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특허청구의 범위

청구항 1 

글루코사민(glucosamine)을 유효성분으로 포함하는 구강편평세포암(Oral Squamous Cell Carcinoma, OSCC)의 치

료 또는 예방용 약제학적 조성물.  

청구항 2 

글루코사민(glucosamine)을 유효성분으로 포함하는 구강편평세포암의 개선용 기능성 식품 조성물. 

청구항 3 

제  1  항  또는  제  2  항에  있어서,  상기  글루코사민은  구강편평세포암의  암세포  증식을  억제하거나  세포사

(apoptosis)를 유도하는 것을 특징으로 하는 조성물. 

청구항 4 

제 1 항 또는 제 2 항에 있어서, 상기 글루코사민은 구강편평세포암의 암세포에서 카스파제(caspase)-3의 활성

화, Mcl-1(Myeloid cell leukemia sequence 1)의 발현 억제, 또는 HIF-1a(Hypoxia-inducible factor 1, alpha

subunit)의 발현 억제 작용을 하는 것을 특징으로 하는 조성물. 

청구항 5 

제 1 항에 있어서, 상기 약제학적 조성물은 치과구강용약의 형태로 제공되는 것을 특징으로 하는 조성물. 

명 세 서

기 술 분 야

본 발명은 글루코사민을 유효성분으로 포함하는 구강편평세포암의 치료 또는 예방용 조성물에 관한 것이다.  [0001]

배 경 기 술

구강편평세포암(Oral  squamous  cell  carcinoma,  OSCC)은 가장 잘 알려진 구강내에서 발생되는 악성 암이다.[0002]

구강편평세포암은 신체 외형의 변화가 가장 심한 종류의 암이기 때문에, 격리를 촉진하고 일반적인 인지, 사회,

감정 또는 신체 기능을 손실시키는 등 환자에서 삶의 질을 떨어뜨린다(Zain, 2001).  OSCC의 1차적 치료는 외과

적 수술이나, 방사능 및/또는 화학치료법이 대체적 치료 수단으로 부각되고 있다(Vokes et al., 1993; Claus et

al., 2002; Nakazawa et al., 2005).  특징적으로, 구강편평세포암의 암세포들은 악성의 마지막 단계에서 암치

료 매개된 세포사(apoptosis)에 대해 매우 강한 내성을 갖는다.  따라서, 내성 메카니즘을 이해하고 극복하기

위한 연구 뿐만 아니라, 구강편평세포암의 예방 및/또는 치료 효율이 좋은 새로운 약물 또는 물질을 개발하는

것 또한 중요하다.  

글루코사민(glucosamine, GS)은 아미노모노사카라이드로서, 류마티스 관절염 및 골관절염에 대한 대체적 식이요[0003]

법으로 사용되어 왔다.  이전의 인 비보 및 인 비트로 연구결과에 의하면, GS는 랫트에서 보조제 유발된 관절염

에 대해 예방적 활성을 나타냈고(Hua et al., 2005), 장기간의 인간 임상 시험에서 골관절염상에 대해 심각한

증상-변형 효과를 야기하였으며(Reginster et al., 2001), COX-2, iNOS, MMPs, 및 IL-1β와 같은 많은 염증성
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매개자의 발현 및/또는 활성을 억제한다고 보고되어 있다(Nakamura et al., 2004; 49 Largo et al., 2003).

그러나,  최근의 연구결과 GS가 전립선암(DU145),  유방암(MDA-MB-231),  혈액암(K562),  및 신경교종(U87-MG)을

포함하는 특정 타입의 인간 암세포에서 세포사(apoptosis)를 유발하고(Quastel and Cantero, 1953), 근육종을

포함하는 마우스에서 종양의 형성을 감소시킨다는 것이 입증되어 있다.  GS가 상기와 같은 암세포에 대한 항-증

식 효과 및 친-세포사 효과를 발휘하는 가능한 메카니즘으로는 DNA, RNA 및 단백질과 같은 거대분자의 합성 저

해(Bekesi et al., 1969; Bekesi and Winzler, 56 1970; Bosmann, 1971), 세포주기중지(cell cycle arrest),

세포사  억제자  단백질  survivin의  발현감소,  STAT-3  신호전달단백의  활성억제(Chesnokov  et  al.,  2009),

p70S6K  신호전달단백의 활성억제(Oh  et  al.,  2007),  및 ER  스트레스-매개된 자식작용(autophagy)(Hwang  and

Baek, 2010) 등을 들 수 있다.  아직까지 GS-HCl과 인간 OSCC 세포사이의 관련성은 보고된 바 없다.  

본 명세서 전체에 걸쳐 다수의 논문 및 특허문헌이 참조되고 그 인용이 표시되어 있다. 인용된 논문 및 특허문[0004]

헌의 개시 내용은 그 전체로서 본 명세서에 참조로 삽입되어 본 발명이 속하는 기술 분야의 수준 및 본 발명의

내용이 보다 명확하게 설명된다. 

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명자들은 구강편평세포암(OSCC, Oral Squamous Cell Carcinoma)을 억제 또는 예방할 수 있는 물질을 개발[0005]

하기 위해 연구 노력한 결과, 글루코사민(glucosamine)이 인간 구강편평세포암에서 암세포의 증식을 억제하고

세포사(apoptosis)를 촉진하는 활성을 가짐을 실험적으로 증명함으로써 이 물질이 구강암 치료 또는 예방 용도

로 개발될 수 있음을 확인하여 본 발명을 완성하였다.  

따라서, 본 발명의 목적은 글루코사민을 유효성분으로 포함하는 하는 구강암의 예방, 치료 또는 개선용 조성물[0006]

을 제공하는 것에 목적이 있다.  

본 발명의 목적 및 장점은 하기의 발명의 상세한 설명, 청구의 범위 및 도면에 의해 보다 명확하게 된다. [0007]

과제의 해결 수단

본  발명의  일  양태에  따르면,  본  발명은 글루코사민(glucosamine)을  유효성분으로 포함하는 구강편평세포암[0008]

(oral squamous cell carcinoma)의 치료 또는 예방용 약제학적 조성물을 제공한다. 

본 발명의 다른 일 양태에 따르면, 본 발명은 글루코사민을 유효성분으로 포함하는 구강편평세포암의 개선용 기[0009]

능성 식품 조성물을 제공한다. 

본 발명의 바람직한 구현예에 의하면, 본 발명의 글루코사민은 구강편평세포암의 암세포 증식을 억제하거나 세[0010]

포사(apoptosis)를 유도한다. 

본 발명의 다른 바람직한 구현예에 의하면, 본 발명의 상기 글루코사민은 구강편평세포암의 암세포에서 카스파[0011]

제(caspase)-3의  활성화,  Mcl-1(Myeloid  cell  leukemia  sequence  1)의  발현  억제,  또는  HIF-1a(Hypoxia-

inducible factor 1, alpha subunit)의 발현 억제 작용을 한다.  

본 발명의 바람직한 구현예에 의하면, 상기 약제학적 조성물은 치과구강용약의 형태로 제공될 수 있다. [0012]

본 명세서 하기 실시예에서 입증되는 바와 같이 본 발명의 글루코사민은 구강편평세포암의 암세포 증식을 억제[0013]

하고 세포사(apoptosis)를 촉진함으로써 구강편평세포암의 항암활성을 나타낸다.  구체적으로는, 글루코사민은

구강편평세포암의 암세포내에서 세포사를 유도하는 것으로 알려진 카스파제-3의 활성을 촉진한다.  또한, 글루

코사민은 항-세포사(anti-apoptotic)  단백질인 Mcl-1(Myeloid  cell  leukemia  sequence 1)와 HIF-1a(Hypoxia-

inducible factor 1, alpha subunit)의 발현을 억제함으로써 세포사를 촉진한다. 
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따라서, 본 발명의 글루코사민은 구강편평세포암에 의해 유도되는 구강암의 치료 또는 예방 용도로 사용될 수[0014]

있다. 

본 발명의 조성물의 유효성분인 글루코사민은 글루코사민과 이의 약제학적으로 허용되는 염을 모두 포함한다.[0015]

글루코사민의  염은  예를  들어  글루코사민-염산(glucosamine-HCl)  또는  글루코사민-설페이트(glucosamine-

sulfate)를 포함하나, 이에 한정되는 것은 아니다. 

