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본 발명은 서브스턴스-P(Substance P, 서브스턴스 P)의 신규용도에 관한 것이다.

본 발명에 의한 서브스턴스-P는 소교세포 활성 감소 작용, 염증유발 싸이토카인 감소, 세포자멸사 억제 등의 효

과를  나타내며,  외상성  손상(굴곡손상,  수직압박손상,  과신전손상,  굴곡회전손상)과  비외상성

손상(혈관기능장애, 관절염이나 퇴행성관절질환)으로 인한 척수손상, 파킨슨병, 알츠하이머병, 루게릭병, 헌팅톤

병, 우울증, 간질병 등의 중추신경계 퇴행성 질환 등을 효과적으로 치료할 수 있다. 
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특허청구의 범위

청구항 1 

서브스턴스-P를 유효성분으로 포함하는 척수손상의 예방 또는 치료용 조성물.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 척수손상이 외상성 손상 또는 비외상성 손상인 조성물.

청구항 3 

제2항에 있어서, 상기 외상성 손상은 굴곡손상, 수직압박손상, 과신전손상, 또는 굴곡회전손상인 조성물.

청구항 4 

제2항에 있어서, 상기 비외상성 손상이 혈관기능장애, 관절염, 퇴행성관절질환, 척추아탈구, 척수염, 척수공동

증, 또는 척수결핵에 의한 것인 조성물.

청구항 5 

서브스턴스-P를 유효성분으로 포함하는 중추신경계 퇴행성 질환의 예방 또는 치료용 조성물.

청구항 6 

제5항에 있어서, 상기 중추신경계 퇴행성 질환은 뇌졸중, 파킨슨병, 알츠하이머병, 루게릭병, 헌팅톤병, 우울증

또는 간질병인 조성물.

청구항 7 

제5항에 있어서, 상기 중추신경계 퇴행성 질환이 척수 손상에서 기인한 질환인 조성물.

명 세 서

기 술 분 야

본 발명은 서브스턴스 P를 포함하는 척수손상 예방 또는 치료용 조성물에 관한 것이다. [0001]

배 경 기 술

경제의 발전이 가속화 되면서 척수손상 환자가 급증하고 있고 이로 인하여 사회 의료 비용이 증가됨으로써 막대[0002]

한 경제손실을 초래하고 있다. 그 원인은 척수손상 발생 환자층이 대부분이 활동이 많은 젊은 층인 바, 그들의

일생 동안의 생산력을 고려해볼 때 개인적 국가적 차원에서의 손실은 상상하기 어려운 정도의 액수에 달하기 때

문이다. 또한 중추신경 퇴화로 인한 운동 및 감각 기능의 영구적 손실은 한 개인의 삶의 질을 저하할 뿐 만 아

니라 환자를 부양하는 보호자들에게 정신적 및 경제적 영향을 미쳐 사회, 문화적으로 심한 부작용을 일으키고

있으므로 치료방법과 약물개발이 절실하게 요구되고 있다.

척수손상은 갑작스런 마비를 유도하여 여러 부위의 기능손상을 유발하여 다양한 합병증을 유발할 수 있는 위험[0003]

요소를 가진다. 이러한 신경장애는 직접 압박을 받은 신경절에 국한되지 않고 해당 신경절 이하의 신경에 걸쳐

광범위하게 발생한다. 또한 외상 후 손상된 생리기능들은 그 상태로 멈춰 있지 않으며 더욱 악화되기가 쉬워진

다(el Masry WS, Short DJ., 1997).

1997년에 발표된 연구에서 척수손상이 일어나면 흥분독성 신경전달 물질, 자유라디칼, 염증촉진 매개물질 등이[0004]

발생되어 세포사멸이 유발됨이 밝혀졌고 최근에 이르러 신경교성반흔이 형성되어 신경재생에 부적합한 환경이

만들어지는 것이 밝혀진 이후(Liu XU et al., 1997, Fitch MT, Silver J., 2008) 수많은 연구자들은 신경장애

를 최소화하고 신경기능의 회복을 촉진시킬 수 있는 치료방법의 개발에 중점을 두고 있다. 그러나 임상시험을

통하여 척수 손상의 치료에 효과가 인정된 것은 오로지 급성기 즉 손상 후 24시간 이내에 신경조직의 손상을 줄

여주기 위하여 시도되는 메틸프레디솔론 치료에 불과하며(Bracken et al., 1990), 그 치료효과가 매우 미미하고
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효용성에 대해서는 아직도 논란이 많은 상태이다(Schwab et al., 1996). 이에 전세계 과학자들은 많은 종류의

신경보호치료제에 대한 연구가 활발하게 진행되어 조직 및 세포이식, 신경영양인자 투입, 유전자 요법을 이용한

신경영양인자 생산, 그리고 미세수술기법, 복합제제의 투여 등 연구가 진행되어 왔으나 뚜렷한 효과를 보지 못

하는 상황이다. 즉 현재로서는 척수신경 손상에 효과적인 치료제 및 예방책은 전무한 상황이다. 따라서 척수손

상 회복 약물개발이 더욱 시급하다.

척수손상은 주로 외상으로 인한 척추의 변위에 의하여 척수가 압박되면서 발생한다. 기계적인 일차적인 손상과[0005]

함께 손상 즉시 세포괴사(necrosis)가 일어나고 서행적으로 일어나는 세포자멸사(apoptosis)에 의해 회백질의

신경세포와 백질의 희돌기교세포의 세포사멸을 유발하게 되고 축색돌기(axon)의 미엘린제거(demyelination)를

일으켜 궁극적으로 영구적인 기능장애를 발생하게 된다. 그 병태생리학적 분석을 보면 척수 손상 이후 손상 부

위에 초기 다량으로 유리되는 글루타메이트(glutamate)에 의한 흥분세포독성, 활성산소(ROS)에 의한 산화적 스

트레스, ATP 고갈(depletion), 무산소상태(anaerobic condition) 등에 의한 허혈손상, 그리고 TNF-α, IL-1β

등과 같은 염증유발 사이토카인(proinflammatory  cytokines)이나 iNOS등과 같은 염증성 매개자(inflammatory

mediators)에 의한 염증반응 등이 세포사멸의 주요 원인으로 알려져 있다(Lu et al., 2000, Kapoor et al.,

2003). 그 중에서도 염증반응은 병변 초기뿐만 아니라 장시기에 걸쳐 지속되며 특히 서행적으로 일어나는 세포

사멸이나 축색돌기(axon) 퇴화에서의 소교세포에 의한 염증반응은 척수 손상뿐만 아니라 대부분의 신경 질환에

서 공통적으로 나타나는 병리학적 특징으로, 이의 조절은 신경계 질환의 확장을 막는데 중요하다고 알려져 있다

(Beattie, 2004). 

