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특허청구의 범위

청구항 1 

하기 화학식 1의 이시고사이드(ishigoside) 화합물.

 

청구항 2 

제1항의 이시고사이드 화합물을 유효성분으로 함유하는 항산화 활성 약학적 조성물.

명 세 서

발명의 상세한 설명

    기 술 분 야

본 발명은 항산화 활성을 갖는 갈조류 패 유래의 신규한 화합물, 및 이들을 함유하는 약학적 조성물에 관한 것[0001]

이다.

    배 경 기 술

외곽 전자궤도에 하나 이상의 홀전자를 갖는 자유 라디칼은 주로 수퍼옥사이드 음이온(O2
·-
), 하이드록실(HO·),[0002]

퍼옥실(ROO·), 알콕실(RO·), 및 산화질소를 포함하고, 이들은 산소-중심 자유 라디칼들이다.  보다 많은 연구

에 의해, 세포 대사에 의해 생성되고 환경적 친산화성물질에 노출되어 유도되는 자유 라디칼이 지질, 핵산 및

단백질의 자유 라디칼 손상을 통해 만성 및 퇴행성 질환, 예를 들어 돌연변이, 발암, 관상동맥 심장 질환, 당뇨

병, 파킨슨 질환 및 알츠하이머 질환에 관여하고 있다고 밝혀진 바 있다.  상기와 같은 만성 질환의 위험이 역

으로 식이 항산화제의 섭취와 관련이 있다는 사실이 야채, 과일, 약초, 해초 등으로부터 유래한 잠재적인 항산

화제의 탐색을 촉진시키고 있다.

패(Ishige okamurae)는 잎, 두꺼운 외피층 및 뾰족한 정점을 갖는 일종의 갈색 해조류로서, 패과(Ishigeaceae)[0003]

에 속하며, 거친 개방 해안의 상부 및 중간부 간조 지대에 있는 바위에 서식한다. 표제의 조류에 대한 종래의

파이토케미칼(phytochemical)  연구들은 프탈레이트, 스테롤, 글리세롤 유도체, 페오피탄(pheophytins), 산 및

플로로탄닌의 존재를 밝혀낸 바 있다.  

또한 패 추출물의 치아우식원인균에 대한 항세균효과가 보고된 바 있으며, 패추출물로부터 포스포리파아제 A2[0004]

활성 저해 물질의 분리 정제된 바 있다. 

본 발명자들은 천연물질로부터  항산화 활성을 갖는 생활성 성분을 탐색하고자 예의 연구를 거듭한 결과, 갈조[0005]

류인 패로부터 신규한 글리세로글루코리피드 화합물을 분리해내고 본 발명에 이르게 되었다.

    발명의 내용

        해결 하고자하는 과제

따라서 본 발명의 목적은 항산화 활성을 갖는 갈조류 패 유래 신규 화합물을 제공하는 것이다.[0006]
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또한 본 발명은 상기 화합물을 유효성분으로 포함하하는 항산화 활성 약학적 조성물을 제공하는 것이다.[0007]

        과제 해결수단

상기와 같은 본 발명의 목적은 갈조류 패로부터 추출물을 제조하고, 이로부터 신규한 화합물을 분리해내고, 물[0008]

리화학적 방법을 통해 상기 화합물의 구조를 밝힌 후, 이들의 DPPH, 하이드록실, 알킬 및 수퍼옥사이드 라디칼

소거 활성을 확인함으로써 달성되었다.

본 발명은 하기 화학식 1의 이고사이드 화합물을 제공한다.[0009]

 [0010]

본 발명에서는 갈조류인 패로부터 상기 화합물을 분리하고, 1D 및 2D NMR, MS 기법 및 화학적 방법을 포함한 포[0011]

괄적인 분광분석법을 기반으로 상기 화합물이 1, 2-디-O-팔미토일-3-O-(6-데옥시-6-아미노)-a-D-글루코피라노실

-글리세롤인 신규한 글리세로글리코리피드임을 밝혀내고, 이를 이시고사이드(ishigoside)로 명명하였다.

본 발명의 화합물이 하나 이상의 키랄 중심을 갖는 경우, 본 발명의 화합물은 거울상이성질체 또는 기하입체이[0012]

성질체, 또는 라세미체 혼합물로서 존재할 수 있음이 당업계의 숙련자들에게 자명할 것이다.  본 발명의 임의의

가능한 화학식 1 화합물의 거울상이성질체, 기하입체이성질체, 라세미체 또는 이들의 혼합물을 포함한다.  예를

들어, 라세미체의 키랄 크로마토그래피 분리, 광학 활성 출발 물질로부터 합성 또는 하기에 기재한 공정을 기반

으로 한 비대칭 합성에 의해 본 발명 화합물의 광학 활성 형태가 제조될 수 있다.

