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명 세 서

청구범위

청구항 1 

자근 에탄올 추출물을 유효성분으로 포함하는 전립선비대증, 안드로겐 의존성 탈모 및 배뇨장애 중에서 선택된

하나 이상의 안드로겐 수용체 관련 질환의 예방 또는 치료용 약학 조성물.

청구항 2 

삭제

청구항 3 

삭제

청구항 4 

제1항에 있어서, 상기 자근 에탄올 추출물 이외에 추가로 담체, 부형제 또는 희석제를 더 포함하는 것을 특징으

로 하는 전립선비대증, 안드로겐 의존성 탈모 및 배뇨장애 중에서 선택된 하나 이상의 안드로겐 수용체 관련 질

환의 예방 또는 치료용 약학 조성물.

청구항 5 

제1항에 있어서, 상기 조성물은 캡슐제, 산제, 과립제, 정제, 현탁액, 에멀젼, 시럽 및 에어로졸 중에서 선택된

어느 하나의 제형으로 제조되는 것을 특징으로 하는 전립선비대증, 안드로겐 의존성 탈모 및 배뇨장애 중에서

선택된 하나 이상의 안드로겐 수용체 관련 질환의 예방 또는 치료용 약학 조성물.

청구항 6 

자근 에탄올 추출물을 유효성분으로 포함하는 전립선비대증, 안드로겐 의존성 탈모 및 배뇨장애 중에서 선택된

하나 이상의 안드로겐 수용체 관련 질환의 예방 또는 개선용 건강기능식품 조성물.

청구항 7 

삭제

청구항 8 

제6항에 있어서, 상기 조성물은 분말, 과립, 환, 정제, 캡슐, 캔디, 시럽 및 음료 중에서 선택된 어느 하나의

제형으로 제조되는 것을 특징으로 하는 전립선비대증, 안드로겐 의존성 탈모 및 배뇨장애 중에서 선택된 하나

이상의 안드로겐 수용체 관련 질환의 예방 또는 개선용 건강기능식품 조성물.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 자근 추출물을 유효성분으로 포함하는 안드로겐 수용체 관련 질환의 예방, 개선 또는 치료용 조성물[0001]

에 관한 것이다.

배 경 기 술

안드로겐(androgen)은 남성 생식계 성장과 발달에 영향을 미치는 호르몬의 총칭으로, 남성호르몬이라고도 하며,[0002]

남성호르몬의 작용을 나타내는 모든 물질을 일컫는 말이다. 남성의 2차 성징 발달에 작용하는 호르몬으로 주로

남성의 정소에서 분비되며 일부는 부신피질과 여성의 난소에서도 분비되는데, 탄소원자 19개를 가진 스테로이드

로서  고환에서  분비되는  테스토스테론을  비롯하여  세포에서  환원되어  생성되는  디히드로테스토스테론

(dehydrotestosterone),  그것이  변하여  오줌  속에  배설되는  안드로스테론이나  디히드로에피안드로스테론
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(dehydroepiandrosterone) 등과 부신피질에서 분비되는 아드레노스테론 등이 포함된다. 

이들은 생식기관이나 그 밖의 성적 특징의 발육이나 유지 및 기능을 관장한다.  특히 뼈 조직에서 단백질의[0003]

증가, 신장의 무게와 크기 증가, 땀과 피지샘의 활동 증가, 적혈구 세포의 재생 등에 관여하고, 피부에 작용하

면 표피의 각질층이 두꺼워져 피지가 증가하므로, 사춘기의 청소년들에게 발생하는 여드름의 원인이 되기도 한

다. 또한 체모와도 관계가 있는데, 남성의 수염의 경우는 안드로겐이 증가할수록 증가하는 경향을 보이지만, 이

마나 정수리부위의 털이 줄어드는 탈모를 진행시키기도 한다. 

