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(54)   간주나  또  간주열매   포함하  료 

(57)  약

본  간주나 (Juniperus rigida Sieb.) 또  간주열매(Juniper berry)  포함하  료 

에 한 것 , 래보다 우 한 과  가지  항 , 미  /또  주 개  료  

공하  한 것 다.   본 들  간주나  /또  간주열매  공여 ,  SOD(Superoxide  radical

dismutase) 사 , 틴산 (xanthine oxidase) 해 , 티 시나아 (tyrosinase) 해  ,

엘라 타 (elastase) 해 , 라게나아 (collagenase) 해   통하여 간주  

 우 한 약리  하 , 에 라 간주나  또  간주열매  포함하   

래보다 우 한 과  가지  항 , 미  /또  주 개  료   가 하다. 

  도 - 도15
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청

청 항 1 

간주나 (Juniperus rigida Sieb.)    뿌리   포함하  미  료 .

청 항 2 

1항에 어 ,

상  간주나    뿌리  1.0 ~ 50 ppm  내  도  가지  것  특징  하  미

료 .

청 항 3 

1항에 어 ,

공여   SOD(Superoxide radical dismutase)  가지  것  특징  하  미  료 .

청 항 4 

1항에 어 ,

티 시나아 (tyrosinase) 억  가지  것  특징  하  미  료 .

청 항 5 

1항에 어 ,

라게나아 (Collagenase) 해  가지  것  특징  하  미  료 .

청 항 6 

1항에 어 ,

엘라 타아 (elastase) 해  가지  것  특징  하  미  료 .

청 항 7 

간주열매   포함하  미  료 .

청 항 8 

7항에 어 ,

간주나    뿌리 보다  티 시나아 (tyrosinase) 억  가지  것  특징

하  미  료 .
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청 항 9 

7항에 어 ,

간주나    뿌리 보다  엘라 타아 (elastase) 해  가지  것  특징  하  미

 료 .

 

   야

본  간주나 (Juniperus rigida Sieb.) 또  간주열매(Juniper berry)  포함하  료 [0001]

에 한 것 , 래보다 우 한 과  가지  항 , 미  /또  주 개  료  

공하  한 것 다. 

 경  

 뿐만 아니라 피  라닌 생  하   라닌  과 같  극[0002]

피  보 하  해 만들어지지만, 과도한 라닌 합 과  미, 주근  같  질병  키게 다.

라닌 생  tyrosinase, tyrosinase related protein-1 (TRP-1), TRP-2   에 해 다. 그 

라닌 생 과 에  주   tyrosinase  L-DOPA가 합  단계  L-DOPA  DOPA quinone  합

 단계  진하여  라닌  합  진한다.  라닌  생합 에  여한   tyrosinase,  dopachrome

conversion  factor,  prostaglandin  (PG),  interferon  (IFN),  melanocyte  stimulating  hormone  (MSH),  Vit.

D3,histamine등  보고 어 , 재 tyrosinase 해  kojic acid  albutin  미  많  사

고 나 포독 , 돌연변   등   등  보고 고 다. 

또한, 에 해 가  여러 단 질 해  에  질  해하  matrix metalloproteinase (MMP[0003]

s)  피   생에 한 역할  한다. 피  진피 내 포  질단 질(extracellular matrix)  피

  탄  지하  한 역할  하 , 그  80~85%가  1  원질(type Ⅰ procollagen)

루어  다.  1  원질  체  procollagen 태  합   후 포  어 아미  말단

과 복실말단  나간 후  원질  만들게 다. 질 단 질  재 에  여러 생체  여

하 ,    특  MMPs가  질  단 질들  해하  한  역할  하고   intestitial  collagenase

(MMP-1), 72kD gelatinase (MMP-2), 92kD gelatinase (MMP-9), neutrophil collagenase (MMP-8), collagenase

(MMP-13) 등 26가지 상  MMPs가 미 알  다. 에  피 에  MMPs   가 , 

가  MMPs가 피  하고  원질  해하여 질 단 질  결핍  래하게  피 가 

어난다. 근에 에  MMPs  가   포 신  달 경  주  stress-activated  mitogen-

activated  protein  (MAP)  kinase  pathway가 여한다고 보고 어 ,  또한 MAP  kinase  신 달 경

cell growth, MMP , 원질 합  등  하  한 역할  한다고 알  다. 에 해 포

에   growth  factor  cyrokine  receptor가    ERK  (extracellular  signal-regulated

kinase), p38  포함한 MAP kinase signal transduction pathway  경 하여 신  하게 다. 라  

 포에  사  AP-1  도가 가 어 다. 가  AP-1 도  원질 해  MMP들

  가시  피 에  원질  결핍  래하  것 다.  그러므  stress-activated  MAP  kinase

pathway  사  AP-1   시키고 결과  MMPs   가시킨다.

한편, 간주나 (Juniperus rigida Sieb.)  한 에  암 지 에  라 , 원 가  뻗  그 간[0004]

에  뿌리가 나  갯 간주(J.conferta),  15 m  지만 개 가 여러 갈래  나   3-5

m  상  라  피  갈색  (J.communis), 본 에 비해  가 4-8 mm  짧고 열매가

6-7  mm  보다   곱향나 (J.communis  var.  montana)그리고  닷가에  라  해변 간주(Juniperus

rigida Sieb.et Zuccvar. Koreana T.Lee) 등  다. 에 강하고 해   견  특징  어 해안 나

간척지 근에  림 또  림  고 다. 간주나  껍질   갈색 고 4월에  피
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열매  갈색  공 양  맛   달 , 건 한 곳에   랄   뿐만 아니라 가 새들에 하여

    특  , 어릴 에  맹아  강하고 또  뾰 하여 동  해가 어 워 

 살아남   다고 한다.

또한,  러한  간주나  에  채취한  뇨  등  약리  과가 다고 알  어 ,[0005]

통 ,  생식  질 에 사 하 , insect repellent  하 도 하 , 양에  간주나  열매  

실(juniper berry)  열매량  3-4 가 게 독한  고 하여 6개월 도 보  후 건  건  

리고 만  보 해  마시거나 향  하 다.  본 도감에  과실에  α-pinine, mycene,

limonene 등  들어  거 , 습, 뇨에  고, , 통 , 질  등  시킨다고 하 다.

그러나,  같  간주나  한  연   한  료  한 것 거나  하  것[0006]

었 , 료  과  미 한 실 었다.  에 라, 간주나  한 료 

에 한 필  항시 재하고  실 다.

 내

해결하  과

상 한  해결하  한 본  우 한 과  가지  항 , 미  /또  주 개  료[0007]

 공하  것  다.

그리고, 본   사 하 에 합 우 한 공여 , SOD(Superoxide radical dismutase) 사[0008]

,  틴산 (xanthine  oxidase)  해 ,  티 시나아 (tyrosinase)  해  ,  엘라 타

(elastase) 해 , 라게나아 (collagenase) 해  등  가지  간주나  /또  간주열매 

 공하  한 것 다. 

또한, 본  티 시나아  해 , 라 마 포에  MITF, TRP-1, TRP-2, tyrosinase 단 질  [0009]

mRNA 억  과가 우 해 , 욱 진  과  가지  미  료  공하  한 것 다.  

또한, 본  엘라 타  해 , 라게나아  해 , MTT assay에 한 포생 , 프 라겐 생[0010]

합 량, MMP-1 해 , MMP-1   억  과 등  우 해 , 욱 개  과  가지  피  주 개

료  공하고  한다. 

