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보고서 초록

위탁연구과제명 극지 미세조류 유래 항알러지와 항염증 활성 소재 개발

위탁연구책임자 민병선
해당단계 

참여연구원수
24

해당단계 
연구비

150,000,000 원

연구기관명 및
소속부서명

대구가톨릭대학교 약학대학 참여기업명

국제공동연구 상대국명 : 상대국연구기관명 :

요약(연구결과를 중심으로 개조식 500자이내)
보고서
면수

42

- 극지 미세조류 Chloromonas sp. KSF0108에서 활성물질 분리를 위해 MeOH로 추출하고 chromatography 방법

으로 화합물을 9종 분리하였고, 분리한 화합물은 NMR 등의 기기를 이용하여 구조를 다음과 같이 동정하였

음; (Z)-2-(2,4-dihydroxy-2,6,6-trimethylcyclohexylidene) acetic acid (1), lilioside D (2), 
cholesterol (3), β-sitosterol (4), hurgadacin (5), α-tochoperol (6), 9Z,12Z-nonadecadienoic 
acid (7), m-hydroxyphenol (8), p-hydroxybenzaldehyde (9). 9종의 화합물에 대해 Junkat T cell를 

이용한 항알러지 및 RAW264.7 cell를 이용한 항염증 활성을 평가하였으나 활성을 갖는 물질은 없었음.

- 극지 미세조류 Chlamydomonas sp. KSP0031에서 8종의 화합물을 분리하고 NMR 등의 기기를 이용해 다음과 

구조결정 하였음, monoacyldigalactosyl glycerol (1), lilioside D (2), glycerol (3), lilioside E (4),  
5Z,8Z,11Z-tetradecatrienoic acid (5), 4Z-heptenoic acid (6)  5Z,8Z,11Z,14Z,17Z-eico- 
sapentaenoic acid (7), 5Z,8Z,11Z,14Z,17Z-eicosapentaenoic acid-2,3-hihydroxypropyl ester 
(8)로 동정함. 8종의 화합물에 대한 항염증활성은 없었으나, 화합물 1과 5번은 항알러지 활성이 확인됨.

- 미세조류 Chlamydomonas sp. KSF006에서 6종의 화합물을 분리하였고 NMR 등의 기기를 이용하여 각각의 화

합물은 butanolic acid (2), 4Z-heptanoic acid (3), 5Z-decenoic acid (4), 5Z-nonadecenoic 
acid (5), 1-hexanoyl glycerol (6) 및 4-methoxy-6pentyl-5,6-dihydro-2H-pyran-2-one (8)로 

동정함. 화합물 중 5번 화합물에 약한 항알러지 효과가 확인됨.

- 미세조류 Chlamydomonas sp. KSF100에서 6종의 화합물을 분리하였고 NMR 등의 기기를 이용하여 각각의 화

합물은 δ-carotene (1), γ-carotene (2), eicosapentaenoic acid (3), tetradecan (4), linoleic 
acid (5) 및 p-hydroxyphenol (6) 로 동정함. δ-carotene (1)이 약한 항알러지 효과가 확인됨.

색  인  어
(각 5개 이상)

한  글 미세조류, 화합물 구조분석, 천연화장품 소재, 항염증활성, 항알러지활성 

영  어
antarctic microalgae, structural determination, natural cosmetic materials,

anti-allergic activity, anti-inflammatory activity
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요   약   문

Ⅰ. 제    목

극지 미세조류 유래 항알러지 및 항염증활성 소재 개발

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 필요성

- 극지 미세조류에서 항알러지 및 항염증 활성을 갖는 화합물 분리동정 및 구조결정

- 분리된 화합물의 항염증 및 항알러지 활성 평가

- 활성물질 대량 확보

- 활성물질의 화장품 혹은 기능성 식품 개발 가능성 확립

Ⅲ. 연구개발의 내용 및 범위 

- 극지 미세조류의 유기용매 추출 및 화합물 분리 

- 분리된 화합물 NMR 등의 기기를 이용한 구조동정

- 분리된 화합물 Jurkat T cell를 이용한 항알러지활성 평가

- 분리된 화합물 RAW264.7 cell를 이용한 항염증활성 평가

- 활성물질 기능성 화장품으로 적용

Ⅳ. 연구개발결과

- 극지 미세조류 Chloromonas sp. KSF0108에서 9종 화합물 분리동정 및 활성평가

- 극지 미세조류 Chlamydomonas sp. KSF0031에서 8종 화합물 분리동정 및 활성평가

- 극지 미세조류 Chlamydomonas sp. KSF006에서 6종 화합물 분리동정 및 활성평가

- 극지 미세조류 Chlamydomonas sp. KSF100에서 8종 화합물 분리동정 및 활성평가   

Ⅴ. 연구개발결과의 활용계획

- Chlamydomonas sp. KSF0031에서 분리한 5Z,8Z,11Z,14Z,17Z-eicosapentaenoic

acid-2,3-dihydroxy-propyl ester의 기능성 화장품 개발 선도물질 개발

- 활성물질 기능성 화장품으로 특허출원 및 기술이전 추진

- 활성물질 합성에 따른 기능성 화장품 상품화 추진
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S U M M A R Y

(영 문 요 약 문)

I.  Title Development for anti-allergic and anti-inflammatory therapeutic compounds from antarctic microalgae
II.  Purpose and Necessity of R&D- Separation and structural determination with anti-allergic and anti-inflammatory activity from antarctic microalgae- Evaluation of anti-allergic and anti-inflammatory activity of compounds- Procure of large quantity for active compounds- Establishing the possibility of developing cosmetics or functional food for active compounds 
III.  Contents and Extent of R&D- Extracting organic solvents from antarctic microalgae and isolating compounds- Structural determination of isolated compounds using equipments such as NMR- Evaluation of anti-allergic activity of compounds by Jurkat T cells- Evaluation of anti-inflammatory activity of compounds by RAW264.7 cells- Active compounds applied as functional cosmetics 
IV.  R&D Results- Identification of nine compounds from Chloromonas sp. KSF0108 and evaluation for their anti-allergic and anti-inflammatory activities- Identification of eight compounds from Chlamydomonas sp. KSF0031 and evaluation for their anti-allergic and anti-inflammatory activities- Identification of six compounds from Chlamydomonas sp. KSF006 and 
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evaluation for their anti-allergic and anti-inflammatory activities- Identification of six compounds from Chlamydomonas sp. KSF100 and evaluation for their anti-allergic and anti-inflammatory activities 
V.  Application Plans of R&D Results- Development of functional cosmetics for 5Z,8Z,11Z,14Z,17Z-eico-

sapentaenoic acid-2,3-dihydroxy-propyl ester isolated from Chlamydomonas sp. KSF0031- Patent application and technology transfer through cosmetic products that improve wrinkles of active compounds- Promating the commercialization of functional cosmetics by the synthesis of active compound
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제 1 장 서론

■ 극지 미세조류에서 항알러지 및 항염증 활성을 갖는 화합물 분리동정 및 구조결

정

■ 분리된 화합물의 항염증 및 항알러지 활성 평가

■ 항알러지 및 항염증 활성 물질 도출

■ 활성물질 대량 확보

■ 활성물질의 화장품 혹은 기능성 식품 개발 가능성 확립

1. 기술적 측면

■ 극지 생물연구는 주로 세균을 중심으로 연구되어 왔으며 진핵 미세조류에 대한

연구는 초기단계이다. 다양한 종에 비하여 활용되고 있는 미세조류의 수는 일부

에 한정되어 있어서 남북극 같은 극한지에서 새로운 종의 발굴과 기능성 탐색을

통해 유용 자원의 권리 확보 및 관련 시장 장악을 위한 노력이 필요함

■ 극한 생물로부터 유래한 천연 방어물질들은 세포 추출물 및 천연 순수 추출물질

을 활용하는 상황임. 산업적 활용을 위한 물질 확보를 위하여 해당 생물의 대량

배양으로 인한 공간, 시간, 비용적 측면에서 비교적 비효율적임

■ 상기 기술한 비효율적 상황을 극복하기 위하여 GRAS (Generally Regarded as

Safe) 생물들을 활용한 물질을 적극적으로 개발하고자 하며 물질 활성 개량을

통하여 고활성 세포보호물질을 확보함으로서 지속적인 연구개발 및 상품화를 진

행하고자 함

■ 극지 미세조류에 대한 기초 및 응용 연구의 활성화를 위해 유용 활성 물질 스크

리닝 기술 및 대량 배양 시스템의 개발 방법에 대한 조사 필요

■ 산업적 접근을 위해 세포보호 물질의 분리 및 활성 평가 방법에 대한 다학제 간

협력 조사 필요

2. 경제•산업적 측면

■ 세계의 피부질환 치료제 시장규모는 연평균 성장률 7.7%로 2015년 200억 달러

에서 2022년 337억 달러로 확대될 전망임 (세계의 피부질환 치료제 시장 전망,

2016)

