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본 발명은 오스모틴을 유효성분으로 함유하는 인지기능 개선용 조성물에 관한 것으로, 구체적으로 오스모틴을 투

여한 Aβ 유도 신경퇴행 마우스 모델에서 Aβ에 의한 기억 손상 및 시냅스독성이 개선되고, Aβ의 축적, BACE-

1의 과발현 및 tau 과인산화가 억제되며, Aβ에 의한 세포사멸 및 신경퇴행이 완화되므로, 상기 오스모틴을 인지

기능 개선용 조성물의 유효성분으로 유용하게 사용할 수 있다.  
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

오스모틴(osmotin)을 유효성분으로 함유하는 알츠하이머성 치매 예방 및 치료용 약학적 조성물. 

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 알츠하이머성 치매는 아밀로이드 베타에 의해 유도되는 기억 손상에 의한 것을 특징으로

하는 알츠하이머성 치매 예방 및 치료용 약학적 조성물. 

청구항 3 

제1항에 있어서, 상기 알츠하이머성 치매는 아밀로이드 베타에 의해 유도되는 시냅스 독성(synaptotoxicity)에

의한 것을 특징으로 하는 알츠하이머성 치매 예방 및 치료용 약학적 조성물. 

청구항 4 

제1항에 있어서, 상기 알츠하이머성 치매는 아밀로이드 베타에 의해 활성화된 BACE-1의 발현에 의한 것을 특징

으로 하는 알츠하이머성 치매 예방 및 치료용 약학적 조성물. 

청구항 5 

제1항에  있어서,  상기  알츠하이머성  치매는  아밀로이드  베타에  의해  유도되는  tau  과인산화

(hyperphosphorylation)에 의한 것을 특징으로 하는 알츠하이머성 치매 예방 및 치료용 약학적 조성물. 

청구항 6 

제1항에 있어서, 상기 알츠하이머성 치매는 아밀로이드 베타에 의해 유도되는 신경세포 사멸에 의한 것을 특징

으로 하는 알츠하이머성 치매 예방 및 치료용 약학적 조성물. 

청구항 7 

제1항에 있어서, 상기 알츠하이머성 치매는 아밀로이드 베타에 의해 유도되는 신 경독성인 것을 특징으로 하는

알츠하이머성 치매 예방 및 치료용 약학적 조성물. 

청구항 8 

오스모틴을 유효성분으로 함유하는 알츠하이머성 치매 개선용 건강식품. 

발명의 설명

기 술 분 야
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본 발명은 오스모틴(Osmotin)을 유효성분으로 함유하는 인지기능 개선용 조성물에 관한 것이다.[0001]

배 경 기 술

생명과학 및 의학의 급속한 발전으로 인간의 평균 수명이 늘어나며, 장노년 인구의 비중이 점차 늘어남에 따라[0002]

새로운 사회적 문제들이 부각되고 있다.  특히 노인성 신경계 질환들, 특히, 뇌졸증 (stroke), 알츠하이머병

(Alzheimer's  disease,  AD),  파킨슨병  (Parkinson's  disease,  PD)은  치명적인  신경계의  기능장애로

나타나는데, 이를 막을 수 있는 효과적인 방법이 없는 현 실정에서는 삶의 질저하 및 막대한 의료비의 지출 등

으로 주변 가족에게 상당한 정신적인 부담을 주고 있다.  

뇌신경 질환인 알츠하이머 질환(Alzheimer's Disease: 이하 "AD"라 칭함)은 점진적인 신경세포의 퇴화로 인해[0003]

인지능력 상실을 가져오는 치매의 50에서 70%를 차지하는 가장 일반적인 질병이다.  AD는 뇌에 존재하는 판단,

기억, 언어기능을 담당하는 부분에 손상이 생겨서 기억력이 없어지고, 의식의 불분명해지며, 사고력, 계산력,

판단력, 상식 등의 대뇌기능이 장애를 나타내기 때문에 직업 및 일상 사회생활을 하기 어려워지게 된다.

AD로 사망한 환자의 두뇌에서는 노인성 플라그(senile  plaque)와 신경원섬유의 엉킴(neurofibrillary  tangle[0004]

s)이 병리학적 특성으로 나타난다.  노인성 플라그는 세포 외부에 단백질과 죽은 세포 등이 축적되어 형성되는

것으로, 주 구성 성분은 β-아밀로이드(β-amyloid)라는 펩티드이다.  Aβ(amyloid β, β-amyloid) 펩티드는

β-세크레타제(b-secretase)  및  γ-세크레타제(γ-secretase)  효소에  의해  막관통  당단백질(transmembrane

glycoprotein) 아밀로이드 전구 단백질(amyloid precursor protein , APP)이 절단된 형태이다.  Aβ 플라그 형

성은 주된 AD 환자의 뇌에서 나타나는 형태학적 특징이며, 이로 인해 기억 및 인지 장애가 나타난다.  Aβ는 시

냅스독성(synaptotoxicity) 및 신경퇴행(neurodegeneration)을 유도하는 생화학적 캐스케이드를 개시하는 신경

독(neurotoxic)이다.  Aβ의 축적과 함께, tau 과인산화(hyperphosphorylation)도 AD의 중요한 형태학적 마커

이다.  인산화된 tau 단백질 축적의 증가는 미세소관(microtubule) 결합을 억제하고, 따라서 축삭 수송 장애

(axonal transport dysfunction) 및 신경세포 소실(neuronal loss)을 유발한다.  한편, Aβ 축적, tau 인산화,

시냅스 소실 및 신경퇴행과 관련된 분자적 기전 및 이를 조절하는 물질에 대해 잘 알려져 있지 않다.

식물에서 유래된 오스모틴은 지방산 산화 조절, 글루코오스 수득, 인산화(AMP 키나아제) 및 신호 변환 경로에[0005]

관여한다.  오스모틴(24 kDa)은 당분-측정 단백질 타우마틴(sweet-testing protein thaumatin)과 상동성을 가

지는 PR-5 패밀리에 포함되는 안정한 단백질이고, 효모에서 세포 내 신호 전달을 유도하는 것으로 알려져 있다.

오스모틴은 열, 산성 및 효소에 저항성을 가지며, 따라서 소화에 의해 분쇄될 필요 없이 신체를 순환할 수 있다

는 것을 의미한다.  이러한 오스모틴은 동물에 존재하는 아디포넥틴과 상동체로 알려져 있는데, 아디포넥틴의

경우 일부 항-염증, 항-당뇨, 항-죽상경화 능력을 가질 가능성이 있다고 밝혀진 바 있다.  그러나 오스모틴과

관련하여서는 주로 비만이나 당뇨병과 관련된 효과가 연구되었을 뿐, 그 외의 효과에 대해서는 잘 알려져 있지

않다.

이에, 본 발명자들은 AD에 의한 신경 퇴행 및 인지 기능 장애를 완화할 수 있는 물질을 찾기 위해 노력한 결과,[0006]

오스모틴을 투여한 Aβ 유도 신경퇴행 마우스 모델에서 Aβ에 의한 기억 손상 및 시냅스독성이 개선되고, Aβ의

축적, BACE-1의 과발현 및 tau 과인산화가 억제되며, Aβ에 의한 세포사멸 및 신경퇴행이 완화되는 것을 확인함

으로써, 상기 오스모틴을 인지기능 장애 개선용 조성물의 유효성분으로 유용하게 사용할 수 있음을 확인함으로

써 본 발명을 완성하였다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명의 목적은 오스모틴(osmotin)을 유효성분으로 함유하는 인지기능 장애 예방 및 치료용 약학적 조성물을[0007]
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제공하기 위한 것이다.

본 발명의 또 다른 목적은 오스모틴을 유효성분으로 함유하는 인지기능 장애 예방 및 개선용 건강식품을 제공하[0008]

기 위한 것이다.

과제의 해결 수단

본 발명의 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 오스모틴(osmotin)을 유효성분으로 함유하는 인지기능 장애 예방[0009]

및 치료용 약학적 조성물을 제공한다.

또한, 본 발명은 오스모틴을 유효성분으로 함유하는 인지기능 장애 관련 질환의 예방 및 치료용 약학적 조성물[0010]

을 제공한다.

