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명 세 서

청구범위

청구항 1 

멜라닌 응집 호르몬(melanin concentrating hormone)을 유효성분으로 포함하는 파킨슨병 치료 또는 예방용 약학

조성물.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 조성물은 파킨슨병 치료제인 레보도파 부작용을 억제하는 것인, 조성물.

청구항 3 

제2항에 있어서, 

레보도파 부작용은 운동장애인 것인, 조성물.

청구항 4 

제1항에 있어서,

상기 조성물은 파킨슨병의 치료시 레보도파와 병용하여 투여되는 것인, 조성물.

청구항 5 

제1항에 있어서,

상기 조성물은 약학적으로 허용되는 담체, 부형제 또는 희석제를 추가로 포함하는 것인, 조성물.

청구항 6 

멜라닌 응집 호르몬을 유효성분으로 포함하는 파킨슨병 개선 또는 예방용 건강기능식품.

청구항 7 

제6항에 있어서,

상기 건강기능식품은 파킨슨병 개선제인 레보도파 부작용을 억제하는 것인, 건강기능식품.

청구항 8 

제7항에 있어서,

상기 레보도파 부작용은 운동장애인 것인, 건강기능식품.

청구항 9 
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멜라닌 응집 호르몬 및 레보도파를 포함하는 파킨슨병 치료 또는 예방용 약학 조성물.

청구항 10 

멜라닌 응집 호르몬 및 레보도파를 포함하는 레보도파 부작용 억제용 약학 조성물.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 멜라닌 응집 호르몬(melanin concentrating hormone)을 유효성분으로 포함하는 파킨슨병 치료 및 레[0001]

보도파 부작용 억제용 약학 조성물 및 건강기능식품에 관한 것이다.

배 경 기 술

파킨슨 병은 흑질 치밀부(substantia nigra pars compacta, SNc)에서 도파민작동성 뉴런의 신경퇴화가 특징으로[0003]

써, 이는 선조체(striatum)에서 점차 도파민의 고갈을 일으킨다. 파킨슨병의 특징은 기저핵 순환의 균형을 망가

뜨리고 운동뉴런의 제 기능을 못하게 하여, 경직(rigidity), 진전(tremor), 운동불능(akinesia)를 일으킨다. 50

대 이상의 인구의 1~5 %가 두 번째로 가장 흔하게 겪는 신경퇴화 질병이다. 

파킨슨병의 궁극적인 원인은 아직 밝혀지지 않은 상황이나 정상인의 중뇌의 흑질(substantia nigra) 부위의 신[0004]

경세포에서 만들어지는 뇌의 신경전달 물질인 도파민(dopamine)의 결핍으로 인해 여러 증상들이 나타나는 것으

로 알려져 있다.

뇌의 흑질에 분포하는 신경세포에서 생성된 도파민은 선조체(corpus striatum)를 포함하는 뇌의 기저핵(basal[0005]

ganglia)과 연결된다. 기저핵은 뇌의 운동피질 및 기타 여러 부위와 복잡하게 연결되어 있어 인체의 운동을 부

드럽고 조화롭게 그리고 정확하게 수행할 수 있도록 해주는 매우 중요한 부위이다. 이러한 도파민성 신경의 손

상에 의하여 결과적으로 기저핵 도파민성 신경 말단에서 유리되는 도파민의 결핍이 파킨슨병에서 나타나는 운동

성 장애의 주요 원인이다.

파킨슨병의 원인, 즉, 무엇 때문에 흑질의 신경세포가 파괴되는가에 대하여 아직 정확한 해답이 없으나, 이를[0006]

규명하기 위하여 활발한 연구가 진행되고 있다. 바이러스성 뇌염 등 감염설, 면역기전이 관계된다는 면역설, 선

천적으로  그  기질을  타고난다는  유전설,  유리기가  생성되어  신경세포를  파괴한다는  설,  신경독성  물질의

중독설, 그리고 도파민의 생성 및 대사과정에 문제가 있다는 설 등이 있으나 아직 파킨슨병 전체를 설명하기에

는 부족한 점이 많다.

파킨슨병의 모델로서, 신경독소인 6-히드록시도파민(6-hydroxydopamine, 6-OHDA) 또는 1-메틸-4-페닐-1,2,3,6-[0008]

테트라히드로피리딘(1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine,  MPTP)이  주로  이용된다(Nat  Rev

Neurosci, 2001, 2(5), 325-334). 6-OHDA는 도파민 수송체(DAT)에 의해 흡수되고, 자유 라디칼(free radical)

을 만들어낸다. MPTP는 파킨슨병에 관련된 도파민성 뉴런을 특정 표적으로 하기보다는 인간과 비인간영장류에서

도파민성 뉴런을 감소시키고,  성상교세포증을 일으키며,  뇌흑질 치밀부에서 소교세포를 활성화시켜(Nat  Med,

1999,  5(12),  1403-1409),  파킨슨병의  전형적인  생화학적  또는  병리학적  증상을  야기한다(Neurosci,  2000,

16(2), 135-142).

파킨슨병의 치료를 위한 약물로서, 엘-도파(L-dopa) 제제, 도파민수용체 작용제, 항콜린 약제, 엘데프릴 등이[0010]

알려져 있다. 파킨슨병 초기에 운동 뉴런의 기능이 극적인 개선효과가 나타나기 때문에 도파민 전구물질인 L-

dopa(레보도파)를  사용하는  것이  파킨슨병  치료에  있어  절대적  기준이다.  그러나  레보도파는  환각

(hallucination),  불면증(insomnia),  메스꺼움(nausea)  및 운동장애(dyskinesia)와 같은 부작용을 일으킨다.

이러한 부작용 중에서 레보도파로 유발되는 운동장애(LID)는 레보도파를 만성적으로 사용하고 있는 파킨슨 병

환자에서 일어나는 가장 심각한 부작용이다. 만성적으로 레보도파를 사용하고 있는 파킨슨병 환자의 50 % 이상

이 5년 안에 이러한 부작용을 겪었다. 항콜린 약제들은 자율 신경계 이상이나 정신기능의 이상 등이 나타날 수
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있어 고령의 환자들에게 지속적으로 투여하는 것에 한계가 있다. 기타, 고주파를 이용한 신경자극술 즉, 고주파

파괴술 또는 심부 뇌자극술 등의 수술 치료도 행해지고 있으나, 침습적인 수술을 필요로 하고 또한 많은 비용이

소모되는 문제가 있다. 

한편, 멜라닌 응집 호르몬(Melanin-concentrating hormone, MCH)은 뇌하수체로부터 첫 번째로 분리된 고리모양[0012]

의 19개의 아미노산으로 구성된 시상하부의 펩타이드이다. 뇌에서 MCH에 대한 우성 발현은 외측 시상하부에서

발견되었고 뇌 도처에 돌출되어 있다. MCH는 에너지를 소모하고 섭식행동을 자극함으로써, 에너지 항상성을 조

절하는 것으로 알려져 있으나, 도파민작동성 신경세포에 대해 MCH의 손실과 관련된 기능은 아직 발견되지 않았

다. 

따라서, 본 발명자들은 MCH를 이용하여 파킨슨병을 치료하고, 레보도파로 유발되는 부작용을 억제할 수 있는 조[0014]

성물을 개발하기 위해 예의 노력한 결과, 일차 도파민 신경세포 및 파킨슨병 마우스 모델에서 MCH가 도파민 신

경세포에 대하여 보호효과를 가지고 레보도파로부터 유발되는 운동장애를 경감시킴을 확인하여 본 발명을 완성

하였다. 

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명의 하나의 목적은 멜라닌 응집 호르몬(melanin concentrating hormone)을 유효성분으로 포함하는 파킨슨[0017]

병 치료 또는 예방용 약학 조성물을 제공하는 것이다.

또한, 본 발명의 다른 목적은 멜라닌 응집 호르몬을 유효성분으로 포함하는 파킨슨병 개선 또는 예방용 건강기[0018]

능식품을 제공하는 것이다.

또한, 본 발명의 다른 목적은 MCH 및 레보도파를 포함하는 파킨슨병 치료 또는 예방용 약학 조성물을 제공하는[0019]

것이다.

또한, 본 발명의 다른 목적은 멜라닌 응집 호르몬 및 레보도파를 포함하는 레보도파 부작용 억제용 약학 조성물[0020]

을 제공하는 것이다.

과제의 해결 수단

상기 과제를 해결하기 위하여, 본 발명은 멜라닌 응집 호르몬(melanin concentrating hormone)을 유효성분으로[0022]

포함하는 파킨슨병 치료 또는 예방용 약학 조성물을 제공한다.

본 발명에서 사용된 용어 '멜라닌 응집 호르몬'은 신경펩티드의 일종으로, 중앙 신경계에 분포되어 있고, 음식[0024]

물의 식이조절 및 체중 조절에 관여하는 것으로 알려져 있으며, 레트 또는 인체에서 색소 미립자를 응집시켜 색

을 연하게 하며, 멜라닌 생성을 억제하는 기능을 갖는 것으로 알려져 있다. 그러나, 멜라닌 응집 호르몬이 도파

민 신경세포에서 신경세포 보호효과를 가지며, 이를 통해 파킨슨병 치료효과 및 레보도파로부터 유발되는 운동

이상증 개선효과를 가지는 것은 본 발명을 통해 처음으로 규명하였다. 상기 멜라닌 응집 호르몬의 아미노산 서

열 및 이를 코딩하는 유전자의 염기서열 정보는 NCBI에 공지되어 있다(Genbank:NP_002665, NM_002674).

