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본 발명은 PGE2 합성 억제제를 포함하는 안구 통증 치료용 약학 조성물에 관한 것이다. 본 발명에 따른 PGE2 합

성 억제제를 유효성분으로 포함하는 안구 통증 예방 또는 치료용 약학 조성물을 이용하면 PGE2의 발현 수준을 선

택적으로 억제시킴으로써 안구 통증 증상을 호전시킬 수 있고, 나아가 안구건조증의 치료 및 예방, 수술 후 상태

등의 다양한 염증 발현 상황에 의한 안구 불편감 해소 및 예방에 효과가 있다. 또한, PGE2, PGD2 및 COX2의 양을

검출하는 키트를 이용하여 임상에서 손쉽게 안구 통증 증상을 진단할 수 있어 안구건조증 환자 뿐만 아니라 안

수술 후 환자의 상태를 파악하는 데 널리 활용될 수 있다. 
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특허청구의 범위

청구항 1 

PGE2 합성 억제제를 유효성분으로 포함하는 안구 통증 예방 또는 치료용 약학 조성물에 있어서,

상기 PGE2 합성 억제제는 15-데옥시-A12(15-deoxy-A12), 14-PGJ2, 엑시서린드(Exisulind), NS-398, 루코트리엔

C4(Leukotnene C4), mk-886, MF63, 셀레콕십(celecoxib), 티에노피롤(Thienopyrrole), 나프탈렌 디술폰아미드

(Naphthalene  disulphonamide)  및 감마-하이드록시부테놀리드(γ-hydroxybutenolide)로 구성된 군에서 선택되

는 것을 특징으로 하는 안구 통증 예방 또는 치료용 약학 조성물.

청구항 2 

삭제

청구항 3 

제 1항에 있어서,

상기 약학 조성물은 PGE2의 발현량을 감소시키는 것을 특징으로 하는 안구 통증 예방 또는 치료용 약학 조성물.

청구항 4 

제 1항에 있어서, 

상기 약학 조성물은 현탁액, 산제, 분말제, 과립제, 정제, 서방형 제제, 주사제, 연고제, 점안제, 캡슐제, 콘텍

트렌즈 세정제 또는 콘텍트렌즈 윤활제 형태임을 특징으로 하는 안구 통증 예방 또는 치료용 약학 조성물. 

청구항 5 

제 1항에 있어서, 

상기 약학 조성물은 인간을 대상으로 하는 것을 특징으로 하는 안구 통증 예방 또는 치료용 약학 조성물. 

청구항 6 

제 1항에 있어서,

상기 안구 통증은 안구건조증, 염증성 안질환 또는 콘텍트렌즈 사용에 기인한 안구 통증인 것을 특징으로 하는

안구 통증 예방 또는 치료용 약학 조성물.  

청구항 7 

PGE2 합성 억제제를 유효성분으로 포함하는 안구 통증 예방 또는 개선용 건강기능식품에 있어서,

상기 PGE2 합성 억제제는 15-데옥시-A12(15-deoxy-A12), 14-PGJ2, 엑시서린드(Exisulind), NS-398, 루코트리엔

C4(Leukotnene C4), mk-886, MF63, 셀레콕십(celecoxib), 티에노피롤(Thienopyrrole), 나프탈렌 디술폰아미드

(Naphthalene  disulphonamide)  및 감마-하이드록시부테놀리드(γ-hydroxybutenolide)로 구성된 군에서 선택되

는 것을 특징으로 하는 안구 통증 예방 또는 개선용 건강기능식품.
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청구항 8 

삭제

청구항 9 

제 7항에 있어서,

상기 건강기능식품은 PGE2의 발현량을 감소시키는 것을 특징으로 하는 안구 통증 예방 또는 개선용 건강기능식

품. 

청구항 10 

제 7항에 있어서,

상기 건강기능식품은 캡슐제, 정제, 과립제, 분말제 또는 음료 형태임을 특징으로 하는 안구 통증 예방 또는 개

선용 건강기능식품.  

청구항 11 

제 7항에 있어서,

상기 안구 통증은 안구건조증, 염증성 안질환 또는 콘텍트렌즈 사용에 기인한 안구 통증인 것을 특징으로 하는

안구 통증 예방 또는 개선용 건강기능식품. 

