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경방신약주식회사를 주관으로 이노파마스크린, 경희대학교 및 호서대학교의

4 개의 기관에서 국내농작물을 활용해 3 차년동안 후보물질의 선정, in-vitro,
in-vivo, 시험법 개발, 대량생산의 가능성 및 임상시험을 통해 수면의 질을 향상

시키는 소재를 개발하기 위해 연구하였습니다.
후보물질은 대두를 선정하였으며, 효능시험, 시험법 개발, 대량생산 가능여부

및 임상시험을 실시하여 각 기관에서 수행하고자 하는 시험을 실시하였습니다.
후보물질 선정은 동물시험에서의 유의성을 확인하여 최초의 후보물질로 시작한

고삼, 길경 및 대두의 3 개 물질 중 고삼은 식품으로 사용하는 것이 어렵다고

판단되었고, 효과면에서 대두가 길경보다 우수하여 대두를 선정하였습니다.
선정된 대두를 가지고 동물시험에 사용한 추출방법으로 실험실 규모로 추출

및 농축하여 동일한 패턴의 농축액을 얻었으며 이를 가지고 in-vitro, in-vivo
테스트 및 시험법 선정을 위해 연구하였습니다. 또한 농축액을 가지고 제제화

하여 임상시험용 시제품을 만들었으며, 위약은 농축액을 제외한 동일처방으로

제조하여 임상시험용 대조약으로 사용하였습니다.
제제화는 충분히 가능하다는 결론이 나왔으며, 이를 토대로 Scale-up이 가능

하였고, 자사생산량인 6 만포를 8시간이내에 제조하는 것이 가능함을 확인하였

습니다. 또한 제품에 대한 분석법도 확정하여 시험법에 대한 밸리데이션을 통

해 시험법의 타당성도 확인하였습니다.
다만, 임상시험에서 시험약과 대조약이 효과를 나타내는데에 차이가 없어

기능식품으로의 신청은 하지 못하였으나, 일반식품으로 제조하여 출시하는데에

는 어려움이 없다고 판단되었습니다.

보고서 면수



<요약문>

연구의

목적 및 내용

선행연구를 통해 선발한 후보추출물 3 종(길경, 고삼, 대두)을
활용해 수면의 질 개선 기능성 식품소재개발을 위한 최종농작물

1 종 또는 복합추출물 1 종을 선정하고 표준화하여 사업화 기반을

마련함.
- in vitro & in vivo 수면효과 평가 및 기전규명

- 지표물질 선정 및 기준규격확립, 소재 안정성 확보

- 인체적용시험 및 건강기능식품 원료인정을 위한 자료 확보

- 원료 최적공정을 통한 시제품 개발 및 대량공정 연구

연구개발성과

- 최종 후보농작물은 협동기관에서 동물을 대상으로 효과를

시험한 결과 대두로 설정

- in vitro & in vivo 수면효과 평가 및 기전규명

- 대두추출물 분석 후 지표물질 2 종 설정(Daidzin, Genistin)
추출물에 대한 정량법 확정 및 시험법 밸리데이션 완료

- CRO를 통한 임상시험 실시

경희대학교 및 세명대학교에서 임상실시

- 대두원료의 국내산 확보

- 원료에 대한 추출방법 확정

- 농축액에 대한 기준설정

- 공인기관에 의뢰하여 정량, 유해물질, 영양성분등 시험 실시

- 농축액에 대한 안정성 시험 실시

- 제품화 연구를 통해 처방확정

- 제품에 대한 시험법 확정 및 시험

- 실험실규모의 제조를 통해 실생산 적용 실시

자사의 제조설비에서 제조가 가능함을 실제 제조를 통해 확인

연구개발성과의
활용계획

(기대효과)

- 대두를 이용한 연구를 통한 논문 작성 및 발표

- 특허 출원

- 농산물 확보의 원활함을 확인

- 연구개발을 위한 인력양성

- 제품화 가능성 확인 및 제조의 일관화 가능

국문핵심어

(5개 이내)
수면의질 대두 기전 임상 시제품

영문핵심어

(5개 이내)
sleeping 
quality

Glycin max 
mechanis

m
clinical prototype

※ 국문으로 작성(영문 핵심어 제외)
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<별첨> 주관연구기관의 자체평가의견서

<본문작성 양식>

1. 연구개발과제의 개요

1-1. 연구개발 목적

- 국내 농작물을 이용해 수면의 질 개선을 위한 물질을 선정한다.
- 선정된 물질을 가지고 원료제조 방법 및 제품제조 방법을 확정한다.

- 이를 위해 각 기관에서 기전연구 및 효능효과를 탐색하여, 시제품과 대조제품을 제조하여

임상시험을 통해 그 효과를 입증하여 기능성 원료 인증을 목적으로 한다.
- 기능성 인증을 통해 제품을 출시하여 국내 농작물 재배 농가의 이익창출을 통해

안정적인 물질의 공급을 꾀하고자 한다.

1-2. 연구개발의 필요성 

1) 연구개발의 개요

코드번호 B-04-01

○ 연구개발개요

1) 급격한 노령화 및 국민의 스트레스가 증가함에 따라 수면의 질 개선 및 스트레스장애

극복을 위한 국내농작물을 활용한 기능성 식품소재를 탐색하고 정신건강과의 상관성

연구를 통해 기능성식품 소재개발, 기능성원료인정을 위한 인체시험 및 산업화기술

개발을 목표로 함.

2) 동의보감 및 한의학고문헌 및 민간요법을 통해 알려진 수면 및 스트레스와 관련되어 국내



농산물 중 1 차 screeening 시험방법(in vitro 또는 in vivo)을 사용하여 후보 농작물을

각각의 추출물로 3 종 (고삼, 길경, 대두)을 확보하였음.

3) 2 차 in vitro screening 방법 및 in vivo 수면개선 시험을 수행하여 후보추출물 3 종 또는

복합 추출물 중 1종을 최종 리드추출물로 선정함.

4) 최종리드추출물의 기능성 소재화를 위하여 in vitro & in vivo 수면효과에 대한 기전연구

수행, 지표물질 선정 및 기준규격 확립, 안정성과 안전성확보, 원료의 최적공정 및 시제품

개발을 수행하고자 함.

5) 수면의 질을 개선하는 인체 내의 신경전달 물질 및 호르몬으로는

GABA(gamma-aminobutyric acid), 아데노신, 아세틸콜린, 세로토닌 그리고 몇가지

수면 유발 펩타이드가 알려짐. 본 연구에서는 세로토닌 작용 수용체인 2-HT2c와 GABA

작용 수용체인 GABAA-benzodiazepine receptor를 리드추출물 도출에 검색방법으로

사용함.

○ 핵심기술

1) In vivo 실험동물의 수면 효과 평가 기술 확보함 :

→ EEG 뇌파 측정을 통해 wake-up time, REM, NonREM 측정.

2) In vitro 세로토닌 수용체 (Serotonin Receptor) 작용물질 검색기술 확보함 :

→ 생체로부터 분리한 세로토닌 수용체를 사용하여 Protein chip을 자체적으로 제작함.

방사성물질을 사용하는 기존의 방법과는 달리 형광물질을 tagging 하여 수용체

binding 을 평가함.

3) In vitro GABA수용체(GABAA-benzodiazepine receptor) 작용물질 검색기술 확립예정임 :

→ 생체로부터 분리한 GABA 수용체를 사용하여 Protein chip을 자체적으로 제작함.

Agonist에 형광을 부착시켜 수용체 binding을 평가함.

4) 기전연구를 위한 Proteomics 연구 기법 확립.

5) 천연물 성분 분석 기술 및 분석방법 밸리데이션 :

→ 기원료 가공의 기준으로 활용할 수 있는 최적 성분 선발 및 분석방법을 확립하여

기준 및 시험법에 활용할 수 있도록 함.



2) 연구개발 대상의 국내·외 현황

[그림 1] 연구개발 흐름도 및 최종목표

○ 기타

1) 인체적용시험 수행 :

→ 30 명 폐경여성을 대상으로 8 주 – 4 주 – 8 주 일정의 cross-over study 수행함.

2) 원료생산공정 및 시제품 생산기술(경방신약) :

→ 표준화된 원료생산 및 QC 규격이 확보된 시제품을 생산을 목표로 함.

→ GMP 원료생산 시설을 확보함.

코드번호 B-04-02

가. 수면의 질 개선에 대한 국내 기술 수준 및 시장 현황

○ 기술현황

- 국내 대부분의 업체는 정신건강과 관련된 바이오마커의 정립과 평가기술이 미비하여 관  

련 기술의 확립이 요구되고 있음.

- 스트레스 및 정서장애증 개선을 위한 식품 소재는 매우 한정적이고, 스트레스 및 정서장  

애증 관련 유전자 발현과 작용기작에 대한 연구는 초기 단계임.

- 수면의 질, 스트레스 개선 및 예방에 도움을 줄 수 있는 건강기능식품은 전무한 실정이  



며, 유사한 효능을 기대할 수 있는 식품 원료는 홍경천 추출물 (스트레스로 인한 피로개  

선에 도움), 유단백가수분해물 (락티움, 스트레스로 인한 긴장악화에 도움), 감태 (정신건  

강 증진식품), 인삼, 홍삼, 매실 추출물 등이 있음.

- 만성 스트레스는 부신피질에서 부신피질자극호르몬 수용체(ACTH receptor)의 발현을 통  

해 코티졸 농도를 지속적으로 유지시키며, 정서장애증 증상을 나타내게 됨. 복분자, 인  

삼 추출물이 ACTH receptor에 작용하여 항스트레스 및 항정서장애증 효능을 나타내는  

것으로 보고되었음.

- 생체리듬을 조절하는 것으로 알려진 멜라토닌은 산화방지, 노화억제, 면역강화의 기능이  

있으며 낮에는 빛의 자극에 의해 멜라토닌 생성을 위한 효소의 활성을 억제함으로써 분  

비가 감소하고 밤에는 특정 효소의 활성으로 많은 양이 분비되어 수면을 유도하게 되며  

이러한 원리를 이용하여 건강한 수면을 위한 식품 개발이 가능함.

○ 시장현황

- 국내의 경우, 정신건강 장애로 인한 사회적 비용이 약 10조원에 육박할 것으로 전망되고  

있어 관련 기술 및 제품 시장이 확대될 것으로 전망됨.

- 국내의 불면증 유병율 수준이 서구 선진국의 수준까지 높아지고 있으나, 이에 대한 국가  

차원 및 학계 차원에서의 관심과 개개인의 중요성 인식은 선진국에 비해 낮은 실정임.

특히, 수면 증진 건강기능식품의 경우 국내에서 거의 연구가 되지 않은 창의적인 연  

구분야로 전적으로 수입 수면제에 의존하는 실정임.

- 미국 및 유럽의 선진국에서는 다양한 천연 수면보조제(Dietary supplements for Sleep

aid)들이 시장이 출시되고 있어 향후 외국제품의 국내시장 잠식이 예상됨.

□ 수면증진 건강기능식품

- 서울우유에서 ‘굿나잇밀크’가 출시되어 2008 년 히트상품으로 선정될 만큼 수면의 질  

향상에 대한 국내 소비자의 욕구는 높은 것으로 보임.

- 2017 년 3 월 1 일 기준으로 식품의약품안전청에서 인정된 건강기능식품 및 기능성원  

료 가운데 수면 증진 및 개선에 대한 제품은 오직 한건이며 천연 식물성분을 이용한  

건강기능식품 과학적 연구 및 제품화는 거의 없는 상황임.

- 2015 년 1 월 7 일 ㈜에스앤디가 감태추출물의 수면의 질 개선에 도움을 줄 수 있는  

원료로 생리활성기능 2등급 인정을 받음. 슬립큐 제품으로 판매됨.

- 산조인(맷대추씨, zizyphus jujuba Miller)을 주요소재로 한 제품이 있으나 식약처에   

개별인정은 받지 않음.

- 기존의 원료물질 탐색연구에 백자인, 백하수오, 구절초 및 측백엽, 감초와 합환피에 관  

한 연구가 있음.

□ GABA 관련 제품

- GABA는 글루타민산, 글라이신과 함께 중추신경계에서 가장 일반적으로 쓰이는 신경  

전달물질로 발작 또는 우울증조절, 뇌세포 대사촉진 (학습능력향상), 기억력 증가, 스  

트레스 해소, 등 정신건강과 관련된 여러 기능이 알려져 있고, 혈압 강하, 비만 예방,

혈당 조절 기능이 알려져 있음.

- 식품에 GABA 물질의 함량을 높이는 방법으로 미생물에 의한 biotransformation기법  

을 사용하고 있음.



- GABA 관련 제품은 신창상역(주)의 발아현미제품「자연미인」, ㈜얼텍의「살눈플러   

스」, (주)가바월드의「발아현미미소」, (주)계명푸덱스의「현미발아추출물」등을 비롯  

하여, GABA 성분을 활용한 CJ제일제당(주)의「햇반발아현미밥」등이 출시.

- 빙그레, 남양, 서울우유 등의 우유업계도 GABA의 효능을 이용하는 발아현미 우유를  

출시.

- 이외에도 종가집의 GABA김치, CJ의 햇반GABA, 대상의 키즈 마요네즈 등이 있음.

○ 경쟁기관현황

- 슬립큐 : 넥스트 BT (감태추출물 유통회사임)

- 감태추출물은 건강식품 개별인정원료로 등재되었고, GABA 수용체에 대한 효과는 실험  

적으로 확인되나, serotonin 수용체에 대한 효과는 유의성이 없는 것으로 확인됨.

○ 지식재산권현황

- 수면관련 국내특허는 기능성추출물 또는 의약품보다는 수면베게, 캡슐, 수면유도기, 유도  

안대, 보온장, 목도리, 수면 넥타이, 침대 등에 관한 특허가 대부분임.

- 식물소재 관련 특허는 다음과 같음.

1) 수면에 영향을 주는 식물 추출물 조성물-등록번호: 1016679520000

측백엽, 대추, 애기싸리의 잎의 추출물로 조성된 수면개선 식물추출물 

2) 수면장애 개선과 쾌면을 위한 건강식품 조성물-등록번호: 1009473530000

산조인, 토란대, 연자육, 연근과 마그네슘으로 조성된 수면개선 건강식품

3) 갈조류추출물을 포함하는 가바 A형-벤조다이아제핀 수용체 활성용 조성물 및 불안 완  

화, 경련 개선, 진정 작용, 및 수면 유도 및 개선용 조성물- 출원번호: 1020130002539

갈조류 추출물을 유효성분으로 항불안, 항경련, 진정 및 불면증 완화 등
나. 수면의 질 개선에 대한 국외 기술 수준 및 시장 현황

  ○ 기술현황 및 시장 현황

   - 수면(sleep)과 경제(economy)의 합성어인 수면경제(sleeponomics)란 신조어가 생겨날 정  

     도로 최근 세계적으로 수면 관련 시장규모와 수면장애로 인한 사회적 비용이 크게 증가  

     하고 있음.

   - 미국의 수면관련시장은 년 200억 달러규모로 수면클리닉, 천연 수면보조제 등 다양한   

     산업 분야로 영역이 확대되고 있음(New York Times, 2007)

   - 수면을 증진시킬 수 있는 자연요법에 대한 소비자의 관심이 높아짐에 따라 OTC 수면보  

     조제의 시장이 확대되고 있으며, 2013년에는 75,900만 달러 규모로 성장.

   - 정신건강과 관련된 식품소재는 주로 중추신경계에서 신호전달물질의 전구체 역할을 하  

     는 필수아미노산, 복합탄수화물, 필수지방산, 비타민/미네랄 및 S-adenosylmethionine    

     (SAM-e)를 대상으로 활발하게 연구가 진행되고 있음.

   - 하버드대학교 맥린병원 연구팀은 생선, 호두, 당밀 등에 함유되어 있는 오메가-3 지방산  

     과 유리딜 전환 효소(galactose 1-phosphate uridyl transferase)을 스트레스에 노출된 쥐  

     에게 공급한 결과 항정서장애제를 투여한 실험군과 같은 수준의 항정서장애 효능이 나  

     타났음을 보고하였음.

   - 녹차에서 추출한 epigallocatechin-3-gallate(EGCG) 성분을 조사 주입한 결과 알츠하이머  

     환자의 뇌에서 플라그형태로 형성되는 베타아밀로이드단백질의 생성량이 감소한다는 사  



     실을 발견함.

   - 아쉬아간다 (Withania somnifera), 가시오갈피 (Eleutherococcus senticosus), 홍경천      

      (Rhodiola rosea)는 스트레스에 의해 나타나는 신체적 반응을 중화시킴으로서 스트레스  

     및 정서장애증 약화 작용을 하는 것으로 보고되었음.

   - 최근 인도, 중국, 일본 등에서는 Trasina(ayurvedic herbal formulation), 중국당귀        

      (Angelica sinensis)등을 이용한 학습 및 기억장애 동물모델에서 기억증진효과를 보여주  

      는 연구결과를 보여 자국 내 생약 및 유용 신물질을 개발하고 치매 치료용 신약개발을  

      위한 신경 회로 규명 및 이에 근거한 실험적 기억력 학습연구로 강력한 치매 치료물질  

      을 개발하려는 움직임이 활발한 실정임.

   - 일본 타이요 화학 등은 수면상태가 좋지 않은 폐경기 여성을 대상으로 차에 함유된 테  

      아닌 200 mg을 취침 1 시간 전에 물로 복용시키고 심박수에 의해 추정되는 자율신경  

      활동에서 수면의 질을 검토한 결과 수면 시에 우위가 되는 부교감신경활동이 활발해지  

      는 것을 확인했다고 보고하는 등 수면의 질 개선에 관한 연구가 활발함.

   - 일본에서 스트레스나 긴장을 풀어주는 효과가 있는 소재로 주목받고 있는 것은 유자씨  

     엑스, 산테아닌, 고추냉이 술피닐 등으로, 이들은 그 자체만으로는 긴장 이완이나 항스  

     트레스 작용이 약하지만 다른 소재들과 배합함으로써 더 큰 효과를 얻을 수 있게 하는  

     소재의 대표 격으로 알려져 있음. 

   - 또한, 일본 기능성식품 시장에서 가장 주목받은 항스트레스 소재는 감마 아미노낙산    

     (GABA)이며, 에자키그룹이 발매한 멘탈밸런스초콜릿GABA(캔제품 GABA 420 mg 배합·  

     파우치제품 GABA 140mg배합)가 히트치는등 GABA를 사용한 상품들이 출시되고 있음.

  ○ 지식재산권현황

   - 수면관련 해외 시품 관련된 특허는 PCT(Patent Cooperation Treaty, 모든 회원국에 동시  

     특허 적용 국제특허) 122건, 일본에서의 특허 321건이 검색됨.

   - 내생적 멜라토닌 분비리듬을 조절하는 조성물질, 인삼에서 유래한 GABA성 신경단위활  

     성체, 헤매로칼리스 플랜트 추출물 등 다양한 식물과 허브의 추출물을 이용한 건강기능  

     식품 소재가 등록되어 있음.

다. 불안/우울 관련 연구동향

  ○ 기술현황  

   - 우울증치료에는 이야기치료, 인지행동치료 등 정신치료 방법과 SSRIs, SNRIs 등을 사용  

     하는 약물 치료 등이 있음.

   - 이외에도 광치료나 ECT(전기경력요법), TMS(경두개자기자극법)등의 방법을 이용하여 치  

     료하고 있으며, 이 중 가장 널리 사용되는 방법은 약물치료임.

  ○ 치료제 현황

   - 현재 국내에서 처방되는 우울증치료제로 SSRIs 계열의 대표 제품은 한국룬드벡 '렉사프  



     로(에스시탈로프람)', 화이자 '졸로푸트(서트랄린)', 릴리 '푸로작(플루옥세틴)', GSK '세로  

     자트(파록세틴)', 한미 '로프람(시탈로프람)' 등이며, SNRIs계열에서는 릴리 '심발타(둘록  

     세틴)'와 화이자 '이팩사(벤라팍신)'가 널리 처방되고 있음.

   - SSRIs는 현세대 항우울제의 대명사로 불릴 정도로 널리 처방되고 있으며 TCA보다 안전  

     하다고 알려져 있지만, 최근 연구에 의하면 우울증치료제 SSRIs 아동과 청소년에게 자살  

     시도의 위험을 증가시킬 수 있는 것으로 보고된 바 있는 등 다양한 부작용이 존재하고  

     있음.

   - 또한, 덴마크 연구팀의 보고서에 따르면 우울증치료제 SSRIs 계열의 부작용으로 미국    

     FDA가 정의한 자살을 초래하는 전단계인 불안, 악몽, 초초감, 신경과민, 염려, 무기력감,  

     떨림, 우울감, 비정상적 바램, 비정상적 사고 등이 증가할 수 있으며 이밖에도 체중 증  

     가, 오심, 설사, 불면증, 두통, 근경련, 위장관 장애 등의 부작용 증세가 보고되어 있음.

   - 이와 같은 부작용등의 문제로 보다 안전한 천연물유래성분의 항우울 식의약소재의 개발  

     이 지속적으로 요구되었음.

  ○ 시장 및 지적재산권 현황 

   - 국내 우울증 환자는 나이, 성별에 관계없이 증가되고 있음. 건강보험심사평가원의‘건강보  

     험 및 의료급여 심사 결정’자료에 따르면, 우울증 진료를 받은 환자가 2011년 약 60만 2  

     천명에서 2015년 68만 명으로 4년 사이 13.0 % 증가함. 65세 이상의 노인 우울증 환자 수  

     는 22만 명으로 최근 5년간 연평균 6.4 %씩 증가 추이를 보였으며, 19세 이하 인구에서도  

     꾸준히 증가하여 최근에는 10명 중 1명 이상 소아우울증을 겪는다고 사료됨. 통계청의     

    ‘2014년 사망원인통계‘와 보건복지부에서 발표한‘2013년 자살실태조사’에 따르면, 10대  

     이상 60대 미만에서 자살에 의한 사망률이 높게 나타나며, 자살 원인 중 63.7 %로서 가장  

     큰 비율을 차지하는 것이 우울장애로 나타남.

   - 우울증을 호소하는 환자의 증가는 시장규모의 성장을 가져왔으며, 우리나라의 우울증 시장  

     규모는 2014년 처방액 기준 전년대비 10.5%, 2010년 대비 22.2% 상승한 1379억원으로 점차  

     증가함을 볼 수 있음.

   - 미국의 시장연구 및 자문업체인 글로벌데이터의 2015년 보고서에 따르면 주요우울장애 약  

     물 시장 규모가 2015년 기준 32억 달러이며 앞으로 연평균 성장률 6.6%로 발전될 것이라  

     전망함.

   - 우울증 치료에 관한 토론과 연구 또한 지속적 증가 추세를 보이고 있다. 미국의학협회저널  

     에서 발표된 2015년 자료에 따르면 2013년에 발표된 논문의 양이 5년 사이 2배 이상 증가  

     되었다고 밝힘. 

   - 수면장애 중 2012년 기준‘불면증’이 23만7,931명(66.7%)으로 가장 많은 비율을 차지하  

     고 있음.‘불면증’의 원인으로는 다양한 원인들이 관여될 수 있다. 비만인구의 증가,   

     급격한 환경의 변화, 스트레스 증가, 현대인의 과도한 업무에 따른 수면습관의 변화, 나  

     쁜 수면위행(숙면을 위해 가져야 할 습관) 등이 일차적인 원인이며, 정상적인 노화과정  

     에 따른 수면 구조의 변화에 의해서도 발생할 수 있음. 

   - 이러한 불면증은 스트레스와 밀접한 관계가 있는 것으로 알려져 있으며, 행동과학 분야  



3) 연구개발의 중요성

     에서 관련 분야에 대해 10만개 이상의 논문과 저서가 출판될 정도로 스트레스와 수면간  

     의 관계를 규명하고자 하는 연구가 활발히 진행되고 있음. 따라서 현대인들의 수면장애  

     의 여러 원인 중 많은 원인으로 지목되고 있는 스트레스를 완화시켜 주며 불면증 증상  

     을 개선시켜 줄 수 있는 기능성 식품 소재의 개발은 격변하는 사회로 인하여 갖가지 스  

     트레스로 몸살을 앓고 있는 오늘을 살아가고 있는 현대인들에게는 가장 필요한 과제이  

     며, 약물의 오․남용을 줄이고 기능성 식품소재를 섭취함으로써 건강한 삶의 질을 높이기  

     위한 중요한 역할을 할 것으로 보임.

코드번호 B-04-03

가. 정신건강 및 수면건강 개선식품의 중요성 

 - 유럽의 대형 연구이니셔티브공동체인 ETP(Europe Technology Platform)‘Food for Life’  

   에서 정신건강에 대한 식품의 영향에 관한 연구가‘Food & Health’분야의 3대 전략적   

   연구의제 중 하나로 선정되었음.

 - 정신건강 증진식품 분야는 현재 선진국 대비 기술수준 40% 및 기술격차 15년 정도로 크  

   게 뒤쳐져 있어 단기간에 선진 G7수준과 아시아 최고수준의 기술력을 확보하기 위한 시  

   급한 과제임.

 - 서구 선진국의 경우 천연 수면보조제 시장에 대한 요구를 반영하듯이 관련 연구가 매우  

   활발하게 이루어지고 있으며, 수면증진 효과가 있다고 알려진 대부분의 허브들에 대한 연  

   구가 수행되었음.

 - 가장 대표적인 valerian의 경우 meta분석까지 이루어졌을 정도로 폭넓게 연구되었음(Bent  

   et al., 2006).

 - 반면 국내의 경우 식품자원에 대한 수면증진 효과 연구가 미미하여 식품성분의 수면증진  

   효과 평가체계를 확립하고 이를 통해 고부가가치 수면증진 제품을 개발하는 것은 매우   

   긴요함.

 - 식품의 수면증진 효과에 대한 국내연구가 그동안 활발하게 진행되지 못했던 것은 수면에  

   대한 기초연구가 부족하고 과학적인 효능평가가 가능한 협동 연구시스템이 이루어지지   

   못했기 때문.

 - 수면증진 효과를 세포 수준, 동물 및 임상에서 평가할 수 있는 융합/협동 연구를 통한 제  

   품화가 요구됨.

나. 수면 장애와 신체적, 정신적 질병과의 상관성

 - 수면은 일상생활에 많은 영향을 미치고있으며, 신체적기능 뿐 아니라 정신적기능까지 영  

   향을 미치는 것으로 밝혀져 있으며 다양하게 나타나는 것으로 알려져 있음.



   

수면불량으로 발생하는 신체적 

정신적 기능의 이상 
기억과 학습 

대사조절 및 체중, 성장

안전사고(졸음운전, 근로사고 등)

기분(우울증, 활력저하)

심혈관 건강

면역력 저하, 암 저항력 저하, 비만 

및 당뇨 유발 등
[그림 2] 수면장애가 미치는 영향 출처: https://en.wikipedia.org/wiki/Sleep_deprivation

 - 수면장애 및 스트레스가 동반되면서 각종 질병을 직간접적으로 유발함. 세계 인구의 1/4  

   이 불면증을 경험하고 있으며, 이 중 10 %는 만성불면증을 겪고 있음. 성인의 50 % 정도  

   가 1주일에 1회 이상 불면증 증상을 경험하였으며, 30 ~ 40 %가 일과성 불면증(3주 지    

   속), 10 ~ 15 %는 만성적인 불면증(4주 이상 지속)을 호소하는 것으로 나타남1). 

 - 특히, 노인의 경우 수면을 정상적으로 취하지 못하면 평균수명이 단축되는 경향을 보여   

   고령화시대에 수면의 중요성은 더욱 확대되고 있음(Dew et al., 2003).

다. 수면 장애의 경제적인 영향

 □ 국제현황

  - 수면이상의 단순히 피곤한 것 이상의 일상생활에 중대한 영향을 미쳐 의학적, 사회경제  

    적 비용을 증가시킴. 

