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(54) 발명의 명칭 라이코펜을 포함하는 허혈성 질환의 치료 또는 예방용 조성물

(57) 요 약

본 발명은 라이코펜을 유효성분으로 포함하는, 허혈성 질환의 치료 또는 예방용 조성물을 제공한다. 상기 조성물

은 혈관 내피세포의 세포 증식 및 이동을 촉진시킴으로써 혈관생성(angiogenesis)을 촉진시킬 수 있고, 그로 인

하여 신체기관, 조직 또는 부위로의 혈류 공급이 감소하여 발생하는 허혈성 질환의 효과적 치료 또는 예방 방법

으로서 이용할 수 있다. 

대 표 도 - 도1
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특허청구의 범위

청구항 1 

라이코펜을 유효성분으로 포함하는, 상처치료(wound healing)용 조성물.

청구항 2 

삭제

청구항 3 

제1항에 있어서, 상기 조성물은 혈관내피세포의 증식 및 이동을 촉진하여 상처를 치료하는 것인 조성물.

청구항 4 

삭제

청구항 5 

 제1항에 있어서, 상기 상처는 혈관 내 상처인 것인 조성물.

청구항 6 

라이코펜을 유효성분으로 포함하는, 상처개선용 식품 조성물.

명 세 서

기 술 분 야

본 발명은 라이코펜을 유효성분으로 포함하는, 허혈성 질환의 치료 또는 예방용 조성물에 관한 것이다. [0001]

배 경 기 술

허혈(Ischemia)이란  신체기관,  조직  또는  부위로의  혈류  공급  감소  상태를  말하며,  궁극적으로  비가역적인[0002]

손상, 즉 세포 및 조직의 괴사로 이어지게 된다. 특히, 심장, 신장, 뇌는 혈류 공급 부족에 가장 민감한 신체

기관으로서, 예를 들어, 뇌졸중 또는 두부 손상 등에 의하여 뇌 조직 상에 허혈이 발생하면 허혈성 캐스캐이드

라고 불리우는 일련의 과정들이 촉발되어 뇌 조직이 영구적으로 손상된다. 

허혈은 여러 가지 원인에 의하여 야기될 수 있으며, 예를 들면, 심장의 비정상적인 빠른 박동, 저혈압, 혈관외[0003]

부로부터의  혈관  압박(예를  들어,  혈관  외부의  암에  의한  혈관  압박),  혈전,  색전증,  일과성  허혈  발작

(transient ischemic attack), 일과성 심장발작, 사고로 인한 뇌혈관 손상, 뇌일혈, 뇌경색, 동정맥 기형, 말초

동맥 폐색 질환 등에 의하여 허혈 증상이 나타날 수 있다. 

허혈성 질환이란, 상기와 같은 허혈 증상을 나타내는 질환으로서, 관련되는 신체기관에 따라 뇌허혈, 심장허혈,[0004]

망막허혈, 심한사지허혈(critical limb ischemia), 허혈성 대장염, 허혈성 급성 신부전증 및 심근비대증 등을

포함할 수 있다. 구체적으로, 심장 근육에 혈류 공급이 불충분할 때 발생하는 심장 허혈은 협심증과 같은 가슴

통증, 심부전(cardiac failure)을 일으킬 수 있고, 뇌에 불충분한 혈류 공급으로 인하여 발생하는 뇌 허혈은 급

성 허혈성 뇌졸중 또는 만성 뇌 허혈로 인한 혈관성 치매(vascular dementia)의 원인이 될 수 있다. 대장 또는

소장의 허혈은 허혈성 대장염 또는 장간막허혈을 야기할 수 있고, 피부로의 혈류 공급이 감소한 경우 반점성 피

부 변색이 발생할 수 있다. 또한, 혈관이 부실함에 기인하여 신체 말단으로의 혈류공급이 불충분하여 사지절단

술을  받아야만  하는  심한  사지  허혈(critical  limb  ischemia)을  야기할  수  있고,  근위축성  측삭  경화증

(amyotrophic lateral sclerosis), 당뇨성 신경장애(diabetic neuropathy),  당뇨병성 혈관심장질환을 포함할
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수 있다. 상기와 같은 허혈성 질환의 치료를 위하여 신체기관, 조직 또는 부위로의 혈류 공급 감소 상태를 해소

하기 위한 혈관생성(angiogenesis)을 이용하는 방법이 연구되어 왔다. 