본 발명은 (a) 글루코사민의 약제학적 유효량; (b) 약제학적으로 허용되는 담체를 포함하는 구강편평세포암의[0016]

치료 또는 예방용 약제학적 조성물을 제공한다. 본 발명의 약제학적 조성물은 유효성분 이외에 약제학적으로 허

용되는 담체를 포함할 수 있으며, 이러한 담체는 제제시에 통상적으로 이용되는 것으로서, 락토스, 덱스트로스,

수크로스, 솔비톨, 만니톨, 전분, 아카시아 고무, 인산 칼슘, 알기네이트, 젤라틴, 규산 칼슘, 미세결정성 셀룰

로스, 폴리비닐피롤리돈, 셀룰로스, 물, 시럽, 메틸 셀룰로스, 메틸히드록시벤조에이트, 프로필히드록시벤조에

이트, 활석, 스테아르산 마그네슘, 멘톨 및 미네랄 오일 등을 포함하나, 이에 한정되는 것은 아니다.  본 발명

의 약제학적 조성물은 상기 성분들 이외에 윤활제, 습윤제, 감미제, 향미제, 유화제, 현탁제, 보존제 등을 추가

로  포함할  수  있다.  적합한  약제학적으로  허용되는  담체  및  제제는  Remington's  Pharmaceutical  Sciences

(19th ed., 1995)에 상세히 기재되어 있다. 

본 발명의 약제학적 조성물의 적합한 투여량은 제제화 방법, 투여 방식, 환자의 연령, 체중, 성, 병적 상태, 음[0017]

식, 투여 시간, 투여 경로, 배설 속도 및 반응 감응성과 같은 요인들에 의해 다양하게 처방될 수 있다.  한편,

본 발명의 약제학적 조성물의 경구 투여량은 바람직하게는 1일 당 0.0001-100 mg/kg(체중)이다. 

본 발명의 약제학적 조성물은 경구 또는 비경구로 투여할 수 있고, 비경구로 투여되는 경우, 피부에 국소적으로[0018]

도포, 정맥내 주입, 피하 주입, 근육 주입, 복강 주입, 경피 투여 등으로 투여할 수 있다.  한편, 본 발명의 약

제학적 조성물이 구강편평세포암의 치료 또는 예방을 위해 적용되는 점을 감안하면, 본 발명 조성물의 투여는

구강내에 국소적으로 투여되도록 이루어지는 것이 바람직하다.  예를 들어, 본 발명의 조성물은 치과구강용약의

형태로 제공될 수 있다. 

본 발명의 조성물에 포함되는 유효성분의 농도는 치료 목적, 환자의 상태, 필요기간 등을 고려하여 결정할 수[0019]

있으며 특정 범위의 농도로 한정되지 않는다. 

본 발명의 약제학적 조성물은 당해 발명이 속하는 기술분야에서 통상의 지식을 가진 자가 용이하게 실시할 수[0020]

있는 방법에 따라, 약제학적으로 허용되는 담체 및/또는 부형제를 이용하여 제제화 함으로써 단위 용량 형태로

제조되거나 또는 다용량 용기내에 내입시켜 제조될 수 있다.  이때 제형은 오일 또는 수성 매질중의 용액, 현탁

액 또는 유화액 형태이거나 엑스제, 분말제, 과립제, 정제 또는 캅셀제 형태일 수도 있으며, 분산제 또는 안정

화제를 추가적으로 포함할 수 있다. 

본 발명은 글루코사민을 유효성분으로 포함하는 구강편평세포암의 개선용 기능성 식품 조성물을 제공한다.  [0021]

본 발명의 기능성 식품 조성물은 식품 제조 시에 통상적으로 첨가되는 성분을 포함하며, 예를 들어, 단백질, 탄[0022]

수화물, 지방, 영양소 및 조미제를 포함한다.  예컨대, 드링크제로 제조되는 경우에는 유효성분으로서의 글루코

사민 이외에 향미제 또는 천연 탄수화물을 추가 성분으로서 포함시킬 수 있다. 예를 들어, 천연 탄수화물은 모

노사카라이드(예컨대, 글루코오스, 프럭토오스 등); 디사카라이드(예컨대, 말토스, 수크로오스 등); 올리고당;

폴리사카라이드 (예컨 대, 덱스트린,시클로덱스트린 등); 및 당알코올(예컨대, 자일리톨, 소르비톨, 에리쓰리톨

등)을 포함한다. 향미제로서 천연 향미제(예컨대, 타우마틴, 스테비아 추출물 등) 및 합성 향미제(예컨대, 사카

린, 아스파르탐 등)을 이용할 수 있다. 

본 발명의 이점을 요약하면 다음과 같다: [0023]

(ⅰ) 본 발명의 글루코사민은 구강편평세포암(Oral Squamous Cell Carcinoma)의 암세포에 대해 항증식 효과 및[0024]

세포사(apoptosis) 촉진 효과를 나타낸다. 

(ⅱ) 글루코사민은 구강편평세포암의 치료, 예방 또는 개선용 조성물의 활성성분으로 개발될 수 있다. [0025]

 [0026]

발명의 효과

본 발명은 글루코사민(glucosamine)을 유효성분으로 포함하는 구강편평세포암(Oral Squamous Cell Carcinoma)[0027]
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의 치료, 예방 또는 개선 용도의 조성물에 관한 것이다. 글루코사민은 구강편평세포암의 암세포의 증식을 억제

하고, 세포사(apoptosis)를 강하게 촉진함으로써, 구강편평세포암에 대해 항암 활성을 갖는다.  따라서, 본 발

명의 글루코사민은 구강편평세포암의 치료, 예방 또는 개선 용도의 약물 또는 기능성 식품 조성물의 활성성분으

로서 개발될 수 있다.  

도면의 간단한 설명

도 1은 글루코사민(GS-HCl)의 YD-8세포에 대한 항-증식 및 친-세포사(pro-apoptotic) 효과에 관한 것이다.  패[0028]

널 A: YD-8 세포를 24, 48, 또는 72 시간 동안 GS-HCl과 함께 또는 GS-HCl 없이 배양하였다.  각각의 배양 시

간에서 YD-8 세포의 생존율을 MTS 시약을 사용하여 측정하였다.  생존율 분석은 3회 반복하여 행하였다. 데이터

는 3회 독립 실험의 평균ㅁSE으로 나타내었다.  패널 B: YD-8 세포들을 지시된 농도에서 24, 48, 또는 72 시간

동안 GS-HCl과 함께 또는 GS-HCl 없이 배양하였다.  각각의 배양시간에서 트립판블루(trypan blue) 염색제로 염

색되지 않는 생존 YD-8 세포의 수를 현미경하에서 측정하였다.  세포 계수 분석은 3회 반복하여 수행하였다.

데이터는 3회 독립 실험의 평균 ㅁ SE으로 나타내었다.  패널 C:  YD-8 세포를 지시된 농도의 GS-HCl과 함께 또

는 GS-HCl 없이 48 시간 동안 배양하였다.  조건화된 세포로부터 핵 DNA를 추출하고, 1.7％ 아가로스젤상에서

분석하였다.  사진은 3회 독립실험의 대표사진이다. SM, DNA 사이즈 마커이다.  패널 D: YD-8 세포를 GS-HCl

(10 mM)과 함께 또는 GS-HCl 없이 48 시간 동안 배양하고, sub G1기 DNA 함량을 유세포분석기를 사용하여 평가

하였다.  각각의 세포주기의 단계는 백분율(％)으로 표시하였다. 

