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* 심사관에 의하여 인용된 문헌

심사관 : 이민정

전체 청구항 수 : 총 3 항

(54) 인삼 뿌리에서 분리된 산성 다당류를 함유하는 피부 여드름간균과 아토피 황색 포도상 구균의 인체

세포결합 저해 활성 조성물

(57) 요약

본 발명은 피부질환 여드름 간균인 프로피오니박테리움 액크니스(Propionibacterium acnes)와 아토피 피부병원균 황색

포도상 구균인 스타필로코코스 오리우스(Staphylococcus aureus)의 인체세포 결합을 저해하는 인삼 다당류 분획과 이를

이용한 여드름과 아토피 피부질환 예방 및 치료용 조성물에 관한 것이다.

본 발명에 따르면, 고려인삼(Panax ginseng, C. A. Meyer)의 수용성 추출물에서 분리된 산성 다당류(acidic

polysaccharide) 분획은 다른 다당류 분획에 비하여 유론산(uronic acid)의 함량이 높고, 황색 포도상 구균과 여드름 간균
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에 의한 적혈구 응집반응(hemagglutination)을 저해하는 활성이 상대적으로 높다. 따라서, 여드름이나 아토피 치료를 위

한 항생제 과다 사용에 따른 항생제 내성균 문제가 심각한 시점에서, 분리 정제된 다당류 분획은 여드름 간균과 황색 포도

상 구균에 의하여 야기되는 여드름과 아토피 피부질환 예방 및 치료제로 사용될 수 있다. 또한, 본 발명의 조성물은 세포-

세포간 부착을 저해하여 여드름, 아토피 질환을 최소화하는 비파괴적 기술이라는 점에서 매우 중요한 미래지향적인 화장

품 및 의약품에의 적용성을 갖고 있다.

대표도

도 3a

특허청구의 범위

청구항 1.

인삼 뿌리를 분쇄하여 열수추출하고 에탄올 침전을 한 후, 이온교환 크로마토그래피의 염화나트륨 농도 0.2-0.4 M에서

분리되고, 젤여과 크로마토그래피의 분자량 10-15 kDa 크기(Mw)에서 분리되는 산성 다당류를 유효성분으로 함유하는

여드름, 아토피 피부 질환 예방 및 치료용 조성물.

청구항 2.
삭제

청구항 3.
삭제

청구항 4.

제 1항에 있어서, 상기 산성 다당류는 유론산을 20-35 중량% 함유하는 것을 특징으로 하는 조성물.

청구항 5.

제 1항에 있어서, 상기 산성 다당류는 여드름 간균과 아토피 황색 포도상 구균의 세포결합 저해활성을 갖는 것을 특징으로

하는 조성물.

명세서

발명의 상세한 설명

발명의 목적

발명이 속하는 기술 및 그 분야의 종래기술

본 발명은 여드름(심상성 좌창)과 아토피 발병 원인균으로 인정되고 있는 여드름 간균(Propionibacterium acnes)과 황색

포도상 구균(Staphylococcus aureus)의 인체 상피세포 결합을 저해하는 인삼 뿌리에서 추출된 산성 다당류과 이를 함유

하는 여드름 및 아토피 피부질환 예방 및 치료용 조성물에 관한 것이다.

여드름(심상성 좌창; Acne vulgaris, pimples)은 청소년기부터 중년에 이르기까지 가장 흔한 피부질환 중 하나이다. 의학

적으로 여드름은 피부 속의 모낭(hair follicle)과 피부의 기름샘인 피지선(sebaceous gland)의 염증성 병변이다. 여드름

의 내적 원인은 정신적, 신체적 스트레스에 따라 호르몬 변화 등의 내분비 작용에 의한 피지 분비와 그 성분의 이상, 과다

한 피지의 분비에 따른 피지선 또는 모낭의 막힘을 들 수 있다. 스트레스로 인한 코티솔(cortisol)과 여성의 생리 기간 중의
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프로제스트론(progesterone)이라는 호르몬과도 관계가 깊다 (4). 외적 원인으로는 피지의 증가로 피지선 안에 살고 있는

여드름 간균(Propionibacterium acnes)에 의한 자극인자가 모낭 상피벽을 자극하기 때문에, 상피내면의 각질이 두꺼워지

고, 이 시기에 모낭의 이상각화로 인한 폐색이 일어나고 모낭 내로 산소유입이 감소한다. 이 현상은 여드름 발병 원인균인

혐기성 P. acnes에 있어서 매우 양호한 발육조건이 되어 여드름 병소에서 증식이 촉진된다 (5). 일반적으로 건강한 피부에

는 여드름 간균, 포도상 구균 등 세균(bacteria)이 상재하고 있다. 사람에 따라서 피부 1cm2 중에 수십부터 수십만 개에 달

하는 여드름 간균이 상재해 있으며, 세균보다 큰 모낭충(진드기의 일종)도 기생하고 있다. 모낭충에 의한 여드름은 여드름

간균에 의한 여드름보다도 붉은 기가 매우 강하고 염증도 크게 생긴다.

아토피성 피부염은 가장 흔한 피부질환의 하나로 알레르기 질환이 있거나 가족력이 있는 사람의 얼굴이나 팔다리 접히는

부분에서 발병하는 만성 염증성 피부 질환이다 (6). 피부의 병변은 환자의 연령과 질환의 급만성 정도에 따라 다양하게 나

타난다. 아토피의 외적 요인은 방향제, 방부제, 소독약, 용제 등 화학물질 외에도 실내 먼지와 진드기(house dust mite),

곰팡이, 음식, 꽃가루, 애완견 등이 포함된다. 경우에 따라서는 양털 같은 모직물에 대한 불내성(intolerance)도 아토피의

징후(stigma)가 될 수 있다. 흡입된 항원은 아토피 피부염의 손상된 피부 보호막을 투과해서 접촉성 피부염의 원인이 된

다. House dust의 주된 원인은 Dermatophagoides pteronyssinus이며, 음식에 의한 알레르기의 역할은 아직 논쟁의 대

