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(54) 발명의 명칭 Gancaonin N을 유효성분으로 포함하는 염증질환 또는 면역질환의 예방, 개선 또는 치료용 조
성물

(57) 요 약

본 발명은 감초(Glycyrrhiza aspera Pall) 뿌리와 지상부 유래의 플라보노이드 성분인 Gancaonin N을 유효성분

으로 포함하는 염증질환 또는 면역질환의 예방, 개선 또는 치료용 조성물에 관한 것이다. 본 발명에 따르면, 감

초(Glycyrrhiza aspera Pall) 뿌리와 지상부 유래의 플라보노이드 성분인 Gancaonin N은 염증 유발에 있어 중요

한 인자인 나이트릭옥사이드(nitric oxide, NO)의 생성을 억제하고, 염증을 유도하는 인자로 알려진 PGE2, iNOS

및 COX-2의 발현을 억제하며, 세포 독성을 나타내지 않는 것을 확인하였는바, 본 발명의 Gancaonin N을 유효성분

으로 포함하는 조성물은 부작용이 적은 안전한 천연 염증질환 및 면역질환 치료제, 특히 폐 염증 치료제로써 유

용하게 이용될 수 있을 것이다.   
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

Gancaonin N을 유효성분으로 포함하는, 염증질환 또는 면역질환의 예방 또는 치료용 약학적 조성물.

청구항 2 

제1항에 있어서,

상기 조성물은 일산화질소(Nitric Oxide, NO), 프로스타글란딘(Prostaglandin 2, PGE2) 및 사이클로 옥시게나

아제(cyclo oxygenase-2, COX-2)로 이루어진 그룹에서 선택되는 하나 이상의 생성을 억제하는 것을 특징으로 하

는, 약학적 조성물.

청구항 3 

제1항에 있어서,

상기 조성물은 전염증성 사이토카인(pro-inflammatory cytokine) 및 이를 암호화하는 유전자의 발현을 억제하는

것을 특징으로 하는, 약학적 조성물.

청구항 4 

제3항에 있어서,

상기  전염증성  사이토카인(pro-inflammatory  cytokine)은  종양괴사인자-α(TNF-α),  인터루킨-1베타(IL-1β)

및 인터루킨 6(IL-6)으로 이루어진 그룹에서 선택되는 것을 특징으로 하는, 약학적 조성물.

청구항 5 

제1항에 있어서,

상기 조성물은 세포외 신호조절 키나아제(ERK), p38 및 p65로 이루어진 그룹에서 선택되는 하나 이상의 발현을

억제하는 것을 특징으로 하는, 약학적 조성물.

청구항 6 

제1항에 있어서,

상기 염증질환은 여드름, 지루성 피부염, 접촉성 피부염, 아토피성 피부염, 알러지성 피부염, 홍반선 루프스,

구진상 두드러기, 건선, 천식, 위염, 부종, 결막염, 치주염, 비염, 중이염, 인후염, 편도염, 폐렴, 간염, 식도

염, 위궤양, 장염, 췌장염, 십이지장궤양, 대장염, 치질, 통풍, 강직성 척추염, 류마티스 열, 루푸스, 섬유근통

(fibromyalgia), 건선관절염, 골관절염, 류마티스 관절염, 견관절주위염, 건염, 건초염, 건주위염, 근육염, 방

광염,  신장염,  다발성  경화증  및  패혈증으로  이루어진  군으로부터  선택되는  것을  특징으로  하는,  약학적

조성물.

청구항 7 
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제1항에 있어서,

상기 면역질환은 자가면역질환, 전신성 홍반성 낭창, 경피증, 쇼그렌 증후군, 다발성 근염, 피부근염, 류마티스

다발성 근육통, 측두동맥염, 결절성 다발 동맥염 및 베체트 증후군으로 이루어진 군으로부터 선택되는 것을 특

징으로 하는, 약학적 조성물.

청구항 8 

제1항에 있어서,

상기 Gancaonin N이 5 내지 60 μM 양으로 포함되는 것을 특징으로 하는, 약학적 조성물.

청구항 9 

Gancaonin N을 유효성분으로 포함하는, 염증질환 또는 면역질환의 예방 또는 개선용 건강기능식품 조성물.

청구항 10 

제9항에 있어서,

상기 염증질환은 여드름, 지루성 피부염, 접촉성 피부염, 아토피성 피부염, 알러지성 피부염, 홍반선 루프스,

구진상 두드러기, 건선, 천식, 위염, 부종, 결막염, 치주염, 비염, 중이염, 인후염, 편도염, 폐렴, 간염, 식도

염, 위궤양, 장염, 췌장염, 십이지장궤양, 대장염, 치질, 통풍, 강직성 척추염, 류마티스 열, 루푸스, 섬유근통

(fibromyalgia), 건선관절염, 골관절염, 류마티스 관절염, 견관절주위염, 건염, 건초염, 건주위염, 근육염, 방

광염, 신장염, 다발성 경화증 및 패혈증으로 이루어진 군으로부터 선택되는 것을 특징으로 하는, 건강기능식품

조성물.

청구항 11 

제9항에 있어서,

상기 면역질환은 자가면역질환, 전신성 홍반성 낭창, 경피증, 쇼그렌 증후군, 다발성 근염, 피부근염, 류마티스

다발성 근육통, 측두동맥염, 결절성 다발 동맥염 및 베체트 증후군으로 이루어진 군으로부터 선택되는 것을 특

징으로 하는, 건강기능식품 조성물.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 감초(Glycyrrhiza aspera Pall) 뿌리와 지상부 유래 플라보노이드 성분인 Gancaonin N을 유효성분으[0001]

로 포함하는 염증질환 또는 면역질환의 예방, 개선 또는 치료용 조성물에 관한 것이다.  

배 경 기 술

염증반응은 다양한 자극에 대한 신체방어 메커니즘으로 만성 염증반응은 다양한 질병을 유발할 수 있다. 유도성[0002]

일산화질소 합성효소(iNOS)에 의해 과잉 생성되는 NO는 다양한 염증관련 질병에 연관되며, 효과적인 iNOS의 차

단제는 치료제로서의 가치를 지닌다. 생체가 병원균에 감염이 되거나 어떤 원인에 의해서 면역체계가 항진된 경

우 대식세포가 작용을 하는데, 대식세포는 병원균과 면역세포인 T-세포의 활성 물질의 도움으로 병원균에 대항

해서 숙주를 방어하는 중요한 역할을 하며, 이러한 활성은 몇 개의 중간체에 의해 조절된다. 그 중에서 특히 대

식세포에 의한 일산화질소(NO)의 생성은 박테리아, 곰팡이 및 기생세균을 사멸시키거나 성장을 억제하는 중요한

매개체로 작용한다. 아주 불안정한 가스인 일산화질소(NO)는 인체에서 병원균 및 종양세포를 사멸시키거나 면역

체계를 조절하는 중요한 대식세포 매개체로 알려져 있다. 그러나, 일산화질소가 과도하게 생성되면, 숙주세포를

죽이고 염증을 일으키는 부작용이 있다. 병원균의 사멸 후에도 계속해서 대식세포가 일산화질소를 과잉 생산하
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는 경우 패혈증 후 쇼크 또는 심한 염증 질환을 일으키며 자가면역질환을 일으킨다. 즉, 일산화질소의 생성이

부족한 경우는 대식세포의 매개체로의 역할에 문제가 되지만, 과량으로 생성될 경우는 염증이나 부작용을 초래

하게 되는 것이다. 그러므로, iNOS에서 생성되는 일산화질소의 양은 적절히 조절되어야 한다. 또한, 사이클로옥

시게나아제-2(Cyclooxygenase; COX-2)는 다양한 염증유발 물질과 사이토카인들에 의해 발현이 유도되는 효소로

서, 여러 종류의 암에서 COX-2의 발현이 비정상적으로 증가된다는 사실이 보고되고 있으며, COX-2에 의해 생성

되는 프로스타글란딘 E2(Prostaglandin E2; PGE2)는 염증반응과 직접적으로 연관되어 있다. 