과  해결 단

상 한  달 하  한 본  간주나 (Juniperus rigida Sieb.)    뿌리 또  간주열매[0011]

(Juniper berry)   포함하  료 다.

또한, 본  간주나    뿌리   포함하  항  료   [0012]

다.

상 한 본  간주나    뿌리   포함하고, 간주열매 보다  [0013]

공여   SOD(Superoxide radical dismutase)  가지  것  특징  하  항  료 

것도 가 하다.

또한, 본  간주나    뿌리   포함하  미  료 다.[0014]

여 , 상  간주나    뿌리  1.0~50 ppm  내  도  가지  것  람직하다. [0015]

또한, 본  간주열매   포함하고, 간주나    뿌리 보다  티[0016]

시나아 (tyrosinase) 억  가지  것  특징  하  미  료   다.

또한, 본  간주나    뿌리 또  간주열매   포함하  주 개  [0017]

료 다.

여 , 본  간주나    뿌리   포함하고, 간주열매 보다 [0018]
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라게나아 (Collagenase) 해  가지  것  특징  할  다. 

또한, 본  간주열매   포함하고, 간주나    뿌리 보다  엘[0019]

라 타아 (elastase) 해  가지  것  특징  하  것도 가 하다. 

타 실시 들  체  사항들  상 한   도 들에 포함 어 다. [0020]

 과

본 에  료  간주나  또  간주열매  포함함 , 우 한 과  가지  항[0021]

, 미  /또  주 개  료  공할  다. 

본 에  간주나  /또  간주열매  공여 , SOD(Superoxide radical dismutase) 사[0022]

,  틴산 (xanthine  oxidase)  해 ,  티 시나아 (tyrosinase)  해  ,  엘라 타

(elastase) 해 , 라게나아 (collagenase) 해  등  아   사 하 에 합한 우 한

약리  가진다. 

특 , 본 에 라 간주나    포함하  , 티 시나아  해 , 라 마[0023]

포에  MITF, TRP-1, TRP-2, tyrosinase 단 질   mRNA 억  과가 우 하여, 욱 진  

과  가지  미  료  공할  다. 

또한, 본 에 라 간주나  /또  간주열매   포함하  , 엘라 타[0024]

해 , 라게나아  해 , MTT assay에 한 포생 , 프 라겐 생합 량, MMP-1 해 , MMP-1

  억  과 등  우 하여, 욱 진  과  가지  미  료  공할  다. 욱

개  과  가지  피  주 개  료  공할  다. 

도  간단한 

도 1  본 에  간주나    뿌리 또  간주열매  공여  에 미  [0025]

과   나타낸 그래프 다.

도 2  본 에  간주나    뿌리 또  간주열매  SOD 사 에 미  과

 나타낸 그래프 다.

도 3  본 에  간주나    뿌리 또  간주열매  틴 시다아  해 에 미

 과   나타낸 그래프 다.

도 4  본 에  간주나    뿌리 또  간주열매  티 시나아  해 에 미

과   나타낸 그래프 다.

도 5  본 에  간주나    뿌리  라 마 포  포 생 에 미  과  

 나타낸 그래프 다.

도 6  본 에  간주나    뿌리  미  과 실험  한 RT-PCR에  사 한 프라

   나타낸 그래프 다.

도 7  본 에  간주나    뿌리  라 마 포에  tyrosinase 억 과 

 나타낸 그래프 다.

도 8  본 에  간주나    뿌리  라 마 포에  TRP-1 억 과  나

타낸 그래프 다.

도 9  본 에  간주나    뿌리  라 마 포에  TRP-2 억 과  나

타낸 그래프 다.

도 10  본 에  간주나    뿌리  라 마 포에  MITF 단 질 억 과 

등록특허 10-1534911

- 6 -



 나타낸 그래프 다.

도 11  본 에  간주나    뿌리  라 마 포에  tyrosinase  mRNA 억

과  나타낸 그래프 다.

도 12  본 에  간주나    뿌리  라 마 포에  TRP-1  mRNA 억 과

 나타낸 그래프 다.

도 13  본 에  간주나    뿌리  라 마 포에  TRP-2  mRNA 억 과

 나타낸 그래프 다.

도 14  본 에  간주나    뿌리  라 마 포에  MITF  mRNA 단 질 억

과  나타낸 그래프 다.

도 15  본 에  간주나    뿌리  RT-PCR에  tyrosinase  mRNA 억 과 

 나타낸 그래프 다.

도 16  본 에  간주나    뿌리  RT-PCR에  TRP-1  mRNA 억 과 

나타낸 그래프 다.

도 17  본 에  간주나    뿌리  RT-PCR에  TRP-2  mRNA 억 과 

나타낸 그래프 다.

도 18  본 에  간주나    뿌리  RT-PCR에  MITF  mRNA 억 과  나

타낸 그래프 다.

도 19  본 에  간주나    뿌리 또  간주열매  엘라 타아  해 에 미

 과  나타낸 그래프 다.

도 20  본 에  간주나    뿌리 또  간주열매  라게나아  해 에 미

 과  나타낸 그래프 다.

도 21  본 에  간주나    뿌리  아 포  포 생 에 미  과 

 나타낸 그래프 다.

도 22  본 에  간주나   프  라겐 생합 에 미  과  나타낸 그래프 다.

도 23  본 에  간주나   MMP-1  해 에 미  과  나타낸 그래프 다.

도 24  본 에  간주나   주 개  과  한 RT-PCR에  사 한 프라   

 나타낸 그래프 다.

도 25  본 에  간주나   웨 블  통한 단 질 량   한 결과 다.

도 26  본 에  간주나   RT-PCR에  mRNA 량   한 결과 다.

 실시하  한 체  내

본  다양한 변  가할  고 여러 가지 실시  가질   , 특  실시 들  도 에 시하[0026]

고 상 한 에  상 하게 하고  한다. 그러나,  본  특 한 실시 태에 해 한 하

것  아니 , 본  사상   에 포함  든 변 , 균등  내지 체  포함하  것  해

어야 한다. 본  함에 어   공지 에 한 체   본  지  릴 

다고 단  경우 그 상 한  생략한다.

본 원에  사 한 어  단지 특 한 실시  하  해 사  것 , 본  한 하  도가[0027]

아니다. 단   맥상 하게 다 게 뜻하지 않  한, 복   포함한다. 본 원에 , "포함

하다" 또  "가지다" 등  어  상에 재  특징, , 단계, 동 , ,  또  들  

합한 것  재함  지 하  것 지, 하나 또  그 상  다  특징들 나 , 단계, 동 , , 

 또  들  합한 것들  재 또  가 가  미리 하지 않  것  해 어야 한다.

1, 2 등  어  다양한 들  하  사   지만, 상  들  상  어들에 [0028]

해 한 어  안 다. 상  어들  하나   다   별하  만 사
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다. 

본  간주나    뿌리 또  간주열매  포함하  료 에 한 것 , 특[0029]

간주나    뿌리 또  간주열매   포함하  지 , 미 , /또  주

개  료 다.  상  료  피   지하거나 트닝(whitening)  갖거

나 주   또  거할    갖   또  피    다. 