도 2는 YD-8 세포내에서 카스파제-3의 활성화에 대한 GS-HCl이 미치는 영향에 관한 것이다.  패널 A: YD-8 세포

를 24 시간 동안 GS-HCl과 함께 또는 GS-HCl 없이 배양하였다. 전세포(whole cell) 용해물을 제조하고, 각각의

항체를 사용한 웨스턴 블로팅을 이용하여 프로카스파제-3(procaspase-3) 또는 PARP (카스파제의 다운스트림 인

자) 의 발현 수준을 분석하였다.  사진은 3회의 독립적인 실험의 대표 사진이다.  패널 B: YD-8 세포를 GS-HCl

(10 mM)과 함께 또는 GS-HCl 없이 지시된 시간 동안 배양하였다.  각각의 배양시간에서, 전세포(whole cell) 용

해물을 제조하고, 웨스턴 블로팅에 의해 프로카스파제-3 또는 PARP의 발현 수준을 분석하였다.  사진은 3회 독

립적 실험의 대표사진이다. 

도 3은 YD-8 세포에 장기간의 GS-HCl 처리가 Mcl-1, Bcl-2 및 HIF-1a의 발현 및/또는 활성에 미치는 영향에 관

한 것이다.  패널 A, B: YD-8 세포를 24 시간 동안 지시된 농도로 GS-HCl와 함께 또는 GS-HCl 없이 배양하였다.

전세포 용해물 및  총  RNA를  제조하고,  웨스턴 블로팅(패널 A)  및  RT-PCR(패널 B)을  행하여 Mcl-1,  Bcl-2,

XIAP, HIF-1a 또는 액틴의 단백질 및 mRNA 수준을 측정하였다.  패널 A 및 B의 각각의 사진은 3회의 독립적인

실험의 대표 사진이다.  패널 C: YD-8 세포들을 1μg의 인간 HRE 프로모터-함유 루시퍼라제 DNA와 20 ng의 대조

군 pRL-TK DNA로 24 시간 동안 공동-트랜스펙션하였다.  트랜스펙션된 세포들을 지시된 농도의 GS-HCl과 함께

또는 GS-HCl 없이 추가 4시간 동안 배양하였다.  전세포 용해물을 제조하고, 리포터 유전자의 활성 측정에 사용

하였다.  데이터는 3회 독립 실험의 평균ㅁSE으로 표현하였다.   

도 4는 YD-8 세포내에서 단기간의 GS-HCl 처리가 Mcl-1, HIF-1α, IkB-a, p53, eIF-2a, p70S6K, 및 S6의 발현

및/또는 활성에 미치는 영향을 측정한 결과이다.  패널 A-C: YD-8 세포를 GS-HCl (10 mM)과 함께 또는 GS-HCl

없이 2, 4, 또는 12 시간 동안 배양하였다.  각각의 시간에서, 전세포 용해물 및 총 RNA를 제조하고, 웨스턴 블

로팅(패널 A) 및 RT-PCR(패널 B)로 분석하여, Mcl-1, HIF-1α, IkB-a, p53, 또는 액틴의 단백질 발현을 측정하

고, Mcl-1, HIF-1α, 또는 액틴의 mRNA 발현을 각각 측정하였다.  패널 A 또는 패널 B의 각각의 그림은 3회 독

립실험의 대표사진이다.  패널 C: 패널 A에서와 동일한 전세포 용해물을 인산화된 eIF-2a, p70S6K, 또는 S6의

수준과, 로딩 대조군으로서 사용된 액틴의 발현 수준을 측정하기 위해 웨스턴 블로팅 분석을 수행하였다. p-

eIF-2a, 인산-eIF-2a; p-p70S6K, 인산-p70S6K; p-S6, 인산-S6.  

도 5는 YD-8 세포내에서 단기간의 GS-HCl에 의해 유도되는 Mcl-1 및 HIF-1a의 단백질 발현감소에 대한 프로테오

좀(proteasomal), 카스파제(caspase) 또는 라이소좀(lysosomal) 억제자가 미치는 영향을 측정한 결과이다.  패

널 A: YD-8 세포를 프로테오좀 억제자 MG132 or ZLLF 존재 또는 부존재하에서 1 시간 동안 전처리하고, 이어서,

각각의  억제자의  존재  또는  부존재하에서  GS-HCl(10  mM)과  함께  또는  GS-HCl  없이  추가  2  시간  동안

처리하였다.  전세포 용해물을 제조하고, 웨스턴 블로팅에 의해 Mcl-1 또는 HIF-1α 또는 액틴의 발현수준을 분

석하였다.  사진은 3회의 독립적인 실험의 대표사진이다.  패널 B: YD-8 세포를 pan-카스파제 억제자 z-VAD-fmk

또는 CQ, 라이소좀 억제자와 함께 또는 이들 없이 1 시간 동안 전처리하고, GS-HCl(10 mM)과 함께 또는 GS-HCl

없이, 각각의 억제자의 존재 또는 부존재하에서 2 시간 또는 4 시간 추가적으로 처리하였다.  전세포 용해물을
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제조하고 웨스턴 블로팅에 의해 Mcl-1, 또는 HIF-1α, 또는 액틴의 발현 수준을 분석하였다.  패널 A 및 B의 각

사진은 3회 독립적인 실험의 대표 사진이다.  

도 6은 YD-8 세포내에서 Mcl-1 및 HIF-1α의 단백질 안정성에 미치는 GS-HCl의 영향을 측정한 결과이다.  패널

A: YD-8 세포들은 10％ FBS를 포함하는 신선한 배지에서 4시간 동안 초기 배양하여 Mcl-1 단백질의 세포수준을

유도하고, 이어서, GS-HCl(10 mM)과 함께(lanes 2-7) 또는 GS-HCl 없이, 트랜스레이션을 차단하는 트랜스레이션

억제자, 시클로헥사미드(cycloheximide, CHX)의 존재 또는 부존재하에서 지정된 시간(30, 60, 또는 120분)동안

처리하였다.   패널 B: YD-8 세포를 15, 30, 또는 60분의 상이한 노출시간을 제외하고는 동일한 실험 조건하에

서 배양하였다.  각 시점에서, 전세포 용해물을 제조하고 조건화된 세포내에 잔존하는 Mcl-1(패널 A) 또는 HIF-

1α(패널 B)의 양을 측정하기 위해 웨스턴 블로팅을 행하여 분석하였다.  패널 A 또는 패널 B의 각 사진은 3회

독립실험의 대표사진이다. 

도 7은 YD-8 세포내에서 GRP78, ER 스트레스 마커 단백질의 발현에 미치는 GS-HCl의 영향을 측정한 결과이다.

패널 A-B: YD-8 세포들은 GS-HCl과 함께 또는 GS-HCl 없이 지정된 용량으로 24 시간 동안 처리하였다.  전세포

용해물과 총 RNA를 제조하고, 웨스턴 블로팅(패널 A)과 RT-PCR(패널 B)를 행하여 GRP78 또는 p53의 단백질 및

mRNA의 발현수준을 각각 측정하였다.  패널 B: YD-8 세포들을 GS-HCl(10 mM)과 함께 또는 GS-HCl 없이 지정된

시간 동안 처리하였다.  각각의 시점에서 전세포 용해물과 총 RNA를 제조하고, 웨스턴 블로팅(패널 A)과 RT-

PCR(패널 B)를 행하여 GRP78 또는 p53의 단백질 및 mRNA의 발현수준을 각각 측정하였다.  패널 A, B, C 또는 D

의 각 사진은 3회 독립 실험의 대표 사진이다.  

도 8은 YD-8 세포내에서 GS-HCl이 산화적 스트레스에 미치는 영향을 측정한 결과이다.  60 mm 세포 배양 디쉬내

에서 4 mL 부피내에서 0.8 X 10
6
 세포의 농도로 배양한 YD-8 세포들을 DCFH-DA으로 최종 농도가 20 μM이 되도

록 20분간 로딩하고, GS-HCl(10 mM)과 함께 또는 GS-HCl 없이 10, 30, 60 또는 120분간 처리하였다.  각 시점

에서 YD-8  세포들을 회수하고 PBS으로 2회 세척한 후 PBS에서 현탁하였다.  ROS  생성은 FACS  Caliber  flow

cytometer(Becton Dickinson)을 사용하여 10,000 세포로부터의 DCF fluorescence intensity(FL-1, 530 nm)에

의해 측정하였다.  데이터 분석은 CellQuest program을 사용하여 행하였다. 형광은 히스토그램으로 표현하였다.