본 발명에서 사용된 용어 '파킨슨병'은 뇌의 흑질(substantia nigra)에 분포하는 도파민의 신경세포가 점차 소[0026]

실되어 발생하며 안정떨림, 경직, 운동완만 및 자세 불안정성이 특징적으로 나타나는 신경계의 만성 진행성 퇴

행성 질환을 의미한다.
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본 발명에서 사용되는 용어 '예방'은 상기 멜라닌 응집 호르몬을 유효성분으로 포함하는 조성물의 투여로 파킨[0028]

슨 질환을 억제 또는 지연시키는 모든 행위를 의미한다. 

본 발명에서 사용되는 용어 '치료'는, 상기 멜라닌 응집 호르몬을 유효성분으로 포함하는 조성물의 투여로 질환[0030]

의 증세가 호전되거나 이롭게 변경되는 모든 행위를 의미한다.

본 발명에서 파킨슨병의 치료는 신경세포 보호, 운동기능 개선 또는 신경세포의 수 증가에 의한 것일 수 있다.[0031]

상기 신경세포는 도파민 신경세포로서, 주요 신경전달물질이 도파민인 신경세포를 의미할 수 있고, 중뇌의 복측[0032]

피개영역(ventral  tegmental  area,  VTA),  흑질  치밀부(substantia  nigra  pars  compacta),  시상하부 궁상핵

(arcuate nucleus of the hypothalamus) 또는 선조체(striatum)에 위치할 수 있다.

구체적인 일 실시예에서, 본 발명의 멜라닌 응집 호르몬을 도파민 신경세포에 처리한 후, Tuj1(class III beta-[0033]

tubulin) 및 MAP2(microtubule associated protein 2)와 같은 신경세포 관련 유전자에 대해 면역형광염색을 수

행하여 도파민 신경세포의 수가 증가하는 것을 확인하였고, 항 멜라닌 응집 호르몬을 처리하여 도파민 신경세포

의 수가 효과적으로 억제되는 것을 확인하였다(도 1).

또한, 구체적인 일 실시예에서, MPP
+
 또는 6-OHDA를 처리한 도파민 신경세포에 멜라닌 응집 호르몬을 처리한[0034]

후, TH 및 MAP2에 대한 면역형광염색을 통해, 멜라닌 응집 호르몬이 MPP
+
 또는 6-OHDA로 유도된 신경세포의 사

멸을 회복시킴을 확인하였다(도 3).

본 발명의 조성물은 파킨슨병 치료제인 레보도파 부작용을 억제하는 것 일 수 있다. [0036]

본 발명에서 사용되는 용어 "레보도파"는 파킨슨병을 치료하는데 있어, 현재 가장 널리 쓰이고 있는 약물로서,[0037]

투여된 레보도파는 혈액뇌장벽을 자유롭게 통과하여 인위적으로 도파민 분비를 촉진시키는 것으로 알려져 있다.

그러나 상기 레보도파는 파킨슨병 치료를 위해 가장 광범위하게 사용되고 있으나, 부작용이 있는 것으로 알려져

있다. 상기 레보도파의 부작용으로는 환각(hallucination), 불면증(insomnia), 메스꺼움(nausea) 및 운동장애

(dyskinesia)가 있는데, 상기 부작용 중에서 운동장애에는 운동손상, 예를 들어 느리고 비협동적인 불수의운동,

진탕(shaking), 경직(stiffness) 및 보행 장애의 출현이 포함된다. 레보도파로 치료받은 환자는 종종 감소된 파

킨슨병 증상을 가지나, 이들은 서있거나 심지어 앉아있는 것을 유지하기가 점점 더 곤란해지는 것을 경험한다.

본 발명의 조성물은 티로신수산화효소(tyrosine hydroxylase, TH), 도파민 트랜스포터(dopamine transporter,[0039]

DAT),  방향족  l-아미노산  탈탄산카르복실화효소(aromatic  l-amino  acid  decarboxylase,  AADC),

MAP2(microtuble associated protein 2) 및 시냅신(synapsin)으로 구성된 군으로부터 선택되는 하나 이상의 유

전자의 발현을 증가시키거나, 뇌유래신경영양인자(brain-derived  neurotrophic  factor)  단백질, 시냅토파이신

(synaptophysin) 또는 티로신수산화효소(tyrosine hydroxylase, TH) 단백질의 발현을 증가시키거나, 또는 시누

클레인(synucelin) 단백질의 발현을 감소시키는 것일 수 있다.

상기 MAP2는 미세소관 관련 단백질(microtubule associated protein)에 속하는 것으로, 미세소관 조립에 관여[0040]

한다. 주로 미세소관이 다른 미세소관 및 중간섬유와 결합하여 미세소관 조립에 관여한다고 알려져 있다. 

구체적인 일 실시예에서, 본 발명의 멜라닌 응집 호르몬을 도파민 신경세포에 처리한 후, qRT-PCR 분석을 통해[0041]

티로신 수산화효소(tyrosine hydroxylase, TH), 도파민 트랜스포터(dopamine transporter, DAT), 방향족 l-아

미노산 탈탄산카르복실화효소(aromatic  l-amino  acid  decarboxylase,  AADC)  및 MAP2(microtuble  associated

protein 2)를 포함하는 도파민 신경세포 관련 유전자들의 발현이 증가하는 것을 확인하였다(도 1 및 도 2의 A).

또한, 구체적인 일 실시예에서, MPP
+
 또는 6-OHDA를 처리한 도파민 신경세포에 멜라닌 응집 호르몬을 처리한[0042]

후, qRT-PCR을 수행한 결과, 멜라닌 응집 호르몬에 의해 TH, DAT, synapsin 유전자의 발현이 증가됨을 확인하였

다(도 3).

구체적인 다른 일 실시예에서, 본 발명의 멜라닌 응집 호르몬을 MPTP를 주입한 마우스에 비강 내로 주입한 후,[0043]
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면역화학염색법을 통해 흑질에서 TH-양성 신경세포가 증가함을 확인하였고, 선조체에서 TH-양성인 섬유가 높은

밀도로 존재함을 확인하였다(도 8의 A). 또한, 상기와 같이 MPTP를 처리한 마우스의 흑질에 멜라닌 응집 호르몬

을 처리하였을 경우, TH 단백질 및 시냅토파이신 단백질의 발현이 회복되는 것을 확인하였다(도 9의 A).

구체적인 또 다른 일 실시예에서, 웨스턴 블랏을 통해 멜라닌 응집 호르몬이 A53T 알파-시누클레인 형질전환 마[0044]

우스의 흑질에서 뇌유래신경영양인자 단백질의 발현을 증가시키고, 시누클레인 단백질의 발현을 감소시킴을 확

인하였다(도 11의 C 및 D). 

본 발명의 조성물은 pCREB, pGSK, pAkt 또는 pAMPK의 활성을 증가시키거나, Ikbα 또는 p38의 활성을 억제시키[0046]

거나, PI3K 또는 PKA의 활성을 증가시키는 것일 수 있다.

구체적인 일 실시예에서, 멜라닌 응집 호르몬을 처리한 도파민 신경세포에서 전체적 유전자 발현 분석을 통해[0047]

Akt  시그널링 관련 유전자의 발현이 증가함을 확인하였고 pCREB,  pGSK  및 pAkt에 대한 웨스턴 블랏을 통해

pCREB, pGSK 및 pAkt을 포함하는 Akt 시그널링 관련 단백질의 인산화가 증가함을 확인하였다(도 4).

또한, MPTP를 처리한 마우스의 흑질에 멜라닌 응집 호르몬을 처리하였을 경우, Akt 및 CREB의 인산화 수준이 회[0048]

복되는 것을 확인하였다(도 9의 C, 9의 D).

또한, PI3K 및 PKA 시그널링에 대한 억제제를 이용한 실험에서, PI3K, PKA가 멜라닌 응집 호르몬에 의한 신경세[0049]

포 보호효과에 관여함을 확인하였다(도 6).

구체적인 다른 일 실시예에서, 6-OHDA로 유도된 인간 신경모세포종 SH-SY5Y 세포에서 멜라닌 응집 호르몬 처리[0050]

에 의해 세포사멸이 억제되는 것을 확인하였고, 6-OHDA로 유도된 인간 신경모세포종 SH-SY5Y 세포에서 멜라닌

응집 호르몬 처리에 의해 Ikbα 또는 p38의 활성이 억제되는 것을 확인하였다(도 7).

또한, 웨스턴 블랏을 통해 멜라닌 응집 호르몬이 A53T 알파-시누클레인 형질전환 마우스의 흑질에서 BDNF 단백[0051]

질의 발현을 증가시키고, 시누클레인 단백질의 발현을 감소시킴을 확인하였다(도 11)

본 발명에 사용되는 용어 "A53T 알파-시누클레인 형질전환 마우스"는 53번째 아미노산인 알라닌이 트레오닌으로[0053]

변이가 일어난 형질전환체로서, 상기 돌연변이체는 도파민 신경 퇴화유도 단백질인 알파-시누클레인이 응집되고

도파민 신경세포의 퇴화를 일으킨다. 본 발명에서는 A53T 알파-시누클레인 형질전환 마우스를 이용하여 멜라닌

응집 호르몬의 신경세포 보호효과를 확인하였다. 

