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요 약 문

Ⅰ. 제 목

질환 동물 모델을 이용한 농업바이오 분야의 CRO 구축

(Development of CRO for Bio-Agriculture using Animal Disease Model)

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 필요성

본 기술개발사업의 목표는 10대 질환을 중심으로 특정고유질환 동물모델을 개발하고, 우

수한 천연물 후보물질을 발굴하여 효력을 평가하고, 이를 대상으로한 비임상시험 (GLP)을

수행함으로서, 후보물질의 안전성 및 유효성을 입증함과 동시에 전문적인 연구개발지식과

농업바이오 분야에서의 R&D 사업의 수익을 지속적으로 창출할 수 있는 모델을 제시하고,

독립적인 R&D 컨설팅 CRO를 법인화하는데 있다.

본 연구의 필요성은

첫째, CRO는 신물질을 개발하는 기업의 최고 파트너로서, 기업의 비용 절감, 전문적 노하

우에 바탕을 둔 가격경쟁력 및 효율적인 전임상․임상 진행을 통한 개발기간의 단축을 위

하여 제약, 화학, 화장품, 식품회사 등의 CRO 이용은 폭발적으로 증가하였으며 2010년도

세계 시장 규모는 240억 달러에 이르고 있다. 따라서 CRO의 역량은 국가 R&D사업의 성

패를 좌우할 뿐 아니라 국가 경쟁력의 원천 분야이다. 농업 바이오산업은 생명공학을 필

두로 하는 첨단기술 개발로 시장 규모가 넓고 분야가 다양화된 연 평균 18%의 경제성장

을 보이는 국가경쟁력의 원천 분야로서, 신약소재에서 기능성 식품, GMO, 천연화장품까지

확대되어 후보물질이나 신기술을 상품화하는 글로벌 농업 CRO 출현을 필요로 한다. 또한,

농업 바이오 전문가인프라 구축과 전문 비임상 CRO 및 임상 CRO를 연계시키고, 농업 바

이오산업 분야의 특성화된 전문 컨설팅 서비스를 제공하는 농업 바이오 CRO 법인을 설립

할 필요가 있다.

둘째, 최근 생명과학분야의 눈부신 발전과 함께 생명과학과 관련된 다양한 연구가 진행되

고 있다. 분자적 수준의 연구 성과가 사람에게 적용되기 위해서 가장 중요한 연구 인프라

는 실험동물을 이용한 동물 실험 분야이다. 국내에서도 의약품, 화학물질 등의 많은 신물

질이 개발되어 약효검증, 독성 및 안전성 평가 등 비임상 실험의 수효 및 빈도가 폭발적

으로 증가되었으며, 이와 관련한 실험동물의 수요 또한 급속하게 증가되고 있으며, 특히

유전자 변형이 가능한 마우스의 사용량이 최근 전 세계적으로 증가될 뿐 아니라 국내에서

도 증가하고 있는 추세이다. 국내 주요 연구과제에서도 마우스를 이용한 인프라 구축사업

은 국가중점 육성 분야의 개별 세부 사업 목표 달성을 위해서도 매우 중요하게 다루어져

야 할 것으로 사료되나 국내 인프라는 매우 취약한 상황이기 때문에 관련 연구가 매우 절

실히 필요하다.
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셋째, 세계적인 천연물의약산업의 활성화, 생명자원에 대한 보호주의 확산 및 지적 재산권

협약 등으로 외국 자원 또는 기술의 도입은 점차 어려워지고 있으며, 이러한 기술을 도입

할 경우에는 막대한 royalty를 지불해야 한다. 우리나라에는 옛날부터 한의학이 발달되었

으나, 한약재로부터 생리활성을 탐색한 후 식의약품, 보건식품 또는 식품첨가제의 개발에

관한 연구는 유럽연합이나 미국 등의 선진국에 비해 오히려 뒤지고 있다. 최근 들어 생약

제를 이용한 식품보조제나 건강식품의 개발에 의한 생물산업이 활성화되고 있는데, 이에

부응하기 위하여 식물로부터 얻은 천연물 신약 후보물질의 산업화는 농가의 소득작물 개

발에 필연적인 과제로 부각되고 있다.

이상의 내용을 종합해 볼 때, 농업바이오분야 R&D 사업을 원활히 수행할 민간 CRO 기관

의 인프라가 부족하므로 허가 당국 및 정부기관의 긴밀하며 적극적인 협조를 통해 부족한

CRO 기관의 육성이 무엇보다 절실히 필요하다고 판단된다. 더불어 본 기술개발사업에서

10대 질환을 중심으로 고유질환동물모델을 개발하고, 우수한 천연물 후보물질을 발굴하여,

이를 대상으로한 비임상시험을 수행함으로서, 안전성 및 유효성을 입증함과 동시에 전문

적인 연구개발지식과 농업바이오 분야에서의 R&D 사업의 수익을 지속적으로 창출할 수

있는 모델을 제시하고자한다.

Ⅲ. 연구개발 내용 및 범위

1. 1차년도

(1) 제 1세부

① 자초추출물에 대한 비임상시험 연구

조제물분석시험, 단회투여독성시험 (설치류), 최대내성 용량시험 (비설치류), 2주 용량

결정시험 및 4주 반복투여독성시험(설치류/비설치류), 유전독성시험인 복귀돌연변이시

험, 염색체이상시험 및 소핵시험, 국소독성시험으로서 피부자극시험 및 안점막자극시

험, 항원성시험

② CRO운용 관련 SOP 제정

(2) 제 1협동

주요 5대 질환의 모델동물 개발

① 심순환모델동물 개발: ASC-2 GEM

② 암모델동물 개발: Ei24 GEM

③ 대사성질환 모델동물 개발: ATF-3 GEM

(3) 제 2협동

① 항암 효능 천연물 후보물질 개발

② α-Iso-cubebenol의 대량분리 방법 확립 / 패혈증 치료효과 조사

③ Gomisin J의 혈관이완작용 및 이의 분자생물학적 기전 규명 / 고혈압 실험동물 모델 개

발 및 Gomisin J의 항고혈압 효과 규명
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2. 2차년도

(1) 제 1세부

① 자초추출물에 대한 비임상시험 연구 계속 진행

분석법개발 및 validation (설치류/비설치류), 4주 반복투여독성시험(설치류/비설치류),

독성동태시험 (설치류)

② Gomisin J에 대한 비임상시험 연구

분석법개발 및 validation (설치류/비설치류)

③ EC-18에 대한 비임상시험 연구

4주 반복투여독성시험(설치류/비설치류), 항암효능시험, 관절염 효능시험, 안전성약리시

험(중추신경계)

④ 농업바이오 CRO를 위한 인프라 구축

(2) 제 1협동

주요 5대 질환의 모델동물 개발

① 신경계 질환모델동물 개발: DMI-1, GX2 GEM

② 암, 심순환, 대사성 질환동물모델의 질환관련 특성 분석 표준화 기반 구축 및 분석

(3) 제 2협동

① 항암 효능 후보물질: 지치 추출물 대량 확보

② α-Iso-cubebenol의 대량분리 / 패혈증 치료효과 조사

③ Gomisin J의 항고혈압 효과 및 기전 규명

3. 3차년도

(1) 제 1세부

① 개발후보물질 사업성 판단

② α-Iso-cubebenol에 대한 비임상시험 연구

단회경구독성시험 (설치류), 피부자극시험 (비설치류), 안점막자극시험 (비설치류)

③ Gomisin J에 대한 비임상시험 연구

분석법 validation (설치류)

④ EC-18에 대한 비임상시험 연구

수태능 및 초기배 발생독성시험 (설치류)

⑤ 농업 CRO 기반구축을 위한 전문가 육성 세미나 개최

⑥ 농업 바이오 CRO 구축, 산학연과 MOU 체결

(2) 제 1협동

① ASC-2 (심순환), Ei24 (암질환), UQCRB (대사성질환) 마우스의 질환특성 분석연구

② 신약후보물질 1종의 유효성 평가 연구 : 종양 억제 유효성 평가

(3) 제 2협동

① α-Iso-cubebenol의 대량분리

② 제 2협동에 자초 추출물과 α-Iso-cubebenol 공급 : 종양 억제 유효성 평가 사용

③ 오미자 성분의 효능 검증
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Ⅳ. 연구개발결과

1. 1차년도

(1) 제 1세부

① 자초추출물에 대한 비임상시험 연구

조제물분석시험, 단회투여독성시험 (설치류), 최대내성 용량시험 (비설치류), 유전독성

시험인 복귀돌연변이시험, 염색체이상시험 및 소핵시험, 항원성시험

: 특이사항 없음.

국소독성시험으로서 피부자극시험 및 안점막자극시험

: 홍반의 관찰은 불가능하였지만 부종이 확인되었기 때문에 토끼의 피부에 대한 자

극성이 있는 것으로 판단

: 토끼의 안점막에 대해서 ‘자극물’로 판단

② CRO운용 관련 SOP를 제정 완료

(2) 제 1협동

주요 5대 질환의 모델동물 개발

① 심순환모델동물 개발: ASC-2 KO 마우스 확보 및 생산 (확장성 심근병증)

② 암모델동물 개발: Ei24 GEM 개발 완료 (간암)

③ 대사성질환 모델동물 개발: ATF-3 GEM (인슐린 저항성 관련 모델 가능성 확인)

(3) 제 2협동

① 항암 효능 천연물 후보물질 개발 : 지치(L. erythrorhizon)로부터 항암효능 추출물 확보

② 오미자로부터 α-Iso-cubebenol의 대량분리 방법 확립 / 패혈증 치료효과 조사 완료

③ Gomisin J의 혈관이완작용 및 이의 분자생물학적 기전 규명 / 고혈압 실험동물 모델 개

발 및 Gomisin J의 항고혈압 효과 규명 완료

2. 2차년도

(1) 제 1세부

① 자초추출물에 대한 비임상시험 연구 계속 진행

분석법개발 및 validation (설치류/비설치류)

: 개발 완료.

2주반복 및 4주 반복투여독성시험 (설치류)

: 본 시험물질의 무독성량 (NOAEL)은 암수 모두 400 mg/kg/day로 판단

4주 반복 경구투여 독성시험, 2주 회복시험 및 독성동태시험 (비설치류)

: 암∙수 300 mg/kg/day 용량에서 구토, 설사 및체중 또는체중 증가 감소 등의 변화가 관찰되어암

∙수 비글견에 대한무독성량 (NOAEL)은 100 mg/kg/day으로판단

② Gomisin J에 대한 비임상시험 연구

분석법개발 및 validation (설치류/비설치류)

: 개발 완료.

③ EC-18에 대한 비임상시험 연구

13주 반복투여독성시험(설치류)

: 암•수 무독성량(NOAEL) : ≥2000 mg/kg
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4주 반복투여독성시험(비설치류)

: 무독성량(NOAEL) : ≥2000 mg/kg

13주 반복투여독성시험(비설치류)

: 무독성량(NOAEL) : ≥2000 mg/kg

안전성약리시험(중추신경계)

: EC-18은 500, 1,000 및 2,000 mg/kg 용량에서 중추신경계에 미치는 영향이 없는 것

으로 판단

항암효능시험

: EC-18은 종양의 성장을 억제하는 효과가 없는 것으로 판단

관절염 효능시험

: EC-18은 125, 500 및 2,000 mg/kg 용량에서 관절염증상을 개선시키는 효능이 있는

것으로 판단

④ 농업바이오 분야 R&D 사업을 원활히 수행할 타 기관과의 전문가 인프라 구축 진행

(2) 제 1협동

주요 5대 질환의 모델동물 개발

① 신경계 질환모델동물 개발: DMI-1, GX2 GEM 완료 (뇌 신경 질환)

② 암, 심순환 질환동물모델의 질환관련 특성 분석 표준화 기반 구축 및 분석 실시 완료

(3) 제 2협동

① 항암 효능 후보물질: 지치 추출물 대량 확보 및 제 1세부에 전달 완료

② 오미자로부터 α-Iso-cubebenol의 대량분리 / 패혈증 치료효과 조사 완료

③ Gomisin J의 항고혈압 효과 및 기전 규명: 혈관 세포 nitric oxide 생성 및 혈관 세포 산

소유리기 생성에 미치는 작용 규명 완료 / 고혈압 동물모델 예방 효과 확인

3. 3차년도

(1) 제 1세부

① 개발후보물질 사업성 판단

: 자초추출물, EC-18, Gomisin J, α-Iso-cubebenol에 대한 사업성 판단 완료

② α-Iso-cubebenol에 대한 비임상시험 연구

단회경구독성시험 (설치류)

: 개략의 치사량은 암수 모두 2,000 mg/kg을 상회하는 것으로 판단

피부자극시험 (비설치류)

: 토끼의 피부에 대해서 ‘중등도 자극성’이 있는 물질로 판단

안점막자극시험 (비설치류)

: 토끼의 안에 대해서 자극성이 없는 것으로 판단

③ Gomisin J에 대한 비임상시험 연구

분석법 validation (설치류)

: 개발 완료.

④ EC-18에 대한 비임상시험 연구

수태능 및 초기배 발생독성시험 (설치류)

: 시험진행 중
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⑤ 농업 CRO 기반구축을 위한 전문가 육성 세미나 개최

: 2014년 11월 20일(목) 실시

: 발표연사-충북대 김대중교수, 부산대 황대연교수, ㈜바이오톡스텍 강종구대표이사,

서울대 성제경교수, 부산대 최영환교수

⑥ 농업 바이오 CRO 구축, 산학연과 MOU 체결

(2) 제 1협동

① ASC-2 (심순환), Ei24 (암질환), UQCRB (대사성질환) 마우스의 질환특성 분석연구

② 신약후보물질 1종의 유효성 평가 연구 : 종양 억제 유효성 평가 진행 중

(3) 제 2협동

① α-Iso-cubebenol의 대량분리: 1차년도에 확립한 방법을 반복적으로 수행하여 3차 연도

까지 325 g 확보

② 제 1세부에 자초 추출물과 α-Iso-cubebenol 공급 : 종양 억제 유효성 평가 사용

③ 오미자 성분의 효능 작용기전 규명

Ⅴ. 연구성과 및 성과활용 계획

○ 농업바이오분야 R&D 사업을 원활히 수행할 민간 CRO 기관의 인프라를 구축, 10대 질환

을 중심으로 발굴된 우수한 천연물 후보물질을 대상으로 비임상시험을 수행함으로서, 후보물

질의 안전성 및 유효성을 평가 가능하며, 동시에 전문적인 연구개발지식과 농업바이오 분야에

서의 R&D 사업의 수익을 지속적으로 창출할 수 있는 모델을 제시할 수 있으리라 기대된다.

○ 국내 질환모델 동물의 개발단계 수준을넘어서 의약품 평가에 효율성이높은 질환모델 동물자

원을 발굴함으로써국내 질환모델 동물자원의 활용성을높이고 국내 신약 개발 및 독성 연구에 지원

가능할 것으로 기대된다.

○ 면역조절 물질이 향후 패혈증 치료제 개발에 필요한 후보물질로 제공될 수 있음을 규명

한 결과를 국내외에 특허화하여 지적 재산권을 확보하고, 오미자 유래 gomisin J의 고혈압

예방 및 치료 후보물질 발굴로 제약회사에 licensing out함으로써 의약품 개발에 응용 가능

하며, 자초 유래 항암성분을 동물모델에서 효능을 검증하여 천연물 후보물질로서 제공할 수

있으리라 기대된다. 또한 면역조절 물질을 이용한 패혈증 치료제 개발을 주도하여 미래의

패혈증을 포함한 감염질환 치료제 개발 분야를 선도할 수 있을 것으로 기대된다.
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SUMMARY

Ⅰ. Title 

Development of CRO for Bio-Agriculture using Animal Disease Model

Ⅱ. Purpose and Importance of Research and Development 

The goal of the technology development project is to develop a disease-specific 

animal model focusing the 10 major diseases, to discover fine natural 

productcandidates and to evaluate their efficacy. Furthermore, we conduct non-clinical 

studies (GLP) with them to validate the safety and efficacy of the candidates and thus 

present a model that ensures profitable R&D business in the Bio-agriculture sector 

and to provide specialized R&D knowledge and to incorporate an independent R&D 

consulting CRO. 

The purposes of this research project are as follows. 

First, as the best partner for companies that develop a new compound, the utilization 

of CRO has been increased exponentially with cut down cost with a competitive price 

based on professional expertise and shorteneddevelopment time through efficient 

preclinical stage. In 2010, the global market size has reached 240 billion US dollars. 

Thus, the capacity of the CRO sector influences not only national R&D projects, it is 

also an important national competitive field. Bio-Agriculture industry leading to an 

advanced biotechnology development has a broad market and the fieldis diversified. As 

a source area of national competitiveness with an average annual growth of 18%, the 

emergence of global agricultural CRO is needed to commercialize new technologies or 

candidate substances expanded from new drug material, functional food, GMO to 

natural cosmetics. 

Furthermore, it is necessary to establish an Bio-Agriculture CRO firm that ensures 

experts in agricultural biotechnology, links specialized preclinical CRO and clinical 

CRO and provides professional consulting services specialized in Bio-Agriculture 

industry. 

Secondly, a variety of research related to life sciences has been in progress with the 

remarkable development in the life sciences lately. The most important research 

infrastructure in order to apply molecular level research to human is animal testing 

using experimental animals. 

Non-clinical studies on efficacy, toxicity and safety assessment have increased 
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explosively in number and frequency while a number of new compounds have been 

developed domestically, such as pharmaceuticals, chemicals, etc. The demand of 

experimental animals in this regard also increased rapidly and in particular, the trend 

is that the use of transgenic mice is increased worldwide as well as domestically. 

Infrastructure projects using mice should be in great consideration in domestic major 

researches toward a goal of fostering individual specific projects of national key areas. 

However, domestic infrastructure is in a very vulnerable situation and thus related 

research is needed desperately.

Thirdly, the introduction of foreign resources or technology is becoming increasingly 

difficultdue to activation of natural product industry worldwide, spreading 

protectionism for life resources and intellectual property rights agreements, etc., and 

once introduced this technology has to pay a huge royalty. Chinese medicine has been 

developed from the old days in the country, and domestic researches fall behind the 

advanced countries such as the European Union and the United States on the 

development of the food and drug, health foods or food additives after exploring 

physiological activity from medicinal plants. The bioindustry has been activated by the 

development of food supplements and health foods using herbal remedy in recent 

years. Consequently, the industrialization of natural product medicine candidates 

derived from plants is emerging as the inevitable challenges in the development of 

farm economic crops.

To sum up, it is deemed to be imminent to foster inadequate CRO above all through a 

close and active cooperation of the permitting authorities and government agencies 

due to the lack of infrastructure of private CRO to smoothly perform R&D projects in 

the Bio-Agriculture industry. Furthermore, this biotechnology development project 

focuses on developing a disease-specific animal model on the basis of the 10 major 

diseases and performing non-clinical studies on fine natural product candidates. At the 

same time, the goal is to propose a model that can continue to generate consistently 

specialized knowledge about R&D and revenues from the R&D projects in 

Bio-Agriculture sector as well as to validate the safety and efficacy of the candidates.  

Ⅲ. Contents and Scope of Research and Development 

1.  The first year 

  (1)  The first details 

①  Non-clinical studies on Gromwell Water Fraction

Analysis of dosing formulation, single dose toxicity study (Rodents), maximum 

tolerated dose finding study (Non-rodents), 2-week DRF study, 4-week 
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repeated dose toxicity study (Rodents/Non-rodents), genetic toxicity studies 

including reverse mutation study, chromosomal aberration study and 

micronucleus study, and local toxicity studies including skin irritation and eye 

irritation studies and antigenicity study

②  Enactment of CRO management-related SOPs   

  (2)  The first collaboration 

Development of Animal Disease Model of the 5 Major Diseases

①  Development of Animal Cardiovascular Model : ASC-2 GEM

②  Development of Animal Cancer Model : Ei24 GEM

③  Development of Animal Metabolic Disease Model : ATF-3 GEM

  (3)  The second collaboration 

①  Development of Natural Anti-Cancer Product Candidates 

②  Establishment of Large Scale Separation Method of α-Iso-cubebenol/ 

Therapeutic Research of Sepsis 

③ Study on Vasorelaxant Action of Gomisin J and Molecular Biological Mechanism/ 

Development of Animal Hypertension Model and Study of Antihypertensive 

Effects of Gomisin J

2.  The second year 

  (1)  The first details

①  Non-clinical studies continued on Gromwell Water Fraction  

Development and validation of analytical method (Rodents/Non-rodents), 4-week 

repeated dose toxicity study (Rodents/Non-rodents), toxicokinetics (Rodents)

②  Non-clinical studies on Gomisin J

Development and validation of analytical method (Rodents/Non-rodents)

③  Non-clinical studies on EC-18

4-week repeated dose toxicity study (Rodents/Non-rodents), anticancer efficacy 

test, arthritis efficacy test, safety pharmacology test (central nervous system) 

④  Infrastructure for CRO for Bio-Agriculture

  (2)  The first collaboration

 Development of Animal Disease Model of the 5 Major Diseases 

①  Development of Animal Neurological Disease Model : DMI-1, GX2 GEM

②  Foundation and analysis based on the standardized disease-specific analysis of 

Animal Model for cancer, cardiovascular and metabolic diseases

  (3)  The second collaboration

①  Anti-Cancer Product Candidates: Large supply of Gromwell Extracts

②  Large Scale Separation of α-Iso-cubebenol/ Therapeutic Research of Sepsis

③  Study of Antihypertensive Effects and Mechanism of Gomisin J 
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3.  The third year 

  (1)  The first details 

①  Determination of profitability of candidate compounds in development

②  Non-clinical studies on α-Iso-cubebenol 

Single dose toxicity study (Rodents), skin irritation study (Non-rodents), eye 

irritation study (Non-rodents)

③  Non-clinical studies on Gomisin J

Validation of analytical method (Rodents)

④  Non-clinical studies on EC-18

Fertility and early embryonic toxicity studies (Rodents) 

⑤  Experts training seminars held for CRO infrastructure for Bio-Agriculture

⑥ CRO infrastructure for Bio-Agriculture, signing MOU with industries and 

academics 

  (2)  The first collaboration

①  ASC-2 (cardiovascular disease), Ei24 (cancer), UQCRB (metabolic disease) 

Disease-specific analysis in mice 

②  Assessment of efficacy of one kind of new substance candidates: Tumor 

suppression efficacy assessment 

  (3)  The second collaboration 

①  Large Scale Separation of α-Iso-cubebenol

②  Supply of Gromwell Water Fraction in the second collaboration and 

α-Iso-cubebenol: Use of tumor suppression efficacy assessment 

③ Assessment of efficacy action mechanism of Schisandra chinensis ingredients 

Ⅳ. Research Results 

1.  The first year

  (1)  The first details

①  Non-clinical studies on Gromwell Water Fraction

Analysis of dosing formulation, single dose toxicity study (Rodents), maximum 

tolerated dose finding study (Non-rodents), genetic toxicity studies including 

reverse mutation study, chromosomal aberration study and micronucleus study 

and antigenicity study:

No significant remark

Local toxicity studies including skin irritation and eye irritation studies: 

Observation of erythema was impossible, but edema was confirmed. Therefore, it 

was determined that there was skin irritation on the rabbit skin: 

It was determined to be 'Irritant' on the ocular mucous membrane of the rabbit. 

②  Completion of enactment of CRO management-related SOPs 



12

  (2)  The first collaboration 

Development of Animal Disease Model of the 5 Major Diseases 

①  Development of Animal Model for neurological disease:

Acquisition and production of ASC-2 KO mice (dilated cardiomyopathy)

②  Development of Animal Cancer Model:

Completion of Ei24 GEM development (liver cancer)

③  Development of Animal Model for metabolic disease:

ATF-3 GEM (verification of potential insulin resistance-related model)

  (3) The second collaboration

①  Development of Natural Anti-Cancer Product Candidates:

Anti-Cancer extracts  obtained from L. erythrorhizon

② Establishment of Large Scale Separation Method of α-Iso-cubebenol from 

Schisandra chinensis/ Completion of Therapeutic Research of Sepsis 

③ Study on Vasorelaxant Action of Gomisin J and Molecular Biological Mechanism/ 

Completion of Development of Animal Hypertension Model and Study of 

Antihypertensive Effects of Gomisin J

 

2.  The second year 

  (1)  The first details 

①  Non-clinical studies continued on Gromwell Water Fraction 

Development and validation of analytical method (Rodents/Non-rodents):

Development completion 

2-week and 4-week repeated dose toxicity studies (Rodents):

The NOAEL of the test substance was considered to be 400 mg/kg/day for both 

sexes.

4-week repeated dose toxicity study, 2-week recovery study and toxicokinetics 

(Non-rodents):

Vomiting, diarrhea and change in body weight or decrease of weight gain were 

observed in males and females at a dose of 300 mg/kg/day. Therefore, the 

NOAEL of the test substance was considered to be 100 mg/kg/day for beagle 

dogs of both sexes. 

②  Non-clinical studies on Gomisin J

Development and validation of analytical method (Rodents/Non-rodents):

Development completion 

③  Non-clinical studies on EC-18

13-week repeated dose toxicity study (Rodents):

NOAEL for both sexes: =2000 mg/kg

4-week repeated dose toxicity study (Non-rodents):

NOAEL: ≥2000 mg/kg

13-week repeated dose toxicity study (Non-rodents):
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NOAEL: ≥2000 mg/kgsa

Safety pharmacology test (central nervous system):

It was determined that there was no effect of EC-18 on the central nervous 

system at doses of 500, 1,000 and 2,000 mg/kg. 

Anticancer efficacy test:

It was determined that there was no suppressing effect of EC-18 on the growth 

of tumors Arthritis efficacy test:

It was determined that there was improving effect of EC-18 on arthritis 

symptoms at doses of 125, 500 and 2,000 mg/kg.

④ Experts infrastructure in progress in other organizations that will perform 

smoothly R&Dprojects for Bio-Agriculture

  (2)  The first collaboration 

Development of Animal Disease Model of the 5 Major Diseases 

① Development of Animal Model for neurological disease: 

Completion of DMI-1, GX2 GEM (brain neurological disease)

②  Completion of foundation and analysis based on the standardized 

disease-specific analysis of Animal Model for cancer, cardiovascular and 

metabolic diseases 

  (3) The second collaboration 

①  Anti-Cancer Product Candidates: 

Large supply of Gromwell Extracts and completion of delivery to the first details 

②  Large Scale Separation of α-Iso-cubebenol from Schisandra chinensis/ 

Completion of Therapeutic Research of Septicemia 

③  Study on Antihypertensive Effects of Gomisin J and Mechanism: 

Production of nitric oxide in vascular cells and completion of investigation of the 

effect on the production of oxygen free radicals in vascular cells/ verification of 

preventive effects of animal hypertension model

3.  The third year  

  (1)  The first details 

①  Determination of profitability of candidate compounds in development: 

Completion of determination of profitability regarding Gromwell Water Fraction, 

EC-18, Gomisin J and α-Iso-cubebenol

②  Non-clinical studies on α-Iso-cubebenol

Single oral toxicity study (Rodents):

The approximate lethal dose was considered to be more than 2,000 mg/kgfor 

both sexes. 

Skin irritation study (Non-rodents):

It was determined to be 'Moderately irritant' on the rabbit skin.

Eye irritation study (Non-rodents):
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It was determined that there was no eye irritation in rabbits. 

③  Non-clinical studies on Gomisin J

Validation of analytical method (Rodents): Development completion

④  Non-clinical studies on EC-18

Fertility and early embryonic toxicity studies (Rodents): Studies in progress

⑤  Experts training seminars held for CRO infrastructure for Bio-Agriculture:

Conducted in November 20th, 2014 (Thursday)  

Speakers-Prof. Dae Jung Kim (Chungbuk National University), Prof. Dae Youn 

Hwang (Pusan National University), CEO Jong Koo Kang (Biotoxtech Co., Ltd.), 

Prof. Je Kyung Seong (Seoul National University), Prof. Young Whan Choi (Pusan 

National University)

⑥ CRO infrastructure for Bio-Agriculture, signing MOU with industries and 

academics 

 (2)  The first collaboration 

①  ASC-2 (cardiovascular disease), Ei24 (cancer), UQCRB (metabolic disease) 

Disease-specific analysis in mice 

②  Assessment of efficacy of one kind of new substance candidates: 

Tumor suppression efficacy assessment in progress

(3)  The second collaboration 

①  Large Scale Separation of α-Iso-cubebenol: 

325 g obtained by repeatedly performing the method established in the first year 

until the third year

②  Supply of Gromwell Water Fraction in the first details and α-Iso-cubebenol: 

Use of tumor suppression efficacy assessment 

③ Assessment of efficacy action mechanism of Schisandra chinensis ingredients 

Ⅴ. Research Result and Application of Result 

○  A model that is able to generate consistently specialized knowledge and revenues 

from the R&D projects in Bio-Agriculture sectorat the same time is expected to 

be proposed. The model will be evaluated by conducting non-clinical studies on 

fine natural product candidates chosen for the 10 major diseases for the safety 

and efficacy of the candidates in an infrastructure built for the private CRO 

institutions that will smoothly perform R&D projects for Bio-Agriculture. 

○  It is expected to support the development of new drugs and toxicity studies 

improving the utilization of animal resources for domestic animal disease models 

by discovering animal resources for Animal Disease Models with high efficiency in 

pharmaceutical assessment beyond the development stage of domestic animal 

disease model. 
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○  Based on the result of investigation on immunoregulatory substance that may be 

provided as a candidate substance for the future development of therapeutic agent 

for sepsis, a patent is to be obtained to secure intellectual property rights and 

Schisandra chinensis origin (Schisandrae Fructus-derived) gomisin J as a 

candidate substance for the prevention and treatment of hypertension is to be 

licensed out in pharmaceutical companies to be used in drug development. 

Gromwell Water-derived anticancer ingredient is expected to be presented as one 

of natural product candidateswith the efficacy validation in animal model. It is also 

expected to lead the development of sepsis therapies using immunomodulatory 

substances with the development of therapeutic agents for infectious diseases 

including future sepsis.
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<연구개발의 최종 목표>

제 1 장 연구개발과제의 개요

제1절. 연구개발의 목표

본 기술개발사업의 목표는 10대 질환을 중심으로 특정고유질환 동물모델을 개발하고, 우수한

천연물 후보물질을 발굴하여 효력을 평가하고, 이를 대상으로한 비임상시험 (GLP)을 수행함으로

서, 후보물질의 안전성 및 유효성을 입증함과 동시에 전문적인 연구개발지식과 농업바이오 분야

에서의 R&D 사업의 수익을 지속적으로 창출할 수 있는 모델을 제시하고, 추후 독립적인 R&D 컨

설팅 CRO를 법인화 하고자 한다.

세부 및 협동과제별 목표는 다음과 같다.

- 제 1세부. 농업바이오 분야의 CRO 비임상시험 연구: 후보물질 (천연물)을 대상으로 비

임상시험 (GLP)을 진행하여 후보물질의 안전성을 평가한다.

- 제 1협동. 질환 동물 모델 개발 및 효력시험 연구: 신약평가를 위한 국내 5대 질환의

모델동물 개발과 이를 이용한 효력시험을 실시한다.

- 제 2협동. 천연물 신약후보물질의 개발 및 효력시험 연구: 오미자로부터 패혈증에 효

능이 있는 신물질인 α-iso-cubebenol, 심혈관질환 효능을 가진 gomisin J 및 항암 효

능을 가진 성분을 다량 분리하여 in vivo 작용기작을 규명하여 천연물 신약 후보물질

을 개발한다.
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제2절. 연구개발의 필요성 및 연구 범위

1. 제 1세부

농업바이오 분야의 Contract Research Organization (CRO) 비임상시험 연구

가. 연구개발의 필요성

㈜바이오톡스텍은 의약품, 식품, 화학물질, 화장품 등 신물질을 탐색하고 개발하는 과정에

서 요구되는 광범위한 연구개발 용역을 제공하는 전문성을 갖춘 연구개발서비스기관이다.

CRO산업은 바이오산업의 핵심 인프라산업으로 바이오산업과 함께 고성장하고 있는 추세

로, 최근 CRO산업은 단순한 연구서비스 제공을 지양하여 초기 물질 연구에서, 비임상시

험, 임상시험, 분석시험, 임상데이터 관리, 컨설팅, 영업, 마케팅지원 사업(CSO)까지 다양

화되고 있다.

<(주)바이오톡스텍의 사업영역>
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(주)바이오톡스텍은 3개 허가 당국 (식품의약품안전청, 국립환경과학원 및 농촌진흥청)으

로부터 전항목 GLP 시험인증을 보유하고 있다.

<(주)바이오톡스텍의 우수한 기반 인프라 소개>

< CRO 산업>

GLP시험기관에서 실시하는 시험운영기준 및 해당 시험가이드라인을 준수하며, 시험의 신

뢰성을 보증하기 위해 아래와 같은 연구추진 전략 및 체계로 본 과제를 수행한다.
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<GLP 운영 policy>

이러한 GLP 시험기관에서 실시하는 시험운영기준 및 해당 시험가이드라인을 준수하며,

유전자재조합옥수수 등 농업바이오 분야 국가연구개발과제를 다수 수행한 경험을 바탕

으로 우수한 연구결과를 도출할 수 있다고 판단된다.

농업 바이오 산업은 생명공학을 필두로 하는 첨단기술 개발로 시장 규모가 넓고 분야가

다양화된 연 평균 18%의 경제성장을 보이는 국가경쟁력의 원천 분야로서, 신약소재에서

기능성 식품, GMO, 천연화장품까지 확대되어 후보물질이나 신기술을 상품화하는 글로벌

농업 CRO 출현을 필요로 한다.

또한, 농업 바이오 전문가인프라 구축과 전문 비임상 CRO 및 임상 CRO를 연계시키고,

농업 바이오 산업 분야의 특성화된 전문 컨설팅 서비스를 제공하는 농업 바이오 CRO

법인을 설립할 필요가 있다.

이러한 CRO 법인 설립을 위해 1,2년차에 산학연계 프로그램을 통해 우수 인력을 확보하

였고, 내부 인원에 대한 전문성을 강화하기 위해 정기적인 교육 및 훈련을 실시하며, 국

내외 전문가 초빙 세미나 및 전문 교육 프로그램 지원을 통해 농업 바이오 분야의 전문

CRO로서의 입지를 구축하였다. 3년차 이후에는 주관기업 내에 농업 바이오 R&D 컨설

팅 전담부서를 구성하여 본 과제로부터 도출된 우수한 결과를 보인 국산 농산물 후보물



24

질에 대한 IND 신청자료를 파일링하고, R&D 컨설팅 네트워크 구축을 지원을 실시하며,

독립적인 R&D 컨설팅 CRO 법인을 설립하였다.

농업전문 국가기관과 농업전문 CRO 간의 MOU를 체결하여 국가기관에서 주관하는 주

요 사업의 신약후보물질이 발굴되면 농업전문 CRO에서 컨설팅을 한다. 농업전문 CRO

는 농업바이오분야에 저명한 학계와 우수실험실을 갖춘 비임상 및 임상 시험 전문기관

과의 인프라를 구축하고 유지한다. 이러한 시스템을 이용하여 농업바이오분야의 우수한

신약후보물질의 효력 및 안전성 검증에서부터 상품화까지 컨설팅 역할을 수행함으로써

차별화된 농업전문 CRO 역할을 수행한다.

(1) CRO의 역할 및 국내외의 현황

(가) CRO란? 계약연구기관으로 신약개발에 필요한 비임상, 임상시험 및 기타 제반 업무를

계약을 통하여 위탁 수행하는 전문대행 기관으로 신약 개발의 대부분의 과정을 CRO

가 대행함. 따라서 CRO의 역량은 국가 R&D사업의 성패를 좌우할 뿐 아니라 국가 경

쟁력의 원천 분야이다.

(나) CRO는 신물질을 개발하는 기업의 최고 파트너로서, 기업의 비용 절감, 전문적 노하우

에 바탕을 둔 가격경쟁력 및 효율적인 전임상․임상 진행을 통한 개발기간의 단축을

위하여 제약, 화학, 화장품, 식품회사 등의 CRO 이용은 폭발적으로 증가하였으며 2010

년도 세계 시장 규모는 240억 달러에 이르고 있다. 한 예로서 미국 화이자 “비아그라”

의 개발비 50% 이상을 CRO 사업자에게 아웃소싱, 신약개발기간을 7년에서 4년으로

단축한다.

<세계 CRO 시장의 규모>

(다) 선진국 및 중국 등 개발도상국에서는 바이오산업 및 신약개발 활성화를 위하여 자국

의 CRO 산업보호 및 육성정책으로 신물질 도입에 대한 무역장벽 강화와 인·허가에 대

한 규제를 강화하고, 자국에서 상품화 할 신물질에 대해 자국 CRO 이용을 권장한다.
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<CRO 산업의 흐름>

(라) 현재 국내의 대표적 비임상 CRO는 바이오톡스텍, 켐온, 메드빌 등이 있고, 정부출연

연구소인 안전성평가연구소 (KIT)가 있다. CRO의 비지니스는 글로발화되어 Covance,

PPD, Charles River등의 CRO 년간 매출액은 2조원을 넘고 있으나, 국내 시장 규모는

극히 열악하여 100억을 넘는 국내 CRO는 바이오톡스텍, 안전성평가연구소의 2곳으로

가장 육성해야할 미래 성장 동력 분야이다.

(2) CRO의 육성에 대한 정부의 정책

(가) 글로벌 신약개발 경쟁력을 위하여 교육과학기술부, 보건복지부, 지식경제부 3개 부처

공동으로 2011년부터 2019년까지 정부 6,000억원, 민간 6,000억원 규모의 총사업 1.2 조

원을 투입하는 “범부처 전주기 신약개발 사업” 계획안을 마련했다.

(나) [신성장동력 프로젝트] 중 2018년까지 세계 5대 생명공학·의료기기 산업 강국을 목표

로 첨단의료복합단지조성, CRO·CMO등 관련서비스 육성, 전문인력 양성, 해외시장진

출기반 조성 등을 통해 인프라 구축 예정이다.

(다) [지식경제부] 바이오시밀러 사업화 촉진과 함께 신약개발의 상업화 단계(비임상, 임상)

를 집중 지원해 바이오스타제품 개발 및 글로벌 성공사례를 창출할 계획이다.

(라) [농림수산식품부] 농림수산식품과학기술 5개년 종합계획 발표 中

- 기업의 연구활동을 촉진하는 연구환경을 조성할 계획.

: 국가 R&D 참여기업의 연구비 중에서 현금 부담을 완화하는 등의 국가연구비 운영제

도를 개선할 예정.

- 고가의 장비구매와 고급인력 확보가 필요한 첨단기술도 쉽게 접근할 수 있도록 다양

한 형태의 기술서비스 조직(CRO, CMO)을 육성할 예정.

- 상기와 같은 CRO 육성책과는 별도로 아직도 국가 R&D사업은 글로벌 신약개발이라는

목표하에 해외 CRO 이용을 권장하고, 국내 CRO에는 다른 정산시스템을 적용하므로써

해외 CRO의 국내 점유율은 폭발적로 증가되고 있는 상황이며, 어렵게 기반을 다진 국

내 민간 CRO 산업의 경쟁력 및 생태계는 더욱 약화되어 생존에 위협을 받고 있는 상

황임.
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(3) 국내 비임상 CRO의 특성

(가) GLP 시험의 특징은 장치산업의 형태로 초기 엄청난 시설 및 장비투자가 요구되는 반

면, 오랜 투자 회수기간이 소요되는 사업이며, GLP 규정에 따른 validation된 일정 규

모 이상의 공간을 사용하고, 고비용의 연구기기를 사용하는 등의 임대료, 감가상각비용

이 높다.

(나) 같은 공정으로 line화된 제조업과는 달리 매 시험마다 개별공정이 필요하고, 1년 내내

항온항습, 실험실 내부 청정도·조도·소음 유지 등 시설유지비가 높고 연구개발이 축이

되는 기술서비스 분야로서 많은 연구 인력과 고도의 기술력을 가진 전문가가 필요하여

인건비 의존도가 극히 높다.

(다) 또한 시험을 위한 실험, 기술, 고도로 숙련된 각 분야의 전문가가 필요하며 시대 흐름

에 맞는 시험기술 이해와 습득이 필요하고 바이오의약품과 바이오시밀러의 새로운 시

장의 등장에 적응하기 위한 훈련프로그램과 SOP의 지속적인 업그레이드도 필요하다.

(라) 따라서 무엇보다 국내 GLP 비임상 CRO 기관과 허가 당국 및 정부기관의 긴밀한 협

조 및 적극적인 육성을 통해 부족한 인프라 구축이 절실히 필요하다.

나. 연구 목표 및 범위

(1) 조제물분석시험

① 시험목적

본 시험은 HPLC를 이용하여 조제물의 농도분석법 보증을 위한 validation 및 안정성을

확인하기 위해 실시한다.

② 분석법

시스템 적합성 (System suitability), 직선성 (Linearity), 특이성 (Specificity), 일내 재현
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성 (Intra-day), Autosampler 내에서의 안정성 (Stability in autosampler), 균질성

(Homogeneity), 안정성 (Stability) 및 QC(Quality Control)를 실시한다.

(2) 단회투여독성시험 (설치류)

① 시험목적

암․수 랫드를 이용하여 단회 경구투여시 나타나는 독성반응을 관찰하고, 개략의 치사량

을 구하기 위하여 실시한다.

② 관찰 및 검사법

일반증상관찰, 사망관찰, 체중측정, 부검 및 조직병리학적 검사 (필요시)를 실시한다.

(3) 최대내성 용량시험 (비설치류)

① 시험목적

암·수 비글견을 이용하여 일정한 간격으로 용량을 증가하여 단회 경구투여하고, 나타나

는 독성반응을 질적·양적으로 평가하기 위하여 실시한다.

② 관찰 및 검사법

일반증상관찰, 사망관찰, 체중측정, 부검 및 조직병리학적 검사 (필요시)를 실시한다.

(4) 2주 용량결정시험 (설치류)

① 시험목적

암․수 랫드를 이용하여 2주간 반복 경구투여시 나타나는 독성반응을 평가하고, 4주 반

복투여 독성시험의 용량설정 근거자료로 이용하기 위하여 실시한다.

② 관찰 및 검사법

일반증상 관찰, 빈사 및 사망동물의 처리, 체중측정, 사료섭취량 측정, 혈액학적 검사, 혈

액생화학적 검사, 부검, 장기중량 측정 및 조직병리학적 검사를 실시한다.

(5) 2주 용량결정시험 (비설치류)

① 목적

암·수 비글견을 이용하여 2주간 반복 경구투여 시 나타나는 독성 반응을 평가하고, 4주

반복투여 독성시험의 용량설정 근거자료로 이용하기 위하여 실시한다.

② 관찰 및 검사법

일반증상 관찰, 빈사 및 사망동물의 처리, 체중측정, 사료섭취량 측정, 혈액학적 검사, 혈

액생화학적 검사, 부검, 장기중량 측정 및 조직병리학적 검사를 실시한다.

(6) 4주 반복투여독성시험, 회복시험, TK시험 (설치류)

① 목적

암․수 랫드를 이용하여 4주간 반복 경구투여시 나타나는 독성반응과 안전성을 평가하

기 위하여 실시한다.

② 관찰 및 검사법

일반증상 관찰, 빈사 및 사망동물의 처리, 체중측정, 사료섭취량 측정, 혈액학적 검사, 혈

액생화학적 검사, 부검, 장기중량 측정, 조직병리학적 검사 및 TK시험을 실시한다.

(7) 4주 반복투여독성시험, 회복시험, TK시험 (비설치류)

① 목적

암․수 비글견을 이용하여 4주간 반복 경구투여시 나타나는 독성반응과 안전성을 평가

하기 위하여 실시한다.

② 관찰 및 검사법
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일반증상 관찰, 빈사 및 사망동물의 처리, 체중측정, 사료섭취량 측정, 혈액학적 검사, 혈

액생화학적 검사, 부검, 장기중량 측정, 조직병리학적 검사 및 TK시험을 실시한다.

(8) 복귀돌연변이시험

① 목적

살모넬라균 (Salmonella typhimurium) TA98, TA100, TA1535, TA1537및 대장균

(Escherichiacoli) WP2uvrA(pKM101)의 5균주를 이용하여 유전자돌연변이유발성의 유무

를 검색한다.

② 용량설정시험 및 본시험을 실시한다.

(9) 염색체이상시험

① 목적

포유류배양세포인 Chinese Hamster Lung(CHL/IU) 배양세포를 이용하여, 염색체손상을

형태의 변화와 염색체수의 변화로 구분하여 유전학적으로 평가하는 것을 목적으로 한다.

② 세포증식억제시험 및 본시험을 실시한다.

(10) 소핵시험

① 목적

설치류를 이용하여 생체내에서의 마우스골수세포에 있어서 소핵유발유무를 평가하는 것

을 목적으로 한다.

② 용량설정시험 및 본시험을 실시한다.

(11) 출생전, 후 모체기능시험(랫드)

① 시험목적

본 시험은 랫드를 이용하여 수컷은 교배전부터 부검시까지, 암컷은 교배전부터 착상시기

까지 투여하여, 수태능 및 초기배발생에 미치는 독성변화를 관찰하고, 그 안전성을 평가

하기 위해서 실시한다.

② 관찰 및 검사방법

일반증상관찰, 빈사 및 사망동물의 처리, 체중측정, 사료섭취량측정, 암컷의 성주기 관찰,

교배 및 교배성적산출, 착상률 및 배자사망률, 부검, 장기중량 측정, 조직병리학적 검사

및 정자검사를 실시한다.

(12) 배·태자 발생독성시험 (랫드)

① 시험목적

본 시험은 임신한 랫드에 배자의 착상시기부터 경구개가 폐쇄되는 시기 (임신 7 ~ 17일)

까지 경구투여하여 모동물 및 배∙태자의 발생에 미치는 독성 변화를 관찰하고, 그 안전

성을 평가하기 위해서 실시한다.

② 관찰 및 검사

일반증상 관찰, 빈사 및 사망동물의 처리, 체중측정, 사료섭취량 측정, 부검, 장기중량 측

정, 조직병리학적 검사, 제왕절개, 태자의 체중 및 태반중량의 측정, 태자의 외표 검사 및

태반 관찰, 태자의 내부장기 검사 및 태자의 골격 검사를 실시한다.

(13) 배태자 발생독성시험 (토끼)

① 시험목적

본 시험은 임신한 토끼에 배자의 착상시기부터 경구개가 폐쇄되는 시기 (임신 6 ~ 18일)

까지 경구투여하여 모동물 및 배∙태자의 발생에 미치는 독성변화를 관찰하고, 그 안전
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성을 평가하기 위해서 실시한다.

② 관찰 및 검사

일반증상 관찰, 빈사 및 사망동물의 처리, 체중측정, 사료섭취량 측정, 부검, 장기중량 측

정, 조직병리학적 검사, 제왕절개, 태자의 체중 및 태반중량의 측정, 태자의 외표 검사 및

태반 관찰, 태자의 내부장기 검사 및 태자의 골격 검사를 실시한다.

(14) 피부자극시험

① 시험목적

토끼의 피부에 1회 처치한 후, 피부자극성/부식성의 유무 및 그 정도를 평가하기 위해 실시한

다.

② 관찰 및 검사

일반증상 관찰, 체중측정, 피부반응의 평가, P.I.I. 산출 및 피부자극성의 분류 및 피부 부

식성의 판정을 실시한다.

(15) 안점막자극시험

① 시험목적

토끼의 안점막에 1회 처치한 후, 안자극성/부식성의 유무 및 그 정도를 평가하기 위해 실시한

다.

② 관찰 및 검사

일반증상 관찰, 체중측정, 안구병변의 관찰 및 안자극성의 평가를 실시한다.

(16) 항원성시험

① 시험목적

기니픽의 면역계에 작용하여 나타나는 이상면역 반응을 검색하기 위해, 아나필락시스 쇼

크 반응시험 (Active Systemic Anaphylaxis, ASA) 및 동종 수동 피부 아나필락시스 반

응시험 (Passive Cutaneous Anaphylaxis, PCA)을 실시한다.

② 관찰 및 검사

일반증상 관찰, 체중측정, 청색반점의 직경 (장경과 단경의 평균)이 5 mm이상이면 양성

으로 하고, 양성을 나타내는 가장 마지막 혈청희석배수 (최대희석배수)를 그 혈청의 최

종 역가 (항체가)로 정하여 수동 피부 아나필락시스 반응을 판정한다.

2. 제 1협동

질환 동물 모델 개발 및 효력시험 연구

가. 연구개발의 필요성

본 연구과제의 최종목표는 농업 바이오 전문가인프라 구축과 전문 비 임상 CRO 및 임상

CRO를 연계시키고, 농업 바이오 산업 분야의 특성화된 전문 컨설팅 서비스를 제공하는

농업 바이오 CRO 법인을 설립하기 위하여 자체적인 질환모델동물 개발과 이를 통한 천

연물 유래 신약 후보 물질의 유효성 및 효력 평가 실험에 있다. 최근 생명과학분야의 눈

부신 발전과 함께 교내에서도 의생명과학과 관련된 다양한 연구가 진행되고 있음. 분자적

수준의 연구 성과가 사람에게 적용되기 위해서 가장 중요한 연구 인프라는 실험동물을

이용한 동물 실험 분야이다.

국내에서도 의약품, 화학물질 등의 많은 신물질이 개발되어 약효검증, 독성 및 안전성 평
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가 등 비임상 실험의 수효 및 빈도가 폭발적으로 증가되었으며, 이와 관련한 실험동물의

수요 또한 급속하게 증가되고 있으며, 특히 유전자 변형이 가능한 마우스의 사용량이 최

근 전 세계적으로 증가될 뿐 아니라 국내에서도 증가하고 있는 추세이다. Pubmed를 이용

한 분석에 의하면 2007년 전 세계에서 출간된 SCI 논문 중에서 마우스를 이용한 논문은

7.18%이고, 이중 Cell, Nature, Science 등 high profile journal (CNS 계열 논문)은 21.5%

를 차지함. 즉, 마우스를 이용한 연구결과가 좋은 논문에 발표될 확률이 매우 크다는 사

실을 보여준다.