본 발명의 특정 화합물이 기하이성질체, 예를 들어, 알켄의 E 및 Z 이성질체로서 존재할 수도 있음이 당업계의[0013]

숙련자들에게 자명할 것이다.  본 발명은 화학식 1 화합물의 임의 기하이성질체를 포함한다.  본 발명이 화학식

1 화합물의 호변체를 포함한다는 사실 또는 자명할 것이다.

본 발명의 특정 화합물이 용매화된 형태, 예를 들어, 수화된 형태뿐만 아니라 비용매화된 형태로 존재할 수 있[0014]

음이 당업계의 숙련자들에게 또한 자명할 것이다.  본 발명이 화학식 1 화합물의 이러한 용매화된 형태를 포함

한다는 사실 또한 자명할 것이다. 

화학식 1 화합물의 염 또한 본 발명의 범위내에 있다.  일반적으로, 본 발명 화합물의 약제학적으로 허용가능한[0015]

염은 당업계에 잘 알려진 표준 공정, 예를 들어, 충분량의 염기성 화합물(예를 들어 알킬)을 적절한 산(예를 들

어, HCl 또는 아세트산)과 반응시켜 생리학적으로 허용가능한 음이온 생성시키는 것에 의해 수득된다.  또한,

수성 매질 중에서 적절하게 산성인 양성자, 예를 들어, 카복실산 또는 페놀을 갖는 본 발명의 화합물을 하나의

등가 알칼리 금속 또는 알칼리 토금속 수산화물 또는 알콕사이드(예를 들어, 에톡사이드 또는 메톡사이드), 또

는 적절하게 염기성인 유기 아민(예를 들어, 클로린 또는 메글루민)과 반응시킨 후, 통상적인 정제 기법을 거쳐

상응하는 알칼리 금속(예를 들어, 소듐, 포타슘 또는 리튬) 또는 알칼리 토금속(예를 들어, 칼슘) 염을 제조하

는 것도 가능하다.

본 발명의 일 실시형태에 있어서, 화학식 1의 화합물은 그의 약제학적으로 허용가능한 염 또는 용매화물, 특히[0016]

산부가염, 예를 들어, 하이드로클로라이드, 하이드로브로마이드, 포스페이트, 아세테이트, 푸마레이트, 말레에

이트, 타르트레이트, 시트레이트, 메탄술포네이트 또는 p-톨루엔술포네이트로 전환시킬 수도 있다.  본 발명의

특정 예로는 하기 화합물, 그의 약제학적으로 허용가능한 염, 수화물, 용매화물, 광학 이성질체 및 이들의 조합

을 포함한다.

또한 본 발명에서는 상기 화학식 1의 화합물에 대하여 DPPH, 하이드록실, 수퍼옥사이드 및 알킬 라디칼에 대한[0017]
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소거 활성을 ESR로 조사하여, 상기 화합물의 항산화 활성 효과를 밝혀냈다.

따라서 본 발명은 상기 화학식 1의 화합물을 유효성분으로 함유하는 항산화 활성을 갖는 약학적 조성물을 제공[0018]

한다.

본 발명에 있어서, “유효성분”이라 함은 내재된 약리작용에 의해 그 의약품의 효능·효과를 직접 또는 간접적[0019]

으로 발현한다고 기대되는 물질 또는 물질군(약리학적 활성성분등이 밝혀지지 않은 생약 등을 포함한다)으로서

주성분을 포함하는 것을 의미한다.

        효 과

본 발명에 따른 갈조류 패로부터 분리한 신규한 화학식 1의 화합물은 DPPH, 하이드록실, 수퍼옥사이드 및 알킬[0020]

라디칼을 효과적으로 소거할 수 있어,  항산화 활성이 매우 우수한 효과가 있다.

    발명의 실시를 위한 구체적인 내용

이하에서 본 발명의 바람직한 실시형태를 실시예를 참고로 보다 구체적으로 설명한다.  하지만 본 발명의 범위[0021]

가 이러한 실시예에 한정되는 것은 아니다.