상이 되고 있지만 일반적으로 어른에서보다 아이들에게 영향이 큰 것으로 알려져 있다. 아토피성 피부염은 다른 알레르기

성 질환과 공존된 경우가 흔하다. 외적 요인으로는 혈청 IgE의 양이 증가하고, 특히 세균, 바이러스, 진균에 감염되기 쉬운

면역 결핍과 관련이 있고, 생리학적으로 교감신경이나 부교감 신경 반응에 변화가 있다고 보고 되고 있다 (11). 특히 중요

한 점은 아토피 환자의 90%가 피부에 포도상 구균(Staphylococcus aureus)이 집적되어 번식하고 있으며, 많은 연구 결과

들을 통해서 아토피 환자의 상피세포에 포도상 구균의 감염되어 있음이 알려져 있다. 그러나 이런 아토피 환자에게 상피세

포에 포도상 구균의 감염 및 번식하는 기전은 명확하지 않다. 아토피성 질환 부모의 소아에서 아토피성 피부염의 빈도가

높아 유전적인 소인이 있는 것으로 추정되고, 아토피성 피부염을 가지고 있는 모체로부터 수유기간이 증가할수록 아토피

성 피부염의 발생 빈도도 증가하는 것으로 알려지고 있다 (12).

일반적으로 여드름은 피부 진피 층에 존재하는 피지선이 항진되어 피지분비가 증가하여 모공이 막히거나, 여드름 원인균

P. acnes나 화농성 세균 S. aureus 혹은 모낭충 등의 원인균에 의해 염증이 발생된다. 사춘기 때는 안드로젠의 호르몬 자

극에 의해 피지선이 성숙되면서 여드름이 시작하지만 성인이 된 후에는 화장에 의해서 피지 배출이 잘 되지 않거나, 스트

레스, 수면 부족 등에 의하여 부신피질 호르몬이 증가하면서 피지선을 자극하여 여드름이 발생하기도 한다. 또한 자외선,

화학성 물질과 같은 외부자극 요인이나 열, 건조, 습기, 황사바람 등 기후 변화가 주어지거나 생활이 불규칙하여 내부 장기

기능이 떨어지게 되면 2차적인 병변을 일으키게 된다. P. acnes가 생성하는 lipase 효소는 피지를 중성지방(트리글리셀리

드)과 유리 지방산으로 가수 분해하고, 유리지방산은 모낭에 comedogenic한 작용을 하는 것으로 보인다. P. acnes의 균

수는 미소면포(micro comedo), 폐쇄면포(closed comedo), 개방면포(opencomedo)의 순으로 많으며 미소면포내의 세균

은 거의가 P. acnes이다. 특히 여드름 초기의 구진형성에는 P. acnes의 관여가 크다고 보고 있다. 따라서 여드름 치료는

박테리아균의 증식을 억제하기 위한 clindamycin, erythromycin, tetracycline과 같은 항생제나, 피부를 제거하기 위한

benzoyl peroxide, 혹은 피지생성을 억제하는 vitamin A 제재 화합물 등이 이용되고 있다.

아토피성 피부염의 원인과 병태생리에 관한 많은 연구가 있지만 정확한 작용기전에 대해서는 아직 규명되지 않고 있다. 아

토피성 피부염을 악화시키는 일반적인 요인으로는 고온, 습기, 심한 운동, 화학섬유 의류, 자극성이 강한 비누, 화학적 자

극, 스트레스, 진드기, 먼지 등으로 알려져 있다. 악화 요인의 제거만으로도 아토피성 피부염 증상의 감소에 도움을 줄 수

있다. 아토피성 피부염 환자는 혈청 항체 IgE 양의 증가, 세포성 면역계의 억제, 혈중 호중구(neutrophil) 양의 증가, IL-4

(interleukin-4)의 생성증가 등이 흔히 관찰된다 (8, 12). IL-4는 IgE 생합성을 자극하고 interferon-gamma(INF-γ)는 지

연성 과민반응(delayed hypersensitivity reaction)을 매개하고 다른 interleukin(IL-3, IL-13)도 아토피성 피부염의 기

전에 관여하는 것으로 알려져 있다 (6). 아토피성 피부염 환자는 말초 혈액 중의 단핵구가 자극에 대해 생성하는 INF-γ 양

이 정상인에 비해 상대적으로 적다. 실제로 몇몇 연구에서 기존의 치료법으로 효과가 없는 심한 아토피성 피부염에 INF-γ

가 효과가 있다는 연구가 있다 (11). 외부의 알레르기성 항원에 노출되면 알레르기 항원 특이적 IgE의 생성이 증가하고 이

IgE는 비만세포와 결합하여 비만세포의 염증성 물질의 유리를 일으킨다. 이 때 유리된 히스타민은 가려움증을 일으키는

수용체를 직접 자극하고 뉴로펩타이드(neuropeptide), 프로티에이스(protease), 사이토카인(cytokine)은 간접적인 작용

에 의해 가려움증을 일으킨다 (10). 특히 황색 포도상 구균과 같은 세균유전자 핵산 물질(CpG)과 세포막 물질(LPS)이 알

레르기를 일으키는 것으로 알려져 있다. 아토피성 피부염환자의 피부는 정상인의 피부에 비해 환부나 환부이외의 부위 모

두에서 포도상 구균의 검출 빈도가 현저하게 높다. 정상적인 사람에게서 발견된 것에 비해 아토피성 피부염을 가지고 있는

환자에게서 분리된 포도상 구균이 항생제 메치실린(methicillin)내성 균주와 후시딘(fusidic acid)내성 균주의 발생비율도

현저히 높다. 또한 포도상 구균은 아토피의 급성 악화기에 주요 악화 원인이 된다.
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아토피성 피부염을 치료하는 전신요법의 제제는 항히스타민제, 항생제, 부신피질 호르몬제가 있다. 항히스타민제는 장기

연용시 효과가 갑자기 소실되는 경우(tachyphylaxis)가 흔하고, 경구용 부신피질 호르몬 제제는 외용제가 효과 없는 경우

를 제외하고는 거의 사용하지 않는 것이 원칙이다. 아토피성 피부염으로 인한 2차 감염의 치료에는 외용 항생제만 사용하

는 것보다 경구 치료를 병행하고 있다. 포도상구균을 치료할 수 있는 dicloxacillin, erythromycin, cephalexin 등을 사용

한다 (8, 11).

