
(19) 대한민국특허청(KR)
(12) 공개특허공보(A)

(11) 공개번호   10-2010-0010646

(43) 공개일자   2010년02월02일

(51) Int. Cl.
      

A61K 36/87 (2006.01)  A61P 35/00 (2006.01)

    A61K 31/7028 (2006.01)
(21) 출원번호       10-2008-0071624

(22) 출원일자       2008년07월23일

     심사청구일자   2008년07월23일 

(71) 출원인

경상대학교산학협력단

경상남도 진주시 가좌동 900

(72) 발명자

이원섭

경상남도 진주시 주약동 한보은빛마을아파트 102
동 802호

신성철

경상남도 진주시 평거동 평거한보아파트 101동
609호

(뒷면에 계속)

(74) 대리인

김순웅

전체 청구항 수 : 총 7 항

(54) 머루로부터 분리된  안토시아닌을 함유하는 간암 예방 및치료용 조성물

(57) 요 약
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과를 갖으며 미토콘드리아 경로의 활성화 및 항-아폽토시스 단백질의 저해를 통하여 아폽토시스를 유도 및 강화

하였다. 따라서 머루로부터 분리된  안토시아닌은 B형 간염 바이러스 유래 간암의 처치에 유용한 것이다. 
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특허청구의 범위

청구항 1 

머루로부터 분리된 안토시아닌을 유효 성분으로 포함하는 간암 예방 및 치료용 조성물.

청구항 2 

제1항에 있어서, 

상기  안토시아닌  분리는  상기  머루를  5  ℃에서  24시간동안  0.1%  HCl을  함유하는  메탄올내에서

추출하고, 감압ㆍ농축후 추출물을 Ambrite XAD-7 흡착제 상에서 충분한 량의 물과 에틸 아세테이트로 씻은 다음

1%-HCl의 메탄올 용액으로 용리하여 얻어지는 것을 특징으로 하는 조성물.

청구항 3 

제1항에 있어서, 

상기  머루로부터 분리된  안토시아닌은 델피니딘-3,5-디글루코사이드,  시아니딘-3,5-디글루코사이드,

페투니딘-3,5-디글루코사이드,  델피니딘-3-글루코사이드,   말비딘-3,5-디글루코사이드,  페오니딘-3,5-디글루코

사이드, 시아니딘-3-글루코사이드, 페투니딘-3-글루코사이드, 페오니딘-3-글루코사이드 또는 말비딘-3-글루코사

이드 및 그 혼합물인 것을 특징으로 하는 조성물.

청구항 4 

제3항에 있어서, 

상기 머루로부터 분리된  안토시아닌은 델피니딘-3,5-디글루코사이드 및 시아니딘-3,5-디글루코사이드

인 것을 특징으로 하는 조성물.

청구항 5 

제1항에 있어서, 

상기 머루로부터 분리된  안토시아닌은 간암 세포상에서 항-증식, 항-침윤에 의해 간암을 치료하는 것

을 특징으로 하는 조성물.

청구항 6 

제1항에 있어서, 

상기 머루로부터 분리된 안토시아닌은 미토콘드리아 경로의 활성화 및 항-아폽토시스 단백질의 저해를

통하여 아폽토시스를 유도하여 간암을 치료하는 것을 특징으로 하는 조성물.

청구항 7 

제1항에 있어서, 상기 간암은 B형 간염 바이러스 유래 간암인 것을 특징으로 하는 조성물.

명 세 서

발명의 상세한 설명

    기 술 분 야

본 발명은 머루로부터 분리된  안토시아닌을 함유하는 간암 치료용 조성물에 관한 것으로, 보다 구체적으로는[0001]

머루로부터 분리된  안토시아닌이 항-증식, 항-침윤 효과를 갖으며 미토콘드리아 경로의 활성화 및 항-아폽토

시스 단백질의 저해를 통하여 아폽토시스를 유도할 수 있다는 것을 확인하고, 이를 유효성분으로 함유하는  B

형 간염 바이러스 유래 간암의 예방 및 치료용 조성물에 관한 것이다. 

    배 경 기 술
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간암은 전세계적으로 가장 일반적인 악성 종양의 일종이다.
1
 이들 질환의 처치를 위하여, 치료 효험있[0002]

는 절제술이 자주 제한받는데, 이는 전이, 다양성 및 근본적인 간 경화로 인한 hepatic reservoirs 부재로 인

해서이다. 덧붙여, 이들 질환에 효과적인 시스템적 화학요법 약제들이 드물다. 따라서 화학요법 혹은 화학적

암예방 약제의 개발이 시급한 실정이다. 

