
(19) 대한민국특허청(KR)
(12) 공개특허공보(A)

(11) 공개번호   10-2018-0036484

(43) 공개일자   2018년04월09일

(51) 국제특허분류(Int. Cl.)

     A61K 31/12 (2006.01)  A23L 33/10 (2016.01)

     A23L 33/105 (2016.01)  A61K 36/11 (2006.01)

(52) CPC특허분류

     A61K 31/12 (2013.01)

     A23L 33/10 (2016.08)
(21) 출원번호       10-2016-0142422

(22) 출원일자       2016년10월28일

     심사청구일자   2016년10월28일 

(30) 우선권주장

1020160126767  2016년09월30일  대한민국(KR)

     기술이전 희망 : 기술양도

(71) 출원인

고려대학교 산학협력단

서울특별시 성북구 안암로 145, 고려대학교 (안암
동5가)

주식회사 코팜

경기도 고양시 덕양구  화정로  65 ,1515호(화정
동,한화오벨리스크)

(72) 발명자

박길홍

서울특별시 용산구 이촌로64길 15, 107동 302호(
이촌동, LG한강자이아파트)

손그림

서울특별시 강서구 공항대로 351-21, 101동 201호
(등촌동, 미주진로아파트)

(뒷면에 계속)

(74) 대리인

이희숙, 김석만

전체 청구항 수 : 총 7 항
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(57) 요 약

본 발명은 osmundacetone 또는 이의 약학적으로 허용가능한 염을 포함하는 골 질환의 예방 또는 치료용 조성물에

대한  것으로,  보다  구체적으로는  osmundacetone  또는  이의  약학적으로  허용가능한  염  또는  고비(Osmunda

japonica) 추출물을 유효성분으로 포함하는 골다공증, 류마티스 관절염, 관절통, 파제트 병, 골 전이암 또는 골

절의 예방 또는 치료용 약학적 조성물, 개선용 식품용 조성물에 대한 것이다. 

 본 발명에 따른 조성물은 뼈 손실을 야기하는 파골세포에 대하여 강력한 증식 및 분화 억제 활성을 나타내기 때

문에, 안전하고 효과적인 골 질환 치료용 의약품 또는 증상개선용 기능성 식품을 개발하는데 유용하게 이용될 수

있다. 
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

Osmundacetone 또는 이의 약학적으로 허용가능한 염을 유효성분으로 포함하는 골다공증, 류마티스 관절염, 관절

통, 파제트 병, 골 전이암 및 골절로 이루어진 군에서 선택된 어느 하나 이상의 골 질환 예방 또는 치료용 약학

적 조성물.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 osmudacetone은 고비과(Osmundaceae) 식물에서 분리되는 것을 특징으로 하는 조성물. 

청구항 3 

제2항에 있어서, 상기 고비과 식물은 고비(Osmunda japonica)인 것을 특징으로 하는 조성물. 

청구항 4 

Osmundacetone 또는 이의 약학적으로 허용가능한 염을 유효성분으로 포함하는 골다공증, 류마티스 관절염, 관절

통, 파제트 병, 골 전이암 및 골절로 이루어진 군에서 선택된 어느 하나 이상의 골 질환 개선용 식품 조성물.

청구항 5 

고비(Osmunda japonica) 추출물을 유효성분으로 포함하는 골다공증, 류마티스 관절염, 관절통, 파제트 병, 골

전이암 및 골절로 이루어진 군에서 선택된 어느 하나 이상의 골 질환 예방 또는 치료용 약학적 조성물.

청구항 6 

제5항에 있어서, 상기 추출물은 물, 에탄올, 주정, 메탄올, 프로판올(propanol), 이소프로판올(isopropanol),

부탄올(butanol), 아세톤, 에테르, 클로로포름, 에틸아세테이트, 메틸렌클로라이드, 헥산, 시클로헥산, 석유에

테르(petroleum ether), 디에틸에테르, 벤젠으로 이루어진 군에서 선택된 하나 이상의 용매로 추출된 것을 특징

으로 하는 조성물.

청구항 7 

고비(Osmunda japonica) 추출물을 유효성분으로 포함하는 골다공증, 류마티스 관절염, 관절통, 파제트 병, 골

전이암 및 골절로 이루어진 군에서 선택된 어느 하나 이상의 골 질환 개선용 식품 조성물. 

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 osmundacetone 또는 이의 약학적으로 허용가능한 염을 포함하는 골 질환의 예방 또는 치료용 조성물[0001]

에 대한 것으로,  보다 구체적으로는 osmundacetone  또는 이의 약학적으로 허용가능한 염 또는 고비(Osmunda

japonica) 추출물을 유효성분으로 포함하는 골 질환의 예방 또는 치료용 약학적 조성물, 개선용 식품용 조성물
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에 대한 것이다.

배 경 기 술

뼈는 몸의 골격 구조를 형성하고 혈중 칼슘(Ca
2+
) 수준을 유지하는 데 매우 중요한 역할을 한다. 뼈는 대사적으[0002]

로  뼈를  흡수하는  파골세포(osteoclast)와  생성하는  조골세포(osteoblast)  간의  뼈  리모델링  순환(bone

remodelling cycle)의 균형을 통해 유지된다. 뼈의 흡수와 생성 간의 균형이 파괴되어 흡수량이 생성량보다 많

아지면 다양한 뼈 관련 질환이 발생하며, 파골세포의 분화 및 활성화와 관련된 대표적인 질환은 골다공증, 류마

티스관절염, 관절통, 파제트 병, 골 전이암 및 골절 등을 들 수 있다.(Kim JH and Kim N, 2016; Shiozawa Y et

al., 2011; Singer FR, 2016).  

이 중에서, 골다공증은 파골세포의 활성화로 뼈의 흡수와 생성 간의 균형이 파괴되어 흡수량이 생성량보다 많아[0003]

지면 유발된다. 골다공증은 뼈 실질의 밀도를 감소시켜서 골절 빈도를 증가시킨다. 중년 및 노년 여성 등 호르

몬 균형이 무너진 여성에서 가장 빈번하게 발생하며, 골절이나 중증 질환으로 거동을 못하는 환자에서도 발병한

다. 최근에는 중장년층 이상의 남성에서도 발생 빈도가 증가하고 있다. 

골수 monocyte/macrophage lineage 세포가 파골세포로 분화하는 분자적 기전에는 먼저 아래 2개의 cytokine이[0004]

중요한 역할을 한다(Teitelbaum SL and Ross FP, 2003). (i) Macrophage colony-stimulating factor(M-CSF)가

그  수용체인  c-Fms와  결합하면  파골세포  전구세포들이 증식하고 생존한다.  Receptor  activator  of  nuclear

factor-κB ligand(RANKL)이 그 수용체인 RANK에 결합하면 파골세포의 분화와 골 흡수 기능을 활성화하고 성숙

한 파골세포가 생존하게 한다(Lacey DL et al., 1998; Lum L et al., 1999; Sherr CJ, 1990; Suda T et al.,

1999; Wong BR et al., 1999). (ii) M-CSF가 c-Fms의 활성화를 유도하면 파골세포 전구세포가 ERK 및 PI3K/Akt

경로를 통하여 증식하고 생존한다(Mancini et al., 1997). (iii) RANKL(OPGL, ODF, TRANCE)과 RANK 역시 파골

세포 형성과 기능을 조절한다(Anderson DM et al., 1997; Dougall WC et al., 1999; Kong YY et al., 1999).

