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SUMMARY

영문요약문( )

Removes and used salt after buy shell free medical care of much that been manufactured

6 kinds (Crassostrea gigas, Mytilus coruscus, Ruditapes philippinarum, Scapharca

broughtonii schrenck, Fulvia mutica, Mactra veneriformis) by each 100kg in Tongyeong

and Yeosu, Jinhae, Wando, Gunsan etc. most in our country.

Normal powder 279 - 140 , hyperfine powder is 5 - 30 , nano powder pulverizes and㎛ ㎛

used 200-900nm.

That burn at room temperature for 3 hours by 6.5 M acetic acids processing 6 kind of

shells by 3 powder pattern after is decalcified Conchiolin retire ..

It is about 1% of crude protein to 6 kind of shell, and crude fat content is about 0.02%

- 0.06%, and crud ash content is about 96 - 98%, and carbohydrate content was 0.21 -

0.35%.

Have Astaxanthin that antioxidation among fat soluble vitamin is excellent, Retinol, and

inorganic matter confirmed Ca, Mg, Na, Se vast quantity that is included.

For Conchiolin, molecular weight had 37,000 daltons, some whitening function and

antioxidation function.

Made peptide that retain anti-inflammatory effect through enzyme hydrolysis, and molecular

weight was about 8800 daltons, and used enzyme was protamex.

For IC50 to display conchiolin's anti-inflammatory effect separating from Crassostrea

gigas, 5 g it was.μ

It is no conchiolin's cell toxicity that extract at tunnel, and NO, IL-6 and TNF- areα

checked about 50% by conchiolin extract.

According to SD Rat biological test result of conchiolin extract, there was no change of

weight.

Arms height toxicity did not appear according to result that measure GOT, GPT, LDH )

of conchiolin extract and height toxicity BUN.

Crude conchiolin's recovery percentage was 3.49% according to result that extract powder

conchiolin from shell powder, and it was 0.32% after desalinization.
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Result conchiolin that does Conchiolin and celecoxib, diclofenac, indomethacin and COX-2

depression effect by concentration of 1 mg/ml and experiments comparison ; 94.6%,

celecoxib ; 92.9%, diclofenac ; 99.1%, indomethacin ; It was 98.8%.

In ear by DNCB erythema inflammation controlled ear inflammation using induction rat,

and IgE creation more than 50%, and controlled to purposive sampling in IL-1 , IL-6.β

Atopy and pimple clinical demonstration that result effect that do tester for 1 month is

good confirm.
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.
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(1)

892 (2008 ) 860

96.4%, 14 3.6% ( , 2008

, 2009).

PVC, , , , ,

.

12 , 20 ~45

. 3 , kg 800

.

. 13 12 ,

1 . ,

, .

(2)

( )

2006 2,238

(Nutrition Buisiness Journal, 2007).

7%(1999-2002) 6% 2010 2,880

.

[ (fortified food), (dietary supplement) ]

18% .

. ('09 Euromonitor)

Food supplement 10 4~6%

, , .
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< >

[Source : Nutraceuticals: Global Markets and Processing Technologies, BCC Research, 2008]

( )

200t, 900 . , ,

.

,

. 1998 8 2000 33 , 2010 163

.

(3)

( / ) ( 2005 ) ( 2012 )

241,000/15,000 342,000/30,000

4,000/37 4,560/60

31%

1 . 4,000

.

3,500 . 70~80 ,

.
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(4) Bioceramic

( / ) ( 2001 ) ( 2010 )

15,700 / 11,200 39,250 / 22,400

- / 347 - / 700
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, , )
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100kg

-
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.
- 279-140

, Air Mill 5-30
,

200nm-900nm
.

.

;

;
,

.
- ,

.
.

)

-

-
( , , ,

, )

-
( , , ,

)

6 3
6.5 M acetic acid

3
, (Conchiolin)

.

-6
1%

-6
0.02%-0.06%

-6
96-98%

-6
0.21-0.35%
-

Astaxanthin, Retinol

- GC/MS

,
.

- Ca, Mg, Na, Se

- Conchiolin
.

- Conchiolin
.

- ,
Conchiolin

.

;

,

;

,

.

, , , , ,
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( , pH
,

, HLB
(Hydrophilic Lipophilic
Balance) value,

,
)

.

. (>250 )
(5-30 ),

(<200nm)
buffer 72.3 mN/m

71.6 mN/m, 71.3mN/m,
71.9mN/m

. HLB,
, ,

.
TG. DSC

200
( )

,
600

700

.
5%

,
200

,
600

.

;

.

;
(particle size=30 )

, rod homogeniser
20,000 rpm pore size

0.45 filter filtering .
pore size 0.2 filter filtering

rotary evarporator
3500 rpm 5

pore size 0.2 filter filtering
.

.

conchiolin .
protamex

neutrase trypsin

( )
40-60 pH

6.0-8.0 2

. , ACE ,
COX-2

protamex
, pH 6.0,

50

MW 20,000-61,000
MW 8,800

peak

;

. conchiolin

.

;
conchiolin

(trypsin)
, .
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( , )
urea

citrate buffer
conchiolin .
urea citrate buffer

conchiolin

urea
20

.
urea citrate buffer

conchiolin
.

urea conchiolin
citrate buffer conchiolin

.
urea citrate buffer

conchiolin
.

TLC

conchiolin
.

;

buffer

.
:

urea citrate buffer
. Crude conchiolin (urea or

citrate buffer) bead , 37
200rpm 2

. dialysis tube
1 3 overnight

,
.

, ,
SDS-PAGE

.

(
, , ,

TLC , SDS-PAGE)

SDS-PAGE 2-3
.

TLC

.

;

,
conchiolin

.
:

conchiolin phosphate buffer
0.20 m filter Sephadex G-100μ

column phosphate buffer(pH7.0)
10ml .

prep-LC
. prep-LC
, ,

, TLC
SDS-PAGE

.
(cell

viability , Nitric Oxide
, iNOS

COX-2 , cytokine
, )

Raw cell conchiolin

.
conchiolin

LPS
NO, IL-6 TNF-α

conchiolin
50% . conchiolin

.
conchiolin

(GOT, GPT, LDH )
(BUN )

.

;
conchiolin ( )

( )
.

:
Murine macrophage cell line Raw cells

Dulbecco's modified Eagle's medium(DMEM)
10% FBS, 100u/ml penicillin 100 /ml

streptomycin 3
7 , 5% CO2 incubator . Raw
cells crude conchiolin cell
viability , Nitric Oxide ,
iNOS COX-2 , cytokine,

.
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- conchiolin
,

.

- , 1
10 1 300

100mg 10
COX-2

.

;

,

.

;

,
(

).

- powder conchiolin
.

- crude
conchiolin 3.49%

, crude conchiolin
0.1M citrate buffer

,
conchiolin powder(B)

conchiolin powder (C)

0.32 4.24% . ,
conchiolinpowder(B) conchiolin
powder(C)

. Conchiolin
powder(C) ,

, citrate salt
conchiolin powder(B)

.
conchiolin powder(B)

,
27% ,

17:1 .

;
Acetic acid

citrate buffer
conchiolin

.

;
citrate

buffer . Crude conchiolin
citrate buffer bead ,

37 200rpm 2
, dialysis

tube 1 3 ,
overnight ,

,
.

- 28 -



- 28 -

( ,
)

- Powder conchiolin
, .

- Powder conchiolin

(celecoxib, diclofenac,
indomethacin )

, conchiolin
: COX-2

(1mg/ml : conchiolin; 94.6%,
celecoxib; 92.9%, diclofenac;
99.1%, indomethacin; 98.8%)

- Powder conchiolin
,

.

;

conchiolin · ,

(celecoxib, diclofenac, indo- methacin )
conchiolin

.
:

Crude conchiolin citrate buffer
bead , 37 200rpm 2

,
dialysis tube 1 3

, overnight ,
,

powder conchiolin ,
.

Chemiluminescent COX inhibitor
screening assay ,
DPPH radical scavenging assay .

(
)

- Powder conchiolin
3

, base
.

PEG2
COX-1, COX-2

NO ,

.
Atopy skin products base

96.8%
conchiolin 1 ~

100 l 95.4,μ
96.3 97.3% COX-2

.
atopy skin products

, atopy cream products
base 41.1%

conchiolin
1 ~ 100 lμ

64.8, 67 67.2%
base COX-2

,
. Atopy cream

.

;

soluble conchiolin
.

:

soluble conchiolin (1~10g)
.

( ,
)

- 6.5M
0.1M

Citrate buffer(pH6.5)

Sephadex G-100
column(25X 900mm)

FPLC Superdex 200
column Ion column(Mono Q, S)

,

15-20%,
80-85% .

;

, conchiolin

.

:
conchiolin

(trypsin )
, ,

.
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-
: soluble

conchiolin (0.03
g/ml)

, IgE
. , soluble

conchiolin (0.01,
0.03, 0.10 g/ml) IL-1
β

, 0.1
g/ml IL-6

.

;
conchiolin

(DNCB )
.

:
-
- Immunoglobulin E
- Cytokine(IL-1 , IL-6)β

protocol

- conchiolin

protocol .
-

( )

( Protocol 1 )
-

(
)

30
( Protocol 2

).
( )

(
)

23
( Protocol 3

).

;
( )

.
, ,

,

.

.
:

(
)

.

( ) ,

( )

( )
.

,
.
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:
(

)

-

.

3-12%
(Bacillus subtilis)

37
2-3

0.5%
.

:

3~12%
.

:

3 ~ 12% ,
.

: - conchiolin 0.5%

,

.

:
soluble conchiolin

.

:
conchiolin 0.09 ~ 0.9%

COX-2 NO
.

: - conchiolin 0.09%
3

( , , )
( , )
,

.

:

soluble conchiolin
.

:

conchiolin 0.09 ~ 0.9% COX-2
NO

.

- conchiolin
,

,
.

- atopy cream
products 60%

.
conchiolin
conchiolin ,

.

:
conchiolin ·

,
conchiolin

.

:
Powder conchiolin

, COX inhibitor screening assay
NO

.
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-
conchiolin

.
Atopy skin extracts base

23.9%
conchiolin 1 ~

100 l 27.3,μ

40.8 80.9% COX-2
.

atopy lotion extracts base
8.9%
conchiolin 1 ~

100 l 76.1,μ

76.7 77.2% COX-2
.

atopy cream extracts acne
extracts base 78.2
73.5%

, conchiolin 1 ~
100 l atopyμ

cream extracts 81.8, 85.0
84.1% COX-2

:

:

.

( , ,
)

-

, .

Conchiolin

.

-
5-30

,

:

.

.

:

,

.
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- RAW 264.7 cell
conchiolin

MTT
assay , conchiolin

0.1 ~ 0.2 mg/ml

, 0.5mg/ml
. ,

, (1.25~50 g/ml)μ

,
10 g/mlμ

.

:
MTT

indicator index
. , active mitochondrial

dehydrogenase MTT formazan

.

:
20

, 5 mg/ml MTT 0.1
mg MTT/(200 l) well 4μ

. well 3 ,
200 l PBSμ

, 100 l DMSO MTTμ

formazan ,
ELISA microplate reader(Model: MQX200R,
BioTek, USA) 540 nm

.

(
,
)

-

. ,

,
.

:

, conchiolin

.

:
conchiolin

(trypsin )
, ,

.

- 18 ~ 38

30 4
.

(KAGS-2)

2 , 4

.

.

.
,

.

:
- 1 : KAGS GRADE

.
- 2 :

. (0 ,
2 , 4 ) 3

.

:
conchiolin

4
. ,

18~38
28 1

1 2, 4
(22±

2 ,40~60%)
.
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- ( )
4 , 8

,

- Hanifin Rajka
3 , 3

-

-

-

,
)
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1.
.

.

(9 -10 ) , (Crassostrea gigas),

(Mytilus coruscus), (Ruditapes philippinarum), (Scapharca broughtonii schrenck),

(Fulvia mutica), (Mactra veneriformis) .

sampling , , ,

, , ,

(Table 1).

Table 1. The kind of shells which use in this experiment

Korea name Scientific name English name Sampling area *Photograph

Crassostrea gigas Pacific oyster Tongyeong

Mytilus coruscus Hard shelled mussel "

Ruditapes philippinarum Filipino venus "

Scapharca broughtonii Broughton’s ribbed ark Jinhae

Fulvia mutica Japanese cockle Yeosu

Mactra veneriformis Surf clam Gunsan

* Photograph citation: NFRDI(National Fisheries Research & Development Institute
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.

100kg , ice box ,

7

.

.

(1)

1 100mesh , ( )

.

(2)

( ) Fig.1 HTM100, Powder

Technology & System Engineering Co.,Korea 800-1000mesh (5-30 m)μ

. Sympatec Co. HELOS RODOS

, Particle Size .

( )

1 , 2 (cutting rib)

, 3

.

( )

40

,

FDA .

( )

, ,

5-20
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Fig. 1. Air mill equipment (Model: HTM100, Powder Technology & System Engineering Co.,Korea)

(3)

( ) ,

, , 450nm

200nm .

(Fig 2). (particle size=30 )

, rod homogeniser 20,000 rpm pore size 0.45

filter filtering . pore size 0.2 filter filtering rotary evaporator

3500 rpm 5

pore size 0.2 filter filtering .

(Fig. 3).

, , Ball Mill 2mm,

5mm zirconia ball : =10 : 1 , DW : Ethanol= 1 : 1 300hr

, Attrition Mill , 5mm zirconia ball : = 5:1 300

(Particle Size Analyzer, LS 13320, Beckman Coulter Co.

USA) .
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Fig. 2. Schematic diagram of manufacture process of nano particle using mollusk shell powder.

Fig. 3. Photograph of nano particle from Pacific oyster.
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.

(1)

Mettler HB43 (Mettler Toledo Co))

(1).

( )

, 98 100 100 103 105

(100 110 ) 110 .

.

105

.

55 mm, 50 mm, 25 mm 75 mm, 70 mm,

35 mm 25 g, 35 g

.

( ) 20 g 1.5 cm

.

±1 .

3 5 g (

20mesh 20 g

),

3 5 30 .

1 2 .

1 4 ( 3 ) .
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a (g)

b (g)

c (g)

(2)

Kjeldahl , Buechi Auto Kjeldahl Unit K-370(Buechi) (2).

( )

.

( )

.

( )

( )

(Kjeltabs)

0.1 N

: H3BO3 100g( 400g), 0.1% 100mL 0.1%

100mL 10 L 1%( 4%)

: 20% 40%

( ) ( )

1g(3~25% )

2 . H2SO4 K2SO4 1.4~2.0 : 1

.

12 mL . 10%

15 mL .

420 45~60 (

) ( )

.
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( ) ( )

, , .

80 mL .

25 mL ,

. .

40% NaOH 50 mL( 4 ) .

3~4 .

( ) .

( 0.1 N 0.2 N)

. .

( )

% =
(HCl mL - mL) × M × 1.401

× F ×100
(mg)

1.401 :

M : HCl

F : (1.1.3.1 . 5) )

(3)

Soxhlet

(3).

( )

. ,

.

( )

.

( )

( ) 2 10 g

100 105 2 3

, .

1/2 8 .

,

.

, 98 100 1

- 41 -



- 41 -

.

.

W0 (g)

W1 (g)

S (g)

(4)

Thermolyne F6010 (Thermolyne Co.) 550 overnight ,

(4).

( )

, , , .

( )

550 600

. 550 600 ,

(tar) ( ) .

(CO2) ,

,

.

(Cl-) ,

, ,

( , crude ash) .

( )

600

. 2

.

.

550 600

.

, 200
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. ,

, , 15 mL

.

550 600 .

,

. , 500 600 2

.

(%)

.

회분(%)
＝

W1-W0
× 100

S

W0 (g)

W1 (g)

S (g)

(5)

phenol-sulfuric acid (5) .

total sugar 6 ( , , , , , )

, 0.1mg

10mg 0.2ml , 5% phenol 0.2ml H2SO4 1ml

vortex . 15 10,000rpm 5

480nm .

(6)

ICP OES 5300 DV(Perkin elmer Co.)

. ICP Table 2 .
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Table 2. Conditions of ICP-OES 5300DV (Perkin elmer)

Inorganic component nm Detection limit(ppb)

Ca 317.933 0.05

Mg 285.213 0.04

Se 196.026 4.0

Cu 327.393 0.4

K 766.490 1.0

P 213.617 4.0

Sn 189.927 2.0

As 188.979 2.0

Cd 228.802 0.1

Co 228.616 0.2

Cr 267.716 0.2

Fe 238.204 0.1

Li 670.784 0.3

Mn 257.610 0.1

Mo 202.031 0.5

Ni 231.604 0.5

Pb 220.353 1.0

Sb 206.836 2.0

Zn 206.200 0.2
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: (6)

.

(1 4) 2ml .

100ml 0.2% 100ml

.

(1000ppm/2% HNO3) 10ml 2% 100ml

(100ppm) .

1ml, 10ml, 20ml 2% 100ml .

std 1(1ppm), std 2(10ppm), std 3(20ppm) .

ICP .

(7)

( )

99 %

, B&J .

Bis-[trimethylsiyl] trifluoroacetamide (BSTFA)+1% trimethylchlorosilane

(TMCS);Sylon BFT Supelco Inc.(Bellefonte, PA) , Kanto

. 50ml 15g

, surrogate material Glyceryl triundecanoate 10ppm 100 l microdispensorμ

spiking , Methanol:Chloroform 1:1 35ml 2 10 40MHz

. 3,000rpm 20 250ml recovery flask

No. 2 filter paper .

, Rotary evaporator(Buechi Co.) 2ml
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, Pasteur pipette(Corning Co.) , pasteur pipette

, 15ml graduaded tube pasteur pipette , Chloroform 3ml 3

recovery flask pasteur pipette loading 11ml .

20 l . n-Hexane 5mlμ

20 l . tube n-Hexane 180 l , 2ml autsamplerμ μ

vial 500 l insert , Bis-[trimethylsiyl] trifluoroacetamide (BSTFA)+1% trimethylchlorosilaneμ

(TMCS) ; Sylon BFT 100 l , 85 1 30μ

(Fig.4) .

Fig. 4. Analytical procedure of fatty acids and fat soluble vitamins
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( )GC/Mass

Shimadzu GCMS-QP2010 ,

splitless injection, Selected Ion Mode , PFTBA(Base peak : m/z 69)

leak test autotune .

(Table 3, 4).

Table 3. GC/Mass analytical method of fatty acids

Column J&W DB-5MS (30m long, 0.25mm id, 0.25 film thickness)㎛

Injection temp 290 ℃ Injection mode splitless injection

Sampling time 1 min Pressure 68.1 kPa

Total flow 10.2 ml/min Column flow 1.2 ml/min

Ion source 200℃ Transfer line 300℃

Ramp. rate 5ml/min Initial temp. 50℃

Final temp. 280℃

Table 4. GC/Mass analytical method of the fat-soluble vitamins

Column J&W DB-5MS (30m long, 0.25mm id, 0.25 film thickness)㎛

Injection temp 290℃ Injection mode splitless injection

Sampling time 1 min Pressure 123.5 kPa

Total flow 10.2 ml/min Column flow 1.2 ml/min

Ion source 200℃ Transfer line 300℃

Initial temp. 180℃ Initial ramp. rate 0 ml/min

Middle temp. 260℃ Middle ramp. rate 8 ml/min

Final temp. 300℃ Final ramp. rate 5 ml/min

standard Table 5, 6

. standard GC/MS

retention time ,

(Fig. 5, 6)
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Table 5. Monitored ions of each fatty acids

Compounds RT Quantitation ion Reference ion
1

Reference ion
2

Hexanoic acid 12.02 73 75 117
Heptanoic acid 14.92 73 75 117
Octanoic acid 17.71 73 75 117
surrogate material 21.89 74 43 87
Decanoic acid 22.73 73 75 117
Dodecanoic acid 27.48 73 75 117
Tridecanoic acid 29.67 73 75 117
Tetradecanoic acid 31.71 73 75 117
Pentadecanoic acid 33.71 73 117 75
Palmitoleic acid 35.09 73 75 55
Palmitic acid 35.61 73 75 117
Heptadecanoic acid 37.32 73 117 75
Linoleic acid 38.57 73 75 67
Petroselinic acid 38.67 73 117 75
Linolenic acid 38.68 79 75 73
Oleic acid 38.69 73 75 55
Elaidic acid 38.83 73 75 55
cis-5,8,11,14-Eicosatetraenoic acid 41.19 73 79 67
Docosahexanoic acid 44.17 73 79 91
Erucic acid 45.10 73 75 55
Nervonic acid 47.98 73 75 55

 

Fig. 5. Total Ion Chromatogram of fatty acids (1ppm standard)
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Table 6. Monitored ions of each vitamins

Name RT Quantitation ion Reference ion
1

Reference ion
2

13-cis retinol 10.13 73 69 105

Retinol 11.06 73 69 55

Astaxanthin 13.69 57 43 169

delta-Tocopherol 14.76 474 475 476

gamma-Tocopherol 15.80 73 223 488

Cholecalciferol 16.50 118 73 119

Ergocalciferol 16.85 118 69 119

alpha-tocopherol 17.37 73 43 237

Vitamin K1 19.83 43 57 186

Vitamin K2 21.17 69 41 43

surrogate material 26.56 57 43 71

 

Fig. 6. Total Ion Chromatogram of vitamins (1ppm standard)
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.

(1)

(TD-1, Lauda, German) .

, , 2%(w/v) 20mM Tris-HCl buffer(pH 7.0)

.

(2) pH

2%(w/v) 3 buffer(pH3.0-6.0, 50mM citrate, sodium citrate buffer ; pH 6.0-8.0,

100mM phosphate buffer ; pH 9.0-10.0, 50mM boric acid- NaOH buffer)

5%(v/v) pH (TD-1, Lauda, German) pH

.

(3)

20mM Tris-HCl buffer(pH 7.0) 2%(w/v) buffer 9.5ml

0.5ml , 5%(v/v) oliver oil 1 vortex 10

, Tween 80 50 l .μ

(TD-1, Lauda Co. Germany) .

(4) HLB (Hydrophilic Lipophilic Balance) value

Hydrophilic lipophilic balanced Porter(1994) titration method

. 0.01g 10 D.W. 4% (v/v)benzen 96%(v/v)

1,4-dioxane . 10

magnetic stirrer , HLB clear

.

(5)

20mM Tris-HCl buffer(pH 7.0) 2% (w/v) Rosenberg E. (1979)

(9) . oliver oil ,

10 , 30 620nm

Kd .

Kd = ( logX2 - logX1 ) / 10

(X1 : 10 , X2 : 30 )
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(6)

20mM Tris-HCl buffer(pH 7.0) 2%

. (25 ) 100 10

.
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2.

. (Crude conchiolin)

(1) Crude conchiolin

( , , , ) crude

conchiolin . 1

urea ,

urea 100%

crude conchiolin

7 buffer

. H2O 8M urea(pH8.5) control 0.1M Citrate

buffer(pH6.0), 0.2M Sodium phosphate buffer(pH6.0), 0.1M KH2PO4, NaOH buffer(pH6.0), 0.2M

Sodium phosphate buffer(pH8.0), 0.2M Sodium phosphate buffer(pH8.0), 0.1M Glycine buffer(pH

8.5), 0.1M Trizma buffer(pH8.5) 0.1M Glycylglycine(pH8.5) , buffer

. 0.01g crude conchiolin 1

bead vortexing 15,000rpm 15

, 0.1M citric acid

. lowry BSA ,

phenol-sulfuric acid glucose .

(2) Conchiolin

( ) Method 1

6.5M acetic acid crude conchiolin(A) 8M urea 1:60(W/V)

. (B) urea

, (C) (10). conchiolin(C)

0.1M phosphate buffer(pH 7.0) 0.20 syringe filter , 0.1M

phosphate buffer Sephadex G-100 open column

(D, Table 6) . 5ml 7~14

(Pacific oyster fraction-3, 4, 5, Short necked clam-3, 4, 5, Ark shell-3, 4, Surf

clam-2, Blue mussel-2, 3, 4, 5) prep-LC(Preparative Liquid Chromatography) (F)

. Prep-LC Table 7 (G)

(Fig. 7).
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Table 6. Sephadex G-100 fractions(E) of conchiolin from various mollusk shells.

Crassostrea gigas

Fraction number 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Protein con.( /ml) 0 9 684 778 442 208 92 68 51 39 34 273 24 24
Sugar con.( /ml) 441 441 431 436 244 104 24 21 23 13 16 16 17 12

Mytilus coruscus
Fraction number 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Protein con.( /ml) 0 1939 2690 2342 1673 1051 468 67 101 56 55 20 19 22
Sugar con.( /ml) 335 384 318 167 128 43 24 0 0 0 0 0 0 0

Ruditapes philippinarum
Fraction number 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Protein con.( /ml) 14 652 742 453 350 224 147 98 75 52 30 14

Sugar con.( /ml) 465 1131 83 0 0 81 33 12 3 5 0 0

Scapharca broughtonii schrenck
Fraction number 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Protein con.( /ml) 0 435 1705 1496 840 383 144 79 34 24 10 6 0 1

Sugar con.( /ml) 1949 2085 1214 841 402 203 0 3 7 39 16 15 3 2

Mactra veneriformis

Fraction number 1 2 3 4 5 6 7

Protein con.( /ml) 59 258 124 120 93 0 0
Sugar con.( /ml) 1023 662 191 123 43 54 0
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Crude conchiolin (A)

8M Urea

supernatant (B)

Boiling extraction

Conchiolin (C)

Dialysis

Freezer Dry

GPC : Sephadex G-100 (D)

0.1M phosphate buffer, pH7.0

Fractions (E)

Prep-LC (F)

80% acetonitrile elution

Prep-LC fraction of soluble conchiolin (G)

Centrifuge ; 7,000rpm,  10℃ , 15min

Fig. 7. Schematic diagram for conchiolin purification using Sephadex G-100 and Prep-LC from various
mollusk shells.
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Table 7. Prep-LC(Preparative Liquid Chromatography) conditions for conchiolin purification from

various mollusk shells.

Instrument JAI Recycling Preparative LC (JAI-prep 9104)

Column
JAI GEL-GS310 Prep-column ( 20 × 500mm )Φ

Hydrophilic column( GFC, Partition Adsorption )

Eluent acetonitrile : DW = 8 : 2

Flow rate 8ml/min

Injection volume 3ml

Detection Wavelength 280nm
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( ) Method 2

(A) 6.5M acetic acid 1:10 (W:V) 37 12

. 15 10 7,000rpm (B) ,

acetic acid .

powder(crude conchiolin, C) . crude conchiolin powder 0.3g

(0.1M citrate buffer pH6.0, D) 15ml(1:60, W:V) bead , 37 200rpm

. dialysis tube 1 3

overnight , conchiolin(E)

(Fig. 8). Table 7 Prep-LC

.

패각 Powder Sample 2Kg (A)

6.5M Acetic acid  20 L (1:10, W/V)

Stirrer extraction ; 37 ℃ , 12hr, 

Centrifuge ; 7,000rpm,  10℃ , 15min

pellet (B)

Freezer Dry

Crude conchiolin (C)

Centrifuge ; 9,000rpm,  4℃ , 20min

D.W. washing (3회)

supernatant

8M Urea

supernatant

Shaking extraction
; bead, 37 ℃, 2hr, 

0.1M Citrate buffer

supernatant

Shaking extraction
; bead, 37 ℃, 2hr, 

Conchiolin (D)

Dialysis

Conchiolin (E)

Dialysis

Fig. 8. Schematic diagram methods for conchiolin extraction using 8M Urea and 0.1 M citric acid.

- 56 -



- 56 -

( )

conchiolin

. Lowry BSA

, phenol-sulfuric acid glucose

.

6.5 M acetic acid

1:10(W:V) 37 12 . 20 4 8,000rpm

, acetic acid

. (crude conchiolin A)

, powder ,

0.1M citrate buffer 1:60(W:V) 37 200rpm 2 2

.

dialysis tube 1 3 overnight ,

, powder(conchiolin powder B)

,

powder(conchiolin powder C) , conchiolin powder(B, C)

.

, 6.5M acetic acid , 7

0 , 103

500 ,

(Fig. 9).

(3)

Lowry (11) . 40 1% CuSO4 5H2O, 2% K

Na-tartrate, 2% Na2CO3 in 0.1N NaOH 1:1:100 lowry complex solution 200

10 , 2N Folin-ciocalteu's phenol reagent 1:1 Folin

reagent 20 30 . Blank 8M urea 0.1M citrate buffer

750nm bovine serum albumin

.

(4)

phenol-sulfuric acid (5) . 60 , 5% phenol 30 , H2SO4

- 57 -



- 57 -

Fig. 9. Schematic diagram methods for conchiolin extraction from shell powder.
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150 30 . Blank 8M urea 0.1M citrate buffer

490nm glucose

.

(5) TLC(Thin layer chromatography)

TLC (Thin layer chromatography) . TLC silica gel

60 F254 glass plate(Merck Co., German) BEA(n-butanol : acetic acid :

water = 2 : 1 : 1, v/v) , -naphtoresorcinol,α

ninhydrine, rhodamin 6G (12).

(6) SDS-PAGE(SDS-polyacrylamide gel electrophoresis)

SDS-PAGE(SDS-polyacrylamide gel electrophoresis) ,

(silver staining) . (crude

conchiolin) 15 sample buffer(60mM Tris-HCl, pH6.8, 25% glycerol, 2% SDS, 14.4mM

2-mercaptoethanol, 0.1% bromophenol blue) 20 15% SDS-polyacrylamide gel

loading . SDS-polyacrylamide gel electrophoresis silver staining

coomassie staing . silver staining SDS-polyacrylamide gel 1

. 50% Ethanol 20 0.02% Na2S2O3 5 .

AgNO3 30 . SDS-polyacrylamide gel

developer (0.4% Na2S2O3, 6% Na2CO3)

. (5% acetic acid) developer .

coomassie staing SDS-polyacrylamide gel coomassie blue R-250 1

destaing solution(10% methanol, 10% acetic acid) SDS-polyacrylamide

gel destaing .

. (Crude conchiolin)

(1) (DPPH method)

DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) free radical scavenging activity

. (EDA: electron donating ability) Blios

. DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl)

.
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.

D.W. 1.0ml 1.0g , 10 (control:

99.5% ethanol) 0.1mM DPPH (in 99.5% ethanol) 190 , vortex mixer 10

37 30 , microplate reader(Bio-Tek, USA) 517nm

. methanol 10 ,

L-ascorbic acid, BHA(Butylated hydroxyanisole) .

radical (13-16).

EDA(%) =
Control O.D. - Sample O.D.

× 100
Control O.D.

Sample O.D. :

Control O.D. :

(2) (COX-1, COX-2 )

COX-1(Cyclooxygenase-1), COX-2(Cyclooxygenase-2) .

Cayman chemical Co.(USA) COX inhibitor screening assay kit .

COX-1, COX-2 2 well 20%(v/v) heme 10 , (COX-1,

COX-2) 10 solvent 10 , Sample(inhibitor) 1.0ml 1.0g

10 . Standard inhibitor Indomethacin 0.1mg

DMSO(dimethyl sulfoxide) 1.0ml , well 10

chemiluminescent substrate 50 l arachidonic acid Luminometerμ

(17-20).

(3) NO

Murine melanoma(B16F10) NO LPS , 20

, well 3 . 96 well plate 100

Griess (1% sulfanilamide in 5% phosphoric acid + 1% -naphthylamide in Hα 2O) 150

, 5 ELISA microplate reader(Model: MQX200R, BioTek, USA)

540 nm . sodium nitrite(NaNO2)

(21).
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(4) (MTT assay)

cell Murine melanoma(B16F10) ATCC

. FBS(Fetal Bovine Serum) DMEM

. 6-well plate 1×105 Cell seeding CO2 incubator(Sanyo, Japan) 37

(21).

MTT indicator index

. , active mitochondrial dehydrogenase MTT formazan

.

20 , 5 mg/ml MTT 0.1

mg MTT/(200 ul) well 2 . well 3 ,

, 200 ul PBS , 100 ul DMSO MTT

formazan , ELISA microplate reader(Model: MQX200R,

BioTek, USA) 570 nm . control cell

[Cell viability (% of control) = 100×/(absorbance of treated sample)/(absorbance of

control)].

(5) (Tyrosinase inhibition assay)

‘ (22)

.

tyrosinase , 0.1M

Na-phosphate buffer(pH 6.5) 183 test sample 17 17 mushroom tyrosinase(2000

Unit/ml), substrate(tyrosine) 33 250 96-well microplate

. 37 15 , ice 5

, microplate reader (BioTek, USA) 490nm

(23).

Tyrosinase .

Tyrosinase (%) =
100-(b-b')

× 100
a-a'

a :
b :
a', b' : tyrosinase
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(6) Collagenase ( )

Collagenase Qi W. (2009)(24) . 50mM Tris-HCl

buffer 50 ul 5 ul collagenase (2 mg/ml) (

)10 ul 37 10 min , 6mg/ml

gelatin 0.5ml(50 mM Tris-HCl buffer, pH 7.5) 37 30min

. 10.0 %(w/v) trichloroacetic acid(TCA) 0.5 ml ,

ninhydrin 0.5 ml 100 , 10 min , ice-water .

