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명 세 서

청구범위

청구항 1 

포유류에서 골다공증의 치료 또는 예방, 또는 뼈 손실의 치료 또는 예방에 사용되는, 락토바실러스 파라카제이

(Lactobacillus paracasei) 8700:2, 기탁번호: DSM 13434의 프로바이오틱 스트레인; 또는 락토바실러스 플랜타

럼(Latobacillus plantarum) HEAL 9, 기탁번호: DSM 15312 및 락토바실러스 플랜타럼(Latobacillus plantarum)

HEAL  19,  기탁번호:  DSM  15313의  프로바이오틱  스트레인들과  함께  사용되는  락토바실러스  파라카제이

(Lactobacillus paracasei) 8700:2, 기탁번호: DSM 13434의 프로바이오틱 스트레인.

청구항 2 

제1항에 있어서,

상기 포유류는 인간인 프로바이오틱 스트레인.

청구항 3 

제1항에 있어서,

피질골 손실, 피질골 미네랄 함량 손실, 또는 뼈 흡수를 억제함으로써 골다공증의 치료 또는 예방에 사용되는

프로바이오틱 스트레인.

청구항 4 

제2항에 있어서,

피질골 손실, 피질골 미네랄 함량 손실, 또는 뼈 흡수를 억제함으로써 골다공증의 치료 또는 예방에 사용되는

프로바이오틱 스트레인.

청구항 5 

제3항에 있어서,

상기 뼈 흡수의 억제는 TNFα 수준의 감소된 발현, IL-1β 수준의 감소된 발현, TGFβ1의 증가된 발현 및 감소

된 RANKL/OPG 비로부터 일어나는 프로바이오틱 스트레인.

청구항 6 

제1항에 있어서,

상기 프로바이오틱 스트레인(들)은 부가적으로 적어도 하나의 캐리어를 포함하는 조성물에 존재하는 프로바이오

틱 스트레인.

청구항 7 

제2항에 있어서,
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상기 프로바이오틱 스트레인(들)은 부가적으로 적어도 하나의 캐리어를 포함하는 조성물에 존재하는 프로바이오

틱 스트레인.

청구항 8 

제3항에 있어서,

상기 프로바이오틱 스트레인(들)은 부가적으로 적어도 하나의 캐리어를 포함하는 조성물에 존재하는 프로바이오

틱 스트레인.

청구항 9 

제5항에 있어서,

상기 프로바이오틱 스트레인(들)은 부가적으로 적어도 하나의 캐리어를 포함하는 조성물에 존재하는 프로바이오

틱 스트레인.

청구항 10 

제6항에 있어서,

상기 조성물은 80-320mg의 양으로 Ca
2+
를 포함하는 프로바이오틱 스트레인.

청구항 11 

제7항에 있어서,

상기 조성물은 80-320mg의 양으로 Ca
2+
를 포함하는 프로바이오틱 스트레인.

청구항 12 

제8항에 있어서,

상기 조성물은 80-320mg의 양으로 Ca
2+
를 포함하는 프로바이오틱 스트레인.

청구항 13 

제9항에 있어서,

상기 조성물은 80-320mg의 양으로 Ca
2+
를 포함하는 프로바이오틱 스트레인.

청구항 14 

제10항에 있어서,

상기 조성물은 120-240mg의 양으로 Ca
2+
를 포함하는 프로바이오틱 스트레인.

청구항 15 
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제11항에 있어서,

상기 조성물은 120-240mg의 양으로 Ca
2+
를 포함하는 프로바이오틱 스트레인.

청구항 16 

제12항에 있어서,

상기 조성물은 120-240mg의 양으로 Ca
2+
를 포함하는 프로바이오틱 스트레인.

청구항 17 

제13항에 있어서,

상기 조성물은 120-240mg의 양으로 Ca
2+
를 포함하는 프로바이오틱 스트레인.

청구항 18 

제6항에 있어서,

상기 조성물은 식품, 식이 보조제, 의료식품(medical food), 기능성 식품 및 영양식품(nutritional food)으로

구성되는 그룹으로부터 선택되는 프로바이오틱 스트레인.

청구항 19 

제10항에 있어서,

상기 조성물은 식품, 식이 보조제, 의료식품(medical food), 기능성 식품 및 영양식품(nutritional food)으로

구성되는 그룹으로부터 선택되는 프로바이오틱 스트레인.

청구항 20 

제14항에 있어서,

상기 조성물은 식품, 식이 보조제, 의료식품(medical food), 기능성 식품 및 영양식품(nutritional food)으로

구성되는 그룹으로부터 선택되는 프로바이오틱 스트레인.

청구항 21 

제1항 내지 제20항 중 어느 한 항에 있어서,

상기 스트레인(들)은 1×10
6
 - 1×10

14
 CFU의 양으로 존재하는 프로바이오틱 스트레인.

청구항 22 

제21항에 있어서,

상기 스트레인(들)은 1×10
8
 - 1×10

12 
CFU의 양으로 존재하는 프로바이오틱 스트레인.
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청구항 23 

제22항에 있어서,

상기 스트레인(들)은 1×10
9 
- 1×10

11 
CFU의 양으로 존재하는 프로바이오틱 스트레인.

청구항 24 

제1항 또는 제2항에 있어서,

폐경기와 관련된 골다공증의 치료 또는 예방, 또는 뼈 손실의 치료 또는 예방에 사용되는 프로바이오틱 스트레

인.

청구항 25 

포유류에서 골다공증의 치료 또는 예방, 또는 뼈 손실의 치료 또는 예방에 사용되는, 락토바실러스 파라카제이

(Lactobacillus paracasei) 8700:2, 기탁번호: DSM 13434의 프로바이오틱 스트레인; 또는 락토바실러스 플랜타

럼(Latobacillus plantarum) HEAL 9, 기탁번호: DSM 15312 및 락토바실러스 플랜타럼(Latobacillus plantarum)

HEAL  19,  기탁번호:  DSM  15313의  프로바이오틱  스트레인들과  함께  사용되는  락토바실러스  파라카제이

(Lactobacillus paracasei) 8700:2, 기탁번호: DSM 13434의 프로바이오틱 스트레인을 포함하는 약학 조성물.

청구항 26 

제25항에 있어서,

상기 포유류는 인간인 약학 조성물.

청구항 27 

제25항 또는 제26항에 있어서,

상기 스트레인(들)은 1×10
6
 - 1×10

14
 CFU의 양으로 존재하는 약학 조성물.

청구항 28 

제27항에 있어서,

상기 스트레인(들)은 1×10
8
 - 1×10

12 
CFU의 양으로 존재하는 약학 조성물.

청구항 29 

제28항에 있어서,

상기 스트레인(들)은 1×10
9 
- 1×10

11 
CFU의 양으로 존재하는 약학 조성물.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 포유류, 바람직하게는 인간에서 골다공증의 치료 또는 예방에 사용되거나 또는 Ca
2+
 이온의 흡수를 증[0001]
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가시키는데 사용되는, 락토바실러스 파라카제이(Lactobacillus paracasei)로부터 선택된 적어도 하나의 프로바

이오틱 스트레인, 또는 락토바실러스 플랜타럼(Latobacillus plantarum)으로부터 선택된 적어도 하나의 프로바

이오틱 스트레인과 함께 사용되는 락토바실러스 파라카제이(Lactobacillus paracasei)로부터 선택된 적어도 하

나의 프로바이오틱 스트레인에 관한 것이다.