한편,  라이코펜(Lycopene)은 파이토케미칼(phytochemical)의 하나이며,  β-카로틴이나 루테인(lutein)과 같은[0005]

카르티노이드계 색소 물질이다. 라이코펜은 카르티노이드계 색소를 함유 하는 붉은색 계열의 과일 및 채소에 풍

부하게 존재하며, 라이코펜의 함량이 많은 식물 중의 하나가 토마토이다. 라이코펜은 대부분의 경우 체내에서

생합성 대사에 의하여 생성되기보다는 음식을 통한 섭취를 통하여 체내에 축적된다. 음식을 통하여 섭취된 라이

코펜은 소장에서 교질입자(micelles)와 결합하여 용해되어, 수동수송(passive transport) 메커니즘에 따라 장점

막세포(intestinal mucosal cell)로 투과되어 혈액 내에서 지방 단백질과의 결합을 통해 수송된다. 라이코펜의

체내 분포는 주로 지방이 많이 함유되어 있는 기관인 간, 정소 그리고 부신 등에 분포된다. 

라이코펜의 잘 알려진 기능은 항산화 기능(antioxidant activity)이다. 라이코펜은 비타민 E보다 효율적으로 활[0006]

성산소종(Reactive Oxygen Species, ROS)을 제거하는 것은 물론, β-카로틴 이상의 강력한 항산화 작용을 보유

하고 있어서 노화 방지, 항암 효과 작용 등의 효능이 알려져 있다[Rao AV, Agarwal S. 1999. Role of lycopene

as  antioxidant  carotenoid  in  the  prevention  of  chronic  diseases:  a  review.  Nutr  Res  19,  305-323].

또한, 비타민 D3와 같이 작용하여 암세포의 세포주기(cell cycle) 진행을 억제하며 IGF-1에 의해 유도되는 세포

성장을 감소시키고[Amir H, Karas M, Giat J, Danilenko M, Levy R, Yermiahu T, Levy J, Sharoni Y, 1999.

Lycopene  and  1,25-dihydroxyvitamin  D3  cooperate  in  the  inhibition  of  cell  cycle  progression  and

induction  of  differentiation  in  HL-60  leukemic  cells.  Nutr  Cancer  33,  105-112],  PDGF-BB  (platelet-

derived growth factor-BB)로 부터 유도되는 세포신호전달(cell signal transduction)을 억제하는 것이 알려져

있다[Wu  WB,  Chiang  HS,  Fang  JY,  Hung  CF.  2007.  Inhibitory  effect  of  lycopene  on  PDGF-BB-induced

signalling and migration in human dermal fibroblasts: a possible target for cancer: a review. Biochem

Soc Trans 35, 1377-1378]. 대식세포(macrophage)에서는 HMG-CoA 환원효소(reductase) 경로를 억제하여 콜레스

테롤 저하제(hypocholesterolemic  agent)로서 작용한다고 알려져 있다[Fuhramn  B,  Elis  A,  Aviram  M,  1997,

Hypocholesterolemic  effect  of  lycopene  and  b-carotene  is  related  to  suppression  of  cholesterol

synthesis  and  augmentation  of  LDL  receptor  activity  in  macrophage.  Biochem  Biophys  Res  Commun  233,

658-662].

그러나, 라이코펜이 혈관내피세포의 성장을 촉진하고, 혈관내피세포의 이동을 촉진하여 혈관 내 상처 치유 및[0007]

혈관생성을 촉진하는 작용을 통하여 광범위한 허혈성 질환의 치료 또는 예방에 효과가 있다는 것에 대해서는 알

려진 바가 없다. 

본 발명자들은 라이코펜이 혈관내피세포의 성장을 촉진하고 이동을 촉진하여 혈관생성을 촉진할 수 있다는 것을[0008]

발견하고 본 발명을 완성하였다.

발명의 내용

해결하려는 과제

 본 발명의 목적은 라이코펜을 유효성분으로 포함하는 허혈성 질환의 치료 또는 예방용 조성물을 제공하는 것이[0009]

다. 더욱 상세하게는, 혈관생성을 촉진하여 허혈성 질환의 치료 또는 예방을 할 수 있는 라이코펜 포함 조성물

을 제공하는 것이다.

