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명 세 서

청구범위

청구항 1 

상지(Ramulus mori) 주정 추출물을 유효성분으로 포함하는, 비만 예방 또는 치료용 조성물.

청구항 2 

제1항에 있어서,

상기 상지 주정 추출물은 지방 축적을 억제하는, 비만 예방 또는 치료용 조성물.

청구항 3 

제1항에 있어서,

상기 상지 주정 추출물은 지방세포 분화를 억제하는, 비만 예방 또는 치료용 조성물.

청구항 4 

제1항에 있어서,

상기 상지 주정 추출물은, 페록시솜 증식자-활성화 수용체-γ(PPAR-γ), CCAAT/인핸서-결합단백질-α(C/EBP-α)

또는 스테롤 조절인자 결합단백질-1(SREBP-1)으로 이루어진 군으로부터 선택되는 하나 이상의 전사인자 발현을

억제하는, 비만 예방 또는 치료용 조성물.

청구항 5 

제1항에 있어서,

상기 조성물은 약학적 조성물인, 비만 예방 또는 치료용 조성물.

청구항 6 

제5항에 있어서,

약학적으로 허용 가능한 담체를 더 포함하는, 비만 예방 또는 치료용 조성물.

청구항 7 

상지(Ramulus mori) 주정 추출물을 유효성분으로 포함하는, 비만 예방 또는 치료용 식품 조성물.

발명의 설명

기 술 분 야

본  발명은  상지(Ramulus  mori)  주정  추출물을  포함하는,  비만을  예방  또는  치료하기  위한  조성물에  관한[0001]

것이다.
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배 경 기 술

체지방 축적은 지방세포에 의해 생성되는 과량의 지방에 의해 유발된다. 지방세포 분화 촉진에 의한 지방 축적[0003]

은 비만의 원인이 되며 이는 제2형 당뇨, 고혈압 및 심혈관 질환과 같은 다양한 질병의 원인이 되는 것으로 알

려져 있다(HAJER, G.R., Van Haeften, T.W., Visseren, F.L., 2008. Adipose tissue dysfunction in obesity,

diabetes, and vascular diseases. European heart journal, 29(24), 2959-2971). 전세계적으로 비만 인구는

2012년도에 21억 명으로 2030년에는 33억 명으로 증가 할 것으로 예상되고 있다. 현재 다양한 항비만 제품이 개

발 되어 시판되고 있으며 항비만 제품 시장의 규모는 지속적으로 증가하는 추세이다. 그러나 현재 시판되고 있

는 많은 항비만 의약품의 경우 부작용(예 정신질환 유발 위험을 증가시킴, 심근경색, 뇌졸증, 위장관계 부작

용)을 나타낸다는 보고에 따라 제품허가가 취소되고 있는 실정이다(Kang,  J.G.  and  Park,  C.,  2012.  Anti-

obesity drugs: a review about their effects and safety. Diabetes & metabolism journal, 36(1), 13-25).

따라서 현재 안전성 등을 고려한 천연물 유래의 비만 억제 효과를 보이는 대체 치료법에 대한 연구가 활발히 진

행 중이다(Lai, C., Wu, J., Pan, M., 2015. Molecular mechanism on functional food bioactives for anti-

obesity. Current Opinion in Food Science, 2, 9-13). 현재 식품의약품안전처로부터 체지방 감소에 대한 효과

를 인정받아 시판되고 있는 천연 기능성 원료는 가르시니아캄보지아껍질 추출물, 콜레우스포스콜리 추출물, 깻

잎 추출물, 그린마테 추출물, 대두배아 추출물 등 복합물, 녹차 추출물, 레몬밤 추출물 혼합분말, 마테 열수추

출물, 동외잎주정 추출 분말, 핑거루트 추출 분말, 락토페린, 미역 등 복합추출물, 보이차 추출물, 와일드망고

종자 추출물, 그린커피빈 추출물, 발효식초 석류 복합물, 키토산, 키토올리고당, 서목태펩타이드 복합물, L-카

르니틴타르트레이드, 공액 리놀레산, 히비스커스 등 복합추출물 등이 있다(건강기능식품의 기능성원료인정현황,

식품의약품안전처, 2015).