이와  같이 안드로겐이 비정상적으로 증가하여 발생하는 안드로겐 의존성 질환 중에서 전립선 비대증(Benign[0004]

prostatic hyperplasia, BPH)은 과거에는 전립선이 비대해져 방광 하부의 소변이 나오는 통로를 막아 요도 폐색

을 일으켜 소변의 흐름이 감소된 상태로 정의하였고, 조직학적으로는 전립선 간질이나 전립선의 상피조직 세포

가 증식된 것으로 정의하였다. 하지만, 최근에는 이와 같은 정의나 개념으로 설명하기에는 질병의 병태 생리가

너무 복잡하여, 현재는 50세 이상의 남성에서 하루 8회 이상 소변을 보는 빈뇨, 야간 빈뇨, 강하고 갑작스런 요

의(오줌이 마려운 느낌)를 느끼면서 소변이 마려우면 참을 수 없는 절박뇨 등의 방광 저장 증상과 지연뇨(소변

을 볼 때 뜸을 들여야 소변이 나오는 현상), 단절뇨(소변의 흐름이 끊기는 현상), 배뇨 시 힘을 주어야 하는 현

상 등 방광의 배출 장애를 나타내는 증상을 통칭한 하부 요로증상의 호소로 전립선 비대증을 정의하고 있다.

주요한 임상적 특징으로는 전립선 확대(prostate enlargement) 및 하부 요로(lower urinary tract) 징후가 있[0005]

다. 전립선 확대는 안드로겐의 존재 하에서 일어나고, 단백동화 스테로이드들(anabolic steroids)이 전립선의

용량을 증가시키며 요류 속도(urine flow)를 감소시켜 증가된 배뇨 빈도(urinary frequency)를 유발한다고 알려

져 있다. 

전립선은  테스토스테론  및  이의  고환  외부  기원  전구체들(extratesticular  origin)이  더욱  강력한[0006]

DHT(dihydrotestosterone)로 활성화되는 안드로겐-의존성 기관이다. 통상적으로, 전립선은 DHT 형성의 중요한

기관으로, 전립선의 내분비 활성의 전반적인 효과(systemic effect)는 주로 DHT 형성 및 순환(circulation)을

위한 이의 배출에 관여된다. DHT의 생산은 나이가 듦에 따라 증가하여 전립선 성장의 증대 및 비대증을 유발한

다. DHT의 중요성은 5α-환원효소(5α-reductase) 억제제가 BPH 남성 환자에 적용된 임상 연구들에 의해 확인된

다. 많은 경우에, 5α-환원효소 억제제를 이용한 치료법은 전립선의 DHT 레벨과 전립선 크기를 현저하게 감소시

킨다는 것이 알려져 있다. 피나스테라이드(finasteride)는 안드로겐-의존성 질환들, 예를 들어 남성형 대머리,

전립선 비대증(BPH) 및 전립선암의 치료에 폭넓게 이용되고 있다. 피나스테라이드는 5α-환원효소의 경쟁적 및

특이적 억제제로, 전립선, 모낭세포(hair follicles) 및 다른 안드로겐-민감성 조직에서 테스토스테론의 DHT 전

환을  차단하여  혈청  및  전립선  내  DHT  농도의  억제를  초래한다.  피나스테라이드  및  두타스테라이드

(dutasteride) 같은 종래에 이용된 약물들은 BPH의 효과적인 치료 방법이라는 것이 증명되었지만, 이들의 사용

은 발기 부전(erectile  dysfunction),  성욕감퇴(loss  of  libido),  현기증(dizziness)  및 상기도 감염(upper

respiratory tract infection) 같은 부작용들로 인하여 엄격하게 제한되고 있다.

한편,  자근  (Lithospermi  Radix)은  자초(紫草),  자단(紫丹),  자부(紫芙)라고도  하며  지치(Lithospermum[0007]

erythrorhizon  Siebold  et  Zuccarini)(지치과  Boraginaceae)의  뿌리를  건조한  것으로,  한의학적으로

혈분(血分)에서 열사(熱邪)를 없애고 해독하며 발진을 순조롭게 한다. 또한 혈액 순환을 촉진하고 대변을 잘 나

오게 하며 새살이 빨리 돋아나게 하는 것으로 알려져 있다. 