본 들  간주나    뿌리 과 간주열매  각각  에탄   상  in[0030]

vitro  실험  통하여 그 과  검 하 고, 그 결과 간주나    뿌리 또  간주열매 

 항 , 미  /또  주 개  료  우 한 과  가지고  한 후, 본 

 하 다. 

,  본  들  간주나    뿌리  또  간주열매   공여 ,  SOD  사 ,[0031]

xanthine oxidase 해 , tyrosinase 해  , elastase 해 , collagenase 해   통

하여 체  간주나    뿌리 또  간주열매  약리  우 함  하 다.

체 , 본 들  항   과 하여 공여  , SOD 사  , 틴산

실험  하 고, 미   과 하여 티 시나아  해  , 라 마 포에  MITF, TRP-

1, TRP-2, tyrosinase 단 질   mRNA 억  과  하 , 주 개   과 하여 엘라

타  해  , 라게나아  해  , MTT assay에 한 포생  , 프 라겐 생합 량

, MMP-1 해  , MMP-1   억  과  실험  하 다.

간주나    뿌리 또  간주열매  공여  한 결과, 간주나    뿌리[0032]

(JRE)   간주열매(JBE)  에탄   각각 1,000  ppm에  75.5%,  59.1%   나타내었다(도 1 참

). 

그리고,  Superoxide에  한  산  억   알아보  해  superoxide  하여  갈변 질  내[0033]

pyrogallol  동 산  간주나    뿌리 또  간주열매 에탄  에 하여 한

결과 간주나    뿌리(JRE)  간주열매(JBE) 에탄   각각 1,000 ppm에  20.8%, 17.0%

 나타내었다(도 2 참 ). 

또한, 간주나    뿌리 또  간주열매 에탄   xanthine oxidase 해  한 결과,[0034]

간주나    뿌리(JRE)  간주열매(JBE) 에탄   각각 1,000 ppm에  58.0%, 58.2%  해

과  나타내었다(도 3 참 ). 

또한, 피  내에  라닌 합체 생합  과  해할   tyrosinase 해  도별  한[0035]

결과, 간주나    뿌리(JRE) 에탄   경우 1,000 ppm에  40.8%, 간주열매(JBE) 에탄  

 경우 1,000ppm에  53.4%  간주열매(JBE) 에탄   해 과가  다  것  하 다(도

4 참 ).

상 한  같 , 간주나    뿌리 또  간주열매  약리  결과, 간주나[0036]

  뿌리    우 하여 미   주 개  커니   간주나    뿌

리  심  하 다.  그 결과  다 과 같다.

, 간주나    뿌리 에 한 melanoma 포  생  MTT  assay에 해 한 결과 10[0037]

ug/mL 하에  90% 상  포 생  나타내  것  하 고(도 5 참 ), 에 라 아래 본 실험에

 50 ug/mL 하  도  실험  하 다. 

그리고, 간주나    뿌리 에탄   melanin 합 에 계   tyrosinase에 미  향[0038]

 알아보  하여  B16F10  mouse  melanoma  포에  도별  5,  25,  50  ug/mL  처리  한  후  24시간  후에

tyrosinase, MITF, TRP-1, TRP-2 protein  western blotting  한 결과, 간주나    뿌

리 에탄   도별  5, 25, 50 ug/mL  처리한 B16F10에  tyrosinase(도 7 참 ), MITF(도 10 참

), TRP-1(도 8 참 ), TRP-2(도 9 참 ) protein   감 하  것  할  었다. 

또한, 간주나    뿌리 에탄   melanin  합 에 계  key  enzyme  tyrosinase, MITF,[0039]

TRP-1, TRP-2 mRNA에 미  향  알아보  하여 B16F10 mouse melanoma 포에 도별  5, 25, 50 ug/mL

처리한 후 24시간 후에 polymerase chain reaction (PCR)  mRNA 양  한 결과, 간주나  
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 뿌리  에탄   도별  5,  25,  50  ug/mL  처리한 B16F10 포에  tyrosinase(도  11  참 ),

MITF(도 14 참 ), TRP-1(도 12 참 ), TRP-2(도 13 참 ) mRNA  감 하  것  할  었다. 

또한, Real-time polymerase  chain reaction (PCR)  하여 tyrosinase(도 15 참 ), MITF(도 18 참 ),[0040]

TRP-1(도 16 참 ), TRP-2(도 17 참 )  mRNA  간주나    뿌리 에탄   처리하여 실시간

 한 결과 도  mRNA  감 하  할  었다.

또한, 주  생 과 한 elastase   억  과  하  해, Elastase 해  한 결과 간[0041]

주나    뿌리 또  간주열매 에탄   1,000 ppm에  각각 23.0%, 29.4%  간주열매 에탄

    해  나타내었다(도 19 참 ).

또한, Collagenase  해  간주나    뿌리 또  간주열매 에탄   사 하여 한[0042]

결과 간주나    뿌리  간주 열매 에탄   해  각각 1,000 ppm에  71.5%, 67.9%

 간주나    뿌리 에탄     해  나타내었다(도 20 참 ).

또한, 간주나    뿌리 에탄   처리한 fibroblast cell (CCD-986sk)  생  한 결[0043]

과 간주나    뿌리 에탄   50 ug/mL 에  58.8%  포 생  나타냄 , 간주나

   뿌리 에탄   포독  다  것  할  었다(도 21 참 ).

또한, 상 아 포(CCD-986sk)에 collagen 생합  가  할   pro-collagen type ⅠC-peptide[0044]

(PICP) enzyme immunoassay  하여 간주나    뿌리 에탄   collagen 생합 량  

한 결과, 간주나    뿌리 에탄   50 ug/mL에  151.52%  생합  진 과  나타내었다

(도 22 참 ). 

또한, UV-A에 해  가  MMP-1에 간주나    뿌리 에탄   미  향  알아보[0045]

고 , 아 포에 UV-A  사하고 간주나    뿌리 에탄   첨가하여 24시간 양한 후

MMP-1  해 과  enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)  통해 알아본 결과, 간주나  

 뿌리 에탄   100 ug/mL에  67.1%  MMP-1   해 과  나타내었다(도 23 참 ).

또한, 주 과 계 어진 MMP-1  단 질  해 본 결과, 간주나    뿌리 에탄  [0046]

MMP-1  단 질  50 ug/mL  도에  35%  해  나타내었고, MMP-1  mRNA  해 본 결과,

간주나    뿌리 에탄   50 ug/mL  도에  39%  해 과  나타내었다.  같  결

과  간주나    뿌리 에탄   에 한 주 생  억   보  것  단 다

(도 26 참 ). 

본 에  간주나    뿌리 또  간주열매  간주나    뿌리 또  간주[0047]

열매  탄 , 에탄 , 프 , 프 , 탄 , n-헥산, 클 포 , 에틸아 트, 틸아

트 또  에틸에  루어진  단독  택  매 또  2  상 합  합 매  합

하여, 상  간주나    뿌리 또  간주열매   과  함  간주나

  뿌리 또  간주열매 매 액  할  다.  그 에 도 에탄   하  것  항

, 미   주 개  과에 한  다량  할  어  람직하다. 

