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(54) 발명의 명칭 활성산소 생성억제제 및 활성산소 소거제 복합물을 유효성분으로 포함하는 바이러스 감염 질
환의 예방, 치료, 또는 개선용 조성물

(57) 요 약

본 발명은 바이러스 감염 질환을 예방, 치료, 및 개선할 수 있는 조성물에 관한 것으로서, 활성산소 생성억제제

및 활성산소 소거제는 안전성이 이미 검증되어 본 발명의 조성물도 인체 적용에 안전성이 보장되고, 본 발명은

바이러스가 숙주세포의 산화적 손상을 야기하여 그 조건에서 바이러스 복제 및 감염을 활성화시키는 기전을 역으

로 이용한 것으로서, 기존의 백신과 같이 특정 바이러스에 대한 직접적인 특이성(specificity)은 없으나, 바이러

스의 종류나 변이(mutation)와 무관하게 산화적 스트레스를 유발하는 모든 바이러스에 대한 증식을 효율적으로

억제할 수 있는 바, 신종바이러스의 출현이나 바이러스 변이에 의해 매년 새로 개발해야 하는 백신의 제한적 대

체제로서 글로벌(global) 감염억제제 및 치료제로 적용될 수 있으며 방역 차원의 예방제 또는 보조제 등으로 활

용될 것으로 기대된다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

활성산소(reactive oxygen species: ROS) 생성억제제 및 ROS 소거제 복합물을 유효성분으로 포함하는, 바이러스

감염 질환의 예방 또는 치료용 약학적 조성물로서, 

상기 ROS 생성억제제는 소포체스트레스 활성화 억제를 통해 ROS 생성을 억제하는 것이고, 

상기 ROS 소거제는 기존 생성된 ROS를 제거하는 것을 특징으로 하는, 약학적 조성물. 

청구항 2 

제1항에 있어서, 

상기  ROS  생성억제제는  4-페닐부티레이트(4-phenylbutyrate:  4-PBA),  타우린 컨쥬게이티드 우르소데옥시콜산

(taurine-conjugated  ursodeoxycholic  acid:  TUDCA),  3-MA(3-Methyladenine)  및  클로로퀸(chloroquine

diphosphate)으로 이루어진 군으로부터 선택된 하나 이상인 것을 특징으로 하는, 약학적 조성물.

청구항 3 

제1항에 있어서, 

상기 ROS 소거제는 N-아세틸 시스테인(N-acetyl cysteine: NAC), 글루타치온(glutathione), 초과산화물 불균등

화효소  (superoxide  dismutase  1:  SOD1),  카탈라아제(catalase),  부틸하이드록시아니솔(butylated

hydroxyanisole: BHA), 부틸하이드록시톨루엔(butylated hydroxytoluene: BHT), 아스코르부산(ascorbic acid),

및 토코페롤(tocopherol)으로 이루어진 군으로부터 선택된 하나 이상을 추가로 포함하는 것을 특징으로 하는,

약학적 조성물.

청구항 4 

제1항에 있어서, 

상기 ROS 소거제는 초과산화물 불균등화효소 (superoxide dismutase 1: SOD1)을 포함하고, 

N-아세틸 시스테인(N-acetyl cysteine:  NAC),  글루타치온(glutathione), 카탈라아제(catalase), 부틸하이드록

시아니솔(butylated hydroxyanisole: BHA), 부틸하이드록시톨루엔(butylated hydroxytoluene: BHT), 아스코르

부산(ascorbic acid), 및 토코페롤(tocopherol)으로 이루어진 군으로부터 선택된 하나 이상을 추가로 포함하는

것을 특징으로 하는, 약학적 조성물. 

청구항 5 

제1항에 있어서, 

상기 바이러스는 인플루엔자 바이러스, 인간면역결핍바이러스 및 코로나바이러스로 이루어진 군으로부터 선택되

는 하나 이상의 바이러스인 것을 특징으로 하는, 약학적 조성물.

청구항 6 
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제1항에 있어서, 

상기 조성물은 흡입에 의한 비강 또는 구강 투여용인 것을 특징으로 하는, 약학적 조성물. 

청구항 7 

활성산소(reactive oxygen species: ROS) 생성억제제 및 ROS 소거제를 유효성분으로 포함하는, 바이러스 감염

질환의 예방 또는 개선용 식품 조성물로서, 

상기 ROS 생성억제제는 소포체스트레스 활성화 억제를 통해 ROS 생성을 억제하는 것을 특징으로 하는, 식품 조

성물. 

청구항 8 

제7항에 있어서, 

상기  ROS  생성억제제는  4-페닐부티레이트(4-phenylbutyrate:  4-PBA),  타우린 컨쥬게이티드 우르소데옥시콜산

(taurine-conjugated  ursodeoxycholic  acid:  TUDCA),  3-MA(3-Methyladenine)  및  클로로퀸(chloroquine

diphosphate)으로 이루어진 군으로부터 선택된 하나 이상인 것을 특징으로 하는, 식품 조성물. 

청구항 9 

제7항에 있어서, 

상기 ROS  소거제는 N-아세틸 시스테인(N-acetyl cysteine:  NAC),  글루타치온(glutathione: GSH),  초과산화물

불균등화효소  (superoxide  dismutase  1:  SOD1),  카탈라아제(catalase),  부틸하이드록시아니솔(butylated

hydroxyanisole: BHA), 부틸하이드록시톨루엔(butylated hydroxytoluene: BHT), 아스코르부산(ascorbic acid),

및 토코페롤(tocopherol)으로 이루어진 군으로부터 선택된 하나 이상을 추가로 포함하는 것을 특징으로 하는,

식품 조성물.

청구항 10 

제7항에 있어서, 

상기 ROS 소거제는 초과산화물 불균등화효소 (superoxide dismutase 1: SOD1)을 포함하고, 

N-아세틸 시스테인(N-acetyl cysteine:  NAC),  글루타치온(glutathione), 카탈라아제(catalase), 부틸하이드록

시아니솔(butylated hydroxyanisole: BHA), 부틸하이드록시톨루엔(butylated hydroxytoluene: BHT), 아스코르

부산(ascorbic acid), 및 토코페롤(tocopherol)으로 이루어진 군으로부터 선택된 하나 이상을 추가로 포함하는

것을 특징으로 하는, 식품 조성물. 

청구항 11 

제7항에 있어서, 

상기 바이러스는 인플루엔자 바이러스, 인간면역결핍바이러스 및 코로나바이러스로 이루어진 군으로부터 선택되

는 하나 이상의 바이러스인 것을 특징으로 하는, 식품 조성물.

청구항 12 

활성산소(reactive oxygen species: ROS) 생성억제제 및 ROS 소거제를 유효성분으로 포함하는, 바이러스 감염

공개특허 10-2021-0011894

- 4 -



질환의 예방 또는 개선용 사료 첨가제로서, 

상기 ROS 생성억제제는 소포체스트레스 활성화 억제를 통해 ROS 생성을 억제하는 것이고, 

상기 ROS 소거제는 기존 생성된 ROS를 제거하는 것을 특징으로 하는, 사료 첨가제. 

청구항 13 

제12항에 있어서, 

상기  ROS  생성억제제는  4-페닐부티레이트(4-phenylbutyrate:  4-PBA),  타우린 컨쥬게이티드 우르소데옥시콜산

(taurine-conjugated  ursodeoxycholic  acid:  TUDCA),  3-MA(3-Methyladenine)  및  클로로퀸(chloroquine

diphosphate)으로 이루어진 군으로부터 선택된 하나 이상이고, 

상기 ROS 소거제는 N-아세틸 시스테인(N-acetyl cysteine: NAC), 글루타치온(glutathione), 초과산화물 불균등

화효소  (superoxide  dismutase  1:  SOD1),  카탈라아제(catalase),  부틸하이드록시아니솔(butylated

hydroxyanisole: BHA), 부틸하이드록시톨루엔(butylated hydroxytoluene: BHT), 아스코르부산(ascorbic acid),

및 토코페롤(tocopherol)으로 이루어진 군으로부터 선택된 하나 이상을 추가로 포함하는 것을 특징으로 하는,

사료 첨가제.

청구항 14 

활성산소(reactive oxygen species: ROS) 생성억제제 및 ROS 소거제를 유효성분으로 포함하는, 바이러스 감염

질환 방역용 조성물로서, 

상기 ROS 생성억제제는 소포체스트레스 활성화 억제를 통해 ROS 생성을 억제하는 것이고,

상기 ROS 소거제는 기존 생성된 ROS를 제거하는 것을 특징으로 하는, 방역용 조성물. 

청구항 15 

제14항에 있어서, 

상기  ROS  생성억제제는  4-페닐부티레이트(4-phenylbutyrate:  4-PBA),  타우린 컨쥬게이티드 우르소데옥시콜산

(taurine-conjugated  ursodeoxycholic  acid:  TUDCA),  3-MA(3-Methyladenine)  및  클로로퀸(chloroquine

diphosphate)으로 이루어진 군으로부터 선택된 하나 이상이고, 

상기 ROS 소거제는 N-아세틸 시스테인(N-acetyl cysteine: NAC), 글루타치온(glutathione), 초과산화물 불균등

화효소  (superoxide  dismutase  1:  SOD1),  카탈라아제(catalase),  부틸하이드록시아니솔(butylated

hydroxyanisole: BHA), 부틸하이드록시톨루엔(butylated hydroxytoluene: BHT), 아스코르부산(ascorbic acid),

및 토코페롤(tocopherol)으로 이루어진 군으로부터 선택된 하나 이상을 추가로 포함하는 것을 특징으로 하는,

방역용 조성물.

청구항 16 

활성산소(reactive oxygen species: ROS) 생성억제제 및 ROS 소거제를 유효성분으로 포함하는, 바이러스 감염

질환 예방 또는 개선용 향장 조성물로서,

상기 ROS 생성억제제는 소포체스트레스 활성화 억제를 통해 ROS 생성을 억제하는 것이고,

상기 ROS 소거제는 기존 생성된 ROS를 제거하는 것을 특징으로 하는, 향장 조성물.

발명의 설명

기 술 분 야
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본 발명은 활성산소 생성억제제 및 활성산소 소거제 복합물을 유효성분으로 포함하는 바이러스 감염 질환의 예[0001]

방 또는 치료용 약학적 조성물 등에 관한 것이다. 

배 경 기 술

일반적으로 활성산소(reactive oxygen species: ROS)는 정상적인 세포의 대사산물로서 산소분자의 환원작용으로[0002]

생성되는 기본적인 경로 이외에 감염이나 염증 등의 요인으로 세포 및 조직 종류에 따라 다양한 기전을 통해 생

성된다. ROS  생성에는 세포막의 NADPH  oxidases  (NOXs),  미토콘드리아, 과산화소체(peroxisome)가 관여한다.

또한 최근에 단백질 folding, 분비 및 세포 내 칼슘조절에 관련하는 소포체(endoplasmic reticulum, ER)에서

endoplasmic reticulum oxidoreductin 1 (ERO1)과 protein disulfide isomerase (PDI) 효소 작용으로 단백질의

이황화 결합(disulfide bond) 형성시에 ROS가 생성될 수 있음이 알려졌다. 생체내에서 적절한 농도의 ROS는 세

포분화, 세포 신호전달 및 항상성(homeostasis) 등 세포 생리학적으로 유용하게 작용하나, 자외선 조사 및 감염

등에 의한 고농도 ROS 생성은 지질, 단백질, DNA에 치명적인 악영향을 미친다. 따라서 생체 내에서 자체 ROS

catabolism을 갖추어 ROS 농도를 조절하지만, 과도한 ROS 생성은 산화적 스트레스를 야기한다. 

과도한 ROS 생산에 대응하기 위하여 생체 내에 효소적 또는 비효소적 항산화시스템이 있다. 효소적 항산화제로[0003]

는 superoxide dismutases　(SODs)와 catalase가 있다. SODs와 catalase에의하여 소거되지 못한 ROS들은 반감

기가 짧으며 반응성이 매우 높은 하이드록시기(hydroxyl radical: OH)로 전환된다. SODs와 catalase에　의해 해

독될 수 있는　superoxide 및 과산화수소와 달리, 하이드록시기(ㆍOH)는 생체 내에서 대식세포 등의 면역반응의

부산물로도  생성되며,　생성된　ㆍOH은　효소　반응에　의해  제거될  수  없으므로  유기체에  매우  유해하다.

또한, 생체에는 3 가지 형태의 SOD가 존재하는데, SOD1은 주로 세포질, SOD2는 미토콘드리아, SOD3는 세포 외에

서 작용한다. SOD1과 SOD3는 구리와 아연 이온을 함유하고 SOD2는 망간 이온이 관여한다.

생체 내에서 산화적 스트레스가 발생되는 여러 경우가 있는데, 이 중에 하나인 바이러스 감염에 의한 ROS 과다[0004]

생성에 대한 연구가 최근 집중되고 있다. 흔히 독감을 유발하는 것으로 알려져 있는 인플루엔자 A  바이러스

(Influenza A Virus, IAV)는 급성 호흡기 질환을 일으키는 대표적인 원인 중의 하나이다. IAV는 매년 전 세계적

으로 크고 작은 유행을 일으키며, 2~3주 내로 통상 인구의 10~20%가 감염될 수 있을 정도로 전염성이 매우

크다. IAV 감염 중에 나타나는 ROS 증가는 세포사멸을 일으키며, 심각한 세포 스트레스를 일으킨다. 이러한 산

화적 스트레스의 결과로서 oxidative DNA damage에 의하여 ROS-mutation theory 개념이 성립되었으며, 세포 내

에서 ROS가 과량 생산되면 염증반응, 세포사멸 등 단기적 결과뿐 아니라, 나아가 ROS에 지속적으로 노출 시 소

포체스트레스 악화로 노화 관련 각종 퇴행성 질병 유발 등의 심각한 영향을 미치는 것이 밝혀졌다.

