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요   약   문

Ⅰ. 제  목

   자연 식물자원 유래 퇴행성 뇌질환 제어성 소재의 탐색 및 기능성 식품화

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 필요성

뇌라는 기관은 신체의 중심 부위로써 매우 복잡한 구조를 갖고 있으며, 타 기

관에 비해 접근이 쉽지 않고 다루기가 쉽지 않아 그에 대한 생리학적 이해나 병

리가 잘 알려져 있지 않고 있다. 이러한 배경을 살펴 볼 때, 최근 주요선진국가

의 연구방향은 생명공학을 중심으로 특히 뇌 질환 중심으로 연구 진행을 하고 

있음을 알 수 있다. 

   최근 국민생활 수준의 향상과 더불어 의학기술의 발달에 의한 노인의 인구가 

증가되어 인구의 고령화 현상이 두드러지게 나타나고 있다. 우리나라의 경우 평

균 수명 연장 및 출산율의 저하로 인해 전체 인구에서 고령화 인구가 차지하는 

비율이 증가되어 1955년에는 전체인구 중 65세 이상의 노인 인구가 3.7%이었으

나, 2000년 7.3% (약 3만 명), 2026년엔 20.8% (약 10만 명)로 예상되고 있으며 

미국의 경우도 1900년의 4.7%가 2000년 15%이상으로 예상되고 있다. 이러한 고

령화 현상과 함께 국제경쟁력을 확보하기 위하여 조직사회의 구성원들에게 치열

한 경쟁을 요구함으로써 이들로 인한 성인병의 발병률이 급격한 증가 추세를 보

이고 있다. 사망원인 또한 대표적인 성인병에 의한 사망비율이 전체의 절반을 넘

기기에 이르렀다. 이에 따라 국민들도 고령화 사회를 인식하게 되었고, 건강하게 

장수하고자 하는 욕구와 동시에 일상생활을 통한 예방에 관심이 높아질 것으로 

예견되고 있다. 

본 연구그룹이 선정한 자연 식물자원은 약리 및 생리활성에 대한 구전과 보고

가 많았던 작물로서 빈번한 수요․공급의 불균형으로 농산물 가격의 등락과 생

산 농민의 경제적, 사회적 문제로 대두되기도 하였다. 자연 식물자원의 가격 안

정을 통한 생산량 증대와 경쟁력을 갖는 하나의 산업 종으로 육성하기 위해서는 

이들로부터 고부가가치성 물질의 개발과 제품화가 전제되어야 하며 WTO 체제
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의 출범으로 인한 시장개방 아래에서 국내 농․임업을 육성시킬 수 있는 최선의 

대안은 우리 고유의 식용 농ㆍ임산자원을 대상으로 신물질을 탐색하고 개발해야 

한다고 여겨진다. 따라서 본 연구는 자연 식물자원을 대상으로 고령화의 대표적 

질환인 노인성 치매의 예방 또는 치료에 이용될 수 있는 미량성분을 소재화하고 

이들 소재를 주제로 한 제품을 실용화함으로써 국내 농림산업의 발전모델을 제

시하고 국민보건향상 및 관련 산업의 경쟁력을 제고시킴에 두고자 한다.

Ⅲ. 연구개발 내용 및 범위

   본 연구는 자연 식물자원들로부터 약리․생리활성 성분을 의약 및 식품용 중

간원료의 소재로 실용화하고 이를 주제로 한 기능성 식품을 개발하고자 하였다. 

최종 목표에 도달하기 위해서 본 대표적인 고령화 질환에 따라 1, 2,세부과제 로 

구분하였으며 이를 통하여 수행한 연구 개발 내용 및 범위는 다음과 같다.

(1) 금앵자로부터 amyloid β peptide (Aβ)에 의한 뇌신경 독성 저해 미량소재를 

추출 정제, 구조해석 및 소재화를 연구개발 내용으로 하며 ICR-mouse를 이용한 

in vivo assay계를 도입하여 인지능력과 독성 등을 검사하고 저해활성 물질의 실

용화를 검토하는 것을 연구 범위로 함 

(2) 칡에서 choline aceytyltransferase 활성 성분을 추출 정제, 구조 해석 및 소

재화를 연구 개발 내용으로 하며 [
14
C] acetyl-CoA를 이용한 in vitro assay계를 

확립하고 ICR-mouse를 이용한 in vivo assay계를 도입하여 인지능력과 독성검

사 등을 시행하여 활성화 성분 물질의 실용화를 검토하는 것을 연구 범위로 함 

Ⅳ. 연구개발 결과 및 활용에 대한 건의

자연 식물자원들로부터 약리․생리활성 성분을 의약 및 식품용 중간원료의 소

재로 실용화를 최종 목적으로 수행한 연구 개발 결과를 요약하면 다음과 같다. 

  -자연 식용식물자원을 극성별 계통으로 용매 추출 후 각각의 획분에 대하여 

amyloid β peptide (Aβ)에 의한 뇌신경 독성 저해 및 choline acetyltransferase 

(ChAT) 활성을 검색한 결과 각각 금앵자와 칡이 선정되었다. 
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(1) 금앵자로부터 추출 분리한 amyloid β peptide (Aβ)에 의한 뇌신경 독성 저

해  활성물질은 1,2-Benzenedicarboxylic  acid , d inonyl ester  이었으며  

in vitro와 in vivo 실험을 한 결과 높은  저해 활성과 보호 작용을 보였으며 독

성검사에서도 무독성을 나타내었다 (특허 출원 제 10-2005-0054837, J. Amyloid 

submitted).

(2) 칡으로부터 ChAT 활성을 갖는 물질을 추출, 정제한 결과 daidzein 이었으며, 

동시에 in vitro와 in vivo에서 독성실험과 인지력, 기억력 실험을 한 결과 ChAT

의  높은 활성과 보호 작용을 보였으며 무독성을 나타내었다 (특허 출원 제 

10-2005-0057720, J. BBB in press).

 



- 5 -

SUMMARY

 Highly bio-reactive substances from natural plants were screened, purified 

and industrialized as functional foods. 

The Aβ (amyloid β peptide) accumulates in the AD (Alzheimer's disease) 

brain. And many researchers believe this peptide plays central role to the 

pathogenesis of this disorder. In addition, AD brains are characterized by 

extensive oxidative stress. That is manifested by lipid peroxidation, free 

radical formation, protein oxidation and DNA/RNA oxidation. Overproduction 

of Aβ by genetic [i.e. mutations in APP or in presenilins or the presence of 

apolipoprotein E4 allele (ApoE4)] or other mechanisms (i.e. oxidative stress) 

leads to Aβ-associated free-radical oxidative stress. This oxidative stress is 

manifested by reactive oxygen species (ROS) formation, lipid peroxidation and 

subsequent modification of proteins by the reactive lipid peroxidation products 

such as 4-hydroxy-2-trans-nonenal (HNE) and acrolein. Other consequences 

of Aβ-associated oxidative stress are free fatty-acid (FFA) release, protein 

oxidation, Ca
2+
 dyshomeostasis (with subsequent alterations in mitochondrial 

function, oxidative stress, activation of phospholipase A2, cytoskeletal proteins, 

and induction of apoptosis pathways), mitochondrial impairment, peroxynitrite 

formation, inflammatory response, apoptosis and other cellular responses. 

Ultimately, the neuron dies. Antioxidants are able to interfere with most, if 

not all, of these processes, including the neurotoxicity. This is consistent with 

the concept of Aβ-associated oxidative stress and neurodegeneration in AD 

brain.

To search for a protector against Aβ-induced oxidative stress, we screened 

various plant material extracts. The methanol extract of Rosa laevigata was 

selected by screening. The methanol extract of Rosa laevigata was solvent 

partitioned with hexane, chloroform and ethyl acetate, respectively. The 

second fraction of chloroform showed the highest protective effect against 

oxidative stress. The fraction was separated by silica-gel open column 
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chromatography. The eighth fraction (second fraction of chloroform and 

methanol = 80:20, v/v) of thirty three fractions was selected. The fraction 

was separated by TLC. The fifth band (Rf value 0.54) represented the highest 

activity. Then the obtained sample was dissolved in methanol and performed 

on HPLC using C18 μ-bondapak
TM

column. The peak appeared at 317.6 ㎚. A 

significant single peak was measured at 35 min. The isolated sample was 

analyzed by EI-MS and 
13
C/

1
H-NMR to predict chemical structures. The 

protector was identified as the 1 ,2-Benzenedicarboxylic  acid , d inonyl 

ester.

In vivo experiment, treatment with the methanol extract of Rosa laevigata 

increased spontaneous alternation behavior of the Aβ1-42 injected mice. Also 

treatment of methanol extract of Rosa laevigata attenuated the Aβ-induced 

impairment of mice in the passive avoidance test. 

 The choline acetyltransferase activation of 90 Korean natural plants was 

compared for treating AD. From the screening results, the methanolic extract 

of Pueraria thunbergiana was selected as the most potent candidate 

containing choline acetyltransferase activation component.  The methanol 

extracts of Pueraria thunbergiana were separated into hexane, chloroform and 

ethyl acetate respectively. The ethyl acetate fraction was selected from the 

ChAT assay. From the first silica gel column chromatography, each 

subfraction exhibited high activation effect on ChAT when chloroform to 

methanol ratio was 90:10. On the second silica gel column chromatography 

further separated with chloroform and methanol, the fraction represented 

activation effect on ChAT when chloroform to methanol ratio was 85:15. then 

the fraction was purified by HPLC and identified by 
1
H/ 

13
C NMR and 

EI-MS. The activator is identified as the daidzein.

To investigate the effect of Pueraria thunbergiana on the 

scopolamine-induced impairment learning and memory and acute toxicity in 

mice, in vivo test was performed. Mice were allowed free access to water 

containing the methanol extract of Pueraria thunbergiana. Injection of control 

mice with scopolamine impaired performance on the Y-maze test (58% 

decrease in alternation behavior) and the passive avoidance test (46% 
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decrease in step-through latency). In contrast, mice treated with the methanol 

extract of Pueraria thunbergiana against scopolamine injection were protected 

from these changes. An acute toxicity experiment was undertaken to find the 

toxicity of the methanol extract of Pueraria thunbergiana on the activity of 

GOT and GPT in the blood serum of the mice. Values of GOT and GPT 

represented no significant differences. These results demonstrated that 

Pueraria thunbergiana affected improvement of learning and memory ability 

against scopolamine in vivo and suggested that Pueraria thunbergiana might 

be useful for the prevention of AD.

 The bio-reactive compounds of selected samples, Rosa laevigata and 

Pueraria thunbergiana were isolated and purified with industrial-level 

procedure. Extracts of each samples were decolorized with low cost 

absorbents and purified by ultrafiltration using Milipore masterflex system. 

Finally, each purified bio-reactive compounds was formulated as the types of 

beverage, capsule and granule. 
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제 1장 연구 개발 과제의 개요

제 1절 연구 개발 과제의 목적과 범위 

  최근 국민생활 수준의 향상과 더불어 의학기술이 고도로 발달함에 따라 노인

의 인구가 증가되어 인구의 고령화 현상이 두드러지게 나타나고 있다. 우리나라

의 경우 평균 수명의 연장 및 출산율 저하로 인해 전체 인구에서 고령화 인구가 

차지하는 비율이 증가되어 1955년에는 전체인구 중 65세 이상의 노인인구가 

3.7%이었으나, 2000년 7.3%, 2026년엔 20.8% (약 10만 명)예상되고 있으며 미국

의 경우도 1900년의 4.7%가 1986년 11%로, 2000년 15%이상으로 예상되고 있다. 

이러한 고령화 현상으로 인한 성인병의 발병률이 급격한 증가 추세를 보이고 있

다. 사망원인 또한 감염형 질환의 비율은 감소한 반면 대표적인 성인병인 순환기

계 질환, 암, 간장 질환, 뇌질환에 의한 사망비율이 전체의 절반을 넘기기에 이르

렀다. 이에 따라  건강하게 장수하고자 하는 욕구가 커지면서 현대의료 기술에 

대한 불안감을 갖게 됨과 동시에 일상생활을 통한 예방에 관심이 높아질 것으로 

예견되고 있다. 

본 연구그룹이 선정한 자연 식용식물자원은 약리 및 생리활성에 대한 구전과 

보고가 많았던 작물로서 빈번한 수요․공급의 불균형으로 농산물 가격의 등락과 

생산 농민의 영농의욕을 떨어뜨려 경제적, 사회적 문제로 대두되기도 하였다. 

식․약용류의 가격 안정을 통한 생산량 증대와 경쟁력을 갖는 하나의 산업으로 

육성하기 위해서는 이들로부터 고부가가치성 물질의 개발과 제품화가 전제되어

야 한다. 뿐만 아니라 WTO 체제의 출범으로 인한 농업 시장개방 하에서 국내 

농․임업을 육성시킬 수 있는 최선의 대안은 우리 고유의 식용 농ㆍ임산자원을 

대상으로 신물질을 탐색하고 개발하는 일이다. 따라서 본 연구는 국내산 자연 식

용식물자원을 대상으로 고령화의 대표적 질환인 노인성 치매의 예방 또는 치료

에 이용될 수 있는 미량성분을 소재화하고 이들 소재를 주제로 한 제품을 실용

화함으로써 국내 농림산업의 발전모델을 제시하고 국민보건향상 및 관련 산업의 

경쟁력을 제고시킴에 두고자 한다.

제 2절 연구 개발의 필요성

  

  제 1 세부과제에서는 자연 식물 자원으로부터 amyloid β peptide (Aβ) 

induced 뇌신경 독성 저해 미량소재를 검색하고 소개시키고자 한다. 고유의 자연 

식물 자원으로부터 Aβ-induced 뇌신경 독성 저해 미량소재를 검색하고 이를 소
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재화 시키고자 한다. Aβ는 amyloid precursor protein (APP)의 abnormal 

cleavage로부터 생성된 40-42개의 peptide 물질이고 Alzheimer's disease (AD)에

서 중요한 pathogenetic material로 생각되어지고 있다. AD에서의 뇌신경세포 괴

사의 원인은 아직 불분명하지만 oxygen free radical의 생성, reactive oxygen 

species (ROS)와 같은 oxidative injury가 뇌신경세포 파괴 및 pathogenesis와 관

련되어 있을 것으로 추정된다. AD 환자의 brain에서 이들 oxidative stress 

(ROS, lipid peroxidation, protein modification, mitochondrial DNA oxidation)의 

증가는 증명되고 있으며 이러한 생리적 대사 이상은 amyloid plaques와 

neurofibrillary tangles (NFT)와 같은 AD brain 고유의 임상적 결과를 초래한다. 

