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명 세 서

청구범위

청구항 1 

그라실라리옵시스 코르다(Gracilariopsis chorda) 에탄올 추출물을 유효성분으로 함유하는 알츠하이머 질환, 파

킨슨 질환, 헌팅톤 질환, 진행성 신경퇴행질환, 대사성 뇌질환, 니만-픽병, 뇌 허혈 및 뇌출혈로 인한 치매로

이루어지는 군으로부터 선택되는 퇴행성 질환의 예방 또는 치료용 약학적 조성물.

청구항 2 

삭제

청구항 3 

제 1항에 있어서,

상기 퇴행성 질환은 산화 스트레스에 의한 것임을 특징으로 하는 약학적 조성물.

청구항 4 

제 3항에 있어서,

상기 산화 스트레스는 저산소증 치료를 위한 재산소화(reoxygenation), 또는 허혈증(ischemia) 치료를 위한 재

관류(reperfusion)에 의한 재산소화에 의하여 발생하는 것을 특징으로 하는 약학적 조성물.

청구항 5 

제 1항에 있어서,

ROS(reactive  oxygen  species)의 생성을 억제, 또는 세포자연사(apoptosis)  또는 세포괴사(necrosis)에 의한

뇌신경세포의 사멸을 억제하는 것을 특징으로 하는 약학적 조성물.

청구항 6 

그라실라리옵시스 코르다(Gracilariopsis chorda) 에탄올 추출물을 유효성분으로 함유하는 알츠하이머 질환, 파

킨슨 질환, 헌팅톤 질환, 진행성 신경퇴행질환, 대사성 뇌질환, 니만-픽병, 뇌 허혈 및 뇌출혈로 인한 치매로

이루어지는 군으로부터 선택되는 퇴행성 질환의 예방 또는 개선용 건강 기능 식품.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 그라실라리옵시스 코르다(Gracilariopsis chorda)의 에탄올 추출물(이하, 'GCE'로도 칭함)을 유효성[0001]

분으로 함유하는 퇴행성 질환의 예방 또는 치료용 약학적 조성물 및 건강 기능 식품에 관한 것이다.

배 경 기 술

인간 수명의 증가로 유해산소 스트레스에 관련된 퇴행성 신경질환에 걸릴 가능성이 증가하고 있다. 세계적으로[0002]

65세 이상의 노령 인구는 급격하게 증가되고 있어 2000년에 4억2천만명에서 2030년에는 9억7천3백만명으로 증가

될 것으로 추산된다(Castellani et al., 2010). 저산소증 뇌손상(hypoxic brain injury)은 뇌에 산소 공급이

충분하지 못한 것으로 알츠하이머씨병(Alzheimers disease)과 파킨슨씨병(Parkinsons disease)과 같은 여러 가

지 퇴행성 뇌질환(neurodegenerative disease)에서의 뇌신경 세포 사망을 초래한다.

급성 혹은 만성 뇌질환에서 신경 세포사는 흔히 산화 스트레스(oxidative  stress)에  기인한다(Lee  et  al.,[0003]

2007). 저산소증에 빠졌다가 다시 재관류가 될 때(hypoxia/reoxygenation, H/R) 산화 스트레스가 일어나며, 이

과정에는 유해 산소(reactive oxygen species, ROS)가 관여한다. ROS에는 superoxide anion(O
2-
), 과산화수소
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(hydrogen peroxide, H2O2), 및 수산기(hydroxyl radical, OH
-
) 등이 있다(Orrenius et al., 2007). 과다한 ROS

의  생성은  세포자연사(apoptosis)를  유도하며(Bredesen  et  al.,1995),  이의  특징은  뉴클레오솜  분절

(nucleosomal  fragmentation)(Willie  et  al.,  1980)과 사립체막전위(mitochondrial  membrane  potential,  MM

P)의 소실이다(Liu et al., 1996; Susin et al., 1996).

순수 화합물 약제를 장기간 복용하면 환자가 여러 가지 부작용을 일으키기 때문에 연구자들은 H/R에 의한 자유[0004]

기(free radical) 생성을 방지하는 천연물을 찾고 있다. 해조류(marine algae 혹은 seaweed)는 산화 스트레스

와  관련된  퇴행성  신경  질환에  대한  잠재적  치료제로  각광을  받고  있다(Swing,  2003).  예로서,  Eisenia

bicycles과 그 phlorotannin  성분은 산화 스트레스 하에서 망막의 ganglion  cell  death를 방지하며(Kim  et

al., 2012), 갈조류 Laminaria japonica에서 추출한 fucoidan은 과산화수소에 의한 pheochromocytoma cell의

자연사(apoptosis)를 억제한다(Gao et al., 2012). 최근에는 해조류 Gelidium amansii와 Sargassum fulvellum

의 에탄올 추출물이 해마신경세포의 생존율을 증가시키는 신경성장효능(neurotrophic effects)이 있음이 밝혀졌

다(Hannan et al., 2012, 2013, 2014). 이러한 보고들은 신경성장인자는 신경세포보호 작용도 있음을 의미한다.

보다 확실한 증거로, 신경성장인자 NGF는 산화 스트레스에 노출된 해마신경세포 및 대뇌피질신경세포의 손상을

줄인다(Shigeno et al., 1991; Shimohama et al., 1993). 하지만, 아직까지 H/R에 의한 산화 스크레스에 노출

된 중추신경계(central nervous system, CNS) 신경세포에 미치는 해조류의 효능에 대한 연구보고는 없었다.

