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의 숫자, 간 손상으로 인해 형성되는 duct의 개수, 간세포에서의 지방축적, Masson's trichrome 염색에서 콜라겐

염색 정도 등, 급성 혹은 만성 간 손상과 관련된 지표들이 모두 증가되지만, 장수풍뎅이 유충 동결건조 분말을

함께 경구투여하게 되면, 이와 같은 간 손상의 지표들이 통계적으로 유의미한 수준으로 감소하게 되는 것을 확인

할 수 있었다. 장수풍뎅이 유충 분획물들을 여러 종류의 암세포주에 처리하였을 때, 에틸아세테이트 분획물이 암

세포들에 대해서 아포토시스와 세포괴사와 같은 세포죽음을 유도하는 활성이 있음을 확인할 수 있었다. 더불어

에틸아세테이트 분획물은 암세포의 대사를 교란할 수 있었고, 오토파지를 유도할 수 있는 활성을 가지고 있었다. 
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

장수풍뎅이 유충(Allomyrina dichotoma larva; ADL) 유래 분획물을 유효성분으로 함유하는 항암용 약학 조성물.

청구항 2 

제1항에 있어서,

상기 분획물은 상기 장수풍뎅이 유충을 에탄올로 추출한 후 이를 에틸아세테이트(EtOAc)에 의해 분획한 것인 항

암용 약학 조성물.

청구항 3 

제1항에 있어서,

상기 조성물은 전립선암, 자궁경부암, 간암, 난소암, 폐암, 직장암 및 유방암으로 이루어진 군으로부터 선택되

는 어느 하나 이상의 예방 또는 치료용 조성물인 것을 특징으로 하는 항암용 약학 조성물.

청구항 4 

장수풍뎅이 유충(Allomyrina dichotoma larva; ADL) 유래 분획물을 유효성분으로 함유하는 암 예방 또는 개선용

식품 조성물.

청구항 5 

제4항에 있어서,

상기 분획물은 상기 장수풍뎅이 유충을 에탄올로 추출한 후 이를 에틸아세테이트(EtOAc)에 의해 분획한 것인 암

예방 또는 개선용 식품 조성물.

청구항 6 

제4항에 있어서,

상기 암은 전립선암, 자궁경부암, 간암, 난소암, 폐암, 직장암 및 유방암으로 이루어진 군으로부터 선택되는 하

나 이상인 것을 특징으로 하는 암 예방 또는 개선용 식품 조성물.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 장수풍뎅이 유충을 유효성분으로 함유하는 간보호 및 항암용 조성물에 관한 것으로서, 보다 상세하게[0001]

는 장수풍뎅이 유충을 유효성분으로 함유하는 간보호를 위한 조성물에 관한것일 뿐 아니라 장수풍뎅이 유충 추

출물 유래 에틸 아세테이트 분획물을 유효성분으로 포함하는 항암용 조성물에 관한 것이다.

배 경 기 술

예로부터 동식물자원들은 다양한 질병들을 치료하기 위한 전통민간요법으로 널리 사용되어 왔으며, 전통적인 천[0002]

연약용자원들은 과학기술의 발전과 함께 질병을 치료할 수 있는 혁신적인 치료약물을 도출해 낼 수 있는 공급처

로 활용되어 왔다[1, 20, 27, 40].

 특히, 항암약물들의 예를 들어보면, 전체 항암약물 중에서 절반정도가 천연물 혹은 그로부터 유래된 물질이라[0003]

는 사실에서 알 수 있듯이 자연으로부터 얻을 수 있는 천연 약용 자원들에 대한 연구가 새로운 약물개발에 많은

기여를 하고 있다[5, 27]. 약리활성을 가지는 신물질을 탐색하기 위한 천연물에 대한 연구는 식물과 미생물 등

을 대상으로 전 세계적으로 이미 활발하게 진행되고 있고, 그 동안 이런 연구가 수행된 적이 없는 생명체들로

공개특허 10-2017-0000818

- 3 -



탐색범위가 점차 확대되어가고 있는 추세이다[20, 27].

곤충은 지구상에서 가장 크고 다양한 종족으로 알려져 있는데, 현재 확인된 종족만 약 100만종이 넘으며, 이는[0004]

실제의 절반에도 미치지 못한다고 예상될 정도로 다양한 환경에서 발견되고 있으며 독특한 생활사를 가지는 경

우가 많다[2]. 곤충들은 각자가 살아가는 환경에 적응하고 생존하기 위해서 그들만의 독특한 생리조절 기전 및

물질들을 확보하는 방향으로 진화해 왔는데, 이와 같은 곤충의 생리활성물질들을 확보하게 된다면 새로운 약물

후보물질이 될 수 있을 것이다. 뿐만 아니라, 곤충들은 일부 약용으로 전통적인 민간요법에서 이미 활용되어 왔

기 때문에, 이들을 대상으로 생리활성을 가진 물질 발굴을 위한 연구의 필요성은 꾸준히 제기되어 왔다[3, 28]. 

장수풍뎅이 유충(Allomyrina dichotoma larva; ADL)의 경우, 다양한 간질환에 대한 치료목적으로 우리나라를 포[0005]

함하는 아시아국가들에서 전통적으로 활용되어 왔다[28, 41]. 장수풍뎅이 유충의 성분 및 생리활성에 대한 분석

은 이미 진행된 적이 있는데, 유충에 대한 영양학적 성분분석 결과에서 유용한 필수불포화지방산의 함량이 높은

것으로 알려져 건강 식품으로써의 가능성이 보고된 바가 있다[43]. 그리고, 생화학적인 생리활성 분석에서는 활

성산소를 억제하는 항산화 효능이 보고가 되었고[37], 항비만[4] 및 항치매[17] 효과도 in vitro에서 알려지고

있다. 다만, 관련 질병에 대한 연구들이 in vitro에서의 결과에 제한되어 있어, in vivo 및 임상에서의 유의성

있는 효과에 대한 연구는 더 필요한 것으로 생각된다. 또한, 장수풍뎅이로부터 항펩타이드[25] 및 탄수화물결합

단백질인 렉틴(lectin)[35] 유전자들이 추출되어 보고된 적이 있다.