실시예 1 : 패 추출물의 제조 및 생활성 성분의 분리[0022]

1
H-NMR, 

13
C-NMR, 및 2D-NMR은 JEOL JNM-ECP 400 분광계에 기록하였고, 화학적 이동(δ)은 TMS와 관련하여 ppm[0023]

으로 표현하였다.   IR  스펙트럼은 버커(Bucker)  FT-IR  model  IFS-88  분광계로 측정하였다.  MS  스펙트럼은

JEOL  JMX-700  질량 분광계로 측정하였다.   광학 회전은 퍼킨-엘머(Perkin-Elmer)-341  편광계로 측정하였다.

GC-MS 실험은 플레임 이온화 검출기를 장착한 시마츠(Shimadzu) GC-MS-QP5050A 상에서 수행하였다. 

 JESFA ESR 분광계(JEOL, Tokyo, Japan)를 이용하여 자유 라디칼 소거 활성을 측정하였다.  2,2-디페닐-1-피크[0024]

릴하이드라질(DPPH), 5,5-디메틸-1-피롤린-N-옥사이드(DMPO), FeSO4, H2O2, 2,2-아조비스-(2-아미디노프로판)-하

이드로클로라이드 하이드로클로라이드 (AAPH), a-(4-피리딜-1-옥사이드)-N-t-부틸니트론(4-POBN)은 시그마 케미

칼사(Sigma Chemical Co.; St. Louis, MO, USA)에서 구입하였다.  실리카겔 60 (0.036-0.2 mm, Merck), 세파덱

스 LH-20(Sephadex LH-20; Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Sweden), 및 ODS-A 겔(DAISO CO., LTD., Japan)을

컬럼  크로마토그래피에 이용하였다.  박층 크로마토그래피는 실리카겔 60 F254 (Kieselgel 60 F254 5715, Merc

k)로 사전코팅된 플레이트 상에서 수행하였다.  분획은 TLC로 모니터링하고, 점들을 10% 알코올, H2SO4 뿐만 아

니라 5% 바닐린을 분무하여 시각화 한 후, 105 ℃에서 4 분 동안 가열하였다

패를 대한민국 부산 해안에서 2007년 10월에 수집하였다.  대조표본(voucher specimen)(No. 20071003)을 실험[0025]

실에  기탁하였다.  시료를 수돗물로 3회 세척하여 시료의 표면에 부착되어 있는 염분, 식물기생충 및 모래를

제거하였다.  최종적으로, 시료를 공기건조하고 커피 분쇄기로 분쇄하고, 얻어진 조류 분말을 사용 전까지 냉동

고에서 -20℃로 보관하였다.

모든 실험 결과에 대한 통계적 분석은 평균± 표준편차로 나타내었고, 통계적 비교치는 스튜던츠 t 시험로 제작[0026]

하였다.  p< 0.05를 유의적인 것으로 간주하였다.

패 분말(500 g)을 2 L 메탄올을 이용하여 실온에서 3회 추출하였다. 용매를 증발시켜 제거한 후, 추출물(96 g)[0027]

을 H2O에 현탁시킨 후, 헥산, 디클로메탄, EtOAc 및 n-BuOH로 연속하여 분획하였다.  EtOAC-가용성 분획(22 g)

실리카겔 상에서 헥산 용매(4L), 헥산과 에틸 아세테이트 혼합물 (20:1, 10:1, 5:1, 1:1, v/v, 각 5L), 디클로

로메탄(3L), 및 디클로로메탄과 메탄올의 혼합물 (10:1, 5:1, 1:1, v/v, 각 5L)로 용리시킴으로써 컬럼 크로마

토그래피하여  TLC 분석법을 바탕으로 29개의 분획을 수득하였다(분획 1 내지 29).  분획 5를 실리카겔과 세파

덱스 LH-20상에서 추가로 크로마토그래피하여 화합물 3(7 mg)을 수득하였다.   분획 7을 실리카겔 상에서 클로

로포름-메탄올(10:1 v/v)로 용리시킴으로써 분리하여 6 개의 하위 분획(분획 7A 내지 7F)를 수득하였다.   분획

7D를 세파덱스 LH-20 상에서 추가로 정제하여 화합물 2(16 mg)를 수득하였다.  분획 22를 실리카겔 상에서 클로
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로포름-메탄올-H2O (5:1:0.1 v/v/v)로 용리시킴으로써 분리하여 4개의 하위분획(분획 22A 내지 22D)을 수득하였

다.  분획 22C 세파덱스 LH-20 컬럼 상에서 추가로 정제한 후, ODS 컬럼(메탄올-H2O /40:60로 용리시킴)을 정제

하여 하기 화학식 1의 화합물 1(22 mg)을 수득하고, 이시고사이드(ishigoside)라 명명하였다.