상  같  간주나    뿌리 또  간주열매 매 액  그  사 하여 간주나   [0048]

뿌리 또  간주열매  함  료  할  나, 료  량  하게

하  고체 상태  간주나    뿌리 또  간주열매  사 하  것  람직하다. 에

라, 본 에  간주나    뿌리 또  간주열매 매 액 , 감압 나 감압

과 같   공지  매  에 해 매  시  리함  고체 상태, 람직하게  말 상태

 간주나    뿌리 또  간주열매  할  다.  , 간주나    뿌리 또

 간주열매   매에 해 고 고/액 리  상등액  간주나    뿌리 또  

간주열매 매 액  고, 상  간주나    뿌리 또  간주열매 매 액  감압

나 감압 과 같   공지  매  에 해 매가 어 말 상태  간주나   

뿌리 또  간주열매   것 다.

간주나    뿌리 또  간주열매 매 액  하  한 간주나    뿌리 또  간[0049]

주열매  매   합 , 상  간주나    뿌리 또  간주열매가 건 량  100
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량 , 매 100∼1,500 량 가 합 어 루어질  다.  합  하도  간주나  

 뿌리 또  간주열매 건 량  100 량 에 합  매  양  100 량  미만  상  

간주나    뿌리 또  간주열매   하게 지 않 ,  합  하도

 간주나    뿌리 또  간주열매  건 량  100 량 에 합  매  양  1,500

량  과하  상  매  과다 사 에  간주나    뿌리 또  간주열매 매 액  

매 거비  가 등   하여 료  원가가 상승하게 다.

체   들 , 간주나    뿌리 또  간주열매, 또  간주나    뿌리 또  간[0050]

주열매가 건 고 쇄 어  간주나    뿌리 또  간주열매 건 말과 탄 , 에탄 ,

프 ,  프 ,  탄 ,  n-헥산,  클 포 , 에틸아 트, 틸아 트 또  에틸에

루어진  단독  택  매 또  2  상 합  합 매가 합 어  합  

고, 싱   합  15∼40 ℃  1∼15 간 지 어 간주나    뿌리 또  간주열매가

매    고, 상    고/액 리 어 액상  간주나    뿌

리 또  간주열매 매 액  득   다. 

또한, 본 에  간주나    뿌리 또  간주열매  료 에 하여 500~1,000[0051]

ppm  내  도  가지  것  람직한 , 500 ppm 미만  틴산  해 , 티 시나아  해

 또  라게나아  해  등  미 하고, 1,000 ppm 과하  그 과 상승  크지 않아 비 만 아

지  다. 

그리고, 상  같  간주나    뿌리 또  간주열매 매 액  4∼15 ℃에  1∼7 간 시[0052]

키  것 ,  상  간주나    뿌리  또  간주열매  매 액   포함  피

지 , 미 , /또  주 개  료  피 에 한  향상시키  에  람직하

다. 러한 간주나    뿌리 또  간주열매 매 액에  감압  등에 해 매가 어

간주나    뿌리 또  간주열매  고상  비   다. 

본 에  상 에   간주나    뿌리 또  간주열매  건  고   [0053]

체 료  100 량 에 하여 0.05~3 량   내  포함  것  람직하다. 료 에

함  간주나    뿌리 또  간주열매  함량  0.05 량  미만  상  료 

 피  항 , 미  /또  주 개  과가 하 , 료 에 함  간주나   

뿌리 또  간주열매  함량  3 량  과하  상  료  간주나    뿌리

또  간주열매  함량 비 피  항 , 미  /또  주 개 과가 하 다.

또한 본 에  료  상 한 간주나    뿌리 또  간주열매  에도 필[0054]

에 라 본  과  하시키지 않   내에  피  에  사 하  각  , 

들   , 말 , , 계 , 보습 , 도 , , 산 지 , 향료, 색  등  

합하여   다. 

본 에  료    택할  ,  간주나    뿌리 또[0055]

간주열매 과 함께, , 생리식염 , 리 , , 계 , 보습 , , 킬 트 , 색 ,

 또  향료 등과 같   공지  료  가 합 어 (lotiones), 액 (液劑), , 에

, 탁 (懸濁劑), (錠劑)  (capsules) 태  루  료  다. 상  료

 사 하여 연 , 크 , 양크림, 맛사지 크림, 에 , 클 싱 폼, 클 싱 워 ,  또

 등   료  운 , 립 틱, 마 라 또  크업  등  색  료  할

 , 또한 안    할  다.

러한 료  간주나    뿌리 또  간주열매  피 에   고  것[0056]

진하도 , 료   에  리 린 1∼7 량%가 포함 어 간주나    뿌리 또  간주

열매  함  료   것  람직하다. 료 에 포함  리 린  함량  1

량% 미만  상  료  간주나    뿌리 또  간주열매  피 에  

  고 지 않 , 료 에 포함  리 린  함량  7 량%  과하  상  료 

에  리 린  다  료   함량  상  하 므  실  피  항 , 미

 주 개  료  가 곤란하게 다.

또한, 료 에게 항산   공하도 , 료   에  플라워 (sunflower oil)[0057]
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포함 어 간주나    뿌리 또  간주열매  함  료   것  람직하다.

플라워  해 라 씨에   천연 , 포 지 산과 항산   알 진 알

다량  함 어 , 상  알  산 (free radical)과 과산 에 해 야  상

 포  보 하  역할  한다.

그런 , 본  료  간주나    뿌리 또  간주열매 과 각  료  [0058]

가 포함 어 므  상  변  고, 러한 경향  연  등과 같   함량  아  도

가 낮  료 보다 양 , 양크림, 에  등과 같   함량  낮아  도가  료 

에  심하게 생하  경향  나타내고 다. 라 , 피  미  /또  주 개  료  

상  안 시키도 , 료   에  안  틸포 트 0.1∼1 량%가 포함 어 간주나

   뿌리 또  간주열매  함  료   것  람직하다. 

 함께, 본  간주나    뿌리 또  간주열매 에  식   첨가하여 통상[0059]

 알 진 에 하여 각  건강 식  할  고, 또한     

, 에 라 당업 가  하게 택하여 합할  다.

본  하  실시 에 하여 보다   해   , 하  실시  본  시  [0060]

한 것 , 첨  특허청 에 하여 한  보  한하고  하  것  아니다.

실시  : 간주나    뿌리  [0061]

본 실시 에  사  간주나    뿌리  간주열매  ㈜ 마 과 (주)청 약 에  각각 하[0062]

여 에탄   실시하 다. 시료  에탄   70% 에탄  10  양  가하여 실 에  24시간 지하

여 상등액과  리하여 동 한  3  복 하 다. 시료  여과지(Whatman No.2)

하여 여과한 후 EYELA evaporator  감압 하여 매   거한 후 동결 건 하여 -20℃에 보 하

 본 실험  시료  사 하 다. 

실험  1 : 공여  [0063]

공여 (EDA:  electron  donating  abilities)  Blois   변 하여  하 다.  DPPH 액(sigma,[0064]

U.S.A) 60 uL  도별  120 uL씩 고 합한 후 15 간 한 다  microplate reader  하여

517 nm에  도  하 다. 공여  시료 액  첨가  첨가  도 감  나타내었다. 

항산   지  사 고  식   항산  에 많  사 고  공여 , free[0065]

radical에  공여하여 지 질 산  억 시키  척도  사 고  뿐만 아니라 체 내에  free

radical에 한  억 하   척도  고 다. 공여  실험에 사  DPPH (1,1-diphenyl-

2-picrylhydrazyl)  매우 안  free radical  신  가지    에 517 nm에  특  강

한  band  나타내  보라색 합 , 항산  에 해     아 안 한 태  

합    란색  탈색 어 색  어지게 고,  탈색  도  통해 항산  과  

할  다. 