그러나, 현재까지 전통적으로 알려진 간보호 및 간암억제 활성에 대한 연구가 장수풍뎅이를 대상으로 보고된 바[0006]

가 없다. 

독성화합물질을 꾸준히 실험동물에게 처리하게 되면 지방간에서 간경화로 진행될 뿐만 아니라 최종적으로 간암[0007]

까지 유발하여, 실제 간암환자의 암 발생을 모사할 수 있는 실험동물 모델이 알려져 있는데[16], 유전독성을 유

도할 수 있는 디에칠니트로사민(Diethylnitrosamine, 이하 DEN이라고 명명함)이 그런 물질 중에서 가장 많이 활

용되고 있는 물질의 하나이며, 간암환자에서 만성적으로 진행되는 간질환을 비슷하게 모사할 수 있다[29, 32].

DEN의 간손상을 유도하는 작용기전은, 간세포에서 발현되는 시토크롬 P450(cytochrome P450)와의 반응으로 활성

산소 생성을 촉진하게 되고 이때 발생하는 다량의 활성산소로 인해 간세포의 DNA 손상 및 세포죽음이 유도되어

결과적으로 간 손상을 유발되는 것으로 알려져 있다[39]. 만성적인 간질환에 대한 간 보호 효능을 보거나 항암

활성을 확인하고자 할 때, DEN으로 유도된 간독성 동물모델이 널리 활용되고 있다[8, 11, 16, 44]. 

본 발명에서 DEN을 13주 처리한 후, 간손상의 지표라고 할 수 있는 알칼라인 포스파타제(alkaline phosphatase;[0008]

ALP)의 혈중농도, 간세포의 아포토시스 죽음 정도, 담소관 반응(ductular reaction), 간세포에 지방축적 등이

모두 증가되었고, 상당히 진행된 만성 간 손상인 간 섬유화도 확인할 수 있었다[16, 39]. 이와 같은 간 손상의

지표들은 장수풍뎅이 유충분말의 섭취로 통계적으로 유의미한 수준에서 감소하는 것을 확인하였다. 

관련 선행기술로는 한국등록특허 10-1027555 "혼합 생약 추출물을 유효성분으로 함유하는 간보호 및 간염의 예[0009]

방 및 치료용 조성물"과 한국등록특허 10-0498809 "귀뚜라미 추출물을 함유하는 간보호 효과, 강장효과, 알코올

해독, 과산화지질 생성 억제용 약학적 조성물"이 공개되어 있다. 
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발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명의 목적은 장수풍뎅이 유충을 유효성분으로 함유하는 간보호 효과를 살펴보고자 한다. 또한, 본 발명은[0011]

장수풍뎅이 유충의 에틸아세테이트 분획물을 유효성분으로 함유하는 항암효과를 확인한 후, 이를 통하여 상기

장수풍뎅이의 다양한 유용성을 밝히는데 그 목적이 있다.

본 발명이 이루고자 하는 기술적 과제들은 이상에서 언급한 기술적 과제들로 제한되지 않으며, 언급되지 않은[0012]

다른 기술적 과제들은 아래의 기재로부터 본 발명이 속하는 기술분야에서 통상의 지식을 가진 자에게 명확하게

이해될 수 있을 것이다.

과제의 해결 수단

상기 목적을 달성하기 위한 본 발명의 간보호를 위한 약학 조성물은 간 보호 효과를 나타내는 장수풍뎅이 유충[0013]

(Allomyrina dichotoma larva; ADL)을 유효성분으로 함유하는 것이 특징이다.

본  발명의  간보호를  위한  식품  조성물은  간  보호  효과를  나타내는  장수풍뎅이  유충(Allomyrina  dichotoma[0014]

larva; ADL)을 유효성분으로 함유하는 것이 특징이다.

상기 간보호 효과란 혈중 알칼라인 포스파타제(Alkaline  phosphatase  활성을 감소,  간조직에서 담소관 반응[0015]

(ductular reaction)감소, 간 세포의 지방축적 억제 및 콜라겐 침착 억제 중 어느 하나 이상의 효과를 나타내는

것이 특징이다.

상기 목적을 달성하기 위한 본 발명의 항암용 약학 조성물은 암예방 및 치료효과를 나타내는 장수풍뎅이 유충[0016]

(Allomyrina dichotoma larva; ADL) 유래 분획물을 유효성분으로 함유하는 것이 특징이다.

본 발명의 암예방 및 개선효과를 나타내는 식품 조성물은 장수풍뎅이 유충(Allomyrina dichotoma larva; ADL)[0017]

유래 분획물을 유효성분으로 함유하는것이 특징이다.

상기 분획물은 상기 장수풍뎅이 유충을 에탄올로 추출한 후 이를 분획하여 얻은 에틸아세테이트(EtOAc) 분획물[0018]

로 이루어지는 것이 특징이다.

상기 암은 전립선암, 자궁경부암, 간암, 난소암, 폐암, 직장암 및 유방암 중 선택된 1종 이상인 것이 특징이다.[0019]

본 발명의 항암효과를 갖는 장수풍뎅이 유충 유래 분획물의 제조방법은 장수풍뎅이 유충을 고압멸균한 한 후 이[0020]

를 동결건조 한 다음, 이를 분쇄하는 제1단계;상기 제1단계에서 분쇄된 장수풍뎅이 유충분말과 에탄올을 혼합하

여 장수풍뎅이 에탄올 추출물을 제조하는 제2단계 및 상기 제2단계에서 제조된 장수풍뎅이 유충 에탄올 추출물

을 헥산, 에틸아세테이트, 부탄올, 물로 순차적으로 분획하여 분획물을 얻는 제3단계;를 포함하는 것이 특징이

다.

상기 제2단계의 장수풍뎅이 유충 에탄올 추출물은 상기 에탄올 12ℓ당 상기 분쇄된 장수풍뎅이 유충 분말을[0021]

0.5~2kg을 혼합시키는 것이 특징이다.

