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(54) 발명의 명칭 클라바스피린 펩타이드 유사체를 유효성분으로 함유하는 항염증용 조성물

(57) 요 약

본 발명은 클라바스피린 펩타이드 유사체를 유효성분으로 함유하는 항염증용 조성물에 관한 것으로, 본 발명에서

미더덕 유래 클라바스피린(Clavaspirin) 펩타이드 중 9번과 12번에 양이온을 띠는 라이신(Lysine, K) 아미노산으

로 치환시켜 제조한 합성 펩타이드인 CSP-4 펩타이드가 항생제 내성균에 의해 유발된 염증 반응 동물 모델에 대

한 항균 효과가 우수하고, 세포독성을 거의 나타내지 않으므로, 본 발명의 클라바스피린 펩타이드 유사체인 CSP-

4는 염증 질환의 예방 또는 치료용 약학 조성물, 화장료 조성물, 식품 첨가제 등의 유효성분으로 유용하게 사용

될 수 있다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

서열번호 2의 아미노산 서열로 이루어진, 클라바스피린(clavaspirin) 펩타이드 유사체를 유효성분으로 함유하는

염증 질환의 예방 또는 개선용 건강기능성식품 조성물.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 염증은 세균에 의해 유발되는 것을 특징으로 하는 염증 질환의 예방 또는 개선용 건강기

능성식품 조성물.

청구항 3 

제2항에 있어서, 상기 세균은 그람 음성균, 그람 양성균 및 항생제 내성균으로 이루어진 군에서 선택된 하나 이

상인 것을 특징으로 하는 염증 질환의 예방 또는 개선용 건강기능성식품 조성물.

청구항 4 

제3항에 있어서,  상기 그람 음성균은 대장균(Escherichia coli) 또는 프로테우스 불가리스(Proteus vulgari

s)이고,  그람  양성균은  리스테리아  모노사이토젠스(Listeria  monocytogenes),  스타필로코커스  에피더미디스

(Staphylococcus  epidermidis),  바실러스  서브틸리스(Bacillus  subtilis)  또는  스타필로코커스  아우레우스

(Staphylococcus  aureus)이며, 상기 항생제 내성균은 MRSA(methicillin-resistant  Staphylococcus  aureus)인

것을 특징으로 하는 염증 질환의 예방 또는 개선용 건강기능성식품 조성물.

청구항 5 

제 1항에 있어서, 상기 조성물은 TNF-α, IL-1β, NF-κB 또는 TLR-2 발현을 억제하는 것을 특징으로 하는 염증

질환의 예방 또는 개선용 건강기능성식품 조성물.

청구항 6 

서열번호 2의 아미노산 서열로 이루어진, 클라바스피린(clavaspirin) 펩타이드 유사체를 유효성분으로 함유하는

염증 질환의 예방 또는 치료용 약학 조성물.

청구항 7 

제6항에 있어서, 상기 염증은 세균에 의해 유발되는 것을 특징으로 하는 염증 질환의 예방 또는 치료용 약학 조

성물.

청구항 8 

제7항에 있어서, 상기 세균은 그람 음성균, 그람 양성균 및 항생제 내성균으로 이루어진 군에서 선택된 하나 이

상인 것을 특징으로 하는 염증 질환의 예방 또는 치료용 약학 조성물.

청구항 9 

제8항에 있어서,  상기 그람 음성균은 대장균(Escherichia coli) 또는 프로테우스 불가리스(Proteus vulgari

s)이고,  그람  양성균은  리스테리아  모노사이토젠스(Listeria  monocytogenes),  스타필로코커스  에피더미디스

(Staphylococcus  epidermidis),  바실러스  서브틸리스(Bacillus  subtilis)  또는  스타필로코커스  아우레우스

(Staphylococcus  aureus)이며, 상기 항생제 내성균은 MRSA(methicillin-resistant  Staphylococcus  aureus)인

것을 특징으로 하는 염증 질환의 예방 또는 치료용 약학 조성물.

청구항 10 

제6항에 있어서, 상기 염증 질환은 피부염, 알레르기, 아토피, 천식, 결막염, 치주염, 비염, 중이염, 인후염,
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편도염,  폐렴,  위궤양,  위염,  크론병,  대장염,  통풍,  강직성  척추염,  류마티스  열,  루푸스,  섬유근통

(fibromyalgia), 건선관절염, 골관절염, 류마티스 관절염, 견관절주위염, 건염, 건초염, 건주위염, 근육염, 간

염, 방광염, 신장염, 쇼그렌 증후군(sjogren's syndrome), 다발성 경화증 및 급성 또는 만성 염증 질환으로 이

루어지는 군으로부터 선택되는 어느 하나인 것을 특징으로 하는 염증 질환의 예방 또는 치료용 약학 조성물.

청구항 11 

서열번호 2의 아미노산 서열로 이루어진, 클라바스피린(clavaspirin) 펩타이드 유사체를 유효성분으로 함유하는

항염증용 조성물.

청구항 12 

서열번호 2의 아미노산 서열로 이루어진, 클라바스피린(clavaspirin) 펩타이드 유사체를 유효성분으로 함유하는

염증 질환의 예방 또는 개선용 화장료 조성물.

청구항 13 

삭제

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 클라바스피린 펩타이드 유사체를 유효성분으로 함유하는 항염증용 조성물에 관한 것이다.[0001]

배 경 기 술

경제성장에 의한 신체활동의 감소는 면역력의 저하를 초래해 박테리아, 곰팜이, 기생충 등과 같은 미생물 감염[0002]

으로부터 각종 질병의 위험에 노출되어 있으며, 현재 전 세계적으로 질병 예방과 치료를 위해 다양한 약물을 사

용하고  있지만  약물의  오·남용은  병원균의  저항성을  증가시켰다.  특히  수퍼버그(superbugs)로  불리우는

VRE(vancomycin-resistant  enterococci),  MRSA(methicillin-resistant  Staphylococcus  aureus)와

MDRP(multidrug-resistant pathogens)의 증가는 현재 전 세계적인 관심의 대상이다. 

세균의 감염은 인간의 질병에서 가장 흔하고 치명적인 원인 중의 하나인데, 불행하게도 항생제의 남용으로 인하[0003]

여 세균의 항생제 저항성(resistance)이 야기되었다. 실제로, 세균이 새로운 항생제에 저항성을 나타내는 속도

는 새로운 항생제의 유사체가 개발되는 속도보다 훨씬 더 빨리 일어난다. 예를 들면, 생명에 위협을 가할 수 있

는  MRSA,  엔테로코쿠스  패칼리스(Enterococcus  faecalis),  마이코박테리움  투버쿨로시스(Mycobacterium

tuberculosis) 및 슈도모나스 에루지노사(Pseudomonas aeruginosa) 등의 세균 종들은 지금까지 알려진 모든 항

생제에 대한 저항력을 키워왔다.

항생제에 대한 내성(tolerance)은 항생제에 대한 저항성(resistance)과는 구별되는 현상인데, MRSA에서 발견되[0004]

었으며 페니실린의 작용 기작에 대한 중요한 단서를 제공하였다. 내성을 보이는 종은 통상적인 농도의 항생제

존재하에서는 성장을 멈추지만 결과적으로 죽지는 않는다. 내성은 항생제가 세포벽 합성 효소를 저해할 때 오토

라이신(autolysin) 등과 같은 세균의 자가분해(autolytic) 효소의 활성이 일어나지 않기 때문에 생기는데, 이러

한 사실은 페니실린이 내인성 가수분해 효소(endogenous hydrolytic enzyme)를 활성화시킴으로써 세균을 죽이며

세균은 또한 이들의 활성을 억제해서 항생제 치료시에도 생존하는 결과를 나타내게 된다.

