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특허청구의 범위

청구항 1 

구아바 (Psidium cattleianum Sabine) 잎 추출물을 유효성분으로 포함하는 항암용 조성물. 

청구항 2 

제 1 항에 있어서, 상기 구아바 잎 추출물은 물, 탄소수 1-4 개의 무수 또는 함수 저급 알코올, 아세톤, 에틸아

세테이트, 부틸아세테이트 또는 1,3-부틸렌 글리콜의 용매 추출물인 것을 특징으로 하는 조성물.  

청구항 3 

제  2  항에  있어서,  상기  구아바  잎  추출물은  상기  탄소수  1-4개의  무수  또는  함수  저급  알코올  추출물을

n-헥산, 클로로포름, 에틸아세테이트 또는 n-부탄올을 용매로 사용하여 추가 분획한 분획물인 것을 특징으로 하

는 조성물. 

청구항 4 

제 1 항에 있어서, 상기 조성물은 암의 치료 또는 예방용 약제학적 조성물 형태인 것을 특징으로 하는 조성물.

청구항 5 

제 1 항에 있어서, 상기 조성물은 암의 개선 또는 완화용 기능성 식품 조성물 형태인 것을 특징으로 하는 조성

물.

명 세 서

기 술 분 야

본 발명은 구아바 잎 추출물을 유효성분으로 포함하는 항암용 조성물에 관한 것이다. [0001]

배 경 기 술

위암은 세계적으로 암관련 사망 원인 중 가장 흔한 것 중 하나이다.  최근에, 현재의 화합치료에 내성을 갖는[0002]

암세포가 종국적으로는 세포 군집에서 우위를 점하여 더 높은 치사율에 이르게 되는 사실이 밝혀졌기 때문에 새

로운 항암제의 개발은 항암화학치료법에서 가장 중요한 이슈가 되고 있다(Kang, Park, Kim, Lee, Han & Leem,

2005).  환경요인과 높은 농도의 염 섭취 및 신선한 과일과 야채의 섭취 부족이 일반적으로 위암 발생의 위험을

크게 증가시키는 것으로 알려져 있다(Yan & Xu, 2003).  전염병학적 연구에 의하면 과일 및 채소를 함유하는 식

이가 암의 위험을 크게 감소시키는데 기여한다는 것을 입증되었다(Jayaprakasha, Kandadi, Poulose, Jadegou,

Gowda & Patil, 2008).  식품에 함유된 몇 가지 식물 산물들은 인간에 있어서 항암 효과를 발휘하는 것으로 알

려져 있다.  

메밀 단백질(Brivida, Pan & Rechkemmer, 2002), 레스베라트롤 유사체(Wolter, Clausnitzer, Akoglu & Stein,[0003]

2002), 리놀레산 컨쥬게이트 (Kemp, Jeffry & Romagnolo, 2003) 및 녹차 추출물 (Mueller-Klieser, Schreiber-

Klais, Walenta & Kreuter, 2002)은 다양한 분자 및 세포 메카니즘을 통해 인 비트로에서 항암활성을 나타내는
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것으로 보고되었고,  방울다다기양배추(Brussels  sprouts)로부터 얻은 과즙 또는 동결건조분말은 동물 모델의

colonic  crypt에서  아폽토시스  수준을  크게  증가시키고  세포분열을  감소시켰다(Smith,  Mithen  &  Johnson,

2003).  또한, 과일 및 채소에서 발견된 다수의 플라보노이드, 예를 들어 케르세틴(quercetin)은 암세포에서 아

폽토시스를 유발하는 것으로 나타났다 (Chen, Wu & Lin, 2007). 

구아바 (Psidium cattleianum Sabine = Psidium littorale Raddi)은 도금양과(Myrtaceae family)에 속하는 관[0004]

목 또는 작은 구아바 나무이고(Verheij and Coronel, 1991), 스토로베리 구아바(strawberry guava) 또는 캐틀

리 구아바(cattely guava)라고도 불리운다.  이의 매력적인 잎이나 과일에 의해 일반구아바(common guava)인 P.

guajava와는 다른 종(species)으로써 구분된다.  의약으로서의 중요성 및 좋은 품질 때문에, 다양한 구아바는

세계적으로 다양한 지역에서 재배되고 한국의 제주도에서도 재배되고 있다. 구아바(P. cattleianum)의 잎 추출

물은 바이오필름(biofilm)상에 고농도로 성장하는 스트렙토코커스(Streptococcus) 변이체를 사멸시키는 것으로

보고되었다(Brighenti et al., 2008).  면역반응성을 증명하는 몇가지 타입의 이소플라보노이드가 구아바 (P.

littorale)의 잎으로부터의 물-에탄올 추출물에서 검출되었고(Lapcik et al., 2005), 200종 이상의 휘발성 화합

물이 구아바(P. cattleianum) 과일 오일에서 이미 확인되었다(Pino, Marbot & Vazquez, 2001).  관련된 문헌을

검토한 결과 일반 구아바(common guava)인 P. guajava의 과일과 잎은 항산화, 간세포 보호, 항-알러지, 항균,

항유전독성,  항변형체,  심장활성,  항감기,  항당뇨,  항-염증  및  항암  효과를  갖는  것으로  알려져  있다

(Gutierrez, Mitchell & Solis, 2008). 

