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명 세 서

청구범위

청구항 1 

미크란디락톤 C (Micrandilactone C) 또는 이의 약제학적으로 허용 가능한 염을 유효성분으로 포함하는 염증성

질환의 예방 또는 치료용 약학적 조성물.

 

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 미크란디락톤 C (Micrandilactone C)는 하기 화학식 Ⅰ의 구조를 가지는 염증성 질환의

예방 또는 치료용 약학적 조성물 :

청구항 3 

제1항 또는 제2항에 있어서, 상기 염증성 질환은 알레르기(allergy), 천식(Asthma), 만성폐쇄성폐질환(Chronic

obstructive pulmonarydisease), 죽상경화증(Aherosclerosis), 류마티스 관절염(Rheumatoid Arthritis), 다발

성 경화증(Multiple  sclerosis),  염증성 장질환(Inflammatory  bowel  disease),  건선(psoriasis),  알레르기성

비염(Allergic  Rhinitis),  피부 경화증(scleroderma),  자가면역성 갑상선염(Autoimmune  thyroiditis),  제1형

당뇨병(Diabetes mellitus type I), 근병증(Myopathies), 여드름(Acne), 실리악 스프루(Celiac sprue), 전립선

염(prostatitis),  사구체콩팥염(Glomerular  nephritis),  과민반응(hypersensitivity),  골반염(Pelvic

inflammatory  disease),  재관류  손상(Reperfusion  injury),  사르코이드증  이식거부반응(Transplant

rejection), 혈관염(Vasculitis), 간질성 방광염(Interstitial cystitis)으로 이루어진 그룹으로부터 선택되는

어느 하나인 염증성 질환의 예방 또는 치료용 약학적 조성물. 

청구항 4 

미크란디락톤 C (Micrandilactone C) 또는 이의 약제학적으로 허용가능한 염을 포함하는 염증성 질환의 예방 또

는 개선용 식품 조성물.

 

청구항 5 

제4항에 있어서, 상기 미크란디락톤 C (Micrandilactone C)는 하기 화학식 Ⅰ의 구조를 가지는 염증성 질환의

예방 또는 개선용 식품 조성물 :
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청구항 6 

제4항 또는 제5항에 있어서, 상기 염증성 질환은알레르기(allergy), 천식(Asthma), 만성폐쇄성폐질환(Chronic

obstructive pulmonarydisease), 죽상경화증(Aherosclerosis), 류마티스 관절염(Rheumatoid Arthritis), 다발

성 경화증(Multiple  sclerosis),  염증성 장질환(Inflammatory  bowel  disease),  건선(psoriasis),  알레르기성

비염(Allergic  Rhinitis),  피부 경화증(scleroderma),  자가면역성 갑상선염(Autoimmune  thyroiditis),  제1형

당뇨병(Diabetes mellitus type I), 근병증(Myopathies), 여드름(Acne), 실리악 스프루(Celiac sprue), 전립선

염(prostatitis),  사구체콩팥염(Glomerular  nephritis),  과민반응(hypersensitivity),  골반염(Pelvic

inflammatory  disease),  재관류  손상(Reperfusion  injury),  사르코이드증  이식거부반응(Transplant

rejection), 혈관염(Vasculitis), 간질성 방광염(Interstitial cystitis)으로 이루어진 그룹으로부터 선택되는

어느 하나인  염증성 질환의 예방 또는 개선용 식품 조성물.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 염증성 질환의 예방, 개선 또는 치료용, 약학적 조성물 또는 식품 조성물에 관한 것이다.[0001]

배 경 기 술

면역시스템(immune system)은 내부 및 외부의 병원성 물질로부터 인체를 보호하기 위해 다양한 세포로 구성된[0002]

방어 체계를 구축하고 있으며 이는 각각의 세포가 가진 특이적 기능 및 각 세포 간의 신호 전달을 통해 이루어

진다. 인체의 면역계는 면역을 억제하고 조절하는 면역 관용(tolerance)과 면역을 촉진하는 면역반응(immunit

y)으로 크게 나눠 볼 수 있는데 이 두 가지 면역 작용이 서로 균형을 이뤄 면역학적 항상성(immunological

homeostasis)이 이루어지게 된다. 그러나, 어떤 이유에서 이의 균형이 깨져 면역반응이 면역 관용보다 항진되어

있을 경우 면역 질환 및 염증 질환이 초래되게 된다.

염증반응은 생체 또는 조직에 기질적 변화를 가져오는 화학적 물질, 세균 감염 및 물리적 작용에 의해 발생된[0003]

손상부위를 재생하려는 복구기전으로, 유해한 자극, 감염 및 외상 등에 의해 염증이 발현되면 국소적으로 염증

성 성분과 같은 물질이 유리되어 염증이 유발된다.