세균이 여러 가지 항생제에 대해 내성을 가지는 것은 임상적으로 대단히 중요한데, 이는 내성균을 박멸하는 것[0005]

이 불가능하게 되면 임상적인 감염에서 항생제 치료의 효용이 떨어지기 때문이다. 아울러, 내성이 생기는 것은

항생제에 대한 저항성이 생기게 되는 선행조건이라고 간주되는데 이것은 항생제 치료에도 불구하고 살아남는 균

주가 생기기 때문이다. 이러한 균주는 항생제에 저항성을 가지는 새로운 유전 요소를 획득해서 항생제의 존재

하에서도 계속 성장하게 된다. 실제로 모든 저항성을 보이는 세균들은 내성도 가지고 있는 것으로 알려져 있으

므로, 이러한 항생제 저항성을 가지는 세균을 죽일 수 있는 신규한 항생제의 개발이 필요하다.

작용 기작의 측면에서 내성은 크게 두가지 경로로 이루어지는데, 첫 번째는 모든 세균에 있어서 성장속도가 감[0006]

소할 때 일어나는 외형적(phenotypic) 내성이며, 두 번째는 특정 세균에서 일어나는 돌연변이에 의한 유전적인

내성이다. 두 가지 경우 모두에 있어서 기본적인 현상은 오토라이신 활성의 하부조절(down regulation)이 일어

난다는 것인데, 이러한 하부조절은 외부자극에 대한 외형적인 내성일 경우에는 일시적이며, 세포 용혈을 조절하
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는 경로의 변화를 야기하는 돌연변이가 일어난 유전적인 내성의 경우에는 영구적이다. 가장 간단한 유전적인 내

성의 경우는 오토라이신 효소에 결손이 일어나는 것인데, 확실하지 않은 여러 가지 이유로 인해서 이러한 자살

효소의 결손에 의해 내성을 가지는 균주가 임상적으로 발견된 적은 없으며, 오히려 임상적인 내성은 오토라이신

의 활성을 조절함으로써 이루어진다.

상기에서 살펴본 바와 같이, 항생제에 저항성을 나타내는 세균들과 싸우기 위해서는 새로운 항생제의 개발이 필[0007]

요하며, 아울러 오토라이신 활성과는 독립적으로 작용하는 새로운 항생제의 개발이 필요하다.

한편, 염증반응은 조직(세포)의 손상이나 외부감염원(박테리아, 곰팡이, 바이러스, 다양한 종류의 알레르기 유[0008]

발물질)에 감염되었을 때 국소 혈관과 체액 중 각종 염증 매개인자 및 면역세포가 관련되어 효소 활성화, 염증

매개 물질 분비, 체액침윤, 세포 이동, 조직 파괴 등 일련의 복합적인 생리적 반응과 홍반, 부종 발열 통증 등

외적 증상이 나타난다. 정상인 경우 염증반응은 외부감염원을 제거하고 손상된 조직을 재생하여 생명체 기능회

복작용을 하지만, 항원이 제거되지 않거나 내부 물질이 원인이 되어 염증반응이 과도하거나 지속적으로 일어나

면 오히려 질환의 주요 병리현상(과민성질환, 만성 염증)이 되며, 수혈, 약물투여, 장기이식 등 치료과정에서도

장해요인이 된다.

현재까지 염증 반응의 물리적 불편함을 감소시키는 제약학적 제제를 투여하여 치료하고 있으나 일반적인 항염증[0009]

성 약제는 광범위한 질병의 치료에 사용되고, 동일한 약제가 종종 상이한 질병의 치료에 이용되기 때문에 치료

작용 및 부작용을 공유하게 된다. 그러나 부작용 때문에 장기적으로 사용하기가 곤란하며, 결과적으로 현재까지

의 치료법에 부작용의 심각성이 너무 크기 때문에 새롭거나 개선된 치료제 개발은 필수적이고 시급한 실정이며,

부작용에 대한 우려가 없는 인체에 안전한 항염제의 필요성이 대두되고 있다.

한국등록특허 제1158368호에는 '은어 단백질 및 펩타이드를 함유하는 항염증 활성용 조성물 및 추출방법'이 개[0010]

시되어 있으며, 한국공개특허 제2015-0085935호에는 'CM-MA 펩타이드로부터 유래된 유사체 펩타이드 CMA3 및 이

의 용도'이 개시되어 있으나, 본 발명의 클라바스피린 펩타이드 유사체를 유효성분으로 함유하는 항염증용 조성

물에 대해서는 밝혀진 바가 전혀 없다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명은 상기와 같은 요구에 의해 도출된 것으로서, 본 발명자들은 23개 아미노산으로 구성된 클라바스피린[0011]

(Clavaspirin) 펩타이드 중 9번과 12번에 양이온을 띠는 라이신(Lysine, K) 아미노산으로 치환시켜 제조한 합성

펩타이드가 항생제 내성균에 의해 일으켜진 염증 반응 동물 모델에 대한 항염 효과가 우수하고, 세포독성을 거

의 나타내지 않음을 확인함으로써 본 발명을 완성하였다.

과제의 해결 수단

상기 과제를 해결하기 위해, 본 발명은 서열번호 2의 아미노산 서열로 이루어진, 클라바스피린(clavaspirin) 펩[0012]

타이드 유사체를 유효성분으로 함유하는 염증 질환의 예방 또는 개선용 건강기능성식품 조성물을 제공한다.

또한, 본 발명은 서열번호 2의 아미노산 서열로 이루어진, 클라바스피린(clavaspirin) 펩타이드 유사체를 유효[0013]

성분으로 함유하는 염증 질환의 예방 또는 치료용 약학 조성물을 제공한다.

또한, 본 발명은 상기 클라바스피린(clavaspirin) 펩타이드 유사체를 유효성분으로 함유하는 항염증 조성물을[0014]

제공한다.

또한, 본 발명은 상기 클라바스피린(clavaspirin) 펩타이드 유사체를 유효성분으로 함유하는 염증 질환의 예방[0015]

또는 개선용 화장료 조성물을 제공한다.

또한, 본 발명은 상기 클라바스피린(clavaspirin)  펩타이드 유사체를 유효성분으로 함유하는, 스타필로코커스[0016]

아우레우스(Staphylococcus aureus), 바실러스 서브틸리스(Bacillus subtilis) 및 MRSA(methicillin-resistant

Staphylococcus aureus)로 이루어진 군으로부터 선택된 어느 하나 이상에 대한 항균용 조성물을 제공한다.

발명의 효과

본 발명의 클라바스피린(clavaspirin) 펩타이드 유사체는 항생제 내성균에 의해 일으켜진 염증 반응 동물 모델[0017]

에 대한 항염 효과가 우수하고, 세포독성을 거의 나타내지 않으므로, 염증 질환의 예방 또는 치료용 약학 조성
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물, 화장료 조성물, 식품 첨가제 등의 유효성분으로 유용하게 사용될 수 있다. 

도면의 간단한 설명

도 1은 본 발명의 CSP-4 펩타이드의 적혈구 용혈작용 결과를 나타낸다.  대조군 멜리틴(melittin, ○), CSP-[0018]

4(●). 

도 2는 대식세포인 Raw 264.7에서 TNF-α(A) 및 IL-1β (B)발현 여부를 확인한 결과를 나타낸다. 3회 개별실험

평균값 ± 표준편차 값으로 나타내었다.

도 3은 S. aureus CCARM  0027 균으로부터 피부염을 유발한 헤어리스 마우스 피부에 CSP-4 펩타이드를 처리하여

7일 후(A) 각 조직을 적출하여 H&E 염색(B) 및 면역 조직 화학 방법을 통해 TLR-2(C), TNF-α(D), IL-1β(E)

항체를  부착하여  발현여부  확인한  결과를  나타낸다.  1)  대조군,  2)  CSP-4  200㎍/ml,  3)  S.  aureus  CCARM

0027, 4) S. aureus CCARM  0027 + CSP-4 100㎍/ml, 5) S. aureus CCARM  0027 + CSP-4 200㎍/ml. 

