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2. TEAZ7H AYZA H7L

7t FEAE 7|9 v 24

1) o2 f2 345 A Z(B16F10 melanoma cel)E o] &

2 FFdE FEE Z BYEC Ui ST Az "dopd @A Als(nhibition of
53 v 75 HIyHESFEAIE Y NNIBR-BIR-009 +=-8)

(

melanogenesis) =74 &
3) AdUE Ms
7} BI6F10 cell& 10% FBSZE ¥3}
A
W) MEE 24 well plated] 94 AEF7F HEE Z) well +5
o)\t 1Y FEES 9 FE(25 ug/ml) A

5
=
2} 347 F&E A7 ¥ IN NaOHZ= x*ﬂo}oq A 3

lr

O

= DMEMH| A & o] &35}o] 2~3Y A v F 3l

o
=
o

mh) 521 dWekd-S
v iz tiH] %5 SAste] debd $A dAlTS A
. sEAE 78 e &4
1) vk F@ 5 M 3ZE(L6 smooth muscle cel)E ©] &
2) §5AE FEE Y B E4 U 2S5AE9 FEF5(Glucose uptake) F4S 3 &
T 715 F7HGEFAIEH NNIBR-BIR-023 8
3) AR e

7H L6 cell& 10% FBSE ¥ 3sl= DMEMUI A& o] &35l 2~3Y A vjdE T3 74
W) AEZE 96 well plated] ¥ HNEFVF S22 ZF well 257 & vf
oh vk 19 3 2% FBSE ¥3tst= DMEMUBIA S o] £35Fo] 9 FoF E3lE &

) #3 & FEES Y FE(B0 pg/ml) A
nh) 2A7F 55 A8 ¥ Glucose uptake kit(Promega)ZE ©]-&3}o] A
v}) wlo| 2= 2l 2 33 (luminescence) & =74

E
%E FAste]l dopd FA AAsS A

2 AW A E(3T3-L1 adiocyte) S o] &
2) BHAE FEE o3k =X A Y (triglyceride) =4S £3F du|wt 7|5A H}
W0
H ar
7FH 3T3-L1 cellS 10% BCSE X33+ DMEM A &S o] &3t 273 At vjutks =3
4]
) A EZE 48 well plated] ¥ MNEFVF U2 ZF well 257 & vf
o) viF 1729 3 80% ©]7 confluency”’} ¥ 1S wl 10% FBS, IBMX7} 3% DMEM Hj
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&3Fo] 3= FA (U] 23} control 2712 H9$ 10% BCS A= AME)

st A2 F FEES 944 7525 ug/mhE AHE

st A % 10 day7HEFEE 53] A7) =& 2 triglyceride 4] kit(Promega
Triglyceride-Glo kit)& ©]&3to] 2

vh) wpol a2 Z o] E g 7] 2 43 (luminescence) =74

A HFE ] %E Sl FAAY 4 odA5e Bt

3. FEAE 7t A=A BIHE A 7=

kg

7t
1)
2)
3)

oS A 84 B7MY 75
2l SHHEC2CL2 cel)E ©] &3 Frhes M Ax AA
5 =4 39
A A ALP 24 37IH 34

k

o
-/

Ea

N
£k Ho
off =
St
A

[
= ot

olN M

7

==

U Z2FARE AA

1) 21kA Ztol=gtel)l 7uke 2 F5E ALP HI7MHol gk EEA P AA

r ; [ REAWE WEA | ppws | nsssnom
20 P AP '
T | BT -arinometnc | Ve | A

| 5 %]
1. 8 L
2 BYH
3 80 WY
4y
SMEEM
[
TEHUEREAN
aAEay
HEEFY
*
L B
3 MYHFH
A m Hi
M H
Y 2024.11.05,
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III. d+23 2 u&
1 9548 328 Az
7 @FAE AYLdY RS Y E FEE AX
1) 23" G E2RA=HuFEF 5 4135, 82%) Ax 7 & F=&E Ax
2) MEFHE GFAE(FANE S 273, 68%) AF B 3 FEE Ax
3) ¥73d A4S 53 S (E, AdEE) F5F F TS 5 FEE AXU504)
H2. A0E 2HE HeEME FEE 55
H S SHH ] -;F-% xxQ g"ﬁaot Xﬂ}-%E
1 | NNIBRGR3625 o] oA 70%O0 B2 | 1.1425 20
Carduus crispus L. A=z | 188 | mx ?:EAE
2 | NNIBRGR3626 R 1.6703 20
3 | NNIBRGR3627 Styrax obassia meu o o | T0%OEHE | 05504 20
4 | NNIBRGR3628 | Siebold & Zucc. Te T =T | zZE3 | 07186 20
6 | NNIBRGR3630 f) Royle 5834 | 08216 20
7 | NNIBRGR3631 70%0Et= | 0.6747 20
Ulmus pumila L. H| =L ES
8 | NNIBRGR3632 P =T =22 | 10481 20
9 | NNIBRGR3633 Torilis japonica AFALRE Hx 70%0| B | 0.9443 20
10 | NNIBRGR3634 (Houtt) DC. e 1.1919 20
11 | NNIBRGR3635 70%0 Et= | 0.4332 20
Tvoha angustifolia L. o7 18= ES
12 | NNIBRGR3636 | P77 99 = =22 | 04643 | 20
13 | NNIBRGR3637 Schoenoplectus 70%0Et= | 0.7533 20
tabernaemontani e S ~ —
14 | NNIBRGR3638 (C.C. Gmel) Palla Chuns 0.6689 20
15 | NNIBRGR3639 Artemisia indi " —~ i 70%0Et= | 0.9062 20
emisia Inaica wi . il el
16 | NNIBRGR3640 N =22 | 12467 | 20
17 | NNIBRGR3641 Polygonum 254007 o | 70%OE= | 0837 20
18 | NNIBRGR3642 lapathifolium L = =T 384 | 1.0209 20
19 | NNIBRGR3643 Trapa japonica o= e | 70%OEHE | 0.8022 20
20 | NNIBRGR3644 Flerow . 35T 1.0262 20
21 | NNIBRGR3645 |  persicaria perfoliata HoauE | A 70%0EHS | 0.6714 20
22 | NNIBRGR3646 (L) H. Gross e 1.1887 20
23 | NNIBRGR3647 | sa/ix chaenomeloides otuis e | T0%OIE= | 1.0675 20
24 | NNIBRGR3648 Kimura °oE = =24 | 12662 20
25 | NNIBRGR3649 | Persicaria thunbergii 70%01|EHE | 0.7236 20
(Siebold & Zucc.) H. oapz| HM=x p—
26 | NNIBRGR3650 Gross 5T 0.9059 20
27 | NNIBRGR3651 | potamogeton wrightii oh 7t x 70% &S | 0.5171 20
28 | NNIBRGR3652 Morong e 0.8143 20

