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명 세 서

청구범위

청구항 1 

튤립나무(Liriodendron tulipifera) 추출물 또는 이로부터 분리한 화합물을 포함하는 항염증 조성물.

청구항 2 

제1항에 있어서,

상기 튤립나무 추출물은, 튤립나무 뿌리를 물, C1~4의 저급 알코올, 아세톤(acetone), 에틸아세테이트(ethyl

acetate),  디에틸아세테이트(diethyl  acetate),  디에틸에테르(diethyl  ether),  벤젠(benzene),  클로로포름

(chloroform) 및 헥산(hexane)으로 이루어진 군에서 선택되는 1종 또는 이들의 혼합용매로 추출한 추출물인 것

을 특징으로 하는 항염증 조성물.

청구항 3 

제1항에 있어서,

상기 화합물은, 하기 화학식 [1]로 표현되는 tulipiferamide  A  (화합물 1),  tulipiferamide  B  (화합물 2),

tulipiferamide  C  (화합물  3)  및  dehydrotemisin  (화합물  4),  N-acetylanonaine  (화합물  5),  N-

acetylnornuciferin  (화합물  6),  tuliferoline  (화합물  7),  N-acetyl-3-methoxynornantenine  (화합물  8),

lysicamine  (화합물 9),  liriodenine  (화합물 10),  atherospermidine  (화합물 11),  liridine  (화합물 12),

oxoglaucine (화합물 13), oxophoebine (화합물 14), (±)-virolongin A (화합물 15), (±)-virolongin B (화

합물  16),  (-)-virolongin  C  (화합물  17),  (+)-syringaresinol  (화합물  18),  (-)(7'S,8R,8'R)-4,4'-

dihydroxy-3,3',5,5'-tetramethoxy-7',9-epoxylignan-9'-ol-7-one  (화합물  19),  (7'S,8R,8'R)-lariciresinol

(화합물  20),  (2S,3R)-dihydrodehydrodiconiferyl  alcohol  (화합물  21),  costunolide  (화합물  22),

eupatolide (화합물 23), epi-tulipinolide (화합물 24),  trans-N-feruloyl tyramine (화합물 25),  trans-

N-feruloyl-3-methoxytyramine  (화합물  26),  sakuranetin  (화합물  27),  5,6,7-trimethoxycoumarin  (화합물

28), methoxyeugenol (화합물 29), N-phenethylbenzamide (화합물 30), N-phenethyl-N-methylacetamide (화합

물 31), vanillin (화합물 32) 및 4-hydroxybenzaldehyde (33)로 이루어진 군으로부터 선택되는 1 이상을 포함

하는 것을 특징으로 하는 항염증 조성물.

화학식 [1]

청구항 4 

제3항에 있어서,

상기 튤립나무 추출물은, tulipiferamide  A  (화합물 1),  dehydrotemisin  (화합물 4),  tuliferoline  (화합물

7), lysicamine (화합물 9), liriodenine (화합물 10), oxophoebine (화합물 14), , eupatolide (화합물 23),

epi-tulipinolide (화합물 24), sakuranetin (화합물 27) 로 이루어진 군으로부터 선택되는 1 이상을 포함하는

것을 특징으로 하는 항염증 조성물.
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청구항 5 

제1항 내지 제4항 중 어느 한 항에 있어서,

상기 항염증 조성물은 NO(Nitric oxide)의 생성을 억제하는 것을 특징으로 하는 항염증 조성물.

청구항 6 

제1항 내지 제4항 중 어느 한 항에 있어서,

상기 항염증 조성물은 iNOS, COX-2 및 IL-1β의 발현을 억제하는 것을 특징으로 하는 항염증 조성물.

청구항 7 

제1항에 있어서,

상기 튤립나무 추출물로부터 분리한 화합물은 튤리피페라마이드 (tulipiferamide A, 화합물 1), tulipiferamide

B (화합물 2) 및 tulipiferamide C (화합물 3)로 이루어진 군으로부터 선택되는 1 이상을 포함하는 것을 특징으

로 하는 항염증 조성물.

청구항 8 

튤립나무(Liriodendron tulipifera) 추출물 또는 이로부터 분리한 화합물을 포함하는 항염증 건강기능식품.

청구항 9 

제8항에 있어서,

상기  화합물은,  tulipiferamide  A  (화합물  1),  dehydrotemisin  (화합물  4),  tuliferoline  (화합물  7),

lysicamine (화합물 9), liriodenine (화합물 10), oxophoebine (화합물 14), eupatolide (화합물 23), epi-

tulipinolide (화합물 24), sakuranetin (화합물 27) 로 이루어진 군으로부터 선택되는 1 이상을 포함하는 것

을 특징으로 하는 항염증 건강기능식품.

청구항 10 

튤립나무(Liriodendron tulipifera) 추출물 또는 이로부터 분리한 화합물을 포함하는 항염증 화장료 조성물.

청구항 11 

제10항에 있어서,

상기  화합물은,  tulipiferamide  A  (화합물  1),  dehydrotemisin  (화합물  4),  tuliferoline  (화합물  7),

lysicamine (화합물 9), liriodenine (화합물 10), oxophoebine (화합물 14), eupatolide (화합물 23), epi-

tulipinolide (화합물 24), sakuranetin (화합물 27) 로 이루어진 군으로부터 선택되는 1 이상을 포함하는 것

을 특징으로 하는 항염증 화장료 조성물.

청구항 12 

제10항에 있어서,

상기 항염증 화장료 조성물은 유연화장수, 수렴화장수, 영양화장수, 영양크림, 마사지크림, 에센스, 아이크림,

아이에센스, 클렌징크림, 클렌징폼, 클렌징워터, 팩, 파우더, 바디로션, 바디크림, 바디오일 및 바디에센스로

이루어진 군으로부터 선택되는 제형을 가지는 것임을 특징으로 하는 항염증 화장료 조성물.

청구항 13 

하기 화학식 [1]로 표현되는 tulipiferamide A (화합물 1), tulipiferamide B (화합물 2), tulipiferamide C

(화합물 3)로 이루어진 군으로부터 선택되는 하나의 화합물.
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화학식 [1]

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 튤립나무(Liriodendron tulipifera) 추출물 또는 이로부터 분리한 Alkamide를 포함하는 항염증 조성[0001]

물에 관한 것이다.

배 경 기 술

염증 반응은 생체나 조직에 물리적 작용이나 화학적 물질, 세균 감염 등의 어떠한 기질적 변화를 가져오는 침습[0002]

이 가해질 때 그 손상부위를 수복 재생하려는 기전으로, 일단 자극이 가해지면 국소적으로 히스타민, 세로토닌,

브라디키닌, 프로스타글란딘, HETE(hydroxyeicosatetraenoic acid), 류코트리엔과 같은 혈관 활성 물질이 유리

되어 혈관 투과성이 증대되며, NF-κB에 의해 염증성 사이토카인이 증가하면서 염증을 유발한다. 이 염증은 정

상 세포까지 손상시키고, 노화 유전자와 암 유전자 등 해로운 유전자를 깨우며, 만성 염증은 뇌졸중, 암, 비만,

관절염, 알츠하이머, 심장병, 우울증 등 각종 질환을 일으킬 수 있다.

이러한 염증질환의 치료에는 고전적으로 프레드니솔론과 같은 스테로이드에 의한 염증 억제제, 나프록센과 같은[0003]

비스테로이드성 항염치료제(nonsteroidal anti-inflammatory drugs; NSAID) 및 사이클로스포린이나 FK506과 같

이 칼슘 및 칼모듈린 의존성 단백인산화 효소인 칼시뉴린(calcineurin)에 결합하여 그 작용을 억제하는 면역억

제제가 가장 많이 사용되어 왔다. 그러나 이러한 스테로이드를 비롯한 면역억제제들은 신독성, 감염, 임파종,

당뇨병, 진전(tremor), 두통, 설사, 고혈압, 오심, 신기능 장애 등의 부작용이 있어, 보다 안전한 천연물 유래

항염증제에 대한 연구가 활발히 진행되고 있다.

튤립나무(Liriodendron tulipifera)는 목련목 목련과에 속하는 활엽교목. 북아메리카 원산으로 북아메리카 동부[0004]

의 혼합 활엽수림에 분포한다. 큰 키로 자라고 가지 끝에 피는 꽃이 화초인 튤립과 매우 닮았다. 우리나라에는

고종 32년(1895)에 신작로 주변에 심을 가로수로 플라타너스(버즘나무), 양버들, 미루나무 등과 함께 수입되었

다. 학명은 ‘백합꽃이 달리는 나무’라는 뜻이며, 뒷부분의 종명 역시 ‘커다란 튤립 꽃이 달린다’라는 뜻이

다.

 튤립나무의 원산지는 미국 북부로, 나무 껍질은 아메리카 원주민에 의해 말라리아와 관련된 불규칙한 열을 치[0005]

료하기 위한 약초로 사용되었다 (Graziosea 등, 2011). 세스퀴테르펜 락톤, 아포르핀 알칼로이드, 페닐프로파노

이드 및 리그난 등이 튤립나무로부터 분리되었으며 (Muhammad 등, 1989; Lee 등, 2013), 이 중 코스투놀리드와

에피툴리피놀리드를 포함하는 세스퀴테르펜 락톤, 리리오데닌, 툴리페 롤린을 포함한 아포르핀 알칼로이드가이

식물에서 항산화 및 항암 활성을 나타내는 주요 성분으로 보고되었다 (Eliza 등, 2010; Nordin 등, 2015). 그러

나, 오랜기간 약초로 사용되어 온 튤립나무의 생물학적 활성 연구와 이러한 활성을 갖는 화학물질의 분리 및 구

조적 분석은 아직 미미한 실정이다.