한편, 근래에 들어서 생체내 안전성 등을 고려하여 생약에 대한 관심이 높아지고 있다. 따라서 식물로부터 추출[0003]

한 성분을 유효성분으로 한 치료제에 대한 연구가 많이 진행되고 있으며, 생약에는 우리가 미처 인식하지 못한

유효성분이 포함되어 있다고 알려져 있다. 따라서, 유효한 약제 조성성분을 생약으로부터 추출하는 것은 현대

약학에 있어 새로운 연구 대상으로 등장하고 있다.

발명의 내용

해결하려는 과제

상기와 같은 배경하에, 본 발명자들은 염증질환 및 면역질환의 예방, 개선 또는 치료를 위해 유효한 생약 성분[0004]

을 연구한 결과, 감초 뿌리와 지상부 유래의 플라보노이드 성분인 Gancaonin N이 염증 유발에 있어 중요한 인자

인 나이트릭옥사이드(nitric oxide, NO)의 생성을 억제하고, 염증을 유도하는 인자로 알려진 iNOS와 COX-2의 발

현을 억제하며, 세포 독성이 적음을 확인하였는바, 이에 기초하여 본 발명을 완성하였다. 

이에, 본 발명은 Gancaonin N을 유효성분으로 포함하는 염증질환 또는 면역질환의 예방 또는 치료용 약학적 조[0005]

성물을 제공하는 것을 목적으로 한다. 

또한, 본 발명은 Gancaonin N을 유효성분으로 포함하는 염증질환 또는 면역질환의 예방 또는 개선용 건강기능식[0006]

품 조성물을 제공하는 것을 다른 목적으로 한다. 

그러나 본 발명이 이루고자 하는 기술적 과제는 이상에서 언급한 과제에 제한되지 않으며, 언급되지 않은 또 다[0008]

른 과제들은 아래의 기재로부터 당업자에게 명확하게 이해될 수 있을 것이다.

과제의 해결 수단

상기와 같은 본 발명의 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 Gancaonin N을 유효성분으로 포함하는 염증질환 또[0009]

는 면역질환의 예방 또는 치료용 약학적 조성물을 제공한다.

본 발명의 일실시예에 있어서, 상기 조성물은 일산화질소(Nitric Oxide, NO), 프로스타글란딘(Prostaglandin 2,[0010]

PGE2) 및 사이클로 옥시게나아제(cyclo oxygenase-2, COX-2)로 이루어진 그룹에서 선택되는 하나 이상의 생성을

억제할 수 있다.

본 발명의 다른 실시예에 있어서, 상기 조성물은 전염증성 사이토카인(pro-inflammatory cytokine) 및 이를 암[0011]

호화하는 유전자의 발현을 억제할 수 있다.

본 발명의 또 다른 실시예에 있어서, 상기 전염증성 사이토카인(pro-inflammatory cytokine)은 종양괴사인자-α[0012]

(TNF-α), 인터루킨-1베타(IL-1β) 및 인터루킨 6(IL-6)으로 이루어진 그룹에서 선택되는 것일 수 있다.

본 발명의 또 다른 실시예에 있어서, 상기 조성물은 세포외 신호조절 키나아제(ERK), p38 및 p65로 이루어진 그[0013]

룹에서 선택되는 하나 이상의 발현을 억제할 수 있다.

본  발명의  또  다른  실시예에  있어서,  상기  염증질환은  여드름,  지루성  피부염,  접촉성  피부염,  아토피성[0014]

피부염, 알러지성 피부염, 홍반선 루프스, 구진상 두드러기, 건선, 천식, 위염, 부종, 결막염, 치주염, 비염,

중이염, 인후염, 편도염, 폐렴, 간염, 식도염, 위궤양, 장염, 췌장염, 십이지장궤양, 대장염, 치질, 통풍, 강직

성 척추염, 류마티스 열, 루푸스, 섬유근통 (fibromyalgia), 건선관절염, 골관절염, 류마티스 관절염, 견관절주

위염, 건염, 건초염, 건주위염, 근육염, 방광염, 신장염, 다발성 경화증 및 패혈증으로 이루어진 군으로부터 선

택되는 것일 수 있다.

본 발명의 또 다른 실시예에 있어서, 상기 면역질환은 자가면역질환, 전신성 홍반성 낭창, 경피증, 쇼그렌 증후[0015]

군, 다발성 근염, 피부근염, 류마티스 다발성 근육통, 측두동맥염, 결절성 다발 동맥염 및 베체트 증후군으로
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이루어진 군으로부터 선택되는 것일 수 있다.

본 발명의 또 다른 실시예에 있어서, 상기 Gancaonin N은 5 내지 60 μM 양으로 포함되는 것일 수 있다.[0016]

또한, 본 발명은 Gancaonin N을 유효성분으로 포함하는 염증질환 또는 면역질환의 예방 또는 개선용 건강기능식[0017]

품 조성물을 제공한다. 

본 발명의 일실시예에 있어서, 상기 염증질환은 여드름, 지루성 피부염, 접촉성 피부염, 아토피성 피부염, 알러[0018]

지성 피부염, 홍반선 루프스, 구진상 두드러기, 건선, 천식, 위염, 부종, 결막염, 치주염, 비염, 중이염, 인후

염, 편도염, 폐렴, 간염, 식도염, 위궤양, 장염, 췌장염, 십이지장궤양, 대장염, 치질, 통풍, 강직성 척추염,

류마티스 열, 루푸스, 섬유근통 (fibromyalgia), 건선관절염, 골관절염, 류마티스 관절염, 견관절주위염, 건염,

건초염, 건주위염, 근육염, 방광염, 신장염, 다발성 경화증 및 패혈증으로 이루어진 군으로부터 선택되는 것일

수 있다.

본 발명의 다른 실시예에 있어서, 상기 면역질환은 자가면역질환, 전신성 홍반성 낭창, 경피증, 쇼그렌 증후군,[0019]

다발성 근염, 피부근염, 류마티스 다발성 근육통, 측두동맥염, 결절성 다발 동맥염 및 베체트 증후군으로 이루

어진 군으로부터 선택되는 것일 수 있다.

또한,  본  발명은  상기  Gancaonin  N을  유효성분으로  포함하는  약학적  조성물을  개체에  투여하는  단계를[0020]

포함하는, 염증질환 또는 면역질환의 예방 또는 치료방법을 제공한다. 

또한, 본 발명은 상기 약학적 조성물의 염증질환 또는 면역질환의 예방 또는 치료용도를 제공한다. [0021]

발명의 효과

본 발명에 따르면, 감초(Glycyrrhiza aspera Pall) 뿌리와 지상부 유래의 플라보노이드 성분인 Gancaonin N은[0022]

염증 유발에 있어 중요한 인자인 나이트릭옥사이드(nitric oxide, NO)의 생성을 억제하고, 염증을 유도하는 인

자로 알려진 PGE2, iNOS 및 COX-2의 발현을 억제하며, 세포 독성을 나타내지 않는 것을 확인하였는바, 본 발명

의 Gancaonin N을 유효성분으로 포함하는 조성물은 부작용이 적은 안전한 천연 염증질환 및 면역질환 치료제,

특히 폐 염증 치료제로써 유용하게 이용될 수 있을 것이다.  

도면의 간단한 설명

도 1a는 Gancaonin N을 다양한 농도로 처리(5, 10, 20, 40 μM)하고 24시간 동안 배양한 RAW264.7 세포에서 세[0023]

포 생존율(Cell viability)을 측정한 결과이다. 

도 1b는 Gancaonin N을 다양한 농도로 처리(5, 10, 20, 40 μM)하고 24시간 동안 배양한 A549 세포에서 세포

생존율(Cell viability)을 측정한 결과이다. 