본 발명자들은 in vitro 및 동물실험에서의 IAV가 유도하는 ROS가 바이러스 복제율과 감염율을 증가시킨다는 것[0005]

을  최초로  확인하였다.  또한  현재까지  IAV가  일으키는  ROS의  정확한  생성기전과  그의  원인은  아직도

불명확하나, 본 발명자들의 연구 결과 바이러스 감염 후 숙주세포 손상에 소포체스트레스로 인한 ROS 증가가 많

은 영향을 끼치는 것을 알 수 있었다.

선행기술문헌

비특허문헌

(비특허문헌 0001)   Turner,  D,  A  Wailoo,  K  Nicholson,  N  Cooper,  A  Sutton,  and  K  Abrams,  Systematic[0006]

review  and  economic  decision  modeling  for  the  prevention  and  treatment  of  influenza  A  and  B.  Henry

Nicholls. Pandemic Influenza: The Inside Story. PLoS Biol. 4(2): e50 (2006) 

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명이 이루고자 하는 기술적 과제는 ROS 생성억제와 소거를 동시에 달성하여 바이러스 감염 질환을 보다 효[0007]

과적으로 예방, 치료, 또는 개선할 수 있도록 하는 것으로서, 본 발명은 ROS 생성억제제와 ROS 소거제를 유효성

분으로 포함하는 조성물을 바이러스 감염 질환의 예방, 치료, 또는 개선을 위한 약학적 조성물, 식품 조성물,

사료 첨가물, 및 방역용 조성물로서 제공하는 것이다. 
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그러나 본 발명이 이루고자 하는 기술적 과제는 이상에서 언급한 과제에 제한되지 않으며, 언급되지 않은 또 다[0008]

른 과제들은 아래의 기재로부터 당해 기술분야의 통상의 기술자에게 명확하게 이해될 수 있을 것이다.

과제의 해결 수단

상기 과제를 해결하기 위하여, 본 발명은 ROS 생성억제제 및 ROS 소거제를 유효성분으로 포함하는, 바이러스 감[0009]

염 질환의 예방 또는 치료용 약학적 조성물을 제공한다.

또한, 본 발명은 ROS 생성억제제 및 ROS 소거제를 유효성분으로 포함하는, 바이러스 감염 질환의 예방 또는 개[0010]

선용 식품 조성물을 제공한다. 

또한, 본 발명은 ROS 생성억제제 및 ROS 소거제를 유효성분으로 포함하는, 바이러스 감염 질환의 예방 또는 개[0011]

선용 사료 첨가제를 제공한다. 

또한, 본 발명은 ROS 생성억제제 및 ROS 소거제를 유효성분으로 포함하는, 바이러스 감염 질환의 방역용 조성물[0012]

을 제공한다.

또한, 본 발명은 ROS 생성억제제 및 ROS 소거제를 유효성분으로 포함하는, 향장 조성물을 제공한다.[0013]

본 발명의 일 구현예로서, 상기 ROS 생성억제제는 소포체스트레스 활성화 방지 또는 억제를 통해 ROS 생성량을[0014]

감소시키는 것일 수 있으며, 구체적으로 상기 ROS 생성억제제는 4-페닐부티레이트(4-phenylbutyrate: 4-PBA),

타우린  컨쥬게이티드  우르소데옥시콜산(taurine-conjugated  ursodeoxycholic  acid:  TUDCA),  3-MA(3-

Methyladenine) 및 클로로퀸(chloroquine diphosphate)으로 이루어진 군으로부터 선택된 하나 이상일 수 있으

며, 바람직하게는 4-PBA일 수 있다.

본 발명의 다른 구현예로서, 상기 ROS 소거제는 초과산화물 불균등화효소 (superoxide dismutase 1: SOD1), N-[0015]

아세틸 시스테인(N-acetyl cysteine:  NAC),  글루타치온(glutathione), 카탈라아제(catalase), 부틸하이드록시

아니솔(butylated hydroxyanisole: BHA), 부틸하이드록시톨루엔(butylated hydroxytoluene: BHT), 아스코르부

산(ascorbic acid), 및 토코페롤(tocopherol)으로 이루어진 군으로부터 선택된 하나 이상을 추가로 포함할 수

있으나, 바람직하게는 NAC, SOD1, 또는 SOD1과 NAC 및/또는 BHA의 복합일 수 있으며, 더욱 바람직하게는 SOD1

및 NAC일 수 있다. 

본 발명의 또 다른 구현예로서, 상기 조성물은 비강, 구강, 또는 흡입 투여용일 수 있으나, 바람직하게는 호흡[0016]

을 이용하여 개체의 기관지 내부로 투여하는 흡입 투여용일 수 있다.

본 발명의 또 다른 구현예로서, 상기 바이러스는 RNA를 유전체로 갖는 바이러스일 수 있으며, 상기 바이러스의[0017]

비제한적인 예로 인플루엔자 A 바이러스, 인간면역결핍바이러스 및코로나바이러스 등이 있으며, 본 발명에서 상

기 바이러스는 본 발명의 약학적 조성물의 제형과 투여방법을 고려하여 인플루엔자 A 바이러스 및 코로나바이러

스를 포함하는 호흡기 질환 유발 바이러스일 수 있다.

또한, 본 발명은 ROS 생성억제제 및 ROS 소거제 복합제제를 개체에 투여하는 단계를 포함하는 바이러스 감염 질[0018]

환의 예방 또는 치료 방법을 제공한다.

본  발명의  일  구현예로서,  상기  ROS  생성  억제제  및  ROS  소거제는  동시에  또는  순차로  투여되는 것일 수[0019]

있으나, 바람직하게는 하나의 조성물안에 혼합되어 동시에 투여하는 것일 수 있다.

본 발명의 또 다른 구현예로서, 상기 ROS 생성 억제제 및 ROS 소거제 복합제제는 개체의 입 또는 코를 통해 투[0020]

여되는 것일 수 있으며, 코를 통해 투여되는 경우 상기 복합제제를 분사(spray)하여 투여할 수 있다. 즉, 상기

투여는 개체의 기관지 내부로 상기 복합제제가 전달될 수 있는 투여방법이라면 제한되지 아니하나, 바람직하게

는 개체의 호흡을 통해 투여하는 것일 수 있다. 본 발명의 또 다른 구현예로서, 상기 투여는 1일 1회 이상 수행

되는 것일 수 있다. 

또한, 본 발명은 바이러스 감염 질환의 예방 또는 치료용 약제의 제조를 위한 ROS 생성억제제 및 ROS 소거제의[0021]

복합제제의 용도를 제공한다. 

발명의 효과

본 발명은 바이러스 감염 질환을 예방, 치료, 및 개선할 수 있는 조성물에 관한 것으로서, 활성산소 생성억제제[0022]

및 활성산소 소거제는 안전성이 이미 검증되어 본 발명의 조성물도 인체 적용에 안전성이 보장된다. 또한, 본
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발명은 바이러스가 숙주세포의 산화적 손상을 야기하여 그 조건에서 바이러스 복제 및 감염을 활성화시키는 기

전을 역으로 이용한 것으로서, 기존의 백신과 같이 특정 바이러스에 대한 직접적인 특이성(specificity)은 없으

나, 바이러스의 종류나 변이(mutation)와 무관하게 산화적 스트레스를 유발하는 모든 바이러스에 대한 증식을

효율적으로 억제할 수 있는 장점이 있다. 또한, 본 발명의 조성물은 변이에 무관하게 바이러스 증식을 억제할

수 있는 바, 바이러스 변이에 의해 매년 새로 개발해야 하는 백신의 제한적 대체제로서 글로벌(global) 감염억

제제 및 치료제로 적용될 수 있으며 방역 차원의 예방제 또는 보조제 등으로 활용될 수 있다. 아울러, 본 발명

의 조성물은 바이러스 증식 억제와 동시에 산화적 스트레스에 의한 세포 및 조직의 손상을 최소화할 수 있다는

장점이 있다. 

도면의 간단한 설명

도 1은 in vitro에서 인플루엔자 A 바이러스(IAV) 감염에 따라 ROS의 생성이 증가하고, SOD1 효소량이 감소될[0023]

때 바이러스 단백질인 PB1의 발현이 증가하는 상호관계를 보여주는 도면이다. 

도 2는 후천성면역겹핍증(AIDS)을 유발하는 인간면역결핍바이러스(Human Immunodeficiency Virus, HIV) 감염시

주요 역할을 하는 HIV의 Tat 단백질 혹은 외부 H2O2를 처리하면 ROS 생성이 증가됨을 보여준다. 이때, ROS 소거

제인 NAC의 처리시 ROS 증가로 인한 HIV 복제 활성이 감소됨을 확인한 도면이다.

도 3은 in vitro에서 IAV 감염에 따라 단백질 분해를 하는 자가포식(Autophagy)반응이 활성화되는 것이 SOD1 단

백질 감소와 바이러스 역가(titer) 증가의 원인 중의 하나인 것을 나타내 주고 있다. 이를 입증하기 위하여 자

가포식 활성화 과정에서 중요한 역할을 하는　LC3　유전자의 RNA 간섭(interference) 처리 혹은 자가포식 억제

제 3-MA(3-Methyladenine)나 클로로퀸(chloroquine diphosphate) 처리시 SOD1 감소가 억제되면서 결국 바이러

스의 복제능력이 감소됨을 보여주었다. 즉 SOD1 단백질의 감소를 억제하여 ROS를 감소시키므로 자가포식 억제제

3-MA 혹은 클로로퀸은 부분적으로 ROS 생성 억제제로 작용함을 의미한다.

도 4는 in vitro에서 IAV 감염에 따라 증가하는 ROS 발생과 SOD1 효소량 감소관계는 소포체스트레스 반응기작

활성에 영향을 받는 것을 보이고 있다. 또한 이러한 인과관계를 불러오는 소포체스트레스 활성화는 바이러스 증

식에 도움을 주고 소포체스트레스 억제는 바이러스에 불리한 환경을 조성함을 확인한 도면이다. 바이러스 감염

정도에 따라 다를 수도 있지만 자가포식 억제보다 소포체스트레스 억제가 바이러스 복제에 좀더 많은 영향을 주

는 것으로 확인되었다.

도 5는 in  vivo에서 IAV  감염시 역가를 높일수록 폐 조직에서 SOD1  효소량이 감소되면서 기관지 폐포세척액

(BALF)에 ROS양의 누적량이 증가하였음이 확인되고, 외부에서 SOD1을 비강투여함에 따라 폐 조직의 SOD1 효소량

이 회복되면서 BALF에 ROS의 누적이 감소됨을 확인한 도면이다. 

도 6A와 B는 in vivo에서 ROS 생성억제제 및 소거제의 단독 혹은 복합으로 비강투여 후 쥐의 체중 변화 측정을

통해 바이러스의 증식 및 감염 억제 효과를 비교 확인한 도면이다. Catalase와 복합 처리의 상승효과 시험시

SOD1 단독 처리로도 ROS 생성억제제(4-PBA) 및 소거제(NAC)의 처리 경우와 유사한 효과를 얻을 수 있음을 확인

했다. 그러나 4-PBA와 NAC를 복합 처리하였을 시 각각 단독처리에 비하여 큰폭의 상승효과가 있음을 보였다. 특

히 도 6C는 Vero  E6  cell에 COVID-19을 유발하는 제2형 중증급성호흡기증후군 코로나바이러스 2(SARS-CoV-2,

Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2)를 0.05 MOI로 감염 후, NAC와 4-PBA 병용처리시 바이러스

의 genome copy 값이 감소하는 항바이러스의 효과를 보이고 있다.

도 7은 in vivo에서 SOD1과 다양한 ROS 생성억제제 및 소거제를 복합 투여하여 쥐의 체중변화를 통한 바이러스

의 증식 및 감염 억제 효과와 바이러스의 역가 감소를 확인한 도면이다. 또한 병용처리시 IAV 감염에 따라 기관

지 폐포세척액에 ROS 누적량이 감소되는 것을 보여주었다.

도 8은 in vitro 및 in vivo에서 4-PBA, NAC 및 SOD1 처리의 감염 예방 효과를 비교 확인한 도면이다. 조직배

양에서 SOD1과 NAC를 IAV 감염전 처리시 세포사멸이 줄었으며, 쥐실험에서 일반적 전염경로(비말 등 airborne

infection)에 대한 예방 효과를 시험하기 위하여 감염전 1일 2회 2일동안 4-PBA와 NAC 혼합액을 분무한 결과 경

미한 초기 감염시 예방 효과를 보이는 것을 관찰하였다.

도 9는 in vivo에서 감염초기에 4-PBA와 NAC 및 SOD1의 복합처리시 바이러스 감염 억제와 더불어 숙주세포의 치

료 효과에 대한 상승효과를 확인하였다. 상기 복합 제제는 구강(Oral administration, OA)보다 비강 투여(Nasal

spray, NS) 시 보다 후수한 효과가 있음을 확인한 도면이다. 