■ 현재 국내의 피부질환 시장은 다국적제약회사가 장악하고 있음. 여드름 치료제

시장은 GSK와 갈더마가 ‘스티바에이크림’과 ‘레타크닐크림’ 등으로 높은 점유율
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을 보임. 다국적 제약사들도 아토피성 피부염 치료제 ‘프로토픽’, ‘아드반탄크림’

등 제품으로 레오파마, 바이엘 코리아에서 피부질환 치료제의 포트폴리오를 강

화하고 있음 (대한임상피부치료연구회, 2016)

■ 자외선 차단, 항암 항산화 등의 생리활성 연구와 제약개발이 주를 이루고 있으나,

제약 제재의 효능을 보존하고 세포를 보호하는 소재에 대한 연구 개발은 미미함

■ 극지 생물연구는 주로 세균을 중심으로 연구되어 진핵 미세조류에 대한 연구는

초기 단계이며, 다양한 종에 비해 활용되고 있는 미세조류의 수는 일부로 기능

성 탐색을 통한 유용 자원 권리 및 관련 시장 장악을 위한 노력이 시급함

■ 시장 진입 시 매출액 상승, 일자리 창출, 연구 개발 투자 증대, 신제품 추가 개발

의 시장 선순환 고리를 만들 수 있음

3. 과학적 측면

■ 해조류 화장품으로 단 21편의 논문이 검색될 만큼 연구가 미비하며 주로 대형

해조류 위주로 미세조류 성분 연구는 전무한 상황

■ 남극 미세조류 유래 세포보호물질 추출물 및 천연 순수물질 확보 이외에 세포보

호 기능을 향상시킨 고활성 세포보호물질을 개발함으로서 과학분야 및 경제, 산

업분야에서의 발전을 향상시킬 것으로 기대함

■ 남극 미세조류 유래 추출물 및 천연 순수물질 등을 확인함으로서 세포보호물질

이외의 미확인 유용물질을 발굴하여 극지 미세조류에 대한 기초연구를 넘어 본

격적으로 활용연구 시대를 열 수 있음

4. 사회•문화적 측면

■ 본 연구개발에 의한 제품에 “극지연구소 보유 남극 미세조류 유래 항알러지-항

염증물질” 문구를 기재함으로서 자연적인 극지연구소의 대국민 홍보 등에 기여

할 것으로 기대함.

■ 지속적인 남극 미세조류 유래 유용물질 등이 함유된 제품 등을 개발함으로서 사

회, 문화적으로 극지 및 극지연구소에 대한 이미지 확대 및 향상에 이바지할 것

으로 기대됨

■ 극지역의 생명체 연구에 대한 도전정신, 탐험심의 증대로 국민 자긍심을 고취할

수 있음

■ 극지 미세조류에서 활성물질 확보

- 대량배양을 통한 안정적 확보 기술 개발 및 활성 개량

- 물질 추출 및 구조동정 물질 확보

■ 항알러지 및 항염증활성 분석
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- Jurkat T cell를 이용한 분리물질 항알러지 활성평가

- RAW264.7 cell를 이용한 분리물질 항염증 활성평가

■ 피부질환 개선 소재로서의 실용화 기반 구축

- 활성평가레 따른 실용화 검토

- 기능성 화장품으로 기술 이전 및 시제품 제작
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제 2 장 국내외 기술개발 현황

■ 고령화로 인한 수요 증가로 노화예방 등 피부건강 관련 시장은 2007년에는 600

억불, 최근에는 1000억불 (100조원)로 그 어느 시장보다 지속적인 증가세를 유지

할 것으로 예측

■ 세계의 피부질환 치료제 시장규모는 연평균 성장률 7.7%로 2015년 200억 달러에

서 2022년 337억 달러로 확대될 전망임

■ 전 세계적으로는 미세조류 및 해조류의 물질 추출, 배양, 활용, 반응기 기술 분야

는 폭발적인 성장세를 나타내고 있지만 피부외용제, 화장료로의 기능성 기술 위

치는 상대적으로 약한 성장기에 위치하는 것으로 보아 현재 미세조류 기술은 상

업성이 높은 에너지 분야에 집중되고 있음

■ 극지 미세조류에서 세포보호 효능을 확인함으로써 독보적인 극지유래 천연신소

재 개발에 우위를 차지할 수 있으며 피부 관련 제품, 질환 치료제 산업으로 확

대 가능

■ 미세조류 관련 한국의 특허 기술 위치는 전체적인 감소세이며 대학교 산학협력

단들이 주요 출원인으로, 아직 기업에 의한 진출은 활발하지 않음. 기업의 출원

및 기술 권리화는 제품화와 직접 연결된 가능성이 높은 만큼 아직 시장 경쟁이

활발하지 않은 것으로 보임

■ 본 연구에서 기 확보된 기능성 소재는 정상세포에 독성을 나타내지 않는 특성을

보여 세포보호 물질 후보군으로 우수성을 확인. 이들 물질들의 활용성을 높여

외부 유해성분으로부터 피부세포를 보호하고 피부질환 개선제로 개발하게 된다

면 극지의 청정 이미지가 합쳐져 현재 전세계 웰빙 트랜드에 맞는 고부가 상품

으로 독보적인 분야를 형성할 것으로 기대

■ 해양바이오소재연구단은 2016년 스피룰리나를 이용하여 활성산소를 낮추고 상처

세포를 활성화하여 피부재생을 높이는 나노소재를 개발

■ 바이오벤처기업인 엠바이오(주)는 2016년 두나리엘라 추출물을 주요 성분으로

‘해무수’를 출시

■ 낙동강 생명자원관은 미세조류 시조카이트리움 속 PB-31 균주 추출물의 항염,

항산화 등 효과를 확인하여 파이코일바이오텍코리아(주)과의 기술이전 협약을

체결하였으며 제품 출시

■ 미세조류 연구업체 ㈜엔엘피 한국남부발전 업무협약체결(2011.04.04): 발전소에서

배출되는 이산화탄소와 온배수를 활용하여 미세조류 배양 / 바이오오일, 의약품,

화장품 등 원료생산 계획
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■ 최근 미세조류의 생물학적 개량을 통하여 바이오디젤, 바이오매스 향상의 연구가

진행되고 있으며 이를 통하여 산업적 유용물질의 전구체 및 고부가가치 물질을

생산하는 기반을 구축하고 있음

■ 전 세계적인 동안열풍과 웰빙 트렌드로 피부 건강산업에서 천연원료 선호도가

급증하면서 해조류, 미세조류 활용이 급증하고 있으며 국내외 기능성 제품 개발

이 활발히 진행되고 있음

■ 특허 기술 분석 결과 아직은 기업에 의한 시장 진출이 활발하지 않은 것으로 보

이나 2016년 아모레, 한불 등 국내 대기업들이 산학협력단과 기술제휴를 맺은

것으로 보아 향후에는 관련시장 경쟁이 치열해질 것으로 예상됨.