이와 같이 피부질환 병원균 특히 여드름과 아토피 치료와 보호를 목적으로 항생제가 주로 사용되고 있지만, 항생제 오용과

남용에 따라 많은 병원균이 항생제에 대하여 내성을 갖고 있고, 항생제의 수명 또한 짧아지고 있다. 항생제 내성균의 출현

과 병행하여 중요한 점은 항생제를 투여하였을 때의 피부 미생물의 발란스가 무너진다는 사실이다. 그람 음성균은 피부와

같이 건조한 조건에 잘 적응하는 그람 양성균과의 경쟁에서 생존하지 못하기 때문에, 항생제로 피부의 그람 양성균을 제거

하면 병원성이 강한 그람 음성균이 늘어나기 시작한다. 따라서 항생제를 대체하기 위한 노력이 필요하며, 국내에서 피부과

에서 사용하고 있는 여드름과 아토피 치료용 항생제 남용에 따른 내성균은 향후 소아 및 사춘기 세대의 건강에 위협적인

인자가 될 수 있다. 최근에는 병원균의 치료와 방지를 위한 probiotics, phages, phytomedicines 등의 비항생제 요법이

개발되고 있다. 특히 식물에서 추출된 phytochemical은 항균 작용의 적용은 앞으로 항생제의 역할을 대신할 것이라 기대

하고 있다.

이에, 본 발명자들은 종래 피부질환에 이용되고 있는 항생제의 내성균 유발과 피부 유익균 까지도 파괴하는 문제점을 인식

하고, 여드름 간균, 포도상 구균의 인체피부 세포 부착에는 현저한 저해를 하면서 다른 피부상재균에는 저해효과가 없는

특이적 효과를 갖는 천연 생리활성물질을 탐색하던 중, 고려인삼 생리활성 물질 중에서 탄수화물 분획을 분리하게 되었고,

특히 산성 다당류 당배합체 분획의 생리활성을 측정한 결과, 밀리몰(millimolar) 이하의 수준에서 여드름 간균(P. acnes)

과 황색 포도상 구균(Staphylococcus aureus)에 의한 적혈구 응집반응에 강한 저해효과를, 또한 인체 유익균에는 저해효

과 보이지 않음으로써 여드름, 아토피 피부질환 예방 및 치료제로서 높은 가능성이 입증되어, 본 발명을 완성하게 되었다.

발명이 이루고자 하는 기술적 과제

따라서, 본 발명의 주된 목적은 여드름 간균, 포도상 구균의 인체피부 세포 부착에는 현저한 저해를 하면서 다른 피부상재

균에는 저해효과가 없는 특이적 효과를 갖는 산성 다당류를 함유하는 조성물을 제공하는 데 있다.

본 발명의 다른 목적은 상기 본 발명의 산성 다당류를 함유하는 여드름, 아토피 피부질환 예방 및 치료에 유용한 조성물을

제공하는데 있다.

발명의 구성

본 발명의 한 양태에 따르면, 본 발명은 인삼 뿌리를 분쇄하여 열수추출한 후 에탄올 침전을 하여 얻어진 산성 다당류를 유

효성분으로 함유하는 여드름 간균과 아토피 황색 포도상 구균의 세포결합 저해활성 조성물을 제공한다.

본 발명에 있어서, 바람직하게는 상기 산성 다당류는 상기 에탄올 침전물을 인산 완충용액에 용해, 투석한 후 이온교환 크

로마토그래피 및 젤 여과 크로마토크래피에 의하여 분리된 분획인 것을 특징으로 한다.

본 발명에 있어서, 바람직하게는 상기 분획은 이온교환 크로마토그래피의 염화나트륨 농도 0.2-0.4 M에서 분리되고, 젤

여과 크로마토그래피의 분자량 10-15kDa 크기(Mw)에서 분리되는 것을 특징으로 한다. 상기 수치범위의 분획에서 유론

산을 20-35 중량% 함유하였으며 본 발명의 세포 결합 저해활성이 가장 높은 것으로 나타났다.

본 발명의 다른 양태에 따르면, 본 발명은 상기 본 발명의 산성 다당류를 유효성분으로 함유하는 여드름, 아토피 피부 질환

예방 및 치료용 조성물을 제공한다.

본 발명의 산성 다당류는 인체 세포세포결합 저해활성으로 인하여, 여드름 간균 또는 아토피 황색 포도상 구균의 인체 상

피세포 결합에 의해 발생하는 여드름, 아토피등 각종 피부 질환의 예방 및 치료에 효과가 있을 것으로 이해된다. 인체의 피

부세포의 탄수화물과 적혈구의 탄수화물 조성이 동일 내지 유사하므로, 본 발명의 실시예에서는 본 발명의 산성 다당류가

P. acnes와 S. aureus에 의해 유발되는 적혈구 응집반응을 저해하는 효과를 시험하였다.
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본 발명의 산성 다당류는 상기와 같은 예방 및 치료용 조성물로 이용되기 위해서 약제학적 분야에서 공지의 방법에 의해

제조될 수 있으며, 그 자체 또는 약학적으로 허용되는 담체, 부형제, 희석제 등과 혼합하여 분말, 과립, 정제, 캡슐제, 또는

주사제 등의 제형으로 제조되어 사용될 수 있다. 또한 이들은 경구 또는 비경구로 투여될 수 있다.

본 발명에 따른 산성 다당류를 유효성분으로서 투여하는 투여량은 환자의 연령, 성별, 상태, 질병의 증상에 따라 적절히 선

택될 수 있으며, 바람직하게는 성인기준 1일 100-500mg의 산성 다당류 추출물 및 그 분말로 투여될 수 있다.

이하, 본 발명을 보다 구체적으로 설명한다.