RANKL이 RANK에 결합하면 TRAFs 1, 2, 3, 5, 6 등의 TNF receptor-associated factor(TRAF)들이 RANK와 결합한

다(Darnay BG et al., 1998; Walsh MC and Choi Y, 2003). 이중 TRAF6가 파골세포 형성과 기능에 가장 중요하

다(Lomaga MA et al., 1999; Naito A et al., 1999). TRAF6는 RANKL/RANK 신호를 NF-κB, c-Jun N-terminal

kinase(JNK), extracellular signal-regulated kinase(ERK), p38, Akt, Nuclear Factor Of Activated T-Cells

1(NFATc1)에 전달하여 파골세포 증식, 융합, 분화가 이루어진다(Kobayashi N et al., 2001; Lomaga MA et al.,

1999; Naito A et al., 1999; Takayanagi H et al., 2002; Wong BR et al., 1998; Wong BR et al., 1999)

 [0005]

기존의 골다공증의 치료제 개발 방향은 파골세포의 뼈 흡수를 억제하여 뼈 실질의 손실을 예방할 수 있는 물질[0006]

을 발굴하는 것이었다. 그 대표적인 약품이 bisphosphonate 계열의 Fosamax이다. 같은 맥락에서 arachidonate

대사  산물이  뼈  조직  대사에  미치는  영향에  대하여서도  많은  연구가  이루어졌다(Lee  Sung-eun,  1999).

Leukotriene-B4(LTB4)는 arachidonate의 대사 경로인 5-lipoxygenase pathway의 대사 산물 중 하나이다(Ford-

Hutchinson, A. W. et al., 1980). Giant cell tumor에서 얻은 간질세포주(interstitial cell)인 C433은 5-

lipoxygenase 대사 산물을 증가시켜서 조골세포의 수와 활성을 증가시키는 것으로 보고되었다(Mundy, G. R. et

al., 1993). 뼈 조직 배양 과정에서 LTB4를 투여하면, 뼈 흡수가 증가하는 것이 관찰되기도 하였다(Bonewald,

L. F. et al., 1996). In vitro와 in vivo 연구에서 LTB4는 파골세포의 생성을 증가시켜서 뼈 흡수를 유도한다

는  연구  결과도  있다(Bonewald,  L.  F.  et  al.,  1996).  이에  따라,  LTB4  수용체  억제제(LTB4  receptor

antagonist)들이 골다공증 치료를 위하여 많이 개발되었지만, 파골세포의 뼈 실질 흡수를 충분히 억제하는 데는

성공하지 못했다. 

뿐만 아니라, 기존 골다공증 치료제의 부작용과 고가의 약값도 환자의 치료에 충분한 용량으로 투여하는데 큰[0007]

장애가 되고 있다. Fosamax의 주요 부작용으로는 중증 식도염, 신 손상, 간 손상, 저칼슘혈증, 근육 경련 등이

있고,  로슈(Roche)의  Bonviva는  전신근육통,  몸살  등의  부작용이  있다.  노바티스(Novartis)의

Aclasta(zoledronate)와  일라이  릴리(Eli  Lilly)의  anabolic  치료제인  parathyroid  hormone인  Forsteo와

Forteo(teriparatide)는 효과는 좋으나 가격이 너무 비싸서 사용이 매우 제한적이다. 특히 Forsteo/Forteo는

약물  과민반응  환자,  임산부,  모유수유,  고칼슘혈증(hypercalcemia),  신부전,  부갑상선  기능항진증

(hyperparathyroidism)과 파제트 병(Paget’disease) 등의 대사성 골질환, 원인미상의 알칼리포스파타제 활성

증가(unexplained elevations of alkaline phosphatase), 방사선 치료 환자, 골수암 혹은 골 전이암 환자 등에

게는 사용할 수 없기 때문에 적용가능한 환자군이 크지 않다. 

공개특허 10-2018-0036484

- 4 -



따라서 보다 효과가 강력하고 안전하며, 기존 치료제보다 저비용으로 생산가능한 골 관련 질환 치료제 개발이[0009]

시급히 요구되고 있다.

발명의 내용

해결하려는 과제

이에 본 발명자들은 부작용이 적고 안전하며 효과가 뛰어난 골 관련 질환 치료제를 개발하기 위하여 천연물 성[0010]

분에 대하여 연구한 결과, 오랫동안 식품으로 이용되어 온 고비의 추출물에 골 손실 억제 활성이 있는 것을 확

인하여 본 발명을 완성하였다. 

따라서 본 발명의 목적은 [0011]

Osmundacetone 또는 이의 약학적으로 허용가능한 염을 유효성분으로 포함하는 골다공증, 류마티스 관절염, 관절[0012]

통, 파제트 병, 골 전이암 및 골절로 이루어진 군에서 선택된 어느 하나 이상의 골 질환 예방 또는 치료용 약학

적 조성물을 제공하는 것이다.

본 발명의 다른 목적은[0013]

Osmundacetone 또는 이의 약학적으로 허용가능한 염을 유효성분으로 포함하는 골다공증, 류마티스 관절염, 관절[0014]

통, 파제트 병, 골 전이암 및 골절로 이루어진 군에서 선택된 어느 하나 이상의 골 질환 예방 또는 개선용 식품

용 조성물을 제공하는 것이다.

본 발명의 또 다른 목적은 [0015]

고비(Osmunda japonica) 추출물을 유효성분으로 포함하는 골다공증, 류마티스 관절염, 관절통, 파제트 병, 골[0016]

전이암 및 골절로 이루어진 군에서 선택된 어느 하나 이상의 골 질환 예방 또는 치료용 약학적 조성물을 제공하

는 것이다.

본 발명의 또 다른 목적은[0017]

고비(Osmunda japonica) 추출물을 유효성분으로 포함하는 골다공증, 류마티스 관절염, 관절통, 파제트 병, 골[0018]

전이암 및 골절로 이루어진 군에서 선택된 어느 하나 이상의 골 질환 예방 또는 개선용 식품용 조성물을 제공하

는 것이다. 

과제의 해결 수단

상기와 같은 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 [0019]

Osmundacetone 또는 이의 약학적으로 허용가능한 염을 유효성분으로 포함하는 골다공증, 류마티스 관절염, 관절[0020]

통, 파제트 병, 골 전이암 및 골절로 이루어진 군에서 선택된 어느 하나 이상의 골 질환 예방 또는 치료용 약학

적 조성물을 제공한다. 

본 발명의 다른 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은[0021]

Osmundacetone 또는 이의 약학적으로 허용가능한 염을 유효성분으로 포함하는 골다공증, 류마티스 관절염, 관절[0022]

통, 파제트 병, 골 전이암 및 골절로 이루어진 군에서 선택된 어느 하나 이상의 골 질환 예방 또는 개선용 식품

용 조성물을 제공한다. 

본 발명의 또 다른 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은[0023]

고비(Osmunda japonica) 추출물을 유효성분으로 포함하는 골다공증, 류마티스 관절염, 관절통, 파제트 병, 골[0024]

전이암 및 골절로 이루어진 군에서 선택된 어느 하나 이상의 골 질환 예방 또는 치료용 약학적 조성물을 제공한

다. 

본 발명의 또 다른 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은[0025]

고비(Osmunda japonica) 추출물을 유효성분으로 포함하는 골다공증, 류마티스 관절염, 관절통, 파제트 병, 골[0026]

전이암 및 골절로 이루어진 군에서 선택된 어느 하나 이상의 골 질환 예방 또는 개선용 식품용 조성물을 제공한
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다. 

이하 본 발명을 상세히 설명한다. [0027]

본 발명은 osmundacetone 또는 이의 약학적으로 허용가능한 염을 유효성분으로 포함하는 골다공증, 류마티스 관[0028]

절염, 관절통, 파제트 병, 골 전이암 및 골절로 이루어진 군에서 선택된 어느 하나 이상의 골 질환 예방 또는

치료용 약학적 조성물을 제공한다. 