50.0% 1-propanol 15min

, 10,000 rpm 10 min 570 nm . (%)

(A) (B) , (C)

(D) .

(%) =
(D-C)-(B-A)

× 100
(D-C)

(7) Linoleic acid

(1mg) 1ml , 0.13ml linoleic acid, 10ml ethanol, 10ml 50mM phosphate

buffer(pH 7.0) flask . 40°C 1

thiobarbituric acid(TBA) (Ramirez and Spillman, 1987)

. 50 l 0.8ml , 0.2ml 8.1%(w/v) SDS, 1.5ml 20%(v/v)μ

acetic acid (pH3.5) 1.5ml 0.8% (w/v)TBA 60 100°C

, . 5,000×g 10 532nm

malondialdehyde (25).

(8) (Antimicrobial and Antifungal activity)

filter paper disk method (Advantec, Toyo, 8 mm,

Japan) (E. coli ATCC 10788),

(Staphylococcus aureus), Salmonella typhimurium ATCC 14028, Bacillus cereus ATCC 14509 ,

Citrobacter freundii, Krebsiella pneumonia ATCC 15313, Saccharomyces cerevisiae

KCTC7968, Candida albicans ATCC 10231, Aspergillus niger, Aspergillus flavus KACC

40250 . ;

37 TSB mid-logarithmic phase ,
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(50 l) , paper disk .μ

(10 , 2,000 × g) 0.1mM phosphate buffer (PBS, pH 6.7) 3

100 l (Aμ 570 nm = 0.1) Trypticase Soy Agar (TSA)

paper disk 37 18

(26).

(9)

human .

BCS Hemoglobin kit Cyanmethemoglobin hemoglobin

, potassium ferricyanide

hemoglobin methemoglobin potassium cyanide cyan-

methemoglobin hemoglobin .

, hemoglobin 5ml sample 0.02ml , 0.02ml

5 (16g hemoglobin/dl)

540nm , hemoglobin (27).

(10)

, 2.0-3.0cm

. 1cm

isometric transducer . 1.0g

, 15 .

: 110mM NaCl, 2mM KCl, 1mM CaCl2.H2O, 10mM Glucose/ 500mM

Tris-HCl(pH7.8) 5ml. , 20 mM

Tris-HCl(pH7.0) 10ml 0.2g 50 l(μ

A) urea conchiolin 50 l(conchiolin B) physiographμ

. acetylcholine (Ach) 5 x 10-7M .

(11) Raw 264.7 cell (Crude conchiolin)

( )

Murine macrophage cell line Raw 264.7 cells ,

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) 10% fetal bovine serum (FBS), 100 U/ml

penicillin 100 g/ml streptomycin 37 , 5% COμ 2 incubator

. cells 80~90% confluency , 20 passages
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cell .

( )

Raw 264.7 cells 96 well plate 5×104 cells/well (Crude

conchiolin) , . 0.1 - 3.0 mg/ml

(Crude conchiolin) 37 , 5% CO2 .

MTT (0.5 mg/ml) 4 formazan crystals

DMSO Titertek Multiskan Automatic ELISA microplate reader (Model MCC/340, Huntsville,

AL) 540 nm . control cell

. [i.e. viability (% control) = 100×/(absorbance of treated sample)/(absorbance of control)].

( ) NO

Raw 264.7 nitric oxide (NO) NO2
-

Griess . 100

Griess (1% sulfanilamide in 5% phosphoric acid + 1% -naphthylamide in Hα 2O) 100

96well plates 10 540 nm Titertek Multiskan Automatic

ELISA microplate reader (Model MCC/340, Huntsville, AL) . NO2
-

sodium nitrate .

( ) Immunoblot analysis

20mM Tris Cl (pH 7.5), 1% Triton X-100, 137mM sodium chloride, 10% glycerol, 2mM EDTA,

1mM sodium orthovanadate, 25mM b-glycerophosphate, 2mM sodium pyrophosphate, 1mM

phenylmethylsulfonylfluoride 1 mg/ml leupeptin buffer cell lysis .

Cell lysates 10,000×g 10 debris . iNOS COX-2

antimouse iNOS, COX-2 antibodies , anti p-I-kBα

antibody p-I-kB protein . 2 antibody alkaline phosphatase conjugatedα

anti-mouse anti-goat antibody . iNOS COX-2, p-I-kB protein band ECLα

western blotting detection reagents (Amersham) manufacturer's instruction

.

( ) Cytokine

Cytokine 6-well plate cells (1×106/ml) (Crude

conchiolin) , 1 LPS . LPS 6-12
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cytokine . -70 .

TNF- , IL-1 IL-6 ELISA Kit (Pierce endogen, Rockford, IL, USA)α β

, manufacturer's instruction .

3.

. Rat (crude conchiolin)

(1)

(rat) (crude conchiolin) 1~14

. data ± .

(2) GOT (Glutamic oxaloacetic transaminase), GPT (Glutamic pyruvic transaminase), LDH

(Lactate dehydrogenase) BUN (Blood urea nitrogen)

5 rat , (Crude

conchiolin) 2g/kg 14 . Plasma GOT

(Glutamic oxaloacetic transaminase), GPT (Glutamic pyruvic transaminase), LDH (Lactate

dehydrogenase) BUN (Blood urea nitrogen)

. (Abbott Laboratories, Abbott Park, IL).

. DNCB mouse

(1)

male BALB/c mouse ( , ) , ( )

tap water Normal , tap water Control ,

5 30

. 7 polycarbonate cage , 20-25

30-35% ( , ) ,

12/12 . ( , )

.

(2)

acetone olive oil 4:1 1-chloro-2,4-

dinitrobenzene (DNCB) 1% DNCB . 1
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20 1% DNCB sensitization , 1 3

20 1% DNCB 1

. conchiolin(OF; conchiolin from Oyster fine particle,

0.01, 0.03, 0.10 g/ml) (ON; Oyster nano particle, 0.001, 0.01, 0.03, 0.10 g/ml)

20 (Fig. 3). 20

, Micrometer (Mitutoyo, Kawasaki, Japan) .

Fig. 6. Experimental Design.

(3)

Heparinized capillary tube(Superior, Germany) mouse

, 1.5 tube 3,000rpm 10 .

immunoglobulin -70 .

(4)

30

PBS-T (PBS + 0.1% Tween20) homogenizer (IKA®-Werke, Germany)

, 12,000 ×g 10 . Cytokine

-70 .

(5) Immunoglobulin

Microtiter plate (96-well) sample dilution buffer (0.1% BSA

in PBSN) 37 3 , 3 . IgE antibody

37 2 , pNPP(p-nitrophenyl-phosphate)

spectrophotometer (GENious plus, Tecan, Austria) 405 , 492

background .
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(6) Cytokine

IL-1 , IL-6 ELISA kit (Pierce Endogen, Rockford, IL, USA)β

.

4. conchiolin peptide

.

(A) 6.5M acetic acid 1:10 (W:V) 37 12

. 15 10 7000rpm (B) ,

acetic acid .

powder(crude conchiolin, C) . crude conchiolin powder 0.3g

(0.1M citrate buffer pH6.0, D) 15ml(1:60, W:V) bead , 37 200rpm

. dialysis tube 1 3

overnight , conchiolin(E) .

conchiolin trypsin (F).

, ,

COX-1 COX-2 (H) , COX-1 COX-2

LC/MS(Liquid Chromatography/Mass Spectrometry, I) (Fig. 10).

.

Sephadex

G-100 0.1M Citrate buffer(pH 6.5) 1 ,

FPLC column Superdex 200 Mono Q column ,

COX-2 .

SDS-PAGE ,

. peptide

. LC/MS/MS, GC/MS/MS, NMR

.

(1)

(Biochrom 20 Plus Amino Acid Analyzer,

UK) . 1ml 12N HCl 1ml 110

24hr , 40 , citrate
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buffer(pH 2.2) 1ml 10 40

.

패각 Powder Sample (2kg) (A)

6.5M Acetic acid 20L (1:10, W/V)

Pellet (B)

Crude conchiolin (C)

0.1M Citrate buffer (D)

supernatant

Conchiolin (E)

효소가수분해

Stirrer extraction(탈석회) : 37℃, 12hr
Centrifuge : 7,000rpm, 10 ℃, 15min

D.W. washing (3회)
Centrifuge : 9,000rpm, 4 ℃, 20min
Freezer Dry

Shaking extraction : bead, 37℃, 2hr, 200rpm

Dialysis

trypsin (F)

Dialysis

생리활성 측정 (H)

LC/MS 분석 (I)

생리활성이 확인된 fractions

Fraction (G)

패각 Powder Sample (2kg) (A)

6.5M Acetic acid 20L (1:10, W/V)

Pellet (B)

Crude conchiolin (C)

0.1M Citrate buffer (D)

supernatant

Conchiolin (E)

효소가수분해

Stirrer extraction(탈석회) : 37℃, 12hr
Centrifuge : 7,000rpm, 10 ℃, 15min

D.W. washing (3회)
Centrifuge : 9,000rpm, 4 ℃, 20min
Freezer Dry

Shaking extraction : bead, 37℃, 2hr, 200rpm

Dialysis

trypsin (F)

Dialysis

생리활성 측정 (H)

LC/MS 분석 (I)

생리활성이 확인된 fractions

Fraction (G)

Fig. 10. Schematic diagram for crude conchiolin from various mollusk shells by acidic or enzymatic
hydrolysis.

(2)

Conchiolin SDS-PAGE(SDS-polyacrylamide gel electrophoresis)

. marker M.W. 10, 15, 20, 25, 37, 50, 75 kd ,

(crude conchiolin) 15 sample buffer(60mM Tris-HCl,

pH6.8, 25% glycerol, 2% SDS, 14.4mM 2-mercaptoethanol, 0.1% bromophenol blue) 20

15% SDS-polyacrylamide gel loading . SDS-polyacrylamide gel electrophoresis

silver staining coomassie staing . silver staining

SDS-polyacrylamide gel 1 50% ethanol 20
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0.02% Na2S2O3 5 . AgNO3 30

SDS-polyacrylamide gel developer (0.4% Na2S2O3,

6% Na2CO3) , (5% acetic

acid) developer . coomassie staing SDS-polyacrylamide gel

coomassie blue R-250 1 destaing solution(10% methanol, 10%

acetic acid) SDS-polyacrylamide gel destaining .

.

(Protamex, Trypsin, Neutrase)

, , ACE

. 3 protamex threonine

, trypsin lysine arginine

neutrase glutamine asparaginie (Table 8).

protamex neutrase trypsin

( ) 40-60 pH 6.0-8.0 2

.

Table 8. Characterization of catalytically hydrolysis of protamex, neutrase and trypsin

Enzymes Amino acid cutting position

Protamax ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓
Leu-Trp-Lys-Arg-Glu-Ile-Tyr-Phe-Gln-Ser-Val-Asp-Thr-Ala-Pro-Asn

Trypsin ↓ ↓
Leu-Trp-Lys-Arg-Glu-Ile-Tyr-Phe-Gln-Ser-Val-Asp-Thr-Ala-Pro-Asn

Neutrase ↓ ↓
Leu-Trp-Lys-Arg-Glu-Ile-Tyr-Phe-Gln-Ser-Val-Asp-Thr-Ala-Pro-Asn
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5.

, . 6.5M acetic acid

, 70

, 103 500

, .

,

.

6.

.

.

.

(1)

( ) Calcium

3%(6 g), 6%(12 g), 9%(18 g)

12%(24 g) ,

.

(2)

, .

( ).

(3)

( )

. ,
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,

.

( )

( : Sun Atoskin)

- : , ,

- :

- : 10 - 15%

- : 2 - 3

- : 0.9 % [ : 10 base 10 ul + conchiolin 100 ul(conchiolin

: 10 mg/ml)]

- : 1%

( : Sun Atolotion)

- : ,

- : 30-40%

- : 10

- : 0.9 % [ : 10 base 10 ul + conchiolin 100 ul(conchiolin

: 10 mg/ml)]

- : 2%, 3%

( : Sun Atocream)

- : ,

- : 45%

- : 12

- : 0.9% [ : 10 base 10 ul + conchiolin 100 ul(conchiolin

: 10 mg/ml)]

- : 2%, 0.5%, 3%

( : Sun Acne skin serum)

- :
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- : ,

- : , ,

- : 0.5%

( : Sun Acne skin serum)

- : ,

- :

- : , , ,

- : 0.5%(w/v)

- : , , 1%(v/v)

( : Sun Acne skin regeneration cream)

- : ,

- :

- : , , , ,

- : 0.5%(w/v)

- : , , 1%(v/v)

(4)

conchiolin calcium

,

.

( ) :

( 12g, 120g, 30g)- ( :

, " " P108 )

: 120g 600ml 350ml

100ml

.

: 3 100ml

: , ,

,
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. ( )

.

.

7.

.

, , ,

,

.

.

, ,

, , , ,

, .

8.

.

( )

( Protocol 1 )

.

( ) 30

( Protocol 2 ).

.

( ) 23

( Protocol 3 ).
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. protocol 1.

2007 10
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1
2
3 ,
4
5
6

6.1.
6.2.

7
7.1. ( )

(1) ,
(2)

7.2.
7.3.
7.4.

8
9. , ,

9.1.
9.2.

10.
11.

11.1.
11.2.
11.3.

12. ,
12.1.
12.2.

(1)
(2)
(3)
(4)
(5)
(6)

13.
13.1.
13.2.
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14. ,
14.1.
14.2.
14.3.

15. , ( )
15.1. 1

(1)
(2)
(3)

15.2. 2
(1)
(2)
(3)

15.3. ( )
16. ,

16.1.
16.2.
16.3.
16.4.

17.
18.
19.
20.
21.
22.

22.1.
22.2.
22.3.
22.4.
22.5.

(1)
(2)

22.6.
23.

1.

2.

3. (Case Report Form)
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I.

( )

2.

- : ( )
- : ( )

3. ,

- : ( , )
- : ( , )

4.

- : ( , )

5.

- : ( )
- : 3 489-2 3

6.

6.1.

( ) ( )
.

6.2.

( )
. , , ,

.
.

( )

. ( ) ,
( )

( )
.

.
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7.

7.1.

(1) ,

(1-5g)

(2) :

7.2. :

7.3. : .

7.4. : ( ) .

8.

( )

9. ,

9.1.

A. ( ) : 1980 Hanifin Rajka
3 , 3 (

) .
B. 6 - 40 ( ) ,
C. Table 1.
D.
E.
F.
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Table 1.

(erythema)
. .

(induration)
(papulation)

.
.

.

(puritus)
.

.
.

.

(excorination)
.

.
.

.

(lichenification) .
.

(scaling)
(dryness) .

.

(erosion)
(oozing)

(weeping)

.
.

.
.

7 5 .

9.2.

A. ( )
B.
C. ( )
D. ( , )
E.
F.
G.

10.

2009.( ) .( ) -2009.( ) .( ) (6 )
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11.

11.1.

, (prospective open study) ( )

, .

11.2.

4 .

11.3.

( ) ,
.
, , 1 ,

.

12. ,

12.1.
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12.2.

(1)

, , , , , , , ,
.

(2)
4 .

(3)
.

(4)

4 .

.

- : Eosinophil
- : IgE( )

(5)

1
SCORAD INDEX

2

(6)

2 , 4 .

13.

13.1.

, ,

13.2.

1) .
2) .
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14. ,

14.1.

‘ ’ .
A. ‘ ’

B.
C. ( ,

, )

‘ ’
.

14.2.

‘ ’ ‘ ’ .
A. ‘ ’ ‘ ’

B. ( )

‘ ’ .

14.3.

.
A.
B.
C.
D. 24

, 5 .
E.
F. .
G. 4 .

‘ ’ ,
. ‘

’ .
H. .

15. , ( )

15.1. 1
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(1)

- SCORAD INDEX

(2)

- 2 SCORAD INDEX
.

(3)

- Table 2. 3. 1
.

Table 2.

(scalp)

0=0%
1=10%
2=10-30%
3=30%

(face- )
(Ant. trunk)
(Post. trunk)

(arms- )
(hand- )

(buttock)
(leg- )
(knee- )

(feet- )

Table 3.

( )

(erythema)

0=
1= (mild)
2= (moderate)
3= (severe)

(induration), (papulation)

(puritus)

(excorination)

(lichenification)

(scaling), (dryness)

(erosion), (oozing), (weeping)
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15.2. 2

(1)

-

(2)

- 2 .

(3)

- Table 4. 1
.

Table 4.

15.3. ( )

SPSS Window. version 11.5 ,

0.05 , .

- baseline characteristics frequency analysis descriptive analysis

.

- 1 2 Mann-Whitney U test

.

- Wilcoxon signed rank test .

- , chi-square test .

16. ,

16.1.

‘ ’
(sign), (symptom), (disease)

.
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16.2.
(1)

3 .

(2)

3 .

- (severe) ‘ ’ .

* :

1.
2.
3.
4.

(3)

4 ,
.

16.3.

, , , ,
. 3 .
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(No Relation)

(Possible)

(Definite)

16.4.

-
24

, 5
. .

- ,
.

1.
7 . , 8

.
2.

15 .

-
.

-
.

17. : 1 .

18. : 2 .

19. : 3 .

20.

. ,
.
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21.

.

.

22.

22.1.

- , (KGCP) .

22.2.

-
,

.
.

- .
.

22.3.

. .
.

22.4.

.
.

22.5.

(1)

-
.

- 10 , 5
.

- ( )
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.
- .
- .
-

.
-

.

(2)

,
.

.

22.6.

.
.

23.

1. . . 2001; 161-166
2. , , , . 0.1% tacrolimus

. 2005 ; 43(3) : 312-319.
3. . . 2004 ; 14(2) : 12-23.
4. , , , .

. 2004 ; 42(8) : 949-954.
5. , , , , . ,

IgE, eosinophil cationic protein, IL-4 soluble E-selectin . 2002 ;
40(11) : 1367-1373.

6. , . .
2001 ; 5(0) ; 43-57

7. , , , , , , , .
. 2001 ; 39(1) ; 16-21
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1.

2.

3. (Case Report Form)

- 89 -



- 89 -

1.

.

: ( ) 1 3
.

: 3 , 4 :

( ) : ,
,

- (Eosinophjl, IgE)
-
-

.

: ( )
:
:

: ( )
:

:
:

,
.

.

: ( )
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( ) 1

, 4 .

( ) .

- : , ,
.

-
1) .
2) .

- (Eosinophjl, IgE)
-
-

.
.

,

.

,
.
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.

.

.

,
, ( )

.

.
.

.
.

: ( )
:
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2.

1)
( ) ( ) .

( )
.

.
,

.

2) .
( ) ( )

3)
, , ,

.
,

.

,
,

.

( ) ( )
: ( ) : ( )

: :
: : ( )
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3. (Case Report Form)

*
1. .
2.

.
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1. Flow Chart

2.
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3.

. ( ) : 1980 Hanifin
Rajka 3 , 3

( ) .
B. 6 - 40 ( ) ,
C. Table 1.
C.
D.
E.

*Note : " “ .

Table 1. ( )

(erythema)
. .

(induration)
(papulation)

.
. .

(puritus)
.

.
.

.

(excorination)
.

.
.

.

(lichenification) .
.

(scaling)
(dryness) .

.

(erosion)
(oozing)

(weeping)

.
.

.
.

7 5 .
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A. ( )
B.
C. ( )
D. ( , )
E.
F.
G.

*Note : " “ .

:
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4.

No
Yes

* comment

.

Circulatory

Digestive

Respiratory

Nervous

Muscular

Genitourinary

Endocrine

Immune

Hematopoietic

Others

Comment :

No
Yes

* comment

.

1

Comment :
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5.

4

Appearance

Head

Eyes

Ears, Nose, Throat

Neck

Lymph Nodes

Lung

Heart

Abdomen

Musculo-skeletal

Neurological

Comment :

- 99 -



- 99 -

6-1. 1
- SCORAD INDEX -

( : )

( : 0 = 0% 1 = 10% 2=10-30% 3=30% )

(scalp)

(face- )

(Ant. trunk)

(Post. trunk)

(arms- )

(hand- )

(buttock)

(leg- )

(knee- )

(feet- )

0= 1= (mild) 2= (moderate) 3= (severe)

( )

(erythema)

(induration), (papulation)

(puritus)

(excorination)

(lichenification)

(scaling), (dryness)

(erosion), (oozing), (weeping)
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2 ( : )

( : 0 = 0% 1 = 10% 2=10-30% 3=30% )

(scalp)

(face- )

(Ant. trunk)

(Post. trunk)

(arms- )

(hand- )

(buttock)

(leg- )

(knee- )

(feet- )

0= 1= (mild) 2= (moderate) 3= (severe)

( )

(erythema)

(induration), (papulation)

(puritus)

(excorination)

(lichenification)

(scaling), (dryness)

(erosion), (oozing), (weeping)
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4 ( : )

( : 0 = 0% 1 = 10% 2=10-30% 3=30% )

(scalp)

(face- )

(Ant. trunk)

(Post. trunk)

(arms- )

(hand- )

(buttock)

(leg- )

(knee- )

(feet- )

0= 1= (mild) 2= (moderate) 3= (severe)

( )

(erythema)

(induration), (papulation)

(puritus)

(excorination)

(lichenification)

(scaling), (dryness)

(erosion), (oozing), (weeping)
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6-2. 2
- 1. -

( : )

0:
1:
2:
3: 2

2 ( : )

4 ( : )
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- 2. (Eosinophil, IgE) -

( / / )
4

/ / / /

Eosinophil

IgE

- -

* .
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7.
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- 105 -

8.

- -

*

( :O )

/ / 1 2 3 / /

/ / 1 2 3 / /

/ / 1 2 3 / /

/ / 1 2 3 / /

*
(3 )

1. (mild) :
2. (moderate) : 1mm
3. (severe) : 1mm

- -

*

( :O )
**

/ / 1 2 3

comment

/ / 1 2 3

/ / 1 2 3 / / 1 2 3

/ / 1 2 3 / / 1 2 3

/ / 1 2 3 / / 1 2 3

comment

*
(3 )

1. (mild) :
2. (moderate) :
3. (severe) :

**
(3 )

1. (NO Relation):

2. (Possible):

3. (Definite):
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9.

:

: .

( )
,

,
-

4
4

( )
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. Protocol 2

2008 10
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1．

2．

3 ,．

4．

5．

6 **．

6.1. ( ** )
(1) ,
(2)

6.2.
6.3.
6.4.

7．

8. , ,
9.1.
9.2.

9.
10.

10.1.
10.2.
10.3.

11. ,
11.1.
11.2.

(1)
(2)
(3)
(4)
(5)
(6)

12.
12.1.
12.2.

13. ,
13.1.
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13.2.
13.3.

14. , ( )
14.1. 1

(1)
(2)
(3)

14.2. 2
(1)
(2)
(3)

14.3. ( )
15. ,

15.1.
15.2.
15.3.
15.4.

16.
17.
18.
19.
20.
21.

21.1.
21.2.
21.3.
21.4.
21.5.

(1)
(2)

21.6.

1.

2. (Case Report Form)
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I.

2.

- :
- : 21-11

3. ,

- : , ,

- : ,
,
,

4.

- : ( )
- : 3 489-2 3

( )

5.

4
.

6.

6.1.

(1) ,

(2) :
W/S type

6.2. :

6.3. : .
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6.4. : ( ) .

7.

8. ,

8.1.

A. /

B. : 20-35

C. / / (GAGS grade 1-30 )

D.

8.2.

A. ,

B. , 28 .

C. .

D. ,

.

E.

F.

, .

G. , , .

9.

2008.( 9) (14) -2009.( 9) .(13)

10.

10.1.

, (prospective open study) **

, .

10.2.

4 .

11. ,

- 112 -



- 112 -

11.1.

11.2.

(1)

, , , , , , , ,
.

(2)

1 GAGS GRADE

2 Sebumeter

(3)

2 , 4 .
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12.

12.1.

, , ,

12.2.

1) .
2) .

13. ,

13.1.

‘ ’ .
A. ‘ ’

B.
C. ( ,

, )

‘ ’
.

13.2.

‘ ’ ‘ ’ .
A. ‘ ’ ‘ ’

B. ( )

‘ ’ .

13.3.

.
A.
B.
C. 24

, 5 .
D.
E. .
F. 4 .
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G. ,
. ‘

’ .
H. . 

14. , ( )

14.1. 1

(1)

- GAGS GRADE

(2)

- 2 GAGS GRADE
.

(3)

- 1 .

. Global acne grading system(GAGS)

Location

I. 2

II. 2

III. 2

IV. 1

V. 1

VI. 3

* Grade 0,

Grade 1, 1 (comedone); Grade 2, 1 (papule);

Grade 3, 1 (pustule); Grade 4, 1 (nodule)

14.2. 2

(1)

-

Sebumeter (Sebumeter 810 PC, Courage & Khazaka, Germany)
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. (0 , 4 , 8 ) 3

.

(2)

- 2 .

(3)

- Sebumeter (Sebumeter 810 PC, Courage & Khazaka, Germany)
3 .

14.3. ( )

SPSS Window. version 10.0 ,

0.05 , .

- baseline characteristics frequency analysis descriptive analysis

.

- 1 2 Wilcoxon signed rank test

.

- chi-square test .

15. ,

15.1.

‘ ’
(sign), (symptom), (disease)

.

15.2.
(1)

3 .

(2)

3 .
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(Mild) :

(Moderate) :

(Severe) :

- (severe) ‘ ’ .

* :

1.
2.
3.
4.

(3)

4 ,
.

15.3.

, , , ,
. 3 .

15.4.

-
24

, 5
. .
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- ,
.

1.
7 . , 8

.
2.

15 .

-
.

-
.

16. : 1 .

17. : 2 .

18. : 3 .

19.

. ,
.

20.

.

.

21.

21.1.

- , (KGCP) .
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21.2.

-

, .
.

- .
.

21.3.

. .
.

21.4.

.

.

21.5.

(1)

-
.
- 5 , 5

.
- ( )

.
- .
- .
-

.
-

.

(2)

,
.

.

21.6.
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1.

2. (Case Report Form)
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1.

.
: ** 1 1□

: ** 1 , 4□

: , ,□

□

- **
-
□

.

: ( )
:
:

: ( )
:

:
:

,
.

.

: ( )
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** 1

** 1 , 4 .

 
.

- : , , , ,
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-
1) .
2) .

-
-

.
.

,

.

** ,
.

**
.
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.
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, ( )

.

.
.

.
.

: ( )
:
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2. (Case Report Form)

**

*
1. .
2.

.
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1. Flow Chart

2.
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3.

/

: 20-35

/ / (GAGS grade 1-30 )

  
  
  
  
  

*Note : " “ .

,

, 28

,

,

, ,

  
  
  

  

  
  

  
*Note : " “ .

:   
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No 
Yes 

* comment
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1

Comment :
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6.

- -
  

*

( :O ) 

/ / 1 2 3 / /

/ / 1 2 3 / /

/ / 1 2 3 / /

/ / 1 2 3 / /

*
(3 )

1. (mild) :
2. (moderate) : 1mm
3. (severe) : 1mm

- -
  

*

( :O ) **

/ / 1 2 3

comment

/ / 1 2 3

/ / 1 2 3 / / 1 2 3

/ / 1 2 3 / / 1 2 3

/ / 1 2 3 / / 1 2 3

comment

*
(3 )

1. (mild) :
2. (moderate) :
3. (severe) :

**
(3 )

1. (NO Relation):

2. (Possible):

3. (Definite):
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: ( )
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:
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,
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: 2009 10
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. IRB .
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: 21 11 
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.

,

30 ( : 30 ) 20%
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( )

1) Hanifin Rajka 3 , 3
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3)

4) ,
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( )

2~3 8

.

10 ( 2 , ( ) 8 ) ,

2 ,
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t test 
.

30 ( : 30 ) ,

20% 36 .

10.

10 ( 2 , ( ) 8 ) ,

2 , 12

.

11.
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: 4 250g①
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.
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, screening
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.
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( 1) screening .
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1.

.

6 ( , , , , , )

, , , 100kg

,

. ,

7

15 20kg .

.

6 ( )

50-100mesh(279-140 ), 800mesh(18 ) .

97%(w/w), 90%(w/w) .

,

200nm (Fig. 11). Rod

homogenizer reactor , reactor baffle

reactor

scratched plate .

water jacket 4

0 . 0.2 filter

. 20%(w/w) , running time 150

.

,

. ,

, , , 2

(Fig.

12).
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Fig. 12. Comparative photograph of normal, hyperfine and nano-scale powder.
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(1)

6 HELOS

& RODS 5-30 (Fig.

13), 0.9-5 30-50 .

.
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Fig. 13. Particle size of hyperfine powder.
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(2)

.

( ) 30

, Ball Mill Attrition Mill

(Fig. 14). 2

,

(Fig. 15).

Fig. 14. Schematic diagram of manufacture process of nano particle using mollusk shell powders.
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Fig. 15. Particle size analysis of differential volumes of attrition mill(B) and ball mill(A) treatments
of hyperfine powder.
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Fig. 15 150 , 300

,

( ) ,

. (Fig. 16).

Fig. 16. Photograph of scanning electron microscope(SEM) of nano scaled powder of Pacific oyster.

(SEM) X10,00 Bar 2 500nm 200nm

, .

(Fig. 17).

, , ,

.

A B

Fig. 17. Pacific oyster shell's nano scaled powder photograph.

A: Attrition Mill powder, B, Ball Mill powder
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.

.

2% . 40

, , ,

3 .

(1)

Mettler HB43 (Mettler Toledo Co.) .

Table 6 6

1%(w/w) ,

(Table 9).

Table 9. Moisture content of various mollusk shells.1) (Unit: %)

Powdre type Crassostrea
gigas

Mytilus
coruscus

Ruditapes
philippinarum

Scapharca
broughtonii

schrenck
Fulvia mutica Mactra

veneriformis

Normal 0.48±0.032) 0.43±0.11 0.44±0.04 0.36±0.04 0.50±0.04 0.54±0.05

Hyperfine 0.64±0.05 0.91±0.03 0.79±0.03 0.69±0.05 0.64±0.06 0.59±0.03

1) Dry condition: 100 , 2) All experimental date were mean±SD of triple determinations.

(2)

Kjeldahl , Buechi Auto Kjeldahl Unit K-370(Buechi) .

, 6 1%(w/w)

, 6

40.5%, 71.5%, 38.9%, 37.0%, 50.0%,

32.4% .

(Table 10).

(3)

Soxhlet .
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0.02 ~ 0.06% ,

(Table 11).

Table 10. Crude protein content of various mollusk shells.1) (Unit: %)

Powdre type Crassostrea
gigas

Mytilus
coruscus

Ruditapes
philippinarum

Scapharca
broughtonii

schrenck
Fulvia mutica Mactra

veneriformis

Normal 1.18±0.011) 3.17±0.06 1.00±0.02 1.00±0.05 1.11±0.01 0.98±0.02

Hyperfine 0.84±0.01 1.85±0.21 0.72±0.07 0.73±0.01 0.74±0.07 0.74±0.03

1) All experimental date were mean±SD of duplicate determinations

Table 11. Crude fat content of various mollusk shells.1) (Unit: %)

Powdre type Crassostrea
gigas

Mytilus
coruscus

Ruditapes
philippinarum

Scapharca
broughtonii

schrenck
Fulvia mutica Mactra

veneriformis

Normal 0.06±0.011) 0.02±0.02 0.03±0.01 0.02±0.01 0.05±0.02 0.03±0.01

Hyperfine 0.02±0.02 0.02±0.01 0.03±0.01 0.03±0.01 0.04±0.02 0.05±0.01

1) All experimental date were mean±SD of duplicate determinations

(4)

Thermolyne F6010 (Thermolyne Co.) 550 overnight ,

. Table 12 ,

96 ~ 98% .

Table 12. Crude ash content of various mollusk shells.1) (Unit: %)

Powdre type Crassostrea
gigas

Mytilus
coruscus

Ruditapes
philippinarum

Scapharca
broughtonii

schrenck
Fulvia mutica Mactra

veneriformis

Normal 97.84±0.891) 96.22±0.48 97.62±0.52 97.35±0.57 97.88±0.79 97.61±0.38

Hyperfine 97.16±0.52 95.95±0.28 96.22±0.36 96.48±0.44 97.18±0.62 96.41±0.32

1) All experimental date were mean±SD of triple determinations
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(5)

Phenol-sulfuric acid . total

sugar 6 ( , , , , , )

, 0.1mg 10mg

0.2ml , 5% phenol 0.2ml H2SO4 1ml vortex

. 15 10,000rpm 5

480nm .

0.34%(w/w) , ( 0.26%(w/w)

%(w/w) .

(Table 13) ( , , , , ) 100%

.

.