본 발명은 피부질환 여드름 간균(P. acnes)과 황색 포도상 구균(Staphylococcus aureus)에 의하여 야기되는 적혈구 응집

반응을 저해하는 산성 다당류와 이를 고려인삼의 수용성 추출물 중에서 이온교환 크로마토그래피, 젤 여과 크로마토그래

피로 분리하는 제조방법으로 구성되어 있다. 우선, 1) 당배합체의 분리를 위하여 고려인삼의 일반적인 섭취 및 추출방식에

따라 뜨거운 증류수로 추출한다. 이는 기존의 천연 생리 활성물질 추출을 주로 화장품 및 약품에 적용하기 어려운 유기용

매를 이용하여 추출하는 방식과는 대조적으로, 생리활성 물질 탐색에 좀 더 실제적인 접근이며 인체 친화적이라고 할 수

있다. 2) 분리된 산성 다당류는 유론산(uronic acid)의 함량이 높으며, P. acnes와 S. aureus의 인체 피부세포 인식을 저해

하는데 매우 특이적(specific)이다. 따라서 본 발명이 이루고자 하는 기술적 과제는 고려인삼 뿌리 부분을 뜨거운 증류수로

추출하는 단계와, 최신 탄수화물 공학적 기술을 이용하여 이온교환 및 젤 여과 크로마토그래피로 생리활성 산성다당류를

분리하는 단계, 그리고 P. acnes, S. aureus, S. epidermidis, E. coli, L. acidophilus등에 의한 적혈구 응집반응을 저해하

는 활성측정 단계로 이루어져 있다.

기존의 인삼 생리활성물질 추출은 주로 유기용매 추출법에 의존하고 있는데, 이는 우리가 인삼을 물에 끓여서 섭취하는 것

과 대치되는 것이다. 본 발명에서 뜨거운 증류수(60-100 oC)에 의하여 추출되는 수용성 분획은 인삼 생리활성 물질 탐색

에 좀 더 실제적인 접근이라고 할 수 있다. 유론산은 중성 단당류의 C6 알코올기 탄소가 카르복실기로 치환되어 중성 pH에

서 음전하를 띠고 있는 특징을 갖고 있다. 특히 분리된 산성 다당류 분획은 유론산 함량이 20-30%에 달하며, 주어진 조건

에서 분리 추출된 다른 다당류 분획에 비하여 유론산 함량이 제일 높았다. 인삼뿌리에서 추출 분리 정제된 산성 다당류의

탄수화물 조성을 보면 글루구론산이 전체 당의 20%에 가까운 조성을 보여주고 있다. 또한 P. acnes와 S. aureus에 의한

적혈구 응집반응을 저해하는 산성 다당류의 최소 유효량은 높은 분자량에 근거하였을 때 낮은 농도 0.5 mg/ml로서 효과

적인 저해활성을 보여주고 있다. 더욱이 피부질환에 대한 세포 인식을 저해하는데 특이적인 탄수화물의 적용은 친환경적

이면서 새로운 접근 방법이기 때문에 산성다당류의 특성을 분자수준에서 연구함으로써 산업적으로 효과적인 당배합체를

개발 및 디자인할 수 있다.

여드름 간균(P. acnes)은 그람 양성균으로 spore를 형성하지 않으며, rod 형태의 혐기성 박테리아 로서 여드름 간균으로

불리고 있다 (13). Corynebacterium과 형태학적으로 매우 유사하며 일반적으로 non-toxigenic 하다. 혐기성이지만 제한

적으로 호기성(microaerobic) 증식도 가능하며, 여드름을 유발하는 피부와 모낭의 대표적인 상재균(skin flora)이다.

황색 포도상 구균(Staphylococcus aureus)는 화농성 피부질환에 관여하며, 피부의 상처를 통해서 화농을 일으키며, 피부

표면의 부스럼, 종기 원인균이다. 특히 S. aureus는 아토피 피부염의 1차 요인일 뿐만 아니라 2차 요인으로서 피부 모공이

감염되거나, 땀샘이 막힌 상태에서 감염하거나 상처에 침입하여 발병하기도 한다 (7). 정상인은 10% 이내인 반면, 아토피

환자의 90%가 피부에 황색 포도상 구균이 발견되고 있다. 뿐만 아니라 아토피 피부염이 발생하면 포도상 구균 감염이 합

병한다.

일반적으로 땀과 피지를 섞어주는 역할을 하고 있는 피부 상재균은 이로운 상재균으로 피부에 도움을 주는 반면, 여드름

간균이나 포도상 구균 등 해로운 상재균이 너무 늘어나면 피부의 발란스가 무너지는 원인이 된다.

세포 표면의 당단백질 혹은 당지질 같은 탄수화물은 단백질을 인식하는 ligand의 기능을 갖고 있어 세포와 세포의 상호 인

식작용 외에도, 외부 병원균, 바이러스, 독성물질, 호르몬의 부착 장소를 제공한다 (21). 병원균이 인체 세포를 침투하여 증

식을 하게 되면, 염증을 일으키고, 질환이 야기되기 때문에, 병원균의 인체세포 부착을 초기에 원천적으로 봉쇄하게 되면

질환예방의 역할을 하게 된다. 인체 병원균 감염의 초기과정에서 중요한 역할을 하고 있는 인체 세포표면 탄수화물을 이용

하여 항 부착 치료제로 개발된다면 병원균의 초기 감염을 차단할 수 있다. 따라서 항 부착 치료와 예방은 감염 매개체의 부

착을 제거하거나 방지하여 인체 조직과 병원균 사이의 접촉을 선택적으로 감소시키고, 유익균의 부착은 선택적으로 허용

함으로써 피부의 미생물 발란스를 유지하는 생물환경 친화적 요법으로 개발 가능하다.
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P. acnes는 피부 모낭의 피지선에 주로 발생하며 생존하는데, 제놈 서열 연구결과, surface-associated 단백질, 4-7개의

proline-threonine repetitive protein (PTRP) 단백질 등이 인체 세포와의 상호작용에 관여하는 것으로 보고되었다 (3).