본  발명의  안드로겐  수용체  결합  저해제  관련  종래기술로는  일본등록특허  제2655646호에  쓴풀,  지치  쓴풀,[0008]

황금, 죽절인삼, 얼룩조릿대 및 진피에서 선택된 적어도 일종의 생약의 추출 엑기스를 유효성분으로 함유하는

안드로겐 수용체 결합 저해제가 알려져 있으나, 본 발명의 자근 추출물을 유효성분으로 포함하는 안드로겐 수용

체 관련 질환의 예방, 개선 또는 치료용 조성물에 대해서는 알려진 바 없다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명은 상기와 같은 요구에 의해 도출된 것으로서, 본 발명은 자근 추출물을 유효성분으로 포함하는 안드로[0009]

겐 수용체 관련 질환의 예방, 개선 또는 치료용 조성물을 제공하고, 본 발명의 유효성분인 자근 추출물은 항안

드로겐 활성이 있으며, DHT(Dihydrotestosterone)의 AR(androgen receptor) 결합을 억제하는 효과가 있다는 것

을 확인함으로써, 본 발명을 완성하였다.
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과제의 해결 수단

상기 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 자근 추출물을 유효성분으로 포함하는 안드로겐 수용체 관련 질환의[0010]

예방 또는 치료용 약학 조성물을 제공한다.

또한, 본 발명은 자근 추출물을 유효성분으로 포함하는 안드로겐 수용체 관련 질환의 예방 또는 개선용 건강기[0011]

능식품 조성물을 제공한다.

발명의 효과

본 발명은 자근 추출물을 유효성분으로 포함하는 안드로겐 수용체 관련 질환의 예방, 개선 또는 치료용 조성물[0012]

에 관한 것이다. 본 발명의 유효성분인 자근 추출물은 항안드로겐 활성이 있으며, DHT(Dihydrotestosterone)의

AR 결합을 억제하는 효과가 있으므로, 안드로겐 수용체 관련 질환인 전립선비대증, 안드로겐 의존성 탈모, 배뇨

장애 및 전립선암 관련 산업에 널리 활용될 수 있다. 

도면의 간단한 설명

도  1은  22Rv1/EE4  세포에서  안드로겐  수용체  전사  활성화  어세이(androgen  receptor  transcriptional[0013]

activation (AR-TA) assay)를 이용한 자근 추출물의 항 안드로겐 활성 및 세포 생존률에 대한 1차 스크리닝 결

과로, 양성대조군에 대비되는 상대적 활성(%)을 나타낸 것이다.

도  2는  22Rv1/EE4  세포에서  안드로겐  수용체  전사  활성화  어세이(androgen  receptor  transcriptional

activation (AR-TA) assay)를 이용한 자근 추출물의 항 안드로겐 활성 및 세포 생존률에 대한 2차 스크리닝 결

과로, 양성대조군에 대비되는 상대적 활성(%)을 나타낸 것이다.

도 3은 본 발명의 자근 추출물의 안드로겐 수용체에 대한 [
3
H] DHT의 용량-반응 곡선과 cold DHT에 의한 300pM

[
3
H] DHT의 결합 저해를 확인한 결과이다.

도 4는 AR 과발현시킨 Cos7 세포에서 본 발명의 농도별 자근 추출물의 300pM [
3
H] DHT의 AR 결합 정도를 확인한

것이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 발명은 자근 추출물을 유효성분으로 포함하는 안드로겐 수용체 관련 질환의 예방 또는 치료용 약학 조성물에[0014]

관한 것이다.

상기 자근 추출물은 하기의 단계를 포함하는 방법에 의해 제조할 수 있으나, 이에 한정하지 않는다:[0015]

(1) 자근에 추출용매를 가하여 추출하는 단계;[0016]

(2) 단계 (1)의 추출물을 여과하는 단계; 및 [0017]

(3) 단계 (2)의 여과한 추출물을 감압 농축하고 건조하여 추출물을 제조하는 단계. [0018]

상기 단계 (1)에서 추출용매는 물, C1~C4의 저급 알코올 또는 이들의 혼합물 중에서 선택하는 것이 바람직하며,[0019]

더 바람직하게는 에탄올이고, 더욱더 바람직하게는 70%(v/v) 에탄올이지만 이에 한정하지 않는다.

