을 
지원할 수 있는 체제

100

Ÿ 민간보급 프로세스 구축을 위한 면역능 평가

시스탬 앱 개발

Ÿ 면역능 평가시스템 개발 및 앱 개발로 통한 

민간보급 프로세스 구축
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기존 우수 

면역식품(소재)에 대한 

동물시험

100
홍삼, 아삼, 식방풍,

백개자, 황개자, 흑개자 

2-3차년

도

(2017-

8)

기존 우수 

면역식품(소재)에 대한 

동물시험

100

-백개자의 과민면역반응조절 동물실험

황개자의 과민면역반응조절 동물실험

-더덕 저농도의 과민면역반응조절 동물실험

-은시호 저농도의 과민면역반응조절 동물실험

-더덕 고농도의 과민면역반응조절 동물실험

-은시호 고농도의 과민면역반응조절 동물실험

면역지표들 측정 및 분석 100

과민면역 질환의 면역지표 분석

다양한 Allergic asthma model을 이용한 평

가법

만성염증 질환의 면역지표 분석

류마티스 관절염 평가모델 구축

BK바이오 제공 우수 

면역 식품(소재)에 대한 

동물 실험

100

-면역능 소재 4종(양배추 추출분말, 청귤 다당, 

한라봉 다당, 당근박 다당)의 항감염능 동물 실

험

- 면역능 소재 5종(다래, 후코이단, 은시호 

효소2 처리, 양배추효소처리, 양배추다당)의 과

민면역 반응조절 동물실험

- 역능 소재 5종(표고버섯균사체, 스피룰리나, 

청귤다당, 양배추다당, 양배추효소처리)의 과민면

역 반응조절 동물실험

- 존 소재 4종(북강활, 식방풍, 아삼, 더덕)의 

과민면역반응조절능 비교

- 역능 소재 5종(스피룰리나, 표고버섯균사

체, 아삼, 구아바, 클로렐라)의 만성염증반응조

절 동물실험

-n vitro – in vivo 소재별 결과 비교 분석 

및 타당성 평가

동물시험 면역지표들 결과와 

시험관내 검사법에 의한 

등급화 결과를 

비교분석하여 시험관내 

검사법의 타당성 평가 

(면역능이 이미 알려진 

소재와 비교분석을 통한 

등급화)

100
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제2협동 BK 바이오

구분 연구개발의 내용
달성도
(%)

연구개발 수행내용

1차년도

(2016)

∙ 우수소재 데이터베이스 활용을 

  통한 우수식품소재 수집
100

∙ 면역조절 기능성 소재에 대한 면역증가, 

  면역관용에 따른 조사 및 수집된 정보로부터

  기능성분, 지표성분, 바이오마커를 중심으로 

  분석을 통해 검토 최종 검토 후보 30종으로

  단축 및 관련 소재 제조 및 수집하여 개발 

  면역 효능평가를 위해 주관기관에 전달

  - 식약처 고시된 기준규격형, 개별인정형, 

    사업화를 위한 비케이바이오 제안

∙ 유용 성분의 분석검증을 위한 

  분석 및 시료 전처리법 

  가이드 제시

100

∙ 각 소내에 대한 기능성분, 지표성분, 

  바이로마커를 중심으로 분석법의 타당성, 

  validation, 안전성 검증, 기능성분 QC 

  가이드를 통해 완제품 내 기능성분을 위한

  전처리법 가이드 제시

∙ 소재별 기능성분, 규격 및 제조법 조사 및

  제조를 위한 기능성분별 추출 제조법 가이드 

  및 우수성이 확인된 후보 소재 안전성 확인

∙ 면역능 수치별(등급별) 

  가이드라인 설계
100

∙ 기능적, 경제적 가이드 선정을 위한 

  기반 자료 조사

∙ 최적의 유효 섭취량 설정을 위한 원료에 대한 

  기능성분 및 면역능 수치, 경제성 가이드를

  제시하여 우수 후보 소재 등급화

2차년도

(2017)