따라서, 구아바과의 일원으로서 구아바 (P. cattleianum sabine)은 다른 유용한 약리학적 활성에 부가하여 항암[0005]

활성을 갖고 있으리라고 예측되어 왔으나, 지금까지 구아바(P. cattleianum)의 항암 효과에 관해서는 전혀 보고

되어 있지 않다.  암은 세포 증식 이상 및 아폽토시스 장애가 특징이기 때문에 아폽토시스의 치료학적 응용이

항-종양 의약의 개발에 대한 모델로 여겨지고 있다(Hong et al., 2003).

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

헌의 개시 내용은 그 전체로서 본 명세서에 참조로 삽입되어 본 발명이 속하는 기술 분야의 수준 및 본 발명의

내용이 보다 명확하게 설명된다. 

발명의 내용

해결하려는 과제

본  발명자들은  천연물로부터  항암  활성을  갖는  물질을  탐색하기  위해  예의  노력하였다.   그  결과,  구아바[0007]

(Psidium cattleianum) 잎 추출물이 암세포의 세포사멸(apoptosis)을 유도하고 및 세포주기 조절을 통해 뛰어난

암세포 항증식 효능을 갖고 있음을 확인하여 본 발명을 완성하였다.  

따라서, 본 발명의 목적은 구아바(Psidium cattleianum sabine) 잎 추출물을 유효성분으로 포함하는 항암용 조[0008]

성물을 제공하는 것에 있다. 

본 발명의 목적 및 장점은 하기의 발명의 상세한 설명, 청구의 범위 및 도면에 의해 보다 명확하게 된다. [0009]

과제의 해결 수단

본 발명의 일 양태에 따르면 본 발명은 구아바 (Psidium cattleianum) 잎 추출물을 유효성분으로 포함하는 항암[0010]

용 조성물을 제공한다. 

본 발명의 조성물은 다양한 구아바 종(species) 중에서 스트로베리 구아바(strawberry guava)로도 알려진 구아[0011]

바 Psidium cattleianum의 잎 추출물을 유효성분으로 포함한다.

본 발명에서 구아바 잎 추출물은 천연물로부터 추출물을 추출하는 당업계에 공지된 통상적인 방법에 따라, 즉,[0012]
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통상적인 온도, 압력의 조건 하에서 통상적인 용매를 사용하여 분리할 수 있다.  

본 발명의 구아바 잎 추출물을 추출하기 위한 추출 용매로는 추출공정에서 일반적으로 사용할 수 있는 용매를[0013]

사용할 수 있는데, 예를 들어 물, 탄소수 1-4개의 무수 또는 함수 저급 알코올, 아세톤, 에틸아세테이트, 부틸

아세테이트 및 1,3-부틸렌 글리콜로 구성된 군으로부터 선택되는 용매를 사용하여 추출하는 것이 바람직하다. 

본 발명의 바람직한 구현예에 의하면, 상기 구아바 잎 추출물은 탄소수 1-4개의 무수 또는 함수 저급 알코올을[0014]

용매로 한 추출물이며, 가장 바람직하게는 메탄올을 용매로 한 추출물이다. 

본 발명 다른 바람직한 구현예에 의하면, 상기 구아바 잎 추출물은 상기 용매 추출물을 n-헥산, 클로로포름, 에[0015]

틸아세테이트 또는 n-부탄올 용매를 사용하여 추가 분획하여 얻은 분획물이다. 

본 발명의 보다 바람직한 구현예에 의하면, 본 발명의 구아바 잎 추출물은 구아바 잎의 탄소수 1-4개의 무수 또[0016]

는 함수 저급 알코올 추출물의 n-헥산 또는 클로로포름 용매 분획물이다.  

본 발명의 가장 바람직한 구현예에 의하면, 본 발명의 구아바 잎 추출물은 탄소수 1-4개의 저급 알코올 추출물[0017]

의 클로로포름 용매 분획물이다. 

본 발명의 유효성분 구아바 (Psidium cattleianum) 잎 추출물은 암세포의 증식을 억제하는 활성을 갖는다. [0018]

하기 본 발명의 구체적인 일 실시예에 증명되는 바와 같이, 본 발명의 구아바 잎 추출물은 암세포에서 항-아폽[0019]

토시스(apoptosis, 세포사멸) 단백질의 발현을 억제하고 아폽토시스 유도 단백질의 발현을 증가시킴으로써 아폽

토시스를 유도하며, 세포주기의 sub-G1 세포군집 비율을 증가시킨다.  상기와 같은 기작을 통해 암세포에서 항

증식 활성을 나타낸다. 

본 발명의 바람직한 구현예에 의하면, 본 발명의 조성물은 암의 치료 또는 예방 용도의 약제학적 조성물의 형태[0020]

로 제조될 수 있다. 

본 발명의 바람직한 구현예에 의하면, 본 발명에서의 치료 대상 암은 특정 암으로 한정되지 않으며, 예를 들어[0021]

유방암, 폐암, 위암, 간암, 혈액암, 뼈암, 췌장암, 피부암, 머리 또는 목암(head or neck cancer), 피부 또는

안구 흑색종, 자궁육종, 난소암, 직장암, 항문암, 대장암, 난관암, 자궁내막암, 자궁경부암, 소장암, 내분비암,

갑상선암, 부갑상선암, 신장암, 연조직종양, 요도암, 전립선암, 기관지암 또는 골수암을 들 수 있다. 