선행기술문헌

비특허문헌

[0005]
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발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명에서 해결하고자 하는 과제는 퇴행성 질환의 예방, 개선 또는 치료를 위한 해조류 유래의 신규한 용도의[0006]
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추출물을 제공하고자 하는 것이다. 

과제의 해결 수단

상기와 같은 과제를 해결하기 위하여, 본 발명은 그라실라리옵시스 코르다(Gracilariopsis chorda) 추출물을 유[0007]

효성분으로 함유하는 퇴행성 질환의 예방 또는 치료용 약학적 조성물을 제공한다.

상기 퇴행성 질환은 알츠하이머 질환, 파킨슨 질환, 루게릭 질환, 헌팅톤 질환, 근위축성 측석 경화증, 다발성[0008]

경화증, 면역계 이상 뇌기능 부전, 진행성 신경퇴행질환, 대사성 뇌질환, 니만-픽병, 뇌 허혈 및 뇌출혈로 인한

치매로 이루어지는 군으로부터 선택되는 것이 바람직하다.

상기 퇴행성 질환은 산화 스트레스에 의한 것이 바람직하다.[0009]

상기 산화 스트레스는 저산소증 치료를 위한 재산소화(reoxygenation), 또는 허혈증(ischemia) 치료를 위한 재[0010]

관류(reperfusion)에 의한 재산소화에 의하여 발생하는 것이 바람직하다.

상기 유효성분은 ROS(reactive  oxygen  species)의 생성을 억제,  또는 세포자연사(apoptosis)  또는 세포괴사[0011]

(necrosis)에 의한 뇌신경세포의 사멸을 억제하는 것이 바람직하다.

또한, 본 발명은 본 발명의 상기 유효성분을 포함하는 퇴행성 질환의 예방 또는 개선용 건강 기능 식품을 제공[0012]

한다.

발명의 효과

본 발명의 유효 성분은 해조류 유래의 신규한 추출물로서 유해 산화 스트레스로부터 해마신경세포를 보호함으로[0013]

써 각종 퇴행성 질환의 예방, 개선 또는 치료에 우수한 효과가 있다.

도면의 간단한 설명

도 1의 A 및 B는 정상 산소 환경에서 GCE의 해마신경세포에 대한 보호 효능(neuroprotective effect)을 보여주[0014]

는 결과이다. 해마신경경세포를 GCE(1 내지 45μg/mL) 혹은 비히클이 함유된 배지에 배양하고, 배양 13일(DIV

13)에 프로피디움 이오디드(propidium iodide, PI)로 염색하여 세포생존율(cell viability)를 측정하였다. 도

1의 A는 다양한 GCE 농도에서 배양한 세포들의 대표적인 위상차현미경 및 PI 염색 형광현미경 사진들이다. 형광

이미지를 흑백으로 바꾸고 반전하여 PI 신호(즉, 죽은 세포)가 검게 보이도록 하였다. 크기막대 = 80μm(모든

그림에 적용). 도 1의 B는 생존률로서 살아있는 세포(즉, PI 비염색 세포)의 백분율(퍼센트)로 나타내었으며,

비히클 처리 대조군에 상대적으로 표준화하였다. 데이터막대기(bar)는 means ± SEM을 나타낸다. 값들은 세 번

의 독립적 실험의 결과로서 통계학적 유의성은 비히클 처리 대조군과 비교하였다. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p

< 0.001 (ANOVA).

도  2의  A  및  B는  저산소/재산소화(hypoxia/reoxygenation,  H/R)  후  GCE에  의한  ROS  생성  억제  효능을

나타낸다. GCE(15μg/mL) 혹은 비히클이 함유된 배지에 해마신경세포를 배양하였다. DIV 9일에 배양을 0, 1, 2,

혹은 3시간 저산소 환경에 두었다가 정상산소 환경(normoxia)에서 24시간 더 배양하였다. ROS의 수준은 형광표

지자 DCFDA로 염색하여 정량하였다. 도 2의 A는 전형적인 DCFDA 염색사진을 나타낸다. 크기막대 = 40μm(모든

그림에 적용). 도 2의 B는 ROS(+) 세포들의 백분율을 나타낸다. 데이터막대기(bar)는 means ± SEM을 나타낸다.

값들은 세 번의 독립적 실험의 결과로서 통계학적 유의성은 비히클 처리 대조군과 비교하였다. ***p < 0.001

(Student's t test).

도 3의 A 및 B는 저산소/재산소화(H/R) 후 GCE의 DNA 분절 방지에 미치는 효능을 나타낸다. GCE(15μg/mL) 혹은

비히클이 함유된 배지에 해마신경세포를 배양하고, DIV 6일에 저산소(1.5시간) 처리하였다. 이들을 정상산소 환

경에서 24 혹은 48시간 더 배양한 후 고정하여 phospho-H2AX 항체로 염색하였다. 도 3의 A는 대표적인 면역형광

이미지들이다. 핵 내 개별 점박이(puncta)를 보여주기 위하여 박스로 표시한 핵들을 확대하여 삽입도에 나타내

었다(화살표머리). 크기막대 = 12μm(모든 그림에 적용). 도 3의 B는 핵 하나당 점박이의 수를 나타낸다. 데이

터막대기(bar)는 means ± SEM (n = 30개 핵)을 나타낸다. 값들은 세 번의 독립적 실험의 결과로서 통계학적 유

의성은 비히클 처리 대조군과 비교하였다. ***p < 0.001 (ANOVA).

도  4의  A  및  B는  저산소/재산소화(H/R)  후  GCE의  세포자연사(apoptosis)  억제에  미치는  효능을  나타낸다.