청구항 12 

삭제

청구항 13 

삭제

청구항 14 

삭제

청구항 15 

삭제

청구항 16 

삭제

청구항 17 

삭제

청구항 18 

삭제

청구항 19 

삭제

청구항 20 
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삭제

청구항 21 

삭제

청구항 22 

삭제

청구항 23 

삭제

청구항 24 

삭제

청구항 25 

삭제

청구항 26 

삭제

청구항 27 

삭제

청구항 28 

삭제

명 세 서

기 술 분 야

본 발명은 PGE2 합성 억제제를 포함하는 안구 통증 치료용 약학 조성물에 관한 것이다. [0001]

배 경 기 술

안구건조증은 전 세계적으로 다양한 역학적 연구에 이용되는 연구 집단, 연령 및 진단 기준에 따라 유병률이[0002]

5.5-15%로 보고된 매우 일반적인 질환이다. 이 질환은 안구통증, 불규칙한 각막 표면, 흐리고 변동폭이 커진 시

력(blurred and fluctuating vision) 및 증가된 각막 궤양의 위험성과 같은 특징을 가진다. 불안정한 눈물막

(tear film)으로부터 유래된 만성 안구 건조증 및 건성 각막염에서 변경된 각막 투과성은 염증을 일으키는 것으

로 알려져 왔고, 이는 눈물에 염증 매개 케모카인 및 사이토카인의 증가, 결막 상피에 의한 면역 활성 및 접착

분자(HLA-DR 및 세포간 접착 분자 [ICAM-1])의 발현 증가, 그리고 결막(conjunctiva)에 T 림프구 수의 증가에

의해 입증되었다. 건성 각결막염(keratoconjunctivitis sicca, KCS)으로부터 생긴 각막 궤양은 시력 감퇴, 시력

상실 및 심지어 눈의 소실을 야기할 수 있다. MMP-9(matrix metalloproteinase-9)의 농도 및 활성은 안구 건조

증 환자의 눈물뿐만 아니라 실험용 안구 건조증(EDE) 마우스의 각막 상피 및 눈물에서도 크게 증가하는 것으로

보고되어 왔다. 안구건조증은 일반적으로 눈물이 부족하거나 그 성분에 변동이 생겨 눈물층(Tear film)에 이상

이 생기면서 여러 가지 불편한 증상을 일으키게 된다. 최근에는 눈물막의 조성의 변화에 의한 질환, 라식수술

후에 일어나는 안구건조증과 같은 신경인성(neurogenic) 요소로 인한 새로운 형태의 안구건조증들이 발생하여

그 정의가 더욱 확대해석 되고 있다(American Journal of Ophthalmology, 140. 507, 2005).

이러한 안구건조증은 안과를 방문하는 전체 환자의 50% 이상에서 발견되고 있고, 노령 인구, 특히, 갱년기를 지[0003]

난 여성들의 70 내지 80% 이상이 안구건조증으로 인한 눈의 불편을 호소하고 있다. 과거에는 안구건조증의 발생

원인이 눈물샘에서의 눈물 생성 저하로 인한 수성층의 부족에 기인한 것으로 생각하였으나, 최근에는 외부자극
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으로 인한 염증반응 또는 내인성 염증반응이 1차 요인으로 밝혀지고 있으며, 이로 인한 각막상피세포의 장애 및

각막상피세포 및 각막실질세포 간의 상호작용의 저하로 발생하는 만성적 안구 표면손상이 문제가 되고 있다. 안

구건조증은 노화, 호르몬 변화, 환경적인 요인(바람, 열, 먼지, 담배연기, 헤어드라이어), 눈 깜박거림 빈도의

감소(VDT 증후군), 콘택트렌즈착용, 라식수술, 약물복용에 의한 원인, 자가면역질환(루푸스, 류마티스관절염 그

리고 Sjogren's 증후군)등 다양한 원인에 의해 발병할 수 있다(American Journal of Ophthalmology, 137, 337-

342, 2004).

한편,  염증을  줄여주기  위해  사용되는  비  특이적인  COX  효소  억제제인  NASAID  는  프로스타글란딘[0004]

(prostaglandin) 레벨을 비특이적으로 줄여주는 효과를 가지고 있다. 이 약물은 염증을 줄여주고 통증을 줄여줄

수 있다고 알려져 있지만, leukotrienes, lipoxins, hydroperoxyeicos atetraenoic acids 등을 생성하는 부가

적인 활성화가 일어나는 것으로도 알려져 있다. 안과 영역에서는 비 특이적 COX 효소 억제제가 개발되어 점안제

로 사용되고 있으나, 상기 명시된 부가적 염증 산물의 활성화에 의해 각막 천공 등의 심각한 부작용이 학계에

보고되어 있다. 

