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코드번호 D-01

연구의
목적 및 내용

목적: 동충하초와 소리쟁이 혼합물을 활용한 아토피 피부염 조절 제품 개발

내용:
❍ <주관기관> 
Ÿ 원료의 기준 규격과 품질 관리 기준 설정 및 기시법 확립
Ÿ 생산공정 확립 및 표준화 확립
Ÿ 일반식품 개발 – 사업화  
Ÿ IRB 승인 신청 및 인체적용시험실험 준비 
❍ <참여기관 1-경희대학교> 
Ÿ 아토피 피부염 동물모델에서 동충하초와 소리쟁이 혼합물의 효능 평가 및 기전 연구
❍ <참여기관 2-호서대학교>
Ÿ 생체외 아토피 실험모델에서 동충하초와 소리쟁이 함유 성분들 효능 평가 및 기전연구
Ÿ 원료의 표준화 확립
❍ <참여기관 3-차의과학대학교>
Ÿ 생체내/외 면역증진실험모델에서 동충하초와 소리쟁이 혼합물 및 성분들의 효

능 평가

연구개발성과

<주관기관> 
· 원료의 기준 규격 확립과 지표성분 추출을 위한 법제기법과 추출/분체/선별 기준 확립
. 액상차 , 기타가공품 환의 제품화 
. ‘아토시아’ 브랜드 및 패케지 디자인 
. CRO업체 선정 및 인체적용시험자료집 작성 
. IRB 승인 심사 의뢰 
<참여기관 1-경희대학교> 
· 동충하초와 소리쟁이 혼합물의 항아토피 피부염 효과 및 기전을 규명하여 SCI/E 저널     
  논문 3편 게재 및 비 SCI/E 저널 1편 게재
<참여기관 2-호서대학교>
· 동충하초와 소리쟁이 혼합물의 항아토피 피부염 효과 및 기전을 규명하여 SCI/E 저널     
  논문 4편 게재 및 비 SCI/E 저널 1편 게재
<참여기관 3-차의과학대학교>
· 동충하초와 소리쟁이 혼합물 및 성분들의 생체내외 면역증진 효과 및 기전을 규명하여    
  SCI/E 저널 논문 2편 게재 및 비 SCI/E 저널 3편 게재 

연구개발성과의
활용계획

(기대효과)

· 시장성이 큰 일반 식품으로서 아토피 조절에 유익한 글로벌 제품 개발
· 건강기능식품으로서 동충하초와 소리쟁이 혼합물 또는 성분 활용 제품 개발
· 새로운 아토피 피부염 바이오마커를 이용한 아토피 피부염 예방/치료 물질 개발
· 국내 아토피 피부염 예방/치료제의 효능 평가 및 개발에 응용
· 신개념 바이오마커 등 발굴에 의한 아토피 개선 또는 치료 방안 제시 
· 후속연구로 다양한 염증질환 치료기술 개발 등 기반 제공

중심어
(5개 이내) 동충하초 소리쟁이 아토피 피부염 면역증진 인체적용시험

계획



〈SUMMARY〉
코드번호 D-02

Purpose&
Contents

Development of regulatory product for atopic dermatitis using compound of Cordyceps 
militaris and  Rumex crispus L.

Results

<Host institution: >
· Establishment of standards and quality control standards for raw materials
· Prototype development of health beverages, powders, pills and granules for atopic 

dermatitis improvement/prevention/control
· Application for IRB approval

<1. Participating institution: Kyung Hee University> 
· Investigatation of the effects and mechanisms of anti-atopic dermatitis of 

Cordyceps militaris and Rumex crispus L. mixture
· Publication of 5 papers (3 papers in SCI/E journals and 1 papers in non SCI/E 

journals)
· 3 presentations to the conference

<2. Participating institution: Hoseo University> 
· Investigatation of the effects and mechanisms of anti-atopic dermatitis of 

Cordyceps militaris and Rumex crispus L. mixture
· Publication of 4 papers in SCI/E journals and 1 papers in non SCI/E journals)
· 3 presentations to the conference

<3. Participating institution: CHA University>
· Investigatation of the effects and mechanisms of anti-atopic dermatitis of 

Cordyceps militaris and Rumex crispus L. mixture
· Publication of 2 papers in SCI/E journals and 3 papers in non SCI/E journals)
· 3 presentations to the conference·

Expected
Contribution

· Development of global products beneficial to atopy control as a marketable general
  food
· Development of global products using Cordyceps militaris and Rumex crispus L.  
  mixture or ingredients as health functional food
· Development of material of atopic dermatitis prevention/treatment using new atopic   
  dermatitis biomarker
· Application to the efficacy evaluation and development of domestic atopic dermatitis  
  prevention/treatment
· Proposal of ways to improve , treat atopic dermatitis by discovering new biomarkers
· Providing a foundation for developing various inflammatory disease treatment
  technologies for subsequent research

Keywords Cordyceps 
militaris

Rumex crispus 
L.

atopic 
dermatitis 

immunity 
promote

clinical test 
plan
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1. 연구개발과제의 개요
코드번호 D-03

제1절 연구개발 목적
 1. 아토피 피부염 조절 및 면역 증진 개선 효과 기전 규명을 통한 임상시험계획

 2. 시장이 큰 일반 식품으로서 아토피 조절에 유익한 글로벌 제품 개발

 3. 건강기능식품으로서 동충하초와 소리쟁이 혼합물 또는 성분 활용 제품 개발

 4. 동충하초와 소리쟁이 성분 활용 의약품 개발 위한 기초자료 확보

 5. 동충하초와 소라쟁이 혼합물을 활용한 피부개선에 도움을 주는 다양한 고부가가치 식품 개발 

제2절 연구개발의 필요성 

 1. 아토피 피부염 치료를 위한 제품의 시장경제규모 및 사회적 폐해 

    가. 아토피피부염은 21 세기 현대인의 난치병 중 하나로 소아기에 가장 흔히 볼 수 있는

        이 질병은 만성적으로 재발하는 데다 극심한 가려움증이 동반되기에 현대인의 기피

        1 순위입니다. 심해지면 천식과 알레르기 비염, 만성 두드러기 등으로도 이어져     

        여간 골치 아픈 것이 아니며, 이에 전 세계 제약·바이오사들이 아토피 정복을 위해  

        다양한 연구와 각종 임상실험을 진행중에 있습니다. 

                < 그림 1 전세계 아토피 피부염 관련 제품 시장 규모 > 

    나. 아토피 피부염은 유아기에 주로 발생하여 각질층 수분유지기능 및 피부장벽 기능이 저하됨에 따  

       라 정상피부에서는 침입하기 어려운 항원 등의 자극유발물질이 각질층 내로 침입하여 피부 알레  

       르기, 심한 소양증 등을 유발합니다.  

    다. 글로벌하게 아토피 피부염 환자는 2022년 1.38억명으로 증가할 것으로 보이며 , 특히 아토피   

        피부염 환자 중 9세 이하가 53.4%를 차지한다는 조사결과가 있을 만큼 어린 유아에게 큰 아픔  

        을 주고 있습니다.  
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                  < 그림 2 주요국가별 아토피 피부염 환자수 및 향후 환자수 예측 > 

    라. 특히 국내도 아토피 질환 환자 수가 2017년 기준 100만명에 육박하고 있으며 꾸준히 증가하  

       고 있으며 고혈압, 당뇨 보다 더 많은 환자가 고통을 받고 있는 실정입니다. 

       < 그림 3 아토피 피부염 환자수 ( 비급여 진료 , 한방병원 , 한의원  진료 환자 제외 ) > 

    마. 아토피 피부염은 습진 (아토피 피부염), 알레르기 결막염, 알레르기 비염, 천식 등을 동반하는   

        경 우 있음. 알레르기 질환으로 세계 인구의 30% 이상이 고통 받고 있으며 선진국일수록 심함. 

        WHO에서는 이미 알레르기 질환을 21세기에 가장 문제가 되는 제 7대 질병으로 포함하고

        있는 실정입니다.  
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 2.  아토피 피부염 치료제품의 한계 

    가. 아토피 피부염 환자가 증가되면서 현행 치료제 및 관련 제품들의 부작용이 크게 대  

        두 되고 있습니다.  

       대부분의 치료제는 국소용 스테로이드 제제로 구성되어 있으며, 이를 장기 적용시  

        피부가 얇아지거나 혈관이 확장되어 이차 감염이 발생하는 등 부작용이 뒤따르기도  

        하며 피부 면역이 약화될수록 장기 치료를 받기가 힘들고 가려움증을 일시적으로만  

        줄여줄뿐 여러 부작용으로 인해 적용이 제한적입니다. 

    나. 심각한 난치상태인 아토피 피부염 환자가 주요 9개국에서 1.1억명이 존재하고 있으  

        며 이로 인해 부작용 없이 발병원인을 치료하는 새로운 치료법이 요구되고 있으며  

        이는 치료가 어려우며 장기복용이 어려운 치료약의 형태가 아닌 복용이 용이하면서  

        장기적인 복용이 가능한 식품, 보습제 등 부작용을 최소화하면서 장기적인 복용이   

        가능한 제품의 개발이 요구되고 있는 것입니다. 

        또한 이로 인해 새로운 시장창출이 되고 있습니다. 

 3. 개발의 필요성 (기술적 측면) 

    가. 새로운 아토피 피부염 치료용 BIO-MARKER (조절자)의 발굴 

        (1) Thymic stromal lymphopoietin (TSLP): 아토피 피부염의 새로운 조절자  

            TSLP는 처음 쥐과 (murine)의 B 세포 성장을 이끄는 growth factor로써 1994년 알려졌  

            으며 2001년에 사람에서 처음 클로닝 되어 현재까지 867편의 논문이 발표되었습니다.  

        (2) TSLP는 주로 섬유아세포 (fibroblasts)와 표피세포 (epithelial cells)에서 생성되는 사이  

            토카인으로, T 세포 활성화, Th2-매개성 알레르기 염증반응의 악화, Th2 세포로의 분화  

            와 Th2 사이토카인의 분비를 직접적으로 유도하여 알레르기 염증반응을 악화시키는 것으  

            로 확인되었습니다.

     

        (3) TSLP의 발현이 알레르기 환자에서 증가할 뿐 아니라, 유전학적으로도 밀접히 연관되어 있  

            는 것으로 확인 되었습니다. “Nature Immunology”에서 다양한 항원에 의해 생성되는   

            첫 물질이 TSLP임이 밝혀졌으며  초기 생성된 TSLP에 의해서 여러 염증반응들이 증폭   

            심화됨을 볼수 있습니다.
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< 그림 4. 다양한 항원에 의하여 초기에 생성되는 TSLP 및 Th2 반응 >

        (4) 본 과제 1, 2 참여기관의 책임자들은 공동연구를 통해 2014년 Journal of            

            Investigative Dermatology (JCR Dermatology 분야 1위)에 TSLP-아토피  

            피부염 관련 논문을 게재 한바 있습니다.  

        (5) 이는 TSLP는 아토피 피부염의 초기단계의 새로운 바이오마커로서, 새로운 아토피 피부염  

            개선용 건강기능성식품 및 신약 개발의 타겟 분자로 활용될 수 있음을 알 수 있습니다.

    나. 아토피 피부염의 조절자  caspase-1의 역할을 조절하는 성분의 발굴 및 효능 평가   

 

        (1) Caspase-1은 세포고사와 염증반응의 중요한 매개체로 활성과 발현이 증가되었을 때 신경  

            계 퇴행성 질환 (neurodegenerative disorder)이나 자가염증질환 (autoinflammatory     

            disorder)을 유발합니다.  

        (2) Caspase-1은 1989년 블랙에 의해 발견되었으며 caspase-1이 IL-1β 성숙에 중요한    

             기능을 발휘됨이 밝혀졌으며, caspase-1을 IL-1β 전환 효소 (IL-1β converting      

             enzyme, ICE)로 명명 됩니다.  

        (3) 전구체 Caspase-1은 inflammasome을 형성하여 활성구조로 전환되어 전사인자인,        

              NF-kB를 활성화시킴으로써 사이토카인 IL-1β, TNF-α, IL-18 등의 염증성 세포활  

             성물질 분비를 촉진시켜 류마티스성 관절염이나 골관절염, 파킨슨병 등 유발시킴을 알 수  

             있습니다. 

        (4)  Caspase-1은 IL-18, IL-32와 같은 염증성 세포활성물질들 활성화 시킴 알 수 있음.
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< 그림 5. caspase-1에 의한 IL-32/IL-18 생성 >

        (5) Caspase-1의 upstream activator인 RIP2는 caspase-1의 oligomerization을 유도하여   

            활성화시키며, Caspase-1은 RIP2와 결합하여 IKK-complex를 인산화시켜 IκB         

            degradation으로 NF-κB의 핵 내로의 translocation을 유도하며. 또한 caspase-1은     

            RIP2와 결합하여 p38 MAPK 인산화를 유도하여 잔사인자인 NF-κB transcription      

            activation을 유도함.

        (6) 최근에 본 연구팀은 비만세포에서 TSLP생성에 caspase-1이 관여함을 보고한바 있음.

        (7) 이에 본 연구과제에서는 동충하초와 소리쟁이 혼합물의 TSLP/caspase-1 조절 효능 및   

            그 상세기전을 규명하여  TSLP/caspase-1 억제를 통한 아토피 피부염 조절이 용이한     

            건강기능식품을 개발하고자 하고져 합니다.  

    다. 면역 증진을 통한 염증억제의 매커니즘 발굴 – 아토피 피부염 조절 및 억제 

 

        (1) 2015년 메르스 발생 등으로 국내 면역력 증강에 도움이 되는 제품의 관심도 증가하고 있  

            습니다.

< 그림 6. 면역 증진 관심도 증가 > 
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        (2) 면역력은 신체 외부에서 침입하는 각종 바이러스들로부터 우리 몸을 지키는 방어적 기능을  

            하기때문에 건강한 신체를 유지하기 위해서 면역력 강화가 매우 중요합니다. 

        (3) 면역력이 떨어지면 감기, 폐렴, 기관지염 등에 걸릴 가능성이 높아지고 천식과 아토피 등 

            알레르기질환에도 노출될 위험이 높아집니다. 

        (4) 면역증진 활성을 보기 위해서는  면역 관련 세포들 수, 작용을 확인하여 세포 면

           역기능증진 효과를 확인하여야 하며, 세포 활성, IL-2 발현 능, 세포활성물질 

           분비능, TNF-α, IL-6 생성에 미치는 영향 등을 확인하여야 합니다.

제3절 연구개발 범위

 1. 연구개발 범위

    

    가. In-vivo실험에 의한 동충하초와 소리쟁이 혼합물을 활용한 아토피 피부염에 대한 

       효능 평가

   

    나. In-vivo실험에 의한 동충하초 지표성분 코디세핀과 소리쟁이 지표성분 크리소파놀의  

       아토피 피부염에 대한 효능 평가

    다. 동충하초와 소리쟁이 혼합물과 각 지표성분이 면역증진에 대한 In-vitro , In-vivo 실

        험을 통한 효능 및 기전평가 

    라. 상기 3항의 효능 평가를 통한 아토피 피부염의 개선/조절/예방용 고부가가치 식품 

         개발 및 태명청 법제법의 적용을 통한 생산 기술 고도화 실현  

     

 2. 주요 원료 및 특화된 적용기술에 대한 고찰 

  가. 태명청 (太明淸) 법제 

        (1) 태명청 : 민간요법 및 한의학을 바탕으로, 여러 종류의 식재료 및 한약재를 법제

           하는 전통 가공법입니다. 

        (2) 태명청은 구전으로 전해 내려오는, 왕실이나 사대부 집안에서만 사용하던 우리 

           전통의 고유한 기법으로 천연물을 활용한 수치(修治法) 및 복방(複方)조제기법  

           을 활용하여 우리 전통의 묘방(妙方)입니다.  
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        (3) 법제 수치법은 한방이론에 근거하여 천연물이 갖고 있는 독성이나 성질이 극렬하  

           여 직접 복용이 어려운 성질 등 천연물이 갖고 있는 단점을 극복하고 천연물이  

           갖고 있는 효능을 극대화 할 수 있는 전통가공법 입니다. 

        (4) 태명청은 항산화기능, 저지방, 저콜레스테롤, 저칼로리 등 웰빙 제품으로 이로운 기능은 활  

            성화 시켜주고 유해한 기능을 억제하여 세포를 정상화시킵니다.

        (5) 본 과제에서는 태명청 가공법을 통해  주요 원료인 동충하초와 소리쟁이를 가공 한 후 이  

            의 혼합물이 아토피 피부염 조절 효과를 얼마큼인지 규명하고자 합니다.

                               < 그림 7. 동충하초 태명청 법제작업 > 

    나.  주재료 소개  

        (1) 동충하초 (Cordyceps militaris)

           (가) 대부분 곤충에 기생하여 숙주가 되는, 곤충의 시체에 자실체를 내는 자낭균류 맥각균목 

                동충하초과의 소형 버섯류.

           (나) 중국 의학서에 따르면 자실체의 미감(味感)은 달고 온화하여 신장의 기능을 돕고 폐를 

                강화하며, 출혈을 조절해 주는 기능을 하고, 담·가래를 삭이며, 계속되는 기침을 멎게  

                하고, 횡경막에 유발되는 병을 치료한다고 함.

           (다) 본초강목(本草綱目)에는 동충하초를 상용하면 허약체질을 튼튼하게 하고, 면역력을 높

                이는 분명한 효과가 있다고 함.

           (라) 현재까지 1066편의 Cordyceps militaris 연구 논문이 있음. 

           (마) 동충하초 추출물은 암세포 증식을 억제함 [Song et al., 2016].

           (바) 동충하초 추출물은 염증세포 침윤을 억제, 대뇌허혈성 손상 억제 

                [Hwang et al., 2016]. 
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           (사) 동충하초 추출물은 산화적 스트레스 및 신장 염증을 억제함 [Song et al., 2016].

           (아) 동충하초는 항산화, 항염 효과를 지님 [Liu et al., 2016].    

                        < 그림 8. 밀리터리스 동충하초 주 효능 > 

  

           (자) 밀리터리스 동충하초 지표물질 코디세핀 함유량 ( HPLC 분석 ) - 동충하초 1 kg 에  

                코디세핀  10,623 mg 함유

    나. 소리쟁이 (Rumex crispus L.)  

           (가) 전국 농촌 주변, 경작지 주변, 도랑가에 쉽게 볼 수 있는 소리쟁이는 조선 시대에 채소  
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                로 키우면서 나물로 그리고 장아찌로 만들어 먹음.

           (나) 약성은 한(寒)하고 맛은 쓰며, 통변(通便)·이수(利水)·지혈·소종(消腫) 등

              의 효능이 있음. 변비·장염·소화불량·간염·황달·변혈(便血)·자궁출혈 등  

              의 증상에 이용.

           (다) 특히 한의학에서는 소리쟁이의 뿌리를 양제근이라 하여 혈분에 작용하여 혈열을 끄고 

                지혈하는 효능이 있어 코피, 토혈, 대변출혈, 각혈, 자궁출혈, 옴, 버짐, 변비 등에 사용  

                되며 혈액응고시간 단축, 피부진균억제, 감기예방, 백혈병 억제작용을 함.

           (라) 흥미롭게도 최근 탈모샴푸로 소리쟁이 한방샴푸는 MBN 천기누설과 MBC 매거진에 

                소개되었으며 소리쟁이의 주성분이 피부 염증, 부종, 지루성피부염 염증을 억제한다고  

                보고함. 

           (마) 현재까지 53편의 Rumex crispus L. 연구 논문이 있음. 

           (바) 소리쟁이 추출물은 아토피 피부염을 개선함 [Lee et al., 2006].  

          (사) 소리쟁이 잎과 씨앗 추출물은 항산화, 항균 효과를 지님 [Yildirim et al.,      

                2001]. 

          (아) 소리쟁이 열매 추출물은 항산화 효과를 지님 [Maksimović et al., 2011]. 

 

          (자) 소리쟁이 뿌리 추출물은 항산화, 항암 효과를 지님 [Shiwani et al., 2012]. 

 

                        < 그림 9. 소리쟁이 지표물질 크리소파놀의 주 효능 > 
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    다. 최종목표 

       태명청법제 가공을 통한 주요 약물인 동충하초와 소리쟁이 혼합물을 활용한 아토피 피부염

       조절 건강기능식품 개발을 목표로 함 

  

< 그림10. 법제 동충하초와 소리쟁이 혼합물의 아토피개선+면역증진 효능 검증후 

임상시험계획수립 및  IRB 승인 >

제4절 연구개발의 중요성

 1. 아토피 피부염은 호전과 악화를 반복하는 만성 경과를 취하며 완전히 호전된 뒤에도 재발하는 경  

    우가 많아 꾸준한 관리 필요. 

 2. 아토피 피부염은 소아 알레르기 질환의 특징인 ‘알레르기 행진(allergic march)’의 시작으로 

    아토피 피부염 환자의 약 60-80%는 자라면서 천식이나 알레르기 비염 등의 호흡기 알레르기    

    증상을 보임.