최근 P. acnes가 hyaluronate lyase 효소를 만들어 피부 연결조직(connective tissue) 세포 밖 matrix의 주요 구성분인

hyaluronan 다당류를 분해하며, 이러한 작용이 박테리아의 피부세포 부착에 도움을 주고 있다고 보고되었다 (22). 특히

PTRP 단백질은 P. acnes의 세포 표면 단백질로서 인체 세포 상호작용하는데 중요한 역할을 하는 것으로 밝혀졌다 (3). 따

라서 인체세포의 탄수화물과 이를 인식하는 박테리아 표면 단백질간의 상호작용 및 결합에 대한 연구는 이들 박테리아의

인체 피부세포 부착 기작을 이해하는데 공헌할 것이다. 박테리아 세포는 일반적으로 혈구응집 반응을 보이는데, 이는 박테

리아 표면에 존재하는 단백질 부착 수용체(adhesin)가 적혈구와 같은 인체세포 표면의 탄수화물 혹은 단백질을 인식함으

로써 일어나는 반응이다. 특히 P. acnes와 S. aureus는 철을 비롯한 중요한 영양분을 위하여 햄(heme), 헤모글로빈의 공

급이 세포성장에 필수적이다. 따라서 혈구 인식반응은 P. acnes와 S. aureus의 인체 내 기생을 위한 세포성장에 필요한 작

용 기작이며, 이를 통하여 햄의 공급을 확보하게 된다 (23-25). 세포와 세포 간 인식작용에 이용되어온 적혈구 응집반응

은, 적혈구 세포의 표면이 인체 상피세포와 같거나 비슷한 탄수화물 조성을 보유하고 있는 특성 때문에, 세포-세포간 인식

작용에 광범위하게 적용되어 왔다. 따라서 P. acnes와 S. aureus의 적혈구 응집반응을 통하여 박테리아 표면 단백질과 인

체 세포간의 상호 인식작용에 대하여 연구가 가능하다. 중요한 점은 피부세포의 탄수화물과 적혈구의 탄수화물 조성이 동

일 내지 유사하므로, 상호작용에 의한 결합을 저해하면 P. acnes와 S. aureus에 의해 유발되는 피부질환 특히 여드름과 아

토피 치료 및 예방에 이용할 수 있는 것이다.

따라서 박테리아 표면 단백질 수용체(adhesin)가 인식하는 탄수화물을 이용하여 당배합체를 개발하는 것은 중요한 발명대

상에 속한다. 피부질환 치료를 목적으로 개발된 항생제 혹은 화학약품이 매우 제한적이고, 항생제 남용에 따른 내성 박테

리아의 출현, 인체 내 유익균/무익균의 조화로운 발란스가 무너지기 때문에, 새로운 기술 혹은 약품의 개발이 필요한 시점

이다. 기존의 항생제나 화학약품을 이용하면 부작용 뿐만 아니라 개발기술이 세포 파괴적인 반면, 인체세포 표면의 탄수화

물 인식 및 상호작용을 저해하는 신물질은 세포 간 결합을 저해하여 피부질환 세포에 공생하는 것을 원천적으로 차단하여

여드름과 같은 피부질환 병증을 최소화하는 비 파괴적 기술이라는 점에서 또한 중요한 의미를 갖고 있다. 따라서 인체세포

의 인식 혹은 부착을 저해하는 탄수화물의 개발은 21세기 친생물환경적 신물질을 창출할 것으로 판단된다. 이러한 비파괴

적 기술이 적용되는 대표적인 예로 모유나 침을 들 수 있다. 즉, 모유나 침에는 생리 당배합체가 함유되어 있기 때문에, 인

체에서의 무익하고 혹은 병원성 균의 부착을 억제함으로써 소화기관내에서 씻어 내려주는 역할(clearance mechanism)을

근본적으로 수행하고 있는 것이다. 본 발명은 P. acnes와 S. aureus의 피부 세포부착, 증식 및 활동을 저해하면서 상재균

이나 유익균은 선택적으로 저해하지 않는 생리활성 물질을 천연자원에서 탐색하여 분리한 기술로서, 특히 생명공학 분야

에서 새롭게 인식되고 있는 탄수화물 공학적 연구방법을 이용하는 기술이다.

종래에는 고려인삼에서 다당류 혹은 탄수화물을 포함하는 조추출물 분획(crude fraction)으로 생리활성 측정이 이루어져

왔다. 따라서 분획 중에서 어느 특정 성분이 활성을 갖고 있는지에 대한 분자적 수준에서의 연구가 기술적 한계에 부딪쳐

왔지만, 현재 개발되고 있는 탄수화물 공학적 기술을 이용하여 다당류의 분리, 정제, 동정 및 구조적 분석을 이룸으로써 고

부가가치 상품으로의 개발이 가능해지고 있다. P. acnes와 S. aureus가 적혈구 세포와 결합하여 응집반응을 유도하는데,

고려인삼의 수용성 추출물 중에서 이온교환 수지 및 젤 여과 수지로 분리된 산성 다당류(acidic polysaccharide) 분획이

여드름 간균 뿐만 아니라 황색포도상 구균(S. aureus)에 의한 적혈구 응집반응을 억제하며 저해 효과가 다른 다당류 분획

에 비하여 상대적으로 높은 특징을 갖고 있다. 인삼은 오랫동안 생약 및 식용으로 쓰여 왔던 약재로서 본 발명의 인삼뿌리

로부터 추출된 산성다당류는 동물실험을 통하여 독성이 없음도 아울러 밝혀졌다.

본 발명에 이용된 Q Sepharose Fast Flow 이온교환 수지는 아마샴-파마시아 바이오텍(Amersham Phamacia Biotech,

Sweden)에서 구입하였다.

본 발명에 사용된 효소 펙티네이스(pectinase), 트립신(trypsin), 글루구론산(glucuronic acid), 갈락튜론산(galacturonic

acid), 람노스(rhamnose), 아라비노스(arabinose), 자일로스(xylose), 포도당(glucose), 갈락토스(galactose) 등은 시그

마(Sigma, USA)에서 구입하였다.