국내 주요 연구과제에서도 마우스를 이용한 인프라 구축사업은 국가중점 육성 분야의 개

별 세부 사업 목표 달성을 위해서도 매우 중요하게 다루어져야 할 것으로 사료되나 국내

인프라는 매우 취약한 상황이다. 최근 생물자원 법에서도 생물자원의 수집, 보관, 활용 기

회 확대를 목표로 하는 범국가적 관리 시스템 구축을 준비 중이나 국가 차원의 모델동물

현황 조사 및 데이터베이스 구축을 포함한 대비책이 이루어 지지 않고 있는 실정임. 생물

자원 세부분야는 리소스센터 구축 및 체계적 관리를, 인적 세부분야는 인재육성 시스템

구축을 명시하고 있다.

(1) 경제적 측면

<갱년기와 골다공증, 당뇨, 대사와 비만의 치료 약물들에 사용되는 knockout (KO)

마우스 표현형과 best-selling 약물 사이의 관계>
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(가) 국내 in vivo animal 분야의 기술보유현황을 볼 때 암질환, 대사성질환, 면역질환, 심

혈관질환 별로 아주 초기단계의 induced model 만을 보유하고 있으며 전문적인 약효

평가모델이나 약리 연구모델을 보유하고 있지 못한 것으로 나타났으며, 일부 기업에서

는 의약품의 in vivo animal 평가에 사용되는 모델을 구체적이고 현실적으로 갖추고

있으나 일부의 모델에 국한되어 있고 타기관의 기술 수요자가 활용할 수 없다는 점에

서 역량이 높다고 판단되어 지지 않다.

(나) 대개의 경우 유전적 동물 모델은 확보하지 못하고 있는데 이는 동물의 보존, 형질유지

등의 기초기술을 갖고 있지 못하기 때문이며, 또한 실제로 동물을 사육할 수 있는 시

설자체도 미비하다는 것을 반영하고 있다.

(다) 기업 및 학계에서 신약개발역량강화를 위해 약리/약효 in vivo animal 분야에 대해서

는 상당히 포괄적인 요구가 있는데, 국내현황을 고려하여 우선확보가 필요한 질환모델

동물에 대한 재평가 필요성이 있다.

(라) 신약개발 기업 또는 연구자들이 필요로 하는 질환모델동물을 파악하고 이들이 이용할

수 있는 질환모델동물을 이용한 신약개발기반을 구축하여 제공함으로서 국내의 신약개

발 역량을 강화하고 막대한 비용을 투자하고 있는 신약개발 관련 사업의 성공가능성을

향상시키고자 한다.

(마) 국내의 기업과 학계의 약리/약효 수요를 감당하기 위해서는 암 질환, 당뇨 질환 등 수

요가 많은 부분의 국내역량을 세밀히 분석하여 기반구축과 역량강화가 필요할 것으로

분석되고 있다.

(바) 가장 많은 비용이 소요되는 단계인 임상시험에서의 결과를 효과적으로 예측할 수 있

는 적절한 시스템 즉, 동물모델의 개발과 선택이 필요하다.

(2) 사회적 측면

(가) 인간유전자지도가 확보된 이후 개체 수준 (organismic level)에서의 유전자 기능 규명이

포스트 게놈 시대의 선결 과제이다. 이는 세포수준과 하등동물 (선충, 초파리, 개구리 등)

에서 기능이 규명되거나 프로테오믹스, 유전체 연구를 통해 발굴된 질병 관련 유전자의

경우, 사람에 적용하기 전에 반드시 마우스 개체수준에서의 기능 확인 및 질병모델 확보

가 필수적 과제이다.

(나) 효용이 검증된 질환모델동물은 질병에 대한 원인규명 뿐만 아니라 인간 질병을 구현함

으로써 직접적으로 의약품평가에 새로운 접근 방향을 제시할 수 있다. 미국 NIH의

Roadmap에서도 실험실 연구가 임상 또는 산업화로 결실을 맺기 위해서는 전임상 연구

를 할 수 있는 질환모델을 이용하여 Translational Research를 하여야 한다고 강조하고

있으며, 효용이 검증된 질환모델동물은 질병에 대한 원인규명 뿐만 아니라 인간 질병을

구현함으로써 직접적으로 의약품평가에 새로운 접근 방향을 제시할 수 있다.

(다) 타 연구는 특정단백질 또는 유전자가 인간질병 유발 (암, 신경질환, 심혈관계 질환, 감염

성질환 등)의 원인이라는 것까지 밝히는 것이 한계이지만 질환모델동물을 사용한 연구는

in vivo에서 그 결과를 실제적으로 증명할 수 있다. 생명현상을 밝히는데 사용된 질환모

델동물은 그 현상을 직접적으로 인간의 질병현상에 적용되어 질환모델을 얻게 되고 이를

토대로 의학 및 약리학, 그리고 이를 기반으로 하는 산업에 직접으로 사용될 수 있다.

(라) 신약개발에 있어서 질환모델동물을 이용한 약효, 독성 및 약동력학 평가는 신약후보물질

의 개발 성공가능성을 평가하기 위하여 필수적으로 요구되고 있으며, FDA를 비롯한 허
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가기관에서는 임상시험 승인 전에 동물실험 결과의 제출을 요구하고 있다. 질환모델동물

을 이용한 전 임상 평가는 막대한 비용이 드는 임상시험에서의 성공 가능성을 예측할 수

있는 가장 좋은 방법이므로 적절한 질환모델동물의 선정 및 이를 이용한 평가는 필수적

이다.

(마) 인간 및 마우스 유전체의 정보가 확보됨에 따라 이를 활용하여 마우스 개체 수준에서의

유전자 기능이 확인되고 있으며 이를 통해 유용한 질환모델동물의 확보가 이루어지고 있

으므로 향후 의약품 개발에 있어서 질환모델동물의 활용도는 더 높아질 것으로 예상이

다.

(바) 국내의 제약업체들은 규모가 작고 연구개발에 투자할 수 있는 여력이 많지 않아 자체적

으로 질환모델동물을 이용하여 신약 후보물질을 평가할 수 있는 기반을 구축하는 데 현

실적인 어려움이 있다. 국내 의약품 산업은 대형제약사를 비롯하여 의약품 산업의 Value

chain 중 승인·마케팅에 역량이 집중되어 있으며 ‘원료물질개발-신약선정-신약개발’ 단

계의 역량이 부족한 실정이다.

(사) 지금까지 국내외에서 마우스 사육 시설과 유지 능력의 미비로 인한 귀중한 질환모델동

물의 손실이 막대함. 1970년대에 일본에서 한탄 바이러스의 오염으로 수명의 인명손실이

있었으며 그 후 시설과 유지비의 확충으로 질환모델동물의 연구가 활성화됨. 국내에서도

열악한 여건 하에서 질환모델동물을 연구하던 과학자들이 간염, 한탄, 센다이 바이러스

등에 의한 피해로 연구의 중단 사태까지 이르게 된다.

(3) 기술적 측면

(가) 인간유전체기능은 유전적, 생리학적 및 행동학적으로 인간과 매우 유사한 마우스를 모델

동물로 이용하여 생체 기능을 발견함으로써 완성될 것이다. 마우스유전체 염기서열 초안

이 발표(Nature 2002년 12월)됨에 따라, GEM(유전자변형마우스, Genetically Engineered

Mice)의 개발과 분석을 통한 인간유전체의 기능 연구가 가속화된다.

(나) 유전자의 모든 정보는 전 세계가 공유하고 있어 기능이 규명되지 않은 유전자는 실질적

효용이 없는 자료에 불과, 유전자의 기능 규명을 위한 마우스의 제작 및 분석은 생물학

및 의학 등 제반 분야에 큰 파급 효과를 불러온다. 질환 치료후보물질은 질환모델동물

실험을 통해 검증하는 것이 가장 중요하다.

(다) GEM 이용 연구의 필요성에 대한 설문조사 결과: 생명과학 전문가의 95%가 필요하다고

응답하였고,(*별첨) 발굴한 유전자의 가치는 최종적으로 GEM개발을 통한 생체 내 기능

규명을 통해 검정되며, 개발한 질환모델마우스는 후보신약의 효능검정에 필수자원이다.

(라) 살아 있는 시약 마우스의 장점

- 기술적 측면 : 형질전환 마우스의 생산에 필요한 노하우와 지식이 이미 축적.

- 경제적 측면 : 포유류 중 대량 번식 및 유지 관리가 가능한 유일한 동물.

- 실험적 측면 : 사람의 질병은 마우스에서도 일어남. 마우스가 지니고 있는 생식능력, 
수명 등의 생리학적 특성으로 인해 포유동물 중 사람의 질병

원인규명을 위한 연구에 가장 적합한 생명체로 규정.

 유방암 치료제 Herceptin의 예: in vitro에서 유방암 세포의 증식을 억제하여 FDA승

인을 받은 약이 개발이 되었으나(1998년), 유방암의 억제에는 탁월한 효과가 있으나,
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몇 년 후 이 약을 투여 받은 환자들이 심장병에 걸리는 부작용이 있었음(28%의 환

자가 심장병 발병). 마우스에서 Herceptin의 target인 Her2 유전자를 결손 시킨 마우

스는 심장병에 걸림. 만약 Her2를 결손 시킨 마우스의 표현형을 먼저 알았더라면,

장기간 이 약을 투여하면 엄청남 부작용이 있었음을 미리 인지 했을 것 임. 현재 소

송 진행 중. 따라서 마우스(포유류)가 아닌 다른 모델 생명체 혹은 세포주에서의 연

구는 사람에게 직접 응용이 가능한 고부가 가치의 연구 결과를 도출하기 위한 효율

적인 시스템이 아님.

연구 대상 (재료)

평가 항목

초파리 &

C. elegans
세포주 연구 마우스 연구 영장류

유전자 기능 가능 가능 가능 미약

유전자 발현양상 가능 부분적 가능 가능 미약

유전자 과발현 가능 가능 가능 부분적 가능

유전자 결손 가능 가능 가능 불가능

전체염기서열해독 완결 완결 완결 거의완결

유전자 과발현/결손에 의한

조직/세포의 연구
가능 불가능 가능 불가능

사람 유전자와 유사성

유전자 상의

상동성은 있으나,

염기서열상의

유사성은 떨어짐

인간 세포주

(비정상)

95% 상동/

사람의유전자99%

마우스에도 존재

99% 상동

일반 병원에서의

검사항목
불가능 불가능 대부분 가능 가능

질병의 단서제공 미약 미약 결정적 단서제공 미약

신약개발 시의 잠재적 문제

단서제공
미약 미약 결정적 단서제공 미약

동물실험에 대한 규제(Law) 없음 없음 미약 엄격

논문의 Quantity

and Quality

전통적으로

강했으나,

약화추세

양적(뛰어남)

질적(떨어짐)

질적/양적

뛰어남
미약

파급효과

(타연구자의 참여 유도)
미약 미약 뛰어남 검증 안됨

<인간의 질병 모델로서의 유전자 변형마우스 (GEM Models for Human Disease)의 가치>

(마) 사람의 질병을 모델링하기 위해 필요했던 기술적인 측면이 마우스에서 거의 확립되어

응용단계에 접어듦. 인간의 다양한 유전병과 대사질환을 모델링하기 위한 기술로서, 특

정 유전자의 과발현 혹은 결손 마우스, ENU mutant 마우스, Exon-trap 마우스, siRNA

마우스 등이 확립됨. 이들의 표현형을 통해 유전자의 이상 (결손 또는 과발현)이 나타낼

수 있는 사람의 질병에 대한 가장 직접적인 단서를 찾을 수 있다.

(바) 국내에서는 많은 연구진에 의해 암과 관련된 유전자에 대한 형질전환 마우스들이 제작

되었으나 항암제 효능 확인을 위한 국가적인 체계적 관리와 확보가 집중화되어 있지 않
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음성대조군 시험군 1 시험군 2 양성대조군

투여물질 Olive oil 자초추출물

(Olive oil)
자초추출물

(Olive oil)
Cyclophosphamide

(PBS용액)
투여농도 원액 0.1mg/kg  10mg/kg 20mg/kg

다. 우선적으로 국외 및 국내의 항암제 개발의 경향을 파악하고 이용 가능한 동물모델에

대한 네트워크화가 필요하지만 현재 국내에서는 원활히 이루어지고 있지 않는다. 향후

국내 표적항암제에 대한 개발 현황 및 앞으로 동향에 맞는 동물모델의 확보가 시급함.

또한 현재 국내에서 사용되는 orthotopic 모델, 전이 모델의 제작에 있어서 결과의 신뢰

성 및 재현성 확보를 위해 마우스 모델 확립에 대한 표준화가 필요하다.

(사) GEM을 포함한 실험동물의 주요시장은 유전자 기능 규명 및 신약개발의 후보물질 발굴

및 약효, 독성 평가와 같은 임상시험을 대신하는데 주로 이용되고 있다.

① 2009년 질환모델동물 설문에 의하면 많은 기관이 기초연구와 치료제 개발에 질환모델동

물을 사용하고 있는 것으로 조사됨

② 질환모델동물의 주 사용처는 생명과학기초연구가 60%, 질병치료제 개발이 50%, 질병진

단지표개발 20%, 기타 10% 순으로 조사됨. (*별첨)

나. 연구 목표 및 범위

(1) Ei24 질환동물모델을 이용한 자초추출물 유효성 평가

(가) 연구 목적

제1협동(서울대학교) Ei24 질환동물 모델을 이용한 제2협동(부산대학교) 신약후보물질

(자초추출물, α-iso-cubebenol)의 항암 효능시험을 평가하는데 목적이 있음.

(나) 연구 방법

① 투여경로: 복강투여

② 부형제: Olive oil (양성대조군: 생리식염수)

③ 시험물질 투여농도: 0.1, 10mg/kg

④ 투여기간: 6개월, 2번/일주일

⑤ 투여군 구성
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⑥ 시험 결과

혈액 검사(ALP, AST, ALT 등), 간 조직 염색 ( H&E, PCNA), 간 조직 면역염색

(p53, CDK1,2, cyclin D1)

DEN을 투여한 Ei24 KO 마우스(암컷, 수컷)를 활용해 자초 추출물의 유효성을 평

가함. 실험군은 크게 4군으로, 음성대조군(Olive oil), 자초추출물 0.1mg/kg, 자초추

출물 10mg/kg, 양성 대조군(Cyclophosphamide)으로 나누어 복강 투여함. 생후 3개

월 령에 투여를 시작하여 6개월 동안 일주일에 2번 투여함. 투여하는 동안 몸무게

를 측정함. 실험 종료 후 샘플링은 혈액 샘플과 간 조직을 샘플링 함. 혈액에서는

ALP, AST, ALT 등을 측정하고, 간 조직에서는 PCNA, p53, CDK1,2, cyclin D1

등을 면역 염색하여 세포 증식 능력을 측정함.

3. 제 2협동

천연물 신약후보물질의 개발 및 효력시험 연구

가. 연구개발의 필요성

(1) 세계적인 천연물의약산업의 활성화, 생명자원에 대한 보호주의 확산 및 지적 재산권 협

약 등으로 외국 자원 또는 기술의 도입은 점차 어려워지고 있으며, 이러한 기술을 도입

할 경우에는 막대한 royalty를 지불해야 한다. 우리나라에는 옛날부터 한의학이 발달되

었으나, 한약재로부터 생리활성을 탐색한 후 식의약품, 보건식품 또는 식품첨가제의 개

발에 관한 연구는 유럽연합이나 미국 등의 선진국에 비해 오히려 뒤지고 있다.

또한 많은 연구기관에서 투자를 하여 좋은 결과를 얻었으나 대부분 연구비의 지원이 단

회성으로 연구가 종결되므로 좋은 연구결과를 얻더라도 연구의 결과를 활용할 수 있는

후속 연구가 미비한 상황이다.

최근 들어 생약제를 이용한 식품보조제나 건강식품의 개발에 의한 생물산업이 활성화되

고 있는데, 이에 부응하기 위하여 식물로부터 얻은 천연물 신약 후보물질의 산업화는 농

가의 소득작물 개발에 필연적인 과제로 부각되고 있다.

(2) 한국사회 식생활의 서구화는 비만과 더불어 허혈성 질환의 발병률을 더욱 높이고 있으

며, 의료기술의 발전으로 생명이 연장되어 고령화 사회로 접어들면서 허혈성 질환에 고

통을 받는 인구가 더욱더 증가하고 있으며, 나아가 삶의 질을 평가하는 데에 있어서 건

강하게 노후를 보내고자 하는 허혈성 질환의 극복은 현 사회문화의 흐름 속에 비추어

볼 때 결코 간과할 수 없는 질병이다.

고혈압에 대한 효과적이면서도 실용적인 치료법 개발은 21세기 생명과학 및 생명공학

시대에 있어서 고부가가치 산업으로 등장할 것이 확실시 되고 있는 현 시점에서 약용작

물을 기초로 한 고혈압을 예방 및 치료하기 위한 신물질의 발굴은 매우 중요하다.

(가) 국내의 경우 학계와 산업계에서 고지혈증 관련 의약품 및 기능성 식품에 대한 연구가

광범위하게 이루어지는 상태는 아니지만 경북대학교 박용복 교수팀, LG화학 중앙연구

소, 한국화약 중앙연구소, 제일제당 중앙연구소, 한국생명공학연구원 지질대사연구실에

서 활발히 진행되고 있으나 천연물을 소재로 한 연구는 거의 전무하다.

(나) 1998년에 이미 심혈관계질환 치료제의 시장은 460억불로 전체 의약품시장의 18%를



36

점유하였고, 세계 상위 100대 처방약 중에서 심장순환계 약물은 20여개에 이르렀으며,

현재는 세계 제약시장에서 심혈관계약물들이 최고의 매출액을 기록하고 있다. 특히 혈

중콜레스테롤 강하제인 스타틴계열 약물의 2001년 세계 시장은 무려 191억 달러로서

주로 Merck사의 Zocor(simvastatin)와 Pfizer의 Lipitor (atorvastatin)가 주도했다. 심혈

관계약물 시장은 크게 성장되었으나, 다른 질환들에 비하여 환자의 수가 많고, 기존 의

약품에 대한 불만족도가 높으므로 새로운 약물에 대한 기대도가 크다. 예를 들면 스타

틴계열의 약물을 장기간 복용 시 근골격계에 대한 부작용, 신경독성 등의 치명적인 부

작용이 있다. 그러나 이러한 부작용의 위험 보다 혈중콜레스테롤 농도를 낮추는 혜택

에 상대적으로 큰 비중을 두어 스타틴계열의 약물 사용은 증가하고 있다. 따라서 기존

약물의 한계를 극복하는 새로운 심혈관계 치료물질의 개발은 그 경제적 효과가 클 것

이다.

(다) Gomisin A는 혈관내피세포에서 혈관이완성 물질을 생성/분비하여 혈관근을 이완시키

는 작용을 나타내었을 뿐만 아니라, gomisin A는 직접적으로 혈관평활근을 이완시킴

으로서 혈관근 이완을 유도하는 것을 확인하였다. 또한, gomisin A가 angiotensin II에

의하여 고혈압이 유도된 흰쥐에서 현저한 항고혈압 효과가 있음을 실험을 통해 확인하

였다.

(라) 최근, 본 연구진들은 gomisin J가 혈관 평활근을 이완시킬 수 있음을 증명하였을 뿐만

아니라, gomisin J의 혈관이완작용 강도는 gomisin A의 강도보다 3배 정도 더 강함을

알 수 있었다. 이를 통하여 gomisin J가 gomisin A보다 더 높은 약리학적 효능을 가

지고 있으며 또한, 더 높은 부가가치를 창출할 것으로 사료된다.

이에, 본 연구에서는 흰쥐 대동맥 및 사람의 혈관근을 이용하여 gomisin J의 혈관이완

작용과 작용기전을 규명하고자 하고, 더 나아가 다양한 형태의 고혈압 실험동물 모델

에서 gomisin J의 항고혈압 작용 및 작용 기전을 규명하고자 한다.

(3) 만성염증은 암, 심혈관질환, 신경장애, 대사장애 합병증, 뼈 근육 및 골격질환, 당뇨합병

증 및 만성질환 염증을 유발하기 때문에 모든 병의 근원인 염증의 예방 또는 치료방법

이 절실히 요구되고 있음.

<만성염증에 의한 병유발>
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(가) 패혈증은 생체에 침입한 박테리아 및 곰팡이 등의 병원균에 의해 염증성 사이토카인

을 포함한 염증 매개 물질의 과도한 분비로 인해 전신적인 염증 반응이 유도되어 궁극

적으로 조직 및 장기 손상, 백혈구 세포의 기능 상실이 유발되어 감염균에 대한 방어

능력이 마비되는 심각한 급성 감염성 염증 질환이다. 패혈증은 다양한 종류의 염증면

역세포, 즉 대식세포, 단핵구, 호중구 등의 과도한 활성으로 야기되는 것으로 전형적인

급성 염증 질환임. 이들 면역 세포들은 정상적으로는 외부의 감염균을 제거하는 생체

방어 역할을 담당하지만, 패혈증 환경에서는 과도하게 활성화되어 오히려 생체에 해로

운 각종 염증성 사이토카인이나 염증성 매개체를 생성하여 그 증상을 빠른 시간 내에

악화시켜 조절 불능 상태로 빠지게 하여 생체 중요 기관 및 장기들의 이상을 초래하여

전신적인 쇼크 및 사망에 이르게 하다.

(나) 패혈증의 역학적인 측면에서 보면 미국에서 연간 700,000명이 발병하는 것으로 알려져

있으며 발병률이 매년 1%이상 증가하고 있음. 한편, 패혈증 발병환자의 약 30-50%가 사

망하며, severe sepsis의 경우 약 70% 이상이 사망하는 것으로 알려졌다.

Immune responses during sepsis

패혈증은 박테리아 또는 비브리오균의 감염으로 빈번히 그리고 집단적으로 발생할 가

능성이 커서 지역 사회적으로 문제가 큰 것임. 패혈증을 유발하는 원인은 항상 우리

주위에 존재하며, 한번 발생하면 급격하게 빠른 속도로 진전되기 때문에 응급으로 처

치되는 경우가 많음. 또한 각종 외상, 교통사고 및 암과 같은 각종 질환 치료과정에서

진단된 본래의 질병보다는 궁극적으로는 2차적으로 박테리아 감염으로 인한 패혈증에

의한 사망률을 감소시키기 위해서 본 연구는 매우 필수적이다.

(다) 중환자에게서 빈번하게 발생하는 패혈증은 나날이 증가하며 사망률도 증가 추세에 있

음. 국내외 패혈증 환자의 증가추세로 볼 때 막대한 경제적 손실을 막기 위해서는 패

혈증 치료제 개발 연구가 필수적임. 성공적인 패혈증 치료제 개발 연구는 현재까지 1

차적인 치료목적으로 사용되고 있는 막대한 양의 항생제 사용과 그럼에도 불구하고 줄

지 않는 사망률을 줄이기 위해 응급치료로 사용되는 각종 보조 치료약과 인력동원에

따른 손실을 막을 수 있음. 아울러, 패혈증 치료제 개발은 선진국에 비해 처져 있는 우

리의 의약업계의 생산성 향상과 기술력 증진에 크게 기여하여 경제적 및 산업적 가치

를 향상시킬 수 있다.
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(라) 국제적으로 패혈증 치료제 개발에 필요한 연구가 매우 활발히 진행되고 있으며, 특히

염증 반응을 제어할 수 있는 면역 조절 물질들에 의한 패혈증 치료제 개발 분야가 각

광을 받고 있음. 하지만, 아직까지 뚜렷한 면역 조절을 통한 패혈증 치료제의 개발은

이뤄지지 않고 있다. 현재까지 패혈증 치료제 개발의 문제점은 효과적인 면역 조절제

가 없고, 면역 세포활성 조절제의 분리 정제가 어려우며, 염증 반응 조절제의 개발 및

생체내의 자연적인 방어 시스템을 이용한 패혈증 치료제의 개발을 요구하고 있음.현재

사용되고 있는 패혈증 치료제의 대부분이 항생제로서 패혈증의 치료효과를 향상시키는

데 이미 문제점을 드러내고 있으므로 신 개념의 면역 활성 물질들에 의한 패혈증 치료

효과 연구는 이 분야의 새로운 전기를 제공할 수 있을 것으로 기대된다.

(마) 따라서 패혈증 치료효과에 대한 본 연구팀의 연구주제는 임상적인 응용이 절실히 요

구되고 있는 분야이므로 패혈증 병리적 관련성에 대한 연구와 신약개발을 위한 정보의

발굴이라는 매우 중요한 영역에 대한 연구라고 볼 수 있으며 꼭 수행되어야만 할 필요

성이 있다. 또한 암을 극복할 수 있는 다양한 방법이 제시되고 있으나 암 사망률은

28.1%로서 3명의 사망자 중에 1명이 암으로 사망하고 있으며, 그 중에서 위암, 폐암,

대장암 및 간암이 50% 이상 차지하고 있어서 매우 심각하다.

이상의 내용을 종합해 볼 때, 농업바이오분야 R&D 사업을 원활히 수행할 민간 CRO 기

관의 인프라가 부족하므로 허가 당국 및 정부기관의 긴밀하며 적극적인 협조를 통해 부

족한 CRO 기관의 육성이 무엇보다 절실히 필요하다고 판단된다. 더불어 본 기술개발사업

에서 10대 질환을 중심으로 고유질환동물모델을 개발하고, 우수한 천연물 후보물질을 발

굴하여, 이를 대상으로한 비임상시험을 수행함으로서, 안전성 및 유효성을 입증함과 동시

에 전문적인 연구개발지식과 농업바이오 분야에서의 R&D 사업의 수익을 지속적으로 창

출할 수 있는 모델을 제시하고자한다.

나. 연구 목표 및 범위
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제 2 장 국내외 기술개발 현황

1절. 제 1세부. 농업바이오 분야의 CRO 비임상시험 연구

CRO는 신물질을 개발하는 기업의 최고 파트너로서, 기업의 비용 절감, 전문적 노하우에 바

탕을 둔 가격경쟁력 및 효율적인 비임상․임상 진행을 통한 개발기간의 단축을 위하여 제약,

화학, 화장품, 식품회사 등의 CRO 이용은 폭발적으로 증가하였으며 2010년도 세계 시장 규모

는 240억 달러에 이르고 있다. 한 예로서 미국 화이자 “비아그라”의 개발비 50% 이상을 CRO

사업자에게 아웃소싱하여 신약개발기간을 7년에서 4년으로 단축한 예가 있다.

1. CRO 시장현황

세계 CRO 시장은 신흥국가의 성장과 함께, 2009년 금융위기에서 점차 회복세에 들어서고 있다.

CRO 세계 시장은 2010년 214.2억 달러로 추정되며, CAGR('10∼‘17) 10.5%로 향후 고성장 전망되며,

2000년대 후반 금융위기를극복하고, 미래고성장을 이어가려는움직임이 보이며, 신흥시장에 대한 공략

이 활발히 이루어지고 있다. 의약 및 생명공학 기업의 거대 수요가 예상되며, 이에 따라 CRO 시장은

미래 고 성장이 예견된다. 또한 전체 CRO 시장에서 미국이 차지하는 비중은 2010년 53.4%이며 향후

미국 외 시장의 점진적 변화가 예상되며, 인도, 중국, 동유럽 국가의 저비용 CRO 시장은 신흥국가의

CRO 시장 점유를 증가시키는 중요요인이 되지만, 신흥시장마다의 각기 다른 임상관련 관련 법규가

성장을 저해할 가능성이 있다.

<글로벌 CRO 시장 규모(단위 : 억 달러, %)>

해외 CRO 산업은 미국, 유럽 등 선진국에서 1970년대 niche service 모델을 시작으로 도입기를 거쳐

1980년대부터 서비스 영역확대와 더불어 1990년대에 full service model을 바탕으로 본격적인 성장기를

이룬바 있다. 2002년부터연평균 14%의 성장을 유지하는 성숙기 상황이었으나 2009년 이후부터선진국

(미국, 유럽)의 CRO outsourcing 시장이 아시아(인도, 중국 등)로 이동함에 따라선진국 해외 CRO시장은
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위축기에 접어들 것으로 예상되는 반면, 아시아의 임상 CRO outsourcing 시장은 지속적으로 성장할

것으로 예측된다. GlobalData의 시장예측자료에 의하면 향후 5년간(2012년~2017년) CAGR 8.5%의 CRO

시장을 예상하고 있다.

< CRO 시장 전망, Global Market Forecasts, ‘12~’17(USD Bil.)>

세계 R&D 투자의 증가는 CRO들의 성장을 동반하며, 가격경쟁력을갖춘신흥시장의 성장이예상되는

데, CRO 시장의 성장은 R&D투자의 증가를넘어서고 있으며, 이는 기업의 R&D에 CRO의 비중이높아지

고 있음을 의미한다. CRO의 성장에서 신흥시장의 성장은 단기적으로는 가격 경쟁으로 낮은 수익에

직면하고 있지만, 장기적 관점에서 규모의 증가로 인한 수익증대가 전망되고 있다.

기업의 R&D 투자는 수익에 근거하여 증가하며, 주요 블록버스터 의약품의 만료로 인한 대기업의

수익감소에도불구하고 기업은 파이프라인강화를 위한 R&D 투자를 지속적으로 증가할 전망이며, 지역

적으로 북아메리카의 R&D 투자는 2010년 전 세계의 약 50%를 차지하고 있으며, 향후에도 세계 R&D

투자의 절반정도를 차지할 것으로예상하지만, 가격경쟁력에서 우위에 있는 아시아․태평양 지역의 급격

한 성장이 함께 예상된다.

<세계 CRO 부문 R&D 투자 성장 전망>
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임상시험의 증가는 CRO 시장의 성장을 예견하고 있으며, 북아메리카 지역에서 활발한 임상시험이

수행하고 있으며, 2011년 세계 임상시험은 7만3천여건이 이루어졌으며, 2017년 9만건을 넘어설 것으로

전망되며, 이중 임상 1상(24%), 임상 2상(28%)의 진행 건수가 가장 많았으며, 파이프라인 Drug 역시

2007년 1,301건에서 2011년 1,380건으로 증가한다.

특히, 아시아 신흥시장 및 동아시아 지역의 성장이 세계 시장 평균 8%의 두배에 상당하는 15.8%의

성장률을 보이고 있으며, 기존 아시아 임상시험 중점 지역이 과거의 임상 2~3상 중심의 싱가포르에서

인적, 시장 규모등의 중심이 되는 한국, 대만 및 신흥 시장인 베트남 등으로 임상 시험을 수행하기 위한

중요한 대상이 되고 있다.

< 아시아 지역에서의 수익 및 기업간 협력, APCA Landscaoe Assessment, 1012>

세계 시장의 임상시험의 증가는 자연스럽게 CRO 수요의 증가를 의미하며, 시장 규모 성장을 유발하고

지역적 규모로볼 때, 2011년 북아메리카지역에서 전세계 55.3%,유럽에서 25.3%의 임상시험이 진행되었

으며, 이외 앞서 언급된 중국, 인도, 라틴아메리카 지역의 임상시험이 눈에 띄게 증가 한다.

<세계 임상시험 건수 예측>
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유럽의 CRO 시장은 2018년 607억 달러 규모에 이를 것으로 예상한다.(출처 : 프로스트 설리반) 유럽

에서 임상연구기관(CRO) 시장은 프로스트 & 설리반의 분석에 따르면, 2011~2018년 기간동안 115.4억

달러에서 607억 달러 규모로 성장할 것이며 전략적 아웃소싱파트너십과 전략적 장기 계약을 통해 제약

및 생명공학기업을 선도하기 위한 CRO 시장이 강화될 것이다.

중국 계약연구기관(CRO) 산업 보고서, 2012-2013(출처: Research In China)에 따르면, 글로벌 CRO

시장의 7~10% 정도가 중국에서 진행되고 있는데, 중국의 CRO 시장은 유럽과 미국의 산업에 비해 훨씬

후에 진행되었고, 현재 중소규모가 대부분으로 500여개의 CRO가 있다. 전체글로벌 CRO의 10%미만을

차지하지만 2011년 중국의 CRO 시장은 약 25억 위안(4,500억 원) 규모로 중국의 CRO 시장에투자 시작하

는 외국 기업에 대한 경쟁으로 낮은 비용, 인적 자원을 사용할 수 있어 퀸타일즈, Covance, PPD, CRL

및 ICON등 글로벌 유명 CRO 업체 모두 최근 중국에 투자하여 중국과 아시아시장에 활동하고 있다.

해외 임상의 경우, 초기 2010~2011년의 해외 임상 준비 시기 및 Market Promotion 시기로 매출이일부

발생이 되기는 하나미미할 것으로예상되며, 초기 도입시기인 2012~2014년까지는 전 세계 대상이 아닌

일본의 CRO 시장을타겟으로 점유율을예상하였으나 추후 전 세계 CRO 시장으로 확대될 것으로예상된

다.

일본 PMDA 발표에 따르면일본의 CRO 시장은 2012년 1조 7천억 원 규모로 확대될 것으로예상되며

현재 일본의 asian study 비중이 5%를 차지하고 있는데, 이중 asian study가 가능한 국가는 한국, 대만,

홍콩, 일본순으로 일본의 asian study 5% 비중을 4개국이 분할해서 진행한다고 가정할 경우, 2012~2013

년까지 한국 CRO의 outsourcing 점유율은 1.25%로 예측되고 있고, 2014년의 경우는 아시아 4개국 중

임상시험 성장률 등을 고려하여 우리나라의 점유율이 2%로 상승할 것으로 전망하고 있다. 또한, 해외

매출과 관련하여 일본 CRO 산업의 위탁수주를 받을 경우 2012년 기준 일본 CRO 시장규모 예상액 1조

7천억 원을 기준으로 일본 임상 CRO 점유율에 따라서 예상 매출액을 산정하였을 때 2012~2014년까지

일본으로부터 총 688억 원 규모의 수주가 예상된다.

2. 비임상 CRO 국내외 시장현황

국내 비임상 CRO의 전체 시장규모는 1,000 억원을 상회하는 것으로 추정되며 이중 국내시장은 500

억원, 해외 CRO 부분은 600 억원 이상으로 최근 정부차원의 국내 바이오산업의 연구개발비에 대한

전폭적 지원 및 CRO사업에 지급하는 위탁관리지원비가 증가되고 있으며, 한․미, 한․EU FTA의 본격

실시 및 EU REACH등 전 세계 제약 및 화학물질 관리규정의강화로 국내외 시험․분석서비스 시장은

지속적인 성장(연간 6~8% 성장) 전망한다.

(단위 : 백만원)

년도 2013 년 2014년 2016년

세계 시장 규모* 609,000 677,100 825,000

한국 시장 규모** 139,671 165,790 233,592

<국내외 비임상 시험 시장 규모>

* 세계시장규모의 경우, GBI Research(2011.3)와 Frost&Sullivan(2011.6) 비임상시험분야 시장전망보고서를 절충한 수치임

**국내 비임상시장의 경우, ‘11년 시장규모(99,130백만원)를 기준으로 최근 5년간의 연평균성장률(CAGR) 18.7%을 적용하여

추정한 수치임(국내의약품개발 R&D 투자비용중 10.2%가 비임상시험에 소요된다고 가정하여 국내시장규모 추정 Frost

& Sullivan, 2012).
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또한일부 신약개발 제약회사들의미국FDA 시판허가를 위해 전략적으로 외국 CRO업체를 통한 시험을 제외하

고는 국내 대다수 바이오벤처회사는 국내 CRO 업체를 이용하고 있어 시장의 규모는더욱성장하고 있다.

< GLP시험 의뢰를 위해 국내 제약업체(30개 기관)가 국내·외 시험기관에 투자한 금액>

전 세계 비임상시험 시장 및 제약산업과의 동반성장관련 전 세계 500대 기업의 신약개발 R&D 예산

123조 원(‘09)의 7% 수준인 8.6조 원을 비임상시험에 투자하고 있는 것으로 추정된다.

< 전 세계 500대 기업의 R&D 지출현황>

개발단계

조사항목

선도

물질

후보

물질
비임상 IND 임상1 임상2 임상3 NDA 총계

단계별
소요비용

(투자비율)

73
(8)

146

(17)

62

(7)

128

(15)

185

(21)

235

(27)

44

(5)

873

(100)

(단위 : 백만달러, %)

<신약개발 전체 투자비용 중 비임상시험 단계 투자 비율>
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국내 비임상 CRO관련 기업의 국제경쟁력핵심기반을 확보하기 위해 글로벌 기준에 부합하는 비임상관

자료 관리시스템을 구축하고, CRO 프로젝트의 효율적인 관리를 통해서 프로젝트 수행의 생산성 및

효성을 극대화하고 글로벌 CRO 수준으로 성장한다.

선진국 및 중국 등 개발도상국에서는 바이오산업 및 신약개발 활성화를 위하여 자국의

CRO 산업보호 및 육성정책으로 신물질 도입에 대한 무역장벽 강화와 인·허가에 대한 규제를

강화하고, 자국에서 상품화할 신물질에 대해 자국 CRO 이용을 권장하고 있는 실정이다.

3. 농업 CRO 현황

농업생명자원은 미래를 지탱하는 무궁한 가치의 미래자원이자 발전가능성이 높은 거대 시

장으로 국가연구 사업중 비임상시험에 진입하는 물질은 10%에 내외이며 특히 농업생명 과학

분야에서 비임상 CRO의 활용은 아직 극히 초기 단계이다.

국제 무역환경은 데이터가 없으면 시장도 없기에 우수한 농생명소재가 개발되더라도 이에

대한 안전성 데이터가 확보되지 못한다면 이들의 제품화는 물론 글로벌 상품화, 수출입이 불

가능하므로 이를 위한 전문 농업 CRO구축이 필요하다. 국내 비임상 CRO는 선진국에 뒤지지

않는 기술력, 빠른 대응력을 통한 개발기간 단축, 높은 가격경쟁력 등의 장점이 있으며, 고난

위도의 의약품 시장에서 경험한 높은 기술력으로 농업 분야 안전성 평가 자료의 국제적 활용

에는 전혀 문제가 없다.

연구과제의 최종목표는 농업 바이오 전문가인프라 구축과 전문 비임상 CRO 및 임상 CRO

를 연계시키고, 농업 바이오 산업 분야의 특성화된 전문 컨설팅 서비스를 제공하는 농업 바이

오 CRO 법인의 기초를 마련하는데 있다.

이러한 CRO 법인 설립을 위해 산학연계 프로그램을 통해 우수 인력을 확보하고, 내부 인원

에 대한 전문성을 강화하기 위해 정기적인 교육 및 훈련을 실시하며, 국내외 전문가 초빙 세

미나 및 전문 교육 프로그램 지원을 통해 농업 바이오 분야의 전문 CRO로서의 입지를 구축

한다. 이후에 주관기업 내에 농업 바이오 R&D 컨설팅 전담부서를 구성하여 본 과제로부터 도

출된 우수한 결과를 보인 국산 농산물 후보물질에 대한 IND 신청자료를 파일링하고, R&D 컨

설팅 네트워크 구축을 지원한다.

농업전문 국가기관과 농업전문 CRO 간의 MOU를 체결하여 국가기관에서 주관하는 주요

사업의 신약후보물질이 발굴되면 농업전문 CRO에서 컨설팅을 한다. 농업전문 CRO는 농업바

이오분야에 저명한 학계와 우수실험실을 갖춘 비임상 및 임상 시험 전문기관과의 인프라를 구

축하고 유지한다. 이러한 시스템을 이용하여 농업바이오분야의 우수한 신약후보물질의 효력

및 안전성 검증에서부터 상품화까지 컨설팅 역할을 수행함으로써 차별화된 농업전문 CRO 역

할을 수행할 수 있을 것으로 판단한다.
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2절. 제 1협동. 질환 동물 모델 개발 및 효력시험 연구

1. 신약 개발 연구 대상 질환

가. 국내 학계의 신약 개발 연구 대상 질환

한국응용약물학회 회원 및 대한약학회 대의원 389명을 대상으로 설문조사를 실시함.

(설문조사 기관 : 이즈마인드사, 설문조사 기간 : 2008. 9. 1-9, 17)
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<국내 학계의 신약개발연구 대상 질환>

(1) 질환별 분석한 결과 암질환이 가장 많은 15개 기관으로 조사되었으며, 퇴행성뇌질환

11개 기관, 당뇨질환 9개 기관, 정신질환 9개 기관, 심혈관질환 7개 기관, 관절염 6개

기관, 천식/아토피 6개 기관 순으로 나타난다.

(2) 향후의 개발양상은 암질환, 퇴행성뇌질환, 당뇨질환이 계속 강한 것으로 조사되었으며,

심혈관질환의 수요가 일부 증가할 것으로 분석된다.

나. 국내 제약기업의 신약개발연구 대상 질환
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<국내 제약기업의 신약개발연구 대상 질환>
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(1) 질환별 분석한 결과 당뇨질환이 가장 많은 9개 기관으로 조사되었으며, 관절염 8개 기관,

비만 8개 기관, 암질환 7개 기관, 감염성질환 6개 기관, 천식/아토피 5개 기관, 심혈관질환

5개 기관, 퇴행성뇌질환 5개 기관 순으로 나타나다.

(2) 향후의 개발양상은 당뇨질환, 관절염, 비만, 암질환 치료제가 퇴행성뇌질환, 계속 강한

것으로 조사되었으며, 비만의 수요가 일부 증가한 것이 특이사항으로 분석된다.

다. 향후 3년간 신약개발연구 대상 질환

향후 3년간 신약개발연구 대상 질환
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<향후 3년간 신약개발연구 대상 질환>

(1) 암질환과 당뇨질환의 경우는 각각 22건과 18건으로 최근의 개발경향이 그대로 이어져 가

장 높은 비중을 차지하고 있음. 최근 현황에서 4위를 차지한 퇴행성뇌질환이 16건으로 3위

를 차지하여 비중이 강화될 것으로 예측되고 있으며 관절염의 경우도 14건으로 나타나 상

당한 비중을 차지할 것으로 관찰되고 있음. 이어서 정신질환 13건, 심혈관질환 12건, 천식/

아토피 11건 등으로 나타나 감염성질환의 수요가 적어질 것으로 판단되고 있다.

(2) 국내의 기업과 학계의 약리/약효 수요를 간당하기 위해서는 암질환, 당뇨질환 등 수요가

많은 부분의 국내역량을 세밀히 분석하여 기반구축과 역량강화가 필요할 것으로 분석되고

있다.

2. 질환 모델 마우스 기술 개발 현황

가. 질환 모델 마우스 사용 현황

(1) 현재 국내에는 한국화학연구소 안전성센터, 바이오톡스텍 등 국제실험동물관리인증협회

(AAALA)의 인증을 받았다.

(2) 국내 질환모델마우스 수요는 바이오산업 증가와 함께 증가하고 있으며, 연간 수 요는 500

만 마리 이상으로 추정되고 있다. 그 중 80~90% 정도가 마우스 등 쥐 종류이고, 쥐 종류와
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기니피그, 토끼 등을 합치면 99% 이상을 차지하고 있다.

(3) 최근 개선되고 있기는 하나 국내에서는 공급, 가격 때문에 일반 동물이 바이오실험에 상당

량 사용되고 있는 것으로 파악되고 있다. 그러나 일반 동물은 사육환경에서 오는 동물품질

의 한계로 인하여 실험결과의 신뢰도에 문제가 생길 수 있으며, 더나가 생산물의 품질에도

영향을 미칠 수 있는 중요한 문제이다.

(4) 국내에서는 한국생명공학연구원이 1992년 국제실험동물과학협의회 (ICLAS; International

Council Laboratory Animal Science)에 실험동물품종유지기관으로 등록한 이래 각종 실험

동물을 계통유지, 보존하고 연구기관에 분양하고 있으며, ICLAS monitoring subcenter로

국제적인 실험동물 품질 검정기관으로 활동하고 있다.

나. 질환 모델 마우스 제작 현황

(1) 국내에는 현재 10여개 정도의 연구실만이모델마우스 제작 경험이 있으며, 이 중. 2마리 이

상의 연간 KO 제작 능력을 확보하고 있는 연구실은 7곳에 불과하다.

(2) 국내 연구자에 의해서 개발된 질환모델마우스는 연구자의 전공분야에 따라 암, 노화, 뇌과

학, 심혈관질환, 대사질환 등의 분야에 분포하고 있다.

총 생산 실적

유전자 과발현(TG) 질환모델마우스 130 종(누적)

유전자 적중(KO) 질환모델마우스 20 종(누적)

<국내 주요 질환모델마우스 퍼실리티의 생산 능력(2008년)>

3. 국내외 질환별 연구현황

가. 암질환

(1) 암 치료는 외과수술, 방사선요법, 화학요법, 생물요법의 단독 혹은 병용치료에 응용되고 있

으나 완벽한 치료법은 없는 상태임. 따라서, 거의 모든 다국적 제약회사들이 이 분야에 집

중적인 연구를 진행하고 있음.

(2) 임상실험 전 적절한 동물모델을 이용한 생체 실험은 시간과 비용을 절감할 수 있게 해주고

직접적인 인체 투여에 있어서 발생할 수 있는 부작용 등의 위험 요소들을 미리 예측, 관찰

할 수 있는 기회를 제공한다. 국내에서도 최근 새로운 항암제 개발이 활발히 이루어지고

있으며 효과적인 항암 효능평가 동물 모델의 확보 및 활용은 개발에 투입되는 비용의 감소

와 개발 기간을 앞당길 수 있을 것이다.

(3) 미국의 국립암연구소(NCI) 를 비롯한 많은 제약회사에서는 화학물질에 의해 유도된 종양

마우스 모델, 종양이식 모델 등을 이용하여 항암제 효능 평가를 해왔으나 최근에는 유전자

변형 마우스들 도 사용되고 있으며, 유전자 변형 마우스는 암이 빠르게 발생하며 생체 내

다양한 부분에서 동시 다발적으로 암이 발생하는 특성이 있으며, 특정 조직이나 특정 발생

단계에 있어서 원하는 유전자를 발현시키거나 억제할 수 있어 종양이 보다 인체 조건과 비

슷한 환경에서 발생할 수 있도록 한다.

(4) 표적항암제가 성공률이 높고 신약으로 개발될 수 있었던 배경에는 표적으로 하는 유전자
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가 선택적으로 활성화되어 있는 동물들을 제작할 수 있었던 기술적 기반이나 확보할 수 있

는 네트워크가 형성되어 있었고 이러한 시스템을 활용할 수 있는 인력이 확보되어 있었기

때문이다.

(5) 누드 마우스를 사용하여 사람의 암 세포주 또는 종양조직을 이식하는 마우스 모델과 마우

스로부터 유래한 암세포주 또는 암 조직을 이식하는 syngeneic 마우스 모델 등의

xenograft 모델은 다양한 종류의 암 모델을 확립할 수 있고 단기간에 다양한 항암의 효능

평가를 할 수 있어 미국 국립암염구소에서도 항암제 효능 확인에 널리 사용되고 있으며 국

내에서도 많은 기관에 기반 기술이 확립되어 있다.

(6) 전이, 즉 종양이 원래의 위치를 이탈하여 혈류를 통해 다른 장기를 침범하는 현상이 암으

로 인한 사망원인의 90% 이상을 차지하는 현실에 맞춰 혈관 신생 및 전이 억제를 위한 암

모델이 각광받고 있다.

(7) 유전자 변형 마우스, 화학물질의 투여에 의한 암 모델 마우스와 사람의 종양조직을 이식한

누드 마우스 등으로 암의 발생원인 규명 및 새로운 치료제의 약효를 시험할 수 있었고,

xenograft 모델의 경우 비교적 쉽게 많은 종류의 항암제 효능을 시험할 수 있지만 종양의

발생하는 환경에서 암과 미세 환경과의 상호작용이 없는 단점이 있다. 또한, 국내에서는 많

은 연구진에 의해 암과 관련된 유전자에 대한 형질전환 마우스들이 제작되었으나 항암제

효능 확인을 위한 국가적인 체계적 관리와 확보가 집중화되어 있지 않는다.

(8) 최근 과학기술의 발달로 대량의 후보물질 도출과 in vitro 스크리닝이 가능해져 다양한 후보신

약을 시험할 수 있는 폭넓은 in vivo 항암시험계가 요구되며, 암환자에서 사망의 주원인이 되

는 전이와 혈관신생을 악성 암의 특징으로서 최근 이를 억제할 수 있는 많은 신약후보물질이

개발되고 있어 국내에서도 전이 및 혈관신생 억제제의 효능 확인이 가능한 다양한 암 모델의

확보가 필요하다.

(9) 전 세계적으로 RNA chip, 프로테오믹스와 같은 과학기술의 발달로 대량의 표적유전자들

이 빠르게 발굴되고 이에 대한 Molecular Targeted Therapy (MTT)를 위한 치료제들이

개발됨에 따라 이들의 효과를 임상시험에서 예측할 수 있는 다양한 동물모델이 필요하다.

또한 국내에서도 최근 새로운 항암제 개발이 활발히 이루어지고 있으며 효과적인 항암 효

능평가 동물모델의 확보 및 활용은 개발에 투입되는 비용의 감소와 개발 기간을 앞당길 수

있을 것이다.

나. 치매

(1) 중추신경계 질환의 세계시장규모는 772억 달러로 전세계 치료제 시장의 17% 이르며, 전년

도 대비 13%로 빠르게 성장하고 있음.뇌신경 치료제의 세부질환별 시장 규모는 통증, 우울

증, 정신분열증, 진정제, 편두통 치료제, 다발성 경화증, 파킨슨병, 비만, 알츠하이머병 순서

로 형성되었고, 최근 국가차원에서 천연물센터 등을 통해 다량의 후보물질이 도출되고 있

으며, 이를 통한 퇴행성 뇌질환의 효능 실험을 위한 실험체계가 요구되고 있다.

