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            초록
          
        

        
          Bisphosphonates, estrogen, and calcium supplements are commonly used medications for postmenopausal osteoporosis, but they are associated with various side effects such as vaginal bleeding, deep vein thromembolism, and breast cancer. In this study, we aimed to investigate the potential of a compound isolated from the roots of Oryza sativa L. to improve osteoporosis using an ovariectomized mouse model. We isolated and identified oryzativol A, a lignan compound, through chemical analysis of an ethanol extract using a bioassay-guided fractionation protocol. We also examined the metabolism, clearance, and CYP enzyme activity of oryzativol A, and found that it showed plasma stability of over 80% at all analysis times, and indicating a low likelihood of inactivation or excretion by the CYP3A4 enzyme. Our results showed that the high-dose group of oryzativol A exhibited a significant increase in bone mineral density compared to the control group. Although the ALP concentration did not differ significantly compared to the control group, it showed a tendency to increase in the high-dose group of oryzativol A. Furthermore, the abnormal ratio of serum Ca/P, caused by osteoporosis, was improved to a level closer to that of the normal group as the dosage of oryzativol A increased. Taken together, these findings suggest that oryzativol A is stable in vivo and has potential as a therapeutic agent for osteoporosis, particularly when administered in high doses.
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      서 론
      골 재형성은 파골 세포에 의한 골 재흡수와 조골 세포에 의한 골 형성 간의 균형이 필요하다1,2). 파골세포의 과도한 분화와 활성화는 이들 세포 간의 불균형으로 인해 폐경 후 골다공증, 치주염, 류마티스 관절염 등 골밀도가 낮고 골 파괴가 일어나는 골질환의 발병과 관련이 있다3).

      이 중, 폐경 후 골다공증은 폐경 후 여성의 삶의 질에 심각한 영향을 미치며, 골다공증 관련 골절은 노년층 여성의 장애 및 사망의 주요 원인이다. 폐경 후 여성의 거의 절반이 골다공증성 골절을 경험할 것으로 추정된다4). 폐경 후 골다공증은 에스트로겐의 결핍이 중요한 원인으로 알려져 있으며, 에스트로겐의 결핍은 골 흡수를 증가시키고 혈중 칼슘의 농도가 증가함에 따라 파골세포의 활성화로 인해 발생한다5). 최근 비스포스포네이트, 에스트로겐, 칼슘 보충제, 비타민 D 대사산물 등 다양한 약물이 골다공증 치료제로 사용되고 있으나 질 출혈, 심부정맥 혈전색전증, 유방암, 자궁암, 비정형 대퇴골 골절, 턱 괴사 등의 부작용이 나타난다6-9). 현재 이러한 부작용을 보완하기 위한 대안적 치료 전략으로 기능성 식품 및 의약품 자원으로 각광받고 있는 천연물 발굴에 집중하고 있다.

      아시아 쌀(Oryza sativa L., Gramineae)은 세계 인구의 절반 이상이 주식으로 사용하는 중요한 작물이다10). 한국에서 나도근으로 알려진 O. sativa의 뿌리는 소화 개선, 해열, 냉한 및 당뇨병 치료 등 한국과 중국에서 여러 가지 의학적 용도를 사용되고 있다11). O. sativa의 추출물은 항바이러스, 항종양, 항균 및 항멜라닌생성 효과 등 다양한 약리학적 효과를 나타낸다12-15). 이전 연구들에서 O. sativa의 파이토케미컬 분석 결과, diterpenoids12), gibberellins12,14), phenolic15), 및 phytosterols16) 화합물을 포함한 많은 생리활성 화합물의 존재를 보고하였다. 그러나 O. sativa 추출물 또는 추출물에서 분리된 새로운 화합물이 골다공증과 관련된 골대사에 대한 효과는 명확하게 알려져 있지 않다.

      난소적출 동물은 폐경 후 여성의 생리학적, 병리학적 변화를 연구하기 위해 전 세계적으로 사용되는 동물모델이며 에스트로겐 변화, 혈청 내 골교체율(bone turnover rate)의 상승, 칼슘의 장내흡수 저하, 비만 및 골 미네랄 감소를 야기시킨다17).