■ 미세조류의 기초 연구 사례와 논문 분석 결과 점유율이 높은 기술이 없는 것으

로 보임. 그러나 타 천연물의 경우 피부외용제/화장표의 개발이 저조한 항여드

름, 발모, 자외선 차단 기능성에 대한 연구도 다수 수행됨에 따라 해조류 및 미

세조류의 기능성 관련 시장성이 매우 넓은 것으로 보이며 결론적으로 시장 선점

을 위한 기술 개발과 제품화를 통한 시장 선점이 시급하다고 판단됨

■ 종합하면 한국의 경우 항염/자극개선, 주름개선, 미백, 항노화의 순으로 연구가

활발하게 진행되었으며 미국의 경우 항노화, 주름개선 기술의 개발 비율이 높음.

동양권은 미백, 보습, 항노화 기능성이 선호되고 있으며 서양권은 항노화, 주름

개선에 대한 소비자의 욕구가 높음

■ 미세조류 기술의 주요 출원인은 주름개선 기능성을 강조한 Solazyme, Inc.으로

확인되었으며 일본의 SHISEIDO CO LTD는 Scenedesmus, chlorella 등의 항노

화 기능성, 프랑스의 LVMH Recherche는 Phaeodactylum 등의 항노화 및 자외

선 차단 기능, 독일의 SYMRISE GMBH & CO KG는 Isochrysis sp. 또는

Tetraselmis sp.의 발모 기능성, 영국의 THE BOOTS COMPANY PLC는

Haematococcus sp.를 이용한 전반적인 피부개선에 대한 조성물 특허를 출원

■ 분석대상 주요 국가별 출원비율은 한국, 중국 및 일본이 22% 내지 28%로 나타

났으며 이는 김, 미역, 우뭇가사리, 감태 등의 해조류가 전통적으로 이용되어 왔

기 때문으로 보이며 미국과 유럽에서는 미세조류와 해조류 중 해조류 연구 비율

이 타 국가에 비하여 낮은 편

■ 해조류를 이용한 기술의 경우 전체 출원의 80%, 미세조류는 20%를 차지. 해조류

의 경우 특히 2010년 후반 이후 한국 및 중국에 의하여 주도되는 기술 개발이

두드러지는 것으로 나타났고 미세조류의 경우 2000년대 초반 이후 완만한 출원

양상을 나타내고 있는데 주로 클로렐라와 스피룰리나 등 특정 미세조류 종에 한

정된 관련 기술에 집중

■ 극지역 생물자원을 이용한 피부관련 회사와 제품 현황은 아래와 같음

- LIFT LABS 사: 극한 환경(남극, 사막) 서식 생물체에서 추출한 천연 세포보호 단
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백질을 이용한 화장품 시판

- Polaar 사: 남극과 북극 식물에서 추출한 물질을 이용하여 유해환경으로부터 피부

를 보호하는 화장품 시판

- Lumene 사: 북극 식물에서 피부 항노화 물질을 추출하여 화장품 시판

- Skyn ICELAND 사: 북극 식물에서 추출한 항산화물질을 활용한 유기농 화장품 시

판

■ 극지에서 분리되어진 호냉성 클로레라의 연구 결과, 저온에서 우수한 생장을 보

여 다양한 기온을 보이는 국가에서의 옥외 대량배양 가능성을 제시하고 있고,

에틀리아 종은 국내에서 분리된 토착 미세조류 균주로서 우수한 생장속도 및 높

은 오일함량이 조사되어 이를 활용한 연구가 현재 진행되고 있음

■ 극지 미세조류 연구는 주로 항동결 물질에 대한 연구로 비 극지역 생물에서는

상대적으로 적어 대부분 남극 녹조류와 규조류 유래 항동결 물질 발견 및 생리

적 특성연구가 진행되는 정도임

■ 국내에서는 남극 해양 녹조 클라미도모나스, 남극 해양 규조 케토세로스, 남극 담

수 녹조 콜로로모나스 등의 미세조류의 호냉성 특성에 기인한 항동결 물질 활용

연구가 진행되고 있음
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제 3 장 연구개발수행 내용 및 결과

1. 미세조류 용매분획, 물질분리 및 구조결정

■ 활성물질 분리를 위한 추출물 제조 및 용매분획

• 활성물질 분리를 위한 MeOH로 추출물을 제조함

• MeOH 추출물의 활성물질 분리를 위한 hexane, CH2Cl2, EtOAc 및 BuOH로

용매분획

■ 활성물질 분리정제

• 활성을 갖는 용매분획에서 silica gel, Sephadex LH-20, MCL gel, 역상

silica gel 등을 이용한 large-scale column chromatography를 이용하여 물질

분리

[그림 ] 활성물질 추출/분리

■ 분리된 화합물은 1H-, 13C-, 2D-NMR, MASS, CD, UV, IR 등의 spectroscopic

analysis로 구조를 동정함.
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[그림 ] 활성물질 구조결정

2. 미세조류 활성의 효능 검증

■ 항알러지 시험

• 세포배양

Jurkat T 면역세포는, 한국세포주은행(Korean Cell Line Bank)에서 구입하

며, 10% FBS와 100 unit/mL penicillin-streptomycin이 포함된 RPMI 배지에

서 37℃, 5% CO2 incubator에 적응시켜 배양한다. 계대 배양은 이틀에 한번

씩 한다.

• RT-PCR을 이용한 IL-2 생성억제 활성측정

RNA는 TRIZOL을 이용한 Jurkat T cell에서 분리한다. RNA의 reverse

transcription은 RT Pre-Mix을 사용한다. human IL-2는 5′

-CACGTCTTGCAC TTGTCAC-3′ and 5′

-CCTTCTTGGGCATGTAAAACT-3′; human GAPDH, 5′

-CGGAGTCAACGGATTTGGTCGTAT-3′ and 5′

-AGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGAC-3′을 사용한다. amplification

profile은 90℃ 30초 denaturation, 60℃ 20초 annealing, 72℃ 40초

extension 시킨다. 30 cycle은 72℃ 7분 denaturation으로 진행하여 PCR

data로 IL-2 억제활성을 측정한다.

[그림] IL-2 억제활성 RT-PCR
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• ELISA assay

Jurkat T 면역세포에 일정농도 화합물을 30 분간 처리한다. 그리고

PMA(100 nM)/A23187 (1 μM)로 30분간 배양한다. 실험액을 24 시간 배양

한 후, 상등액을 Duoset Human IL-2 ELISA kit로 처리하여 IL-2 생성억제

를 측정하여 IC50 값을 얻는다.

[그림] IL-2 ELISA assay

• Western blotting

Jurkat T 면역세포를 lysis buffer (1% Triton X-100, 150 mM NaCl, 20

mM Tris pH 7.5)에 어름 위에서 한 시간 처리하고, 4℃ 14,000 rpm에서 2

시간 원심분리 한다. lysis 추출물 50 μg을 10% SDS-PAGE을 통하여 분리

한다. 단백질은 Trans-Blot SD semidry transfer cell의 nylon membrane으

로 이행하고, 5% skim milk로 1시간 blocking한 후, 세척하여 0.1% Tween

20 (TBS-T)와 3% skim milk을 함유하는 TBS에서 Rabbit anti-human

ERK와 하루 밤 방치한다. 과량의 primary antibody는 TBS-T로 4회 세척

하여 제거한다. nylon membrane은 0.1 μg/mL peroxidaselabeled secondary

antibody로 2시간 반응시킨다. TBS-T로 세 번 세척한 후, 밴드를 ECL

Western Blotting detector로 확인한다.

[그림] IL-2 활성화 Western blotting

■ NO 생성억제 활성(항염증작용)
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• 세포배양

RAW 264.7 대식세포는 murine macrophage cell line으로, 한국세포주은행

(Korean Cell Line Bank)에서 구입하며, 10% FBS와 100 unit/mL

penicillin-streptomycin이 포함된 DMEM 배지에서 37℃, 5% CO2 incubator

에 적응시켜 배양한다. 계대 배양은 이틀에 한번 씩 한다.

• 세포독성 측정(MTT Assay)

시료의 세포독성은 MTT assay를 통해 확인한다. RAW 264.7 cell를 24

well plate에 2x105 cell/well로 분주한 후, 1 시간 후 LPS를 1 μg/mL로 처리

하고, 24 시간 동안 배양한 후, MTT solution을 첨가한다. 37℃, 5% CO2
incubator에서 2 시간 배양한 후, 상증액을 scution하고, 석출된 결정

(formazan)에 DMSO를 1 mL씩 넣고 실온에서 30분 동안 shaking하여 녹인

다. 96 well plate에 분주하여 ELISA를 이용하여 540 nm에서 흡광도를 측정

한다.