지방세포(adipocyte)는 지방 조직에서 지방을 축적하는 세포로 신체 에너지 대사의 항상성을 유지시키는 역할을[0004]

한다. 지방세포로 구성된 지방 조직이 과도로 축적된 결과로 비만이 유발된다. 따라서 지방세포 분화는 지방 축

적의 원인이 되며 이는 비만과 밀접한 관련이 있다(Ristow,  M., Muller-Wieland, D., Pfeiffer, A., Krone,

W.,  Kahn,  C.R.,  1998.  Obesity  associated  with  a  mutation  in  a  genetic  regulator  of  adipocyte

differentiation. New England Journal of Medicine, 339(14), 953-959). 지방세포(adipocyte)는 mesenchymal

precursor에서 지방전구세포(preadipocyte) 단계를 거쳐 지방세포(adipocyte)로 분화되며, 분화과정 동안 형태

적, 생화학적 변화를 통하여 체내 지방을 축적한다. 지방세포의 분화는 지방 조직세포에 특징적으로 발현되는

일련의 유전자들의 발현 변화에 의해 유도되며 이 유전자들의 조절부위에 작용하는 transcription factor들의

발현에 의해 조절된다. 인슐린은 지방 세포의 분화를 유도하는 호르몬으로 지방세포 대사 조절에 관여하는 주요

외부인자이다.  지방세포는  분화  동안  CCAAT  enhancer-binding-proteins(C/EBP)  family,  peroxisome-

proliferators activated-receptor-γ(PPAR-γ), sterol regulatory element binding protein-1(SREBP-1)등의

전사인자들의 발현이 증가되고 이들 전사인자들은 상호 전사를 유도하여 지방세포의 분화가 이루어진다. 따라서

이들 전사인자 발현을 억제하는 부작용이 없는 천연물을 이용한 비만 연구가 필요하다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명의 목적은, 지방 축적 또는 지방세포 분화를 억제하는 상지 주정 추출물을 포함하는, 비만 예방 또는 치[0006]

료용 조성물을 제공하는 것이다.

그러나, 본 발명이 해결하고자 하는 과제는 이상에서 언급한 과제로 제한되지 않으며, 언급되지 않은 또 다른[0007]

과제들은 아래의 기재로부터 해당 기술분야의 통상의 지식을 가진 자에게 명확하게 이해될 수 있을 것이다.

과제의 해결 수단

일실시예에 따르면, 상지(Ramulus mori) 주정 추출물을 유효성분으로 포함하는, 비만 예방 또는 치료용 조성물[0009]

을 제공한다.
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일측에 따르면, 상기 상지 주정 추출물은 지방 축적을 억제할 수 있다.[0010]

일측에 따르면, 상기 상지 주정 추출물은 지방세포 분화를 억제할 수 있다.[0011]

일측에 따르면, 상기 상지 주정 추출물은, 페록시솜 증식자-활성화 수용체-γ(PPAR-γ), CCAAT/인핸서-결합단백[0012]

질-α(C/EBP-α) 또는 스테롤 조절인자 결합단백질-1(SREBP-1)으로 이루어진 군으로부터 선택되는 하나 이상의

전사인자 발현을 억제할 수 있다.

일측에 따르면, 상기 조성물은 약학적 조성물일 수 있다.[0013]

일측에 따르면, 상기 조성물은 약학적으로 허용 가능한 담체를 더 포함할 수 있다.[0014]

일실시예에 따르면, 상지(Ramulus mori) 주정 추출물을 유효성분으로 포함하는, 비만 예방 또는 치료용 식품 조[0015]

성물을 제공한다.

발명의 효과

본 발명의 비만 예방 또는 치료용 조성물은, 천연물인 상지로부터 추출된 상지 주정 추출물을 유효성분으로 포[0017]

함하므로, 인체에 부작용 없이 지방세포 내 지방 축적을 억제하거나, 지방전구세포가 지방세포로 분화하는 것을

억제하여, 비만을 예방하거나 치료할 수 있다.  