본 발명에 따른 상기 약학적 조성물은 osmundacetone을 유효성분으로 포함하는 조성물일 수도 있고, 유효성분으[0030]

로서 osmundacetone로 이루어진 조성물일 수도 있으며, 또는 유효성분으로서 osmundacetone이 필수적으로 구성

되는 조성물일 수도 있다.

본  명세서에서  용어  ‘~을  포함하는(comprising)’이란  ‘함유하는(including)’또는  ‘특징으로  하는[0031]

(characterized by)’과 동일한 의미로 사용되며, 본 발명에 따른 조성물 또는 방법에 있어서, 구체적으로 언급

되지 않은 추가적인 구성 성분 또는 방법의 단계 등을 배제하지 않는다. 또한 용어 ‘로 구성되는(consisting

of)’이란 별도로 기재되지 않은 추가적인 요소, 단계 또는 성분 등을 제외하는 것을 의미한다. 용어 ‘필수적

으로 구성되는(essentially consisting of)’이란, 조성물 또는 방법의 범위에 있어서, 기재된 물질 또는 단계

와 더불어 이의 기본적인 특성에 실질적으로 영향을 미치지 않는 물질 또는 단계 등을 포함할 수 있는 것을 의

미한다.

   < Osmundacetone의 구조 >[0032]

                           [0033]

Osmundacetone은 C10H10O3의 분자식(분자량 178.184Da)으로 표시되며, 상단의 화학식의 구조를 갖는 화합물로,[0035]

본 발명자들에 의하여 고비 추출물로부터 파골세포의 증식과 분화의 억제 활성을 갖는 것으로 분리 동정된 성분

이다. Dihydroxybenzylideneacetone, (3E)-4-(3,4-dihydroxyphenyl)-3-buten-2-one 또는 IUPAC 이름으로 5,7-

dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-8-[(2S,  3R,  4R,  5S,  6R)-3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-yl]-6-

[(2S,  3R,  4S,  5S)-3,4,5-trihydroxyoxan-2-yl]-4H-chromen-4-one으로 불리며, 상온에서 무색 또는 황색에서

갈색의 유색 결정으로 존재한다. 

Osmundacetone은 다수의 미국 유해독성물질 규제기관에서 인체독성, 자극성, 발암성, 환경독성 등 모든 검사에[0036]

서 무해하며 안전하다는 판정을 받았다(참고: TSCA: Not Listed; CLEAN WATER ACT(CWA): Not Listed; SARA313:

Not Listed; MARINE POLLUTANT: Not Listed; RIGHT TO KNOW LIST(NEW JERSEY): Not Listed; RIGHT TO KNOW

LIST(MASSACHUSETTS):  Not  Listed;  RIGHT  TO  KNOW  LIST(PENNSYLVANIA):  Not  Listed;  ILLINOIS  TOXIC  AIR

CONTAMINANTS:  Not  Listed;  CLEAN  AIR  ACT(CAA):  Not  Listed;  DHS  CHEMICALS  OF  INTEREST:  Not  Listed;

CALIFORNIA  PROP  65:  Not  Listed;  OSHA:  Not  Listed;  CALIFORNIA  PROP  65  TOXICITY  TYPE(CANCER,

DEVELOPMENTAL, FEMALE, MALE): None; OSHA HAZ CLASS(CARCINOGEN, CORROSIVE, FLAMABLE, REACTIVE, TOXIC):

None 등).

본 발명의 조성물에 포함되는 osmundacetone은 그 자체 또는 염, 바람직하게는 약학적으로 허용가능한 염의 형[0037]

태로 사용될 수 있다. 본 발명에서 '약학적으로 허용가능한'이란 생리학적으로 허용되고 인간에게 투여될 때,

통상적으로 알레르기 반응 또는 이와 유사한 반응을 일으키지 않는 것을 말하며, 상기 염으로는 약학적으로 허

용가능한 유리산(free acid)에 의하여 형성된 산 부가염이 바람직하다. 상기 유리산으로는 유기산과 무기산을

사용할 수 있다. 상기 유기산은 이에 제한되는 것은 아니나, 구연산, 초산, 젖산, 주석산, 말레인산, 푸마르산,

포름산, 프로피온산, 옥살산, 트리플로오로아세트산, 벤조산, 글루콘산, 메타술폰산, 글리콜산, 숙신산, 4-톨루

엔술폰산, 글루탐산 및 아스파르트산을 포함한다. 또한 상기 무기산은 이에 제한되는 것은 아니나, 염산, 브롬
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산, 황산 및 인산을 포함한다.

상기 osmundacetone은 화학적으로 합성된 것일 수도 있고, 천연물에서 분리된 것일 수도 있는데, 천연물에서 분[0038]

리된 osmundacetone을 사용하는 경우에는 특히 고비과(Osmundaceae) 식물에서 분리된 것일 수 있다. 가장 바람

직하게는 고비과에 속하는 고비(Osmunda japonica)로부터 분리된 것일 수 있다. 

고비과(Osmundaceae)의 식물은 고비목(Osmundales)에 속한 유일한 과목 식물이다. 고비목(Osmundales)은 약 2[0039]

억  1000만  년  전  중생대,  트라이아스기에서  기원한  오래된  양치식물군으로서,  박벽포자낭고사리류

(Leptosporangiate fern)로 분류된다. 

고비과에 속하는 고비(Osmunda japonica)는 학명이 Osmunda japonica Thunb. 또는 Osmunda nipponica Makino이[0040]

며, 라틴명으로는 Osmundae Rhizoma라고 한다. 영문으로 Japanese royal fern 또는 Japanese flowering fern으

로도 불리는 식물로, 일본, 중국, 한국, 대만 등지의 동아시아와 러시아 등에 자생하는 식물이다. 고비의 어린

잎이 오랫동안 식재료로 이용되어 왔을 뿐만 아니라, 전통의학 및 민간요법으로 다양한 질병에 사용되어 온 약

용식물이다.  고비는  osmundalactone,  osmundacetone,  osmundalin,  dihydroisoomundalin,  parasorboside  및

ponasterone A, ecdysone, ecdysterone 등 탈피호르몬 성분이 함유되어 있다. 전통의학에서는 뿌리줄기를 자기

(紫箕) 또는 자기관중(紫箕貫衆)이라 하여, 독이 조금 있으나 회충, 촌백충, 요충 등 구충, 항바이러스, 항균

등 살충(殺蟲), 청열해독(熱解毒), 거어지혈(祛瘀止血), 풍열감모(風熱疳冒), 온열반진(溫熱斑疹), 토혈, 비혈,

암치질로 인한 변혈, 적리, 대하증 등의 치료에 사용한다(중약대사전).

본  발명자들은  일실시예에서  고비의  추출물이  뼈  조직을  파괴하고  재흡수하는  역할을  하는  파골세포[0041]

(osteoclast)의 분화를 효과적으로 억제하는 것을 확인하였다. 마우스에서 분리한 골수세포에서 파골세포의 줄

기세포 전구세포인 단핵구 세포를 분리하여 분화촉진인자인 RANKL과 M-CSF로 자극하고, 고비 추출물을 처리하여

파골세포의 분화에 미치는 영향을 확인한 결과, 고비의 열수 추출물 또는 에틸 아세테이트 추출물이 골수세포가

다핵 파골세포로 분화하는 것을 효과적으로 억제하였다.

본 발명자들은 HPLC와 NMR을 이용하여 고비 추출물에서 파골세포 분화 억제 효과가 있는 성분을 분리 동정하였[0042]

다. 고비의 열수 추출물과 에틸 아세트 추출물/분획물로부터 분리 동정된 단일 화합물이 osmundacetone이다.

Osmundacetone은 뛰어난 파골세포 분화 억제 활성을 가지고 있을 뿐만 아니라, 세포독성은 매우 낮아 안전한 것

으로 나타났다. 