(2) 뇌질환에 대한 효능 연구를 위해서 많은 동물 모델이 사용되고 있으며, 각 질환별 동물 모

델이 많이 알려져 있으며, 대부분 임상실험에서 실패하는 경우는 동물실험에서 약효의 검

증을 단기간에만 진행하거나 행동학적 변화 양상의 확인, 중추신경에서 유발되는 신경세포

재생과의 상관관계 확인을 유도하지 않은 경우가 대부분이다.

(3) 퇴행성 뇌질환을 효과적으로 개선시키거나 진행을 억제시킬 수 있는 신약개발을 위해서는



49

질환모델동물을 이용한 행동학적 변화 양상, 형태적 변화 양상, 내인성 신경세포재생 등에

대한 체계적 검증 시스템의 확립이 무엇보다 필요하다.

다. 심혈관질환

심혈관 질환 특히 동맥경화증의 경우 질환의 발병에 따른 주요 관련 유전자를 기반으로 한

모델동물이 많이 개발되어 있다.

라. 당뇨

(1) 평균수명 증가와 생활수준이 향상으로 열량의 과잉섭취와 운동부족, 스트레스 등에 의해

당뇨병, 고혈압, 고지혈증, 비만, 중풍, 심혈관질환, 지방간 및 전신 동맥경화증의 발생이 폭

발적으로 증가하는 추세이며, 이러한 비만 및 제2형 당뇨를 포함하는 만성 대사 질환 군을

통틀어 대사성증후군 이란 말로 표현하고 있음. 대사증후군 발생 원인의 중심에는 비만과

인슐린 저항성(제2형 당뇨병)이 있다. 현재 미국에서는 만성성인병 치료에 드는 비용이

HMO (Health Maintenance Organization) 전체 비용의 30%를 차지한다.

(2) 비만과 당뇨는 multigenetic disease로 인정되고 있는 만큼 발병 원인이 다양하기 때문에

병인을 이해하기 위해서 단독 연구를 통해 병인이나 치료법 개발을 할 수 없으며 다양한

병인의 분자적 해석에 기반을 둔 약제들이 개발되고 있으며 이러한 질환 치료제의 개발에

질환모델동물의 개발이 필수적인 핵심요소이다. 또한 모델동물에서 일어나는 변화를 정확

하게 분석하여 in vitro 연구에서 한계에 다다른 분자기전을 in vivo에서 밝혀 향후 대사성

질환의 병인 규명 및 치료제 개발 등에 활용할 수 있다.

(3) 국내는 물론 전 세계적으로 폭발적으로 증가하고 있는 대사성질환은 경제적 및 사회적인

막대한 손실을 초래하고 있을 뿐만 아니라 국가적으로 해결되어야할 시급한 과제임. 운동

부족과 과도한 영양분 섭취로 인하여 체내에는 영양분이 축적되어 복부비만이 발생하고

지방세포에서는 기능 이상이 초래되면서 고지혈증, 고혈압 및 당뇨병 등과 같은 증상이 나

타나게 된다. 제1형 당뇨병 모델동물, 제2형 당뇨병 모델동물, 당뇨병/비만 모델동물, 유전

자 변형 당뇨병/비만 모델동물 등 다양한 병태 양상의 비만, 당뇨 질환 모델동물이 확립되

어 이용되고 있으나 비만, 당뇨병 모델동물이라고 하더라고 췌장의 병태와 인슐린 저항서

이 모델동물에 따라서 다양한 양상을 보이고 있다.

(4) 당뇨병의 주요 질환 양태는 혈관 합병증을 동반하는 다양한 당뇨병성 신증, 망막증, 신경

증과 같은 합병증이 주요 원인이나 이러한 합병증 치료제 개발의 적절한 모델동물의 확보

가 이루어 지지 않고 있다.당뇨병과 비만의 치료 지표가 고혈당, 비만 의외에도 다양한 생

리적 생화학적 지표가 있는데 모델동물을 활용하여 신약의 효능을 검색하고 작용기전을

유추해 볼 수 있는 다양한 형태의 지표를 확보하여 연구할 수 있는 기술 축적이 부족하다.

(5) 현재 국내에 도입되어 활용 중인 비만, 당뇨 모델동물은 주로 Leptin mutation 및 Leptin

receptor mutation에 기인한 ob, db 마우스가 주로 사용되고 있으나 이러한 모델동물의 비

만과 당뇨 병인은 사람에서 주로 발병되는 비만, 당뇨, 병인과 차이가 많아서 사람 질환 유

전자를 대상으로 하는 신약개발의 효능 스크리닝에 적당하지 않은 경우가 있다.
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마 . 면역계 질환

(1) 류마티스 관절염은 병인 또는 발병 기전에 대하여 잘 알려져 있지 않을 뿐만 아니라

치료가 어려운 난치병이어서 심각한 사회적 경제적 문제를 일으키는 요인으로, 류마티스

관절염 및 골관절염 등의 질병의 악화를 지연시키고 증상을 완화시키는 다양한 약물이

사용되고 있지만 이에 대한 치료제는 극히 제한적이다. 또한 새로운 치료제 개발을

위해서는 동물을 대상으로 관절염을 재현해야 하지만 결론적으로 사람과 동일한 병변을

재현하는 모델은 현재까지 없다.

(2) 동물모델로는 1977년 Andrew Kan 박사 등에 의해 처음으로 확립된 콜라겐 유도 관절염

모델이 가장 널리 사용되는 자가면역성 관절염 모델로, 관절염 모델로는 크게 Adjuvant

arthritis, Collagen induced arthritis, Zymosan induced arthritis, Immune complex

arthritis, Streptococcal cell wall arthritis 모델 등 항원 또는 항체를 주사하는 모델들이

있고 최근 개발된 형질전환 마우스 hTNF, K/BxN TCR 마우스 등이 사용되기도 한다.

또한 다양한 평가시험계가 확충되어 있지 않아 각 시험계의 비교를 통한 장단점 파악이

되지 않는다.

(3) 국내의 경우 국외에서 사용되는 다양한 모델이 확보되어 있지 않음. 새롭게 발굴되고 있는

분자 타겟을 이용한 유전자 변형 마우스 모델 확충이 필요하다.

4. 연구개발결과의 기대성과

국내 질환모델동물의 개발단계 수준을 넘어서 의약품 평가에 효율성이 높은 질환모델동물자원을

발굴함으로서 국내 질환모델동물자원의 활용성을 높이고 국내 신약개발 및 독성연구에 지원 가능할

것으로 기대된다. 또한 의약품 평가에 활용이 높을 것으로 예상되는 질환모델동물에 대해 개발자와

협의하여 농립수산식품부에서 수탁 관리하고 지속적인 계통관리와 품질관리를 통해 자원화 한다.

<별첨 1>

유전자변형마우스(GEM) 이용 연구에 대한 설문조사

2004년 12월 9일
한국분자세포생물학회 마우스유전체분과

1. 우리나라의 생명-의과학 연구에 GEM을 이용한 연구가 필요하다고 생각하십니까?

매우 그렇다 248 명 (67.21%)

그렇다 105 명 (28.46%)

보통이다 11 명 (2.98%)

그렇지 않다 1 명 (0.27%)

전혀 그렇지 않다 0 명 (0%)

잘 모르겠다 4 명 (1.08%)
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2. 현재 우리나라에서 GEM을 이용한 연구가 용이하다고 생각하십니까?

매우 그렇다 34 명 (9.21%)

그렇다 64 명 (17.34%)

보통이다 98 명 (26.56%)

그렇지 않다 138 명 (37.40%)

전혀 그렇지 않다 27 명 (7.32%)

잘 모르겠다 8 명 (2.17%)

3. 현재 국가 및 기관단체의 GEM 인프라 구축에 대한 지원이 적절하다고 생각하십니까?

매우 그렇다 59 명 (15.99%)

그렇다 52 명 (14.09%)

보통이다 45 명 (12.20%)

그렇지 않다 132 명 (35.77%)

전혀 그렇지 않다 61 명 (16.53%)

잘 모르겠다 20 명 (5.42%)

※ 2009년 국가질환모델동물자원 관리시스템 구축관련 모델동물 설문조사로 10개 문항에

대해 서울대학교, 안전성평가연구소, 국립독성과학원 등 27개 기관을 대상으로 실시
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3절. 제 2협동. 천연물 신약후보물질의 개발 및 효력시험 연구

세계적인 천연물의약산업의 활성화, 생명자원에 대한 보호주의 확산 및 지적 재산권 협약

등으로 외국 자원 또는 기술의 도입은 점차 어려워지고 있으며, 이러한 기술을 도입할 경우에

는 막대한 royalty를 지불해야 한다.

우리나라에는 옛날부터 한의학이 발달되었으나, 한약재로부터 생리활성을 탐색한 후 식의약

품, 보건식품 또는 식품첨가제의 개발에 관한 연구는 유럽연합이나 미국 등의 선진국에 비해

오히려 뒤지고 있다. 또한 많은 연구기관에서 투자를 하여 좋은 결과를 얻었으나 대부분 연

구비의 지원이 단회성으로 연구가 종결되므로 좋은 연구결과를 얻더라도 연구의 결과를 활용

할 수 있는 후속 연구가 미비한 상황이다. 최근 들어 생약제를 이용한 식품보조제나 건강식

품의 개발에 의한 생물산업이 활성화되고 있는데, 이에 부응하기 위하여 식물로부터 얻은 천

연물 신약 후보물질의 산업화는 농가의 소득작물 개발에 필연적인 과제로 부각되고 있다.

한국사회 식생활의 서구화는 비만과 더불어 허혈성 질환의 발병률을 더욱 높이고 있으며,

의료기술의 발전으로 생명이 연장되어 고령화 사회로 접어들면서 허혈성 질환에 고통을 받는

인구가 더욱더 증가하고 있으며, 나아가 삶의 질을 평가하는 데에 있어서 건강하게 노후를 보

내고자 하는 허혈성 질환의 극복은 현 사회문화의 흐름 속에 비추어 볼 때 결코 간과할 수 없

는 질병이다.

1. 고혈압 연구

고혈압에 대한 효과적이면서도 실용적인 치료법 개발은 21세기 생명과학 및 생명공학 시대

에 있어서 고부가가치 산업으로 등장할 것이 확실시 되고 있는 현 시점에서 약용작물을 기초

로 한 고혈압을 예방 및 치료하기 위한 신물질의 발굴은 매우 중요하다.

가. 국내의 경우 학계와 산업계에서 고지혈증 관련 의약품 및 기능성 식품에 대한 연구가 광

범위하게 이루어지는 상태는 아니지만 경북대학교 박용복 교수팀, LG화학 중앙연구소, 한

국화약 중앙연구소, 제일제당 중앙연구소, 한국생명공학연구원 지질대사연구실에서 활발

히 진행되고 있으나 천연물을 소재로 한 연구는 거의 전무하다.

나. 1998년에 이미 심혈관계질환 치료제의 시장은 460억불로 전체 의약품시장의 18%를 점유

하였고, 세계 상위 100대 처방약 중에서 심장순환계 약물은 20여개에 이르렀으며, 현재는

세계 제약시장에서 심혈관계약물들이 최고의 매출액을 기록하고 있다. 특히 혈중콜레스테

롤 강하제인 스타틴계열 약물의 2001년 세계 시장은 무려 191억 달러로서 주로 Merck사

의 Zocor(simvastatin)와 Pfizer의 Lipitor (atorvastatin)가 주도했다. 심혈관계약물 시장은

크게 성장되었으나, 다른 질환들에 비하여 환자의 수가 많고, 기존 의약품에 대한 불만족

도가 높으므로 새로운 약물에 대한 기대도가 크다. 예를 들면 스타틴계열의 약물을 장기간

복용 시 근골격계에 대한 부작용, 신경독성 등의 치명적인 부작용이 있다. 그러나 이러한

부작용의 위험보다 혈중콜레스테롤 농도를 낮추는 혜택에 상대적으로 큰 비중을 두어

스타틴계열의 약물사용은 증가하고 있다. 따라서 기존약물의 한계를 극복하는 새로운 심혈



53

관계 치료물질의 개발발은 그 경제적 효과가 클 것이다.

다. 본 연구진의 선행 연구결과에 의하면, gomisin A는 혈관내피세포에서 혈관이완성 물질을

생성/분비하여 혈관근을 이완시키는 작용을 나타내었을 뿐만 아니라, gomisin A는 직접적

으로 혈관평활근을 이완시킴으로서 혈관근 이완을 유도하는 것을 확인하였다.

또한, gomisin A가 angiotensin II에 의하여 고혈압이 유도된 흰쥐에서 현저한 항고혈압

효과가 있음을 실험을 통해 확인하였다.

라. 최근, 본 연구진들은 gomisin J가 혈관 평활근을 이완시킬 수 있음을 증명하였을 뿐만 아

니라, gomisin J의 혈관이완작용 강도는 gomisin A의 강도보다 3배 정도 더 강함을 알 수

있었다. 이를 통하여 gomisin J가 gomisin A보다 더 높은 약리학적 효능을 가지고 있으며

또한, 더 높은 부가가치를 창출할 것으로 사료된다.

마. 이에, 본 연구에서는 흰쥐 대동맥 및 사람의 혈관근을 이용하여 gomisin J의 혈관이완작

용과 작용기전을 규명하고자 하고, 더 나아가 다양한 형태의 고혈압 실험동물 모델에서

gomisin J의 항고혈압 작용 및 작용 기전을 규명하고자 한다.

2. 패혈증 연구

만성염증은 암, 심혈관질환, 신경장애, 대사장애 합병증, 뼈 근육 및 골격질환, 당뇨합병증

및 만성질환 염증을 유발하기 때문에 모든 병의 근원인 염증의 예방 또는 치료방법이 절실히

요구되고 있다.

가. 패혈증은 생체에 침입한 박테리아 및 곰팡이 등의 병원균에 의해 염증성 사이토카인을

포함한 염증 매개 물질의 과도한 분비로 인해 전신적인 염증 반응이 유도되어 궁극적으

로 조직 및 장기 손상, 백혈구 세포의 기능 상실이 유발되어 감염균에 대한 방어 능력이

마비되는 심각한 급성 감염성 염증 질환이다.

나. 패혈증은 다양한 종류의 염증면역세포, 즉 대식세포, 단핵구, 호중구 등의 과도한 활성으

로 야기되는 것으로 전형적인 급성 염증 질환임. 이들 면역 세포들은 정상적으로는 외부

의 감염균을 제거하는 생체 방어 역할을 담당하지만, 패혈증 환경에서는 과도하게 활성화

되어 오히려 생체에 해로운 각종 염증성 사이토카인이나 염증성 매개체를 생성하여 그

증상을 빠른 시간 내에 악화시켜 조절 불능 상태로 빠지게 하여 생체 중요 기관 및 장기

들의 이상을 초래하여 전신적인 쇼크 및 사망에 이르게 한다.

다. 패혈증의 역학적인 측면에서 보면 미국에서 연간 700,000명이 발병하는 것으로 알려져 있

으며 발병률이 매년 1%이상 증가하고 있음. 한편, 패혈증 발병환자의 약 30-50%가 사망

하며, severe sepsis의 경우 약 70% 이상이 사망하는 것으로 알려진다.
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<Immune responses during sepsis>

라. 패혈증은 박테리아 또는 비브리오균의 감염으로 빈번히 그리고 집단적으로 발생할 가능

성이 커서 지역 사회적으로 문제가 큰 것임. 패혈증을 유발하는 원인은 항상 우리 주위에

존재하며, 한번 발생하면 급격하게 빠른 속도로 진전되기 때문에 응급으로 처치되는 경우

가 많음. 또한 각종 외상, 교통사고 및 암과 같은 각종 질환 치료과정에서 진단된 본래의

질병보다는 궁극적으로는 2차적으로 박테리아 감염으로 인한 패혈증에 의한 사망률을 감

소시키기 위해서 본 연구는 매우 필수적이다.

마. 중환자에게서 빈번하게 발생하는 패혈증은 나날이 증가하며 사망률도 증가 추세에 있음.

국내외 패혈증 환자의 증가추세로 볼 때 막대한 경제적 손실을 막기 위해서는 패혈증 치

료제 개발 연구가 필수적임. 성공적인 패혈증 치료제 개발 연구는 현재까지 1차적인 치료

목적으로 사용되고 있는 막대한 양의 항생제 사용과 그럼에도 불구하고 줄지 않는 사망

률을 줄이기 위해 응급치료로 사용되는 각종 보조 치료약과 인력동원에 따른 손실을 막

을 수 있음. 아울러, 패혈증 치료제 개발은 선진국에 비해 처져 있는 우리의 의약업계의

생산성 향상과 기술력 증진에 크게 기여하여 경제적 및 산업적 가치를 향상시킬 수 있다.

바. 국제적으로 패혈증 치료제 개발에 필요한 연구가 매우 활발히 진행되고 있으며, 특히 염

증 반응을 제어할 수 있는 면역 조절 물질들에 의한 패혈증 치료제 개발 분야가 각광을

받고 있음. 하지만, 아직까지 뚜렷한 면역 조절을 통한 패혈증 치료제의 개발은 이뤄지지

않고 있다.

사. 현재까지 패혈증 치료제 개발의 문제점은 효과적인 면역 조절제가 없고, 면역 세포 활성

조절제의 분리 정제가 어려우며, 염증 반응 조절제의 개발 및 생체내의 자연적인 방어 시

스템을 이용한 패혈증 치료제의 개발을 요구하고 있으며, 현재 사용되고 있는 패혈증 치

료제의 대부분이 항생제로서 패혈증의 치료효과를 향상시키는 데 이미 문제점을 드러내

고 있으므로 신 개념의 면역 활성 물질들에 의한 패혈증 치료 효과 연구는 이 분야의 새

로운 전기를 제공할 수 있을 것으로 기대된다.

아. 따라서 패혈증 치료효과에 대한 본 연구팀의 연구주제는 임상적인 응용이 절실히 요구되
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고 있는 분야이므로 패혈증 병리적 관련성에 대한 연구와 신약개발을 위한 정보의 발굴

이라는 매우 중요한 영역에 대한 연구라고 볼 수 있으며 꼭 수행되어야만 할 필요성이

있다. 또한 암을 극복할 수 있는 다양한 방법이 제시되고 있으나 암 사망률은 28.1%로서

3명의 사망자 중에 1명이 암으로 사망하고 있으며, 그 중에서 위암, 폐암, 대장암 및 간암

이 50% 이상 차지하고 있어서 매우 심각하다.
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제 3 장 연구개발수행 내용 및 결과

1절. 제 1세부. 농업바이오 분야의 CRO 비임상시험 연구

천연물 후보물질인 자초추출물, Gomisin J를 대상으로 비임상시험과 분석법 개발을 수행하

였으며 EC-18(녹용성분), α-iso-cubebenol을 대상으로 비임상시험을 수행하였다.

시험물질 항목 내용

1. 자초추출물

성상 검정색 (진한 붉은 색)의 점액

성분
Shikonin; Deoxyshikonin; Acetylshikonin;

β-hydroxyisovalerylshikonin; Isobutylshikonin 함유

2. Gomisin J

성상 점성이 있는 갈색 고체

구조

분자식 및 분자량 C22H28O6, 388.4541

3. EC-18

성상 무색의 액체
성분 1-Palmitoyl-2-Linoleoyl-3-acetylglyceride

구조

분자식 및 분자량 C39H70O6, 634.99

4.

α-iso-cubebenol

성상 투명한 노란색 점액
분자식 및 분자량 C15H24O, 220.18

구조
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1. 비임상시험 요약(자초추출물, 알파아이소쿠베베놀, EC-18, Gomisin J)

구

분

시험

종류
시험명 수행기관 시험요약

자

초

추

출

물

단회

자초추출물의 랫드를 이용한 단

회 경구투여 독성시험
바이오톡스텍

•암수 랫드에서 개략적인 치사량이

2,000 mg/kg을 상회함.

자초추출물의 비글견을 이

용한 단회 경구투여 용량증

가 독성시험

바이오톡스텍
•암수 비글견에서 최대내성용량

(MTD)이 2,000 mg/kg으로 판단됨.

유전

자초추출물의 세균을 이용

한 복귀돌연변이시험
바이오톡스텍 •유전자돌연변이 유발성이 없음.

자초추출물의 포유류 배양세포를

이용한염색체이상시험
바이오톡스텍

•염색체이상을 유발하는 것으로 판

단됨.

자초추출물의 마우스를 이

용한 소핵시험
바이오톡스텍

•마우스골수세포의 소핵유발에 영향

을 미치지 않음.

국소

자초추출물의 토끼를 이용

한 피부자극시험
바이오톡스텍

•홍반은 관찰되지 않았으나, 부종이

확인되어 토끼의 피부에 대한 자극성

이 있는 것으로 판단됨.

자초추출물의 토끼를 이용

한 안점막자극시험
바이오톡스텍

•토끼의 안점막에 대해서 ‘자극물’로

판단

항원성
자초추출물의 기니픽을 이

용한 항원성 평가
바이오톡스텍

•동종 수동 피부 아나필락시스 반응

시험 및 아나필락시스 쇼크 반응시험

에서 음성의 결과가 나타나, 항원성

이 없는 물질로 판단됨.

반복

자초추출물의 랫드를 이용

한 2주반복 경구투여 및

용량결정(DRF)시험

바이오톡스텍

•수컷 300 mg/kg/day 투여군 및 암컷

1,000 mg/kg/day 투여군에서 사망동물

이 관찰되었고, 암수 1,000 및 300

mg/kg/day 투여군의 일반증상, 체중, 사

료섭취량, 부검소견 및 조직병리학적 검

사에서 독성학적인 변화가 관찰됨. 따라

서, 4주 반복투여 독성시험을 25, 100

및 400 mg/kg/day으로 제안함.

자초추출물의 랫드를 이용

한 4주 반복 경구투여 독성

시험 및 2주 회복시험

바이오톡스텍

•암수 25, 100 및 400 mg/kg/day

투여군에서 시험물질의 투여와 관련

하여 독성학적으로 의미있는 변화가

관찰되지 않음. 따라서, 본 시험물질

의 무독성량 (NOAEL)은을 암수 모

두에서 400 mg/kg/day로 판단함.

자초추출물의 랫드를 이용

한 4주 반복 경구투여 독성

동태시험

바이오톡스텍

•AUClast : 310.06-4595.75ng·hr/mL,

Cmax : 35.40-400.00ng/mL, Tmax :

0.50-3.00hr, t1/2 : 5.48-43.29hr

•고용량군에서 AUClast와 투여28일

의 고용량군에서 Cmax를 제외하고 수

컷이 암컷보다 더 높은 경향을 나타냈

지만, 그 차이가 작기 때문에 성차는

없다고 판단함.
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구

분

시험

종류
시험명 수행기관 시험요약

반복

자초추출물의 비글견을 이용

한 2주 반복

경구투여 용량결정시험

바이오톡스텍

•2주간의 DRF시험결과를 바탕으로 4주반복투

여 독성시험의 용량을 300, 100 및 30 mg/kg/day

으로선정함.

자초추출물의 비글견을 이용

한 4주 반복 경구투여 독성시

험, 2주 회복시험 및 독성동

태시험

바이오톡스텍

•암∙수 300 mg/kg/day 용량에서 구토, 설

사 및체중 증가 감소 등의 변화가 관찰되어

암∙수 비글견에 대한 무독성량 (NOAEL)

은 100 mg/kg/day으로판단함.

조제물

분석

자초추출문의조제물 중 Acetylshikonin

의 농도분석법 중 validation 및 안정성

확인시험

바이오톡스텍 •부록 참조

분석검

검증

LC/MS/MS를 이용한랫드혈장

중acetylshikonin의 분석법

Validation

SBB •부록 참조

LC/MS/MS를 이용한 비글견 혈

장 중acetylshikonin의 분석법

Validation

SBB •부록 참조

농도

분석

자초추출물의 랫드를 이용한 4주

반복 경구투여 독성동태시험에서 채

취된 랫드 혈장 중 아세틸시코닌의

농도측정

SBB •부록 참조

자초추출물의 비글견을 이용한 4주

반복경구투여 독성시험, 2주회복시험

및 독성동태시험에서 채취된 비글견

혈장 중 아세틸시코닌의 농도측정

SBB •부록 참조

분석

법개

발

LC/MS/MS를 이용한 랫드 혈장 중

Acetylshikonin의 Method development
SBB •부록 참조

LC/MS/MS를 이용한 비결견혈장 중

Acetylshikonin의 Method development
SBB •부록 참조

LC/MS/MS를 이용한 랫드 혈장 중

Acetylshikonin의검량선확인시험
SBB •부록 참조

LC/MS/MS를 이용한 랫드 혈장 중

Acetylshikonin의검량선확인시험
SBB •부록 참조

LC/MS/MS를 이용한랫드및 비글견

혈장중 Acetylshikonin의 분석법 개발
SBB •부록 참조

알

파

아

이

소

쿠

유전

α-iso-cubebenol의 마우스를

이용한 소핵시험
바이오톡스텍

•마우스 골수세포의 소핵유발에 영

향을 미치지 않음.

α-iso-cubebenol의 세균을 이용

한 복귀돌연변이시험
바이오톡스텍

•유전자돌연변이 유발성을 나타내지

않음.

α-iso-cubebenol의 포유류 배양세포를

이용한염색체이상시험
바이오톡스텍

•염색체이상을 유발하는 것으로 판

단됨.
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구

분

시험

종류
시험명 수행기관 시험요약

알

파

아

이

소

쿠

베

베

놀

단회
α-iso-cubebenol의 Sprague-Dawley 랫드를

이용한단회경구투여독성시험
바이오톡스텍

•개략의 치사량은 암수 모두 2,000

mg/kg을 상회하는 것으로 판단됨.

국소

α-iso-cubebenol의 토끼를

이용한 피부자극시험
바이오톡스텍

•토끼의 피부에 대해서 ‘중등도 자

극성’이 있는 물질로 판단됨.

α-iso-cubebenol의 토끼를

이용한 안점막자극시험
바이오톡스텍

•토끼의 안점막에 대해서 자극성을

유발하지 않음.

분석법

개발

LC/MS/MS법을 이용한 랫

드 및 비글견 혈장중 α

-isocubebenol 분석법 개발

및 검증

바이오톡스텍 •부록 참조

E

C

‐

1

8

반복

EC-18의 랫드를 이용한 13주 반

복 경구투여 독성시험
바이오톡스텍

• 암•수 무독성량(NOAEL) : ≥

2000 mg/kg

EC-18의 비글견을 이용한 4주

반복 경구투여 독성시험 및 2

주 회복시험

바이오톡스텍
• 암•수 무독성량(NOAEL) : ≥

2000 mg/kg

EC-18의 비글견을 이용한 13

주 반복 경구투여 독성시험, 4

주 회복시험 및 독성동태시험

바이오톡스텍
• 암•수 무독성량(NOAEL) : ≥

2000 mg/kg

중추

신경계

EC-18의 단회 경구투여에 의

한 랫드의 중추신경계에 미치

는 영향 평가시험

바이오톡스텍

•EC-18은 500, 1,000 및 2,000

mg/kg 용량에서 중추신경계에 영향

을 미치지 않는 것으로 판단됨.

효능

EC-18의 누드마우스에 이식된

인체 유래의 골수암 세포주

RPMI 8226에 대한 항암시험

바이오톡스텍
•EC-18은 종양의 성장을 억제하는

효과가 없는 것으로 확인됨.

EC-18의 collagen으로 유발된

DBA/1J 마우스의 관절염에

대한 효능시험

바이오톡스텍

•EC-18은 125, 500 및 2,000 mg/kg

용량에서 관절염 증상을 개선시키는

효능이 있는 것으로 판단

생식

EC-18의 랫드를 이용한 경구투여

배태자 발생독성시험
바이오톡스텍 •부록 참조

EC-18의 랫드를 이용한 경구투여

수태능 및초기배발생독성시험
바이오톡스텍 시험이 진행 중에 있음.

EC-18의 랫드를 이용한 출생전후

모체기능 시험
바이오톡스텍 시험이 진행 중에 있음.

고

미

신

J

분석법

개발

LC/MS/MS법을 이용한 랫드

및 비글견 혈장중 Gomisin J

의 분석법 개발

바이오톡스텍 •부록 참조

분석법

개발

LC/MS/MS를 이용한 랫드 혈

장 중 Gomisin J의 분석법

Validation

바이오톡스텍 •부록 참조

분석법

개발

LC/MS/MS를 이용한 랫드

및 비글 혈장 중

Gomisin J의 분석법 개발을

위한 타당성 시험

바이오톡스텍 •부록 참조
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2. 확보된 후보물질을 대상으로 비임상시험과 SOP 제정을 통한 안전성평가

가. 시험실시의 개요

(1) Good Laboratory Practices

모든 시험은 다음의 Good Laboratory Practices를 준수하였다.

-“비임상시험관리기준”

식품의약품안전청 고시 제2009-183호 (2009년 12월 22일)와 제2012-121호 (2012년12월

18일) 및 식품의약품안전처 고시 제2013-40호 (2013년 4월 5일)

-“Good Laboratory Practice for Nonclinical Laboratory Studies”(21CFR58, revised as

of April 1, 2012)

(2) 시험기준

모든 시험은 다음의 시험기준에 근거하여 실시하였다.

-“의약품등의독성시험기준”

식품의약품안전청 고시 제2009-116호 (2009년 8월 24일), 2012-86호 (2012년 8월 24일)

및 식품의약품안전처 고시 제2013-121호 (2013년4월5일)

-“생체시료분석법 Validation 해설서” (식품의약품안전청, 2010년)

-“Guidance for Industry: Bioanalytical Method Validation” (Food and Drug

Administration, May 2001)

-“Guideline on bioanalytical method validation” (European Medicines Agency, July

2011)

(3) 동물윤리

본 연구에서 동물이 사용된 시험의 경우, 동물보호법 (제정 1991년 5월 31일 법률제4379

호, 전부개정 2011년 8월 4일 법률 제10995호)에 근거한 ㈜바이오톡스텍의 동물실험윤리

위원회에 의해 승인되었다.

(4) 수의학적 관리

본 연구에서 동물이 사용된 시험의 경우, 동물보호법 및 실험동물의 관리와 사용에 관한

지침에 따라 실험동물의 극심한 통증 및 고통 등을 예방하기 위한 안락사가 포함된 수

의학적 관리를 시험책임자, 수의사 및 시험의뢰자와 협의 하에 실행하였다.

나. 자초추출물을 대상으로 한 비임상시험

(1) 자초추출물의 조제물 중 Acetylshikonin 의 농도 분석법 validation 및 안정성 확인

시험

본 시험은 HPLC를 이용하여 시험물질인 자초추출물의 조제물 중 Acetylshikonin 의 농

도 분석법 보증을 위한 validation 및 안정성을 확인하기 위해 실시하였다.

분석결과 QC 시료를 6회 반복 측정한 피크면적 및 retention time의 정밀성은 판정기준

을 모두 만족하였다. 표준용액 5 ~ 100 µg/mL 농도의 범위에서 측정한 직선성은 상관계

수와 정확성의 판정기준을 모두 만족하였다. 표준물질은 분석에 충분한 형상을 나타내었

으며, 이동상, 희석용매 및 부형제가 표준물질의 피크에 영향을 주는 성분은 검출되지

않았다. 일내재현성의 결과 10 mg/mL 및 400 mg/mL농도의 조제물 중 Acetylshikonin

의 정확성 및 정밀성은 판정기준을 모두 만족하였다. 표준원액을 실온 4 시간 및 냉장조
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건 (2.8 ~ 4.1°C) 에서 7 일간 보관 후 안정성을 확인한 결과 정확성 및 정밀성은 판정기

준을 모두 만족하였다. 10 mg/mL 및 400 mg/mL 농도의 조제물을 Autosampler내에서

20 시간동안 안정성을 확인한 결과 Acetylshikonin의 초기농도에 대한 변동율 및 정밀성

은 판정기준을 모두 만족하였다. 10 mg/mL 및 400 mg/mL 농도의 조제물에서 상층, 중

층 및 하층의 균질성을 확인한 결과 Acetylshikonin의 정확성 및정밀성은 판정기준을 모

두 만족하였다. 10 mg/mL 및 400 mg/mL 농도의 조제물을 실온에서 4시간 및 냉장조건

(2.8 ~ 4.1°C) 에서 7 일간 방치 후 안정성을 확인한 결과 Acetylshikonin의 조제직후 초

기농도에 대한 변동율 및 정밀성은 판정기준을 모두 만족하였다. QC시료 20 µg/mL의

농도에서 정확성 및 정밀성은 판정기준을 모두 만족하였다.

이상의 결과로부터 자초추출물의 조제물 중Acetylshikonin 의 농도 분석을 위한 본 분석

법은 적합하며, 10 mg/mL 및 400 mg/mL 농도의 조제물은 실온 4시간 및 냉장7 일간

안정한 것으로 확인되었다.

(2) 자초추출물의 랫드를 이용한 단회 경구투여 독성시험

본 시험은 시험물질인 자초추출물을 Sprague-Dawley계 암수 6주령 랫드에 단회 경구투

여시 나타나는 독성을 평가하고, 개략의 치사량을 구하기 위하여 실시하였다. 군구성은

시험물질 500, 1,000 및 2,000 mg/kg의 용량 및 대조군 (corn oil)의 4군으로 하고, 암수

각각 5 마리씩 단회 경구투여 하였다. 투여 후 14일 동안, 일반증상의 관찰 및 체중측정

을 실시하고, 관찰기간 종료 시에 안락사시켜 부검하였다.

암수 500, 1,000 및 2,000 mg/kg 투여군에서 사망례는 관찰되지 않았다. 일반증상에서

시험물질에 의한 영향으로 유연 (salivation), 연변(soft stool), 하복부오염 (soiled

perineal region), 설사 (diarrhea), 약물혼입변 (compound colored stool), 착색뇨

(chromaturia), 사료섭취량 감소(decrease in food intake) 및 변량 감소 (decrease of

fecal volume)가 관찰되었다.

체중변화에서 수컷은 투여 후 14일까지 대조군과 비교시 감소 혹은 증가억제가 (-1.7 ~

-22.0%) 관찰되었고, 암컷은 투여 후 14일까지 대조군과 비교시 증가억제가 (-0.3 ~

-13.3%) 관찰되었다. 또한 부검에서 시험물질 투여에 의한 영향은 인정되지 않았다.

본 시험의 조건 하에서 자초추출물을 랫드에 단회 경구투여한 결과, 개략의 치사량은 암

수 모두 2,000 mg/kg을 상회하는 것으로 판단된다.

(3) 자초추출물의 랫드를 이용한 2주 반복 경구투여 용량결정시험

본 시험은 자초추출물을Sprague-Dawley계 암수 랫드에 2주간 반복 경구 투여시에 대한

독성을 평가하고, 4주 반복투여 독성시험의 용량설정 근거자료로 이용하기 위하여 실시

하였다.

시험물질은 100, 300 및 1,000 mg/kg의 3개 용량으로 암수 각 군당 5마리에 2주간 반복

경구 투여하였다. 또한, 대조군 (corn oil)을 설정하여 군당 5마리에 2주간 반복 경구 투

여하였다.

관찰기간 동안 일반증상관찰, 체중측정 및 사료섭취량 측정을 실시하였고, 관찰기간 종

료 후 혈액 및 혈액생화학적 검사, 장기의 중량, 부검 시 육안적 검사 및 조직병리학적

검사를 수행하였다.

암컷 1,000 mg/kg 투여군에서 투여 11일에 2마리, 수컷 300 mg/kg 투여군에서 투여 14

일에 1마리가 사망하였다. 1,000 mg/kg 투여군에서 연갈색의 착색뇨, 흑색 및 적색의 시
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험물질색변, 불규칙호흡, 점액변, 입모, 피모착색, 입주위오염, 투여 전 및 후의 유연, 사

료섭취량 감소, 호흡곤란, 체온저하, 변량감소, 복부팽만, 300 mg/kg 투여군에서 흑색 및

자색의 시험물질색변, 점액변, 투여 전 및 후의 유연, 착색뇨, 입모, 100 mg/kg 투여군에

서 흑색의 시험물질색변, 투여 전 및 후의 유연, 입모가 관찰되었다. 체중에 있어서 암수

300 및 1,000 mg/kg 투여군에서 체중감소가 관찰되었다. 사료섭취량에 있어서 암수 300

및 1,000 mg/kg 투여군에서 투여 1주에 사료섭취량 감소가 관찰되었다. 암수 시험물질

투여군에서 혈액학적, 혈액생화학적 변화 및 장기중량 검사에서 시험물질에 의한 변화로

판단되는 결과는 없었다.

부검소견에서 생존동물의 경우, 암수 1,000 mg/kg 투여군의 신장에서 양측성 암적색 변

색 소견, 수컷 1,000 mg/kg 투여군의 비장 및 흉선에서 소형화 소견이 관찰되었고, 사망

동물의 경우, 수컷 300 mg/kg 투여군 및 암컷 1,000 mg/kg 투여군에서 비장 및 흉선의

소형화 소견이 관찰되었다.

조직병리학적 검사에서 생존동물의 경우, 암수 300 및 1,000 mg/kg 투여군의 위의 전위

에서 과각화를 동반한 편평상피 증식 및 미란/궤양, 신장에서 피질의 세뇨관 상피에 적

갈색 색소의 존재가 관찰되었고, 사망동물의 경우, 수컷 300 mg/kg 투여군 및 암컷

1,000 mg/kg 투여군의 위의 전위에서 미란/궤양, 과각화를 동반한 편평상피 증식, 암컷

1,000 mg/kg 투여군의 신장 피질의 세뇨관 상피에 적갈색 색소 존재 및 호염기성 세뇨

관을 동반한 단세포 괴사가 관찰되었다.

이상으로 본 시험 조건하에서 자초추출물에 대한 암수 랫드에 2주간 반복 경구 투여 한

결과, 암수 1,000 및 300 mg/kg 투여군에서 일반증상, 체중, 사료섭취량, 부검소견 및 조

직병리학적 검사에서 독성학적인 변화가 관찰되었다. 따라서, 4주 반복투여 독성시험의

고용량은 300 mg/kg으로 설정해야 될 것으로 판단된다.

(4) 자초추출물의 랫드를 이용한 4주 반복 경구투여 독성시험 및 2주 회복시험

본 시험은 자초추출물을Sprague-Dawley (Crl:CD(SD))계 암수 랫드에 4주간 반복 경구

투여시에 대한 안전성을 평가하고, 2주간의 회복군을 설정하여 독성변화의 가역성 여부

를 확인하기 위하여 실시하였다.

군구성은 시험물질 25, 100 및 400 mg/kg/day의 3개의 용량과 대조군 (corn oil)의 1군

으로 하고, 군당 암수 각 10마리에 4주간 경구 투여하였다. 또한, 대조군 및 400

mg/kg/day의 용량군에는 암수 각 5마리씩 추가하여 독성의 가역성을 평가하기 위해 2

주간의 회복기간을 두었다.

관찰기간 동안 일반증상관찰, 체중측정, 사료섭취량 측정, 안과학적 검사 및 뇨검사를 실

시하였고, 관찰기간 종료 후 혈액 및 혈액생화학적 검사, 장기의 중량, 부검 시 육안적

검사 및 조직병리학적 검사를 수행하였다.

수컷 25 mg/kg/day 투여군에서 투여3일에 1마리의 사망례가 관찰되었다. 사망동물은 부

검소견 및 조직병리학적 검사 결과, 폐의 변색 및 폐렴 및 충혈이 관찰되었으며, 고용량

군에서 관찰되지 않은 소견들로 우발적인 것으로 판단된다.

일반증상, 체중, 사료섭취량, 안과학적 검사, 혈액 및 혈액생화학적 검사 및 장기중량에

있어서, 암수 시험물질 25, 100 및 400 mg/kg/day 투여군에서 시험물질 투여에 기인한

독성변화는 관찰되지 않았다.

암수 100 및 400 mg/kg/day 투여군에서 뇨단백의 증가 경향, 케톤체, 빌리루빈의 검출,
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잠혈의 출현은 시험물질의 특성인 색소에 의한 비특이적인 반응으로서 신장의 암적색

변색 및 조직병리학적 변화에서 신장내 세뇨관의 변화가 없이 적갈색 색소만 관찰되었

기에 독성학적으로 의미있는 변화는 아닌 것으로 판단되었다.

이상으로 본 시험 조건하에서 자초추출물에 대한 암수 랫드에 4주간 반복 경구 투여 한

결과, 무독성량 (NOAEL)은 암수 모두 400 mg/kg/day로 판단된다.

(5) 자초추출물의 비글견을 이용한 단회 경구투여 용량증가 독성시험

본 시험은 암수 각 2마리의 비글견에 시험물질인 자초추출물의 500, 1,000 및

2,000mg/kg을 4일 간격으로 용량을 증가하여 단회 경구투여 시 나타나는 독성반응을 평

가하기 위하여 실시하였다.

실험기간 중, 암수 모두에서 사망동물은 발생하지 않았다. 시험물질 500투여 후, 수컷은

약 2 및 4시간, 암컷은 약 20분, 1, 4 및 6 시간에 설사증상이 관찰되었다. 1,000투여 후,

수컷은 약 1, 2 및 6시간, 암컷은 약 4시간에 설사증상이 관찰되었으며, 수컷에서는 추가

로 25분 및 6시간에 구토증상이 관찰되었다. 2,000투여 후, 수컷은 약 30분, 1, 2 및 4시

간, 암컷은 약 25분, 2, 4 및 6시간에 설사증상이 관찰되었으며, 투여 다음날에도 1/2례에

서 설사 증상이 관찰되었다. 또한, 추가로 구토 증상이 수컷은 약 4시간, 암컷은 약25분

에 1회씩 관찰되었다. 그리고, 설사에는 시험물질이 혼입되었다. 그 외, 체중 및 부검에

서는 이상변화는 관찰되지 않았다.

이상의 결과에 의해, 모든 용량에서 관찰된 설사 증상은 시험물질의 투여에 의한 것으로

인정되었으나, 용량의존성이 없고, 체중 및 부검에서도 연관된 변화가 관찰되지 않아, 독

성학적 의미는 미약한 것으로 판단되었다. 따라서, 본 시험조건 하에 암수 비글견에 대

한 최대내성용량 (MTD)은 2,000mg/kg으로 판단된다.

(6) 자초추출물의 비글견을 이용한 2주 반복 경구투여 용량결정시험

본 시험은 군당 암수 각 2 마리의 비글견을 이용하여 시험물질인 자초추출물을 0(대조

군), 100, 300 및 500 mg/kg의 용량으로 2주간 반복 경구투여 시 나타나는 독성반응을

평가하고, 4주 반복투여 독성시험에서 용량설정의 근거자료로 이용하기 위해 실시하였

다.

실험기간 중 암수 모두에서 사망례는 발생하지 않았으나, 모든 시험물질 투여군에서 설

사 또는 연변 증상이 거의 지속적으로 관찰되고, 구토 증상이 산발적으로 관찰되었으며,

500 mg/kg 투여군에서는 추가로 유연 증상이 거의 지속적으로 관찰되었다. 이러한 연

변, 설사, 구토 및 유연 등의 증상은 시험물질의 투여에 의한 변화로 사료되나, 체중, 혈

액 및 조직병리학적 검사에서 연관된 변화가 관찰되지 않아 독성학적 의미는 미약한 것

으로 판단된다.

혈액생화학적 검사에서는 암수 모든 시험물질 투여군에서 총빌리루빈(T-Bili)이 용량의

존적으로 증가하는 경향이 관찰되었다. 그러나, 다른 연관된 항목이나 조직병리학적 변

화가 관찰되지 않아, 이는 시험물질의 색상에 의한 변화로 예측되며, 독성학적 의미는

없는 것으로 판단된다.

그 외, 체중, 사료섭취량, 뇨검사, 혈액학적 검사, 장기중량, 부검 및 조직병리학적 검사에

서는 시험물질에 의한 변화가 관찰되지 않았다.

이상의 결과에 의해, 4주 반복투여 독성시험에서는 고용량을 300 mg/kg/day으로 설정하

고, 100 및 30 mg/kg/day을 중 및 저용량으로 설정하는 것을 추천한다.
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(7) 자초추출물의 비글견을 이용한 4주 반복 경구투여 독성시험, 2주 회복시험 및 독성동태시험

본 시험은 군당 암ž수 3마리의 비글견을 이용하여 시험물질인 자초추출물을 30, 100 및

300 mg/kg/day의 용량으로 4주간 반복 경구투여 시 나타나는 독성반응과 그 안전성을

평가하고, 대조군과 고용량군에 암ž수 각 2마리씩 2주간 회복군을 설정하여 독성변화의

가역성 여부를 확인하며, 독성동태시험을 통해 약물 전신노출도를 평가하기 위하여 실시

하였다.

실험기간 중, 암ž수 모두에서 사망동물은 발생하지 않았으나, 투여기간 중 모든 시험물질

투여군에서 유연, 구토, 연변 및 설사 등 소화계통 증상이 용량의존적으로 관찰되었고,

암ž수 300 mg/kg/day 투여군에서 체중 또는 체중 증가의 감소가 관찰되었다. 그 외, 사

료섭취량, 안과학적 검사, 심전도 검사, 뇨 검사, 혈액학적 및 혈액생화학적 검사, 장기중

량, 부검 및 조직병리학적 검사에서는 시험물질의 투여에 의한 이상 변화는 관찰되지 않

았다.

또한, 독성동태시험에서 시험물질의 전신노출도 (AUClast, Cmax)는 투여 첫날 (Day 1)

에는 투여용량 증가에 따른 변화가 거의 없었으나, 투여 28일째에는 암ž수 모두 투여용

량 증가에 따라 전신노출도가 증가하였으며, 투여 첫날에 비해 AUClast가 수컷에서는

4.2 ~ 10.3배 및 암컷에서는 저용량군을 제외하고 3.2 ~ 3.7배 높게 나타났다. 또한, 암ž수

간에 성별 차이는 없었으나, 100 및 300 mg/kg/day 투여군에서 반복투여에 따라 18 ~

31%의 축적현상이 관찰되었다.

이상의 결과에 의해, 본 시험조건 하에 암ž수 300 mg/kg/day 용량에서 구토, 설사 및 체

중 또는 체중 증가 감소 등의 변화가 관찰되어 암ž수 비글견에 대한 무독성량 (NOAEL)

은 100 mg/kg/day으로 판단된다.
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균주명 S9 mix 본시험의 용량 (μg/plate)
TA98 - 78.1, 39.1, 19.5, 9.77, 4.88, 2.44

TA100, TA1535, TA1537 - 19.5, 9.77, 4.88, 2.44, 1.22, 0.610

WP2uvrA(pKM101) - 1,250, 625, 313, 156, 78.1, 39.1
TA98, TA1535,
WP2uvrA(pKM101) + 5,000, 2,500, 1,250, 625, 313

TA100, TA1537 + 1,250, 625, 313, 156, 78.1, 39.1

계열 S9 mix 본시험의 용량 (μg/mL)

단시간처리법
- 5.00, 2.50, 1.25, 0.625

+ 84.0, 42.0, 21.0, 10.5

연속처리법 - 7.00, 3.50, 1.75, 0.875

(8) 자초추출물의 세균을 이용한 복귀돌연변이시험

시험물질 자초추출물의 유전자돌연변이 유발성을 히스티딘 요구성 살모넬라균 (TA98,

TA100, TA1535 및 TA1537 균주) 및 트립토판 요구성 대장균 (WP2uvrA(pKM101) 균

주)을 이용하여 대사활성화비존재하 및 존재하의 경우에 대해 각각 검토하였다.

본시험의 최고용량을 설정하기 위해, 5,000 μg/plate을 최고용량으로 하고, 이하 공비 4로

1,250, 313, 78.1, 19.5 및 4.88 μg/plate의 용량으로 용량설정시험을 실시한 결과, 시험물

질에 의한 생육저해가 대사활성화비존재하의 TA98 균주는 78.1 μg/plate 이상, TA100,

TA1535 및 TA1537 균주는 19.5 μg/plate 이상, 대사활성화비존재하의

WP2uvrA(pKM101) 균주, 대사활성화존재하의 TA100, 및 TA1537 균주의 1,250 μ

g/plate 이상에서 관찰되었다. 대사활성화존재하의 TA98, TA1535 및

WP2uvrA(pKM101) 균주에서는 생육저해가 관찰되지 않았다.

시험물질의 침전은 대사활성화비존재하 및 존재하의 1,250 μg/plate 이상에서 관찰되었지

만, 복귀콜로니수 계측에는 영향이 없었다. 따라서, 본시험의 용량은 아래와 같이 설정하

였다.

(9) 자초추출물의 포유류 배양세포를 이용한 염색체이상시험

시험물질 자초추출물의 염색체이상 유발성 유무를 검토하기 위하여 Chinese Hamster

Lung (CHL/IU) 배양세포를 이용하여 염색체이상시험을 실시하였다. 본시험의 최고용량

을 설정하기 위해, 5,000 μg/mL을 최고용량으로 하고, 2,500, 1,000, 500, 250, 100, 50, 10

및 5 μg/mL으로 세포증식억제시험을 실시하였다. 그 결과, 단시간처리법의 대사활성화

비존재하 및 존재하, 연속처리법의 대사활성화비존재하의 모든 처리계열에서 세포독성이

관찰되었다. 50% 세포증식억제 용량 (Inhibition concentration 50%: IC50)을 산출한 결

과, 단시간처리법의 대사활성화비존재하는 4.9 μg/mL, 존재하는 83.1 μg/mL, 연속처리법

의 대사활성화비존재하는 6.5 μg/mL이었다.

시험물질의 침전은 단시간처리법의 대사활성화비존재하 및 연속처리법의 대사활성화비

존재하의 500 μg/mL 이상, 단시간처리법의 대사활성화존재하의 250 μg/mL 이상에서 관

찰되었다.

따라서 본시험의 용랑은 아래와 같이 설정하였다. 또한, 각각의 처리 계열에 음성대조군

및 양성대조군을 설정하였다.



66

본시험의 결과, 단시간처리법의 대사활성화존재하의 42.0 μg/mL의 용량에서 구조이상을

가진 세포의 출현빈도는 16.0%로, 음성대조군 (0%)과 비교하여 통계학적으로 유의하게

증가하였고, 용량의존성도 확인되었다.

