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명 세 서

청구범위

청구항 1 

윈터프린스 추출물을 유효성분으로 포함하는 자가포식 유도용 조성물.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 윈터프린스 추출물은 추출 용매로서 물, 에탄올 및 이들의 혼합물로부터 선택되는 1종 이

상인, 자가포식 유도용 조성물.

청구항 3 

윈터프린스 추출물을 유효성분으로 포함하는 신경퇴행성 질환의 예방 또는 치료용 약학적 조성물.

청구항 4 

제3항에 있어서, 상기 윈터프린스 추출물은 추출 용매로서 물, 에탄올 및 이들의 혼합물로부터 선택되는 1종 이

상인, 약학적 조성물.

청구항 5 

제3항에 있어서, 상기 질환은 뇌허혈, 알츠하이머병, 파킨슨병, 헌팅턴병, 근위축성 측색경화증, 크로이츠펠트-

야콥병(CJD), 할러포르텐-스파츠 질환, 다체계 위축증, HIV-연관 치매(HAD), 전두엽성 치매, 척수성 근위축증,

척수소뇌 위축증(SCA), 수막뇌염, 세균성 수막뇌염, 바이러스성 수막뇌염, CNS 자가면역 장애, 다발성 경화증

(MS), 신경모세포종, 급성 허혈성 상해 및 뇌졸중으로 이루어진 군으로부터 선택되는 1종 이상인, 약학적 조성

물.

청구항 6 

윈터프린스 추출물을 유효성분으로 포함하는 신경퇴행성 질환의 예방 또는 개선용 건강기능식품 조성물.

청구항 7 

제6항에 있어서, 상기 윈터프린스 추출물은 추출 용매로서 물, 에탄올 및 이들의 혼합물로부터 선택되는 1종 이

상인, 건강기능식품 조성물.

청구항 8 

제6항에 있어서, 상기 건강기능식품은 정제, 캡슐제, 환제 또는 액제 형태의 식품인, 건강기능식품 조성물.

청구항 9 

윈터프린스 추출물을 유효성분으로 포함하는 신경퇴행성 질환의 예방 또는 개선용 건강식품 조성물.

청구항 10 

제9항에 있어서, 상기 윈터프린스 추출물은 추출 용매로서 물, 에탄올 및 이들의 혼합물로부터 선택되는 1종 이

상인, 건강식품 조성물.

청구항 11 

제9항에 있어서, 상기 건강식품은 각종 드링크제, 육류, 소세지, 빵, 캔디류, 스낵류, 면류, 아이스크림, 유제

품, 스프, 이온음료, 음료수, 알코올 음료, 껌, 차 및 비타민 복합제에서 선택되는, 건강식품 조성물.

발명의 설명
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기 술 분 야

본 발명은 자가 포식을 유도하는 조성물에 관한 것으로서, 보다 구체적으로는 윈터프린스 추출물을 유효성분으[0001]

로 포함하여 자가 포식을 유도하고 세포 내 활성산소 저해 효과를 나타내며, 궁극적으로 자가포식 활성 저하로

인해 야기되는 신경퇴행성 질환을 예방 또는 개선시키는 조성물에 관한 것이다.

배 경 기 술

자가포식(autophagy)은 세포 내 에너지원이 고갈되거나 세포 내 스트레스 요인이 과도하게 발생했을 때 자가포[0002]

식체(Autophagosome)를 형성하여 노후 혹은 손상된 세포 내 물질 및 기관을 분해함으로써 에너지를 재생산하고

손상 물질을 제거하여 정상적인 세포의 유지를 가능하게 하는 기작을 말한다. 이러한 과정을 통해 세포 내 손상

을 제거하고 세포 내 구조를 재구축하며 세포 내 영양분과 생존에 필요한 에너지, 단백질들을 다시 공급받게 되

어 스트레스 환경에 적응하고 항상성을 되찾을 수 있다. 자가포식은 스트레스에 대한 세포 기능 및 생존력 유지

에  중요한  역할을  하는  필수적이고  진화적으로  잘  보존된  경로이다.  최근  자가포식을  이용하여  이독성

(ototoxicity)으로 인한 산화 스트레스를 줄이기 위한 많은 연구가 보고되었다.

다양한 연구를 통해 노화가 진행될수록 또는 노화를 가속화시킬수록 세포 내 자가포식 활성이 급격히 감소한다[0003]

고 보고되고 있으며, 반대로 자가포식을 억제시킨 경우 세포 내에 노후 미토콘드리아나 잘못 접힌 단백질 등이

과도하게 축적되어 세포 내 자유 라디칼 및 산화 스트레스가 증가하여 결국에 세포의 사멸이 증가하고 노화가

촉진되는 결과를 야기하게 된다.

또한, 미토콘드리아에서는 에너지 생성 과정을 가동하면서 부산물로 활성 산소군이 생성되며, 외부 스트레스로[0004]

자외선, 약물, 섭취 물질 및 환경 오염 요인 등의 자극에 의해 과산화지질(lipid peroxide), 지질과산화 라디칼

(lipid peroxy radical) 또는 과산화아질산염(peroxynitrite) 등이 생성되어 광범위한 산화 스트레스를 가하게

된다.  이러한  산화  스트레스  산물들은  매우  불안정하고  주변  물질과의  반응성이  매우  강하여,  세포  내의

단백질, 지질 및 DNA 등과 매우 강한 결합을 일으키며, 각종 변성을 야기하여 결국에 치명적인 문제를 야기하게

된다. 세포 내에서의 항산화 활성을 증가시키는 물질로는, 비타민류, 글루타치온, 코엔자임Q-10 등과 같은 항산

화 물질들, 혹은 카탈라아제(catalase), 수퍼옥사이드 디스뮤타제(superoxide dismutase),  글루타치온-의존성

페록시다제(glutathione-dependent peroxidase) 및 퍼옥시리독신(peroxiredoxin) 등과 같은 항산화 단백질들을

예로들 수 있다. 그러나, 이들 종래의 항산화 물질들은 시험관내(in-vitro) 및 혈액 내에서는 활성 산소 소거능

이 잘 발휘되지만, 세포 내에서는 농도에 따라 오히려 활성 산소의 형성을 증가시키는 부작용을 나타내는 문제

가 있다.