도  9는  YD-8  세포내에서  GS-HCl-유도된  DNA  단편화,  카스파제-3  활성화,  및/또는  PARP  절단에  대해  pan-

caspase 억제자(z-VAD-fmk) 또는 항산화제(비타민 E, GSH, 알로푸리놀(allopurinol), 또는 DPI)가 미치는 영향

을 측정한 결과이다.  패널 A: YD-8 세포들을 pan-카스파제 억제자 z-VAD-fmk (z-VAD, 100 μM), 항산화제 비

타민 E (Vit. E, 100 μM), 환원제 글루타티온(GSH, 10 mM), NADPH 산화제 억제자 알로푸리놀(Allo, 20 μM),

또는 크산틴(xanthine) 산화제 억제자 DPI (100 μM)와 함께 또는 이들 없이 1시간 동안 처리하고, 이어서, 상

기 각각의 억제자의 존재 또는 부존재하에서 GS-HCl(10 mM)과 함께 또는 GS-HCl 없이 배양하였다.  조건화된 세

포로부터 핵 DNA를 추출하고, 1.7％ 아가로스 젤상에서 분석하였다.  사진은 3회 독립실험의 대표 사진이다.

SM, DNA 사이즈 마커.  패널 B: YD-8 세포들을 z-VAD-815 fmk (z-VAD, 100 μM) 또는 Vit. E (100 μM)의 존재

또는 부존재하에서 1 시간 동안 배양하고, 이어서, 상기 각각의 억제자의 존재 또는 부존재하에서 GS-HCl(10

mM)과 함께 또는 GS-HCl 없이 24 시간 동안 추가 배양하였다.  전세포 용해물을 제조하고, 웨스턴 블로팅에 의

해 procaspase-3 또는 PARP의 발현수준을 분석하였다.  각 사진은 3회 독립적인 실험의 대표 사진이다.   

도 10은 3가지의 상이한 인간 OSCC 세포주의 생존율에 대한 GS-HCl, GS-설페이트 또는 N-아세틸 GS가 미치는 영

향을 측정한 결과이다.  YD-8(패널 A), YD-10B(패널 B), YD-38(패널 C)의 3가지의 상이한 인간 OSCC 세포주를

GS-HCl, GS-설페이트(GS의 다른 형태의 염) 또는 N-아세틸 GS(GS 유도체)와 함께 또는 이들 없이 48 시간 동안

처리하였다.  생존한 세포들의 수는 현미경하에서 직접 계수하였다.  데이터는 3회 독립적 실험의 평균ㅁSE 으

로 나타내었다.  

도 11는 소 치아 색깔에 미치는 GS-HCl의 영향을 측정한 결과이다.  패널 A: 소의 치아를 정제하고 3개의 그룹

(n=2)으로 나누었다. 각 그룹은 PBS, 10 mM GS-HCl을 포함하는 PBS, 3 mg/ml 커피를 포함하는 PBS에 0, 12,

24,  30  일간 각각 침지시켰다.  각 시점에서 각 그룹의 소 치아를 10회 세척하고 사진 관찰한 후(패널 A),

Color Reader CR-10 (Minolta, Japan)에 의해 색깔 변화를 측정하였다(패널 B).  소 치아 사이에서의 색깔 차

이는 Δe로 표시하고, 색깔 차이상의 유의성은 SPSS에 의해 결정하였다.  색깔 차이는 p 값이 0.05 미만인 경우

에 유의성을 갖는 것으로 간주하였다.  AU, 임의 유닛.  

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용
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이하, 실시예를 통하여 본 발명을 더욱 상세히 설명하고자 한다. 이들 실시예는 오로지 본 발명을 보다 구체적[0029]

으로 설명하기 위한 것으로, 본 발명의 요지에 따라 본 발명의 범위가 이들 실시예에 의해 제한되지 않는다는

것은 당업계에서 통상의 지식을 가진 자에 있어서 자명할 것이다.  

실시예 [0030]

실험방법 [0031]

1. 실험 재료 [0032]

RPMI,  페니실린  및  스트렙토마이신은  GIBCO-BRL  (Grand  Island,  New  York)으로부터  구입하였다.   FBS는[0033]

Hyclone  (Logan,  Utah)으로부터  구입하였다.   항-래빗  또는  마우스  2차  호오스래디쉬  퍼옥시다아제에  대한

항체, 및 ECL 웨스턴 검출 시약은 Amersham Biosciences (Little Chalfont, Buckinghamshire)으로부터 구입하

였다. Bradford 시약은 Biorad (Hercules, California)으로부터 구입하였다.  Procaspase-3, Mcl-1, 및 XIAP에

대한  항체들은  PharMingen  (San  Jose,  California)으로부터  구입하였다.   PARP에  대한  항체는  Roche

Diagnostics  (Mannheim,  Germany)으로부터  구입하였다.

[3-(4,5-디메틸티아졸-2-일)-5-(3-카르복시메톡시페닐)-2-(4-술포페닐)-2H-테트라졸리움]  (MTS)  시약은

Promega  (Madison,  Wisconsin)로부터  구입하였다.  N-벤질옥시카르보닐-Val-Ala-Asp-플루오로메틸케톤(z-VAD-

fmk) 및 프로테이나아제(proteinase) 억제자 칵테일(100x)는 Calbiochem (Madison, Wisconsin)으로부터 구입하

였다.   Bcl-2,  p-p70S6K,  GRP-78,  및  IkB-a에  대한  항체들은  Santa  Cruz  Biotechnology  (Delaware,

California)으로부터 구입하였다.   HIF-1α에 대한 항체는 BD Bioscience (San Jose, Califonia)으로부터 구

입하였다.  p-S6 및 p53에 대한 항체들은 Cell signaling technology (Beverly, Massachusetts)으로부터 구입

하였다.  p-eIF-2a의 항체는 Epitomics (Burlingame, California)으로부터 구입하였다.  글루코사민-HCl (GS-

HCl), 액틴(actin) 항체 및 다른 시약들은 Sigma (St. Louis, Missouri)으로부터 구입하였다.  

2. 세포배양 [0034]

3종의 인간 구강편평세포암 (oral squamous cell carcinoma, OSCC) 세포주 YD-8, YD-10B, 및 YD-38 (KCLB, 서[0035]

울, 대한민국)은 10％ 열-불활성화 FBS(fetal bovine serum), 100 units/㎖ 페니실린, 및 100 μg/㎖ 스트렙토

마이신이 첨가된 RPMI 배지를 사용하여 95％ 습도조건 및 5％ CO2 조건하에서 37℃에서 유지하였다. 

3. 세포증식 분석 [0036]

YD-8 세포들을 GS-HCl으로 처리하기 하루 전에 100μL 부피내 1 X 10
4
 세포의 농도로 96웰 플레이트에서 배양하[0037]

였다.  YD-8 세포들을 상이한 농도의 GS-HCl으로 24, 48, 또는 72 시간 동안 배양하고, 각각 시점의 배양 후에

YD-8 세포들을 MTS (20 μL/웰)와 함께 37℃에서 1.5 시간 동안 인큐베이션하였다.  마이크로플레이트 리더를

사용하여 595 nm에서 흡광도를 측정하였다.  MTS-기초 세포증식 분석은 3회 반복하여 행하였다.  데이터는 3회

의 독립적 실험의 평균ㅁ SE으로서 나타내었다.    

4. 세포계수 분석  [0038]

YD-8, YD-10B, 또는 YD-38 세포들을 GS-HCl 처리 하루 전에 500μL 부피내에서 1 X 10
5
 세포의 농도로 24-웰 플[0039]

레이트내에서 배양하였다.  세포들을 24, 48, 또는 72 시간 동안 상이한 농도의 GS-HCl으로 각각 처리하였다.

각각의 시점에서, 트립판 블루(trypan blue) 염색으로 염색되는 생존 세포의 수를 현미경하에서 직접 계수하였

다.  세포계수 분석은 3회 반복하여 행하였다.  데이터는 3회의 독립적 실험의 평균ㅁSE으로 나타내었다.  