따라서 통상의 기술자는 본 발명자들이 규명한 고비 추출물과 osmundacetone의 상기 활성을 이용하여 파골세포[0044]

에 의한 골 흡수와 조골세포에 의한 새로운 골 기질의 형성 및 이후의 무기질화 과정의 골 대사 과정의 균형이

깨지면서 골밀도와 강도가 감소하여 발생하는 다양한 골 질환에 대한 효과적인 예방, 증상의 개선 또는 치료의

효과를 기대할 수 있음을 이해할 수 있다. 

바람직하게는, 본 발명에서 상기 골 질환은 골다공증, 류마티스 관절염, 관절통, 파제트 병, 골 전이암 또는 골[0045]

절일 수 있으며, 상기 각각의 질환과 파골세포와의 상관관계에 대해서는 본 명세서의 적용예를 참고한다.

본 명세서에서 '치료'란 치료되는 개체 또는 세포의 자연적 과정을 변경시키려는 임상적 시술을 의미하며, 임상[0046]

적 병리의 예방을 위해서도 수행될 수 있다.  치료의 바람직한 효과는 질병의 발생 또는 재발 억제,  증상의

완화, 질병의 임의의 직접 또는 간접적인 병리학적 결과의 감소, 질병 진행 속도의 감소, 질병 상태의 개선, 호

전, 완화 또는 개선된 예후 등을 포함한다. 또한 용어 '예방'은 질병의 발병을 억제시키거나 진행을 지연시키는

모든 행위를 의미한다.

본 발명의 약학적 조성물의 투여량은 투여 경로,  투여 시간,  치료 횟수,  치료 기간,  치료가 필요한 개체의[0047]

연령, 체중, 건강 상태, 성별, 질환의 중증도, 약물에 대한 민감도, 식이 및 배설율, 등 다양한 요인을 고려하

여 당업자가 상술한 특정 용도에 따른 적절한 유효량을 결정할 수 있다. 상기 “유효량”이란 개체에게 투여하

였을 때, 골다공증의 개선, 치료, 예방, 검출 또는 진단 효과를 나타내기에 충분한 양을 말한다. 상기‘개체’

란  동물,  바람직하게는  포유동물,  가장  바람직하게는  인간을  포함하는  동물일  수  있으며,  동물에서  유래한

세포, 조직, 기관 등일 수도 있다. 상기 개체는 치료가 필요한 골 질환 환자(patient) 일 수 있다.

상기 투여는 하루에 한번 또는 수회 나누어 투여할 수도 있다. 본 발명의 약학 조성물은 단독으로 투여되거나[0048]

골 질환의 예방 또는 치료에 효과가 있는 것으로 알려진 다른 치료제와 병용하여 투여될 수 있고, 병용하여 투

여할 경우 다른 치료제와 순차적 또는 동시에 투여될 수 있다. 상기 단독 투여 또는 병용 투여시 본 발명의 약
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학 조성물의 투여량은 부작용 없이 최소한의 양으로 최대 효과를 얻을 수 있는 양을 투여하는 것이 바람직하며,

이는 당업자에 의해 용이하게 결정될 수 있다.

본 발명의 약학적 조성물은 약학적으로 허용되는 담체와 함께 당업계에 공지된 방법으로 투여경로에 따라 다양[0049]

하게 제형화될 수 있다. ‘약학적으로 허용되는’이란 생리학적으로 허용되고 인간에게 투여될 때, 활성성분의

작용을 저해하지 않으며 통상적으로 위장 장애, 현기증과 같은 알레르기 반응 또는 이와 유사한 반응을 일으키

지 않는 비독성의 조성물을 말한다. 상기 담체로는 모든 종류의 용매, 분산매질, 수중유 또는 유중수 에멀젼,

수성 조성물, 리포좀, 마이크로비드 및 마이크로좀이 포함된다. 

투여 경로로는 경구적 또는 비경구적으로 투여될 수 있다. 비경구적인 투여방법으로는 이에 한정되지는 않으나[0050]

정맥내, 근육내, 동맥내, 골수내, 경막내, 심장내, 경피, 피하, 복강내, 비강내, 장관, 국소, 설하 또는 직장내

투여일 수 있다.

본 발명의 약학적 조성물을 경구투여하는 경우 본 발명의 약학적 조성물은 적합한 경구투여용 담체와 함께 당업[0051]

계에 공지된 방법에 따라 분말, 과립, 정제, 환제, 당의정제, 캡슐제, 액제, 겔제, 시럽제, 현탁액, 웨이퍼 등

의 형태로 제형화될 수 있다. 적합한 담체의 예로는 락토즈, 덱스트로즈, 수크로즈, 솔비톨, 만니톨, 자일리톨,

에리스리톨 및 말티톨 등을 포함하는 당류와 옥수수 전분, 밀 전분, 쌀 전분 및 감자 전분 등을 포함하는 전분

류, 셀룰로즈, 메틸 셀룰로즈, 나트륨 카르복시메틸셀룰로오즈 및 하이드록시프로필메틸셀룰로즈 등을 포함하는

셀룰로즈류, 젤라틴, 폴리비닐피롤리돈 등과 같은 충전제가 포함될 수 있다. 또한, 경우에 따라 가교결합 폴리

비닐피롤리돈, 한천, 알긴산 또는 나트륨 알기네이트 등을 붕해제로 첨가할 수 있다. 나아가, 상기 약학적 조성

물은 항응집제, 윤활제, 습윤제, 향료, 유화제 및 방부제 등을 추가로 포함할 수 있다.

또한, 비경구적으로 투여하는 경우 본 발명의 약학적 조성물은 적합한 비경구용 담체와 함께 주사제, 경피투여[0052]

제 및 비강 흡입제의 형태로 당업계에 공지된 방법에 따라 제형화될 수 있다. 상기 주사제의 경우에는 반드시

멸균되어야 하며 박테리아 및 진균과 같은 미생물의 오염으로부터 보호되어야 한다. 주사제의 경우 적합한 담체

의 예로는 이에 한정되지는 않으나, 물, 에탄올, 폴리올(예를 들어, 글리세롤, 프로필렌 글리콜 및 액체 폴리에

틸렌  글리콜  등),  이들의  혼합물  및/또는  식물유를  포함하는  용매  또는  분산매질일  수  있다.  보다

바람직하게는, 적합한 담체로는 행크스 용액, 링거 용액, 트리에탄올 아민이 함유된 PBS(phosphate  buffered

saline) 또는 주사용 멸균수, 10% 에탄올, 40% 프로필렌 글리콜 및 5% 덱스트로즈와 같은 등장 용액 등을 사용

할 수 있다. 상기 주사제를 미생물 오염으로부터 보호하기 위해서는 파라벤, 클로로부탄올, 페놀, 소르빈산, 티

메로살 등과 같은 다양한 항균제 및 항진균제를 추가로 포함할 수 있다. 또한, 상기 주사제는 대부분의 경우 당

또는 나트륨 클로라이드와 같은 등장화제를 추가로 포함할 수 있다. 

경피투여제의 경우 연고제, 크림제, 로션제, 겔제, 외용액제, 파스타제, 리니멘트제, 에어롤제 등의 형태가 포[0054]

함된다. 상기에서 ‘경피투여’는 약학적 조성물을 국소적으로 피부에 투여하여 약학적 조성물에 함유된 유효한

양의 활성성분이 피부 내로 전달되는 것을 의미한다. 예컨대, 본 발명의 약학적 조성물을 주사형 제형으로 제조

하여 이를 30게이지의 가는 주사 바늘로 피부를 가볍게 단자(prick)하거나 피부에 직접적으로 도포하는 방법으

로 투여될 수 있다. 이들 제형은 제약 화학에 일반적으로 공지된 처방서인 문헌(Remington's Pharmaceutical

Science, 15th Edition, 1975, Mack Publishing Company, Easton, Pennsylvania)에 기술되어 있다. 