GCE(15μg/mL) 혹은 비히클이 함유된 배지에 해마신경세포를 배양하고, DIV 9일에 저산소 (3시간) 처리하였다.

이들을 정상산소 환경에서 48 혹은 96시간 더 배양한 후 Annexin V (AN; green)와 PI (red)로 이중염색하였다.
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도 4의  A는  AN/PI로 염색한 대표적인 위상차현미경 및 형광현미경사진들이다.  전형적인 AN(+)/PI(+)  세포들

(boxed)을  확대하여  삽입도에  나타내었다.  크기막대  =  12μm  (모든  그림에  적용).  도  4의  B는  자연사세포

[AN(+)/PI(+)] 백분율로서 GCE(-) H/R 비처리 대조군에 대비하여 표준화하였다. 데이터막대기(bar)는 means ±

SEM (n = 30개 핵)을 나타낸다. 값들은 세 번의 독립적 실험의 결과로서 통계학적 유의성은 GCE(-) H/R 비처리

대조군과 비교하였다. ***p < 0.001 (ANOVA).

도 5의 A 및 B는 저산소/재산소화(H/R) 후 GCE의 뉴클레오솜간 DNA 분절(internucleosomal DNA fragmentation)

억제에 미치는 효능을 나타낸다. GCE (15μg/mL) 혹은 비히클이 함유된 배지에 해마신경세포를 배양하고, DIV 9

일에 저산소 (3시간) 처리하였다. 이들을 정상산소 환경에서 96시간 더 배양하고 DNA를 분리하였다. DNA를 1.5%

아가로즈겔에 전기영동하고 에티디움 브로마이드(ethidium bromide, EtBr)로 염색하였다. 도 5의 A는 아가로즈

겔 전기영동 후 대표적인 DNA 사다리화(laddering) 현상을 보여준다. 손상 받지 않은 DNA의 위치는 화살 혹은

화살표로 표시하였다. 분자크기(molecular sizes)는 가장 왼쪽에 염기쌍(base pairs, bp)로 나타내었다. 도 5의

B는 도 5의 A에 나타난 각각의 DNA 사다리 밴드의 강도 그래프를 구하고, 이들을 중첩하여 상대적 강도를 비교

하기 쉽도록 나타내었다(강도의 정도는 임의적 수치임).

도 6의 A 및 B는 저산소/재산소화 (H/R) 후 GCE의 사립체 막전위 (mitochondrial membrane potential, MMP) 소

실 억제에 미치는 효능을 나타낸다. GCE  (15μg/mL)  혹은 비히클이 함유된 배지에 해마신경세포를 배양하고,

DIV  9일에 저산소(3시간) 처리하였다. 이들을 정상산소 환경에서 96시간 더 배양하고 MMP 수준을 형광표지자

JC-1으로 염색하여 측정하였다. 도 6의 A는 대표적인 JC-1 염색 이미지를 나타낸다. 크기막대 = 20μm(모든 그

림에 적용).  도 6의 B는 red/green 형광 강도의 비율을 나타낸다. 데이터막대기(bar)는 means ± SEM으로서,

값들은 세 번의 독립적 실험의 결과이며 통계학적 유의성은 GCE(-) H/R 대조군과 비교하였다. *p < 0.05, **p <

0.01 (ANOVA).

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 본 발명을 상세하게 설명한다.[0015]

본 발명의 발명자들은 다양한 해조류를 대상으로 H/R 시행 후 해마신경세포의 손상 여부를 확인하였고, 그 결과[0016]

그라실라리옵시스 코르다(Gracilariopsis chorda)의 에탄올 추출물에서 가장 우수한 결과를 얻어 본 발명을 완

성하였다.

따라서, 본 발명은 그라실라리옵시스 코르다(Gracilariopsis chorda) 추출물을 유효성분으로 함유하는 퇴행성[0017]

질환의 예방 또는 치료용 약학적 조성물을 제공한다.

상기 퇴행성 질환은 알츠하이머 질환, 파킨슨 질환, 루게릭 질환, 헌팅톤 질환, 근위축성 측석 경화증, 다발성[0018]

경화증, 면역계 이상 뇌기능 부전, 진행성 신경퇴행질환, 대사성 뇌질환, 니만-픽병, 뇌 허혈 및 뇌출혈로 인한

치매로 이루어지는 군으로부터 선택되는 것이 바람직하다.

상기 퇴행성 질환은 산화 스트레스에 의한 것이 바람직하다.[0019]

상기 산화 스트레스는 저산소증 치료를 위한 재산소화(reoxygenation), 또는 허혈증(ischemia) 치료를 위한 재[0020]

관류(reperfusion)에 의한 재산소화에 의하여 발생하는 것이 바람직하다.

상기 유효성분은 ROS(reactive  oxygen  species)의 생성을 억제,  또는 세포자연사(apoptosis)  또는 세포괴사[0021]

(necrosis)에 의한 뇌신경세포의 사멸을 억제하는 것이 바람직하다.