전 세계적으로 가장 많은 사람들이 앓고 있는 질환으로 노인성 치매(dementia)는 중추신경 질환 중의 하나로 그[0006]

원인이 다양해서 50% 정도는 알츠하이머형 치매, 20~30%는 혈관성 치매, 알코올성 치매, 파킨슨병에 의한 치매

등이 있다. 또한 대표적인 퇴행성 뇌질환인 파킨슨병은 알츠하이머병, 혹은 루게릭병이 동반되기도 하여 퇴행성

뇌질환의 공통적인 병리기작이 암시되어있다. 공통적으로 발생하는 신경계질환들의 병리학적 기전을 살펴보면

노인성 치매, 파킨슨병, 광우병, 헌팅튼병, 루게릭병 등 대부분의 퇴행성 신경질환들의 비정상적 축적과 그에

따른 단백질 응집, 및 침착이 확인되고 있고 이들 침착물은 신경세포에 산화적스트레스를 유도하고 미토콘드리

아 기능을 저하함으로 세포사멸을 유도하고, 또한 이로 인해 생성된 신경세포의 파괴 산물은 면역-염증 촉진 인

자로 작용하여 보체경로의 활성화 및 소교세포가 활성화되고 서로 양성 되먹임을 함으로써 염증반응이 가속화되

어 퇴행성 변화를 촉진한다(McGeer et al., 1995, Kohutnicka et al., 1998, Alexianu et al., 2001).

한편, 각종 중추신경질환에서 신경세포의 세포자멸사가 관여함이 알려져 있다. 예를 들면 뇌졸중에서는 허혈손[0007]

상의 진행성 과정으로 명암선 반영부분에 있는 세포들은 세포자멸사로 수 주 동안 죽게 된다(Lo et al., 2003).

또한 중추신경계 퇴행성질환인 파킨슨병은 뇌 흑질에 있는 도파민신경세포가 산화적 스트레스, 미토콘드리아 기

능장애(dysfunction)  및 죽음 수용체(death  receptor)  등의 원인으로 세포자멸사가 일어나고(Tansey  et  al.,

2007), 알츠하이머는 아밀로이드 베타 단백질에 의해 세포자멸사로 이어지며(Tesco et al., 2003), 따라서 운동

세포만 선택적으로 사멸하는 루게릭병, 치명적인 유전장애로 세포사멸을 유발하는 헌팅톤병 및 각종 정신과 질

환에서 세포자멸사가 주요한 원인임이 밝혀졌다(Mattson et al., 2008). 이로부터 추리할 때 세포자멸사를 막을

수 있는 약물의 개발은 척수 손상, 뇌졸중뿐만 아니라 이와 유사한 기작을 갖는 중추신경계 퇴행성 질환인 파킨

슨병, 알츠하이머병, 루게릭병, 헌팅톤병 그리고 우울증, 간질병 등 질환에 있어서 꼭 필요한 것이며 그 시장성

또한 막대하다. 

한편, 척수손상에 대한 회복의 가장 중요한 척도는 그 행동학적 변화 관측의 결과가 될 수 있는데, 이는 척수[0008]

손상 후에 나타난 운동기능의 상실과 회복을 측정하는 BBB이동평가척도를 기준으로 할 수 있다(Basso et al.,

1995). 

서브스턴스 P  (이하,  'SP'라고도 언급함)는 11개의 아미노산으로 구성된 펩타이드로 여러기관(피부, 타액선,[0009]

폐, 이자, 신장, 방광, 전립선)(Kohlmann et al., 1997, Rupniak and Kramer., 1999)과 신경조직에 널리 분포

하며(Kramer et al., 1998), 특히 후근 신경절에서 생성하여 척수 후각에 많이 분포하고 있고 말초신경계에서 C

섬유의 중추와 말초돌기에서 모두 발견된다(Radhakrishnan and Henry., 1995, Henry., 1993, Vaught 1988). 서

브스턴스  P는  생리학적  기능으로  통증과  연관되어  유해자극이  발생하면  1차  구심성  말단(primary  afferent

terminals)에서 서브스턴스 P를 분비하여 뉴로키닌 1 수용체(neurokinin 1 receptor)에 작용하여 2차 메신저

(2
nd
 messenger)를 활성화 시켜 칼슘이온을 유입시킨다. 칼슘이온 유입의 증가는 산화질소의 생성을 촉진하고 따

라서 생성된 산화질소는 되먹임으로 서브스턴스 P의 유리를 증가시켜 서브스턴스 P의 신호전달 경로를 통하여

과잉감작을 형성함이 알려졌다(Radhakrishnan and Henry., 1995, Chatani et al., 1995). 통증과 관련된 이러
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한 기작은 연구자들로 하여금 중추신경계손상 및 퇴행성질환에서 서브스턴스 P의 약물 치료제 개발 가능성을 대

폭 제한하였다. 

이외 서브스턴스 P는 말초신경계통에서 여러 염증반응의 유도와 연관되어 있음이 보고되어 있고 혈관확장과 내[0010]

피세포의 투과성을 증가하여 상처치유에 관련되어 있는 것으로 알려졌다(Matthay MA and Ware L, 2004). 따라서

본 발명자들은 각막손상 모델에서 손상후 서브스턴스 P의 투여는 상처 치유에 촉진효과를 보임을 확인한 바 있

다. 

이후 본 발명자들은 예의 연구를 거듭한 끝에 서브스턴스 P가 척수 손상후 발생하는 중추신경세포의 사멸에 관[0011]

여하고 운동기능 회복에 크게 기여함을 밝혀내어 본 발명에 이르게 되었다.
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발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명자들은 서브스턴스-P를 유효성분으로 함유하는 척수손상 치료용 조성물, 세포자멸사 억제용 조성물, 소[0013]

교세포 활성 감소 활성 조성물, 항염증 활성 조성물 등을 제공하고자 한다.

과제의 해결 수단

본 발명은 서브스턴스-P를 유효성분으로 포함하는 척수손상 예방 또는 치료용 조성물을 제공한다. [0014]

본 발명은 또한 서브스턴스-P를 유효성분으로 포함하는 외상성 척수 손상 또는 비외상성 척수손상 예방 또는 치[0015]

료용 조성물을 제공한다. 

상기 외상성 손상에는 굴곡손상, 수직압박손상, 과신전손상, 굴곡회전손상 등이 있으나 이에 제한되지 않는다.[0016]

상기 외상성 척수손상은 교통사고, 추락, 스포츠손상, 폭행 등으로 인한 것일 수 있다. 상기 비외상성 손상에는

혈관기능장애, 관절염, 퇴행성관절질환, 척추아탈구, 척수염, 횡단성 척후염, 척수공동증, 또는 척수 결핵 등이

있으나 이에 제한되지 않는다.  

본 발명은 또한 서브스턴스-P를 유효성분으로 포함하는 세포자멸사 억제용 조성물을 제공한다. [0017]

본 발명은 또한 세포자멸사에 기인한 척수손상 치료용 조성물, 또는 세포자멸사에 기인한 중추신경계 퇴행성 질[0018]

환의 예방 또는 치료용 조성물을 제공한다. 

본 발명은 나아가, 서브스턴스-P를 유효성분으로 포함하는 중추신경계 퇴행성 질환의 예방 또는 치료용 조성물[0019]

을 제공한다.