본 발명의 약제학적 조성물에는 유효성분으로서 구아바 잎 추출물 이외에 약제학적으로 허용되는 담체를 포함한[0022]

다. 

본 발명의 약제학적 조성물에 포함되는 약제학적으로 허용되는 담체는 제제시에 통상적으로 이용되는 것으로서,[0023]

락토스, 덱스트로스, 수크로스, 솔비톨, 만니톨, 전분, 아카시아 고무, 인산 칼슘, 알기네이트, 젤라틴, 규산

칼슘, 미세결정성 셀룰로스, 폴리비닐피롤리돈, 셀룰로스, 물, 시럽, 메틸 셀룰로스, 메틸히드록시벤조에이트,

프로필히드록시벤조에이트, 활석, 스테아르산 마그네슘 및 미네랄 오일 등을 포함하나, 이에 한정되는 것은 아

니다. 

본 발명의 약제학적 조성물은 상기 성분들 이외에 윤활제, 습윤제, 감미제, 향미제, 유화제, 현탁제, 보존제 등[0024]

을  추가로  포함할  수  있다.  적합한  약제학적으로  허용되는  담체  및  제제는  Remington's  Pharmaceutical

Sciences (19th ed., 1995)에 상세히 기재되어 있다. 

본 발명의 약제학적 조성물의 적합한 투여량은 제제화 방법, 투여 방식, 환자의 연령, 체중, 성, 병적 상태, 음[0025]

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

본 발명의 약제학적 조성물의 경구 투여량은 바람직하게는 1일 당 0.001-1000 mg/kg(체중)이다.  

본 발명의 약제학적 조성물은 경구 또는 비경구로 투여할 수 있고, 비경구로 투여되는 경우, 피부에 국소적으로[0026]

도포, 정맥내 주입, 피하 주입, 근육 주입, 복강 주입, 경피 투여 등으로 투여할 수 있다. 

본 발명의 조성물에 포함되는 유효성분인 구아바 잎 추출물의 농도는 치료 목적, 환자의 상태, 필요기간 등을[0027]

고려하여 결정할 수 있으며 특정 범위의 농도로 한정되지 않는다.  

본 발명의 약제학적 조성물은 당해 발명이 속하는 기술분야에서 통상의 지식을 가진 자가 용이하게 실시할 수[0028]

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

제조되거나 또는 다용량 용기내에 내입시켜 제조될 수 있다.  이때 제형은 오일 또는 수성 매질중의 용액, 현탁

액 또는 유화액 형태이거나 엑스제, 분말제, 과립제, 정제 또는 캅셀제 형태일 수도 있으며, 분산제 또는 안정
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화제를 추가적으로 포함할 수 있다. 

본 발명의 다른 바람직한 구현예에 의하면, 본 발명의 조성물은 암의 완화 또는 개선 용도의 기능성 식품 조성[0029]

물의 형태로 제조될 수 있다. 

본 발명의 기능성 식품 조성물은 식품 제조 시에 통상적으로 첨가되는 성분을 포함하며, 예를 들어, 단백질, 탄[0030]

수화물, 지방, 영양소 및 조미제를 포함한다. 예컨대, 드링크제로 제조되는 경우에는 유효성분으로서 구아바 잎

추출물 이외에 향미제 또는 천연 탄수화물을 추가 성분으로서 포함시킬 수 있다.  예를 들어, 천연 탄수화물은

모노사카라이드(예컨대,  글루코오스,  프럭토오스  등);  디사카라이드(예컨대,  말토스,  수크로오스  등);

올리고당;  폴리사카라이드(예컨대,  덱스트린, 시클로덱스트린 등);  및 당알코올(예컨대, 자일리톨, 소르비톨,

에리쓰리톨 등)을 포함한다.  향미제로서 천연 향미제(예컨대, 타우마틴, 스테비아 추출물 등) 및 합성 향미제

(예컨대, 사카린, 아스파르탐 등)을 이용할 수 있다. 

본 발명의 특징 및 이점을 요약하면 다음과 같다: [0031]

(i) 본 발명은 구아바 (P. cattleianum) 잎 추출물의 신규한 항암 용도에 관한 것이다. [0032]

(ⅱ) 본 발명의 구아바 (P. cattleianum) 잎 추출물은 암세포에서 아폽토시스(세포사멸)를 유도하고 세포주기를[0033]

조절함으로써 암세포의 항-증식 활성을 갖는다. 

(ⅲ) 본 발명의 구아바 (P. cattleianum) 잎 추출물은 암의 치료, 예방 또는 개선 용도의 약제학적 조성물 또는[0034]

기능성 식품 조성물로 개발될 수 있다.  

