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요약

새로운 작용기전 Nurr-1 단백질 활성화 활성을 가지며 파킨슨 질환 동물

모델에서 운동장애 개선 효능이 확인된 팥꽃나무와 병아리꽃나무 2종의 

원예작물을 대상으로 파킨슨병으로 인한 노인성 운동장애 예방 및 개선용 

건강기능식품 기능성원료로 인정받기 위한 연구를 실시한 결과, 팥꽃나무 

꽃 추출물은 파킨슨 동물모델에서 10mg/kg에서도 치료효과가 우수하였고 

도파민 신경세포사멸을 강력히 억제하였으며, 건강기능식품 원료로 인정받

는데 필요한 모든 비임상시험 (단회투여독성, 유전독성, 13주 반복투여독

성)에서 안전성이 입증되어 건강기능식품 기능성원료로 개발될 수 있는 것

으로 판명되었음. 또한 팥꽃나무 꽃 추출물에서 2개의 신규화합물을 포함

하여 16개의 유효성분을 분리하였고, Nurr1 활성화 활성을 검증하였음. 

본 연구는 팥꽃나무 꽃 추출물이 “운동능력개선” 신기능성 건강기능성 식

품원료의 개발이 유망할 뿐만 아니라, 파킨슨질환 치료 천연물 신약으로서

의 가능성을 제시하고 있음.

보고서 면수

      80



3

요  약  문

연구의

목적 및 내용

새로운 작용기전 Nurr-1 단백질 활성화 활성을 가지며 파킨슨질환 동물모델에서 

운동장애 개선 효능이 확인된 팥꽃나무와 병아리꽃나무 2종의 원예작물을 대상으로 

파킨슨병으로 인한 노인성 운동장애 예방 및 개선용 건강기능식품 기능성원료로 인

정받기 위하여, 지표성분 분석방법 확립, 시생산을 통한 공정 표준화, 기준규격 설

정, 안정성 평가,  및 건강기능성추출물의 동물시험에서 기능성 평가 및 안전성 평

가를 실시하여 임상시험에 진입함. 

연구개발성과

1. 주요 정성적 성과

1) 팥꽃나무의 지표성분이면서 유효성분인 DGH-2 화합물 (yuanhuacin)의 분석

방법을 확립하였고, 효율적인 추출방법을 표준화하였음. 또한, 줄기와 뿌리 추

출물에서 6개의 유효성분을 추가로 분리하여 동정하였으며, 꽃 추출물에서는 2

개의 신규 화합물을 포함하여 총 16개의 유효성분을 분리하여 화학구조를 규명

하였고 활성을 비교 조사하였음.

2) Nurr-1 활성화 in vitro 시험과 파킨슨 동물모델에서 활성을 확인한 다음, 팥

꽃나무 줄기 뿌리 추출물 (DG-EX)의 안전성시험을 GLP기관에서 실시한 결과, 

복귀돌연변이와 염색체 이상시험에서 유전독성이 발견되어, 아쉽게도 팥꽃나무 

줄기 뿌리 추출물은 건강기능식품 원료로 개발될 수 없음을 알 수 있었음.  

3) 그러나, 팥꽃나무 꽃은 “원화”로 불리우며 한약제로 직접적으로 사용되는 부위

로 알려져 있기 때문에, 꽃 추출물에 대한 유전독성, 유효성분, 파킨슨 효능을 

조사한 결과, 꽃 추출물 (DGF-EX)는 복귀돌연변이과 염색체 이상 시험에서 유

전독성이 없었고, 줄기 뿌리 추출물 (DG-EX)보다 Nurr-1 활성화 활성이 우수

하였으며, 파킨슨 동물모델에서도 10mg/kg에서도 도파민 신경세포 사멸을 강

력히 억제하면서 파킨슨 치료 효과가 우수한 것을 발견하였음.

4) 특히, 팥꽃나무 꽃 추출물(DGF-EX)은 GLP기관에서 건강기능식품 원료로 인

정받는데 필요한 모든 비임상시험 (단회투여독성, 유전독성, 13주 반복투여독

성)을 실시한 결과, 안전성이 입증되어 건강기능식품 기능성원료로 개발될 수 

있는 것으로 판명되었음.

5) 병아리 꽃나무 추출물의 경우, 복귀돌연변이시험에서는 독성이 없었으나, 염색

체 이상시험에서 의양성으로 판정되었고, 채집에 따른 in vitro 및 in vivo 파킨

슨 치료 활성의 재현성이 낮았기 때문에, 기능성 식품원료 개발로 적합하지 않

은 것으로 판명되었음. 

2. 주요 정량적 성과

 1) 논문-교신저자로 SCI 저널 3편

     ① J. Nat. Prod. 79 (6), 1604-1609, 2016 (IF 3.6), ② Biol. Pharm. Bull. 

40 (12), 2205-2211, 2016 (IF 1.8), ③ Nat. Res. Prod. 2017, Nov 

20:1-9. [Epub ahead of print] (IF 1.8) 

 2) 특허-연구책임자로 국내 3편/PCT 1편 출원

연구개발성과의

활용계획

(기대효과)

¡ 동물모델에서의 탁월한 효능을 가지며 GLP 비임상 시험에서 안전성이 확보된 

팥꽃나무 꽃 추출물을 대상으로 향후 임상시험후 “운동능력개선” 신기능성 건강

기능성 식품원료로 개발. 

¡ 팥꽃나무 꽃 추출물을 파킨슨 치료 천연물 신약으로 개발. 향후 전임상 보완 및 

임상 시험후 기존 치료제의 부작용(이상 운동증, 환각등)이 없는 안전한 파킨슨 

치료제 개발

¡ 팥꽃나무 꽃 추출물이 뇌신경세포 사멸저해 활성이 우수하므로 “인지능력 개선” 

건강기능식품 원료 또는 치매 치료 천연물 신약으로의 개발 가능성 연구

¡ 고부가가치 작물 발굴을 통한 농가수익 증대

¡ 운동장애 예방 및 개선 건강기능식품 개발을 통한 파킨슨병으로 고통 받는 노인

인구의 절감을 통한 의료비 감소 및 삶의 질 향상

중심어

(5개 이내)

건강기능성 식품 

소재
뇌질환 운동장애 동물시험
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1. 연구개발과제의 개요

 코드번호 D-03

1-1. 연구개발 목적

○ 연구개발 목표:
새로운 작용기전 Nurr-1 단백질 활성화 활성을 가지며 파킨슨질환 동물모델에서 운동장

애 개선 효능이 확인된 팥꽃나무와 병아리꽃나무 2종의 원예작물을 대상으로 파킨슨병으로

인한 노인성 운동장애 예방 및 개선용 건강기능식품 기능성원료로 인정받기 위하여, 지표성

분 분석방법 확립, 시생산을 통한 공정 표준화, 기준규격 설정, 안정성 평가, 및 건강기능성

추출물의 동물시험에서 기능성 평가 및 안전성 평가를 실시하여 임상시험에 진입함.

최종목표

- “운동장애 예방 및 개선용” 건강기능식품 기능성원료 임상시험 진입 1종

- “운동장애 예방 및 개선용” 건강기능식품 기능성원료 2종 관련

SCI 논문 3편 이상 발표

- “운동장애 예방 및 개선용” 건강기능식품 기능성원료 2종 관련

국내외 특허 4건 이상

1-2. 연구개발의 필요성

○ 파킨슨병 (Parkinson's Disease, PD)이란?

뇌의 흑질 (substantia nigra) 부위의 도파민 신경세포가 서서히 선택적으로 소실되어 이

곳에서 만들어지는 도파민이라 불리는 신경전달 물질이 결핍되어 발생하는 질병으로, 병리

학적으로 운동기능장애를 수반하며 시간이 갈수록 증세가 악화되는 운동장애 질환이며, 이

와 더불어 우울증 및 언어장애등을 수반하는 대표적인 퇴행성 만성 뇌 질환임.1, 2

○ 국내 파킨슨병 환자 발병률

국내 파킨슨 병 환자수 및 진료비
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코드번호 D-03

2009년 건강보험심사평가원 자료에 의하면 국내 파킨슨병 환자는 2004년 3만 명이였으

나, 2009년 5만 8천여 명으로 약 2배 증가하였고, 진료비는 2004년 200억 원에서 2009년

1370억 원으로 약 7배 증가하였음. 60세 이상에서 파킨슨병 환자는 1.47%로 나타나 미국과

비교해 거의 유사한 발병률을 보임. 그런데, 파킨슨병 노인 가운데 약 70%가 치매나 노화로

오인돼 제대로 된 치료를 받지 못하고 있는 것으로 조사되어, 국내 노인 인구 10만 명당 파

킨슨병 실제 환자수는 2천명∼3천명에 이르는 것으로 추정 됨 (대한신경과학회, 제26차 추계

학술대회, 2007). 따라서 현재의 추세로 고령화가 진행될 경우 2020년에는 65세 이상의 노인

인구가 770만 명으로 예상되기 때문에 (통계청, 장래인구추계, 2010), 2020년에는 국내에서

15 - 23만 명의 파킨슨 환자가 발생할 것으로 추산되어 사회· 경제적으로 심각한 문제로 대

두될 것으로 예상됨.

○ 국외 파킨슨병 발병률

전 세계적으로는 60세 이상 인구의 약 1%, 65세 이상 인구의 2%내외, 85세 이상의

4-5%가 파킨슨병 환자로 추정됨. 하지만 전체 환자의 약 10-15%는 40대 이전에 발병하며

30대에 발병하는 경우도 있음. 2009년 미국에서 64만명, 일본에서 16만명, 유럽등 선진 7개국

에서 최소 230만명의 파킨슨 환자가 발병하였음 (2010년 Business Insights). 더욱이 더욱

신속하고 정밀해진 파킨슨병 진단기술로 인해 발병빈도가 더욱 늘어나는 실정임. 선진국에서

는 발병 후 평균 6년 정도가 지나고 나서야 파킨슨병으로 진단되며, 그 후 환자의 지속수명

은 약 18년으로 조사되고 있음.
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○ 파킨슨병의 현재의 치료방법과 문제점

파킨슨병의 가장 이상적인 치료방법으로서는 발병원인과 병의 진전을 근본적으로 차단

하는 신경보호기술(neuroprotection)과 손상된 신경계를 근원적으로 복구, 재생시키는 신경재

생기술 (neuroregeneration)이 필요하지만 현재 이들 분야에서는 치료기술의 진척이 원활하

지 않은 것이 현실임. 따라서 파킨슨병에 대한 근원적 치료법이 존재하지 않는 현실에서 가

장 이상적인 파킨슨병 치료법이라 하면 환자로 하여금 삶의 질을 최대한 안정화시키고 수명

을 지속시키는 방법뿐이라고 할 수 있음.

지금까지 개발된 파킨슨병 치료제로는 L-DOPA, dopamine receptor agonist, Monoamine

oxidase(MAO)-B inhibitor, Catechol O-methyltransferase(COMT) inhibitor, Anticholinergic

drugs, Antiglutamate drugs등이 있음 (CNS Drugs. 2010, 24, 941; Int Rev Neurobiol.

2010,95,163).3, 4

이들 약물치료제는 모두 L-DOPA가 갖는 문제점 즉, 시간이 지남에 따라 복용량이 증

가하며, 일부 복용환자에게서 이상 운동증 (dyskinesia), 환각 및 환상 (hallucination,

illusion) 등 심각한 부작용을 초래하며, 무엇보다도 파킨슨병의 원천적 원인인 도파민 신경

세포의 죽음을 차단할 수 없다는 한계를 지니고 있기 때문에 새로운 작용기전의 파킨슨 치

료방법 개발이 절실히 필요함.5

○ 파킨슨병개선및치료의새로운타겟으로서Nurr1
뇌에서 도파민 신경세포의 발생 및 분화는 여러 성장인자 (growth factors)와 전사인자

(transcription factors)에 의해 결정됨. Sonic

hedgehog (Shh)과 fibroblast growth factor-8

(Fgf8)이라 불리는 성장인자는 초기 도파민 전구

세포를 만드는데 매우 중요한 역할을 하는 것으

로 알려져 있고, Engrailed (En1 and En2),

Pax, Pitx3, Nurr1 등의 전사인자는 도파민 전구

세포로부터 도파민 신경세포로의 분화를 유도하

는데 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있으며,

Nurr1, Wnt 등의 전사인자들은 도파민 신경세포

의 특징인 tyrosine hydroxylase (TH) 양성세포

를 만듦으로써 도파민 신경세포로의 분화 및 유

지에 매우 중요한 역할을 하는 것으로 알려져

있음. 그리고, Nurr1은 Pitx3와 함께 도파민 신

경세포의 특징을 결정하는 핵심 전사인자로 많

은 주목을 받아왔음(Proc Natl Acad Sci U S

A. 2006, 103, 2874).6-8
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또한 파킨슨병 환자에게서 Nurr1 유전자의 돌연변이가 자주 발견 되고 있으며,9 특히 Nurr1

유전자를 결핍시킨 쥐의 흑질부위 (substantia nigra)에서 도파민 신경세포가 생성되지 않는

것으로 밝혀져 Nurr1이 도파민 신경세포 생성에 필수적인 유전자로 검증되어서 Nurr1은 새

로운 파킨슨 치료제 타겟으로 유망함 (Progress in Neurobiology, 2005, 77,128).10, 11 

○ 본 연구의 필요성:

팥꽃나무와 병아리꽃나무는 국내에서 관상용으로 재배되고 있는 원예 작물로서, 팥꽃나무

는 전통적으로 항암, 항염, 진통제로 이용되어 왔고, 병아리 꽃나무는 보신 보혈에 이용되어

왔음 (동의보감 및 운곡본초학). 두 작물은 뇌질환 치료에 관한 연구가 전혀 되어 있지 않은

재료이며, 특히 식약청의 건강기능식품에 사용할 수 없는 원료 등에 관한 규정 제 2조 1항에

있는 “건강기능 식품으로 사용할 수 없는 식물성 원료”에 포함되지 않은 원료로써 전임상/임

상 시험후 건강기능식품으로 개별인정이 가능함. 특히, 예비 연구에서 팥꽃나무와 병아리꽃

나무 추출물의 파킨슨 동물모델에서의 운동장애 치료효과가 확인되었을 뿐 만 아니라, 팥꽃

나무의 경우 유효성분이 규명되었고 유효성분에 대한 동물실험에서도 그 기능성이 검증되었

음. 특히, 그 작용기전이 Nurr1 단백질 활성화를 통한 것이기 때문에, 본 연구과제를 수행하

면 산업적으로 매우 유용한 기능성 원료를 개발할 가능성이 높을 뿐만 아니라, 학술적으로도

매우 impact있는 결과를 도출할 수 있을 것이다.
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가. 연구방법 및 연구내용

연 구 

범 위

연구수행방법

(이론적․실험적 

접근방법)

구체적인 내용

원료 표준화 
및 지표성분 

규격화

유효 성분 분석
방법 확립 및 
유효성분 추출
방법 확립.

유효성분 분석방법을 확립한다. 컬럼, 이동상, 검출파장, 온도 등 다양한 조건
을 확정하고 HPLC 조건을 확립한다. 팥꽃나무 작물의 부위별 및 추출 조건
별 (온도, 추출방법, 용매 조성등)로 추출물을 제조하여 유효성분의 최적의 추
출 방법의 확립. 또한 추출물의 지표성분의 분석법을 검증한다.

병아리꽃나
무의 

유효성분 
결정

유효성분 
분리정제 

및 구조결정

○ 병아리꽃나무 유효성분 분리
   본 연구팀은 소량의 화합물이라도 신속하게 추출 정제할 수 있는 기술
을 확보하고 있음. 즉 silica gel, MCI gel, Sephadex LH-20, ODS 
column chromatography, TLC, MPLC, HPLC 등 다양한 컬럼크로마토그
라피 방법을 통하여 활성물질을 activity-guided fractionation하여 단일성
분으로 추출 정제할 수 있는 기술을 확보하고 있으며, 특히 분자량 2,000
이하의 저분자 물질이라면 liphophilic, amphiphilic, acidic, basic등 각종 
활성물질의 추출정제를 용이하게 정제할 수 있는 기술을 확보하고 있음. 
 ○ 병아리꽃나무 유효 물질 구조분석
   순수하게 추출 정제된 화합물은 화학구조를 결정하게 되는데 특히 미
량성분이라도 화학구조를 분석 결정할 수 있는 기술이 요구됨. 본 연구팀
은 NMR, MS 등을 이용하여 화학구조를 규명할 수 있는 기술을 확보하고 
있음. 즉 NMR은 500, 600 MHz의 NMR을 이용하여 1H-NMR, 
13C-NMR, COSY, DEPT, HMQC, HMBC, NOESY 등의 분석기법을 활용
할 것이며 MS는 EI-MS, FAB-MS, ESI-MS등을 측정하여 분자량을 결
정하고 high-resolution mass를 측정하여 화합물의 분자식 및 분자구성원
소를 규명함. 활성물질의 입체구조는 vicinal coupling constant (3JH-H), 
13C-1H coupling constant (2JC-H, 3JC-H), NOESY NMR등을 측정하여 활
성물질의 입체구조를 밝힘.

팥꽃나무 
추출물의 

안전성평가
(GLP 기관)

단회독성
유전독성시험(
복귀돌연변이시

험,
염색체이상시험,

소핵시험)

○ 단회투여독성시험 : GLP 기관인 ㈜바이오톡스텍에서 식약처 가이드라
인에 근거하여 실시한다. 5,000mg/kg 과 2,000mg/kg 2개 용량에서 예비
실험을 실시하여 용량을 결정하고, 본 시험을 군당 랫드 암수 각 5수에 
대하여 실시한다. 일반증상관찰, 사망률, 체중측정 등 독성반응을 관찰하
고, 개략의 치사량을 결정.
○ 복귀돌연변이시험 : GLP 기관인 ㈜바이오톡스텍에서 식약처 가이드라
인에 근거하여 실시한다.5개 균주에 대하여 예비실험 1회 실시하여 최대 
용량을 결정하고, 본 실험에서 5개 용량에 대하여 각 용량 별 3개 plate
에서 실시한다.
○ 염색체이상실험 : GLP 기관인 ㈜바이오톡스텍에서 식약처 가이드라인
에 근거하여 실시한다. 포유류 배양세포주 (CHL/IU cell) 사용하에 대하
여 1차 시험(단시간) 과 2차 시험 (연속처리)에서 최대 용량을 결정하고, 
본 실험에서 3개 용량에 대하여 각 용량 별 2개 plate에서 실시하여 염색
체의 구조적 이상 유발성의 유무를 평가한다.
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연 구

범 위

연구수행방법
(이론적․실험적
접근방법)

구체적인 내용

팥꽃나무

추출물의

안전성평가

(GLP 기관)

단회독성

유전독성시험(복귀돌연

변이시험,

염색체이상시험,

소핵시험)

○ 소핵 실험

GLP 기관인 ㈜바이오톡스텍에서 식약처 가이드라인에 근거하

여 실시한다. 마우스의 골수세포를 이용하여 예비실험 및 소핵

유발 빈도시험을 실시한 후, 본 실험을 실시하여 소핵유무를

평가한다.

4주 반복 용량 결정

(DRF) 시험 (설치류)

○ 4주 반복 용량 결정 (DRF) 시험

GLP 기관인 ㈜바이오톡스텍에서 식약처 가이드라인에 근거하

여 실시한다. 암수 랫드를 이용하여 시험물질을 4주간 반복 경

구투여시 나타나는 독성반응을 평가하고, 반복투여 독성시험의

용량설정 근거자료로 이용하기 위하여 실시한다.

in vitro Nurr1

활성화 물질

활성 평가

GAL4 유전자가 결합할

수 있는 염기서열이 포

함된 유전자를 리포터

유전자인 luciferase에

결합시킨 plasmid,

Nurr1-LBD를 함유한

plasmid 와

beta-Galactocidase를 갖

고 있는 plasmid 등 3종

의 plasmid DNA와

BE(2)C 세포를 이용한

측정 방법이용

GAL4 유전자가 결합할 수 있는 염기서열이 포함된 유전자를

리포터 유전자인 luciferase에 결합시킨 plasmid, Nurr1-LBD를

함유한 plasmid 와 beta-Galactocidase를 갖고 있는 plasmid

등 3종의 plasmid DNA를 BE(2)C 세포에 트렌스펙션한 뒤 6

시간 후, 활성성분이나 작물 추출물은 DMSO에 녹여 처리하고

대조군으로 1% DMSO를 처리함. 처리한 세포를 20시간 동안

5% CO2 incubator에서 키운 후 luciferase assay를 함.

Luciferase assay를 통해 얻은 OD값으로부터 blank 대비 fold

값(시료 처리군/1% DMSO)을 계산하여 Nurr1 활성화 정도를

측정함.