본 발명에 있어서 중추신경계 퇴행성 질환에는 뇌졸중, 파킨슨병, 알츠하이머병, 루게릭병, 헌팅톤병, 우울증[0020]

또는 간질병 등을 들 수 있다.  
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본 발명은 또한 서브스턴스-P를 유효성분으로 포함하는 소교세포 활성 감소용 조성물을 제공한다.[0021]

서브스턴스-P를 유효 성분으로 포함하는 본 발명에 의한 조성물은, 상기 유효 성분 이외에 약제학적으로 적합하[0022]

고 생리학적으로 허용되는 보조제를 사용하여 제조될 수 있으며, 상기 보조제로는 부형제, 붕해제, 감미제, 결

합제, 피복제, 팽창제, 윤활제, 활택제 또는 향미제 등을 사용할 수 있다.

서브스턴스-P를 유효 성분으로 포함하는 본 발명에 의한 조성물은 투여를 위해서 상기 기재한 유효 성분 이외에[0023]

추가로 약제학적으로 허용 가능한 담체를 1종 이상 포함하여 약학적 조성물로 제제화할 수 있다. 

서브스턴스-P를 유효 성분으로 포함하는 조성물의 약제학적 제제 형태는 과립제, 산제, 정제, 피복정, 캡슐제,[0024]

시럽, 즙, 현탁제, 유제, 연고제, 크림제, 겔제, 점적제, 에어로졸, 또는 주사 가능한 액제 등이 될 수 있다. 

예를 들어, 정제 또는 캡슐제의 형태로의 제제화를 위해, 유효 성분은 에탄올, 글리세롤, 물 등과 같은 경구,[0025]

무독성의 약제학적으로 허용 가능한 불활성 담체와 결합될 수 있다. 또한, 원하거나 필요한 경우, 적합한 결합

제, 윤활제, 붕해제 및 발색제 또한 혼합물로 포함될 수 있다. 적합한 결합제는 이에 제한되는 것은 아니나, 녹

말, 젤라틴, 글루코스 또는 베타-락토오스와 같은 천연 당, 옥수수 감미제, 아카시아, 트래커캔스 또는 소듐올

레이트와 같은 천연 및 합성 검, 소듐 스테아레이트, 마그네슘 스테아레이트, 소듐 벤조에이트, 소듐 아세테이

트, 소듐 클로라이드 등을 포함한다. 붕괴제는 이에 제한되는 것은 아니나, 녹말, 메틸 셀룰로스, 아가, 벤토나

이트, 잔탄 검 등을 포함한다.

액상 용액으로 제제화되는 조성물에 있어서 허용 가능한 약제학적 담체로는, 멸균 및 생체에 적합한 것으로서,[0026]

식염수, 멸균수, 링거액, 완충 식염수, 알부민 주사용액, 덱스트로즈 용액, 말토 덱스트린 용액, 글리세롤, 에

탄올 및 이들 성분 중 1 성분 이상을 혼합하여 사용할 수 있으며, 필요에 따라 항산화제, 완충액, 정균제 등 다

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

여 수용액, 현탁액, 유탁액 등과 같은 주사용 제형, 환약, 캡슐, 과립 또는 정제로 제제화할 수 있다. 더 나아

가 해당분야의 적절한 방법으로 Remington's Pharmaceutical Science, Mack Publishing Company, Easton PA에

개시되어 있는 방법을 이용하여 각 질환에 따라 또는 성분에 따라 바람직하게 제제화 할 수 있다. 

본 발명은 서브스턴스-P를 유효성분으로 포함하는 조성물의 척수손상의 예방 또는 치료용도를 제공한다. [0027]

본 발명은 또한 서브스턴스-P를 유효성분으로 포함하는 조성물의 외상성 척수 손상 또는 비외상성 척수손상의[0028]

예방 또는 치료용도를 제공한다. 상기 외상성 손상에는 굴곡손상, 수직압박손상, 과신전손상, 굴곡회전손상 등

을, 상기 비외상성 손상에는 혈관기능장애, 관절염, 퇴행성관절질환, 척추아탈구, 척수염, 횡단성 척수염, 척수

공동증, 또는 척수 결핵 등을 들 수 있으나 이에 제한되지 않는다. 상기 외상성 척수손상은 교통사고, 추락, 스

포츠손상, 폭행 등으로 인한 것일 수 있다. 

본 발명은 또한 서브스턴스-P를 유효성분으로 포함하는 조성물의 세포자멸사 억제용도를 제공하며, 세포자멸사[0029]

에 기인한 척수손상 치료용도, 또는 세포자멸사에 기인한 중추신경계 퇴행성 질환 치료용도를 제공한다. 

본 발명은 나아가, 서브스턴스-P를 유효성분으로 포함하는 조성물의 중추신경계 퇴행성 질환의 예방 또는 치료[0030]

용도를 제공한다. 본 발명에 있어서 중추신경계 퇴행성 질환에는 뇌졸중, 파킨슨병, 알츠하이머병, 루게릭병,

헌팅톤병, 우울증 또는 간질병 등을 들 수 있다.

본 발명은 또한 서브스턴스-P를 유효성분으로 포함하는 조성물 소교세포 활성 감소용도를 제공한다.[0031]

본 발명은 포유동물에게 치료학적으로 유효한 양의 서브스턴스-P를 투여하는 것을 포함하는 척수손상, 바람직하[0032]

게는 외상성 척수 손상 또는 비외상성 척수손상의 예방 또는 치료방법을 제공하며, 본 발명에 있어서 상기 외상

성 손상에는 굴곡손상, 수직압박손상, 과신전손상, 굴곡회전손상 등을, 상기 비외상성 손상에는 혈관기능장애,

관절염, 퇴행성관절질환, 척추아탈구, 척수염, 횡단성 척후염, 척수공동증, 또는 척수 결핵 등을 들 수 있다. 

본 발명에 있어서, 외상성 척수손상은 교통사고, 추락, 스포츠손상, 폭행 등으로 인한 것일 수 있다. [0033]

본 발명은 또한 포유동물에게 치료학적으로 유효한 양의 서브스턴스-P를 유효성분으로 포함하는 세포자멸사에[0034]

기인한 척수손상의 예방 또는 치료방법, 또는 세포자멸사에 기인한 중추신경계 퇴행성 질환의 예방 또는 치료방

법을 제공한다. 

본 발명은 또한 포유동물에게 치료학적으로 유효한 양의 서브스턴스-P를 투여하는 것을 포함하는 중추신경계 퇴[0035]

행성 질환의 예방 또는 치료방법을 제공한다. 
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본 발명에 있어서 중추신경계 퇴행성 질환에는 뇌졸중, 파킨슨병, 알츠하이머병, 루게릭병, 헌팅톤병, 우울증[0036]

또는 간질병 등을 들 수 있다.