_‘]O_




30 | NNIBRGR3654 | (Buchenau) Nakai =2 | 05782 20
32 | NNIBRGR3656 (Lour) H. Hara 7| =32+ | 12899 20
33 | NNIBRGR3657 70%01| Et= | 0.6401 20
Persicaria viscosa HE
34 | NNIBRGR3658 S&FT 0.8864 20
35 | NNIBRGR3659 Schoenoplectiella 70%0{ Et2 | 0.7059 20
triangulata (Roxb.) J. M= .
36 | NNIBRGR3660 | jung & H. K. Choi e 0.616 20
38 | NNIBRGR3662 |  Turcz. ex Benth. =T 324 | 13074 20
39 | NNIBRGR3663 Carex mivabei S 70%0{ EHZ | 0.7059 20
40 | NNIBRGR3664 Franch. 7| =24 | 09602 20
41 | NNIBRGR3665 | Spiraea prunifolia var. 70%01 EH2 | 1.0642 20
simpliciflora (Nakai) M= p—
42 | NNIBRGR3666 Nakai e 1.1063 20
43 | NNIBRGR3677 |  Hemistepta lyrata XX 70% = | 1.5322 20
44 | NNIBRGR3678 Bunge e 2.012 20
45 | NNIBRGR3679 | Lamium amplexicaule M 70% &= | 0.995 20
46 | NNIBRGR3680 L. S8 1.4965 20
47 | NNIBRGR368T1 Styrax_japonicus m | JO%OIEHE | 08202 20
48 | NNIBRGR3682 | Siebold & Zucc. =7 | =2+ | 08053 20
49 | NNIBRGR3683 70%0{ EHZ | 0.9389 20
Vicia villosa Roth S =
50 | NNIBRGR3684 R 1.2481 20
51 | NNIBRGR3685 | /eonurus japonicus X 70%01 B2 | 0.959 20
52 | NNIBRGR3686 Houtt. e 1.3785 20
53 | NNIBRGR3687 | chenopodium album x| 0%OIEHE | 0.5457 20
54 | NNIBRGR3688 L. | 384+ | 08156 20
55 | NNIBRGR3689 70%0|EHS | 0.9168 20
Thlaspi arvense L. B Z lA
56 | NNIBRGR3690 e 1.2404 20
57 | NNIBRGR3691 | g/nus hirsuta (Turcz. soape | mx 70%0EHS | 1.2067 20
58 | NNIBRGR3692 ex Spach) Rupr. R 1.1652 20
59 | NNIBRGR3693 | artemisia capillaris ApAL 2 XX 70%EHS | 0.6604 20
60 | NNIBRGR3694 Thunb. S24 | 09498 20
61 | NNIBRGR369S | Artemisia argyi H. e i 70%0 = | 1.0804 20
62 | NNIBRGR3696 Léev. & Vaniot < 524 1.2547 20
63 | NNIBRGR3697 |  Carex neurocarpa x| 10%0IEHS | 0.6266 20
64 | NNIBRGR3698 Maxim. = 384 | 07067 20
65 | NNIBRGR3699 70%0|EHS | 0.6247 20
Carex pumila Thunb. | ZEZ[AIEX | ®=X ;: lA
66 | NNIBRGR3700 e 0.8336 20
67 | NNIBRGR3701 ) 70%01|Et= | 0.6268 20
Rumex crispus L. NES Py
68 | NNIBRGR3702 5T 0.7217 20