이러한 염증반응은 사이토카인, 프로스타글란딘 E2, 유리라디칼 등 다양한 매개물질이 관여하고 있다. 특히, 대[0004]

식세포에서는  사이토카인,  TNF-α,  리포폴리사카라이드와  같은  자극에  의해  염증반응의  전사인자인  NF-κ

B(nclear factor-κB)를 활성화시키며, 그 결과 유도성 산화질소(inducible nitiric oxide synthase, iNOS),

사이클로옥시제나아제-2(cyclooxygenase-2,  COX-2)를 발현시켜 과량의 산화질소(NO)와 프로스타글라란딘 E2를

생성하여 염증을 일으키게 된다.

최근 질병을 예방 또는 치료할 수 있는 기능을 가진 식품이나 식물체들에 대해 널리 연구되고 있으며, 특히 세[0005]

계적으로 다양한 자원으로부터 다양한 생리기능을 가진 물질을 탐색하는 연구가 활발히 진행되고 있다. 그 중에

서도 특히 식물자원에 포함된 화합물에 많은 관심이 집중되고 있다.  

미크란디락톤 C (Micrandilactone C)는 하기 화학식 1의 구조를 가지는 화합물이다.[0006]
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[화학식 Ⅰ][0007]

[0008]

위 미크란디락톤 C와 관련하여서 일부 식물체에서 추출이 가능함이 알려져 있고 항-HIV 효과에 대해 연구된바가[0009]

있으나, 이외에 다른 의약 용도와 관련되어서 지금까지 연구된 바가 없다. 

본 발명자들은 염증성 질환에 효과가 있는 개별 물질들에 대한 연구개발을 수행하여, 위 미크란디락톤 C가 염증[0010]

성 질환의 예방, 개선 또는 치료에 우수한 효과를 보임을 확인하고 본 발명을 완성하였다. 

선행기술문헌

특허문헌

(특허문헌 0001) 한국공개특허 제10-2013-0022330호 [0011]

(특허문헌 0002) 미국등록특허 제7,078,064호 

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명의 목적은 미크란디락톤 C (Micrandilactone C) 또는 이의 약제학적으로 허용 가능한 염을 유효성분으로[0012]

포함하는 염증성 질환의 예방 또는 치료용 약학적 조성물을 제공하는 것이다.

또한, 본 발명의 목적은 미크란디락톤 C (Micrandilactone C)  또는 이의 약제학적으로 허용 가능한 염을 포함[0013]

하는 염증성 질환의 예방 또는 개선용 식품 조성물을 제공하는 것이다.

과제의 해결 수단

본  발명자들은  염증성  질환의  치료에  적합한  치료  물질들에  대해  검색을  수행하던  중,  미크란디락톤  C[0014]

(Micrandilactone C)가 면역 기전을 조절하고 면역 매개 인자들의 생성을 억제함으로써 염증성 질환에 대한 예

방, 치료 또는 개선 효과가 있음을 확인하고 본 발명을 완성하였다. 

본 발명은 미크란디락톤 C (Micrandilactone C) 또는 이의 약제학적으로 허용가능한 염을 유효성분으로 포함하[0015]

는 염증성 질환 예방 또는 치료용 약학적 조성물에 관한 것이다. 

본 발명의 미크란디락톤 C (Micrandilactone C)는 면역 기전을 조절하고 면역 매개 인자들의 생성을 억제함으로[0016]

써 염증성 질환에 대한 예방, 치료 또는 개선 효과를 나타냄으로써 염증성 질환의 예방 또는 치료용 약학적 조

성물로 유용하게 이용될 수 있다. 본 발명의 일실시 양태에 따르면, 미크란디락톤 C는 대식세포에서 IL-6, iNOS

및 TNF-α와 같은 면역 매개 인자의 발현을 감소시키며, 미세아교세포에서 염증 관련 인자의 발현을 억제하고

항염증 관련 인자의 발현을 증진시킴으로써 염증성 질환에 대한 예방, 개선 및 치료 효과를 나타낸다.  

본 발명에 있어서 미크란디락톤 C (Micrandilactone C)는 하기 화학식 Ⅰ의 구조를 가지는 화합물이다 : [0017]
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[화학식 Ⅰ][0018]

[0019]

본 발명의 유효성분인 미크란디락톤 C (Micrandilactone C)는 화학 합성에 의해 제조된 화합물이거나 오미자속[0020]

추출물로부터 분리될 수 있다. 예를 들어, Chem. Pharm. Bull.63, 746-751 (2015)에 개시된 방법에 따라 천연

물로부터 분리될 수 있다. 일 실시양태에 있어서 위 미크란디락톤 C (Micrandilactone C)는 오미자 뿌리로부터

분리될 수 있다. 구체적으로, 세절한 오미자 뿌리를 물, C1-C4의 저급 알코올, 또는 이들의 혼합물로 추출하고,

이의 분획화 및 컬럼크로마토그래피 분리를 통해 미크란디락톤 C (Micrandilactone C) 의 분리 및 동정이 가능

하다.  

또한, 상업적으로 제조되어 판매되는 미크란디락톤 C (Micrandilactone C) 라면 제한없이 사용 가능하다. [0021]

본 발명에 있어서 미크란디락톤 C (Micrandilactone C)는 약제학적으로 허용 가능한 염의 형태로 존재할 수 있[0022]

다. 