도 2a는 LPS로 자극한 RAW264.7 세포에서 Gancaonin N의 처리 농도(0, 5, 10, 20, 40 μM)에 따른 일산화질소

(NO)의 생성량 변화를 측정한 결과이다(###P < 0.001은 음성대조군과 비교하여 유의성을 나타내고, *p < 0.05,

**p < 0.01, ***p < 0.001 는 LPS 단독처리군과 비교했을 때, 유의성을 나타냄). 

도 2b는 LPS로 자극한 RAW264.7 세포에서 Gancaonin N의 처리 농도(0, 5, 10, 20, 40μM)에 따른 프로스타글란

딘 E2(PGE2) 단백질의 생성량 변화를 측정한 결과이다(###P < 0.001은 음성대조군과 비교하여 유의성을 나타내

고, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 는 LPS 단독처리군과 비교했을 때, 유의성을 나타냄). 

도 2c는 LPS로 자극한 RAW264.7 세포에서 Gancaonin N의 처리 농도(0, 5, 10, 20, 40μM)에 따른 유도성 일산

화질소 합성효소(iNOS)의 생성량 변화를 측정한 결과이다(###P < 0.001은 음성대조군과 비교하여 유의성을 나타

내고, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 는 LPS 단독처리군과 비교했을 때, 유의성을 나타냄). 

도 2d는 LPS로 자극한 RAW264.7 세포에서 Gancaonin N의 처리 농도(0, 5, 10, 20, 40μM)에 따른 사이클로 옥

시게나아제-2(COX-2)의 생성량 변화를 측정한 결과이다(###P < 0.001은 음성대조군과 비교하여 유의성을 나타내

고, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 는 LPS 단독처리군과 비교했을 때, 유의성을 나타냄). 

도 3a는 LPS로 자극한 A549 세포에서 Gancaonin N의 처리 농도(0, 5, 10, 20, 40μM)에 따른 전염증성 사이토

카인(proinflammatory cytokine)인 종양괴사인자-α(TNF-α)의 mRNA발현 수준을 확인한 결과이다(###P < 0.001

은 음성대조군과 비교하여 유의성을 나타내고, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 는 LPS 단독처리군과 비

교했을 때, 유의성을 나타냄). 
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도 3b는 LPS로 자극한 A549 세포에서 Gancaonin N의 처리 농도(0, 5, 10, 20, 40μM)에 따른 전염증성 사이토

카인(proinflammatory cytokine)인 인터루킨-1베타(IL-1β)의 mRNA발현 수준을 확인한 결과이다(###P < 0.001

은 음성대조군과 비교하여 유의성을 나타내고, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 는 LPS 단독처리군과 비

교했을 때, 유의성을 나타냄). 

도 3c는 LPS로 자극한 A549 세포에서 Gancaonin N의 처리 농도(0, 5, 10, 20, 40μM)에 따른 전염증성 사이토

카인(proinflammatory cytokine)인 인터루킨 6(IL-6)의 mRNA발현 수준을 확인한 결과이다(###P < 0.001은 음성

대조군과 비교하여 유의성을 나타내고, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 는 LPS 단독처리군과 비교했을

때, 유의성을 나타냄). 

도 4a는 LPS로 자극한 A549 세포에서 Gancaonin N의 처리 농도(0, 5, 10, 20, 40μM)에 따른 전염증성 사이토

카인(proinflammatory cytokine)인 종양괴사인자-α(TNF-α)의 단백질 수준을 확인한 결과이다(###P < 0.001은

음성대조군과 비교하여 유의성을 나타내고, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 는 LPS 단독처리군과 비교했

을 때, 유의성을 나타냄). 

도 4b는 LPS로 자극한 A549 세포에서 Gancaonin N의 처리 농도(0, 5, 10, 20, 40μM)에 따른 전염증성 사이토

카인(proinflammatory cytokine)인 인터루킨-1베타(IL-1β)의 단백질 수준을 확인한 결과이다(###P < 0.001은

음성대조군과 비교하여 유의성을 나타내고, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 는 LPS 단독처리군과 비교했

을 때, 유의성을 나타냄). 

도 4c는 LPS로 자극한 A549 세포에서 Gancaonin N의 처리 농도(0, 5, 10, 20, 40μM)에 따른 전염증성 사이토

카인(proinflammatory cytokine)인 인터루킨 6(IL-6)의 단백질 수준을 확인한 결과이다(###P < 0.001은 음성대

조군과 비교하여 유의성을 나타내고, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 는 LPS 단독처리군과 비교했을 때,

유의성을 나타냄). 

도 4d는 LPS로 자극한 A549 세포에서 Gancaonin N의 처리 농도(0, 5, 10, 20, 40μM)에 따른 사이클로 옥시게

나아제-2(COX-2)의 단백질 수준을 확인한 결과이다(###P < 0.001은 음성대조군과 비교하여 유의성을 나타내고,

*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 는 LPS 단독처리군과 비교했을 때, 유의성을 나타냄). 

도 5a는 MAPK/NF- κB 신호 전달 경로에 대한 Gancaonin N의 역할을 확인하기 위하여,  LPS로 자극한 A549 세

포에서 Gancaonin N의 처리 농도(0, 5, 10, 20, 40μM)에 따른 세포외 신호조절 키나아제(ERK)의 단백질 수준

및 이의 활성화 수준을 확인한 결과이다(###P < 0.001은 음성대조군과 비교하여 유의성을 나타내고, *p < 0.05,

**p < 0.01, ***p < 0.001 는 LPS 단독처리군과 비교했을 때, 유의성을 나타냄). 

도 5b는 MAPK/NF- κB 신호 전달 경로에 대한 Gancaonin N의 역할을 확인하기 위하여,  LPS로 자극한 A549 세

포에서 Gancaonin N의 처리 농도(0, 5, 10, 20, 40μM)에 따른 p-38의 단백질 수준 및 이의 활성화 수준을 확

인한 결과이다(###P  <  0.001은 음성대조군과 비교하여 유의성을 나타내고, *p  <  0.05,  **p  <  0.01,  ***p  <

0.001 는 LPS 단독처리군과 비교했을 때, 유의성을 나타냄). 

도 5c는 MAPK/NF- κB 신호 전달 경로에 대한 Gancaonin N의 역할을 확인하기 위하여,  LPS로 자극한 A549 세

포에서 Gancaonin N의 처리 농도(0, 5, 10, 20, 40μM)에 따른 p65의 단백질 수준을 확인한 결과이다(###P <

0.001은 음성대조군과 비교하여 유의성을 나타내고, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 는 LPS 단독처리군

과 비교했을 때, 유의성을 나타냄). 

도 5d는 MAPK/NF- κB 신호 전달 경로에 대한 Gancaonin N의 역할을 확인하기 위하여, LPS로 자극한 A549 세포

에 면역형광염색을 수행하여 NF- κB p65의 발현을 확인한 결과이다.

도  6a는  대조군  및  LPS에  의해  유도된  급성폐손상(Acute  Lung  Injury,  ALI)  마우스  모델에  Gancaonin  N

10mg/kg(GN  10mg/kg),  Gancanonin  30mg/kg(GN  30mg/kg)  또는  항염증  효과를  가지고  있는  덱사메타손

(dexamethasone) 3mg/kg(DEX 3mg/kg)을 처리한 다음, Diff-Quik kit로 염색한 결과이다.

도  6b는  대조군  및  LPS에  의해  유도된  급성폐손상(Acute  Lung  Injury,  ALI)  마우스  모델에  Gancaonin  N

10mg/kg, Gancanonin 30mg/kg 또는 항염증 효과를 가지고 있는 덱사메타손 3mg/kg을 투여하면서, 기관지 폐포

세척액(Bronchoalveolar lavage fluid, BALF)의 총 세포수를 확인한 결과이다.  

도  6c는  대조군  및  LPS에  의해  유도된  급성폐손상(Acute  Lung  Injury,  ALI)  마우스  모델에  Gancaonin  N

10mg/kg, Gancanonin 30mg/kg 또는 항염증 효과를 가지고 있는 덱사메타손 3mg/kg을 투여하면서, 기관지 폐포
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세척액(Bronchoalveolar lavage fluid, BALF)의 호중성 과립구(Neutrophil)의 수를 확인한 결과이다.