본 발명에 이용된 적혈구 응집 반응에 필요한 O형 적혈구는 고려대 의대에서 확보아였으며, 항응고제와 트립신 효소 처리

를 한 다음 이용하였다. 본 발명에 이용한 P. acnes (ATCC 11828)는 brain-heart infusion 배지에서 혐기적 조건으로 2

일 이상 배양하였으며, S. aureus 및 S. epidermidis 박테리아는 고려대 의대 병원에서 분양 받아서 brain-heart infusion

배지에 호기적 조건으로 액체 배양하였다. 모든 균체는 6,000g에서 30분동안 원심 분리하여 사용하고 170 oC 액체 질소

에 보관하여 실험에 사용하였다.
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본 발명에 이용된 대장균(BL21(DE3), BL21(DE3)/pLysS)은 Luria-Bertani (LB) agar 배지에서 항생제 처리없이 37 oC

에서 6시간 배양하였으며, 배양된 대장균은 원심분리후 -70 oC에 보관하여 실험에 이용하였으며, L. acidophilus는 한국

미생물보존센터에서 액체배양액을 분양 받아 바로 액체질소에 stock 을 만들어 보관 후 사용 하였다.

본 발명에서, 전체 탄수화물, 유론산 및 단백질의 양은 페놀-황산 방법, 카바졸(carbazole), 및 로우리(Lowry) 방법을 각

각 포도당, 갈락튜론산(galacturonic acid), 소혈청 알부민을 표준으로 사용하여 결정하였다 (26, 27).

이하, 실시예를 통하여 본 발명을 더욱 상세히 설명하기로 한다. 이들 실시예는 단지 본 발명을 예시하기 위한 것이므로,

본 발명의 범위가 이들 실시예에 의해 제한되는 것으로 해석되지는 않는다.

실시예 1: 인삼뿌리로부터 산성다당류의 분리

산성 다당류의 제조방법은 6년근 고려인삼의 뿌리를 50 mM 인산(phosphate) 완충용액 (pH 7.2) 혹은 물로 80℃에서 3

시간 열수추출 및 균질화 시킨 다음, 강하게 원심 분리하여 침전물을 제거하고 얻은 상등액을 4배 부피의 에탄올로 침전시

켰다. 에탄올 침전물을 건조시킨 후, 이를 최소부피의 10 mM 인산 완충용액 (pH 7.5, 10mM MgCl2, 1mM CaCl2)에 녹여

Rnase 및 Dnase를 37 oC에서 2시간 처리한 후 효소 활성을 중단시켰다. 효소처리 한 반응액을 20,000g에서 30 분이상

강하게 원심 분리한 후 상등액을 취하고, 이 상등액에 약 4배 부피의 냉각된 에탄올을 가하여 에탄올 농도 최종 80%로 처

리 한 후, 20,000g로 30분 원심 분리하여 얻은 침전물을 조추출물로 하였다. 인삼 다당 조추출물을 물에 투석 한 후 이온

교환 크로마토그래피를 이용하여 분리하였다. 산성다당류는 이 때 0-1 M 염화나트륨 용액 농도기울기를 이용하였으며,

유출된 분획을 받아서 각각 총당 및 산성당 정량을 하고, P. acnes 및 S. aureus에 대한 적혈구 응집 저해 활성을 지니는

분획이 염화나트륨 농도 0.3 M에서 분리되어 유출됨을 확인하였다. 분리된 다당류는 투석 후 동결 건조한 다음,

sephacryl S200 젤 여과 크로마토그래피를 이용하여 다당류 크기별로 분리하여 이중 가장 크고 활성이 제일 높은 분획을

얻었다 (도 2). 도 1는 Q sepharose 이온교환 및 Sephacryl S200 젤 여과 크로마토그래피를 이용한 고려 인삼뿌리 유래

산성다당류의 유출 프로필을 나타낸다. (A) Q 이온교환 크로마토그래피. 파란색 선은 UV 226nm를, 빨간색 선은 소금

(NaCl) 농도변화를 나타냄. 주황색 선은 각 분획의 총 당량 프로필. (B) Sephacryl S-200 FPLC를 이용한 젤 여과 크로마

토그래피. 파란색 선은 UV 226nm를, 주황색 선은 총 당량, 자주색 선은 산성당량의 프로필을 나타냄. 인삼뿌리 시료로부

터 젤 여과 크로마토그래피로 분리되는 전체적인 분리 정제과정을 나타내면 도 1과 같다. 분리된 산성다당류 분획에서는

단백질이 검출되지 않았다. 또한 비결합성 분획은 주로 중성 다당류로 이루어져 있음을 확인하였고, 결합성 분획에서는 산

성다당류, 특히 활성이 있는 분획임을 확인하였다. 겔여과 크로마토그래피에 의해 정제된 활성 단일 피크는 10-15kDa 크

기임을 확인하였다.

실시예 2: 산성다당류의 단당류 탄수화물 분석

가) 가수분해: 3M 트라이플로로 초산(trifluoroacetic acid)에 시료를 녹여 밀폐된 screw cap reacti tube에서 120 oC 조

건으로 2시간동안 가수분해를 수행하였다. 가수 분해 후 약 50 oC 온도로 식힌 후, 농축, 건조 방법으로 트리플로로 초산을

제거하였고, 완전한 제거를 위하여 0.5 ml의 메탄올을 첨가한 후 최종 농축, 건조하였다.

나) 환원반응: 시료와 표준시료에 10 mg의 소듐보로하이드라이드(NaBH4)를 포함하는 1 M의 암모니아수를 각각 가하고

실온에서 1시간 동안 반응시켰다. 환원 반응 후 남은 소듐보로하이드라이드 및 boric acid를 제거하기 위하여 빙초산을 가

하였으며, 농축 건조과정에서 10% acetic acid를 포함하는 메탄올 용액을 계속해서 가해주면서 농축, 건조시켰다.