도면의 간단한 설명

도 1은, 일실시예에 따른 상지 주정 추출물이 처리된 3T3-L1 세포에서의 세포독성 정도를 나타내는 그래프이다.[0019]

도 2는, 일실시예에 따른 상지 주정 추출물이 처리된 지방세포의 지방구를 나타내는 사진이다.

도 3은, 일실시예에 따른 상지 주정 추출물이 처리된 지방세포의 지방 축적을 나타내는 그래프이다.

도 4a 내지 도 4c는, 일실시예에 따른 상지 주정 추출물이 처리된 지방세포에서의 지방세포 분화에 관련된 유전

자의 발현 정도를 나타내는 그래프이다.

도 5a 및 도 5b는, 일실시예에 따른 상지 주정 추출물이 처리된 지방세포의 FACS 결과를 나타낸 것이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하에서, 첨부된 도면을 참조하여 실시예들을 상세하게 설명한다.  각 도면에 제시된 동일한 참조 부호는 동일[0020]

한 부재를 나타낸다.

아래 설명하는 실시예들에는 다양한 변경이 가해질 수 있다.  아래 설명하는 실시예들은 실시 형태에 대해 한정[0021]

하려는 것이 아니며, 이들에 대한 모든 변경, 균등물 내지 대체물을 포함하는 것으로 이해되어야 한다.

실시예에서 사용한 용어는 단지 특정한 실시예를 설명하기 위해 사용된 것으로, 실시예를 한정하려는 의도가 아[0022]

니다.  단수의 표현은 문맥상 명백하게 다르게 뜻하지 않는 한, 복수의 표현을 포함한다.  본 명세서에서, "포

함하다" 또는 "가지다" 등의 용어는 명세서 상에 기재된 특징, 숫자, 단계, 동작, 구성 요소, 부품 또는 이들을

조합한 것이 존재함을 지정하려는 것이지, 하나 또는 그 이상의 다른 특징들이나 숫자, 단계, 동작, 구성 요소,

부품 또는 이들을 조합한 것들의 존재 또는 부가 가능성을 미리 배제하지 않는 것으로 이해되어야 한다.

다르게 정의되지 않는 한, 기술적이거나 과학적인 용어를 포함해서 여기서 사용되는 모든 용어들은 실시예가 속[0023]

하는 기술 분야에서 통상의 지식을 가진 자에 의해 일반적으로 이해되는 것과 동일한 의미를 가지고 있다.  일

반적으로 사용되는 사전에 정의되어 있는 것과 같은 용어들은 관련 기술의 문맥 상 가지는 의미와 일치하는 의

미를 가지는 것으로 해석되어야 하며, 본 출원에서 명백하게 정의하지 않는 한, 이상적이거나 과도하게 형식적

인 의미로 해석되지 않는다.

또한, 첨부 도면을 참조하여 설명함에 있어, 도면 부호에 관계없이 동일한 구성 요소는 동일한 참조 부호를 부[0024]

여하고 이에 대한 중복되는 설명은 생략하기로 한다. 실시예를 설명함에 있어서 관련된 공지 기술에 대한 구체

적인 설명이 실시예의 요지를 불필요하게 흐릴 수 있다고 판단되는 경우 그 상세한 설명을 생략한다.
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일실시예에 따르면, 상지(Ramulus mori) 주정 추출물을 유효성분으로 포함하는, 비만 예방 또는 치료용 조성물[0026]

을 제공한다. 특히, 상기 상지 주정 추출물은 지방세포 내 지방의 축적을 억제할 수 있고, 지방전구세포에서 지

방세포로의 분화를 억제할 수도 있다.

본 발명에서 사용된 "상지(Ramulus mori)"는 식품 원료로 등재된 물질로서 장기간 또는 다량으로 사용하여도 부[0027]

작용(예: 간독성)이 없으며, 본 발명의 상지 주정 추출물을 함유하는 조성물은, 경구로 투여되더라도 지방 축적

억제 또는 지방세포 분화 억제 효과를 충분히 달성할 수 있다. 