배 경 기 술

골다공증은 뼈가 부러지기 쉽고 골절될 가능성이 많아지는 질병이다.  보통 뼈는 밀도가 손실되며, 이는 뼈 내[0003]

의 칼슘 및 미네랄의 양이다.  골다공증은 뼈 질병의 가장 흔한 종류이다.  50세 이상의 모든 여성의 약 절반이

그들의 일생 동안 둔부, 손목 또는 척추(척추의 뼈)의 골절을 갖는다.  뼈는 살아있는 조직이다.  기존의 뼈는

지속적으로 새로운 뼈로 대체되고 있다.  골다공증은, 신체가 충분히 새로운 뼈를 형성하지 못하는 경우, 너무

많은 기존의 뼈가 신체에 의해 재흡수되는 경우, 또는 이 두 가지 모든 경우에서 발생한다.  칼슘은 뼈를 형성

하는데 필요한 중요한 미네랄 중 하나이다.  충분한 칼슘 및 비타민 D를 얻지 못하거나, 또는 신체가 음식물로

부터 충분한 칼슘을 흡수하지 못한다면, 뼈는 부서지기 쉬워지고 골절될 가능성이 많아진다.  폐경기 시기에 있

는 여성에서 에스트로겐의 저하 및 남성에서 테스토스테론의 저하는 뼈 손실의 원인이 된다.

골다공증에 의해 야기되는 골절은 주된 건강 문제를 구성하며 건강 관리 시스템 상에 막대한 경제적 부담을 준[0005]

다.  골다공증으로 인한 어느 골절의 생애 위험은 서양에서 높으며(여성에서 약 50% 및 남성에서 약 20%), 골절

은 현저한 치사율 및 이환율과 연관된다.  피질골(cortical bone)은 신체에서 뼈의 약 80%를 구성하며, 여러 연

구들은 피질골이 뼈 강도의 주요 결정인자이며, 이에 따라 골절 민감성의 주요 결정인자임을 보여주었다.  65세

이후에 뼈 손실은 해면질골이 아니라 주로 피질골에서의 손실에 기인한다(Lancet, 2010, May 15; 375(9727):

1729-36).   

골격은 뼈 형성 골아세포(OBs) 및 뼈흡수 파골 세포(OCLs)에 의해 리모델링된다.  대식세포 콜로니 자극인자(M-[0007]

CSF)는 OCLs 전구세포의 증식 및 생존을 증가시킬뿐만 아니라 OCL에서 핵인자-κB(RANK)의 리셉터 활성제의 발

현을 상향조절한다.  이는 RANK 리간드(RANKL)가 바인딩하고 OCL 형성을 이끄는 시그널링 캐스케이드를 개시하

도록 한다.  RANKL의 영향은  RANKL에 대한 유인 리셉터인 오스테오프로테게린(OPG)에 의해 저해될 수 있다.

염증과 뼈 손실 간의 연관성은 잘 확립되어 있으며, 자가면역 질병에서 파골성 뼈흡수는 활성화된 T 세포에 의[0009]

해 생성된 염증 사이토카인에 의해 유도된다.  또한, 여러 연구는 고 민감성 C-반응 단백질(hsCRP)의 다소 상승

된 혈청 수준으로 나타나는 덜 심각한 전신성 염증이 낮은 BMD, 상승된 뼈흡수 및 증가된 골절 위험과 연관되는

것으로 입증되었다.  폐경기 후에 일어나는 에스트로겐 결핍은 파골세포의 증가된 형성 및 연장된 생존을 이끈

다.  이는 파골세포 생성을 촉진하는 사이토카인의 증가된 생산을 이끄는 에스트로겐의 면역억제 효과의 손실

및 OCLs에 대한 에스트로겐의 직접적인 영향을 포함하는 다수의 인자에 기인하는 것으로 제시된다.  이러한 데

이터에 의거하면, 염증 사이토카인 TNFα 및 IL-1의 차단은 초기 폐경기후 여성에서 뼈흡수 마커들의 감소를 이

끈다.

최근에, 건강 및 질병 모두를 위해 장내 미생물(gut microbiota)(GM)의 중요성이 집중적으로 연구되어 왔다.[0011]

GM은 총괄적으로 인간 게놈 보다 150배 더 많은 유전자를 함유하는 엄청난 양의 박테리아로 구성된다.  이는 출

생시 얻어지며, 구별되는 실재(distinct entity)임에도 불구하고, 분명히 인간 게놈과 함께 공진화하고, 다양한

방식으로 이의 숙주와 소통하고 영향을 미치는 다세포 생물로 간주될 수 있다.  GM의 구성은 음식 및 항생체 치

료와 같은 다수의 환경적 요인에 의해 조절된다.  장내 미생물에 의해 생산된 분자들은 유익할 수도 있고 해로

울 수도 있으며, 장 내의 내분비 세포, 장 신경계, 장 투과성 및 면역 시스템에 영향을 미치는 것으로 알려져

있다.   동요된  미생물  구성은  크론병,  궤양성  대장염,  류마티스성  관절염,  다발성  경화증,  당뇨,  음식

알레르기, 습진 및 천식뿐만 아니라 비만 및 대사 증후군을 포함하여 장 내외에서 다양한 염증 조건에 연루되는

것으로 상정되어 왔다.
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프로바이오틱 박테리아는 적절한 양으로 투여될 경우에 숙주에 건강상의 이점을 제공하는 살아있는 미생물로서[0013]

정의되며, 장 내 미생물의 구성을 변화시키는 것으로 여겨진다.  제시된 기저 메커니즘은 증가된 용해성 및 미

네랄 흡수, 증가된 배리어 기능 및 면역 시스템의 조절을 포함하여 여러 가지가 있다.

Gilman 등(The effect of Probiotic Bacteria on Transepithelial 10 Calcium Transport and Calcium uptake[0015]

in Human Intestinal-like Caco-2 cells, Curr. Issues Intestinal Microbial. 7: 1-6)은 락토바실러스 살리

바리우스(Lactobacillus  salivarius)(UCC  118)의  스트레인  및  비피도박테리아  인판티스(Bifidobacterium

infantis)(UCC 35624)의 스트레인을 인간 장-유사 Caco-2 세포에서 배양시 칼슘 흡수 및 경상피 칼슘 수송에 대

해 시험하였다.  상기 스트레인들은 완전히 분화된 16-d 령의 Caco-2 세포에서 경상피 칼슘 수송에 영향을 미치

지 못하였다.   24시간  후  Caco-2  세포  단층  내로의 칼슘 흡수는 락토바실러스 살리바리우스(Lactobacillus

salivarius)에 노출된 세포에서 현저히 더 높았다.

WO99/02170에는 음식물로부터 칼슘, 아연, 철 및 마그네슘과 같은 미네랄의 흡수를 촉진하거나 증가시키기 위해[0017]

발효되지 않은 장 조성물의 제조에 락토바실리를 사용하는 것이 기재되어 있다.  여기서 수행되고 상기 주장된

흡수를 뒷받침하는 실험은 Caco-2 장 세포주(발암성 세포주)를 이용한 칼슘 수송의 시험관 내 모델이다.

KR101279852에는  칼슘  및  마그네슘에  부가적으로  기탁번호  KCTC11870BP를  갖는  스트렙토코커스  써모필러스[0019]

(Streptococcus  thermophilus),  기탁번호  KCTC  11868BP를  갖는  락토바실러스  람노서스(Lactobacillus

rhamnosus), 및 기탁번호 KCTC11866BP를 갖는 락토바실러스 파라카세이(Lactobacillus paracasei)와 같은 특정

젖산 박테리아 스트레인을 함유하는 골다공증 예방 또는 치료용 조성물이 기재되어 있다.