백색 무정형 분말로 수득한 이시고사이드(화합물 1)는 질량 스펙트럼과 NMR 스펙트럼 데이터에 의해 측정되고,[0028]

m/z 729.5775에서 HREIMS로 추가로 확인된 바 화학식 C41H79NO9를 가졌다.  3430 및 1737 cm
-1
에서의 IR 대역이

분자 중에 각각 하이드록실 및 아미노 기의 존재를 나타내었다.  
1
H, 

13
C NMR, 

1
H-

1
H COSY, HMQC, 및 HMBC 스펙

트럼의 상세한 분석으로 화합물 1의 구조가 1, 2-디-O-팔미토일-3-O-(6-데옥시-6-아미노)-a-D-글루코피라노실-

글리세롤인 것으로 밝혀냈다.

세 개의 스핀 시스템이 화합물 1의 
1
H NMR 스펙트럼에서 나타났다(표 1 참조).  제1 스핀 시스템은 포화된 지방[0029]

산에 기인하며, 이는 dH 0.85 (6H, t, J = 6.6 Hz)에서 두 개의 말단 양성자, dH 1.23 (48H, br s)에서 광폭 메

틸렌 양성자, dH 1.49 (4H, br s)에서 두 개의 메틸렌 양성자 및 dH 2.28 (4H, m)에서 카보닐기에 연결된 두 개

의 메틸렌 양성자에 의해 나타났다.  이러한 데이터는 두 개의 팔미트산 잔기의 양성자 신화로 일치하였다.  제

2 스핀 시스템은 글리세롤 잔기[dH 3.39 (1H, dd, J = 10.4, 5.8 Hz), 3.88 (1H, dd, J = 10.8, 5.8 Hz), 4.14

(1H, dd, J = 12.0, 7.5 Hz), 4.33 (1H, dd, J = 12.0, 2.9 Hz), 5.13 (1H, m)]에 의한 것이었다.  제3 스핀

시스템은 글리코실 잔기의 존재를 지시하며, 여기서 네 개의 옥시메틴의 양성자 신호가 dH  2.94-3.77 (m)에서

나타났고, dH 4.57 (1H, d, J = 3.3 Hz)에서 아노머 양성자, dH  2.56 (1H, dd, J = 13.7, 6.7 Hz), 2.88 (1H,

dd, J = 13.7, 4.6 Hz)에서 미차폐 메틸렌가 나타났다.  
13
C NMR 스펙트럼(표 1 참조)은 dC 172.5 및 172.4에서

두 개의 지방산 에스테르기의 카보닐 탄소 신호, dC 13.9에서 두 개의 메틸 카본,  dC 22.1-33.5 구역에서 28개

의 메틸렌 탄소, dC  62.6, 64.6, 및 69.7에서 글리세롤 잔기의 세 개의 탄소 신호 특성, dC  54.7, 68.5, 71.6,

72.9, 74.3, 및 98.3에서 여섯 개의 글리세롤 잔기의 탄소 신호를 나타냈다.   

나타난 비정상적인 업필드(upfield) 이동  H-6' (dH  2.56 and 2.88)의 
1
H NMR 공명 및 C-6' (dC  54.7)의 

13
C-[0030]

NMR 공명은 글리코실 잔기가 아미노당임을 제안하며, 아미노기는 C-6'에 부착될 것이다.  당의 C-1'에서의 원자

배열을 아노머 양성자의 상대적으로 작은 커플링 상수(J = 3.3 Hz)에 의해 α로 측정되었다.  보고된 값과 비교

하면, 화합물 1의 글리코실 잔기는 6-데옥시-6-아미노-a-D-글루코피라노실 잔기의 동일한  
13
C-NMR 데이터를 가

졌다.  또한 화합물 1이 NaOMe/MeOH에서 가수분해 될 때, 단지 메틸 팔미테이트만이 분획 후 비극성 유기 추출

물로부터의 GC-MS에 의해 검출되었고, 이는 두 개의 아실화 지방산이 모두 팔미트 산이라는 사실을 확인시켜 주

었다.  H-1' 및 C-3, H-2 및 C-1'', 및 H-1 및 C-1'''의 HMBC 교차-피크는 당이 글리세롤의 C-2에, 팔미트산이

C-1 및 C-2에 위치하였다는 결론에 이르게 된다.