또한 Aβ는 intracellular free radical status를 유발시키고 궁극적으로 cell death

를 유도하여 Aβ와 뇌신경세포 파괴는 상관성이 있는 것으로 보인다. Aβ에 의한 

ROS, free radical 등의 생성은 Aβ-induced free radical-mediated neurotoxicity

의 추정을 가능하게 하기 때문에 이들에 대한 연구는 필수적이라 할 수 있다.
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  제 2 세부과제에서는 뇌기능 신경전달물질 합성효소를 활성화시키는 미량소재

를 식용식물자원으로부터 분리하고 이를 실용화시키고자 한다. ChEIs는 뇌에서 

신호전달을 원활하게 해주는 신경전달 물질인 acetylcholine을 보호하는 기능을 

갖지만 이와는 달리 직접적으로 acetylcholine의 생성을 활성화시켜주는 인자가 

choline acetyltransferase (ChAT)로 알려져 있다. 뇌의 전두엽 (basal forebrain)

은 cholinergic neuron을 상당수 포함하고 있고, 이 부위에 있는 cholinergic 

neuron이  인지능력을 관장하고 있는 것으로 보인다. 노인성 치매환자에 있어서 

ChAT의 양은 급격히 감소되는 것을 볼 수 있고, ChAT의 활성도 감소되어 

acetylcholine의 농도가 낮아진다. ChAT는 신경의 pre-synaptic 부분에서 choline

과 acetyl-CoA로부터 acetylcholine을 생성하는 효소로 활성을 증진시켜주기 위

해 신경 성장인자 (nerve growth factor, NGF)나 신경영양물질(neurotrophin)을 

투여하기 위한 연구도 진행 중이지만, 이는 drug delivery에서 문제점을 갖고 있

다. 인간의 두뇌는 강력한 뇌막 (blood brain-barrier)으로 보호를 받고 있고, 이 

막은 특정물질에 대한 선택성을 보이기 때문에 생리적으로 단백질과 지방과 같

은 큰 분자량을 갖는 물질의 투과가 쉽지 않다. ChEIs와는 달리, 환자의 인지 능

을 향상시켜 주기 위한 ChAT activator로 보고된 FDA 승인 약품은 아직 없으

나 최근 일본 Kitasato 연구소에서 한약재로부터 NGF-like factor를 찾아냈고, 

이 물질이 ChAT 활성을 증진시킨다는 보고가 있었다. 현재까지의 치매의 치료

는 증상완화 또는 질병의 진행속도를 늦추는 것에 지나지 않고 질병자체를 치료

하지는 못하고 있다. 노인성 치매는 대부분 65세 이상의 고령인구에서 발병하고 

고령인구의 증가 추세에 따라 향후 노인성 치매환자를 돌보는 보호자들의 고통

과 치료비용을 포함한 경제적인 손실까지 고려한다면 노인성 치매는 점차 공중

보건문제에 있어 더욱 중요한 위치를 차지하게 될 것이다.
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제 2장 국내외․기술 개발 현황 

  

  Alzheimer's disease (AD)의 발병이 amyloid precursor protein (APP), 

presenilin (PS)1, PS2와 같은 단백질의 구조이상으로 일어난다는 사실은 이들 이

상단백질이 신경세포의 변성과 사멸을 가져오는 것이라 생각되고 있다. 최근의 

AD 연구는 amyloid β peptide (Aβ)에 의한 뇌세포 파괴, 그리고 이들 단백질의 

구조, 생리작용, 뇌 안에서의 축적에 의한 acetylcholine (ACh: neurotransmitter)

의 level 감소 등이 중심이 되고 있다. 

   AD의 치료는 병의 원인을 근본적으로 제거한다기보다 환자의 증세를 가볍게 

하고, 병의 진행속도를 지연시키는데 주안을 두고 있다. AD 환자에서 보는 주 

증세는 기억력, 인지능력, 학습능력의 감퇴에 있고, 이어서 감정 장애와 이상행동

을 가져온다. 이 중에서 가장 보편적인 증세인 기억력과 인지능력 장애에 대한 

대중요법, 즉 증세를 가볍게 해주는 치료가 유일한 치료법이 되었다. 

   AD 환자의 뇌에서는 basal forebrain 있는 mynert nucleus 신경세포가 대부

분 죽어 있어서 이 뇌신경세포가 지배하는 synapse와 대뇌피질과의 연결이 퇴화

되어 있다. 이들 신경세포는 신경전달 물질인 ACh를 생산하는 cholinergic nerve 

cell인데, 그 사멸로 인해서 AD 환자 뇌에서는 ACh 생산량이 현저하게 감소되어 

있다. 이러한 이유로 뇌에서의 ACh 농도를 높게 유지시키면 환자의 기억력, 인

지능력이 크게 회복된다고 보고된 바 있다. 실제로 임상에서는 이를 위해서 뇌 

안에 있는 ACh을 분해시키는 enzyme inhibitor를 사용하고 있다. 현재 각국에서 

사용되고 있는 AD치료제는 이러한 ACh 분해효소 억제제가 대부분이며 tacrine, 

그리고 aricept 등이 이에 속한다. 이밖에도 머크, 바이엘 등의 제약회사가 이와 

비슷한 약제를 시장에 내놓고 있다. Tacrine의 경우 간독성의 부작용이 커서 치

료중지의 경우가 많은데, 최근에 개발된 aricept는 이러한 부작용이 덜하다고 한

다. ACh의 합성을 촉진시키기 위해서 그 전구체인 콜린, 레시틴 아세틸 카니틴 

등을 투여하는 임상실험이 여러 번 시도되었으나, 이들 물질이 blood 

brain-barrier를 통과하지 못하고 그 효력이 단기간이라는 결점으로 현재는 주목

을 받지 못하고 있다. 현재 AD 환자를 치료하는 데 사용되고 있는 대증요법을 

종합해보면 아세틸콜린 보충 요법이 가장 효과적이며, 다른 치료약제는 별로 효

능을 나타내지 못하고 있다. 앞으로 더욱 효율 적인 대증요법을 개발하려면 

acetylcholinesterase (AChE) inhibitor 하나만을 대상으로 하지 않고 
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acetylcholine synthesis activator, brain nerve cell protector와 같은 여러 가지 

약제를 고려해 놓고, 여러 신경전달물질의 뇌 안에서의 증가를 가져오는 약제를 

개발할 필요가 있다. 

   또한 Aβ의 생성과 Aβ-induced cytotoxicity를 inhibition 또는 blocking 시켜

주는 연구는 genetic approach에 한해서 국내 연구진에서도 비교적 활발히 이루

어지고 있지만 개발된 신소재나 drug은 현재 전무한 실정이다. 
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제 3장 연구 내용 및 결과 

  

제 1절 뇌신경세포 손상으로부터 뇌세포 보호물질의 소

재화의 내용 및 결과

1. 서설

고유의 식용식물 자원으로부터 amyloid β peptide (Aβ) induced 뇌신경 독성 저

해 미량소재를 검색하고 이를 소재화 시키고자 한다. Aβ는 amyloid precursor 

protein (APP)의 abnormal cleavage로부터 생성된 40-42개의 peptide 물질이고 

Alzheimer's disease (AD)에서 중요한 pathogenetic material로 생각되어지고 있

다. AD에서의 뇌신경세포 괴사의 원인은 아직 불분명하지만 oxygen free radical

의 생성, reactive oxygen species (ROS)와 같은 oxidative injury가 뇌신경세포 

파괴 및 pathogenesis와 관련되어 있을 것으로 추정된다. AD 환자의 brain에서 

이들 oxidative stress (ROS, lipid peroxidation, protein modification, 

mitochondrial DNA oxidation)의 증가는 증명되고 있으며 이러한 생리적 대사 

이상은 amyloid plaques와 neurofibrillary tangles (NFT)와 같은 AD brain 고유

의 임상적 결과를 초래한다. 또한 Aβ는 intracellular free radical status를 유발

시키고 궁극적으로 cell death를 유도하여 Aβ와 뇌신경세포 파괴는 상관성이 있

는 것으로 보인다. Aβ에 의한 ROS, free radical 등의 생성은 Aβ-induced free 

radical-mediated neurotoxicity의 추정을 가능하게 하기 때문에 이들에 대한 연

구는 필수적이라 할 수 있다.

최근 식품성분에 대해 새로운 관점에서의 체계적인 연구가 발전함에 따라 식품

기원의 특정 성분들이 인체의 신경계, 생체 방어계, 세포분화 등 각종 생리기능 

조절계에 작용하여 직․간접으로 생체조절기능 효과를 나타낸다는 사실들이 밝

혀지고 있다. 이들 특정성분들에 의한 생체 조절계 및 생체 방어계에 대한 적절

한 조절이 가능하게 된다면 그것은 가장 자연스러운 건강유지를 위한 최적의 수

단이 될 수 있음을 의미한다. 식품에 도입되고 있는 생체 조절성 3차 기능은 발

병의 전 단계에서 식품을 통하여 예방한다는 적극적인 식품의 개념으로 향후 고

령화 사회에서 기능성식품 및 식품의약의 수요가 합성의약품을 상회할 것으로 
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예측되고 있기도 하다. 

본 연구그룹은 노인성 치매의 예방 및 치료용 phytochemicals를 자연 식용식물

자원으로부터 탐색하고 이를 의약, 식품의약 및 기능성식품의 원료로 소재화 함

에 있어 최종물질의 안전성을 확보, 의약품 및 기능성식품 소재로 실용화될 확률

을 높이고자 하며, 뿐만 아니라 국내 농․임업을 육성시킬 수 있는 최선의 대안

으로 자연 식용식물자원을 대상으로 신 물질을 탐색하고 개발하고자 본 연구를 

수행하였다.

본 연구에 사용한 금앵자 [金櫻子, Rosa laevigata]는 분류학상 장미목 장미과의 

덩굴성 상록 관목이다. 금앵자의 줄기는 길게 뻗어 다른 것에 기대어 감아 올라

가며, 아래에는 갈색의 억센 가시가 있다. 잎은 겹잎으로 길이는 5∼10㎝이며, 짙

은 녹색으로 광택이 있고 털이 없으며 단단하다. 작은 잎은 3개이며, 긴 타원형 

또는 바소꼴 달걀 모양으로 길이는 3∼5㎝이고, 끝은 날카롭고 뾰족하다. 잎축에 

가시가 있고, 턱잎은 잘 떨어진다. 5월 초순, 작은 가지의 끝에 약한 방향성의 꽃

이 1개씩 늘어서 달리는데, 꽃잎은 5개이다. 꽃부리는 순백색으로 평평하게 열려 

있고, 지름 6∼8㎝의 대륜이다. 열매는 서양 배 모양으로 작은 가시가 있으며, 말

려서 한약재로 쓴다. 중국 중남부, 일본, 타이완 등지에 분포한다. 성분으로는 꽃

받침과 열매에 유기산(사과산, 레몬산), 탄닌, 정유, 비타민 c, 수지, 사포닌이 있

다.

본 연구에서는 고유의 자연 식용식물자원으로부터 amyloid β peptide (Aβ) 

induced 뇌신경 독성 저해 미량소재를 검색하였고 검색과정에서 가장 높은 저해

율을 보인 금앵자 (Rosa laevigata)의 methanol 추출물로부터 저해 물질을 분리

하여 활성물질의 Aβ induced 뇌신경 독성 저해 효과와 인지력 향상 효과를 조사

하였고 아울러 그 구조적 특징을 조사하여 산업화의 기초자료로 사용하고자 하

였다.
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2. 재료 및 방법

가. 재료

본 실험에 사용한 식용식물 자원들은 서울 경동시장에서 직접 구입하였다.

실험에 사용된 Aβ25-35, Aβ1-42, hydrogen peroxide (H2O2), dimethyl sulfoxide 

(DMSO), 2´,7´-dichlorofluorescein diacetate (DCF-DA), 

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT), trypan 

blue, ascorbic acid 는 Sigma Co. (St. Louis, MO, USA)에서 구입하였고. Aβ42-1 

는 BACHEM (Bubendorf, Switzerland), Silica-gel and TLC plate 는 Merck 

Co. (Darmstadt, Germany)에서 구입하였다. C18-bondapak column은 Waters Co. 

(Milford, MA, USA)에서 구입하였다. 또한 인지능력 향상 실험을 위한 ICR 

mouse는 샘타코 바이오코리아에서 분양받아 사용하였다. 그 밖에 분석에 사용한 

시약은 모두 특급 수준의 시약을 사용하였다.

PC12 cell line (Rat pheochromocytoma cell)는 American type culture collection 

(ATCC, CRL-1721)에서 분양받아 사용하였다. Cell culture에 사용된 RPMI 1640 

medium, horse serum donor herd, fetal bovine serum and 

antibiotic-antimycotics는 Gibco-BRL
TM 

(Gaithersburg, MD, USA), sodium 

bicarbonate는 Sigma Co, filter membrane (pore size 0.22 m)는 Millipore 

Co.(Bedford, MA, USA)에서 구입하였다.

나. 실험 방법

1) 식용식물자원으로부터 검색시료 제조

식용식물자원을 Scheme 3-1-1 에서 표시한 것처럼 계통추출 하였다. 구입한 시

료를 위의 추출 방법에 따라 100℃에서 5분간 끓여서 효소 활성을 실활 시키고 

분쇄한 후 7,000 rpm에서 30분간 원심분리하고 상등액을 동결건조 하여 Fr. Ⅰ의 

시료를 조제하였다. 침전물은 건조시킨 후 연속적으로 hexan, methanol, 

ethylacetate 순으로 환류추출 한 뒤 각각의 상등액을 농축, 동결 건조하여 Fr. 

Ⅱ, Ⅲ, Ⅳ을 얻었다.
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 Scheme 3-1-1. 식용식물자원으로부터 계통추출을 통한 검색시료 제조
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2) In vitro  assay계의 확립 및 후보 식용식물의 1차 선정

식용식물자원을 대상으로 추출조건과 방법에 따라 시료를 추출한 후 신경세

포 괴사저해 성분을 다음과 같이 검색함. PC12 cell을 

antimicotics/antibiotics를 함유한 RPMI-1640 배지에서 배양하여 세포수가 

10
4
-10

6 
cell/㎖가 되었을 때 10 μM의 Aβ protein을 처리하여 oxidative 

stress를 유도한다. Aβ-induced oxidative injury는 DCF-DA 

(2',7'-dichlorofluoresine diacetate)를 이용하여 생성된 oxidative stress 정

도를 spectrofluorometer를 통해서 측정한다. 이후 oxidative stress에 의한 

cell cytotoxicity는 MTT assay를 통하여 측정하고 대조군과 식용식물자원

으로부터 추출한 추출액을 전처리한 군과 비교한다.

3) Cytotoxicity test

위의 in vitro assay계에 의하여 각 과제별로 선정된 시료를 MTT 

[(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] 등과 같은 

cytotoxicity test 방법으로 cell 독성을 검사함.

상기 독성검사를 끝으로 in vitro 최대 활성, 유효효능 및 무독성을 보인 시료를 

각 과제별 최종시료로 선정하여 in vivo test를 실시함.

In vivo behavioral test를 위한 ICR-male mouse와 최종선정 시료를 농도별로 

variation을 두어 준비한다. 최종 선정 시료는 각 group당 준비된 10마리의 

mouse에 자유롭게 제공하고, ICR-male mouse는 20-24 ℃, 30-70%의 상대습도

를 갖는 12-photoperiod chamber에서 food를 ad lib의 상태로 공급한다.