  - 미국의 경우 전체 인구의 1/3가량의 수면장애를 가지고 있으며, 그 중 10 ~ 15 %가 불면  

    증으로 진단받았음

  - 일본의 경우 유병율이 21.4%, 영국의 경우 37%, 말레이시아 33.7%, 한국에서도 22.8%로  

    높은 비율을 유지하며 매년 증가하는 추세를 보이고 있음2). 

  - 이러한 유병율로 인해 불면으로 인한 경제적 비용은 매우 커서 미국의 경우 매해 약    

    300 - 350억 달러의 비용이 소요되며 6개월간 성인이 불면증으로 인해 직간접적으로 지  

    출하는 비용이 1253달러 이상이라는 보고가 있음.3) 

  - 의학적 경제적 손실 외에도 수면불량으로 인한 낮 동안의 생산성감소로 인해 발생하는  

    경제적 손실까지 따질 경우 그 손해는 막대함.

 □ 국내 현황

  - 건강보험심사평가원 분석자료에 따르면 2015년 불면증으로 병원을 찾은 환자는 53만    

     3100명으로 2011년 38만 3150명 대비 39.1%증가한 것으로 나타남. 

  - 병원을 찾지 않는 환자가 상당수라는 점을 고려하면 실제 환자수는 더 많을 것으로 추  

    정됨. 2014년 IMS헬스 데이터 기준 국내 수면제 전문의약품 시장 규모는 240억원으로 졸  

    피뎀이 전체 처방성분 중 약 736%를 차지했음4).

  - 국민건강보험공단에 따르면 수면장애로 인하여 진료를 받은 사람은 지난 2008년 22만 8  

    천명에서 2012년 35만 7천명으로 최근 5년 동안 12만 9천명(1.57배) 늘었고, 연평균      

    11.9% 증가한 것으로 나타남. 



  - 성별로는 2012년 기준 남성은 14만 5천명, 여성은 21만 2천명으로, 여성이 남성에 비해  

    1.46배 증가.

  - 연령별 비율에서는 50대가 7만 5천명(21.0%)으로 단일 연령대로 가장 많았으나, 60대 이  

    상 진료환자가 전체 진료환자의 44.8%를 차지하여 노년층이 수면 장애문제로 고통을 받  

    는 것으로 나타남.

   

[그림 3] 수면장애를 호소하는 사람들의 특징 (2015년 국민건강보험공단)

라. 수면 장애의 기전 및 원인

 - 수면장애의 시점에 따라 잠들기 힘든 입면장애, 중도각성이 많아지거나 꿈이 많아서 깊이  

   잠이 들 수 없는 수면유지장애, 아침 일찍 깨어 그 이후에는 잠들지 못하는 조기각성의   

   세 가지 형태가 있음.

 - 신경망상체, 뉴런과 분자들의 수면의 많은 부분에 기여하며, 단독적인 과정이 수면을 조  

   절하는 것이 아닌 다양한 조절 인자에 의한 복합적인 과정으로 알려져 있음. 

 - 수면박탈이 수면의 문제를 야기하는 것은 아니며 불면증을 호소하는 사람이 그렇지 않은 사람  

   보다 반드시 잠을 더 못자는 것은 아니며, 불면증 호소자체가 피로나 졸리움 같은 불면증의 즉  

   각적인 영향 그리고 우울과 불안과 같은 정서 상태와 관련이 있는 것으로 나타남. 

 - 비만, 극심한 스트레스, 과도한 업무 등도 수면 장애의 원인으로 사료됨. 

 - 기타 다른 수면장애의 원인들로는 수면 무호흡증, 하지불안 증후군, 주기적 사지운동 증  

   후군, 수면 위상 지연 증후군, 울혈성 심부전 등이 있음.

마. 수면 장애의 약물치료, 비약물 치료

 □ 약물치료

  - 약물 치료제는 향정신성 약물과 비향정신성 약물로 나뉨. 

  - 향정신성약은 항불안제로 쓰이는 벤조디아제핌(BZ)계열제제와 졸피뎀등이 속한 비벤조디  

    아제핀계 제제로 분류됨. 

  - 비향정신성약으로는 코감기약을 먹었을 때 졸리는 증상을 이용한 항히스타민제 독세핀  

    과 생체리듬조절 호르몬 멜라토닌이 있음.

 □ 비약물치료

  - 비약물 치료의 경우 대표적인 것이 인지행동 치료가 있음. 

  - 인지행동치료는 그 효과가 무작위 임상연구를 통해 입증되었으나 널리 이용되기에는 잘  

    훈련된 치료사들의 수가 부족함이 있는 상황임5). 



  - 이에 다른 보완대체의학을 통한 치료법에 대한 연구가 활발히 진행되고 있으며 대표적  

    인 것으로는 침치료(전침치료, 이침치료, 등) 및 이완요법, 자극조절요법, 수면제한요법,  

    광선치료요법, 시간요법, 인지정신치료, 수면 위생 등이 있음.  

바. 기존제품의 문제점 및 개선 방안

 □ 기존제품의 문제점

  - 벤조디아제핀계열의 수면제는 수면-각성주기를 조절하여 사람들을 잠에 들게 해주는 역  

    할을 함. 

  - 수면제의 경우 현재 약 70%가 장기복용자, 50%가 60세 이상의 고령층에서 소비되고 있  

    는데 4주 이상의 장기복용은 의존성 및 부작용의 문제를 가지며, 노인 및 임산부 등은   

    섭취가 제한되기도 함.

  - 수면제의 경우 효과가 정밀하지 못하며, 수면 구조의 변화, 심리적 운동성과 인지기능의  

    저하, 약물 의존성 유발, 수면 무호흡 등의 부작용을 동반함.

  - 대표적인 수면제 부작용으로 수면제를 복용한 사람 대부분이 단기 기억력 감퇴와 아침  

    에 잠을 덜 깬 상태로 운전을 하다가 발생하는 자동차 사고 등을 들 수 있음.

  - 약물치료는 단기간의 불면관리에는 효과적이나 장기적 효과에 대한 근거는 부족한 실정  

    이며 장기복용시 내성, 금단증상, 진정 및 정신운동 기능장애, 주간졸음 유발, 식욕부진,  

    복부팽만감, 소화장애, 불면증이 더욱 고착화되고 약물 의존성을 높이는 부작용이 있는  

    것으로 알려져 있음.

 □ 개선 방안

  - 인지행동 또는 기타 다른 대체요법의 사용을 병행함으로 수면의 질 개선

  - 식품의 활용 등을 통한 수면의 질 개선

  - 수면환경 및 일과조정으로 인한 수면의 질 개선

  - 개선방안에 대한 연구가 미비하고 초기단계로 앞으로 개선방안에 관한 연구가 시급함. 

 

사. 수면장애와 건강기능 식품

 □ 수면장애 건강기능 식품

  - 미국, 유럽등지에서는 valerian, hop, kava-kava, St,John's wort, chamomile 등 천연식물 추출  

    물 및 활성성분에 대한 수면증진 기능성에 대한 연구가 활발하게 이루어져 왔음. 

  - 중국과 일본 등지에서도 관련 연구가 최근 활발하게 이루어지고 있음. 이러한 기능성식품  

    의 목표는‘편안한 수면에 도움을 준다', '밤에 자는 잠을 증진시킨다’,‘수면의 질을 증  

    진시킨다’로 불면증을 치료하는 것이 아니라 일상적인 수면의 질을 증진시키거나 건강한  

    수면에 도움을 줄 수 있는 측면을 강조한 식품의 기능을 살린 것임. 수면 보조제로서의 기  

    능성, 간헐적인 불면의 경감, 휴식의 촉진을 목표로 함6). 

 □ 수면증진 기능성 식품 연구개발

  - 기능성식품의 연구개발 흐름은 일반적으로 그림과 같이 효능스크리닝, in vitro, in vivo  

    효능평가, 지표성분 분리, 작용기작 규명, 공정개발, 원료표준화, 인체적용시험등으로 이  

    루어짐. 



4) 선행연구 내용 및 결과

  - In vitro 평가방법에서 선정된 대상 소재의 경우 수면증진 기능성을 가질 수 있는 가능성  

    만을 가지고 있으며, blood-brain barrier 투과성을 알 수 없기에 동물에서의 효능 확인  

    이 매우 중요함. 

  - 인체적용시험에서의 수면증진 기능성은 일반적으로 수면다원검사(polysomnography) 및   

    설문조사를 통해 평가되고 있음. 해외에서 이루어지는 수면증진 기능성식품 인체적용시  

    험의 경우 대부분 수면다원검사와 설문조사를 병행하여 연구가 이루어져 있음. 설문조사  

    를 통해 가능성과 적정 유효농도를 평가한 후 수면다원검사에 들어가는 것도 효율적인  

    방법이 될 수 있음.

아. 수면증진 기능식품의 효용성 및 개발 필요성

 - 현재 치료법으로 사용되어지는 약물치료 및 비약물치료는 장기간의 사용이 어렵고, 전문  

   가의 도음을 받아야 하는 등 지속적인 치료가 어렵다는 단점이 있음. 

 - 대부분의 수면장애의 경우 장기적인 경우가 많고 다양한 양상으로 나타나는 경향이 있으  

   며 신체적 문제 뿐 아니라 신경정신과적 문제를 동반하는 경우가 많음. 결국 단기적인 치  

   료법으로 일시적인 개선 효과를 기대할 뿐 근본적인 치료 및 장기적인 치료가 되지 못함. 

 - 따라서 장기적인 중재가 가능하고, 부작용이 없고, 수면증진의 기능이 있는 식품을 개발 될  

   경우 그 자체만으로 효용가치 뿐 아니라 다른 수면치료방법의 보조적인 요법으로 가치가   

   높을 것으로 판단됨. 실제로 서구의 여러 나라와 중국 일본 등에서는 수면개선의 기능을 가  

   지고 있는 식품을 개발하고 있으며 이에 관한 개발 가능성은 매우 큼. 

 - 현재 국내의 수면증진 기능성식품의 시장은 형성단계에 있다고 볼 수 있는데 현재 국내  

   불면증의 급격한 증가 추세를 감안할 때 향후 5년 이내에 년 500억 원 이상의 시장 형성  

   이 가능할 것으로 예상됨.

 - 따라서 우리나라의 민간요법 및 한방 고문헌에서 알려진 국내 농산자원의 수면증진 효과  

   를 탐색하고 과학적으로 입증된 우수한 제품의 개발이 긴요한 실정임.

코드번호 B-04-04

가. 수면의 질 개선 효능이 기대되는 물질 탐색



 - 한의학 또는 민간의학에서 수면의 질을 개선하는 효과가 있는 물질들을 탐구하고 조사하  

   여 약 35종의 후보추출물을 탐색함

나. In vitro에서 5-HT2c 수용체(serotonin receptor)의 길항 농산물 탐색 선행연구

 □ Serotonin receptor binding system 구축

  - Protein chip을 이용하여 5-HT2C 수용체를 고정시킨 후, 형광물질 Cy5로 표지한 agonist  

    인 Tryptamin을 반응시켜 5-HT-Tryptamine 상호작용 시스템을 구축함.

[그림 4] Serotonin receptor binding system을 이용한 탐색

 □ 5-HT2C receptor binding assay를 이용한 농산물 탐색

  - 5-HT2C receptor binding assay를 이용하여 5-HT2C 수용체의 antagonist로 작용할 수 있  

    는 농산물을 34종 이상을 탐색함.

[그림 5]  5-HT2C receptor binding assay를 이용한 농산물 탐색

다. In vivo 스트레스성 수면장애 동물모델 확립. 

 □ In-vivo 수면효과 동물모델 확림

  - Wake up 시간, REM, NonREM 시간 측정



[그림 6]  In vivo 수면효과 동물모델 확립

 

 □ In-vivo 동물실험에서 도출된 후보추출물

  - 5가지 물질(YJ01, YJ05, CJS01, CJS03, 오약)에 대한 수면효과 검색을 실시하였으며, 각 군당  

    8마리의 랫드로 군을 나누고, 물질 투여량은 50mg/kg로 하였음.

[그림 7]  In vivo 동물실험에서 도출된 후보추출물 결과

  

라. 위의 수면의질 개선 후보추출물 탐색결과 3종의 농산물의 개별추출물을 후보추출물로

    확보함.

 □ 고삼 :

  콩과식물의 다년생식물로 줄기 및 뿌리를 사용함. 건위, 이뇨, 해열, 진통, 살충약으로 황   

  달, 배뇨곤란, 옴, 습진, 마른버짐 등에 사용한다. 수렴성지혈 작용이 있어 적리와 설사, 치  

  질, 자궁출혈, 흰이슬에 사용함. 약리작용으로 강한 살균력, 향균소염작용, 소화기의 세균성  

  이질, 알칼로이드들이 이뇨작용이 있음. 급성장염에 지사효과, 당뇨, 피부진균억제 등이 보  

  고됨.

 □ 길경 :

  초롱꽃과의 다년생식물로 일본, 한반도, 중국과 동시베리아에 분포함. 뿌리를 사용함. 담을  

  제거하고 농을 없애는 효능. 폐기를 잘 통하게 하여 인후를 편하게 함. 가래와 기침을 억  

  제하고 기관지염증에 도움이 됨. 약리작용으로 진통진정, 해열, 혈관확장, 항궤양, 진해거   

  담, 혈당강하, 항염증, 면역 활성화, 이뇨, 항종양, 항균작용 등이 보고됨.

 □ 대두 :

  콩과식물로 단년생으로 열매를 사용함. 3대 영양소, 비타민 및 미네랄이 풍부하여 피로회  

  복 및 건강유지에 도움이 됨. 아미노산 중 세로토닌 전구체인 트립토판 풍부하며, 정신안  



1-3. 연구개발 범위

1.3.1 연구개발의 최종목표

  정에 관여하는 라이신, 류신, 글루타민산 등이 함유됨. 칼슘과 마그네슘이 높아 효소작용을  

  돕고, 긴장, 불안, 우울증, 불면증 등의 정신적 증상 완화효과 기대. 레시틴이 뇌신경전달물  

  질의 전구체로도 사용되어 뇌의 기능을 활성화시킴. 대두 이소플라본(플라보노이드, 제니스  

  테인 및 다이제인 등)이 폐경기여성에 도움이 됨.

마. 5-HT2c, GABA 신경계와 수면 간의 상관성에 대한 연구결과

 - 수면방해 물질인 카페인을 10mg/kg의 농도로 복강투여한 1, 2시간 후 뇌 부위별 GABA농  

   도를 측정한 결과, 시간적 경과에 따른 감소경향 및 부위별 차이를 보임. 대뇌 피질과 시  

   상하부에서 대조군에 비해 유의미한 감소를, 솔기핵에서는 감소경향을 보임. 복측피개영  

   역에서는 1시간 이후에 증가하다 2시간 이후에는 감소함.

     

 - 카페인 농도별 GABA 변화량을 측정한 결과, 투여용량에 비례하여 GABA 농도의 감소경  

   향을 보임. 대뇌피질과 시상하부에서는 유의미한 감소를, 솔기핵과 복측피개영역에서는   

   대조군에 비해 감소하는 경향을 보임.

    



1.3.2 연구개발의 세부목표

1.3.3 연차별 개발목표 및 내용

코드번호 B-05-01

구  분 내         용

최종목표

선행연구를 통하여 선별한 후보 농작물(고삼, 길경, 대두) 3 종의 각각의 추출물을 

활용하여 수면의 질 개선 건강기능식품 소재개발을 위한 최종 리드농작물 1 건 또

는 복합물질 1 건을 선정하여 원료를 표준화하고 파일롯 생산을 통해 시제품을 생

산함.

  - In vitro & in vivo 수면효과 확인 및 기전 규명

  - 지표물질 선정 및 기준규격 확립 및 안정성 확보 

  - 건강기능 식품 원료인정을 위한 인체적용시험 수행

  - 원료의 최적공정, 시제품 개발 및 제품화 연구 

구  분 내         용

세부목표

 [원료의 최적공정 및 제품 개발 - 경방신약주식회사]

 - 원료 파일럿 공정 최적화 및 시제품 생산 

 - 원료 및 제조물 분석을 통한 품질관리 기준 확립

 - 원료 및 소재의 안정성 연구 

 - CRO를 통한 인체적용시험 실시

 - 대량공정을 통한 제품화 연구 및 비즈니스 모델 확립

 [In vitro 수면효과 확인 및 기전 규명 - 이노파마스크린]

 - In vitro 5-HT2c 새로운 측정법을 사용하여 후보추출물 3 종의 2 차 기능성  

   평가를 통한 리드추출물 1 종 또는 복합물질 1 종을 도출.

 - 최종 리드추출물 1 종에 대한 기전연구.

 - Proteomics 기법을 사용하여 관련 신경전달물질 및 신호전달체계 연구.

 - in vitro 기능성시험을 통한 유효성분 확인.

[In vivo 수면효과 평가를 통한 리드농산물 도출 - 경희대학교]

 - 후보추출물 3 종 추출물에 대하여 in vivo 수면효과 평가를 통한 리드추출  

   물 1 종 또는 복합물질 1 종을 도출.

 - 투여횟수와 투여기간의 최적화를 통한 리드추출물의 투여조건 최적화.

 - 리드추출물의 기전연구 및 유효성분의 in vivo 수면 증진 평가.

 [지표성분 및 규격 확립 - 호서대학교]

 - 후보 추출물 및 용매분획의 성분 분석을 통해 지표 성분 2종 이상 도출.

 - 지표성분 2종의 분석 조건 확립 및 분석법 밸리데시션 연구 수행.

 - 산지 또는 배치에 따른 추출물 및 제조물의 지표물질분석 및 기준범위 확립.

 - 분획제조 및 성질규명, 유효성분 분석.



코드번호 B-05-02

가. 1 차년도 개발 목표 및 내용

 1. 개발 목표 : 수면의 질 개선 기능성 최종 리드농작물 도출

 2. 기관별 개발목표

  2.1 주관연구기관 (경방신약주식회사)

   - 원료의 기시법 표준화

   - 원료 가공 연구 및 파일럿 원료 생산

   - 인체시험을 위한 CRO 선정 및 계약

  2.2 협동연구기관 1 (이노파마스크린)

   - In vitro 5-HT2c 및 GABA 수용체 시험법을 사용하여 후보추출물들 (1 차 3 종 추출물

     검색에서 도출된 물질 3 종 추출물)의 2 차 기능성 평가를 통한 리드추출물 1 종 또는  

     복합물질 1종을 선정

  2.3 협동연구기관 2 (경희대학교)

   - 후보추출물 (3 종)의 in vivo 수면 효과 평가를 통한 리드농산물 도출

  2.4 협동연구기관 3 (호서대학교)

   - 후보 농산물의 성분 분석, 지표 성분 도출, 성질규명

   - 2 종 물질의 지표물질에 대한 동시 분석법 확립  

3. 기관별 개발내용 및 그 범위

  3.1 주관연구기관 (경방신약주식회사)

  3.1.1 리드추출물 원료의 표준화 및 안정성 확보

   3.1.1.1 원료의 기준규격 검사

      - 리드추출물의 식품공전상의 규격을 기준으로 기준규격 검사를 시행함.

   3.1.1.2 구성원료의 안정성 검사

      - 중금속 및 잔류농약 시험을 식품 기준에 합당하게 시행함.

      - 기타 유해물질 검사를 시행함.

   3.1.1.3 추출방법 [Pilot 수량으로 진행, 실생산로트크기의 0.1 ∼ 0.2 배 크기]

      - 추출법 : 원료투입량에 대한 정제수 투입량의 변화 (예 : 7, 8, 9, 10 배)

      - 온도 : 원료와 물 투입량에 대한 최적 추출 온도 조건 설정 (예 : 80, 85, 90 ℃)

      - 시간 : 추출온도와 추출시간의 복합적인 인자를 적용하여 설정 (예 : 4, 5, 6 시간)

      - 여과(50 mesh)

      - 농축 조건의 최적조건 설정 (예 : 농축시간, 농축탱크온도 및 감압조건 등)

   3.1.1.4 제형확정 및 생산공정 확립

      - 추출조건, 제형 및 생산공정을 확립하고 이를 따라 비임상용 시제품을 생산하여

        추후 연구에 공급하고자 함.

   3.1.1.5 파일럿 원료 생산

      - 동결건조 또는 분무건조를 이룔한 추출물의 농출

   3.1.1.6 기준 및 시험법 설정

      - 확인시험, 함량측정, 유해물질, 중금속, 미생물한도시험 등

   



  3.2 협동연구기관 1 (이노파마스크린)

  3.2.1 1차 후보추출물의 용량의존성 기능성 2차 평가

   3.2.1.1 본 연구팀에서 선행 연구한 35 가지 1 차 후보추출물에서 선별한 3 종의 추출물에  

      대한 5-HT2c receptor binding assay & GABA receptor binding assay시험을 통한 기능  

      성 2차 평가를 실시할 예정임

    - Serotonin receptor binding assay

       5-HT2C receptor(50ug/ml)를 assay Buffer(50mM Tris-HCl, 10mM MgCl, 1mM EDTA,   

      0.1% BSA pH 7.4)로 희석하여 4℃에서 16시간 동안 단백질 칩 표면에 고정시킨 후, 10  

      분간 2번 세척, 4℃에서 건조함.

       건조된 5-HTR 칩은 3% BSA blocking buffer로 실온에서 1시간 동안 반응시킴. 다시  

      2번 세척한 후, 천연 농작물 추출물을 다양한 농도로 고정된 5-HT2C 수용체 어레이에  

      실온에서 1시간 동안 반응시킴. Cy5-Tryptamine (500 mM)을 37℃에서 1시간 동안 반  

      응시킴. 반응시킨 칩은 2번 세척한 후, 4℃에서 건조시켜 형광 스캐너를 이용하여 각   

      spot의 형광 값을 측정하여 serotonin receptor에 반응하는 농도를 측정함.

[그림 8] 5-HT2c receptor-Tryptamine binding assay based on ProteoChip>

    - 5-HT2c 수용체에 의한 후보추출물 기능성탐색 

       후보추출물로 도출된 7가지 이상의 물질을 농도별로 chip의 수용체와 반응시켜       

      Cy5-labeled Tryptamine과의 길항 정도를 분석하고 cut-off 수치를 기준으로 리드추출  

      물을 선별함.

    - GABA receptor binding assay (fluorescence) 시스템 구축

       자체적으로 개발한 Protein chip을 이용하여 GABA 수용체를 고정시킨 후, agonist를   

      선별하여 형광물질 Cy5로 표지하고 agonist와 반응시켜 GABA 수용체-agonist 상호작용  

      시스템을 구축함. 

    - GABA 수용체에 의한 후보추출물 기능성 탐색 

       후보추출물로 도출된 3가지 추출물질을 농도별로 chip의 수용체와 반응시켜          

      Cy5-labeled agonist와의 길항 정도를 분석하고 cut-off 수치를 기준으로 리드추출물을  

      선별함.

  3.3 협동연구기관 2 (경희대학교)



  3.3.1 In vivo 수면 효과 평가 리드농산물 투여법 확정

   3.3.1.1 In vivo 수면 효과 평가

    - 수면 촉진 효과는 수면 반응 시 유발되는 행동양상의 변화, 눈감음 등의 생리반응을   

      지표로 검정할 수 있으며, 뿐만 아니라 수면을 방해하는 물리적 자극(온도 변화), 화학  

      적 자극(카페인 등) 및 전기적 자극에 대한 저항 효과를 검증함으로써 확인함.

    - 실험 동물 : Sprague Dawley male 흰쥐(SD male Rat)

    - 사육 조건 : 1 주일간 안정화시킨 후에 시험 목적에 맞게 처치하는데, 수면에 영향을   

       미칠 수 있는 인자들이 배제된 환경, 즉, 소음(40dB 이하) 조명(200∼300LUX 12시간/1  

       일), 항온(22±3℃), 습도 (55±15%) 등의 조건을 유지함.

    - 제품투여 용량 : 실험동물은 각 군당 6 마리를 실험하고, 제품 투여군은 50 mg/kg 또  

       는 200 mg/kg로 나누어 진행. 최종리드추출물에 대하여는 용량의존적시험을 수행함.

    - 단순 수면촉진 관련 기능성을 평가하기 위한 시험

      1) Palpebral test :

          본 방법은 동물이 졸음을 느끼는 정도 또는 휴식기(resting state)로 진입하고자 하  

        는 경향정도를 측정하기 위해 Jansen에 의해 제안된 방법으로서 중추신경 진정      

        (depression)과 이완(relaxation) 정도를 측정(Janssen, 1961). 제품을 투여하고 30 분   

        동안 눈을 감는 시간을 측정한함.

      2) 뇌파(EEG) 측정(Cajochen et al., 1999)

          제품을 투여 하고 30분후 Stainless steel channel을 뇌경막 층에 삽입한 후 dental  

         cement로 고정한 후 12간 동안 EEG 측정 후 수면파의 변화를 관찰함.

      3) 수면 관련 생리학적 지표연구

          혈중 melatonin, 뇌내 serotonin (5-HT) ELISA kit 및 ventrolateral preoptic area    

         (VLPO)에서 c-Fos의 발현 변화를 측정함 (Duffy et al., 2002; Dijk et al., 1999; Tu  

         et al., 2012).

    - 수면 방해 요소가 있는 상태에서 수면촉진 관련 기능성을 평가하기 위한 시험법

      1) Caffeine을 이용한 수면 장애 유발 모델 

          제품을 투여하고 30 분 후 Caffeine 1㎎/체중 ㎏ 투여 (Velluci et al., 1984)을 통해  

         수면을 방해하고 보행성 활동량을 측정함 

      2) 수면 관련 생리학적 지표

          혈중 melatonin, 뇌내 serotonin (5-HT) ELISA kit 및 ventrolateral preoptic area    

         (VLPO)부위에서 c-Fos의 발현 변화를 측정 (Duffy et al., 2002; Dijk et al., 1999;    

         Tu et al., 2012)

[그림 8] In vivo 수면효과 동물모델

  3.4 협동연구기관 3 (호서대학교)



  3.4.1 자료조사 및 성분분석을 통한 지표물질 선정

   - 각 농작물의 알려진 성분을 조사하고 다량함유 성분 또는 농작물 특유의 성분 또는 수  

     면 효과를 예측할 수 있는 성분을 확인함.

   - 각각 성분에 분석방법을 조사하고 지표물질로 가능성 물질을 2 ~ 5종 정도 도출.

   - 원료 수추출과 에탄올추출을 제조하여 선정한 후보물질을 분석하고 확인하여 지표물질  

     을 최종 2 종 이상 선정함.

   - 고삼은 주요성분 중 함량이 높은 matrine과 oxymatrine에 대한 HPLC 분석 조건을 확립.

   - 길경은 사포닌 중 가장 함량이 많고 기능성 물질로 유력한 Platycodin D 및 Platycodin  

     E에 대한  HPLC - ELSD 분석 조건을 확립

   - 대두는 이소플라본들(daidzein, genistein)을 지표물질로 하여 HPLC로 분석조건을 확립.

나. 2차년도 개발 목표 및 내용

 1. 개발 목표 :  리드추출물의 수면 질 개선 기전연구 및 안전성 평가

 2. 기관별 개발목표

  2.1 주관연구기관 (경방신약주식회사)

- 대량생산 공정연구 및 개발에 의한 Pilot Scale의 제품 제조

- 원료 안정성 시험

- CRO와 협의를 통한 인체시험 준비 : IRB 신청 및 인체시험계획서 작성

  2.2 협동연구기관 1  (이노파마스크린)

- 리드추출물의 in vitro 세포 기반 수면 효능 작용기전 규명

  2.3 협동연구기관 2 (경희대학교)

   - 리드물질에 대한 in vivo 수면 효과의 기전연구 및 신경화학적 효과 규명

  2.4 협동연구기관 3 (호서대학교)

   - 분석법 밸리데이션 수행

   - 성분 함량 기준 설정

   - 안전성시험 모니터링

 3. 기관별 개발내용 및 그 범위

  3.1 주관연구기관 (경방신약주식회사)

  3.1.1 리드추출물의 대량공정 연구 및 안정성 연구

   3.1.1.1 대량생산 공정연구 [실생산 로트크기]

     - 1차년도의 추출, 여과 및 농축공정 조건들의 조합으로 실생산 로트크기에 적용하여 추  

       출 및 농축 조건 확립

     - 추출법 : 원료투입량에 대하여 정제수 투입량의 변화 (예 : 7, 8, 9, 10 배)

     - 온도 : 원료와 물 투입량의 추출에 최적한 온도 조건 설정 (예 : 80, 85, 90 ℃)

     - 시간 : 추출온도와 추출시간의 복합적인 인자를 적용하여 설정 (예 : 4, 5, 6 시간)

     - 여과 : 50 mesh

     - 농축 조건의 최적조건 설정 (예 : 농축시간, 농축탱크온도 및 감압조건 등)

     - Pilot 규모의 제품 생산

   3.1.1.2 안정성 시험 [시험의 목적 : 경시변화 유무를 확인하는 시험]



    - 장기안정성 시험 (온도: 25℃±2℃, 습도: 60%±5%)을 3개월, 6개월, 9개월, 12개월,

      18개월, 24개월, 36개월 차에 시험 실시함.

