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본 발명은 클로로필 a 또는 페오포르비드 a를 유효성분으로 포함하는 피부 상태 개선용 조성물에 관한 것이다. [0001]

배 경 기 술

주름, 처짐 및 이완은 자외선(UV), 적외선 및 호르몬의 변화와 같은 환경적 요인과 유전적 요인 등 여러 가지[0002]

측면에 의한 피부 노화의 특징이다 [1,2].   노화된 피부의 구조적 특징은 주로 진피(dermis)의 변화에 의해 설

명되는데,  진피는  콜라겐(collagen),   히알루론산(hyaluronic  acid),  엘라스틴(elastin),  피브로넥틴

(fibronectin),  프로테오글리칸(proteoglycan)  및 다른 세포외기질 단백질(extracellular  matrix  protein)로

구성되어 있다.   이러한 구조적인 구성 요소 중, 주로 섬유아세포(fibroblast)에 의해 합성되는 제 1형 콜라겐

은 피부의 결합 조직에서 가장 풍부한 단백질로서 피부에 강도와 탄력성을 지원하는 역할을 한다[3].

자외선에 지속적으로 노출되는 것은 조기 피부노화나 광노화의 주요한 원인이 된다[23].   광노화는 자외선으로[0003]

인한 반복적인 염증과정에 의한 것으로 설명될 수 있다.   피부 염증은 다양한 매트릭스 메탈로프로테이나제

(matrix metalloproteinase, MMP)를 생산해내는데, 이는 진피 및 표피 에서 비정상적으로 세포 외 기질을 분해

하고 기능을 상실한 매트릭스 구성요소들의 축적을 일으킨다[24].   매트릭스 분해와 피부 염증 등에 의해 누적

된 피부 손상은 과도한 MMP 생성을 야기하고 이는 주름의 형성과 관계된다.  

여러 화합물 및 식물 추출물이 피부에서 염증 억제 및 주름 개선 효과를 가지고 있는 것으로 보고되었다.   동[0004]

물모델(털이 없는 마우스)에서 비타민 C, E, 피크노제놀 및 달맞이꽃 오일(evening primrose oil) 복합체를 경

구 투여하는 경우, 지속적인 UV 노출에 의해 생긴 주름을 완화시키는 효과가 있다는 것이 밝혀졌다[27].   인삼

성분, 엘라그산(ellagic acid) 및 녹차의 폴리페놀(polyphenol) 역시 UV에 의한 피부 노화를 개선시키는 효과가

있다는 것이 보고되었다[28,  29,  30].    대부분의 폴리페놀의 주름개선 효과는 항산화작용과 관계가 있으며

[30], 주름개선 효과를 나타내는 작용기작은 MMP의 생산 억제와 관계있는 것으로 설명되고 있다. 

본 발명에서, 본 발명자들은 클로로필 a(Chlorophyll a) 및 페오포르비드 a(Pheophorbide a)가 자외선으로 인한[0005]

피부 염증 완화 및 주름개선에 효과가 있음을 발견하였다.   또한, 페오포르비드 a가 자외선에 의해 유도되는

MMP의 생산을 억제하는 효과를 나타냄을 발견하였다.   이러한 연구결과는 클로로필 a 및 페오포르비드 a가 피

부 상태 개선용 물질로 사용될 수 있음을 보여주는 것이다.  

본 명세서 전체에 걸쳐 다수의 논문 및 특허문헌이 참조되고 그 인용이 표시되어 있다.   인용된 논문 및 특허[0006]

문헌의 개시 내용은 그 전체로서 본 명세서에 참조로 삽입되어 본 발명이 속하는 기술 분야의 수준 및 본 발명

의 내용이 보다 명확하게 설명된다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명자들은 자외선과 같은 외부 자극에 의한 피부 손상을 효과적으로 개선할 수 있는 물질을 개발하고자 연[0007]

구 노력하였다.   그 결과, 클로로필 a 및 페오포르비드 a가 피부 주름 개선 및 피부 염증 완화 등과 같은 피부

상태 개선에 매우 효과적이라는 것을 발견함으로써, 본 발명을 완성하게 되었다.

따라서, 본 발명의 목적은 피부 상태 개선용 조성물을 제공하는데 있다.[0008]

본 발명의 다른 목적 및 이점은 하기의 발명의 상세한 설명, 청구범위 및 도면에 의해 보다 명확하게 된다.[0009]

과제의 해결 수단

본 발명의 일 양태에 따르면, 본 발명은 클로로필 a 또는 페오포르비드 a를 유효성분으로 포함하는 피부 상태[0010]

개선용 조성물을 제공한다.

본 발명의 다른 양태에 따르면, 본 발명은 클로로필 a 또는 페오포르비드 a를 유효성분으로 포함하는 자외선에[0011]

의한 피부 손상 예방, 개선 또는 치료용 조성물을 제공한다.

본 발명의 또 다른 양태에 따르면, 본 발명은 클로로필 a 또는 페오포르비드 a를 유효성분으로 포함하는 일광화[0012]

상(sunburn) 예방 또는 치료용 조성물을 제공한다.
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본 발명자들은 자외선과 같은 외부 자극에 의한 피부 손상 상태를 효과적으로 개선할 수 있는 물질을 개발하고[0013]

자 연구 노력하였고, 그 결과 클로로필 a 및 페오포르비드 a가 피부 주름 개선 및 피부 염증 완화 등과 같은 피

부 상태 개선에 매우 효과적이라는 것을 확인하였다.

클로로필(Chlorophyll)은 식물에서 가장 풍부한 성분으로서, 일반적으로 고등식물에 3:1 내지 3:2의 비율로 a,[0014]

b형이 존재한다.   전통적으로, 식물의 클로로필은 항-염증 효과를 통해 상처, 화상 및 궤양 등 부상의 관리에

사용되었으며[4], 건강증진을 위한 건강식품으로도 사용되었다[5].   이 외에도 클로로필을 포함하는 식물 추출

물의 화장료 조성물은 피부 손상 관리를 위해 사용되고 있기도 하다[6].