식물성 화합물 혹은 식품 인자들 중 일부는 안전하게 생리 기능을 조절하고 항암 활성을 나타내는 것[0003]

으로 공지되어 있다.
2, 3

생태학적 이동의 증가로 인해, 천연 생성물이 암의 예방 혹은 처치에 보다 많이 쓰이게

되었다. 안토시아닌은 프라보노이드 류에 속하는 천연 색소이다.
4
 안토시아닌의 항암 활성의 세포 및 분자 기전

이 아직까지 잘 설명되지 않았음에도 불구하고, 항종양 활성이 시험관내 및 생체내에서 항신생혈관 형성
5
 및 항

암 활성
6,7
 에 대해 논의되고 있다. 안토시아닌은 래트(rat)내 1,2-디메틸하이드라진 및  2-아미노-1-메틸-6-페

닐이미다조 [4,5-b]피리딘 (PhIP)으로 유도된 유방 발암현상
8
 에 대하여 효과적인 암예방 제제이다. 안토시아닌

은 또한 몇몇 암 세포의 성장에 있어 저해 효과를 보였다.
6
 더욱이, 빌베리(bilberry) 추출물과 안토시아니딘이

아폽토시스 유도를 통하여 암세포 성장을 저해하는 것으로 확인되었다.
9
 

한편, 머루 (Vitis coignetiae Pulliat)는 포도과에 속하는 한국 고유의 덩굴식물의 일종으로서 직경[0004]

약 8mm의 작은 식용 검붉은 열매를 갖고, 이는 날로 먹거나 쥬스, 잼 혹은 와인으로 가공하여 사용한다. 이들

과일은 염증성 질환, 암, 혈류 개선, 기관지염 및 천식 등에 대한 민간요법 및 한방의 약재로써 사용되어

왔다. 상기 과일의 수성 추출물의 진한 붉은 색은 안토시아닌 안료 때문이다. 상기 안토시아닌은 후라보노이드

의 일종으로서, 항산화 및 항염증 작용뿐 아니라 여러 종류의 암세포 주에서 항암 효과를 나타낸다. 그러나 항

암 활성의 세포 및 분자 기전에 대하여는 거의 알려진 바 없다. 
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    발명의 내용

        해결 하고자하는 과제

이에 본 발명자들은 머루로부터 안토시아닌으로서 델피니딘-3,5-디글루코사이드, 시아니딘-3,5-[0029]

디글루코사이드, 페투니딘-3,5-디글루코사이드, 델피니딘-3-글루코사이드,  말비딘-3,5-디글루코사이드, 페오

니딘-3,5-디글루코사이드, 시아니딘-3-글루코사이드, 페투니딘-3-글루코사이드, 페오니딘-3-글루코사이드 또는
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말비딘-3-글루코사이드를 추출해내고, 이들이 간암 세포상에서 효과를 갖는지에 대하여 연구를 계속하던 중

항-증식, 항-침윤 및 아폽토시스 효과를 갖는 것을 확인하고 본 발명을 완성하기에 이르렀다.  

        과제 해결수단

본 발명에 의하면, 머루로부터 분리된  안토시아닌을 유효 성분으로 포함하는 간암 예방 및 치료용 조[0030]

성물을 제공하는 것을 일 특징으로 한다. 

또한, 본 발명에 의하면, 상기 머루로부터 안토시아닌 분리는 머루를 5 ℃에서 24시간동안 0.1% HCl을[0031]

함유하는 메탄올내에서 추출하고,  감압ㆍ농축후 추출물을 Amberlite  XAD-7(Sigma-aldrich,  South  Korea)상에

흡착시킨 후 충분한 량의 물과 에틸아세테이트로 씻은 다음 1%-HCl 메탄올 용액으로 용리함으로써 정제시켜 얻

어지는 것을 특징으로 한다. 

또한, 본 발명에 의하면, 상기 머루로부터 분리된 안토시아닌은 델피니딘-3,5-디글루코사이드, 시아니[0032]

딘-3,5-디글루코사이드, 페투니딘-3,5-디글루코사이드, 델피니딘-3-글루코사이드,  말비딘-3,5-디글루코사이드,

페오니딘-3,5-디글루코사이드,  시아니딘-3-글루코사이드,  페투니딘-3-글루코사이드,  페오니딘-3-글루코사이드

또는 말비딘-3-글루코사이드 및 그 혼합물인 것을 특징으로 한다. 

또한, 본 발명에 의하면, 상기 머루로부터 분리된  안토시아닌은 델피니딘-3,5-디글루코사이드 및 시아[0033]

니딘-3,5-디글루코사이드인 것을 특징으로 한다. 

또한, 상기 머루로부터 분리된  안토시아닌은 간암세포상에서 항-증식, 항-침윤 효과에 의해 간암을 치[0034]

료하기 위한 것임을 특징으로 한다. 

또한, 상기 머루로부터 분리된  안토시아닌은 미토콘드리아 경로의 활성화 및 항-아폽토시스 단백질의[0035]

저해를 통하여 아폽토시스를 유도하여 간암을 치료하기 위한 것임을 특징으로 한다. 