단시간처리법의 대사활성화비존재하에서는 염색체이상을 가진 세포의 출현빈도는 5% 미

만으로 염색체이상 유발작용은 확인되지 않았으며, 음성대조군과 비교시 통계학적인 유

의성도 관찰되지 않았다.

각 처리계열의 양성대조군에서는 구조이상을 가진 세포의 출현빈도가 10% 이상으로 음

성대조군과 비교시 통계학적으로 유의하게 증가되었다.

이상의 결과로부터 본 시험조건하에서 자초추출물은 염색체이상을 유발하는 것으로 판

단된다.

(10) 자초추출물의 마우스를 이용한 소핵시험

시험물질 자초추출물의 마우스 골수세포에 대한 소핵유발 유무를 평가하기 위하여 수컷

ICR 마우스를 이용하여 단회 경구투여 하여 검토하였다.

본시험의 최고용량을 설정하기 위해, 2,000 mg/kg을 최고용량으로 하고, 이하 공비 2로

1,000, 500, 250 및 125 mg/kg으로 용량설정시험을 실시한 결과, 모든 용량에서 시험물질

에 의한 사망동물은 관찰되지 않았다.

따라서, 본시험의 최고용량은 2,000 mg/kg으로 하고 이하 공비 2로 2용량 (1,000 및 500

mg/kg)의 시험물질군을 설정하였다. 또한, 음성대조군에는 corn oil, 양성대조군에는

MMC를 설정하였다.

검체제작설정시험에서는 용량설정시험에서 설정된 최고용량 (2,000 mg/kg)을 투여하고,

투여 후 24, 48 및 72시간에 골수를 채취하여 소핵유발빈도를 관찰한 결과, 모든 관찰

시간대에서 소핵유발빈도는 증가되지 않았다. 따라서 일반적으로 사용되는 투여 후 24시

간을 본시험의 골수채취시간으로 설정하였다.

시험물질군에서는 다염성적혈구 (Polychromatic erythrocyte, PCE) 중 소핵다염성적혈구

(Micronucleated polychromatic erythrocyte, MNPCE)의 출현빈도는 음성대조군과 비교

하여 유의한 증가는 관찰되지 않았다. 또한, 총 적혈구에 대한 다염성적혈구의 비율도

음성대조군과 비교시 유의한 차이는 없었다.

양성대조군에서는 다염성적혈구 중 소핵다염성적혈구의 출현빈도가 음성대조군에 비해

유의하게 증가하였다. 총 적혈구에 대한 다염성적혈구의 비율은 음성대조군과 비교하여

유의한 차이는 관찰되지 않았다.

이상의 결과로부터 자초추출물은 본 시험의 조건하에서 마우스 골수세포의 소핵유발에

영향을 미치지 않는 것으로 판단된다.

(11) 자초추출물의 토끼를 이용한 피부자극시험

시험물질 자초추출물의 피부자극시험을 11주령의 수컷 NZW 토끼 6마리를 사용해서 검

토하였다.

토끼의 경배부위에 좌ž우 각 2부위, 합 4부위의 투여부위를 설정하고, 그 중 2부위를 비

찰과부위, 그 외 2부위를 찰과부위로 하였다. 시험물질원액 0.5 mL를 각각의 비찰과 및

찰과부위의 시험물질투여부위에 적용하여 24시간 폐색첩포하였다. 투여 후 24, 48 및 72

시간에 ‘Draize의 피부반응 평가표1)’에 따라서 피부반응을 평가하였다.

시험물질투여부위의 비찰과 및 찰과부위에서 투여 후 24, 48 및 72시간에 평점 4의 부종
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이 6마리 모두에서 관찰되었다. 홍반은 시험물질의 심한 피부착색으로 인하여 관찰이 불

가능 하였다. 따라서, 1차피부자극지수 (Primary Skin Irritation Index, P.I.I.)는 산출 할

수 없었으며, 피부자극성의 분류도 할 수 없었다. 무처치대조부위의 비찰과 및 찰과부위

에서는 모든 관찰시간에 홍반 및 부종등의 피부반응은 모든 동물에서 관찰되지 않았다.

관찰기간 중, 모든 동물에서 일반증상 및 체중에 이상은 확인되지 않았다.

이상의 결과로부터, 본 시험 조건하에서 시험물질 자초추출물은 홍반의 관찰은 불가능

하였지만 부종이 확인되었기 때문에 토끼의 피부에 대한 자극성이 있는 것으로 판단된

다.

(12) 자초추출물의 토끼를 이용한 안점막자극시험

시험물질 자초추출물의 안점막자극시험을 11주령의 수컷 NZW 토끼 9마리를 사용해서

검토하였다.

비세안군은 토끼 6마리의 우안 결막낭 내에 시험물질원액 0.1 mL를 투여하고, 투여 1,

2, 3, 4 및 7일에 각막, 홍채 및 결막등의 안구병변을 관찰하였다. 세안군은 3마리의 토

끼를 추가로 사용해서 비세안군과 동일하게 투여하고, 투여 30초 후에 세척한 후 세안효

과를 확인하였다. ‘Draize의 안구병변의 등급1)’에 따라서 시험물질의 안점막자극을 평가

하고, Guillot의 ‘안점막자극 평가표2)’를 참조해서 안점막자극의 정도를 분류하였다. 또

한, 비세안군은 투여 7일에 안자극성이 확인되었기 때문에 3일간격으로 투여 13일까지

관찰을 계속하였다. 비세안군에서는 시험물질투여 1일 이후의 관찰에서 결막발적 (평점

1 ~ 2), 결막부종 (평점 1 ~ 3) 및 배출물 (평점 1 ~ 2)이 관찰되었다. 이러한 자극반응은

투여 13일에 모든 동물에서 소실되었다. 비세안군의 급성안자극지수 (Index of Acute

Ocular Irritation, I.A.O.I.)는 ‘12.7’로 최종평가는 ‘자극물’로 분류되었다. 세안군에서는 시

험물질투여 1일 이후의 관찰에서 결막발적 (평점 1), 결막부종 (평점 1) 및 배출물 (평점

1)이 관찰되었다. 이러한 자극반응 중 배출물은 투여 2일에, 결막발적 및 결막부종은 투

여 7일에 모든 동물에서 소실되었다. 세안군의 I.A.O.I.는 ‘6.0’이었다. 비세안군과 비교하

면 I.A.O.I. 및 안자극성의 소실시간에서 차이가 있으므로 안자극성에 대한 세안효과가

확인되었다. 관찰기간 중, 각군의 모든 동물에서 일반증상 및 체중에 이상은 확인되지

않았다. 이상의 결과로부터, 본 시험 조건하에서 시험물질 자초추출물는 토끼의 안점막

에 대해서 ‘자극물’로 판단된다. 또한, 안자극성에 대한 세안효과가 확인되었다.

(13) 자초추출물의 기니픽을 이용한 항원성 평가 (아나필락시스 쇼크 반응시험 및 동종

수동 피부 아나필락시스 반응시험)

시험물질 자초추출물의 이상면역반응을 검색하기 위하여 Hartley계 기니픽을 이용하여

음성대조군 (0 mg/kg), 저용량군 (25 mg/kg), 고용량군 (200 mg/kg), 혼합투여군 (200

mg/kg-FCA) 및 양성대조군 (OVA 5 mg/kg-FCA)의 합 5군을 설정하여 항원성을 평가

하였다. 음성대조군, 저용량군 및 고용량군은 감작항원량을 약 2주간 총 6회 경구투여하

고, 혼합투여군 및 양성대조군은 동물의 등부에 약 2주간 총 3회 피하투여하여 감작시켰

다. 동종 수동 피부 아나필락시스 반응시험 (Passive Cutaneous Anaphylaxis, PCA)은

최종감작 12일째에 안와정맥총으로부터 채혈하여 항혈청을 분리하고, 감작된 기니픽의

항혈청을 10배에서 5120배까지 연속배수 희석하여 최종감작 13일째에 항혈청 1개당 2마

리의 감작되지 않은 기니픽의 등부위에 피내투여하여 수동감작시켰다. 4시간 후 2%

evans blue와 혼합한 야기 항원량을 후지정맥으로 투여하고, 약 30분 후에 등부위 피부
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를 박리하여 피부반응을 관찰하였다. 아나필락시스 쇼크 반응시험 (Active Systemic

Anaphylaxis, ASA)은 최종감작 14일째에 야기 항원량을 감작된 기니픽의 후지정맥에

투여하여 약 30분간 아나필락시스 쇼크반응 유·무를 관찰하였다. 그 결과, 동종 수동 피

부 아나필락시스 반응시험에서는 음성대조군, 저용량군, 고용량군 및 혼합투여군에서 희

석배수 10배에서 5120배까지 모든 동물에서 음성반응이 관찰되었다. 양성대조군에서는

최대희석배수 5120배까지 양성반응이 관찰되었다. 아나필락시스 쇼크반응 시험에서는 음

성대조군, 저용량군, 고용량군 및 혼합투여군에서 아나필락시스 쇼크반응은 관찰되지 않

았다. 양성대조군에서는, 모든 동물에서 호흡곤란 (Dyspnea), 경련 (Convulsion) 및 횡와

(Side position)등의 전형적인 아나필락시스 쇼크반응이 관찰되다가 5분 이내에 ‘사망

(Death)’ 하였다. 관찰기간 중, 각 군의 일반증상 및 체중에 대해서 이상은 확인되지 않

았다. 이상의 결과로부터, 본 시험 조건하에서 시험물질 자초추출물은 동종 수동 피부

아나필락시스 반응시험 및 아나필락시스 쇼크 반응시험에서 음성반응이 관찰되어, 항원

성이 없는 물질로 판단된다.

(14) 자초추출물의 랫드를 이용한 4주 반복 경구투여 독성동태시험

본 시험은 암수 Sprague-Dawley 랫드를 이용하여 자초추출물을 4주간 반복 경구투여

시 시험물질의 전신노출도를 모니터링하기 위하여 실시하였다.

군구성은 시험물질 25, 100 및 400 mg/kg/day의 3개의 용량과 대조군 (corn oil)의 1군

으로 하고, 시험물질 투여군은 군당 암수 각 6마리, 대조군은 군당 암수 각 3마리에 4주

간 반복 경구 투여하였다.

관찰기간 동안 일반증상관찰, 체중측정을 실시하였고, 투여 개시일 (Day 1) 및 투여 28

일에 시간대별로 경정맥 채혈하여 독성동태학적 분석을 실시하였다.

투여개시일 및 투여 28일에 아세틸시코닌의 AUClast 및 Cmax는 투여 용량이 증가함에

따라 증가하는 경향을 나타내었다. 투여개시일의 고용량군에서 AUClast와 투여 28일의

고용량군에서 Cmax를 제외하고 수컷이 암컷보다 더 높은 경향을 나타냈지만, 그 차이가

작기 때문에 성차는 없다고 판단했다. 모든 시험물질 투여군에서 반복투여의 영향이 있

었고, 투여 28일의 AUClast 및 Cmax는 투여개시일 보다 더 높게 나타내었다. Tmax는

0.50 ~ 3.00 시간 및 t1/2는 5.48 ~ 43.29 시간으로 나타났다.

(15) LC/MS/MS를 이용한 랫드 혈장 중 acetylshikonin의 분석법 Validation

본 시험에서는 Liquid Chromatography/Tandem Mass Spectrometry (이하 LC/MS/MS)

를 이용하여 랫드 혈장 중 acetylshikonin의 분석방법에 대한 유효성 검증 (이하

validation)을 실시하였다.

랫드 혈장 중 acetylshikonin의 농도 측정을 위해 emodin을 내부표준물질로 사용하였으

며, 안정화된 랫드 혈장 55 µL (랫드 혈장 50 µL에 해당함)에 들어있는acetylshikonin을

2-Mercaptoethanol로 유도체화 시킨 다음 acetylshikonin derivatized 및 내부표준물

질을 cyclohexane으로 추출한 후 재용해용액으로 재용해하여 LC/MS/MS로측정하였다.

아래 표에 validation 항목 및 결과를 요약하였으며, 본 기관에서 확인한 분석방법은 랫

드 혈장 중 acetylshikonin의 농도 측정에 적용 가능하다고 판단된다.
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Validation
items Classifications Results

Stability in Initial sample Accuracy 96.1% and 92.8%

plasma (15 and 750 ng/mL) Precision 5.6% and 2.9%

Short-term temperature
stability Accuracy 91.1% and 102.4%

(on ice, 0.5 hr) Precision 6.0% and 1.0%

Short-term temperature
stability Accuracy 94.7% and 98.3%

(on ice, 1 hr) Precision 6.1% and 2.3%

Short-term temperature
stability Accuracy 89.1% and 94.2%

(room temp. after
derivatization)
(22.9 ~ 24.1 °C, 1 hr)

Precision 4.8% and 2.9%

Initial sample Accuracy 103.7% and 94.8%

(15 and 750 ng/mL) Precision 13.8% and 11.5%

Long-term stability Accuracy 91.8% and 83.6%

(-77.3 to -59.3°C, 5 days) Precision 5.1% and 7.1%

Long-term stability Accuracy 110.9% and 86.0%

(-77.3to -59.3°C, 7 days) Precision 19.1% and 3.0%

Long-term stability Accuracy 105.1% and 98.3%

(-77.3to -59.3°C, 14 days) Precision 6.4% and 7.4%

Long-term stability Accuracy 87.6% and 88.7%

(-77.3to -59.3°C, 32 days) Precision 6.7% and 0.8%

Freeze /thaw cycle stability Accuracy 106.0% and 89.7%
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(1 cycle) Precision 7.6% and 12.6%

Initial sample Accuracy 119.1% and 116.8%

(15 and 750 ng/mL) Precision 12.4% and 9.4%

Post preparative stability Accuracy 94.4% and 83.4%

(10°C, 24 hrs) Precision 28.7% and 8.3%

Post preparative stability Accuracy 100.9% and 87.8%

(10°C, 48 hrs) Precision 27.9% and 6.9%

Validation
items Classifications Results

Stock solution Acetylshikonin

Stability Room temperature
(22.2 to 24.2 °C, 2 hrs)

Residual
ratio 101.8%

Refrigeration
(3.2 to 7.5°C, 20 days)

Residual
ratio 91.8%

Emodin

Room temperature
(22.2 to 24.2 °C, 2 hrs)

R e s i d u a l
ratio 111.8%

Refrigeration
(3.2 to 7.5°C, 20 days)

R e s i d u a l
ratio 99.7%

Validation
items Classifications Results

Carryover
effect Acetylshikonin 0.0% to 4.3%

Emodin 0.0%

Selectivity Acetylshikonin No interfering peak

Emodin No interfering peak

Matrix effect Acetylshikonin Accuracy 90.9%

(5 ng/mL) Precision 24.5%

(16) LC/MS/MS를 이용한 비글견혈장 중 acetylshikonin의 분석법 Validation

본 시험에서는 Liquid Chromatography/Tandem Mass Spectrometry (이하 LC/MS/MS)

를 이용하여 비글견 혈장 중 acetylshikonin의 분석방법에 대한 유효성 검증 (이하

validation)을 실시하였다.

비글견 혈장 중 acetylshikonin의 농도 측정을 위해 emodin을 내부표준물질로 사용하였

으며, 안정화된 비글견 혈장 55 µL (비글견 혈장 50 µL에 해당함)에 들어있는

acetylshikonin을 2-Mercaptoethanol로 유도체화 시킨 다음 acetylshikonin derivatized

및 내부표준물질을 cyclohexane으로 추출한 후 재용해용액으로 재용해하여 LC/MS/MS

로 측정하였다.

아래 표에 validation 항목 및 결과를 요약하였으며, 본 기관에서 확인한 분석방법은 비

글견 혈장 중 acetylshikonin의 농도 측정에 적용 가능하다고 판단된다.
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Linearity of
calibration
curve and
quantification
range

5 to 1,000 ng/mL,
1/X2

Correlatio
n
coefficient

0.9927 to 0.9990

LLOQ
(5 ng/mL)

Accuracy 94.0% to 101.4%

Other concentrations
(10 to 1,000 ng/mL)

Accuracy 80.0% to 117.3%

Intra-assay LLOQ Accuracy 122.3%

(5 ng/mL) Precision 4.5%

Low, Mid and High Accuracy 118.0%, 116.5% and
99.1%

(15, 300 and 750 ng/mL) Precision 5.4%, 11.0% and 5.6%

Inter-assay LLOQ Accuracy 106.8%

(5 ng/mL) Precision 12.0%

Low, Mid and High Accuracy 109.8%, 104.0% and
91.2%

(15, 300 and 750 ng/mL) Precision 8.2%, 9.7% and 6.8%

Dilution 10-fold dilution Accuracy 103.5%

reproducibility Precision 4.0%

Validation
items Classifications Results

Stability in Initial sample Accuracy 96.9% and 86.9%

plasma (15 and 750 ng/mL) Precision 6.0% and 2.8%

Short-term temperature
stability Accuracy 97.1% and 84.7%

(on ice, 2 hr) Precision 4.6% and 3.4%

Post preparative stability Accuracy 109.8% and 103.7%

(10°C, 47 hrs) Precision 8.3% and 3.1%

Post preparative stability Accuracy 119.3% and 106.3%

(10°C, 71 hrs) Precision 3.9% and 2.8%

Freeze/thaw cycle stability Accuracy 98.0% and 94.5%

(1 cycle) Precision 11.2% and 1.1%

Long-term stability Accuracy 116.9% and 104.1%

(-74.2 to -66.1°C, 14 days) Precision 3.7% and 5.9%

Long-term stability Accuracy 117.6% and 117.4%

(-74.2 to -66.1°C, 42 days) Precision 7.2% and 7.4%

(17) 자초추출물의 랫드를 이용한 4주 반복 경구투여 독성동태시험에서 채취된 랫드 혈

장 중 아세틸시코닌의 농도 측정

본 시험에서는 자초추출물의 4주 반복 경구 투여에 따른 전신노출도를 확인하기 위해,

독성동태시험에서 채취된 랫드 혈장 중 지표성분인 아세틸시코닌의 농도를 LC/MS/MS

로 측정하여 독성동태학적 파라미터를 산출하였다.
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랫드 혈장 중 아세틸시코닌의 농도 측정을 위해 emodin을 내부표준물질로 사용하였으

며, 안정화된 랫드 혈장 55 μL (랫드 혈장 50 μL에 해당함)에 들어 있는 아세틸시코닌을

2-Mercaptoethanol로 유도체화 시킨 다음 아세틸시코닌 유도체 및 내부표준물질을

cyclohexane으로 추출한 후 재용해용액으로 용해하여 LC/MS/MS로 측정하였다.

정량 대상인 모든 TK 검체 (투여개시일 (Day 1) 및 투여 28일 (Day 28)의 300개)는 시

험법 검증에서 확인한 안정성 조건 [초저온 냉동 (관리범위: -80°C ~ -60°C)에서 32일

이내 및 냉∙해동 과정 (초저온 냉동/빙냉 상태(on ice)) 1회 이내]에서 전처리하여 측정

하였다. 검체의 정량은 품질관리 시료에 대한 판정기준에 따라 실시되었으며, 모든 결과

가 판정기준을 만족함에 따라 아세틸시코닌의 정량 결과는 신뢰할 수 있다고 판단된다.

투여개시일 및 투여 28일에 아세틸시코닌의 AUClast 및 Cmax는 투여 용량이 증가함에

따라 증가하는 경향을 나타내었다. 투여개시일의 고용량군에서 AUClast와 투여 28일의

고용량군에서 Cmax를 제외하고 수컷이 암컷보다 더 높은 경향을 나타냈지만, 그 차이가

작기 때문에 성차는 없다고 판단했다. 모든 시험물질 투여군에서 반복투여의 영향이 있

었고, 투여 28일의 AUClast 및 Cmax는 투여개시일 보다 더 높게 나타내었다. Tmax는

0.50 ~ 3.00 시간 및 t1/2는 5.48 ~ 43.29 시간으로 나타났다.

(18) 자초추출물의 비글견을 이용한 4 주 반복 경구투여 독성시험, 2 주 회복시험 및 독

성동태시험”에서 채취된 비글견 혈장 중 아세틸시코닌의 농도 측정

본 시험에서는 자초추출물 4 주 반복 경구 투여에 따른 전신노출도를 확인하기 위해, 독

성동태시험에서 채취된 비글견 혈장 중 지표성분인 아세틸시코닌의 농도를 LC/MS/MS

로 측정하여 독성동태학적 파라미터를 산출하였다.

비글견 혈장 중 아세틸시코닌의 농도 측정을 위해 emodin을 내부표준물질로 사용하였으
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며, 안정화된 비글견 혈장 55 μL (비글견 혈장 50 μL에 해당함)에 들어 있는 아세틸시코

닌을 2-Mercaptoethanol로 유도체화 시킨 다음 아세틸시코닌 유도체 및 내부표준물질을

cyclohexane으로 추출한 후 재용해용액으로 용해하여 LC/MS/MS로 측정하였다.

정량 대상인 모든 TK 검체 (투여개시일 (Day 1) 및 투여 28 일 (Day 28)의 372 개)는

유효성 검증에서 확인한 안정성 조건 [초저온 냉동 (관리범위: -80°C ~ -60°C)에서 42

일 이내 및 냉∙해동 과정 (초저온 냉동/on ice) 1 회 이내]에서 전처리하여 측정하였다.

검체의 정량은 품질관리 시료에 대한 판정기준에 따라 실시되었으며, 모든 결과가 판정

기준을 만족함에 따라 아세틸시코닌의 정량 결과는 신뢰할 수 있다고 판단된다. 투여 28

일에 아세틸시코닌의 AUClast 및 Cmax 는 용량 증가에 따라 증가하는 경향을 나타내

었으나, 투여개시일에는 증가 경향은 없었다. 투여개시일에 AUClast 는 암컷이 수컷보다

저용량군은 5.1 배 및 고용량군은 2.6 배 더 높은 경향을 각각 나타내었지만 성차는 없

었고, Cmax 는 암컷이 수컷보다 1.9 배 더 높은 경향을 나타내었다. 투여 28 일의

AUClast 와 Cmax 는 투여개시일의 암컷 저용량군을 제외한 모든 시험물질 투여군에서

더 높은 경향을 나타내어, 반복투여의 영향이 있었다. Tmax 는 0.25 ~ 4.00 시간 및 t1/2

는 1.63 ~ 31.06 시간으로 나타났다.

(19) LC/MS/MS를 이용한 랫드 혈장 중 Acetylshikonin의 Method Development

LC/MS/MS를 이용한 랫드 혈장 중 Acetylshikonin의 유도체화 방법을 이용한 분석법

개발을 위하여 감도, 직선성 및 안정성 확인을 실시하였다.

(가) Acetylshikonin의 유도체화 방법으로 25 ~ 1,000 ng/mL의 정량범위에서 랫드 혈장 중

Acetylshikonin의 직선성을 확인하였고, 10ng/mL의 농도를 검출할 수 있을 것으로 예

상되어 10 ~ 2,000 ng/mL의 정량범위에서 직선성 확인 예정임.

(나) 랫드 혈장 중 Acetylshikonin의 직선성 재확인 후 재현성 확인 예정임.

(다) 랫드 혈장 중 Acetylshikonin의 실온안정성이 좋지 않은 것으로 확인하였고, 유도체

반응 직전까지 냉장 조건이 유지되도록 on ice 상태에서 조제해야 할 것으로 판단됨.

(라) 분석법 개발 중 Acetylshikonin과 내부표준물질 (Emodin)의 피크면적 변화 (감소)를 확인
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함.

→ Acetylshikonin과 내부표준물질의 피크면적 비슷한 비율로 감소하여 피크면적비 변

화가 크지 않은 것을 미루어 볼때 Acetylshikonin의 유도체 반응에서 나타나는

Acetylshikonin 이외의 반응물에 의한 mass 오염에서 기인된 것으로 판단되어 valco

valve 사용 조건 검토 예정임.

→ Acetylshikonin과 내부표준물질 (Emodin)의 표준원액 및 표준용액을 새로 조제하여

안정성 확인 예정임.

(마) 예비 시험 (B12624)의 검체시료를 측정하여 랫드 혈장 중 Acetylshikonin의 정량범위

가 적합한지 확인 예정임.

(20) LC/MS/MS를 이용한 비글견 혈장 중 Acetylshikonin의 Method Development

본 시험은 LC/MS/MS를 이용한 비글견 혈장 중 2-Mercaptoethanol로 Acetylshikonin을

유도체화하여 분석하는 조건을 검토하기 위하여 실시하였다.

(가) 2-Mercaptoethanol을 사용한 Acetylshikonin의 유도체화 방법에서 비글견 혈장 중 10

~ 500 ng/mL의 정량범위에서 Acetylshikonin 유도체의 직선성을 확인하였다.

(나) 2-Mercaptoethanol의 몰농도를 낮출수록 Acetylshikonin의 유도체화가 증가하는 것을

확인하였다.

(다) 추출용매 (Ethylacetate, Tert-butylmethylether,Hexane,Cyclohexane)에서

Acetylshikonin 유도체 및 Emodin의 추출율이 서로 다른 양상으로 나타나는 것으로

확인하였고, 최저정량한계농도를 낮추기 위해 Acetylshikonin 유도체의 추출율이 가장

높은 Cyclohexane으로 추출하는 것이 적절하다고 판단한다.

따라서, 2-Mercaptoethanol의 몰농도를 2 M에서 0.5 M로 변경하여 비글견 혈장 중 5

~ 500 ng/mL의 정량범위로 Acetylshikonin 유도체의 직선성을 확인할 수 있을 것으로

예상된다. 해당 조건으로 예비 시험 (B12616P)의 검체를 측정하여 비글견 혈장 중

Acetylshikonin 유도체의 정량범위가 적합한지 확인 예정입니다.

(21) LC/MS/MS를 이용한 랫드 혈장 중 Acetylshikonin의 검량선 확인 시험

본 시험은 시험물질을 10 mg/kg 및 1,000 mg/kg으로 투여한 예비 검체에서

Acetylshikonin의 농도 측정 결과로 랫드 혈장 중 Acetylshikonin의 적합한 정량 범위를

확인하기 위하여 실시하였다.

“LC/MS/MS를 이용한 랫드 혈장 중 Acetylshikonin의 유도체화 방법을 이용한 분석법

개발 (시험번호: S12065)”에서 확인한 조건으로 예비 검체에서 Acetylshikonin의 농도를

측정하였고, 품질관리 시료의 판정기준을 만족하지 못하였기 때문에 검체의

Acetylshikonin의 측정 농도는 유효하다고 판단하기에는 어려울 것으로 사료되지만 다음

과 같이 평가하였다.

(가) 시험물질을 10 mg/kg으로 투여한 경우에는 Acetylshikonin이 투여 후 0.5 ~ 1 시간에

최고 농도 (22.48 ~ 30.93 ng/mL)로 검출된 후, 투여 후 8시간 (최저정량한계농도: 10

ng/mL)까지 감소되는 양상으로 검출되었다.

(나) 시험물질을 1,000 mg/kg으로 투여한 경우에는 Acetylshikonin이 투여 후 0.5 시간에

최고 농도 (2,000 ~ 2,500 ng/mL)로 검출된 후, 투여 후 8시간 (농도: 380 ~ 600

ng/mL)까지 감소되는 양상으로 검출되었다.

따라서, 랫드 독성동태시험의 예정된 투여 용량인 25 mg/kg, 100 mg/kg 및 400
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mg/kg으로 시험물질을 투여하였을 때 랫드 혈장 중 Acetylshikonin의 정량 범위인 10

~ 2,000 ng/mL에서 검출 가능할 것으로 예상된다. 그러나, 랫드 혈장 중

Acetylshikonin의 정량 범위인 10 ~ 2,000 ng/mL에서 직선성 및 재현성이 향상된 보

다 확고한 분석법을 위하여 추가적인 분석법 검토가 필요할 것으로 판단된다.

(22) LC/MS/MS를 이용한 비글견 혈장 중 Acetylshikonin의 검량선 확인 시험

본 시험은 시험물질을 10 mg/kg 및 1,000 mg/kg으로 투여한 예비 검체에서

Acetylshikonin의 농도 측정 결과로 랫드 혈장 중 Acetylshikonin의 적합한 정량 범위를

확인하기 위하여 실시하였다.

“LC/MS/MS를 이용한 비글견 혈장 중 Acetylshikonin의 유도체화 방법을 이용한 분석

법 개발 (시험번호: S12066)”에서 확인한 조건으로 예비 검체에서 Acetylshikonin의 농도

를 측정하였고, 다음과 같이 평가하였다.

(가) 시험물질을 10 mg/kg으로 투여한 경우에는 Acetylshikonin 유도체가 투여 후 0.25 ~

1 시간에 최고 농도 (3.804 ~ 6.567 ng/mL)로 검출된 후, 투여 후 6 시간 (최저정량한

계농도: 2 ng/mL)까지 감소되는 양상으로 검출되었고, 투여 후 10 시간 이후에는 최저

정량한계농도 미만으로 검출되었다.

(나) 시험물질을 1,000 mg/kg으로 투여한 경우에는 Acetylshikonin 유도체가 투여 후 0.5 ~

2 시간에 최고 농도 (29.21 ~ 35.40 ng/mL)로 검출된 후, 투여 후 24 시간 (농도: 3.793

~ 4.409 ng/mL)까지 감소되는 양상으로 검출되었다.

비글견 독성동태시험의 투여 용량이 아직 예정되지 않았기 때문에 비글견 혈장 중

Acetylshikonin의 정량 범위는 투여 용량 확정 후 검토할 수 있을 것으로 판단된다.

(23) 자초추출물의 설치류 4주 반복투여독성시험의 조제물 중 Acetylshikonin의 농도분석

본 시험에서는 자초추출물의 4주 반복 경구 투여에 따른 전신 노출도를 확인하기 위해, 독

성동태시험에서 채취된 랫드 혈장 중 지료성분인 아세틸시코닌의 농도를 LC/MS/MS로 측

정하여 독성동태학적 파라미터를 산출하였다.

정량대상인 모든 TK 검체는 유효성 검증에서 확인된 안정성 조건〔초저온 냉동(관리범위:

-80℃ ∼ -60℃)에서 32일 이내 및 냉·해동 과정(초저온 냉동/빙냉 상태(on ice)) 1회 이

내〕에서 전처리하여 측정하였다. 검체의 정량은 품질관리 시료에 대한 판정기준에 따라

실시되었으며, 모든 결과가 판정기준을 만족함에 따라 아세틸시코닌의 정량 결과는 신뢰할

수 있다고 판단된다.

투여개시일(Day 1) 및 투여 28일(Day 28)에 아세틸시코닌의 AUClast 및 Cmax 는 용량 증가

에 따라 증가하는 경향을 나타내었다. 투여개시일의 고용량군에 AUClast와 투여 28일(Day

28)의 고용량군에서 Cmax를 제외하고 수컷이 암컷보다 더 높은 경향을 나타냈지만, 그 차이

가 작기 때문에 성차는 없다고 판단했다. 모든 시험물질 투여군에서 반복투여의 영향이 있

었고, 투여 28일(Day 28)의 AUClast 및 Cmax는 투여개시일(Day 1)보다 더 높게 나타냈었다.

Tmax는 0.50 ∼ 3.00 시간 및 t1/2는 5.48 ∼ 43.29 시간으로 나타났다.

(24) LC/MS/MS를 이용한 랫드 및 비글견 혈장중 Acetylshikonin의 validation

(가) LC/MS/MS를 이용한 랫드 혈장중 Acetylshikonin의 분석방법에 대한 validation:

LC/MS/MS를 이용한 랫드 혈장중 Acetylshikonin의 분석방법에 대한 validation을 실

시하였다. Carryover effect, 특이성, Matrix effect, 직선정, 일내재현성, 일간재현성

및 희석재현성을 검토한 결과 모두 판정기준을 만족하여 해당 분석방법은 유효한 것
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으로 판단된다.

아울러 랫드 혈장 중 acetylshikonin은 on ice에서 1시간 이내로 방치하는 경우, 초저

온 냉동(관리범위: -80℃ ∼ -60℃)에서 32일 이내로 보관하는 경우, 냉·해동과정(초

저온 냉동/on ice)을 1회 실시하는 경우 및 전처리를 마친 후 축정하는 경우에도 안정

성이 있음을 확인하였다. 또한, 표준물질 및 내부표준물질 표준원액은 실온에서 2시간

이내로 방치하거나 냉장(관리범위: 2 ∼ 8℃)에서 20일 이내에 보관한 경우에도 안정

성이 있음을 확인하였다. 따라서, 랫드 혈장 중 acetylshikonin의 분석방법은 검체의

농도 분석 시험에 적용할 수 있다고 판단된다.

(나) LC/MS/MS를 이용한 비글견 혈장중 Acetylshikonin의 분석방법에 대한 validation:

LC/MS/MS를 이용한 비글견 혈장중 Acetylshikonin의 분석방벙에 대한 validation을

실시하엿다. Carryover effect, 특이성, Matrix effect, 직선성, 일간재현성, 일내재현성

및 희석재현성을 검토한 결과 모두 판정기준을 만족하여 해당 분석방법은 유효한 것

으로 판단된다.

아울러 비글견 혈장 중 acetylshikonin은 on ice에서 2시간 이내로 방치하는 경우, 초

저온 냉동(관리범위: -80℃ ∼ -60℃)에서 42일 이내로 보관하는 경우, 냉·해동과정

(초저온 냉동/on ice)을 1회 이내로 실시하는 경우 및 전처리를 마친 후 71시간 이내

에 측정하는 경우에도 안전성이 있음을 확인하였다. 따라서, 비글견 혈장 중

acetylshikonin의 분석방법은 검체의 농도 분석 시험에 적용할 수 있다고 판단된다.

다. α-iso-cubebenol을 대상으로 한 비임상시험

(1) α-iso-cubebenol의 마우스를 이용한 소핵시험

시험물질 α-iso-cubebenol의 마우스 골수세포에 대한 소핵유발 유무를 평가하기 위하여

ICR 마우스를 이용하여 단회 경구투여하여 검토하였다.

소핵시험의 투여용량은 3용량(437, 219 및 109 mg/kg)으로 설정하였다. 또한, 음성대조

군 및 양성대조군을 설정하였다.

시험기간 동안, 시험물질 투여로 인한 일반증상 및 사망동물은 관찰되지 않았고, 시험물

질군의 체중도 음성대조군과비교시 유의성 있는 변화는 관찰되지 않았다.

소핵시험의 결과, 시험물질군에서는 다염성적혈구(Polychromatic erythrocyte, PCE) 중

소핵다염성적혈구 (Micronucleated polychromatic erythrocyte, MNPCE)의 출현빈도가

음성대조군과 비교하여 유의한 증가는 관찰되지 않았다. 또한, 총적혈구에 대한 다염성

적혈구의 비율도 음성대조군과 비교시 유의한 차이는 관찰되지 않았다.

양성대조군에서는 다염성적혈구 중 소핵다염성적혈구의 출현빈도가 음성대조군에 비해

현저하게 증가하였고, 총적혈구에 대한 다염성적혈구의 비율은 음성대조군과 비교시 유

의한 차이는 관찰되지 않았다.

이상의 결과로부터 α-iso-cubebenol은 본 시험의 조건하에서 마우스 골수세포의 소핵유

발에 영향을 미치지 않는 것으로 판단하였다.

(2) α-iso-cubebenol의 세균을 이용한 복귀돌연변이시험

시험물질 α-iso-cubebenol의 유전자돌연변이 유발성을 히스티딘 요구성인 살모넬라균

(TA98, TA100, TA1535 및 TA1537 균주)과 트립토판 요구성인 대장균

(WP2uvrA(pKM101) 균주)을 이용하여 대사활성화비존재하 및 존재하의 경우에 대해 각
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계열 S9 mix 본시험의 용량 (μg/plate)

단시간처리법
- 30.0, 15.0, 7.50, 3.75, 1.88

+ 170, 85.0, 42.5, 21.3

연속처리법 - 28.0, 14.0, 7.00, 3.50, 1.75

각 검토하였다.

본시험의 최고용량을 설정하기 위해, 5,000 µg/plate를 최고용량으로 하고, 이하 공비 4로

1,250, 313, 78.1, 19.5 및 4.88 μg/plate으로 용량설정시험을 실시한 결과, 시험물질에 의

한 생육저해가 대사활성화비존재하의 TA98균주는 313 μg/plate 이상, TA100, TA1535

및 TA1537균주는 19.5 μg/plate 이상, 대사활성화존재하의 TA98, TA100, TA1535 및

TA1537균주는313 μg/plate 이상에서 관찰되었다. WP2uvrA(pKM101)균주는 대사활성화

유무에 관계없이 생육저해는 관찰되지 않았다.

따라서, 본시험의 용량은 아래와 같이 설정하였다. 또한, 음성대조군 및 양성대조군을 설

정하였다.

균주명 S9 mix 본시험의 용량 (μg/plate)

TA98 - 313, 156, 78.1, 39.1, 19.5, 9.77
TA100, TA1535, TA1537 - 19.5, 9.77, 4.88, 2.44, 1.22, 0.610
TA98, TA100, TA1535,
TA1537 + 313, 156, 78.1, 39.1, 19.5, 9.77

WP2uvrA(pKM101) -/+ 5,000, 2,500, 1,250, 625, 313

본시험의 결과, 시험물질군에서는 대사활성화 유무에 관계없이 각 균주의 모든 용량에

대해서 복귀변이콜로니수는 부형제대조군의 2배를 초과하지 않았고, 용량의존적인 증가

도 관찰되지 않았다.

각 균주에 대한 양성대조군의 복귀변이콜로니수는 음성대조군과 비교하여 2배 이상 확

실하게 증가하였다.

이상의 결과로부터, 본 시험조건에서 시험물질 α-iso-cubebenol의 유전자돌연변이 유발

성은 없는 것으로 판단된다.

(3) α-iso-cubebenol의 포유류 배양세포를 이용한 염색체이상시험

시험물질 α-iso-cubebenol의 염색체이상 유발성을 포유류 배양세포주 (Chinese Hamster

Lung (CHL/IU) cell line)를 사용하여 검토하였다.

본시험의 최고용량을 설정하기 위해, 5,000 μg/mL을 최고용량으로 하고, 이하 2,500,

1,000, 500, 250, 100, 50, 10 및 5 μg/mL의 용량으로 세포증식억제시험을 실시한 결과,

단시간처리법의 대사활성화 비존재하 및 존재하, 연속처리법의 대사활성화 비존재하에서

세포독성이 관찰되어, 50% 세포증식억제용량 (Inhibition concentration 50%: IC50)을 산

출한 결과, 단시간처리법의 대사활성화 비존재 하에서는 29.5 μg/mL, 대사활성화 존재

하에서는 167.0 μg/mL, 연속처리법의 대사활성화 비존재 하에서는 28.0 μg/mL이었다.

따라서 , 본시험의 용량은 아래와 같이 설정하였다. 단시간처리법의 대사활성화 비존재

하 및 연속처리법의 대사활성화 비존재 하에서는 IC 50 근처에서 급격한 세포독성이 관

찰되었기 때문에 200 개의 분열중기상 세포를 관찰할 수 있는 3용량을 확보하기 위해

이하 공비 2로 4용량의 용량의 시험물질군을 설정하였다. 또한 , 각각의 처리계열에 대

해 음성대조군 및 양성대조군을 설정하였다.
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본시험의 결과 , 단시간처리법의 대사활성화비존재 하 및 존재 하, 연속처리법의 대사활

성화비존재하의 모든 처리계열에서 염색체이상을 가진 세포의 출현빈도는 5% 미만으로

염색체이상 유발 작용은 확인되지 않았으며, 음성대조군과 비교하여 통계학적으로 유의

한 차이도 관찰되지 않았다.

각 처리계열의 양성대조군에서는 구조이상을 가진 세포의 출현빈도가 음성대조군과 비

교시 통계학적 유의 하게 증가되었다.

이상의 결과로부터 본 시험조건 하에서 시험물질인 α-iso-cubebenol은 염색체이상을 유

발하지 않는 것으로 판단된다.

(4) α-iso-cubebenol의 Sprague-Dawley 랫드를 이용한 단회 경구투여 독성시험

본 시험은 시험물질인 α-iso-cubebenol을 Sprague-Dawley계 암수 6주령 랫드에 단회

경구투여시 나타나는 독성을 평가하고, 개략의 치사량을 구하기 위하여 실시하였다.

군구성은 시험물질 2,000 및 1,500 mg/kg의 용량 및 대조군(corn oil)의 3군으로 하고,

암수 각각 5 마리씩 단회 경구투여 하였다. 투여 후 14일 동안, 일반증상의 관찰 및 체

중측정을 실시하였고, 관찰기간 종료 시에 안락사시켜 부검하였다.

암수 1,500 및 2,000 mg/kg 투여군에서 사망례는 관찰되지 않았다. 일반증상에서는 암수

1,500 mg/kg 투여군에서 투여당일 또는 투여 후 1일에 유연 또는 점액변이 관찰되었고,

암수 2,000 mg/kg 투여군에서 투여당일 또는 투여 후 1일에 유연, 점액변, 보행이상 또

는 하복부의 오염이 관찰되었으나, 투여 후 2일부터는 일반증상의 이상은 관찰되지 않았

다. 체중 및 부검에서 시험물질 투여에 의한 영향은 인정되지 않았다.

본 시험의 조건 하에서 α-iso-cubebenol을 랫드에 단회 경구투여한 결과, 개략의 치사량

은 암수 모두 2,000 mg/kg을 상회하는 것으로 판단된다.

(5) α-iso-cubebenol의 토끼를 이용한 피부자극시험

시험물질 α-iso-cubebenol의 피부자극시험을 11주령의 수컷 NZW 토끼 6마리를 사용해

서 검토하였다.

토끼의 경배부위에 좌우 각 2부위, 합 4부위의 투여부위를 설정하고, 그 중 2부위를 비

찰과부위, 그 외 2부위를 찰과부위로 하였다. 시험물질원액 0.5 mL를 각각의 비찰과 및

찰과부위의 시험물질투여부위에 적용하여 24시간 폐색첩포하였다. 투여 후 24, 48 및 72

시간에 ‘Draize의 피부반응 평가표1)’에 따라서 피부반응을 평가하고, 투여 후 24 및 72

시간에 대한 1차피부자극지수(Primary Skin Irritation Index, P.I.I.)를 구하여 피부자극성

을 판정하였다.

시험물질투여부위의 비찰과 및 찰과부위에서 투여 후 24시간에 모든 동물에서 홍반(평점

3)이, 투여 후 48 및 72시간에는 모든 동물에서 홍반(평점 2)이 관찰되었다. 시험물질의

1차피부자극지수(P.I.I.)는 ‘2.5’로, 자극정도는 ‘중등도 자극성(Moderately irritant)’으로 분

류되었다.

무처치대조부위의 비찰과 및 찰과부위에서는 모든 관찰시간에 홍반 및 부종등의 피부반

응은 모든 동물에서 관찰되지 않았다.

관찰기간 중, 모든 동물에서 일반증상 및 체중에 이상은 확인되지 않았다.

이상의 결과로부터, 본 시험 조건하에서 시험물질 α-iso-cubebenol은 토끼의 피부에 대

해서 ‘중등도 자극성’이 있는 물질로 판단된다.
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(6) α-iso-cubebenol의 토끼를 이용한 안점막자극시험

시험물질 α-iso-cubebenol의 안자극시험을 11주령의 수컷 NZW 토끼 9마리를 사용해서

검토하였다.

비세안군은 토끼 6마리의 우안 결막낭 내에 시험물질원액 0.1 mL를 투여하고, 투여 1, 2,

3, 4 및 7일에 각막, 홍채 및 결막 등의 안구병변을 관찰하였다. 세안군은 별도의 3마리

의 토끼를 사용해서 비세안군과 동일하게 투여하고, 투여 30초 후에 세안한 후, 세안효과

를 확인하였다. ‘Draize의 안구병변의 등급1)’에 따라서 시험물질의 안점막자극을 평가하

고, Guillot의 ‘안점막자극 평가표2)’를 참조해서 안점막자극의 정도를 분류하였다.

비세안군에서 시험물질의 투여 1, 2, 3, 4 및 7일에 각막, 홍채 및 결막 등의 안구병변은

모든 동물에서 관찰되지 않았다. 비세안군의 I.A.O.I. (Index of Acute Ocular Irritation)

는 ‘0’으로, 자극정도는 ‘무자극물’로 분류되었다.

세안군에서는 모든 관찰시간에 안구병변은 모든 동물에서 관찰되지 않았다.

관찰기간 중, 각 군의 모든 동물에서 일반증상 및 체중에 이상은 확인되지 않았다.

이상의 결과로부터, α-iso-cubebenol은 토끼의 안에 대해서 자극성이 없는 것으로 판단

된다.

(7) LC/MS/MS법을 이용한 랫드 및 비글견 혈장중 α-iso-cubebenol 분석법 개발 및 검증

이 연구의 목적은 랫드와 비글견 혈장에서 α-iso-cubebenol 정량을 위한 생체시료분석법

을 개발하는데 있다. 이 연구에서 최우선 순위로 있는 것은 측정하고자 하는 물질이 앞서

보고된 “LC/MS/MS를 이용한 랫드 및 비글견 혈장중 α-iso-cubebenol의 분석법 개발을

위한 타당성시험 (Study No. S12076/S12077)”에서 electrospray ionization (ESI) 및

atmospheric pressure chemical ionization (APCI)에 의한 이온화가 되지 않았기 때문에

유도체화를 하여 이온화될 수 있는 조건을 개발하는 것이었다.

측정물질 α-iso-cubebenol의 구조로 부터 hydroxyl group과 화학적으로 반응성 있는

3-nitrophthalic anhydride (NPA)를 유도체화 시약으로 사용하였다. 유도체화 반응 요소

에 대해 최적화를 수행하였고 α-iso-cubebenol-NPA를 negative mode에서 multiple

reaction monitoring 방법을 이용하여 최적화 하였다. 내부표준물질은 mefenamic acid로

서 유도체화 없이 사용하였다.

분석컬럼은 XBridge Shield RP18 column (2.1 mm ×50 mm, 3.5 µm, Waters, USA)으로

40oC 의 온도조건에서 사용하였다. 이동상 A는 0.1% formic acid, 이동상 B는 0.1%

formic acid in acetonitile로 B가 65% (35/65, v/v) 로 유지되도록 isocratic 조건으로 하

였다. 유속은0.4 mL/min으로 하였다. Mass spectrometer는 negative ESI mode로 수행하

였다.

랫드 및 비글견 혈장시료는 n-hexane/ethanol (97:3, v/v) 용매로 추출하고 40oC 온도조

건의 질소 기류하에서 증발건조 시켰다. 유도체화 완료후에 유도체화 용액을 건조시켰다.

건조후 남은 잔사에 메탄올과 산성 버퍼를 첨가하여 재용해하고, 산성조건 하에서

n-hexane/ethanol (97:3, v/v)용매로 추출하였다. 유기용매 상층액을 40oC 온도조건의 질

소기류하에서 증발건조 시켰다. 남은 잔사는 이동상(A:B, 35:80, v/v)으로 재용해하고,

LC/MS/MS에 5 µL 주입하였다.

LC조건과 전처리 조건을 최적화 후에 생체시료분석법의 부분 밸리데이션을 수행하였다.

랫드와 비글견 혈장중 검량선은 10~2000ng/mL 정량범위에서 양호한 직선성을 나타내었
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다. 그러나 품질관리시료를 이용한 배치내 재현성 시험에서는 정확성과 정밀성이 시험기

준을 만족시키지는 못했다. 이 시험방법에서 재현성이 좋지 않은 것은 유도체화 방법이

양호하지 않다는 것과 적절한 내부표준물질로 유도체화를 시키는 것이 필요하다고 생각

되었다.

내부표준물질 후보는 구조적으로 hydroxyl group이 있고, α-iso-cubebenol-NPA와 유사

한 소수성을 지닌 물질이 필요하다고 판단되어 1-pentadecanol을 내부표준물질로 선택

하여 유도체화하는 것으로 선택하였다. 내부표준물질을 이용하여 유도체화 조건을 확인하

는 것으로 진행하고 있으나, 적절한 내부표준물질의 합성이 불가능하여 차선의 물질로서

선정이 필요할 수 있다. 또한 Taget 분석 물질의 물질특성으로 인해 전반적 물질 분석의

분석법 개발 및 검증에 어려움이 있어 추후 변경 될 수 있다.

라. EC-18을 대상으로 한 비임상시험

(1) EC-18의 랫드를 이용한 13주 반복 경구투여 독성시험

본 시험은 EC-18을 Sprague-Dawley (Crl:CD(SD))계 암수 랫드에 13주간 반복 경구투

여시 나타나는 독성반응과 그 안전성을 평가하기 위하여 실시하였다.

시험물질은 500, 1,000 및 2,000 mg/kg/day의 3개 용량으로 군당 암수 각 10마리에 13주

간 경구투여하였다. 또한, 부형제 (Olive oil)를 투여하는 대조군을 설정하여 군당 10마리

에 13주간 경구 투여하였다.

관찰기간 동안 일반증상관찰, 체중측정, 사료섭취량 측정, 안과학적 검사 및 뇨검사를 실

시하였고, 관찰기간 종료 후 혈액 및 혈액생화학적 검사, 장기의 중량, 부검 시 육안적

검사 및 조직병리학적 검사를 수행하였다.

관찰기간 동안, 암수 시험물질 투여군 모두에서 일반증상에서의 이상 및 사망례는 관찰

되지 않았다.

체중, 사료섭취량, 안과학적 검사, 뇨검사, 혈액학적 검사, 혈액생화학적 검사, 장기중량,

부검소견 및 조직병리학적 검사에 있어서, 암수 시험물질 투여군에서 시험물질 투여에

기인한 독성학적인 변화는 관찰되지 않았다.

본 시험 조건하에서 EC-18을 500, 1,000 및 2,000 mg/kg/day로 암수 랫드에 13주간 반

복 경구투여한 결과, 독성학적으로 의미 있는 변화가 관찰되지 않았기에 무독성량

(NOAEL)은 암수 모두 2,000 mg/kg/day를 상회하는 것으로 판단한다.

