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특허청구의 범위

청구항 1 

아르기나아제 억제제를 유효성분으로 함유하는 비만의 예방 또는 치료용 약학 조성물.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 아르기나아제 억제제는 N-w-하이드록시-노르-L-아르기닌(N-w-hydroxy-nor-L-arginine)인

것을 특징으로 하는 비만의 예방 또는 치료용 약학 조성물.

청구항 3 

제1항에 있어서, 상기 아르기나아제 억제제는 화합물, 천연물, 천연소재 유래 추출물, 핵산, 펩타이드 및 단백

질로 구성된 군에서 선택된 하나 이상인 것을 특징으로 하는 비만의 예방 또는 치료용 약학 조성물.

청구항 4 

아르기나아제 억제제를 유효성분으로 함유하는 비만의 예방 또는 개선용 건강기능식품 조성물.

청구항 5 

제4항에 있어서, 상기 아르기나아제 억제제는 N-w-하이드록시-노르-L-아르기닌(N-w-hydroxy-nor-L-arginine)인

것을 특징으로 하는 비만의 예방 또는 개선용 건강기능식품 조성물.

청구항 6 

제4항에 있어서, 상기 아르기나아제 억제제는 화합물, 천연물, 천연소재 유래 추출물, 핵산, 펩타이드 및 단백

질로 구성된 군에서 선택된 하나 이상인 것을 특징으로 하는 비만의 예방 또는 개선용 건강기능식품 조성물.

청구항 7 

아르기나아제 억제제를 유효성분으로 함유하는 지방간의 예방 또는 치료용 약학 조성물.

청구항 8 

제7항에 있어서, 상기 아르기나아제 억제제는 N-w-하이드록시-노르-L-아르기닌(N-w-hydroxy-nor-L-arginine)인

것을 특징으로 하는 지방간의 예방 또는 치료용 약학 조성물.

청구항 9 

제7항에 있어서, 상기 아르기나아제 억제제는 화합물, 천연물, 천연소재 유래 추출물, 핵산, 펩타이드 및 단백

질로 구성된 군에서 선택된 하나 이상인 것을 특징으로 하는 지방간의 예방 또는 치료용 약학 조성물.
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청구항 10 

제7항에 있어서, 상기 아르기나아제 억제제가 PPAR-γ의 발현을 감소시키는 것을 특징으로 하는 지방간의 예방

또는 치료용 약학 조성물.

청구항 11 

제7항에 있어서, 상기 아르기나아제 억제제가 PPAR-α의 발현을 증가시키는 것을 특징으로 하는 지방간의 예방

또는 치료용 약학 조성물.

청구항 12 

제7항에 있어서, 상기 아르기나아제 억제제가 PGC-1β의 발현을 증가시키는 것을 특징으로 하는 지방간의 예방

또는 치료용 약학 조성물.

청구항 13 

아르기나아제 억제제를 유효성분으로 함유하는 지방간의 예방 또는 개선용 건강기능식품 조성물.

청구항 14 

제13항에 있어서, 상기 아르기나아제 억제제는 N-w-하이드록시-노르-L-아르기닌(N-w-hydroxy-nor-L-arginine)인

것을 특징으로 하는 지방간의 예방 또는 개선용 건강기능식품 조성물.

청구항 15 

제13항에 있어서, 상기 아르기나아제 억제제는 화합물, 천연물, 천연소재 유래 추출물, 핵산, 펩타이드 및 단백

질로 구성된 군에서 선택된 하나 이상인 것을 특징으로 하는 지방간의 예방 또는 개선용 건강기능식품 조성물.

청구항 16 

제13항에 있어서, 상기 아르기나아제 억제제가 PPAR-γ의 발현을 감소시키는 것을 특징으로 하는 지방간의 예방

또는 개선용 건강기능식품 조성물.

청구항 17 

제13항에 있어서, 상기 아르기나아제 억제제가 PPAR-α의 발현을 증가시키는 것을 특징으로 하는 지방간의 예방

또는 개선용 건강기능식품 조성물.

청구항 18 

제13항에 있어서, 상기 아르기나아제 억제제가 PGC-1β의 발현을 증가시키는 것을 특징으로 하는 지방간의 예방

또는 개선용 건강기능식품 조성물.