클로로필은 여러 종류의 파생물을 생성해내는데, 여기에는 페오피틴(pheophytin), 페오포르비드(pheophorbide),[0015]

클로린(chlorin) 및 피탄산(phytanic acid)이 포함된다.   기존 연구자들은 클로로필, 페오피틴 및 페오포르비

드를 포함하는 클로로필 파생물이 잠재적인 화학적 암 예방기능을 가지고 있음을 밝혀내었다[7,8].   또한, 통

조림된 녹색 야채에 공통적으로 포함되어 있는 페오피틴, 파이로페오피틴(pyropheophytin) 및 페오포르비드 파

생물이 잠재적인 종양억제효과를 가지고 있다는 것을 밝혀내기도 하였다[9,10].   페오포르비드는 암에 대한 광

역학치료에 사용되는 광독성(phototoxic) 물질로도 알려져 있다[11].   그러나 페오포르비드 또는 클로로필이

피부 주름 개선에 어떠한 효과를 가지고 있는지는 아직 충분히 밝혀지지 않고 있다. 

본 명세서에서의 피부 상태 개선은 피부 주름 개선, 피부 염증 완화 또는 피부 노화 방지를 의미하나, 이에 한[0016]

정되는 것은 아니다. 

피부 주름은 햇빛을 포함하여 여러 가지 요인에 의해서 진피 속의 콜라겐섬유, 탄력섬유 등에 변성이 일어나고,[0017]

피부 수분이 감소하여 피부의 탄력이 떨어져 피부가 접히게 되면서 만들어진다.   여러 가지 요인들 중에서 자

외선이 가장 주요한 원인이다.  

본 발명의 어떤 구현예에 따르면, 마우스에 자외선(UV)을 조사한 후 클로로필 a 또는 페오포르비드 a를 경구 투[0018]

여하면 주름이 개선되는 효과가 나타났다. 

피부 염증반응에서는 면역세포의 활성이 중요한 역할을 한다.   활성화된 면역세포 또는 면역세포가 생산하는[0019]

사이토카인 등이 주변보조세포를 지속적으로 자극하여 세포의 과도한 활성화나 세포 사멸을 통한 조직의 파괴

등의 부작용을 유발시킴으로써 염증반응이 일어난다.   피부  염증 반응에서 접합분자(adhesion molecule)는 각

질세포(keratinocyte), 단핵백혈구(monocyte) 및 림프구(lymphocyte)간의 결합에서 중요한 역할을 하는데, 접

합분자에는  Intracellular  adhesion  molecule-1(ICAM-1),  vascular  adhesion  molecules-1(VCAM-1),  E-

selection 등이 있다.   이와 같은 접합분자들이 다양한 면역관련 세포를 피부조직으로 침윤시킴으로써 피부세

포와 면역세포간의 다양한 상호반응을 통하여 염증 반응이 일어나게 된다.   따라서, 이러한 접합분자들의 발현

을 억제함으로써 피부 염증 반응을 완화시킬 수 있다. 

본 발명의 어떤 구현예에 따르면, 마우스에 자외선(UV)을 조사한 후 클로로필 a 또는 페오포르비드 a를 경구 투[0020]

여한 경우, ICAM-1의 발현이 감소하였으며 진피에서 염증 세포의 침윤이 감소하였다.   이러한 결과는 클로로필

a 또는 페오포르비드 a가 자외선에 의한 피부 염증 반응을 완화시키는 효과가 있다는 것을 나타낸다. 

피부노화는 노화에 미치는 요인에 따라 내인성 노화(intrinsic aging)와 외인성 노화(extrinsic aging)로 구분[0021]

할 수 있다.   내인성 노화는 나이가 들어감에 따라 피부의 구조와 생리기능이 환경변화와는 무관하게 감퇴하는

것이고,  외인성  노화는  피부가  태양광선  등의  외부환경에  지속적으로  노출되기  때문에  나타나는  것이다.

특히, 광에 의한 노화를 광노화(photoaging)라고 하며 자외선은 피부 노화의 생리학적 및 형태학적 변화의 주된

원인이 된다.   자외선에 의하여 유해한 활성산소가 만들어진 후 몸속에 있는 여러 가지 보호 장치에 의하여 효

과적으로 제거되지 못하게 되면 일련의 염증반응이 일어나 피부 손상이 초래된다.   

본 발명의 클로로필 a 또는 페오포르비드 a는 자외선으로 인한 피부 주름 개선 및 피부 염증 완화 효과를 나타[0022]

내는데, 이는 피부노화 중 광노화로 인한 피부 상태를 개선하는 효과를 가지고 있다는 것을 의미한다. 

자외선(UV)에는 UVA(200-280nm),  UVB(280-320nm),  UVC(320-400nm)의 세 가지가 있는데, UVC는 오존층에 의해[0023]

거의 흡수되고, UVA와 UVB만이 지표에 도달하게 되고, 피부에 영향을 주게 된다.   특히 이 중에서 UVB는 UV 중

피부에 가장 심각한 손상을 초래한다.   UVB는 진피 상부까지 도달하여 급속한 화상이나 홍반을 일으키고, 더욱

진행되면 멜라닌 색소 형성과 색소 침착이 일어나며, 상피 세포의 증식, DNA 손상 등을 야기하여 피부 주름 및

피부암을 유발하게 된다.   또한 피부 세포에 염증반응을 유발하는 것으로 알려져 있다.
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상술한 바와 같이, 본 발명의 클로로필 a 또는 페오포르비드 a는 자외선으로 인한 피부 주름 개선 및 피부 염증[0024]

완화에 효과를 나타내는 바, 자외선에 의한 피부 손상 예방, 개선 또는 치료에 효과적으로 사용될 수 있다. 