흡입투여제의 경우, 본 발명에 따라 사용되는 화합물은 적합한 추진제, 예를 들면, 디클로로플루오로메탄, 트리[0055]

클로로플루오로메탄, 디클로로테트라플루오로에탄, 이산화탄소 또는 다른 적합한 기체를 사용하여, 가압 팩 또

는 연무기로부터 에어로졸 스프레이 형태로 편리하게 전달할 수 있다. 가압 에어로졸의 경우, 투약 단위는 계량

된 양을 전달하는 밸브를 제공하여 결정할 수 있다. 예를 들면, 흡입기 또는 취입기에 사용되는 젤라틴 캡슐 및

카트리지는 화합물 및 락토오즈 또는 전분과 같은 적합한 분말 기제의 분말 혼합물을 함유하도록 제형화할 수

있다.

그밖의  약학적으로  허용되는  담체로는  다음의  문헌에  기재되어  있는  것을  참고로  할  수  있다(Remington's[0056]

Pharmaceutical Sciences, 19th ed., Mack Publishing Company, Easton, PA, 1995).

또한, 본 발명에 따른 약학적 조성물은 하나 이상의 완충제(예를 들어, 식염수 또는 PBS), 카보하이트레이트(예[0058]

를 들어, 글루코스, 만노즈, 슈크로즈 또는 덱스트란), 항산화제, 정균제, 킬레이트화제(예를 들어, EDTA 또는

글루타치온), 아쥬반트(예를 들어, 알루미늄 하이드록사이드), 현탁제, 농후제 및/또는 보존제를 추가로 포함할
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수 있다.

또한, 본 발명의 약학적 조성물은 포유동물에 투여된 후 활성 성분의 신속, 지속 또는 지연된 방출을 제공할 수[0059]

있도록 당업계에 공지된 방법을 사용하여 제형화될 수 있다.

또한 본 발명은 osmundacetone 또는 이의 약학적으로 허용가능한 염을 유효성분으로 포함하는 골다공증, 류마티[0060]

스 관절염, 관절통, 파제트 병, 골 전이암 및 골절로 이루어진 군에서 선택된 어느 하나 이상의 골 질환 예방

또는 개선용 식품용 조성물을 제공한다. 

본 발명자들이 규명한 osmundacetone의 상기 골 질환에 대한 예방 또는 개선의 효과는 본 명세서에서 전술한 바[0061]

와 같다.  

상기 식품용 조성물은 기능성 식품(functional food), 영양보조제(nutritional supplement), 건강식품(health[0062]

food) 및 식품첨가제(food additives) 등의 모든 형태를 포함한다. 상기 유형들은 당업계에 공지된 통상적인 방

법에 따라 다양한 형태로 제조할 수 있다.

예를 들면, 건강식품으로는 본 발명의 식품용 조성물 자체를 차, 쥬스 및 드링크의 형태로 제조하여 음용하도록[0063]

하거나, 과립화, 캡슐화 및 분말화하여 섭취할 수 있다. 또한 본 발명의 식품용 조성물은 골 질환 예방 또는 개

선의 효과가 있다고 알려진 공지의 물질 또는 활성 성분과 함께 혼합하여 조성물의 형태로 제조할 수 있다.

또한 기능성 식품으로는 음료(알콜성 음료 포함), 과실 및 그의 가공식품 (예를 들어 과일 통조림, 병조림, 잼,[0064]

마아말레이드 등), 어류, 육류 및 그 가공식품(예를 들어 햄, 소시지콘비이프 등), 빵류 및 면류(예를 들어 우

동, 메밀국수, 라면, 스파게티, 마카로니 등), 과즙, 각종 드링크, 쿠키, 엿, 유제품(예를 들어 버터, 치이즈

등), 식용식물유지, 마아가린, 식물성 단백질, 레토르트 식품, 냉동식품, 각종 조미료(예를 들어 된장, 간장,

소스 등) 등에 본 발명의 식품용 조성물을 첨가하여 제조할 수 있다.

본 발명에 따른 식품용 조성물의 바람직한 함유량으로는 이에 한정되지 않지만 바람직하게는 최종적으로 제조된[0065]

식품 총 중량 중 0.01 내지 50중량%이다. 본 발명의 식품용 조성물을 식품첨가제의 형태로 사용하기 위해서는

분말 또는 농축액 형태로 제조하여 사용할 수 있다.

또한 본 발명은 고비(Osmunda japonica) 추출물을 유효성분으로 포함하는 골다공증, 류마티스 관절염, 관절통,[0066]

파제트 병, 골 전이암 및 골절로 이루어진 군에서 선택된 어느 하나 이상의 골 질환 예방 또는 치료용 약학적

조성물을 제공한다. 

본 발명자들이 규명한 고비 추출물에서 기대되는 골 질환에 대한 예방 또는 치료의 효과는 본 명세서에서 전술[0067]

한 바와 같다. 특히 고비 추출물에 포함된 화합물 osmundacetone이 뼈 흡수를 담당하는 파골세포의 증식 및 분

화를 억제하는 활성을 갖는 것으로 규명한 바 있다. 

상기 고비(Osmunda japonica) 추출물은 신선한 고비로부터 제조할 수 있으며, 냉동, 건조 등 보관을 위한 가공[0069]

과정을 거친 고비를 사용할 수도 있다. 상기 고비 추출물의 형태나 성상에는 제한이 없으며, 용액, 농축물일 수

도 있고, 추출물 제조에 사용된 용매를 제거한 고형분 또는 분말일 수도 있다. 

상기  고비의  추출물은  천연물  추출  방법으로  알려진  것이라면  제한없이  선택하여  사용할  수  있으며,  특히[0070]

osmundacetone이 포함되는 추출물을 제조할 수 있는 추출 방법을 이용하는 것이 가장 바람직하다. 예를 들어,

적절한 추출 용매를 선택하여 당업계에 공지된 산/염기추출, 열수추출, 상온교반추출, 냉침, 환류냉각추출, 초

음파추출, 가압가열추출, 저온고압추출, 효소처리추출, 용매추출 등의 추출 방법을 사용하여 제조할 수 있다. 

상기  추출  용매로는  물,  에탄올,  주정,  메탄올,  프로판올(propanol),  이소프로판올(isopropanol),  부탄올[0071]

(butanol),  아세톤,  에테르,  클로로포름,  에틸아세테이트,  메틸렌클로라이드,  헥산,  시클로헥산,  석유에테르

(petroleum ether), 디에틸에테르, 벤젠으로 이루어진 군에서 선택된 하나 이상의 용매를 사용할 수 있다. 

또한 본 발명에 따른 고비 추출물은 상기 용매 추출법에 의하여 1차로 추출된 추출물일 수도 있고, 추출의 효율[0072]

을 높이기 위하여 1차 추출 후 추출 잔류물을 재추출하여 1차 추출물과 혼합할 것일 수도 있다. 또한 불순물을

제거하고 활성 성분의 농도를 높이기 위하여 당업계에 공지된 방법에 따라 추가적으로 크로마토그래피에 의한

분리, 분획, 규조여과, 한외여과(막분리, ultrafilteration) 등의 다양한 정제 또는 여과 과정을 거친 것일 수

도 있다. 최종 추출물은 침전농축, 증발농축, 공비농축, 감압농축, 증류농축, 원심분리, 역삼투법 등 공지된 농

축방법과 농축장치를 이용하여 농축할 수 있으며, 동결건조, 분무건조, 열풍건조 등의 방법에 의해 용매를 제거
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하고 고형화하여 분말 형태로 제조할 수 있다. 