발명의 효과
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본 발명에 의해, 장수풍뎅이 유충의 간보호 효과를 생화학적, 세포생물학적 분석방법으로 확인함으로써, 향후[0022]

장수풍뎅이 유충에서 독성물질로부터 간을 보호할 수 있는 물질을 분리할 수 있는 가능성이 있게 된다.

또한, 장수풍뎅이 유충 추출물 유래 에틸아세티에트 분획물의 세포죽음 작용과 자가소화작용(autophagy) 유도[0023]

활성을 확인함으로써, 암세포에 대한 세포죽음을 유도할 수 있는 활성물질을 분리할 수 있는 가능성이 있게 된

다.

도면의 간단한 설명

도 1A는 DEN 유도 간독성 모델에서 ADL분말의 간보호 효과를 확인하고자 혈액내 알칼라인 포스파타제(Alkaline[0024]

phosphatase, ALP)의 활성도를 그래프로 나타낸 도면이다.

도 1B는 TUNEL 염색을 통해 간세포의 아포토시스(Apoptosis)를 본 도면이다.

도 1C는 TUNEL 양성 반응을 나타낸는 세포(%)를 그래프로 나타낸 도면이다.

도 2A는 DEN 유도 간독성 모델에서 ADL분말의 간보호 효과를 확인하고자 H&E 염색을 통해 조직학적 변화를 본

도면이다.

도 2B는 담관의 수를 그래프로 나타낸 도면이다.

도 2C는 Steatotic cell(%)을 그래프 나타낸 도면이다.

도 3A는 DEN 유도 간독성 모델에서 ADL분말의 간보호 효과를 확인하고자 Masson's trichrome 염색을 통해 간섬

유화 정도를 살펴본 도면이다.

도 3B는 간섬유화 정도를 그래프화 하여 나타낸 도면이다.

도 4A는 ADL분획물의 항함활성을 확인하고자 다양한 조직의 암세포주에 대하여 ADL분획물을 처리하였을 때 세포

생존률을 MTT assay를 통해 측정하였으며, 각 암세포 생존 백분율을 그래프로 나타낸 도면이다.

도 4B는 일차 간세포를 대상으로  ADL분획물을 처리하였을때 세포 생존 백분율을 그래프로 나타낸 도면이다. 

도 5는 다양한 조직의 암세포주에 대하여 ADL분획물을 처리하였을 때 아포토시스와 세포괴사를 측정하기 위하여

Sytox와 AnnexinV염색을 수행하여 flow cytometry로 분석한 도면이다.

도 6A는 ADL 분획물들의 세포대사 교란 능력을 확인하고자 세포 산소 소모량 OCR을 측정한 도면이다.

도 6B는 ADL 에틸아세테이트와 헥산 분획물에서 기본 호흡량(basal respiration), ATP 합성 및 최대호흡량의 변

화를 본 도면이다.

도 6C는 ADL 분획물의 오토파지 유도능을 western blot으로 분석한 도면이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 본 발명을 상세하게 설명하며, 본 발명의 요지를 불필요하게 흐릴 수 있는 공지 기능 및 구성에 대한 상[0025]

세한 설명은 생략한다.

본 발명은 Diethylnitrosamine (DEN)으로 유도된 간 독성 모델을 이용하여 장수풍뎅이 유충 분말에 대한 간 보[0026]

호 효과를 in vivo에서 확인하였는데, 혈중 알칼라인 포스파타제(alkaline phosphatase, ALP)활성, 간 조직에서

의 담소관 반응(ductular reaction), 간세포에서의 지방축적 및 콜라겐침착 등 DEN으로 인해 증가되는 급성 및

만성 간 손상 표지자들이 유충분말을 경구투여함으로써 감소되는 것을 확인하였다. 

또한 본 발명은 에탄올을 이용한 유충분말 추출물을 추가로 분획하여 헥산, 에틸아세테이트, 물 분획물들을 얻[0027]

었고, 이중에서 에틸아세테이트 분획물에서 암세포에 대한 아포토시스, 세포괴사, 및 오토파지를 유도할 수 있

는 세포독성이 있음을 확인하였다. 

이하, 본 발명인 간보호 효과와 항암 효과를 갖는 장수풍뎅이 유충 분말과 이의 분획물의 제조방법을 구체적으[0028]

로 설명하면 다음과 같다.

1. 제 1단계; 장수풍뎅이 유충 분쇄[0029]

우선, 본 단계에서는 장수풍뎅이 유충(Allomyrina dichotoma larva)을 준비한다.[0030]
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준비된 상기 장수풍뎅이 유충(Allomyrina dichotoma larva)은 고압 멸균한 후 건조한 다음 분쇄하여 분말형태로[0031]

제조한다.

다시말해, 상기 장수풍뎅이에는 다량의 수분이 함유되어 있기 때문에 수분이 완전히 없는 상태로 만들기 위해서[0032]

는 건조과정을 거쳐야 한다. 이때, 상기 장수풍뎅이가 함유하고 있는 유효성분들의 변화를 최소화시키기 위해

동결건조를 통해 건조를 하는 것이 좋다.

그 다음 하기 추출의 용이성을 위해 상기 건조된 장수풍뎅이는 분쇄기를 이용하여 분말형태로 제조된다.[0033]

2. 제 2단계; 장수풍뎅이(Allomyrina dichotoma) 추출액 제조[0034]

본 단계에서는 상기 제조한 장수풍뎅이 유충(Allomyrina dichotoma larva) 분말을 용매에 추출한 후 감압농축하[0035]

여 장수풍뎅이 추출물을 제조한다.

이때,  상기  용매 12ℓ당  상기 분쇄된 장수풍뎅이 0.5∼2kg을  혼합하는 것이 좋으며,  혼합하는 유충 분말이[0036]

0.5kg 이하일 경우는 유효성분 추출이 적어 간보호 효과가 미미하거나 나타나지 않을 수 있으며, 혼합하는 유충

분말이 2kg 이상일 경우는 장수풍뎅이 kg당 유효성분 추출 양이 적을 수 있다. 사용된 용매로는 에탄올을 사용

하는 것이 좋으며, 이 에탄올은 어떠한 것을 사용하여도 무관하나, 장수풍뎅이 내에 함유된 유효성분을 가장 적

절히 추출할 수 있도록 70~99%의 에탄올을 사용하는 것이 좋다.