도  7은  대조군  및  LPS에  의해  유도된  급성폐손상(Acute  Lung  Injury,  ALI)  마우스  모델에  Gancaonin  N

10mg/kg, Gancanonin 30mg/kg 또는 항염증 효과를 가지고 있는 덱사메타손 3mg/kg을 투여하면서, 폐의 W/D 비

율을 확인한 결과이다.

도  8은  대조군  및  LPS에  의해  유도된  급성폐손상(Acute  Lung  Injury,  ALI)  마우스  모델에  Gancaonin  N

10mg/kg, Gancanonin 30mg/kg 또는 항염증 효과를 가지고 있는 덱사메타손 3mg/kg을 투여하면서, 염증성 단백질

의 수준을 확인한 결과이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 발명자들은 본 발명자들은 염증질환 및 면역질환의 예방, 개선 또는 치료를 위해 유효한 생약 성분을 연구한[0024]

결과, 감초 뿌리와 지상부 유래의 플라보노이드 성분인 Gancaonin N이 염증 유발에 있어 중요한 인자인 나이트

릭옥사이드(nitric oxide, NO)의 생성을 억제하고, 염증을 유도하는 인자로 알려진 iNOS와 COX-2의 발현을 억제

하며, 세포 독성이 적음을 확인하였는바, 이에 기초하여 본 발명을 완성하였다. 

이에, 본 발명은 Gancaonin N을 유효성분으로 포함하는 염증질환 또는 면역질환의 예방 또는 치료용 약학적 조[0025]

성물을 제공한다. 

본 발명에 있어서, 상기 Gancaonin N은 감초뿌리와 지상부에서 유래한 플라보노이드 성분 중 하나로서, IUPAC[0026]

명칭은 5,7-dihydroxy-3-(2-hydroxy-4-methoxyphenyl)-6-(3-methylbut-2-enyl)chromen-4-one인 C21H20O6의 분자

식을 가지는 것일 수 있으며, 보다 구체적으로는 하기 화학식의 구조를 갖는 것일 수 있다. 

[화학식][0027]

 [0028]

상기 조성물은 일산화질소(Nitric Oxide, NO), 프로스타글란딘(Prostaglandin 2, PGE2) 또는 사이클로 옥시게[0029]

나아제(cyclo oxygenase-2, COX-2)의 발현을 억제할 수 있다.

본 발명에서 사용되는 용어, “일산화 질소(Nitric oxide, NO)는 혈관을 확장시키는 역할을 하는 대표적인 염증[0030]

에 관련된 인자 중 하나이다. 대식세포가 자극을 받으면 산화질소 합성효소(inducible nitric oxide synthase,

iNOS)라는 효소에 의해 L-알기닌이 L-시트룰린으로 변하는 과정에서 일산화질소(NO)가 생성됨으로써 대식세포로

부터 NO가 생성된다.

본 발명에서 사용되는 용어, 프로스타글란딘(Prostaglandin 2, PGE2)은 염증 반응의 매개체로 작용할 수 있는[0031]

아라키돈산(Arachidonic acid)에서 생합성되는 에이코사노이드(Eicosanoid) 중 하나로서, COX-2의 작용에 의해

합성될 수 있다.

본 발명의 약학적 조성물은 전염증성 사이토카인(pro-inflammatory cytokine)  및 이를 암호화하는 유전자의 발[0032]

현을 억제하는 것일 수 있다. 상기 전염증성 사이토카인은 종양괴사인자-α(TNF-α), 인터루킨-1베타(IL-1β)

또는 인터루킨 6(IL-6)일 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다. 또한, 본 발명의 약학적 조성물은 세포외 신

호조절 키나아제(ERK), p38 또는 p65의 발현을 억제할 수 있으며, 이는 Gancaonin N을 포함하는, 본 발명의 조

성물이 염증 질환과 관련이 있는 MAPK/NF-κB 신호전달경로를 조절할 수 있음을 의미한다.

본 발명에서 사용되는 용어, “염증질환” 이란, 여드름, 지루성 피부염, 접촉성 피부염, 아토피성 피부염, 알[0033]

러지성 피부염, 홍반선 루프스, 구진상 두드러기, 건선, 천식, 위염, 부종, 결막염, 치주염, 비염, 중이염, 인

후염, 편도염, 폐렴, 간염, 식도염, 위궤양, 장염, 췌장염, 십이지장궤양, 대장염, 치질, 통풍, 강직성 척추염,

류마티스 열, 루푸스, 섬유근통 (fibromyalgia), 건선관절염, 골관절염, 류마티스 관절염, 견관절주위염, 건염,

건초염, 건주위염, 근육염, 방광염, 신장염, 다발성 경화증 및 패혈증으로 이루어진 군에서 선택되는 것일 수

있고, 바람직하게는 폐렴일 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다.
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본 발명에서 사용되는 용어, “면역질환”이란, 면역 조절 이상에 의해 발생되는 질환을 의미하며, 자가면역질[0034]

환,  전신성  홍반성  낭창,  경피증,  쇼그렌  증후군,  다발성  근염,  피부근염,  류마티스  다발성  근육통,

측두동맥염, 결절성 다발 동맥염 및 베체트 증후군으로 이루어진 군으로부터 선택되는 것일 수 있으나, 이에 제

한되는 것은 아니다.

상기 약학적 조성물은 Gancaonin N을 5 내지 60 μM 양으로 포함할 수 있으며, 바람직하게는 5 내지 50 μM, 더[0035]

욱 바람직하게는 5 내지 40 μM의 양으로 포함할 수 있으나, 이에 제한되지 않는다.

본 발명에서 사용되는 용어, "예방"이란 본 발명에 따른 약학적 조성물의 투여에 의해 염증질환 또는 면역질환[0036]

을 억제시키거나 발병을 지연시키는 모든 행위를 의미한다.

본 발명에서 사용되는 용어, "치료"란 본 발명에 따른 약학적 조성물의 투여에 의해 염증질환 또는 면역질환에[0037]

대한 증세가 호전되거나 이롭게 변경되는 모든 행위를 의미한다.

본 발명의 일실시예에 있어서, 본 발명자들은 Gancaonin N을 포함하는, 본 발명의 조성물은 Raw264.7 세포 및[0038]

A549 세포에 처리했을 때, 세포독성을 보이지 않으면서(실시예 2), 일산화 질소(실시예 3), 염증관련 인자(실시

예 4) 및 전염증성 인자(실시예 5)의 발현을 유의하게 억제할 수 있음을 구체적으로 확인하였다.

본 발명의 다른 실시예에 있어서, LPS에 의해 급성 폐손상이 유도된 마우스 모델에서 Gancaonin N을 처리하는[0039]

경우, 염증세포의 침윤이 감소하고, 폐부종의 중증도가 개선되며, 전염증성 인자의 단백질 발현이 감소하는 것

을 확인할 수 있었고, 이러한 효과는 기존에 항염증제로 사용되고 있는 덱사메타손의 효과와 유사한 수준이라는

것을 확인할 수 있었다(실시예 7).

본 발명자들은 상기와 같은 결과를 통해, 본원발명의 Gancaonin N은 세포독성이 없이도 염증을 유의하게 억제할[0040]

수 있음을 구체적으로 확인하였다.