 3. 아토피 피부염의 치료법으로 중등도에 따라 국소 항염제, 항히스타민제를 사용하고 이에 

    호전되지 않으면 광선요법, 심리상담, 기후요법 등을 추가하며 호전되지 않는 난치성

    아토피피부염인 경우에 입원, 전신적 면역 조절 약제사용이나 알레르겐 면역요법 등을 

    환자 연령과 증상 및 여건에 따라 시행함 

 4. 그러나 항히스타민 제제는 정신적으로는 우울증, 집중력 장애, 무기력증을 일으키고 육체

    적으로는 각종 기관의 기능을 방해하여 병증을 유발함.
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 5. 구체적인 항히스타민제의 주된 부작용은 주로 졸음과 어지러움, 식욕감퇴, 오심, 구토, 

   변비, 설사, 구강건조, 호흡억제, 기침, 심계항진, 저혈압, 빈뇨, 배뇨곤란, 시야혼탁 등을 

   들 수 있음 [머니위크 2014.04.17.].

 6. 항히스타민제는 인체의 면역기능을 방해함. 

 7. 새로운 방식의 아토피 피부염치료 방안 탐구는 복잡한 아토피 피부염 질환 치료를 위해

    꼭 필요함. 

 8. 더욱이 영유아 어린이들은 약 섭취에 어려움을 겪는 경우가 많기 때문에 식품을 통한

   아토피 피부염 조절제 개발이 새로운 대안이 될 수 있음.

 9. 국내에서는 항히스타민제, 면역억제제 및 스테로이드 제제를 알레르기 치료에 주로 사용

   하고 있으나, 그 효과는 고식적이며 부작용이 심함. 따라서 아토피 피부염 예방 및 개선  

   에 더하여 부작용을 최소화하기 위한 천연물 소재를 이용한 건강기능식품개발이 절실함.

< 그림 11.  아토피 피부염 단계별 치료 >
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2. 국내외 기술개발 현황
코드번호 D-04

제1절 국내 기술 수준 및 시장 현황

 1. 기술현황

    가. 아토피 피부염을 개선하기 위한 개발/연구 현황 및 요구사항    

       (1) 국내는 물론 선진국을 중심으로 전 인구의 20% 이상에서 발생하는 아토피 피부

           염을 효과적으로 개선시킬 수 있는 제품 개발을 위해 항 아토피 활성 소재를 절  

           실히 찾고 있으며 이를 개발 실험중에 있습니다. 

        (2) 활성 소재 개발을 위하여 글로벌 자원을 대상으로 데이터베이스를 구축, 이를 활  

           용, 개발에 필요한 자원 확보에 대한 경제성을 고려한 소재 개발환경 구축이 요  

           구됩니다.  

        (3) 소재 개발의 효율성을 추구하기 위하여 분석의 자동화/고속화를 추구하고 통합적  

           이고 차별화된 연구를 위한 인포매틱스 기술 활용이 필요합니다.

 

       (4) 개발 소재의 효율적 평가 및 아토피 피부염 관련 바이오마커로 활용키 위한 

           개발연구가 요구됩니다.

       (5) 아토피 피부염 조절능이 우수한 항 아토피 피부염 소재 구조 분석 및 분자 설계  

           를 위하여 프로바이오틱스/미생물 소재 활용기술, 나노화/미세캡슐 설계 등 연구  

           중에 있습니다.

       (6) 아토피 피부염 조절 소재의 대량 생산을 위한 활성 물질 대량 생산과 생산 공정 

           최적화 연구 수행이 다양하게 진행중입니다.
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                     < 그림 12. 국내 아토피 치료제 개발 현황 > 

  

       (7) 아토피 피부염 소재 및 제품의 실용화와 표준화 연구를 수행하여, 소재의 경제  

           성이 확보되어야 합니다. 

           신약이나 신물질이라고 해서 연간 치료비, 복용비가 너무 고가이면 시장진입 및 

           환자들에게 실질적인 도움을 주기에는 한계가 있을 것이다. 

        (8) 아토피 피부염과 관련된 융복합 기술 및 건강기능식품 소재 개발 연구는 년도   

           별로 증가 추세에 있습니다. 

   

  < 그림 13. 아토피 피부염 관련 융복합기술/건강기능식품 소재 개발 년도 별 현황 >

    나. 아토피 피부염 개선용 천연물 활용 사례 

       (1) 새싹귀리 추출물 적용 ( 건국대학교 수의과대학 + 농촌진흥청) 사례

          (가) 건국대학교 수의과대학 연구팀이 농촌진흥청과 함께 동물 실험을 진행한 결과 

                귀리 종자를 싹 틔워 5-7일 키운 15cm 정도 크기의 어린 잎이 가려움증이나 

                홍반 같은 피부 이상 증상을 완화 - 새싹귀리 추출물을 3주간 피부에 살포- 

                가려움증이나 홍반 같은 피부 이상 증상이 32% 감소 - 새싹귀리 추출물이 

                염증을 억제하고, 비만세포의 피부조직 내 침윤을 막아 피부 세포 증식과      

                항상성 유지에 기여한 것으로  분석

          (나) 새싹귀리에 함유된 아베나코사이드류 사포닌을 활용한 아토피 피부염 개선 

               소재개발 및 유효성분 향상용 추출법 표준화 추진 

         

       (2) 토종유산균 함유 축산식품 적용 (전북대학교+농촌진흥청) 사례    

          (가) 자체 개발한 토종 유산균 함유 축산 식품의 아토피 피부염 완화에 효과     

               규명
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          (나) 한국인 신생아 장에서 찾아낸 비피도박테리움 롱검(KACC 91563)을       

               첨가한 발효소시지와 크박치즈를 복용한 실험동물에서 귀 두께와 피부염의  

               원인세포(mast cell) 수 모두 미복용 대조군의 절반 이하로 나타났고,      

               긁는 횟수도 38.8% 감소됨을 확인함.

      

            < 그림 14. 실험쥐에 롱검균 첨가 축산식품 급여 시 피부염 조직병변 >

 

       (3) 토종나물 쑥부쟁이 적용 (순천향대+농촌진흥청) 사례 

          (가) 아토피피부염 , 알레르기 피부질환에 치료효과 확인 

          (나) 농촌진흥청과 순천향대의 공동연구진에 따르면 알레르기 유발 물질을 넣은 

               생쥐에게 쑥부쟁이 추출물을 4 주 동안 먹인 결과, 아토피 피부염의 경우    

               빨간반점이나 피부 건조 증상이 40%나 감소.

          (다) 사람에 대한 임상 시험시 알레르기 코 결막염을 앓던 환자는 6 주 이후 

               재채기 콧물, 코 가려움 증상이 개선

2. 시장현황

    가. 질병관리본부가 발표한‘소아 청소년기 질병부담 (DALY)’자료에 따르면 질병 부  

       담이 가장 높은 1위, 2위 3위 모두 알레르기 질환이며 특히 피부 질환이 3위 차지함 

  

    나. 지난 10년 동안, 아토피 피부염 시장은 큰 변화 없이 초기에 진입하였던 치료제가 시장을 장악  
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       하고 있어 이들이 커버하지 못하는 수많은 영역이 존재하는 실정입니다. 

       [생명공학정책연구센터].

    다. 아토피 피부염의 복잡한 발생 원인으로 인해 환자의 유형 구분에 따라 각기 다른 치료방법이 필  

       요하며, 이에 따라 현재 시장이 커버하지 못하는 심각한 난치 인구에 대한 치료 수요 충족의     

       필요성이 강조되고 있습니다. [생명공학정책연구센터].

    라. 국내 아토피 관리와 관련된 보습제 시장은 1조원, 그 중 유아 아토피 시장은 2,000억원으로    

       업계에서는 추산하고 있으며, 연간 10% 내외의 꾸준한 성장을 예상함 .

     

< 그림 15. 소아, 청소년기 질병부담 (DALY) >
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      < 그림 16. 국내 아토피성 피부염 환자 수, 글로벌 아토피 치료제 시장 전망 >  

    마. 보건의료빅데이터개방시스템에 따르면 국내에서 아토피성 피부염을 겪는 환자는     

        2017 년 기준 93 만명으로 2013 년 101 만명에서 감소세를 보이다가 2015 년 92  

        만명에서 다시 소폭 증가했다. 시장조사 기관인 글로벌데이터는 “전 세계 아토피   

        치료제 시장 규모는 지난 2016 년 45 억 7500 만달러(약 5 조원) 규모에서 2024   

        년에 73 억달러(약 8 조 2000 억원) 규모로 성장할 것이다”고 전망했다

 3. 경쟁기관현황

    가. SPASH의 인트리트는 다래추출물을 사용하여 국내 최초로 식약처에서 인정한 면역과민반응 개  

       선에 도움을 주는 건강기능식품을 개발중.  

    나. Enterococcus faecalis 가열처리 건조분말, 구아바잎추출물등복합물 (안국건강,      

      코박사), 피카오프레토분말등복합물 등을 식약처에서 면역과민반응 개선에 도움을 주  

      는 원료로 인정함.

    다. 본 과제 1, 2참여기관의 책임자들과 주)두화와 공동연구를 통해 소엽추출물을 면역과민반응   

       개선에 도움을 주는 원료로 식약처로부터 인정 받은바 있습니다. 

    라. 한국콜마는 국내 자생식물 활용한 천연물 소재 아토피 피부염 치료제를 개발중이며 이는

       해당 치료제 개발에 성공한다면 △치료제 원료의 국산화 △기존 치료제의 부작용 해소 등    

       다양한 장점을 갖게 될 전망입니다. 

  

    마. 동국제약은 오는 2023년 출시를 목표로 천연물 아토피치료제를 개발중, 천연물 오리나무   

        추출물을 활용해서 개발 진행중  

 

    바. 휴온스는 알레르기 관련 Th2 세포 및 비만 세포의 탈과립을 억제하는‘찔레나무열  

       매 추출물“ 로 아토피성 피부염과 알레르기성 질환(비염,천식,식품 등)을 개발중

    사. 삼익제약은 올해 4 월 한국과학기술연구원(KIST) 강릉분원 천연물연구소와 ‘단백  

        분해효소 표적의 피부과민반응 조절과 피부장벽 기능 강화 효능을 지닌 ’반변련   

      ‘을 이용한 신약개발’과 관련한 업무협약(MOU)을 체결했다. 
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 4. 지식재산권현황

    가. 동충하초 특허 실용 1617건이며 동충하초의 아토피 피부염 관련 특허는 138건임.

      (1) 피부 소양증 및 아토피 피부염 예방 및 치료용 노랑다발 동충하초의 알콜 추출물  

          (An alcohol extract of Cordyceps bassiana for treating and preventing     

           atopy dermatitis and pruritic skin lesion)

      (2) 노랑다발 동충하초로부터 아토피성 피부염 억제 성분을 추출하는 방법 및 그를   

          포함하는 아토피성 피부염 예방 또는 치료용 조성물(An effective method for   

          extraction of component inhibiting atopic dermatitis from Cordyceps       

          bassiana and compositions containing the component for prevention and   

          treatment of atopic dermatitis)

    나. Cordycepin 특허 실용 195건이며 아토피 피부염 관련 특허는 12건임.

       (1)피부 소양증 및 아토피 피부염 예방 및 치료용 노랑다발 동충하초의 알콜 추출물  

          (An alcohol extract of Cordyceps bassiana for treating and preventing     

           atopy dermatitis and pruritic skin lesion)

       (2)코디세핀 또는 이의 약학적으로 허용가능한 염을 포함하는 피부 미백, 탄력, 주름  

          개선, 보습 또는 항염증용 화장료 또는 약학 조성물(Cosmetic or               

          pharmaceutical composition for skin whitening, elasticity, anti-wrinkle,    

          skin moisturizing or anti-inflammation comprising cordycepin or a         

          pharmaceutically acceptable salt thereof)

    다. 소리쟁이 특허 실용 183건이며 소리쟁이의 아토피 피부염 관련 특허는 20건임.

       (1) 천연물질을 이용한 아토피 피부염 치료용 조성물(COMPOSITION FOR         

             TREATING ATOPIC DERMATITIS USING NATURAL MATERIALS)

       (2) 순비기나무, 도꼬마리, 소리쟁이, 호호바오일과 티트리오일을 이용한 아토피 피  

           부용 조성물 및 이를 이용한 화장품(The atto blood skin composition which  

           uses Vitex rotundifolia, cocklebur, Curled Dockand, Jojoba Oil, Tea Tree  

           oil and the cosmetics which uses this)
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    라. Chrysophanol의 특허 실용 2건이며 chrysophanol의 아토피 피부염 관련 특허는

        0건임.

    마. 기존 보고된 기술 극복을 위한 방안으로 이미 본 기업에서 검증해온 방식의 법제 및  

        다른 추출 방법을 통해 성분 조성 및 특정 유효성분의 함량이 증대되기 때문에 새로운  

        물질로 간주될 수 있음. 

        즉 본 과제에서는 동충하초를 특수 법제하여 코디셉핀의 함량을 증가시켰으며, 소리  

        쟁이와의 다양한 비율로 혼합하여, 가장 효과적일 수 있는 4 : 6 비율로 정함. 따라  

        서, 본 과제에 사용된 동충하초와 소리쟁이 혼합물은 기존의 보고와 진보적 차별성  

        이 있다고 생각됨.

    바.  또한 Chrysophanol과 cordycepin은 농도 의존적인 효과를 보이며, 다른 성분들과  

        각각 혼합 시, 상승효과를 보임 [Li et al., 2016; Chen et al. 2013; Cui et al.,   

        2013]. 따라서, 기존의 연구에 비해 동충하초와 소리쟁이 혼합물은 보다 낮은 농도  

        에서 효과가 예상되는 우월성이 예상됨. 

     사. 아토피 피부염 조절 건강기능식품으로써 동충하초와 소리쟁이 혼합물 또는         

         Cordycepin과 Chrysophanol 등 혼합물 배합비 등에 따른 신규성, 진보성 등의   

        인정으로 특허 등록이 가능할 것으로 변리사 통해 확인함.

제 2 절 국외 기술 수준 및 시장 현황

 1. 기술현황

    가. 아토피 피부염 치료제 시장은 초기에 진입했던 노바티스와 아스텔라스가 양분하고   

       있음.

   나. 아토피 치료의 경우 한정된 치료 옵션으로 인해 일부 난치 증상에 대해서만 제한된 

      처방만 가능해 심각한 난치 인구에 대한 치료 수요 충족의 필요성이 점차 높아지는   

      실정 임.

    다. 이같은 Unmet Needs(미충족) 시장을 도전하기 위해 2008년부터 2013년 사이 5  

        년간 아토피 피부염 분야의 임상시험은 총 119건으로 조사됐음.

    라. 아토피의 발생원인 및 발병 기전은 면역학적 복합성 및 개인별 특이성이 크게 관여  
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       하므로 융복합 기술을 활용하여 효과적인 건강기능식품을 개발할 경우 국민 건강의  

       증진시켜 사회적 비용 감소 및 삶의 질 개선에 크게 기여할 것임.

 2. 시장현황

    가. 아토피 피부염의 글로벌 시장 규모는 2012년 39억 달러이며, 10년 동안 연평균    

        성장률 (CAGR) 3.8%로 2022년에는 56억 달러 규모로 성장할 것으로 예측됨. 

 

    나. 아토피 피부염 제품 건강기능식품 수요가 증가함. 건강기능성 식품의 대중화로 인해  

       아토피 피부염 등의 알레르기 질환에 효과가 있다고 알려진 많은 건강식품들이 실제  

       로 사용되고 있음.

    다. 아토피 피부염 개선 천연물 소재 기반의 적용 시장은 점차 세계적으로 확산되고 있  

       음. 

       중국의 경제 성장 및 어린이 care 증가에 따른 시장의 성장은 물론 미국, 동남아시  

       아, 중동 지역에서의 수요가 꾸준히 증가하고 있음. 아토피 면역 관련 질환이 꾸준히  

       증가하는 것은 본 사업의 개발 제품의 적용 시장의 지속적으로 증가함을 의미함. 

 3. 지식재산권현황

    가. 동충하초의 미국 및 유럽 특허는 0건, 일본 특허 5건이며 동충하초의 아토피 피부  

        염 관련 특허는 1건임.

       (1) 버섯류 추출물 함유 피부외용제 SKIN PREPARATION FOR EXTERNAL     

            USE CONTAINING MUSHROOM EXTRACTS 

       (2) Cordycepin의 미국 특허는 951건, 유럽 특허 189건, 일본 특허 287건이며 아  

           토피 피부염 관련 특허는 일본의 29건 임.

    나. 소리쟁이 미국 및 유럽 특허는 0건, 일본 특허 313건이며 소리쟁이의 아토피 피부  

        염 관련 특허는 0건임.

    다. Chrysophanol의 미국 1건이며 chrysophanol의 아토피 피부염 관련 특허는 0건임.



-25-

3. 연구수행 내용 및 결과
코드번호 D-05

제1절 원료의 표준화 , 식품 개발 / 사업화 및 IRB승인 신청  
[1차년도] 원료의 기준 규격과 품질관리 기준 설정 및 기시법 확립 

 1. 원료 지표물질의 표준화 

    가. 원료별 지표성분의 함유량 측정  

    나. 원료 선정 및 샘플 제조 

        (1) 각 소재별 함유된 유효성분의 분석 측정을 통해 균일하게 일정량의 유효성분을 

            함유한 소리쟁이 + 동충하초 혼합물 생산 - 샘플 제조  

                  

        (2) 원료의 태명청 법제처리를 통한 소리쟁이 지표성분 크리소파놀과 밀리터리스 동충

            하초의 지표성분 코디세핀 추출량의 변화(차이)를 통한 법제처리의 필요성 확인 

          

           . 소리쟁이를 태명청법제처리시 crysopanol의 함량이 0.8166 mg/g에서 1.3842 

             mg/g으로 증가 - 69 % 증가    

           . 누에동충하초를 태명청법제처리시 cordycepin의 함량이 1.2020 mg/g에서 

              1.4821mg/g으로 증가됨 -  23 % 증가 

Sample No. 분석결과(1+2회분석값)

Sample-1 누에동충하초원물 1.2029mg/g

 Sample-2 누에동충하초 법제 1.4821mg/g  (23% 증가)

Sample-3 소이동충하초원물 0.7991mg/g

 Sample-4 소이동충하초 법제 0.6801mg/g

  Sample-5 소리쟁이 원물 0.8166mg/g

  Sample-6 소리쟁이 법제 1.3842mg/g   (69% 증가)



-26-

        (3) 동충하초의 자실체 ( 누에 : 소이 ) 선정 

            지표성분 코디세핀의 함유량 분석 측정을 통한 최적 자실체 선정 

            소이동충하초의 cordycepin 의 함량이 법제전 / 후 = 0.7991 mg/g / 0.6801 

            mg/g 큰 차이도 없으며 cordycepin 함량이 너무 기준에 미달됨 

            누에동충하초의 cordycepin 의 함량이 법제전 / 후 = 1.2029 mg/g / 1.4821   

            mg/g로 측정되어 효능을 최적화하기 위해 누에동충하초를 소재로 선정

[2차년도] 생산공정 확립 및 / 일반식품 사업화 

 1. 생산 공정 확립  

    가. 생산공정 확립 및 규격화

        (1) 누에동충하초와 소리쟁이 혼합물 및 각 함유성분의 효능평가에서 얻어진 배합비율

            에 의거하여 6차례에 걸쳐 추출작업 실시

            다음과 같은 레시피 및 가공방법 규격화 실현 - 법제 작업을 통한 효능 강화 작업 

        (2) 주원료 – 누에동충하초 , 소리쟁이 태명청 법제 작업 실시 

 (법제가공 전 동충하초 원물) 
      

 (법제가공 후 동충하초)     

 (법제가공 전 소리쟁이 원물) 
      

 (법제가공 후 소리쟁이)     
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       (3) 법제처리된 누에동충하초 + 소리쟁이 열수 추출작업 실시 

           지표성분 함량을 균일화 하기 위해 원료별 개별 직화 열수 추출 실시  

           혼합 및 농도 조절을 위한 메인추출기 작업 실시      

직화추출탱크 추출가공 직화추출탱크 추출액 직화추출탱크내 추출액 이송

시제품 농도 강화를 위한 
메인추출기로 이송

시제품 농도 강화 및 혼합 
작업 실시 시제품 

    나. 제조공정 규격화 

        열수 추출 

 

2. 일반식품 사업화 추진 

    가. 일반식품 제품화를 위한 패케지 

        (1) 제품명 : 아토시아 ( Athosia ) 확정 

        (2) 기존 제품과의 통일성 부여를 위한 디자인 작업 실시   

        

누에동충하초:소리쟁이 정제수 가열시간 농축시간 가열온도 농축온도 포장용량
 4   :   6  35배수 100℃도달

후 120분
85℃도달
후 90분 110℃ 85℃ 1회 80ml
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    나. 일반식품 시장 출시를 위한 사업화 구현 