또한, 본 발명은 오스모틴을 유효성분으로 함유하는 인지기능 장애 예방 및 개선용 건강식품을 제공한다.[0011]

아울러, 본 발명은 오스모틴을 유효성분으로 함유하는 인지기능 장애 관련 질환의 예방 및 개선용 건강식품을[0012]

제공한다.

발명의 효과

본 발명의 오스모틴은 Aβ 유도 신경퇴행 마우스 모델에서 Aβ에 의한 기억 손상 및 시냅스독성을 개선시키고,[0013]

Aβ의 축적, BACE-1의 과발현 및 tau 과인산화가 억제하며, Aβ에 의한 세포사멸 및 신경퇴행이 완화시키므로,

인지기능 개선용 조성물의 유효성분으로 유용하게 사용될 수 있다.

도면의 간단한 설명

도  1은  아밀로이드  β(Aβ)  유도  신경퇴행  마우스 모델에서 오스모틴(osmotin)에  의한  자발적 교차 행동율[0014]

(spontaneous alteration behavior) 변화를 나타낸 도이다:

C: 대조군;

Aβ3: Aβ 투여 후 3일 된 마우스 그룹;

Aβ40: Aβ 투여 후 40일 된 마우스 그룹;

Aβ3+Os: Aβ 투여 3 일 후 오스모틴 처리 마우스 그룹;

Aβ40+Os: Aβ 투여 40 일 후 오스모틴 처리 마우스 그룹;

#p<0.05; 및 

*p<0.05.

도 2a는 Aβ 유도 신경퇴행 마우스 모델에서 오스모틴에 의한 Aβ 유도 시냅스독성(synaptotoxicity) 변화를 나

타낸 도이다:

#p<0.05; 및

**p<0.01.

도 2b는 Aβ 유도 신경퇴행 마우스 모델에서 오스모틴에 의한 Aβ 유도 시냅토파이신(synaptophysin)의 발현 양

상을 나타낸 도이다.

도 3은 Aβ 유도 신경퇴행 마우스 모델에서 오스모틴에 의한 Aβ 및 BACE-1 발현 변화를 나타낸 도이다:

***p<0.001;

**p<0.01; 

###p<0.001; 및
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##p<0.01.

도 4a는 Aβ 유도 신경퇴행 마우스 모델에서 오스모틴에 의한 Akt, GSK3β 및 Tau의 인산화 변화를 나타낸 도이

다:

###p<0.001;

##p<0.01;

***p<0.001;

**p<0.01; 및

*p<0.05.

도 4b는 Aβ 유도 신경퇴행 마우스 모델의 해마 CA3 부위에서 오스모틴에 의한 Aβ의 발현 및 tau의 인산화 양

상을 나타낸 도이다.

도 4c는 Aβ 유도 신경퇴행 마우스 모델의 해마 DG 부위에서 오스모틴에 의한 Aβ의 발현 및 tau의 인산화 양상

을 나타낸 도이다.

도  5a는  Aβ  유도  신경퇴행 마우스 모델에서 오스모틴에 의한 p53,  카스파제-9(caspase-9),  카스파제-3  및

PARP-1의 발현 변화를 나타낸 도이다:

***p<0.001;

**p<0.01;

*p<0.05;

###p<0.001;

##p<0.01; 및

#p<0.05.

도 5b는 Aβ 유도 신경퇴행 마우스 모델의 해마 DG 부위 및 CA3 부위에서 오스모틴에 의한 카스파제-3의 발현

양상을 나타낸 도이다.

도 5c는 Aβ 유도 신경퇴행 마우스 모델의 해마 DG 부위, CA1 부위 및 CA3 부위에서 오스모틴에 의한 신경세포

사멸 양상을 나타낸 도이다.

도 6a는 신경 HT22  세포에서 오스모틴에 의한 세포 생존능(viability), 독성(cytotoxicity) 및 카스파제-3의

활성 변화를 나타낸 도이다:

C: 대조군;

Aβ: 20 μmol Aβ25-35 처리;

Aβ+Os1: 20 μmol Aβ25-35+ 0.2 μM 오스모틴 처리;

Aβ+Os2: 20 μmol Aβ25-35+ 0.4 μM 오스모틴 처리; 및

Aβ+Os3: 20 μmol Aβ25-35+ 0.8 μM 오스모틴 처리.

도 6b는 해마신경세포(hippocampal neuron)에서 오스모틴에 의한 세포 생존능, 독성 및 카스파제-3의 활성 변화

를 나타낸 도이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 본 발명을 상세히 설명한다.[0015]

본 발명은 오스모틴(osmotin)을 유효성분으로 함유하는 인지기능 장애 예방 및 치료용 약학적 조성물을 제공한[0016]
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다.

본 발명에서 용어, “오스모틴(osmotin)”은 포도 등 숙성한 과일에 다량으로 함유되어 있는 단백질로서, 30여[0017]

년 전 처음 발견되었다.  오스모틴은 개체에 따라 약 150개 내지 250개의 아미노산으로 이루어진 단백질로서,

식물의 종류에 따라 그 이하 또는 그 이상의 아미노산으로 구성되어 있기도 하다.  이러한 오스모틴은 식물체의

숙성한 과일에 함유되어 있는 것으로 알려져 있는데, 예를 들면 Nicotiana  tabacum,  Citrus  sinensis,  Rosa

roxburghii,  Solanum  tuberosum,  Piper  colubrinum,  Solanum  tuberosum,  Ricinus  communis,  Arabidopsis

thaliana 등에 존재하는 것으로 알려져 있으나, 상기 예에 의해 본 발명에서 사용되는 오스모틴의 종류가 제한

되는 것은 아니다.  본 발병의 오스모틴은 그 기원에 제한이 없으며, 상기와 같은 다양한 식물체로부터 유래된

오스모틴이 사용될 수 있고, 공지된 유전 공학적 방법에 따라 인위적으로 합성되어 사용될 수도 있다.

또한, 본 발명은 오스모틴을 유효성분으로 함유하는 인지기능 장애 관련 질환의 예방 및 치료용 약학적 조성물[0018]

을 제공한다.

상기 인지기능 장애 관련 질환은 알츠하이머성 치매증, 뇌혈관성 치매증, 픽(pick)병, 크루츠펠트-야곱병, 두부[0019]

손상에 의한 치매 및 파킨슨병으로 구성된 군으로부터 선택된 어느 하나의 질환인 것이 바람직하나 이에 한정되

지 않는다.

본 발명의 구체적인 실시예에서, 본 발명자들은 대조 마우스 그룹(C, n=5), 아밀로이드 β(Aβ) 투여 후 3 일[0020]

된 마우스 그룹(Aβ3, n=5), 아밀로이드 β 투여 후 40 일 된 마우스 그룹(Aβ40, n=5), 아밀로이드 β 투여 3

일 후 오스모틴(osmotin) 처리 마우스 그룹(Aβ3+Os, n=5) 및 아밀로이드 β 투여 40 일 후 오스모틴 처리 마우

스 그룹(Aβ40+Os, n=5), 5 그룹으로 퇴행성 뇌질환 동물 모델을 제작하였다.

또한, 본 발명자들은 오스모틴에 의한 Aβ 유도 기억 손상 개선을 확인하기 위하여, 상기 퇴행성 뇌질환 마우스[0021]

그룹의 자발적인 교차 행동량(spontaneous alternation behavior)을 기록하여 단기 행동 기억 정도를 평가한 결

과, Aβ만 투여한 마우스 그룹에 비해 오스모틴을 투여한 마우스 그룹의 경우 자발적인 행동 변화가 유의적으로

증가하는 것을 확인함으로써, 오스모틴이 Aβ 유도 기억 손상을 개선함을 확인하였다(도 1 및 표 1 참조).