4) In vivo  assay계의 확립 및 최종시료의 in vivo  활성 측정

         

In vivo behavioral test를 위해 ICR-male mouse를 준비하고 최종선정 시료를 

각 group당 dose dependent 하게 제공한다. ICR-male mouse는 20-24℃, 

30-70%의 상대습도를 갖는 12-photoperiod chamber에서 사육한다. Scheme 

3-1-2와 같이 injection한 후 in vivo 활성을 시험한다.



- 26 -

Feed 
start

ICV 
injection

0 day
21st

day
24th

day
28th

day

Y-maze 
test

Passive 
avoidance 

performance

Feed 
start

ICV 
injection

0 day
21st

day
24th

day
28th

day

Y-maze 
test

Passive 
avoidance 

performance

Scheme 3-1-2. In vivo  experimental design

가) Y-maze test

위의 조건처럼 ICR-male mouse는 food와 선정시료를 약 3주간 ad lib의 상태로 

공급한다. 치매 유발성 물질로는 Aβ를 I.C.V (intracerebroventricular) injection

하여 각각  ⓐ, ⓑ, ⓒ 세 개의 arms를 갖는 Y-maze에서 행동실험을 실시한다. 

Y-maze는 길이 32.5 cm, 높이 15 cm 그리고 넓이 4 cm로써 각각의 arm을 A, 

B, C로 정한 다음 들어간 arms를 기록했다. Mouse를 arm에 넣고 아무런 자극 

없이 8 분 동안 자유롭게 움직이도록 둔다. 꼬리를 제외하고 arm에 두 뒷발이 

들어간 것을 측정하여 그 수치를 계산하였다.

나) Passive avoidance test

위의 조건처럼 ICR-male mouse는 food와 선정시료를 약 3주간 ad lib의 상태로 

공급한다. 치매 유발성 물질로는 Aβ를 각각 test 전에 I.C.V injection 하여 기억

력 실험을 실시한다. 이 실험은 실제 실험에 들어가기 전날에 기억상자와 같은 

장소에서 training을 시킨 다음 행동실험을 실시한다. 모든 mice를 실험 전날 실

험 상자에서 적응 훈련(명(明)실-명(明)실, 쇼크 없음-명(明)실, 쇼크 있음)을 실

시한 후에  24시간 뒤에 쇼크는 없고 빛은 있는 상태에서 1 마리당 300 sec 동
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안 실험한다. 

5) 활성 phytochemicals의 추출 및 정제

선정된 금앵자 (Rosa laevigata)를 hand mixer로 곱게 마쇄한 후 2 kg의 금앵자 

조말을 methanol 5배 부피로 4℃에서 2주 동안 정치시키면서 5회 추출한 후 감

압 농축하여 금앵자 methanol 추출물을 조제하다. 추출물로부터 methanol을 완

전히 제거한 후 hexane, chloroform, ethyl acetate를 각각 3배 부피로 환류 추출

하여 1차적인 물질 분리를 실시하였다. 추출된 crude methanolic extract는 극성

도에 따라 solvent partitioning을 실시하여 저해 활성을 확인하였다. 저해 활성이 

높게 나온 부분을 가지고 open silica gel column chromatography 

(CHCl3:MeOH)을 시행하여 11개의 소분획 (CHCl3:MeOH = 100:0, 90:10, 80:20, 

70:30, 60:40, 50:50, 40:60, 30:70, 20:80, 10:90, 0:100)으로 분획 하였다. 각각의 분

획을 Aβ-induced oxidative stress 저해 활성을 측정하여 그 중 저해 활성이 높

은 획분을 선정하여 분리하였다.

선정된 획분을 preparative silica-gel plate (glass, 100 × 200 mm)를 사용하여 

thin layer chromatography (TLC)를 실시하였다. 선정 획분을 3 × 10
5
 mg/ml 농

도로 methanol에 녹인 후 0.5 ㎕씩 4회 spotting하여 건조시킨 후 chloroform과 

methanol (80:20, v/v)으로 전개시킨 후 저해 활성을 측정하여 band를 분리하였

다.

분리된 활성 band를 Waters 2690 HPLC와 Waters μ-bondapack C18 revers 

phase (3.9 × 300 mm) column을 사용하여 활성 물질을 분리하였다. 0-100%의 

methanol과  물의 직선농도 구배로 변화를 주어 80 분간 실행하였다. 파장 범위

는 190-800 nm로 설정하고 flow rate는 분당 1.0 ㎖로 하였으며 한번에 10 ㎕씩 

시료 주입을 하였다. 사용 용매는 특급 methanol과 3차 증류수를 사용하였다 

(Table 3-1-1).
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Table 3-1-1. Condition of the analytical HPLC for purification of active 

component from Rosa laevigata.

Instrument  Waters 2690 　 　

Detector Waters 996 (at 200-800 nm)

Column μ- bondapak C18 (reverse phase, 3.9×300 mm)

Flow rate 1 ㎖/min

Mobile phase 0%∼100% Methanol (gradient elution)

Injection volume 10 ㎕ 　　 　

6) 정제 활성 phytochemicals의 구조 해석과 수식

정제된 물질 (4 mg)을 1H-NMR (600MHz)과 13C-NMR (MHz) (Brucker 

German, Advace-600)를 이용하여 측정하였으며, 정제된 물질 (1mg)을 

Electronic ionization (EI) mass (JEOL, JMS-AX505WA)를 이용하여 그 구조와 

mass size를 측정하였다. 

3. 결과

가. 자연 식물자원으로부터의 뇌신경세포 보호물질 검색

 

 1) In vitro  assay계 확립

식용식물자원을 대상으로 추출조건과 방법에 따라 시료를 추출한 후 신경세

포 괴사저해 성분을 검색하기위해 다음과 같은 in vitro  assay를 확립하였

다(Scheme 3-1-3).   
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호 성분을 검색한 결과, 냉수추출물 (Fr. Ⅰ), 헥산추출물 (Fr. Ⅱ), 열수추출 (Fr. 

Ⅳ)에서는 보호 효과가 매우 낮았기 때문에 활성 검토가 불가능하였다. Table 

3-1-2과 Fig. 3-1-1에서 나타낸 바와 같이 메탄올추출물 (Fr. III)에서는 들국화, 

치자, 죽즙, 금앵자가 좋은 효과를 보였다.

Table  3-1-2. Protective  effect  of the  Korean traditional plant 

extracts against oxidative  stress
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Fig.  3-1-1.  Protective effect  of  the plant  extracts  against  

oxidative  stress.

Group C was untreated control cultures. Group H was treated with 100 

µM H2O2. Group V was pre-incubated with 100 µM Vit C for 48 hr before 

H2O2 treatment. Sample groups were pre-incubated with sample (20 ㎕, 1 

㎎/㎖) for 48 hr before H2O2 treatment. Data represent the mean 

(n=4)±S.D.

1: Cinnamomum loureirii, 2: Capsella bursa-Pastoris, 3: Cinamomum 

camphora, 4: Eucommia ulmoides, 5: Eucommia ulmoides (leaf),

6: Chrysanthemum morifolium, 7: Rubus coreanus, 8: Epimedium 

koreanum, 9: Punica granatum, 10: Carthamus tinctorius,

11: Adenophora tryphilla var. japonica, 12: Plantago asiatica,

13: Gardenia jasminoides, 14: Poncirus trifoliate, 15: Rosa rugosa,

16: Rosa laevigata, 17: Benincasa cerifera Savi.,

18: Sasamorpha purpurascens Nakaki var. borealis Nakaki
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Fig. 3-1-2. Protective effect of the plant extracts against hydrogen 

peroxide-induced cell death.

Group C was untreated control cultures. Group H was treated with H2O2 (█: 

100 μM, ■: 200 μM). Group V was pre-incubated with 100 μM Vit C for 48 

hr before H2O2treatment. Sample groups were pre-incubated with sample  (30 

㎕, 1 ㎎/㎖) for 48 hr before H2O2 treatment. Data represent the mean 

(n=4)±S.D.

1: Chrysanthemum morifolium, 2: Gardenia jasminoides, 3: Rosa laevigata,  

4: Sasamorpha purpurascens Nakaki var. borealis Nakaki
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Fig. 3-1-3 Protective effect  of the  plant extracts against 

Aβ-induced  cell death.

Group C was untreated control cultures. Group A was treated with A

β (■: 10 µM, ▒: 20 µM). Group V was pre-incubated with 100 µM 

Vit C for  48 hr before Aβ  treatment. Sample groups were 

pre-incubated with sample (30 ㎕, 1 ㎎/㎖) for 48 hr before Aβ 

treatment. Data represent the mean (n=4)±S.D.

1: Chrysanthemum morifolium (들국화), 2: Gardenia jasminoides 

(치자),  3: Rosa laevigata (금앵자),

4: Sasamorpha purpurascens Nakaki var. borealis Nakaki (죽즙)
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다. In vivo  assay계의 확립과 최종시료의 in vivo  활성 및 독성검사

 In vivo behavioral test를 위해 ICR-male mouse를 준비하고 최종선정 시료를 

각 group당 dose dependent하게 제공한다. ICR-male mouse는 20-24℃, 30-70%

의 상대습도를 갖는 12-photo period chamber에서 사육한다.

1) In vivo  cytotoxicity test

 금앵자(Rosa laevigata) 추출물에 대한 methanol 획분을 농도별 (0, 400, 800, 

1200 ㎎/㎏)로 하여 독성 실험을 실시한 결과 실험 전․후의 body weight check

에서 비정상적인 변화는 발견되지 않았다. 특히 농도에 관계없이 각 group의 모

든 mice의 생존율이 100%였다(Table 3-1-3).

Table 3-1-3. Survival rate of experimental mice

Group Dose
(㎎/㎏, day) No. of mice No. of

survival mice
Survival rate 

(%)

C - 8 8 100

A - 8 8 100

R400 400 8 8 100

R800 800 8 8 100

R1200 1200 8 8 100

Group C : Injected with Aβ42-1, supplied with water

Group A : Injected with Aβ1-42, supplied with water

Group R400 : Injected with Aβ1-42, supplied with methanol extract of

            Rosa laevigata (400 ㎎/㎏, day)

Group R800 : Injected with Aβ1-42, supplied with methanol extract of 

            Rosa laevigata (800 ㎎/㎏, day)

Group R1200 : Injected with Aβ1-42, supplied with methanol extract of 

            Rosa laevigata (1200 ㎎/㎏, day)
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2) Y-maze test

 위의 조건처럼 ICR-male mouse는 food와 선정시료를 약 3주간 ad lib의 상태

로 공급한다. 치매 유발성 물질로는 Aβ를 I.C.V (intracerebroventricular) 

injection하여 각각  ⓐ, ⓑ, ⓒ 세 개의 arms를 갖는 Y-maze에서 행동실험을 실

시한다. Y-maze는 길이 32.5 cm, 높이 15 cm 그리고 넓이 4 cm로써 각각의 

arm을 A, B, C로 정한 다음 들어간 arms을 기록했다. Mouse를 arm에 넣고 아

무런 자극 없이 8 분 동안 자유롭게 움직이도록 둔다. 꼬리를 제외하고 arm에 

두 뒷발이 들어간 것을 측정하여 그 수치를 계산하였다.

Aβ를 주사하지 않은 control group은 Aβ를 group에 비해서 약 15% 이상의 안

정된 brain 활성을 나타내었고 400, 800, 1200의 sample 투여 group은 control 

group의 brain 활성과 비교할 때 거의 같거나 오히려 더 높은 활성을 보였다. 이

는 금앵자 sample (Rosa laevigata)이 Aβ의 효과를 blocking하여 거의 control 

수준의 brain 활성으로 회복시키거나 오히려 인지능력의 향상을 가져왔음을 의미 

한다(Fig. 3-1-4). 그리고 Aβ가 신체적인 운동기능의 저하가 아닌 기억학습능력

의 저하만을 초래하는 것을 확인하기위해 총 arm 통과횟수를 계산한 결과 group

간의 차이는 없었다(Fig. 3-1-5). 
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Fig. 3-1-4. Protectove effects of Rosa laevigata  extract against 

spontaneous alternation behavior.

Group C was injected with Aβ42-1. Group A was injected with 410 p㏖ of Aβ

1-42 per mouse. And sample groups (R400, R800, R1200) were injected with A

β1-42 after supplied with methanol extract of Rosa laevigata (400 ㎎/㎏, 800 ㎎

/㎏, 1200 ㎎/㎏ per day). Spontaneous alternation behaviors were measured 

during 8 min. Values indicate mean (n=8)±S.D. *P<0.01 vs Control group, 

#P<0.01 vs Aβ1-42 group.
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Fig. 3-1-5. The number of arm entries in the Y-maze test.  

Group C was injected with Aβ42-1. Group A was injected with 410 p㏖ of Aβ

1-42 per mouse. And sample groups (R400, R800, R1200) were injected with A

β1-42 after supplied with methanol extract of Rosa laevigata (400 ㎎/㎏, 800 ㎎

/㎏, 1200 ㎎/㎏per day). The number of arm entries was measured during 8 

min. And the number of arm entries did not change (P<0.01). Values indicate 

mean (n=8)±S.D.
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3) Passive avoidance test

 위의 조건처럼 ICR-male mouse는 food와 선정시료를 약 3주간 ad lib의 상태

로 공급한다. 치매 유발성 물질로는 Aβ를 각각 test 전에 I.C.V injection 하여 

기억력 실험을 실시한다. 이 실험은 실제 실험에 들어가기 전날에 기억상자와 같

은 장소에서 training을 시킨 다음 행동실험을 실시한다. 모든 mice를 실험 전날 

실험 상자에서 적응 훈련(명(明)실-명(明)실, 쇼크 없음-명(明)실, 쇼크 있음)을 

실시한 후에  24시간 뒤에 쇼크는 없고 빛은 있는 상태에서 1 마리당 300 sec 

동안 실험한다. 

Aβ를 주사하지 않은 control group은 Aβ group에 비해서 약 120 sec 정도의  

안정된 기억학습능력을 나타내었고 400 sample 투여 group은 Aβ의 기억학습능

력 저해를 극복시키거나 보완/예방하지 못하였다. 하지만 800, 1200 group은 

control group의 학습능력 활성과 비교할 때 control group과 거의 같거나 상회

하는 인지능력의 회복을 보여주었다. 이는 금앵자(Rosa laevigata) sample이 Aβ

의 기억학습능력 저해 효과 (인지능력과 학습능력의 상실유도)를 blocking하여 

control group이 보여주는 인지 능력을 나타내어줌으로써 뇌세포 신호전달을 정

상적으로 보호/회복시켜줌을 확인하였다(Fig. 3-1-6). 
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Fig. 3-1-6. Protective effect of Rosa laevigata extract against 

step-through latency in the passive avoidance test.

