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명 세 서

청구범위

청구항 1 

다음의 화학식 1로 표시되는 화합물 또는 이의 약제학적으로 허용되는 염을 유효성분으로 포함하는 켈로이드성

피부 섬유증(keloidal dermal fibrosis)의 예방 또는 치료용 약제학적 조성물:

화학식 1

상기 화학식에서, R1 및 R2는 각각 독립적으로 C1-C3 알킬이다.

청구항 2 

제 1 항에 있어서, 상기 화학식 1의 R1은 C1 알킬이고, R2는 C2 알킬인 것을 특징으로 하는 조성물.

청구항 3 

삭제

청구항 4 

제 1 항에 있어서, 상기 조성물은 피부 섬유아세포에서 HMGB1의 발현을 감소시키는 것을 특징으로 하는 조성물.

청구항 5 

제 1 항에 있어서, 상기 조성물은 피부 섬유아세포에서 콜라겐 I, 콜라겐 Ⅲ, 피브로넥틴 및 엘라스틴으로 구성

된 군으로부터 선택되는 1개 이상의 단백질의 발현을 감소시키는 것을 특징으로 하는 조성물.

청구항 6 

삭제

청구항 7 

삭제

청구항 8 

삭제

청구항 9 

다음의 화학식 1로 표시되는 화합물 또는 이의 화장품학적으로 허용되는 염을 유효성분으로 포함하는 켈로이드

성 피부 섬유증(keloidal dermal fibrosis)의 개선용 화장료 조성물:
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화학식 1

상기 화학식에서, R1 및 R2는 각각 독립적으로 C1-C3 알킬이다.

청구항 10 

제 1 항에 있어서, 상기 화학식 1의 R1은 C1 알킬이고, R2는 C2 알킬인 것을 특징으로 하는 조성물.

청구항 11 

삭제

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 에틸 피루베이트를 유효성분으로 포함하는 피부 섬유증, 구체적으로는 켈로이드성 피부 섬유증의 예[0001]

방 또는 치료용 조성물에 관한 것이다.

배 경 기 술

비정상적인 피부 섬유화에 이르는 섬유증식성(fibroproliferative) 양성 종양인 켈로이드는 콜라겐 섬유가 주성[0003]

분인 ECM(extracellular matrix)의 과다한 축적으로 특징지워질 수 있다.   대게 이들 종양은 인접한 정상 조직

에 침투하며 자발적으로 쇠퇴하는 경우가 거의 없다
1
.  최근, 켈로이드의 생성에 영향을 미치는 몇몇 매개체에

대한 관심이 증가하고 있음에도 이들의 메카니즘에 대한 명확한 이해는 이루어지지 않고 있다.   켈로이드성 섬

유아세포(keloidal fibroblast: KF)의 과다 증식으로 인한 ECM의 과량 축적이 가장 잘 알려진 켈로이드 발달의

원인이다
2-7
.  따라서, 일반적으로 켈로이드성 섬유아세포의 증식률 증가 및 사멸률 감소가 켈로이드 형성의 원

인으로 추정되고 있다
8-10

.  이에, 켈로이드성 섬유아세포의 증식을 억제하거나 병적인 섬유증을 되돌림으로써 적

절한 치료가 이루어질 수 있다. 

오토파지는 라이소좀 분해를 통한 세포 구성성분의 분해를 수반하는 매우 보존적인 세포사멸 과정이다.  이는[0004]

불필요하거나 손상된 세포 구성성분을 분해함으로써 세포 항상성을 유지하는데 기여한다
11
.  특히, 오토파지는

영양결핍, 장기 염증, 저산소 또는 항암 치료와 같은 세포 스트레스에 대한 적응성 생존 메카니즘으로 간주되어

왔다.   이에, 오토파지는 내부 기관의 섬유화, 조직 재형성 및 신경퇴행질환과 같은 다양한 인간 병태생리학과

관련되어 있다
12
.  스트레스 하에서의 세포 항상성 측면에서 오토파지의 중요성에 대한 많은 연구가 있었으나,

켈로이드 형성과 같은 병적인 피부 섬유증에서 오토파지의 작용에 대해서는 아직 연구된 바가 없다.   오토파지

는 스트레스 상황 하에서도 세포의 생존성을 향상시키므로, 켈로이드에서의 세포사멸 감소가 켈로이드성 섬유아

세포의 증식과 관련이 있을 것이라고 예측되었다.  이에, 본 발명자들이 첫 번째로 확인하고자 하는 것은 켈로

이드에서 오토파지 활성이 변화하는지 여부였다.

HMGB1(High-mobility group box 1)은 DNA 복제, 재조합, 전사 및 수리에 관여하는 DNA 샤페론의 기능을 하는[0005]

유비쿼터스 핵단백질이다.  세포가 활성화되거나 손상되면, HMGB1는 핵 밖으로 이동하여 세포질이나 세포 외 공

간으로 분비된다.   오토파지와 염증이 촉진되면서 HMGB1가 과발현되면 세포증식, 이동성, 혈관신생 및 세포사

멸에 대한 저항성이 증가하게 된다
13-17

.  이에, 세포 외부의 HMGB1는 염증반응을 활성화하고 세포의 증식, 분화

및 이동을 촉진하는 DAMP(damage-associated molecular pattern) 단백질로 작용한다
18
.  세포질 HMGB1 및 세포
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외 HMGB1 모두 세포 스트레스에 대한 반응으로서 오토파지 활성을 증진시키기 때문에 HMGB1는 오토파지에 대한

핵심 조절자로 간주된다
17,19

.  핵 외부의 HMGB1가 오토파지를 유도함으로써 스트레스 상황에서 세포생존을 증진

시키기 때문에, 본 발명자들은 HMGB1가 세포사멸 과정을 조절함으로써 켈로이드 발병에 관여하는지, 또한 오토

파지 활성을 억제하면서 세포사멸을 유도하면 켈로이드에 대한 치료효과가 발휘될 수 있을지를 확인하고자 하였

다.