상기 제조방법에 있어서, 추출방법은 여과법, 열수 추출, 침지 추출, 환류 냉각 추출 및 초음파 추출 등의 당[0020]

업계에 공지된 모든 통상적인 방법을 이용할 수 있다. 상기 추출용매는 건조된 자근 중량의 1~20배 첨가하여 추

출하는 것이 바람직하며, 더 바람직하게는 5~15배 첨가하는 것이다. 추출온도는 4 내지 50℃인 것이 바람직하나

이에 한정하지 않는다. 또한, 추출시간은 0.5~10시간인 것이 바람직하며, 0.5~5시간이 더욱 바람직하고, 1시간

이 가장 바람직하나 이에 한정하지 않는다. 상기 방법에 있어서, 단계 (3)의 감압농축은 진공 감압 농축기 또는

진공회전증발기를 이용하는 것이 바람직하나 이에 한정하지 않는다. 또한, 건조는 감압건조, 진공건조, 비등건

조, 분무 건조 또는 동결 건조하는 것이 바람직하나 이에 한정하지 않는다.

상기 안드로겐 수용체 관련 질환은 전립선비대증, 안드로겐 의존성 탈모, 배뇨장애 및 전립선암 중에서 선택된[0021]

하나 이상인 것이 바람직하지만 이에 한정하는 것은 아니다.

상기 자근 추출물 이외에 추가로 약제학적으로 허용가능한 담체, 부형제 또는 희석제를 더 포함할 수 있다.[0022]
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본 발명의 약학 조성물은 캡슐제, 산제, 과립제, 정제, 현탁액, 에멀젼, 시럽 및 에어로졸 중에서 선택된 어느[0023]

하나의 제형으로 제조될 수 있으나, 이에 제한되지 않는다.

본 발명의 약학 조성물은 경구 또는 비경구로 투여될 수 있으며, 비경구 투여 시 피부 외용 또는 복강 내,[0024]

직장, 정맥, 근육, 피하, 자궁 내 경막 또는 뇌혈관 내 주사 방식을 선택하는 것이 바람직하며, 가장 바람직하

게는 피부 외용으로 사용한다.

본 발명의 약학 조성물은 충진제, 증량제, 결합제, 습윤제, 붕해제, 계면활성제 등의 희석제 또는 부형제를 사[0025]

용하여 조제될 수 있다. 경구투여를 위한 고형 제제에는 정제, 환제, 산제, 과립제, 캡슐제 등이 포함되며, 이

러한 고형 제제는 하나 이상의 화합물에 적어도 하나 이상의 부형제 예를 들면, 전분, 탄산칼슘, 수크로오스

(sucrose) 또는 락토오스(lactose), 젤라틴 등을 섞어 조제된다. 또한, 단순한 부형제 이외에 스테아린산 마그

네슘, 탈크 등과 같은 윤활제들도 사용된다. 경구 투여를 위한 액상 제제로는 현탁제, 내용액제, 유제, 시럽제

등이 해당되는데 흔히 사용되는 단순 희석제인 물, 리퀴드 파라핀 이외에 여러 가지 부형제, 예를 들면 습윤제,

감미제, 방향제, 보존제 등이 포함될 수 있다. 비경구 투여를 위한 제제에는 멸균된 수용액, 비수성 용제, 현탁

제, 유제, 동결건조제제, 좌제가 포함된다. 비수성 용제 및 현탁 용제로는 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, 글리세로 젤라틴

등이 사용될 수 있다.