Group C was injected with Aβ42-1. Group A was injected with 410 p㏖ of Aβ

1-42 per mouse. And sample groups (R400, R800, R1200) were injected with A

β1-42 after supplied with methanol extract of Rosa laevigata (400 ㎎/㎏, 800 ㎎

/㎏, 1200 ㎎/㎏ per day). The step-through latency was measured during 300 

sec. Values indicate mean (n=8)±S.D. *P<0.01 vs Control group, #P<0.01 vs 

Aβ1-42 group.
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라. 선정된 뇌신경 세포 보호물질의 추출 및 정제

 

1) 활성 phytochemicals의 추출 및 정제

 선정된 금앵자 (Rosa laevigata)를 Scheme 3-1-5에 따라 추출을 실시하여 저해 

활성을 확인하였다(Fig. 3-1-7). 저해 활성이 높게 나온 부분을 가지고 open 

silica gel column chromatography (CHCl3:MeOH)을 시행하여 11개의 소분획 

(CHCl3:MeOH = 100:0, 90:10, 80:20, 70:30, 60:40, 50:50, 40:60, 30:70, 20:80, 

10:90, 0:100)으로 분획 하였다. 각각의 분획을 Aβ-induced oxidative stress 저해 

활성을 측정하여 그 중 저해 활성이 높은 80:20 획분을 선정하여 분리하였다 

(Fig. 3-1-8).

선정된 획분을 preparative silica-gel plate (glass, 100 × 200 mm)를 사용하여 

thin layer chromatography (TLC)를 실시하였다. 선정 획분을 3 × 10
5
 mg/ml 농

도로 methanol에 녹인 후 0.5 ㎕씩 4회 spotting하여 건조시킨 후 chloroform과 

methanol (80:20, v/v)으로 전개시킨 후 저해 활성을 측정하여 band를 분리하였

다(Fig. 3-1-9).

분리된 활성 band를 Waters 2690 HPLC와 Waters μ-bondapack C18 revers 

phase (3.9 × 300 mm) column을 사용하여 활성 물질을 분리하였다(Fig. 

3-1-10). 
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Scheme 3-1-5.  Solvent partition of methanol extract from Rosa 

laevigata
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Fig. 3-1-7. Protective effect of solvent-partitioned Rosa laevigata  

extract against oxidative stress.

Group C was untreated control cultures. Group H was treated with 100 μM 

H2O2. Group V was pre-incubated with 100 μM Vit C for 48 hr before H2O2 

treatment. Sample groups (H1 ∼ H3: hexane fractions, C1 ∼ C3: chloroform 

fractions, E1 ∼ E3: ethyl acetate fractions) were pre-incubated with sample   

 (20 ㎕, 1 ㎎/㎖) for 48 hr before H2O2 treatment. Data represent the mean 

(n=4)±S.D.
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Fig. 3-1-8. Protective effect of Rosa laevigata  extract against oxidative 

stress  by the silica-gel open column chromatography fraction.

Group C was untreated control cultures. Group H was treated with 100 μM 

H2O2. Group V was pre-incubated with 100 μM Vit C for 48 hr before H2O2 

treatment. Sample groups (fractions 1 ∼ 33) were pre-incubated with sample  

  (20 ㎕, 1 ㎎/㎖) for 48 hr before H2O2 treatment. The fraction was 

separated by stepwise gradient consisting chloroform and methanol (100:0, 

90:10, 80:20, 70:30, 60:40, 50:50, 40:60, 30:70, 20:80, 10:90, 0:100, respectively, 

repeated   3 times). Data represent the mean (n=4)±S.D.
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Fig. 3-1-9. Protective effect of Rosa laevigata  extract separated by 

TLC against oxidative stress.

Group C was untreated control cultures. Group H was treated with 100 μM 

H2O2. Group V was pre-incubated with 100 μM Vit C for 48 hr before H2O2 

treatment. Sample groups were pre-incubated with sample (20 ㎕, 1 ㎎/㎖) for 

48 hr before H2O2 treatment. The fifth band (Rf value 0.54) exhibited the 

highest protective activity. Data represent the mean (n=4)±S.D.
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Fig. 3-1-10. Isolation and purification of Rosa laevigata  extract by 

HPLC.

The data were collected over the range 200 ~ 800 ㎚ and detection was 

performed at 317.6 ㎚. A significant single peak was measured at 35 min. C18 

μ-bondapak reverse column: 3.9×300 ㎜, mobile phase: 55 min gradient of  0 

~ 100% methanol in water, flow rate: 1 ㎖/min, detector: PDA, injection 

volume was 10 ㎕ (20 ㎎/㎖).
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2)  정제 활성 phytochemicals의 구조 해석과 수식

정제된 물질을 
1
H-NMR (Fig. 3-1-11)과 

13
C-NMR (Fig. 3-1-12)를 이용하여 측

정하였으며, 정제된 물질 (1mg)을 Electronic ionization (EI) mass (Fig. 3-1-13)

를 이용하여 그 구조와 mass size를 측정한 결과 활성물질은 분자량 418의 

1,2-Benzenedicarboxylic  acid , d inonyl ester를  확인하였다(Fig. 

3-1-14).

Fig. 3-1-11. 1H-NMR spectrum of active component from Rosa 

laevigata.

Sample was dissolved in MeOD (methyl-d3 alcohol-dl) and recorded on high 

resolution NMR spectrometer (Avance-600, Bruker, German) operating at 600 

MHz and 25℃.
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Fig. 3-1-12 .  13C-NMR spectrum of active component from Rosa 

laevigata.

Sample was dissolved in MeOD (methyl-d3 alcohol-dl) and recorded on high 

resolution NMR spectrometer (Avance-600, Bruker, German) operating at 600 

MHz and 25℃.
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Fig. 3-1-13. EI-MS spectrum of active component from Rosa laevigata.

The spectrum was recorded on positive ion EI mass spectrometer (JMS 

AX505WA, JEOL, Japan).
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O
H3C(H2C)8O O

O(CH2)8CH3

Fig. 3-1-14. Supposed structure of protector against Aβ-induced 

oxidative stress.

In current study, the protector is guessed as the dinonyl phthalate. The 

1 ,2-Benzenedicarboxylic  acid , d inonyl ester  has a benzene ring and 

two ester group.
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제 2절 아세틸콜린 생성촉진을 위한 합성효소 활성화  

물질의 소재화의 내용 및 결과

1. 서설

  

 고도의 경제성장과 함께 현대 사회는 복지수준 및 의료 기술의 향상으로 인해 

사람들의 평균수명이 점차 늘어가고 있으며 이에 따라 노인성 질환에 대한 관심, 

특히 치매에 대한 관심이 증가되고 있다. 실제로 치매의 발병률은 60세 이상에서 

증가되는 것으로 알려져 있다. 우리나라에서 뿐만 아니라 미국, 일본, 중국 등지

에서도 그 발병율과 그에 따른 사망률은 해마다 증가되어 그에 따른 크나 큰 사

회적 문제를 일으키고 있다. 치매의 형태는 다양한데 50%는 알츠하이머병 치매, 

20∼30%는 혈관성 치매,  그리고 나머지는 알코올성 치매와 파킨슨병 치매 등이 

있으며 그 중 15∼20%는 알츠하이머와 혈관성 치매를 동시에 앓고 있는 것으로 

알려져 있다. 알츠하이머병 (Alzheimer's disease)은 대부분 치매의 일반적 형태

이며 노화와 밀접한 관계가 있는 것으로 알려져 있다. 그러므로 노령화가 되고 

있는 현대사회에서 최대의 질환일 뿐만 아니라 21세기에 당면할 심각한 문제가 

될 것으로 예상된다. 치매는 초기에 건망증으로 시작해서 기억력, 추상적 사고력, 

창의력의 상실, 판단력의 저하 등이 점차적으로 일어나며 시간 감각과 방향감각

의 상실까지 일어나 결국엔 일상적인 생활을 할 수 없게 되고 결국엔 죽음에 이

르게 된다. 알츠하이머병의 원인은 여러 연구의 진행이 있었음에도 불구하고 아

직까지 정확하게 밝혀 진 바가 없으며 단지 신경전달물질인 acetyl choline의 수

준을 높이는 것으로 대부분 치료의 목적을 두고 있다. Acetylcholine의 생성을 직

접적으로 활성화 시켜주는 인자가 choline acetyltransferase (ChAT)로 알려져 

있는데 이것은 뇌의 전두엽의 chonlinergic neuron에 존재한다. 뇌의 전두엽 

(basal forebrain)은 cholinergic neuron을 상당수 포함하고 있고, 이 부위에 있는 

cholinergic neuron이  인지능력을 관장하고 있는 것으로 보인다. 노인성 치매환

자에 있어서 ChAT의 양은 급격히 감소되는 것을 볼 수 있고, ChAT의 활성도 

감소되어 acetylcholine의 농도가 낮아진다. ChAT는 신경의 pre-synaptic 부분에

서 choline과 acetyl-CoA로부터 acetylcholine을 생성하는 효소로 활성을 증진시

켜주기 위해 신경 성장인자 (nerve growth factor, NGF)나 신경영양물질 

(neurotrophin)을 투여하기 위한 연구도 진행 중이지만, 이는 drug delivery에서 

문제점을 갖고 있다. 인간의 두뇌는 강력한 뇌막 (blood brain-barrier)으로 보호

를 받고 있고, 이 막은 특정물질에 대한 선택성을 보이기 때문에 생리적으로 단

백질과 지방과 같은 큰 분자량을 갖는 물질의 투과가 쉽지 않다. ChEIs와는 달

리, 환자의 인지 능을 향상시켜 주기 위한 ChAT activator로 보고된 FDA 승인 

약품은 아직 없으나 최근 일본 Kitasato 연구소에서 한약재로부터 NGF-like 
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factor를 찾아냈고, 이 물질이 ChAT 활성을 증진시킨다는 보고가 있었다.

  본 연구에 사용한 칡 (Pueraria thunbergiana)는  콩과에 딸린 여러해살이 덩

굴나무로 우리나라 각지의 산 양지쪽이나 골짜기 같은데 흔히 자란다. 칡은 약 

70%가 물로 되어 있으나 그 밖에 당분, 섬유질, 단백질, 철분, 인, 비타민 등이 

골고루 들어 있으며 다이드제인, 다이드진 등 열을 내리고 머리 아픈 것을 낫게 

하며 혈압을 낮추는 성분이 들어 있다. 칡의 어린 순은 ‘갈용’ 이라 하여 몸의 원

기를 돋우는 약으로 쓰이기도 하며 칡뿌리는 감기, 두통, 협심증, 갈증이 나는데, 

당뇨병, 설사, 이질 등에 약으로 쓰인다, 또한 칡꽃은 열은 내리고 가래를 잘 나

오게 하면 술독을 푸는데 쓰인다. 이 밖에도, 동의보감에 명시된 칡의 약성은 ‘풍

한으로 머리 아픈 것을 낮게 하고 술독을 풀어주며 입맛으로 좋게 하고 소화를 

잘되게 하며 허해서 나는 갈증에 아주 좋다.’ 라고 되어 있으며  그 밖에도 부종 

및 황달, 고혈압 등에도 효과가 있다고 알려져 있다. 

본 연구에서는 자연식용식물자원이 추출물에 대하여 choline acetyltransferase 

(ChAT) 활성 검색과정에서 가장 높은 활성을 보인 칡 (Pueraria thunbergiana)

의 methanol 추출물로부터 활성물질은 분리하여 그것의 ChAT 활성 효과와 인

지력 향상 효과를 조하사고 아울러 그 구조적 특징을 조사하여 산업화 하고자 

하였다. 

2. 재료 및 실험방법

 

가. 재료 

  본 실험에 사용한 시료들은 서울 경동시장에서 직접 구입하였다. Choline 

acetyltransferase 활성도를 측정하기 위해 choline chloride와 eserinhemisulfate, 

sodium tetraphenylborate, toluene은 Sigma 제품을 사용하였으며, acetyl 

coenzyme A [acetyl-1-14C]는 NEN (Boston, MA, USA)로부터 구입하여 사용하

였다. Aquasol은 Packerd(CT, USA)에서 구입하였으며 cell culture를 위하여 

minimum essential medium과 FBS (fetal bovine serum), Trypsin-EDTA, 

Penicillin-Streptomycin은 Gibco-BRLTM (Gaithersburg, MD, USA)제품을 사용

하였다. 시료의 분석을 위해 Analytical HPLC column은 μ-bondapack C18 

reverse phase (3.9 × 300mm)를 Waters Co. (Miliford MA, USA)에서 구입하여 

사용하였다. 또한 인지능력 실험을 위해 ICR mouse를 샘타코에서 분양받아 사용

하였다. 그 밖의 분석에 사용한 시약은 모두 특급 수준의 시약을 사용하였다. 
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나. 실험 방법

1) 아세틸콜린 합성효소 활성화 물질의 검색시료 제조

  자연 식용식물자원을 세부과제 1과 같이 계통추출 하였다. 구입한 시료를 파쇄

한 재료와 파쇄하지 않은 재료로 구분하여 위의 추출 방법에 따라 100℃에서 5

분간 끓여서 효소 활성을 실활 시키고 분쇄한 후 7,000 rpm에서 30분간 원심분

리하고 상등액을 동결건조 하여 Fr. Ⅰ의 시료를 조제하였다. 침전물은 건조시킨 

후 연속적으로 hexan, methanol, ethyl acetate 순으로 환류추출 한 뒤 각각의 상

등액을 농축, 동결건조 하여 Fr. Ⅱ, Ⅲ, Ⅳ을 얻었다. 

2) 아세틸콜린 합성효소 활성효과 측정

 가) 아세틸콜린 합성효소 활성도 측정을 위한  in vitro assay 계 확립 

   MC-IXC cell을 antimicotics/antibiotics를 함유한 MEM 배지에서 배양하

여 세포  수가 10
7
-10

8 
cell/ml가 되었을 때 cell lysis buffer를 이용하여 

cell로부터 choline acetyltransferase (ChAT)를 조제한다. Enzyme의 농도는 

Bradford 법을 이용하여 측정한다. 10,000 x g에서 원심분리 하여 얻은 

crude enzyme (ChAT)와 기질용액 (50 mM Potassium phosphate buffer, 

0.1 mM Eserine, 8 mM Choline chloride)과 25 μM[1-14C]Acetyl Co A를 

넣고 반응시킨 후 toluene과 Aquasol의 cocktail용액을 넣고 반응 정지시켜

서 그 상등액을 liquid scintillation counter를 이용하여 측정한다(Scheme 

3-2-1).

Scheme 3-2-1.  ChAT assay  for  screening.
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나) 용매별 추출 획분에서의 아세틸콜린 합성효소 활성화 성분 검색

  위에서 확립한 1차 assay계를 이용하여 활성을 검색한다. 상기에서 추출

한 각각의 획분을 1 mg/ml의 시료로 만든 후 그 중 100 ㎕ (250 ㎍/㎖)을 

기질, enzyme과 함께 넣어 반응 시켜 그 활성을 측정한다.

다) 아세틸콜린 합성효소 활성화 성분의 2차 검색 방법 

  MC-IXC cell을 antimicotics/antibiotics를 함유한 MEM 배지에서 배양하

여 세포수가 106-107 cell/ml가 되었을 때 추출한 sample을 첨가한다. 3일 

경과 후 cell lysis buffer를 이용하여 cell로부터 choline acetyltransferase 

(ChAT)를 조제한다. 10,000 x g에서 원심분리 하여 얻은 ChAT를 

Bradford assay 법을 이용하여 단백질 정량을 한 후 기질용액(8 mM 

choline chloride) 90 ㎕와 25 μM [14C] acetyl CoA를 첨가하여 37℃에서 60 

분간 incubation시킨다. 생성된 acetylcholine을 5 mg/ml sodium 

tetraphenyl borate와 Toluene+Aquasol solution으로  처리 한 후 3,000 rpm

에서 원심분리 하여 상층액을 취하고 이를 liquid scintillation counter로 측

정한다(Scheme 3-2-2).