Table 13. Compositions of various mollusk shells.1) (Unit: %)

Powder type Moisture Crude protein Crude fat Sugar Crude ash

Normal
powder

A1) 0.48 1.18 0.06 0.34±0.01 97.84

B 0.43 3.17 0.02 0.26±0.02 96.22

C 0.44 1.00 0.03 0.21±0.03 97.62

D 0.36 1.00 0.02 0.21±0.01 97.35

E 0.5 1.11 0.05 0.23±0.01 97.88

F 0.54 0.98 0.03 0.25±0.03 97.61

Hyperfine
powder

A 0.64 0.84 0.02 0.35±0.02 97.16

B 0.91 1.85 0.02 0.27±0.01 95.95

C 0.79 0.72 0.03 0.22±0.01 96.22

D 0.69 0.73 0.03 0.25±0.02 96.48

E 0.64 0.74 0.04 0.23±0.01 97.18

F 0.59 0.74 0.05 0.26±0.01 96.41

1)A: Crassostrea gigas, B: Mytilus coruscus, C: Ruditapes philippinarum, D: Scapharca broughtonii schrenck, E: Fulvia
mutica, F: Mactra veneriformis.
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(6) ( )

( )

,

96 ~ 98% , ( ) 74 ~ 83%

. , ( ) ( )

(Table 14), 96~98%

. ,

.

Table 14. Compositions of edible portion from various mollusk shells. (Unit: %)

Mollusk shells
Content (%)

Moisture Crude protein Crude fat Sugar Crude ash

Crassostrea gigas 80.4 10.5 2.4 5.1 1.6

Mytilus coruscus 82.8 9.7 1.2 4.0 2.3

Ruditapes philippinarum 82.2 13.0 1.1 0.7 3.0

Scapharca broughtonii schrenck 81.2 11.8 2.2 3.0 1.8

Fulvia mutica 73.9 21.5 1.9 1.3 1.4

Mactra veneriformis 82.7 11.8 1.6 0.9 3.0

* Origin: National Fisheries Research & Development Institute
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(7)

6 Ca, Na, Mg, Se, K, Fe, P, Li,

Mn (Table 15).

Ca, Na , Mg, K . Se

, Se

. D( )

Fe .

. P

.

, , .

.

(8)

, ,

.

6 (Table 16, 17)

Astaxanthin, Retinol Elaidic acid 1,033.94ng/g,

1,039.02ng/g, 4,360.57ng/g, Retinol, Elaidic acid, Nervonic acid 790.13ng/g,

5,617.63ng/g, 685.79ng/g ,

Elaidic acid, Nervonic acid, Palmitic acid, Tetradecanoic acid

. ,

Elaidic acid .

,

. 2% , 25-30%

LANCET ,

2% 39% .

. 2006
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Table 15. Mineral compositions of normal and hyperfine powder from various mollusk shells1)

(Unit: ppm)

Minerals
Normal powder Hyperfine powder

A2) B C D E F A B C D E F

Mg 38.19 23.42 4.49 4.25 4.34 2.78 44.48 37.24 3.28 3.75 7.33 2.25

Se 0.12 0.23 0.11 0.17 0.11 0.17 0.20 0.18 0.15 0.22 0.16 0.17

Cu -3) - - - - - - - - - - -

K 13.35 3.03 7.13 4.03 8.20 5.62 16.49 7.07 10.98 6.48 11.09 5.54

P 0.60 0.46 - - - - 0.15 0.26 - - - -

Sn - - - - - - - - - - - -

Ca 4,716 5,196 4,683 4,659 3,957 5,089 4,252 3,844 3,474 4,523 3,980 3,779

Na 218.2 90.16 163.8 145.4 182.8 169.5 260 171.5 229.2 177.4 265.3 205.4

As - - - - - - - - - - - -

Cd - - - - - - - - - - - -

Co - - - - - - - - - - - -

Cr - - - - - - - - - - - -

Fe - 0.08 0.18 1.08 - 0.43 - 0.80 0.06 0.01 0.66 0.43

Li 0.07 0.02 0.10 0.01 - - 0.03 - - - - -

Mn 0.21 0.10 0.48 0.41 0.04 0.36 0.16 - 0.08 0.17 0.01 0.11

Mo - - - - - - - - - - - -

Ni - - - - - - - - - - - -

Pb - - - - - - - - - - - -

Sb - - - - - - - - - - - -

Zn - - - - - - - - - - - -

1) All experimental date were triple determinations.
2) A: Crassostrea gigas, B: Mytilus coruscus, C: Ruditapes philippinarum, D: Scapharca broughtonii schrenck, E: Fulvia

mutica, F: Mactra veneriformis.
3) - : Not detected
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The journal of general and applied microbiology ,

elaidic acid (Lacto bacillus)

. prebiotics

,

.

Elaidic acid ,

76%, 68% 4-6 /g

, 1 0.37g 1kg

4-6mg .

Retinol ( ) , .

(retinoic acid) ,

. DNA

RNA ,

(Fig 18).

RAR- Retinolβ

, 13-cis retinol ,

Vitamin A 8 .

Tocopherol , -Tocopherol, - Tocopherol 1,134.44 ng/g, 1,333.80 ng/g 6α γ

.

Vitamin K2 673.84 ng/g, 611.84 ng/g, 557.44

ng/g .

, Tocopherol 100 Astaxanthin Vt E

(Tocopherol)

. Astaxanthin

1,033.94 ng/g .
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Table 16. Burdens of fatty acid on mollusk shells. (Unit:ng/g)

Fatty acids　 A1) B C D E F

Hexanoic acid 2.16 57.14 20.34 4.24 139.93 0.25

Heptanoic acid 14.81 267.49 12.19 26.42 18.33 5.20

Octanoic acid 17.69 290.66 15.53 46.56 16.46 6.98

Decanoic acid 4.33 1.33 13.45 10.27 20.99 6.93

Dodecanoic acid 50.52 4.76 16.56 19.96 17.64 6.37

Tridecanoic acid 8.02 -2) 5.94 10.66 8.38 5.02

Tetradecanoic acid 233.95 41.76 50.09 71.86 76.37 32.67

Pentadecanoic acid 27.02 11.99 23.22 33.50 36.76 13.89

Palmitoleic acid 39.06 46.17 56.24 87.50 87.17 34.22

Palmitic acid 302.30 139.51 234.35 356.43 349.17 153.41

Heptadecanoic acid 75.25 12.35 84.91 177.12 29.80 46.04

Linoleic acid 107.91 58.57 46.88 54.60 65.40 30.02

Petroselinic acid 51.14 18.93 76.78 55.64 102.67 30.43

Linolenic acid / Oleic acid 90.80 9.79 14.23 13.84 25.51 4.47

Elaidic acid 838.52 1,583.38 4,360.57 2,770.90 5,617.63 1,339.77

cis-5,8,11,14 Eicosatetraenoic
acid 21.30 468.54 34.08 - 397.56 71.51

Docosahexanoic acid 107.70 143.36 101.88 107.68 457.52 60.38

Erucic acid 42.44 307.94 96.99 70.41 88.13 6.77

Nervonic acid 80.20 0.88 464.96 366.19 685.79 271.96

1)A: Crassostrea gigas, B: Mytilus coruscus, C: Ruditapes philippinarum, D: Scapharca broughtonii schrenck, E: Fulvia
mutica, F: Mactra veneriformis.
2) - : Non detected
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Table 17. Burdens of fat-soluble vitamins on mollusk shells. (Unit:ng/g)

Vitamins A1) B C D E F

13-cis retinol 0.96 0.96 0.96 -2) - 781.26

Retinol 297.72 189.26 1,039.02 690.57 790.13 230.91

Astaxanthin 90.73 186.16 1033.94 - 291.45 -

delta-Tocopherol - 1.63 - - - -

gamma-Tocopherol - 3.05 - 1,333.80 - -

Cholecalciferol 10.94 30.80 - - - -

Ergocalciferol - - - - - -

alpha tocopherol - - - 1,134.44 - -

Vitamin K1 239.01 - - 165.80 - 218.57

Vitamin K2 673.84 431.24 280.25 388.30 611.94 557.44

1)A: Crassostrea gigas, B: Mytilus coruscus, C: Ruditapes philippinarum, D: Scapharca broughtonii schrenck, E: Fulvia
mutica, F: Mactra veneriformis.
2) - : Non detected
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(9)

TLC (Thin layer chromatography) . TLC silica gel

60 F254 glass plate(Merck Co., German) BEA(n-butanol : acetic acid :

water = 2 : 1 : 1, v/v) , -naphtoresorcinol,α

ninhydrine, rhodamin 6G . 6 chonchiolin

TLC . 105 20 TLC , ninhydrin spray

TLC 105 spot .

Rf=0.581(a) conchiolin spot .

glutamic acid(Rf=0.065) ninhydrin 6

Rf=0.581(a) spot

.

Fig. 18. Generation pathway of Retinol derivatives
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conchiolin ,

. ninhydrin peptide

. A plate

chonchiolin pepsine (0.1% w/v, pepsine/ 50mM tris-HCl pH 7.0 buffer) B plate

Trypsine (0.1% trypsine/ 50mM tris-HCl pH 7.0 buffer) 100

chonchiolin 900 37 1 .

pepsine A plate 7 lane b spot(Rf=0.452) B plate 7 lane

b spot (Rf=0.452) .

peptide , conchiolin peptide

(Fig. 19)

TLC

105 20 -naphtolresorcinolα

. A solution (20% v/v H2SO4/EtOH) TLC dipping

B solution (0.2% -naphtolresorcinol/EtOH) dipping .α

Fig. 20 7 lane glucose , 1-6 lane c spot

7 . conchiolin

. a spot A solution

H2SO4 . TLC

, a spot Fig. 20 c spot .

.
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Fig. 19. TLC analysis of enzymatic hydrolysis products from chonchiolin and six different
conchiolin. Spots were detected with the ninhydrin reagent. Lane a: Glutamic acid, Lane1-6:
Chonchiolin (Crassostrea gigas, Mytilus coruscus, Ruditapes philippinarum, Scapharca broughtonii
schrenck, Fulvia mutica, Mactra veneriformis), Lane7-8: Treated enzyme (A: Pepsine, B: Trypsine)
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Fig. 20. TLC analysis of six different conchiolin extracted from shells. Spots were detected with
the -naphtoresorcinol. Lane1-6: Chonchiolin (α Crassostrea gigas, Mytilus coruscus, Ruditapes
philippinarum, Scapharca broughtonii schrenck, Fulvia mutica, Mactra veneriformis), Lane7:
Glucose
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2.

.

(>250 m) (5-30 m), (<200nm) ,μ μ

2%(w/v) 20mM Tris-HCl buffer(pH 7.0) .

Tween 80 50 /Buffer 10 vortex

. Tween 80 42.3mN/m

6 (>250 ) (5-30 ),

(<200nm) buffer 72.3 mN/m

71.6 mN/m, 71.3mN/m, 71.9mN/m

.

Tween 80

,

.

62.3 mM/m (Fig. 21)

1 2 A B C D E F

Su
rf

ac
e 

te
ns

io
n(

m
N

/m
)

0

20

40

60

80

Normal powder
Hyperfine powder
Nano-scale powder

Fig. 21. Surface tension of various mollusk shelles. 1: Control, 2: Tween 80, A: Crassostrea gigas,
B: Mytilus coruscus, C: Ruditapes philippinarum, D: Scapharca broughtonii schrenck, E: Fulvia
mutica, F: Mactra veneriformis.
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. pH

2%(w/v) 3 buffer(pH3.0-6.0, 50mM citrate, sodium citrate buffer ; pH 6.0-8.0,

100mM phosphate buffer ; pH 9.0-10.0, 50mM boric acid- NaOH buffer)

5%(v/v) pH (TD-1, Lauda, German) pH

.

, pH pH 5.0 62mN/m

pH 5.0 . pH 3.0

pH 5.0-9.0

(Fig. 22).

pH

3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0

Su
rf

ac
e 

te
ns

io
n(

m
N

/m
)

50

55

60

65

70

75

80

Fig. 22. Effect of pH on the surface tension of hard-shelled mussel solution. The pH of
hard-shelled mussel solution in three kinds of buffer was varied, and it was measure at 25 .
pH3-6: 50mM citrate sodium citrate buffer, pH6-8:100mM phosphate buffer, pH8-10; 50mM Boric
acid NaOH buffer.
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.

20mM Tris-HCl buffer(pH 7.0) 2%(w/v) buffer 9.5ml

0.5ml , 5%(v/v) oliver oil 1 vortex 10

, Tween 80 50 l .μ

6 , ,

20mM Tris-HCl(pH 7.0) buffer 42mN/m, Tween 80 12mN/m , 6

30.1mN/m .

. ( )

(Fig. 23).

1 2 A B C D E F

In
te

rf
ac

ia
l t

en
si

on
(m

N
/m

)

0

10

20

30

40

50
Noraml powder
Hyperfine powder
Nano-scale powder

Fig. 23. Interfacial tension of six species shelles. 1: Control, 2: Tween 80, A: Crassostrea gigas, B:
Mytilus coruscus, C: Ruditapes philippinarum, D: Scapharca broughtonii schrenck, E: Fulvia mutica,
F: Mactra veneriformis.

. HLB (Hydrophilic Lipophilic Balance) value

HLB

.

6
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.

.

(1)

20mM Tris-HCl buffer(pH 7.0) 2% (w/v) Rosenberg E. (1979)

. oliver oil ,

10 , 30 620nm

Kd .

Kd = ( logX2 - logX1 ) / 10

(X1 : 10 , X2 : 30 )

6 ( , , )

20mM Tris-HCl(pH 7.0) buffer, Tween 20, Tween 60, Tween 80

0.49, 0.865, 2.016, 1.9740 , control buffer

0.04-0.4 (Fig. 24).

(2)

kd (-)

. 10

30 .

, Tween 60(kd=-0.000129), Tween 80(kd=-0.00022)

Tween 20(kd=-0.0124) Tween 60 80 .

buffer(kd=-0.0303) Tween

(Fig, 25).

.

20mM Tris-HCl buffer(pH 7.0) 2%

. (25 ) 100 10

. 6 ,

100

(Fig.

26).
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1 2 3 4 A B C D E F
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Normal powder
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Fig. 24. Emulsifying stability of various mollusk shell. 1: Control, 2: Tween 20, 3: Tween 60, 4:
Tween 80, A: Crassostrea gigas, B: Mytilus coruscus, C: Ruditapes philippinarum, D: Scapharca
broughtonii schrenck, E: Fulvia mutica, F: Mactra veneriformis.
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  25oC

100oC

Fig. 25. Comparison of emulsifying activity for heat treatment samples. (A: Crassostrea gigas, B:
Mytilus coruscus, C: Ruditapes philippinarum, D: Scapharca broughtonii schrenck, E: Fulvia mutica,
F: Mactra veneriformis.)
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1 2 3 4 A B C D E F
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)
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Hyferfine powder
Nano-scale powder

Fig. 26. Emulsifying activity of various mollusk shells. (1: Control, 2: Tween 20, 3: Tween 60,
4: Tween 80, A: Crassostrea gigas, B: Mytilus coruscus, C: Ruditapes philippinarum, D: Scapharca
broughtonii schrenck, E: Fulvia mutica, F: Mactra veneriformis.)
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. TG, DSC

,

TGA(Thermogravimetry analysis), , .

200 ( )

, 600 700

. 5%

, 200 ,

600

.

100 700

.

(Fig. 27).

(Fig. 28).

Fig. 27. Thermogravimetric analysis (TGA) of Pacific oyster
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Fig. 28. Differential Scanning Calorimeter (DSC) analysis of Pacific oyster
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3.

.

(1) Conchiolin

( , , , , )

conchiolin , .

( ) Conchiolin

30g 300 ml 6.5 M acetic acid 3

, (15 min, 12,000g) . (Conchiolin) , pellet

acetic acid DDW 65 dry oven 12

(Fig. 29).

Decalcification Crude conchiolin

Fig. 29. Photograph of decalcification and recovery crude conchiolin

( ) Conchiolin

Conchiolin conchiolin Table 18

. conchiolin ( ) 0.53%, (

) 2.94% , 1.5%

(Fig. 30). 5

, conchiolin 1.5%

- 170 -



- 170 -

conchiolin soluble conchiolin

.

Table 18. Recovery rate of conchiolin from various mollusk shells1)

Powder type Dry weight (g) Yield ratio(%) Mean ± SD

Normal
powder

A2) 0.5381 1.7937
1.66 ± 0.20

0.4549 1.5163

B
0.9479 3.1597

2.94 ± 0.31
0.8166 2.7220

C
0.2504 0.8347

0.83 ± 0.01
0.2490 0.8300

D
0.1991 0.6637

0.67 ± 0.01
0.2000 0.6667

E
0.1530 0.5100

0.57 ± 0.09
0.1908 0.6360

F
0.1585 0.5283

0.53 ± 0.01
0.1597 0.5323

Hyperfine
powder

A
0.5570 1.8567

1.80 ± 0.09
0.5200 1.7333

B
0.4927 1.6423

1.39 ± 0.35
0.3441 1.1470

C
0.2431 0.8103

0.87 ± 0.09
0.2800 0.9333

D
0.1588 0.5293

0.60 ± 0.10
0.2006 0.6687

E
0.2095 0.6983

0.60 ± 0.14
0.1492 0.4973

F
0.2262 0.7540

0.73 ± 0.03
0.2123 0.7077

1) All experimental date were mean ± SD of duplicate determinations.
2) A: Crassostrea gigas, B: Mytilus coruscus, C: Ruditapes philippinarum, D: Scapharca broughtonii schrenck, E: Fulvia

mutica, F: Mactra veneriformis.
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Fig. 30. Comparison of extraction efficiency on crude conchiolin yield between normal and
hyperfine powder. The crude conchiolin of shell, which is only 1-3% by weight and there was no
significant difference in crude conchiolin contents between both groups: A: Crassostrea gigas, B:
Mytilus coruscus, C: Ruditapes philippinarum, D: Scapharca broughtonii schrenck, E: Fulvia mutica,
F: Mactra veneriformis.
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( )

6 conchiolin 24

6 Glutamic

acid(14.48-15.34%)>Aspartic acid(11.2-12.43%)>Valine(7.28-7.79%)>Phenyl-alanine(6.98-8.10%)>Lysine

(6.63-7.13%)>Leucine(4.98-7.03%)>Methionine(5.46-6.20%)>Glycine(4.81-5.38%)>Alanine

(4.15-4.57%)>Histidine(3.89-4.14%)>Arginine(3.57-5.6)>Threonine(3.09-4.96)> Isoleucine(2.77-3.80%)>

Serine(2.52-3.87)>Proline(2.21-3.42%)>Ammonia(1.59-2.22%)>Cystine(0.13-0.69)

(Table 19).

Table 19. Amino acid contents of six different chonchiolins extracted from various mollusk shells

Amino acid contents
(mol %)

Mollusk shells
A1) B C D E F

Aspartic acid 11.44 11.20 12.20 12.43 11.83 12.29

Threonine 4.96 4.85 3.09 3.65 4.18 4.08

Serine 3.87 3.83 2.52 2.88 3.20 3.13

Glutamic acid 15.34 15.04 15.10 15.24 15.13 14.48

Proline 2.21 3.37 2.86 3.00 3.42 3.00

Glycine 5.31 5.38 5.37 4.81 5.11 5.06

Alanine 4.57 4.56 4.18 4.21 4.37 4.15

Cystine 0.28 0.41 0.38 0.69 0.13 0.20

Valine 7.76 7.19 7.79 7.50 7.44 7.28

Methionine 5.85 5.46 6.16 5.74 6.02 6.20

Isoleucine 3.80 3.56 3.34 3.29 3.32 2.77

Leucine 7.00 7.03 6.33 6.21 6.10 4.98

Tyrosine 4.04 4.51 5.01 5.14 4.77 5.67

Phenylalanine 7.07 6.98 7.46 7.53 8.10 8.03

Histidine 4.14 4.07 4.12 4.00 3.89 3.96

Lysine 7.05 6.91 7.13 6.94 6.63 6.88

Ammonia 1.75 1.59 2.21 1.89 1.92 2.22

Arginine 3.57 4.04 4.76 4.84 4.43 5.60

1)A: Crassostrea gigas, B: Mytilus coruscus, C: Ruditapes philippinarum, D: Scapharca broughtonii schrenck, E: Fulvia
mutica, F: Mactra veneriformis.
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( ) Crude Conchiolin

Conchiolin conchiolin 8M urea 30ml 24

, Lowry .

(COX, DOPA)

Cyclooxygenase

(infectious agents), (ischemia), - ,

,

(erythema), (edema), (tenderness), (28).

Arachidonic acid cyclooxygenase (COX)

prostaglandin thromboxane , COX

COX-1

COX-2 . COX-1(type 1; constitutive form)

.

(vascular flow) , (cell division), (mucus) (bicarbonate)

prostaglandin , COX-1

NSAIDs (Non Steroidal Analgesic Inflammation Drugs)

(antiplatelet activity) . COX-1

(Thromboxan A2) ,

. , COX-2(type 2; induced form) ,

(inflammatory cells) ,

. COX-2 Prostaglandin E2

Prostacyclin (Prostaglandin I2)

[29-31](Fig. 31).

Fig. 32 IC 50 COX-1 COX-2

COX-2

. indomethacin

(32-33). Indomethacin IC50 COX-1 0.3 M COX-2μ

0.7 M (Fig. 32) Cayman chemical company Johnsonμ

(1995) kit indomethacin IC50 ovine COX-1

COX-2 0.1 6 M .μ

- 174 -



- 174 -

Fig. 31. Production and actions of prostaglandins and thromboxane.
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Fig. 32. Concentrations of Various Drugs Required to Inhibit the Activity of Cyclooxygenase-1 and
Cyclooxygenase-2 by 50 Percent (IC50) in Assays of Whole Blood. Each point is the mean of three
or four values. Drugs plotted below the diagonal line indicating equivalence are more potent
inhibitors of cyclooxygenase-2 than drugs plotted on or above the line. 6-MNA denotes
6-methoxy-2-naphthyl acetic acid.
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indomethacin COX-1 0.15 Mμ

60.5%, 0.1 M 47.7%, 0.05 M 25.0% ,μ μ

COX-2 18 M 83.6%, 6 M 48.7%, 3 M 24.7%μ μ μ

. Johnson (1995) indomethacin IC50 ovine

COX-1 COX-2 0.1 6.0 M .μ

6 ( , , , , ) conchiolin

conchiolin (Fig. 33 Table 20). Fig. 33

Table 20 conchiolin( : 0.01, 0.1, 1, 10, 100 g/ml)μ

COX-1 COX-2 .

Fig. 33 Table 20 , conchiolin 0.01~100 g/mlμ

COX-1 COX-2 . Ibuprofen

Diclofenac Naproxen COX-1 COX-2

, 100 g/ml 96.1% COX-1μ

92.7% COX-2 . COX-1

COX-2

prostaglandin E2 . COX-1

0.1 ~ 1 g/ml IC50 , COX-2μ

0.01 ~ 0.1 g/ml ICμ 50 . conchiolin COX-1

COX-2 . Johnson (1995) ,

Indomethacin Diclofenac COX-1 , NS-398,

Nimesulide Niflumic acids COX-2 .

COX-2

(34). conchiolin

.
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Fig. 33. Inhibitory rate of COX-1 and COX-2 by various soluble conchiolin. All experimental date
were mean±SD of duplicate determinations.
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In vitro DOPA oxidation inhibition assay (In vitro tyrosinase inhibition assay)

melanocyte , ,

DNA . melanocyte

tyrosinase [21,23].

, 2 melanin

melanin eumelanin pheomelanin . Melanin melanocyte

melanin tyrosine tyrosinase 3,4-digydroxyphenylalanine

(DOPA) hydroxylation dopaquinone, dopachrome melanin

[35]. Dopachrome decarboxylation DHI

indole-5,6-quinone . carboxylated intermedate

DHICA DHICA-oxidase indole-5,6-quinone-2-carboxylic acid

eumelanin . dopaquinone cysteine glutathione SH compound

cysteinyldopa pheomelanin (Fig. 34).

Tyrosinase tyrosine DOPA tyrosine hydroxylase , DOPA

DOPAquinone DOPA oxidase melanin

, DHI (5, 6-dihydroxyindole) indole-5, 6-quinone

DHIoxidase . Tyrosinase Tl, T2, T3 3

isozyme , Tyrosinase sialic acid, mannose galactose

[23].

Fig. 34. Synthetic pathway of Melanin
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Tyrosinase melanin

melanin

. tyrosinase

. ‘

’[22] . Conchiolin tyrosinase

Fig. 35 . Conchiolin 170ug/ml

20.81%, 16.49%, 10.81%,

12.49%, 12.13% 11.19% ,

Arbutin 170ug/ml 35.30%

tyrosinase (Fig. 35).
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Fig. 35. Effect of conchiolin from various mollusk shells on tyrosinase inhibition activity: A:
Crassostrea gigas, B: Mytilus coruscus, C: Ruditapes philippinarum, D: Scapharca broughtonii
schrenck, E: Fulvia mutica, F: Mactra veneriformis, G: dialyzed Urea, H: Arbutin. All experimental
date were mean±SD of triple determinations.
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Arbutin (Bearberry)

,

(Melanocyte) [36,37].

, ,

. Conchiolin 20.81% tyrosinase

, No [38]

GCG (gallocatechin 3-O-gallate) tyrosinase 72%

. Conchiolin

Conchiolin

GCG tyrosinase

.

Linoleic acid

(ROS) , , ,

. ROS

(DNA, , )

[30,39]. (ROS) ,

ROS .

,

[40], free radical species [41].

Conchiloin .

DPPH radical scavenging activity , lipid peroxidation

. DPPH proton free radical DPPH

[42].

conchiolin 0.5 mg/ml . 6

crude conchiolin DPPH (48.2%)

(Fig. 36B). conchiolin

9% .

. Malondialdehyde . 6

conchiolin linoleic acid ,
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28.6-33.6% (Fig. 36A).
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Fig. 36. Inhibition of lipid peroxidation in linoleic acid (A) and 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl
(DPPH) radical scavenging acitivity (B) of the conchiolin extracted from six different shells:
Ascorbic acid (a), caffeic acid (b), Crassostrea gigas (c), Mytilus coruscus (d), Ruditapes
philippinarum (e), Scapharca broughtonii schrenck (f), Fulvia mutica (g) and Mactra veneriformis
(h). All experimental date were mean±SD of triple determinations.

Torita [42] (Patinopecten yessoensis) DPPH

. 0.5 mg/ml 50% DPPH

, 0.75mg/ml 40% .

conchiolin ,

. - free radical Liu [43]

, ( )

. conchiolin

, conchiolin peptide

.

(E. coli ATCC 10788),

(Staphylococcus aureus), Salmonella typhimurium ATCC 14028, Bacillus cereus ATCC 14509 ,

Citrobacter freundii, Krebsiella pneumonia ATCC 15313 , Saccharomyces cerevisiae

KCTC7968, Candida albicans ATCC 10231, Aspergillus niger, Aspergillus flavus KACC

40250 , 6 conchiolin , ,
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. 6 (Fig. 38,

Table 21).

Table 21. Antimicrobial effect of conchiolin extracted from six different shells.

Strains

Mollusk shells

A1) B C D E F

N2) H N H N H N H N H N H

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Bacteria

E. coli -3) - - - - - - - - - - -

S. aureus - - - - - - - - - - - -

S. typhimurium - - - - - - - - - - - -

B. cereus - - - - - - - - - - - -

K. pneumonia - - - - - - - - - - - -

Yeast
S. cerevisiae - - - - - - - - - - - -

C. albicans - - - - - - - - - - - -

Fungi
A. niger - + - - - - - - - - - -

A. flavus - - - - - - - - - + - -

1) A: Crassostrea gigas, B: Mytilus coruscus, C: Ruditapes philippinarum, D: Scapharca broughtonii schrenck, E: Fulvia
mutica, F: Mactra veneriformis.
2) N: Normal powder, H: Hyperfine powder.
3) +: No growth, ±: Uncertain in growth, -: Growth.
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E. coli

Staphylococcus aureus

Salmonella typhimurium

Bacillus cereus

Klebsiella pneumoniae
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Saccharomyces cerevisiae

Citrobacter freundii

Candida albicans

Aspergillus flavus

Aspergillus niger

Fig. 38. Morphological change on antimicrobial activity by soluble conchiolin.
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human .

BCS Hemoglobin kit Cyanmethemoglobin hemoglobin

, potassium ferricyanide hemoglobin

methemoglobin potassium cyanide cyanmethemoglobin

540nm hemoglobin .

hemoglobin , ,

.

, , , ,

, , ,

, influenza

virus [44,45].

Fig. 39 , (A) Hemoglobin (14.74± 0.09 g/dl)

, , , , conchiolin (20 g protein)μ

Hemoglobin (14.51 ~ 15.13 g/dl) .

conchiolin ,

[45].
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Fig. 39. Hemolytic activity of soluble conchiolin extracted from six different shells: Whole blood
(A), Crassostrea gigas (B), Mytilus coruscus (C), Ruditapes philippinarum (D), Scapharca
broughtonii schrenck (E), Fulvia mutica (F), Mactra veneriformis (G). All experimental date were
mean±SD of triple determinations.
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Vasopressin Oxytocin peptide , 9

amino acid

. Vasopressin ,

, Oxytocin , [46].

, 20 mM Tris-HCl(pH 7.0) 10 m 0.2g

50 ul urea conchiolin 50

ul physiograph . acetylcholine (Ach) 5 x 10-7 M

(Fig. 40).

conchiolin

(Fig. 41). , (A) 2.5

conchiolin (B) .

Conchiolin (B) 3

(A) . conchiolin

. Go [47]

bioassay

peptide , , , , ,

[48]. crude conchiolin

.

vasopressin

, oxytocin ,

.
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Fig. 40. Typical tracing illustrating the contractile activity of Acetylcholine (Ach).

Fig. 41. Contractile intensity with smooth muscle of the goldfish, Carassius auratus : Crassostrea
gigas powder (A) and conchiolin (B).
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4. Conchiolin

. Conchiolin Buffer

( , , , , , ) acetic acid

crude conchiolin

urea . Urea urea

100% urea

.

Crude conchiolin

7 buffer

(Table 22).

8M urea(pH8.5) conchiolin 96.92 / ,

7 buffer 0.1M citrate buffer(pH6.0) 0.2M sodium phosphate

buffer(pH8.0) 84.04 / 69.62 / . 0.2M Sodium

phosphate buffer(pH6.0) 65.87 : 1

57.88 / 60%

. 0.1M Citrate buffer(pH6.0)

8.83 : 1(proteins : sugars) , urea

85%

. citrate(Citric acid sodium citrate)

crude conchiolin

0.1M citrate buffer(pH6.0) .

Table 22. Comparison for conchiolin extraction using various buffers from Crassostrea gigas

Buffers Protein con.
( / )㎍ ㎖

Sugar con.
( / )㎍ ㎖

Ratio
(Protein:Sugar)

1 H2O 12.88±0.047 0.00±0.037 12.88 : 0
2 8M urea, pH8.5 96.92±0.265 14.72±0.196 6.58 : 1
3 0.1M Citrate buffer, pH6.0 84.04±0.232 9.52±0.144 8.83 : 1
4 0.2M Sodium phosphate buffer, pH6.0 57.88±0.111 0.88±0.059 65.87 : 1
5 0.1M KH2PO4, NaOH buffer, pH6.0 37.50±0.194 1.48±0.065 25.26 : 1
6 0.2M Sodium phosphate buffer, pH8.0 69.62±0.093 4.01±0.090 17.36 : 1
7 0.1M Glycine buffer, pH 8.5 30.77±0.144 2.70±0.077 11.41 : 1
8 0.1M Trizma buffer, pH8.5 50.38±0.133 6.23±0.112 8.08 : 1
9 0.1M Glycylglycine, pH8.5 45.96±0.088 8.05±0.130 5.71 : 1
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. 0.1M Citrate buffer 8.0M Urea buffer conchiolin ,

6.5M acetic acid crude conchiolin

urea

citrate buffer

. 6 ( , , , , , ) crude conchiolin

powder 8M urea(pH8.5) 0.1M citrate buffer(pH6.0) bead 37 2

, (Table 23, Fig. 43) (Table

24, Fig. 44) .

citrate buffer , , urea

, citrate buffer

urea 2 . urea

citrate buffer .

5 crude conchiolin

citrate buffer urea 20

.

citrate buffer

urea ,

citrate buffer buffer .

Table 23. Comparison of crude conchiolin yield from various mollusk shells between urea and
citrate buffer.

Extraction Time 2 hour

Extraction Buffer 8M urea 0.1M citrate buffer
Conchiolin

Mollusk shells
/ml㎍ Yield(%) /ml㎍ Yield(%)

A 152.00 0.61 132.00 0.66

B 22.19 0.09 34.50 0.17

C 61.23 0.24 198.54 0.99

D 68.73 0.27 22.19 0.11

E 94.12 0.38 115.27 0.58

F 80.08 0.28 56.62 0.28

A: Crassostrea gigas, B: Mytilus coruscus, C: Ruditapes philippinarum, D: Scapharca broughtonii schrenck, E: Fulvia
mutica, F: Mactra veneriformis.