∙ 우수 면역식품(소재) 

  기능 성분 분석
100

∙ 우수한 효능을 가지는 다당류에 대한 기능성분 

  분석 실시를 통한 면역 다당 확인

∙ 분자량을 기준으로 한 기능성분 획분을

  표준으로 보완 제시 

∙ 유용성분의 정확한 분석을 위한 최적의 전처리

  과정(메트릭스 제거 및 분리능 향상)을 위한   

  방법 표준화

∙ 기능성분별·기능성분의 함량별 

  면역능 수치 등급화 가이드 제시
100

∙ 대표적인 기능성 원료의 기능성분의 종류에 
  따른 면역능 구분과 등급화를 위한 가이드 
  제시
  - 개발된 시험관 시험법에 의해 도출된 
     immunogenic한 경향과 tolerogenic한 
     경향의 기준으로 등급화
∙ 대표 기능성분의 함량별 면역능 등급화 가이드 
  제시 

∙ 우수 식품소재 5종 선정 

  가이드 제안

  (기존 개별인정형 원료와 비교)

100

∙ 측정법 개발을 위한 객관성 있는 식품 소재 

  5종 선정 : 홍삼농축액, 표고버섯자실체, 

  후코이단, 유산균, 다래추출물

∙ 사업화 개발을 위한 우수 식품소재 5종 선정

  : 당근박다당, 케일박다당, 한라봉피다당, 

   청귤박다당, 브로콜리추출물

∙ 기능성 원료로의 우선 사업화 대상 선정을 

위한 생산 가능성, 경제성 검토 및 비교  
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3차년도

(2018)

∙ 우수 면역식품(소재)와 

  기능성성분의 화학적 특성이

  유사한 기 개발소재 선정

100

∙ 개발소재 및 우수 면역식품(소재) 지표물질 

  면역활성 다당 공인인증 분석을 통한 신뢰성 

  확인 및 사업화 개발을 위한 우수 식품소재의 

  타당성 확인(면역활성 다당 함유에 따른

  면역능 효과 확인)

∙ 우수 면역식품(소재)와 기능성성분의 화학적 

  특성이 유사한 면역활성 다당체(RgⅠ,Ⅱ, 

  홍삼다당, 진세노사이드, 유산균 다당) 선정 

∙ 우수 효능 소재의 산업화를 위한 공정 

  최적화를 통한 시생산 공정 조건 확정 및 

  당근박다당 재현성 확인 

 - 당근박, 케일박다당 특허 2건 등록

∙ 기 개발소재에 대한 시험관내 

  검사법과 동물시험 실행 후 

  효능결과 비교 및 타당성 평가

100

∙ 개발 면역능 평가와 식약처 가이드 효능결과 

  비교 및 타당성 평가를 위한 기존 면역능 평가 

  바이오마커 선정

 - 식약청“면역관련 기능성평가 가이드라인”

   면역기능 증진, 과민면역반응 완화 

   바이오마커를 통한 비교군으로 싸이토카인

   선정

∙ 면역기능 평가 타당성 분석 및 기술수준진단

 - 면역기능 증진, 과민면역반응 완화 동시 

   측정 가능과 연관성을 고려하여 

   바이오마커로 싸이토카인 선정, 개발 면역능

   측정법과 교차 검증 실험 결과를 비교 

   분석하여 개발 면역능 측정법 타당성 증명

∙ 평가를 통한 BC 

  (Benefit-Cost analysis)도출
100

∙ 식약처에서 가이드 면역 평가법과 비교를 통한

  BC (Benefit-Cost analysis) 도출

 - 분석 비용, 시간, 타당성 등 비교를 통한

   개발 면역능 평가법 우수성 확인

∙ 우수 효능 소재의 기존 면역 건강기능식품 

  원료들 간의 경제성 비교

 - 개발 소재의 사업화 가능성 및 우수성 확인

∙ 앱 개발로 통한 민간보급 면역능 평가시스템 

  구축 및 국내 전시회 참가 및 면역능 평가법 

  홍보
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3-3. 목표 미달성 시 원인(사유) 및 차후대책(후속연구의 필요성 등)