      본 연구는 O. sativa 추출물에서 분리된 새로운 화합물의 혈장 안정성과 대사 안정성을 평가하여 화합물의 유효성을 확인하고, 이 화합물을 사용하여 난소적출로 유도된 골다공증 동물모델에서 골밀도 및 골대사와 관련된 생화학적 지표를 확인하여 골다공증 개선 효과를 나타낼 수 있는지를 알아보기 위한 예비 연구이다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. O. sativa 뿌리 추출 및 분리
        O. sativa의 뿌리는 2019년 7월, 경동시장(서울, 한국)에서 구입하였다. O. sativa 뿌리의 추출 및 분리는 이전 연구에서 설명한대로 수행하였다18). 간략하게, O. sativa 뿌리(400 g)를 건조한 후 60°C에서 24시간 동안 95% 에탄올로 3회 추출한 다음 여과하였다(Whatman 여과지 No. 2). 여과된 추출물을 동결건조기로 증발시킨 후 42 g을 분말 형태로 얻었다. 건조된 분말을 증류수에 녹이고, LC/MS(액체 크로마토그래피-질량 분석) 분석을 위해 소량의 에탄올 추출물을 순차적으로 주입하였다. 이동상은 MeOH/H2O(1:9-1:0, 유속: 0.3 mL/분)의 조건으로 구배 용매 시스템을 수행하였다. LC/MS 분석 기술은 자체 제작 UV 라이브러리를 사용하였고, 양이온 모드의 전자분사이온화(ESI)법을 이용하여 m/z 729 ([M+H]+)에서 분자 이온 피크를 갖는 lignans oryzativol A의 존재를 이전 연구에서와 마찬가지로 확인하였다18). 분리한 oryzativol A는 사용 전까지 –80℃에 보관하였다.

      

      
        2. 세포배양 및 실험동물
        마우스 간세포 분리 방법으로 EDTA와 콜라겐아제를 사용하였다. 간략하게 두 단계로 EDTA와 콜라겐아제를 처리하여 마우스 간을 부드럽게 다진 후 DMEM 배지를 넣어 혼합한 후 100 μm 필터를 통과시켰다. 세척 후 세포를 수집하였고 penicillin and streptomycin (100 U/ml) 및 10% fetal bovine serum(Gibco BRL, Gaithersburg, MD)이 포함된 DMEM 배지에서 배양하였다.

        실험동물은 10주령, ICR 마우스(ORIENTBIO Inc., 성남, 한국) 암컷 45 마리를 구입하여 7일간 적응시켰다. 적응기간 동안 실험사료는 일반 고형사료(Teklad Certified Global 18% Protein Rodent Diets #2918C, Envigo TEKLAD Ltd., 미국)를 사용하였고 여과된 음수는 자유롭게 섭취할 수 있도록 매일 갈아주었다. 사육 환경은 제어된 온도(21 ± 3 °C), 습도(50 ± 5%) 및 조명(150–300 lx)으로 12시간 명/암 주기로 조절하여 사육하였다. 적응 기간 후 체중을 측정하고 그룹 간 평균값이 유사하도록 군 분리를 실시하였다. 실험군은 다음과 같이 4개 군으로 분류하였다. 정상대조군(G1, n=5), 실험대조군(G2, n=10), oryzativol A 저용량군(G3, n=10), oryzativol A 고용량군(G4, n=10)(Table 1). 모든 동물 실험은 ㈜케이피씨의 동물실험윤리위원회에 의해 승인 후 실험을 진행하였다(승인번호: P191016).

        
          Table 1. 
				
          

          
            Group composition and dose administered
          
          

        

        
          
            
              	Group
              	Ovariectomy
              	Test article
              	Dose (mg/kg)
              	Vol. (mL/kg)
              	Head (n)
            

          
          
            	G1
            	None
            	Vehicle
            	-
            	10
            	5
          

          
            	G2
            	Operation
            	Vehicle
            	-
            	10
            	10
          

          
            	G3
            	oryzativol A
            	5
            	10
            	10
          

          
            	G4
            	oryzativol A
            	50
            	10
            	10
          

        

        

      