종래선행기술인 한국공개특허 제1020140147430호에는 튤립나무 잎에서 수득한 에센셜 오일을 함유하는 항산화[0006]

및 항염증 조성물이 기재되어 있으나, 본 발명의 튤립나무로부터 분리한 alkamide를 포함하는 항염증 조성물과

는 그 구성 및 효과에서 차이가 있다. 한국등록특허 제1619710호에는 튤립나무 태좌 세포 배양 추출물을 함유한

항노화 피부 외용제 조성물이 기재되어 있으나, 역시 본 발명의 튤립나무(Liriodendron tulipifera) 추출물 또

는 이로부터 분리한 Alkamide를 포함하는 항염증 조성물은 기재되어 있지 않다.

선행기술문헌
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발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명의 목적은 튤립나무(Liriodendron tulipifera) 추출물 또는 이로부터 분리한 화합물을 포함하는 항염증[0009]

조성물을 제공하는 데 있다.

과제의 해결 수단

상기 과제를 해결하기 위하여 본 발명은 튤립나무(Liriodendron tulipifera) 추출물 또는 이로부터 분리한 화합[0010]

물을 포함하는 항염증 조성물을 제공한다.

상기 튤립나무 추출물은, 튤립나무 뿌리를 물, C1~4의 저급 알코올, 아세톤(acetone), 에틸아세테이트(ethyl[0011]

acetate),  디에틸아세테이트(diethyl  acetate),  디에틸에테르(diethyl  ether),  벤젠(benzene),  클로로포름

(chloroform) 및 헥산(hexane)으로 이루어진 군에서 선택되는 1종 또는 이들의 혼합용매로 추출한 추출물일 수

있으며, 바람직하게는 물, C1~4의 저급 알코올로 추출한 추출물이며, 더욱 바람직하게는 메탄올로 추출한 추출

물이다.

상기 튤립나무 추출물은, 하기 화학식 [1]로 표현되는 tulipiferamide A (화합물 1), tulipiferamide B (화합[0012]

물  2),  tulipiferamide  C  (화합물  3)  및  dehydrotemisin  (화합물  4),  N-acetylanonaine  (화합물  5),  N-

acetylnornuciferin  (화합물  6),  tuliferoline  (화합물  7),  N-acetyl-3-methoxynornantenine  (화합물  8),

lysicamine  (화합물 9),  liriodenine  (화합물 10),  atherospermidine  (화합물 11),  liridine  (화합물 12),
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oxoglaucine (화합물 13), oxophoebine (화합물 14), (±)-virolongin A (화합물 15), (±)-virolongin B (화

합물  16),  (-)-virolongin  C  (화합물  17),  (+)-syringaresinol  (화합물  18),  (-)(7'S,8R,8'R)-4,4'-

dihydroxy-3,3',5,5'-tetramethoxy-7',9-epoxylignan-9'-ol-7-one  (화합물  19),  (7'S,8R,8'R)-lariciresinol

(화합물  20),  (2S,3R)-dihydrodehydrodiconiferyl  alcohol  (화합물  21),  costunolide  (화합물  22),

eupatolide (화합물 23), epi-tulipinolide (화합물 24),  trans-N-feruloyl tyramine (화합물 25),  trans-

N-feruloyl-3-methoxytyramine  (화합물  26),  sakuranetin  (화합물  27),  5,6,7-trimethoxycoumarin  (화합물

28), methoxyeugenol (화합물 29), N-phenethylbenzamide (화합물 30), N-phenethyl-N-methylacetamide (화합

물 31), vanillin (화합물 32) 및 4-hydroxybenzaldehyde (33)로 이루어진 군으로부터 선택되는 1 이상을 포함

하는 것을 특징으로 하는 항염증 조성물을 제공한다.

화학식 [1][0013]

[0014]

상기 튤립나무 추출물은, tulipiferamide  A  (화합물 1),  dehydrotemisin  (화합물 4),  tuliferoline  (화합물[0015]

7),  lysicamine  (화합물 9), liriodenine (화합물 10), oxophoebine (화합물 14), eupatolide (화합물 23),

epi-tulipinolide (화합물 24), sakuranetin (화합물 27) 로 이루어진 군으로부터 선택되는 1 이상을 포함할

수 있다.

상기 튤립나무 추출물의 추출 방법으로는 열수추출법, 냉침추출법, 환류냉각추출법, 용매추출법, 수증기증류법,[0016]

초음파추출법, 용출법, 압착법 등의 방법 중 어느 하나를 선택하여 사용할 수 있으며, 목적하는 추출물은 추가

로 통상의 분획 공정을 수행할 수도 있으며, 통상의 정제 방법을 이용하여 정제될 수도 있다. 상기 제조된 튤립

나무 추출물은 원심분리, 여과, 농축 후 동결 건조하여 냉장실에 보관하면서 그대로 사용할 수도 있다. 또한,

상기 추출물을 실리카 겔 컬럼 크로마토그래피(silica gel columnchromatography), 박층 크로마토그래피(thin

layer chromatography), 고성능 액체 크로마토그래피(high performance liquid chromatography) 등과 같은 다

양한 크로마토그래피를 이용하여 추가로 정제된 분획을 얻고, 이를 정제하여 상기 화합물을 얻을 수 있다.

상기 항염증 조성물은 NO(Nitric oxide)의 생성을 억제하는 것일 수 있으며, iNOS, COX-2 및 IL-1β의 발현을[0017]

억제하는 것을 특징으로 하는 항염증 조성물이다. 상기 항염증 조성물은 TLR4 신호전달 경로의 IKK 업스트림 인

산화효소인 IRAK1 분해에 영향을 주지 않으면서 IKK 인산화를 억제하여 NF-κB 를 특이적으로 억제하는 것일 수

있다.

본 발명의 튤립나무 추출물로부터 분리한 화합물은 알카마이드일 수 있다. 본 발명의 튤립나무 추출물로부터 분[0018]

리한 알카마이드(Alkamide)는 상기 화학식 [1]로 표현되는 튤리피페라마이드 (tulipiferamide  A,  화합물 1),

tulipiferamide B (화합물 2) 및 tulipiferamide C (화합물 3)로 이루어진 군으로부터 선택되는 1 이상을 포함

하는 것일 수 있다.

본 발명의 튤립나무 추출물 또는 이로부터 분리한 화합물을 포함하는 항염증 조성물은 약학적 조성물로 제조될[0019]

수 있다. 상기 항염증 조성물의 약학적 조성물은 전체 약학적 조성물 총 중량에 대하여 바람직하게는 0.001~50

중량%, 더 바람직하게는 0.001~40 중량%, 가장 바람직하게는 0.001~30 중량%로 하여 첨가될 수 있다. 

상기 약학적 조성물은, 각각 통상의 방법에 따라 산제, 과립제, 정제, 캡슐제, 현탁액, 에멀젼, 시럽, 액제, 에[0020]

어로졸 등의 경구형 제형, 외용제, 좌제 및 멸균주사용액의 형태로 제형화하여 사용될 수 있다. 상기 약학적 조

성물에 포함될 수 있는 담체, 부형제 및 희석제로는 락토즈, 덱스트로즈, 수크로스, 솔비톨, 만니톨, 자일리톨,

에리스리톨, 말티톨, 전분, 아카시아 고무, 알지네이트, 젤라틴, 칼슘포스페이트, 칼슘 실리케이트, 셀룰로즈,

메틸 셀룰로즈, 미정질 셀룰로즈, 폴리비닐 피롤리돈, 물, 메틸히드록시벤조에이트, 프로필히드록시벤조에이트,

탈크, 마그네슘 스테아레이트 및 광물유를 들 수 있다. 제제화할 경우에는 보통 사용하는 충진제, 증량제, 결합

제, 습윤제, 붕해제, 계면활성제, 감미제, 산미제 등의 희석제 또는 부형제를 사용하여 조제된다. 경구투여를

위한 고형제제에는 정제, 환제, 산제, 과립제, 캡슐제 등이 포함되며, 이러한 고형제제는 본 발명의 튤립나무
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추출물 또는 이로부터 분리한 화합물을 포함하는 항염증 조성물에 적어도 하나 이상의 부형제,  예를 들면,

전분, 탄산칼슘, 수크로스 또는 락토즈, 젤라틴 등을 섞어 조제된다. 또한 단순한 부형제 이외에 스테아린산 마

그네슘, 탈크 같은 윤활제들도 사용된다. 경구를 위한 액상 제제로는 현탁제, 내용액제, 유제, 시럽제 등이 해

당되는데 흔히 사용되는 단순희석제인 물, 리퀴드 파라핀 이외에 여러 가지 부형제, 예를 들면 습윤제, 감미제,

방향제, 보존제, 산미제 등이 포함될 수 있다. 비경구 투여를 위한 제제에는 멸균된 수용액, 비수성용제, 현탁

제, 유제, 동결건조제제, 좌제가 포함된다. 비수성용제, 현탁제로는 프로필렌글리콜, 폴리에틸렌글리콜, 올리브

오일과 같은 식물성 기름, 에틸올레이트와 같은 주사 가능한 에스테르 등이 사용될 수 있다. 좌제의 기제로는

위텝솔(witepsol), 마크로골, 트윈(tween)-61, 카카오지, 라우린지, 글리세로제라틴 등이 사용될 수 있다.