이에 본 발명자들은 안구건조증을 포함하여 안구 통증을 유발하는 안질환을 치료 또는 예방하기 위한 약학 조성[0005]

물을  개발하고자  예의  노력한  결과,  안구  통증  증상이  있는  환자의  눈물에서  정상인에  비하여

PGE2(prostaglandin E2)의 발현 수준이 높음을 확인하였고, PGE2 합성 억제제를 동물모델에 점안한 경우 안구

통증 치료 효과가 있음을 확인하고 본 발명을 완성하게 되었다. 

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명의 목적은 PGE2 합성 억제제를 유효성분으로 포함하는 안구 통증 예방 또는 치료용 약학 조성물을 제공[0006]

하고, PGE2의 수준을 측정할 수 있는 안구 통증 진단용 키트를 제공하는 데 있다. 

과제의 해결 수단

본 발명에 따르면, 안구 통증 증상이 있는 환자의 눈물에서 PGE2의 수준이 높고 PGD2의 수준이 낮은 것을 토대[0007]

로 PGE2 합성 억제제를 유효성분으로 포함하는 안구 통증 예방 또는 치료용 약학 조성물을 제공하고, PGE2 수준

을 감소시키는 안구 통증 완화제를 스크리닝하는 방법을 제공한다. 나아가, 환자의 눈물에서 PGE2 수준, PGD2

수준 및 COX2 수준을 측정하여 안구 통증을 진단할 수 있는 키트 및 안구 통증 진단을 위한 정보를 제공할 수

있다. 

본 발명은 상기 목적을 달성하기 위하여, PGE2 합성 억제제를 유효성분으로 포함하는 안구 통증 예방 또는 치료[0008]

용 약학 조성물을 제공한다. 

본 발명은 다른 구체예에서 PGE2 합성 억제제를 유효성분으로 포함하는 안구 통증 예방 또는 개선용 건강기능식[0009]

품을 제공한다. 

본 발명에 있어서, 상기 PGE2 합성 억제제는 15-데옥시-A12(15-deoxy-A12), 14-PGJ2, 엑시서린드(Exisulind),[0010]

NS-398, 루코트리엔 C4(Leukotnene C4), mk-886, MF63, 셀레콕십(celecoxib), 티에노피롤(Thienopyrrole), 나

프탈렌 디술폰아미드(Naphthalene disulphonamide) 및 감마-하이드록시부테놀리드(γ-hydroxybutenolide)로 구

성된 군에서 선택되는 것을 특징으로 할 수 있다. 

본 발명에 있어서, 상기 약학 조성물은 PGE2의 발현량을 감소시키는 것을 특징으로 할 수 있다. [0011]

또한, 본 발명에 있어서, 상기 안구 통증은 안구건조증, 염증성 안질환 또는 콘텍트렌즈 사용에 기인한 안구 통[0012]

증인 것을 특징으로 할 수 있다. 

본 발명에 있어서, 상기 약학 조성물은 현탁액, 산제, 분말제, 과립제, 정제, 서방형 제제, 주사제, 연고제, 점[0013]

안제, 캡슐제, 콘텍트렌즈 세정제 또는 콘텍트렌즈 윤활제 형태임을 특징으로 할 수 있고, 상기 약학 조성물은

인간을 대상으로 하는 것을 특징으로 할 수 있다. 

본 발명에 있어서, 상기 건강기능식품은 캡슐제, 정제, 과립제, 분말제 또는 음료 형태임을 특징으로 할 수 있[0014]
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다. 

본 발명은 또 다른 구체예에서, (a) 서열번호 1로 표시되는 PGE2 단백질을 포함하는 세포에 분석할 시료를 접촉[0015]

시키는 단계;

(b) 상기 단백질의 양 또는 활성을 측정하는 단계; 및[0016]

(c) 상기 단백질의 양 또는 활성이 감소조절되는 것으로 측정될 때, 상기 시료가 안구 통증을 완화시키는 물질[0017]

임을 판별하는 단계를 포함하는 안구 통증 완화제의 스크리닝 방법을 제공한다. 

본 발명은 또 다른 구체예에서, (a) 서열번호 1로 표시되는 PGE2 단백질을 코딩하는 유전자를 포함하는 세포에[0018]

분석할 시료를 접촉시키는 단계;

(b) 상기 유전자의 발현량을 측정하는 단계; 및[0019]

(c) 상기 유전자의 발현량이 감소조절되는 것으로 측정될 때, 상기 시료가 안구 통증을 완화시키는 물질임을 판[0020]

별하는 단계를 포함하는 안구 통증 완화제의 스크리닝 방법을 제공하고, 상기 PGE2 단백질을 코딩하는 유전자는

서열번호 2로 표시되는 것을 특징으로 할 수 있다. 