      
        3. 혈장 및 대사 안정성 검사
        분리된 oryzativol A의 유효성 확인을 위해 혈장 및 대사 안정성 검사를 시행하였다. 혈장 안정성 검사는 메탄올(100%)에 용해된 oryzativol A 1 mg/ml를 혈청과 1대 1 비율로 섞은 후 CO2 incubator내에서 반응시켰다. 1, 4, 8, 24시간 동안 반응한 시료를 14000 rpm, 15분간 원심 분리하였다. 상층액을 COSMOSPIN Centrifugation Filter, (Nacalai Tesque, japan) 14000 rpm, 2분간 원심분리하고 상층액을 취하여 HPLC (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)로 분석(column: COSMOSIL 5C18-MS-II, 파장: 254m, Solvent A: 5% MeOH with 0.04% TFA, Solvent B: 100% MeOH)을 실시하였다. 대사 안정성 검사는 마우스의 간조직에서 세포를 분리하여 lysis 용액(Tris–HCl (pH 7.5) 10 mM, MgCl2 · 6H2O 0.5 mM)에서 lysate를 만들었다. 저온상태의 lysate에 oryzativol A(2.5 μM or 5 μM)를 처리하고 CYP3A4 Activity Assay Kit(ab211076, ABCAM, Cambridge, UK)의 protocol에 따라 반응시킨 후 5분 간격으로 40분간 형광측정기(SpectraMax M, Molecular Devices, San Hose, CA, USA)로 Ex/Em = 535/587 nm에서 CYP3A4의 활성을 측정하였다.

      

      
        4. 골다공증 모델 제작 및 실험 설계
        정상대조군(G1)을 제외한 실험군들(G2-G4)은 난소 절제술을 시행하였다. 난소 절제술은 11주령 ICR 마우스에 케타민과 자일라진 혼합물(90 mg/kg)을 복강 내 주사하여 전신마취를 시행하였다. 하복부의 피부, 근육, 복막의 절개를 시행하여 양쪽 난소를 절제하였다. 노출된 피부와 근육을 봉합하고 수술 부위를 포비돈 요오드로 소독하였다. 난소 절제 후 12주 후에 시험물질을 투여하였다. 시험물질 oryzativol A는 저용량군(G3, 5 mg/kg)과 고용량군(G4, 50 mg/kg)으로 설정하였고(Table 1), 매일 오전 경구용 존데를 사용하여 8주간 1일 1회로 경구 투여하였다.

      

      
        5. 관찰 및 검사항목
        
          1) 임상증상 관찰
          모든 동물에 대하여 1일 1회 일반증상을 관찰하였고, 1일 1회 사망여부, 증상의 종류 및 정도 등을 확인하며 관찰은 투여 1일부터 투여 종료 시까지 실시하였다.

        

        
          2) 체중 측정
          시험물질 투여 개시일(투여 전)에 체중을 측정하고 그 이후 1주일 간격으로 체중을 측정하여 각 군별의 변화를 비교하였다. 부검일의 체중은 체중 평가에서 제외하였다.

        

        
          3) 골밀도(Bone mineral density; BMD) 측정
          골밀도 측정은 시험물질 투여 후 4주와 8주에 실시하며 동물을 isoflurane으로 흡입 마취한 후 dual energy X-ray absorptiometry(DEXA) (InAlyzer, ㈜메디코어스, 성남, 한국)를 이용하여 골밀도를 측정하였다. 골밀도 측정에 객관성을 부여하기 위해 개체별 동일 부위를 한정하여 측정하였고, 측정부위는 골다공증 유발 시 골 소실과 재생에 대한 관찰이 용이한 장골(long bone)의 가장 대표적인 대퇴골(Femer)을 설정하였다.

        

        
          4) 혈청 생화학적 검사
          실험기간 종료 후 동물을 isoflurane으로 흡입 마취한 후 복대정맥을 통해 전혈을 채취하였다. 복대정맥에서 채취한 혈액은 혈청분리를 위하여 5 mL SST(serum separate tube) tube(Microtainer, BD, 미국)에 넣어 혈액을 완전히 굳힌 다음 4℃에서 5,000 rpm 으로 15분간 원심분리한 후 혈청을 취하여 1.5 ml tube 에 담아 –70℃ 이하의 deep freezer에 보관하였다. 냉동 보관된 혈청을 이용하여 혈청 생화학 분석기(Accute TBA-40FR, Toshiba Medical System Co., 일본)로 ALT(Alanine aminotransferase), AST(Aspartate Aminotransferase), ALP(Alkaline phosphatase), Ca(Calcium) 및 P(Phosphorus)을 측정하였다.

        

        
          6. 통계학적 분석
          모든 실험 결과는 평균치 ± 표준편차로 표시하고 SPSS (version 20, IBM SPSS Statistics, 미국)와 student’s t-test(Excel, Microsoft, 미국)를 사용하여 검정하였다. G1군과 G2군은 난소적출의 영향을 알아보기 위해 t-test를 실시하였고, G2-G4군은 난소 적출을 동일하게 받은 동물 내에서 시험물질의 영향을 알아보기 위해 Levene's test로 분산의 동질성을 확인하고, 동질한 경우에는 one-way analysis of variance(ANOVA)와 LSD test를 사용하여 G2군과 실험군(G3, G4)의 차이를 분석하였다. p<0.05의 경우에서 통계적 유의성이 있는 것으로 간주하였다.