명 세 서

기 술 분 야
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본 발명은 아르기나아제 억제제를 함유하는 비만 또는 지방간 예방 또는 치료용 조성물에 관한 것으로, 보다 구[0001]

체적으로는 아르기나아제 억제제를 유효성분으로 함유하는 비만 또는 지방간 예방 또는 치료용 약학 조성물 및

건강기능식품 조성물에 관한 것이다.

배 경 기 술

비만은 에너지의 축적과 방출에 대한 조절의 불균형으로 인하여 과도한 에너지가 축적되어 발생하는 것으로, 지[0002]

방세포의 수가 증가하고 증가된 지방세포에 에너지와 중성지방이 과도하게 발생되어 지방세포의 크기가 증가하

는데 기인하고 있는 것으로 보고되고 있다. 즉, 비만은 섭취 열량과 소비 열량의 차이로 인해 발생하는 지방 세

포의 과증식과 성장을 의미하는 것으로, 운동부족과 탐식을 강요하는 현대생활 방식에 의해 갈수록 심화되고 있

다. 비만으로 인해 고지혈증, 당뇨, 동맥경화, 고혈압 등과 같은 심혈관계질환 등의 심각한 질환이 발생될 수

있다는 사실에 비추어 비만은 단순한 대사 장애나 질병의 위험 인자를 넘어 하나의 질환으로 여겨지고 있다

(Mantzoros et al., J Clin Endocrinol Metab, 85, 4000-2, 2000).

비만을 치료하기 위한 노력이 그간 계속되어 운동요법, 식이요법 외에 비만치료제, 지방흡입술과 같은 수술요법[0003]

까지 등장하게 되었다. 현재 비만치료제는 크게 중추신경계에 작용하여 식욕에 영향을 주는 약제와 위장관에 작

용하여 흡수를 저해하는 약제로 나눌 수 있다. 전자로는 세로토닌 신경계를 저해하는 펜플루라민, 세로토닌 및

노르아드레날린 신경계에 동시 작용하여 비만을 저해하는 시부트라민 등의 약물이 시판되고 있으며, 후자로는

췌장에서 생성되는 리파아제를 저해하여 지방의 흡수를 감소시키는 오를리스타트 등이 시판되고 있다. 그러나

기존의 비만치료제는 혈압감소, 소화장애, 변비, 피부탄력 감소 등 부작용이 나타날 수 있다는 문제점이 있다.

따라서, 부작용이 작으며 보다 나은 비만 예방 및 치료 방법을 찾기 위한 노력이 현재 계속되고 있다.

또한, 지방간은 의학적으로 지방이 전체 간 무게의 5% 이상을 초과하는 병적 상태를 의미하는데, 이를 함유하는[0004]

간질환은 선진국 40-50대 성인 인구의 사망원인에서 암 다음으로 심각한 질환으로 알려져 있다. 지방간과 같은

간경변증 환자의 약 절반은 진단 후 10년 이내에 간질환으로 사망한다. 지방간의 원인은 과음, 비만, 당뇨병,

고지혈증 등이며, 지방간은 간염, 간경변 및 간암으로 악화될 위험성이 매우 높다.

현재 지방간을 약물학적으로 치료하는데 유용한 약제는 거의 없는 상태이므로 운동요법과 식이요법이 권장되고[0005]

있으나, 이러한 방법에 의한 지방간의 치료율은 매우 낮아 유효한 치료제 개발에 대한 요구가 절실한 상황이다.

지방간이 당뇨병 및 비만상태에서 관찰되는 세포의 인슐린 저항성과 관련이 있는 것으로 확인되면서 메트포르민

(Metformin)과  같은  혈당강하제의  지방간  치료에  대한  효과가  보고되었으나(Hui  Zhi  Lin  et  al.,  Nature

Medicine, 6, 998-1003, 2000), 간독성 또는 젖산증과 같은 부작용을 유발한다는 문제점이 있는바, 효과가 탁월

하면서도 부작용을 유발하지 않는 안전한 지방간 치료제의 개발이 필요하다.

아르기나아제(Arginase)는 요소회로(Urea cycle)에서 아르기닌으로부터 요소를 방출해 오르니틴을 생성할 때에[0006]

작용하는 효소로써, L-아르기닌을 오르니틴 및 요소로 가수분해한다. 아르기나아제는 당뇨병, 심혈관질환 발병

에 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다.