본 명세서에서의 일광화상(sunburn)의 주된 원인은 자외선으로서, 자외선이 피부에 도달하면 직접 혈관벽에 작[0025]

용하기도 하고, 대부분은 피부세포에 흡수되어 히스타민, 프로스타글란딘 등의 염증물질이 분비되도록 자극하게

된다.   이 염증 물질은 혈관벽의 투과성을 증가시켜 염증세포가 혈관에서 피부조직으로 이동하게 한다.   즉,

자외선으로 인해 피부에 염증반응이 일어나서 홍반, 열감, 통증, 부종 등의 증상이 나타나게 된다.   따라서,

염증세포가 혈관에서 피부조직으로 침윤되는 것을 억제한다면, 피부 염증 반응을 억제하여 일광화상을 예방 또

는 치료할 수 있게 된다. 

본 발명의 어떤 구현예에 따르면, 마우스에 자외선(UV)를 조사한 후 클로로필 a 또는 페오포르비드 a를 경구 투[0026]

여한 경우, 진피에서 염증 세포의 침윤이 감소하였다.

본 발명의 어떤 구현예에 따르면, 인간 피부 섬유아세포에서 UV 조사 후 페오포르비드 a를 처리하는 경우, MMP-[0027]

1 및 MMP-3의 생산이 감소되었다.

매트릭스 메탈로프로데나아제(matrix metalloproteinase, MMP)는 아연-의존적인 엔도펩티다아제이다.   이들은[0028]

모든 종류의 세포외기질을 분해할 수 있으며,   세포의 증식, 분화, 이동, 혈관생성 및 세포자살에서 중요한 역

할을 하고 있다.   특히, 자외선은 피부에서 MMP의 생산을 증가시켜 콜라겐을 분해함으로써 주름이 형성되는 등

의 피부 노화반응이 일어나게 한다.    즉, 자외선에 노출된 피부에서 MMP의 생산을 억제하게 되면 자외선에 의

한 피부 손상을 예방 또는 치료할 수 있다. 

MMP-1은 정상적인 생리반응 뿐 아니라 질병의 진행과정에서도 세포외 기질을 분해하는데 관여하는 것으로 알려[0029]

져 있으며 특히, 제 1, 2 및 3형 콜라겐을 분해하는 작용을 한다.

MMP-3는 콜라겐 타입 II, III, IV, IX 및 X, 프로테오글리칸(proteoglycans), 파이브로넥틴(fibronectin), 라[0030]

미닌(laminin) 및 엘라스틴(elastin)을 분해하는 기능을 하며, 또한 MMP-1, MMP-7 및 MMP-9과 같은 다른 MMP를

활성화시키기도 한다.   따라서 MMP-3는 피부조직의 재구성에 있어 가장 주요한 인자로 여겨지고 있다.

   본 발명의 조성물은 경구용 피부 개선용 화장료 조성물로 제공될 수 있다.   본 발명의 화장료 조성물은 유[0031]

효 성분으로서 상술한 클로로필 a 또는 페오포르비드 a 이외에 식품 조성물 또는 경구용 의약에 통상적으로 이

용되는 성분들을 포함하며, 예컨대 항산화제, 안정화제, 용해화제, 비타민, 안료 및 향료와 같은 통상적인 보조

제를 포함할 수 있으며, 또한 담체를 포함한다.   

본 발명의 경구용 화장료 조성물에 포함되는 담체는 제제시에 통상적으로 이용되는 것으로서, 락토스, 덱스트로[0032]

스, 수크로스, 솔비톨, 만니톨, 전분, 아카시아 고무, 인산 칼슘, 알기네이트, 젤라틴, 규산 칼슘, 미세결정성

셀룰로스, 폴리비닐피롤리돈, 셀룰로스, 물, 시럽, 메틸 셀룰로스, 메틸히드록시벤조에이트, 프로필히드록시벤

조에이트, 활석, 스테아르산 마그네슘 및 미네랄 오일 등을 포함하나, 이에 한정되는 것은 아니다.   본 발명의

경구용 화장료 조성물은 상기 성분들 이외에 윤활제, 습윤제, 감미제, 향미제, 유화제, 현탁제, 보존제 등을 추

가로 포함할 수 있다.

또한, 본 발명의 조성물은 약제학적 조성물로 제조될 수 있다.[0033]

본 발명의 바람직한 구현예에 따르면, 본 발명의 조성물은 (a) 본 발명의 클로로필 a 또는 페오포르비드 a의 약[0034]

제학적 유효량; 및 (b) 약제학적으로 허용되는 담체를 포함하는 약제학적 조성물이다.   본 명세서에서 용어 약

제학적 유효량은 클로로필 a 또는 페오포르비드 a의 효능 또는 활성을 달성하는 데 충분한 양을 의미한다.

본 발명의 조성물이 약제학적 조성물로 제조되는 경우, 본 발명의 약제학적 조성물은 약제학적으로 허용되는 담[0035]

체를 포함한다.   본 발명의 약제학적 조성물에 포함되는 약제학적으로 허용되는 담체는 제제시에 통상적으로

이용되는 것으로서, 락토스, 덱스트로스, 수크로스, 솔비톨, 만니톨, 전분, 아카시아 고무, 인산 칼슘, 알기네

이트, 젤라틴, 규산 칼슘, 미세결정성 셀룰로스, 폴리비닐피롤리돈, 셀룰로스, 물, 시럽, 메틸 셀룰로스, 메틸

히드록시벤조에이트, 프로필히드록시벤조에이트, 활석, 스테아르산 마그네슘 및 미네랄 오일 등을 포함하나, 이

에  한정되는  것은  아니다.    본  발명의  약제학적  조성물은  상기  성분들  이외에  윤활제,  습윤제,  감미제,

향미제, 유화제, 현탁제, 보존제 등을 추가로 포함할 수 있다.   적합한 약제학적으로 허용되는 담체 및 제제는

Remington's Pharmaceutical Sciences (19th ed., 1995)에 상세히 기재되어 있다.