본 발명에 있어서 “약제학적으로 허용 가능한 염”은 양이온과 음이온이 정전기적 인력에 의해 결합하고 있는[0023]

물질인 염 중에서도 약제학적으로 사용될 수 있는 형태의 염을 의미하는데, 통상적으로 금속염, 유기 염기와의

염, 무기산과의 염, 유기산과의 염, 염기성 또는 산성 아미노산과의 염 등이 될 수 있다. 예를 들어, 금속염으

로는 알칼리 금속염(나트륨염, 칼륨염 등), 알칼리 토금속염(칼슘염, 마그네슘염, 바륨염 등), 알루미늄염 등이

될 수 있고; 유기 염기와의 염으로는 트리에틸아민, 피리딘, 피콜린, 2,6-루티딘, 에탄올아민, 디에탄올아민,

트리에탄올아민, 시클로헥실아민, 디시클로헥실아민, N,N-디벤질에틸렌디아민 등과의 염이 될 수 있으며; 무기

산과의 염으로는 염산, 브롬화수소산, 질산, 황산, 인산 등과의 염이 될 수 있고; 유기산과의 염으로는 포름산,

아세트산, 트리플루오로아세트산, 프탈산, 푸마르산, 옥살산, 타르타르산, 말레인산, 시트르산, 숙신산, 메탄술

폰산,  벤젠술폰산,  p-톨루엔술폰산  등과의  염이  될  수  있으며;  염기성  아미노산과의  염으로는  아르기닌,

라이신, 오르니틴 등과의 염이 될 수 있고; 산성 아미노산과의 염으로는 아스파르트산, 글루탐산 등과의 염이

될 수 있다.

본 발명에 있어서 염증성 질환은 염증을 주 병변으로 하는 질환이다. 염증성 질환은 외부자극, 화학적 자극, 감[0024]

염 및 외부 물질의 침투에 의해서 일어나는 염증 반응을 수반하고, 그 증상으로서 통증, 체온 상승, 붉어짐, 종

창, 기능 저하 또는 이들의 조합 반응으로 나타나는 질환을 의미한다.  

예를 들어, 알레르기(allergy), 천식(Asthma), 만성폐쇄성폐질환(Chronic obstructive pulmonarydisease), 죽[0025]

상경화증(Aherosclerosis), 류마티스 관절염(Rheumatoid Arthritis), 다발성 경화증(Multiple sclerosis), 염

증성 장질환(Inflammatory bowel disease), 건선(psoriasis), 알레르기성 비염(Allergic Rhinitis), 피부 경화

증(scleroderma),  자가면역성 갑상선염(Autoimmune  thyroiditis),  제1형 당뇨병(Diabetes  mellitus  type  I),

근병증(Myopathies),  여드름(Acne),  실리악  스프루(Celiac  sprue),  전립선염(prostatitis),  사구체콩팥염

(Glomerular  nephritis),  과민반응(hypersensitivity),  골반염(Pelvic  inflammatory  disease),  재관류 손상

(Reperfusion injury), 사르코이드증 이식거부반응(Transplant rejection), 혈관염(Vasculitis), 간질성 방광

염(Interstitial cystitis)으로 이루어진 그룹으로부터 선택되는 어느 하나일 수 있다.  

본 발명에서 언급되는 예방은 본 발명의 조성물의 투여에 의해 염증의 증상을 억제시키거나 발병을 지연시키는[0026]

모든 행위를 의미하며, 치료는 본 발명의 조성물의 투여에 의해 염증에 의한 증세가 호전되거나 이롭게 변경되

는 모든 행위를 의미한다.
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본 발명은 조성물의 총 중량에 대하여 0.01 내지 50중량%으로 미크란디락톤 C (Micrandilactone C)를 포함하는[0027]

것이 바람직하나, 이에 한정되지 않는다.

본 발명의 조성물은 실제 임상 투여 시에 경구 및 비경구의 여러 가지 제형으로 투여될 수 있다. 제제화할 경우[0028]

에는 보통 사용하는 충진제, 증량제, 결합제, 습윤제, 붕해제 및 계면활성제 등의 희석제 또는 부형제를 사용하

여 조제될 수 있다. 

경구 투여를 위한 고형 제제에는 정제, 환제, 산제, 과립제 및 캡슐제 등이 포함되며, 이러한 고형 제제는 본[0029]

발명의 약학적 조성물에 적어도 하나 이상의 부형제, 예를 들면, 전분, 탄산칼슘, 수크로스, 락토오스 및 젤라

틴 등을 섞어 조제된다. 또한, 단순한 부형제 이외에 마그네슘, 스티레이드, 탈크 같은 윤활제도 사용될 수 있

다. 경구 투여를 위한 액상 제제로는 현탁제, 내용액제, 유제 및 시럽제 등이 해당되는데 흔히 사용되는 단순

희석제인 물, 리퀴드 파라핀 이외에 여러 가지 부형제, 예를 들면 습윤제, 감미제, 방향제 및 보존제 등이 포함

될 수 있다. 