       (1)건강식품 및 건강용품 전문판매업체 (주)메디텍코리아 (대표이사 : 김병수) 와 

          액상차 식품유형으로 제품 판매계약 체결 - 80ml 30포 (스탠딩파우치 타입,인,

          아웃박스) 기준  1차 계약물량 500세트 계약 체결 

[3차년도] IRB 승인 준비 & 신청  및 사업화 추진

 1.  사업화 추진

    가. 아토시아 제조 공정 확립  
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    나. 아토시아 포장용 패케지 및 상품화  

       (1) 액상 제품 패케지 구성 

          스탠딩 파우치 타입/ PET+알루미늄+나일론+폴리프로필렌 4중지 살균용 타입
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       (2) 액상 일반식품 상품화 

           (가) 식품유형 : 액상차 

           (나) 복용법 : 1일 3회 복용 

           (다) 포장단위 : 80 ml 

           (라) 보관방법 : 상온 보관    

       

       (3) 아토시아환 일반식품 상품화 

           (가) 식품유형 : 기타가공품(환)

           (나) 복용법 : 1일 2회 40알씩 복용 

           (다) 포장단위 : 100 g 

           (라) 보관방법 : 상온 보관

    

    다. 시제품 및 판매용 제품 생산    

     

       (1) 아토시아 액상차 생산작업

   

누에동충하초 법제 (증) 누에동충하초 법제 (포) 소리쟁이 법제 (증)

 메인추출기 추출작업 스탠딩파우치 
주입/포장작업 아토시아 액상차 제품 사진
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       (2) 아토시아환 생산작업    

누에동충하초 분체 소리쟁이 분체 환 제조작업

 환 건조 작업  환 병입 작업 아토시아환 제품 사진

       (3) 아토시아 , 아토시아환 품목제조보고 완료 

    < 아토시아-액상차 품목제조보고서>       < 아토시아환-기타가공품 품목제조보고서>
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       (4) 아토시아 안전성 확인을 위한 품질검사 실시 
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 2. IRB 승인 작업 

 

    가. CRO업체 선정 ,  업무분담 및 진행

       (1) CRO업체명 : (주)네오뉴트라 

       (2) 선정사유 : 108번의 임상시험 수행 및 60건 기능성원료 등재 수행 업체

                      다양한 병원네트워크 구성 / 아토피피부염 임상시험 진행

       (3) 업무분담 및 진행 일정   

           

    나. 임상시험 수행 기관 (병원) 선정 

       

       (1) 수행기관 및 주관자 : 카톨릭대학교 의정부성모병원 / 피부과 이영복 교수 

       (2) 선정사유 : 대한아토피피부염학회 추천병원 / 이영복 교수 홍보위원

                      아토피피부염 전문 연구 분야   
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    다.  인체적용시험계획서 확정 및 인체시험적용자 자료집 작성 
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    라. 임상시험 진행시 발생할 피해에 대한 피해 보상 규약 작성 및 체결
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    마. 인체적용시험계획서 및 동의서 
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   바. IRB 승인서 
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제2절 아토피 피부염 동물모델에서 동충하초와 소리쟁이 혼합물/함유성분의  

     효능 평가 및 TSLP/caspase-1 조절효능 기전 평가 (경희대학교)

 1. 아토피 피부염 동물모델에서 동충하초와 소리쟁이 혼합물의 효능평가

  

  가. 호서대학교 in vitro assay를 통해 소리쟁이와 동충하초 6:4 (AST2017-01) 비율이 가  

     장 효과가 있음을 규명하여, 본 세부에서도 소리쟁이와 동충하초 6:4 (AST2017-01)비  

     율의 항 아토피 피부염 효과를 규명하였음. 소리쟁이와 동충하초 6:4 (AST2017-01)은  

      DNFB에 의한 scratching을 유의하게 억제하였음. PF, 소엽추출물 (과민면역반응 완  

     화에 도움이 되는 소엽추출물, positive control); Dexamethasone, 알레르기 치료제  

     (positive control).

    나. 소리쟁이와 동충하초 6:4 (AST2017-01)은 DNFB에 의한 clinical symptoms을 억  

        제시켰음. Damethasone (DEX, positive control).
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    다. 소리쟁이와 동충하초 6:4 (AST2017-01)은 DNFB에 의한 epidermis thickness를   

        감소시켰음. Damethasone (DEX, positive control).

    라. 소리쟁이와 동충하초 6:4 (AST2017-01)은 DNFB에 의한 비만세포 침윤을 감소시켰  

       음. Damethasone (DEX, positive control).

    마. 소리쟁이와 동충하초 6:4 (AST2017-01)은 DNFB에 의한 skin lesions 내 TSLP,   

        ICAM-1, MIP2 발현을 억제시켰음. Damethasone (DEX, positive control).     

        #<0.05, *<0.05.

    바. 소리쟁이와 동충하초 6:4 (AST2017-01)은 DNFB에 의한 skin lesions 내 TSLP,   

        TARC, CCR3 mRNA발현을 억제시켰음. Damethasone (DEX, positive control).  

        #<0.05, *<0.05.
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    사. 소리쟁이와 동충하초 6:4 (AST2017-01)은 DNFB에 의한 skin lesions 내          

         caspase-1 발현 및 활성을 억제시켰음. Damethasone (DEX, positive control).  

         #<0.05, *<0.05.

    아. 소리쟁이와 동충하초 6:4 (AST2017-01)은 DNFB에 의한 혈청 내 histamine, IgE,  

        TSLP, IL-4, IL-6, IL-13, TNF-α 수준을 억제시켰음. IFN-γ는 유의적인 차  

        이가 없었음. Damethasone (DEX, positive control). #<0.05, *<0.05.
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 2. 아토피 피부염 동물모델에서 동충하초와 소리쟁이 함유성분들의 효능평가

    가. 동충하초 활성성분인 cordycepin의 항아토피 피부염 효능

    나. 동충하초 활성성분인 cordycepin은 아토피 피부염 유사 마우스의 피부를 긁는 행위  

        시간을 감소시킴. 또한 혈청 내 histamine 및 IgE를 감소시킴. Dexamethasone,   

        positive control. 

    다. 동충하초 활성성분인 cordycepin은 아토피 피부염 유사 피부 병변 완화 및 병변의  

        표피 두께를 감소시킴. Dexamethasone, positive control. 
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    라. 동충하초 활성성분인 cordycepin은 아토피 피부염 유사 피부 병변에서 eosinophil  

        과 mast cell 침윤을 감소시킴. Dexamethasone, positive control. 

    마. 동충하초 활성성분인 cordycepin은 아토피 피부염 유사 피부 병변에서 TSLP,      

        MIP2, ICAM-1 발현을 감소시킴. Dexamethasone, positive control. 

    사. 동충하초 활성성분인 cordycepin은 아토피 피부염 유사 피부 병변에서 TSLP,      

        TARC, CCR-3 mRNA 발현 감소시킴. Dexamethasone, positive control. 
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    아. 동충하초 활성성분인 cordycepin은 아토피 피부염 유사 피부 병변에서 caspase-1  

        발현 및 활성을 감소시킴. Dexamethasone, positive control. 

    자. 동충하초 활성성분인 cordycepin은 아토피 피부염 유사 마우스의 혈청 내 TSLP,   

        IL-4, IL-6, TNF-α 감소시킴. Dexamethasone, positive control. 
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 3. 아토피 피부염 동물모델에서 TSLP/caspase-1 조절 효능 기전 등 평가

    가. 소리쟁이와 동충하초 혼합물 (AST2017-01)의 활성성분인 chrysophanol이 알레르기  

       유도 후 동물모델에서 긁는 횟수와 혈청에서 IgE, histamine, 그리고 여러 사이토카  

       인들이 감소되는 것을 확인.  Dexamethasone, positive control. *<0.05.
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 나. 소리쟁이와 동충하초 혼합물 (AST2017-01)의 활성성분인 chrysophanol이 알레르기 유  

    도후 동물모델의 조직에서 여러 사이토카인들이 감소되는 것을 확인.                 

    Dexamethasone, positive control. *<0.05.
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    다. 소리쟁이와 동충하초 혼합물 (AST2017-01)의 활성성분인 chrysophanol이 알레르기  

       유도 후 동물모델의 조직에서 caspase-1 활성이 감소되는 것을 확인.  

       Dexamethasone, positive control. *<0.05.

    라. 소리쟁이와 동충하초 혼합물 (AST2017-01)의 활성성분인 chrysophanol이 알레르기  

       유도후 동물모델의 조직에서 chemokine 과 면역세포들의 활성이 감소되는 것을 확

       인.  Dexamethasone, positive control. *<0.05.
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   바. 소리쟁이와 동충하초 크림 (AST2017-01)이 아토피 피부염을 유도한 후 동물모델의   

       피부에서 아토피 피부염 유사 피부 병변 완화되는 것을 확인.  Dexamethasone,    

       positive control. *<0.05.
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    사. 소리쟁이와 동충하초 크림 (AST2017-01)이 아토피 피부염을 유도한 후 동물모델의   

       혈청 내 histamine 및 IgE를 감소시킴. Dexamethasone, positive control.         

       *<0.05.

    아. 소리쟁이와 동충하초 크림 (AST2017-01)이 아토피 피부염을 유도한 후 동물모델의   

       혈청내 사이토카인을 감소시킴. Dexamethasone, positive control.  *<0.05.
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    자. 소리쟁이와 동충하초 크림 (AST2017-01)이 아토피 피부염을 유도한 후 동물모델의   

       피부내 사이토카인과 caspase-1을 감소시킴. Dexamethasone, positive control.  

       *<0.05.
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제3절 원료의 표준화 확립 , 생체외 아토피 실험모델에서 혼합물/   

    함유성분 효능 평가 및 세포수준의 아토피 피부염 모델에    

    서의 TSLP/caspase-1 조절 효능기전 평가 (호서대학교)  

 1. 원료의 표준화 확립 및 생체외 아토피 실험모델에서 동충하초와 소리쟁이 혼합물의 효능 평가

    가. 원료의 지표성분 또는 유효 성분 분석 및 조건 확립

       (1) 동충하초 소리쟁이 혼합물의 지표성분 분석 조건 확립- LC-MS/MS를 사용하  

           여 각 지표성분 분석

         

     소리쟁이            chrysophanol           동충하초               cordycepin    

 

       (2) 각 성분 분석에 대한 조건 확립

  Table 1. Analytical conditions of LC-MS/MS for analysis of chrysophanol 

Column Thermo   Syncronis HILIC   column (150 X 2.1mm, 5 μm)
Column temp. 25°C
Mobile phase Methanol / 0.1%formic acid =     85/15(v/v)
Flow rate 200 ml /min
Injection volume 5 ml

Autosampler temp. 25°C

Detector (MS/MS)

Native ion mode, MRM mode
T a r g e t 
Compound(m/z) 253.1→224.9
DP. : -77.09
EP -10.96
CE -37.95
CXP: -15.75
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Table 2. Analytical conditions of LC-MS/MS for analysis of cordycepin 

  

           < (A) Calibration curve. (B) LC-MS/MS spectrum > 

 

Column Thermo Syncronis C18column(150X2.1mm,5μm)
Column temp. 25°C
Mobile phase Methanol / 0.1%formic acid = 85/15(v/v)
Flow rate 200 ml /min
Injection volume 5 ml

Autosampler temp. 25°C

Detector (MS/MS)

Positive ion   mode, MRM mode

   

Target Compound(m/z) 252.1→136.1
DP.     : 66.03
EP 10.89
CE 21.45
CXP: 7.09
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            < LC-MS/MS pattern of standard and marker compounds > 

          

           (A) Chrysophanol standard. (B) 법제 소리쟁이 내 chrysophanol. 

             (C) Cordycepin standard. (D) 법제 동충하초 내 cordycepin.  

  

       (3) 원물 약제보다 법제한 샘플에서 각각의 지표성분이 증가됨.

Table 3. Contents of marker compounds by LC-MS/MS.

       (4) 동충하초와 소리쟁이 혼합물에서 함유 지표성분 각각 chrysophanol 0.13%,    

            cordycepin 0.028%로 분석됨.

Table 4. Contents of marker compounds in herbal mixture by LC-MS/MS.

Samples Chrysophanol
(mg/g)

Cordycepin
(mg/g)

Rumex   crispus (소리쟁이) 0.8166 
Processed-Rumex crispus (법제소리쟁이) 1.3842 
Cordyceps militaris (동충하초) 1.2029 
Processed-Cordyceps militaris(법제동충하초) 1.4821 

Samples Chrysophan
ol

(%)
Cordycepin

(%)

Herbal   mixture법제소리쟁이:법제동충하초   (6:4) 0.13 0.028
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    나. 생체외 아토피 실험모델에서 소리쟁이와 동충하초 6:4 (AST2017-01)혼합물 효능 평가

       (1) 소리쟁이와 동충하초 비율별 효과를 비교하기 위해 각각 소리쟁이와 동충하초를  

           1:1, 4:2, 6:4로 섞어서 아토피 피부염 원인인자인 IL-6의 생성 억제효과를    

           알아본 결과, 소리쟁이 동충하초 비율이 6:4일 때 가장 효과가 있음을 알 수 있  

           었음. 또한 각각 약물과 혼합되었을 때, 법제하였을 때를 비교한 결과           

           AST2017-01에서 가장 효과가 좋았음. 

           PMACI: 비만세포 활성물질; p-RC, 법제 소리쟁이; p-CM, 법제 동충하초;     

           RC+CM, 소리쟁이+동충하초 6:4비율.

       (2) 소리쟁이와 동충하초 6:4 (AST2017-01)은 활성화된 비만세포 (mast cell) 내의  

           칼슘농도와 히스타민 분비를 농도 의존적으로 감소시킴.  또한 히스타민 합성효  

           소인 HDC의 활성도 유의하게 감소시킴. PMACI: 비만세포 활성물질;           

           BAPTA-AM, calcium chelator; ketotifen, 항히스타민제 및 분비 억제제      

           (positive control), *<0.05.
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       (3) 소리쟁이와 동충하초 6:4 (AST2017-01)은 활성화된 비만세포로부터 분비된     

           Th2 cytokine과 염증성 사이토카인의 생성 및 mRNA발현을 유의하게         

           억제하였음. 또한 세포독성에도 영향이 없었음.                                

            PMACI: 비만세포 활성물질; PF, 소엽추출물, 

            positive control);Dexamethasone, positive control. *<0.05.



-121-

        (4) 소리쟁이와 동충하초 6:4 (AST2017-01)은 활성화된 비만세포 내 caspase-1 및 

           NF-kB의 활성을 감소시켰으며, NF-kB억제제인 인산화된 IkBa 수준도 감소시  

          켰음. 

              PMACI: 비만세포 활성물질; Dexamethasone, positive control. *<0.05.

        (5) 소리쟁이와 동충하초 6:4 (AST2017-01)은 활성화된 각질세포 (HaCaTcell)에서 

           염증성 사이토카인의 생성을 감소시킴. 또한 세포독성도 관찰되지 않았음.

           poly (I:C), 각질세포 활성물질; Dexamethasone, positive control. *<0.05.

        (6)  소리쟁이와 동충하초 6:4 (AST2017-01)은 활성화된 각질세포 (HaCaTcell)에  

            서 caspase-1 활성을 유의하게 감소시킴.                             

                            poly (I:C), 각질세포 활성물질. *<0.05.
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 2. 체외 아토피 실험모델에서 동충하초와 소리쟁이 함유 성분들의 효능 평가

     

    가. 체외 아토피 실험모델에서 동충하초 함유성분 (코디세핀), 소리쟁이 함유 성분(크리소파놀)의 

       효능 평가

 

       (1) 소리쟁이와 동충하초 혼합물 (AST2017-01)의 활성성분인 chrysophanol과 

           cordycepin은 활성화된 비만세포 (mast cell) 내의 칼슘농도와 히스타민 분비

           를 유의하게 감소시킴. 또한 히스타민 합성효소인 HDC의 활성도 유의하게 감소

           시킴. Cordycepin보다 chrysophanol이 억제효과가 더 높았음. 

           다음 실험부터 chrysophanol에 의한 효능 실험을 수행함. 

                          PMACI: 비만세포 활성물질. p *<0.05.

       (2) AST2017-01의 활성성분인 chrysophanol은 활성화된 비만세포로부터 분비된  

           Th2 cytokine과 염증성 사이토카인의 생성 및 mRNA발현을 유의하게 억제하

           였음. 또한 세포독성에도 영향이 없었음. 
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          PMACI: 비만세포  활성물질; Dexamethasone, positive control. *<0.05.

       (3) AST2017-01의 활성성분인 chrysophanol은 활성화된 비만세포 내 IKK와    

            RIP2의 활성을 감소시켰으며, IKK와 RIP2의 down stream signal인 NF-kB  

            의 활성을 감소시켰음. 

               PMACI: 비만세포 활성물질; Dexamethasone, positive control. *<0.05.
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       (4) AST2017-01의 활성성분인 chrysophanol은 활성화된 비만세포 내 IKK와    

           RIP2의 up-stream signal인 mitogen-activated protein kinase family       

          (JNK, ERK, P38)의 인산화를 유의하게 감소시켰음. B는 그림 A를 덴시토미터  

           로 측정한 결과임. 

            PMACI: 비만세포 활성물질; Dexamethasone, positive control. *<0.05.

      (5) AST2017-01의 활성성분인 chrysophanol과 cordycepin은 활성화된 각질세포   

          (HaCaTcell)에서 염증성 사이토카인의 생성을 감소시킴. Cordycepin보다       

          chrysophanol이 억제효과가 더 높았음. 또한 세포독성도 관찰되지 않았음 (data  

          not shown). 

             poly (I:C), 각질세포 활성물질; Dexamethasone, positive control. *<0.05.
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 3. 세포수준의 아토피 피부염 모델에서 TSLP/caspase-1 조절 효능 기전 등 평가

   가. 세포수준의 아토피 피부염 모델에서 TSLP/caspase-1 조절 효능 기전 등 평가 - 크리소파놀

       (1) AST2017-01의 활성성분인 chrysophanol은 TSLP로 활성화된 비만세포를 

           억제하는 것을 확인. 세포 독성에는 영향이 없는 것을 확인. *<0.05.

 

       (2) AST2017-01의 활성성분인 chrysophanol은 TSLP로 활성화된 비만세포의 

           apoptosis를 억제하는 것을 확인. *<0.05.
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       (3) AST2017-01의 활성성분인 chrysophanol은 TSLP로 활성화된 비만세포가 억

           제시킨 caspase-3를 증가시키는 것을 확인. *<0.05.
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       (4) AST2017-01의 활성성분인 chrysophanol은 TSLP로 활성화된 비만세포에 

           의해 증가된 MDM2, pSTAT6를 억제시키는 것을 확인. *<0.05.

 

       (5) AST2017-01의 활성성분인 chrysophanol은 TSLP로 활성화된 비만세포에 

           의해 증가된 사이토카인을 억제시키는 것을 확인. *<0.05.
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       (6) AST2017-01의 활성성분인 chrysophanol은 TSLP로 활성화된 비만세포에 

           의해 증가된 TSLPR과 IL-7Ra를 억제시키는 것을 확인. *<0.05.

       (7) AST2017-01의 활성성분인 physcion은 활성화된 비만세포 내 증가된 칼슘농

           도와 사이토카인을 억제시키는 것을 확인. 세포 독성은 영향이 없었음. 

            PMACI: 비만세포 활성물질; Dexamethasone, positive control. *<0.05.
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       (8) AST2017-01의 활성성분인 physcion은 활성화된 비만세포 내 증가된 

           caspase-1과 RIP2를 억제시키는 것을 확인. 

         PMACI: 비만세포 활성물질; Dexamethasone, positive control. *<0.05.

       (9) AST2017-01의 활성성분인 physcion은 활성화된 비만세포 내 증가된 pERK, 

           pJNK, pp38, pIKK, NF-kb, pIkBa를 억제시키는 것을 확인. 

        PMACI: 비만세포 활성물질; Dexamethasone, positive control. *<0.05.
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       (10) AST2017-01의 활성성분인 physcion은 아토피 피부염을 유도한 후 동물모

            델의 피부에서 아토피 피부염 유사 피부 병변 완화되는 것을 확인. 

                    Dexamethasone, positive control. *<0.05.
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       (11) AST2017-01의 활성성분인 physcion은 아토피 피부염을 유도한 후 동물

            모델의 피부에서 긁는 횟수와 혈청에서 IgE, histamine, 그리고 사이토카인들

            이 감소하는 것을 확인. 

                     Dexamethasone, positive control. *<0.05.

       (12) AST2017-01의 활성성분인 physcion은 아토피 피부염을 유도한 후 동물

            모델의 피부에서 사이토카인들이 감소하는 것을 확인.