도 10은 ROS 소거제로 사용되는 SOD1의 과량생산을 위한 박테리아용 발현벡터(expression vector) pET-SOD1 제
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조와 발현 확인에 대한 것이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 발명은 ROS의 과다생성과 염증을 유발하는 호흡기 감염 및 관련 질환에서 효율적인 ROS의 생성억제 및 소거[0024]

작용을 통하여 조직 손상을 최소화하고 바이러스 감염 질환의 예방 및 치료에 적용되는 복합 항산화 및 항바이

러스제 조성물에 대한 것이다.

본 발명자들은 인플루엔자바이러스의 감염시 숙주세포에서 발생하는 산화적 스트레스와 바이러스의 감염 및 증[0025]

식간의 관계에 대해 연구한 결과, 바이러스 감염에 따라 SOD1의 발현이 감소되며 ROS의 생성이 증가됨을 확인하

여 바이러스 증식에 따른 감염과 ROS 누적이 충분조건임을 확인하였다. 또한, 상기 SOD1 감소와 ROS 증가는 소

포체스트레스 반응기작의 활성화에 의한 것으로서, 이러한 바이러스 감염 기작을 역으로 이용하여 생성되는 ROS

를 소거하는 경우 바이러스의 역가(titer)가 감소함을 관찰하고 바이러스 증식에 따른 감염과 ROS 누적이 단순

충분조건이 아닌 필요충분조건임을 확인하였다. 이에, SOD1과 ROS 소거제의 복합 투여 및 ROS 생성억제제와 소

거제의 복합 투여가 세포사멸을 효과적으로 억제하고 바이러스 감염 질환의 예방 효과가 있음을 확인하였으며,

나아가 생성된 ROS 소거와 동시에 소포체 스트레스반응 기전을 차단하여 생성되는 ROS를 감소시키는 경우 ROS

소거제를 단독으로 처리하는 경우보다 현저하게 우수한 바이러스 감염 및/또는 증식을 차단할 수 있음을 실험적

으로 확인하고 본 발명을 완성하였다. 

보다 구체적으로, 인간 폐포상피 세포주(alveolar epithelial cell line) A549를 이용한 in vitro 실험에서 감[0026]

염시킨 바이러스의 MOI에 비례하여 발생하는 ROS가 증가함을 확인하고, 바이러스 감염에 의한 ROS의 증가 원인

을 보다 세부적으로 확인하기 위하여 세포 내에서 ROS 소거제로 작용하는 SOD1의 발현 수준의 변화를 관찰한 결

과 바이러스 유전체의 복제가 진행됨에 따라 SOD1의 발현이 감소됨을 확인할 수 있었다. 동시에 바이러스 감염

에 의한 SOD1 감소 또는 ROS 증가는 바이러스의 증식을 높여주는 결과를 보여주고 있다(실시예 1 참조). 

본 발명의 구체적인 실시예에서는 ROS 누적이 인플루엔자바이러스(IAV) 이외에도 레트로바이러스 HIV와 코로나[0027]

바이러스의 복제능에도 영향을 나타냄을 확인하였다. 즉, 바이러스의 복제 및 감염과 ROS 누적은 충분조건임을

재검증하였다(실시예 2 및 6 참조). 

또한, 바이러스 감염에 의해 증가하는 ROS 발생이 구체적으로 어떤 machanism에 의한 것인지 확인하고자 하였으[0028]

며, 이를 위하여 바이러스에 감염된 A549 세포주에서 자가포식과 소포체스트레스의 활성화 마커 유전자의 발현

수준을 각각 확인하여 바이러스 감염에 따라 자가포식과 소포체스트레스 기전이 활성화됨을 확인하였으며, 각

활성 기전 신호전달 경로(signal pathway)의 중간 인자인 LC3 및 XBP1 유전자에 대한 siRNA를 이용하여 불활성

화시킨 경우, 바이러스 감염에 의한 ROS 생성량이 약 30% 이상씩 감소됨을 확인하여, 바이러스 감염에 따라 증

가하는 ROS 발생이 자가포식이나 소포체스트레스 반응기작에 의한 산물임을 검증하였다(실시예 3 및 4 참조).

따라서, 자가포식 및 소포체스트레스 반응과 SOD1 단백질양과의 상관관계에 근거하여 각각 반응의 특이적 억제[0029]

제 처리가 항바이러스 효과가 있는지 확인하기 위하여, 먼저 A549 세포주 in vitro system에서 각각의 억제제

3-MA 혹은 클로로퀸 및 4-PBA를 처리하고 SOD1 단백질 수준 변화를 확인한 결과 바이러스 감염시 자가포식이나

소포체스트레스 반응 기전이 차단되는 경우 SOD1 단백질양 감소의 정도가 크게 줄어듬을 확인할 수 있었는 바,

자가포식과 소포체스트레스 반응의 활성화가 SOD1의 발현 감소에 크게 영향을 줌을 알 수 있었다(실시예 3 및 5

참조). 그러나 감염 기간과 바이러스 투여량에 따라 이들 효과는 달라지기도 한다. 또한, 자가포식과 소포체스

트레스 반응의 발생 원인 등을 고려해 보면 소포체스트레스 억제제 처리가 바이러스 감염 억제에 대한 좀 더 안

정적인 효과를 나타내는 데에 대한 설명이 된다.

이에 본 발명자들은 소포체 스트레스반응 기작의 활성화가 바이러스 증식에 미치는 영향을 좀 더 확인하고자 하[0030]

였으며, 구체적으로 실시예를 통하여 소포체스트레스 signal pathway의 중간 인자인 IRE1 유전자가 결여된 세포

주를 바이러스에 감염시킨 후 바이러스 복제율 변화를 보기 위하여 바이러스 단백질(viral protein)의 발현 수

준의 변화를 확인하였다. 그 결과, 소포체스트레스 반응 기작이 차단된 경우 바이러스 단백질의 발현 수준이 현

저하게 감소되며, 이로부터 소포체스트레스 활성화는 바이러스 감염에 의한 일 현상이 아니라 바이러스 감염과

그 증식을 위해 필요한 필수적인 환경조건임을 알 수 있었다(실시예 4 참조).

소포체 스트레스반응 기전의 활성화가 바이러스 감염과 그 증식에 필수적인 조건임을 확인하고, 나아가 본 발명[0031]

자들은 실제로 적용 가능한 바이러스 감염 및/또는 그 증식의 억제 조성물을 탐색하였다. 구체적인 실시예를 통

하여 in vivo에서 바이러스 감염에 따라 기관지 폐포세척액에 잔존하는 ROS양이 증가하고 폐조직에서 발현하는

SOD1의 양이 감소함을 확인하고, 감염된 동물모델에서 외부 SOD1의 투여에 따라 상기 폐포세척액의 누적 ROS양
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이 감소하고 폐조직에서의 SOD1의 양이 감염 전과 유사한 수준으로 회복됨을 확인하였다(실시예 5 참조). 

또한, 동물모델에서 ROS 소거제의 투여시 ROS 생성 감소와 SOD1 양의 회복이 바이러스 증식에 미치는 영향을 급[0032]

성 감염 동물모델의 생존도(체중 측정)을 분석하여 확인하였으며, 그 결과, ROS 소거효소 SOD1의 단독투여로도

바이러스 감염에 의해 감소된 체중이 유의하게 회복되었음을 확인하여, 활발한 바이러스 증식을 위햐여 소포체

스트레스 반응기작의 활성화로 기인한 ROS 과다누적 환경이 필수 조건임을 알 수 있었다. 따라서 ROS 생성억제

제 4-PBA의 투여로 바이러스 감염에 의해 감소된 체중이 회복됨을 확인하였는 바, ROS 생성의 억제 및/또는 ROS

소거를 함으로써 각각 유사한 수준의 항바이러스 효과를 나타내었다, 동시에 이들의 상승효과 여부를 확인한 결

과, ROS 생성 억제제(4-PBA) 및 ROS 소거제(NAC)의 복합 처리 시의 단독 처리시 보다 큰폭의 상승효과를 나타내

었다. 또한 이에 근거 하여 상기 복합 처리시 코로나바이러스의 복제율도 감소시킴을 확인하였다. 따라서 본 발

명의 조성물이 바이러스 감염질환 증상의 정도를 호전시키거나 치료할 수 있음을 확인하였다(실시예 6 참조). 

한편, 본 발명자들은 바이러스 증식을 위해 필수적인 ROS 생성과 누적 경로를 동시에 차단하여 바이러스 증식을[0033]

억제시킬 수 있는 최적 조합의 ROS 생성억제제 및 ROS 소거제를 동물모델에서 확인하였다. 구체적으로, IAV 감

염 동물모델에서 SOD1(50 unit/mouse)와 다른 ROS 생성 억제제 및/또는 ROS 소거제와 복합 처리는 SOD1의 단독

처리보다 ROS 생성량 감소 및 바이러스 역가 감소에 대하여 현저하게 우수한 상승효과를 나타내었다(실시예 7

참조). 

동시에 상기 복합 제제의 바이러스 감염 질환의 예방적 효과를 확인하기 위하여, 조직배양에서 IAV 감염전에 상[0034]

기 복합제제를 처리하거나 동물 감염 전 2일간 처리한 후 감염을 시켰다. 이때 동물 감염시 공기매개로 인한 감

염(airborne infection)과 유사한 상황을 유도하기 위하여 일정량의 감염액을 케이지 안에 일정 시간 분무하였

다. 그 결과, 상기 복합 조성물의 사전 처리시 비처리군 대비 조직배양내 숙주세포의 사멸 감소하고 감염초기

실험동물의 체중 감소가 조금씩 억제됨을 지속적으로 확인함으로써 초기 투약시 감염 예방의 효과가 있음을 확

인하였다(실시예 8 참조).

최종적으로 본 발명의 조성물의 항바이러스제로서의 치료효과를 위한 동물시험을 하였다. 그 결과, SOD1 단독처[0035]

리시 체중 감소를 약하게 억제하나 ROS 생성 억제제와 소거제와의 병용 투여시 현저하게 높은 수치로 체중 감소

를 억제하였다. 특히, 12 dpi에서 SOD1, 4-PBA, 및 NAC의 복합제제를 비강 투여한 생쥐는 감염 전과 비교하여

96%까지  체중을  회복하였는  바,  본  발명의  복합제제가  바이러스  감염질환에  치료  효과를  나타냄을  알  수

있었다. 한편, 각각의 복합제제는 구강 투여(OA)보다 비강 투여(NS)가 보다 효율적인 것이 확인되었다(실시예 9

참조). 따라서 본 발명은 ROS 생성억제제 및 ROS 소거제를 유효성분으로 포함하는 바이러스 감염질환의 예방,

치료, 또는 개선을 위한 조성물을 제공할 수 있다.

본 발명에서 “글루타치온(glutathione: GSH)”은 생체내 가장 풍부하고 여러 효소를 보조하는 대표적인 항산화[0036]

제로서, 세포 내의 산화적 스트레스가 유발되면 GSH 감소되거나 결핍되는 현상이 나타나는 것이 알려져 있다.

또한, 본 발명에서 “N-아세틸 시스테인(N-acetyl cysteine: NAC)”은 직접 항산화제로 작용하기도 하며 GSH의[0037]

전구물질로도 작용하여 간접적인 항산화 효과를 나타내기도 하나, 생체내 처리시 여러 부작용을 유발하는 것이

알려져 있다. 따라서, 본 발명의 조성물에서 NAC이 포함되는 경우 NAC은 투여되는 동물 개체의 단위 체중(20g)

당 1 mg 이하로 투여되도록 조절되는 것이 바람직하다. 또한, 본 발명에서 NAC은 SOD1과 함께 처리되는 경우에

적은 용량으로도 효과적으로 감염에 의한 개체의 체중 회복, 기관지에서의 ROS 누적 감소 및 바이러스 역가 감

소를 달성할 수 있다.

또한, 본 발명에서 “부틸하이드록시아니솔(butylated hydroxyanisole: BHA)”는 지용성이고 ROS를 안정화하여[0038]

소거하는 성질을 가져 식품 보존제로 많이 사용된다. 

또한, 본 발명에서 “초과산화물 불균등화효소 (superoxide dismutase 1: SOD1)”와 “카탈라아제(catalase)”[0039]

는  생체  내에서  만들어지는  ROS  소거제이다.  한편,  SOD1은  세포  밖으로  exocytosis되는  SOD3과  달리

intracellular molecule로서 개체 내에서 세포 내에 위치하여 동물모델에 적용하는 경우 유효성분의 효율적인

전달(delivery)  및 그 활성 유지에 의문이 있었으나, 본 발명의 구체적인 실시예를 통하여, 동물모델에서도

SOD1의 투여의 경로가 구강인지 비강인지를 불문하고 세포 내에서 ROS를 효과적으로 소거함을 확인하였다.

한편, 본 발명에서 “4-페닐부티레이트(4-phenylbutyrate: 4-PBA)”는 소포체스트레스 억제를 통해 ROS의 생성[0040]

을 억제하는 것으로서 SOD1을 안정화시키는 기능을 동시에 갖는다. 

 본 발명에서 "소포체스트레스(ER stress)"란 생리적 또는 병리적 환경에 의해 소포체가 처리할 수 있는 능력[0041]

이상의 미성숙 단백질이 소포체 내로 유입되거나 소포체 내의 칼슘이 고갈되면서 소포체기능에 장애가 발생하는

공개특허 10-2021-0011894

- 10 -



상태를  의미하는  것으로서,  소포체스트레스가  발생하면  이에  대한  방어기작으로서  소포체  스트레스반응(ER

stress  response)이  발생하는데,  소포체  스트레스반응으로는  eIF2α  (eukaryotic  translation  initiation

factor  2  alpha  subunit)  인산화에  의한  mRNA에서  단백질로의  번역(translation)의  감소,  IRE1/XBP-1  및

ATF6(Activating Transcription Factor 6)의 인산화에 의한 샤페론의 발현 증가와 그로 인한 소포체의 단백질

접힘(protein  folding)  능력  향상,  CHOP(C/EBP  homologus  protein),  caspase-12,  및/또는  JNK(c-JUN  NH2-

terminal kinase) 유전자의 활성에 의한 세포자연사(apoptosis) 증가 등이 있다. 