(2) EC-18의 비글견을 이용한 13주 반복 경구투여 독성시험, 4주 회복시험 및 독성동태시험

본 시험은 군당 암수 각 3 마리의 비글견을 이용하여 시험물질인 EC-18을 0 (대조군),

500, 1,000 및2,000 mg/kg/day의 용량으로 13주간 반복 경구투여 시 나타나는 독성반응

과 그 안전성을 평가하고, 대조군과 고용량군에 암수 각 군당 2마리씩 4주간의 회복군을

설정하여 독성변화의 가역성 여부를 확인하였으며, 독성동태시험을 통해 약물의 전신노

출도를 평가하기 위하여 실시하였다

실험기간 중, 암수 모두에서 사망동물은 발생하지 않았으며, 암수 모든 시험물질투여군

에서 시험물질에 의한 회백변이 용량의존적으로 빈번하게 관찰된 것을 제외하고, 시험물

질의 투여에 의한 이상증상은 관찰되지 않았다. 그 외, 체중, 사료섭취량, 안검사, 심전도

검사, 뇨검사, 혈액학적 및 혈액생화학적 검사, 장기중량, 부검 및 조직병리학적 검사에



81

서 이상 변화는 관찰되지 않았다.

투여 13주 (투여 91일)에 실시한 독성동태시험에서 EC-18의 전신노출도 (AUClast,

Cmax)는 암수 모두 비례적이지는 않지만 용량의 증가에 따라 증가하였으나, 암컷 2,000

mg/kg/day 투여군에서는 1,000 mg/kg/day 투여군과 유사하였으며, 500 및 1,000

mg/kg/day 투여군에서는 암컷이 수컷보다 전신노출도가 높은 경향을 보였다. 그 외, 반

복투여에 의한 축적현상은 없는 것으로 판단되며, Tmax는 개체에 따라 1~2시간 또는

8~12시간으로 나타났다.

이상의 결과에 의해, 본 시험조건 하에 암수 비글견에 대한 무독성량 (NOAEL)은 2,000

mg/kg/day를 상회하는 것으로 판단된다.

(3) EC-18의 비글견을 이용한 13주 반복 경구투여 독성시험, 4주 회복시험 및 독성동태시험

본 시험은 군당 암수 각 3 마리의 비글견을 이용하여 시험물질인 EC-18을 0 (대조군),

500, 1,000 및2,000 mg/kg/day의 용량으로 13주간 반복 경구투여 시 나타나는 독성반응

과 그 안전성을 평가하고, 대조군과 고용량군에 암수 각 군당 2마리씩 4주간의 회복군을

설정하여 독성변화의 가역성 여부를 확인하였으며, 독성동태시험을 통해 약물의 전신노

출도를 평가하기 위하여 실시하였다

실험기간 중, 암수 모두에서 사망동물은 발생하지 않았으며, 암수 모든 시험물질투여군

에서 시험물질에 의한 회백변이 용량의존적으로 빈번하게 관찰된 것을 제외하고, 시험물

질의 투여에 의한 이상증상은 관찰되지 않았다. 그 외, 체중, 사료섭취량, 안검사, 심전도

검사, 뇨검사, 혈액학적 및 혈액생화학적 검사, 장기중량, 부검 및 조직병리학적 검사에

서 이상 변화는 관찰되지 않았다.

투여 13주 (투여 91일)에 실시한 독성동태시험에서 EC-18의 전신노출도 (AUClast,

Cmax)는 암수 모두 비례적이지는 않지만 용량의 증가에 따라 증가하였으나, 암컷 2,000

mg/kg/day 투여군에서는 1,000 mg/kg/day 투여군과 유사하였으며, 500 및 1,000

mg/kg/day 투여군에서는 암컷이 수컷보다 전신노출도가 높은 경향을 보였다. 그 외, 반

복투여에 의한 축적현상은 없는 것으로 판단되며, Tmax는 개체에 따라 1~2시간 또는

8~12시간으로 나타났다.

이상의 결과에 의해, 본 시험조건 하에 암수 비글견에 대한 무독성량 (NOAEL)은 2,000

mg/kg/day를 상회하는 것으로 판단된다.

(4) EC-18의 단회 경구투여에 의한 랫드의 중추신경계에 미치는 영향 평가시험

본 시험은 6 주령의 수컷 Sprague-Dawley 랫드에 시험물질인 EC-18을 단회 경구투여

하였고, 기능관찰시험 (Functional observational battery, FOB)을 실시하여 중추신경계

에 미치는 영향을 평가하였다.

군구성은 대조군과 500, 1,000 및 2,000 mg/kg 용량의 시험물질투여군의 총 4 군으로 설

정하여 각 군당 8 마리씩 투여하였고, 대조군은 부형제인 olive oil을 투여하였다.

기능관찰시험의 home cage 내에서의 관찰, open field 내에서의 관찰, hand held 하에서

의 관찰, 감각∙운동기능검사 및 체온측정은 투여 전 (pre), 투여 후 0.5, 1, 3, 6 및 24

시간째에 실시하였다.

500, 1,000 및 2,000 mg/kg 용량의 시험물질투여군은 기능관찰시험의 모든 parameters에

서 시험물질의 투여에 의한 변화는 관찰되지 않았다.

결론적으로 랫드를 이용한 단회 경구투여에서, 시험물질인 EC-18은 500, 1,000 및 2,000
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mg/kg 용량에서 중추신경계에 미치는 영향이 없는 것으로 판단된다.

<Functional observational battery, FOB>

(5) EC-18의 누드마우스에 이식된 인체 유래의 골수암 세포주 RPMI 8226에 대한 항암시험

본 시험은 인체 유래의 골수암 세포주인 RPMI 8226 세포가 이식된 수컷 누드마우스에

시험물질인 EC-18 을 경구투여 한 후 종양의 성장 억제 효과를 평가하고자 실시하였다.

군구성은 음성대조군, 125, 500 및 2,000 mg/kg 용량의 시험물질투여군 및 120 mg/kg

용량의 양성대조군으로 각 군당 10 마리씩 총 5 군으로 설정하였다.음성대조군은 부형제

인 olive oil 을, 시험물질투여군은 EC-18 을, 양성대조군은 젬시타빈(Gemcitabine)을 1

일 1 회, 5 주간, 총 32 회 위내에 강제투여하였고, 투여 후 33 일째까지 관찰하였다.

관찰기간 동안 매일 1 회 일반증상을 관찰하였고, 동물의 체중 및 종양의 부피는 주 2

회 측정하였다. 관찰기간 종료 일에 종양을 적출하여 종양의 중량을 측정하였다. 종양의

부피측정에서, 500 mg/kg 용량의 시험물질투여군의 일부 측정시점에서 음성대조군과 비

교하여 유의하게 억제 되었으나, 125 및 2,000 mg/kg 용량에서는 모든 측정시점에서 통

계학적으로 유의한 차이를 나타내지 않았다.

종양의 중량측정에서, 125, 500 및 2,000 mg/kg 용량의 시험물질투여군은 음성대조군과

비교하여 통계학적으로 유의한 차이를 나타내지 않았다.

양성대조군의 종양의 부피는 일부 측정시점에서 음성대조군과 비교하여 유의 (p<0.05)하

게 억제되었고, 종양의 중량은 음성대조군과 비교하여 작게 측정되는 경향을 나타냈다.

일반증상관찰 및 체중측정 결과, 모든 투여군에서 각 물질의 투여에 의한 이상소견 및

사망례는 관찰되지 않았다.

결론적으로, 누드마우스에 이식된 인체 유래의 골수암 세포주인 RPMI 8226 에 대한 항

암효능시험에서, 시험물질인 EC-18 은 종양의 성장을 억제하는 효과가 없는 것으로 판

단된다.
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Photograph 1. Photograph of RPMI 8226 tumor-bearing

nude mice at the end of obserbation period
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Photograph 2. Photograph of tumors removed from RPMI

8226 tumor-bearing nude mice at the end of observation
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(6) EC-18의 collagen으로 유발된 DBA/1J 마우스의 관절염에 대한 효능시험

본 시험은 수컷 DBA/1J 마우스에 bovine type II collagen을 투여하여 관절염을 유발한

후, 시험물질인 EC-18을 반복 경구투여하여 관절염에 대한 개선효능을 평가하고자 실시

하였다. 동시에 양성대조물질1인 레미케미드는 반복 복강투여하고, 양성대조물질2인 메

토트렉세이트를 반복 경구투여하여 비교하였다.

군구성은 정상대조군, 음성대조군, 125, 500 및 2,000 mg/kg 용량의 시험물질투여군, 20

mg/kg 용량의 양성대조군1 및 2.5 mg/kg 용량의 양성대조군2의 총 7군으로 각 군당 10

마리씩 설정하였다.

정상대조군 및 음성대조군은 부형제1인 olive oil을, 125, 500 및 2,000 mg/kg 용량의 시

험물질투여군은 EC-18을, 양성대조군1은 remicade를, 양성대조군2는 methotrexate를 1

일1회, 5주간, 총 35 회 양성대조군1은 복강투여를, 그 외 나머지 투여군은 위내에 강제

투여하였다.

정상대조군으로 사용하기 위하여 관절염을 유발하지 않은 동물을 제외한 모든 동물은

bovine type II collagen과 complete Freund’s adjuvant 또는 incomplete Freund’s

adjuvant를 유화한 emulsion으로 총 2 회 immunization하여 관절염을 유발하였다.

관찰기간 동안 매일 1회 일반증상 관찰, 주1회 체중측정, 주2회 육안적 관절염지수 평가

및 주2회 발등두께 측정을 실시하였다. 조직적출일에 채취한 혈청에서 interleukin-6 및

anti-type II collagen IgG의 농도를 측정하였고, 양쪽 뒷다리의 무릎관절을 적출하여 관

절염 증상에 대한 조직병리학적 검사를 실시하였다.

정상대조군과 비교하여 음성대조군은 관절염 평가항목인 육안적 관절염지수, 발등두께,

혈중 interleukin-6 (IL-6) 및 anti-type II collagen (anti-CII) IgG 농도 및 조직병리학

적 관절염점수가 유의하게 증가하여 관절염 모델이 확립된 것으로 확인되었다.

125 mg/kg 용량의 시험물질투여군은 발등두께, 조직병리학적 관절염점수 및 혈중 IL-6,

anti-CII IgG 농도는 음성대조군과 비교하여 유의한 차이는 나타나지 않았으나, 감소하

는 경향을 나타냈고, 가장 중요한 평가항목인 육안적 관절염지수에서 음성대조군과 비교

하여 유의하게 감소하였다.

500 및 2,000 mg/kg 용량의 시험물질투여군은 발등두께, 조직병리학적 관절염점수 및

혈중 Anti-CII IgG의 농도는 음성대조군과 비교하여 유의한 차이는 나타나지 않았으나,

감소하는 경향을 나타냈고, 육안적 관절염 지수와 혈중 IL-6 농도에서 음성대조군과 비

교하여 유의하게 감소하였다.

20 mg/kg 용량의 양성대조군1 및 2.5 mg/kg 용량의 양성대조군2는 발등두께, 조직병리

학적 관절염점수 및 혈중 anti-CII IgG의 농도는 음성대조군과 비교하여 유의한 차이는

나타나지 않았으나, 감소하는 경향을 나타내었고, 가장 중요한 평가항목인 육안적 관절

염 지수와 혈중 IL-6 농도에서 음성대조군과 비교하여 유의하게 감소하였다.

결론적으로, 본 시험에서 DBA/1J 마우스에 bovine type II collagen으로 유발된 관절염

에 대하여 시험물질인 EC-18은 125, 500 및 2,000 mg/kg 용량에서 관절염증상을 개선

시키는 효능이 있는 것으로 판단된다.
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Representative Observation of Arthritic Severity (H&E stain, × 100)

S: synovial membrane, 

C: cartilage, TB: trabecular bone, 

GP: growth plate, BM: bone marrow

Arrow (↓: Articular cartilage 
destruction and bone erosion, Star (*): 
Pannus

Arrow head (▼: hyperplasia of the 
synovial membrane, Cross(†): 
polymorphonuclear cell infiltration
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(7) EC-18의 랫드를 이용한 경구투여 배태자 발생독성시험

본 시험은 임신한 Sprague-Dawley 랫드를 이용하여 시험물질인 EC-18을 착상부터 경구개가 폐

쇄되는 시기 (임신 7 ~ 17 일)까지 경구투여하여 임신모체 및 배·태자의 발생에 미치는 영향을 관

찰하고, 그 안전성을 평가하기 위해서 실시하였다.

관찰기간 중, 암수 모든 시험군에서 사망례는 관찰되지 않았으며, 일반증상, 체중, 사료섭취량, 장

기중량 및 부검 등 검사에서도 시험물질에 의한 영향은 관찰되지 않았다. 또한, 제왕절개 성적, 생

존태자의 체중 및 태반중량, 외표, 내장, 골격 및 골화도 등의 검사에서도 시험물질에 의한 영향으

로 판단되는 변화는 관찰되지 않았다. , 본 시험 조건하에 임신모체 및 배∙태자의 발생에 대한

무독성량 (NOAEL)은 2,000 mg/kg으로 판단된다.

(8) EC-18의 랫드를 이용한 경구투여 수태능 및 초기배 발생독성시험

암수 Sprague-Dawley 랫드를 EC-18를 수컷은 교배 전 4주부터 부검 시까지, 암 컷은

교배 전 2주부터 착상 시기까지 경구투여하여 수태능 초기배 , 그 안전성을 평가하기 위

하여 실시하였으며, 수컷 7주령부터 9주간(약 62일), 암컷 8주령부터 7 일까지(약 28 ∼

37일) 경구투여(투여용량, 대조군, 500, 1,000 및 2,000 mg/kg/day) 하였다.

암컷 대조군과 500 및 2,000 mg/kg/day 투여군에서 1례씩 , 수컷에서 이상증상은 관찰되

지 않았다. 체중은 암수 체중변화는 대조군 및 시험물질투여군에서 용량의존적인 변화가

관찰되지 않았으며, 사료섭취량에서도 대조군 및 시험물질투여군에서 용량의존적인 변화

가 관찰되지 않았다. 또한 교배성적면에서 군당 22마리의 수컷과 암컷을 교배시켜 본 결

과 대조군과 저, 중 및 고용량군에서 용량의존적인 차이는 관찰되지 않았다.(교미율(%)

각각 95.5, 100, 100 및 100이고 수컷 및 암컷의 수태율(%)은 각각 100, 100, 100 및 100,

군평균 교배기간(일)은 각각 2.7, 2.2, 1.7 및 1.8일). 착상률 및 배자사망률은 임신 15일

제왕절개 결과, 대조군과 저, 중 및 고용량군에서 용량의존적인 차이는 관찰되지 않았다.

(착상률(%) 각각 84.4, 80.7, 85.1 및 82.7, 배자사망률(%) 각각 4.2, 4.2, 7.2 및 4.7)

마. Gomisin J를 대상으로 한 비임상시험

(1) LC/MS/MS를 이용한 랫드 및 비글견 혈장 중 Gomisin J의 분석법 개발

랫드와 비글견 혈장중에서 gomisin J와 내부표준물질인 glimepiride는 액-액 추출법으로

추출하고 LC/MS/MS로 측정하였다. 랫드 및 비글견 혈장중 gomisin J의 측정은

2~1,000 ng/mL의 검량범위에서 양호한 직선성을 보였다. 랫드 혈장중 최저정량한계에서

일내정밀성 및 정확성은 5.5% 및 101.7%이었고, 그 이외 농도에서는 일내 정밀성은

2.7% ~ 6.6%이었고, 정확성은 92.8% ~ 94.0%이었다. 비글견 혈장중 최저정량한계에서는

일내 정밀성 및 정확성은 6.7% 및 84.8% 이었고, 그 이외 농도에서는 일내 정밀성은

3.0% ~ 14.6% 이었고, 정확성은 102.1% ~ 103.7%이었다.

생체시료분석에 관한 상세사항은 하기에 나타내었다.

상기의 결과는 랫드와 비글견 혈장중 gomisin J에 대해 개발된 생체시료분석법은 경량

범이 2 ~ 1,000 ng/mL에서 양호한 직선성과 재현성 있는 결과를 나타내었음을 확인하였

다. 따라서 개발된 생체시료분석법은 벨리데이션 시험에 적용할 수 있다.
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Validation 
items Classifications Results

Carryover effect Gomisin J No carryover effect
Glimepiride No carryover effect

Selectivity Gomisin J No interfering peak
Glimepiride No interfering peak

Matrix effect Gomisin J Matrix effect 59.0% and 71.7%
(6 and 800 ng/mL) Precision 1.5% and 4.4%
Glimepiride Matrix effect 92.9%
(60 ng/mL) Precision 0.9%

Recovery

Gomisin J Recovery 48.9%, 63.1% and 
57.7%

(6, 80 and 800 ng/mL) Precision 12.7%

Glimepiride
(60 ng/mL)

Recovery 7.2% 

Linearity of Gomisin J 2 to 1000 ng/mL, 1/X Correlation 0.9970 to 0.9999

(2) LC/MS/MS를 이용한 랫드 혈장 중 Gomisin J의 분석법 Validation

본 시험에서는 Liquid Chromatography/Tandem Mass Spectrometry (이하 LC/MS/MS)

를 이용하여 랫드 혈장 중 Gomisin J의 분석방법에 대한 유효성 검증 (이하 validation)

을 실시하였다.

랫드 혈장 중 Gomisin J의 농도 측정을 위해 Glimepiride 를 내부표준물질로 사용하였

으며, 랫드 혈장 50 µL로부터 Gomisin J와 내부표준물질을 tert-butyl methyl ether로

추출한 후 LC/MS/MS로 측정하였다.

아래 표에 validation 항목 및 결과를 요약하였으며, 본 기관에서 확인한 분석방법은 랫

드 혈장 중 Gomisin J의 농도 측정에 적용 가능하다고 판단된다.
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calibration 
curve and 
quantification 
range

coefficient
LLOQ 
(2 ng/mL)

Accuracy 94.0% to 119.8%

Other concentrations
(5 to 1000 ng/mL)

Accuracy 88.2% to 112.3%

Intra-assay Gomisin J LLOQ Accuracy 99.4%
(2 ng/mL) Precision 5.9%

Low, Mid and High Accuracy 97.6%, 87.1% and 
91.1%

(6, 80 and 800 ng/mL) Precision 1.9%, 2.5% and 
4.1%

Inter-assay Gomisin J LLOQ Accuracy 99.0%
(2 ng/mL) Precision 8.9%

Low, Mid and High Accuracy 94.2%,92.2% and 
93.7%

(6, 80 and 800 ng/mL) Precision 5.2%, 5.7% and 
4.4%

Dilution
reproducibility

Gomisin J 2-fold dilution Accuracy 97.2%
(1500 ng/mL) Precision 2.8%

Stability in Gomisin J Initial sample Accuracy 97.6% and 91.1%
plasma (6 and 800 ng/mL) Precision 1.9% and 4.1%

Short-term temperature 
stability

Accuracy 102.4% and 
93.6% 

(21.4 to 23.2°C, 4 hrs) Precision 14.3% and 7.6%
Long-term stability Accuracy 88.8% and 95.4% 
(-72.2 to -60.9°C, 35 
days)

Precision 7.0% and 3.6%

Long-term stability Accuracy 102.4% and 
93.6% 

(-72.2 to -60.9°C,38 days) Precision 14.3% and 7.6%

Freeze /thawcycle 
stability

Accuracy 92.5% and 99.0% 

(5 cycles) Precision 3.4% and 3.3%

Processed sample in 
autosampler

Accuracy 112.5% and 
114.4%

(10°C, 27.5 hrs) Precision 4.7% and 2.3%
Stability in Gomisin J Initial sample Precision 9.3%
stock solution Room temperature Residual 100.3%

(20.4 to 22.8°C, 6 hrs) Precision 10.2%
Refrigeration Residual 90.1% 
(4.0 to 4.9°C, 34 days) Precision 14.5%

Glimepirid
e Initial sample Precision 9.8%
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Room temperature Residual 103.8%
(20.4 to 22.8°C, 6 hrs) Precision 8.8%
Refrigeration Residual 114.7%
(4.0 to 4.9°C, 34 days) Precision 4.6%

Stability in Gomisin J Initial sample Precision 9.3%
working Room temperature Residual 101.0%
solution (20.4 to 22.8°C, 6 hrs) Precision 5.9%

Refrigeration Residual 92.3% 
(4.0 to 4.9°C, 34 days) Precision 5.3%

Glimepirid
e Initial sample Precision 9.8%

Room temperature Residual 94.4%
(20.4 to 22.8°C, 6 hrs) Precision 11.5%
Refrigeration Residual 85.5%
(4.0 to 4.9°C, 34 days) Precision 12.7%

(3) LC/MS/MS를 이용한 랫드 및 비글견 혈장중 Gomisin J의 분석법 개발을 위한 타당성 시험

랫드와 비글견 혈장에서 gomisin J에 대한 생체시료분석법 개발의 타당성을 확인하였다.

Gomisin J와 내부표준물질로서 사용된 sildenail 의 MS/MS이온화 및 LC 용출조건에 대

한 분석법 최적화를 실시하였다. 분석조건의 상세사항은 아래표에 정리하였다.

최적화 조건에서 LC/MS/MS 장치로 2.5 pg의 gomisin J를 측정하였다. 측정된 2.5 pg의

양은 랫드와 비글 혈장량을 20 μL 샘플링하여 전처리한 시료 100 μL 중 10 μL를 주입

하였을 때 회수율과 생체시료영향을 배제의 경우로 산정시 1.25 ng/mL로 예상되었다.

따라서 생체시료분석법 개발은 최적화된 LC/MS/MS조건에 따라 실시될 수 있다.
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2절. 제1협동. 질환 동물 개발 및 효력시험 연구

1. 연구내용

가. 질환모델동물개발 : 주요 5대 질환의 모델동물을 개발하여 질환 관련 특성을 분석하고, 신약

유효성을 테스트 할 수 있는 질병 관련 인자들을 확인하여 모델동물로서 유효한 사용 가능

성을 연구하였다.

(1) 심순환 질환 모델동물 개발 : ASC-2 GEM 마우스 개발

<Disruption of mouse Asc-2 gene>

(가) Germ-line mutation에 의한 Asc-2의 결핍은 심장을 포함한 다양한 organ에서 문제를 일

으킴. Germ-line mutation에 의한 Asc-2의 결핍은 마우스에서 embryonic lethality를 유

발함. Germ-line Asc-2 결핍에 의한 embryonic lethality를 피하고, 성체에서만 심장 특

이적으로 Asc-2를 제거하기 위해서 alpha-MHC-Cre transgenic 마우스를 이용해

Asc-2f/f:alpha-MHC-Cre TG의 genotype을 갖는 마우스를 만듦으로써 심장질환 모델

마우스를 생산

(나) 심장질환의 생체 내 연구를 가능하게 하는 심장질환동물모델의 유의성 있는 개체수를

확보하고 ASC-2 GEM 마우스에서 나타나는 확장성 심근병증을 정밀진단함. 사람의 병

증과 비교를 통해 인간질환 동물모델로서의 가치를 판단한다.

(2) 암 질환 모델동물 개발 : Ei24 GEM 마우스 개발

(가) 생체 내에서 Ei24가 암발생의 억제에 관여하는지의 여부를 관찰하기 위해서는 GEM 모

델의 확립이 절실하다.

(나) 당시 유전자 결손 마우스를 대량으로 생산하기 위해 International Gene Trap

Consortium (IGTC)이 결성되어 Gene Trap된 내량의 ES cell colne들을 확보하였다.

(다) Ei24 유전자가 결손된 마우스를 제작하기 위해서 Ei24 gene trap ES cell을 분양받았으

며, 이를 사용하여 Ei24 KO 마우스를 생산였으며, Ei-24의 결손은 Embryonic lethality

를 유발함을 발견하였다.

(3) 대사성질환 동물모델 개발 : ATF-3 GEM 마우스 개발

생체 내에서 ATF3에 의한 대사질환 표현형을 보이는 모델동물을 개발하기 위하여 Vector
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를 구축하고 cloning, construction의 과정을 거쳐 ATF3 GEM 마우스 제작하고 제작된

ATF3 GEM 마우스 모델에 대사성질환유도를 위해 고지방식이로 비만을 유도하여 대사질

환 특성에 대한 연구를 진행하였다.

(4) 뇌신경질환 동물모델 개발 : DM-1, GX2 GEM 마우스 개발

(가) RIKEN 및 IKMC Banking resource에서 targeted ES cell line 확보 및 blastcyst

injection. DM-1, GX2 GEM의 targeted ES의 GLT(Germline trasmission) 후 chimera

를 생산한 뒤 GEM 마우스의 genotyping을 하여 GEM 마우스를 대량 생산하였다.

(나) 제작된 DM-1, GX2 GEM 마우스에서 신경계질환 특성에 대한 연구를 진행하였다.

나. 모델동물 활용 천연물 유래 신약 후보 물질 유효성 검증

세부 과제에서 개발된 모델동물을 이용하여 본 과제내의 타 연구팀에서 확보한 천연물 유

래 신약 후보 3종의 질환관련 치료제로서의 유효성을 검토하였다.

다. 연구내용 변경

본 과제의 3차년도 진행후 과제 계속 평가에서 평가 위원들의 의견을 종합하여 연구내용을

다음과 같이 변경하였다.

(1) 본 과제에서 개발된 모델동물 중 한종에 대하여 집중적으로 모델동물의 표현형 및 질환 관

련 특성을 분석 : Ei-24 활용 종양 발생 억제 연구 진행 (2) 본 과제에서 개발된 모델동물

중 모델동물의 표현형 및 질환 관련 특성이 분석된 1종을 대상으로 천연물 유래 신약 후보

의 질환관련 치료제로서의 유효성을 검토

2. 연구방법

가. 질환동물모델

(1) 심순환질환 동물모델 : ASC-2 GEM 마우스 개발

① ASC-2 GEM의 vector 제작

② ASC-2 GEM의 targeted ES 확보

③ ASC-2 GEM targeted ES의 blastocyst injection

④ ASC-2 GEM targeted ES의 GLT (Germline transmission)

⑤ ASC-2 GEM targeted ES의 chimera 생산

⑥ ASC-2 GEM genotype 및 대량 생산

(2) 암질환 동물모델

① Ei24 GEM의 vector 제작

② Ei24 GEM의 targeted ES 확보

③ Ei24 GEM targeted ES의 blastocyst injection

④ Ei24 GEM targeted ES의 GLT (Germline transmission)

⑤ Ei24 GEM targeted ES의 chimera 생산

⑥ Ei24 GEM genotype 및 대량 생산

(3) 대사성질환 동물모델

① ATF-3 GEM의 vector 제작
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② ATF-3 GEM의 targeted ES 확보

③ ATF-3 GEM targeted ES의 blastocyst injection

④ ATF-3 GEM targeted ES의 GLT (Germline transmission)

⑤ ATF-3 GEM targeted ES의 chimera 생산

⑥ ATF-3 GEM genotype 및 대량 생산

(4) 뇌신경질환 동물모델

① DMI-1, GX2 (뇌신경질환) GEM의 vector 제작

② DMI-1, GX2 (뇌신경질환) GEM의 targeted ES 확보

③ DMI-1, GX2 (뇌신경질환) GEM의 targeted ES의 blastocyst injection

④ DMI-1, GX2 (뇌신경질환) GEM의 targeted ES의 GLT(Germline transmission)

⑤ DMI-1, GX2 (뇌신경질환) GEM의 targeted ES의 chimera 생산

⑥ DMI-1, GX2 (뇌신경질환) GEM의 genotype 및 대량 생산

(5) GEM의 genotype 및 대량 생산

① Genotyping : 마우스의 꼬리를 0.5~1cm정도 잘라 DirectPCR lysis solution을 첨가하여

60℃에서 O/N으로 녹인 후에 13,000rpm에서 30초간 centrifuge하여 상등액을 취해 PCR

을 실시

② Mass Production and Breeding : heterozygote를 선발하여 hetxhet 교배 방식으로

homozygote KO 마우스와 wild type control 마우스를 선발

나. 신약개발 유효성 평가를 위한 질환관련 특성 분석

(1) 심순환질환 동물모델

① 조직처리 : 심장 및 혈관을 적출하여 formalin 고정 후 파라핀에 포매하여 H&E 염색을

통하여 조직병리학적 변화를 관찰

② H&E 염색 : paraffin 처리된 slide를 xylene 7분간 염색함. 염색된 슬라이드를 alcohol

100%, 90%, 80%, 70% 순서대로 7분씩 처리함. 그 후에 tap water로 10분간 washing하고

다시 D.W.로 washing함. filter paper로 여과한 헤마톡실린으로 3분 염색한 후 tap water

로 10분간 washing함. 다시 D.W.로 washing해준 후 eosin 5분 염색한 후 alcohol 80, 90,

95, 100% 순으로 2회씩 dipping하여 탈색함. 마지막으로 xylene을 처리하여 투명하게 만

들어 주는데 처음엔 한번 담그기만 하고, 2,3,4,5번째는 7분씩 담가둠.

(2) 암질환 동물모델

① 조직병리 : 조직을 적출하여 formalin 고정 후 파라핀에 포매하여 H&E 염색을 통하여 조

직병리학적 변화를 관찰

② H&E 염색 : paraffin 처리된 slide를 xylene 7분간 염색함. 염색된 슬라이드를 alcohol

100%, 90%, 80%, 70% 순서대로 7분씩 처리함. 그 후에 tap water로 10분간 washing하고

다시 D.W.로 washing함. filter paper로 여과한 헤마톡실린으로 3분 염색한 후 tap water

로 10분간 washing함. 다시 D.W.로 washing해준 후 eosin 5분 염색한 후 alcohol 80, 90,

95, 100% 순으로 2회씩 dipping하여 탈색함. 마지막으로 xylene을 처리하여 투명하게 만

들어 주는데 처음엔 한번 담그기만 하고, 2,3,4,5번째는 7분씩 담가둠.

③ 세포증식능 검색 : Ei24이 과발현된 cell line을 nude mouse에 injection하여 tumor

growth를 parental tumor cell과 비교함. 7일, 14일 경과 후 종양의 크기와 무게를 측정하
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여 Ei24이 세포 증식능에 미치는 영향을 연구함.

④ 발암물질 감수성 검색(DEN) : Ei24 GEM 마우스에 DEN(예시)을 처리하여 발암 감수성

에 대한 유의한 차이가 있는 지를 검색하여 종양모델동물로서의 유효성 가치를 평가함.

(3) 대사성질환 동물모델

① 체중증가, 지방량 측정 : 각 주령마다 몸무게와 비만의 척도인 지방과 간의 무게를 측정

함. 지방의 무게는 부고환에 붙어있는 지방의 무게(epididymal fat)를, 간 조직의 무게는

간의 전체 무게를 측정함. 측정된 무게를 몸무게로 나눠서 실제로 몸무게 증가량에 비례

하여 증가된 지방과 간 조직의 무게를 확인 함.

② 지방조직검사 : 적출된 지방 조직을 파라핀 포매 후 HE 염색을 하여 지방조직의 크기,

수를 조사하여 지방조직의 증식 정도를 파악함.

③ 혈당, GTT : 대조군과 KO 마우스의 혈액을 채취하여 혈청 화학 분석을 통해 중성지방

과 콜레스테롤 수치를 분석, leptin, adiponectin, level 분석 glucose tolerance test 를 실시

함으로 비만 정도를 확인함.

<체중증가, 지방량 측정>

(4) 뇌신경질환 동물모델

① 조직처리 : 조직을 적출하여 formalin 고정 후 파라핀에 포매하여 H&E 염색을 통하여 조

직병리학적 변화를 관찰

② H&E 염색 : paraffin 처리된 slide를 xylene 7분간 염색함. 염색된 슬라이드를 alcohol

100%, 90%, 80%, 70% 순서대로 7분씩 처리함. 그 후에 tap water로 10분간 washing하고

다시 D.W.로 washing함. filter paper로 여과한 헤마톡실린으로 3분 염색한 후 tap water

로 10분간 washing함. 다시 D.W.로 washing해준 후 eosin 5분 염색한 후 alcohol 80, 90,

95, 100% 순으로 2회씩 dipping하여 탈색함. 마지막으로 xylene을 처리하여 투명하게 만

들어 주는데 처음엔 한번 담그기만 하고, 2,3,4,5번째는 7분씩 담가둠.
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③ Hippocampuse의 세포 증식능 검색 : 각 조직에서 유전자의 발현을 확인하여 뇌와 근육

에서 특이적으로 유전자가 과다 발현됨을 확인함. 생산된 이들 마우스의 행동적 이상을

관찰하기 위하여 Water Mazing을 실시하여 정상 마우스와 형질전환 마우스에서 Escape

Latancy, Distance를 SMAT-DL 프로그램을 이용하여 확인함.

<치매모델동물의 행동학적 시험결과>

3. 연구결과

가. 질활동물모델 개발

(1) 심순환 질환 모델동물 개발 : ASC-2 GEM 마우스 개발

① Classical ASC-2 KO 마우스는 발생단계 중 embryo의 심장형성 과정에서 defect가 발생

함에 따라 homozygote KO 마우스는 embryonic lethality를 나타냄. 따라서 ASC-2의

defect로 인한 심장질환의 발생 가능성을 예상할 수 있지만, 심장질환 연구에 성체인

homozygote KO 마우스의 사용이 불가능했기 때문에 동물모델로는 부적합하다.

② ASC-2 KO 마우스의 embryonic lethality를 극복하고, 심장질환에서 ASC-2의 역할을

연구하기 위해서 ASC-2 Dominant Negative (DN)를 발현시킴으로써 KO 마우스를

mimic하는 전략을 마련함. ASC-2의 DN은 normal ASC-2와 nuclear hormone receptor

의 결합을 저해함으로써 본래의 기능을 억제하지만 lethality는 관찰되지 않았다.

③ ASC-2의 DN1 TG 마우스는 heart에서 DN1을 발현하며, 확장성 심근병증으로 진단되는

심장질환을 보인다.

<DN1 TG 마우스의 생산>
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④ 심장질환 중 확장성 심근병증은 환자 10만명 중 40여명이 걸리는 매우 흔한 질병으로, 이

중 약 40%의 환자가 가족력을 보임. 확장성 심근병증은 RRAR이나 RAR과 같은 nuclear

hormone receptor가 knockout 되면 유발되는 것이 알려져 있는데, ASC-2가 이런

nuclear hormone receptor와 결합하여 기능을 조절할 수 있었으나 심장질환은 혈관 및 복

잡한 생리작용의 이상으로도 나타날 수 있는 만큼, whole body에서 DN1이 발현되는 TG

의 특성상 타 장기이상에 의한 영향을 고려하지 않을 수 없음. 이에 추가적으로

conditional ASC-2 마우스를 이용하여 심장특이적인 KO 마우스를 생산함으로써 본 심장

병증을 정밀진단하고 동물모델로 정립하였다.

<Conditional ASC-2 KO 마우스를 이용한 심장특이적인 ASC-2 KO 마우스 제작>

⑤ Conditional ASC-2 마우스에서 심장 특이적으로 유전자를 적중시키기 위해서 심장에서

만 Cre를 발현시키는 α-MHC-Cre 마우스와 교배함으로써 심장특이적인 ASC-2 KO 마

우스를 확보할 수 있었다.

<심장특이적인 ASC-2 KO 마우스의 생산>

⑥ 이 마우스들은 심순환질환모델로서 분석하여 유의성 있는 결과를 도출할 수 있는 수준의

개체수 확보와 연령대 유지를 위해서 유전학적 교배계획과 사육을 진행하였음. 본 과정에

최소 9개월에서 12개월의 기간이 소요되었다.

<심장특이적인 ASC-2 KO 마우스의 생산을 위한 mating scheme>
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⑦ 확보된 마우스 중 3개월령에서부터 12개월령까지의 마우스를 분석에 이용하여 ASC-2

KO 마우스에서 나타나는 확장성 심근병증을 진단하였음. 심장 특이적으로 ASC-2의 결

손이 일어날 경우, 3개월령부터 8개월령까지 premature death가 일어남을 관찰할 수 있

었다.

<심장 특이적 ASC-2 결손 마우스(Δheart)의 survival rate>

⑧ Premature death가 발생한 마우스의 심장은 정상에 비해 2배가량 커져있고, 절편조직염

색에서 심벽의 두께가 얇아진 것이 확인됨. 이는 사람의 확장성심근병증과 매우 유사하

다.

<Premature death가 발생한 심장 특이적 ASC-2 결손

마우스(Δheart)의 확장된 심장 및 절편조직염색>

⑨ 절편조직의 trichrome 염색 결과, 심장 내 damage에 의한 fibrosis가 초래되어 있음을 확

인함. 심장 내 fibrosis는 약 5개월령의 마우스에서 관찰되었으며, 이후 ASC-2가 어떤

mechanism을 통해서 심장병을 유발하는지 밝히기 위해서 확보된 마우스들에서도 추가적

인 병리관찰이 필요하다.
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<심장 특이적 ASC-2 결손 마우스의 확장된 심장의 절편조직염색>

⑩ 해당 연구기간 동안 기 확보된 ASC-2 conditional KO 마우스를 이용하여, 심순환질환

모델로서 가치를 판단하기 위한 연구를 진행하였음. 국내 심순환질환 전문가와의 공동 연

구를 통해 심장 특이적으로 ASC-2를 KO 시킨 마우스에서 나타나는 표현형을 정밀 분석

하였다.

⑪ Echocardiography를 이용하여 심장특이적 ASC-2 결손이 DCM을 유발함을 심장기능이

직접적으로 조절됨을 보임. f/f (WT)에 비해 ASC-2가 한 allele만 제거되어도 심장병이

유발됨을 확인할 수 있었고, 두 allele가 모두 사라졌을 때 증상이 더욱 심해진다.

<Echocardiography>

⑫ 투사전자현미경(TEM)을 이용한 심근세포 분석 결과로 ASC-2가 결손 되면

mitochondria의 모양과(왼쪽 그림) mitochondrial DNA 양에 이상이 생김을 알 수 있다.

<투사전자현미경(TEM)을 이용한 심근세포 분석>
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⑬ 심장의 mitochondrial RNA를 분석한 결과 ASC-2유전자가 하나라도 결손 되면 WT에

비해 그 양이 감소하며, 두개의 ASC-2가 모두 제거되면 더욱 증상이 심해짐을 알 수 있

다.

<심장의 mitochondrial RNA분석>

⑭ nuclear receptor 중 하나인 PPARδ 결손이 확장성 심근병증을 유발함. ASC-2가 이러한

receptor와 결합을 하므로 PPARδ의 타깃을 보기로 함. ASC-2결손 마우스의 심장에서

PPARδ 타깃인 Mcpt1, Cd36, Fatp1, Pdk4, 그리고 Ucp3 등이 감소함. 따라서 심장 특이

적 ASC-2결손 마우스는 PPARδ의 활성화를 못 시켜 확장성 심근병증이 유발됨을 밝혔

다.

<ASC-2결손에 따른 PPARδ의 활성 저하>

⑮ 사람에서 또한 ASC-2가 확장성 심근병증과 연관이 있는지 조사하기 위해 특발성 심근

병증 환자 50명에게서 얻은 DNA를 이용해 ASC-2의 변이를 조사함. 50명 중 5명에게서

3가지 종류의 변이가 확인됨. 이러한 변이는 아미노산의 변이를 유발한다.

사람의 ASC-2 유전자에서 발견된 3가지 종류의 DNA 서열 변이
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⑯ 변이가 일어난 부분에 대한 종간의 서열 분석을 통해 3개 중 2가지 종류의 변이가 사람

에서부터 제브라피시까지 보존이 됨을 확인하였으며 703번과 1176번 아미노산은 종 간

매우 잘 보존되어 있으며, 766번은 한 종류의 원숭이에서 자연적인 변화가 있음을 확인하

였다.

<사람에서부터 제브라피시에 걸친 ASC-2의 아미노산 서열 분석>

⑰ 이러한 변이가 PPARδ의 활성에 영향을 주는지 luciferase 분석을 통해 규명하고자 함.

luciferase 분석 결과 703번과 1176번 아미노산이 변이가 일어났을 때 정상과 766에 비해

현저히 낮은 PPARδ 활성을 보임을 확인하였다. 따라서 마우스뿐만 아니라 사람에서도

ASC-2가 확장성 심근병증 유발에 관여할 수 있음을 보였다.

<ASC-2의 아미노산 변이에 따른 PPARδ 활성도의 변화>

(2) 암질환 모델동물 개발 : Ei24 GEM 마우스 개발

① Ei24가 E2F1의 target임을 밝히고 tumor suppressor로써의 기능을 제시함. 또한 암의 전

이과정에 필요한 성질인 세포의 migration과 invasiveness, Epithelial–mesenchymal

transition (EMT) 등을 억제하는 것을 확인함으로써 Ei24가 암발생 및 전이 과정에 관여

할 수 있음을 확인하였다.

② Ei24가 포함된 생체 내 발암 기전을 분석하여 암질환 동물모델로 확립하기 위해서 Ei24

gene trap ES cell을 확보하고 Ei24 KO 마우스를 생산하였다.



101

<Ei24 KO 마우스 생산>

③ Ei24의 결손은 embryonic lethality를 유발함. 이로 인해서 암 연구를 위한 성체

homozygote의 확보가 어려웠음. 이후 Ei24+/- 마우스의 조직에서 Ei24 발현의

haplo-insufficient를 확인하고 암질환 동물모델의 생산을 위해서 Ei24 heterozygote 마우

스를 이용하였다.

<Haplo-insufficient Expression of Ei24 in Ei24+/- Mouse Tissues>

④ Ei24+/- 마우스의 조직들을 H&E염색하여 관찰한 결과, 주요 장기들에서 염증반응이 증

가되어 있음. Ei24가 염증반응에 관여함. 위암 및 간암의 경우 많은 경우 염증반응으로 인

해 발생하였다.

 

<Ei24+/- 마우스 조직의 비정상적 Chronic Inflammation>
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⑤ 간암 연구 및 치료제 개발을 위한 동물모델 개발의 필요성이 부각됨에 따라 Ei24+/-

(Het) 마우스를 간암 동물모델로 확립하기 위해서 Het (Ei24+/-) 마우스에

Diethylnitrosamine (DEN)을 처리하여 hepatocellular carcinoma (HCC)를 유도함. 대조

군 WT 마우스에 비해 Het (Ei24+/-) 마우스에서 HCC의 발생이 증가하므로 간암 동물모

델로서의 분석 필요성을 보였다.

<Ei24+/-(Het) 마우스에 DEN을 처리>

⑥ DEN을 처리한 후 damaged liver의 lesion을 H&E염색하여 분석한 결과, Ei24+/- (Het)

마우스에서 hepatocellular carcinoma (HCC)의 증가와 함께 hepatocellular adenoma

(HCA)도 증가하엿으며 유의성 검사 및 추가적인 DEN-induced HCC의 분석이 필요하다.

<HCC가 유발된 Ei24+/- 마우스의 간 절편조직염색과 lesion 분석>

⑦ WT과 Ei24+/- 마우스에 각각 DEN을 처리한 후 30주와 50주에 tumor formation을 분석

하여, genotype에 따른 tumor 발생의 유의성을 분석하였다.

<DEN-induced HCC formation in wild-type and Ei24+/- mice>
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⑧ Ei24 TG마우스와 genetic 모델을 이용하여 Ei24가 암 질환을 억제하는지 살펴보기로 하

였다.

<Ei24 TG마우스 제작 및 Genotyping 결과>

⑨ MMTV-PyMT 마우스와 교배를 통해 Ei24가 breast tumorigenesis를 억제함을 증명하

였다.

<MMTV-PyMT 마우스와 교배>

⑩ Mammary gland specific cre를 이용하여 breast에 Ei24를 과발현 시킨 마우스와 breast

cancer model인 MMTV-PyMT 모델과의 교배를 통하여 Ei24의 breast에서의 과발현은

breast tumor를 상당히 감소시키는 것을 확인하였다.

<WT, TG 마우스의 Tumor weight, volume>
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⑪ MMTV-PyMT로 유도된 breast tumor는 대략 120일 정도 시간이 지나면 lung으로

metastasis가 되고 Ei24의 breast에 과발현으로 인해 breast cancer의 lung metastasis가

현저히 감소함을 알 수 있다.

<MMTV-PyMT로 유도된 breast tumor에서 lung으로의 metastasis>

⑫ 세포의 운동성 조절은 암 세포가 전이를 하는데에 있어서 가장 기본적이지만 필수적인

요인이므로 Ei24의 발현 조절이 세포의 운동성에 대한 영향을 알아보기 위해 boyden

chamber를 이용하여 세포의 운동성을 조사하였다. Ei24의 발현은 human과 mouse의 세

포의 운동성을 저하시키고 Ei24의 발현 저하는 오히려 세포의 운동성을 증가 시킴켰으며,

세포의 운동성 조절에 가장 필수적인 세포 골격의 변화를 앞서 구축한 stable cell line들

을 이용하여 조사함. Ei24의 발현 저하는 세포의 골격을 좀 더 세포가 이동하기 수월한

방향으로 변화시켜서 운동성을 조절하는 것을 확인하엿다.

< EI24에 의한 세포 운동성 조절 및 세포 골격 변화>
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⑬ 암의 전이에 필요조건인 세포간의 communication의 조절 여부를 확인하기 위해 hanging

drop culture를 통해 cell-cell interaction을 조사하였다. Ei24의 발현 저하는 세포 간의

interaction을 감소시켜 세포들을 자유로운 상태로 변화시키는 것을 확인함. Ei24 발현 저

하 세포는 주변의 ECM들과의 interaction을 증가시켜 세포의 운동성, 암의 전이에 더 유

리하게 만드는 것을 알 수 있었다.

<EI24에 의한 adhesion 조절>
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⑭ EI24가 암의 전이를 조절하는 데 있어 세포의 골격 구조의 변화, 세포 간의 interaction,

세포와 ECM과의 adhesion 조절은 Epithelial to Mesenchymal Transition (EMT)의 전형

적인 표현형임. Ei24에 의한 EMT의 조절을 연구하고자 epithelial type의 cancer cell을

이용하여 Ei24에 의한 EMT 여부를 확인하였고, Cellular, biochemical data 모두 EI24에

의한 epithelial 세포의 mesenchymal 세포로의 전환이 일어난다는 것을 증명하고 있으며,

EMT에서 가장 중요한 cadherin switch의 여부는 사람 환자에서도 그 경향성이 있음을

확인하였다.

<EI24에 의한 EMT 조절>
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⑮ EMT로 수반되는 EI24의 암 전이에 대한 조절은 암 세포가 침윤력(invasiveness)을 갖게

하고, Anoikis에 대한 저항성을 지니게 한다.

<EI24의 EMT 조절>

⑯ EI24 유전자를 발현 조절하여 수행한 microarry결과 EI24는 NF-kB 신호전달과정에 밀

접한 연관이 있음을 알 수 있었음. luciferase결과 EI24는 NF-kB 활성을 억제하는 것으로

관찰됨. EI24는 NF-kB의 구성 요소인 p65의 핵으로의 이동을 억제함. 염증반응과 관련된

사이토카인의 발현을 조절하는 것으로 관찰되었다.

<EI24의 NF-kB 신호조절>
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⑰ EI24는 TNFα complex I의 구성요소인 TRAF2/5와 protein binding을 함을 관찰함.

TNFα를 매개로하는 NF-kB의 활성을 조절하였다.

<TNFα complex I의 조절을 통해 NF-kB의 활성을 조절하는 EI24>

⑱ Cellular data와 Biochemical data들을 토대로 실제 생체 내에서 EI24의 암 전이의 역할

을 규명하기 위해 syngeneic mouse model 시스템을 이용함. EI24의 과발현은 malignant

한 세포의 전이성을 현저히 감소, EI24의 발현 저하는 암 세포의 전이를 생체 내에서도

촉진하였다.

<in vivo 모델에서 EI24에 의한 암 전이 조절>
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⑲ EI24의 발현은 정상 혹은 낮은 grade의 암보다 전이 암에서 현저히 감소되는 것으로 관

찰됨. EI24의 발현이 적은 전이암환자의 예후가 좋지 않음을 관찰함. EI24가 TRAF2를

통한 NF-kB를 조절함을 밝혔고, 환자수준에서도 밀접한 관련이 있음을 관찰함. 전이암

환자 중 낮은 EI24와 높은 TRAF2의 발현을 보이는 환자들이 반대의 경우보다 좋지않은

예후를 보였다.

<in silico 분석을 통한 clinical 수준에서 EI24의 암전이에서의 역할 규명>

⑳ EI24 존재하에서 Complex I 구성 물질인 TRAF2/5는 EI24에 의해 lysosomal

degradation이 되어 complex I이 붕괴되어 신호전달을 못하지만 EI24가 발현 저하되면

TRAF2/5등이 안정화되고 TNFa에 의한 신호전달이 constitutive하게 활성화되어 외부

신호를 RIP1의 K63 Ub를 통한 scaffold 작용으로 IKK complex를 통해 p65의 활성화를

이끌어 내어 transcription factor로 작용하게 하였다. IL-6, IL-8등의 염증 반응과 관련된

사이토카인들의 분비가 촉진되며 암전이를 촉진하게 되었다.

<EI24에 의한 NF-kB 활성화 조절을 통한 암 전이 조절 모델>
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<ATF3 vector contsruction, cloning>

(3) 대사성질환 모델동물 개발 : ATF-3 GEM 마우스 개발

① 생체 내에서 ATF3 에 의한 대사질환 표현형을 보이는 모델동물을 개발하기 위하여

Vector 구축하고 cloning, construction의 과정을 거쳐 ATF3 GEM제작을 하였다.
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② 대사성질환유도를 위해 고지방식이로 비만을 유도한 뒤 체중변화는 큰 차이가 없었으며

IPGTT의 반응성에는 차이를 보임. 지방조직의 변화는 유의미한 차이를 보이고 있지 않

았다.