• NO 생성억제 활성

NO 생성은 Griess reaction assay를 통해 확인한다. RAW 264.7 cell를

24 well plate에 2x105 cell/well로 분주한 후, 24 시간 뒤 sample을 농도별

로 처리한다. 1 시간 후 LPS를 1 μg/mL로 처리하고, 24 시간 동안 배양한

후, 상층액을 수거한다. 상증액과 standard(NaNO2)를 100 μL씩 96 well에

분주하고, Griess reagent를 100 μL씩 첨가한 후, ELISA를 이용하여 540

nm에서 흡광도를 측정한다. positive control로는 cerastol를 사용한다.

• Western Blot analysis

rIFN-γ(20 U/mL)와 LPS(10 μg/mL)로 염증 반응을 유도한 대식세로를

PBS로 세척한 후 cell scrapper로 긁어 수집한다. 이를 2X sample buffer를

이용하여 sampling을 하고, 7.7% acrylamide gel에 전기영동을 하여 단백질

을 분리한 후, PVDF membrane으로 옮긴다. 그 뒤 항체의 비 특이적 결합

을 차단하기 위하여 blocking buffer 용액을 처리한 뒤 1차 항체를 첨가하여

4℃에서 overlight 반응시킨다. 다음날 tween 20을 함유한 PBS(PBST)로 10

분씩 3회 세척한 뒤 2차 항체로 1시간 반응시킨다. 이어서 PBST로 10분씩

7회 세척한 후 ECL 시약으로 반응시킨 후 필름에 현상하여 단백질을 확인

한다.
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[그림] iNOS 및 COX-2 웨스턴 블로팅

1. 1차년도 (2017년)
가, 극지 미세조류(Chloromonas sp. KSF0108) 추출 및 추출물 용매분획

■ Chloromonas sp. KSF0108에서 활성물질을 분리하기 위하여 시료 50 g을 MeOH

로 추출하여 MeOH 추출물을 얻고, MeOH 추출물을 물에 현탁한 후 유기용매

hexane, CH2Cl2, EtOAc, BuOH로 분획하여 각각의 분획물 7.0 g, 1.0 g, 0.7 g,

0.4 g 및 5.0 g을 얻어 활성 측정을 하였음.

나, Chloromonas sp. KSF0108 용매분획물 항염증 평가 및 항알러지 평가
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■ Chloromonas sp. KSF0108 미세조류를 MeOH 추출액의 hexane, CH2Cl2, EtOAc,

BuOH 용매분획물을 RAW264.7 cell에서 NO 생성억제 활성을 측정하였으나, 100

μg/mL 농도에서 강한활성은 측정되지 않음.

■ 각각의 용매분획물의 RAW264.7 cell에 대한 세포독성은 100 μg/mL 농도에서 약

한 독성이 관찰되었음.

■ 각각의 용매분획물에 대해 Jurkat T을 이용해 IL-2 유리억제의 측정으로 항알러

지 효과를 확인하였으나, 100 μg/mL 농도에서 강한활성은 측정되지 않음.

다, Chloromonas sp. KSF0108 화합물 분리 및 구조동정

■ Chloromonas sp. KSF0108 MeOH 추출물의 hexane-soluble fraction 7.0 g을
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silica gel column과 hexane-EtOAC (10:1) 용매로 분획하고, 각각의 분획물을

RP C-18 column (MeOH-H2O, 9:1) 및 HPLC (MeOH-H2O, 95:5)로 용출하여

화합물 3 (10.0 mg), 4 (2.0 mg), 5 (2.0 mg), 6 (2.3 mg), 7 (50.0 mg)을 분리하

였음.

■ Chloromonas sp. KSF0108 MeOH 추출물의 CH2Cl2-soluble fraction 및

EtOAc-soluble fraction 을 합쳐서 (1.7 g)을 silica gel column과

hexane-EtOAC (3:1) 용매로 분획하고, 각각의 분획물을 RP C-18 column

(MeOH-H2O, 9:1) 및 HPLC (MeOH-H2O, 9:1)로 용출하여 화합물 8 (2.1 mg),

9 (6.1 mg)을 분리하였음.

■ Chloromonas sp. KSF0108 MeOH 추출물의 BuOH-soluble fraction 및 물 잔류

물을 합쳐서 (5.4 g)을 silica gel column과 CH2Cl2-MeOH-H2O (30:1:0.2) 용매로

분획하고, 각각의 분획물을 HPLC (MeOH-H2O, 91:9)로 용출하여 화합물 1

(10.5 mg), 2 (3.8 mg)을 분리하였음.

HO O O

OH
OH

OH
OH

OH

2
HO

3. R=H
4. R=C2H5
5. R=CH2O

HO

6

COOH

7

OH

OH
8

CHO

OH 9

1

R

7
2 4

OH
HO

COOH

             그림,  Chloromonas sp. KSF0108 분리 화합물 구조

- Compound 1 : Amorphous colorless powder; 1H-NMR (400 MHz) and 13C-NMR

(100 MHz) measured in CD3OD: 1H-NMR: 2.44 (d, J = 13.6 Hz, H-3a), 1.75 (ovl,

H-3b), 4.24 (m, H-4), 1.99 (d, J = 14.4 Hz, H-5a), 1.57 (dd, J = 14.4, 3.6 Hz,

H-5a), 1.78 (s, 2-CH3), 1.54 (s, 6-CH3), 1.30 (s, 6-CH3), 5.77(s, H-1′). 13C-NMR:

185.6 (C-1), 88.9 (C-2), 46.4 (C-3), 67.2 (C-4), 48.6 (C-5), 37.1 (C-6), 113.3 (C-

1′), 174.4 (C-2′), 26.9 (2-CH3),31.0(6-CH3),27.4(6-CH3). -

(Z)-2-(2,4-dihydroxy-2,6,6-trimethylcyclohexylidene) acetic acid로 동정함.

- Compound 2 : Colorless viscous syrup; 1H-NMR (500 MHz): 5.68 (m, H-2), 4.85

(d, J = 7.5 Hz, H-4), 4.89 (m, H-3a), 4.54 (m, H-3b), 4.59 (m, H-5), 4.47 (m,

H-6), 4.43 (m, H-1a), 4.10 (m, H-1b), 4.17 (d, J = 9.5 Hz, H-8), and 4.10 (m,

H-9). 13C-NMR (125 MHz): 106.2 (C-4), 77.7 (C-6), 75.8 (C-8), 72.8 (C-5), 71.5

(C-1), 70.6 (C-7), 68.6 (C-2), 63.7 (C-3), and 62.7 (C-9). -lilioside D로 동정함.
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- Compound 3 : Amorphous white powder; 1H-NMR (400 MHz) and 13C-NMR

(100MHz) measured in CDCl3: 1H-NMR: 5.34 (d, J = 4.8 Hz, H-6), 3.51 (m, H-3),

1.00 (s, H-19), 0.91 (d, J = 6.4, Hz, H-21), 0.86 (d, J = 6.8 Hz, H-26), 0.85 (d, J

= 6.8 Hz, H-27), 0.67 (s, H-18). 13C-NMR: 36.7 (C-1), 32.1 (C-2), 71.9 (C-3), 42.4

(C-4), 140.1 (C-5), 121.9 (C-6), 31.8 (C-7), 32.1 (C-8), 50.3 (C-9), 36.3 (C-10),

21.2 (C-12), 42.4 (C-13), 56.9 (C-14), 35.9 (C-15), 28.4 (C-16), 56.3 (C-17), 12.0

(C-18), 19.6 (C-19), 37.4 (C-20), 18.9 (C-21), 28.4 (C-22), 22.7 (C-23), 39.9 (C-24),

28.2 (C-25), 22.7 (C-26), 23.9 (C-27). - cholesterol로 동정함.

