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본 발명은 푸코스테롤의 퇴행성 신경질환 치료의 신규 용도에 관한 것으로, 자세하게는 푸코스테롤을 유효성분으

로 포함하는 퇴행성 신경질환의 예방 또는 치료용 약제학적 조성물 및 건강기능식품에 관한 것이다. 본 발명의

푸코스테롤은 α-세크레타아제(α-secretase)인 ADAM10의 발현을 효과적으로 증대시킬 수 있으므로, 이를 유효성

분으로 포함하는 본 발명의 조성물은 아밀로이드 베타(Aβ) 펩티드 생성 억제 효과가 우수하여 알츠하이머와 같

은 퇴행성 신경질환의 예방 또는 치료(개선)를 위한 약제학적 의약품, 기능성 식품 등에 유용하게 사용될 수 있

다. 특히 본 발명의 푸코스테롤은 천연물로부터 유래된 물질로서, 세포독성 없이 안정성을 가지므로, 이를 유효

성분으로 포함하는 본 발명의 조성물은 인체에 부작용 없이 장기적 사용에도 안전한 이점을 가진다.
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특허청구의 범위

청구항 1 

푸코스테롤(fucosterol)을 유효성분으로 포함하는 퇴행성 신경질환 예방 또는 치료용 약제학적 조성물.

청구항 2 

제1항에 있어서,

상기 푸코스테롤은 곰피(Ecklonia stolonifera) 유래인 것을 특징으로 하는 퇴행성 신경질환 예방 또는 치료용

약제학적 조성물.

청구항 3 

제1항에 있어서,

상기 푸코스테롤은 조성물에 대하여 1 내지 100μM의 농도로 포함되는 것을 특징으로 하는 퇴행성 신경질환 예

방 또는 치료용 약제학적 조성물.

청구항 4 

제1항에 있어서,

상기 푸코스테롤은 아밀로이드 전구 단백질(amyloid precursor protein: APP) 절단 효소 중 α-세크레타아제(α

-secretase)의 활성 또는 발현을 증대시키는 기작을 통해 아밀로이드 베타 펩티드의 생성을 억제하는 것을 특징

으로 하는 퇴행성 신경질환 예방 또는 치료용 약제학적 조성물.

청구항 5 

제4항에 있어서,

상기 α-세크레타아제(α-secretase)는 ADAM10(a disintegrin and metalloprotease 10)인 것을 특징으로 하는

퇴행성 신경질환 예방 또는 치료용 약제학적 조성물.

청구항 6 

제1항 내지 제5항 중 어느 한 항에 있어서,

상기 퇴행성 신경질환은 알츠하이머 질환, 파킨슨 질환, 루게릭 질환, 헌팅톤 질환, 근위축성 측석 경화증, 다

발성 경화증, 면역계이상 뇌기능 부전, 진행성 신경퇴행질환, 대사성 뇌질환, 니만-픽병, 뇌 허혈 및 뇌출혈로

인한 치매로 이루어진 군으로부터 선택되는 것을 특징으로 하는 퇴행성 신경질환 예방 또는 치료용 약제학적 조

성물.

청구항 7 

푸코스테롤(fucosterol)을 유효성분으로 포함하는 퇴행성 신경질환 예방 또는 개선용 건강기능식품.

청구항 8 

제7항에 있어서,

상기 푸코스테롤은 아밀로이드 전구 단백질(amyloid precursor protein: APP) 절단 효소 중 α-세크레타아제(α

-secretase)의 활성 또는 발현을 증대시키는 기작을 통해 아밀로이드 베타 펩티드의 생성을 억제하는 것을 특징

으로 퇴행성 신경질환 예방 또는 개선용 건강기능식품.

청구항 9 

제7항에 있어서,

상기 퇴행성 신경질환은 알츠하이머 질환인 것을 특징으로 하는 퇴행성 신경질환 예방 또는 개선용 건강기능식
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품.

청구항 10 

제7항 내지 제9항 중 어느 한 항에 있어서,

상기 식품은 음료류, 육류, 초코렛, 식품류, 과자류, 피자, 라면, 기타 면류, 떡류, 껌류, 사탕류, 아이스크림

류, 알코올 음료류, 주류, 비타민 복합제 및 건강보조식품류로 이루어진 군으로부터 선택되는 것을 특징으로 하

는 퇴행성 신경질환 예방 또는 개선용 건강기능식품.

명 세 서

기 술 분 야

본 발명은 푸코스테롤의 퇴행성 신경질환 치료의 신규 용도에 관한 것으로, 자세하게는 푸코스테롤을 유효성분[0001]

으로 포함하는 퇴행성 신경질환의 예방 또는 치료용 약제학적 조성물 및 건강기능식품에 관한 것이다.

배 경 기 술

전 세계적으로 고령인구가 증가하고 있으며, 우리나라도 2000년도에 이미 고령화 사회에 접어들었고, 2010년에[0002]

는 65세 이상 인구가 차지하는 비율이 11%로 상승했다. 2018년이면 고령 사회, 2026년이면 초고령 사회로 접어

들 것이라고 예견되고 있는 상황에서 고령인구의 노인성 질병의 해결이 시급한 사회적 문제로 대두되고 있다.

특히 노인성 치매질환의 약 절반을 차지하는 알츠하이머병은 현재로써는 유효한 치료방법과 예방방법이 없으며,[0003]

고령화 사회에 있어서 가장 시급히 해결해야 할 신경질환중의 하나이기에 연구가 많이 요구되는 분야이다. 아밀

로이드 베타(amyloid beta: Aβ) 펩티드는 알츠하이머병의 중요한 원인으로 알려져 있을 뿐만 아니라 파킨슨,

당뇨병과 같은 다양한 질병들의 원인으로도 알려져 있다(Zhao 등, 2004; Eichner 등, 2011). 이러한 질환들에서

나타나는 현상으로는 정상적으로는 수용성이어야 하는 아밀로이드 단백질이 플라크(plaque) 형태로 응집되면 뇌

의  신경세포에서  정상적인  뉴런기능을  간섭함으로  인해  알츠하이머  질병을  유발하는  것으로  보고되고  있다

(Lambert 등, 1998; Kirkitadze 등, 2002; Kim 등, 2003; Kounnas 등, 2010).