본 발명은 또 다른 구체예에서, (a) 서열번호 3으로 표시되는 COX2 단백질을 포함하는 세포에 분석할 시료를 접[0021]

촉시키는 단계;

(b) 상기 단백질의 양 또는 활성을 측정하는 단계; 및[0022]

(c) 상기 단백질의 양 또는 활성이 감소조절되는 것으로 측정될 때, 상기 시료가 안구 통증을 완화시키는 물질[0023]

임을 판별하는 단계를 포함하는 안구 통증 완화제의 스크리닝 방법을 제공한다. 

본 발명은 또 다른 구체예에서, (a) 서열번호 3으로 표시되는 COX2 단백질을 코딩하는 유전자를 포함하는 세포[0024]

에 분석할 시료를 접촉시키는 단계;

(b) 상기 유전자의 발현량을 측정하는 단계; 및[0025]

(c) 상기 유전자의 발현량이 감소조절되는 것으로 측정될 때, 상기 시료가 안구 통증을 완화시키는 물질임을 판[0026]

별하는 단계를 포함하는 안구 통증 완화제의 스크리닝 방법을 제공하고, 상기 COX2 단백질을 코딩하는 유전자는

서열번호 4로 표시되는 것을 특징으로 할 수 있다. 

본 발명은 또 다른 구체예에서, COX2 억제제를 유효성분으로 포함하는 안구 통증 예방 또는 치료용 약학 조성물[0027]

을 제공한다. 

본 발명은 또 다른 구체예에서, (a) 환자로부터 분리된 생물학적 시료로부터 서열번호 1로 표시되는 PGE2의 수[0028]

준을 측정하는 단계;

(b) 상기 PGE2의 수준을 정상 대조군 시료의 수준과 비교하는 단계를 포함하는 안구 통증 진단을 위한 정보제공[0029]

방법을 제공한다.

본 발명에 있어서, 상기 정보제공방법은 PGD2 또는 COX2의 수준을 측정하여 정상 대조군 시료의 수준과 비교하[0030]

는 단계를 추가로 포함하는 것을 특징으로 할 수 있다. 이 때, PGE2 및 COX2 수준이 정상 대조군보다 과발현되

고, PGD2 수준이 정상 대조군보다 저발현되는 경우에 안구 통증이 있는 것으로 판단할 수 있다. 

본 발명은 또 다른 구체예에서, PGE2에 부착된 단백질에 특이적으로 결합하는 항체를 포함하는 안구 통증 진단[0031]

또는 예측용 키트를 제공한다.

본 발명에 있어서, 상기 안구 통증 진단 또는 예측용 키트는 PGD2에 부착된 단백질 또는 COX2에 부착된 단백질[0032]

에 특이적으로 결합하는 항체를 추가로 포함하는 것을 특징으로 할 수 있다. 

상기 키트는 PGE2, PGD2 및 COX2에 검출을 위한 단백질을 부착시키고 상기 부착 단백질에 특이적으로 결합하는[0033]

항체를 포함하는 것을 특징으로 한다. 상기 부착된 단백질은 고추냉이 퍼옥시다아제(horseradish peroxidase),

염기성 포스파타아제(alkaline phosphatase) 또는 β-갈락토시다아제일 수 있다. 

본 발명에 있어서,  상기 PGE2,  PGD2  및 COX2의 수준은 효소-결합된 면역흡착시험(ELISA),  방사선면역측정법[0034]

(RIA), 기체크로마토그래피-질량분석(GC-MS), 액체크로마토그래피-질량분석(LC-MS) 또는 LC-MS/MS으로 측정하는

것을 특징으로 할 수 있다. 
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본  발명의  조성물은 약제학적 조성물,  기능성 식품(neutraceutical)  조성물 또는 식품 조성물로 제조될 수[0035]

있다. 

본 발명의 조성물이 약제학적 조성물로 제조되는 경우, 본 발명의 약제학적 조성물은 약제학적으로 허용되는 담[0036]

체를 포함한다. 본 발명의 약제학적 조성물에 포함되는 약제학적으로 허용되는 담체는 제제시에 통상적으로 이

용되는 것으로서, 락토스, 덱스트로스, 수크로스, 솔비톨, 만니톨, 전분, 아카시아 고무, 인산 칼슘, 알기네이

트, 젤라틴, 규산 칼슘, 미세결정성 셀룰로스, 폴리비닐피롤리돈, 셀룰로스, 물, 시럽, 메틸 셀룰로스, 메틸히

드록시벤조에이트, 프로필히드록시벤조에이트, 활석, 스테아르산 마그네슘 및 미네랄 오일 등을 포함하나, 이에

한정되는 것은 아니다. 본 발명의 약제학적 조성물은 상기 성분들 이외에 윤활제, 습윤제, 감미제, 향미제, 유

화제, 현탁제, 보존제 등을 추가로 포함할 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, 비경구 투여인 경우에는 정맥내 주입, 피하 주입, 근육 주입, 복강 주입, 경피 투여,

점막 투여 및 점안 투여 등으로 투여할 수 있다. 