        

      

    

    

  
    
      결 과
      
        1. O. sativa 에탄올 추출물에서 얻은 활성 화합물의 LC/MS 분석 및 구조
        이전 연구와 마찬가지로, LC/MS 분석을 통해 O. sativa 에탄올 추출물에서 얻은 화합물은 oryzativol A로 확인되었으며, 분자식은 C40H40O13이었다18). 그 구조는 고 분해능-전자분사이온화-질량분석(HR-ESI-MS), 적외선 스펙트럼(IR) 및 핵자기공명(NMR) 분석을 사용하여 결정하였다. 이 화합물은 2개의 trans-p-coumaroyl 구조와 icariol A2 구조를 포함하였다. Oryzativol A의 절대 배열은 circular dichroism(CD) 데이터를 사용하여 7R,7'R,8S,8'S로 결정되었고, 구조는 [(2R,3S,4S,5R)-tetrahydro-2,5-bis-(4-hydroxy-3,5-dimethoxyphenyl)-3,4-furandiyl]-bis-(methylene) ester (E)-p-hydroxycinnamic acid였다(Fig. 1A). 또한, NMR 데이터 분석 결과, 분자 내에 2,5-diaryl tetrahydrofuran lignan인 icariol A2 구조가 존재한다는 것을 시사했으며, 이는 2D NMR 데이터 분석 (Heteronuclear single quantum correlation (HSQC), 1H-1H correlation spectroscopy (COSY) 및 heteronuclear multiple bond correlation (HMBC))을 통해 확인하였다(Fig. 1B).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            (A) Chemical structures of oryzativols A. (B) 1H−1H COSY correlations (blue bond) and key HMBC correlations (H → C) of oryzativol A.
          
          

          

        

      

      
        2. 혈장 안정성과 대사 안정성을 통한 oryzativol A의 유효성 확인
        Oryzativol A는 이전 연구에서 골 형성의 생물학적 활성을 갖는 것으로 확인되었다18). 따라서 oryzativol A의 생물학적 특성이 동물모델에서도 활성을 갖는지를 평가하였다. 먼저, 혈장에서 일어나는 가수분해에 의한 oryzativol A의 대사반응, clearance를 평가하여 oryzativol A의 혈장 안정성을 확인하였다. 0.5 mg/mL 농도로 oryzativol A의 시간별 혈장 안정성 분석 결과, oryzativol A의 0시간 피크 면적 값을 기준으로 1, 4, 8, 24시간의 퍼센트(%) 면적 값은 각각 85%, 89%, 90%, 99%로 모든 분석 시간에서 80% 이상의 혈장 안정성을 보이므로 혈장 내에서 oryzativol A가 매우 안정적임을 확인할 수 있었다(Fig. 2A). 또한 oryzativol A의 대사 안정성 평가를 위해 CYP 효소의 활성을 측정하였다. 5 μM oryzativol A의 농도로 실험을 진행하여 간의 CYP 계열 효소 중 가장 높은 비율을 차지하는 CYP3A4의 활성도를 측정하였다. 5 μM oryzativol A 처리 5분부터 40분까지 CYP3A4의 활성이 약 20% 정도 감소되고 유지됨을 확인할 수 있었다(Fig. 2B).

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Plasma and metabolic stability assessment of oryzativol A. (A) In the plasma stability test, oryzativol A was mixed with serum and reacted for 1, 4, 8, and 24 hours, after which the supernatant was analyzed by HPLC. (B) In the metabolic stability test, lysate was prepared from mouse liver tissue, and the activity of CYP3A4 was measured using a fluorescence spectrophotometer at 5 minute intervals for 40 minutes after treating the lysate with oryzativol A. There was no significant difference in the plasma stability and metabolism of oryzativol A-treated mouse and mouse liver primary cells compared to the control group.
          