피루브산에서 변형된 에틸 피루베이트는 HMGB1에 직접적으로 영향을 미쳐 세포외 공간에서의 화학주성 및 세포[0006]

분열 활성을 억제하며, 나아가 HMGB1이 세포질로 이동하는 것을 막는다
20
.

본 발명자들은 섬유화를 조절하는 과정에서 켈로이드의 오토파지 활성 및 HMGB1의 관여에 주목하였으며, HMGB1[0007]

의 강력한 억제자인 에틸 피루베이트가 유망한 켈로이드 치료제로 적용될 수 있음을 발견하였다.

본 명세서 전체에 걸쳐 다수의 논문 및 특허문헌이 참조되고 그 인용이 표시되어 있다.   인용된 논문 및 특허[0008]

문헌의 개시 내용은 그 전체로서 본 명세서에 참조로 삽입되어 본 발명이 속하는 기술 분야의 수준 및 본 발명

의 내용이 보다 명확하게 설명된다.

선행기술문헌

특허문헌

(특허문헌 0001) 특허문헌 1. 미국 등록특허공보 제6,060,512호 [0010]

비특허문헌

(비특허문헌 0001)   비특허문헌 1.  Yang  et  al.  Ethyl  pyruvate  is  a  novel  anti-inflammatory  agent  to[0011]

treat multiple inflammatory organ injuries Journal of Inflammation (2016) 13:37 

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명자들은 피부조직에서 발생하는 섬유증식성 병변에 대해 외과적 수술, 방사선 치료 및 국소 스테로이드[0012]

주사법과 같은 피상적이고 대증적인 치료에서 벗어나 질환의 진행 메카니즘 자체를 차단하는 근원적 치료방법을

개발하기 위하여 예의 연구 노력하였다.  그 결과, 상기 화학식 1의 화합물을 약리성분으로 이용할 경우 피부

섬유아세포의 증식을 억제하고 섬유생성 조절인자들의 발현을 저해하여 섬유화의 진행이 차단된다는 것을 발견

함으로써, 본 발명을 완성하게 되었다.

따라서 본 발명의 목적은 피부 섬유증(dermal fibrosis)의 예방 또는 치료용 약제학적 조성물을 제공하는 데 있[0014]

다.

본 발명의 다른 목적은 피부 섬유증의 예방 또는 치료용 조성물의 스크리닝 방법을 제공하는 데 있다.[0015]

본 발명의 또 다른 목적은 피부 섬유증의 개선용 화장료 조성물을 제공하는 데 있다.[0016]

본 발명의 다른 목적 및 이점은 하기의 발명의 상세한 설명, 청구범위 및 도면에 의해 보다 명확하게 된다.[0018]

과제의 해결 수단

본 발명의 일 양태에 따르면, 본 발명은 다음의 화학식 1로 표시되는 화합물 또는 이의 약제학적으로 허용되는[0020]

염을 유효성분으로 포함하는 피부 섬유증(dermal fibrosis)의 예방 또는 치료용 약제학적 조성물을 제공한다:

등록특허 10-2232072

- 5 -



화학식 1[0021]

[0022]

상기 화학식에서, R1 및 R2는 각각 독립적으로 C1-C3 알킬이다.[0023]

본 발명자들은 피부조직에서 발생하는 섬유증식성 병변에 대해 외과적 수술, 방사선 치료 및 국소 스테로이드[0024]

주사법과 같은 피상적이고 대증적인 치료에서 벗어나 질환의 진행 메카니즘 자체를 차단하는 근원적 치료방법을

개발하기 위하여 예의 연구 노력하였다.  그 결과, 상기 화학식 1의 화합물을 약리성분으로 이용할 경우 피부

섬유아세포의 증식을 억제하고 섬유생성 조절인자들의 발현을 저해하여 섬유화의 진행이 차단된다는 것을 발견

함으로써, 본 발명을 완성하게 되었다.

본 발명에서 용어“피부 섬유증(dermal fibrosis)”은 피부조직 내 과도한 섬유성 연결조직이 형성되어 피부의[0026]

정상적인 구조와 기능이 손상되는 병적 상태를 의미한다.  피부 섬유증은 콜라겐 섬유를 주성분으로 하는 세포

외 기질(ECM)의 과잉 축적으로 피부 조직이 딱딱해지거나 반흔이 형성되는 만성적 및 진행성 질환인데, 이는 복

잡한 세포, 세포외 기질, 시토카인 및 성장 인자의 상호 작용을 통해 발달하며, 피부 섬유아세포의 증식률 증가

및 사멸률 감소를 수반한다.   따라서, 이의 병인(pathogenesis)을 제거하기 위해서는 섬유아세포의 증식 및 섬

유 생성이 차단되어야 한다.  

본 명세서에서 용어“알킬”은 직쇄 또는 분쇄의 포화 탄화수소기를 의미하며,  C1-C3 알킬은 탄소수 1 내지 3의[0027]

알킬 유니트를 가지는 알킬기를 의미하며, C1-C3 알킬이 치환된 경우 치환체의 탄소수는 포함되지 않은 것이다. 

본  발명의  구체적인  구현예에  따르면,  상기  화학식  1의  R1은  C1  알킬이고,  R2는  C2  알킬이다.   R1이  C1[0028]

알킬(메틸)이고 R2가 C2 알킬(에틸)인 화학식 1 화합물은 에틸 피부베이트(ethyl pyruvate, C5H8O3)이다.

본 명세서에서 용어“예방”은 질환 또는 질병을 보유하고 있다고 진단된 적은 없으나, 이러한 질환 또는 질병[0029]

에 걸릴 가능성이 있는 대상체에서 질환 또는 질병의 발생을 억제하는 것을 의미한다. 