발명의 내용

해결하려는 과제

당해 기술분야에는 아직도 여전히 인간에서 골다공증에 대한 효과적인 예방 및 치료법을 개발할 필요성이 있다.[0021]

과제의 해결 수단

본 발명은 일 견지로 포유류, 바람직하게는 인간에서 골다공증의 치료 또는 예방에 사용되거나 또는 Ca
2+
 이온의[0023]

흡수를 증가시키는데 사용되는, 락토바실러스 파라카제이(Lactobacillus paracasei)로부터 선택된 적어도 하나

의 프로바이오틱 스트레인, 또는 락토바실러스 플랜타럼(Latobacillus plantarum)으로부터 선택된 적어도 하나

의 프로바이오틱 스트레인과 함께 사용되는 락토바실러스 파라카제이(Lactobacillus  paracasei)로부터 선택된

적어도 하나의 프로바이오틱 스트레인에 관한 것이다.

도면의 간단한 설명

도 1은 실험 1 및 2에 기재된 바와 같이 다양한 박테리아 스트레인으로 처리한 Ca
2+
 수송을 나타낸다.[0025]

도 2는 실험 1 및 2에 기재된 바와 같이 2시간 후 세포 내에 잔존하는 세포 내 Ca
2+
를 나타낸다.

도 3은 실험 3의 실험 디자인 및 체중을 나타낸다.  실험 디자인 (A)의 개요.  ovx 또는 sham 수술 2주 전에 시

작하여 8주령 마우스를 6주 동안 비이클(veh), 단일 락토바실러스(L) 스트레인(L. para) 또는 3 스트레인의 혼

합물(L. mix)로 처리하였다.  L. 스트레인들은 10
9
 콜로니-형성 유닛(cfu)/ml의 농도로 음용수에 주어졌으며,

한편 컨트롤 마우스에는 비이클이 함유된 수돗물이 주어졌다.  마우스들은 시험 마지막에 14주령이었으며, 차후
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분석을 위해 조직들이 수집되었다.  Ovx는 sham 마우스에 비해 예측된 바와 같이 증가된 체중을 이끌었으며, 이

는 프로바이오틱 치료(B) 후와 다르지 않았다.  결과는 평균±SEM(n=9-10)으로 주어졌다.  ** p≤0.01.  스튜던

트 T 검정 ovx 대 sham.

도 4는 프로바이오틱스가 ovx 유도된 피질골-손실로부터 마우스를 보호하는 것을 나타낸다.  ovx 유도된 뼈-손

실에 대한 프로바이오틱 치료의 예방 효과를 시험하기 위해, ovx 또는 sham 수술 2주 전에 시작하여 8주령 마우

스를 6주 동안 비이클(veh), 단일 락토바실러스(L) 스트레인(L. para) 또는 3 스트레인의 혼합물(L. mix)로 처

리하였다.  실험의 마지막에, 절개된 대퇴골을 고해상도 μCT 및 주변 정량 컴퓨터 단층촬영(pQCT)로 분석하였

다.  비이클 및 L. mix 처리된 sham 및 ovx 그룹으로부터 얻어진 한 피질 섹션의 대표적인 μCT 이미지(A).  피

질골 미네랄 함량(BMC)(B) 및 피질 영역(C)을 대퇴골의 중간 뼈 몸통 부위에서 pQCT에 의해 측정하였다.  값은

평균±SEM, (n=9-10)으로 주어졌다.  ** p≤0.01, * p≤0.05.  스튜던트 T 검정 ovx 대 sham.  #p≤0.05, 그룹

들, ovx L. Para 및 L. mix 대 ovx 비이클 내에서 Dunnett's post hoc 시험이 수반된 ANOVA.

도 5는 프로바이오틱스가 피질골에서 염증 사이토카인의 발현 및 RANKL/OPG 비율을 감소시키는 것을 나타낸다.

뼈흡수를 촉진하는 것으로 알려진 유전자의 발현의 QRT-PCR 분석; ovx 유도된 뼈-손실에 대한 프로바이오틱 치

료의 예방 효과를 시험하기 위해, ovx 또는 sham 수술 2주 전에 시작하여 비이클(veh) 또는 3가지 프로바이오틱

락토바실러스 스트레인들(L. mix)로 6주 동안 처리된 14주령 난소 적출된(ovx) 마우스의 피질골에서, (A) 종양

괴사 인자 알파(TNFα), (B) 인터루킨-1β(1L-1β), (C) 인터루킨-6(IL-6), (D) 핵 인자 카파-B 리간드의 리셉

터 활성인자(RANKL) 및 오스테오프로테그린(OPG)의 비율, 및 (E) OPG에 대한 개별 그래프, (F) 뼈 형성을 촉진

하는 것으로 알려진 RANKL 및 유전자들; (G) 오스테릭스, (H) 콜라겐, 타입 I, α1(Col1α1) 및 (I) 오스테오칼

신.  값은 평균±SEM(n=9-10)으로 주어졌다.  n=9-10.  * p≤0.01.  스튜던트 T 검정 ovx 대 sham.

도 6은 Ca의 분획 배출이 비이클 처리된 마우스에서 ovx에 의해 증가하였으나, L. para 또는 L. mix 처리된 마

우스에서는  ovx에 의해 증가하지 않았음을 나타낸다.  ovx 또는 sham 수술 2주 전에 시작하여 비이클(veh), 단

일 락토바실러스(L) 스트레인(L. para) 또는 3가지 스트레인들의 혼합물(L. mix)로 6주 동안 처리된 14주령 마

우스로부터 혈청 및 소변에서 Ca 및 크레아티닌을 측정하였다.  소변의 분획 Ca 배출은 식 FECa = (소변 Ca ×

혈청 크레아티닌)/(혈청 Ca × 소변 크레아티닌)으로 산출되었다.  값은 평균±SEM으로 주어졌으며, 각 그룹에

서 n=5-10이다.  * p≤0.05.  스튜던트 T 검정 ovx 대 sham.  #p≤0.05, 그룹들, ovx L. Para 및 L. mix 대

ovx 비이클 내에서 Dunnett's post hoc 시험이 수반된 ANOVA.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 발명은, 일 구현으로, 포유류, 바람직하게는 인간에서 골다공증의 치료 또는 예방에 사용되거나 또는 Ca
2+
 이[0026]

온의 흡수를 증가시키는데 사용되는, 락토바실러스 파라카제이(Lactobacillus paracasei)로부터 선택된 적어도

하나의 프로바이오틱 스트레인, 또는 락토바실러스 플랜타럼(Latobacillus  plantarum)으로부터 선택된 적어도

하나의 프로바이오틱 스트레인과 함께 사용되는 락토바실러스 파라카제이(Lactobacillus paracasei)로부터 선택

된 적어도 하나의 프로바이오틱 스트레인에 관한 것이다.

본 발명은, 발명의 일 구현으로, 피질골 손실을 억제함으로써, 뼈 미네랄 함량 손실을 억제함으로써, 그리고 뼈[0028]

흡수를 억제함으로써 골다공증의 치료 또는 예방에 사용되는 적어도 하나의 프로바이오틱 스트레인에 관한 것이

다.