여기에서 사용된 "치료학적으로 유효한 양"은 연구자, 수의사, 의사 또는 기타 임상의에 의해 생각되는 동물 또[0037]

는 인간에서 생물학적 또는 의학적 반응을 유도하는 활성 성분 또는 약학적 조성물의 양을 의미하는 것으로, 이

는 치료되는 질환 또는 장애의 증상 완화를 유도하는 양을 포함한다. 본 발명의 유효 성분에 대한 치료상 유효

투여량 및 투여횟수는 원하는 효과에 따라 변화될 것임은 당업자에게 자명하다. 그러므로, 투여될 최적의 투여

량은 당업자에 의해 쉽게 결정될 수 있으며, 질환의 종류, 질환의 중증도, 조성물에 함유된 유효 성분 및 다른

성분의 함량, 제형의 종류, 및 환자의 연령, 체중, 일반 건강 상태, 성별 및 식이, 투여 시간, 투여 경로 및 조

성물의 분비율, 치료기간, 동시 사용되는 약물을 비롯한 다양한 인자에 따라 조절될 수 있다.  본 발명의 중추

신경계 퇴행성 질환, 그 중에서도 뇌졸중, 파킨슨병, 알츠하이머병, 루게릭병, 헌팅톤병, 우울증 또는 간질병

등의 치료 방법에 있어서,  성인의 경우,  서브스턴스-P를  1일 1회 투여시,  0.001  ~  0.5mg/일,  바람직하게는

0.0001 ~ 0.005mg/kg의 용량으로 투여하는 것이 좋다고 생각된다.

본 발명에 의한 조성물은 경구, 설하, 직장, 피부, 피하, 근육, 복강, 정맥, 동맥, 뇌척수강내, 골수내 등으로[0038]

투여가능하며, 바람직하게는 정맥내로 투여될 수 있다. 

발명의 효과

본 발명에 의한 서브스턴스-P는 척수손상 치료 효과, 소교세포 활성 감소, 염증유발 사이토카인 감소, 세포자멸[0039]

사 억제, 운동기능 회복/및 향상 등의 효과를 나타낸다. 이는 신경계에서 통증이나 염증반응에 관여되어 있다는

기존 연구결과와는 달리 새로운 서브스턴스 P의 기능을 시사하고, 특히 척수손상, 치매, 뇌졸증 등 중추신경계

질환에 있어서 새로운 치료제로의 발굴에 중요한 후보물질로 예상된다.

도면의 간단한 설명

도 1은 척수 손상 부위에서 서브스턴스 P에 의한 소교세포/대식세포의 활성 감소를 확인한 도이다. [0040]

도 2는 척수 손상 부위에서 서브스턴스 P에 의한 염증 관련 사이토카인의 발현 프로파일을 나타낸 도이다. 

도 3은 척수 손상 부위에서 서브스턴스 P에 의한 인터루킨-10(IL-10)의 발현 프로파일을 나타낸 그래프이다. 

도 4는 척수 손상 부위에서 서브스턴스 P에 의한 사이토카인 변화에 관한 항체 어레이 분석 결과를 나타낸 그래

프이다. 

도 5는 척수 손상 모델에서 서브스턴스 P 투여시 말초혈액에서 사이토카인에 대한 효과를 확인한 도이다 (도

5A: TNF-α, 도5B: IL-10). 

도 6은 척수 손상 후 서브스턴스 P에 의한 신경세포와 희소돌기아세포에서의 IL-10 발현 증가를 확인한 도이다. 

도 7은 척수 손상 부위에서 소교세포/대식세포의 표현형을 비교한 도이다. 

도 8은 척수 손상 부위 및 척수 손상 부위 부근의 소교세포/대식세포의 표현형을 비교한 도이다. 

도 9는 척수 손상 모델에서 서브스턴스 P 투여에 의한 ED1+ 세포 및 CD206+/ED1+ 세포의 프로파일을 나타낸 그

래프이다. 

도 10은 척수 손상 부위에서 서브스턴스 P에 의한 세포 자멸사 감소를 TUNEL 염색을 통해 확인한 도이다. 

도 11은 척수 손상 부위에서 서브스턴스 P에 의한 세포 자멸사 감소를 웨스턴 블롯을 통해 확인한 도이다. 

도 12는 척수 손상 모델에서 서브스턴스 P에 의한 CSPG의 감소를 확인한 도이다. 

도 13은 척수 손상 모델에서 서브스턴스 P에 의한 CD206+/ED1+ 이중 양성 세포들의 분포 증가를 확인한 도이다. 

도 14는 척수 손상 모델에서 서브스턴스 P에 의한 GFAP-양성 세포들의 분포 증가를 확인한 도이다. 

도 15는 척수 손상 모델에서 서브스턴스 P에 의한 신경섬유미세단백질의 보존을 확인한 도이다. 

도 16은 척수 손상에 의한 행동학적 변화 관측 결과를 나타낸 도이다. 

도 17은 척수 손상 모델에서 서브스턴스 P의 신경세포의 미엘린 수초(myelin sheath) 보호 효과를 확인한 도이
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다. 

도 18은 척수 손상 모델에서 서브스턴스 P의 신경세포의 미엘린 수초(myelin sheath) 보호 효과를 나타내는 그

래프이다. 

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 발명의 이점 및 특징, 그리고 그것들을 달성하는 방법은 상세하게 후술되어 있는 실시예들을 참조하면 명확[0041]

해질 것이다. 그러나 본 발명은 이하에서 개시되는 실시예들에 한정되는 것이 아니라 서로 다른 다양한 형태로

구현될 것이며, 단지 본 실시예들은 본 발명의 개시가 완전하도록 하고, 본 발명이 속하는 기술 분야에서 통상

의 지식을 가진 자에게 발명의 범주를 완전하게 알려주기 위해 제공되는 것이며, 본 발명은 청구항의 범주에 의

해 정의될 뿐이다.

[실시예][0042]

실시예 1. 서브스턴스 P의 소교세포/대식세포 활성 감소 효과 확인[0043]

(1) 척수손상 모델 확립 및 서브스턴스 P의 투여 [0044]

본  실험에서는  수컷  흰쥐  (Sprague-Dawley  240-250g,  7주령,  10마리)를  케타민(80mg/kg,  유한양행)과  럼푼[0045]

(7.4mg/kg, 바이엘코리아 주식회사)을 복강내 주사로 전신 마취하였다. 척추 T9-10 부분에서 절제술을 실시하여

척수막을 완전하게(intact)  보존한 상태에서 척수를 노출시켰다. 그 후 Spinal cord dropping device(NYU)에

올려놓고 클램프(clamp)를 이용하여 T8과 T11 부위 척추돌기를 각각 고정한 뒤 척수상방 수직25mm 높이 지점에

서 막대(rod)(직경 2mm, 무게 10g)를 떨어뜨려 척수손상을 준 후 손상 부위 근육과 피부를 순차적으로 봉합하였

다. 척수손상을 주지 않고 T9 척추 절제술을 시행한 위-수술 동물(sham-operated animal)을 위-수술 대조군(도

면 내에서는 'sham'이라 표시; 이하 동일함)으로서 사용하였다. 