본 발명의 약학적 조성물의 투여량은 치료받을 대상의 연령, 성별, 체중과, 치료할 특정 질환 또는 병리 상태,[0021]

질환 또는 병리 상태의 심각도, 투여 경로 및 처방자의 판단에 따라 달라질 것이다. 이러한 인자에 기초한 투여

량 결정은 당업자의 수준 내에 있으며, 일반적으로 투여량은 0.01㎎/㎏/일 내지 대략 500㎎/㎏/일의 범위이다.

바람직한 투여량은 0.1㎎/㎏/일 내지 200㎎/㎏/일이며, 더 바람직한 투여량은 1㎎/㎏/일 내지 200㎎/㎏/일이다.

투여는 하루에 한번 투여할 수도 있고, 수회 나누어 투여할 수도 있다. 상기 투여량은 어떠한 면으로든 본 발명

의 범위를 한정하는 것은 아니다.

본 발명의 약학적 조성물은 쥐, 가축, 인간 등의 포유동물에 다양한 경로로 투여될 수 있다. 투여의 모든 방식[0022]

은 예상될 수 있는데, 예를 들면, 경구, 직장 또는 정맥, 근육, 피하, 자궁 내 경막 또는 뇌혈관 내 주사 및 피

부 도포에 의해 투여될 수 있다. 본 발명의 튤립나무 추출물 또는 이로부터 분리한 화합물을 포함하는 항염증

조성물은  독성  및  부작용이  거의  없으므로  예방  목적으로  장기간  복용시에도  안심하고  사용할  수  있는

약제이다.

본 발명은 튤립나무(Liriodendron tulipifera) 추출물 또는 이로부터 분리한 화합물을 포함하는 항염증 건강기[0023]

능식품을 제공한다. 상기 튤립나무 추출물로부터 분리한 화합물은 상기 화학식 [1]로 표현되는 tulipiferamide

A (화합물 1), tulipiferamide B (화합물 2), tulipiferamide C (화합물 3) 및 dehydrotemisin (화합물 4), N-

acetylanonaine  (화합물  5),  N-acetylnornuciferin  (화합물  6),  tuliferoline  (화합물  7),  N-acetyl-3-

methoxynornantenine (화합물 8), lysicamine (화합물 9), liriodenine (화합물 10), atherospermidine (화합

물 11), liridine (화합물 12), oxoglaucine (화합물 13), oxophoebine (화합물 14), (±)-virolongin A (화합

물 15), (±)-virolongin B (화합물 16), (-)-virolongin C (화합물 17), (+)-syringaresinol (화합물 18), (-

)(7'S,8R,8'R)-4,4'-dihydroxy-3,3',5,5'-tetramethoxy-7',9-epoxylignan-9'-ol-7-one  (화합물  19),

(7'S,8R,8'R)-lariciresinol  (화합물  20),  (2S,3R)-dihydrodehydrodiconiferyl  alcohol  (화합물  21),

costunolide  (화합물  22),  eupatolide  (화합물  23),  epi-tulipinolide  (화합물  24),   trans-N-feruloyl

tyramine (화합물 25),  trans-N-feruloyl-3-methoxytyramine (화합물 26), sakuranetin (화합물 27), 5,6,7-

trimethoxycoumarin  (화합물  28),  methoxyeugenol  (화합물  29),  N-phenethylbenzamide  (화합물  30),  N-

phenethyl-N-methylacetamide (화합물 31), vanillin (화합물 32) 및 4-hydroxybenzaldehyde (33)로 이루어진

군으로부터 선택되는 1 이상일 수 있다.

상기 건강기능식품은 튤립나무 추출물 또는 이로부터 분리한 화합물을 포함하는 항염증 조성물이 전체 식품 총[0024]

중량에 대하여 바람직하게는 0.001~50 중량%, 더 바람직하게는 0.001~30 중량%, 가장 바람직하게는 0.001~10중

량%로 하여 첨가될 수 있다.

상기 건강기능식품은 정제, 캡슐제, 환제 또는 액제 등의 형태를 포함하며, 본 발명의 추출물을 첨가할 수 있는[0025]

식품으로는, 예를 들어, 각종 식품류, 음료, 껌, 차, 비타민 복합제, 건강기능성식품류 등이 있다.

본 발명은 튤립나무(Liriodendron tulipifera) 추출물 또는 이로부터 분리한 화합물을 포함하는 항염증 화장료[0026]

조성물을 제공한다. 본 발명의 튤립나무 추출물로부터 분리한 화합물은 상기 화합물 1 내지 33 으로 구성된 군

으로부터  선택된  1  이상일  수  있다.  본  발명의  튤립나무  추출물로부터  분리한  화합물은  알카마이드일  수

있으며, 상기 화학식 [1]로 표현되는 알카마이드일 수 있다.

상기 화장료 조성물은 튤립나무 추출물 또는 이로부터 분리한 화합물을 포함하는 항염증 조성물이 전체 식품 총[0027]

중량에 대하여 바람직하게는 0.001~50 중량%, 더 바람직하게는 0.001~30 중량%, 가장 바람직하게는 0.001~10 중

량%로 하여 첨가될 수 있다.

상기 화장료 조성물은 화장품학 또는 피부과학적으로 허용가능한 매질 또는 기제를 함유한다. 이는 국소적용에[0028]

적합한 모든 제형으로, 예를 들면, 용액, 겔, 고체, 반죽 무수 생성물, 수상에 유상을 분산시켜 얻은 에멀젼,
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현탁액,  마이크로에멀젼,  마이크로캡슐,  미세과립구,  또는  이온형(리포좀)  및  비이온형의  소낭  분산제의

형태로, 또는 크림, 스킨, 로션, 파우더, 연고, 스프레이 또는 콘실 스틱의 형태로 제공될 수 있다. 이들 조성

물은 당해 분야의 통상적인 방법에 따라 제조될 수 있다. 본 발명에 따른 조성물은 또한 포말(foam)의 형태로

또는 압축된 추진제를 더 함유한 에어로졸 조성물의 형태로도 사용될 수 있다.

본 발명의 화장료 조성물은 지방 물질, 유기용매, 용해제, 농축제, 겔화제, 연화제, 항산화제, 현탁화제, 안정[0029]

화제,  발포제(foaming  agent),  방향제,  계면활성제,  물,  이온형  또는  비이온형  유화제,  충전제,

금속이온봉쇄제, 킬레이트화제, 보존제, 비타민, 차단제, 습윤화제, 필수 오일, 염료, 안료, 친수성 또는 친유

성 활성제, 지질 소낭 또는 화장품에 통상적으로 사용되는 임의의 다른 성분과 같은 화장품학 또는 피부과학 분

야에서 통상적으로 사용되는 보조제를 함유할 수 있다. 상기 보조제는 화장품학 또는 피부과학 분야에서 일반적

으로 사용되는 양으로 추가된다.

본 발명의 튤립나무(Liriodendron tulipifera) 추출물 또는 이로부터 분리한 화합물을 포함하는 항염증 화장료[0030]

조성물은 그 제형에 있어서 특별히 한정되는 바가 없으며, 예를 들면, 유연화장수, 수렴화장수, 영양화장수, 영

양크림,  마사지크림,  에센스,  아이크림,  아이에센스,  클렌징크림,  클렌징폼,  클렌징워터,  팩,  파우더,

바디로션, 바디크림, 바디오일 및 바디에센스 등의 화장료로 제형화될 수 있다.

발명의 효과

본 발명은 튤립나무(Liriodendron tulipifera) 추출물 또는 이로부터 분리한 화합물을 포함하는 항염증 조성물[0031]

에 관한 것으로, 구체적으로는 NO(Nitric Oxide) 형성을 억제하고 iNOS, COX-2 및 IL-1β의 발현을 억제하며

IRAK1 분해에 영향을 주지 않으면서 IKK 인산화를 억제하여 NF-κB 신호경로를 차단함으로써 항염활성을 갖는

것을 확인하였으며, 이를 이용하여 염증 예방 또는 치료에 기여할 것으로 기대된다.

도면의 간단한 설명

도 1은 본 발명에 따른 화합물 1~3의 화학구조를 나타낸 것이다.[0032]

도 2는 본 발명에 따른 화합물 1~3의 주요 HMBC 와 COSY 관계 (A) 및 화합물 4의 화학구조 및 주요 HMBC, COSY

관계를 나타낸 것이다.

도 3은 본 발명에 따른 화합물 1~33의 RAW 264.7 세포에 대한 세포 독성 결과를 나타낸 것이다.