비경구 투여를 위한 제제에는 멸균된 수용액, 비수성용제, 현탁제, 유제, 동결건조제제 및 좌제가 포함된다. 비[0030]

수성용제와 현탁용제로는 프로필레글리콜, 폴리에틸렌글리콜, 올리브 오일과 같은 식물성 기름, 에틸올레이트와

같은 주사 가능한 에스테르 등이 사용될 수 있다. 좌제의 기제로는 위텝솔(witepsol), 마크로골, 트윈 61, 카카

오지,  라우린지,  글리세롤  및  젤라틴  등이  사용될  수  있다.  본  발명의  약학적  조성물은  비경구  투여시

피하주사, 정맥주사 또는 근육 내 주사를 통하여 투여될 수 있다. 

본 발명의 약학적 조성물의 투여량은 환자의 상태 및 체중, 질병의 정도, 약물형태, 투여경로 및 기간에 따라[0031]

다르며, 당업자에 의해 적절하게 선택될 수 있다. 예컨대, 다양한 경로로, 예를 들면, 경구, 복강 또는 정맥,

근육, 피하, 자궁 내 경막 또는 뇌혈관 내 주사에 의해 투여될 수 있다. 바람직한 효과를 위해서 본 발명의 미

크란디락톤 C (Micrandilactone C)는 1일 0.01 내지 1,000 mg/kg, 바람직하게 1일 0.1 내지 500 mg/kg으로 투

여하는 것이 바람직하다. 투여는 하루에 한 번 투여할 수도 있고, 수회 나누어 투여할 수도 있다. 다만, 상기

투여량의 본 발명의 범위를 한정하는 것은 아니다.

본 발명의 조성물은 염증성 질환 예방 또는 치료를 위하여 단독으로, 또는 수술, 호르몬 치료, 화학 치료 및 생[0032]

물학적 반응 조절제를 사용하는 방법들과 병용하여 사용할 수 있다.

또한 본 발명은 미크란디락톤 C (Micrandilactone C) 또는 이의 약제학적으로 허용 가능한 염을 포함하는 염증[0033]

성 질환의 예방 또는 개선용 식품 조성물을 제공한다. 

본 발명의 식품 조성물은 건강기능식품으로서 사용될 수 있다. 상기 "건강기능식품"이라 함은 건강기능식품에[0034]

관한 법률에 따른 인체에 유용한 기능성을 가진 원료나 성분을 사용하여 제조 및 가공한 식품을 의미하며, "기

능"이라 함은 인체의 구조 및 기능에 대하여 영양소를 조절하거나 생리학적 작용 등과 같은 보건 용도에 유용한

효과를 얻을 목적으로 섭취하는 것을 의미한다.

본 발명의 식품 조성물은 통상의 식품 첨가물을 포함할 수 있으며, 상기 "식품 첨가물"로서의 적합 여부는 다른[0035]

규정이 없는 한, 식품의약품안전처에 승인된 식품 첨가물 공전의 총칙 및 일반시험법 등에 따라 해당 품목에 관

한 규격 및 기준에 의하여 판정한다. 

상기 "식품 첨가물 공전"에 수재된 품목으로는 예를 들어, 케톤류, 글리신, 구연산칼륨, 니코틴산, 계피산 등의[0036]

화학적 합성물, 감색소, 감초추출물, 결정셀룰로오스, 고량색소, 구아검 등의 천연첨가물, L-글루타민산나트륨

제제, 면류첨가알칼리제, 보존료제제, 타르색소제제 등의 혼합제제류들을 들 수 있다.

본 발명의 식품 조성물은 조성물 총 중량에 대하여 미크란디락톤 C (Micrandilactone C) 또는 이의 약제학적으[0037]

로 허용 가능한 염을 0.01 내지 95 중량%, 바람직하게는 1 내지 80 중량%로 포함할 수 있다. 

또한, 본 발명의 식품 조성물은 염증성 질환의 예방 및/또는 개선을 목적으로, 정제, 캡슐, 분말, 과립, 액상,[0038]

환 등의 형태로 제조 및 가공할 수 있다.

예를 들어, 상기 정제 형태의 건강기능식품은 미크란디락톤 C (Micrandilactone C) 또는 이의 약제학적으로 허[0039]

용가능한 염, 부형제, 결합제, 붕해제, 및 다른 첨가제와의 혼합물을 통상의 방법으로 과립화한 다음, 활택제

등을 넣어 압축성형하거나, 상기 혼합물을 직접 압축 성형할 수 있다. 또한, 상기 정제 형태의 건강기능식품은

필요에 따라 교미제 등을 함유할 수 있으며, 필요에 따라 적당한 제피제로 제피할 수도 있다.