따라서, 본 발명에서 "소포체스트레스 억제제"란 소포체 스트레스에 대한 방어기작 발동을 지연 또는 차단시키[0042]

거나 소포체 스트레스 반응의 정도를 감소시키는 것이라면 제한되지 아니하고, 본 발명에서 “활성산소 생성억

제제”는 세포 내에서 다양한 기작의 산물인 활성산소의 생성을 억제하는 것이라면 제한되지 아니하나, 바람직

하게는 바이러스 감염 유발 소포체스트레스에 대한 방어기작을 차단하거나 그 기작의 활성화 정도를 감소시키는

것으로서 여러 소포체스트레스반응 산물 중의 하나인 활성산소 생성 및/또는 누적을 감소시키는 것일 수 있다.

본 발명은 ROS 생성억제제와 SOD1을 포함한 ROS 소거제 복합제제를 처리하여 ROS 소거뿐만 아니라 원천적으로[0043]

ROS 생성을 억제하여 바이러스 증식 및 감염의 억제 효율을 현저하게 증가시킬 뿐만 아니라, ROS 생성억제가 소

포체스트레스 활성화 차단을 통해 수행되어 세포사멸을 억제시킬 수 있는 바, 개체에 있어 세포, 조직 등의 손

상을 방지하거나 최소화할 수 있다. 

본 발명에서 “예방”이란 본 발명에 따른 조성물의 투여에 의해 바이러스 감염을 지연시키거나 바이러스의 복[0044]

제를 억제하여 감염에 의한 질환 발병을 지연시키는 모든 행위를 의미하고, “치료”란 본 발명에 따른 약학적

조성물의 투여에 의해 바이러스 감염 질환 증세가 호전되거나 이롭게 변경되는 모든 행위를 의미하며, “개선”

이란 본 발명에 따른 조성물의 투여에 의해 바이러스 감염 질환과 관련된 파라미터, 예를 들면 증상의 정도를

감소시키는 모든 행위를 의미한다. 

본 발명에서 예방, 치료, 또는 개선의 대상이 되는 바이러스 감염 질환이란 증상이 나타나는지 여부와 무관하게[0045]

바이러스에 의해 세포가 제어 당하여 바이러스 유전 물질 등의 복제를 통해 바이러스를 복제하게 되어 감염된

세포가 정상 기능을 하지 못하게 되는 것이라면 제한되지 아니하며, 상기 질환의 원인 인자인 바이러스는 감염

된 세포 내의 소포체스트레스를 유발하여 ROS 생성을 증가시키는 것이라면 그 유전체가 DNA인지 RNA인지 가리지

아니한다.

본 발명에서 “개체”란 인간 및 가축을 포함하는 포유류, 조류 등의 척추동물을 의미하고, 바람직하게는 인간[0046]

및 가축을 의미한다. 

본  발명에서  활성산소  생성억제제  및  활성산소  소거제는  약학적으로  허용  가능한  염의  형태로  사용될  수[0047]

있으며, 염으로는 약학적으로 허용가능한 유리산(free acid)에 의해 형성된 산부가염이 유용하다.

본 발명에서 사용되는 용어 "염"은 약학적으로 허용 가능한 유리산(free acid)에 의해 형성된 산 부가염이 유용[0048]

하다. 산 부가염은 염산, 질산, 인산, 황산, 브롬화수소산, 요드화수소산, 아질산 또는 아인산과 같은 무기산류

와 지방족 모노 및 디카르복실레이트, 페닐-치환된 알카노에이트, 하이드록시 알카노에이트 및 알칸디오에이트,

방향족 산류, 지방족 및 방향족 설폰산류와 같은 무독성 유기산으로부터 얻는다. 이러한 약학적으로 무독한 염

류로는 설페이트, 피로설페이트, 바이설페이트, 설파이트, 바이설파이트, 니트레이트, 포스페이트, 모노하이드

로겐 포스페이트, 디하이드로겐 포스페이트, 메타포스페이트, 피로포스페이트 클로라이드, 브로마이드, 아이오

다이드, 플루오라이드, 아세테이트, 프로피오네이트, 데카노에이트, 카프릴레이트, 아크릴레이트, 포메이트, 이

소부티레이트, 카프레이트, 헵타노에이트, 프로피올레이트, 옥살레이트, 말로네이트, 석시네이트, 수베레이트,

세바케이트, 푸마레이트, 말리에이트, 부틴-1,4-디오에이트, 헥산-1,6-디오에이트, 벤조에이트, 클로로벤조에이

트, 메틸벤조에이트, 디니트로 벤조에이트, 하이드록시벤조에이트, 메톡시벤조에이트, 프탈레이트, 테레프탈레

이트, 벤젠설포네이트, 톨루엔설포네이트, 클로로벤젠설포네이트, 크실렌설포네이트, 페닐아세테이트, 페닐프로

피오네이트, 페닐부티레이트, 시트레이트, 락테이트, β-하이드록시부티레이트, 글리콜레이트, 말레이트, 타트

레이트, 메탄설포네이트, 프로판설포네이트, 나프탈렌-1-설포네이트, 나프탈렌-2-설포네이트 또는 만델레이트를

포함한다.

본 발명에 따른 산 부가염은 통상의 방법, 예를 들면, 활성산소 생성 억제제 및/또는 활성산소 소거제를 과량의[0049]

산 수용액 중에 용해시키고, 이 염을 수혼화성 유기 용매, 예를 들면 메탄올, 에탄올, 아세톤 또는 아세토니트

릴을 사용하여 침전시켜서 제조할 수 있다. 또한 이 혼합물에서 용매나 과량의 산을 증발시킨 후 건조시키거나

또는 석출된 염을 흡입 여과시켜 제조할 수도 있다.
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또한, 염기를 사용하여 약학적으로 허용 가능한 금속염을 만들 수도 있다. 알칼리 금속 또는 알칼리 토금속 염[0050]

은 예를 들면, 화합물을 과량의 알칼리 금속 수산화물 또는 알칼리 토금속 수산화물 용액 중에 용해하고, 비용

해 화합물 염을 여과하고, 여액을 증발, 건조시켜 얻는다. 이때, 금속염으로는 나트륨, 칼륨 또는 칼슘염을 제

조하는 것이 제약상 적합하다. 이에 대응하는 은염은 알칼리 금속 또는 알칼리 토금속 염을 적당한 음염 (예,

질산은)과 반응시켜 얻는다.

또한, 본 발명의 조성물은 약학적으로 허용되는 염뿐만 아니라, 통상의 방법에 의해 제조될 수 있는 모든 염,[0051]

이성질체, 수화물 및 용매화물을 모두 포함한다.

본 발명에서 약학적 조성물 (pharmaceutical composition)은 약학적 조성물의 제조에 통상적으로 사용되는 적절[0052]

한 담체, 부형제, 및 희석제를 더 포함할 수 있다. 

본 발명에서 "담체 (carrier)"란 비이클 (vehicle)이라고도 불리우며, 세포 또는 조직 내로의 화합물의 부가를[0053]

용이하게 하는 화합물을 의미하는 것으로서, 예를 들어, 디메틸술폭사이드 (DMSO)는 생물체의 세포 또는 조직

내로의 많은 유기 화합물들의 투입을 용이하게 하는 통상 사용되는 담체이다.

본 발명에서 "희석제 (diluent)"란 대상 화합물의 생물학적 활성 형태를 안정화시킬 뿐만 아니라, 화합물을 용[0054]

해시키게 되는 물에서 희석되는 화합물로 정의된다. 버퍼 용액에 용해되어 있는 염은 당해 분야에서 희석제로

사용된다. 통상 사용되는 버퍼 용액은 포스페이트 버퍼 식염수이며, 이는 인간 용액의 염 상태를 모방하고 있기

때문이다. 버퍼 염은 낮은 농도에서 용액의 pH를 제어할 수 있기 때문에, 버퍼 희석제가 화합물의 생물학적 활

성을 변형하는 일은 드물다. 여기에 사용된 아젤라산을 함유하는 화합물들은 인간 환자에게 그 자체로서, 또는

결합 요법에서와 같이 다른 성분들과 함께 또는 적당한 담체나 부형제와 함께 혼합된 약제학적 조성물로서, 투

여될 수 있다.

또한, 본 발명에 따른 아젤라산을 포함하는 지방간 예방 또는 치료용 약학적 조성물은, 각각 통상의 방법에 따[0055]

라 산제, 과립제, 정제, 캡슐제, 현탁액, 에멀젼, 시럽, 에어로졸 등의 외용제 및 멸균 주사용액의 형태로 제형

화하여 사용될 수 있으며, 상기 아젤라산을 포함하는 조성물에 포함될 수 있는 담체, 부형제 및 희석제로는 락

토즈, 덱스트로즈, 수크로스, 올리고당, 솔비톨, 만니톨, 자일리톨, 에리스리톨, 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, 결합제, 습윤제, 붕해제, 계면활성제 등의 희석

제 또는 부형제를 사용하여 조제된다. 경구투여를 위한 고형제제에는 정제, 환제, 산제, 과립제, 캡슐제 등이

포함되며,  이러한  고형제제는  상기  화합물에  적어도  하나  이상의  부형제  예를  들면,  전분,  칼슘카보네이트

(calcium  carbonate),  수크로스(sucrose) 또는 락토오스(lactose), 젤라틴 등을 섞어 조제된다. 또한 단순한

부형제 이외에 마그네슘 스티레이트 탈크 같은 윤활제들도 사용된다. 경구를 위한 액상제제로는 현탁제, 내용액

제, 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,  동결건조제제,  좌제가  포함된다.  비수성용제,  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, 라

우린지, 글리세로제라틴 등이 사용될 수 있다.

본 발명의 활성산소 생성억제제 및 활성산소 소거제를 포함하는 조성물에 대한 치료적 유효량은 세포 배양 분석[0056]

으로부터  초기에  측정될  수  있다.  예를  들어,  선량  (dose)은  세포  배양에서  결정된  IC50  (half  maximal

inhibitory  concentration)  또는 C50  (half  maximal  effective concentration)를 포함하는 순환 농도 범위를

얻기 위하여 동물 모델에서 계산될 수 있다. 그러한 정보는 인간에서의 유용한 선량을 더욱 정확히 결정하는데

사용될 수 있다. 본 발명의 조성물의 투여량은 채용된 투여 형태와 이용된 투여 루트에 따라 상기 범위에서 변

화될 수 있다.

본 발명의 약학적 조성물의 바람직한 투여량은 환자의 상태 및 체중, 질병의 정도, 약물형태, 투여경로 및 기간[0057]

에 따라 다르지만, 당업자에 의해 적절하게 선택될 수 있다. 그러나 바람직한 효과를 위해서, 본 발명의 약학적

조성물은 1일 0.0001 내지 1000 ㎎/㎏으로, 바람직하게는 0.5 내지 200 ㎎/㎏으로, 더욱 바람직하게는 0.5 내지

100 ㎎/㎏ 투여하는 것이 좋다. 투여는 하루에 한번 투여할 수도 있고, 수회 나누어 투여할 수도 있다. 상기 투

여량은 어떠한 면으로든 본 발명의 범위를 한정하는 것은 아니다. 
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본 발명에 따른 약학적 조성물은 생쥐, 쥐, 가축, 인간 등의 포유동물에 비경구, 경구 등의 다양한 경로로 투여[0058]

될 수 있으며, 투여의 모든 방식은 예상될 수 있는데, 예를 들면, 직장, 정맥, 근육, 피하, 자궁내 경막, 또는

뇌혈관내 주사; 경구; 비강에 의해 투여될 수 있으나, 개체의 코 또는 입으로 흡입 투여하는 것이 바람직하다. 

따라서 본 발명의 활성산소 생성억제제 및 활성산소 소거제로 이루어진 복합제제는 흡입 가능한 형태로 제형화[0059]

된 흡입제로 제공될 수도 있고, 이 경우 상기 복합제제는 수성용액 또는 건조분말 형태로 흡입제에 포함될 수

있고, 또한 상기 흡입제는 하나 이상의 약제학적으로 허용가능한 추진제 및 담체의 혼합물을 포함한 에어로졸

형태일 수 있다.

또한 경구형 제형의 경우도 환자의 나이, 성별, 체중에 따라 1일 1회 내지 수회 투여할 수 있다. 또한 각 투여[0060]

량(실시예 참조)은 투여경로, 질병의 정도, 성별, 체중, 나이 등에 따라서 증감될 수 있다. 따라서, 상기 본 발

명의 투여량은 어떠한 면으로든 본 발명의 범위를 한정하는 것은 아니다.

본 발명에서 활성산소 생성억제제 및 활성산소 소거제 외에 다른 성분이 첨가된 혼합물로 제공되는 경우, 상기[0061]

조성물은 조성물 총 중량에 대하여 상기 소포체스트레스 억제제 및 활성산소 소거제를 0.001 중량% 내지 99.9

중량%, 바람직하게는 0.1 중량 % 내지 99 중량 %, 더욱 바람직하게는 중량% 내지 50 중량%로 포함할 수 있다.