실험군은 각각 척수손상 이후 즉시, 24시간, 48시간에 농도 5nmol/kg 의 생리식염수에 용해된 서브스턴스 P(도[0046]

면 내에서는 'SP'라 표시; 이하 동일함)를, 대조군은 동일한 시간대에 서브스턴스 P를 함유하지 않은 동일한 부

피의 생리식염수(도면 내에서는 'vehicle'이라 표시; 이하 동일함)를 꼬리 정맥에 주사하였다. 수술은 28℃ 전

기 온열패드(heating pad) 위에서 실행하였고 마취에서 깨어난 후 케이지에 옮겼다.

(2) 조직 준비 [0047]

척수손상 5일 후 케타민(80mg/kg)과 럼푼(7.4mg/kg)을 흰쥐 복강내 주사하여 마취시킨 후 수술대 위에 고정시키[0048]

고 개복하였다. 심장 우심방을 열고 좌심실에 생리식염수 및 4% 파라포름알데히드(paraformaldehyde, Sigma)를

각각 200ml을 관류시킨 후 상처부위를 포함한 척수를 적출하여 4% 파라포름알데히드에 넣어 4℃에서 6시간 고정

하였다.  그  후  생리식염수로  세척한  다음  30%  수크로스(sucrose,  Sigma)  용액  중  4℃에서  하룻밤  동안

(overnight)  방치하였다.  고정된  조직은  상처부위를  중심으로  1.5cm의  길이로  자른  후  OCT  화합물(optimal

cutting temperature compound, Sakura)에 포매하여 동결 고정하였다. 고정한 조직을 Cryostat(Leica)로 10㎛

(종단절편(Longitudinal  section))  혹은 20㎛(횡단절편(cross  section))의 두께로 절편하여 조직 슬라이드에

부착시켜 -80℃에서 보관하였다. 

(3) 면역조직형광염색 [0049]

면역조직형광염색을 위하여 선택한 절편을 생리식염수로 3번 세척한 후 상온에서 1시간 동안 10%  홀스 혈청[0050]

(Jackson ImmunoResearch)으로 블로킹 하였다. 활성화된 소교세포(microglia)/대식세포(macrophage)에 대한 표

식자로 마우스 단일클론 항-ED1 항체(1:200, Milipore)를 일차항체로 처리한 후 4℃에서 하룻밤 동안 방치하였

다.  다음날  생리식염수로  충분히  세척한  후  상온에서  1시간  동안 Alexa  Fluor  488(1:400,  Invtrogen  또는

cyanine 3(1:500, Jackson ImmunoResearch)가 접합된 이차항체를 상온에서 1시간 동안 처리하였다. 생리식염수

로  2번  세척한  후  DAPI(4,6-diamidino-2-phenylindole)를  포함한  Vectashield  마운팅  매질(DAPI,  Vector

Laboratories, Burlingame, CA)로 표본을 마운팅하였다. Leica CTR 4000 형광현미경 또는 Zeiss LSM 510 META

공초점현미경으로 관찰하고 그 결과를 도 1에 나타내었다. 

도 1은 실험군과 대조군에서 척수손상 부위를 포함한 부분을 중심으로 양끝으로 ED1항원을 발현하는 활성화된[0051]

소교세포/대식세포의 분포를 보여준다. 서브스턴스 P가 투여된 실험군에서 머리쪽(rostal)과 꼬리쪽(caudal) 모

두에서 ED1항원을 발현하고 있는 활성화된 소교세포/대식세포 수가 대조군에 비하여 현저히 줄어든 것을 관찰할

수 있었다. 한편, 도면에 나타내지는 않았지만, 위-수술 대조군에서는 활성화된 소교세포/대식세포가 관찰되지
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않았다. 따라서, 서브스턴스 P가 소교세포/대식세포의 활성을 감소시킴을 확인할 수 있었으며, 이는 서브스턴스

P가 척수의 손상 이후 기능 회복에 중대한 역할을 함을 의미한다. 

실시예 2. 서브스턴스 P의 척수손상 후의 염증 감소 효과 확인[0052]

(1) 척수로부터 전체 RNA의 추출 및 사이토카인(cytokine)에 대한 RT-PCR 분석[0053]

실시예 1.(1)에서와 동일한 방법으로 척수손상 수술 및 수술후 즉시, 1일째, 2일째에 서브스턴스 P(5nmol/kg in[0054]

saline) 또는 생리식염수(서브스턴스 P를 함유하지 않은 동일한 부피)를 꼬리정맥으로 투여하고 수술 이후 실험

군(6마리/군)과 대조군 쥐(6마리/군)를 각각 1시간, 6시간, 1일, 3일, 5일에 전신 마취하고 희생시켰다. 피부를

절개하여 척수를 노출한 후 T9-10 사이의 손상부위를 중심으로 하여 1cm 길이의 척수를 신속히 절단하여 즉시

액체질소에 넣어 동결시켰다. 트라이졸 시약(invitrogen)을 이용하여 전체 RNA를 추출하고, 역전사과정을 거쳐

cDNA를  합성하였다.  그  후  흰쥐  TNF-α  IL-1β  iNOS  프라이머(primer)를  사용하여  획득한  cDNA로

PCR(chromagen)을 실시하고 그 결과를 도 2에 나타내었다. 프라이머 서열순서와 PCR 조건은 다음과 같다.

[0055]

도 2에 나타난 바와 같이, 척추손상 1시간 후에 서브스턴스 P가 투여된 실험군에서 대조군에 비해 TNF-α, IL-1[0056]

β, IL-6, iNOS mRNA의 발현이 다소 감소된 것을 확인할 수 있다. 다른 시간대에서 이러한 염증성 사이토카인의

발현은 서브스턴스 P 투여군과 대조군간에 차이가 없었으나, iNOS의 발현은 척추손상 후 1일째에서 확연히 감소

된 것을 관찰할 수 있다. 또한 도 3에 나타난 바와 같이 척추손상 6시간 후에 서브스턴스 P 투여에서 항염증성

사이토카인인 IL-10 mRNA의 발현이 대조군에 비해 17배 이상 증가하며, 척수손상 후 3일째까지 IL-10 mRNA의 발

현이 증가되어 있음을 확인할 수 있다. 이는 서브스턴스 P가 척추손상 후 염증반응에 관여하는 염증성 사이토카

인의 발현을 억제하고 항염증성 사이토카인의 발현을 유도함을 시사한다.

(2) 랫트 사이토카인 항체 어레이 분석[0057]

서브스턴스 P의 사이토카인의 발현에 대한 영향을 조사하기 위하여 랫트 사이토카인 항체 어레이 분석을 수행하[0058]

였다. 

실시예 1.(1)에서와 동일한 방법으로 척수 손상시킨 후 즉시, 1일째, 2일째에 서브스턴스 P 또는 생리식염수(서[0059]

브스턴스 P를 함유하지 않은 동일한 볼륨) 각각 꼬리정맥으로 투여하고 수술 이후 실험군(4마리/군)과 대조군

쥐(4마리/군)를 각각 1일, 5일에 전신 마취하고 희생시켰다. 동물로부터 얻은 척수 조직(1cm)을 용해완충액(10%
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글리세롤, 20mM  트리스[pH  8.0],  137mM  NaCl,  1%  노니데트(Nonidet)  P-40,  0.5mM  EDTA,  10mM  Na2P2O7,  10mM

NaF, 1㎍/ml 아프로티닌(aprotinin), 10㎍/ml 류펩틴(leupeptin), 1mM 바나데이트(vanadate) 및 1mM PMSF으로

균질화하였다.

