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명 세 서

청구범위

청구항 1 

글루텐 분해능을 가지고 글리아딘에 의해 감소된 췌장 프로테아제 활성을 증가시키면서 장 조직 손상을 억제시

키는 락토바실러스 파라카제이(Lactobacillus  paracasei)  GLU70  균주(KCTC13415BP)를 유효성분으로 함유하는

글리아딘으로 야기된 염증성 장 질환의 예방, 개선 또는 치료용 약학적 조성물에 있어서,

상기 글리아딘으로 야기된 염증성 장 질환은 새는장증후군(장누수증후군, leaky gut syndrome)인 것을 특징으로

하는 글리아딘으로 야기된 염증성 장 질환의 예방, 개선 또는 치료용 약학적 조성물.

청구항 2 

청구항 1에 있어서,

상기 글리아딘으로 야기된 염증성 장 질환의 예방, 개선 또는 치료용 약학적 조성물은,

락토바실러스 파라카제이(Lactobacillus paracasei) GLU70 균주(KCTC13415BP)가 조성물 1g당 5×10
6
cfu 내지 1

×10
12
cfu로 포함되는 것을 특징으로 하는 글리아딘으로 야기된 염증성 장 질환의 예방, 개선 또는 치료용 약학

적 조성물.

청구항 3 

삭제

청구항 4 

글루텐 분해능을 가지고 글리아딘에 의해 감소된 췌장 프로테아제 활성을 증가시키면서 장 조직 손상을 억제시

키는 락토바실러스 파라카제이(Lactobacillus  paracasei)  GLU70  균주(KCTC13415BP)를 유효성분으로 함유하는

글리아딘으로 야기된 염증성 장 질환의 예방 또는 개선용 식품첨가제 조성물에 있어서,

상기 글리아딘으로 야기된 염증성 장 질환은 새는장증후군(장누수증후군, leaky gut syndrome)인 것을 특징으로

하는 글리아딘으로 야기된 염증성 장 질환의 예방 또는 개선용 식품첨가제 조성물.

청구항 5 

청구항 4에 있어서,

상기 글리아딘으로 야기된 염증성 장 질환의 예방 또는 개선용 식품첨가제 조성물은,

락토바실러스 파라카제이(Lactobacillus paracasei) GLU70 균주(KCTC13415BP)가 조성물 1g당 5×10
6
cfu 내지 1

×10
12
cfu로 포함되는 것을 특징으로 하는 글리아딘으로 야기된 염증성 장 질환의 예방 또는 개선용 식품첨가제

조성물.

청구항 6 

삭제

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 글리아딘으로 야기된 염증성 장 질환의 예방, 개선 또는 치료용 조성물에 관한 것으로, 부다 구체적[0001]

으로는  글루텐(Gluten)  분해능을  가지는  락토바실러스  파라카제이(Lactobacillus  paracasei)  GLU70  균주

(KCTC13415BP)를 유효성분으로 함유하는 글리아딘(Gliadin)으로 야기된 염증성 장 질환의 예방, 개선 또는 치료
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용 약학적 조성물과 염증성 장 질환의 예방 또는 개선용 식품첨가제 조성물에 관한 것이다.

배 경 기 술

밀가루는 우리나라 식품산업에서 가장 중요한 원료이다. 한국제분협회에 따르면, 국내가공밀가루 총 소비량은[0002]

1965년부터 꾸준히 증가하였으며, 특히 2013년 1,810,000톤, 2014년 1,884,000톤, 2015년 1,933,000톤, 2016년

1,923,000톤으로 계속적인 증가를 보이고 있다. 그러나 밀에는 불용성 단백질인 글루텐(Gluten)이 함유되어 있

어 자체로 소화가 잘 안되며 글루텐 불내증을 유발하기도 한다.

글루텐은 밀가루, 보리 등의 곡류에 포함되어 있는 불용성 단백질로 몇 가지 단백질들이 혼합되어 있다. 글루텐[0003]

은 글리아딘(gliadin)과 글루테닌(glutenin)으로 구성되어 있으며 글리아딘은 분자량이 28,000~55,000 Da이고,

글루테닌은 수백만 Da 정도로 큰 분자량을 갖고 있다.

불내증이란 영양분이 몸 안에 들어왔을 때 우리 몸이 영양분을 흡수하지 못하고 거부하는 반응이라 할 수 있다.[0004]

불내증의 대표적인 예는 글루텐 불내증 증상으로 설사, 복통, 변비, 복부팽만 등 소화기능 장애를 동반하기도

한다. 글루텐 과민성 장 질환은 글루텐을 소화시키는 효소가 없거나 부족하여 생기는 증상으로, 글루텐을 섭취

하면 장을 자극하고 장 점막의 돌기가 위축돼 영양소를 흡수할 수 없는 상태가 되며 이러한 글루텐 부작용은 유

전적인 요인에 의한 발병으로서 선천적으로 글루텐 소화 효소가 없는 사람에게만 생기는 유전 질병으로 일단 글

루텐 과민성 장 질환으로 진단받으면 평생 식사를 통해 조절해야 하는 불편함을 나타낸다.