본 발명의 약학적 조성물은 각각의 사용 목적에 맞게 통상의 방법에 따라 산제, 과립제, 정제, 캡슐제, 현탁제,[0022]

에멀젼, 시럽, 에어로졸 등의 경구 제형, 멸균 주사용액의 주사제 등 다양한 형태로 제형화하여 사용할 수 있으

며, 경구 투여하거나 정맥 내, 복강 내, 피하, 직장, 국소 투여 등을 포함한 다양한 경로를 통해 투여될 수 있

다. 이러한 약학적 조성물에는 추가적으로 담체, 부형제 또는 희석제 등이 더 포함될 수 있으며, 포함될 수 있

는  적합한  담체,  부형제  또는  희석제의  예로는  락토오스,  덱스트로오스,  수크로오스,  솔비톨,  만니톨,

자일리톨, 에리쓰리톨, 말티톨, 전분, 아카시아 고무, 알지네이트, 젤라틴, 칼슘 포스페이트, 칼슘 실리케이트,

셀룰로스, 메틸 셀룰로스, 비정질 셀룰로스, 폴리비닐 피롤리돈, 물, 메틸하이드록시벤조에이트, 프로필하이드

록시벤조에이트, 탈크, 마그네슘 스테아레이트 및 광물유 등을 들 수 있다. 또한, 본 발명의 약학적 조성물은

충전제, 항응집제, 윤활제, 습윤제, 향료, 유화제, 방부제 등을 추가로 더 포함할 수도 있다. 

본 발명의 약학적 조성물은 약제학적으로 유효한 양으로 투여한다. 본 발명에서, "약제학적으로 유효한 양"은[0023]
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의학적 치료에 적용 가능한 합리적인 수혜/위험 비율로 질환을 치료하기에 충분한 양을 의미하며, 유효 용량 수

준은 환자의 질환의 종류, 중증도, 약물의 활성, 약물에 대한 민감도, 투여 시간, 투여 경로 및 배출 비율, 치

료 기간, 동시 사용되는 약물을 포함한 요소 및 기타 의학 분야에 잘 알려진 요소에 따라 결정될 수 있다. 본

발명의 약학적 조성물은 개별 치료제로 투여하거나 다른 치료제와 병용하여 투여될 수 있고, 종래의 치료제와

순차적으로 또는 동시에 투여될 수 있으며, 단일 또는 다중 투여될 수 있다. 상기한 요소들을 모두 고려하여 부

작용 없이 최소한의 양으로 최대 효과를 얻을 수 있는 양을 투여하는 것이 중요하며, 이는 당업자에 의해 용이

하게 결정될 수 있다. 

바람직한 구체예로서, 본 발명의 약학적 조성물의 유효성분의 유효량은 환자의 나이, 성별, 체중에 따라 달라질[0024]

수 있으며, 일반적으로는 체중 당 1 내지 5,000mg, 바람직하게는 100 내지 3,000mg을 매일 또는 격일 투여하거

나 1일 1 내지 3회로 나누어 투여할 수 있다. 그러나, 투여 경로, 질병의 중증도, 성별, 체중, 연령 등에 따라

서 증감될 수 있으므로 상기 투여량이 어떠한 방법으로도 본 발명의 범위를 한정하는 것은 아니다. 본 발명의

약학적 조성물은 다양한 경로를 통하여 대상에 투여될 수 있다. 투여의 모든 방식은 예상될 수 있는데, 예를 들

면, 경구, 직장 또는 정맥, 근육, 피하, 자궁내 경막 또는 뇌혈관 내(intracerebroventricular) 주사에 의해 투

여될 수 있다. 본 발명에서 "투여"는 임의의 적절한 방법으로 환자에게 소정의 물질을 제공하는 것을 의미하며,

본 발명의 약학적 조성물의 투여 경로는 목적 조직에 도달할 수 있는 한 일반적인 모든 경로를 통하여 경구 또

는 비경구 투여될 수 있다. 또한, 본 발명의 조성물은 유효성분을 표적 세포로 전달할 수 있는 임의의 장치를

이용해 투여될 수도 있다. 본 발명에서 "대상"은, 특별히 한정되는 것은 아니지만, 예를 들어, 인간, 원숭이,

소, 말, 양, 돼지, 닭, 칠면조, 메추라기, 고양이, 개, 마우스, 쥐, 토끼 또는 기니아 피그를 포함하고, 바람직

하게는 포유류, 보다 바람직하게는 인간을 의미한다. 

또한, 본 발명은 상기 본 발명의 유효성분으로 포함하는 퇴행성 질환의 예방 또는 개선용 건강 기능 식품을 제[0025]

공한다.

본 발명의 건강 기능 식품은 퇴행성 질환의 예방 또는 개선에 효과적인 식품 및 음료 등에 다양하게 이용될 수[0026]