    - 가속안정성 시험(온도: 40℃±2℃, 습도: 75%±5%)을 3개월, 6개월 차에 시험 실시함.

  3.1.2 인체시험 준비

   - IRB 승인을 위한 자료 준비

   - IRB 신청 및 승인 절차 수행

   - 인체시험 기관 선정

   - 인체시험 디자인 및 시험계획 작성

   - 인체시험 피험자 모집

 3.2 협동연구기관 1 (이노파마스크린)

 3.2.1 Proteomics 방법을 활용하여 리드추출물의 cytokine 및 세포신호전달 단백질의 발현

      프로화일 연구 수행함으로 작용 기전을 밝히고자 함.

  3.2.1.1 생물학적 시료의 준비

    - 세포, 혈액 또는 조직과 같은 생물학적 시료를 사전에 목적에 맞도록 준비함.

  3.2.1.2 단백질 추출 및 표지(labeling)

    - 생물학적시료로부터 단백질들을 1㎎을 각각 추출하여 형광물질(Cy5 또는 Cy3)로 표지.

  3.2.1.3 항체 마이크로어레이 단백질 칩 제조 및 분석

    - 단백질 칩상에 마이크로어레이어(CM-2000; Proteogen, Inc., 서울, 한국)로 지금까지 알  

      려진 Cytokine 단백질 또는 세포신호전달 단백질들에 대한 항체를 스팟팅하여 항체 마  

      이크로어레이(microarray)를 제조함.

    - 형광물질로 표지된 세포 용해물(30 ㎍/㎖)을 항체의 스팟(spots)에 적용함. 

    - 각 슬라이드를 형광 마이크로어레이스캐너를 사용하여 분석하고 소프트웨어 패키지    

       (Genepix 6.0)을 사용하여 계산함.

         

                   <단백질 프로화일 Procedure>

 3.2.2 5-HT2c receptor와 GABA receptor binding assay를 통한 유효성분 기능성 평가



   - 용매 분획 및 예측 유효성분을 협동 3과제로부터 제공받아 in vitro 기능을 평가함.

   - in vitro 기능 평가 방법은 1차년도의 방법과 동일하게 수행함.

3.3 협동연구기관 2 (경희대학교)

3.3.1 불면에서의 효과확인 :

- 최종 리드물질을 농도별로 투여하고 30분 후 수면방해 물질인 caffeine을 1mg/kg으로 투  

여 후 15 시간 동안 EEG 측정 후 wake, REM, nonREM 시간 분석을 통해 리드물질의   

불면 개선 효과 확인

3.3.2 신경화학적 기전 규명 :

- EEG 측정 후 saline, paraform aldehyde를 차례로 관류하여 뇌를 고정시킨 후 frozen

section을 통해 절편을 얻음.

- 수면을 관장하는 부위인 ventrolateral preoptic area에서c-Fos 발현 변화 분석을 통해 리  

드물질의 불면 개선 효과의 신경화학적 기전 규명.

- 불안/우울반응을 조절하는 HPA-axis를 관장하는 paraventricular nucleus, SAM-axis에 관  

여하는 locus coerules에서의 c-fos 발현 변화를 관찰하므로 리드물질의 불안/우울 개선  

여부 확인.

3.4 협동연구기관 3 (호서대학교)

3.4.1 분석법 밸리데이션 연구 

 3.4.1.1 2 종 이상의 지표성분에 대한 동시 분석법 연구 수행

- 특이성(Specificity) : 표준물질과 비교하여 단일 물질 임을 확임함.

- 직선성(Linearity) : 농도별 분석을 통하여 기울기 및 R2 값을 산출함.

- 정밀성(Precision) : 재현성(repeatability) 및 분석일자별 정밀성(intermediate precision)을 분석함.

- 정확성(Accuracy) : Blank 시료에 일정량이 용약을 첨가하여 회수율을 측정함

- 범위(Range) : 직선성, 정밀성, 정확성을 종합하여 측정범위를 설정함.

- 검출한계 및 정량한계 (Detection limit, quantitation limit) : 검출한계는 peak baseline

noise에 3배 농도로 설정. 정량한계는 검출한계의 3배로 설정함.

 3.4.1.2 추출물의 지표물질 농도 범위 평가

   - 산지별 배치별 추출물에 대한 분석수행

   - 품질관리를 위한 지표물질의 농도 범위 및 두가지 지표물질의 비율 평가

   - 국내 농작물과 중국산 농작물의 지표물질 비교 평가

 3.4.1.3 안전성평가 모니터링 :

   - 13주 반복독성시험 진행 및 결과 모니터링 수행

다. 3차년도 개발 목표 및 내용

 1. 개발 목표 : 리드추출물의 기전연구 및 시제품 생산

 2. 기관별 개발목표

  2.1 주관연구기관 (경방신약주식회사)

- 대량생산 공정 연구 및 개발

- 제조물 안정성 시험

- 인체적용시험 (임상시험시험)



- 사업화 방안 및 비즈니스 모델 연구 (섭취의 편리성에 따른 제형의 다양화)

  2.2 협동연구기관 1 (이노파마스크린)

- 유효성분분획 또는 유효성분에 대한 in vitro HT2c 및 GABA 수용체 작용 평가

- 유효성분분획 또는 유효성분의 in vitro 기전연구

  2.3 협동연구기관 2 (경희대학교) 

- in vivo 수면효과 기전연구(2)

- 유효성분분획 또는 유효성분에 대한 in vivo 수면효과 평가

  2.4 협동연구기관 3 (호서대학교)  

   - 용매 분획제조 (hexane, chloromethane, ethylacetate, butanol, water 층 제조)

   - 분획의 성질 규명 (alkaloid 및 isoflavone 등 확인) : HPLC & TLC 등 수행

   - 분획 또는 예측 유효성분 제조 (기능성 시험을 위해 제공함)

   - 유효성분 분석법 확립 및 벨리데이션 연구

3. 기관별 개발내용 및 그 범위

  3.1 주관연구기관 (경방신약) :

   3.1.1 제품화 연구 및 시제품 생산 / 안전성연구

     3.1.1.1 대량공정 연구

       - 제조공정 최적화를 확인하고 대량생산을 위한 공정연구를 함

       - 사업화를 위한 마켓 기반마련

   3.1.2 리드추출물 유통기한 설정 연구

   3.1.3 시제품 생산 

   3.1.4 사업화 방안 및 비즈니스 모델 연구

   3.1.5 인체적용시험 (임상시험)실시

       - 인체 대상 : 폐경여성

       - 인원 : 30명 이상의 cross-over study (8주 위약 또는 기능성 물질- 4주 washing period

       - 8주 위약 또는 기능성 물질 위약 30건, 기능성물질 30건 확보

       - 평가 방법 : 설문, actinography, polysomnography 등을 통한 평가

  3.2 협동연구기관 1 (이노파마스크린)

   3.2.1 Proteomics 방법을 활용하여 유효성분의 cytokine 발현 프로화일 연구를 계속 수행함.

     3.2.1.1 Proteomics 결과 자료에 대한 분석 : 증감 cytokines 들을 확인하고 기전을 예측함.

     3.2.1.2 Western Immunoblotting 분석을 통하여 증감 cytokines 들의 발현을 확인함.

       - 상기실험을 통해 확인한 단백질발현변이를 검증하기 위해 웨스턴블럿분석을 실시.

       - 시료용해물로부터 단백질을 NuPAGE™(Invitrogen사, 미국)상에서 분리시킨 후, 웨스  

         턴 블롯으로 분석하였음. 

   3.2.2 HT2c receptor와 GABA receptor binding assay를 통한 유효성분 기능성 평가

      - 용매 분획 및 예측 유효성분을 협동 3과제로부터 제공받아 in vitro 기능을 평가함.

      - in vitro 기능 평가 방법은 1차년도의 방법과 동일하게 수행함.

- Proteomics기법을 사용하여 추출물에서 확인된 기전들을 유효성분으로 검증 함.

  3.3 협동연구기관 2 (경희대학교) 



   3.3.1 유효성분 분획 또는 예측 유효성분에 대한 수면 효과 평가

     - 유효성분 분획을 농도별로 투여 후 15시간 동안 EEG 측정 후 wake, REM, nonREM   

       시간 분석을 통해 리드물질의 수면 개선 효과 확인.

    3.3.2 In vitro proteomics 결과 인자들에 in vivo 발현 확인

     - EEG 측정 후 뇌를 생검하여 수면관여 부위인hypothalamus, cortex에서 5-HT, GABA   

       변화를 ELISA 및 HPLC 통해 분석하므로 유효성분의 수면 개선 뇌신경 기전 확립.

     - 불안/우울 반응을 조절하는 HPA-axis를 관장하는 paraventricular nucleus, SAM-axis에  

       관여하는 locus coerules에서의 c-fos 발현 변화를 관찰하므로 유효물질의 불안/우울   

       개선 여부 확인.

  3.4 협동연구기관 3 (호서대학교)

    3.4.1 용매분획제조

     - hexane, chloromethane, ethylacetate, butanol, water층 제조.

     - 분획의 성질 규명 (alkaloid 및 isoflavone 등 확인) : HPLC 패턴 및 지표 성분의 분포  

       확인 & TLC 등 수행하여 물질의 종류확인함.

     - 분획 또는 예측 유효성분 다량 제조 (세포 또는 동물 기능성 시험을 위해 제공함).

     - 유효성분 분석법 확립 및 밸리데이션 연구.

     - 수면의 질 개선 기능성 원료 인정 서류 작성.



2. 연구수행 내용 및 결과

2.1 주관기관 – 경방신약주식회사

1차 년도 실적 연구목표와 개발내용 및 그 결과

구분
(연도)

세부과제명 세부연구목표 연구개발 수행내용 연구결과

1차

년도

(20

18)

리드추출물

원료의

표준화

및

안정성

확보

원료의 기준규격

검사

고삼, 길경 및 대두에

대해 시험 실시

1) 잔류농약을 포함하여

적합으로 판정

2) 대두는 위탁시험

구성원료의

안정성 검사

중금속 등 시험

자사 및 위탁

중금속 : 납, 카드뮴

대두 : GMO여부 

추출방법 선정

추출법 : 정제수 투입량

온도 : 추출온도 변화

시간 : 추출시간 변화

농축 : 농축시간 변화

고삼, 길경 및 대두에

대하여 추출용매, 온도,

시간등을 변화하여

추출방법을 선정함.

제형확정 및

생산공정 확립

1) 제형 선정

2) 공정도 확정

1) 정제제형 우선선정

제조 후 연조엑스등

제형 추가 설계예정

2) 생산공정도 확립

완료

파일럿

원료생산

기준 및

시험법 설정

1) 파일럿 원료생산

완료(고삼, 길경, 대두)

2) 기시법 설정 진행 중

1) 10배수 정제수

95 ℃, 4시간 추출

60 ℃ 이하 감압농축

2) 식품공전의

농산가공품류의 기시

준용

(성상,이물, 대장균)



1차 년도 실적 첨부 1-1. 고삼 시험성적서(경방신약)



1차 년도 실적 첨부 1-2. 길경 시험성적서(경방신약)



1차 년도 실적 첨부 2-1. 대두 위탁시험성적서 잔류농약시험결과 (경방신약)



1차 년도 실적 첨부 2-2. 대두 위탁시험성적서 GMO분석결과 (경방신약)



1차 년도 실적 첨부 3. 원료물질 추출조건 및 그 결과(경방신약)



1차 년도 실적 첨부 4. 고삼, 길경 및 대두 추출물(경방신약)



1차 년도 실적 첨부 5. 제품별 구상 처방 요약(경방신약)



1차 년도 실적 첨부 6. 정제 제조공정도 구성표(경방신약)



1차 년도 실적 첨부 7. 파일럿 원료 제조 현황 (경방신약)

1차 년도 실적 첨부 8. 기시법 설정 현황 (경방신약)



2차 년도 실적 연구목표와 개발내용 및 그 결과

구분
(연도)

세부과제명 세부연구목표 연구개발 수행내용 연구결과

2차

년도

(20

19)

리드추출물

원료의

표준화

및

안정성

확보

원료 기준규격 검사

대두 시험 실시

안전성검사 중 일부에

대하여 시험

대두시험완료

(1차년도 구입분과

동일한 원료구입)

원료 안정성 검사 중금속 등 시험 중금속 : 납, 카드뮴

안정성시험 실시 중
대두 원료에 대한

가속 및 장기보존

가속 6 개월 종료,

장기보존 18 개월 진행

추출방법 선정

추출법 : 30% 에탄올

시간 : 4 시간 추출

농축 : 고형분 20%

리드추출물로 선정된

대두에 대한 추출 및

농축

제형선정을 위한

Pilot규모의 처방연구

1) 조제량 : 1 kg

2) 제조처방 확정

1) Lab 규모 연구

2) Pilot 규모로

Scale-up(10kg)
제형확정 및 생산공정

확립

1) 제형 선정

2) 공정도 확정

1) 연조엑스 제형

2) 공정도 확립

파일럿 원료생산 1) 파일럿 원료생산

1) 대두 120kg사용하여

농축액 26 kg를 얻었

으며 고형분은 22%

2) 안정성계획작성

추출물 및 시제품 제조
대두 추출물 및

임상시험용샘플

협동기관에 추출물과

샘플 전달하여

시제품으로 연구진행

실생산 크기 제형연구 1) 100kg규모의 제조

1) 공장리모델링으로

일정지연

2) 2차년도 종료이전

적용가능

임상시험 준비

1) 임상대행기관(CRO)

2) 임상기관선정

3) 임상샘플제조

1) CRO와의 계약체결

2) 경희대 및 세명대

3) 시험 및 대조 60 kg



2차 년도 실적

첨부 1. 대두 잔류농약시험

1차년도에 구입한 원료와 동일하여 해당농약성분 중 일부에 대하여 실시.

기 구입분에 대한 기관 위탁시험시 잔류농약은 전항목에서 불검출 됨.

1. 카보퓨란(Carbofuran) 0.2 ppm이하

표준액                                   대두원료

2. 플루오피콜라이드(Fluopicolide) 0.05 ppm이하

표준액                                   대두원료

3. 세톡시딤(Sethoxydim) 0.05 ppm이하

표준액                                   대두원료



2차 년도 실적 첨부 1. 대두 잔류농약시험(계속)

2. 플루오피콜라이드(Fluopicolide) 0.05 ppm이하

표준액                                   대두원료

3. 세톡시딤(Sethoxydim) 0.05 ppm이하

표준액                                   대두원료

4. 비펜트린(Bifenthrin) 0.5 ppm이하

표준액                                   대두원료



2차 년도 실적

첨부 2. 대두 안정성시험 (납, 카드뮴)

1차년도에 구입한 원료와 동일하여 중금속성분 중 일부에 대하여 실시.

기 구입분에 대한 시험시 중금속은 전항목에서 기준치 이하로 확인 됨.

1. 납(Pb) 2 ppm이하

검량선                                   대두원료

2. 카드뮴(Cd) 0.2 ppm이하

검량선                                   대두원료



2차 년도 실적 첨부 3. 대두 안정성시험(가속시험)



2차 년도 실적 첨부 3. 대두 안정성시험(장기보존시험)

2차 년도 실적 첨부 3. 대두연조엑스가속 및 장기 안정성

가. 대두 40 kg을 이용해 9 배수의 30 % 에탄올로 추출하고 농축하여 연조엑스 8.7kg을

얻었으며, 추출 및 농축의 일관성을 확인하기 위하여 3 로트를 연속으로 제조하였다.

나. 장기보존과 가속시험안정성 계획서를 작성하여 3개의 로트 중 첫 번째

로트에 대한 계획서를 첨부한다.

다. 함량시험이 제출당시 진행중인 관계로 초기의 결과값은 3차년도 진행중에 기입하여

보고할 예정이다.

라. 연조엑스의 특성 상 안정성 기간 중에 성상의 변형이 생길 수도 있으며,

성상이 변경되는 시점에서 안정성 시험을 종료하여 원료의 사용기한을 설정하고자 한다.

마. 대두30%에탄올연조엑스를 가지고 제조한 임상시험용 시료에 대하여도 장기 및 가속

안정성 시험을 실시하여 사용기한을 설정하고자 하며,

식약처 개별인증 신청시점의 결과를 가지고 사용기한을 신청한다. 안정성시험을 계속하여

실시하여 사용기한의 연장을 신청하는 방향으로 하고자 한다.



2차 년도 실적 첨부 3. 대두연조엑스가속 및 장기 안정성

2차 년도 실적 첨부 3. 대두 추출 공정도

가. 대두원료를 1 차년도에는 정제수를 사용

하였고, 추출시간 및 추출온도등은 2차년

도에도 같은 조건으로 추출하였다.

나. 이는 추출탱크의 방폭에 대한 보완장치가

미비하였고 이를 보완하여 협동기관에서

추출하여 시험한 용매와 동일한 추출용매

를 사용하여 추출하였다.

다. 추출용매의 변경에도 수율, 성상 및 맛을

비롯한 관능은 동일하였다.



2차 년도 실적
첨부 3-1. 제형선정 및 그 분량

처방상 CMC-Na의 양이 잘못 기입되어 이를 정정하였음.

1. 제형선정

- 폐경기의 갱년기 여성으로 방향을 맞춤

- 정제의 경우 1 회 복용량이 4 정 이상이 되어 복용시 불편함을 호소할 수 있음.

- 대두의 냄새를 마스킹할 수 있는 연조엑스제형으로 선정함.

2. 원료약품의 분량 (시험약) 10 g / 1 회 용량

- 대두 농축액의 수율은 21.6 %이며 이를 가지고 6,000포를 제조하기 위한 처방을 설정함.

3. 원료약품의 분량 (대조약) 10 g / 1 회 용량

- 대두 농축액을 넣지 않고 6,000포를 제조하기 위한 처방을 설정함.



2차 년도 실적
첨부 3-2. 제형선정을 위한 사전 제조

처방상 CMC-Na의 양이 잘못 기입되어 이를 정정하였음.

가. 처방 1

대두농축액의 맛은 콩의 향과 맛이 강해

향과 맛을 복용에 거부감이 없게 하는데

중점을 두었음.

나. 관능검사

대상은 20대부터 50대까지 남녀를 대상으로

실시.

다. 결과

흐름성(충전의 가능성)이 좋지 않고

관능검사시 콩의 맛이 강하다는 맛이

지배적임.

가. 처방 2

위의 처방을 변경하여 제제를 시험제조

나. 결과

충전에 적합한 흐름성이 있음.

콩의 맛은 약간 개선되었지만,

콩의 맛을 더 줄이면 좋겠다는 의견이 많았음.

가. 처방 3

위의 처방2에서 콩의 맛을 줄이기 위해 처방을

변경하여 시험제조

나. 결과

충전의 용이성은 확보 됨.

콩의 맛이 강하게 느껴지는 부분은 많이

줄었다는 평가가 있음.

※ 3개의 처방을 통해 감미제의 양등을 조정해

위의 처방을 확정함.



2차 년도 실적 첨부 4. 대두연조엑스 제조 공정도

가. 대두연조엑스 공정 요약

- CMC-Na를 물에 가온하여 녹인다.

- 대두농축액, 고과당 및 맥아물엿과 함께

조제탱크에 넣는다.

- 70 ℃를 유지하며 1시간동은 교반하며

액을 조제한다.

- 연조엑스충전기로 충전하기전 인쇄내용등을

확인하여 시운전한 다음, 설정된 충전량에

맞게 충전되는 지 확인하며 충전한다.

- 살균기에 넣고 살균한다.

- 포장 후 시험의뢰하여 적합판정을 받으면

출하실로 이동한다.

가. 임상시험용 위약 공정 요약

- CMC-Na를 물에 가온하여 녹인다.

- 정제수, 고과당 및 맥아물엿과 함께

조제탱크에 넣는다.

- 70 ℃를 유지하며 1시간동은 교반하며

액을 조제한다.

- 연조엑스충전기로 충전하기전 인쇄내용등을

확인하여 시운전한 다음, 설정된 충전량에

맞게 충전되는 지 확인하며 충전한다.

- 살균기에 넣고 살균한다.

- 포장 후 시험의뢰하여 적합판정을 받으면

출하실로 이동한다.



2차 년도 실적 첨부 5. 임상대행기관(CRO) 계약사항

1. 계약사항

- 해밀턴CS (대표 오준환)와 임상시험의 진행을 위해 계약실시 및 계약금 지급.

- 계약서 주요 페이지 사본 첨부.

- 시험인원 46 명으로 하여 시험 예정.

- 시험계획서는 별도로 첨부한다.



2차 년도 실적 첨부 5. 임상대행기관(CRO) 계약사항 (계속)

1. 계약사항

- 해밀턴CS (대표 오준환)와 임상시험의 진행을 위해 계약실시 및 계약금 지급.

- 계약서 주요 페이지 사본 첨부.

2차 년도 실적 첨부 6. 30%에탄올연조엑스에 연구집중

1. 주관기관에서 실생산장비로 추출한 3로트의 30%에탄올연조엑스를

협동기관인 이노파마스크린, 경희대학교 및 호서대학교에 전달.

2. 연조엑스를 제조하여 위와 같이 3 개의 기관에 전달하여 이노파마스크린과 경희대학교에서는 

in vivo, in vitro시험을 경방신약과 호서대학교에서는 품질관련 시험업무를 공조할 예정

3. 원료표준화

- 원료입고시 품질검사

- 대두추출물에 대한 표준화 (이미 2 차년도에 연속 3 Lot에 걸친 제조방법 일관화 완료)

- 대량생산 공정확립(3차년도 초반에 확립가능, 600kg으로 3로트, 1500kg으로3 로트 시험)

- 추출액 및 실생산제조시 지표성분의 함량 재현성 확인)



2차 년도 실적 첨부 7. 개별인증을 위한 구비서류

건강기능식품 기능성원료 인정 신청에 필요한 자료는 다음과 같다.

본 연구는 원료에 대한 기능성 인정을 신청한 후에 인증되면 제품에 대하여 진행하는 것이

타당하다.

또한 대두30%에탄올연조엑스를 분석하였을 때 가장 많이 함유하는 2 성분인 Daidzin 및

Genistin을 지표성분으로 설정하여 시험법 밸리데이션을 호서대와 공동진행하고

함량기준을 설정하고자 한다.



3차 년도 실적 연구목표와 개발내용 및 그 결과

구분
(연도)

세부과제명 세부연구목표 연구개발 수행내용 연구결과

3차

년도

(20

20)

리드추출물

원료의

표준화

및

안정성

확보

대량산산 공정연구

및 개발

- 제조공정 최적화 확인

- 대량생산 공정연구

- 파이로트 규모로

제제시험

- 제제연구를 통해

복용이 용이한 방법   

으로 임상시험용

시험제품 제조

- 실생산 규모의 제조를

통해 실생산규모로의

Scale-up가능여부 확인

제조물 안정성 시험

- 유통기한 설정연구

- 원료 및 시제품

안정성 시험

- 유통기한 설정을 위해

가속시험 실시

- 장기보존안정성 시험

- 3차년도에 대두

원료를 구입하여

1차년도와 동일하게

유해물질 및

GMO여부 검사

인체적용시험

(임상시험)

- 시제품 생산

- 임상시험 실시

- 임상시험용 제품 제조

(시험제품 및

대조제품)

- 다기관 임상시험 실시

- 임상시험 결과 확인

사업화 방안 및

비즈니스 모델연구

- 사업화를 위한 마켓

기반마련

- 기능성원료

개별인증을 위한

시험위탁

- 임상시험실시 후

결과가 두드러지게

좋은 것으로 나오지

않아 개별인정을

신청하지 못함.



3차 년도 실적 대두원료 구입 및 유해물질등 품질검사

주관기관인 경방신약주식회사에서는 3 차년도 과제수행을 위해 대두를 구입하여

아래의 시험을 위탁하여 실시하였으며 그 결과는 다음과 같음.

항목 결과 비 고

총아플라톡신 (ug/kg) 불검출

납 (mg/kg) 0.0343

카드뮴 (mg/kg) 0.0151

수은 (mg/kg) 불검출

비소 (mg/kg) 0.0067

잔류농약 불검출 아바멕틴외 319 종

GMO성분(정성검사) 불검출

1. 자사에서 아플라톡신등의 시험은 가능하다.

자사의 원생약 중 감초를 비롯한 20여개의 원료에서 아플라톡신을 시험하고 있다.

2. 다만, 대두입고시 아플라톡신을 측정하는 장비를 다른 원료 및 제품시험에 사용하고 있어

부득이하게 위탁시험을 실시하였다.

3. 납을 비롯한 중금속의 경우 자사에서는 의약품의 기준으로 시험하고 있으며, 식품의 시험

방법대로 시험하는 것이 결과를 내는데 더욱 효과적일 것으로 보여 위탁시험을 실시하는

것으로 결정하여 위탁시험하였다.

4. 잔류농약시험의 경우 자사에서도 인삼, 생강등 식품공전의 적용을 받는 원료들은 위탁하여

시험을 실시하고 있다.

대두의 경우 식품공전에 300 여종의 잔류농약시험을 실시하도록 되어 있어, 자사에서

모든항목에 대한 시험을 실시할 상황이 아니라고 판단되어 위탁시험을 실시하였다.

5. GMO검사는 자사에 시험을 실시할 장비가 없어 위탁하여 시험하였다.

또한, 이 시험은 식품공전 또는 건강기능식품 공전에 없지만, 국내산 콩임을 알고자 실시하였

다.

6. 시험항목에 대한 위탁시험 성적서는 다음장의 첨부로 갈음하고자 한다.



3차 년도 실적 첨부 1. 대두원료 유해물질등 품질검사 중 아플라톡신 및 중금속 시험



3차 년도 실적 첨부 1. 대두원료 유해물질등 품질검사 중 잔류농약 시험



3차 년도 실적 첨부 1. 대두원료 유해물질등 품질검사 중 GMO 시험



3차 년도 실적

세부연구목표 :

대량생산 공정연구 및 개발

연구 수행내용 :

1) 대두를 가지고 추출용매의 양과 추출온도 및 추출시간을 변경하며 추출을 실시하였다.

2) 추출액에 대한 수율, 수분, 건조감량 및 다이드진과 게니스틴의 함량을 측정하여 수치화

하여 수율이 가장 좋은 조건을 확인하였으며 각 추출조건별 함량분석을 실시하여 함량이

가장 좋은 추출조건을 선택하였다.

3) 추출조건은 다음의 조건을 설정하여 시험하였다.

원료사용

량(kg)

30%에탄올

사용량(kg)

추출온도

(℃)

추출시간

(시간)
농축 비 고

10 80 65 3 60 ℃이하

추출온도 ± 3 ℃

10 80 65 4 60 ℃이하

10 80 70 3 60 ℃이하

10 90 70 3 60 ℃이하

10 90 70 4 60 ℃이하

10 90 75 3 60 ℃이하

10 90 75 4 60 ℃이하

4) 추출조건에 따라 추출하고 농축한 액의 결과는 다음과 같다.