또한, 본 발명자들은 오스모틴에 의한 Aβ 유도 시냅스독성(synaptotosicity) 개선 효과를 확인하기 위하여, 상[0022]

기  퇴행성  뇌질환  마우스  그룹의  뇌  조직을  이용해  웨스턴  블럿팅(western  blotting)  및  면역형광분석법

(immunofluorescence analysis)를 수행한 결과, 오스모틴 처리로 Aβ에 의해 시냅토파이신(synaptophysin) 단

백질 발현 억제가 감소함을 확인함으로써, 오스모틴이 Aβ에 의한 시냅스 장애 및 시냅스독성이 개선됨을 확인

하였다(도 2a 및 도 2b 참조).

또한, 본 발명자들은 오스모틴에 의한 Aβ 축적 및 BACE-1 과발현 완화 효과를 확인하기 위하여, 상기 퇴행성[0023]

뇌질환 마우스 그룹의 뇌 조직을 이용해 웨스턴 블럿팅을 수행한 결과, Aβ만 투여한 마우스 그룹에 비해 오스

모틴을 처리한 마우스 그룹에서 Aβ 단백질량이 감소하고 BACE-1 발현이 현저하게 감소하는 것을 확인함으로써,

오스모틴이 Aβ에 의해 활성화된 BACE-1 발현을 완화함을 확인하였다(도 3 참조).

또한, 본 발명자들은 오스모틴에 의한 Aβ 유도 tau 과인산화(hyperphosphorylation) 완화 효과를 확인하기 위[0024]

하여, 상기 퇴행성 뇌질환 마우스 그룹의 뇌 조직을 이용해 웨스턴 블럿팅 및 면역형광분석법을 수행한 결과, A

β만 투여한 마우스 그룹에 비해 Akt 및 GSK3β의 인산화가 증가하고, tau 과인산화가 억제되며, 해마의 CA3 및

DG 부위에서 인산화된 tau 단백질이 감소하는 것을 확인함으로써, 알츠하미버병에 영향을 미치는 tau 과인산화

을 완화하고 Akt/GSK3β 신호를 조절함을 확인하였다(도 4a 내지 도 4c 참조).

또한, 본 발명자들은 오스모틴에 의한 Aβ 유도 세포사멸(apoptosis) 및 신경퇴행증(neurodegeneration) 억제[0025]

효과를 확인하기 위하여, 상기 퇴행성 뇌질환 마우스 그룹의 뇌 조직을 이용해 웨스턴 블럿팅, 면역조직화학염

색법 및 Nissl 염색을 수행한 결과, Aβ만 투여한 마우스 그룹에 비해 오스모틴을 함께 투여한 마우스 그룹에서

Aβ에 의한 카스파제-9 발현 증가 및 활성화된 카스파제-3 발현 촉진이 완화되고, 카스파제-3 활성을 통해 절단

되는 PARP-1의 수준이 감소하며, 해마의 CA1, CA3 및 DG 부위에서 신경의 수가 현저하게 증가하는 것을 확인함

으로써, 오스모틴에 의해 Aβ 유도 세포사멸 및 신경퇴행이 억제되고 세포 보호 효과가 나타남을 확인하였다(도

5a 내지 도 5c 참조).

따라서, 본 발명의 오스모틴은 Aβ에 의한 기억 손상 및 시냅스독성을 개선시키고, Aβ의 축적, BACE-1의 과발[0026]

현 및 tau 과인산화가 억제하며, Aβ에 의한 세포사멸 및 신경퇴행이 완화시키므로, 인지기능 장애 예방 및 치
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료에 유용하게 사용될 수 있다.

상기 본 발명의 조성물은 약학적 조성물의 제조에 통상적으로 사용하는 적절한 담체, 부형제 및 희석제를 더 포[0027]

함할 수 있다.

상기 본 발명의 조성물은 경구 또는 비경구 투여할 수 있으며, 비경구 투여시 피부 외용 또는 복강내주사, 직장[0028]

내주사, 피하주사, 정맥주사, 근육내 주사 또는 흉부내 주사 주입방식을 선택하는 것이 바람직하며, 이에 한정

되는 것은 아니다.

상기 본 발명의 조성물은, 각각 통상의 방법에 따라 산제, 과립제, 정제, 캡슐제, 현탁액, 에멀젼, 시럽, 에어[0029]

로졸 등의 경구형 제형, 외용제, 좌제 및 멸균 주사용액의 형태로 제형화하여 사용될 수 있다.  상기 조성물에

포함될 수 있는 담체, 부형제 및 희석제로는 락토즈, 덱스트로즈, 수크로스, 솔비톨, 만니톨, 자일리톨, 에리스

리톨, 말티톨, 전분, 아카시아 고무, 알지네이트, 젤라틴, 칼슘 포스페이트, 칼슘 실리케이트, 셀룰로즈, 메틸

셀룰로즈,  미정질  셀룰로스,  폴리비닐  피롤리돈,  물,  메틸히드록시벤조에이트,  프로필히드록시벤조에이트,

탈크, 마그네슘 스테아레이트 및 광물유를 들 수 있다.  제제화할 경우에는 보통 사용하는 충진제, 증량제, 결

합제, 습윤제, 붕해제, 계면활성제 등의 희석제 또는 부형제를 사용하여 조제된다.  경구투여를 위한 고형제제

에는 정제, 환제, 산제, 과립제, 캡슐제 등이 포함되며, 이러한 고형제제는 혼합생약재에 적어도 하나 이상의

부형제 예를 들면, 전분, 칼슘카보네이트(calcium carbonate), 수크로스(sucrose) 또는 락토오스(lactose), 젤

라틴 등을 섞어 조제된다.  또한, 단순한 부형제 이외에 마그네슘 스테아레이트, 탈크 같은 윤활제들도 사용된

다.  경구를 위한 액상 제제로는 현탁제, 내용액제, 유제, 시럽제 등이 해당되는데 흔히 사용되는 단순희석제인

물, 리퀴드 파라핀 이외에 여러 가지 부형제, 예를 들면 습윤제, 감미제, 방향제, 보존제 등이 포함될 수 있다.

비경구 투여를 위한 제제에는 멸균된 수용액, 비수성용제, 현탁제, 유제, 동결건조 제제, 좌제가 포함된다.  비

수성용제,  현탁제로는  프로필렌글리콜(propylene  glycol),  폴리에틸렌  글리콜,  올리브  오일과  같은  식물성

기름, 에틸올레이트와 같은 주사 가능한 에스테르 등이 사용될 수 있다.  좌제의 기제로는 위텝솔(witepsol),

마크로골, 트윈(tween) 61, 카카오지, 라우린지, 글리세로제라틴 등이 사용될 수 있다.

본 발명의 조성물의 바람직한 투여량은 환자의 상태 및 체중, 질병의 정도, 약물형태, 투여경로 및 기간에 따라[0030]

다르지만,  당업자에 의해 적절하게 선택될 수 있다.   그러나,  바람직한 효과를 위해서,  상기 조성물은 1일

0.0001 내지 1 g/kg으로, 바람직하게는 0.001 내지 200 mg/kg으로 투여하는 것이 바람직하나 이에 한정되지 않

는다.  상기 투여는 하루에 한번 투여할 수도 있고, 수회 나누어 투여할 수도 있다.  상기 투여량은 어떠한 면

으로든 본 발명의 범위를 한정하는 것은 아니다.

또한, 본 발명은 오스모틴을 유효성분으로 함유하는 인지기능 장애 예방 및 개선용 건강식품을 제공한다.[0031]

또한, 본 발명은 오스모틴을 유효성분으로 함유하는 인지기능 장애 관련 질환의 예방 및 개선용 건강식품을 제[0032]

공한다.

상기 인지기능 장애 관련 질환은 알츠하이머성 치매증, 뇌혈관성 치매증, 픽(pick)병, 크루츠펠트-야곱병, 두부[0033]

손상에 의한 치매 및 파킨슨병으로 구성된 군으로부터 선택된 어느 하나의 질환인 것이 바람직하나 이에 한정되

지 않는다.

본 발명의 오스모틴은 Aβ에 의한 기억 손상 및 시냅스독성을 개선시키고, Aβ의 축적, BACE-1의 과발현 및 tau[0034]

과인산화가 억제하며, Aβ에 의한 세포사멸 및 신경퇴행이 완화시키므로, 인지기능 장애 예방 및 치료에 유용하

게 사용될 수 있다.