등록특허 10-1663809

- 6 -



본 발명의 약제학적 조성물은 경구로 투여할 수 있다.[0036]

본 발명의 약제학적 조성물의 적합한 투여량은 제제화 방법, 투여 방식, 환자의 연령, 체중, 성, 병적 상태, 음[0037]

식, 투여 시간, 투여 경로, 배설 속도 및 반응 감응성과 같은 요인들에 의해 다양하게 처방될 수 있다.     

본 발명의 약제학적 조성물은 당해 발명이 속하는 기술 분야에서 통상의 지식을 가진 자가 용이하게 실시할 수[0038]

있는 방법에 따라, 약제학적으로 허용되는 담체 및/또는 부형제를 이용하여 제제화함으로써 단위 용량 형태로

제조되거나 또는 다용량 용기 내에 내입시켜 제조될 수 있다.   이때 제형은 오일 또는 수성 매질중의 용액, 현

탁액, 시럽제 또는 유화액 형태이거나 엑스제, 산제, 분말제, 과립제, 정제 또는 캅셀제 형태일 수도 있으며,

분산제 또는 안정화제를 추가적으로 포함할 수 있다.

또한, 본 발명의 조성물은 식품 조성물로 제공될 수 있다.[0039]

본 발명의 바람직한 구현예에 따르면, 본 발명의 조성물은 (a) 본 발명의 클로로필 a 또는 페오포르비드 a의 식[0040]

품학적 유효량; 및 (b) 식품학적으로 허용되는 담체를 포함하는 식품학적 조성물이다.

본 발명의 조성물이 식품 조성물로 제조되는 경우, 유효성분으로서 클로로필 a 또는 페오포르비드 a 뿐만 아니[0041]

라, 식품 제조 시에 통상적으로 첨가되는 성분을 포함하며, 예를 들어, 단백질, 탄수화물, 지방, 영양소, 조미

제 및 향미제를 포함한다.   상술한 탄수화물의 예는 모노사카라이드, 예를 들어, 포도당, 과당 등; 디사카라이

드, 예를 들어 말토스, 슈크로스, 올리고당 등; 및 폴리사카라이드, 예를 들어 덱스트린, 사이클로덱스트린 등

과 같은 통상적인 당 및 자일리톨, 소르비톨, 에리트리톨 등의 당알콜이다.   향미제로서 천연 향미제 [타우마

틴,  스테비아 추출물 (예를 들어 레바우디오시드 A,  글리시르히진 등])  및 합성 향미제(사카린,  아스파르탐

등)를 사용할 수 있다.   예컨대, 본 발명의 식품 조성물이 드링크제로 제조되는 경우에는 본 발명의 토복령 추

출물 이외에 구연산, 액상과당, 설탕, 포도당, 초산, 사과산, 과즙, 두충 추출액, 대추 추출액, 감초 추출액 등

을 추가로 포함시킬 수 있다.

발명의 효과

본 발명의 특징 및 이점을 요약하면 다음과 같다:[0042]

(a) 본 발명은 클로로필 a 또는 페오포르비드 a를 유효성분으로 포함하는 피부 상태 개선용 조성물을 제공한다.[0043]

(b) 본 발명에 따르면, 클로로필 a 또는 페오포르비드 a는 자외선에 의한 피부 주름을 개선하는 효과를 나타낸[0044]

다.

(c) 본 발명에 따르면, 클로로필 a 또는 페오포르비드 a는 자외선에 의한 염증 반응을 완화하는 효과를 나타낸[0045]

다.

(d) 본 발명의 조성물은 경구 투여하는 것을 특징으로 하며, 화장료 조성물, 약제학적 조성물 및 식품 조성물로[0046]

제공될 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1a는 페오포르비드 a 또는 클로로필 a를 투여한 마우스의 등쪽 피부에서 주름이 감소된 것을 보여주는 사진[0047]

이다. 

도 1b는 페오포르비드 a 또는 클로로필 a를 투여한 마우스 집단에서 시각적인 주름 등급이 UV만을 조사한 집단

에 비해 유의미하게 감소한 것을 보여주는 도표이다. 

도 1c는 마우스에서 음성적인 복제물에 의해 나타나는 주름이다. 

도 1d는 등쪽 피부의 주름 영역을 그림자 영역을 이용하여 계산한 도표이다. 

도 2a는 페오포르비드 a를 투여한 마우스의 진피에서 UV만을 조사한 마우스에 비해 염증세포의 침윤이 감소한

것을 보여주는 사진이다.

도 2b는 페오포르비드 a 또는 클로로필 a를 투여한 마우스에서 표피의 두께가 유의미하게 감소하고 진피에서 콜

라겐 번들이 더 두꺼워진 것을 보여주는 사진이다.

도 2c는 페오포르비드 a 또는 클로로필 a를 투여한 마우스에 UV만을 조사한 마우스에 비해 표피의 두께가 감소

한 것을 보여주는 도표이다.

등록특허 10-1663809

- 7 -



도 3a는 페오포르비드 a를 투여한 마우스의 진피에서 UV만을 조사한 마우스에 비해 염증세포의 침윤이 감소한

것을 보여주는 사진이다. 

도 3b는 UV를 조사한 마우스의 진피 상부와 표피에서 vehicle만을 투여한 마우스에 비해 ICAM-1이 상당히 높게

발현되는 것을 보여주는 사진이다.   페오포르비드 a 또는 클로로필 a를 투여한 마우스에서는 UV를 조사한 마우

스에 비해 ICAM-1의 발현이 감소하였다. 

도 3c는 표피에서 염증세포의 침윤을 현광 현미경으로 관찰하여 계산한 결과, 페오포르비드 a 또는 클로로필 a

를 투여한 마우스에서 UV를 조사한 마우스에 비해 염증 세포의 침윤이 감소한 것을 보여주는 도표이다.   

도 4a는 hDF 세포에 UV를 조사하고 다양한 농도의 페오포르비드 a를 처리한 후, 세포생존율을 분석한 도표이다. 