아르기나아제  억제가  심혈관질환에  효과가  있다는  것이  알려져  있고(T.  Bagnost  et  al.,  Cardiovascular[0007]

Research,  87(3),  569-577,  2010),  미국 공개특허공보 제2010-0189644호에는 아르기나아제 억제제가 당뇨병,

위장질환, 폐렴, 면역장애, 암, 건선, 류마티스성 관절염 등에 효과가 있을 수 있다는 것이 개시되어 있으나,

아르기나아제 억제제를 비만 또는 지방간 치료에 이용할 수 있다는 사실은 밝혀진바 없었다.

오히려 대한민국 공개특허공보 제10-2007-0100875호는 간염 치료용 약학 조성물에 관한 발명으로써, 아르기나아[0008]

제를 이용하여 환자의 아르기닌 수준을 선택적으로 감소시킴으로써 간질환 치료 효과를 얻는 것인바, 본 발명은

아르기나아제의 활성을 억제하여 지방간 예방 또는 치료 효과를 얻을 수 있다는 점에서 큰 차이가 있다고 할 것

입니다.

이에, 본 발명자들은 상기 문제점을 해결하기 위하여 예의 노력한 결과, 아르기나아제 억제제가 비만 또는 지방[0009]

간 치료에 효과가 있는 것을 확인하고 본 발명을 완성하게 되었다.

발명의 내용
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해결하려는 과제

본 발명의 목적은 아르기나아제 억제제의 비만 또는 지방간 예방 또는 치료 용도를 제공하는데 있다.[0010]

과제의 해결 수단

상기 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 아르기나아제 억제제를 유효성분으로 함유하는 비만 예방 또는 치료용[0011]

약학 조성물을 제공한다.

본 발명은 또한, 아르기나아제 억제제를 유효성분으로 함유하는 비만 예방 또는 개선용 건강기능식품 조성물을[0012]

제공한다.

본 발명은 또한, 아르기나아제 억제제를 유효성분으로 함유하는 지방간 예방 또는 치료용 약학 조성물을 제공한[0013]

다.

본 발명은 또한, 아르기나아제 억제제를 유효성분으로 함유하는 지방간 예방 또는 개선용 건강기능식품 조성물[0014]

을 제공한다.

발명의 효과

본 발명에 따르면, 아르기나아제 억제제는 체중 증가량, 체지방량, 간 내 중성지방량 감소 효과가 있어, 비만[0015]

또는 지방간의 예방 또는 치료에 유용하다.

도면의 간단한 설명

도 1은 실시예 2-2의 아르기나아제 억제제의 효과를 나타낸 것으로, 13주간 세 그룹의 체중증가량을 비교하여[0016]

나타낸 것이다.

도 2는 실시예 2-2의 아르기나아제 억제제의 효과를 나타낸 것으로, 예비사육 기간을 포함한 총 13주 후 세 그

룹의 (A)는 간무게, (B)는 부고환 지방무게, (C)는 간 형태, (D)는 부고환 지방형태, (E)는 신장주위 지방무게,

(F)는 복막후방 지방무게, (G)는 장간막 지방무게를 비교하여 나타낸 것이다. 또한, (C) 및 (D)는 헤마톡실린

(hematoxylin) 및 에오신(eosin)으로 염색한 간 및 부고환 지방 파라핀 절편을 400배 확대한 것으로, (ⅰ)은 ND

그룹을, (ⅱ)는 HFD 그룹을, (ⅲ)은 HFD+AI 그룹을 나타낸 것이다.

도 3은 실시예 2-2의 13주간 세 그룹의 간 중성지방(triglyceride) 농도를 비교하여 나타낸 것이다.

도 4는 실시예 3-2의 간 조직 내 mRNA 수치에 대한 아르기나아제 억제제의 효과를 세 그룹간 비교하여 나타낸

것으로, 전체 RNA는 간으로부터 추출하였고, (A)는 PPAR-γ, (B)는 PPAR-α, (C)는 PGC-1β에 대한 특정 프라이

머를 사용한 실시간 PCR 분석 결과이다.