69 | NNIBRGR3703 Beckmannia 70%0| Et= | 0.8797 20
syzigachne (Steud.) Zh o ES ,: =
70 | NNIBRGR3704 Fernald R 1.1269 20
71 | NNIBRGR3705 ) B 70%01|Et= | 0.6889 20
Salix gracilistyla Miq. HHE SE
72 | NNIBRGR3706 | ~2X 9racistyia Miq AR S z=22 | 07856 | 20
73 | NNIBRGR3707 S 70%0Et= | 0.
Salix pierotii Mig. HELHR ES O,/:O“ 08793 20
74 | NNIBRGR3708 R 1.0643 20
75 | NNIBRGR3719 o 70%0f|Et= | 1.7358 20
Planta tica L. 240 HE
76 | NNIBRGR3720 go asiatica =40l =z [ 10191 20
77 | NNIBRGR3791 %O EFS | 1.
Equisetum arvense L. AEET| P 70,/:0“ = | 1.0104 20
78 | NNIBRGR3792 R 1.3709 20
79 | NNIBRGR3809 Toxicodendron 70%0 Et= | 1.0351 20
vernicifluum (Stokes) 2LIE & ,:0“
80 | NNIBRGR3810 F. A. Barkley SET 1.3682 20
81 | NNIBRGR3823 70%0Et= | 0.7595 20
S t L.) Roxb. ZEX M=
82 | NNIBRGR3g24 | ~c/@ tora (L) Rox g =22 [ 10408 | 20
H3 O=E 28 EAE FEE 55
H o N x= MARZE | Y As T
= IS ‘OL-I I:||_-| c_>||-|:l:1 o T = x=9qn ol o e
2 | NNIBRGR3668 (Turcz.) Baill. - =22 | 08622 20
3 | NNIBRGR3669 | veratrum oxysepalum Al M 70% S | 1.1456 20
4 | NNIBRGR3670 Turcz. B . =54 | 15383 20
5 | NNIBRGR3671 Cephalotaxus 70%0 Et= | 0.9053 20
harringtonia (Knight | ZHBIXILER | H = iojA
6 NNIBRGR3672 ex For es) K. Koch oTTT 1.0971 20
7 | NNIBRGR3673 Abies holophylla U ma | TO%OIEHE | 0893 20
8 | NNIBRGR3674 Maxim. v = 5T 0.8908 20
9 | NNIBRGR3675 |  salix babylonica f. 2= x| 0%OIEHE | 09153 20
10 | NNIBRGR3676 | tortuosa Y.L. Chou °= ST ZE: | 1119% 20
11 | NNIBRGR3709 | Equisetum hyemale ey o | JO%OIEHE | 06263 20
12 | NNIBRGR3710 L. B =7 | 383 | 07513 20
13 | NNIBRGR3711 Arabis glabra (L) LS x| TO%OIEHE | 1.0875 20
14 | NNIBRGR3712 Bernh. ehTE R mea (3518 ] 20
16 | NNIBRGR3714 Murray == =7 | =24 | 10153 20
17 | NNIBRGR3715 éyntip?éuarigida wrEge | mx 70%0 B2 | 0.9698 20
18 | NNIBRGR3716 iebo Zucc. e 0.7271 20
19 | NNIBRGR3717 %OEHS | 0.
Dactylis glomerata L. Q2| M M= 70,/30“ = | 08822 20
20 | NNIBRGR3718 S&FT 1.0871 20
22 | NNIBRGR3722 f.) Mall. oo . 554 | 14393 20
23 | NNIBRGR3723 | Breea segeta (Bunge) ZH40| MZE | 70%0EH=2 | 1.0734 20
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24 | NNIBRGR3724 Kitam. SHET 1.5937 20
25 | NNIBRGR3775 Idesia polycarpa ojLt= x 70%EHE | 0.7219 20
26 | NNIBRGR3776 Maxim. B 1.0051 20
27 | NNIBRGR3777 | sasa borealis (Hack) xair g 70%0 =S | 0.4054 20
28 | NNIBRGR3778 | Makino & Shibata - - =84 | 05276 20
29 | NNIBRGR3779 |  Convallaria keiskei | o w0 X|Ab | T0%EHE | 1.4975 20
30 | NNIBRGR3780 Mig. —eE= 2 z24+ | 16376 20
31 | NNIBRGR3781 Akebia quinata ozoz =7 70%0| 2 | 0.5507 20
32 | NNIBRGR3782 (Houtt) Decne. = S5+ | 06639 20
33 | NNIBRGR3783 | Disporum uniflorum emite o | 70%OEZ | 1.7051 20
34 | NNIBRGR3784 Baker o = =22 | 1.8069 20
35 | NNIBRGR3785 | Carex arenicola F. AEaAE | HE 70%01Et= | 1.1118 20
36 | NNIBRGR3786 Schmidt - - S84 | 12183 20
37 | NNIBRGR3787 X|&p | 70%0EHS | 04318 20
38 | NNIBRGR3788 | Sasa quelpaertensis | gz aicy T 24 | 04993 | 20
39 | NNIBRGR3789 Nakai XA | 70%0IEHS | 0.7118 20
40 | NNIBRGR3790 7 =24 | 08115 | 20
41 | NNIBRGR3793 | vaccinium oldhamii MTLtD X|Ab | 70%01EHS | 0.4635 20
42 | NNIBRGR3794 Mig. e=7T 7 S84 | 06237 20
43 | NNIBRGR3795 ' 24| 70:/:01|E% 0.4238 20
44 | NNIBRGR3796 (s%é%%‘?éa glfﬂztaccac \ e 54+ | 04339 20
45 | NNIBRGR3797 Blume o | 70%OEH= | 1.7463 20
46 | NNIBRGR3798 = Z84 | 18795 20
47 | NNIBRGR3799 24| 70:/:01|E% 03119 20
48 | NNIBRGR3800 N(esﬁggg?gla& J}%‘é@')ca A= &+ | 04073 | 20
49 | NNIBRGR3801 Esser o | 70%O0EIZ | 09629 20
50 | NNIBRGR3802 = &+ 1.1148 20
51 | NNIBRGR3803 |  syneilesis palmata o AfLtE 24x| 70%0 EFZ | 0.3421 20
52 | NNIBRGR3804 |  (Thunb) Maxim. TETE z=24 03735 | 20
53 | NNIBRGR3805 Trisetum bifidum <txpal] XX 70%9 &= | 0.9012 20
54 | NNIBRGR3806 (Thunb.) Ohwi - S84 | 12761 20
55 | NNIBRGR3807 Elaeagnus glabra wome | M 70%01|Et= | 0.9253 20
56 | NNIBRGR3808 Thunb. ST T 54 | 09345 20
57 | NNIBRGR3811 24| O%OE1 E% 0.5639 20
58 | NNIBRGR3812 , . = SET 0.5448 20
59 | NNIBRGR3B13 | o Xerophila Flod- | OIREIS T o iEre | 09670 | 20
60 | NNIBRGR3814 = S84 | 09968 20
61 | NNIBRGR3815 24| 70%0 B2 | 04577 20
62 | NNIBRGR3816 , . = SET 0.4886 20
63 | NNIBRGR3g17 | o Bebylonica L FEHS T 0 e 13776 | 20
64 | NNIBRGR3818 i z24 | 16883 20
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65 | NNIBRGR3819 70%0 Et= | 0.4435 20
Euphorbia 7HA == A
67 | NNIBRGR3821 Miscanthus =AM 70%0 €= | 1.0060 20
sacchariflorus & —

68 | NNIBRGR3822 SFT 1.1515 20

Y G AREY 9y el 71e

Hﬂlﬂuﬁ!l}'-aﬂc) MapHa 54-530-0890 - .
e e o
FB( C "'-:-' 137 B o)X httess/ b, anibra, keftbco FBC c ;Elza a7 anolx hﬂ:: ¥ ‘b:_,:‘_'.__!__“_, Ma
BELA 7158 F BELA 7SS

ST A% P A

202413 10 9 8 2 17} 7|1 A2 A Se)eld 2024 1911 8 & 2 1347} 7 HURT BRSAT 52 H

thad} o] BARA YR ARAA FEUEE FATY. a3} o] BBt e 4B 5 gt

—5 & —g S
1AELAF: Breea segeta (Bunge) Kitam. 2] 99 A 18 Senna tora (L.} Roxb. 2] 49 A
2FBCC 55¥% : FBCC-EP1656 )99 & 2FBCC 5S¥5: FBCC-EP1756 ] 494
202414 108 092 202414 1139 072
S RETIE S EY =g atEmg-xma@ =
0% 9 MEaX 7SS
T8 9T4E dF FEE L E9E Ax
D U"E FE25E AXE A3 g5 E g1
7}h) & A HALL T2 RENA AE T4 S5 B2 A A A3}
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[ |