<HFD challenge 후 Body weight변화>

<ATF3 Tg 마우스의 IPGTT>

<ATF3 Tg, WT 마우스의 Adipose tissue staining>
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③ ATF3 GEM은 비만 특이적 특성 변화는 크지 않지만 인슐린 저항성과 관련된 모델동물

로서의 발전 가능성은 있는 것으로 사료된다. 2차년도 연계 연구에서는 지방간 중심의 대

사질환 특성을 좀 더 연구할 필요가 있을 것으로 사료된다.

④ 현재 다른 유전자를 대상으로 대사질환 모델 개발 가능성 여부를 타진 중에 있음.

UQCRB 유전자를 타겟으로 knock-out mouse를 제작하기 위하여 targeted ES cell 확보

와 blastocyst injection을 할 계획이다.

(4) 뇌신경질환 동물모델 개발 : GX2, DM-1 GEM 마우스 개발

① RIKEN 및 IKMC Banking resource에서 targeted ES cell line 확보 및 blastcyst

injection.

② Germline transmisstion test중에 있다.

<DM-1, GX2 GEM 마우스 개발 scheme>

<DM-1, GX2 GEM 마우스 Germline transmission test>
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나. 개발된 질환모델동물을 이용한 신약후보물질의 유효성 검증

(Ei24 GEM 활용 신약 후보 물질 유효성 평가 (진행중))

다. 개발된 실험동물모델에 대한 보완사항 점검

제1협동 과제에서 개발한 모델동물의 신약후보 검색 유효성에 적합한 지를 판단하기 위하여

전문자 집단을 활용한 모델동물의 자원으로서의 가치를 검증 받는다.

성명 소속 분야

황대연 부산대학교 신경질환모델동물

이호 국립암센터 암질환모델동물

이영재 가천의대 심순환질환모델동물

엄홍덕 원자력의학원 암질환모델동물

오승현 국립암센터 암질환모델동물

최철수 가천의대 대사질환모델동물



114

3절. 제2협동. 천연물 질환, 패혈증 및 항암 효능 천연물 신약후보물질개발

1. 오미자로부터 패혈증에 효능을 가진 α-iso-cubebenol의 대량 분리

가. 오미자로부터 α-iso-cubebenol의 대량추출

(1) α-iso-cubebenol이 다량 함유된 분획 추출

DI 66.22 g을 충진한 25 cm × 3.0 cm의 칼럼에 오미자 헥산 추출물 12.29 g을 loading

한 다음 pretanol 50, 75, 95%와 chloroform 및 hexane을 순차적으로 가하여 eluting하였

다 (방법 A와 B의 반복). 방법 A와 B에서 Pretanol의 농도는 물질을 분리하는 효과가

없을 것으로 판단되었다.

따라서 pretanol의 농도를 95%로 고정하고, chloroform 및 hexane으로 eluting한 결과

pretanol의 동도를 나누어서 실험한 결과와 유사하였다 (방법 C). Pretanol을 대체할 수

있는 acetone 및 methano의 효과를 검증하기 위하여 방법 C에서 acetone으로 대체한

결과 α-iso-cubebenol을 함유하는 분획을 얻을 수 없었다. 따라서 적당한 방법을 95%의

pretanol을 이용하면 α-iso-cubebenol이 함유된 분획을 얻을 수 있었다 (방법 D).

분리 함량을 높이기 위하여 DI 267.27 g을 충진한 35 cm × 5.5 cm의 칼럼에 오미자 헥

산 추출물 55.13 g을 loading 한 다음 95%의 pretanol, chloroform 및 hexane으로 순차

추출한 결과 방법 C와 유사한 결과를 얻었으므로 하나의 칼럼에 추출물 약 55 g을

loading할 수 있는 좋은 방법이 확립되었다 (방법 E와 F).

그림 2-1. DI를 이용한 α-iso-Cubebenol이 다량 함유된 분획방법 확립

(2) 방법 2-2. α-iso-cubebenol의 다량 순수분리

1차 년도와 동일한 방법을 이용하였는데 그 방법은 다음과 같이 수행되었다. DI 칼럼을

이용하여 α-iso-cubebenol이 다량 함유된 방법이 개발되었으므로, 이를 근거로 하여 α
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-iso-cubebenol의 순수분리 방법의 개발이 필요하다.

DI 칼럼으로부터 얻은 1번 분획 14SCH1 7.3036 g을 100 cm × 3.0 cm의 sephadex 칼럼

에 loading 한 후 MeOH로 eluting 한 결과 거의 분리되지 않았기 때문에 분획물 7.6551

g (14SCH1IB)을 얻었다. 14SCH1IB 분획물을 실리카겔로 충진한 60 cm × 5.0 cm의 칼

럼에 loading하여 dichloromethane, dichloromethane과 acetone의 혼합용액을 순차적으로

가하여 순수분리한 α-iso-cubebenol 272.3 mg과 α-iso-cubebenol이 함유된 분획물

(14SCH1IBIL-IM) 436.6 mg을 얻었다. 14SCH1IBIL-IM 436.6 mg을 다시 실리카겔 컬

럼하여 55.3 mg의 순수물질을 얻어 6일 동안에 방법 F-1으로부터 328.5 mg의 순수분리

한 α-iso-cubebenol을 얻었다 (그림 2-2, 2-3, 2-4).

그림 2-2. α-iso-Cubebenol이 다량 함유된 분획으로부터 순수분리 방법

그림 2-3. α-iso-Cubebenol이 다량 함유된 TLC profile
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그림 2-4. α-iso-Cubebenol이 다량 분리된 TLC profile

따라서 이러한 방법을 이용하여 2차연도에는 97% 이상의 순도를 가진 α-iso-cubebenol

약 10 g을 순수분리하였으며, 약 5 g은 제 1세부과제 책임자에게 물질을 전달하여 현

재 전임상 실험 중에 있다.

2. 지치로부터 항암 효능 추출물의 대량 확보

가. 지치 추출물의 함량 평가

지치 추출물의 함량은 1년차와 동일하게 HPLC 분석법을 이용하여 지치 추출물 중 5종의

shikonin 유도체의 함량을 측정하였다. HPLC 분석 조건은 Agilent/HP 1100 series

HPLC-DAD 시스템, 칼럼은 Luna C18 column (150 mm × 3.0 mm, ID 5 μm), 용매조건

은 1.0 ml/min의 조건에서 methanol–acetonitrile gradient를 이용하여 분석하였다. 그 결

과 5종의 시코님 유도체들의 상관값이 모두 0.99900-0.99987로서 분석조건을 얻었다.

나. 항암 효능 물질로 공급된 지치 추출물의 구조 및 HPLC 결과

5종의 순수분리한 성분은 GC-MS, 1H-NMR and 13C NMR spectral 분석을 통하여

Shikonin (1), Deoxyshikonin (2), β-Hydroxyisovalerylshikonin (3), Acetylshikonin (4) and

Isobutyrylshikonin (5)임을 밝혔다. 순수분리한 5종의 shikon 유도체는 분석이 확립된 HPLC

로서 확인한 결과 98% 이상의 순도를 나타내었다.
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Fig. 1. Chemical structures of shikonin derivatives isolated from LEH extract.

Fig. 2. A typical HPLC chromatogram of pure compounds (A) and hexane extract
(B) from the roots of LE using a Luna C18 (2) column (Phenomenx, 150×3mm, 5μm
particle size) fitted to to an Agilent 1100 series. S, shikonin; DS, deoxyshikonin; AS,
acetylshikonin; HIS, β-hydroxyisovalerylshikonin; IBS, isobutylshikonin. Acquisition

wavelength: 520 nm.

다. 지치 추출물의 주요 성분 함량

지치 시코닌 유도체를 HPLC를 이용하여 분석한 결과, 항암 활성을 나타내는 추출물의 주요

성분은 acetylshikonin 23.24%, isobutylshikonin 18.62% 및 β-hydroxyisovalerylshikonin

15.07%였으며, 그 외에도 deoxyshikonin은 3.82% shikonin은 1.85%로서 소량 함유되어

있었다.

Table 1. Contents of naphthoquinone derivatives in hexane extract of L. erythrorhizon.

Napthoquinones Concentrations (%)

Shikonin 1.85 ± 0.06

Deoxyshikonin 3.82 ± 0.05

Acetylshikonin 23.34 ± 0.41

β-hydroxyisovalerylshikonin 15.07 ± 0.51

Isobutylshikonin 18.62 ± 0.36
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3. Gomisin J의 혈관이완작용 규명

가.흰쥐 대동맥 혈관근에 대한 Gomisin J의 이완작용을 규명

Gomisin J는 혈관 내피세포 의존성과 비의존성 이완작용을 나타내었고, 내피세포 의존성

이 작용이 비의존성 이완작용에 비하여 더 강함을 나타냄(Fig. 1)

Fig. 1. Gomisin J-induced relaxation in aortic rings without endothelium (ED-) or with

endothelium (ED+). (A) Representative tracings show the vasorelaxant effects of GJ (1–.30 μ

g/ml) in phenylephrine (PE, 10
−5

M)-precontracted aortic rings. Ach, 10
−6

M acetylcholine;

SNP, 10−7 M sodium nitroprusside. (B) Quantitative data of GJ-induced vasorelaxation in ED−

(n=5) or ED+group (n=6). Data were expressed as means±SEM. *Pb0.05, **P<0.01 vs.

corresponding value in ED−group.

나. Gomisin J와 Gomisin A의 혈관이완작용 강도 비교

Gomisin J에 의한 혈관근 이완작용이 Gomisin A의 작용보다 더 강함이 증명되었음(Fig.

2).

Fig. 2. Pharmacological characterization of gomisin J-induced vasorelaxation. GJ-induced

relaxation was significantly attenuated when the endothelium (ED)-intact specimens were

exposed to NG-nitro-L-argininemethyl ester (L-NAME, 10
−4

M), but remained unaffected by

indomethacin (INDO, 10−5 M) and tetraethylammonium (TEA, 10−3 M). (A) Representative

tracings. (B) Quantitative data were expressed as means±SEM from 5 experiments. *P<0.05,

**P<0.01 vs. corresponding control value.
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다. Gomisin J의 혈관근 이완작용 기전 규명

(1) 흰쥐 대동맥 혈관근 이완작용 기전 규명. 혈관 내피세포 존재시 nitric oxide (NO) 생성

저해제인 L-NAME에 의해서 Gomisin J의 혈관 이완작용이 억제되었음. 하지만,

cyclooxygenase 억제제인 indomethacin (INDO)과 K 통로 억제제인

tetraethylammonium (TEA)에 의하여서는 영향을 받지 아니하였음. 따라서, Gomisin J

의 혈관이완작용이 혈관내피세포에서 생성되는 NO 생성과 연관이 있음을 확인하였음

(Fig. 3).

Fig. 3. Gomisin J-induced NO production in aortic tissues. Aortic tissues were treated with GJ

(1– 30 μg/ml) for 30 min, and then NO production was measured by DAF-FM using a

fluorescent microscope. (A) Representative photographs from 4 independent experiments. (B)

Representative photographs for GJ-induced NO production in aortic tissues in the presence of

L-NAME (10−4 M). Acetylcholine (Ach, 10−6 M) was used as a positive control. (C)

Quantitative data was expressed as ratio of control value, and data were represented as

means±SEM from 4 experiments.
**

P<0.01 vs. control;
##

P<0.01 vs. vehicle.

(2) Gomisin J와 NO 생성과의 연관성을 확인하기 위하여, 흰쥐 대동맥 혈관근을 이용하여

Gomisin J에 의한 NO 생성을 확인한 결과, Gomisin J의 농도 의존적으로 NO의 생성이

증가함을 확인하였고, 이 역시 NO 생성 저해제인 L-NAME에 의해 억제됨을 확인함

(Fig. 4).

Fig. 4. Gomisin J-induced NO production in HCAEC. Cells were treated with GJ (0.1–"3 μ
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g/ml) for 30 min, and then NO production was measured by DAF-FM. (A) Representative

photographs from 4 independent experiments. (B) Representative photographs for GJ-induced

NO production in HCAEC in the presence of L-NAME (10−4 M). Acetylcholine (Ach, 10−6

M) was used as a positive control. (C) Quantitative data were expressed as ratio to the

control, and data were represented as means±SEM from 4 experiments. **P<0.01 vs. control;
##

P<0.01 vs. vehicle.

(3) 혈관내피세포를 이용하여 Gomisin J에 의한 NO 생성을 확인한 결과, Gomisin J의 농도

의존적으로 NO의 생성이 증가하였고, 이 역시 NO 생성 저해제인 L-NAME에 의해 억

제됨을 확인하였음(Fig. 5).

Fig. 5. Gomisin J-induced NO production in HCAEC. Cells were treated with GJ (0.1–3 μg/ml) for 30

min, and then NO production was measured by DAF-FM. (A) Representative photographs from 4

independent experiments. (B) Representative photographs for GJ-induced NO production in HCAEC in

the presence of L-NAME (10
−4

M). Acetylcholine (Ach, 10
−6

M) was used as a positive control. (C)

Quantitative data were expressed as ratio to the control, and data were represented as means±SEM from

4 experiments. **P<0.01 vs. control; ##P<0.01 vs. vehicle.

(4) Gomisin J에 의한 NO 생성의 메카니즘을 확인한 결과, Ca2+과 PI3K/Akt와 관련이 있음

을 확인함(Fig. 6).

Fig. 6. Effects of calcium chelators and an Akt inhibitor on both NO production and eNOS activity in



121

HCAEC. (A) Representative photographs for GJ (1 μg/ml)-induced NO production in HCAEC, and its

inhibition by various inhibitors including BAPTA-AM (2×10−5 M), EGTA (10−3 M), and LY294002 (10
−5

M). (B) Quantitative data of NO production were expressed as ratio to the control value, and

represented as means±SEM from 5 experiments.
**

P<0.01 vs. control;
#
P<0.05,

##
P<0.01 vs. vehicle. (C)

The activity of eNOS as measured by L-NAME-inhibitable nitrite production was expressed as ratios

to the control value, and was represented as means±SEM from 5 experiments.
**

P<0.01 vs. control;
#
P<0.05,

##
P<0.01 vs. vehicle.

(5) Gomisin J가 eNOS translocation과 eNOS phosphorylation을 유도하였고, 이러한

Gomisin J에 의한 eNOS phosphorylation은 Ca2+과 PI3K/Akt 저해제에 의해 억제됨을

확인하였으며, 특히 Ca2+ 저해제에 의해 강력히 억제됨을 확인함(그림 7).

Fig. 7. Effects of gomisin J on cytosolic translocation and phosphorylation of eNOS in HCAEC. (A), (C)

and (E) show representative blots for the time-course effects of GJ (1 μg/ml) on eNOS translocation,

phosphorylation at Ser
1177

, and its inhibition by calcium chelators (BAPTA-AM, 2×10
−5

M; EGTA, 10
−3

M) and a PI3K/Akt inhibitor (LY294002, 10
−5

M), respectively. (B), (D), and (F) show respective

quantification data. Datawere expressed as ratio of cytosolic eNOS/total eNOS (cytosolic

eNOS+membrane eNOS) and phosphorylated eNOS/eNOS, and represented as means±SEM of 4–6

experiments.
*
P<0.05,

**
P<0.01 vs. corresponding control.

######
P<0.01 vs. vehicle.

(6) Gomisin J에 의한 혈관이완작용 기전을 규명하기 위하여 세포내 calcium 농도와 Akt

phosphorylation을 측정한 결과, 세포내 calcium 농도가 Gomisin J에 의해서 농도 의존

적으로 증가함을 확인하였고, Akt phosphorylation 또한 시간 의존적으로 증가함을 확인

하였음. 하지만 Gomisin J에 의해 증가한 NO와 calcium은 5분 내에 빠르게 증가한 반

면, Akt phosphorylation은 20분 이후에 증가함을 확인함(Fig. 8).
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Fig. 8. Effects of gomisin J on intracellular calcium levels and Akt phosphorylation. (A)

Representative tracing for the dose–response effects of GJ on intracellular calcium (n=5). HCAEC

were incubated with the calcium indicator dye Fura 2-AM and then treated with GJ (0.1, 1 and 3 μ

g/ml). Cellular fluorescence was measured in fluorescence spectrophotometer. (B) Time-course

effects of GJ (1 μg/ml) on the levels of p-Akt and total Akt in HCAEC treated with GJ for the

indicated time. Representative photographs from 5 independent experiments.

라. 이러한 연구결과를 바탕으로 Gomisin J가 혈관 이완작용을 가지고 있으며, 이는 Ca2+ 경

로를 통해 eNOS가 활성화시키고, 결과적으로 NO를 많이 생성하게 되어 혈관을 이완시킴을

밝혔다.

마. 1차연도의 연구결과를 근거로 Gomisin J를 고혈압 위험성 혹은 고혈압 환자에게 투여시

예방 혹은 치료효과가 있을 것으로 예측됨. 따라서, 2차연도의 연구에서 다양한 방법으로

고혈압이 유도된 마우스를 이용하여 Gomisin J의 고혈압 예방 혹은 치료효과를 밝히고자

하였다.

4. Gomisin J의 항고혈압 작용기작 규명

가. 혈관 세포 nitric oxide 생성에 대한 Gomisin J (GJ)의 작용 규명

Gomisin J의 농도에 따라 NO의 생성량이 증가하며 (A), Angiotensin II (Ang II)에 의해

감소되었던 NO의 생성량이 GJ에 의해 다시 회복되는 것을 나타내고 있음(B).
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나. 혈관 세포 산소유리기 생성에 대한 Gomisin J (GJ)의 작용 규명

Angiotensin II에 의해 생성되는 산소 유리기인 ROS가 Gomisin J에 의해 농도 의존적으

로 감소하는 것을 확인하였다.(C) 고혈압 동물 모델의 대동맥에서의 활성산소를 확인해

보았을 때 Angiotensin II를 투여한 고혈압 동물 모델에서는 활성 산소인 ROS가 증가 한

것dl 증명되었고, Gomisin J를 투여한 군에서는 ROS가 감소되는 것을 확인하였다.(D)

다. 고혈압 동물모델 개발 및 Gomisin J의 고혈압 예방효과

Angiotensin II를 1 μg/kg/min 용량으로 마우스에 투여 시, 투여 1주 후부터 혈압이 증가

하였으나 통계학적인 유의성은 관찰되지 아니하였다. Angiotensin II를 2 μg/kg/min 용량

으로 마우스에 투여 시, 투여 4일 후부터 혈압이 증가되었고, 투여 후 6일에 최고치에 도

달 후 2주간 높은 혈압이 유지되었음. 따라서, Gomisin J의 고혈압 예방효과 혹은 치료효

과를 관찰하기에 적합한 고혈압 모델로 생각된다.

Gomisin J를 1 ㎍/kg/min와 3 ㎍/kg/min의 두 가지 용량을 이용하여 실험하였음. 대조군

에서는 angiotensin II 투여 후 3일부터 혈압이 증가하기 시작하였으나, Gomisin J 1 ㎍/kg/min

과3 ㎍/kg/min를 투여한 군에서는 angiotensin II에 의한 혈압의 증가가 현저히 억제되었

다.
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라. Gomisin J와 타 약물들과의 효능 비교

Angiotensin II receptor blocker인 Losartan 3 ㎍/kg/min 과 Gomisin A 3㎍/kg/min 군

과 보다 더 좋은 혈압 감소 효과를 나타내는 본 연구 결과로 보아 Gomisin J가 고혈압

예방 약물로서의 가치가 높을 것으로 예상된다.

5. α-iso-cubebenol의 패혈증 치료효과

가. α-iso-cubebenol의 패혈증 효과

오미자 유래 신기능 물질인 α-iso-cubebenol에 의해서 패혈증 치료효과가 유도되는 지를

조사하기 위해, 사람 패혈증을 가장 mimic하는 것으로 알려진 CLP (Cecal Ligation &

Puncture) 모델을 확립하여 이용하였음. CLP 모델을 만들면 severity에 따라서 정도의 차

이가 있지만, 일반적으로 1-2일 사이에 높은 비율로 마우스의 생존율이 감소하게 됨. 확

립된 CLP 패혈증 동물모델에서 α-iso-cubebenol 주입에 의한 치료효과를 조사하기 위해,

CLP 모델을 만든 2시간 후에 최초로 두 용량 (5 mg/kg 및 15 mg/kg)의 α

-iso-cubebenol을 피하로 주사하였음. 이어서 12시간 간격으로 총 4회 주사하고 마우스의

생존율을 총 10일간 관찰하였음. 그 결과, 5 mg/kg 및 15 mg/kg α-iso-cubebenol의 주입

에 의해 매우 효과적으로 마우스 생존율이 증가함을 관찰하였음. 이 결과는 α

-iso-cubebenol이 패혈증 치료효과를 가짐을 의미한다.
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Fig. α-Iso-cubebenol protects against CLP-induced mortality. Several doses (0, 5, 15 mg/kg) of α

-iso-cubebenol were injectedsubcutaneously four times into CLP mice at 2, 14, 26, and38 post-CLP.
***P<0.001 compared to vehicle control by ANOVA, Sample size: n = 10 mice/group.

나. α-Iso-cubebenol과 항생제의 조합적 사용에 의한 패혈증 치료효과 조사

임상적으로 패혈증 환자를 치료하기 위해서는 항생제를 사용하고 있음. 병원에서 실제로

패혈증 환자들에게 사용하는 항생제인 Gentamycin 및 Cephalosporin을 주입한 경우에

severe sepsis CLP 모델에서 약간 (약 20%)의 치료효과가 관찰되었음. 한편, severe

sepsis CLP 모델에서 α-iso-cubebenol 주입에 의해서도 약 50%의 마우스 생존율 증강

효과가 관찰되었음. α-iso-cubebenol을 2종의 항생제와 병용 주사한 경우에는 약 80%의

마우스 생존율 증강효과가 유도되었음. 이 결과는 α-iso-cubebenol을 항생제와 병용 투

여한 경우에 항생제 단독 사용에 의해 유도되는 치료효과를 매우 효과적으로 개선할 수

있음을 의미함. 임상적으로 패혈증 환자들에게 항생제와 병용 사용함으로써 패혈증 치료

효과를 획기적으로 높일 수 있음을 의미함.

Fig. 2. α-Iso-cubebenol additively protects against CLP-induced mortality in the presence ofantibiotics.

Vehicle (0.8% DMSO in PBS) or α-iso-cubebenol (15 mg/kg)was administrated 2and 14 after CLP. The mice

were scarified 24 h after surgery and the lungs stainedhematoxylin and eosin (magnification, × 100)
*
P<0.05,

**
P<0.01,

***
P<0.001 compared to vehicle control by ANOVA, sample size: n=15 mice/group.
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다. α-Iso-cubebenol에 의한 패혈증 모델에서의 주요 주요장기 손상 제어 효과 조사

패혈증에 수반되어 주요 장기등의 손상이 초래됨. Spleen 및 thymus등의 장기에서는 면

역세포의 사멸을 통한 기능 마비가 초래되어 multiple organ failure의 원인을 제공할 수

있음. CLP 패혈증 동물모델에서 spleen 및 thymus에서의 면역세포 사멸 정도를

TUNEL assay법으로 조사하였음. 그 결과, CLP 유발 24시간 후에 spleen 및 thymus에

서 면역세포의 사멸이 매우 높게 유발됨을 확인하였음. 이러한 CLP 모델에 α

-iso-cubebenol을 CLP 모델을 만들고 2시간 후에 최초로 피하로 주사하고 이어서 12시

간 간격으로 1회 추가 주사한 경우에는 spleen 및 thymus에서 TUNEL positive 세포의

수가 현저히 감소함을 확인하였음. 이 결과는, α-iso-cubebenol 주입에 의해 CLP 패혈증

동물모델에서 면역세포 사멸 저해효과를 통해 패혈증 치료효과가 유도될 수 있음을 의미

함.

Fig. 3. α-Iso-cubebenol protects against widespread CLP-induced leukocyte apoptosis. (A) vehicle (0.8% DMSO

in PBS) or α-iso-cubebenol (15 mg/kg) was injected two times intoCLP mice 2 and 14 h post-CLP. The spleen

and the thymuswere collected 24 h after sham, CLP plus vehicle, or CLP plus α-iso-cubebenol administration,

and use for a TUNEL assay. (B) TUNEL-positive cells from the spleensof mice described in (A) were

quantified. Data are expressed as the mean ± SEM(n=8). **P<0.01, significantly different from the CLP alone

control. Data are representative ofeight mice per group (A).

라. α-Iso-cubebenol에 의한 패혈증 모델에서의 caspase-3 활성 저해 효과 조사

패혈증에 수반되어 면역세포의 사멸은 주로 caspase-3의 활성화를 통해서 매개되는 것으

로 알려져 있음. CLP 패혈증 동물모델에서 spleen 및 thymus에서의 caspase-3의 활성화

여부를 activated caspase-3에 대한 항체를 이용하여 immunohistochemistry법으로 조사하

였음. 그 결과, CLP 유발 24시간 후에 spleen 및 thymus에서 caspase-3의 활성화가 유발

됨을 확인하였음. 이러한 CLP 모델에 α-iso-cubebenol을 CLP 모델을 만들고 2시간 후에

최초로 피하로 주사하고 이어서 12시간 간격으로 1회 추가 주사한 경우에는 spleen 및

thymus에서 caspase-3 활성화가 현저히 저해됨을 확인하였음. 이 결과는, α-iso-cubebenol

주입에 의해 CLP 패혈증 동물모델에서 면역세포 사멸 저해효과가 caspase-3 활성화 저해

를 통해 유도될 수 있음을 의미하다.
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Fig. 4. α-Iso-cubebenol protects against CLP-induced caspase-3 activation. Vehicle (0.8% DMSO in

PBS) or α-iso-cubebenol (15 mg/kg) was injected two times into CLP mice 2 and 14 h post-CLP. The

spleens and thymus from the micedescribed above were subjected to immunohistochemistry with

cleaved-caspase-3 antibody (magnificatio, × 100). Data are representative of eight mice per group.

마. α-Iso-cubebenol에 의한 패혈증 모델에서의 bactericidal 활성 조사

오미자 유래 신기능 물질인 α-iso-cubebenol에 의해서 패혈증 치료효과가 유도되었기에,

CLP (Cecal Ligation & Puncture) 모델에서, α-iso-cubebenol 주입에 의해 복강 내 박테

리아 수가 조절되는 지를 조사하였음. CLP 모델을 만든 후 2, 14시간에 각각 15mg/kg의

α-iso-cubebenol을 마우스에 주입하고 CLP 모델을 만든 지 24시간 후에 peritoneal fluid

를 수확하여 peritoneal fluid에 존재하는 bacteria 수를 계수하였음. 그 결과, sham에서

는 bacteria가 거의 관찰되지 않았으나, CLP 모델에서는 많은 수의 bacteria가 관찰되었

음. CLP 모델에 α-iso-cubebenol을 주입한 군에서는 CLP 단독군에 비해서 현저히

bacteria 수가 줄어들어 있음을 관찰하였음. 동일모델에서 blood를 채혈하고 blood내에

존재하는 bacteria 수를 계수하였을 때에도 유사하게 α-iso-cubebenol 주입에 의해서

bacteria 수가 급격히 줄어듦을 확인하였음. 이 결과는 CLP 패혈증 동물 모델에서 α

-iso-cubebenol 주입에 의해 bactericidal activity가 현저히 증가함을 의미한다.
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바. α-Iso-cubebenol에 의한 항원탐식 활성 및 반응성 산소 생성 조절 효과 조사

α-iso-cubebenol에 의해서 패혈증 동물모델에서 bactericidal 활성이 증가함을 관찰한바,

bactericidal activity 매개에 중요한 기능을 담당하는 항원탐식능 및 반응성 산소 생성에

α-iso-cubebenol이 미치는 영향을 조사하였음. Raw264.7 세포주에 FITC-dextran을 첨가

하고 이어서 다양한 농도의 α-iso-cubebenol을 처리하였음. Raw264.7 세포내로 탐식된

FITC-dextran의 양을 Flow cytometer를 이용하여 측정한 결과, α-iso-cubebenol 처리에

의해 농도-의존적으로 FITC-dextran의 항원 탐식이 증가됨을 관찰하였음. 이 결과는 α

-iso-cubebenol이 대식구 세포의 항원탐식능을 촉진할 수 있음을 의미함. 한편, 사람 호

중구 세포를 대상으로 α-iso-cubebenol 처리에 의해 생성되는 superoxide anion의 양을

cytochrome c reduction assay법으로 측정한 결과, α-iso-cubebenol 처리에 의해 매우

효과적으로 superoxide anion 생성이 촉진됨을 관찰하였음. 이러한 결과는 α

-iso-cubebenol에 의해 대식구 및 호중구에서 항원탐식능 증가 및 superoxide anion 생

성 촉진을 통해 궁극적으로 bactericidal activity를 증가시킬 수 있음을 의미한다.

사. α-Iso-cubebenol에 의한 패혈증 모델에서의 염증성 사이토카인 생성 저해 효과 조사

패혈증에 수반되는 주요 염증반응은 염증성 사이토카인 생성을 통해 매개될 수 있음.

CLP 패혈증 동물모델에서 α-iso-cubebenol 주입 여부에 따른 염증성 사이토카인의 생성

조절 효과를 조사하기 위해, CLP 모델 확립 후 2시간 및 14시간에 α-iso-cubebenol

(15mg/kg)을 주입하고 CLP 모델 확립 24시간 후에 peritoneal fluid를 취해, peritoneal

fluid에 존재하는 IL-1β 및 IL-6의 양을 측정하였음. 그 결과, CLP 모델 확립에 의해

peritoneal fluid내에서의 IL-1β 및 IL-6의 양이 현저히 증가하였으며, α-iso-cubebenol

주입군에서는 이들 염증성 사이토카인의 생성이 매우 효과적으로 저해됨을 관찰하였음.
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아. α-Iso-cubebenol에 의한 LPS-유도 염증성 사이토카인 생성 저해 효과 조사

CLP 패혈증 모델에서 α-iso-cubebenol 주입에 의해 염증성 사이토카인 생성 저해효과를

관찰한 바, LPS 자극에 의해 생성되는 염증성 사이토카인 생성에 α-iso-cubebenol이 영

향을 주는 지를 조사하였음. 이를 위해, mouse splenocyte를 분리하고 분리된 mouse

splenocyte에 LPS 단독 및 LPS + α-iso-cubebenol를 처리하고 4시간 배양후에 생성되는

사이토카인의 양을 측정하였음. 그 결과, mouse splenocyte에서 LPS에 의해 생성되는

IL-1β, IL-6 및 IFN-γ의 생성이 α-iso-cubebenol에 의해 매우 효과적으로 감소함을 관찰

하였음. 이 결과는, α-iso-cubebenol에 의해 LPS에 의한 염증 반응이 저해될 수 있음을

의미한다.

자. α-Iso-cubebenol에 의한 호중구 세포에서의 칼슘이온 조절 효과 규명

α-iso-cubebenol에 의해 사람 호중구 세포의 활성이 조절되는 지를 조사하기 위해, 대표

적인 세포 활성화 신호인 세포 내 칼슘이온의 변화를 측정하였음. 먼저 다양한 농도의 α

-iso-cubebenol를 호중구에 처리한 결과, 1-200μg/ml의 α-iso-cubebenol에 의해서 농도-

의존적으로 호중구내의 칼슘이온의 증가가 유도됨을 관찰하였음. α-iso-cubebenol에 의

한 호중구에서의 칼슘이온 증가에 관련된 작용기전을 규명하기 위해, PLC 저해제인

U-73122를 처리하여 조사하였음. 그 결과, α-iso-cubebenol에 의한 호중구내에서의 칼슘
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이온 증가는 U-73122에 의해서 거의 완전히 저해됨을 관찰하였음. U-73122의 inactive

analogue인 U-73343에 의해서는 α-iso-cubebenol에 의한 칼슘증가가 영향을 받지 않았

음. 이 결과는 α-iso-cubebenol에 의한 호중구에서의 칼슘이온 증가는 PLC활성화를 통

해서 매개됨을 의미함. 세포막에 존재하는 다양한 종류의 칼슘이온 채널에 의한 칼슘이

온 증가 가능성을 조사하기 위해, diltiazem, SK&F 및 nifedifine을 전처리하고 α

-iso-cubebenol에 의한 칼슘이온 증가가 영향을 받는지 조사하였음. α-iso-cubebenol에

의한 칼슘이온 증가는 이들 칼슘이온 채널 저해제에 의해서는 전혀 영향을 받지 않았음.

이 결과를 종합하면, α-iso-cubebenol에 의한 호중구에서의 칼슘이온 증가는 PLC 활성

화를 통한 세포 내 칼슘이온 유리를 통해서 매개될 수 있음을 의미한다.

차. α-Iso-cubebenol에 의한 호중구 세포에서의 탈과립 활성 조절 효과 조사

α-iso-cubebenol에 의해 사람 호중구 세포에서 탈과립 활성이 조절되는 지를 조사하였

음. 이를 위해, 건강한 성인으로부터 분리한 사람 호중구에 다양한 농도의 α

-iso-cubebenol을 처리하고 생성되는 β-hexosaminidase의 활성을 측정하였음. 그 결과,

50-100μg/ml의 α-iso-cubebenol에 의해 효과적으로 탈과립 활성이 증가됨을 관찰하였음.

이 결과는 α-iso-cubebenol에 의해서 호중구의 탈과립 활성 증강을 통해 과립내의 다양

한 효소의 유리를 촉진할 수 있음을 의미한다.
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카. α-Iso-cubebenol에 의한 호중구 세포의 이동성 조절 효과 조사

α-iso-cubebenol에 의해 사람 호중구 세포의 이동성이 조절되는 지를 boyden chamber를

이용하여 조사하였음. 다양한 농도의 α-iso-cubebenol을 처리한 결과 1-100μg/ml의 α

-iso-cubebenol에 의해서 효과적으로 호중구 세포의 이동성을 촉진함을 관찰하였음. 이

러한 α-iso-cubebenol에 의한 호중구 세포의 이동성 증강은 기존에 보고된 WKYMVm

에 의한 호중구 이동성 조절 효과에 버금갈 정도로 매우 높은 활성임을 관찰하였음. 한

편, 대표적인 호중구 이동성 조절 활성 조절 수용체인 CXCR2가 α-iso-cubebenol에 의한

호중구 이동성 조절에 관여하는지를 CXCR2 antagonist인 SB225002를 처리하여 조사하

였음. 그 결과, α-iso-cubebenol에 의한 호중구 세포의 이동성 증강은 SB225002에 의해

완전히 저해됨을 관찰하였음. 이 결과는 α-iso-cubebenol에 의한 호중구 세포의 이동성

증강이 CXCR2를 통해서 매개될 수 있음을 의미한다.
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타. -Iso-cubebenol에 의한 패혈증 치료효과에서의 CXCR2의 기능 조사

α-iso-cubebenol에 의한 패혈증 치료효과가 CXCR2를 통해서 매개되는 지를 조사하기

위해, CLP 패혈증 동물모델에서 α-iso-cubebenol 주입에 의해 증가된 생존율이 CXCR2

antagonist인 SB225002 주입에 의해 영향을 받는지를 조사하였음. 그 결과, α

-iso-cubebenol 주입에 의해 증가한 마우스 생존율이 SB225002 주입군에서는 거의 완전

히 저해됨을 관찰하였음. 이 결과는 α-iso-cubebenol에 의한 CLP 패혈증 동물 모델에서

의 마우스 생존율 증강 및 패혈증 치료효과가 CXCR2를 통해서 매개될 수 있음을 의미

한다.

6. α-Iso-cubebenol의 신경세포 보호 효과 검증

가. 세포 생존율 검사(Cell viability assay)

자극제에 의해 유도된 신경세포 사멸에 대한 알파-이소-쿠베베놀의 세포보호 효과를 검

증하기 위하여, 다음과 같이 신경 세포 생존율 검사를 수행하였다. 마우스의 해마

(Hippocampal) HT22 세포 및 인간 신경모세포종(Human neuroblastoma) SH-SY5Y 세

포에 알파-이소-쿠베베놀을 24시간 처리한 후, 알파-이소-쿠베베놀이 각 신경세포에 유

해성이 없음을 확인하였다. 그 후, 각 세포에 알파-이소-쿠베베놀을 각각 0, 5, 10 및 20

μM 농도로 12시간 처리하였다. 마우스의 해마 HT22 세포에는 신경 세포 손상을 유발하

는 자극제(stimulator)로써 5 μM 농도의 글루타메이트(glutamate) 12시간 처리하였고, 인

간 신경모세포종(Human neuroblastoma) SH-SY5Y 세포에는 150 μM 농도의 6-하이드

록시도파민(6-hydroxydopamine, 6-OHDA)을 24시간 처리하였다.

그 후, 각각이 처리된 세포를 4x104 cells/well의 농도로 24-웰 플레이트에 넣어 배양하고,

MTT 용액(50g/ml)를 각 웰에 첨가하였다. 각각의 플레이트를 5% CO2 대기에 4시간 동

안 및 37℃에서 배양한 후, 상층액은 제거하였다. 생존한 세포에서 형성된 포르마잔 크리

스탈(Formazan crystals)을 다이메틸설폭시화물(dimethylsulfoxide, DMSO)에 용해 을 이

용하여 가용화(solubilized)하였다. 각 웰의 흡광도(absorbance)를 마이크로 플레이트 리더

(Wallace, Boston, MA, USA)를 이용하여 570 nm에서 측정하였다. 그 결과를 그림 1 및
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2에 나타내었다. 그림 1에 나타낸 바와 같이, 알파-이소-쿠베베놀의 처리 농도가 증가함

에 따라, 6-OHDA가 처리된 인간 신경모세포종 SH-SY5Y 세포 생존율이 증가함을 확인

하였다. 따라서 알파-이소-쿠베베놀은 농도 의존적으로 신경세포를 보호하는 효과를 가

짐을 확인하였고, 특히 알파-이소-쿠베베놀의 처리 농도가 20 μM 이상인 경우부터 생존

률이 현저히 상승하는 것을 확인할 수 있었다.

그림 2에 나타낸 바와 같이, 알파-이소-쿠베베놀이 처리된 마우스의 해마 HT22 세포와

비교하였을 때, 글루타메이트에 의해 자극된 마우스의 해마 HT22 세포는 53.1% 만이 생

존하나, 알파-이소-쿠베베놀의 처리 농도가 증가함에 따라, 세포의 생존량이 증가하는 것

을 확인하였다. 따라서 알파-이소-쿠베베놀이 농도 의존적으로 뇌의 해마세포도 보호하

는 효과를 가짐을 확인하였고, 특히 알파-이소-쿠베베놀의 처리 농도가 10 μM 이상인

경우부터 생존률이 현저히 상승하는 것을 확인할 수 있었다. 따라서, 알파-이소-쿠베베놀

이 농도 의존적으로 손상된 신경세포의 생존율을 증가시킴을 확인하였다.

그림 1. 인간 신경모세포종 SH-SY5Y 세포에 알파-이소-쿠베베놀을 처리하고 6-OHDA로 자극한 후

MTT 검정을 통하여 세포 생존률 측정 값. 그래프의 세로축은 세포의 생존률을 대조군에 대한 상대

값으로 나타낸 것이고, 가로축은 알파-이소-쿠베베놀의 처리량을 나타내는 것임

그림 2. 마우스의 해마 HT22 세포에 알파-이소-쿠베베놀을 처리하고 글루타메이트(GLU)로 자극한

후 MTT 검정을 통하여 세포 생존률의 측정 값. 그래프의 세로축은 세포의 생존률을 대조군에 대한

상대값으로 나타낸 것이고, 가로축은 알파-이소-쿠베베놀의 처리량을 나타내는 것임.

나. 젖산탈수소효소(Lactate dehydrogenase, LDH) 분비 검사

자극제에 의해 유도된 신경 세포 사멸에 대한 알파-이소-쿠베베놀의 세포보호 효과를 검

증하기 위하여, 다음과 같이 LDH 분비 검사를 수행하였다. 세포외 LDH 활성은 세포독
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성 진단 키트를 이용하여 제조사의 프로토콜에 따라 분광광도법을 실시하여 측정하였다.

마우스의 해마 HT22 세포 및 인간 신경모세포종 SH-SY5Y를 96 웰 플레이트에 각각 접

종한 후, 각 세포에 알파-이소-쿠베베놀을 5 내지 20 μM 농도로 12시간 처리하였다. 세

포에 마우스의 해마 HT22 세포에는 신경 세포 손상을 유발하는 자극제로서 5 μM 농도

의 글루타메이트를 12시간 처리하였고, 인간 신경모세포종 SH-SY5Y 세포에는 150 μM

농도의 6-OHDA를 24시간 처리하였다. 그 후, 상등액을 각 웰에서 추출한 뒤, 촉매 용액

을 웰에 첨가한 뒤 실온에서 30분 동안 배양하였다. 각 웰의 흡광도는 마이크로플레이트

리더(Wallace, Boston, MA, USA)를 이용하여 490 nm로 측정하였다. 그 결과를 그림 3

및 그림 4에 나타내었다. 그림 3에 나타낸 바와 같이, 알파-이소-쿠베베놀 처리 농도가

증가함에 따라, 6-OHDA로 자극된 인간 신경모세포종 SH-SY5Y 세포의 젖산탈수소효소

분비가 유의적으로 저해되었음을 확인하였다. 특히, 알파-이소-쿠베베놀의 처리 농도가

20 μM 이상인 경우부터 젖산탈수소효소 분비가 유의적으로 저해되는 것을 확인할 수 있

었다. 그림 4에 나타낸 바와 같이, 알파-이소-쿠베베놀 처리 농도가 증가함에 따라, 글루

타메이트로 자극된 마우스의 해마 HT22 세포의 젖산탈수소효소 분비가 유의적으로 저해

되었음을 확인하였다. 특히, 알파-이소-쿠베베놀의 처리 농도가 10 μM 이상인 경우부터

젖산탈수소효소 분비가 유의적으로 저해되는 것을 확인할 수 있었다. 따라서, 알파-이소-

쿠베베놀은 손상된 신경세포의 젖산탈수소효소의 분비를 저해하여 세포 독성으로부터 신

경세포를 보호함을 확인하였다.

그림 3. 인간 신경모세포종 SH-SY5Y 세포에 알파-이소-쿠베베놀을 처리하고 6-OHDA로 자극한 후 젖

산탈수소효소(Lactate dehydrogenase, LDH) 분비를 확인한 그래프로, 그래프의 세로축은 LDH 분비량을

대조군에 대한 상대값으로 나타낸 것이고, 가로축은 알파-이소-쿠베베놀의 처리량을 나타냄

그림 4. 마우스의 해마 HT22 세포에 알파-이소-쿠베베놀을 처리하고 글루타메이트 (GLU)로 자극한 후

젖산탈수소효소(Lactate dehydrogenase, LDH) 분비를 확인한 그래프로, 그래프의 세로축은 LDH 분비량을

대조군에 대한 상대값으로 나타낸 것이고, 가로축은 알파-이소-쿠베베놀의 처리량을 나타냄.
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다. 세포내의 ROS 및 칼슘 측정

자극제에 의해 유도된 신경 세포 사멸에 대한 알파-이소-쿠베베놀의 세포보호 효과를 검

증하기 위하여, 다음과 같이 세포내의 ROS 및 칼슘을 측정하였다. 세포내의 ROS 및 칼

슘 수준을 평가하기 위하여, 마우스의 해마 HT22 세포 및 인간 신경모세포종 SH-SY5Y

를 96 웰 플레이트에 각각 접종한 후, 각 세포에 알파-이소-쿠베베놀을 0, 5, 10 및 20 μ

M 농도로 12시간 처리하였다. 각 세포에 마우스의 해마 HT22 세포에는 5 μM 농도의

글루타메이트를 12시간 처리하였고, 인간 신경모세포종 SH-SY5Y 세포에는 150 μM 농

도의 6-OHDA를 24시간 처리하였다. 그 후, 각 세포에 ROS-민감한 형광 지표인

CM-H2DCFDA 또는 Ca
2+
민감한 형광 지표인 Fluo 4-AM을 5% CO2하에 1시간동안 3

7℃에서 처리하였다. 각 세포를 수득하고, PBS로 3회 세척하였다. 형광강도(fluorescence

intensity)는 유세포분석기로 488 nm의 여기 파장(excitation wavelength) 및 525 nm의

방사 파장(emission wavelength)으로 측정하였다. 데이터 분석은 CXP software

2.0(Beckman Coulter)을 이용하여 수행하였다. 그 결과를 그림 5 및 그림 8에 나타내었

다. 그림 5 및 그림 6에 나타낸 바와 같이, 알파-이소-쿠베베놀의 처리 농도가 증가함에

따라, 6-OHDA로 자극된 인간 신경모세포종 SH-SY5Y 세포내의 ROS 및 칼슘의 축적이

감소됨을 확인하였다. 특히, 알파-이소-쿠베베놀의 처리 농도가 20 μM 이상인 경우부터

ROS 및 칼슘의 축적이 현저히 감소하는 것을 확인할 수 있었다. 그림 7 및 그림 8에 나

타낸 바와 같이, 알파-이소-쿠베베놀처리 농도가 증가함에 따라, 글루타메이트로 자극된

마우스의 해마 HT22 세포내의 ROS 및 칼슘의 축적이 감소됨을 확인하였다. 특히, 알파-

이소-쿠베베놀의 처리 농도가 20 μM 이상인 경우부터 ROS 및 칼슘의 축적이 현저히 감

소하는 것을 확인할 수 있었다. 따라서, 알파-이소-쿠베베놀은 신경세포의 세포내의 ROS

및 칼슘의 축적을 감소시켜 신경보호능을 가짐을 확인하였다.

그림 5. 인간 신경모세포종 SH-SY5Y 세포에 알파-이소-쿠베베놀을 처리하고 6-OHDA로 자극한

후 세포 내 ROS를 측정한 값을 나타낸 그래프로, 그래프의 세로축은 ROS 분비량을 대조군에 대

한 상대값으로 나타낸 것이고, 가로축은 알파-이소-쿠베베놀의 처리량을 나타냄.
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그림 6. 인간 신경모세포종 SH-SY5Y 세포에 알파-이소-쿠베베놀을 처리하고 6-OHDA로 자극한

후 세포내 칼슘을 측정한 값을 나타낸 그래프로, 그래프의 세로축은 세포내 칼슘을 대조군에 대한

상대값으로 나타낸 것이고, 가로축은 알파-이소-쿠베베놀의 처리량을 나타냄.

그림 7. 마우스의 해마 HT22 세포에 알파-이소-쿠베베놀을 처리하고 글루타메이트(GLU)로 자극

한 후 세포내 ROS를 측정한 값을 나타낸 그래프로, 그래프의 세로축은 ROS 분비량을 대조군에

대한 상대값으로 나타낸 것이고, 가로축은 알파-이소-쿠베베놀의 처리량을 나타냄.

그림 8은 마우스의 해마 HT22 세포에 알파-이소-쿠베베놀을 처리하고 글루타메이트(GLU)로 자

극한 후 세포내 칼슘을 측정한 값을 나타낸 그래프로, 그래프의 세로축은 세포내 칼슘을 대조군에

대한 상대값으로 나타낸 것이고, 가로축은 알파-이소-쿠베베놀의 처리량을 나타냄.

라. 자극제에 의해 유도된 sub-G1 분율(fraction) 및 아폽토시스 세포 사멸(apoptotic cell

death)에 대한 알파-이소-쿠베베놀의 신경세포 보호 효과 검증
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(1) Sub-G1 분석

자극제에 의해 유도된 sub-G1 분율 및 아폽토시스 세포 사멸에 대한 알파-이소-쿠베베

놀의 세포보호 효과를 검증하기 위하여, 다음과 같이 Sub-G1 분율을 측정하였다. 마우

스의 해마 HT22 세포 및 인간 신경모세포종 SH-SY5Y를 96 웰 플레이트에 각각 접종

한 후, 각 세포에 알파-이소-쿠베베놀을 12시간 처리하였다. 그 후, 마우스의 해마

HT22 세포에는 5 μM 농도의 글루타메이트를 12시간 처리하였고, 인간 신경모세포종

SH-SY5Y 세포에는 150 μM 농도의 6-OHDA를 24시간 처리하였다. 그 후, 각 세포를

800 rpm에서 3분 원심분리하여 수득하고, PBS로 2회 세척한 뒤, 75% 에탄올로 하루 종

일 두어 고정시켰다. 세포계수 분석을 실시하기 전에, 고정된 세포를 PBS로 세척하고,

최종농도 50 μg/ml인 프로피디움 요오드화물(propidium iodide)을 암조건에 10분간 처리

하여 배양하였다. 아폽토시스(apoptosis)의 비율은 CXP software 2.0 (Beckman Coulter)

로 측정한 sub-G1 피크의 백분율로 계산되었다.

인간 신경모세포종 SH-SY5Y 세포를 6-OHDA로 자극하였을 때, 대조군에 비해

sub-G1 분율이 증가하고, 유도된 사멸 세포의 증가함을 확인하였다. 그러나, 알파-이소-

쿠베베놀을 전처리한 후, 6-OHDA 로 자극된 인간 신경모세포종 SH-SY5Y 세포에서의

아폽토시스는 감소함을 확인하였다. 그림 10에 나타낸 바와 같이, 마우스의 해마 HT22

세포를 글루타메이트로 자극하였을 때, 대조군에 비해 sub-G1 분율이 증가하고, 사멸

세포가 증가함을 확인하였다. 그러나, 알파-이소-쿠베베놀을 전처리한 후, 글루타메이트

로 자극된 마우스의 해마 HT22 세포에서의 아폽토시스는 감소함을 확인하였다. 따라서,

6-OHDA 또는 글루타메이트로 유도되는 아폽토시스 세포 사멸에 대하여 신경 세포의

보호 효과가 있음을 확인하였다.

그림 9. 마우스의 해마 HT22 세포에 알파-이소-쿠베베놀을 처리하고 글루타메이트로 자극한 후

유세포 분석을 통하여 Sub-G1 분율 피크를 측정한 값. Con은 대조군을 나타내고, CLU 는 글루

타메이트만 처리한 군, α-iso-cubebenol+GLU는 알파-이소-쿠베베놀을 처리 후 글루타메이트를

처리한 군을 나타냄.