가. 연구종료 후 성과창출 계획

성과

목표

사업화지표 연구기반지표

지식

재산권

기술

실시

(이전)

사업화

기

술

인

증

학술성과

교

육

지

도

인

력

양

성

정책

활용·홍보

기

타

(타 

연

구 

활

용 

등)

특

허

출

원

특

허

등

록

품

종

등

록

건

수

기

술

료

제

품

화

매

출

액

수

출

액

고

용

창

출

투

자

유

치

1논문
논

문

평

균 

IF

학

술

발

표

정

책

활

용

홍

보

전

시

SC

I

비

SC

I

단위 건 건 건 건
백만

원
건

백만

원

백만

원
명

백만

원
건 건 건 건 건 명 건 건

가중치

최종목표 3 3 1 1 1 3 2 2 3 6 2 2

1

차

년

도

목

표
1 2

실

적
1 1 2 1 2

2

차

년

도

목

표
2 1 1 1 1 1 2 1

실

적
1 1 1 1 1 2 0

3

차

년

도

목

표
1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 2 1

실

적
5 2 1 1 1 2 2 16

4

차

년

도

목

표

실

적

5

차

년

도

목

표

실

적

소 

계

목

표
3 3 1 1 1 3 2 2 3 6 2 2

실

적
6 2 0 1 0 2 2

4.3

9
4 3 6 2 16

종료 

1차년도
2 1 0 1 1

종료 

2차년도
1 2

종료 

3차년도

종료 
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나. 후속 진행계획  

1) 후속정책과정의 필요성 
면역능 평가 시스템 구축-전문가·기업·소비자가 함께 참여하여 면역식품(소재) 개발을 지원할 
수 있는 체제를 위한 기본 골격들은 이 연구과제를 통해 갖추었다. 하지만 이를 현실적으로 
집행하기 위해서는 다양한 기관들이 협력해야 하기 때문에 이 후 개발성과물들 발표 밑 공유, 
정책자료 제시를 통해 면역능 평가 시스템이 현실화되도록 노력한다.

2) 개발성과의 표준화 및 식약처 가이드라인 반영을 위한 후속 진행계획
⚬ 개발 평가법의 SOP(Standard of procedure) 확보
⚬ 기존 분석법과의 제 3자 비교평가를 통한 객관화 데이터 확보
⚬ 식약처 기능성평가팀에 개발성과 소개 및 가이드 표준화 방안 협의

4차년도

종료 

5차년도

소 계 3 1 1 3

합 계 6 5 1 1 1 5 2 4 3 6 2 16
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4. 연구결과의 활용 계획 등

4.1. 개발한 면역능 평가 시스템을 웹페이지 및 앱 개발을 통한 민간보급 구축

본 연구결과인 면역능 평가 시스템은 면역효능 건강기능식품 개발 초기단계의 면역 기능성 소

재 발굴을 면역증진 및 과민면역 완화 측면의 평가로 통하여 과학적이고 체계적인 제품 개발

을 지원할 수 있는 콘텐츠를 담고 있다.

이 연구결과를 활용하여 면역능 우수 식품소재 수집 기업의 면역식품 개발영역 연구효율 증대 

및 소비자의 제품 선택과정 신뢰성 향상에 기여할 수 있다.

면역식품(소재)의 면역능을 검사하기 위해서 동물모델 시험을 통해 타당성이 검증된 표준화되

고 등급화된 일차 시험관내 검사법들의 평가방법을 지원하고, 민간영역 면역식품(소재) 개발연

구의 효율성을 돕기 위해서 확립된 검사법을 웹기반 프로그램과 스마트폰 앱으로 면역능 평가

시스템을 구축하여 보급 체계를 마련할 계획이다.