B (2.07 kg)

(Hydrilla verticiflata)

0O
>=

=
(240 g, 11.6%)

CH2t2H (3.27 kg)

(Potamogeton malainanus)

O
TEE

(357 g, 10.9%)

Hx | Hx |
(48.14 g) (77.78 g)
CHCl, | CHCl, |
(1277 g) (11.67 g)
EA | | EA | |
1.21 21.19
( 9 BuOH Water ( 9 BuOH Water
(6.92 g) (170.93 g) (60.15 g) (183.94 g)
8 12, A8 232 JX AC a2 13 o7t 22E ME BAR

2. SEAXE 7|6 A& B}

LR 2R
1) @ehd 34 A5 (Inhibition of melanogenesis): 12 5079 Watd 34 JA5 &2 o=
2) Wty A AT H7E 2 (100%) 2 vlalske] 110~90% = -, 90~80% +, 80~70%
= 4+, 70% olshe +++E IR 19 110% ol (—)E £7](90%°]st &F ol U=
AR fFeldel e
3) 50719 7t FEE T AUy JAs Ao T FEE dAdS 1Y 74
(M) SHFS 2% AAE
# 5 0% g2d B2 2t
= 23 oy =3 42T
1 FBCC-EP401
2 FBCC-EP435
3 FBCC-EP715
Potamogeton malaianus Miq. CH 724 *
4 FBCC-EP716
5 FBCC-EP721
6 FBCC-EP722
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7 FBCC-EP665
Cyperus globosus Forssk. EFUSL0|

8 FBCC-EP677

9 FBCC-EP496

10 FBCC-EP732

11 FBCC-EP744

12 | FecC-EPTSE Actinostemma lobatum (Maxim.) Franch. & ey
13 | FBCC-EP762 w2

14 FBCC-EP796

15 FBCC-EP808

16 | FBCC-EP693

17 FBCC-EP694

PP I— Phacelures latifolius (Steud.) Ohwi DAE
19 | FBCC-EP706

20 | FBCC-EP666

21 FBCC-EP678

22 FBCC-EP771

23 FBCC-EP772

24 FBCC-EP773

25 FBCC-EP783

26 FBCC-EP784

27 FBCC-EP785

28 | FBCC-EP791

29 FBCC-EP792

Cyperus glomeratus L. =S40

30 | FBCC-EP793

31 FBCC-EP803

32 FBCC-EP804

33 FBCC-EP805

34 FBCC-EP826

35 FBCC-EP838

36 | FBCC-EP894

37 | FBCC-EP895

38 | FBCC-EP900

39 | FBCC-EP901

_‘]7_




40 FBCC-EP328
41 FBCC-EP353
42 FBCC-EP707
43 FBCC-EP708

Monochoria korsakowii Regel & Maack =22y
44 FBCC-EP709
45 FBCC-EP710
46 FBCC-EP711
47 FBCC-EP712
48 FBCC-EP927

Ottelia alismoides (L.) Pers. =340|

49 FBCC-EP928
50 | FBCC-EP775 Panicum dichotomiflorum Michx. O|=z747| & —
Y. 99x 84 HU}
1) 9545 (Glucose uptake): 16%F 5042 TS+ 71 3 slo] ¢ g
2) B&Ts H7k rHZ?‘(IOO%)J% H] 1l 0]'04 90~110%+= -, 110~1209 +, 120~130% = ++,

st (—® E7]1(110%°18 &%

o] & w FA

aste] 7)e73

o o
=t 23S sty = dE5+s
1 FBCC-EP619 .
Phragmites japonica Steud. EE Ty
2 FBCC-EP620
3 FBCC-EP632
4 FBCC-EP633
5 FBCC-EP634 _
Commelina communis L. SHOIEE
6 FBCC-EP644 -
7 FBCC-EP645
8 FBCC-EP646
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9 FBCC-EP435
10 FBCC-EP715
11 | FBCC-EP716 Potamogeton malaianus Miq. CH7k2q
12 FBCC-EP721
13 FBCC-EP722
14 FBCC-EP665
1= | FBCC.EPET7 Cyperus globosus Forssk. EHES 0|
16 FBCC-EP496
17 FBCC-EP732
18 | FBCC-EP744 Actinostemma lobatum (Maxim.) Franch. &
19 | FBCC-EP756 FAE=
20 | FBCC-EP762 Sav.
21 FBCC-EP796
22 FBCC-EP808
23 FBCC-EP693
24 | FBCC-EPGI4 Phacelures latifolius (Steud.) Ohwi DME
25 FBCC-EP705
26 FBCC-EP706
27 | FBCC-EP1039
Veronica peregrina L. e