          

          

        

      

      
        3. 임상증상 및 체중 변화
        시험 동물 입고 후 적응 기간 동안 이상증상이 관찰되는 동물은 없었다. 또한 8주간의 약물 투여기간 동안 이상 반응을 보이는 동물은 관찰되지 않았으며, 투여에 의한 이상 증상도 시험 종료 시까지 관찰되지 않았다(data not shown). ICR 마우스에 난소 절제술 시행 후 12주간 골다공증 유발 및 회복기를 가졌으며, oryzativol A 처리기간인 8주간 매주 1회 체중을 측정하였다. 그 결과 oryzativol A의 투여 직전 난소 절제를 받은 실험군(G2-G4)의 체중은 정상대조군(G1)과 비교하였을 때 유의하게 증가하였다. Oryzativol A 투여 1주일 후에는 실험군의 체중이 감소하기 시작하였다. 이는 약물 투여 행위로 인해 정상대조군에 비해 많은 체중 감소 경향을 보인 것으로 보인다. 투여 행위에 의해 감소한 체중은 3 주 정도부터 회복되었다. Oryzativol A 투여군(G3, G4)의 체중 증가율은 실험대조군(G2)에 비해 낮았고, 투여 8주차에는 oryzativol A 고용량군(G4, 50 mg/kg)보다 저용량군(G3, 5 mg/kg)의 체중증가율이 실험대조군에 비해 유의하게 낮았다(Fig. 3A).

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Changes in body weight and bone mineral density of ovariectomized mouse treated with oryzavitol A. The ICR mice were divided into four groups; normal control group(G1), experimental control group(G2), oryzativol A low-dose group(G3), oryzativol A high-dose group(G4). Except for the G1 group, the experimental group(G2-G4) underwent ovariectomy. After 12 weeks, oryzativol A was prepared and orally administered for 8 weeks. Body weight was measured every week after administration of oryzativol A, and bone mineral density was measured 4 weeks and 8 weeks after oryzativol A administration. (A) Body weight, (B) bone mineral density. Results are expressed as the mean ± SD. Bars labeled with different superscripts are significantly different (*p<0.05, vs. G2; #p<0.05, ##p<0.01, vs. G2).
          
          

          

        

      

      
        4. 골밀도(Bone Mineral Density) 측정
        골밀도 측정은 oryzativol A 경구 투여하기 직전, 투여 후 4주, 투여 후 8주차에 측정하였으며, 총 3회의 측정 시 마다 해당 실험일에 동물을 isoflurane으로 흡입 마취한 후 dual energy X-ray absorptiometry (InAlyzer, ㈜메디코어스)를 이용하여 골밀도를 측정하였다. 골밀도 측정 결과, 전 측정 기간 동안 실험대조군(G2)이 정상대조군(G1)에 비해 유의하게 낮았고 이는 난소 적출에 의한 골다공증의 유발이 이루어졌다고 판단할 수 있었다. Oryzativol A 투여 8주차에 고용량군(G4, 50 mg/kg)의 골밀도가(0.1063 ± 0.0053 g/cm2) 실험대조군(G2)(0.0999 ± 0.0064 g/cm2)에 비해 유의하게 증가하였다(p=0.017). 골밀도의 측정 값은 Table 2와 Fig. 3B에서 보여주었다.
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            Bone Mineral Density of ovariectomized mouse treated with oryzativol A for 8 weeks administration
          
          

        

        
          
            
              	Group
              	BMD (g/cm2)
            

            
              	Pre-Dose
              	4 weeks
              	8 weeks
            

          
          
            	G1
Normal
            	None
            	Mean
            	0.1141##
            	0.1106##
            	0.1122##
          

          
            	SD
            	0.0043
            	0.0016
            	0.0072
          

          
            	G2
Control
            	Ovariectomized
            	Mean
            	0.1001
            	0.0997
            	0.0999
          

          
            	SD
            	0.0042
            	0.0037
            	0.0064
          

          
            	G3
oryzativol A (5 mg/kg)
            	Mean
            	0.1000
            	0.1000
            	0.1008
          

          
            	SD
            	0.0041
            	0.0062
            	0.0049
          

          
            	G4
oryzativol A (50 mg/kg)
            	Mean
            	0.1000
            	0.1011
            	0.1063*
          

          
            	SD
            	0.0048
            	0.0085
            	0.0053
          

        

        
          
            1) Data are expressed as mean ± SD 2) Significant difference from G2 vehicle control group by One-way ANOVA followed by the LSD test: *p<0.05, **p<0.01. 3) Significant difference from G2 vehicle control group by student’s t-test : #p<0.05, ##p<0.01
          

        

        

      