아울러 본 발명은 활성산소 생성억제제 및 활성산소 소거제를 유효성분으로 포함하는, 바이러스 감염 질환 예방[0062]

또는 개선용 식품 조성물을 제공한다. 또한, 활성산소 생성억제제 및 활성산소 소거제는 바이러스 감염 질환 억

제 또는 질환의 전이 방지를 목적으로 식품에 첨가될 수 있다. 본 발명의 활성산소 생성억제제 및 활성산소 소

거제를 식품 첨가물로 사용할 경우, 상기 활성산소 생성억제제 및 활성산소 소거제를 그대로 첨가하거나 다른

식품 또는 식품 성분과 함께 사용할 수 있고, 통상적인 방법에 따라 적절하게 사용할 수 있다. 유효성분의 혼합

양은 사용 목적(예방, 건강 또는 치료적 처치)에 따라 적합하게 결정될 수 있다. 일반적으로, 식품 또는 음료의

제조시 본 발명의 아젤라산은 원료에 대하여 15 중량% 이하, 바람직하게는 10 중량% 이하의 양으로 첨가된다.

그러나, 건강 및 위생을 목적으로 하거나 또는 건강 조절을 목적으로 하는 장기간의 섭취의 경우 상기 양은 상

기 범위 이하일 수 있으며, 안전성 면에서 아무런 문제가 없기 때문에 유효성분은 상기 범위 이상의 양으로도

사용될 수 있다.

본 발명에서 식품은 기능성 식품 및 건강기능식품을 포함하고, '기능성 식품'이란, 일반 식품에 본 발명의 활성[0063]

산소 생성억제제 및 활성산소 소거제를 첨가함으로써 일반 식품의 기능성을 향상시킨 식품을 의미한다. 기능성

은 물성 및 생리기능성으로 대별될 수 있는데, 본 발명의 활성산소 생성억제제 및 활성산소 소거제를 일반 식품

에 첨가할 경우, 일반 식품의 물성 및 생리기능성이 향상될 것이고, 본 발명은 이러한 향상된 기능의 식품을 포

괄적으로 '기능성 식품'이라 정의한다.

본 발명의 기능성 식품은 바이러스 단백질 합성을 감소시켜 바이러스의 복제가 억제되는 바 바이러스 감염 질환[0064]

의 예방 또는 개선을 위한 약제, 식품 및 음료 등에 다양하게 이용될 수 있다. 상기 식품의 종류에는 특별한 제

한은 없다. 상기 물질을 첨가할 수 있는 식품의 예로는 육류, 소세지, 빵, 쵸코렛, 캔디류, 스넥류, 과자류, 피

자, 라면, 기타 면류, 껌류, 아이스크림류를 포함한 낙농제품, 각종 스프, 음료수, 차, 드링크제, 알콜 음료 및

비타민 복합제 등이 있으며, 통상적인 의미에서의 식품을 모두 포함한다.

본 발명에 따른 건강음료 조성물은 통상의 음료와 같이 여러 가지 향미제 또는 천연 탄수화물 등을 추가 성분으[0065]

로서 함유할 수 있다. 상술한 천연 탄수화물은 포도당 및 과당과 같은 모노사카라이드, 말토오스 및 수크로오스

와 같은 디사카라이드, 덱스트린 및 시클로덱스트린과 같은 폴리사카라이드, 및 자일리톨, 소르비톨 및 에리트

리톨 등의 당알콜이다. 감미제로서는 타우마틴, 스테비아 추출물과 같은 천연 감미제나, 사카린, 아스파르탐과

같은 합성 감미제 등을 사용할 수 있다. 상기 천연 탄수화물의 비율은 본 발명의 조성물 100 mL당 일반적으로

약 0.01-20g, 바람직하게는 약 5-12 g 이다.

상기 외에 본 발명의 조성물은 여러 가지 영양제, 비타민, 전해질, 풍미제, 착색제, 펙트산 및 그의 염, 알긴산[0066]

및 그의 염, 유기산, 보호성 콜로이드 증점제, pH 조절제, 안정화제, 방부제, 글리세린, 알콜, 탄산 음료에 사

용되는 탄산화제 등을 함유할 수 있다. 그 밖에 본 발명의 조성물은 천연 과일쥬스, 과일쥬스 음료 및 야채 음

료의 제조를 위한 과육을 함유할 수 있다. 이러한 성분은 독립적으로 또는 조합하여 사용할 수 있다. 이러한 첨

가제의 비율은 크게 중요하진 않지만 본 발명의 조성물 100 중량부 당 0.01-0.20 중량부의 범위에서 선택되는

것이 일반적이다.
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본 발명은 다양한 변환을 가할 수 있고 여러 가지 실시예를 가질 수 있는 바, 이하 특정 실시예들을 도면에 예[0068]

시하고 상세한 설명에 상세하게 설명하고자 한다. 그러나, 이는 본 발명을 특정한 실시 형태에 대해 한정하려는

것이 아니며, 본 발명의 사상 및 기술 범위에 포함되는 모든 변환, 균등물 내지 대체물을 포함하는 것으로 이해

되어야 한다. 본 발명을 설명함에 있어서 관련된 공지 기술에 대한 구체적인 설명이 본 발명의 요지를 흐릴 수

있다고 판단되는 경우 그 상세한 설명을 생략한다.

[재료 및 방법][0070]

1. 인플루엔자 바이러스 생산 및 배양[0071]

재조합 IAV (A/WSN/1933)는 R.G. Webster (University of Tennessee, TN, USA)가 제공한 8개의 바이러스 RNA에[0072]

대한 cDNA(서열번호 1 내지 8)가 들어있는 플라스미드를 293T 세포에 co-transfection하고, 세포 배양액을 채취

하여 원심분리한 후 그 상등액을 획득하였다.

구체적으로, transfection agent는 lipofectamine 2000을 사용하였으며, transfection은 24시간 동안 수행되었[0073]

다. 293T 세포는 DMEM에 10% FBS이 포함된 배지에서 배양하여 transfection시켰으며, 다음날 BSA 0.3%을 포함

한 Opti-MEM 배지로 교체하여 배양하였다. 배지 교체 48시간 이후에 세포 배양액만을 채취하여 13,000 rpm으로

1~2 분 동안 원심분리 후 상등액에서 바이러스를 획득하였다. 

이어서, 상기 획득된 IAV를 Madin-Darby canine kidney (MDCK) 세포에 감염시키고 24 내지 48시간 이후에 사용[0074]

할 바이러스를 획득하였다.

*2. 바이러스역가 분석(Plaque assay)[0077]

Plaque assay를 위한 세포로는 MDCK line을 사용하였다. 6-웰 플레이트의 각 웰(well)당 MDCK 세포를 1.0×10
6

[0078]

개씩 분주하고 100% confluency에서 연속희석법(serial dilution)을 통해 희석된 바이러스를 각 웰당 500 μl

씩 투입하여 감염 과정을 1시간 동안 수행하였다. 이때 배지는 Opti-MEM, 0.3% BSA, 1 μg/ml TPCK-trypsin을

사용하였으며,  감염 과정 이후에 agar  media(2x  L-15  medium,  0.8%  agar,  0.075%  NaHCO3,  1  μg/ml  TPCK-

trypsin, 0.3% BSA, 1x glutamate/antibiotics)로 교체하였다. 배지 교체 후 굳을 때까지 상온에서 유지한 후

37℃, 5기압 CO2 조건에서 2~3일 동안 배양하였다.

3. 바이러스 감염 및 동물실험[0080]

조직배양의 감염은 역가(titer)가 측정된 바이러스를 인간 폐상피 세포 (Human  alveolar  epithelial  cells)[0081]

A549에 대부분 0.01 MOI로 감염시켰다. 1시간 감염 후, 세포들을 PBS (phosphate-buered saline)으로 세척하고

2% FBS가 포함된 RPMI 1640 혹은 DMEM과 함께 24시간 동안 배양하였다. 

동물 감염 실험은 3주령의 쥐(BALB/c 혹은 C57BL/6N)를 이용하였고 쥐의 비강(intranasal)을 통하여 감염시킨[0082]

후, 사육하는 기간 동안 체중을 측정하였다. 일정 기간 실험 조건 별 사육한 뒤, 마취를 하고 쥐 폐조직을 채취

한 뒤 plaque assay를 통하여 바이러스 역가를 측정하였으며 BALF (Bronchoalveolar lavage fluid) 등의 ROS

분석을 실행하였다.

4. 웨스턴 블럿 (Western blot)[0084]

세포주 실험에서는 12-well 플레이트에서 1.5×10
5 
cells/well 씩 감염 후 24시간 동안 배양하였다. 음성대조군[0085]

으로는 배지만 첨가된 것, 감염만 시킨 대조군(MOI 0.01 또는 0.03), XBP1 (X-box binding protein 1)의 siRNA

를 사용한 세포주들을 Nonidet-P40  (150mM  NaCl,  1%  NP-40,  50  mM  Tris  pH  8.0,  2mg/ml  aprotinan,  1  mM

lupeptin, 0.1 mM PMSF)으로 ice 에서 15분 분해시킨 후 13,000 rpm으로 15분 동안 원심분리하고 그 상층액을

12.5% PAGE로 분리하였다. PVDF membrane에 transfer 후 SOD1, NP 그리고 actin 항체를 사용하여 분석하였다. 
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5. RT-PCR[0087]

12-웰 플레이트의 각 웰에 1.5×10
5 
개의 세포를 분주하여 배양하고 상기 세포를 IAV로 감염시킨 후 24시간 동안[0088]

배양하였다. 배지만 첨가된 음성대조군과 감염만 시킨 대조군(MOI 0.01) 세포주에서 RNA를 분리하여 역전사 반

응으로 cDNA를 획득하였다. Chop (C/EBP homologous protein)의 발현 정도를 측정하기 위해 획득된 cDNA를 형

판(template)으로  사용하고,  Chop  프라이머(sense,  5′-GACTCTTCATACACCACCACACCTGA-3′;  anti-sense,  5′-

GCCGCTCGTTCTCTTCAGCTAGCT -3′)를 이용해 중합효소연쇄반응으로 Chop mRNA 발현을 비교하였다.

6.  Genome copy 정량분석[0090]

24-웰 플레이트의 각 웰에 Vero E6 세포를 분주하여 배양하고 상기 세포를 0.05 MOI의 SARS-CoV-2로 1 hr 감염[0091]

시킨  후  항바이러스제를  처리하거나  혹은  처리하지(대조구)  않고  48시간  동안  배양하였다.  바이러스  RNA는

viral  RNA  isolation  kit를  사용하여  분리  후  -80℃에  보관하였다.  Genome  copy  정량분석의  대상유전자는

SARS-CoV-2  envelope  단백질을  코딩하는  E  유전자이며,  qRT-PCR  분석은  Power　SYBR  Green  RNA-to-CT　1-

Step　Kit (Applied Biosystems)을 사용하였다.

7. 세포내 ROS 측정 분석[0093]

세포주  실험에서는  12-웰  플레이트에서  1×10
5  
cells/well  씩  세포를  분주하고  HIV-Tat  단백질 또는 H2O2로[0094]

처리, 혹은 IAV로 감염 후 24시간 동안 배양하였다. 배지만 첨가된 음성대조군, 감염만 시킨 대조군(MOI 0.01

또는 0.03), XBP1 siRNA를 사용한 세포주들은 각각 PBS (Phosphate-buffered saline)에 단일세포 혼탁액을 준

비하고 형광 염색액을 1/5,000 비율로 첨가해 상온에서 30분 동안 염색하였다. 

동물실험에서 BALF (Bronchoalveolar lavage fluid)에 대한 ROS 분석은 폐조직을 PBS로 헹군 후 세포들을 분리[0095]

하여 단일세포 혼탁액으로 준비하고 형광 염색액을 1/5000 비율로 첨가하여 상온에서 30분 동안 염색하였다. 유

세포분석은 FACSCalibur (BD Bioscience)으로 수행하였다. 

세포내 ROS (H2O2) 생성량 측정은 2'7'-dichlorofluorecein diacetate (DCFH-DA, Sigma)을 사용하였고 PBS로 세[0096]

척후 Flow cytometry (FACS-Calibur, Becton-Dikinson) 로 측정하였다. 초과산화물(Superoxide anion) 생성량

은 superoxide detection system (Enzo Life Sci.)을 사용하여 측정하였다.

8. 리포터 유전자 분석 (Reporter gene assay)[0098]

루시퍼레이즈(luciferase) 리포터인 pLTR-Luc를 제조하기 위하여 HIV1의 promoter 5'long terminal repeats의[0099]

U3  및  R  부분(-453  ~  +82)을  분리하여  pGL3-basic  (Promega,  Madison,  WI)에  삽입하였다.  pLTR-Luc을

transfection시킨 후, Promega luciferase assay kit을 제조사에서 제시한 방법대로 사용하였다.

9. SOD1 발현 벡터 제조[0101]

인간 SOD1  유전자를 세균배양으로 대량 생산할 수 있도록 SOD1  발현 벡터 pET-SOD1을 제작하였다. Backbone[0102]

(transfer vector)으로는 pET-26b(+) 플라스미드을 사용하였고, 이를 NdeI 및 HindIII로 자른 후, 인간 SOD1

유전자(염기서열 도식 참조)을 프라이머쌍 5'-  CCCAAGCTTT  TATTGGGCGA  TC-3'  및 5'-  TTCCATATGA  TGGCGACGAA

GGCC-3'을 이용하여 PCR 증폭하였고, 다음 이들 산물을 열-변성(denaturation)과 재결합(renaturation)을 거쳐

클로닝 하였다. 상기 pET-SOD1를 박테리아에 도입 배양하면서 1 mM IPTG로 유도되는 발현 결과를 확인하였다. 