28 | FBCC-EP1045
29 FBCC-EP520

Nasturtium officinale R. Br. =d0]
30 FBCC-EP548
31 FBCC-EP666
32 FBCC-EP678
33 FBCC-EP771
34 FBCC-EP772
35 FBCC-EP773
36 FBCC-EP783
37 FBCC-EP784
38 FBCC-EP785
39 FBCC-EP791
j? EEEEEE;?? Cyperus glomeratus L. 50|
42 FBCC-EP803
43 FBCC-EP804
44 FBCC-EP805
45 FBCC-EP826
46 FBCC-EP838
47 FBCC-EP894
48 FBCC-EP895
49 FBCC-EP900
50 FBCC-EP901
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. guw 24 9}
D SAAY 52 A 46F 50409 AW A 24 g 4=
2) 7 oA Bk B2T(100%)3 vwste] 85% o5 FHol A ¢ <2 E7]
3) 507he] Bt FEE 5 AdelEe JAls A= T FEEe dude 1yste] Ve
(Fwh) FRES 5F NAY
B 7. SH|TF 2 FoF 24t
Z= M x| b}
= | 2d¥= i 2o 3;)(1:0
1 FBCC-EP4 Duchesnea chrysantha M7 +
2 FBCC-EP17 Helianthus tuberosus SEX| -
3 | FBCC-EP18 Silene armeria TLO|tiLt=E -
4 FBCC-EP33 Capsella bursa-pastoris 40| -
5 | FBCC-EP335 Veronica anagallisaquatica L. Z=¥ML= -
6 FBCC-EP384 Acorus calamus L. P g -
7 | FBCC-EP388 Sium suave Walter WELt=E -
8 | FBCC-EP395 Spirodela polyrhiza (L.) Schieid. 72 -
9 | FBCC-EP398 Cyperus microiria Steud. LS AL +
10 | FBCC-EP402 Isachne globosa (Thunb.) Kuntze 7|HE -
11 | FBCC-EP406 Eclipta prostrata (L.) L. ohE=x -
12 | FBCC-EP408 Kyllinga brevifolia Rottb. 7EA|THCH 2t +
13 | FBCC-EP409 Impatiens textori Miq. =8 -
14 | FBCC-EPATY Mentha arvensis var. piperascens Malv. ex s .\
Holmes
15 | FBCC-EP484 Scirpus radicans Schkuhr = 240] -
16 | FBCC-EP574 Potamogeton distinctus A. Benn. 7kl -
17 | FBCC-EP582 Rumex longifolius DC, = -
18 FBCC-EP599 Nymphaea tetragona Georgi =& -
19 | FBCC-EP601 Stachys japonica Mig. MEE -
20 | FBCC-EP610 Elatine triandra Schkuhr =g -
21 | FBCC-EP625 Polygonum orientale L. 2o -
22 | FBCC-EP647 Polygonum dissitiflorum Hemsl. TEAIOf 3 -

_20_




23 | FBCC-EP659 _
Ludwigia epilobioides Maxim. of P{Ht=
24 | FBCC-EP660
25 | FBCC-EP662 Aeschynomene indica L. X E
26 FBCC-EP713
Nymphoides peltata (S. G. Gmel,) Kuntze L2ho 2|
27 FBCC-EP714
28 | FBCC-EP733 Potamogeton cristatus Regel & Maack 7t=7tef
29 | FBCC-EP797 Panicum bisulcatum Thunb. W71E
30 | FBCC-EP799
Eleocharis kuroguwai Ohwi =
31 FBCC-EP800
32 | FBCC-EP801 Cyperus difformis (Makino) T. Koyama LS 40|
33 FBCC-EP856
Trapa incisa Siebold & Zucc. O 7|0
34 FBCC-EP862
35 | FBCC-EP906 Zoysia sinica Hance AT
Spiraea prunifolia Siebold & Zucc. var. _
36 | FBCC-EP299 P prent ) . ZELHE
simpliciflora (Nakai) Nakai
37 | FBCC-EP342 Lilium lancifolium Thunb. Lz
38 | FBCC-EP377 Carex dimorpholepis Steud, O AbAfZE
39 | FBCC-EP428 Alisma orientale (Sam.) Juz. EENER,
40 | FBCC-EP465 Magnolia sieboldii K.Koch St LR
41 | FBCC-EP493 Scirpus fluviatilis (Torr) A. Gray el PN
42 | FBCC-EP498 Typha latifolia L. 2oes
43 | FBCC-EP501 Polygonum lapathifolium L. sl
44 | FBCC-EP506 Typha angustifolia L. 7| &=
45 | FBCC-EP511 Cyperus michelianus var. pacificus Ohwi Sl S AL
46 | FBCC-EP535 Lythrum salicaria L. HEXE
47 | FBCC-EP565 Myriophyllum spicatum L. O|Af=4=M O]
48 | FBCC-EP652 Lysimachia davurica Ledeb. SEE
49 | FBCC-EP684 Glyceria leptolepis Ohwi 02| &o|
50 | FBCC-EP739 Trapa bispinosa Roxb. 2015
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T TEAE 7 YA JUHE AT 75

v EuEs A 24

= M & =& ME(C2CI12 osteoblast) S o] &3 ZHAX 3 9 Alkaline

phospatase(ALP) &4 H7}H G5

W) 2EAIEH 13 AARELAATF-1082, 2024.11.05.)

(1) A=d ALPE4 % 7FE-Luminometric (NNIBR-BIR-29) BMP-2& ©]-&3% C2CI12 cell€]
z-u/q]_\j_ _11:_;33}9]_ zlxﬂ;ﬁ_q} ALP :&l/ﬁ 517} H]—HJ o7 :}xé

(2) ALP &4: ALP+= W @A FHAeA <dikst R85 xdsto] w 7] dol Zgo] X 3HE]

= As =9 Ives N AEA AR F8 AR

EEAEE NEA | ppw,
=Y APEY
B8t Luminomeri_| 18 2FHNo) | 20241105

18 %)

P
ant

EES Hyary
FE] wed

o 2024.11.05.

1% 14, M= ALP e B7HH-Lumninometric

H
MM
>
oo
CE

-, 584 E5AEd gig Ay I+
D) =223 xe Idde AT
7H =HE2ZE e FEE 9 BIE A Fx =223 I ([ris pseudacorus L.)S 20213 5
4z FAE ddelA AFstR e, FH w4 AAH ="EFEAS G
W, HEFEFE= GEE A 2 EdolA st ol 2H I} o] deE FEE H
TYES Az
W) ="2ZE B s FEEY 9ETs H7F L6 25 A1E(L6 smooth muscle
celDZ o] &3te] wiAW H(glucose)S MEWR FFdte AHAEES Hrlstz] A8
Glucose uptake assay kit (Glucose Uptake-GloTM Assay, Promega)E ©]-&3to] F&4
To H7HEE obdl 2ld o] =T EFE ALTS ]O}T Nt FEE TFT5F
=44 1’}5}‘41‘” ot 7 B &4

) mUEAE e RS YE4s BB AN A0 AHE FFEEL0
of AR @ FHE(LI%) BT FFELE DAl oM, AR @ FEE
2 ¥w Egor gEFsol e Y
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VERP A EdtHE3). = 40+ 7F
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=
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7} A3}, AMP-activated protein kinase (AMPK)2] ¢

joase)

(50 pM)

25

cuRgn
10

Hexane fraction (pg/ml)

&
&
o
¢

L

p-ACC
oAMPK
B-actin

B

H
;OO
o)