다) 산성당 및 중성당의 분리 : 환원된 시료의 단당류 중 산성당과 중성당을 ion exchange column을 이용하여 분리하였

다. 즉 환원된 시료를 증류수에 녹여서 ion exchange column을 통하여 non binding 분획을 중성당으로 하였고, binding

되었다가 1 N HCl에 의해서 유출되는 분획을 산성당으로 하였다. 중성당 및 산성당 시료는 각각 물 및 염산을 농축, 감압

건조의 과정을 거쳐서 제거하였다. 건조된 산성당 시료는 다시 한번 환원과정을 거친 후 농축, 건조시켰다.

라) 아세틸화 반응: 환원된 단당류는 피리딘(pyridine) 과 아세틱 안하이드라이드(acetic anhydride)를 동량으로 가하여

밀봉한 후 약 95 oC 조건에서 한 시간 동안 아세틸화 시켰다. 실온에서 시료가 건조상태가 될 때까지 농축하고, 톨루엔 용
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액을 첨가하여 시료에 피리딘이 남아 있지 않도록 완전히 증발, 농축하였다. 아세틸 화 후 용매를 완전히 제거하고 남은 잔

사는 에틸아세테이트/물에 녹여 vortex 하고 난 다음, 1,000g에서 원심분리를 하여 유기 용매 층과 수용액 층으로 분리하

였다. 이 중 유기 용매 층을 취하여 진공에서 다시 농축하여 GC 분석 용 시료로 사용하였다.

마) 가스 크로마토그래피에 의한 분석: 시료는 가스 크로마토그래피를 이용하여 측정하였다. 시료는 DB-225 융합 실리카

미세관 컬럼(fused silica capillary column)을 이용하여 분리하였으며, 단당류 유도체를 프래임-이온 측정기(flame-

ionization detector)을 이용하여 측정하였다. 오븐온도는 220 oC 조건으로 분석하였다. 시표와 함께 전처리를 수행한 표

준시료와의 retention time을 비교하여 시료의 단당류를 동정하였으며, 단당류의 mol %는 peak area 및 분자량(Mw)로

부터 구하였다.

사) 매스 스펙트라 측정(mass spectra): 단당류의 동정은 가스크로마토그래피/매스 스펙트라로 동정 확인하였다.

분리된 산성다당류 분획은 유론산의 함량이 높을 뿐만 아니라 다른 당배합체 분획에 비하여 아라비노스(arabinose)와 갈

락토스(galactose)의 함량이 매우 높았다 (표 1). 이에 반하여 비결합성 분획에서 얻어진 중성다당류 분획은 유론산의 함

량이 상대적으로 매우 적고, 단당류의 조성비도 대부분 포도당임을 확인하였다. 특히 갈락튜론산, 글루구론산으로 대변되

는 유론산의 함량이 다른 다당류 분획에 비하여 상대적으로 매우 높은 것을 발견하였으며, 이 중에서도 글루구론산의 함량

은 특이당으로서 약 18%에 달하는 것으로 나타났다. 인삼뿌리에서 정제된 산성다당류는 이미 헬리코박터 파이로리

(Helicobacter pylori) 위장질환 병원균과 포피로모나스 진지발리스(Porphyromonas gingivalis) 구강질환에 대한 세포부

착 저해활성이 높다는 연구결과를 얻은 바 있으며 (28, 29), 인삼 뿌리 산성 다당류에 대한 병원균 세포 부착 저해 활성에

대해서는 보고된 바 없다.

[표 1] 인삼뿌리로부터 분리정제된 산성다당류 최종분획 F2의 탄수화물 조성

 
아라비노스

(arabinose)

자일로스

(xylose)

람노스

(rhamnose)

만노스

(mannose)

갈락토스

(galactose)

글루코스

(glucose)

갈락튜론산

(galacturonic

acid)

글루구론산

(glucuronic

acid)

다당류

최종분획
28.0 3.2 4.7 2.6 26.3 7.9 7.9 18.4

주) 각 수치는 상대 몰퍼센트(mol%)임.

실시예 3: 여드름 간균과 황색포도상 구균에 의한 적혈구 응집반응 저해

배양된 P. acnes와 S. aureus를 인산 완충용액으로 묽게 만든 후 동량의 적혈구 용액과 혼합하여 실온에서 30분-3시간

약하게 교반하여 반응시키거나, 혹은 밤새도록 반응시켜, 이를 양성 적혈구 응집반응으로 하였다. 분리된 다당류 분획들을

이용하여 응집반응에 대한 저해활성을 위해서, P. acnes와 S. aureus 용액과 당배합체 용액을 각각 혼합하여, 실온에서 반

응시킨 다음, 다시 적혈구 용액을 혼합하여 반응시킨 후 응집반응을 현미경을 이용하여 측정하였다.

P. acnes와 S. aureus에 의한 적혈구 응집반응을 저해하는 활성측정 결과, 인삼뿌리에서 정제된 여러 분획 중에서도 산성

다당류 최종 분획은 각각 0.5 mg/ml의 낮은 농도에서 저해 활성을 나타내었다. 일반적으로 특이 단당류, 예를 들면 사이알

릭산(N-acetylneuraminic acid), 글루구론산(glucuronic acid)은 약 5 mg/ml 이상의 농도, 즉 25 mM 이상의 높은 농도

에서 세포 부착 저해활성을 보이고 있다. 본 발명의 대상인 산성 다당류는 이에 반하여, 상대적으로 높은 활성을 지닌 것을

확인할 수 있다 (분자량 약 10 kDa에 근거하여 약 25 μM 수준에서 저해활성을 보이고 있다)(도 3). 도 3은 여드름 간균(A)

및 황색 포도상 구균(B)에 의한 적혈구 응집반응 저해활성의 현미경사진(100배 확대)이다. 고려 인삼 뿌리에서 분리, 정제

한 약 12kDa 크기의 산성다당류 분획 PG F2는 여드름 간균 및 황색 포도상 구균에 대해서 0.5 mg/ml 이상의 농도에서 저

해활성을 보임. 음성 응집반응(NC; 적혈구만 있을 때의 결과) 및 양성 응집반응(PC; 적혈구와 여드름 간균 또는 황색 포도

상 구균만 있을 때의 결과).