아밀로이드 베타 펩티드의 생성은 아밀로이드 전구 단백질(amyloid precursor protein: APP) 의 분할에 의해서[0004]

이루어지는데,  아밀로이드  전구  단백질(APP)은  β-세크레타아제  와  γ-세크레타아제(β-secretase  and  γ-

secretase)에 의하여 아밀로이드 베타 40(Aβ40)과 42(Aβ42)단량체가 생성되고 이것들이 집적하여 올리고머

(oligomer)를  형성하며,  이  올리고머의 집적으로 프로토피브릴(protofibril),  피브릴(fibril),  플라그(plaqu

e)의 단계를 거치게 된다. 아밀로이드 베타 피브릴은 90%의 아밀로이드-베타 40(Aβ40)과 10%의 아밀로이드-베

타 42(Aβ42)로 되어 있는데, 이들 중 아밀로이드-베타 42가 인 비보(in vivo)나 인 비트로(in vitro)에서 강한

신경 독성을 보이며 응집력도 강하며 뇌세포 사멸을 유도하기 때문에 아밀로이드-베타 42(Aβ42)가 알츠하이머

병과 같은 뇌질환 치료제의 타겟으로서 주목받고 있다.

한편, 아밀로이드 전구 단백질을 분할할 수 있는 효소로서 상기 β-세크레타아제(β-secretase) 이외에 α-세크[0005]

레타아제(α-secretase)가 존재하며, 이들은 아밀로이드 베타 펩티드 형성에 각기 서로 반대되는 조절 역할을

한다고  알려져  있다.  즉,  β-세크레타아제(β-secretase)는  아밀로이드  전구  단백질  (amyloid  precursor

protein: APP)의 분할 첫 번째 단계에서 아밀로이드 베타 40과 아밀로이드 베타42 단량체 형성의 촉매 역할을

하는데 반해, α-세크레타아제(α-secretase)는 아밀로이드 전구 단백질의 다른 부분 (아밀로이드 베타 펩티드

의 중간부분)을 절단하여 비-아밀로이드성 가용성 APP를 생성함으로서 아밀로이드 베타 펩티드가 생성되지 못하

도록 한다.

따라서 α-세크레타아제(α-secretase) 증가는 아밀로이드 베타 펩티드의 생성을 줄여서 알츠하이머 병을 치료[0006]

하는  방법으로  기대를  모으고  있으며,  최근  독일의  Ludwig  Maximilians  대학의  과학자들은  ADAM10(a

disintegrin and metalloprotease 10)이 α-세크레타아제(α-secretase)임을 확인하여 ‘EMBO Journal'에 이를

발표하였다. 그러나 현재 α-세크레타아제(α-secretase)를 분자적 수준에서 동정하고, 이들의 기작을 규명하는

현재 많은 연구가 진행되지 못한 상태이며, 실제적으로 α-세크레타아제(α-secretase) 발현을 촉진하는 약물은

잘 알려져 있지 않다.

한편, 푸코스테롤(fucosterol)은 갈조류 또는 규조류나 황갈조류에서 발견되는 스테롤화합물이다. 푸코스테롤에[0007]

관한 연구로는 내피 세포에서 글루코코르티코이드 리셉터(glucocorticoid receptor)의 감소와 함께 앤지오텐신
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전환효소(angiotensin converting enzyme) 수치를 감소시키는 것으로 알려져 있으며; 또한 쥐에서 콜레스테롤의

림프적 흡수를 저해하는 것으로 보고되었고(Ikeda etal., J Lipid Res 29, 1573-8152 (1988)); 항 곰팡이 활성

을 나타내는 것으로 보고되었으며(Atta-ur-Rahman et al., Phytochemistry 46, 1215-1218 (1997)); P-388 암세

포 라인(cancer cell lines)에 대한 세포독성을 보이는 것으로 보고되었다(Tang et al., J Asian Nat Prod Res

4, 95-101 (2002)).

그러나 푸코스테롤의 α-세크레타아제(α-secretase) 발현에 미치는 영향 및 이로 인해 아밀로이드 베타 펩티드[0008]

의 생성 억제 효과는 연구된 바 없다.

이에 본 발명자들은 해조류를 이용한 기능성 약제학적 또는 식품학적 소재를 연구하던 중, 이들로부터 분리된[0009]

푸코스테롤이 α-세크레타아제(α-secretase)인 ADAM10의 발현을 효과적으로 증대시킴으로서 아밀로이드 펩티드

생성을 억제한다는 사실을 발견하였으며, 이와 같은 발견은 알츠하이머와 같은 퇴행성 신경질환의 예방, 개선

또는 치료에 유용함을 확인함으로써 본 발명을 완성하였다. 

선행기술문헌

특허문헌

(특허문헌 0001) 한국공개특허 제2002-0084311호 [0010]

발명의 내용

해결하려는 과제

따라서 본 발명의 목적은 장기간 사용에도 인체에 안정하면서 아밀로이드 베타(Aβ) 펩티드 생성 억제 효과가[0011]

우수하여 알츠하이머를 포함한 퇴행성 신경질환의 예방 또는 치료에 유용한 조성물을 제공하는 것이다.

또한 본 발명의 다른 목적은 장기간 사용에도 인체에 안정하면서 아밀로이드 베타(Aβ) 펩티드 생성 억제 효과[0012]

가  우수하여  알츠하이머를  포함한  퇴행성  신경질환의  예방  또는  개선에  유용한  건강기능식품을  제공하는

것이다.