=0
=

2) Fol

ke
T

: Sol el o) (Schoenoplectiella triangulata)

| =

Al

9%

iz
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HK
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=K
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7 obdl 193
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	24년 연구결과보고서_담수식물 유래 추출물의 동물세포 기반 생리활성 연구_v3
	개요
	I. 서론
	1. 연구의 필요성
	가. 담수식물 천연추출물 제조
	1) 담수생물자원은행에서는 담수식물의 천연 추출물에 대한 분양 서비스를 운영하고 있고 있으며 제조된 추출물은 기관 홍보 및 산·학·연에 분양되고 있음
	2) 담수생물전문기관으로 보유한 담수식물에 대한 추출물의 양적 질적 증대가 필요함
	3) 현재 담수식물 종목록집(2020년 발간) 대비 12%만이 추출물로 제조되어 다양한 담수식물종에 대한 추출물 확보가 절실함
	4) 또한 분양에 따른 추출물 재고가 소진되어 추출물의 추가 제조 요청이 발생하며 추출물을 제조·관리하여 담수생물자원은행으로 제공함으로써 담수식물 추출물이 지속적으로 분양 될 수 있게 하기 위함
	5) 다양한 소재 활용을 위해 기존 보유 목록 외 새로운 담수식물 추출물을 확보해야하며 담수생물 소재 활용성을 증대시키기 위해 필요한 과정으로, 본 과제를 통해 문제를 해소하고자 함

	나. 담수식물 추출물의 동물세포 기반 생리활성 평가 
	1) 자원관의 미션 및 비전을 달성하기 위한 전략목표 중의 하나인 바이오경제新가치 창출을 위해 담수식물을 이용한 바이오경제 선도 유망소재 개발이 필수적임 
	2) 산업적으로 활용할 수 있는 기능성 소재를 발굴하기 위해서는 특허 및 논문과 같은 다양한 연구결과물이 뒷받침되어야 함
	3) 기능성 인증을 위한 근거자료의 평가방법은 시험관시험(in vitro), 동물시험(in vivo), 인체적용시험으로 구분되며 각 유형에 대한 바이오마커 선정근거를 제시하여야 함 
	4) 기능성 탐색을 위해 1차적으로 시험관시험법(in vitro)을 통해 활성물질을 스크리닝하고 활성이 발견된 물질은 연구물에 대한 신뢰성이 높은 실험방법들로 확대되어져 유용 기능성 평가가 이루어짐
	5) 시험관시험법은 크게 효소기반 및 동물세포기반 시험법으로 나눌 수 있으며 효소기반 시험법은 대량의 시료에 대해 빠른 시간에 생리활성을 평가할 수 있는 장점이 있어 유용기능성 스크리닝 실험에 주로 이용됨
	6) 동물세포기반 시험법은 효소기반 시험법에 비해 평가 시료의 수나 시간이 짧지는 않지만 효능에 대한 신뢰도가 높아 비임상 시험법이나 임상시험에 적용가능성이 높아지는 장점을 가지고 있어 산업체에서는 요구하는 연구데이터로 선호됨
	7) 따라서 유용 기능성을 확보하기 위해서는 여러 실험방법을 통해 과학적 근거를 확보하여야 함

	다. 유용 담수식물의 물질 분리 및 분석
	1) 추출물 제조는 기능성 연구의 첫걸음으로 유용 성분의 효율적 분리를 위해 필요한 공정임
	2) 그러나 단순 유기용매 또는 물을 이용한 추출물의 기능성 규명은 지식재산권 확보 시 발명이 아니라 발견으로 분류되어 특허 거절이 빈번해짐 (미국 특허청)
	3) 또한 기능성 원료를 인증 받기위해서는 기능성 성분(또는 지표성분)의 대표성이 확보되어야 함(건강기능식품 기능성 원료 및 기준·규격 인정에 과한 규정 제15조 3)
	4) 단순한 추출물 확보를 넘어서 담수식물 유래 기능성 성분 규명하고 지식재산권 선점을 위해 그 이상의 진보된 실험단계인 분획물 제조 및 지표성분 분리가 필요함


	2. 연구동향
	가. 국내·외 연구동향
	1) ’25년 전 세계 천연물의약품 및 추출물 시장 규모는 약 300조원으로 예상되고 이는 연평균 18.3%의 성장률이고, 특히 아시아권에서는 21.8%의 높은 성장률을 보이고 있으며 이는 반도체, 자동차, 화학제품 등 3대 산업의 합계인 3.6조 달러 이상의 규모임. 이중 글로벌 천연물 산업의 시장 규모는 2020년 1조 달러, 2050년 5조 달러로 연 7% 이상의 성장이 전망되고 있음
	2) 식습관의 변화 및 인구의 고령화 현상이 급속히 진행함에 따라 건강한 삶에 열망도 높아지고 있으며, 그에 따른 대사성질환 및 노화 현상에 대한 예방 또는 조기 치료에 대한 관심이 증대되어 관련 제품시장 또한 증가되고 있음
	3) 또한 과도한 자외선 노출에 대한 위험성에 대중의 인식이 증가되어 그에 따른 자외선 관리 제품의 소비가 증가됨
	4) 세계 선케어(sun care) 시장이 전체 스킨케어 유형 중 가능 높은 성장률을 기록하였음(2014년)
	5) 기존 합성의약품에서 벗어나 천연소재에서 해법을 찾기 위한 노력이 고조되고 있으며 세계적으로 기능성식품/천연물의약의 원료로 활용할 수 있는 천연소재는 식물의 경우 약 1,300 만종에 달하고, 이들을 활용한 연구는 지속될 수 있으며 그 중에서 담수 생물자원은 산업화 사례가 많지 않은 분야로서, 사계절로 풍부한 담수생물종이 분포하는 우리나라는 큰 장점이라 볼 수 있음


	3. 연구의 최종 목적
	가. 담수생물자원은행 분양용 및 심화연구용 담수식물 추출물 제조
	1) 담수생물자원은행의 분양 후 소진된 추출물에 대한 추출용매(물, 에탄올)별 추출물 제조
	2) 미확보 담수식물 추출물(담수식물 종목록집 기반)의 추가 확보
	3) 심화연구를 위한 대량 추출물 제조를 위한 담수식물 채집 및 추출물 제조