이시고사이드 (1): 백색 무정형 분말. [a]22D = + 34.2 (c 0.305, MeOH). IR (neat) gmax: 3430, 2914, 1737[0031]

cm
-1
. HREIMS m/z 729.5775 [M]

+
, Calc. for C41H79NO9, 729.5755. 

1
H NMR (DMSO-d6, 400 MHz), 

13
C NMR (DMSO-d6,

100MHz), COSY 및 HMBC(표 1 참조).

<표 1>[0032]

DMSO-d6
*
에서 이시고사이드의 NMR 스펙트럼 데이터[0033]

공개특허 10-2010-0039105

- 6 -



 [0034]

* : 
1
H 및 

13
C NMR은 각각 400 및 100 MHz에서 기록하였음.[0035]

한편, 두 개의 공지된 화합물을 이들의 스펙트럼 데이터와 팔미트산과 메틸 팔미테이트에 대한 문헌의 데이터를[0036]

비교하여  동정하였다.

이시고사이드(화합물 1, 6.0 mg)를 메탄올 2 mL에 용해시키고, 3 시간 동안 실온에서 교반하면서 2% NaOMe-MeOH[0037]

용액(1.5 mL)으로 처리하였다.  반응 혼합물을 이온 교환 수지(Dowex 50 W×8)를 이용하여 중화시키고, 수지를

여과해서 제거하였다.  여액을 헥산으로 추출하고, 헥산 층을 감압 하에서 농축하여 메틸 팔미테이트(4.0 mg)를

수득하였다.   

상기 메틸 팔미테이트를 인증된 시료와의 비교를 바탕으로 GC-MS로 동정하였다.  MeOH 층을 감압하에서 건조하[0038]

여 잔사를 수득하고, 이를(SiO2, CHCl3/MeOH/H2O, 4:1:0.1)로 분리하여 모노글루코실 글리세롤(1.5 mg)을 수득하

였다.  

미세조류를 이용하여 단백질, 지질, 탄수화물, 카로티노이드, 비타민 및 다른 생물학적 활성 화합물을 포함하는[0039]

광범위한 제1 및 제2 대사체를 생성시킬 수 있었다.  2-데옥시-2-아미노를 함유한 글리세로글리코리피드 및 이

들의 동족체는 홍조, 갈조, 녹조 뿐만 아니라 다른 해양 유기체에 널리 분포한다.  하지만 6-데옥시-6-아미노

글리세라이드를 갖는 글리세로글리코리피드는 천연에 드물게 존재한다.   우리가 아는 바로는, 상기에 언급한

신규 글리세로글리코리피드는 녹조류 아브라인빌레아 니르리칸스(Avrainvillea nigricans) 및 미확인 해양 조류

로부터 분리된 두 가지 동족체를 제외하고 조류로부터 세 차례 분리되었다.
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실시예 2 : 자유 라디칼 소거 활성의 측정[0040]

난조 등(Nanjo et al.)이 기술한 방법을 이용하여 DPPH 라디칼 소가 활성을 측정하였다.  간략하게, 30 mL 시료[0041]

용액(또는 대조구로서 에탄올 자체)를 에탄올 용액중의 DPPH (60 mM) 30 mL에 가하였다.  10 초 동안 결렬하게

혼합한 후, 용액을 100 mL 석영 모세 튜브로 옮기고,  DPPH 라디칼에 대한 소거 활성을 JESFA ESR 분광계(JEOL,

Tokyo, Japan)로 측정하였다.   정확히 2 분 후 스핀 부가물을 ESR 분광계상에서 측정하였다.  실험 조건은 다

음과 같다: 자기장, 336.5 ±5 mT; 전력, 5 mW; 변조 주파수, 9.41 GHz; 진폭, 1 × 1000; 청소 시간, 30 s.

DPPH 라디칼 소거 활성을 하기 식에 따라 계산하였다.