- Compound 4 : Amorphous white powder; 1H-NMR (400 MHz) and 13C-NMR

(100 MHz) measured inCDCl3: 1H-NMR: 5.34 (d, J = 3.2 Hz, H-6), 3.51 (m, H-3,

1.00 (s, H-19), 0.90 (d, J = 6.4, Hz, H-21), 0.84 (d, J = 6.8 Hz, H-26), 0.80 (d, J

= 6.8 Hz, H-27), 0.77 (d, J = 6.4 Hz, H-29), ), 0.68 (s, H-18). 13C-NMR: 37.4

(C-1), 32.1 (C-2), 71.9 (C-3), 42.4 (C-4), 140.1 (C-5), 121.9 (C-6), 31.8 (C-7), 32.6

(C-8), 50.3 (C-9), 36.7 (C-10), 21.2 (C-12), 39.9 (C-13), 56.9 (C-14), 21.5 (C-15),

28.4 (C-16), 56.3 (C-17), 12.0 (C-18), 19.6 (C-19), 39.0 (C-20), 20.3 (C-21), 30.4

(C-22), 20.4 (C-23), 42.5 (C-24), 36.0 (C-25), 18.9 (C-26), 30.1 (C-27), 33.9 (C-28),

15.5(C-29). - β-sitosterol로 동정함.

- Compound 5 : Amorphous white powder; 1H-NMR (400 MHz) and 13C-NMR

(100 MHz) measured in CDCl3: 1H-NMR: 5.34 (d, J = 4.4 Hz, H-6), 4.71 (s,

H-30a), 4.65 (s, H-30b), 3.52 (m, H-3), 1.25 (s, H-19), 1.03 (d, J = 6.4, Hz, H-21),

1.01 (d, J = 6.8 Hz, H-26), 0.86 (d, J = 6.8 Hz, H-29), 0.68 (s, H-18). 13C-NMR:

37.4 (C-1), 32.1 (C-2), 71.9 (C-3), 42.5 (C-4), 140.9 (C-5), 121.9 (C-6), 31.8 (C-7),

32.1 (C-8), 50.3 (C-9), 36.6 (C-10), 21.2 (C-12), 42.5 (C-13), 56.9 (C-14), 22.0

(C-15), 28.4 (C-16), 56.3 (C-17), 12.0 (C-18), 19.6 (C-19), 36.3 (C-20), 24.5 (C-21),

28.1 (C-22), 18.9 (C-23), 39.9 (C-24), 35.9 (C-25), 157.0 (C-26), 35.9 (C-27), 22.2

(C-28), 22.0(C-29), 106.1 (C-30). - hurgadacin으로 동정함.

-Compound 6 : Amorphous yellow liquid; 1H-NMR (400 MHz) and 13C-NMR (100

MHz) measured in CDCl3: 1H-NMR: 2.16 (s, H-28), 2.11 (s, H-29 and H-30).
13C-NMR: 74.7 (C-2), 39.5 (C-3), 37.6 (C-4), 117.5 (C-5), 145.7 (C-6), 118.6 (C-7),

121.1 (C-8), 122.8 (C-9), 144.7 (C-10), 39.5 (C-11), 31.7 (C-12), 37.4 (C-13), 22.8

(C-14), 25.0 (C-15), 33.0 (C-16), 32.9 (C-17), 22.8 (C-18), 37.6 (C-19), 37.6 (C-20),

28.1 (C-21), 21.2 (C-22), 19.9 (C-23), 11.4 (C-25), 12.4 (C-26), 19.8 (C-27), 11.9

(C-28),19.9 (C-29), 29.9 (C-30). - α-tochoperol로 동정함.
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-Compound 7 : Amorphous colorless liquid; 1H-NMR (400 MHz) and 13C-NMR

(100 MHz) measured in CDCl3: 1H-NMR: 5.37 (m, H-11~12, 14~15), 0.90 (s, H-20).

- 9Z ,12Z-nonadecadienoic acid로 동정함.

-Compound 8 : Amorphous yellow powder; 1H-NMR (400 MHz) and 13C-NMR

(100 MHz) measured in CD3OCD3: 1H-NMR: 9.10 (s, H-2), 8.74 (s, H-4), 8.30 (m,

H-6), 7.53 (m, H-5). 13C-NMR: 152.4 (C-1), 124.5 (C-2), 149.2 (C-3), 141.7 (C-4),

136.6 (C-5), 136.8 (C-6). - m-hydroxyphenol로 동정함.

-Compound 9 : Amorphous yellow liquid; 1H-NMR (400 MHz) and 13C-NMR (100

MHz) measured in CD3OCD3: 1H-NMR: 11.05 (s, -CHO), 8.68 (d, J = 8.4 Hz, H-2,

6), 8.24 (d, J = 8.4 Hz, H-3, 5). 13C-NMR: 191.5 (-CHO), 133.4 (C-4), 127.7 (C-1),

117.3 (C-2, 6), 116.5 (C-3, 5). - p-hydroxybenzaldehyde로 동정함.

2. 2차년도(2018년)

가, Chloromonas sp. KSF0108 화합물 항염증 활성평가

■ NO 생성억제 시험은 Griess reaction assay를 통해 RAW 264.7 cell로 확인하며,

positive control로는 cerastrol를 사용함. 실험결과 Chloromonas sp. KSF0108 분

리한 화합물은 NO 생성억제 활성이 측정되지 않아 항염증활성이 없음이 확인

됨.

그림, RAW264.7 cell에서 NO 생성억제 활성

나, Chloromonas sp. KSF0108 화합물 항알러지 활성평가

■ Jurkat T 면역세포에 일정농도 화합물을 30 분간 처리한다. 그리고 PMA (100

nM)/A23187 (1 μM)로 30분간 배양한다. 실험액을 24 시간 배양한 후, 상등액을
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Duoset Human IL-2 ELISA kit로 처리하여 IL-2 생성억제를 측정함. 실험결과

Chloromonas sp. KSF0108 분리한 화합물은 Jurket T cell의 IL-2 mRNA 발현

을 억제하지 않아 항알러지활성이 없음이 확인됨 (화합물 중 2, 5번 화합물은 시

료부족으로 활성 측정하지 못하였음).

그림, 100 μM농도에서 시료의 IL-2 생성억제 활성

다, Chlamydomonas sp. KSF0031 용매분획

■ Chlamydomonas sp. KSF0031에서 화합물을 분리하기 위하여 Chlamydomonas

sp. KSF0031 (110 g)을 MeOH로 추출하여 14.3 g의 MeOH 추출물을 얻어 물에

현탁한 후 각각 hexane, methylene chloride, EtOAc 및 BuOH로 추출하여 각각

의 용매분획물 얻었음.

그림, Chlamydomonas sp. KSF0031 추출 및 용매분획

라, Chlamydomonas sp. KSF0031 화합물 분리

■ Chlamydomonas sp. KSF0031 용매분획에서 얻은 BuOH 분획물과 물 잔사를 합

쳐 silica gel column에 CH2Cl2-MeOH-H2O (60:1:0.1 → 0:100:0)의 용매로 용출

하여 5개의 분획으로 나누었다 (W1-W5). 소분획 W2을 다시 silica gel column
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과 CH2Cl2-MeOH-H2O (60:1:0.1 → 0:100:0)의 용매로 용출하여 3개의 분획으로

나누었다 (W2.1-W2.3). 소분획 W2.2을 역시 silica gel column과

CH2Cl2-MeOH-H2O (60:1:0.1 → 0:100:0)의 용매로 용출하고 RPC-18 column

(MeOH-H2O, 90:10) 및 HPLC (C-18 column, MeOH-H2O, 91:9)로 분리하여 화

합물 1 (5.0 mg), 2 (3.8 mg), 3 (5.1 mg), 4 (6.6 mg)을 얻었음. C. KSF031의

CH2Cl2과 EtOAc 분획물을 합쳐 silica gel column에 hexane-EtOAc (2:1)로 용

출하여 6개의 분획물을 얻었다 (MC1-MC6). MC4분획물을 RPC-18 column과

MeOH-H2O (4:1)로 용출하여 다시 3개의 소분획으로 나누었다 (MC4.1-MC4.3).