과제의 해결 수단

상기와 같은 본 발명의 목적을 달성하기 위해서, 본 발명은 푸코스테롤(fucosterol)을 유효성분으로 포함하는[0013]

퇴행성 신경질환 예방 또는 치료용 약제학적 조성물을 제공한다.

본 발명의 일실시예에 있어서, 상기 푸코스테롤은 곰피(Ecklonia stolonifera) 유래일 수 있다.[0014]

본 발명의 일실시예에 있어서, 상기 푸코스테롤은 조성물에 대하여 1 내지 100μM의 농도로 포함될 수 있다.[0015]

본 발명의 일실시예에 있어서, 상기 푸코스테롤은 아밀로이드 전구 단백질(amyloid precursor protein: APP) 절[0016]

단 효소 중 α-세크레타아제(α-secretase)의 활성 또는 발현을 증대시키는 기작을 통해 아밀로이드 베타(Aβ)

펩티드의 생성을 억제할 수 있다.

본  발명의  일실시예에  있어서,  상기  α-세크레타아제(α-secretase)는  ADAM10(a  disintegrin  and[0017]

metalloprotease 10)일 수 있다.

본 발명의 일실시예에 있어서, 상기 퇴행성 신경질환은 알츠하이머 질환, 파킨슨 질환, 루게릭 질환, 헌팅톤 질[0018]

환, 근위축성 측석 경화증, 다발성 경화증, 면역계 이상 뇌기능 부전, 진행성 신경퇴행질환, 대사성 뇌질환, 니

만-픽병, 뇌 허혈 및 뇌출혈로 인한 치매로 이루어진 군으로부터 선택될 수 있다.

또한, 본 발명은 푸코스테롤(fucosterol)을 유효성분으로 포함하는 퇴행성 신경질환 예방 또는 개선용 건강기능[0019]

식품을 제공한다.

본 발명의 일실시예에 있어서, 상기 푸코스테롤은 아밀로이드 전구 단백질(amyloid precursor protein: APP) 절[0020]

단 효소 중 α-세크레타아제(α-secretase)의 활성 또는 발현을 증대시키는 기작을 통해 아밀로이드 베타(Aβ)

펩티드의 생성을 억제할 수 있다.
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본 발명의 일실시예에 있어서, 상기 퇴행성 신경질환은 알츠하이머 질환일 수 있다.[0021]

본 발명의 일실시예에 있어서, 상기 식품은 음료류, 육류, 초코렛, 식품류, 과자류, 피자, 라면, 기타 면류, 떡[0022]

류, 껌류, 사탕류, 아이스크림류, 알코올 음료류, 주류, 비타민 복합제 및 건강보조식품류로 이루어진 군으로부

터 선택될 수 있다.

발명의 효과

본 발명의 푸코스테롤은 α-세크레타아제(α-secretase)인 ADAM10의 발현을 효과적으로 증대시킬 수 있으므로,[0023]

이를 유효성분으로 포함하는 본 발명의 조성물은 아밀로이드 베타(Aβ) 펩티드 생성 억제 효과가 우수하여 알츠

하이머와 같은 퇴행성 신경질환의 예방 또는 치료(개선)를 위한 약제학적 의약품, 기능성 식품 등에 유용하게

사용될 수 있다. 특히 본 발명의 푸코스테롤은 천연물로부터 유래된 물질로서, 세포독성 없이 안정성을 가지므

로, 이를 유효성분으로 포함하는 본 발명의 조성물은 인체에 부작용 없이 장기적 사용에도 안전한 이점을 가진

다.

도면의 간단한 설명

도 1은 농도별 푸코스테롤의 HEK293-APP 세포주에 처리에 따른 아밀로이드 베타 펩티드(Aβ40 및 Aβ42)의 생성[0024]

억제 정도를 sandwich ELISA를 이용하여 측정한 것이다.

도  2는  푸코스테롤의  HEK293-APP  세포주에  처리에  따른  아밀로이드  전구  단백질  절단  효소(α-secretase:

ADAM10, β-secretase: BACE1, γ-secretase 구성성분: PS1)의 단백질 발현에 미치는 영향을 웨스턴 블랏법을

이용하여 측정한 것이다 .

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 발명은 푸코스테롤의 신규 용도에 관한 것으로서, 푸코스테롤을 유효성분으로 포함하는 퇴행성 신경질환 예[0025]

방 또는 치료용 조성물을 제공함에 그 특징이 있다.

본 발명의‘푸코스테롤(fucosterol)’은 갈조류 또는 규조류나 황갈조류에서 발견되는 스테롤화합물로서, 식물[0026]

성 스테롤(plant sterol) 또는 식물성 스타놀(plant stanol)이라 불려지고, 동물에서 합성되는 콜레스테롤과 구

조적으로 비슷하며 동물의 세포막에 콜레스테롤이 필수성분인 것과 마찬가지로, 식물의 세포막에서는 식물성 스

테롤이 없어서는 안 될 필수 구성성분 중의 하나이다.

현재까지  보고된  푸코스테롤에  관한  연구로는,  내피  세포에서  글루코코르티코이드  리셉터(glucocorticoid[0027]

receptor)의 감소와 함께 앤지오텐신 전환효소(angiotensin converting enzyme) 수치를 감소시키는 것으로 알

려져 있으며; 또한 쥐에서 콜레스테롤의 림프적 흡수를 저해하는 것으로 보고되었고(Ikeda etal., J Lipid Res

29,  1573-8152  (1988));  항  곰팡이  활성을  나타내는  것으로  보고되었으며(Atta-ur-Rahman  et  al.,

Phytochemistry 46, 1215-1218 (1997)); P-388 암세포 라인(cancer cell lines)에 대한 세포독성에 대한 연구

가 보고된바 있다(Tang et al., J Asian Nat Prod Res 4, 95-101 (2002)).