DPPH 소거 활성(%) = (1-A/A0) × 100, [0042]

상기 식에서, A는 시료를 사용하여 얻은 상대 피크 높이이고,[0043]

A0는 시료를 사용하지 않고 얻은 상대 피크 높이이다.[0044]

소거 활성 %를 시료 농도에 대하여 플로팅하여 EC50 값을 얻었다.[0045]

펜톤 하버-베이스 반응(Fenton HaberWeiss reaction)에 의해 하이드록실 라디칼을 생성시키고, 생성된 하이드록[0046]

실  라디칼을  니트론  스핀  트랩  DMPO와  빠르게  반응시켰다.   생성된  DMPO-OH  부가물을   ESR  분광계로

검출하였다.  플로로탄닌 용액(20 mL)을 인산염 완충 용액(pH 7.4) 중에서 DMPO (0.3 M, 20 mL), FeSO4 (10

mM, 20 mL) 및 H2O2 (10 mM, 20 mL)와 혼합한 후, 100 L 석영 모세 튜브로 옮겼다.  2.5 분 후, ESR 분광계를

이용하여 ESR 스펙트럼을 기록하였다.  실험 조건은 다음과 같다: 자기장, 336.5 ± 5 mT; 전력, 1 mW; 변조 주

파수, 9.41 GHz; 진폭, 1 × 200; 청소 시간, 4 min.  라디칼 소거 활성을 하기 식에 따라 계산하였다.

소거 활성(%) = (1-A/A0) × 100, [0047]

상기 식에서, A는 시료를 사용하여 얻은 상대 피크 높이이고,[0048]

A0는 시료를 사용하지 않고 얻은 상대 피크 높이이다.[0049]

히라모토 등(Hiramoto et al)의 방법에 따라  2,2’-아조비스(2-아미디노프로판) 디하이드로클로라이드(AAPH)에[0050]

의해 알킬 라디칼을 생성시켰다.  간략하게, 40 mM AAPH 20 mL를 인산염 완충 함수(PBS) 20 mL,  40mM  (4-피

리딜-1-옥사이드)-N-tert-부틸니트론 (4-POBN) 20 mL 및  지정된 농도의 시험 시료 20 mL와 혼합하였다.  혼합

물을 볼텍싱하고, 37℃에서 30 분 동안 배양하였다.  이어서, 반응 혼합물을 밀봉된 모세 튜브로 옮기고, 스핀

부가물을 조절된 분광 조건으로 기록하였다: 변조 주파수, 100 KHz; 마이크로웨이브 전력, 10 mW; 마이크로웨이

브 주파수, 9441 MHz; 자기장, 336.5 ± 5 mT 및 청소 시간, 30 s.  알킬 라디칼 소거 활성을 하기 식에 따라

계산하였다.

소거 활성(%) = (1-A/A0) × 100, [0051]

상기 식에서, A는 시료를 사용하여 얻은 상대 피크 높이이고,[0052]

A0는 시료를 사용하지 않고 얻은 상대 피크 높이이다.[0053]

UV 조사된 리보플라빈/EDTA 시스템으로 수퍼옥사이드 라디칼을 생성시켰다.  0.3 mM 리보플라빈, 1.6 mM EDTA,[0054]

800 mM DMPO 및 지정된 농도의 시험 시료를 함유한 반응 혼합물에 365 nm의 UV 램프로 1 분 동안 조사하였다.

반응 혼합물을 ESR 분광계의 100 mL 석영 모세 튜브로 옮겼다.  실험 조건은 다음과 같다 : 자기장, 336.5 ± 5

mT; 전력, 10 mW; 변조 주파수, 9.41 GHz; 진폭, 1 × 1000; 청소 시간, 1 min. 수퍼옥사이드 라디칼 소거 활

성을 하기 식에 따라 계산하였다.

소거 활성(%) = (1-A/A0) × 100, [0055]
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상기 식에서, A는 시료를 사용하여 얻은 상대 피크 높이이고,[0056]

A0는 시료를 사용하지 않고 얻은 상대 피크 높이이다.[0057]

현재, ESR이 반응물에 남아있는 라디칼 수준을 정확하게 측정할 수 있는 가장 유용한 분광계로 알려져 있다.[0058]

ESR은 편리성, 고감도 및 단기간 소비로 인하여 라디칼의 종류를 측정하는데 있어 가장 유용한 방법으로 널리

이용되고 있다.  따라서 상기한 바와 같이, ESR 분광계를 이용하여 DPPH, 수퍼옥사이드, 하이드록실, 및 알킬

라디칼에 대한 이시고사이드의 자유 라디칼 소거 활성을 측정하고,  이시고사이드의 라디칼 소거 활성을 도 1에

나타내었다.  