MC4.2 분획을 RPC-18 column (MeOH-H2O, 4:1) 및 HPLC (C-18 column,

MeOH-H2O, 90:10)로 분리하여 화합물 5 (7.0 mg), 6 (55.0 mg)을 분리하였음.

Chloromonas sp. KSF031의 hexane 분획물을 silica gel column과

hexane-EtOAc (40:1)로 용출하여 8개의 분획물을 얻었다 (HX1-HX8). 소분획

HX3을 silica gel column과 hexane-EtOAc (30:1)로 용출하여 3개의 분획물을

얻었다 (HX3.1-HX3.3). 다시 소분획 HX3.2을 silica gel column과

hexane-EtOAc (15:1)의 용매로 용출하고 RPC-18 column (MeOH-H2O, 90:10)

및 HPLC (C-18 column, MeOH-H2O, 9:1)로 분리하여 화합물 8 (3.0 mg)을 분

하였음.

마, Chlamydomonas sp. KSF0031 화합물 구조동정

■ 분리한 화합물은 1H-NMR, 13C-NMR 및 MASS data을 분석하여 다음과 구조동

정을 하였음.

- 화합물 1 : Amorphous white powder; 1H-NMR (500 MHz): Glycerol moiety: 4.12

(dd, J = 6.3, 11.5 Hz, H-1a), 4.18 (dd, J = 4.5, 11.5 Hz, H-1b), 4.03 (m, H-2), 3.67

(dd, J = 6.0, 10.0 Hz, H-3a), and 3.90 (m, H-3b). Sugar moiety: 4.87 (ovl, H-1')

and 4.30 (d, J = 7.5 Hz, H-1"). Fatty acid moiety: 1.17-2.37 (m, CH2"'), and 0.87

(t, J = 7.0 Hz, H-14"'). 13C-NMR (125 MHz): Glycerol moiety: 66.5 (C-1), 69.4

(C-2), and 71.9 (C-3). Sugar moiety: 100.1 (C-1'), 72.3 (C-2'), 69.2 (C-3'), 70.8

(C-4'), 69.9 (C-5'), and 67.5 (C-6'); 104.9 (C-1"), 72.3 (C-2"), 74.3 (C-3"), 71.2

(C-4"), 74.4 (C-5"), and 62.5 (C-6"). Fatty acid moiety: 176.3 (C-1"'), 34.8, 32.7,

30.4, 30.3, 30.2, 30.1, 30.0, 29.9, 25.7, 23.3 (CH2"'), and 14.3 (C-14"'). - 신물질로 확

인함.

- 화합물 2 : Colorless viscous syrup; 1H-NMR (500 MHz): 5.68 (m, H-2), 4.85 (d,
J = 7.5 Hz, H-4), 4.89 (m, H-3a), 4.54 (m, H-3b), 4.59 (m, H-5), 4.47 (m, H-6),
4.43 (m, H-1a), 4.10 (m, H-1b), 4.17 (d, J = 9.5 Hz, H-8), and 4.10 (m, H-9).
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13C-NMR (125 MHz): 106.2 (C-4), 77.7 (C-6), 75.8 (C-8), 72.8 (C-5), 71.5 (C-1),

70.6 (C-7), 68.6 (C-2), 63.7 (C-3), and 62.7 (C-9). - lilioside D로 구조 동정함.

- 화합물 3 : White powder; 1H-NMR (400 MHz) : 3.86 (m, H-2), 3.75 (m, H-1),

and 3.67 (m, H-3). 13C-NMR (125 MHz): 72.2 (C-2), and 62.7 (C-1, 3). - glycerol

로 구조 동정함.

- 화합물 4 : Colorless viscous syrup; 1H-NMR (400 MHz) : 4.25 (d, J = 7.6 Hz,

H-4), 4.18 (m, H-3), 4.01 (m, H-2), 3.92 (m, H-1a), 3.84 (m, H-7), 3.76 (m, H-9),

3.67 (m, H-1b), 3.54 (m, H-5,6 and 8), and 2.42 (br, H-11). 13C-NMR (100 MHz) :

174.7 (C-10), 105.3 (C-4), 69.9 (C-6), 72.6 (C-8), 74.8 (C-5), 71.5 (C-1), 70.3

(C-7), 71.8 (C-2), 66.6 (C-3), 62.5 (C-9), and 23.7 (C-11). - lilioside E로 구조 동

정함.

- 화합물 5 : Yellow oil; 1H-NMR (400 MHz) : 5.33 (m, CH=CH), 1.20-2.30 (m,
CH2),and0.95(t,J = 7.6 Hz, H-18). 13C-NMR (100 MHz) : 180.7(C-1), 131.9, 130.2,
128.24, 128.2, 127.6, and 127.1 (CH=CH), 31.9, 29.6, 29.5, 29.4, 29.3, 29.0, 27.2, 25.6,

25.5, 24.7, and 20.5 (CH2),and14.3(C-18). - 5Z,8Z,11Z-tetradecatrienoic acid로 구조
동정함.

- 화합물 6 : Yellow oil; 1H-NMR (400 MHz) : 5.28 (m, CH=CH), 4.27 (dd, J =

10.8, 2.8 Hz, H-18a), 4.12 (dd, J = 10.8, 6.6 Hz, H-18b), and 1.23-2.30 (m, CH2).
13C-NMR (100 MHz) : 173.4(C-1), 129.9 and 129.6 (CH=CH), 62.0 (C-18), 34.0,

31.9, 31.8, 29.7, 29.5, 29.4, 29.1, 29.0, 28.9, 27.2, 27.1, 24.8, and 22.7 (CH2). -

4Z-heptenoic acid로 구조 동정함.

- 화합물 8 : Yellow oil; 1H-NMR (400 MHz) : 5.36 (m, CH=CH), 1.22-2.82 (m,

CH2), 0.95 (t, J = 7.6 Hz, H-17). 13C-NMR (100 MHz) : 178.0 (C-1), 132.0, 128.9,

128.7, 128.6, 128.3, 128.2, 128.1, 128.0, 127.8, and 126.9 (CH=CH), 33.4, 26.5, 25.6,

and 25.5 (CH2), and 24.7 (C-17). - 5Z,8Z,11Z,14Z,17Z-eicosapentaenoic

acid-2,3-hihydroxypropyl ester로 구조 동정함.
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            그림,  Chlamydomonas sp. KSF0031 분리 화합물 구조

바, Chlamydomonas sp. KSF0031 화합물 항염증 활성평가

■ NO 생성억제 시험은 Griess reaction assay를 통해 RAW264.7 cell로 확인하며,

실험결과 Chlamydomonas sp. KSF0031 분리한 화합물은 NO 생성억제 활성이

측정되지 않아 항염증활성이 없음이 확인됨.

그림, RAW264.7 cell에서 NO 생성억제 활성

사, Chlamydomonas sp. KSF0031 화합물 항알러지 활성평가

■ Jurkat T 면역세포에 일정농도 화합물을 30 분간 처리한다. 그리고 PMA(100

nM)/A23187 (1 μM)로 30분간 배양한다. 실험액을 24 시간 배양한 후, 상등액을

Duoset Human IL-2 ELISA kit로 처리하여 IL-2 생성억제를 측정함. 실험결과

Chlamydomonas sp. KSF0031 분리한 화합물은 Jurket T cell의 IL-2 mRNA 형

성을 화합물 신물질 (1)와 5Z,8Z,11Z-tetradecatrienoic acid (5)에서 억제되어 항
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알러지활성이 있음이 확인됨.