본 발명의 약제학적 조성물의 적합한 투여량은 제제화 방법, 투여 방식, 환자의 연령, 체중, 성, 병적 상태, 음[0037]

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

의 약제학적 조성물의 투여량은 성인 기준으로 1일 당 0.001-100 mg/kg(체중), 0.01-80 mg/kg(체중), 0.1-60

mg/kg(체중)일 수 있다. 또한, 의사 또는 약사의 판단에 따라 일정 시간간격으로 1일 1회 내지 수회로 분할 투

여할 수도 있다. 특히, 점안 투여의 경우에는, 0.001 내지 3%(w/v, 이하 동일), 바람직하게는 0.01 내지 1% 정

도의 제제를 1일 1회 내지 수회 점안한다.

본 발명의 약제학적 및 건강식품상의 조성물은 당해 발명이 속하는 기술분야에서 통상의 지식을 가진 자가 용이[0038]

하게 실시할 수 있는 방법에 따라, 약제학적으로 허용되는 담체 및/또는 부형제를 이용하여 제제화함으로써 단

위 용량 형태로 제조되거나 또는 다용량 용기 내에 내입시켜 제조될 수 있다.

본 발명의 구현예에 따르면, 본 발명의 조성물의 제형은 용액, 현탁액, 시럽제, 에멀젼, 리포좀, 엑스제, 산제,[0039]

분말제, 과립제, 정제, 서방형제제 점안제(eye drop), 캅슐제, 콘택트렌즈 세정제 및 콘택트렌즈 윤활제이고,

분산제 또는 안정화제를 추가적으로 포함할 수 있다.

본 발명에서 "진단"이란 병리 상태의 존재 또는 특징을 확인하는 것을 말하며, 특정 질병 또는 질환에 대한 한[0040]

객체의 감수성을 판정하는 것, 한 객체가 특정 질병 또는 질환을 현재 가지고 있는지 여부를 판정하는 것, 특정

질병 또는 질환에 걸린 한 객체의 예후를 판정하는 것을 포함한다. 

본 발명의 스크리닝 방법을 언급하면서 사용되는 용어 "시료"는 유전자의 발현량에 영향을 미치거나, 단백질의[0041]

양 또는 활성에 영향을 미치는지 여부를 검사하기 위하여 스크리닝에서 이용되는 미지의 후보 물질을 의미한다.

상기 시료는 화학물질, 뉴클레오타이드, 안티센스-RNA 및 천연물 추출물을 포함하나, 이에 한정되는 것은 아니

다.

유전자의  발현량  변화의  측정은  당업계에  공지된  다양한  방법을  통해  실시될  수  있다.  예를  들어,  RT-[0042]

PCR(Sambrook 등, Molecular Cloning. A Laboratory Manual, 3rd ed. Cold Spring Harbor Press (2001)), 노

던블롯팅(Peter B. Kaufma et al., Molecular and Cellular Methods in Biology and Medicine, 102-108, CRC

press), cDNA 마이크로어레이를 이용한 혼성화 반응(Sambrook 등, Molecular Cloning. A Laboratory Manual,

3rd  ed.  Cold  Spring  Harbor  Press  (2001))  또는  인  시투(in  situ)  혼성화 반응(Sambrook  등,  Molecular

Cloning. A Laboratory Manual, 3rd ed. Cold Spring Harbor Press (2001))을 이용하여 실시할 수 있다.

RT-PCR 프로토콜에 따라 실시하는 경우에는 우선, 시료를 처리한 세포에서 총 RNA를 분리한 다음, 올리고 dT 프[0043]

라이머 및 역전사효소를 이용하여 단일가닥 cDNA를 제조한다. 이어, 단일가닥 cDNA를 주형으로 이용하고, 유전

자-특이적 프라이머 세트를 이용하여 PCR 반응을 실시한다. 유전자-특이적 프라이머 세트는 하기 표 2에서 열거

되어 있다. 그런 다음, PCR 증폭 산물을 전기영동하고, 형성된 밴드를 분석하여 유전자의 발현량 변화를 측정한

다.