DPPH 라디칼은 안정한 유기 자유 라디칼로서, 수소-공여 항산화제의 존재하에 전자 또는 수소를 수용할 때, 반[0059]

응에 의하여 비라디칼 형태 DPPH로 환원될 수 있다.  이는 단기간에 많은 시료를 마련할 수 있고, 활성 성분을

저농도에서도 충분히 검출할 정도로 민감성이기 때문에 항라디칼 활성을 스크리닝하는데 광범위하게 이용되고

있다.   이시고사이드의 DPPH 소거 활성을 도 1a에 나타내었다.  이시고사이드는 용량-의존적 방식의 이시고사

이드 DPPH 소거를 나타내었다.  이시고사이드의 농도가 6.25 mM에서 100 mM로 증가했을 때, DPPH 소거 활성은

15.4%에서 95.4%로 증가하였고; DPPH 소거 활성은 12.5 mM 이상의 농도에서 대조구와 비교하여 통계적으로 유의

적이었다(p < 0.05).  그러나 100 mM 이상의 농도에서는 DPPH 소거 활성이 관찰되지 않았다.   반응 시스템에

의해 생성된 라디칼이 이시고사이드 50%를 소거하는데 필요한 농도로 정의되는 EC50이 α-토코페롤 보다 유의적

으로 상이하지는 않았으나(p > 0.05),  DPPH 라디칼 소가 활성은 α-토코페롤 보다 압도적이었다.

하이드록실 라디칼(HO· )이 가장 반응성인 ROS로서, 대부분의 생물학적 분자와 빠르게 반응할 수 있고, 많은[0060]

인간 질병의 병리에 관여할 수도 있다.  통상적으로 이용되는 DMPO 스핀 트랩으로부터 니트록사이드 부산물을

형성하는 능력이 있기 때문에 펜톤 시스템(Fenton system)으로 하이드록실 라디칼을 생성하고,  HO·를 동정하

였다.  상기 스핀 트랩은 다른 니트론 스핀 트랩 보다 큰 산소-중심 라디칼 트랩핑 능력을 갖는다.  부산물

DMPO-OH 라디칼은 특징적인 ESR 반응을 나타내며, 이는 ESR 분광광도계로 검출할 수 있다.  펜톤 시스템에 의해

생성된 하이드록실 라디칼에 대한 이시고사이드의 저해능을 측정하고, 도 1b에 나타내었다. 하이드록실 라디칼

에 대한 농도-의존성 저해가 각각 이시고사이드와 EGCG에서 관찰되었다.  EGCG와 비교해 이시고사이드의 하이드

록실 라디칼 소거 활성이 보다 컸으며, 이시고사이드의 EC50(16.7 mM)과 ECGC의 EC50(41.0 mM)은 유의적으로 상

이하였다.  12.5 mM의 보다 낮은 농도에서 조차도, 이시고사이드는 생성된 라디칼을 43.2%로 유의적으로 저해한

(p < 0.05)  반면, EGCG는 상기 농도에서 하이드록실 라디칼을 단지 16.7% 만 저해하였고, 더욱이 이와 같은 소

거 효과는 대조구와 비교하여서도 통계적으로 유의적이지 않았다 (p > 0.05).

이시고사이드의 알킬 라디칼 소거능을 ESR 기법을 이용하여 시험하였다.  알킬라디칼을 수용성 퍼옥실 라디잘[0061]

저해제인 AAPH를 분해시켜 형성시킨 후, 이를 4-POBN으로 트랩핑하고, 상기에서 기재한 방법에 따라 ESR로 형성

된 스핀 부가물을 측정하였다.  모든 시험 시료에 대해 용량-의존적 방식으로 소거 활성을 관찰하였다(도 1C).

이시고사이드의 농도가 10 mM까지 증가하였을 때, 알킬 라디칼의 유의적인 소거 활성을 나타났고, 80 mM 농도에

서 알킬 라디칼 82.8%가 소거되었다.  이시고사이드와 EGCG의 EC50는 각각 22.7 mM 및 21.6 mM이었으며, 이는

이시고사이드와 EGCG 사이의 EC50가 유의적인 차이가 없으므로(p > 0.05), 이시고사이드의 알킬 라디칼 소거 활

성이 EGCG와 비교할만하다는 사실을 제안한다.