있다. 본 발명의 유효 성분을 포함하는 식품으로는, 예를 들어, 각종 식품류, 음료, 껌, 차, 비타민 복합제, 건

강보조 식품류 등이 있고, 분말, 과립, 정제, 캡슐 또는 음료인 형태로 사용할 수 있다. 본 발명의 활성 추출물

은 일반적으로 전체 식품 중량의 0.01 내지 15중량%로 가할 수 있으며, 건강음료 조성물은 100ml를 기준으로

0.02 내지 10g, 바람직하게는 0.3 내지 1g의 비율로 가할 수 있다. 본 발명의 건강 기능 식품은 지시된 비율로

필수 성분으로서 상기 화합물을 함유하는 것 외에 식품학적으로 허용 가능한 식품보조 첨가제, 예컨대, 천연 탄

수화물 및 다양한 향미제 등을 추가 성분으로서 함유할 수 있다. 상기 천연 탄수화물의 예로는 포도당, 과당 등

의 단당류, 말토오스, 수크로오스 등의 이당류 및 덱스트린, 시클로덱스트린 등의 다당류와 같은 통상적인 당

및 자일리톨, 소르비톨, 에리쓰리톨 등의 당알코올이 있다. 상기 향미제로는 타우마틴, 레바우디오시드 A, 글리

시르히진, 사카린, 아스파르탐 등을 사용할 수 있다. 상기 향미제의 비율은 본 발명의 건강 기능 식품 100ml당

일반적으로 약 1 내지 20g, 바람직하게는 약 5 내지 12g을 사용한다. 상기 외에 본 발명의 건강 기능 식품은 여

러 가지 영양제, 비타민, 광물, 합성 풍미제 및 천연 풍미제 등의 풍미제, 착색제 및 중진제, 펙트산 및 그의

염, 알긴산 및 그의 염, 유기산, 보호성 콜로이드 증점제, pH 조절제, 안정화제, 방부제, 글리세린, 알코올, 탄

산음료에 사용되는 탄산화제 등을 함유할 수 있다. 그 밖에 본 발명의 건강 기능 식품은 천연 과일 주스 및 과

일 주스 음료 및 야채 음료 등의 제조를 위한 과육을 함유할 수도 있다. 이러한 성분은 독립적으로 또는 조합하

여 사용할 수 있다. 이러한 첨가제의 비율은 본 발명의 상기 활성 분획물 100 중량부 당 0.01 내지 약 20 중량

부의 범위에서 선택되는 것이 일반적이다. 

이하에서는 실시예를 통하여 본 발명을 더욱 구체적으로 설명한다.[0027]

<실시예>[0028]

1. 재료 및 방법[0029]

1.1. 개꼬시래기(Gracilariopsis chorda) 시료의 수집 및 가공[0030]

개꼬시래기을 한반도 남쪽의 해안선을 따라 수집하였다. 시료를 담수로 세척하여 착생식물과 염을 세척 제거하[0031]

고 실온에서 1주일 동안 그늘에서 건조하였다. 이후에, 건조된 시료들을 분쇄기[HMF-340, 한일사(Hanil Co.,)

한국, 서울 소재]로 분쇄하고 밀봉된 시료봉지 속에 -20℃에서 암실 조건하에 추가의 시험을 위해 저장하였다.

식물 명을 향명(local name) 또는 일반명(common name)으로 확인하였다(참조: Suh, 1997). 바우처(Voucher) 시

료는 홍용기박사의 실험실(부경대, 한국 부산 소재)에 기탁하였다.
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1.2. 개꼬시래기 에탄올 추출물(GCE)의 제조[0032]

개꼬시래기 시료 분말 2g이 들어있는 삼각플라스크에 95% ethanol을 50:1 (v/w)로 넣고 어두운 곳, 상온에서[0033]

200rpm으로 24시간 진탕하였다. 진탕이 끝나면 slurry를 10,000rpm으로 원심분리하고, 상등액을 멸균 솜으로 걸

렀다. 걸러진 액을 감압으로 농축시키고 질소가스로 완전히 건조시켰다. 건조 개꼬시래기 에탄올 추출물(GCE)의

수율(yield)은 1.52%(w/w)였다. 건조한 ethanol 추출물을 8mg/mL 농도로 dimethyl sulfoxide (DMSO)에 녹여 소

량으로 분주하여 -20℃에 보관하였다.

1.3. 일차 해마신경세포의 배양 및 추출물 처리[0034]

세포배양에 필요한 시약들은 특별한 언급이 없는 한 Invitrogen 사(Carlsbad, CA, USA) 제품을 사용하였다. 임[0035]

신중인 랫트[스플라그-다울리(Sprague-dawley)]를 임신 13일째에 주문하여 12/12시간의 암실 주기 및 사료와 물

에 자유로이 접근할 수 있도록 한 우리에 조절된 온도로 가두었다. 실험은 동국대학교 실험동물윤리위원회에 의

해 승인되었다. 임신 18일째에, 임신한 랫트를 이소플루오란으로 마취시키고 태아를 수집하였다. 이후에 태아

해마를 뇌로부터 해부하고 신경세포 배양물을 앞서 보고된 바와 같이(참조: Brewer at el., 1993; 및 Goslin et

al., 1998), 제조하였다.

요약하면, 해부된 해마를 행크스 균형 염 용액(Hanks balanced salt solution: HBSS) 속에 수집하고, 조직을[0036]

HBSS 속에서 0.25%(w/v) 트립신으로 12분 동안 37℃에서 분해함으로써 해리시키고 불로 처리하여 등급화된 파스

퇴르 피펫으로 연마하였다. 해리된 세포를 혈구계로 계수하고 3.0 x 10
4
개 세포/cm

2
의 밀도로 24-웰 배양 플레이

트 속에서 폴리-DL-라이신(PDL)(Sigma-Aldrich, 미국 미주리주 세인트 루이스 소재)으로 피복된 직경 12mm 유리

커버슬립 위에 접종(플레이팅)하였다. DNA 추출을 위한 배양은 40 x 10
4
개 세포/cm

2
의 밀도로 6-웰 배양플레이트

에 접종하였다. 배양물을 B27 첨가물을 넣은, 혈청이 없는 뉴로베이잘 속에 유지하고 37℃에서 5% CO2/95% 공기

하에 배양하였다. GCE 또는 비히클[DMSO, 최종 농도 <1.0%(v/v)]을 세포 접종 전에 배지에 가하였다. 정상 대조

군(배지만) 및 비히클 대조군(배지와 DMSO)을 시험 시료로 처리한 것과 항상 비교하였다.