과제의 해결 수단

하나의 양태로서, 본 발명은 라이코펜을 유효성분으로 포함하는, 허혈성 질환의 치료 또는 예방용 약학적 조성[0010]

물에 관한 것이다.
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본 발명에서, "라이코펜(Lycopene)"은  카르티노이드계 색소를 함유하는 붉은색 계열의 과일 및 채소에서 얻을[0011]

수 있는 CAS 등록번호 502-65-8인 화합물로서, 그 화학명은 ψ,ψ-카로틴(ψ,ψ-carotene) 또는 (6E, 8E, 10E,

12E, 14E, 16E, 18E, 20E, 22E, 24E, 26E)- 2, 6, 10, 14, 19, 23, 27, 31-옥타메틸도트리아콘타- 2, 6, 8,

10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 30- 트리데카엔[(6E, 8E, 10E, 12E, 14E, 16E, 18E, 20E, 22E, 24E,

26E)- 2, 6, 10, 14, 19, 23, 27, 31- octamethyldotriaconta- 2, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24,

26, 30- tridecaene]이며, 그 구조식은 다음과 같다(분자식 C40H56).

[0012]

본 발명에서 사용되는 라이코펜은 천연 또는 합성된 것을 사용할 수 있으며, 천연의 라이코펜은 공지의 방법에[0013]

따라 카르티노이드계 색소를 함유하는 붉은색 계열의 과일 및 채소, 특히 토마토 등으로부터 추출, 분리, 정제

함으로써 수득할 수 있고, 또한 합성 라이코펜은 공지의 방법에 의한 합성에 의해 수득할 수 있다. 이러한 천연

또는 합성 라이코펜은 직접 제조하는 외에 시판품의 사용도 가능하다. 본 발명에 따른 치료 또는 예방용 조성물

은 혈관생성촉진을 통한 허혈성 질환의 치료 효과와 동등한 효과를 가지는 라이코펜의 유도체를 포함한다. 

본 발명에서, "허혈"은 신체기관, 조직 또는 부위로의 혈류 공급 감소 상태를 말한다. 본 발명에서, "허혈성 질[0014]

환"이란, 허혈 증상을 나타내는 질환으로서, 궁극적으로 비가역적인 세포 및 조직의 손상을 동반하는 질환을 말

한다. 상기 허혈성 질환으로는, 뇌허혈, 심장허혈, 망막허혈, 심한사지허혈(critical limb ischemia), 허혈성

대장염, 장간막허혈, 허혈성 급성 신부전증, 궤양 (ulcer), 상처치유의 지연 (delayed wound healing) 등이 포

함될 수 있으나, 이에 한정되지는 않는다. 구체적으로, 심장 근육에 혈류 공급이 불충분할 때 협심증, 심하게는

심근경색 (myocardiac infarction), 심부전(cardiac failure)이 발생할 수 있고, 뇌에 불충분한 혈류 공급으로

인하여 급성 허혈성 뇌졸중 또는 만성 뇌 허혈로 인한 혈관성 치매(vascular dementia)의 원인이 될 수 있다.

또한, 혈관이 부실함에 기인하여 신체 말단으로의 혈류공급이 불충분하여 사지절단술을 받아야만 하는 심한 사

지 허혈(critical limb ischemia) 또는 궤양을 야기할 수 있고, 피부로의 혈류 공급이 감소한 경우 반점성 피부

변색이 발생할 수 있다. 

하나의 양태로서, 본 발명은 혈관생성(angiogenesis)을 촉진하는, 허혈성 질환의 치료 또는 예방용 조성물에 관[0015]

한 것이다. 

본 발명에서 "혈관내피세포"는 혈관의 내부표면을 둘러싸고 있는 얇은 층을 형성하고 있는 세포들로서, 혈관내[0016]

피세포는 혈관생성과정에서 가장 중요한 역할을 한다. 본 발명에서 "혈관생성(Angiogenesis)"은 기존 혈관의 혈

관내피세포가 증식 및 이동하여 기존 혈관으로부터 새로운 혈관이 생성되는 것을 의미한다. 