최종적으로, 본 발명에서는 이시고사이드의 수퍼옥사이드 라디칼에 대한 소거 활성을 연구하였다.  수퍼옥사이[0062]

드 라디칼은 체네의 산화 반응 초기에 형성되며, 약한 산화제임에도 불구하고, 이들은 철과 구리와 같은 금속의

존재하에  강력하고  위험한  하이드록실  라디칼로  전환됨으로써,  세포  손상  및  ROS-관련  질환을  유발시킬  수

있다.  리보플라빈/EDTA 시스템에 UV를 조사하여  수퍼옥사이드 라디칼을 생성시켰다.  본 발명에서는, 패 유래

이시고사이드의 수퍼옥사이드 소거능을 ESR  분광계로 측정하였다.   도 1D에 다양한 농도의 이시고사이드 및

EGCG의 수퍼옥사이드 라디칼 소거 활성을 나타내었다.  이들 모두가 용량-의존적 방식으로 강한 수퍼옥사이드

라디칼 소거 활성을 나타내지만, 양성 대조군으로 사용한 EGCG가 가장 큰 수퍼옥사이드 라디칼 소거 활성을 나

타내었다.  EGCG와 비교하여 보다 약한 수퍼옥사이드 소거 활성이 관찰되었고, 이시고사이드의 EC50(26.8 mM)과

EGCG의 EC50(0.05 mM)은 유의적으로 상이하였다(p < 0.05).  이시고사이드가 단지 20 mM 이상의 농도에서 생성

된 하이드록실 라디칼을 유의적으로 저해하였고,  80  mM의  최고 농도에서 이시고사이드는 하이드록실 라디칼

79.4% 소거한 반면, EGCG는 상기 농도에서 89.7%의 하이드록실 라디칼을 소거할 수 있었다(p < 0.01).
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항산화제는 예방적 항산화제, 라디칼 소거 항산화제, 수복 및 신생 항산화제, 및 적응 항산화제의 네가 카테고[0063]

리로 분류할 수 있다.  이들 중 라디칼 소거 항산화제가 가장 유익한 것으로 알려져 있다.  상기한 바와 같이,

본 발명자에서는 이시고사이드가 DPPH, 하이드록식, 알킬 및 수퍼옥사이드 라디칼에 대하여 넓은 스펙트럼의 라

디칼 소거 활성을 나타낸다는 사실을 밝혀냈다.  DPPH, 하이드록식, 알킬 및 수퍼옥사이드 라디칼에 대한 이시

고사이드의 EC50은 각각 31.2 mM, 16.7 mM, 22.7 mM, 및 26.8 mM이었다. 이시고사이드의 EC50를 비교하면, 이시

고사이드에 의해 하이드록실 라디칼이 가장 효과적으로 소거된 반면, DPPH 라디칼이 가장 비효과적으로 소거되

었으며, 이는 이시고사이드의 수소-공여능이 우수하지 않은데 기인한 것으로 여겨진다.  본 발명의 결과는 또한

이시고사이드가 자유 라디칼 소거 활성을 갖는 우수한 항산화제라는 사실을 보여주었다.

결론적으로, 본 발명에서는 아미노당을 갖는 신규한 글리세로리피드인 이시고사이드를 일련의 컬럼 크로마토그[0064]

래피에 의해 패로부터 분리하고, 이시고사이드의 구조를 1D 및 2d NMR, MS 기법과 화학적 방법을 바탕으로 밝혀

내었다.  ECR 분광법은 이시고사이드가 DPPH, 하이드록실, 알킬 및 수퍼옥사이드 라디칼을 용량-의존적 방식으

로 소거하였음을 나타내었다.  상기 네 가지 자유 라디칼 중, 이시고사이드는 하이드록실 라디칼을 16.7 mM의

EC50으로 효과적으로 소거할 수 있었다.  상기의 규 화합물의 생리활성에 대한 추가의 연구가 현재 진행 중에 있

다.

도면의 간단한 설명

도 1은 ESR로 측정한 패 유래 이시고사이드의 자유 라디칼 소거 활성을 나타낸 그래프로서,  (a)  DPPH  소거[0065]

활성, (b) 하이드록실 라디칼 소거 활성, (c) 알킬 라디칼 소거 활성, (d) 수퍼옥사이드 라디칼 소거 활성을 나

타내고, 각 값들은 3회 반복 실험을 통한 평균 ± SD로 나타내었다.

도면

    도면1

공개특허 10-2010-0039105

- 10 -


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

	발명의 실시를 위한 구체적인 내용

	도면의 간단한 설명

	도면
	도면1




문서
서지사항 1
요 약 1
대 표 도 1
특허청구의 범위 3
명 세 서 3
 발명의 상세한 설명 3
  기 술 분 야 3
  배 경 기 술 3
  발명의 내용 3
   해결 하고자하는 과제 3
   과제 해결수단 4
   효 과 5
  발명의 실시를 위한 구체적인 내용 5
 도면의 간단한 설명 10
도면 10
 도면1 10