본 발명에 따른 상기 약학적 조성물은 Gancaonin N을 유효성분으로 포함하며, 약학적으로 허용 가능한 담체를[0041]

더 포함할 수 있다. 상기 약학적으로 허용 가능한 담체는 제제 시에 통상적으로 이용되는 것으로서, 식염수, 멸

균수, 링거액, 완충 식염수, 사이클로덱스트린, 덱스트로즈 용액, 말토덱스트린 용액, 글리세롤, 에탄올, 리포

좀 등을 포함하지만 이에 한정되지 않으며, 필요에 따라 항산화제, 완충액 등 다른 통상의 첨가제를 더 포함할

수 있다. 또한 희석제, 분산제, 계면활성제, 결합제, 윤활제 등을 부가적으로 첨가하여 수용액, 현탁액, 유탁액

등과 같은 주사용 제형, 환약, 캡슐, 과립 또는 정제로 제제화할 수 있다. 적합한 약학적으로 허용되는 담체 및

제제화에 관해서는 레밍턴의 문헌에 개시되어 있는 방법을 이용하여 각 성분에 따라 바람직하게 제제화할 수 있

다. 본 발명의 약학적 조성물은 제형에 특별한 제한은 없으나 주사제, 흡입제, 피부 외용제 등으로 제제화할 수

있다. 

본 발명의 약학적 조성물은 목적하는 방법에 따라 경구 투여하거나 비경구 투여(예를 들어, 정맥 내, 피하, 복[0042]

강 내 또는 국소에 적용)할 수 있으며, 투여량은 환자의 상태 및 체중, 질병의 정도, 약물형태, 투여경로 및 시

간에 따라 다르지만, 당업자에 의해 적절하게 선택될 수 있다.

본 발명의 약학적 조성물은 약학적으로 유효한 양으로 투여한다. 본 발명에 있어서 "약학적으로 유효한 양"은[0043]

의학적 치료 또는 진단에 적용 가능한 합리적인 수혜/위험 비율로 질환을 치료 또는 진단하기에 충분한 양을 의

미하며, 유효용량 수준은 환자의 질환 종류, 중증도, 약물의 활성, 약물에 대한 민감도, 투여 시간, 투여 경로

및 배출비율, 치료기간, 동시 사용되는 약물을 포함한 요소 및 기타 의학 분야에 잘 알려진 요소에 따라 결정될

수 있다. 본 발명에 다른 약학적 조성물은 개별 치료제로 투여하거나 다른 치료제와 병용하여 투여될 수 있고

종래의 치료제와는 순차적 또는 동시에 투여될 수 있으며, 단일 또는 다중 투여될 수 있다. 상기한 요소들을 모

두 고려하여 부작용 없이 최소한의 양으로 최대 효과를 얻을 수 있는 양을 투여하는 것이 중요하며, 이는 당업

자에 의해 용이하게 결정될 수 있다.

구체적으로 본 발명의 약학적 조성물의 유효량은 환자의 연령, 성별, 상태, 체중, 체내에 활성 성분의 흡수도,[0044]

불활성률 및 배설속도, 질병종류, 병용되는 약물에 따라 달라질 수 있으며, 일반적으로는 체중 1 ㎏ 당 0.001

내지 150 ㎎, 바람직하게는 0.01 내지 100 ㎎을 매일 또는 격일 투여하거나, 1일 1 내지 3회로 나누어 투여할

수 있다. 그러나 투여 경로, 비만의 중증도, 성별, 체중, 연령 등에 따라서 증감 될 수 있으므로 상기 투여량이

어떠한 방법으로도 본 발명의 범위를 한정하는 것은 아니다.

본 발명자들은 구체적인 실험예를 통해, 본 발명의 Gancaonin N의 신규한 면역질환 또는 염증질환 예방 및 치료[0045]

용도를 규명하였다.
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본 발명의 다른 양태로서, 본 발명은 Gancaonin N을 유효성분으로 포함하는 염증질환 또는 면역질환의 예방 또[0046]

는 개선용 건강기능식품 조성물을 제공한다. 

본 발명에서 사용되는 용어, "개선"이란 치료되는 상태와 관련된 파라미터, 예를 들면 증상의 정도를 적어도 감[0047]

소시키는 모든 행위를 의미한다. 이때 상기 기능성식품 조성물은 염증질환 또는 면역질환의 예방 또는 개선을

위하여 해당 질환의 발병 단계 이전 또는 발병 후, 치료를 위한 약제와 동시에 또는 별개로서 사용될 수 있다. 

본 발명에서 사용되는 용어, "건강기능식품 조성물"은 담체, 희석제, 부형제 및 첨가제 중 하나 이상을 포함하[0048]

여 정제, 환제, 산제, 과립제, 분말제, 캡슐제 및 액제 제형으로 이루어진 군에서 선택된 하나로 제형된 것을

특징으로 한다. 본 발명의 추출물에 첨가 할 수 있는 식품으로는, 각종 식품류, 분말, 과립, 정제, 캡슐, 시럽

제, 음료, 껌 , 차 , 비타민 복합제, 건강기능성 식품류 등이 있다. 상기 본 발명에 더 포함될 수 있는 첨가제

로는, 천연 탄수화물, 향미제, 영양제, 비타민, 광물(전해질), 풍미제(합성 풍미제, 천연 풍미제 등), 착색제,

충진제,  팩트산  및  그의  염,  알긴산  및  그의  염,  유기산,  보호성  콜로이드  증점제,  pH조절제,  안정화제,

방부제, 산화 방지제, 글리세린, 알코올, 탄산화제 및 과육으로 이루어진 구으로부터 선택된 1종 이상의 성분을

사용할 수 있다. 상술한 천연 탄수화물의 예는 모노사카라이드, 예를 들어, 포도당, 과당 등; 디사카라이드, 예

를 들어 말토오스, 수크로오스 등; 및 폴리사카라이드, 예를 들어 덱스트린, 시클로덱스트린 등과 같은 통상적

인 당, 및 자일리톨, 소르비톨, 에리트리톨 등의 당알코올이다. 상기 향미제로서 천연 향미제(타우마틴, 스테비

아추출물 (예를 들어 레바우디오시드 A, 글리시르히진 등) 및 합성 향미제(사카린, 아스파르탐 등)를 유리하게

사용할 수 있다. 상기 외에 본 발명에 따른 조성물은 여러 가지 영양제, 비타민, 광물 (전해질), 합성 풍미제

및 천연 풍미제 등의 풍미제, 착색제 및 중진제, 팩트산 및 그의 염, 알긴산 및 그의 염, 유기산, 보호성 콜로

이드 증점제, pH 조절제, 안정화제, 방부제, 글리세린, 알콜, 탄산음료에 사용되는 탄산화제 등을 함유할 수 있

다. 그밖에 본 발명에 다른 조성물은 천연 과일 주스 및 야채 음료의 제조를 위한 과육을 함유할 수 있다. 이러

한 성분은 독립적으로 또는 조합하여 사용할 수 있다. 상기 담체, 부형제, 희석제 및 첨가제의 구체적인 예로는

이에 한정하는 것은 아니나, 락토오스, 덱스트로즈, 수크로오스, 솔비톨, 만니톨, 에리스리톨, 전분, 아카시아

고무, 인산칼슘, 알지네이트, 젤라틴, 칼슘 포스페이트, 칼슘 실리케이트, 미세결정성 셀룰로즈, 폴리비닐키롤

리돈, 셀룰로즈, 폴리비닐피로리돈, 메틸셀룰로즈, 물, 설탕시럽, 메틸 하이드록시 벤조에이트, 프로필하이드록

시 벤조에이트, 활석, 스테아르산 마그네슘 및 미네랄 오일로 이루어진 그룹으로부터 선택된 1종 이상이 사용되

는 것이 바람직하다.

본 발명의 또 다른 양태로서, 본 발명은 상기 약학적 조성물을 개체에 투여하는 단계를 포함하는 염증질환 또는[0049]

면역질환의 예방 또는 치료방법을 제공한다.

본 발명에서 "개체"란 질병의 치료를 필요로 하는 대상을 의미하고, 보다 구체적으로는 인간 또는 비-인간인 영[0050]

장류, 생쥐(mouse), 쥐(rat), 개, 고양이, 말 및 소 등의 포유류를 의미한다.