      
        5. 혈청 생화학적 검사
        Oryzativol A 투여가 골다공증 동물모델에서 혈액 내 미치는 영향을 확인하기 위해, 부검 시 채취한 혈액을 이용하여 AST, ALT, ALP, 칼슘(Ca)과 인(P) 수준을 생화학 분석기를 통해 측정하였다. 정상대조군(G1)에서 (A) AST(70.00 ± 18.49 U/L), (B) ALT(32.60 ± 9.48 U/L), (C) ALP(49.40 ± 6.23 U/L), (D) Ca(11.04 ± 1.06 mg/dL)과 (E) P(6.56 ± 0.91 U/L)의 수준을 각각 나타내었으며, 실험대조군(G2)과 비교 시 P 수치만 유의적으로 높게 관찰되었다. 또한, oryzativol A 고용량군(G4)과 실험대조군(G2)의 비교 분석에서도 P 수치만 유의한 차이를 보여주었다(p=0.026)(Fig. 4).

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Effects of oryzavitol A on serum (A) AST, (B) ALT, (C) ALP, (D) Ca and (E) P levels in ovariectomized mouse. The ICR mice were divided into four groups; normal control group(G1), experimental control group(G2), oryzativol A low-dose group(G3), oryzativol A high-dose group(G4). Results are expressed as the mean ± SD. Bars labeled with different superscripts are significantly different (*p<0.05, vs. G2; #p<0.05, vs. G2). 
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      고 찰
      골 대사는 항상 일정한 평형상태를 이루며, 조골세포, 파골세포의 상호작용에 의한 골 형성과 골 흡수의 균형으로 적절하게 유지된다19). 그러나 골 대사의 불균형으로 인한 골 흡수가 골 형성보다 많아져 골밀도가 감소하게 되면 골다공증 등 다양한 골 질환이 발생할 수 있다3).

      폐경 후 골다공증은 폐경 후 여성에서 골밀도 감소 및 골절 위험 증가를 특징으로 하는 대사 장애이며, 감소된 에스트로겐, 칼슘섭취 부족, 호르몬 불균형 및 유전적인 요인 등이 중요한 원인으로 보고되었다20). 적절한 치료가 없을 시 골절 등이 발생하여 심각한 문제를 초래한다.

      현재 비스포스포네이트, 에스트로겐 등 다양한 약물이 골다공증 치료제로 사용되고 있으나 질 출혈, 심부정맥 혈전색전증, 유방암, 비정형 대퇴골 골절, 턱 괴사 등의 부작용이 나타난다6-9). 따라서 부작용이 적은 천연물과 한약재 발굴에 초점을 맞추고 있으며, 대안적 치료 전략으로 개발하려는 노력을 하고 있다.

      O. sativa의 뿌리는 한국에서 나도근으로 알려져 있으며, 위와 폐를 보호하고 구토와 해열을 개선하는 등 한국과 중국에서 다양한 의학적 용도를 사용되고 있다21,22). O. sativa의 추출물은 phytosterols, polysaccharides, glycans, diterpenoids, gibberellins, 및 phenolic과 같은 파이토케미컬을 가지고 있으며 항종양, 항균, 항바이러스 및 항멜라닌 생성 효과 등 다양한 약리학적 효과를 나타낸다고 보고되었다22). 그러나 O. sativa 뿌리 추출물 또는 추출물에서 분리된 새로운 화합물이 골다공증과 관련된 골대사에 대한 효과는 명확하게 알려져 있지 않다.

      본 연구는 골다공증 마우스모델에서 나도근으로 알려진 O. sativa의 뿌리 추출물에서 분리된 새로운 화합물(oryzativol A)의 유효성을 평가하고, 골밀도 및 골대사와 관련된 생화학적 지표를 확인하여 골다공증 개선 효과를 알아보았다.

      먼저, O. sativa 뿌리 추출물에서 분리된 oryzativol A의 생체 내 연구에 적용할 수 있는지를 알아보기 위해 혈장 안정성과 대사 안정성을 평가하여 화합물의 유효성을 확인하였다. 본 연구에서 0.5 mg/mL 농도의 oryzativol A를 0, 1, 4, 8, 24시간별 혈장 안정성을 분석한 결과 0 시간을 기준으로 모든 시간에서 80% 이상의 혈장 안정성을 보여주었다. 이러한 결과를 바탕으로 혈장에서 일어나는 가수분해에 대해 oryzativol A는 매우 안정적인 물질일 것이라고 판단된다. 또한, oryzativol A의 대사 안정성 평가를 위해 CYP 효소의 활성을 측정한 결과 5 μM oryzativol A 처리 5분부터 40분까지 CYP3A4의 활성이 약 20% 정도 감소됨을 확인할 수 있었다. Oryzativol A에 의한 CYP3A4의 활성 감소는 oryzativol A가 CYP3A4의 저해제일 가능성을 암시하며, CYP3A4 효소에 의하여 oryzativol A가 불활성 되거나 극성 물질로 변화되어 배설될 가능성이 적음을 알 수 있었다. 따라서 생체 내에서 oryzativol A가 효과적으로 잔류하여 약물 효과가 높아질 것으로 기대할 수 있으며 생체 내 대사 유효성이 높을 것이라 판단된다. 종합하였을 때, oryzativol A의 간 대사 정도 및 약물간의 상호작용을 예측할 수 있으며 이를 기반으로 동물 실험 여부의 유효성을 판단할 수 있었다.