상기 고비 추출물에서 osmundacetone의 함량을 높이기 위해서는 먼저 고비로부터 열수 추출물을 제조하고, 열수[0073]

추출물을 다시 에틸 아세테이트 등 유기용매로 추출물 및 분획물을 제조하는 것이 바람직하다. 

상기 고비 추출물을 유효성분으로 포함하는 약학적 조성물에 포함될 수 있는 담체, 약학적 조성물의 제형화, 투[0074]

여 경로와 투여량 등의 투여 방법 등에 대하여서는 전술한 바와 같다. 

또한 본 발명은 고비(Osmunda japonica) 추출물을 유효성분으로 포함하는 골다공증, 류마티스 관절염, 관절통,[0075]

파제트 병, 골 전이암 및 골절로 이루어진 군에서 선택된 어느 하나 이상의 골 질환 예방 또는 개선용 식품용

조성물을 제공한다. 

상기 식품용 조성물을 제조하기 위한 고비 추출물에 대하여서는 전술한 바와 같다. 또한 상기 식품용 조성물의[0076]

예시 및 함유량에 대하여서도 전술한 바와 같다. 

발명의 효과

따라서, 본 발명은 osmundacetone 또는 그 유도체, 또는 이를 포함하는 고비의 추출물을 유효성분으로 포함하는[0077]

골다공증, 류마티스 관절염, 관절통, 파제트 병, 골 전이암 및 골절로 이루어진 군에서 선택된 어느 하나 이상

의 골 질환 예방, 개선 또는 치료용 조성물을 제공한다. 본 발명에 따른 조성물은 뼈 손실을 야기하는 파골세포

에 대하여 강력한 증식 및 분화 억제 효과가 있으며, 세포독성이 매우 낮다.

도면의 간단한 설명

도 1은 고비에 포함된 파골세포 분화억제 활성 물질을 분리 동정하기 위한 고비의 물(열수) 또는 에틸아세테이[0078]

트(EA) 추출물의 HPLC 결과를 나타낸다(검출파장 280nm). EA-2는 7개 분획으로 분리된 EA 추출물 중 2번째 분획

이다. Osmundacetone의 peak은 검정색 화살표로 표시하였다. 적색 타원형으로 표시한 peak들은 정제 과정에서

관찰되는 동일한 peak의 위치를 나타낸다.

도 2는 고비 추출물과 분획물, osmundacetone의 파골세포의 증식 및 분화억제 활성을 확인하기 위해 마우스 골

수세포를 이용한 TRAP assay 결과를 나타낸다. 

도  3은  Osmundacetone의  파골세포  분화  억제능력인  IC50을  구하기  위하여,  상업적으로  구입한

osmundacetone(Alfa Aesar, Thermo Fisher Scientific) 1, 4, 7, 10μM의 파골세포의 증식 및 분화억제 활성을

확인하기 위한 마우스 골수세포를 이용한 TRAP assay 결과를 나타낸다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하 본 발명을 상세히 설명한다.[0079]

단, 하기 실시예는 본 발명을 예시하는 것일 뿐, 본 발명의 내용이 하기 실시예에 한정되는 것은 아니다.[0080]

<실시예 1>[0081]

고비 추출물과 분획물 제조 및 화합물 분리 동정[0082]

고비(Osmundae Rhizoma 또는 Osmunda japonica)를 열수, 에틸아세테이트(ethyl acetate)의 순서로 추출한 후,[0083]

에틸아세테이트 추출물(EA 추출물)을 HPLC로 7개의 분획으로 분리하였다. 

구체적으로,  고비  추출물은 강원도에서 채취한 고비 200~250g을  깨끗이 씻어 증숙용기(OSK-2002,  홍삼박사,[0084]

Well sosanaTM, 대웅제약)에 넣고 물 1.5L를 첨가하여 24시간 증숙한 후, 물 3.5L를 추가로 첨가하여 72시간 동

안  숙성시키고  냉장보관한  것을  열수  추출물로  사용하였다.  열수  추출물에  동일한  부피의  에틸  아세테이트

(ethyl acetate, EA)를 첨가하고 잘 혼합한 후, EA 층을 rotary evaporator로 건조하여 EA 추출물로 사용하였

다. EA 추출물을 최소량의 DMSO에 녹인 후 물로 희석하였는데, 이 때 희석 배수는 수율을 대략 70%로 예상하여

열수 추출물 원래 부피의 70%까지 희석하였다. EA 추출물을 HPLC로 7개의 분획으로 나눈 후, 두 번째 분획을

rotary evaporator로 건조하여 EA-2 추출물로 사용하였다. 7개 분획물 중, 2번째 분획물(EA-2)이 파골세포 분화

억제 활성을 갖는 것으로 관찰되었다(도 1, <실시예 2> 참고). 

파골세포 분화억제 활성을 갖는 물질을 동정하기 위하여 EA-2 분획물에서 9개의 단일 화합물을 분리, 정제하고,[0085]

핵자기공명(NMR)과 질량분석(MS)으로 각 화합물의 종류와 화학구조를 규명하였다. EA-2 분획물에서 단일 화합물
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을 분리하기 위한 HPLC의 조건은 표 1에 나타낸 바와 같다. 분리된 화합물 중, 파골세포 분화억제 활성을 나타

내는 물질은 osmundacetone인 것으로 확인되었다(<실시예 2> 참고). 고비 추출물에서 동정된 osmundacetone의

구체적인 NMR과 MS 분석 결과는 다음과 같다: 

1
H-NMR(700  MHz,  methanol-d4)  δ7.52(1H,  d,  J=16.1,  H-7),  7.08(1H,  d,  J=2.1  Hz,  H-2),  6.99(1H,  dd,[0086]

J=7.7, 2.1 Hz, H-6), 6.79(1H, d, J=7.7 Hz, H-5), 6.55(1H, d, J=16.1 Hz, H-8), 2.34(3H, s, H-10); 
13
C-

NMR(175  MHz,  methanol-d4)  δ 201.7(C-9),  150.1(C-4),  147.1(C-3),  147.0(C-7),  127.9(C-1),  124.9(C-8),

123.7(C-6),  116.7(C-5),  115.4(C-2),  27.2(C-10);  ESI-MS(negative  mode)  m/z  177  [MH];  ESIMS(positive

mode) m/z 179 [M+H]
+
, 201 [M+Na]

+

.

표 1

[0087]

<실시예 2> [0088]

파골세포의 증식 및 분화억제 활성[0089]

<실시예  1>에서  제조한  고비의  추출물,  분획물과  분리된  화합물은  파골세포  특이적인  염색법인  TRAP[0090]

assay(tartrate-resistant acid phosphatase)를 이용하여 파골세포에 대한 증식 및 분화억제의 활성을 확인하

였다.

TRAP assay의 구체적인 방법은 다음과 같다. [0091]

1. 골수세포 배양[0092]

6~8주령  수컷  C57BL/6  마우스의  정강이뼈(tibia)와  대퇴골(femur)을  무균적으로  절제하고  골수세포를[0093]

syringe(21G,  Korea  Green  Cross)로  무균적으로  채취하였다.  골수세포를  sodium  bicarbonate(2.0g/L),

streptomycin(100mg/L), penicillin(100,000unit/mL)을 포함하는 α-MEM 배지(Gibco BRL Co.) 500 μ에 부유하

여 48well plate에 분주하고, triplicate으로 assay를 진행하였다. 파골세포의 줄기세포 전구세포인 단핵구세포

를 분리하여 분화촉진인자인 RANKL과 M-CSF로 처리하면 5~7일 내에 파골세포로 분화되었다. 