본 발명에 따른 조성물은 약제학적으로 유효한 양으로 투여한다. 본 발명에 있어서, "약제학적으로 유효한 양"[0026]

은 의학적 치료에 적용 가능한 합리적인 수혜/위험 비율로 질환을 치료하기에 충분한 양을 의미하며, 유효용량

수준은 환자의 질환의 종류, 중증도, 약물의 활성, 약물에 대한 민감도, 투여 시간, 투여 경로 및 배출 비율,

치료기간, 동시 사용되는 약물을 포함한 요소 및 기타 의학 분야에 잘 알려진 요소에 따라 결정될 수 있다. 본

발명의 조성물은 개별 치료제로 투여하거나 다른 치료제와 병용하여 투여될 수 있고 종래의 치료제와는 순차적

또는 동시에 투여될 수 있으며, 단일 또는 다중 투여될 수 있다. 상기한 요소들을 모두 고려하여 부작용없이 최

소한의 양으로 최대 효과를 얻을 수 있는 양을 투여하는 것이 중요하며, 이는 당업자에 의해 용이하게 결정될

수 있다.

본 발명의 조성물의 투여량은 환자의 체중, 연령, 성별, 건강상태, 식이, 투여시간, 투여방법, 배설률 및 질환[0027]

의 중증도에 따라 그 범위가 다양하게 사용할 수 있다.

또한, 본 발명은 자근 추출물을 유효성분으로 포함하는 안드로겐 수용체 관련 질환의 예방 또는 개선용 건강기[0028]

능식품 조성물에 관한 것이다.

상기 안드로겐 수용체 관련 질환은 전립선비대증, 안드로겐 의존성 탈모, 배뇨장애 및 전립선암 중에서 선택된[0029]

하나 이상인 것이 바람직하지만 이에 한정하는 것은 아니다.

상기 자근 추출물을 유효성분으로 포함하는 안드로겐 수용체 관련 질환의 예방 또는 개선용 건강기능식품 조성[0030]

물은 분말, 과립, 환, 정제, 캡슐, 캔디, 시럽 및 음료 중에서 선택된 어느 하나의 제형으로 제조하거나, 식품

의 성분으로 첨가하여 제조될 수 있으며, 통상적인 방법에 따라 적절하게 제조될 수 있다. 

본 발명의 자근 추출물을 첨가할 수 있는 식품의 일례로는 육류, 소시지, 빵, 초콜릿, 캔디류, 스넥류, 과자류,[0031]

피자, 라면, 기타 면류, 껌류, 아이스크림류를 포함한 낙농제품, 각종 스프, 음료수, 차, 드링크제, 알코올 음

료 및 비타민 복합제 중에서 선택된 어느 하나의 형태일 수 있으며, 통상적인 의미에서의 건강기능식품을 모두

포함한다.

상기 건강기능식품은 여러 가지 영양제, 비타민, 광물(전해질), 합성 및 천연 풍미제, 착색제 및 증진제(치즈,[0032]

초콜릿 등), 펙트산 및 그의 염, 알킨산 및 그의 염, 유기산, 보호성 콜로이드 증점제, pH 조절제, 안정화제,

방부제, 글리세린, 알코올, 탄산음료에 사용되는 탄산화제 등을 함유할 수 있다. 그 밖에 천연 과일 주스 및 야

채 음료의 제조를 위한 과육을 함유할 수 있다. 이러한 성분은 독립적으로 또는 조합하여 사용할 수 있다. 

본 발명의 건강기능식품 조성물은 여러가지 향미제 또는 천연 탄수화물 등을 추가 성분으로서 함유할 수 있다.[0033]

상기 천연 탄수화물은 포도당, 과당과 같은 모노사카라이드, 말토스, 슈크로스와 같은 디사카라이드, 및 덱스트

린, 사이클로덱스트린과 같은 폴리사카라이드, 자일리톨, 소르비톨, 에리트리톨 등의 당알콜이다. 감미제로서는

타우마틴, 스테비아 추출물과 같은 천연 감미제나, 사카린, 아스파르탐과 같은 합성 감미제 등을 사용할 수 있

다.
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이하, 실시예를 이용하여 본 발명을 더욱 상세하게 설명하고자 한다. 이들 실시예는 오로지 본 발명을 보다 구[0034]

체적으로 설명하기 위한 것으로 본 발명의 범위가 이들에 의해 제한되지 않는다는 것은 당해 기술분야에서 통상

의 지식을 가진 자에게 있어 자명한 것이다. 