상청액의 단백질 양은 BCA 분석(Pierce)을 사용하여 결정하였다. 이어서, Ray Biotech Norcross GA 프로토콜[0060]

지시에 따라 사이토카인 분석을 수행하였다. 막을 블로킹 완충액으로 블로킹한 다음, 단백질 시료 150㎍을 첨가

하고 상온에서 2시간 동안 배양하였다. 막을 세척하고, 바이오틴이 접합된 일차항체 1ml을 첨가해 4℃에서 하룻

밤 동안(overnight) 방치하였다. 막을 세척한 다음, 호스라디시페록시다제(horseradish peroxidase)가 접합된

스트렙토아비딘(streptoavidin)  2ml과  상온에서  30분  동안  배양하였다.  증강  화학발광형(enhanced

chemiluminescence-type) 용액을 이용하여 막을 현상하고, 필름에 노출하여 방사선사진촬영을 수행하였다.

어레이의 밀도 정량은 미국 NIH Image and Image J 소프트웨어를 이용하여 수행하였다(Hong et al., 2009). 그[0061]

결과를 도 4에 나타내었다. 

도 4에 나타난 바와 같이, 척수손상 후 1일째에서 IL-4 및 IL-10의 양은 서브스턴스 P 투여에 의해 각각 2배,[0062]

10배 이상 증가하였다. 또한 IL-10의 양은 척수손상 후 5일째에 대조군보다 더 높았다. 염증성 사이토카인인

IL-6의 양은 척추손상 후 1일째에서 유의적으로 증가하였고, 이는 IL-10  발현 증가를 뒷받침하며, T세포에서

IL-27 및 IL-6이 IL-10 생산을 유도한다는 이전의 보고(Stumhofer et al., 2007)와도 일치한다. 척수손상 후 5

일째에서 IFN-γ 및 IL-1α 발현은 서브스턴스 P 투여군에서 대조군에 비해 다소 감소되는 것으로 나타났다.

(3) 말초혈액 중 사이토카인의 변화 여부 확인-ELISA 분석 [0063]

서브스턴스 P의 말초혈액에서 사이토카인에 대한 효과를 조사하기 위하여, 실시예 1.(1)에서와 동일한 방법으로[0064]

척수손상 수술 및 수술후 즉시, 1일째, 2일째에 서브스턴스 P(5nmol/kg in saline) 또는 생리식염수(서브스턴스

P를 함유하지 않은 동일한 볼륨)를 꼬리정맥으로 투여하고 수술 이후 실험군(4마리/군)과 대조군 쥐(4마리/군)

를  각각  1시간,  6시간,  1일,  3일,  5일에서  혈청을  수집하고,  TNF-α  및  IL-10의  수준을  ELISA  kit(R&D

Systems)를 이용하여 측정하였다.  그 결과를 도 5에 나타내었다. 

도 5A 및 5B에 나타난 바와 같이, 말초혈액의 TNF-α 및 IL-10 수준에 있어 서브스턴스 P 투여군과 대조군간에[0065]

유의적인 차이가 없음을 확인할 수 있다.

실시예 3. 척수 손상 후 서브스턴스 P에 의한 신경세포와 희소돌기아세포(oligodendrocyte)에서 IL-10발현 증가[0066]

확인

척수 손상후 서브스턴스 P를 투여 시 IL-10의 발현을 증가하는 세포를 확인하기 위하여 면역조식 염색을 수행하[0067]

였다.    

실시예 1.(1)에서와 동일한 방법으로 척수 손상시킨 후 즉시, 1일째, 2일째에 서브스턴스 P 또는 생리식염수(서[0068]

브스턴스 P를 함유하지 않은 동일한 볼륨) 각각 꼬리정맥으로 투여하고 수술 이후 실험군(4마리/군)과 대조군

쥐(4마리/군)를 1일에 전신 마취하고 희생시켰다. 실시예 1.(2)와 (3)의 제시한 방법대로 조직절편을 만들고 면

역조직형광염색을 위하여 선택한 절편을 생리식염수로 3번 세척한 후 상온에서 1시간 동안 10% 홀스 혹은 레빗

(rabbit) 혈청(Jackson ImmunoResearch)으로 블로킹 하였다. 신경세포-특이적 항체 NeuN (1:100, Millipore),

소교세포(microglia)/대식세포(macrophage)에 대한 표식자로 마우스 단일클론 항-CD11b 항체(1:200, Milipore)

및 IL-10 (1:100 MBL, Nagoya, Japan) 를 일차항체로 처리한 후 4℃에서 하룻밤 동안 방치하였다. 다음날 생리

식염수로 충분히 세척한 후 상온에서 1시간 동안 Alexa Fluor 488(1:400, Invtrogen) 또는 cyanine 3(1:500,

Jackson ImmunoResearch)가 접합된 이차항체를 상온에서 1시간 동안 처리하였다. 생리식염수로 2번 세척한 후

DAPI(4,6-diamidino-2-phenylindole)를  포함한  Vectashield  마운팅  매질(DAPI,  Vector  Laboratories,

Burlingame, CA)로 표본을 마운팅하였다. Leica CTR 4000 형광현미경) 또는 Zeiss LSM 510 META 공초점현미경

으로 관찰하고 그 결과를 도 6 에 나타내었다. 

도 6에서와 같이 정상 쥐에서 IL-10은 거의 발현되지 않고, 척수 손상 1일 이후에 서브스턴스 P 투여한 쥐에서[0069]

신경세포에 특이적으로 IL-10이 발현되고, 특히, 손상부위 근처에서는 신경세포가 아닌 다른 세포에서도 IL-

10을 발현하고 있는 것을 관찰하였다. 확인결과 손상부위 근처에서 IL-10을 발현하는 세포는 신경세포 뿐만 아

니라 부분적으로 소교아세포 혹은 대식세포(macrophage)임을 확인하였다. 이는 서브스턴스 P 투여 후 처음으로

IL-10을 발현하는 세포를 밝힌 것이며, 또한 항염증반응의 증거가 되는 IL-10의 증가를 보여 도 2 내지 4의 결

과를 재확인한 것이다.  
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실시예 4. 서브스턴스 P의 M2 표현형 대식세포 유도 효과 확인-MACS 분석[0070]

소교세포와 대식세포는 염증성 대식세포 표현형(M1)과 선택적으로 활성화된 대식세포 표현형(M2)를 가진다. M1[0071]

대식세포는 TNF-α 및 iNOS를 발현하고 단백질가수분해 활성이 있으며, M2 대식세포는 면역조절, 조직 복구, 조

직 재구성(remodeling) 성질을 가진다.  척수 손상 모델에서 서브스턴스 P 투여 후, M1(ED1 양성, CD206 음성)

및 M2(ED1 양성, CD206 양성) 표현형 대식세포의 정량을 위해, MACS(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach) 분

석을 시행하였다.