- 191 -



- 191 -

A B C D E F

Y
ie

ld
(%

,w
/w

)

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

8.0M Urea 
0.1M Citrate 

Fig. 43. Concentration and yield of crude conchiolin from various mollusk shells using urea and
citrate buffer. A: Crassostrea gigas, B: Mytilus coruscus, C: Ruditapes philippinarum, D: Scapharca
broughtonii schrenck, E: Fulvia mutica, F: Mactra veneriformis.
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Table 24. Sugar Concentration and yield from various mollusk shells using urea and citrate buffer.

Extraction Time 2 hour

Extraction Buffer 8M urea 0.1M citrate buffer

Conchiolin
mollusk shells

/ml㎍ Yield(%) /ml㎍ Yield(%)

A 157.6 0.63 23.5 0.12

B 13.2 0.05 10.8 0.05

C 7.2 0.03 0.0 0.00

D 16.7 0.07 2.3 0.01

E 33.1 0.13 2.2 0.01

F 23.2 0.09 0.0 0.00

A: Crassostrea gigas, B: Mytilus coruscus, C: Ruditapes philippinarum, D: Scapharca broughtonii schrenck, E: Fulvia
mutica, F: Mactra veneriformis.
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Fig. 44. Sugar Concentration and yield from various mollusk shells using urea and citrate buffer. A:
Crassostrea gigas, B: Mytilus coruscus, C: Ruditapes philippinarum, D: Scapharca broughtonii
schrenck, E: Fulvia mutica, F: Mactra veneriformis.

- 193 -



- 193 -

. Buffer conchiolin

(1) (Cyclooxygenase, COX inhibition assay)

8M Urea conchiolin ,

prep LC column ,

. Crude conchiolin

8M Urea buffer , citrate buffer (crude conchiolin)

.

8M Urea conchiolin COX-2 0.1M

citrate buffer conchiolin 6 crude

conchiolin 8M Urea 0.1M citrate buffer 2 conchiolin

. Fig. 45 Table 25 conchiolin ( : 10 g/ml)μ

COX-2 .

Fig. 45 Table 25 , 8M Urea 0.1M citrate buffer conchiolin

10 g/ml COX-2 , 6 ( , , ,μ

, , ) 0.1M citrate buffer conchiolin 8M Urea

conchiolin COX-2 . , 8M Urea

conchiolin COX-2 69.2% , 0.1M citrate buffer conchiolin

82.9% , , 8M Urea 15.2%, 0.1M citrate buffer

57.9% 3-4 . , 5 ,

8M Urea conchiolin 0.1M citrate buffer COX-2

, 62.2% (8M Urea conchiolin) 48.8% (0.1M

citrate buffer conchiolin) .

0.1M citrate buffer conchiolin 8M Urea

conchiolin , ,

conchiolin

.

(2) (DPPH radical scavenging assay)

respiratory chains (H2O)

(intermdiates) reactive oxygen species (ROS)

superoxide(O2
-.), hydroxyl radical (OH-), hydrogen peroxide(H2O2) .
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Table 25. Comparison of COX-2 inhibition activity using conchiolin from various mollusk shells.

mollusk shells 8M Urea(%) 0.1M citrate buffer(%)

A 69.2 ± 5.8 82.9 ± 1.5

B 15.2 ± 3.5 57.8 ± 0.1

C 17.2 ± 3.7 36.9 ±17.3

D 62.2 ± 1.6 48.8 ±11.4

E 80.6 ±18.7 96.9 ± 0.1

F 1.0 ± 1.1 64.3 ± 2.5

A: Crassostrea gigas, B: Mytilus coruscus, C: Ruditapes philippinarum, D: Scapharca broughtonii schrenck, E: Fulvia
mutica, F: Mactra veneriformis.
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Fig. 45. Comparison of COX-2 inhibition activity of extracted conchiolin from various mollusk
shells using urea and citrate buffer. The used urea and citrate buffer was 8M and 0.1M. A:
Crassostrea gigas, B: Mytilus coruscus, C: Ruditapes philippinarum, D: Scapharca broughtonii
schrenck, E: Fulvia mutica, F: Mactra veneriformis.
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ROS (signaling molecule)

, ,

(oxidative injury) .

superoxide dismutase(SOD), catalase, glutathione peroxide (GPX) vitamin

(scavenge) (antioxidant reserve)

. ROS antioxidant reserve

oxidative stress oxidative injury

. Redox state glutathione

glutatione (GSH/GSSG) oxidative stress

. .

. ‘superoxide radical (O2
-)'

. Superoxide radical

. free radical . Superoxide

radical ‘hydrogen peroxide(H2O2)’ . Hydrogen peroxide

`singlet oxygen(O2)' `hydroxyl radical(OH-)' . Hydroxyl radical

.

'lipid peroxide' .

lipid peroxide . free radical 'nitric

oxide(NO)' lipid peroxide [29](Fig. 46).

,

, DNA ,

, , , , , , , , , , ,

90% [30].

. ,

, , oxidants antioxidants

,

.

, enzyme enzyme free radical radical

DNA , ,

.

,
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tocopherol , BHT(butylated hydroxytoluene), BHA(butylated

hydroxyanisol), PG(propyl gallate), TBHQ(tertiary butylhydroquinone)

[31].

.

lipid peroxide

O2

. O2
-

H2O2

. OH

e-

2H+

Lipid

H2O + O2

Superoxide anion Hydrogen peroxide

Hydroxyl radical

Hydroperoxide

NADH NAD+

Fe2+

Fe3+

. O2
-

lipid peroxide

O2

. O2
-

H2O2

. OH

e-

2H+

Lipid

H2O + O2

Superoxide anion Hydrogen peroxide

Hydroxyl radical

Hydroperoxide

NADH NAD+

Fe2+

Fe3+

. O2
-

Fig. 46. Diagram of ROS production.

1 urea

, urea 2

citrate buffer

DPPH

DPPH radical . crude conchiolin

conchiolin 0.5 / DPPH radical Table 26, Fig. 47

. 0.1M citrate buffer(pH6.0) 8M urea(pH8.5)

conchiolin free radical 19.58%(±11.21) 27.99%(±5.26)

. ascorbic acid caffeic acid

80% .

crude conchiolin ascorbic acid

caffeic acid , urea

citrate buffer conchiolin DPPH

conchiolin .
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Table 26. Comparison of DPPH radical scavenging activity by 8.0M Urea and 0.1M citrate buffer

extraction from Crassostrea gigas.

Samples mg/ml DPPH radical scavenging activity

Ascorbic acid 0.5 87.70 ± 0.70

Caffeic acid 0.5 84.13 ± 0.42

8.0M Urea buffer extract 0.5 27.99 ± 5.26

0.1M Citrate buffer extract 0.5 19.58 ±11.21

Ascorbic acid Caffeic acid 8.0M Urea 0.1M Citrate
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Fig. 47. Comparison of DPPH radical scavenging activity by 8.0M Urea extraction and 0.1M

citrate buffer extraction from Crassostrea gigas.
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. 6 conchiolin

8.0M Urea conchiolin 0.1M citrate buffer

conchiolin SDS-PAGE . 6

( , , , , , ) crude conchiolin urea citrate buffer

conchiolin citrate buffer 2 , 24

6 37 kDa . 75kDa~15kDa

. urea 2 6

citrate buffer 37 kDa .

75kDa~15kDa . 24 6

75kDa~15kDa 2-3 . citrate buffer

conchiolin , Urea

conchiolin . Urea urea

100% SDS-PAGE

. urea citrate buffer

conchiolin urea urea

citrate buffer conchiolin

(Fig. 48).
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Fig. 48. Analysis by SDS-PAGE of the 8.0M Urea extraction and 0.1M citrate buffer extraction
from various shells. Conchiolin extracted with urea(A) and citrate buffer(B), resolved by SDS-PAGE
and then stained with coomassie R-250. A: Crassostrea gigas, B: Mytilus coruscus, C: Ruditapes
philippinarum, D: Scapharca broughtonii schrenck, E: Fulvia mutica, F: Mactra veneriformis.
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. Conchiolin

(1) Conchiolin

0.1M citrate buffer(pH6.0) 6 Fig. 6 Table

7 Fraction 280nm conchiolin

. 5ml 7~14

(Pacific oyster fraction-3, 4, 5, Short necked clam-3, 4, 5, Ark shell-3, 4, Surf clam-2, Blue mussel-2, 3, 4, 5)

prep-LC(Preparative Liquid Chromatography) (F) . Prep-LC

Table 7 (G)

.

(2) (Cyclooxygenase, COX inhibition assay)

, , ,

,

. 5

(heat), (redness), (pain), (swelling) (loss of function)

, [28].

chemical mediator 5-hydroxytryptamine (5-HT), kinins, histamine,

prostaglandins (PGs), leukotrienes (LTs), platelet-activating factor (PAF), cytokines ,

[16,20].

, phospholipids phospholipase

A2(PLA2) arachidonic acid (AA) mediator system .

arachidonic acid cyclooxygenase(COX) lipoxygenase (LOX)

COX , thromboxane,

, prostaglandin (PGs) [19,49].

COX arachidonic acid prostaglandin

COX-1 COX-2

isoform .

NSAIDS , indomethacin, 2 COX

COX-1 ,

, .

NSAIDs COX-2

(Fig. 49)[50].

COX-2 Prostaglandin E2 ,
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Prostacyclin (Prostaglandin I2)

. COX-2 .

. , COX-1

.

COX-1 , COX-2 COX-2

COX-1 .

Fig. 49. Mechanism of chemotherapeutic agents on arachidonic acid pathways.

(COX: Cyclooxygenase, PG: Prostaglandin)
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Prostaglandin I2 COX-1

Thromboxan A2 COX-2

,

, [17,18,51].

COX-1 COX-2

.

1 6 ( , , , , )

conchiolin conchiolin , conchiolin

0.01 ~ 100 / COX-1 COX-2

. , Sephadex G-100

prep LC ,

5 .

, , , conchiolin prep LC

fraction . Fig 50 Table 27 (

: 0.01, 0.1, 1, 10, 100 / ) COX-1 COX-2

. indomethacin

[32, 33]. Cayman chemical company Johnson (1995) kit

indomethacin IC50 ovine COX-1 COX-2 0.1 6 M .μ

indomethacin COX-1 0.15 Mμ

58.4%, 0.1 M 46.0%, 0.05 M 36.7%μ μ ,

COX-2 18 M 69.7%, 6 M 49.0%, 2 M 34.3%μ μ μ

. Johnson (1995) indomethacin IC50

COX-1 COX-2 0.1 M 6 Mμ μ

.

Fig 50 Table 27 , 0.01 ~ 100 /

COX-1 COX-2 .

Ibuprofen Diclofenac Naproxen COX-1

COX-2 [32] , 100 / 84.4%

COX-1 94.3% COX-2 . COX-1

, COX-2 prostaglandin E2

. COX-1 COX-2 1 ~ 10 /

IC50 .

- 203 -



- 203 -

A

g/ml

0.01 0.1 1 10 100

C
O

X
 in

hi
bi

tio
n 

ac
tiv

ity
(%

)

0

20

40

60

80

100 COX-1
COX-2

B

g/ml

0.01 0.1 1 10 100
C

O
X

 in
hi

bi
tio

n 
ac

tiv
ity

(%
)

0

20

40

60

80

100 COX-1
COX-2

C

g/ml

0.01 0.1 1 10 100

C
O

X
 in

hi
bi

tio
n 

ac
tiv

ity
(%

)

0

20

40

60

80

100 COX-1
COX-2

D

g/ml

0.01 0.1 1 10 100

C
O

X
 in

hi
bi

tio
n 

ac
tiv

ity
(%

)

0

20

40

60

80

100 COX-1
COX-2

E

g/ml

0.01 0.1 1 10 100

C
O

X
 in

hi
bi

tio
n 

ac
tiv

ity
(%

)

0

20

40

60

80

100 COX-1
COX-2

Fig. 50. Inhibitory rate of COX-1 and COX-2 by various prep LC fraction of soluble conchiolin
from Crassostrea gigas. All experimental date were mean±SD of duplicate determinations.
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Table 27. Inhibitory effects of purified conchiolins from various mollusk shells on cyclooxygenase
activity[1] (COX-1 and -2) by protein concentrations.

(Unit: %)

Purified conchiolin
( g/ml)μ

Samples

0.01 0.1 1 10 100

COX-1 COX-2 COX-1 COX-2 COX-1 COX-2 COX-1 COX-2 COX-1 COX-2

A 3.3±3.6 11.2±2.1 20.4±9.8 16.6±2.5 31.5±2.3 26.0±2.4 52.5±4.3 50.7±1.4 84.4±0.2 94.3±0.6

B 16.4±0.4 3.0±1.9 22.9±4.9 25.3±4.5 32.5±0.7 33.2±0.5 77.3±0.0 88.8±0.1 92.4±0.0 100.0±0.2

C 25.8±4.9 22±3.1 24.5±5.7 24.9±5.8 24.9±3.4 31.9±0.2 31.1±0.2 46.1±1.8 70.9±1.6 87.7±0.0

D 32.9±5.3 14.5±6.3 30.1±1.6 33.3±5.5 33.5±2.7 41.9±5.5 58.4±0.3 75.6±1.8 93.6±0.7 100.9±0.0

E 43.9±2.8 0.7±2.6 50.4±2.7 1.0±0.7 46.7±1.4 19.1±0.7 77.3±1.3 76.4±2.3 94.6±0.0 99.8±0.3

1) All experimental date were mean±SD of duplicate determinations.

A: Crassostrea gigas, B: Mytilus coruscus, C: Ruditapes philippinarum, D: Scapharca broughtonii schrenck, E: Mactra
veneriformis.

crude conchiolin COX-1 COX-2 ,

IC50 crude conchiolin 20% . ,

2

COX . ,

2, 3 . ,

COX kit .

.

COX-2

(Merck) ( : Rofecoxib)

( 2 7000

.). COX-2 COX-1 ,

.
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conchiolin

.

(3) (DPPH radical scavenging assay)

,

. 5 crude conchiolin urea conchiolin

shephadex G-100 .

prep-LC . 0.5 /

DPPH radical Table 28, Fig. 51 . Pacific oyster

0.5 / free radical 35.12% 5 , blue

mussel ark shell 0.5 / 25.43%, 24.21% .

Short necked clam 0.20% .

ascorbic acid caffeic acid 80% .

(4) (In vitro tyrosinase inhibition assay)

‘

[22] in vitro tyrosinase inhibition assay . 1

urea crude conchiolin , , ,

10-20% 5% .

Crude conchiolin Sephadex G-100 prep-LC , in vitro

tyrosinase inhibition assay .

Tyrosinase melanin

melanin

. tyrosinase

. ( , , , , ) tyrosinase

Fig. 52 . 170ug/ml

tyrosinase 7.9%, 5.56%,

12.96%, 5.1% 4.1% . Arbutin

170ug/ml 86.7% (Fig. 52, Table 29).

- 206 -



- 206 -

Table 28. DPPH radical scavenging activity of the partial purified conchiolins from various mollusk
shells. DPPH radical scavenging activity measured by the DPPH decolorization assay, compared with
ascorbic acid and caffeic acid.

Samples
Purified conchiolin(0.5 mg/ml)

DPPH radical scavenging activity (%)

1 Ascorbic acid 87.70±0.58

2 Caffeic acid 84.13±0.67

A Crassostrea gigas 35.12±2.45

B Mytilus coruscus 25.43±3.41

C Ruditapes philippinarum 0.20±1.42

D Scapharca broughtonii schrenck 24.21±3.63

E Mactra veneriformis 14.78±4.91
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Fig. 51. DPPH radical scavenging activity of the prep-LC fraction from various mollusk shells.
DPPH radical scavenging activity measured by the DPPH decolorization assay, compared with
ascorbic acid and caffeic acid. 1: Ascorbic acid, 2: Caffeic acid, A: Crassostrea gigas, B: Mytilus
coruscus, C: Ruditapes philippinarum, D: Scapharca broughtonii schrenck, E: Mactra veneriformis.
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Table 29. Effect of prep-LC fraction of conchiolin from various mollusk shells on tyrosinase
inhibition activity. L-Tyrosine oxidation by tyrosinase was spectrophotometrically determined.

Samples
Purified conchiolin(170 g/ml)μ

DPPH radical scavenging activity (%)

1 Arbutin 86.7±0.087

A Crassostrea gigas 7.9±0.043

B Mytilus coruscus 4.1±0.050

C Ruditapes philippinarum 5.6±0.087

D Scapharca broughtonii schrenck 12.9±0.160

E Mactra veneriformis 5.1±0.220
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Fig. 52. Effect of prep-LC fraction of conchiolin from various mollusk shells on tyrosinase
inhibition activity. L-Tyrosine oxidation by tyrosinase was spectrophotometrically determined.
1:Arbutin, A: Crassostrea gigas, B: Mytilus coruscus, C: Ruditapes philippinarum, D: Scapharca
broughtonii schrenck, E: Mactra veneriformis.
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conchiolin TLC(Thin layer chromatography)

5 crude conchiolin urea conchiolin

shephadex G-100 . prep-LC

, TLC (Thin

layer chromatography) . Silica gel glass plate 10

TLC , 2% ninhydrin spray TLC hotplate

spot . Fig. 53 .

conchiolin 5 conchiolin Rf=0.66, 0.61, 0.49, 0.39, 0

5 proteins spot . prep-LC

Rf=0.61 spot , Ark shell Rf=0.66 spot

. BSA(Rf=0.0) glycine(Rf=0.36) ninhydrin ,

, 5 spot spot

. Ninhydrin - , 100α

.

. 5

conchiolin prep-LC

spot

.

TLC

TLC . A solution (20%

v/v H2SO4/EtOH) TLC dipping , Bsolution (0.2% -naphtolresorcinol/EtOH)α

spray hotplate .

Glucose , Fig. 54 . Glucose

Rf=0.55 , conchiolin Rf=0.66 ,

Rf=0.43, 0.0 spot . prep-LC Rf=0.65 spot

.
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A B

Fig. 53. TLC analysis of the prep-LC fraction from five different conchiolin of shells. Spots were
detected with the ninhydrin reagent. A : Conchiolin, B : Prep-LC fraction. Lane 1: BSA, Lane 2:
Glycine, Lane 3 : Crassostrea gigas, Lane 4 : Scapharca broughtonii schrenck, Lane 5 : Ruditapes
philippinarum, Lane 6 : Mytilus coruscus, Lane 7 : Mactra veneriformis.
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A B

Fig. 54. TLC analysis of the prep-LC fraction from five different conchiolin of shells. Spots were
detected with the -naphtoresorcinol. A : Conchiolin, B : Prep-LC fractionα

Lane 1: Glucose, Lane 2 : Crassostrea gigas, Lane 3 : Scapharca broughtonii schrenck, Lane 4 :
Ruditapes philippinarum, Lane 5 : Mytilus coruscus, Lane 6 : Mactra veneriformis.
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Naphtolresorcinol , , , , ,

, ,

. conchiolin

. Rf=0.65 spot

proteins .

. conchiolin SDS-PAGE (SDS-polyacrylamide gel electrophoresis)

SDS-polyacrylamide gel

electrophoresis . 5 crude conchiolin conchiolin

shephadex G-100 . prep-LC

SDS-polyacrylamide gel electrophoresis

silver staining (Fig. 55).

15 loading SDS-polyacrylamide gel electrophoresis , ,

10KDa 3 protein band . 2 protein band

. conchiolin 20-60KDa [22]

10KDa . crude conchiolin Urea

detergent . 20-60KDa conchiolin

10KDa (2-3) . Urea

conchiolin subunit 2-3 subunit

20-30KDa .
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Fig. 55. Analysis by SDS-PAGE of the prep-LC fraction of conchiolin from various shells.
Conchiolin were purified with prep-LC, resolved by SDS-PAGE and then stained with silver nitrate.
Crassostrea gigas (A), Ruditapes philippinarum (B), Scapharca broughtonii schrenck, (C), Mactra
veneriformis (D), Mytilus coruscus (E).
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5. Conchiolin

6

conchiolin .

, conchiolin

,

.

. Conchiolin

crude conchiolin

0.1M citrate buffer(pH6.0) , conchiolin /

8.83 : 1 . Citrate(Citric acid sodium citrate)

.

crude conchiolin powder(A) crude conchiolin

0.1M citrate buffer soluble conchiolin powder(B), soluble

conchiolin powder(C) . crude conchiolin(A)

3.49%(w/w), Soluble conchiolin powder(B) 4.24%(w/w), Soluble conchiolin

powder(C) 0.32%(w/w) . crude conchiolin powder(A) soluble

conchiolin powder(B) citric acid

(Fig. 56, 57).

, conchiolin powder(C) conchiolin powder(B)

Table 1. . (500

/ ) , Lowry -

, conchiolin powder (A) , citrate salt

conchiolin powder(C)

. conchiolin powder(C) , 27%

, 17:1 (Table 30).
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Crude conchiolin(A) Before desalting(B) After desalting(C)
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Fig. 56. Yield of extracted crude conchiolin on each phase of the process. Data are expressed as
mean ± SD of duplicate determinations.

Crude conchiolin(A) Before desalting(B) After desalting(C)

Fig. 57. Extracted conchiolins on each phase of the process.
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Table 30. Yield, amount of crude protein and total sugar of conchiolins before and after desalting.

Materials Yield(%) Amount of crude
protein( / )

Amount of total
sugar( / )

Conchiolin before desalting 4.24 1.00 0.13

Conchiolin after desalting 0.32 138.00 8.13

* Data are expressed as mean ± SD of duplicate determinations.
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6. Soluble conchiolin

. conchiolin

6.5M 0.1M Citrate

buffer(pH6.5) Sephadex G-100 column(25X

900mm) . (Fig. 58, Table 31) 9 fraction

.
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Fig. 58. Chromatogram of purified conchiolin from sephadex G-100

Table 31. Anti-inflammatory activity comparison by Fraction numbers

Fraction No. Protein( /ml) Total sugar( /ml) COX-2 inhibitory activity(%)

Control 0 0 0

9 138.5 52.6 21.38

14 28.5 4.5 5.77

28 0.1 7.5 2.12

35 10.5 1.13 7.04
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. Conchiolin

SDS-PAGE ,

37kd ,

(Fig. 59).

Fig. 59. Molecular weight analysis of purified conchiolin from pacific oyster that use SDS-PAGE.

a: crude conchiolin, b: purified conchiolin

. conchiolin

(Biochrom 20 Plus Amino Acid Analyzer,

UK) . 1ml 12N HCl 1ml 110

24hr , 40 , citrate

buffer(pH 2.2) 1ml 10 40

. , aspartic acid, threonine, serine, glutamic acid, proline, glycine,

alanine, cystein, leucine, tyrosine, phenylalanine, lysine, arginine

(Fig. 60). Unknown compound RT 4.466 peak cysteic acid

methionine sulfoxid , 2 peak

.

tyrosine

tyrosine

.
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Fig. 60. Amino acid analysis result of purified conchiolin. A: Standard amino acid, B: Purified
conchiolin
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arginine aspartic acid 23.87% 22.67%

, serine glycine 15.2% 12.87%

, glutamic acid, proline, tyrosine, alanine, threoine, cystine, lysine, leucine, phenylalanine

(Table 32).

Table 32. Amino acid content analysis result of crude conchiolin and purified conchiolin

Amino acid Crude conchiolin(%) Purified conchiolin(%)

Aspartic acid 11.44 22.67

Threonine 4.96 1.98

Serine 3.87 15.20

Glutamic acid 15.33 7.02

Proline 2.21 5.11

Glycine 5.31 12.87

Alanine 4.57 2.01

Cystine 0.28 1.96

Valine 7.76 0.00

Methionine 5.85 0.00

Isoleucine 3.80 0.00

Leucine 7.00 0.75

Tyrosine 4.04 4.48

Phenylalanine 7.07 0.69

Histidine 4.14 0.00

Lysine 7.05 1.39

Ammonia 1.75 0.00

Arginine 3.57 23.87

Total 100 100
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.

glycoprotein ,

.

.

6.5M 0.1M Citrate buffer(pH6.5)

Sephadex G-100 column(25X 900mm)

FPLC Superdex 200 column Ion column(Mono Q, S)

.

glycosidase

(4M TFA, 100 , 4h, NaOH, NaBH4 ) O,N-glycosidic linkage

15-20%,

80-85% .

Poly Asp block Poly Arg block, Ser-Gly dipeptide

.

,

glycoprotein ,

,

.
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7.

(Protamex, Trypsin, Neutrase)

, , ACE

. 3 protamex threonine

, trypsin lysine arginine neutrase

glutamine asparaginie (Table 8).

protamex neutrase trypsin

( ) 40-60 pH 6.0-8.0 2

. , ACE

, COX-2 protamex , pH

6.0, 50 (Table 33).

Superdex 200(16/60) column AKTA prome plus 10mM CaCl2, 0.1M

NaCl, 20mM Tris-HCl pH 7.0 buffer .

Table 34 , 280nm .

MW 20,000-61,000

MW 8,800 peak

(Fig. 61).

.
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Table 33. Response surface method for screening physiological function of optimal condition for
peptides from crude conchiolin

Row Protease Vol.( l)μ Temp.( ) pH,1ml DPPH ACE COX-2

11 Protamex 432 60 7 7.3 10.2 73.2

2 Protamex 432 50 8 8.5 11.4 72.2

3 Protamex 432 50 6 34.6 37.6 87.4

4 Trypsin 614 50 8 9.0 13.2 57.7

5 Neutrase 480 40 6 10.4 15.7 69.8

6 Trypsin 614 50 6 0 0 69.4

7 Neutrase 480 50 7 0 0 64.9

8 Trypsin 614 40 7 0 0 59.1

9 Neutrase 480 40 8 11.8 17.2 66.5

10 Protamex 432 40 7 0 0 64.6

11 Trysin 614 60 7 0 0 59.9

12 Neutrase 480 50 7 0 0 64.0

13 Neutrase 480 60 6 4.8 5.2 70.2

14 Neutrase 480 60 8 10.3 16.8 62.0

15 Neutrase 480 50 7 0 0 68.7
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Table 34. Marker protein for molecular weight verification of hydrolyzed conchiolin peptide

Mark proteins Ve Ve/Vo MW

Cytochrome C 101 2.405 12,400

Carbonic anhydrase 94 2.238 29,000

Albumin 84.5 2.012 66,000

Apoferritin 72 1.714 443,000

Vo : Void volume. 44mL, blue dextran flow volume
Ve : Standard protein volume

Fig. 61. Chromatography of FPLC for produced peptide conchiolin from crude conchiolin using
protamex, pH 6.0 at 50 °C for 2 hr. A, crude conchiolin pattern before reaction; B, peptide
conchiolin pattern after reaction using protamex.
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8. conchiolin

. (Cyclooxygenase, COX inhibition assay)

crude conchiolin 0.1M citrate buffer ,

, , powder conchiolin

(celecoxib, diclofenac,

indomethacin) (Fig. 62, 63, 64).

conchiolin , powder conchiolin 0.01 ~ 1,000 μ

g/ml (Fig. 62, 63).

Fig. 62 , powder conchiolin 0.01 ~ 0.1 g/ml COX-2μ

, 0.1 ~ 1,000 g/ml COX-2μ

. , celecoxib, diclofenac indomethacin 0.01 ~ 1,000 g/mlμ

COX-2 . powder conchiolin

, 100 ~ 1,000 g/ml COX-2 (1,000 g/ml : conchiolin;μ μ

94.6%, celecoxib; 92.9%, diclofenac; 99.1%, indomethacin; 98.8%) ,

. powder conchiolin 1, 2 conchiolin

COX-2 , conchiolin

COX-2 conchiolin . , diclofenac

indomethacin 0.01 ~ 1,000 g/ml COX-1μ

, celecoxib conchiolin 0.01 ~ 10 g/ml COX-1μ

, 10 ~ 1,000 g/ml COX-1 (Fig.μ

63). celecoxib NSAID COX-1

COX-2 . , celecoxib COX-1

. celecoxib COX-1

COX-2 100 . , celecoxib COX-2

, COX-1 , conchiolin

. , (acetylsalicylic acid)

,

.

(celecoxib, diclofenac, indomethacin) conchiolin COX-1 COX-2

(Fig. 64), indomethacin COX-2 COX-1 ,

celecoxib, diclofenac conchiolin COX-1 COX-2 .

Fitzgerald(23) COX-1 COX-2
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Fig. 62. Comparison of COX-2 inhibitory activity of NSAIDs(Non-Steroidal Anti-Inflammatory
Drugs), COX-2 selective inhibitor(Celecoxib) and powder Conchiolin from Crassostrea gigas. Data
are expressed as mean ± SD of duplicate determinations.
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Fig. 63. Comparison of COX-1 inhibitory activity of NSAIDs(Non-Steroidal Anti-Inflammatory
Drugs), COX-2 selective inhibitor(Celecoxib) and powder Conchiolin from Crassostrea gigas. Data
are expressed as mean ± SD of duplicate determinations.
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Fig. 64. Comparison of Inhibitory rate of COX-1 and COX-2 by NSAIDs(Non-Steroidal
Anti-Inflammatory Drugs), COX-2 selective inhibitor(Celecoxib) and powder Conchiolin from
Crassostrea gigas. Data are expressed as mean ± SD of duplicate determinations.
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.

COX-2

, .

COX-2 COX-1 ,

. ,

conchiolin , ,

COX-2

.

. (DPPH radical scavenging assay)

Citrate buffer

DPPH DPPH radical

, crude conchiolin 0.1M citrate buffer(pH6.0)

conchiolin(0.5 / ) DPPH radical , free radical

19.58% . crude conchiolin

ascorbic acid(87.70%) . powder

conchiolin , ascorbic

acid conchiolin

(Table 35).

Table. 35. Comparison of DPPH radical scavenging activity by ascorbic acid and powder conchiolin
from Crassostrea gigas.

Concentration( /ml) 2.5 5 10

EDA(%) of ascorbic acid 26.5±3.0 53.1±3.1 85.2±1.3

Concentration( /ml) 100 500 1,000

EDA(%) of powder conchiolin 3.6±5.1 8.0±2.7 12.7±2.3

* EDA(%): EDA(%)= (A-(B-C))/A*100, EDA: Electron donating ability: A; Blank, B; Reagent sample, C; Sample
only(not DPPH solution)
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9.

. Raw 264.7 cell Crude conchiolin

Raw 264.7 cell (Crude conchiolin) NO

, , (Crude conchiolin) 0.1mg/ml 0.3mg/ml

NO . LPS NO , ,

NO . , IL-6, TNF-alpha, PGE2

. IL-6, TNF-alpha, PGE2

. COX-2 PGE2

, IL-6, TNF-alpha, PGE2

COX-2 (Fig 65,

66, 67). immunoblot analysis LPS

iNOS COX-2 (Crude conchiolin)

(Fig 68). (Crude conchiolin)

.

. SD Rat crude conchiolin

(1)

6 crude conchiolin rat . crude

conchiolin 1~14 . Rat

crude conchiolin (Fig 69), ,

, (Fig 70, 71).

(2) GOT (Glutamic oxaloacetic transaminase), GPT (Glutamic pyruvic transaminase), LDH (Lactate

dehydrogenase) BUN (Blood urea nitrogen)

Crude conchiolin rat 14

GOT, GPT LDH BUN .