이에 종래 항산화 물질들이 가지는 문제점을 근본적으로 해결하고 우수한 항노화 효능을 제공하기 위해서, 세포[0005]

내 항산화 단백질의 발현을 증가시켜 항산화 활성을 높일 뿐만 아니라 자가포식 활성화를 유도하는 능력이 우수

한 물질을 개발할 필요가 있다.

선행기술문헌

특허문헌

(특허문헌 0001) 대한민국 공개특허 제10-2019-0010773호(2019년 1월 31일 공개) [0006]

(특허문헌 0002) 대한민국 등록특허 제10-2096600호(2020년 5월 27일 공고) 

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명자들은 신품종 감귤인 윈터프린스의 효능에 대하여 연구한 결과, 윈터프린스 추출물이 안전하면서도 자[0007]

가포식을 활성화시키는 효능을 가짐을 확인하고, 본 발명을 완성하였다.

따라서, 본 발명의 목적은 자가포식 유도용 조성물을 제공하는 것이다.[0008]

또한, 본 발명의 다른 목적은 신경퇴행성 질환의 예방 또는 개선에 효과적인 조성물을 제공하는 것이다.[0009]
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과제의 해결 수단

상기 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 윈터프린스 추출물을 유효성분으로 포함하는 자가포식 유도용 조성물[0010]

을 제공한다.

또한, 본 발명은 윈터프린스 추출물을 유효성분으로 포함하는 신경퇴행성 질환의 예방 또는 치료용 약학적 조성[0011]

물을 제공한다.

또한, 본 발명은 윈터프린스 추출물을 유효성분으로 포함하는 신경퇴행성 질환의 예방 또는 개선용 건강기능식[0012]

품 조성물을 제공한다.

또한, 본 발명은 윈터프린스 추출물을 유효성분으로 포함하는 신경퇴행성 질환의 예방 또는 개선용 건강식품 조[0013]

성물을 제공한다.

발명의 효과

본 발명에 따른 윈터프린스 추출물을 유효성분으로 포함하는 조성물은 SH-SY5Y 세포에서 자가포식소체의 막 단[0014]

백질인 LC3II 단백질의 발현을 증가시키고, 다양한 자가포식 신호전달 경로 단백질들을 유의하게 증가시킬 수

있다.

본 발명에 따른 윈터프린스 추출물을 포함하는 조성물은 자가포식 유도에 의해 파킨슨병, 알츠하이머병, 치매와[0015]

같은 신경퇴행성 질환의 예방 또는 치료 및 기억력 개선 또는 인지장애 개선에 효과적으로 활용될 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 자가포식 신호전달 경로를 도식화한 것이다.[0016]

도 2는 LC/MS 포지티브 모드에서 수행한 윈터프린스 과피 분석 결과를 나타낸 것이다.

도 3은 LC/MS 포지티브 모드에서 수행한 온주 밀감과 윈터프린스 각각의 과피 분석 결과를 나타낸 것이다.

도 4는 LC/MS 포지티브 모드에서 얻은 온주 밀감과 윈터프린스의 성분에 대한 부분 최소제곱판별분석(PLS-DA)

결과 및 순열 검정법 결과를 나타낸 것이다.

도 5a 내지 5c는 LC/MS 포지티브 모드에서 얻은 온주 밀감과 윈터프린스에 존재하는 성분 각각에 대하여 존재비

를 박스 플롯으로 나타낸 것이다.

도 6은 LC/MS 포지티브 모드에서 얻은 온주 밀감과 윈터프린스에 존재하는 성분을 히트맵으로 나타낸 것이다.

도 7은 LC/MS 네거티브 모드에서 수행한 윈터프린스 과피 분석 결과를 나타낸 것이다.

도 7은 LC/MS 네거티브 모드에서 수행한 온주 밀감과 윈터프린스 각각의 과피 분석 결과를 나타낸 것이다.

도 9는 LC/MS 네거티브 모드에서 얻은 온주 밀감과 윈터프린스의 성분에 대한 부분 최소제곱판별분석(PLS-DA)

결과 및 순열 검정법 결과를 나타낸 것이다.

도 10a 및 10b는 LC/MS 네거티브 모드에서 얻은 온주 밀감과 윈터프린스에 존재하는 성분 각각에 대하여 존재비

를 박스 플롯으로 나타낸 것이다.

도 11은 LC/MS 네거티브 모드에서 얻은 온주 밀감과 윈터프린스에 존재하는 성분을 히트맵으로 나타낸 것이다.

도 12는 온주감귤 추출물과 윈터프린스 과피 추출물을 처리한 경우 LC3II의 발현량 변화를 나타낸 것이다(*,

***,  대조군  대비  <0.05,  <0.001)(CUOP:  온주밀감;  P-006:  윈터프린스;  W:  물  추출물;  30E;  30%  에탄올

추출물; 50E: 50% 에탄올 추출물; 70E: 70% 에탄올 추출물; 100E; 100% 에탄올 추출물; W100E: 열수 추출 후

100% 에탄올로 추출한 추출물).

도 13은 윈터프린스 과피 70% 에탄올 추출물을 처리한 경우 AMPK, Beclin-1 및 ULK 단백질 발현량 변화를 나타

낸 것이다(*, **, ***, 대조군 대비 <0.05, <0.01, <0.001)(P-006: 윈터프린스; W: 물 추출물; 70E: 70% 에탄

올 추출물).

도 14는 온주감귤 추출물과 윈터프린스 과피 추출물을 처리한 경우 BV-2 미세아교세포에서 LPS에 의해 유도된

NO 생성량을 측정한 결과를 나타낸다(****, 대조군 대비 <0.0001; #, ##, ###, LPS 처리군 대비 <0.05, <0.01,
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<0.001)(CUOP: 온주밀감; P006: 윈터프린스; W: 물 추출물; 30E: 30% 에탄올 추출물; 50E: 50% 에탄올 추출물;

70E: 70% 에탄올 추출물).