도 5는 실시예 4의 세포의 현미경 촬영 결과를 나타낸 것이다.

도 6은 실시예 4의 TG 측정 결과를 나타낸 것이다.

도 7은 실시예 4의 Oil Red O 측정 결과를 나타낸 것이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

다른 식으로 정의되지 않는 한, 본 명세서에서 사용된 모든 기술적 및 과학적 용어들은 본 발명이 속하는 기술[0017]

분야에서 숙련된 전문가에 의해서 통상적으로 이해되는 것과 동일한 의미를 가진다. 일반적으로, 본 명세서에서

사용된 명명법은 본 기술 분야에서 잘 알려져 있고 통상적으로 사용되는 것이다.

본 발명에서는, 고지방·고콜레스테롤 식이 공급과 함께 아르기나아제 억제제를 투여하는 비교실험을 수행한 결[0018]

과, 아르기나아제 억제제가 체중증가량, 체지방량, 간 내 중성지방량 감소 효과가 있음을 확인하였다. 

본 발명의 일 실시예에서는 아르기나아제 억제제가 체중 증가량 및 체지방량 감소 효과가 있다는 것을 확인할[0019]
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수 있었다.

본 발명의 다른 실시예에서는 아르기나아제 억제제가 간 내 중성지방 농도 감소 효과가 있다는 것을 확인할 수[0020]

있었다.

본 발명의 또 다른 실시예에서는 올레산으로 유도된 지방간세포에 아르기나아제 억제제를 처리한 결과, 간세포[0021]

내 지방축적도가 현저하게 감소하는 것을 확인할 수 있었다.

따라서, 본 발명은 일 관점에서, 아르기나아제 억제제를 유효성분으로 함유하는 비만의 예방 또는 치료용 약학[0022]

조성물에 관한 것이다.

본 발명은 다른 관점에서, 아르기나아제 억제제를 유효성분으로 함유하는 비만의 예방 또는 개선용 건강기능식[0023]

품 조성물에 관한 것이다.

본 발명은 또 다른 관점에서, 아르기나아제 억제제를 유효성분으로 함유하는 지방간 예방 또는 치료용 약학 조[0024]

성물에 관한 것이다.

본 발명은 다른 관점에서, 아르기나아제 억제제를 유효성분으로 함유하는 지방간 예방 또는 개선용 약학 조성물[0025]

에 관한 것이다.

본 발명에 있어서, 아르기나아제 억제제는 N-w-하이드록시-노르-L-아르기닌(N-w-hydroxy-nor-L-arginine)인 것[0026]

을 특징으로 하나, 이에 한정되는 것은 아니다.

본 발명에 있어서, 아르기나아제 억제제는 화합물(chemicals), 천연물(natural compounds), 천연소재 유래 추출[0027]

물, siRNA, micro RNA 또는 recombinant DNA 등의 핵산(nucleic acids), 펩타이드 및 단백질로 구성된 군에서

선택된 하나 이상인 것을 특징으로 하나, 이에 한정되는 것은 아니다.

본 발명에 있어서, 아르기나아제 억제제가 PPAR-γ의 발현을 감소시키고, PPAR-α의 발현을 증가시키며, PGC-[0028]

1β의 발현을 증가시키는 것을 특징으로 할 수 있다. 그 결과, 간 지질대사와 미토콘드리아 기능에 긍정적인 영

향을 미침으로써, 결과적으로 지방간 양상을 호전시킨다는 것을 확인할 수 있었다.

본 발명의 명세서에서 사용된 용어 "조성물"은 특정 성분을 포함하는 산물 뿐만 아니라, 특정 성분의 배합에 의[0029]

해 직접 또는 간접적으로 만들어지는 임의의 산물을 포함하는 것으로 간주된다.

본 발명의 약학 조성물은 경구 또는 비경구로 투여할 수 있고, 비경구 투여의 경우에는 복강주입, 정맥내 주입,[0030]

피하주입, 근육주입 등으로 투여할 수 있다. 

본 발명의 약학 조성물의 적합한 투여량은 증상의 경중도, 환자의 체중, 연령, 성, 투여 방식 및 투여시간 등과[0031]

같은 요인들에 의해 다양하며, 보통으로 숙련된 의사는 소망하는 치료 또는 예방에 효과적인 투여량을 용이하게

결정할 수 있다.