도 4b는 hDF 세포에 UV를 조사하고 다양한 농도의 페오포르비드 a를 처리한 후, MMP-1, 2, 3 단백질의 발현 레

벨 변화를 웨스턴 블랏팅으로 분석한 사진이다. 

도 4c는 hDF 세포에 UV를 조사하고 다양한 농도의 페오포르비드 a를 처리한 후, MMP-1의 mRNA 발현 레벨을 실시

간 RT PCR로 분석한 도표이다. 

도 4d는 hDF 세포에 UV를 조사하고 다양한 농도의 페오포르비드 a를 처리한 후, MMP-2의 mRNA 발현 레벨을 실시

간 RT PCR로 분석한 도표이다. 

도 4e는 hDF 세포에 UV를 조사하고 다양한 농도의 페오포르비드 a를 처리한 후, MMP-3의 mRNA 발현 레벨을 실시

간 RT PCR로 분석한 도표이다. 

도 5a는 hDF 세포에 UV를 조사하고 다양한 농도의 페오포르비드 a를 처리한 후, pJNK, JNK, pERK1/2 및 ERK1/2

단백질의 발현 레벨 변화를 웨스턴 블랏팅으로 분석한 사진이다. 

도 5b는 hDF 세포에 페오포르비드 a를 처리하고 2 시간 동안 confocal 현미경으로 관찰하여 페오포르비드 a가

농도에 비례하여 세포질에 위치하는 것을 보여주는 사진이다.   

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 실시예를 통하여 본 발명을 더욱 상세히 설명하고자 한다.      이들 실시예는 오로지 본 발명을 보다 구[0048]

체적으로 설명하기 위한 것으로, 본 발명의 요지에 따라 본 발명의 범위가 이들 실시예에 의해 제한되지 않는다

는 것은 당업계에서 통상의 지식을 가진 자에 있어서 자명할 것이다.

실시예[0049]

실험재료 및 실험방법[0050]

세포 배양[0051]

인간 피부 섬유아세포(primary human dermal fibroblast, hDF)  세포주는 전남대학교 의과대학 김성진 교수로[0052]

부터 제공받았다.   세포배양은 5% 소태아 혈정(fetal bovine serum, Gibco Laboratories, Grand Island, NY,

USA) 및 1% 페니실린(penicillin, 100 units/ml)/스트렙토마이신(streptomycin, 100mg/ml)을 첨가한 Dulbeccos

Modified Eagles Medium(DMEM, Gibco Laboratories, Grand Island, NY, USA)을 사용하여 37, 5% CO2 조건에서

배양하였다. 

UV 조사방법  [0053]

UV 소스로 발광 스펙트럼 280nm 및 380nm를 가지고 있는 Philips TL 20W/12 RS fluorescent sun lamp를 사용하[0054]

였다.   피부표면에서의 UV 강도를 UV 측정기(GUVx-T1xGS5-LA2, Genicom Daejeon, Korea)를 사용하여 측정하였

다.   UV 조사 강도는 UV 소스로부터 30cm 떨어진 곳에서  1.0mW/cm
2
이었다.   세포를 배양접시의 75-80% 까지

배양한 다음, PBS 버퍼로 두 번 세척한 후, UV를 조사하고 시험물질을 처리하였다.   그 후, 빛을 차단한 상태

에서 다음 분석을 할 때까지 계속해서 배양하였다. 

동물에 UV 조사를 하기 위해, 우선 마우스의 등쪽 피부에 대한 최소 홍반량(minimal erythema dose, MED)을 조[0055]
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사하였다.   최소 홍반량이란, 조사하고 24시간 후에 뚜렷한 경계선을 가진 홍반(erythema)을 유도할 수 있는

최소량을 의미한다.   마우스에 일주일에 3회씩, 8주 동안 UV를 조사하였다.   처음 3주 동안은 조사량을 1

MED(본 발명에서 1 MED = 30mJ/cm2)씩 증가하였으며, 그 이후로는 3 MED를 유지하였다. 

세포 생존율 분석(Cell viability assay)[0056]

세포 생존율 분석을 위해 물에 용해되는 테트라졸륨검사(water soluble tetrazolium test) 방법을 사용하였다.[0057]

 살아있는 세포의 정량은 Ez-cytox Cell Viability Assay Kit (Daeil Lab Co, Seoul, Korea)를 이용하여 분석

하였다.   Chameleon multi-label plate reader (Hidex Personal Life Science, Hidex Oy, Finland)를 이용하

여 450nm에서 흡광도를 측정함으로써 포르마잔 염료(formazan dye)를 분광측정법으로 분석하였다. 

실시간 RT-PCR (Real-time RT-PCR)[0058]

전체  RNA를  Trizol  시약  (Invitrogen,  Carlsbad,  CA,  USA)을  사용하여  제조자의  지시에  따라  분리하였다.[0059]

ImProm-II
TM 
Reverse Transcription system (Promega, Madison, WI, USA)을 이용하여 2.5g의 전체 RNA로 cDNA를

합성하였다.   각 유전자의 발현레벨 분석을 위해 DNA Engine Opticon1 (MJResearch, Waltham, MA, USA)을 이

용하여 상기 합성된 cDNA로 PCR 증폭을 하였다.   PCR 증폭 과정 중의 형광 탐지를 위해 SYBR  Premix  Ex

Taq  (Takara  Bio,  Otsu,  Japan)을 이용하였으며, 전체 볼륨은 10 로 하고,여기에 1 의 cDNA/control 및 각

유전자에 특이적인 프라이머를 포함시켜 PCR 증폭을 수행하였다.   사용된 프라이머는 다음과 같다:

MMP-1 [0060]

정방향: CTG AAG GTG ATG AAG CAG CC [0061]

역방향: AGT CCA AGA GAA TGG CCG AG [0062]

MMP-2[0063]

정방향: GAT ACC CCT TTG ACG GTA AGG A[0064]

역방향: CCT TCT CCC AAG GTC CAT AGC[0065]