상기 알파-시누클레인(synuclein)은 베타- 및 감마-시누클레인 및 시노레틴(synoretin)을 비롯한 큰 단백질 패[0054]

밀리의 일부이다. 이중 알파-시누클레인은 시냅스와 관련된 정상 상태에서 발현되고 신경 가소성, 학습 및 기억

에 있어서 일정한 역할을 수행하는 것으로 알려져 있다. 알파-시누클레인은 신경세포사 및 신경염증을 유발할

수 있고, 뇌에서 응집체 퍼짐(aggregate spreading)의 매개체가 될 수 있기 때문에, 파킨슨병 및 관련질병에 있

어 중요한 단백질이 될 수 있다(Proc Natl Acad Sci U S A, 2009; 106: 13010-5; J Biol Chem, 2010a; 285:

9262-72).

본 발명의 일 실시예에서, A53T 알파-시누클레인 형질전환 마우스에 멜라닌 응집 호르몬을 주입한 그룹이 주입[0055]

하지 않은 그룹보다 로드 위에 있던 시간이 더 길었음을 확인하였고 이를 통해 멜라닌 응집 호르몬이 운동개선

효과를 가짐을 알 수 있었다(도 10).  

본 발명의 조성물은 약학적으로 유효한 양으로 투여한다. 유효 용량 수준은 개체 종류 및 중증도, 연령, 성별,[0057]

약물의 활성, 약물에 대한 민감도, 투여 시간, 투여 경로 및 배출 비율, 치료 기간, 동시 사용되는 약물을 포함

한 요소 및 기타 의학 분야에 잘 알려진 요소에 따라 결정될 수 있다. 

본 발명의 조성물은 개별 치료제로 투여하거나 다른 치료제와 병용하여 투여될 수 있고 종래의 치료제와는 순차[0058]

적 또는 동시에 투여될 수 있다. 그리고 단일 또는 다중 투여될 수 있다. 상기 요소를 모두 고려하여 부작용 없

이 최소한의 양으로 최대 효과를 얻을 수 있는 양을 투여하는 것이 중요하며, 당업자에 의해 용이하게 결정될

수 있다.

본 발명의 파킨슨병의 치료 또는 예방용 약학적 조성물은 상기 기재한 유효성분 이외에 약학적으로 허용 가능한[0059]

공개특허 10-2017-0010947

- 7 -



담체, 부형제 또는 희석제를 포함할 수 있다. 

상기 담체, 부형제 및 희석제로는 락토즈, 덱스트로즈, 수크로스, 솔비톨, 만니톨, 자일리톨, 에리스리톨, 말티[0060]

톨, 전분, 아카시아 고무, 알지네이트, 젤라틴, 칼슘 포스페이트, 칼슘 실리케이트, 셀룰로즈, 메틸 셀룰로즈,

미정질 셀룰로스, 폴리비닐 피롤리돈, 물, 메틸히드록시벤조에이트, 프로필히드록시벤조에이트, 탈크, 마그네슘

스테아레이트 및 광물유를 들 수 있다.

본 발명의 상기 약학적 조성물은 각각 통상의 방법에 따라 산제, 과립제, 정제, 캡슐제, 현탁액, 에멀젼, 시럽,[0061]

에어로졸 등의 경구형 제형, 외용제, 좌제 또는 멸균 주사용액의 형태로 제형화하여 사용할 수 있다. 상세하게

는, 제형화할 경우 통상 사용하는 충진제, 중량제, 결합제, 습윤제, 붕해제, 계면활성제 등의 희석제 또는 부형

제를 사용하여 조제될 수 있다. 경구투여를 위한 고형제제로는 정제, 환제, 산제, 과립제, 캡슐제 등을 포함하

나, 이에 한정되는 것은 아니다. 이러한 고형제제는 적어도 하나 이상의 부형제, 예를 들면, 전분, 칼슘 카보네

이트, 수크로오스, 락토오스, 젤라틴 등을 섞어 조제될 수 있다. 또한, 단순한 부형제 이외에 마그네슘 스테아

레이트, 탈크 같은 윤활제들도 사용될 수 있다. 경구를 위한 액상물, 리퀴드 파라핀 이외에 여러 가지 부형제,

예를 들면 습윤제, 감미제, 방향제, 보존제 등을 첨가하여 조제될 수 있다. 비경구 투여를 위한 제제는 멸균된

수용액, 비수성 용제, 현탁제, 유제, 동결건조 제제 및 좌제를 포함한다. 비수성 용제 및 현탁제로는 프로필렌

글리콜, 폴리에틸렌 글리콜, 올리브 오일과 같은 식물성 오일, 에틸올레이트와 같은 주사가능한 에스테르 등이

사용될 수 있다. 좌제의 기제로는 위텝솔, 마크로골, 트윈 61, 카카오지, 라우린지, 글리세로젤라틴 등이 사용

될 수 있다.

본 발명의 상기 약학적 조성물의 투여 경로는 경구, 피하, 복강 내, 폐 내, 비강 내, 근육 내, 정맥 내 및 동맥[0062]

내로 이루어진 군으로부터 선택된 하나인 것일 수 있다. 본 발명에서는 멜라닌 응집 호르몬을 뇌로 전달하기 위

해, 멜라닌 응집 호르몬을 염류용액에 용해 시킨 후 MPTP를 주입 한 마우스 또는 A53T 알파-시누클레인 형질전

환 마우스의 비강 내로 멜라닌 응집 호르몬 용액을 주입하였다.

투여량은 환자의 상태 및 체중, 질병의 정도, 약물형태, 투여경로 및 시간에 따라 다르지만, 당업자에 의해 적[0063]

절하게 선택될 수 있다.

또한, 본 발명은 멜라닌 응집 호르몬을 유효성분으로 포함하는 파킨슨병 개선 또는 예방용 건강기능식품을 제공[0065]

한다.

상기 본 발명의 건강기능식품은 파킨슨병 개선제인 레보도파 부작용을 억제하는 것일 수 있다. 구체적으로, 파[0066]

킨슨병 개선제인 레보도파의 부작용으로부터 유발되는 운동장애를 억제하는 것일 수 있다. 

상기 멜라닌 응집 호르몬, 파킨슨병의 정의는 상기에서 설명한 바와 같다.[0068]

본 발명에서 사용된 용어, '건강기능식품'이라 함은 건강기능식품에 관한 법률 제6727호에 따른 인체에 유용한[0070]

기능성을 가진 원료나 성분을 사용하여 제조 및 가공한 식품을 의미하며, '기능성'이라 함은 인체의 구조 및 기

능에 대하여 영양소를 조절하거나 생리학적 작용 등과 같은 보건 용도에 유용한 효과를 얻을 목적으로 섭취하는

것을 의미한다.

상기 건강기능식품은 여러 가지 영양제, 비타민, 광물(전해질), 합성 풍미제 및 천연 풍미제 등의 풍미제, 착색[0071]

제 및 중진제(치즈, 초콜릿 등), 펙트산 및 그의 염, 알긴산 및 그의 염, 유기산, 보호성 콜로이드 증점제, pH

조절제, 안정화제, 방부제, 글리세린, 알코올, 탄산음료에 사용되는 탄산화제 등을 함유할 수 있다.

그 밖에 천연 과일쥬스 및 과일쥬스 음료 및 야채 음료의 제조를 위한 과육을 함유할 수 있다. 이러한 성분은[0072]

독립적으로 또는 조합하여 사용할 수 있다. 또한, 건강기능식품은 육류, 소세지, 빵, 쵸코렛, 캔디류, 과자류,

피자, 라면, 껌류, 아이스크림류, 스프, 음료수, 차, 기능수, 드링크제, 알콜 음료 및 비타민 복합제 중 어느

하나의 형태일 수 있다.

또한 상기 건강기능식품은 식품첨가물을 추가로 포함할 수 있으며, '식품첨가물'로서의 적합여부는 다른 규정이[0073]

없는 한 식품의약품안정청에 승인된 식품첨가물공전의 총칙 및 일반시험법 등에 따라 해당 품목에 관한 규격 및

기준에 의하여 판정한다.
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상기 '식품첨가물공전'에 수재된 품목으로 예를 들어, 케톤류, 글리신, 구연산칼륨, 니코틴산, 계피산 등의 화[0074]

학적 합성품, 감색소, 감초추출물, 결정셀룰로오스, 구아검 등의 천연첨가물, L-글루타민산나트륨제제, 면류첨

가알칼리제, 보존료 제제, 타르색소제제 등의 혼합 제제류들을 들 수 있다.

또한, 본 발명의 조성물은 멜라닌 응집 호르몬 및 레보도파를 포함하는 파킨슨병 치료 또는 예방용 약학 조성물[0076]

을 제공한다.

상기 본 발명의 조성물은 레보도파 단독 투여군에 비해 레보도파 부작용이 억제되는 것일 수 있다. 구체적으로,[0077]

레보도파 단독 투여군에 비해 레보도파로부터 유발되는 운동장애가 억제되는 것 일 수 있다.