파킨슨병동물

모델 구축

○ 6-OHDA를 뇌의 흑

질부위에 직접주입법을

이용한 파킨슨병동물모

델 구축

파킨슨병 동물모델은 6-OHDA를 뇌의 흑질부위에 직접주입법

을 이용하여 도파민성 신경세포 특이적인 세포사를 유발하는

기술을 확보하고 있음 : 6주령의 SD rat을 코아텍 사로부터 구

입하여 동물실 환경에 적응시킨 다음, 중뇌의 흑질 부위에

6-OHDA 4ug을 stereotaxic tool을 이용하여 AP(-4.3) , ML

(-1.8) , DV (-8.2)와 AP(-5.0), ML (-1.8) , DV (-8.2) 부위에

1ug/ul의 농도를 1ul/min 속도로 직접 주입함. 이때,

desipramine 25mg/kg를 6-OHDA 투여 30분 전에 투여하여

도파민성 신경세포 이외의 세포사를 억제시킴. 천연추출물은

랫트의 사료에 섞어 하루에 해당 농도에 대해 2주일간 먹이며

이때, 대조군은 천연추출물을 함유하지 않은 먹이를 공급하고

다른 외과적 수술 등의 처치는 동일하게 진행함.
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연 구 

범 위

연구수행방법

(이론적․실험적 

접근방법)

구체적인 내용

동물의 운동장
애 행동실험

➀ Stepping test, ➁ 
Rotation test, ➂ 
Cylinder test를 이용한 
동물 운동 장애 행동 실
험 및 뇌조직 적출후 면
연 염색 실험

➀ Stepping test : 약물학적 시험의 오차를 보강하기 위한 비 
약물할적 검사 방법이며 다리의 운동 상실을 테스트 하는 실험
으로 길이 90 cm의 탁자위에서 손으로는 쥐의 세다리를 제어
한 상태에서 탁자면 위를 15초 동안 이동시키며 제어되지 않
은 쪽의 다리가 탁자표면을 딛는 수를 측정함. 4다리를 각각 3
회 반복 측정함. 이 실험은 6-OHDA를 주입하기 전 3일 전에 
2일간 4회 연습을 시키고 pre test를 시행하며 6-OHDA 주입 
후 2주, 4주, 6주 차에 각각 테스트를 시행함.
➁ Rotation test : 6-OHDA 투여 후 도파민성 신경세포사에 
의한 운동조절 능력을 약물학적 시험으로 확인하는 방법으로 
6-OHDA 병변의 반대쪽으로 회전하게 하는 DA receptor 
agonist인 apomorphine을 투여하여 circling 행동을 측정함. 플
라스틱 볼에 렛트를 먼저 적응시킨 다음 apomorphine 을 
0.5mg/kg 로 투여한 후 플라스틱 볼에 놓고 60min간 rotation
을 측정함..6-OHDA 투여 후 2주, 4주, 6주에 각각 측정함.
  ➂ Cylinder test : 6-OHDA 투여 후 앞발의 사용횟수를 비
교하기 위한 실험으로 랫트를 지름 30cm, 높이 30cm 의 
cylinder 에 놓고 5분간 비디오로 촬영하여 6-OHDA 병변의 
동측과 대측의 앞발로 벽면을 짚은 횟수를 측정함.. 6-OHDA 
투여 전과 투여 후 2주, 4주, 6주 에 각각 시행함. 
○ 뇌조직 면역 염색
 뇌에서의 도파민성 신경세포사의 정도를 알아보기 위해 
6-OHDA 투여 6주 후에 2.5%의 avertin을 복강 주사하여 마
취한 후 4% paraformaldehyde로 고정시킴. 적출한 brain은 
vibratome (Leica) 으로 40μm 두께의 뇌 절편을 취함. 뇌의 
흑질 부위에서의 도파민성 신경세포사를 확인하기 위해 5% 
HS에서 상온에서 blocking 한 다음, 도파민성 신경세포 특이적
인 rabbit anti-Tyrosine Hydroxylase (Millipore AB152) 1차 
항체를 4℃에서 overnight 반응시킴.  2차 항체 (Biotinylated 
Rbt IgG)와  ABC kit를 반응 후, DAB 발색을 하여 현미경 하
에서 관찰하며 면역 염색 진행함. 면역 염색된 조직은 슬라이
드에 올린 후 연속된 3개의 뇌 절편에 대해 현미경하에서 좌/
우 뇌에서 염색된 도파민성 신경세포의 수를 세고 density를 
측정하여 약물 투여 그룹의 효과를 비교 분석함.
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나. 연구결과

1). 팥꽃나무 원료 표준화 및 유효성분 규격화

가) 팥꽃나무 식물

경기도 용인에 위치하는 한택식물원으로부터 2011년 구입하여 기확보한 5년생

팥꽃나무(Daphne genkwa )를 사용하였음. 그늘에서 건조한 다음 5 – 10cm 크기로 잘랐음.

나) 유효성분 분석방법

유효물질 DGH-2 와 DGE은 분석에 사용한 HPLC와 용매는 다음과 같다.

- HPLC model :HITACHI, Pump : L-2130, Detector : Diode Array L-2455,

Column Oven : L-2300, Autosampler : L-2200

- HPLC Solvent: Acetonitrile (ACN, HPLC grade). Distilled water (DW).

(1) DGH-2 정량분석 방법 확립
DGH-2 성분의 HPLC 분석 조건 및 chromatogram그림 1과 같고, 이를 이용하여 DGH-2의 정

량분석을 위하여 구한 standard curve는 그림 2와 같음.

그림 1. HLPC profile of DGH-2.

Column : J’sphere ODS-H80, 150×4.6mm I.D

Eluent: 75% ACN + 0.025% TFA (30min)

Flow rate : 0.8 ml/min

Detection: UV at 230nm

Temerature : 25⁰C
Injection : 10ul sample dissovled in MeOH

(2) DGE 정량분석 방법 확립

DGE 성분의 HPLC 분석 조건 및 chromatogram 그림 3과 같고, 이를 이용하여 DGE의

정량분석을 위하여 구한 standard curve는 그림 4와 같음.

    그림 3. HPLC profile of DGE.

Column : J’sphere ODS-H80, 150×4.6mm l.D

Eluent: 35% ACN + 0.025% TFA (30min)

Flow rate : 0.8 ml/min

Detection: UV at 230nm

Temerature : 25 ºC

Injection : 10ul sample dissovled in MeOH

그림 2. Standard curve of DGH-2

그림 4. Standard curve of DGE.
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다) 팥꽃나무의 줄기와 뿌리 최적 추출조건 확립

팥꽃나무의 줄기와 뿌리 두 부위에 대하여 다양한 추출용매로 추출한 다음, DGH-2 와 DGE

함량을 분석하여 가장 유효성분을 많이 추출하는 조건을 찾기 위하여 조사하였다. 모든 실험은

2반복으로 실시하였다. 사용한 유기용매는 기능성식품원료 제조에 허용된 에탄올을 사용하였음.

(1) 추출 방법

팥꽃나무의 건조된 줄기와 뿌리를 각각 3g씩 준비하여 100ml의 물, 20% 에탄올, 40% 에탄올,

60% 에탄올, 8% 에탄올, 100% 에탄올, 100% 메탄올로 각각 추출하였다. 물은 100℃에서 2시간

추출하고, 에탄올과 메탄올은 120rpm으로 24시간 추출하였다. 추출후 감암농축하여 용매를 제거한

다음, crude ext.를 30ml 물로 혼탁시키고, 30ml의 n-hexane, ethyl acetate로 3회씩 순차적으로

partition 추출하였다 (표 1).

표 1. Effect of ethanol concentration on the ethanol, n-hexane and ethyl acetate extracts

from root and stem of D. genkwa.

(2) 추출물의 유효성분 정량분석

HPLC 시료준비 : 각 추출물에 있는 DGH-2 및 DGE 를 분석하기 위하여 각각 1mg/100ul,

1mg/ml 농도로 MeOH로 녹인 다음 10ul를 HPLC한 다음, standard curve를 이용하여

정량분석하였다.

뿌리 와 줄기 각 부위의 에탄올 농도에 따른 추출물과 헥산 과 에틸아세테이트 추출물에서

DGH-2 및 DGE를 함량을 조사하였다. 그림 5 은 뿌리 80% 에탄올 추출물과 헥산추출물에서

DGH-2가 존재하는 것을 나타내는 HPLC profile 이다. 80% 에탄올 추출물에서 12.27분, 헥산

추출물에서는 12.28분에 DGH-2가 검출되었다. 에칠아세테이트 추출물에서는 DGH-2가 검출되지

않았다. DGH-2의 standard curve를 이용하여 뿌리 80% 에탄올 추출물과 헥산추출물에 존재하는

DGH-2의 함량을 계산하였다 (표 2). 마찬가지로 DGE standard curve를 이용하여 뿌리 80% 에탄올

추출물과 에칠아세테이트 추출물에 존재하는 DGE의 함량을 계산하였다 (표 2). 헥산 추출물에서는

DGE가 검출되지 않았다. 같은 방식으로 여러 에탄올 농도에서의 추출한 에탄올 추출물과 헥산,

에틸아세테이트 추출물에서 DGH-2 및 DGE 함량을 조사하였다 (표 2).

Sample wt Extraction method Extract wt. 
(mg)

Hex. ext. wt. 
(mg)

EA. ext. wt. 
(mg)

3g  Root  0% EtOH 348.5 ± 1.6 32.5 ± 1.4 27.6 ± 2.9
3g  Root 20% EtOH 489.6 ± 17.0 9.7 ± 1.1 29.1 ± 1.4
3g  Root 40% EtOH 453.8 ± 1.2 5.8 ± 0.8 68.6 ± 4.1
3g  Root 60% EtOH 347.1 ± 5.4 29.2 ± 0.7 98.4 ± 5.5
3g  Root 80% EtOH 363.9 ± 5.6 39.8 ± 1.4 56.9 ± 5.8
3g  Root 100% EtOH 180.35 ± 11.8 45.1 ± 3.8 62.5 ± 8.1
3g  Root 100% MeOH 336.3 ± 0.07 37.5 ± 2.1 90.4 ± 7.2
3g  Stem 0% EtOH 284.5 ± 22.4 8.7 ± 1.0 27.1 ± 2.8
3g  Stem 20% EtOH 312.6 ± 22.6 5.8 ± 0.5 48.1 ± 3.1
3g  Stem 40% EtOH 287.6 ± 10.9 18.5 ± 2.7 45.1 ± 1.6
3g  Stem 60% EtOH 332.0 ± 5.8 33.0 ± 1.5 52.6 ± 1.6
3g  Stem 80% EtOH 237.75 ± 12.3 21.7 ± 0.6 61.8 ± 2.1
3g  Stem 100%   EtOH 97.8.5 ± 9.6 27.9 ± 0.9 19.9 ± 0.4
3g  Stem 100%   MeOH 215.1 ± 7.1 17.7 ± 0.6 35.2 ± 2.4
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A) B)

표 2. Effect of extraction method on amount of DGH-2 and DGE in the ethanol, n-hexane and

ethyl acetate extracts from roots (A) and stems (B) of D. genkwa.

A)

B)

Sampl
e   

wt.

Extractio
n   

method
Extract   

wt. (mg)

Amount   (µg/mg) Total   amount (mg) Hex. ext.  
 wt. 
(mg)

Amount  
 (µg/mg)

Total   amount 
(mg) EA. ext.  

 wt. (mg)

Amount   
(µg/mg)

Total   amount 
(mg)

DGH-2 DGE DGH-2 % DGE % DGH-2 DGH-2 % DGE DGE %

3g
  0% 
EtOH

348.5   ± 
1.6

0.17   ± 
0.00

19.28   ± 
0.19

0.005   ± 
0.00

0.001
6.71   ± 

0.6
1.9

32.5   ± 
1.4

0.27   ± 
0.6

0.009   ± 
0.002

0.02 27.6   ± 
2.9

68.09   ± 
11.0

1.39   ± 
0.3

5.0

3g
20%   
EtOH

489.6   ± 
17.0

0.03   ± 
0.00

25.73   ± 
0.19

0.016   ± 
0.00

0.003
12.66   ± 

1.4
2.5

9.7   ± 
1.1

0.49   ± 
0.2

0.004   ± 
0.00

0.05 29.1   ± 
1.4

95.08   ± 
0.87

3.46   ± 
0.7

7.0

3g
40%   
EtOH

453.8   ± 
1.2

0.09   ± 
0.02

33.54   ± 
2.2

0.04   ± 
0.00

0.009
15.21   ± 

0.9
3.3

5.8   ± 
0.8

1.26   ± 
0.01

0.007   ± 
0.00

0.12 68.6   ± 
4.1

118.55   ± 
7.5

5.79   ± 
0.6

8.4

3g
60%   
EtOH

347.1   ± 
5.4

0.53   ± 
0.01

48.19   ± 
5.2

0.18   ± 
0.00

0.05
16.78   ± 

2.0
4.8

29.2   ± 
0.7

2.99   ± 
0.08

0.08   ± 
0.00

0.29 98.4   ± 
5.5

148.29   ± 
0.91

11.27   ± 
3.2

11.4

3g
80%   
EtOH

363.9   ± 
5.6

1.37   ± 
0.16

48.99   ± 
0.27

0.49   ± 
0.05

0.13
17.83   ± 

0.3
4.8

39.8   ± 
1.4

5.82   ± 
0.2

0.23   ± 
0.00

0.58 56.9   ± 
5.8

158.83   ± 
18.8

7.65   ± 
3.1

13.14

3g
100%   
EtOH

180.35   ± 
11.8

0.86   ± 
0.01

29.87   ± 
2.1

0.15   ± 
0.01

0.08
5.43   ± 

0.7
3.0

45.1   ± 
3.8

1.93   ± 
0.2

0.08   ± 
0.00

0.19 62.5   ± 
8.1

101.44   ± 
1.3

5.09   ± 
1.8

8.1

3g
100%   
MeOH

336.3   ± 
0.07

0.71   ± 
0.03

26.08   ± 
4.8

0.24   ± 
0.01

0.07
8.77   ± 

1.6
2.6

37.5   ± 
2.1

2.84   ± 
0.04

0.11   ± 
0.00

0.28 90.4   ± 
7.2

89.40   ± 
2.6

6.40   ± 
2.0

7.0

Sam
ple  

 wt.
Extraction  
 method

Extract   
wt. (mg)

Amount   (µg/mg) Total   amount ((mg)
Hex. ext.  
 wt. (mg)

Amount  
 (µg/mg)

Total   amount 
(mg) EA. ext.  

 wt. (mg)

Amount  
 (µg/mg)

Total   amount 
(mg)

DGH-2 DGE DGH-2 % DGE % DGH-2 DGH-2 % DGE DGE %

3g 0% EtOH 284.5 ± 
22.4

0.03   ± 
0.00

11.51   ± 
1.5

0.007   ± 
0.00

0.002
3.34   ± 

0.7
1.1 8.7 ± 1.0

0.05 ± 
0.00

0.0004 ± 0.00 0.005 27.1 ± 2.8
45.52 ± 

2.3
1.29 ± 0.1 4.7

3g 20% EtOH 312.6 ± 
22.6

0.05 ± 
0.00

18.945   ± 
1.5

0.015   ± 
0.00

0.005
5.85   ± 

0.05
1.8 5.8 ± 0.5

0.78 ± 
0.02

0.004 ± 0.00 0.07 48.1 ± 3.1
69.72 ± 

0.98
3.35 ± 0.2 6.9

3g 40% EtOH 287.6 ± 
10.9

0.12   ± 
0.01

30.37   ± 
0.74

0.034   ± 
0.00

0.01
8.75   ± 

0.0.5
3.0 18.5 ± 2.7

0.91± 
0.007

0.011 ± 0.006 0.06 45.1 ± 1.6
96.205 ± 

7.9
4.31 ± 0.2 9.6

3g 60% EtOH 332.0 ± 5.8 0.13   ± 
0.00

37.06   ± 
1.07

0.04   ± 
0.00

0.01
12.29 ± 

0.1
3.7 33.0 ± 1.5 1.0 ± 0.180.033 ± 0.007 0.1 52.6 ± 1.6

126.78 ± 
9.1

6.63 ± 0.2 12.6

3g 80% EtOH 237.75 ± 
12.3

0.57   ± 
0.14

45.57   ± 
2.14

0.13   ± 
0.02

0.05
10.88 ± 

1.0
4.5 21.7 ± 0.6

1.35 ± 
0.01

0.029 ± 0.001 0.13 61.8 ± 2.1
154.7 ± 

3.8
9.57 ± 0.5 15.4

3g 100% EtOH 97.8.5 ± 9.6 0.14   ± 
0.04

9.33   ± 
0.70

0.013   ± 
0.00

0.01
0.89 ± 
0.02

0.9 27.9 ± 0.9 0.86 ± 0.10.023 ± 0.002 0.08 19.9 ± 0.4
43.68 ± 

7.0
1.06 ± 
0.02

5.3

3g
100% 
MeOH

215.1 ± 7.1
0.20 ± 
0.07

11.23 ± 
0.13

0.09 ± 0.02 0.04
2.41 ± 
0.05

1.1 17.7 ± 0.6
1.04 ± 
0.0.1

0.018 ± 0.001 0.1 35.2 ± 2.4
46.23 ± 

0.8
1.17 ± 0.2 3.3

그림 8 HPLC analysis of DGH-2 in 80% EtOH ext. (A) and Hex ext. (B) from roots of

D. genkwa.
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뿌리의 에탄올 추출물에서는 DGH-2 함량은 80% 에탄올에서 1.37 ug/mg 성분이 존재하여

0.13%로 가장 높았다. 헥산 추출물에서는 80% 에탄올 추출물에서 추출한 것에서 5.82 ug/mg 성분이

존재하여 0.58%로 가장 높았다 (표 2, 그림 6). 80% 에탄올 추출물보다 헥산 추출물에서 DGH-2 성

분이 4.24 배 높았다. 에칠아세테이트 추출물에서는 DGH-2가 검출되지 않았다.

뿌리의 에탄올 추출물에서 DGE 함량도 80% 에탄올에서 48.9 ug/mg 성분이 존재하여 4.8%로

가장 높았다. 에칠아세테이트 추출물에서는 80% 에탄올 추출물에서 추출한 것에서 158.8 ug/mg

성분이 존재하여 13.1%로 가장 높았다 (표 2). 80% 에탄올 추출물보다 에칠아세테이트 추출물에서

DGE 성분이 3.24배 높았다. 헥산 추출물에서는 DGE 성분은 검출되지 않았다.

줄기 추출물에서 DGH-2 함량은 뿌리 추출물과 추출 경향이 비슷하였는데, 함량이 낮았다.

즉, DGH-2 함량은 80% 에탄올에서 0.05%로 가장 높았고, 헥산 추출물에서는 80% 에탄올

추출물에서 추출한 것에서 0.13%로 가장 높았다 (그림 6). 뿌리 추출물보다 약 3배 낮은 함량을

보였다.

줄기 추출물에서 DGE 함량도은 뿌리 추출물과 추출 경향이 비슷하였고, 함량도 비슷했다.

즉, DGE 함량은 80% 에탄올에서 4.5%로 가장 높았고, 헥산 추출물에서는 80% 에탄올 추출물에서

추출한 것에서 15.4%로 가장 높았다.

이러한 추출결과로부터 동물실험 및 비임상시험을 위한 시료는 팥꽃나무 뿌리 줄기 모두 80%

에탄올을 이용하여 추출하고, DGH-2 성분만 있는 헥산 추출물과 DGE 성분이 있는 에칠아세테이트

추출물도 제조하고, 양을 고려하면서 동물실험 및 비임상시험에서 활성 및 안전성을 서로 비교하기로

하였다.

그림 5. DGH-2 amount in EtOH and Hex ext. of roots and

stems of D. genkwa.
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2). 팥꽃나무 줄기 뿌리 추출물의 안전성평가

가) 시료 대량 제조

경기도 용인에 위치하는 한택식물원으로부터 2015년 8월20일에 5년생 팥꽃나무(Daphne

genkwa)를 구입하였음 (그림 7). 그늘에서 2주 건조한 다음 5 – 10cm 크기로 잘랐음.

A)

B)

건조된 팥꽃나무 뿌리 (6kg) 과 줄기 (14kg)를 80% 에탄올로 상온에서 각각 48시간, 24시간 두

번 추출하였다. 감압농축으로 에탄올을 제거한 다음, 각 추출물에서의 DGH-2 과 DGE 함량을 조사하

였다 (표 3). 뿌리에서 DGH-2 와 DGE 함량이 줄기보다 약간 높았고, 뿌리과 줄기를 모두 합친 추출

물 (1140.95 g)에서 DGH-2 과 DGE 함량이 각각 0.16%, 2.80%가 존재하였다. 에탄올 추출물

1140.95g 중 900g에 대하여 헥산과 에칠아세테이트 추출을 순차적으로 실시하였다. 900g 추출물을 3

L 물에 현탁하고 3L 헥산 및 3L 에칠아세테이트으로 순차적으로 3번씩 추출하였다. 감압농축으로 헥

산과 에칠아세테이트를 제거한뒤 70.5g 헥산추출물 및 231g 에칠아세테이트를 얻었다.

에탄올, 헥산, 에칠아세테이트 추출물을 각각 DG-EX, DG-HX, DG-EAX로 명명하였다. DG-EX,

DG_HX, DG-EAX에서의 DGH-2 과 DGE 함량을 분석하였다 (표 4).

표 3. Amount of DGH-2 and DGE in ethanol extracts from root and stem of D. Genkwa dry

sample(20kg).

Sample 
wt. Sample Extract Extract wt. 

(g)
Amount (µg/mg) Total amount ((µg)

DGH-2 DGE DGH-2 % DGE %

20 Kg

  Root 

1
st   

Extraction
428.5 2.03 34.1 872.15 0.20 14638.1 3.41

 Root

 2
nd

Extraction
156.8 1.49 33.6 234.11 0.15 5273.2 3.36

 Stem 

1
st

  Extraction
403.4 1.19 27.3 480.83 0.12 11030.4 2.73

 Stem 

2
nd

 Extraction
153.9 1.62 21.2 250.27 0.16 3272.3 2.12

Total 1140.9 1.64 28.0 1871.42 0.16 32008.2 2.80

D. Genkwa dry sample (Root + Stem) (20kg) 

EtOH ext. (EX). 
(1140.95g)  

900.0 g   240.95 g  

Extracted with 80% EtOH at room  
temperature 2 times (48 and 24 hrs) 
Evaporated in vacuum 

Dissolved in distilled water (3L)                                                                                                                                                               
Partitioned with n-Hexane (3L X 3) 

n-Hexane layer (HX) 
(70.5 g)   

Aqueous layer 
  
Partitioned with EtOAc (3L X 3) 

EtOAc Layer (EAX)  
(231 g)   

Aqueous layer 
  

그림 6 Preparation scheme of DG-EX, DG-HX, and DG-EAX from

stems (A) and roots (B) of D. Genkwa.
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표 4. Amount of DGH-2 and DGE in each solvent extracts from root and stem of D. Genkwa

dry sample(20kg).

DG-HX에는 DGH-2가 1.54% 존재하고, DG-EAX에는 DGE가 8.19% 함유되었다.

효능 검증을 위한 동물실험은 DG-EX, DG-HX, DG-EAX 모두 실시하고, 비임상 안전성평가는

비용 및 양을 고려하여 초기 비임상 시험 (단회투여독성, 복위돌연변이시험)에는 DG-EX, DG-EAX를

모두 실시하고, 그 결과로부터 안전성이 확보된 것에 대하여 비임상시험을 계속하기로 하였음.

나). 팥꽃나무 줄기 뿌리 추출물의 안전성평가 (GLP 기관)

(1). 단회투여독성시험 (랫드)
GLP 기관인 ㈜바이오톡스텍에서 식약처 가이드라인에 근거하여 랫드에서 실시하였다.

5,000mg/kg 과 2,000mg/kg 2개 용량에서 예비실험을 실시하여 용량을 결정하고, 본 시험을 군당

랫드 암수 각 5수에 대하여 실시하였다. 일반증상관찰, 사망률, 체중측정 등 독성반응을 관찰하고,

개략의 치사량을 결정하였다.