도 4는 전자주사현미경(SEM)을 통해 헤어리스 마우스 피부의 표면 변화를 확인한 결과이다. A) 대조군, B) CSP-

4 200㎍/ml, C) S. aureus CCARM  0027, D) S. aureus CCARM  0027 + CSP-4 100㎍/ml, E) S. aureus CCARM

0027 + CSP-4 200㎍/ml. 

도 5는 본 발명의 펩타이드에 의한 염증이 유도된 헤어리스 마우스 피부 내 사이토카인과 염증 발현 단백질 발

현 여부를 확인한 결과이다. A) 대조군, B) CSP-4 200㎍/ml, C) S. aureus CCARM  0027, D) S. aureus CCARM

0027 + CSP-4 100㎍/ml, E) S. aureus CCARM  0027 + CSP-4 200㎍/ml. 

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본  발명의  목적을  달성하기  위하여,  본  발명은  서열번호  2의  아미노산  서열로  이루어진,  클라바스피린[0019]

(clavaspirin) 펩타이드 유사체를 유효성분으로 함유하는 염증 질환의 예방 또는 개선용 건강기능성식품 조성물

을 제공한다.

기존의 알려진 서열번호 1로 기재되는 아미노산 서열을 가지는 모체 펩타이드인 클라바스피린(clavaspirin)은[0020]

미더덕(Styela clava)에서 유래한 항균 펩타이드로 당업계에 알려진 통상의 펩타이드 합성 방법에 의해 제조가

가능하며, 제조 방법에 특별히 한정되지 않는다.

본 발명의 유효성분인 클라바스피린 펩타이드 유사체는 CSP-4라고도 일컫으며, 서열번호 2의 아미노산 서열을[0021]

갖는다.

본 발명의 일 구현예에 있어서, 메리필드(Merrifield)의 액상 고상법에 따라, 모체 펩타이드의 서열번호 1로 기[0022]

재된 아미노산 서열의 9번과 12번 두 개의 이소루신(Isoleusine, I)을 소수성이 낮은 라이신(Lysine, K)으로 치

환하여 서열번호 2로 기재되는 아미노산 서열을 가지는 CSP-4 펩타이드를 제공한다.

본 발명의 서열번호 2로 기재되는 아미노산 서열을 가지는 CSP-4 펩타이드는 당업계에 알려진 통상의 펩타이드[0023]

합성 방법에 의해 제조가 가능하며, 제조 방법에 특별히 한정되지 않는다. 본 발명의 상기 치환되는 9번과 12번

의  아미노산은  라이신(Lysine,  K)  이외에도,  양전하  아미노산인  아르기닌(Arginine,  R)  또는  히스티딘

(histidine, H)으로 치환이 가능하며, 바람직하게는 라이신(Lysine, K)이다.

"염증"이라 함은 인체내 염증 반응을 제한 없이 포함하며, 급성 및/또는 만성 염증 질환; 및 염증을 수반하는[0024]

질환을 모두 포함한다. 

상기 염증은 세균에 의해 유발되어질 수 있으며, 바람직하게는 그람 음성균, 그람 양성균 또는 항생제 내성균일[0025]

수  있으며,  더욱  바람직하게는  상기  그람  음성균은  대장균(Escherichia  coli)  또는  프로테우스  불가리스

(Proteus vulgaris)이고, 그람 양성균은 리스테리아 모노사이토젠스(Listeria monocytogenes), 스타필로코커스

에피더미디스(Staphylococcus epidermidis), 바실러스 서브틸리스(Bacillus subtilis) 또는 스타필로코커스 아

우레우스(Staphylococcus  aureus)이며,  상기  항생제  내성균은  MRSA(methicillin-resistant  Staphylococcus

aureus)일 수 있으나, 이에 제한되지 않는다.

본 발명의 일 구현예에 있어서, 상기 항생제 내성균인 S. aureus MRSA 0027 균으로 염증이 유발된 마우스에 본[0026]

발명의 CSP-4 펩타이드를 처리하여 염증 억제 효과를 확인하였다.

본 발명의 일 구현예에 있어서, 상기 조성물은 사이토카인 또는 염증 관련 단백질 발현을 억제하며, 바람직하게[0027]
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는 TNF-α, IL-1β, NF-κB 또는 TLR-2(Toll-like receptor 2) 발현을 억제할 수 있으나, 이에 제한되지 않는

다.

상기 식품은 염증을 감소시키기 위해 섭취할 수 있는 것이면 특별히 제한되지 않는다.[0028]

본 발명의 일 구현 예에 따른 건강기능식품 조성물에서, 상기 염증성 질환은 피부염, 알레르기, 아토피, 천식,[0029]

결막염, 치주염, 비염, 중이염, 인후염, 편도염, 폐렴, 위궤양, 위염, 크론병, 대장염, 통풍, 강직성 척추염,

류마티스 열, 루푸스, 섬유근통(fibromyalgia), 건선관절염, 골관절염, 류마티스 관절염, 견관절주위염, 건염,

건초염, 건주위염, 근육염, 간염, 방광염, 신장염, 쇼그렌 증후군(sjogren's syndrome), 다발성 경화증 및 급성

또는 만성 염증 질환으로 이루어지는 군으로부터 선택되는 어느 하나일 수 있으나, 이에 제한되지 않는다.

본 발명의 상기 CSP-4 펩타이드를 식품 첨가물로 사용하는 경우, 상기 CSP-4 펩타이드를 그대로 첨가하거나 다[0030]

른 식품 또는 식품 성분과 함께 사용될 수 있고, 통상적인 방법에 따라 적절하게 사용될 수 있다. 유효 성분의

혼합양은 그의 사용 목적(예방, 건강 또는 치료적 처치)에 따라 적합하게 결정될 수 있다. 일반적으로, 식품 또

는 음료의 제조시에 본 발명의 CSP-4 펩타이드는 원료에 대하여 15 중량부 이하, 바람직하게는 10 중량부 이하

의 양으로 첨가된다. 그러나, 건강 및 위생을 목적으로 하거나 건강 조절을 목적으로 하는 장기간의 섭취의 경

우에는 상기 양은 상기 범위 이하일 수 있으며, 안전성 면에서 아무런 문제가 없기 때문에 유효성분은 상기 범

위 이상의 양으로도 사용될 수 있다.

상기 식품의 종류에는 특별한 제한은 없다. 상기 펩타이드를 첨가할 수 있는 식품의 예로는 육류, 소세지, 빵,[0031]

쵸코렛, 캔디류, 스낵류, 과자류, 피자, 라면, 기타 면류, 껌류, 아이스크림류를 포함한 낙농제품, 각종 스프,

음료수, 차, 드링크제, 알코올 음료 및 비타민 복합제 등이 있으며, 통상적인 의미에서의 건강식품을 모두 포함

한다.

본 발명의 건강음료 조성물은 통상의 음료와 같이 여러 가지 향미제 또는 천연 탄수화물 등을 추가 성분으로서[0032]

함유할 수 있다. 상술한 천연 탄수화물은 포도당, 과당과 같은 모노사카라이드, 말토스, 수크로스와 같은 디사

카라이드 및 덱스트린, 사이클로덱스트린과 같은 폴리사카라이드, 자일리톨, 소르비톨, 에리트리톨 등의 당알콜

이다. 감미제로서는 타우마틴, 스테비아 추출물과 같은 천연 감미제나, 사카린, 아스파르탐과 같은 합성 감미제

등을 사용할 수 있다.

상기 외에 본 발명의 CSP-4 펩타이드는 여러 가지 영양제, 비타민, 전해질, 풍미제, 착색제, 펙트산 및 그의[0033]

염, 알긴산 및 그의 염, 유기산, 보호성 콜로이드 증점제, pH 조절제, 안정화제, 방부제, 글리세린, 알콜, 탄산

음료에 사용되는 탄산화제 등을 함유할 수 있다.