혈관생성은 발생과정과 상처치유 (wound healing), 여성의 생식 사이클에서 중요한 역할을 하는 것으로 알려져[0017]

있다. 성인의 경우, 이러한 제한적인 경우를 제외하면, 혈관내피세포는 거의 분열하지 않는 휴지(quiescent) 상

태로 존재한다. 혈관생성 성장인자(angiogenic growth factor)가 기존 혈관의 혈관내피세포에 존재하는 수용체

를  활성화시키면,  비로소  활성화된  혈관내피세포는  주변의  기저막(basement  membrane)  및  세포외기질

(extracellular matrix)을 분해하는 단백질분해효소를 분비하기 시작하여, 혈관내피세포가 기존 혈관벽으로부터

벗어나서 혈관생성 인자(angiogenic factor)를 분비하는 조직을 향해 이동하고 증식하게 된다. 혈관내피세포의

표면에 인테그린(integrin)과 같은 부착분자들이 발현되고 활성화됨으로써 세포외기질을 통한 세포부착 및 세포

이동이 유도된다. 그 후 이동/증식한 내피세포들이 혈관 튜브 구조를 이루고 혈관주위세포(pericyte)가 혈관내

피세포의 구조적 지지대로서 결합하여 새로운 혈관이 성숙되고 안정화된다.

본 발명의 구체적 실시예에서, 테트라졸리움 염을 이용하는 WST 분석 결과, 라이코펜이 농도 의존적으로 혈관[0018]

내피세포의 성장을 촉진시킨다는 것을 확인하였고(도 1), 그 메커니즘에는 p38과 ERK MAPK가 관여한다는 것을

확인하였다(도 5). 반면, 혈관내피세포의 세포 사멸에는 라이코펜이 영향을 미치지 않음을 확인하였다(도 2).
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또한, 본 발명의 구체적 실시예에서, 라이코펜이 농도 의존적으로 혈관내피세포의 이동을 촉진시킨다는 것을 확[0019]

인하였고(도 3), 그 메커니즘에는 JNK가 직접적으로 관여한다는 것을 확인하였다(도 5). 

따라서,  본  발명의  라이코펜을  이용하여  혈관  내피세포의  세포  증식  및  이동을  촉진시킴으로써  혈관생성[0020]

(angiogenesis)을 촉진시킬 수 있고, 그로 인하여 신체기관, 조직 또는 부위로의 혈류 공급이 감소하여 발생하

는 허혈성 질환의 효과적 치료 또는 예방 방법으로서 이용할 수 있다는 것을 확인하였다.

본 발명에서, 용어 "치료 또는 예방" 이란 라이코펜을 유효성분으로 포함하는 조성물을 이용함으로써, 허혈성[0021]

질환과 관련된 임상적 상황을 억제하거나 완화하는 모든 행위를 말하며, 특히 "치료"는 상기 조성물을 사용하여

허혈성 질환을 호전시키거나 이롭게 변경하는 모든 행위를 의미한다. 

본 발명의 라이코펜을 포함하는 약제학적 조성물은 약학적으로 허용가능한 담체를 추가적으로 포함하여 제제화[0022]

될 수 있다. 본 발명에서 "약학적으로 허용가능한 담체"란 생물체를 상당히 자극하지 않고 투여 화합물의 생물

학적 활성 및 특성을 저해하지 않는 담체 또는 희석제를 말한다. 본 발명에서의 약학적으로 허용 가능한 담체는

식염수, 멸균수, 링거액, 완충 식염수, 덱스트로즈 용액, 말토 덱스트린 용액, 글리세롤, 에탄올 및 이들 성분

중 1 성분 또는 1 성분 이상을 혼합하여 사용할 수 있으며, 필요에 따라 항산화제, 완충액 및 정균제 등 다른

통상의 첨가제를 첨가할 수 있다. 또한 희석제, 분산제, 계면활성제, 결합제 및 윤활제를 부가적으로 첨가하여

수용액, 현탁액, 유탁액 등과 같은 주사용 제형, 환약, 캡슐, 또는 정제로 제제화 할 수 있다.

또한 바람직하게 본 발명의 약제학적 조성물은 충진제, 부형제, 붕해제, 결합제 및 활택제 등을 추가로 포함할[0023]

수 있다. 또한 본 발명의 약제학적 조성물은 포유동물에 투여된 후 활성성분의 신속, 지속 또는 지연된 방출을

제공할 수 있도록 당업계에 공지된 방법을 사용하여 제형화 될 수 있다. 제형은 분말, 과립, 정제, 에멀젼, 시

럽, 에어로졸, 연질 또는 경질 젤라틴 캅셀, 멸균 주사용 약, 멸균 분말의 형태일 수 있다.