* 활성도(%)

= {(sample reaction-enzyme reaction)/(enzyme reaction)}×100

라)  In vitro cytotoxicity

 위의 1, 2차 screening을 통해서 선정된 시료를 MTT 

[(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] 등과 같은 

cytotoxicity test 방법으로 cell 독성을 검사한다. 상기 독성검사를 끝으로 in 

vitro 최대 활성, 유효효능 및 무독성을 보인 시료를 각 과제별 최종시료로 선정

하여 in vitro, vivo test를 진행한다(Scheme 3-2-3).
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Scheme 3-2-2. ChAT assay for second screening

+Substrate 100 ㎕(50 mMK-phosphate buffer        

0.1 mMEserine

8 mMCholine chloride 

25 uM[1-14C] Acetyl Co A)

+K-phosphate buffer 100ul

37 OC, 60 min incubation

5 ㎎/㎖Sodium tetraphenylborate 1 ㎖ + [Tolune + Aquasol (1:250) ] 2 ㎖

Mixing

Cfg. at 3000 rpm , 10 min

Supernatant 1 ㎖ + [T+A (1:250) + 특급Ethanol (7:3) ] 1 ㎖

In scintillation vial

Liquid scintillation counter로read
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1.20ⅹ107
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After 5days
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Cfg. at 3000 rpm , 10 min

Supernatant 1 ㎖ + [T+A (1:250) + 특급Ethanol (7:3) ] 1 ㎖

In scintillation vial

Liquid scintillation counter로read

MC-IXC cell
1.20ⅹ107

sample 100 ㎕

After 5days
Enzyme 200 ㎕

+
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Scheme 3-2-3. Assessment of cell viability by MTT reduction assay 
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3)  In vivo assay계의 확립과 최종시료의  in vivo 활성 및 독성 검사 

  실험동물로 ICR mouse (5주령)를 샘타코에서 구입하여 사용하였다. 실험동물

을  2일간 적응시킨 후 최종 시료의 조시료를  0.15%, 0.32%, 0.53%로 물에 녹

여서 각 group당 준비된 10마리의 mouse에 3주간 급여 하였다. Mice는 20-24℃, 

30-70%의 상대습도를 갖는 12-photo-period chamber에서 food and water를 ad 

lib. 의 상태로 공급하였다(Scheme 3-2-4).

 

Scheme 3-2-4. Experimental schedules for pre-treatment for 3 weeks  

various doses of Pueraria thunbergiana  (PT) 

 

 가) Y-maze test

   치매 유발 물질로 scopolamine (1.0 ㎎/㎏) 100 ㎕을 대조군과 실험군에 주사

하여 일시적인 memory impairment를 유도 한 다음 30 분 후 실험을 실시한다. 

정상군은 scopolamine 대신에 sodium chloride 0.85% (W/V)를 주사하였다. 

Y-maze는 길이 32.5 cm, 높이 15 cm 그리고 넓이 4 cm로써 각각의 arm을 A, 

B, C로 정한 다음 들어간 arms을 기록했다. Mouse를 arm에 넣고 아무런 자극 

없이 8 분 동안 자유롭게 움직이도록 둔다. 꼬리를 제외하고 arm에 두 뒷발이 

들어간 것을 측정하여 그 수치를 계산하였다.

 나) Passive avoidance test 

   모든 mice를 실험 전날 실험 상자에서 적응 훈련 (명(明)실-명(明)실, 쇼크 없

음-명(明)실, 쇼크 있음)을 실시한 후에  24시간 뒤에 쇼크는 없고 빛은 있는 상

태에서 1 마리당 300 sec 동안 실험한다. 실험 당일 scopolamine (1.0 ㎎/㎏) 100 

㎕을 복강 주사하여 memory impairment을 유도한 다음 30 분 후 test를 실시하

여 암실로 들어가는 시간 (step through latency)을 측정한다. 대조군은 정상 사

육한 다음, 시험당일 sodium chloride 0.85% (w/v)를 주사한다.

-21th day

(Feed start)

Daily administration of various doses of  PT

-2 -1 0
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injection   

and 
Passive 

avoidance  

Scopolamine 
injection &

Y-maze
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다) In vivo 상의 독성검사

  독성 여부를 보기 위해 몸무게의 변화와 간 독성을 측정하였다. 

  (가) 급성 독성과 몸무게의 변화 

   급성독성을 보기위해 생존율(%)과 몸무게의 변화를 보았다.

  (나) GOT (glutamic oxaloacetate transaminase) 및 GPT (glutamic pyruvate 

transaminase) 활성도 

   간 독성을 보기위해 GOT, GPT kit을 이용하여 혈청에서 검사하였다. 각각의 

기질을 1 ㎖ 씩 시험관에 넣고 37℃ 수조에서 가온한 후 혈청 0.2 ㎖씩 넣은 후 

GOT의 경우 60 분, GPT의 경우 30 분간 반응시킨 다음 발색액 

2,4-dinitrophenyl hydrazine을 1.0 ㎖ 씩 넣고 실온에서 20 분간 반응시킨 후 0.4 

N-NaOH을 10.0 ㎖씩 넣어 반응을 중지 시켰다. 반응 중지 30 분 후에 505 nm

에서 측정하고 여기서 얻은 검량 곡선을 이용하여 효소의 활성단위로 환산하였

다. 

4) 칡(Pueraria thunbergiana)으로부터 아세틸콜린 합성효소 활성물질의 정

제 및 구조 분석

 

 가) Choline acetyltransferase 활성물질의 분리

   선정된 칡 (Pueraria thunbergiana)을 곱게 마쇄 한 후 methanol을 무게의  5 

배 부피로 상온에서 5일간 정치시키면서 2회 추출한 후 감압 농축하여 칡  

methanol 추출물을 조제하였다. 추출된 crude methanolic extract는 극성도에 따

라 solvent partitioning을 실시하여 ChAT 활성을 확인하였다. 활성이 높게 나온 

부분을 가지고 open silica gel column chromatography (chloroform : methanol)

을 시행하여 11개의 소분획(CHCl3:MeOH = 100:0, 90:10, 80:20, 70:30, 60:40, 

50:50, 40:60, 30:70, 20:80, 10:90, 0:100)으로 분획 하였다. 각각의 분획을 가지고  

활성을 측정하여 그 중 활성이 높은 획분을 선정하여 2차 open silica gel 

column chromatography (chloroform : methanol) 시행하여 8개의 획분 

(CHCl3:MeOH = 100:0, 96:4, 92:8, 90:10, 88:12, 85:15, 80:20, 0:100)으로 나누고 

그 중 활성이 가장 높은 획분을 분리하였다. 

 나) HPLC에 의한 칡 (Pueraria thunbergiana)의 ChAT 활성물질 분리

   Waters 2690 HPLC와 Waters μ-bondapack C18 revers phase (3.9 × 300 

mm) column을 사용하였다. 0-100%의 methanol과  물의 직선농도 구배로 변화

를 주어 80분간 실행하였다. 파장 범위는 190-800 nm로 설정하고 flow rate는 
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분당 1.0 ㎖로 하였으며 한번에 20 ㎕씩 시료 주입을 하였다. 사용 용매는 특급 

methanol과 3차 증류수를 사용하였다(Table 3-2-1).

Table 3-2-1. Condition of the analytical HPLC for purification of ChAT 

activator from Pueraria thunbergiana 

Instrument  Waters 2690 　 　

Detector Waters 996 (PDA:photodiode array detector)

Column μ- bondapak C18 (reverse phase, 3.9 × 300 mm)

Flow rate 1.0 ㎖/min

Mobile phase 0 %∼100 % Methanol (gradient elution )

Injection volume 0.02 ㎖ 　　 　

 다) 활성 물질의 NMR 및 EI mass 분석

   HPLC에서 정제된 물질과 내부 기준 물질 (daidzein)을 1H-NMR (600MHz)과 
13C-NMR (MHz) (Brucker G erman, Advace-600)를 이용하여 측정하였으며, 정

제된 물질을 Electronic ionization (EI) mass (JEOL, JMS-AX505WA)를 이용하

여 그 구조와 mass size를 보았다. 

3. 결 과

가. 자연 식물자원으로부터의 아세틸콜린 합성효소 활성 검색

 1) 아세틸콜린 합성효소 활성성분의 assay계 확립

  노인성 치매에 있어서 신경전달 물질인 acetylcholine을 합성시켜 주며 뇌기능

을 유지시켜 주는 효소로 보고되어 있는 choline acetyltransferase를 활성화시키

는 물질의 assay계를 neuroblastoma cell line (MC-IXC) 과 radioisotope 

([C14]-acetyl Co-A)를 이용하여 Scheme 3-2-1 같이 확립했다.

 2) 아세틸콜린 합성효소 활성물질의 검색 및 선정

   자연 식용식물자원을 이용하여 확립한 assay계에 적용하여 냉수 추출 획분 

(Fr. Ⅰ), hexane 추출 획분 (Fr. Ⅱ), metahnol 추출 획분 (Fr. Ⅲ) 및 열수 추출 

획분 (Fr. Ⅳ)을 대상으로 검색한 결과  구기자(Lycium chinense), 칡(Pueraria 

thunbergiana), 탱자(Poncirus trifoliata)에서 각각 32.8%, 46%, 25.8%의 활성을 

보였다(Table 3-2-2). 대부분의 활성은 주로 methanol 추출물에서 높게 나타났으

며 열수 및 냉수 추출물에서는 활성이 낮거나 거의 나타나지 않았다. 1차 활성검

색 시 높은 활성을 보인 시료들을 대상으로 2차 활성검색을 실시한 결과, Table 
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3-2-3에 나타난 것처럼 에서의 칡의 methanol 추출물이 가장 높은 활성을 가지

고 있음이 밝혀졌다. 또한 이들 시료의 cytotoxicity를 측정한 결과 칡이 가장 안

전하게 나타났다(Fig. 3-2-1). 그러므로 합성효소의 활성화 효과와 수율 및 안정

성을 고루 만족시키는 점을 고려하여 칡을 선정하였다. 
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Table 3-2-2. Choline acetyltransferase (ChAT) activation effect of the 

extract from natural edible plants.

Scientific name Common name Fr. 1 Fr. 3

Diospyros kaki 감입차 - -10.0 

Glycyrrhiza glabra L. 감초차 7.4 10.7

Glycine max 검정콩차 -1.5 ㅡ

Cassia tora 결명자차 -27.6 -25.0 

Lycium chinense 구기자차 -7 32.8

Capsella bursa-Pastoris 냉이차 18.8 -9.4

Cinamomum camphora 녹차 - -15.8

Laminaria japonica 다시마차 - 0.5

Astragalus membranaceus 단더섬차(황기) 1.4 3.9

Angelica gigas 당귀차 9.1 3.9

Pueraria  thunbergiana 칡차 - 46.0

Codonosis lanceolata 더덕차 -8.6 9.5

Platycodon grandiflorum 도라지차 20.7 -21.5

Eucommia ulmoides 두충차(껍질) -22.4 10.3

Eucommia ulmoides 두충차(잎) - -2.1

Polygonatum japonicum 둥글레차(잎) - ㅡ

Polygonatum japonicum 둥글레차(줄기) - ㅡ

Chrysanthemum morifolium 들국화차 - -10.7

Perilla frutescens Var. japonica 들깨차 - ㅡ

Pseudocydonia sinensis 모과차 - -12.1

Taraxacum platycarpum 민들레차 - -6.0 

Menta arvensis var. japonica 박하차 - -8.9

Opuntia ficus-indica Mill. 

Saboten Makino
백년초차 - -5.1

Hordeum vulgare var. 

hexastichon
보리차 - ㅡ

Eribotrya japonica 비파잎차 - -3.3

Morus alba 뽕잎차 - 8.3

Rubus coreanus 산딸기차 - ㅡ

Cornus officinalis 산수유차 - 8.3

Epimedium koreanum 삼지구엽차(음양곽) 12.8 -6.1

Atractylodes japonica 삽주차(창출) - 11.5

Punica granatum 석류차 - -28.5

(continued)
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Scientific name Common name Fr. 1 Fr. 3

Zingiber officinale 생강차 - ㅡ

Pinus densiflora 솔잎차 - 3.8

Artemisia asiatica 쑥차 - -13.7

Nelumbo nucifera 연차 - -8.8

Schizandra chinensis 오미자차 - -25

Zea mays 옥수수차 1.9 2.3

Citrus junos 유자차 - -17.2

Coix lacryma-jobi var. ma-yuen 율무차 - 0.8

Akebia quinata 으름덩굴차 - 10.9

Ginko biloba 은행차 - ㅡ

Panax ginseng 인삼차 - 1.8

Carthamus tinctorius 잇꽃차(홍화) - -0.3

Adenophora tryphilla var. 

japonica
잔대차 - 10.0 

Plantago asiatica 질경이차 - 3.9

Gardenia jasminoides 치자차 - -0.3

Cichorium intybus L. 치커리차 - 0.5

Poncirus trifoliata 탱자차 - 25.8

Trichosanthes kirilowii 하늘타리차 - ㅡ

Rosa rugosa 해당화차 0.8 -7.9

Helianthus annus 해바라기차 - 9.8

Oryzae sative 현미차 - 0.4

Juglans sinensis 호도차 - 4.1

Cucurbita moschata 호박차 - 1.3

Triticum aestivum 우리밀차 -13.9 16.0 

Achyranthes ascendens Amaranth 0 14.8

Allium cepa L. Onion 0 5.1

Allium fistulosum L. Scallion (thick) 0 16.35

Allium fistulosum L. Scallion 0 25

Allium fistulosum L. Scallion (thin) 0 29

Allium fistulosum L.
Scallion (thin 

young)
0 10.8

Allium monanthum Wild rocambole 0 1

Allium ouensanense L. 1 15.4

Allium sativum L. Garlic (young) 3 5.2

Allium sativum L. Garlic (leaf) 0 0

Allium sativum L. Garlic (trunk) 4 4.2

Allium sativum L. Garlic 0 10

Allium tuberosum L. Leek (leaf) 0 13.7

(continued)
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Scientific name Common name Fr. 1 Fr. 3

Allium tuberosum L. Leek (trunk) 0 24.1

Allium tuberosum L. Leek (from China) 0 24

Amaranthus mangostanus L. 0 5

Anethum graveolens L. Dill seed 0 2

Angelica archangelica L. 0 0

Apium graveolens L. Celery 0 10

Apium graveolens L. Celery (seed) 3 22.4

Aralia elata seemann 
Japanese anelica 

tree
0 11

Armoracia rusticana Horseradish 6 0

Artemisia draccucculus Tarragon 4 0

Artemisia vulgaris Mugwort 0 0

Astar scaber Chwi 0 0

Beta vulgaris Beet 0 1

Beta vulgaris var. Swiss chard 0 0

Brassica juncea Mustard leaf 0 0

Brassica juncea 
Mustard leaf (wild 

type)
1 1

Brassica juncea Mustard leaf 0 1

Brassica alba Mustard leaf 3 11.5

Brassica alba Mustard 2 4.2

Brassica alba Mustard (trunk) 9 1.8

Brassica oleracea L. botrytis Cauliflower 0 6.4

Brassica oleracea L. capitata Cabbage 1 18.1

Brassica oleracea L. var. italica Broccoli 10 19.3

Brassica oleracea L. var. 