일측에 따르면, 상기 상지 주정 추출물은 페록시솜 증식자-활성화 수용체-γ(PPAR-γ), CCAAT/인핸서-결합단백[0028]

질-α(C/EBP-α) 또는 스테롤 조절인자 결합단백질-1(SREBP-1)으로 이루어진 군으로부터 선택되는 하나 이상의

전사인자 발현을 억제할 수 있다.  실시예 5를 참고하면, 상지 주정 추출물을 처리한 지방세포에서 지방세포 분

화에 관련된 유전자인 PPAR-γ, C/EBP-α, 및 SREBP-1의 발현이 감소하는 것을 확인할 수 있다.  상지 주정 추

출물의 농도가 증가할수록 유전자 PPAR-γ, C/EBP-α, 및 SREBP-1의 발현 또한 함께 감소할 수 있다.

본 발명의　 조성물은 약학적 조성물일 수 있으며, 이에 따라 약학적으로 허용 가능한 담체를 추가적으로 포함[0029]

할 수 있다.

본 발명에서의 용어 "약학적으로 허용 가능한 담체"는 임의의 대상 조성물 또는 성분을 하나의 기관, 또는 신체[0030]

의  부분으로부터  다른  기관,  또는  신체의  부분으로의  운반  또는  수송하는  것에  관여하는  액체  또는  고체

충전제, 희석제, 부형제, 용매 또는 캡슐화 물질과 같은 제약상 허용 가능한 물질, 조성물 또는 비히클을 지칭

하며, 본 발명의 조성물은 투여를 위해서 상기 기재한 유효성분 이외에 약학적으로 허용 가능한 담체, 부형제

또는 희석제를 더 포함할 수 있다. 상기 담체, 부형제 및 희석제로는 락토오스, 덱스트로오스, 수크로오스, 소

르비톨, 만니톨, 자일리톨, 에리스리톨, 말티톨, 전분, 아카시아 고무, 알지네이트, 젤라틴, 칼슘 포스페이트,

칼슘 실리케이트, 셀룰로오스, 메틸 셀룰로오스, 미정질 셀룰로오스, 폴리비닐 피롤리돈, 물, 메틸히드록시벤조

에이트, 프로필히드록시벤조에이트, 탈크, 스테아린산 마그네슘 및 광물유를 들 수 있다.

또한, 본 발명의　 조성물은 각각 통상의 방법에 따라 산제, 과립제, 정제, 캡슐제, 현탁액, 에멀젼, 시럽, 에[0031]

어로졸 등의 경구형 제형, 외용제, 좌제 또는 멸균 주사용액의 형태로 제형화하여 사용할 수 있다. 상세하게는

제형화할 경우 통상 사용하는 충진제, 증량제, 결합제, 습윤제, 붕해제, 계면활성제 등의 희석제 또는 부형제를

사용하여 조제될 수 있다. 경구투여를 위한 고형제제로는 정제, 환제, 산제, 과립제, 캡슐제 등을 포함하나, 이

에 한정되는 것은 아니다. 이러한 고형제제는 상기 조성물에 적어도 하나 이상의 부형제, 예를 들면, 전분, 칼

슘 카보네이트, 수크로오스, 락토오스, 젤라틴 등을 섞어 조제될 수 있다. 또한, 단순한 부형제 이외에 스테아

린산 마그네슘, 탈크 같은 윤활제들도 사용될 수 있다. 경구를 위한 액상 제제로는 현탁제, 내용액제, 유제, 시

럽제 등을 포함하나, 이에 한정되지 않으며, 흔히 사용되는 단순 희석제인 물, 리퀴드 파라핀 이외에 여러 가지

부형제, 예를 들면 습윤제, 감미제, 방향제, 보존제 등을 첨가하여 조제될 수 있다. 비경구 투여를 위한 제제는

멸균된 수용액, 비수성 용제, 현탁제, 유제, 동결건조 제제 및 좌제를 포함한다. 비수성 용제 및 현탁제로는 프

로필렌글리콜, 폴리에틸렌 글리콜, 올리브 오일과 같은 식물성 오일, 에틸올레이트와 같은 주사 가능한 에스테

르 등이 사용될 수 있다. 좌제의 기제로는 위텝솔, 마크로골, 트윈 61, 카카오지, 라우린지, 글리세로젤라틴 등

이 사용될 수 있다.