본 발명에서, 라이코펜 화합물은 약학적으로 허용 가능한 염의 형태도로 사용될 수 있으며, 통상의 방법에 의해[0024]

제조되는 모든 염, 수화물 및 용매화물이 포함된다.

염으로는 약학적으로 허용가능한 유리산(free acid)에 의해 형성된 산부가염이 유용하다. 산 부가염은 통상의[0025]

방법, 예를 들어 화합물을 과량의 산 수용액에 용해시키고, 이 염을 수혼화성 유기 용매(예를 들어, 메탄올, 에

탄올, 아세톤 또는 아세토니트릴)를 사용하여 침전시켜서 제조한다. 동 몰량의 화합물 및 물 중의 산 또는 알콜

(예를 들어, 글리콜 모노메틸에테르)을 가열하고, 이어서 상기 혼합물을 증발시켜 건조시키거나, 또는 석출된

염을 흡인 여과시킬 수 있다.

이때, 유리산으로는 무기산과 유기산을 사용할 수 있는데, 무기산으로는 염산, 브롬산, 인산, 황산, 질산, 주석[0026]

산 등을 사용할 수 있고, 유기산으로는 구연산(citric acid), 초산, 젖산, 주석산(tartaric acid), 말레인산,

푸마르산(fumaric acid), 포름산, 프로피온산(propionic acid), 옥살산, 트리플루오로아세트산, 벤조산, 글루콘

산, 메탄술폰산, 글리콜산, 숙신산, 4-톨루엔술폰산, 갈룩투론산, 엠본산, 글루탐산 또는 아스파르트산 등을 사

용할 수 있으며, 이들에 제한되지 않는다.

또한, 염기를 사용하여 약학적으로 허용가능한 금속염을 만들 수 있다. 알칼리 금속 또는 알칼리 토금속염은,[0027]

예를 들어 화합물을 과량의 알칼리 금속 수산화물 또는 알칼리 토금속 수산화물 용액 중에 용해시키고, 비용해

화합물 염을 여과한 후 여액을 증발, 건조시켜 얻는다. 이때, 금속염으로서는 특히 나트륨, 칼륨 또는 칼슘염을

제조하는 것이 제약상 적합하나 이들에 제한되는 것은 아니다. 또한, 이에 대응하는 은염은 알칼리 금속 또는

알칼리 토금속 염을 적당한 은염(예를 들어, 질산은)과 반응시켜 얻을 수 있다.

또 하나의 양태로서, 본 발명은 라이코펜을 포함하는 약제학적 조성물의 치료학적으로 유효한 양을 투여하는 것[0028]

을 포함하는 허혈성 질환을 치료 또는 예방하는 방법을 제공한다.

본 발명에서 "투여"는 어떠한 적절한 방법으로 환자에게 본 발명의 약제학적 조성물을 도입하는 것을 의미하며,[0029]
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본 발명의 조성물의 투여 경로는 목적 조직에 도달할 수 있는 한 경구 또는 비경구의 다양한 경로를 통하여 투

여될 수 있다. 비경구 투여는 피하주사, 정맥주사, 근육 내 주사 또는 흉부 내주사 주입방식일 수 있다. 

본 발명에서 "치료학적으로 유효한 양"은 특정 환자에 대하여 달성하고자 하는 반응의 종류와 정도, 경우에 따[0030]

라 다른 제제가 사용되는지의 여부를 비롯한 구체적 조성물,  환자의 연령,  체중,  일반 건강 상태,  성별 및

식이, 투여 시간, 투여 경로 및 조성물의 분비율, 치료 기간, 구체적 조성물과 함께 사용되거나 동시 사용되는

약물을 비롯한 다양한 인자와 의약 분야에 잘 알려진 유사 인자에 따라 다르게 적용하는 것이 바람직하다. 적합

한 총 1일 사용량은 올바른 의학적 판단범위 내에서 처치의에 의해 결정될 수 있다는 것은 당업자에게 자명한

일이다. 바람직하게 상기 약제학적 조성물의 투여량이 체중 kg 약 100 mg 내지 약 200 mg의 범위에서 사용될 수

있고, 1회 또는 수회로 나누어 투여할 수 있다. 그러나 상기 투여량은 어떠한 면으로든 본 발명의 범위를 한정

하는 것은 아니다.

하나의 양태로서, 본 발명은 라이코펜을 포함하는 허혈성 질환의 개선용 식품 조성물에 관한 것이다. 식품 제조[0031]

시에 통상적으로 첨가되는 성분은 예를 들어, 단백질, 탄수화물, 지방, 영양소, 조미제 및 향미제를 포함한다.