10. 통계적 분석[0104]

대조군과 실험군의 차이는 paired Student's t-test에 의해서 평가되었으며, P-values<0.05 인 경우 유의한 차[0105]
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이로 고려되었다.

[실험 결과][0107]

실시예 1. 인플루엔자 바이러스 감염으로 인한 ROS 증가와 SOD1 감소 확인[0108]

인플루엔자  바이러스  감염  시  발생되는  ROS를  측정하기  위하여  A549  폐세포주에  MOI  (multiplicity  of[0109]

infection) 0.01 또는 0.03으로 24시간 동안 감염시켰다. 감염시킨 세포주에 초과산화물(superoxide anion)에

특이적으로 결합하는 물질을 처리한 후 유세포 분석으로 확인한 결과(도 1에 A 참조), 바이러스 MOI 증가에 따

라 ROS가 증가함을 확인할 수 있었다. 

바이러스  감염이  유도하는  ROS  발생  증가의  원인을  알아보기  위하여  MOI  0.01로  감염시킨  A549  세포주를[0110]

Western blot을 수행하여 ROS (superoxide anion) 소거제로 작용하는 효소 SOD1의 발현 수준 증감을 비교하였

다. 그 결과, 감염된 세포주에서 바이러스 유전자 polymerase인 PB1발현이 증가될 때 SOD1 단백질 양은 크게 감

소됨을 확인하였다 (도 1에 B 참조). 상기 결과로부터 인플루엔자 바이러스 감염이 SOD1 단백질 발현의 감소를

유발하며, 결국 ROS를 증가시키는데 밀접한 상관관계가 있음을 확인하였다. 

실시예 2. HIV 유전자 발현에 의한 ROS 생성량 및 바이러스 복제율에 미치는 영향[0112]

후천성면역겹핍증(AIDS)를 유발하는 HIV  (human  immunodeficiency  virus)  감염시에 주요 역할을 하는 HIV의[0113]

Tat 단백질을 처리하면 외부 H2O2를 처리한 것과 비등한 수준의 ROS 생성이 증가됨을 확인했다(도 2에 A 참조).

이때  대표적  ROS  소거제  NAC로  처리할  때  ROS로  인하여  증가되는  HIV  복제율(HIV  long  terminal  repeat-

luciferase reporter 활성)이 억제되는 결과로부터 HIV 감염시 생성되는 ROS는 바이러스 복제 및 감염에 주요한

역할을 함을 확인하였다(도 2에 B 참조).

실시예 3. 인플루엔자 바이러스 감염 후 오토파지의 활성화에 의한 SOD1 감소와 오토파지 억제제의 ROS 생성억[0115]

제제로서의 효과

바이러스 복제(replication)와 감염율(infectivity)이 바이러스 감염에 의하여 누적되는 ROS에 의하여 조절될[0116]

수 있음을 지지하는 data를 확인하였다(실시예 1과 2). 이러한 현상의 작용기전으로 바이러스가 숙주의 SOD1 단

백질를 감소시키는 지 여부와 단백질 분해 기능이 있는 자가포식(Autophagy)이 원천적으로 관련된 조절기전 경

로인지를 탐색하였다. 자가포식 활성화의 상관관계를 확인하기 위하여 A549 세포주에 바이러스를 감염시킨 후

24시간 뒤 자가포식 활성화에 주요하게 작용하는 LC3의 유전자를 siRNA로 silencing하고 LC3 전환 정도와 SOD1

단백질 양을 Western blotting으로 확인하였다. 그 결과, 바이러스에 감염된 세포에서 LC3가 크게 전환되었고

SOD1 단백질 양도 뚜렷이 감소하는 현상을 보였다. 반면, LC3 siRNA 처리구에서는 SOD1 단백질 양이 회복되는

현상을 보였으며, 이러한 경향은 곧 ROS 생성의 감소, 바이러스 역가(titer)의 감소 결과을 낳았다(도 3에 A, B

및 C 참조). 상기 결과로부터 인플루엔자 바이러스 감염에 의해 세포의 자가포식 기전이 활성화되면서 SOD1 효

소단백질을 감소시키고 ROS이 과다축적되면서 바이러스의 증식을 촉진하는데 기여한다고 본다. 

따라서 이러한 바이러스의 자가포식 활성화를 이용하여 SOD1 단백질을 제거하면서 바이러스 복제를 촉진하는 작[0117]

용기전을 효과적으로 제어하기 위하여 자가포식 억제제 3-MA 혹은 클로로퀸 처리를 실시하였다. 바이러스 감염

구에 3-MA 처리시 LC3 전환이 약화되는 것으로 자가포식이 효과적으로 억제됨을 확인하였고, 동시에 SOD1 단백

질 양의 증가 및 바이러스 단백질 PB1의 발현이 감소하는 것을 볼 수 있었다. 또한 클로로퀸에 대한 SOD에 대한

효과는 3-MA 경우보다 좀 더 뚜렷하였다(도 3에 D와 E 참조). 이러한 실험을 근거로 하여 자가포식 억제제 3-MA

와 클로로퀸이 항바이러스제로서 가능성을 제시할 수 있다.

실시예 4. 인플루엔자 바이러스 감염시 SOD1 감소/ROS 증가와 소포체스트레스 활성화의 상관관계 확인[0119]

인플루엔자 바이러스 감염과 소포체스트레스 활성화의 상관관계를 확인하기 위하여, 소포체스트레스 활성화 신[0120]

호전달에서 IRE1 (Inositol-requiring enzyme 1) 유전자가 결여된 세포주를 바이러스에 감염시키고, 바이러스

단백질인 PB1의 발현량을 확인한 결과 IRE1 유전자가 결여된 세포에서 PB1의 발현이 IRE1 유전자가 결여되지 않
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은 세포와 비교하여 현저하게 감소함을 확인할 수 있었다(도 4에 A 참조).

바이러스 감염에 의해 증가하는 ROS 발생이 소포체스트레스에서 유래하는지 재확인하기 위하여, A549 세포주에[0121]

바이러스를 감염시킨 후 24시간 뒤 소포체스트레스 활성화 마커 유전자인 Chop의 발현 수준을 RT-PCR을 수행하

여 확인하였다. 그 결과, 인플루엔자 바이러스에 감염된 세포에서 Chop 유전자의 발현이 증가됨을 확인할 수 있

었는바, 상기 결과로부터 인플루엔자 바이러스 감염에 의해 세포의 소포체스트레스 기작이 활성화됨을 알 수 있

었다(도 4에 B 참조).

또한, 바이러스 감염에 의해 증가하는 ROS 발생이 소포체스트레스에서 유래하는지 확인하기 위하여, 바이러스[0122]

감염 직전 18시간 동안 siRNA를 이용하여 소포체스트레스 활성화 신호전달에 있어서 IRE1의 하위 단계 유전자인

XBP1의 불활성화를 유도하였다. XBP1 siRNA에 의해 소포체스트레스 활성화 기작이 차단된 세포주에 바이러스를

감염시키고 24시간 후에 ROS를 측정한 결과 대조군(Negative siRNA)과 비교하여 ROS 생성량이 약 30% 이상 감소

함을 확인할 수 있었다(도 4에 C 참조). 상기 결과로부터, 인플루엔자 바이러스 감염이 소포체스트레스를 활성

화시키며, 이 소포체스트레스 활성화와 ROS의 생성 증가가 밀접한 상관관계가 있음을 알 수 있었다. 

이어서, 바이러스 감염에 의한 소포체스트레스 활성화와 ROS 발생간의 관계에 있어서 SOD1 발현 수준 변화를 확[0123]

인하기 위하여, 상기 실험과 동일하게 siRNA에 의해 소포체스트레스 활성화 기작을 차단한 세포주와 대조군

(Negative control)과의 SOD1 발현량을 비교확인한 결과, 소포체스트레스 활성화가 결여된 조건에서 바이러스

감염된 세포에서 SOD1 발현의 감소 폭이 대조군과 비교하여 현저하게 적음을 확인할 수 있었다(도 4에 D참조).

상기 결과로부터, 인플루엔자 바이러스 감염은 소포체스트레스를 활성화시키며, 소포체스트레스 활성화는 SOD1[0124]

발현의 감소와 ROS 발생의 증가를 유도한다는 결론을 얻을 수 있다. 

실시예 5. 동물모델에서 인플루엔자 바이러스 감염 정도에 따른 ROS 증감과 ROS 생성억제제 또는 소거제 투여[0126]

효과

실시예 1과 3은 in vitro에서 인플루엔자 바이러스 감염에 의해 소포체스트레스가 활성화되고, 소포체스트레스[0127]

활성화에  의해  SOD1  발현  감소  및  ROS  발생  증가를  보여주었다.  이를  in  vivo에서  확인하기  위하여  생쥐

(C57BL/6N 혹은 BALB/c)에 인플루엔자 바이러스를 10 또는 100 PFU (Plaque forming unit)로 감염시킨 후 폐조

직에서의 SOD1 및 ROS 양 그리고 바이러스 역가를 측정하였다. 

한편, SOD1은 세포질에 존재하는 효소로 세포 내에서 작용한다. 이에, 비강 투여시 SOD1이 그 기능을 나타내는[0128]

지 확인하고자 상기 감염 생쥐에 SOD1을 비강 분사(intranasal spray) 방법으로 일정량씩 주입하고 폐조직에서

의 SOD1 및 ROS의 양을 측정하였다. 

그 결과, 바이러스 PFU가 높아질수록 기관지 폐포세척액(BALF)에 ROS 누적이 증가하고 폐 조직의 SOD1 발현량이[0129]

감소하나, SOD1 (50 unit/mouse) 비강 투여에 따라 폐포세척액에서 ROS 양이 감소하고 폐조직에서 SOD1의 양이

감염 전에 가까운 수준으로 회복됨을 확인할 수 있었다(도 5에 A 및 B 참조)

또한, 감염된 쥐에 4-PBA(2.5 mg/mouse)가 쥐의 비강 안으로 주입되도록 투여한 결과, 투여구들은 비투여구와[0130]

비교하여 현저하게 보다 적은 양의 ROS가 발생되는 것을 확인하였다(도 5에 C 참조). 

실시예 6. 바이러스 증식에 영향주는 ROS 생성억제제와 소거제 분석[0132]

ROS 생성억제제와 소거제들에 의하여 기대되는 ROS 누적 감소가 인플루엔자 바이러스 증식에 어떠한 영향을 미[0133]

치는지를 마우스의 생존도(체중 측정)로 분석하였다. 우선 1,000 PFU로 감염시킨 acute test에서 50 unit/mouse

SOD1, 1 mg/mouse NAC, 또는 2.5 mg/mouse 4-PBA 투여한 쥐와 50 unit/mouse SOD1과 50 unit/mouse catalase

를 병용하여 비강 투여한 쥐들의 체중을 측정한 결과, 유의한 체중 변화가 관찰되었다(도 6A 참조). 

또한, 구강으로 투여할 수 있는 ROS 생성 억제제(4-PBA) 및 ROS 소거제(NAC)의 복합 투여에 따른 상승효과 여부[0134]

를 확인한 결과, 200 PFU로 감염시킨 쥐에 상기 dose의 각각 1/3을 병용 처리 시 단독 처리시 보다 큰폭의 상승

효과를 나타냄을 확인하였다(도 6에 B 참조).

이러한 복합 투여제제가 인플루엔자외에 다른 호흡기 질환 유발 바이러스에도 영향을 주는 지 알기 위하여 제2[0135]

형 중증급성호흡기증후군 코로나바이러스 2(SARS-CoV-2, Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2)를
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0.05 MOI로 감염 후, NAC와 4-PBA 복합 처리시 바이러스의 genome copy 값이 감소하는 항바이러스의 효과를 보

임을 확인하였다(도 6에 C 참조).

상기 결과로부터, ROS 누적은 바이러스 감염의 결과이면서 동시에 바이러스 감염과 증식에 필수적인 조건임을[0136]

알 수 있다. 

실시예 7. ROS 생성억제제와 소거제 조합에 의한 항바이러스 활성 상승작용 분석[0138]

항바이러스제로서 SOD1와 다른 항산화제의 병용투여가 ROS 감소 및 바이러스 감염율에 미치는 영향의 정도를 확[0139]

인하였다.  구체적으로,  생쥐(C57BL/6N)를 1,000  PFU  인플루엔자 바이러스로 감염시키고 감염 초기에 SOD1과

NAC, 4-PBA, 또는 BHA를 복합 투여하거나 또는 NAC와 4-PBA를 비강으로 복합 투여한 후 생쥐의 체중과 바이러스

역가 변화를 대조 투여군과 비교하였다. 

 그 결과, 감염 7일 후 유의한 체중 변화의 차이를 확인하였으며, 체중 변화와 폐 조직 내 바이러스 역가의 역[0140]

비례적인 관계를 확인할 수 있었다. 또한, SOD1의 단독투여보다 SOD1과 NAC 또는 4-PBA의 병용투여시 감염된 쥐

의 체중 회복률이 우수하였으며, 바이러스 역가도 3.7~4.4배 정도 현저히 감소됨을 확인할 수 있었다. 