뿐만 아니라, 본 발명의 조성물은 목적하는 방법에 따라 경구 투여하거나 비경구 투여(예를 들어, 정맥 내, 피[0032]

하, 복강 내 또는 국소에 적용)할 수 있으며, 바람직하게는 경구 투여될 수 있다.  본 발명에 사용된 "상지"는

식품 원료로 등재된 물질로서 장기간 또는 다량으로 사용하여도 부작용(예: 간독성)이 없으며, 경구로 투여되더

라도 지방축적 억제 또는 지방세포분화 억제 효과를 충분히 달성할 수 있다.  투여량은 환자의 상태 및 체중,

질병의 정도, 약물형태, 투여경로 및 기간에 따라 다르지만, 당업자에 의해 적절하게 선택될 수 있다. 필요에

따라 일일 1회 내지 수회로 나누어 투여할 수 있으며, 장 질환에 대한 예방 또는 치료를 위하여 단독으로, 또는

수술, 호르몬 치료, 약물 치료 및 생물학적 반응 조절제를 사용하는 방법들과 병용하여 사용할 수 있다.  

한편, 본 발명의 염증성 장질환 예방 또는 치료용 조성물은 약학적 조성물 뿐만 아니라 식품 조성물일 수도 있[0033]

으며, 상기 조성물을 그대로 첨가하거나 다른 식품 또는 식품 성분과 함께 사용할 수 있다.

상기 식품의 예로는 육류, 소세지, 빵, 쵸코렛, 캔디류, 스넥류, 과자류, 피자, 라면, 기타 면류, 껌류, 아이스[0034]

크림류를 포함한 낙농제품, 각종 스프, 음료수, 차, 드링크제, 알콜 음료 및 비타민 복합제 등을 들 수 있으며,

통상적인 의미에서의 건강기능식품을 모두 포함한다.
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본 발명의 조성물은 통상의 건강기능식품과 같이 다양한 향미제 또는 천연 탄수화물 등을 추가 성분으로서 함유[0035]

할 수 있다. 상기 천연 탄수화물은 포도당, 과당과 같은 모노사카라이드, 말토스, 슈크로스와 같은 디사카라이

드, 및 덱스트린, 사이클로덱스트린과 같은 폴리사카라이드, 자일리톨, 소르비톨, 에리트리톨 등의 당알코올일

수 있다. 감미제로서는 타우마틴, 스테비아 추출물과 같은 천연 감미제나, 사카린, 아스파르탐과 같은 합성 감

미제 등을 사용할 수 있다.

또한, 본 발명의 조성물은 다양한 영양제, 비타민, 전해질, 풍미제, 착색제, 펙트산 및 그의 염, 알긴산 및 그[0036]

의 염, 유기산, 보호성 콜로이드 증점제, pH 조절제, 안정화제, 방부제, 글리세린, 알코올, 탄산 음료에 사용되

는 탄산화제 등을 함유할 수 있다. 그밖에 본 발명의 조성물은 천연 과일쥬스, 과일쥬스 음료 및 야채 음료의

제조를 위한 과육을 함유할 수 있다. 이러한 성분은 독립적으로 또는 조합하여 사용할 수 있다.

다음의 실시예에서는, 상지 주정 추출물이 지방 축적 억제 및 지방세포 분화 억제에 도움이 되는지 확인하기에[0038]

앞서  세포에  대한  독성시험을  실시하였고,  3T3-L1  preadipocyte(지방전구세포)(American  Type  Culture

Collection, USA)에 물질을 투여한 후 지방구 축적 억제, 지방세포 분화 억제 시험을 수행하였다.

실시예 1: 상지 주정 추출물의 제조[0040]

잘게 잘린 상지 1 kg을 준비하였다.  증류수로 깨끗하게 세척한 후, 80 % 주정용 에탄올 8,000 mL를 첨가하여,[0041]

초음파 세척기(H0429115, Hwashin Instrument Co.)에서 48 시간 동안 추출하였다.  추출이 끝난 주정 추출물은

GFC 여과지(Cat No. 1822-047, Whatman)를 이용하여 감압 여과 후 회전식 감압 농축기(N-1000, Eyela)를 사용

하여 약 500 mL까지 감압농축 하였다.  농축된 추출물은 -80 ℃ 초저온냉동고(DF8520, Ilshin Lab Co.)에서 동

결 후, 동결건조기(FD8512, Ilshin Lab Co.)를 사용하여 48 시간 동안 동결 건조하여, 상지 주정 추출물을 분말

형태로 제조하였다. 