상기 장수풍뎅이 분말은 에탄올에 완전히 침지시킨 다음 이를 230~270rpm으로 실온(20~25℃)에서 추출한 후 감[0037]

압농축하여 추출물을 제조할 시 단시간에 장수풍뎅이의 유효성분이 다량 함유된 추출물을 제조하게 된다.

추출물을 필터하여 불용성물질을 제거한 후, rotary vacuum evaporator (EYELA, N-1100, 도쿄, 일본)로 용매를[0038]

제거한다. 

3. 제 3단계; 장수풍뎅이 분획물 제조[0039]

본 단계에서는 상기 장수풍뎅이 유충 에탄올 추출물을 헥산(Hexane), 에틸아세테이트, n-부탄올 및 물(H20)을[0040]

이용하여 1:1 동일한 비율로 순차적으로 분획한다.

이하, 본 발명인 간 보호 효과와 항암 효과를 나타내는 장수풍뎅이 유충(Allomyrina dichotoma larva; ADL) 또[0041]

는 이의 분획물을 유효성분으로 포함하는 약학 조성물 또는 식품 조성물에 대하여 구체적으로 설명하면 다음과

같다.

 본 발명에는 상기 장수풍뎅이 유충이 간보호 약학조성물의 유효성분으로 포함된다.[0042]

또한 본 발명은 상기 장수풍뎅이 유충 추출물 유래 분획물이 항암용 약학조성물의 유효성분으로 포함된다.[0043]

이때, 상기 장수풍뎅이 유충, 또는 이의 분획물은 상기 약학조성물 전체 중량을 기준으로 0.01~50 중량부 함유[0044]

되는  것이  좋으며,  더욱  바람직하게는  0.1~20중량부를  함유하는  것이  좋다.  이는  상기  장수풍뎅이  유충

(Allomyrina dichotoma larva), 또는 이의 분획물이 0.01 중량부 미만으로 함유되는 경우 약 효과가 떨어져 본

발명이 목적하는 약학 조성물로 사용하기 적합하지 않으며, 50 중량부를 초과하여 함유되는 경우 오히려 사용되

는 유기용제로 인한 악영향이 발생될 우려가 있다.

이러한 상기 본 발명의 약학 조성물은 간 보호 또는 암 예방 및 치료를 목적으로 하는 천연물의약품에 함유될[0045]

수 있다. 이때 당해 발명이 속하는 기술분야에서 통상의 지식을 가진 자가 용이하게 실시할 수 있는 방법에 따

라, 약학적으로 허용되는 담체 또는 부형제를 이용하여 제제화함으로써 단위 용량 형태로 제조되거나 또는 다용

량 용기 내에 내입시켜 제조될 수 있다. 

이때 제형은 정제, 캅셀, 분말, 과립, 액상, 환 중 어느 하나의 형태로 구성되며, 분산제 또는 안정화제를 추가[0046]

적으로 포함할 수도 있다. 즉, 이는 사용 목적에 따라서 당업자가 어려움 없이 선정하여 이루어질 수 있으며,

그 첨가량은 본 발명의 목적 및 효과를 손상시키지 않는 범위내에서 선택될 수 있음을 의미한다.

상기 약학적으로 허용되는 담체로는 제제 할 시에 통상적으로 이용되는 것으로서, 락토스, 덱스트로스, 수크로[0047]

스, 솔비톨, 만니톨, 전분, 아카시아 고무, 인산 칼슘, 알기네이트, 젤라틴, 규산칼슘, 미세결정성 셀룰로스,

폴리비닐피롤리돈,  셀룰로스,  물,  시럽,  메틸 셀룰로스,  메틸히드록시벤조에이트,  프로필히드록시벤조에이트,

활석, 스테아르산 마그네슘 및 미네랄 오일 등을 포함하며, 또한, 약학적으로 허용되는 부형제로는 윤활제, 습

윤제, 감미제, 향미제, 유화제, 현탁제, 보존제 등을 포함하나, 이에 한정되는 것은 아니다.
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또 다른 관점에서의 본 발명은 장수풍뎅이 유충 또는 추출물 유래 분획물이 간보호 및 암예방을 목적으로 하는[0048]

식품 조성물의 유효성분으로 포함한다. 

즉,  장수풍뎅이 유충 또는 이의 분획물을 식품 조성물의 유효성분으로 사용할 경우, 상기 그대로 사용하거나[0049]

다른 통상의 식품 조성물의 성분과 함께 사용될 수 있고, 통상적인 방법에 따라 적절하게 사용될 수 있다. 유효

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

용 조성물 제조시에는 유효성분의 원료에 대하여 0.01 ~ 10 중량부, 바람직하게는 0.05 ~ 1 중량부의 양으로 첨

가된다.

그러나 건강 및 위생을 목적으로 하거나 또는 건강 조절을 목적으로 하는 장기간의 섭취의 경우에는 상기 양은[0050]

상기 범위 이하일 수 있으며, 안전성 면에서 아무런 문제가 없기 때문에 유효성분은 상기 범위 이상의 양으로도

사용될 수 있다.

이러한 상기 식품용 조성물은 간 보호 및 암 예방을 위한 목적으로 건강식품에 함유될 수 있으며 그 종류에는[0051]

특별한 제한은 없다. 상기 물질을 첨가할 수 있는 식품의 예로는 육류, 소세지, 빵, 쵸코렛, 캔디류, 스넥류,

과자류, 피자, 라면, 기타 면류, 껌류, 아이스크림류를 포함한 낙농제품, 각종 스프, 음료수, 차, 드링크제, 알

콜 음료 및 비타민 복합제 등이 있으며, 통상적인 의미에서의 건강식품을 모두 포함한다.

상기 외에 본 발명의 상기 식품 조성물은 여러 가지 영양제, 비타민, 전해질, 풍미제, 착색제, 펙트산 및 그의[0052]

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

음료에 사용되는 탄산화제 등을 함유할 수 있다. 그밖에 본 발명의 식품 조성물은 천연 과일쥬스, 과일쥬스 음

료 및 야채 음료의 제조를 위한 과육으로 함유할 수도 있다. 이러한 성분은 독립적으로 또는 조합하여 사용할

수 있다. 이러한 첨가제의 비율은 크게 중요하진 않지만 본 발명의 조성물 100 중량부 당 0.01 ~ 0.1 중량부의

범위에서 선택되는 것이 일반적이다.