또한, 본 발명은 서열번호 2의 아미노산 서열로 이루어진, 클라바스피린(clavaspirin) 펩타이드 유사체를 유효[0034]

성분으로 함유하는 염증 질환의 예방 또는 치료용 약학 조성물을 제공한다.

본 발명의 서열번호 2로 기재되는 아미노산 서열을 가지는 CSP-4 펩타이드는 당업계에 알려진 통상의 펩타이드[0035]

합성 방법에 의해 제조가 가능하며, 제조 방법에 특별히 한정되지 않는다.

상기 염증은 세균에 의해 유발되어질 수 있으며, 바람직하게는 그람 음성균, 그람 양성균 또는 항생제 내성균일[0036]

수  있으며,  더욱  바람직하게는  상기  그람  음성균은  대장균(Escherichia  coli)  또는  프로테우스  불가리스

(Proteus vulgaris)이고, 그람 양성균은 리스테리아 모노사이토젠스(Listeria monocytogenes), 스타필로코커스

에피더미디스(Staphylococcus epidermidis), 바실러스 서브틸리스(Bacillus subtilis) 또는 스타필로코커스 아

우레우스(Staphylococcus  aureus)이며,  상기  항생제  내성균은  MRSA(methicillin-resistant  Staphylococcus

aureus)일 수 있으나, 이에 제한되지 않는다.

본 발명의 일 구현예에 있어서, 상기 항생제 내성균인 S. aureus MRSA 0027 균으로 염증이 유발된 마우스에 본[0037]

발명의 CSP-4 펩타이드를 처리하여 염증 억제 효과를 확인하였다. 

본 발명의 일 구현예에 있어서, 상기 조성물은 사이토카인 또는 염증 관련 단백질 발현을 억제하며, 바람직하게[0038]

는 TNF-α, IL-1β, NF-κB 또는 TLR-2 발현을 억제할 수 있으나, 이에 제한되지 않는다.

본 발명의 일 구현 예에 따른 약학 조성물에서, 상기 염증성 질환은 피부염, 알레르기, 아토피, 천식, 결막염,[0039]

치주염, 비염, 중이염, 인후염, 편도염, 폐렴, 위궤양, 위염, 크론병, 대장염, 통풍, 강직성 척추염, 류마티스

열, 루푸스, 섬유근통(fibromyalgia), 건선관절염, 골관절염, 류마티스 관절염, 견관절주위염, 건염, 건초염,

건주위염, 근육염, 간염, 방광염, 신장염, 쇼그렌 증후군(sjogren's syndrome), 다발성 경화증 및 급성 또는 만
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성 염증 질환으로 이루어지는 군으로부터 선택되는 어느 하나일 수 있으나, 이에 제한되지 않는다.

본 발명의 약학 조성물은 약학적 조성물의 제조에 통상적으로 사용하는 적절한 담체, 부형제 및 희석제를 더 포[0040]

함할 수 있다.

본 발명의 CSP-4 펩타이드의 약학적 투여 형태는 이들의 약학적 허용 가능한 염의 형태로도 사용될 수 있고, 또[0041]

한 단독으로 또는 타 약학적 활성 화합물과 결합뿐만 아니라 적당한 집합으로 사용될 수 있다.

본 발명에 따른 CSP-4 펩타이드를 포함하는 약학 조성물은, 각각 통상의 방법에 따라 산제, 과립제, 정제, 캡슐[0042]

제, 현탁액, 에멀젼, 시럽, 에어로졸 등의 경구형 제형, 외용제, 좌제 또는 멸균 주사용액의 형태로 제형화하여

사용될 수 있다. 미리세틴을 포함하는 약학조성물에 포함될 수 있는 담체, 부형제 및 희석제로는 락토즈, 덱스

트로즈, 수크로스, 솔비톨, 만니톨, 자일리톨, 에리스리톨, 말티톨, 전분, 아카시아 고무, 알지네이트, 젤라틴,

칼슘 포스페이트, 칼슘 실리케이트, 셀룰로즈, 메틸 셀룰로즈, 미정질 셀룰로스, 폴리비닐 피롤리돈, 물, 메틸

히드록시벤조에이트, 프로필히드록시벤조에이트, 탈크, 마그네슘 스테아레이트 및 광물유 등을 포함한 다양한

화합물 혹은 혼합물을 들 수 있다. 제제화할 경우에는 보통 사용하는 충진제, 증량제, 결합제, 습윤제, 붕해제,

계면활성제 등의 희석제 또는 부형제를 사용하여 조제된다. 경구 투여를 위한 고형제제에는 정제, 환제, 산제,

과립제, 캡슐제 등이 포함되며, 이러한 고형제제는 상기 CSP-4 펩타이드에 적어도 하나 이상의 부형제 예를 들

면, 전분, 칼슘 카보네이트(calcium carbonate), 수크로스(sucrose) 또는 락토오스(lactose), 젤라틴 등을 섞

어 조제된다. 또한 단순한 부형제 이외에 마그네슘 스테아레이트, 탈크 같은 윤활제들도 사용된다. 경구를 위한

액상 제제로는 현탁제, 내용액제, 유제, 시럽제 등이 해당되는데 흔히 사용되는 단순 희석제인 물, 리퀴드 파라

핀 이외에 여러 가지 부형제, 예를 들면 습윤제, 감미제, 방향제, 보존제 등이 포함될 수 있다. 비경구 투여를

위한 제제에는 멸균된 수용액, 비수성용제, 현탁제, 유제, 동결건조 제제, 좌제가 포함된다. 비수성용제, 현탁

제로는 프로필렌 글리콜(propylene glycol), 폴리에틸렌 글리콜, 올리브 오일과 같은 식물성 기름, 에틸올레이

트와  같은  주사가능한  에스테르  등이  사용될  수  있다.  좌제의 기제로는 위텝솔(witepsol),  마크로골,  트윈

(tween) 61, 카카오지, 라우린지, 글리세로젤라틴 등이 사용될 수 있다.

본 발명의 CSP-4 펩타이드의 바람직한 투여량은 환자의 상태 및 체중, 질병의 정도, 약물형태, 투여경로 및 기[0043]

간에 따라 다르지만, 당업자에 의해 적절하게 선택될 수 있다. 그러나, 바람직한 효과를 위해서, 본 발명의

CSP-4 펩타이드는 1일 기준으로 0.0001 내지 100 mg/kg으로, 바람직하게는 0.001 내지 100 mg/kg으로 투여하는

것이 좋다. 투여는 하루에 한번 투여할 수도 있고, 수회 나누어 투여할 수도 있다. 상기 투여량은 어떠한 면으

로든 본 발명의 범위를 제한하는 것은 아니다.

본 발명의 CSP-4 펩타이드는 쥐, 생쥐, 가축, 인간 등의 포유동물에 다양한 경로로 투여될 수 있다. 투여의 모[0044]

든 방식은 예상될 수 있는데, 예를 들면, 경구, 직장 또는 정맥, 근육, 피하, 자궁 내 경막 또는 뇌혈관 내

(intracerebroventricular) 주사에 의해 투여될 수 있다.

또한, 본 발명은 서열번호 2의 아미노산 서열로 이루어진, 클라바스피린(clavaspirin) 펩타이드 유사체를 유효[0045]

성분으로 함유하는 항염증 조성물을 제공한다.

본 발명의 클라바스피린(clavaspirin) 펩타이드 유사체는 염증 억제 효과가 우수하며 부작용도 발생하지 않아[0046]

상기 펩타이드가 우수한 항염증 조성물의 유효성분으로 작용할 수 있다.

또한, 본 발명은 서열번호 2의 아미노산 서열로 이루어진, 클라바스피린(clavaspirin) 펩타이드 유사체를 유효[0047]

성분으로 함유하는 염증 질환의 예방 또는 개선용 화장료 조성물을 제공한다.