2. 파골세포 분화 측정[0094]

1) 시료 준비: osmundacetone(1μ또는 10μFosamax(1μ등을 각각 적정한 농도로 DMSO(dimethylsulfoxide 또는[0095]

무균 증류수에 용해하였다. 고비의 열수 추출물, EA 추출물 또는 분획물은 <실시예 1>과 동일한 방법으로 제조

하였다. EA-2 추출물은 최소량의 DMSO에 녹인 후 EA-2 추출 과정의 수율을 대략 70%로 예상하여 원래 열수 추출

물 부피의 50%까지 물로 희석하였다.

2) 시료 투여: 시료는 골수세포 배양 첫날부터 1:20(v/v; 배지 500μ당 시료 25μ)로 지속적으로 배지에 투여하[0096]
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고, 배지는 2~3일 간격으로 교체하였다.

3) 파골세포 분화 측정: 파골세포는 TRAP으로 염색된 TRAP-양성 다핵세포로 정의하였다. TRAP 염색 용액은 기질[0097]

인 naphthol AS-MS phosphate(Sigma N-4875) 5 mg과 발색시약인 Fast Red Violet LB salt 25mg을 약 0.5 ml의

N,N-dimethylformamide에 녹인 후, 50mM tartaric acid를 포함하는 0.1N NaHC03 buffer solution(50mL)과 혼합

하였다. 반응시약은 사용 전까지 냉장고에 보관하였다.

골수세포는  분화촉진인자를  포함하는  배지에서  7일간  배양한  후,  배지를  제거하고  PBS로  세척한  후  10%[0098]

formalin을  포함한  PBS로  2~5분  동안  고정하였다.  이후  ethanol과  acetone의  1:1  혼합용액으로  1분간

고정하고, 건조하였다. 고정된 세포는 TRAP 염색용액으로 15 분간 처리하고 PBS로 세척한 후, 세포의 염색 정도

를 현미경으로 관찰하였다.

현미경  시야에서  TRAP-양성세포  중,  2개  이상의  핵을  갖는  세포를  파골세포로  판정하고  세포의  수를[0099]

측정하였다. Osmundacetone의 파골세포 분화억제 효과는 대조군 대비 50% 억제 농도를 IC50로 계산하였다.

도 2에서 확인할 수 있듯이, DMSO를 처리한 골수세포는 양성대조군(배양 배지에 고비 추출물 없이 분화촉진인자[0100]

만 첨가한 군)과 같이 정상적으로 거대한 파골세포를 형성하였다. 이와 대조적으로, 같은 부피의 고비의 물 추

출물, EA 추출물, EA-2 분획물 및 osmundacetone(10μ으로 처리한 군에서는 음성대조군(배양 배지에 고비 추출

물과 분화촉진인자 모두 첨가하지 않은 군)과 유사하게 다핵세포인 거대한 파골세포 형성이 현저히 억제되었을

뿐만 아니라, 음성대조군의 결과에 부가적으로, 파골세포 전구세포의 증식도 현저히 억제되어 파골세포의 분화

뿐만 아니라 증식 억제효과도 매우 큰 것으로 관찰되었다. 특히 osmundacetone을 처리한 경우에는 10μ농도에서

골수의 단핵구 세포가 증식하고 융합하여 다핵 세포인 파골세포로 분화하는 과정이 95% 이상 거의 완전히 억제

된 것으로 나타났다. Osmundacetone 1μ를 처리한 군에서는 거대한 파골세포가 형성되었으나 양성대조군에 비하

여 그 수가 적었다. Fosamax 1μ를 처리한 군 역시 거대한 파골세포가 형성되었으나 양성대조군에 비하여 수가

적었으며 Osmundacetone 1μ처치군과 파골세포 밀도가 유사하였다.

<실시예 3>[0101]

파골세포의 증식 및 분화 억제 활성 IC50 도출[0102]

Osmundacetone은 TRAP assay를 이용하여 파골세포에 대한 증식 및 분화억제의 활성을 측정하였다.[0103]

1. 파골세포 분화 측정[0104]

1)  시료  준비:  Osmundacetone을  Alfa  Aesar,  Thermo  Fisher  Scientific에서  구입하여  최소량의[0105]

DMSO(dimethylsulfoxide)에 용해하였다. 

2) 시료 투여: Osmundacetone은 골수세포 배양 첫날부터 1:20(v/v; 배지 500μ당 시료 25μ)으로 최종농도 각각[0106]

1, 4, 7, 10μ이 되도록 지속적으로 배지에 투여하고, 배지는 2~3일 간격으로 교체하였다.

3) 파골세포 분화 측정: <실시예 1>의 방법으로 수행하였다. [0107]

현미경  시야에서  TRAP-양성세포  중,  2개  이상의  핵을  갖는  세포를  파골세포로  판정하고  세포의  수를[0108]

측정하였다. Osmundacetone의 파골세포 분화억제 효과는 대조군 대비 50% 억제 농도를 IC50로 계산하였다.

도 3에서 확인할 수 있듯이, osmundacetone(Alfa Aesar, Thermo Fisher Scientific)을 10μ농도로 처리한 경우[0109]

에는 골수의 단핵구 세포가 증식하고 융합하여 다핵 세포인 파골세포로 분화하는 과정이 거의 완전히 억제되었

으며 7μ농도로 처리한 경우에는 약 3-40% 억제된 것으로 나타났다(IC50=~8μ

<실시예 4> [0110]

세포독성 확인[0111]

<실시예  1>에서  제조한  고비의  추출물,  분획물과  분리된  화합물은  MTT  assay를  이용하여  세포독성을[0112]

확인하였다.

MTT assay 방법은 다음과 같다.[0113]

세포(마우스 섬유아세포주 NIH/3T3)는 2
3
cells/well의 밀도로 10%  FBS(fetal  bovine  serum)가 첨가된 DMEM를[0114]

포함하는 96 well plate에서 5% CO2, 37℃에서 배양한 후, osmundacetone을 세포배지에 첨가하고 48시간 배양하
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였다. 그 후 MTT(5mg/ml)를 10μg/well의 농도로 투여한 후, 4시간 배양하였다. 각 well에 100μl의 DMSO를 가

하고  상층액을 제거하였다.  10분간  배양 후  마이크로플레이트 리더(microplate  reader;  SPCTRA  MAX  340PC,

Molecular Devices, USA)를 이용하여 550nm에서 흡광도를 측정하였다. 흡광도는 생존한 세포의 수를 나타내는

지표로서 하단의 식으로 계산되며, 3회의 실험으로 재현성을 확인하였다.

세포 증식율(%)=OD550(sample)/OD550(control)[0115]

표 2

[0116]

표 2에서 확인할 수 있듯이, Osmundacetone  투여 후 세포증식율의 변화에 근거하여 산출된 Osmundacetone의[0117]

NIH3T3 세포에 대한 LD50는 약 5,000μM이었다.

<적용예 1>[0118]

골다공증[0119]

뼈는 대사적으로 뼈를 흡수하는 파골세포(osteoclast)와 생성하는 조골세포(osteoblast) 간의 뼈 리모델링 순환[0120]

(bone remodelling cycle)의 균형을 통해 유지된다. 그러나, 파골세포와 조골세포의 균형이 깨어지고 파골세포

가 지나치게 활성화되면 뼈의 흡수와 생성 간의 균형이 파괴되어 흡수량이 생성량보다 많아지면서 골다공증이

유발된다(Kim JH and Kim N, 2016; Shiozawa Y et al., 2011; Singer FR, 2016). 

따라서, 본 발명의 osmundacetone은 파골세포의 증식 및 분화를 억제하는 효과를 나타내기 때문에, 골다공증 예[0121]

방 또는 치료효과를 나타낼 수 있다. 