1. 시료 및 실험방법[0035]

본 발명의 일 실시예에서 사용하는 자근은 옴니허브(주)으로부터 구입하여 사용하였다. [0036]

1) 자근 추출물의 제조[0037]

건조한 자근 970g에 대하여, 70%(v/v) 에탄올 10ℓ를 가하고, 3시간 동안 환류 추출하였다. 상기 추출액을 여과[0038]

한 후, 냉각 콘덴서가 장착된 농축 장치로 40℃에서 감압 농축하였다. 감압 농축된 추출물의 용매를 완전히 제

거하기 위하여 정제수 500㎖를 넣어 현탁시킨 후, 동결건조기를 이용하여 동결건조하였다. 자근의 동결건조된

70% 에탄올 추출물의 수득률은 38.30%였다.

2) 항안드로겐 활성 스크리닝[0039]

본 발명의 일실시예에서는 22Rv1/EE4 세포를 사용하여 인 비트로 안드로겐 수용체 전사 활성화 어세이(in vitro[0040]

androgen receptor transcriptional activation assay)를 이용하여 자근 추출물의 항안드로겐 활성을 스크리닝

하였다. 상기 22Rv1/EE4 세포는 사람 전립선암 세포주인 22Rv1 세포에 안드로겐 반응인자(androgen responsive

element)에 의해 발현이 조절되는 루시퍼라아제 수용체 유전자 플라스미드(luciferase  reporter  gene  plasmi

d)를 함유하고 있으며, 글루코코르티코이드 수용체(glucocorticoid receptor)를 넉다운(knock down)시킨 세포

이다.

1차 스크리닝은 대조군(Control)을 포함하여 4단계의 농도로 나누어 실시하였으며, 1차 스크리닝 후 대략적인[0041]

IC50 값을 기준으로 2차 스크리닝 대상을 선별하였으며, 2차 스크리닝은 대조군(Control)을 포함하여 7단계의 농

도로 나누어 실시한 후, IC50를 산출하였다.

3) in vitro 항안드로겐 활성 검색 조건[0042]

- 시험 재료: 70%(v/v) 에탄올 자근 추출물이 100mg/㎖의 농도가 되도록 DMSO에 용해하여 준비하였다. [0043]

-  시험 세포주: 22Rv1/EE4  세포(안드로겐 수용체 반응인자(androgen receptor responsive element)를 함유한[0044]

리포터 유전자와 GR 넉다운(knock down) 플라스미드(plasmid)를 영구 함유하는 사람의 전립선암 세포주)

- 시험 조건: 96웰 플레이트에 charcoal stripped FBS (Sigma)를 5% 첨가한 페놀-레드 프리 RPMI-1640 배지에[0045]

3×10
4
개의 세포를 분주하고, 세포를 유지했던 배지에 의한 안드로겐 작용이 최소화되도록 48시간 동안 인큐베이

션하였다. 그 후, 300pM R1881과 여러 농도의 자근 추출물을 동시에 24시간 동안 처리한 후 세포를 수득하여 프

로메가(Promega)  사의  루시퍼라아제  어세이  시스템(luciferase  assay  system)을  이용하여  루시퍼라아제

(luciferase) 활성을 측정하였다. 실험의 검증을 위하여 0.13% DMSO 및 20μM의 비칼루타마이드(bicalutamide;

anti-androgen compound), 300pM R1881, 300pM R1881+20μM 비칼루타마이드(bicalutamide)를 양성 및 음성 대

조군으로 사용하여 매 플레이트마다 실험하였다. 

- 항안드로겐 작용이 세포독성에 의할 수 있으므로 항안드로겐 시험과 동일한 조건으로 세포 플레이팅 및 시료[0046]

처리 후, MTS 어세이를 이용하여 세포독성을 확인하였다.