5. DNA 단편화 측정 [0040]

1 X 10
6
 세포의 농도로 6-웰 플레이트에서 배양한 YD-8 세포들을 상이한 농도의 GS-HCl를 첨가하여 48 시간 동[0041]

공개특허 10-2012-0104449

- 8 -



안 인큐베이션하였다.   이어서,  YD-8  세포들을 회수하여,  세척하고,  완충액 [50  mM  Tris  (pH  8.0),  0.5％

sarkosyl, 0.5 105 mg/mL proteinase K, 및 1 mM EDTA] 내에서 55℃에서 3 시간 동안 용해시키고, RNase A

(0.5μg/mL)을 첨가한 후, 55℃에서 18 시간 동안 추가 인큐베이션하였다.  용해물들을 10,000 X g 에서 20 분

간 원심분리하였다.  상등액내의 지놈 DNA는 중성 페놀-클로로포름-이소아밀알코올 혼합물의 동일한 부피로 추

출하고(25:24:1),  1.7％  아가로스젤상에서  전기영동하여  분석하였다.   DNA는  에티디움브로마이드(ethidium

bromide)(0.1 μg/mL)으로 염색한 후 UV 조사하에서 시각화한 후 사진을 촬영하였다.  

6. 전 세포(whole cell) 용해물의 제조   [0042]

YD-8  세포를  GS-HCl  처리  하루  전에  2  mL  부피내에서  0.5  x  10
6
 세포의  농도로  6-웰  플레이트내에서[0043]

배양하였다.  YD-8 세포들을 GS-HCl의 상이한 농도로 48 시간 동안 처리하였다.  이어서, YD-8 세포들은 1 mM

Na3VO4 및 1 mM NaF이 보충된 PBS으로 2회 세척하고, 세포용해 완충액 [50 mM Tris-Cl (pH 7.4), 150 mM NaCl,

0.1％ sodium  dodecyl  sulfate,  0.25％ sodium  deoxycholate,  1％ Triton  X-100,  1％ Nonidet  P-40,  1  mM

EDTA, 1 mM EGTA, proteinase inhibitor cocktail (1x)]에 노출시켰다.  세포 용해물은 1.5 mL 튜브에 수집하

고, 12,000 rpm, 4℃에서 20분간 원심분리하였다.  상등액을 회수하여 단백질 농도를 Bradford 시약으로 결정하

였다. 

7. 웨스턴 블로팅 분석 (Western blot analysis)    [0044]

단백질(50 μg)은 SDS-PAGE(10％)에 의해 분리하고, 니트로셀룰로오스 멤브레인(Millipore)상으로 이전시켰다.[0045]

멤브레인은 0.05％ (vol/vol) Tween 20이 보충된 TBS (10 mM Tris, 150 mM NaCl) [TBST]으로 세척하고, 5％

(wt/vol)의  비-지방  건조우유를  포함하는  TBST으로  블로킹하였다.   멤브레인들은  Procaspase-3  (1:2,000),

PARP  127  (1:2,000),  XIAP  (1:1,000),  Mcl-1  (1:1,000),  Bcl-2  (1:1,000),  HIF-1α (1:1,000),  GRP78  128

(1:1,000), IkB-a (1:2,000), p53 (1:2,000), p-eIF-2a (1:2,000), p-p70S6K (1:2,000), p-S6 129 (1:2,000)

또는 액틴 (1:5,000)에 특이적인 항체들로 4℃에서 하룻밤 인큐베이션하였다.  멤브레인은 호오스래디쉬 퍼옥시

다아제에  결합된  2차  항체들에  상온에서  2  시간  동안  노출시켰다.   멤브레인들은  상온에서  TBST으로

세척하였다.  면역반응성은 ECL 시약으로 검출하였다.  액틴 단백질의 발현 수준에 의해 동등한 단백질 로딩을

평가하였다. 

8. 역전사 중합효소 연쇄반응(reverse transcription-polymerase chain reaction, RT-PCR)   [0046]

처리 후에, YD-8 세포로부터의 총 세포 RNA를 RNAzol-B(Tel-Test)을 사용하여 분리하였다.  총 RNA의 3 μg은[0047]

랜덤 헥사데옥시뉴클레오타이드 프라이머 및 역전사효소를 사용하여 역전사하였다.  단일쇄 cDNA는 다음의 프라

이머를 사용한 PCR에 의해 증폭하였다:  

Mcl-1 센스, 5'-ATCTCTCGGTACCTTCGGGAG -3'; [0048]

Mcl-1 안티-센스, 5'-ACCAGCTCCTACTCCAGCAAC -3'; [0049]

Bcl-2 센스, 5'-AGATGTCCAGCCAGCTGCAC -3'; [0050]

Bcl-2 안티-센스, 5'-TGTTGACTTCACTTGTGGCC-3';[0051]

XIAP 센스, 5'-CGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCA G-3'; [0052]

XIAP 안티-센스, 5'-GAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATG-3'; [0053]

HIF-1α 센스, 5'-CTCAAAGTCGGACAGCCTCA-3'; [0054]

HIF-1α 안티-센스, 5'- CCCTGCAGTAGGTTTCTGCT-3'; [0055]

GRP78 센스, 5'-GATCTGTTCCGGTCTACTATGAA -3';  [0056]

GRP78 안티-센스, 5'-CTACAACTCATCTTTTTCTGCTG -3'; [0057]
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액틴 센스, 5'-GGTGAAGGTCGGTGTGAACG-3'; [0058]

액틴 안티-센스, 5'-GGTAGGAACACGGAAGGCCA-3'. [0059]

PCR 반응 조건은 다음과 같았다:  즉, Mcl-1의 경우, 95℃에서 45초간 변성, 56℃에서 45초간 어닐링, 및 72℃[0060]

에서 45초간 연장의 25 사이클; Bcl-2의 경우, 94℃에서 30초간 변성, 52℃에서 60초간 어닐링, 및 72℃에서 2

분간 연장의 30 사이클; XIAP의 경우, 94℃에서 35초간 변성, 54℃에서 40초간 어닐링, 및 72℃에서 30초간 연

장의 30 사이클;  HIF-1α의 경우, 95℃에서 30초간 변성, 59℃에서 30초간 어닐링, 및 72℃에서 30초간 연장의

25 사이클;  액틴(actin)의 경우, 95℃에서 30초간 변성, 56℃에서 30초간 어닐링, 및 72℃에서 30초간 연장의

25사이클.  액틴 mRNA의 발현 수준은 Mcl-1, Bcl-2, XIAP 및 HIF-1α의 상대 mRNA 발현의 평가를 위한 내부대

조군으로 사용하였다. 

9. HIF-1 활성의 측정 [0061]

HIF-1 활성의 측정을 위해, 루시퍼라아제 (luciferase) DNA 포함 human hypoxia responsive element (HRE) 프[0062]

로모터 1μg과, 대조군 pRL-TK DNA 20 ng을 함께 LipoFectamine/Plus 시약을 사용하여 제조자에 의해 제공되는

지시서에 따라 10％ FBS가 없는 배지 1 ㎖내에서 6-웰 플레이트내 1 X 10
6
 YD-8 세포/웰에 대해 4시간 동안 트

랜스펙션하였다.   이어서,  10％  FBS를  포함하는  배지  1  ㎖을  추가  20  시간  동안  조건화된  세포에  더

첨가하였다.  조건화된 세포는 지시된 농도에서 4 시간 동안 GS-HCl 존재하에서 또는 부존재하에서 처리하였다.

이어서, 조건화된 세포는 세척하고, 용해시킨 후, 루시퍼라아제 분석 키트를 사용하여 루시퍼라아제 활성을 측

정하였다. 루시퍼라아제 활성은 대조군 pRL-TK의 발현으로 정상화시켰다.

10. 세포내 ROS의 측정 [0063]

ROS의 생성은 DCFH-DA를 기질로서 사용하여 유세포분석에 의해 측정하였다.  간략하게 설명하면, YD-8 세포를[0064]

60 mm 세포 배양 디쉬내에서 4 mL 부피내에서 0.8 x 10
6
 세포의 농도로 하룻밤 배양하였다.  YD-8 세포는 최종

농도가 20 μM이 되도록 20 분간 DCFH-DA으로 로딩하고, GS-HCl(10 mM)의 존재 또는 부존재하에서 10분 내지 24

시간 동안 처리하였다.  YD-8  세포를 회수하고 PBS로 2회 세정한 후, PBS에 현탁하였다. ROS의 생성은 FACS

Caliber flow cytometer (Becton 172 Dickinson)을 사용하여 10,000 세포로부터 DCF 형광 강도(FL-1, 530 nm)

에 의해 측정하였다. 