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 본 발명을 상세히 설명한다.[0017]

본 발명은 윈터프린스 추출물을 유효성분으로 포함하는 자가포식 유도용 조성물에 관한 것이다.[0019]

또한, 본 발명은 윈터프린스 추출물을 유효성분으로 포함하는 신경퇴행성 질환, 특히 자가포식 활성 저하로 인[0020]

해 야기되는 신경퇴행성 질환을 예방 또는 개선시키는 조성물에 관한 것이다.

본 발명에서 사용되는 “윈터프린스(Citrus hybrid 'Winter Prince')”는 대한민국 농촌진흥청 감귤연구소에서[0021]

개발해 2017년 출원하여 2019년 본격적으로 보급하기 시작한 감귤의 국산 신품종으로, “하레히메”와 “태전병

감”을 교배하여 육성한 품종이다. 일반 감귤에 비해 당도는 높고 산도는 낮으며, 껍질이 쉽게 벗겨지는 특징이

있다.

감귤은 비타민 C가 풍부하여, 감기 예방, 피로 회복, 피부 미용, 혈관 질환 개선 등에 도움이 되며, 베타 클립[0022]

토키산틴 성분이 풍부해 골다공증 예방에도 도움이 된다. 또한, 귤에는 식이섬유와 펙틴이 풍부하게 함유되어

있어 변비 예방에도 도움이 되며, 열량은 낮은 반면 포만감은 높기 때문에 비만을 예방하고 다이어트에 도움이

된다.

본 발명에서 유효성분으로 사용되는 윈터프린스 추출물은 윈터프린스의 열매, 특히 과피의 추출물이다. [0023]

추출물을  얻기  전에,  윈터프린스는  세척,  절단,  건조  등과  같은  전처리  공정을  거칠  수  있다.  본  발명에[0024]

있어서, 건조는 그 방법이 특별히 제한되지 않으며, 음건건조, 열풍건조 등 당업계에서 통상적으로 사용되는 건

조 방법이 적용될 수 있다.

본 발명에서 사용되는 윈터프린스 추출물은 제조방법이 특별히 제한되지는 않으며, 당업계에 공지된 통상적인[0025]

방법에 따라 제조될 수 있다. 예를 들어, 본 발명에서 윈터프린스 추출물은 윈터프린스 열매로부터 물, 탄소수

1 내지 6의 유기용매, 아임계 또는 초임계 유체, 및 이들의 혼합물로 이루어진 군으로부터 선택되는 1종 이상의

용매를 사용하여 추출될 수 있다. 또한, 용매 분획, 실리카 겔 크로마토그래피, prep-HPLC 등의 기법을 사용하

여 활성 물질이 농축된 특정 분획을 제조할 수 있다.

본 발명에 있어서, 윈터프린스 추출물을 수득하는 데 사용되는 추출 용매는 바람직하게는 물, 탄소수 1 내지 2[0026]

의 유기용매, 및 이들의 혼합물로부터 선택되는 1종 이상이고, 더 바람직하게는 물, 탄소수 1 내지 2의 알코올

(즉, 메탄올 또는 에탄올) 및 이들의 혼합물로부터 선택되는 1종 이상이며, 더 바람직하게는 물, 에탄올 및 이

들의 혼합물로부터 선택되는 1종 이상이고, 가장 바람직하게는 에탄올 또는 물과 에탄올의 혼합물(주정)이다.

본 발명에 있어서, 윈터프린스 추출물을 제조하는 조건은 특별히 제한되지 않는다. 바람직하게는 채취한 윈터프[0027]

린스를 세척하여 건조시킨 다음 분쇄하여 분말을 얻은 다음, 여기에 추출 용매를 첨가하여 10 내지 80℃, 바람

직하게는 20 내지 30℃, 더 바람직하게는 실온에서 3 내지 24시간, 바람직하게는 6 내지 12시간, 더 바람직하게

는 7 내지 9시간 동안 추출한다.

본 발명에 따른 조성물에 있어서, 윈터프린스 추출물의 함량은 특별히 제한되지 않으며, 필요에 따라 조성물 총[0028]

중량에 대해 0.001~50 중량%의 햠량으로 포함될 수 있다. 본 발명에 따른 조성물에 있어서, 윈터프린스 추출물

의 함량은 바람직하게는 조성물 총 중량에 대해 0.01~30 중량%, 바람직하게는 0.1~20 중량%, 더 바람직하게는

0.5~10 중량%이다.

본 발명은 윈터프린스 추출물을 유효성분으로 포함하는 자가포식 유도용 조성물에 관한 것이다.[0029]

본 명세서에서 용어 "자가포식"은 리소좀을 사용하여 필요없거나 또는 이상기능을 나타내는 세포내 소기관의 분[0030]

해에 관여하는 기본적인 이화작용기작을 의미한다. 영양결핍과 같은 특수한 상황에서는 세포내 소기관을 파괴하

여 세포내 에너지 수준을 유지함으로써 세포 생존성을 향상시키는 효과를 나타낼 수 있다. 상기 자가포식은 진

화적으로 보존적인 과정으로, 모든 진핵세포에서 나타난다.

상기 자가포식은 크게 4단계로 진행된다. 1단계는 자가포식이 유도되는 단계로, 영양 또는 성장인자의 결핍, 또[0031]

는 저산소 조건에서 mTOR(mechanistic target of rapamycin)이 불활성화되고 ATG5(autophage related 5)이 활
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성화되어 자가포식이 유도된다. 2단계는 핵형성(nucleation)이 일어나는 단계로 ER에서 분리된 2중막 구조물에

자가포식 유도 인자와 막지질을 공급하는 요소들이 끌려와 핵형성이 일어나고 파고포어(phagophore)를 형성하게

된다. 자가포식 유도/핵형성 단계에서 Beclin, ULK1, Bcl-2 등의 다양한 유전자가 관여하는 것이 알려져 있다.

3단계는  파고포어의  연쇄가  일어나  자가포식소체(autophagosome)가  형성되는  단계로,  세포질성

LC3(microtubule-associated protein 1 light chain 3 alpha)-I가 절단되고 지질화되어 LC3-II로 전환되게 되

고 자가포식소체 막에 존재하게 된다. 상기 LC3-II는 자가포식소체 마커로 알려져 있다. 4단계는 상기 자가포식

소체와  라이소솜의  융합(fusion)  단계로,  상기  라이소솜에  의해  세포내  소기관이  분해된다(참조:

http://www.abcam.com/pathways/autophagy-interactive-pathway).