발명의 효과

본 발명은 구아바 (P. cattleianum) 잎 추출물을 유효성분으로 포함하는 항암용 조성물에 관한 것이다.  본 발[0035]

명의 유효성분 구아바 (P. cattleianum) 잎 추출물은 암세포에서 아폽토시스(세포사멸)을 유도하고 세포주기를

조절함으로써 암세포의 항-증식 활성을 발휘한다.  본 발명의 구아바 (P. cattleianum) 잎 추출물은 암의 치료,

예방 또는 개선 용도의 약제학적 조성물 또는 기능성 식품 조성물로 개잘될 수 있다. 

도면의 간단한 설명

도 1a 내지 도 1c는 구아바 잎 추출물에 대해, 세포의 성장 억제 실험 결과를 보여준다.  생존능(viability)은[0036]

MTT 분석에 기초하여 측정하였다.  측정값은 평균ㅁSD 값으로 표현하였다(n=4). 

도 1a는 구아바 잎 추출물의 용매 분획으로 처리한 SNU-16 세포의 결과이고, 비처리 세포(DMSO 만으로 처리한

세포)를 대조군으로 사용하였다.  분획: ●, 클로로포름 분획(CF); ○, 헥산(hexane)분획(HF); ▼, 에틸아세테

이트 분획 (EF); △, 부탄올 분획 (BF); ■, 메탄올 분획 (MF); □, 수성 잔여물(ARF).  

도 1b는 케르세틴(quercetin)으로 처리한 세포에 대한 결과이다.  

도 1c는 구아바 잎의 CF로 처리한 다양한 암세포주의 결과이다.  비처리 세포(DMSO 만으로 처리한 세포)를 대조

군으로 사용하였다.  세포주: ●, SNU-16 (인간위암세포주); ○, HepG2 (인간 간암세포주) ▼, HeLa (인간자궁

경부암세포주); 및 △, U-937 (인간 백혈병 암세포주). 

도 2a 및 도 2b는 핵의 Hoechst 33342 염색 및 DNA 단편화를 검사한 결과를 보여준다. 

도 2a는 세포를 CF (100 μg/㎖)과 케르세틴(100 ㅅM)으로 24 시간 동안 처리한 후 Hoechst 33342으로 염색한

결과를 보여준다.  

도 2b는 DNA 단편화를 1.8％ 아가로스 젤 전기영동에 의해 분석한 결과를 보여준다.  세포들을 지시된 농도의

CF 또는 케르세틴와 함께 24시간 인큐베이션하였다. 

도 3a 및 도 3b는 SNU-16 세포내에서 아폽토시스 관련 단백질 발현을 면역 블로팅으로 분석한 결과이다. 세포

단백질들을 SDS-PAGE에 의해 분리하고 호오스래디쉬 퍼옥시다아제-컨쥬게이트된 염소 항-래빗 IgG과 함께 필수

1차 항체로 프로브하였다.  b-액틴을 내부 대조군으로서 사용하였다. 

도 3a는 세포를 지시된 농도의 CF과 함께 24 시간 인큐베이션한 후에 세포를 용해한 후 웨스턴 블로팅한 결과이
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다. 

도 3b는 세포를 지시된 농도의 케르세틴과 함께 24 시간 인큐베이션한 후에 세포를 용해한 후 웨스턴 블로팅한

결과이다. 

도 4a 및 도 4b는 구아바 잎의 80％ 메탄올 추출물의 클로로포름 분획의 HPLC 프로파일이다. 

도 4a는 잠정적으로 확인된 화합물들의 280 nm에서 HPLC-PDA 스펙트럼의 주요 피크들을 보여준다(1-10).  

도 4b는 UV 스펙트럼을 갖는 ESI
+
-MS 데이터와 CF의 주요 화합물 3',4',5' 트리메톡시 플라본의 구조를 보여준

다. 

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 실시예를 통하여 본 발명을 더욱 상세히 설명하고자 한다. 이들 실시예는 오로지 본 발명을 보다 구체적[0037]

으로 설명하기 위한 것으로, 본 발명의 요지에 따라 본 발명의 범위가 이들 실시예에 의해 제한되지 않는다는

것은 당업계에서 통상의 지식을 가진 자에 있어서 자명할 것이다. 

실시예  [0038]

실험방법 및 재료 [0039]

1. 화합물 [0040]

HPLC 등급의 아세토니트릴(acetonitrile), 물 및 TFA(trifluoroacetic acid)는 Merck (Darmstadt, Germany) 및[0041]

Fisher Scientific Ltd. (MA, USA)으로부터 구입하였다.  RPMI 1640 배지, DMEM (Dulbecco's modified Eagle's

medium) 배지, 트립신/EDTA, FBS (fetal bovine serum), 페니실린, 스트렙토마이신, Hoechst 33342 염색제들은

Invitrogen  Life  Technologies  Inc.  (Grand  Island,  NY)으로부터 구입하였다.  DMSO (Dimethyl sulfoxide),

Quercetin, MTT, PI, RNase A, 및 카스파아제(caspase) 활성 분석 키트는 Sigma Chemical Co. (St. Louis, M

O)으로부터 구입하였다.  Bax, 절단된 카스파아제-3 및 β-액틴 항체는 Cell Signaling (Beverly, MA)으로부터

구입하였고,  항-카스파아제-8  및  항-Bcl-2은  각각  R&D  systems  (Minneapolis,  MN)  및  Santa  Cruz  (Santia

cruz,  CA)으로부터  구입하였다.  BCA  단백질  분석  키트는  Pierce  (Rockford,  IL)으로부터  구입하였고,

PVDF(polyvinylidene fluoride)막은 Millipore (Bedford, MA)으로부터 구입하였다.  모든 다른 시약은 분석용

등급의 것을 사용하였다. 