 나아가, 상기 간암은  B형 간염 바이러스 유래 간암인 것을 특징으로 한다.[0036]

이하, 본 발명에 대하여 상세하게 설명한다. [0037]

  우선, 머루로부터 안토시아닌을 분리해낸다. 구체적인 분리방법은 이에 한정하는 것은 아니나 하기 실[0038]

시예에 규명된 방법에 기초하여 보면 다음과 같다: 상기 머루로부터 안토시아닌 분리는 머루를 5℃에서 24시간

동안 0.1%  HCl을  함유하는 메탄올내에서 추출하고,  감압ㆍ농축후 추출물을 Amberlite  XAD-7(Sigma-aldrich,

South Korea)상에 흡착시킨 후 충분한 량의 물과 에틸아세테이트로 씻은 다음 1%-HCl 메탄올 용액으로 용리함으

로써 정제시켜 얻어지는 것을 특징으로 한다. 

이같이 분리된 안토시아닌의 종류는 다음과 같다: 델피니딘-3,5-디글루코사이드: 시아니딘-3,5-디글루[0039]

코사이드: 페투니딘-3,5-디글루코사이드: 델피니딘-3-글루코사이드: 말비딘-3,5-디글루코사이드: 페오니딘-3,5-

디글루코사이드: 시아니딘-3-글루코사이드: 페투니딘-3-글루코사이드: 페오니딘-3-글루코사이드: 말비딘-3-글루

코사이드.

또한, 하기 실시예에서 규명된 바와 같이, 그 함량비는 중량 기준으로 27(15-50):63(50-80):8.27(5-[0040]

12):1(0.5-2):2.21(1-5):2.21(1-5):6.7(2-10): 1.25(0.5-10): 5.72(2-15): 1.25(0.5-5)이다. 또한, 상기 함량

비에서 확인할 수 있듯이, 추출 안토시아닌중 가장 유효한 성분으로는 델피니딘-3,5-디글루코사이드 및 시아니

딘-3,5-디글루코사이드의 2가지 종류를 들 수 있다. 참고로, 상기 2가지 성분은 Hep G2 간암 세포에 대한 항암

효과까지 함께 뛰어난 것으로 확인되었다. 

또한, 상기 간암은 하기 실시예에서도 규명된 바와 같이, B형 간염 바이러스 유래 간암에서 만들어진[0041]

세포주로서 Hep B 세포에 대한 항암 기전을 확인하였는바, B형 간염 바이러스 유래 간암에 대하여 항암 효과가

우수한 것을 확인할 수 있었다. 

상기 머루에서 추출해낸 안토시아닌에 대하여 하기 실시예를 통해 다음과 같은 사항들을 규명할 수 있[0042]

었다: 

첫째, 머루로부터 분리된  안토시아닌은 Hep3B 간암 세포의 증식을 억제한다. [0043]

둘째, 머루로부터 분리된  안토시아닌은 Hep3B 간암 세포내 아폽토시스를 유도한다. [0044]

셋째, 머루로부터 분리된  안토시아닌은 캐스파제 활성 및 PARP의 후속 세포사멸 촉진을 유도한다. [0045]
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넷째, 머루로부터 분리된  안토시아닌-유도된 아폽토시스는 치사 수용체-매개된 경로를 통해 수행되지[0046]

않는다. 

다섯째, 머루로부터 분리된  안토시아닌은 내부경로인 미토콘드리아 경로를 통해 아폽토시스를 유도한[0047]

다.

여섯째, 머루로부터 분리된  안토시아닌은 머루로부터 분리된  안토시아닌-유도 아폽토시스도중 Bcl-2[0048]

및 IAP 패밀리 단백질을 조절한다. 

일곱째, 머루로부터 분리된  안토시아닌은 Hep 3B 간암 세포의 이동과 침윤을 저해한다. [0049]

여덟째, 머루로부터 분리된  안토시아닌은 MMP-2 및 MMP-9의 발현을 저해한다.[0050]

아홉째, 머루로부터 분리된  안토시아닌은 B형 간염 유래 간암 처치에 유용하다. [0051]

상기 결과로부터, 본 발명에서 머루로부터 분리해낸 안토시아닌은 암 세포주에서 침윤 억제 및 아폽토[0052]

시스 세포 치사를 매개하는 것을 명백히 확인할 수 있었다(도 10 참조)

즉, 본 발명에서는 간암세포상에서 항-증식, 항-침윤 및 아폽토시스 효과를 나타내는지를 조사한 결과, 안토시[0053]

아닌은 간암 억제 효과는 IC50는 200ug/ml에서 300 ug/ml 사이의 농도로 생각되며 400ug/ml에서 70%까지 세포

증식을 억제하는 등 본 발명의 머루로부터 분리된 안토시아닌은 항-증식, 항-침윤 효과를 갖으며 미토콘드리아

경로의 활성화 및 항-아폽토시스 단백질의 저해를 통하여 아폽토시스를 유도할 수 있다. 

        효 과

본 발명에 따르면, 머루로부터 분리된  안토시아닌은 간암 세포상에서 항-증식, 항-침윤, 세포독성 효과를 갖[0054]

으며, 상기 세포독성은 미토콘드리아 경로 및 항-아폽토시스 단백질의 저해로부터 유도될 수 있다. 또한,

MMP-2 및 MMP-9의 억제는 머루로부터 분리된  안토시아닌의 항-침윤 활성을 개선시키는데 기여할 수 있다. 