      본 연구에서 8주간의 약물 투여기간 동안 oryzativol A에 의한 이상 반응을 보이는 동물은 관찰되지 않았다.

      난소 절제술은 에스트로겐 결핍과 관련된 골 손실과 폐경 후 골다공증의 임상증상을 유발하는 것으로 잘 알려져 있다17). 따라서 본 연구에서는 마우스의 골다공증을 유발하기 위해 난소 절제술을 시행하였다. 그 결과 oryzativol A의 투여 직전 난소 절제를 받은 실험군의 체중은 정상대조군과 비교하였을 때 유의하게 증가하였다. 이러한 현상은 에스트로겐 결핍으로 인해 지방세포의 분화를 촉진시켜 지방조직을 축적하여 난소 절제 후 체중이 증가한다는 이전 연구와 일치하였다23,24). 또한, Oryzativol A 투여군의 체중 증가율은 실험대조군에 비해 낮았다. 최근 oryzativol A가 지방세포 분화에 관여하는 유전자의 발현을 억제하여 지방세포 생성을 감소시키는 것으로 보고하였다18). 이러한 결과는 oryzativol A가 체중 감소에 유용한 역할을 할 수 있음을 시사한다. 투여 8주차에는 oryzativol A 고용량군(50 mg/kg)보다 저용량군(5 mg/kg)의 체중 증가율이 실험대조군 대비 유의하게 낮았다. 체중의 감소가 발생하는 부분은 10배의 용량 차이에도 낮은 용량에서 더 낮은 체중을 보임이 관찰되었다. 이것이 약물에 의한 영향인지는 추후 독성 시험과 추가 시험에서 재연되는지 확인할 필요가 있다고 판단되었다.

      골다공증을 진단하는 가장 유용한 지표로 골밀도를 측정하는 것으로 알려져 있다. 골밀도 측정 결과, 전 측정 기간 동안 실험군의 골밀도가 정상대조군에 비해 유의하게 낮았다. 이는 난소 적출로 의한 에스트로겐의 감소가 파골세포의 분화를 억제하는 osteoprotegerin(OPG)을 감소로 인해 골밀도가 낮아지므로 골다공증을 유발시킨다는 기존 연구와 같은 결과를 보여주었다24,25). 또한, 난소 절제 후 oryzativol A 투여 8주차에 고용량군(50 mg/kg)의 골밀도(0.1063 ± 0.0053 g/cm2)가 실험대조군(0.0999 ± 0.0064 g/cm2)에 비해 유의하게 증가하였다. 이전 연구에서 oryzativol A가 골세포로의 분화를 촉진하는 Runx2 발현을 높이는 것으로 보고하였다18). 이러한 결과는 oryzativol A가 골밀도를 증가시켜 골다공증을 개선시킬 수 있음을 시사한다.

      ALT, AST 및 ALP는 간세포 내에 존재하며 간세포가 파괴되면 혈중 농도가 증가하게 되므로 간 기능 검사 표지자로 사용된다. Oryzativol A가 간 독성에 영향을 미치는지를 확인하기 위해, 간 기능 관련 효소인 ALT, AST, ALP의 혈중 농도 변화를 측정하였다. 그 결과 정상대조군에서 ALT, AST, ALP의 농도 수준을 실험군과 비교하였을 때 유의미한 차이를 보여주지 않았으며 이는 oryzativol A 투여가 간 독성을 나타내지 않는다는 것을 시사한다. 따라서 oryzativol A는 생체 내 장기간 투여 시 안전성을 가지는 물질이라고 판단하였다.