실시예 8. ROS 생성억제제와 소거제 조합의 바이러스 감염 질환 예방 효과 확인[0142]

본  실시예에서는  ROS  생성억제제와  소거제의  투여가  바이러스  감염  질환  예방에  대한  효과를  확인하고자[0143]

하였다. 이에, A549 폐 세포주에 SOD1과 NAC을 처리한 이후에 IVA로 감염시키고 세포사멸의 정도를 관찰하였다.

그 결과, SOD1과 NAC을 전처리한 경우 바이러스 감염에 의한 세포사멸이 현저하게 감소됨을 확인할 수 있었다

(도 8에 A 참조). 

이어서, 동물실험에서 일반적 전염경로(비말 등 airborne infection)에 대한 예방 효과를 확인하기 위하여 감염[0144]

전 1일 2회 2일동안 4-PBA와 NAC 혼합액을 분무한 결과, 상기 조성물과 처리조건이 감염초기에 바이러스 증식을

억제하는 예방 효과를 보이는 것이 확인되었다(도 8에 B 참조).

실시예 9. ROS 생성억제제와 소거제 조합의 상승 효과 및 바이러스 감염 질환의 치료 효과 확인[0146]

 보통 200 PFU 이상의 IAV로 감염시, 초기부터 ROS 생성이 급증하며 이로 인한 바이러스 복제와 감염율에 큰 영[0147]

향을 준다, 따라서 본 실시예에서는 200 PFU 대신 60 PFU IAV로 생쥐를 감염시켜 일반 비말에 의한 감염과 유사

한 조건에서 복합제제 처리에 따른 바이러스 감염 질환의 예방 및 치료 효과를 확인하였다. SOD1 유무에 따라

ROS 생성 억제제 4-PBA와 ROS 소거제 NAC를 병용 처리시 바이러스 감염 예방 및 증식 억제 여부를 확인하였다.

결과적으로 SOD1은 ROS 생성 억제제와 소거제와의 병용 투여시 SOD1을 사용하지 않은 것에 비하여 현저한 시너

지 효과를 보였다. 또한 ROS 생성 억제와 소거의 복합 제제는 구강 투여(OA)보다 비강 투여(NS)시 보다 효과적

으로 바이러스 감염 질환을 예방 또는치료할 수 있음을 확인하였다.

이상으로 본 발명 내용의 특정한 부분을 상세히 기술하였는 바, 당업계의 통상의 지식을 가진 자에게 있어서,[0149]

이러한 구체적 기술은 단지 바람직한 실시 양태일 뿐이며, 이에 의해 본 발명의 범위가 제한되는 것이 아닌 점

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

할 것이다.
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<210>    1

<211>    2280

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    A/WSN/1933 genome segments cDNA sequence_Segment 1 PB2 GenBank:

         LC333182.1

<400>    1

atggaaagaa taaaagaact aaggaatcta atgtcgcagt ctcgcactcg cgagatactc         60

acaaaaacca ccgtggacca tatggccata atcaagaagt acacatcagg aagacaggag        120

aagaacccag cacttaggat gaaatggatg atggcaatga aatatccaat tacagcagac        180

aagaggataa cggaaatgat tcctgagaga aatgagcagg gacaaacttt atggagtaaa        240

atgaatgacg ccggatcaga ccgagtgatg gtatcacctc tggctgtgac atggtggaat        300

aggaatggac cagtgacaag tacagttcat tatccaaaaa tctacaaaac ttattttgaa        360

aaagtcgaaa ggttaaaaca tggaaccttt ggccctgtcc attttagaaa ccaagtcaaa        420

atacgtcgaa gagttgacat aaatcctggt catgcagatc tcagtgccaa agaggcacag        480

gatgtaatca tggaagttgt tttccctaac gaagtgggag ccaggatact aacatcggaa        540

tcgcaactaa cgacaaccaa agagaagaaa gaagaactcc agggttgcaa aatttctcct        600

ctgatggtgg catacatgtt ggagagagaa ctggtccgca aaacgagatt cctcccagtg        660

gctggtggaa caagcagtgt gtacattgaa gtgttgcatt tgacccaagg aacatgctgg        720

gaacagatgt acactccagg aggggaggcg aggaatgatg atgttgatca aagcttaatt        780

attgctgcta gaaacatagt aagaagagcc acagtatcag cagatccact agcatcttta        840

ttggagatgt gccacagcac gcagattggt ggaataagga tggtaaacat ccttaggcag        900

aacccaacag aagagcaagc cgtggatatt tgcaaggctg caatgggact gagaattagc        960

tcatccttca gttttggtgg attcacattt aagagaacaa gcggatcatc agtcaagaga       1020

gaggaagagg tgcttacggg caatcttcag acattgaaga taagagtgca tgagggatat       1080

gaagagttca caatggttgg gagaagagca acagctatac tcagaaaagc aaccaggaga       1140

ttgattcagc tgatagtgag tgggagagac gaacagtcga ttgccgaagc aataattgtg       1200

gccatggtat tttcacaaga ggattgtatg ataaaagcag ttagaggtga cctgaatttc       1260

gtcaataggg cgaatcagcg attgaatccc atgcaccaac ttttgagaca ttttcagaag       1320

gatgcaaagg tgctctttca aaattgggga attgaatcca tcgacaatgt gatgggaatg       1380

atcgggatat tgcccgacat gactccaagc accgagatgt caatgagagg agtgagaatc       1440
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agcaaaatgg gggtagatga gtattccagc gcggagaaga tagtggtgag cattgaccgt       1500

tttttgagag ttagggacca acgtgggaat gtactactgt ctcccgagga gatcagtgaa       1560

acacagggaa cagagaaact gacaataact tactcatcgt caatgatgtg ggagattaat       1620

ggtcctgaat cagtgttggt caatacctat cagtggatca tcagaaactg ggaaactgtt       1680

aaaattcagt ggtcccagaa tcctacaatg ctgtacaata aaatggaatt tgagccattt       1740

cagtctttag ttccaaaggc cgttagaggc caatacagtg ggtttgtgag aactctgttc       1800

caacaaatga gggatgtgct tgggacattt gataccgctc agataataaa acttcttccc       1860

ttcgcagccg ctccaccaaa gcaaagtaga acgcagttct cctcattgac tataaatgtg       1920

aggggatcag gaatgagaat acttgtaagg ggcaattctc cagtattcaa ctacaacaag       1980

accactaaaa gactcacagt tctcggaaag gatgctggcc ctttaactga agacccagat       2040

gaaggcacag ctggagttga gtccgcagtt ctgagaggat tcctcattct gggcaaagaa       2100

gacaggagat atggaccagc attaagcata aatgaactga gcaaccttgc gaaaggagag       2160

aaggctaatg tgctaattgg gcaaggagac gtggtgttgg taatgaaacg gaaacggaac       2220

tctagcatac ttactgacag ccagacagcg accaaaagaa ttcggatggc catcaattag       2280

                                                                        2280

<210>    2

<211>    2274

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    A/WSN/1933 genome segments cDNA sequence_Segment 2 PB1 GenBank:

         LC333183.1

<400>    2

atggatgtca atccgacttt acttttctta aaagtgccag cacaaaatgc tataagcaca         60

actttccctt atactggaga ccctccttac agccatggga caggaacagg atacaccatg        120

gatactgtca acaggacaca tcagtactca gaaaggggaa gatggacaac aaacaccgaa        180

actggagcac cgcaactcaa cccgattgat gggccactgc cagaagacaa tgaaccaagt        240

ggttatgccc aaacagattg tgtattggaa gcaatggcct tccttgagga atcccatcct        300

ggtatctttg agacctcgtg tcttgaaacg atggaggttg ttcagcaaac acgagtggac        360

aagctgacac aaggccgaca gacctatgac tggactctaa ataggaacca gcctgctgca        420

acagcattgg ccaacacaat agaagtgttc agatcaaatg gcctcacggc caatgaatct        480

ggaaggctca tagacttcct taaggatgta atggagtcaa tgaacaaaga agaaatggag        540
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atcacaactc attttcagag aaagagacga gtgagagaca atatgactaa gaaaatggtg        600

acacagagaa caataggtaa aaggaagcag agattgaaca aaaggagtta tctaattagg        660

gcattaaccc tgaacacaat gaccaaagat gctgagagag ggaagctaaa acggagagca        720

attgcaaccc cagggatgca aataaggggg tttgtatact ttgttgagac actagcaagg        780

agtatatgtg agaaacttga acaatcagga ttgccagttg gaggcaatga gaagaaagca        840

aagttggcaa atgttgtaag gaagatgatg accaattctc aggacactga aatttctttc        900

accatcactg gagataacac caaatggaac gaaaatcaga accctcggat gtttttggcc        960

atgatcacat atataaccag aaatcagccc gaatggttca gaaatgttct aagtattgct       1020

ccaataatgt tctcaaacaa aatggcgaga ctgggaaagg ggtacatgtt tgagagcaag       1080

agtatgaaaa ttagaactca aatacctgca gaaatgctag caagcatcga tttgaaatac       1140

ttcaatgatt caactagaaa gaagattgaa aaaatccggc cgctcttaat agatgggact       1200

gcatcattga gccctggaat gatgatgggc atgttcaata tgttaagtac tgtattaggc       1260

gtctccatcc tgaatcttgg acaaaagaga cacaccaaga ctacttactg gtgggatggt       1320

cttcaatctt ctgatgattt tgctctgatt gtgaatgcac ccaatcatga agggattcaa       1380

gccggagtca acaggtttta tcgaacctgt aagctacttg gaattaatat gagcaagaaa       1440

aagtcttaca taaacagaac aggtacattt gaattcacaa gttttttcta tcgttatggg       1500

tttgttgcca atttcagcat ggagcttccc agctttgggg tgtctgggat caacgagtct       1560

gcggacatga gtattggagt tactgtcatc aaaaacaata tgataaacaa tgatcttggt       1620

ccagcaaccg ctcaaatggc ccttcagctg ttcatcaaag attacaggta cacgtaccgg       1680

tgccatagag gtgacacaca aatacaaacc cgaagatcat ttgaaataaa gaaactgtgg       1740

gagcaaaccc attccaaagc tggactgctg gtctccgacg gaggcccaaa tttatacaac       1800

attagaaatc tccacattcc tgaagtctgc ttgaaatggg aattaatgga tgaggattac       1860

caggggcgtt tatgcaaccc actgaaccca tttgtcaacc ataaagacat tgaatcagtg       1920

aacaatgcag tgataatgcc agcacatggt ccagccaaaa acatggagta tgatgctgtt       1980

gcaacaacac actcctggat ccccaaaaga aatcgatcca tcttgaatac aagccaaaga       2040

ggaatacttg aagatgaaca aatgtaccaa aagtgctgca acttatttga aaaattcttc       2100

cccagcagtt catacagaag accagtcggg atatccagta tggtggaggc tatggtttcc       2160

agagcccgaa ttgatgcacg aattgatttc gaatctggaa ggataaagaa agaggagttc       2220

actgagatca tgaagatctg ttccaccatt gaagagctca gacggcaaaa atag             2274

<210>    3

<211>    2151
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<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    A/WSN/1933 genome segments cDNA sequence_Segment 2 PA GenBank:

         LC333184.1

<400>    3

atggaagatt ttgtgcgaca atgcttcaat ccgatgattg tcgagcttgc ggaaaaggca         60

atgaaagagt atggagagga cctgaaaatc gaaacaaaca aatttgcagc aatatgcact        120

cacttggaag tgtgcttcat gtattcagat tttcacttca tcgatgagca aggcgagtca        180

atagtcgtag aacttggcga tccaaatgca cttttgaagc acagatttga aataatcgag        240

ggaagagatc gcacaatagc ctggacagta ataaacagta tttgcaacac tacaggggct        300

gagaaaccaa agtttctacc agatttgtat gattacaaga agaatagatt catcgaaatt        360

ggagtaacaa ggagagaagt tcacatatac tatctggaaa aggccaataa aattaaatct        420

gagaagacac acatccacat tttctcattc actggggagg aaatggccac aaaggccgac        480

tacactctcg atgaagaaag cagggctagg atcaaaacca ggctattcac cataagacaa        540

gaaatggcta gcagaggcct ctgggattcc tttcgtcagt ccgagagagg cgaagagaca        600

attgaagaaa gatttgaaat cacaggaaca atgcgcaagc ttgccgacca aagtctcccg        660

ccaaacttct ccagccttga aaaatttaga gcctatgtgg atggattcga accgaacggc        720

tacattgagg gcaagctttc tcaaatgtcc aaagaagtaa atgctagaat tgaacctttt        780

ttgaaatcaa caccacgacc acttagactt ccggatgggc ctccctgttc tcagcggtcc        840

aaattcctgc tgatggatgc cttaaaatta agcattgagg acccaagtca tgagggagag        900

gggataccgc tatatgatgc aatcaaatgc atgagaacat tctttggatg gaaggaaccc        960

aatgttgtta aaccacacga aaagggaata aatccaaatt atcttctgtc atggaagcaa       1020

gtactggcag aactgcagga cattgagaat gaggagaaaa ttccaaggac taaaaatatg       1080

aagaaaacga gtcagttaaa gtgggcactt ggtgagaaca tggcaccaga aaaggtagac       1140

tttgacgatt gtaaagatgt aggcgatttg aagcaatatg atagtgatga accagaattg       1200

aggtcgcttg caagttggat tcagaatgag ttcaacaagg catgtgaact gaccgattca       1260

agctggatag agctcgatga gattggagaa gatgcggctc caattgaaca cattgcaagc       1320

atgagaagga attatttcac agcagaggtg tctcattgca gagccacaga atacataatg       1380

aagggggtgt acatcaatac tgccttgctt aatgcatcct gtgcagcaat ggatgatttc       1440

caattaattc caatgataag caagtgtaga actaaggagg gaaggcgaaa gaccaatttg       1500

tacggtttca tcataaaagg aagatcccac ttaaggaatg acaccgatgt ggtaaacttt       1560
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gtgagcatgg agttttccct cactgaccca agacttgaac cacacaaatg ggagaagtac       1620

tgtgttcttg aggtaggaga tatgcttcta agaagtgcca taggccatgt gtcaaggcct       1680

atgttcttgt atgtgaggac aaatggaacc tcaaaaatta aaatgaaatg ggggatggaa       1740

atgaggcgtt gcctccttca gtcacttcaa caaatcgaga gtatgattga agctgagtcc       1800

tctgtcaagg agaaagacat gaccaaagag ttctttgaaa acaaatcaga aacatggccc       1860

gttggagagt cccccaaagg agtggaggaa ggttccattg ggaaggtctg cagaacttta       1920

ttggcaaagt cggtattcaa cagcttgtat gcatctccac aactagaagg attttcagct       1980

gaatcaagaa aactgcttct tatcgttcag gctcttaggg acaacctgga acctgggacc       2040

tttgatcttg gggggctata tgaagcaatt gaggagtgcc tgattaatga tccctgggtt       2100

ttgcttaatg cttcttggtt caactccttc ctcacacatg cattgagata g                2151

<210>    4

<211>    1698

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    A/WSN/1933 genome segments cDNA sequence_Segment 4 HA GenBank:

         LC333185.1

<400>    4

atgaaggcaa aactactggt cctgttatat gcatttgtag ctacagatgc agacacaata         60

tgtataggct accatgcgaa caactcaacc gacactgttg acacaatact cgagaagaat        120

gtggcagtga cacattctgt taacctgctc gaagacagcc acaacgggaa actatgtaaa        180

ttaaaaggaa tagccccact acaattgggg aaatgtaaca tcaccggatg gctcttggga        240

aatccagaat gcgactcact gcttccagcg agatcatggt cctacattgt agaaacacca        300

aactctgaga atggagcatg ttatccagga gatctcatcg actatgagga actgagggag        360

caattgagct cagtatcatc attagaaaga ttcgaaatat ttcccaagga aagttcatgg        420

cccaaccaca cattcaacgg agtaacagta tcatgctccc ataggggaaa aagcagtttt        480

tacagaaatt tgctatggct gacgaagaag ggggattcat acccaaagct gaccaattcc        540

tatgtgaaca ataaagggaa agaagtcctt gtactatggg gtgttcatca cccgtctagc        600

agtgatgagc aacagagtct ctatagtaat ggaaatgctt atgtctctgt agcgtcttca        660

aattataaca ggagattcac cccggaaata gctgcaaggc ccaaagtaag agatcaacat        720

gggaggatga actattactg gaccttgcta gaacccggag acacaataat atttgaggca        780

actggtaatc taatagcacc atggtatgct ttcgcactga gtagagggtt tgagtccggc        840
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atcatcacct caaacgcgtc aatgcatgag tgtaacacga agtgtcaaac accccaggga        900

gctataaaca gcaatctccc tttccagaat atacacccag tcacaatagg agagtgccca        960

aaatatgtca ggagtaccaa attgaggatg gttacaggac taagaaacat cccatccatt       1020

caatacagag gtctatttgg agccattgct ggttttattg aggggggatg gactggaatg       1080

atagatggat ggtatggtta tcatcatcag aatgaacagg gatcaggcta tgcagcggat       1140

caaaaaagca cacaaaatgc cattaacggg attacaaaca aggtgaactc tgttatcgag       1200

aaaatgaaca ctcaattcac agctgtgggt aaagaattca acaacttaga aaaaaggatg       1260

gaaaatttaa ataaaaaagt tgatgatggg tttctggaca tttggacata taatgcagaa       1320

ttgttagttc tactggaaaa tgaaaggact ttggatttcc atgacttaaa tgtgaagaat       1380

ctgtacgaga aagtaaaaag ccaattaaag aataatgcca aagaaatcgg aaatgggtgt       1440

tttgagttct accacaagtg tgacaatgaa tgcatggaaa gtgtaagaaa tgggacttat       1500

gattatccaa aatattcaga agaatcaaag ttgaacaggg aaaagataga tggagtgaaa       1560

ttggaatcaa tgggggtgta tcagattctg gcgatctact caactgtcgc cagttcactg       1620

gtgcttttgg tctccctggg ggcaatcagt ttctggatgt gttctaatgg gtctttgcag       1680

tgcagaatat gcatctga                                                     1698

<210>    5

<211>    1497

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    A/WSN/1933 genome segments cDNA sequence_Segment 5 NP GenBank:

         LC333186.1

<400>    5

atggcgacca aaggcaccaa acgatcttac gaacagatgg agactgatgg agaacgccag         60

aatgccactg aaatcagagc atctgtcgga aaaatgattg atggaattgg acgattctac        120

atccaaatgt gcaccgaact taaactcagt gattatgagg gacggctgat tcagaacagc        180

ttaacaatag agagaatggt gctctctgct tttgacgaga ggaggaataa atatctagaa        240

gaacatccca gtgcggggaa agatcctaag aaaactggag gacctatata caggagagta        300

gatggaaagt ggaggagaga actcatcctt tatgacaaag aagaaataag acgaatctgg        360

cgccaagcta ataatggtga cgatgcaacg gctggtctga ctcacatgat gatctggcac        420

tccaatttga atgatgcaac ttaccagagg acaagagctc ttgttcgcac aggaatggat        480

cccaggatgt gctcactgat gcagggttca accctcccta ggaggtctgg ggccgcaggt        540

gctgcagtca aaggagttgg aacaatggtg atggaattga tcagaatgat caaacgtggg        600
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atcaatgatc ggaacttctg gaggggtgag aatggacgga gaacaaggat tgcttatgaa        660

agaatgtgca acattctcaa agggaaattt caaacagctg cacaaagaac aatggtggat        720

caagtgagag agagccggaa tccaggaaat gctgagttcg aagatctcat ctttttagca        780

cggtctgcac tcatattgag agggtcagtt gctcacaagt cctgcctgcc tgcctgtgtg        840

tatggatctg ccgtagccag tggatacgac tttgaaagag agggatactc tctagtcgga        900

atagaccctt tcagactgct tcaaaacagc caagtataca gcctaatcag accaaatgag        960

aatccagcac acaagagtca actggtgtgg atggcatgcc attctgctgc atttgaagat       1020

ctaagagtat caagcttcat cagagggacg aaagtggtcc caagagggaa gctttccact       1080

agaggagttc aaattgcttc caatgaaaac atggagacta tggaatcaag tacccttgaa       1140

ctgagaagca gatactgggc cataaggacc agaagtggag ggaacaccaa tcaacagagg       1200

gcttcctcgg gccaaatcag catacaacct acgttctcag tacagagaaa tctccctttt       1260

gacagaccaa ccattatggc agcattcact gggaatacag aggggagaac atctgacatg       1320

agaaccgaaa tcataaggct gatggaaagt gcaagaccag aagatgtgtc tttccagggg       1380

cggggagtct tcgagctctc ggacgaaaag gcaacgagcc cgatcgtgcc ctcctttgac       1440

atgagtaatg aaggatctta tttcttcgga gacaatgcag aggagtacga caattaa          1497

<210>    6

<211>    1362

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    A/WSN/1933 genome segments cDNA sequence_Segment 6 NA GenBank:

         LC333187.1

<400>    6

atgaatccaa accagaaaat aataaccatt gggtcaatct gtatggtagt cggaataatt         60

agcctaatat tgcaaatagg aaatataatc tcaatatgga ttagccattc aattcaaacc        120

ggaaatcaaa accatactgg aatatgcaac caaggcagca ttacctataa agttgttgct        180

gggcaggact caacttcagt gatattaacc ggcaattcat ctctttgtcc catccgtggg        240

tgggctatac acagcaaaga caatggcata agaattggtt ccaaaggaga cgtttttgtc        300

ataagagagc cttttatttc atgttctcac ttggaatgca ggaccttttt tctgactcaa        360

ggcgccttac tgaatgacaa gcattcaagg gggaccttta aggacagaag cccttatagg        420

gccttaatga gctgccctgt cggtgaagct ccgtccccgt acaattcaag gtttgaatcg        480

gttgcttggt cagcaagtgc atgtcatgat ggaatgggct ggctaacaat cggaatttct        540
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ggtccagatg atggagcagt ggctgtatta aaatacaacc gcataataac tgaaaccata        600

aaaagttgga ggaagaatat attgagaaca caagagtctg aatgtacctg tgtaaatggt        660

tcatgtttta ccataatgac cgatggccca agtgatgggc tggcctcgta caaaattttc        720

aagatcgaga aggggaaggt tactaaatcg atagagttga atgcacctaa ttctcactac        780

gaggaatgtt cctgttaccc tgataccggc aaagtgatgt gtgtgtgcag agacaattgg        840

cacggttcga accgaccatg ggtgtccttc gaccaaaacc tagattataa aataggatac        900

atctgcagtg gggttttcgg tgacaacccg cgtcccaaag atggaacagg cagctgtggc        960

ccagtgtctg ctgatggagc aaacggagta aagggatttt catataagta tggcaatggt       1020

gtttggatag gaaggactaa aagtgacagt tccagacatg ggtttgagat gatttgggat       1080

cctaatggat ggacagagac tgatagtagg ttctctatga gacaagatgt tgtggcaata       1140

actaatcggt cagggtacag cggaagtttc gttcaacatc ctgagctaac agggctagac       1200

tgtatgaggc cttgcttctg ggttgaatta atcagggggc tacctgagga ggacgcaatc       1260

tggactagtg ggagcatcat ttctttttgt ggtgtgaata gtgatactgt agattggtct       1320

tggccagacg gtgctgagtt gccgttcacc attgacaagt ag                          1362

<210>    7

<211>    759

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    A/WSN/1933 genome segments cDNA sequence_Segment 7 M1 GenBank:

         LC333188.1

<400>    7

atgagtcttc taaccgaggt cgaaacgtac gttctctcta tcgtcccgtc aggccccctc         60

aaagccgaga tcgcacagag acttgaagat gtctttgcag ggaagaacac cgatcttgag        120

gttctcatgg aatggctaaa gacaagacca atcctgtcac ctctgactaa ggggatttta        180

ggatttgtgt tcacgctcac cgtgcccagt gagcggggac tgcagcgtag acgctttgtc        240

caaaatgctc ttaatgggaa cggagatcca aataacatgg acaaagcagt taaactgtat        300

aggaagctta agagggagat aacattccat ggggccaaag aaatagcact cagttattct        360

gctggtgcac ttgccagttg tatgggcctc atatacaaca ggatgggggc tgtgaccact        420

gaagtggcat ttggcctggt atgcgcaacc tgtgaacaga ttgctgactc ccagcatcgg        480

tctcataggc aaatggtgac aacaaccaat ccactaatca gacatgagaa cagaatggtt        540

ctagccagca ctacagctaa ggctatggag caaatggctg gatcgagtga gcaagcagca        600
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gaggccatgg atattgctag tcaggccagg caaatggtgc aggcgatgag aaccgttggg        660

actcatccta gctccagtgc tggtctaaaa gatgatcttc ttgaaaattt gcaggcctat        720

cagaaacgaa tgggggtgca gatgcaacga ttcaagtga                               759

<210>    8

<211>    693

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    A/WSN/1933 genome segments cDNA sequence_Segment 8 NS GenBank:

         LC333189.1

<400>    8

atggatccaa acactgtgtc aagctttcag gtagattgct ttctttggca tgtccgcaaa         60

agagttgcag accaagaact aggtgatgcc ccattccttg atcggcttcg ccgagatcag        120

aagtccctaa gaggaagagg cagcactctt ggtctggaca tcgaaacagc cacccgtgct        180

ggaaagcaaa tagtggagcg gattctgaag gaagaatctg atgaggcact caaaatgacc        240

atggcctctg tacctgcatc gcgctaccta actgacatga ctcttgagga aatgtcaagg        300

cactggttca tgctcatgcc caagcagaaa gtggcaggcc ctctttgtat cagaatggac        360

caggcgatca tggataagaa catcatactg aaagcgaact tcagtgtgat ttttgaccgg        420

ctggagactc taatattact aagggccttc accgaagagg ggacaattgt tggcgaaatt        480

tcaccactgc cctctcttcc aggacatact gatgaggatg tcaaaaatgc agttggggtc        540

ctcatcggag gacttgaatg gaataataac acagttcgag tctctgaaac tctacagaga        600

ttcgcttgga gaagcagtaa tgagaatggg agacctccac tcactccaaa acagaaacgg        660

aaaatggcgg gaacaattag gtcagaagtt tga                                     693

<210>    9

<211>    26

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Chop primer_F

<400>    9

gactcttcat acaccaccac acctga                                              26

<210>    10

<211>    24

<212>    DNA
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<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Chop primer_R

<400>    10

gccgctcgtt ctcttcagct agct                                                24

<210>    11

<211>    19

<212>    RNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    sense oligonucleotides targeting XBP1

<400>    11

cacccugaau ucauugucu                                                      19

<210>    12

<211>    21

<212>    RNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Negative Xbp1 siRNA

<400>    12

uucuccgaac gugucacgut t                                                   21
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