도 4는 RAW264.7 대식세포에서 LPS 유발 염증 반응에 대한 tulipiferamide A (LT-1, 화합물 1)의 효과를 나타

낸 것이다. (A) RAW 264.7 대식세포를 30 분 동안 tulipiferamide A (30 μM)로 무처리(None) 또는 전처리(LT-

1)된 후 표시된 시간(0, 3, 6, 12 시간) 동안 1 μM LPS로 처리된 각 샘플의 iNOS, COX-2, IL-1β에 대한 면역

블롯팅 결과 (B) (A)의 각 샘플 total RNA에서 iNOS, COX-2, IL-1β, TNFα, IL-6 및 GAPDH의 RT-PCR 결과

도 5는 RAW264.7 대식세포에서 LPS 유발 염증 반응에 대한 Tulipiferamide A (LT-1, 1)의 작용기전을 나타낸

것이다. (A) RAW 264.7 대식세포에 30 분 동안 tulipiferamide A (30 μM)를 부재(None) 또는 존재(LT-1) 하에

표시된 시간(0, 5, 15, 30, 60분) 동안 1 μM LPS로 처리된 각 샘플의 IRAK1, IKKα/β, p65, ERK, JNK, p38

및 인산화된 각 단백질의 면역 블롯팅 결과 (B)  플래그-태그된 IKKβ를 발현하는 플라스미드로 형질 감염된

HEK293 세포에 튤립페라미드 A (LT-1, 화합물 1) (30 μM)의 부재 또는 존재하에 24 시간 동안 처리된 후 면역

블롯팅 결과

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하 본 발명의 바람직한 실시예를 상세히 설명하기로 한다. 그러나 본 발명은 여기서 설명되는 실시예에 한정[0033]

되지 않고 다른 형태로 구체화될 수도 있다. 오히려, 여기서 소개되는 내용이 철저하고 완전해지고, 당업자에게

본 발명의 사상을 충분히 전달하기 위해 제공하는 것이다.

<실시예 1. 튤립나무(Liriodendron tulipifera) 추출물 및 이로부터 분리된 화합물>[0034]

튤립나무(Liriodendron  tulipifera)의  뿌리는  2016  년  8  월  충남대학교에서  채취되었으며,  바우처  표본[0035]

(CNU201608)은 대전 충남대학교 약학대학 약리학연구소에 기탁되었다.

상기 튤립나무(Liriodendron tulipifera)의 뿌리 (15.0 kg)을 에탄올로 2 회 (7 days × 100 L) 추출하였다.[0036]

추출물을 회전 증발에 의해 감압하에 농축하여 튤립나무 조추출물(crude extract) 887.3 g을 얻었으며 이 중,
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239.3g 을 실험에 사용하였다.

 상기 조추출물을 현탁하여 실리카겔 VLC에 적용하고, n-헥산 -에틸아세테이트(8:2, 5:5, 3:7, 1:9; 각 단계 6[0037]

L) 및 CHCl3-MeOH (9:1, 7:3, 5:5, 2:8; 각 단계 6 L; 최종 100% MeOH 10L로 세척)의 단계적 구배로 용출시켜

7개의 분획물(LT1_LT7)을 제조하였다. 분획물 LT2(24.1g)을 MeOH-H2O (7:3, 8:2, 9:1, 10:0, MeCN 100%)에서

단계별 용출로 역상 MPLC (Biotage SNAP cartridge, KP-C18-HS, 400 g) 를 통해 크로마토그래피하여 11개의 소

분획물 (LT2-1 ~ LT2-11)을 얻었다. 화합물 32 (11.4 mg, tR = 37.2 min) 및 33 (3.6 mg, tR = 35.5 min)은

LT2-1 (115.5 mg)을 MeOH-H2O (40:60 → 50:50)의 용매조성으로 HPLC (Hector C18 column)를 실시하여 수득하였

다. 화합물 28 (5.1 mg, tR = 31.4 min)는 분획물 LT2-2 (106.2 mg)를 MeCN-H2O (50:50 → 65:35)의 이동상으로

역상 HPLC (Hector C18 column)를 실시하여 수득하였다. 화합물 4 (49.3 mg, tR = 50.1 min), 23 (24.2 mg, tR

= 51.9 min), 29 (74.0 mg, tR = 47.9 min), 및 30 (38.9 mg, tR = 49.5 min)은 분획물 LT2-3 (481.5 mg)을

MeCN-H2O (40:60 → 100:30) 의 선형구배 HPLC (Hector C18 column) 로 분리하였다. 분획물 LT2-4-1 (5.41 g)

및 LT2-5-1 (1.4 g) 는 메탄올 가용 분획 LT2-4 (8.5 g) 및 LT2-5 (2.5 g) 로부터 각각 얻었다. 분획물 LT2-4-

1  는  n-hexane-EtOAc  (8:2,  7:3,  5:5,  MeOH  100%)의  단계구배  시스템으로  MPLC  (Biotage  SNAP  Ultra

cartridge, KP-Sil, 100 g) 에 의해 8개의 소분획 (LT2-4-1-1 ~ LT2-4-1-8) 으로 분리되었다. 이 중 LT2-4-1-5

(3.1 g)을 MeCN-H2O (50:50 → 60:40)의 구배 혼합으로 용출하는 HPLC (Phenomenex C18 column)로 순수분리하여

화합물 24 (10.5 mg, tR = 42.8 min)를 수득하였다.

LT2-5-1는 n-haxane-EtOAc (8:2, 7:3, 5:5, 3:7, 1:9, MeOH 100%) 용출을 이용한 MPLC (Biotage SNAP Ultra[0038]

cartridge, KP-Sil, 100 g) 로 수행하여 6개의 소분획 (LT2-5-1-1 ~ LT2-5-1-6)을 얻었으며, 이들 중, 분획

LT2-5-1-3 (732.6 mg) 및 LT2-5-1-4 (321.4 mg)을 역상 HPLC [Phenomenex, MeCN-H2O (60:40 → 70:30)] 하여

화합물 22 (235.4 mg, tR = 34.3 min) 및 27 (3.1 mg, tR = 19.3 min)을 수득하였다. 화합물 15 (19.3 mg, tR =

52.5 min) 및 16 (17.8 mg, tR = 50.3 min) 는 분획물 LT2-7 (238.3 mg)을 HPLC [Hector C18 column, MeCN-H2O

(70:30 → 80:20)]를 통해 얻었다. 분획물 LT2-8 (264.6 mg) 에서는 MeCN-H2O (80:20 → 90:10)를 통한 역상

HPLC [Hector C18 column로 화합물 1 (17.1 mg, tR = 30.5 min), 2 (4.7 mg, tR = 35.6 min), 3 (5.1 mg, tR =

32.3 min), 및 17 (69.0 mg, tR = 36.8 min)이 분리되었다.

분획물 LT4  (20.7  g)  에서는  MeOH-H2O  (5:5,  7:3,  9:1,  10:0,  MeCN  100%)의 단계구배 혼합을 이용한 MPLC[0039]

(Biotage SNAP cartridge, KP-C18-HS, 400 g)으로 화합물 6 (300.4 mg) 및 6개의 소분획물 (LT4-1 ~ LT4-6)을

수득하였다. 분획물 LT4-2 (2.9 g) 는 MPLC [Biotage SNAP cartridge, KP-C18-HS, 120 g, MeOH-H2O (3:7 →

5:5, 5:5 → 10:0, MeOH 100%)]를 통해 8개의 소분획물 (LT4-2-1 ~ LT4-2-8)을 수득하였으며, 이 중 분획물

LT4-2-3 (716.6 mg) 는 등용매 용매 MeOH-H2O (40:60)를 이용한 HPLC (Phenomenex C18 column) 에 의해 4개의

소분획물 (LT4-2-3-1 ~ LT4-2-3-4)로 분리되었다. 분획물LT4-2-3-2 (241.7 mg) 및 LT4-2-3-4 (101.5 mg)에서는

MeOH-H2O (40:60) 등용매 조건의 prep. HPLC (Phenomenex C18 column) 로 화합물 19 (57.7 mg, tR = 44.2 min)

및 20 (15.0 mg, tR = 51.6 min)이 수득되었다. 분획물 LT4-2-4 (610.1 mg)은 반복적인 MeOH-H2O (50:50 →

55:45) 선형구배의 HPLC (Hector C18 column)를 통해 화합물 18 (222.8 mg, tR = 42.3 min), 31 (12.1 mg, tR =

59.8 min), 및 다섯 개의 소분획물 (LT4-2-4-1 ~ LT4-2-4-3, LT4-2-4-5, LT4-2-4-6)로 분리되었으며, 이 중,

LT4-2-4-3 (40.7 mg) 에서 MeOH-H2O (50:50) 용출 HPLC (Phenomenex C18 column)를 이용하여 화합물 21 (15.2

mg, tR = 58.3 min)을 수득하였다. 화합물 25 (16.8 mg, tR = 44.8 min) 및 26 (25.6 mg, tR = 46.0 min)은

HPLC  [Hector  phenyl  column,  MeOH-H2O  (50:50  → 60:40)로 분획물 LT4-2-5 (236.2 mg)에서 얻었다. 분획물

LT4-4 (0.7 g)에서는 MeOH-H2O (80:20 → 90:10) 의 선형구배를 이용한 prep HPLC (Hector phenyl column) 에

적용하여 화합물 13 (75.4 mg, tR = 39.6 min)를 분리하였다. 분획물 LT4-5-1 (5.5 g) 는 MeOH-H2O (7:3, 8:2,

9:1, 10:0)의 단계적 구배 용리 MPLC (Biotage SNAP cartridge, KP-C18-HS, 400 g)로 7개의 소분획물 (LT4-5-

1-1 ~ LT4-5-1-7)을 얻었고, 이 중, 분획물 LT4-5-1-5 (461.0 mg) 는 반복적인 MeOH-H2O (80:20 → 90:10) 구

배 혼합 HPLC (Hector C18 column) 로 화합물  10 (62.1 mg, tR = 26.7 min), 12 (3.5 mg, tR = 39.9 min), 및
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3개의  소분획물  (LT4-5-1-5-2  ~  LT4-5-1-5-4)로  분리되었다.  분획물  LT4-5-1-5-2  (31.1  mg),  LT4-5-1-5-3

(41.0 mg), 및LT4-5-1-5-4 (207.1 mg) 에서는 HPLC [Hector phenyl column, MeOH-H2O (80:20 → 90:10)]를 통

해 화합물 9 (6.5 mg, tR = 36.4 min), 8 (30.5 mg, tR = 40.1 min), 및 7 (63.4 mg, tR = 41.3 min)이 수득되

었다. 화합물 5 (6.1 mg, tR = 40.8 min), 11 (2.6 mg, tR = 65.6 min), 및 14 (5.7 mg, tR = 60.9 min)은

MeOH-H2O  (90:10)의  등용매  용매  용출되는  HPLC  (Phenomenex  biphenyl  column)에  의해  분획물  LT4-5-1-6

(907.4 mg) 로부터 분리되었다.