일자 제조방법요약 수율 / 수분 / 고형분
함량

(mg/g)
비고

19.06.17 8배수, 65℃, 3시간 18.0%, 77.6%,17.3B 1.6

19.06.19 8배수, 65℃, 4시간 18.4%, 75.2%,19.4B 1.6

19.06.21 8배수, 70℃, 3시간 17.9%, 76.1%,19.2B 1.8

19.06.25 9배수, 70℃, 3시간 18.5%, 78.0%,18.5B 2.0

19.06.27 9배수, 70℃, 4시간 18.6%, 77.9%,18.8B 1.9

19.07.04 9배수, 75℃, 3시간 21.6%, 80.2%,21.8B 2.3 Best

19.07.11 9배수, 75℃, 4시간 18.1%, 78.1%,18.4B 2.0



3차 년도 실적

세부연구목표 :

대량생산 공정연구 및 개발

연구 수행내용 :

5) 위의 19.07.04에 실시한 조건을 사용해 대두의 사용량을 증가하여 추출을 실시하였으며

그 결과 재현성이 확인되었다.

일자 공정현황
함량

(mg/g)
비고

19.07.16
- 원료의 양을 30 kg으로 증량

- 추출온도 및 시간은 동일성 부여

- 재현성확인에 초점을 두고 작업

2.2

19.07.18 2.2

19.07.26 2.2

19.08.05 - 원료의 양을 실생산크기로 증량 2.3

6) 원료의 표준화 공정연구 및 개발에 대한 문서를 첨부 4로 한다.



3차 년도 실적

세부연구목표 : 제제연구를 통해 복용이 용이한 방법으로 임상시험용 시험제품 제조

연구 수행내용 :

1) 2차년도의 제제연구결과를 바탕으로 최적화된 조건으로 추출 및 농축을 실시하였으며,

제조된 농축액을 가지고 임상시험용 시험제품을 제조하였다.

- 처방의 주 목적은 대두 특유의 비린맛을 제거하기 위하여 당류를 투입하였고, 고과당은

자사에서 주로 사용하는 구하기 쉬운 부원료의 하나이다.

- 카르복시메틸셀룰로오스나트륨은 점도를 증가시켜주는 역할을 하는 부원료이다.

냄새와 맛이 없어 점도를 조절하는데 일반적으로 사용하는 부원료이다.



3차 년도 실적

세부연구목표 : 제제연구를 통해 복용이 용이한 방법으로 임상시험용 시험제품 제조

연구 수행내용 :

2) 제조된 완제품은 1회 복용량을 10 g으로 설계하였으며, 1 포에 10 g을 충전하였다.

- 제품이 충전되기 전의 빈포의 질량은 1.0 g이었으며, 충전질량의 범위 ± 0.5 g 이내에서

진행되었음을 알 수 있다.

- 또한 충전된 제품이 새는지를 확인하기 위해 충전이 진행되는 동안 새는 제품이 있는지도

확인하였다.

- 자사의 제품충전기는 2 대가 있어 식품만을 충전하도록 지정이 가능하다.



3차 년도 실적

세부연구목표 : 제제연구를 통해 복용이 용이한 방법으로 임상시험용 시험제품 제조

연구 수행내용 :

3) 제조의 전 과정을 제조기록서를 통해 기록하였다.

- 제조기록서에는 제품명, 제조단위, 제조일자를 기록하도록 되어 있다.

- 제조에 사용되는 원료명과 그 관리번호, 그리고 사용되는 원료의 양과 투입되는 원료에

대한 칭량에 대한 내용을 포함한다.

- 제품의 제조방법과 실시사항을 기록하여 이중으로 확인하도록 되어 있어, 제조간

실수가 되었다면 바로 알 수 있도록 구성되어 있다.

- 잘못 작성된 부분은 그 내용을 알아보기 쉽게 수정하도록 되어 있다.



3차 년도 실적

세부연구목표 : 제제연구를 통해 복용이 용이한 방법으로 임상시험용 시험제품 제조

연구 수행내용 :

4) 포장이 완료된 제품을 가지고 자사에서 품질관리를 실시하였다.

- 제품성적서는 자사에서 관리해야할 항목을 설정하고 그 기준을 설정한다.

- 자사에서 설정한 모든 항목에서 기준에 적합함을 보였으며, 특히 미생물의 오염이 없음이

확인되었다.

5) 임상시험용 시험제품 및 대조제품 제조에 대한 문서를 첨부 5 및 5.1로 한다.

6) 또한 임상시험용 대조제품의 제조를 실시하였다. 이때 대조제품은 대두농축액을

사용하지 않고 제조하여 임상시험용 대조제품으로 했다.



3차 년도 실적

세부연구목표 : 실생산 규모의 제조를 통해 실생산 규모의 Scale-up 가능여부 확인

연구 수행내용 :

1) 연구를 위해 사용된 인원은 다음과 같다.

- 제조업무의 가능성을 확인하기 위해 생산부서에서 부서장 1 명과 실무자 2 명이

참여하였고, 연구개발부에서 시험항목의 설정 및 시험을 위해 1 명이 투입되었다.

- 시험항목의 설정은 성상, 유해물질의 측정, 건조감량의 측정, 지표성분의 분석 및

미생물시험을 위주로 설정하였다.

- 또한 제품의 누액을 확인하기 위해 기밀도 시험도 함께 실시하였다.

부서명 인원 주요업무 비고

연구개발부 1명 - 시험업무 시험항목 설정 및 시험

생산부 3명 - 조제 및 충전 시험약 및 위약

2) 제조에 사용된 장비는 다음과 같다.

- 사진의 장비는 자사에서 제조하는 타제품의 실제 제조에 사용되는 장비이다.

- 이외에도 원료를 추출하는 추출기와 농축기가 있지만, 실생산규모로 제조규모를

증가하여 제품의 제조연구를 하는 내용이 주를 이루는 것이 타당하다고 보여

두종류의 장비를 사용하였다.

기계명 관리번호 설치장소 설비능력 용도 장비사진

교반탱크 PL-015 조제실 1 Ton 액조제

충전기 PP-014 충전실 5 열 충전



3차 년도 실적

세부연구목표 : 실생산 규모의 제조를 통해 실생산 규모의 Scale-up 가능여부 확인

연구 수행내용 :

3) 제품의 시험을 위해 사용된 장비는 다음과 같다.

- 전자저울은 정량시험시 표준품과 제품이 시험에 사용된 양을 정밀하게 측정하기

위해 사용되었다.

- HPLC는 본 제품의 지표성분인 Daidzin 과 Genistin을 분석하는데 사용되었다.

기계명 관리번호 설치장소 용도 장비사진

전자저울 RM-004 칭량실 - 정밀칭량

HPLC DM-002 분석실
- 정성분석

- 정량분석

HPLC RM-003 분석실
- 정성분석

- 정량분석



3차 년도 실적

세부연구목표 : 실생산 규모의 제조를 통해 실생산 규모의 Scale-up 가능여부 확인

연구 수행내용 :

4) 제품의 Scale-up을 통해 실생산 규모로 제조하기 위해 생산 Capa의 1/2양으로

제조하고 그 후에 실생산 규모로 제조하였다.

- 수율은 일관되게 95 ~ 96 %를 유지하였다.

- 충전과정에서 중요한 문제 (실링불량, 착인불량 등)은 보이지 않았다.

- 이를 근거로 실생산의 양은 자사에서 제조가능한 60,000 포 규모로의 제조는 가능한

것으로 판단되었다.

- 생산된 6 번의 제품들에 대한 정량을 실시하여 지표성분의 양을 측정하였으며,

지표성분이 동일한 수준에서 검출되었다.

- 이를 통해 간접적으로 추출 및 농축공정은 자사에서 확립하였다고 판단할 수 있으며,

제품의 제조 및 공급에도 어려움이 없을 것으로 판단된다.

일자 제조단위 포장수량 포장수율 비고

19.12.16 300 kg, 10g 포장 28,560 포 95.2 %

19.12.23 300 kg, 10g 포장 28,740 포 95.8 %

20.01.06 300 kg, 10g 포장 28,530 포 95.1 %

20.02.03 600 kg, 10g 포장 57,600 포 96.0 %

20.02.17 600 kg, 10g 포장 57,360 포 95.6 %

20.03.09 600 kg, 10g 포장 57,300 포 95.5 %

5) 실생산규모로 Scale-up을 실시한 내용을 보고서 형태로 정리하였으며, 이 보고서를

첨부 6으로 한다.



3차 년도 실적

세부연구목표 : 유통기한 설정을 위한 농축액에 대한 가속시험 실시, 장기보존안정성 시험

연구 수행내용 :

1) 대두를 가지고 추출하여 농축한 대두농축액을 대상으로 3 로트(ME990101 ~ 3)를

연속으로 제조하고 품질관리를 실시하였다.

- 안정성 시험은 최종 시험이 완료된 시점을 기준으로 안정성시험계획을 작성하였다.

- 제조 후 성상, 건조감량, 중금속시험 및 미생물시험은 10 일 이내에 실시하였으며,

정량시험은 시험법 밸리데이션을 위한 표준품 입고의 지연사항 (제조원의 재고 부족,

제조계획의 불확실성 등)이 발생하여 정량시험이 늦게 실시되었다.

- 다음의 표에 제조에 대한 사항을 요약하였다.

일  자 제조번호 제조단위 농축액량 수율 시험완료일

19.08.12 ME990101 8.7 kg 8.65 kg 22.65 % 19.11.11

19.08.13 ME990102 8.7 kg 8.70 kg 21.52 % 19.11.11

19.08.14 ME990103 8.7 kg 8.70 kg 21.75 % 19.11.11

2) 안정성시험은 가속시험과 장기보존시험을 실시하였다.

3) 가속시험은 6 개월을 실시하였으며, 시험기간동안 농축액의 성상등의 변화는 나타나지

않았다.

4) 미생물의 발육도 보이지 않았다.

5) 이로 미루어 볼 때 유통기한은 최소 24 개월은 확보된 것으로 볼 수 있다.

6) 장기보존시험은 9 개월까지 진행되었으며, 가속시험과 마찬가지로 경시변화는 일어나지

않았으며, 특히 미생물의 발육도 보이지 않았다.



3차 년도 실적

세부연구목표 : 유통기한 설정을 위한 가속시험 실시, 장기보존안정성 시험

연구 수행내용 :

7) 3 로트 중 ME990101 로트의 제조기록서 칭량부분



3차 년도 실적

세부연구목표 : 유통기한 설정을 위한 가속시험 실시, 장기보존안정성 시험

연구 수행내용 :

8) 3 로트 중 ME990101 로트의 시험성적서



3차 년도 실적

세부연구목표 : 유통기한 설정을 위한 가속시험 실시, 장기보존안정성 시험

연구 수행내용 :

9) 3 로트 중 ME990101 로트의 안정성 시험계획서 (가속시험)



3차 년도 실적

세부연구목표 : 유통기한 설정을 위한 가속시험 실시, 장기보존안정성 시험

연구 수행내용 :

10) 3 로트 중 ME990101 로트의 안정성 시험계획서 (장기보존시험)

11) 대두농축액에 대한 제조기록서와 시험성적서 및 안정성시험계획서 및 결과표를

첨부 7, 8 및 9로 제출한다.



3차 년도 실적

세부연구목표 : 유통기한 설정을 위한 시험제품에 대한 가속시험 실시, 장기보존안정성 시험

연구 수행내용 :

1) 표준화 공정연구가 완료된 대두농축액을 대상으로 임상시험용 시험제품 1 로트(1111)를

제조하고 품질관리를 실시하였다.

- 안정성 시험은 최종 시험이 완료된 시점을 기준으로 안정성시험계획을 작성하였다.

- 제조 후 성상, 건조감량, 중금속시험, 정량시험 및 미생물시험의 시험항목을 설정하고

그 시험방법을 작성하고 시험을 실시하였으며 모든항목에 적합한 결과를 나타내었다.

- 다음의 표에 제조에 대한 사항을 요약하였다.

일  자 제조번호 제조단위 생산량 수율 시험완료일

19.10.28 1111 6,000 포 5,700 포 89.5 % 19.11.26

2) 안정성시험은 가속시험과 장기보존시험을 실시하였다.

3) 가속시험은 6 개월을 실시하였으며, 시험기간동안 제품의 성상등의 변화는 나타나지

않았다.

4) 미생물의 발육도 보이지 않았다.

5) 이로 미루어 볼 때 유통기한은 최소 24 개월은 확보된 것으로 볼 수 있다.

6) 장기보존시험은 9 개월까지 진행되었으며, 가속시험과 마찬가지로 경시변화는 일어나지

않았으며, 특히 미생물의 발육도 보이지 않았다.



3차 년도 실적

세부연구목표 : 유통기한 설정을 위한 시험제품에 대한 가속시험 실시, 장기보존안정성 시험

연구 수행내용 :

7) 임상시험용 시험제품 1 로트(1111)의 제조기록서 칭량부분

※ 임상시험용 제품의 생산을 위한 제조이므로, 시험에 필요한 수량의 3 배 이상을

제조하였다.



3차 년도 실적

세부연구목표 : 유통기한 설정을 위한 시험제품에 대한 가속시험 실시, 장기보존안정성 시험

연구 수행내용 :

8) 임상시험용 시험제품 1 로트(1111)의 시험성적서

※ 임상시험용 제품의 생산을 위한 제조이므로, 시험에 필요한 수량의 3 배 이상을

제조하였다.



3차 년도 실적

세부연구목표 : 유통기한 설정을 위한 시험제품에 대한 가속시험 실시, 장기보존안정성 시험

연구 수행내용 :

9) 임상시험용 시험제품 1 로트(1111)의 안정성 시험계획서 (가속시험)



3차 년도 실적

세부연구목표 : 유통기한 설정을 위한 시험제품에 대한 가속시험 실시, 장기보존안정성 시험

연구 수행내용 :

10) 임상시험용 시험제품 1 로트(1111)의 안정성 시험계획서 (장기보존시험)

11) 시험제품에 대한 제조기록서와 시험성적서, 대조제품에 대한 제조기록서와 시험성적서

및 안정성시험계획서 및 결과표를 첨부 10, 11 및 12로 제출한다.



3차 년도 실적

세부연구목표 : 다기관 인상시험 실시 현황

연구 수행내용 :

1) 임상시험은 헤밀턴씨에스사를 CRO로 하여 진행하였다.

2) 임상시험의 수행은 경희대학교와 세명대학교에서 실시하였다.

3) 임상시험의 업무위탁계약서의 계약내용은 다음과 같다.



3차 년도 실적

세부연구목표 : 다기관 인상시험 실시 현황

연구 수행내용 :

4) 임상시험의 결과는 다음과 같다.

- 시험제품의 효능은 인정됨.

- 다만, 대조제품에서도 동일한 효능이 인정되어 시험제품이 대조제품에 비해 월등하다는

결론은 얻지 못함.



3차 년도 실적

세부연구목표 : 다기관 인상시험 실시 현황

연구 수행내용 :

4) 임상시험의 결과 (계속)



3차 년도 실적

세부연구목표 : 다기관 인상시험 실시 현황

연구 수행내용 :

4) 임상시험의 결과 (계속)



3차 년도 실적

세부연구목표 : 다기관 인상시험 실시 현황

연구 수행내용 :

4) 임상시험의 결과 (계속)



3차 년도 실적

세부연구목표 : 다기관 인상시험 실시 현황

연구 수행내용 :

4) 임상시험의 결과 (계속)



3차 년도 실적

세부연구목표 : 다기관 인상시험 실시 현황

연구 수행내용 :

4) 임상시험의 결과 (계속)



3차 년도 실적

세부연구목표 : 다기관 인상시험 실시 현황

연구 수행내용 :

4) 임상시험의 결과 (계속)

5) 임상시험결과보고서는 첨부 13으로 제출한다.



3차 년도 실적

세부연구목표 : 대두농축액 및 제품의 정량법에 대한 시험법 밸리데이션 자료

연구 수행내용 :

1) 농축액과 제품 중의 다이드진과 게니스틴 성분에 대한 시험법은 자사에서 설정하였으며,

설정한 시험법이 타당하다는 것을 증명하기 위해 밸리데이션을 실시하였다.

- 농축액에 대한 시험법 밸리데이션 파라메터는 다음과 같다.

- 농축액에 대한 시험법 밸리데이션 파라메터에 대한 측정결과는 다음과 같다.



3차 년도 실적

세부연구목표 : 대두농축액 및 제품의 정량법에 대한 시험법 밸리데이션 자료

연구 수행내용 :

2) 제품에 대한 시험법 밸리데이션 파라메터는 원료의 기준과 동일하며

제품에 대한 시험법 밸리데이션 파라메터에 대한 측정결과는 다음과 같다.

3) 농축액과 제품에 대한 밸리데이션은 첨부 14 및 15로 제출한다.



3차 년도 실적

세부연구목표 : 기능성원료 개별인증을 위한 시험위탁 및 시험자료

연구 수행내용 :

1) 식약처 개별 인증을 위해서는 자사에서 설정한 시험방법에 따라 시험한 자료가 제출된다.

2) 이와 더불어 공인기관에서 시험한 자료를 함께 제출하도록 되어 있어 시험을 위탁하여

실시하였다.

3) 시험을 위탁한 기관은 한국기능식품연구원에 시험을 위탁하였다.

4) 시험을 의뢰한 항목은 다음과 같다.

항 목 시험로트수 비 고

성상 3 로트

중금속 3 로트 납, 비소, 카드뮴, 수은

대장균군 3 로트

아플라톡신 3 로트

정량 3 로트 다이드진 및 게니스틴

잔류농약 1 로트

열량 1 로트

탄수화물 1 로트

조단백질 1 로트

조지방 1 로트

수분 1 로트 건조감량법

회분 1 로트

나트륨 1 로트



3차 년도 실적

세부연구목표 : 기능성원료 개별인증을 위한 시험위탁 및 시험자료

연구 수행내용 :

5) 시험의 결과는 다음과 같은 결과를 나타내었다.

항 목 시험로트수 기능식품연구원 경방신약

성상 3 로트 회갈색의 액상 좌동

중금속 3 로트

납 0.0096 ppm,

비소 0.008 ppm,

카드뮴 0.0082 ppm,

수은 0.0030 ppm

불검출

대장균군 3 로트 불검출 불검출

아플라톡신 3 로트 불검출 불검출

정량 3 로트 2.2 mg/g 2.1 mg/g

잔류농약 1 로트 불검출 -

열량 1 로트 66.71 Kcal/100g -

탄수화물 1 로트 13.71 % -

조단백질 1 로트 2.00 % -

조지방 1 로트 0.43 % -

수분 1 로트 81.67 % 80 %

회분 1 로트 2.19 % -

나트륨 1 로트 58.66 mg/100g -

6) 위탁시험결과를 첨부 16으로 제출한다.



3차 년도 실적

세부연구목표 : 사업화를 위한 마켓기반마련

연구 수행내용 :

1) 초기의 계획은 기능성원료인증을 획득하는 것을 우선 목표로 삼았다.

2) 목표를 달성하기 위해 인증에 필요한 자료를 준비하였다.

3) 최종단계인 임상시험에서 대조제품과의 비교시 효과가 크지 않다는 결과를 얻고,

식약처 개별인증신청을 할 수가 없었다.

4) 이에 건강식품으로의 인증은 가능하지 않다고 판단되며, 일반 식품으로의 제품화를

염두에 두는 것이 타당하다고 판단되었다.

5) 자사의 제 2 공장이 운영되고 있고 식품을 제조할 수 있는 인허가를 획득한 상태이며

식품으로의 출시를 고려중에 있다.

6) 자사의 영업망은 전국에 있으나 현재는 의약품의 영업에 비중이 크지만 식품분야의

영업력을 증가시킬 수 있다고 판단된다.



2. 연구수행 내용 및 결과

2.2 참여기관 – 이노파마스크린 [1차년도부터 3차년도실적을 하나로 정리]

가. 서론

   수면은 수명의 30%를 차지하며 필수적인 생리현상으로 건강유지 및 정신안정에 있어 매우  

  중요한 요소이다. 한국인의 평균 수면시간은 갈수록 줄어들며, 그에 따라 수면장애 환자 수  

  는 지속해서 늘어가고 있으며, 수면 부족으로 인하여 다양한 위험성이 최대 8배 증가할 수   

 있다.

   국내에서는 감태 및 쌀겨(미강) 추출물이 유일하게 개별인정 원료로 등록되었으며, 이를 이  

  용한 제품과 중국에서 불면증 처방인 suanzaorentang의 주요 원료 산조인을 이용한 제품,    

 그리고 생체리듬을 조절하는 멜라토닌을 이용하여 수면 개선을 위한 제품이 출시되는 등 활  

  발한 연구가 진행되고 있다. 학의한 고문서 및 민간요법을 통해 알려진 농산물에 대한 수면  

  의 질 개선 효과가 과학적으로 입증되지 못하였다. 따라서 국낸 농산물 및 식품 소재의 수   

 면의 질 개선 효과에 대한 연구가 중요한 의미를 가질 것이다.

   본 연구에서 수면의 질 개전 효과가 있을 것으로 기대되는 국내 농산물에서 선행연구를 통  

  하여 선정한 대두, 길경, 고삼 3종의 물과 에탄올 추출물에 대하여, 수면과 관련이 깊은      

 GABA receptor 및 5-HT2c receptor에 대한 결합력을 분석하여 각 수용체에 활성을 가지는   

 소재를 선정하였다. 또한 선정된 농작물 추출물을 세포에 처리하여 항체칩을 이용하여 세포   

 내 신호전달 단백질의 발현변화 패턴을 분석하여 추출물의 수면작용 기전을 규명하였다.

나. 재료 및 방법

 (1) 5-HT2c receptor binding assay

   5-HT2c receptor binding assay는 human 5-HT2c receptor를 과발현시킨 membrane fraction  

  protein을 사용하였다. 동결 보관되어 있는 human 5-HT2c receptor membrane fraction      

  protein을 녹인 후, 50mM Tris-HCl(pH7.4), 10mM MgCl2, 1mM EDTA, 20% glycerol, 0.01%    

  Triton X-100 버퍼를 이용하여 녹인 후, 100㎍/㎖농도로 희석하여 준비한다. Protein chip     

  assay 진행을 위하여 IPS-Chip을 이용하여 well-chip을 준비 후, 준비한 human 5-HT2c       

  receptor를 각 well에 1㎕씩 넣고 4℃에서 16시간 고정시킨다. 0.1% PBST 버퍼로 10분 2회   

  세척 후, 3% BSA in PBS(pH7.4)를 이용하여 상온에서 1시간 blocking 한다. 그 후, 0.1%      

  PBST버퍼로 10분 2회, 증류수로 1분 1회 세척 후, 질소가스로 말린다. 50mM                

  Tris-HCl(pH7.4), 10mM MgCl2, 1mM EDTA, 20% glycerol 버퍼를 이용하여 Cy5-Tryptamine (1  

  μM), 추출물 (1000, 200, 40, 8, 1.6, 0.32㎍/㎖)를 준비하여  well에 1㎕씩 넣고 37℃에서 1시  

  간 반응시킨다. 반응시킨 후, 0.1% PBST버퍼로 10분 2회, 증류수로 1분 1회 세척 후, 질소가  

  스로 말리고 형광스캐너로 스캔하여 형광이미지를 얻는다. 형광이미지는 GenePix Pro 6.0 프  

  로그램으로 분석한다.

 (2) GABA receptor binding assay

   수면 개선 기능성 후보물질을 탐색하기 위하여 대표적인 억제성 신경전달물질인 GABA     

  receptor에 대한 결합력을 측정하였다. Mouse의 뇌를 적출 후, 무게의 10부피의 25mM       

  Tris-HCl (pH 7.5, 4℃보관) 버퍼를 넣어 균질화하였다. 원심분리기로 800×g 10분간 원심분  

  리 후, 상층액(S1)을 새 튜브로 조심히 옮긴다. 상층액(S1)은 9000×g에서 20분간 원심분리    



  후, 상층액(S2)을 새 뷰트로 조심히 옮긴다. 새 튜브로 옮긴 상층액(S2)은 100,000×g에서 30  

  분간 원심분리 후, 상층액을 제거하고 펠렛은 25mM Tris-HCl(pH7.5), 1% Triton X-100 버퍼  

  로 재현탁 후, 분주하여 사용하기 전까지 –80℃ 보관한다. 

    Protein chip assay는 IPS-Chip을 이용하여 well-chip을 준비 후, 50㎍/㎖ 농도 GABA       

  receptor를 각 well에 1㎕씩 넣고 4℃에서 16시간 고정시킨다. 0.1% PBST 버퍼로 10분 2회,  

  증류수로 1분 1회 세척 후, 질소가스로 말린다. 5mM KCl, 2mM CaCl2, 1mM MaCl2, 30%      

  glycerol in PBS(pH 7.4) 버퍼를 이용하여 Cy5-Muscimol(4μM), 추출물(1000, 200, 40, 8, 1.6,  

  0.32㎍/㎖)을 준비하여 각 well에 1㎕씩 넣고 37℃에서 1시간 반응시킨다. 반응시킨 후, 0.1%  

  PBST버퍼로 10분 2회, 증류수로 1분 1회 세척 후, 질소가스로 말리고 형광스캐너로 스캔하  

  여 형광이미지를 얻는다. 형광이미지는 GenePix Pro 6.0 프로그램으로 분석한다.

 (3) Antibody profiling assay

    SH-SY5Y 세포에 30% 에탄올 대두 추출물을 처리한 군과 처리하지 않은 군을 준비한다.   

  SH-SY5Y 세포는 cOmplete™ Lysis-M을 이용하여 세포를 용해하였다. Bradford를 이용하여   

  단백질을 정량하여 각 세포군의 세포 용해물의 단백질을 200㎍씩 새 튜브에 넣었다. 각 튜브  

  에 분주한 Cy5 형광 다이를 5㎕씩 넣고, 1M carbonate-bicarbonate 버퍼 용액을 0.1M 농도가  

  되도록 넣은 뒤, 상온에서 30분간 반응시킨다. 30분 반응시키는 동안 10분에 한 번씩 탭핑하  

  여 혼합하였다. 30분 반응 후, 4℃에서 O/N으로 반응시킨 후, SigmaSpin™ Sequencing        

  Reaction Clean-Up column을 이용하여 결합하지 않은 형광다이를 제거한다. column으로 결  

  합하지 않은 다이를 제거 후, bradford를 이용하여 단백질 정량을 한다.

   정량한 형광다이를 표지한 세포용해물은 반응용액(1% BSA, 0.5% Glycerol, 1×PBS)에 각 군  

  별로 30㎍을 넣고 혼합하여 샘플을 준비한다(처리한 군 Cy5/처리하지 않은 군 Cy3, 처리한군  

  Cy3/처리하지않은 군 Cy5). 준비한 샘플에 항체칩을 넣고 37℃에서 1시간 반응시킨다. 세척  

  액(0.1% PBST)로 세척하고 증류수로 가볍게 행군 후, 질소가스로 건조한다. 완벽히 건조된   

  슬라이드는 genepix 4100a 형광스캐너를 이용하여 형광이미지를 얻고, 이미지는 genepix pro  

  6.0 프로그램을 이용하여 분석한다.

다. 결 과 

 (1) 수면 개선 기능성 후보물질의 수면 관련 신경전달물질 수용체의 결합력 탐색

  (가) 수면 증진 기능성 소재의 탐색 타겟

       수면은 수명의 30%를 차지하며 필수적인 생리현상으로 건강 유지 및 정신안정에 있어  

     매우 중요한 요소이다. 신경 및 분자생물학적 관점에서 수면은 GABA(γ-aminobutyric    

     acid), 5-HT(serotonin), adenosine, melatonin, dopamine 및 histamine 등 다양한 신경전달  

     물질(neurotransmitter)에 의해 조절되고 있다. 다양한 연구에서 수면에 대한 메커니즘이   

     알려졌지만, 여전히 명확한 메커니즘이 규명되지 않았다. 

       본 연구에서는 수명증진 소재의 가능성 평가를 위하여 수면과 관련이 깊은 GABA 및   

     serotonin (5-HT) 수용체를 타겟으로 설정하였다.