- 양성 대조군 및 결과 분석: 항안드로겐 작용의 양성대조군은 300pM R1881을 사용하였으며, 양성대조군 300pM[0047]

R1881의 활성을 100%로 기준하여 자근 추출물의 항안드로겐 작용을 나타내었다. 

    % of inhibition = [(자근 추출물 + 300pM R1881의 루시퍼라아제 활성)-(블랭크의 루시퍼라아제 활성)]×[0048]

등록특허 10-1876201

- 7 -



100

4) 자근 추출물의 세포 기반 안드로겐 수용체 결합 어세이 조건[0049]

- 시험 세포주: 인간 안드로겐 수용체를 일시적으로 과발현시킨 Cos-7 세포 (ATCC® CRL-1651™).[0050]

-  시험  조건:  24웰  플레이트에  웰당  5×10
4
의

 
Cos-7  세포를  깔은  후,  24시간  후에  리포펙타민[0051]

2000(lipofectamine 2000)을 이용하여 pCMV-hAR 플라스미드를 형질전환시켰다. 호르몬을 고갈시킨 DMEM 배지에

[
3
H]DHT  (Dihydrotestosterone,  [1,2,4,5,6,7-3H(N)]-(5αAndrostan-17β-OL-3-One),  Cat.  no.  NET453250UC,

PerkinElmer)를 최종 300pM이 되도록 녹인 후, 자근 추출물을 원하는 농도로 용해시킨 시험배지를 제조하여, 형

질전환 24시간 후에 배지를 제거한 후 세포를 PBS로 3회 세척한 후 시험배지로 교체하였다. 그 후 90분간 배양

한 후 각 웰을 빙-냉 PBS로 3번씩 세척하여 결합되지 않은 [
3
H]DHT를 완전히 씻어 제거한 후 Passive lysis

buffer(PLB; Cat. no. E1941, Promega)를 웰 당 200㎕씩 첨가하여 세포를 용해시켰다. 액체섬광계수기(Liquid

Scintillation Counter, LSC) vial에 칵테일 솔루션 3㎖과 cell lysate 150㎕를 넣어 잘 섞은 후, LSC를 이용

하여 카운팅하였다.

양성 대조군은 300pM [
3
H]DHT를 사용하였으며, 이를 100%로 기준하여 자근 추출물에 의한 안드로겐 수용체에 결[0052]

합된 [
3
H]DHT의 양을 계산하였다. 

%  of  inhibition  =  [(자근  추출물+300  pM   [
3
H]DHT  counting-  Blank  cell  counting)/(300  pM   [

3
H]DHT[0053]

counting- Blank cell counting)×100] 

실시예 1. 자근 추출물의 항 안드로겐 활성 스크리닝[0054]

자근 추출물에 의한 세포독성에 의해서도 안드로겐 작용이 저해되는 것처럼 나타날 수 있으므로 세포독성 실험[0055]

을 함께 실시하여 자근 추출물의 세포독성에 의한 안드로겐 작용이 저해되는 것을 배제하였다.

300pM R1881(양성대조군)과 자근 추출물을 0.1, 1, 10 및 100㎍/㎖의 농도로 각각 처리하여 항안드로겐 작용을[0056]

1차 스크리닝한 결과, 도 1 및 표 1에 개시한 바와 같이, 0.1~10㎍/㎖의 농도에서 항안드로겐 활성 및 세포생존

율이 우수하였으나, 100㎍/㎖의 농도에서 항안드로겐 활성 및 세포생존율이 감소하는 것을 확인하였다.  

표 1

[0057] 추출용매 항안드로겐 활성 세포독성

IC50(㎍/㎖) LC30(㎍/㎖)

자근 70%(v/v) 에탄올 25.3 50.2

LC30: Lethal Concentration 30 [0058]

이후, 항안드로겐 활성 및 세포 독성에 대한  2차 확인 실험을 수행하였다. 자근 추출물은 100㎍/㎖을 최고 농[0059]

도로 하여 단계별로 7단계의 농도(0.1, 0.5, 1, 5, 10, 50 및 100㎍/㎖)로 처리하여 자근 추출물의 항안드로겐

작용의 용량 의존성을 확인하였으며, IC50(㎍/㎖) 값을 산출하였다. 