본 명세서에서 용어“치료”는 (a) 질환, 질병 또는 증상의 발전의 억제; (b) 질환, 질병 또는 증상의 경감; 또[0030]

는 (c) 질환, 질병 또는 증상을 제거하는 것을 의미한다.  본 발명의 조성물이 대상체에 투여되면 피부 섬유아

세포의 증식 및 섬유생성 인자의 발현을 억제함으로써 피부에서의 과도한 섬유성 조직 생성을 개선시켜 증상의

발전을 억제하거나, 이를 제거하거나 또는 경감시키는 역할을 한다.  따라서, 본 발명의 조성물은 그 자체로 이

들 질환 치료의 조성물이 될 수도 있고, 혹은 다른 약리성분과 함께 투여되어 상기 질환에 대한 치료 보조제로

적용될 수도 있다.  이에, 본 명세서에서 용어“치료”또는“치료제”는“치료 보조”또는“치료 보조제”의 의

미를 포함한다. 

본 명세서에서 용어“투여”또는“투여하다”는 본 발명의 조성물의 치료적 유효량을 대상체에 직접적으로 투여[0031]

함으로써 대상체의 체내에서 동일한 양이 형성되도록 하는 것을 말한다.

본 발명에서 용어“치료적 유효량”은 본 발명의 약제학적 조성물을 투여하고자 하는 개체에게 조성물 내의 약[0032]

리성분(예를 들어 에틸 피루베이트)이 치료적 또는 예방적 효과를 제공하기에 충분한 정도로 함유된 조성물의

함량을 의미하며, 이에“예방적 유효량”을 포함하는 의미이다. 

본 명세서에서 용어“투여”또는“투여하다”는 본 발명의 조성물의 유효량을 대상체에 직접적으로 투여함으로[0033]

써 대상체의 체내에서 동일한 양이 형성되도록 하는 것을 말한다.

본 명세서에서 용어“대상체”는 제한없이 인간, 마우스, 래트, 기니아 피그, 개, 고양이, 말, 소, 돼지, 원숭[0034]

이, 침팬지, 비비 또는 붉은털 원숭이를 포함한다.  구체적으로는, 본 발명의 대상체는 인간이다.  

본 발명의 구체적인 구현예에 따르면, 본 발명의 조성물로 예방 또는 치료되는 상기 피부 섬유증은 켈로이드성[0035]

피부 섬유증이다.

본 명세서에서 용어“켈로이드성 피부 섬유증(keloidal dermal fibrosis)”는 비정상적 피부 섬유화로 형성된[0036]
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섬유증식성(fibroproliferative) 양성 종양을 의미하며, 켈로이드(keloid)라고도 불리운다.

본 발명의 구체적인 구현예에 따르면, 본 발명의 조성물은 피부 섬유아세포에서 HMGB1의 발현을 감소시킨다.[0037]

본 발명에 따르면, 본 발명의 조성물은 다양한 농도에서 피부 섬유아세포 및 켈로이드의 HMGB1 발현량을 유의하[0038]

게 감소시킴으로써, 켈로이드의 세포 생존성을 감소시킨다.  

본 명세서에서 용어“발현의 감소”는 피부 섬유아세포 및 켈로이드에서 병적인 섬유화가 중단되거나 경감 또는[0039]

개선되거나 혹은 그 위험이 감소할 정도로, 섬유화의 지표 또는 원인이 되는 단백질 또는 유전자(예를 들어

HMGB1)의 발현량이 감소하는 것을 의미한다.  구체적으로는 대조군에 비하여 발현량이 15% 이상 감소한 상태,

보다 구체적으로는 20% 이상 감소한 상태, 더욱 구체적으로는 30% 이상 감소한 상태를 의미할 수 있다.

본 발명의 구체적인 구현예에 따르면, 본 발명의 조성물은 피부 섬유아세포에서 콜라겐 I, 콜라겐 Ⅲ, 피브로넥[0040]

틴 및 엘라스틴으로 구성된 군으로부터 선택되는 1개 이상의 단백질의 발현을 감소시킨다.

본 발명의 조성물이 약제학적 조성물로 제조되는 경우, 본 발명의 약제학적 조성물은 약제학적으로 허용되는 담[0041]

체를 포함한다.

본 발명의 약제학적 조성물에 포함되는 약제학적으로 허용되는 담체는 제제시에 통상적으로 이용되는 것으로서,[0042]

락토스, 덱스트로스, 수크로스, 솔비톨, 만니톨, 전분, 아카시아 고무, 인산 칼슘, 알기네이트, 젤라틴, 규산

칼슘, 미세결정성 셀룰로스, 폴리비닐피롤리돈, 셀룰로스, 물, 시럽, 메틸 셀룰로스, 메틸히드록시벤조에이트,

프로필히드록시벤조에이트, 활석, 스테아르산 마그네슘 및 미네랄 오일 등을 포함하나, 이에 한정되는 것은 아

니다. 본 발명의 약제학적 조성물은 상기 성분들 이외에 윤활제, 습윤제, 감미제, 향미제, 유화제, 현탁제, 보

존제 등을 추가로포함할 수 있다. 적합한 약제학적으로 허용되는 담체 및 제제는 Remington's Pharmaceutical

Sciences (19th ed., 1995)에 상세히 기재되어 있다.

본 발명의 약제학적 조성물은 경구 또는 비경구 투여할 수 있으며, 구체적으로는 비경구 방식으로 투여되고, 보[0043]

다 구체적으로는 피하 또는 경피 투여될 수 있다.

본 발명의 약제학적 조성물의 적합한 투여량은 제제화 방법, 투여방식, 환자의 연령, 체중, 성, 병적 상태, 음[0044]

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

의 약제학적 조성물의 바람직한 투여량은 성인 기준으로 0.001-100 ㎎/kg 범위 내이다.