2. 식물 재료 [0042]

구아바 (P. cattleianum) 잎은 제주의 농촌진흥청 난지농업연구소 근처에 위치한 농장에서 수집하였고, 증거표[0043]

본(voucher specimen, NO: 109/08)으로서 제주대학교의 아열대 연구소 식물표본실에 기탁하였다. 

3. 추출 및 샘플 준비 [0044]

공기 건조된 잎(1200 gm)을 밀링머신(milling machine)을 사용하여 분쇄하고, 80％ 메탄올을 사용하여 상온에서[0045]

3일간 교반하면서 추출하였다.  추출물을 여과하고, 40℃에서 감압하에서 진공 로터리 증발기(vacuum  rotary

evaporator)를 사용하여 농축하고, 동결건조하여 조 메탄올 추출물을 얻었다(27 mg).  건조시킨 메탄올 추출물

(20 mg)을 물(500 ㎖)내에서 현탁시키고, n-헥산, 클로로포름, 에틸아세테이트 및 n-부탄올을 사용하여 단계적

으로  추가  추출공정을  행하여  분획하였다.   클로로포름  분획  분말은  DMSO에  용해시키고,  PBS(phosphate-

buffered saline, pH 7.4)를 사용하여 희석하여 항증식 분석에 사용하는 원하는 최종 농도로 만들었다. 

4. 세포 배양  [0046]

인간 자궁경부암세포주(HeLa), 인간 간암세포주(HepG2), 인간 위암세포주(SNU-16), 인간 백혈병암세포주(U937)[0047]

의 암세포주와 인간 폐섬유아세포주(CCD-25Lu)은 한국세포주은행 (Korean Cell Line Bank, Seoul, Korea)으로

부터 얻었다.  세포주는 10％(v/v)열-불활성화된 FBS(fetal bovine serum), 100 units/㎖의 페니실린 및 100μ
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g/㎖의 스트렙토마이신이 첨가된 DMEM (Dulbecco's modified Eagle's medium) 또는 RPMI 1640 배지에서 배양하

였다.  세포들은 5％ CO2 분위기하에서 37℃의 습화된 배양기내에서 유지하였다. 

5. 세포 생존능(cell viability) 분석 [0048]

구아바 (P. cattleianum) 잎의 클로로포름 분획(CF)의 다양한 암세포주의 생존능에 미치는 영향은 MTT-기반 분[0049]

석에 의해 측정하였다 (Carimichael, Degraff, Gazdar, Minna & Mitchell, 1987).  간략하게 설명하면, 대수기

(exponential-phase)에 있는 세포들을 수집하고 마이크로타이터 플레이트에 10
4
-10

5
 세포/웰의 농도로 분주하였

다.  이어서 세포들을 다양한 농도의 CF의 존재하에서 4일간 인큐베이션 하였다.  인큐베이션한 후에, 0.1 mg의

MTT (Sigma, St. Louis, MO)를 각 웰에 첨가하고 세포들을 37℃에서 4 시간 동안 인큐베이션하였다.  플레이트

를 2,500 rpm으로 상온에서 20 분간 원심분리하여 배지를 조심스럽게 제거하였다.  이어서, 포르마잔(formazan)

결정을  용해시키기  위해  DMSO  (150μl)를  각  웰에  첨가하였다.  플레이트를  Sunrise  microplate  reader

(Sunrise, Tecan, Salzburg, Austria)를 이용하여 570 nm 에서 즉시 읽었다.  세포 생존능 비율은 다음의 공식

을 사용하여 계산하였다: [(대조군-처리군)/대조군]의 평균값 X 100 ％.  모든 세포 억제는 각 농도에서 3회 반

복하여 평가하였다.  

6. 세포 형태 및 핵 단편화(nuclear fragmentation)[0050]

6-웰 플레이트에 10
5
 세포/㎖의 농도로 담겨져 있는 SNU-16 세포를 플레이팅한 후 5시간 시점에 동등량의 CF으[0051]

로 처리하였다.  24시간 후에, 10 μM의 Hoechst 33342(DNA-특이적 형광염색제)를 각 웰의 용액에 첨가하고 플

레이트를 37℃에서 10 분간 인큐베이션하였다.  이어서 염색된 세포를 Olympus 형광현미경을 사용하여 관찰하였

다. 상기 동일한 방법을 대조군으로서 25-200μM 농도의 케르세틴(quercetin)에 적용하여 비교를 위해 형광 현

미경하에서 측정하여 기록하였다. 