(2) DNA 분절 검정을 통한 아폽토시스 세포 사멸 측정

자극제에 의해 유도된 sub-G1 분율 및 아폽토시스 세포 사멸에 대한 알파-이소-쿠베베

놀의 세포보호 효과를 검증하기 위하여, 다음과 같이 TUNEL 분석을 수행하였다. 마우

스의 해마 HT22 세포 및 인간 신경모세포종 SH-SY5Y를 96 웰 플레이트에 각각 접종
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한 후, 각 세포에 알파-이소-쿠베베놀을 12시간 처리하였다. 그 후, 마우스의 해마

HT22 세포에는 5 μM 농도의 글루타메이트를 12시간 처리하였고, 인간 신경모세포종

SH-SY5Y 세포에는 150 μM 농도의 6-OHDA를 24시간 처리하였다. 그 후, 세포는

APO-BrdU™ TUNEL 분석 키트 (Invitrogen, San Diego, CA, USA)를 이용하여 제조

사의 프로토콜에 따라 TUNEL 분석하여 측정하였다. 유세포 분석기(플루오레세인이소티

오시안산염 시약, 488 nm 여기 및 520 nm의 방출)를 이용하여 수행하였다. 데이터 분석

은 CXP 2.0(Beckman Coulter)를 이용하여 수행하였다. TUNEL 염색된 세포는 세포괴

사 신호 케스케이드(cascades)에 의해 야기되는 핵 DNA 분절을 나타낸다. 그 결과를

그림 10 및 그림 11에 나타내었다.

그림 10에 나타낸 바와 같이, 알파-이소-쿠베베놀을 처리하지 않고 6-OHDA로 자극된

인간 신경모세포종 SH-SY5Y 세포에서는 DNA 분절된 TUNEL-염색된 세포의 수가

5.5%에서 28.1%로 증가함을 확인하였으나, 알파-이소-쿠베베놀을 처리한 경우,

6-OHDA 자극의 효과를 억제시킴을 확인하였다.

그림 11에 나타낸 바와 같이, 글루타메이트로 자극된 마우스의 해마 HT22 세포에서

DNA 분절은 유의적으로 증가됨을 확인하였으나, 알파-이소-쿠베베놀을 전처리한 후,

글루타메이트로 자극된 마우스의 해마 HT22 세포에서의 DNA 분절은 일반적인 수준임

을 확인하였다. 따라서, 알파-이소-쿠베베놀은 손상된 신경세포의 DNA가 분절되는 것

을 방지함으로써 손상된 신경세포의 세포사멸을 방지하여, 신경세포를 보호하는 효과를

가짐을 확인하였다.

그림 10. 인간 신경모세포종 SH-SY5Y 세포에 알파-이소-쿠베베놀을 처리하고 6-OHDA로 자극한 후

TUNEL 분석한 값을 나타낸 그림. Con은 대조군을 나타내고, 6-OHDA는 6-OHDA 만 처리한 군, α

-iso-cubebenol+6-OHDA는 알파-이소-쿠베베놀을 처리 후 6-OHDA를 처리한 군을 나타냄.
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그림 11. 마우스의 해마 HT22 세포에 알파-이소-쿠베베놀을 처리하고 글루타메이트로 자극한

후 TUNEL 분석한 값. Con은 대조군을 나타내고, CLU 는 글루타메이트만 처리한 군, α

-iso-cubebenol+GLU는 알파-이소-쿠베베놀을 처리 후 글루타메이트를 처리한 군을 나타냄.

마. 자극제에 의해 유도된 미토콘드리아 세포막 전위(mitochondrial membrane potential,

MMP, Δψm) 분열 및 미토콘드리아 AIF 수준에 대한 알파-이소-쿠베베놀의 효과

(1) 미토콘드리아 세포막 전위(MMP, Δψm)의 검정

미토콘드리아의 손상을 확인하기 위하여, 다음과 같은 실험을 수행하여 분자 프로브

JC-1을 이용하여 미토콘드리아 세포막 전위를 확인하였다. 마우스의 해마 HT22 세포

및 인간 신경모세포종 SH-SY5Y를 96 웰 플레이트에 각각 접종한 후, 각 세포에 알파-

이소-쿠베베놀을 20 μM 농도로 12시간 처리하였다. 각 세포에 마우스의 해마 HT22 세

포에는 신경 세포 손상을 유발하는 자극제로서 5 μM 농도의 글루타메이트를 인간 신경

모세포종 SH-SY5Y 세포에는 150 μM 농도의 6-OHDA를 각 0, 4, 8, 12, 16 및 24시간

처리하였다. 그 후, 각 세포의 미토콘드리아 세포막 전위는 친유성기 양이온 프로브

(lipophilic cationic probe) JC-1(5,5', 6,6'-tetrachloro-1,1',

3,3'-tetraethylbenzimidazolcarbocyanineiodide)로 이루어진 J-화합체(J-aggregate)를 이

용하여 유세포 분석기로 분석하였다. 세포를 JC-1으로 염색한 후, CXP software 2.0

(Beckman Coulter)을 이용하여 subsequent 유세포 분석기를 이용하여 분석하였다. 완전

한(intact) 미토콘드리아 세포막 전위(△ψm)를 나타내는 JC-1 붉은 형광(fluorescence)은

488 nm에서 여기되었고, 방출은 613 ± 20 nm 밴드 패스 필터(band pass filter)를 이용

하여 검출하였다. 각 샘플마다 10,000개의 세포를 획득하고, 유세포 분석기로 분석하였

다. 데이터는 분석된 세포 개체의 형광 강도(fluorescence intensity)를 이용하여 분석하

였다. 그 결과를 그림 12 및 그림 13에 나타내었다. 그림 12에 나타낸 바와 같이,

6-OHDA로 자극된 인간 신경모세포종 SH-SY5Y 세포에서는 미토콘드리아 세포막 전

위가 낮아지거나, 붕괴(collapse)되었음을 확인하였다. 그러나, 알파-이소-쿠베베놀을 전

처리한 6-OHDA로 자극된 인간 신경모세포종 SH-SY5Y세포에서는 미토콘드리아 세포

막 전위가 낮아지거나, 붕괴되는 것이 억제되었음을 확인하였다. 그림 13에 나타낸 바와

같이, 글루타메이트로 자극된 마우스의 해마 HT22 세포에서 미토콘드리아 세포막 전위

감소를 나타내는 초록 형광-양성 세포의 비율이 증가한 것을 확인하였다. 그러나, 알파-이

소-쿠베베놀을 전처리한 뒤 글루타메이트로 자극된 마우스의 해마 HT22 세포에서는 초록
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형광-양성 세포가 복구됨을 확인하였다. 따라서, 알파-이소-쿠베베놀은 손상된 신경세포에

서 미토콘드리아 세포막 전위가 감소되어 사멸되는 것을 방지함을 확인하였다.

그림 12. 인간 신경모세포종 SH-SY5Y 세포에 알파-이소-쿠베베놀을 처리하고 6-OHDA로 자극

한 후 유세포 분석을 통하여 JC-1을 측정한 값을 나타넴. Con은 대조군을 나타내고, 6-OHDA는

6-OHDA 만 처리한 군, α-iso-cubebenol+6-OHDA는 알파-이소-쿠베베놀을 처리 후 6-OHDA를

처리한 군을 나타냄.

그림 13. 마우스의 해마 HT22 세포에 알파-이소-쿠베베놀을 처리하고 글루타메이트로 자극한

후 유세포 분석을 통하여 JC-1을 측정한 값을 나타낸 그림. Con은 대조군을 나타내고, CLU 는

글루타메이트만 처리한 군, α-iso-cubebenol+GLU는 알파-이소-쿠베베놀을 처리 후 글루타메이

트를 처리한 군을 나타냄.

(2) AIF 단백질 수준 측정

자극제가 AIF 단백질의 미토콘드리아 분포(mitochondrial localization)를 달라지게 하므

로, 알파-이소-쿠베베놀이 AIF의 전위(translocation)를 조절하는지를 알아보기 위하여,

미토콘드리아, 세포기질 및 핵의 AIF 단백질 수준을 다음과 같이 측정였다. 마우스의 해

마 HT22 세포 및 인간 신경모세포종 SH-SY5Y를 96 웰 플레이트에 각각 접종한 후,

각 세포에 알파-이소-쿠베베놀을 20 μM 농도로 12시간 처리하였다. 마우스의 해마

HT22 세포에는 5 μM 농도의 글루타메이트를, 인간 신경모세포종 SH-SY5Y 세포에는



141

150 μM 농도의 6-OHDA를 각 0, 4, 8, 12, 16 및 24시간처리하였다. 그 후, 세포기질

(cytosol), 핵 및 미토콘드리아는 핵 추출 키트를 이용하여 제조사의 프로토콜에 따라 추

출되었다. 세포 용해물(lysates)의 단백질 함량은 Bradford reagent (Bio-Rad)를 이용하

여 측정하였다. 각 샘플의 단백질은 SDS-polyacrylamide gel electrophoresis

(SDS-PAGE)에 의해 분해되었으며, 폴리비닐리덴 디플루오라이드

(polyvinylidenedifluoride, PVDF) 막에 이입시키고, 적절한 항체에 노출시켰다. 각 항체

에 노출된 단백질은 호스래디시(horseradish) 퍼옥시다제-공역된(peroxidase-conjugated)

항-래빗 혹은 항-마우스 이차항체를 이용하여 증가된 화학발광 검출 시스템(enhanced

chemiluminescence detection system)(Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA)을

이용하여 시각화하였다. 그림은 ImageQuant 350 analyzer (Amersham Biosciences)을

이용하여 얻었다. 그 결과를 그림 14 및 그림 15에 나타내었다.

그림 14에 나타낸 바와 같이, 알파-이소-쿠베베놀을 전처리한 후, 6-OHDA로 자극된 인

간 신경모세포종 SH-SY5Y 세포에서는 미토콘드리아로부터 AIF의 방출이 억제되고, 미

토콘드리아에서 AIF의 발현이 유지됨을 확인하였다. 그림 15에 나타낸 바와 같이, 글루

타메이트로 자극된 마우스의 해마 HT22 세포에서 미토콘드리아 AIF 수준이 감소되었

으나, 세포 기질 및 핵의 AIF 수준은 증가됨을 확인하였다. 알파-이소-쿠베베놀을 전처

리한 후, 글루타메이트로 자극된 마우스의 해마 HT22 세포에서의 AIF 단백질 수준은

반대로, 미토콘드리아 AIF 수준이 증가되었고, 세포 기질 및 핵의 AIF 수준은 감소됨을

확인하였다. 따라서, 알파-이소-쿠베베놀을 처리 시, 미토콘드리아에서 AIF의 방출을 억

제시켜, 6-OHDA 및 글루타메이트 자극제에 의한 미토콘드리아의 기능 장애를 방지하

여, 인간 신경모세포종 SH-SY5Y 세포 및 마우스의 해마 HT22 세포를 보호함을 확인

하였다.

그림 14. 인간 신경모세포종 SH-SY5Y 세포에 알파-이소-쿠베베놀을 처리하고 6-OHDA로 자극

한 후 웨스턴 블랏을 통하여 AIF의 발현을 측정한 값을 나타냄.
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그림 15. 마우스의 해마 HT22 세포에 알파-이소-쿠베베놀을 처리하고 글루타메이트로 자극한

후 웨스턴 블랏을 통하여 AIF의 발현을 측정한 값을 나타냄.

바. 자극제에 의해 유도된 ERK, JNK 및 p38를 포함하는 MAPKs 인산화에 대한 알파-이소-

쿠베베놀의 억제 효과

ERK, JNK 및 p38을 포함하는 MAPKs는 뉴런의 플라크(neuronal plaque) 발생에 대한

주요 조절자이기 때문에, 신경 질환(neurodegenerative diseases)의 과정을 나타낼 것으로

여겨지므로, 알파-이소-쿠베베놀이 자극제에 의해 유도된 MAPKs의 인산화 반응을 감소

시키는지 알아보기 위하여, 다음과 같이 웨스턴 블랏을 수행하였다. 마우스의 해마 HT22

세포 및 인간 신경모세포종 SH-SY5Y를 96 웰 플레이트에 각각 접종한 후, 각 세포에

알파-이소-쿠베베놀을 20 μM 농도로 12시간 처리하였다. 마우스의 해마 HT22 세포에는

5 μM 농도의 글루타메이트를, 인간 신경모세포종 SH-SY5Y 세포에는 5 μM 농도의

6-OHDA를 0, 4, 8, 12, 16, 및 24시간 처리하여 배양하였다. 그 후, 각 세포들을 수득하

여 ERK, JNK 및 p38을 포함하는 MAPKs에 대한 인산화-특이 항체를 이용하여 웨스턴

블랏을 실험 3의 2) 방법과 동일하게 수행하였다. 그 결과를 드림 17 및 그림 18에 나타

내었다.

그림 17에 나타낸 바와 같이, 알파-이소-쿠베베놀을 전처리한 후, 6-OHDA로 자극된 인

간 신경모세포종 SH-SY5Y 세포에서의 ERK의 인산화 강도 및 기간이 감소되었고, JNK

및 p38의 인산화 반응도 억제됨을 확인하였다.

그림 18에 나타낸 바와 같이, 알파-이소-쿠베베놀을 전처리한 후, 글루타메이트로 자극된

마우스의 해마 HT22 세포에서 ERK의 인산화 반응 강도 및 기간이 감소되었고, JNK 및

p38의 인산화 반응도 억제됨을 확인하였다. 따라서, 알파-이소-쿠베베놀이 자극제에 의해

유도된 ERK, JNK 및 p38을 포함하는 MAPKs의 인산화 반응을 감소시킴으로써 세포의

염증성 반응을 억제하는 방법으로 신경세포를 보호함을 확인하였다.
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그림 16. 인간 신경모세포종 SH-SY5Y 세포에 알파-이소-쿠베베놀을 처리하고 6-OHDA로 자극한 후 웨

스턴 블랏을 통하여 ERK, JNK 및 p38을 포함하는 MAPKs의 발현 수준을 측정한 것을 나타냄.

그림 17. 마우스의 해마 HT22 세포에알파-이소-쿠베베놀을처리하고 글루타메이트로 자극한 후웨스턴블랏을 통하

여 ERK, JNK및 p38을포함하는 MAPKs의 발현 수준을측정한 것을 나타냄.

사. 신경세포에서 HO-1 및 NQO 1 발현을 조절하는 PKA/CREB/Nrf-2의 활성을 유도하는

알파-이소-쿠베베놀의 효과

(1) PKA 및 CREB 인산화 반응 활성에 대한 알파-이소-쿠베베놀의 효과

PKA 및 CREB 인산화 반응 활성에 대한 알파-이소-쿠베베놀의 효과를 알아보기 위하

여, 다음과 같이 웨스턴 블랏을 수행하였다. 마우스의 해마 HT22 세포 및 인간 신경모

세포종 SH-SY5Y에 알파-이소-쿠베베놀을 0 내지 20 μM 처리한 후 웨스턴 블랏을 실

험 3의 2) 방법과 동일하게 수행하여, PKA, PKB, CREB, Nrf-2 및 TBP의 인산화반응

및 활성을 측정하였다. PKA 및 PKB 신호 경로는 신경 세포 생존에 주요 역할을 하는

것이 밝혀져 있고, PKA 및 PKB는 다양한 신경독성에 대항하는 신경보호 효과와 대한

주요 전사 인자인 CREB 및 Nrf-2의 활성을 조절과 관련되어 있음이 알려져 있다. 웨스
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턴 블랏 결과를 그림 19 및 그림 20에 나타내었다.

그림 18에 나타낸 바와 같이, 인간 신경모세포종 SH-SY5Y에 알파-이소-쿠베베놀을 처

리 시, 농도 의존적으로 PKA 및 PKB의 인산화를 유도함을 확인하였다. 또한, CREB

인산화반응 및 Nrf-2의 핵 전좌(translocation)를 유도함을 확인하였다. 그림 19에 나타

낸 바와 같이, 마우스의 해마 HT22 세포에 알파-이소-쿠베베놀을 처리하면 PKA 및

CREB의 인산화 반응을 유의적으로 유도함을 확인하였다. 또한, 알파-이소-쿠베베놀을

4시간 처리하였을 때, Nrf-2 핵 축적이 유의적으로 증가됨을 확인하였으며, Nrf-2 핵 내

이동은 알파-이소-쿠베베놀의 농도의존적으로 유도됨을 확인하였다.

그림 18. 인간 신경모세포종 SH-SY5Y 세포에 알파-이소-쿠베베놀을 처리하고 6-OHDA로 자극한 후 웨

스턴 블랏을 통해 p-PKA, PKA, p-CREB 및 CREB의 발현, Nrf-2 핵 분포를 측정한 것을 나타냄.

그림 19. 마우스의 해마 HT22 세포에 알파-이소-쿠베베놀을 처리하고 글루타메이트로 자극한 후 웨스

턴 블랏을 통해 p-PKA, PKA, p-CREB 및 CREB의 발현, Nrf-2 핵 분포를 측정한 것을 나타냄.

(2) 일시적 주입 및 듀얼 루시퍼라제 검정(dual luciferase assay)

전사 활성을 확인하기 위하여, CREB 및 Nrf-2 각 반응 요소에 의해 유도되는 루시퍼라

제 유전자를 포함하는 CRE 및 ARE-LUC 플라스미드 DNAs를 마우스의 해마 HT22 세

포 및 인간 신경모세포종 SH-SY5Y 세포에 도입하였다. 마우스의 해마 HT22 세포 및

인간 신경모세포종 SH-SY5Y 세포에 FuGENE-HD 시약을 이용하여 제조사의 프로토

콜에 따라 CRE 및 ARE-리포터 플라스미드 또는 HO-1 프로모터 리포터 플라스미드를

포함하여 주입하였다. 레닐라 루시퍼라아제(Renilla luciferase) 컨트롤 플라스미드인
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pRL-CMV는 주입 효율에 대한 내부 컨트롤(internal control)로서 보조-주입

(co-transfected)되었다. 주입된 세포에 알파-이소-쿠베베놀을 0, 5, 10 및 20μM 농도로

처리하였다. 그 후, 루시퍼라아제 활성은 듀얼-루시퍼라아제 분석 키트를 이용하여 제조

사의 프로토콜에 따라 분석되었다. 발광(Luminescence)은 발광측정기(microplate

luminometer)(Wallac 1420)로 측정하였다. 그 결과를 그림 21 및 그림 22에 나타내었다.

그림 20에 나타낸 바와 같이, 이입된 인간 신경모세포종 SH-SY5Y 세포에 알파-이소-

쿠베베놀을 전처리한 것은 CREB 및 Nrf2 프로모터 활성에서 5.2- 및 4.6-폴드(fold) 상

승을 유도하였으며, 루시퍼라제 활성은 알파-이소-쿠베베놀의 농도의존적으로 증가함을

확인하였다. 특히, 알파-이소-쿠베베놀은 10 μM 농도로 처리된 경우 그 효과가 현저히

상승하는 것을 확인 하였다. 그림 21에 나타낸 바와 같이, 마우스의 해마 HT22 세포에

서 루시퍼라제 활성은 알파-이소-쿠베베놀의 농도의존적으로 증가함을 확인하였다. 특

히, 알파-이소-쿠베베놀은 10 μM 농도로 처리된 경우 그 효과가 현저히 상승하는 것을

확인 하였다.

그림 20. 인간 신경모세포종 SH-SY5Y 세포에 알파-이소-쿠베베놀을 처리하고 6-OHDA로 자극

한 후 듀얼-루시퍼라제(ARE/CREB Relative Luciferse) 활성을 측정한 값을 나타냄.

그림 21. 마우스의 해마 HT22 세포에 알파-이소-쿠베베놀을 처리하고 글루타메이트로 자극한

후 듀얼-루시퍼라제(ARE/CREB Relative Luciferse) 활성을 측정한 값을 나타냄.

(3) HO-1 및 NQO1 단백질 발현과 HO-1 프로모터 활성 측정

Nrf-2 및 CREB 전사촉진(transactivation)은 HO-1 및 NQO1 단백질을 포함하는 ARE-

관련된 산화방지 유전자의 발현과 관련되었음을 확인; HO-1 및 NQO1 단백질 발현에

대한 알파-이소-쿠베베놀의 효과 확인; 및 HO-1 프로모터 활성을 확인하기 위하여, 다



146

음과 같은 실험을 수행하였다. 마우스의 해마 HT22 세포 및 인간 신경모세포종

SH-SY5Y에 알파-이소-쿠베베놀을 각각 0, 5, 10 및 20 μM 농도로 12시간 처리한 후,

웨스턴 블랏을 실험 4의 2) 방법과 동일하게 수행하였다. 그 결과를 그림 23 내지 그림

26에 나타내었다.

그림 22 및 그림 23에 나타낸 바와 같이, 알파-이소-쿠베베놀 농도 의존적으로 처리한

인간 신경모세포종 SH-SY5Y 세포에서는 50 μM 농도에서부터 HO-1 및 NQO1 단백질

의 발현 수준이 증가하였고, 특히 10 μM 이상부터 그 효과가 현저히 우수함을 확인하였

다. 또한, HO-1 프로모터 활성도 알파-이소-쿠베베놀 농도 의존적으로 증가함을 확인하

였다.

그림 23 및 그림 24에 나타낸 바와 같이, 알파-이소-쿠베베놀 농도 의존적으로 처리한

마우스의 해마 HT22 세포에서는 5 μM 농도에서부터 HO-1 및 NQO1 단백질의 발현

수준이 증가함을 확인하였고, 특히 20 μM에서 그 농도가 현저히 증가하는 것을 확인하

였다. 또한, HO-1 프로모터 활성도 알파-이소-쿠베베놀 농도 의존적으로 증가함을 확인

하였다.

그림 22. 인간 신경모세포종 SH-SY5Y 세포에 알파-이소-쿠베베놀을 처리하고 6-OHDA로 자극

한 후 웨스턴 블랏을 통해 HO-1 및 NQO-1 발현을 측정한 것을 나타냄.

그림 23. 인간 신경모세포종 SH-SY5Y 세포에 알파-이소-쿠베베놀을 처리하고 6-OHDA로 자극

한 후 HO-1 프로모터-루시퍼라제 활성을 측정한 값을 나타냄.

그림 24. 마우스의 해마 HT22 세포에 알파-이소-쿠베베놀을 처리하고 글루타메이트로 자극한

후 웨스턴 블랏을 통해 HO-1 및 NQO-1 발현을 측정한 것을 나타냄.
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아. 자극제에 의해 유도된 신경 세포에서 알파-이소-쿠베베놀의 항-아폽토시스 특성과 관련

된 CREB 및 Nrf-2

CREB/Nrf-2-관련된 단계 II 해독/산화방지(phase II detoxifying/antioxidant)효소 신호

경로를 통해 발생된 알파-이소-쿠베베놀의 산화방지 및 신경보호 작용 효과를 확인하기

위하여, 다음과 같이 CREB 및 Nrf-2 siRNA를 이용하여 실험을 수행하였다. Small

interfering RNA (siRNA)를 포함한 세포의 주입은 X-treme GENE siRNA Transfection

Reagent (Roche Applied Science)을 이용하여 제조사의 프로토콜에 따라 수행하였다. 상

업적으로 구입할 수 있는 마우스 CREB- 및 Nrf-2-specific siRNAs (Santa Cruz,

Heidelberg, Germany)와 음성대조군 siRNAs (Santa Cruz)이 주입하기 위해 사용되었다.

간단하게, X-treme GENE siRNA Transfection Reagent (10 µl)를 각 2 µg siRNA이 포

함된 100 µl 무혈청 배지(serum-free medium)에 첨가한 후, 실온에서 20분간 배양하였다.

그 후, 마우스의 해마 HT22 세포 및 인간 신경모세포종 SH-SY5Y를 96 웰 플레이트에

각각 접종한 후, 각 세포에 알파-이소-쿠베베놀을 20 μM 농도로 12시간 처리하였다. 세

포에 마우스의 해마 HT22 세포에 글루타메이트를 12시간 처리하였고, 인간 신경모세포

종 SH-SY5Y 세포에는 6-OHDA를 24시간 처리하였다. 유전자 사일런싱(Gene silencing)

은 웨스턴 블랏으로 48시간 후에 측정하였다.

또한, 각 실험 1의 2) 방법과 동일하게 LDH 분비 검사하여, 그 결과를 그림 26 및 그림

27에 나타내었다. 또한, 실험2의 2) 방법과 동일하게 TUNEL 분석을 실시하여, 그 결과를

그림 26 및 그림 29에 나타내었다. 그림 26 및 그림 27에 나타낸 바와 같이, CREB 및

Nrf2 siRNAs를 이입한 세포는 CREB 및 Nrf2 단백질 발현 수준을 억제시킴을 확인하였

다. 또한, 알파-이소-쿠베베놀을 처리하였을 때, 대조군 siRNA이 이입된 인간 신경모세

포종 SH-SY5Y 세포에 대한 6-OHDA의 사멸이 억제됨을 확인하였으나, CREB 및 Nrf2

siRNAs를 이입한 SH-SY5Y 세포에서는 그 효과가 적음을 확인하였다.

그림 28 및 그림 29에 나타낸 바와 같이, CREB 및 Nrf2 siRNAs를 이입한 세포는

CREB 및 Nrf2 단백질 발현 수준을 억제시킴을 확인하였다. 또한, 알파-이소-쿠베베놀을

처리하였을 때 CREB 및 Nrf2 siRNA가 이입된 세포를 제외하고 글루타메이트로 자극된

아폽토시스 세포 사멸은 알파-이소-쿠베베놀 처리 시 억제되었음을 확인하였다. 따라서,

알파-이소-쿠베베놀은 신경보호작용 효과를 나타내고, CREB/Nrf2의 신호 경로의 활성에

의해 6-OHDA 및 글루타메이트 자극에 의한 신경 세포 사멸을 효과적으로 억제함을 확

인하였다.

그림 25. 마우스의 해마 HT22 세포에 알파-이소-쿠베베놀을 처리하고 글루타메이트로 자극한 후

HO-1 프로모터-루시퍼라제 활성을 측정한 값을 나타냄.
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그림 26. 인간 신경모세포종 SH-SY5Y 세포에 CREB 및 Nrf-2 siRNA를 이입한 후, 알파-이소-쿠베베놀을 처

리하고 6-OHDA로 자극하고, 젖산탈수소효소(Lactate dehydrogenase, LDH) 분비 검사한 값을 나타냄.

그림 27은 마우스의 해마 HT22 세포에 CREB 및 Nrf-2 siRNA를 이입한 후, 알파-이소-쿠베베놀을 처리하고

글루타메이트로 자극하고, 젖산탈수소효소(Lactate dehydrogenase, LDH) 분비 검사한 값을 나타냄.

그림 28, 인간 신경모세포종 SH-SY5Y 세포에 CREB 및 Nrf-2 siRNA를 이입한 후, 알파-이소-

쿠베베놀을 처리하고 6-OHDA로 자극하고, TUNEL 검사한 값을 나타냄.



149

그림 29. 마우스의 해마 HT22 세포에 CREB 및 Nrf-2 siRNA를 이입한 후, 알파-이소-쿠베베놀

을 처리하고 글루타메이트로 자극하고, TUNEL 검사한 값을 나타냄.
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제 4 장 목표달성도 및 관련분야에의 기여도

1절. 연차별 연구개발의 목표달성도 및 내용

본 기술개발사업의 목표는 10대 질환을 중심으로 특정고유질환 동물모델을 개발하고, 우수

한 천연물 후보물질을 발굴하여 효력을 평가하고, 이를 대상으로 한 비임상시험 (GLP)을 수행

함으로서, 후보물질의 안전성 및 유효성을 입증함과 동시에 전문적인 연구개발지식과 농업바

이오 분야에서의 R&D 사업의 수익을 지속적으로 창출할 수 있는 모델을 제시하고자한다.

CRO산업은 바이오산업의 핵심 인프라산업으로 바이오산업과 함께 고성장하고 있는 추세로,

최근 CRO산업은 단순한 연구서비스 제공을 지양하여 초기 물질 연구에서, 비임상시험, 임상

시험, 분석시험, 임상데이터 관리, 컨설팅, 영업, 마케팅지원 사업(CSO)까지 다양화되고 있다.

농업 바이오 산업은 생명공학을 필두로 하는 첨단기술 개발로 시장 규모가 넓고 분야가 다

양화된 연 평균 18%의 성장을 보이는 국가경쟁력의 원천 분야로서, 신약소재에서 기능성 식

품, GMO, 천연화장품까지 확대되어 후보물질이나 신기술을 상품화하는 글로벌 농업 CRO 출

현을 필요로 한다.

본 연구과제의 최종목표는 농업 바이오 전문가인프라 구축과 전문 비임상 CRO 및 임상

CRO를 연계시키고, 농업 바이오 산업 분야의 특성화된 전문 컨설팅 서비스를 제공하는 농업

바이오 CRO 법인을 설립하는데 있다.

이러한 CRO 법인 설립을 위해 1, 2년차에 산학연계 프로그램을 통해 우수 인력을 확보하고,

내부 인원에 대한 전문성을 강화하기 위해 정기적인 교육 및 훈련을 실시하며, 국내외 전문가

초빙 세미나 및 전문 교육 프로그램 지원을 통해 농업 바이오 분야의 전문 CRO로서의 입지를

구축한다. 3년차 이후에는 주관기업 내에 농업 바이오 R&D 컨설팅 전담부서를 구성하여 본 과

제로부터 도출된 우수한 결과를 보인 국산 농산물 후보물질에 대한 IND 신청자료를 파일링하

고, R&D 컨설팅 네트워크 구축을 지원한다. 추후 독립적인 R&D 컨설팅 CRO 법인을 설립한다.

농업전문 국가기관과 농업전문 CRO 간의 MOU를 체결하여 국가기관에서 주관하는 주요

사업의 신약후보물질이 발굴되면 농업전문 CRO에서 컨설팅을 한다. 농업전문 CRO는 농업바

이오분야에 저명한 학계와 우수실험실을 갖춘 비임상 및 임상 시험 전문기관과의 인프라를 구

축하고 유지한다. 이러한 시스템을 이용하여 농업바이오분야의 우수한 신약후보물질의 효력

및 안전성 검증에서부터 상품화까지 컨설팅 역할을 수행함으로써 차별화된 농업전문 CRO 역

할을 수행한다.
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구분

(연도)
세부과제명 세부연구목표

달성도

(%)
연구개발 수행내용

1차

년도

(2012)

제 1세부

농업바이오

분야의 CRO

비임상시험 연구

○ 확보된 후보물질을 대상으로

비임상시험 실시

100% ○ 조제물분석

100%

○ 자초추출물

단회투여독성(설치류/비설치류)

2주용량설정시험

(설치류/비설치류)

단회경구투여독성

(설치류,비설치류)

4주반복 투여독성 및 회복시험

(설치류, 비설치류)

100%

○ 자초추출물

국소독성(피부, 안점막) 및

항원성

100%

○ 자초추출물

유전독성(복귀돌연변이,

염색체이상, 소핵시험)

100%

○ 자초추출물

LC/MS/MS를 이용한 랫드 및 비

글견 중 acetylshikonin 분석법개발

및 검량선 확인시험

(설치류, 비설치류)

제 1협동

질환 동물 모델

개발 및

효력시험 연구

심순환모델동물

ASC-2 GEM 개발
100%

○ ASC-2 (심순환) GEM의

vector 제작

○ ASC-2 (심순환) GEM의

targeted ES 확보

○ ASC-2 (심순환) GEM 의

targeted ES의 blastocyst

injection

○ ASC-2 (심순환) GEM의

targeted ES의 GLT (Germline

transmission)

○ ASC-2 (심순환) GEM의

targeted ES의 chimera 생산

○ ASC-2 (심순환) GEM의

genotype 및 대량 생산
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구분

(연도)
세부과제명 세부연구목표

달성도

(%)
연구개발 수행내용

1차

년도

(2012)

제 1협동

질환 동물 모델

개발 및

효력시험 연구

암모델동물

Ei24 GEM 개발
100%

○ Ei24 (암) GEM의 vector 제작

○ Ei24 (암) GEM의 targeted ES

확보

○ Ei24 (암) GEM 의 targeted

ES의 blastocyst injection

○ Ei24 (암)GEM의 targeted

ES의 GLT (Germline

transmission)

○ Ei24 (암) GEM의 targeted

ES의 chimera 생산

○ Ei24 (암) GEM의 genotype 및

대량 생산

대사성질환 모델동물

ATF-3 GEM 개발
100%

○ ATF-3 (대사)GEM의 vector

제작

○ ATF-3 (대사) GEM의

targeted ES 확보

○ ATF-3 (대사) GEM 의

targeted ES의 blastocyst

injection

○ ATF-3 (대사) GEM의

targeted ES의 GLT (Germline

transmission)

○ EATF-3 (대사) GEM의

targeted ES의 chimera 생산

○ ATF-3 (대사) GEM의

genotype 및 대량 생산

제 2협동

천연물

신약후보물질의

개발 및 효력시험

연구

○ 항암 효능 지치 지치의 대량 추출 100%
○ 전임상 실험에 필요하 추출물

제공

○ α-iso-cubebenol의 대량 분리법 확립 100%

○ 다양한 방법으로 추출 효율 3배

이상 향상

○ 용매 절약 및 순수분리 기간 단축

○ Gomisin J의 혈관이완작용

및 이의 분자생물학적 기전

을 규명, 다양한 형태의 고

혈압 실험동물 모델 개발 및

이에 대한 gomisin J의 항고

혈압 효과를 규명한다.

100%

○ Gomisin J의 혈관이완작용 규명

○ Gomisin J와 Gomisin A의 혈관

이완작용 강도 비교

○ Gomisin J에 의한 혈관이완작용

에 있어서 혈관 내피세포와의

관련성 규명

○ Gomisin J의 혈관이완작용 기전

에 규명

○ 오미자 유래 신기능 물질의

동물모델에서의 패혈증 치료

효과

100%

○ CLP 모델에서의 신기능 물질에

의한 패혈증 치료효과 조사

○ Antibiotics 주입 모델에서의

신기능 물질의 패혈증 치료

효과 조사

○ 신기능 물질에 의한 주요 장기

손상 저해 효과 조사
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구분

(연도)
세부과제명 세부연구목표

달성도

(%)
연구개발 수행내용

2차

년도

(2013)

제 1세부

농업바이오

분야의 CRO

비임상시험 연구

○ 확보된 후보물질을 대상으로

비임상시험 실시

100%

○ 자초추출물

4반복투여독성시험, 독성동태시험

(설치류)

acetylshikonin 분석법개발 및

validation(설치류)

100%
○ Gomisin J

분석법 Validation(설치류)

100%

○ EC-18

13반복투여(설치류/비설치류)

4반복투여독성(비설치류)

항암효능시험

관절염 효능시험

안전성약리시험 (중추신경계)

제 1협동

질환 동물 모델

개발 및

효력시험 연구

세부연구목표

신경계 질환모델동물

DMI-1, GX2 GEM 개발
100%

- DMI-1, GX2 (뇌신경질환)

GEM의 vector 제작

- DMI-1, GX2 (뇌신경질환)

GEM의 targeted ES 확보

- DMI-1, GX2 (뇌신경질환)

GEM의 targeted ES의

blastocyst injection

- DMI-1, GX2 (뇌신경질환)

GEM의 targeted ES의

GLT(Germline transmission)

- DMI-1, GX2 (뇌신경질환)

GEM의 targeted ES의 chimera 생산

- DMI-1, GX2 (뇌신경질환)

GEM의 genotype 및 대량 생산

암, 심순환, 대사성

질환동물모델의 질환 관련

특성 분석 표준화

기반 구축 및 분석

100%

- 종양 발생 검색 : 조직병리,

세포증식능 검색, 발암물질

감수성 검색(DEN)

- 심순환 질한 특성 검색 : 심장

및 혈관의 조직학적 검사

- 대사성질환 특성 검색: 체중증가,

지방량 측정, 지방조직검사,

혈당, GTT

- 신경계질환 검색 : 조직검사,

Hippocampus의 세포 증식능 검색

제 2협동

천연물

신약후보물질의

개발 및 효력시험

연구

∙α-iso-Cubebenol의 대량분리 100%

- 1차년도에 확립한 방법을 반복

적으로 수행하여 3차연도까지 3

차연도까지 25 g 확보

∙제 1세부에 자초추출물과 α

-iso-cubebenol 공급
100%

- 항암효능을 가진 자초추출물 공급

- 97% 이상 순도를 가진 α

-iso-cubebenol의 순수분리

- GC-MS를 이용한 순도확인

∙오미자 성분의 효능 검증 100% - 효능성분의 작용 기전 규명
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구분

(연도)
세부과제명 세부연구목표

달성도

(%)
연구개발 수행내용

3차

년도

(2014)

제 1세부

농업바이오

분야의 CRO

비임상시험 연구

후보물질을 대상으로

비임상 시험 진행

100%

○ 개발후보물질 사업성 판단

(EC-18, 자초추출물, Gomisin J,

α-Iso-cubebenol)

100%

○ α-Iso-cubebenol

단회경구투여독성(설치류)

피부자극시험 (비설치류)

안점막자극시험 (비설치류)

100%
○ Gomisin J

분석법 Validation(설치류)

100%

○ EC-18

배태자 발생독성시험(설치류)

수태능 및 초기배 발생독성시험(설치류)

농업 CRO 기반구축

을 위한 전문가 육성

세미나 개최

100%

2014년 11월 20일

외부 전문가, 제1세부, 제1협동, 제2협동

과제책임자가 기능성 식품 및 의약품

개발에 대한 특강, 개발한 질환모델 소개

농업 바이오 CRO 구

축,산학연과 MOU 체

결

100%

- 농림수산식품기술기획 평가원과 MOU

체결

- 세종벤쳐 파트너스와 연계하여 컨설팅

조직 구축

제 1협동

질환 동물 모델

개발 및 효력시험

연구

신약후보물질의 종양,

심순환, 대사성, 신경

계 질환 유효성 평가

를 위한 질환동물모

델 개발

100%

- ASC-2 (심순환), Ei24 (암질환), UQCRB

(대사성질환), 마우스의 질환 특성 분석

연구

암 질환동물모델을

이용한 신약후보물질

1종의 유효성 평가

(2차년 종료후 과제

평가에 따른 수정사

항)

100%

- 종양 발생 검색 : 조직병리, 세포 증식능

검색, 발암물질 감수성 검색 (DEN)

모델에서 종양억제 유효성 평가

제 2협동

천연물

신약후보물질의

개발 및 효력시험

연구

∙α-iso-Cubebenol의

대량분리
100%

- 1차년도에 확립한 방법을 반복적으로 수

행하여 3차연도까지 25 g 확보

∙제 2 협동에 자초

추출물과 α

-iso-cubebenol 공급

100%

- 항암 효능을 가진 자초 추출물 공급

- 97% 이상 순도를 가진 α-iso-cubebenol

의 순수분리

- GC-MS를 이용한 순도확인

∙오미자 성분의 효

능 검증
100% - 효능성분의 작용 기전 규명
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2절. 관련분야에의 기여도

1. 제 1세부. 농업바이오 분야의 CRO 비임상시험 연구

○ 농업바이오분야 R&D 사업을 원활히 수행할 민간 CRO 기관의 인프라를 구축한다.

○ 10대 질환을 중심으로 발굴된 우수한 천연물 후보물질을 대상으로 비임상시험을 수행함으로

서, 후보물질의 안전성 및 유효성에 대한 평가가 가능하게 되었다

○ 동시에 전문적인 연구개발지식과 농업바이오 분야에서의 R&D 사업의 수익을 지속적으로 창

출할 수 있는 모델을 제시할 수 있으리라 기대된다.

2. 제 1협동. 질환 동물 모델 개발 및 효력시험 연구

○ 국내 질환모델동물의 개발단계 수준을넘어서 의약품 평가에 효율성이높은 질환모델동물자

원을 발굴함으로써국내 질환모델동물자원의 활용성을높이고 국내 신약개발 및 독성연구에 지

원 가능할 것으로 기대된다.

○ 개발된 4개 질환에 대한 동물모델을 대상으로 후보 물질의 효력 시험연구(유효성)에 활

용 가능할 것으로 기대된다(학계, 산업계 활용 가능).

○ 개발된 질환모델동물을 이용한 신약 후보 물질의 산업화를 위해서는 마우스 계통 유지

및 대량 생산이 필요하며 이를 위해서는 계통 유지 및 대량생산에 필요한 시설 및 재원의

지원이 필요함. 모델동물 개발자와 협의하여 농림수산식품부에서 수탁관리하고 지속적인 계

통관리와 품질관리를 통해 산업화 가능할 것으로 기대된다.

3. 제 2협동. 천연물 신약후보물질의 개발 및 효력시험 연구

○ 지적 재산권의 확보:

- 면역조절 물질이 향후 패혈증 치료제 개발에 필요한 후보물질로 제공될 수 있음을 규

명한 결과를 국내외에 특허화하여 지적 재산권을 확보하고 향후, 이를 글로벌 제약회사

에 licensing out함으로써 의약품 개발에 응용하도록 한다.

- 오미자 유래 gomisin J의 고혈압 예방 및 치료 후보물질 발굴로 제약회사에 licensing

out함으로써 의약품 개발에 응용하도록 한다.

- 자초 유래 항암성분을 동물모델에서 효능을 검증하여 천연물 후보물질로서 제공한다.

○ 면역조절 물질에 의한 생리활성 반응의 조절 및 생리활성 반응과 염증반응과의 상호관련

성에 대한 확인으로 염증반응과 감염질환 연구에 새로운 계기를 마련할 수 있을 것으로

기대된다.
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○ 면역조절 물질을 다른 질병 치료제 개발에 응용할 수 있는 좋은 예를 제시할 수 있을 것

임.

○ 면역조절 물질을 이용한 패혈증 치료제 개발을 주도하여 패혈증을 포함한 감염질환 치료

제 개발 분야를 선도할 수 있을 것으로 기대됨.

○ 면역조절 물질을 이용한 패혈증 치료제 개발 연구의 초석을 제공함으로 인하여 국내 신

약개발 역량을 향상시킬 것으로 기대됨.

○ 연구에 참여한 연구원들이 패혈증 및 감염질환에 관련된 다양한 연구 경험을 쌓을 수 있

게 되어 우수한 연구 인력을 양성하여 향후 관련 Bio 산업 발전에 기여할 수 있을 것으

로 기대됨.

구분 최종목표 목표달성도 및 기여도

고혈압 효능

천연물 신약

후보물질 개

발

천연물 후보물질 1종

- 기존에 고혈압 치료제로 사용되고 있는 Losartan보다

효과 높은 성분 발굴

- 천연물을 이용한 고혈압 치료 소재 발굴 방법 확립

패혈증 치료

제 후보물질

개발

물질개발 수 (1개)

- 오미자로부터 패혈증에 효과가 있는 성분의 패혈증 기

작을 구명하여 패혈증 치료제 후보물질 1종 발굴

- 효능성분의 염증성 사이토카인인, Th1 사이토카인의

영향규명

- 패혈증 치료제 개발을 위한 효능연구 시스템 확립

- 특히 천연물 후보물질인 α-iso-cubebenol은 단백질 의

발현 및 신경전달의 조절을 통해서 신경세포 보호하

고, 신경질환을 개선, 치료 또는 예방하는 효과가 높

고, 천연물로써 안정성이 높기 때문에 다양한 분야에

활용가능한 성분으로 증명됨

항암 효능

천연물 후보

물질 개발

천연물 후보물질 1종

- 항암 효능을 가진 복합 추출물의 효능을 검증하였으

며, 추출물로부터 효능성분을 순수분리하여 효능성분

의 함량 표준화로 천연물 후보물질 1종 발굴

- 효능성분의 순수분리 방법 확립

- 효능성분의 함량분석을 통한 추출물의 표준화
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제 5 장 연구개발 성과 및 성과활용 계획

제 1절. 농업바이오 분야의 CRO 구축

<조직도>
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구분

특허 신약후보물질
SOP

개발

논문

출원 등록
후보물질

검증

IND

제출
상품화 SCI 비SCI

1차년도

목표 제정 2

성과 2 1 3

2차년도

목표 1 1 3 2

성과 3 1 1 2

3차년도

목표 1 2 (1) 3 3

성과 2 1 1 4 2

4차년도 목표 1 2 (2)

5차년도 목표 1 (1)

계

목표 2 2 3 (1) (1) 8 5

성과 7
1

4 1 8 4(2)

제 2절. 계획 대비 연구성과

(단위 : 건수)

*4차년도(2014년) 비SCI 논문 투고중 “Dose escalating single and repeated dose oral toxicity studies
of Lithospermumerythrorhizonextract in dogs”
“Acute and 28-day subchronic toxicity studies of Lithospermum erythrorhizon extract, in

Sprague-Dawley rats”

제 3절. 주요 연구성과 세부내용

1. 주요 연구성과

가. 후보물질의 비임상 시험 실시 및 산업화

(1) 10대 질환을 중심으로 발굴된 천연물 후보물질을 대상으로 비임상독성시험(일반독성, 유

전독성, 특수독성시험 등) 수행하였다.

(2) 또한, 농업바이오 분야의 개발후보 물질의 독성시험을 통한 안전성 검증과 관절염, 항암

시험 등의 유효성 평가 시행을 통해 전문적 연구개발 지식 및 R&D 사업의 수익을 지속

적으로 창출할 수 있는 모델 제시하였으며,

(3) 후보물질 검증에서 효능이 입증되고 독성이 없는 것으로 인정된 후보물질의 경우, 건강

기능식품 및 천연물신약에 대한 IND 신청자료로 제출하고 시험결과에서 경쟁력 확보

시 상품화 진행 예정중이다.
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∎ 후보물질의 비임상 시험 실시 및 산업화

• 10대 질환을 중심으로 발굴된 천연물 후

보물질(1차년도 자초추출물)을 대상으로 비

임상 독성시험 (일반독성 (단회 및 반복, 설

치류 및 비설치류), 유전독성, 특수독성시험

등) 수행.

• 농업바이오분야의 개발후보물질의 안전성

및 유효성 평가와 동시에 전문적인 연구개발

지식과 R&D 사업의 수익을 지속적으로 창

출할 수 있는 모델 제시함.

•후보물질 검증에서 효능이 입증되고 독성

이 없는 것으로 인정된 후보물질의 경우, 건

강기능식품 및 천연물신약에 대한IND 신청

자료로 제출하고 시험결과에서 경쟁력 확보

시 상품화 진행 예정.

나. 농업바이오분야 전문 CRO 법인화 추진

(1) 농업바이오분야 R&D 사업을 원활히 수행할 타 기관과의 전문가 인프라 구축완료 하였

으며,

(2) 본 주관기관은 바이오 전 분야(농업분야 포함)의 전문 CRO로서 바이오산업 분야의 특

성화된 전문 컨설팅 서비스를 이미 제공하고 있으며, 본 과제의 목표로 정한 법인화를

추진하여 현재 ‘세종벤처파트너스’를 설립하였으며, 현재 사업을 다각화하여 농업CRO로

서의 기업의 역량을 강화하기 위하여, 우수 신약 item 개발, 유망 벤처 발굴 및 육성 등

의 역할을 수행하는 조직을 구성하여 운영중이다.
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2. 특허/논문 성과

가. 논문 성과

게재연도 논문명
저자

학술지명
Vol.

(No.)

국내외

구분

SCI

구분주저자 교신저자 공동저자

2012

Gomisin J from

Schisandra chinensis

induces vascular

relaxation via

activation of

endothelial nitric

oxide synthase

박지영 김치대

최영환,

윤정욱,

배진웅,

서교원,

이승진,

박소연

Vascular

Pharmacology
57 국외 SCI

2012

A n t ihyp e r t e n s i v e

effect of gomisin A

from Schisandra

chinensis on

angiotensin II-

induced hypertension via

preservation of nitric

oxide bioavailability

박지영 최영환

윤정욱,

배진웅,

서교원,

이승진,

박소연,

홍기완,

김치대

Hypertension

Research
35 국외 SCI

2012

Therapeutic effects of

α-iso-cubebenol, a

natural compound

isolated from the

Schisandra chinensis

fruit, against sepsis.

이성규
최영환,

배외식

김상두,

국민수,

이하영,

박준성,

박영훈,

강점순

Biochem

Biophys Res

Commun

427 국외 SCI

2013

Role of CXCR2 on

the immune

modulating activity of

α-iso-cubebenol a

natural compound

isolated from the

Schisandra chinensis

fruit.

정영수,

이성균

최영환,

배외식

옥창엽,

조은정,

박준성

Biochem

Biophys Res

Commun

431 국외 SCI

2013

EI24 regulates

epithelial-to-mesenc

hymal transition and

tumor

최정민

Sushil

Devkota

이한웅 성영훈 Oncotarget 4(12) 국외 SCI

2013

Proteomic analysis of
liver in miniature pigs
according to
developmental stages
using two-dimensional
electrophoresis and
matrix-assisted later
desorption/ionization-time
of flight mass
spectrometry

이순신 성제경

오새진

김일용

염혜정

염수청

황승용

Lab Anim Res 29(3) 국내 비SCI

2014

α - I s o - c u b e b e n o l

inhibits inflammation

-mediated neurotoxicity and

amyloid beta 1–42

f i b r i l - i n d u c e d

microglial activation

박선영
최영환,

배외식

박태경,

이상준

J. of Pharmacy

a n d

Pharmacology

66(1) 국외 SCI



161

게재연도 논문명

저자

학술지명
Vol.

(No.)