그 결과, 도 2 및 표 2에 개시한 바와 같이, 자근 추출물의 항안드로겐 작용의 용량 의존성은 IC50이 26.8㎍/㎖[0060]

인 것으로 나타났고, 50㎍/㎖의 자근 추출물을 처리할 때까지는 세포독성이 거의 없다는 것을 확인하였다.

표 2

자근 추출물의 항안드로겐 활성 및 세포독성 (2차)[0061]

추출용매 항안드로겐 활성 세포독성

IC50(㎍/㎖) LC30(㎍/㎖)

자근 70%(v/v) 에탄올 26.8 85.9
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실시예 2. 자근 추출물의 세포 기반 안드로겐 수용체 결합 어세이[0062]

자근 추출물의 안드로겐 수용체(androgen receptor;AR)와의 상호작용을 관찰하기 위하여 세포 기반 안드로겐 수[0063]

용체 결합 어세이를 실시하였다.  

안드로겐 수용체 결합 어세이는 AR이 발현되지 않은 Cos7 세포에 AR을 일시적으로 과발현시킨 후 [
3
H] DHT가 AR[0064]

에 결합되는 것을 AR에 친화력이 있는 물질이 저해하는 것을 관찰하는 시험으로, 본 실시예 2에서는 [
3
H] DHT의

농도를 항안드로겐 시험에서 사용한 300pM로 사용하였으며, 최대 CPM은 약 10,000~11,000 정도였으며, 아무것도

처리하지 않은 세포는 100 이하로, cold DHT 10μM을 처리한 세포에서는 100~150 정도가 측정되어 실험에 적정

할 것으로 판단하였다. 우선적으로 [
3
H] DHT의 용량-반응 곡선을 위하여 다양한 농도의 [

3
H] DHT를 처리한 후 방

사능(radioactivity)를 측정한 결과, 도 3에 개시한 바와 같이, 용량 의존적으로 CPM이 증가되는 양상을 확인할

수 있었다. 

아울러 300 pM [
3
H] DHT와 cold DHT를 다양한 농도로 처리하였을 때 cold DHT가 용량 의존적으로 [

3
H] DHT의 AR[0065]

결합을 저해하였으며, IC50 값을 산출하였을 때 1.9×10
-8 
M로 나타났다. 

또한, AR을 일시적으로 과발현시킨 Cos7 세포에 300pM [
3
H] DHT와 자근 추출물(500㎍/㎖을 최대농도로 하여 공[0066]

비 1/2로 희석하여 최소 15.6㎍/㎖)을 6단계의 농도로 처리한 후 방사능을 측정하여 용량-반응 관계 확인 및

IC50 값을 산출하였다.

그 결과, 도 4 및 표 3에 개시한 바와 같이, 자근 추출물은 용량 의존적으로 300pM [
3
H] DHT의 결합을 저해하는[0067]

것을 확인하였다. 

표 3

300pM [
3
H] DHT의 AR 결합에 대한 추출물의 저해 및 AR-TA IC50 값과 비교[0068]

시료 Antagonistic activity(㎍/㎖) Min

(% of [
3
H] DHT)

CV

(%)

AR-TA

IC50(㎍/㎖)IC20 IC30 IC50

Cold
DHT(M)

2.35×10
-8

5.89×10
-8

1.93×10
-8 1.4 3.96 -

자근 25.8 74.5 424.5 46.6 2.47 26.8

Min: 자근 추출물이 500㎍/㎖ 농도 이하에서 최대로 AR 결합을 저해했을 때를 % of [
3
H] DHT로 나타낸 것이다. [0069]

CV: Coefficient of Variation으로, 표준편차/평균으로 구하여 10% 이하가 실험의 신뢰성이 받아들여지는 값이[0070]

다.
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