       5-HT2 receptor에는 항우울제 계열의 약물 대부분이 작용하여 세포 내 calcium 증가를  

     억제함으로써 항우울 및 진정효과를 나타내게 된다. 5-HT2 receptor에는 2A, 2B, 2C 세   

     개의 subtype이 존재하고, 2C receptor를 이용하였다. 5-HT2C receptor antagonist는 깊은  

     수면인 NREM sleep을 증가시키며, 우울증으로 인한 불면증 치료에 효과적인 것으로 알려  



     져 있다.

     

                   그림1. Mechanism of 5-HT2c receptors.

       GABA는 중추신경계의 활성을 억제하는 기능을 가지는 신경전달물질로 interneuron에   

     주로 존재하고 있다. GABA가 결합하는 GABA 수용체는 수면, 진정과 밀접한 관련이 있는  

     수용체로, GABA 수용체를 활성화하는 benzodiazepine 계열의 약물은 염소이온을 세포 내  

     유입을 증가시켜 신경 기능을 억제하여 수면 진정 효과를 나타낸다. 대부분의 수면제는   

     GABAA receptor의 α 및 δ subunit의 benzodiazepine 부위에 결합하여 GABAA receptor  

     의 activity를 높여 이온통로가 열리는 횟수를 증가시켜 신경세포 내로 염소이온이 들어와  

     신경전달을 억제하는 메커니즘을 이용한다. GABAA receptor는 뇌 부위 중 cerebral      

     cortex에 가장 많이 분포하고 있으며 이 외에도 cerebellum, hippocampus, striatum에도   

     존재한다. 



       

                           그림2. Mechanism of GABA receptors.

       본 연구에서는 국내 농작물을 활용한 기능성 식품소재를 탐색하기 위하여 형광표지를  

     이용하여 5-HT2C receptor와 GABA receptor binding assay를 수행하였다.

  (나) 5-HT2c receptor 결합력 분석

       5-HT2c 수용체와 GABA 수용체에 대하여 대두 추출물의 IC50 값을 비교해 보았을 때,  

     대두 추출물에서 GABA 수용체보다 5-HT2c 수용체에 더 친화적으로 결합하는 것으로 판  

     단되며, 5-HT2c 수용체를 통하여 수면의 질을 향상시킬 수 있을 것으로 판단됩니다.

   ① 5-HT2c receptor – Cy5-Tryptamine binding test

       5-HT2c receptor binding assay 실험에 앞서 Cy5-tryptamine의 사용 농도를 구하기 위  

     하여 saturation 실험을 진행하였으며, Cy5-tryptamine의 농도는 500μM 농도로 선정하였  

     다.

     

                     Saturation curve for 5-HT2c receptor binding assay.



   ② GABA receptor – Cy5-muscimol binding test

       GABA receptor binding assay 실험에 앞서 , GABA receptor와 Cy5-muscimol의 사용 농  

     도를 구하기 위하여 saturation 실험을 진행하였으며, GABA receptor의 농도는 400 ㎍/㎖,  

     Cy5-muscimol의 농도는 4μM 농도로 선정하였으며, blocking 없는 조건으로 결정하였다.

   ③ 물 및 에탄올 추출물의 binding assay

    ㉮ 5-HT2c receptor binding assay

       대두, 길경, 고삼 3종의 농작물에 대한 물 및 에탄올 추출물을 대상으로 5-HT2c        

     receptor binding assay를 진행하였다. 실험에 사용된 농도는 1000 ㎍/㎖에서 1.6 ㎍/㎖까  

     지 5구간으로 설정하여 Cy5-tryptamine binding inhibition을 분석하였다. 물 추출물에서   

     고삼 추출물에서 6.24㎍/㎖ 농도의 IC50이 확인되었고, 에탄올 추출물에서 대두, 길경, 고  

     삼 추출물에서 14.25㎍/㎖, 21.47㎍/㎖, 191.86㎍/㎖ 농도의 IC50이 확인되었다.



Fig 2. Dose-response curves and IC50 values of extract in the 5-HT2c receptor binding assay.

    ㉯ GABA receptor 결합력 분석

       대두, 길경, 고삼 3종의 농작물에 대한 물 및 에탄올 추출물을 대상으로 GABA         

     receptor binding assay를 진행하였다. 실험에 사용된 농도는 1000 ㎍/㎖에서 1.6 ㎍/㎖까  



     지 5구간으로 설정하여 Cy5-muscimol binding inhibition을 분석하였다. 에탄올 추출물 중  

     에서, 고삼 추출물에서 172.58㎍/㎖ 농도의 IC50이 확인되었다.

Fig 2. Dose-response curves and IC50 values of extract in the GABA receptor binding assay.



   ② 대두 에탄올 추출물에 대한 용매별 추출물의 binding assay

    ㉮ 5-HT2c receptor binding assay

       호서대에서 받은 대두 추출물(ethyl acetate, dichloromethane, hexane, n-butanol, water)  

     에 대하여 5-HT2c 수용체에 대하여 기능성 평가를 하였다. ethyl acetate 추출물에서 1.42  

     ㎍/㎖, hexane 추출물에서 363.75 ㎍/㎖, n-butanol 추출물에서 178.8 ㎍/㎖의 IC50 값을 확  

     인 하 였 다 .



   ㉯ GABA receptor 결합력 분석

       호서대에서 제공 받은 대두 추출물(ethyl acetate, dichloromethane, hexane, n-butanol,  

     water)에 대하여 GABA 수용체에 대하여 기능성 평가를 하였다. ethyl acetate 추출물에서  

     393.72 ㎍/㎖, hexane 추출물에서 343.09 ㎍/㎖, n-butanol 추출물에서 588.43 ㎍/㎖의 IC50  

     값을 확인하였다.



   ④ 대두 유효성분인 isoflavone 6 종의 binding assay

    ㉮ 5-HT2c receptor binding assay

       대두에 존재하는 것으로 알려진 대표적인 Isoflavone 6종(glycitin, glycitein, diadzin,     

     diadzein, genistin, genistein)에 대해여 5-HT2c 수용체에 대하여 기능성 평가를 하였다.    

     glycitin에서 16.93 ㎍/㎖, genistin에서 69.23 ㎍/㎖, genistein에서 77.28 ㎍/㎖의 IC50 값을   

     확인하였다.



   ㉯ GABA receptor 결합력 분석

       Isoflavone 6종(glycitin, glycitein, diadzin, diadzein, genistin, genistein)에 대해여 GABA   

     수용체에 대하여 기능성 평가를 하였다. Isoflavone의 농도가 높아질수록 형광값이 감소하  

     는 경향을 확인할 수 있었으나, 1mg/ml 농도 이하에서는 IC50 값을 확인할 수 없었다.



 (2) 수면 증진 기능성 후보물질의 세포 기반 in vitro 작용기작 연구

  (가) 대두 에틸아세테이트 추출물에 의한 SH-SY5Y 세포에서 단백질 발현 변화

       5-HT2c 수용체와 GABA 수용체의 기능성 평가 실험에서 우수한 IC50을 확인한 대두 Ethyl acetate  

     추출물을 이용하여, 대두 추출물을 24시간 처리한 SH-SY5Y 세포와 처리하지 않은 SH-SY5Y 세포에  

     서 단백질 발현 변화를 항체 칩을 이용하여 확인하였다. 그 결과 Cyclin A와 인산화된 AKT 의 단백  

     질의 변화가 유의미함을 확인했다.

   ① Antibody Map

      

   ② Antibody profiling 형광 분석 이미지

     

   ③ Antibody profiling 형광 분석 그래프

   



   ④ Western blot 분석

     - Western blot 이미지

- p-AKT(Ser473) / beta-actin ratio

- Cyclin A / beta-actin ratio

  (나) 대두 30% 에탄올 추출물에 의한 SH-SY5Y 세포에서 단백질 발현 변화

본 과제에서는 5-HT2c 수용체의 기능성 평가 실험에서 우수한 IC50을 확인된 농작물 중에  



서 임상 테스트를 진행하는 대두 30% 에탄올 추출물을 이용하여 대두 추출물을 24시간 처  

리한 SH-SY5Y 세포와 처리하지 않은 SH-SY5Y 세포에서 단백질 발현 변화를 항체 칩을 이  

용하여 확인하였다. 그 결과 Cyclin A와 MEK-1 그리고 인산화된 AKT 의 단백질의 변화가  

유의미함을 확인했다.

   ① Antibody Map

      

   ② Antibody profiling 형광 분석 이미지

     

   ③ Antibody profiling 형광 분석 그래프



   ④ Western blot 분석

     - Western blot 이미지

    

    - Cyclin A / beta-actin ratio

     

라. 결 론

   본 연구에서는 수면 증진에 효과가 있을 것으로 기대되는 대두, 길경, 고삼 3종의 농산물에  

  대한 5-HT2c 및 GABA receptor binding assay와 in vitro 기전 연구를 수행하였다. 5-HT2c   

  receptor binding assay에서는 대두 에탄올 추출물, 길경 에탄올 추출물, 고삼 물 추출물에서  

  결합 억제 활성이 우수하였으며, GABA receptor binding assay에서는 고삼 에탄올 추출물에  

  서 높게 나타났다. 이들 소재 중 식품 원료 등재 및 동물모델에서 수면증진 효과 평가하여   

  대두 에탄올 추출물을 최종 선정하였다. 

   대두 에탄올 추출물에 대하여 5종 용매별(ethyl acetate, dichloromethane, hexane,          

  n-butanol, water) 추출물에 대하여 5-HT2c 및 GABA receptor binding assay를 진행하였다.   

   5-HT2c 및 GABA receptor binding assay에서는 ethyl acetate, n-butanol, hexane 추출물에  

  서 억제활성이 나타났다. 또한 유효성분인 isoflavone 6종(glycitin, glycitein, diadzin, diadzein,  

  genistin, genistein)에 대하여 5-HT2c 및 GABA receptor binding assay를 진행하였으며,       

  5-HT2c receptor에 대하서 glycitin, genistin, genistein의 isoflavone이 억제활성이 있는 것이  

  나타났다. 

   대두 에탄올 추출물은 glycitin, genistin, genistein의 isoflavone에 의하여 5-HT2c 및 GABA  



  receptor에서 결합 억제 활성이 나타나는 것으로 판단되며, 이는 호서대학교 2년차 연구에서  

  대두 에탄올 추출물의 isoflavone 함량을 확인한 결과가 뒷받침해 주고 있다.

    in vitro 기전연구에서 5-HT2c 수용체와 GABA 수용체의 기능성 평가 실험에서 우수한 우  

  수한 억제 효능을 확인한 Ethyl acetate과 에탄올 대두 추출물을 이용하여, 대두 추출물을 24  

  시간 처리한 SH-SY5Y 세포와 처리하지 않은 SH-SY5Y 세포에서 단백질 발현 변화를 항체   

  칩을 이용하여 확인하였다. 그 결과 Cyclin A와 MEK-1 그리고 인산화된 AKT 의 단백질의   

  변화가 유의미함을 확인했다. 

   뉴런에서 Cyclin A를 감소시키는 것은 수면 전이를 지연시키고, 수면으로부터 각성을 유발  

  하며, 수면 박탈에 대한 항상성 반응을 감소시키는 결과가 보고되었다(1). 또한, Tara에 의해  

  서 Cyclin A의 감소가 확인되었으며, Cyclin A 전사체에는 영향을 주지 않는 tara가 비전사메  

  카니즘을 통하여 Cyclin A의 존재비에 영향을 미친다는 것을 확인한 연구에서, Cyclin A는   

  상황에 따라 CDK1의 활성을 억제하거나 자극할 수 있다. CDK1 과발현 또는 활성을 억제할  

  수 없는 실험에서 CDK1이 수면을 감소시키는 것을 보여주고 있다. 이 결과 Cyclin A는 수면  

  주기의 핵심조절자이며, CDK1의 활동을 억제한다. CDK1 활성은 각성을 촉진하는 반면, Tara  

  는 CDK1 활성을 억제하는 Cyclin A의 풍부도를 증가시켜 수면을 촉진시키는 결과가 보고되  

  었다(2).

   또한, 수면에서의 MEK-1의 관련성으로, 먼저 zebrafish를 이용한 수면의 유전적 연구결과에  

  서 EGFR 신호가 정상 수면 수준에 필요하고, 수면 부족에 대한 정상적인 항성성 반응에 필  

  요하다는 결과가 보고되었으며(3), 랫드를 이용한 연구에서 랫드의 수면을 제한할 경우에    

  Ras, Raf-1, MEK-1/2, ERK1/2, p-ERK1/2의 발현이 감소되는 변화가 확인되었으며, 랫드의   

  수면 제한 상태에서 hippocampus의 MAPK/ERK 신호전달체계에서의 단백질 발현 변화는 중  

  요한 연관성이 있다는 결과가 보고되었다(4).

   AKT 의 인산화와 수면의 관련성으로는, 먼저 랫드에서 수면을 제한할 시에 AKT의 Serine  

  473 위치에서의 인산화가 억제되는 것으로 보고되고 있으며(5), REM 수면을 방해했다 수면  

  을 회복시켰을 때, 억제된 AKT의 인산화가 증가되는 같은 동종의 동물실험 연구결과도 있어  

  서(6), AKT의 인산화를 수면의 질과 양을 평가하는 유효지표로서의 인과관계는 어느 정도 인  

  정된다고 할 수 있다.

    본 과제에서는 대두의 Ethyl acetate 추출물이 수면에 미치는 간접적인 영향을 동물모델이  

  아닌 신경세포 모델인 SH-SY5Y cell을 이용하여 평가한 것으로, Proteomic assay를 통해     

  AKT의 인산화가 감소한 것으로 판정되었는데, 이는 앞서 언급한 다른 랫드에서의 동물실험  

  과는 상이한 결과이다. 이런 차이점을 설명하기 위한 것으로는 첫 번째, Proteomic assay에서  

  는 대두 추출물을 세포에 처리시 추출물의 농도변화나 처리 시간등에 따른 AKT의 인산화의  

  변이를 본 것이 아니라, 정해진 농도(1 μg/μl)와 시간 (24시간) 에서의 차이를 평가했기 때  

  문에, AKT의 인산화를 랫드를 사용한 동물실험과 단순비교 할 수 없다. 따라서 추가 실험을  

  통해 대두추출물의 처리 시간과 농도에 따른 AKT 인산화의 변이를 측정하여 평가하여야 한  

  다. 두 번째로는 세포주를 사용한실험에서는 동물 실험과 다른 결과들도 보고 되고 있어서,  

  대두추출물에 의한 AKT 인산화의 감소가 수면의 질을 감소시킬것으로 단정지을 수는 없다  

  는 점이다. 예를 들어, 마우스 유래 세포주를 이용한 실험에서 AKT의 인산화가 증가하면 오  

  히려 신경세포의 각성을 유도한다는 결과도 보고 되고 있고(7), 이는 인간 세포주 H295R을   

  이용한 실험에서도 같은 경향이 확인되고 있다(8).



    대두추출물에 의한 AKT의 인산화의 저해가 탐구된 논문들의 사례는 다음과 같다.  대두추  

  출물의 지표물질인 genistein을 사용한 세포주 실험에서 genistein을 처리하면 AKT의 인산화  

  를 억제하는것으로 보고가 되고 있고(9,10), 또 Li 등에 의한 논문에 따르면(11) genistein과   

  다른 대두추출물 배당체인 daidzein, glycitein 등을 함께 함유하는 isoflavone을 처리한 실험  

  에서도 AKT의 인산화 저해가 보고되었는데, 이는 isoflavone이 세포의 안드로젠 수용체를 비  

  활성화하여, 안드로젠 수용체로 매개되는 AKT/FOXO3a/GSK-3β 신호전달체계를 저해하는   

  역할을 하여 결론적으로 세포의 증식을 막고 세포자살(apoptosis) 유도하는 것으로 확인되었  

  다. 이 논문의 결과로 미루어볼 때, 우리의 실험에서 대두추출물로 인한 AKT의 인산화 저해  

  는 수면과 밀접하게 관련되어있는 GABA 나 세로토닌 수용체에 의한 것이 아니라, 대두 추  

  출물의 여러 다른 성분이 안드로젠 수용체와 같은 AKT의 인산화를 매개하는 막단백질에 결  

  합하여 신호전달을 방해한 결과라고 생각하는 것이 타당하다고 본다. 세포의 표면에는 무수  

  히 많은 서로 다른 수용체들이 있고, 이들에 특이적인 리간드의 결합에 따라 수용체의 하위  

  신호물질들이 활성화 또는 비활성화하는 것으로, 본 실험에 쓰인 대두추출물은 복잡한 유효  

  성분들을 가진 천연물이며, 여러 가지 수용체에 대해 활성과 비활성에 걸쳐 광범위한 효과를  

  나타낼 것으로 추론된다. 따라서 수용체의 하위 신호전달물질인 AKT 인산화의 저해가 어떤  

  수용체에 의한것인지, 또는 AKT를 타겟으로 하는 여러 수용체들의 복합적인 결과인지 쉽게  

  결론내릴 수는 없을 것이다.

    본 과제에서는 동물실험결과 대두 추출물이 수면의 질을 향상시키는 것으로 관찰되었고,   

  대두추출물이 수면의 질과 관련한 세로토닌 수용체, 특히 5-HT2C 수용체에 높은 친화력으로  

  결합하것을 확인한 것으로, 이와 관련된 생체지표물질을 proteomics 기법으로 분석한 결과   

  Cyclin A와 MEK-1의 증가는 수면과 관련에서 적합한 유의성이 있는 지표라고 할 수 있는   

  반면, 관찰된 AKT인산화의 저해는 문헌조사에 미루어보면 특별하게 수면의 질에 관련된 생  

  체지표라고 단정지을 수는 없을 것이다.



2.3 협동기관 – 경희대학교

  2.3.1 이론적, 실험적 연구 방법 및 내용

 가. 실험적 방법을 통한 스트레스 및 수면 장애를 유발하여 타당한 동물모델 확립

  (1) Male쥐에 5일간 하루에 한번 씩 전기 자극을 이용하여 스트레스를 부과

   나. 스트레스 유발 수면장애 동물 모델에서의 행동학적 변화에 관한 연구.

  (1) EEG를 이용한 뇌파 분석 및 측정.

     ① EEG 수술

      - 엔토발 300μl정도 투여해 마취한 후 면도하고, 눈 앞쪽에서 귀 뒤쪽까지 피부를 절개  

        한다. Bregma 바로 아래쪽에 두 개, lamda 위에 한 개의 구멍을 드릴로 내 준 후, 1ml  

        syringe needle로 막을 똟어준다(Fig 1). 전선이 납땜되어있는 나사를 bregma 아래쪽   

        구멍 두 개에 드라이버로 고정시킨다(Fig 2). Connector 위쪽 두 부분은 3번의 전선과  

        납땜하고, 가운데 나사는 lamda 위 쪽 구멍에 드라이버로 고정시킨다. 아래쪽 두 부분  

        (전선이 연결된)은 목 부분 근육에 꿰매듯이 고정시킨다(Fig 3~6). Skull쪽 전선은 잘   

        구부리고 목 근육 쪽 전선은 피부 밑으로 넣어준다(Fig 7). Rebase의 powder와 liquid  

        를 적정농도로 잘 섞어서 장치가 고정되게 듬뿍 바른다(Fig 8). 절개된 부분은 black   

        silk로 꿰맨다. 수술 후, 1주일 안정화 시킨다.

             



     ② EEG 측정 및 분석

      - 수술회복 후, 쥐를 실험조건에 적응시킨후, 행동실험을 시행한다. EEG 레코딩(8:00pm  

        부터 12시간 동안)을 진행한다.

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

  (1) PVN에서 CRF (corticotropin releasing hormeone) 및 c-fos 조직염색법을 통한 스트레스  

       관련 인자의 활성 정도를 관찰

     - CRF 및 c-fos 염색은 뇌조직 절편을 PBS로 수세하여 1.5% BSA blocking 용액에 1시  

         간 동안 반응시키고 anti-CRF 및 anti c-fos 를 이용하여 4℃에서 24시간동안 반응시  

         킨다. PBS로 수세하고 anti-secondary antibody(Vector labaratory, USA)를 이용하여   

         상온에서 2시간동안 반응시킨 후 ABC(avidin-biotin compound, Vector labaratory,     

         USA)를 상온에서 2시간 반응시킨다. PBS로 수세하고 DAB에 반응시켜 조직을 슬라이  

         드에 건조시킨 후 현미경으로 관찰하였음

   



  경희대학교 1차년도 실적

  

구분

(연도)
세부과제명 세부연구목표 연구개발 수행내용 연구결과

1차

년도

(2018)

후보추출물(3가지

)의 in vivo 

수면효과 평가를 

통한 리드농산물 

도출 

in vivo 수면효과 

평가 리드농산물 

투여법 확정

palpebral test
고삼 에탄올추출물에서 통계적 

유의성 보임.

caffeine을 이용한 

수면장애 유발 모델
locomotor test

palpebral test에서 통계적 

유의성을 보인 고삼 에탄올 

추출물에서 진행. 통계적 

유의성 있는 data를 획득.

수면촉진 관련 

기능성을 평가하기 

위한 시험

EEG 측정
고삼 추출물에 대한 EEG 측정 

및 분석을 진행중. 

  

- 수면장애 동물모델 확립과 수면증진 후보물질 탐색

(1) Nor (baseline) / 고삼 물추출 200, 400, 800 / 고삼 에탄올추출 200, 400, 800 / 길경물

추출 200, 400 / 길경 에탄올추출 200, 400 / 대두 물추출 200, 400 / 대두 에탄올추출

200, 400 후보물질 투여 후, pentobarbital test 진행



(2) Nor (baseline) / Con (stress)/ 고삼 에탄올추출 200, 400, 800에 대한 locomotor test

진행



(3) Nor / Con (stress) / 고삼 에탄올추출 200, 400, 800 농도에 대한 EEG 측정 및 분석

진행



  경희대학교 2차년도 실적

  

구분

(연도)
세부과제명 세부연구목표 연구개발 수행내용 연구결과

2차

년도

(2019)

후보추출물에 

대한 in vivo 

수면 효과의 

기전연구 및 

신경화학적 

기전 규명

Electroencephalography 

(EEG) 분석을 통한 

후보추출물의 

불면에서의 

개선효과확인

in vivo에서 

스트레스 유발 후 

후보 추출물을 

투여하여 

Electroencephalograp

hy(EEG)를 통해서 

수면 기능을 평가함

- 대두 400과 길경+대두 

400 그룹에서 EEG에서의 

차이를 확인

- 대두의 리드물질인 

genistein 30에서 EEG의 

차이를 확인

5-HT 및 stress 인자를 

통한 후보추출물의 

불면 개선 효과의 신경 

화학적기전 규명

in vivo에서 

스트레스 유발 후 

후보 추출물을 

투여하여 PVN, 

hippocampus에서 

Immunohistochemistry 

(IHC)를 통하여 수면에 

대한 약물의 기전을 

밝히고자함

EEG 결과에서 통계적 

유의성을 보인 대두추출물 

및 그 리드성분에서 5-HT, 

c-fos를 PVN, 

hippocampus에서 IHC를 

통하여 분석진행 중

   후보 추출물의 EEG 분석을 통한 수면 개선효과 확인

   - Nor/ Con (stress)/ 길경 에탄올 추출물 400/ 대두 에탄올 추출물 400/ 길경+대두 에탄올 추출물 400/  

 이소플라본 (Genistein 30)에 대한 EEG 측정 및 분석완료

   - 대두의 지표물질 선정 (Genistein 30mg/kg I.p) 및 EEG 측정, 분석완료

   - 대두 400과 길경+대두 400 그룹에서 wake의 유의미한 감소 확인

   - 길경에서는 wake 감소의 유의성을 보이지 않았기에 길경+대두 400의 유의성은 대두에 의한 것임을  

  확인

   - Genistein 30에서 wake의 유의미한 감소확인

   - Genistein 30에서 REM수면의 유의미한 증가를 나타냄

   - 대두400과 Genistein30에서 NonREM 수면의 유의미한 증가를 보임

   - 대두 에탄올 추출물에서 수면 증진의 효능을 나타내었고, 지표물질인 Genistein 역시 wake 시간의   

  유의미한 감소를 보였고 REM가 NREM 수면에서 모두 유의미한 증가를 보였다. Genistein이 수면증  

  진에 효과가 있는 대두효능에 영향을 주는 물질임을 확인할수있음



- 스트레스로 인한 수면장애 동물모델 확립 및 검증 된 약물의 처치 후 EEG를 통한 효능 검증

(1) 전기자극 스트레스 후 EEG 분석을 통한 NREM, REM, wake 분석 결과, 정상군에

비해 스트레스군에서 wake는 증가하고, NREM, REM은 감소함을 확인. 스트레스유

발 수면장애 동물모델 확립

(2) 5일 동안 후보물질을 구강 투여 30분 뒤 , 전기 자극 스트레스를 준 후, EEG 분석을

통하여, 길경에서 효능 검증



(3) 5일 동안 후보물질을 구강 투여 30분 뒤 , 전기 자극 스트레스를 준 후, EEG 분석을

통하여, 대두에서 효능 검증

(4) 5일 동안 후보물질을 구강 투여 30분 뒤 , 전기 자극 스트레스를 준 후, EEG 분석을

통하여, 대두+길경에서 효능 검증



(5) 5일 동안 후보물질을 구강 투여 30분 뒤 , 전기 자극 스트레스를 준 후, EEG 분석을

통하여, Genistein에서 효능 검증



2. 후보추출물에 대한 특허 출원 신청

- 현재까지의 결과를 바탕으로 한 내용에 관하여 특허 출원 중에 있음

  발명의 명칭; 

    고삼 추출물 또는 마트린을 포함하는 진정 또는 수면유도용 조성물

    (출원번호; 10-2019-0017086, 출원일자 2019.02.14.) (첨부1 참고)

    발명의 명칭(신청중): 

    발명의 명칭:

    국내 농작물 대두를 활용한 수면의 질 개선 기능성 식품소재 및 제품개발

(2) 발명의 명칭; 국내 농작물 대두를 활용한 수면의 질 개선 기능성 식품소재 및 제품 개발 

   (출원번호;10-2019-0141-996,출원일자 2019.11.7.) (첨부2 참고)



3. 논문 성과

- eCAM 등 2편의 논문을 sci급에 투고하였으며, 심사중이거나 재투고 중에 있으며, 추가적인 
실험 데이터를 통해 투고하여 당해연도에 설정된 목표 달정 예정
- Sedative-hypnotic activity of traditional medicinal plants in the rat (Submitted in eCAM)
- Effect of modified Yukmijihwang-tang on the sleep quality in the rat (Submitted in eCAM)

  
  



  경희대학교 3차년도 실적

- 스트레스로 인한 수면장애 동물모델 확립 및 검증 된 약물의 처치 후 생화학적 검증

(1) 검증 된 약물 처치 후, 전기 자극 스트레스를 5일 동안 준 후, PVN 부위에서 CRF 변

화 확인

(B) Nor, (C) Con(stress), (D) 대두 400, (E) Genistein 30



(2) 검증 된 약물 처치 후, 전기 자극 스트레스를 5일 동안 준 후, PVN 부위에서 c-fos

변화 확인

(B) Nor, (C) Con(stress), (D) 대두 400, (E) Genistein 30



2.4 협동기관 – 호서대학교 [1차년도부터 3차년도까지 하나의 결과로 취합]

1. 후보물질 3종(길경, 고삼, 대두)에 대한 자료조사 및 지표물질 선정

가. 고삼의 기능성 및 성분에 대한 자료 조사 

§ 고삼(Sophora Radix)은 콩과에 속하는 다년생 초본식물인 도독놈의 지팡이(Sophora 

flavescens Aition)라는 식물의 뿌리로 한방에서는 이 식물의 뿌리를 약재로 이용하였다. 고

삼은 동의치료에서 황달, 간질, 나력, 해열, 설사, 치질, 자궁출혈, 기관지염, 폐결핵, 축농증, 

류마티스, 이뇨, 진통, 구충제 내복용으로 쓰였고 강정제로써 민간 약제로 이용되어 왔으며 

옴, 습진, 마른버짐, 심한 가려움증의 피부질환에 외용해왔다. 민간에서는 고삼의 뿌리와 줄

기, 잎을 가루로 내거나 달여서 피부살충약 또는 농작물의 살충약으로 쓰였다고 한다. 