본 명세서에서 용어 "자가포식 유도용"은 세포내 소기관의 분해를 유도하는 활성으로, (ⅰ) ATG5을 활성화 시키[0032]

거나; (ⅱ) 자가포식소체 형성을 촉진하거나; (ⅲ) 자가포식소체와 라이소솜의 융합을 촉진하는 활성을 나타낸

다.

본 발명에 따른 조성물은 윈터프린스 추출물, 특히 윈터프린스 과피 추출물을 함유함으로써 자가포식소체의 형[0033]

성을 증가시키며, LC3-II의 발현을 증가시킨다.

본 발명은 윈터프린스 추출물을 유효성분으로 포함하는 신경퇴행성 질환, 특히 자가포식 활성 저하로 인해 야기[0034]

되는 신경퇴행성 질환의 예방 또는 치료용 약학적 조성물을 제공한다.

본  발명에  있어서,  신경퇴행성  질환의  예로는  뇌허혈,  알츠하이머병,  파킨슨병,  헌팅턴병,  근위축성[0035]

측색경화증, 크로이츠펠트-야콥병(CJD), 할러포르텐-스파츠 질환, 다체계 위축증, 치매(예를 들어, HIV-연관 치

매(HAD), 전두엽성 치매), 척수성 근위축증, 척수소뇌 위축증(SCA), 수막뇌염, 세균성 수막뇌염, 바이러스성 수

막뇌염, CNS 자가면역 장애, 다발성 경화증(MS), 신경모세포종, 급성 허혈성 상해, 뇌졸중과 같은 질환이 포함

된다.

본 발명의 조성물은 경구 및 비경구의 여러 가지 제형으로 투여될 수 있으며, 일반적으로 사용되는 충진제, 증[0036]

량제, 결합제, 습윤제, 붕해제, 계면활성제 등의 희석제 또는 부형제를 사용하여 제형화될 수 있다.

경구투여를 위한 고형 제형에는 정제, 환제, 산제, 과립제, 캡슐제, 트로키제 등이 포함되며, 이러한 고형 제형[0037]

은  하나  이상의  본  발명의  조성물에  적어도  하나  이상의  부형제  예를  들면,  전분,  탄산칼슘,  수크로스

(sucrose), 락토오스(lactose) 또는 젤라틴 등을 섞어 조제된다. 또한, 단순한 부형제 외에 마그네슘 스티레이

트 탈크 같은 윤활제들도 사용된다. 경구 투여를 위한 액상 제형으로는 현탁제, 내용액제, 유제 또는 시럽제 등

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

감미제, 방향제, 보존제 등이 포함될 수 있다.

비경구 투여를 위한 제형에는 멸균된 수용액, 비수성용제, 현탁용제, 유제, 동결건조제제, 좌제 등이 포함된다.[0038]

비수성용제, 현탁용제로는 프로필렌글리콜, 폴리에틸렌 글리콜, 올리브 오일과 같은 식물성 기름, 에틸올레이트

와  같은  주사  가능한  에스테르  등이  사용될  수  있다.  좌제의  기제로는  위텝솔(witepsol),  마크로골,  트윈

(tween) 61, 카카오지, 라우린지, 글리세롤, 젤라틴 등이 사용될 수 있다.

본 발명에 따른 조성물이 비경구 투여될 경우, 조성물은 피하주사, 정맥주사, 근육내 주사, 흉부내 주사 등의[0039]

적절한 투여 경로로 투여될 수 있지만, 이에 제한되지는 않는다.

본 발명에 따른 조성물의 인체에 대한 효과적인 투여량은 환자의 나이, 몸무게, 성별, 투여형태, 건강상태 및[0040]

질환 정도에 따라 달라질 수 있으며, 일반적으로 약 0.001~100 mg/kg/일이며, 바람직하게는 0.01~35 mg/kg/일이

다. 몸무게가 70 ㎏인 성인 환자를 기준으로 할 때, 일반적으로 0.07~7000 mg/일이며, 바람직하게는 0.7~2500

㎎/일이며, 의사 또는 약사의 판단에 따라 일정시간 간격으로 1일 1회 내지 수회로 분할 투여할 수도 있다.

본 발명에 따른 약학적 조성물은 신경 퇴행성 질환의 예방 또는 치료를 위하여 단독으로 사용되거나, 수술, 호[0041]

르몬 치료, 화학 치료 및 생물학적 반응 조절제를 사용하는 방법들과 병용될 수 있다.

또한, 본 발명은 윈터프린스 추출물을 유효성분으로 포함하는 신경퇴행성 질환, 특히 자가포식 활성 저하로 인[0042]

해 야기되는 신경퇴행성 질환의 예방 또는 개선용 건강기능식품 조성물 또는 건강식품 조성물을 제공한다.

본 발명에 따른 조성물이 건강기능식품 및 건강식품 조성물인 경우, 식품의 종류에는 특별한 제한은 없다. 본[0043]

발명에 따른 건강기능식품 조성물은 정제, 캡슐제, 환제 또는 액제 형태일 수 있으며, 건강식품은 각종 드링크

제, 육류, 소세지, 빵, 캔디류, 스낵류, 면류, 아이스크림, 유제품, 스프, 이온음료, 음료수, 알코올 음료, 껌,

차 및 비타민 복합제 등일 수 있으며, 본 발명의 조성물은 통상적인 의미에서의 건강기능식품 및 건강식품 조성
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물을 모두 포함한다.

본 발명에 따른 건강기능식품 및 건강식품 조성물은 식품에 그대로 첨가하거나 다른 식품 또는 식품 성분과 함[0044]

께 사용될 수 있고, 통상적인 방법에 따라 적절하게 사용될 수 있다. 본 발명에 따른 조성물의 혼합량은 그의

사용 목적(예방 또는 개선용)에 따라 적합하게 결정될 수 있다. 일반적으로, 건강기능식품 및 건강식품 조성물

중의 상기 조성물의 양은 전체 식품 중량의 0.1 내지 90 중량부로 가할 수 있다. 그러나 건강 유지를 목적으로

하거나 또는 건강 조절을 목적으로 하는 장기간의 섭취의 경우에는 상기 양은 상기 범위 이하일 수 있으며, 안

전성 면에서 아무런 문제가 없기 때문에 본 발명에 따른 조성물은 상기 범위 이상의 양으로도 사용될 수 있다.