 

그림, 100 μM농도에서 시료의 IL-2 생성억제 활성

3. 3년차(2019년)

가, Chlamydomonas sp. KSF006 화합물 분리

■ Chlamydomonas sp. KSF006 110 g을 MeOH로 추출하여, MeOH 추출물을 얻었

음. MeOH 추출물을 물에 현탁한 후, hexane, methylene chloride, ethyl acetate,

butanol로 분획하여 각각의 hexane (5.0 g), methylene chloride (0.6 g), ethyl

acetate (0.5 g), butanol (0.6 g)의 분획물을 얻음. 각각의 분획물 중 hexane 분
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획물 5.0 g을 silica gel column과 hexane : ethyl acetate = 150 : 1 → 0 : 1 용

매조건으로 소분획으로 나누고 RP C-18 column (MeOH : H2O, 90 : 1 → 100 :

0)으로 정제하여 화합물 2 (7.6 mg), 3 (3.5 mg), 4 (10 mg) 및 5 (2.0 mg)을 분

리하였음. 그리고, methylene chloride 분획물을 역시 silica gel column과

hexane : ethyl acetate = 150 : 1 → 0 : 1 용매조건으로 소분획으로 나누고 RP

C-18 column (MeOH : H2O, 92 : 1 → 100 : 0 )으로 정제하여 화합물 6 (2.0

mg) 및 8 (5.5 mg)을 분리하였음.

나, Chlamydomonas sp. KSF006 화합물 구조동정

■ Chlamydomonas sp. KSF006 미세조류에서 분리한 화합물 6종의 구조동정을 위

하여 NMR 및 MASS 등의 기기분석을 이용하였고, 각각의 화합물은 butanolic

acid (2), 4Z-heptanoic acid (3), 5Z-decenoic acid (4), 5Z-nonadecenoic acid

(5), 1-hexanoyl glycerol (6) 및

4-methoxy-6pentyl-5,6-dihydro-2H-pyran-2-one (8)로 구조 확인하였음.

그림, Chlamydomonas sp. KSF006 분리 화합물 구조

다. Chlamydomonas sp. KSF006 화합물 항염증 및 항알러지 평가

■ Chlamydomonas sp. KSF006 미세조류에서 분리한 6종의 화합물에 대해

RAW264.7 cell에서 NO 생성억제 활성을 측정하였으나, 100 μM 농도에서 활성은 측

정되지 않음.

■ Chlamydomonas sp. KSF006 미세조류에서 분리한 6종의 화합물에 대해 Jurkat

T을 이용해 IL-2 유리억제의 측정으로 항알러지 효과를 확인 결과 5번 화합물

5Z-nonadecenoic acid가 약한 활성이 확인되었음.
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그림, Chlamydomonas sp. KSF006 분리 화합물 IL-2 억제활성

라, Chlamydomonas sp. KSF100 화합물 분리

그림, Chlamydomonas sp. KSF100 용매분획 및 화합물 분리도

■ Chlamydomonas sp. KSF100 100 g을 MeOH로 추출하여, MeOH 추출물을 얻었

음. MeOH 추출물을 물에 현탁한 후, hexane, methylene chloride, ethyl acetate

로 분획하여 각각의 hexane (4.0 g), methylene chloride (1.6 g), ethyl acetate

(1.0 g)의 분획물을 얻음. 각각의 분획물 중 hexane 분획물 4.0 g을 silica gel

column과 hexane : ethyl acetate = 200 : 1 → 0 : 1 용매를 이용하여 소분획으

로 나누고, RP C-18 column (MeOH : H2O, 90 : 1 → 100 : 0) 및 silica gel

column (hexane : ethyl acetate = 150 : 1 → 0 : 1)으로 정제하여 화합물 4

(12.0 mg) 및 5 (30.0 mg)을 분리하였음. 그리고, methylene chloride 분획물 및

ethyl acetate 분획물을 합한 후 (2.6 g), 역시 silica gel column과 hexane :

ethyl acetate = 200 : 1 → 0 : 1 용매를 이용하여 소분획으로 나누고 RP C-18

column (MeOH : H2O, 92 : 1 → 100 : 0 ) 및 silica gel column (hexane :

ethyl acetate = 150 : 1 → 0 : 1)으로 정제하여 화합물 1 (10.0 mg), 2 (4.5

mg), 3 (2.8 mg) 및 6 (5.5 mg)을 분리하였음.

마, Chlamydomonas sp. KSF100 화합물 구조동정

■ Chlamydomonas sp. KSF100 미세조류에서 분리한 화합물 6종의 구조동정을 위

하여 NMR 및 MASS 등의 기기분석을 이용하였고, 각각의 화합물은 δ-carotene
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(1), γ-carotene (2), eicosapentaenoic acid (3), tetradecan (4), linoleic acid (5)

및 p-hydroxyphenol (6)로 구조 동정하였음.

그림, Chlamydomonas sp. KSF100 분리 화합물 구조

바. Chlamydomonas sp. KSF100 화합물 항염증 및 항알러지 평가

■ Chlamydomonas sp. KSF100 미세조류에서 분리한 6종의 화합물에 대해

RAW264.7 cell에서 NO 생성억제 활성을 측정하였으나, 100 μM 농도에서 활성

은 측정되지 않음.

■ Chlamydomonas sp. KSF100 미세조류에서 분리한 6종의 화합물에 대해 Jurkat T

cell를 이용해 IL-2 유리억제의 측정으로 항알러지 효과를 확인 결과 1번 화합물

δ-carotene가 활성이 확인되었음. 그러나, IC50 값이 100 μM 이상으로 확인됨.

그림, Chlamydomonas sp. KSF100 분리 화합물 IL-2 억제활성
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그림, Chlamydomonas sp. KSF100 분리 화합물 δ-carotene IL-2 억제활성

사, Chlamydomonas sp. KSF031 활성물질 다량분리

■ Chloromonas sp. KSF031 배양물을 MeOH로 추출하고 물에 현탁하여 hexane으로

용매분획하여 hexane 분획물을 얻음. hexane 분획물을 silica gel column과

hexane-EtOAc (40:1)로 용출하여 8개의 분획물을 얻었다 (HX1-HX8). 소분획

HX3을 silica gel column과 hexane-EtOAc (30:1)로 용출하여 3개의 분획물을 얻

었다 (HX3.1-HX3.3). 다시 소분획 HX3.2을 silica gel column과 hexane-EtOAc

(15:1)의 용매로 용출하고 RPC-18 column (MeOH-H2O, 90:10) 및 HPLC (C-18

column, MeOH-H2O, 9:1)로 분리하여 화합물 5Z ,8Z ,11Z ,14Z ,17Z-eicosa-

pentaenoic acid-2,3-dihydroxy-propyl ester (10.0 mg)을 분리하였음.

■ 5Z ,8Z ,11Z ,14Z ,17Z-eicosa-pentaenoic acid-2,3-dihydroxy-propyl ester

Yellow oil; 1H-NMR (400 MHz) : 5.36 (m, CH=CH), 1.22-2.82 (m, CH2),

0.95 (t, J = 7.6 Hz, H-17). 13C-NMR (100 MHz) : 178.0 (C-1), 132.0, 128.9, 128.7,

128.6, 128.3, 128.2, 128.1, 128.0, 127.8, and 126.9 (CH=CH), 33.4, 26.5, 25.6, and 25.5

(CH2), and 24.7 (C-17).

그림, 5Z ,8Z ,11Z ,14Z ,17Z-eicosa-pentaenoic acid-2,3-dihydroxy- propyl ester

■ 5Z ,8Z ,11Z ,14Z ,17Z-eicosa-pentaenoic acid-2,3-dihydroxy-propyl ester은 주름개

선 활성이 확인되어 대량 합성에 성공하였고, 주름개선 기능성 화장품으로 상품화

추진중에 있음.
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제 4 장 연구개발목표 달성도 및 대외기여도

성과목표 세부목표 달성 주요내용 달성도(%)

1. 극지
미세조류
(Chloro
monas
sp.

KSF0108
)의

활성물질
분리 및
구조동정

1-1

-극지 미세조

류

(Chloromona

s sp.

KSF0108)의

추출 및 유기

용매를 이용

한 용매분획

- 극지 미세조류(Chloromonas sp.

KSF0108)의 성분분리를 위한

MeOH 추출

- MeOH 추출물의 hexane, CH2Cl2,

EtOAc, BuOH 등 다양한 종류의

유기용매를 이용한 용매분획

- 100%

- 100%

1-2

- Chloromona

s sp.