또한, 본 발명은 상기 약학적 조성물의 염증질환 또는 면역질환의 예방 또는 치료용도를 제공한다.[0051]

이하, 본 발명의 이해를 돕기 위하여 바람직한 실시예를 제시한다. 그러나 하기의 실시예는 본 발명을 보다 쉽[0053]

게 이해하기 위하여 제공되는 것일 뿐, 하기 실시예에 의해 본 발명의 내용이 한정되는 것은 아니다.

실시예 1. 재료 준비 및 실험 방법[0055]

1-1. 화학물질 준비[0056]

ChemFaces(China)에서 감초뿌리와 지상부에서 유래한 플라보노이드(flavonoid) 성분인 Gancaonin N을 구입하였[0057]

다.  MTT((3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2[2H]-tetrazolium  bromide)는  Invitrogen(Waltham,

MA)에서, COX-2, NF-κB p65, extracellular signal-regulated kinase (ERK), p-ERK, p38, p-p38 및 Lamin B1

에 대한 1차 항체는 Cell Signaling Technology (Beverly, MA, USA)에서 구입하였다. Interleukin (IL)-6, IL-

1β, and tumor necrosis factor-α (TNF-α)에 대한 1차항체는 Proteintech (Rosemont, IL, USA)에서, PGE2에

대한 1차항체는 Bioss (Woburn, MA, USA)에서, iNOS에 대한 1차 항체는 R&D Systems Inc. (Minneapolis, MN,

USA)에서. β-Actin 1차 항체와 항-토끼 IgG-HRP 및 항-마우스 IgG-HRP는 Santa Cruz Biotechnology (Dallas,

TX, USA)에서 구입한 것을 사용하였다.
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1-2. 실험 세포주 준비 및 배양[0059]

RAW264.7 murin macrophage cell는 Korean Cell Line Bank (Seoul, South Korea)에서 구입하였다. A549 human[0060]

alveolar basal epithelial cell은 American Type Culture Collection (ATCC, MD, USA)에서 구입하였다.  상

기 세포들을 10%의 FBS(Gibco, NY, USA) 및 1x 항생 물질-항진균제 용액(ABAM, Corning Inc., NY, USA)을 함유

하는 DMEM 배지(Corning Inc., NY, USA)에서 배양하였고, 37℃ 및 5%의 CO2 조건에서 배양하였다.

1-3. 실험동물 준비[0062]

6주령의 암컷 BALB/c마우스(18-20g)를 대한 바이오링크(DBL CO.,한국 충청북도 음성)에서 25마리를 구입한 후,[0063]

경희대학교의 동물실험실에서 사육되었다. LPS로 유도한 acute lung injury model의 확립을 위해, 모든 쥐들은

각각 5마리를 1그룹으로한 5개의 그룹으로 나누었으며, 5개의 그룹은 control, vehicle (only LPS), Gancaonin

N (10 mg/kg), Gancaonin N (30 mg/kg) 및 Dexamethasone (3 mg/kg)으로 분류하였다. Gancaonin N을 각각 10

또는 30 mg/kg 용량으로 복강내 주사하였으며, 양성대조군으로는 덱사메타손을 3 mg/kg 용량으로 복강내 주사하

였다. 또한 control과 vehicle 그룹에는 Gancaonin N을 녹인 4% DMSO를 복강내 주사하였다. 그리고, 한시간 후

에 LPS 10 ㎍/50 ㎕ (control 그룹에는 PBS 50 ㎕)를 쥐에 기관내 투여하고 12시간 후에 sacrifice하였다.   

1-4. 세포생존율 분석[0065]

Gancaonin N의 세포독성을 평가하기 위해, RAW264.7 세포와 A549 세포를 96-웰 플레이트(1×10
4
 cells/well)에[0066]

접종하고 37℃ 및 5%의 CO2 조건에서 배양하였다. 배양한 후, 세포에 Gancaonin N을 24시간 동안 5, 10, 20, 40

μM 농도로 처리하였고, MTT용액(5 mg/mL)을 각 웰에 첨가하였다. 이어서 100μL의 디메틸 설폭 사이드(DMSO,

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)를 첨가 한 후, 마이크로 플레이트 리더(Bio-Rad Hercules, CA, USA)를 사

용하여 540nm에서 흡광도를 측정하였다.

1-5. Nitric oxide(NO) 측정[0068]

Raw264.7 세포를 6-웰 플레이트(6×10
5
 cells/well)에 접종하고 37℃ 및 5%의 CO2 조건에서 배양하였다. 배양 후[0069]

세포에 1 ㎍/mL의 lipopolysaccharide(LPS)와 Gancaonin N을 5 내지 40 μM 농도로 처리하여 24시간 동안 배양

한 후, 세포 배양 상등액을 이용하여 NO의 생성 농도를 측정하였다. NO의 생성은 Griess reagent를 사용하여

540 nm에서 흡광도를 측정하였다. 이후 Sodium nitrate를 이용해 표준곡선을 그려 nitrate 농도로 결과값을 나

타내었다. 

1-6. 웨스턴 블롯 분석[0071]

RAW264.7 세포와 A549 세포를 6-웰 플레이트(1×10
6
 cells/well)에 접종하고 37 ℃ 및 5%의 CO2 조건에서 배양[0072]

하였다. 배양 후 Raw 264.7 세포에는 1 ㎍/mL, A549 세포에는 5 ㎍/mL lipopolysaccharide(LPS)와 Gancaonin N

을 5 내지 40 μM 농도로 처리하여 24시간 또는 6시간 동안 배양하였다. 이후 상기 세포를 lysis buffer를 사용

하여 용해시켰다. 또한, 마우스에서 적출한 left lung은 RIPA buffer를 사용하여 용해하였다. 세포 및 조직 용

해물을 이용해 SDS-PAGE 전기영동을 수행하여 단백질을 크기에 따라 분리하였으며, 5% 의 소혈청 알부민은 PGE2

(1:500),  IL-1β  (1:500),  IL-6  (1:500),  TNF-α  (1:500),  i-NOS  (1:500),  COX-2  (1:1000),  P-ERK1/2

(1:1000), ERK1/2 (1:3000), P-p38 (1:1000), p38 (1:3000), NF-κB p65 (1:1000), Lamin B1 (1:1000) 및 β-

actin (1: 5,000)에 대한 항체를 차단하고 배양하는데 사용하였다.

1-7. 면역 형광 분석 [0074]

공개특허 10-2022-0017868

- 11 -



A549 세포를 6-웰 플레이트(1×10
4
 cells/well)에 접종하고 37 ℃ 및 5%의 CO2 조건에서 배양하였다. 배양 후[0075]

A549 세포에 5 ㎍/mL lipopolysaccharide(LPS)와 Gancaonin N을 5 내지 40 μM 농도로 처리하여 6시간 동안 배

양하였다. 이후에는 10% 포르말린으로 세포를 고정하고, 0.2% Triton X를 20분간 처리하였다. 그리고, 5%의 소

혈청으로 차단하고나서 NF-κB p65 (1:300) 항체를 4℃에서 밤새 배양하였다. 이후 상온에서 Alexa-Fluor-488

항체와 한시간 동안 함께 배양하고나서, 세포 핵의 염색을 위해 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI; Sigma-

Aldrich,  St.  Louis, MO, USA)을 사용하여 3분 동안 실온에서 염색하였다. 형광 관찰은 EVOSR Cell Imaging

systems (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)을 사용하였다.    

1-8. Real-Time PCR 분석[0077]

A549 세포를 6-웰 플레이트(1×10
6
 cells/well)에 접종하고 37 ℃ 및 5%의 CO2 조건에서 배양하였다. 배양 후[0078]

A549 세포는 5 ㎍/mL lipopolysaccharide(LPS)와 Gancaonin N을 5 내지 40 μM 농도로 처리하여 24시간 동안

배양하였다. 이후 Hybrid-RTM (GeneAll, South Korea)을 사용하여 각 세포 처리에서 total RNA를 분리 하였다.