본 발명에 따른 건강기능식품 및 건강식품 조성물은 지시된 비율로 필수 성분으로서 윈터프린스 추출물을 함유[0045]

하는 것 외에는 다른 성분에는 특별한 제한이 없으며 통상의 식품과 같이 여러 가지 향미제 또는 천연 탄수화물

등을 추가 성분으로서 함유할 수 있다. 상술한 천연 탄수화물의 예는 모노사카라이드, 예를 들어, 포도당, 과당

등; 디사카라이드, 예를 들어 말토스, 슈크로스 등; 및 폴리사카라이드, 예를 들어 덱스트린, 시클로덱스트린

등과 같은 통상적인 당, 및 자일리톨, 소르비톨, 에리트라이톨 등의 당알코올이다. 상술한 것 이외의 향미제로

서 천연 향미제(타우마틴, 스테비아 추출물(예를 들어 레바우디오시드 A, 글리시르히진등) 및 합성 향미제(사카

린, 아스파르탐 등)를 유리하게 사용할 수 있다. 상기 천연 탄수화물의 비율은 본 발명의 건강기능식품 및 건강

식품 조성물 100 당 일반적으로 약 1 내지 20 g, 바람직하게는 약 5 내지 12 g이다.

상기한 성분 이외에 본 발명에 따른 건강기능식품 및 건강식품 조성물은 여러 가지 영양제, 비타민, 광물(전해[0046]

질), 합성 풍미제 및 천연 풍미제 등의 풍미제, 착색제, 펙트산 및 이의 염, 알긴산 및 이의 염, 유기산, 보호

성 콜로이드 증점제, pH 조절제, 안정화제, 방부제, 글리세린, 알코올, 탄산음료에 사용되는 탄산화제 등을 함

유할 수 있다. 그 밖에 본 발명에 따른 건강기능식품 및 건강식품 조성물은 천연 과일쥬스 및 과일쥬스 음료 및

야채 음료의 제조를 위한 과육을 함유할 수 있다.

본 발명에 따른 윈터프린스 추출물을 유효성분으로 포함하는 조성물은 [0047]

SH-SY5Y 세포에서 자가포식소체의 막 단백질인 LC3II 단백질의 발현을 증가시키고, 다양한 자가포식 신호전달[0048]

경로 단백질들을 유의하게 증가시킬 수 있다(도 1 참조).

본 발명에 따른 윈터프린스 추출물을 포함하는 조성물은 자가포식 유도에 의해 파킨슨병, 알츠하이머병, 치매와[0049]

같은 신경퇴행성 질환의 예방 또는 치료 및 기억력 개선 또는 인지장애 개선에 효과적으로 활용될 수 있다.

이하, 실시예 및 실험예를 통하여 본 발명을 보다 상세히 설명한다. 이는 본 발명의 설명을 위한 것일 뿐, 이로[0051]

인해 본 발명의 범위가 제한되지 않는다.

[실시예 1] 윈터프린스 과피 물 추출물의 제조[0053]

윈터프린스는 2022년 서귀포시에 위치한 감귤연구소에서 1월 상순에 수확한 시료를 수확하여 세척 후 과피와 과[0054]

육을 분리하였다. 분리된 과피는 잘게 썰어서 건조하여 사용하였다. 건조된 과피 중량의 15배의 물을 첨가한 후

100℃에서 6시간 추출하였다. 추출 후 25 um의 종이 필터를 이용하여 필터 후 55℃∼60℃에서 감압 농축하고 진

공 건조하여 시험에 사용하였다.  

[실시예 2] 윈터프린스 과피 30% 에탄올 추출물의 제조[0056]

추출 용매로서 30% 에탄올을 사용한 것을 제외하고 상기 실시예 1과 동일한 방법으로 윈터프린스 과피 30% 에탄[0057]

올 추출물을 제조하였다.

[실시예 3] 윈터프린스 과피 50% 에탄올 추출물의 제조[0059]

추출 용매로서 50% 에탄올을 사용한 것을 제외하고 상기 실시예 1과 동일한 방법으로 윈터프린스 과피 50% 에탄[0060]

올 추출물을 제조하였다.
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[실시예 4] 윈터프린스 과피 70% 에탄올 추출물의 제조[0062]

추출 용매로서 70% 에탄올을 사용한 것을 제외하고 상기 실시예 1과 동일한 방법으로 윈터프린스 과피 70% 에탄[0063]

올 추출물을 제조하였다.

[비교예 1] 온주밀감 물 추출물의 제조[0065]

온주밀감은 2022년 서귀포시에 위치한 감귤연구소에서 12월 상순에 수확한 시료를 수확하여 세척 후 과피와 과[0066]

육을 분리하였다. 분리된 과피는 잘게 썰어서 건조하여 사용하였다. 건조된 과피 중량의 15배의 물을 첨가한 후

100℃에서 6시간 추출하였다. 추출 후 25 um의 종이 필터를 이용하여 필터 후 55℃∼60℃에서 감압 농축하고 진

공 건조하여 시험에 사용하였다.  

[비교예 2] 온주밀감 50% 에탄올 추출물의 제조[0068]

추출 용매로서 50% 에탄올을 사용한 것을 제외하고 상기 비교예 1과 동일한 방법으로 온주밀감 50% 에탄올 추출[0069]

물을 제조하였다.

[비교예 3] 온주밀감 70% 에탄올 추출물의 제조[0071]

추출 용매로서 70% 에탄올을 사용한 것을 제외하고 상기 비교예 1과 동일한 방법으로 온주밀감 70% 에탄올 추출[0072]

물을 제조하였다.

[비교예 4] 온주밀감 100% 에탄올 추출물의 제조[0074]

추출 용매로서 100% 에탄올을 사용한 것을 제외하고 상기 비교예 1과 동일한 방법으로 온주밀감 100% 에탄올 추[0075]

출물을 제조하였다.