MMP-3[0066]

정방향: ATT CCA TGG AGC CAG GCT TTC [0067]

역방향: CAT TTG GGT CAA ACT CCA ACT GTG[0068]

GAPDH[0069]

정방향: CGG AGT CAA CGG ATT TGG TCG TAT[0070]

역방향: AGC CTT CTC CAT GGT GGT GAA GAC [0071]

PCR 증폭반응의 수행 조건은 다음과 같다:[0072]

(1) 95 C, 10분간 denaturation [0073]

(2) 40 싸이클: denaturation(95 C, 1초), annealing(60 C, 5초), extension(72 C, 25초). [0074]

웨스턴 블랏팅 분석[0075]

샘플로부터 전체 단백질 추출물을 용해 버퍼 50 mM Tris (pH 7.4), 150 mM NaCl, 1 mM EGTA, 1% NP-40, 0.25%[0076]

sodium deoxycholate, 1 mM PMSF, and phosphatase inhibitor mixture (Sigma, St Louis, MO, USA)에 준비한

후  5분  동안  끓였다.    용해된  단백질을  Bio-Rad  Protein  Assay  Dye  Reagent  Concentrate  (Bio-Rad

Laboratories, Hercules, CA, USA)를 이용하여 정량한 다음, SDS-PAGE로 분리하고 polyvinylidene difluoride

(PVDF) 멤브레인(Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, USA)으로 옮기었다.   멤브레인을 특정한 일차

항체로  4C에서  하룻밤  동안  반응시킨  후,  horseradish  peroxidase  (HRP)가  연결되어  있는  이차  항체와
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chemiluminescence  detection  kit  (Amersham  Pharmacia  Biotech)를  이용하여  단백질  밴드를  시각화하였다.

사용된 각각의 일차항체는 다음과 같다: MMP-1 (Chemicon, Bedford, MA, USA), MMP-2 (Chemicon, Bedford, MA,

USA),  MMP-3(Epitomics,  Burlingame,  CA,  USA),  phospho  c-Jun  N-terminal  kinase  (pJNK),  JNK,  phospho

extracellular  signal-regulated  kinase  (pErk)  및  Erk  (모두  Cell  Signaling  Technology,  Beverly,  MA,

USA).

공초점 현미경 (Confocal microscopy)[0077]

hDF 세포를 510
4
/well 로 커버슬립(coverslip) 위에서 배양한 다음 페오포르비드 a를 37에서 빛에 노출되지 않[0078]

은 상태에서 2 시간 동안 처리하였다.   그리고 세포를 PBS에서 4% 파라포름알데히드로 고정하였다.   페오포르

비드  a의  형광을  FV1000  confocal  microscope  (Olympus,  Tokyo,  Japan)을  이용하여   440  nm  여기파장

(excitation wavelength) 및 655 nm 방출파장(emission wavelength)에서 시각화하였다.   페오포르비드 a의 세

포 내 흡수여부는 형광 강도에 의해 결정되었다. 

실험동물[0079]

6주령된 암컷 SKH-1 털이 없는 마우스를 Charles River Laboratories (Wilmington, MA)로부터 구입하여 1 주일[0080]

간 적응시켰다.   마우스를 냉방장치가 된 방에서 12 시간 빛/ 12시간 어둠 주기로 물과 음식을 자유롭게 먹을

수 있도록 한 조건에서 사육하였다.   방의 온도는 233, 습도는  5515%로 유지하였다.   모든 실험들은 광주과

기원 동물실험윤리위원회(animal care and use committee)에 의해 승인되었다. 

 [0081]

시험물질의 경구 투여 [0082]

적응 기간이 지난 후, 마우스를 각 집단에 6 마리씩 4 집단으로 분리하였다. 각 집단은 다음과 같다:[0083]

(a) 음성 대조군[0084]

(b) UV만을 조사한 양성 대조군[0085]

(c) UV 조사와 함께 클로로필 a를 매일  5mg/kg 투여한 집단[0086]

(d) UV 조사와 함께 페오포르비드 a를 매일  5mg/kg 투여한 집단[0087]

클로로필 a(Ca,  Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) 또는 페오포르비드 a(Pa, Frontier Scientific, Logan,[0088]

UT, USA)는 각각 40%의 폴리에틸렌 글리콜 400 용액(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA)에 용해시켜 사용하였

다.   컨트롤로서 vehicle을 40%의 폴리에틸렌 글리콜 400 용액만으로 제조하여 음성 대조군 및 양성 대조군 집

단의 마우스에 투여하였다.   시험물질의 투여는 UV 조사 후 즉시 이루어졌다. 

등쪽 피부의 주름 평가[0089]

계속적으로 저용량의 UV에 노출시킨 후, 등쪽 피부의 임상의 이미지(clinical)를 얻기 위해 디지털 카메라(Sony[0090]

Cybershot DSC-W570, 5optical zoom, 16.1 megapixels, Sony Corporation, Tokyo, Japan)를 사용하였다.   확

대된 주름은 디지털 카메라에 부착된 DermLiteIIHybridM (3Gen, LLC, San Juan Capistrano, CA, USA)를 사용하

여 얻을 수 있었다.   마우스의 등쪽 피부의 주름을  Bissett 등[20]에 의해 기술된 방법에 따라 등급을 매기었

다.   이에 따른 등급은 다음과 같다:

등급 0 - 굵은 주름이 전혀 없는 경우;[0091]

등급 1 - 소수의 얕은 굵은 주름이 있는 경우;[0092]

등급 2 - 약간의 굵은 주름이 있는 경우;[0093]

등급 3 - 여러 개의 깊은 굵은 주름이 있는 경우.[0094]

피부의 주름을 분석하기 위해서 음성적으로 각인된 복제물을 사용하였는데, 이 방법은 류 등[21]에 의해 기술된[0095]
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방법이다.   즉, 반유동체의 실리콘 폴리머를 촉매제 (Imprint II Garant
TM 
Light Body, 3M)와 혼합한 다음, 윤

곽선을 넘어 주름 안으로 침투하기에 충분할 정도로 등쪽 피부에 적용시켰다.   복제물이 형성되었고, 주름의

높이에 비례하는 반사 그림자를 생성하도록 설정된 입사각(incident angle)을 가진 표준 조명아래에서 이 복제

물을  분석하였다.    캡쳐된  이미지를  이미지  분석  소프트웨어(ImageJ  software,  NIH  Image,  National

Institutes  of  Health,  Bethesda,  MD,  USA;  online  at:  http://rsb.info.nih.gov/ij/)를 사용하여 이미지의

그림자 영역으로부터 측정하였다. 