§ 현재까지 알려진 고삼의 성분은 alkaloid, flavonoid, flavanone, flavanol, triterpene, quinone, 

saponine, sapogenol류 등의 화합물 등으로 알려져 있다. Alkaloid로는 matrine, -isomatrine, 

allomatrine, oxymatrine, kuraramin, anagyrine 등이,  flavonoid 로는 isoanhydroicarine, 

vexibinol 등이, triterpene으로는 soyasogenol B, soyasaponin I, quinones으로는 

kushenquinone이 보고 되었다. 고삼에서 항균과 항진균작용을 하는 성분은 flavonoid 류와 

flavanone류라고 생각되어진다.

§ 고삼(Sophora flavescens)와 생리 활성 물질인 matrine의 진정 효과를 쥐의 운동 활성 검사

와 뇌파 검사 (electroencephalography, EEG) 분석을 통해 조사한 결과 카페인에 의한 과잉 

행동의 정상화와 non-rapid eye movement: NREM 수면으로의 전환을 촉진시키는 효과가 

있음을 보여주었다. 또한 고수와 matrine 투여가 수면 촉진영역인 vortrolateral preoptic 

nucleus (VLPO)를 활성화 하고 serotonergic transmission을 조절함으로써 NREM 수면을 촉

진시킴으로써 고수가 최면제의 유용한 자연 대체물이 될 수 있다고 본다.  

§ 고삼의 주성분인 matrine과 oxymatrine은 산 분비의 감소와 위 운동성의 억제로 스트레스 

궤양에 보호 효과가 있음이 확인되었다. matrine은 아세트산에 의해 유발 된 몸살, 펜토바

비탈에 의해 유도 된 수면 시간의 연장, 저체온증 및 methamphetamine에 의해 유도 된 운

동 활성의 억제하는 활성을 보임으로써 수면과의 연관성을 보여주었다.  

§ 고삼은 대식세포에 의한 많은 양의 NO를 생성하여 항암작용 및 항미생물 작용에 중요한 

매개역할을 하는 것으로 보고되었다. 최근 고삼이 Stress성 궤양발생 예방효과, 항종유작용

으로 자궁경암14 (U-14) 및 육유 S-37, 복수형 육유 S-180에 대한 일정한 억제작용 등이 있

음이 확인되었다. 또한 고삼이 혈당강하 insulin 함량의 증가에 미치는 영향이 있어 당뇨병

의 치료에 효과가 있다고 보고하였고, 고삼열탕액은 과민증(anaphylaxis)의 억제효과를 보인

다고 보고하였다. 



나.  길경의 기능성 및 성분에 대한 자료조사

§ 길경 즉 도라지(Platycodon glandiflorus (Jacq.) A.DC)는 초롱꽃과의 여러해살이풀로 오랫동

안 식품의 재료와 약재로 사용되어 왔으며 인지 기능에도 상당한 효과가 있는 것으로 알려

져 있다.  도라지의 뿌리(Root), 지상부(Aerial part), 씨앗(Seeds), 각각의 추출물로부터 마우

스의 인지기능에 미치는 영향을 조사한 결과 도라지 뿌리를 투여 한 마우스가 Y자 미로 실

험에서 자발적 변경률(Spontaneous alternation)의 증가와 해마에서 시냅스 형성의 증가를 

보여주었다. 

§ 또한 도라지 뿌리와 도라지 뿌리의 주요 생체활성 화합물인 Platycodin D는 시험 관내(In 

vitro)에서 ERK 1/2 신호 전달경로(Signaling pathway)의 인산화(Phosphorylation)를 통하여 

신경돌기 형성(Neuritic outgrowth)을 자극하였다. 이러한 결과는 Platycodin D를 함유한 도

라지 뿌리가 ERK 1/2 신호 전달 경로의 활성화를 통한 시냅스 형성으로 인지기능을 향상 

시킨다는 것을 시사한다.  

§ 길경은 일반적으로 음식의 성분 혹은 한방 전통 의학에서는 기억 상실증 및 치매 치료제뿐만 

아니라 염증성 질환에 치료제로 쓰였다. 특히 길경은 lipopolysaccharide -induced inflammatory을 

약화시키며  신경 세포 증식을 유도하여 hippocampal neurogenesis를 향상시키는 것으로 보고됨

에 따라 길경의 약리성에 대한 뇌질환 치료제로 활용의 가치를 보이고 있다.  길경의 뿌리에서 

추출 된 특정 성분인 triterpenes는 뇌 손상 보호작용, 인지 증진 효과를 보인다고 보고하였고 

platycoside, platycodin 및 platycogalacin으로 구성된 triterpenoid saponins가 중요 생리활성을 주

는 성분으로 분석되었다.  또한 길경은 신경세포에서 MAPK/ERK pathway를 중재하여 인지기능

을 향상시키며 학습효과와 기억력에 도움을 줄 것으로 사료된다.  

§ 길경 단방의 효과보다 복방으로 처리하였을 경우 타 약재와의 상승작용에 의하여 불면증 

개선 효과가 있다고 한 연구는 Tianwang Buxin 복합탕에 sleeping 효과가 있는데 Spine 

date seed가 주 효과 물질이며  Spine date seed에 길경을 첨가할 때, 효과가 상승하였고, 

길경만은 효과가 미비하였다고 보고하였다. Tianwang buxin 에서 길경을 제거한 복합탕도 

효과가 떨어진다고 보고함으로써 길경의 자체적인 효과보다는 길경이 다른 물질에 효과를 

유지 또는 강화시켜주는 것으로 보고되었다. 이 연구에서는 최면 작용 메커니즘은 뇌 영역

에서 5-HT(serotonin)의 방출을 향상시키며 수면효과를 가져오는데 복방에 영향을 주는 물

질로 radix platycodi를 중요한 소재로 지적하였는데 이 물질은 심양지방의 허브로 지정이라

하며 길경과 흡사한 생리활성을 가진 허브이다. 

§ 뇌혈관성 치매(cerebrovascular dementia)와 알츠하이머병(Alzheimer disease)알츠하이머병은 

많은 원인에 의해 유발되지만 콜린성신경계의 변화, 산화 스트레스, glutamate, amyloid 

plaque생성, tau protein 침착, Ca homeostasis의 불균형, 염증 등이 발병 인자로 제시되고 

있다. 신경전달물질의 하나인 L-glutamate는 정상적인 신경반응을 유도하는 역할을 하지만, 



과도한 수준의 L-glutamate는 뇌세포 조직내 단위세포로 유입되는 칼슘의 양을 증가시켜 

독성 작용이 나타나 결국 세포를 손상시킨다. 뇌중 acetylcholinesterase(AChE)의 농도가 증

가할수록 신경세포의 콜린성 신경전달물질이 결핍되어 기억 및 인지기능장애를 유발할 수 

있다고 보고하였다.  

§ 갈근 등의 총 20여종 생약추출물 중 감초가 AChE 효소 저해,지질과산화물 생성억제 및 신

경세포보호 효과가 높아 퇴행성 질환의 하나인 치매 예방 가능성을 보여주었으며, 길경은 

미약하게 작용하는 것으로 향후 생리활성물질 구명 및 인지기능개선 효과에 대한 분자수준

의 심도있는 연구가 필요할 것으로 사료된다. 20종 생약 열수추출물의 AChE 활성, 산화스

트레스로 인한 지질 과산화물 생성 억제능 및 뇌신경세포 사멸에 대한 보호효과를 비교하

였다. AChE의 억제활성은 산수유, 감초, 당귀 열수추출물에서 우수하였으며, 그중 산수유가 

가장 높은 억제율을 나타내었다. 또한 H2O2/FeSO4로 산화 스트레스를 유발시켜 생약 열수

추출물의 지질과산화물 생성 억제 활성을 조사한 결과 소엽, 하수오, 계피 및 감초 열수추

출물에서 높은 항산화 활성을 보였다. L-Glutamate에 의해 유도된 신경세포 독성에 대한 

보호효과는 감초, 계피, 길경, 박하 열수추출물의 100 μg/mL 농도에서 관찰되었다. 본 연구

를 종합적으로 살펴보았을 때, 감초 열수추출물이 치매 예방 및 개선제로써의 활용가능성이 

가장 뛰어난 것으로 판단되며 길경 등 새로운 식품소재의 발굴을 위한 기초자료로 활용가

치가 있다.

Platycodin D

다.  대두의 기능성 및 성분에 대한 자료 조사

§ 검은 콩 추출물의 학습과 기억력 상실에 대한 회복효과에 관한 연구에서 검은 콩 종자추출

물의 non-anthocyanin fraction (NAF)은 PC12 세포의 Amyloid beta protein(Aβ)세포 독성을 

향상시키는 기전을 산화스트레스를 감소시킴으로써 기억력을 개선할 수 있다고 제안하였다. 

Q-TOF UPLC/MS 분석 결과 세 가지 주요 phenolics((-)-epicatechin, procyanidin B1, and 

procyanidin B2)이 나타났으며 이중 (-)-epicatechins이 가장 중요한 물질로서 검은콩 종자의 

NAF의 반 건망증 효과에 기여했다고 하였다.   

§ 대두 이소플라본의 잠재적 항우울제 효과 평가에 관한 연구에서는 중국과 일본의 몇몇 연

구에서 콩 제품 섭취가 우울증의 위험과 반비례하는 것으로 나타났으며 이소플라빈 섭취에 

의하여 우울증이 호전하는 것을 관찰하였다. 대두 이소 플라본은 여러 가지 건강상의 이점

을 가지고 있으므로 역학 및 임상 증거가 정신 건강의 개선을 가져올 수 있는 자료가 될 

수 있다. 

§ 이소플라빈은 에스트로겐 수용체 (estrogen receptor:ER)에 대한 결합력이 높은데 에스트로



겐 수용체는 뇌에서 시상하부, 뇌하수체, 해마에서 많이 발견되며, 이 수용체는 에스트로겐

에 의하여 활성화되면 신경전달물질믈 합성한다고 알려졌다.  에스트로겐은 serotonin을 분

해하는 효소인 monoamine oxidase(MA))의 분해를 촉진하며, serotonin 전구물질인 

tryptophan을 혈청에서 유리시켜 뇌로의 유입을 증가하면서 뇌에서의 serotonin 으로 전환

되는 양을 증가시킨다. 이소플라빈의 섭취 수준이 증가할수록 뇌조직에서 5-HT와 NE의 농

도가 dose-dependent하게 증가하는 경향을 보였다. 이 연구를 통하여 이소플라빈 섭취는 인

지기능을 증진시키는 효과가 있으며 신경세포의 시냅스에서 신경전달물질의 합성 및 방풀

에 관여함을 알 있었다. 

§ 신경전달물질 중에는 섭취하는 음식을 통하여 그 전구체를 제공받는 신경전달물들이 있다. 

그러한 신경전달물질은 기억과 인지기능에 관여하는 아세틸콜린 (acetylcholine: Ach)과 

monoamine으로서 각성 및 기분을 조절하는 노르에피네프린(norepinephrine: NE), 수면과 감

정을 좌우하는 세로토닌(serotonin: 5-HT), 운동조절능력을 가지는 도파민(dopamine) 등이 

있다. 아세틸콜린은 콜린에서 합성되며, NE와 dopamine은 아미노산인 tyrosine으로부터 합

성되며 5-HT는 tryptophan에서 합성이 되므로 전구물질을 제공하는 식사는 중요한 의미를 

가지고 있다. 

라.  고삼 추출물의 지표성분 분석조건 확립

 (1) 고삼 지표물질에 대한 분석 조건 확립

§ 분석 조건은 참고문헌에 따라 다음의 세 가지 용매조건을 사용하여 각각 분석 후 최적용매

조건을 선정하였음. 유속은 동일하게 1ml/min 였고, detection 파장은 210 또는 220nm 였다. 

컬럼은 C18 (4.6x250, 5um, INNO Column, 영진바이오크롬)을 사용하였다.

ü 표준품 : Matrine (98.0%)은 Tokyo Chemical Industry (TCI, Japan)에서 그리고 



oxymatrine은 Cayman에서 구입하였고 메탄올에 용해하여 사용하였다. 

ü 다음의 세 가지 eluents 조건을 사용하여 분석하고 결과를 비교하였다. 

   A. Methanol:water:trifluoroacetic acid

   B. Acetonitrile:50mM potassium phosphate buffer(pH6.0)

   C. Methanol:Acetonitrile: 5mM potassium phosphate buffer(pH6.0)

       (A)                                    (B)

        

       (C)

       

       그림 1. Matrine과 oxymatrine 지표물질의 eluents 조건에 따른 HPLC 분석 프로파일 

§ 그림 1에 제시된 세 용매 조건에서의 HPLC 분석 프로파일은 세 번째 용매조건에서 

matrine, oxymatrine의 분리도 및 농도의존성 피크 크기가 탁월한 것으로 나타났다. 두 지표

물질의 농도에 따른 standard curve의 R2 값도 세 번째 용매조건에서 가장 1에 가까운 것으

로 나타났다.



  (2) 고삼 추출물 시료에서 지표성분 분석

§ 위의 지표물질 분석에 따른 세 번째 eluent 조건으로 고삼 물 추출물 및 에탄올 추출물을 

분석하였다.  Spike test를 수행하여 추출물에서 matrine과 oxymatrine의 peak를 확인하였고 

고삼 추출물의 HPLC 분석 패턴을 아래 그림 2에 제시하였으며 함량을 표 1에 제시하였다. 

       (A)                                     (B)

          

       그림 2. 고삼 수추출물(A)과 에탄올추출물(B)에서 matrine과 oxymatrine 분석

       표 1. 고삼 수추출물과 에탄올 추출물에서 matrine과 oxymatrine 함량

       

수추출물 에탄올추출물

ug/ml % ug/ml %

Oxymatrine 142.6 14.3 104.2 10.4

Matrine 19.3 1.9 16.2 1.6

§ 고삼추출물의 HPLC 프로파일이 앞부분에서 극성 물질들이 겹치므로 3번 조건의 eluents 비

율을 조정하여 최적 분석조건을 찾았고 Methanol : Acetonitrile : 5mM potassium phosphate 

buffer (pH6.0) = 5:3:2로 설정되었다. 2차 년도에 후보물질 3종 소재 중 대두를 선정하였기

에 고삼 추출물 분석은 최적 eluents 비율을 찾은 것으로 마무리하였다.



마. 길경 추출물의 지표성분 분석조건 확립

 (1) 길경 지표물질에 대한 분석 조건 확립

§ 길경에 함유되어 있는 사포닌을 platycodin이라고 하며 길경에만 함유되어 있고, 이미 알려

져 있는 길경 사포닌의 종류가 다양하지만, 표준물질로 구매가능한 물질이 platycodin D 한

가지 이므로 platycodin D, 1종을 지표물질로 사용하는 것으로 정하였고 다음과 같이 분석

조건을 확립하였다.  

§ 유속은 1ml/min, detection 파장은 204nm, 컬럼은 SB-AQ (4.6x150, 5um, Agilent)을 사용함. 

용매는 water와 acetonitrile를 사용하였고 gradient 최적조건을 확립하였다.

§ 용매 조건에 따른 분석 :  두 용매의 gradient 조건에 따른 분석 중, 아래 두 가지 조건의 

분석 결과 그림 3에 A, B를 제시함. B 조건이 분리도가 더 좋은 것으로 평가되었다. 

           

            그림 3. 길경 지표물질 platycodin D의 HPLC 분석 

§ platydodin D (PD, Sigma) 지표물질 농도별 분석 : B 조건을 사용하여 PD 농도별 표준시료 

분석을 수행하였고 HPLC 프로파일을 위(그림 3 C)에 제시하였다. 분석 eluents는 water와 

acetonitrile이며 gradient 조건은 아래 표 2에 제시하였다.

        표 2. 길경 지표물질 platycodin D의 HPLC 분석을 위한 eluents의 gradient 조건

        

시간(분) H2O(%) Acetonitrile(%)

0 85 15

5 80 20

20 68 32

25 55 45

 



 (2) 길경 추출물에서 지표물질 분석 

§ 위의 지표물질 분석을 통해 최적화한 HPLC 분석조건으로 길경 물 추출물 및 에탄올 추출

물을 분석하였다.  Spike test를 수행하여 추출물에서 Platycodin D를 확인하였고 길경 추출

물의 HPLC 분석 패턴을 아래 그림 4에 제시하였고 함량을 표 3에 제시하였다. 

                            

        (A)   (B)

         그림 4. 길경 수추출물(A)과 에탄올추출물(B)에서 platycodin D의 HPLC 분석

         표 3. 길경 수추출물과 에탄올추출물에서 platycodin D의 함량 분석

        

수추출물 에탄올추출물

mg/g % mg/g %

PlatycodinD 3.05 0.35 2.3 0.23

§ 위에 결과에서와 같이 HPLC-UV detector로 위의 조건에서 Platycodin D 가 평가되어 질 수 

있으며, HPLC-ELSD 조건 확립을 진행 중이며, 두 가지 조건을 모두 사용할 수 있도록 연

구를 진행하고자 하였으나 2차 년도에 후보물질 3종 소재 중, 대두를 선정하였기에 길경 추

출물 분석은 여기서 종료하였다.

바.  대두 추출물의 지표성분 분석조건 확립

 (1) 대두 지표물질에 대한 분석 조건 확립

§ 대두에 주요 생리활성 성분인 isoflavones 6종(daidzin, glycitin, genistin, daidzein, glycitin 

genistein)을 분석하기 위하여 아래와 같은 분석 조건을 사용하였다(표 4). 

§ Eluents는 (A) 0.1% acetic acid와 (B) 80% acetonitrile/0.1% acetic acid를 gradient로 조건을 

변경하여 다음의 조건으로 분석하였다.



              표 4. 대두의 isoflavones 분석을 위한 eluents의 gradient 조건

                  

시간(분) A(%) B(%)

0 88 12

8 78 22

16 70 30

20 69 31

24 69 31

32 64 36

40 60 40

 

                

               그림 5. 대두 isoflavones 6종의 농도별 HPLC 분석 프로파일

§ 6종의 isoflavones 지표물질에 대한 농도별 분석 HPLC 프로파일을 그림 5에 제시하였고 그 

결과 R2는 0.999이상 또는 1이였다.

  (2) 대두 추출물 시료에서 지표물질 분석

§ 대두 추출물의 HPLC 분석에서 지표물질의 spike test 를 통해 6종 이소플라본의 피크를 확

인하였고 아래 그림 6에 HPLC 프로파일을 제시하였다. 검량선을 사용하여 함량을 산출하였

고 아래 표 5에 제시하였다. 



           

           그림 6. 대두 수추출물과 에탄올 추출물에서 6종 이소플라본 HPLC 분석 프로파일

            

             표 5. 대두 수추출물과 에탄올추출물에서 isoflavones 함량

             

isoflavone 종류 수추출물(ug/g) 에탄올추출물(ug/g)

Daidzin 39.34 17.99

Glycitin 6.88 2.51

Genistin 47.7 22.76

Dadzein 7.96 9.95

Glycitein 6.90 4.20

Genistein 7.74 5.19

합계 116.52 62.60

§ 위의 실험들을 통하여 고삼은 2가지 지표물질 matrine과 oxymatrine을, 길경은 사포닌성분

으로 길경에만 존재하는 사포닌이므로 platycodin D, 1종을, 대두는 isofloavones 으로 지표

물질을 사용할 수 있음을 확인하였다.

2. 리드물질 1종 대두 추출물에 대한 지표물질 분석법 최적화 및 밸리데이션 수행

가. 지표물질 분석 조건 최적화

 (1) Eluents와 columns 조건 검토

§ Isoflavones 6종에 대한 분석의 최적조건을 찾기 위하여 1차년도 eluents 조성 및 gradient 

조건을 변형하여 eluents 조건을 위에서와 같이 0.1% AA 함유 methanol과 0.1% AA 용액으

로 정하였고, eluents의 acid 조건을 고려하여 컬럼을 C18 (INNO Column, 영진바이오크롬)

에서 C18-SB (INNO Column, 영진바이오크롬) 컬럼으로 교체하였다. 

§ 결과적으로, Rt 값은 유사하였으며, Daidzein의 농도(area 값)가 C18-SB 컬럼에서 다소 낮은 

것으로 평가되었고, 비배당체인 daidzein과 genistein의 피크 분리도는 C18-SB 컬럼에서 더 

좋은 것으로 평가되었다(표 6과 그림 7).



표 6. C18과 C18-SB 컬럼의 분석 area 비교

　 C18 C18-SB

　 R.T Area R.T Area

Daidzin 13.222 784.4 12.605 797.9

Glycitin 13.82 37.3 13.2 27.1

Genistin 15.894 1739.9 15.275 1706.1

Daidzein 21.915 198.0 21.478 102.3

Genistein 24.713 110.8 24.113 94.0

그림 7. C18과 C18-SB 컬럼의 피크 분리도 비교

 (2) C18-SB 컬럼을 사용하여 스탠다드의 직선성 확인. 

§ C18-SB를 사용하여 다음과 같은 스탠다드 커브를 도출하였고 R2 값이 0.999~1로 향상된 분

석결과를 확인하였다.



            

            그림 8.  지표물질 6종에 대하여 농도에 따른 Standard curves 

  (3) 대두 추출물 isoflavones HPLC profile의 peaks 확인 

대두의 에탄올 추출물을 사용하여 위에서 최적화된 분석방법으로 isoflavones 6종을 분석하였

다. Spike tests를 사용하여 6종 isoflavones을 확인하였고 glycitein이 대두 에탄올 추출물에서 

검출되지 않았다. 각 peak에 대한 HPLC spectrum을 분석하여 동일 isoflavones 인지를 확인

하였다. 6종의 HPLC spectrum은 다음 그림 9에 제시하였다.

         스탠다드 스펙트럼                      시료 스펙트럼

            



            

         그림 9. 지표물질과 대두 에탄올 추출물에서 피크의 HPLC 스펙트럼

 (4) 대두 추출물시료 전처리 조건 평가

§ 다음의 4가지 방법으로 전처리를 수행하였고 그 결과로 HPLC 프로파일을 제시하였다. 

§ 시료 250mg을 용매(DMSO 1: MeOH 19) 5ml에 용해 후 잘 섞고 10분 sonication 후 10min 

진탕배양하였다. 2000rpm 5분 centrifuge 후 PTFE 0.45, 0.22 um에 각각 filter하였다.

§ 시료 250mg을 용매(DMSO 1: MeOH 19) 4.8ml과 Chloroform 0.2ml에 용해 후 잘 섞고 10분 

sonication 후 10분 진탕배양 하였다. 2000rpm 5min centrifuge 후 PTFE 0.45, 0.22 um에 

각각 filter하였다.

§ 시료 250mg을 용매(DMSO 1: MeOH 19) 4ml에 용해 후 잘 섞고 10min sonication 후 2M 

NaOH 0.3ml을 추가로 넣고 10min 진탕배양 하였다. Acetic acid, Glacial 0.1ml과 용매 

0.6ml을 추가로 넣고 2000rpm 5min centrifuge 후 PTFE 0.45, 0.22 um에 각각 filer하였다.

§ 시료 250mg을 용매(DMSO 1: MeOH 19) 4ml과 Chloroform 0.2ml에 용해 후 잘 섞고 10min 

sonication 후 2M NaOH 0.3ml을 추가로 넣고 10min 진탕배양 하였다. Acetic acid, Glacial 

0.1ml과 용매 0.4ml을 추가로 넣고 2000rpm 5min centrifuge 후 PTFE 0.45, 0.22 um에 각

각 filer하였다.

§ 전처리 비교 분석 결과를 아래 그림 10에 HPLC 프로파일과 표 7(HPLC peak area)에 제시

하였다. Rt는 전처리에 따라 변하지 않았고, 비배당체인 daidzein과 genistein의 분리도가 전

처리 4에서 가장 좋은 것으로 나타나서 전처리 방법으로 4번을 결정하였다. 



                  

                  그림 10. 대두 에탄올 추출물의 전처리 방법에 따른 HPLC profile

         표 7. 대두 에탄올 추출물의 전처리 방법에 따른 시료 내 isoflavones peak area

　 R.T 전처리 1 전처리 2 전처리 3 전처리 4

Daidzin 13.28 309.2978 252.1039 369.2009 300.6779

Glycitin 13.885 31.50871 24.49082 19.02629 14.25069

Genistin 15.965 667.008 542.9182 792.3252 642.3257

Daidzein 21.978 180.3446 104.8825 111.9329 73.66895

Genistein 24.756 44.89607 41.43964 47.31073 36.726

나.  지표물질 분석법 밸리데이션

§ 지표물질 분석법 최적화 결과를 주관기관과 공유하였고, 6종의 이소플라본을 모두 분석하는 것 

보다 2종을 선택해서 지표물질로 사용하는 것으로 결정하였다. 대두 에탄올 추출물에 가장 함량

이 많은 2종의 이소플라본, daidzin과 genistin을 지표물질로 확정하였으며 이에 따라 2종의 이소

플라본의 분석에 대한 분석법 검증을 수행하였다.  

§ 분석법 검증을 위하여 특이성(Specificity), 표준물질 및 시료의 직선성(Linearity), 정확성

(Accuracy), 정밀성(Precision), 범위(Range) 등의 항목을 검토하였다. 



  (1) 검증을 위한 시험법 

§ 시료 : 대두 30% 에탄올 추출물

§ 분석물질 : daizin, genistin

§ 장비 :   고속액체 크로마토그래피법 (HPLC)

       HPLC system      Agilent 1260 Infinity, USA

                         G1311C 1260 Quat Pump VL

                         G1329B 1260 ALS

                         G1316A 1260 TCC

                         G1315D 1260 DAD VL

       Analytical Column Inno column C18-SB (250 mm x 4.6 mm, 5um, 영진바이오크롬)

 

§ 시약 

   ① 표준물질 :  

      Daizin (HPLC analytical grade, purity 98.2%, Sigma)

      Genistin (HPLC analytical grade, purity 98%, Sigma)

   ② Dimethyl Sulfoxide (DMSO, Sigma)

   ③ Methanol, Acetonitrile, Acetate, Water (J.T Baker, HPLC grade)

§ 표준용액 조제 : DMSO와 Metanol을 1:19 비율로 혼합한 용매를 만들고 daizin과 genistin

을 각각 1mg/ml 농도로 혼합 표준용액의 stock을 조제하였다. 동일한 용매로 표준용액 

농도범위로 희석하여 사용하였다. 

§ 시험용액 조제 : 대두 30% 에탄올 추출물을 동결건조한 파우더를 사용하였고 80% 메탄

올을 사용하여 50 mg/ml 시료용액을 조제하였다. 상세하게는 시료 500 mg을 용매(DMSO 

: MeOH, 1:19) 8 ml과 Chloroform 0.4 ml에 용해 후 잘 섞고 10 min sonication 후 2 M 

NaOH 0.6 ml을 추가로 넣고 10 min 진탕배양 하였다. Acetic acid, Glacial 0.2 ml과 용매 

0.8 ml을 추가로 넣고 2000rpm 5 min centrifuge 후 PTFE 0.45, 0.22 um에 각각 filer하였

다.

§ 분석조건 : 시험법 검증을 위한 HPLC 분석 조건은 표 8에 제시하였다. 

          표 8. 시험법 밸리데이션을 위한 HPLC 분석조건



          

Instrument Agilent 1260

Column C18 Inno 4.6 mm×250 mm, 5.0 μm

Mobile phase

(gradient)

Time(min) A(%) B(%)

0.0 80 20

15.0 50 50

25.0 30 70

30.0 80 20

Detector
VWD detector

UV 260nm

Flow rate 1.0 mL/min

Injection volume 5 μL

Column temp 40℃

A, B eluent
A) Water with 0.1% Acetic acid
B) MeOH with 0.1% Acetic acid

 (2) 시험법 유효성 검증 결과

(가) 특이성(Specificity)

§ Daidzin과 Genistin의 Chromatogram : 2 종 isoflavones 표준물질과 시료를 같은 분석법으로 

분석하여 검출된 Peak를 확인하여 동일 물질임을 확인하였다. 각각의 retention time을 아래 

표 9에 제시하였다.  표준용액과 시료의 크로마토그램은 다음과 같다(그림 11). 