본 발명의 약학 조성물은 당해 발명이 속하는 기술분야에서 통상의 지식을 가진 자가 용이하게 실시할 수 있는[0032]

방법에 따라, 약학으로 허용되는 담체 또는 부형제를 이용하여 제제화함으로써 단위용량의 형태로 제조되거나

또는 다용량 용기내에 내입시켜 제조될 수 있다. 상기의 담체는 제제 시에 통상적으로 이용되는 것으로서, 락토

스, 덱스트로스, 수크로오스, 솔비톨, 아카시아 고무, 인산칼슘, 젤라틴, 셀룰로오스, 물, 시럽, 메틸하이드록

시벤조에이트, 활석, 미네랄 오일 등을 포함하나, 이에 한정되는 것은 아니다. 상기 조성물은 파라옥시안식향산

메틸, 솔빈산칼륨 등과 같은 방부제, 안정화제, 매실향, 레몬향 등의 천연향료, 클로로필린 등의 천연색소, 과

당, 벌꿀, 설탕 등과 같은 감미료, 염료, 항-산화제 등을 추가로 함유할 수 있다.

본 발명의 약학 조성물의 비경구투여를 위한 제제로는 멸균된 수용액, 비수성용제, 현탁제, 유제, 동결건조제제[0033]

및 좌제 등이 있으며, 비수성용제 또는 현탁제의 제로를 위해 프로필렌글리콜, 올리브오일과 같은 식물성기름,

에틸올레이트와  같은  주사  가능한  에스테르  등이  사용될  수  있으며,  좌제의  기제로  위텝솔,  마크로골,

카카오지, 글리세로젤라틴 등이 사용될 수 있으나, 이에 한정되는 것은 아니다.

본 발명의 약학 조성물은 개별 치료제로 투여하거나 다른 치료제와 병용하여 투여될 수 있고 종래의 치료제와는[0034]

순차적 또는 동시에 투여될 수 있다.

본 발명의 건강기능식품은 건강기능식품에 관한 법률 제6722호에 따른 인체에 유용한 기능성을 가진 원료나 성[0035]

분을 사용하여 제조 및 가공한 식품을 의미하며, 인체의 구조 및 기능에 대하여 영양소를 조절하거나 생리학적

작용 등과 같은 보건 용도에 유용한 효과를 얻을 목적으로 섭취하는 식품을 의미한다.
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본 발명의 건강기능식품 조성물은 당해 기술분야에 공지되어 있는 통상적인 건강기능식품의 제형으로 제제화될[0036]

수 있고, 상기 건강기능식품은 과립제, 정제, 환제, 현탁액, 에멀젼, 시럽제, 껌, 차, 젤리, 각종 음료수, 드링

크제, 알코올 음료 등으로 제조될 수 있으며, 상기 건강기능식품의 종류에는 특별한 제한이 없다.

본 발명의 건강기능식품 조성물은 인체를 비롯한 동물 신체에 투여하기 적합한 임의의 생약 형태, 더욱 구체적[0037]

으로는 경구 투여에 통상적인 임의의 형태, 예를 들어 식품 또는 사료, 식품 또는 사료의 첨가제 및 보조제, 강

화된 식품 또는 사료,  정제,  환제,  과립,  캡슐  및  발포  배합물 등과 같은 고체 형태 또는 용액,  현탁액,

유화액, 음료, 페이스트 등과 같은 액체형태 일 수 있다. 상기 조성물은 영양제, 비타민, 전해질, 감미제, 착색

제, 유기산, 방부제 등을 함유할 수 있으며, 이러한 성분들을 독립적으로 또는 조합하여 사용할 수 있다.

[실시예][0038]

이하, 실시예를 통하여 본 발명을 더욱 상세히 설명하고자 한다. 이들 실시예는 오로지 본 발명을 예시하기 위[0039]

한 것으로, 본 발명의 범위가 이들 실시예에 의해 제한되는 것으로 해석되지 않는 것은 당업계에서 통상의 지식

을 가진 자에게 있어서 자명할 것이다. 따라서 본 발명의 실질적인 범위는 첨부된 청구항들과 그것들의 등가물

에 의하여 정의된다고 할 것이다.