가. 웹페이지 주요 내용

 (1) 면역능 평가 시스템 소개

   • 시험관내 검사법 및 동물모델 소개 

   • 시험관내 검사 및 동물모델 절차 안내
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 (2) 건강기능식품 현황 소개

 - 식품의약품안전처‘건강기능식품 기능성 원료 인정 현황’등 건강기능식품 개요 및

 건강기능식품 기능성 원료 인정 현황, 인정 방법을 통한 소재수준 진단 및 소재선정 

 가이드라인 제시
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 (3) 면역능 평가시스템을 위한 DB 구축

- 자료관리 기능 지원을 통한 개발된 면역능 평가 시스템을 통한 면역능 측정 결과를 분

석, 마련되는 면역능 평가시스템에서 사용되는 여러 입력 자료와 라이브러리, 지표, 결과 자료 

등의 DB를 관리를 통한 소재에 대한 면역 기능성 방향성 및 등급화를 통한 면역능 평가, 건강

기능식품 가능성 확인할 수 있다.
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 (4) 기능성소재 라이브러리

- 식품소재의 면역능 평가 연구 자료를 소재별로 구분하고 현재까지 진행된 연구 현황을 진  

단하여 결과를 소개하는 라이브러리로서 면역 건강기능 식품 제품 개발 전략의 수립에 도움을 

주고자 구축된 데이터베이스이다. 개발 평가법에 의해 면역증진, 면역관용에 따른 등급화를 통

한 데이터베이스화 및 연구 자료들을 수집하였다. 
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 (5) 면역능 평가시스템 구축과 배포
  - 웹기반 평가 프로그램 개발을 위하여 JSP를 이용한 웹에서 실행가능한 평가 프로그램을 개

발하여 일차 시험관내 검사법의 결과를 도출하고, 동물모델 결과와 비교하여 검증하고 통계 
분석할 수 있는 기능 및 프로세스를 지원함

  - 기업의 면역식품(소재)의 효율적인 개발을 지원하기 위해 웹기반 평가 프로그램과 동일한 기
능의 스마트폰 앱을 개발하여 배포하여 민간 영역의 면역식품(소재) 개발에 활용하도록 함. 
스마트폰은 안드로이드 폰과 애플 아이폰 모두 지원 가능하도록 개발함

4.2 면역능 평가 실용화 ․ 산업화 계획

가. 면역능 평가로 입증된 면역(식품) 소재의 면역식품 시장 확대 전략 방향

(1) 체계화된 면역제품 생산 방향 설정 : 면역다당

¡ 제2협동기관인 ㈜비케이바이오의 지금까지 진출하였던 주사업 분야는 국내 식품 대기업 

및 유가공회사에 주요 식품소재류를 납품하는 것으로 관련 시장의 규모는 대단히 크지만, 

성장의 한계는 분명 있다. 그에 따라 당사는 제주도 원물을 활용한 다양한 소비자용 제품 

및 식품소재를 개발하여 신규 매출을 발굴하고자 한다. 

¡ 당사의 향후 3년간 추진하려는 분야는 냉장 착즙주스, 유제품, 건강즙 제품, 면역강화 제

품 시장임. 착즙주스 시장의 전체시장은 350억, 건강즙시장은 1조, 면역강화제품 시장 1

조, 유제품시장은 5조의 시장을 형성하고 있음. 당사는 2019년부터 주력 제품을 출시할 

계획으로 이전 기간의 매출은 발생하지 않음.

¡ 본 과제 연구개발로 면역증진 효능을 확보된 면역다당의 생산 기술을 바탕으로 수입되고 

있는 관련 소재의 대체 및 국내외 관련 시장에서 경쟁력의 확보. 특히 부산물을 원료로 

활용하기 때문에, 가격경쟁력을 확보하여, 해외 시장 진입장벽을 낮춤으로써, 국산 소재의 

세계화 진출 초석 마련하고자 한다.