실시예 2: 지방세포 준비[0043]

3T3-L1  지방전구세포(preadipocytes)(American  Type  Culture  Collection,  USA)는  DMEM  배지(Dulbecco's[0044]

modified Eagle medium), 10% BCS(bovine calf serum) 및 1% 페니실린-스트렙토마이신 함유(HyClone, Logan,

UT, USA)를 이용하여 5% CO2, 37 ℃ 환경에서 배양하였다.  2일마다 신선한 배지로 교환하여 배양하면서 지방구

축적 억제 및 지방세포로의 분화 억제 시험을 실시하였다.

실시예 3: 세포 독성 평가[0046]

상지 주정 추출물(ERMO)의 세포 독성을 평가하기 위하여, 3T3-L1 세포의 Lactate dehydrogenase(LDH) 유리 정[0047]

도를 지표로 이용하였다.  

3T3-L1 세포를 5 x 10
3
 cells/well 의 농도로 96 웰 플레이트에 접종 후 24시간 배양하였다.  그리고 배지에 시[0048]

료를 첨가하고 1시간 후에 EZ-LDH 세포 독성 어쎄이 키트(cell cytotoxicity assay kit: Daeil Lab Service

Co., Seoul, Korea)를 이용하여 세포 독성을 측정하였다. 세포 독성은 다음 식에 따라 계산하였다.  

% LDH release = (LDH in culture medium / Total LDH) x 100.[0049]

상지 주정 추출물을 20 ㎍/㎖, 30 ㎍/㎖, 40 ㎍/㎖, 50 ㎍/㎖, 100 ㎍/㎖ 농도별로 준비한 후, 이들을 각각[0050]

3T3-L1 세포에 처리하였다.  상지 주정 추출물의 농도에 따른 LDH 유리 정도를 측정하였다.

도 1은, 일실시예에 따른 상지 주정 추출물이 처리된 3T3-L1 세포에서의 세포독성 정도를 나타내는 그래프이다.[0051]

도 1을 참고하면, 상지 주정 추출물의 농도에 따른 LDH 유리 정도는 다음과 같았다: 20 ㎍/㎖ (16.9±1.0%), 30[0052]

㎍/㎖ (15.8±1.6%), 40 ㎍/㎖ (14.6±0.8%), 50 ㎍/㎖ (13.1±1.3%), 100 ㎍/㎖ (14.6±0.8%).  대조군(17.2

±1.1%)과 비교하였을 때, 대부분 경우에서 크게 유의적인 LDH 유출은 관찰되지 않았다.  유의한 LDH 유출이 없

는 결과를 통하여, 상지 주정 추출물은 세포 독성이 없다는 점을 확인할 수 있었다. 
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실시예 4: 지방 축적 평가[0054]

3T3-L1 세포를 지방세포로 유도하기 위해 10% FBS 와 1% 페니실린-스트렙토마이신이 함유된 DMEM 배지에 MDI(5[0055]

㎍/㎖ 인슐린, 0.5 mM IBMX 및 1.0 μM dexamethasone)를 처리하고 2일간 분화를 유도하였다.  분화 유도된

3T3-L1 세포를 생리식염수(PBS)로 세척 후 10% 포르말린으로 1시간 고정시켰다.  고정된 세포를 ddH2O로 2회 세

척 후 60% 이소프로파놀에 5분간 처리 후 오일레드 오(Oil Red O) 용액(60% 이소프로파놀에 용해)으로 10분간

염색하였다.  염색 후 ddH2O로 4회 세척하고 100% 이소프로파놀로 10분간 탈염색 시킨 후 현미경으로 세포를 관

찰하고 또한 500 nm에서 흡광도를 측정하였다. 

도 2는, 일실시예에 따른 상지 주정 추출물이 처리된 지방세포의 지방구를 나타내는 사진이다.[0056]

도 2를 참고하면, 상지 주정 추출물이 처리군에서는 상지 주정 추출물의 농도에 의존적으로 지방구가 현저히 감[0057]

소하는 것이 관찰되었다.  