                     Dexamethasone, positive control. *<0.05.
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       (13) AST2017-01의 활성성분인 physcion은 아토피 피부염을 유도한 후 동물

             모델의 피부에서 caspase-1이 감소하는 것을 확인.

                         Dexamethasone, positive control. *<0.05.
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제4절  면역증진실험모델에서 동충하초와 소리쟁이 혼합물/함유성분의 

        면역증진 효능 평가 (차의과학대학교)
 

 1. 생체외 면역증진모델에서 동충하초와 소리쟁이 혼합물의 효능 및 기전 평가

    
    가. 면역반응의 정의     

        면역 반응(免疫反應, immune response)은 인체에 침입하는 병원체나 이물질을 제거하여 

        몸을 보호하는 작용이다. 

        인체는 수많은 병원체로 둘러싸여 있으며, 병원체로부터 끊임없이 공격을 받는다. 그러나 

        우리에게는 병원체의 침입을 막는 기능과 침입하더라도 이를 물리치는 방어 기능이 있어

        병원체로 부터 우리 몸을 보호할 수 있다. 

        인체의 이러한 방어 작용을 ‘면역(immunity, 免疫)’이라고 한다.

        인체의 방어 작용(면역)은 크게 1차 방어 작용과 2차 방어 작용으로 구분한다. 1차 방어

        작용은 태어날 때부터 누구나 타고나는 선천성 면역 반응이다. 선천성 면역 반응은 이전에 

        병원체의 침입 여부와 관계없이 감염 즉시 작동하고 병원체의 종류와 관계없이 병원체의 

        공통된 특성을 인식해 감지하여 동일한 방식으로 이루어지므로 ‘비특이적 방어 작용’이라

        고 한다.

        1차 방어 수단이 무너지고 항원이 몸 안으로 침투하면 조금은 느리지만 효과적인 2차 방어

        작용이 작동한다. 2차 방어 작용은 후천적으로 획득되는 후천성 면역 반응이다. 후천성 면역

        반응은 병원체의 특정 부위만을 인식하고 이에 따라 다르게 대응하기 때문에 ‘특이적 방어 

        작용’이라고 한다.

        인체의 1차 방어에는 방어벽, 식세포 작용, 항미생물 단백질, 염증 반응, 자연 살생 세포     

        (natural killer cell) 등이 있다. 피부나 점막은 병원체의 침입을 막는 물리적인 장벽의 역할

        뿐만 아니라 땀, 침, 눈물, 점액 등의 물질을 분비해 미생물의 침입을 막는다. 

        백혈구의 일종인 호중성 백혈구나 대식 세포는 병원체를 세포 내로 끌어들여 분해시키는 

        식세포 작용을 한다. 항미생물 단백질은 미생물을 죽이거나 증식을 방해하는 단백질로, 인터

        페론이 대표적이다. 염증 반응은 감염된 조직 부위에서 방출된 화학 물질에 의해 충혈, 부종, 

        통증, 열, 고름 등이 나타나는 반응이다. 자연 살생 세포는 병든 세포를 인식하여 제거해서 

        체내에 바이러스나 암세포가 퍼지는 것을 막아준다.

        선천성 면역 반응으로 병원체의 침입을 막기가 불충분하면 2차 방어 작용인 후천성 면역 반

        응이 일어난다. 후천성 면역에서는 림프구의 수용체를 통해 병원체를 특이적으로 인식하고 

        이에 대응한다. 이러한 면역은 홍역처럼 오래 지속될 수도 있고 인플루엔자처럼 짧은 동안만 

        지속될수도 있다. 후천성 면역 반응에는 T 림프구가 표적 세포를 찾아 파괴하는 과정인 세
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         포성 면역과 B 림프구에 의해 혈액이나 림프를 통해 온몸을 순환하는 항체에 의한 체액성 
         면역이 있다.

    나. 생체외 면역증진모델에서 동충하초와 소리쟁이 혼합물의 효능 평가

        (1) 동충하초와 소리쟁이의 혼합물 음료인 APD(AST-2017-01)는 LPS로 유도된 전염증

            성 사이토카인IL-1β, IL-6, IL-10의 mRNA 수준(그림 1)과, IL-1β, IL-6의 단백  

            질 수준(그림 2)에서 면역반응을 억제시킨다. 

            또한 염증관련 효소인 iNOS와 COX-2의 mRNA 발현 수준(그림3)을 감소시킨다. 

            Raw 264.7 대식세포(면역세포)에 LPS를 처리하게 되면 염증반응으로 인해 면역반응

            을 비정상적으로 증진시키고 전염증성 사이토카인(IL-1β, IL-6, IL-10 등)과 염

            증관련 효소(iNOS, COX-2 등)을 증가시킨다. 하지만 LPS와 APD(AST-2017-01)

            를 함께 처리하게 되면 LPS만 처리한 대식세포(Raw 264.7)에 비해 전염증성 사이토카

            인과 염증관련 효소의 발현을 감소시킨다. 따라서 APD(AST-2017-01)는 LPS로 비

            정상적으로 유도된 면역반응을 감소시키는데 효과가 있다.

        < 그림 1. LPS로 유도된 Raw 264.7 세포에서 APD(AST-2017-01)의 전염증성 

          사이토카인  (IL-1β, IL-6, IL-10)의 mRNA의 수준 조절 >

      < 그림 2. LPS로 유도된 Raw 264.7 세포에서 APD(AST-2017-01)의 전염증성 

        사이토카인 (IL-1β, IL-6)의 단백질 수준 조절 >
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         < 그림 3. LPS로 유도된 Raw 264.7 세포에서 APD(AST-2017-01)의 염증관련 효소

            (iNOS, COX-2)의 mRNA 수준 조절 > 

        (2)  본 연구에서는 LPS로 유도된 Th2 사이토카인인 IL-1β, IL-6, IL-10을 중심적으로

             관찰하였고, APD(AST-2017-01) 처리시 Th2 사이토카인이 감소하는 것을 관찰

             하였다.

             이는 알레르기(allergy)가 발생했을 때 Th2 사이토카인이 비정상적으로 증가되는 것을 

             조절하기 위해서이다. 

             알레르기의 경우 면역반응이 과도하게 일어나 생겨나는 질병으로 LPS 처리와 유사하게 

             전염증성 사이토카인 중 특히 Th2 사이토카인, 염증관련 효소를 증진시킨다. 

             따라서 알레르기가 있을 때 APD(AST-2017-01)를 섭취하면 아마도 현재 데이터

             에서 제시한 Th2 전염증성 사이토카인과 염증관련 효소를 조절하여 알레르기를 조절할 

             가능성이 있음을 확인하였다.
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 2. 생체외 실험모델에서 동충하초와 소리쟁이 혼합물의 면역 증진 효능 평가 

    가. 소리쟁이와 동충하초 혼합물의 LPS로 유도된 마우스 비장세포에서 전염증성        

         사이토카인의 생성 억제

       (1) 소리쟁이와 동충하초 혼합물(Rc-Cs, 6:4)는 LPS를 처리한 비장세포에서 

           전염증성 사이토카인인 TNF-α, IFN-γ, IL-1β, IL-6의 protein

           expression을 감소시켰다. 또한 태명청(TMC)도 Rc-Cs와 비슷한 결과가 나타

           났다. 하지만 아무것도 처리하지 않은 비장세포에서 Rc-Cs는 TNF-α, IFN-

           γ, IL-1β, IL-6의 수치를 증가시켰다 (그림. 1).

           만성적인 염증반응은 다양한 장기에 영향을 주고 비만, 당뇨, 심혈관계질환, 암,  

           치매, 천식에 영향을 주는 것으로 알려져 있다. 다양한 염증관련 요인 중        

           LPS는 포유류의 세포를 자극하고, LPS binding protein(LBP)나 toll-like     

           receptor-4(TLR4)과 같은 단백질에 영향을 미친다. 

           LPS로 활성화된 TLR4는 nuclear factor κB(NF-κB)를 활성화 시키고, 활성

          화된 NF-κB는 pro-inflammatory cytokine인 interleukin-1β(IL-1β),

          IL-6, tumornecrosis factor-α(TNF-α)와 type 1 interferon(IFN)를 활성

          화 시키며, 핵에서 염증관련 효소인 nitric oxide synthase(iNOS)과 cyclo-

          oxygenase-2 (COX-2)를 활성화 시킨다. 

          Nitric oxdie(NO)는 iNOS의 생성을 증진시키고, 염증반응의 활성을 통해 

          reactive oxygen species(ROS)를 생성하는 것으로 알려져 있다. 

          또한 T helper cell(Th)은 B cell을 조절하여 염증반응과 immune response를 

          조절한다. 

          Th는 그 역할과 종류에 따라 Th1, Th2, Th17, Treg로 분류된다. 

          각각의 Th은 각기 다른 cytokine이 Naive T cell을 자극하여 Th로 분류되는데, 

          이때 역할을 담당하는 cytokine을 pro-inflammatory cytokine으로 부른다.     

          Th1 cytokine의 주요 인자는 TNF-α과 IFN-γ, 한편, Th2 cytokine의 주요  

          인자는 IL-1β와 IL-6가 있으며, 이러한 pro-inflammatory cytokine은        

          전사인자인 NF-κB에 의해 활성화 되고, 인체의 염증반응에 관여한다.

          따라서 외부 자극으로 인한 염증 관련 유전자의 활성을 억제한다면 염증으로 유  

          도되는 다양한 질병을 억제할 수 있을 것으로 생각된다.
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 < 그림 1. Pro-inflammatory cytokines TNF-α, IFN-γ, IL-1β, and IL-6 in mice 

   splenocytes during different incubation times >

      .  LPS : 2 μg / mL of LPS-added mice splenocytes

      .  LPS+Rc-Cs : 2 μg / mL LPS + 0.05 mg/mL of Rumex crispus and 

         Cordyceps mixture (Rc-Cs) added mice splenocytes 

      .  LPS+TMC : 2 μg / mL of LPS + 0.1 mg/mL Taemyeongcheong added     

         mice  splenocytes 

      .  Control : no treatment

      .  Rc-Cs : 0.05 mg/mL of Rumex crispus and Cordyceps mixture (Rc-Cs) 

        added mice splenocytes, 

      .  TMC : 0.1 mg/mL of Taemyeongcheong added mice splenocytes
          a-cMeans with different letters are significantly different (p < 0.05) by    

          Duncan's multiple range tests.
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       (2) LPS로 염증이 유도된 비장세포에서 Rc-Cs는 IL-1β, IL-6의 mRNA 

           expression을 감소시켰다. 또한 Figure 1과 유사하게 Rc-Cs는 아무것도 처리  

           하지 않은 비장세포에서 IL-1β, IL-6의 mRNA expression을 증가시켰다    

           (그림. 2).

           이는 앞선 ELISA 결과와 유사한 mRNA expression이 나타났으며, 선행연구인  

           Song 등의 연구와도 유사하게 나타났다. 따라서 Rc-Cs는 LPS로 유도된       

           전염증성 사이토카인을 감소시키지만, LPS가 처리되지 않은 비장세포에서는 증  

           가시키는 것으로 나타났다.

   < 그림 2. mRNA levels of pro-inflammatory cytokines IL-1β and IL-6 in mice 

      splenocytes at 48 h. >
   

       1)Abbreviations are same as shown in 그림 1.

        The mRNA expression levels were calculated based on 18s rRNA, which 

        was used as a control (control fold ratio = 1).
         a-dMeans with different letters on the bar are significantly different (p <   

         0.05) by Duncan's multiple range tests.

       (3) Rc-Cs는 LPS로 염증을 유도한 비장세포에서 염증관련 인자인 iNOS와        

            COX-2의 발현을 감소시켰다. 흥미롭게도 아무것도 처리하지 않은 비장세포에  

            서 Rc-Cs는 iNOS와 COX-2의 mRNA 발현을 증가시키지는 않았다(그림. 3)

            iNOS와 COX-2는 pro-inflammatory cytokine과 마찬가지로 핵에서의 전사  

            인자인 NF-κB에 의해 활성화 되며(5, 6), 다양한 염증 지표 중 중요한 인자  

            이다. 

            따라서 Rc-Cs를 처리했을 때 LPS로 유도된 염증반응을 억제하지만, 아무것도  

            처리하지 않은 비장세포에서는 염증반응을 증가하지 않는 것으로 생각된다.
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    < 그림 3. mRNA levels of inflammation-related genes iNOS and COX-2 in      

       mice splenocytes at 48 h. > 
       

       1)Abbreviations are same as shown in Figure 1.

        The mRNA expression levels were calculated based on 18s rRNA, which   

        was used as a control (control fold ratio = 1).
        a-cMeans with different letters on the bar are significantly different (p <    

        0.05) by Duncan's multiple range tests.

       (4) 앞선 결과와 마찬가지로 Rc-Cs는 LPS로 염증을 유도한 마우스 비장세포에서  

            NO의 생성을 억제시켰다. 하지만 아무것도 처리하지 않은 비장세포에서 NO의  

           생성을 증가시키지는 않았다. 

            TMC는 Rc-Cs와 유사한 결과를 나타내었다(그림. 4). 

            NO는 iNOS에 의해 활성화되며, 이 수치가 증가하면 염증반응이 증가된 것으  

            로 볼 수 있다. 

            앞선 결과와 마찬가지로 Rc-Cs가 LPS로 유도된 전염증성 사이토카인과      

            iNOS, COX-2의 수치를 감소한 것처럼 NO도 감소시켜 Rc-Cs가 LPS로 유도  

            된 염증을 억제하는 것으로 생각된다.
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     < 그림 4. Nitric oxide (NO) production in mice splenocytes during different    

         incubation times. >

      1)Abbreviations are same as shown in Figure 1.
       a-cMeans with different letters on right side of mark are significantly         

       different (p < 0.05) by Duncan's multiple range tests.

       NS : not significantly different

       (5) 결론적으로, Rc-Cs는 비장세포에서 LPS로 유도된 전염증성 사이토카인을 억제  

           하였으나, 면역세포(Th1, Th2)의 response는 조절하였다. 

           또한 Rc-Cs는 LPS로 유도된 염증관련인자인 iNOS와 COX-2를 억제하고, NO  

           의 생성도 억제하였으나, LPS가 처리되지 않았을 때 이러한 인자들을 증가시키  

           지는 않았다. 

           건강기능 음료인 TMC는 소리쟁이와 동충하초가 주된 원료인 건강기능음료인데,  

           TMC도 Rc-Cs와 유사한 결과가 나타났다. 

           이러한 결과는 Rc-Cs가 면역세포인 Th1, Th2의 response를 조절하여 염증반  

           응을 억제하는 것이며, Rc-Cs에 풍부하게 함유된 phytochemical인            

            chrysophanol와 cordycepin로 인해 LPS로 유도된 염증을 조절하는 것으로   

            생각된다. 

            따라서 자연에서 유래된 항염증 재료인 소리쟁이와 동충하초를 이용한다면 아  

            토피, 천식, 알러지 등의 질병을 효과적으로 조절할 수 있는 약품이나 음료를   

            개발할 수 있을 것으로 생각된다. 
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    나. Raw 264.7 대식세포와 마우스 비장세포에서 법제한 소리쟁이의 LPS에 대한 염증

       억제 증진 효과

       (1) Raw 264.7 마우스 대식세포에서 소리쟁이(CD)와 법제된 소리쟁이(CD-B)는  

           0.01 ~ 0.1 mg/mL의 농도에서 48시간과 72시간 모두 세포독성이 나타나지   

          않았다(그림. 5). 따라서 0.1 mg/mL의 농도로 실험을 진행하였다. 

      < 그림. 5. Cytotoxicity of curly dock and curly dock with Beopje in Raw      

         264.7 cells. >

                   CD : curly dock, CD-B : curly dock with Beopje

       (2) Raw 264.7 세포와 마우스의 비장세포에서 NO 생성능은 LPS 처리군이 미처리  

           군에 비해 48시간과 72시간 모두 유의적으로 증가하였다(Table 1,2). 그러나   

           LPS(48H : 2.39 ± 0.51 μM, 72H : 3.15 ± 0.20 μM)군에 비해          

           LPS+CD(48H : 1.48 ± 0.23 μM, 72H : 2.43 ± 0.35 μM)와            

           LPS+CD-B(48H : 1.06 ± 0.04 μM, 72H : 2.20 ± 0.15 μM)를 처리한  

           군은 NO 생성능이 유의적으로 감소하였다(P<0.05). 또한 48시간에            

            LPS+CD-B(1.06 ± 0.04 μM)는 LPS+CD(1.48 ± 0.23 μM)보다 NO 생  

           성능이 유의적으로 감소하였으나(P<0.05),72시간에는 큰 차이를 보이지 않았다.

           소리쟁이는 폴리페놀과 플라보노이드 성분들이 풍부하고, 항산화능이 높은 것으  

           로 보고되어 있으며, 한의학에서는 소리쟁이를 피부병, 비장질환, 임파선        

           질환과 여러 종양이나 암의 보조치료제로 이용하기도 한다. 

           소리쟁이가 LPS로 유도된 염증반응을 억제하여 NO의 생성을 감소시킨 것으로  

           생각된다. 또한 소리쟁이를 법제하면 법제하지 않은 소리쟁이 보다 NO의 생성

           을 더욱 억제한 것은 법제를 통해 독성을 감소시키고, 유효성분을 증진시켜

           더욱 효과적으로 염증반응을 억제 한 것으로 생각된다. 
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Table 1. Nitric oxide(NO) production in Raw 264.7 cells by treatment of LPS, 

curly dock(CD) and curly dock with Beopje(CD-B)(0.1 mg/mL).                    

                            (μM)

48H 72H
No treatment 2.13 ± 2.77cd 1.36 ± 0.23d

CD 4.24 ± 0.55c 4.46 ± 0.69c

CD-B 2.60 ± 0.52d 3.60 ± 0.60c

LPS 13.13 ± 1.70a 26.23 ± 2.38a

LPS+CD 14.90 ± 1.00a 21.00 ± 1.50b

LPS+CD-B 11.92 ± 2.34b 20.16 ± 1.18b

          .  LPS : lipopolysaccharide

          . CD : curly dock(0.1 mg/mL), LPS+CD : lipopolysaccharide + curly      

                    dock(0.1 mg/mL) 

          . CD-B : curly dock with Beopje(0.1 mg/mL)

          . LPS+CD-B : lipopolysaccharide + curly dock with Beopje(0.1 mg/mL)
                          a-dMeans(±SD, n=3-4) with the different letters in the   

                          same column are significantly different (P<0.05) by        

                          Duncan's multiple range test.

Table 2. Nitric oxide(NO) production in mice splenocyte by treatment of LPS, 

curly dock(CD) and curly dock with Beopje(CD-B)(0.1 mg/mL).                    

                            (μM)

48H 72H
No treatment 0.93 ± 0.08c 1.38 ± 0.20c

CD 1.01 ± 0.51c 1.34 ± 0.20c

CD-B 0.77 ± 0.13c 1.00 ± 0.16d

LPS 2.39 ± 0.23a 3.15 ± 0.35a

LPS+CD 1.48 ± 0.17b 2.43 ± 0.08b

LPS+CD-B 1.06 ± 0.04c 2.20 ± 0.15b

 

          . LPS : lipopolysaccharide

          . CD : curly dock(0.1 mg/mL)

          . LPS+CD : lipopolysaccharide + curly dock(0.1 mg/mL)



-143-

          . CD-B : curly dock with Beopje(0.1 mg/mL)

          . LPS+CD-B : lipopolysaccharide + curly dock with Beopje(0.1 mg/mL)
                          a-dMeans(±SD, n=3) with the different letters in the 

                          same column are significantly different (P<0.05) by 

                          Duncan's multiple range test.

       

       (3) Raw 264.7 세포와 마우스의 비장세포에 LPS를 처리하면 미처리군에 비해 

           TNF-α, IFN-γ, IL-1β와 IL-6가 유의적으로 급격히 증가하였다          

           (P<0.05) (그림. 6, 7). 

           하지만 LPS와 함께 CD, CD-B를 처리한 군은 LPS군에 비해 각각의 사이토카  

           인이 유의적으로 감소하였다(P<0.05). 

           특히 IFN-γ는 72시간에서 LPS+CD-B(76.73 ± 21.89 pg/mL)이 

           LPS+CD(127.07 ± 63.29 pg/mL)보다 감소하였다. 또한 IL-1β는 72시간에  

           LPS+CD-B(21.81 ± 5.76 pg/mL)이 LPS+CD(75.20 ± 16.88 pg/mL)보  

           다 유의적으로 감소하였고(P<0.05), IL-6는 마찬가지로 72시간에 LPS+CD-

           B(303.96 ± 195.50 pg/mL)이 LPS+CD(837.27 ± 94.92 pg/mL)보다 유의  

           적으로 감소하여(P<0.05), 소리쟁이를 법제하였을 때 법제하지 않을 때 보다    

           72시간에 pro-inflammatory cytokine을 현저히 감소시킨 것으로 나타났다.