본 발명의 약제학적 조성물은 당해 발명이 속하는 기술분야에서 통상의 지식을 가진 자가 용이하게 실시할 수[0045]

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

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

액, 시럽제 또는 유화액 형태이거나 엑스제, 산제, 분말제, 과립제, 정제 또는 캅셀제 형태일 수도 있으며, 분

산제 또는 안정화제를 추가적으로 포함할 수 있다.

본 발명의 다른 양태에 따르면, 본 발명은 다음의 단계를 포함하는 피부 섬유증(dermal fibrosis)의 예방 또는[0047]

치료용 조성물의 스크리닝 방법을 제공한다:

 (1) 피부 섬유아세포를 포함하는 생물학적 시료에 시험물질을 접촉시키는 단계; [0048]

 (2) 상기 시료 내  HMGB1의 활성 또는 발현량을 측정하는 단계, [0049]

 상기  HMGB1의 활성 또는 발현량이 감소한 경우, 상기 시험물질을 피부 섬유증의 예방 또는 치료용 조성물로[0050]

판정한다.

켈로이드와 같이 피부 조직에서 발생하는 섬유화 질환을 치료함에 있어 HMGB1이 치료타겟이 될 수 있음은 아직[0051]

까지 알려진 바가 없다.  본 발명에 따르면, 본 발명자들은 섬유화된 피부 조직에서 HMGB1이 고발현되며, 이의

발현을 저해할 경우 피부 섬유증이 치료될 수 있음을 처음으로 발견하였다. 

본 발명의 스크리닝 방법에 따르면, 우선 피부 섬유아세포를 포함하는 생물학적 시료에 시험물질을 접촉시킨다.[0052]

본 발명에서 용어“생물학적 시료”는 인간을 포함한 포유동물로부터 얻어지는, 피부 섬유아세포를 포함하고 있

는 모든 시료로서, 조직, 기관, 세포 또는 세포 배양액을 포함하나, 이에 제한되지 않는다.

본 발명의 스크리닝 방법을 언급하면서 사용되는 용어“시험물질”은 HMGB1의 활성이나 발현량에 유전자 또는[0053]

단백질 수준에서 영향을 미치는지 여부를 검사하기 위하여 스크리닝에서 이용되는 미지의 물질을 의미한다.  상

기 시험물질은 화합물, 뉴클레오타이드, 항체, 안티센스-RNA, siRNA(small interference RNA) 및 천연물 추출
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물을 포함하나, 이에 제한되는 것은 아니다.  이어, 시험물질을 처리한 생물학적 시료에서 HMGB1의 발현량 또는

활성을 측정하는데, 발현량의 측정은 당업계에 공지된 다양한 면역분석(immunoassay) 방법 또는 서열이 알려진

유전자를 타겟으로 통상적으로 설계된 프라이머 또는 프로브를 이용한 다양한 유전자 검출방법을 통해 이루어질

수 있다.  측정 결과, HMGB1의 발현량 또는 활성이 감소하는 경우 상기 시험물질은 피부 섬유증의 예방 또는 치

료용 조성물로 판정될 수 있다.

본 발명의 또 다른 양태에 따르면, 본 발명은 다음의 화학식 1로 표시되는 화합물 또는 이의 화장품학적으로 허[0055]

용되는 염을 유효성분으로 포함하는 피부 섬유증(dermal fibrosis)의 개선용 화장료 조성물을 제공한다:

화학식 1[0056]

[0057]

상기 화학식에서, R1 및 R2는 각각 독립적으로 C1-C3 알킬이다.[0058]

본 발명의 화학식 1 화합물 및 이를 통해 치료 또는 개선될 수 있는 피부 섬유증에 대해서는 이미 상술하였으므[0059]

로, 과도한 중복을 피하기 위해 그 기재를 생략한다. 

본 발명의 화장료 조성물에 포함되는 성분은 유효 성분으로서의 상기 화학식 1 화합물 또는 이의 가수분해 산물[0060]

이외에 화장품 조성물에 통상적으로 이용되는 성분들을 포함하며, 예컨대 항산화제, 안정화제, 용해화제, 비타

민, 안료 및 향료와 같은 통상적인 보조제, 그리고 담체를 포함한다.

본 발명의 화장료 조성물은 당업계에서 통상적으로 제조되는 어떠한 제형으로도 제조될 수 있으며, 예를 들어,[0061]

용액, 현탁액, 유탁액, 페이스트, 겔, 크림, 로션, 파우더, 비누, 계면활성제-함유 클린싱, 오일, 분말 파운데

이션, 유탁액 파운데이션, 왁스 파운데이션 및 스프레이 등으로 제형화될 수 있으나, 이에 한정되는 것은 아니

다.

본 발명의 제형이 페이스트, 크림 또는 겔인 경우에는 담체 성분으로서 동물성유, 식물성유, 왁스, 파라핀, 전[0062]

분, 트라칸트, 셀룰로오스 유도체, 폴리에틸렌 글리콜, 실리콘, 벤토나이트, 실리카, 탈크 또는 산화아연 등이

이용될 수 있다.

본 발명의 제형이 파우더 또는 스프레이인 경우에는 담체 성분으로서 락토스, 탈크, 실리카, 알루미늄 히드록시[0063]

드, 칼슘 실리케이트 또는 폴리아미드 파우더가 이용될 수 있고, 특히 스프레이인 경우에는 추가적으로 클로로

플루오로히드로카본, 프로판/부탄 또는 디메틸 에테르와 같은 추진체를 포함할 수 있다.

본 발명의 제형이 용액 또는 유탁액인 경우에는 담체 성분으로서 용매, 용해화제 또는 유탁화제가 이용되고, 예[0064]

컨대 물, 에탄올, 이소프로판올, 에틸카보네이트, 에틸 아세테이트, 벤질 알코올, 벤질 벤조에이트, 프로필렌글

리콜, 1,3-부틸글리콜 오일, 글리세롤 지방족 에스테르, 폴리에틸렌 글리콜 또는 소르비탄의 지방산 에스테르가

있다.