Crude conchiolin GOT, GPT LDH

, BUN

(Fig. 72).
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Fig. 65. Effects of Mytilus coruscus on NO production and inflammatory mediator production in LPS

stimulated Raw264.7 cells. Raw264.7 cells were treated with various concentrations of Mytilus coruscus

dissolved in EMEM for 1 h prior to the addition of LPS (1 g/ml), and the cells were further incubated forμ

6-24 h. Control cells were incubated with vehicle alone. The concentrations of nitrite and nitrate in culture

medium were monitored as described in the Experimental procedures. Data represent the mean ± S.D. with

eight separate experiments
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Fig. 66. Effects of Crassostrea gigas on NO production and inflammatory mediator production in LPS

stimulated Raw264.7 cells. Raw264.7 cells were treated with various concentrations of Crassostrea gigas

dissolved in EMEM for 1 h prior to the addition of LPS (1 g/ml), and the cells were further incubated forμ

6-24 h. Control cells were incubated with vehicle alone. The concentrations of nitrite and nitrate in culture

medium were monitored as described in the Experimental procedures. Data represent the mean ± S.D. with

eight separate experiments
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Fig. 67. Effects of Mactra veneriformis on NO production and inflammatory mediator production in LPS

stimulated Raw264.7 cells. Raw264.7 cells were treated with various concentrations of Mactra

veneriformis dissolved in EMEM for 1 h prior to the addition of LPS (1 g/ml), and the cells were furtherμ

incubated for 6-24 h. Control cells were incubated with vehicle alone. The concentrations of nitrite and

nitrate in culture medium were monitored as described in the Experimental procedures. Data represent the

mean ± S.D. with eight separate experiments
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Mytilus coruscus Crassostrea gigas Mactra veneriformis

Fig. 68 Effect of Mytilus coruscus, Crassostrea gigas, and Mactra veneriformis on the induction of iNOS

and COX-2 by LPS. The level of iNOS and COX-2 protein were monitored 18h after treatment of cells with

LPS (1 g/ml) with or without shells extract pretreatment (i.e. 1h before LPS)μ
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Fig. 69. Changes of body weights in male SD rat after administration of Crassostrea gigas, Mytilus
coruscus, Ruditapes philippinarum, Scapharca broughtonii schrenck, Fulvia mutica and Mactra
veneriformis.
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Fig. 70. Changes of liver and kidney weights in male SD rat after administration of Crassostrea
gigas(A), Mytilus coruscus(B), Ruditapes philippinarum(C), Scapharca broughtonii schrenck(D),
Fulvia mutica(E), and Mactra veneriformis(F).
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Fig. 71. Changes of liver/body and kidney/body weights in male SD rat after administration of
Crassostrea gigas(A), Mytilus coruscus(B), Ruditapes philippinarum(C), Scapharca broughtonii
schrenck(D), Fulvia mutica(E), and Mactra veneriformis(F).
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Figure 72. Changes of blood(GPT, GOT, LDH and BUN) in male SD rat after administration of
Crassostrea gigas(A), Mytilus coruscus(B), Ruditapes philippinarum(C), Scapharca broughtonii
schrenck(D), Fulvia mutica(E), and Mactra veneriformis(F).
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. conchiolin DNCB mouse

(1)
DNCB control 14 normal

(Fig. 73). OF (0.03 g/ml) .
ON 0.001, 0.01, 0.03 g/ml .

conchiolin
.

(2) IgE
IgE ELISA . DNCB Control

IgE . OF IgE
, (Fig. 74).

(3) IL-1β

DNCB IL-1 ELISA . DNCBβ

normal , OF (0.01,
0.03, 0.10 g/ml) IL-1 . , 0.01 g/ml ONβ

IL-1 (Fig. 75).β

(4) IL-6
DNCB IL-6 ELISA . DNCB

normal , OF
0.1g/ml IL-6 , ON 0.001, 0.01 g/ml

IL-6 (Fig. 76).
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Fig. 73. Effect of OF and ON on the ear swelling induced by repeat elicitation of DNCB. Mice
were sensitized on the inside of right ear by epicutaneous application of 20 of 1% DNCB
solution 7 days before first elicitation, and then the mice were repeatedly treated with DNCB from
day 0 at 2 days interval (3 times/week). The ear thickness was measured at 14 days after first
elicitation. Data were presented as the mean ± S.D. (n = 7 for each group). *; P 0.05 compared
with normal, #; P 0.05 compared with control.
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Fig. 74. Effects of OF and ON on immunoglobulin E levels in serum. Mice were sensitized on the
inside of right ear by epicutaneous application of 20 of 1% DNCB solution 7 days before first
elicitation, and then the mice were repeatedly treated with DNCB from day 0 at 2 days interval (3
times/week). IgE was measured at 14 days after first elicitation. Data were presented as the mean ±
S.D. (n = 7 for each group).
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Fig. 75. Effects of OF and ON on interleukin-1 levels in serum. Mice were sensitized on theβ

inside of right ear by epicutaneous application of 20 of 1% DNCB solution 7 days before first
elicitation, and then the mice were repeatedly treated with DNCB from day 0 at 2 days interval (3
times/week). IL-1 was measured at 14 days after first elicitation. Data were presented as the meanβ

± S.D. (n = 7 for each group). *; P 0.05 compared with normal, #; P 0.05 compared with
control.
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Fig. 76. Effects of OF and ON on interleukin-6 levels in serum. Mice were sensitized on the inside
of right ear by epicutaneous application of 20 of 1% DNCB solution 7 days before first
elicitation, and then the mice were repeatedly treated with DNCB from day 0 at 2 days interval (3
times/week). IL-6 was measured at 14 days after first elicitation. Data were presented as the mean
± S.D. (n = 7 for each group). *; P 0.05 compared with normal, #; P 0.05 compared with
control.
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10.

. calcium

6.5M acetic acid , 70

, 103

500 ,

(Fig. 77).

100g Fig. 77 95.80±0.2%(w/w) ,

2.44±0.3%(w/w) (Table 36).

Fig. 77. Collection diagrame of calcium and conchiolin from oyster shell powder.
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Table 36. Yield ratio of organic and inorganic compound from oyster shell powder

Division Crassostrea gigas powder 100g Yield(%,w/w)

1. Calcium acetate powder 156.80±2.0 156.80

2. Ashing powder 95.80±0.2 95.80

3. Water insoluble calcium 93.36±0.5 93.36

4. Water soluble calcium 2.44±0.3 2.44

5. Crude conchiolin 4.20±0.2 4.20

6. Water insoluble conchiolin 3.85±0.2 3.85

7. Water soluble conchiolin 0.35±0.2 0.35
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11.

.

,

.

(1)

( )

- .

- .

( )

- 10

- 6.5N 90

- :

- : 12
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- : ( + ) : 23 -

- ( ) : 350kg

- 0.1M citrate (Citate + ) : 430kg-

- : 32kg( 80%) -

- : 1

: 18

(2) (100 )
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(3)

SUMMARY OF QUATATION

Description Specification Q'ty Unit price( ) Amount( )

A Vessels & Equipments

1 Extractor 100KL 2 180,000,000 360,000,000

3 Evaporator 100KL 1 320,000,000 320,000,000

4 Surface Condenser 350x4000L 1 56,000,000 56,000,000

5 Condensate Tank 1 32,000,000 32,000,000

6 Cooling Tower 1 52,000,000 52,000,000

7 Boiler 1 120,000,000 120,000,000

8 Cartridge Filter 2 3,500,000 7,000,000

Sub Total 1 947,000,000

B Pump

10.1 Transfer Pump 1 2,000,000 2,000,000

10.2 Vacuum Pump 1 8,600,000 8,600,000

10.3 Cooling Water Pump 1 5,300,000 5,300,000

1

Sub Total 2 15,900,000

C Piping 1 82,000,000 82,000,000

D Structure & Walk Way 1 52,000,000 52,000,000

E Transfer & Installation 1 12,000,000 12,000,000

Sub Total 3 146,000,000

1,108,900,000

15% 166,335,000

1,275,235,000

NEGO 175,235,000

1,100,000,000
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(4) ( 10 / )
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(5) , ,

1 ( /T)

COX-1,COX-2 100mg 29.5

(Celebrex) COX-2 200mg 978

(Airtal) COX-2 100mg 316

(Mobic)
COX-2 15mg 768

( ) COX-2 68.1mg 186

( ) COX-2 60mg 200

,

COX-2 200 -978

.

.

,

.
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.

(1) conchiolin

( )

. ,

,

, ,

.

.

.

( )

( )

3 ( ) 3

.

PEG2 COX-1, COX-2

NO ,

. ,

,

.
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ICID Ingredient(%)

Water 79.45

1,3 Butylene glycol 5.00

Glycerine 3.00

Disodium EDTA 0.03

Dipotassium Glycyrrhizate 0.05

Aminocoat(Betaine) 2.00

Ethanol 8.00

PEG-40 Hydrogenated Castor Oil 0.40

Methylparaben 0.15

Phenoyethanol 0.30

Citrate 0.04

Sodium citrate 0.10

Sodium hyaluronic acid 0.05

Fragrance 0.03

Conchiolin 0.90

Herb extracter 0.50

Total 100.00

, ,
. , , ,

, , , , ,
.
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ICID Ingredient(%)

Water 76.1
Methylparaben 0.20
Disodium EDTA 0.02
Dipotassium Glycyrrhizate 0.05
Carbomer(Carbopol 940) 0.12
Carbomer(Carbopol 941) 0.03
Stearic Acid 0.50
Cetearyl Alcohol 1.50
Cerasynt 945 0.30
Sorbitan Stearate and Sucrose Cocoate 2.00
Polysorbate 60 0.35
Sorbitan Stearate 0.25
Glycerin 7.00
Isohexadecane 7.00
Trioctanoin 1.50
Dimethicone 1.00
Tocopheryl Acetate 0.10
Butylparaben 0.05
Propylparaben 0.10
Triethanolamine 0.20
Imidazolidinyl Urea 0.10
Sodium Hyaluronate 0.03
Fragrance 0.10
Conchiolin 0.90

Herb extracter 0.50

Total 100

.

2 , , ,

, , , .
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ICID Ingedient(%)
Water 70.92
Methylparaben 0.20
Disodium EDTA 0.04
Dipotassium Glycyrrhizate 0.05
Glycerin&Glyceryl Acrylate/Acrylic Acid
Copolymer(and)Propylene Glycol

3.00

Carbomer 0.16
Stearic Acid 2.00
Cetearyl Alcohol 2.00
Sorbitan Stearate and Sucrose Cocoate 3.00
Polysorbate 60 0.50
Sorbitan Stearate 0.20
Glycerin 5.00
Isohexadecane 2.00
Squalane 3.00
Shea Butter 0.50
Macadamia Nut Oil 1.00
Caprylic/Capric Triglyceride 3.00
Dimethicone 0.50
Tocopheryl Acetate 0.10
Butylparaben 0.05
Propylparaben 0.10
Amisol soft 0.50
Triethanolamine 0.45
Imidazolidinyl Urea 0.20
Sodium Hyaluronate 0.03
Fragrance 0.10
Conchiolin 0.90

Herb extracter 0.50

Total 100

,

, , ,

, , , , , , ,

.
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.

, ,

.

,

,

.

,

? .

ICID Ingredient(%)

Water 74.41

Ethanol(95%) 10

1,3-Buthylene glycol 5

Aminocoat 3

Methylparaben 0.13

Natrosol 250H 0.2

KOH 0.1

Dipotassium glycizinate 0.05

Carbopol 940 0.23

Hydrolite 5 1.0

Citric acid 0.02

Na-Citrate 0.01

HCO-60 0.35

Sosium hyaluronic acid 5.0

Conchiolin 0.50

Total 100
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(2) calcium

3-12% (Bacillus subtilis) 3

7 2-3

0.5% .

( )

( )

Bacillus subtilis

,

.

.
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(3)

( ) (Cyclooxygenase-2 , NO )

Cyclooxygenase-2

. cytokines, prostaglandin
E2(PGE2), lysosomal enzyme, free radicals .

tumor necrosis factor- (TNF- ), interleukin-6(IL-6)α α

cytokine , inducible nitric oxide synthase(iNOS) cyclooxygenase-2(COX-2)
nitric oxide(NO) PGE2

. iNOS NO
, ,

.
Cyclooxygenase prostaglandins, prostacyclin, thromboxanes

prostanoids . COX COX-1 COX-2 COX-1
prostaglandin COX-2

prostaglandin .
(celecoxib, diclofenac,

indomethacin) , , conchiolin powder
.

(Fig. 78, 79, 80).
Fig. 78 , atopy skin extracts, atopy lotion extracts, atopy cream extracts acne extracts

conchiolin (1~100 l) COX-2 . Atopyμ

skin extracts base 23.9% conchiolin 1 ~

100 l 27.3, 40.8 80.9% COX-2 .μ

conchiolin . , atopy lotion

extracts base 8.9% conchiolin 1 ~ 100 lμ

76.1, 76.7 77.2% COX-2 . atopy

lotion extracts base conchiolin

.

atopy cream extracts acne extracts base 78.2 73.5%

, conchiolin 1 ~ 100 l atopy cream extracts 81.8,μ

85.0 84.1% COX-2 . acne

extracts . atopy lotion skin

atopy cream acne

conchiolin .
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Fig. 79 ,

atopic skin products atopic cream products conchiolin (1 ~ 100 l)μ

. Atopy

skin products base 96.8% conchiolin 1 ~ 100

l 95.4, 96.3 97.3% COX-2 .μ

atopy skin products

, atopy cream

products base 41.1% conchiolin 1 ~

100 l 64.8, 67 67.2% base COX-2μ

, . Atopy cream

.

atopy cream conchiolin

,

(A ~ E) (Fig. 80). (A ~ E)

, atopy cream products 60%

. conchiolin conchiolin ,

.
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Fig. 78. Comparison of COX-2 inhibitory activity by adding various concentration of conchiolin to
the base of 3 atopic extracts and acne extracts. Data are expressed as mean± SD of duplicate
determinations. Base(Atopy skin extracts) + Conchiolin 100 l is corresponding to the SUN Atopyμ

skin [Base(Atopy lotion extracts) + Conchiolin 100 l, the SUN Atopy lotion; Base(Atopy creamμ

extracts) +Conchiolin 100 l, the SUN Atocream; Base(Acne extracts) + Conchiolin 100 l, theμ μ

SUN Acne skin].
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Conchiolin l / Products mg
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Fig. 79. Comparison of COX-2 inhibitory activity by adding various concentration of conchiolin to
atopic skin products and atopy cream products. Data are expressed as mean ± SD of duplicate
determinations. Base(Atopy skin products) + Conchiolin 100 l is corresponding to the SUN Atopyμ

skin [Base(Atopy cream products) + Conchiolin 100 l, the SUN Atopy cream].μ
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Company

Seojin A B C D E

C
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X
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 in
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(%
)
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100

Atopy cream

Fig. 80. Comparison of COX-2 inhibitory activity of various Atopy cream products. Data are
expressed as mean ± SD of duplicate determinations. The Atopy cream(SeoJin) is corresponding to
the SUN Atopy cream.
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NO

NO , NO

, shock ,

. NO septic

shock, ,

.

Fig. 81. , atopy skin extracts, atopy lotion extracts, atopy cream extracts acne

extracts base conchiolin (1 ~ 100 l) LPSμ

Raw 264.7 NO(nitric oxide)

. Atopy skin extracts base LPS+ 40% NO

, conchiolin . Atopy lotion extracts

base 22.8% NO , base + conchiolin 100 μl 47%

NO , conchiolin 24.2% NO .

conchiolin atopy lotion extracts . Atopy

cream extracts acne extracts base 44% 47% NO

, conchiolin .

atopy skin , atopy cream acne

.

Fig. 82. , atopy skin products atopy cream products base conchiolin

(1 ~ 100 l) LPS Raw 264.7μ

NO(nitric oxide) . Atopy skin products

base LPS+ 51% NO , conchiolin

. . Atopy

cream products base 13.8% NO , base + conchiolin 100

μl 34.9% NO , conchiolin 21.1% NO

. conchiolin atopy cream products

. , atopy skin products base 51% NO

atopy skin products .

Atopy skin extracts, atopy lotion extracts, atopy cream extracts acne extracts base

conchiolin (1 ~ 100 μl) LPS NO

conchiolin base MTT assay cell
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viability . Fig. 8 , atopy skin extracts, atopy lotion extracts, atopy cream

extracts acne extracts LPS+ Control NO

.

Fig. 83 , atopy skin products atopy cream products base conchiolin (1

~ 100 μl) LPS NO conchiolin base

MTT assay cell viability .
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Fig. 81. Inhibitory effect of Conchiolin + Base on the LPS-induced NO production. Raw 264.7 cells
were treated with various concentration of Conchiolin + Base for 1 h prior to the addition of LPS
(1 g/ml) and the cells were further incubated for 20 h. The concentrations of nitrite in cultureμ

medium were measured as described in the methods section. Values represent mean ± S.D. of
triplicate determinations. Base(Atopy skin extracts) + Conchiolin 100 l is corresponding to theμ

SUN Atopy skin [Base(Atopy lotion extracts) + Conchiolin 100 l, the SUN Atopy lotion;μ

Base(Atopy cream extracts) + Conchiolin 100 l, the SUN Atocream; Base(Acne extracts) +μ

Conchiolin 100 l, the SUN Acneskin].μ
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Conchiolin l / Products mg
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Fig. 82. Inhibitory effect of Conchiolin + Base on the LPS-induced NO production. Raw 264.7 cells
were treated with various concentration of Conchiolin + Base for 1 h prior to the addition of LPS
(1 g/ml) and the cells were further incubated for 20 h. The concentrations of nitrite in cultureμ

medium were measured as described in the methods section. Values represent mean ± S.D. of
triplicate determinations. Base(Atopy skin products) + Conchiolin 100 l is corresponding to theμ

SUN Atopy skin [Base(Atopy cream products) + Conchiolin 100 ul, the SUN Atopy cream].
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Fig. 83. Effect of Conchiolin + Base on the LPS-induced cell viability. Raw 264.7 cells were
treated with various concentration of Conchiolin + Base for 1 h prior to the addition of LPS (1 μ

g/ml) and the cells were further incubated for 20 h. Values represent mean ± S.D. of triplicate
determinations. Base(Atopy skin extracts) + Conchiolin 100 l is corresponding to the Sun Atopyμ

skin [Base(Atopy lotion extracts) + Conchiolin 100 l, the Sun Atopy lotion; Base(Atopy creamμ

extracts) + Conchiolin 100 l, the SUN Atopy cream; Base(Acne extracts) + Conchiolin 100 l, theμ μ

SUN Acne skin].
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Atopy skin products atopy cream products LPS+ Control

(Fig. 84).
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Fig. 84. Effect of Conchiolin + Base on the LPS-induced cell viability. Raw 264.7 cells were
treated with various concentration of Conchiolin + Base for 1 h prior to the addition of LPS (1 μ

g/ml) and the cells were further incubated for 20 h. Values represent mean ± S.D. of triplicate
determinations. Base(Atopy skin products) + Conchiolin 100 l is corresponding to the SUN Atopyμ

skin [Base(Atopy cream products) + Conchiolin 100 l, the SUN Atopy cream].μ
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(MTT assay) (Fig. 85, 86). Fig. 85 ,

conchiolin MTT assay ,

conchiolin 0.1 ~ 0.2 mg/ml , 0.5 mg/ml

. , ,

(1.25 ~ 50 g/ml) , 10 g/mlμ μ

(Fig. 86). , conchiolin

. ,

,

.

Conchiolin(mg/ml)

LPS- LPS+ 0.1 0.2 0.5 1

C
el

l v
ia
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lit

y(
%
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f c
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tr

ol
)

0

20
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80

100

Fig. 85. Effect of Conchiolin on the LPS-induced cell viability. Raw 264.7 cells were treated with

0.1 ~ 4 mg/ml of Conchiolin dissolved in DMSO for 1h prior to the addition of LPS (1 g/ml)μ

and the cell were further incubated for 20h. Values represent mean ±SD of triplicate determinations.
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Nano particles( g/ml)
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Fig. 86. Effect of Nano particles on the LPS-induced cell viability. Raw 264.7 cells were treated

with 1.25 ~ 50 g/ml of nano particles dissolved in DMSO for 1h prior to the addition of LPS (1μ

g/ml) and the cell were further incubated for 20h. Values represent mean ± SD ofμ triplicate

determinations.
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(4) protocol

( )

0.1%(w/w) ( , , , ,

, , , , )

: 300g

: 100L 10g , 1 /1

: 38-40 15 .

5-30 ,

( )

.

10g 15 .

( )

.

1. **( , 10 )
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(4 )

( )

2. **( , 5 )

(4 )

( )

3. **( 70)

(4 )

( )
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(5)

( )

.

( 12g, 120g, 30g) ( 15g, 15g,

6g, 18g) .

, ,

. 600

.

2009 1 3

18

.

(S ) 2

. 1 100ml 3

(Table 37).

Table 37.

( : , , × )
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, .

. Table 37

3 ,

.

( )

.

.

,

,

,

.
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12.

1, 2
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(%)

1
(2006 )

1
10

1

(  
)

100

10
( , ,

, , ,
, , ,

)

100

2
(2007 )

5 100

5
conchiolin

100

Conchiolin
5

Conchiolin
100

5
Cell viability , Nitric Oxide

, iNOS COX-2
, cytokine , 100

3
(2008 )

10 ,

.
100

5
.

100

5 ,
protocol .

100

4
(2009 )

10 ( , ) 100

5 (
, )

100

5 100

5
(2010 )

10 100

5 100

5 100

100
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5

1

1.

. 6

.

(1) ( , )

(2) ( , , )

(3) ( )

. .

. .

1 :

2 : ( ,

)

3 : 80

, , PVC, ,

.

.

.

.

.

. ,

.

- 275 -



- 275 -- 276 -



- 276 -- 277 -



- 277 -

2

- 278 -



- 278 -

3

4 3

* / : 300,000,000 /ton, ( ) : 1,500,000 /ton, :

500,000 /ton ( )

- 279 -



- 279 -

5 /

- 280 -



- 280 -

6
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, ,
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요 약 서 초 록( )

최종사업목표 및 내용1.

최종사업목표는 한방화장품 소재제품의 여드름 개선효과에 대한 인체적용시“

험 이며 전달기능을 극대화시킬 수 있는 고효율적인 여드름 개선효과 화장품” ,

을 개발하는 것으로써 본 사업에서는 공급기관의 서비스 제공을 받아 한방화,

장품 제품의 여드름 개선효과에 대한 인체적용시험분석을 주요내용으로 한다.

사업실적 및 성과2.

본 시험에서는 만 세 세 사이의 한국인 여성 및 남성 피험자 명을18 ~ 38 30

대상으로 주간 실험을 수행하고 전문가의 육안평가 및 를 이용하여4 , Submeter

유분 함유량을 분석한 결과 시험제품 사용 주 후 통계적으로4 유의하게(p<0.05)

여드름 개선효과 있었다 제품 사용상에도 이상반응이 보고되지 않아 안전한.

제품임을 알 수 있었다.

활용방안 및 기대효과3.

여드름 개선효과 한방화장품 제품화를 통해 기업의 생산성증대와 고용창출,

인력양성 및 지역경제의 활성화를 통한 기업 발전 및 국가경제발전에 이바지 할

것이다.



연구개발의 목표 및 내용1.

최종 목표(1)

한방소재 제품의 여드름개선 효과 시험분석 이며 전달기능을 극대화시킬 수“ ” ,

있는 고효율적인 여드름 개선효과에 대한 한방소재 제품을 개발하는 것으로써 ,

본 사업에서는 공급기관의 서비스 제공을 받아 한방소재제품의 여드름 개선효과

임상 시험분석을 주요내용으로 함.

(2) 연구개발 목표 및 내용

1) 목표

피험자들에게 시료를 주간의 도포했을 때 여드름 개선효과 및 안전성을 평가하4

고자 함.

2) 연구개발 내용

최종 평가가능 예수 례로 여드름 개선효과를 보기위해 주간 시료를 도포하30 4

여 주 주 후 기기 및 사진을 통해 평가하였고 여드름 안전성 평가를 보기위2 , 4 ,

해 도포 후 주 주 후 관찰하였음2 , 4



제출문 및 품질보증3.

세명대학교 한방바이오산업 임상지원센터에서는 주 서진바이오텍에서 의뢰( )

한 한방 소재제품의여드름 개선효과 시험분석 평가연구를 위탁 받고 세명** ,

대학교 한방바이오산업 임상지원센터의 실험방법에 따라 성실히 연구를 수

행하여 그 결과를 다음과 같이 보고합니다.

또한 연구를 수행함에 있어 연구기관장 및 연구책임자는 본 임상지원센터의,

표준작업지침서 의 준수와 연구의 성실성을 조사하고 최종보고서와 본(SOP) ,

연계된 실험결과를 관리 감독하였음을 확인합니다(RAW DATA) .
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한방소재 제품의 여드름개선 효과에 대한 연구대상자 피험자 선정4. ( )

연구대상자 모집1)

임상연구 모집 공고를 통하여 세명대학교 한방바이오산업 임상지원센터에 내원

하여 피부과 전문의의 진료 후 피험자 선정기준에 합당하고 제외기준에 해당되

지 않은 여드름 피험자 대상으로 임상연구를 진행 하였다 구체적인 선정기준과.

제외기준은 다음과 같다.

피험자 선정기준2)

피부질환이 없는 세 만 세 이상 세 만 세 이하의 신체 건강한 남녀로서20 ( 18 ) 40 ( 38 )

다음 피험자의 선정을 위한 설문지 양식을 통하여 질문을 하고 전문가의 차, 1

진단을 한 사람 다음 가 선정기준 에 부합하며 및 나 제외기준 에 부합하지. ‘ . ’ ‘ . ’

않은 사람을 선정하였다.

가 선정기준.

연구자로부터 시험에 관련된 제반 내용을 듣고 시험에 따른 이상반응에 대A. ,

한 위험성을 이해한 후 인체시험 동의서를 작성한 사람.

여드름이 있는 사람 경증 중등증 구진기준 등급 중등증 중증B. ( ~ ( . KAGS 1~3 )/ ~

결절기준 등급( . KAGS 4-6 ))

신체 건강한 사람C. .

시험기간 동안 추적 관찰이 가능한 사람D. .

나 제외기준.

화장품 의약품에 자극이나 알러지가 있는 사람A. , .

실험을 시작하기 전이나 실험 중 일 이내에 면역억제제를 복용한 사람B. , 28

얼굴용 국소 여드름 치료제를 실험하기 시작하기 한 달 전 동안 혹은 실험하C.

는 동안 사용한 사람

실험 시작 전이나 실험 중 염증 반응에 대해 효과를 있는 것으로 알려져 용D. ,

인된 체계적인 약물치료법 혹은 치료법을 처치 받은 사람

실험을 시작하기 전 석 달 내에 로아큐틴 성분을 복용한E. 사람

정해진 날짜에 해당되는 지속적인 방문 혹은 연구자의 판단과 상충되는 의료F.

적 조건에 부합하는 경우 혹은 부적합한 피험자가 될 가능성이 있는, 사람

임신 중 수유 중 혹은 실험기간 동안 임신할 가능성이 있는G. , , 사람



다 시험기간 중 자진탈퇴.

시험기간 중 피험자는 언제든지 자유의사에 따라 자진 탈퇴할 수 있도록 하였

다.

라 시험기간 중 시험중지 탈락 기준. ,

시험기간 중 다음과 같은 사유가 발생하면 해당 피험자는 시험 규정에 의하여

시험중지 탈락 조치하였다, .

중지자(1)

다음에 해당하는 경우는 중지자 로 분류한다‘ ’ .

담당자가 인체적용시험용 제품과 관련없음 으로 판정한 이상반응으로 인하여A. ‘ ’

조기에 시험을 중지한 경우

시험용 제품과 관련성이 명백하지 않은 기타의 이유로 조기에 시험을 중지한B.

경우

인체적용시험 계획서를 심하게 벗어난 경우 예를 들면 검사를 받지 않거나C. ( ,

계획된 일정을 따르지 않는 경우 더 이상의 투약을 거부하는 경우, )

중지자 에 해당하는 피험자는 다른 피험자로 대치하며 인체적용시험 계획서에‘ ’

따라 인체적용시험을 실시한다.

탈락자(2)

다음에 해당하는 경우는 탈락자 로 분류하고 최종 분석 평가시에 악화 로 판정‘ ’ ‘ ’

한다.

담당자가 인체적용시험제품과 관련이 있을 수 있음 또는 명백한 관련이 있A. ‘ ’ ‘

음 으로 판정한 이상반응으로 인하여 조기에 시험을 중지한 경우’

효과가 없어 증상이 중증이거나 악화되어 조기에 시험을 중지한 경우 탈락B. ( ) ’

자 는 새로운 피험자로 대치될 수 없다‘ .

중지자 및 탈락자 처리 방법(3)

중지자 및 탈락자가 발생한 경우 다음과 같이 처리한다.

조기 시험 중지 보고서 작성A.

이상반응에 의한 경우라면 이상반응 발생 보고서 작성B.

중대한 이상반응이 발생한 경우에는 담당자가 보고받은 후 시간 이내에 연C. 24

구책임자 및 의뢰자에게 통지하고 발생 일 이내에 문서로 상세한 내용이 포, 5

함된 추가보고를 한다.



환자증례조사표 및 잔여 시험화장품을 의뢰자에게 송부D.

중지자의 경우는 안정성 평가에 포함시킨다E. .

탈락자의 경우는 주 후 평가항목을 평가한다F. 4 .

모든 탈락자는 총괄적 유효성 평가 시 판정하지 않고 탈락하기 이전까지의G. ,

안전성으로써 총괄안전도를 판정한다 그 중 이상반응에 의한 탈락이라면 총.

괄안전도 평가 시에 안전하지 않음 으로 평가한다‘ ’ .

중지 탈락자에 대한 차후의 치료에 대하여는 담당자의 판단에 따른다H. - .

마 이상반응을 포함한 안전성의 평가기준 평가방법 및 보고방법. ,

본 연구센터는 모든 시험 수행 시 피험자의 안전을 최우선으로 고려하여 시험을

실시하였으며 이에 대하여 연구기관장 및 연구책임자의 조사 및 관리를 수행하,

였다 본 연구와 관련된 시험 중 시험에 연계된 도포한 시료 알레르기 반응 등. ( )

의 이상반응이 발행할 경우 시험을 즉시 중단하고 연구책임자에게 보고하여 적

절한 대응조치를 취하도록 하였으며 증상이 심할 경우 피부과 전문의에게 문진,

하여 치료를 받도록 하였다.

이상반응의 정의(1)

이상반응 이란 인체적용시험에 사용되는 제품을 투여 받은 피험자에서 발생한‘ ’

바람직하지 않고 의도되지 않은 증후 증상 질병 등으(sign), (symptom), (disease)

로 임상 병리 검사에서 의학적으로 이상치가 나타나는 경우를 포함하였다.

안전성 평가기준 및 평가방법(2)

피부자극도①

시험용 제품 도포부위의 홍반과 부종의 정도에 따라 다음과 같이 등급으로3

평가하였다.

경증(Mild) 홍반 및 부종이 약간 있음:

중등증(Moderate) 홍반이 있으며 이하의 부종이 있음: 1mm

중증(Severe) 심한 홍반이 있으며 이상의 심한 부종이 있음: 1mm

기타 이상반응②

피부자극외의 이상반응 정도는 의학적 기준에 따라 다음의 등급으로 평가하였3

다.



경증(Mild) 잘 인지될 수 없을 정도의 약간 불편한 증상:

중등증(Moderate) 명확한 증상은 있으나 별다른 처치가 필요 없음:

중증(Severe) 매우 불편하여 신속한 처리를 요함:

중증 이상반응은- (severe) 중대한 이상반응‘ ’과는 구별된다.

* 중대한 이상반응 인체적용시험에 사용되는 제품의 임의의 용량에서 발생한:

이상반응 또는 이상약물반응 중에서 다음에 해당하는 경우

사망을 초래하거나 생명을 위협하는 경우1.

입원 또는 입원기간의 연장이 필요한 경우2.

지속적 또는 의미 있는 불구나 기능저하를 초래하는 경우3.

선천적 기형 또는 이상을 초래하는 경우4.

총괄안전도③

최초 인체적용시험제품 치료 주후의 피부자극도 및 임상화학적 검사 기타 이4 ,

상반응 발생여부에 따라 다음과 같이 총괄 안전도를 평가하였다.

안전(4) 시험제품에 의한 이상반응 없음:

대체로 안전(3) 경증의 이상반응은 있으나 투약을 중지할 정도는 아님:

안전에 문제 있음(2) 중등증의 이상반응이 있으나 투약을 중지할 정도는 아님:

안전하지 않음(1) 이상반응으로 인하여 투약을 중지함:

이상반응 및 임상검사치의 이상변동 평가(3)

이상반응 또는 임상검사치의 이상변동이 시험제품 도포와 관련이 있음을 부

인할 수 없을 때는 각 증상 발현시기 중증도 처치 치료 및 경과에 관하여, , , ,

이상반응 발생보고서에 기재하여야 한다 시험제품과의 관련성에 관하여 모.

든 이상반응은 다음의 등급으로 판정하였다3 .



관련 없음(No Relation) 시험용 제품으로 인한 이상반응으로 판단:

되지 않으며 다른 원인에 의한 것임

관련이 있을 수 있음

(Possible)

시험용 제품으로 인한 일시적인 이상반응:

이며 임상증상에 별다른 영향을 미치지

않음

명백한 관련 있음(Definite) 시험용 제품으로 인한 명백한 이상반응임:

이상반응 보고방법(4)

중대한 이상반응이 발생하는 경우에는 시험책임자는 계획서나 인체적용시험-

자료집 등에서 즉시 보고하지 않아도 된다고 명기한 것을 제외한 모든 중대

한 이상반응을 보고받은 후 시간 이내에24 인체적용시험 담당자에게 알려야

하고, 발생 일 이내에5 문서로 상세한 내용이 포함된 추가보고를 한다 별도.

의 지시가 있을 때까지 시험용 제품에 대한 임상 시험을 중지하여야 하였다.

의뢰자는 기타 관련된 시험자 심사위원회 및 식품의약품안전청장에게 중대- ,

하고 예상하지 못한 모든 이상약물반응을 다음 각 호에서 정한 기간 내에 신

속히 보고하였다.

사망을 초래하거나 생명을 위협하는 경우에는 의뢰자가 이 사실을 보고1.

받거나 알게 된 날로부터 일 이내 다만 이 경우 상세한 정보를 최초7 . ,

보고일로부터 일 이내에 추가로 보고한다8 .