이하에서는 실시예 및 실험예를 들어 본 발명에 관하여 더욱 상세하게 설명할 것이나, 이들 실시예 및 실험예는[0053]

단지 설명의 목적을 위한 것으로 본 발명의 보호 범위를 제한하고자 하는 것은 아니다.

<실시예 1> 본 발명의 간보호 효과를 갖는 장수풍뎅이 유충분말과 항암효과를 갖는 장수풍뎅이 유충 분획물 제[0054]

조 

먼저, 장수풍뎅이 유충을 동결건조하여 수분이 완전히 제거된 상태의 건조물을 분쇄하여 얻은 분말((주)월드웨[0055]

이,연기군, 한국)을 1.2 kg을 준비하였다.

유기용매를 이용한 장수풍뎅이 애벌레 분말의 분획은 기존에 보고된 실험방법을 따랐다[42]. [0056]

장수풍뎅이 분말 1.2kg을 95% 에탄올(EtOH) 12L 에 완전히 침지시켰다.[0057]

그 다음, 실온에서 7일동안 추출한 후, 감압농축하여 장수풍뎅이 에탄올 추출물을 제조하였다. [0058]

추출물은 필터하여 불용성 물질을 제거한 후, rotary vacuum evaporator (EYELA, N-1100, 도쿄, 일본)로 용매[0059]

를 제거하였다

이렇게 제조된 장수풍뎅이 에탄올 추출물 379.66g를 헥산, 에틸 아세테이트, n-부탄올 및 물을 이용하여 1:1`[0060]

동량으로 분획깔대기를 이용하여 각각 분리된 층을 분리하는 방법으로 순차적으로 분획하였다.

장수풍뎅이 1.2 kg에 95% 에탄올(EtOH) 12L 을 첨가하여 추출물  379.66g을 얻은 후, 용매의 극성을 달리하여[0061]

순차적으로  분획한 결과,  헥산(hexane)  분획은 313.90g,  에틸아세테이트(EtOAc)  분획은 0.78g,  n-부탄올(n-

butanol) 분획은 24.80g,물(H2O) 분획은 24.80g를 확보하였다.

<실시예 2> 간 독성 모델 제작[0062]

모든 동물실험은 UNIST 동물실험윤리위원회의 승인(승인번호 : UNISTIACUC 13 - 015)을 거쳐 수행하였다. 실험[0063]

에는  8주된  C3H/HeN  수컷  쥐(오리엔트바이오,  성남)를  사용하였다.  각  군은  C3H/HeN  수컷  쥐  10마리씩

나누었다. 50 mg/kg diethylnitrosamine(Sigma) 혹은 phosphate buffered saline(PBS)를 매주 1회씩 복강주사

하여 간 독성 모델을 제작하였다.

<실시예 3> 일차 간 세포(Primary hepatocyte)추출[0064]

일차간세포는 8주된 BALB/c 쥐(효창사이언스, 대구, 한국)를 이용하여 기존의 보고대로 추출하였다[13, 33]. 마[0065]
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취된  쥐의  간에  콜라겐용액(collagenase  solution)을  흘려보낸  후,  간  조직을 조각 내었고,  100  μm  cell

strainer  (BD,  미국)를  이용하여  조직덩어리는  걸러  제거해  낸다.  걸러진  세포들은  M199/EBSS  medium

(Hyclone, 미국)를 이용하여 원심분리 및 resuspension을 몇 차례 반복하여 세척한다. Percoll (Sigma, 미국)

gradient를 이용하여 세포파괴물(cell debris)과 non-parenchymal cells을 제거하여 간세포(hepatocyte)만 획

득한다.  확보한  간세포를  몇  차례  세척한  후,  10%  fetal  bovine  serum  (GIBCO,  USA)이  포함된  M199/EBSS

medium에 resuspend하고, 37℃, 5% CO2조건에서 배양한다. 

<실험예 1> 본 발명의 장수풍뎅이 유충 분말에서의 간보호 효과 확인[0066]

1) 혈액내 ALP 활성 측정[0067]

1. 실험방법[0068]

상기 실시예 2와 같이 간독성 모델을 제작한 후 장수풍뎅이 유충 분말을 0.5g/kg 혹은 생리식염수를 주 5회씩[0069]

경구투여하여 간 보호 효과 실험을 진행하였다. DEN과 유충분말을 5주와 10주 동안 처리한 후, orbital sinuses

로부터 혈액 샘플들을 채취하여 알칼라인 포스파타제(alkaline phosphatase, ALP) 활성을 측정하였다. 

2. 실험결과[0070]

도 1A에서 보면, 5주 및 10주 후 혈액내 알칼라인 포스파타제(alkaline phosphatase, ALP)의 농도를 보면 장수[0071]

풍뎅이  유충분말을  먹인  쥐에서  생리  식염수를  먹인쥐와  비교하여  통계적으로  유의미한  수준으로(5주차

p=0.008, 10주차 p=0.021) 감소된 것을 확인하였다. 

2) TUNEL 염색(staining)[0072]

1. 실험방법[0073]

상기 실시예 2와 같이 간독성 모델을 제작한 후 장수풍뎅이 유충 분말을 0.5g/kg 혹은 생리식염수를 주 5회씩[0074]

경구투여하여 간 보호 효과 실험을 진행하였다.

DEN과 유충분말을 처리하고 13주가 지난 뒤에는 실험 쥐로부터 간 조직을 채취하여 조직화학적염색으로 분석하[0075]

였다.  