본 발명의 건강식품은 상기 오스모틴을 그대로 첨가하거나 다른 식품 또는 식품 성분과 함께 사용될 수 있고,[0035]

통상적인 방법에 따라 적절하게 사용될 수 있다.

상기 식품의 종류에는 특별한 제한은 없다.  상기 식품의 예로는 드링크제, 육류, 소세지, 빵, 비스켓, 떡, 쵸[0036]

코렛, 캔디류, 스넥류, 과자류, 피자, 라면, 기타 면류, 껌류, 아이스크림류를 포함한 낙농제품, 각종 스프, 음

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

본 발명에 따른 오스모틴은 식품에 그대로 첨가하거나 다른 식품 또는 식품 성분과 함께 사용될 수 있고, 통상[0037]
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적인 방법에 따라 적절하게 사용될 수 있다.  유효 성분의 혼합양은 그의 사용 목적(예방 또는 개선용)에 따라

적합하게 결정될 수 있다.  일반적으로, 건강식품 중의 상기 오스모틴의 양은 전체 식품 중량의 0.01 내지 15

중량으로 가할 수 있으며, 건강 음료 조성물은 100 ㎖를 기준으로 0.02 내지 5 g, 바람직하게는 0.3 내지 1 g의

비율로 가할 수 있다.  그러나 건강 및 위생을 목적으로 하거나 또는 건강 조절을 목적으로 하는 장기간의 섭취

의 경우에는 상기 양은 상기 범위 이하일 수 있으며, 안전성 면에서 아무런 문제가 없기 때문에 유효성분은 상

기 범위 이상의 양으로도 사용될 수 있다.

본 발명의 건강 기능성 음료 조성물은 지시된 비율로 필수 성분으로서 상기 오스모틴을 함유하는 외에는 다른[0038]

성분에는 특별한 제한이 없으며 통상의 음료와 같이 여러 가지 향미제 또는 천연 탄수화물 등을 추가 성분으로

서  함유할  수  있다.   상술한  천연  탄수화물의  예는  모노사카라이드,  예를  들어,  포도당,  과당  등;

디사카라이드, 예를 들어 말토스, 슈크로스 등; 및 폴리사카라이드, 예를 들어 덱스트린, 시클로덱스트린 등과

같은 통상적인 당, 및 자일리톨, 소르비톨, 에리트리톨 등의 당알콜이다.  상술한 것 이외의 향미제로서 천연

향미제(타우마틴, 스테비아 추출물(예를 들어 레바우디오시드 A, 글리시르히진등) 및 합성 향미제(사카린, 아스

파르탐 등)를 유리하게 사용할 수 있다.

상기 외에 본 발명의 식품은 여러 가지 영양제, 비타민, 광물(전해질), 합성 풍미제 및 천연 풍미제 등의 풍미[0039]

제, 착색제 및 중진제(치즈, 초콜릿 등), 펙트산 및 그의 염, 알긴산 및 그의 염, 유기산, 보호성 콜로이드 증

점제, pH 조절제, 안정화제, 방부제, 글리세린, 알코올, 탄산음료에 사용되는 탄산화제 등을 함유할 수 있다.

그 밖에 본 발명의 오스모틴은 천연 과일 쥬스 및 과일 쥬스 음료 및 야채 음료의 제조를 위한 과육을 함유할

수 있다.  이러한 성분은 독립적으로 또는 조합하여 사용할 수 있다.  이러한 첨가제의 비율은 그렇게 중요하진

않지만 본 발명의 오스모틴 100 중량부 당 0 내지 약 20 중량부의 범위에서 선택되는 것이 일반적이다.

이하, 본 발명을 실시예 및 제조예에 의하여 상세히 설명한다.[0040]

단, 하기 실시예 및 제조예는 본 발명을 예시하는 것일 뿐, 본 발명의 내용이 하기 실시예 및 제조예에 의하여[0041]

한정되는 것은 아니다.

<실시예 1> 퇴행성 뇌질환 랫트의 제조[0042]

Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, U.S.A)에서 구매한 수컷 C57BL/6J 마우스(25-30 g, 8 주)는 12시간씩 낮[0043]

/밤 주기 (낮;08:00-20:00) 및 23℃ 온도,  60±10% 습도가 유지된 조건에서 물과 먹이는 자유롭게 섭취하도록

하여 적응시켰다.  상기 마우스는 각각 생리식염수를 투여한 대조 마우스 그룹(C, n=5), 아밀로이드 β(Aβ) 투

여 후 3 일 된 마우스 그룹(Aβ3, n=5), 아밀로이드 β 투여 후 40 일 된 마우스 그룹(Aβ40, n=5), 아밀로이드

β 투여 3 일 후 오스모틴(osmotin) 처리 마우스 그룹(Aβ3+Os, n=5) 및 아밀로이드 β 투여 40 일 후 오스모틴

처리 마우스 그룹(Aβ40+Os, n=5), 5 그룹으로 퇴행성 뇌질환 동물 모델을 제작하였다.

구체적으로, β-아밀로이드(1-42)(β-amyloid, Aβ) 단백질(Sigma Chemical Co., MO))을 증류수에 녹여(1 mg/[0044]

㎖) 4일간 37℃에서 배양하여 응집하였다.  응집된 Aβ1-42 또는 소포체(vehicle)(3 ㎕/5분/마우스) 주입 직전

동물들은  조리틸(Zolitil)  0.1  ㎖/100  g체중과  럼푼(Rompun)  0.05  ㎖/100  g체중을  사용하여  마취시킨  후,

Stereotoxic  instrument에  부착된  해밀턴  실린저를  사용하여  실험  마우스  그룹에는  브레그마(bregma)  부위

(AP(anteroposterior)  =  -0.2  mm;  ML(mediolateral)  =  1  mm,  DV(dorsoventral)  =  -2.4  mm)에

ICV(intracerebroventricular)  주입하였다.  또한, 오스모틴을 염제 적응(salt-adapted)  배양된 타바코 세포

(tobacco cell)에서 정제하고 Singh, N.  et al.에 기재된 방법으로 변형한 후, 오스모틴 투여 실험 마우스 그

룹에 투여하였다.  Aβ3+Os 및 Aβ40+Os 마우스 그룹 각각 β-아밀로이드를 투여하고 3 일 및 40 일 후, 상기

생리식염수로 녹인 상기 오스모틴 15 ㎍/g체중의 양으로 4 내지 12 시간 복강내 투여하였다.  대조 마우스 그룹

(C)는 생리식염수를 투여하였다.

<실시예 2> 오스모틴에 의한 Aβ-유도 기억 손상 개선 확인[0045]

Aβ 투여의 의해 유도된 기억 손상에 있어서 오스모틴의 영향을 확인하기 위하여, 단기 행동 기억 정도를 Y-[0046]

maze에서의 자발적인 교차 행동량(spontaneous alternation behavior)을 기록함으로 평가하였다.
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구체적으로, Y자형 미로 측정 장치는 검은 색으로 칠해진 목재로, 3개의 통로(arm)를 뻗어 알파벳 Y자 모양을[0047]

하고 있으며, 각 가지는 길이 50 cm, 높이 20 cm, 폭 10 cm이고 동일한 각도로 위치한다.  상기 <실시예 1>에

기재된 방법으로 획득한 5 그룹의 마우스는 기구의 중앙에 놓았고, 세 차례 8 분 동안 자유롭게 통로를 돌아다

니도록 하였다.  동물의 움직임을 기록하고 동물의 뒷발까지 통로로 들어간 경우를 통과한 것(arm entry)으로

본다.  동물의 움직임을 교차횟수(alternation)로 나타내는데, 교차횟수란 동물이 연속적으로 3개의 통로를 통

과하였을 때 한 번 교차한 것으로 정의된다.  자발적인 교차 행동량은 실제 교차횟수와 최대 가능한 교차횟수

(즉, 총 교차횟수에서 2를 뺀 값)의 백분비이다.  높은 자발적 교차 행동량은 행동의 상승으로 간주된다.  각

군당 5 마리의 평균치와 표준평균오차(Mean±SEM)를 구하였다.  상기 5 군간의 평균값의 차이를 검증하기 위하

여 일원배치 분산분석(one-way ANOVA)을 실행한 후, Student's t-test로 변인 간의 차이를 검증하였다.