KSF0108 유

기용매 분획

물 활성평가

- Chloromonas sp. KSF0108 유기용

매 분획물의 RAW264.7 cell에서

항염증활성

- Jurkat T cell에서 IL-2을 이용한

항알러지 활성평가

- 100%

- 100%

1-3

- 활성 화합물

분리 및 구

조동정

- 활성 분획물에서 silica gel & RP

C-18 고정상을 이용한 유효물질

분리

- 분리된 화합물의 NMR & MASS

등의 기기분석을 이용한 구조동정

- 100%

- 100%

성과목표 세부목표 달성 주요내용 달성도(%)

1. 극지
미세조류(Chl
oromonas sp.
KSF0108)의
활성물질
분리 및
구조동정

1-1

-극지미세조류

(Chloromonas

sp. KSF0108)

의 추출 및 유

기용매를 이용

한 용매분획

- 극지 미세조류(Chloromonas sp.

KSF0108)의 성분분리를 위한

MeOH 추출

- MeOH 추출물의 hexane, CH2Cl2,

EtOAc, BuOH 등 다양한 종류의

유기용매를 이용한 용매분획

- 100%

- 100%

1-2
Chloromonas

sp. KSF0108

- Chloromonas sp. KSF0108 유기

용매 분획물의 RAW264.7 cell에서
- 100%
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유기용매 분획

물 활성평가

항염증활성

- Jurkat T cell에서 IL-2을 이용한

항알러지 활성평가

- 100%

1-3

- 활성 화합물

분리 및 구

조동정

- 활성 분획물을 silica gel & RP

C-18고정상 이용한 유효물질 분리

- 분리된 화합물의 NMR & MASS

등의 기기분석을 이용한 구조동정

- 100%
- 100%

2. 극지
미세조류에서
항알러지와
항염증 활성
용매분획 및
물질 분리

2-1

-극지미세조류

(Chloromonas

sp. KSF0108)

에서 분리한

화합물의 항염

증 및 항알러

지 활성평가

- 분리된 화합물의 Jurkat T cell을
이용한 IL-2 mRNA 생성 억제활
성 평가
- 분리된 화합물의 RAW 264.7 cell

에서 LPS로 유도한 NO 생성 억

제활성 평가로 화합물의 항염증

활성 평가

- 100%

- 100%

2-2 활성물질 확보

- 미세조류(Chlamydomonas sp.

KSF031)에서 활성물질 분리 및

구조동정

- 100%

2-3

Chlamydomon

as sp. KSF31)

화합물의 활성

평가

- 분리된 화합물의 Jurkat T cell을
이용한 IL-2 mRNA 생성 억제활
성 평가
- 분리된 화합물의 RAW 264.7 cell

에서 LPS로 유도한 NO 생성 억

제활성 평가로 화합물의 항염증

활성

- 100%

- 100%

성과목표 세부목표 달성 주요내용 달성도(%)

1.

1-1

극지
미세조류
활성물질
분리

- Chlamydomonas sp. KSF006 미
세조류에서 6종의 화합물 분리

- Chlamydomonas sp. KSF100 미
세조류에서 6종의 화합물 분리

- 100

- 100

1-2
분리 화합물
구조동정

- Chlamydomonas sp. KSF006 미
세조류에서 분리한 화합물 6종의
화합물 구조동정

- Chlamydomonas sp. KSF100 미

- 100

- 100
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1. Tran HNK., Cao TQ., Kim JA., Youn UJ., Kim S., Woo MH., Min BS.,
Anti-inflammatory activity of compounds from the rhizome of Cnidium officinale.
Archives of Pharmacal Research 41(2018), 977-985.

2. Tran HNK., Kim JA., Youn UJ., Kim S., Woo MH., Min BS., Investigation of
chemical compounds from Chlamydomonas sp. KSF108 (Chlamydomonadaceae).
Biochemical Systematics and Ecology 83 (2019), 4-6.

3. Tran HNK., Youn UJ., Kim JA., Chae H., Kim S., Min BS., Glycerols and fatty
acids isolated from Micractinium sp. KSF0031. Biochemical Systematics and
Ecology 89 (2020), 4-6.

4. Tran HNK., Youn UJ., Kim MJ., Cao TQ., Kim JA., Woo MH., Kim S., Min

BS., Immunosuppressive activity of chemical constituents from strain

Chlamydomonas sp. KSF108 (Chlamydomonadaceae). Natural Product

Sciences, in submit (2020).

5. “마이크락티눔속(Micractinium sp. KSF0031)으로부터 분리한 화합물을 포함하는

염증 질환의 예방 또는 치료용 조성물”, 출원번호, 10-2020-0001752.

세조류에서 분리한 6종의 화합물
구조동정

2.

2-1

분리 화합물
항염증 및
항알러지
평가

- Chlamydomonas sp. KSF006 화
합물 6종 NO 생성억제와 IL-2 생
성억제 활성측정

- Chlamydomonas sp. KSF100 분
리한 화합물 6종 NO 생성억제와
IL-2 생성억제 활성측정

- 100

- 100

2-2

활성물질
확보 및
기능성
화장품 개발
가능성 확립

- Chlamydomonas sp. KSF0031 미
세조류에서 5Z ,8Z ,11Z ,14Z ,-
17Z-eicosapentaenoic acid-
2,3-dihydroxy-propyl ester 다량
분리

- Chlamydomonas sp. KSF0031에
서 분리한 화합물 기능성 화장품
으로 가능성 확보

- 100

- 100
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자료 1.
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자료 2.
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자료 3.
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자료 4.
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자료 5.
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제 5 장 연구개발결과의 활용계획서

■ Chlamydomonas sp. KSF031 미세조류에서 분리한 5Z ,8Z ,11Z ,14Z ,17Z-

eicosa-pentaenoic acid-2,3-dihydroxy-propyl ester의 기능성 화장품 개발을 위

한 선도물질 개발

■ 5Z ,8Z ,11Z ,14Z ,17Z-eicosa-pentaenoic acid-2,3-dihydroxy-propyl ester은 주름개

선 활성이 확인되어 대량 합성에 성공하였고, 주름개선 기능성 화장품으로 상품

화 추진.

■ 본 연구로 도출된 극지 미세조류 항알러지 및 항염증 활성 화합물 기능성 신소

재 특허출원 및 기술이전 추진

■ 개발 소재의 연구방법 및 결과 논문투고 등의 학문적 발전

■ 극지 미세조류를 이용한 활성물질 탐색을 위한 기초연구 및 사용화기술 개발 경

험을 축척한 석/박사급 전문연구인력 양성

■ 학계, 연구소 및 산업체 관련 연구자들 간의 산-학-연 네트워크 구축

■ 극지 미세조류에 대한 관련기술은 천연물화학, 생약학 등의 학문적 발전에 기여
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제 6 장 연구개발과정에서 수집한 해외과학기술 정보

■ 미국 MARY KAY는 화장품 및 자외선 차단제 등의 제품이 있으며 해조류를 이

용한 항노화 관련 기술에 대한 특허를 출원

■ 독일 Heinrich U.는 해조류를 이용한 자외선 차단 기능 등 다양한 피부 관련 기

능을 확인

■ 루마니아 Sirbu R.는 해양 생태계에 대한 연구 및 해양에서 획득 가능한 고부가

가치 원료에 대한 연구를 수행하고 있음

■ 프랑스 남성 화장품 Polaar는 북극 blue micro-algae를 유효성분으로 사용하는

고보습 크림 제품을 출시, 비오템에서는 Aphanizomenon flos-aquae와

Laminaria ochroleuca를 유효성분으로 포함하는 피부노화 개선용 프리미엄 라인

인 블루테라피 라인을 2015년 출시

■ 일본 시세이도는 다양한 화장품 원료 관련 특허를 출원하고 있으며 미세조류 및

해조류의 출원도 다양하게 이루어지고 있음. 항노화, 미백 등에 대한 특허를 출

원하였고 한국, 미국, 유럽 및 중국에 특허를 출원

■ 영국 THE BOOTS COMPANY PLC는 Haematococcus sp.를 이용한 전반적인

피부개선에 대한 조성물 특허를 출원
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