단백질의 양의 변화는 당업계에 공지된 다양한 면역분석 방법을 통해 실시될 수 있다. 예를 들어, 방사능면역분[0044]

석, 방사능면역침전, 면역침전, ELISA(enzyme-linked immunosorbentassay), 캡처-ELISA, 억제 또는 경재 분석,

그리고  샌드위치  분석을  포함하지만,  이에  한정되는  것은  아니다.  상기  면역분석  또는  면역염색의  방법은

Enzyme  Immunoassay,  E.  T.  Maggio,  ed.,  CRC  Press,  Boca  Raton,  Florida,  1980;  Gaastra,  W.,  Enzyme-

linked immunosorbent assay(ELISA), in Methods in Molecular Biology, Vol. 1, Walker, J.M. ed., Humana
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Press, NJ, 1984; 및 Ed Harlow and David Lane, Using Antibodies:A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor

Laboratory Press, 1999에 기재되어 있다. 예를 들어, 본 발명의 방법이 방사능면역분석 방법에 따라 실시되는

경우, 방사능동위원소(예컨대, C
14
, I

125
, P

32
 및 S

35
)로 표지된 단백질-특이 항체가 이용될 수 있다. 본 발명의

방법이 ELISA 방식으로 실시되는 경우, 본 발명의 특정 실시예는 (i) 시료가 처리된 세포로부터 추출물을 고체

기질의 표면에 코팅하는 단계 (ⅱ) 단백질-특이 항체와 상기 세포 추출물을 반응시키는 단계 (ⅲ) 상기 단계

(ⅱ)의 결과물을 효소가 결합된 이차항체와 반응시키는 단계 및 (ⅳ) 상기 효소의 활성을 측정하는 단계를 포함

한다.  상기 고체 기질로 적합한 것은 탄화수소 폴리머(예컨대, 폴리스틸렌 및 폴리프로필렌), 유리, 금속 또는

젤이며,  가장  바람직하게는  마이크로타이터  플레이트이다.   상기  이차항체에  결합된  효소는  발색반응,

형광반응, 발광반응 또는 적외선 반응을 촉매하는 효소를 포함하나, 이에 한정되지 않으며, 예를 들어, 알칼린

포스파타아제, β-갈락토시다아제, 호스 래디쉬 퍼옥시다아제, 루시퍼라아제 및 사이토크롬 P450을 포함한다.

상기 이차항체에 결합하는 효소로서 알칼린 포스파타아제가 이용되는 경우에는, 기질로서 브로모클로로인돌일

포스페이트(BCIP),  니트로  블루  테트라졸리움(NBT),  나프톨-ASB1-포스페이트(naphthol-AS-B1-phosphate)  및

ECF (enhanced chemifluorescence)와 같은 발색반응 기질이 이용되고, 호스 래디쉬 퍼옥시다아제가 이용되는 경

우에는 클로로나프톨, 아미노에틸카바졸, 디아미노벤지딘, D-루시페린, 루시게닌(비스-N-메틸아크리디늄 니트레

이트),  레소루핀  벤질  에테르,  루미놀,  암플렉스  레드  시약(10-아세틸-3,7-디하이드록시페녹사진),

TMB(3,3,5,5-tetramethylbenzidine),  ABTS(2,2'-Azine-di[3-ethylbenzthiazoline  sulfonate])  및  o-페닐렌디

아민(OPD)과 같은 기질이 이용될 수 있다. 상기 ELISA 방법에서 최종적인 효소의 활성 측정 또는 시그널의 측정

은 당업계에 공지된 다양한 방법에 따라 실시될 수 있다. 만일, 레이블로서 바이오틴이 이용된 경우에는 스트렙

타비딘으로, 루시퍼라아제가 이용된 경우에는 루시페린으로 시그널을 용이하게 검출할 수 있다.

진단용 키트로 활용하기 위하여, PGE2, PGD2 및 COX2는 검출가능하게 표식되는 것이 바람직하다. 생분자들을 표[0045]

식시키는데 사용가능한 다양한 방법들이 당업자에게 잘 알려져 있고, 본 발명의 범주내에서 고려된다. 상기 방

법들은 Tijssen, 'Practice and theory of enzyme immuno assays', Burden, RH and von Knippenburg (Eds),

Volume 15 (1985), 'Basic methods in molecular biology'; Davis LG, Dibmer MD; Battey Elsevier (1990),

Mayer  et  al.,  (Eds)  'Immunochemical  methods  in  cell  and  molecular  biology'  Academic  Press,  London

(1987), or in the series 'Methods in Enzymology', Academic Press, Inc에 기술되어 있다.