시험결과: 팥꽃나무 줄기 뿌리의 에탄올 추출물 (DG-EX)의 단회경구투여 독성시험 결과, 5,000

mg/kg 투여한 랫드 경구독성시험에서 DG-EX 투여군에서 일부 점액변이 관찰되었지만, 사망한

랫드가 없고, 정상쥐와 비슷하게 체중이 증가하였음. 따라서, DG-EX시료의 개략의 치사량은 5,000

mg/kg이상임. DG-EAX 투여군에서도 일부 점액변이 관찰되었고, 사망한 랫드가 없었지만, 정상쥐와

다르게 체중 감소가 발견되었음. DG-EAX는 개략의 치사량이 수컷은 5,000mg/kg, 암컷은

5,000mg/kg을 상회하는 것으로 판정되었다.

(2). 유전독성 시험

(가) 복귀돌연변이시험

GLP 기관인 ㈜바이오톡스텍에서 식약처 가이드라인에 근거하여 실시하였다. 시험물질 DG-EX

와 DG-EAX의 유전자돌연변이 유발성을 히스티민 요구성인 살모넬라균 (Salmonella typhimurium)

과 트립토판 요구성인 대장균 (Escherichia coli)을 이용하여 조사하였다.

A.예비실험 : 생육저해 농도를 결정한다.

1. 생육저해
- S. typhimurium TA98 (S9-) : 5,000 ug/plate
- S. typhimurium TA98 (S9+) : 생육저해 없음
- S. typhimurium TA100, TA1535, TA1537 (S9-) : 313 ug/plate 이상
- S. typhimurium TA100, TA1535, TA1537 (S9+) : 5,000 ug/plate
- E . coli WP2uvrA(pKM101) (S9-/+) : 생육저해 없음
2.본시험 적용 최고용량
- S. typhimurium TA98 (S9-) : 5,000 ug/plate (이하 공비 2로 5용량)
- S. typhimurium TA98 (S9+) : 5,000 ug/plate (이하 공비 2로 4용량)
- S. typhimurium TA100, TA1535, TA1537 (S9-) : 313 ug/plate (이하 공비 2로 5용량)
- S. typhimurium TA100, TA1535, TA1537 (S9+) : 5,000 ug/plate (이하 공비 2로 5용량)
- E. coli WP2uvrA(pKM101) (S9-/+) : 5,000 ug/plate (이하 공비 2로 4용량)

Sample Extract Extract wt. 
(g)

Amount (µg/mg) Total amount ((µg)

DGH-2 DGE DGH-2 % DGE %
EtOH Ex. 

(DG-EX)
1140.9 1.6 28.0 1871.4 0.16 32008.2 2.80

Hex. Ex. 

(DG-HX)
70.5 15.4 0 1092.2 1.54 0 0

EA Ex.

(DG-EAX)
231.0 0 81.8 0 0 18907.9 8.19
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B. 본 실험

대사활성화비존재하의 TA98, TA100, TA1535, TA1537 및 WP2uvrA(pKM101) 균주, 존

재하의 TA98, TA100, TA1535 및 WP2uvrA(pKM101) 균주에서는 시험물질군에서 대사활성

화유무에 관계없이 각 균주의 모든 용량에 대해서 복귀변이콜로니수는 음성대조군의 2배를

초과하지 않았고, 용량의존적인 증가도 관찰되지 않았다.

그러나, 대사활성화존재하의 TA1537 균주의 1,250 μg/plate에서 복귀변이콜로니수가 음성

대조군과 비교하여 2배 이상 재현성있게 증가하였다 (표 5, 그림 8). 2,500 μg/plate 이상에서

는 시험물질에 의한 생육저해가 관찰되어 복귀변이콜로니수가 감소하는 경향이 관찰되었다.

이상의 결과로, 본 시험조건하에서 시험물질 DG-EX는 대사활성화존재하의 TA1537 균

주에서 유전자돌연변이 유발성이 있는 것으로 판단되었다.

표 5. 팥꽃나무 줄기뿌리 추출물(DG-EX)의 대사활성화 존재하 복

귀돌연변이.
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(나) 염색체이상실험

GLP 기관인 ㈜바이오톡스텍에서 식약처 가이드라인에 근거하여 실시하고 있다. 포유류 배양

세포주 (Chinese Hamster Lung (CHL/IU) cell) 사용하여 염색체의 구조적 이상 유발성의 유무를 평

가한다.

시험 결과:

단시간처리법의 대사활성화존재하의 900, 1,000, 1,100 및 1,200 μg/mL에서 수적이상을

가진 세포의 출현빈도는 12.5, 11.5, 10.0 및 8.5%로 확인되었으며, 음성대조군과 비교하여

통계학적으로 유의하게 증가하였다 (표 6). 구조이상을 가진 세포의 출현빈도는 7.5, 7.0, 8.5

및 4.5%로 확인되었으며, 음성대조군과 비교하여 통계학적으로 유의하게 증가하였다.

이상의 결과로부터, 본 시험조건하에서 시험물질 DG-EX는 단시간처리법의 대사활성

화존재하의 계열에서 수적이상을 가진 세포의 출현빈도가 10% 이상, 구조이상을 가진 세포

의 출현빈도가 5% 이상 10% 미만으로 확인되어, 팥꽃나무 줄기 뿌리 추출물은 염색체이상

유발성이 있는 것으로 판단된다.

  표 6. 팥꽃나무 줄기 뿌리 추출물 (DG-EX)의 염색체 이상 시험

그림 8. 팥꽃나무 줄기뿌리 추출물(DG-EX)의 TA1537균주의 복

귀돌연변이 유발.
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(다) 소핵 실험 :

GLP 기관인 ㈜바이오톡스텍에서 식약처 가이드라인에 근거하여 실시하고 있다. 마우스의
골수세포를 이용하여 예비실험 및 소핵유발 빈도시험을 실시한 후, 본 실험을 실시하여 소핵유무를
평가한다.

시험 결과:
A.일반증상 및 사망동물의 관찰 : 시험물질군의 모든 용량에서 사망동물은 관찰되지 않았

다. 투여후 2시간에 2,500 mg/kg에서 연변 (Soft stool), 투여후 1일에 2,500 및 5,000 mg/kg

에서 시험물질색변 (Compound-colored stool)이 관찰되었다.

B. 체중변화 :시험기간 동안 모든 용량에서 음성대조군과 비교시 유의성 있는 체중변화가

관찰되지 않았다.

C.소핵유발 출현빈도 :시험물질군에서는 다염성적혈구 (PCE, Polychromatic erythrocyte)

중 소핵다염성적혈구 (MNPCE, Micronucleated polychromatic erythrocyte)의 비율이 모든

용량에서 음성대조군과 비교하여 통계학적으로 유의한 차이는 관찰되지 않았다 (표 7). 또

한, 총 적혈구 중 다염성적혈구의 비율도 음성대조군과 비교하여 유의한 차이는 관찰되지

않았다. 양성대조군에서는 다염성적혈구 중 소핵다염성적혈구의 출현빈도가 음성대조군과

비교하여 유의하게 증가하였다 (p<0.01, Kastenbaum & Bowman). 총 적혈구 중 다염성적

혈구의 비율은 음성대조군과 비교시 유의하게 감소하였다 (p<0.01, Dunnett’s t-test)

이상의 결과로부터, 본 시험조건하에서 시험물질 팥꽃나무 줄기 뿌리 추출물

(DG-EX)의 마우스 골수세포의 소핵유발성은 없는 것으로 판단된다.

이상과 같이, 팥꽃나무 줄기 뿌리 추출물 (DG-EX)은 소핵 유발성은 없었으나, 복귀돌연변이 및

염색체 이상시험에서 유전독성이 관찰되었음.

표 7. 팥꽃나무 줄기 뿌리 추출물 (DG-EX)의 소핵 시험 



21

코드번호 D-05

3). 팥꽃나무 꽃 추출물의 안전성평가

가). 팥꽃나무 부위별 성분 및 활성 비교

팥꽃나무 줄기 뿌리 추출물 (DG-EX)이 복귀돌연변이 및 염색체 이상시험에서 유전독성이

관찰되었기 때문에 (P23-26 안전성평가 결과 부분 참조), 팥꽃나무 줄기 뿌리 추출물은 아쉽게도

건강기능식품 원료로 개발될 수 없음을 알 수 있었다.

그러나, 팥꽃나무 꽃은 “원화”로 불리우며 한약제로 직접적으로 사용되는 부위로서, 꽃

추출물에 대한 복귀돌연변이 시험한 결과 유전독성이 없는 것으로 판명되어 (P31-35 안전성 평가

부분 참조), Nurr-1 활성화 활성 (P71, 그림49 참조), in vivo 파킨슨 효능 조사 (P74, 그림56-58

참조), 유효성분 분석을 실시하였다.

꽃 추출물과 줄기뿌리 추출물에 대한 유효성분 DGH-1 과 DGH-2 함량을 비교분석하였다.

(1) 팥꽃나무 식물
- 줄기 뿌리: 경기도 용인에 위치하는 한택식물원으로부터 2015년 구입하여 기확보한 5년생

팥꽃나무(Daphne genkwa)를 사용하였음. 그늘에서 건조한 다음 5 – 10cm 크기로

잘랐음.

- 꽃: 서울 경동시장 해성당에서 2016년 원화 (팥꽃나무 꽃) 구입하여 사용하였음.

(2) 유효성분 분석방법 확립

팥꽃나무 줄기 뿌리 추출물은 DGH-1과 DGH-2의 두 개의 유효성분이 있는데, 이중

DGH-1은 UV extinction coefficient가 매우 낮아, HPLC UV방법으로 추출물에 있는 DGH-1를

분석하기가 매우 어려워, 추출물에서 유효물질 DGH-1 과 DGH-2 모두를 효과적으로 정량분석하기

위하여 LC-MS/MS의 MRM방법으로 분석하였다 (그림 9, 10). MRM (multiple reaction monitoring)

방법은 특정 product ion를 갖는 parent ion를 detect하는 방법으로 복잡한 시료에서 특정 물질을

정성 및 정량분석하는 방법이다. HPLC와 LC 조건는 다음과 같다.

- HPLC model :Agilent 1200 series (Agilent Technologies Deutschland GmbH, Waldbronn, Germany)

Column : Luna C18(2) reversed-phase column (100 × 2.0 mm, 3 mm; guard cartridge system, security guard

#KJ 0-4282; Phenomenex, Torrance, CA, USA)

Eluent: 0~7min : 70% ~ 100% acetonitrile (+0.1% formic acid)

Flow rate : 0.4 ml/min, Temerature : 25 ºC

Injection : 10 ul sample in 10 ug/mL dissovled in MeOH

- LC: QTrap 3200 with a Turbolon Spray source (AB SCIEX, Singapore).

(1) DGH-1 분석 (2) DGH-2 분석

그림 9. MRM (105.2>591.2)

analysis of compound DGH-1.

그 결과, DGH-1 와 DGH-2 화합물은 각각 3.81분, 6.99분에 검출되었고, 0.1 ug injection 시
각각 1.05 x 104, 1.8 x 104 intensity를 보여 비슷한 민감도로 MRM방법으로 검출되었음.

  그림 10. MRM (105.1>639.2)

analysis of compound DGH-2. 
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(3) 성분 분석

1 차년도에서 유효성분 DGH-2를 가장 많이 함유하는 추출조건을 조사하여, 80% 에탄올을

최적의 추출조건으로 선정한 바 있다. 이에따라 꽃 부위와 줄기뿌리 부위를 80% 에탄올로 추출하여

각각 꽃 추출물(DGF-EX) 과 줄기뿌리 추출물 (DG-EX)를 제조하여 유효성분 DGH-1, DGH-2

함량을 비교분석하였다.

LC-MS/MS 시료준비 : 꽃 추출물(DGF-EX LN021) 과 줄기뿌리 추출물 (DG-EX LN011)에

있는 유효성분를 분석하기 위하여 추출물을 10 ug/mL 농도로 MeOH로 녹인 다음 10ul를 injection

하여 MRM mode로 정량분석하였다 (그림 11, 12).

꽃 추출물(DGF-EX) 과 줄기뿌리 추출물 (DG-EX) 모두에서 유효성분 DGH-1 과 DGH-2 가

검출되었으며, standard curve로부터 유효성분 DGH-1 과 DGH-2를 정량하였다. 그 결과, 꽃

추출물이 줄기 뿌리 추출물보다 DGH-1은 7.32배, DGH-2는 1.23배 많았다 (표 8).

표 8. Quantitative analysis of DGH-1 and DGH-2 in flower extract and stem/root extract of

Daphne genkwa.

그림 11. MRM analysis of

DGF-EX

그림 12. MRM analysis of DG-EX

그림 13. Standard curve of DGH-1 그림 14 Standard curve of DGH-2

Amount (g/kg)
DGH-1 (Genkwanine N) DGH-2 (Yuanhuacin)

Flower (DGF-EX) 0.835 0.381
Stem & Root (DG-EX) 0.114 0.311
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나). 팥꽃나무 꽃 추출물의 시료 대량 제조 및 분석법 검증

(1) 꽃 추출물 batch 별 유효성분 분석

1월에 구입한 건조된 팥꽃나무 꽃 (3 kg)을 1.5 kg씩 두 번 나누어 추출하였다. 80% 에탄올로

상온에서 각각 48시간, 24시간 두 번 추출하여 각각 391g (DGF-EX LN.011)과 246g (DGF-EX-LN

012)을 얻었다. 7월에 구입한 건조된 팥꽃나무 꽃 (2 kg)을 같은 방식을 추출하여 469g (DGF-EX

LN 021)을 얻었다. 구입일, 추출 batch가 다른 3종류의 팥꽃나무 꽃의 추출물에서 DGH-2 함량을

HPLC로 정량분석하여 줄기뿌리 추출물의 것 (DG-EX)과 비교하였다 (그림 15.)

HPLC로 비교 조사한 결과, 꽃 추출물의 DGH-2 함량은 구입일, 추출 batch에 따라 0.04%로

같았고, 줄기뿌리 추출물에서의 DGH-2 함량과 비슷하였다(표 9).

LC-MS/MS에의한 비교 분석(P 28)에서는 꽃 추출물이 DGH-2 함량이 23% 높았으나,

HPLC에 의한 방법에서는 같은 것으로 나타났는데, 이는 두 분석방법의 정밀도 차이에 의한 것으로

보인다. 에탄올 추출물이라는 매우 복잡한 혼합물을 분석하는 데는 HPLC로 분리된 물질을 다시

MS/MS로 분리하는 LC-MS/MS 분석방법이 HPLC 방법보다 정밀하기 때문에, 최종적으로 꽃

추출물이 줄기뿌리 추출물보다 DGH-2 함량이 많은 것으로 판단된다. 향후 지역별, 종별, 종판별을

위한 자세한 연구가 필요함.

(2) 꽃 추출물 유효성분의 안정성 조사

구입일, 추출 batch가 다른 3종류의 팥꽃나무 꽃의 추출물에 대하여 6개월 냉동 보관후 유효성분

의 함량을 조사하였음. 그 결과, DGF-EX LN011, DGF-EX LN012, DGF-EX LN021의 초기 DGH-2

함량이 각각 0.043, 0.042, 0.042% 이였고, 6개월 후에는 각각 0.046, 0.038, 0.039%로서 조사되었음. 이

는 초기함량의 변동율이 –9.6 ∼ + 6.99%로서 유효성분이 안정함을 나타내었음. 향후 가혹한 조건에

서 더 자세한 조사가 필요함.

Sample 
Dried 
flower 

wt. (kg)
Extract 
wt. (g)

Amount of DGH-2  

mg/g %
DGF-E

X 
LN011

1.5  391 0.46 0.046

DGF-E
X 

LN012
1.5 246 0.38 0.038

DGF-E
X 

LN021
2 469 0.39 0.039

DG-EX 
LN011 - - 0.47 0.047

표 9. Comparative analysis of DGH-2 in

ethanol extracts from flower and root/stem

of D. Genkwa dry sample.

그림 15. HPLC analysis of DGH-2.

A) DG-EX, B)DGF-EX LN011,

C)DGF-EX LN012, D)DGF-EX

LN021.
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(3) HPLC를 이용한 DGF-EX의 조제물 분석법 검증 (GLP기관인 바이오톡스텍(주)에서 실시)

본 시험은 식약처 “비임상시험관리기준”에의거 GLP기관인 바이오톡스텍(주)에서 실시하였음.

(가). 시험 재료 및 방법

- 시험물질 : DGF-EX LN032, 함량: Apigenin 1.921%

- 표준물질 : Apigenin (Sigma LN E445301/1V, CAS No. 520-36-5)

- 분석기기 및 조건

HPLC : Agilent 1100 Series, Agilent Technologies Ltd., U.S.A.

분석 조건 :
Column : Luna 5u C18(2) 100A (250 x 4.6 mm),Serial No. : 752826-28, Phenomenex, U.S.A.
Column temperature 25℃
Mobile phase : Water : Acetonitrile = 55:45 (v/v)
Flow rate : 1.0 mL/min
Run time : 20 min
Wavelength : 340 nm
Injection volume : 20 μL
Autosampler temperature : Ambient temperature

(나) 시험 결과

A. 시스템 적합성: QC 시료 5 μg/mL 의 농도를 6 회 반복 측정한 결과, 피크면적과 retention
time 의정밀성은 각각 0.19 및 0.00%로 확인되었다.

B. 직선성 : 표준용액 1 ~ 20 μg/mL 의 농도 범위에서 측정한 검량선의 상관계수 r 은 0.9999
이상으로 나타났으며, 각 범위에서의 정확성은 0 일째 측정 시 98.35 ~ 105.20%로, 7 일째 측정 시
98.16 ~ 102.40%로 확인되었다.
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C. 특이성 : 표준물질은 분석에 충분한 형상을 나타내었으며, 이동상, 희석용매 및 부형제가

표준물질의 피크에 영향을 주는 성분은 검출되지 않았다.

D. 일내재현성 : 조제물 5 및 250 mg/mL 의 농도에서 시험물질의 정밀성은 0.32 및 2.05%로,
정확성은 103.47 및 96.39%로 확인되었다.

E. 표준원액 안정성 : 표준원액을 실온 4 시간 및 냉장 (4.1 ~ 4.8 ℃)에서 7 일간 보관 후, QC
농도로조제하여 안정성을 확인한 결과, 정밀성은 0.26 및 0.08%로, 정확성은 100.78 및 105.60%로
확인되었다.

F. Autosampler 내에서의 안정성 : 조제물 5 및 250 mg/mL 의 농도를 autosampler 내에서 9
시간 방치 후 안정성을확인한 결과, 정밀성은 0.38 및 2.03%로, 초기농도에 대한 변동률은 0.24
및 0.26%로 확인되었다.
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G. 균질성 : 조제물 5 및 250 mg/mL 의 농도에서 상층, 중층 및 하층의 균질성을 확인한 결과,

정밀성은 0.37 및 3.16%로, 정확성은 103.57 및 98.22%로 확인되었다.

H. 안정성
H-1. 실온 4 시간 안정성 :조제물 5 및 250 mg/mL 의 농도를 실온에서 4 시간 동안 방치 후

안정성을 확인한 결과, 정밀성은 0.22 및 0.22%로, 조제 직후 초기농도에 대한 변동률은
-2.02 및 6.83%로 확인되었다.

H-2. 냉장 7 일간 안정성 : 조제물 5 및 250 mg/mL 의 농도를 7 일간 냉장 조건 (4.1 ~ 4.8℃)
하에 보관 후 안정성을 확인한 결과, 정밀성은 0.40 및 3.58%로, 조제 직후 초기농도에
대한 변동률은 1.13 및 –5.23%로 확인되었다.

H-3. Quality Control : QC 시료 5 μg/mL 의 농도를 분석 종료 시에 3 회 측정한 결과,
정밀성 및 정확성은 0 일째 측정 시 0.16 및 100.70%로, 7 일째 측정 시 0.26 및 98.26%로
확인되었다.

(다) 결론

이상의 결과로부터 DGF-EX 의 조제물 농도 분석을 위한 본 분석법은 적합한 것으로
확인되었다. 또한, 부형제 (주사용수) 내에서 5 및 250 mg/mL 농도의 조제물은 균질하였으며, 실온 4
시간 및 냉장 7 일간 안정한 것으로 확인되었다.
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다). 팥꽃나무 꽃 추출물의 안전성평가 (GLP 기관)

팥꽃나무 줄기 뿌리 추출물 (DG-EX)은 복귀돌연변이 및 염색체 이상시험에서 유전독성이

관찰되었기 때문에, 팥꽃나무 줄기 뿌리 추출물은 아쉽게도 건강기능식품 원료로 개발될 수 없음을

알 수 있었다.

그러나, 팥꽃나무 꽃은 “원화”로 불리우며 한약제로 직접적으로 사용되는 부위로 알려 져

있기 때문에, 꽃 추출물에 대한 복귀돌연변이 예비실험, Nurr-1 활성화 활성, 유효성분 분석, in

vivo 파킨슨 효능 조사를 실시한 결과,

놀랍게도, 꽃 추출물 (DGF-EX)는 예비 복귀돌연변이 및 염색체 이상시험에서 유전독성이

없었고, 줄기 뿌리 추출물 (DG-EX)보다 Nurr-1 활성화 활성이 우수하였고, 유효성분도 많았으며,

특히 in vivo 파킨슨 치료 효과도 우수한 것으로 조사되어, 꽃 부위에 대한 본격적인 안전성 평가

시험을 실시하였음.

(1). 단회투여독성시험 (랫드)

GLP 기관인 ㈜바이오톡스텍에서 식약처 가이드라인에 근거하여 랫드에서 실시하였다.

5,000mg/kg 과 2,000mg/kg 2개 용량에서 예비실험을 실시하여 용량을 결정하고, 본 시험을

군당 랫드 암수 각 5수에 대하여 실시하였다. 일반증상관찰, 사망률, 체중측정 등 독성반응을

관찰하고, 개략의 치사량을 결정하였다.

투여요량 설정: 본시험의 예비시험 (Biotoxtech Study No.: B16283P1)으로 2,000 및 5,000

mg/10 mL/kg을 암수 랫드 각 1마리에 단회 경구투여한 결과 사망례가 관찰되지 않았다.

따라서, 본시험의 투여용량은 5,000 mg/kg의 단일 시험물질 투여군을 설정하였다. 대조군에는

시험물질 투여군과 동일한 액량의 부형제를 투여하였다.

시험결과:

A. 사망유무 : 관찰기간 동안, 암수 대조군 및 5,000 mg/kg 투여군에서 사망례는 없었다.

B. 일반증상 :

5,000 mg/kg 투여군에서 점액변 (mucous stool)이 투여 후 2시간에 수컷 1례, 투여 후 6

시간에 수컷 3례, 암컷 1례, 투여 후 1일에 암수 전례에서 관찰되었으나, 투여 후 2일부터

일반증상의 이상은 관찰되지 않았다. 이는 시험물질 투여에 의한 영향으로 판단된다.