 실시예 1.(1)에서와 동일한 방법으로 척수 손상시킨 후 즉시, 1일째, 2일째에 서브스턴스 P 또는 생리식염수[0072]

(서브스턴스 P를 함유하지 않은 동일한 볼륨) 각각 꼬리정맥으로 투여하고 수술 이후 5일째에 실험군(4마리/

군)과 대조군 쥐(4마리/군)를 각각 전신 마취하고 희생시켰다. 손상부위를 포함한 3cm 길이의 척수를 절단하여

즉시  1%  페니실린-스트렙토마이신(Gibco)을  첨가한  얼음-냉각  Ca-Mg-부재  HBSS(Hank's  balanced  salt

solution) 완충액에 넣었다. 해부 현미경 하에서 dura를 제거하고 손상부위를 중심으로 1cm 길이로 절단하였다.

Yoo 및 Wrathall (Yoo and Walthall, 2007)의 방법을 수정하여 본 실험에 적용하였다. 간략하게 언급하면, 각

절편을 각각 분쇄하고, HBSS 용액 내 50 U/ml DNase I(Sigma)와 0.25% 트립신(Sigma) 용액에서 37℃에서 10분

동안 분리하였다. 혈청을 첨가하여 트립신을 불활성화시킨 후에 200g에서 10분 동안 원심분리하였다. 세포 펠렛

을 HBSS로 세척하고, 70μm pore 크기의 필터(BD Biosciences, Mississauga, Ontario)를 통과시킨 후에 0.5%

BSA를 함유한 MACS 완충액(Miltenyi Biotec)으로 세척하였다. 시료를 동일 완충액 0.5ml로 재현탁하고, 얼음에

서 마우스 항-ED1(1:100; Millipore) 단일클론 항체로 15분간 처리한 후, PBS 세척 및 원심분리를 시행하였다.

완충액 50㎕로 현탁시킨 세포 현탁액을 얼음위에서 랫트 안티-마우스 MicroBeads(Miltenyi Biotech) 20㎕와 10

분 동안 처리한 후, PBS로 세척하였다. 자기 표지된(magnetically labeled) 세포를 칼럼을 세정하여 수집하고

계수하였다. 이어서, ED1 양성 세포 중에서 CD206 양성 세포를 선별하기 위해, 총 유출액을 완충액으로 2회 세

척하고 새로운 MACS 칼럼에 다시 통과시켜 ED1이 결합된 항-마우스 MicroBeads가 완전히 제거된 것을 확인하였

다. MACS 칼럼에 결합된 세포는 없었다. 유출된 세포에 대하여 래빗 항-CD206 다클론 항체(1:100; Millipore)와

2차 MACS를 수행하였다. 나머지 절차는 항-래빗 MicroBeads를 사용한 것을 제외하고는 앞서 기재한 것과 같이

수행하였다.  Leica CTR 4000 형광현미경으로 세포를 관찰하고 계수하였다. 그 결과를 도 7 내지 9에 나타내었

다.

위-수술 대조군의 조직 절편은 M2 표현형을 발현하는 CD206이 매우 적었다(도 7). 척추 손상군에서 활성화된 소[0073]

교세포/대식세포들은 ED1(활성화된 소교세포/대식세포-특이적인 표지자) 뿐만 아니라, CD206(M2 대식세포-특이

적인 표지자) 및 CD11b(소교세포/대식세포 표지자)을 함께 발현하는 것을 확인할 수 있다(도 7 및 8). 한편,

MACS 분석 후에 척수손상 후 5일째에서, 서브스턴스 P 투여군에서 활성화된 소교세포/대식세포들의 58.7%가 CD-

206 양성이었으며, 이는 대조군의 약 6.5배에 해당되었다(도 9). 따라서, 이러한 결과들은 서브스턴스 P가 손상

된 미세환경(microenvironment)에서 소교세포/대식세포들의 M2 표현형으로의 전환을 유도함을 시사한다.

실시예 5. 서브스턴스 P에 의한 세포자멸사 감소 효과 확인- TUNEL 염색 및 Western blot 분석[0074]

(1) 세포자멸사 정도를 정량화 하기 위하여 실시예 1.(1)에서와 동일한 방법으로 척수손상시킨 후 즉시, 1일째,[0075]

2일째에 서브스턴스 P 또는 생리식염수(서브스턴스 P를 함유하지 않은 동일한 부피) 각각 꼬리정맥으로 투여한

실험군(4마리/군) 및 대조군(4마리/군)로부터 5일째에 얻은 척수 조직을 종단(longitudinally section)으로 절

편하였다. 척수의 배측표면 (ventral surface) 으로부터 1200 ㎛ 떨어진 위치에서 조직 절편을 선택하여 신경세

포-특이적 항체 NeuN (1:100, Millipore), 희소돌기아세포-특이적 항체 APC (1:100, Abcam) (를 일차항체로 처

리한 후 4℃에서 하룻밤 동안 방치하였다. 

다음날 생리식염수로 충분히 세척한 후 상온에서 1시간 동안 cyanine 3(1:500, Jackson ImmunoResearch)가 접[0076]

합된 이차항체를 상온에서 1시간 동안 처리하였다. 생리식염수로 2번 세척한 후, 그 다음 In situ cell death

detection kit (Fluoresecein, Roche)로 염색을 시행하였다. DAPI를 포함한 Vectashield(Vector)로 슬라이드를

덮은 후 형광현미경(Leica CTR 4000)로 관찰하였다. TUNEL 양성염색과 DAPI 양성염색 결과 및 확연히 세포자멸

사에 처한 세포의 종류를 확인, 비교하기 위해 두 염색이 서로 겹치는 세포가 NeuN 또는 CD11b 양성염색과 일치

한 세포만을 도 10 에 나타내었다. 

도 10에 나타난 바와 같이, 서브스턴스 P가 손상 이후 1일에 주로 일어나는 신경세포의 사멸을 감소시키고 또한[0077]

손상 5일에 희소돌기아세포의 사멸을 현저히 감소시켰다. 

(2) 실시예 1.(1)에서와 동일한 방법으로 척수 손상시킨 후 즉시, 1일째, 2일째에 서브스턴스 P 또는 생리식염[0078]
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수(서브스턴스 P를 함유하지 않은 동일한 볼륨) 각각 꼬리정맥으로 투여하고 수술 이후 실험군(4마리/군)과 대

조군 쥐(4마리/군)를 각각 1일, 5일에 전신 마취하고 희생시켰다. 동물로부터 얻은 척수 조직(1cm)을 용해완충

액(10% 글리세롤, 20mM 트리스[pH 8.0], 137mM NaCl, 1% 노니데트(Nonidet) P-40, 0.5mM EDTA, 10mM Na2P2O7,

10mM NaF, 1㎍/ml 아프로티닌(aprotinin), 10㎍/ml 류펩틴(leupeptin), 1mM 바나데이트(vanadate) 및 1mM PMSF

으로 균질화하였다.