그 결과, 도 1  및 표 1에 나타낸 바와 같이, 대조 마우스 그룹(C)과 비교하여 Aβ를 투여한 마우스 그룹의[0048]

경우, 3 일(Aβ3) 및 40 일(Aβ40) 후 자발적 교차 행동량이 감소하는 것을 확인함으로써, Aβ에 의해 기억력

장애가 유도됨을 확인하였다.  반면, 오스모틴을 투여한 마우스 그룹의 경우, Aβ를 처리한 마우스 그룹에 비해

자발적 교차 행동량이 증가하는 것을 확인함으로써,  자발적인 행동 변화가 유의적으로 증가하는 것을 확인함으

로써, 오스모틴이 Aβ 유도 기억 손상을 개선함을 확인하였다(도 1 및 표 1).

표 1

실험 그룹[0049] 실제 교차횟수의 평균/그룹 최대 가능한 교차 횟수 교차 행동량(%)/그룹

대조 36 82 45%

Aβ3 28 80 35.89%

Aβ40 18 59 31.57%

Aβ3+Os 33 84 40.24%

Aβ40+Os 24 64 37.5%

<실시예 3> 오스모틴에 의한 Aβ-유도 시냅스독성(synaptotoxicity) 개선 확인[0050]

Aβ 처리 후 시냅스 보전(synaptic integrity)을 평가하기 위하여, 웨스턴 블럿팅(western blotting) 및 면역[0051]

형광분석법(immunofluorescence analysis)을 수행하였다.

구체적으로, 시냅스전 소포막단백질(presynaptic  vesicle  membrane  protein)의 발현을 확인하기 위하여 상기[0052]

<실시예 1>에 기재된 방법으로 획득한 5 그룹의 마우스로부터 뇌 조직을 적출하고, 상기 적출한 뇌 조직을 프로

티아제 억제제 칵테일(protease inhibitor cocktail)이 포함된 0.2 M PBS로 균질화하였다.  그 다음, BioRad

protein assay kit(BioRad Laboratories, CA, USA)로 단백질 농도를 측정하고, 25 ㎍ 단백질을 4-12% BoltTM

미니  겔(Novex,  Life  Technologies)을  이용하여  전기영동한  후,  Immobilon-P  Transfer  Membrane(Millipore

Corporation, Billerica, MA)으로 전달시켰다.  그 다음, 5% 탈지분유(skim milk)로 30분간 블라킹(blocking)

한 후, 1차 항체를 1:1000으로 희석하여 4℃에서 하루 동안 처리하였다.  상기 막에 붙은 일차 항체(primary

antibody)에 HRP가 접합된 이차 항체(HRP-conjugated secondary antibody)를 붙이고, 이를 ECL을 이용하여 확

인하였다(도 2a, 위).  일차 항체로 시냅토파이신(synaptophysin) 및 β-actin를 사용하였다.  또한, X-레이 필

름에 투영하고 Sigma Gel 프로그램, 버전 1.0(SPSS, Chicago, IL, USA) 기반 밀도계(densitomery)를 이용하여

투영된 밴드의 밀도를 정량화하였다.  각 군당 5-6 마리의 평균치와 표준평균오차(Mean±SEM)를 구하였다.  상

기 5 군간의 평균값의 차이를 검증하기 위하여 일원배치 분산분석(one-way ANOVA)을 실행한 후, Student's t-

test로 변인 간의 차이를 검증하였다(도 2a, 아래).

또한, 조직 분석(n=5/그룹)을 위하여 상기 <실시예 1>와 같이 Aβ를 처리한 마우스, Aβ 및 오스모틴을 처리한[0053]

마우스  및  대조군  마우스의  뇌를  적출하였다.   그  다음,  상기  적출한  뇌를  4%  차가운  파라포름알데히드

(paraformaldehyde)로 침투하고 4% 파라포름알데히드로 72시간 동안 고정한 후 20% 수크로오스(sucrose)로 72

시간 이동시켰다.  뇌는 O.C.T 화합물(A.O, USA)로 동결하고, CM 3050Ccryostat(Leica, Germany)를 이용하여

14 ㎛ 관상(coronal) 섹션화 하였다.  상기 섹션은 probe-on plus charged slides(Fisher, USA)에 올려놓았다.

상기 슬라이드는 0.01 M PBS로 15 분 동안 2 번 세척한 후, 프로티나제-K(proteinase-k)를 첨가하여 37℃, 5

분 동안 배양하였다.  그 다음, 30% 과산화수소가 포함된 메탄올 용액으로 10 분 동안 담금질하고 5% 정상 고트

혈청(normal  goat  serum)  및  PBS로  용해한  0.3%  Triton  X-100이  포함된  차단  용액으로  1  시간  동안

배양하였다.   차단 후,  상기 슬라이드에 레빗(rabbit)  항-시냅토피신(Cell  Signaling  Technology,  Beverly,

MA)을 차단 용액 1:100으로 희석하여 하루 동안 처리하였다.  그 다음 상기 슬라이드를 고트-항 레빗 TRITC-표
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지된 항체(Santa Cruz Biotechnology, 1:50, 빨강)로 1.5 시간 동안 배양하였다.  또한, Aβ 발현을 확인하기

위하여,  상기와  같이 일차 항체로 마우스-항-Aβ(1:100)  및  이차  항체로 레빗 항-마우스 FITC-표지된 항체

(Santa  Cruz  Biotechnology,  초록)로 반응시켰다.  그 다음, Prolong  Antifade  Reagent  (Molecular  Probe,

Eugene, OR, USA)을 처리하고 공초점 레이저 현미경(Flouview FV 1000)을 이용하여 시각화하고(배율 40x, 스케

일바(scale bar)= 50 ㎛)(도 2b, 왼쪽), 각 섹션당 양성 세포의 수를 그래프화하였다(도 2b, 오른쪽).  상기 3

군간의 평균값의 차이를 검증하기 위하여 일원배치 분산분석(one-way ANOVA)을 실행한 후, Student's t-test로

변인 간의 차이를 검증하였다(p<0.001).

그 결과, 도 2a에 나타낸 바와 같이, Aβ를 처리한 마우스 그룹에서 3 일 후 시냅토파이신 단백질 발현이 감소[0054]

하고, 40 일 후 시냅토파이신 단백질 발현이 현저하게 감소하는 반면, 오스모틴을 처리한 경우 Aβ만 처리한 마

우스와 비교하여 3 일 및 40 일에 시냅토파이신 단백질 발현 억제가 감소하고 시냅토파이신 발현이 증가함을 확

인함으로써,  Aβ에 의해 시냅스 장애가 유도되고,  오스모틴에  의해 시냅스 장애가 개선됨을 확인하였다(도

2a).

또한, 도 2b에 나타낸 바와 같이, Aβ 투여로 시냅토파이신-양성 과립(granules)(빨강, TRITC-표지)의 수가 감[0055]

소하고, 해마(hippocampus)의 CA3 부위에서 Aβ의 축척(녹색 FITC-표지)이 증가하는 반면, 오스모틴을 처리한

경우 축척되는 Aβ 수가 감소하고, 시냅토파이신 과립의 수를 현저하게 증가시키는 것을 확인하였다(도 2b).

따라서, 상기 결과를 통해 오스모틴이 Aβ 유도 시냅스독성을 개선함을 확인하였다.

<실시예 4> 오스모틴에 의한 Aβ 축적 및 BACE-1 과발현 완화 확인[0056]

Aβ 투여가 Aβ 축적을 촉진하는지 확인하기 위하여, 웨스턴 블럿팅을 수행하였다.  [0057]

구체적으로, 상기 <실시예 1>에 기재된 방법으로 획득한 5 그룹의 뇌를 적출한 후, 상기 <실시예 3>과 같이 일[0058]

차 항체로 항-Aβ, β-부위 APP 절단 효소인 BACE-1을 확인하기 위한 항-BACE1 및 β-actin를 이용하여 웨스턴

블럿팅을 수행하고, 정량화하였다.  각 군당 5-6 마리의 평균치와 표준평균오차(Mean±SEM)를 구하였다.  상기

5  군간의 평균값의 차이를 검증하기 위하여 일원배치 분산분석(one-way  ANOVA)을  실행한 후,  Student's  t-

test로 변인 간의 차이를 검증하였다.