총 RNA  (500ng)는 oligo  (dT)를 이용하여 55℃에서 60  분 동안 배양 한 다음, 85℃에서 5분 동안 배양하여

cDNA로 전환 하였고, 사용될 때까지 4℃에서 보관하였다. 또한, Universal  SYBR  Green  Master  Mix (Applied

Biosystems, USA)를 사용하여 실시간 정량 PCR을 수행하였으며, cDNA는 다음 조건을 사용하여 증폭하였다. 95℃

에서  15분,  이어서  95℃에서  30초,  59℃에서  30초  및  72℃에서  30초  동안을  40번  반복하였다.  Applied

Biosystems StepOne system(Applied Biosystems, USA)으로 Real-Time PCR분석이 수행되었으며, 분석에 사용된

프라이머 시퀀스는 하기 표 1에 나타내었다.

표 1

TNF-α[0079] 5′-GCAGGTCTACTTTGGGTCATTG-3′(Forward)(서
열번호 1)

5′-GCGTTTGGGAAGGTTGGA-3′  (Reverse)(서열번
호 2)

IL-1β 5′-TCAGCCAATCTTCATTGCTCAA-3′(Forward)(서
열번호 3)

5′-  TGGCGAGCTCAGGTACTTCTG  -3′(Reverse)(서
열번호 4)

IL-6 5′-AGGGCTCTTCGGCAAATGTA-3′(Forward)(서열
번호 5)

5′-  GAAGGAATGCCCATTAACAACAA-3′(Reverse)
(서열번호 6)

GAPDH 5′-GCCACATCGCTCAGACACC-3′(Forward)(서열번
호 7)

5′-CCCAATACGACCAAATCCGT-3′(Reverse)(서열
번호 8)

1-9. 기관지 폐포 세척액 분석[0081]

기관지 폐포 세척액(Bronchoalveolar lavage fluid, BALF)는 마우스를 비강 내 이소플루란으로 마취한 다음 수[0082]

득하였다. 기관 절개술을 수행하여 기관을 노출하고 나서, 카테터를 삽입하여 PBS를 1mL 천천히 주입하고 회수

하는 방식을 3회 반복하였다. 이후, 회수된 BALF는 4℃에서 10분동안 1,000 g에서 원심분리하여 침전된 세포들

은 PBS 500 ㎕에 재현탁하였다. 세포들은 Diff-Quik kit (Sysmex, Kobe, Japan)로 염색하여 현미경으로 관찰하

여 분류하고 전체세포와 호중구를 계수하였다.

1-10. Lung wet/dry ratio 측정[0084]

폐부종의 중증도를 측정하고자, Right upper lung의 wet weight를 측정하고나서, 60℃에서 72시간동안 조직을[0085]

건조시킨 후에 무게를 측정하였다. 이후에, W/D ratio가 계산되었다. 

1-11. 통계 분석[0087]

GraphPad Prism 5 소프트웨어(GraphPad Software, San Diego, CA)를 사용하여 결과의 통계적 분석을 수행하였[0088]

다. 모든 데이터는 평균 ±S.E.M.으로 표시하였다. 세포실험 데이터의 통계적 분석은 unpaired  t-검정(one-

tailed)을 수행하였으며, 동물실험 데이터의 통계적 분석은 ANOVA Tukey 분석을 수행하였다. 0.05 미만의 p값은
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통계적으로 유의한 것으로 간주되었다.

실시예 2. Gancaonin N의 세포독성 분석 [0090]

본  발명자들은  Gancaonin  N의  세포독성을  알아보기  위해,  상기  실시예  1-4의  방법에  따라  Gancaonin  N을[0091]

Raw264.7 세포 및 A549 세포에 처리한 후 세포 생존율을 측정하였다. 

그 결과, 도 1a(Raw264.7 세포) 및 도 1b(A549 세포)에 나타낸 바와 같이 대조군과 비교할 때 Gancaonin N을[0092]

처리한 경우 세포 생존율이 감소하지 않는 것으로 나타났으며, 이를 통해 Gancaonin N는 처리농도에 관계 없이

세포독성을 유발하지 않는 것을 알 수 있었다. 

실시예 3. Gancaonin N의 NO 생성 억제 효과 확인 [0094]

본  발명자들은  Gancaonin  N의  항염증  효과를  조사하기  위해,  RAW264.7  세포를  LPS로  자극하기  2시간전에[0095]

Gancaonin N을 전처리하였고, 상기 실시예 1-5에 기재한 대로 NO 생성량을 측정하여 Gancaonin N의 처리농도에

따른 NO 생성량 변화를 분석하였다. 

그 결과, 도 2a에 나타낸 바와 같이 Gancaonin N의 처리농도가 증가할수록 NO의 생성량이 유의하게 감소하는 것[0096]

을 확인하였다. 이를 통해 Gancaonin N의 NO 생성 억제효과를 알 수 있었다.

실시예 4. Gancaonin N의 염증 관련 인자 억제 효과 확인 [0098]

본 발명자들은 Gancaonin N의 항염증 효과를 조사하기 위해, 상기 실시예 1-6에 기재한 바와 같이 Raw264.7 세[0099]

포에 LPS와 Gancaonin N을 처리하고 염증을 유도하는 인자의 발현수준을 확인하여, Gancaonin N의 항염증 관련

인자 억제 효과를 구체적으로 확인하였다. 그 결과, Gancaonin N의 처리농도가 증가할수록 PGE2(도 2b), iNOS

(도  2c)  및  COX-2(도  2d)  단백질의  발현수준이 유의하게 감소하는 것을 확인하였다.  이를  통해 본  발명의

Gancaonin N이 염증성 반응과 관련이 있는 PGE2, iNOS 및 COX-2의 단백질 발현을 유의하게 억제할 수 있음을 구

체적으로 확인하였다.

실시예 5. Gancaonin N의 전염증성 사이토카인(pro-inflammatory cytokine) 발현 억제 효과 확인[0101]

5-1. 전염증성 사이토카인 mRNA 발현 수준 확인[0102]

Gancaonin의 전염증성 사이토카인 발현 수준 억제효과를 확인하기 위하여, 전염증성 사이토카인으로 알려진 종[0103]

양괴사인자-α(이하, TNF-α), 인터루킨-1베타(이하, IL-1β) 및 인터루킨 6(이하, IL-6)의 mRNA 발현 수준을

확인하였다. 구체적으로, A549 세포에 실시예 1-8에 기재한 바와 같이 LPS와 Gancaonin N을 처리하고, mRNA의

발현 수준을 확인하였다.

그 결과, 도 3a 내지 도 3c에 나타낸 바와 같이, Gancaonin N을 처리하는 경우, 상기 전염증성 인자인 TNF-α[0104]

(도 3a), IL-1β(도 3b) 및 IL-6(도 3c)의 mRNA 발현이 유의하게 억제되는 것을 확인할 수 있었으며, 이러한 억

제효과는 처리하는 Gancaonin N의 양과 비례함을 구체적으로 확인하였다.

5-2. 전염증성 사이토카인 단백질 발현 수준 확인[0105]

상기에서 mRNA 발현 억제를 확인한 전염증성 사이토카인에 대해서, mRNA가 암호화하고 있는 단백질의 발현수준[0106]

을 추가로 확인하였다.  단백질 발현 수준 확인을 위해 A549  세포에 실시예 1-8에  기재한 바와 같이 LPS와

Gancaonin N을 처리하고, 단백질 발현 수준을 확인하였다.

그 결과, 도 4a 내지 도 4c에 나타낸 바와 같이, Gancaonin N을 처리하는 경우, 상기 전염증성 인자인 TNF-α[0107]

(도 4a), IL-1β(도 4b) 및 IL-6(도 4c)의 단백질 발현이 유의하게 억제되는 것을 구체적으로 확인할 수 있었으

며, 염증과 관련있는 인자인 COX-2의 발현을 추가적으로 확인했을 때에도, 도 4d에 나타낸 바와 같이, COX-2의

단백질 발현 수준이 유의하게 억제되는 것을 확인하였다.
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상기와 같은 결과를 통해 본 발명자들은 Gancaonin N을 처리하는 경우, 전염증성 사이토카인의 mRNA 및 mRNA가[0109]

암호화하고 있는 단백질의 발현 모두를 유의하게 억제할 수 있으며, 이러한 억제효과는 Gancaonin N의 처리량과

비례한다는 사실 또한 확인할 수 있었다.