상술한 탄수화물의 예는 모노사카라이드(예를 들어, 포도당, 과당 등), 디사카라이드(예를 들어, 말토스, 슈크

로스, 올리고당 등) 및 폴리사카라이드(예를 들어, 덱스트린, 사이클로덱스트린 등)와 같은 통상적인 당 및 자

일리톨, 소르비톨, 에리트리톨 등의 당알콜이다. 향미제로서 천연 향미제(예를 들어, 타우마틴, 레바우디오시드

A, 글리시르히진 등과 같은 스테비아 추출물) 및 합성 향미제(예를 들어, 사카린, 아스파르탐 등)를 사용할 수

있다.

발명의 효과

본  발명에서  혈관  내피세포의  세포  증식  및  이동을  촉진시킴으로써  혈관생성(angiogenesis)을  촉진시킬  수[0032]

있고, 그로 인하여 신체기관, 조직 또는 부위로의 혈류 공급이 감소하여 발생하는 허혈성 질환의 효과적 치료

또는 예방 방법으로서 이용할 수 있는 라이코펜을 유효성분으로 포함하는 조성물을 제공할 수 있다. 

도면의 간단한 설명

도 1은 라이코펜이 농도 의존적으로 혈관내피세포 성장을 증가시킴을 나타내는 그래프로서, BAEC을 16시간 동안[0033]

배양한 후, 다양한 농도(0~10 μM)의 라이코펜으로 처리한 뒤, WST 분석한 결과이다. 그래프는 세포 성장 백분

율을 나타낸다(mean± S.E, n=3).

도 2는 라이코펜이 혈관내피세포 사멸에 영향이 없음을 나타내는 결과로서, BAEC을 16시간 동안 배양한 후 다양

한 농도의 라이코펜 및 에토포시드(etoposide)(양성 대조군)으로 처리한 결과를 패널 A에 나타내었다. 사멸세포

인 탈착, 원형 부유 세포를 현미경으로 관찰, 계수하여 패널 B에 막대 그래프로 나타내었다(mean± S.E, n=3). 

도 3은 라이코펜이 혈관내피세포의 이동을 증가시킴을 나타내는 결과로서,  BAEC 에 2 mM  티미딘을 24 시간 동

안 처리하여 세포의 성장을 중지시킨 후 스크래퍼 찰과기(scraper)를 이용하여 창상선을 만든 후 다양한 농도의

라이코펜을 처리하여 24시간까지 시간 별로 현미경으로 확인하여 패널 A에 나타내었다. 일정한 시면적(visual

field)에 이동한 세포 수를 계산하여 패널 B에 막대 그래프로 나타내었다(mean± S.E, n=3). 

도 4는 라이코펜의 처리는 ERK, p38 그리고 JNK의 활성을 촉진시키나, eNOS의 경우에는 영향을 미치지 않음을

나타내는 결과로서, BAEC에 라이코펜을 0, 5, 15, 30, 60 분 동안 처리한 후 분해시킨 뒤 단백질을 SDS-PAGE를

이용하여 분리시켰다. 분리시킨 단백질은 PVDF (polyvinylidene fluoride) 막으로 이동시켜 고정하고, 분석하고

자 하는 표적 단백질(p-ERK, p-JNK, p-p38 및 p-eNOS)에 해당하는 항체와 반응시켜 화학발광 검출법을 통해 세

포 신호 전달 물질의 변화를 관찰한 결과이다. 

도 5는 p38과 ERK MAPK가 라이코펜에 의해 촉발되는 세포성장에 관여하고, JNK 가 라이코펜에 의해 유발되는 혈

관내피세포 이동에 관여함을 나타내는 결과로서, BAEC 을 16시간 동안 배양한 후, p38 (SB-203580, 10 μM),

JNK (SP-600125, 10 μM), ERK (PD-98059, 20 μM) 그리고 eNOS (L-NAME, 2.5 μM)의 인산화 억제제를 1 시간

동안  처리 한 후 라이코펜을 처리하여 p38 MAPK의 억제제인 SB-203580와 ERK의 억제제인 PD-98059의 전 처리는

라이코펜에 의해 유도되는 세포성장을 감소시키고(A), SP-600125 (JNK 억제제) 전 처리는 세포이동을 억제시키

는 것(B)이 막대 그래프로 나타나있다(mean± S.E, n=3).
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발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 본 발명을 하기 실시예를 참조하여 구체적으로 설명한다. 다만, 하기 실시예는 본 발명의 이해를 돕기 위[0034]

한 것으로, 이에 의해 본 발명의 범위가 한정되는 것은 아니다.