[비교예 5] 온주밀감 열수 추출 후 100% 에탄올로 추출한 추출물의 제조[0076]

추출 용매로서 먼저 열수를 사용하여 추출한 다음 잔여물에 대해 100% 에탄올로 다시 추출한 것을 제외하고 상[0077]

기 비교예 1과 동일한 방법으로 온주밀감의 열수 추출 후 100% 에탄올로 추출한 추출물을 제조하였다.

[시험예 1] 성분 분석[0079]

본 발명에서 사용되는 윈터프린스와 현재 국내에서 가장 많이 생산되는 감귤류인 온주밀감의 과피에 존재하는[0080]

성분을 LC/MS로 분석하였다.

구체적인 분석 방법은 다음과 같다:[0081]

- 전처리: 40 mg / 600 ul 80% 메탄올(IS : 테르페나딘, 지도부딘)[0082]

- LC/MS 분석 조건[0083]

- 분석 장비: UPLC-Q-TOF MS (Xevo™ G2-S, Waters, Milford, MA, USA)[0084]

- LC 조건[0085]

 · 주입 부피: 1 uL[0086]

 · 컬럼: Acquity UPLC BEH C18 column(2.1 mm × 100 mm, 1.7 μm; Waters)[0087]

 · 용매 A: 물 + 0.1% 포름산(FA); 용매 B: ACN + 0.1% FA[0088]

 · 유속: 0.35 mL/min[0089]

- MS 조건[0090]
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 · ESI-포지티브 모드[0091]

  모세관 전압: 3 kV[0092]

  샘플 콘 전압: 30 V[0093]

  탈용매화 가스 흐름: 800 L/h[0094]

  잠금 질량: 류신-엔케팔린(556.2771 Da)[0095]

  콘 가스 흐름: 30 L/h[0096]

  탈용매화 온도: 400℃[0097]

  이온원 온도: 100℃[0098]

  데이터 수집: 0.2초의 스캔 시간으로 m/z 50 내지 1500 범위[0099]

  품질 제어(QC), 5개 샘플마다 모든 샘플의 혼합물을 주입[0100]

 · ESI-네거티브 모드[0101]

  모세관 전압: 2.5 kV[0102]

  샘플 콘 전압: 20 V[0103]

  탈용매화 가스 흐름: 900 L/h[0104]

  잠금 질량: 류신-엔케팔린(554.2615 Da)[0105]

- MS 조건[0106]

 · 10 내지 40 eV(m/z 50 내지 1500)의 충돌 에너지 램프[0107]

데이터  처리는  UNIFI  version  1.9.2.045(Waters)를  이용하여  데이터의  수집,  정규화,  정렬을  수행하였다.[0109]

LC/MS  물질  동정은  Chemspider  database,  Metlin  database(metlin.scripps.edu)  및  human  metabolome

databases(www.hmdb.ca), EZmass database, authentic standards을 기반으로 하였다.

통계 분석 및 시각화를 위해, SIMCA-P+ version 16.0.2(Umetrics, , Sweden)를 사용하여 PCA, PLS-DA,[0110]

VIP,  순열  검정법(permutation  test),  p-값을  구하였고,  SPSS  27.0(SPSS  Inc.,  Chicago,  IL)을  사용하여

Duncan's  test와  함께 일원배치 분산분석(One-way  analysis  of  variance,  ANOVA)(p  <  0.05)을 수행하였다.

GraphPad Prism 9를 사용하여 상대 존재비를 구하였고, R-project를 사용하여 히트맵(heatmap)을 작성하였다.

1. 포지티브 모드[0112]

LC/MS 포지티브 모드에서 수행한 분석 결과는 도 2 및 3에 나타내어져 있다. 도 2는 윈터프린스에 대한 분석 결[0113]

과이며, 도 3은 온주밀감 및 윈터프린스에 대한 분석 결과를 함께 나타낸 것이다.

도 2 및 3을 보면, 온주밀감과 윈터프린스가 모두 감귤 종류이므로, 공통적으로 발견되는 성분도 보이지만, 일[0114]

부 성분은 온주밀감과 비교하여 윈터프린스에서 더 적은 양으로 또는 더 많은 양으로 존재하거나, 온주밀감에서

는 검출되지 않은 성분도 발견된다는 것을 알 수 있다.

부분 최소제곱판별분석(PLS-DA) 결과를 보면(도 4), 온주 밀감과 윈터프린스 사이에 성분 차이가 존재한다는 것[0115]

을 쉽게 알 수 있다.

크로마토그램에  나타난  성분을  Chemspider  database,  Metlin  database(metlin.scripps.edu)  및  human[0116]

metabolome databases(www.hmdb.ca), EZmass database, authentic standards을 기반으로 하여 확인한 결과는

하기 표 1에 나타내었으며, 이들 성분 각각에 대한 박스 플롯을 도 5a 내지 5c에 나타내었다.
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표 1

[0117]

상기 표 1 및 도 5a 내지 5c를 보면, 윈터프린스에는 스타키드린, 2,3,4,6-테트라-O-아세틸 리나마린, 페닐알라[0118]

닌, 트립토판, 아피오사이드, 이소시넨세틴, 메톡시나린게닌,시넨세틴, 테트라메톡시플라본, 노빌레틴, 테트라

메톡시플라본, 헥사메톡시플라본, 텐제레틴, 헵타메톡시플라본, LPC(리소포스파티딜 콜린, 18:3),  LPC(18:2),

LPE(리소포스파티딜 에탄올아민, 18:1)가 온주 밀감에 비하여 풍부하게 존재하는 반면, 카티논/4-아세틸-N-메틸

아닐린, 에스큘라민, 만노실 트립토판, 사포나린, 나리루틴, 헤스페리딘 등의 성분은 온주 밀감에 비하여 적게

존재하며, 특히 아피게닌-7-루티노사이드-4'-글루코사이드 및 나린게닌 트리글루코사이드는 윈터프린스에 거의

존재하지 않는 것으로 나타났다. 이러한 특징은 도 6에 나타낸 히트맵을 통해서도 확인할 수 있다.

2. 네거티브 모드[0120]

LC/MS 네거티브 모드에서 수행한 분석 결과는 도 7 및 8에 나타내어져 있다. 도 7은 윈터프린스에 대한 분석 결[0121]

과이며, 도 8은 온주밀감 및 윈터프린스에 대한 분석 결과를 함께 나타낸 것이다.