그러나 푸코스테롤의 α-세크레타아제(α-secretase) 발현에 미치는 영향 및 이로 인해 아밀로이드 베타 펩티드[0028]

의 생성 억제 기작을 통한 퇴행성 신경질환의 예방 또는 치료 효과는 연구된 바 없다.

본  발명자들은 해조류인 곰피(Ecklonia  stolonifera)  유래의 푸코스테롤이 α-세크레타아제(α-secretase)인[0029]

ADAM10의 발현을 효과적으로 증대시킬 수 있음을 확인함으로써, 이를 통해 아밀로이드 베타 펩티드(Aβ40 및 A

β42)의 생성을 효과적으로 억제할 수 있다는 사실을 최초로 규명하였다.

이러한 사실을 본 발명의 일실시예를 통해 확인할 수 있었는데, 아밀로이드 전구 단백질(APP)을 발현하는 세포[0030]

주(HEK293-APP)에 푸코스테롤을 농도별(0.1, 0.5, 1, 5, 10μM)로 처리한 후 24시간이 경과한 시점에서 세포에

의해 생산되는 아밀로이드 베타 40(Aβ40) 및 아밀로이드 베타 42(Aβ42)의 양을 sandwich ELISA 방법을 통해

측정한 결과, 대조군과 비교하여 본 발명의 푸코스테롤을 처리한 실험군에서 농도 의존적으로 아밀로이드 베타

42(Aβ42)의 생성량이 감소된 것을 확인할 수 있었으며, 아밀로이드 베타 40(Aβ40)의 경우 푸코스테롤을 10μM

을 처리한 실험군에서 유의적으로 감소된 것을 확인할 수 있었다(도 1 참조).

또한  본  발명의  다른  일실시예에서는,  푸코스테롤의  아밀로이드  전구  단백질(APP)을  절단하는  효소(α-[0031]

secretase: ADAM10, β-secretase: BACE1, γ-secretase 구성성분: PS1)에 미치는 영향을 살펴보기 위하여 웨

스턴  블랏을  실시한  결과,  푸코스테롤을  처리한  실험군에서  경우  ADAM10  단백질  발현이  두드러지게  증대된
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반면, BACE1 및 PS1 단백질 발현은 변화되지 않는 것을 확인할 수 있었다. 이러한 결과를 통해, 푸코스테롤의

처리로 인한 아밀로이드 베타 40(Aβ40)과 아밀로이드 베타 42(Aβ42)의 생성 감소는 ADAM10의 발현 증가에 기

인하는 것이라 판단되었다.

따라서 본 발명자들은 푸코스테롤이 α-세크레타아제인 ADAM10의 발현을 증대를 통해, 뇌세포 사멸을 유도하는[0032]

아밀로이드-베타 42 생성을 직접적으로 억제시킬 수 있음을 실험적으로 입증하였다.

그러므로 푸코스테롤을 유효성분으로 포함하는 본 발명의 조성물은 퇴행성 신경질환을 효과적으로 예방 또는 치[0033]

료할 수 있다.

본 발명에 따른 상기 푸코스테롤은 염, 바람직하게는 약학적으로 허용 가능한 염의 형태로 사용될 수 있다. 상[0034]

기 염으로는 약학적으로 허용 가능한 유리산(free acid)에 의하여 형성된 산 부가염이 바람직하며, 상기 유리산

으로는 유기산과 무기산을 사용할 수 있다. 상기 유기산은 이에 제한되는 것은 아니나, 구연산, 초산, 젖산, 주

석산,  말레인산,  푸마르산,  포름산,  프로피온산,  옥살산,  트리플로오로아세트산,  벤조산,  글루콘산,

메타술폰산, 글리콜산, 숙신산, 4-톨루엔술폰산, 글루탐산 및 아스파르트산을 포함한다. 또한 상기 무기산은 이

에 제한되는 것은 아니나, 염산, 브롬산, 황산 및 인산을 포함한다.

본 발명에 따른 푸코스테롤은 시중에서 판매되는 것을 사용할 수도 있으며, 또는 천연으로부터 분리되거나 당업[0035]

계에 공지된 화학적 합성법으로 제조된 것을 사용할 수 있다.

본 발명의 푸코스테롤을 천연물로부터 분리하고 하는 경우, 분리방법에는 제한이 없으며, 공지되어 있는 어떠한[0036]

방법도 이용될 수 있다. 예를 들어, 본 발명의 푸코스테롤은 곰피의 조추출물을 추출한 후 n-헥산으로 추가 분

획하여 n-헥산 분획물을 제조한 다음, 여기에 디클로로메탄 : 메탄올의 혼합용매를 이용 키에셀 겔 칼럼 크로마

토그래피와 재결정법을 수행하는 과정을 통해 분리될 수 있다.

본 발명의 일 구체예에서, 본 발명의 곰피 조추출물은 곰피를 동결 건조하여 분말화 한 후, 곰피 건조 중량의[0037]

약 3 내지 20배, 바람직하게는 약 3 내지 5배에 달하는 부피의 에탄올로, 바람직하게는 20 내지 70℃의 추출 온

도에서 약 0.5시간 내지 2일, 바람직하게는 1시간 내지 1일 동안 열수 추출방법으로 1회 내지 5회, 바람직하게

는 3회 연속 추출하여 수득한 후, 감압여과하고 여액을 진공회전농축기로 20 내지 100℃, 바람직하게는 40 내지

70℃에서 감압 농축하여 곰피 조추출물을 수득할 수 있다. 그런 다음, 상기 곰피 조추출물은 물에 현탁한 후,

n-헥산, 디클로로메탄, 에틸아세테이트, n-부탄올 순으로 용매를 이용하여 추출하여 본 발명의 곰피 비극성 용

매 가용 추출물, 바람직하게는 n-헥산 가용성 분획물을 수득할 수 있다. 이후, 상기 비극성 용매 n-헥산 분획물

에 대하여 디클로로메탄 : 메탄올의 혼합용매, 바람직하게는 디클로로메탄 : 메탄올의 20 : 1 → 디클로로메탄

: 메탄올 10 : 1 → 디클로로메탄 : 메탄올 10 : 3의 혼합용매로 시간당 일정용량, 바람직하게는 1000 ㎖의 속

도로 키에셀 겔 칼럼 크로마토그래피와 재결정법을 수행하여 푸코스테롤 화합물을 수득할 수 있다.