1.4. 배양 유지와 저산소증/재산소화(H/R) 유도[0037]

매 4일마다 배양액 1/4을 새로운 배지로 교환하였다. H/R은 기존의 방법(Wu et al., 2003; Zhu et al., 2009)[0038]

을 약간 수정하여 사용하였다. 간략히 설명하면, 지적한 시간에 배양 플레이트를 저산소 환경(94% N2, 5% CO2,

1% O2)으로 설정된 저산소증 유도 상자 모듈(Modular Incubator Chamber MIC-101; Billups-Rothenberg Inc.,

Del Mar, CA)에 넣고 37℃에 배양하였다. 저산소증 처리가 끝나면 배양 플레이트를 정상산소 환경의 배양조(95%

air, 5% CO2)로 옮겨 계속 배양하였다.

1.5. PI 염색을 이용한 세포생존율 측정[0039]

지적한 시간에 세포를 1.0μM  농도의 PI  용액으로 상온에서 12분간 처리하고 Dulbeccos  phosphate  buffered[0040]

saline  (D-PBS,  Invitrogen)으로  수세하였다.  위상차현미경사진과  형광현미경사진(red-fluorescence)을

찍었다. red 형광을 내는 PI 염색된 사망한 신경세포들를 계수하고 생존율을 H/R 처리하지 않은 대조군에 대비

하여 표준화하였다.

1.6. Lactate dehydrogenase(LDH)를 이용한 세포독성(cytotoxicity) 측정[0041]

세포독성은 배지에 유리된 LDH를 정량하여 측정하였다.  H/R  처리가 끝나면 CytoTox96  nonradioactive  assay[0042]

kit(Promega, Madison, WI)를 사용하여 LDH를 정량하고, H/R 처리하지 않은 대조군 세포에 대비하여 표준화하였

다.

1.7. 세포내 ROS 측정[0043]

세포내  ROS  생성은  green  형광표지자  2',7'-dichlorodihydrofluorescein  diacetate  (DCFDA)  (Molecular[0044]

Probes, Eugene, OR)를 사용하여 측정하였다. DCFDA를 10μM 농도로 배지에 넣고, 어둠속에서 20분간 배양하고,

PBS로 수세한 후 위상차현미경 및 형광현미경사진을 얻었다. green 형광을 내는 ROS 생성 세포를 계수하였다.

1.8.  항-phospho-H2AX 항체를 이용한 면역염색(Immunocytochemistry, ICC)[0045]

지적한 시간에 커버스립에 있는 신경세포를 Dulbeccos phosphate buffered saline (D-PBS, Invitrogen)로 수세[0046]

하고, paraformaldehyde/methanol  방법(Moon  et  al.,  2007)으로 고정시켰다. 항-phospho-H2AX 토끼 일차항체
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(1:500; Upstate Biotechnology Inc., 현재는 Millipore사)를 넣고, 4℃에서 16~18시간 처리한 후, 이어서 2차

항체[Alexa Fluor 568-접합된 염소 항-토끼 IgG(1:1000), Molecular Probes, Eugene, OR)]를 넣고 상온에서 1

시간 더 처리한 후 기술된 바와 같이(참조: Moon et., 2007) 마운팅하고 형광현미경 관찰하였다. 

1.9. Annexin V (AV)/PI 염색을 이용한 세포자연사 측정[0047]

세포를 D-PBS로 수세하고 Alexa Fluor
®
 488 annexin V (Invitrogen) 및 PI (Sigma)로 상온에서 20분간 염색하[0048]

였다. 세포를 annexin V binding buffer로 2회 수세하고, 위상차현미경 및 형광현미경(red 및 green 형광) 사

진을 얻었다. annexin V 염색(green 형광)은 되지만 PI 염색(red 형광)은 되지 않는 자연사세포를 계수하고 H/R

처리하지 않은 대조군에 대비하여 표준화하였다.

1.10. 아가로즈겔 전기영동을 이용한 DNA 분절(fragmentation) 측정[0049]

배양한 해마신경세포(5 x 10
6
개)로부터 DNA를 분리하고(Tamatani et al., 1999) 0.5μg/mL ethidium bromide가[0050]

포함된 agarose gel(1.5%)에 전기영동하고 ultraviolet transillumination으로 DNA를 검출하고 사진을 찍었다.

DNA intensities의 plot profile은 NIH Image J (version 1.45)를 이용하여 얻었다.

1.11. JC-1 염색을 이용한 사립체막전위(mitochondrial membrane potential, MMP)의 측정[0051]

세포를  새  배지로  씻고  JC-1(5,5',6,6'-tetrachloro-191  1,1',3,3'-  tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine[0052]

iodide) (1μg/mL; Molecular Probes)으로 CO2 세포배양조 속에서 20분간 처리하였다. 새 배지로 2회 씻은 후

green 및 red 형광사진을 얻고, 신경세포 각각의 red/green 형광비율을 NIH Image J (version 1.45) 프로그램

을 사용하여 측정하였다.

1.12. 영상획득, 최적화 및 정량[0053]

I3 S, N2.1 S 및 Y5 여과기 시스템이 장착된 현미경 DM IRE2(Leica Microsystems AG, 독일 베츨러 소재)를 사[0054]

용하여 위상차 및 형광영상(1,388 x 1,039 픽셀)을 고 해상 CoolSNAP CCD 카메라(Photometrics Inc., 미국 애

리조나주 투산시 소재)로 Leica FW4000 소프트웨어를 사용하는 컴퓨터의 제어 하에 획득하였다. 세포 혹은 형광

반점의 정량화는 Image J (version 1.45) software와 cell counter plug-in (National Institute of Health,

Bethesda, MA, USA)을 사용하였다. Gel imaging은 AlphaImager HP system (www.alphainnotech.com)을 이용하여

처리하였다.