C. 체중변화 :

암수 5,000 mg/kg 투여군을 대조군과 비교시 수컷에서는 투여 후 1일에 통계학적으로 유

의성 있는 체중감소가 관찰되었고, 암컷에서는 관찰기간 동안 유의성 있는 체중변화는 인

정되지 않았다. 이러한 수컷의 체중변화는 시험물질 투여에 의한 영량으로 판단된다.

D. 육안적 부검소견

부검시, 암수 대조군 및 5,000 mg/kg 투여군에서 육안적 이상 소견은 관찰되지 않았다.

E. 결론 : 본 시험의 조건 하에서 꽃 추출물 (DGF-EX)를 랫드에 단회 경구투여한 결과, 개

략의 치사량은 암수 모두 5,000 mg/kg을 상회하는 것으로 판단된다.
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(2). 유전독성 시험

(가) 복귀돌연변이시험

GLP 기관인 ㈜바이오톡스텍에서 식약처 가이드라인에 근거하여 실시하였다. 시험물질
DGF-EX 의 유전자돌연변이 유발성을 히스티민 요구성인 살모넬라균 (Salmonella
typhimurium)과 트립토판 요구성인 대장균 (Escherichia coli)을 이용하여 조사하였다.

시험 결과 :

A. 용량설정시험

본시험의 최고용량을 설정하기 위해, 시험방법에 따라 용량설정시험을 실시한 결과, 본시험의 용

량은 아래와 같이 설정하였다. 또한, 음성대조군 및 양성대조군을 설정하였다.

B. 본시험

(2.1) 복귀변이콜로니수의 계측 (표 6)

시험물질군에서는 대사활성화 유무에 관계없이 각 균주의 모든 용량에 대해서 귀변이콜로니수는

음성대조군의 2배를 초과하지 않았고 (표 10), 용량의존적인 증가도 관찰되지 않았다.

양성대조군에서는 각 균주의 복귀변이콜로니수가 음성대조군과 비교하여 2배 이상 확실하게

증가하였다.

(2.2) 시험물질에 의한 생육저해 및 침전

시험물질에 의한 생육저해가 대사활성화비존재하의 TA98 및 TA1535 균주의 625 μg/plate

이상, TA100 균주의 156 μg/plate 이상, TA1537 균주의 78.1 μg/plate, 존재하의 TA98 및

TA1535 균주의 2,500 μg/plate 이상, TA100 균주의 1,250 μg/plate, TA1537 균주의 625

μg/plate 이상에서 관찰되었다. 대사활성화비존재하 및 존재하의 WP2uvrA(pKM101) 균주에서는

생육저해가 관찰되지 않았다.

시험물질의 침전은 대사활성화비존재하 및 존재하의 모든 용량에서 관찰되지 않았다.

이상의 결과로부터, 본 시험조건에서 시험물질 꽃 추출물 (DGF-EX)의 유전자돌연변이 유발성

은 음성으로 판정되었다.
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표 10. 팥꽃나무 꽃 추출물 (DGF-EX)의 복귀돌연변이 시험.
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(나) 염색체이상실험

GLP 기관인 ㈜바이오톡스텍에서 식약처 가이드라인에 근거하여 실시하고 있다. 포유류
배양세포주 (Chinese Hamster Lung (CHL/IU) cell) 사용하여 염색체의 구조적 이상 유발성의
유무를 평가한다.

시험결과 :

A. RPD (relative population doubling) 측정

RPD는 단시간처리법의 대사활성화비존재하의 0, 53.8, 108, 215 및 430 μg/mL에서 각각

100, 102, 102, 97.6 및 75.0%, 존재하의 0, 91.3, 183, 365 및 730 μg/mL에서 100, 104, 98.4,

77.4 및 53.4%, 연속처리법의 대사활성화비존재하의 0, 17.5, 35.0, 70.0 및 140 μg/mL에서 각각

100, 97.0, 94.4, 93.5 및 57.1%이였다.

B. 시험물질의 침전

시험물질의 침전은 단시간처리법의 대사활성화비존재하 및 존재하, 연속처리법의 대사활성

화비존재하의 모든 용량에서는 관찰되지 않았다.

C. 염색체이상 관찰대상 용량

단시간처리법의 대사활성화비존재하 및 존재하, 연속처리법의 최고용량에서 200개의 분열중

기상이 관찰 가능하여 최고용량을 포함한 3용량을 염색체이상 관찰대상 용량으로 설정하였다.

D. 염색체이상출현빈도 (표 11)

본시험의 결과, 단시간처리법의 대사활성화비존재하 및 존재하, 연속처리법의 대사활성화비존

재하에서 염색체이상을 가진 세포의 출현빈도는 5% 미만으로 염색체이상 유발작용은 확인되지

않았으며, 음성대조군과 비교하여 통계학적으로 유의한 차이도 관찰되지 않았다.

각 처리계열에 대한 양성대조군에서는 구조이상을 가진 세포의 출현빈도는 10% 이상으로,

음성대조군과 비교시 통계학적으로 유의하게 증가하였다 (Fisher’s exact test, p<0.01).

이상의 결과로부터, 본 시험조건하에서 시험물질 꽃 추출물 (DGF-EX)의 염색체이상 유발성은

음성으로 판정되었다.
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표 11. 팥꽃나무 꽃 추출물 (DGF-EX)의 염색체 이상 시험결과.
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(3) 소핵실험

GLP 기관인 ㈜바이오톡스텍에서 식약처 가이드라인에 근거하여 실시하고 있다. 마우스의
골수세포를 이용하여 예비실험 및 소핵유발 빈도시험을 실시한 후, 본 실험을 실시하여 소핵유
무를 평가한다.

시험결과 :

A. 용량 1,250, 2,500, 5,000 mg/kg

B. 일반증상 및 사망동물 : 없음

C. 수컷 본시험 결과 : 시험물질군의 모든 용량에서 소핵다염성적혈구의 출현변도는

음성대조군과 비교하여 통계학적인 유의차이는 없는 것으로 확인되었음.

(4) 4주 반복 용량결정 (DRF) 시험

GLP 기관인 ㈜바이오톡스텍에서 식약처 가이드라인에 근거하여 실시하였다. 암수

Sprague-Dawley 랫드를 이용하여 시험물질인 DGF-EX 를 4 주간 반복 경구투여

시 나타나는 독성반응을 평가하고, 반복투여 독성시험의 용량설정 근거자료로

이용하기 위하여 실시하였다

시험방법:

군구성은 시험물질 1,250, 2,500 및 5,000 mg/kg/day 의 투여군과 대조군 (주사용수)의

4 군으로 각 군당 암수 각각 5 마리로 구성하였다. 관찰기간 동안, 일반증상관찰, 체중과

사료섭취량 측정을 실시하였고, 관찰기간 종료 후 혈액학적 검사, 혈액생화학적 검사, 장기의

중량측정 및 부검시 육안적 검사를 수행하였다.

시험결과:

투여기간 동안, 5,000 mg/kg/day 투여군의 암컷 2 마리가 사망하였다. 사망전의

일반증상으로 거식, 유연, 시험물질색변, 하복부오염, 사료섭취량의 감소 및 불규칙호흡이

관찰되었고, 부검 결과, 공장의 충혈, 간의 변색 및 위의 병소가 관찰되었다.

일반증상 관찰 결과, 암수 1,250 mg/kg/day 투여군에서 유연이 투여 후에 관찰되었다.

암수 2,500 및 5,000 mg/kg/day 투여군에서 투여 전후 유연 및 시험물질색변이 관찰되었고,

수컷 5,000 mg/kg/day 투여군에서 점액변 또는 연변이 일시적으로 관찰되었다.

체중측정 결과, 수컷 2,500 및 5,000 mg/kg/day 투여군과 암컷 1,250 및 2,500 mg/kg/day

투여군에서 투여기간 동안 체중감소 또는 체중증가 억제경향이 관찰되었고, 암수 5,000

mg/kg/day 투여군에서 투여 1 주에 이와 연관된 사료섭취량의 감소가 관찰되었다.

혈액학적 검사 및 부검 결과, 시험물질 투여에 기인한 변화는 관찰되지 않았다.

혈액생화학적 검사 결과, 암수 2,500 및 5,000 mg/kg/day 투여군에서 혈액요소질소

(BUN)의 증가, 암컷 5,000 mg/kg/day 투여군에서 총콜레스테롤 (T-Chol)의 증가가

관찰되었다.

장기중량 측정 결과, 수컷 2,500 및 5,000 mg/kg/day 투여군에서 신장의 상대중량 증가,

암컷 1,250, 2,500 및 5,000 mg/kg/day 투여군에서 간의 상대중량 증가가 관찰되었다.

이상으로 DGF-EX 를 랫드에 4 주 반복 경구투여 한 결과, 반복투여 독성시험의 고용량은

수컷은 2,500 mg/kg/day 이하로, 암컷은 1,250 mg/kg/day 이하로 설정해야 될 것으로 판단되었다.
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(5) 13주 반복 경구투여 독성시험 및 4주 회복시험

(가) 꽃 추출물 대량 제조

건조된 팥꽃나무 꽃을 서울 경동 한약 시장의 해성당에서 2016년 7월에 구입한 8 kg 와 11월

에 구입한 37 kg을 사용하였음. 상기에서 기술한 동일한 방법으로 24시간 씩 80% 에탄올로 두

번 추출하여 8kg의 추출물을 얻었음.

대량 추출한 꽃 추출물 (DGF-EX lot 032)에 대하여 HPLC로 유효성분 DGH-2 함량을 조사

한 결과, 0.64 mg/g 즉, 0.064%의 DGH-2가 함유된 것으로 조사되어 이전에 소량 추출물과 비슷

하게 DGH-2를 함유하였음.

(나) 13주 반복 경구투여 독성시험 및 4주 회복시험

GLP 기관인 ㈜바이오톡스텍에서 식약처 가이드라인에 근거하여 실시하였다. 암수

Sprague-Dawley 랫드를 이용하여 시험물질인 DGF-EX를 13주간 반복 경구투여 시 나타나는 독

성반응과 그 안전성을 평가하고, 4주간의 회복군을 설정하여 독성변화의 가역성 여부를 확인하기

위하여 실시하였다. 그 결과를 요약하면 아래와 같음.

시험방법:

시험물질은 240, 600 및 1,500 mg/kg/day의 3개의 용량으로 암수 군당 각각 10, 10 및 15마리에

13주간 경구 투여하였다. 또한, 대조군 (주사용수)을 설정하여 15마리에 13주간 경구 투여하였다.

대조군 및 1,500 mg/kg/day 투여군에는 암수 각 5마리에 대하여 독성 변화의 가역성을 평가하기

위해 4주간의 회복기간을 두었다. 관찰기간 동안, 일반증상 관찰, 체중측정, 사료섭취량 측정, 안과

학적 검사 및 뇨검사를 실시하였고, 관찰기간 종료 후 혈액학적 검사, 혈액생화학적 검사, 장기의

중량측정, 부검시 육안적 검사 및 조직병리학적 검사를 수행하였다.

결과 요약

1. 일반증상

투여기간 동안 암수 대조군 과 모든 투여군 및 회복군에서 사망례는 관찰되지 않았다.

2. 체중변화

투여기간 동안 암수 대조군 과 모든 투여군 및 회복군에서 대조군과 비교시 유의성 있는 체중

변화는 관찰되지 않았다.

3. 사료섭취량

투여기간 동안 암수 대조군 과 모든 투여군 및 회복군에서 대조군과 비교시 유의성 있는 사료

섭쥐량 변화는 관찰되지 않았다.
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4. 안과학적 검사

암수 대조군 과 모든 투여군 및 회복군에서 이상소견은 관찰되지 않았다.

5. 뇨검사

암수 대조군 과 모든 투여군 및 회복군에서 시험물질에의한 영향은 관찰되지 않았음.

6. 혈액학적 검사

암수 대조군 과 모든 투여군 및 회복군에서 시험물질에의한 영향은 관찰되지 않았음.

7. 혈액 생화학적 검사
주시험군의 암수 240, 600 및 1,500 mg/kg/day 투여군에서 대조군과 비교시 모든검사 항목에서
유의성 있는 변화는 관찰되지 않았다. 회복군의 암수 1,500 mg/kg/day 투여군에서 시험물질에
의한 영향은 관찰되지 않았다.

8. 장기 중량
주시험군의 암수 240, 600 및 1,500 mg/kg/day 투여군과 회복군의 암수 1,500mg/kg/day 투여군
에서 시험물질에 의한 영향은 관찰되지 않았다.

9. 부검
주시험군의 암수 240, 600 및 1,500 mg/kg/day 투여군과 회복군의 암수 1,500mg/kg/day
투여군에서 시험물질 투여에 의한 영향으로 판단되는 결과는 없었다.

10. 조직병리학적 검사
주시험군의 암수 240, 600 및 1,500 mg/kg/day 투여군에서 위의 경계능의 과다각화증을 동반한
편평세포 과다 형성 (squamous cell hyperplasia)이 미미한 정도(minimal)에서 중등도
(moderate)로 용량상관성 있게 관찰되었다.
해당 소견은 수컷 대조군에서도 관찰되었으나, 시험물질 투여군에서 발생 빈도 및 정도가
증가하였기에 시험물질에 의한 영향으로 판단하였다. 다만, 위의 경계능은 사람에서는 존재하지
않는 종특이적인 구조로 사람에 외삽하는 관점에서 볼 때 독성학적 의미는 미약한 것으로
판단된다. 회복군의 암수 1,500 mg/kg/day 투여군에서도 해당 소견이 미미한 정도에서 경도

(slight)로 여전히 관찰되었으나, 발생 빈도 및 정도가 주시험군 보다 감소하였고 일부
회복하였기에, 회복과정 중에 있는 것으로 판단하였다

결론 :

본 시험 조건하에서, DGF-EX에 대한 암수 랫드를 이용한 13주 반복 경구투여 독성시험을 실

시한 결과, 암수 모든 시험물질 투여군에서 위의 변화가 관찰되어 무독성량 (NOAEL)은 산출할

수 없었다. 다만, 위의 경계능은 사람에서는 존재하지 않는 종특이적인 구조로 사람에 외삽하는

관점에서 볼 때 독성학적 의미는 미약한 것으로 판단된다. 위의 변화를 제외한 NOAEL은 1,500

mg/kg/day을 상회하는 것으로 판단된다.

이러한, GLP기관에서의 13주 반복 경구투여 독성시험결과, 팥꽃나무 꽃 추출물(DGF-EX)는

시험에 사용한 모든 투여군에서 무독성으로 나왔기 때문에, 무독성량 (NOAEL)은 1,500

mg/kg/day 이상인 것으로 판단되었음.



35

     코드번호 D-05

4). 팥꽃나무 추출물의 유효성분 분리 및 구조분석

추가적인 유효성분을 발견하여 특허권을 확보함으로서 본 원래특허의 특허권을 확장하고, 이를

통하여 다른 식물에서 발견될 수 있는 유효성분을 미리 차단함으로서 본 추출물의 특허권을 방어하기

위하여 추가적인 유효성분을 분리하고 화학 구조를 규명하였음.

가). 팥꽃나무 줄기 뿌리 추출물로부터 유효성분 분리

팥꽃나무 줄기뿌리 추출물의 유효성분 DGH-1 와 DGH-2 화합물은 daphnane type의 diterpene

화합물이기 때문에, DGH-1 와 DGH-2 성분이외에 다수의 daphnane-type의 minor 성분이 존재하고

있을 가능성이 많다. 이러한 minor 성분이 DGH-1 와 DGH-2 보다 specific 활성이 높을 가능성도 있

기 때문에 특허권 확보를 위하여 minor 성분을 분리 규명하고자 하였다. 또한 이는 팥꽃나무 꽃 부위

의 성분을 신속하게 분석하는 데 이용할 수 있다.

(1) 추가 유효성분 분리

이미 팥꽃나무 줄기 뿌리 추출물을 다량 확보하고 있기 때문에, 줄기 뿌리 추출물에서

daphnane-type diterpene 화합물을 분리하였다 (그림 16, 17). 팥꽃나무(Daphne genkwa)의 줄기 과

뿌리 4.47 kg을 세절한 다음, 12 L 80% 에탄올에 4시간 동안 침지하고, 여과하여 고형분과 1차 액상

성분을 분리하였다. 상기 분리된 고형분을 다시 12 L 80% 에탄올에 4시간 동안 침지하고, 여과하여 2

차 액상성분을 수득하였다. 상기 수득한 1차 액상성분과 2차 액상성분을 혼합하고, 상기 혼합물을 감

압하에서 농축시킨 다음, 잔사를 동결건조하여 255.1 g의 팥꽃나무 추출물을 얻었다.

그림 16. Purification of minor daphnane-type diterpene compounds from root and

stem portions of Daphne genkwa.
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수득한 팥꽃나무 추출물을 200 mL의 증류수와 헥산의 1:1 혼합용매에 녹여 분획하여 헥산

층을 얻었다. 같은 방법으로 2번 더 실시하여 얻은 헥산층을 감압농축하여 헥산 분획물을 얻었다. 이

렇게 얻은 헥산 분획물 (20 g)을 실리카겔 컬럼 크로마토그래피를 이용하여 헥산과 에틸 아세테이트

의 구배(gradient) 혼합용매(10:1, 5:1, 2:1, 1:1, 1:2)로 용리시켜 총 3개의 분획 (Fr. I, II, III)을 얻었다.

이중 Fr. I (577 mg)을 75% 아세토니트릴 조건으로 역상 실리카겔 프렙 TLC(reverse phase silica

gel prep TLC)를 실시하여 활성밴드를 얻었다. 이 활성밴드를 83% 아세토니트릴을 용출액을 유속 3

mL/min으로 ODS HPLC를 수행하여 retention time 15.2 분과 18.5분에서 각각 DGH-3 (acutilonine

F) (14.0 mg) 와 DGH-4 (wikstroemia factor M1) (7.0 mg)을 얻었다. Fr. II (320 mg)을 75%

아세토니트릴 조건으로 역상 실리카겔 프렙 TLC(reverse phase silica gel prep TLC)를 실시하여 활

성밴드를 얻었다. 이 활성밴드를 CHCl3-MeOH(50:1) 조건으로 순상 실리카겔 프렙 TLC(silica

gel prep TLC)를 실시하고 최종적으로 79% 아세토니트릴을 용출액을 유속 3 mL/min으로 ODS

HPLC를 수행하여 retention time 16분에서 DGH-2 (yuanhuacin) (29.2 mg)을 얻었다. Fr. III (400

mg)을 Fr.II와 같은 방법으로 실시하여 Rf 0.4 과 0.25 에서 두 개의 sub-fraction 각각 Fr.III-1 과

Fr.III-2 를 얻었다. Fr.III-1를 65% 아세토니트릴을 용출액을 유속 3 mL/min으로 ODS HPLC를 수행

하여 retention time 17.2 분과 23.4 분에서 각각 DGH-5 (prostratin Q) (2.1 mg) 와 DGH-6

(yuanhuadine) (4.0 mg)을 얻었다. Fr.III-2 Fr.III-1와 같은 방법으로 ODS HPLC를 수행하여

retention time 19.0 분과 21.4 분에서 각각 DGH-7 (yuanhuatine) (4.4 mg) 와 DGH-8

(12-O-n-deca-2,4,6-trienoyl-phorbol-(13)-acetate) (1.8 mg)을 얻었다.

그림 17. HPLC chromatogram of the hexane extract of root and stem parts of D. genkwa

and identification of DGH 2 ~ 8. The hexane extract was subjected to a reverse-phase

HPLC column (4.6 x 150 mm, J’sphere ODS-H80) chromatography measured at 240 nm.

The column was eluted with an aqueous acetonitrile gradient from 50% to 100% containing

0.025% trifluoroacetic acid (TFA) for 50 min at a flow rate of 0.8 mL/min. DGH-2 (1),

DGH-3 (2), DGH-4 (3), DGH-5 (4), DGGH-6 (5), DGH-7 (6), and DGH-8 (7).
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DGH-7 의 1H, 13C-NMR 데이터는 DGH-1 (genkanine N)처럼 2 개의 aromatic ring 를 가지고

있음을 시사하였다. HMBC spectrum에서 two aromatic ring 가 C-1’ 과 C-1”에 결합하고 있음을

알 수 있었다. 따라서, DGH-7 는 yuanhuatine 로 동정되었다. Yuanhuatine 의 13C-NMR 데이타는

본 연구에서 처음으로 규명되었다.

DGH-6 의 1H, 13C-NMR 데이터는 aromatic ring 에 해당하는 signal 없는 것만 제외하고 DGH-2

(yuanhuacine)와 유사하였다. 이에따라, 1H,13C NMR, MS, [a]D 데이터를 기반으로 DGH-6은

yuanhuadine 로 동정되었다.

DGH-5 와 DGH8 의 1H, 13C-NMR 데이터는 long chain aliphatic ester 을 함유하고 있는

phorbol-type diterpene 의 특성을 나타내었다.

DGH-5 와 DGH8 의 차이는 DGH-8은 acyl chain 에서 한 개 많은 double bond를 가졌다.

DGH-8 의 HMBC spectrum에서 acyl chain 의 d 5.84 의 H-2”와 d 7.28 의 H-3” 가 d 167.2 의 ester

carbonyl C-1”과 HMBC correlation 이 관측되어 C-1”에 acyl chain 이 연결되어 있음을 알수 있었다.

또한 acyl chain 에서 C-2”, C-4”, C-6“의 double bond는 H-2”, H-4”, H-6”의 larger coupling

constants 로부터 Z geometry임을 알수 있었다. 그리고 H-12 의 J = 10.3 Hz의 larger coupling

constant 로부터 acyl chain 이 b-configuration 임을 알 수 있었다. 따라서 DGH-5 와 DGH8 는 각각

prostratin Q 과 12-O-n-deca-2,4,6-trienoyl-phorbol-(13)-acetate 로 동정되었다.

12-O-n-deca-2,4,6-trienoyl-phorbol-(13)-acetate 의 13C-NMR 데이타는 본 연구에서 처음으로

규명되었다.

그림 20. Structure of compounds DGH-2-8.



39

코드번호 D-05

DGH-3 ~ 8 화합물의 [α]20D, MS, NMR 데이터는 다음과 같다.