상기 본 발명의 조성물은 도파민 신경세포 보호 효과를 나타내므로, 단독으로 투여하여 파킨슨병을 치료할 수도[0078]

있고, 본 발명의 약학조성물과 레보도파를 병행하여 투여함으로써, 파킨슨병을 치료할 수 있다. 특히, 상기 본

발명의 약학조성물과 파킨슨병 치료제인 레보도파를 병용 투여할 경우에는, 종래의 파킨슨병 치료제가 나타내는

활성과 본 발명의 약학 조성물이 나타내는 치료활성이 중복되어 보다 효과적으로 파킨슨병을 치료할 수 있으며,

레보도파가 가지는 부작용인 운동장애 역시 억제하는 효과를 가진다. 또한, 이때, 사용될 수 있는 병용 투여제

로는 레보도파 뿐만 아니라, 파킨슨 병의 치료활성을 나타내는 한 특별히 이에 제한되지 않는다.

구체적인 일 실시예에서, 6-히드록시도파민(6-hydroxydopamine, 6-OHDA)으로 유도된 파킨슨병 모델 동물에서 레[0079]

보도파만을 단독으로 투여한 그룹보다 레보도파와 멜라닌 응집 호르몬을 병용 투여한 그룹에서 이상운동증이 더

적게 유발되었다(도 12).

또한, 본 발명은 멜라닌 응집 호르몬 및 레보도파를 포함하는 레보도파 부작용 억제용 약학 조성물을 제공한다.[0081]

상기 본 발명의 조성물은 레보도파 단독 투여군에 비해 레보도파 부작용이 억제되는 것일 수 있다. 구체적으로,[0082]

레보도파 단독 투여군에 비해 레보도파로부터 유발되는 운동장애가 억제되는 것 일 수 있다.

상기 본 발명의 조성물은 레보도파의 부작용을 억제하므로 본 발명의 약학조성물과 레보도파를 병행하여 투여함[0083]

으로써, 레보도파 부작용을 억제할 수 있다. 특히, 상기 본 발명의 약학조성물과 파킨슨병 치료제인 레보도파를

병용 투여할 경우에는 종래의 파킨슨병 치료제가 나타내는 활성과 본 발명의 약학 조성물이 나타내는 치료활성

이 중복되어 보다 효과적으로 파킨슨병을 치료할 수 있으며, 레보도파가 가지는 부작용인 운동장애 역시 억제하

는 효과를 가진다.

발명의 효과

본 발명의 멜라닌 응집 호르몬을 유효성분으로 포함하는 조성물은 도파민 신경세포의 손실을 회복시키므로 파킨[0085]

슨병의 치료 및 예방에 우수한 효과가 있으며, 파킨슨병 치료제인 레보도파에 의해 유발되는 이상운동증을 개선

시키는 효과가 있다.

도면의 간단한 설명

도 1의 A는 중뇌 도파민 신경세포에 MCH, MCH + 항 MCH를 처리한 후 도파민 신경세포 수의 변화를 나타낸 도이[0087]

다. 도 1의 B는 중뇌 도파민 신경세포에 MCH, MCH + 항 MCH를 처리하여 Tuj1 및 MAP2의 면역형광염색을 통해 도

파민 신경세포 수의 변화를 나타낸 도이다. 

도 2의 A는 중뇌 도파민 신경세포에 MCH를 처리한 후 MAP2, DAT, TH, AADC의 도파민 신경세포 마커 유전자의

qRT-PCR 결과를 나타낸 도이다. 도 2의 B는 중뇌 도파민 신경세포에서 농도별 MCH의 처리에 다른 도파민 신경세

포 수를 나타낸 것이고, 도 2의 C는 상기 마커 유전자의 발현량을 나타낸 도이다.

도 3의 A는 6-히드록시도파민 또는 MPP
+
를 처리한 중뇌 도파민 신경세포에 MCH를 처리한 후 도파민 신경세포 수

의 변화를 나타낸 도이다. 도3의 B는 6-히드록시도파민 또는 MPP
+
를 처리한 중뇌도파민 신경세포 및 상기 약물

을 처리하지 않은 중뇌 도파민 신경세포에 MCH를 처리한 후 TH, MAP2에 대한 면역형광염색을 통해 도파민 신경
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세포 수의 변화를 나타낸 도이다. 도 3의 C는 6-히드록시도파민 또는 MPP
+
를 처리한 중뇌 도파민 신경세포에

MCH를 처리한 후 TH, DAT 및 synapsin에 대한 qRT-PCR를 통해 상기 유전자의 발현량을 나타낸 도이다.

도 4의 A는 중뇌 도파민 신경세포에 MCH를 처리한 후 전체적 유전자 발현을 분석한 도이다. 도 4의 B는 중뇌 도

파민 신경세포에 MCH를 처리한 후 웨스턴 블랏을 통해 pCREB, pGSK-3β, pAkt 및 pERK의 단백질의 발현을 나타

낸  도이다.  도  4의  C는  중뇌  도파민  신경세포에  MCH를  처리한  후  인산  특이적  항체를  이용하여  pCREB,

pGSK-3β, pAkt 및 pERK의 인산화 수준을 측정한 결과를 나타낸 도이다.

도 5의 A는 MCH를 처리한 중뇌 도파민 신경세포에 PI3K 및 PKA 시그널링 특이적인 억제제를 처리한 후, Tuj1 및

MAP2의 면역형광염색을 통해 신경세포 보호효과가 억제됨을 나타낸 도이다. 도 5의 B는 5의 A의 결과를 수치로

나타낸 도이다.

도 6의 A는 MPP
+
로 유도된 중뇌 도파민 신경세포 사멸환경에 MCH를 처리한 후, PI3K 및 PKA 시그널링 억제제를

처리한 후, Tuj1 및 MAP2의 면역형광염색을 통해 신경세포 사멸에 대한 신경세포 보호효과가 억제됨을 나타낸

도이다. 도 6의 B는 6의 A의 결과를 수치로 나타낸 도이다.

도 7의 A는 6-OHDA로 유도된 인간 신경모세포종 SY-SY5Y 세포에 MCH를 0, 50 및 100 nM의 MCH 처리에 의해 세

포사멸이 억제됨을 나타낸 도이다. 도 7의 B는 6-OHDA로 유도된 인간 신경모세포종 SY-SY5Y 세포에 MCH를 처리

한 후 웨스턴 블랏을 통해 Ikb-α 및 p38의 인산화 수준을 측정한 도이다. 도 7의 C는 도 7의 B의 결과를 수치

로 나타낸 도이다.

도 8의 A는 MPTP를 처리한 마우스에 MCH를 주입한 후 흑질에서 TH-양성 신경세포의 변화를 나타낸 도이다. 도 8

의 B는 MPTP를 처리한 마우스에 MCH를 주입한 후 선조체에서 TH-양성 섬유의 밀도 변화를 나타낸 도이다. 도 8

의 C는 MPTP를 처리한 마우스에 MCH를 주입한 후 운동기능이 개선됨을 나타낸 도이다.

도  9의  A는  MPTP를  처리한  마우스에  MCH를  주입한  후  웨스턴  블랏을  통해  흑질에서  TH  및  시냅토파이신

(synaptophysin)  단백질의  발현을  나타낸  도이다.  도  9의  B는  도  9의  A의  결과를  TH,  시냅토파이신/β-

actin(%)으로 나타낸 도이다. 도 9의 C는 MPTP를 처리한 마우스에 MCH를 주입한 후 웨스턴 블랏을 통해 pAkt 및

pCREB의 인산화 수준을 측정한 결과를 나타낸 도이다. 

도 10은 A53T 알파-시누클레인 형질전환 마우스에 MCH를 주입한 후 2주 및 4주 째 로타로드 테스트를 통해 운동

기능을 측정한 결과를 나타낸 도이다.

도 11의 A는 A53T 알파-시누클레인 형질전환 마우스에 MCH를 주입한 후 웨스턴 블랏을 통해 pGKS-3β 및 pAMPK

의 인산화 수준을 측정한 결과를 나타낸 도이다. 도 11의 B는 도 11의 A의 결과를 수치화한 도이다. 도 11의 C

는  A53T  알파-시누클레인  형질전환  마우스에  MCH를  주입한  후  시누클레인,  BDNF의  단백질  발현을  나타낸

도이다. 도 11의 D는 도 11의 C의 결과를 시누클레인, BDNF/β-actin으로 나타낸 도이다.

도 12는 6-히드록시도파민으로 유도된 파킨슨병 모델 동물에 레보도파와 MCH를 0.1 ㎍, 0.5 ㎍ 및 2.5 ㎍의 농

도로 주입한 후 1일, 4일 및 7일 째 비정상 불수의 운동 수치(AIM)을 측정한 결과를 나타낸 도이다. 

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 실시예를 통하여 본 발명의 구성 및 효과를 더욱 자세히 설명하고자 한다. 이들 실시예는 오리지 본 발명[0088]

을 예시하기 위한 것일 뿐, 본 발명의 범위가 이들 실시예에 의해 한정되는 것은 아니다.