조직학적 검사[0096]

UV 조사된 마우스의 등쪽 피부로부터 채취한 조직 샘플을 4% 파라포름알데히드에 고정시킨 다음, 파라핀에 포함[0097]

시켰다.   4 두께의 얇은 절편을 헤마토실린(hematoxylin) 및 에오신(eosin) 용액으로 염색하였다.   콜라겐의

침적을 시각화하기 위해, 절편을 Accustain trichrome stain (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)으로

염색하였다.   과립형 각막층의 접합부위부터 진피-표피의 접합부위까지의 표피 두께를 i-Solution DT image

acquisition  and  analysis  program  (IMT  i-solution,  Vancouver,  Canada)  및  Leica  microscope  (Leica,

Wetzlar, Germany)를 사용하여 측정하였다.   표피의 두께를 평가하기 위해, 슬라이드에서 열 개의 임의의 부위

를 측정하였다.   5 고성능 필드에서 표피부터 피하지방층까지의 염증세포를 계산하였다. 

면역조직화학법 (Immunohistochemistry)[0098]

5 두께의 파라핀 조직 절편을 사용하여 MMP-1 (Chemicon International, Temecula, CA, USA), ICAM-1 (Santa[0099]

Cruz Biotech, Santa Cruz, CA, USA) 및 Type 1 Collagen (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA)

에 대한 면역조직화학적 염색을 수행하였다.   자일렌(xylene) 및 알콜을 사용하여 슬라이드 절편에서 파라핀을

제거하고 수화하였다.   절편에서 내생적인(endogenous) peroxidase를 제거하기 위해 3% H2O2에 배양한 다음,

비특이적인 항체 결합 부위를 차단하기 위해 3% 소혈청 알부민으로 배양하였다.   MMP-1, type 1 collagen 및

ICAM-1을 검출하기 위해, 각각 마우스 항-인간 MMP-1 단일클론항체(1:100), 염소 항-인간 type 1 collagen 다

중클론항체(1:100) 및 마우스 항-인간 ICAM-1 단일클론항체 (1:100)를 준비하였다.   그 다음, 각 항체의 특정

타겟을 시각화하기 위해, DAKO  LSAB+  system-HRPkit  (DAKO  Corporation,  Carpinteria,  CA,  USA)를 사용하여

avidinbiotinperoxidase complex 방법을 적용하였다.   헤마토실린(hematoxylin)을 대조염색으로 사용하였다. 

통계분석[0100]

각각의 in vitro 실험은 삼중으로 수행되었으며, 모든 데이터는 평균표준오차로 나타내었다. 집단 사이의 유의[0101]

미한 차이는 Student T test 및 ANOVA로 분석하였다.   p-value<0.05를 통계학적으로 유의미한 것으로 간주하였

다.

실험결과[0102]

페오포르비드 a 또는 클로로필 a를 투여한 집단에서 주름의 임상 점수(clinical score)가 개선되었다[0103]

8주 동안 UV를 반복적으로 조사한 털 없는 마우스에서 피부 주름을 평가하였다.   마우스의 등쪽에서 주름 및[0104]

음성적인 복제 이미지(negative replica image)의 피부 특성을 디지털 카메라로 촬영하고, 이미지 분석 소프트

웨어로 분석하였다(도 1).   마우스의 등쪽 피부를 UVB에 장기간 반복적으로 노출시킬 경우, 광노화의 대표적인

특징인 주름과 피부가 거칠게 되는 현상이 유도되었다.   UV 조사 후 바로 페오포르비드 a 또는 클로로필 a를

투여한  마우스의  경우,   대조군에  비해  현저하게  주름의  두께가  감소하였으며  미세한  주름을  나타내었다.

또한, 두 명의 숙련된 전문가가 임상 사진에 대한 시각적인 주름 등급을 확인한 결과, 페오포르비드 a 또는 클

로로필 a를 투여한 집단에서 주름 등급이 낮아진 것으로 나타났다.   복제 이미지에서도 페오포르비드 a 또는

클로로필 a를 투여한 집단이 대조군에 비해 주름 영역이 감소하였음을 보여주었다. 

페오포르비드 a 또는 클로로필 a를 투여한 마우스에서 등쪽 피부의 조직병리학이 개선되었다[0105]
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UV 조사에 의해 유도되는 염증반응에 미치는 페오포르비드 a 또는 클로로필 a의 영향을 조사하기 위해, UV를 조[0106]

사한 마우스의 등쪽 피부를 절편화한 다음, H&E로 염색하였다(도 2).   페오포르비드 a 또는 클로로필 a를 투여

한 집단의 경우, 대조군에 비해 표피와 진피 상부에 있는 염증 세포의 침윤이 감소되어 있는 것을 확인하였다. 