    발명의 실시를 위한 구체적인 내용

물질 및 방법[0055]

세포 배양 및 화합물[0056]

인간 간암 세포, Hep3B 세포를 미국형 배양 Rockville로부터 구입하였고, 10% (v/v) 송아지 혈청[0057]

(FBS)(GIBCO BRL, Grand Island, NY, USA), 1 mM L-글루타민, 100 U/mL 페니실린과 100 ㎍/㎖ 스트렙토마이신

이 보충된 RPMI 1640 배지 (Invitrogen Corp, Carlsbad, CA, USA)내에서 37  C에서 95% 공기 및 5% CO2로 가

습화된 분위기하에 배양시켰다. 캐스파제 활성 검정 킷트를 R&D Systems (Minneapolis, MN, USA)으로부터 수득

하였다. 개선된 화학발광 (ECL) 킷트를 Amersham (Arlington Heights, IL)로부터 구입하였다.

안토시아닌 제조[0058]

머루를 지리산에서 2005년 9월 중순에 수집하고,  동결건조 및 분석할 때까지 -20 ℃에서 어두운 유리[0059]

병 내에 보관하였다.  

안토시아닌 안료는 5 ℃에서 24시간동안 0.1% HCl을 함유하는 메탄올내에서 머루 100g을 해리시켜 추출[0060]

하였다. 상기 추출 공정을 3회 반복하였다. 감압(Buchi R-124 Rotavapor, Switzerland)하에 농축후, 농축물을

Amberlite XAD-7(Sigma-aldrich, South Korea)상에 흡착시킨 후 충분한 량의 물과 에틸아세테이트로 씻은 다음

1%-HCl 메탄올 용액으로 용리함으로써 정제하였다.
11
 

상기 농축물을 에틸 아세테이트/물 분획화 및 adsorption 크로마토그래피를 사용하여 정제 공정에 따라[0061]

Amberlite XAD-7(Sigma-aldrich, South Korea)상에서 정제하였다.
11
 

상기  머루로부터  분리된  안토시아닌의  조성은  다음과  같다:  델피니딘-3,5-디글루코사이드:시아니딘-[0062]

3,5-디글루코사이드:  페투니딘-3,5-디글루코사이드:델피니딘-3-글루코사이드:  말비딘-3,5-디글루코사이드:페오

니딘-3,5-디글루코사이드:  시아니딘-3-글루코사이드:페투니딘-3-글루코사이드:  페오니딘-3-글루코사이드:  말비

딘-3-글루코사이드=27: 63: 8.27: 1:2.21:2.21: 6.7: 1.25: 5.72: 1.25. 
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 [0063]

세포 증식 검정.[0064]

세포 증식 및 세포독성을 트리판 블루로 조사하였다. Hep3B 세포를 24웰 플레이트상에서 RPMI+ 10%[0065]

FBS내  5× 10
4
 세포/ml 농도로 seed하였다. 세포를 48시간동안 다수 농도의 머루로 배양하고, 현미경을 사용하

여 바로 사진을 찍었다. 

 [0066]

핵 염색[0067]

안토시아닌 처치후, 세포를 수집하고 포스페이트-완충 염수(PBS)로 수세하고 실온에서 10분간 PBS내[0068]

3.7% 파라포름알데히드(Sigma)로 고정시켰다. 고정된 세포를 PBS로 수세하고 실온에서 10분간 2.5 μg/ml DAPI

용액으로 염색시켰다. 상기 세포를 PBS로 2회 수세하고 형광 현미경을 사용하여 관찰하였다. 

Flow cytometry assay. [0069]

상기 세포를 세포 주기의 G0 상내에서 이들을 동기화시키도록 24시간동안 혈청-제거하였다. 머루로부[0070]

터 분리된  안토시아닌으로 처치후, 세포를 수집하고 찬 PBS로 수세한 다음 원심분리하였다. 얻어진 펠릿을 1

시간동안 4 °C에서 75% (v/v) 에탄올로 고정화시켰다. 상기 세포를 일단 PBS로 수세한 다음 찬 암흑에서 30분

간 PBS (pH 7.4)내 RNase A (0.1 mg/ml) 함유 찬 PI 용액 (50 μg/ml)내에서 재부유시켰다. Flow cytometry 분

석을 FACSCalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA)를 사용하여 수행하였다. sub-G1 개체군을 계산하여 아폽

토시스 세포 개체군을 추정하였다.

 [0071]

웨스턴 블롯팅. [0072]

세포 융해체 단백질의 농도를 표준으로서 소 혈청 알부민을 사용한 Bradford 단백질 검정 (Biorad[0073]

lab, Ricmond, CA, USA)에 의해 측정하였다. 단백질에 대한 분자 질량 마커를 Pharmacia Biotech (Saclay,

France)로부터 구입하였다. XIAP, cIAP1, cIAP2, Bcl-2, Bax, Bcl-XL, Bid, PARP, 캐스파제-3, 캐스파제-8, 캐

스파제-9에 대한 항체를 Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA)로부터 구입하였다. 베타-액틴에 대한 항

체는 Sigma사로부터 구입하였다. 퍼옥시다제-라벨화된 당나귀 항-토끼 및 양 항-마우스 면역글로불린은

Amersham로부터 구입하였다. 