DGH-3 (Acutilonine F); White powder; [α]20D -32.1(c 1.3, MeOH); ESI-MS, m/z 635.6 [M+H]+,
657.7 [M+Na]+; 1HNMR(CD3OD,500MHz): δH, 7.70(2H, dd, J=7.35, 2.22Hz, H-3', H-7'), 7.37(1H, m,
H-5'), 7.36(2H, m, H-4', H-6'), 7.35(1H, m, H-3''), 6.64(1H, dd, J=14.82, 10.75Hz, H-5''), 6.34(1H,
dd, J=14.79, 11.40Hz, H-4''), 6.22(1H, dd, J=15.16, 10.69Hz, H-6''), 6.01(1H, m, H-7''), 6.00(1H, m,
H-2''), 5.06(1H, brs, H-16a), 5.03(1H, d, J=4.52Hz, H-3), 4.90(1H, brs, H-16b), 4.56(1H, d,
J=2.66Hz, H-14), 3.98(1H, d, J=12.19Hz, H-20a), 3.92(1H, s, H-5), 3.59(1H, d, J=12.20Hz, H-20b),
3.41(1H, brs, H-7), 3.07(1H, d, J=2.69Hz, H-8), 2.83(1H, dd, J=13.03, 5.32Hz, H-10), 2.59(1H, m,
H-11), 2.29(2H, m, H-12), 2.15(2H, m, H-8''), 1.82(3H, s, H-17), 1.78(1H, m, H-2), 1.71(2H, m,
H-1), 1.47(2H, m, H-9''), 1.31(3H, d, J=6.89Hz, H-18), 0.99(3H, d, J=5.77Hz, H-19), 0.94(3H, t,
J=7.39Hz, H-10'');

DGH-4 (wikstroemia factor M1,): White powder; [α]20D +18.9 (c 1.0, MeOH); ESI-MS, m/z
637.6 [M+H]+, 659.4 [M+Na]+, 635.2 [M-H]-; 1HNMR(CDCl3, 500MHz): δH7.75(2H, m, H-3', H-7'),
7.36(3H, m, H-4', H-5', H-6'), 7.34(1H, dd, J=15.4 and 10.2, H-3''), 6.21(1H, dd, J=14.8 and 10.4,
H-4''), 5.90(1H, d, J=15.2, H-2''), 5.05(1H, brs, H-16a), 4.92(1H, brs, H-16b), 4.69(1H, d, J=5.19,
H-3), 4.51(1H, d, J=2.76, H-14), 4.06(1H, s, H-5), 3.88(1H, d, J=12.2, H-20a), 3.77(1H, d, J=12.2,
H-20b), 3.44(1H, s, H-7), 2.96(1H, d, J=2.8, H-8), 2.82(1H, dd, J=13.2, 5.5, H-10), 2.48(1H, m,
H-11), 2.20(2H, overlapped, H-6''), 2.20(1H, overlapped, H-12a), 1.93(1H, m, H-1a), 1.83(3H, s,
H-17), 1.78(1H, m, H-12b), 1.73(1H, m, H-1b), 1.71(1H, m, H-2), 1.45(2H, m, H-7''), 1.33(3H, d,
J=6.9, H-18), 1.32(2H, overlapped, H-9''), 1.31(2H, overlapped, H-8''), 1.06(3H, d, J=6.5, H-19),
0.91(3H, t, J=6.9, H-10'')

DGH-5 (prostratin Q) : White powder; [α]20D +14.1 (c 0.03, MeOH);ESI-MS, m/z 579.5 [M+Na]+

;1HNM(CDCl3, 500MHz): δH7.60(1H, s, H-1), 7.24(1H, m, H-3''), 6.19(1H, m, H-4''), 6.15(1H, m,
H-5''), 5.79(1H, d, J=15.41Hz, H-2''), 5.70(1H, d, J=4.71Hz, H-7), 5.47(1H, d, J=10.27Hz, H-12),
4.03(2H, q, J=13.04Hz, H-20), 3.26(2H, overlapped, H-8, H-10), 2.53(2H, m, H-5), 2.17(2H,
overlapped, H-6''), 2.17(1H, overlapped, H-11), 2.11(3H, s, H-2'), 1.78(3H, s, H-19), 1.44(2H, m,
H-7''), 1.32(2H, m, H-9''), 1.31(2H, m, H-8''), 1.27(3H, s, H-16), 1.22(3H, s, H-17), 1.10(1H, d,
J=5.20Hz, H-14), 0.91(3H, d, J=6.93Hz, H-18), 0.90(3H, t, J=7.06Hz, H-10'').

DGH-6 (yuanhuadine); White powder; [α]20D +7.5 (c 1.3, CH2Cl2); ESI-MS, m/z 587.6 [M+H]+ and
609.5 [M+Na]+ ; 1H NMR (CDCl3, 500MHz): δH7.58(1H, s, H-1), 6.67(1H, dd, J=15.45, 10.66Hz,
H-3'), 6.05(1H, dd ,J=15.14, 10.71Hz, H-4'), 5.86(1H, m, H-5'), 5.65(1H, d, J=15.46Hz, H-2'),
5.02(1H, brs, H-16a), 4.99(1H, brs, H-12), 4.96(1H, brs, H-16b), 4.76(1H, d, J=2.47Hz, H-14),
4.26(1H, brs, H-7), 3.94(1H, dd, J=12.34, 5.86Hz, H-20a), 3.82(1H, m, H-10), 3.80(1H, m, H-20b),
3.56(1H, s, H-5), 3.52(1H, d, J=2.45Hz, H-8), 2.38(1H, q, J=7.22Hz, H-11), 2.10(2H, q, J=7.20Hz,
H-6'), 2.00(3H, s, H-2''), 1.84(3H, s, H-17), 1.80(3H, d, J=1.31Hz, H-19), 1.39(2H, dt, J=14.26,
7.28Hz, H-7'), 1.30(2H, m, H-9'), 1.27(2H, m, H-8'), 0.89(3H, t, J=6.93Hz, H-10').

DGH-7 (yuanhuatine) ; White powder; [α]20D +52.8 (c 0.5, MeOH); ESI-MS, m/z 605.5 [M+H]+,
627.4 [M+Na]+, 603.3 [M-H]-; 1HNMR(CDCl3, 500MHz): δH7.94(2H, m, H-3'', H-7''), 7.75(2H, m,
H-3', H-7'), 7.60(1H, t, J=7.4, H-5''), 7.48(2H, m, H-4'', H-6''), 7.40(3H, m, H-4', H-5', H-6'),
5.42(1H, brs, H-12), 5.07(1H, brs, H-16a), 5.03(1H, brs, H-16b), 4.99(1H, d, J=2.8, H-14), 4.10(1H,
s, H-5), 3.90(1H, d, J=12.4, H-20a), 3.85(1H, d, J=12.3, H-20b), 3.69(1H, d, J=2.8, H-8), 3.67(1H,
brs, H-7), 3.06(1H, dd, J=13.3 and 5.9, H-10), 2.59(1H, q, J=6.9, H-11), 2.40(1H, m, H-1a), 2.28(1H,
m, H-2), 1.92(3H, s, H-17), 1.63(1H, m, H-1b), 1.51(3H, d, J=6.9, H-18), 1.12(3H, d, J=6.6, H-19).
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DGH-8 (12-O-n-deca-2,4,6-trienoyl-phorbol-(13)-acetate): white powder; [α]20D -15.1 (c 0.2,
CHCl3); ESI-MS, m/z 577.5 [M+Na]+, 553.4 [M-H]-; 1HNMR (CDCl3, 500MHz): δH7.61(1H, s, H-1),
7.28(1H, dd, J=15.3 and 11.22, H-3''), 6.54(1H, dd, J=14.9 and 10.7, H-5''), 6.23(1H, dd, J=14.8 and
11.4, H-4''), 6.15(1H, dd, J=15.1 and 10.8, H-6''), 5.95(1H, m, H-7''), 5.84(1H, d, J=15.3, H-2''),
5.70(1H, d, J=4.8, H-7), 5.47(1H, d, J=10.3, H-12), 4.05(1H, d, J=12.9, H-20a), 4.00(1H, d, J=12.9,
H-20b), 3.26(1H, overlapped, H-10), 3.26(1H, overlapped, H-8), 2.52(2H, m, H-5), 2.17(1H, m,
H-11), 2.13(2H, overlapped, H-8''), 2.11(3H, s, H-2'), 1.78(3H, d, J=1.5, H-19), 1.45(2H, dq, J=14.6
and 7.3, H-9''), 1.27(3H, s, H-16), 1.22(3H, s, H-17), 1.10(1H, d, J=5.1, H-14), 0.93(3H, t, J=7.3,
H-10''), 0.91(3H, d, J=6.4, H-18).

표 12. 13C-NMR data of compounds DGH-2 ~ 8.

No. DGH-2
(Yuanhuacine)

DGH-3 
(Acutilonine  

 F)

DGH-4 
(Wikstroemia  
 factor M1)

DGH-5
(Prostratin   

Q)
DGH-6

(Yuanhuadine)
DGH-7

(Yuanhuatine)

DGH-8
(12-O-n-deca-
2,4,6-trienoyl-
phorbol-(13)-a

cetate)
1 160.5 37.3 36.0 161.0 160.6 33.6 161.0

2 137.1 37.7 36.4 133.1 137.1 43.1 133.1

3 209.6 82.3 82.2 209.1 209.7 220.4 209.2

4 72.3 82.9 81.7 74.0 60.7 75.2 74.0

5 72.0 74.1 75.0 38.9 64.5 71.5 38.8

6 60.8 63 60.6 140.7 72.5 61.0 140.7

7 64.2 65.1 64.2 129.5 72.2 64.5 129.5

8 35.9 37.9 36.6 39.3 35.6 36.3 39.3

9 78.4 82.1 80.5 78.4 78.3 79.3 78.5

10 47.6 49.8 48.9 56.4 47.7 44.2 56.4

11 44.3 36.5 35.5 43.4 44.3 44.3 43.4

12 79.1 37.1 36.3 76.8 78.5 78.7 76.9

13 84.0 86.1 84.5 65.9 83.9 83.9 65.9

14 80.6 84 82.7 36.6 80.7 81.4 36.6

15 143.1 148.5 146.7 25.9 143.3 143.2 26.0

16 113.8 111.4 111.4 17.0 113.5 113.8 17.0

17 18.9 19.6 19.3 24.0 18.9 19.0 24.0

18 18.5 21.6 21.1 14.6 18.5 19.0 14.6

19 10.0 13.8 13.3 10.3 10.1 12.6 10.3

20 64.9 66.1 66.3 68.2 65.3 65.3 68.2

1’ 117.2 118.7 117.6 174.1 117.2 118.4 174.1

2’ 122.4 138.2 136.4 21.3 122.5 135.7 21.3

3’ 135.3 127.4 126.3 - 135.3 126.2 -
4’ 128.7 128.9 128.2 - 128.8 128.3 -
5’ 139.6 130.3 129.4 - 139.6 130.0 -
6’ 32.8 128.9 128.2 - 32.9 128.3 -
7’ 28.9 127.4 126.3 - 28.9 126.2 -
8’ 31.4 - - - 31.5 - -
9’ 22.6 - - - 22.7 - -

10’ 14.2 - - - 14.2 - -
1’’ 165.6 169.4 169.6 167.3 169.9 165.8 167.2

2’’ 129.8 120.7 118.0 119.1 21.4 129.8 119.9

3’’ 129.6 147.2 147.4 145.8 - 129.7 145.6

4’’ 128.8 129.2 128.4 128.5 - 128.9 127.9

5’’ 133.5 143.3 146.8 145.5 - 133.5 141.8

6’’ 128.8 131.6 33.3 33.2 - 128.9 130.2

7’’ 129.6 141.9 28.5 28.6 - 129.7 141.0

8’’ - 36.2 31.6 31.6 - - 35.5

9’’ - 23.4 22.7 22.7 - - 22.4

10’’ - 14.1 14.2 14.2 - - 13.9
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나). 팥꽃나무 꽃 추출물로부터 유효성분 분리

팥꽃나무(Daphne genkwa)의 건조된 꽃 2 kg을 40 L 80% 에탄올에 72시간 동안 침지하고,

여과하여 액상성분을 수득하였다. 상기 수득한 액상성분을 감압하에서 농축시킨 다음, 435g의

팥꽃나무 꽃 추출물을 제조하였다.

그림 21. Purification of daphnane-type diterpene compounds from the chloroform extract of the

flowers of Daphne genkwa.

(1) 유효성분 분리

팥꽃나무 꽃 추출물을 2 L의 증류수와 2 L의 헥산, 클로로포름, 에틸아세테이트, 부탄올로 각각

순차적으로 용매 분획한 다음,. 이중 클로로포름층으로부터 16개의 diterpene 화합물을 분리하였다 (그

림 21). 클로로로프름 분획물 (17.6 g)을 실리카겔 컬럼 크로마토그래피를 이용하여 클로로프름과 메

탄올 구배(gradient) 혼합용매(100:0, 50:1, 20:1, 10:1, 5:1, 2:1, 1:1)로 용리시켜 총 4개의 분획 (Fr. C1,

C2, C3, C4)을 얻었다. 이중 Fr. C2 (4.5 g)을 메탄올과 물 구배(gradient) 혼합용매(60:40, 80:20,

100:0)조건으로 역상 컬럼 크로마토그래피를 (ODS silica gel chromatography)를 실시하여 4개의

sub-fraction (Fr. C21, C22, C23, C24)를 얻었다. Fr. C23 (300 mg)을 다시 클로로포름과 아세톤의

grdient 혼합용매(99:1 – 95:5)조건으로 실리카겔(40-63 μm; 4 g flash column) MPLC를 실시하여

3개의 sub-fraction (Fr. C231-C233)를 얻었다. Fr. C233 (140 mg) 최종적으로 55% 아세토니트릴을

용출액으로 유속 5 mL/min으로 ODS HPLC를 수행하여 DGF-9 (25.5 mg) 와 DGF-3 (45.5 mg)을

얻었다. Fr. C24 (210 mg)을 다시 클로로포름과 메탄올 (1:1) 혼합용매으로 Sephadex LH-20

column chromatography를 실시하고, 최종적으로 65% 아세토니트릴을 용출액으로 유속 5 mL/min

으로 ODS HPLC를 수행하여 DGF-10 (25.0 mg) 과 DGF-4 (19.7 mg) 을 얻었다. Fr. C25 (130

mg)을 다시 클로로포름과 메탄올 (1:1) 혼합용매으로 Sephadex LH-20 column chromatography

를 실시하고, 최종적으로 70% 아세토니트릴을 용출액으로 유속 5 mL/min으로 ODS HPLC를 수행하

여 DGF-16 (4.0mg), DGF-6 (3.5 mg) 과 DGF-7 (4.0 mg) 을 얻었다.
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Fr. C3 (4.0 g)을 메탄올과 물 구배(gradient) 혼합용매(60:40, 80:20, 100:0)조건으로 역상 컬

럼 크로마토그래피를 (ODS silica gel chromatography)를 실시하여 4개의 sub-fraction (Fr. C31,

C32, C33, C34)를 얻었다. Fr. C32 (350 mg)을 메탄올을 용매로 Sephadex LH-20 column

chromatography를 실시하고, 다시 클로로포름과 메탄올의 grdient 혼합용매(100:0 – 90:10)조건으로

실리카겔(40-63 μm; 4 g flash column) MPLC를 실시한 다음, 최종적으로 30% 아세토니트릴을 용

출액으로 유속 4.5 mL/min으로 ODS HPLC를 수행하여 DGF-1 (12.0 mg) 과 DGF-2 (11.0 mg)를

얻었다. Fr. C34 (1.06 g)을 메탄올을 용출용매로 Sephadex LH-20 column chromatography를 실

시하여 3개의 sub-fraction (Fr. C341-C343)를 얻었다. Fr. C341 (120 mg), C342 (180 mg), C343

(119 mg) 최종적으로 50% 아세토니트릴을 용출액으로 유속 4.5 mL/min으로 ODS HPLC를 각각 수

행하여, Fr. C341으로부터 DGF-13 (13.5 mg), DGF-12 (9.6 mg), DGF-3 (20.9 mg)을 얻

었고, Fr. C342으로부터 DGF-13 (5.4 mg), DGF-8 (48.1 mg), DGF-3 (79.5 mg) 을 얻

었고, Fr. C343으로부터 DGF-14 (4.7 m), DGF-8 (85.6 mg), DGF-5 (2.9 mg), DGF-15

(2.4 mg)을 얻었다.

Fr. C4 (3.0 g)을 메탄올과 물 구배 (gradient) 혼합용매(40:60, 60:40, 80:20, 100:0)조건으로

역상 컬럼 크로마토그래피를 (ODS silica gel chromatography)를 실시하여 sub-fraction C41 (233.7

mg)를 얻었고, 최종적으로 40% 아세토니트릴을 용출액으로 유속 4.0 mL/min으로 ODS HPLC를 수

행하여, DGF-11 (43.3 mg) 을 얻었다.

이상과 같이 팥꽃나무 꽃의 클로로포름 추출물에서 DGF 1~ 16 까지의 16개의 diterpene 화

합물을 분리하였다. 팥꽃나무 꽃의 클로로포름 추출물을 ODS HPLC 분석한 다음 16개 diterpene 화

합물을 identification 한 결과는 그림 22A와 같다. 17.6분의 major peak는 이미 팥꽃나무 꽃에서 보고

된 genkwanin이라는 flavonoid 성분이였다. 팥꽃나무 꽃의 헥산 추출물을 동일 조건에서 HPLC 분석

비교한 결과 (그림 22B), major 유효성분 DGH-2 물질은 팥꽃나무 꽃의 헥산 추출물에서 major 화합

물로 존재하였다. 또한 클로로포름 층에서 분리되었던 DGF-3, 4, 6, 7, 14 화합물도 헥산 추출물에도

존재하였고, 줄기 뿌리 추출물에서 분리되었던 DGH-2 이외에 DGH-3,5,6 화합물도 꽃 추출물에도 존

재하였다.

팥꽃나무 꽃 추출물과 줄기 및 뿌리 추출물의 성분을 비교하기 위하여 팥꽃나무 줄기 및 뿌

리의 클로로포름 추출물 과 헥산 추출물을 동일 조건에서 HPLC 분석하였다 (그림 23 A, B). 그 결

과, 그림 23A에서 보는 바와 같이 팥꽃나무 줄기 및 뿌리의 클로로포름 추출물에서는 Genkwanin

flavonoid가 검출되지 않았고, DGH-2 와 소량의 DGF-5, 7, 8등 4개의 diperpene 화합물이 존재하였

으며, 헥산 추출물에서는 DGH 2 ~ 8 화합물이외에 소량의 DGF-6 화합물이 함유되었다.

이러한 결과로부터 팥꽃나무 꽃 추출물에는 줄기 뿌리의 일부 성분도 존재하지만, 더 다양

한 diterpene 화합물이 존재함을 알 수 있었다.
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그림 22. HPLC chromatograms of the chloroform extract (A) and hexane extract (B) from the

flowers of D. genkwa and identification of DGF 1-16 (1 ~ 16) and DGH compounds. The

extract was subjected to a reverse-phase HPLC column (4.6 x 150 mm, J’sphere ODS-H80)

chromatography measured at 240 nm. The column was eluted with an aqueous acetonitrile

gradient from 0% to 100% for 60 min at a flow rate of 0.8 mL/min.
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그림 23. HPLC chromatograms of the chloroform extract (A) and hexane extract (B) from root

and stem parts of D. genkwa and identification of DGH and DGF compounds. The extract was

subjected to a reverse-phase HPLC column (4.6 x 150 mm, J’sphere ODS-H80) chromatography

measured at 240 nm. The column was eluted with an aqueous acetonitrile gradient from 0% to

100% for 60 min at a flow rate of 0.8 mL/min.
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표 13. 1H-NMR and 13C-NMR data for DGF-1 (1) and DGF-2 (2) measured in CD3OD.a

a 500 MHZ for 1Hand125MHzfor13C.

Posit
ion

 1  2
δC δH(J   in Hz) δC δH(J   in Hz)

1 213.
4 - 213.4 -

2 41.4 2.59 (m) 41.7 2.59 (m)

3 37.6 Ha 2.92 (ddd,   18.6, 6.6, 2.7)
Hb 2.52 (dt,   18.6, 2.7) 37.8 Ha 3.20 (ddd,   18.7, 6.7, 2.6)

Hb 2.28 (dt,   18.8, 2.6)

4 169.
9 - 169.9 -

5 115.
3 5.92 (m) 115.3 5.91 (m)

6 149.
2 - 149.2 -

7 74.2 4.47 (t, 3.0) 74.3 4.47 (t, 3.0)

8 32.0 Ha 2.00 (dd,   14.5, 4.1)
Hb 1.32 (ddd,   14.3, 11.2, 2.9) 32.1 Ha 2.00 (dd,   14.4, 4.0)

Hb 1.33 (ddd,   14.3, 11.2, 2.9)
9 19.4 0.91 (br t,   10.4) 19.5 0.91 (br t,   10.4)

10 24.5 - 24.5 -

11 21.4 0.66 (td,   9.3, 4.7) 21.4 0.66 (td,   9.2, 4.7)

12 28.1 Ha 1.85 (ddd, 14.6, 9.8, 4.7)
Hb 1.36 (ddd,   14.4, 9.6, 4.5) 28.1 Ha 1.85 (ddd,   9.8, 8.0, 4.7)

Hb 1.37 (ddd,   14.6, 9.3, 4.6)
13 44.6 3.31   (overlapped) 44.7 3.29 (m)

14 211.
9 - 211.9 -

15 141.
6 - 141.6 -

16 16.6 1.21 (d, 7.4) 16.8 1.23 (d, 7.5)

17 17.7 1.63 (d, 1.2) 17.6 1.63 (d, 1.2)

18 74.0 Ha 3.28 (d,   11.0) 
Hb 3.24 (d,   11.0) 74.0 Ha 3.28 (d,   11.0) 

Hb 3.24 (d,   11.0)
19 11.5 0.94 (s) 11.5 0.94 (s)

20 18.4 1.04 (d, 7.0) 18.3 1.04 (d, 7.0)
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5). 분리된 화합물의 in vitro 활성

가) Nurr1 활성화 활성

(1) 팥꽃나무 줄기 뿌리에서 분리한 성분

팥꽃나무 줄기 뿌리에서 분리한 다프난 및 포볼 다이터펜 화합물의 농도에 따른 Nurr1 단백질

활성도를 루시퍼라제 분석을 통하여 positive control로 amodiaquine (AQ)를 사용하여 조사하였다.15

분석 결과, 하기 표 14과 같이, prostratin Q, yuanhuadine,

12-O-n-deca-2,4,6-trienoyl-phorbol-(13)-acetate은 0.03 μM의 저농도에서도 Nurr1을 유의적으로 활

성화시켰으며, M에서 유의적으로 Nurr1를 활성화시킴을 확인하였다. 또한, acutilonine F,

wikstroemia factor M1 및 yuanhuatine은 각각 1, 0.2 및 0.3 μ에서 유의적으로 Nurr1를 활성화시켰

다. 이를 통해, 팥꽃나무 줄기 뿌리 추출물에서 분리된 화합물들이 Nurr1을 활성화시킴과 동시에, 화

합물의 구조에 따라 활성이 상이할 수 있음을 알 수 있었다. 특히, prostratin Q, yuanhuadine,

12-O-n-deca-2,4,6-trienoyl-phorbol-(13)-acetate 화합물은 amodiaquine (AQ) 보다 300배 강한

Nurr1 단백질 활성화 활성을 보였다.