11. 단백질의 안정성 측정 [0065]

Mcl-1 및 HIF-1a는 단기-존재성 단백질로 간주되고, 이들의 반감기는 세포내에서 상이하다.  따라서, Mcl-1 또[0066]

는 HIF-1a의 단백질 안정성은 트랜스레이션 억제자인 시클로헥사미드(cycloheximide, CHX)를 사용한 상이한 동

역학내에서 측정하였다.  간략하게 설명하면, Mcl-1의 경우, 2 mL 부피내의 0.5 X 10
6
 세포의 밀도로 6-웰 플레

이트내에 플레이팅된 YD-8 세포들을 CHX의 존재 또는 부존재하에서 GS-HCl(10 mM)으로 0, 30, 60 또는 120 분간

처리 또는 비-처리하였다.  각 시점에서, 전세포(whole cell) 용해물을 제조하고, 조건화된 세포내에 남아있는

각 단백질들의 양을 측정하기 위해 Mcl-1 또는 액틴에 대해 면역블로팅 분석을 수행하였다.  HIF-1a 단백질 안

정성을 측정하기 위해, YD-8 세포들을 0, 15, 30 또는 60분의 처리시간을 제외하고는 Mcl-1의 경우와 동일한 실

험조건에 노출시켰다.  각 시점에서, 전세포 용해물을 제조하고, 조건화된 세포내에서 남아 있는 각 단백질의

양을 결정하기 위해 HIF-1α 또는 액틴에 대한 면역블로팅 분석을 행하였다. 

12. 서브 G1 단계 측정을 위한 유세포 분석 [0067]

YD-8 세포들을 회수하고, PBS로 1회 세척하고, 얼음-냉각된 70％ 에탄올내에서 고정시키고 4℃에서 저장하였다.[0068]

분석전에, YD-8  세포들을 PBS로 재세척하고, 100μg/mL RNase A, 50μg/mL 요오드화 프로피디움, 0.1％(w/v)

소디엄 시트레이트(sodium citrate), 및 0.1％(v/v) NP-40을 포함하는 냉각시킨 요오드화 프로피디움 용액 1 mL

에 현탁시키고, 암조건 얼음상에서 30 분간 추가 인큐베이션하였다.  유세포 분석기(FACS Caliber, 215 Becton

Dikinson) 및 CellQuest 소프트웨어으로 유세포 분석을 실시하였다.  분석을 위해 대략, 15,000 세포들을 카운
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팅하였다. 

13. 치아 색 변화의 측정 [0069]

치아색에 대한 GS-HCl의 영향을 확인하기 위해, 잘 정제한 소치아(cow tooth)를 3개의 그룹으로 나누었다(n=2).[0070]

각 그룹을 12, 24, 및 30일 간 PBS, 10 mM GS-HCl을 포함하는 PBS, 또는 30 mg/ml 커피를 포함하는 PBS에 각각

침지시켰다.  각 시점에서, 각 그룹의 소 치아를 10회 세척한 후 Color Reader CR-10 (Minolta, Japan)에 의해

색깔 변화를 측정하였다.  소 치아에서의 색깔 변화는 Δe = [(ΔL)
2 
＋ (Δa)

2
 ＋ (Δb)

2
]
1/2

 으로 표시하였다.

차이의 유의성은 SPSS에 의해 결정하였고, 차이는 p 값이 0.05 보다 작은 값인 경우 유의한 것으로 간주하였다. 

실험결과 [0071]

1. GS-HCl은 YD-8 세포내에서 세포증식을 억제하고 세포사(apoptosis)를 유도한다 [0072]

YD-8 세포의 증식 및 생존에 대한 상이한 농도의 GS-HCl의 영향은 각각 MTS 분석 및 세포 계수 분석에 의해 측[0073]

정하였다.  도 1의 패널 A 및 패널 B에서 보여지는 바와 같이, GS-HCl 처리한 경우 농도 및 시간 의존적 방식으

로 YD-8 세포의 증식이 억제되고 생존율이 감소하였다.  특히, 10 mM의 농도의 GS-HCl으로 48 시간 동안 YD-8

세포를 처리한 결과 증식과 생존을 각각 60％ 및 88％ 감소시켰다.  이어서, GS-HCl이 YD-8  세포의 세포사

(apoptosis)에  미치는  영향을  세포사(apoptosis)  마커로  잘  알려진  핵  DNA  단편화  및  sub  G1  세포군

(population) 축적을 측정하여 결정하였다.  도 1의 패널 C에 나타나는 바와 같이, GS-HCl을 처리한 경우 농도

의존적 방식으로 지놈 DNA 단편화가 증가하였다.  10 mM 농도의 GS-HCl으로 48시간 처리한 경우 DNA 단편화가

강력하게 나타났다.  또한, FACS 분석 데이터에 의하면 10 mM 농도의 GS-HCl으로 48시간 처리한 경우 YD-8 세포

의 sub G1 세포군의 축적이 높은 정도로 나타남을 확인할 수 있었다(도 1의 패널 D 참조).  이러한 결과는 GS-

HCl이 YD-8 세포내에서 세포사(apoptosis)를 유도한다는 것을 명확히 보여주는 결과이다.  

2. GS-HCl은 YD-8 세포내에서 카스파제(caspase)-3의 활성을 촉진한다 [0074]

카스파제의 활성화는 세포사(apoptosis) 유도를 촉진하는 중요한 세포 이벤트이다.  따라서, 본 발명자들은 YD-[0075]

8 세포내에서 GS-HCl 처리가 카스파제, 특히 카스파제-3의 활성화를 촉진하는 지를 측정하였다.  GS-HCl에 의한

카스파제-3의 활성화는 GS-HCl 처리된 YD-8 세포내에서 카스파제-3의 비활성의 프로-형태 및 활성 형태(절단된

산물)의 양을 측정하여 진행하였다.  도 2의 패널 A에서 보여지는 바와 같이, 24시간 동안 GS-HCl를 처리하면

농도 의존적 방식으로 프로카스파제-3의 세포내 수준이 감소하였으나, 활성형(절단된) 카스파제-3의 수준은 증

가하였다.  카스파제-3의 최대 활성화는 10 mM GS-HCl에 의해 유도되는 것으로 보였다.  PARP는 카스파제의 다

운-스트림 기질로 알려진 물질이다.  24시간 동안 GS-HCl로 처리된 YD-8 세포내에서 절단된 PARP의 세포주순이

용량-의존적 방식으로 증가하였다.  GS-HCl(10 mM) 노출에 반응하는 카스파제-3 활성화 시간을 알아보기 위해

경시적 변화 시험을 수행하였다.  동역학 실험결과 YD-8 세포내에서 절단된 카스파제-3가 시간 의존적 방식으로

생성된다는 것을 알 수 있었다(도 2의 패널 B).  이러한 결과들은 GS-HCl이 YD-8 세포내에서 카스파제-3을 활성

화시킨다는 것을 암시한다.  