7. 유세포 분석(flowcytometric analysis)  [0052]

세포주기 분포 분석을 위해, SNU-16 세포 (1 X 10
5
 세포/㎖)을 6-웰 플레이트에 플레이팅하고, CF (25 - 200μ[0053]

g/㎖)으로 24 시간 동안 처리하였다. 처리 후에, 세포들을 수집하고, 70％ 에탄올에서 고정시킨 후, 2 mM EDTA

를 함유하는 PBS에서 세정하고, 1 mg/㎖ RNase 및 50 mg/㎖ 프로피디움 요오드(propidium iodide)를 포함하는

1㎖의 PBS내에서 재현탁하였고, 암조건 37℃에서 30분간 인큐베이션 한 후, FACScaliber 유세포분석기(Becton

Dickinson, San Jose, CA)를 사용하여 분석하였다.  각 데이터 파일에 대해 10,000 세포로부터 얻은 데이터를

수집하였다. 아폽토시스 지표인 저이수이배체(hypodiploid) 함량을 갖는 핵의 백분율을 결정하기 위해 모든 히

스토그램은  Cell  Quest  (Becton  Dickson,  USA)를  사용하여  분석하였다(Hockenbery,  Nunez,  Milliman,

Schreiber & Korsmeyer, 1990). 

8. DNA 단편화(fragmentation) [0054]

SNU-16 세포 (1 X 10
5
 세포/㎖)를 25, 50, 100 및 200 μg/㎖의 CF으로 24 시간동안 처리하고, 세포들을 다시[0055]

수집하였다.  지놈 DNA를 추출 완충액(10 mM의 Tris, pH 8.0, 0.1 M의 EDTA)내에서 추출하였다.  소디엄도데실

설페이트(sodium dodecyl sulfate)를 0.5％ 첨가하고, 혼합물을 50 ℃에서 0.5 μg/㎖의 proteinase K와 함께

인큐베이션하였다.  혼합물을 페놀:클로로포름:이소아밀알코올(25:24:1)으로 추출하고, DNA를 5M의 염화나트륨

및 2배 부피의 에탄올을 사용하여 침전시켰다.  추출 DNA의 동등한 양을 0.1 μg/㎖의 에티디움브로마이드를 함

유하는 1.8％ 아가로스젤상에서 전기영동한 후, 자외선 하에서 시각화하였다. 

9. 면역블로팅 분석 [0056]

25, 50, 100 및 200 μg/㎖의 CF으로 처리한 후에, SNU-16 세포들을 수집하고 차가운 PBS으로 2회 세정하였다.[0057]

세포들을 용해 완충액(50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM NaCl, 1％ Nonidet P-40, 2 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM
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NaVO3, 10 mM NaF, 1 mM DTT, 1 mM PMSF, 25 μg/ml aprotinin, 및 25 μg/ml leupeptin)내에서 용해시키고 30

분간 얼음안에 두었다.  용해물을 4℃에서 13,000 rpm으로 30 분간 원심분리하고, 상등액은 -70℃에서 사용시

까지 보관하였다. 단백질 농도는 BCA (bicinchoninic acid) 단백질 분석 키트(Pierce, Rockford, IL)를 사용하

여 측정하였다.  용해물의 동등한 양(60-100 μg의 단백질)을 7.5 - 15％ SDS-PAGE를 통해 분리하고, 글리신 이

전 완충액(glycine transfer buffer, 192 mM glycine, 25 mM Tris-HCl, pH 8.8 및 20％ 메탄올(v/v))을 사용하

여 PVDF(polyvinylidine difluoride)막 (Millipore, MA)상으로 이전시켰다.  5％ 비-지방 건조우유로 블로킹하

고, 상기 막을 1차 항체와 함께 2 시간 동안 인큐베이션시킨 후, TBS (Tris-buffered saline) 및 0.1％ Tween

20을 포함하는 우유내에서 2차 항체와 함께 30 분간 추가 인큐베이션하였다.  1차 항체로는 인간 항-카스파아제

-3,  항-PARP,  항-Bax  (Cell  Signaling,  Beverly,  MA),  항-카스파아제-8  (R&D  Systems,  MN)  및  항-Bcl-2

(Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA) 항체들을 1:1,000 또는 1:2,000 의 희석비율로 사용하였고,

2차  항체로는 호오스래디쉬 퍼옥시다아제-컨쥬게이트 염소 항-인간  IgG  (Vector  Laboratories,  Burlingame,

CA)를  1:5,000의 희석 비율로 사용하였다. 이어서, 상기 막을 X-레이 필름에 노출시켰다. 단백질 밴드는 WEST-

ZOLㄾ plus Western Blot Detection System (iNtRON, Gyeonggi-do, Korea)을 사용하여 검출하였다. 

10. HPLC-PDA-ESI-MS/MS에 의한 분석 [0058]

구아바 잎  추출물의 클로로포름 분획(CF)(1  mg)을  아세토니트릴/물 (50/50,  v/v)의  혼합물내에 용해시키고,[0059]

PTFE 0.20-μm 시린지 필터(Advantec, Tokyo, Japan)를 통해 여과한 후, 2μl를 HPLC 컬럼 상에 주입하였다.