실시예 1: 일차 도파민 신경세포 및 인간 신경모세포종 세포에 있어 MCH의 기능적인 역할 및 신경세포 보호 메[0090]

카니즘

1-1: 일차 도파민 신경세포 배양[0092]

출생한 마우스의 중뇌로부터 분리된 일차 세포를 배양하였다. 간단하게, SNC 및 VTA를 포함하는 중뇌는 37 ℃에[0094]

서 30분 동안 파파인을 처리하여 쉽게 잘랐다(5 U/ml; Worthington Biochemicals). 잘라진 조직은 작은 피펫

팁을 사용하여 저작을 통해 단세포로 만들었다. 그리고 나서 세포들은 250 x g로 5분 동안 원심분리하고 5 % 소
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태아혈청, 1x B27(Invitrogen), 1x GlutaMAX(Invitrogen), 0.4 % D-글루코스(Sigma-Aldrich), 10 U/ml 페니실

린(Invitrogen), 및 10 μg/ml 스트렙토마이신(invitrogen)을 첨가한 플레이팅 배지에 현탁하였다. 각 중뇌로부

터 분리된 세포는 동일하게 나누어, 4개의 폴리-D-리신(poly-D-lysine, Sigma) 및 라미닌(BD Bioscience)이 미

리 코팅된 12-mm-원형 커버슬립 위에 분주한 후, 이산화탄소로 가습화된 인큐베이터에서 37 ℃로 유지하였다.

분주 후 24시간 째, 배지는 5 uM 사이토신 β-D-아라비노푸라노시드(β-D-arabinofuranoside, Sigma Aldrich)

를 첨가한 혈청이 없는 배지(serum-free medium)로 바꿔주었고 이는 교세포(glia)의 증식을 억제하기 위해 사용

하였다. 플레이팅 후 3일 째 배지에 MCH 또는 다른 약물을 처리하였다.

1-2. 인간 신경모세포종 SH-SY5Y 세포 배양[0096]

인간  신경모세포종  SH-SY5Y  세포는  American  Type  Culture  Collection  (Rockville,  MD,  USA)로부터[0098]

구입하였다.  세포는 37  ℃의 온도,  95  %의 공기 및 5  %의 CO2로 구성된 대기에서 10  %  소 태아 혈청(FBS,

Invitrogen,  Carlsbad,  CA,  USA),  100  unit/ml  페니실린,  및  100  μg/ml  스트렙토마이신(Gibco-BRL,

Rockville,  MD,  USA)을  첨가하고  추가로  트립신-EDTA(Gibco-BRL,  Rockville,  MD,  USA)를  첨가한

DMEM(Dulbecco’s modified Eagle’s minimum essential medium, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)에서 유지하

였다.

세포 생존률은 티아졸릴 블루 테트라졸리움 브로마이드(Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide, MTT)를 이용하여[0099]

확인하였다. 간단하게, 세포는 5 X 10
3
 세포/웰의 밀도로 12-웰 플레이트(Corning Incorporated, USA)에 분주하

였고, 37 ℃에서 16시간 동안 안정화시킨 후 24시간 동안 10 uM의 레티노산으로 분화시켰다. 분화된 세포들은

24시간 동안 100 uM의 6-OHDA(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)를 처리한 것 또는 처리하지 않은 것으로 나

누고 상기 그룹에 각각 표시된 농도로 MCH(Tocris biosciences, Bristol, UK)를 처리하였다. 세포는 2 mg/mL의

MTT 용액과 함께 배양하였다. 5 % CO2, 37 ℃에서 4시간 동안 배양 후, 상등액은 제거하고, 디메틸 설폭사이드

(dimethyl sulfoxide, DMSO, Sigma, USA)를 추가하였다. 반응물의 광학밀도(optical density, OD)는 마이크로

플레이트 리더기(iMARK, Bio-Rad, USA)를 사용하여 580 nm에서 측정하였다. 광학밀도는 다음 식을 사용하여 퍼

센트로 바꾸었다: 세포 생존율 (%) = (OD 샘플/OD 음성 대조군) X 100. 음성 대조군 세포는 완벽히 DMEM만을 처

리하였다.

1-3: 면역세포화학법(Immunocytochemistry)[0101]

4 % 파라포름알데하이드가 포함된 PBS로 세포를 고정시키고 표준 프로토콜에 따라 다음의 일차 항체들을 이용하[0103]

여 면역염색을 수행하였다: Tuj1 (마우스 단일클론, Covance); TH (토끼 다클론, Pelfreez); 적절한 분자적 프

로브(Molecular Probes) Alexa Fluor® 염색제가 연결된 이차항체를 사용하였다. 핵은 4, 6- 디아미디노-2-페

닐린돌(4,6-diamidino-2-phenylindole, DAPI, Invitrogen)로 대비염색하였다(counterstained). 세포들은 Nikon

Eclipse Ti로 이미지화하였고, 이미지들은 Adobe Photoshop 소프트웨어로 처리 및 분석하였다. 면역블랏팅은 표

준 프로토콜에 따라 수행하였다.

1-4: 전체 게놈 발현 분석[0105]

RNeasy  Mini  Kit(QIAGEN)를  사용하여  배양한  신경세포로부터  전체  RNA(total  RNA)를  분리하였다.  전체[0107]

RNA(total  RNA)의  2  μg은  바이오틴  결합  cDNA를  제조하기  위해  사용하였다(Affymetrix  One  Cycle  cDNA

Synthesis Kit). 간단히 말해서, 이 방법은 첫 가닥(first strand) cDNA를 만들기 위해서 T7-Oligo(dT) 프로모

터 프라이머를 사용하는 SuperScript Ⅱ-유도 역전사(directed reverse transcription)를 이용하였다. RNase H

를 처리한 두번째 가닥 cDNA(RNase H-mediated second-strand cDNA)는 T7 RNA 합성효소에 의해 시험관 내 전사

(T7  RNA  Polymerase-directed  in  vitro  transcription)를 통해 합성되었다. 시험관내 전사를 통해 만들어진
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cRNA는 cDNA를 합성하는 과정에서 바이오틴이 결합된 뉴클레오티드 아날로그와 결합시켰다. 샘플은 Affymetrix

혼성화 매뉴얼에 따라 1X 혼성화 칵테일에 15 μg의 바이오틴이 결합된 cDNA를 넣어 제조하였다. 

유전자칩 어레이(GeneChip array, mouse genome 430A 2.0 arrays)은 60 RPM으로 16시간 동안 45 ℃에서 유전자[0108]

칩 혼성화 오븐에서 혼성화하였다. 세척은 Affymetrix GeneChip Hybridization, Wash, 및 Stain Kit에서 제공

되는 완충용액으로 GeneChip Fluidics Station 450에서 수행하였다. 분석 결과는 GeneChip Scanner 3000로 스

캔하였고, 이미지는 GeneChip Operating Software v1.4로 추출하고 분석하였다. 통계적 분석을 위해, CEL 파일

을 GeneSpring 7.0을 사용하여 처리하였고 로부스트 멀티-어레이 분석(robust multi-array analysis)을 사용하

여 정규화하였다(normalized). 

1-5. 웨스턴 블랏[0110]

세포는 50 mM 트리스-베이스 (pH 7.5), 150 mM 염화나트륨, 2 mM EDTA, 1% 글리세롤, 10 mM 플루오린화나트륨[0112]

(NAF), 10 mM 나트륨-파이로포스페이트(Na-pyrophosphate), 1% NP-40 및 프로테아제 억제제 (0.1 mM 페닐메틸

설포닐플루오라이드(phenylmethylsulfonylfluoride),  5  μg/ml  아프로티닌(aprotinin),  및  5  μg/ml  루펩틴

(leupeptin))를 포함하는 용해 완충용액에서 균질화하였다. 30 μg의 용해물(lysate)은 10% SDS-폴리아크릴아마

이드 젤에서 전기영동하였고 니트로셀룰로오스 멤브레인으로 이동시킨 후,  16시간 동안 4  ℃에서 항-포스포-

CREB(pCREB), 항-CREB, 항-포스포-GSK-3β(pGSK-3β), 항-GSK-3β, 항-포스포-Akt(pAkt), 항-Akt, 항-포스포-

ERK, 항-ERK(Cell signaling technology, Beverly, MA, USA), 항-포스포-p38, 항-p38, 항-포스포-Ikbα 및 항-

Ikbα(Cell signaling technology, Beverly, MA, USA) 항체와 함께 반응시켰다. 다음으로, TBS-T (0.05%)로 세

척한 후, 블랏을 홀스라디쉬 퍼옥시데이즈(horseradish peroxidase)-연결된 항-토끼 항체와 함께 반응시켰고,

그 밴드는 ECL  system(Thermo  Fisher  Scienctific,  USA)를  사용하여 관찰하였다.  밴드 이미지는 Molecular

Imager ChemiDoc XRS+(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)를 사용하여 얻었고 밴드의 강도는 Image Lab
TM
 소프트웨어

버전 2.0.1(Bio-Rad)를 이용하여 분석하였다.

1-6. 중뇌 도파민 신경세포의 생존에 있어 MCH의 기능 [0114]

중뇌 도파민 신경세포의 유지 및 생존에 있어 MCH의 기능을 알아보기 위하여, 하기와 같은 실험을 수행하였다. [0116]

출생후, 1일된 마우스 중뇌로부터 일차 도파민 신경세포를 분리하였으며, 이를 배지에 분주한 후 5일 째 MCH를[0117]

처리하고 24시간 동안 배양시켰다. 상기 배양시킨 MCH를 처리한 도파민 신경세포를 포함한 배지에서 도파민 신

경세포를 관찰하고 Tuj1 및 MAP2와 같은 신경세포 관련 유전자에 대해 면역형광염색을 수행하여 도파민 신경세

포의 수를 확인하였다. 그 결과, MCH 처리에 의해 도파민 신경세포의 수가 증가하는 것을 확인하였다. 또한, 상

기 MCH를 처리한 신경세포 배지에 항 MCH를 처리한 경우에는 도파민 신경세포의 수가 효과적으로 억제되는 것을

확인하였다(도 1의 A 및 B).