acephala
Kale 0 1

Brassica oleracea L. var. 

acephala
Kale (root) 0 4

Brassica rapa
Green vitamin 

(young)
0 0

Brassica rapa Green vitamin 0 0

Capsella bursa-pastoris Pickpurse 0 0

Capsicum annuum L. Paprika 0 0

Capsicum annuum L. Pepper corn (pink) 0 15.2

Capsicum annuum L. Pepper corn (green) 1 12.3

(continued)
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Scientific name Common name Fr. 1 Fr. 3

Capsicum annuum L.  Pepper (leaf) 0 16

Capsicum annuum L. Pepper (seed) 1 23

Capsicum annuum L. Green bell pepper 4 24.7

Capsicum annuum L. Pepper (trunk) 0 19

Capsicum annuum L.
Pimento (sweet 

pepper)
0 13

Carum carvi Caraway 0 13

Chilicon carne Pepper (hot) 10 13.7

Chrysanthemum coronarium Crown daisy 1 23.8

Cichorium endivia Endive 0 6.4

Cicorium intybus L. Chichory (root) 11 1

Cicorium intybus L. Chichory (leaf) 0 5

Cicorium intybus L. Chichory (red) 0 11

Cinnamomum zeylanicum Cinnamon 0 0

Coriandrum sativum Coriander 0 0

Coriandrum sativum L. Coriander (Mexico) 0 0

Crocus sativus Saffron 0 4

Cuminum cyminum Cummin 0 5

Cymbopogon citrus Lemon 0 3

Curcuma longa L. Turmeric 0 17

Cucurbita moschate Pumpkin leaf 0 25

Elettaria cardamomum Cardamon 0 16

Eugenia carypphyllate Clove 0 11.5

Eruca vesicaria Summer salad 0 14.2

Foeniculum vulgare Fennel 0 20.7

Hemerocallis fulva Kuansh 0 24.6

Illicium verum Hooker Star anis 0 13

Ipomoea batatas Sweet potato 1 6.8

Ixeris dentata Lettuce (green) 2 0

Laurus nobilis Bay laurel 0 0

Lophanthus rugosus Wild type 7 0

Lophanthus rugosus Wild type (leaf) 0 1

Lophanthus rugosus Wild type (flower) 1 0

Lophanthus rugosus Wild type (young) 2 0

Lophanthus rugosus Wild type (old) 1 0

Malva verticillate Mallow 0 10

Medicago sativus Alfalfa 0 11.3

(continued)



- 69 -

Scientific name Common name Fr. 1 Fr. 3

Mentha spp Mint 0 10.4

Myristica fragrans Houtt Nutmeg 0 0

Myristica fragrans Houtt Mace 0 0

Ocimm basilicum L. Basil 0 0

Oenanthe javanica
Drop wort (wild 

type)
0 12

Oenanthe javanica Drop wort 0 16.3

Origanum vulgara L. Oregano 0 12.7

Papaver somniferum Poppy seed 0 15.4

Paphanus acanthiformis 4 18.9

Perilla frutescrs Perillae folium (leaf) 8 5

Perilla frutescrs
Perillae folium 

(young leaf)
3 24.3

Perilla frutescrs
Perillae folium 

(green leaf)
11 18.9

Petasites japonicus Butter bur 0 25.1

Petroselinum crispum Italian seasoning 0 0

Petroselinum crispum Parsley (leaf) 0 0

Petroselinum crispum Parsley 0 1

Physalis francheti Green young pepper 0 10

Pimenta dioicalis Allspice 0 12.4

Pimpinella anisum Anise 4 19.7

Pimpinella brachycarpa Young 5 18.3

Pimpinella brachycarpa 11 11.5

Pipper nigrum L. Pepper (black) 5 10.8

Pipper nigrum L. Pepper (white) 1 1

Raphanus sativus Raddish 4 0

Rosmarinus officinalis Rosemary 0 0

Salvia officinalis Sage 0 0

Sedum sarmentosum Stringy stone crop 0 10.2

Sinapis alba L. Mustard 0 11.8

Taraxacum officinale L. Dandelion 0 22.4

Trigonella foenungraecum Fenugreek 5 25.2

(continued)
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* ChAT activity (%): The percentage of enzyme activity value for each 

sample was calculated with the control activity (100%). The final 

concentration of each sample in assay mixture was 25 ㎍/㎖.

Table 3-2-3. Second screening for ChAT activity

* The final concentration of each sample in assay mixture was 25 ㎍/㎖.

Scientific name Common name Fr. 1 Fr. 3

Lycium chinense 구기자차 -19 7.9

Pueraria thunbergiana 칡차 - 12.0

Poncirus trifoliata 탱자차 - 6.2

Scientific name Common name Fr. 1 Fr. 3

Valerianella locusta Corn salad 0 16.8

Vilola diamantica Butter bur leaf 11 13.2

Wasabia japonica Wasabia 0 5

Zanthoxylum piperitum Japanese pepper 0 1

Zingiber officinale Ginger 0 17.8

Petroselinum crispum Italian seasoning 0 7.4

Petasites japonicus Butter bur 0 15.6

Petroselinum crispum Italian seasoning 0 7.4

Zanthoxylum piperitum Japanese pepper 0 1

Zingiber officinale Ginger 0 17.8

Petasites japonicus Butter bur 0 15.6

Petroselinum crispum Italian seasoning 0 7.4

Artemisia capillaris 인진쑥 - 22.2

Gymnema sylvestre 김네마 - 16.6

Cuscuta japonica Chois 새삼(seed) - -3.9

Euphoria longana 용안육 - 9.5

Althaca rosea Cav. 접시꽃 0 5.4

Malva verticilata L. 아욱(seed) 0 3.4
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Fig. 3-2-1. Effect  of the  plant extracts on cell  death.

Control  was untreated. Sample groups were pre-incubated with sample (30 ㎕, 1 ㎎/

㎖) for 24 hr. C: control, P: Pueraria thunbergiana(칡), L: Lycoum chinense(구기자), 

Po: Poncirus trifoliata(탱자)

나. 아세틸콜린 합성효소 활성 물질의  in vivo  실험 및 독성검사

 1) 최종 선정된  아세틸콜린 합성효소 활성물질의 in vivo상의 독성실험

  칡(Pueraria thunbergiana) methanol 추출물을 농도별(0, 100, 500, 1,500 

mg/kg)로 하여 독성 실험을 실시한 결과 급성독성 실험 전․후의 body weight

에서 비정상적인 변화는 발견되지 않았다. 특히 농도에 관계없이 각 group의 모

든 mouse의 생존율이 100%였고, serum의 GPT (glutamic pyruvate 

transaminase), GOT (glutamic oxaloacetate transaminase) 변화도 SAS 

analysis 결과 유의성을 보이지 않음으로서 선정된 sample의 독성은 없는 것으로 

확인되었다 (Tables 3-2-4, -5, -6).

Table 3-2-4. Body weight and survival rate of scopolamine-induced 

mice orally administrated Pueraria thunbergiana  on acute toxicity.

Group No. of mice

Initial 

body weight 

(g)

Final 

body weight 

(g)

No. of 

mice survived

Survival 

rate (%)

Control 8 30 31.2 ± 2.5 8 100

100 ㎎/㎏ 8 30 32.0 ± 2.7 8 100

500 ㎎/㎏ 8 30 33.0 ± 2.7 8 100

1,500 ㎎/㎏ 8 26.0 ± 5.4 31.3 ± 2.5 8 100
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Table 3-2-5. Effect of Pueraria thunbergiana  methanolic extract on 

GPT in scopolamine-induced mice for 10 days.

 1)
Values represent the means (n=8) ± S.D.

 a)
Duncan's multiple range tests of SAS (statistical analysis system) showed no difference  

  (P<0.05).

Table 3-2-6. Effect of Pueraria thunbergiana methanolic extract on 

GOT in ICR mouse for 10 days

  1)
Values represent the means (n=8) ± S.D.

  a)
Duncan's multiple range tests of SAS (statistical analysis system) showed no difference   

   (P<0.05).

2) Y-maze test

 Scopolamine group은 sample을 전혀 먹이지 않은 group에 scopolamine을 주사

한 것이고, 나머지는 sample을 각각의 농도 (0.15, 0.32, 0.53%)로 급여하였던 

group에 scopolamine을 주사하여 실험을 실시한 것이다. Scopolamine을 주사하

지 않은 control group의  brain 활성을 100%로 보았을 때, scopolamine group은 

약 41%로서 control에 비해 약 16%의 저해를 보였다. 반 면 칡 methanol 추출물

을 투여한 group들은 각각  scopolamine group에 비해 25%, 19%, 16%의 brain 

활성을  보였다. 즉 scopolamine의 저해효과를 억제하였으며 특히 0.15%의 추출

물을 투여한 group은 control 만큼 약물의 저해효과를 회복/예방하였음을 확인하

였다 (Fig. 3-2-2). 

GPT (glutamic pyruvate transaminase) (kunits)

Control  38 ± 1.201)a

100 ㎎/㎏ 42 ± 0.43
a

500 ㎎/㎏ 39 ± 0.64a

1,500 ㎎/㎏ 38 ± 0.54
a

GOT (glutamic oxaloacetate transaminase) (kunits)

Control  124.5 ± 181)a

100 ㎎/㎏ 124.7 ± 21a

500 ㎎/㎏ 133.3 ± 35a

1,500 ㎎/㎏ 123.8 ± 37a
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Fig. 3-2-2.  Effects of Pueraria thunbergiana  extract on spontaneous 

alternation behavior in the scopolamine-treated mice.

Spontaneous alternation behavior during an 8 min session in the Y-maze task were measured on 

30 min after scopolamine injection. Values indicate means ±S.D. (n=8). *P<0.01, #P<0.01 vs 

Control group, #P<0.01 vs Scopolamine group.

3) Passive avoidance test

   실험 전 날 training 후 다음날  실험을 실시하였다. Scopolamine을 주사하여 

일시적 뇌기능 장애를 일으켜서 실험하였다. Scopolamine을 주사하지 않은 

control group의 인지 및 학습능력을 100%로 보았을 때, scopolamine group은 

73%로서 약 27%의 인지 및 학습능력 저해를 보였다. 대추 sample을 각각 0.003, 

0.006%를 pre-treatment한 group들은 78%, 89%의 인지 및 학습능력을 보임으로

써 5%와 16%의 약물 저해 억제효과를 보였다. 즉 scopolamine의 인지 및 학습

능력저하 효과는 대추sample의 pre-treatment로 상당부분 억제/회복되었다 (Fig. 

3-2-3). 
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Fig 3-2-3.  Effect of Pueraria thunbergiana extract on step-through 

latency in the retention trial of the multi-trial passive avoidance test in 

the scopolamine-treated mice. 

Test was carried out on 30 min after scopolamine injection. Values indicate means ±S.D. (n= 8).  

P<0.01 vs Control and sample treated groups.

다. 선정된 아세틸콜린 합성효소 활성성분의 정제

1) 칡(Pueraria thunbergiana)에서의 활성 물질의 탐색을 위한 1차 물질 분

리 

  최종 선정된 칡의 crude methanolic extract를 극성도에 따라 분획한 다음 각 

분획의 ChAT에 대한 효소 활성을 검색하였다. Hexane, chloroform, ethyl 

acetate의 순으로 분획한 결과 ehylacetate layer에서 136%의 유의적인 ChAT 

activation을 보였다 (Fig. 3-2-4).
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Fig. 3-2-4. Activation effect of Pueraria thunbergiana  extract on ChAT 

by the solvent partitioning. 

The highest activation effect of the first fraction of ethyl acetate is 136%. Sample concentration 

was 250 g/mL. Each value is the means (n=2) ± S.D. 

H: hexane fraction 

C: chloroform fraction

E: ethyl acetate fraction

2) Silica-gel open column chromatography에 의한 칡(Pueraria 

thunbergiana) methanol 추출물의 아세틸콜린 합성효소 활성화 

 Active component를 찾기 위해서 활성이 높았던 ethyl acetate 층을 first silica 

gel open column을 걸어 33개의 fractions를 얻었다 (Fig. 3-2-5). 이 중에서 

chloroform과 methanol의 비율이 90:10의 2번째 (5번) fraction에서 180.5 %의 유

의적인 activity를 보였다. 이 fractions를 대상으로 second silica gel open 

column을 실시하였다. 그 결과  24개의 fraction 중에서 chloroform : methanol = 

85 : 15의 3개의 fractions(16, 17, 18)에서 약 370%의 activation effect를 확인하

였다(Fig. 3-2-6).
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Fig. 3-2-5. Activation effect of Pueraria thunbergiana  extract on ChAT 

by the first silica gel open column chromatography. 

The highest activation effect of fraction is 180.4%. Sample concentration was 250 g/mL. Each 

value is the means (n=2) ± S.D. Solvent ratio is chloroform : methanol = (90 : 10).    
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Fig. 3-2-6. Activation effect of Pueraria thunbergiana  extract on ChAT 

by the second silica gel open column chromatography.

The highest activation effect of fraction is proximately 370%. Sample concentration was 250 

g/mL. Each value is the means (n=2) ± S.D. Solvent ratio is chloroform : methanol = (85 : 15).   
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3) HPLC에 의한 Pueraria thunbergiana  methanol 추출물의 활성물질 분리

   Waters 2690 HPLC에서 PDA detector와 C18 reverse column을 사용하였으며 

UV detector로 흡광도 248.5 nm, 39 min에서 single peak을 확인하였다(Fig. 

3-2-7).

Fig. 3-2-7. Gradient reversed Waters 2690 HPLC analysis of ChAT 

activator isolated from Pueraria thunbergiana.

μ-bondapak C18 reverse column: 3.9  300 mm, mobile phase: a 55 min gradient of 0 ~ 100% 

methanol in water, flow rate: 1 mL/min, detector: PDA, monitoring absorbance: 248.5 nm. 

Injection volume was 20 ㎕.
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라. 칡 (Pueraria thunbergiana)으로부터 정제된 활성물질의 구조 해석

 칡으로부터 정제된 물질을 구조를 해석하기위해 
1
H-NMR (Fig. 3-2-8), 

13
C-NMR (Fig. 3-2-9), EI-MS (Fig. 3-2-10)등을 실시하였다.

 
그 결과  정제된 

활성 물질은 분자량 254인 daidzein (4‘, 7-dihydroxyisoflavone) 임을 확인하였다 

(F ig . 3-2-11).

  

Fig. 3-2-8. 
1
H-NMR spectrum of ChAT activator isolated from 

Pueraria thunbergiana.

Sample was dissolved in MeOD (methyl-d3 alcohol-dl) and recorded on high resolution NMR 

spectrometer (Avance-600, Bruker, German) operating at 600 MHz and 25℃.
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Fig. 3-2-9. 
13
C-NMR spectrum of ChAT activator isolated from 

Pueraria thunbergiana.