러한  간주나    뿌리 또  간주열매 에탄   공여  한 결과 간[0066]

주나    뿌리(JRE)  간주열매(JBE) 에탄   각각 1,000 ppm에  75.5%, 59.1%  

나타내었다(도 1 참 ). 

실험  2 : Superoxide radical dismutase (SOD) 사  [0067]
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SOD 사  Marklund   변 하여 하 다. 도별 시료 액  20 uL에 Tris-HCl 액(50 mM[0068]

Tris-HCl buffer, pH 8.5) 130 uL  pyrogallol (7.2 mM) 20 uL  취하여 합한 후 37℃에  10 간 시킨

후 산  pyrogallol양  microplate reader  하여 도 420  nm에  하 다. SOD 사  시

료 액  첨가  첨가  도감  나타내었다.

Superoxide radical dismutase (SOD)  체내에  암, 매,  등 여러 질병  원    산[0069]

거하  단 질 , 포에 해한 oxygen radical  과산  시킴  과산 가 catalase에 

해   산    도  하여 산  생체  보 하   한다. 에 결

합 어   에 라 Cu/Zn-SOD, Fe-SOD, Mn-SOD 등  가지  다  metalloform  재

하  SOD  30KDa 상  량  가진 단 질 질 , 체내에 게 지 못하므  SOD  갖  

질 나 사 질에 한 연 가 하다. 

Superoxide에 한 산  억   알아보  해 superoxide  하여 갈변 질  내  pyrogallol  동[0070]

산  간주나    뿌리 또  간주열매 에탄  에 하여 한 결과 간주나

  뿌리(JRE)  간주열매(JBE) 에탄   각각 1,000 ppm에  20.8%, 17.0%   나타내었다

(도 2 참 ). 

실험  3 : Xanthine oxidase 해  [0071]

Xanthine oxidase 해   Stirpe  Corte   변 하여 하 다. 도별 시료 액 100 uL에[0072]

potassium phosphate 액(0.1 M potassium phosphate buffer, pH 8.0) 600 uL  xanthine (2 mM)  

질액 200 uL  첨가하고, xanthine oxidase (0.2 U/mL) 100 uL  가하여 37℃에  15 간 시킨 후 1 N

HCl 1 mL  가하여 지  시키고 액 에 생  uric acid  도 292 nm에  하 다. Xanthine

oxidase 해  시료 액  첨가  첨가  도 감  나타내었다. 

Xanthine oxidase  purine 사에 여하   xanthine 또  hypoxanthine  질  하여 uric acid가[0073]

만들어지고, uric acid가  내에 가  낮  해  하여 골 에 어 심한 통  동 하

통  키  원  도 한다. 또한 xanthine oxidase  생  직에 산  상   염 , 동맥

경 , 암   같  여러 가지 질병  킬   superoxide radical  생 한다. 통  료에 사

 약  hypoxanthine  사체  allopurinol과  alloxanthine   allopurinol  xanthine

oxidase에 하여 alloxanthine  산  다 , 것  xanthine oxidase에 강하여 결합하여 산 생  

단계에 여하  xanthine oxidase   해함  산  생  억 하 , 도에  비경쟁

 해  한다. 

러한  간주나    뿌리 또  간주열매 에탄   xanthine oxidase 해  [0074]

한 결과, 간주나    뿌리(JRE)  간주열매(JBE) 에탄   각각 1,000 ppm에  58.0%,

58.2%  해 과  나타내었다(도 3 참 ). 

실험  4 : Tyrosinase 해  [0075]

Tyrosinase 해   Yagi 등  에 라 하 다.  67 mM sodium phosphate buffer (pH[0076]

6.8)  80  uL에 10  mM  L-DOPA  (Sigma,  U.S.A)   질액 40 uL   시료 액 40  uL  합액에 200 U/mL

mushroom tyrosinase  (Sigma,  U.S.A) 40  uL  첨가하여 37℃에  10 간 시  액 에 생  DOPA

chrome  492 nm에  하 다. Tyrosinase 해  시료 액  첨가  첨가  도 감  나

타내었다.

Melanin  동 과 식   미생 계에 리 재하   고  천연 색  생 나 달에 필 진[0077]

않지만 어  경에 한 생 과 경쟁  여주  질   과도한 라닌 생  체에 미, 주근 ,

검  등과 같  색  착  키고, 피   진시킨다. 피 에  포 내  tyrosinase라  

 생합  과 에  만들어지  melanosome  내에 tyrosine  산 시  3,4-dihydroxyphenylalanine (DOP
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A)  만드  tyrosine hydroxylase  DOPA  산 시  dopachrome  만드  DOPA oxidase  하여 

 melanin polymer  합 하므 ,   억 하게  melanin 생합  억 할  어, 미, 주근 ,

과 같  과 색  료 등 하게   다. 그러므  tyrosinase 해   산업에 어

 매우 한 다. Tyrosinase 시험  tyrosine hydroxylase 억  실험과 dopa oxidase 억 실험,

합  라닌 합  억 실험  별 지만, tyrosinase hydroxylase 실험 과 라닌 합  억  실험  

사  동 원  하  에 실험에 여러 가지 약  므 , 실  DOPA  질  하여 생

DOPAchrome  양  하  DOPA oxidase 해실험  진행하고 다. 

피  내에  라닌 합체 생합  과  해할   tyrosinase 해  도별  한 결과,[0078]

간주나    뿌리(JRE) 에탄   경우 1,000 ppm에  40.8%, 간주열매(JBE) 에탄  

경우  1,000ppm에  53.4%  간주열매(JBE)  에탄   해 과가   다  것  하 다(도  4

참 ). 

상 한  같 , 간주나    뿌리 또  간주열매  약리  결과, 간주나[0079]

  뿌리    우 하여 미   주 개  커니   간주나   

뿌리  심  하 다. 그   결과  다 과 같다.

실험  5 :  라 마 포에  포생  [0080]

각 포  양  10% FBS과 1% penicillin/streptomycin (100 U/mL)  첨가한 DMEM 지  사 하 , 37[0081]

℃, 5% CO2 incubator에 시  계  양하 다. 포 독   Carmichael  에 라 하 다.

라 마(B16F10)  아(CCD-986sk) 포  96 well plate에 5×10
4
 cells/well  게 0.18 mL 주하고,

시료  도 별  하여 0.02 mL 첨가한 후 37℃, 5% CO2 incubator에  24시간 양하 다.  시료

 동량   첨가하여 동 한 건  양하 다. 여 에 5 mg/mL 도  한 MTT 액 0.02 mL

첨가하여 4시간 양한 후 양액  거하고 각 well당 DMSO 0.15 mL  가하여 실 에  30 간 시킨 

ELISA reader  540 nm에  도  하 다. 포   시료 액  첨가 과 첨가  도

감  나타내었다. 

포 생  하  한 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT)  담 색[0082]

 질  생 포  미 드리아 내  연쇄 에 해 개열 고 암 색  formazan  생 한다. 죽

포에   어나지  않 므   formazan  생 량  생  포  에  검색 96  well

plate  사 하 , 검사결과  ELISA reader (multiwell microplate reader)  하여 많  시료  간단하게

독할  어 포독   포 식 검색  리 사 고    한 다. 암 포  경우

사 과 에  미 드리아  탈   에 해 란색  MTT tetrazolium  주색  띠  비

 MTT formazan  원시킨다. MTT formazan  도  550 nm 근처 에  가 ,  사

 한 포  도  하  것 다. 