1.13. 데이터 분석[0055]

결과는 means ± standard errors of means (SEMs)로 나타내었다. 데이터는 Student's t test 및  포스트 훅[0056]

둔칸 다중 비교(post hoc Duncan multiple comparison)로 변이의 단일-방식 분석(one-way analysis)을 사용하

여 분석하였다. 통계학적 유의성은 p < 0.05으로 설정하였으며, SPSS software (version 16.0)을 사용하였다.

2. 결 과[0057]

2.1. 정상산소(normoxia) 환경에서 GCE의 해마신경세포의 보호효능(neuroprotective effect)[0058]

시험관에서 배양하는 조건은 뇌신경세포에게는 스트레스이다. 따라서, 일부 세포는 정상산소 환경에서도 스트레[0059]

스에 의하여 죽게 된다. 정상산소 환경에서 GCE의 신경세포보호 효능을 먼저 조사하였다. 다양한 농도의 GCE가

첨가된 배지에 해마신경세포를 배양하고, DIV 13일에 PI 염색한 결과(도 1의 A), GCE가 농도 의존적으로 세포생

존율을 증가시키며(p < 0. 001), 15μg/mL 농도에서 대조군에 비하여 최고 148.71 ± 5.73% 증가를 나타내었다

(도 1의 B). 이 농도는 H/R (3시간/96시간) 조건에서도 최고의 신경세포 보호효능을 보였기 때문에 이후의 실험

은 15μg/mL GCE 농도에서 실시하였다.

2.2. GCE의 유해산소(ROS) 생성억제 효능[0060]

GCE가 H/R에 의한 세포내 ROS 생성억제에 미치는 효능을 조사하였다. 배양 해마신경세포를 DIV 9에 저산소증을[0061]

유도하고 DCFDA 형광표지자를 이용하여 재산소화 24시간 후에 ROS의 생성정도를 측정하였다. 도 2의 A에서 보여

주는 바와 같이 저산소증 유도 시간(0, 1, 2, 3시간)이 증가할수록 GCE 처리[GCE(+)] 및 대조군[GCE(-)]에서 모

두 ROS 생성 세포 수가 증가하였다. 하지만, GCE (15μg/mL)를 처리한 경우 0, 1, 2, 3시간 각각 저산소증을 유

도한 경우 GCE(-)  대조군에 비하여 유의하게(p <  0.001)  ROS  생성 세포가 각각 5.11%,  12.36%,  11.39%,  및

20.33% 감소하였다(도 2의 B).
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2.3. GCE의 DNA 분절(fragmentation) 억제 효능[0062]

해마신경세포를 DIV 6일에 1.5시간 동안 저산소증을 유도하고 재산소화 24시간 및 48시간 후에 항-phospho-H2AX[0063]

항체로 면역염색하였다(도 3의 A). 대조군(DMSO 처리)의 경우 24시간 후에는 phospho-H2AX에 염색되는 점박이

(puncta)가 핵(nucleus) 당 저산소증 유도하지 않은 경우의 10.5 ± 4.9개에서 재산소화 24시간 후에는 23.55

± 7.9개로 유의하게(p < 0. 001) 증가하였다. 한편 48시간 후에는 저산소증 유도하지 않은 경우의 14.25 ±

7.9개에서 29.65 ± 10.5개로 유의하게(p < 0. 001) 증가하였다. GCE (15μg/mL)를 처리한 경우 이 점박이들의

수가 24시간 및 48시간 후에 각각 11.75 ± 5.1개 및 12.6 ± 4.71개로 유의하게(p < 0.001) 감소하였다(도 3

의 B).

2.4. GCE의 세포자연사(apoptosis) 억제 효능[0064]

H/R 스트레서 세포자연사가 주된 세포사 종류이다. DIV 9일에 해마신경세포를 3시간 동안 저산소 처리하고, 재[0065]

산소화 48시간 및 96시간 후에 Alexa Fluor
®
 488 아넥신 V(annexin V, AV)와 프로피디움 이오디드(propidium

iodide, PI)로 염색하였다(도 4의 A). GCE(-) 대조군의 경우 H/R에 의하여 자연사[AV(+)/PI(+)] 세포의 비율이

188.7  ±  8.90%  (48시간)  및  241.14  ±  13.72%  (96시간)으로  유의하게(p  <  0.001)  증가하였다(도  4의  B)

[GCE(-)  H/R].  하지만,  GCE를  처리한  경우  자연사세포의  비율이  GCE(-)  H/R  비처리  대조군의  70.53  ±

7.19%(48시간) 및 83.15 ± 6.23% (96시간)로 유의하게(p < 0.001) 감소하였다(도 4의 B) [GCE(+) H/R].

2.5. GCE의 뉴클레오솜간(internucleosomal DNA fragmentation) DNA 분절 억제 효능 [0066]

뉴클레오솜간 DNA 분절의 세포자연사의 특징으로 아가로즈겔 전기영동에서 DNA 사다리(laddering) 현상을 나타[0067]

낸다. DIV 9일에 3시간 저산소증에 노출시키고 재산소화 96시간 후 DNA를 추출하였다. 이들을 1.5% 아가로즈겔

에 전기영동하여 ethidium bromide로 염색한 사진을 도 5의 A에 나타내었다. DNA의 강도를 나타내는 그라프인

plot profile은 도 5의 B에 나타내었다. H/R 처리하면  GCE(-) 배양의 경우 H/R 처리하지 않은 경우(도 5, no

H/R)에 비하여 DNA laddering의 강도가 증가하였고, 잘라지지 않은 완전한(intact) DNA의 강도는 감소하였다(화

살표머리) (도 5의 A-중간 레인 & 도 5의 B-H/R). 반면에 GCE를 처리한 경우(도 5의 A-오른쪽 레인 & 도 5의 B-

H/R+GCE) GCE(-) H/R 세포 및 H/R 처리하지 않은 대조군에 비하여 DNA laddering의 강도가 약해졌으며 완전한

DNA의 강도도 증가되었다(도 5의 A, 화살표). 