Sample was dissolved in MeOD (methyl-d3 alcohol-dl) and recorded on high resolution NMR 

spectrometer (Avance-600, Bruker, German) operating at 600 MHz and 25℃.
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Fig. 3-2-10. EI-MS spectrum of ChAT activator isolated from Pueraria 

thunbergiana. The spectrum was recorded on positive ion EI mass spectrometer (JMS 

AX505WA, JEOL, Japan).
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Fig. 3-2-11. Molecular structure of ChAT activator, daidzein.

Daidzein shows a structure of isoflavone and is one of flavonoids, which is contained in Pueraria 

thunbergiana and other various foods, known to be biologically active compounds. Isoflavones, 

with a polyphenolic structure in which the β-ring is at carbon 3 instead of the more typical 

carbon 2, is found in natural plants. All contains 15 carbons in there nuclei structure, 

diphenylpropane (C6-C3-C6).

OOH

OH
O
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제 3절 자연 식물자원 함유 미량소재의 실용화 

1. 서 설

 자연 식물자원 중 식품으로 사용할 수 있는 식물 중에는 이미 알려져 있는 영

양소 이외의 각종 생체 조절 기능성을 갖는 성분이 존재한다는 것이 판명되고 

있다. 최근 치료만을 목적으로 하는 의료행위만으로는 다양한 질병에 대해 효과

적으로 대응할 수 없다는 판단에 따라 일상생활에서 질병을 예방하는 예방의학

에 대한 관심이 높아지고 있다. 특히 식품에 의한 질병 예방은 식품이 갖고 있는 

기능성에 대한 중요성을 더욱 크게 하고 있다. 

  일반적으로 기능성 성분은 미량으로 식품에 존재하기 때문에 충분한 효과를 

볼 수 없다. 따라서 이것을 양적인 면과 과 질적인 면  두 가지 모두 증강 시키

고 효과적인 기능이 발현될 수 있도록 식품으로 만들어야 한다. 가장 간단한 방

법은 식품중 함유된 기능성 성분의 양을 높은 순도로 분리, 정제 하는 것이다. 

이 경우 식품 중에 있는 지질, peptide, polysaccharide, oligo 당 등은 기능성 식

품으로 사용 할 수 있으며, 그 또한 저해제, phytochemical 등의 물질은 의약품

화 할 수 있다. 다른 방법은 농축으로 식품 내의 기능성 성분의 양을 증가시키거

나 기능성 성분을 식품에 첨가하여 기능적으로 강화된 식품을 설계할 수 있다. 

또한 이들 못지않게 중요한 것은 기능성 성분들을 공업적으로 대량생산하고자 

할 때 원료의 탐색과 확보로서 미사용 식용자원들의 이용 가능성에 대한 적극적 

검토가 필요로 한다.

 외국의 경우 cereal 제품에 미국 NCI의 연구결과를 표기한 것이 계기가 되어 

1993년 ‘Nutrition Labeling and Education Act"를 작성, 공포하였다. 또한 7개 항

목(지방 식품과 심장혈관질환, 저지방식품과 암, 칼슘 고함유 식품과 골다공증, 

저염 식품과 고혈압, 식이섬유를 함유한 곡류제품, 과일, 야채와 암, 식이섬유 특

히 수용성 식이 섬유룰 함유한 곡물 및, 과일, 야채, 곡류제품과 심장관상동맥질

환)에 대해 식품의 건강 강조 표시를 인가하였다. EU의 소비자들은 기능성 식품

에 대해 식사의 일부로 천연 물질에서 유래하는 식품을 섭취함으로써 질병의 예

방과 치료와 기타 의학적, 건강학으로 이익을 가져온다는 개념과 안전성의 문제

로 정제, 캡슐제의 사용보다는 식품이나 음료 등의 형태로 된 제품을 선호하고 

있다. Pro-biotic 음료 와 어유가 함유된 빵, 영양 드링크. 정신활성 드링크, 섬유

분이 풍부한 빵, 우유, 칼슘강화 오렌지 쥬스, 우유, 요구르트 등이 대표적이다.

국내 기능성식품에 대한 연구는 식품 및 천연물 중 생체 조절기능성분에 대한 

활성검사관계로 보고된 활성 물질은 고혈압 저해 및 억제제, 항암활성물질, 당뇨
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개선물질, 뇌질환개선물질 등 여러 부분에 다양하게 있으나 기능성식품에 대한 

시장도입이 활성화되어 있지 않으며 이를 위한 제도적 장치 또한 미비한 편이다. 

현재 ‘건강보조식품’의 형태로 각종 생리활성이 표시된 제품들이 시판되고 있으

나 기능성 식품에 따라 그 개념이 정립되어 있지 못한 상태이다. 

본 연구에서는 이미 오랫동안 식용 또는 약용으로 사용하여 안정성이 검증된 천

연 생물자원에서 각종 생리활성을 분석하고, 유효한 성분들을 분리하여 기능성 

식품의 소재로 개발하고자 한다. 

2. 최종적으로 선정된 시료들로부터 생리활성물질 추출조건의 최적화 및 공

업적 수준의 정제방법 확립

가. 금앵자(Rosa laevigata)로부터 뇌세포 보호물질 성분의 공업적 추출 및 

정제

  금앵자 (Rosa laevigata) 20 kg으로부터 뇌세포 보호 물질 성분을 공업적으로 

대량 추출하기 위해 10 L용 steam jacket이 부착된 추출기를 사용하였다

(Scheme 3-3-1). 약 5배의 methanol로 16 시간 동안 4회 반복 추출하였고 그 결

과 약 3 kg의 수율을 획득하였으며 lab-scale의 data와 크게 다르지 않는 보호 

활성을 보였다 (Table 3-3-1). 

Table 3-3-1. Protective effect of Rosa laevigata methanolic extract 

against oxidative stress .

Sample conc. 50 ㎍/㎖ 90 ㎍/㎖ 130 ㎍/㎖

Lab scale 25 % 43 % 54 %

Bench scale 23 % 45 % 55 %   
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* 공업적 순도의 정제 공정

Scheme 3-3-1. Purification procedure of neuronal cell protector against  

Aβ-induced oxidative stress for industrial purity from Rosa laevigata   
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나. 칡으로부터 choline acetyltransferase 활성화 성분의 공업적 추출 및 정

제

 경동시장에서 구입한  칡(Pueraria thunbergiana)으로부터 choline 

acetyltransferase 활성물질의 공업적 추출조건을 다음과 같이 검토하였다. 시료 

10 kg을 blader mixer로 미세하게 분쇄한 후 상기의 추출기를 사용하여 약 5 배

의 methanol로 4 시간씩 4회 반복 추출하였고 그 결과 약 2.2㎏의 수율을 획득하

였으며 lab-scale의 data와 크게 다르지 않는 활성수율을 보였다. 한편 온도별, 

추출 시간별로 추출한 후 choline acetyltransferase activation에 대한 추출 조건

을 검토한 후 실험실적 방법과 비교하였다. 그 결과 추출시간의 영향은 4 hr에서 

가장 높았으나 온도의 영향은 초기 추출률에 다소 영향을 주었고 활성에서의 변

화도 미비하였다 (Tables 3-3-2, -3, -4). 이는 heating이 활성에 미치는 영향이 

미비하므로 공업적 추출 방법에 있어서 불필요한 에너지를 절감할 수 있음을 알 

수 있었다.

Table 3-3-2. Activation effect of Pueraria thunbergiana methanolic 

extract on choline acetyltransferase

Sample conc.100 ㎍/㎖ 150 ㎍/㎖ 250 ㎍/㎖

Lab scale 27% 36 % 46 %

Bench scale 20 % 42 % 49 %

Table 3-3-3. Effect of extraction temperature on choline 

acetyltransferase activity

20 ℃ 30 ℃ 50 ℃

Lab scale 35 % 43 % 45 % 

Bench scale 40 % 45 % 47 %

* Sample concentration was 250 ㎍/㎖
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Table 3-3-4. Effect of extraction time on choline acetyltransferase 

activity

1 hr 2 hr 4 hr

Lab scale 21 % 35 % 47 %

Bench scale 30 % 37 % 49 %

* Sample concentration was 250 ㎍/㎖
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* 공업적 순도의 정제 공정

Scheme 3-3-2. Purification procedure of choline acetyltransferase 

activator for industrial purity from  Pueraria thunbergiana. 
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제 4절 자연 식물자원 함유 생리활성물질의 기능성 식

품화

 

1.  재료 및 방법

가. 연질 캡슐 제작

  금앵자 (Roasa laevigata), 칡 (Pueraria thunbergiana)의 추출 분말 100 ㎎에 

소맥 배아유를 30-50%, 미강 추출물10-20%, 베타카로틴 1-3%, 레시틴 1-2%, 토

코페롤 1% 등을 부형제로 사용하고, 맛을 고려하여 생강추출물, 인삼분등의 각종 

추출물을 미량 첨가하였다.

나. 드링크제 제작

  금앵자 (Roasa laevigata), 칡 (Pueraria thunbergiana)의 추출 분말의 이용하

여 내용액 제제를 만들었다 제재의 맛, 향, 안정성 등을 고려하여 감미제로 

D-sorbitol, 포도당, 액상 과당, 올리고당, 벌꿀 등을 시용하였으며 교미제로서 식

염, 호박산나트륨을, 산미제 및 pH 조절제로 구연산을 사용하였다. 항산화제로 

비타민 C와 방부제로 안식향산나트륨을 첨가하였다. 그 외 식미 향상을 위해 사

과과즙 같은 과일과즙을 혼합해 준다. 주 성분의 배합은 100 mg 으로 하여 조제 

하였다.  

다. 과립제 제제

 금앵자 (Roasa laevigata), 칡 (Pueraria thunbergiana)의 추출 분말 300 mg에 

부형제로 유당 700 mg, 옥수수 전분3.5 mg, 산미제로 구연산 5 mg을 혼합하고 

spray dry 한 후 제과 하였으며 함습도를 시험한 후 정립하고 최종 혼합하였다. 

2. 결 과

가. 연질 캡슐 제작

  금앵자 (Roasa laevigata), 칡 (Pueraria thunbergiana)의 추출분말 100 mg을 

이용하여 연질 캡슐을 제작하였으며 제품의 향, 맛 등을 고려하여 제작하였다

(Table 3-4-1). 부형제로서 소맥 배아유를 30-50%, 미강 추출물 10-20%, 베타카

로틴 1-3%, 레시틴 1-2%, 토코페롤 1% 등을 사용하였고, 맛을 고려하여 생강추

출물, 인삼분등의 각종 추출물을 미량 첨가하였다. 
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Table 3-4-1.  기능성 연질 캡슐 제제의 배합 예

 배합 예 1.                             배합 예 2.

  단위: 1 Cap                           단위: 1 Cap

제품유형: 건강보조식품(연질캡슐)       제품유형: 건강보조식품(연질캡술)

 

성분:                                  성분:

․Extract 소재 100 mg                 ․분말소재 100 mg

․소맥배아유 30%                      ․소맥배아유 50%       

․미강유 20%                          ․미강추출물 10%

․대두박 추출물 3%                    ․베타카로틴 3%

․D-α-토코페롤 1%                    ․레시틴 2%

․베타카로틴 3%                       ․비타민 C 1%

․레시틴 1%                           ․생강추출물, 인삼분 기타

․인삼분, 생강추출물 기타.

                                       권장섭취량 및 섭취방법

권장섭취량 및 섭취방                   ․1일 3회, 1회 1-2 캅셀씩 

․1일 3회, 1회 1-2 캅셀씩                식전 또는 식후에 섭취

  식전 또는 식후에 섭취                ․필요에 따라 증감 가능    

․필요에 따라 증감 가능

사진 1. 연질 캡슐 제제의 예

* 보존 및 유통기준

     본 제품의 효능 성분은 공기접촉, 온도, 물리적 충격에 안정한 천연화합물

로서 물질 변화에 대한 위험은 없으나 가능한 직사광선을 피하고 냉소에 보관하

는 것이 제품의 장기간 유통 상 바람직함. 
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나. 드링크제제 제작

  금앵자 (Roasa laevigata), 칡 (Pueraria thunbergiana)의 추출 분말을 이용하

여 100 ㎖ 용 내용액 제제를 제작하였다 제품의 향, 맛, 안정성 등을 고려하여 3

가지 정도의 배합을 만들었다. 재료 및 방법에서와 같이 감미제로 D-sorbitol, 포

도당, 액상 과당, 올리고당, 벌꿀 등을 시용하였으며 교미제로서 식염, 호박산나

트륨 또는 L-글루타민산나트륨을, 산미제 및 pH조절제로 구연산을 사용하였다. 

항산화제로 비타민 C와 방부제로 안식향산나트륨을 첨가하였다. 그 외에 식미의 

향상을 위해 사과즙, 배즙 등을 혼합 하였다. 주성분의 배합은 100 mg으로 조제

하였다 (Table 3-4-2).

Table 3-4-2.  기능성 드링크 제제의 배합예

 배합예 1.                             배합예 2.              

   용량: 100 mL                         용량: 100 mL

 제품유형: 내용액제제                  제품유형: 과즙희석음료

 성분:                                 성분:

 분말소재 100 mg                      분말소재 100 mg     

 백당 9%                              사과과즙 10%

 포도당 5.8%                           칡즙 3%

 식염 0.05%                            배과즙 1%

 호박산이나트륨 0.05%                  벌꿀 0.5%

 구연산 0.08%                          구연산 0.05%

 안식향산나트륨 0.01%                  비타민 C 0.05%

 에탄올 0.001%                         비타민 B6 염산염 0.01%

 니코틴산아미드 0.01%                  L-글루타민산나트륨 0.01%

                                       니코틴산아미드 0.01%

                                       액상과당 0.01%

                                       안식향산나트륨 0.01% 
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사진 2. 드링크 제제 예

다. 과립제 제작

  금앵자 (Roasa laevigata), 칡 (Pueraria thunbergiana)의 추출분말 300 mg에 

배합 예(Table 3-4-3)와 같이 부형제로 유당 700 mg, 옥수수 전분 3.5g, 산미제

로 구연산 5mg을 혼합하여 제과하였으며 함습도를 시험 후 정립 최종 혼합하였

다.   

Table 3-4-3.  기능성 과립제제의 배합예

  제품유형:건강보조식품(과립제제)       단위: 1포(5g) 

  성분 :                                제품유형: 건강보조식품(과립제제)

 ․분말소재 300 m

 ․옥수수 전분(부형제) : 3.5 g          성분:

 ․유당(부형제) : 0.65g                   분말소재: 50 mg

 ․백당(감미제) : 0.5 g                   옥수수 전분(부형제) : 3.5 g

 ․구연산(산미제) : 5 mg                 유당 (부형제) : 0.65 g

                                         백당 (감미제) : 0.5 g

권장섭취량 및 섭취방법                   구연산 (산미제) : 5 mg

․1일 3회, 1회 1-2 캅셀씩 

  식전 또는 식후에 섭취                권장섭취량 및 섭취방법

․필요에 따라 증감 가능                  1일 3회, 1회  1포 씩

                                         식전 또는 식후에 섭취

                                         필요에 따라 증감 가능
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사진 3. 과립제재 형태 및 병 포장시의 예

사진 4. 과립제재의 캡슐 포장시의 예
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사진 4. 과립제제의 파우치 포장의 예

*보존 및 유통기준

 본 제품의 효능 성분은 공기접촉, 온도, 물리적 충격에 안정한 천연화합물로서 

물질 변화에 대한 위험은 없으나 가능한 직사광선을 피하고 냉소에 보관하는 것

이 제품의 장기간 유통상 바람직함. 
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라. 제품의 외관 및 안정성 검사

  본 제품들은 일종의 생약 추출물 함유 제제의 적용범위에 속하므로 외관검사

는 6개월 유효사용기간은 2년이므로 이에 준하는 가혹실험(고온, 고압)을 실시하

여 제품의 외관과 미생물 검사를 실시하였다(Tables 3-4-4, -5).