또한, 용매로 사용된 DMSO만 처리한 시료 결과를 100%로 환산하여, 지방에 대하여 정량적으로 측정하였다.[0058]

도 3은, 일실시예에 따른 상지 주정 추출물이 처리된 지방세포의 지방 축적을 나타내는 그래프이다.[0059]

도 3을 참고하면, 상지 주정 추출물이 처리된 군에서 지방 축적이 감소하였으며, 20 ㎍/㎖(72.5±1.6%), 30 ㎍/[0060]

㎖(25.3±11.3%),  40  ㎍/㎖(14.7±7.7%),  양성대조군으로 사용한 항산화제인 NAC(n-acetyl  cysteine,  5mM)이

처리된 군과 유사한 정도의 지방축적 (20.6±3.7%)이 관찰되었는 바, 상지 주정 추출물(ERMO)은 지방세포에 대

하여 우수한 지방 축적 억제 효과를 갖는다는 점을 알 수 있었다.

실시예 5: 지방세포 분화 관련 유전자 발현 측정[0062]

분화  유도된  세포로부터  총  mRNA를  AccuZol  reagent  (Bioneer,  Daejun,  Korea)를  사용하여  추출  후[0063]

NanoDrop(ND-1000,  Thermo  Scientific)으로  정량하였다.   mRNA  1  ㎍을  Revert  Aid  First  Strand  cDNA

synthesis kit(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)를 사용하여 역전사시켜 cDNA를 제조 하였다. 정량 실시

간 RT-PCR (qPCR)은 StepOne Plus Real-Time PCR System(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) 기기를

이용하여 수행하였으며 qPCR에 사용된 프라이머는 다음 표 1과 같다.  PCR 반응은 95℃에서 10분 반응 시킨 후

95℃에서 15초, 60℃에서 1분 반응을 40회 반복하였다.  β-actin 유전자를 endogenous control로 사용하였으

며 아무것도 처리하지 않은 샘플(음성대조군: Negative control)의 유전자 발현량을 1로 하여, 상대정량(2
-△△Ct

method)하였다. 

표 1

Gene[0065] Primer Sequence

PPAR γ Forward 5' CAA GCC CTT TAC CAC AGT TGA 3'

Reverse 5' CAG GTT CTA CTT TGA TCG CAC TT 3'

C/EBP α Forward 5' TGG ACA AGA ACA GCA ACG AG 3'

Reverse 5' TCA CTG GTC AAC TCC AGC AC 3'

SREBP-1 Forward 5' AAC CAG AAG CTC AAG CAG GA 3'

Reverse 5' TTT CAT GCC CTC CAT AGA CA 3'

β-actin Forward 5' CTA AGG CCA ACC GTG AAA AG 3'

Reverse 5' ACC AGA GGC ATA CAG GGA CA 3'

도 4a 내지 도 4c는, 일실시예에 따른 상지 주정 추출물이 처리된 지방세포에서의 지방세포 분화에 관련된 유전[0067]

자의 발현 정도를 나타내는 그래프이다.

도 4a 내지 도 4c를 참고하면, 상지 주정 추출물(ERMO)의 지방세포 분화에 관련된 유전자의 발현 저해를 평가하[0068]

기  위해  3T3-L1  세포를  MDI로  분화  유도  후  유전자  발현을  qPCR  분석을  수행한  결과,  peroxisome
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proliferator-activated  receptor-γ(PPAR-γ),  CCAAT/enhancer-binding  proteins-α  (C/EBP-α)  및  sterol

regulatory element-binding protein-1(SREBP-1) 모두 농도의존적으로 감소하는 것을 알 수 있었다. 