단백질 30㎍을 전기영동에 의해 용해시키고, 폴리비닐리덴 디플루오라이드 막(Millipore, Bedford,[0074]

MA, USA)으로 이동시킨 다음 일차 항체 및 퍼옥시다제와 컨쥬게이트된 항체에 의해 블롯팅하였다. 블롯은 ECL

검출 시스템으로 전개시켰다. 

캐스파제 활성도 측정. [0075]

캐스파제 활성은 제조업자 지시에 따라 캐스파제-3, 캐스파제-8, 및 캐스파제-9 활성화 킷트를 사용하[0076]

여 색도 검정으로 측정하였다. 상기 킷트는 p-니트로아닐라이드로 라벨화된 합성 테트라펩타이드를

이용하였다. 간략하게, 상기 세포를 제공된 용해 버퍼내에서 용해시켰다. 상청액을 수집하고 디티오쓰레이톨과

기질을 포함하는 제공된 반응 완충액으로 37 °C에서 배양시켰다. 상기 캐스파제 활성은 마이크로플레이트 판

독기를 사용하여 405nm 흡광도에서 변화를 관찰하여 측정하였다. 

미토콘드리아 막 포텐셜 (MMP) 검정. [0077]

간 세포내 MMP를 레이셔매트릭(ratiometric), 이중 방출 형광 염료인 친유성 양이온 프로브 JC-1으로[0078]

flow cytometry에 의해 측정하였다. 단량체 형태를 위한 527 nm (그린) 및 J-집합체 형태를 위한 590nm(레드)

의 2가지 여기 파장이 있다. 그린 형광 시그날의 정량은 손상된 미토콘드리아의 양을 반영한다. Hep 3B 세포는

트립신화되었고, 세포 펠릿은 PBS 500 μl로 재부유시키고, 37 °C에서 20분간 JC-1 10 μM로 처리 후, 세포를

찬 PBS로 1회 수세하고, 총 부피 500 μl로 부유시킨 다음 flow cytometry를 사용하여 분석하였다.

RNA 추출 및 RT-PCR. [0079]

총 RNA를 RNeasy kit (Qiagen, USA)를 사용하여 1×10
5
 Hep3B 세포 (처치 혹은 미처치)로부터 분리시켰[0080]
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다. RNA 0.5μg 분획을 역전사를 위해 사용하였다. 단일-스트랜드 cDNA를 M-MLV 역전사효소 (Gibco BRL)를 사

용하여 총 RNA 2 μg로부터 합성하였다. 상기 mRNAs were는 프라이머 셋트로 PCR(polymerase chain reaction)

에 의해 증폭시켰다.
12 
상기 PCR 반응을 위한 조건은 1 х (94 °C, 3분); 35 х (94 °C, 45 초; 58 °C, 45

초; 및 72 °C, 1분) 및 1 х (72 °C, 10분)이었다.

상처 치유 검정 [0081]

상처 치유 검정은 기 공지된 방법을 사용하여 수행하였다.
13
 Hep3B 세포를

 
35 mm 접시 플레이트 상에서[0082]

100% 융합성 단일층이 되도록 성장시킨 다음 멸균 피펫 팁으로 스크래치하여 100-"상처"를 형성하였다. 그런

다음 상기 세포를  혈청-없는 배지내에서 24시간동안 머루로부터 분리된  안토시아닌의 존재 혹은 부재하에 배

양하였다. Olympus
 
photomicroscope를 사용하여 스크래치 12시간 및 24시간후 영상을 기록하였다. 

세포 침윤 검정. [0083]

세포 침윤 검정은 기 공지된 방법으로 수행하였다.
14
 Hep3B 세포를 밤새 혈청-없는 배지내 배양시켰다.[0084]

세포 (5 x
 
10

4
세포)를 미리 피복된 Matrigel 24-well 침윤 챔버 (BD Biosciences)상에서 머루로부터 분리된  안

토시아닌의 존재 혹은 부재하에 적재시켰다. 그런 다음 5% 태아 송아지 혈청 배지 0.5 ml를 상기 플레이트의

웰에 첨가시켜 세포에 대한 chemoattractant로서 제공하였다. 상기 Matrigel 침윤 챔버를 24시간동안 배양시켰

다. 침윤 세포를 10% 포르말린으로 고정하고, Harris 개질된 헤마톡실린(Fisher)으로 염색하고, 제조업자의 지

시에 따라 분석하였다.
 