<실시예 2. 튤립나무로부터 분리된 화합물 분석>[0040]

실시예 1에서 분리한 화합물 1~33을 분석하였다. 특정 회전은 JASCO DIP-370 편광계 (일본 도쿄)에서 측정되었[0041]

다. 융점은 MPA100 melting point apparatus (Stanford Research Systems, U.S.A.)으로 측정하였다. UV 및 IR

스펙트럼은 각각 Shimadazu SPD-M20A PDA 검출기와 Thermo Scientific Nicolet iS10 분광기를 사용하여 기록되

었으며, 1D 및 2D NMR  스펙트럼은 Bruker DMX 300 (1H-300MHz, 13C-75MHz) 및 Bruker DMX 600 (1H-600MHz,

13C-150MHz) 분광계에서 기록되었다. HRESIMS 데이터는 SYNAPT G2 질량 분석기 (Waters, U.K.) 및 Q Exactive

mass spectrometer (Thermo Scientific, U.S.A.)에서 얻었다.

그 결과, 상기 화합물 1~33은 아포르핀 알칼로이드 (aporphine alkaloids) 10 종 (5-14), 리그난 (lignans) 7[0042]

종  (15-21),  세스퀴테르펜  락톤  (sesquiterperne  lactones)  4  종  (4,  22-24),  페닐프로파노이드  (phenyl

propanoids) 3 종 (25-26, 29), 플라 바논 (flavanone) 1 종 (27), 쿠마린 (coumarin) 1 종 (28), 펜에틸아민

(phenethylamine) 2종 (30-31), 페놀릭 알데하이드 (phenolic aldehyde) 2종 (32-33)과 함께 새로운 알카마이

드 (alkamide ) 3종 (1-3)을 확인하고, 이를 표 1에 나타내었다. 이들 중 화합물 4은 천연물에서는 처음 분리된

것이다.

표 1

No.[0043] Name No. Name

1 tulipiferamide A alkamide 18 (+)-syringaresinol lignans

2 tulipiferamide B alkamide 19 (-)(7'S,8R,8'R)-4,4'-dihy
droxy-3,3',5,5'-tetrameth
oxy-7',9-epoxylignan-9'-o
l-7-one

lignans

3 tulipiferamide C alkamide 20 (7'S,8R,8'R)-lariciresino
l 

lignans

4 dehydrotemisin sesquiterperne
lactones

21 (2S,3R)-dihydrodehydrodic
oniferyl alcohol

lignans

5 N-acetylanonaine aporphine alkaloids 22 costunolide sesquiterperne lactones

6 N-acetylnornucif
erin

aporphine alkaloids 23 eupatolide sesquiterperne lactones

7 tuliferoline aporphine alkaloids 24 epi-tulipinolide sesquiterperne lactones

8 N-acetyl-3-metho
xynornantenine

aporphine alkaloids 25 trans-N-feruloyl tyramine phenyl propanoids

9 lysicamine aporphine alkaloids 26 trans-N-feruloyl-3-methox
ytyramine

phenyl propanoids

10 liriodenine aporphine alkaloids 27 sakuranetin flavanone

11 atherospermidine aporphine alkaloids 28 5,6,7-trimethoxycoumarin coumarin

12 liridine aporphine alkaloids 29 methoxyeugenol phenyl propanoids

13 oxoglaucine aporphine alkaloids 30 N-phenethylbenzamide phenethylamine

14 oxophoebine aporphine alkaloids 31 N-phenethyl-N-methylaceta
mide

phenethylamine

15 (±)-virolongin
A

lignans 32 vanillin phenolic aldehyde

16 (±)-virolongin
B

lignans 33 4-hydroxybenzaldehyde phenolic aldehyde

17 (-)-virolongin C lignans

본  발명의  튤립나무로부터  분리한  화합물은  tulipiferamide  A  (화합물  1),  tulipiferamide  B  (화합물  2),[0044]

tulipiferamide  C  (화합물  3),  dehydrotemisin  (화합물  4),  N-acetylanonaine  (화합물  5),  N-
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acetylnornuciferin  (화합물  6),  tuliferoline  (화합물  7),  N-acetyl-3-methoxynornantenine  (화합물  8),

lysicamine  (화합물 9),  liriodenine  (화합물 10),  atherospermidine  (화합물 11),  liridine  (화합물 12),

oxoglaucine (화합물 13), oxophoebine (화합물 14), (±)-virolongin A (화합물 15), (±)-virolongin B (화

합물  16),  (-)-virolongin  C  (화합물  17),  (+)-syringaresinol  (화합물  18),  (-)(7'S,8R,8'R)-4,4'-

dihydroxy-3,3',5,5'-tetramethoxy-7',9-epoxylignan-9'-ol-7-one  (화합물  19),  (7'S,8R,8'R)-lariciresinol

(화합물  20),  (2S,3R)-dihydrodehydrodiconiferyl  alcohol  (화합물  21),  costunolide  (화합물  22),

eupatolide (화합물 23), epi-tulipinolide (화합물 24),  trans-N-feruloyl tyramine (화합물 25),  trans-

N-feruloyl-3-methoxytyramine  (화합물  26),  sakuranetin  (화합물  27),  5,6,7-trimethoxycoumarin  (화합물

28), methoxyeugenol (화합물 29), N-phenethylbenzamide (화합물 30), N-phenethyl-N-methylacetamide (화합

물 31), vanillin (화합물 32), 및 4-hydroxybenzaldehyde (33)로 이루어진 군으로부터 선택되는 1 이상을 포

함한다.

본 발명의 튤립나무로부터 분리된 새로운 알카마이드 (alkamide) 화합물 1~3 및 천연물로부터 처음 분리된 화합[0045]

물 4의 화학구조 및 주요 HMBC 및 COSY 관계를 도 1 내지 도 3에 나타내었다.

튤리피페라미드 A (화합물 1) : 적색 오일; UV (MeOH) λmax (log ε) 277 (4.26), 251 (4.52), 210 (4.19); IR[0046]

(KBr) vmax 3280, 2929, 2858, 1655, 1621, 1548, 1497, 1275 cm
-1
; 

1
H 및 

13
C NMR 데이터, 표 2 참조; HRESIMS

m/z 272.2014 [M + H]
+
 (C18H26NO

+
, 272.2009), 294.1835 [M + Na]

+
 (C18H25NONa

+
, 294.1828).

화합물 1은 분자에 해당하는 HRESIMS 스펙트럼에서 m/z 272.2014 [M + H]
+ 
(계산치 272.2009) 및 294.1835 [M +[0047]

Na]
+
 (계산치 294.1828)에서 분자 이온 피크를 나타내는 C18H25NO의 분자 공식의 옅은 적색을 띄는 황색 오일로

수득되었다. 
1
H NMR 스펙트럼 (표 2)에서 δH 7.31 (2H, t, J = 7.4 Hz, H-3 "및 H-5"), 7.23 (1H, t, J = 7.4

Hz, H-4 "), 7.20 (2H, d, J = 7.4 Hz, H-2"및 H-6 "), 3.61 (2H, q, J = 6.7Hz, H2-2 ') 및 2.86 (2H, t, J

= 6.7 Hz, H2-3 ')는 페닐에틸아민 부분의 존재를 나타냈다. δH 7.54 (1H, dd, J = 11.5, 14.8 Hz, H-3), 6.05

(1H, t, J = 11.5 Hz, H-4), 5.79 (1H, m, H-5) 및 5.75 (1H, d, J = 14.8 Hz, H-2)에서의 올레핀 양성자 신호

는 두 개의 이중 결합의 존재를 확인했다. 또한 δH 2.29 (2H, q, J = 7.5 Hz, H2-6), 1.40 (2H, m, H2-7),

1.30 (4H, m, H2-8 및 H2-9)에서의 4 개의 메틸렌 및 δH 0.89 (3H, t, J = 6.8 Hz, H3-10)에서 하나의 메틸기

가 관찰되었다. 
13
C NMR 데이터 (표 2)에서 16 개의 탄소 신호는 하나의 아미드카보닐 탄소 (δC 166.4), 하나의

벤젠 고리 (δC 139.1, 128.9, 128.8, 126.7), 4 개의 올레핀 (δC 140.6, 136.3, 126.4, 123.7), 6 개의 메틸

렌 (δC 40.8, 35.8, 31.6, 29.3, 28.3, 22.7) 및 하나의 메틸기 (δC 14.2).에 해당한다. H-2/H-3에서 C-1로,

그리고 H-4에서 C-2/C-6으로의 HMBC 교차 피크는 C-2와 C-4에서 두 개의 이중 결합의 위치를 확인해 주었다 (도

2). 이것은 또한 화합물 1의 ESI-MS/MS 스펙트럼에서 m/z 105 및 151에서 두 개의 단편 이온 피크와도 일치했습

니다. 이중 결합의 구성은 각각 14.8 Hz의 결합 상수 JH-2/H-3 및 11.5 Hz의 JH-4/H-5 에서 추론된 2E 및 4Z 인 것으

로  밝혀졌다.  따라서  화합물  1은  deca-2E,4Z-dienoic  acid  2-phenylethylamide  로,  튤리피페라미드  A

(tulipiferamide A)로 명명하였다.