             

             

             그림 11. 표준용액과 시료용액에서 isoflavones의 크로마토그램

             표 9. 표준용액과 시료용액에서 daizin과 Genistin의 Retention times 



            

Retention time

Standard
Sample 

(30% ethanol 추출물)
Daidzin 12.910 12.908

Genistin 15.622 15.488    

§ Daidzin과 Genistin의 spectrum 확인 : 시료에서 검출된 크로마토그램이 표준용액과 동일한

지 확인하기 위하여 표준용액과 시료의 spectrum을 확인하였다. 각각 Rt에서 검출된 peak

의 spectrum을 확인한 결과, 표준용액과 시료에서 동일한 pattern의 spectrum을 확인하였다

(그림 12).

  

           A. 표준용액 스펙트럼              B. 시료 스펙트럼

                   

    그림 12. Peak purity test : 시험용액 중 daidzin과 genistin peak 각 5점의 spectrum 분석

(나) 직선성 (Linearity)

§ 표준용액의 직선성 : 표준 용액은 약 6mg을 5ml의 정용플라스크에 methanol과 DMSO를 

19:1로 섞은 용매로 조제하여 사용하였다. 희석배수를 적용하여 5개 희석농도를 조제하였

고 HPLC 분석에 사용하였다. 3회 반복실험 결과, Daidzin은 0.625 ~ 160 ug/ml 농도 범위

에서 3회 모두 R2 = 1로 평가되었다(표 10-1, 10-2, 10-3). Genistin은 0.469 ~ 120 ug/ml 

농도 범위에서 2회의 R2 = 1로, 1회는 0.9999로 평가되었다. 



    표 10-1.  표준용액을 이용한 검량선 (1차 실험)

  

STD
Daidzin Genistin

농도
(ug/ml)

Area
농도

(ug/ml)
Area

1 0.26 12.264 0.26 12.483

2 1.28 51.341 1.28 51.524

3 6.40 217.236 6.40 219.047

4 32.00 922.371 32.00 930.303

5 160.00 3728.272 160.00 3777.300

기울기 23.352 31.550

절편 -9.077 -10.478

 값 1 1

검량선

    표 10-2.  표준용액을 이용한 검량선 (2차 실험)

  

STD
Daidzin Genistin

농도
(ug/ml)

Area
농도

(ug/ml)
Area

1 0.26 11.067 0.26 12.795

2 1.28 46.856 1.28 54.727

3 6.40 188.036 6.40 221.595

4 32.00 769.591 32.00 910.618

5 160.00 3157.1 160.00 3726.313

기울기 19.760 31.099

절편 -7.727 -8.995

 값 1 1

검량선

  



  표 10-3.  표준용액을 이용한 검량선 (3차 실험)

  

STD

Daidzin Genistin

농도
(ug/ml)

Area
농도

(ug/ml)
Area

1 0.26 5.252 0.26 5.837

2 1.28 23.496 1.28 29.264

3 6.40 122.139 6.40 152.418

4 32.00 616.823 32.00 771.119

5 160.00 3196.385 160.00 4025.391

기울기 20.001 33.595

절편 -6.978 -10.714

 값 1 0.9999

검량선

§ 시료의 직선성 : 시료를 농도별로 제조하여 3회 분석한 결과로 직선성을 평가하였다. 시료

(에탄올 추출물) 농도 25 mg/ml 의 농도를 목적농도 100%로 설정하였고 50~200% 범위에

서 HPLC 분석을 수행하여 직선성을 평가하였다. Daidzin은 3회 모두  값이 0.999이상으

로 평가되었고 Genistin은 2회는 0.999이상으로 1회는 0.9985로 평가되었다(표 11-1, 11-2, 

11-3). 

    표 11-1. 시료에서 Daidzin과 Genistin에 검량선 (1차 실험)

  

STD
Daidzin Genistin

농도
(mg/ml)

Area
농도

(mg/ml)
Area

1 12.50 418.954 12.50 876.807

2 18.75 648.195 18.75 1335.686

3 25.00 862.669 25.00 1861.658

4 31.25 1088.853 31.25 2377.136

5 37.5 1277.124 37.5 2753.649

6 50.00 1717.880 50.00 3694.980

기울기 34.419 75.258

절편 -1.602 -45.036

 값 0.9995 0.9985

검량선



    표 11-2. 시료에서 Daidzin과 Genistin에 검량선 (2차 실험)

  

STD
Daidzin Genistin

농도
(mg/ml)

Area
농도

(mg/ml)
Area

1 12.50 415.354 12.50 791.558

2 18.75 672.223 18.75 1256.012

3 25.00 903.512 25.00 1669.826

4 31.25 1145.403 31.25 2103.186

5 37.5 1367.409 37.5 2520.194

6 50.00 1816.358 50.00 3310.214

기울기 37.229 67.049

절편 -32.467 -13.764

 값 0.9994 0.9993

검량선

 

    표 11-3. 시료에서 Daidzin과 Genistin에 검량선 (3차 실험)

  

STD
Daidzin Genistin

농도
(mg/ml)

Area
농도

(mg/ml)
Area

1 12.50 412.564 12.50 858.321

2 18.75 654.611 18.75 1368.505

3 25.00 887.592 25.00 1864.773

4 31.25 1095.724 31.25 2304.281

5 37.5 1310.073 37.5 2762.005

6 50.00 1739.683 50.00 3684.557

기울기 35.164 74.878

절편 -8.898 -43.542

 값 0.9993 0.9994

검량선

(다) 정확도 (Accuracy), 회수율(Recovery)

§ 시료(에탄올 추출물)를 농도범위 80 ~ 120%에서 3종 농도를 선택하여 mg당 함량을 평가

하여 평균농도를 설정하고 표준물질 3농도를 첨가하여 각각의 회수률을 평가하였다. 시료 

1mg 당 함량은 Daidzin은 1.5562 ug/mg으로 Genistin은 2.4243 ug/mg로 평가되었다(표 12). 

§ Daidzin의 회수율은 97.43 ~ 99.47% 였으며 RSD는 3.1% 이하로 평가되었고, Genistin의 회

수율은 97.23 ~ 103.89% 였으며 RSD는 4.02% 이하로 평가되어 기준인 5% 이하를 만족시

키는 것으로 나타났다(표 13-1, 13-2). 



   표 12. 대두 에탄올 추출물에서 daidzin과 genistin의 함량 분석

성분
표준물질 
(ug/mL)

원료 + 
표준물질
(mg/L)

시료 채취량
(mg/ml)

검출농도
(ug/mL)

1mg 당 농도
(ug/mg)

평균 농도
(ug/mg)

Daidzin 0 -

30.8 48.4249 1.5722

1.556236.0 55.3297 1.5369

41.6 64.8697 1.5594

Genistin 0 -

30.8 73.3151 2.3804

2.424336.0 86.5860 2.4052

41.6 103.4733 2.4873

    표 13-1.  대두 에탄올 추출물에서 표준용액 daidzin의 회수율 분석

원료 + 
표준물질
(ug/mL)

시료 
채취량

(mg/mL)

채취량 대비 
계산농도
(ug/mL)

이론
농도

(ug/mL)

검출농도
(ug/mL)

회수율
(%)

회수율
평균
(%)

SD
(%)

RSD
(%)

시료 + 

8.00

36.8 57.27 65.27 65.8264 100.86

99.47 2.40 2.4140.2 62.56 70.56 71.1530 100.84

40.4 62.87 70.87 68.5256 96.70

시료 + 

12.00

33.2 51.67 63.67 61.5687 96.71

97.68 2.67 2.7333.4 51.98 63.98 64.4194 100.69

39.0 60.70 72.70 69.5183 95.63

시료 + 

16.00

30.8 47.93 63.93 64.515 100.92

97.43 3.02 3.1032.8 51.04 67.04 64.2015 95.76

35.6 55.40 71.40 68.2581 95.60

     표 13-2.  대두 에탄올 추출물에서 표준용액 genistin의 회수율 분석

원료 + 
표준물질
(ug/mL)

시료 
채취량

(mg/mL)

채취량 대비 
계산농도
(ug/mL)

이론
농도

(ug/mL)

검출농도
(ug/mL)

회수율
(%)

회수율
평균
(%)

SD
(%)

RSD
(%)

시료 + 

6.00

36.8 89.21 95.21 92.2056 96.84

97.23 2.29 2.3540.2 97.46 103.46 98.4483 95.16

40.4 97.94 103.94 103.6109 99.68

시료 + 

9.00

33.2 80.49 89.49 89.9320 100.50

100.83 4.05 4.0233.4 80.97 89.97 94.4947 105.03

39.0 94.55 103.55 100.3902 96.95

시료 + 

12.00

30.8 74.67 86.67 92.6693 106.92

103.89 2.74 2.6432.8 79.52 91.52 92.9664 101.58

35.6 86.30 98.30 101.4240 103.17



(라) 정밀도 

§ 시험법의 정밀성을 확인하기 위해 5회씩 시료를 조제하여 분석재현성을 실시하였다. 날짜

별 3회, 실험자 2인 총 4회 시험을 수행하였고 아래 표 14-1, 14-2, 14-3, 14-4에 그 결과

를 제시하였다. 

   표 14-1. 정밀성 검토를 위한 1차 분석 

지표

물질

시료량

(mg)
Area

Concentration

(ug/ml)

함량

(mg/g)

Average

(mg/g)

SD

(mg/g)

RSD

(%)

Daidzin

21.76 802.083 34.7362 1.5963

1.5955 0.0222 1.39

23.12 853.304 36.9297 1.5973

24.48 903.995 39.1004 1.5972

27.20 983.116 42.4886 1.5620

29.92 1126.122 48.6125 1.6247

Genistin

21.76 1684.86 53.7350 2.4694

2.4987 0.0420 1.68

23.12 1799.892 57.3810 2.4819

24.48 1932.128 61.5723 2.5152

27.20 2102.642 66.9768 2.4624

29.92 2410.381 76.7309 2.5645

  표 14-2. 정밀성 검토를 위한 2차 분석 

지표
물질

시료량
(mg)

Area
Concentration

(ug/ml)
함량

(mg/g)
Average
(mg/g)

SD
(mg/g)

RSD
(%)

Daidzin

30.8 1121.740 48.4249 1.5722

1.5694 0.0230 1.47

33.5 1217.638 52.5315 1.5681

35 1244.285 53.6726 1.5335

35.5 1315.016 56.7015 1.5972

36.3 1326.957 57.2128 1.5761

Genistin

30.8 2302.614 73.3151 2.3803

2.4329 0.0549 2.25

33.5 2610.478 83.0731 2.4798

35 2604.266 82.8762 2.3679

35.5 2768.997 88.0974 2.4816

36.3 2800.931 89.1096 2.4548



  표 14-3. 정밀성 검토를 위한 3차 분석 

지표
물질

시료량
(mg)

Area
Concentration

(ug/ml)
함량

(mg/g)
Average
(mg/g)

SD
(mg/g)

RSD
(%)

Daidzin

34.4 1223.940 52.8013 1.5349

1.5463 0.0096 0.62

35.8 1278.838 55.1522 1.5406

36 1292.256 55.7269 1.548

36.2 1310.027 56.4879 1.5604

41.6 1494.394 64.3830 1.5477

Genistin

34.4 2562.686 81.5583 2.3709

2.4154 0.0639 2.64

35.8 2657.713 84.5702 2.3623

36 2690.625 85.6134 2.3781

36.2 2850.954 90.6951 2.5054

41.6 3218.772 102.3534 2.4604

  표 14-4. 정밀성 검토를 위한 4차 분석 (다른 분석자)

지표
물질

시료량
(mg)

Area
Concentration

(ug/ml)
함량

(mg/g)
Average
(mg/g)

SD
(mg/g)

RSD
(%)

Daidzin

36.4 1326.473 57.1921 1.5745

1.5470 0.0343 2.22

38.8 1368.287 58.9827 1.5202

40.6 1418.495 61.1328 1.5057

42.4 1524.143 65.6569 1.5485

45.2 1665.064 71.6915 1.5861

Genistin

36.4 2832.403 90.1072 2.4539

2.3908 0.0475 1.99

38.8 2929.156 93.1738 2.4014

40.6 3072.428 97.7149 2.4068

42.4 3103.486 98.6993 2.3278

45.2 3360.751 106.8535 2.3640

    표 15. 대두 에탄올 추출물에서 daidzin과 genitin의 분석 재현성

지표성분 분석차수
각 실험별 함량

(mg/g)
평균

(mg/g)
SD

(mg/g)
RSD
(%)

Daidzin

1 차 1.5955

1.5646 0.0233 1.49
2 차 1.5694

3 치 1.5463

4 차 1.5470

Genistin

1 차 2.4987

2.4344 0.0462 1.90
2 차 2.4329

3 치 2.4154

4 차 2.3908



(마) 범위

§ 대두 에탄올 추출물에서 분석 시험법의 직성성, 특이성, 정밀도를 고려할 때, daidain과 

genistin의 정량범위는 각각 0.625 ~ 160.00 ug/ml 과 0.469 ~ 120.00 ug/ml 으로 평가되었

다. 

(바) 검출한계(Limit of detection, LOD)와 정량한계(Limit of quantitation, LOQ)

§ 직선성에서 사용한 검량선의 y 절편의 표준편차(σ)와 검량선의 기울기(S)를 이용하여 

LOD와 LOQ를 다음의 공식에서 산출하였다. 

§ LOD = 3.3(σ/S)와 LOQ = 10(σ/S) 공식을 사용하였고 표준 검량선 3건의 기울기와 y절편

을 표 16에 제시하였다.  

§ 따라서, LOD = 3.3 * 1.064 / 21.038 = 0.1669 이며,   LOQ = 10 * 1.064 / 21.038 = 0.5058 

으로 산출되었다.

   표 16. 지표물질 검량선 3건의 기울기와 y 절편의 평균과 표준편차 

지표물질 항목 1차 2차 3차 평균 편차

Daidzin
기울기 23.352 19.760 20.001 21.038 2.008

y 절편 -9.077 -7.727 -6.978 -7.927 1.064

Genistin
기울기 31.550 31.099 33.595 32.081 1.330

y 절편 -10.478 -8.996 -10.714 -10.063 0.931

다.  후보물질의 안전성 시험 모니터링

§ 후보물질 3종 고삼, 길경, 대두 추출물에 대한 안전성 자료를 모니터링하였다. 건강기능식품 기

능성원료 및 기준규격인정에 관한 규정의 14조 7목의 안전성에 관한 규정에 따라서 필요한 안전

성 자료 및 시험 자료를 검토하였다. 

§ 길경과 대두는 섭취경험이 있는 식물 등을 제조 또는 가공한 것으로 물이나 주정을 이용한 단순

한 추출물인 경우에 해당하며 알려진 부작용이 없기 때문에 독성시험자료를 산출하지 않아도 되

는 것으로 확인되었다.

§ 고삼은 전통의약에서 많이 사용한 경험이 있으나, 식품 원료로 그리고 건강기능식품 원료로 사

용된 적이 없으므로 안전성 평가 자료를 모니터링하였다. 

 

(1) 고삼 수추출물의 13주 반복독성시험 모니터링 

§ 고삼의 물추출물에 대한 안전성 평가 결과가 2015년 논문(Che JW et al. Genotoxicity and 

subchronic toxicity of Sophorae radix in rats: Hepatotoxic and genotoxic potential. 

Regulatory Toxicology and Pharmacology 71:379–387)으로 게재되어 논문을 검토하였고 그 

결과는 다음과 같다. 



§ 고삼의 수추출물을 10 ~ 1500 mg/kg 농도 범위에서 13주 반복해서 경구투여 하였고, 그 결

과 체중의 중가 및 간 무게의 증가가 관찰되었다. 혈중 alkaline phosphatase (ALP)와 

alanine transaminase (ALT)가 높아져서 간 조직에 유해성으로 평가되었고, 적혈구, 

hemoglobine, hematocrit가 감소하여서 빈혈유발 가능성을 보고하였다. 따라서, NOAEL을 

10mg/kg/day로 평가하였다. 

§ 위에 고삼의 안전성평가는 식품의약품안전처의 연구과제로 수행되었으며 고삼추출물의 제 

조 및 품질관리가 수행된 과제이며 GLP 기관에서 수행되었기 때문에 신뢰성이 있는 결과

로 사료된다. 

(2) 고삼 수추출물의 유전독성 시험

§ 고삼 수추출물의 유전독성 시험은 박태리아 복귀돌연변이 시험, 세포주 활용 염색체이상시

험 및  in vivo  마우스 소핵시험이 수행되었꼬 위의 13주 반복독성시험 기관에서 동일 수

추출물로 수행하였으며 동일 논문에 게재 되었다.  

§ 고삼 수추출물은 박태리아 복귀돌연변이 시험에서 Salmonella tiphymurium 4종의 박테리아

와 E. coli 1종의 박테리아에 돌연변이를 유발하지 않는 것으로 확인되었으나, in vitro 포유

동물세포주를 사용한 염색체이상시험에서는 양성물질로 평가되었다. 

§ in vitro 포유동물세포주에서 염색체이상 유발 물질 평가를 확인하기 위해 in vivo 생체 내

에서 염색체이상 유발 여부를 확인하는 소핵시험을 수행하였으나, 생체 내 시험에서는 음성

으로 판정되어 염색체이상을 유발하지 않는 것으로 판정되었다.  

§ 그러나, International conference of harmonization (ICH)의 수정 가이드라인에 따라 in vitro 

포유동물세포주를 이용한 염색체이상 유발에 시험에서의 양성을 확인하는 방법으로 in vivo 

소핵시험 외에 in vivo에서 한 가지 추가 시험을 더 수행할 필요를 확인하고 본 연구팀에서 

in vivo Comet 시험을 최소한으로 수행하였고 그 결과는 다음과 같다.

§ Comet 시험방법 : mice 수컷을 사용하였고 참고문헌의 용량을 고려하여 최고 한계 용량인 

2,000와 1,000 mg/kg를 경구로 2회 24시간 간격으로 투여 후 21시간 간격의 3회 투여 후 3

시간에 부검하였다.  간 조직을 적출하여 단세포 전기영동을 수행하였다.   

§ 결과는 다음 표 17에 제시하였다. 

    표 17.  마우스 간세포를 이용한 고삼 추출물의 생체 내 코멧 시험 결과 

Target Chemical
Dose Scored Tail DNA Tail 

  moment 2) (mg/kg/day) cells (%)

Liver D.W - 150 0.7±0.11) 0.2±0.1

EMS 200 150 32.5±2.7 21.6±3.4

Sophora
flavescens 

1000 150 2.9±1.1 2±1.1

2000 150 2.9±1.6 2.5±1.4

     1) Each value is Mean ± SD

     2) It is calculated by reflecting tail DNA and tail length

     EMS; ethyl methyl sulfate



§ 위의 모니터링 결과에 따라서 고삼추출물을 간 및 혈구 세포에 유해영향이 있기 때문에 후

보물질에서 제외시키기로 하였고. 효능이 입증되어 수명의 질 개선 소재로 최종 선정된 대

두추출물은 식품원료이므로 위에서 언급한 바와 같이 추가 안전성시험모니터링이 필요없는 

것으로 확인하였다. 

3. 리드물질의 산지 또는 제조 배치에 따른 추출물 분석 및 용매분획 연구

가. 대두 추출물의 산지 또는 제조 배치에 따른 지표물질 분석

 (1) 산지별 대두 추출물의 함량 분석

§ 산지별 대두 추출물의 함량 비교를 위하여 국내산 5종과 중국산 3종을 다음과 같이 구입하

였고, 지표물질 daidzin과 genistin의 함량을 HPLC로 분석하였다.

§ 추출조건은 초기 대량 시료 추출조건과 유사하게 하기 위하여 구입 대두를 10배의 30% 에

탄올을 사용하였고 100℃에서 2시간동안 추출하기 위해 실험실 환류장치를 사용하였다.

§ HPLC 분석을 통한 지표물질의 함량은 아래 표 18, 19제시하였다.  

§ 산지마다 daidzin과 genistin의 함량에 많은 차이를 보이므로 함량 기준을 결정하는데 참고

자료가 될 것으로 사료된다. 

      표 18.  국내산 대두의 산지별 및 중국산 대두의 daidzin 함량 분석

산지
분석시료량

(mg)
Area

검량선결과
(ug/ml)

함량평균
(mg/g)

표준편차
(mg/g)

RSD(%)

강원원주 52.3 1760 75.78 1.449 0.047 3.262

충남부여 49.8 2310 97.57 1.959 0.024 1.226

강원인제 50.8 6542 280.55 5.523 0.085 1.537

전남무안 52.0 2633 113.15 2.176 0.017 0.797

경기파주 51.2 2310 99.31 1.940 0.031 1.618

경북영주 60.45 1302 56.15 1.127 0.013 1.167

중국산 1 52.4 3406 146.25 2.791 0.046 1.636

중국산 2 48.2 2191 94.23 1.955 0.041 2.085

중국산 3 48.2 2394 102.89 2.135 0.034 1.604

     



    표 19.  국내산 대두의 산지별 및 중국산 대두의 genistin 함량 분석

산지
분석시료량

(mg)
Area

검량선결과
(ug/ml)

함량평균
(mg/g)

표준편차
(mg/g)

RSD(%)

강원원주 52.3 3789 120.43 2.303 0.030 1.292

충남부여 49.8 2957 94.06 1.889 0.014 0.723

강원인제 50.8 7204 228.66 4.501 0.036 0.809

전남무안 52.0 3367 107.06 2.059 0.029 1.432

경기파주 51.2 3615 114.90 2.244 0.0111 0.495

경북영주 60.45 1787 56.97 1.144 0.0049 0.430

중국산 1 52.4 3741 118.92 2.269 0.029 1.272

중국산 2 48.2 2245 71.48 1.483 0.018 1.198

중국산 3 48.2 2369 75.40 1.564 0.015 0.938

(2) 제품의 지표물질 함량 분석 

§ 주관기관에서 대두의 에탄올 추출물로 수면의 질 개선을 위한 제품을 pouch 형태로 제조하

였고 제품 5건을 제공하였으며 제공 받은 제품 5건에서 지표물질을 각각 3반복 분석하였고 

그 결과를 표 20, 21에 평균, 표준편차 및 RSD로 제시하였다. 

§ Daidzin의 함량은 부형제를 포함하여 pouch 당 10 g 이었고 200mg을 취하여 HPLC 분석을 

수행하였으며 pouch 당 daidzin의 함량은 2.678 ± 0.037 mg으로 평가되었고 pouch 당 

genistin의 함량은 3.266 ± 0.053 mg으로 산출되었다. 

   표 20. 대두 에탄올 추출물을 포함한 수면의 질 개선 제품에서 daidzin 함량 분석 

제품
분석시료량

(mg)
Area

검량선 결과
(ug/ml)

시료당 함량 
평균 (mg/g)

제품당 함량 
평균 (mg/pouch)

표준편차
(mg/pouch)

RSD
(%)

1 200.2 1261 54.38 0.2716 2.716 0.014 0.531

2 201.8 1257 54.24 0.2688 2.688 0.021 0.780

3 200.0 1254 54.1 0.2705 2.705 0.086 3.170

4 200.6 1232 53.17 0.2650 2.650 0.092 3.485

5 202.8 1236 53.31 0.2629 2.629 0.015 0.560

평균 2.678 ± 0.037 1.382



  표 21. 대두 에탄올 추출물을 포함한 수면의 질 개선 제품에서 genistin 함량 분석 

제품
분석시료량

(mg)
Area

검량선 결과
(ug/ml)

시료당 함량 
평균 (mg/g)

제품당 함량 
평균 (mg/pouch)

표준편차
(mg/pouch)

RSD
(%)

1 200.2 2071 66.75 0.3334 3.334 0.033 0.990

2 201.8 2018 64.29 0.3186 3.186 0.024 0.766

3 200.0 2054 65.43 0.3271 3.271 0.027 0.810

4 200.6 2054 65.43 0.3262 3.262 0.071 2.167

5 202.8 2087 66.47 0.3278 3.278 0.019 0.586

평균 3.266 ± 0.053 1.623

 (3) 원액의 표준물질 함량 분석

§ 주관기관에서 제공받은 제조를 위한 대두 에탄올 추출물 농축 원액을 3회 분석하였고 표 

22 에 평균, 표준편차 및 RSD를 제시하였다. 

  표 22. 수면의 질 개선 제품을 위한 대두 에탄올 추출 농축원액에서 daidzin 함량 분석  

제품
분석시료량

(mg)
Area

검량선 결과
(ug/ml)

농축 원액당 함량 
평균 (mg/g)

제품당 함량 
평균 (mg)

표준편차
(mg)

RSD
(%)

1 202.4 2618 112.5 0.5558 2.407 0.057 2.368

2 205.8 2494 107.2 0.5207 2.255 0.024 1.059

3 206.6 2543 109.3 0.5290 2.291 0.076 3.325

평균 2.317 ± 0.0780 3.427

  표 23. 수면의 질 개선 제품을 위한 대두 에탄올 추출 농축원액에서 genistin 함량 분석  

제품
분석시료량

(mg)
Area

검량선 결과
(ug/ml)

농축 원액당 함량 
평균 (mg/g)

제품당 함량 
평균 (mg)

표준편차
(mg)

RSD
(%)

1 200.2 4819 153.1 0.75632 3.275 0.00747 0.228

2 201.8 4919 156.3 0.75928 3.288 0.0285 0.867

3 200 4953 157.3 0.76142 3.297 0.0207 0.628

200.6 3.287 ± 0.0111 0.337

 나. 리드물질의 용매분획 제조 및 분획 성질 규명 

(1) 대두 추출물 용매 분획 제조 및 HPLC 분석

§ 유효성분을 분석하기 위한 용매분획을 조제하였고 협동연구 기관인 (주)이노파마스크린에 

제공하였고 수면 효능과 관련된 in vitro 바이오마커 평가를 수행하도록 하였다. 



§ 용매 분획은 에탄올 추출물을 사용하였고, hexane, dichloromethane, ethylacetate, butanol 

용매를 사용하여 순차적으로 추출하였고 최종 water 층까지 감압농축 또는 동결 건조하여 

건조 분획을 수득하였다. 

§ 용매분획에서 지표물질의 HPLC 분석을 수행하였고 HPLC 프로파일은 아래 그림 13에 제

시하였다. 

§ 비배당체(daidzein, genistein)는 dichloromethane 층과 ethylacetate 층으로 이양된 것으로 

나타났고, 대부분의 배당체(daidzin, genistin)는 ethylacetate층으로 이양되었고 일부가 

butanol에서도 관찰되었다. Hexane 층에서 소량 확인된 배당체는 hexane 추출시 점성이 

있는 lecitin 함유 물질 등과 함께 hexane 층으로 넘어온 것으로 생각된다. 물 층에는 

isoflavones이 검출되지 않아서 모두 용매 분획으로 이양된 것으로 확인되었다. Glycitin은 

아주 소량 ethylacetate 층에서 관찰되었고 glycitein은 대두의 에탄올 추출물에서와 마찬

가지로 검출되지 않았다. 

             

       그림 13. 대두 에탄올 추춞물의 유기용매 분획에서 isoflavones HPLC 분석 프로파일

 (2) 대두 추출물 용매 분획의 성분분석 

(주)이노파마스크린에서 수면의 질과 관련된 바이오마커들을 in vitro에서 수행한 결과  

ethylacetate (EA) 층에서 탁월한 효과 그리고 butanol (BOH) 층에서도 다소 효과가 인정되어 

두 분획에 대한 추가 분석을 진행하였다. UPLC/MS를 사용하여 분석하고 분획을 구성하는 물

질들을 동정하였다. 



(가) 시험방법

§ 분석 시료 용액 조제 : 메탄올에 각 분획을 용해하였고 분석을 위한 농도는 EA과 BOH 각

각 0.25mg/ml, 0.5mg/ml로 하였다. 