HPLC-PDA-ESI-MS  분석은  Thermo  Scientific  Surveyor  HPLC  및  LTQ  linear  ion  trap  mass  spectrometer

(Thermo Scientific Inc., Waltham, MA, USA), Electrospray ionization (ESI; Bruke esquire 3000 plus) 및

280 nm에 맞추어진 Photodiode-Array Detector (PDA)를 사용하여 행하였다.  UV 스펙트럼은 200 내지 700 nm

범위에서 스캐닝하였다.  크로마토그래피 분리는 Hypersil GOLD C18 컬럼 (100 X 2.1 mm; I.D., 1.9 μm) 상에

서 용출액 A (H2O + 0.05％ TFA) 및 용출액 B (아세토니트릴 + 0.05％ TFA)을 사용하여 200 μl/분의 유속에서

다음의 농도구배 용출 프로파일에 따라 행하였다: 0-25 분, 90-40％ A; 25-35 분, 40-2％ A; 35-38 분, 2％ A;

38-43 분, 2-40％ A, 및 43-45 분, 40％ A.  ESI 실험은 포지티브 및 네가티브 모드에서 모두 수행하였다.  세

팅은 다음과 같았다: 측정된 질량 범위 m/z 150-1000; 이온 트랩 온도, 350℃; Em, 5.0 kV; 건조 N2, 10 ㎖/분;

nebulizing N2, 30 psi; sheath gas flow, 30 units; capillary voltage, 9 V; 및 collision gas, helium. 

1차 정량 분석을 수행하기 위해, 관찰된 모든 피크들의 피크 영역 조사를 행하였다.  잠정적 구조 확인은 각각[0060]

의 종(species)의 선별된 이온 크로마토그램을 갖는 관심의 이온을 질량-선택함으로서 수행하였다.  MS
n
 스펙트

럼은  오토  MS
2
 모드  (베이스  피크의  생성물  이온은  다음  단계  MS에  대한  전구  이온으로서  자동적으로

선별되었다)에서 얻어졌고 추가 구조적 정보를 제공하였다.  기계 작동 및 데이터 수집은 상업적으로 구입 가능

한 소프트웨어 Xcalibur (Finnigan Corp., San Jose, CA, USA)으로 수행하였다. 

11. 통계적 분석 [0061]

모든 결과는 평균ㅁ표준편차로서 표현하였다. Social Science Software (SPSS 12.0 for Windows, 2003, SPSS[0062]

Inc, Chicago, IL, USA )의 통계학 팩키지를 사용하여 일원 변량 분석(one way analysis of variance)을 행하

였다.  데이터는 평균ㅁSD로 표현하였고, p < 0.05의 값을 통계학적으로 의미있는 것으로 간주하였다.  모든 분

석은 3회 중복하여 수행하였다.

실험결과 [0063]

1. 세포 생존능에 대한 CF의 효과 [0064]

구아바 잎의 메탄올 추출물로부터 항암 화합물을 추출하기 위해, 4 가지 종류의 유기용매, 즉 n-헥산, 클로로포[0065]

름, 에틸아세테이트 및 n-부탄올을 이미 기술된 방법에 따라 단계적 방식으로 적용하여 분획하였다(Moon, Kim,

Cho, Chang, Kim & Cho, 2009).  상기 방법에 의해 얻어진 구아바 (P. cattleianum) 잎 추출물 분획의 다양한

농도의 SNU-16 세포의 성장에 대한 영향을 MTT-기반 분석을 통해 검사하였다.  테스트된 추출물중에서 헥산 분
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획(HF) 및 클로로포름 분획(CF) 모두 강력한 효과를 발휘하는 것으로 나타났다.  

이어서, CCD-25Lu 세포(정상 폐 섬유아세포)의 성장에 대한 HF 및 CF의 효과를 평가하였다.  HF는 CCD-25Lu 세[0066]

포에서 독성을 유도한 반면, CF는 독성이 없었다.  따라서, CF를 우선적으로 선택하여 SNU-16 세포의 아톱토시

스를 통한 생존능 감소를 평가하였다.  25, 50, 100 및 200 μg/㎖의 농도의 CF에 노출된 SNU-16 세포의 생존능

비율이 각각 79.8±3.4, 73.8±1.6, 56.3±0.8, 및 29.9±0.6 이었고, 세포 성장의 억제는 용량 의존적 방식으

로 나타났다(도 1a).  상기와 유사한 효과는 포지티브 대조군으로서 가장 흔한 식용 플라보놀(flavonol)인 케르

세틴(quercetin)을 25 - 200 μM 농도 범위에서 사용한 경우에도 나타났다(도 1b).  다음으로, 다른 암세포주의

성장에 대한 CF의 영향을 조사하였다.  IC50 값은 세포주에 따라 변화하였고, SNU-16 세포는 50 - 100 μg/㎖의

용량에서 CF-유도된 독성에 가장 민감하였다(도 1c).  

2. CF에 의한 아폽토시스의 유도 [0067]

CF-유도된 생존능 감소가 아폽토시스에 의한 것인지를 규명하기 위해, Hoechst 33342을 사용하여 핵 염색을 행[0068]

하였고 DNA 단편화 분석을 행하였다.  형광성 DNA-결합 염색제인 Hoechst 33342으로 핵을 염색하면 CF-처리된

세포내에서 단편화되고 응축된 핵을 관찰할 수 있었고, 이와 유사한 결과는 케르세틴(quercetin)으로 처리한 경

우에도 관찰되었다(도 2a).  증가되는 농도의 CF 및 케르세틴으로 처리된 세포는 염색체 내부 절단에 의한 DNA

단편화에 대응하는 래더(ladder)의 축적이 증가하는 유사한 패턴을 나타내었다(도 2b).  종합하면, 상기 결과들

은 CF가 SNU-16 세포내에서 아폽토시스를 유도한다는 것을 지시한다. 