캡슐 형태의 건강기능식품 중 경질캡슐제는 통상의 미크란디락톤 C (Micrandilactone C) 또는 이의 약제학적으[0040]
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로 허용 가능한 염, 및 부형제 등의 첨가제와의 혼합물 또는 그의 입상물 또는 제피한 입상물을 충진하여 제조

할 수 있으며, 연질캡슐제는 미크란디락톤 C (Micrandilactone C) 또는 이의 약제학적으로 허용가능한 염 및 부

형제 등의 첨가제와의 혼합물을 젤라틴 등 캡슐기제에 충진하여 제조할 수 있다. 상기 연질캡슐제는 필요에 따

라 글리세린 또는 소르비톨 등의 가소제, 착색제, 보존제 등을 함유할 수 있다.

환 형태의 건강기능식품은 미크란디락톤 C (Micrandilactone C) 또는 이의 약제학적으로 허용 가능한 염, 부형[0041]

제, 결합제, 붕해제 등의 혼합물을 적당한 방법으로 성형하여 조제할 수 있으며, 필요에 따라 백당이나 다른 적

당한 제피제로 제피를, 또는 전분, 탈크 또는 적당한 물질로 환의를 입힐 수도 있다.

과립형태의 건강기능식품은 미크란디락톤 C (Micrandilactone C) 또는 이의 약제학적으로 허용 가능한 염, 부형[0042]

제, 결합제, 붕해제 등의 혼합물을 적당한 방법으로 입상으로 제조할 수 있으며, 필요에 따라 착향제, 교미제

등을 함유할 수 있다. 과립형태의 건강기능식품은 12호 (1680 μm), 14호 (1410 μm) 및 45호 (350 μm) 체를

써서 다음 입도시험을 할 때에 12호체를 전량 통과하고 14호체에 남는 것이 전체량의 5.0 %이하이고 또 45호체

를 통과하는 것은 전체량의 15.0 %이하일 수 있다.

상기 부형제, 결합제, 붕해제, 활택제, 교미제, 착향제 등에 대한 용어 정의는 당업계에 공지된 문헌에 기재된[0043]

것으로 그 기능 등이 동일 내지 유사한 것들을 포함한다 (대한약전 해설편, 문성사, 한국약학대학협의회, 제 5

개정판, p33-48, 1989).

상기 식품의 종류에는 특별한 제한이 없다. 본 발명의 추출물을 첨가할 수 있는 식품의 예로는 음료, 껌, 비타[0044]

민 복합제, 드링크제 등이 있으며, 통상적인 의미에서의 건강기능식품을 모두 포함한다.

본 발명은 미크란디락톤 C (Micrandilactone C) 또는 이의 약제학적으로 허용 가능한 염을 대상체에 투여하는[0045]

단계를 포함하는 염증성 질환의 치료방법을 제공한다.

본 발명에서 “미크란디락톤 C (Micrandilactone C) 또는 이의 약제학적으로 허용 가능한 염”, “염증성 질환[0046]

”, 및 “투여” 등의 용어는 상기에서 설명한 바와 동일하다.

상기 대상체는 동물을 말하며, 전형적으로 본 발명의 미크란디락톤 C (Micrandilactone C) 또는 이의 약제학적[0047]

으로 허용가능한 염을 이용한 치료로 유익한 효과를 나타낼 수 있는 포유동물일 수 있다. 이러한 대상체의 바람

직한 예로 인간과 같은 영장류가 포함될 수 있다. 또한 이와 같은 대상체들에는 염증성 질환의 증상을 갖거나

이와 같은 증상을 가질 위험이 있는 대상체들이 모두 포함될 수 있다.

본 발명은 또한 염증성 질환의 치료를 위한 약제의 제조에서 미크란디락톤 C (Micrandilactone C) 또는 이의 약[0048]

제학적으로 허용가능한 염의 모두의 용도를 제공한다. 

본 발명은 또한 염증성 질환의 치료에 사용하기 위한 미크란디락톤 C (Micrandilactone C) 또는 이의 약제학적[0049]

으로 허용가능한 염을 포함하는 조성물을 제공한다. 

본 발명은 또한 염증성 질환의 치료를 위한 미크란디락톤 C (Micrandilactone C) 또는 이의 약제학적으로 허용[0050]

가능한 염의 용도를 제공한다. 

발명의 효과

본 발명의 미크란디락톤 C (Micrandilactone C)은 면역 기전을 조절하고 면역 매개 인자들의 생성을 억제함으로[0051]

써 염증성 질환에 대한 예방, 치료 또는 개선에 우수한 효과를 나타낸다. 

도면의 간단한 설명

도 1은 미크란디락톤 C (Micrandilactone C)의 
1
H-NMR 스펙트럼 결과를 나타낸다. [0052]

도 2는 미크란디락톤 C (Micrandilactone C)의 
13
C-NMR 스펙트럼 결과를 나타낸다. 

도 3은 lipopolysaccharid (LPS)가 처리된 대식세포에서 미크란디락톤 C (Micrandilactone C) 처리에 의한 염

증 매개 인자의 생성 억제를 확인한 결과를 나타낸다.