실시예 1: 마우스의 사육 및 식이[0040]

실험동물은 무특이병원체(Specific pathogen-free; SPF) 환경에서 사육된 4주령의 C57BL/6 마우스를 구입하여[0041]

사용하였다. 난괴법(randomized complete block design)에 의해 8마리씩 3그룹으로 분류하여 사육하였다: 정상

식이 대조군(ND 그룹); 고지방·고콜레스테롤 식이 공급군(HFD 그룹); 고지방·고콜레스테롤 식이 공급 및 아르

기나아제 억제제 경구투여군(HFD+AI 그룹). 환경에 적응시키기 위해 실험 시작 전 1주일간 예비사육한 후 체중

20±1g 내외로 실험을 시작하였고, 하기 표 1의 식이를 공급하며 실험동물 사육실의 온도는 18~24℃, 습도는

50~60%를 유지하여 12주간 사육하였다. 다만, HFD+AI 그룹의 경우, 사육 7주간은 고지방·고콜레스테롤 식이만

을 공급하였고, 그 후 5주간은 고지방·고콜레스테롤 식이와 함께 0.9% NaCl 용액에 용해된 아르기나아제 억제

제(N-w-hydroxy-nor-L-arginine; nor-NOHA) 40 mg/kg diet를 존데(sonde)를 이용하여 경구투여하였다.

표 1

그룹별 공급된 식이 구성 (g/kg diet)[0042]

구성성분 그룹

ND 그룹(n=8) HFD 그룹(n=8) HFD+AI 그룹(n=8)

옥수수 전분 15 15 15

카세인 20 20 20

수크로오스 50 34 33.99

옥수수 오일 5 3 3

미네랄믹스 3.5 3.5 3.5

비타민믹스 1.0 1.0 1.0

셀룰로오스 5 5 5

DL-메티오닌 0.3 0.3 0.3

타타르산수소콜린 0.2 0.2 0.2

라드 - 17 17

콜레스테롤 - 1.0 1.0

BHT 0.001 0.001 0.001

계 100 100 100

(미네랄믹스: AIN-76 미네랄믹스, 비타민믹스: AIN-76 비타민믹스)[0043]

실시예 2: 비만 및 지방간 치료 효과 확인 및 분석[0044]

2-1: 마우스의 혈액 채취, 조직 적출 및 지질추출[0045]
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사육기간이  종료된  후  희생시키기  전  12시간  동안  절식시킨  후,  마우스를  고정시키고,  30mg/kg  졸레틸  및[0046]

10mg/kg 럼푼을 섞어 복강 내 투입하여 마취시켰다. 마취 후 개복한 뒤 주사기를 이용하여 복부 하대정맥에서

혈액을 채취하였다. 채취한 혈액은 EDTA가 들어있는 폴리스티렌(polystylene) 원심분리관에 담아 분석에 이용하

였다. 

또한, 간조직과 부위별 내장 지방(epididymal, perirenal, mesenteric fat, retroperitoneal fat pad)을 부위[0047]

별로 적출하였다. 적출한 부고환지방과 간 조직을 1 M 인산완충식염수(phosphate  buffered  saline)로 세척한

후, 그 일부를 0.1 mm
3
 크기로 잘게 조각내어, 10 % 포르말린(formalin) 용액에서 고정시켰다. 간세포는 HE 염

색(헤마톡실린 및 에오신 염색; HE staining)을 통해 핵과 세포질을 염색하여 지방축적의 정도를 관찰하고, 부

고환지방 세포는 그 크기변화를 관찰하여, 체지방 감량 효과를 평가하였다.

간조직의 지질성분을 추출하기 위해, 폴츠법에 준해, 0.25g의 간조직에 1 ml의 증류수를 가한 후, 조직파쇄장치[0048]

(tissue lyser)를 사용하여 균질화시켰다(Folch et al., J Biol Chem, 226, 497, 1957). 상기 균질액에 클로로

포름:메탄올(chloroform:methanol) 용액(2:1, v/v) 2.5 ml을 가하고, 볼텍싱한(vortexing) 후, 1000xg에서 10

분간 원심분리하여 하층액만을 분리하였다. 상기 하층액을 취하여 질소가스로 완전히 건조시킨 후, 총 지질량을

측정하였다. 건조된 지질은 0.5 ml의 이소프로판올(isopropanol)에 녹여 지질분석에 사용하였다. 간조직 지질추

출액의 중성지방은 상업용 지질분석 키트(아산제약, 서울, 한국)를 사용하여 측정하였다.  