¡ 영양식품 및 건강기능식품의 개발 및 임상결과를 토대로, 면역소재의 건강기능식품 개별

인증을 추진함으로써, 부가가치 상승 및 한국형 면역신약의 토대 구축하고자 한다. 

¡ 면역다당류의 해외시장 전체 규모는 다당류만으로 산정이 어려우나 제품이 다양한 일본, 

미국 등 유사시장 합산규모는 대략 수백억 이상 될 것으로 판단된다. 

¡ 면역다당류는 국내 개발 사례도 아직 없어 국내시장을 개척할 수 있으며 소재 및 제품이 

개발되어 국내시장이 형성되면 그때부터 해외 소재와의 경쟁이 있을 것으로 예상되며, 국

내개발 선발업체의 이점과 해외소재 대비 경쟁력 있는 가격을 근거로 초기 시장부터 약

진한다는 전략으로 과감하게 시장을 선점해 나갈 계획이다. 

¡ 따라서 사업 종료 후 1-2차년까지는 지속적인 해외 프로모션이 주로 이루어져야 하므로 
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실질 매출은 10만불 미만으로 예상되며, 프로모션 효과가 예상되는 3차 년도부터는 50

만-100만불 이상의 매출 및 매년 20-30% 이상 성장을 예상한다.

¡ 국내 건강식품 시장은 최근 5년간 연평균 11.5%씩 지속적으로 성장하는 추세이고 그  

중, 40%의 시장이 면역기능 관련 제품이며, 2013 건식 5.2% 상승, 2014 1조 1920억 

40%가 면역관련 제품인데, 가격 및 품질적으로 경쟁력 있는 상품을 개발함으로써 시장 

확대 가능함. 글로벌 항암제 시장은 연평균 15%씩 성장하고 있는 고속성장 시장으로서, 

미국 사이언스 학술지에서 350억$에 달하는 면역 치료제 분야를 가장 주목하고 있고, 세

계적으로 면역관련 소재 시장의 지속적 증가 및 매출 확대 예상되며 기존 항암제와 표적

항암제의 부작용을 방지한, 인체의 면역 메커니즘을 이용해 암을 치료하는 면역항암제 시

장이 발전(cf. 카터 전 미국 대통령의 뇌종양 완치에 집중 적용 방법)되고 있으며 국제적

인 제약사들도 글로벌 빅파마들과 면역항암제 R&D 개발 진행 중이고 향후 부산물로부터 

생산되는 면역다당을 경쟁력 있게 제약화함으로써, 면역제제의 국산화를 이루고, 해외 수

출 및 라이센싱함으로써 시장점유율의 확대 예상한다.

(2) 판로확보방안

¡ 해외 사업 지속 시장을 위해 최근 제주 관광 시장이 급성장하고 있는 중국, 일본, 인도네

시아, 동남아 등의 신규마켓 대륙에 집중 판촉 전략을 수립하고, 기하급수적으로 증가하

는 해외 관광객에게 적극 홍보하며, 동시에 현재 당 사가 기보유하고 있는 해외 유통라인

을 적극 활용하여 시장 진출을 진행할 것이다.

¡ 2017년 사업 개시부터 제품 포트폴리오를 구성하고 기존 네트워크를 이루었던 기업들과

의 협업과 안정적인 판매망을 바탕으로 한 성장 기반을 마련할 것이며, 2019년부터 본격

적인 제품 양산을 통해 신유통 시장을 중심으로 고급화 음료의 상업화를 통해 기업 가치

를 극대화해 나갈 계획이다.