<실시예 1 : 혈관내피세포의 배양> [0035]

세포 외 기질에 부착하여 자라는 부착세포(adhesion cell)인 소 대동맥 내피세포(bovine aortic endothelial[0036]

cell, BAEC)를 소의 대동맥에서 추출한 후 계대 수 3에서 8사이의 일차세포를 실험에 사용하였다. BAEC은 20%

소태아혈청(fetal  bovine  serum,  Wel  GENE  Inc.,  Korea)과  0.5%  L-글루타민,  0.5%  항생제

(streptomycin/penicillin)가 포함된 DMEM (glucose 1g/liter Wel GENE Inc.)를 이용하여 37℃, 5% CO2  조건

에서 배양하였다. 

<실시예 2 : 라이코펜의 혈관내피세포 성장촉진 실험>[0037]

 세포성장은 WST (High sensitive water soluble tetrazolium salt) 분석을 이용하여 평가하였다. 구체적으로[0038]

WST 가 살아있는 세포 내의 미토콘드리아 탈수소효소와 반응하여 포르마잔(formazan)이라는 염료로 전환되므로,

살아있는 세포의 수를 측정된 염료의 양으로 평가할 수 있다. 

혈청기아 상태인 DMEM에 BAEC을 16시간 동안 배양한 후, 다양한 농도(0~10 μM)의 라이코펜을 처리한 뒤, 시간[0039]

별로 UV 스펙트럼을 이용하여 450 nm에서 측정하였다. 라이코펜은 Sigma-Aldrich (USA)사에서 제공하는 시약을

구입하여 DMSO에 녹여 사용하였다.

그 결과, 도 1에서 확인할 수 있는 것과 같이, 라이코펜의 농도가 증가할수록 세포성장이 증가함을 볼 수 있었[0040]

다. 이와 같이 농도 의존적으로 세포성장이 증가하는 것은 라이코펜이 혈관내피세포의 성장을 촉진시킴을 의미

한다. 

<실시예 3 : 라이코펜의 혈관내피세포 세포사멸 실험>[0041]

세포성장과 반대 기능인 혈관내피세포의 세포사멸에는 라이코펜이 어떠한 영향을 끼치는지 조사하기 위하여, 전[0042]

면 성장한 BAEC을 0.5% 소태아혈청이 첨가된 DMEM에 16시간 동안 배양한 후 다양한 농도의 라이코펜을 처리하였

고, 세포사멸에 관한 양성 대조군을 얻기 위하여 에토포시드(etoposide) 100 μM 로 세포사멸을 유도하였다. 처

리는 0, 24 시간 동안 처리하였고, 시간 경과에 따른 변화를 현미경으로 관찰하여 기록하였으며, 세포사멸 세포

(탈착, 원형인 부유 상태에 있는 세포)를 계산하여 세포사멸 비율을 결정하였다.

혈관내피세포는 세포 외 기질에 부착하여 성장하는 세포로서 세포사멸이 일어난 세포는 원형의 탈착부유 세포로[0043]

변한다. 따라서 원형의 탈착부유 세포 수를 세어 전체 세포 수에 대한 원형부유세포 수의 비율로 세포사멸 정도

를 결정하였다. 실험결과는 도 2에서 보듯이, 라이코펜의 다양한 농도처리의 어느 경우에서도 세포사멸의 정도

가 음성대조군의 결과와 의미 있게 차이 나는 실험군이 관찰되지 않았다. 이와 같은 결과는 라이코펜이 혈관내

피세포의 사멸에 영향을 미치지 않음을 의미한다. 

<실시예 4 : 라이코펜의 혈관내피세포 이동촉진 실험>[0044]

 전면 성장한 BAEC 에 2 mM  티미딘(Thymidin, Sigma-Aldrich, USA)을 24 시간 동안 처리하여 세포의 성장을[0045]

중지시킨 후 PBS 으로 2회 세척하였다. 그 후 스크래퍼 찰과기(scraper)를 이용하여 창상선을 만든 후 다시 PBS

로 2회 세척한 뒤 다양한 농도의 라이코펜을 처리하여 24시간까지 시간 별로 확인하였다. 세포이동 정도는 일정

한 시면적에 이동한 세포 수를 계산하여 평가하였다.
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 그 결과, 도 3에서 보듯이 혈관내피세포의 이동 정도는 라이코펜의 농도가 증가함에 따라 증가하는 것을 확인[0046]

할 수 있었다. 