본 발명의 일 구현예에서, CSP-4 펩타이드를 염증이 유발된 마우스 피부에 도포하였을 때 염증 억제 효과가 우[0048]

수하였으며 부작용도 발생하지 않아 상기 펩타이드가 우수한 염증 개선용 화장료 조성물의 유효성분으로 작용할

수 있다.

본 발명의 화장료 조성물은 피부외용연고, 크림, 유연화장수, 영양화장수, 팩, 에센스, 헤어토닉, 샴푸, 린스,[0049]

헤어컨디셔너, 헤어트리트먼트, 스킨로션, 스킨소프너, 스킨토너, 아스트린젠트, 로션, 밀크로션, 모이스쳐 로

션, 영양로션, 맛사지크림, 영양크림, 모이스처크림, 핸드크림, 파운데이션, 영양에센스, 비누, 클렌징폼, 클렌

징로션, 클렌징크림, 바디로션, 바디클린저 등의 제형을 가질 수 있다. 이들 각 제형의 조성물은 그 제형의 제

제화에 필요하고 적절한 각종의 기제와 첨가물을 함유할 수 있으며, 이들 성분의 종류와 양은 당업자에 의해 용

이하게 선정될 수 있다.

본 발명의 제형이 페이스트, 크림 또는 겔인 경우에는 담체 성분으로서 동물섬유, 식물섬유, 왁스, 파라핀, 전[0050]
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분, 트라칸트, 셀룰로오스 유도체, 폴리에틸렌 글리콜, 실리콘, 벤토나이트, 실리카, 탈크 또는 산화아연 등이

이용될 수 있다.

본 발명의 제형이 파우더 또는 스프레이인 경우에는 담체 성분으로서 락토스, 탈크, 실리카, 알루미늄 히드록시[0051]

드, 칼슘 실리케이트 또는 폴리아미드 파우더가 이용될 수 있고, 특히 스프레이인 경우에는 추가적으로 클로로

플루오로히드로카본, 프로판/부탄 또는 디메틸 에테르와 같은 추진체를 포함할 수 있다.

본 발명의 제형이 용액 또는 유탁액의 경우에는 담체 성분으로서 용매, 용매화제 또는 유탁화제가 이용되고, 예[0052]

컨대 물, 에탄올, 이소프로판올, 에틸 카보네이트, 에틸 아세테이트, 벤질 알코올, 벤질 벤조에이트, 프로필렌

글리콜, 1,3-부틸글리콜 오일, 글리세롤 지방족 에스테르, 폴리에틸렌 글리콜 또는 소르비탄의 지방산 에스테르

가 있다.

본 발명의 제형이 현탁액인 경우에는 담체 성분으로서 물, 에탄올 또는 프로필렌 글리콜과 같은 액상 희석제,[0053]

에톡실화 이소스테아릴 알코올, 폴리옥시에틸렌 소르비톨 에스테르 및 폴리옥시에틸렌 소르비탄 에스테르와 같

은 현탁제, 미소결정성 셀룰로오스, 알루미늄 메타히드록시드, 벤토나이트, 아가 또는 트라칸트 등이 이용될 수

있다.

본 발명의 제형이 계면-활성제 함유 클린징인 경우에는 담체 성분으로서 지방족 알코올 설페이트, 지방족 알코[0054]

올 에테르설페이트, 설포숙신산 모노에스테르, 이세티오네이트, 이미다졸리늄 유도체, 메틸타우레이트, 사르코

시네이트, 지방산 아미드 에테르 설페이트, 알킬아미도베타인, 지방족 알코올, 지방산 글리세리드, 지방산 디에

탄올아미드, 식물성 유, 리놀린 유도체 또는 에톡실화 글리세롤 지방산 에스테르 등이 이용될 수 있다.

또한, 본 발명은 서열번호 2의 아미노산 서열로 이루어진 클라바스피린(clavaspirin) 펩타이드 유사체를 유효성[0055]

분으로  함유하는,  스타필로코커스  아우레우스(Staphylococcus  aureus),  바실러스  서브틸리스(Bacillus

subtilis)  및 MRSA(methicillin-resistant  Staphylococcus  aureus)로 이루어진 군으로부터 선택된 어느 하나

이상에 대한 항균용 조성물을 제공한다.

"항균(antimicrobial)"의 의미는 어떤 농도에서 미생물의 성장 또는 생존을 감소, 방지, 억제, 또는 제거하는[0056]

능력을 의미하며, 바람직하게는 항세균(anti-bacterial)을 의미할 수 있으며, 상기 세균은 그람 음성균, 그람

양성균, 또는 항생제 내성균일 수 있으며, 바람직하게는 상기 그람 음성균은 대장균(Escherichia coli) 또는 프

로테우스  불가리스(Proteus  vulgaris)이고,  그람  양성균은  리스테리아  모노사이토젠스(Listeria

monocytogenes),  스타필로코커스  에피더미디스(Staphylococcus  epidermidis),  바실러스  서브틸리스(Bacillus

subtilis)  또는  스타필로코커스  아우레우스(Staphylococcus  aureus)이며,  상기  항생제  내성균은

MRSA(methicillin-resistant Staphylococcus aureus)일 수 있으나, 이에 제한되지 않는다.

이하, 본 발명을 실시예에 의해 상세히 설명한다. 단, 하기 실시예는 본 발명을 예시하는 것일 뿐, 본 발명의[0057]

내용이 하기 실시예에 한정되는 것은 아니다.

실시예 1: 펩타이드의 합성 및 분리정제[0058]

본 발명자들은 메리필드(Merrifield)의 액상 고상법(Merrifield, RB., J.Am. Chem. Soc., 85:2149-2154, 196[0059]

3)에 따라, 모체 펩타이드인 클라바스피린(대조군)으로 기재된 아미노산 서열(서열번호 1)을 가지는 펩타이드의

소수성(Hydrophobic) 부분인 9번과 12번 위치에 이소루이신(Isoleucine, I)을 라이신(Lysine, K)으로 치환하여

CSP-4 펩타이드(서열번호 2)(실험군 1)을 합성하였다(표 1).

구체적으로, 본 발명에서 설계한 펩타이드의 카르복실 말단이 NH2  형태인 펩타이드는 링크 아미드 MBHA-레진[0060]

(Rink  Amide  MBHA-Resin)을  출발물질로  사용하였으며,  카르복실  말단이  OH  형태의  펩타이드는  Fmoc(9-

fluorenylmethoxycarbonyl)-아미노산-왕 레진을 출발물질로 사용하였다.

Fmoc-아미노산의 커플링(coupling)에 의한 펩타이드 사슬(chain)의 연장은 DCC(N-hydroxybenzo trizole(HOBt)-[0061]

dicyclo-hexycarbodiimide)법에 의해 실시하였다. 각 펩타이드의 아미노산 말단의 Fmoc-아미노산을 커플링시킨

후, NMP(20% piperidine/N-methyl pyrolidone) 용액으로 Fmoc기를 제거하고 NMP 및 DCM(dichoromethane)으로

여러 번 씻어준 다음 질소 가스로 건조시켰다. 여기에 TFA(trifluoroacetic acid), 페놀(phenol), 싸이오아니

졸(thioanisole), H2O 및 트리이소프로필실레인(triisopropylsilane)을 각각 85:5:5:2.5:2.5(v/v)의 비율로 혼

등록특허 10-1713143

- 9 -



합한 용액을 가하고 2~3시간 동안 반응시켜 보호기의 제거 및 레진으로부터 펩타이드를 분리시킨 후, 디에틸에

테르(diethylether)로 펩타이드를 침전시켰다. 상기 방법으로 수득한 크루드(crude) 펩타이드는 0.05% TFA가 포

함된  아세토니트릴  농도구배(acetonitrile  gradient)에서  정제형 역상(reverse  phase,  RP)-HPLC  컬럼(Delta

Pak, C18300Å, 15, 19.0 mm×30 m, Waters, 미국)을 이용하여 정제하였다. 합성 펩타이드를 6N HCl로 110℃에

서 가수분해한 후 잔사를 감압 농축하고, 0.02N HCl에 녹여서 아미노산 분석기(Hitachi 8500 A)로 아미노산 조

성을 측정하였다. 상기의 방법으로 조성된 펩타이드의 순도를 확인한 결과 95%  이상의 순도를 나타내었으며,

MALDI 질량 분석법(Hill 등, Rapid Commun. Mass Spectrometry, 5:395, 1991)을 이용하여 분자량을 아미노산

서열로부터 계산하여 얻은 분자량과 비교한 결과, 그 값이 일치하는 것을 확인하였다(표 1). 