표 14. 팥꽃나무 줄기 뿌리에서 분리한 다프난 및 포볼 다이터펜 화합물의 Nurr1 활성화 활성

농도(μM)
AQ(양성대조군)

Acutilonine F
Wikstroem i a f a c t o r M1

Prostratin Q Yuanhuadine Yuanhuatine
12-O-n-Deca-2,4,6-trienoyl-phorbol-(13)-acetate

0.003 - - - 1.23±0.09 1.03±0.15 - -
0.01 - - - 1.35±0.28 0.94±0.04 - -
0.03 - 1.28±0.18 1.4±0.18 *1.47±0.17 *1.63±0.18 1.17±0.22 *1.42±0.15

0.1 - 1.16±0.16 **1.29±0.
04 *1.42±0.14 **1.68±0.11 1.28±0.35 *1.68±0.43

0.3 - 1.32±0.13 *1.33±0.
06 *1.65±0.2 **1.62±0.11 **1.59±0.0

8 *1.82±0.51

1 0.8±0.0
3 *1.76±0.08 *1.62±0.

21 **1.47±0.02 *1.67±0.32 *2.12±0.37 **1.53±0.07

5 1.1±0.1
5 - - - - - -

10 **1.6±0.
03 - - - - - -

20 **2.7±0.
37 - - - - - -
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2) 팥꽃나무 꽃에서 분리한 성분

팥꽃나무 꽃에서 분리한 다프난 다이터펜 화합물의 농도에 따른 Nurr1 단백질 활성도를 루시

퍼라제 분석을 통하여 positive control로 amodiaquine (AQ)를 사용하여 조사하였다.

분석 결과, 하기 15 표과 같이, yuanhuafine 화합물은 0.01μM의 저농도에서도 2배 Nurr1을 활

성화시켜, DGH-2 화합물보다 10배 낮은 농도에서도 Nurr1를 활성화시켰다. yuanhuapine, 1, 2α

-dihydrodaphnetoxin, genkwadaphnine 이 DGH-2 처럼 0.1 μM농도에서 약 2 배의 Nurr1을 활성화시

켰음. 그러나, genkwanine I, genkwanin O 은 10 μM농도에서도 Nurr1을 활성화를 효과적으로 활성

화 시키지 못하여, 팥꽃나무 꽃 추출물에서 분리된 화합물들이 Nurr1을 활성화시킴과 동시에, 화합물

의 구조에 따라 활성이 상이할 수 있음을 알 수 있었다.

표 15. 팥꽃나무 꽃에서 분리한 다프난 다이터펜 화합물의 Nurr1 활성화 활성

농도(μM) AQ 1*  2  3 5 7  8  9 10 11 12 13 14 15 16
 DGH-2

0.01 - - - 1.0 - - 1.0 2.1 - - - - - - - 1.1
0.1 - - - 1.8 1.7 1.0 1.5 2.2 1.7 - 0.9 - 1.2 - 1.2 2.6
1 - 0.7 0.7 2.4 2.4 1.4 1.7 1.9 2.0 1.3 1.2 1.0 2.6 1.8 1.4 2.2
5 0.9 - - - - - - - - - - - - - - -
10 - 0.7 0.7 - 1.5 1.7 - - 1.6 1.1 1.9 1.3 2.0 1.9 1.4 -
20 1.8 - - - - - - - - - - - - - - -
100 - 0.5 0.6 - - - - - - 0.9 - 1.4 - 1.1 - -

*Genkwalathin A (1), Genkwalathin B (2), yuanhuapine (3), 1, 2α-dihydrodaphnetoxin (5),

genkwanine M (7), orthobenzoate 2 (8), yuanhuafine (9), genkwadaphnine (10), genkwanine I (11),

genkwanin K (12), genkwanin O (13), genkwanin A (14), genkwanin I (15), genkwanine H (16),

DGH-2 (yuanhuacin).
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나). 마이크로글리아 BV-2 세포에서 염증 억제 활성

(1) 팥꽃나무 줄기 뿌리에서 분리한 성분

Nurr-1은 도파민 신경세포의 분화, 기능에도 중요한 역할을 하지만, 항염증활성도 가져서 염증

에의한 신경세포 사멸을 억제하는 것으로 알려져 있다. 마이크로글리아 세포 (microglia cell)에서 염

증반응에 의한 뇌신경세포의 사멸은 치매, 파킨슨 병과 같은 퇴행성 뇌질환의 주요한 원인중의 하나

로 보고되어 있다 (Sarkar S et al., Neurotoxicology, 44, 250-262 (2014); Bower JH et al.,

Neurology, 67, 494-496 (2006)).이에 따라, 마이크로글리아에서의 대표적인 염증인자인 IL-1b, IL-6

및 TNFa에 대한 화합물의 생성억제활성을 조사하였다. 마이크로글리아 BV-2 세포를 96 웰 플레이트

에 1 × 105 세포/웰로 넣고, LPS (1 mg/mL)를 화합물과 함께 5시간 배양하였다. 각 웰에서 세포를

회수하여 웨스턴 블롯팅과 real-time PCR 을 실시하였다.

구체적으로, IL-1b 단백질의 발현량을 웨스턴 블롯팅으로 조사하였다. 1차 항체로 rabbit

anti-IL-1b [Cell Signaling (Danvers, MA, USA); 1:1000])를 사용하였고, control로 mouse anti-actin

(Sigma 1:5000)을 사용하였다. 2차 항체로 horseradish peroxidase-conjugated anti-mouse 또는

anti-rabbit immunoglobulin G (IgG) antibody (Amersham, Piscataway, NY, USA)를 사용하였고,

enhanced-chemiluminescent substrate (Amersham)로 발색하여 관찰하였다.

또한, IL-1b, IL-6, TNF-a 의 mRNA 발현량을 Real-time quantatitive PCR 로 분석하였다. 모

든 쥐의 사이토카인과 GAPDH의 프라이머는 Invitrogen에서 구입하였고, 사이토카인 mRNA 발현량

을 GAPDH mRNA 발현량으로 정규화(normalized)하여 구하였다.

웨스턴 블롯팅 및 PCR 수행 결과, 그림 28A 및 B와 같이, 모든 화합물의 투여군에서 IL-1b의

발현량이 감소함을 확인하였다. 또한, PCR 수행 결과, 그리 28C 및 D와 같이, 모든 화합물의 투여군

에서 IL-6 및 TNF-a의 발현량 역시 감소함을 확인하였다.

그림 28. Effect of compounds 1 – 7 on the LPS-induced expression of
pro-inflammatory cytokines in microglial BV-2 cells. Western blotting analysis (A) of
IL-1β and real time-PCR analysis (B, C, and D) of IL-1b, IL-6, and TNF-a mRNA
in LPS-induced BV-2 cells with or without compounds 1 – 7 at 3 uM and AQ
(amodiaquine) at 20 uM. Yuanhuacin (1), acutilonine F (2), wikstroemia factor M1(3),
prostratin Q (4), yuanhuadine (5), and yuanhuatine (6),
12-O-n-deca-2,4,6-trienoyl-phorbol-(13)-acetate (7).
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마이크로글리아에서 대표적인 염증인자인 산화 질소(nitric oxide, NO)의 생성억제 활성을 조사

하였다. 마이크로글리아 BV-2 세포를 96 웰 플레이트에 5 × 104 세포/웰로 넣고, 2일 배양한 다음,

LPS (1 mg/mL)를 상기 실시예 2에서 분리한 화합물과 함께 24시간 배양하였다. 배양 상등액을

Griess 시약을 이용하여 540nm에서 흡광도를 측정하여 아질산염(nitrite)를 정량함으로서 산화질소의

생성량을 조사하였다. 양성대조군으로는 Minocyline을 사용하였다.

조사 결과, 하기 표16 과 같이, 모든 화합물들이 1.03 – 3.73 μM의 IC50의 가지며 낮은 농도에서

산화질소의 생성을 저해하였고, minocycline 보다 10 –30 배 강한 저해활성을 보였다. 특히,

Yuanhuacin (1), prostratin Q (4), yuanhuadine (5), 12-O-n-deca-2,4,6-trienoyl-phorbol-(13)-acetate

(7)이 가장 강한 저해활성을 보였는데, 이는 .Nurr1 활성화 활성과 일치하였다.

표 16. Effect of 1–7 on NO production by LPS-activated microglial BV2 cells.

Yuanhuacin (1), acutilonine F (2), wikstroemia factor M1(3), prostratin Q (4), yuanhuadine (5),

and yuanhuatine (6), 12-O-n-deca-2,4,6-trienoyl-phorbol-(13)-acetate (7).
a Amodiaquine showed cytotoxicity at 10 mM.
b Minocyline as a positive anti-neuroinflammatory agent.

(2) 팥꽃나무 꽃 추출물에서 분리한 성분

마이크로글리아에서 대표적인 염증인자인 산화 질소(nitric oxide, NO)의 생성 억제 활성을

상기와 같은 방법으로 조사하였다.

조사 결과, 하기 표 17 과 같이, 모든 화합물들이 산화질소의 생성을 저해함을 확인하였다.

특히, genkwadaphnine 과 genkwanine N 은 각각 0.06, 0.09 μM의 매우 낮은 농도에서 산화질소 생

성의 저해 활성을 나타냄을 확인하였다. 흥미롭게도 다프난 다이터펜 화합물중에서 genkwanine I,

genkwanin O의 산화질소 생성 저해활성이 가장 낮은데 이는 Nurr1 활성 활성화 활성결과와 일치하

여 Nurr1 활성화 활성과 산화질소 생성억제 활성이 상관관계가 있음을 보여 주었다.

표 17. Effects of diterpenes isolated from D. Genkwa on LPS-induced NO production in

microglial BV-2 cells (Mean ± SEM).

a Positive control. bGenkwalathin A (1), Genkwalathin B (2), yuanhuapine (3), yuanhuatine (4),

1, 2α-dihydrodaphnetoxin (5), genkwanine N (6), genkwanine M (7), orthobenzoate 2 (8),

yuanhuafine (9), genkwadaphnine (10), genkwanine I (11), genkwanin K (12), genkwanin O (13),

genkwanin A (14), genkwanin I (15), genkwanine H (16), DGH-2 (yuanhuacin).

Compounds IC50(mM) Compounds IC50(mM)
Minocyclinea 21.28 ± 0.48 9 0.37 ± 0.15
1b 43.08 ± 3.39 10 0.06 ± 0.02
2 46.77 ± 2.00 11 73.79 ± 4.58
3 0.25 ± 0.06 12 4.67 ± 3.10
4 0.44 ± 0.08 13 27.61 ± 1.39
5 1.60 ± 0.37 14 3.41 ± 0.99
6 0.09 ± 0.01 15 7.79 ± 0.91
7 0.18 ± 0.04 16 1.06 ± 0.12
8 1.22 ± 0.13

1 2 3 4 5 6 7 AQa MCb

IC50(mM) 1.24 3.49 2.3 1.8 1.03 3.73 1.78 > 10 29.9
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6) 병아리꽃나무의 유효성분 분석

가) 병아리꽃나무 식물 대량 확보

경기도 용인에 위치하는 한택식물원으로부터 20년생

병아리꽃나무 (Rhodotypes scandens) 가지를 구입하였음. 줄기만

그늘에서 건조한 다음 5 – 10cm 크기로 잘랐음 (그림 29).

나) 유효성분의 분리 정제

병아리꽃나무의 건조된 줄기 13 kg를 메탄올로 48시간, 24시간 씩 두 번 추출한 다음, 감압

농축하여 메탄올을 제거하여 440.8 g의 crude extract를 얻었음. 이렇게 얻은 crude extract를 1.5L

물에 혼탁한 뒤 n-Hexane, ethyl acetate로 순차적으로 추출하여 EtOAc ext. 29.6g을 얻었음.

유효성분이 EtOAc ext.에 있는 것으로 확인되었기 때문에, EtOAc ext.에 대한 silica gel column

chromatography를 수행하였음 (그림 31). CHCl3:MeOH 혼합 용매를 50:1에서 1:2로 순차적으로

용출하여 68개의 fraction 를 얻었음. 이중 활성이 있는 fr. 5를 다시 silica gel column를

CHCl3:MeOH 혼합 용매를 100:1에서 1:1로 순차적으로 용출하여 42개의 fraction 를 얻었음. 이중

활성이 있는 fr 16, 17, 18을 silica gel TLC로 분리 정제하였음. CHCl3:MeOH= 30:1를 전개 용매로

하여 11 band를 얻었으며, 이중 band 5 와 6에서 활성이 확인 되었음. 활성 band (band-(5+6))를

최종적으로 MeOH:water = 10:1를 용매로 하여 ODS TLC를 수행한 결과, R f = 0.81, 0.74, 0.62,

0.37에서 각각 4개의 화합물 RSE-1, RSE-2, RSE-3, RSE-4 화합물을 분리하였음.

그림 29. Cutted stems

of Rhodotypes

scandens.R. scandesn stem (13.1 kg)

MeOH ext (440.8 g)

EtOAc ext (29.6 g)

Active Fr. (fr. 5)

Active Band (Band-(5+6)) (40 mg)

RSE-1
(6.1 mg)

SiO2 C.C., CHCl3:MeOH = 50:1 - 1:2

ODS TLC, MeOH:H2O = 10:1

SiO2 C.C., CHCl3:MeOH = 100:1 - 1:1

Active Fr. (fr. 16 - 18)

SiO2 TLC, CHCl3:MeOH = 30:1

RSE-2
(7.0 mg)

RSE-3
(8.5 mg)

RSE-4
(5.3 mg)

그림 31. Isolation of active 
compounds from stem portion of 
Rhodotypes scandens.
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다) 화학구조 규명. 

RSE-1의 화학구조률 규명하기 위하여

CD3QD+CDCh를 용매로하여 iH 과 13C-NMR를 

측정하였다 (그림 31, 32). 1H-NMR에서 6개의 singlet 
methyl기와 1개의 doublet methyl, 1.5 - 2.5 사이의

8개 의 methylene의 signal이 관측되 어 triterpenoid계 열 임 을

시사하였음. 13C-NMR과 f표ilQC 에서는 174.4, 181.9, 183.1
ppm에 서 3개 의 carbonyl carbon, 128.7ppm의 olefinic 
carbon, 72.6 ppm의 oxygenated sp

3 quartenary carbon, 
7개의 methyl carbon, 8개의 methylene carbon퉁이

관찰되 어 triterpenoid 화합물중 cecropiacic acid 물질과 

OH:

21 

22 

24 

매우 유사하였다. HMBC에서 2.45 와 2.29ppm 의 그림 30 ‘ Structure of compound RSE-1 
methylene proton(H2-2)에서 174.4ppm의 carbonyl carbon (Cecropiacic acid). 
(C-1), 1.14ppm (H3-24)과 1.22ppm (H3-23) 의 methyl protons에 서 183.lppm의 carbonyl carbon 
(C-3)로의 long range coupling이 관측되 었고, l.09ppm (H3-29)과 0.84ppm (H3-30) 의 methyl 
protons에서 72.6ppm의 sp

3 qu없enarγ carbon (C-19)로의 long range coupling이 관측되어

cecropiacic acid 물질과 유사하였다. RSE-1의 1H, 13C NMR data (표 8)는 문헌에 보고된 cecropiacic
acid의 NMR data (J. Nat. 단od. 52 (1):52-56, 1989)와 일치하였다. 또한 ESI-MS에서도 rrνz 517 
(M-Hr, nνz 541 (M+Nat이 관측되어, RSE-1 화합물은 분자식 C3oll4601 분차량 518의

cecropiacic acid 로 동정하였음 (그림 30). 본 연구에서 cecropiacic acid 는 병아리꽃나무에서

처음으로 분리되었다. 

5‘5 5.0 4.5 4.0 3.5 3‘0 2.5 2.0 1.5 

그림 31. 1H -NMR spectrum of compound RSE-1 (800 MHz, CD3QQ+CDCh). 

220 200 180 160 140 예20 100 80 60 

그렴 32. 13C -NMR spectrum of compound RSE-1 (200 MHz, CD3QD+CDCb).
54 

40 20 ppm 
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RSE-2의 화학구조를 규명하기 위하여 CD3OD+CDCl3를 용매로하여 1H 과 13C-NMR를

측정하였다 (그림 33, 34). 1H-NMR 와 13C-NMR 에서 RSE-1 과 비슷하였다. 차이점은 3.59 ppm의

O-methyl (3-OMe)이 더 관측되었다. O-methyl의 위치를 확인하기 위하여 HMBC를 측정한 결과,

3.59 ppm의 O-methyl 의 proton이 180.9 ppm의 carbonyl carbon (C-3)과 long range coupling이

관측되었고, 1.19ppm (H3-24)과 1.21ppm (H3-23) 의 methyl protons에서 C-3로의 long range

coupling이 관측되었고, 나머지 부분은 RSE-1과 일치하여, RSE-1 화합물은 C-3의 carboxylic 그룹이

methylation 된 물질 즉, cecropiacic acid 3-methyl ester 임을 알수 있었다.

RSE-2의 1H, 13C NMR data (표 18)는 문헌에 보고된 cecropiacic acid 3-methyl ester의 NMR

data (Chemistry & Biodiversity 4: 17-24, 2007)와 잘 일치하였다. 또한 ESI-MS에서도 m/z 531

(M-H)-, m/z 555 (M+Na)+이 관측되어, RSE-2 화합물은 분자식 C31H48O7 분자량 532의 cecropiacic

acid 3-methyl ester로 동정하였음. 본 연구에서 cecropiacic acid 3-methyl ester 는

병아리꽃나무에서 처음으로 분리되었다.

그림 33.
1
H -NMR spectrum of compound RSE-2 (700 MHz, CD3OD+CDCl3).

그림 34.
13
C -NMR spectrum of compound RSE-2 (175 MHz, CD3OD+CDCl3).
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표 18. The 1H and13C NMR data of compounds RSE-1 and RSE-2.

Assignments were done by 1H-1H COSY, HMQC, and HMBC experiments.

RSE-1 (CD3OD+CDCl3) RSE-2 (CD3OD+CDCl3) 
Position δH

a
 (H, mult, J in Hz) δC

b δH (H, mult, J in Hz) δC

1 2.29 (1H, d, 17.6), 
2.45 (1H, d, 17.6) 41.6 2.20 (1H, d, 18.2), 

2.31 (1H, d, 18.2) 42.1

2 174.4 174.2
3 183.1 180.9
3-OMe 3.59 (3H, s) 52.1
4 45.9 46.5
5 2.18 (1H, m) 48.5 2.40 (1H, m) 48.9
6 1.34 (1H, m), 1.48 (1H, m) 20.7 1.45 (2H, m) 21.2

7 1.19 (1H, m)
1.46 (1H, m) 31.6 1.55 (2H, m) 32.3

8 39.4 40.1
9 2.51 (1H, dd, 11.2, 6.4) 38.9 2.64 (1H, m) 39.2
10 41.5 41.7

11 1.85 (1H, m)
1.98 (1H, m) 23.4 1.93 (1H, m) 24.2

12 5.23 (1H, t, 3.2) 128.7 5.29 (1H, m) 129.1
13 137.4 138.3
14 41.6 42.2
15 0.96 (1H, m), 1.58 (1H, m) 27.8 1.01 (1H, m), 1.67 (1H, m) 28.6
16 1.47 (1H, m), 2.38 (1H, m) 25.1 2.42 (2H, m) 25.8
17 47.2 47.9
18 2.44 (1H, s) 52.6 2.50 (1H, s) 53.6
19 72.6 73.1
20 1.29 (H, m) 40.7 1.35 (H, m) 41.5
21 1.18 (1H, m), 1.59 (1H, m) 25.5 1.21 (1H, m), 1.62 (1H, m) 26.2
22 1.53 (1H, m), 1.68 (1H, m) 37.0 1.49 (1H, m), 1.70 (1H, m) 37.8
23 1.22 (3H, s) 26.8 1.21 (3H, s) 27.9
24 1.14 (3H, s) 24.2 1.19 (3H, s) 23.9
25 0.92 (3H, s) 18.3 0.95 (3H, s) 19.1
26 0.66 (3H, s) 15.9 0.73 (3H, s) 16.6
27 1.16 (3H, s) 23.5 1.23 (3H, s) 23.8
28 181.9 181.2
29 1.09 (3H, s) 26.7 1.14 (3H, s) 26.2
30 0.84 (3H, d, 6.4) 15.7 0.89 (3H, d, 6.3) 16.2
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RSE-3의 화학구조를 규명하기 위하여 CD3OD+CDCl3를 용매로하여 1H 과 13C-NMR를

측정하였다 (그림 35, 36). 1H-NMR 와 13C-NMR 에서 RSE-1과 비슷하였다. 차이점은 2개의

carboxyl carbon과 1개의 methylene이 사라진 대신에 6.31ppm의 olefin methine, 144.6ppm의 sp2

quartenary carbon, 202.4 ppm의 ketone carbonyl carbon이 새로이 관측되었다. 6.31ppm의 olefin

methine의 위치를 확인하기 위하여 HMBC를 측정한 결과, 6.31ppm의 olefin methine proton (H-1)이

144.6ppm의 sp2 quartenary carbon (C-2), 202.4 ppm의 ketone carbonyl carbon (C-3)과 long range

coupling이 관측되었고, 1.08ppm (H3-24)과 1.17ppm (H3-23) 의 methyl protons에서 C-3로의 long

range coupling이 관측되었고, 나머지 부분은 RSE-1과 일치하여, RSE-3 화합물은 fupenzic acid

임을 알수 있었다. 문헌에 보고된 fupenzic acid (Phytochemistry 27: 3975-3976, 1988)의 1H, 13C

NMR data과 RSE-3의 NMR data (표 19)와 일치하였다. 또한 ESI-MS에서도 m/z 483 (M-H)- ,

m/z 507 (M+Na)+이 관측되어, RSE-3 화합물은 분자식 C30H44O5 분자량 532의 fupenzic acid로

동정하였음. 본 연구에서 fupenzic acid 는 병아리꽃나무에서 처음으로 분리되었다.

그림 35.
1
H -NMR spectrum of compound RSE-3 (800 MHz, CD3OD+CDCl3).