¡ 대학, 연구소, 협력업체, 대기업 등 외부 네트워크 활용 방안. 펄스 에너지에 대한 원천 

가공 기술을 보유하고 있는 독일의 베를린 공과 대학 및 세계 최초로 산업화 설비를 생

산하는 독일 DIL 연구소의 Dr. Heinz, Dr. Stephan 과 지속적 교류 및 자문을 통해 국

내 사업화 전문 인력 양성 및 전략 수립에 대한 자문을 의뢰할 것이다.

¡ 국내/해외 고객 및 파트너를 활용하여 수요의사를 타진
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- 국내 기업 영업망 : 당사 보유하고 있는 제주, 서울 영업팀의 고객사  대상

- 해외 영업망 : 당사가 보유하고 있는 아시아 유통망 활용 해외 협력사 대상

- 해외 기술이전 전문 파트너를 통한 기술 수요자 조사

- 해외 파트너인 독일 DIL 연구소를 활용하여 해외 기술이전에 대한 기술마케팅을 추진하

여 기술 수요자 조사

(3) SWOT 분석에 따른 성장전략 목표 및 도출

< SWOT분석에 따른 전략과제 도출 >

강 점 약 점

¡ 바이오소재 개발․유통 
경험

¡ 약한 브랜드
¡ 비숙련 생산․관리 실무인력

기 회 강점강화 + 기회 포착 기회 포착 + 약점 보완

¡ 타깃 시장(중국․동남
아․젊은 층 등)에서 
제주(천연물) 브랜드 
가치 상승

¡ 제주 천연물 기반의 신 
콘셉트 제품 개발․공급

¡ 천연물 소재 개발․생산․유통을 
지원하는 전주기 협업체계 구
축 

위 협 강점 강화 + 위협 극복 약점 보완 + 위협 극복

¡ 범람하는 유사 천연
물 브랜드․공장

¡ ‘생산 거점(제주 공
장)’의 브랜드화로 타
사와 차별화 지향

¡ 고객 맞춤형 유연 생산 역량
을 갖춘 ODM 생산 역량 확
보
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(4) 사업화 전략 : 제 2협동 비케이바이오

구분 구체적인 내용

형태/규모

l  상용화 형태 : 산업용 원료로 판매하기 위한 분말형태, 액상형태

(20kg, 200kg 벌크포장), 소비자 제품용 액상/분말스틱 포장, 파우치 

포장제품, 건강기능식품류.

l 수요처 : 현재 공급 중인 식품생산 대기업에 원료로 공급, 해외지사를 

통한 중국 시장 진출, 온라인 판매

l 예상 단가 : 

    - 분말형 면역다당 350,000~500,000원/kg

l 개발 투입인력 및 기간 

    - 신규 투입인력으로 인한 고용 창출 3명

    - 개발기간 ~24개월, 

상용화 능력 및 

자원보유

l 생산공장 보유

l 원료 및 제품 저장, 상온, 냉장, 냉동창고 등 저장을 위한 설비 보유

l 효소반응, 분리 정제, 농축, 제품화를 위한 제반 설비 보유

l 파이롯 생산 및 파이롯 제품화 생산 설비 보유

l 자체 품질 및 공정 관리 시스템 및 인력보유

상용화 계획 및 

일정

l 실험실적 생산조건 개발 및 파이롯 생산공정 확립 : 2019년

l 대량생산을 위한 품질 및 공정확립 조건 설정 : 2019년

l 시생산 및 제품화 완료 후 시장 출시 : 2019~2020년 

매출목표
l 연구종료 후 성과창출 매출액 : 5억원

l 연구종료 후 성과창출 수출액 : 1억원
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4.3. 개발성과의 표준화 및 식약처 가이드라인 반영을 위한 후속 진행계획

가. 식약처 기능성평가팀에 개발성과 소개 및 가이드 표준화 방안 협의

나. 개발 평가법의 표준작업지침서(Standard Operating Procedures(SOP)) 확보

본 과제를 통하여 개발한 면역능 평가시스템을 의뢰자나 실험실시기관에 의해 수행되는 면역

능 평가법 실험에 관련된 전반적 업무에 대한 표준작업지침서(Standard Operating 

Procedures(SOPs))의 작성 시 필요한 일반적인 원칙을 제시하여, 면역능 평가법을 실시하는 

사람들이 가능한 동일한 품질(Quality)을 제공할 수 있어 평가법 신뢰성을 목표로 하고 있다.