표 1

본 발명에서 합성한 펩타이드의 서열, 분자량 및 보유 시간[0062]

펩타이드 명칭 아미노산 서열 서열번호 분자량 보유 시간

Clavaspirin FLRFIGSVIHGIGHLVHHIGVAL-NH2 1 2492.01 35.2

CSP-4 FLRFIGSVKHGKGHLVHHIGVAL-NH2 2 2522.04 20.2

실시예 2: 항균 활성 측정[0063]

본 발명자들은 상기 실시예 1의 방법으로 제조된 펩타이드의 항균 활성을 비교하기 위하여, 균체가 분열되지 않[0064]

는 펩타이드의 최소 농도인 생육 최소저해농도(MIC) 값을 측정하였다.

구체적으로, 그람 음성균으로 대장균(Escherichia coli, ATCC 25922), P. 에루지노사(Pseudomonas aeruginosa,[0065]

ATCC  15692),  S,  타이피무리움(Salmonella  typhimurium,  KTCC  1926),  P.  불가리스(Proteus  vulgaris,  KCTC

2433)를, 그람 양성균으로 S. 아우레우스(Staphylococcus  aureus,  ATCC  25923),  L.  모노사이토젠스(Listeria

monocytogenes, ATCC 19115), B. 서브틸리스(Bacillus subtilis, KCTC 1918), S. 에피더미디스(Staphylococcus

epidermidis,  KCTC  3096)를 미국 세포주은행(ATCC)과 한국 세포주은행(KCTC)으로부터 분양받아 사용하였으며,

각 균주를 LB 배지(1% 박토 트립톤, 0.5% 박토 이스트 추출물, 1% 염화나트륨; Sigma, 미국) pH 5.5와 pH 7.4

에서  중간-로그 상(mid-log phase)까지 배양한 다음 1% 박토 펩톤 배지(Difco, 미국)로 5×10
5
 세포/100㎕의

균체 농도로 희석하여 마이크로 타이트레이트 플레이트(Nunc, 미국)에 접종하였다. 상기 실시예 1에서 합성한

CSP-4 펩타이드와 모체 펩타이드를 각각 96 웰(well)로부터 1/2배씩 pH 5.5와 pH 7.4에서 희석하여 플레이트에

첨가한 후 37℃에서 12시간 동안 배양하였고, 마이크로 타이트레이트 플레이트 판독기(Merck Elisa reader, 독

일)를 이용하여 620nm의 파장에서 흡광도를 측정하여 각 균주에 대한 MIC 값을 결정하였다. 

그 결과, 하기 표 2에 개시된 바와 같이 본 발명된 CSP-4 펩타이드는 모든 균주에서 높은 항균 활성을 보임을[0066]

확인하였다(표 2). 

표 2

그람 음성균 및 그람 양성균에 대한 항생 펩타이드의 항균 활성[0067]

펩타이드 생육 최소저해농도(μM)

그람 음성균 그람 양성균

대장균 P.  에루
지노사

S.  타이피
무리움

P. 불가
리스

S. 아우레
우스

L. 모노사이
토젠스

B. 서브틸
리스

S. 에피더
미디스

Clavaspirin 2 32 32 8 16 16 16 4

CSP-4 2 32 64 4 8 4 4 4

실시예 3: 용혈 활성 측정[0068]

상기 실시예 1의 방법으로 제조된 펩타이드의 세포독성을 비교하기 위하여, 합성한 펩타이드의 적혈구 용혈 활[0069]

성을 측정하였다.

구체적으로, 인간 적혈구를 8%의 농도가 되도록 생리식염수 용액(PBS, pH 7.0)으로 희석하고, 상기 클라바스피[0070]
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린(Clavaspirin), CSP-4 및 멜리틴(Melittin) 펩타이드를 높은 농도부터 1/2의 농도로 연속적으로 희석하여 37

℃에서 1시간 동안 반응시켰다. 이후, 1,000×g로 원심분리하여 수득한 상등액 속에 포함된 헤모글로빈 양을

414㎚  파장에서  흡광도를  측정하여  확인하였다.  세포  파괴  정도의  기준이  되는  대조군으로,  1%  트리톤  X-

100(Sigma, 미국)을 처리하여 37℃에서 1 시간 동안 반응한 후 수득한 상등액의 흡광도를 측정하였고, 트리톤

X-100의 적혈구 용혈 활성을 100%로 하여, 하기 수학식 1을 사용하여 상기 펩타이드의 용혈 활성을 계산하였다.

수학식 1

[0071]

(상기 식에 있어서, 흡광도 A는 414 ㎚ 파장에서 측정한 각 펩타이드를 처리한 반응 용액의 흡광도를 나타내며;[0072]

흡광도 B는 414 ㎚ 파장에서 측정한 PBS를 처리한 반응 용액의 흡광도를 나타내며; 흡광도 C는 414 ㎚ 파장에서

측정한 1% 트리톤 X-100를 처리한 반응 용액의 흡광도를 나타낸다.)

그 결과, 본 발명의 CSP-4 펩타이드는 200μM 농도 이하에서 용혈작용이 거의 일어나지 않았다(표 3). 따라서,[0073]

본 발명의 항생 펩타이드는 세포독성이 거의 일어나지 않는 것을 확인하였다.

표 3

펩타이드[0074] % 적혈구 파괴능(각 펩타이드 농도, μM)

400 200 100 50 25

Clavaspirin 100 100 100 100 100

CSP-4 10 1 0 0 0

실시예 4: 정상 세포주에서의 세포독성 확인[0075]

상기 실시예 1의 방법으로 제조된 펩타이드의 정상 세포주에서의 세포독성을 확인하기 위해, 사람의 각질 형성[0076]

세포주(HaCaT 세포주, Dr. NE. Fusenig, Heidelberg, 독일)를 이용하여 독성을 측정하였다.

구체적으로, 10% FBS(Fetal Bovine Serum)가 함유된 DMEM 배지에서 배양된 HaCaT 세포주를 3×10
3
씩 96웰 플레[0077]

이트에  분주하고  24시간  배양한  후,  CSP-4  펩타이드를  각  농도별(25,  50,  100,  200  또는  400μM/웰)로

처리하여,  24시간  동안  5%  CO2  인큐베이터에서  반응시켰다.  배양  후,  생리식염수  용액(PBS)에  5mg/ml

MTT(Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide)를 녹인 반응 용액 20㎕를 각 웰에 넣고 4시간 동안 반응하였다. 그

런 다음, 상층액을 제거하고, 200㎕의 DMSO를 넣어 형성된 MTT 크리스탈을 녹여, 560 nm에서 흡광도를 확인하여

세포 생존력을 확인하였다.

그 결과, 표 4 에서 보는 바와 같이 사람의 각질 형성 세포주(HaCaT 세포주)에서 펩타이드(CSP-4)는 세포 독성[0078]

을 거의 나타내지 않았다. 