표피가  두꺼워진다는  것은  UV  조사에  의해  유도된  염증반응이  있었다는  것을  의미하는데,  표피의  두께를[0107]

Masson-trichrome 염색으로 평가하였다.   UV를 조사한 집단의 경우, vehicle만 처리한 대조군 집단에 비해 표

피의 두께가 증가하였다.   페오포르비드 a 또는 클로로필 a를 투여한 집단에서 두께가 감소하였다는 것은 염증

레벨이 감소하였다는 것을 나타내는 것이다.   또한 페오포르비드 a 또는 클로로필 a를 투여한 집단에서는 대조

군 집단에 비해 진피에서 콜라겐의 파괴가 더 적게 일어나는 것이 관찰되었다.   즉, UV만을 조사한  집단에서

는 표피에서 미세한 콜라겐 번들이 관찰되었고, 진피-표피 접합부위와 상부 진피를 따라 퇴행적인 하이알린화된

(hyalinized) 물질들이 침적되어 확산되어 있는 것이 관찰되었다.   반면에, 페오포르비드 a 또는 클로로필 a를

투여한 집단에서는 대조군 집단에 비해 진피에서 두꺼운 콜라겐 번들과 상부 진피에서 퇴행적인 물질들이 감소

되어 있는 것이 관찰되었다. 

페오포르비드 a  또는 클로로필 a 투여 집단에서는 UV만 조사한 대조군 집단에 비해 Intercellular  adhesion[0108]

molecule-1 (ICAM-1)의 발현이 감소되었다

Intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1)은 백혈구의 상호작용을 매개하여 염증 세포를 모으는 것에 관계[0109]

하는 세포 표면의 접착 분자(surface adhesion molecule)이다.   UV 조사는 각질 세포에서 ICAM-1을 유도하며,

ICAM-1은 염증 세포의 침윤이 일어나는 염증 부위의 세포막에서 높은 레벨로 발현된다는 것이 알려져 있다[22].

 ICAM-1에 대해 면역조직화학적 염색을 한 결과, vehicle만을 처리한 집단에 비해 UV를 처리한 집단의 표피와

진피 상부에서 ICAM-1의 발현정도가 증가하는 것을 확인하였다(도 3).   이것은 진피 상부에서 염증 세포의 침

윤이 일어났기 때문인 것으로 보인다.   페오포르비드 a 또는 클로로필 a를 투여한 집단에서는 UV만을 조사한

집단에 비해 표피와 진피 상부에서 ICAM-1의 발현정도가 감소하였다.

인간 피부 섬유아세포(hDF)에서 UV 조사 후 페오포르비드 a를 처리하면 매트릭스 메탈로프로테이나아제(matrix[0110]

metalloproteinase, MMP)의 생산이 감소된다

MMP 생산에 미치는  페오포르비드 a의 영향을 평가하기 위해, hDF 세포를 배양 접시의 80%까지 배양한 다음,[0111]

UV(20mJ/cm2)를 조사하고 다양한 농도(0, 10, 20, 50M)의 페오포르비드 a를 처리하였다.   그리고 세포를 72시

간 동안 빛을 차단한 상태에서 배양한 다음, 세포독성평가를 수행하였다.   세포의 생존능력은 UV 조사 및 시험

물질 처리에 의해 영향을 받지 않았다(도 4a). 

또한, UV를 조사하고 시험물질을 처리한 후 24시간 동안 배양한 다음, MMP의 mRNA 레벨을 실시간 RT PCR 방법을[0112]

이용하여 분석하였다.   GAPDH 유전자를 내부적인 컨트롤로 사용하였고, GAPDH에 대한 상대적인 MMP-1의 양을

바(bar)로 나타내었다(도 4c 내지 e).   UV만을 조사한 경우, MMP-1/GAPDH mRNA 레벨이 14배 증가하였다.   페

오포르비드 a를 처리한 경우, 유의미하게 MMP-1 및 MMP-3 레벨이 감소하였다.   MMP-2 mRNA 레벨은 UV 조사에

의해 거의 영향을 받지 않았다. 

MMP 단백질 발현레벨을 확인하기 위해, 웨스턴 블랏팅 분석을 수행하였다.   각각 MMP-1, MMP-2 및 MMP-3에 대[0113]

한 일차 항체로 분석한 결과, MMP-1  및 3는 페오포르비드 a를 처리한 양에 비례하여 그 양이 감소하였다(도

4b).   결론적으로, 단백질 레벨은 mRNA 발현 레벨과 일치하는 결과를 나타내었다. 

인간 피부 섬유아세포(hDF)에서 페오포르비드 a는 UV 조사에 의해 유도된  Mitogen-activated protein kinase[0114]

(MAPK)의 인산화를 억제한다

MMPK는 UV 조사에 의해 유도되는 MMP 생산과 관계있는 것으로 알려져 있다.   페오포르비드 a가 UV 조사에 의한[0115]

MAPK의 인산화에 어떤 영향을 미치는지를 확인하고자 하였다.   이를 위해, UV를 조사한 hDF 세포에 페오포르비

드 a를 처리하고 빛을 차단한 상태에서 2시간 동안 배양한 후, 세포를 용해하여 웨스턴 블랏팅 분석을 수행하였

다(도  5a).    인산화된 c-Jun  N-terminal  kinase  (pJNK),  JNK,  인산화된 extracellular  signal-regulated

kinase  (pErk)  및 Erk  단백질의 발현레벨을 확인하기 위해, 각각의 단백질에 대한 일차 항체를 사용하였다.

웨스턴 블랏팅 분석 결과, 20M 및 50M의 페오포르비드 a를 처리한 세포에서 인산화된 JNK 및 인산화된 Erk의 발

등록특허 10-1663809

- 12 -



현레벨이 감소하는 것을 관찰하였다.   또한, 기본적인 JNK 단백질 레벨이 페오포르비드 a 양에 비례하여 감소

하였다.

hDF 세포에서 2시간 동안 페오포르비드 a가 흡수되는 것을 confocal 현미경 이미지를 사용하여 시각화 하였다[0116]

(도 5b).   MAPK를 웨스턴 블랏팅으로 분석한 결과에서 UV 조사 후 2시간 동안 10M 페오포르비드 a를 처리한 경

우에는 MAPK 인산화 억제 효과가 20M 및 50M에서만큼 나타나지 않았었는데, 이것은 아마도 20M 및 50M에 비해

10M 페오포르비드 a에서는 세포 흡수가 잘 일어나지 않았기 때문인 것으로 보인다. 
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