피질골은 체 내에서 뼈의 약 80%를 구성하며, 여러 연구들은 피질골이 뼈 강도의 주요 결정인자이며, 이에 따라[0030]

골절 민감성의 주요 결정인자임을 보여주었다.   본 발명의 실험에서 락토바실러스 파라카제이(Lactobacillus

paracasei) 종들의 프로바이오틱 스트레인 단독 또는 락토바실러스 플랜타럼(Latobacillus plantarum) 종들의

스트레인들과의 조합은 피질골 손실을 억제하는 것으로 나타났다.  또한 본 발명의 실험에서 프로바이오틱 처리

는 뼈에서 면역 상태를 변화하게 하여 약화된 뼈흡수를 이끄는 것으로 나타났다.  더욱이, 본 발명의 실험에서

뼈 미네랄 함량은 비이클 그룹에 비해 프로바이오틱 그룹에서 감소되지 않은 것으로 나타났다(도 4a-c).  피질

골 내 뼈 미네랄 함량은 비이클 그룹에 비해 두 프로바이오틱 그룹에서 더 높았다(p<0.05, 도 4b).
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본 발명은 포유류, 바람직하게는 인간에서 골다공증의 치료 또는 예방에 사용하기 위해, 뼈 미네랄 함량 손실을[0032]

억제하기 위해, 뼈-손실을 억제하기 위해 사용되는, 락토바실러스 파라카제이(Lactobacillus paracasei)로부터

선택된 적어도 하나의 프로바이오틱 스트레인, 또는 락토바실러스 플랜타럼(Latobacillus  plantarum)으로부터

선택된  적어도  하나의  프로바이오틱  스트레인과  함께  사용되는  적어도  하나의  락토바실러스  파라카제이

(Lactobacillus paracasei)에 관한 것이다.

본 발명은 포유류, 바람직하게는 인간에서 뼈 미네랄 함량 손실을 억제하는데 사용하기 위해, 뼈-손실을 억제하[0034]

기 위해 사용되는, 락토바실러스 파라카제이(Lactobacillus paracasei)로부터 선택된 적어도 하나의 프로바이오

틱 스트레인, 또는 락토바실러스 플랜타럼(Latobacillus plantarum)으로부터 선택된 적어도 하나의 프로바이오

틱  스트레인과  함께  사용되는  적어도  하나의  락토바실러스  파라카제이(Lactobacillus  paracasei)에  관한

것이다.

본 발명의 일 구현으로, 적어도 둘 이상의 락토바실러스 플랜타럼(Latobacillus plantarum) 스트레인이 적어도[0036]

하나의 락토바실러스 파라카제이(Lactobacillus paracasei) 스트레인과 함께 사용된다.  다른 구현으로, 예를

들어 3 이상과 같이 적어도 둘 이상의 락토바실러스 파라카제이(Lactobacillus paracasei) 스트레인이 적어도

하나의 락토바실러스 플랜타럼(Latobacillus plantarum) 스트레인과 함께 사용된다.

본 발명의 일 구현으로, 프로바이오틱 스트레인은 살아있으며 불활성화된 것이나 또는 사멸된 것이다.  본 발명[0038]

의 일 구현으로, 상기 스트레인은 적어도 하나의 캐리어를 부가적으로 포함하는 조성물에 존재한다.  캐리어는

예를 들어 식이 보조제에 통상적으로 사용되는 어느 캐리어일 수 있다.  캐리어는 기능성 식품 또는 다른 종류

의 식품에 사용될 수 있는 오트밀 캐리어 또는 보리 캐리어와 같은 시리얼 베이즈드 캐리어일 수 있다.  캐리어

는 섭취 전에 프로바이오틱 스트레인이 그 안에서 혼합되는 물 또는 어느 다른 수성 용매일 수 있다.

본 발명의 일 구현으로, 상기 조성물은 예를 들어, 칼슘 카보네이트, 칼슘 클로라이드, 시트르산의 칼슘염, 칼[0040]

슘 글루코네이트, 칼슘 글리세로포스페이트, 칼슘 락테이트, 칼슘 옥사이드, 칼슘 설페이트와 같은 염의 형태로

부가적인 Ca
2+
로 보충된다.  Ca

2+
의 권장 일일 섭취량(RDI)은 800mg이다.  상기 조성물 내에서 Ca

2+
의 양은 RDI의

10-40% 범위 내, 바람직하게 RDI의 15-30%의 범위 내일 수 있다.  따라서, 상기 조성물 내에서 예를 들어 염 형

태의 Ca
2+
의 양은 80-320mg 범위 내, 바람직하게 120-240mg 범위 내일 수 있다.  상기 조성물에 첨가되는 Ca

2+
의

양은 상기 조성물이 여전히 안정하고 이의 유익한 효과를 제공하도록 상기 범위 내에서 어느 양으로 조절될 수

있다.

상기 조성물은 건조된, 비-발효 조성물이거나 발효 조성물일 수 있다.  건조된, 비-발효 조성물의 경우에, 발표[0042]

는 개체에 의해 조성물의 섭취 후에, 즉 소화관 내에서 일어난다.  또한, 스트레인들은 조성물 내에 동결-건조

된 스트레인들로서 존재할 수 있다.

락토바실러스  파라카제이(Lactobacillus  paracasei)의  프로바이오틱  스트레인은  락토바실러스  파라카제이[0044]

8700:2, DSM 13434, 및 락토바실러스 파라카제이 02:A, DSM 13432로부터 선택될 수 있으며, 락토바실러스 플랜

타럼(Latobacillus plantarum)의 프로바이오틱 스트레인은 락토바실러스 플랜타럼 299, DSM 6595, 락토바실러스

플랜타럼 299v,  DSM  9843,  락토바실러스 플랜타럼 HEAL 9, DSM 15312, 락토바실러스 플랜타럼 HEAL 19, DSM

15313, 및 락토바실러스 플랜타럼 HEAL 99, DSM 15316으로부터 선택될 수 있다.

락토바실러스  파라카제이  8700:2,  DSM  13434,  및  락토바실러스  파라카제이  02:A,  DSM  13432는  Deutsche[0046]

Sammlung von Mikroorganimsen und Zellkulturen GmbH에 2000년 4월 10일자로 기탁되었다.
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락토바실러스 플랜타럼 HEAL 9, DSM 15312, 락토바실러스 플랜타럼 HEAL 19, DSM 15313, 및 락토바실러스 플랜[0048]

타럼 HEAL 99, DSM 15316은 Deutsche Sammlung von Mikroorganimsen und Zellkulturen GmbH에 2002년 12월 28

일자로 기탁되었다.

락토바실러스 플랜타럼 299v, DSM 9843은 1995년 3월 21일자로, 그리고 락토바실러스 플랜타럼 299, DSM 6595는[0050]

1991년 7월 5일자로 Deutsche Sammlung von Mikroorganimsen und Zellkulturen GmbH에 기탁되었다.

본  발명의  일  구현으로,  상기  적어도  하나의  스트레인을  포함하는  조성물은  식품,  식이  보조제,  의료식품[0052]

(medical food), 기능성 식품 및 영양식품(nutritional food)으로 구성되는 그룹으로부터 선택될 수 있다.

상기 조성물이 식품인 경우에, 이는 채소, 요구르트, 주스, 아이스크림, 빵, 비스킷, 시리얼, 헬스바(health[0054]

bars) 및 스프레드(spreads)를 포함하는 그룹으로부터 선택될 수 있다.

상기 언급된 어느 스트레인이 식이 보조제와 같은 조성물에 사용될 경우에, 첨가될 캐리어(들)은 당해 기술분야[0056]

의 통상의 기술자에 알려져 있다.  식이 보조제에 보통 사용되는 어느 다른 성분들은 당해 기술분야의 통상의

기술자에게 알려져 있으며, 또한 상기 스트레인들과 함께 통상적으로 첨가될 수 있다.