젤라틴 자이모그라피(zymography).[0085]

컨디셔닝 배양배지내 매트릭스 메탈로-프로테나아제-2(MMP-2) 및 MMP-9의 gelatinolytic 활성을 4 °[0086]

C에서 젤라틴 1 mg/ml를 포함하는 10% 폴리아크릴아미드 겔 상에서 전기영동에 의해 검정하였다. PAGE 겔을

120 V에서 수행하고, 2.5% Triton X-100에서 1시간동안 수세하고, 16시간동안 37 °C에서 활성 버퍼(50 mM

TrisHCl, pH 7.5, 10 mM CaCl2)로 처리하였다. 쿠마쉬 블루 (10% 빙초산, 30% 메탄올 및 1.5% 쿠마쉬 블루)로

23시간동안 염색한 다음, 겔을 10% 빙초산, 및 쿠마쉬 블루없는 30% 메탄올로된 용액으로 1시간동안 탈색시켰

다. 젤라틴 분해를 지시하는 용해 영역은 쿠마쉬 블루 R-250로 염색하여 탈색된 부위를 확인하였다.

통계. [0087]

각 실험은 3회 수행하였다. 결과는 평균 ± 표준편차로 나타내었다. 현저한 유의성은 Student's t[0088]

test를 사용하여 결정하였다. 통계학적 유의성은 P<0.05로서 정의하였다.

결과[0089]

첫째, 머루로부터 분리된  안토시아닌은 Hep3B 간암 세포의 증식을 억제한다. [0090]

머루로부터 분리된  안토시아닌의 항-종양 활성을 더 조사하기 위하여, 본 발명자들은 인간 간암 세포[0091]

주, Hep3B를 다수 농도의 머루로부터 분리된  안토시아닌으로 처치하였다. 

그 결과 도 1에서 보듯이, 안토시아닌은 Hep3B 간암 세포의 성장을 투여량-의존 방식으로 억제하였다.[0092]

Hep3B세포 성장에 있어 억제 효과는 400 ug/ml의 농도에서 강한 것을 확인할 수 있었다. Hep3B에 대한 안토시

아닌의 추정된 IC50 값(50% 세포 치사를 유발하는 농도)은 200 ug/ml-300 ug/ml이었다. 

둘째, 머루로부터 분리된  안토시아닌은 Hep3B 간암 세포내 아폽토시스를 유도한다. [0093]

머루로부터 분리된  안토시아닌이 Hep3B 세포내에서 아폽토시스를 유도하는지를 결정하기 위하여, 본[0094]

발명자들은 48시간동안 지시된 농도의 머루로부터 분리된  안토시아닌으로 Hep3B 세포를 처리하고 flow

cytometric 분석을 수행하였다. 

그 결과, 아폽토시스 DNA 저하를 경험하는 분획을 나타내는 Sub-G1 DNA content는 머루로부터 분리된[0095]

안토시아닌의 처치 후 투여량 의존 방식으로 24시간동안 증가하였다 (도 2A 및 2B 참조). 부가하여, 핵 내 응

집된 크로마틴에 있어 표시된 변화가 머루로부터 분리된  안토시아닌 (200-400ug/mg)의 처치에 의해 관찰되었

다 (도 1C 참조). 
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셋째, 머루로부터 분리된  안토시아닌은 캐스파제 활성 및 PARP의 후속 분열을 유도한다. [0096]

캐스파제는 아폽토시스의 공지된 중요한 매개체이고 세포가 비가역 세포 치사까지 아폽토시스를 경험[0097]

케하는데 기여한다.  따라서, 본 발명자들은 캐스파제-3, 캐스파제-8 및 캐스파제-9의 활성 및 Hep3B 세포내

폴리 (ADP-리보오스) 폴리머라제 (PARP)의 후속 단백질가수분해 분열을 조사하였다. 

도 3A에서 보듯이, 웨스턴 블롯 분석 결과, 머루로부터 분리된  안토시아닌은 procapases 및 PARP의[0098]

분열을 유도하였다. 시험관내 캐스파제 활성 테스트 결과, 머루로부터 분리된  안토시아닌은 캐스파제-3, 캐스

파제-8 및 캐스파제-9의 활성을 현저하게 증가시켰다 (도 3A 및 3B 참조). 이같은 발견은 머루로부터 분리된

안토시아닌이 캐스파제-의존 경로를 통해 아폽토시스 치사를 유도할 수 있음을 제시하는 것이다.  

넷째, 머루로부터 분리된  안토시아닌-유도된 아폽토시스는 치사 수용체-매개된 경로를 통해 수행되지 않는다. [0099]

머루로부터 분리된  안토시아닌에 의해 활성화된 아폽토시스 경로를 조사하기 위하여, 본 발명자들은[0100]

치사 수용체의 발현 및 상응하는 프로-아폽토시스 리간드(DR4, DR5, Trail, Fas, Fas ligand)를 측정하였다. 

본 발명자들은 머루로부터 분리된  안토시아닌 처치 48시간후 발현 레벨에 있어 차이가 없음을 발견하[0101]

였다(도 4A 및 4B 참조). 이같은 결과는 캐스파제-8 증가가 캐스파제-3 활성을 통해 피드백 경로에 연관될 수

있음을 제시하는 것이다.
15

다섯째, 머루로부터 분리된  안토시아닌은 내부경로인 미토콘드리아 경로를 통해  아폽토시스를 유도한다.[0102]

미토콘드리아는 아폽토시스내 중심 역할을 수행한다. 아폽토시스의 초기 경우로서, 미토콘드리아의 탈[0103]

분극을 형성한다. 따라서, Hep3B 세포의 머루로부터 분리된  안토시아닌-유도 아폽토시스내 미토콘드리아의 역

할을 나아가 미토콘드리아 막 포텐셜(MMP)를 측정함으로써 조사하였다. 