그 결과, 도 3에 나타낸 바와 같이, 대조군에 비해 Aβ 처리한 마우스에서 3 일(Aβ3) 및 40(Aβ40) 일 후, Aβ[0059]

의 수준이 증가하고, 특히, Aβ3 그룹보다 Aβ40 그룹의 Aβ 수준이 현저하게 증가하는 반면 오스모틴을 투여한

두 그룹, Aβ3+Os 및 Aβ40+OS 그룹 모두 Aβ의 단백질량이 감소하는 것을 확인함으로써, 오스모틴 처리는 Aβ

의 영향을 개선하고, Aβ의 축적을 억제함을 확인하였다.  또한, 대조군에 비해 Aβ3 및 Aβ40 그룹 모두 Aβ

투여한 경우, Aβ의 발현 양상과 유사하게 BACE-1 발현이 증가하는 것을 확인하였다.  흥미롭게도, Aβ3 그룹의

BACE-1 발현이 Aβ40 그룹의 BACE-1 발현보다 증가하는 것을 확인함으로써, 피드백 기전이 잠재적으로 포함됨을

확인하였다.  한편, 오스모틴을 투여한 마우스 그룹의 경우, Aβ만 투여한 마우스 그룹에 비해 활성화된 BACE-1

발현이 현저하게 감소하는 것을 확인함으로써, Aβ에 의해 활성화된 BACE-1 발현이 오스모틴에 의한 완화됨을

확인하였다(도 3).

<실시예 5> 오스모틴에 의한 Aβ 유도 tau 과인산화(hyperphosphorylation) 완화 확인[0060]

tau  과인산화(hyperphosphorylation)에  영향을  미치는 Akt/GSK3β  신호  기전의 잘못된 조절은 알츠하이머병[0061]

(alzheimer  disease,  AD)에서  나타난다.   따라서,  오스모틴이  Aβ  유도에  의한  tau  과인산화

(hyperphosphorylation)에 미치는 영향을 확인하기 위하여, 웨스턴 블럿팅 및 면역형광분석법을 수행하였다.

구체적으로, 상기 <실시예 1>에 기재된 방법으로 획득한 5 그룹의 뇌를 적출한 후, 상기 <실시예 3>과 같이 일[0062]

차 항체로 항-pAkt(ser473), 항-pGSK3β(Ser9), 항-p-Tau 및 항-β-actin을 이용하여 웨스턴 블럿팅을 수행하

고, 정량화하였다.  각 군당 5-6 마리의 평균치와 표준평균오차(Mean±SEM)를 구하였다.  상기 5 군간의 평균값

의 차이를 검증하기 위하여 일원배치 분산분석(one-way ANOVA)을 실행한 후, Student's t-test로 변인 간의 차

이를 검증하였다(도 4a).

또한, 조직 분석(n=5/그룹)을 위하여 상기 <실시예 1>와 같이 Aβ를 처리한 마우스, Aβ 및 오스모틴을 처리한[0063]

마우스 및 대조군 마우스의 뇌를 적출하였다.  그 다음, 상기 <실시예 3>과 같이 일차 항체로 마우스-항-Aβ

(1:100) 또는 레빗 항-p-Tau(1:100)(Cell Signaling Technology, Beverly, MA)로 반응시키고, 이차 항체로 레
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빗 항-마우스 FITC-표지된 항체(Santa  Cruz  Biotechnology,  초록) 또는 고트-항 레빗 TRITC  표지된 항체(빨

강)로 반응시킨 후, Prolong Antifade Reagent (Molecular Probe, Eugene, OR, USA)을 처리하고 공초점 레이저

현미경(Flouview FV 1000)을 이용하여 시각화하여 해마의 CA3 부위(도 4b) 및 DG 부위(도 4c)의 p-Tau를 확인

하였다.  상기 3  군간의 평균값의 차이를 검증하기 위하여 일원배치 분산분석(one-way  ANOVA)을 실행한 후,

Student's  t-test로  변인  간의  차이를  검증하였다(배율  40x,  스케일바=  50  ㎛,  항-p-tau  p<0.05,  항-Aβ

p<0.001).

그 결과, 도 4a에 나타낸 바와 같이, 대조군에 비해 Aβ3 및 Aβ 40 마우스 그룹에서 Akt 473 번 세린(serine)[0064]

및 GSK3β 9 번 세린의 인산화가 감소하고, tau의 인산화가 증가하는 것을 확인하였다.  특히, Aβ3 그룹보다 A

β40 그룹에서 Akt 및 GSK3β의 인산화가 더욱 감소하고, tau의 인산화가 더욱 증가하는 것을 확인하였다.  반

면, 오스모틴을 투여한 그룹의 경우, Aβ만 투여한 마우스 그룹과 반대로 Akt 및 GSK3β의 인산화가 증가하고,

tau의 인산화가 감소하는 것을 확인함으로써, Aβ에 의해 Akt/GSK3β의 인산화가 억제되고 tau의 인산화가 촉진

되며, 오스모틴에 의해 Aβ 유도 tau 과인산화가 완화됨을 확인하였다(도 4a).  

또한, 도 4b 및 도 4c에 나타낸 바와 같이, 웨스턴 블럿팅 결과과 유사하게 Aβ을 투여한 마우스에서 Aβ 및 p-[0065]

tau가 해마의 CA3 부위(도 4b) 및 DG 부위(도 4c)에서 증가하는 반면, 오스모틴을 투여한 마우스에서 Aβ 및 p-

tau 발현이 감소하는 것을 확인함으로써, 오스모틴에 의해 Aβ 유도 tau 과인산화를 억제함을 확인하였다.

<실시예 6> 오스모틴에 의한 Aβ 유도 세포사멸(apoptosis) 및 신경퇴행증(neurodegeneration) 억제 확인[0066]

Aβ1-42  는 세포사멸 유발(pro-apoptotic) p53 단백질의 발현을 활성화하여, 해마 신경(hippocampal neurons)에[0067]

있는 카스파제(caspases)의 활성화를 중개한다(Culmsee, C. et al., J. Neurochem, 2001, 77, 220-228).  따라

서, 오스모틴이 Aβ를 처리한 마우스의 해마에서 p53 중개 카스파제 세포사멸 신호를 통해 신경 세포사멸을 억

제하는지 확인하기 위하여, 웨스턴 블럿팅, 면역조직화학염색법(immunohistochemistry) 및 Nissl 염색을 수행하

였다.

구체적으로, 상기 <실시예 1>에 기재된 방법으로 획득한 5 그룹의 뇌를 적출한 후, 상기 <실시예 3>과 같이 일[0068]

차 항체로 항-p53, 항-카스파제-9, 항-카스파제-3, 항 PARP-1 및 항-β-actin을 이용하여 웨스턴 블럿팅을 수행

하고, 정량화하였다.  각 군당 5-6 마리의 평균치와 표준평균오차(Mean±SEM)를 구하였다.  상기 5 군간의 평균

값의 차이를 검증하기 위하여 일원배치 분산분석(one-way ANOVA)을 실행한 후, Student's t-test로 변인 간의

차이를 검증하였다(도 5a).