적출한 간 조직은 10%  포르말린 용액에 충분히 고정시킨 후 고정된 조직을 70,  80,  90,  95,  100%  ethanol,[0076]

xylene을 단계별로 사용하여 탈수와 투명화 과정을 거쳤고 포매하여 4 μm의 절편을 만들어 세포자멸사가 진행

중인 세포의 핵을 염색하기 위해 TUNEL 염색을 수행하였다. TUNEL kit는 In Situ Cell Death Detection Kit,

Fluorescent (Roche Diagnostic)을 사용하여 회사에서 제공하는 실험방법을 적용하였다. 조직은 물로 세척한 후

0.1% TritonX-100을 이용하여 세포 내 염색시약 투과성을 높였으며 30분 실온에서 반응하였다. PBS로 세척한 후

Blocking solution을 20분간 실온에서 반응하였다. PBS로 세척한 후 TUNEL reaction mixture를 60분 동안 37℃

에서 어둡게 하여 반응하였다. PBS로 세척한 후 조직을 DAPI가 포함된 mounting용액에 봉입하였으며 형광 현미

경을 통하여 TUNEL positive cell (green color)을 관찰하고 중복되지 않게 field를 세어 %로 표시하였다

2. 실험결과[0077]

13주 동안 DEN과 장수풍뎅이 유충분말을 처리한 후, 실험 쥐들로부터 간을 적출하여 TUNEL염색으로 간세포의 아[0078]

포토시스(apoptosis)를 분석하였다. 도 1B에 TUNEL염색한 간조직의 사진을 나타내었고 도 1C에 TUNEL positive

세포(%)를  그래프화  하여  나타내었다.  도  1B와  도  1C에서  보는  바와  같이  DEN만을  처리한  경우에  TUNEL

positive 세포들이 증가된 반면에, DEN의 처리와 함께 장수풍뎅이 분말을 섭취한 쥐에서는 TUNEL positive 세포

의 숫자가 유의미한 수준으로 감소되었다. 도 BDML 화살표 머리는 TUNEL positive 세포를 가리킨다. 이와 같은

결과로부터, DEN으로 유도되는 간세포의 죽음이 장수풍뎅이 분말을 섭취함으로써 억제될 수 있음을 확인하였다. 

3) H&E 염색(staining)[0079]

1. 실험방법[0080]

장수풍뎅이 유충 분말의 간 보호 효과를 좀더 구체적으로 보기 위해서 H&E염색으로 실험동물의 간조직을 분석하[0081]

였다.

상기 실시예 2와 같이 간독성 모델을 제작한 후 장수풍뎅이 유충 분말을 0.5g/kg 혹은 생리식염수를 주 5회씩[0082]

경구투여하여 간 보호 효과 실험을 진행하였다.
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DEN과 유충분말을 처리하고 13주가 지난 뒤에는 실험 쥐로부터 간 조직을 채취하여 조직화학적염색으로 분석하[0083]

였다. 

간 조직을 10% 포르말린 용액에 고정시키고 파라핀 용액 안에서 고체화한 후 4 μm로 절편한 조직을 슬라이드에[0084]

부착시키고 xylene 용액에 탈파라핀 시킨 후, 100, 95, 90, 80, 70% 저농도의 알코올 과정을 거쳐 함수하였다.

그 후 헤마톡실린(hematoxylin)용액 5분, 흐르는 물로 10분 세척한 뒤 1% acid-alcohol에 30초, 에오신에 1분

동안 처리하여 조직 염색을 실시하였다. 염색된 조직은 다시 70, 80, 90, 95, 100% alcohol의 순서로 탈수과정

을 거치고 마지막으로 xylene에 10분씩 2번 처리하여 투명과정을 거쳐 봉입하였다. 헤마톡실린과 에오신(eosin)

(H&E) 염색 후, 광학현미경으로 관찰하였다. 

2. 실험결과[0085]

 도 2A를 보면, DEN과 생리식염수(Saline)을 처리한 군에서, DEN으로 인해 간세포의 세포질에 비정상적인 지방[0086]

방울(lipid droplet)이 증가되었고 (steatotic cell 증가), 세포질이나 세포핵이 비정상적으로 커지는 현상도

확인할 수 있었으며, 비정상적으로 duct의 형성이 증가된 것을 확인할 수 있었다. 

도 2A에서 *는 steatotic cell을 나타내며, #은 세포질이나 세포핵이 비정상적으로 커져있는 곳을 나타내었다.[0087]

반면에, DEN과 함께 장수풍뎅이 유충분말(ADL)을 경구 투여한 경우에는 이와 같은 간 손상으로 인한 현상이 뚜[0088]

렷하게 감소된 것을 확인하였다(도 2A). 특히, duct의 숫자(도 2B; p<0.0001)와 steatotic cell의 숫자(도 2C;

p<0.0001)가 유의미한 수준으로 감소하였다. 간세포가 커지는 현상은 손상 받은 간에서 간세포가 재생될 때 나

타나는 것으로 알려져 있고[18], 새로운 duct가 형성되는 담소관 반응(ductular reaction)[14] 및 steatosis도

간세포의 손상으로 나타나는 현상으로 이들이 심해지는 경우에 간경화 및 간암으로 진행될 수 있다고 보고되어

있다[9]. 따라서, 장수풍뎅이 분말의 경구 투여로 독성물질에 의한 간 손상을 억제할 수 있고, 향후 만성적 간

손상으로 인한 간경화 및 간암의 발생 가능성도 줄일 수 있을 것으로 사료된다.

4) Masson's Trichrome 염색[0089]

1. 실험방법[0090]

상기 실시예 2와 같이 간독성 모델을 제작한 후 장수풍뎅이 유충 분말을 0.5g/kg 혹은 생리식염수를 주 5회씩[0091]

경구투여하여 간 보호 효과 실험을 진행하였다. DEN과 유충분말을 처리하고 13주가 지난 뒤에는 실험 쥐로부터

간 조직을 채취하였다. 