<실시예 5 : 세포신호전달물질의 활성과 라이코펜의 관계 실험>[0047]

MAPK(Mitogen activated protein kinases)는 다양한 세포생리활성에 관여하는 세포신호전달물질이다. MAPK 중[0048]

에서 가장 중요한 패밀리 구성원으로는 ERK(extracellular signal regulated kinase), JNK(c-Jun-N-terminal

kinase), p38 MAPK 등이 있다. 한편, 활성화된 eNOS에 의해 만들어지는 산화질소(nitric oxide)는 혈관확장에

관여하는 등 혈관내피세포에서 중요한 생리적 기능에 관여하는 혈관 조절인자로 잘 알려져 있다. 따라서 라이코

펜이 관여하는 세포생리활성과 세포신호전달물질의 관계를 조사하기 위한 알기 위한 실험을 진행하였다.

전면 성장한 BAEC에 10 μM의 라이코펜을 0, 5, 15, 30, 60 분 동안 처리한 후 분해 완충액(50 mM Tris, 150[0049]

mM NaCl, 0.1 mM PMSF, 1.0 mM Na 바나데이트, 1% [v/v] Triton X-100, 10.0% 글리세롤, pH 7.4)으로 분해시킨

뒤 원심분리를 통해 상층액을 획득하여 단백질 분석으로 정량하고 동일한 양의 단백질을 SDS-PAGE를 이용하여

분리시켰다. 분리시킨 단백질은 PVDF (polyvinylidene fluoride) 막으로 이동시켜 고정하고, 분석하고자 하는

표적 단백질에 해당하는 1차 항체와 반응 후, 2차 항체를 반응시켜 화학발광 검출법을 통해 X-ray 필름으로 현

상하여 세포 신호 전달 물질의 변화를 관찰하였다.

또한, 단백질 인산화 효소 및 산화질소 생산효소 억제제를 처리하여 세포성장, 세포이동에 어떠한 영향을 미치[0050]

는 지 알아보기 위하여 혈청기아 상태인 DMEM 에 BAEC 을 16시간 동안 배양한 후, p38 (SB-203580, 10 μM),

JNK (SP-600125, 10 μM), ERK (PD-98059, 20 μM) 그리고 eNOS (L-NAME, 2.5 μM)의 인산화 억제제를 1 시간

동안  처리 한 후 라이코펜 10 μM을 처리하여 앞선 방법과 동일한 방법으로 확인하였다.

먼저, 라이코펜이 MAPK들이나 eNOS의 활성을 촉진하는지 알아보았다. 실험 결과, 도 4에서 보는 것과 같이 라이[0051]

코펜의 처리는 ERK, p38 그리고 JNK의 활성을 촉진시켰으나, eNOS의 경우에는 영향을 미치지 않았다. MAPK들의

활성 패턴은 ERK, p38 MAPK의 경우, 5 분에 인산화가 극대화 되었고, 그 이후 1 시간 까지 활성이 계속 유지된

반면, JNK의 경우는 5~15 분에 활성이 최대치로 되었다가 30 분 이상이 되면 다시 음성 대조군 수준으로 저하되

는 것을 확인하였다. 

각 신호전달물질의 억제제를 전 처리한 후 라이코펜에 의한 세포 증식 및 세포 이동의 변화를 관찰한 결과, p38[0052]

MAPK의 억제제인 SB-203580와 ERK의 억제제인 PD-98059의 전 처리는 라이코펜에 의해 유도되는 세포성장을 감소

시켰다(도 5A). 이는, p38과 ERK MAPK가 라이코펜에 의해 촉발되는 세포성장에 관여함을 의미한다. 또한, 도 5B

에서 보는 바와 같이 라이코펜에 의해 유발되는 혈관내피세포 이동은 SP-600125 (JNK 억제제) 전 처리의 경우에

만, 세포이동이 억제되었다. 이는 JNK가라이코펜에 의한 혈관내피세포 이동에 직접적으로 관여함을 의미한다. 
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