3. YD-8 세포내에서 GS-HCl으로 장기간 처리한 경우 Mcl-1 및 HIF-1a이 전사 수준에서 하향조절된다. [0076]

Bcl-2 및 IAP 패밀리의 일원은 항-세포사(anti-apoptotic) 단백질들이다.  특히, HIF-1a는 인간 구강상피세포암[0077]

(OSCC) 세포내에서 생존 인자라는 것이 최근 규명되었다.  본 발명자들은 YD-8 세포내에서 GS-HCl이 Bcl-2 및

IAP의 패밀리와 HIF-1a의 발현을 조절할 수 있는 지를 조사하였다.  도 3의 패널 A 및 B (lane 1)에서 보여지는

바와 같이, 웨스턴 블로팅 및 RT-PCR  분석결과, YD-8  세포는 Mcl-1,  Bcl-2,  XIAP,  및  HIF-1a을 단백질 및

mRNA 수준에서 내재적으로 상당한 수준으로 발현하고 있었다.  그런데, YD-8세포에 대해 GS-HCl을 24시간 동안

노출시킨 경우 Mcl-1 및 HIF-1a의 발현이 단백질 및 mRNA 수준에서 농도 의존적 방식으로 하향-조절되었다(lane

2-4).  그러나, YD-8 세포내에서 Bcl-2 및 XIAP의 단백질 및 mRNA 발현은 GS-HCl으로 24시간 처리한 경우 적용

된 농도 수준에서 변화가 없었다.  HRE 프로모터에 의한 루시퍼라제(luciferase) 실험 분석의 경우, YD-8 세포

내에서 GS-HCl에 의해 HIF-1a 전사 활성이 농도 의존적 방식으로 억제됨을 확인할 수 있었다(도 3의 패널 C 참
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조).  상기 결과들은 GS-HCl으로 장기간(24 시간) 처리하면 YD-8 세포내에서 전사(transcription)의 하향조절에

의해 Mcl-1 및 HIF-1a의 발현이 특이적으로 억제된다는 것을 입증하고 있다.   

4.   YD-8  세포내에서 GS-HCl을 단기간 처리하면 Mcl-1  및 HIF-1a가 단백질 수준에서 하향조절되고, eIF-2a,[0078]

p70S6K, 및 S6의 활성이 변경된다.  

YD-8 세포내에서 단백질 및 mRNA 수준에서의 Mcl-1 및 HIF-1a의 발현 조절에 대한 GS-HCl의 경시적 영향을 알아[0079]

보기 위해 시간대별 실험을 행하였다.  도 4의 패널 A에서 보여지는 바와 같이, 웨스턴 블로팅 결과, YD-8 세포

에 GS-HCl (10 mM)을 2시간의 단기간 노출시킨 경우 Mcl-1 및 HIF-1a 단백질의 발현이 감소되었고, 이러한 발현

의 감소는 12시간 까지 유지되었다.  Mcl-1 및 HIF-1a은 단수명 단백질로 간주된다.  또 다른 특이성을 검사하

기 위해, YD-8 세포내에서 단기간 GS-HCl을 처리한 경우 또 다른 단수명 단백질인 IkB-a 및 p53의 발현이 변경

되는 지를 측정하였다.  그러나, YD-8 세포를 GS-HCl으로 각 시간별로 처리한 경우 IkB-a 및 p53의 단백질 발현

에는 영향이 없었다.  놀랍게도, RT-PCR 실험결과 각 시간에서 GS-HCl으로 처리한 경우 YD-8 세포내에서 Mcl-1

및 HIF-1a의 mRNA 발현에는 아무런 영향이 없었다.  본 발명자들은 GS-HCl의 단기간 처리에 반응하여 Mcl-1 및

HIF-1a 단백질의 세포내 수준이 감소한 것은 트랜스레이션(translation)의 차단에 기인한 것으로 추정하였다.

이를 확인하기 위해, YD-8 세포내에서 eIF-2a, p70S6K, 및 S6와 같은 트랜스레이션-관련된 단백질의 활성에 대

해 GS-HCl의 단기간 처리 효과를 조사하였다.  YD-8 세포내에서 eIF-2a, p70S6K, 및 S6의 활성을 조절하는 GS-

HCl의  능력은 eIF-2a의 증가된 인산화 수준(eIF-2a의 비활성 형태)와,  p70S6K  및 S6의 감소된 인산화 수준

(p70S6K 및 S6의 비활성 형태)에 의해 평가하였다.  도 4의 패널 C에서 나타난 바와 같이, GS-HCl으로 단기간

처리한 YD-8 세포내에서 eIF-2a의 인산화가 시간 의존적 방식으로 증가하였다.  반면에, GS-HCl을 단기간 노출

시킨 경우 YD-8 세포내에서 p70S6K 및 S6의 인산화가 시간 의존적 방식으로 감소되었다. 

5. GS-HCl의 단기간 처리에 의한 YD-8 세포에서의 Mcl-1 및 HIF-1a 단백질 발현의 하향-조절에 카스파제- 및 라[0080]

이소좀-매개 단백질 분해 경로의 부분적 관여     

트랜스레이션  조절에  부가하여,  GS-HCl  처리에  의한  Mcl-1  및  HIF-1a의  단백질  수준의  하향  조절(down[0081]

regulation)이 단백질 분해의 증가와 관련되어 있는 지를 조사하였다.  이를 위해 다음과 같은 약리학적 억제

실험을 수행하였다: 즉, YD-8 세포를 프로테오좀 억제자(proteasomal inhibitor) MG132 또는 ZLLF, 라이소좀

억제자(lysosomal inhibitor) CQ(cloroquinone), 또는 pan-caspase 억제자 z-VAD-fmk의 존재 또는 부존재하에

1 시간 동안 전처리하고, 상기 억제자들의 부존재 또는 존재 하에서 2 시간 또는 4 시간 동안 GS-HCl의 존재 또

는 부존재로 처리하고, 조절된 세포내에서 Mcl-1 및 HIF-1a 단백질의 세포내 수준을 측정하였다.  도 5의 패널

A에서 보여지는 바와 같이, MG132 또는 ZLLF는 YD-8 세포내에서 2 시간의 GS-HCl의 처리에 의해 유도되는 Mcl-1

및 HIF-1a 단백질의 하향-조절을 막지는 못하였고, 오히려, 각각의 약물들은 YD-8 세포내에서 GS-HCl의 부존재

하는 경우에 Mcl-1 및 HIF-1a 단백질의 발현을 강하게 상향 조절하였다.  그러나, 도 5의 패널 B에서 보여지는

바와 같이, CQ 또는 z-VAD로 처리한 경우, YD-8 세포내에서 2시간 및 4시간 GS-HCl 처리에 의해 유도되는 Mcl-1

및 HIF-1a 단백질의 하향 조절을 부분적으로 저해하였다.  CQ 또는 z-VAD 단독 처리는, GS-HCl이 존재하지 않는

경우 Mcl-1  및 HIF-1a  단백질의 발현에 아무런 영향을 미치지 않았다.  상기 결과들은 YD-8  세포내에서 GS-

HCl으로 단기간 처리한 경우 Mcl-1 및 HIF-1a 단백질의 하향조절은 라이소좀(lysosome)- 및 카스파제-매개된 단

백질 분해 경로에 부분적으로 의존하며, 프로테오좀 경로(proteasomal pathway)에는 독립적이라는 것을 암시한

다. 

6. YD-8 세포에서 GS-HCl의 단기간 처리에 의해 유도되는 Mcl-1 및 HIF-1a 단백질의 하향조절은 단백질 턴오버[0082]

(turnover)와 관련되어 있지 않다.  

본 발명자들은 GS-HCl의 단기간 처리에 의한 Mcl-1 및 HIF-1a의 단백질 수준에서의 하향조절이 단백질 턴오버[0083]

(protein turnover)의 증가에 의한 것인지를 확인하였다.  이를 위해, YD-8 세포를 트랜스레이션 차단하기 위한

트랜스레이션 억제자 CHX의 부존재(lane 1) 또는 존재(lanes 2-6)에서 GS-HCl과 함께(lanes 5-7) 또는 GS-HCl

없이(lanes 1-4) 처리하고, 조건화된 세포내에서 남아 있는 Mcl-1 및 HIF-1a 단백질의 양을 측정하였다(도 6의

패널 A 및 패널 B 참조).  YD-8 세포내에서 트랜스레이션이 차단되었을 때, Mcl-1 및 HIF-1a 단백질이 빠르게

분해되었으나, GS-HCl의 존재하에서 단백질 분해는 가속화되지 않았다.  
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7. GS-HCl은 YD-8 세포내에서 ER 스트레스를 촉발한다.   [0084]

GS-HCl은  다양한  형태의  세포에서  ER(endoplasmic  reticulum,  소포체)  스트레스를  유도하는  것으로  알려져[0085]

있다.  GS-HCl이 YD-8 세포내에서 ER 스트레스를 유도하는 지를 확인하였다.  YD-8 세포내에서 GS-HCl에 의해

유도되는 ER  스트레스의 정도는 ER  스트레스 조건하에서 세포내에서 발현이 크게 상향 조절되는 ER  샤프론

(chaperone) 단백질 GRP78의 양에 의해 평가하였다(Li and Lee, 2006).  도 7의 패널 A 및 B에서 나타나는 바

와 같이,  GS-HCl으로 24 시간 처리한 경우, GRP78 발현이 단백질 및 mRNA 수준에서 농도 의존적 방식으로 증가

하였다.  동역학적 연구 결과, GS-HCl(10 mM) 처리에 의해, GRP78 mRNA 유도는 4 시간에서 발생하였고, 12 시간

및 24 시간에서 GRP 단백질의 강한 상향조절이 관찰됨으로써, YD-8 세포내에서 GRP78 mRNA 및 단백질의 발현이

시간 의존적 방식으로 증가함을 확인하였다(도 7의 패널 C 및 패널 D 참조).  이러한 결과는 GS-HCl 처리에 의

해 YD-8 세포내에서 ER 스트레스가 신속하게 유도된다는 것을 암시한다.  