본 에  간주나    뿌리 에 한 melanoma 포  생  MTT assay에 해 한[0083]

결과 10 ug/mL 하에  90% 상  포 생  나타내  것  하 고(도 5 참 ), 에 라 아래 본

실험에  50 ug/mL 하  도  실험  하 다. 

실험  6 :  Western blot  통한 미  단 질  [0084]

미  microphthalmia-associated  transcription  factor  (MITF),  tyrosinase  related  protein  1  (TRP-[0085]

1), tyrosinase related protein 2 (TRP-2), tyrosinase, matrix metalloproteinase-1 (MMP-1)   보

하여 cell line  B16F10  100 mm tissue culture dish에 cell seeding 후 24시간 동안 양하여 cell  안

 시 다. 지  거한 후  도별  처리한 지  24∼48시간 양한 후 다시 지  거하고
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phosphate buffered saline (PBS)  2  척해주었다. Radio-immunoprecipitation assay (RIPA) buffer 10mL

에 complete mini 1 tab  가한 100 uL  해해  4℃ 13,200 rpm에  20 간 원심 리하 다. 원심 리하

여 얻  상 액  BCA protein assay kit  사 하여 량하여 20 uL  단 질  10% SDS-PAGE사에  동

하여 리하 다.  리  단 질  semi  dry  transfer  cell   (Hofer,  USA)  하여 polyvinylidene

fluoride (PVDF) membrane에  다  실 에  1시간 blocking buffer (5% skim milk in TBST)에  양시

다. 1차 항체  하여 4℃에  over night한 다 , 다시 10  간격  tris-buffered saline and tween 20

(TBST)  3  washing하고 2차 항체  1 : 1,000  하여 실 에  2시간 양하 다. 3  washing한 후

LAS 4,000  하여 드   량하 다.

생체  내  tyrosine  라닌  생  주  산  에  해  어나    [0086]

tyrosinase,  tyrosinase  related  protein-1  (TRP-1)과  tyrosinase  related  protein-2  (TRP-2)  등  다.

TRP-1  TRP-2에 해 생  5,6-dihydroxy indole-2-carboxylic acid (DHICA)  oxidation 시  indole-2-

carboxylic  acid  (IQCA)  생 하 ,  IQCA  갈색  나타낸다.  MITF  microphthalmia  transcription

factor  tyrosinase  하므  MITF  억  tyrosinase  억  통하여 melanin 색  생

 억 할  다. 

본 에  간주나    뿌리  라닌 생 에 여하  들에 미  향  평가하[0087]

  tyrosinase, MITF, TRP-1, TRP-2  단 질과 mRNA 에 미  향  하 다. 간주나

  뿌리 에탄   melanin  합 에 계   tyrosinase에 미  향  알아보  하여

B16F10 mouse melanoma 포에 도별  5, 25, 50 ug/mL 처리 한 후 24시간 후에 tyrosinase, MITF, TRP-1,

TRP-2 protein  western blotting  하 다.  포  여러 건에 도 그  도  차 가

거  없  house keeping gene  GAPDH  positive control  사 하 다. 

그  결과,  간주나    뿌리  에탄   도별  5,  25,  50  ug/mL  처리한  B16F10에[0088]

tyrosinase(도 7 참 ), MITF(도 10 참 ), TRP-1(도 8 참 ), TRP-2(도 9 참 ) protein   감 하

것  할  었다. 

실험  7 :  라 마 포  mRNA  억  과 [0089]

실험  7-1 :  RNA 리  cDNA 합[0090]

포  100 mm culture dish에 cell seeding한  24시간 동안 양한 후 sample  도별  처리하여 24시간[0091]

동안 양하 다. 지 상등액  거한 후 trizol lysis buffer  각 well에 1 mL씩 주하여 포  lysis한

후 chloroform 200 mL  주하여 20 간 아래  들어주었다. 그 후 13,200 rpm 에  20 간 원심 리하여

상 액  isopropanol 500 mL  들어  브에 겨 었다. 다시 13,200 rpm에  20 간 원심 리 하 고,

그 상 액  거 한 후 75% EtOH-diethylpyrocarbonate water  각 브에 1 mL씩 주하여 13,200 rpm에  5

간 원심 리한  상 액  거한  실 에  건 시 다. DEPC  50 uL씩 주하여  후 96 well plate

에 RNA 5 uL  균  195 uL  첨가하여 260 nm, 280 nm에  각각 도  하여 total RNA양  하

다. Oligo (dT) 15 primer (500 ug/mL) 1 uL, 한 RNA (2 ug)  nuclease free water  10 uL  맞 고 75

℃에  5 간  시킨  후  5X  reaction  buffer,  MgCl2,  PCR  necleotide  mix,  rnasin  inhibitor,  reverse

transcriptase,  ruclease  free  water  첨가하여 25℃에  5 ,  42℃에  60 ,  70℃에  15 간  시

cDNA  합 시 다.

실시  7-2 : Reverse transcription-polymerase chain reaction[0092]

미  microphthalmia-associated  transcription  factor  (MITF),  tyrosinase  related  protein  1  (TRP-[0093]

1), tyrosinase related protein 2 (TRP-2), tyrosinase, matrix metalloproteinase-1 (MMP-1)  mRNA 

알아보  하여 polymerase chain reaction (PCR)  실시하 다. 실험에 사 한 primer sequences  도 6과

같다. PCR tube에 Go Flexi DNA polymerase, primer, 합 한 cDNA  첨가하여   후 PCR  실행하 다.

Glyceraldehyde-3-phosphate  dehydrogenase  (GAPDH)  94℃에  30 ,  55℃에  45 ,  72℃에  45  (35

cycles), tyrosinase  94℃에  30 , 60℃에  45 , 72℃ 45  (40 cycles), TRP-1, TRP-2, MITF  94℃에
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 30 , 58℃에  45 , 72℃에  45  (40 cycles)  하 , MMP-1  94℃에  30 , 56℃에  60 , 72

℃에  1  (35 cycles)  하 다. PCR  합  시킨 후 0.002% ethidium bromide  첨가한 1.5% agarose gel에

100V에  40 간 동 후 LAS 4,000  하여 드  하여  량하 다.

상 한   같 ,  간주나    뿌리  에탄   melanin  합 에  계  key  enzyme[0094]

tyrosinase, MITF, TRP-1, TRP-2 mRNA에 미  향  알아보  하여 B16F10 mouse melanoma 포에 도별

 5, 25, 50 ug/mL 처리한 후 24시간 후에 polymerase chain reaction (PCR)  mRNA 양  하 다.

 house keeping gene  GAPDH  positive control  사 하 다. 

그 결과, 간주나    뿌리 에탄   도별  5, 25, 50 ug/mL  처리한 B16F10 포에[0095]

tyrosinase(도 11 참 ), MITF(도 14 참 ), TRP-1(도 12 참 ), TRP-2(도 13 참 ) mRNA  감 하  것

 할  었다. 

 같  결과  간주나    뿌리 에탄   B16F10 포 에 하여 라닌 색  생  억[0096]

  tyrosinase, MITF, TRP-1, TRP-2  억  과  가지고  것  보 에 라 미    

 재  가   보여 다. 