본 발명의 일 구현으로, 상기 언급된 프로바이오틱 스트레인(들)은 조성물에 약 1×10
6
 - 1×10

14
 CFU, 바람직하[0058]

게 1×10
8
 - 1×10

12
, 그리고 보다 바람직하게 1×10

9
-1×10

11
의 양으로 존재한다.  또한 상기 스트레인들은, 섭

취 전에 상기 스트레인들이 그 안에서 첨가되거나 혼합되는 물이나 또는 어느 다른 수성 비이클에 상기 양으로

단독으로 사용될 수 있다.

본 발명은 포유류에 의해, 바람직하게 노인, 폐경기후 여성 및 폐경기전 여성과 같이, 뼈 손실, 뼈 미네랄 함량[0060]

손실 및 증가된 뼈-손실 또는 뼈흡수가 문제이거나 또는 문제가 될 수 있는 어느 인간에 의해 사용되는 것이 적

합하다.

건강을 유지하고 골다공증을 앓는 것을 예방하기 위해 건강한 인간이 또한 자연적으로 본 발명으로부터 이로움[0062]

을 받을 수 있다.

실시예[0064]

실험 1[0065]

재료 및 방법[0066]

"수송 용액(transport solutions)"; 총 양 6ml[0067]

수송 용액은 Ca 및 Mg, Hepes(2%), 글루타민(4mM), D-Glc(3, 5g/l) 및 CaCl2·2H2O(1.47g/l)가 함유된 행크 발[0068]

란스트 염 용액(Hank's Balanced Salt solution)(HBSS)을 함유하였다.  상기 용액의 분석은 10.65mM의 [Ca
2+
]를

제공하였다.

"기저 용액(basal solution)"[0069]
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수송 용액과 마찬가지이나, 다만 외부 칼슘의 첨가가 없었다.  이 용액의 분석은 [Ca
2+
] 1.22mM을 제공하였다.[0070]

실험 1:[0072]

1.  수용 용액 단독의 컨트롤[0073]

2.   수송  용액  내의  4.02×10
8
 박테리아/6ml에  상응하는,  동결건조된  락토바실러스  플랜타럼(Latobacillus[0074]

plantarum) 299 v.  0.788mg

3.  수송 용액 내의 락토바실러스 플랜타럼 299 v.  4.02×10
8
 박테리아/6ml[0075]

4.  수송 용액 내의 락토바실러스 플랜타럼 299.  4.95×10
8
 박테리아/6ml[0076]

5.  수송 용액 내의 락토바실러스 플랜타럼 HEAL 19, 4.95×10
8
 박테리아/6ml[0077]

6.  수송 용액 내의 AMJ 1277.  4.95×10
8
 박테리아/6mL. AMJ 1277은 락토바실러스 플랜타럼 299 v.의 돌연변이[0078]

형태이다.

실험 2:[0080]

1.  수송 용액 내의 CNCM 1-2332, 락토바실러스 아시도필러스(Lactobacillus acidophilus)(La10); +4.95×10
8

[0081]

박테리아/6ml

2.  수송 용액 내의 락토바실러스 플랜타럼 299 v. 4.02×10
8
 박테리아/6ml[0082]

3.  컨트롤 - 수송 용액 단독[0083]

스트레인 La10을 제외한 모든 스트레인들은 30ml의 MRS에서 호기 배양되었다(30℃, 210rpm).  La10은 37℃에서[0085]

배양되고, 밀봉 전에 멸균 여과된 질소로 덮혀졌다.  배양된 세포의 수는 3×10
8
/플라스크이었다.  박테리아는

밤새 사전배양되고, 접종시 지수기이었다.  세포들은 OD600=0.1-0.5에서 수거되고, 각 스트레인에 대해 4.02×

10
8
 세포에 상응하는 양이 수집되었다.  이러한 시료들을 5000rpm에서 3분간 원심분리하고, 상층액을 붓고, 세

포들을 NaCl(0.9%)에 재현탁하였다.  세포들을 다시 원심분리하고, 상층액을 비웠다.  그 다음 세척된 펠렛을

상기 수송 용액에 현탁하였다.

Caco-2 세포들을 시험 전에 PBS로 (2회) 세정하였다.  
45
CaCl2(74kBq/ml)을 수송 용액에 첨가하였다.  그 다음,[0087]

그 혼합물을 0.5ml의 용량으로 장착물 상에서 자라고 있는 Caco-2  세포들에 첨부에서(apically)  첨가하였다.

이에 따라 각 웰에 6.7×10
7
박테리아/ml을 확보하였다.  HBSS(1.22mM) 내에 내생성 [Ca

2+
]만을 함유하는 기저 용

액(1.5ml)만 기저 챔버에 첨가하였다.  현탁액들 및 컨트롤들이 2시간 동안 상기 Caco-2 세포들 상에서 작용하

도록 두었다.  그 다음, 이것들을 흡입하고, 세포들을 WO99/02170에 기재된 방법에 따라 아이스-콜드 세정 버퍼

로 3회 세정하였다.  이후 상기 Caco-2 세포들을 0.5ml의 NaOH에서 용해하였다.  신틸레이터(Tri-carb 2800TR,

Perkin Elmer)의 도움으로 수송을 측정하기 위해 기저 챔버 내의 용액들을 수집하였다.  용해물을 
45
Ca에 대해뿐

만 아니라, 단백질 함량에 대해 분석하였다.  Ca
2+
 수송/흡수에 대해 측정된 모든 값들을 각 세포들 내의 단백질

함량에  대해  정규화하였다.   모든  웰들을  시험  용액을  이용한  배양  전후에  경상피  내성(transepitelial

resistance)(TEER)에 대해 체크하였다.  시험 전후에, TEER의 차이가 없는 것을 알 수 있었다.  상피가 새지 않

는 것을 확실히 하기 위해 TEER을 측정하였다.  시험 후 내성의 차이는 세포간 결합이 사용된 용액에 의해 손상

될 수 있다는 의심을 일으킬 수 있다.
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결과[0089]

실험 1 및 2로부터 결과들의 비교를 가능케 하기 위해, 시험된 스트레인들로부터 얻어진 수송 및 흡수 데이터를[0090]

박테리아를 함유하지 않은 컨트롤 용액에 대해 정규화하였다.  따라서 모든 결과들은 (WO99/02170에서 수행된

바와 마찬가지로) 컨트롤의 퍼센트로 표현된다.  또한, 실험 1 및 2는 각각 세포배양 16일 및 21일에 수행되었

음에 주목되어야 한다.  일반적으로, 획득된 결과의 표준편차는 상대적으로 큰 것으로 관찰된다.  이는 Ca
2+
의

이용가능성의 편차를 이끄는 박테리아 및 Ca
2+
 집합의 일부 형태에 기인할 수 있다.  이는 나머지 시료들에 비해

표준편차가 상대적으로 작은 동결 건조된 박테리아에 대해서는 관찰되지 않는다.

실험  1의  결과는  AMJ1277  스트레인이  존재한  경우에  Ca
2+
 수송의  유의한  향상을  보여주었다(134.7±18.9%,[0092]

p=0.002)(도 1 참조).  다른 어떤 스트레인들(Lp299v 동결 건조되고 살아있는 Lp299, Lp HEAL 19)도 Ca
2+
의 수

송에 있어서 유의한 차이를 주지 못하였다(표 1 참조).  La10 및 Lp299v가 시험된 실험 2에서, Lp299v를 함유한

시료 대 박테리아를 함유하지 않은 컨트롤을 비교한 경우에(p=0.2), Ca
2+
의 수송에 있어서 유의한 차이가 검출되

지 않았다.   La10에  있어서 동일한 박테리아의 존재하에서 Ca
2+
 수송의 경미한 감소가 관찰되었으며(79.5±

19.3%), 이 변화는 유의하였다(p=0.049).