도 4는 LPS 또는 IL-4가 처리된 미세아교세포에서 미크란디락톤 C (Micrandilactone C) 처리에 의한 염증 반응

억제의 효과로 iNOS 발현 억제 및 Arginase-1 발현의 증진을 확인한 결과를 나타낸다. 

도 5는 LPS가 처리된 미세아교세포에서 미크란디락톤 C (Micrandilactone C) 처리에 의한 염증 반응 억제의 기
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전 및 효과로 MAPKs (JNK, ERK 및 p38), NF-κB 및 STAT3의 발현 감소를 확인한 결과를 나타낸다. 

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 하기 실시예 및 실험예에 의해 본 발명을 보다 상세하게 설명한다. 그러나, 하기 실시예는 본 발명의 범[0053]

위를 제한하는 것은 아니며, 이는 본 발명의 이해를 돕기 위한 것으로 해석되어야 할 것이다.

<제조예> 미크란디락톤 C (Micrandilactone C)의 제조 [0054]

음지에서 건조하고, 세절한 오미자(Schisandra chinensis) 뿌리 1.72 kg을 70% 수용성 에탄올(20 L)에 침지하[0055]

고 2일씩 3회에 걸쳐서 반복하여 추출하였다. 추출액을 회전감압농축기(Rotary Evaporator)로 40˚C에서 농축하

여 70% 에탄올 추출물 235.75 g을 얻었다(수율 13.7%). 70% 에탄올 추출물을 증류수에 현탁 시킨 후에 에틸 아

세테이트(EtOAc)와 부탄올을 이용하여 순차적으로 용매분획을 실시하였다. 에틸아세테이트 분획물(48.09  g)은

n-hexane-EtOAc-MeOH-H2O 혼합물(9:1:0:0, 4:1:0:0, 3:2:0:0, 2:3:0:0, 0:1:0:0, 0:9:1:0.1, 0:8:2:0.2, 그리

고 0:7:3:0.3, 최종적으로 100% MeOH)을 용출액으로 하는 실리카겔 칼럼크로마토그래피 실시에 의해 17 개의 분

획물(E1-E17)로 세분화하였다. 이중 분획물 E14 (7.73  g)에 대해 n-hexane-EtOAc-MeOH 혼합액(6:3:1)을 용출

용매로 하는 실리카겔 칼럼크로마토그래피를 실시하여 8개의 소분획물(E14-1-E14-8)로 나누었다. 소분획물 E14-

4  (1.04  g)에  대해  세파데스(Sephadex)  LH-20  칼럼크로마토그래피를  실시하여  미크란디락톤  C

(Micrandilactone C) 220 mg을 분리하였다. 분리된 미크란디락톤 C (Micrandilactone C)의 화학구조는 NMR 자

료 분석과 기존에 보고된 자료[Li et al., Chem. Commun., 23, 2936-2938 (2005)]와의 비교를 통해서 동정하였

다.
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그 결과를 아래 표 1, 도 1 및 도 2에 나타내었다. [0056]

[0057]

<실시예 1> 면역 세포 모델에서 면역 매개 인자 생성 억제 효과 확인 [0058]

면역 세포 모델은 대식세포(macrophage) 세포주인 Raw 264.7 세포주를 사용하였다. 세포주는 100 mm plates에[0059]

배양액[Dulbecco’s  modified  Eagle’s  medium  (DMEM,  Gibco,  Grand  Island,  New  York,  USA),  10%  fetal

bovine serum (FBS, Gibco) 및 1% penicillin/streptomycin (P/S, Gibco)]과 함께 추가하여 37°C 및 5% CO2로

유지되는 배양기(incubator)안에서 배양되었으며, 3일 간격으로 배양액을 교체하였다. 

6 well plates에 1.0×10
6
개의 Raw 264.7 세포를 각각 분주하고 0.2, 2 및 20 μM의 micrandilactone C를 처리[0060]

하고 1시간 후에 Lipopolysaccharides (LPS, 50 ng/ml)로 4시간 동안 자극하였다. 이후, 각각의 세포를 수집하

여 면역조절인자의 발현 정도를 검증하기 위해 RT-PCR 분석법을 이용하였다. 

구체적으로,  트리졸(Trizol,  Invitrogen,  미국)  1  ml을  넣고  공지된  메뉴얼에  따라  추출하였다(Bioline,[0061]

London,  UK).  cDNA를 합성하기 위해 0.5 μg의 Oligo dT, 0.5 mM dNTP mix, 5x first-strand buffer,RNase

out,5 mM dithiothreitol (DTT), 및 M-MLV 역전사효소를 포함하는 반응 혼합물(reaction mixture) 중에서 1 μ

g의 총 RNA를 37℃에서 1시간 동안 반응시켰다. RT-PCR 분석은 제조사의 메뉴얼에 따라 수행되었다(RT-PCR kit;

Roche, Germany). PCR 프라이머 서열은 하기 표 2와 같다. PCR 증폭을 위해, 특정 올리고뉴클레오티드 프라이머

쌍은 6 μl of PCR Master Mix (Lucigen, WI, USA) 중에서 1 μl의 cDNA 및 0.6 μl의 Econo TaqDNA 중합효소

를 반응시켰다.  결과물의 5-7 μl를 2% 아가로스 젤에서 전기영동하고 트랜드일루미네이터에서 브롬화 에티듐
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(ethidium bromide)으로 염색한 후 확인하였다. 각 유전자의 발현 수준은 GAPDH로 표준화 하였다. 