Table 3-4-4. 제품의 미생물검사

- 연질 캡슐 제제의 저장 조건: 37℃, 1개월

세균 진균 대장균 황색포도상구균

금앵자 1×10
2 
이하 1×10

2
 이하 불검출 불검출

칡 1×102 이하 1×102 이하 불검출 불검출

-드링크제제의 저장조건: 37℃, 1개월

세균 진균 대장균 황색포도상구균

금앵자 1×10
2 
이하 1×10

2
 이하 불검출 불검출

칡 1×102 이하 1×102 이하 불검출 불검출

-과립 제품 저장 조건: 37℃, 1개월

세균 진균 대장균 황색포도상구균

금앵자 1×10
2 
이하 1×10

2
 이하 불검출 불검출

칡 1×102 이하 1×102 이하 불검출 불검출

-연질 캡슐제제 저장 조건: 50℃, 1개월

세균 진균 대장균 황색포도상구균

금앵자 1×10
2 
이하 1×10

2
 이하 불검출 불검출

칡 1×102 이하 1×102 이하 불검출 불검출

-드링크제제의 저장조건: 50℃, 1주일

세균 진균 대장균 황색포도상구균

금앵자 1×10
2 
이하 1×10

2
 이하 불검출 불검출

칡 1×102 이하 1×102 이하 불검출 불검출
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-과립 제품 저장 조건: 50℃, 1개월

세균 진균 대장균 황색포도상구균

금앵자 1×102 이하 1×102 이하 불검출 불검출

칡 1×10
2 
이하 1×10

2 
이하 불검출 불검출

Table 3-4-5. 제품의 외관검사

-연질 캡슐제제의 저장조건: 37℃, 1개월

침전물 이취 이미 변색

금앵자 없음 없음 없음 없음

칡 없음  없음 없음 없음

-드링크제제의 저장 조건: 37℃, 1개월

침전물 이취 이미 변색

금앵자 없음 없음 없음 없음

칡 없음  없음 없음 없음

-과립제제의 저장 조건: 37℃, 1개월

침전물 이취 이미 변색

금앵자 없음 없음 없음 없음

칡 없음  없음 없음 없음

-연질 캡슐제제의 저장 조건: 50℃, 1주일

침전물 이취 이미 변색

금앵자 없음 없음 없음 없음

칡 없음  없음 없음 없음

-드링크제제의 저장 조건: 50℃, 1주일

침전물 이취 이미 변색

금앵자 없음 없음 없음 없음

칡 없음  없음 없음 없음

-과립제제의 저장 조건: 50℃, 1주일

침전물 이취 이미 변색

금앵자 없음 없음 없음 없음

칡 없음  없음 없음 없음
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제 4장 목표 달성도 및 관련분야에의 기여도

 제1절 연구 개발 목표의 달성도 

  1. 1차년도 연구 개발 목표 달성도

세부과제명  연구개발 목표 및 내용
달성도

(%) 

ㅇ제 1 세부과제 : 뇌신경세

포 손상으로부터  뇌세포 보

호물질의 소재화 

ㅇ제 2 세부과제 : 아세틸콜

린 생성 촉진을 위한 합성효

소 활성화 물질의 소재화 

 - PC 12 cell (rat pheochromocytoma cell)에 세  

   포괴사를 유도할 수 있는 Aβ-induced   

   oxidative stress를 인위적으로 가한 상태에서  

   이를 저해 또는 개선시킬 수 있는 sample을 자

   연 식물자원에서  검색

 - 자연 식용식물자원 세포 전 성분을 가용화 시  

   키기 위해 계통적 추출방법 도입 

 - 파쇄한 각종 식․약용 생물자원의 용매별 추

   출물로부터 저해활성 검색 

 - Positive control로서 Vitamin C, E 등과 같은  

   anti-oxidant 대조군과의 Aβ-induced 

   oxidative stress 저해능 비교 검토 및 최대 활

   성을 갖는  식용 식물의 선정  

 

 - [14C] acetyl-CoA를 기질로 한 MC-IXC cell 

   유래 choline acetyltransferase의 활성화 물질  

   측정을 위한 enzymatic in vitro  assay계 확립

 - 각종 식용 생물자원의 세포 전 성분을 가용화  

   시키기 위해 계통적 추출방법을 도입하여 추출

 - 파쇄한 각종 식용식물자원의 용매별 추출

   물로부터 성립된 assay계를 통해 활성화 성분  

   검색

 - 선정된 식용식물을 MC-IXC cell에    

   pre-treatment 한 후 choline acetyltransferase

   의 activity 정도를 검색함으로써 2차 assay계 

   확립 

 - 1, 2차 검색을 통하여 최종 시료 선정 

100
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2. 2차년도 연구개발 목표 달성도

세부과제명  연구개발 목표 및 내용
달성도

(%) 

ㅇ제 1 세부과제 : 뇌신경세포 

손상으로부터 뇌세포 보호물질

의 소재화 

ㅇ제 2 세부과제 : 아세틸콜린 

생성 촉진을 위한 합성효소 활

성화 물질의 소재화 

 - 선정된 시료들의 cytotoxicity를 in vitro 

   assay 를 통하여 규명

 - 무독성 및 최대 보호 효능을 갖는 최종시료

   의 선정  

 - In vivo assay계를 사용하여 선정 시료의 보

   호 효능 및 in vivo 상에서의 독성을 검정함  

  - 공업적 최적 추출 조건 및 실험적 추출 조

   건의 확립

 - 공업적 순도 수준의 분리 정제 및 소재화 

   확립

 - In vivo 에서의 신경전달물질 합성효소 활성

   화 물질의 독성 실험 및 인지능력 실험  

 - 선정된 시료로부터 합성효소 활성화 물질의 

   추출, 정제 및 특성화

 - 선정된 식물자원으로부터 합성효소 활성화 

   물질의 정제 조건, 전처리 방법, 정제단계 검

   토, 정제 실시 및 구조 분석

 - 공업적 추출 조건 확립 및 공업적 순도 수준

   의 분리 정제법, 소재화 확립

 -1, 2 세부과제 모두 시작품화를 위한 기술이전

100
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3. 평가 착안점 

   구      분

                  평가의 착안점 및 척도

              착 안 사 항
  척 도 

  (점수)

달성도

(%) 

1차년도(2003)

ㅇ소재 검색 시 활성 측정법의 적합성

ㅇ검색방법의 효율성 및 창의성

ㅇ생리활성 식․약용류의 선정결과

20

30

50

100

2차년도(2004)

ㅇIn vivo 상에서의 독성 검사 및 효능 검정의  

  창의성 

ㅇ생리활성 물질의 정제결과와 정제 물질 순도 

  검정법의 명확성

ㅇ공업적 순도수준의 대량 정제법 및 확립 여

  부

ㅇ물질의 구조규명 결과

ㅇ소재화의 적성 검토 및 시작품 제조

20

 

20 

20

20

20

100

최 종 평 가 
ㅇ약리․생리활성 물질의 구조해석 여부

ㅇ물질의 소재화 여부

80

20
100
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제 2절 관련분야에의 기여도 

 

1. 기술적 측면

­ 종래의 방법과 달리 재료를 파쇄한 후 활성을 측정함으로써 세포내의 성분을 

동시에 검색할 수 있는 기법의 도입

­ 하나의 추출조건이 아닌 다양한 추출조건 별로 활성을 검색하는 기법의 도입

­ 추출 폐기박의 감량화를 이룰 수 있는 추출방법의 확립

­ 고형물 중량당 추출률을 향상시킬 수 있는 추출방법의 확립

­ 생리활성 물질의 신속한 정제법의 도입

­ 공업적 순도 수준의 대량 정제법 확립

­ 생리활성 미량소재의 기능성 식품화 기술의 도입

­ 국내 고유의 식용식물로부터 약리성․생리활성 신규후보 물질의 개발 모델  

  제시

­ In vitro, in vivo 활성측정계의 도입

  2. 경제 · 산업적 측면

- 1차 산물의 고부가 가치화로 시장 경쟁성 확보

- 1차 산물의 생산의욕 고취로 농가의 소득증대에 기여

- 1차 산물의 미 이용부 및 폐기처리부를 자원화 함으로써 폐기물의 감량화와 

농촌 환경의 개선 기대 

- 기술의존도가 높은 무공해 산업 종으로 향후 국내산업 개편의 모델이 됨  

- 외국의 기존 물질특허와 마찰을 일으키지 않는 신규물질이 창출될 가능성이 

높고 신규물질에 따라서는 거대 수출품목이 될 수 있음 

- 현재 수입되고 있는 유사소재의 수입대체 효과

- 제약, 식품 산업의 영역을 넓힘으로써 이들 산업의 경쟁력 제고에 기여

- 농업과 제조업 연계로 지역경제의 활성화에 기여
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제 5장 연구개발결과의 활용계획

 

제 1절 추가 연구의 필요성

 본 연구를 수행하여 자연 식물 자원을 이용하여 고령화 질환의 대표적인 노인

성 치매의 예방 또는 치료에 적용될 수 있는 미량 성분을 소재화 하고 이들 소

재를 주제로 한 제품을 실용화하기 위한 기초를 마련하였다. 각각의 소재가 뇌 

질환을 일으키는 원인으로부터 방어해 주거나 그 질환에 의해 감소되는 인자를 

증가 시켜주는 효과가 있음을 밝혔으나 어떠한 기전으로 작용하는지에 대한 연

구가 더 진행되어야 할 것으로 판단되어지며, 각각의 소재를 응용하여 다른 질환

에도 적용가능한지에 대해서도 연구할 필요성이 있는 것으로 사료된다.

 

제 2절 타 연구에의 응용

 자연 식물자원으로부터 얻은 미량소재를 이용한 예방과 치료는 비단 본 연구에

서 적용한 질환에 국한되지 않고 타 질환에도 이용이 가능할 것으로 여겨진다. 

또한 미량소재를 개발하기 위해 사용한 순수 물질 분리방법은 의약품 및 기능성 

식품 소재의 개발에 중요한 역할을 할 수 있을 것으로 사료 된다. 

제 3절 기업화 추진 방안

 본 연구를 바탕으로 한 기능성 식품 및 의약품 소재로서의 개발은 특별한 시설

이 필요하지 않고 개발이 가능할 것으로 생각되어지며 그렇기 때문에 여러 분야

에 응용이 가능할 것으로 생각된다.

 1) 기능성 차의 개발로 기호 식품화 할 수 있으며 건강관리가 필요한 중․장년 

   층을  대상으로 할 수 있다.

 2) 식용식물자원에서 추출한 조추출물을 이용하여  드링크 음료화 하여 기능

   성 음료로의 개발이 가능하다.

 3) 연질 캡슐 및 과립화를 이용하여 섭취방법을 쉽게 함으로써 기존의 동물성 

   원료를 이용한 기능성 식품을 선호하지 않거나 또는 섭취할 수 없는 사람들 

   을 대상으로 하여  기능성 식품으로써 개발이 가능하다. 

 4) 자연식물자원으로부터 기능성 미량소재를 얻는 방법이 체계화 되고 용이해짐 

   으로써 더 나아가 미량소재와 병의 작용기작을 연구하여 이를 통한 의약품  

   소재로서의 개발도 가능하다. 
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제 6장 연구개발 과정에서 수집한 해외과학기술  

        정보

 

1.  Measurement of oxidative stress (DCF-DA method)

  PC12 cell을 antimicotics/antibiotics를 함유한 RPMI-1640 배지에서 배양

하여 Aβ peptide를 처리하여 oxidative stress를 유도한다. Aβ-induced 

oxidative injury는 DCF-DA (2',7'-dichlorofluoresine diacetate)를 이용하여 

생성된 oxidative stress 정도를 spectrofluorometer를 통해서 측정한다.

 - Free Radical Biology and Medicine, 2001; 30: 447-450

 - Mutation Research, 2001; 496: 181-190

 - Molecualr Brain Research, 2002; 104: 55-65 

 - Toxicology and Applied Pharmacology, 2000; 164: 305-311

2. Assessment of cell viability (MTT reduction assay)

  PC12 cell을 antimicotics/antibiotics를 함유한 RPMI-1640 배지에서 배양

하여 Aβ protein을 처리하여 Aβ-induced cytotoxicity를 유도한 후 MTT 

[(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide]를 이용하여 

spectrophotometer를 통해서 측정한다.

 - Journal of Neurochemistry, 1997; 69: 2285-2293

 - Life Sciences, 2002; 70: 833-841

 - Pharmacological Research, 2001; 43: 173-178 

 - Neuroscience Letters, 1998; 251: 105-108 
 

3. Choline acetyltransferase activator assay

 MC-IXC cell에서 얻은 crude  enzyme과 [14C]  acetyl-CoA를 이용하여    

 choline acetyltransferase의 활성을 측정한다. 

  - Biochemical Journal. 2000;349: 141-151.

  - Journal of Neurochemistry. 1985:45: 611-620.

  - Brain resarch. 1996:80: 99-109.
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4. Y-maze test   

  A, B, C의 3개의 arm이 Y자로 결합되어진 Y-maze를 이용하며 한 지점을 출

 발점으로 하여 mice를 arm에 넣은 다음 mouse가 들어간 arm을 기록하여 점

 수화 하여 인지력을 측정하는 방법이다.

   - European Neuroscience Associacion. 1999:11: 83-90.

   - British Journal of Pharmacology. 2001:133: 89-96.

5. Passive avoidance test

   Mice를 훈련과정을 거친 후 암실로 mouse가 들어간 시간을 체크하고 점

  수화 하여 인지력 측정한다. 암실로 들어가는 시간이 길수록 학습이 잘 되었

  다고 본다.

  훈련:   

       ① 명(明)실에서 빛 전기 쇼크(0.5 mA, 1sec) 없는 상태에서 1분간 적응

       ② 명(明)실에서 전기 쇼크 없고 빛있는 상태에서 2분간 적응

       ③ 명(明)실에서 암실로 mouse 들어가면 전기 쇼크를 줌

  실험: mouse가 명실에서 암실로 들어갈 때의 시간을 측청하여 점수화 함

     - European Neuroscience Associacion. 1999:11: 83-90.

     - British Journal of Pharmacology. 2001:133: 89-96.

     - Neurochemical Research. 2002:27: 277-281.

     - European Neuroscience Associacion. 2001:421: 265-272.
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