다음으로, MCH를 처리한 도파민 신경세포 배지를 이용하여 qRT-PCR를 수행하였다. 그 결과, 상기 MCH 처리에 의[0118]

해 티로신수산화효소(tyrosine hydroxylase, TH), 도파민 트랜스포터(dopamine transporter, DAT), 방향족 l-

아미노산  탈탄산카르복실화효소(aromatic  l-amino  acid  decarboxylase,  AADC)  및  미세소관  연관  단백질

2(microtubule associated protein 2, MAP2)를 포함하는 도파민(dopamine, DA) 마커 유전자의 발현이 증가함을

확인하였다(도 2의 A).

또한, 도파민 신경세포 배지에 다양한 농도의 MCH를 처리한 후, TH, DAT, AADC 및 MAP2와 같은 도파민 신경세포[0119]

마커에 대한 qRT-PCR을 수행하였고 이를 분석하였다. 그 결과, MCH의 농도가 2 uM일 경우, 도파민 신경세포 수

와 상기 마커의 발현이 가장 큰 증가율을 보여주었다(도 2의 B 및 C)
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1-7. 6-히드록시 도파민 또는 MPP
+
 처리 후 중뇌 도파민 신경세포에서 MCH의 기능[0121]

다음으로, 중뇌 도파민 신경세포에서 파킨슨병 모델을 유발하는 약물을 처리한 후 MCH의 신경세포 보호효과를[0123]

알아보기 위해, 플레이팅 후 5일 째, MPP
+
 또는 6-OHDA를 노출시킨 도파민 신경세포에 MCH를 처리하였다. 

도파민 신경세포의 수를 관찰하고 TH 및 MAP2에 대한 면역염색을 수행한 결과, MCH가 도파민 신경세포에서 MPP
+

[0124]

또는 6-OHDA로부터 유도된 신경세포의 사멸을 회복시킴을 알 수 있었다(도 3의 A  및 B).  또한, TH,  DAT  및

synapsin에 대하여 qRT-PCR을 수행한 결과, 역시 MCH가 TH, DAT 및 synapsin 유전자의 발현을 증가시킴을 확인

하였으며, 이에 의해 신경세포 보호효과를 가짐을 확인하였다(도 3의 C). 

따라서, 상기의 결과를 통해 MCH가 중뇌 도파민 신경세포의 유지 및 생존에 있어 중요한 역할을 수행하고 있음[0125]

을 알 수 있었다.

 [0126]

1-8. 도파민 신경세포에서 MCH의 신경보호 메커니즘[0127]

도파민 신경세포에서 보여주는 MCH의 신경세포 보호효과 메커니즘을 알아보기 위하여, MCH를 처리한 도파민 신[0129]

경세포에서의 전체적 유전자 발현(global gene expression)을 분석하였다. 도파민 신경세포에 MCH를 처리하고

24시간 후, 이 도파민 신경세포의 전사체(transcriptome)를 분석하였고, 대조군과 전사 프로필(transcriptional

profile)을 비교하였다. 그 결과, MCH가 전체적인 유전자 발현을 변화시킴을 확인하였고 그 중에 Akt 시그널링

관련 유전자의 발현이 MCH를 처리한 후 증가하는 것을 확인하였다(도 4의 A).

또한, Akt 시그널링 단백질인 pCREB, pGSK-3β, pAkt 및 pERK에 대하여 웨스턴 블랏을 수행하였다. 그 결과, 상[0130]

기 결과와 동일하게, 대조군(untreated  culture)과 비교하여 MCH를 처리한 일차 도파민 신경세포에서 pCREB,

pGSK-3β 및 pAkt를 포함하는 Akt 시그널링 단백질의 발현이 현저히 증가함을 확인하였다(도 4의 B).

다음으로, 도파민 신경세포에서 MCH의 시그널링 경로를 알아보기 위해, MCH를 처리한 일차 도파민 신경세포에서[0131]

인산 특이적 항체(phospho-specific antibody)를 처리하여 CREB, Akt, GSK-3β 또는 ERK 활성을 확인하였다.

2mM의 MCH를 처리한 후 3시간이 되었을 때, 세포들을 수득하였고 각각의 항체를 이용하여 면역블롯을 수행하였

다. 그 결과, 도 4에서 보듯이, CREB, GSK-3β 및 Akt의 인산화 수준은 MCH 처리에 의해 증가하였지만, ERK의

인산화 수준은 증가하지 않았다(도 4의 C). 

따라서, 상기의 결과를 통하여, MCH의 신경세포 보호 메커니즘에는 Akt 시그널링이 관여하고 Akt 시그널링에 있[0132]

어서도 CREB, Akt, GSK-3β이 관여하고 ERK는 관여하지 않음을 알 수 있었다.

 [0133]

1-9. MCH의 신경세포 보호효과에 있어 포스파티딜이노시톨 3-키나아제(phosphatidylinositol 3-kinase) 및 프[0134]

로테인 키나아제(protein kinase A)의 관여

PI3K/Akt, 및 PKA/CREB가 도파민 신경세포에서 MCH의 신경세포 보호효과에 관여하는지 알아보기 위해, MCH를 처[0136]

리한 일차 도파민 신경세포에 PI3K(LY294002) 및 PKA(H89) 시그널링 특이적인 억제제를 처리하여 Tuj1 및 MAP2

에 대한 면역형광염색을 수행하였다. 그 결과, PI3K/Akt 및 PKA/CREB 시그널링 특이적인 억제제 LY294002 및

H89가 MCH에 의해 나타나는 신경세포 보호효과를 억제하였다(도 5).

또한, MPP
+
로 유도된 도파민 신경세포에서도 MCH와 함께 PI3K(LY294002) 및 PKA(H89) 시그널링 특이적인 억제제[0137]

를 처리하였다. 그 결과, MPP
+
로 유도된 도파민 신경세포 사멸(neuronal death)에 대한 MCH의 신경세포 보호효

과가 PI3K/Akt 및 PKA/CREB의 억제제에 의해 억제되는 것을 확인하였다(도 6).

따라서, PI3K, PKA 시그널링 억제제를 이용하여 MCH에 의해 유도되는 도파민 신경세포 보호효과에 있어 Akt 및[0138]

CREB이 관여함을 알 수 있었다.
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1-10. 6-OHDA로 유도된 인간 신경모세포종 SH-SY5Y 세포에서 MCH의 신경세포 보호효과[0140]

6-OHDA로 유도된 인간 신경모세포종 SH-SY5Y 세포에서 MCH의 신경세포 보호효과를 알아보기 위해, 24시간 동안[0142]

10 uM의 레티노산으로 세포를 분화시킨 후, 상기 세포에 100 uM의 6-OHDA를 50 또는 100 nM의 MCH와 함께 처리

하거나 또는 MCH 없이 처리하였다. 그 결과, SH-SY5Y 세포에서 6-OHDA로 유도된 세포사멸은 100 nM의 MCH 처리

에 의해서 상당히 억제됨을 확인하였다(도 7의 A).

다음으로, MCH의 신경세포 보호효과에 관여하는 시그널링 경로를 알아보기 위해, SH-SY5Y 세포에서 6-OHDA를 처[0143]

리한 후, 웨스턴 블랏을 통해 Ikb-α 또는 p38의 인산화 수준을 확인하였다. 그 결과, MCH가 6-OHDA에 의해 유

도되는 Ikb-α 또는 p38의 인산화를 억제함을 확인하였다(도 7의 B 및 C).

따라서, 상기 결과를 통해 MCH가 Ikb-α 또는 p38의 활성화를 억제함으로써 신경세포에서 강한 보호효과를 나타[0144]

냄을 알 수 있었다.

실시예 2: MPTP로 유도된 파킨슨병 모델 동물에서 MCH의 효과 [0146]

2-1. MPTP로 유도된 파킨슨병 모델 동물 준비[0148]

몸무게가 23~25 g이고 12주된 수컷 C57BL/6 마우스(Central Laboratories Animal Inc, Republic of Korea)를[0150]

12시간은 빛, 12시간은 어둠을 주기로 하여 유지하였고 물과 음식에 대해 자유롭게 접근을 가능하게 하였으며

방 온도는 23±1°C로 유지하였다. 모든 실험은 동물 복지를 위한 경희대학교 동물 보호 위원회의 승인을 받았

다.

 먼저, 마우스를 무작위로 6개의 그룹으로 나누었다: CON (대조군, n=5), MPTP (MPTP만 처리, n= 5), AP (MPTP[0151]

+ 경혈에 침술 치료, n=5), CP (MPTP + 대조군 지점에 침술 치료, n= 5), MCH (MPTP+MCH, i.n., n=5), 및 aMR1

(MPTP+AP+  MCH-R1  길항제, i.p.).  모든 그룹들은 5일 동안 MPTP(30mg/kg,  염류용액에 용해; Sigma-Aldrich,

MO, USA) 또는 염류용액(saline)을 복강 내 주입하였다. 