그림 36.
13
C -NMR spectrum of compound RSE-3 (200 MHz, CD3OD+CDCl3).
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RSE-4의 화학구조를 규명하기 위하여 DMSO-d6를 용매로하여 1H 과 13C-NMR를 측정하였다

(그림 37, 38). 1H-NMR에서 5개의 singlet methyl기와 2개의 doublet methyl, 3.03ppm의 double

doublet (J= 10.3, 4.9 Hz)의 broad한 signal이 관측에서 triterpenoid계열임을 시사하였음. 13C-NMR과

HMQC 에서는 178.7ppm에서 carbonyl carbon, 125.0ppm의 olefinic carbon, 77.3ppm의 oxygenated

methine carbon, 7개의 methyl carbon, 8개의 methylene carbon등이 관찰되어 triterpenoid 화합물중

ursolic acid물질과 매우 유사하였다. 문헌에 보고된 ursolic acid (Molecules 13:2482-2487, 2008)의
1H, 13C NMR data과 RSE 4-3-4의 NMR data (표19)와 비교한 결과 잘 일치하였다. 또한

ESI-MS에서도 m/z m/z 455.4 (M-H)- , m/z 457.5 (M+H)+이 관측되었고, MS/MS 실험에서 m/z

411 [456-COOH]+, m/z 439 [456-OH]+이 관측되어, RSE 4-3-4 화합물은 분자식 C30H48O3 분자량

456.7의 ursolic acid로 동정하였음. 본 연구에서 ursolic acid는 병아리꽃나무에서 처음으로

분리되었다.

그림 37.
1
H-NMR spectrum of compound RSE-4 (600 MHz, DMSO-d6)

그림 38.
13
C-NMR spectrum of compound RSE-4 (150 MHz, DMSO-d6)
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표 19. The 1H and13C NMR data of compounds RSE-3 and RSE-4.

Assignments were done by 1H-1H COSY, HMQC, and HMBC experiments.

RSE-3 (CD3OD+CDCl3) RSE-4 (DMSO-d6)
Position δH

a
 (H, mult, J in Hz) δC

b δH (H, mult, J in Hz) δC

1 6.31 (1H, s) 129.9 1.60 (2H, m) 38.69
2 144.6 1.44 (2H, m) 27.41
3 202.4 3.03 (1H, dd, 10.3, 4.9) 77.32
4 44.7 38.83
5 1.60 (1H, m) 54.2 0.68 (1H, s) 55.24

6 1.51 (1H, m) 19.4 1.46 (1H, m, H-6a)
1.29 (1H, m, H-6b) 18.45

7 1.38 (1H, m)
1.58 (1H, m) 33.3 1.27 (2H, m) 33.15

8 40.9 39.54
9 1.92 (1H, m) 43.2 1.58 (1H, s) 47.46
10 38.9 36.97

11 2.09 (1H, m)
2.17 (1H, m) 24.2 1.92 (2H, dd, 4.14, 13.3) 24.25

12 5.33 (1H, m) 128.3 5.15 (1H, t, 3.1) 125.03
13 139.7 138.65
14 42.3 42.10
15 1.01 (1H, m), 1.78 (1H, m) 28.9 1.01 (2H, m) 27.98
16 1.54 (1H, m), 2.41 (1H, m) 26.2 1.53 (2H, m) 23.29
17 48.5 47.29
18 2.56 (1H, s) 54.4 2.13 (1H, d, 11.2) 52.84
19 73.5 1.31 (1H, m) 38.89
20 1.37 (H, m) 42.0 1.49 (H, m) 38.95
21 1.66 (1H, m) 26.7 1.29 (2H, m) 30.63
22 1.61 (1H, m), 1.72 (1H, m) 38.3 1.55 (2H, m) 36.78
23 1.17 (3H, s) 27.7 0.91 (3H, s) 28.71
24 1.08 (3H, s) 22.1 0.76 (3H, s) 17.37
25 1.19 (3H, s) 19.9 0.69 (3H, s) 16.52
26 0.84 (3H, s) 17.6 0.88 (3H, s) 15.67
27 1.26 (3H, s) 24.7 1.06 (3H, s) 23.72
28 183.0 178.77
29 1.18 (3H, s) 27.2 0.83 (3H d, 6.4) 17.46
30 0.90 (3H, d, 6.4) 16.5 0.93 (3H, d, 11.7) 21.53
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라) Nurr-1 활성

활성 band (Band-(5+6))로 부터 분리된 4 개 화합물 RSE-1, RSE-2, RSE-3, RSE-4의

Nurr-1 활성화 활성을 Band-(5+6)와 비교하여 조사하였다(제 2세부 과제 수행). 매우 흥미롭게도,

활성 band (Band-(5+6))는 2 μg/mL에서도 DMSO만 처리한 control에 비해 1.5배의 Nurr-1 활성화

활성을 보인 반면, 4개 화합물 모두 50 μg/mL에서도 Nurr-1 활성화 활성을 나타내지 않았다 (그림

39). 즉, 분리전의 mixture 상태에서는 활성을 보였으나, 단일 물질로 분리된 상태에서는 활성을

나타내지 않았다. 그러한 현상은 천연물에서 종종 보이는 현상으로서, 본 추출물도 여러 물질의

synergy 효과로 활성을 보이는 것으로 추정되며, 이에 대한 자세한 기전을 조사중에 있다.

그림 39. Nurr-1activating activity. Band-(5+6) was treated at 2,

10, 50 μg/mL. Compounds RSE-1,2,3,and4 were treated at 0.5, 5,

50 μg/mL.
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7). 병아리 꽃나무 추출물의 안전성평가

1차년도에 경기도 용인에 위치하는 한택식물원으로부터 봄 (5월22일) 과 가을 (11월 24일)에

각각 5-10년생, 5년생 병아리꽃나무 줄기를 구입하였음. 줄기그늘에서 건조한 다음 1차년도 기술한

방법으로 추출물을 제조하여 Nurr-1 활성을 조사하였으나, 모두 활성이 없었음.

Screening 초기 in vitro 와 in vivo 활성이 있는 병아리꽃나무는 20년생이고 가을에 채집한

것 이였으므로, 2차년도는 2016년 가을 (9월 26일)에 경기도 용인 한택식물원으로부터 20년생 병아리

꽃나무 줄기를 구입하여, 1주일간 건조한 다음 5 - 10 cm 크기로 자른 후 1주일간 건조한 다음

추출하였다 (그림 40).

가) 추출조건 확립

20년생 병아리 꽃나무 줄기를 각각 3g씩 준비하여 100ml의 40% 에탄올,

60% 에탄올, 8% 에탄올, 100% 에탄올, 100% 메탄올로 각각 추출하였다 (표

20). 에탄올과 메탄올은 180 rpm으로 24시간 씩 두 번 추출하였다. 추출후

감암농축하여 건조한 다음, 각 추출물을 DMSO에 녹인 후 100, 200 μg/mL에서

Nurr-1 활성화 활성을 조사하였다 (그림 41). 그 결과, 40% 에탄올

추출물에서만 활성이 나타났음. 따라서 40% 에탄올 추출물에 대한 활성물질

분리정제가 향후 필요함.

나) 병아리 꽃나무 추출물의 안전성평가를 위한 시료 대량 제조

20년생 병아리 꽃나무 줄기의 40% 에탄올 추출물에서 활성이 있기 때문에, 1.5 kg의 건조된

줄기를 10 liter 40% 에탄올로 상온에서 24시간 씩 두 번 추출하였다. 감압농축으로 건조한 다음 42g

의 추출물(IV-RS-EX LN011)을 얻은 뒤 25 kGy로 gamma irradiation하여 멸균한 뒤 안전성 평가에

사용하였음.

그림 41. 병아리꽃나무 추출물의 Nurr1

활성 확인.

그림 40. Cutted
stems of 20
y e a r s - o l d
R h o d o t y p e s
scandens.

Sample name

Stem  
weight

 (gram)

Extraction 

method

Extract 
weight

 (mg)
IV-RS-40E 3 40% EtOH 150

IV-RS-60E 3 60% EtOH 121.3

IV-RS-80E 3 80% EtOH 86.3

IV-RS-100E 3 100% EtOH 39.1

IV-RS-100M 3 100% MeOH 84.1

표 20. Solvent extraction of cutted stems

of 20 years-old Rhodotypes scandens.
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다). 병아리 꽃나무 추출물의 안전성평가

병아리 꽃나무 추출물 (IV-RS-EX)에 대한 단회 독성 및 유전독성 (복귀돌연변이, 염색체

이상시험)등 안전성 평가를 진행중에 있음.

(1). 단회투여독성시험 (랫드)

GLP 기관인 ㈜바이오톡스텍에서 식약처 가이드라인에 근거하여 랫드에서 실시중임.

5,000mg/kg 과 2,000mg/kg 2개 용량에서 예비실험을 실시하여 용량을 결정하고, 본 시험을 군당 랫

드 암수 각 5수에 대하여 실시함. 일반증상관찰, 사망률, 체중측정 등 독성반응을 관찰하고, 개략의 치

사량을 결정함.

시험 방법: 군구성은 시험물질 5,000 mg/kg의 용량 및 대조군 (주사용수)의 2군으로 하고,

암수 각각 5마리씩 단회 경구투여 하였다. 투여 후 14일 동안, 일반증상의 관찰 및 체중측정을

실시하였고, 관찰기간 종료 시에 안락사시켜 부검하였다. .

시험결과:

암수 5,000 mg/kg 투여군에서 사망례는 관찰되지 않았다. 일반증상에서는 암수 5,000

mg/kg 투여군에서 투여 후 1일에 점액변이 관찰되었으나, 투여 후 2일부터 일반증상의 이상은

관찰되지 않았다. 체중 및 부검에서 시험물질 투여에 의한 영향은 인정되지 않았다

결론 : 본 시험의 조건 하에서 IV-RS-EX를 랫드에 단회 경구투여한 결과, 개략의 치사량은 암

수 모두 5,000 mg/kg을 상회하는 것으로 판단된다.

(2). 유전독성 시험

(가) 복귀돌연변이시험

GLP 기관인 ㈜바이오톡스텍에서 식약처 가이드라인에 근거하여 실시함. 시험물질 DG-EX
와 DG-EAX의 유전자돌연변이 유발성을 히스티민 요구성인 살모넬라균 (Salmonella typhimurium)과
트립토판 요구성인 대장균 (Escherichia coli)을 이용하여 조사함.

시험 방법: 본시험의 용량을 설정하기 위해, 5,000 μg/plate를 최고용량으로 하고, 이하 용량은

공비 4를 적용하여, 1,250, 313, 78.1 및 19.5 μg/plate로 용량설정시험을 실시한 결과, 시험물질

에 의한 생육저해가 대사활성화비존재하의 TA100 및 TA1537 균주의 5,000 μg/plate에서 관찰

되었다. 대사활성화비존재하의 TA98, TA1535 및 WP2uvrA(pKM101), 대사활성화 존재하의

TA98, TA100, TA1535, TA1537 및 WP2uvrA(pKM101) 균주의 모든 용량에서 생육저해는 관

찰되지 않았다.

따라서, 본시험의 용량은 아래와 같이 설정하였다. 또한, 음성대조군 및 양성대조군을 설정

하였다.
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시험 결과: 본시험의 결과, 시험물질군에서 대사활성화 유무에 관계없이 각 균주의 모든 용량에
서 복귀변이콜로니수는 음성대조군의 2배를 초과하지 않았고, 용량의존적인 증가도 관찰되지 않았다.
각 균주에 대한 양성대조군의 복귀변이콜로니수는 음성대조군과 비교하여 2배 이상 확실하게 증가하
였다.

결론 : 이상의 결과로부터, 본 시험조건하에서 시험물질 IV-RS-EX의 유전자돌연변이 유발성은

없는 것으로 판단된다.

(나) 염색체이상실험

GLP 기관인 ㈜바이오톡스텍에서 식약처 가이드라인에 근거하여 실시하고 있다. 포유류 배양세
포주 (Chinese Hamster Lung (CHL/IU) cell) 사용하여 염색체의 구조적 이상 유발성의 유무를 평가
한다.

시험 방법: 본시험의 용량을 설정하기 위하여, 5,000 μg/mL을 최고용량으로 하고, 이하 용량은

2,500, 1,250, 625, 313, 156, 78.1, 39.1 및 19.5 μg/mL로 용량설정시험을 실시한 결과, 단시간처

리법의 대사활성화비존재하 및 존재하, 연속처리법의 대사활성화비존재하에서 세포독성이 관찰

되었다. 따라서, 약 55% 세포증식을 억제하는 용량을 산출한 결과, 단시간처리법의 대사활성화

비존재하는 1,635.4 μg/mL, 존재하는 4,797.3 μg/mL 및 연속처리법의 대사활성화비존재하는

1,110.9 μg/mL이었다. 따라서, 본시험의 용량은 약 55% 세포증식을 억제할 것으로 예상되는

용량으로 하여, 아래와같이설정하였다. 또한, 음성대조군및양성대조군을설정하였다.

시험결과: 본시험의결과,단시간처리법의 대사활성화비존재하의1,700μg/mL에서 수적이상을 가진

세포의 출현빈도가 8.5%로, 음성대조군 (0.5%)과 비교하여 통계학적으로 유의한 증가가 확인되

었다. 구조이상을 가진 세포의 출현빈도는 모든 용량에서 5% 미만이었으며, 음성대조군과 비교

하여 통계학적인 유의성은 확인되지 않았다. 단시간처리법의 대사활성화존재하에서는 5,000 μ

g/mL에서 구조이상을 가진 세포의 출현빈도가 4.5%로, 5% 미만이었으나, 음성대조군과 비교하

여 통계학적인 유의성이 확인되었다. 수적이상을 가진 세포의 출현빈도는 5% 미만이었으며, 음

성대조군과 비교하여 통계학적인 유의성은 확인되지 않았다. 연속처리법의 대사활성화비존재하

에서 염색체이상을가진 세포의 출현빈도는5% 미만이었으며, 음성대조군과비교하여통계학적인유

의성은확인되지않았다.

본시험의 단시간처리법의 대사활성화비존재하의1,700μg/mL에서 수적이상을 가진 세포의 출

현빈도가 5% 이상 10% 미만의 의양성으로 확인되었기 때문에, 의양성의 결과를 명확하게 확

인하기 위하여, 본시험과 동일한 방법으로 확인시험을 실시한 결과 동일한 결과를 얻었다.

결론 : 이상의 결과로부터 본시험 조건하에서 IV-RS-EX는 단시간처리법의 대사활성화 비존재

하에서 5% 이상 10% 미만으로 수적이상을 유발하는 것으로 확인되어, Toshio Sofuni등의 판정기준

에 따라 의양성으로 판단된다.
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8). in vitro Nurr1 활성화 물질 활성 평가 (제 2 세부)

생체 내 및 생체 외 실험에서 Nurr1 전사인자가 도파민 신경세포에서 도파민 생성 유전자인 TH

의 발생 및 유지에 매우 중요한 역할을 하므로 Nurr1 전사인자를 활성화 시키는 화합물은 파킨슨병

의 원인인 도파민 신경세포의 손실을 최소화 할 뿐 아니라, 새로운 도파민 신경세포의 발생에 따른

도파민 신경전달 물질의 복구로 인하여 직접적인 치료 방법을 제공 할 수 있을 것으로 사료됨에 따라

Nurr1을 활성화 시킬 수 있는 화합물을 발굴하고자 여러 가지 세포기반분석시스템을 개발함 (U.S.

Provisional Patent Application filed on 2/16/2006).

Nurr1 유전자는 598개의 아미노산으로 구성된 핵수용체 전사인자로 DNA 결합부위 (DNA

binding domain; DBD)를 해독하는 아미노말단과 리간드 결합부위(ligand binding domain; LBD)를 해

독하는 카복시 말단으로 구성되어있음. Nurr1은 NR4A family에 속하는 것으로 이 family에는 Nur77

과 Nor1이 함께 속해있으며, 이들은 DNA 결합부위에서 약 95%의 아미노산 유사성을 보이며, 리간드

결합부위에서는 약 60%의 유사성을 보이는 것으로 보고되었음. 따라서 Nurr1 특이 활성 화합물을 분

리 동정하기 위하여, NR4A family 간의 유사성이 높은 DNA 결합부위를 효모 특이 DNA 결합부위로

치환한 분석 시스템을 사용하였음. GAL4 유전자가 결합할 수 있는 염기서열

(CTCGGAGGACAGTACTCCG)이 8번 반복된 유전자를 리포터 유전자인 luciferase에 결합시킨 벡터

를 합성하였음. 이 두개의 유전자를 섬유아세포에 트렌스펙션한 뒤 팥꽃나무 추출물을 처리하여

luciferase의 활성을 측정하여 Nurr1 유전자를 활성화 시키는지 확인했음 (그림 42).

그림 42. Nurr1 활성화 물질 발굴 시스템
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가) 팥꽃나무의 줄기 뿌리 부위에 따른 추출용매에 따른 추출물의 in vitro Nurr1 활성 효과

위에서 기술한 Nurr1 활성 측정 방법을 이용해 팥꽃나무의 줄기 뿌리 부위에 따른 추출용매에

따른 in vitro Nurr1 활성도를 측정함. 팥꽃나무의 뿌리와 줄기로부터 각기 다른 용매에 의해 추출한

후 세가지 농도로 세포에 처리함. 처리 24시간 후에 luciferase assay를 진행함. 그 결과 에탄올에 의

해 추출된 경우 뿌리와 줄기에서의 차이는 존재하지 않았으며, 처리 농도의 증가에 따라 활성이 증가

함을 확인 할 수 있었음. Hexane 추출물의 경우는 농도에 따른 활성 증가 양상은 보이지 않았으며,

다른 용매에 비해 활성이 높게 나타났음. Ethyl acetate의 경우에는 뿌리에서 추출한 경우가 줄기 추

출시보다 높게 나왔음 (그림 43).

그림 43. 팥꽃나무의 줄기 뿌리 부위에 따른 추출용매에

따른 추출물의 Nurr1 활성정도 측정

나) 팥꽃나무의 줄기 뿌리 부위에 따른 추출용매에 따른 추출물의 세포 독성 확인

팥꽃나무의 줄기 뿌리 부위에 따른 추출용매에 따른 추출물의 Nurr1 활성화 농도에서 세포 독

성을 확인하기 위해 24시간 동안 BE(2)C 세포에 처리 후, MTT assay를 진행함. 위에서 사용한 농도

에서는 세포 독성이 나타나지 않았음 (그림 44).

그림 44. 팥꽃나무의 줄기 뿌리 부위에 따른 추출용매에 따른 추출물의 세포 독

성 측정.
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다) DGE

(1) in vitro Nurr1 활성 효과

팥꽃나무 추출물의 분리 정제 과정에서 확인된 Nurr1 활성 물질중 하나로 추측되는 DGE에 대

해 in vitro에서 Nurr1 활성 정도를 측정했음. 그 결과 DGE의 경우 세가지 농도 (0.1ug/ml, 1ug/ml,

10ug/ml)에서의 활성이 확인되었음 (그림 45).

(2) DGE의 세포 사멸 억제 효과

MTT assay를 이용하여 Nurr1을 활성화 시킬 수 있는 팥꽃나무 추출물 중, DGE의 6-OHDA의

독성을 억제 효과 여부를 확인하였다. SH-SY5Y에 6-OHDA 100uM을 16시간 처리하여 세포독성을

유도했음. 이때, 6-OHDA와 DGE 10ug/ml를 함께 처리하여 도파민성 신경세포 사멸 억제 효과를 확

인하였음. 대조군에는 1% DMSO를 처리하였음. 실험결과, DGE, 10ug/ml은 6-OHDA의 독성을 억제

하는 효과를 보여주었음 (그림 46).

그림 46. DGE의 세포 사멸 억제 효과 (1)

그림 45. DGE의 Nurr1 활성 효과
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SH-SY5Y에 6-OHDA 100uM, 또는 6-OHDA와 DGE 10ug/ml을 함께 8시간 처리하여 세포독

성을 유도한 후, 현미경 상으로 세포의 상태를 확인하였음. 대조군에는 1% DMSO를 처리하였음. 실

험결과, 6-OHDA를 단독으로 처리한 실험군에서는 대부분의 세포들의 죽어 없어졌고, 붙어있는 세포

도 죽어가는 양상을 보였음. 그러나 6-OHDA와 DGE 10ug/ml을 함께 처리한 실험군에서는 죽은 세

포의 양이 확실히 줄어 있는 것을 확인할 수 있었음 (그림 47A).

그림 47. DGE의 세포 사멸 억제 효과 (2)

6-OHDA가 세포독성을 일으킬 때, cleaved caspase-3를 생성하는데 DGE가 이를 억제하는지

확인하기 위하여 western blot을 수행하였음. SH-SY5Y에 6-OHDA 100uM, 또는 6-OHDA와 DGE

10ug/ml을 4시간, 8시간 각각 처리하여 세포독성을 유도한 후, 세포를 lysis 하여 western blot을 수

행하였음. 실험결과, 뿌리-EtOH 추출물이 cleaved caspase-3 생성을 억제하는 것을 확인하였고, 이는

8시간 실험군에서 효과가 극명하게 나타났다. cleaved caspase-3 단백질은 beta-actin으로 평균화 하

여 band intensity를 정량 하였음 (그림 47B).

(3) DGE의 항염증 기능 확인

Nurr1의 활성 증가는 뇌에서 염증기능을 담당하고 있는 microglia의 활성을 억제하는 것으로 알

려져 있음. Nurr1을 활성화 시키는 것으로 확인된 DGE가 항염증 효과를 일으키는지 확인하기위해

brain-microglial 세포주인 BV-2 세포에 염증을 유도시키는 Lipopolysaccharide(LPS)를 처리하였으며,

이때 DGE를 함께 처리해준 후, 염증에 관여하는 것으로 알려진 사이토카인들의 발현량을 조사하였

음. 그 결과 DGE 3ug/ml 또는 10ug/ml을 처리한 경우, LPS에 의해 유도된 염증반응시 나타나는

IL-1b, IL-6, TNF-alpha의 발현 증가를 효과적으로 억제하는 것으로 확인함 (그림 48).