MMP내 현저한 저감이 머루로부터 분리된  안토시아닌 처치후 관찰되었다(도 5B 참조). 캐스파제-3은[0104]

역 자극에 의해 유도된 아폽토시스의 말단, 실시상 내에서 중추적 역할을 수행하고, 또한 Bid 단백질의 활성화

를 통해 캐스파제 8을 활성화하는 것으로 보여진다.
15

본 발명자들은 Bid 분열을 검토하고 피드백 경로를 검증하였다. 웨스톤 블롯 분석결과, 머루로부터 분[0105]

리된  안토시아닌은 Bid의 활성화를 유도한다는 것을 확인하였다 (도 5A 참조).

여섯째, 머루로부터 분리된  안토시아닌은 머루로부터 분리된  안토시아닌-유도 아폽토시스도중 Bcl-2 및 IAP[0106]

패밀리 단백질을 조절한다. 

Bcl-2 및 IAP 패밀리 단백질이 아폽토시스내 결정적 역할을 수행하고, BCl-2가 암 세포 약재 저항성을[0107]

conferring하는데 중추 역할을 수행하므로,
16
 본 발명자들은 머루로부터 분리된  안토시아닌이 아폽토시스도중

Bcl-2 및 IAP 패밀리 단백질을 조절하는지 여부에 대하여 조사하였다. 웨스턴 블롯 및 RT-PCR 분석 결과, 머루

로부터 분리된  안토시아닌은 항-아폽토시스 단백질인 BCl-2, XIAP, cIAP-1 및 cIAP-2의 발현은 저감 유도하는

데 반해, 프로-결손 단백질은 변화시키지 않았다(도 6A 및 6B 참조). 

부가하여, Bax/Bcl-2의 비 변경은 세포가 아폽토시스를 겪는지 여부를 결정하는데 결정적 역할을 수행[0108]

한다. 상기 Bax/Bcl-2의 비가 아폽토시스를 위해 변경되었다. 따라서 항-아폽토시스 단백질 (Bcl-2, XIAP,

cIAP-1, 및 cIAP-2)의 하방-제어는 머루로부터 분리된  안토시아닌이 Hep3B 세포내 아폽토시스를 증강시키는

것을 통해 다른 분자 기전일 수 있다는 것을 제시한다.

 [0109]

일곱째, 머루로부터 분리된  안토시아닌은 Hep 3B 간암 세포의 이동과 침윤을 저해한다. [0110]

암 세포 이동과 침윤이 전이에 있어 핵심 요소이므로, 본 발명자들은 나아가 시험관내 세포 이동 및[0111]

침윤에 머루로부터 분리된  안토시아닌이 미치는 효과에 대하여 추가 시험하였다. 그 결과, 400 ug/ml에서 머

루로부터 분리된  안토시아닌은 상처 치유 검정내에서 Hep3B 세포 이동을 현저하게 저해하는 것을 보였다(도

7a내 (A) 참조). 머루로부터 분리된  안토시아닌은 Matrigel
 
침윤 검정에 의해 측정한 결과 400 ㎍/ml의 농도에

서 세포 침윤을 약 75%까지 저해하였다(도 7a내 (B) 참조).

부가하여, 머루로부터 분리된 안토시아닌이 콩껍질에서 분리된 안토시아닌에 비해 Hep 3B 간암 세포의 이동과[0112]
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침윤을 더 강하게 저해하였다. (도 7b 및 7c 참조).

여덟째, 머루로부터 분리된  안토시아닌은 MMP-2 및 MMP-9의 발현을 저해한다.[0113]

아연-의존 엔도펩티다아제의 일군인 MMP는 암 침윤 및 전이내 포함되는 ECM(extracell matrix) 붕괴에[0114]

중추적 역할을 수행한다. 머루로부터 분리된  안토시아닌은 MMP-2 및 MMP-9의 발현을 투여량-의존 방식으로 저

감시킨다(도 8A 참조). 세포 밖으로 분비된 MMP-2 및 MMP-9의 발현의 억제가 gelatin zymography상에서 관찰되

었다 (도 8B 참조). 

아홉째, 머루로부터 분리된  안토시아닌은 NF-KB의 발현을 억제한다. [0115]

NF-KB는 암의 성장, 전이 및 약제 내성 유전자들과 밀접한 관계가 있으며 MMP-2, MMP-9의 분비와도 밀[0116]

접한 관계가 있다. 먼저 웨스턴 블롯팅과 루시퍼레리즈 활성 검사로 안토시아닌이 NF-KB를 억제하는 것을 확인

하였다.(도 9a 참조). 그리고  NF-KB, MMP-2, MMP-9의 발현과의 연관 관계를 다시 확인하기 위하여 NF-KB를 활

성화 한 경우 MMP-2, MMP-9의 발현이 증가하였으며 이를 다시 머루추출 안토시아니을 처리하니 증가된 MMP-2,

MMP-9의 발현이 억제됨을 관찰하였다(도 9b참조). 