2-2. MCH 주입[0153]

비강에서 뇌로 약물을 전달하기 위해 혈액뇌관문을 우회하는 비침입성 방법인 비강 내 주입방법으로 MCH를 주입[0155]

하였다. 비록 대뇌심실내부의(intracerebroventricular) 주입이 특정약물의 뇌 특이적인 전달에 있어 광범위하

게 사용되고 있으나, 이는 침입적인 방법이고 실험동물을 마취시킬 필요가 있다. 그러므로 뇌로 MCH를 전달하기

위해 차선의 방법으로 비강 내 주입을 선택하였다. 비강 내 주입은 De Rosa et al., 2005에서 기술한 대로 수행

하였다. MCH(Tocris biosciences, Bristol, UK)는 MPTP 주입 후 2시간이 지나 마우스에 비강 내로 주입하였다.

주입 전, MCH는 염류용액(saline, 0.5mg/30μL)에 용해시켜 4 ℃에 보관하였다. 모든 마우스는 바로 선 자세로

머리와 목을 잡고 움직이지 않도록 하였으며, 15 ㎕의 MCH 용액을 하나의 비강 안으로 약 15초 동안 피펫으로

천천히 주입하였다. 2분 내지 3분 후에, 다른 콧구멍에서 같은 주입을 반복하였다. 다른 그룹의 마우스들은 염

류용액(i.n.)을 주입하였다. 

2-3. 면역화학염색[0157]

동물들은 첫 MPTP 또는 염류용액을 주입 후 12일째에 희생시켰고 4 % 파라포름알데하이드를 포함하는 0.2 M 인[0159]

산 완충용액을 이용하여 경심관류로 관류하였다(perfused). 뇌는 제거하였고 이후 고정하였으며(postfixed), 동
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결보존하였다(cryoprotected). 면역화학염색은 Hirsch & Faucheux, 1998; Hirsch et al., 1998에서 기술한대로

흑질(substantia nigra) 및 선조체(마우스 뇌의 아틀라스를 따라 중뇌의 브레그마로부터 AP -3.08 ~ -3.28 mm

사이 수준 및 선조체의 브레그마로부터 AP +0.38 ~ +0.98의 사이 수준)를 포함하는 프리-플로팅 동결조직절편기

-컷 섹션(free-floating cryomicrotome-cut sections)에서 수행하였다(Keith & Franklin, 2008). 

다음으로, 흑질을 염색하기 위해, Hirsch & Faucheux, 1998; Hirsch et al., 1998에서 기술한 대로 면역화학염[0160]

색법을 수행하였다. 3 % H2O2를 포함하는 0.05 M 인산-완충 식염수(phosphate-buffered saline)에서 반응시킨

후 섹션은 1 % BSA 및 일반적인 염소 혈청으로 블로킹했다. 그리고 나서, 조직 섹션은 1차 항체로 실온에서 밤

새도록 반응시켰다. 토끼의 TH (1:1,000; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA)는 1차 항체로서 사

용하였다. 조직 섹션은 바이오틴이 결합된 항토끼 IgG(Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA)로 1시

간 동안 실온에서 반응시켰으며, ABC 시약(Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA)으로 1시간 동안

실온에서 반응시켰고, 0.02  %  디아미노벤지딘 및 0.003  %  과산화 수소를 포함한 1 M 트리스-완충 식염수(pH

7.5)에서 2분 동안 반응시켰다. 반응 후, 조직섹션은 젤라틴으로 코팅된 슬라이드에 고정시키고 말렸으며, 물을

제거하고 커버를 덮었다. 브라이트필드(brightfield) 현미경(BX51; Olympus, Tokyo, Japan)을 사용하여, 선조

체 및 흑질의 사진을 찍었다. 예상되는 결과를 모르는 3명의 독립적 관찰자가 흑질에서 TH-양성인 신경세포를

카운팅했다. 카운팅된 세포는 데이터의 유효성을 위해 3번 확인하였다.

2-4. 웨스턴 블랏[0162]

흑질(substantia nigra, SN)은 50 mM 트리스-베이스 (pH 7.5), 150 mM 염화나트륨, 2 mM EDTA, 1% 글리세롤,[0164]

10 mM 플루오린화나트륨(NAF), 10 mM 나트륨-파이로포스페이트(Na-pyrophosphate), 1% NP-40 및 프로테아제 억

제제 (0.1  mM  페닐메틸설포닐플루오라이드(phenylmethylsulfonylfluoride),  5 μg/ml 아프로티닌(aprotinin),

및 5 μg/ml 루펩틴(leupeptin))를 포함하는 용해액에서 균질화하였다. 30 μg의 용해물(lysate)을 10% SDS-폴

리아크릴아마이드 젤에서 전기영동하였고 니트로셀룰로오스 멤브레인으로 이동시킨 후, 16시간 동안 4 ℃에서

항-시냅토피신  및  항-β-액틴(Cell  signaling  technology,  Beverly,  MA,  USA)  및  항-TH(Santa  Cruz

Biotechnology, CA, USA) 항체와 함께 반응시켰다. TBS-T (0.05%)로 세척한 후, 블랏을 홀스라디쉬 퍼옥시데이

즈(horseradish peroxidase)-연결된 항-토끼 항체와 함께 반응시켰고, 그 밴드는 ECL system (Thermo Fisher

Scienctific,  USA)를  사용하여  관찰하였다.  밴드  이미지는  Molecular  Imager  ChemiDoc  XRS+  (Bio-Rad,

Hercules, CA, USA)를 사용하여 얻었고 밴드의 강도는 Image Lab
TM
 소프트웨어 버전 2.0.1 (Bio-Rad)를 이용하

여 분석하였다.

2-5. MPTP로 유도된 파킨슨병 모델 동물에서 MCH의 효과 [0166]

MPTP를 처리한 마우스에서 MCH가 도파민 신경세포 보호효과에 있어 중요한 역할을 하는지 알아보기 위해, MPTP[0168]

로 유도된 파킨슨병 모델에서 MCH의 효과를 하기의 실험을 통해 확인하였다. 

그 결과, MPTP를 처리한 마우스에 MCH를 비강 내로 주입한 것은 확실히 효과적이었다. MCH를 주입한 그룹은[0169]

MPTP만을 처리한 그룹보다 마우스의 흑질에서 TH-양성 신경세포가 상당히 많았고(P<0.001)(도 8의 A), 또한, 선

조체에서 TH-양성 섬유의 밀도가 높았다(도 8의 B). 상기의 실험결과와 유사하게, 로타로드 시험(rotarod tes

t)를 수행한 결과에서도 MCH가 운동기능을 개선시킴을 확인하였다(도 8의 C).

2-6. MPTP를 처리한 마우스에서 티로신수산화효소(tyrosine hydroxylase), 시냅토파이신(synaptophysin), pAkt[0171]

및 pCREB에 대한 MCH의 효과

MCH의 신경세포 보호효과를 확인하기 위해, 흑질에서 TH 및 시냅토파이신의 발현을 확인하였다. 그 결과, MPTP[0173]

로 유도된 흑질에서 TH 및 시냅토파이신의 발현은 감소되었지만, MCH를 주입한 마우스의 흑질에서 TH 및 시냅토
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파이신 단백질의 발현은 상당히 회복되었다(도 9의 A 및 B).

다음으로, 뇌에서 MCH 주입 또는 침술에 따른 시그널링 경로를 확인하기 위해, MPTP를 처리한 마우스로부터 분[0174]

리한 흑질에서 Akt 및 CREB의 인산화 수준을 확인하였다. 그 결과, 도 9에서 볼 수 있듯이, Akt 및 CREB의 인산

화 수준은 MPTP를 처리한 마우스의 흑질에서 감소하였지만, MCH를 주입 또는 침술을 한 마우스의 흑질에서는 회

복되었다(도 9의 C 및 D).

 [0175]

실시예 3. A53T 알파-시누클레인 형질전환 마우스에서 MCH의 효과[0176]

3-1. 형질전환 마우스[0178]

A53T  알파-시누클레인(B6; C3-Tg-Prnp/SNCA
*
A53T/83Vle/J) 이형의 브리더(heterozygous breeder)는 잭슨 실험[0180]

실(Bar Harbor, ME, USA)에서 구입하였고, A53T 형질전환 및 비형질전환 한배 새끼를 얻기 위해 사육하였다. 형

질전환 마우스를 동정하기 위해, 센스(5`- TGT AGG CTC CAA AAC CAA GG -3`, 서열번호 1)와 안티센스(5`- TGT

CAG GAT CCA CAG GCA TA -3`, 서열번호 2) 프라이머를 사용하여 표준 PCR을 수행하였고 1.5 % 아가로스 젤에서

전기영동을 통해 분석하였다. 유전형이 분석된 마우스는 12시간 명/암 주기로 온도와 습도가 조절되는 방에서

물과  음식을  자유롭게  먹을  수  있도록  사육되었다.  MCH(Tocris  biosciences,  Bristol,  UK)는  염류용액

(0.5mg/30μL)에서 용해하였고 4 ℃에 보관하였다. 그리고 나서, 마우스의 목을 고정시켜 15 uL의 MCH 약물을

천천히 피펫으로 주입하였다. 상기 과정을 5분 후에 반복하였다. 대조군(CON) 그룹은 염류용액으로 처리하였다.