본 발명의 제형이 현탁액인 경우에는 담체 성분으로서 물, 에탄올 또는 프로필렌 글리콜과 같은 액상의 희석제,[0065]

에톡실화 이소스테아릴 알코올, 폴리옥시에틸렌 소르비톨 에스테르 및 폴리옥시에틸렌 소르비탄 에스테르와 같

은 현탁제, 미소결정성 셀룰로오스, 알루미늄 메타히드록시드, 벤토나이트, 아가 또는 트라칸트 등이 이용될 수

있다.

본 발명의 제형이 계면-활성제 함유 클린징인 경우에는 담체 성분으로서 지방족 알코올 설페이트, 지방족 알코[0066]

올 에테르 설페이트, 설포숙신산 모노에스테르, 이세티오네이트, 이미다졸리늄 유도체, 메틸타우레이트, 사르코

시네이트, 지방산 아미드 에테르 설페이트, 알킬아미도베타인, 지방족 알코올, 지방산 글리세리드, 지방산 디에

탄올아미드, 식물성 유, 라놀린 유도체 또는 에톡실화 글리세롤지방산 에스테르 등이 이용될 수 있다.

발명의 효과

본 발명의 특징 및 이점을 요약하면 다음과 같다:[0068]

(a) 본 발명은 피부 섬유증(dermal fibrosis)의 예방 또는 치료용 약제학적 조성물 및 피부 섬유증의 개선용 화[0069]
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장료 조성물을 제공한다.

(b) 본 발명은 또한 피부 섬유증의 예방 또는 치료용 조성물의 스크리닝 방법을 제공한다.[0070]

(c) 본 발명은 피부 섬유화를 원인으로 하는 켈로이드 등의 질환에 대해 섬유화의 진행 자체를 억제함으로써 근[0071]

원적인 병인을 제거하는 효과적인 치료제로 유용하게 이용될 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 에틸 피루베이트가 인간 정상 피부 섬유아세포(HDF)에 미치는 영향을 보여주는 그림으로, MTT 세포증식[0073]

어세이 결과 에틸 피루베이트가 HDF의 증식을 유의하게 억제하였음이 확인되었다. 

도 2는 에틸 피루베이트가 켈로이드성 섬유아세포(KF)에 미치는 영향을 보여주는 그림으로, MTT 세포증식 어세

이 결과 에틸 피루베이트가 KF의 증식을 유의하게 억제하였음이 확인되었다. 

도 3은 에틸 피루베이트가 켈로이드 스페로이드에서의 HMGB1 발현에 미치는 영향을 보여주는 그림이다.   켈로

이드 스페로이드에서 HMGB1를 동정하기 위해 웨스턴 블롯을 수행한 결과, 에틸 피루베이트를 첨가한 후 켈로이

드  스페로이드에서  HMGB1  밀도가  눈에  띄게  감소하였음을  확인하였다(도  3a).   반정량적  분석(semi-

quantitative analysis) 결과 에틸 피루베이트(20mM)를 처리한 켈로이드 스페로이드가 처리하지 않은 켈로이드

스페로이드에 비해 HMGB1가 유의하게 감소하였음을 확인하였다(도 3b). 

도 4는 에틸 피루베이트가 인간 피부 섬유아세포에서 섬유증 마커의 발현에 미치는 영향을 보여주는 그림이다.

콜라겐 Ⅰ 및 p-smad 2/3는 에틸 피루베이트 처리 후 감소하였다.  인간 피부 섬유아세포에서 섬유증 마커에 대

한 웨스턴 블롯을 수행한 결과 TGB-β 및 콜라겐 Ⅲ가 증가하였으나, 20mM 에틸 피루베이트 첨가 후 섬유증 마

커는 유의하게 감소하였다(*p < 0.05, **p < 0.01). 

도 5는 에틸 피루베이트가 켈로이드성 섬유아세포의 섬유증 마커 발현에 미치는 영향을 보여주는 그림이다.  에

틸 피루베이트 처리 후 콜라겐 Ⅰ, Ⅲ, TGF-β 및 p-smad 2/3는 감소하였다.  켈로이드성 섬유아세포에서 섬유

증 마커에 대한 웨스턴 블롯을 수행한 결과 TGB-β 및 콜라겐 Ⅲ가 증가하였으나, 20mM 에틸 피루베이트 첨가

후 섬유증 마커는 유의하게 감소하였다(p < 0.001).

도 6은 에틸 피루베이트-처리된 켈로이드 스페로이드에서의 콜라겐 I, Ⅲ, 피브로넥틴 및 엘라스틴의 조직화학

적 분석결과를 보여주는 그림으로, 에틸 피루베이트를 각각 10, 20 및 40 mM 처리한 켈로이드 스페로이드의 콜

라겐 Ⅰ, Ⅲ, 피브로넥틴 및 엘라스틴의 대표적인 면역화학염색 이미지를 나타낸다.  에틸 피루베이트 첨가 후

켈로이드 스페로이드에서의 콜라겐 I, Ⅲ, 피브로넥틴 및 엘라스틴은 유의하게 감소하였다. 

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 실시예를 통하여 본 발명을 더욱 상세히 설명하고자 한다.   이들 실시예는 오로지 본 발명을 보다 구체[0074]

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

것은 당업계에서 통상의 지식을 가진 자에 있어서 자명할 것이다.

실시예[0076]

실험방법[0077]

1. 세포의 준비 [0078]

정상 인간 피부 섬유아세포(HDFs) 및 켈로이드성 섬유아세포(KF)는 ATCC (American Type Culture Collection;[0079]

Manassas, VA, USA)로부터 수득하였다.  세포들은 10% 우태아혈청(FBS; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),

페니실린(30 U/mL)  및 스트렙토마이신(300 μg/mL)을 함유하는 DMEM(Dulbecco’s modified  Eagle’s medium;

Gibco, Grand Island, NY, USA)에서 배양하였다.  배양은 가습 배양기에서 37℃, 5% CO2 하에서 2일마다 배양액

을 교체해가며 수행하였다.  모든 실험에서, 세포는 7계대 이전의 것을 사용하였다. 