또한, 조직 분석(n=5/그룹)을 위하여 상기 <실시예 1>와 같이 Aβ를 처리한 마우스, Aβ 및 오스모틴을 처리한[0069]

마우스 및 대조군 마우스의 뇌를 적출하였다.  상기 적출한 뇌를 상기 <실시예 3>과 같이 섹션화하였다.  상기

섹션은 probe-on plus charged slides(Fisher, USA)에 올려놓았다.  상기 슬라이드를 0.01 M PBS로 15 분 동안

2 번 세척하고 프로티나제-K를 첨가하여 37℃, 5 분 동안 배양하였다.  그 다음, 30% 과산화수소가 포함된 메탄

올 용액으로 10 분 동안 담금질하고 5% 정상 고트 혈청(normal goat serum) 및 PBS로 용해한 0.3% Triton X-

100이 포함된 차단 용액으로 1 시간 동안 배양하였다.  차단 후, 상기 슬라이드에 항-카스파제-3 항체(Cell

Signaling Technology, Beverly MA)를 차단 용액 1:100으로 희석하여 반응시켰다.  그 다음, 바이오틴화된 고

트 항-레빗 이차항체를 PBS 1:500으로 희석하여 1 시간 동안 반응시키고, ABC reagents (Standard Vectastain

ABC  Elite  Kit;  Vector  Laboratories,  Burlingame,  CA)으로  암실에서  상온으로  1  시간  동안  반응을

종결하였다.  상기 슬라이드를 PBS로 2 번 세척하고, DAB(3, 3'-Diaminobenzidine tetra hydrochloride)에서

반응시킨 후, 헤마톡실린(hematowylin)으로 카운터스테이닝(counterstaining)하였다.  그 다음, 멸균수로 세척

하고, 에탄올(70%, 95% 및 100%)로 탈수하고, 자일렌(xylene)을 처리한 후, 마운팅(mounting) 용액을 이용하여

커버슬라이드를 덮었다.  그 다음, 컴퓨터화된 이미지 분석을 이용하여 해마의 CA3 및 DG 부위에서 활성화된 카

스파제-3-양성 세포의 수를 측정하였다(스케일바= 20 ㎛).  상기 3 군간의 평균값의 차이를 검증하기 위하여 일

원배치 분산분석(one-way ANOVA)을 실행한 후, Student's t-test로 변인 간의 차이를 검증하였다(도 5b).

또한, 세포사멸 범위를 평가하기 위하여 Nissl 염색을 수행하였다.  상기와 같이 섹션화한 슬라이드를 0.01 M[0070]

PBS로 15 분 동안 2 번 세척하고 소량의 빙초산을 포함한 0.5% 크레실 바이올렛(cresyl violet) 용액으로 10 내

지 15 분 동안 염색하였다.  그 다음, 멸균수로 세척하고 에탄올(70%, 95% 및 100%)로 탈수하고, 자일렌을 처리

한 후, 마운팅 용액을 이용하여 커버슬라이드를 덮었다.  그 다음, 컴퓨터화된 이미지 분석을 이용하여 해마의

CA1, CA3 및 DG 부위에서 세포의 수를 측정하였다(스케일바= 20 ㎛).  상기 3 군간의 평균값의 차이를 검증하기
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위하여 일원배치 분산분석(one-way ANOVA)을 실행한 후, Student's t-test로 변인 간의 차이를 검증하였다(도

5c).

그 결과, 도 5a에 나타낸 바와 같이, Aβ를 투여한 그룹, Aβ3 및 Aβ40 그룹은 대조군 그룹보다 p53의 수준이[0071]

증가하는 반면, Aβ를 투여한 마우스에 오스모틴을 처리한 경우 Aβ만 투여한 그룹에 비해 p53의 수준이 현저하

게 감소하는 것을 확인하였다.  한편, 카스파제는 세포사멸의 개시 및 수행에 관여하는 세린-아스파틸 프로테아

제(seseri-aspartyl protease)이다.  카스파제-9(caspase-9)는 개시 카스파제이다.  카스파제-3은 다양한 다른

카스파제, 예를 들어 카스파제-9의 다운스트림(downstdownst)으로 활동하는 수행 카스파제이다.  웨스턴 블럿팅

결과, Aβ를 투여한 마우스 그룹이 대조 그룹에 비해 3 일(Aβ3) 및 40(Aβ40) 일 후에 카스파제-9의 활성이 증

가하는 반면, 오스모틴을 투여한 경우 Aβ만 투여한 마우스 그룹에 비해 3 일(Aβ3+Os) 및 40 일(Aβ40+Os) 후

해마에서 Aβ에 의해 유도되는 카스파제-9의 활성이 현저하게 감소하는 것을 확인하였다.  또한, 상기와 유사하

게 대조군에 비해 Aβ3 및 Aβ40 마우스 그룹에서 활성화된 카스파제-3의 수준이 증가하는 반면, 오스모틴을 투

여한 경우 Aβ에 의해 유도되는 활성 카스파제-3의 발현이 완화되고, Aβ만 투여한 마우스 그룹에 비해 3 일 및

40 일 후 카스파제-3의 수준이 감소함을 확인함으로써, 오스모틴이 Aβ에 의한 카스파제-9 발현 증가 및 활성화

된 카스파제-3 발현 촉진을 완화함을 확인하였다(도 5a).

폴리(ADP-리보오스) 폴리머라아제-1(poly(ADP-ribose) polymerase-1, PARP-1)은 DNA 손상에 관여하고, 흥분독[0072]

성 손상(excitotoxic  insults  )에  의한 PARP-1의  과발현은 신경퇴행증을 유발한단(Berger,  N.  A.,  Radiat.

Res, 1985, 101, 4-15).  Aβ 펩타이드(peptide)는 성인 쥐의 해마에서 PARP-1의 활성화를 촉진하고, PARP-1은

카스파제-3의 활성을 통해 절단되며, 그 후, 세포사멸 및 신경세포 죽음이 발생한다(Sairanen, T. et al., Acta

Neuropatho, 2009,118, 541-552).  웨스턴 블럿팅 결과, 절단된 PARP-1의 수준은 대조군 그룹에 비해 Aβ3 및

Aβ40 마우스 그룹에서 증가하는 반면, 오스모틴을 처리한 경우 Aβ만 처리한 그룹에 비해 해마에서 PARP-1 절

단이 감소함을 확인하였다.  따라서, 상기 결과를 통해 Aβ를 투여한 마우스의 해마에서 PARP-1 절단이 증가한

카스파제-3 활성을 반영하고, 이로 인해 세포사멸 및 신견퇴행증이 발생함을 확인하였다(도 5a).  

또한, 도 5b에 나타낸 바와 같이, Aβ를 투여한 마우스에서 해마의 CA3 및 DG(dentate gyrus) 부위에 강하게 활[0073]

성화된 카스파제-3 면역반응력(immunoreactivity)를 가진 손상되고 죽은 신경(카스파제-3 양성 세포)이 포함되

어 있음을 확인하였다.  반면, Aβ만 투여한 마우스의 CA3 및 DG 부위에 비해 오스모틴 투여 후, 활성화된 카스

파제-3 활성 세포의 수가 현저하게 감소하는 것을 확인하였다(도 5b).

또한, 도 5c에 나타낸 바와 같이, DG, CA3 및 CA1 부위에서 신경의 수는 대조군 그룹에 비해 Aβ 투여한 마우스[0074]

에서 감소하는 반면, Aβ만 처리한 마우스 그룹에 비해 오스모틴을 투여한 그룹은 신경의 수가 현저하게 증가하

는 것을 확인함으로써, 오스모틴에 의해 Aβ에 의해 유도되는 신경세포 사멸이 억제되고, 해마에서 오스모틴 투

여에 의한 세포 보호 효과가 있음을 확인하였다(도 5c).

<실시예 7> 생체외(in vitro) Aβ25-35에 의해 유도된 신경 독성에 대한 오스모틴의 효과 확인[0075]

오스모틴이 Aβ에 의해 유도된 신경세포 독성, 세포 생존능 및 카스파제-3의 활성에 미치는 영향을 확인하기 위[0076]

하여, Apo-Tox Glo
TM
 분석을 수행하였다.