국내외

구분
SCI구분

주저자 교신저자 공동저자

2014

Involvement of activation
of the Nrf2/ARE
pathway in protection
against 6-OHDA
-induced SH-SY5Y cell
death by a-iso-cubebenol

박선영 최영환,

김도연,

강종구,

박근태

NeuroToxicolo

gy
44 국외 SCI

2014

Identification of the
responsible proteins for
increased selenium
bioavailability in the
brain of transgenic rats
o v e r e x p r e s s i n g
selenoprotein M

김요나

구준서

성제경

황대연

김일용

김지은

곽문화

고준

심선보

홍진태

Internatioal J.

of Mol. Med.
34 국외 SCI

2014
Perturbation of NCOA6

Leads to Dilated
Cardiomyopathy

노재일
이한웅

강석민

정철호

성영훈

이지현

오재원

이범섭

이종은

고용송

김덕경

박찬배

이지현

이재운

Cell Reports 8 국외 SCI

2014

Proteomic analysis of
domestic pig pancreas
during development using
t w o - d i m e n s i o n a l
electrophoresis and
matrix-assisted laser
desorption/ionization -time
of flight mass spectrometry

안지예 성제경

김일용

오새진

황혜숙

이순신

김요나

신재훈

윤여성

Lab Anim Res 30(2) 국내 비SCI

2014

Proteomic analysis of
pancreas in miniature pigs
according to developmental
stages using two-
dimensional electrophoresis
and matrix-assisted laser
desorption/ ionization -time
of flight mass spectromet

이순신 성제경

김일용

오새진

염혜정

염수청

황승용

Lab Anim Res 30(1) 국내 비SCI
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등록된 특허의 경우

등록연도 특허명 출원인 출원국 출원번호

2014.07.09
알파―이소―쿠베베놀을 유효성분으로 포함하는 감
염성 및 염증성 질환의 예방 또는 치료용 조성물

부산대

산학협력단,

성균관대

산학협력단

대한민국 10-1420010

나. 특허 성과

출원된 특허의 경우

출원연도 특허명 출원인 출원국 출원번호

2012.08.28
알파―이소―쿠베베놀을 유효성분으로 포함하는 감
염성 및 염증성 질환의 예방 또는 치료용 조성물

부산대

산학협력단,

성균관대

산학협력단

대한민국 10-2012-0094114

2012.08.10
지치 추출물을 유효성분으로 포함하는 암의 예방
또는 치료용 약학적 조성물

부산대학교

산학협력단
PCT

PCT/KR2012/006

359

2013.12.31
오미자로부터 알파-이소-쿠베베놀을 대량으로 분
리하는 방법

부산대학교

산학협력단
대한민국 10-2013-0168998

2013.11.07
고미신 J를 유효성분으로 포함하는 고혈압의 예방
또는 치료용 조성물

부산대학교

산학협력단
대한민국 10-2013-0134646

2013.0101
전 알파-이소-쿠베벤 또는 알파-이소-쿠베베놀을
유효성분으로 포함하는 감염성 및 염증성 질환의
예방 또는 치료용 조성물

부산대

산학협력단,

성균관대

산학협력단

PCT
PCT/KR2013/007

381

2014.05.12
알파-이소-쿠베베놀을 유효성분으로 포함하는 신
경 질환의 예방 또는 치료용 조성물

부산대학교

산학협력단
대한민국 10-2014-0056503

2014.05.12
알파-이소-쿠베베네를 유효성분으로 포함하는 신

경 질환의 예방 또는 치료용 

최영환 

박순영 

박근태 

김영훈 

강종구 

대한민국  10-2014-0056508

다. 연구 성과 활용목표 및 결과

(단위 : 건수)

구분
기술실시

(이전) 상품화 정책자료 교육지도 언론홍보 기타

활용건수
목표 1 (1) 1(SOP)

달성 1 1 1(SOP)

(1) 후보물질 검증

① 자초추출물(Acetylshikonin): 비임상시험 실시,사업성판단(사업화보고서 참조)

Acetylshikonin(자초추출물)에 대한 비임상 시험은 단회, 반복(4주 단회 설치류, 비설치

류), 유전, 국소, 항원성 시험을 진행하였으며, 개략의 치사량, 최대내성용량을

2,000mg/kg이상으로 설정, 유전독성시험(복귀돌연변이, 염색체이상)에서는 음성, 소핵시
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험에서는 소핵유발에 영향을 미치지 않는 것으로 판단되었다. 또한 항원성 음성, 피부

자극 및 안점막 자극 시험에서는 자극성이 있는 것으로 판단됨

② EC-18: 사업성판단(사업화보고서 참조)

EC-18에 대한 비임상 시험은 단회, 반복(4주 설치류, 비설치류, 13주 설치류), 유전, 생식,

안전성 약리 시험을 진행하였으며, MTD, NOAEL, 2,000mg/kg이상으로 설정, 기타 유전

독성 음성, 생식발생, 안전성약리 시험에서 2,000mg/kg 이하에서 특이사항 없었음. 효능시

험은 천식, 아토피 및 폐혈증 동물 모델에서 효능입증 하였으며, 건강기능성 식품 등재를

위해 사람을 대상으로 안전성과 유효성 평가를 입증함.

③ Gomisin-J: 사업성판단(사업화보고서 참조)

Gomisin J가 혈관 평활근을 이완시킬 수 있음을 증명하였을 뿐만 아니라, gomisin J의

혈관이완작용 강도는 gomisin A의 강도보다 3배 정도 더 강함을 알 수 있었으며, 이를

통하여 gomisin J가 gomisin A보다 더 높은 약리학적 효능을 가지고 있음.

④ α-iso-cubebenol: 비임상시험 실시(사업화보고서 참조)

(2) 농업 CRO 기반구축을 위한 전문가 육성 Seminar 개최

① 일시 : 2014년 11월 20일(목)

② 장소 : (주)바이오톡스텍 C동 세미나실

③ 발표연사 및 내용

       

시간 프로그램

15:00~15:10 인사 및 일정 공지 사회자 등

15:10~15:50 건강기능식품의 유효성/안전성 평가:개요 및 실제 충북대 김대중교수

15:50~16:30
Detection of allergic compounds and evaluation of
therapeutic agents using lL-4/Luclferase/ CNS-1
transgenic mice

부산대 황대연교수

16:30~17:00 농업 바이오 분야의 CRO의 역할
㈜바이오톡스텍
강종구대표이사

17:00~17:30 질환 동물 모델 개발 및 효력시험 연구 서울대 성제경교수

17:30~18:00 천연물 후보물질의 개발 및 효력시험 연구 부산대 최영환교수

18:00~ 폐회
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(3) 상품화 : EC-18 (PLGA: 1-palmitoyl-2-linoleoyl-3-acetyl-rac-glycerol) 건강기능성

식품 개별인증 획득

① EC-18 (PLGA: 1-palmitoyl-2-linoleoyl-3-acetyl-rac-glycerol)은 녹용 천연물 유래 단

일 활성성분으로, 국내 최조 건강기능성 원료로 인증 받았다.

② 녹용은 지난 100여년 이상 대표적인 보양식품으로, 여러가지 작용 중에서 조혈작용이나

면역계에 대한 효능이 입증되어 오랜세월 동안 사용하여 안전성이 입증되었다. 반면 단

회, 반복, 소핵, 복귀돌연변이, 염색체이상, 약물동태, 안전성 약리(중추신경, 호흡기계, 심

혈관기계) hERG assay, 동위원소를 이용한 약물동태(흡수, 분포, 대사) 시험, 효력시험 등

을 바이오톡스텍에서 수행하였을 때, 안전성 또한 입증된 원료이다.

③ 현재 EC-18은 면역력 증진, 관절건강, 피로회복, 중성지방 저하 등 다양한 효능을 기초로

건강기능식품으로 “록피드”를 제조해 국내 종합병원 및 건강기능성 식품으로 판매 중에

있다.

       

④ 록피드는 현재 판매되고 있는 상품으로서 약 10억원 이상의 연 매출을 올리고 있으며, 면역

력 증진, 관절건강, 피로회복, 중성지방 저하 등 다양한 효능을 가지고 있으므로 추후 지속

적인 매출액 증대가 있을 것으로 예상함
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(4) CRO 운용관련 SOP 제정 : 기밀사항으로 예시만 공개
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(5) 인터비즈(바이오파트너링&투자포럼) 참석

제 1 세부와 제 2협동 공동으로 연차 결과를 InterBizBio-Partering & Investment

Forum에 참석하여 결과 홍보 및 기술이전 제약회사 탐색하였다.
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제 4절. 성과활용계획

○ 농업바이오신약 후보물질인 자초추출물의 비임상시험 평가 및 사업화

○ 본 연구과제에서 도출된 연구성과는 기술 이전의 효율성을 증대시키기 위하여 주관기업

으로 기술이전을 하거나 연구성과 결과에 따라서 일정 지분을 주관연구기관과 공유하게 될

것임. 이러한 기술은 부산대학의 산학협력단과 주관기관인 바이오톡스텍이 기 구축된 인프

라를 이용하여 상호협력 또는 개별적으로 기술이전을 추진할 계획임

○ 신약 후보물질의 산업화에 전략

- 천연물 신약 후보물질인 표준화된 자초추출물, α-iso-cubebenol 및 gomisn J 등은 농기

평 등의 산업화 연구과제 개발을 위한 추가적인 연구 시도 후 나온 연구결과 또는 현재의

연구결과를 부산대의 산학협력단이나 바이오톡스텍의 인프라를 통하여 기술을 이전할 수 있

는 다양한 방법을 강구할 계획임.

- 연구성과의 산업화를 위해서는 국신약개발연구조합에서 시행하고 있는 인터비즈(바이오

파트너링&투자포럼) 또는 (사)한국대학기술이전협회 등에 참여하여 기술을 홍보하고, 제약

회사와의 미팅을 통하여 기술이전을 위하여 노력할 것임

○ 세부과제별 농기평 연구과제와 연계한 발전 방향

본 연구과제에서 도출된 농업전문 CRO구축, 주요 질환동물 개발 및 고기능성 천연물의

발굴, 순수분리와 함량분석을 통한 표준화 기술은 농산물을 이용한 건강기능성 식품, 천연물

신약 개발 등에 반드시 필요한 분야임.

따라서 본 과제에서 구축한 인프라를 잘 활용하는 것이 무엇보다도 중요하다. 따라서 농기평

에서 수행하고 있는 과제 중에서 농업전문 CRO, 질환동물을 이용한 효능 검증 및 추출물의
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표준화를 위한 지표성분 발굴과 함량분석이 필요시 위탁기관으로 선정하여 활용하는 것도 농기평의 

연구 성공을 위해서 매우 필요한 분야라고 생각됨.

   

본 연구팀도 연구성과가 단순히 보고서 제출로서 마무리 되는 것이 아니라 농업의 연구기반을 구축

하고, 앞으로 농업 연구에 더 큰 도움이 되도록 노력할 것임 

 본 연구 연구성과 활용의 활성화를 위한 모식도를 다음과 같이 요약할 수 있음

<연구결과 활용을 위한 모식도>
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제 6 장 연구개발과정에서 수집한 해외과학기술정보

제 1 절 국외 기술 개발 현황

1. 질환 모델 마우스 관련 연구 현황

가. 질환모델마우스 관련 해외업체 및 산업화 사례

질환모델마우스의 제작 및 판매 관련 주요 업체로는 미국의 찰스리버 (Charles River), 타

코닉(Taconic), 할란(Harlan), 영국의 B&K, 일본의 SLC 및 Clea 등으로 조사되었다. 이들

중 미국의 찰스리버사는 질환모델마우스 시장의 50% 이상을 점유할 것으로 예측되며 찰스

리버는 비영리기구인 미국의 잭슨 연구실에서 개발된 질환 모델 마우스를 판매한다. 잭슨

연구소(Jackson Laboratory)에는 총 4,000 계통 이상의 마우스를 보유하고 있으며 이 중 질

환 모델 마우스는 50∼60% 정도이다.

실제로 일본 Clea사에서 개발한 Tg-rasH2 마우스는 기존의 1.5∼2년 정도 걸리는 발암성

시험기간을 6개월 이내에 평가할 수 있도록 기간을 단축시켜, 의약품 개발을 위한 발암성

독성평가에 매우 유용하게 쓰이며, 미국 타코닉사에서 개발된 Trp53-deficient (p53+/-) 마

우스 역시 의약품 개발을 위한 발암성시험의 평가기간을 단축시켜 주는 장점이 있어 의약

품 개발을 위한 독성평가에 산업적으로 많이 활용한다.

일본에서 생산되어 WHO 공인을 받은 Polio Virus Receptor TG 마우스는 매년 20,000마리

이상을 전 세계적으로 공급함. 판매가격은 마리당 10,000엔으로 고부가가치 산업으로서의

가능성을 제시하였다.

질환모델마우스의 가격은 마리당 최소 100∼250달러 수준으로 질환모델마우스의 산업적 활

용도와 함께 경제적 가치 또한 높은 것으로 판단됨. 1994년 OB 유전자 KO 마우스(비만 마

우스)의 경우 미국 Rockefeller 대학의 연구결과가 Amgen 회사에 2,000만 달러에 판매되었

다.

나. 해외 기관별 모델마우스 등록된 특허 동향

유전자 변형 질환모델 마우스의 등록특허에 대한 주요 출원인으로는 각각 세 건의 특허등

록을 받은 Regeneron(미국), Probiodrug(독일), KMT Hepatech(캐나다), Elan(미국),

Aventis(프랑스), University of California(미국) 등 여섯 기관이 있었음. 이들 등록특허 수

상위 주요출원인들의 등록 특허 수 합계는 40건으로, 전체 유효등록특허 96건의 41.7%에

해당한다.

(1) 연도별 등록건수와 등록특허의 출원 연도 경향
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<등록특허의 등록연도와 출원 연도의 분포 >

2009년에서 2014년 사이에 등록된 유효특허(96건)의 등록연도와 등록특허가 출원된 연도

의 분포한다. 선별된 질환별 모델마우스에 대한 특허는 2010년에 가장 많은 26건이 등록

된 이래 해마다 감소하여 연 11건에 머물러 있고, 최근 5년 사이에 등록된 특허들은 가

장 많은 15건이 2007년에 출원되었고 이어 2005년과 2002년에 각각 12건씩 출원되었으

며, 2007년 이후로는 계속 감소하였다.

출원에서 등록까지 가장 짧게는 약 20개월(미국), 길게 14년의 기간이 걸림(미국). 출원

이 가장 많았던 2007년의 경우 미국과 유럽에서 대체로 3~4년의 기간을 거쳐 등록된 것

으로 나타난다.

(2) 질환별 출원 경향

<등록특허의 질환별 경향>

2009년에서 2014년 사이에 등록된 유효특허(96건)의 질환별 출원 경향을 나타내며 (특허의

모델마우스가 둘 이상의 질환에 해당될 경우 각각 한 건으로 포함시킴) 질환 중에서는 정

신질환(치매를 동반하는 알츠하이머, 파킨슨, 헌팅턴씨병 등을 포함하는)이 전체에서 38%

로 가장 높은 비율을 차지하고 있고 다음으로 면역(13.0%), 대사(11.0%), 암(11.0%)과 순

환계 질환(10.0%)이 비슷한 비중으로 등록받았다. 기타질환으로 분류된 골다공증, 관절염,

아토피 등은 매우 낮은 비중을 차지하고 있으며, 질병 기작이 많이 연구되어 있거나 질병

유발 유전자가 알려진 질병일수록 특허출원이 많은 것으로 보인다.
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다. in silico 질환모델

국외 in silico ADME 예측기술을 개발/서비스 중인 회사는 아래 표와 같으며, 미국이 최

고의 수준으로 대부분 회사를 보유하고 있고 유럽, 캐나다, 일본 국적의 회사도 일부

ADME 관련 서비스를 제공하고 있다.

Accelrys, Inc.

(USA)
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Cambridge

(UK)

Comgenex,

Budapest

(HU)

Lhasa, Ltd

Leeds (UK)

LionBioscien
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(USA)

Simulation

plus, Inc.

(USA)

홈페이지
www.acceryls.

com

www.camitr

o.com

www.comge

nex.com

www.chem.le

ads.ac.uk/luk

/meteor

www.lionbio

science.com

www.simulat

ions-plus.co

m

프로그램

기능

ADME:

유사약물의

ADME 예측

용해도 예측

모델

ADME:

장흡수도,

혈뇌장벽투과

성, CYP

대사(3A4,2D

6,2C9)와

CYP 저해도

계산

선도물질

최적화를

위한

ADME/Tox

예측

METERO:

1개의

질의화합물

구조로부터

생체 내 대사

예측

IDEA

흡수 모듈:

투과도와

시간에 따른

흡수도 예측

대사 모듈:

생체이용성

예측

QMPRPlus:

물리화학적

특성계산:

용해도,

투과도, 흡수,

분포
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흡수, 생체
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약물동력학

예측

혈장 단백질

결합력 예측

물리화학

적 특성

파라미터

물리화학적

성질들(logP,

PSA,

용해도)과

흡수, 혈뇌장벽

투과성 간의

관계식

분자의

표면성질과

정전기적

특성을

이용한

반응에너지

계산

구조-대사의

지식기반

rules 이용

구조-대사의

지식기반

rules 이용

치환기

구조분류를

이용한

지식기반

모델 이용

QMPRPlus:

화합물의

문헌정보와

특성,

신경네트워크

, PLS

통계적 툴

이용

GastroPlus:

생체내 반응

기작, 흡수,

이동 모델

요구되는

데이터

물리화학적

성질
분자구조 분자구조 분자구조

구조기반흡수

모델:

화합물구조

생리학적흡수

모델: 화합물

구조,

1회투여량,

용해도,

caco-2 cell

투과도

화합물 구조,

시간에 따른

생체 내 반응

<대표적인 in silico ADME/PK 예측 관련 회사 및 제품 특성>
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(1) In silico 독성 예측모델

in vivo 동물 모델은 시험 비용이 많이 들고 다수의 실험을 동시에 수행하기 어려움. 또

한, 인체에서의 유효성을 신뢰할 수 있는 동물 종 선택과 시험 설계 및 결과 해석에 대

한 경험 및 임상적 결과를 추론할 수 있는 전문적 지식이 요구되기 때문에, in silico 기

술을 이용하여 후보 물질의 독성을 예측하는 연구가 활발하게 수행되고 있다.

회사 프로그램 독성시험 홈페이지

Accelrys TOPKAT

돌연변이성, 발암성, 토끼 LD50,

토끼 유전체 LOAEL, 발생독성,

피부민감성, 피부자극성

www.accelrys.com

Compudrug HazardExpert

돌연변이성, 발암성,

약물의초기성, 자극성, 민감성,

면역독성, 신경독성

www.compudrug.com

Lhasa

Limited
DEREK

돌연변이성, 발암성, 자극성,

유루(lachrymation), 신경독성,

갑상독성, 약물의초기성,

호흡기와 피부 민감성

www.chem.leeds.ac.u

k

Multicase

Inc.
M-CASE

발암성, 자극성, 약물의초기성,

최대용량, 단기유전독성,

biodegradation

www.multicase.com

SciVision
ToxSYS

QSARIS

돌연변이유전독성, 급성독성,

내분비교란물질
www.scivision.com

<in silico 독성예측 시스템>

국소독성시험 예측모델: 피부자극과 안점막자극 시험 예측을 위해 QSAR 방법이 사용

됨.피부자극시험: 주로 페놀류, 하이드록시알콜류, 지방족알콜류 화합물들에 대한 물리화

학적 특성(분자궤도 LUMO와 HOMO, 옥탄올과 물분배계수, 분자량, 분자 크기)과 피부

자극수치와의 상관관계식을 이용하여 예측하였다. 안점막자극시험: 살리실산, 알콜, 아세

테이트, 유기용매 그리고 양이온 계면활성제에 대해 용질-막간의 상호작용을 나타내는

물리화학적 특성과 분자의 편극도, 수소결합 등으로 MES(molar eye store)를 예측하였

다.

BfR-DSS LHASA (UK)
MultiCASE

Inc. (US)

Acceryls Inc.

(US)

모델 Expert rules Structural alerts QSAR QSPR/QSAR

모델적용
95% 이상의 순도를 가진

화합물

유기화합물과

금속이 포함된

화합물

작은 분자 유기분자

피부/눈

자극모델

피부와 눈 자극성 유해

화합물들의 구조 정보와

비부식성, 비자 극성

화합물 선정을 위한 물리

화학적 특성 제한값 계산

피부/눈자극성

화합물에 대한

29개의 계산모델

인공지능

모델

다른 구조 군에

분류되어 있는

13개 피부자극성

모델과 15개의

눈자극성 모델

계산결과

피부자극성 R38),

피부부식성 (R34와 R35),

눈자극성 (R36) 와 심각한

눈의 유해 (R41)에 대한

EU 위험 정도

독성을 가지는

화합물의 치환체

정의, 모체 유해

화합물의 문헌 정보

화합물의

피부/눈

자극성 정도

예측

화합물의 피부,

눈 자극성

정도에 따라

분류

<in silico 피부/눈 자극성 예측 시스템>
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유전독성시험 예측모델: 유전독성 유해 화합물의 fragment 존재 여부를 분자 표현자,

toxicophore로 나타내어 toxicophore와 유전독성 값의 상관관계식으로 유전독성 정도를

예측함. OSIRIS property explorer(http:// www.organic-chemistry.org/prog/peo/),

Lazer(http://www.predictive- toxicology.org/lazer/form.php) 등 유전독성 예측 프로그램

이 개발되어 있다.생식발생독성시험: 의약품이 사람의 생식 및 발생과정에 미치는 영향

을 분석하기 위한 동물시험이다.

프로그램 홈페이지 모델설명
생식독성 임상종점과

원천 데이터

DEPEK

Lhasa Ltd.

http://www.lhasalimited.

org

구조적 정보에 따라

예측하는 지식기반

시스템

약물의 초기성과 약물의

초기종점에서 21개 구조적인

정보, 에스트로제닉 활성모델

에서 4개의 구조정보, FDA/

TERIS로부터 생식발생독성 여부

검색

TOPKAT

Accelrys Inc.

http://www.accelrys.

com/products/topkat

치환기와 전자 구조

인덱스를 포함하는

많은 독성 데이터

베이스로 부터

개발한 QSAR 모델

MC4PC

MultiCASE Inc.

http://www.multicase.co

m

작용기를 이용하는

많은 DB로부터

유도된 QSAR 모델

- FDA 약물의 초기성 내에

존재하는 발생독성 유해도 (토끼

1286개 화합물, 래빗 812개

화합물, 마우스 794개 화합물,

포유동물 1409개 화합물)

- FDA/TERIS 발생독성 (사람

323개 화합물)

- 발생광독 화합물 (마우스

101개 화합물, 토끼 134개

화합물, 래빗 66개 화합물, 사람

119개 화합물, 햄스터 192개

화합물)

PASS

Insitute of Biomedical

Chemitsry of the

Russian Academy of

Medicinal Sicences,

Moscow.

http://ibmc.p450.ru/

PASS

생식발생 독성값이

알려진

화합물로부터

시험물질 간의

구조유사성 계산

생식독성의 30개 이상 임상 종점

예측

HazardEx

pertPro

CompuDrug Inc.

http://www.compudrug.c

om

분자의

fragment들로부터

약물의 초기성 예측

US EPA에 보고된 유해독성

화합물과 in vivo 실험으로 부터

얻어진 독성 분자구조

OSIRIS

property

explorer

Organic Chemistry

Portal

http://www.organic-che

mistry.org/prog/tox.html

분자의

fragment들로부터

생식발생독성예측

RTECS에 있는 생식독성을 가진

3,370개 화합물의 분석 으로부터

유해분자의 fragments 분류

OECD

(Q)SAR

Applicatio

n Toolbox

OECD, Paris

http://www.oecd.org/doc

ument/23/0,3343,en_2649

_34379_33957015_1_1_1_1

,00. html

QSAR 모델과

분석경향 제공

<in silico 생식독성 임상종점 예측 시스템>

- 면역독성시험 예측모델: EPA에 보고된 유해화합물과 in vivo 실험으로부터 얻어진 유해

작용기 정보를 toxicophore로 정의한 지식기반 HazardExpert 프로그램을 이용하여 예측.
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기관/회사 핵심기술 in silico 시험 연구영역

Entelos사

http://www.

entelos.co

m/

미분방정식을 기반으로

다세포/ 조직/장기

네트워크 기능모델

질환이해와 치료를 위한

생물화학적 데이터, 세포,

조직, 장기와 생리기능을

설명하는 역학적 모델

지방세포, 천식, 당뇨병, 비만,

류마티스 관절염 타겟발굴과

타겟선정 후보물질 발굴· 최적화

생물지표 발굴

임상시험디자인·최적화

Iconix

초고속 스크리닝

분자생물학

데이터 마이닝,

인포매틱스

신약후보물질의 부작용과

독성을 예측하기 위하여

화학 유전체 통합

독성예측

Ingenuity
형질변이 경로

데이터베이스

형질변이 데이터로부터

증가된 경로를 정의하기

위하여 대용량 경로,

데이터베이스 계산

타겟발굴

Surromed

초고속 효능검색

분자생물학

데이터 마이닝,

인포매틱스

생물지표를 발굴하기

위하여 작은 유기분자,

단백질, 면역세포모집단

탐색

생물지표 디자인

임상시험 디자인

<시스템 생물학 관련 주요 프로그램 및 특징>

(2) In silico 가상 질환모델

최근들어 새롭게 대두되고 있는 시스템 생물학은 생물 시스템의 복잡한 상호작용에 대한

시스템적인 연구를 중심으로 하는 새로운 생물학 분야이며, 생물 시스템의 복잡한 상호

작용 결과로 나타나는 신약 후보물질의 약효, 효능, 독성 연구가 활발히 수행되고 있으며,

특히 시스템 생물학을 이용하여 특정 질환모델을 개발하고 이를 신약 후보물질의 평가에

적용함으로 동물실험을 대체할 수 있을 것으로 기대된다. 2007년 Entelos 사는 미국

FDA의 ‘Critical Path Initiative’ 일환으로 간독성 관련 컴퓨터 모델을 개발하고 있으며,

간독성 유발의 기전을 구명하여 효과적으로 간독성 유발여부를 미리 알 수 있는 생체지

표를 찾아 결과적으로 신약개발 비용을 절감하고 개발 기간을 단축하고자 한다.

당뇨병 모델: Entelos사의 가상 NOD-마우스 모델은 제1형 당뇨병 발병기전과 치료제에

대한 환자의 반응예측, 다양한 당뇨병 진행과정과 불확실성을 탐색하기 위한 모집단을 만

들어 질환에서 가장 중요하게 작용하는 새로운 타겟 발굴. 또한 제2형 당뇨병에 대해서는

개체부터 유전자를 연구대상으로 하는 ‘Top-down’ 방법의 미분방정식을 기반으로 다세

포/조직/장기 네트워크 기능모델인 PhysioLab의 가상환자를 이용함. 새로운 당뇨병 치료

제의 저혈당 유발 용량을 분석하기 위해 가상환자를 대상으로 임상시험을 수행함.

<Entrols사에서 개발한 PhysioLab 시스템 구성>
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천식질환 모델: 미국 내에서만 17,000,000명의 환자가 고통 받고 있으며 WHO 보고에 의

하면 2020년에는 사망원인 중 3위를 차지할 것으로 예측됨. 천식질환에 대한 in silico 가

상 모델은 리간드와 수용체간의 상호작용, 가상 세포, 가상 기도, 그리고 가상환자 모델을

이용하여 연구되고 있다.

<Entelos사의 천식질환 연구과정>

임상실험 시뮬레이션을 이용한 타겟 선정: Entelos사는 기도구조와 기능, 염증과 염증반

응의 수식적 모델과 50개 이상의 PDE4 분자간의 천식 관련 네트워크에 대한 정보 및 인

체 내 후보 화합물의 용량에 따른 효과를 예측함으로써 가상 천식환자 임상모델을 개발

하였다.

가상약물전달 시스템으로 혈관세포 접착분자 저해제 개발: 혈관세포 접착분자 (vascular

cell adhesion molecule 1, VCAM-1)의 인테그린(integrin) 활성부위에 결합하는 α4β1 저

해제 4-[N'-(2-methylphenyl)-ureido] phenylacetyl-Leu -ASp-Val)의 알려진 구조정보

와 3D pharmacophore model을 이용하여 생리활성 가상검색 결과 IC50 < 1nM인 저해제

후보물질 제안한다.

PDE4를 타겟으로 하는 천식치료제 후보물질 개발: 한국화학연구원과 크리스탈지노믹스(주)

는 Phosphodiesterase4(PDE4)와 리간드의 복합체 구조를 기반으로 새로운 화합물을 설계

하였고, 의약화학적 구조개선 및 물리화학적 특성규명(용해도, logP 등), 생체 내 효능시험,

약동력학시험, 구토관련 부작용시험 등을 수행하여 부작용이 거의 없으며 안정성이 향상된

후보화합물 PDE4-0423을 개발하였다.

<3D-모델링을 이용한 천식치료제 후보물질설계>



176

(3) 결론

<신약개발에 필요한 in silico ADME/Tox 예측 모델 및 구축 현황>

ADME/Tox 예측범위 세부범위 예측모델 완성도

Absorption

물리화학적상수

용해도
- 다양한 예측모델 존재
- 예측 정확도 향상이 요구됨

중

logP
- 다양한 예측모델 존재
- 예측 정확도 높음

상

logD
- 다양한 예측모델 존재
- 예측 정확도 향상이 요구됨

중

pKa
- 다양한 예측모델 존재
- 예측 정확도 향상이 요구됨

중

Permeability

Caco-2 cell
- 관련 실험데이터 부족
- 예측 정확도 향상이 요구됨

하

MDCK cell
- 관련 실험데이터 부족
- 예측 정확도 향상이 요구됨

하

인체장흡수
- 관련 실험데이터 부족
- 예측 정확도 향상이 요구됨

하

BBB
- 관련 실험데이터 부족
- 예측 정확도 향상이 요구됨

하

Distribution Plasma Protein Binding
- 정량화된 실험데이터 미비
로 예측모델 구현이 어려움

하

Metabolism

Phase I reaction
CYP2C,
2D6,
3A4 등

substrate - 예측 정확도 향
상이 요구됨

하

inhibitor 하

inducer
- 관련 실험데이
터 미비

초기

Phase II
reaction

GST,
SULT,
UGT 등

substrate - 모델 미확립 초기

inhibitor - 모델 미확립 초기

inducer - 모델 미확립 초기

Toxicity

Ames
- 관련 실험데이터 부족
- 예측 정확도 향상이 요구됨

중

Carcinogenicity
- 관련 실험데이터 부족
- 예측 정확도 향상이 요구됨

중

HERG inhibition
- 2D/3D QSAR 모델 존재
- 예측 정확도 향상이 요구됨

중

P-gp - 관련 실험데이터 부족 하

약물의 흡수와 관련성이 높은 물리화학적상수 logP, logD 및 독성 예측 모델은 정확도

가 높은 편이다. 아직까지 예측모델이 개발되지 않았거나 예측 정확도 향상이 요구되는

모델의 경우, in silico 예측모델 개발에 필요한 관련 데이터를 산출하기 위해서 다양한

실험 연구가 뒷받침되어야 한다. 기존에 개발되어 있는 예측 모델을 실제 신약개발에 활

용하기 위해, 독성 예측 모델과 cytochrome P450 약물대사 예측 모델의 정확도 개선이

요구된다.
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제 2 절 GEM 개발 국제 동향

선진국에서는 후기유전체 프로젝트로 GEM의 중요성을 인식하여 GEM 생산 기반 및 분

석을 표준화, 고속화하기 위한 국제적 컨소시움의 형태로 국가집중지원 기구를 설립하였다.

GEM 제작 및 연구에는 많은 비용과 시간이 들기 때문에 전 세계적인 자원공유 등의 공조

체계 구축이 필수적이다.

국제적 컨소시움에는 제작 목적의 국제GEM컨소시움 (IKMC), 보존분야의 국제마우스자

원연합(FIMRe), 아시아 유전자 변형 마우스자원 연합(AMMRA), 표현형분석 분야 국제

GEM표현형분석 컨소시엄(IMPC), 정보관리 분야 마우스유전자 DB(MGD), 마우스표현형

DB(MPD), 마우스표현형 데이터 컨소시움 DB(MPDIC)이 있다.

구분 GEM 제작 GEM 보존 GEM 표현형분석 GEM 정보

글로벌
 국제GEM컨소시

움(IKMC)

 국제마우스자원연합

(FIMRe)

 아시아 유전자 변형

마우스 자원

연합(AMMRA)

 국제 GEM 표현형

분석 컨소시움(IMPC)

 마우스 유전자DB

(MGD)

 마우스 표현형DB

(MPD)

 마우스 표현형

데이터컨소시움(MPDI

C)

미국
 미국GEM프로젝

트(KOMP)

 암 모델 마우스

컨소시움(MMHCC)

 지역별마우스거점센

터(MMRRC)

 암 모델 마우스

컨소시움(MMHCC)

 마우스 대사질환

연구센터(MMPC)

 종양모델마우스

(MTB)

캐나다

 캐나다GEM프로

젝트(NorCOMM)

 인간질환모델링

센터(CMHD)

 캐나다GEM뱅크(C

MMR)

 인간질환모델링센터(

CMHD)

유럽
 유럽GEM프로젝

트(EuCOMM)

 유럽마우스모델뱅크

(EMMA)

 유럽마우스질환연구

소(EUMODIC)

 유럽 마우스

표현형연구연합센터(

EUMORPHIA)

 유럽마우스표현형DB(E

uroPhenome)

 마우스정보해석센터(C

ASIMIR)

일본 BRC(RIKEN) BRC(RIKEN) BRC(RIKEN) BRC(RIKEN)

중국 ChCOMM ChCOMM ChCOMM 현재 추진 중

한국 부재 KGEMC(KRIBB) KGEMC(KRIBB) KGEMC(KRIBB)

<글로벌 GEM 컨소시엄>
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1. IKMC (International Knock-out Mouse Consortium)

가. IKMC 설립목적 및 목표

(1) 세계 주요국은 2008년 GEM 컨소시엄을 구성하여 국제공동프로젝트를 진행하여 연구 성

과를 공유하고 GEM을 통한 유전자 기능해석 및 특허확보 경쟁을 가속화 하고 있다.

IKMC는 기존 KOMP, NorCOMM, EUCOMM의 연합으로 2004년부터 2010년까지 생산된

GEM제작 정보를 공유하는 1세대 글로벌 GEM 컨소시움이며, IKMC는 미국, 캐나다, 유럽

중심의 컨소시움으로 GEM 대량생산과 기본 분석 플랫폼 표준화를 목표로 2008년 설립되

었다.

(2) IKMC 조직

① KOMP : Knockout Mouse Project

② NorCOMM : North American Conditional Mouse Mutagenesis project

③ EuCOMM : European Conditional Mouse Mutagenesis project

④ TIGM : Texas A&M Institute for Genomic Medicine

미국 중심의 KOMP와 TIGM 캐나다 중심의 NorCOMM, 유럽중심의 EUCOMM의 연합

컨소시엄으로 GEM 생산 및 표현형 분석연구의 선도적 역할을 수행중이다.

Total Genes
KOMP

EUCOMM NorCOMM TIGM
CSD Regenerron

Project goal 5,000 3,500 8,000 500 -

Vectors generated 6,415 4,951 6,258 797 -

Vectors available 5,871 3,326 6,258 797 -

ES cells generated 4,072 2,807 4,765 397 -

ES cells available 3,768 1,757 4,765 397 10,689

Mutant mice generated 259 283 489 3 43

Mutant mice available 259 179 489 3 43

<IKMC의 Gene Progress 구축현황>

(3) 주요활동

IKMC는 GEM제작 공유 및 각 가입 기관별 관리 유통을 수행하고 있으며 24,645개의 ES

cell lines중 15,586개의 단백질을 코딩한다.

나. 국제마우스자원연합 (FIMRe)

(1) FIMRe 가입 기관

① 북아메리카: The Jackson Laboratory, 3개의 Mouse Mutant Resource Regional Center

(MMRRC), Mouse Models of Human Cancer Consortium (MMHCC), Canadian Mouse

Consortium (CMC), Canadian Mouse Mutant Repository (CMMR)
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② 유럽: European Mouse Mutant Archive (EMMA) (이탈리아, 프랑스, 영국 2곳, 스웨덴,

포르투갈, 독일 등 7곳)

③ 일본: RIKEN BioResource Center, Center for Animal Resources and Development

(CARD)

④ 호주: Australian Phenomics Facility (APF)

(2) FIMRe의 설립목적

① 마우스 수탁 및 자원기관의 협력 활동: 가치 있는 유전적으로 동정된 마우스와 배아줄기

세포의 저장 및 보존, 유전적으로 동정된 마우스와 배아줄기세포에 대한 연구용 요구 충

족한다.

② 모든 국제 마우스자원기관에 있는 마우스에 대한 일정한 수준의 고품질의 건강한 상태

표준화 구축한다.

③ 유전학적 보증 및 유전배경 및 변이에 대한 quality control 제공한다.

④ 동결보존자원을 이용할 수 있도록 이용자의 능력을 향상시키기 위한 자원훈련 제공.

다. 아시아 유전자 변형 마우스자원 연합 (AMMRA)

(1) AMMRA 가입 기관

① 한국: 한국생명공학연구원(KRIBB)

② 일본: RIKEN BioResource Center, Center for Animal Resources and Development, 구

마모토대학

③ 중국: National Resource Center for Mutant Mice, Shanghai Institute of Biological

Sciences, Nanjing Center for Model Organisms, Beijing Institute. Laboratory Animal

Science(BLARC)

④ 싱가포르: Biological Resource Center

⑤ 타이완: National Laboratory Animal Center

(2) AMMRA 설립목적

① 아시아 지역에서의 유전자변형마우스의 개발을 촉진하고 생산된 마우스 자원에 대한 접

근을 용이하게 한다.

② 유전체기능을 분석하기 위한 마우스모델의 사용을 촉진하고 최종적으로는 인간의 건강

을 향상시키는 것을 목적으로 두고 있다.

라. IMPC (International Mouse Phenotyping Consortium)

(1) IMPC 설립목적 및 목표

① IMPC는 GEM제작 결과 생산된 GEM의 특성을 분석하여 인간 유전자의 기능을 연구하기

위해 설립된 마우스 표현형분석을 공유 국제 컨소시엄으로 PhaseⅠ(‘11~‘16년)과 PhaseⅡ

(‘16~‘21년)의 각각 5년의 기간 동안 1단계 4,000라인과 2단계 12,750마우스 라인에 대하여

표현형분석 실시예정이다.

② GEM의 phenotype 정보를 제공하고 궁극적으로 포유류의 유전자 기능을 확인할 수 있는

시스템을 확립하는 목표를 가지며, Primary phenotyping과 mouse production에 대한 세

계적 컨소시움을 형성 최종적으로 20,000 mutant mouse line에 대한 테스트를 한다. 또한

phenotyping에 대한 각 연구기관 전문가 등의 네트워크를 공고화 하여 인간의 질병 연구
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에 있어서 마우스 모델을 이용 가능하게 확립한다. 데이터를 중앙에 집중화 하고 구축된

자료는 제한 없이 이용이 가능하도록 무료개방 한다.

<IMPC의 비전>

(2) IMPC 조직

2단계 글로벌 컨소시움이 IMPC는 각 분야별 수집된 표현형을 중앙 데이터 센터를 통해

데이터 질과 표준화 및 분석을 수행한다.

<IMPC의 조직 체계도>

(3) 주요활동

IMPC는 궁극적으로 유전자 기능을 확인하는데 초점을 두고 2단계(Phase)로 사업을 구성

하고, 데이터 이용 시 무료이용, 제한 없는 이용을 추진하고 있으며 사업을 통해 얻게 되는

지적재산권에 대한 정의는 현재 명확히 정리되어 있지는 않는다. Phase 1 (2011~2016):

EUMODIC 과 같은 존재하는 프로그램을 완수를 목표로 데이터를 중앙 집중화 하고 생산

을 표준화 하며, 4,000개의 타겟 유전자의 표현형을 분석한다.

마. KOMP (Knock-Out Mouse Project)

(1) KOMP 설립목적 및 목표

① 미국국립보건원 주도의 Knockout-mouse 프로젝트는 IKMC의 일원으로 Conditional 제
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작 및 null KO 마우스 생산을 위해 형성된 국가주도 GEM 프로젝트이다.

② 국립보건원 19개 기관(Office of AIDS Research 포함)에서 주도하고 있으며, 유전자가

결손된 마우스의 배아줄기세포(ES cell, Embryonic Stem cell)를 일반 연구자에게 공급

하여 연구 및 연구 지원함을 목적으로 한다.

③ 8,500개의 유전자가 적중 파괴된 ES cell 생산, 궁극적으로 마우스 전체 유전자에 대한

Knockout ES cell 및 마우스의 생산 등을 목표를 가진다.

④ KOMP (knockout mouse project)는 1단계는 2011년 종료를 앞두고 프로젝트를 통해 수

집된 자원을 바탕으로 한 KOMP2 (Knockout Mouse Phenotyping 2) 프로젝트가 2011년

시작. KOMP2는 유전적으로 비슷하거나 유사성을 가진 근친 종 탐색, monoclonal 항체개

발, 유전자 결손 또는 비활성화된 KO 동물 개발, 신규 유전자를 위한 형질전황 동물모델

개발 등을 목표로 한다.

(2) KOMP 조직

KOMP는 NIH 19개 기관의 지원 지도 아래 GEM 생산과 데이터 조정, 저장, 연구, 지원,

평가 등으로 세분화된 구성 체계를 갖추어 마우스 제작에서부터 수집관리 분양까지 전주

기적 과정을 수행하고 있으며, 생산은 산학협력의 Children's Hospital Oakland Research

Institute (CHORI), Welcome Trust Sanger Institute, Univ. of California at Davis와 글

로벌제약사인 Regeneron Pharmaceuticals, Inc. 2개의 그룹으로 구성된다. KOMP는

KOMP 데이터조정센터(KOMP DCC, KOMP Data Coordination Center)인 Jackson

Laboratory를 중심으로 유전자의 수집, 보존, 표준화작업을 수행하고 있다. 데이터의 저장

은 캘리포니아 소재 CHORI (Children's Hospital Oakland Research Institute)와 캘리포니

아 대학(California at Davis) 두 기관에서 담당하고 있으며, 연구그룹으로 펜실베니아대학,

마운트 사이나이 병원(Mount Sinai Hospital)의 Samuel Lunenfeld 연구소가 있으며, 연구

그룹에서는 C57BL/6 ES cell line를 통해 생산 및 효율성 증대를 위한 방법을 연구한다.

KOMP의 모든 과정은 패널별로 전문 컨설턴트를 통해(KOMP research network) 각 구성

원의 진도를 평가하고 있다.

(3) 주요활동

주요 활동분야로는 C57BL/6 마우스를 중심으로 reporter 유전자를 이용한 null allele의 생

산, 상용화되지 못한 knockout mouse의 생산 및 공급, High throughput 생산을 위한

C57BL/6 ES cell의 공급 및 효율성 증대, Data coordination center 운용 등을 하고 있다.

바. EUCOMM (European Conditional Mouse Mutagenesis Program)

(1) 설립목적 및 목표

① EU FP5 보건의료 사업 분야의 일환으로 유럽 질환모델 마우스 개발프로그램 EUCOMM

사업이 실행되었으며, 사업 결과로 제작된 GEM 자원은 IKMC를 통해 미국, 캐나다와 공

유하고 있다. C57BL/6N ES cell에서 conditional gene trapping과 gene targeting 방법을

사용하여 20,000 개의 재조합된 유전자 리스트를 작성하기 위한 프로그램으로 이 데이터

를 이용해 전 세계적으로 분포되어 있는 320종류의 유전자 재조합 마우스를 만들고 DB

를 구축하였다.

② 마우스를 통한 인간 유전자 확인, 인체 모든 유전자의 GEM 제작, 제작한 GEM의 표현형

분석 기반 구축, GEM을 활용한 질환모델구축을 목적을 가진다.
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③ 5,000 종의 변이유전자 gene trap ES cell 제작, 8,000 종의 targeted ES cell 제작, 320 종

의 GEM 제작, 20 종의 Cre-TG 제작, Vector, ES cell 및 GEM의 보존과 분양을 목표로

하고 있다.

(2) EUCOMM 조직

EUCOMM은 마우스 유전자 기능해석을 위한 GEM 제작과 분석으로 인체 질환 원인의 분

자적 수준의 통합적 이해를 위한 인프라성 마우스 종합 프로그램이며, 영국, 프랑스, 독일

등 총 13개 나라가 참여하고 있다.

<EUCOMM 거점센터>

(3) 주요활동

① 2008년 기준 EUCOMM에서는 약 198개의 ES cell과 650개의 EUMODIC 프로그램을 운

영한바 있다.

② Gene Trapping에는 Universitat의 벡터를 이용하고 있으며, Gene Targeting 방법은 웰

컴트러스트생거 연구소(Wellcome trust Sanger institute)의 벡터를 이용하여 GEM을 제

작한다.

또한, Gene Trapping: Unicarsitat을 통해 생산된 벡터는 Helmholts institute Munich를

통해 clone picking과 cell culture 후 charite를 통한 splinkerette PCR, 웰컴트러스트생거

연구소의 시퀀싱을 거쳐 Helmholtz Munich 연구소의 제작의 단계로 진행되며, Gene

Targeting: 웰컴트러스트생거 연구소의 벡터생산, 생거 연구소 및 Helmholtz Munich 연

구소의 ES 세포주 생산을 통해 웰컴트러스트생거, MRC Harwell, ICS Straßburg, CNR

Monterotondo, Helmholtz Munich의 GEM 제작단계로 진행된다.
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제 7 장 연구시설·장비 현황

해당사항 없음
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     부 록

1. CRO 관련 SOP

2. 사업성검토 보고서

 (자초추출물, α-iso-Cubebenol, EC-18, Gomisin J)

3. 논문게재실적

4. 각종 비임상시험 데이터 Summary



1. CRO 운용 관련 SOP

<제정 표준작업수순서 (SOP) 예시>



2. 사업화 보고서 표지(비임상 물질에 대한 보안사항으로 표지, 목차만 공개)























3. 논문게재 실적































































































































































































4. 비임상시험 데이터

<자초추출문의조제물중Acetylshikonin의농도분석법중validation 및안정성확인시험>









<자초추출물의 랫드를 이용한 단회 경구투여 독성시험>







<자초추출물의 랫드를 이용한 2주반복 경구투여 및 용량결정(DRF)시험>











<자초추출물의 랫드를 이용한 4주 반복 경구투여 독성시험 및 2주 회복시험>











<자초추출물의 비글견을 이용한 단회 경구투여 용량증가 독성시험>





<자초추출물의 비글견을 이용한 2주 반복 경구투여 용량결정시험>

















<자초추출물의 비글견을 이용한 4주 반복 경구투여 독성시험, 2주 회복시험 및 독성동태시험>





<자초추출물의 세균을 이용한 복귀돌연변이시험>











<자초추출물의 포유류배양세포를이용한염색체이상시험>







<자초추출물의 마우스를 이용한 소핵시험>











<자초추출물의 토끼를 이용한 피부자극시험>





<자초추출물의 토끼를 이용한 안점막자극시험>





<자초추출물의 기니픽을 이용한 항원성 평가>









<자초추출물의 랫드를 이용한 4주 반복 경구투여 독성동태시험>



<LC/MS/MS를 이용한 랫드 혈장 중acetylshikonin의 분석법 Validation>











































<LC/MS/MS를 이용한 비글견 혈장 중acetylshikonin의 분석법 Validation>



















<자초추출물의 랫드를이용한4주반복경구투여독성동태시험에서채취된랫드혈장중아세틸시코닌의농도측정>























<자초추출물의 비글견을이용한 4주반복경구투여독성시험, 2주회복시험및독성동태시험에서채취된비글견

혈장중아세틸시코닌의농도측정>





















<LC/MS/MS를이용한랫드혈장중Acetylshikonin의Method development>





<LC/MS/MS를 이용한 비결견 혈장 중 Acetylshikonin의 Method development>





<LC/MS/MS를 이용한 랫드 혈장 중 Acetylshikonin의 검량선 확인 시험>





<LC/MS/MS를 이용한 랫드 혈장 중 Acetylshikonin의 검량선 확인 시험>





<LC/MS/MS를 이용한 랫드 및 비글견 혈장중 Acetylshikonin의 분석법 개발>











<α-iso-cubebenol의 마우스를 이용한 소핵시험>





<α-iso-cubebenol의 세균을 이용한 복귀돌연변이시험>











<α-iso-cubebenol의포유류배양세포를이용한염색체이상시험>







<α-iso-cubebenol의 Sprague-Dawley 랫드를 이용한 단회 경구투여 독성시험>







<α-iso-cubebenol의 토끼를 이용한 피부자극시험>





<α-iso-cubebenol의 토끼를 이용한 안점막자극시험>





<LC/MS/MS법을 이용한 랫드 및 비글견 혈장중 α-isocubebenol 분석법 개발 및 검증>





<EC-18의 랫드를 이용한 13주 반복 경구투여 독성시험>











<EC-18의 비글견을 이용한 4주 반복 경구투여 독성시험 및 2주 회복시험>





<EC-18의 비글견을 이용한 13주 반복 경구투여 독성시험, 4주 회복시험 및 독성동태시험>











<EC-18의 단회 경구투여에 의한 랫드의 중추신경계에 미치는 영향 평가시험>





































<EC-18의 누드마우스에 이식된 인체 유래의 골수암 세포주 RPMI 8226에 대한 항암시험 >





<EC-18의 collagen으로 유발된 DBA/1J 마우스의 관절염에 대한 효능시험>











<EC-18의 랫드를 이용한 경구투여 배태자 발생독성시험>









<EC-18의 랫드를 이용한 경구투여 수태능 및 초기배 발생독성시험>









<LC/MS/MS법을 이용한 랫드 및 비글견 혈장중 Gomisin J의 분석법 개발>









<LC/MS/MS를 이용한 랫드 혈장 중 Gomisin J의 분석법 Validation >























<LC/MS/MS를 이용한 랫드 및 비글 혈장 중 Gomisin J의 분석법 개발을 위한 타당성 시험>















주 의

1. 이 보고서는 농림축산식품부에서 시행한 질환 동물 모델을

이용한 농업바이오 분야의 CRO 구축사업의 연구보고서입

니다.

2. 이 보고서 내용을 발표할 때에는 반드시 농림축산식품부에

서 시행한 질환 동물 모델을 이용한 농업바이오 분야의

CRO 구축사업의 연구결과임을 밝혀야 합니다.

3. 국가과학기술 기밀유지에 필요한 내용은 대외적으로 발표 또

는 공개하여서는 아니 됩니다.
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