도 7 및 8을 보면, 온주밀감과 윈터프린스가 모두 감귤 종류이므로, 공통적으로 발견되는 성분도 보이지만, 일[0122]

부 성분은 온주밀감과 비교하여 윈터프린스에서 더 적은 양으로 또는 더 많은 양으로 존재하거나, 온주밀감에서

는 검출되지 않은 성분도 발견된다는 것을 알 수 있다.

부분 최소제곱판별분석(PLS-DA) 결과를 보면(도 9), 온주 밀감과 윈터프린스 사이에 성분 차이가 존재한다는 것[0123]

을 쉽게 알 수 있다.

크로마토그램에  나타난  성분을  Chemspider  database,  Metlin  database(metlin.scripps.edu)  및  human[0124]

metabolome databases(www.hmdb.ca), EZmass database, authentic standards을 기반으로 하여 확인한 결과는

하기 표 2에 나타내었으며, 이들 성분 각각에 대한 박스 플롯을 도 10a 및 10b에 나타내었다.
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표 2

[0125]

상기 표 2 및 도 10a 및 10b를 보면, 윈터프린스에는 퀸산, 플로린, 아세틸살리실산 글루쿠로나이드, 펩타이드[0126]

(gln-gln-ala-glu 또는 asp-glu-val-asp), 카페오일-페룰로일퀸산, 캠페럴 아세틸 글루코사이드, 캠페롤 트리글

루코사이드, 디페룰로일퀸산, 하플로사이드 C, 페록시리놀레산 등의 성분이 온주 밀감에 비하여 풍부하게 존재

하는 반면, 수크로스, 카페익산 디글루코사이드, 루틴, 페룰로일글루카릭산, 사포나린, 퀘르세틴 아세틸 트리글

루코사이드, 나리루틴, 헤스페리딘 등의 성분은 온주 밀감에 비하여 적게 존재하는 것으로 나타났다. 이러한 특

징은 도 11에 나타낸 히트맵을 통해서도 확인할 수 있다.

상기 나타낸 결과를 통해, 윈터프린스는 온주 밀감과 성분 상으로 차이를 보이며, 이는 윈터프린스 추출물이 온[0128]

주 밀감 추출물과는 별개의 물질로 간주되어야 한다는 것을 시사한다.

[시험예 2] 온주밀감과 윈터프린스 과피 추출물의 SH-SY5Y 세포에서의 자가포식 유도[0130]

온주밀감 추출물과 윈터프린스 과피 추출물의 자가포식 유도 효과를 평가하기 위하여, 자가포식 마커인 LC3II[0131]

단백질 발현량 증가 정도를 측정하였다.

도파민성 세포주인 인간 신경아세포종 세포(human neuroblastoma cells) [0132]

SH-SY5Y를  American  Type  Culture  Collection(Manassas,  VA,  USA)로부터  입수하여,  10%  FBS(Fetal  bovine[0133]

serum; Gibco/Invitrogen; 미국) 및 1% 페니실린/스트렙토마이신(penicillin/streptomycin; Gibco/Invitrogen;

미국)을 보충한 MEM+Ham's F12(Welgene.,Ltd, CAT. No. LM007-07, LM010-01, Korea)에 배양하였다. SH-SY5Y 세

포는 37°C 조건 하에 5% CO2 함유 습윤 분위기에서 배양하였다.

먼저 SH-SY5Y 세포를 12-웰 플레이트에 웰당 5 × 10
5
개 세포/웰로 분주한 다음 실시예 1 내지 4의 샘플을 100[0134]

또는 200 μg/ml, 비교예 1 내지 5의 샘플을  50 또는 100 μg/ml의 농도로 처리하였다. 양성 대조군으로는

WIN-1001X 100 μg/ml를 처리한 것을 사용하였다. 

다음으로 웨스턴블롯을 수행하였으며, 구체적으로 세포를 Pro-Prep  단백질 추출 용액(intron bio  technology[0135]

Korea Ltd, CAT. No 17081)과 포스파타제 억제제 칵테일(sigma aldrich. Ltd. CAT. No 524624, 미국)로 용해하
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여 BCA 분석 키트(Thermo Fisher Scientific)로 단백질을 정량한 다음 샘플을 조제한 후, 12% 겔을 만들어 100

V로 1시간 30분가량 전기영동을 진행하였다. 전기영동으로 얻어진 겔을 PVDF 막으로 wet-트랜스퍼하고 5% Skim

milk(DB difco, CAT. No 232100)가 포함된 PBS로 1시간 동안 블로킹하고, 일차 항체인 항-LC3I 항체 및 항-

LC3II 항체로 4℃에서 밤새 표지시킨 다음, PBS로 3회 이상 세척한 다음, HRP(horseradish peroxidase)가 부착

된 2차 항체를 처리하여 실온에서 1시간 동안 반응시켰다. 반응이 완료된 멤브레인은 ECL 검출 키트(detection

kit)와 발광 영상 분석기(Luminescent Image Analyzer; LAS-3000, 미국)를 사용하여 영상화하여 배지 중 LC3I

및 LC3II 단백질 발현량을 측정하였으며, 하우스키핑 유전자로는 GAPDH를 사용하였다. 결과는 도 12에 나타내었

다.

이 때, 실험은 3회 반복하였다.[0136]

도 12에 나타내 바와 같이, 비교예 1 내지 5의 온주감귤 추출물을 처리한 경우에는 비교예 1의 온주감귤 물 추[0137]

출물을 처리한 경우에 LC3II의 약간의 발현 증가가 관찰되고, 비교예 2 내지 5의 온주감귤 에탄올 추출물을 처

리한 경우에는 LC3II의 유의적인 발현 증가가 관찰되지 않았다.