실시예 6. MAPK/NF-κB 메커니즘에서 Gancaonin N의 역할 확인[0111]

상기 실시예 3 내지 5를 통해, Gancaonin N이 염증관련 인자를 유의적으로 억제할 수 있음을 확인하였고, 구체[0112]

적으로 어떠한 경로를 통해 항염증 반응이 나타나는지를 구체적으로 확인하기 위하여, MAPK/NF-κB 신호전달경

로에서 Gancaonin N의 역할을 확인하였다. 이를 위하여, A549 세포에 LPS를 처리하기 2시간 전에 Gancaonin N의

양을 달리하여 처리한 다음(5 내지 40 μM), 상기 실시예 1-7에 기재한 바와 같이, MAPK/NF-κB 신호전달경로와

관련있는 인자인 세포외 신호조절 키나아제(extracellular signal-regulated kinase 이하, ERK), p38 및 p65의

단백질 발현 수준 및 이의 활성 수준을 구체적으로 확인하였다.

그 결과, 도 5a 내지 5c에 나타낸 바와 같이, ERK(도 5a), p38(도 5b) 및 p65(도 5c)의 활성도/단백질 발현 수[0113]

준이 Gancaonin N을 처리하는 경우, 유의하게 감소하는 것을 확인하였고, 보다 구체적으로 ERK 및 p65의 경우

40 μM의 Gancaonin N을 처리했을 때, p38의 경우 20 μM의 Gancaonin N을 처리했을 때, 가장 큰 억제 효과를

나타냄을 확인하였다. 면역형광을 통해 발현 수준을 확인한 p65의 이미지 촬영 결과는 도 5d에 나타내었다.

실시예 7. 폐손상 마우스 모델에서 Gancaonin N의 항염증 효과 확인[0115]

상기 실시예 1-3에서 기재한 바대로 준비한 마우스 모델에 LPS를 처리하여, 급성 폐손상(Acute lung injury,[0116]

ALI)를 유발시킨 다음, 준비한 5개의 그룹(control, vehicle (only LPS), Gancaonin N (10 mg/kg), Gancaonin

N  (30  mg/kg)  및  Dexamethasone  (3  mg/kg))의  마우스에서  Gancaonin  N의  항염증  효과를  구체적으로

확인하였다.

7-1. 염증세포 침윤에 대한 Gancaonin N의 효과 확인[0117]

염증세포의 침윤효과를 구체적으로 확인하기 위하여 LPS를 마우스에 기관내 투여하기 전에 Gancaonin N을 복강[0118]

내 주사하였고,  상기 실시예 1-9에  기재된 대로 기관지 폐포 세척액(Bronchoalveolar  lavage  fluid,  이하,

BALF)에 Diff-Quik kit을 활용하여 염색한 다음, 분석을 수행하였다. 염색 결과는 도 6a에 나타내었으며, 세포

수(도 6b) 및 호중구수(도 6c)를 확인해 보았을 때, 모두 Gancaonin N을 처리하는 경우, 유의하게 감소하는 것

을 확인할 수 있었으며, 30mg/kg의 Gancaonin N을 처리하는 경우, 이는 이미 항염증제로 사용되고 있는 덱사메

타손(DEX)을 처리한 그룹과 유사한 수준의 세포수 및 호중구수를 보여주는 것으로 확인되었다.

7-2. 폐부종의 중증도와 Gancaonin N의 관련성 확인[0119]

Gancaonin  N의 폐부종 중증도 개선효과를 확인하기 위하여, Gancaonin  N을 처리한 다음, 폐부종의 W/D  비율[0120]

(Wet/Dry  lung  weight  ratio)를  확인하였다.  그  결과,  도  7에  나타낸 바와 같이, Gancaonin  N을 처리하는

경우, W/D 비율이 유의하게 낮아지는 것을 확인할 수 있었으며, 30mg/kg의 Gancaonin N을 처리하는 경우, 덱사

메타손을 처리한 그룹의 W/D 비율과 유사한 것으로 확인되었다.

7-3. Gancaonin N의 전염증성 인자 억제 효과 확인[0121]

Gancaonin N이 마우스 모델에서도 전염증성 인자를 억제할 수 있는지 여부를 구체적으로 확인하기 위하여, COX-[0122]

2,  IL-1β,  TNF-α의 단백질 발현 수준을 상기 실시예 1-6에 개시된 웨스턴 블롯 방식으로 확인하였다. 그

결과, Gancaonin N을 처리하는 경우, 상기 전염증성 인자들의 발현이 유의하게 감소하는 것을 확인할 수 있었으

며, 30mg/kg의 Gancaonin N을 처리하는 경우, 덱사메타손을 처리한 그룹과 유사한 수준으로 전염증성 인자의 단

백질 수준을 억제하는 것으로 확인되었다.

상기와 같은 결과를 통해 본 발명자들은 Gancaonin N을 처리하는 경우, in vitro 및 in vivo 모두에서 항염증[0124]

인자의 발현을 억제하고, 이를 통하여 염증성 질환, 그 중에서도 폐의 염증과 관련된 질환 치료에 유용하게 활

용될 수 있음을 구체적인 실험을 통하여 확인하였다.
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상기 진술한 본 발명의 설명은 예시를 위한 것이며, 본 발명이 속하는 기술분야의 통상의 지식을 가진 자는 본[0126]

발명의 기술적 사상이나 필수적인 특징을 변경하지 않고서 다른 구체적인 형태로 쉽게 변형이 가능하다는 것을

이해할 수 있을 것이다. 그러므로 이상에서 기술한 실시예들은 모든 면에서 예시적인 것이며 한정적이 아닌 것

으로 이해해야만 한다.

도면

도면1a
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도면1b

도면2a
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도면2b
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도면2c
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도면2d
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도면3a

도면3b
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도면3c

도면4a
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도면4b
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도면4c
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도면4d

공개특허 10-2022-0017868

- 24 -



도면5a

도면5b
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도면5c

도면5d

도면6a
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도면6b

도면6c
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도면7

도면8

서 열 목 록

<110>    University-Industry Cooperation Group of Kyung Hee University
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<120>    Composition for preventing, improving or treating inflammatory

         diseases or immunological disease comprising Gancaonin N as an

         active ingredient

<130>    PD20-224-P1

<150>    KR 10-2020-0097800

<151>    2020-08-05

<160>    8

<170>    KoPatentIn 3.0

<210>    1

<211>    22

<212>    DNA

<213>    TNF-alpha Foward

<400>    1

gcaggtctac tttgggtcat tg                                                  22

<210>    2

<211>    18

<212>    DNA

<213>    TNF-alpha Reverse

<400>    2

gcgtttggga aggttgga                                                       18

<210>    3

<211>    22

<212>    DNA

<213>    IL-1beta Forward

<400>    3

tcagccaatc ttcattgctc aa                                                  22

<210>    4

<211>    21

<212>    DNA

<213>    IL-1beta Reverse

<400>    4

tggcgagctc aggtacttct g                                                   21

<210>    5
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<211>    20

<212>    DNA

<213>    IL-6 Foward

<400>    5

agggctcttc ggcaaatgta                                                     20

<210>    6

<211>    23

<212>    DNA

<213>    IL-6 Reverse

<400>    6

gaaggaatgc ccattaacaa caa                                                 23

<210>    7

<211>    19

<212>    DNA

<213>    GAPDH Foward

<400>    7

gccacatcgc tcagacacc                                                      19

<210>    8

<211>    20

<212>    DNA

<213>    GAPDH Reverse

<400>    8

cccaatacga ccaaatccgt                                                     20
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