Ca
2+
의 흡수[0094]

여기에 나타낸 흡수 데이터는 2시간 후 상기 세포들에 존재하는 Ca
2+
의 양을 보여준다.  실제 흡수 데이터의 평[0095]

가를 위해, Ca
2+
의 세포 내 양은 측면 구획에서 검출된 Ca

2+
의 양에 더해져야 한다.  이러한 데이터의 합은 정단

막(apical membrane)을 통해 수송된 Ca
2+
의 총 양을 나타낸다.  이러한 실험들의 결과는 일반적으로 박테리아가

없는 컨트롤 용액에 비해 박테리아의 존재하에서 세포 내 [Ca
2+
]의 감소를 보여준다(도 2 참조).  그러나, 동결

건조되고 살아있는 Lp299v의 차이만이 유의하였다(p=0.04 및 p=0.02).  중간의 세포 내 Ca
2+
 수준은 수송된 Ca

2+

의 양에 비해 단지 소량의 퍼센트에 불과하다는 것에 주목해야 한다.  이러한 이유로, Ca
2+
의 입증된 효과는 수

송에 대해 미친 효과와 동일한 영향을 주지 못한다.  이는 보다 높은 세포 내 [Ca
2+
]를 갖지만 수송의 향상을 나

타내지 못한, 동결건조되고 살아있는 Lp299v에 대해 관찰될 수 있다.

결론[0097]

AMJ1277  스트레인, 돌연변이 락토바실러스 플랜타럼(Latobacillus  plantarum)  299v의 존재하에서, 컨트롤 및[0098]

나머지 스트레인들에 비해 증가된 수송뿐만 아니라 총 칼슘 흡수가 관찰된다.  따라서, 조사된 스트레인들간에

편차가 존재한다.

실험 3[0100]

난소 적출된 마우스-모델 및 프로바이오틱 처리[0101]

난소 적출(ovx)은 변화된 면역 상태와 관련된 뼈 손실을 일으킨다.  본 실험의 목적은 프로바이오틱 처리가 ovx[0102]

유도된 뼈 손실로부터 마우스를 보호하는지 조사하는 것이었다.  마우스들은 ovx 2주 전에 시작하여 6주 동안

음용수에 주어진 락토바실러스(L) 스트레인, L. 파라카제이(L. paracasei) DSM13434(L. para) 단독 또는 3가지

스트레인들, L. 파라카제이(L. paracasei) DSM 13434, L. 플랜타럼(L. plantarum)DSM 15312 및 DSM 15313(L.

mix)의 혼합물로 처리되었다.
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6주령 C57BL/6N 암컷 마우스를 Charles River(Germany)로부터 구입하였다.  마우스들을 조절된 온도(22℃) 및[0104]

광주기(12-h 빛, 12-h 어둠) 하의 표준 동물 시설에 수용하고, 신선한 물 및 콩-무함유 먹이 펠렛 R70(Lactamin

AB, Stockholm, Sweden)에 자유로이 접근하도록 하였다.  골다공증에 대한 난소 적출된(ovx) 모델은 폐경기후

골다공증의 치료에 사용되는 제제에 대한 전임상 및 임상 평가를 위한 FDA 가이드라인에 포함된다.   ovx 유도

된 뼈-손실에 대한 프로바이오틱 처리의 예방 효과를 조사하기 위해 프로바이오틱 처리는 ovx 2주 전에 시작하

였다.  마우스들은 6주 동안 락토바실러스(L) 스트레인, L. 파라카제이(L. paracasei) DSM13434(L. para) 단독

또는  L.  mix로  지칭된  3가지  스트레인들,  L.  파라카제이(L.  paracasei)  DSM  13434,  L.  플랜타럼(L.

plantarum)DSM 15312 및 DSM 15313의 혼합물로 처리되었다.  프로바이오틱 스트레인들은 이들의 항염증 특성에

기초하여 선택되었다.  L. 스트레인들은 10
9
 콜로니-형성 유닛(cfu)/ml의 농도로 음용수에 주어졌으며, 한편 컨

트롤 마우스에는 비이클이 함유된 수돗물이 주어졌다.  물병들은 매일 오후에 갈아주었다.  물병들 내에서 L.

스트레인들의 생존율을 정기적으로 체크하고, 24시간 후 농도는 약 10
8
 cfu/ml로 1로그 유닛 저하되었다.  각

마우스들은 평균 4.5ml  물/day  섭취하였다.   프로바이오틱 처리 2주 후,  마우스들은 모조 수술되거나(sham-

operated) 또는 아이소플루란(Forene; Abbot Scandinavia, Solna, Sweden)을 이용한 흡입 마취 하에 난소 적출

되었다.  수술 4주 후, Ketalar/Domitor vet을 이용한 마취하에 액와정맥으로부터 혈액을 수집하고, 마우스들을

후속적으로 경추탈골에 의해 희생시켰다.  RNA 준비를 위한 조직을 즉시 제거하고, 차후 분석을 위해 액체 질소

에 스냅-동결(snap-frozen)하였다.  뼈들을 절제하고 4% 파라포름알데히드에 고정하였다.  모든 동물 실험은 고

텐버그(Gothenburg) 대학의 동물 연구를 위한 지방 윤리 위원회에 의해 승인되었다.

주변 정량 컴퓨터 단층촬영(pQCT).[0106]

컴퓨터 단층촬영 스캔을 70㎛의  해상도에서 작동하는 pOCT  XCT  RESEARCH  M  (version  4.5B,  Norland,  Fort[0107]

Atkinson, WI, USA)를 이용하여 수행하였으며, 피질골 파라미터를 대퇴골의 중간 뼈 몸통 부위에서 생체 외 분

석하였다.

고해상도 μCT[0109]

고해상도 μCT 분석은 1172 모델 μCT(Bruker micro-CT, Aartselaar, Belgium)을 이용하여 원위 대퇴골(distal[0110]

femur) 상에서 수행하였다.  대퇴골은 50kV의 X-선 튜브 전압 및 201μA의 전류 및 0.5-mm 알루미늄 필터로 이

미지화되었다.  스캐닝 각 회전은 180°이었으며, 각 증가는 0.70°이었다.  복셀(voxel)  크기는 등방성으로

4.48μm이었다.  NRecon(version 1.6.9)은 스캔 후 재구성을 수행하는데 이용되었다.  대퇴부에서, 말단 성장

플래이트에 대한 해면골(trabecular bone) 근부(proximal)가 성장 플래이트로부터 538.5μm의 거리에서 시작하

여 근부 방향으로 134.5μm의 추가 세로방향 거리를 확장하는 관심있는 적합 용량 내에서 분석을 위해 선택되었

다.  피질 측정은 성장 플래이트로부터 3.59mm의 거리에서 시작하여 근부 방향으로 134.5μm의 추가 세로방향

거리를 확장하는 대퇴부의 뼈 몸통 부위에서 수행하였다.  BMD 분석을 위해, 장비는 세라믹 표준 시료로 보정되

었다.