표 2

Position[0048] 1 2 3

δH (J in Hz) δC, type δH (J in Hz) δC, type δH (J in Hz) δC, type

1 166.4, C 166.6, C 172.6, C

2 5.75, d 

(14.8) 

123.7, CH 5.38, d 

(11.3) 

118.3, CH 2.16, t 

(7.4)

36.9, CH2

3 7.54, dd 

(11.5, 14.8)

136.3, CH 6.36, t 

(11.3)

142.0, CH 2.34, q 

(7.4)

23.6, CH2

4 6.05, t 

(11.5)

126.4, CH 7.42, dd 

(11.3, 15.0)

127.0, CH 5.29, m 127.8, CH

5 5.79, m 140.6, CH 5.96, m 144.3, CH 5.40, overlapped 131.8, CH
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6 2.29, q 

(7.5)

28.3, CH2 2.17, q 

(7.2)

33.0, CH2 2.01, q 

(7.2)

27.3, CH2

7 1.40, m 29.3, CH2 1.42, m 28.8, CH2 1.29, overlapped 29.4, CH2

8 1.30, overlapped 31.6, CH2 1.29, overlapped 31.6, CH2 1.29, overlapped 31.6, CH2

9 1.30, overlapped 22.7, CH2 1.29, overlapped 22.6, CH2 1.29, overlapped 22.7, CH2

10 0.89, t 

(6.8)

14.2, CH3 0.88, t 

(7.0)

14.2, CH3 0.88, t 

(7.1)

14.2, CH3

2' 3.61, q 

(6.7)

40.8, CH2 3.58, q 

(7.0)

40.6, CH2 3.52, q 

(6.9)

40.7, CH2

3' 2.86, t 

(6.7)

35.8, CH2 2.85, t 

(7.0)

35.9, CH2 2.81, t 

(6.9)

35.9, CH2

1" 139.1, C 139.1, C 139.1, C

2", 6" 7.20, d 

(7.4)

128.9, CH 7.21, dd 

(1.4, 7.7)

128.9, CH 7.19, d 

(7.3)

128.9, CH

3", 5" 7.31, t 

(7.4)

128.8, CH 7.31, t 

(7.7)

128.8, CH 7.31, t 

(7.3)

128.8, CH

4" 7.23, t 

(7.4)

126.7, CH 7.24, m 126.6, CH 7.23, t (7.3) 126.7, CH

NH 5.52, brs 5.47, brs 5.40, overlapped

튤리피페라미드 B (화합물 2) : 황색 오일; UV (MeOH) λmax (log ε) 275 (4.24), 247 (4.45), 210 (4.26); IR[0049]

(KBr) vmax 3338, 2929, 2858, 1669, 1541, 1454, 1369, 1238cm
-1
; 

1
H 및 

13
C NMR 데이터, 표 2 참조; HRESIMS

m/z 272.2015 [M + H]
+
 (C18H26NO

+
, 272.2009), 294.1836 [M + Na]+ (C18H25NONa

+
, 294.1828).

화합물 2는 노란색 오일로, m/z  272.2015  [M  +  H]
+
에서 HRESIMS  이온을 기준으로 화합물 1과 동일한 분자식[0050]

C18H26NO를 가졌다 (C18H26NO
+
에 대한 계산치, 272.2009). 

1
H 및 

13
C NMR 공명은 δH 7.42 (1H, dd, J = 11.3, 15.0

Hz, H-4), 6.36 (1H, t, J = 11.3 Hz, H-3), 5.96 (1H, m, H-5), 5.38 (1H, d, J = 11.3 Hz, H-2) 에서 나타

나는 올레핀 양성자의 공명을 제외하고는 화합물 1의 공명과 유사했음, 이는 화합물 2가 화합물 1의 기하이성질

체임을 나타낸다. 화합물 2의 MS/MS 단편화 패턴은 화합물 1과 동일하였다. 2Z, 4E의 구성은 각각 11.3 Hz의 결

합 상수 JH2/H3   및 15.0 Hz의 JH4/H5  에서 추론되었다. 따라서 화합물 2의 구조는 deca-2Z,4E-dienoic acid 2-

phenylethylamide로 지정되었으며 튤리피페라미드 B (tulipiferamide B)로 명명되었습니다.

튤리피페라미드 C (화합물 3) : 황색 오일; UV (MeOH) λmax (log ε) 259 (2.58), 255 (2.53), 200 (4.03); IR[0051]

(KBr) vmax 3330, 2928, 2856, 1645, 1550, 1454, 1228, 1030 cm
-1
; 

1
H 및 

13
C NMR 데이터, 표 2 참조; HRESIMS

m/z 274.2172 [M + H]
+
 (C18H28NO

+
에 대한 계산치, 274.2165), 296.1991 [M + Na]

+
 (C18H27NONa

+
에 대한 계산치,

296.1985).

화합물 3은 MS 및 NMR 분광 데이터에 기초하여 알카미드로 확인되었다. 화합물 3의 분자식 C18H27NO은 HRESIMS에[0052]

의해 m/z 274.2172에서 양성자화된 분자 [M + H]
+
로부터 추론되었다. 화합물 1과 화합물 2 (C18H25NO)와 비교하

여 두 질량 단위의 차이는 이중 결합 중 하나가 포화되어야 함을 나타낸다. 이중 결합의 위치는 HMBC와 COSY 상

관 관계에 의해 명확하게 위치되었다 (도 2). H2-3에서 C-1 및 C-5, H2-2 및 H2-6에서 C-4로 HMBC 교차 피크는

C-4에서 이중 결합의 위치를 확인했다 (도 2). 페닐 메탄 및 데카-4-에나미드 골격에 해당하는 2 개의 MS 단편

이온 (m/z 91 및 168)이 ESI-MS/MS 스펙트럼에서 검출되었다. Z 배열은 알릴 메틸렌 탄소 δC 27.3 (C-6) 및

23.6 (C-3)의 화학적 이동에 의해 확인되었다. Z 배열의 경우, 알릴 탄소의 일반적인 화학적 이동은 δC 27-

30에 가깝고 E 배열의 알릴 탄소의 화학적 이동은 δC 32-35.7에 가깝기 때문에 화합물 3의 구조는 deca-4Z-

enoic acid phenylethylamide로 결정되고 튤리피페라미드 C (tulipiferamide C)로 명명되었다.
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디하이드로테미신 (화합물 4) : 무색 결정 바늘; mp 141.8 °C; [α]
22

D +147.7 (c 0.10, MeOH); 
1
H NMR (CDCl3,[0053]

600MHz) δH 6.18 (1H, d, J = 3.0 Hz, H2-13a), 5.98 (1H, J = 3.0 Hz, H2-13b), 5.80 (1H, m, H-1), 5.06

(1H, s, H2-3a), 5.03 (1H, d, J = 10.8 Hz, H2-2a), 4.98 (1H, d, J = 17.4 Hz, H2-2b), 4.71 (1H, brs , H2-

3b), 4.12 (1H, d, J = 11.3 Hz, H-6), 4.08 (1H, dd, J = 3.7, 10.9 Hz, H-8), 2.61 (1H, tt, J = 3.0, 10.8

Hz, H-7), 2.37 (1H, d, J = 11.7 Hz, H-5), 1.84 (1H, dd, J = 4.1, 13.0 Hz, H2-9a), 1.79 (3H, s, H3- 15),

1.66 (1H, m, H2-9b), 1.09 (3H, s, H3-14); 
13
C NMR (CDCl3, 150MHz) δC 170.2 (C-12), 146.9 (C-1), 140.0

(C-4), 137.7 (C-11), 120.4 (C-13), 116.2 (C- 3), 112.1 (C-2), 78.8 (C-6), 67.8 (C-8), 55.6 (C-5), 55.0

(C-7), 50.0 (C-9), 42.4 (C-10), 23.9 (C-15), 19.8 (C-14); HRESIMS m/z 247.1333 [M - H]
-
 (C15H19O3

- 
에 대

한 계산치, 247.1340).