간 조직을 10% 포르말린 용액에 고정시키고 파라핀 용액 안에서 고체화한 후 4 μm로 절편한 조직을 슬라이드에[0092]

부착시키고 xylene 용액에 탈파라핀 시킨 후, 저농도의 알코올 과정을 거쳐 함수 한 후 Bouin 용액 60℃에서 1

시간 매염하였다. 그 후 정제수 5분, Weigert iron hematoxylin 용액 10분, 정제수 5분, Biebrich scarlet-

Acid fuschsin 용액 5분, 정제수 5분, Phosphotungstic/ Phosphomolybdic acid 용액 10분, Aniline blue 용액

5분, 정제수 5분, 1% acetic acid 수용액 1분 과정으로 염색을 하였다. 이 실험은 Masson's Trichrome Stain

Kit을  이용하였다(Polyscience,  Inc.).  후처리 과정으로 알코올을 이용하여 각 1분씩 70%,  80%,  90%,  95%,

100%의 수분을 없애기 위한 탈수(dehydration) 과정 후 xylene을 이용하여 2회 10분씩 처리하여 알코올을 제거

하는 과정을 거친 뒤 봉입하였다. 간 섬유화의 수치화는 imageJ 프로그램을 사용하였으며 중복되지 않게 field

를 세어 %로 표시하였다.

2. 실험결과[0093]

DEN을 처리한 간 조직의 분석에서는 암의 형성을 확인할 수는 없었으나, 간 섬유화는 시작되었을 것으로 예상되[0094]

어[12], 콜라겐(collagen)을 파란색으로 염색하여 세포질이나 근섬유등과 구별할 수 있는 Masson's trichrome

염색방법으로 간 섬유화 조직의 유무를 분석하였다[24]. 도 3A를 보면 Phosphate buffered saline (PBS)가 처

리된 대조군그룹에서는 미미한 수준에서 푸른색 염색을 확인할 수 있었으나, DEN이 처리된 그룹에서는 15%이상

의 부위에서 푸른색으로 염색되는 것을 확인하였다. 반면에, 장수풍뎅이 유충분말을 경구투여한 그룹에서는 콜

라겐염색이 유의미한 수준에서 감소된 것을 확인하였다(도 3B; p<0.001). 도 3B에 상기의 결과를 그래프화 하여

나타내었다. 따라서, 유충분말의 간 보호 효과덕분에 DEN으로 유도되는 간 손상이 감소될 수 있었고, 장기간의

DEN처리로 인한 지속적인 간 손상으로 유도되는 간 섬유화 및 간 경화증도 감소될 수 있음을 확인하였다. 

<실험예 2> 본 발명의 장수풍뎅이 유충 분획물에서의 항암활성 확인[0095]

1) 세포생존률 측정[0096]
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1. 실험방법[0097]

상기 실시예1과 같이 장수풍뎅이 유충 분획물을 제조하였다. 다양한 조직으로부터 유래된 암세포주에 대해서 세[0098]

포독성을 측정하였고, 실험에는 전립선(22Rv1, PC3), 자궁경부(HeLa), 간(PLC/PRF5, Hep3B, SK-HEP-1, HepG2),

난소(SK-OV3), 폐(NCI-H460), 직장(HCT116), 유방(MDA-MB-231)으로부터 유래된 세포주들이 MTT 방법으로 사용

되었다.

96 well plate에 5X10
3
/well개의 세포를 밤새 배양한 후, 24시간동안 도 4에 표시된 농도만큼의 추출물들을 처[0099]

리하였다.  세포생존률측정을 위해서,  세포에 3(4,5-dimethyl-thyzoyl-2-yl)2,5  diphenyltetrazolium  bromide

(MTT)를 처리한 후, 형성된 포마잔 결정(formazan crystal)을 DMSO로 녹이고 595 nm에서의 흡광도를 Infinity

M200  microplate  reader  (TECAN,  Switzerland)로  측정하였다.  흡광도  값은  대조군과  비교하여  생존백분율

(percent viability)로 표시하였다. 실험은 최소 2번 매번 triplicate으로 수행하였다. 

통계분석방법으로 MTT에서의 세포생존률과 xenograft 실험에서의 종양크기 평균값은 Prism 5.0 (GraphPad, USA)[0100]

분석 소프트웨어를 이용하여 unpaired t-test를 수행하였고, p-value가 0.05보다 작은 경우 의미 있는 차이라고

간주하였다. 

2. 실험결과[0101]

장수풍뎅이 유충분획물을 에탄올로 추출물을 만들고, 이 추출물에 대해서 헥산, 에틸아세테이트, 물로 추가 분[0102]

획물을 만들어 항암활성을 확인하였다.

도 4A에서 보는 바와 같이 세가지 분획물들 중에서 에틸아세테이트 분획물은 거의 모든 암세포주에 대해서 2[0103]

mg/ml의 처리농도에서 강한 세포독성을 보여주었으나, 헥산은 동일한 농도조건에서 약간의 세포독성을, 물 분획

물은 상당히 낮은 세포독성을 각각 보였다(도 4A). 세포독성의 암세포 선택성을 확인하고자, 쥐의 간으로부터

유래한 일차간세포를 대상으로 세포독성 실험을 진행하였는데, 2 mg/ml의 최고농도조건에서 모든 분획물들이 세

포독성을 보이지 않았다(도 4B). 이상의 결과를 바탕으로 장수풍뎅이 유충 분획물에서 암세포에 선택적으로 작

용하는 독성성분이 들어 있다고 사료되며, 특히 에틸아세테이트 분획물에서 그런 효과가 가장 큰 것을 확인하였

다. 

2) 아포토시스 유도능력 측정[0104]

1. 실험방법[0105]

상기 실시예1과 같이 장수풍뎅이 유충 분획물을 제조하였다.[0106]

장수풍뎅이  유충분획물들의  아포토시스  유도활성을  측정하기  위해서,  약물을  2mg/ml  농도로  처리한  후,[0107]

CaspaTag  in  situ  apoptosis  detection  kit  (Millipore,  미국)을  이용하여  DNA량(propidium  iodide,  red

fluorescence)과  caspase  활성화  정도(DEVDase  activity,  green  fluorescence)를  형광표지하였다.  FACS

Calibur™  system  (BD  Biosciences,  USA)장비로  세포형광을  측정하였고,  측정결과는  FlowJo  software

(TreeStar, USA)를 이용하여 분석하였다.