	나. 담수식물 유래 추출물의 동물세포 기반 생리활성 평가
	1) 연구효능의 신뢰도가 높은 동물세포 기반 생리활성(효소기반 평가법 대비) 평가를 통한 효능 정보 구축
	2) 기확보 동물세포기반 생리활성 평가법(미백, 항당뇨)외 산업계 수요가 높은 신규 생리활성 평가법 구축

	다. 유용 담수식물 발굴을 통한 상용화 후보소재 도출
	1) 발굴된 유용 기능성 담수식물 추출물에 대한 용매극성별 분획물 제조
	2) 유용 기능성 지표물질 규명을 위한 물질 분리 및 화학 구조 규명


	4. 연차별 연구의 추진체계 및 당해년도 연구목표
	가. 사업 추진체계
	1) 연구내용 추진체계
	2) 담수식물 유래 추출물 제조 및 동물세포 기반 생리활성 평가의 연차별 추진체계
	3) 사업관련 팀별 연구업무
	가) 식물연구팀: 담수식물 추출물 제조 및 동물세포기반 생리활성 평가
	나) 담수생물자원은행: 생물소재(추출물 등) 분양, 보존 및 관리와 효소기반 생리활성 평가
	다) 소재상용화연구팀: 담수생물소재의 유용성 심화분석 및 상용화 기술개발


	나. 당해년도 세부 성과목표 및 내용
	1) 성과목표1:  담수식물 추출물 제조 (150건)
	가) 분양 후 소진시료 및 담수식물종목록(1,919종) 중 미확보된 종을 선별하여 추출물 제조 (현재 12.3% → 13.3%, 20종 추가)

	2) 성과목표2: 유용 담수식물 분획물 제조(2건)
	가) 기능성(미백, 항당뇨) 분석을 통한 우수활성 추출물에 대한 용매극성별 분획물 제조

	3) 성과목표3: 담수식물 추출물의 생리활성 분석(150/150건)
	가) 미연구 담수식물 유래 추출물의 동물세포 기반 미백 기능성 분석
	나) 미연구 담수식물 유래 추출물의 동물세포 기반 항당뇨 기능성 분석
	다) 미연구 담수식물 유래 추출물의 동물세포 기반 항비만 기능성 분석

	4) 성과목표4: 미구축 생리활성 분석 구축(1건)
	가) 동물세포 기반 생리활성 분석법 신규 구축(항비만 활성)

	5) 성과목표5: 생리활성 평가를 통한 지식재산권확보(2건)
	가) 담수식물 기반 우수생리활성 추출물 기반 특허 출원

	6) 성과목표6: 보도자료 배포(1/1건)
	가) 우수 연구성과에 대한 보도자료 배포



	5. 참여연구원 업무분장
	가. 당해년도 참여연구 및 업무내용


	II. 연구내용 및 방법
	1. 담수식물 추출물 제조
	가. 담수생물 자원은행용 담수식물 추출물 제조
	1) 소진 및 미확보 담수식물 구매(자원은행팀)
	2) 부위별(지상, 지하, 잎, 가지, 뿌리 등)로 구분하여 시료는 특성에 따라 파쇄기를 이용하여 일정한 1～50 mm 크기로 파쇄
	3) 추출물 제조
	가) 무게를 칭량하여 중량 대비 10～20배의 에탄올, 증류수 중 택1하여 추출
	나) 추출시간은 24～48시간을 원칙으로 하나 시료 및 추출방법 특성에 따라 추출시간을 조절할 수 있음
	다) 추출용매는 감압농축기 또는 동결건조기를 이용하여 용매를 제거하고 추출물을 확보
	라) 확보된 추출물은 전용용기에 분취하여 DMSO 용매에 일정농도(20 mg/ml)가 되도록 용해시켜 담수생물 자원은행으로 내부기탁


	나. 유용 담수식물 대량 추출물 및 분획물 제조
	1) 우수 기초생리활성 추출물로부터 심화연구 및 지표물질 분리를 위한 대량 채집 소재의 수세, 건조 과정을 거치고 추출이 용이하도록 분쇄 
	2) 분쇄된 소재는 에탄올로 추출을 하였으며, 건조시료 무게의 10～20배수의 용매를 사용하여 2회 반복 추출하였으며, 30 L급 대용량 농축시스템으로 용매를 제거
	3) 용매가 제거된 조추출물을 증류수(water)와 섞이지 않는 유기용매(n-hexane, chloroform, ethyl acetate, n-butanol)를 가하고 흔들어주어 분배과정을 거침
	4) 감압농축기 또는 동결건조기를 이용하여 용매를 제거하고 분획물을 확보


	2. 동물세포기반 생리활성 평가
	가. 동물세포 기반 미백 활성
	1) 마우스 유래 흑색종 세포(B16F10 melanoma cell)를 이용
	2) 담수식물 추출물 및 분획물에 대한 흑색종 세포의 멜라닌 합성 억제능(Inhibition of melanogenesis) 측정을 통한 미백 기능성 평가(표준시험법 NNIBR-BIR-009 준용)
	3) 실험방법 개요
	가) B16F10 cell을 10% FBS를 포함하는 DMEM배지를 이용하여 2～3일 계대 배양을 통해 유지
	나) 세포를 24 well plate에 일정 세포수가 되도록 각 well 분주 후 배양
	다) 배양 1일 후 추출물을 일정농도(25 μg/ml) 처리
	라) 3일간 추출물 처리 후 1N NaOH를 첨가하여 세포를 녹임
	마) 녹인 멜라닌을 UV/VIS spectrophotometer를 이용하여 450 nm에서 흡광도를 측정
	바) 대조군 대비 %를 측정하여 멜라닌 합성 억제능을 계산