RNA 분리 및 실시간 PCR[0112]

총 RNA는 TriZol Reagent(Invitrogen, Lidingb, Sweden)을 이용하여 피질골 및 골수(말단이 제거된 대퇴골 및[0113]

동결  전에  PBS로  세정된  골수)로부터  준비하였다.   RNA를  High-Capacity  cDNA  Reverse  Transcription

Kit(#4368814, Applied Biosystems, Stockholm, Sweden)을 이용하여 cDNA로 역전사하였다.  RT-PCR 분석은 ABI

Prism  7000  Sequence  Detection  System(PE  Applied  Biosystems)을  이용하여  수행하였다.   IL-

6(Mm00446190_m1),  IL-1β(Mm00434228_m1),  TNFα(Mm00443258_m1),  RANKL  (Mm00441908_m1),

OPG(Mm00435452_m1),  Runx2(Mm00501580_m1),  Col1α1(Mm00801666_g1),  osteocalcin(Mm01741771_g1)  및 TGFβ

1(Mm03024053_m1)mRNA 수준의 분석을 위해 Applied Biosystems(Sweden)으로부터 사전 디자인된 RT-PCR 어세이

를 이용하였다.  각 유전자의 mRNA 풍부도는 "표준 곡선 방법(standard curve method)"(User Bulletin 2; PE

Applied Biosystems)을 이용하여 산출되고, 18S(4308329) 리보솜 RNA의 발현에 대해 조절되었다.
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혈액 분석[0115]

분석은  혈청  및  뇨  칼슘(QuantiChromTM  Calcium  Assay  Kit(DICA-500),  Bioassays  systems,  Hayward,  CA,[0116]

USA), 혈청 및 뇨 크레아티닌(Mouse Creatinine Kit, Crystal Chem, Downers Grove, IL, USA)에 대하여 제조자

의 지시에 따라 수행되었다.   뼈흡수의 마커로서,  타입 I  콜라겐 프래그먼트의 혈청 수준을 RatLaps  ELISA

kit(Nordic Bioscience Diagnostics, Herlev, Denmark)를 사용하여 평가하였다.  오스테오칼신, 뼈 형성의 마

커의  혈청  수준은  마우스  오스테오칼신  면역방사계측  어세이  키트(Immutopics,  San  Clemente,  CA)로

측정하였다.

플로우 사이토메트리[0118]

골수 세포들은 주사기를 이용하여 하나의 대퇴골의 골 공동(bone cavity)을 통해 5ml PBS를 플러싱함으로써 수[0119]

거되었다.  515g에서 5분간 원심분리 후, 펠렛화된 세포들을 5분 동안 Tris-완충 0.83% NH4Cl 용액(pH 7.29)에

서  재현탁하여  적혈구를  용해한  다음,  PBS로  세정하였다.   골수  세포들을  사용  전에  RPMI  배지(PAA

Laboratories,  Pasching,  Austria)에 재현탁하였다.   골수에서 백혈구의 총 수는 자동 세포 카운터(Sysmex,

Hamburg, Germany)를 사용하여 산출하였다.  플로우 사이토메트리 분석을 위해, 세포들은 T 헬퍼 세포의 검출을

위한 CD4에 대한 알로피코시아닌(APC)-컨주게이티드 항체(Beckton-Dickinson)  및 과립성 백혈구 제거를 위한

Gr-1/Ly-6G에 대한 페리디닌-클로로필 단백질(PerCP)-컨주게이티드 항체(BioLegend) 및 OCL 전구세포의 검출을

위한  CD11b에  대한  FITC-컨주게이티드  항체(Beckton-dickinson)로  염색되었다.   그  다음,  세포들은

FACSCalibur(8D  Pharmingen,  Franklin  Lakes,  NJ  USA)  상에서  형광  활성화  세포  분리기 분석을 받았으며,

FlowJo 소프트웨어를 이용하여 분석되었다.  결과는 세포 빈도로 나타내었다(%).

통계 분석[0121]

모든 통계학적 결과를 평균±SEM으로 나타내었다.  그룹 간 차이는 언페어드 T 검정(unpaired t test)을 사용하[0122]

여 산출하였다.  다중 그룹들 간의 비교는 일원 분산분석(ANOVA)을 수행한 다음, 다중 비교에 대한 보정을 위해

두네트 검정(Dunnett's test)을 사용하여 산출하였다.  양측 검정 p≤0.05가 유의한 것으로 간주되었다.

결과 - 프로바이오틱 처리는 ovx-유도된 피질골 손실 및 증가된 뼈흡수로부터 마우스를 보호한다.[0124]

ovx-유도된 뼈-손실에 대한 프로바이오틱 처리의 예방 효과를 검출하기 위해, ovx 또는 sham 수술 2주 전에 시[0125]

작하여 8주령 마우스를 6주 동안 비이클(veh), 단일 락토바실러스(L) 스트레인(L. para) 또는 3 스트레인의 혼

합물(L. mix)로 처리하였다.  자궁 중량은 에스트로겐 상태의 지표로서 사용될 수 있으며, ovx는 모든 처리에

있어서 유사한 자궁 중량의 예기치 않은 감소를 일으켰다(표 2).  또한, ovs는 모든 처리군에서 체중, 지방량

및 흉선 중량을 증가시켰다(도 3b, 표 2).

비이클 처리된 마우스에서, ovx는 대퇴골의 중간-골간 부위에서 피질골 미네랄 함량 및 피질 단면 뼈 영역을 감[0127]

소시켰다(p<0.01, 도 4a-c).  중요하게도, ovx는 L. para 또는 L. mix 처리된 마우스에서 피질골 미네랄 함량

또는 피질 단면 뼈 영역을 감소시키지 않았다(도 4a-c).  피질골 미네랄 함량은 veh 처리된 ovx 마우스에 비해

L. para 및 L. mix 두 가지 모두 처리된 ovx 마우스에서 더 높았다(p<0.05, 도 4b).  피질골에 대한 프로바이오

틱의 예방 효과가, 영향을 받은 뼈흡수에 의한 것인지 검출하기 위해, C-말단 텔로펩티드(RatLaps)의 혈청 수준

을  분석하였다.   ovx는  veh-처리된  마우스에서  RatLaps의  수준을  증가시켰으나(sham에  비해  +45±11%,

p<0.05), L. para 처리된 마우스(20±9%, 유의하지 않음) 또는 L. mix 처리된 마우스(23±9%, 유의하지 않음)

에서는 그렇지 않았다.  혈청 오스테오칼신에 의해 나타난 바와 같이 뼈 형성은 프로바이오틱 처리에 의해 유의

하게 영향을 받지 않았다(데이터로 나타내지 않았음).  대퇴골의 원위 골간단 부위(distal metaphyseal region

of femur)에서 해면질골 파라미터(BV/TV 및 해면질 BMD)는 모든 처리그룹에서 ovx에 의해 유의하게 감소되었다

(p<0.05, 표 1).  이러한 발견은 프로바이오틱 처리가 ovx-유도된 피질골 손실 및 증가된 뼈흡수로부터 마우스

를 보호한다는 것을 입증한다.
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프로바이오틱은 피질골에서 염증 사이토카인 및 RANKL/OPG 비를 감소시킨다.[0129]

ovx-유도된 피질골 손실에 대한 프로바이오틱 처리의 효과에 관한 메커니즘을 조사하기 위해, 피질골에서 뼈 관[0130]

련 mRNA 전사물을 측정하였다(도 5).  파골세포형성을 촉진하는 골수세포에 의해 생성된 염증 사이토카인, TNF

α 및 뼈에 대한 TNFα의 효과의 하향조절자인 IL-1β의 mRNA 수준은 ovx 마우스에서 비이클 처리에 비해 프로

바이오틱 처리에 의해 유의하게 감소하였다(TNFα -46%, p<0.05; IL-1β -61%, 도 5a 및 5b).  IL-6의 발현은

처리  그룹들  간에  차이가  나지  않았으나,  프로바이오틱  처리  그룹에서  감소된  발현의  경향이  있었다(-20%,

p=0.12, 도 5c).