당업자에게 공지되어 있는 표식 방법과 많은 다른 표식들이 있다. 본 발명에서 사용될 수 있는 표식 종류의 예[0046]

로는 효소, 방사성 동위원소, 콜로이드 금속, 형광 화합물, 화학발광 화합물 및 생발광 화합물이 있다.

통상적으로 사용되는 표식들은 형광물질(가령, 플루레신, 로다민, 텍사스 레드 등), 효소(가령, 고추냉이 퍼옥[0047]

시다아제, β-갈락토시다아제, 알칼리 포스파타 아제), 방사성 동위원소(가령, 32 P 또는 125I), 바이오틴, 디

곡시게닌, 콜로이드 금속, 화학발광 또는 생발광 화합물(가령, 디옥세탄, 루미놀 또는 아크리디늄)을 포함하나

이에 한정되는 것은 아니다. 효소 또는 바이오티닐기의 공유 결합법, 요오드화법, 인산화법, 바이오틴화법 등과

같은 표식 방법들이 당 분야에 잘 알려져 있다.

검출  방법들로는  오토라디오그래피,  형광  현미경,  직접  및  간접  효소반응  등이  있으며,  이에  제한되지는[0048]

않는다. 통상적으로 사용되는 검출 분석법으로는 방사성 동위원소 또는 비-방사성 동위원소 방법이 있다. 이들

은  그중에서도  웨스턴블롯팅,  오버레이-분석법,  RIA(Radioimmuno  Assay)  및  IRMA(Immune  Radioimmunometric

Assay),  EIA(Enzyme  Immuno  Assay),  ELISA(Enzyme  Linked  Immuno  Sorbent  Assay),  FIA(Fluorescent  Immuno

Assay) 및 CLIA(Chemioluminescent Immune Assay)이 있다.

발명의 효과

본 발명에 따른 PGE2 합성 억제제를 유효성분으로 포함하는 안구 통증 예방 또는 치료용 약학 조성물을 이용하[0049]

면 PGE2의 발현 수준을 선택적으로 억제시킴으로써 안구 통증 증상을 호전시킬 수 있고, 나아가 안구건조증의

치료 및 예방에 효과가 있다. 또한, PGE2, PGD2 및 COX2의 양을 검출하는 키트를 이용하여 임상에서 손쉽게 안

구 통증 증상을 진단할 수 있어 안구건조증 환자 뿐만 아니라 안 수술 후 환자의 상태를 파악하는 데 널리 활용

될 수 있다. 

도면의 간단한 설명
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도 1은 안구 통증 증상이 있는 환자의 눈물에 포함된 PGE2/PGD2 레벨 정도와 환자의 증상 정도 간의 관련성을[0050]

나타내는 그래프이다. 

도 2는 안구 통증을 유발시킨 마우스에 COX2 억제제를 점안한 후, 안구 불편감 정도를 나타낸 결과이다. 

도 3은 안구 통증을 유발시킨 마우스에 COX2 억제제를 점안한 후, TNF-alpha의 mRNA 레벨을 측정한 결과이다. 

도 4는 안구 통증을 유발시킨 마우스에 COX2 억제제를 점안한 후, IL-1의 mRNA 레벨을 측정한 결과이다. 

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 본 발명을 하기의 실시예에 의해 상세히 설명한다. 단, 하기 실시예는 본 발명을 예시하는 것일 뿐, 본[0051]

발명의 내용이 하기 실시예에 의해 한정되는 것은 아니다. 

실 시 예 1

안구 통증 환자의 눈물 성분 분석[0052]

non-Sjogren형 안구 통증 증세를 보이는 환자 23명과 정상안 17명의 눈물을 폴리에스테르 섬유 로드(polyester[0053]

fiber rod (TRANSORB® WICKS, FILTRONA, Richmond, VA)) 를 이용하여 수집한 후 나노규모의 액체크로마토그래

피 탄템 질량분석(Nano-liquid chromatography tandem mass spectrometry(LC-MS/MS)) 방법을 통해 눈물 속 프

로스타글란딘(prostgalndin)의  수준을  측정하였다(an  Applied  Biosystem/MDS  Sciex  4000  Qtrap  quadrupole

mass spectrometer (AB/MDS Sciex, Concord, Canada)를 이용). 

그 결과, 안구 통증 증세를 보이는 환자군의 눈물 속에서 PGE2 수준이 정상안에 비하여 3배 이상 증가 되었고,[0054]

PGD2 수준은 정상안의 7% 수준으로 감소하였을 확인하였다(표 1).