8. GS-HCl은 YD-8 세포에서 세포내 ROS 수준을 증가시킨다.   [0086]

산화적 스트레스가 세포사(apoptosis)에서 매우 중요한 역할을 한다는 것을 고려하여, GS-HCl이 YD-8 세포내에[0087]

서 산화적 스트레스를 유발하는지를 DCFH-기반 FACS 분석을 통해 확인하였다.  YD-8 세포들을 GS-HCl의 존재 또

는 부존재하에서 상이한 시간(10분 내지 24 시간) 동안 처리하여, 조건화된 세포내에서 세포내 ROS의 양을 측정

하였다.  도 8에서 보여지는 바와 같이, GS-HCl을 10분간 처리한 경우 YD-8 세포내에서 ROS가 생성되었으나, 30

분, 1시간 또는 2시간에서는 더 이상 ROS가 생성되지 않았다.  이러한 결과는 GS-HCl 처리에 의해 YD-8 세포내

에서 ROS가 신속하게 생성된다는 것을 암시한다.   

9. YD-8 세포에서 pan-caspase 억제자인 z-VAD-fmk로 처리한 경우 GS-HCl 유도된 세포사(apoptosis)가 강하게[0088]

차단된다. 

YD-8 세포내에서 GS-HCl 유도된 세포사(apoptosis)를 담당하는 세포 단백질 및/또는 인자를 조사하였다.  이를[0089]

위해 다음과 같은 약리학적 억제자 실험을 행하였다: 즉, YD-8 세포를 z-VAD-fmk, 비타민 E(Vit. E, 항산화제),

글루타티온(GSH, 환원제), 알로푸리놀(allopurinol, Allo, 크산틴 옥시다제 억제자), 또는 DPI (DPI, NADPH 옥

시다제 억제자)를 1시간 동안 전처리하거나 또는 처리하지 않고, 조건화된 세포내에서 핵 DNA 단편화, 카스파제

-3 활성화, 및 PARP 단편화를 측정하였다.  도 9의 패널 A에서 보여지는 바와 같이, z-VAD-fmk 처리에 의해 GS-

HCl-유도된 세포사(지놈 DNA 단편화)는 나타나지 않았다(lane 3).  다른 저해자 또는 저해제들은 GS-HCl 유도된

세포사를 저해하지 않았다(lanes 4-7).  카스파제 저해자는 GS-HCl 유도된 카스파제-3의 활성화와 PARP 단편화

를 차단하였는데, 이는 이들 약물의 효능이 우수함을 보여주는 것이다(도 9의 패널 B 참조).  상기 결과들은 카

스파제의 활성화가 YD-8 세포내에서 GS-HCl 유도된 세포사가 중요한 역할을 한다는 것을 증명하는 것이다.  

10. 다양한 종류의 인간 OSCC 세포의 생존율에 미치는 GS-HCl, GS-설페이트 또는 N-아세틸 GS의 영향 [0090]

GS-HCl, GS-설페이트, 또는 GS의 유도체인 N-아세틸 GS가 YD-8 세포와 다른 인간 OSCC 세포주인 YD-10B 및 YD-[0091]

38의 성장에 대해 미치는 영향을 비교하였다.  도 10의 패널 A 내지 패널 C에 나타나있는 바와 같이(lane 2),

GS-HCl(10 mM)이 가장 강하게 YD-8, YD-10B, 및 YD-38 세포의 성장을 각각 91％, 93％ 및 83％ 감소시켰다.

주목할만하게, GS-설페이트(10 mM)으로 처리한 경우 YD-8 또는 YD-10B 세포의 생존율이 40％ 감소하였으나, YD-

38 세포의 생존율은 83％ 억제하였다.  그러나, N-아세틸 GS (10 mM)는 테스트한 모든 OSCC 세포주의 생존율에

영향을 미치지 않았다.  

11. GS-HCl은 소 치아의 색 변화에 영향을 미치지 않았다. [0092]

소 치아의 색깔 변화에 대한 GS-HCl의 영향을 검사하였다.  이를 위해, 소 치아(n=2)를 PBS, 10 mM의 GS-HCl을[0093]

포함하는 PBS, 3 mg/㎖의 커피(Nescafe Gold Blend)를 포함하는 PBS에 각각 0, 12, 24, 또는 30일간 침지하였

다.  각각의 시간에, 조건화시킨 소 치아를 PBS로 세척하고, 각각 사진 및 색차 분석기를 사용하여 색깔의 변화

를 분석하였다.  도 11a 및 도 11b에서 나타나는 바와 같이, 사진 관찰 및 색차 분석에 의하면, GS-HCl은 30일
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간의 침지에 의해서도 소 치아에 색깔 변화를 일으키지 않았으나, 반면에 커피는 소 치아에 강한 어두운 색깔

변화를 일으켰다. 

이상으로 본 발명의 특정한 부분을 상세히 기술하였는 바, 당업계의 통상의 지식을 가진 자에게 있어서 이러한[0094]

구체적인 기술은 단지 바람직한 구현 예일 뿐이며, 이에 본 발명의 범위가 제한되는 것이 아닌 점은 명백하다.

따라서, 본 발명의 실질적인 범위는 첨부된 청구항과 그의 등가물에 의하여 정의된다고 할 것이다.
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도면11b

서 열 목 록

<110>    Keimyung University Industry Academic Cooperation Foundation

<120>    Composition for Treating or Preventing Oral Squamous Cell

         Carcinoma Comprising Glucosamine

<160>    12

<170>    KopatentIn 1.71

<210>    1

<211>    21

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    PCR primer for Mcl-1

<400>    1

atctctcggt accttcggga g                                                   21

<210>    2

<211>    21

<212>    DNA
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<213>    Artificial Sequence

<220><223>    PCR primer for Mcl-1

<400>    2

accagctcct actccagcaa c                                                   21

<210>    3

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    PCR primer for Bcl-2

<400>    3

agatgtccag ccagctgcac                                                     20

<210>    4

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    PCR primer for Bcl-2

<400>    4

tgttgacttc acttgtggcc                                                     20

<210>    5

<211

>    25

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    PCR primer for XIAP

<400>    5

cgtcgatttt tgtgatgctc gtcag                                               25

<210>    6

<211>    29

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    PCR primer for XIAP

<400>    6

gaagcattta tcagggttat tgtctcatg                                           29

<210>    7
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<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    PCR primer for HIF-1 alpha

<400>    7

ctcaaagtcg gacagcctca                                                     20

<210>    8

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    PCR primer for HIF-1 alpha

<400>    8

ccctgcagta ggtttctgct                                                     20

<210>    9

<211>    23

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    PCR primer for GRP78

<400>    9

gatctgttcc ggtctactat gaa                                                 23

<210>    10

<211>    23

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    PCR primer for GRP78

<400>    10

ctacaactca tctttttctg ctg                                                 23

<210>    11

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    PCR primer for actin

<400>    11
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ggtgaaggtc ggtgtgaacg                                                     20

<210>    12

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    PCR primer for actin

<400>    12

ggtaggaaca cggaaggcca                                                     20
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