표 4

펩타이드[0079] % 세포 생존력(각 펩타이드 농도, μM)

400 200 100 50 25

Clavaspirin 0 1 1 3 15

CSP-4 88 100 100 100 100

실시예 5: 항생제 내성균에 대한 항균 활성 확인[0080]

합성된 펩타이드의 고병원성 세균에 대한 항균 활성 보유를 확인하기 위하여 전남대학교 병원 환자들로부터 분[0081]

리한 각종 MRSA(methicillin resistant Staphylococcus aureus)의 세균을 분양받아 LB와 TSB에서 중간-로그 상

까지 배양하였다.  96웰 마이크로 타이트레이트 플레이트(Nunc, 미국)에 단계적으로 희석한 펩타이드 용액을 각

웰당 100㎕씩 넣고, 여기에 균주가 포함된 배지를 100㎕씩 가한 후, 37℃에서 24시간 방치하여 600nm에서 흡광
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도를  측정하고,  흡광도가  양성  대조군(균주가  없는  배지)과  같은  농도를  최저성장억제농도(MIC:  minimal

inhibitory concentration)로 결정한다. 즉 95% 이상 성장억제를 보이는 농도가 MIC값이 된다.

표 5

균주[0082] MIC(μM)

Clavaspirin CSP-4 Melittin Erythromycin Gentamycin

S. aureus 16 8 2 1 1

S. aureus MRSA 3126 16 8 2 128 32

S. aureus MRSA 0027 16 8 2 >256 64

S. aureus MRSA 5157 8 8 2 16 16

S. aureus MRSA 1635 16 8 2 >256 >256

S. aureus MRSA 4761 32 8 4 >256 32

S. aureus MRSA 5159 32 8 8 16 16

S. aureus MRSA 3-359 16 8 4 >256 64

S. aureus MRSA 2-122 8 8 4 >256 128

S. aureus MRSA 1630 8 8 4 >256 64

S. aureus MRSA 1870 8 8 4 >256 16

S. aureus MRSA 3511 8 8 4 >256 >256

S. aureus MRSA 5156 8 8 4 >256 >256

S. aureus MRSA 3518 8 8 4 >256 >256

그 결과, 표 5에서 보는 바와 같이 사람 유래의 항생제 내성균의 고병원성 세균들에 대한 항생 활성을 나타내었[0083]

다. 

특히, 실험의 비교군으로서 항생 펩타이드 기능이 우수하다고 알려진 멜리틴(Melittin)과 비교했을 때 활성이[0084]

같거나 한-두 단계 떨어지지만 멜리틴의 경우 세포독성이 강력하여 약물로서 개발이 제한되어 있다. 도 1에 개

시된 바와 같이 본 발명의 항생 펩타이드(CSP-4)는 적혈구 용혈작용을 테스트한 결과 멜리틴(항균 펩타이드,

○)은 2㎍/ml에서 거의 100%의 용혈작용을 보이는 반면, CSP-4(●)은 500㎍/ml에서도 1% 미만의 용혈현상을 보

였다. 이는 본 발명의 펩타이드가 세포 독성이 없음을 보였다(도 1).  

또한 기존 환자에게 적용 중인 에리트로마이신(Erythromycin)과 젠타마이신(Gentamycin)의 경우 항생제 기능이[0085]

전혀 나타나지 않음을 확인함으로써 이들 환자에서 분리한 항생제 내성 황색포도상구균이 기존 항생제에는 전혀

작용하지 않음을 확인하였다(표 5).

실시예 6: 세포 배양 및 단백질 추출[0086]

항생제 내성 황색포도상구균인 S. aureus MRSA 0027 균에 의한 대식세포(Raw 264.7 cell)에 사이토카인 발현 실[0087]

험에  앞서  대식세포를  100U/μM  페니실린과  10%  FCS(fetal  calf  serum)이  첨가되어있는  DMEM(Dulbecco’s

modified Eagle medium) 보충제를 이용하여 5% CO2 가습 배양기에서 37℃에서 배양하였다. 염증 전구체 사이토

카인인 TNF-α(Tumor Necrosis factor-α)와 IL-1β(Interleukin-1β) 발현 억제 여부 실험을 위해 대식세포를

1×10
6
세포/ml로 12-웰(well) 플레이트에 접종을 하여 1일간 5% CO2 가습 배양기에서 배양을 한 후 사전에 배양

해 놓은 S. aureus MRSA 0027 균을 1×10
6
세포/ml로 음성 대조군(negative control)를 제외한  플레이트(wel

l)에 접종을 하고, 양성 대조군(positive control)를 제외한 나머지 플레이트(well)는 PELPYK 펩타이드를 각각

다른 농도인 25, 50, 100 및 200 ㎍/ml으로 처리하여 12시간 동안 5% CO2 가습 배양기(37℃)에서 반응시켰다.

12시간이 지난 12-웰 플레이트에 상등액을 제거한 후 트립신을 이용하여 부착되어있는 대식세포를 수거하였다.

순수 대식세포만을 얻기 위해 4,000rpm에서 10분간 세포를 침전시킨 후 상등액을 제거한 후 단백질 추출 시약

(PRO-PREP
TM
 protein extraction solution, iNtRON biotechnology)을 이용하여 단백질을 추출하였다.

실시예 7: TNF-α 및 IL-1β 발현 억제 확인[0088]

단백질 추출 시약을 이용하여 추출된 각각의 단백질을 단백질 정량법인 Bradford 방법을 이용하여 농도를 정량[0089]
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화하였다. 염증 전구체 사이토카인인 Tumor Necrosis factor-α 와 Interleukin-β Kit(KOMABIOTECH, 한국)를

사용하여 반응을 한 후 흡광도 450nm에서 ELISA 측정을 수행하였다. 배양된 대식세포(RAW 264.7)의 세포 개수를

카운터(5×10
5
세포/ml)하여 5%  CO2  배양기에서 1일간 배양된 세포에 피부염을 유발한다고 알려진 미생물인 S.

aureus MRSA 0027 균을 1×10
6
세포/ml 농도로 접종한 곳에 해양 생물체로부터 분리된 항균 펩타이드를 25, 50,

100,  200㎍/ml의  농도로  처리하여  염증전구체  사이토카인으로  일반적으로  알려진  TNF-α,  IL-1β를  확인한

결과, 항균 펩타이드만을 접종한 곳에서는 대조군와 대조한 결과 사이토카인이 거의 발현을 하지 않은 것을 알

수 있었다. 반면, 박테리아만을 처리한 곳에서는 과다 발현이 유발되었지만, 박테리아를 처리한 곳에 CSP-4 펩

타이드를 이용해 각각의 농도별로 처리한 결과 농도가 증가함에 따라 염증 전구체 사이토카인인 TNF-α와 IL-

1β의 발현이 줄어드는 것을 확인하였다(도 2). 

실시예 8: H&E(Haematoxyline and Eosin) 조직 염색법과 조직 면역학 방법[0090]

6주령의 헤어리스 마우스(Hairless mouse)의 피부에 S. aureus MRSA 0027(1×10
8
세포/ml) 균으로부터 염증 유도[0091]

를 위해 100㎕ 처리하였다. 30분 경과 후 CSP-4 펩타이드를 100㎍/ml, 200㎍/ml로 각각 처리하였다. 염증이 유

도된 부위에 펩타이드를 처리한 마우스, 펩타이드만을 처리한 마우스 및 염증이 유도된 마우스의 조직을 각각

적출하여 생리식염수(PBS)를 이용하여 세척하였고, 4% PFA(paraformaldehyde)를 사용하여 상온에서 24시간 동안

조직을 고정시켰다. 고정시킨 모든 조직을 에탄올의 농도를 높여가며 조직의 수분을 탈수시킨 다음(각각 2시간

동안 반응), 3번에 자일렌(xylene)을 치환하여 각각 1시간 동안 반응을 하고난 후 파라핀 블록을 제작하였다.