	나. 동물세포 기반 항당뇨 활성
	1) 마우스 유래 근육 세포(L6 smooth muscle cell)를 이용
	2) 담수식물 추출물 및 분획물에 대한 근육세포의 당흡수능(Glucose uptake) 측정을 통한 항당뇨 기능성 평가(표준시험법 NNIBR-BIR-023 준용)
	3) 실험방법 개요
	가) L6 cell을 10% FBS를 포함하는 DMEM배지를 이용하여 2～3일 계대 배양을 통해 유지
	나) 세포를 96 well plate에 일정 세포수가 되도록 각 well 분주 후 배양
	다) 배양 1일 후 2% FBS를 포함하는 DMEM배지를 이용하여 9일 동안 분화를 유도
	라) 분화 후 추출물을 일정농도(50 μg/ml) 처리
	마) 2시간 추출물 처리 후 Glucose uptake kit(Promega)를 이용하여 처리
	바) 마이크로플래이트리더로 발광(luminescence)를 측정
	사) 대조군 대비 %를 측정하여 멜라닌 합성 억제능을 계산


	다. 동물세포 기반 항비만 활성
	1) 마우스 유래 지방 세포(3T3-L1 adiocytel)를 이용
	2) 담수식물 추출물에 대한 중성지방(triglyceride) 축적을 통한 항비만 기능성 평가
	3) 실험방법 개요
	가) 3T3-L1 cell을 10% BCS를 포함하는 DMEM 배지를 이용하여 2~3일 계대 배양을 통해 유지
	나) 세포를 48 well plate에 일정 세포수가 되도록 각 well 분주 후 배양
	다) 배양 1~2일 후 80% 이상 confluency가 되었을 때 10% FBS, IBMX가 포함된 DMEM 배지를 이용하여 분화를 유도하고 2일마다 10% FBS와 인슐린이 포함된 DMEM 배지를 이용하여 분화를 유지(미분화 control 조건의 경우 10% BCS 배지를 사용)
	라) 분화 시작 후 추출물을 일정 농도(25 ug/ml)로 처리
	마) 분화 시작 후 10 day가(추출물 5회 처리) 되는 날 triglyceride 분석 kit(Promega Triglyceride-Glo kit)를 이용하여 처리
	바) 마이크로플레이트리더기로 발광(luminescence) 측정
	사) 대주군 대비 %를 측정하여 중성지방 축적 억제능을 평가   



	3. 동물세포 기반 생리활성 평가법 신규 구축
	가. 골다공증 개선 활성 평가법 구축
	1) 마우스 유래 근육세포(C2C12 cell)를 이용한 골다공증 개선 지표 선정
	2) 조골세포 분화 조건 확립
	3) 골다공증 개선 지표인 ALP 활성 평가법 확립

	나. 표준시험법 제정
	1) 식약처 가이드라이인 기반으로 구축된 ALP 평가법에 대한 표준시헙법 제정



	III. 연구결과 및 고찰
	1. 담수식물 추출물 제조
	가.  담수생물 자원은행 분양용 담수식물 추출물 제조
	1) 소진된 담수식물(지느러미엉겅퀴 등 41종, 82점) 건조 분쇄 후 추출물 제조
	2) 미확보종 담수식물(수양버들 등 27종, 68점) 건조 분쇄 후 추출물 제조
	3) 표준화된 공정을 통한 용매별(물, 에탄올) 추출 후 농축을 통한 추출물 제조(150점)
	4) 담수생물 정보포털 입력 후 담수생물자원은행에 기탁

	나. 유용 담수식물 대량 추출물 및 분획물 제조
	1) 대량 추출물 제조를 위한 담수식물 확보
	가) 항당뇨 개선 소재인 검정말은 7월~8월까지 경북 문경과 충북 보은 지역 하천에서 채집하였음
	나) 멜라닌 합성 억제 소재인 대가래는 9월 초 강원도 영월 지역에서 채집하였음
	다) 대량 추출물 제조

	2) 유용 담수식물 분획물 제조
	가) 검정말 분획물 제조: 그림 12 참조
	나) 대가래 분획물 제조: 그림 13 참조



	2. 동물세포 기반 생리활성 평가
	가. 미백 활성 평가
	1) 멜라닌 합성 억제능(Inhibition of melanogenesis): 12종 50건의 멜라닌 합성 억제능 확인 완료
	2) 멜라닌 합성 억제능 평가: 대조군(100%)과 비교하여 110～90%는 ・, 90～80% +, 80～70%는 ++, 70% 이하는 +++로 평가함. 그외 110% 이상은 (ㅡ)로 표기(90%이하 효능이 있을 때 통계적 유의성이 있음)
	3) 50개의 평가 추출물 중 실데이터의 억제능 정도와 종별 추출물의 일관성을 고려하여 기능성(미백) 후보종을 2종 선정함

	나. 항당뇨 활성 평가
	1) 당흡수능(Glucose uptake): 16종 50건의 당흡수능 증가 활성 확인 완료
	2) 당흡수능 평가: 대조군(100%)과 비교하여 90～110%는 ・, 110～120% +, 120～130%는 ++, 130% 이상은 +++로 평가함 그외 90% 이하는 (ㅡ)로 표기(110%이상 효능이 있을 때 통계적 유의성이 있음) 
	3) 50개의 평가 추출물 중 실데이터의 억제능 정도와 종별 추출물의 일관성을 고려하여 기능성(항당뇨) 후보종을 2종 선정함

	다. 항비만 활성 평가
	1) 중성지방 축적 억제: 46종 50건의 중성지방 억제 활성 확인 완료
	2) 축적 억제 평가: 대조군(100%)과 비교하여 85% 이하로 축적이 됐을 경우 +로 표기 
	3) 50개의 평가 추출물 중 실데이터의 억제능 정도와 종별 추출물의 일관성을 고려하여 기능성(항비만) 후보종을 5종 선정함

	라. 동물세포 기반 생리활성 평가법 신규 구축
	1) 동물세포 기반 골다공증 개선 활성 
	가) 골다공증 개선 활성: 조골 세포(C2C12 osteoblast)을 이용한 조골세포 분화 및 Alkaline phospatase(ALP) 활성 평가법 구축
	나) 표준시험법 1건 제정(생물소재연구부-1082, 2024.11.05.)
	(1) 세포내 ALP활성 평가법-Luminometric (NNIBR-BIR-29) BMP-2를 이용한 C2C12 cell의 조골세포 분화와 조골세포내 ALP 활성 평가 방법으로 구성
	(2) ALP 활성: ALP는 뼈 형성 과정에서 인산화 과정을 조절하여 뼈 기질에 칼슘이 침착되는 것을 도와 골다공증 개선 치료제 개발의 주요 지표임
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