2.6. GCE의 사립체막전위(MMP) 소실 억제효능[0068]

MMP 소실에 의한 사립체막의 기능장애는 세포자연사의 주요 개시 및 실행 역할을 한다. GCE가 MMP 유지에 미치[0069]

는 영향을 알아보기 위하여 배양 해마신경세포를 DIV 9일에 3시간 동안 저산소 처리하였다. 재산소화 96시간 후

JC-1으로 염색하고 green  (JC  단일체를 나타냄)  및 red  형광(엉킨 JC를 나타냄)  사진을 얻고,  이들을 병합

(merge)하였다(도 6의 A). H/R 처리 전에는 GCE를 처리하지 않은 세포[GCE(-) no H/R]의 경우 green (즉, 낮은

MMP)과 red 형광(즉, 높은 MMP) 사립체가 혼합되어 있었다. GCE(-) 배양을 H/R 처리할 경우[GCE(-) H/R] 대부

분 green 형광을 나타내었으며, 반면에 GCE 처리 배양[GCE(+) H/R]은 대부분 red 형광을 나타내었다. Image J

software로 전반적인 field intensities를 측정하고 red/green 형광 강도비율을 도 6의 B에 나타내었다. H/R

(3 hr/96 hr) 처리[GCE(-) H/R]는 red/green 비율을 1.31 ± 0.29[GCE(-) no H/R 대조군]에서 1.01 ± 0.23로

유의하게(p < 0.05) 증가시켰다(도 6B). 반면에 같은 조건에서 GCE(+) H/R 배양은 red/green 비율이 1.41 ±

0.46로 유의하게(p < 0.01) 증가되었다. 이러한 결과는 H/R 스트레스에서 GCE가 MMP 소실을 효율적으로 억제함

을 의미한다.

3. 토 의[0070]

다른 인체조직에 비하여 뇌는 특별히 허혈 손상에 취약하다. 동물 모델로 실험한 결과 단시간의 허혈/재관류[0071]

(ischemia/reperfusion, I/R)에도 대량의 신경세포사가 일어난다. 글루타메이트산 수용체의 과다 활성화에 의한

독성으로 정의되는 흥분성독성은 I/R에 의한 주된 세포사 기전으로 알려져 있다. 글루타메이트산 수용체의 과다

활성은 세포내 칼슘농도[Ca
2+
]i를 높이고, 이는 사립체의 기능억제, 단백질분해효소 활성화, ROS 축적, NO 유리

등 여러 가지 경로를 통한 세포사를 유도한다. 해마는 포유류 뇌 구조 가운데 가장 높은 밀도의 흥분성 아미노

산 수용체를 갖는다. 이로 인하여 해마신경세포는 산화 스트레스와 퇴행성 신경 질환에 보다 민감하게 된다. 따

라서 신경성 질환에 대처하기 위하여 산화 스트레스에 의한 신경손상을 방지하기 위한 치료 전략의 개발이 절실

한 실정이다.
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이러한 목적을 위하여 본 발명의 발명자들은 흰쥐 해마신경세포 H/R 모델을 채택하고, 다양한 생리활성물질을[0072]

함유하는 것으로 알려진 해양 해조류 추출물들의 효용성을 조사하였다. 이 가운데 개꼬시래기[G. chorda]가 가

장 높은 신경보호활성을 보였다. 특히, 개꼬시래기 에탄올 추출물(GCE)는 H/R에 유도된 산화 스트레스에서 ROS

생성, DNA 이중나선 절단, 세포자연사, 뉴클레오솜간 DNA 분절, MMP 소실 등을 억제하여 신경세포의 생존율을

증가시켰다. 개꼬시래기속(Gracilariales 돌가사리목, Rhodophyta 홍조식물문)은 건강증진 효능이 있는 것으로

알려져 있는데, 예로서, G. tenuistipitata의 anti-hypercholesterolemic properties, G. tenuistipitata, G.

edulis, G. salicornia, G. biridae 및 G. cornea의 항산화 효능, G. verrucosa 및 G. cornea의 항염증 효능,

G.  salicornia  및  G.  tenuistipitata의  항미생물  효능  등이  알려져  있다.  이러한  다양한  건강증진효능은

polyphenols, polysaccharides, 색소 등 다양한 생리활성물질의 존재에 기인할 것임으로, 해조류는 건강증진효

능을 갖는 방대한 물질자원을 제공한다. 

홍조류(red alga)인 개꼬시래기는 전세계적으로 분포하고 있으며, 특히 열대 및 온대지역에 많이 서식한다. 개[0073]

꼬시래기는 식품 등급의 아가(agar) 및 phycocolloids 생산에 이용되고 있다. 본 발명자들이 인지하는 한 본 연

구는 개꼬시래기가 중추신경세포에 미치는 신경보호효능에 대한 최초의 연구이다. 식품재료로 사용되어 왔고,

어떠한 독성도 없는 것으로 알려져 있기 때문에 본 연구결과는 개꼬시래기가 생리활성물질의 훌륭한 자원으로서

신경성 질환을 치료한 잠재성이 있음을 보여준다.

도면

도면1
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