[0062]

그 결과를 도 3에 나타내었다.[0063]

도 3의 A는 RT-PCR을 수행한 결과이며, B는 이를 정량환 결과를 나타낸다. 도 3의 A 및 B에서 확인되는 바와 같[0064]

이, 면역 매개 인자인 IL-6, iNOS 및 TNF-α의 발현이 모두 micrandilactone C를 전-처리함으로써 LPS 투여군

에 대비하여 현저히 감소하였다. 

위 결과를 통해서 본원 발명에 따른 micrandilactone C가 염증 반응을 억제함으로써 염증성 질환의 예방, 개선[0065]

또는 치료에 우수한 효과가 있음이 확인되었다. 

<실시예 2> LPS 또는 IL-4 처리 면역 세포 모델에서의 면역 조절 효과 확인 [0066]

면역 세포 모델은 미세아교세포(microglia) 세포주인 BV2 세포주를 사용하였다. 세포주는 100 mm plates에 배양[0067]

액[Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM, Gibco, Grand Island, New York, USA), 10% fetal bovine

serum (FBS, Gibco) 및 1% penicillin/streptomycin (P/S, Gibco)]를 첨가하여 37°C 및 5% CO2로 유지되는 배

양기(incubator)안에서 배양되었으며, 3일 간격으로 배양액을 교체하였다. 

위  BV2  세포주를  이용하여  미크란디락톤  C의  면역  조절  효과를  확인하였다.  구체적으로,  50  ng/ml의[0068]

Lipopolysaccharides (LPS, 0127:B8; Sigma, 미국)를 4시간 동안 BV2 세포에 처리하여 세포를 자극하거나 0.1

ng/ml의 interleukin (IL)-4를 24시간 동안 BV2 세포에 처리하여 세포를 자극하였다. micrandilactone C 투여

군의 경우 위와 같이 LPS 또는 IL-4로 자극하기 1시간 전에 세포독성을 나타내지 않는 적정 농도로  0.05 μM,

0.5 μM 또는 5 μM를 전처리하였다. 정상대조군에는 Phosphate-buffered saline (PBS)를 투여하였다. 

위와 같은 LPS 또는 IL-4의 염증 자극에 의한 세포의 활성화 및 염증 사이토카인 발현 변화의 분석을 웨스턴 블[0069]

랏을 수행하였다. 

구체적으로, 6 well plates에 1.0×10
6
개의 세포를 각각의 well에 분주하고, 위 설명된 바와 같이 시험군에 대[0070]

하여 LPS 또는 IL-4로 자극하기 1시간 전에 micrandilactone C를 전처리하였고 대조군에 대해서는 LPS 또는 IL-

4만을 투여하였다. LPS로 4시간과 IL-4로 24시간 각각 자극시킨 후에 세포를 각각 수집하여 단백질 용해 완충액

(protein lysis buffer;10 mM 트리스, 0.5 mM EDTA, 0.25 M 수크로스) 50 μl를 넣고 세포막을 터트려 단백질

을 분리하였다. 분리된 단백질은 소혈청알부민을 사용한 Bradford (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) 방법을 이용

하여  각  개체의  단백질을  정량한  뒤  20  μg의  단백질을  10%  SDS-PAGE  (Sodium  Dodecyl  Sulfate-

polyacrylamidegel electrophoresis)에 의해 분리하여 PVDF (polyvinylidene difluoride) 멤브레인(membrane,

Gendepot, Barker, TX, USA)으로 이동시켰다. PVDF 멤브레인은 5% 탈지유(skimmed milk, BD Biosciences, San

Jose,  CA,  USA)에서 1시간 동안 블로킹시켰다. TBST로 수세한 후 1차 항체[토끼 항-inducible  nitric  oxide

synthases (iNOS), arginase-1 (1:500; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), 토끼 항-phospho

(p)-signal transducer and activator of transcription (STAT), nuclearfactor kappa B p65 (NF-κB p65),

p-c-JUN N-terminal kinase (JNK), p-extracellular signal-regulated kinase (ERK) 및 p-p38 (1:1,000; ell

Signaling  Technology,  Beverly,  MA,  USA)]를 3%  탈지유에 희석시켜 4℃에서 하루 동안 반응시켰다. 그리고

TBST로 10분씩 3회 수세하고 2차 항체와 함께 상온에서 1시간 동안 반응시켰다. 2차 항체(Vector Laboratories)

반응 후 TBST에 수세하고 ECL system (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA)으로 단백질의 변화를

측정하였다. 단백질의 변화 및 정량 분석은 이미지 장비 ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad)를 이용하였다. 각 단백질의