           면역세포에 LPS를 처리하면 염증관련 인자(TNF-α, IFN-γ, IL-1β, IL-6,  

           iNOS, COX-2)가 급격히 증가하는데, 이는 LPS 자극으로 염증반응이 활발히   

           일어나 전반적인 염증관련 인자가 증가하는 것이다. 다른 연구에 의한 보고에 의  

           하면 소리쟁이가 dinitrochlorobenzene(DNCB)로 아토피를 유도한 Balb/c 마우  

           스에서 아토피 증상이 억제되고, 비장의 무게가 감소하였다. 

           아토피 피부염이 발생되면 Th2 사이토카인인 IL-1β, IL-6가 증가하게 되는   

           데,  본 연구에서도 LPS로 유도된 염증반응으로 증가된 IL-1β, IL-6가 소리  

           쟁이를 처리하면 감소하는 것으로 나타났다. 

           그리고 소리쟁이의 항산화작용으로 LPS로 유도된 Th1, 2 cytokine을 감소시키  

           는 것으로도 생각된다. 

           또한 법제된 소리쟁이(CD-B)는 법제되지 않은 것(CD)보다 pro-inflammator

           y cytokine을 감소시키는 효과가 컸으며 이는 법제를 통해 anti-nutritional한  

           요인은 제거하고, 인체에 유용한 물질을 증진시켜 더욱 높은 염증억제 효과를 나  

           타낸 것으로 생각된다.
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   < 그림. 6 Pro-inflammatory cytokines of TNF-α, IL-1β and IL-6 in Raw      

     264.7 cells by the treatment of LPS, curly dock and curly dock with           

     Beopje(48H). >
    

           1)Abbreviations are same as shown in Table 1.
           a-cMeans(±SD, n=3-4) with the different letters on the bars are        

           significantly different (P<0.05) by Duncan's multiple range test.
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         < 그림. 7 Pro-inflammatory cytokines of TNF-α, IFN-γ, IL-1β and     

            IL-6 in mice splenocyte by the treatment of LPS, curly dock and curly  

            dock with Beopje. >

           1)Abbreviations are same as shown in Table 1.
           a-eMeans(±SD, n=3) with the different letters on the bars are           

           significantly different (P<0.05) by Duncan's multiple range test. 
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       (3)  iNOS와 COX-2는 pro-inflammatory cytokine과 마찬가지로 핵에서의 전사  

            인자인 NF-κB에 의해 활성화 되며, 다양한 염증 지표 중 중요한 인자이다.   

            Raw 264.7 세포와 마우스의 비장세포에 LPS를 처리하면 iNOS와 COX-2의  

            mRNA 발현이 미처리군에 비해 급격히 증가하였다(P<0.05)(그림. 8, 9). 

            하지만 LPS+CD, LPS+CD-B는 미처리군과 유사한 mRNA 발현수준을 나타  

            내어 소리쟁이와 법제된 소리쟁이가 LPS로 과발현된 iNOS와 COX-2의       

            mRNA 발현을 감소시킨 것으로 나타났다(P<0.05). 

            특히 COX-2의 mRNA발현의 경우 LPS+CD에 비해 LPS+CD-B가 유의적으  

            로 감소한 것으로 나타나(P<0.05), 법제된 소리쟁이가 COX-2의 발현을 더욱  

            효과적으로 감소시킨 것으로 확인되었다. 

            Raw 264.7 cells에 LPS로 염증반응을 유도한 후 소리쟁이를 처리하면 염증반  

            응에 관련된 β-hexosaminidase 효소를 감소시켜 염증 반응을 감소시킨다.

            연구에 의하면 arachidonic acid(AA)로 ICR 마우스에 염증반응을 일으킨 후  

            소리쟁이를 섭취하면 소리쟁이를 섭취하지 않은 군에 비해 부종을 감소시켰다.  

            AA는 COX pathway를 거쳐 prostglandins(PG)과 leukotrienes이 염증반응을  

            유도하는데, 본 연구에서도 소리쟁이가 LPS로 유도된 COX-2의 mRNA 발현  

            을 억제시켜 염증반응을 억제하였고, iNOS까지 감소시켜 이전 연구와 유사한   

            염증 억제효과를 확인하였다. 

            특히 법제한 소리쟁이는 법제하지 않는 것 보다 COX-2의 발현을 더욱 효과적  

            으로 감소시켰다. 

         < 그림. 8 mRNA expression of inflammation related genes (iNOS and       

            COX-2) in Raw 264.7 cells by the treatment of LPS, curly dock and   

            curly dock with Beopje(48H). >

           1)Abbreviations are same as shown in Table 1.

            The mRNA expression levels were calculated based on 18S rRNA,      

            which was used as a control(no treatment fold ratio = 1). Student      

            t-test(** P<0.01).
            a-dMeans(±SE, n=4) with the different letters on the bars are          
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             significantly different (P<0.05) by Duncan's multiple range test.

         < 그림. 9 mRNA expression of inflammation related genes (iNOS and       

            COX-2) in mice splenocyte by the treatment of LPS, curly dock and    

            curly dock with Beopje(48H). >
         

              1)Abbreviations are same as shown in Table 1.

              The mRNA expression levels were calculated based on 18S rRNA,    

              which was used as a control(no treatment fold ratio = 1). Student    

              t-test(** P<0.01).
              a,bMeans(±SE, n=4) with the different letters on the bars are         

              significantly different (P<0.05) by Duncan's multiple range test.

       (4) 결론적으로, 법제는 우리나라의 전통적인 방법으로 독성은 제거하고 유용한 물  

           질을 높힌다. 콩을 법제하게 되면 anti-nutritional 요인인 tannin, phytic acid,  

           trypsin inhibitor를 감소시키고 소리쟁이의 유용성분은 폴리페놀, 플라보노이    

           드, 사포닌, chrysophanol, emodin, anthraquinone 등이 알려져 있는데,        

           법제를 하면 이러한 유용한 성분이 증가하게 되고, 본 연구실의 연구에 의하면   

           소리쟁이를 법제하면 chrysophanol이 1.7배 증가하는 것으로 나타나(data not  

           shown), 이로 인해 더욱 높은 항염증 효과를 나타낸 것으로 생각된다. 따       

           라서 이러한 부분에 대한 추가적인 연구가 필요할 것으로 사료된다. 
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3. 생체내 동충하초와 소리쟁이 혼합물 및 성분들의 면역증진 기전 평가

   

    가. LPS로 유도된 Raw 264.7 세포에서 법제 소리쟁이(Rumex crispus L.)추출물의

       항염증 효과

       (1) 0.1~1 mg/mL 농도에서 대조군과 비교하였을 때, CD와 CD-B 는 Raw 264.7  

           세포의 성장에 유의한 영향을 미치지 않았다(p>0.05). 이는 CD 및 CD-B 추출  

           물이 0.1~1 mg/mL 농도 범위 내에서 세포 독성이 없음을 의미한다. 

           그리고 세포 생존율은 1 mg/mL 농도에서 CD. CD-B 각각 97.7 ± 0.6%와   

           97.6 ± 0.3%임을 확인하였다. 

           2.5 mg/mL 농도에서 CD와 CD-B를 대조군과 비교하였을 때, Raw 264.7 

          세포 생존율을 현저히 감소시키는 것을 확인하였고, 

          그 차이는 통계적으로 유의하였다(p<0.001). 

 

         < 그림 1. Effect of curly dock and curly dock with Beopje on viability 

           of RAW 264.7 cell line. > 

              CD: curly dock, CD-B: curly dock with Beopje. 

       (2) 염증 반응 시에 대식세포, 호중구 및 수지상 세포와 같은 면역세포에 의해      

            NO(nitric oxide)등이 생성되며, 이렇게 생성된 NO는 사이토카인 및 Th 세포  

            의 증식을 조절하는데 중요한 역할을 한다. 

            그렇기 때문에 NO는 아토피와 관련된 염증의 지표로 사용되기도 한다.  

            NO 생성능에 대한 본 연구결과를 보면(Table 4) LPS 처리군 (45.01±1.03  

            μM)보다 LPS+CD (35.08±1.38μM), LPS+CD-B (27.19±1.19 μM)군  
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            이 더 낮은 결과 값을 보였으며, 그 중 특히 LPS+CD-B가 염증 반응을 감소  

            시키는데 좀 더 효과적이었다. 

Table 1. Nitric oxide production in mice splenocyte by treatment of LPS, curly 

dock, and curly dock with Beopje.

  NO   production µM)

No   Treatment 1.31±0.13e

CD 3.18±0.20d

CD-B 3.12±0.15d

LPS 45.01±1.03a

LPS+CD 35.08±1.38b

LPS+CD-B 27.19±1.19c

           .  No Treatment, cells treated with media

           . CD: curly dock (1 mg/mL)

           . CD-B: curly dock with Beopje (1 mg/mL)

           . LPS: lipopolysaccharide (2 μg / mL)

           . LPS+CD: lipopolysaccharide+curly dock (1 mg/mL)

           . LPS+CD-B: lipopolysaccharide +curly dock with Beopje (1 mg/mL)

       (3) Raw 264.7 세포에서의 IL-6, IL-10, IL-1β와 TNF-α 사이토카인의 발현  

           이 LPS군에서 가장 높았다. 

           그리고  Raw 264.7 세포에 소리쟁이와 법제한 소리쟁이를 처리한 후, IL-6,   

            IL-10, IL-1β와 TNF-α 염증성 사이토카인의 발현 수준을 확인하였을 때,  

            그 수준이 감소하였으며, 각 군 간의 차이는 매우 유의하였다(p<0.05)

            (그림. 2). 따라서 소리쟁이가 Raw 264.7 세포에서 LPS로 유도된 전염증성   

            비해 항염증 효과가 더 우수하다고 하겠다. 

            염증성 사이토카인은 염증의 정도를 확인할 수 있는 정량적 지표로 활용할 수  

            있다. 본 연구에서 관찰한 IL-6, IL-10, IL-1β, TNF-α 중에서 IL-1β,   

            TNF-α는 염증 반응의 개시 인자로써 작용한다.  

            TNF-α는 면역세포에서 중요한 전염증성 사이토카인으로 IL-1β, IL-6 등  

            의 생성을 유도하여 발열반응과 세포사멸(apoptosis)과정을 통해 염증의 발생  

            을 유도한다. 

            뿐만 아니라 NF-κB를 활성화시켜 염증반응을 유발하기도 한다. 
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            따라서, TNF-α가 적정수준 이상으로 존재하게 되면 여러 질병의 발생과 밀  

            접한 연관을 가지게 된다. 

            IL-6는 체액성 면역반응(humoral immune response)에 관여하는 T helper  

            2(Th2)세포에서 분비되는 사이토카인으로, T 림프구의 분화와 증식, 항체 생  

            산을 촉진시키고, 과립구의 발현을 증가시켜 인체 염증반응을 일으킨다.

           체내에 염증이 발생하면 많은 양의 IL-6가 방출되어 LPS와 IL-1β에         

            Positive control로 작용한다. 

            단핵대식세포는 NF-κB, p65, p50을 활성화시켜 LPS를 활성화시키는데 이   

            는, IL-10 유전자의 전사를 활성화시키고 다양한 내외인성 요인에 의해       

            IL-10을 분비하며 T helper 2(Th2) 또한 IL-10을 생산한다. 

            분화되지 않은 T cell(Th0)가 알레르기 항원에 노출되면 면역 반응에 관여하  

            는 Th1, Th2로 분화된다. 

            이와 동시에 Th2를 자극하는 IL-1β가 분비되어 Th2의 생성을 촉진시킨다.   

            그리고 IL-1β는 호중구를 끌어당겨 염증인자의 방출을 유도하는 사이토카인  

            이기도 하다. 

            LPS를 처리함으로써 TNF-α, IL-1β, IL-6와 같은 염증성 사이토카인의 불  

            균형을 유발해 TNF-α, IL-1β, IL-6의 수준을 증가시킬 수 있다.

 

         < 그림 2. Pro-inflammatory cytokines IL-6, IL-10, IL-1β, TNF-α       

            concentrations in cell media of RAW 264.7 cell line by the treatment of  

            LPS, curly dock, and curly dock with Beopje. > 

   

            .  No Treatment, cells treated with media

            . CD : curly dock (1 mg/mL)

            . CD-B : curly dock with Beopje (1 mg/mL)
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            . LPS: lipopolysaccharide (2 μg / mL)

            . LPS+CD: lipopolysaccharide+curly dock (1 mg/mL)

            . LPS+CD-B: lipopolysaccharide +curly dock with Beopje (1 mg/mL)

            . a-d Means with the different letters right side of mark are            

              significantly different (p < 0.05) by Duncan's multiple range tests.a-d  

              Means with the different letters right side of mark are significantly   

              different (p < 0.05) by Duncan's multiple range tests. 

       (4) Raw 264.7 세포에서 IL-6, IL-1β, IL-10과 TNF-α의 mRNA 발현은     

            LPS 처리군에서 가장 높았고, LPS + CD군과 LSP + CD-BD에서 유의하게  

            낮았다(p<0.05) (그림. 3). 

            LPS를 처리하지 않은 군의 경우,  IL-10과 TNF-α의 mRNA 발현은 아무것  

           도 처리하지 않은 군보다 낮았다.

          < 그림 3. mRNA expression of IL-1β, TNF-α IL-6 and IL-10 in cell   

             media of RAW 264.7 cell line by the treatment of LPS, curly dock,    

             and curly dock with Beopje. > 

            .  Values presented are the means ± standard deviation (N=3/group).

            .  No Treatment, cells treated with media

            . CD : curly dock (1 mg/mL)

            . CD-B : curly dock with Beopje (1 mg/mL)
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            . LPS: lipopolysaccharide (2 μg / mL)

            . LPS+CD : lipopolysaccharide+curly dock (1 mg/mL)

            . LPS+CD-B: lipopolysaccharide +curly dock with Beopje (1 mg/mL)

            . a–f Mean values with different letters in the same bars are s          

              ignificantly different (p < 0.05) and those with the same letter in the  

              same column are not significantly different (p > 0.05) according to    

              Duncan’s new MRT. 

       (5) COX-2, NF-κB, iNOS의 mRNA 발현 수준은(Fig. 16) LPS를 처리한 군의  

           mRNA 발현이 다른 군과 비교하였을 때, 유의적으로 상승한 것을 확인할 수 있  

           다(p<0.05). 

           소리쟁이를 처리한 군과 법제한 소리쟁이를 처리한 Raw 264.7 세포에서의     

           COX-2, NF-κB, iNOS의 mRNA 발현 수준은 LPS를 처리하지 않은 군과    

           LPS를 처리한 군에서 보다 그 양이 유의하게 감소하였다(p<0.05).

           이 실험에서, 2 μg/mL의 LPS를 처리하는데 이렇게 처리한 LPS가 대식세포를  

           자극하게 되고, TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-10 의 발현을 유의적으로 증가시  

           키는데  ELISA 결과를 보면 염증 유발인자가 상대적으로 발현된 것을 보여준다 

           그리고 TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-10에 대한 mRNA의 발현량 역시 증가한  

           것을 볼 수 있으며 이는 이미 세포가 심한 염증반응을 일으키고 있다는 것을 말  

           하고 이러한 상태의 세포에 소리쟁이와 법제한 소리쟁이를 처리함으로써 염증반  

           응이 확실히 줄어든 것을 볼 수 있다. 

           따라서 소리쟁이와 법제한 소리쟁이가 염증반응을 억제하는데 효과가 있다고 말  

           할 수 있으며, 특히 법제한 소리쟁이가 항염증에 좀 더 뛰어난 효과를 나타낸다  

           고 할 수 있다. 



-153-

         < 그림. 4 mRNA expression of NF-κB, iNOS and COX-2 of RAW 264.7  

           cell line by the treatment of LPS, curly dock, and curly dock with       

           Beopje. > 

  

            . No Treatment, cells treated with media

            . CD : curly dock (1 mg/mL)

            . CD-B: curly dock with Beopje (1 mg/mL)

            . LPS: lipopolysaccharide (2 μg / mL)

            . LPS+CD: lipopolysaccharide+curly dock (1 mg/mL)

            . LPS+CD-B: lipopolysaccharide +curly dock with Beopje (1 mg/mL)

            . Values presented are the means ± standard deviation (N = 3/group). 

            . a–e Mean values with different letters in the same bars are            

               significantly different (p < 0.05) and those with the same letter in   

               the same column are not significantly different (p > 0.05) according  

               to Duncan’s new MRT. 

       (6) 그림 5.를 보면, 법제한 소리쟁이를 처리한 군의 경우, LPS를 처리하지 않은 군  

           에 비해 Raw 264.7 세포에서의 IL-1β, TNF-α, IL-6의 단백질 발현 정도  

           가 훨씬 약했다. 

           LPS를 처리한 Raw 264.7 세포에서도 LPS+CD-B군이 LPS, LPS+CD군에 비  

           해 유의적으로 감소한 것을 관찰할 수 있다(p<0.05).
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         < 그림 5. IL-1β, TNF-α and IL-6 protein expressions of RAW 264.7    

            cell line by the treatment of LPS, curly dock, and curly dock with      

            Beopje. >  

            

            . No Treatment, cells treated with media

            . CD : curly dock (1 mg/mL)

            . CD-B: curly dock with Beopje (1 mg/mL)

            . LPS: lipopolysaccharide (2 μg / mL)

            . LPS+CD: lipopolysaccharide+curly dock (1 mg/mL)

            . LPS+CD-B: lipopolysaccharide +curly dock with Beopje (1 mg/mL)

            . Values presented are the means ± standard deviation (N = 3/group). 

            . a–e Mean values with different letters in the same bars are            

               significantly different (p < 0.05) and those with the same letter in   

               the same column are not significantly different (p > 0.05) according  

               to Duncan’s new MRT. 

       (7) Raw 264.7 세포의 NF-κB, iNOS, COX-2 단백질 발현은 CD-B군에서 가장  

           약했고, LPS군에서 가장 강하게 나타났다. CD, CD-B, LPS + CD, LPS +    

           CD-B군 모두에서 NF-κB, iNOS, COX-2 단백질 발현을 어느 정도 약화시   

           켰으나, CD-B군과 LPS + CD-B군이 CD군과 LPS + CD군에 비해 더 두드  

           러지는 것을 볼 수 있다 (그림. 6). 
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           NF-κB 억제제인 PDTC는 주로 NF-κB의 활성을 억제하고, PDTC의 농도에  

           따라 염증 관련 사이토카인인 TNF-α, IL-1β, IL-6의 발현과 분비가 상대적  

           으로 억제될 수 있다고 알려져 있다. 

           TNF-α, IL-1β, IL-6의 유전자 promotor는 NF-κB와 결합할 수 있는 결  

           합부위를 갖는데, 이들의 발현은 NF-κB에 의해 활성이 조절된다는 것을 확인  

           하였다. 

           NF-κB 발현을 억제하면 이와 연관된 염증성 사이토카인의 분비를 억제할 수  

           있다고 보고되고 있다. 

           이러한 연구를 보면 소리쟁이와 법제한 소리쟁이가 NF-κB의 발현을 억제하여  

           LPS에 의해 자극받은 대식세포에서도 염증인자의 분비를 억제 하는 것이라고   

           생각된다. 

           NF-κB 신호전달경로는 RAW 264.7 세포의 LPS 자극에 의한 염증인자를 분  

           비하는데 중요하게 작용하며, iNOS, COX-2와 같은 전염증성 효소의 발현에도  

           중요한 작용을 한다고 알려져 있다. 

           NF-κB의 발현량이 높은 경우 치명적인 염증성 손상을 일으킬 수 있다.

          정상적인 경우 NF-κB는 동종이량체 또는 이종이량체의 형태로 세포질에 존재  

          하지만, LPS에 의해 자극이 가해지면, IκB의 인산화로 분해되어 염증성 사이토  

          카인을 분비한다. 

          COX-2의 경우 중요한 염증성 지표이다. 염증에 의해 세포에 손상이 발생하면   

          COX-2가 다량 발현되고 이로 인해 NF-κB가 활성화되어 COX-2를 포함한    

          iNOS와 같은 다양한 염증성 사이토카인이 분비된다.



-156-

         < 그림 6. NF-κB, iNOS and COX-2 protein expressions of RAW 264.7    

           cell line by the treatment of LPS, curly dock, and curly dock with       

           Beopje. >

            . No Treatment, cells treated with media

            . CD : curly dock (1 mg/mL)

            . CD-B: curly dock with Beopje (1 mg/mL)

            . LPS: lipopolysaccharide (2 μg / mL)

            . LPS+CD: lipopolysaccharide+curly dock (1 mg/mL)

            . LPS+CD-B: lipopolysaccharide +curly dock with Beopje (1 mg/mL)

            . Values presented are the means ± standard deviation (N = 3/group). 

            . a–e Mean values with different letters in the same bars are            

               significantly different (p < 0.05) and those with the same letter in   

               the same column are not significantly different (p > 0.05) according  

               to Duncan’s new MRT. 

       (8) 그림 7.은 UPLC-Q-TOF MS 분석을 사용하여 ion chromatogram을 통한    

            CD와 CD-B 메탄올 추출물의 총 이온 크로마토그램이다. 