2-2: 아르기나아제 억제제의 체중 및 체지방량에 대한 효과 분석[0049]

사육을 시작할 당시, 그룹간 체중에 유의적인 차이가 없었고, 고지방·고콜레스테롤 식이를 공급한 두 그룹(HFD[0050]

그룹 및 HFD+AI 그룹)은 사육 2주차부터 식이를 통해 체중을 대조군(ND 그룹)에 비해 유의하게 상승시켰다. 7주

간의 비만 유도(obesity induction) 후 5주간 추가적으로 고지방·고콜레스테롤 식이 공급과 더불어 아르기나아

제 억제제를 투여하였을 때,  체중 증가(도 1)및 체지방량(도 2)이 현저하게 감소되었다는 것을 확인하였다.

HFD+AI 그룹의 경우, ND 그룹 및 HFD 그룹에 비해 음식 섭취량(food intake)이 더 많음에도 불구하고 체중 증가

폭이 더 적은 것으로 나타나 사료효율비(Feed Efficiency Ratio; FER) 감소측면에서 의미가 있음을 알 수 있었

다(표 2). 또한, 고지방 식이 비만 유도시 간 내 지방이 축적되는 지방간 양상이 나타나게 되는데, HFD+AI 그룹

의 경우 간 중량, 간 내 지방축적량 및 간 중성지방 농도가 유의하게 감소한 것을 알 수 있었다(도 2 및 도 3).

표 2

체중 변화량 및 사료효율비[0051]

그룹

ND 그룹

(n=8)

HFD 그룹

(n=8)

HFD+AI 그룹

(n=8)

초기 체중 (g) 20.8±1.1 20.6±0.4 21.1±0.5

최종 체중 (g)
29.1±1.6

a
41.0±3.1

c
36.1±3.6

b

음식 섭취량 (g/일)
2.9±0.02

b
2.8±0.01

a
2.9±0.10

b

FER
0.03±0.01

a
0.09±0.01

c
0.06±0.02

b

실시예 3: 유전자 발현 조절을 통한 비만 및 지방간 치료 효과 확인 및 분석[0052]

3-1: RNA 추출 및 실시간 RT-PCR(Real-Time RT-PCR)[0053]

조직 내 RNA를 QIAzol Lysis reagent RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (Qiagen, 미국)을 이용하여 추출하고, 1[0054]

μg RNA를 올리고-dT(oligo-dT)와 superscript  Ⅱ 역전사효소(Invitrogen, 미국)로 cDNA 합성하였다. 그 후,

상기 cDNA(1000 ng)의 유전자발현을 실시간 정량 PCR 증폭(quantitative real-time PCR amplification)을 통해

비교하였다. 데이터는 비교-사이클 역치법(comparative-cycle threshold method)을 이용하여 확보하여 배수변화

(fold change)로 나타내었다. 분석 대상 유전자는 PPAR-gamma, PPAR-alpha, PGC-1 beta 등의 관련 유전자를 함

유한다. PCR조건은 95 ℃에서 15분, 94 ℃에서 30초, 58 ℃에서 20초, 72 ℃에서 30초이었고, 두 번째 단계에서

부터 40 회(cycle) 반복하였다(Step One Plus, Applied Biosystems, Foster City, 캘리포니아, 미국). 글리세

르알데히드-3-인산  탈수소효소(glyseraldehyde-3-phosphate  dehydrogenase;  GAPDH)는  비교  CT법(Comparative
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CT method)에서 대조군으로 사용하였다.

3-2: 간 조직 내 mRNA 수치에 대한 아르기나아제 억제제의 효과 분석[0055]

유전자 발현도를 분석해본 결과, 대조군(ND 그룹)을 1로 나타내었을때, PPAR-γ의 경우 HFD 그룹은 2.22배 증가[0056]

하였고, HFD+AI 그룹은 1.26배로 HFD에 비해 감소하는 것으로 나타났다. PPAR-α의 경우 HFD 그룹은 0.78배로

감소하였으나, HFD+AI 그룹은 1.42배로 대조군보다 높게 발현되었다. 또한 PGC-1β의 경우 HFD 그룹은 0.58배로

감소되었는데, HFD+AI 그룹은 0.91배로 대조군과 근접하게 상승되는 것으로 나타났다(도 4).