본 발명의 조성물은 상기 푸코스테롤을 유효성분으로 포함하는 약제학적 조성물로서 이러한 유효성분 이외에 약[0038]

제학적으로 적합하고 생리학적으로 허용되는 보조제를 사용하여 제조될 수 있으며, 상기 보조제로는 부형제, 붕

해제, 감미제, 결합제, 피복제, 팽창제, 윤활제, 활택제 또는 향미제 등을 사용할 수 있다.

상기 약제학적 조성물은 투여를 위해서 상기 기재한 유효성분 이외에 추가로 약제학적으로 허용 가능한 담체를[0039]

1종 이상 포함하여 약제학적 조성물로 바람직하게 제제화할 수 있다.

상기 약제학적 조성물의 제제 형태는 과립제, 산제, 정제, 피복정, 캡슐제, 좌제, 액제, 시럽, 즙, 현탁제, 유[0040]

제, 점적제 또는 주사 가능한 액제 등이 될 수 있다. 예를 들어, 정제 또는 캡슐제의 형태로의 제제화를 위해,

유효 성분은 에탄올, 글리세롤, 물 등과 같은 경구, 무독성의 약제학적으로 허용 가능한 불활성 담체와 결합될

수 있다. 또한, 원하거나 필요한 경우, 적합한 결합제, 윤활제, 붕해제 및 발색제 또한 혼합물로 포함될 수 있

다. 적합한 결합제는 이에 제한되는 것은 아니나, 녹말, 젤라틴, 글루코스 또는 베타-락토오스와 같은 천연 당,

옥수수 감미제, 아카시아, 트래커캔스 또는 소듐올레이트와 같은 천연 및 합성 검, 소듐 스테아레이트, 마그네

슘 스테아레이트, 소듐 벤조에이트, 소듐 아세테이트, 소듐 클로라이드 등을 포함한다. 붕해제는 이에 제한되는

것은 아니나, 녹말, 메틸 셀룰로스, 아가, 벤토니트, 잔탄 검 등을 포함한다. 액상 용액으로 제제화되는 조성물

에 있어서 허용 가능한 약제학적 담체로는, 멸균 및 생체에 적합한 것으로서, 식염수, 멸균수, 링거액, 완충 식

염수, 알부민 주사용액, 덱스트로즈 용액, 말토 덱스트린 용액, 글리세롤, 에탄올 및 이들 성분 중 1 성분 이상

을 혼합하여 사용할 수 있으며, 필요에 따라 항산화제, 완충액, 정균제 등 다른 통상의 첨가제를 첨가할 수 있

다. 또한 희석제, 분산제, 계면활성제, 결합제 및 윤활제를 부가적으로 첨가하여 수용액, 현탁액, 유탁액 등과

같은 주사용 제형, 환약, 캡슐, 과립 또는 정제로 제제화할 수 있다. 더 나아가 해당분야의 적절한 방법으로
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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 발명의 일실시예에 있어서, 본 발명의 푸코스테롤은 조성물에 1 내지 1000μM의 농도로 포함될 수 있으며,[0041]

또한 본 발명의 푸코스테롤 화합물은 조성물 총 중량에 대하여 0.1 ~ 95중량%로 포함될 수 있다.

본 발명의 약제학적 조성물이 치료효과를 나타낼 수 있는 퇴행성 신경질환으로는, 알츠하이머 질환, 파킨슨 질[0042]

환, 루게릭 질환, 헌팅톤 질환, 근위축성 측석 경화증, 다발성 경화증, 면역계 이상 뇌기능 부전, 진행성 신경

퇴행질환, 대사성 뇌질환, 니만-픽병, 뇌 허혈 및 뇌출혈로 인한 치매 등을 들 수 있되, 이에 한정되는 것은 아

니다.

또한, 본 발명은 퇴행성 신경질환 예방 또는 치료용 의약의 제조를 위한 푸코스테롤을 유효성분으로 포함하는[0043]

조성물의 용도를 제공한다. 상기한 푸코스테롤을 유효성분으로 포함하는 본 발명의 조성물은 퇴행성 신경질환의

예방 또는 치료용 의약의 제조를 위한 용도로 이용될 수 있다.

또한, 본 발명은 포유동물에게 푸코스테롤을 투여하는 것을 포함하는 퇴행성 신경질환의 예방 또는 치료방법을[0044]

제공한다.

여기에서 사용된 용어 "포유동물"은 치료, 관찰 또는 실험의 대상인 포유동물을 말하며, 바람직하게는 인간을[0045]

말한다.

여기에서 사용된 용어 "치료상 유효량"은 연구자, 수의사, 의사 또는 기타 임상에 의해 생각되는 조직계, 동물[0046]

또는  인간에서  생물학적  또는  의학적  반응을  유도하는  유효  성분  또는  약제학적  조성물의  양을  의미하는

것으로, 이는 치료되는 질환 또는 장애의 증상의 완화를 유도하는 양을 포함한다. 본 발명의 유효 성분에 대한

치료상 유효 투여량 및 투여횟수는 원하는 효과에 따라 변화될 것임은 당업자에게 자명하다. 그러므로 투여될

최적의 투여량은 당업자에 의해 쉽게 결정될 수 있으며, 질환의 종류, 질환의 중증도, 조성물에 함유된 유효성

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

경로 및 조성물의 분비율, 치료기간, 동시 사용되는 약물을 비롯한 다양한 인자에 따라 조절될 수 있다. 본 발

명의 치료방법에 있어서, 성인의 경우, 본 발명의 푸코스테롤을 1일 1회 내지 수회 투여시, 0.01㎎/kg~250㎎/kg

의 용량으로 투여하는 것이 바람직하다.