 [0080]

2. 켈로이드 스페로이드의 제작[0081]

활성단계 켈로이드를 가지는 환자의 외과수술 과정에서 켈로이드 및 인접한 정상 피부조직을 수득하였다.   켈[0082]

로이드 스페로이드는 살균한 21-게이지 바늘로 켈로이드의 중앙 피부조직을 2mm 직경의 조작으로 절개함으로써
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종래 보고된 방법
21
대로 제작하였다.  외식편을 HydroCell

® 
24 멀티-웰 플레이트(Nunc, Rochester, NY, USA)에

플레이팅하고 4시간 동안 5%  FBS(fetal  bovine  serum),  10  μM  인슐린 및 1μM  하이드로코르티손이 보충된

Iscove 변형 Dulbecco 배지(Gibco)에서 배양하였다.  HMGB1의 억제제인 에틸 피루베이트를 0, 1, 10, 20 및 40

mM의 켈로이드 스페로이드를 함유하는 플레이트에 첨가하고 37℃, 5% CO2에서 3일간 배양하였다.  처리된 켈로

이드 스페로이드를 4% 포르말린에 고정하고 파라핀에 포매시킨 후 5μm 두께의 절편으로 잘랐다.

3. MTT (Methyl Thiazolyl-Diphenyl-Tetrazolium Bromide) 분석 [0084]

KF 및 HDF에 에틸 피루베이트를 처리한 후의 세포 생존성을 측정하기 위해, 3-(4,5-디메틸티아졸-2-일)-2,5-디[0085]

페닐테트라졸리움 브로마이드(MTT) 분석을 수행하였다: 1 X 10
4 
cells/cm

2
의 KF 및 HDF를 3배수 96 웰에 씨딩하

였다.  0, 1mM, 5mM, 10nM 및 20mM의 에틸 피루베이트(Sigma-Aldrich)에 세포를 48시간 동안 노출시킨 후, 200

μL의 0.5 mg/mL MTT 용액(Boehringer, Mannheim, Germany)을 각 웰에 첨가하고 플레이트를 37℃에서 3시간 동

안 배양하였다.  수득된 포르마잔을 용해시키기 위해, MTT 용액 제거 후 200μL의 디메틸 설폭사이드(Sigma-

Aldrich)를 각 웰에 첨가하였다.  마이크로플레이트 리더(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)를 이용하여 570nm에서

흡광도를 측정하였다.

4. 켈로이드 스페로이드의 조직학 및 IHC [0087]

 켈로이드 스페로이드에 0, 10, 20 및 40mM의 에틸 피루베이트를 48시간 동안 처리하였다.  이후 스페로이드를[0088]

세척하고 4% 포르말린으로 고정한 다음 파라핀으로 포매한 뒤, 5μm 두께의 절편으로 잘랐다.  대표적인 단면을

PicroSirius 레드로 염색하고, 광학현미경으로 조사하였다.  IHC 염색을 위해, 켈로이드 스페로이드 단면을 마

우스 항-HMGB1(Abcam), 마우스 항-콜라겐 type I (Abcam), 마우스 항-콜라겐 type Ⅲ(Sigma-Aldrich), 마우스

항-엘라스틴 (Sigma-Aldrich), 마우스 항-피브로넥틴(Santa Cruz Biotechnology), 래빗 항-TGF (transforming

growth factor)-β(Abcam), 콜라게나아제 억제제(MMP1)(Abcam) 또는 래빗 항-Smad 2/3 1차 항체와 함께 4℃에

서 밤새 배양하였다.  이후 단면을 차 항체인 Envision™ kit(Dako, Glostrup, Denmark)과 함께 상온에서 20분

간 배양하였다.  디아미노벤지딘/하이드로겐 퍼옥시다제(Dako)이 크로모겐 기질로 사용되었다.  모든 슬라이드

는 Meyer 헤마톡실린으로 대조염색하였다.  HMGB1, 콜라겐 I, 콜라겐 Ⅲ, 엘라스틴, 피브로넥틴, TGF-β, MMP1

및 Smad 2/3의 발현량은 Metamorph
®
 이미지 분석 소프트웨어를 이용하여 반정량적으로 분석하였다.  분석결과는

상이한 디지털 이미지의 평균 광학밀도로 표현하였다.  

5. 콜라겐 마커 및 전섬유성 (profibrotic) 마커에 대한 웨스턴 블롯팅[0090]

웨스턴 블롯팅을 이용하여 대표적인 전섬유성 마커인 콜라겐 I,  콜라겐 Ⅲ,  피브로넥틴, 엘라스틴, MMP1  및[0091]

TGF-β에 대한 정량측정을 수행하였다.  0mM, 10mM, 20mM 및 40mM 에틸 피루베이트를 처리한 HDF 및 KF(세포는

10
5
 cells/well로 씨딩됨)를 100 mm × 20 mm 디쉬에서 48시간 배양하였다.  세포를 프로테아제 억제제 존재 하

에서 50 mM Tris-HCl(pH 7.6), 1% Nonidet P-40, 150 mM NaCl 및 0.1 mM 아세트산 아연에서 용해시켰다.  단백

질 농도는 Lowry 방법(Bio-Rad)으로 측정하고, 각 시료 20 μg을 10% SDS 젤 전기영동으로 분리하였다.  이후

단백질을 전기영동을 통해 폴리비닐리덴 디플루오라이드(PVDF) 막(Millipore, Billerica, MA)으로 이동시켰다.