RANKL/오스테오프로테게린(OPG) 비는 파골세포형성의 주요 결정인자이며, 이에 따라 뼈흡수의 주요 결정인자이[0132]

다.  중요하게도, 프로바이오틱 처리는 RANKL/OPG 비를 감소시켰으며(veh에 비해 -45%, p<0.05), 이는 증가된

OPG 발현에 의해 일어났다(OPG; +28%, p<0.05 및 RANKL; +1%, 유의하지 않음, 도 5e, f).  이와 대조적으로, 3

가지 골아세포-연관 유전자들, Osterix, Col1α1 및 오스테오칼신의 mRNA 수준은 프로바이오틱 처리에 의해 영

향을 받지 않았다(도 5g-h).

골수에서 면역 상태[0134]

프로바이오틱 박테리아에 의해 가해진 항염증 효과의 일부는 조절 T(Treg) 세포의 유도를 통해 중재되는 것으로[0135]

여겨진다.  골수의 FACS 분석은 Treg(CD4
+
 CD25

+
 Foxp3

+
) 세포들의 빈도가 프로바이오틱-처리된 마우스에서가 아

니라 veh 처리된 마우스에서 ovx에 의해 감소된 것으로 나타났다(표 2).  Treg 세포들은 이들의 유도 및 유지에

대해 TGFβ에 의존하며, TGFβ1의 발현은 ovx 비이클 처리된 마우스에 비해 ovx 프로바이오틱-처리된 마우스로

부터 골수에서 증가되었다(+77±19%, p<0.01).

또한 프로바이오틱 처리가 골수에서 파골세포 전구세포(preOCLs)의 빈도를 조절하였는지 조사하였다.  골수에서[0137]

preOCLs(CD11b
+
 Gr1

-
)의 빈도는 어느 처리 그룹에서도 ovx에 의해 영향을 받지 않았다(표 2).

미네랄 대사 [0139]

칼슘의 뇨 분획 배출(FECa=(뇨 Ca × 혈장 크레아티닌)/(혈장 Ca × 뇨 크레아티닌))은 veh 처리된 마우스에서[0140]

ovx에 의해 증가되었다(+86%, p<0.05, 도 6).  ovx 유도된 FECa의 증가는 프로바이오틱 처리에 의해 완전히 억

제되었으며, 이는 Ca의 증진된 부착을 제시한다(도 6).  프로바이오틱 처리된 마우스가 아니라 veh에서 ovx 후

에 Ca의 증가된 혈청 수준이 일어나는 경향이 있었다(+13%, p=0.05, 표 3).  뇨 Ca/크레아티닌 비는 어느 처리

그룹에서도 ovx에 의해 영향을 받지 않았다(표 3).
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표 1

[0142]
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표 2

[0143]

표 1.  8주령 마우스에서 에스트로겐 반응성 기관 중량, 해면질골 및 골수 내 면역 세포.  해면질골 파라미터는[0144]

대퇴골의 원위 골간단 부위에서 고해상도 μCT; 조직 용량의 퍼센트로서 해면질골 용량(BT/TV); 해면질공 미네

랄 밀도(BMD)에 의해 분석하였다.  대퇴골 골수 세포는 CD4, Foxp3, CD25, CD11b 및 Gr1을 인지하는 항체들로

염색하였다.  값들은 총 골수 집단에서 Treg(CD4+ Fox3+ CD25+) 또는 preOCLs(CD11b+ Gr1-)의 퍼센트를 나타낸

다.  결과는 평균±SEM으로 주어지며, 각 그룹에서 n=6-10이다.  **p<0.01, *p<0.05, 스튜던트 t 검정 ovx 대

sham, #p<0.05, 그룹들 내의 ANOVA-Dunnets.

표 3

[0146]

표 2.  미네랄 대사 칼슘 및 크레아티닌은 14주령 마우스의 혈청 및 뇨에서 측정하였다.  결과는 평균±SEM으로[0147]

주어지며, 각 그룹에서 n=5-10이다.  **p<0.01, *p<0.05, (*)p=0.05.  스튜던트 t 검정 ovx 대 sham, #p<0.05,

그룹들 내의 ANOVA-Dunnets.

결론적으로, 본 발명의 데이터는 음용수 내 프로바이오틱이 ovx 유도된 피질골-손실을 감소시키는 것을 나타내[0149]

며, 이는 폐경기후 골다공증의 치료에 있어서 프로바이오틱의 치료학적 잠재력을 제시한다.  게다가, 그 결과는

골 질량의 조절에 대한 장내 미생물의 역할을 뒷받침한다.
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L. para 및 L. mix 처리 모두는 ovx-유도된 피질골 손실 및 증가된 뼈흡수로부터 마우스를 보호하였다.  피질골[0151]

미네랄 함량은 비이클(veh) 처리된 ovs 마우스에 비해 L. para 및 L. mix 처리된 ovx 마우스에서 더 높았다.

칼슘의 뇨 분획 배출 및 흡수 마커 RatLaps는 L. para 및 L. mix 처리된 ovx 마우스가 아니라 veh 처리된 마우

스에서 ovx에 의해 증가되었다.  따라서, 프로바이오틱스는 ovx 유도된 뇨 내의 칼슘 배출을 저해한다.  프로바

이오틱 처리는 ovx 마우스의 피질골에서 두 염증 사이토카인, TNFα 및 IL-1β의 발현을 감소시키고, OPG의 발

현을 증가시켰다.  또한, ovx는 프로바이오틱 처리된 마우스가 아니라 veh 처리된 마우스의 골수에서 조절 T-세

포(CD4+ CD25+ Foxp3+)의 빈도를 감소시켰다.  따라서, 프로바이오틱스는 골수에서 조절 T-세포의 빈도에 있어

서 ovx 유도된 감소를 저해한다.  또한, 프로바이오틱스는 골수에서 TGFb1의 발현을 증가시켰으며, 따라서 프로

바이오틱스는 흡수 마커 Rat Lap의 ovx 유도된 증가를 저해한다.  결론적으로, L. para 또는 L. mix를 이용한

처리는 ovx 유도된 피질골 손실을 억제한다.  본 발명의 발견은 염증 사이토카인의 감소된 발현 및 OPG의 증가

된 발현에 의해 입증된 바와 같이 이러한 프로바이오틱 처리가 뼈에서 면역 상태를 변화시키며, 이는 ovx 마우

스에서 약화된 뼈흡수를 일으키는 것을 나타낸다.

실시예 4[0153]

본 실시예에서, 상기 언급된 동일한 프로바이오틱스가 이미 난소 적출되어 이에 따라 이미 뼈-질량이 손실된 암[0154]

컷  마우스에서  상기와  같은  파라미터들(즉,  피질골  손실,  뼈  미네랄  함량,  뼈흡수)에  영향을  미치는지

조사된다.  난소 적출된 암컷 마우스는 여성에서 폐경기후 뼈 손실의 잘 확립된 모델이다.  실험의 시각표를 하

기에 나타내었다.  

마우스 난소 적출 => 4주 => 6주간 프로바이오틱 처리 => 종결[0155]

프로바이오틱스는 음용수에 주어지며, 난소 적출 4주 후에 처음으로 시작된다.  투여량은 10
9
 cfu/ml/day가 될[0156]

것이며, 난소 적출은 9-10주령에 수행될 것이다.  실험 종결 후 분석은 밀도 및 두께를 측정하기 위한 뼈의

(CT)가 될 것이며, 뿐만 아니라 혈청 분석 및 뼈 마커 분석이 될 것이다.

도면

도면1
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도면2

도면3
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도면4
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도면5

도면6
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