다른 모든 중대하고 예상하지 못한 이상약물반응의 경우에는 의뢰자가2.

이 사실을 보고 받거나 알게 된 날로부터 일 이내에 추가로 보고한다15 .

이상반응 발생으로 인하여 조기에 시험을 중지하여야 할 경우에는 이상반응-

발생보고서를 작성하고 최종 임상화학적 검사를 실시하였다.

담당자는 일단 이상반응이 발생한 피험자에 대하여는 그 이상반응 소실 여-

부에 관계없이 계속 신중히 관찰하였다.

피험자의 안전보호에 관한 대책 방법(5)

인체적용시험실시기관은 본 시험계획서에 규정된 대로 인체적용시험이 적절히



진행될 수 있도록 인체적용시험에 필요한 설비와 전문인력을 갖추고 피험자의

안전보호에 만전을 기하도록 하였다 인체적용시험담당자는 계획서에 명시된.

이상반응 및 주의사항 등에 대하여 사전에 충분히 숙지하고 시험도중 적절한

조치를 취한 후 인체적용시험심사위원회 및 시험의뢰자에게 통보하였다.

인체적용시험을 안전하고 과학적으로 실시하기 위하여 필요한 사항(6)

윤리적 요구사항①

본 인체적용시험은 헬싱키선언 인체적용시험관리기준 에 근거하여 진행, (KGCP)

하였다.

피험자동의②

인체적용시험 담당자는 인체적용시험이 시작되기 전 대상자 선정기준 및 제외

기준을 모두 만족시키는 피험자를 대상으로 피험자 및 그들의 보호자에게 시험

에 관련된 모든 사항을 자세히 설명하였고 모든 예측 가능한 결과에 대하여,

알 수 있는 충분한 기회를 주었다 또한 피험자가 동의한 내용은 반드시 문서.

로 기록하였다.

시험 담당자는 피험자동의서에 서명하여 확인을 하였다 시험 담당자는 피험자.

로부터 동의를 얻기 전에는 인체적용시험만을 목적으로 특별한 검사를 하지 않

았다.

비밀보장③

모든 피험자명은 비밀을 유지하도록 하였다 서명을 받은 피험자동의서는 시.

험책임자의 동의하에 문서보관실에 보관하였다 시험책임자는 피험자번호 및.

피험자가 기록된 목록을 갖추어 놓아 나중에 기록을 찾을 수 있도록 하였다.

인체적용시험 모니터링④

시험은 시험 자료가 국내외에서 인정될 수 있도록 하기 위하여 시험의뢰자측

에서 모니터링 및 감사를 실시 할 수 있도록 하였다.

시험결과의 기록⑤

본 시험 중에 수집된 모든 자료는 시험의뢰자가 제공한 증례조사표에 시험담

당자가 기록하도록 하였다.

증례조사표를 기입할 때는 흑색볼펜 연필이나 만년필은 사용 금지 으로 분명하( )

고 알아볼 수 있도록 기록하였다.

증례조사표에 기입한 내용을 수정하는 경우에는 원 기록을 알아볼 수 있도록

하고 수정날짜와 수정한 인체적용시험 담당자의 서명을 하도록 하였다.



피험자수3)

피험자선정에서 합격한 남 여 총 명을 선정하였다, 30 .

시험부위4)

시험은 피험자의 얼굴 부위 여드름이 있는 상태에서 진행하였다.

피험자 동의 설명서 및 동의서5)

본 연구에 사용한 피험자 동의 설명서와 동의서 양식은 와 같Table 1, Table 2

다.

인체적용시험 참여 포기 동의서6)

본 연구에 참여한 피험자가 포기를 할 때 양식은 과 같다Table 3 .

피험자 선정을 위한 설문지7)

본 연구에 사용한 피험자 선정을 위한 설문지 양식은 와 같다Table 4 .



피험자 동의 설명서Table 1.

피험자 동의 설명서

이 글은 세명대학교 한방바이오산업 임상지원센터에서 실시하는 화장품의 피부진정 및

피부 보습 효과를 평가하기 위해 문서화된 정보로써 귀하가 보다 안심하고 참여하실 수

있도록 본 연구에 관한 정보입니다 이 설명서에 이해할 수 없는 단어나 의학 용어가 있는.

경우에는 어떤 것이든지 시험책임자 등에게 자세한 설명을 요청하십시오.

인체적용시험의 목적

본 연구의 목적은 한방 소재 제품을 일 수회 도포하는 경우 여드름 개선효과를 평가하** 1

는 것입니다.

연구방법

한방 소재 제품을 환부에 하루 회 총 주간 도포합니다** 1 , 4 .

예측 효능 효과 
여드름 개선 및 완화입니다.

예측 이상반응 및 사용상의 주의사항

예측되는 이상반응 때때로 국소의 가려움증 홍반 발진 건조 인설 등을 일으킬 수- : , , , ,

있습니다.

사용상의 주의사항-

눈 및 점막에 사용하지 말 것1) .

피부에 손상이 있을 경우에 사용하면 일과성의 자극감이 있을 수 있으므로 주의할 것2) .

편의 제공

화장품 제공-

교통편 실비 지급-

시험에의 참여 동의 및 동의철회

본 시험에 참여할 것인가의 여부는 귀하의 자유의사에 따라 결정하여 주십시오.

귀하가 시험참가에 동의하지 않더라도 치료에 전혀 불이익을 받지 않습니다.

귀하는 시험기간 중 언제라도 시험참가를 중단할 수 있으며 그 경우에는 담당,

의사가 귀하의 질병을 치료하기 위하여 다른 적절한 약제를 처방하거나 치료법을 실시할

것입니다.



환자의 준수사항

본 한방 소재 제품의 투여로 귀하의 증상이 개선되고 완화가 효과적으로 이루어지고** ,

정확한 과학적 연구에 기여하기 위하여 연구자의 지시에 따르는 것이 매우 중요합니다.

본 시험 기간 동안 제공되는 한방 소재제품 및 본 시험의 연구자가 인정한 약물 외의**

다른 약물을 복용하거나 기타의 치료를 받아서는 안 됩니다.

귀하가 시험참가 동의를 중단한 후라도 본 제품을 최종 도포한 날을 연구자에게 알려주

셔야 합니다.

본 시험화장품 도포기간 동안 예상치 못한 효과나 유해한 작용으로 의심되는 증상이 나

타날 경우 즉시 연구자에게 알려주시기 바랍니다.

피해발생시 보상 및 치료 대책

귀하에게 본 인체적용시험에 참여한 결과로 직 간접적 상해가 발생되었을 경우 귀하의, 
연구자가 상해의 치료를 위하여 최선의 조치를 취할 것이며 시험 의뢰자인 주 서진바이, ( )

오텍에서 모든 법률상의 책임을 부담할 것입니다.

자료보호

모든 데이터는 엄격히 비밀이 유지되며 보호를 받게 됩니다 귀하가 본 시험에 참가하기.

로 동의할 경우 본 시험을 통하여 귀하에 관하여 수집된 자료는 익명으로 다루어집니다.

본 연구의 결과는 학술적 논문 제출용으로만 이용될 것이며 개인의 신상에 관한 정보는

보호됩니다.

본 시험과 관련하여 의문사항이 있을 경우 언제라도 연구자에게 문의하실 수 있습니다.

인체적용시험의뢰자 주 서진바이오텍 대표: ( )

인체적용시험책임자 피부과전문의 백종현:



피험자 서면 동의서Table 2.

인체적용시험 참여 동의서

본인은 이번 임상연구에 참여하기에 앞서 다음 항목에 대하여 충분한 설명을

듣고 설명문을 받아 보았으며 연구의 목적과 방법을 정확하게 이해하였습니다.

 
연구의 목적 한방 소재 제품을 일 회 이상 도포하는 경우 여드름 개선효과: ** 1 1

평가하기 위함

연구의 방법 한방 소재제품을 환부에 하루 회 이상 총 주간 도포: ** 1 , 4 
예측되는 이상반응 체질에 따른 가려움증 홍반 발진 등의 악화증상에 따른: , , 

편의 제공

한방 소재 제품 제공- **

교통편 실비 지급-

연구에 참여하더라도 언제든지 포기할 수 있다는 사실 
포기하더라도 불이익을 받지 않는다는 사실

이에 본인은 자신의 자유로운 의사에 따라 본 연구에 참여할 것을 동의합니다.

날 짜 년 월 일:

성 명 인: ( )

주 소 :

전화번호 :

보호자 또는 대리인 인: ( )

환자와의 관계 :

주 소 :

전화번호 :

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

본인은 본 연구의 내용에 대하여 환자 또는 보호자에게 성실하게 설명하였으며,

제기된 의문에 대하여 충분하게 답변을 하였습니다 본 연구과정에서 의사로서.

환자에 대한 관리 의무를 충실히 하겠습니다.

날짜 년 월 일:

연구책임자 백 종 현 인: ( )



피험자 인체적용시험 참여 포기 동의서Table 3.

인체적용시험 참여 포기 동의서

본인은 세명대학교 한방바이오산업 임상지원센터에서 실시하는 여드름 개선 효과평가를

위한 인체적용시험 목적 및 방법에 대해 설명한 설명서의 내용을 충분히 이해하였으며 시,

험 담당자로부터 충분한 설명을 들었습니다 이에 본인의 자유로운 의사에 의해 대상자가.

되기를 서면으로 동의하였습니다 하지만 개인적인 사유로 인해 인체적용시험에 더 이상.

참여하지 못하게 되었습니다.

이에 본인은 자유로운 의사에 본 연구 참여를 포기할 것을 동의합니다.

날 짜 년 월 일:

성 명 인: ( )

주 소 :

전화번호 :

보호자 또는 대리인 인: ( )

환자와의 관계 :

주 소 :

전화번호 :

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

본인은 본 연구의 내용에 대하여 환자 또는 보호자에게 성실하게 설명하였으며,

제기된 의문에 대하여 충분하게 답변을 하였습니다 본 연구과정에서 의사로서.

환자에 대한 관리 의무를 충실히 하겠습니다.

날짜 년 월 일:

연구책임자 백 종 현 인: ( )



피험자 선정을 위한 설문지Table 4.

피험자 선정을 위한 설문지

이름 나이 성별 남 여: : :

최근 년간 병원 피부과 질환이 원인 에 간 일이 있습니까 예 아니오1) 1 ( ) ? ,

예에 답한 경우 병원에 간 이유 혹은 병명을 다음에 쓰고 아래의 모든 질문에 답해, ,

주

세요 아니요에 답한 경우 문항 이후의 질문에 답해 주세요. , 3) .

항문에 예 로 답한 경우 이유를 적어 주세요2) 1) ‘ ’ .

화장품이나 의약품 사용 후 심한 증상이 나타난 적이 있습니까 예 아니오3) ? ,

있다면 언제 어디서 어떤 증상이 나왔는지 적어 주세요, , , .

민감 피부입니까 예 아니오4) ? ,

예 의 경우는 그렇게 생각하는 이유를 적어주세요‘ ’

최근 한 달 내 피부질환 치료를 위한 피부외용제를 사용한 적이 있습니까5) ?

예 아니오,

있다면 약의 이름과 어떤 부위에 사용하고 있는지 적어 주시기 바랍니다, .

최근 한 달 내 피부질환 치료를 위한 내복약을 사용한 적이 있습니까6) ?

예 아니오,

여성분들만 답해주세요7) .

임신 중 혹은 수유 중입니까 예 아니오? ,

날짜 년 월 일:

연구책임자 백 종 현 인: ( )



여드름 개선효과 시험분석방법5.

피험자에게 시료를 주간의 도포했을 때 여드름 개선효과 및 안전성을 평가하고자4

하였다.

연구개요(1)

의뢰자로부터 시료를 수령한 후 일반 피험자 만 세의 한국 남성 및 여성을18~38

대상으로 피부 진정의 경우 일간 일 회 이상 도포하도록 하고 주 후 본28 1 1 2, 4

임상센터 내 피부 진단실 항온항습조건(22±2 ,40~60%)℃ 에서 대기하면서 측정을

하여 여드름 개선효과를 평가하였다.

효과 평가기준 평가방법 및 해석방법 통계분석방법(2) , ( )

차 유효성 평가변수1) 1

평가변수①

에 의한 객관적 병변 상태를 평가하였다KAGS GRADE .

평가시기②

치료 전 및 치료 후 매 주 방문시마다 에 따라 평가하고 해당 점수2 KAGS GRADE

를 증례 조사표에 기록하였다.

평가방법③

아래 표에 대해 연구원 인에 의해 전체 환자의 상태를 객관적으로 판단하여 기재1

하도록 하였다.

표 1. Korean Acne Grading System : KAGS-2

G r a d e

KAGS
KAGS-2

Grade 1 구진 개 이하10

Grade 2 구진 개11~30

Grade 3 구진 개 이상31 결절 개 이하10

흉터가능성 증가

강조( )

Grade 4 결절 개11~20

Grade 5 결절 개21~30

Grade 6 결절 개 이상31

차 유효성 평가변수2) 2

평가변수①



피험자의 유분량에 대한 기기적 평가

피부의 유분량은 Sebumeter(Sebumeter 810 PC, Courage & Khazaka,

를 이용하여 측정하였다 피험자의 방문 주 주 주 시 이마에서Germany) . (0 , 2 , 4 )

유분량을 회 연속 측정하여 평균값을 측정치로 정하였다3 .

평가시기②

치료 전 및 치료 후 주 주 방문시마다 평가하고 해당 점수를 증례조사표에 기2 , 4

록하였다.

평가방법③

를 이용하여Sebumeter (Sebumeter 810 PC, Courage & Khazaka, Germany)

이마에서 유분량을 회 연속 측정하여 평균값을 측정치로 정하였다3 .

해석방법 통계분석방법3) ( )

본 분석을 위하여 이용하는 통계 패키지는 이며 통계SPSS Window. version 10.1 ,

적 유의성을 위해 유의수준은 로 설정하고 분석을 위하여 이용되는 통계적 방0.05 ,

법은 아래와 같다.

전체 피험자의 은 동질성검사를 위하여- baseline characteristics frequency

및 로 분석하였다analysis descriptive analysis .

차 유효성 평가변수 및 차 유효성 평가변수 처치 전후 수치 비교를 위해- 1 2

를 이용하였다Wilcoxon signed rank test .

총괄안전도 분석은 를 이용하여 분석하였다- chi-square test .

연구 일정 및 절차(3)

가. 여드름 개선효과 주차 시험 시작일- 0 ( )

1) 일차1 피험자들은 본 인체적용시험센터 내 진찰실에서 임상연구책임자에 의-

해 피험자 선정을 위한 설문지를 작성하고 인체적용시험에 대해 설명을 들은,

후 자의적으로 동의서를 작성하였다.

2) 일차 주차2 (0 ) 세안 후 분간 피부 안정을 취한다음 한국형 여드름 중증도- 30

시스템 에 맞추어 전문가에 의한 육안평(Korean Acne Grading System; KAGS)

가를 실시하고 사진촬영 및 측정을 통한 육안 상대평가를 실시하였, Visioface

다 이후. Submeter(Sebumeter 810 PC 을 이, Courage & Khazaka, Germany)

용하여 얼굴부위의 유분량을 측정하였다 시험부위는 이마부위를 기준으로 하고.

삼각형모양으로 부위를 측정하였다3 .



3) 일차 주차 시험 시작 일 후 일3 (2 , 14 ± 3 )

배포된 시료를 사용방법에 따라 주 동안 사용한 피험자를 대상으로 안전성 평2

가 육안평가 기기평가 를 측정하여 효과를 평가 하였다, , (submeter) .

4) 일차 주차 시험 시작 일 후 일4 (4 , 28 ± 3 )

배포된 시료를 사용방법에 따라 주 동안 사용한 피험자를 대상으로 안전성 평가4 ,

육안평가 기기평가 를 측정하여 효과를 평가 하였다, (submeter) .

(4) 시료

표 시료 기본정보2.

시료관리번호 SM-09-001-Y

사용 방법
하루 회 이상 사용하며 아침 또는 저녁으로 시험부위1

에 고르게 도포하였다.

측정 및 평가(5)

시료 도포 전 주 시료 도포 후 주 일 시료 도포 후 주 일(0 ), 2 (±3 ), 4 (±3 )에 본 센터에

방문하여 측정 및 평가를 실시하였다 피험자 시험부위의 평가는 공기의 이동이 없고.

직사광선이 없으며 항온 항습 조건 을 만족하고 있는 밀폐된(22±2 ,40~60%)℃

방에서 최소 분간 피부 안정을 취한 다음 시험하였다30 .

가 육안 평가.

피부전문가에 의한 육안평가를 실시하였고 사진촬영 및 측정을 통한 육, Visioface

안 상대평가를 실시하였다.

나 기기평가.

피험자의 시험부위를 를 이용하여Submeter 이마부위의 유분량을 측정하였다 시료 도.

포 전 시료 도포 후 주 주 경과 후에 본 임상센터에 방문한 피험자들의 시험부위를, 2 , 4

측정하였다.



다 안전성 평가.

피험자 방문 시마다 문진과 육안으로 이상반응 홍반 부종( (Erythema), (Edema),

가려움 자통 뻣뻣함(Itching), (Stinging), (Tightness), 따끔거림 이나 다른 이상반응이(Prickling))

발생하는지 육안평가와 문진으로 평가하였다.

여드름 개선효과 시험결과6.

피험자 기본정보(1)

표 피험자 기본정보3-1.



피험자 번호 성 명 나 이 성 별

01 LJL 20 F

02 HDB 20 F

03 YYJ 20 F

04 YSH 20 M

05 KYM 22 F

06 HAL 20 F

07 ABR 20 F

08 KHS 21 F

09 PJS 20 M

10 KLN 20 F

11 UIS 23 M

12 KWJ 25 M
13 LYS 25 M
14 PHS 25 M
15 KDH 22 F
16 KDY 21 F
17 YJY 19 M
18 PHJ 21 F
19 BHW 20 F
20 AYJ 22 M
21 SSE 24 M
22 WIH 20 F
23 HKA 19 F
24 LMA 21 F
25 LHJ 20 F
26 WMK 19 F
27 YIY 20 M
28 PSK 23 M
29 KYM 20 F
30 NGJY 19 F

평 균 21.0 남자 11

표준편차 1.8 여자 19

본 인체적용시험에 참가한 사람은 명의 남성 및 여성으로 평균 연령은 약30

세 표준 편차는 이었다21.0 , 1.8 .



그림 본 제품을 사용한 성별 비교1.

시험 도중 이상반응 및 그 밖의 이유로 탈락한 피험자는 없었으며 최종 피험자수는

명이었다30 .



기기평가 결과(2)

가. Sub 를meter 이용한 피부유분 함유량 측정 결과

결과①

시료 도포 전 주 시료 도포 후 주 주 경과 후에(0 ), 2 , 4 Submeter(Sebumeter 810

를 이용한PC, Courage & Khazaka, Germany) 측정 결과는 표 에 정리했으며4-1 ,

통계 결과는 다음과 같이 정리하였다.

표 4-1. Submeter 측정 결과

피험자 번호 성 명 주0 주 후2 주 후4

01 LJL 98.3 75 80.8

02 HDB 71.7 63.3 68.3

03 YYJ 51.8 49.4 50.6

04 YSH 132.5 125.2 77.7

05 KYM 56.3 32.0 31

06 HAL 54.7 39.4 29.3

07 ABR 60 47.3 39.4

08 KHS 49.4 42.4 49.6

09 PJS 114.3 81.5 55.5

10 KLN 74 63.7 61.6

11 UIS 119.2 64.3 56.4

12 KWJ 78.5 63.4 57.4
13 LYS 94.7 86.5 72.3
14 PHS 118.7 77.8 62.8
15 KDH 108.1 82.2 76.7
16 KDY 138.7 114.6 72.3
17 YJY 86.3 87.7 81.4
18 PHJ 42.7 38.7 36.5
19 BHW 71.4 63.1 58.8
20 AYJ 83.5 78.1 72.7
21 SSE 191.7 90.5 78.1
22 WIH 67.1 53.3 49
23 HKA 89.2 63.2 52.0
24 LMA 39 31.2 30.8
25 LHJ 53.8 49.1 46.4
26 WMK 58.2 54.4 46.9
27 YIY 208.9 184.9 101.9
28 PSK 185.8 105.7 81.7
29 KYM 165.2 85.0 63.3
30 NGJY 92.7 77.5 57.6

평균 97.2 72.8 60.0
표준편차 46.9 31.7 17.6



결과 분석②

Sub 를 이용한 기기meter 측정 결과 시료를 바르기 전 보다 시료를 바른 후 주 주2 , 4

후의 유분이 감소하는 것을 확인할 수 있었다 유분의 감소정도는 주에 주 후에. 0 95.2, 2

는 주 후에는 이었다72.3, 4 60 .

그림 이마 부위의 유분량 측정 결과값2.

육안평가 결과(2)

육안평가는 전문의의 육안평가 사진촬영평가 안면영상 분석기 를, , VisioFace( )

통하여 실시하였다.

가 육안상대평가 전문의의 육안평가. ( )

본 연구에서는 한국형 여드름 중증도 시스템 을 기준으로 피부과 전문의(KAGS-2)

의 육안평가로 주차 도포하기전 주차 도포 후 주후 주차 도포 후 주후 를0 ( ), 2 ( 2 ), 4 ( 4 )

각각 평가 하였다.

표 한국형 여드름 중증도 시스템5-1. (Korean Acne Grading System: KAGS)



Grade KAGS KAGS-2

Grade 1 구진 개 이하10

Grade 2 구진 개11~30

Grade 3 구진 개 이상31 결절 개 이하10

흉터가능성 증가

강조( )

Grade 4 결절 개11~20

Grade 5 결절 개21~30

Grade 6 결절 개 이상31

그림 단계로 본 여드름 진단 기준3. 6

여드름 진단기준은 얼굴에 병변 주진 결절 등 의 개수와 형태에 따라 단계로 나누( , ) 6

었으며 그 기준을 보면 등급은 지름 이내의 구진 적색의 좁쌀처럼 솟아오1 5mm ‘ ’(

른 병변 이 개 이하 등급은 개의 구진 등급은 구진 개 이상과 결) 10 , 2 11~30 , 3 31 ‘

절 개 이하 등급은 결절 개와 가벼운 진행성 흉터 반흔 가 있는 상태’ 10 , 4 11~20 ( ) , 5

등급은 결절 개와 중등도의 진행성 반흔이 있는 증상 등급은 결절 개 이21~30 , 6 31

상 심한 진행성 반흔이 있는 증상이다, .



결과①

표 전문의의 육안평가 결과6-1.



피험자

번호
성 명 주0 구진 결절- , , grade 주 후2 주 후4

01 LJL 15 8 2 13 7 2 15 7 2

02 HDB 22 5 2 19 6 2 20 7 2

03 YYJ 21 8 2 15 6 2 14 5 2

04 YSH 12 10 2 7 8 1 4 5 1

05 KYM 40 8 3 35 6 3 29 5 2

06 HAL 21 10 2 11 10 2 4 5 1

07 ABR 12 9 2 12 8 2 7 4 1

08 KHS 17 3 2 10 2 1 7 1 1

09 PJS 13 12 4 13 8 2 10 5 1

10 KLN 20 15 4 17 10 2 10 8 1

11 UIS 32 10 3 29 10 2 20 5 2

12 KWJ 23 8 2 9 7 1 4 3 1

13 LYS 11 9 2 9 8 1 5 3 1

14 PHS 11 9 2 5 8 1 8 5 1

15 KDH 11 8 2 5 7 1 2 4 1

16 KDY 20 8 2 15 7 2 5 3 1

17 YJY 40 11 4 35 10 3 37 9 3

18 PHJ 14 20 4 13 10 2 11 12 2

19 BHW 11 8 2 11 7 2 8 6 1

20 AYJ 16 7 2 10 7 1 9 7 1

21 SSE 13 6 2 7 7 1 5 7 1

22 WIH 11 6 2 14 6 2 12 5 2

23 HKA 20 9 2 7 6 1 4 4 1

24 LMA 11 7 2 5 7 1 3 3 1

25 LHJ 15 8 2 15 8 2 7 8 1

26 WMK 11 7 2 5 8 1 5 7 1

27 YIY 15 8 2 15 9 2 14 8 2

28 PSK 11 9 2 7 5 1 5 3 1

29 KYM 11 6 2 6 4 1 5 4 1

30 NGJY 11 3 2 9 3 1 7 2 1

평균 2.3 1.6 1.3

표준편차 0.7 0.6 0.5



결과 분석②

한국형 여드름 중증도 시스템 을 통한 전문의의 육안상대평가 결과는 시(KAGS-2)

료를 바르기 전보다 시료 바른 후 주 주 후의 여드름 개선 효과가 좋아 짐을 확2 , 4

인할 수 있었다 주 때의 의 평균 단계값을 보면 에서 주 후에는. 0 KAGS-2 2.3 2 1.6

단계 주 후에는 단계로 얼굴 부위에 있는 구진이나 결절이 줄어듦을 확인할, 4 1.3

수 있었다.

그림 전문의의 상대적 육안 평가4. (KAGS-2)



나 사진평가.

001 LJL

주차0

주차2



주차4





003 YYJ

주차0

주차2



주차4



005 KYM

주차0



주차2

주차4



006 HAL

주차0



주차2

주차4



010 KLN



주차0

주차2



주차4



다 평가 가시광선 사용. Visioface (UV, )

001 LJL

주차0

주차2



주차4



003 YYJ

주차0

주차2



주차4



005 KYM

주차0

주차2



주차4



006 HAL

주차0

주차2



주차4



010 KLN

주차0

주차2



주차4



설문평가 결과(3)

본 연구에서는 여드름 개선 제품을 사용한 후 주 주 후에 피험자의 동의하에2 , 4

설문지를 작성하였다 그 내용을 보면 본 제품을 사용한 후 얼굴에 유분기가.

없어졌는지 얼굴에 있던 여드름이 많이 없어졌는지 모공의 크기가 현저하게, ,

줄었는지 제품을 사용한 후 피부 상태가 전보다 좋아졌는지에 관해서 설문을 받아,

제품을 직접 사용한 사람들을 통해 객관적으로 평가 할 수 있었다.

제품 사용 후 얼굴에 유분기가 많이 없어졌습니까1) ?

전혀변화없음 거의변화없음 보통 약간 그렇다 매우 그렇다① ② ③ ④ ⑤

그림 피험자의 피부유분 정도 설문평가5.

제품 사용 후 얼굴에 있던 여드름 많이 없어졌습니까2) ?

전혀변화없음 거의변화없음 보통 약간 그렇다 매우 그렇다① ② ③ ④ ⑤

그림 피험자의 여드름 정도 설문평가6.



전반적으로 제품을 사용 한 후 피부상태가 전보다 좋아졌습니까3) ?

전혀변화없음 거의변화없음 보통 약간 그렇다 매우 그렇다① ② ③ ④ ⑤

그림 피험자의 피부상태 정도 설문평가7.

제품 설문평가에서 피험자들은 본인의 얼굴에 있던 여드름이 많이 없어졌다고

생각하고 있고 전반적으로 제품을 사용한 후 피부상태가 전보다 좋아졌다가 평가,

하였다 또한 여드름 개선 제품을 사용하는 동안 본 제품에 대해 트러블이 거의.

없거나 전혀 없었다고 응답하였다.

총괄안전도(4)

본 연구에서는 최초 인체적용시험제품 치료 주후에 피부자극도 기타 이상반응4

발생 여부에 따라 총괄안전도를 평가하였다.

평가한 결과 시험제품에 의한 이상반응이 없는 안전한 점수인 점이 나왔다4 .

점 안전 점 대체로 안전 점 안전에 문제 있음 점 안전하지 않음(4 : , 3 : , 2 : , 1 : )



통계분석 방법 및 결과4.

본 인체시험의 결과 정리 및 분석을 위하여 과 통계 소프트웨어인Excel program

을 사용하였으며 통계의 유의성을 위하여 유의 수준SPSS Window version 10.1 ,

를 설정하였고 분석을 위하여 이용되는 통계적 방법은 전체 피험자의0.05 ,

은 동질성 검사를 위하여 및baseline characteristics frequency analysis

로 분석하였다descriptive analysis .

기기 평가 유분 측정(Submeter )①

기기측정한 결과를 통계 분석해 본 결과 시료를 바르기 전과 시료를 바른 후의

상관계수는 이고 신뢰구간에서 상한 하한 이며 유분량은 시료를77% , 95% 48, 22%

바른 후가 통계적으로 유의성 있게 감소하였다.

육안상대평가(② KAGS-2 전문의 평가)

전문의의 육안평가를 통계 분석한 결과는 시료를 바른 후 주 후 통계적으로4

유의하게 낮아졌으므로 여드름 개선효과가 있다고 판단하였다.

총괄적 유효성 평가(Global assesment of efficacy)③

주간의 임상연구 후 시험에 참여한 피험자 설문평가 와 시험을 담당한 담당자에게4 ( )

총괄적 유효성 평가를 실시하였다 피험자와 담당자 모두 시료를 바른 후 주 가. (4 )

유효성이 높게 나타났다.

주0 주후2 주후4
P value

Mean±S.D Mean±S.D Mean±S.D

유분측정량 95.2±45.7 72.3±31.5 60.0±17.6 0.001

주0 주후2 주후4
P value

Mean±S.D Mean±S.D Mean±S.D

등급KAGS 2.3±0.7 1.6±0.6 1.3±0.5 0.001

피험자 average standard deviation

Total (N=30) 3.8 0.9

time
주후2

주후4

3.5

3.8

0.8

0.9



주간의 임상연구 후 시험에 참여한 피험자 설문평가 와 시험을 담당한 담당자에게4 ( )

총괄적 유효성 평가를 실시하였다 피험자와 담당자 모두 시료를 바른 후 주 가. (4 )

유효성이 높게 나타났다.

총괄적 안전도④

주간의 임상연구 후 시험에 참여한 피험자 설문평가 와 시험을 담당한 담당자4 ( )

모두에서 별다른 이상반응에 대한 보고가 없었으며 총괄적 안전도 평가결과도

안전한 것으로 나타났으며 이를 근거로 시험제품은 안전한 것을 알 수 있었다, .

담당자 average standard deviation

Total (N=30) 3.9 0.7

time
주후2

주후4

3.6

3.9

0.8

0.7



고찰 및 결론7.

본 시험은 주 서진바이오텍에서 개발한 한방소재제품의 여드름 개선효과 제품을( )

평가하기 위하여 수행되었다 본 시험에서는 만 세 세 사이의 한국인 남성. 18 ~ 38

및 여성 피험자 명을 대상으로 주간 실험을 수행하였다30 4 .

시료의 여드름 개선효과를 평가하기 위해 매일 회 이상 아침 저녁으로 시료를1 ,

여드름 부위에 도포하였으며 시료 도포 전 도포 주 주 후 기기를 이용하여, , 2 , 4

측정하였다.

기기로 측정한 결과 시료를 바른 후의 결과값이 도포전과 비교하여 유의한

차이를 보였으며 육안평가에서도 통계적으로 유의한 차이를 관찰하였다, .

총 연구대상자는 명으로 남자 명 여자 명이었다 전체 평균 연령은(1) 30 11 , 19 .

세였다21±1.8 .

전문의의 육안으로 한국형 여드름 중증도 시스템 을 통한 육안상대평가(2) (KAGS-2)

결과는 시료를 바르기 전보다 시료 바른 후 주 주 후의 여드름 개선 효과가2 , 4

통계적으로 유의성 있게 나타났다.

피부유분 함유량은 시료를 바른 후가 바르기 전보다 유의성 있게 유분량이(3)

감소하였다.

총괄적 유효성 평가는 피험자와 담당자 모두 시료를 바른 후 유효성이 높게(4)

나타났다.

총괄적 안전도 평가 안전한 제품임을 알 수 있었다(5) .

따라서 한방 소재의 여드름 개선 효과 제품은 우수한 피부 유분량 감소 효과가

있고 여드름 개선효능을 나타내는 것을 확인하였다.



시험기관 실태조사서8.

연구기관(1)

연구기관명: 세명대학교 한방바이오산업 임상지원센터

주 소: 충북 제천시 세명대학교 한방바이오산업 임상지원센터

연구기관의 설립목적(2)

본 연구기관 연구센터 은 기업체들이 센터의 지원을 통하여 안전성실험 효능효( ) ,

과실험 등을 거쳐 안전하고 신뢰받는 바이오제품을 생산함으로써 고부가가치의

한방바이오 산업을 육성하고자 설립된 산업자원부 지정 지역혁신센터 로서(RIC) ,

특히 화장품 및 한방 화장품의 기능성 화장품 인증에 관련된 인체적용시험 자외(

선차단지수 자외선 차단지수 주름개선 미백개선 을 수행하고 이와 관련된 인, A , , ) ,

력양성 및 기술 개발을 위해 설립된 기관이다.