막을 블로킹 완충제로 1시간 동안 블로킹한 뒤, 콜라겐 I, 콜라겐 Ⅲ, 피브로넥틴, 엘라스틴, MMP1 및 TGF-β에

대한 1차 항체와 함께 4℃에서 밤새 배양하였다.  2차 항체(호스래디시 퍼옥시다제-접합 항-래빗 또는 항-마우

스;Santa  Cruz  Biotechnology)와  함께  2시간 동안 상온에서 배양한 뒤,  화학형광 시약(Amersham  Pharmacia

Biotech, Piscataway, NJ, USA)을 이용하여 제조자의 설명서에 따라 단백질 밴드를 시각화하였다.  Image J 소

프트웨어 (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA)를 이용하여 단백질 발현을 분석하였다. 

실험결과[0093]

1. 에틸 피부베이트는 인간 피부 섬유아세포의 증식을 억제한다. [0094]

에틸 피루베이트를 이용한 HMGB1 억제가 피부세포 증식에 영향을 주는지를 조사하기 위해 MTT 어세이를 수행하[0095]

였다.  에틸 피루베이트 처리 후의 세포 생존성을 조사하기 위해, 에틸 피루베이트 다양한 농도(0, 1, 5 및 10

mM)의 에틸 피루베이를 MTT  어세이 48시간 전에 인간 피부 섬유아세포에 처리하였다.  그 결과, 모든 에틸 피

루베이트 처리농도에서 HDF 증식이 유의하게 감소함을 확인함으로써(도 1), 에틸 피루베이트가 인간 피부 섬유

아세포의 생존성을 감소시킴을 확인할 수 있었다. 

2. 에틸 피부베이트는 켈로이드성 섬유아세포 증식을 억제한다. [0097]
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에틸 피루베이트를 이용한 HMGB1 억제가 켈로이드 섬유아세포의 증식에 영향을 미치는지를 조사하기 위해 MTT[0098]

어셍를 수행하였다. 에틸 피루베이트 처리 후의 세포 생존성을 측정하기 위해 다양한 농도(0, 10 및 20 mM)의

에틸 피루베이트를 MTT 어세이 48시간 전에 켈로이드성 섬유아세포에 처리하였다.  그 결과, 모든 농도의 에틸

피루베이트에서 켈로이드성 섬유아세포의 증식이 유의하게 감소하였다(도 2). 이러한 결과는 에틸 피루베이트가

켈로이드성 섬유아세포의 생존성을 감소시킴을 보여준다. 

3. 에틸 피루베이트는 인간 피부 섬유아세포에서 HMGB1의 발현을 감소시킨다.[0100]

외부에서 도입된 HMGB1가 켈로이드의 오토파지 활성을 증가시킨다면 HMGB1를 억제할 경우 켈로이드의 세포 생존[0101]

성이 감소할 것이라는 가정을 시험하기 위해, 에틸 피루베이트를 처리하여 HMGB1의 세포 외 활성 및 세포질로의

이동을 억제하였다.  에틸 피루베이트가 강력한 HMGB1 억제제로 인식되고 있음에도, 이 물질이 켈로이드에 미치

는 영향은 연구된 바가 없다.   따라서, 본 발명자들은 켈로이드 스페로이드를 이용하여 에틸 피루베이트가 켈

로이드에서 HMGB1 발현을 억제하는지 여부를 조사하였다.  확립된 프로토콜
21
에 따라 켈로이드 미세환경을 모방

하고, 다양한 농도(0, 10, 20, and 40 mM)의 에틸 피루베이트를 켈로이드 스페로이드에 처리한 뒤 HMGB1에 대한

IHC 염색을 수행하였다.  도 3에서 보는 바와 같이, 비-처리 켈로이드 스페로이드는 HMGB1의 높은 발현을 보인

반면, 에틸 피루베이트-처리 켈로이드 스페로이드는 HMGB1 발현이 크게 감소하였다.   Metamorph
®
 이미지 분석

소프트웨어를 이용해 데이터를 그래프화한 결과, 10, 20 또는 40 mM의 에틸 피루베이트를 처리한 켈로이드 스페

로이드에서 HMGB1 발현이 유의하게 감소함을 확인하였다.

4. 에틸 피루베이트는켈로이드 섬유아세포 및 켈로이드 조직에서의 콜라겐 Ⅰ, Ⅲ, TGF-β 및 p-smad 2/3에 영[0103]

향을 미친다.

켈로이드에서 에틸 피루베이트로 유도된 오토파지에 의한 세포사멸 결과를 평가하기 위해, 섬유아세포에서의 콜[0104]

라겐 Ⅰ, Ⅲ, TGF-β 및 p-smad 2/3 발현을 웨스턴 블롯으로 측정하였다. 그 결과, 켈로이드성 섬유아세포에서

콜라겐 Ⅰ, Ⅲ, TGF-β 및 p-smad 2/3 발현은 정상 피부 섬유아세포에 비해 1.2배 및 1.1배 높았다.  나아가,

켈로이드성 섬유아세포에서 크게 증가한 콜라겐 Ⅲ 및 TGF-β 수준은 20 mM 에틸 피루베이트 처리 후 유의하게

감소하였다.  이러한 결과는 에틸 피루베이트 처리 후 콜라겐 Ⅲ 및 TGF-β의 유의한 감소를 보여준 IHC 데이터

와 일치하는 것이다(도 5).  20 mM 에틸 피루베이트를 처리한 켈로이드 조직에서 콜라겐 Ⅰ 및 p-smad 2/3 발현

은 비처리 켈로이드 조직에 비해 각각 18.11% 및 24.64%가 감소하였다(***p < 0.001, 도 5). 