표 1

[0055] 건성안 환자 (n=46) 대조군 (n=33)  p value

PGE2 (ng/ml) 136.25±170.82 43.89±41.83 0.003**

PGD2 (ng/ml) 5.41±11.00 72.15±202.42 0.028*

실 시 예 2

PGE2 수준에 따른 안구 통증 증상 정도의 확인 [0056]

안구  통증  증세를  보이는  환자군과  정상군에서,  눈물을  채취하기  전에  증상의  정도를  시각통증척도(Visual[0057]

analogue scale)를 이용하여 확인하였다. 시각통증척도는 0 부터 10 까지의 눈금으로 되어 있고, 0은 증상이 없

는 상태, 10은 참을 수 없는 통증 혹은 불편감을 표현하는 상태로, 환자의 증상을 정도를 점수화하여 확인하였

다. 이를 프로스타글란딘 수준의 변화와 관련성이 있는지를 통계학적으로 분석하였다. 

그 결과, 안구 통증으로 인한 환자의 불편감이 증가할수록 PGE2/PGD2 비율의 값이 증가하는 것을 확인할 수 있[0058]

었다(도 1).

실 시 예 3

안구 통증을 유발시킨 마우스 실험[0059]

B6 마우스를 dry eye chamber를 이용하여 안구통증을 유발시키는 환경에 1주일 간 노출시킨 후, 실험군과 대조[0060]

군으로  나누어  PGE  합성  억제제로  알려진  각  물질을  실험군에  점안하였다.  실험군에는  5μg/ml의

celecoxib(sigma)를 하루에 두 번 점안하고, 대조군에는 0.1%의 히알루론산(hyaluronic acid)을 점안하였다. 

점안 1 주일 후, 실험군과 대조군 마우스의 각막 손상 상태를 표준화된 프로토콜을 이용하여 측정하였다. 그 결[0061]

과, celecoxib을 점안한 실험군의 경우 각막 손상의 정도가 유의적으로 감소함을 확인할 수 있었다(도 2).  
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또한, 점안 1 주일 후 실험군과 대조군 마우스의 안구를 적출하여 안구표면에서의 TNF-alpha, IL-1 mRNA의 수준[0062]

을 real time RT-PCR로 측정하였다. 그 결과, celecoxib을 점안한 실험군의 경우, TNF-alpha, IL-1 mRNA 수준

이 크게 감소함을 확인하였다(도 3, 도 4).

실 시 예 4

안구 통증 환자를 대상으로 한 PGE2 합성 억제제 투여 실험[0063]

안구 통증 증세가 있는 환자를 대상으로 PGE2 합성 억제제를 점안하고, 대조군과 비교하여 눈 깜빡임의 횟수가[0064]

감소하였는지를  확인하였다.  사용된  PGE2  합성  억제제는  15-Deoxy-A12,  14-PGJ2,  Exisulind,  NS-398,

Leukotnene  C4,  mk-886,  Analogues  of  MK-886,  MF63,  Thienopyrrole,  Naphthalene  disulphonamide,

Resveratrol, γ-hydroxybutenolide를 사용하였다. 

그 결과, PGE 합성 억제제를 점안한 경우, 안구의 불편감을 줄여주어 대조군에 비하여 눈 깜빡임의 횟수가 감소[0065]

한 것을 확인하였다(표 2).

표 2

사용된 물질[0066] 치료군 (n=10)의 

눈 깜빡임(회수/5min)

Control 군 (n=10)의 

눈 깜빡임(회수/5min)

Pvalue

15-Deoxy-A12, 14-PGJ2 11 25 0.03*

Exisulind 14 18 0.02*

NS-398 13 20 0.015*

Leukotnene C4 17 21 0.04*

mk-886 15 24 0.04*

Analogues

of MK-886

10 27 0.012*

MF63 9 24 0.02*

Thienopyrrole 13 23 0.005*

Naphthalene disulphonamide 16 20 0.004*

Resveratrol 17 19 0.04*

γ-hydroxybutenolide 18 22 0.037*

이상으로 본 발명 내용의 특정한 부분을 상세히 기술하였는바, 당업계의 통상의 지식을 가진 자에게 있어서, 이[0067]

러한 구체적 기술은 단지 바람직한 실시양태일 뿐이며, 이에 의해 본 발명의 범위가 제한되는 것이 아닌 점은

명백할 것이다. 따라서 본 발명의 실질적인 범위는 첨부된 청구항들과 그것들의 등가물에 의하여 정의된다고 할

것이다. 
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