반면, 도 12 나타낸 바와 같이, 실시예 1 내지 4의 윈터프린스 과피 추출물을 처리한 경우에는 모두 LCII의 발[0138]

현 증가가 관찰되었으며, 추출 용매 중 에탄올의 농도가 증가함에 따라 그리고 추출물의 처리 농도가 증가함에

따라 LC3II의 발현도 증가하는 것이 관찰되었으며, 특히 실시예 4의 윈터프린스 과피 70% 에탄올 추출물을 처리

한 경우 100 μg/ml를 처리했을 때 LC3II의 발현량이 대조군 대비 약 200% 증가하였으며, 200 μg/ml를 처리했

을 때 LC3II의 발현량이 대조군 대비 약 250% 증가하여 자가포식이 효율적으로 유도된다는 것을 확인하였다.

[시험예 3] 윈터프린스 과피 추출물의 SH-SY5Y 세포에서의 자가포식 신호전달 경로 단백질 발현 유도[0140]

윈터프린스 과피 추출물의 자가포식 신호전달 경로 단백질 발현 유도 효과를 평가하기 위하여, AMPK, Beclin-1[0141]

및 ULK 단백질 발현량 증가 정도를 측정하였다.

도파민성  세포주인  인간  신경아세포종  세포(human  neuroblastoma  cells)  SH-SY5Y를  American  Type  Culture[0142]

Collection(Manassas,  VA,  USA)로부터 입수하여, 10%  FBS(Fetal  bovine  serum;  Gibco/Invitrogen;  미국) 및

1%  페니실린/스트렙토마이신(penicillin/streptomycin;  Gibco/Invitrogen;  미국)을  보충한  MEM+Ham's

F12(Welgene.,Ltd, CAT. No. LM007-07, LM010-01, Korea)에 배양하였다. SH-SY5Y 세포는 37°C 조건 하에 5%

CO2 함유 습윤 분위기에서 배양하였다.

먼저 SH-SY5Y 세포를 12-웰 플레이트에 웰당 5 × 10
5
개 세포/웰로 분주한 다음 실시예 1 내지 4의 샘플을 100[0143]

또는 200 μg/ml의 농도로 처리하였다. 양성 대조군으로는 WIN-1001X 100 μg/ml를 처리한 것을 사용하였다.

다음으로 웨스턴블롯을 수행하였으며, 구체적으로 세포를 Pro-Prep  단백질 추출 용액(intron bio  technology[0144]

Korea Ltd, CAT. No 17081)과 포스파타제 억제제 칵테일(sigma aldrich. Ltd. CAT. No 524624, 미국)로 용해하

여 BCA 분석 키트(Thermo Fisher Scientific)로 단백질을 정량한 다음 샘플을 조제한 후, 12% 겔을 만들어 100

V로 1시간 30분가량 전기영동을 진행하였다. 전기영동으로 얻어진 겔을 PVDF 막으로 wet-트랜스퍼하고 5% Skim

milk(DB  difco,  CAT.  No  232100)가  포함된 PBS로  1시간 동안 블로킹하고,  일차 항체인 항-AMPK  항체,  항-

Beclin-1 항체 및 항-ULK 항체로 4℃에서 밤새 표지시킨 다음, PBS로 3회 이상 세척한 다음, HRP(horseradish

peroxidase)가 부착된 2차 항체를 처리하여 실온에서 1시간 동안 반응시켰다. 반응이 완료된 멤브레인은 ECL 검

출 키트(detection kit)와 발광 영상 분석기(Luminescent Image Analyzer; LAS-3000, 미국)를 사용하여 영상화

하여 배지 중 AMPK, Beclin-1 및 ULK 단백질 발현량을 측정하였으며, 하우스키핑 유전자로는 GAPDH를 사용하였

다. 결과는 도 13에 나타내었다.

이 때, 실험은 2회 반복하였다.[0145]

도 13에 나타낸 바와 같이, 윈터프린스 과피 70% 에탄올을 50 및 100 μg/ml의 농도로 처리한 경우에는 상기[0146]

AMPK, Beclin-1 및 ULK 단백질의 발현량이 증가하였으나 그 정도가 작은 반면, 200 μg/ml의 농도로 처리한 경

우에는 상기 단백질들의 발현량이 상당히 증가한 것을 확인하였다.

[시험예 3] 온주밀감과 윈터프린스 과피 추출물의 항염증에 대한 LPS로 유도된  BV-2 미세아교세포에서의 NO 생[0148]
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성 억제 효과

NO는 염증 반응의 대표적인 지표물질이므로, 온주밀감과 윈터프린스 추출물의 항염증성 효과를 BV-2 미세아교세[0149]

포에서  LPS에  의해  신경염증반응을  유도시키고  이에  의해  유도된  NO의  생성이  감소되는  정도를  통해

평가하였다.

BV-2 세포를 12-웰 플레이트에 웰당 1.7 × 10
5
개 세포/웰로 분주한 다음 실시예 2의 샘플을 50, 100, 200 μ[0150]

g/ml의 농도로 1시간 동안 전처리하였다. 그 다음 신경염증 유발 인자인 LPS(Sigma-aldrich  Korea  Ltd.  CAS

No. L2880) 100 ng/ml를 처리하고 23시간 동안 BV-2 세포를 자극하여 신경염증반응을 유도하였다. 양성 대조군

으로는 덱사메타손(DEX) 5 μM을 처리한 것을 사용하였다. 배지 중 NO의 양을 Griess 시약(0.1 %(w/v) N-(1-

naphathyl)-ethylenediamine and 1%(w/v) sulfanilamide in 5%(v/v) phosphoric acid)을 이용한 NO 어세이 키

트(NO assay kit)를 이용하여 반응시킨 다음, ELISA micro plate reader을 사용하여 

540 nm에서 측정하였다. 결과는 도 14에 나타내었다.  [0151]

이 때 처리군별 n=3이었다.[0152]

도 14에 나타내 바와 같이, 온주감귤 추출물과 윈터프린스 과피 추출물을 처리한 경우 추출 용매의 종류에 관계[0153]

없이 모든 경우에 농도 의존적으로 NO 생성량이 감소하는 것을 확인하였다. 윈터프린스 과피 추출물을 400 μ

g/ml의 농도로 처리한 경우에 우수한 NO 생성 감소 효과가 나타났으며, 특히 추출 용매로 50% 에탄올 또는 70%

에탄올을 사용한 경우에는 양성 대조군인 덱사메타손을 전처리한 경우보다도 효과가 훨씬 더 우수한 것으로 나

타났다.

도면
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