그림 48. DGE에 의한 항염증 효과
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라) 팥꽃나무 꽃 추출물(DGF)의 Nurr1 활성 확인

GAL4 assay system을 이용하여 팥꽃나무 꽃 추출물 DGF-EX (Ethanol 추출물)가 Nurr1을 활

성화 시킬 수 있는지 확인하였음. GAL4-LBD plasmid, GAL4가 결합할 수 있는 Luciferase plasmid,

beta-Galactosidase plasmid를 BE(2)C cell에 transfection 시킨 후, 각각의 추출물을 16시간 동안 처

리하였음. 추출물은 DMSO에 녹여 처리하고 대조군에는 1% DMSO를 처리하였음. Luciferase 형광을

정량한 결과, 팥꽃나무 꽃 추출물 DGF-EX는 1PPM, 25PPM 농도에서 의미 있게 Nurr1을 활성화 시

키고, 특히 25PPM 농도에서 대조군 대비, 2배이상의 활성을 보여주었음 (그림 49).

GAL4 assay system을 이용하여 팥꽃나무 꽃 추출물 DGF-WX (Water 추출물)가 Nurr1을 활

성화 시킬 수 있는지 확인하였음. GAL4-LBD plasmid, GAL4가 결합할 수 있는 Luciferase plasmid,

beta-Galactosidase plasmid를 BE(2)C cell에 transfection 시킨 후, 각각의 추출물을 16시간 동안 처

리하였음. 추출물은 DMSO에 녹여 처리하고 대조군에는 1% DMSO를 처리하였음. Luciferase 형광을

정량한 결과, 팥꽃나무 꽃 추출물 DGF-WX는 200PPM 농도에서 의미 있게 Nurr1을 활성화 시켰음

(그림 50).

그림 49. DGF-EX의 Nurr1 활성 효과

그림 50. DGF-WX의 Nurr1 활성 효과
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마) 병아리꽃나무 추출물의 Nurr1 활성 효과 확인

이전 실험에서 Nurr1 활성화 효과가 1차적으로 확인된 물질인 병아리꽃 추출물에 대해 Nurr1

활성화를 추가적으로 조사함. 병아리꽃나무를 다양한 용매로 추출을 진행했으며, 40% 에탄올을 이용

한 추출시 100ppm에서 활성이 있음을 확인함 (그림 51). 그러나, 이후 재현성있는 활성을 나타내지

않았음.

그림 51. 병아리꽃나무 추출물의 Nurr1 활

성 확인

9). 파킨슨병동물모델 구축 (제 2 세부)

6-OHDA을 이용한 rat 동물모델은 6-OHDA 투여 농도 결정을 위한 실험을 진행하였음. 약물투

여 후 시점을 기준으로 도파민성 신경세포사가 20% 이내이며 apomorphine 투여에 의한 rotation 행동

이 관찰되고 stepping test에서도 차이를 보이는 가장 낮은 농도의 6-OHDA 투여를 목표로 하였음

(그림 52).

그림 52. 6-OHDA를 이용한 파킨슨씨병 동물 모델 구축
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그림 53. 6-OHDA를 이용한 동물모델에서 apomorphine-induced behavioral rotation 확인 

6-OHDA 4, 8, 20, 40 μg을 각각 rat의 뇌 부위인 Substantia nigra(SN) 지역에 투여하고 3일 후

에 apomorphine(0.5 mg/kg, I.P.)에 의한 rotation 행동을 관찰한 결과, contralateral rotation 수가 모든

그룹에서 현저히 증가하는 것이 확인 되었음 (그림 53A). 그리고 농도 증가에 따라 rotation 수도 증가

하는 경향이 있었지만 4 μg과 8 μg은 거의 차이가 없는 것이 확인되었음. 20 μg의 고농도의 6-OHDA

를 투여하고 3일, 14일, 28일 후의 rotation행동을 관찰하면 시간이 경과함에 따라 rotation 수도 증가하

는 것이 확인 되었음 (그림 53B). Tyrosine hydroxylase (TH) 의 염색을 통하여 뇌흑질 및 중뇌지역

의 도파민성 신경세포이 생존율의 감소가 고농도의 6-OHDA에서 확인되었 (그림 54)..

그림 54. 도파민성 신경세포 특이적인 단백질인 tyrosine hydroxylase 의 염색을 통한 중뇌지역

의 도파민성 신경세포 생존율 확인

가) 팥꽃나무 줄기 뿌리 추출물 (DG-EX)의 파킨슨병 동물모델에서 운동 능력 증진 확인

팥꽃나무 줄기 뿌리 추출물의 뇌질환 예방 및 운동 능력 회복의 가능성을 확인하기 위해 위에

서 구축한 동물모델 시스템을 이용해 in vivo 실험을 진행함. 6-OHDA를 뇌에 주입한 후

하루 동안 실험 cage 에 정상적인 사료를 먹임. 줄기 뿌리의 추출물 (DG-EX)의 경우 250mg/kg,

100mg/kg 의 섭취량이 되도록 사료와 혼합한 후, rat이 섭취토록 함. 6-OHDA주입 후, 4주, 6주,

8주 후에 rotation test를 진행했음. 그 결과 100mg/kg/day 와 250mg/kg/day 두가지 농도 모두에

서 6-OHDA에서 나타나는 behavior를 감소시키는 것으로 나타남(그림 55).
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그림 55 팥꽃나무 줄기 뿌리 추출물 (DG-EX)에 의한 파킨슨씨병 동물 모델에서의 질환 호전 효

과

나) 팥꽃나무 꽃 추출물(DGF-EX)에 의한 파킨슨씨병 동물모델에서 질환 억제 효과 확인

팥꽃나무 꽃 추출물(DGF-EX)이 파킨슨 동물모델에 미치는 영향을 확인하기 위하여 총 24마리의

Rat을 Stereotaxic surgery를 통해 파킨슨 동물모델을 만들었음. 총 24마리 중에서 실험군으로 18마리

에게 6-OHDA (0.2mg/ml, final volume 5ul) 를 주입하였고 대조군 6마리는 6-OHDA 대신 PBS를

주입하였음. 6-OHDA를 주입한 18마리 중 6마리에게는 일반 사료를 주었고 6마리에게는 10 mg/kg이

되도록, 나머지 6마리에게는 50 mg/kg 이 되도록 팥꽃나무 꽃 추출물 배합 사료를 만들어 먹였음. 수

술후 22주차, 4주차에 rotation test를 진행함. 그 결과 2주, 4주후의 apomorphine에 의한 회전수가 10

mg/kg DGF-EX가 포함된 사료를 먹인 쥐에서도 확연히 감소하는 것을 확인함(그림 56). 또한,

immunostaining 방법으로 뇌 흑질의 TH-positive 신경세포를 조사한 결과, 6-OHDA를 주입한 쥐에

서 TH-positive 신경세포이 90%이상 감소한 반면, 10 mg/kg DGF-EX가 포함된 사료를 먹인 쥐에서

는 TH-positive 신경세포가 50%이상 생존하였음 (그림 57, 58).

그림 56 파킨슨씨병 동물모델에서 팥꽃나무 꽃 추출물(DGF-EX) 포함 사료의 섭취에 의한 효과.

Apomorphine-induced behavioral rotation 방법으로 회전운동 관찰하였음.
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다) 병아리 꽃나무 추출물에 의한 파킨슨씨병 동물 모델 효과 확인

팥꽃나무 추출물에서 진행했던 것과 같은 방식으로 병아리꽃나무 추출물을 이용한 동물 실험을

진행함. 6-OHDA를 주입한 쥐에서 일반사료를 섭취시킨 쥐와 병아리꽃나무 추출물이 혼합된 사료를

먹인 쥐에서의 rotation test를 수술 2 및 4 주후에 조사한 결과, 유의적인 효과가 나타나지 않았음.

그림 57 파킨슨씨병 동물모델에서 팥꽃나무 꽃 추출물(DGF-EX)에

의한 뇌 흑질 도파민 신경세포 사멸 보호효과. Immunostaining 방법

으로 뇌 흑질에서의 TH-positive 신경세포를 관찰하였음.

그림 58 파킨슨씨병 동물모델에서 팥꽃나무 꽃 추출물(DGF-EX)에 의한

뇌 흑질 도파민 신경세포 사멸 보호효과. TH-positive 세포 수를 조사하

였음. C: control (unlesioned side), I: 6-OHDA-injected side
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다. 주요 연구개발성과

1). 논문

No 논문명 학술지명
주저

자명
Vol (NO)

국내외 

구분

SCI여부

(SCI/비SCI)

게재

연도
등록번호

1

Daphnane diterpenes 

from Daphne genkwa 
activate Nurr1 and have 

a neuroprotective effect 

in an animal model of 

Parkinson’s disease

Journal of 

Natural 

Products

Won 

Gon 

Kim

79 국외  SCI 2016

2

Daphnane and Phorbol 

Diterpenes, 

Anti-Neuroinflammatory 

Compounds with Nurr1 

Activation from the Roots 

and Stems of Daphne 
genkwa.

Biological 

and 

Pharmace

utical 

Bulletin

Won 

Gon 

Kim

40 (12) 국외 SCI 2017

3

Genkwalathins A and B, 

new lathyrane-type 

diterpenes from Daphne 

genkwa

Natural  

Product 

Research 

Won 

Gon 

Kim

doi: 

10.1080/1

4786419

[Epub 

ahead of 

print]

국외 SCI

2017. 

11. 

20

2). 특허

No
지식재산권 등 명칭

(건별 각각 기재)
국 명

출원 등 록
기여율

출원인 출원일 출원번호 등록인 등록일 등록번호

1

팥꽃나무 꽃 

추출물 또는 이의 

분획물을 

유효성분으로 

포함하는 

신경퇴행성 질환 

예방 또는 치료용 

약학 조성물. 

대한민국/

PCT

 

한국생

명공학

연구원 

2016.1

1.14. 

(국내)/

2017.1

1.13. 

(PCT)

10-2016

-015098

3 (국내)

PCT/KR2

017/0127

90 (PCT) 

.

60%

2

다프난 또는 포볼 

다이터펜계 

화합물을 포함하는 

신경퇴행성 질환 

예방 또는 치료용 

조성물

대한민국

한국생

명공학

연구원

2017.1

1.15

10-2017

-015248

7.

60%

3

다이터펜계 

화합물을 포함하는 

신경퇴행성 질환 

예방 또는 치료용 

조성물.

대한민국

한국생

명공학

연구원

2017.1

1.17

 

10-2017

-015386

1.

60%
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3). 기술요약정보

가) 기술명: 파킨슨 뇌질환 예방/개선/치료용 천연식물 소재

나)요약내용:

(1) 기술개요

- 팥꽃나무 꽃 추출물(DGF-EX)을 유효성분으로 포함하는 파킨슨병의 예방 또는

치료용 조성물에 관한 기술

- 도파민 신경세포 분화, 작용, 기능에 중요한 역할을 하는 것으로 알려진 Nurr-1

transcription factor 활성화시키는 기전임. in vitro 도파민 신경세포 사멸을

억제하고, 항염증활성을 확임함.

- 실제로, 파킨슨 동물모델에서 DGF-EX가 파킨슨병 유도에 의한 회전운동을

감소시키고, 뇌의 흑질에서 도파민성 신경세포에 대한 보호 효과가 있음을

실험적으로 확인.

(2) 기술특징

- 기존의 파킨슨 약은 질환 치료가 아닌 증상 완화기능이나, 본 추출물은 새로운

타겟으로 알려진 Nurr-1를 활성화하여 도파민 신경세포의 사멸을 억제하는

기능을 함.

- 본 추출물은 전통적으로 한방에서 사용한 한약재 "팥꽃나무 꽃"로부터 제조함.

- 본 추출물(DGF)은 GLP 비임상시험에서 아래의 안전성 자료 확보.

- 랫드 단회경구: 치사량 5g/kg 이상 (장기에 이상 없음).

- 유전독성 (복귀 돌연변이, 염색체 이상, 소핵시험): 음성

- 랫드 4주 반복 용량결정(DRF) 시험:

수컷 2.5g/kg/day, 암컷 1.25g/kg/day로 용량결정.

- 13주 반복투여 : 1,500mg/kg/day에서도 유의미한 독성이 발견되지 않아,

무독성량 (NOAEL)은 1,500mg/kg/day을 상회함.

- 천연식물 추출물(DGF-EX) 10mg/kg/d oral 투여시에 파킨슨병 유도에 의한

회전운동을 감소시키고, 뇌의 흑질에서 도파민성 신경세포에 대한 보호 효과.

- 유효성분(DGH-2)을 규명하였으며, 유효성분도 0.5 mg/kg/d 투여시에서도 파킨슨병

유도에 의한 회전운동 감소, 뇌의 흑질에서 도파민성 신경세포에 대한 보호 효과를

입증.

다) 기술완성도: 기술개발 진행중 (전임상 완료)

라) 지적재산권 현황

국내 특허등록 제 10-1631589호 (2016.6.13.) 외 3건 출원

미국특허등록 14/009,526 (2015.1.20.) 외 PCT 출원 1건

국내 특허출원 3건외 PCT 출원 1건
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라. 연구결과

1). 기술적 성과

- 본 과제에서 도출된 팥꽃나무 꽃 추출물은 파킨슨 동물 모델에서의 운동장애 개선에

탁월한 효능을 가지고 있을 뿐만 아니라, GLP 비임상 시험에서 건강기능식품 원료로 개

발하는데 필요한 안전성이 확보되었기 때문에, 향후 임상시험을 통해서 본 추출물을 세

계 최초로 “운동능력개선” 신기능성 건강기능성 식품원료로 개발가능성이 있음.

- 또한, 천연물 신약에 필요한 전임상 시험을 보완하고, 임상 시험을 통하여 본 추출물

을 파킨슨 치료 천연물 신약으로 개발 가능성이 있음. 이는 기존 파킨슨 치료약 와 달리

근본적으로 파킨슨 병을 치료할 수 있고, 부작용(이상 운동증, 환각등)이 없는 안전한 파

킨슨 치료제 개발 가능성이 있음.

2) 경제적성과

- 건강기능성 식품원료로서 향후 개별인정 획득으로 국내에서 제품 출시/특허권 기술실

시.

- 미FDA의 New Dietary Ingredient(NDI) approval 확보에 따른 세계시장진출 확보. 전

세계 4조 치료제 시장의 10%인 4000억원을 차지는 것을 최종 목표로 함.

- 고부가가치 작물 발굴을 통한 농가수익 증대

- 운동장애 예방 및 개선 건강기능식품 개발을 통한 파킨슨병으로 고통 받는 노인인구의

절감을 통한 의료비 감소 및 삶의 질 향상
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3. 목표달성도 및 관련분야 기여도

코드번호 D-06

가. 최종 성과 목표 및 달성도

나. 년차별 성과 목표 및 달성도

최종 성과 목표 및 평가 방법 실적 가중치 (%) 달성도 (%)

“운동장애 예방 및 개선용”
건강기능식품 기능성원료 임상시험

진입 1종

팥꽃나무 꽃
추출물(DGF-EX)의
전임상 성공적 완료로

임상 가능

50 100

“운동장애 예방 및 개선용”
건강기능식품 기능성원료 2종 관련

SCI 논문 3편 이상 발표

교신저자로
SCI 논문 3편

20 100

“운동장애 예방 및 개선용”
건강기능식품 기능성원료 2종 관련

국내외 특허 4건 이상

PCT특허 1건
국내 특허 3건 출원

30 100

구분
(연도) 세부연구목표 연구개발수행내용 가중치

(%)
달성도
(%)

1차
년도
(2015)

팥꽃나무 원료 표준화
및 지표성분 규격화

-유효성분 DGH-2의 분석방법 확립 및
validation 및 원재료 표준화

- 추출물 제조 공정 표준화
- 지표성분의 분석법 확립 및 검증
- 기준규격 설정 및 유통기한 설정을 위한
안정성 평가

20 100

병아리꽃나무의
유효성분 결정

- 유효성분 분리 및 구조결정
- 유효성분의 Nurr-1 활성화 활성 평가 및
검증

30 100

팥꽃나무 추출물의
안전성평가(GLP 기관)

- 단회투여독성시험 (설치류)
- 유전독성시험 (복귀돌연변이,
염색체이상시험, 소핵시험)

30 100

팥꽃나무 추출물의
동물시험에서 기능성
평가를 통한 섭취량

결정

- 파킨슨병 동물모델에서 운동장애 개선
효과 조사
- 파킨슨병 동물모델에서 도파민성
신경세포사에 대한 보호 효과 조사내용

20 100
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구분
(연도) 세부연구목표 연구개발수행내용

가중
치
(%)

달성
도
(%)

2 차
년도
(2016)

추출물 제조 -팥곷나무 꽃 과 병아리 줄기 추출물 제조 10 100

추출물의 다양한
성분규명

-팥꽃나무 줄기 뿌리: DGH-3 분리 구조 규명
-병아리꽃나무: 4개 화합물 분리 및 구조 규명

20 100

병아리꽃나무 원료
표준화 및 지표성분

규격화

- 팥꽃나무 성분의 LC-MS 조건 확립
- 병아리 꽃나무 4개 화합물에 대한 LC-MS
분석 조건 확립.

20 100

팥꽃나무 추출물의
안전성평가

(GLP 기관에서 수행)

- 팥꽃나무 뿌리 줄기 추출물은 유전독성이
있었으나, 꽃 추출물에서 유전독성이 발견되지
않아 부위를 꽃으로 변경. 13주 독성은 3차년
도 실시.

20 100

병아리꽃나무
추출물의 안전성평가

(GLP 기관)

- 유전독성 실시한 경과 복귀돌연 변이는
이상없음.

10 100

병아리꽃나무
추출물의

동물시험에서 기능성
평가를 통한 섭취량

결정

- 팥꽃나무의 부위가 줄기에서 꽃으로
변동되어, 꽃 추출물에 대한 동물시험 실시.
그 결과 10 mg/kg에서도 파킨슨 효과 확인

20 100

3 차
년도
(2017)

추출물 제조
- 안전성평가를 위한 대량 팥꽃나무 꽃 추출물
제조

20 100

추출물의 다양한
성분규명

- 팥꽃나무 꽃 추출물: 신규 화합물 2개물질
포함 16개 성분 분리 및 구조 규명.
- 팥꽃나무 줄기 뿌리 추출물: 6개 유효성분
추가 분리 및 구조규명
- 유효성분의 Nurr1 활성화 활성 확인하였음.

20 100

추출물의 안전성평가
(GLP 기관에서 수행)

- 팥꽃나무 꽃 추출물의 13주 반복투여
독성시험 (설치류)에서
1,500mg/kg/day에서도 유의미한 독성이
발견되지 않아, 무독성량 (NOAEL)은
1,500mg/kg/day을 상회함.
- 병아리꽃나무 추출물의 유전독성 시험중에서

염색체 이상시험에서 의양성으로 판정

40 100

병아리꽃나무 줄기
추출물의

동물시험에서 기능성
평가를 통한 섭취량

결정

- 병아리 꽃나무의 채집에 따른 in vitro 및 in
vivo 파킨슨 치료 활성의 재현성이 낮음.

20 100
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다. 관련분야 기여도

  1). 건강기능식품 개발 측면

향후 인구노령화 및 건강보험료에 대한 부담등으로 질병예방에 대한 관심이 높아지고 있어 향

후 건강기능식품 시장이 지속적으로 성장할 것으로 예상되는데, 2010년 기능성 원료인정 현황에서

‘기억력 개선“ 과 ’간 건강‘이 12건으로 가장 많이 차지하는 등, 치매, 파킨슨병 환자를 위한 기억력

개선용 건강기능식품이 개발되고 있음. 또한 파킨슨병으로 인한 운동장애 예방 및 개선용 기능성 식

품 개발 연구도 활발하여, 2014년 5월 22일 현재 미국에서 Coenzyme Q 와 creatine등이 파킨슨병 환

자를 대상으로 임상 3상중에 있으나 (https://clinicaltrials.gov), 아직 시판되어 나온 것은 없음.

따라서, 본 과제에서 도출된 팥꽃나무 꽃 추출물은 운동장애 개선에 탁월한 효능을 가지고 있고,

안전성이 확보되었기 때문에, 향후 임상시험을 통해서 본 추출물을 세계 최초로 “운동능력개선” 신기

능성 건강기능성 식품원료로 개발가능성이 있음.

또한, 천연물 신약에 필요한 전임상 시험을 보완하고, 임상 시험을 통하여 본 추출물을 파킨슨

치료 천연물 신약으로 개발 가능성이 있음. 이는 기존 파킨슨 치료약 와 달리 근본적으로 파킨슨 병

을 치료할 수 있고, 부작용(이상 운동증, 환각등)이 없는 안전한 파킨슨 치료제 개발 가능성이 있음.

2). 파킨슨 치료 타겟 관련 기술적 측면

Nurr1은 새로운 파킨슨 치료 타겟으로 최근에 활발히 연구되고 있으나, 전임상에서 효과적인 선도

물질은 많이 연구되어 있지 않은 실정임. 본 연구과제에서 발굴된 Nurr1 활성화 유효성분 DGH-2

(Yuanhuacin) 화합물은 기존 Nurr1 agonist로 알려진  amodiaquine, chloroquine 보다 in vitro 및 in

vivo 에서도 활성이 강하기 때문에, 향후 새로운 Nurr1 타겟 관련 파킨슨 치료제 개발 연구에 기

여할 것으로 판단됨.15 특히, 본 연구에서는 DGH-2 (Yuanhuacin) 뿐 만 아니라, 22개의 DGH-2 유

도체성 화합물이 분리되었고, 이러한 다양한 화합물의 구조-활성 연구결과는 향후 Nurr1 활성화 화합

물의 최적화 연구 개발에 기여할 것임.

5. 연구결과의 활용계획

코드번호 D-07

¡ 동물 모델에서의 탁월한 효능을 가지며 과 GLP 비임상 시험에서 안전성이 확보된 팥꽃 나무 꽃

추출물을 대상으로, 기술이전후 기업과 공동으로 임상연구를 통한 “운동능력개선” 신기능성 건강

기능성 식품원료로 개발할 계획임.

¡ 파킨슨 치료 천연물 신약으로 개발 계획. 기술이전후 기업과 공동으로 전임상 보완 및 임상 시험

을 통한 기존 치료제의 부작용(이상 운동증, 환각등)이 없는 안전한 파킨슨 천연물 신약으로 개발

할 계획임.

¡ 팥꽃 나무 꽃 추출물이 뇌신경세포 사멸저해 활성이 우수하므로 “인지능력 개선” 건강기능식품 원

료 또는 치매 치료 천연물 신약으로의 개발 가능성을 연구할 계획임.
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주 의

 1. 이 보고서는 농림축산식품부에서 시행한  농생명산업기술개발사업의 연구보고서입니다.

 2. 이 보고서 내용을 발표하는 때에는 반드시 농림축산식품부에서 시행한 농생명산업기술개

발사업의 연구결과임을 밝혀야 합니다.

 3. 국가과학기술 기밀유지에 필요한 내용은 대외적으로 발표 또는 공개하여서는 아니됩니다.
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