본 발명의 치료방법에서 본 발명의 푸코스테롤을 유효성분으로 포함하는 조성물은 경구, 직장, 정맥내, 동맥내,[0047]

복강내, 근육내, 흉골내, 경피, 국소, 안구내 또는 피내 경로를 통해 통상적인 방식으로 투여할 수 있다.

또한, 본 발명은 푸코스테롤을 유효성분으로 포함하는 퇴행성 신경질환의 예방 또는 개선용 건강기능식품을 제[0048]

공한다.

본 발명의 건강기능식품은 퇴행성 신경질환의 예방 및 개선을 목적으로, 정제, 캅셀, 분말, 과립, 액상, 환 등[0049]

의 형태로 제조 및 가공할 수 있다.

본 발명에서 “건강기능식품”이라 함은 건강기능식품에 관한 법률 제6727호에 따른 인체에 유용한 기능성을 가[0050]

진 원료나 성분을 사용하여 제조 및 가공한 식품을 말하며, 인체의 구조 및 기능에 대하여 영양소를 조절하거나

생리학적 작용 등과 같은 보건 용도에 유용한 효과를 얻을 목적으로 섭취하는 것을 의미한다.

본 발명의 건강기능식품은 통상의 식품 첨가물을 포함할 수 있으며, 식품 첨가물로서의 적합 여부는 다른 규정[0051]

이 없는 한, 식품의약품안전청에 승인된 식품 첨가물 공전의 총칙 및 일반시험법 등에 따라 해당 품목에 관한

규격 및 기준에 의하여 판정한다.

상기 “식품 첨가물 공전”에 수재된 품목으로는 예를 들어, 케톤류, 글리신, 구연산칼슘, 니코틴산, 계피산 등[0052]

의 화학적 합성물; 감색소, 감초추출물, 결정셀룰로오스, 고량색소, 구아검 등의 천연첨가물; L-글루타민산나트

륨제제, 면류첨가알칼리제, 보존료제제, 타르색소제제 등의 혼합제제류 등을 들 수 있다.

예를 들어, 정제 형태의 건강기능식품은 본 발명의 유효성분인 푸코스테롤을 부형제, 결합제, 붕해제 및 다른[0053]

첨가제와 혼합한 혼합물을 통상의 방법으로 과립화한 다음, 활택제 등을 넣어 압축성형하거나, 상기 혼합물을

직접 압축 성형할 수 있다. 또한 상기 정제 형태의 건강기능식품은 필요에 따라 교미제 등을 함유할 수도 있다.

캅셀 형태의 건강기능식품 중 경질 캅셀제는 통상의 경질 캅셀에 본 발명의 유효성분인 푸코스테롤을 부형제 등[0054]

의 첨가제와 혼합한 혼합물을 충진하여 제조할 수 있으며, 연질 캅셀제는 푸코스테롤을 부형제 등의 첨가제와

혼합한 혼합물을 젤라틴과 같은 캅셀기제에 충진하여 제조할 수 있다. 상기 연질 캅셀제는 필요에 따라 글리세
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린 또는 소르비톨 등의 가소제, 착색제, 보존제 등을 함유할 수 있다.

환 형태의 건강기능식품은 본 발명의 유효성분인 푸코스테롤과 부형제, 결합제, 붕해제 등을 혼합한 혼합물을[0055]

기존에 공지된 방법으로 성형하여 조제할 수 있으며, 필요에 따라 백당이나 다른 제피제로 제피할 수 있으며,

또는 전분, 탈크와 같은 물질로 표면을 코팅할 수도 있다.

과립 형태의 건강기능식품은 본 발명의 유효성분인 푸코스테롤과 부형제, 결합제, 붕해제 등을 혼합한 혼합물을[0056]

기존에 공지된 방법으로 입상으로 제조할 수 있으며, 필요에 따라 착향제, 교미제 등을 함유할 수 있다.

상기 건강기능식품은 음료류, 육류, 초코렛, 식품류, 과자류, 피자, 라면, 기타 면류, 껌류, 사탕류, 아이스크[0057]

림류, 알코올 음료류, 비타민 복합제 및 건강보조식품류 등일 수 있다.

이하, 실시예를 통하여 본 발명을 보다 상세히 설명하고자 한다. 이들 실시예는 본 발명을 보다 구체적으로 설[0058]

명하기 위한 것으로, 본 발명의 범위가 이들 실시예에 한정되는 것은 아니다.

<실시예 1>[0059]

푸코스테롤의 분리 및 동정[0060]

본 발명의 푸코스테롤은 곰피의 조추출물을 추출한 후 n-헥산으로 추가 분획하여 n-헥산 분획물을 제조한 다음,[0061]

여기에 디클로로메탄 : 메탄올의 혼합용매를 이용 키에셀 겔 칼럼 크로마토그래피와 재결정법을 수행하는 과정

을 통해 푸코스테롤 화합물을 수득하였다.

먼저, 본 발명의 곰피 조추출물은 곰피를 동결 건조하여 분말화 한 후, 곰피 건조 중량의 4배에 달하는 부피의[0062]

에탄올로, 50℃의 추출 온도에서 24시간 동안 열수 추출방법으로 3회 연속 추출하여 수득한 후, 감압여과하고

여액을 진공회전농축기로 70℃에서 감압 농축하여 곰피 조추출물을 수득하였다.