5. 에틸 피루베이트는 켈로이드 스페로이드에서 콜라겐 I, Ⅲ, 피브로넥틴 및 엘라스틴을 억제한다.[0106]

추가적으로, 에틸 피루베이트가 섬유생성의 핵심 조절 분자인 콜라겐 Ⅰ, Ⅲ, 피브로넥틴 및 엘라스틴의 발현에[0107]

미치는 영향을 조사하였다.   면역조직화학 염색 결과 에틸 피루베이트(40 mM)-처리 켈로이드 스페로이드에서

콜라겐 I, Ⅲ, 피브로넥틴 및 엘라스틴이 각각 50.67%, 64.81%, 63.42% 및 62.30%가 감소하였음을 확인하였다

(p<0.001, 도 6).  이들 데이터로부터 에틸 피루베이트가 TGF-β 및 이의 신호경로를 조절함으로써 켈로이드 섬

유증을 완화시킴을 알 수 있다. 

이상으로 본 발명의 특정한 부분을 상세히 기술하였는 바, 당업계의 통상의 지식을 가진 자에게 있어서 이러한[0109]

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

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

참고문헌[0111]

1. Niessen FB et al. On the nature of hypertrophic scars and keloids: a review. Plast Reconstr Surg[0112]

1999;104:1435-58.

2.  Yun  IS  et  al.  Heat  Shock  Protein  90  Inhibitor  (17-AAG)  Induces  Apoptosis  and  Decreases  Cell[0113]

Migration/Motility of Keloid Fibroblasts. Plast Reconstr Surg 2015;136:44e-53e.

3. Shin JU et al. Hsp70 Knockdown by siRNA Decreased Collagen Production in Keloid Fibroblasts. Yonsei[0114]

Med J 2015;56:1619-26.

4.  Lee  JH  et  al.  Proteomic  profiling  reveals  upregulated  protein  expression  of  hsp70  in  keloids.[0115]

Biomed Res Int 2013;2013:621538.

5. Al-Attar A et al. Keloid pathogenesis and treatment. Plast Reconstr Surg 2006;117:286-300.[0116]

등록특허 10-2232072

- 11 -



6. Bran GM et al. Keloids: current concepts of pathogenesis (review). Int J Mol Med 2009;24:283-93.[0117]

7. Robles DT et al. Keloids: pathophysiology and management. Dermatol Online J 2007;13:9.[0118]

8. Luo S et al. Abnormal balance between proliferation and apoptotic cell death in fibroblasts derived[0119]

from keloid lesions. Plast Reconstr Surg 2001;107:87-96.

9.  Sayah  DN  et  al.  Downregulation  of  apoptosis-related  genes  in  keloid  tissues.  J  Surg  Res[0120]

1999;87:209-16.

10. Nakaoka H et al. Proliferating activity of dermal fibroblasts in keloids and hypertrophic scars.[0121]

Acta Derm Venereol 1995;75:102-4.

11.  Chaabane  W  et  al.  Autophagy,  apoptosis,  mitoptosis  and  necrosis:  interdependence  between  those[0122]

pathways and effects on cancer. Arch Immunol Ther Exp (Warsz) 2013;61:43-58.

12. Levine B, Kroemer G. Autophagy in the pathogenesis of disease. Cell 2008;132:27-42.[0123]

13. Lotze MT, DeMarco RA. Dealing with death: HMGB1 as a novel target for cancer therapy. Curr Opin[0124]

Investig Drugs 2003;4:1405-9.

14. Li LC, Gao J, Li J. Emerging role of HMGB1 in fibrotic diseases. J Cell Mol Med 2014;18:2331-9.[0125]

15. Albayrak A et al. Is HMGB1 a new indirect marker for revealing fibrosis in chronic hepatitis and a[0126]

new therapeutic target in treatment? Viral Immunol 2010;23:633-8.

16. Livesey KM et al. p53/HMGB1 complexes regulate autophagy and apoptosis. Cancer Res 2012;72:1996-[0127]

2005.

17. Tang D et al. Endogenous HMGB1 regulates autophagy. J Cell Biol 2010;190:881-92.[0128]

18.  Tang  D  et  al.  The  redox  protein  HMGB1  regulates  cell  death  and  survival  in  cancer  treatment.[0129]

Autophagy 2010;6:1181-3.

19. Kang R et al. HMGB1: a novel Beclin 1-binding protein active in autophagy. Autophagy 2010;6:1209-[0130]

11.

20. Lee WJ et al. A novel three-dimensional model system for keloid study: organotypic multicellular[0131]

scar model. Wound Repair Regen 2013;21:155- 65.

도면

도면1

등록특허 10-2232072

- 12 -



도면2

도면3a

도면3b

등록특허 10-2232072

- 13 -



도면3c

도면4a

도면4b

등록특허 10-2232072

- 14 -



도면4c

도면5a

도면5b

등록특허 10-2232072

- 15 -



도면6a

도면6b

도면6c

등록특허 10-2232072

- 16 -



도면6d

등록특허 10-2232072

- 17 -


	문서
	서지사항
	요 약
	대 표 도
	청구범위
	발명의 설명
	기 술 분 야
	배 경 기 술
	발명의 내용
	해결하려는 과제
	과제의 해결 수단
	발명의 효과

	도면의 간단한 설명
	발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

	도면
	도면1
	도면2
	도면3a
	도면3b
	도면3c
	도면4a
	도면4b
	도면4c
	도면5a
	도면5b
	도면6a
	도면6b
	도면6c
	도면6d




문서
서지사항 1
요 약 1
대 표 도 1
청구범위 3
발명의 설명 4
 기 술 분 야 4
 배 경 기 술 4
 발명의 내용 5
  해결하려는 과제 5
  과제의 해결 수단 5
  발명의 효과 8
 도면의 간단한 설명 9
 발명을 실시하기 위한 구체적인 내용 9
도면 12
 도면1 12
 도면2 13
 도면3a 13
 도면3b 13
 도면3c 14
 도면4a 14
 도면4b 14
 도면4c 15
 도면5a 15
 도면5b 15
 도면6a 16
 도면6b 16
 도면6c 16
 도면6d 17