보다 상세하게는, 용매로 사용된 DMSO만 처리한 시료 결과를 1로 환산하여 상대적인 발현양을 비교한 결과, 도[0069]

4a를 참고하면, PPAR-γ의 경우 20 ㎍/㎖(0.85±0.03), 30 ㎍/㎖(0.55±0.04), 40 ㎍/㎖(0.47±0.04)로 감소하

였고,  도  4b를  참고하면,  C/EBP-α의 경우 20  ㎍/㎖(0.76±0.04),  30  ㎍/㎖(0.30±0.02),  40  ㎍/㎖(0.23±

0.04) 이었으며, 도 4c를 참고하면, SREBP-1의 경우 20 ㎍/㎖(0.88±0.001), 30 ㎍/㎖(0.74±0.01), 40 ㎍/㎖

(0.60±0.02) 감소하는 것을 확인할 수 있었다. 

실시예 6: 지방세포 분화 억제 평가[0071]

지방세포의 분화가 억제되는지를 평가하기 위하여, 3T3-L1 세포를 100mm 디쉬에 배양 후 상지 주정 추출물을 첨[0072]

가하여 18시간 세포 분화를 유도하였다. 세포를 회수 후 70% 에탄올로 4℃에서 최소 2시간 고정 후 PBS로 세척

하고  300  x  g  에서  5분  원심분리하여  세포를  회수  하였다.   고정된  세포를  FxCycle  PI/RNase  Staining

solution(Invitrogen Molecular Probes, Carlsbad, CA, USA)를 이용하여 실온에서 30분 염색하였다.  염색된

세포는 flow cytometry(BD Caliber, Franklin Lakes, NJ, USA)를 이용하여 분석되었다.

즉, 상지 주정 추출물(ERMO)의 3T3-L1 세포 지방세포로의 분화 억제에 대해 평가하기 위해 3T3-L1 세포를 MDI로[0073]

분화 유도 후 분화 초기 과정 중의 세포를 fluorescence-activated cell sorting(FACS) 분석 하고 각 단계의

세포 비율을 정량화 하였다. 

도 5a 및 도 5b는, 일실시예에 따른 상지 주정 추출물이 처리된 지방세포의 FACS 결과를 나타낸 것이다.[0074]

도 5a의 FACS 결과를 보면 상지 주정 추출물 처리에 의해 S 단계의 세포는 감소하고 G0/G1 세포는 증가함을 알[0075]

수 있었다.  도 5b를 참고하면, FACS 결과를 정량화 한 결과 또한 용매로 사용된 DMSO만 처리한 군에 비해 상지

주정  추출물(ERMO)  처리에  의해  G0/G1  주기의  세포가  농도  의존적으로  증가함을  알  수  있었다.   보다

구체적으로, G0/G1 주기 세포 비율이 용매로 사용된 DMSO만 처리한 시료에서는 30.86% 였으며, 상지 주정 추출물

(ERMO)을 20, 30, 40 ㎍/㎖ 처리한 그룹에서는 각각 55.41, 62.49, 70.78%로 증가하였다.  이러한 결과는 3T3-

L1 지방전구세포(preadipocytes)가 상지 주정 추출물(ERMO) 처리에 의하여 G0/G1 주기에 정지되는 것을 의미하

는 것이며, 따라서, 상지 주정 추출물(ERMO)이 3T3-L1 세포의 지방세포로의 분화를 억제한다는 점을 확인할 수

있었다.

본 발명의 실시예 전반에 걸쳐 사용된 통계분석은 SigmaPlot Version 10.0 및 SPSS version 21를 이용하여 수[0077]

행하였으며, One-way analysis of variation(ANOVA)를 실시하여 유의성이 관찰되면 용매대조군과 유의한 차이가

있는 시험군을 확인하기 위해 Dunnett's t-test를 실시하였다(*p < 0.05). 

이상과 같이 실시예들이 비록 한정된 실시예와 도면에 의해 설명되었으나, 해당 기술분야에서 통상의 지식을 가[0079]

진 자라면 상기의 기재로부터 다양한 수정 및 변형이 가능하다.  예를 들어, 설명된 기술들이 설명된 방법과 다

른 순서로 수행되거나, 및/또는 설명된 구성요소들이 설명된 방법과 다른 형태로 결합 또는 조합되거나, 다른

구성요소 또는 균등물에 의하여 대치되거나 치환되더라도 적절한 결과가 달성될 수 있다.

그러므로, 다른 구현들, 다른 실시예들 및 특허청구범위와 균등한 것들도 후술하는 특허청구범위의 범위에 속한[0080]

다.
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