실험  8 :  Real-time PCR[0097]

라 마 포  어 진 RNA  260 nm  280 nm에  도  하여 량하 다. 한 RNA (2[0098]

ug)  Oligo (dT) 15primer (500 ug/mL) 1 uL, nuclease free water  합한  75℃에  5 , ice에  5

시킨 후 5X  reaction  buffer,  MgCl2,  PCR  necleotide  mix,  rnasin  inhibitor,  reverse  transcriptase,

nuclease free water  첨가하여 25℃에  5 , 42℃에  60 , 70℃에  15 간 시  cDNA  합 시 다.

합 한 cDNA  2X SYBR green mix, primer, ROX  각각 어 ABI step one pluse (Applied biosystem, USA)

 하여 실시간 량  한  analysis program  하여 결과  하 다.

Real-time polymerase chain reaction (PCR)  thermal cycler   도계가 체   실시간[0099]

 target  DNA  폭과 양   동시에 하  실험 다. 본 실험에  tyrosinase(도 15  참 ),

MITF(도 18 참 ), TRP-1(도 16 참 ), TRP-2(도 17 참 )  mRNA  간주나    뿌리 에탄  

 처리하여 실시간  한 결과 도  mRNA  감 하  할  었다.

실험  9 : Elastase 해  [0100]

Elastase  해   Cannell  등  에  라  하 다.  질  N-succinyl-(L-Ala)3-p-[0101]

nitroanilide(sigma,U.S.A)  사 하여 37℃에  30 간 질  생  p-nitroanilide  생 량  445

nm에  하 다. , 각 시험 액   도가 도  하여 40 uL씩 96-well plate에 취하고, 50 mM

tris-HCl buffer (pH8.6)에  porcine pancreas elastase (2.5 U/mL) (sigma, U.S.A) 액 40 uL  가한 후

질  50 mM tris-HCl buffer (pH 8.6)에  N-succinyl-(L-Ala)3-p-nitroanilide(0.5mg/mL)  80 uL 첨가

하여 30 간 시  질  생  p-nitroanilide  생 량  445 nm에  하 다. Elastase 해

 시료 액  첨가  첨가  도 감  나타내었다.

Elastin  진피  3-4% 도  차지하  피  탄 에 향  주  나 , 과 같  내·  트[0102]

 하여 탄 , 택  감 하고 과다  elastase에 하여 elastin  그 망 가 지게 

 피 가 처지고 주  생  피  가 생  에 피   주원   하나에 하

elastin  해  elastase   해시킴  피   억 할  다. elastase  해

ursolic acid가 elastase 해  고 , ursolic acid  나  등  매에   지 않
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질  가지고  에 하  어 워  사 하  어 운  다. 

러한 주  생 과 한 elastase   억  과  하  해 한 결과, 간주나    뿌[0103]

리 또  간주열매 에탄   1,000 ppm에  각각 23.0%, 29.4%  간주열매 에탄    

해  나타내었다(도 19 참 ).

실험  10 : Collagenase 해  [0104]

Collagenase 해   Wnsch E, Heindrich HG  에 라 하 다.   0.1 M tris-HCl[0105]

buffer (pH 7.5)에 4 mM CaCl2  첨가하여, 0.3 mg/mL  4-phenylazobenzyl oxycarbonyl-Pro-Leu-Gly-Pro-D-

Arg (sigma, U.S.A)   질액 125 uL  시료 액 50 uL  합액에 0.2 mg/mL  collagenase (sigma,

U.S.A) 75 uL  첨가하여, 실 에  20 간 한 후 6% citric acid 250 uL  어  지 시킨 후,

ethyl acetate 1.5 mL  첨가하여 320 nm에  도  하 다. Collagenase 해  시료 액  첨가

 첨가  도 감  나타내었다.

포  질(extracellular matrix)  주   collagen  피  아 포에  생  주  [0106]

질  단 질  피  주 과  보습   가지 ,  사람  나 가  들  생합  감 하  

질 다. 또한 생체 단 질  량  약 30%  차지하  한 단 질  견고한 3  나  가지고 

다.  Collagen  주   피  계  견고 ,  결합 직  항 과 직  결합 ,  포  착

지탱, 포 할과  도 등  알  다. 그러나 연 에  포  감  같  내  

에 한 트  가  태양 에 한  산  가  같   에 해 해가 가

어 피  질   주  생 다. 러한 collagen  해하   그 가 다양하  가  많

 알   것  라겐 type Ⅰ  해하  MMP-1 (Matrix metalloproteinase Ⅰ, collagenase)  피

에 어 MMP-1  해  한  평가 어지고 다. 

러한 Collagenase  해  간주나    뿌리 또  간주열매 에탄   사 하여 [0107]

한 결과 간주나    뿌리  간주 열매 에탄   해  각각 1,000 ppm에  71.5%,

67.9%  간주나    뿌리 에탄     해  나타내었다(도 20 참 ).

실험  11 : 아 포  포 생  [0108]

포  양  10% FBS과 1% penicillin/streptomycin (100 U/mL)  첨가한 DMEM 지  사 하 , 37℃,[0109]

5% CO2 incubator에 시  계  양하 다. 포 독   Carmichael  에 라 하 다. 

아(CCD-986sk) 포  96 well plate에 5×10
4
 cells/well  게 0.18 mL 주하고, 시료  도 별  하

여 0.02 mL 첨가한 후 37℃, 5% CO2 incubator에  24시간 양하 다.  시료  동량   첨가

하여 동 한 건  양하 다. 여 에 5 mg/mL 도  한 MTT 액 0.02 mL  첨가하여 4시간 양한

후 양액  거하고 각 well당 DMSO 0.15 mL  가하여 실 에  30 간 시킨  ELISA reader  540 nm

에  도  하 다. 포   시료 액  첨가 과 첨가  도 감  나타내었다. 

포 생  하  한 MTT(3-(4,5-dimetylthiazol-2-yl) 2,5-diphenyltetrazolium bromide)  담 색[0110]

질  생 포  미 드리아 내  연쇄 에 해 개열 고 암 색  formazan  생 한다. 죽  

포에   어나지 않 므   formazan  생 량  생 포 에 검색 96 well plate

 사 하 , 검사결과  ELISA reader(multiwell microplate reader)  하여 많  시료  간단하게 독

할  어 포독   포 식 검색  리 사 고    한 다. 암 포  경우 

사 과 에  미 드리아  탈   에 해 란색  MTT tetrazolium  주색  띠  비

 MTT formazan  원시킨다. MTT formazan  도  550nm 근처 에  가 ,  사

 한 포  도  하  것 다. 

본 에  간주나    뿌리 에탄   처리한 fibroblast cell (CCD-986sk)  생  [0111]
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한 결과 간주나    뿌리 에탄   50 ug/mL 에  58.8%  포 생  나타냄 , 

간주나    뿌리 에탄   포독  다  것  할  었다(도 21 참 ).

실험  12 :  Pro-collagen type I 생합  [0112]

포  1×10
4
 cells/well 도  96 well plate에 한 후, 각 well에 시료  첨가하여 CO2 양 에  24시[0113]

간 양하 다. 게 실험한 포  양액  아 실험에 사 하 다. 포 양액 내 collagen 생합  도

 procollagen type-Ⅰ C peptide (PIP) EIA kit (Takara Bio, Japan)  사 하여 propeptide  양  하

다.