<적용예 2>[0122]

류마티스 관절염[0123]

류마티스관절염은 자가면역질환인데 자가면역항체가 파골세포 분화를 촉진한다. 그로 인한 과도한 골 흡수는 류[0124]

마티스관절염을 악화시킨다(Takayanagi H, 2007). 그 기전은 다음과 같다. 파골세포 분화 관련 중추적인 전사인

자인  NFAT  전사인자들은(NFATc1/c2/c3/c4)  기본적으로  calcium/calmodulin  signaling에  의하여  활성화된다

(Takayanagi  H  et  al.,  2002).  완전한  활성화를  위해서는   면역조절  단백질들인 DNAX-activating  protein

12(DAP12)  및  면역항체  Fc  receptor  common  γ  chain(FcRγ)과  같은  tyrosine-based  activation  motif

(ITAM)-bearing  molecule들이  면역세포에서  calcium  signaling을  자극한다(Pitcher  LA  and  van  Oers  NS,

2003). 파골세포에서 역시 DAP12와 FcRγ가 calcium signaling을 통하여 NFATc1을 활성화시킨다. 따라서 DAP12

및 FcRγ와 연계된 immunoglobulin-like  receptor가 파골세포 분화에서 중요한 역할을 한다(Koga  T  et  al.,

2004; Mocsai A et al., 2004). 즉, FcRγ는 파골세포에서 osteoclast-associated receptor(OSCAR) 및 paired

immunoglobulin-like receptor(PIR-A)와 상호작용한다. ITAM이 인산화되면 phospholipase C γ(PLCγ)를 활성

화하고  이는  세포  내  calcium을  유리하고  이는  calmodulin-dependent  phosphatase인  calcineurin을

활성화한다. Calcineurin은 직접 NFATc1의 serine을 탈인산화하여 핵 내로 보내고 활성화시킨다. 결과적으로 면

역항체는 파골세포 분화를 촉진하게 되고, 파골세포에 의한 과도한 골 흡수는 류마티스 관절염을 악화시키게 된
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다. 결국, 류마티스관절염 환자에서 파골세포 분화 억제는 자가면역기전 자체의 이상을 교정하지는 못 해도 그

결과 유발된 관절염과 통증 등 골격계 증상은 치료할 수 있다. 

따라서, 본 발명의 osmundacetone은 파골세포의 증식 및 분화를 억제하는 효과를 나타내기 때문에, 류마티스 관[0125]

절염의 예방 또는 치료효과를 나타낼 수 있다. 

<적용예 3>[0126]

파제트 병(Osteitis deformans)[0127]

파제트 병(Osteitis deformans) 역시 파골세포의 비정상적 골 흡수가 유발한다(Singer FR, 2016). 그러면 조골[0128]

세포의 비정상적 골 생성이 진행되고 이 과정이 반복되면서 골의 기형과 그로 인한 통증, 두통, 청력손실 등이

초래된다. 팔, 다리, 골반, 척추, 두개골에 호발한다. 새로 생성된 골은 약하여 골절 빈도가 높다. 고칼슘혈증,

심장마비, 반신불수가 유발될 수 있다(Ralstone SH, 2016). 발병 원인은 밝혀져 있지 않으나 유전적 소인과 어

릴 적 바이러스 감염이 그 원인으로 의심된다. 약물치료가 병의 진행을 억제하는데 도움이 된다. 현재 가장 많

이 사용하는 치료제는 파골세포 분화 억제제인 Fosamax 및 골 대사를 조절하는 calcitonin이다. 하지만 Fosamax

는  부작용으로  일부  환자에서  장기  복용이  제한적이다.  통증이  심하면  Acetaminophen(Tylenol)이나

nonsteroidal anti-inflammatory drugs(NSAIDs)를 사용한다. 

따라서, 본 발명의 osmundacetone은 파골세포의 증식 및 분화를 억제하는 효과를 나타내기 때문에, 파제트 병의[0129]

예방 또는 치료효과를 나타낼 수 있다. 

<적용예 4>[0130]

골 전이암 [0131]

파골세포는 또한 고형암(solid tumor)의 골 전이를 촉진한다. 뼈는 암의 전이가 가장 호발하는 부위이다. 뼈에[0132]

암이 전이되면 극심한 통증과 함께 뼈가 부서져서 완치 가능성이 현저히 낮아진다(Weilbaecher  KN  et  al.,

2011). 전신에 퍼진 암세포들은 골수 내의 혈액 줄기세포 증식 장소에서 발견된다(Shiozawa Y et al., 2013).

암세포는 골수세포로부터 파골세포의 분화를 현저히 촉진하여 골 전이와 암 성장, 골 파괴를 촉진한다. 따라서

파골세포는 암의 골 전이에서 핵심적인 역할을 하여 파골세포 분화를 억제하면 골 전이가 감소한다. 많은 고형

암의 전이가 골 전이인데 혈액 줄기세포 증식 장소를 거점으로 혈액 줄기세포를 몰아내고 증식하다가 다시 혈액

으로 나와 다른 곳으로 전이하기도 한다. 골 전이가 가장 흔한 암은 전립선암으로서 골 전이가 암을 악화시켜서

완치를 어렵게 하고 사망의 주요 원인이다. 사람 전립선 암세포의 직접적인 주요 표적 역시 혈액 줄기세포 증식

장소로서 전이암의 거점으로 사용한다(Shiozawa Y et al., 2011). 또한 파골세포는 전립선 암 조직 내에 혈관

형성을  촉진하여  암  성장을  촉진한다(Bruni-Cardoso  A  et  al.,  2010).  유방암  세포도  파골세포  분화를

촉진하여, 유방 절제술을 시행한 유방암 환자에서 파골세포가 골 전이를 통한 암 재발을 촉진한다(Danilin S et

al., 2012; Lu X et al., 2011).  

골 전이암을 예방하기 위한 골 표적 치료제가 현재 임상에서 사용되고 있으며 파골세포가 암 골 전이의 핵심 기[0133]

전 중 하나이므로 항암 신약개발의 주요 표적이 되고 있다. 이에 따라 파골세포 분화를 억제하기 위한 목적으로

현재 미국 FDA 승인을 받은 유일한 bisphosphonate 계열 약제가 Zoledronic acid이다(El-Amm J et al., 2013).

Zoledronic  acid는  뼈를  보존하고  생존률을  높인다.  고  위험  비전이  전립선암(high  risk  nonmetastatic

prostate cancer)에서 Zoledronic Acid는 골 전이를 크게 감소시켰다(Wirth M et al., 2014). Zoledronic acid

를  부갑상선호르몬(parathyroid  hormone)과  함께  투여하면  골  전이가  더욱  감소하였다(Schneider  A  et

al.,2005). 파골세포 분화의 신호전달물질인 RANKL에 대한 단클론 항체(monoclonal antibody)인 Denosumab 역

시 전립선암의 골 전이를 억제하여 파골세포 억제가 암의 골 전이 억제에 중요함이 다시 입증되었다(Smith MR

et al., 2012). Multiple myeloma 환자에서도 Zoledronic acid를 투여하면 파골세포 분화가 억제되어 골 전이

가 현저히 억제된다(Zhuang J et al., 2012). 즉, 부작용 적고 저렴한 파골세포 억제제가 개발되면 암 환자에서

전이를 억제하기 위하여 장기 투여할 수 있다.

따라서, 본 발명의 osmundacetone은 파골세포의 증식 및 분화를 억제하는 효과를 나타내기 때문에, 골 전이암의[0134]

예방 또는 치료효과를 나타낼 수 있다. 
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산업상 이용가능성

본 발명에 따른 조성물은 뼈 손실을 야기하는 파골세포에 대하여 강력한 증식 및 분화 억제 활성을 나타내기 때[0179]

문에, 안전하고 효과적인 골다공증 치료제 또는 개선용 식품을 개발하는데 유용하게 이용될 수 있다. 
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