그런 다음, 상기 곰피 조추출물은 물에 현탁한 후, n-헥산, 디클로로메탄, 에틸아세테이트, n-부탄올 순으로 용[0063]

매를 이용하여 추출하여 본 발명의 곰피 비극성 용매 가용 추출물, 바람직하게는 n-헥산 가용성 분획물을 수득

할 수 있었다.

이후, 상기 비극성 용매 n-헥산 분획물에 대하여 디클로로메탄 : 메탄올의 혼합용매, 바람직하게는 디클로로메[0064]

탄 : 메탄올의 20 : 1 → 디클로로메탄 : 메탄올 10 : 1 → 디클로로메탄 : 메탄올 10 : 3의 혼합용매로 시간당

일정용량, 바람직하게는 1000 ㎖의 속도로 키에셀 겔 칼럼 크로마토그래피와 재결정법을 수행하여 푸코스테롤

화합물을 최종적으로 수득하였다.

또한, 상기 과정을 통해 수득한 화합물을 동정하기 위하여 분광특성을 분석하였으며, 그 결과 본 화합물이 하기[0065]

화학식 1의 구조를 갖는 푸코스테롤임을 확인할 수 있었다.

Fucosterol,  (24E0)-Stigmasta-5,  24(28)-diene-3β-ol:  white  solid  (0.05%  dry  wt)  m.p.  133-135°C.  IR[0066]

(cm -1 ): 3480 (OH), 1945 (C = C-H), 1640 (C = C), 1370 (gem. Di-Me); EI-MS m/z: 412 [M, C 29 H 48 O]

+ , 397 [M- CH 3 ] + , 379 [M-CH 3 -H 2 O] +, 314 (100) [M-C 6 H 10 O] + . 1 H NMR (CDCl 3 ) δ (ppm)

0.86- 0.88 (d, J = 6.6 Hz, 6H, Me-26 and Me-27), 0.91 (d, J = 6.6 Hz, 3H, Me-21), 0.68 (s, 3H, Me-18),

1.00 (s, 3H, Me-19), 1.59 (d, J = 6.6 Hz, 3H, Me-29), 3.53 (m, H, H-3), 5.35 (m, H, H-6), 5.11 (q, H,

H-28), 2.22 (sep, J = 6.6 Hz, H, H-25). 13 C NMR (CDCl3 ) δ (ppm) (39.75, C-1), (35.20, C-2), (71.80,

C-3), (42.33, C-4), (140.74, C-5), (121.70, C-6), (36.14, C-7), (35.78, C-8), (50.10, C-9), (39.72, C-

10), (28.23, C-11), (42.28, C-12), (42.30, C-13), (56.74, C-14), (31.64, C-15), (34.78, C-16), (56.72,

C-17),  (11.85,  C-18),  (19.40,  C-19),  (39.50,  C-20),  (24.32,  C-21),  (37.23,  C-22),  (31.90,  C-23),

(146.00, C-24), (33.90, C-25), (22.50, C-26), (22.23, C-27), (115.94, C-28), (18.90, C-29).
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<화학식 1>[0067]

[0068]

 <실시예 2>[0069]

HEK293-APP 세포 제조 및 배양[0070]

인간 APP(amyloid precursor protein)695 cDNA을 PCR로 증폭시킨 후, PCR생성물을 pcDNA3.1 벡터에 넣은 후 시[0071]

퀀서를  이용해  확인하였다  (이하  ‘pcDNA3.1-hAPP695’로  명명함).  인간  APP  단백질을  안정하게  발현하는

HEK293-APP  세포주를 만들기 위해, 먼저 pcDNA3.1-hAPP695  벡터를 HEK293세포에 리포펙타민 2000  트란스펙션

시약을 이용해 pcDNA3.1-hAPP695벡터를 도입한 후 24시간 배양하였다. hAPP695가 도입된 세포를 선별하기 위해

G418시약을 넣은 후 7일간 배양함으로서 살아남은 세포를 선별한 후, 96웰 플레이트에 세포가 하나씩 들어가도

록 한 후 G418시약의 존재 하에 7일간 배양함으로서 hAPP695가 안정적으로 발현하는 HEK293-APP세포주를 제조하

였다.

<실험예 1>[0072]

푸코스테롤의 아밀로이드 베타 펩티드 억제활성[0073]

본 실험에서는 푸코스테롤의 아밀로이드 베타 펩티드의 생성 억제 활성을 살펴보기 위하여, 아밀로이드 전구 단[0074]

백질(APP)을 발현하는 세포주(HEK293-APP)에 푸코스테롤을 농도별(0.1, 0.5, 1, 5, 10μM)로 처리한 후 24시간

이 경과한 시점에서 세포에 의해 생산되는 아밀로이드 베타 40(Aβ40) 및 아밀로이드 베타 42(Aβ42)의 양을

sandwich ELISA 방법을 통해 측정하였다. 대조군으로는 상기 푸코스테롤 대신 0.1% DMSO를 처리하였다.

이를 위해, 먼저 HEK293-APP 세포를 배양하는 96웰 플레이트에 항-Aβ40/항-Aβ42 각각을 2μg/mL으로 4℃에서[0075]

밤새 반응시킨 후, 차단용액(1% BSA/PBST)으로 비특이적 결합을 차단시켰다. 이후, biotinylated 항-Aβ40/항-A

β42 각각을 2시간 동안 실온에서 반응시킨 후 4회 세척한 다음, ExtraAvidin-Alkaline Phosphatase conjugate

를 첨가하여 실온에서 2시간 동안 반응시켰다. 이후, PNPP/DEA 용액을 넣고 발색한 후 405 nm 파장에서 흡광도

를 측정하였다.