상청액의 단백질 양은 BCA 분석(Pierce)을 사용하여 결정하였다. 전체 단백질(50 μg)을 SDS-PAGE를 통해 분해[0079]

한  후  니트로셀룰로오즈(Millipore,  Billerica,  MA)  막에  트랜스퍼하였다.  트랜스퍼된  막에  β-Tubulin

(1:10,000;  Sigma),  Arginase  1  (1:1000;  Santa  Cruz  Biotechnology,  Inc.,  Santa  Cruz,  CA),  iNOS

(1:10,000; BD Transduction Laboratory, Lexington, KY), CD86 (1:1000; BD Transduction Laboratory), 그리

고 cleaved caspase-3 (1:1000; Cell Signaling Technology, Danvers, MA )등의 일차 단일세포 유래 항체를 처

리하였다. 이 때 β-Tubulin은 내부 비교군으로 사용되었으며 각각의 결과는 네 번의 독립적인 실험을 수행하여

확정하였다.   그 결과를 도 11에 나타내었다. 

도 11 에서와 같이, caspase-3의 활성화를 의미하는 19, 17kD의 분자량을 가지는 caspase-3가 손상이후 5일까지[0080]

증가하는 것을 확인하였고 서브스턴스 P의 투여로 현저히 감소되는 것을 확인한 것이다.  이로써 서브스턴스 P

의 투여에 의해 세포자멸사가 억제되었음을 알 수 있다. 

실시예 6. 서브스턴스 P에 의한 척수손상 후 조직손상 개선 효과 확인[0081]

신경 친화성 인자(neurotrophic factor)들에 대한 영향을 보기 위하여, 마우스 단일클론 항-콘드로이친 설페이[0082]

트  프로테오글리칸  항체(CSPG,  1:200,  Milipore),  항-신경미세섬유단백질  200kDa  항체(NF200,  1:500,

Millipore),  래빗 다클론 항-CD206  항체(1:100,  Abcam),  항-신경아교섬유산성단백질 항체(GFAP,  1:200,  Abca

m)를 일차항체로 사용한 것을 제외하고, 실시예 1. (1)-(3)과 동일한 방법으로 척수 손상시킨 후 서브스턴스 P

를 투여하고 척수조직을 준비하여 면역조직형광염색을 시행하였다.  그 결과를 도 12 내지 16에 나타내었다. 

도 12에 나타난 바와 같이, 척수손상 2주 후에, 손상부위 주변에서 CSPG-양성 시그널은 서브스턴스 P 투여에 의[0083]

해 확연히 감소되었으며, CSPG-양성 시그널은 성상세포와 겹쳐지는 것을 확인하였다.  참고로, CSPG는 축색돌기

의 성장을 저해하는 작용이 알려져 있으며, 대부분의 세포들, 특히 성상세포(astrocytes)는 손상 부위에서 CSPG

를 분비한다. 

도 13에 나타난 바와 같이 척수손상 2주 후, 서브스턴스 P 투여군에서 CD206 및 ED1 이중-양성 세포들이 손상[0084]

부위에 모여 있음을 확인할 수 있다. 반면, 대조군은 손상 부위에서 CD206 및 ED1 이중-양성 세포가 더 적음을

알 수 있다. 즉, 후기-단계의 세포사멸 및 세포괴사 세포들에 결합하여 죽은 세포들의 제거를 용이하게 하고,

조직복구를 위한 축색돌기의 재생을 촉진하는 CD206이 서브스턴스 P 투여군에 더 많이 존재함을 확인할 수 있었

다.  또한, 서브스턴스 P 투여군의 CD206-양성 척수손상 부위에서 GFAP-양성 세포들이 배제되어 있으며(도 14),

수많은 신경미세섬유단백질이 뻗쳐(outreach)있음이 관찰되었다(도 15). 신경미세섬유단백질은 CD206-양성 세포

필드에 노출됐을 때 서브스턴스 P 투여군에서 대조군에 비해 더 잘 보존되어 있었다.

실시예 7. 서브스턴스 P에 의한 척수손상 후 척수신경기능 회복효과 확인[0085]

(1) 행동학적 변화 관측 [0086]

행동학적 변화의 검사는 바닥이 부드럽고 매끄럽지 않은 큰 대야(너비90cm x 길이130cm x 높이30cm)에 실험동물[0087]

을 넣어 자유스럽게 걸을 때 뒷다리의 엉덩관절, 무릎관절, 발목관절 운동의 움직이는 상태와 몸의 균형 유지

상태를 관찰하여 Basso-Bresnahan-Beattie(BBB) 이동평가척도 (locomotor rating scale)에 근거하여 점수로 환

산하였고 (Basso et al., 1995), 4명의 연구자가 맹검술(blind technique)을 시행하였다. 실시예 1. (1)에서와

동일한 방법으로 척수를 손상시키고 서브스턴스 P 또는 생리식염수를 각각 손상후 즉시, 1일째, 2일째에 꼬리정

맥으로 투여한 후 시험군(10마리/군) 및 대조군 (9마리/군)에 대해, 손상 후, 1주, 2주, 3주, 4주, 5주, 6주를

기간별로 척수 손상에 의한 행동학적 변화를 관측하여 평가를 시행하였고, 4명 검사자의 관측치(BBB 점수)의 평

균값을 취하여 그 결과를 통계학 분석하여 도16에 나타내었다.  통계는 two-way  ANOVA  with  post  hoc  Tukey

test방법으로 시행하였다. 

도 16에 나타낸 바와 같이 서브스턴스 P 투여군인 실험군에서는 투여 약 1주 경과시부터 대조군에 비하여 척수[0088]

신경 기능 회복이 진행되며, 14일부터 서브스턴스 P 투여군이 대조군에 비하여 유의적으로 향상된 운동기능을

나타내고, 투여 약 5주 이후에는 대조군에 비하여 유의하게 운동기능이 회복 향상된 것을 확인할 수 있었다(6주
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에서 BBB 점수 실험군: 11.5±0.5; 대조군: 9.3±0.8, P<0.05). 따라서, 놀랍게도 서브스턴스 P투여로 인한 척

수 신경 손상 치료를 통해 운동기능 향상에 따른 기능적인 보호효과까지 얻을 수 있음이 확인되었다.

(2) 면역조직형광염색[0089]

신경세포의 미엘린 수초(myelin sheath)가 보호되는지 여부를 조사하기 위해, 재성장되는 축색돌기의 표지자인[0090]

마우스 단일클론 항-미엘린염기단백질 항체(MBP, 1:50, Santa Cruz Biotechnology)를 일차항체로 사용한 것을

제외하고, 실시예 1. (1)-(3)과 동일한 방법으로 척수 손상시킨 후 서브스턴스 P를 투여하고 척수조직을 준비하

여 면역조직형광염색을 시행하였다. 그 결과를 도 17 및 18에 나타내었다. 

도 17에 나타난 바와 같이 서브스턴스 P 투여군인 실험군에서 MBP 양성인 수초가 더 잘 유지되어 있음을 확인할[0091]

수 있다. 도 18에 나타난 바와 같이 서브스턴스 P 투여에 의해 중심으로부터 머리쪽과 꼬리쪽 2mm 위치에서 조

직 손실이 50% 이상 억제되었다.

도면

도면1

도면2
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