따라서, 아르기나아제 억제제가 간 조직 내 PPAR-γ, PPAR-α 및 PGC-1β 유전자 발현도를 조절함으로써, 간 지[0057]

질대사와 미토콘드리아 기능에 긍정적인 영향을 끼치고, 결과적으로 지방간 양상을 호전시키며, 체중 및 체지방

의 감소로 이어진 것으로 확인되었다.

실시예 4: 올레산으로 유도된 지방간세포 내 아르기나아제 억제제의 지방간 치료 효과 확인 및 분석[0058]

고당  둘베코  변형  이글  배지(high-glucose  Dulbecco's  modified  Eagle  medium;  DMEM;  Gibco,  에겐스타인,[0059]

독일)에 1% ABS와 열에 의해 비활성화시킨 FBS 10%를 첨가하여 간암세포(HepG2)를 배양하였고, 배지를 2일 마다

교체하였다. 

2  X  10
5  
개의  세포를  48-웰  배양  플레이트에  깔고,  24시간  후  무혈청배지(serum-starved)로  교체하였다.[0060]

다음날,  절식시킨  세포에  1.5  mM  농도의  올레산(OLA;  Sigma-Aldrich)과  함께,  아르기나아제  억제제(N-w-

hydroxy-nor-L-arginine; nor-NOHA)를 농도를 달리하여 24시간 동안 처리하였다(10 및 50 μM). 정상대조세포

의 경우에는, 올레산의 용매인 에탄올과 nor-NOHA의 용매인 증류수(DW)를 함께 처리하였다.

24시간 후 세포를 1 X PBS로 2번 세척하고, 10% 포르말린 용액으로 1시간 동안 실온에서 고정시켰다. 고정된 세[0061]

포를 60%의 이소프로판올로 세척하고, 오일 레드 오(Oil Red O; ORO) 용액을 10분 동안 실온에서 방치시켰다.

염색된 세포를 증류수로 4번씩 조심스럽게 세척하여, 현미경을 이용하여 사진을 촬영하였다(도 5). 그 후, 이소

프로판올(100%)을 세포에 첨가하여 10분간 방치시키고, 수차례 파이페팅 후 500 nm에서 흡광도를 측정하였다. 

아디포레드 측정 시약(AdipoRed assay reagent; Lonza, Walkersville, MD, 미국)을 이용하여, 세포 내 중성지[0062]

방(triglyceride; TG) 측정을 수행하였다. 오일 레드 오 처리 실험과 동일한 방법으로, 1 X PBS로 세척 후, 프

로토콜에 제시되어 있는 적절한 양의 시약을 1 X PBS와 섞은 후 15분 동안 실온에서 방치하였다. 빛을 차단시키

기  위하여  호일로  감싸주었다.  형광강도측정기(Fluorimeter)를  이용하여  형광  흡광도를  측정하였다(여기

(excitation) 485 nm 및 방출(emission) 572 nm).

그 결과, 1.5 mM의 올레산을 처리한 지방간 유도 세포는 정상대조세포와 비교하였을 때, TG와 ORO를 통한 지방[0063]

축적도가 유의적으로 증가하였음을 확인할 수 있었다. 아울러, 아르기나아제 억제제인 nor-NOHA(10 및 50 μM)

를 처리한 세포는 TG와 ORO를 통한 지방축적도가 현저히 감소된 것을 확인할 수 있었다(도 6 및 7).

이상으로 본 발명 내용의 특정한 부분을 상세히 기술하였는바, 당업계의 통상의 지식을 가진 자에게 있어서 이[0064]

러한 구체적 기술은 단지 바람직한 실시태양일 뿐이며, 이에 의해 본 발명의 범위가 제한되는 것이 아닌 점은

명백할 것이다. 따라서, 본 발명의 실질적인 범위는 첨부된 청구항들과 그것들의 등가물에 의하여 정의된다고

할 것이다.
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