 (1) 수지상세포를 이용한 평가법의 표준작업지침서(SOP)

¡ 표준작업지침서(Standard Operating Procedures, 이하 SOP)라 함은 특정 업무를 표준

화된 방법에 따라 일관되게 실시할 목적으로 해당 절차 및 수행 방법 등을 상세하게 기

술한 문서를 말한다. 즉, 특별한 업무를 수행하는 자에게 그 "표준작업"에 대한 상세한 지

침을 제공하여 일관되게 업무를 수행하게끔 하는 문서이다. 

¡ 이러한 SOP는 여러 면역평가 실험이 유기적으로 행해지고 여러 상황에서 각기 다른 자

료가 얻어지는 복잡한 면역능 평가법에서는 필요하다.

¡ SOP의 목적은 앞서 말한 대로 임상시험과 관련된 업무를 표준화된 방법에 따라 일관되

게 수행할 수 있도록 해당 절차 및 수행 방법 등을 전달하기 위함이다. 

¡ 본 과제 연구개발 결과로 수지상세포를 이용한 면역(식품) 소재의 면역능 시험관 평가법

을 검사 방법 및 검사 과정 표준화, 면역기능 검사치의 수량화 및 등급화를 통하여 개발

한 면역능 평가시스템을 SOP화하여, 면역(식품) 소재를 검증하고 이를 라이브러리로써 

면역제품 개발 전략의 수립에 도움을 주고자 하며, 데이터베이스화로 인한 평가법의 신뢰

성을 확보할 계획이다.
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 (2) 수지상세포를 이용한 평가법의 표준작업지침서(SOP) 예시

Standard Operating Procedure 유효일자 :

수지상세포를 이용한 면역(식품) 소재의 면역능 시험관 평가법

실험 실시업체

직책/이름

소속부서

실험날짜

실험방법 (※자세한 실험방법은 본문에 작성, 이후 SOP에 반영 계획)
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실험결과 (※등급화를 통한 평가 소재 평가 및 면역 방향성 제시)
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 (3) SOP를 통한 실시 데이터 라이브러리

¡ SOP를 통한 동일한 품질(Quality)의 데이터 확보 및 비교를 통한 객관화, 평가법 표준

화, 기업 등 민간을 대상으로 기능성 소재 스크리닝 등 제3자 비교평가를 통한 객관화 데

이터 확보를 통하여 개발 평가법의 추가적인 연구를 통하여 장기간 검증과 협의 계획이

며, 식약처 가이드라인에 반영할 수 있는 단계까지 발전시킬 계획이다.

4.4. 면역능 평가기술 개발성과의 민간 활용을 위한 계획
⚬ 주관기관 내 분석 서비스 운영 시스템 구축
⚬ 한국식품연구원 건강기능식품 플랫폼, 국가식품클러스터의 평가 지원 프로그램에 참여 

4.5. 면역능 평가기술 사업화 및 마케팅 계획
⚬ 기술의 사업화 : 충남대학교 내 분석서비스 운영 시스템 구축하고 외부 건강기능식품 원료 개
   발 원기관과 분석 서비스 연계 방안을 구축한다. 

⚬ 마케팅 계획 : 국내 건강기능식품 제조사, 지원기관, 학교에 본 연구개발 평가법을 다양한 방  
   법으로 홍보하고, 평가법에 사용된 분석장비 업체와의 협력을 추진한다, 또한 국내외 학회에  
   성과발표와 박람회 참여를 통해 현 개발 기술을 소개한다
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