화합물 4은 엘레만 세스퀴 테르펜락톤으로, 천연물에서는 처음으로 분리되었다. 화합물 4의 
1
H 및 

13
C NMR 스펙[0054]

트럼의 검사는 elemane-type sesquiterpene lactone에 대한 특징적인 신호를 보여 주었다. α- 메틸렌 γ- 락

톤 그룹의 존재는 δH 6.18 (1H, d, J = 3.0 Hz, H2-13a), 5.98 (1H, d, J = 3.0 Hz, H2-13b)에서 
1
H NMR 공명

및 δC 170.2 (C-12), 137.7 (C-11), 120.4 (C-13)에서 
13
C NMR 공명에 의해 확인되었다. 

1
H NMR 스펙트럼에서

δH 5.80 (1H, m, H-1), 5.03 (1H, d, J = 10.8Hz, H2-2a), 4.98 (1H, d, J = 17.4Hz, H2-2b)에서의 올레핀 신

호는 말단 비닐 그룹을 나타내었다. δH 5.06 (1H, s, H2-3a), 4.71 (1H, brs, H2-3b)에서의 또다른 올레핀 양

성자 클러스터 및 δH 1.79 (3H, s, H3-15)에서 메틸은 이소프로페닐 골격을 나타냈다. δH 4.12 (1H, d, J =

11.3 Hz, H-6) 및 4.08 (1H, dd, J = 3.7, 10.9 Hz, H-8)에서 다운 필드 이동된 양성자 신호는 두 개의 산소

치환기의 존재를 나타낸다. 추가적으로, 두 개의 메틴 (δH 2.37, 2.61), 하나의 메틸렌 (δH 1.84, 1.66) 및

하나의 메틸 (δH 1.09)기가 관찰되었다. HSQC 및 HMBC 교차 피크는 elemane 골격에 대한 NMR 할당을 완료하기

위해 광범위하게 사용되었다 (도 3). 화합물 4에서 5 개의 입체센터의 상대적 구성은 NOESY 상관 관계의 해석에

의해 추론되었습니다. H3-14와 H-6/H-8 사이의 NOE 상관 관계는 같은 쪽에 위치를 제안한 반면, H2-9b와 H-1/H-

7 사이에는 반대쪽에 위치를 나타낸다 (도 3). Demir 등(2017)에 의하면 모든 엘레마놀리드의 H-7은 α 방향으

로 기록되었다. 따라서 화합물 4에 대한 실험적인 비 회전 값은 +147.7 (c 0.10, MeOH)이었다. 결과적으로 화합

물 4의 구조는 디하이드로테미신 (dehydrotemisin) 으로 확립되었으며, 이는 천연물로부터는 처음 분리된 것이

다.

<실시예 3. 튤립나무로부터 분리된 화합물이 NO 생성에 미치는 영향 확인>[0055]

3-1. 세포 배양 및 생존력 확인[0056]

RAW 264.7 세포는 10% 열-불활성화 소태아혈청 (HyClone FBS, GE Healthcare, 미국 일리노이 주) 및 1% L-글루[0057]

타민이 보충된 둘베코의 변형된 이글 배지 (DMEM, 대한민국 경산시 웰진)로 5 % CO2에서 37℃에서 배양되었다.

세포 생존력을 결정하기 위해 RAW 264.7 세포를 75 % 세포의 합류 밀도로 96-웰 플레이트에 시드하고 밤새 배양

한 후, 세포를 표시된 화합물 또는 다양한 농도의 시료로 30 분 동안 처리한 다음 1 μg/ml LPS로 24 시간 동안

자극하였다. MTT 분석은, 5 mg/ml MTT 용액 (Sigma-Aldrich, Miamisburg, OH, USA)을 첨가하여 세포 생존율을

결정하고 플레이트를 37℃에서 1 시간 동안 배양했다. 상청액을 제거하고 100μl DMSO를 각 웰에 첨가한 다음

마이크로 플레이트 리더 (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA)를 사용하여 590 nm에서 측정하여

그 결과를 도 3에 나타내었다. 도 3에서 보는 바와 같이, 화합물 10 및 24는 20 μM 농도에서 강한 세포독성이

나타났으며, 이 외의 화합물은 40 μM 농도까지 세포독성을 나타내지 않았다.

3-2. 산화질소(NO) 생산에 미치는 영향 확인[0058]

Griess Reagent Kit (Sigma-Aldrich, Miamisburg, OH, USA)를 사용하여 세포 상청액의 아질산염 농도를 NO 생[0059]

성 지표로 평가하였다. RAW 264.7 세포를 75 % 세포의 합류 밀도로 96-웰 플레이트에 시드하고 밤새 배양한 후,

세포를 실시예 1의 화합물 1~33을 0, 1, 2.5, 5, 10, 20, 40, 80, 100 μM 농도로 30 분 동안 처리한 다음 1

μM LPS로 24 시간 동안 자극하였다. 이후, 100 μl의 상청액을 96-well plate에서 100μl의 Griess 시약과 혼

합한 다음 실온에서 30 분 동안 배양하였다. 흡광도는 마이크로 플레이트 리더 (Bio-Rad Laboratories, Inc.,
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Hercules, CA, USA)를 사용하여 540 nm에서 측정되었다. 아질산 농도는 아질산 나트륨의 표준 용액에서 회귀하

여 계산하고, 이를 무처리 대조군과 비교하여 IC50을 계산하여 표 3에 나타내었다.

표 3

No.[0060] IC50 (μM) No IC50 (μM) No IC50 (μM)

1   13.3 ± 1.1 12 > 50.0 23   7.3 ± 1.0

2 > 50.0 13 > 50.0 24   19.8
a
 ± 2.0

3 > 50.0 14   34.2 ± 2.2 25 > 50.0

4   12.0±1.5 15 > 50.0 26 > 50.0

5 > 50.0 16 > 50.0 27   21.6 ± 2.3

6 > 50.0 17 > 50.0 28 > 50.0

7   14.0 ± 1.2 18 > 50.0 29 > 50.0

8 > 50.0 19 > 50.0 30 > 50.0

9   6.4 ± 1.5 20 > 50.0 31 > 50.0

10   10.5
a
 ± 1.1 21 > 50.0 32 > 50.0

11 > 50.0 22 > 50.0 33 > 50.0

L-NMMA
b 35.5 ± 2.1

각 값은 세 가지 결정의 평균 ± SEM을 나타냄. a : 세포 독성 효과는 MTT 분석에 의해 20μM에서 관찰됨, b :[0061]

양성 대조군 화합물, L-NMMA (산화질소 합성효소 억제제).

표 3에서 보는 바와 같이, 화합물 1, 4, 7, 9, 10, 14, 23, 24 및 27이 LPS로 자극된 RAW 264.7 세포에서 산화[0062]

질소의 생성을 효과적으로 억제하였다. 그러나, 화합물 10 및 24는 농도 20 μM 에서 강한 세포독성을 나타내었

다. 결과적으로 시험 화합물 중 7  종 화합물 1,  4,  7,  9,  14,  23,  및 27로 RAW264.7  대식세포를 전처리한

결과, 형태학적 징후없이 IC50 값이 50μM 미만으로 LPS 유도 NO 생성이 유의하게 억제되는 것을 확인하였다. 이

때 양성 대조군 인 NG-monomethyl-L-arginine monoacetate, L-NMMA 은 IC50 값이 35.5 μM 이었다.

<실시예 4. 화합물 1의 항염활성 확인>[0063]

 상기 실시예 3에서 튤립나무로부터 분리한 화합물 1, 4, 7, 9, 14, 23, 및 27이 LPS 유도 NO 생성을 억제하는[0064]

점을 확인하였으며, 이들 중, 이전까지 알려지지 않은 신규 물질인 tulipiferamide A (화합물 1)의 항염활성을

조사하였다.

화합물 1이 NF-κB 표적 유전자인 iNOS, COX-2, IL-1β 발현에 미치치는 효과를 확인하였다. 상기 실시예 3-1과[0065]

동일한  방법으로  RAW264.7  대식세포를  유지시키고,  RAW  264.7  대식세포를  30  분  동안  화합물  1

(tulipiferamide A) 30 μM로 처리 또는 무처리 후, 0, 3, 6, 12 시간 동안 1μM LPS로 처리하였다. 이후, 샘

플의 전체 세포의 용해물을 10 % SDS-PAGE로 분리하고 iNOS, COX-2, IL-1β 및 β-actin 항체로 면역 블롯팅을

수행하여 그 결과를 도 4A에 나타내었다.

도 4A에서 보는 바와 같이, LPS는 RAW264.7 대식세포에서 iNOS, COX-2 및 IL-1β의 발현을 증가시켰으며, 이러[0066]

한 증가는 화합물 1에 의하여 억제되었다. 특히 iNOS 및 COX-2는 LPS 처리 시간에 따라 발현이 지속적으로 증가

하였으며 이는 화합물 1에 의해 억제되었다. IL-1β는 LPS 처리 후, 6시간째에 발현이 가장 증가하였고, 점차

발현량이 감소하였으며, 화합물 1은 이러한 IL-1β의 증가도 억제하였다.