10개월에서 12개월 된 수컷 형질전환 마우스는 무작위로 두 그룹으로 나누었다: 대조군 그룹(n=5) 및 MCH를 주

입한 그룹(n=5), 각 그룹은 4주 동안 염류용액 또는 MCH를 매일 비강 내로 주입하였다. 영양상태를 검사하기 위

해 체중증가량을 매주 측정하였고 4주 동안 같은 시간에 매 주마다 음식 섭취량을 기록하였다. 

3-2. 행동실험[0182]

4주째, 로타로드 실험을 수행하여 마우스의 행동방식을 측정하였다. 마우스는 실험 한 시간 전에 가속중인 로드[0184]

스피드 모드에서 2분 동안 미리 연습하였다. 

로드 위에 있었던 시간은 연속적인 로드 스피드에서 최고 480초를 기록하였다. 떨어지는 시간(latency time)도[0185]

분석하였다. 

3-3. 웨스턴 블랏[0187]

웨스턴블랏팅을 위해서, 세포 및 흑질은 50 mM 트리스-베이스 (pH 7.5), 150 mM 염화나트륨, 2 mM EDTA, 1% 글[0189]

리세롤, 10 mM 플루오린화나트륨(NAF), 10 mM 나트륨-파이로포스페이트(Na-pyrophosphate), 1% NP-40 및 프로

테아제  억제제  (0.1  mM  페닐메틸설포닐플루오라이드(phenylmethylsulfonylfluoride),  5  μg/ml  아프로티닌

(aprotinin),  및 5 μg/ml  루펩틴(leupeptin))를 포함하는 용해액에서 균질화하였다. 30 μg의 용해물(lysat

e)을 10% SDS-폴리아크릴아마이드 젤에서 전기영동하였고 니트로셀룰로오스 멤브레인으로 이동시킨 후, 16시간

동안 4 ℃에서 항-포스포 Thr
172
AMPKa, 항-AMPKa, 항-BDNF 항체, 항-시누클레인, 및 항-β-액틴(Cell signaling

technology,  Beverly,  MA,  USA),  항-TH(Santa  Cruz  Biotechnology,  CA,  USA)  항체와  반응시켰다.  TBS-T

(0.05%)로 세척한 후, 블랏을 홀스라디쉬 퍼옥시데이즈(horseradish peroxidase)-연결된 항-토끼 항체와 함께

반응시켰고, 그 밴드는 ECL system (Thermo Fisher Scienctific, USA)를 사용하여 관찰하였다. 밴드 이미지는

Molecular Imager ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)를 사용하여 얻었고 밴드의 강도는 Image Lab
TM

software version 2.0.1 (Bio-Rad)를 이용하여 분석하였다.
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3-4. A53T 알파-시누클레인 형질전환 마우스에서 운동기능, pGSK-3β, pAMPK, 시누클레인 및 뇌유래신경영양인[0191]

자 단백질 발현에 있어서 MCH의 효과

A53T 알파-시누클레인 형질전환 마우스에서 MCH의 효과를 확인하기 위하여, MCH를 주입한 그룹과 주입하지 않은[0193]

그룹, 두 그룹으로 나누어 실험을 진행하였다. 

MCH를 주입하기 전, 두 그룹의 로드 위에 있던 시간(latency time)은 차이가 없었다. 4주 째, MCH를 주입한 그[0194]

룹은 MCH를 주입하지 않은 그룹보다 로타로드 테스트에서 로드 위에 훨씬 오래 있었다(p<0.01)(도 10). 또한,

두 그룹 간의 체중 및 섭취량에서도 차이가 없었다. 

A53T 알파-시누클레인 형질전환 마우스에서 MCH의 작용 메커니즘을 조사하기 위하여, 흑질에서 Akt의 타겟으로[0195]

서 GSK3β의 인산화,  AMPK의  인산화,  뇌유래신경영양인자(Brain-derived  neurotrophic  factor,  BDNF)  발현,

AMPK의 다운스트림 타겟으로써 시누클레인(synuclein)의 발현을 확인하였다. 그 결과, MCH가 A53T 알파-시누클

레인 형질전환 마우스의 흑질에서 GSK3-β 및 AMPK의 인산화 발현을 증가시켰고 BDNF 단백질의 발현 역시 증가

시켰으며, 시누클레인 단백질의 발현은 감소시켰다(도 11). 

4. 6-히드록시도파민으로 유도되는 파킨슨병 모델에서 레보도파로 유발되는 부작용에 있어 MCH의 효과[0197]

4-1. 동물 모델 준비[0199]

각각 24-26  g의 무게를 가지는 9주된 수컷 C57BL/6  마우스(Central  Lab.  Animal  Inc.,  Seoul,  Republic  of[0201]

Korea)를 사용하였다. 모든 실험은 동물 복지를 위한 경희대학교 동물 보호 위원회의 승인을 받았고, NIH 및 대

한의학회의 가이드라인에 따라 엄격하게 유지하였다. 입체 정위 시술(stereotaxic surgery)은 마우스의 스트리

아타(striata)에서 편측 6-OHDA 병변(unilateral 6-OHDA lesions)을 만들어 수행하였다.

4-2. 편측 병변에 대한 입체 정위 시술[0203]

입체 정위 시술을 위해서, 마우스를 틸레타마인 + 졸라제팜(tiletamine + zolazepam, 30 mg/kg; Zoletil 50,[0205]

Virbac, France) 및 자일라진(xylazine, 10 mg/kg; Rompun, Bayer Korea, Republic of Korea)을 포함하는 생리

식염수로 마취시켰고 마우스 어답터(mouse adaptor, Stoelting Co., USA)로 정위적 틀(stereotactic frame)에

서 고정시켰다. 6-OHDA-HCl 혼합액(3.0 mg/ml; Sigma Aldrich, USA)은 0.02 % 아스코르브산-기반 생리식염수에

용해시켰다. 마우스에는 마우스의 뇌 아틀라스(atlas)에 따라 편측으로 우측 선조체에 염류용액 또는 6-OHDA를

주입하였다: +1.0 mm of AP, -2.1 mm of ML, -3.2 mm of DV; 및 +0.3 mm of AP, -2.3 mm of ML, -3.2 mm of

DV(BJ and GP, 2008). 각각의 주입률(flow rate)은 0.5 ㎕/min이다.

4-3. 비정상불수의 운동(AIM) 수치[0207]

레보도파로  유발되는  운동장애(levodopa  induced  dyskinesia,  LID)를  정량화하기  위해,  관찰자(blinded[0209]

observer)가 비정상 행동을 평가할 수 있도록 분리된 케이지에 각각의 마우스를 두었다. 레보도파 또는 운반체

(vehicle, Cenci et al., 1998)를 주입한 후 20분부터 140분까지 20분마다 각각 관찰하였다. 그들이 보여주는

행동이 다음 조건들을 만족시킨다면 LID에 의한 움직임이라고 간주하였다: (1) 레보도파 주입 후 개선된 움직임

(2) 병변의 반대편으로 향하는 움직임 (3) 반복적이고 목적이 없고 명확히 자연스럽지 않은 움직임.

그리고 나서, AIM 수치를 하위유형을 분리하였다: (1) 축의 AIM(axial AIM), 반대편을 향해 몸과 목을 비틀은[0210]
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자세;  (2)  사지  AIM,  반복적이고  규칙적인  경련  또는  앞다리의  근긴장이상  자세;  및  (3)  입  및  혀의

AIM(orolingual AIM), 비정상 저작 움직임 및 때때로 혀의 과장된 움직임. 이러한 하위유형을 수치화하기 위해,

이상운동증은 빈도수를 반영하는 4점 규모로 수치화하였다(0, 없음; 1, 때때로; 2, 자주; 3, 외부의 자극에 의

해 중단되지만 계속적인; 4, 외부의 자극에 의해 중단되지 않고 계속적이고 심각한). 수치화 후, 각 그룹의 비

교를 위해, AIM 수치의 3가지 하위유형(축, 사지, 오로링구어 AIM)을 통합하였다.

4-4. 레보도파에 의해 유발된 비정상 불수의 운동에 있어 MCH의 효과[0212]

레보도파에 의해 유발된 부작용에 있어 MCH의 효과를 알아보기 위해, L-도파 주입 후 AIM 수치를 평가하였다.[0214]

그 결과, L-도파(20 mg/kg)를 투여한 그룹은 6-OHDA 그룹 및 대조군과 비교하여 이상운동증(p<0.05)이 더 많이[0215]

유발되었다. 또한, L-도파와 함께 MCH(0.5 mg/kg)를 주입한 그룹은 L-도파만을 투여한 그룹들보다(p<0.05) 이상

운동증이 더 적게 유발되었다(도 12). AIM 수치의 하위 분석(sub-analysis)은 AIM 수치의 모든 하위 카테고리

(subcategories)도 이런 경향을 가지고 있음을 보여주었다.

도면

도면1
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도면2

도면3
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도면11

도면12

서 열 목 록

<110>    University-Industry Cooperation Group of Kyung Hee University

<120>    Pharmaceutical composition for inhibition of levodopa induced

         side effect and treatment of Parkinson's disease comprising

         melanin concentrating hormone

<130>    KPA150561-KR

<160>    2

<170>    KopatentIn 2.0
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<210>    1

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    sense_primer

<400>    1

tgtaggctcc aaaaccaagg                                                     20

<210>    2

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    antisense_primer

<400>    2

tgtcaggatc cacaggcata                                                     20
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