제작된  파라핀  블록의  샘플은  마이크로톰(Microtome,  Thermo-scientific,  미국)을  이용하여  4μm씩  섹션을

하고, 상온에서 수분을 완전히 제거시켰다. H&E 염색법과 면역조직화학 방법을 통해 조직의 변화와 항염증 사이

토카인 또는 TLR2 수용체 작용여부를 확인하기 위한 것으로, 섹션 해놓은 각각의 조직을 자일렌에서 파라핀을

제거시켰다. 다음 단계로 조직의 수분을 완전히 제거하기 위해 에탄올의 농도를 높여가면서(반응시간 2분) 가수

분해한다. 가수분해된 조직에 H&E을 이용하여 염색하였다. 또한, 각각의 조직에 5% BSA(bovine serum albumin)

로  블록킹(blocking)하여  조직  사이의  빈  공간을  채워주며,  항염증  반응을  보이는  항체(anti-TLR-2  mouse

(ABfrontier,  AB24192),  anti-TNF-α,  mono,  mouse  (ABfrontier,  AB1793),  anti-IL-1β,  poly,  mouse

(ABfrontier,  AB1413))를 이용하여 조직에 부착하도록 상온에서 20분간 반응시킨다. 조직이 떨어지지 않도록

TBST 완충제를 이용하여 나머지 액들을 제거시켜주며, 녹색 형광이 부착되어 있는 2차 항체(Got anti-mouse IgG

(HRP) LF-SA5001-conjugated)를 부착시켰다. 다음으로 각각의 조직을 형광현미경을 이용하여 확인하였다(Ix71,

Olympus, 일본).

상기 H&E 염색 방법으로 피부 표변의 변화를 확인한 결과 박테리아를 처리한 조직의 두께가 두꺼워지면서 면역[0092]

세포가 밀집되는 현상을 확인하였다(도 3B). 이와 대조로 펩타이드를 처리한 곳에서는 농도가 증가함에 따라 염

증 반응은 줄어드는 것을 확인하였다. 이러한 결과를 상세히 확인하고자 염증 전구체 단백질인 TNF-α, IL-1β

및 염증 발현에 작용하는 수용체로 TLR-2 항체를 사용하였다. 적출된 조직에 각각의 1차 항체를 부착한 후 형광

이 부착된 2차 항체를 부착시켜 형광 현미경으로 확인한 결과 박테리아만을 처리한 곳에서는 모든 단백질들이

과다 발현하였지만, 펩타이드를 농도별로 처리하여 확인한 결과 농도가 증가함에 따라 염증 관련 단백질은 발현

이 거의 유발되지 않은 것을 확인하였다(도 3C,D, E). 이것으로 보아 미생물에 감염되어 피부염을 유발시 항균

펩타이드 작용에 의해 높은 효과를 얻을 수 있음을 알 수 있었다(도 3).

실시예 9. 주사전자현미경 분석(Scanning Electron Microscopy, SEM) [0093]

상기  실시예  8의  방법으로  처리한  마우스의  조직으로부터  파라핀  블록을  제작하여  각  샘플은  마이크로톰[0094]

(Microtome, Thermo-scientific)을 이용하여 4 μm씩 섹션을 하고, 상온에서 수분을 완전히 제거시켰다. 자일렌

으로 파라핀을 완전히 제거된 조직을 금가루를 이용하여 코팅을 수행한다. 다음으로 주사전자현미경(SEM)을 이

용하여 조직의 변화를 확인하였다.

피부염이 유도된 헤어리스 마우스에 조직의 변화를 확인한 결과(도 4), 높은 농도인 200㎍/ml의 항균 펩타이드[0095]

만을 처리한 곳에서는 마우스의 피부의 변화가 유발되지 않았다. 이와 대조적으로 S. aureus CCARM  0027만을

처리한 곳에서는 마우스 피부조직인 콜라겐이 심하게 파괴됨으로써 독성을 보였다. S. aureus CCARM  0027를 이

용하여 피부염이 유발된 마우스에 항균 펩타이드를 100㎍/ml과 200㎍/ml로 처리한 결과 농도가 높을수록 마우스
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피부의 콜라겐의 파괴 여부는 현저하게 줄어드는 것을 확인함으로써 해양생물체로부터 유래된 항균 펩타이드는

조직에 감염된 미생물에 대하여 강한 항균활성을 보이므로 피부염 유발을 예방할 수 있음을 확인하였다(도 4).

실시예 10. 웨스턴 블롯 분석[0096]

6주령의 헤어리스 마우스(Hairless mouse)의 피부에 S. aureus MRSA 0027(1×10
8
세포/ml) 균으로부터 염증 유도[0097]

를 한 마우스와 펩타이드를 농도별로 처리한 조직을 적출하여 단백질 추출 시약을 이용하여 단백질을 추출하였

다. 추출된 단백질은 Bradford 방법으로 농도를 정량화된 샘플을 15% 아크릴아마이드 겔에서 3시간 SDS-PAGE 전

기영동하였다. 그리고, PVDF 멤브레인(Bio-Rad, 미국)에 전기영동된 단백질을 90V로 1시간동안 4℃에서 이동시

킨  후  각각의  1차  항체(anti-GAPDH(Santa  Cruz  Biotechnology,  LF-PA0018),  anti-TLR2,  mono,

mouse(ABfrontier, AB24192), anti-NF-κB, poly, mouse(Santa Cruz Biotechnology, SC-71675), anti-TNF-α,

mono,  mouse(ABfrontier,  AB1793),  anti-IL-1β, poly,  mouse  (ABfrontier,  AB1413)  및 anti-Cathelicidin,

poly, mouse(ABfrontier, AB93357))를 5% 탈지유(skim milk) 블로킹 용액에 첨가하여 4℃에서 1일 동안 부착시

켰다. 1차 항체가 부착된 멤브레인을 TBST 완충제를 이용하여 세척하였고, 다음으로 2차 항체(Goat anti-rabbit

IgG (HRP) LF-SA5002 및 Goat anti-mouse IgG (HRP) LF-SA5001-conjugated)를 1차 항체가 부착되어있는 멤브레

인에 상온에서 2시간 반응하여 부착을 하였다. 2차 항체까지 부착된 멤브레인을 TBST 완충제를 사용하여 부착되

지 않은 이물질을 완전히 제거한 후 2차 항체에 부착되어있는 HRP  발색 작업(western  blot  detection  kit,

ABfrontier, LF-QC0103) 수행을 통해 염증 단백질의 발현 정도를 확인하였다. 

상기 웨스턴 블롯 방법을 통해 염증 발현에 관련된 단백질을 확인한 결과 피부염증이 유도된 조직에서는 신호전[0098]

달 단백질(TLR-2,  NF-kB),  사이토카인(TNF-α, IL-1β) 및 Cathelicidin  항균 펩타이드가 대조군과 비교하여

과다 발현하였지만 펩타이드를 처리한 곳에서는 농도가 증가함에 따라 이들 염증 관련 단백질이 감소함을 확인

하였다(도 5). 이로서 해양 생명체로부터 분리/변형된 항균 펩타이드가 염증의 억제에 강한 작용을 한다는 것을

확인하였다.

도면

도면1
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도면2
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도면4
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도면5

서 열 목 록

<110>    Industry-Academic Cooperation Foundation, Chosun University

<120>    Anti-inflammatory composition comprising clavaspirin peptide

         analogue as effective component

<130>    PN15272

<160>    2

<170>    KopatentIn 2.0

<210>    1

<211>    23

<212>    PRT

<213>    Styela clava

<400>    1

Phe Leu Arg Phe Ile Gly Ser Val Ile His Gly Ile Gly His Leu Val

  1               5                  10                  15 

His His Ile Gly Val Ala Leu

             20            

<210

>    2

<211>    23

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    artificial peptide

<400>    2

Phe Leu Arg Phe Ile Gly Ser Val Lys His Gly Lys Gly His Leu Val

  1               5                  10                  15 
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His His Ile Gly Val Ala Leu

             20            
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