2. 실험결과[0108]

분획물들이  어떻게  세포죽음을  유도하는지  확인하고자  대표적인  세포죽음기전인  아포토시스,  세포괴사[0109]

(necrosis), 오토파지(autophagy)중에서[7, 13], 아포토시스와 세포괴사를 측정할 수 있는 Sytox와 Annexin V

염색을 수행하여 flow cytometry로 분석하였다[26, 45].

 도 5에서 보는 바와 같이 2 mg/ml의 처리조건에서 실험에 사용된 HepG2, PLC/PRF5, Hep3B 세포주들 모두에서[0110]

에틸아세테이트  분획물에서만  강한  세포죽음  활성을  확인할  수  있었던  반면에(Sytox  positive,  AnnexinV

positive), 헥산 분획물에서는 약한 수준의 Annexin V염색증가만이 있었고, 실제 죽은 세포의 비율이 미미한 수

준의 증가만이 있었다. 에틸아세테이트 분획물에서의 세포죽음 기전은 AnnexinV와 sytox의 염색이 동시에 증가

되는 것으로 보여지나(Hep3B의 경우),  AnnexinV  positive  및 negative  세포의 구별이 불명확한 경우도 있어

(HepG2, PLC/PRF5), 세포주에 따라 아포토시스와 세포괴사가 혼재된 형태로 유도되는 것으로 사료된다[31].  

3) Oxygen consumption rate (OCR) 분석 [0111]

1. 실험방법[0112]

분획물들의  세포대사교란  능력을  확인하고자,  세포산소소모량(Oxygen  consumption  rate,  OCR)을  측정하였다[0113]
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[34].

  세포독성을 유도하지 않는 추출물 농도인 0.5 mg/ml이 사용되었고, 이런 농도조건에서 OCR에 전혀 영향을 주[0114]

지 못했던 물 분획물은 실험에서 제외하였다. 

2X10
4
개의 HepG2세포를 XF analyzer (Seahorse Bioscience, 미국)용 plate에 10% fetal bovine serum (GIBCO,[0115]

USA)이 포함된 M199/EBSS  medium을 사용하여 밤새 배양하였다. 세포의 산소소비량(oxygen consumption rate,

OCR)을 측정하기 전에, bicarbonate-free medium으로 교체한 뒤, CO2없이 세포배양기에서 1시간 배양하였다. 장

수풍뎅이 추출물을 처리하기 전 20분 동안 세포의 basal level 의 OCR 값을 측정한 뒤 장수풍뎅이 유충 추출물

을  0.5  mg/ml로  처리하고,  약  1  시간  동안  OCR의  변화를  측정하였고,  후에  0.5  μM  oligomycin,  1  μM

carbonyl cyanide-4-(trifluoromethoxy)phenylhydrazone (FCCP), 1 μM rotenone, 1 μg/ml antimycin A 등의

4가지  호흡  사슬  억제제를  순서대로  처리하면서,  다시  OCR변화량을  측정하였다.  측정결과는  Prism  5.0

(GraphPad, USA)을 통하여 분석하였다.

2. 실험결과[0116]

OCR의 측정을 위해서 XF analyzer (Seahorse)를 사용하였고, 기본 호흡량(basal respiration), ATP 합성, 최대[0117]

호흡량은 oligomycin, FCCP, antimycin A/rotenone을 순차적으로 처리함으로써 계산하였으며, 이를 도 6A에 나

타내었다[6].

에틸아세테이트와 헥산분획물들에서 기본 호흡량의 변화는 없었고, ATP 합성정도는 에틸아세테이트 및 헥산 분[0118]

획물 모두에서 다소 감소하기는 하였으나, 최대 호흡량에서는 에틸아세테이트 분획물에서 뚜렷한 차이를 보였다

(도 6B). 이상의 결과로부터 에틸아세테이트 분획물이 세포대사작용에 영향을 줄 수 있음을 알 수 있었고, 이런

대사교란 현상이 세포죽음 유도와 연결되어 있는지 확인하고자[13], 오토파지 유도능을 western blot으로 분석

하였다(도 6C). 1 mg/ml의 농도조건에서 에틸아세테이트 분획물은 LC3-II form을 증가시켰으나(도 6C), 헥산과

물 분획물들은 LC3-II 형성에 영향이 없었다. LC3-II의 형성은 세포질에 존재하는 LC3-I이 lipid가 연결된 형태

로 바뀔 때 전기영동에서 이동속도가 달라지는 것을 검출하는 것으로 오토파지 유도의 가장 좋은 근거로 폭넓게

활용되고 있다[15].  이상의 실험결과들로부터, 에틸아세테이트 분획물이 세포의 호흡대사를 교란할 수 있음을

확인하였고, 오토파지라는 대사교란으로 유도되는 세포죽음기전이 활성화되는 것을 확인하였다. 

장수풍뎅이 에틸아세테이트 분획물에 대한 추가 분리, 분획, 및 성분 분석을 하고, 다른 곤충추출물들과의 비교[0119]

분석을 하여, 아포토시스, 세포괴사, 오토파지 등의 세포죽음 기전을 유도하는데 관련된 물질들을 분리 동정할

필요가 있다. 이를 기반으로 생리활성을 가진 새로운 물질을 확보하고, 알려지지 않은 세포신호전달기전도 밝혀

낼 수 있을 것으로 기대한다. 

결론적으로, 장수풍뎅이 유충분말과 이의 분획물로부터 간 보호 효과와 항암활성을 확인하였으며, 실험에 사용[0120]

된 유충 분획물들에 대한 추가 분획과 분석으로 생리활성을 가진 물질발굴이 가능할 것으로 기대한다. 

상기의 본 발명은 바람직한 실시예 및 실험예를 중심으로 살펴보았으며, 본 발명이 속하는 기술분야에서 통상의[0121]

지식을 가진 자는 본 발명의 본질적 기술 범위 내에서 상기 본 발명의 상세한 설명과 다른 형태의 실시예 및 실

험예들을 구현할 수 있을 것이다. 여기서 본 발명의 본질적 기술범위는 특허청구범위에 나타나 있으며, 그와 동

등한 범위 내에 있는 모든 차이점은 본 발명에 포함된 것으로 해석되어야 할 것이다.
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도면

도면1a

도면1b

도면1c
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도면6a

도면6b

도면6c
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