열번째, 머루로부터 분리된  안토시아닌은 B형 간염 유래 간암 처치에 유용하다. [0117]

상기 결과로부터, 본 발명에서 머루로부터 분리해낸 안토시아닌은 암세포 침윤 억제 및 아폽토시스 세포 치사[0118]

를 매개하는 것을 명백히 확인할 수 있었다(도 10 참조).

        산업이용 가능성

본 발명에 따르면, 안토시아닌이  B형 간염 바이러스 유래 간암의 처치에 유용하다.  [0119]

도면의 간단한 설명

도 1은 본 발명의 일 실시예에 의해 머루로부터 분리된 안토시아닌이 Hep3B 간암 세포의 증식을 억제[0120]

함을 입증하는 도면이다. 

도 2는 본 발명의 일 실시예에 의해 머루로부터 분리된 안토시아닌이 Hep3B 간암 세포내 아폽토시스를[0121]

유도함을 입증하는 도면이다. 

도 3은 본 발명의 일 실시예에 의해 머루로부터 분리된 안토시아닌이 캐스파제 활성 및 PARP의 후속[0122]

분열을 유도함을 입증하는 도면이다. 

도 4는 본 발명의 일 실시예에 의해 머루로부터 분리된 안토시아닌-유도된 아폽토시스는 치사 수용체[0123]

-매개된 경로를 통해 수행되지 않음을 입증하는 도면이다. 

도 5는 본 발명의 일 실시예에 의해 머루로부터 분리된 안토시아닌이 미토콘드리아 경로를 통해 최소[0124]

부분적으로 아폽토시스를 유도함을 입증하는 도면이다. 

도 6은 본 발명의 일 실시예에 의해 머루로부터 분리된 안토시아닌이 머루로부터 분리된  안토시아닌[0125]

-유도 아폽토시스도중 Bcl-2 및 IAP 패밀리 단백질을 조절함을 도시한 도면이다. 

도 7은 본 발명의 일 실시예에 의해 머루로부터 분리된 안토시아닌이 Hep 3B 간암 세포의 이동과 침윤[0126]

을 저해함을 입증하고 콩껍질에서 분리된 안토시아닌에 비해 간암 세포주의 침윤 저해효과가 높음을 보여주는

도면이다.

도 8은 본 발명의 일 실시예에 의해 머루로부터 분리된 안토시아닌이 MMP-2 및 MMP-9의 발현을 저해함[0127]

을 도시한 도면이다. 

도 9는 본 발명의 일 실시예에 의해 머루로부터 분리된 안토시아닌이 NF-KB의 발현을 저해하며 함을[0128]

MMP-2 및 MMP-9의 발현을 저해와 관련이 있음을 도시한 도면이다. 

도 10은 본 발명의 일 실시예에 의해 머루로부터 분리해낸 안토시아닌이 암세포 침윤 억제 및 아폽토[0129]

시스 세포 치사를 매개하는 경로를 도시한 흐름도이다. 

- 11 -

공개특허 10-2010-0010646



도면

    도면1

    도면2

- 12 -

공개특허 10-2010-0010646



    도면3

    도면4

- 13 -

공개특허 10-2010-0010646



    도면5

    도면6

    도면7a

- 14 -

공개특허 10-2010-0010646



    도면7b

    도면7c

- 15 -

공개특허 10-2010-0010646



    도면8

    도면9a

- 16 -

공개특허 10-2010-0010646



    도면9b

    도면10

- 17 -

공개특허 10-2010-0010646


	문서
	서지사항
	요 약
	대 표 도
	특허청구의 범위
	명 세 서
	발명의 상세한 설명
	기 술 분 야
	배 경 기 술
	발명의 내용
	해결 하고자하는 과제
	과제 해결수단
	효 과

	발명의 실시를 위한 구체적인 내용
	산업이용 가능성


	도면의 간단한 설명

	도면
	도면1
	도면2
	도면3
	도면4
	도면5
	도면6
	도면7a
	도면7b
	도면7c
	도면8
	도면9a
	도면9b
	도면10




문서
서지사항 1
요 약 1
대 표 도 1
특허청구의 범위 3
명 세 서 3
 발명의 상세한 설명 3
  기 술 분 야 3
  배 경 기 술 3
  발명의 내용 5
   해결 하고자하는 과제 5
   과제 해결수단 6
   효 과 7
  발명의 실시를 위한 구체적인 내용 7
   산업이용 가능성 11
 도면의 간단한 설명 11
도면 11
 도면1 12
 도면2 12
 도면3 13
 도면4 13
 도면5 14
 도면6 14
 도면7a 14
 도면7b 15
 도면7c 15
 도면8 16
 도면9a 16
 도면9b 17
 도면10 17