연구기관장(3)

세명대학교 한방바이오산업 임상지원센터장 한의학 박사 김 이 화

인체적용시험 연구책임자(4)

맑은피부과 원장 피부과 전문의 백 종 현

세명대학교 한의과대학 피부과학교실 외래부교수

인체적용시험 공동연구자(5)

세명대학교 한방바이오산업 임상지원센터 한방피부과 전문의 김 희 택

연구자(6)

세명대학교 한방바이오산업 임상지원센터 임상부팀장 김 용 민

세명대학교 한방바이오산업 임상지원센터 선임연구원 호 동 수

세명대학교 한방바이오산업 임상지원센터 연구원 엄 나 영

세명대학교 한방병원 오 민 지

연구기관의 시험항목(7)

A. 화장품 및 한방화장품의 자외선차단 평가시험

B. 화장품 및 한방화장품의 자외선 차단 평가시험A

C. 화장품 및 한방화장품의 주름개선 평가시험



D. 화장품 및 한방화장품의 미백개선 평가시험

화장품 및 한방화장품의안전성 평가시험E.

연구기관의 주요시설 및 장비(8)

A. Multi-port Solar Simulator Multi601-150W

B. 탐침기 포함PMA-2100 meter ( )

C. Spectrophotometer CM-2600D

D. Micro pipette M100

E. 자외선 조사기 승강기

F. 피험자용 자외선 조사 의자

G. 항온항습기

H. 디지털카메라 렌즈 후레쉬Nikon D200 , 60mm Nikon ,

I. Skin-Visiometer SV-600

J. 및Multi Probe-Adapter MPA5 Probe

(Corneometer, Tewameter, Skin pH-meter, Skin thermometer,

Frictionmeter, Reviscometer, Mexameter)

K. Cutometer MPA580

L. Mexameter Stand Alone

M. Sensor for room condition SRC100

N. Global Hair & Face photographic system

O. Visio-Face

P. Laser Doppler Perfusion Imager

Q. 피험자 대기실

R. 연구실

자외선조사실 내수성평가욕조 사진촬영실 주름 및 보습 평가실( , , ,

미백및 혈류량 평가실 안전성평가실 실험실 샤워실, , in vitro , )



증례 기록지



한방 소재 제품의 여드름 개선효과에 대한 인체적용시험**

기록상 주의점*

임상조사표는 흑색볼펜으로 기입해 주십시오1. .

기록 수정시에는 원래 기재한 내용을 읽을 수 있게 한 줄을 그은2.

후 수정한 다음 날짜와 기록자의 날인을 기입해주십시오.



관찰항목 및 임상검사 항목에 대한1. Flow Chart

피험자 방문일2.



피험자의 선정기준 및 제외기준3.

신체 건강한 남 여성/

나이 세: 20-35

경증 경중도 여드름이 있는 자 에서 해당/ / (KAGS grade 1-30 )

연구기간 동안 방문 일정이 가능하고 인체 동의서에 서명하며

연구지시를 따를 수 있는 자

  
  
  
  
  

* 아니오 에 해당하는 경우 탈락시킨다Note : " “ .

화장품 의약품에 자극이나 알러지가 있는 경우,

실험을 시작하기 전이나 실험 중 일 이내에 면역억제제를 복용한 경우, 28

얼굴용 국소 여드름 치료제를 실험을 시작하기 한 달 전 동안 혹은

실험하는 동안 사용한 경우

실험 시작 전이나 실험 중 염증반응에 대해 효과가 있는 것으로 알려져,

용인된 체계적인 약물치료법 혹은 치료법을 처치 받은 경우

실험을 시작하기 전 석 달 내에 로아큐틴 성분을 복용한 경우

정해진 날짜에 해당되는 지속적인 방문 혹은 연구자의 판단과 상충되는

의료적 조건에 부합하는 경우 혹은 부적합한 피험자가 될 가능성이 있는,

경우

임신 중 수유 중 혹은 실험 기간 동안 임신할 가능성이 있는 경우, ,

  
  

  

  
  

  

  
* 예 에 해당하는 경우 탈락시킨다Note : " “ .

연구 대상으로 적합성 여부 적합 부적합:   



피험자의 배경 및 병력검사4.

  

 
 



순응도 검사5.

 
 

 
 

 
 

 
 



안전성 평가6.

피부자극도- -

없 음 있 음  

 

기타 이상반응- -

없 음 있 음  

 



시험 조기 중지 보고서7.

계획된 시험 종료일 이전에 치료를 중단하게 된 피험자에 대하여 작성

최종 시험용 제품 사용일 년 월 일:

중지 및 탈락 사유

처리방법

중지자 및 탈락자에 대하여 다음과 같은 처리가 이루어졌는지 확인하시오.

조기 시험 중지 보고서 작성□

최종 일반 신체검사 및 임상화학적 검사 부작용의 경우만 해당 실시( )□

이상반응의 경우 이상반응 발생 보고서 작성,□

중대한 이상반응의 경우,□

담당자 연구책임자 및 의뢰자에게 통지-

연구책임자 인체적용시험위원회 및 의뢰자에게 보고 

환자 증례조사표 및 잔여 시험용 제품을 의뢰자에게 송부□

탈락자의 경우 시험 주후 평가항목을 모두 실시4□

중지자의 경우 시험 주후 안전성 평가항목을 실시4□

기타의견

연구자 성명 및 날인 년 월 일( )



피시험 부위의 평가8 .

육안평가(1)

육안상대평가:① 전문의의 육안평가

횟수 주차 주차0 주차2 주차4

구진 개수

결절 개수

Grade

한국형 여드름 중증도 시스템 (Korean Acne Grading System : KAGS)※

Grade KAGS KAGS-2

Grade 1 구진 개 이하10

Grade 2 구진 개11~30

Grade 3 구진 개 이상31 결절 개 이하10

흉터가능성 증가

강조( )

Grade 4 결절 개11~20

Grade 5 결절 개21~30

Grade 6 결절 개 이상31



사진촬영②

주차0

주차2

주차4



Visioface③

주차0

주차2

주차4



기기평가(2)

Sebumeter

횟수 주차 주차0 주차2 주차4

1

2

3

평균



사용 후 설문지 주차(2 )

이름 나이 성별 남 여: : :

제품 사용을 하면서 얼굴이 가렵거나 따끔거리는 증상이 있었다1) .

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

1 2 3 4 5

전혀 아니다 거의 아니다 보 통 약간 그렇다 매우 그렇다( ) ( ) ( ) ( ) ( )

제품을 사용 하면서 피부에 트러블이 생겼다2) .

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

1 2 3 4 5

전혀 아니다 거의 아니다 보 통 약간 그렇다 매우 그렇다( ) ( ) ( ) ( ) ( )

제품 사용 후 얼굴에 유분기가 많이 없어졌다3) .

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

1 2 3 4 5

전혀 변화 없음 거의 변화 없음 보 통 약간 그렇다 매우 그렇다( ) ( ) ( ) ( ) ( )

제품 사용 후 기존에 얼굴에 있던 여드름이 많이 없어졌다4) .

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

1 2 3 4 5

전혀 변화 없음 거의 변화 없음 보 통 약간 그렇다 매우 그렇다( ) ( ) ( ) ( ) ( )

제품 사용 후 모공의 크기가 현저하게 줄었다5) .

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

1 2 3 4 5

전혀 변화 없음 거의 변화 없음 보 통 약간 그렇다 매우 그렇다( ) ( ) ( ) ( ) ( )

전반적으로 제품을 사용 한 후 피부 상태가 전보다 좋아졌다6) .

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

1 2 3 4 5

전혀 변화 없음 거의 변화 없음 보 통 약간 그렇다 매우 그렇다( ) ( ) ( ) ( ) ( )

날짜 년 월 일:

연구책임자 백 종 현 인: ( )



사용 후 설문지 주차(4 )

이름 나이 성별 남 여: : :

제품 사용을 하면서 얼굴이 가렵거나 따끔거리는 증상이 있었다1) .

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

1 2 3 4 5

전혀 아니다 거의 아니다 보 통 약간 그렇다 매우 그렇다( ) ( ) ( ) ( ) ( )

제품을 사용 하면서 피부에 트러블이 생겼다2) .

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

1 2 3 4 5

전혀 아니다 거의 아니다 보 통 약간 그렇다 매우 그렇다( ) ( ) ( ) ( ) ( )

제품 사용 후 얼굴에 유분기가 많이 없어졌다3) .

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

1 2 3 4 5

전혀 변화 없음 거의 변화 없음 보 통 약간 그렇다 매우 그렇다( ) ( ) ( ) ( ) ( )

제품 사용 후 기존에 얼굴에 있던 여드름이 많이 없어졌다4) .

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

1 2 3 4 5

전혀 변화 없음 거의 변화 없음 보 통 약간 그렇다 매우 그렇다( ) ( ) ( ) ( ) ( )

제품 사용 후 모공의 크기가 현저하게 줄었다5) .

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

1 2 3 4 5

전혀 변화 없음 거의 변화 없음 보 통 약간 그렇다 매우 그렇다( ) ( ) ( ) ( ) ( )

전반적으로 제품을 사용 한 후 피부 상태가 전보다 좋아졌다6) .

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

1 2 3 4 5

전혀 변화 없음 거의 변화 없음 보 통 약간 그렇다 매우 그렇다( ) ( ) ( ) ( ) ( )

날짜 년 월 일:

연구책임자 백 종 현 인: ( )
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I. 제출문 및 품질보증

세명대학교 한방바이오산업

피 크림 OO”의 아토피개선효과

방바이오산업 임상지원센터의

음과 같이 보고합니다. 

또한, 연구를 수행함에

표준작업지침서(SOP)의 준수와

시험결과를(RAW DATA)를

 

 

 

 

 

 

연구 기관: 세명대학교 한방바이오산업

연구기관장: 세명대학교 한방바이오산업

한의학 박사  

 

 

 

연구책임자: 세명대학교 한방바이오산업

피부과 전문의

 

 

 

 SMC

4 

품질보증 

한방바이오산업 임상지원센터에서는 ㈜서진바이오텍에서

개선효과 인체적용시험 평가 연구를 위탁 받고

임상지원센터의 시험방법에 따라 성실히 연구를 수행하여

수행함에 있어 연구기관장 및 연구책임자는 본

준수와 연구의 성실성을 조사하고, 최종보고서와

를 관리감독하였음을 확인합니다. 

2010년 09월 10일 

한방바이오산업 임상지원센터 

한방바이오산업 임상지원센터장           

  김  이  화    

한방바이오산업 임상지원센터 겸임교수    

전문의 백  종  현        

SMC-100908-AT210 

에서 의뢰한 “아토

받고, 세명대학교 한

수행하여 그 결과를 다

본 임상지원센터의 

최종보고서와 본 연계된 
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II. 인체적용시험 

1. 인체적용시험 개요 

시험 명칭 
“㈜서진바이오텍 아토피 크림 OO” 사용 후 아토피 개선 효능 평가를 

위한 인체적용시험  

시험실시기관     

및                    

시험책임자  

실시기관 : 세명대학교 산학협력단 한방바이오산업 임상지원센터 

책임자 : 피부과 전문의 교수  백 종 현 

의뢰 기관  ㈜서진바이오텍 

시험 목적 

 본 시험의 주 목적은 피험자에게 “㈜서진바이오텍 아토피 크림 

OO”을 사용하였을 때 아토피 피부염의 증상 개선 등의 유효성을 

평가하는 것이었다. 

 두 번째 목적은 이상반응의 측면에서 “㈜서진바이오텍 아토피 크림 

OO”의 안전성을 평가하는 것이었다. 

시험 일정 
 시작일: 2010 년 7 월 02 일   

 종료일: 2010 년 8 월 16 일 

시험 시료  ㈜서진바이오텍 아토피 크림 OO 

피험자 수  시험 완료한 피험자 수 : 23 명 

시험 부위  아토피 증상이 있는 병변 부위 

도포 기간  도포기간:  4 주 / 1 일 2 회(아침/저녁) 

유효성 평가 

 SCORAD INDEX 측정 및 사진 촬영  

 기기 측정   

① 피부 수분 정도 - Corneometer 

② 경피 수분 손실량 - Tewameter 

③ 피부 산성도   Skin pH meter 

안전성 평가 
 시험기간 동안 특별한 피부 이상반응은 보고되지 않아 안전한 

제품으로 확인되었다. 

보고서 관리번호 SMC-100908-AT210 

시료 관리번호 SM-10-002-AT 

보고서 작성일 2010 년 09 월 10 일 
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2. 시험 내용 

2.1. 인체적용시험의 명칭 

아토피 피부염 환자에 대한 “㈜서진바이오텍 아토피 크림 OO” 사용 후 아토피 

개선 효능 평가를 위한 인체적용시험 

 

2.2. 인체적용시험 실시기관, 시험책임자 / 담당자 및 의뢰자 

2.2.1. 실시기관 및 주소 

실시기관 : 세명대학교 산학협력단 한방바이오산업 임상지원센터 

주소 : 충북 제천시 신월동 세명로 117번지 

Tel: 043-653-6303/6305, Fax: 043-653-6304 

Homepage: http://www.smctc.co.kr/ 

 

2.2.2 연구책임자 및 시험담당자 

인체적용시험의 

연구자 
소   속 전공 분야 성  명 직  명 

연구책임자 

세명대학교 

한방바이오산업 

임상지원센터 

피부과전문의 백종현 교수 

공동연구자 

세명대학교 

한방바이오산업 

임상지원센터 

경혈학 김이화 부교수 

시험담당자 

세명대학교 

한방바이오산업 

임상지원센터 

의학 김용민 선임연구원 

시험담당자 

세명대학교 

한방바이오산업 

임상지원센터 

생물학 곽동욱 선임연구원 

시험담당자 

세명대학교 

한방바이오산업 

임상지원센터 

한방식품영양학 엄나영 연구원 
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2.2.3. 의뢰기관 및 의뢰자 

의뢰기관 : ㈜서진바이오텍 

주소 : 경기도 수원시 영통구 매탄3동 489-2번지 큐피디텍빌딩 3층 

의뢰자: ㈜서진바이오텍 대표이사 김 학 주 

 

3. 인체적용시험의 목적 

본 시험의 목적은 피험자에게 “㈜서진바이오텍 아토피 크림 OO”을 사용하였을 때 

아토피 피부염의 증상 개선 등의 유효성 평가와 이상반응에서의 안전성 평가이다. 

 

4. 보고서 관리 번호 

SMC-100908-AT210 

5. 시료 관리 번호 

SM-10-002-AT 

6. 시험 시료  

6.1. 시료 정보 

구      분 시험 제품 

시료명 ㈜서진바이오텍 아토피 크림 OO 

성상 백색의 크림 

도포 부위 아토피 증상이 있는 병변 부위 

도포 기간 4 주 

도포 횟수 1 일/2 회(아침,저녁) 

도포 용량 아토피 증상이 있는 부위에 충분히 도포 

용기 또는 포장상태 50g 밀폐용기 

 

6.2. 시료의 주성분 및 함량 

* 상기 주성분 및 함량은 연구 의뢰자가 제공한 자료를 근거로 작성되었음. 
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7. 시험 일정 

평가 시료 접수일:   2010년 03월 26일 

시험 시작일:         2010년 07월 02일 

시험 종료일:         2010년 08월 16일 

보고서 작성일:  2010년 09월 10일 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

본 시험결과 보고서는 세명대학교 한방바이오산업 임상지원센터의 재산으로 

기밀 서류입니다. 본 서류를 접수 받는 것은 공개적으로는 사용하지 않으나 

여기에 포함되어 있는 정보를 본 시험. 위 회사의 동의 없이는 본 자료를 전체 

또는 부분적으로 사용하거나 발표할 수 없습니다.  
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III .시험 방법 

1. 시험 개요 

1.1. 아토피 피부염 증상 개선 평가 인체적용시험 

피험자 수는 20 명 이상의 유효데이터를 확보하도록 하였다. 

 

1.2. 시험 요약 

의뢰자로부터 시료를 수령한 후 아토피 피부염이 있는 남/ 여를 대상으로 4 주간 

시험을 진행하였으며, 4 주간 제품을 1 일 2 회(아침, 저녁) 도포하도록 하고 시험부위

의 사진촬영과 아토피 증상 개선을 평가하기 위한 SCORAD INDEX 측정, 기기 측정 

및 안전성 평가, 설문평가 병행하여 효과를 평가하였다.   

 

2. 시험 일정  

 

평가 :  총 2 회 방문 
Screening Treatment period 

0 주(선정) 0 주 4 주 

Visit 1st 2nd 3rd 

 피험자 동의서 취득 O 
  

 기초 조사 O 
  

 아토피 피부염 진단기준 O 
  

 선정 / 제외 기준 판정 O 
  

 SCORAD 측정 
 

O O 

 병변 부위 이미지 촬영 
 

O O 

 피부수분 정도 측정 
 

O O 

 경피수분 손실량 측정 
 

O O 

 피부 산성도 측정 
 

O O 

 이상반응 조사 
  

O 

 총괄적 유효성 평가 
   

1) 기초 조사: 생년월일, 성별, 주소 등을 조사한다. 

2) 선정/제외기준 판정: 각각의 스크리닝 검사가 끝난 후 실시한다. 
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3. 피험자 선정 방법 

3.1. 피험자 선정 

아토피 피부염 증상이 있는 남/여로서 세명대학교 한방바이오산업 임상지원센터에 

방문하여 피부과 전문의 및 한방피부과 전문의의 진료 후 대한아토피피부염학회(2005) 

한국인 아토피 피부염 진단기준에 의해 아토피 피부염으로 진단된 환자 중 피험자 

선정기준에 합당하고 제외기준에 해당되지 않는 환자를 대상으로 인체적용시험을 

진행하였다.  

모든 피험자들은 어린이부터 성인까지 스크리닝을 통해서 피험자를 선별하였으며,  

주 시험자는 피험자 또는 보호자가 알아야 할 시험에 관한 모든 내용들을 충분히 

설명하고 피험자 또는 보호자가 완전하게 이해를 한 다음 ‘인체적용시험 참여 

동의서’를 작성하도록 하였고 어린이 및 미성년자의 경우에는 보호자의 동의하에 

피험자 참여 동의서를 작성하였다. 

 

3.2. 피험자 선정기준 

본 시험에 참여하는 모든 피험자들은 다음의 선정기준에 적합하여야 한다. 

가. 대한아토피피부염학회(2005) 한국인의 아토피 피부염 진단기준에 따라 주 소견 

중 2 개 이상, 부 소견 중 2 개 이상의 증상이 있는 아토피 피부염 환자 

나. 치료를 받지 않을 정도로 심하지 않은 아토피 피부염을 가진 환자 

다. 본 임상시험에 자의로 참여를 결정하고 동의서에 서명한 자 

라. 미성년자의 경우 보호자의 동의 하에 참여를 결정하고  

마. SCORAD INDEX 60 이하인 자 
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3.3. 피험자 제외기준 

다음 아래의 사항 중 하나라도 해당되는 피험자는 본 시험에 참여할 수 없다. 

가. 심한 아토피 피부염으로 약물치료(항히스타민제, 부신피질호르몬제, 한약 등)를 

하고 있는 환자 

나. 면역계에 영향을 미치는 특별한 치료제를 사용하고 있는 환자 

다. 본 시험에 영향을 줄 수 있다고 생각되는 건강보조식품을 복용하고 있는 환자 

라. 임신부, 수유부 또는 적절한 피임 방법을 사용하지 않는 가임기 여성 

마. 기타 위의 사항들 외에 시험책임자의 판단으로 시험의 진행이 곤란하다고   

판단되는 환자 

 

3.4. 피험자 주의 사항 

가.  검사일정 및 시간을 꼭 지키도록 하였다.  

나.  제품 도포를 매일 2 회(아침, 저녁) 도포를 거르지 않도록 하였다. 

다.  시험 부위가 과도한 자외선에 노출되지 않도록 하였다. 

라.  인체적용시험 중 과음과 지나친 흡연을 삼가도록 하였다. 

 

3.5. 시험기간 중도 탈락 기준 

다음과 같은 경우에 인체적용시험을 중단하도록 하였으며, 중단된 경우 이는 시험 

결과 산정에서 제외시켰다. 

 
가.  피험자에게 중대한 이상 반응(Serious Adverse Events)이 발생한 경우 혹은 모

든 제품 사용 부위에 소양감이나 홍반 등의 이상 반응이 발생하여 피험자가 시험 

중단을 요구한 경우 

나.  인체적용시험에서 발견치 못한 전신 질환이 발견된 피험자 

다.  시험 진행 중 시험 부위에 과도한 자외선 노출을 한 자 

라.  시험 진행 중 지나친 음주, 흡연 등으로 결과 평가에 장애가 발생할 경우 
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마.  인체적용시험 기간 중 피험자 또는 피험자의 법정 대리인이 시험 중단을 요구

한 경우 

바.  연구자나 피험자에 의해 시험계획을 위반한 경우 

사.  피험자의 추적 관찰이 되지 않는 경우 

아.  피험자에게 시험 화장품을 투여하는데 문제가 있는 경우 

자.  경과 관찰 기간 동안 전문의의 지시 없이 연구결과 판정에 영향을 미칠 수 있

는 약물 등을 복용한 경우 

차.  기타 담당자의 판단에 의해 연구 진행이 적합하지 못하다고 판단되는 경우 

 

4. 피험자 수 

 ‘피험자의 선정’에 부합하며 본 시험에 참여한 피험자의 수는 아래의 표와 같다. 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

성 별 인 원 구 분 피험자 

탈락          

및            

중도포기 

 최종피험자 

남 12 명 

 7 세 이하 8 
 

8 

8-13 세 3 
 

3 

14-19 세 0 
 

0 

20-29 세 1 
 

1 

30 세 이상 0 
 

0 

여 12 명 

  7 세 이하 7 
 

7 

8-13 세 1 
 

1 

14-19 세 2 
 

2 

20-29 세 0 
 

0 

30 세 이상 2  1 1 

총 피험자 24  1 23 
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5. 인체적용시험 진행 규정 

5.1. 시험 진행 중 주 시험자와 그 외 연구원은 피험자의 안전에 최선을 다

할 것이며, 예측 가능한 이상반응 이외의 이상반응 발생시 신속하고 적절

한 조치를 취하여 그 이상반응을 최소화하도록 하였다. 

 

5.2. 시험 진행 중 사용한 제품에 의하여 피부 자극이 발생하는 경우에는 즉

시 도포한 제품을 닦아내고, 증상이 호전되지 않을 경우 시험자에 의한 피

부과적 평가와 적절한 치료를 받도록 하였다. 

 

5.3. 기타 비정상적인 피부 반응이 발생할 경우 주 시험자와 연구원은 피부

과적 평가와 함께 적절한 조치를 취하며 증례 및 상황에 대하여 상세히 기

록을 하도록 하였다. 
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6. 피부 이상 반응 

6.1. 피부 이상 반응 시 보상 대책 

본 연구센터는 모든 시험 수행 시 피험자의 안전을 위해 최선의 노력을 다하였

으며, 예측 가능한 이상반응 이외의 이상반응 발생시 신속하고 적절한 조치를 취

하여 그 이상반응을 최소화하려고 하였다. 이에 대하여 연구기관장 및 연구책임자

는 조사 및 관리를 수행하였다. 본 연구와 관련된 시험 중 시험에 연계된(도포한 

시료) 이상 반응이 발생한 경우에는 즉시 시험을 중단하도록 교육하였고, 증상이 

호전되지 않을 경우 와 기타 비정상적인 피부 반응이 발생할 경우 피부과 전문의

에게 문진하여 치료를 받을 수 있다고 피험자에게 설명하였다. 이상반응 발생시 

연구책임자와 연구원은 피부과적 평가와 함께 적절한 조치를 취하며 증례 및 상황

에 대하여 상세히 기록하도록 하였다. 

 

6.2. 피험자 자가 평가 

피험자는 이상반응 발생 즉시 본 센터로 보고하도록 하였다. 또한 방문 시 마다 

이상반응 여부를 보고하도록 하였다. 시험이 진행되는 동안 피험자로부터 특별한 

이상반응은 보고되지 않았으므로 “㈜서진바이오텍 아토피 크림 OO”은 피부 

이상반응이 없는 것을 알 수 있었다. 

 

6.3. 연구자에 의한 평가 

피부과 전문의에 의한 이학적 검사상 시험제품 사용 후 홍반이나 소양감, 발진 

등 피부 이상소견은 관찰되지 않았다. 따라서 “㈜서진바이오텍 아토피 크림 OO”은 

피부에 자극이 없는 안전한 제품임을 알 수 있었다. 

 

◆ 중대한 또는 예상하지 못한 이상반응이 발생한 경우에는 곧바로 시험책임자나 

담당연구원에게 연락하도록 하였다. 

  연구책임자 : 백종현 교수  Tel. 043-653-6305 

  연구원 : 곽동욱, 엄나영   Tel. 043-653-6303~5 
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   7. 인체적용시험 평가 및 기기측정 

   아토피 피부염의 증상 정도에 대한 평가를 위해 매 방문 시마다 육안평가(SCORAD 

INDEX), 사진 촬영 및 Tewameter(경피수분손실량), Corneometer(수분정도측정), 

Skin pH meter(pH 농도측정)을 이용한 기기측정을 실시하였다. 

  모든 피험자들은 기기측정 전에 온도와 습도가 조절된 방에서 약 30 분간 대기하며 

피부를 안정화시켰다.  피험자 대기실의 온도 범위는 22±2℃, 습도는 40~60%였다. 

 

7.1 육안평가 

가. SCORAD INDEX 

매 방문 시 마다 SCORAD INDEX 지표를 기준으로 extent criteria, intensity 

criteria, subjective symptoms 에 대한 total score 를 계산하여 제품 사용 전과 

사용 후 아토피의 증상 정도를 평가하였다. 

 

나. 사진 촬영 

매 방문 시 마다 피험자의 병변 부위를 사진 촬영하였다.  

 

7.2 피부측정 장비를 통한 기기적 평가 

피부상태의 정확한 측정을 위하여 항온 항습 시설이 갖추어진 조건하에서 기기적 

평가를 실시하였다. 항온 항습 조건은 실내온도 22±2℃, 실내습도 40~60%로 

설정하였다. 연구대상자가 항온 항습 조건 하에서 30 분간 안정을 취해 피부 

표면의 온도와 습도를 측정 공간의 온도와 습도에 적응하게 하였고, 정확한 

평가를 위해 수분 섭취를 제한하였다. 피부측정은 시험전과 시험 4 주 후 총 

2 회에 걸쳐 실시하였고, 객관적인 결과를 얻기 위하여 연구자 1 인이 측정부위를 

사진 촬영하고, 그 위치를 표시하여 4 주 후에도 동일한 부위를 측정할 수 있게 
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하였다. 피부측정은 피부수분 정도 측정, 경피수분손실량 측정, 피부산성도 측정 

순으로 진행하였다. 

 

가. 경피수분 손실량(TEWL) 측정 

Tewameter TM300(Courage+Khazaka electronic GmbH, Germany)을 이용해  

병변 부위의 경피수분 손실량을 측정하였다. 

 

나. 피부수분 정도 측정 

  Corneometer CM825(Courage+Khazaka electronic GmbH, Germany)을 이용해 

병변 부위의 피부수분 정도를 측정하였다. 

 

다. 피부 산성도 측정 

Skin pH meter PH905(Courage+Khazaka electronic GmbH, Germany)을 

이용해 병변 부위의 피부 산성도를 측정하였다. 
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Table 1. SCORED INDEX 

SCORAD INDEX 측정 

Region Ant Post Total 

 Head       

 Body       

 Upper Extremity (Rt)       

 Upper Extremity (Lt)       

 Lower Extremity (Rt)       

 Lower Extremity (Lt)       

 Genital Area       

A. Extent Criteria(0-100)   

 B. Intensity Criteria (0-18) :  

Erythema Edema/Papulation Oozing/Crust Excoriation Lichenification Dryness 

0  1  2  3 0  1  2  3  0  1  2  3 0  1  2  3 0  1  2  3 0  1  2  3 

* 0 = none   1 = mild   2 = moderate   3 = severe 

  0 1 2 3 

 Erythema 없음  희미한 홍반  뚜렷한 발적  깊고 강렬한 적색 

 Edema/Papulation 없음  한정된 피부 융기  여러 곳에서 분명한 피부융기  넓은 지역에 걸쳐 경결된 피부융기 

 Oozing/Crust 없음 
 희미한 삼출 또는 

가피 증상 

 분명한 삼출이나 가피로 3 군데 

이하의 병소 
 현저하고 광범위한 삼출과 가피 병소 

 Excoriation 없음  약간 긁힌 자국, 
 피부에 긁은 자국, 피부상해가 

뚜렷한 병소 
 광범위한 삼출액과 출혈 

 Lichenification 없음 
 주름이 없는 

두꺼워진 단계 

 가벼운 색소침착과 주름이 

두꺼워진 단계 
 짙은 색소침착과 주름이 뚜렷해진 단계  

 C. Subjective symptoms (during the 3 previous days) :  

Pruritus Insomnia 

0  1  2  3  4  5  6  7  8  9  10 0  1  2  3  4  5  6  7  8  9  10 

   0 : 전혀 가려움증 없음 

 1-3 : 무의식중에 긁음(생활, 수면에 방해가 되지 않음) 

 4-6 : 생활, 수면을 방해할 정도의 소양감(온종일은 아님) 

 7-9 : 생활, 수면을 방해할 정도의 소양감(대부분의 시간) 

  10 : 심한 소양감으로 생활과 수면에 장애가 아주 심함 

   0 : 전혀 수면장애 없음 

 1-3 : 수면을 방해하지 않을 정도의 약간의 소양감 

 4-6 : 소양감 때문에 가끔 잠을 깸 

 7-9 : 소양감 때문에 하룻밤에 2 회 이상 깸 

  10 : 소양감이 심해 거의 수면을 이루지 못함 

Total score A(0-100)/5 + 7B(0-18)/2 + C(0-20) 
 Mild AD(Atopic Dermatitis) : Objective Score<15 

 Moderate AD(Atopic Dermatitis) : 15<Objective Score<40 

 Severe AD(Atopic Dermatitis) : Objective Score>40 
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8. 효과 평가기준, 평가방법 및 해석방법 (통계분석방법) 

 8.1 유효성 평가대상 

  1) 선정기준에 적합한 피험자 

  2) 시험제품을 4 주간 사용한 피험자 

 

 8.2 유효성 평가 

 0 주, 4 주 째 SCORAD INDEX 측정, 병변 부위 이미지 촬영 등 아토피 피부염에 대한 

육안적 평가를 시행하였고, 피부수분 정도, 경피수분 손실량, 피부 산성도 등 피부측정 

장비를 통한 기기적 평가를 시행하였다. 

 

 8.3 통계분석 방법 

 본 임상시험의 결과 정리 및 분석을 위하여 Excel program 과 통계 소프트웨어인 

SPSS Window. version 10.1 을 사용하였으며, 통계의 유의성을 위하여 유의 수준 5%로 

설정하였고, 분석을 위하여 이용되는 통계적 방법은 대응표본 T-검정 해석방법으로 

분석하였다. 
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IV. 인체적용시험 평가결과 

1. 피험자 기본 정보 

 

No. 피 험 자 나 이 성 별 비고 

1 OJS 32 F 중도탈락 

2 KSJ 7 F 
 

3 KKO 6 M 
 

4 JJY 24 M 
 

5 LHI 6 F 
 

6 LJH 2 M 
 

7 KSJ 9 F 
 

8 JHW 5 M 
 

9 KDK 4 M 
 

10 KSE 7 F 
 

11 KSH 5 M 
 

12 KJY 2 F 
 

13 K J 9 M 
 

14 KJW 7 M 
 

15 LDY 5 M 
 

16 LYL 6 F 
 

17 ABU 9 M 
 

18 KKH 12 M 
 

19 LEH 7 F 
 

20 YEH 15 F 
 

21 PJW 3 M 
 

22 JSB 19 F 
 

23 BJY 5 F 
 

24 JYH 32 F 
 

평   균 8.96 
중도탈락자 제외 

표준편차 7.28 
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2. SCORAD INDEX 평가결과 

2.1 SCORAD INDEX 평가 

 

No. 피 험 자 0 주 4 주 

2 KSJ 24.70 16.10 

3 KKO 19.20 15.60 

4 JJY 58.70 35.30 

5 LHI 36.20 22.40 

6 LJH 37.90 21.80 

7 KSJ 33.40 24.40 

8 JHW 34.10 19.20 

9 KDK 23.80 15.70 

10 KSE 49.50 49.70 

11 KSH 50.80 53.70 

12 KJY 22.10 19.90 

13 KJ 44.30 29.90 

14 KJW 22.60 12.00 

15 LDY 33.60 34.00 

16 LYL 19.30 18.00 

17 ABU 58.90 44.00 

18 KKH 31.20 34.30 

19 LEH 28.50 16.00 

20 YEH 53.00 56.60 

21 PJW 36.80 24.50 

22 JSB 31.50 35.20 

23 BJY 29.20 20.20 

24 JYH 47.20 47.00 

평   균 35.93 28.93 

표준편차 12.25 13.44 

P value 0.00025 

 

 

 

 



 

 

2.2  SCORAD INDEX  

 

그림

 

         

SCORAD INDEX 는 아토피

SCORAD INDEX 가 35.93

분석한 제품 사용 4 주 후에서

부위의 아토피 증상이 완화된
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평가분석 

그림 1. SCORAD INDEX 평가결과 

 

아토피 증상이 심할수록 높은 수치로 평가 된다

에서 4 주 후 28.93 으로 감소하였다. 유의

에서 통계적으로 유의하게 관찰되었다. 따라서

완화된 것을 확인할 수 있었다.  