화합물 1의 NF-κB 표적 유전자인 iNOS, COX-2, IL-1β, TNFα 및 IL-6의 발현은 RT-PCR 분석으로 분석하였다.[0067]

RAW 264.7 대식세포를 30 분 동안 화합물 1 (tulipiferamide A) 30 μM로 처리 또는 무처리 후, 0, 2, 4 시간

동안 1μM LPS로 처리하였다. 이후, easy-BLUE total RNA 추출 키트 (iNtRON Biotechnology, Inc., Seongnam,

Korea)를 사용하여 total  RNA를 준비한 후, oligo  (dT)-primed  cDNA를 RT-PCR  kit  (Promega,  Madison,  CA,

USA)를 사용하여 합성하였다. PCR은 각 마우스 유전자에 대한 하기 프라이머 쌍을 사용하여 수행하였다 (m iNOS

F: 5’-CGAAACGCTTCACTTCCAA-3’ R: 5’-TGAGCCTATATTGCTGTGGCT-3’; m Cox2 F: 5’-AACCGCATTGCCTCTGAAT- 3

’  R:  5’-  CATGTTCCAGGAGGATGGAG-3’;  m  IL-1β  F:  5’-ATGGCAACTGTTCCTGAACTCAACT-3’  R:  5’-

CAGGACAGGTATAGATTCTTTCCTTT-3’;  m  TNFα  F:  5’-TTCTGTCTACTGAACTTCGGGGTGATCGGTCC-3’  R:  5’-
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GTATGAGATAGCAAATCGGCTGACGGTGTGGG-3’; m IL-6 F: 5’-ACATCCTCGACGGCATCT-3’ R: 5’-GCCTCTTTGCTGCTTTCAC-

3’; m GAPDH, 5’-GACCCCTTCTTGACCTC-3’ and 5’-GCCATCCACAGTCTTCTG-3’). PCR 증폭 후, 생성물을 아가로스

겔 전기영동으로 분리하고 에티듐 브로마이드 염색을 사용하여 시각화하여 도 4B에 나타내었다.

도 4B에서 보는 바와 같이, LPS는 RAW264.7 대식세포에서 iNOS, COX-2, IL-1β, TNFα 및 IL-6의 발현을 증가[0068]

시켰으며, 이러한 증가는 화합물 1에 의하여 억제되었다. 이를 통하여 본 발명의 튤립나무 추출물로 분리한 신

규 물질인 화합물 1은 NF-κB 매개 염증경로를 억제하는 것을 확인하였다.

화합물 1의 매개 염증 반응 억제와 관련된 분자 메커니즘을 결정하기 위해 NF-κB 신호 전달의 관여하는 단백질[0069]

의 발현을 체계적으로 모니터링하였다. RAW 264.7 대식세포를 화합물 1 (tulipiferamide A) 30 μM로 처리 또는

무처리 후, 0, 5, 15, 30, 60 분 동안 1μM LPS로 처리하였다. 이후, 수확한 세포를 용해하여 SDS-PAGE로 분리

하고 NC 막으로 옮긴 다음, JNK1, Phospho-p38, p38 및 ERK (Santa Cruz, CA, USA); IKBα, Phospho-IKBα,

Phospho-IKKα/β,  Phospho-ERK,  Phospho-JNK,  Phospho-p65,  p65,  및  IRAK1  (Cell  Signaling  Technology,

Beverly, MA, USA); IKKβ (Upstate Biotech, Waltham, MA, USA); 및 β-actin (Sigma-Aldrich, Miamisburg,

OH, USA) 의 1차 항체를 4℃에서 24 시간 동안 유지한 후, 멤브레인을 HRP-접합된 2 차 항체와 함께 실온에서 1

시간 동안 배양했다. 이후 밴드를 강화된 화학 발광 웨스턴 블로팅 검출 시약 (WestGlow; Biomax, Inc., Seoul,

Korea)을 사용하여 검출하고 이를 도 5A에 나타내었다.

도 5A에서 보는 바와 같이, 화합물 1 (30μM)은 IKKα/β, IkBα and relA  (p65)의 인산화를 통하여 NF-κB[0070]

활성화를 현저히 억제함으로써 화합물 1의 항염증 활성을 나타내었다. 게다가 LPS에 의한 MAPKs (ERK, JNK 및

p38)의 인산화가 화합물 1에 의하여 영향을 받지 않으며, 화합물 1의 억제 효과는 NF-κB 에 특이적인 것을 확

인하였다. 더욱 중요한 점은 화합물 1은 TLR4 신호전달 경로의 IKK 업스트림 인산화효소인 IRAK1 분해에 영향을

주지 않으면서 IKK 인산화를 억제한다는 것이다. 이는 화합물 1이 LPS 유도 NF-κB 신호경로를 IKK 활성을 타켓

팅함으로써 제한하는 것을 의미한다. 즉, IKKβ의 이소성 발현에 의한 IKK 인산화는 화합물 1에 의하여 현저히

억제되어 화합물 1이 IRAK1과 같은 업스트림 인산화효소와 관계없이 IKKβ의 수준에서 억제하는 것을 의미한다.

상기와 같이 본 발명자들은 튤립나무의 뿌리에서 33가지 화합물을 분리하고 IKKβ의 활성을 표적으로 하여 유발[0071]

염증 반응을 억제하는 강력한 효능을 갖는 새로운 알카마이드 성분을 확인하였다. 이러한 결과로부터 IKK-NF-κ

B 신호 전달 캐스케이드의 비정상적인과 활성화를 포함하는 염증성 질환의 치료에 본 발명의 튤립나무로부터 분

리한 신규 화합물 튤립페라미드 A를 이용할 수 있음을 확인하였다.

<제제예 1. 약학적 제제>[0072]

1.1. 정제의 제조[0073]

본 발명의 튤립나무(Liriodendron tulipifera) 추출물 또는 이로부터 분리한 튤리피페라마이드 A 200㎎을 락토[0074]

즈 175.9g, 감자전분 180g 및 콜로이드성 규산 32g과 혼합하였다. 이 혼합물에 10% 젤라틴 용액을 첨가시킨 후,

분쇄하여 14 메쉬체를 통과시켰다. 이것을 건조시키고 여기에 감자전분 160g, 활성 50g 및 스테아린산 마그네슘

5g을 첨가해서 얻은 혼합물을 정제로 만들었다. 

1.2. 주사액제의 제조[0075]

본 발명의 튤립나무(Liriodendron tulipifera) 추출물 또는 이로부터 분리한 튤리피페라마이드 A 100㎎, 염화나[0076]

트륨 0.6g 및 아스코르브산 0.1g을 증류수에 용해시켜서 100㎖를 만들었다. 이 용액을 병에 넣고 20℃에서 30분

간 가열하여 멸균시켰다. 

<제제예 2. 건강기능식품의 제조>[0077]

2.1. 건강기능식품의 제조[0078]

본 발명의 튤립나무(Liriodendron tulipifera) 추출물 또는 이로부터 분리한 튤리피페라마이드 A 2g, 비타민 혼[0079]

합물 적량, 비타민 A 아세테이트 70㎍, 비타민 E 1.0㎎, 비타민 B1 0.13㎎, 비타민 B2 0.15㎎, 비타민 B6 0.5

㎎, 비타민 B12 0.2㎍, 비타민 C 10㎎, 비오틴 10㎍, 니코틴산아미드 1.7㎎, 엽산 50㎍, 판토텐산 칼슘 0.5㎎,

무기질 혼합물 적량, 황산제1철 1.75㎎, 산화아연 0.82㎎, 탄산 마그네슘 25.3㎎, 제1인산칼륨 15㎎, 제2인산칼

슘 55㎎, 구연산칼륨 90㎎, 탄산칼슘 100㎎, 염화마그네슘 24.8㎎을 섞어 과립으로 제조하였으나, 용도에 따라

다양한 제형으로 변형시켜 제조할 수 있다. 또한, 상기의 비타민 및 미네랄 혼합물의 조성비를 임의로 변형 실

시하여도 무방하며, 통상의 건강기능식품 제조방법에 따라 상기의 성분을 혼합하여 제조할 수 있다.
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2.2. 건강기능성 음료의 제조[0080]

본 발명의 튤립나무(Liriodendron  tulipifera)  추출물 또는 이로부터 분리한 튤리피페라마이드 A 1g,  구연산[0081]

0.1g, 프락토올리고당 100g, 정제수 900g을 섞어 통상의 음료 제조방법에 따라 교반, 가열, 여과, 살균, 냉장하

여 음료를 제조하였다.

<제제예 3. 화장료의 제조>[0082]

2.1. 스킨로션의 제조[0083]

본 발명의 튤립나무(Liriodendron tulipifera) 추출물 또는 이로부터 분리한 튤리피페라마이드 A 0.1g, 부틸렌[0084]

글리콜 2.0g, 프로필렌글리콜 2.0g, 카르복시비닐폴리머 0.1 g, 피이지-12 노닐페닐에테르 0.2g, 폴리솔베이트

80 0.4g, 에탄올 10.0g, 트리에탄올아민 0.1g, 방부제, 색소, 향료 적당량, 정제수 잔량을 혼합하여 스킨로션을

제조하였다.

2.2. 마사지크림의 제조[0085]

본 발명의 튤립나무(Liriodendron  tulipifera)  추출물 또는 이로부터 분리한 튤리피페라마이드 A 0.1g, 밀납[0086]

10.0g, 폴리솔베이트 60 1.5g, 피이지 60 경화피마자유 2.0g, 솔비탄세스퀴올레이트 0.8g, 유동파라핀 40.0g,

스쿠알란 5.0g, 글리세린 5.0g, 부틸렌글리콜 3.0g, 프로필렌글리콜 3.0g, 트리에탄올아민 0.2g, 방부제, 색소,

향료 적당량, 정제수 잔량을 혼합하여 마사지크림을 제조하였다.
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