            소리쟁이 추출물을 LC/MS로 분석한 data sets을 다변량 통계 분석하여       

            PLS-DA로 시각화한 결과 (그림. 8A) PLS-DA quality parameter인 R2X,  

            R2Y, Q2 값이 각각 대략 0.998, 0.999, 0.999로 매우 높으며 permutation   

            test를 이용하여 교차 검증한 결과 (그림. 8B) R2와 Q2값이 –0.1 이하로 낮아  

            본 실험을 통해 얻어진 PLS-DA models은 통계적으로 문제가 없는 것으로   

            확인되었다. 

         < 그림 7. Total ion chromatogram of curly dock and Beopje curly dock     

            methanol extracts in negative ion mode. > 
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           . 1 : aloesin 

           . 2 : cianidanol / catechin

           . 3 : (-)-CATECHIN GALLATE

           . 4 : 2-Acetyl-8-hydroxy-3-methyl-1-naphthyl beta-D-glucopyrano

                 side 

           . 5 : thalassiolinC

           . 6 : Nodakenin / Ammijin / Torachrysone 8-O-glucoside / tinnevellin 

                glucoside

           . 7 : 7-Hydroxy-3-(4-hydroxyphenyl)-4-oxo-4H-chromen-8-ylhex

                opyranoside / apigetrin / beta-genistin / vitexin

           . 8 : chrysophanol+glucose 

           . 9 : 2,2'-[(9-Oxo-9H-fluorene-2,7-diyl)bis(oxy)]diacetate 

           . 10 : cochinolide β-glucopyranoside / rhaponticin; 

           . 11 : chrysophanol; 

           . 12 : 4,4'-Carbonyldibenzoic acid / 4-benzoylphthalic acid

< 그림 8A. Partial least squares discriminant    < 그림 8B. analyzed using gas

 analysis (PLS-DA) score plots of curly      chromatography-mass spectrometry.

 dock and Beopje curly dock  >               The qualification of the PLS-DA

                                                models was evaluated with R2X,     

                                                R2Y, Q2, and P value,and validated   

                                                by cross validation with a            

                                                permutation test > 
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       (9) CD, CD-B 추출물의 대사산물의 차이를 시각화하기 위해 boxplot이 사용되었  

           으며 (그림. 9)데이터를 Z value로 환산 heat map(그림. 10)을 작성하였다. 

           Boxplot 결과(그림. 10)을 보면 11개의 대사산물에서 CD와 CD-B 사이에 유  

           의적 차이를 보였으며, CD-B가 CD보다 더 높은 함량을 보였다. 

           heatmap(그림. 10)또한 4,4'-Carbonyldibenzoic acid, 4-benzoylphthalic 

           acid을 제외한 나머지 대사산물에서 CD-B가 CD보다 상대적으로 높은 함량을  

           나타냄을 확인할 수 있다. 

           Aloesin은 알로에의 활성성분으로, DSS로 유도된 Sprague Dawley rat 대장염  

          모델에서 대조군과 비교하여 aloesin을 처리한 그룹이 대장염 발현에 있어 염증  

          관련 유전자인 TNF-α, IL-1β mRNA의 발현이 현저히 감소하였다.

          Cianidanol은 Uncariu Gambir과 식물에서 추출한 플라보노이드 화합물로 에탄   

          올, 사염화탄소, galactosamine, phalloidin 및 기타 독성화합물에 의한 간독성을  

          감소시켰다. 

          또한 세포면역을 증가시키는 강력한 free radical 소거제 인 것으로 밝혀졌다.

          카테킨은 항암, 항종양, 항돌연변이, 항염증 등과 같은 여러 약리학적 작용을 하  

          는 물질로 알려져 있다. 

          (-)-CATECHIN GALLATE는 신경, 특히 β-amyloid에 의해 유발된 염증에  

          대한 보호 효과가 있다는 것이 연구되었다. 

          또한, (-)-CATECHIN GALLATE는 지방세포의 포도당 흡수를 억제하여 지방  

          세포의 성장을 억제 할 수 있다. 

          Nodakenin은 Angelicae gigas뿌리에서 추출한 물질로 LPS로 유도된 RAW     

          264.7 세포에 항염증 효과가 있어 iNOS, COX-2, TNF-α, IL-6 등의 염증성  

          사이토카인의 발현을 억제하는 것으로 보고되어있다. 

          분자학적 관점으로 볼 때, Nodakenin이 IκB-α 분해 및 IκB kinase-α/β 인  

          산화를 억제하여 최종적으로 NF-κB의 전사를 억제한다. 

          Apigetrin은 항염증, 항산화 효과가 있어 LPS로 인한 염증반응을 억제할 수 있  

          으며, 신경 염증을 억제하고 신경 보호 효과를 나타낸다. 

          Vitexin은 Crataeguspinnatifida Bunge의 잎에서 분리된 flavone glycoside이   

          며, 강력한 자유 라디칼 소거능을 가지고 있다. 

          Chrysophanol은 곰팡이, 식물 추출물에서 발견되는 anthraquinone 계열이다. 

          마지막으로 chrysophanol은 염증성 질환을 억제하는 효과가 있다. 

          위 물질들은 본 연구에서 CD, CD-B 추출물에서 확인된 대사산물들로, 화합물의  

          개별적이 효과뿐만 아니라 다양한 화합물들이 서로 합쳐져 시너지 효과를 가져   

          항염증 효과를 향상시킬 수 있다. 
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         < 그림 9. Box plot analysis of Beopje curly dock methanol extract (A)     

            curly dock methanol extract (B) metabolite >

         < 그림 10. Heat maps of Beopje curly dock methanol extract (A) curly     

           dock methanol extract (B) metabolites analyzed using UPLC-Q-TOF     

           MS analysis. Heat map color represents the z-score transformed raw    

           data of metabolites with significant difference between both rice sample  

           groups and were plotted in a blue-red color scale, in which red and     

           blue indicate increase and decrease in metabolite levels, respectively.
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       (10) 결론적으로, LPS로 RAW 264.7 대식세포에 염증반응을 유도하여 NO 측정결  

             과 CD와 CD-B 군의 NO 생성능이 다른 군과 비교하여 감소한 것을 볼 수   

             있다. 또한, ELISA 측정결과 이 역시 CD와 CD-B군이 염증성 사이토카인인  

             IL-1β, TNF-α, IL-6,IL-10의 발현량을 감소 시켰고 추가적으로 mRNA  

            와 단백질 발현량을 확인해본 결과 IL-1β, TNF-α, IL-6 뿐만 아니라      

            NF-κB, iNOS, COX-2의 발현 역시 감소함을 확인할 수 있었다. 

            특히, CD군에 비해 CD-B의 항염증효과가 좀 더 우수하였다. 

            성분분석결과를 보면, CD와 CD-B 모두 항염증제 물질을 함유하고 있으며 그  

            중 CD-B에서 항염증제 화합물 함량이 CD에 비해 훨씬 많이 함유하고 있었다.  

            모든 결과를 통틀어보면, 법제 처리한 소리쟁이가 그렇지 않은 소리쟁이에 비해  

            염증 억제효과가 우수하다고 할 수 있겠다. 

    나. Raw 264.7 대식세포에서 Chrysophanol의 LPS로 유도된 전염증성 사이토카인 

       억제효과

       (1) 30∼60 μM 범위에서 chrysophanol의 농도가 30 μM일 때 86.6 ± 1.6%,   

           60 μM일 때는 91.3 ± 2.7%로 Raw 264.7 세포의 성장에 큰 영향을 미치지  

           않지만, 70 μM 이상의 농도에서는 세포독성이 확인되었다(그림. 1A). 

           또한 LPS와 chrysophanol을 세포에 함께 처리했을 때, LPS만 처리하면 6.4 ±  

           1.1%의 생존율을 보이지만 LPS와 60 μM의 chrysophanol을 함께 처리했을   

           때 70.7 ± 10.1%로 LPS로 인한 세포독성을 억제하는 것으로 확인되었다

           (그림. 1B). 

          연구에 의하면 chrysophanol은 HMC-1세포에 60 ng/mL 농도로 처리하였을 때  

          세포독성을 관찰하지 못하였고, 또한 Raw 264.7 세포에서 1, 10, 100 μM 농  

          도로 chrysophanol을 처리했을 때 세포독성을 관찰하지 못하였다. 

          따라서 본 실험의 결과를 바탕으로 30 μM(Low), 60 μM(High)의 chrysopha

          -nol 농도를 선정하여 이후 실험을 진행하였다.
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         < 그림 1. Viability of Raw 264.7 cells by the treatment of chrysophonal    

            and LPS. The cells were induced with various concentrations(30, 40,    

            50, 60, 70, 80 μM) for 48 hours. > 

       (2) LPS가 처리된 Raw 246.7 세포에서 NO 생성능은 대조군과 비교하여 유의적으  

           로 증가하였다(Table 1)(P < 0.05). 

           LPS+Low(40.60 ± 4.31 μM)와 LPS+High(14.68 ± 0.17 μM)는         

           LPS(59.68 ± 0.68 μM)군 보다 NO 수준이 유의적으로 낮아졌다(P < 0.05).

           LPS를 처리하지 않은 Low(4.84 ± 0.09 μM)와 High(5.24 ± 0.09 μM)에  

           서는 대조군(7.89 ± 0.25 μM)과 비교하여 NO 생성능이 유의적으로 낮아졌지  

           만, Low와 High사이에 군 간의 유의적인 차이는 없었다. 

           Chrysophanol은 BV2 murine microglia 세포에서 free radical로 유도된 산화  

           적 손상에 의한 NO 생성을 억제하였고, Raw 264.7 세포에서 LPS에 의한 NO  

           생성도 억제하였다. 

           NO의 생성은 nitric oxide synthase(NOS)에 의해 촉매 되어 L-arginine으로  

           부터 합성된다. 

           NOS 다양한 형태의 자극에 의해 활성화되고 그로 인해 NO의 생성을 증가시키  

           며, 다양한 유도물질 중 LPS는 전염증성 사이토카인과 iNOS를 활성화 시켜     

           NO의 생성을 증가시킨다. 

           따라서 실제로 chrysophanol이 LPS로 유도한 전염증성 사이토카인을 조절하는  

           지에 대해 연구를 진행하였다.

Table 1. Nitric oxide production in Raw 264.7 cells by treatment of LPS and 

chrysophanol. 

NO production (μM) 

Control 7.89 ± 0.25d

Low 4.84 ± 0.09e

High 5.24 ± 0.09e

LPS           59.68 ± 0.68a

LPS+Low           40.60 ± 4.31b

LPS+High           14.68 ± 0.17c
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           . Low : chrysophanol(30 μM)

           . High : chrysophanol(60 μM)

           . LPS : lipopolysaccharide(2 μg/mL)

           . LPS+Low : lipopolysaccharide+chrysophanol(30 μM)

           . LPS+High : lipopolysaccharide+chrysophanol(60 μM)

           . Means with different letters(a-e) at the colum are significantly

             different(P < 0.05) by Duncan’s multiple range test 

       (3) Raw 264.7 세포에 LPS를 처리하였을 때 처리하지 않은 군과 비교하여 전염증  

           성 사이토카인 인 TNF-α, IL-1β, IL-6, 및 IL-10 생성을 유의하게 증가시  

           켰다(P <0.05)(그림. 2). 

           LPS와 함께 chrysophanol을 Low, High농도로 Raw 264.7 세포에 처리하면   

           LPS만 처리한 군과 비교해 TNF-α(LPS : 286.8 ± 3.8 pg/mL, LPS+Low  

           : 280.5 ± 6.1 pg/mL, LPS+High : 273.0 ± 3.8 pg/mL), IL-1β(LPS :   

           43.5 ± 3.8 pg/mL, LPS+Low : 37.3 ± 2.3 pg/mL, LPS+High : 34.3 ±  

           4.7 pg/mL), IL-6(LPS : 551.1 ± 7.1 pg/mL, LPS+Low : 530.6 ± 8.4   

           pg/mL, LPS+High : 512.6 ± 4.2 pg/mL), 및 IL-10(LPS : 9571.9 ±     

           1316.8 pg/mL, LPS+Low : 7947.5 ± 453.9 pg/mL, LPS+High : 5971.1  

           ± 631.5 pg/mL)의 발현 수준으로 유의적으로 감소하였다(P <0.05). 

           따라서 chrysophanol은 Raw 264.7 세포에서 LPS로 유도된 전염증성 사이토  

           카인을 감소시켰다고 하겠다.
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          < 그림 2. Pro-inflammatory cytokines TNF-α, IL-1β, IL-6, and IL-10  

             concentrations in Raw 264.7 cell line by the treatment of LPS and     

             chrysophanol in ELISA. >

           . Low : chrysophanol(30 μM)

           . High : chrysophanol(60 μM)

           . LPS : lipopolysaccharide(2 μg/mL)

           . LPS+Low : lipopolysaccharide+chrysophanol(30 μM)

           . LPS+High : lipopolysaccharide+chrysophanol(60 μM)

           . Means with different letters(a-e) at the colum are significantly

             different(P < 0.05) by Duncan’s multiple range test 

       (4) Raw 264.7 세포에서 TNF-α, IL-1β, IFN-γ, COX-2의 mRNA 발현은   

           LPS군이 미처리군에 비해 유의적으로 높았다(P <0.05)(그림. 3). 

           LPS와 chrysophanol을 함께 처리했을 때, 전염증성 사이토카인인 TNF-α의  

           mRNA 발현 수준은 LPS+Low군이 2.3배, LPS+High군이 3.2배 LPS군보다   

           감소하였다. 

           또한 IL-1β의 mRNA 발현 수준은 LPS+Low군이 3.2배, LPS+High군이 8.4  

           배 LPS군보다 감소하였고, IFN-γ는 LPS+Low군이 1.7배, LPS+High군이    

           3.5배 감소하였다. 

           염증관련 효소인 COX-2의 mRNA 발현 수준은 LPS+Low군이 1.5배,         

           LPS+High군이 4.1배 LPS군보다 감소하여 전반적으로 chrysophanol을 처리했  

           을 때 전염증성 사이토카인, 염증관련효소의 mRNA 발현 수준이 유의적으로 감  

           소했으며(P <0.05), 농도가 높아(High)졌을 때 낮은 농도(Low)보다 더욱 현저  

           히 감소시켰다. 
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          < 그림 3. mRNA expression of pro-inflammatory cytokines TNF-α,      

             IL-1β, IFN-γ, and an inflammation related gene COX-2 in Raw      

             264.7 cells by the treatment of LPS and chrysophanol. >

           . Low : chrysophanol(30 μM)

           . High : chrysophanol(60 μM)

           . LPS : lipopolysaccharide(2 μg/mL)

           . LPS+Low : lipopolysaccharide+chrysophanol(30 μM)

           . LPS+High : lipopolysaccharide+chrysophanol(60 μM)

           . Means with different letters(a-e) at the colum are significantly

             different(P < 0.05) by Duncan’s multiple range test 

       (5) 전염증성 사이토카인인 TNF-α, IL-1β와 IL-6, 염증관련 효소인 iNOS와    

            COX-2의 단백질 발현은 LPS를 처리했을 때 미처리 군에 비해 유의적으로 증  

            가하였다(P <0.05)(그림. 4). 

            TNF-α의 단백질 발현 수준은 LPS+Low군이 20%, LPS+High군이 60%    

            LPS군보다 감소하였다. 

            또한 IL-1β의 단백질 발현 수준은 LPS+Low군이 30%, LPS+High군이     

            50% LPS군보다 감소하였고, IL-6는 LPS+High군이 20% 감소하였다. iNOS  

            의 단백질 발현 수준은 LPS+Low군, LPS+High군 모두 LPS군보다 감소하였  

            고, COX-2도 LPS+Low군, LPS+High군이 모두 유의적으로 감소하였다(P   
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            <0.05). 이러한 결과는 ELISA에서 확인된 전염증성 사이토카인의 생성과      

            mRNA 발현과 마찬가지로 단백질 발현에서도 전염증성 사이토카인인 TNF-   

            α, IL-1β와 IL-6, 염증관련 효소인 iNOS와 COX-2가 유의적으로 감소하여  

            LPS로 증가된 전염증성 사이토카인과 염증관련 효소를 chrysophanol이 효과  

            적으로 억제시키는 것으로 나타났다.

           < 그림 4. Protein expression of pro-inflammatory cytokines TNF-α, IL-1β,  

              and IL-6, and inflammation related genes iNOS, and COX-2 in Raw 264.7   

              cell line by the treatment of LPS and chrysophanol.

           . Low : chrysophanol(30 μM)

           . High : chrysophanol(60 μM)
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           . LPS : lipopolysaccharide(2 μg/mL)

           . LPS+Low : lipopolysaccharide+chrysophanol(30 μM)

           . LPS+High : lipopolysaccharide+chrysophanol(60 μM)

           . Means with different letters(a-e) at the colum are significantly

             different(P < 0.05) by Duncan’s multiple range test  

       (6) 전염증성 사이토카인은 각각의 다른 사이토카인이 Naive T cell을 자극하여 T  

           helper cell(Th)로 분류시키는 역할을 하며, Th는 종류와 역할에 따라 Th1,    

           Th2, Th17, Treg로 분류된다. 

           이러한 전염증성 사이토카인은 transcription factor인 NF-κB에 의해 활성화  

           되고, 인체의 염증반응에 관여한다. Raw 264.7 세포에 LPS를 처리하면 전염증  

           성 사이토카인과 염증관련 효소가 급격히 증가하는데, 이는 LPS 자극으로 염증  

           반응이 활발히 일어나 전반적인 염증관련 인자가 증가하는 것이다. 

           전염증성 사이토카인은 다양한 질병에서 마커로 사용되며, 특히 염증반응        

           (inflammatory response)에서 중요한 역할을 하고 있다. 

           따라서 본 연구에서 chrysophanol이 LPS로 유도된 전염증성 사이토카인을 억  

           제한 것은 실제적으로 질병 발생 시 처리 했을 때 염증 반응을 억제할 수 있을  

           것으로 기대된다. 

       (7) 본 연구에서는 chrysophanol이 소리쟁이(Rumex crispus L.)의 주요활성      

            성분으로 확인되었으며, 이 chrysophanol의 사이토카인 생성 억제효과를 통    

            하여 소리쟁이가 염증을 억제하는 중요한 기능성 원료로 사용 될 수 있음을    

            확인하였다. 

            또한 이 연구에서 LPS를 처리하지 않은 Raw 264.7 대식세포에              

            chrysophanol의 Low와 High 농도를 처리하면 염증관련 인자, 염증관련       

            mRNA 및 단백질의 발현을 낮추는 효과도 있어 chrysophanol은 일반세포     

            에서도 염증을 억제할 수 있는 가능성을 보여주었다고 하겠다. 이러한 연구     

            를 비롯하여 chrysophanol과 같은 식물유래 화합물에 대한 연구가 지속적     

            으로 필요하다고 하겠다.

       (8) 결론적으로, Chrysophanol은 30∼60 μM 범위에서 Raw 264.7 세포에서     

            세포증식을 억제하지 않았다. 

            또한 LPS와 함께 chrysophanol을 처리했을 때 60 μM 처리 시 가장 높은 세  

            포 성장률을 보였다. 

            Raw 264.7 세포에 LPS만 단독으로 처리했을 때 처리하지 않은 군 보다 NO  

            생성이 증가하였으나 chrysophanol을 Low(30 μM), High(60 μM) 농도로  

            처리했을 때 NO의 생성이 유의적으로 감소하였다(P < 0.05). 
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            전염증성 사이토카인인 TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-10는 LPS군에 비해     

            chrysophanol을 Low, High 농도로 처리했을 때 유의적으로 감소했으며, 마찬  

            가지로 TNF-α, IL-1β, IFN-γ의 mRNA 수준도 감소하였다. 또한 염증관  

            련 효소인 COX-2의 mRNA 수준도 억제하였다. 

            단백질 발현 수준에서도 전염증성 사이토카인인 TNF-α, IL-1β와 IL-6, 염  

            증관련 효소인 iNOS와 COX-2의 발현이 LPS와 chrysophanol을 Low, High  

            농도로 함께 처리했을 때 LPS만 처리한 군에 비해 유의적으로 감소하였다(P <  

             0.05). 