0 주 4 주

SMC-100908-AT210 

 

된다. 본 실험 결과 

유의 차 5%로 통계 

따라서 시험 제품 사용 
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3. 경피수분손실량(TEWL) 평가결과 

3.1 경피수분손실량(TEWL) 측정 

 

No. 피 험 자 
병변 부위 

0 주 4 주 

2 KSJ 37.93 22.70 

3 KKO 35.57 43.47 

4 JJY 98.07 54.20 

5 LHI 45.17 37.17 

6 LJH 54.77 41.47 

7 KSJ 67.17 27.17 

8 JHW 75.97 32.20 

9 KDK 54.87 22.33 

10 KSE 44.53 25.43 

11 KSH 40.60 48.77 

12 KJY 69.33 24.80 

13 KJ 87.33 25.63 

14 KJW 40.93 34.13 

15 LDY 65.17 67.60 

16 LYL 28.20 29.57 

17 ABU 47.33 37.00 

18 KKH 30.03 15.83 

19 LEH 25.63 20.53 

20 YEH 62.20 57.17 

21 PJW 44.30 15.80 

22 JSB 41.73 37.23 

23 BJY 84.43 50.50 

24 JYH 60.10 60.70 

평   균 53.97 36.15 

표준편차 19.71 14.69 

P value 0.0002 

 

 

 

 



 

 

3.2 경피수분손실량(TEWL) 

 

그림

 

경피수분손실량(TEWL)은 

결과 병변 부위 경피수분손실량

 경피수분손실량(TEWL)의 변화

후 통계적으로 유의한 차이를

아토피 증상이 완화된 것을 
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그림 2. 경피수분손실량(TEWL) 평가결과 

 

아토피 증상이 심할수록 높은 수치로 평가된다

경피수분손실량(TEWL)이 53.97 에서 4 주 후 36.15 로

변화 정도를 유의차 5%로 통계 분석한 결과

차이를 관찰하였다(p<0.05). 따라서 시험 제품

확인할 수 있었다.  

0주 4주
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평가된다. 본 실험의 

로 감소하였다.  

결과 제품 사용 4 주 

제품 사용 부위의 
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4. 수분정도(Skin Hydration) 평가결과 

  4.1 수분정도(Skin Hydration) 측정 

 

No. 피 험 자 
병변 부위 

0 주 4 주 

2 KSJ 26.07 39.97 

3 KKO 26.67 40.17 

4 JJY 25.53 39.13 

5 LHI 29.20 43.10 

6 LJH 50.67 50.40 

7 KSJ 26.73 49.30 

8 JHW 36.57 47.13 

9 KDK 20.20 27.47 

10 KSE 17.47 37.93 

11 KSH 12.47 31.00 

12 KJY 18.23 44.47 

13 KJ 14.03 38.93 

14 KJW 18.13 23.67 

15 LDY 17.07 11.20 

16 LYL 55.13 59.80 

17 ABU 22.53 24.23 

18 KKH 16.17 45.30 

19 LEH 33.30 33.33 

20 YEH 5.97 7.93 

21 PJW 28.40 46.87 

22 JSB 14.60 35.93 

23 BJY 25.27 55.00 

24 JYH 23.27 25.57 

평   균 24.51 37.30 

표준편차 11.42 12.94 

P value 0.0000 

 

 

 



 

 

4.2 수분정도(Skin Hydration)

 

그림 

 

수분정도(Skin Hydration)은 

본 실험의 결과 병변 부위 

증가하였다. 수분정도(Skin Hydration)

사용 4 주 후 통계적으로

관찰되었다(p<0.05). 따라서 

수 있었다.  
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(Skin Hydration) 평가분석 

3. 수분정도(Skin Hydration) 평가결과 

아토피 증상이 심할수록 낮은 수치로 평가 

 수분정도(Skin Hydration)가 24.51 에서

(Skin Hydration)의 변화량을 유의차 5%로 통계 

통계적으로 유의하게 수분정도(Skin Hydration)가 

 시험 제품 사용 부위의 아토피 증상이 완화된

0주 4주

SMC-100908-AT210 

 

 된다.  

에서 4 주 후 37.30 

 분석한 결과 제품 

 증가하는 것으로 

완화된 것을 확인할 
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5. 피부 산성도 (Skin pH) 평가결과 

5.1 피부 산성도 (Skin pH) 측정 

 

No. 피 험 자 
병변 부위 

0 주 4 주 

2 KSJ 5.53 5.53 

3 KKO 5.65 5.76 

4 JJY 6.57 6.09 

5 LHI 6.22 5.99 

6 LJH 5.79 5.24 

7 KSJ 5.24 5.44 

8 JHW 5.44 5.21 

9 KDK 5.79 4.82 

10 KSE 5.40 5.04 

11 KSH 4.78 4.76 

12 KJY 6.13 4.83 

13 KJ 6.23 5.48 

14 KJW 4.68 5.05 

15 LDY 5.02 5.68 

16 LYL 4.59 4.72 

17 ABU 4.84 4.90 

18 KKH 4.98 5.04 

19 LEH 5.05 4.53 

20 YEH 5.53 5.73 

21 PJW 6.08 5.23 

22 JSB 5.80 5.20 

23 BJY 5.91 5.35 

24 JYH 5.56 5.49 

평 균 5.51 5.27 

표준편차 0.55 0.42 

P value 0.01967 

 

 

 



 

 

 

5.2 피부산성도(Skin pH) 

그림

 

피부 산성도(Skin pH)는 아토피

제품 사용 후 병변 부위 피부산성

결과를 보였다. 유의차 5%로

감소하는 것으로 관찰되었다

완화된 것을 확인할 수 있었다
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그림 4. 피부산성도(Skin pH) 평가결과 

아토피 증상이 심할수록 높은 수치로 평가된다

피부산성도(Skin pH)가 5.51 에서 4 주 후

로 통계 분석한 결과 통계적으로 유의하게 산성도

관찰되었다(p<0.05). 따라서 시험 제품 사용 부위의

있었다.  

0주 4주
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평가된다. 

후 5.27 로 감소한 

산성도(Skin pH)가 

부위의 아토피 증상이 



 

 

V. 병변 부위 이미지
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VI. 결과 

(1) 총 연구대상자는 23 명으로 남자 12 명, 여자 11 명이었다. 연령은 7 세 이하가 15 명, 

8~13 세 4 명, 14~19 세 2 명, 20~29 세 1 명, 30 세 이상이 1 명이었다. 평균 연령은 

8.96± 7.28 세 이었다.  

 

(2) SCORAD INDEX 는 0 주 35.93±12.25, 4 주 후에는 28.93±13.44 으로 감소하였다. 

따라서 전문가의 육안평가로 본 결과 시험제품은 통계적으로 유의한 수준에서 아토피 

개선에 효과가 있었다. 

 

(3) 피험자의 병변 부위 경피수분손실량(TEWL)은 시험제품 바른 부위를 측정한 결과 

0 주 53.97±19.71, 4 주 후에는 36.15±14.69 8 로 통계적으로 유의하게 감소하였다. 

따라서 제품을 바른 부위의 아토피 증상이 통계적으로 유의한 수준에서 개선 효과가 

있었다. 

 

(4) 피험자의 병변 부위 수분정도(Skin Hydration)는 시험제품 바른 부위를 측정한 결과 

0 주 24.51±11.42, 4 주 후에는 37.30±12.94 로 통계적으로 유의하게 증가하였다. 

따라서 제품을 바른 부위의 아토피 증상이 통계적으로 유의한 수준에서 개선 효과가 

있었다. 

 

(5) 피험자의 병변 부위 피부 산성도(Skin pH)는 시험제품 바른 부위를 측정한 결과 0 주 

5.51±0.55, 4 주 후에는 5.27±0.42 로 감소하였다. 따라서 제품을 바른 부위의 아토피 

증상이 통계적으로 유의하게 개선된 것을 확인할 수 있었다. 
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VII. 결론 

  

“㈜서진바이오텍 아토피 크림 OO”을 4 주 동안 아토피 병변 부위에 도포한  

인체적용시험결과 육안평가 및 경피수분손실량, 수분정도, 피부산성도의 기기평가에서 

통계적으로 유의한(p<0.05)한 개선효과를 보였다.  

이를 근거로 “㈜서진바이오텍 아토피 크림 OO”은 아토피개선에 도움을 주는 제품임을 

확인 할 수 있다. 
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*별첨 

I. 시험기관실태 조사서 

1. 연구기관 

연구기관명: 세명대학교 한방바이오산업 임상지원센터 

주      소: 충북 제천시 세명대학교 한방바이오산업 임상지원센터 

 

2. 연구기관의 설립목적  

본 연구기관(연구센터)은 기업체들이 센터의 지원을 통하여 안전성실험, 효능효과시

험 등을 거쳐 안전하고 신뢰받는 바이오제품을 생산함으로써 고부가가치의 한방바이

오 산업을 육성하고자 설립된 산업자원부 지정 지역혁신센터(RIC)로서, 특히 화장품 

및 한방 화장품의 기능성 화장품 인증에 관련된 인체적용시험(자외선차단지수, 자외선

A차단지수, 주름개선, 미백개선) 및 아토피 개선평가를 수행하고, 인체적용시험과 관

련된 인력양성 및 기술 개발을 위해 설립된 기관이다.  

 

3. 연구기관장  

세명대학교 한방바이오산업 임상지원센터장  한의학 박사      김  이  화 

 

4. 연구책임자  

맑은피부과 원장 피부과 전문의                           백    종    현 

세명대학교 한방바이오산업 임상지원센터 겸임교수(연구교수)    

 

5. 연구자  

세명대학교 한방바이오산업 임상지원센터  책임연구원     김    용    민 

세명대학교 한방바이오산업 임상지원센터  선임연구원     곽    동    욱 

세명대학교 한방바이오산업 임상지원센터            연구원       엄     나     영 

 

6. 연구기관의 시험항목  

A. 화장품 및 한방화장품의 자외선차단 평가시험 

B. 화장품 및 한방화장품의 자외선A차단 평가시험 

C. 화장품 및 한방화장품의 주름개선 평가시험 

D. 화장품 및 한방화장품의 미백개선 평가시험 

E. 화장품 및 한방화장품의 안전성 평가시험 

F. 화장품 및 한방화장품의 아토피 평가시험 

G. 화장품 및 한방화장품의 여드름 평가시험 
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H. 화장품 및 한방화장품의 피부재생 평가시험 

I. 화장품 및 한방화장품의 탄력·보습 평가시험을 비롯한 다양한 피부 효능평가시

험 

 

7. 연구기관의 주요시설 및 장비  

A. Multi-port Solar Simulator Multi601-150W 

B. PMA-2100 meter (탐침기 포함) 

C. Spectrophotometer CM-2600D 

D. Micro pipette M100 

E. 자외선 조사기 승강기 

F. 피험자용 자외선 조사 의자 

G. 항온 항습기 

H. Nikon D200디지털카메라, 60mm Nikon렌즈, 후레쉬 

I. Skin-Visiometer SV-600 

J. Multi Probe-Adapter MPA5 및 Probe  

(Corneometer, Tewameter, Skin pH-meter, Skin thermometer,Frictionmeter, 

Reviscometer, Mexameter) 

K. Cutometer MPA580 

L. Mexameter Stand Alone 

M. Sensor for room condition SRC100 

N. Global Hair & Face photographic system 

O. Visio-Face 

P. Laser Doppler Perfusion Imager 

Q. 피험자 대기실 

R. 연구실  

(자외선조사실, 내수성평가욕조, 사진촬영실, 주름 및 보습 평가실 

미백 및 혈류량 평가실, 안전성평가실, in vitro 실험실, 샤워실) 
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Ⅱ. 연구자의 약력 

1. 연구책임자: 백 종 현 

A. 근 무 처: 충북 제천시 청전동 125-7 맑은 피부과의원  

T  e  l : 043-643-5900 / Fax: 043-644-6655     

E- mail : niche825@hanmail.net  

B.    학력 

1996.02  경희대학교 의과대학 의학사 취득 

2000.02  경희대학교 대학원 의학과 의학석사 취득 

C.    경력 

1996.03    의사면허 취득(면허번호: 59836) 

1996.03 ~ 1997.02  경희대학교 의과대학 부속병원 인턴 

1997.03 ~ 2001.02  경희대학교 의과대학 피부과학 교실 전공의 

2001.03    피부과 전문의 자격 취득(전문의 번호: 1192) 

 

F.   학회 활동 

대한 피부과학회 정회원 

대한 코스메틱 피부과학회 정회원 

대한 모발학회 정회원 

미국 피부과학회 정회원 

 

2. 연구원:  김 용 민 

A.  근 무 처: 세명대학교 한방바이오산업 임상지원센터 연구교수 

T  e  l : 043-649-1975 /  Fax : 043-653-6303 

E -mail : dragonroom@hanmail.net   

B. 학력 

2000.02           인하대학교 공과대학 화공고분자생물공학부(학사) 

2002.02           인하대학교 공과대학 생물공학과부(공학석사) 

C. 경력 

2001.10 ~ 2007.07    ㈜엘리드 피부과학연구소 선임연구원(기능성평가팀) 

2008.10 ~ 현재       한방바이오산업 임상지원센터 책임연구원 

 

3. 연구원 : 곽 동 욱 

A.    근 무 처: 세명대학교 한방바이오산업 임상지원센터 선임연구원 

T  e  l : 043-649-1984 /  Fax : 043-653-6305 

E -mail : dwkwak94@semyung.ac.kr  

B.    학력 

2001. 02              한남대학교 생물학과 학사 졸업 

2007. 02              한남대학교 생명과학과 동물학 전공 이학석사 

C.    경력 

2007.04 ~ 2008.03   한국화학연구원 안전성평가연구소 독성평가팀 연구원 

2009.03 ~ 현재     한방바이오산업 임상지원센터 임상지원팀 선임연구원 
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4. 연구원 : 엄 나 영 

A.    근 무 처: 세명대학교 한방바이오산업 임상지원센터 연구원 

T  e  l : 043-649-1984 /  Fax : 043-653-6305 

E -mail : ric_ny471@semyung.ac.kr  

B.    학력 

2003.02     제천여자고등학교 졸업 

2007.02     세명대학교 한방식품영양학과 졸업 

C.    경력 

2008.09 ~ 현재     한방바이오산업 임상지원센터 임상지원팀 연구원 
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Ⅲ. 연구책임자의 연구 경력 

 

1. 주관연구책임자 : 백   종   현 

Published Articles 

논문실적 

년도 논문제목 학회지 

1999 아토피피부염 환자의 혈장 히스타민 농도 
대한피부과학회지 

1999;37:11:1553-1559 

2000 알부틴의 항멜라닌 효과 
대한피부과학회지 

2000;38:10:1303-1309 

1998 다양한 형태를 보인 진피멜라닌 세포증 1 예 
대한피부과학회지 

1998;36:6:1060-1064 

1999 
극저출생 체중아에서 발생한 전신성 

칸디다증 2 예 
의진균학회지 

1999;4:1;63-68 

1999 피지선 모반에서 발생한 모모세포종 1 예 
대한피부과학회지 

1999;37:11:1659-1663 

1998 
신경섬유종증에 발행한 연소성 황색육아종 

1 예 
대한피부과학회지 
1998;36:1:129-132 

2003 
The prevalence and types of and rogenetic 

alopecia in Korean men and women. 
Br J Dermaol. 2001 

Jul;145(1):95-9 

2001 
Periorbital congenital melanocytic nevus 

associated with ankyloblepharon.  
Pediatr Dermatol. 2001 

Jan-Feb;18(1):31-3 

2002 

Therapeutic effect of topical application of 

linoleic acid and lincomycin in combination 

with betamethasone valerate in melasma 

patients.  

J Korean Med Sci. 2002 

Aug;17(4):518-23 

1999 

A case of pachyonychia congenital with 

oral leukoplakia and steatocystoma 

multiplex. 

J Dermatol. 1999 
Oct;26(10):677 
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증 례 기 록 지 

(Case Report Form) 

 

 

아토피 피부염 환자에 대한 시험제품의 사용 후 아토피 

개선을 평가하기 위한 인체적용시험 

 

 

피험자 식별코드 :  

피험자 이니셜 : 

임상시험 연구책임자 : 백종현 

임상시험 연구담당자 : 김이화, 김희택, 오민지 

S M C - 
 

      

    

 

▶ 임상시험기관 주소  

충청북도 제천시 신월동 세명로 117 번지 세명대학교 

한방바이오산업임상지원센터 

▶ 임상시험기관 연락처  

   043-653-6305 

 

CRF 기록시의 주의사항 
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1. 검정색 볼펜을 사용하여 읽기 쉽도록 명확하게 기록하십시오. 가능한 약어 사용은 

피하고, 완전한 단어로 기록하십시오. 동상 부호(ditto mark), 화살표를 사용해서는 안 

됩니다. 

2. 빈칸이 없도록 모든 항목을 기록하여 주시기 바랍니다. 만약 어떤 검사가 시행되지 

않았거나, 적절치 않은 경우에는 이러한 내용을 주어진 칸에 알맞게 표기하십시오. 

(ex. 시행되지 않음=ND(Not Done). 적절치 않거나 결과가 없을 경우=NA(Not 

Applicable). 모름=UK(Unknown).  

3. 기재사항을 수정할 때에는 잘못 기입된 내용도 읽을 수 있도록 하십시오. 잘못 

기재된 내용에 지우개나 수정액을 사용하면 안 되고, 그 위에 겹쳐 써서도 안 됩니다. 

틀린 부분을 한 줄로 긋고 가능한 가까운 곳에 수정할 내용을 기입한 다음, 정정한 

시험자의 서명과 수정일 및 수정이유를 기록하십시오.  

4. 문구나 문장이 필요한 경우에는 대문자를 사용하여 명확하게 기록하여 주십시오. 

특히 이상반응을 기술하는 경우 등에 있어서 잘 알려진 의학용어를 사용하도록 

합니다.  

5. 기재항목을 기록하는 모든 페이지 상단에 피험자식별코드, 피험자 이니셜 등을 

빠짐없이 기록하십시오.  

6. 피험자가 임상시험이 중단되거나 종료된 경우 임상시험 종료 양식에 대한 기록이 

완료되어야 합니다.  

7. 중대한 이상반응이 발생할 경우 임상시험센터 [ 전화 043-653-6305, 팩스 043-

653-6302]로 24 시간 이내에 알려야 합니다. 중대한 이상반응 발생시 적절한 

치료를 해주시고, 필요하다면 임상시험을 중단하십시오. 3 일 이내 중대한 이상반응 

보고서 양식을 작성하여 모니터에게 보내 주십시오. 증례기록지의 이상반응 

기록표에 기록된 정보와 중대한 이상반응 보고서 양식의 기록이 일치하여야 합니다.  

 

8. 피험자 식별코드는 다음 방법에 따라 기록하십시오.  
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  실시기관 : 세명대학교 한방바이오산업 임상지원센터(SMCTC) 

  피험자 식별 코드 : 등록된 순서(ex. 세명대학교 한방바이오산업 임상지원센터 3 번째 

등록된 피험자: SMC-003)  

9. 모든 날짜는 다음과 같은 형식으로 기록하십시오.  

    ex. 2010 년 1 월 11 일 =    2010  /  01  /  11     

    YYYY /  MM /  DD 

10. 피험자 이니셜은 다음과 같은 형식으로 기록하십시오. 

    ex. 홍길동   

H G D 
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임상시험 진행 일정표(Study flow chart) 

 

Period Screening Treatment period 

Visit 
1st 

( 0 주 ) 

2nd 

( 0 주 ) 

3rd 

( 4 주 ) 

4th 

( 8 주 ) 

피험자 동의서 취득 ○       

아토피 피부염 진단기준 ○       

선정/제외기준 판정 ○       

SCORAD 측정   ○ ○ ○ 

병변 부위 사진 촬영   ○ ○ ○ 

경피수분 손실량   ○ ○ ○ 

피부 수분 정도   ○ ○ ○ 

피부 산성도   ○ ○ ○ 

이상반응 기록     ○ ○ 

총괄적 유효성 평가       ○ 

 

※ 방문예정일에서 ±5 일의 차이는 허용함 

※ Screening 에서 피험자로 선정되고 자발적 의사로 인체적용시험의 시작을 원할 경우 

시험을 실시함 
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방 문 1(Day 0) 

 

 

 

 

 

 

Screening 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  SMC-100908-AT210 

63 

 

피험자 식별코드 피험자 이니셜 방문일 

S M C - 
 

            Visit 1 

  

아토피 피부염 진단기준 

주소견 major features 

   □ 소양증 

   □ 특징적인 피부염의 모양 및 부위 

       1) 2 세 미만의 환자 : 얼굴, 몸통, 사지 신측부 습진 

       2) 2 세 이상의 환자 : 얼굴, 목, 사지 굴측부 습진 

   □ 아토피(천식, 알레르기성 비염, 아토피 피부염)의 개인 및 가족력 

부소견 minor features 

   □ 피부건조증 

   □ 백색 비강진 

   □ 눈 주위의 습진성 병변 혹은 색소침착 

   □ 귀 주위의 습진성 병변 

   □ 구순염 

   □ 손, 발의 비특이적 습진 

   □ 두피 인설 

   □ 모공 주위 피부의 두드러짐 

   □ 유두 습진 

   □ 땀 흘릴 경우의 소양증 

   □ 백색 피부묘기증 

   □ 피부단자시험 양성반응 

   □ 혈청 면역글로블린(IgE)의 증가     

대한아토피피부염학회(2005) 한국인 아토피 피부염 진단기준   

  

성별:  □  남    /   □  여  

생년월일:                     * 주민등록번호 앞의 6 자리와 동일하여야 합니다. 

연령:  만            세 
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피험자 식별코드 피험자 이니셜 방문일 

S M C - 
 

            Visit 1 

  

선정/제외 기준 판정 

선정 기준 예 아니오 

1. 한국인 아토피 피부염 진단기준에 따라 주소견 중 2 개 이상, 부소견 중 2 개 

이상의 증상이 있는 아토피 피부염 환자 

2. 치료를 받지 않을 정도로 심하지 않은 아토피 피부염을 가진 환자 

3. 본 임상시험에 자의로 참여를 결정하고 동의서에 서명한 환자 

4. 피험자 제외기준에 포함되지 않은 자 

□ 

  

□ 

□ 

□ 

□ 

  

□ 

□ 

□ 

제외 기준 예 아니오 

1. 심한 아토피 피부염으로 약물치료(항히스타민제, 부신피질호르몬제, 한약 

등)를 하고 있는 환자 

2. 면역계에 영향을 미치는 특별한 치료제를 사용하고 있는 환자 

3. 본 시험에 영향을 줄 수 있다고 생각되는 건강보조식품을 복용하고 있는 

환자 

4. 임신부, 수유부 또는 적절한 피임 방법을 사용하지 않는 가임기 여성 

5. 기타 위의 사항들 외에 시험책임자의 판단으로 연구 수행이 곤란하다고 

판단되는 환자 

□ 

  

□ 

□ 

 

□ 

□ 

 

□ 

  

□ 

□ 

 

□ 

□ 

 

피험자 선정기준 및 제외기준에 대한 평가 결과 이 지원자는 임상시험에 참여할 수 

있습니까?  

□  예                                          □  아니오 

 상기 내용이 정확하게 기록되었음을 확인합니다. 

  

시험자 성명 :    김희택    (서명/인)         작성완료일 :    2010 년    월    일 
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방 문 1 (Day 0) 

 

 

 

 

 

 

 Measurement 
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피험자 식별코드 피험자 이니셜 방문일 

S M C - 
 

            
Visit 3 (8 주) 

2010 년   월   일 
 

SCORAD INDEX 측정 

Region Ant Post Total 

 Head       

 Body       

 Upper Extremity (Rt)       

 Upper Extremity (Lt)       

 Lower Extremity (Rt)       

 Lower Extremity (Lt)       

 Genital Area       

A.Extent Criteria(0-100)   

 B. Intensity Criteria (0-18) :  

Erythema Edema/Papulation Oozing/Crust Excoriation Lichenification Dryness 

0  1  2  3 0  1  2  3  0  1  2  3 0  1  2  3 0  1  2  3 0  1  2  3 

* 0 = none   1 = mild   2 = moderate   3 = severe 

  0 1 2 3 

 Erythema 없음  희미한 홍반  뚜렷한 발적  깊고 강렬한 적색 

 Edema/Papulation 없음  한정된 피부 융기  여러 곳에서 분명한 피부융기  넓은 지역에 걸쳐 경결된 피부융기 

 Oozing/Crust 없음 
 희미한 삼출 또는 

가피 증상 

 분명한 삼출이나 가피로 3 군데 

이하의 병소 
 현저하고 광범위한 삼출과 가피 병소 

 Excoriation 없음  약간 긁힌 자국, 
 피부에 긁은 자국, 피부상해가 

뚜렷한 병소 
 광범위한 삼출액과 출혈 

 Lichenification 없음 
 주름이 없는 

두꺼워진 단계 

 가벼운 색소침착과 주름이 

두꺼워진 단계 
 짙은 색소침착과 주름이 뚜렷해진 단계  

 C. Subjective symptoms (during the 3 previous days) :  

Pruritus Insomnia 

0  1  2  3  4  5  6  7  8  9  10 0  1  2  3  4  5  6  7  8  9  10 

   0 : 전혀 가려움증 없음 

 1-3 : 무의식중에 긁음(생활, 수면에 방해가 되지 않음) 

 4-6 : 생활, 수면을 방해할 정도의 소양감(온종일은 아님) 

 7-9 : 생활, 수면을 방해할 정도의 소양감(대부분의 시간) 

  10 : 심한 소양감으로 생활과 수면에 장애가 아주 심함 

   0 : 전혀 수면장애 없음 

 1-3 : 수면을 방해하지 않을 정도의 약간의 소양감 

 4-6 : 소양감 때문에 가끔 잠을 깸 

 7-9 : 소양감 때문에 하룻밤에 2 회 이상 깸 

  10 : 소양감이 심해 거의 수면을 이루지 못함 

Total score A(0-100)/5 + 7B(0-18)/2 + C(0-20) 
 Mild AD(Atopic Dermatitis) : Objective Score<15 

 Moderate AD(Atopic Dermatitis) : 15<Objective Score<40 

 Severe AD(Atopic Dermatitis) : Objective Score>40 
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피험자 식별코드 피험자 이니셜 방문일 

S M C - 
 

            

Visit 1(0 주) 

2010 년   월   일 

  

피부진단검사 

  

 1.  경표피수분 손실량(TEWL)   

시험부위 1 2 3 4 5 

      

      

  

 2.  피부수분 정도 측정(Corneometer) 

시험부위 1 2 3 4 5 

      

      

 

3.  피부 산성도 측정(Skin pH meter) 

시험부위 1 2 3 4 5 

      

      

임상시험용 제품 처방 

 ■ 피험자에게 임상시험용 제품을 처방하였습니까? 

   □ 예 

   □ 아니오  

(사유 및 조치 :                                                                  ) 

 

상기 내용이 정확하게 기록되었음을 확인합니다. 

 

 

시험자 성명 :    김희택    (서명/인)         작성완료일 :    2010 년    월    일 
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방 문 2 (4 주) 

 

 

 

 

 

 

Measurement 
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피험자 식별코드 피험자 이니셜 방문일 

S M C - 
 

            
Visit 2(4 주) 

2010 년   월   일 

 
피부진단검사 

 1.  경표피수분 손실량(TEWL)   

시험부위 1 2 3 4 5 

      

      

 

 2.  피부수분 정도 측정(Corneometer) 

시험부위 1 2 3 4 5 

      

      

 

3.  피부 산성도 측정(Skin pH meter) 

시험부위 1 2 3 4 5 

      

      

임상시험용 제품 처방 

 ■ 피험자에게 임상시험용 제품을 처방하였습니까? 

   □ 예 

   □ 아니오  

(사유 및 조치 :                                                                  ) 

이상반응 확인 

 ■ 지난번 방문(방문 1) 이후 평소와 다른 변화 또는 이상반응이 있었습니까? 

   □ 예 ⇒ 이상반응 페이지를 작성해 주십시오. 

   □ 아니오 

임상시험용 제품 순응도 확인 

 ■ 임상시험용 제품을 지시대로 잘 사용하고 있습니까? 

   □ 예 

   □ 아니오 ⇒ 제품 사용에 대한 지도를 다시 한번 실시하여 주십시오. 

 

상기 내용이 정확하게 기록되었음을 확인합니다. 

시험자 성명 :    김희택    (서명/인)         작성완료일 :    2010 년    월    일 
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이상반응 및 중도탈락 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  SMC-100908-AT210 

71 

 

피험자 식별코드 피험자 이니셜 

S M C - 
 

            

 
이상반응 기록표 

  이상반응 1 이상반응 2 

이상반응 

종    류 
    

발 현 일 
            
            

년 YY 월 MM 일 DD 

            
            

년 YY 월 MM 일 DD 

소 실 일 
            
            

년 YY 월 MM 일 DD 

            
            

년 YY 월 MM 일 DD 

이상반응 

정    도 

 □ 경증   (Mild) 

 □ 중등증 (Moderate) 

 □ 중증   (Severe) 

 □ 사망   (Death) 

 □ 경증   (Mild) 

 □ 중등증 (Moderate) 

 □ 중증   (Severe) 

 □ 사망   (Death) 

중 대 한 

이상반응 

여    부 

 □ 예 (SAE report 작성) 

 □ 아니오 

 □ 예 (SAE report 작성) 

 □ 아니오 

이상반응 

결    과 

 □ 회복됨 / 해결됨 

 □ 회복 중임 / 해결 중임 

 □ 회복되지 않음 / 해결되지 않음 

 □ 회복되었으나 후유증이 남음 

   / 해결되었으나 후유증이 남음 

 □ 사망 

 □ 알 수 없음 

 □ 회복됨 / 해결됨 

 □ 회복 중임 / 해결 중임 

 □ 회복되지 않음 / 해결되지 않음 

 □ 회복되었으나 후유증이 남음 

   / 해결되었으나 후유증이 남음 

 □ 사망 

 □ 알 수 없음 

인과관계 

 □ 관련성이 명백함 (Definitely related) 

 □ 관련성이 많음 (Probably related) 

 □ 관련성이 의심됨 (Possibly related) 

 □ 관련성이 적음 (Probably not related) 

 □ 관련성이 없음 (Definitely not related) 

 □ 평가 불가능(Unknown) 

 □ 관련성이 명백함 (Definitely related) 

 □ 관련성이 많음 (Probably related) 

 □ 관련성이 의심됨 (Possibly related) 

 □ 관련성이 적음 (Probably not related) 

 □ 관련성이 없음 (Definitely not related) 

 □ 평가 불가능(Unknown) 

관련조치 

 □ 사용 중지     □ 용량 변화 없었음 

 □ 감량          □ 알 수 없음 

 □ 증량          □ 해당 사항 없음 

 □ 사용 중지     □ 용량 변화 없었음 

 □ 감량          □ 알 수 없음 

 □ 증량          □ 해당 사항 없음 

요법처치 

여부/내용 

 □ 아니오 

 □ 약제 및 요법 

 □ 입원 

 □ 기타 :  

 □ 아니오 

 □ 약제 및 요법 

 □ 입원 

 □ 기타 :  

시험자 

의  견 
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피험자 식별코드 피험자 이니셜 최종방문일 

S M C - 
 

            임상시험종결 

  

임상시험의 종료/중도 탈락 

▶ 임상시험 시작일 :       /       /       / 

▶ 임상시험 종료일 :       /       /       / 

▶ 임상시험 중지일 :       /       /       / 

▶ 임상시험 재시작일:      /       /       / 

▶ 임상시험 탈락일 :       /       /       / 

  

▶ 피험자가 임상시험계획서대로 본 임상시험을 종료하였습니까? 

   □ 예 □ 아니오  

  

☞ "아니오"일 경우 아래 임상시험의 중도탈락 부분에 자세한 사항을 기록하십시오. 중지한 경우 

중지 및 탈락 사유를 시험자 의견에 서술하십시오. 

  

▶ 임상시험의 중도탈락 이유 

    

□ 계획서 위반 

□ 시험자의 지시에 불응하는 피험자의 경우 

□ 중대한 이상반응이 발생한 경우 

□ 
피험자가 임상시험 참가 동의를 철회한 경우 

□ 
연구 결과 판정에 영향을 미칠 수 있는 약물 등을 복용한 경우 

□ 기타 

  

시험자 의견 : 
  

  

  

  

 상기 내용이 정확하게 기록되었음을 확인합니다. 
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