진피  90%가 collagen  어 어 collagen  감  피  한 계  가지고 다. 탄[0114]

 collagen  elastin과 함께 망상  재하  진피  지지하   담당하 , 1500개 도  아미 산

  독특한 삼 나   가지고 다. 그러나 연 에  포  감  같  내  

에 해 collagen  생합  감 고, 여러 가지 해 경에 한 트  가  태양 에 한

 산  가  같   에 해 해가 가 어 피  질   주  생 다. 진

피 에  collagen type Ⅰ, Ⅲ, Ⅳ, Ⅴ가 가  많고, type Ⅴ  type Ⅰ과 Ⅲ  hybrid 태  재하  

들  pro-collagen 라  질  태  합 다. Pro-collagen  아미  말단과 복시 말단에 pro-

peptide라  peptide 염 열  포함하 , pro-peptide  포체에  pro-collagen  folding  도

과 동시에 collagen  합  어날  collagen  단, 리 다고 알  다. 그래  리

 pro-peptide  양  함 , 포 내에  collagen 생합  도  악할  다. 

본 에  상 아 포(CCD-986sk)에 collagen 생합  가  할   pro-collagen type ⅠC-[0115]

peptide (PICP) enzyme immunoassay  하여 간주나    뿌리 에탄   collagen 생합

량  한 결과 간주나    뿌리 에탄   50 ug/mL에  151.52%  생합  진 과  나

타내었다(도 22 참 ). 

실험  13 :  MMP-1 해  [0116]

포  1×10
4
 cells/well 도  96 well plate에 한 후, 각 well에 시료  첨가하여 CO2 양 에  24시[0117]

간 양하 다.  MMP-1    하여 TNF-α  10 ng/mL  도  첨가하 다. 포  양액

거하여 실험에 사 하  Gross  B.E  등  에 라  matrix  metalloproteinase-1  (MMP-1)  biotrack

activity assay kit  하여 하 다.

생체 내에  라겐과 같  포 질(Extracellular matrix, ECM)  합 과 해  하게 지만 [0118]

가  진행  그  합  감 하여   사에  해  다양한  질  단 질  해  (matrix

metalloproteinase,  MMPs)가  피  fibroblast,  keratinocyte  등에  비 어  포   질과  basement

membrane  하    해함  피  탄  지하  결합 직  어 주 과 탄

하, 피  처짐  원  다. 

본 에  UV-A에 해  가  MMP-1에 간주나    뿌리 에탄   미  향[0119]

 알아보고 , 아 포에 UV-A  사하고 간주나    뿌리 에탄   첨가하여 24시간

양한 후 MMP-1  해 과  enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)  통해 알아보았다. 그 결과 

간주나    뿌리 에탄   100 ug/mL에  67.1%  MMP-1   해 과  나타내었다(도 23

참 ).

실험  14 : Western blot  통한 주 개   단 질  [0120]

MMP-1  보  하여 cell line (CCD-986sk)  100 mm tissue culture dish에 cell seeding 후 24시간 동[0121]
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안 양하여 cell  안  시 다. 지  거한 후  도 별  처리한 지  24~48시간 양한 후

다시 지  거하고 PBS  2  척해주었다. RIPA buffer 10 mL에 complete mini 1 tab  가한 100 uL  

해해  4℃ 12,000 rpm에  20 간 원심 리하 다. 원심 리하여 얻  상 액  Bradford assay  량하여

30 uL  단 질  semi dry transfer cell  (Hofer, USA)  하여 PVDF membrane에  다  실 에

1시간 blocking buffer (5% skim milk in TBST)에  incubation 시 다. 1차 항체  하여 4℃에  over

night한 다 , 다시 10  간격  TBST  3  washing하고 2차 항체  1 : 1000  하여 실 에  2시간

양하 다. 3  washing한 후 LAS 4,000  하여 드   량 하 다.

실험  14-1 :  RNA 리  cDNA 합[0122]

포  100 mm dish에 cell seeding한  24시간 동안 양한 후  도별  처리하여 24~48시간 동안[0123]

양하 다. 지 상등액  거한 후 trizol lysis buffer  각 well에 1 mL씩 주하여 포  lysis 한 후

70℃에 보 하 다. 보  시료  실 에   후 chloroform 200 uL  주하여 20 간 inverting하 다.

그 후 4℃ 13,200 g에  2 간 원심 리하여 상 액  isopropanol 500 uL  들어  tube에 겨 었다.

다시 4℃ 13,200 g에  15 간 원심 리하 고, 그 상 액  거 한 후 75% EtOH DEPC water  각 tube에 1

mL씩 주하여 4℃ 13,200  g에  5 간 원심 리한  상 액  거한 후 실 에  건  시 다. Diethyl

pyrocarbonate  (DEPC)  20~40  uL씩  주하여  후 각각 도  하여 total  RNA양  하 다.

Oligo (dT) 15 primer (500 ug/mL) 1 uL, dNTP mix (10 mM) 1 uL, 한 RNA (2 ug)  RNase free water

11 uL  맞 고 75℃에  5 간 시킨 후 5 reaction buffer, MgCl2, dNTP, Recombinant rnasin, Reverse

transcriptase  첨가하여 25℃ 5 , 42℃ 60 , 70℃ 15 간 시  cDNA  합 시 다.

실험  14-2 : Reverse transcription-polymerase(PCR)  통한 mRNA  [0124]

MMP-1  mRNA  알아보  하여 polymerase chain reaction (PCR)  실시하 다. 실험에 사 한 primer[0125]

sequences  도 24  같다. PCR tube에 Go Flexi DNA Polymerase, primer, 합 한 cDNA  첨가하여   후

PCR  실행하 다.  MMP-1  94℃  30 ,  56℃  60 ,  72℃  1  (35  cycles)  하 다.  PCR  합  시킨 후

0.002% ethidium bromide가 첨가한 1.5% agarose gel에 100V에  40 간 동 후 LAS 4,000  하여 

드  하여  량하 다.

생체 내에  라겐과 같  포 질(Extracellular matrix, ECM)  합 과 해  하게 지만 [0126]

가  진행  그  합  감 하여   사에  해  다양한  질  단 질  해  (matrix

metalloproteinase,  MMPs)가  피  fibroblast,  keratinocyte  등에  비 어  포   질과  basement

membrane  하    해함  피  탄  지하  결합 직  어 주 과 탄

하, 피  처짐  원  다. 피  에 어 한 역할  담당하고  MMP-1   UVA에 해

포에  JNK/p38 도가 가하고 사  activator protein-1 (AP-1)  도가 가  신 달경

 통해 MMP-1  가시  피 에  원질  결핍  래한다고 알  다. 

본 에  주 과 계 어진 MMP-1  단 질  해 본 결과, 간주나    뿌리 에탄[0127]

 MMP-1  단 질  50 ug/mL  도에  35%  해  나타내었고, MMP-1  mRNA  해

본 결과, 간주나    뿌리 에탄   50 ug/mL  도에  39%  해 과  나타내었다. 

같  결과  간주나    뿌리 에탄   에 한 주 생  억   보  것

단 다(도 26 참 ). 

한편, 상 에  본  특  람직한 실시 에 하여 도시하고 하 지만, 하  특허청[0128]

에 해 마  본   특징 나 야  탈하지 않  한도 내에  본  다양하게 개  

변   다  것  당업계에  통상  지식  가진 에게 한 것 다. 
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