            이러한 결과를 종합해 볼 때, 식물유래 화합물인 chrysophanol은 LPS로 유도  

            된 염증반응을 억제하며, 특히 전염증성 사이토카인과 염증관련 효소(iNOS,    

            COX-2)의 발현을 억제하여 염증반응을 조절하는 것으로 나타났다. 
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    나. 국내 및 국제학술대회 발표

No 회의명칭 발표자 발표일시 장소 국명

1
The 10th International

 Conference and Exhibition
 on Nutraceuticals &

 Functional Foods
김형민    

2017-10-23   전북 군산 GSCO

한국

2
The 10th International

 Conference and Exhibition
 on Nutraceuticals &

 Functional Foods
정현자    

2017-10-23   전북 군산 GSCO

3
The 10th International

 Conference and Exhibition
 on Nutraceuticals &

 Functional Foods
 박건영    

2017-10-23   전북 군산 GSCO

4
2018 KoSFoST International 

Symposium and Annunal 
Meeting

 김형민    
2018-06-27   부산 BEXCO

5
2018 KoSFoST International 

Symposium and Annunal 
Meeting

  정현자    
2018-06-27   부산 BEXCO

6 한국식품영양과학회 2018 
정기학술대회  유정    

2018-11-02   부산 BEXCO

7 2019 The Pharmaceutical 
Society of Korea  정현자    

2019-10-15   여수 엑스포

8
2019 KOREAN SOCIETY 
FOR MOLECULAR AND 
CELLULAR BIOLOGY

 김형민    
2019-10-02   서울 코엑스

9 한국식품영양과학회  2019 
정기학술대회  박건영 2019-1024 ICC 제주
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    다. 기술적 측면의 결과 

       (1) 아토피 피부염 치료/예방에 대한 실질적이고 전망 있는 아토피 피부염 진단 지  

           표 및 아토피 피부염 개선 제품 개발에 필요한 시스템으로 사용될 것으로 사료  

           됨. 

       (2) 약용작물은 생리적 ᆞ 약리적 유효성을 근간으로 하여 식품, 의약품 등의 분야에  

           서 고부가가치의 기능 소재로 활용가치가 높으며, 국민소득의 증가와 더불어 건강  

           과 대체의학에 대한 관심의 고조되고 합성의약품의 부작용에 대한 우려 등으로  

           수요가 꾸준히 증가할 것으로 예상됨. 

       (3) 전 세계적으로 항원, 알레르젠에 대한 관심 고조로 인해 면역력 증진 관련 시장  

           은 증가 추세를 보이고 있는 실정임. 따라서 본 연구과제의 수행결과는 면역력   

           증진과 관련된 국민 건강 및 삶의 질 향상에 기여하는 바가 클 것으로 예상됨. 

       (4) 태명청 법제기법의 적용을 통한 원료가 보유한 지표성분의 추출율 향상 및 성분  

           의 순기능 향상과 역기능을 순화시킨 제품의 개발 

       (5) 생산공정 및 표준화 확립을 통해 열수 추출을 통한 순수한 제품 개발 및 동충하

           초와 소리쟁이가 함유한 지표성분의 적절 혼합비의 산출을 통한 아토피 피부염  

           의 개선 효능을 보유한 제품 개발 

       (6) 제품화 실현 

           안정성 및 유아에게 복용이 용이한 액상차 식품유형의 제품화 실현 

           미세분말 가공 및 쇳가루 선별을 통한 위생적 생산을 통해 복용성 및 함유성분

           의 극대화를 꾀한 기타가공품 환 타입의 제품화 실현 

       (7) 안정성 검사 실시
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    라. 경제적ᆞ산업적 측면의 결과 

       

       (1) 지난 수십 년간 아토피 피부염 치료 연구를 위한 막대한 투자가 이루어졌음에  

           도 불구하고 아토피 피부염의 발생률은 줄어들지 않고, 이에 따른 사회적 비용  

           이 크게 증가함. 본 연구기술은 천연식물 추출물 또는 추출물 유래 후보물질을  

           이용한 아토피 피부염 개선 제품 개발에 대한 기초자료로 활용 가능하며, 이는  

           건강기능식품 개발 시장 활성화를 통한 막대한 부가가치 창출로 이어질 수 있  

           을 것임. 

       (2) 아토피 피부염은 여러 가지 알레르기 질환을 동반할 수 있는 질환이며, 소아부  

           터 중/장년층까지 전 연령층에 나타나는 질환으로, 우리나라의 관련 수요는 상  

           당할 것으로 예상됨. 

       (3) 구성 약용작물들의 국내 재배와 수요창출을 이끌어 재배농가의 소득 증대 및   

           저변 확대 등, 농업의 산업화에 이바지하는 새로운 수익 모델을 제공함과 동시  

           에 국산 건강기능성 식품 산업의 경쟁력 신장에 도움을 줄 것으로 기대됨.
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4. 목표달성도 및 관련분야 기여도
코드번호 D-06

제1절 목표달성도

 1. 주관연구기관 ㈜ 가화에프앤비

구분 개발 내용 달성도 (%) 개발 범위

 

1차

년도

• 원료의 기준 규

 격과 품질관리

 기준 설정 

• 기시법 확립

• 원료 지표물질의 

표준화 

• 추출조건 및 

공정 확립 

• 개발 제품 제형 

선정

• 제품화 기술 

개발 및  

제품의 규격화

  

100%

• 추출 조건 및 공정 확립

 - 추출용매, 성상 , 온도 등 확립 

 - 안정성 , 영양성분 조사  

100%
• 동충하초와 소리쟁이 혼합물을 이용한 항아토피 

피부염용 천연물 소재 개발

100%

• 제품조성 결정

 - 기 시판 제품 허가요건, 특성 등 조사에 이한 신규  

   효능 규명을 위한 최적 제제 선정 고려 및 샘플제  

   조  1, 2, 3 세부연구자에게 제공

 - 신규 스펙트럼 확인 및 1,2,3  세부연구자 제공

100% • 농축/분말화 공정 확립

100%

• 원료의 표준화 (기준 및 시험법)

 - 각 약물의 기준 및 표준화 확립

 - 각 약물의 지표성분 또는 유효성분 분석 등 분석

100%
• 연구진행 결과에 대한 자체 평가 4회 실시: 미진  

  부분 보완책 강구, 개선

2차년

도

• 생산 공정 확립

조건/성상/기준규

격의

표준화(용매,온도,

배합비)

• 제품 

개발메뉴얼, 

포뮬러, 

제조공정 구축  

• 시제품 , 

항아토피 기능성 

일반식품 상품화 

100%
• 동충하초와 소리쟁이 혼합물을 이용한 아토피 피  

  부염 억제 식품소재 개발 및 생물활성 연구

100%

• 제품화 연구

 - 제형 검토 및 확립 / pilot생산 조건 확립 / 시작품  

    제작

100%

• 원료의 규격화

 - 품질관리를 위한 기준 및 시험방법 확립

 - 항아토피 피부염 제품화 기술 개발 및 제품의   

    규격화

 - 추출용매별, 추출용매 농도별 항아토피 피부염   

    천연물 소재 성분분석, 지표물질 함량 측정

70%
• 항아토피 기능성 일반 식품 사업화 

 - 일반식품(액상차,기타가공품) 제형으로 효능 및 관  
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, 시판 

  능평가 ( 관능평가 미실시 )

    소비자 기호도 평가 

 - 패키지 개발 , 상품화 , 마케팅

100%

• 연구진행 결과에 대한 자체 평가 4회 실시: 미진  

   부분 보완책 강구, 개선 

- 4차 평가 시 미달 기관 페널티 책정

3차년

도

• IRB 신청 

• 인체적용시험 

준비

• 건강기능성식품 

제조공정 확립, 사

업화

100%
- 항아토피 피부염 시제품 개발 및 산업화 제품별   

   제조 공정 구축 

100%
 - 아토피 피부염 억제 소재 제품화 기술 개발 및   

   제품의 규격화, 평가 

100%

 - 기 시판 제품 활용한 신규 효능 임상시험계획 검토

 - 인체적용시험 실시 기관 및 CRO 선정

 - 인체적용시험 프로토콜 개발 및 작성

 - 인체적용시험 기본문서 개발

 - 실시기관의 IRB 임상승인 신청 

100%
• 연구결과에 대한 자체 평가 실시 

 – 미진부분 보완책 강구, 개선

 

1차

년도

아토피 피부염 동물

모델에서 동충하초

와 소리쟁이 혼합물

의 효능 평가

  

100%

• 아토피 임상증상의 평가

- 경표피 수분 증발 /  피부 홍반 측정 /  Scratching    

     behavior 

- 관능 평가 시험 (홍반, 가려움, 피부건조, 부종, 혈종,짓  

    무름, 태선화)

100%

• 조직/혈청 내에 아토피 유발 인자 및 염증 원인 인자    

분석 

- Th2 cytokine (IL-4, IL-5, IL-13) 측정

- Histamine 측정 

- IgE 측정 

- 염증성 사이토카인 (IL-1β, TNF-α IL-6, IL-8)   

    측정 

100%
• 피부조직에서 Th2 분화관련 전사인자의 발현 분석

- GATA3 발현 분석 /  pSTAT6 발현 분석 

구분 개발 내용 달성도 (%) 개발 범위
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100%

• Th1/Th2 cytokine, chemokine 농도 및 혈구조성에   

대한 효과 분석 

- 혈중 Th1/Th2 cytokine (IL-12, IL-4) 측정

- Chemokine (eotaxin, TARC, ICAM-1, MIP-2)     

     측정

- 혈구 (total leukocyte, eosinophil) 조성 분석

100%

• 피부조직에서의 염증세포 침윤에 대한 영향 분석 

 - H&E (Haematoxylin and eosin stain) 분석

 - Toluidine blue stain 분석

2차년

도

아토피 피부염 동물

모델에서 동충하초

와 소리쟁이 함유 

성분들의 효능 평가 

100%

• 아토피 임상증상의 평가

- 경표피 수분 증발

- 피부 홍반 측정

- Scratching behavior 

- 관능 평가 시험 (홍반, 가려움, 피부건조, 부종, 혈종,  

  짓무름, 태선화)

100%

• 조직/혈청 내에 아토피 유발 인자 및 염증 원인 인자     

   분석 

- Th2 cytokine (IL-4, IL-5, IL-13) 측정

- Histamine 측정 

- IgE 측정 

- 염증성 사이토카인 (IL-1β, TNF-α IL-6, IL-8)   

    측정 

100%

• 피부조직에서 Th2 분화관련 전사인자의 발현 분석

- GATA3 발현 분석

- pSTAT6 발현 분석

100%

• Th1/Th2 cytokine, chemokine 농도 및 혈구조성에     

   대한 효과 분석 

- 혈중 Th1/Th2 cytokine (IL-12, IL-4) 측정

- Chemokine (eotaxin, TARC, ICAM-1, MIP-2)     

     측정

- 혈구 (total leukocyte, eosinophil) 조성 분석

100%
• 피부조직에서의 염증세포 침윤에 대한 영향 분석 

 - H&E (Haematoxylin and eosin stain) 분석
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 - Toluidine blue stain 분석

3차년

도

아토피 피부염 동물

모 델 에 서 

TSLP/caspase-1 

조절 효능 기전 등 

평가

100% - 혈청에서 TSLP 측정

100%

 - 아토피 피부염 조직에서 TSLP/caspase-1 측정

 - 아토피 피부염 조직에서 TSLP mRNA 발현 측정

 - 아토피 피부염 조직에서 caspase-1 생성 및 단백질   

 발현 측정

100%  - 아토피 피부염 조직의 병리표본 제작, 염색 및 관찰 

구분 개발 내용 달성도 (%) 개발 범위

 

1차

년도

원료의 표준화 확립 

및 생체 외 아토피 

실험모델에서 동충

하초와 소리쟁이 혼

합물의 효능 평가

  

100%
• 동충하초와 소리쟁이의 지표성분 또는 유효성분 분석     

   [원료의 표준화 확립]  

100%

• 비만세포

- Th2 cytokine 생성 및 mRNA 발현 측정

 - Histamine release 측정

- 염증성 사이토카인 생성 측정 

- Histidine carboxylase activity assay

 - NF-kB, IkB assay

 - caspase-1/inflammasome assay

100%

• 각질세포

 - IFN-γ + TNF-α로 자극 한 후 TARC 의 생성     

  측정

- 염증성 사이토카인 (IL-8, IL-1β, IL-6, TNF-α) 

측정

 - NF-κB & IκB & IKKβ 기전 분석

2차년

도

생체외 아토피 실험

모델에서 동충하초

와 소리쟁이 함유 

성분들의 효능 평가 

100%

 • 비만세포

- Th2 cytokine 생성 및 mRNA 발현 측정

 - Histamine release 측정

- 염증성 사이토카인 생성 측정 

- Histidine carboxylase activity assay

 - NF-kB, IkB assay



-178-

 4. 연구기관 차의과학대학교

 - caspase-1/inflammasome assay

100%

• 각질세포

 - IFN-γ + TNF-α로 자극 한 후 TARC 의 생성     

 측정

- 염증성 사이토카인 (IL-8, IL-1β, IL-6, TNF-α) 

측정

 - NF-κB & IκB & IKKβ 기전 분석

3차년

도

세포수준에서 새로

운 바이오마커 효능 

및 기전 평가

100%

- 비만세포에서 TSLP/caspase-1 단백질 level 측정

- 비만세포에서 TSLP mRNA level 측정 

100%
- 아토피 피부염 관련 인자 (Hexosaminidase, HDC, 

  calcium, cytokines) level 측정

100%  - Caspase-1/inflammasome 분석

100% - RIP2 활성 분석

100% - MAPKs 활성 분석

100% - NF-κB & IκB & IKK 기전 분석

100% - 사이토카인 분석

구분 개발 내용 달성도 (%) 개발 범위

 

1차

년도

생체외 면역증진

모델에서 동충하

초와 소리쟁이 혼합

물 효능 및 기전 평

가

  

100%

• 비장세포 증식능 기전 연구

 - 마우스에서 채취한 비장세포(Ex. vivo)에서 NO  

    생성능 측정

 - 비장세포에서 염증관련 인자 발현 분석(ELISA)

 - 비장세포에서 염증관련 인자 mRNA 발현        

    분석(RT-qPCR)

100%

• 대식세포에서 면역관련 세포 활성 물질 생성 기전 연구
 - 마우스의 대식세포(Raw 264.7)에서 NO 생성능      
     측정
 - 대식세포에서 염증관련 인자 발현 분석
 - 대식세포에서 염증관련 인자 mRNA 분석

2차년

도

생체외  실험모델에

서 동충하초와 소리

쟁이 혼합물의 면역

100%

• 비장세포 증식능 기전 연구
 - 마우스에서 채취한 비장세포(Ex vivo)에서 NO 생성능  
    측정



-179-

증진 효능 평가  

 - 비장세포에서 염증관련 인자(단백질) 발현 분석       
    (ELISA)
 - 비장세포에서 염증관련 인자 mRNA 발현 분석        
     (RT-qPCR)

100%

• 대식세포에서 면역관련  기전 연구
 - 마우스의 대식세포(Raw 264.7)에서 NO 생성능 측정
 - 대식세포에서 염증관련 인자 발현 분석
 - 대식세포에서 염증관련 인자 mRNA 분석

3차년

도

생체내 동충하초

와 소리쟁이 혼합

물 및 성분들의 

면역증진 기전 평

가

100%

• LPS로 유도된 Raw 264.7 세포에서 법제 소리쟁  

  이(Rumex crispus L.)추출물의  항염증 효과

 - Raw 264.7 세포에서의 IL-6, IL-10, IL-1β  

   와 TNF-α 사이토카인 측정

 - Raw 264.7 세포에서 IL-6, IL-1β, IL-10과 

    TNF-α의 mRNA 발현 측정 

 - COX-2, NF-κB, iNOS의 mRNA 발현 측정

 - Raw 264.7 세포의 NF-κB, iNOS, COX-2   

    단백질 발현 측정

100%

• Raw 264.7 대식세포에서 Chrysophanol의 LPS

 로 유도된 전염증성 사이토카인 억제효과

 - LPS가 처리된 Raw 246.7 세포에서 NO 생성능

   측정 

 - Raw 264.7 세포에 LPS를 처리후 TNF-α,    

    IL-1β, IL-6, IL-10 사이토카인 생성 측정

 - Raw 264.7 세포에서 LPS를 처리후 TNF-α,  

    IL-1β, IFN-γ, COX-2의 mRNA 발현 측정

 - 전염증성 사이토카인인 TNF-α, IL-1β와 

    IL-6, 염증관련 효소인 iNOS 와 COX-2의 

    단백질 발현 측정 
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제2절 관련분야 기여도

 1. 일반 식품으로서 동충하초와 소리쟁이 혼합물 제품 개발 – 액상차 , 환 , 스틱 

 2. 건강기능성식품으로서 동충하초와 소리쟁이 혼합물 또는 성분 활용 제품 개발

 3. 의약품으로서 동충하초와 소리쟁이 성분 활용 제품 개발

 4. 새로운 아토피 피부염 바이오마커를 이용한 아토피 피부염 예방 /치료 물질 개발은 실질  

    적으로 의약생명과학과 그 관련 분야들에 광범위하게 이용될 수 있음. 

 5. 이러한 기술은 고부가가치 건강기능식품 신소재를 개발, 생산할 수 있는 기반 구축에 있  

    어 필수적이며, 21세기에 주목 받는 건강기능식품 시장에서 가장 중요한 핵심 기술이   

    될 것이라 생각됨.

 

 6. 아울러 본 연구의 기술은 아토피 피부염 예방/치료의 한계성을 극복하고 실질적으로 아  

    토피 피부염 발생을 낮출 수 있는 전략으로 활용될 수 있으며 국내 아토피 피부염 예방  

    /치료제의 효능 평가 및 개발에 응용할 수 있으리라 생각됨.

 7. 본 연구개발과제는 약용작물을 기반으로 하는 제품 개발로써, 효율적인 제조공정과 기준  

    및 시험법 확립을 통한 규격화된 기능성원료 생산과 과학적이고 합리적인 인체적용시험  

    계획서를 바탕으로 성공적인 인체적용시험을 진행, 완료할 것으로 기대함. 
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 8. 발굴된 아토피 피부염 억제 선도물질 세포 신호 전달 체계는 신약개발에 적극 활용하도   

    록 하고, 아토피 피부염 발병과정의 분자 기전의 해명에 기여.

 9. 본 연구과제의 성공적 수행을 통해 얻어진 연구결과를 바탕으로 후속연구로 차후 활용하  

    며 이를 이용한 다양한 치료기술을 개발하는 기반을 제공할 것으로 사료됨.
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5. 연구결과의 활용계획
코드번호 D-07

제 1 절 국내외 사업화 방안

 1. 다음과 같은 설비를 완비하고 본 연구과제를 통해 아토피 피부염 개선/예방/조절용 제품  

    의 연구/개발하여 시장에 출시

    가.  혼합음료/액상차 제작시설 완비

          일일 4톤 (100ml 파우치 4만포) 생산능력을 갖춘 일괄 음료 생산공정을 갖추었으며, 위생적이  

          고 안정적인 생산시설과 생산 Process를 인정받아 2015년 9월 23일 한국식품안전관리인증원  

          으로부터 혼합음료/액상차 HACCP인증을 획득.