실시예 4: S. epidermidis, 대장균, Lactobacillus 균에 의한 적혈구 응집반응 저해

배양된 피부균 S. epidermidis, 대장균, Lactobacillus 균을 완충용액으로 묽게 만든 후 동량의 적혈구 용액과 혼합하여 실

온에서 30분-3시간 약하게 교반하여 반응시키거나, 혹은 밤새도록 반응시켜, 이를 양성 적혈구 응집반응으로 하였다. 분

리된 다당류 분획들을 이용하여 응집반응에 대한 저해활성을 위해서, 균 용액과 당배합체 용액을 혼합하여, 실온에서 반응
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시킨 다음, 다시 적혈구 용액을 혼합하여 반응시킨 후 응집반응을 현미경을 이용하여 측정하였다. 피부 상재균인 S.

epidermidis균은 인삼뿌리에서 정제된 산성 다당류 최종 분획 2.0 mg/ml의 고농도에서도 적혈구의 응집 저해 활성을 보

이지 않았다 (도 4). L. acidophilus 균 또한 다당류 분획 0.5 mg/ml의 농도에서도 저해 활성을 보이지 않았다 (도 4). 대장

균의 경우에도 적혈구 응집반응을 저해하는 활성측정 결과, 인삼뿌리에서 정제된 산성 다당류 최종 분획은 2.0 mg/ml의

높은 농도를 이용하였을 경우에도 저해활성을 보이지 않았다 (도 4). 도 4는 Lactobacillus 균(LA), 대장균(EC), S.

epidermidis 균(SE)에 의한 적혈구 응집반응 저해활성의 현미경사진(100배 확대)이다. 고려인삼뿌리에서 분리, 정제한

산성다당류 분획 PG F2 (0.5-2.0 mg/ml)로부터 저해활성을 보이지 않음. 음성 응집반응(NC; 적혈구만 있을 때의 결과는

도면 3과 동일함.) 및 양성 응집반응(PC; 적혈구와 균이 같이 있을 때의 결과). 따라서 본 발명 대상인 산성다당류는 P.

acnes와 S. aureus 균에 의하여 유도되는 혈구 응집반응에 대해서는 높은 저해작용을 보이는 반면, 피부상재균 S.

epidermidis, 대장균, Lactobacillus 균 등에 의한 혈구 응집반응에는 아무런 저해효과를 보이지 않음으로써, P. acnes와

S. aureus 균의 인체 세포부착에 특이적인 활성임을 알 수 있었다. 발명 대상인 산성다당류는 앞서 기술한 바와 같이 글루

구론산의 함량이 높은 특이 다당류로 판단된다. 아직까지 P. acnes와 S. aureus 균 혈구 응집반응을 저해하는 정제된 다당

류에 대하여 보고된 바가 없다. 따라서 고려인삼이라는 고유 자생식물 자원으로부터 특이 유론산 당의 함량이 높은 산성

다당류를 정제하였고, 정제된 산성 다당류를 이용하여 P. acnes와 S. aureus 균에 의한 피부질환 원인균에 의한 인체 세포

결합을 저해하는 활성을 확인함으로써 본 발명을 이루게 되었다.

발명의 효과

이상 설명한 바와 같이, 본 발명에 따르면 1) 피부질환 발병 원인균인 P. acnes와 S. aureus 균과 인체 적혈구 세포와의 응

집반응을 저해하는 산성 다당류 분획, 2) 고려인삼의 수용성 추출물 중에서 이온교환 및 젤 여과 크로마토그래피로 산성

다당류 분획을 분리하는 제조방법에 대한 발명을 이루었다. 본 발명을 통하여 여드름과 아토피 피부질환 예방 및 치료제

선도물질의 개발 효과를 거두어들일 것으로 판단된다. 특히 기존의 항생제나 화학 의약품의 경우 부작용 뿐만 아니라 개발

기술이 세포 파괴적인 반면, 인체 세포 표면의 탄수화물 인식 및 상호작용을 저해하는 신물질은 세포-세포 간 부착 및 결

합을 저해하여 피부질환을 최소화하는 비 파괴적 기술이라는 점에서 매우 중요한 미래지향적인 화장품 및 의약품의 의미

를 갖고 있다. 특히 피부의 발란스가 중요한 의미를 갖고 있는 화장품 산업에 피부에서의 미생물 발란스라는 새로운 개념

으로의 전환은 향후 인체 내 세균의 침입에 따른 감염을 예방 혹은 치료하는데 당배합체의 친환경적 우수성을 이용함으로

써 넓은 시장성 확대가 가능하다고 판단된다. 마지막으로 천연자원의 으뜸인 우리 고려인삼으로부터 분리된 산성 다당류

는 천연소재로서 독성이 없으며, 부작용을 최소한으로 줄일 수 있는 효과를 갖고 있다. 천연 신물질의 상대적 농도에 따른

저해활성의 뛰어난 효과가 있으므로 화장품 및 의약 산업에 있어서 매우 뛰어난 발명인 것이다.

[참고문헌]
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도면의 간단한 설명

도 1은 인삼뿌리로부터 본 발명 산성다당류의 분리 및 정제과정을 나타낸 모식도이다.

도 2는 본 발명 산성 다당류의 이온 교환, 젤 여과 크로마토그래피 유출 프로필을 나타낸 그래프이다.

도 3은 본 발명 산성 다당류의 저해활성을 나타낸 것이다. 여드름 간균(P. acnes)과 황색포도상 구균(S. aureus)에 의한

적혈구 응집반응(hemagglutination)을 농도에 따라 저해하는 활성을 나타낸 것이다.

도 4는 본 발명 산성다당류가 피부 상재균 스타필로코코스 에피더미디스(Staphylococcus epidermidis), 대장균

(Escherichia coli), 락토바실러스 아시도필러스(Lactobacillus acidophilus)에 의한 응집반응과는 저해활성이 없음을 보

여줌으로써, 여드름 간균(P. acnes)와 황색포도상 구균(S. aureus)에 특이적임을 나타내는 것이다.

도면

도면1
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도면2a

도면2b
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도면3a

도면3b
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도면4
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