§ LC, MS, MS/MS 및 Data process 조건

      표 24. 대두 에탄올 추출물 용매 분획(EA & BOH)의 UPLC/MS 분석 조건

Instrument UPLC-Q-TOF MS (Vion, Waters, Milford, MA, USA)

LC 조건

(gradient)

Column Acquity UPLC BEH C18 column 
(2.1 mm × 100 mm, 1.7 μm Waters)

Solvent A water with 0.1% formic acid (FA)

Solvent B ACN with 0.1% FA

Flow rate 0.35 mL/min

Inject volume 1 uL

MS 조건

ESI-mode

Conditions ESI-positive mode ESI-negative mode

Capillary voltage 3 kV 2.5 kV

Sample cone voltage 30 V 20 V

Desolvation gas flow 800 L/h 900 L/h

Lock mass : 
Leucine-enkephalin 556.2771 Da 554.2615 Da

Cone gas flow 30 L/h

Desolvation temperature 400 °C

Ion source temperatgure 100 °C

Data collection m/z 50-1500 range with a scan time of 0.2 
s

MS/MS 조건 Collision energy ramp 10 - 40 eV  (m/z 50-1500)

Data process

Program UNIFI version 1.8.2.169 (Waters)

LC/MS 물질 동정

Chemspider database, Metlin database 
(metlin.scripps.edu), human metabolome 
database (www.hmdb.ca), EZmass database, 
authentic standards

(나) 분석 결과

§ Chromatogram을 positive mode와 negative mode에서 분석하였고 그 결과를 다음 그림14

와 15에 제시하였다. 

§ 8분 이후의 물질들은 지용성이 강한 물질들이므로 8분 이내의 피크이면서 크기가 크고 두 

분획에서 동일하게 관찰되는 피크를 중심으로 물질을 동정하였고 다음의 그림에 물질명과 

함께 제시하였다(표 25, 26). 



§ 에틸아세테이트 층에는 다양한 성분이 함유 되어있는 것으로 나타났으며, isofaovones이 

주 성분으로 다양한 종류의 isoflavones 및 isoflavone derivatives (1,3,4,5,6,7,8)들이 검출되

었다. HPLC 분석에서 확인된 daidzin, genistin 그리고 daidzein이 확인되었고 

O-6-acetodaidzin과 O-6-acetogenistin 그리고 malonyl daidzin과 malonyl genistin이 확인되

었다. Saponins (11,12,13)도 다양한 종류가 검출되었으나 상대적인 피크의 크기가 작은 것

으로 관찰되었다. 그 외에도 quercitrin과 kaempferol 이 함유된 것으로 관찰되었다. 

§ 부탄올 분획에는 isoflavones 보다는 saponins이 주성분으로 확인되었으며, isoflavones으로

는 daidzin과 genistin이 함유되어 있는 것으로 나타났고, saponin으로는 soyasaponin I 이 

가장 많이 함유되어 있는 것으로 확인되었다.

§        

   그림 14. 대두 에탄올 추출물의 용매 분획에 대한 UPLC/MS positive mode 분석 프로파일 

표 25. UPLC/MS positive mode 분석에서 주요 peak에 기여하는 대사물질 동정 

   

No. RT (min) Compound
Exact mass

MS Fragments 
(M+H)

1 1.26    Daidzin 417.1184 255
2 1.67    Quercitrin 449.1081 287
3 1.78    malonyldaidzin 503.1192 255
4 1.80    Genistin 433.1132 145, 255, 271
5 2.23    6-O-Acetyldaidzin 459.1289 255
6 2.33    malonylgenistin 519.1145 255, 271
7 2.77    Daidzein 255.0654 237, 137
8 2.79    6-O-Acetylgenistin 475.1239 271
9 2.96    Kaempferol 287.0552 153
10 3.10    Porphyrillic Acid 315.0501 271, 287
11 4.86    Soyasaponin I 943.528 423, 441, 599, 797
12 5.02    Soyasaponin II 913.5167 423, 441, 599 
13 5.35    Soyasaponin VI 1069.5562 423, 439, 567, 743
14 6.92    LPC(18:2) 520.3405 184, 104
15 7.36    LPC(16:0) 496.3403 184, 104



          

   그림 15. 대두 에탄올 추출물의 용매 분획에 대한 UPLC/MS negative mode 분석 프로파일 

표 26. UPLC/MS negative mode 분석에서 주요 peak에 기여하는 대사물질 동정 

   

No. RT (min) Compound
Exact mass

MS Fragments 
(M-H)

1 1.31    Daidzin 461.1089 253

2 1.91    isoquercetin 463.0883 301

3 2.06    Quercitrin 447.0932 283, 285

4 2.21    Genistin 477.1039 133, 268, 269

5 2.76    6-O-Acetyldaidzin 503.1196 252, 253

6 2.86    malonylgenistin 517.0995 269

7 3.25    Daidzein 253.0507 135

8 3.29    6-O-Acetylgenistin 473.1097 268, 269

9 3.43    Kaempferol  / luteolin 285.0403 133

10 3.55    wedelolactone 313.0353 298

11 3.90    Genistein 269.0458 117

12 4.00    Asparanin C 841.4599 633

13 4.96    Soyasaponin I 987.5153 927

14 5.11    Soyasaponin II 911.5002 633

15 5.39    Soyasaponin VI 1113.5471 939

16 5.52    TR-saponin B 1037.5307 633

17 5.65    Avermectin B2b 921.4848 



2-5 연구개발성과

가. 지식재산권(특허, 실용신안, 의장, 디자인, 상표, 규격, 신품종, 프로그램)

No
지식재산권 등 명칭
(건별 각각 기재)

국 명
출원 등 록

기여율
출원인 출원일 출원번호 등록인 등록일 등록번호

1

고삼 추출물 또는 
마트린을 포함하는 

진정 또는 
수면유도용 조성물

대한민
국

경희대 
산학협력

단 
2019.02.14

10-2019-00
17086

2
5-HT2c receptor 
길항 물질의 탐색 

방법

대한
민국

주식회사 
이노파마
스크린  

2018.
06.25 

10-2018-
0072610 

주식회사 
이노파마
스크린

10-20917

92-0000

2020.

03.16
100%

3

국내 농작물 
대두를 활용한 
수면의 질 개선 
기능성 식품소재 
및 제품 개발

대한민
국

경희대 
산학협력

단 
2019.11.07

10-2019-01
41-996

4

대두 추출물을 
포함하는 불면증 
예방 또는 치료용 
조성물 및 이의 

제조방법

대한민
국

경희대 
산학협력

단 
2020.11.09

10-2020-01
48926

    나. 국내외 논문 게제

No 논문명 학술지명
주저
자명

호 국명
발행
기관

SCI여부
(SCI/비SCI)

게재일 등록번호

1

Neuroprotective
Effect of Bean
Phosphatidylseri
ne on
T M T - I n d u c e d
Memory Deficits
in a Rat Model

Internat ional
journal of
m o l e c u l a r
science

Minsoo
k ye

21 swiss MDPI SCIE
2020.0
7

ijms2114
4901



3. 목표 달성도 및 관련 분야 기여도

3-1. 최종목표

- In vitro & In vivo 수면효과 확인 및 기전규명

- 지표물질 선정 및 기준 규격 확립 및 안정성 확보

- 건강기능 식품 원료인정을 위한 인체적용시험 수행

- 원료의 최적공정, 시제품 개발 및 제품화 연구

3.2 세부목표 달성도

기관명 연차 연구개발목표 연구개발달성내용 달성도

경방신약

1
원료가공연구 및
파일럿생산 등

1) 고삼, 길경, 대두의 시험실시
2) 가공을 위한 추출시험
3) CRO 및 임상기관 선정

100 %

2
파일로트 시제품 제조연구
원료 안정성, 인체시험준비

1) 파이로트 규모의 원료
제조조건 선정

2) 원료에 대한 안정성시험
3) 인체시험 업무위탁계약체결

100 %

3
대량생산공정연구, 안정성,
인체적용시험, 사업화방안
및 비지니스모델

1) 제품의 제조규모 증량제조
2) 원료 및 제품의 안정성 시험
3) 인체적용시험 실시
4) 복용의 편리성을 위한 제형결정

100 %

이노파마

스크린

1

 1) 5-HT2c 수용체에 의한
   추출물 기능성 평가
 2) GABA 수용체에 의한
   추출물 기능성 평가

 1) 단백질 칩을 이용하여 물/에탄올
   추출물에 대한 5-HT2c 수용체 
   결합력 분석
 2) 단백질 칩을 이용하여 물/에탄올 
   추출물에 대한 GABA 수용체
   결합력 분석

100 %

2

 1) 5-HT2c 수용체에 의한
   후보추출물 기능성 평가
 2) GABA 수용체에 의한 후보
    추출물 기능성 평가
 3) in vitro 세포 기반 수면
    효능 작용기전 연구

 1) 단백질 칩을 이용하여 대두 용매
    별 추출물에 대한 5-HT2c 수용
    체 결합력 분석
 2) 단백질 칩을 이용하여 대두 용매
    별 추출물에 대한 GABA 수용체 
    결합력 분석
 3) Ethyl acetate 추출물에 의한
    세포내 단백질 발현변화 확인

100 %

3

 1) 5-HT2c 수용체에 의한    
   유효성분 기능성 평가
 2) GABA 수용체에 의한
    유효성분 기능성 평가
 3) in vitro 세포 기반 수면
   효능 작용기전 연구

 1) 단백질 칩을 이용하여 유효성분 
    isoflavone 6종에 대한 5-HT2c 
    수용체 결합력 분석
 2) 단백질 칩을 이용하여 유효성분 
    isoflavone 6종에 대한 GABA
    수용체 결합력 분석
3) 30% 에탄올 추출물에 의한 세포
   내 단백질 발현변화 확인

100 %



기관명 연차 연구개발목표 연구개발달성내용 달성도

경희

대학교

1
 후보추출물(3가지)의 in vivo 
 수면 효과 평가를 통한 
 리드농산물도출

 1) 후보추출물 (3가지)의 in vivo
    에서 total time 측정하여 수면
    효과 평가 확인
 2) Locomotor activity를 통하여
   후보 추출물의 행동적 변화 확인

100 %

2
 리드추출물에 대한 in vivo
 수면효과의 기전연구 및
 신경 화학적 효과 규명

 1) 전기충격으로 인한 스트레스로
   유발된 수면장애 동물 모델 확립
 2) 스트레스 유발 수면장애 동물모
   델에서 뇌파 변화 측정
 3) 스트레스 유발 수면장애 동물모
   델에서 약물투여후 수면증진효과
   확인

100 %

3

 1) in vivo 수면효과 기전연구
 2) 유효성분분획 또는 유효성
    분에 대한 in vivo
    수면효과 평가

 1) 후보물질 중 EEG 분석결과 가장
    효능이 좋은 대두추출물과 그
    유효성분 확인
 2) 대두추출물과 그 유효성분인
    Genistein투여후 PVN에서CRF
    확인
 3) 대두추출물과 그 유효성분인
    Genistein투여후 PVN에서 c-fos
    확인

100 %

호서

대학교

1
 자료조사 및 성분분석을
통한 지표물질 선정

 1) 각 후보물질의 지표성분 선정
2) 지표성분의 분석방향 정립

100 %

2  분석법 밸리데이션 연구

 1) 2 종이상의 지표성분 분석법
2) 밸리데이션 실시
3) 산지별 배치별 추출물의 분석
4) 안전성평가

100 %

3
 1) 용매분획제조

2) 용매분획 성분 분석
 1) 용매분획의 제조

2) 용매분획 성분 분석
100 %



3-3. 목표 미달성 시 원인(사유) 및 차후대책(후속연구의 필요성 등)

- 식약처 개별인증을 실시하지 못한 부분

* 본과제의 목표는 기능성식품소재 및 제품개발에 있다.

* 효능과 작용기전을 밝히고 동물시험을 통해 인체에 적용가능한 양을 산출하여 제제화   

연구를 진행하며, 한편으로는 인체적용시험에 필요한 시험제품과 대조제품을 제조하였  

다.

* 본과제의 연구항목 중 식약처 개별인증을 염두에 둔 인체적용시험은 시험제품과 대조제  

품을 가지고 CRO 및 병원에서 실시하였으며 그 결과보고서도 제출하였다.

* 한가지 아쉬운 점은 시험제품에서 나타난 효과가 대조제품에서도 동일하게 나타나는 것  

으로 나와서 시험제품의 우월성을 찾기가 어려웠다.

* 이에 따라 식약처 개별인증을 위한 신청이 이루어지지 못함이 아쉽다.

* 추후 기회가 주어진다면 새로운 제형으로 본 제품의 개발을 실시하여 도전해보고 싶은

의향이 있다.

4. 연구결과의 활용 계획 등

1) 원료의 추출방법 및 농축방법의 표준화를 달성하여 제품의 제조를 위한 표준작업방법으로

설정하여 자사 및 타사에서 제조행위를 수행할 때 많은 도움이 될 것으로 판단됨.

2) 제품의 제조방법은 본 제품에 잘 적용될 수 있는 방법으로 제조하였으며, 제조공정상 특

특별히 주의해야 할 사항은 없도록 설계되었다. 제조의 방법은 편리성과 용이성이 있으며

안전하고 신속하게 제조할 수 있어서 제조에 도움이 될 것으로 판단됨.

3) 시험항목 중 지표성분의 분석에 관해서는 지표성분으로 다이드진과 게니스틴을 설정하였

으며 농축액과 제품에서의 분석법을 설정하였고 설정된 분석법에 대하여 밸리데이션을   

통해 타당성을 입증하였다.

이 결과를 통해 본 연구에서 사용한 소재를 가지고 제조하여 품질검사를 실시할 때 많  

은 도움이 될 것으로 판단됨.

4) 안정성 시험은 가속시험 6 개월이 종료되어 최소 24 개월의 유통기한 설정이 가능하며,

원료(대두농축액)에 대한 장기보존시험을 진행하여 36 개월의 유통기한동안 경시변화가   

없음을 확인하여 유통기한 설정에 도움이 될 것으로 판단됨.

5) 기능성식품으로의 출시 가능여부는 본 연구에서 어려울 것으로 판단되나, 일반 식품으로  

의 출시를 통해 새로운 시장의 형성은 가능하다고 판단됨.
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○ 연구내용 및 결과

- in vitro & in vivo 수면효과확인 및 기전규명

→ 협동기관인 이노파마스크린 및 경희대학교에서 수행하여 효과와 기전을 규명함.

- 지표물질 선정 및 기준규격 확립 및 안정성 확보

→ 주관기관인 경방신약과 협동기관인 호서대학교에서 수행하여 지표물질선정,

기준규격확립에 따른 안정성 확보

- 건강기능 식품 원료인정을 위한 인체적용시험 수행
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Ⅰ. 연구개발실적

※ 다음 각 평가항목에 따라 자체평가한 등급 및 실적을 간략하게 기술(200자 이내)

 1. 연구개발결과의 우수성/창의성

  ■ 등급 : (아주우수, 우수, 보통, 미흡, 불량)

수면의 질 관련 제품들은 그리 많지 않은 상황에서 본 연구는 수면의 질 연구에 많은

도움을 주었다고 판단된다.

원료의 선정, 효능과 기전의 연구, 제조방법의 설정, 지표성분의 설정 및 시험법의 설정

분획의 제조 및 시험등은 본 연구에 많은 도움이 되었다고 본다.

아쉬운 점은 임상시험의 결과가 만족스럽지 못하다는 부분이 있긴 하지만, 임상시험을

실시한 것은 향후 이와 같은 연구에 도움이 될 것으로 본다.

2. 연구개발결과의 파급효과

■ 등급 : (아주우수, 우수, 보통, 미흡, 불량)

본 연구개발을 통해 얻은 결실은 향후 연구에 소중하게 쓰일 것으로 보이며, 원료물질의

제조공정에 대한 개선연구 (추출용매, 수득률, 지표성분의 함량 등)에 활용될 것으로 본다.

효능연구와 기전연구에 추가적인 사항을 접목할 가능성을 배제할 수 없고 이로인해 새로

운 연구가 활발히 진행될 것으로 본다.

제품의 제조는 본 연구에서는 연조엑스제로의 제조가 이루어졌지만, 원료물질의 제조공정

을 바탕으로 제품의 제형개선과 제조방법의 개선이 이루어질 것으로 본다.

3. 연구개발결과에 대한 활용가능성

■ 등급 : (아주우수, 우수, 보통, 미흡, 불량)

원료물질의 제조방법은 타연구 또는 타기관에서 참고할 수 있다고 판단되며, 이를 토대로

좀 더 개선된 방법을 사용할 수 있을 것으로 본다.

제품의 제조방법 또한 어려운 공정이 포함된 것이 아니고, 특별한 가공공정이 있는 것이

아니므로 이 제품 또는 이러한 공정을 사용하고자 하는 업체 또는 기관에서 쉽게 응용이

가능할 것으로 본다.

효능 및 기전연구는 타 연구기관에서 활용이 가능할 것으로 본다.

4. 연구개발 수행노력의 성실도

■ 등급 : (아주우수, 우수, 보통, 미흡, 불량)

본 연구를 위해 4 개 기관에서 각자 맡은바의 연구를 성실히 수행한 것으로 판단된다.

현 시점이 코로나19 상황임을 감안해 대면미팅을 하지 못한 점은 아쉽지만, 국가적인

상황의 어려움 속에서도 각기관에서 열심히 연구를 수행하였다고 판단된다.

이 과제를 위해 노력하고 고민하고 각 기관에서 수행가능한 범위에서 최대한 역할을 

다했다고 본다.



5. 공개발표된 연구개발성과(논문, 지적소유권, 발표회 개최 등)

■ 등급 : (아주우수, 우수, 보통, 미흡, 불량)

1) 특허

후보추출물에 대한 특허로는 고삼추출물 또는 마트린을 포함하는 진정 또는 수면유도용

조성물 (출원일자 : 2019.02.14.)

본 연구에서 출원한 특허는 국내 농작물 대두를 활용한 수면의 질 개선 기능성 식품소재

및 제품개발 (출원일자 : 2019. 11.07)

2) 논문

- Sedative-hypnotic activity of traditional medicinal plants in the rat (eCAM)

- Effect of modified Yukmijihwang-tang on the sleep quality in the rat (eCAM)



Ⅱ. 연구목표 달성도

세부연구목표
(연구계획서상의 목표)

비중

(%)

달성도

(%)
자체평가

원료가공연구 및 파일럿생산 5 5 연구의 수행은 잘 이루어짐

대량생산공정연구 및 안정성 10 10
2차년도 미진한 부분을 3차년도에
이행함

인체적용시험 10 10 3차년도에 실시하여 결과를 얻음

5-HT2c 및 GABA 수용체에 의한
추출물, 후보추출물 및 유효성분
기능성 평가

15 15 잘 이루어짐

in vitro 세포기반 수면효능
작용기전 연구

10 10 잘 이루어짐

in vivo 기반최종후보물질 선정 10 10 잘 이루어짐

in vivo 투여회수와 투여기간의
최적화를 통한 투여조건 최적화

10 10 잘 이루어짐

리드추출물의 기전연구 및 유효
성분의 in vivo 수면증진 평가

5 5 잘 이루어짐

자료조사, 성분분석을 통한
지표물질 선정

5 5 잘 이루어짐

분석법 밸리데이션 연구 10 10 잘 이루어짐

용매분획제조 및 성분분석 10 10 잘 이루어짐

합계 100점 100

Ⅲ. 종합의견

1. 연구개발결과에 대한 종합의견

본 과제는 연구기간 총 3 년에 걸친 공동연구였다. 주관기관인 경방신약주식회사와

참여기업인 이노파마스크린, 협동기관인 경희대학교 및 호서대학교 등 4 개의 기관에서

각자의 역할을 적절하게 분배하여 제조, in vitro, iv vivo 및 분석에 대한 연구를 진행

하였다.

각 기관에서 각자의 연구를 통해 위와 같은 결과를 얻었으며 코로나사태로 대면미팅을

진행하는 것이 쉽지 않은 상황에서도 서로 소통하며 연구를 하였다.

한가지 아쉬운 점은 개별인증을 위한 시험에서 만족할 만한 결과를 나타내지 못했다는

점과 이로인해 개별인증 신청을 하지 못한점이 아쉬움으로 남는다.



2. 평가시 고려할 사항 또는 요구사항

지난 2 년간 평가위원들로부터 좋은 조언을 많이 들었다. 이에 힘입어 연구에 더욱

매진할 수 있었으며, 과제가 종료된 상황에서 좋은 성과들을 보였다.

평가시 다음의 사항을 고려해주었으면 한다.

1) 원료에 대한 안정성시험은 원료물질의 시험이 종료된 시점으로부터 시험을 계획하여

가속시험은 종료되었으나, 장기안정성시험은 진행 중인 점.

2) 임상시험을 실시하여으며 이를 토대로 개별인증신청을 하고자 하였으나,

개별인증을 신청할 만큼 결과가 좋게 나오지는 않았다는 점.

3. 연구결과의 활용방안 및 향후조치에 대한 의견

연구결과의 활용방안

1) 원료의 구입, 원료물질의 제조, 제품의 제조방법등은 품목제조보고시에 제출할 수

있는 자료가 되며 이를 토대로 제품출시에 활용할 예정

2) 안정성시험의 결과는 유통기한 설정에 크게 활용이 가능함.

3) 물질특허 및 논문은 타기관에서 유사한 연구를 진행할 시 참고자료로 활용이 가능함.

4) 연구를 통해 배출한 인력은 본 연구 및 유사연구에서 큰 역할을 하는데 활용 가능함.

5) 일반식품으로의 출시를 통해 재배자, 제품공급자의 수익창출에 활용할 수 있음.



Ⅳ. 보안성 검토

※ 보안성이 필요하다고 판단되는 경우 작성함.

1. 연구책임자의 의견

2. 연구기관 자체의 검토결과



[별첨 3]

연구성과 활용계획서

1. 연구과제 개요

사업추진형태 ■자유응모과제   □지정공모과제 분 야

연 구과제 명 국내 농작물을 활요한 수면의 질 개선 기능성 식품소재 및 제품개발

주관연구기관 경방신약주식회사 주관연구책임자 이 옥 원

연 구개발 비

정부출연

연구개발비
기업부담금 연구기관부담금 총연구개발비

810,000,000 270,000,000 1,080,000,000

연구개발기간 2017. 11. 01 ~ 2020. 10. 31

주요활용유형
□산업체이전         □교육 및 지도         □정책자료         □기타(제품제조)

□미활용 (사유: )

2. 연구목표 대비 결과

당초목표 당초연구목표 대비 연구결과

① 원료의 최적공정 원료물질 제조방법연구를 통한 최적공정 확립

② 원료물질 및 제품의 안정성 시험

원료물질과 제품에 대한 가속시험과

장기보존시험의 안정성시험 실시로

경시변화 및 유통기한설정을 위한 시험완료

③ 실생산규모의 제조연구 및 제품화
파이로트규모의 제조를 통해 제품의 처방을

확정하고, 실생산규모로의 제조단위 확대 적용

④ 인체적용시험

확정된 처방으로 인체적용시험을 위한 시험제품

과 대조제품을 제조하고 품질관리 실시하여

시험기관에 전달하여 임상시험 실시
⑤ 5-HT2c 및 GABA 수용체에 의한 추출물,

후보추출물 및 유효성분 기능성평가
3차년도 기간을 연차별로 구분하여 실시함.

⑥ in vitro 세포기반 수면효능 작용기전연구 3차년도 기간을 연차별로 구분하여 실시함.

⑦ in vivo 후보물질선정, 투여조건 최적화

최종물질선정을 수행하여, 투여조건의 최적화를

이루었으며 이를 통해 주관기관의 제품화 연구가

가능하도록 하였음.
⑧ 리드추출물의 기전연구 및 유효성분의

in vivo 수면증진 평가
확정된 물질을 가지고 수면증진을 평가함.

⑨ 자료조사, 성분분석을 통한 지표물질 선정
한약서등을 참고하여 자료를 조사하였으며

각 물질별 지표물질을 선정하였음.

⑩ 분석법 밸리데이션, 용매분획제조
시험법을 설정하여 밸리데이션을 실시하였으며

용매별 분획을 제조하여 협동기관에 송부함.

* 결과에 대한 의견 첨부 가능



3. 연구목표 대비 성과

4. 핵심기술

구분 핵 심 기 술 명

① 5-HT2c와 GABA receptor 단백질칩을 이용한 HTS(high-throughput screening)
② 천연물 지표성분 선정 및 분석법 검증기술
③
․
․
․

5. 연구결과별 기술적 수준

구분
핵심기술 수준 기술의 활용유형(복수표기 가능)

세계
최초

국내
최초

외국기술
복    제

외국기술
소화․흡수

외국기술
개선․개량

특허
출원

산업체이전
(상품화)

현장애로 
해    결

정책
자료

기타

①의 기술 v v v
②의 기술 v v v
③의 기술

․
․

* 각 해당란에 v 표시

6. 각 연구결과별 구체적 활용계획

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

논문
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

백

만

원

백

만

원

백

만

원

백

만

원

명

백

만

원

건 건 건 건 명 건 건

가중치 15 10 15 10 5 10 20 5 10

최종목표 2 1 1 1 1 1 2 1 2

연구기간 내
달성실적

2 1 0 0 0 3 2 0 2

달성율(%) 100 100 0 0 0 300 200 0 100



핵심기술명 핵심기술별 연구결과활용계획 및 기대효과

①의 기술

○ 본 연구를 통해 개발된 단백질칩은 의약품 관련 산업, 특히 수면, 우울증 등과 관

련된 분야에서 GABA receptor와 5-HT2c receptor의 활성을 제어하는 새로운 물질 

발굴에 응용할 수 있으며 고부가가치 제품생산에 크게 기여할 것으로 예상함.

○ GABA receptor와 5-HT2c receptor를 활용하는 기초바이오 연구 분야에서 본 연구

를 통해 개발된 단백질칩의 활용도가 클 것으로 전망함.

②의 기술
천연물의 소재 개발에 지표물질 선정 및 분석법 확립은 필수요건임. 모든 천연물 

제품에 기술을 적용할 수 있으므로 활용도가 높은 것으로 기대됨.
③의 기술

․
․

7. 연구종료 후 성과창출 계획

8. 연구결과의 기술이전조건(산업체이전 및 상품화연구결과에 한함)

핵심기술명1)

이전형태 □무상  □유상 기술료 예정액 천원

이전방식2) □소유권이전     □전용실시권     □통상실시권     □협의결정 

□기타( )

이전소요기간 실용화예상시기3)

기술이전시 선행조건4)

성과목표

사업화지표 연구기반지표

지식

재산권

기술실

시

(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

논문 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

백

만

원

건

백

만

원

백

만

원

명

백

만

원

건 건 건 건 명

가중치
최종목표 1 1
연구기간 내
달성실적
연구종료 후
성과창출 
계획

1
18
0



1) 핵심기술이 2개 이상일 경우에는 각 핵심기술별로 위의 표를 별도로 작성

2) 전용실시 : 특허권자가 그 발명에 대해 기간·장소 및 내용을 제한하여 다른 1인에게 독점적으로 허락한 권리

통상실시 : 특허권자가 그 발명에 대해 기간·장소 및 내용을 제한하여 제3자에게 중복적으로 허락한 권리

3) 실용화예상시기 : 상품화인 경우 상품의 최초 출시 시기, 공정개선인 경우 공정개선 완료시기 등

4) 기술 이전 시 선행요건 : 기술실시계약을 체결하기 위한 제반 사전협의사항(기술지도, 설비 및 장비 등

기술이전 전에 실시기업에서 갖추어야 할 조건을 기재)



주 의

1. 이 보고서는 농림축산식품부에서 시행한  고부가가치식품기술개발사업의 연구보고서입니

다.

2. 이 보고서 내용을 발표하는 때에는 반드시 농림축산식품부에서 시행한 고부가가치식품기

술개발사업의 연구 결과임을 밝혀야 합니다.

3. 국가과학기술 기밀유지에 필요한 내용은 대외적으로 발표 또는 공개하여서는 아니됩니다.
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