그 결과 도 1에서 나타낸 바와 같이, 대조군(0.1% DMSO 처리군)과 비교하여 본 발명의 푸코스테롤을 처리한 실[0076]

험군에서 농도 의존적으로 아밀로이드 베타 42(Aβ42)의 생성량이 감소된 것으로 나타났고, 아밀로이드 베타

40(Aβ40)의 경우 푸코스테롤을 10μM의 농도로 처리한 실험군에서 유의적으로 감소된 것을 확인할 수 있었다.

이러한 결과를 통해, 푸코스테롤이 아밀로이드 베타 펩티드의 생성을 유의적으로 감소시킬 수 있으며, 특히 뇌[0077]

세포 사멸을 유도(신경독성)하는 것을 알려진 아밀로이드 베타 42 (Aβ42)의 생성을 더욱더 효과적으로 억제할

수 있음을 알 수 있었다.

<실험예 2>[0078]

푸코스테롤의 ADAM10 단백질 발현 증대 효과[0079]

상기 실험예 1에서는 본 발명의 푸코스테롤이 아밀로이드 베타 펩티드 생성을 효과적으로 감소시킬 수 있음을[0080]

확인하였는바, 본 실험에서는 푸코스테롤이 아밀로이드 전구 단백질(APP)을 절단하는 효소에도 영향을 미치는지

조사하였다.  이를  위해  HEK293-APP  세포주에  푸코스테롤을  10μM  농도를  처리한  후,  α-세크레타아제로서

ADAM10을, β-세크레타아제로서 BACE1을, γ-세크레타아제로서 PS1에 대한 단백질의 발현 정도를 웨스턴 블랏
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(western blot)을 통해 조사하였다. 대조군으로는 상기 푸코스테롤 대신 0.1% DMSO를 처리한 것을 사용하였다.

아밀로이드 전구 단백질(APP)을 절단하는 효소는 α-세크레타아제, β-세크레타아제 및 γ-세크레타아제의 3종[0081]

류의 효소가 존재하며, 아밀로이드 전구 단백질(APP)은 β-세크레타아제와 γ-세크레타아제에 의해 아밀로이드

베타 42  단량체가 된 후 집적하여 올리고머를 형성한다. 반면에, α-세크레타아제는 비-아밀로이드성 가용성

APP를 생성함으로서 아밀로이드 베타 펩티드가 생성되지 못하도록 하는 역할을 한다. 따라서 본 발명자들은 상

기 실험예 1에서 확인한 푸코스테롤의 아밀로이드 베타 생성 억제가 α-세크레타아제, β-세크레타아제 및 γ-

세크레타아제 중 어느 효소 작용에 의한 것인지 확인하기 위해 다음과 같은 실험을 수행하였다.

자세하게는, HEK293-APP 세포에 본 발명의 푸코스테롤을 10μM 농도로 처리하여 24시간 동안 반응시킨 후 배양[0082]

액을 제거하고, 차가운 PBS로 세포를 2회 세척하였다. 그런 다음, 플레이트를 얼음 위에 올려놓은 채 세포 용출

버퍼를  첨가하여  세포  스크래퍼로  긁어  세포를  수집하였다.  이를  얼음  상태에서  1시간  방치한  후  4℃,

12,000rpm에서 10분간 원심분리하여 상층액만을 모아 새튜브로 옮기고, 로딩버퍼와 혼합한 후 10% SDS-PAGE에

로딩하여 전기영동하였다. 전기영동 후 젤은 PVDF(polyvinylidene  fluoride  membrane)로 이동시켰다. 이동이

완료된 PVDF 멤브레인은 비특이적인 단백질을 차단하기 위하여 5% 탈지분유(non-fat dry milk)를 함유한 PBST

버퍼로 2시간 동안 반응시킨 후, 1차 항체(항-ADAM10, 항-BACE1, 항-PS1, 항-actin)로 4℃에서 12시간 동안 반

응시키고, 10분 간격으로 PBST  버퍼로 3번 세척하였다. 세척 후 2차 항체(HRP conjugated goat anti rabbit

IgG)로 4℃에서 2시간 동안 반응시킨 후 PBST로 다시 3번 세척하였다. 블랏은 ECL 검출 키트 (Santa Cruz, CA,

U.S.A.)를 이용하여 검출하였으며 X-ray 필름에 현상하였다. 밴드의 강도는 PDQuest 소프트웨어(version 7.0,

Bio-Rad. U.S.A.)를 이용 덴시노미트리(densitometry) 분석을 통해 측정되었다.

그 결과 도 3에서 나타낸 바와 같이, HEK293-APP 세포에 푸코스테롤을 처리한 실험군에서 경우 ADAM10 단백질[0083]

발현이 두드러지게 증대된 반면, BACE1 및 PS1 단백질 발현은 변화되지 않는 것을 확인할 수 있었다. 이러한 결

과를 통해, 푸코스테롤의 처리로 인한 아밀로이드 베타 40(Aβ40)과 아밀로이드 베타 42(Aβ42)의 생성 감소는

ADAM10의 발현 증가에 기인한 것임을 알 수 있었다.

이제까지 본 발명에 대하여 그 바람직한 실시예들을 중심으로 살펴보았다. 본 발명이 속하는 기술 분야에서 통[0084]

상의 지식을 가진 자는 본 발명이 본 발명의 본질적인 특성에서 벗어나지 않는 범위에서 변형된 형태로 구현될

수 있음을 이해할 수 있을 것이다. 그러므로 개시된 실시예들은 한정적인 관점이 아니라 설명적인 관점에서 고

려되어야 한다. 본 발명의 범위는 전술한 설명이 아니라 특허청구범위에 나타나 있으며, 그와 동등한 범위 내에

있는 모든 차이점은 본 발명에 포함된 것으로 해석되어야 할 것이다.

부호의 설명

APP: amyloid precursor protein[0085]

Aβ: amyloid beta

ADAM10: a disintegrin and metalloprotease 10

BACE1: β-site APP-cleaving enzyme 1

PS1: presenilin 1
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도면
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