발현  수준은  토끼  항-glyceraldehyde  3-phosphate  dehydrogenase  (GAPDH;  1:5,000;  Cell  Signaling

Technology)로 표준화하였다.
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그 결과를 도 4 및 도 5에 나타내었다. [0071]

도 4는 본원 발명에 따른 미크란디락톤 C 처리에 따른 면역 조절 효과를 보여준다. 구체적으로, 미크란디락톤 C[0072]

처리는 LPS 또는 IL-4 처리 면역세포 모델 모두에서 M1형 미세아교세포의 마커인 iNOS의 발현을 현저히 억제하

고(도 4A 및 C), M2형 미세아교세포의 마커인 arginase-1의 단백질 발현을 현저히 증가시킴(도 4B 및 C)을 보여

주었다. 

도 5는 미크란디락톤 C의 면역 기전 조절능을 보여준다. 구체적으로, LPS 처리 면역세포 모델에 APKs (p-JNK(도[0073]

5의 A 및 B), p-ERK(도 5의 A 및 C) 및 p-p38(도 5의 A 및 D)), NF-κB p65(도 5의 A 및 E) 및 p-STAT3(도 5의

A 및 F)의 염증 관련 마커의 발현이 모두 억제되는 것이 확인되었다. 

위 결과를 통해서 본원 발명에 따른 micrandilactone C가 면역 조절에 우수한 효과가 있음이 확인되었다. [0074]

제제예 1. 의약품의 제조[0075]

1.1 산제의 제조[0076]

[0077]

상기의 성분들을 혼합하고 기밀포에 충진하여 산제를 제조한다.[0078]

 1.2 정제의 제조[0079]

[0080]

상기의 성분들을 혼합한 후 통상의 정제의 제조방법에 따라서 타정하여 정제를 제조한다.[0081]

1.3 캡슐제의 제조[0082]

[0083]

통상의 캡슐제 제조방법에 따라 상기의 성분을 혼합하고 젤라틴 캡슐에 충전하여 정제를 제조한다.[0084]

1.4 액제의 제조[0085]

[0086]

정제수를 가하여 전체 1,00 ml로 맞추었다. 통상의 액제의 제조방법에 따라 상기의 성분을 혼합한 다음, 갈색병[0087]

에 충전하고 멸균시켜 액제를 제조한다. 
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제제예 2. 건강기능식품의 제조[0088]

[0089]

상기의 비타민 및 미네랄 혼합물의 조성비는 비교적 건강기능식품에 적합한 성분을 바람직한 실시예로 혼합 조[0090]

성하였지만, 그 배합비를 임의로 변형 실시하여도 무방하며, 통상의 건강기능식품 제조방법에 따라 상기의 성분

을 혼합한 다음, 통상의 방법에 따라 건강기능식품 조성물 제조(예, 영양캔디 등)에 사용할 수 있다. 

제제예 3. 건강기능성 음료의 제조[0091]

[0092]

통상의 건강기능성 음료 제조방법에 따라 상기의 성분을 혼합한 다음, 약 1시간동안 85℃에서 교반 가열한 후,[0093]

만들어진 용액을 여과하여 멸균된 2ℓ용기에 취득하여 밀봉 멸균한 뒤 냉장 보관한 다음 본 발명의 건강기능성

음료 조성물 제조에 사용한다. 

상기 조성비는 비교적 기호음료에 적합한 성분을 바람직한 실시예로 혼합 조성하였지만, 수요계층, 수요국가,[0094]

사용 용도 등 지역적, 민족적 기호도에 따라서 그 배합비를 임의로 변형 실시하여도 무방하다.
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도면

도면1

도면2
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도면3
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도면4
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도면5

서 열 목 록

<110>    University-Industry Cooperation Group of Kyung Hee University

<120>    A composition comprising Micrandilactone C for preventing or

         treating inflammatory disease

<130>    P17-108-KHU

<160>    8

<170>    KoPatentIn 3.0

<210>    1

<211>    21

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    IL-6  Forward primer

<400>    1

tccatccagt tgccttcttg g                                                   21

<210>    2

<211>    22

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    IL-6  Reverse primer
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<400>    2

ccacgatttc ccagagaaca tg                                                  22

<210>    3

<211>    21

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    iNOS Forward primer

<400>    3

ggcaaaccca aggtctacgt t                                                   21

<210>    4

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    iNOS Reverse primer

<400>    4

tcgctcaagt tcagcttggt                                                     20

<210>    5

<211>    21

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    TNF-alpha Forward primer

<400>    5

agcaaaccac caagtggagg a                                                   21

<210>    6

<211>    22

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    TNF-alpha Reverse primer

<400>    6

gctggcacca ctagttggtt gt                                                  22

<210>    7

<211>    21

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence
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<220><223>    GAPDH Forward primer

<400>    7

aggtcatccc agagctgaac g                                                   21

<210>    8

<211>    22

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    GAPDH Reverse primer

<400>    8

caccctgttg ctgtagccgt at                                                  22
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