3. 세포주기 진행에 대한 영향 [0069]

CF 처리후에 sub-G1 군집에 있는 세포들을 아폽토시스 인덱스로서 정량화하였고, 케르세틴 처리의 것과 비교하[0070]

였다.  CF로 24시간 처리하면 농도 의존적 방식으로 sub-G1 세포 군집의 증가가 유도되었다(표 1).  하기 표 1

에는 sub-G1 분획에 있는 SNU-16 세포의 백분율을 24 시간 동안에 걸쳐 측정한 결과를 나타내었다. 

표 1

[0071]

CF  처리에  의해  sub-G1  단계에  있는  세포들의  비율이  7.19％(0  μg/㎖)에서  31.4％(100  μg/㎖)으로[0072]

증가하였고, 200 μg/㎖의 CF의 처리에 의해서는 sub-G1 군집에 있는 세포들이 66.6％ 까지 더욱 증가하였다.

케르세틴(quercetin)의 농도를 증가시키면서 처리하는 경우 유사한 결과들이 관찰되었으나, 200 μM의 농도로

처리하는 경우에 sub-G1 군집의 추가적인 증가는 관찰되지 않았다.  따라서, 상기 결과는 CF에 대응하여 관찰되

는 성장의 억제가 세포주기에서의 sub-G1 단계 중지(arrest)와 관련이 있다는 것을 나타낸다.  

4. 아폽토시스-관련 단백질의 웨스턴 블로팅 분석 [0073]

면역블로팅 방법을 통해 CF-유도된 아폽토시스의 기작을 조사하고 케르세틴과 비교하였다.  CF-처리된 SNU-16[0074]

세포내에서 항-아폽토시스 단백질인 Bcl-2의 발현은 농도 의존적 방식으로 현저하게 억제된 반면, Bax의 발현은

비교적 일정하게 유지되었다(도 3a).  케르세틴(quercetin)으로 처리된 세포내에서도 유사한 결과가 관찰되었다

(도 3b).  상기 결과는 SNU-16 세포를 CF와 케르세틴으로 처리하면 Bax/Bcl-2의 비율을 아폽토시스 우호적 비율

로 변화시킴으로써 아폽토시스를 유발하는 것으로 보여진다.  CF 및 케르세틴은 농도 의존적 방식으로 카스파아

제-8,  및 카스파아제-3의 발현을 증가시켰으며,  PARP의 단백질 분해도 증가시켰다.   따라서,  상기 결과들은

SNU-16 세포에서의 CF의 아톱토시스 유도 활성은 Bax/Bcl-2의 비율과 카스파아제 활성화의 증가와 관련된다는
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것을 암시하고 있다.  

5. LC-PDA-ESI-MS/MS에 의한 CF의 화학적 특성 분석 [0075]

SNU-18  세포내에서 아폽토시스의 유도에 현저한 영향을 끼치는 활성성분을 확인하기 위해 CF에 대해 비-타겟[0076]

LC-PAD-MS/MS  화학 분석을 행하였다.  도 4a는 UV 280 nm에서 CF의 주요 피크의 HPLC 스펙트럼을 보여준다.

화합물들을  모분자의  이온,  UV값,  보유시간(retention  time)  및  용출순서와  함께  기존  문헌(Wang,  Wang,

Huang, Tu & Ni, 2007; Zhou et al., 2007; Du & Chen, 2010)에 기술된 분획 패턴을 기초로 하여 잠정적으로

확인하였다.  공지된 데이터 (Huck, Huber, Ongania & Bonn 2000)와의 비교에 의해 확인된 3',4',5'-트리메톡

시플라본(trimethoxy flavone)의 UV 및 MS 데이터는 도 4b에 나타내었다.  대응하는 상업적 표준물질이 없고 오

버랩핑 및 넓은 영역의 피크 때문에 혼합물내에서 확인된 화합물을 LC/UV에 의해 정량하는 것은 용이하지 않았

다.  따라서, 잠정적으로 확인된 화합물의 비교 피크 영역의 비율은 구아바 잎의 CF의 구성성분의 비교 양을 결

정하는데  사용하였다.   혼합물내에는  폴리메톡실레이티드플라본(polymethoxylated  flavone),  세스키테르펜

(sesquiterpene), 제니스테인(genistein), 페룰산(ferulic acid), 올레아놀산(oleanolic acid) 및 공지되지 않

은 다른 화합물들을 포함하고 있었다(표 2). 하기 표 2에는 구아바 잎의 클로로포름 분획에서 UV 및 질량 분석

데이터로 확인한 화합물들의 프로파일을 나타내었다.   

표 2

[0077]

이상으로 본 발명의 특정한 부분을 상세히 기술하였는 바, 당업계의 통상의 지식을 가진 자에게 있어서 이러한[0078]

구체적인 기술은 단지 바람직한 구현 예일 뿐이며, 이에 본 발명의 범위가 제한되는 것이 아닌 점은 명백하다.

따라서, 본 발명의 실질적인 범위는 첨부된 청구항과 그의 등가물에 의하여 정의된다고 할 것이다.
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