구체적으로,  신경 HT22  세포(도 6a)  및 임신(GD)  17.5일 흰쥐로부터 준비된 초대배양 해마신경세포(primary[0077]

hippocampal  neuron)(도  6b)  1x10
4
을  94  웰  분석  플레이트에서  10%  FBS  및  1%  페니실린/스트렙토마이신

(penicillin/streptomycin)이 포함된 100 ㎕ DMEM 배지로 37℃ 5% CO2 배양기에서 배양하였다.  24 시간 후,

대조군을 제외한 나머지 웰에 20 μmol Aβ25-35를 처리하였다.  그 다음, 24 시간 후 오스모틴 0.2, 0.4 및 0.8

μmol을 24  시간 동안 처리하였다.   그 후.   상기 모든 웰에 GF-AFC  기질 및 bis-AAF-R110  기질을 포함한

viability/cytotoxicity reagent 20 ㎕를 첨가하고 500 rpm으로 30 초간 오비탈 쉐이킹(orbital shaking)을 이

용해  혼합한  후  1  시간  동안  37℃에서  배양하였다.   두  파장  400Ex/505Em(viability)  및

485Ex/520Em(cytotoxicity)으로  흡광광도계를  이용하여  형광을  측정하였다.   GF-AFC(glycyl-phenylalnyl-

aminofluorocoumarin) 기질은 형광을 띄는 세포 침투성 펩타이드 기질로서, 살아있는 세포에 들어가 세포 내 프

로테아제에 의해 절단되어 AFC로 분리되므로 살아있는 세포의 프로테아제 활성 측정을 위해 사용되었다.  bis-

AAF-R110(bis-alanylalanyl-phenylalanyl-rhodamine  110)  기질은 형광을 띄는 세포 손상 펩타이드 기질로서,

살아있는 세포에 들어가지 못하고, 죽은 세포의 프로테아제에 의해 절단되어 R110으로 분리되므로 죽은 세포의
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프로테아제  활성을  측정을  위해  사용되었다.   또한,  카스파제  활성을  측정하기  위하여,  테트라펩타이드

(tetrapeptide) 서열 DEVE가 포함된 루미노제닉(luminogenic) 카스파제-3 기질을 이용하여 카스파제 활성을 측

정하였다.  상기와 같이 웰에 100 ㎕ Caspase-Glo3/7 시약을 첨가하고 500 rpm으로 30 초간 혼합한 후 1 시간

동안 상온에서 배양하였다.  그 다음, 발광분석기로 발광(luminescence)을 측정하였다.  상기 각 군간의 평균값

의 차이를 검증하기 위하여 일원배치 분산분석(one-way ANOVA)을 실행한 후, Student's t-test로 변인 간의 차

이를 검증하였다(p<0.05).

그 결과, 도 6a 및 도 6b에 나타낸 바와 같이, HT22 세포(도 6a) 및 초대배양 해마신경세포(도 6b) 모두 대조군[0078]

에 비해 Aβ를 처리한 경우, 세포 생존능이 감소하고, 세포 독성 및 카스파제-3의 활성이 증가하는 것을 확인하

였다.  반면, 세 가지 서로 다른 농도(0.2, 0.4, 및 0.8 μmol)로 오스모틴을 처리한 경우, 세포 생존능은 상승

하고 세포독성 및 카스파제-3 활성이 감소하는 것을 확인함으로써, 오스모틴이 Aβ 유도 신경 독성을 완화함을

확인하였다(도 6a 및 도 6b).

하기에 본 발명의 조성물을 위한 제조예를 예시한다.[0079]

<제조예 1>  오스모틴을 유효성분으로 함유하는 약학적 제제의 제조[0080]

<1-1> 산제의 제조[0081]

본 발명의 오스모틴                                 2 g[0082]

유당                                               1 g[0083]

상기의 성분을 혼합하고 기밀포에 충진하여 산제를 제조하였다.[0084]

<1-2> 정제의 제조[0085]

본 발명의 오스모틴                              100 mg[0086]

옥수수전분                                      100 mg[0087]

유 당                                           100 mg[0088]

스테아린산 마그네슘                               2 mg[0089]

상기의 성분을 혼합한 후, 통상의 정제의 제조방법에 따라서 타정하여 정제를 제조하였다.[0090]

<1-3> 캡슐제의 제조[0091]

본 발명의 오스모틴                              100 mg[0092]

옥수수전분                                      100 mg[0093]

유 당                                           100 mg[0094]

스테아린산 마그네슘                               2 mg[0095]

상기의 성분을 혼합한 후, 통상의 캡슐제의 제조방법에 따라서 젤라틴 캡슐에 충전하여 캡슐제를 제조하였다.[0096]

<1-4> 환의 제조[0097]

본 발명의 오스모틴                                1 g[0098]

유당                                            1.5 g[0099]

글리세린                                          1 g[0100]
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자일리톨                                        0.5 g[0101]

상기의 성분을 혼합한 후, 통상의 방법에 따라 1 환 당 4 g이 되도록 제조하였다.[0102]

<1-5> 과립의 제조[0103]

본 발명의 오스모틴                               150 mg[0104]

대두 추출물                                       50 mg[0105]

포도당                                           200 mg[0106]

전분                                             600 mg[0107]

상기의 성분을 혼합한 후, 30% 에탄올 100 mg을 첨가하여 섭씨 60℃에서 건조하여 과립을 형성한 후 포에 충진[0108]

하였다.

<제조예 2> 오스모틴을 유효성분으로 함유하는 건강식품의 제조[0109]

본 발명의 오스모틴을 유효성분으로 함유하는 식품들을 다음과 같이 제조하였다.[0110]

<2-1> 밀가루 식품의 제조[0111]

본 발명의 오스모틴의 0.5 내지 5.0 중량부를 밀가루에 첨가하고, 이 혼합물을 이용하여 빵, 케이크, 쿠키, 크[0112]

래커 및 면류를 제조하였다.

<2-2> 스프 및 육즙(gravies)의 제조[0113]

본 발명의 오스모틴의 0.1 내지 5.0 중량부를 스프 및 육즙에 첨가하여 건강 증진용 육가공 제품, 면류의 수프[0114]

및 육즙을 제조하였다.

<2-3> 그라운드 비프(ground beef)의 제조[0115]

본 발명의 오스모틴의 10 중량부를 그라운드 비프에 첨가하여 건강 증진용 그라운드 비프를 제조하였다.[0116]

<2-4> 유제품(dairy products)의 제조[0117]

본 발명의 오스모틴의 5 내지 10 중량부를 우유에 첨가하고, 상기 우유를 이용하여 버터 및 아이스크림과 같은[0118]

다양한 유제품을 제조하였다.

<2-5> 선식의 제조[0119]

현미, 보리, 찹쌀, 율무를 공지의 방법으로 알파화시켜 건조시킨 것을 배전한 후 분쇄기로 입도 60 메쉬의 분말[0120]

로 제조하였다.

검정콩, 검정깨, 들깨도 공지의 방법으로 쪄서 건조시킨 것을 배전한 후 분쇄기로 입도 60 메쉬의 분말로 제조[0121]

하였다.

본 발명의 오스모틴을 진공 농축기에서 감압농축하고, 분무, 열풍건조기로 건조하여 얻은 건조물을 분쇄기로 입[0122]

도 60 메쉬로 분쇄하여 건조분말을 얻었다.

상기에서 제조한 곡물류, 종실류 및 누에 체액을 다음의 비율로 배합하여 제조하였다.[0123]

곡물류(현미 30 중량부, 율무 15 중량부, 보리 20 중량부),[0124]

종실류(들깨 7 중량부, 검정콩 8 중량부, 검정깨 7 중량부),[0125]
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본 발명의 누에 체액(3 중량부),[0126]

영지(0.5 중량부),[0127]

지황(0.5 중량부)[0128]

<제조예 3> 오스모틴을 유효성분으로 함유하는 건강음료의 제조[0129]

<3-1> 건강음료의 제조[0130]

액상과당(0.5%), 올리고당(2%), 설탕(2%), 식염(0.5%), 물(75%)과 같은 부재료와 본 발명의 오스모틴 5 g을 균[0131]

질하게 배합하여 순간 살균을 한 후 이를 유리병, 패트병 등 소포장 용기에 포장하여 제조하였다.

<3-2> 야채 주스의 제조[0132]

본 발명의 오스모틴 5 g을 토마토 또는 당근 주스 1,000 ㎖에 가하여 야채 주스를 제조하였다.[0133]

<3-3> 과일 주스의 제조[0134]

본 발명의 오스모틴 1 g을 사과 또는 포도 주스 1,000 ㎖에 가하여 과일 주스를 제조하였다.[0135]

도면

도면1
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도면2a
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도면2b

도면3
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도면4a

도면4b
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도면4c
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도면5a

도면5b
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도면5c

도면6a
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도면6b
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