    나. 식품제형의 다양화를 위한 분말/환 제조라인 완비 

        다양한 식품유형의 제조를 위해 초정밀고속분쇄기, 이물질선별기, 다목적 혼합기,

        자동제환기, 대용량 당의기의 분말 – 환 제조라인을 완비하여 이를 활용한 위생적 환 제품화 

    다. 개발제품 고급화(맞춤형)/고기능화를 통한 판매신장 

       당사 개발제품의 컨셉인 기능성 건강음료 및 제형에 에 맞추어 복용 시 효능을 볼   

       수 있도록 레시피 조정 및 제품을 제조하여 고기능성을 실현하고, 나아가 소비자에게  

       맞춤형으로 제품을 제조/제공하는 시스템을 갖추어 꼭 필요한 소비자에게 적시 에   

       적량을 제공하는 매카니즘으로 고급 맞춤형제품으로 제작함. 이러한 고급화(맞춤형)/  

       고기능화를 실현하여 제품을 시장에 출시한 다면 아토피 피부염으로 말 못할 고생을  

       하는 경, 중환자들에게 희망을 주는 제품으로 관련 제품시장에 진입하였음

    라. 국내외 식품박람회 등의 참가 

        화장품 , 연고 형태의 아토 피부염용 제품이 대세인 현재 시장 환경에서 국내외 아  

        토피 피부염 질환자에게 건강음료 등 식품유형으로 식품시장에 진입하여 이를 널리  

        알리고 시장 및 소비자의 요구사항 및 반응을 접하기 위해 국내식품박람회에 적극  

        참여하며, 나아가 글로벌시장에서 경쟁력을 확보하기 위해서 국제식품박람회에 출전 

    마. 유통채널 확보 계획   

        국내 아토피 피부염 환우들의 모임 (아토맘 등)에 홍보 강화, 원료공급업체와 공동  

        브랜드 및 OEM 브랜드 공급을 통한 판매촉진, 유통력을 가진 업체와의 제휴 (약초  

        명가, 금산 F&B와 제휴), 대형마트 부스확보 및 공동판매촉진 추진- 홍보용 특가  

        판매 행사, 우수 다단계 / 방문판매 업체에 납품을 통한 판매량 증대 
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 2. 상용화 형태 

    가. 항아토피 피부염용 음료 및 분말, 환 의 다양한 제형 제품 개발

   나. 사용 계층별 제품 개발 

       (1) 어린이용(키드용) : 복용이 용이하고 면역력 강화에 주력한 제품형태 –젤,스틱 

       (2) 여성용 : 피부 재생 강화 및 면역력 강화에 주력한 제품 형태 - 스탠딩파우치 

       (3) 성인용 : 면역력 강화에 주력한 제품 형태 – 환. 타정 타입   

 3. 수요처 

    가. 시장규모 : 글로벌 아토피 피부염 환자 수는 2022년 1.38억 명까지 증가할 것으로  

                   보며 환경적 요인과 가공식품의 수요증대로 인해 국내뿐 만아니라 중국  

                   및 인도의 환자 수가 폭발적으로 환자가 늘어나고 있음

 

    나. 난치 환자의 증대 : 아토피 피부염 시장은 치료제 개념의 제품(Elidel, Protopic)과  

                           피부보습에 대한 크림제형의 제품이 시장을 장악하고 있으나   

                           아토피 피부염의 복잡한 발생 원인으로 인해 커버 못하는 난치  

                           환자가 급증하는 실정  

    다. 아토피 피부염의 발생억제 및 난치화 예방 : 아토피 피부염 유병군중 가장 많은 비  

                           중을 차지하는 가벼운 증상 환자군은 새로운 약물치료가 필요  

                           하지 않으며, 특히 질병 환자군의 70%를 차지하고 있는 소아  

                           환자에 대해서는 이를 예방/개선키 위해 아토피 피부염의 발생  

                           억제 및 개선 효력이 뛰어나면서 복용성이 높은 식품형태의    

                           제품군이 필요

 

    라. 난치 환자의 증상 개선 : 주요 환자보유국(미국, 한국, 중국, 인도 등) 1.1억 명의   

                            인구는 심각한 난치상태이나 치료제 요건이 충족되지 않아 아  

                            직 시장에서 미개발 영역으로 남아있어 이들에 대한 새로운   

                            아토피 피부염 개선제품으로 제공 
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 제2절 건강기능식품 기능성원료 등재를 위한 결과 활용 및 계획

 1. 개별인정형 원료 등재를 위한 원료 평가 및 바이오마커에 대한 연구실험 적용 

   

    가. 과민피부개선 기능성 평가 시 바이오마커별 측정과 연구실험 적용 

        (면역과민반응에 의한 피부상태개선에 도움을 줄 수 있음)

        건강기능식품 기능성 평가 가이드에서 제시된 바이오마커별 시험연구유형과       

        본 연구실험과 결과의 평가 적용여부

        

   본 과제를 통해 진행한 연구결과를 건강기능식품 개별인정형 원료 등재에 활용하고 

   IRB 승인획득후 2020년에 진행 할 인체적용시험을 통해 검증후 이를 통해 개별인정

   형 원료 등재 작업을 진행할 예정임.  

      바이오마커
   연구유형별 실험적용 

시험관 동물 인체

IgE ⌾
호산구 내 Fcε수용체

Th1 cytokine ( IL-2, IFN-γ등 ) ⌾
Th2 cytokine ( IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 등 ) ⌾ ⌾
Th12 cytokine / Th2 cytokine ⌾
CD4 + T cell / CD8+T cell

TSLP ( Thymic stromal lymphopoietin ) ⌾ ⌾
TARC ( Thymic and activation-regulated chemokine ) ⌾
총 호산구수 ( total eosinophil count; TEC ) ⌾
호산구 양이온 단백질 ( eosinophil cationic protein; ECP )

Eotaxin

Scratching behavior frequency ( Itching time ) ⌾
Dermatitis Severity 평가 ⌾
조직 병리학적 검사 ⌾
피부단자검사 

RAST ( Radioallergosorbent test )

SCORAD score ( Scoring of Atopic Dermatitis )
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    2. 건강기능식품 개별인정형 등재를 위한 인체시험 진행 사항 

              

       가. 인체적용시험용 식품 생산
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   나. 인체적용시험을 위한 최적 생산품 제조를 위한 법제법 (태명청) 소개 

        

        1) 태명청 법제 가공법 

           태명청 법제는 엄선된 약재를 선별하여 음건(陰乾)과 폭건(暴乾), 채취시기, 생  

           숙(生熟) , 산지(産地), 진위(眞僞), 신진(新陳)에 따라 수치하는 법을 달리

           하여 수치가공을 하여 그 효능을 극대화하는 과정을 거친 후 이를 건조하여 

           사용함.

      

        2) 태명청 법제 활용 사례 

           소리쟁이에 함유된 유효성분 크리소파놀(Chrysophano) 성분의 태명청 법제

           약재으로 가공시 추출함량  증가

           소리쟁이 법제전  3,630.00 ng/ml의 크리소파놀 함량
           태명청 법제 약재으로 가공후 6,200.00 ng/ml로 추출함량이 41.45%  증가 
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제3절 일반식품 및 건강기능식품의 판매 전략 

    1. 아토피피부염의 치료의 한계 및 대안 치료제의 필요성   

                                               

                                              단계별 아토피피부염의 치료 

                                          1단계 : 유발/악화인자를 피하는 회피요법

                                          2단계 :  피부 건조방지 / 피부 관리

                                          3단계 : 적절한 약물을 통한 약물치료 
                                      

  아토피성 피부염은 장기간 치료/관리 요구되며 만성전신면역질환으로 중증환자는 

  일상생활이 힘든 수준으로 1,2 단계로는 치료 및 호전이 안되어 부득이 3단계의 

  약물치료가 필요하나 국소 항염제 / 항히스타민제를 주로 사용하는 실정임.

  이러한 국소용 스테로이드제를 사용케 되면 

          . 피부가 얇아지거나 혈관이 확장되어 이차 감염이 발생 하기도 함.

          . 정신적으로는 우울증, 집중력 장애, 무기력증을 일으킬 수 있음.

          . 피부면역이 약화되어 장기치료가 어려움.
 
  의 발병원인 및 적절히 부작용이 없이 아토피 피부염을 조절/개선하는 새로운
 
  대안치료제가 필요함.
   

    2. 아토피피부염의 난치성을 극복하는 기능성 식품 발굴 

     

                        아토피피부염 개선/조절 패러다임 발굴 
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    3. 사업화 추진을 위한 제품개발 목표 및 개요 

    가. 아토피 피부염 개선 효과 보유 

        1) 알러지 반응을 억제하는 효능 보유 

        2) 멱역증진을 통한 항염 효과 보유 

        3) 항산화 / 면역력 증강 효능 보유   

    나. 특화된 원료 및 정통가공법 적용 

        1) 효능강화를 위한 태명청 법제기법 적용 

        2) 항염+면역력 강화+피부개선 효능을 보유한 천연물 채용 (동충하초+소리쟁이) 

        3) 활성성분의 최적 추출 및 선별 가공법 적용 

        4) 1일 섭취량을 달성하는 활성성분 함유 – 크리소파놀 , 코디세핀  

    

    다. 적용대상별 적합한 제형 다양화 제품 생산 

        1) 유아용 아토피부염 조절용 제품  개발 -  액상 ( 80ml 1일 3회 복용 )

            . 염증 발현 사이토카인 억제 효능 확증  
            . 피부개선을 가려움 등 합병증 억제 효능 확증
            . 법제기법 적용을 통한 유효성분 함유량 충족   
 

        2) 성인용 아토피피부염 조절용 제품 개발  - 분말/환 ( 고용량 ) 

            . 재발 및 고질화 방지를 위한 고농도 제형 제공   
            . 스테로이드제제과 동일한 효능, 부작용 최소화 목표  
            . 법제기법 적용을 통한 유효성분 함유량 충족 

       3) 적용대상에 적합한 제품 개발  

          예방용 건강음료 :  피부개선/염증억제&면역력 강화

          환자 개선용  : 중증 및 성인재발환자 대응용 

          제품 제형 다양화  :  분말, 캡슐, 정, 티백 제형 추가 개발  
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    4. 일반식품  - 고부가식품 – 피부보습 + 면역증진용 식품으로 마케팅 추진 

       

                             

   5. 식품 + 의약외용품 + 이너뷰티 의 콜라보레이션 구축 = 매출증대 및 효능 극대화 
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    6. 단계별 연구결과의 활용 및 사업 확대안 

    

 

    7. 아토피 피부염 조절 제품의 마켓팅 전략 

       

       가. 타켓 및 차별화 전략 

           1) 주요 타켓 소비층
              유병환자+난치환자에 대한 집중 공략  
              가벼운 유병환자에게 일반식품의 제형으로 판매 

           2) 천연물 유래 성분 (크리소파놀+코디세핀) + 태명청 법제의 기능성 부각을 
               통한 차별화 전략 - 피부건강 및 면역력 증진 제품임을 강조

       나. 홍보 및 판매 전략 

           1) 온라인 쇼핑몰 및 아토피 환우 카페를 우선 공략

               -> 소비자들의 인지도 확보 (바이럴마케팅)

           2) 오프라인 매장 지속적으로 확장하여 접근성 강화

           3) 홈쇼핑 및 온라인 쇼핑몰 최대 활용 
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6. 연구과정에서 수집한 해외과학기술정보
코드번호 D-08

제 1 절 국외 제품생산 및 시장 현황
 1. 피부질환 치료제의 약 20% 정도가 아토피 치료제의 시장이며 2022년까지 56억달러 규모로 성장할  

    것이란 전망.  아토피 피부염의 환자 수는 2022년에 1억3800만명으로 증가할 것이며 특히 중국은  

    4800만명의 환자가 발생할 것으로 예측함 [GlobalData에서 2013년 11월 발표한 ‘ATOPIC      

    DERMATITIS-Global Drug Forcast and Market analysis to 2022’].

 2. 2014년 총 36억 달러 규모를 형성했던 주요 7개국, 미국, 영국, 프랑스, 독일, 이탈리아, 스페인 및  

    일본은 아토피 피부염 치료제 시장이 오는 2024년에 이르면 2014년 보다 2배 이상 성장해 73억   

    달러 안팎에 도달할 수 있을 것으로 전망함 [영국 런던에 글로벌 본사를 둔 리서치 및 컨설팅기관  

    글로벌데이터사 ‘아토피 피부염: 오는 2024년까지 글로벌 전망 및 시장분석’ 보고서].

 3. 2012년에는 8억300만 달러, 2013년에는 8 억2,900만 달러, 2014년에는 8억5,600만 달러에서    

    2017년에는 9억 4,200만 달러에 이를 것으로 예상되며, 2017년 이후로는 성장률이 다소 둔화되기  

    시작하면서 2020년 10억 2,900만 달러에 이를 것으로 예상됨 [2012 InnopolisBizReport, 연구개  

    발특구진흥재단].

4. 아토피 피부염 치료제 산업의 특성

    아토피 피부염 치료제 시장은 복잡한 발생 원인으로 인해 환자의 유형 구분에 따라

    치료방법이 다양하게 필요하며, 이로 인해 커버하지 못하는 난치환자가 증대되고 

    있으며 이러한 미충족 수요로 인해 새로운 시장 창출의 기회가 큰 분야로 평가됨.

 5. FDA의 승인을 받은 아토피 피부염 치료제는 ‘Elidel’과 ‘Protopic’2가지 치료제

   만 존재하고 있었으며, 이들 치료제가 지난 10년 동안 시장을 독점하고 있는 실정임
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7. 연구개발결과의 보안등급
코드번호 D-09

○ 해당사항 없음
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8. 국가과학기술종합정보시스템에 등록한 연구시설·장비 현

황
해당사항 없음

코드번호 D-10

구입 기관 연구시설/
연구장비명

규격
(모델명) 수량 구입 연월일 구입 가격

(천원)
구입처

(전화번호)
비고

(설치 장소)
NTIS장비
등록번호
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9. 연구개발과제 수행에 따른 연구실 등의 안전조치 이행실

적
코드번호 D-11

 1. 관리 위험등급 지정

    가. 1등급 : 안전성이 유지된 실험실

    나. 2등급 : 경미한 결함이 발견된 실험실

    다. 3등급 : 일부 보수 및 보강이 필요한 실험실

    라. 4등급 : 결함이 심해 긴급보수 및 보강이 필요한 실험실

구분 세부내용

일일안전

점검

*점검횟수 : 매일 1회

*점검대상 : 전체 실험 실습실

*점검내용 : 일일안전점검표를 이용하여 실험 전·후 시약관리상태 및 정리정돈 

점검

*점 검 자 : 연구활동종사자 및 연구실 책임자

*주    관 : 연구실 책임자(주임교수)

정기안전

진단

*점검횟수 : 연 1회 이상

*점검대상 : 전체 실험 실습실

*점검내용 : 8개분야 점검(일반안전, 산업위생, 전기안전, 소방안전, 화공안전, 

가스안전, 기계안전, 생물안전)

*점 검 자 : 안전진단 전문업체 위탁

*주    관 : 사무처 관리팀

정밀안전

진단

*점검횟수 : 2년 1회

*점검대상 : 정기안전진단에 따른 1~5등급 실험실 중 위험성이 높다고 판단되

는 실험실(유해화학물질 및 독성가스 취급, 위험등급이 높은 실험실 등)

*점검내용 : 8개분야 점검(일반안전, 산업위생, 전기안전, 소방안전, 화공안전, 

가스안전, 기계안전, 생물안전)

*점 검 자 : 안전진단 전문업체 위탁

*주    관 : 사무처 관리팀

안전순찰

*점검횟수 : 상시 또는 필요시

*점검대상 : 전체 실험 실습실

*점검내용 : 연구실 관리상태 및 일일안전점검표, 퇴실체크리스트 작성여부 점

검, 위험기구 사용여부 확인

*점 검 자 : 연구실 책임자(주임교수) 또는 연구실 안전환경관리자(사무처 관리

팀)
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    마. 5등급 : 심각한 결함이 있어 즉시 사용금지 및 보강이 필요한 실험실

 2. 실험실 정밀안전진단 실시

    가. 대상 : 연구개발활동에 유해화확물질 관리법 제2조 7호에 따른 유해화학 물질을 취  

               급하는 연구실,산업안전보건법 제39조에 따른 유해인자를 취급하는 연구실,  

               과학기술부령이 정하는 독성가스를 취급하는 연구실

     나. 실시 : 2년마다 1회 실시하여 교육과학기술부에 보고

 3. 교육 훈련

   가. 개요 : 실험실의 안전을 확보하고 종사자의 건강을 보호하여 실험 및 연구활동에 기  

             여하고, 또한 연구실 안전환경조성에�관한 법률에 의거하여 실험실의 환경안  

             전교육이 의무화됨에 따라 이공계열 대학원생 및 관련자 전원은�환경안전교육  

             을 의무적으로 수강

 

   나. 홈페이지 명칭 : 경희대학교 안전정보망 (http://safety.khu.ac.kr/)

 

   다. 교육대상 : 실험 및 실습에 참여하는 모든 연구활동종사자(학부생, 대학원생, 수료생,  

                  기타연구원 등)

 

   라. 교육 이수시간 : 반기별 6시간 이상 (온라인교육, 집체교육) 

 4. 교육내용

   가. 온라인 안전교육: 12과목 (1학기: 공통 6과목 / 2학기: 선택 6과목)

   나. 집체교육: 1회 이상 (안전환경관리자가 집체교육이 필요하다고 판단되는 경우)

   다. 과목 : 연구실 안전법 및 규정,안전과 심리, 캠퍼스 안전, 전기안전, 화재 및 소방안  

             전, 사고대응 및 처리, 기계안전, 가스안전, 화학안전, 방사성안전, 생물학안전,  

             연구실 관리와 MSDS,연구실 사고대처,연구실 사고 예방,화재로 인한 신체 피  

             해, 화재 및 폭발

 5. 진행사항

    가. 교육대상자외의 기타 연구원 및 교육수강 희망자는 홈페이지에서 등록 후 수강가능

    나. 이수증 발급 후 제출

    다. 온라인 안전교육 수강 후에 평가시험을 실시하여 60점 이상은 교육 이수증 발급

    라. 발급받은 이수증은 2부를 출력하여 1부는 출입 실험실에 게시 및 보관하고, 다른 1  
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        부는 소속 행정실에서 모두 취합하여 관리팀으로 제출하여야 함

 6. 실험실 안전 환경교육 미 이수자 조치사항

    가. 장학금의 미배정 및 불이익

    나. 지도교수의 개별 면담

    다. 안전사고에 대한 보험처리 불이익
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10. 연구개발과제의 대표적 연구실적
코드번호 D-12

1.  특허 출원 
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 2. 논문 실적 

번

호

구분

(논

문/

특허

/기

타

논문명/특허명/기

타

소속

기관명
역할

논문게재지/

특허등록국

가

Impact 

Factor

논문게재일

/특허등록

일

사사여부

(단독사

사 

또는

중복사사)

특기사항

(SCI여부/

인용횟수 

등)

1 논문

Molecular 
mechanisms of 
anti-inflammato

ry effect of 
chrysophanol, 

an active 
component of 
AST2017-01 

on atopic 
dermatitis in 
vitro models.

호서대

학교
교신

Internatio
nal 

Immunoph
armacolog

y

3.361
2018.01.3

0
단독 SCI/

2 논문

Regulatory 
effects of 

chrysophanol, a 
bioactive 

compound of 
AST2017-01 
in a mouse 
model of 

2,4-dinitrofluor
obenzene-induc

ed atopic 
dermatitis.

경희대

학교
교신

Internatio
nal 

Immunoph
armacolog

y

3.361
2018.09.0

1
단독 SCI/

3 논문

Use of 
Physcion to 

Improve Atopic 
Dermatitis-Like 

Skin Lesions 
through 

Blocking of 
Thymic Stromal 
Lymphopoietin.

호서대

학교
교신 Molecules 3.060

2019.04.
15

단독 SCIE/

4 논문
Chrysophanol, 

an 
anthraquinone 

호서대

학교
교신

Inflammat
ion 

Research
3.061 2019.06 단독 SCI/
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from 
AST2017-01, 
possesses the 

anti-proliferativ
e effect 
through 

increasing p53 
protein levels 
in human mast 

cells.

5 논문

The 
ameliorative 

effect of 
AST2017-01 

in an 
ovalbumin-indu

ced allergic 
rhinitis animal 

model.

김형민 교신
Inflammat

ion 
Research

3.061 2019.05 단독 SCI/

6 논문

Cordycepin 
diminishes thymic 

stromal 
lymphopoietin-ind

uced 
interleukin-13 

production

정현자 교신

European 
Journal of

 
Pharmacolo

gy
2.896 2017.05.05 단독 SCI/

7 논문

An Atopic Drink 
(APD(AST-2017
-01)) reduces 

Th2 cytokines in 
LPS-treat

ed RAW 264.7 
cells

박건영 교신
TANG[HU
MANITAS 
MEDICI

2017. 8.31 단독 비SCI/

8 논문

Validation of 
chryso

phanol and 
cordycepin as 

marker compounds 
for standardization 
of a new herbal 

mixture 
AST2017-01

김형민 교신

TANG[HU
MANITAS 
MEDICI

NE]
2017.8.31 단독 비SCI/

9 논문

Cordycepin 
ameliorates skin 
inflammation in a 
DNFB-challenged 
murine model of 

김형민 교신

Immunopha
rmacology 

and 
Immunotoxi

cology
2018. 9. 5 단독 비SCI/
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atopic dermatitis.

10 논문

Increased 
Anti-Inflammatory 

Effects of 
Processed Curly 
Dock (Rumex 

crispus L.) in Ex 
Vivo LPS-Induced 
Mice Splenocytes

박건영 교신
J Korean 
Soc Food 
Sci Nutr

2018. 5.10 단독 비SCI/

11 논문

Rumex crispus and 
Cordyceps sinensis 

Mixture 
Ameliorates 

Production of 
Pro-inflammatory 
Cytokines Induced 

by 
Lipopolysaccharide 

in 
C57BL/6 mice 
Splenocytes

박건영 교신

Prev 
Nutrition
and Food 
Science

2018.12.10 단독 비SCI/

12 논문

The regulatory 
effect of AST 

cream on atopic 
dermatitis-like 
skin disease.

김형민 교신

TANG[HU
MANITAS 
MEDICI

NE]
2019. 8.10 단독 비SCI/

13 논문

LPS로 유도된 
RAW264.7 

세포주 
염증모델에서 
소리쟁이의 

법제처리에 따른 
항염증 효과

박건영 교신
한국식품영
양학회지

2019.10.15 단독 비SCI
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11. 기타사항
코드번호 D-13

○ 해당사항 없음
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주 의

 1. 이 보고서는 농림축산식품부에서 시행한  고부가가치식품기술개발사업의 연구보고서
    입니다.

 2. 이 보고서 내용을 발표하는 때에는 반드시 농림축산식품부에서 시행한 고부가가치식품기술
개발사업의 연구 결과임을 밝혀야 합니다.

 3. 국가과학기술 기밀유지에 필요한 내용은 대외적으로 발표 또는 공개하여서는 아니됩니다.
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