      추가적으로 골 기능 검사 표지자로 사용되는 ALP, 칼슘(Ca), 인(P)의 혈중 농도를 확인하여 oryzativol A 투여가 골형성과 칼슘대사에 영향을 미치는지를 확인하였다. ALP는 간세포뿐만 아니라 골아세포에도 많이 존재하며, 뼈 무기질 침착을 증진시키고, 골재형성이 활발할 때 혈중 내에서 증가하는 특징을 보이는 골 기능 검사의 지표로 사용된다26,27). 본 연구에서 정상대조군과 실험군 또는 실험대조군과 oryzativol A 투여군 사이에는 유의미한 차이를 보여주지 않았다. 하지만 정상대조군에 비해 실험군에서 약간 증가하는 경향을 보였으며, 특히, oryzativol A 고용량군에서 가장 증가하는 경향을 보여주어 oryzativol A가 골 형성에 약간의 효과가 있는 것으로 사료된다. 하지만 보다 명확한 결과를 확인하기 위해 추가 연구가 필요할 것으로 생각된다.

      뼈 속에 칼슘이 빠져나가면 골밀도가 떨어지고 보상 차원으로 골아세포는 혈액 내 칼슘을 운반하여 뼈를 생성한다. 또한 우리 몸은 혈액 속에 칼슘 농도를 일정하게 유지하려고 하는데 혈액 내 칼슘 농도가 떨어지게 되면 부갑상선 호르몬이 파골세포를 자극하여 뼈를 파괴해서 뼈 속의 칼슘을 혈액으로 이동시켜 다시 혈액 속에 칼슘 농도를 맞춰준다28). 또한, 폐경 후 여성은 에스트로겐 결핍으로 인해 혈중 칼슘을 뼈로 흡수하지 못하고 혈중 칼슘농도를 증가 시킨다고 알려져 있다29). 대표적인 뼈의 무기질 성분 중 하나인 인도 칼슘과 마찬가지로 골아세포 수를 증가시켜 골형성을 일으키며, 난소 절제술에 의해 골다공증으로 유도된 마우스 뼈에서 인의 농도가 감소하는 것으로 알려져 있다30). 하지만 본 연구에서 정상대조군과 실험군 간에 칼슘 농도는 유의미한 차이를 보이지 않았다. 다만 oryzativol A 투여군이 실험대조군에 비해 칼슘은 약간 증가하고 인은 감소하는 경향을 보여주었다. 정상대조군과 실험대조군에서 인의 농도 수준을 비교하였을 때 실험대조군에서 유의미하게 증가하는 것을 나타냈다. 또한, 실험대조군과 oryzativol A 고용량군을 비교하였을 때 oryzativol A 고용량군의 인의 농도가 유의미하게 감소하는 것을 확인하였다. oryzativol A 투여량 증가에 따라 골다공증 유발로 비정상화된 혈중 Ca/P의 비율을 정상대조군의 혈중 Ca/P 비율에 가깝게 개선시키는 것으로 보여주었다. 이는 oryzativol A 투여가 혈중 칼슘과 인의 비율 정상화를 통해 골형성을 촉진하고 골다공증을 개선할 수 있는 가능성을 보여주었다.

      이상의 결과를 종합해보면, 난소 절제술을 시행한 동물 모델에서 oryzativol A를 경구 투여한 결과 혈장 및 대사 안정성을 보였고, 간 독성을 보이지 않았다. Oryzativol A 고용량군에서 실험대조군에 비해 골밀도가 유의하게 증가하는 것을 확인하였다. 또한, ALP 농도는 실험대조군 대비 oryzativol A 고용량군에서 증가하는 경향을 보여주었다. Oryzativol A 투여량 증가에 따라 골다공증 유발로 비정상화된 혈중 Ca/P의 비율을 정상대조군의 혈중 Ca/P 비율에 가깝게 개선시키는 것으로 보여주었다. 따라서 oryzativol A 고용량군 투여는 골다공증 개선에 효과적인 것으로 사료된다.

    

    

  
    
      결 론
      본 연구는 O. sativa 뿌리 추출물에서 분리된 oryzativol A의 골다공증 개선효과의 유효성을 알아보기 위한 예비연구이다. 본 연구를 통해 oryzativol A의 생체 내 대사 안정성을 확인하였으며, 골다공증 동물모델에서 골다공증 개선 효능과 8주 투여 안전성을 확인한 바, 신규화합물 oryzativol A가 골형성을 촉진하는 골다공증 예방 및 개선용 의약품으로 개발할 가능성이 충분하다고 판단할 수 있었다. 하지만 추후 더 낮은 농도에서 골다공증 개선효과를 확인하거나 추가적인 실험이 필요할 것으로 판단된다.
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