셀리악병(Celiac disease) 등의 만성소화장애 환자들이 글루텐을 함유한 식품을 섭취할 경우 소장 내벽을 공격[0005]

해 손상을 입히는 항체들의 생성을 유도하는 것으로 알려져 있다. 셀리악병은 소화되지 못한 글리아딘이 위장관

에서 면역반응을 일으켜 소화기관 점막세포에 염증이 생겨 융모(villi)가 손상된다. 융모는 소화기관의 점막에

손가락 모양으로 돌출되어 있는 구조물로, 영양분을 흡수하는 데 중요한 역할을 하는데 이러한 융모가 손상되면

소화기관은 영양분을 흡수할 수 없게 되어 영양불균형을 초래하게 된다. 하지만 셀리악병을 앓지 않으면서도 글

루텐에  의한  복통,  복부팽만,  피로  등을  초래하는  비셀리악글루텐민감성(non-celiac  gluten  sensitivity,

NCGS)도 알려져 있다.

우리 몸의 면역체계 중 최전선에서 1차 방어벽의 역할을 하는 장관점막 세포는 단일 세포층으로 일정한 세포 사[0006]

이의 간극을 유지하다가 어떠한 자극이나 손상이 가해지면 이 세포 사이의 치밀 결합(tight junction)이 약해지

면서 세포사이의 틈으로 여러 고분자 물질들이 왕복할 수 있는 소위 투과성이 증가된 상황이 발생하게 되며 이

때 나타나는 여러 가지 증상을 총괄하여 새는장증후군(장누수증후군, leaky gut syndrome)이라고 하는데, 이는

전문적 용어도 장관의 투과성이 증가상태(the state of increased intestinal permeability)라고 한다. 새는장

증후군에 의해 소화가 되지 않은 성분들이 뇌로 이동하여 자폐증 등의 정신질환 외에도 아토피 등의 면역계 질

환, 여드름, 지루성피부염, 두드러기 등 피부질환이 발생하기도 한다.

염증성 장 질환의 예방, 개선 또는 치료 효과가 있는 유산균이 포함된 약학적 조성물에 대한 개발은 현재 활발[0007]

히 진행되고 있다. 대한민국 등록특허 제10-1260871호에서는 장 부착능력이 우수하고 장상피세포의 염증성 사이

토카인의 발현 및 분비를 억제하는 류코노스톡 파라메센데로데스(Leuconostoc paramesenteroides) KJP421과 락

토바실러스 살리바리우스(Lactobacillus salivarius) E4191 및 이를 유효성분으로 함유하는 염증성 장질환 치료

및 예방용 조성물에 관련된 내용이 개시되어 있으며, 대한민국 등록특허 제10-1680014호에서는 염증성 장 질환

치료 효과를 가지므로 염증성 장 질환 예방 또는 치료용 조성물로 사용될 수 있는 락토바실러스 쿠르바투스

WiKiM38(수탁번호 KFCC11667P) 균주 또는 이의 배양물, 상기 배양물의 농축액 및 상기 배양물의 건조물로 이루

어진 군에서 선택된 하나 이상을 유효성분으로 포함하는 염증성 장 질환 예방 또는 치료용 조성물에 관련된 내

용이 개시되어 있다.

다만, 상기와 같이 염증성 장 질환의 예방, 개선 또는 치료 효과가 있는 유산균이 포함된 약학적 조성물과 관련[0008]

해서는  다수의  기술이  공지되어  있으나,  글루텐(Gluten)  분해능을  가지는  락토바실러스  파라카제이

(Lactobacillus paracasei) GLU70 균주(KCTC13415BP)를 유효성분으로 함유하는 글리아딘(Gliadin)으로 야기된

염증성 장 질환의 예방, 개선 또는 치료용 약학적 조성물과 염증성 장 질환의 예방 또는 개선용 식품첨가제 조

성물에 대해서는 밝혀진 바가 없다.

선행기술문헌

특허문헌
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(특허문헌 0001) 대한민국 등록특허 제10-1260871호 [0009]

(특허문헌 0002) 대한민국 등록특허 제10-1680014호 

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명은 상술한 것과 같은 문제점을 해결하고 필요한 기술을 제공하기 위하여 안출된 것으로서,[0010]

본  발명은  글루텐  분해능을  가지는  락토바실러스  파라카제이(Lactobacillus  paracasei)  GLU70  균주[0011]

(KCTC13415BP)를 유효성분으로 함유하는 글리아딘으로 야기된 염증성 장 질환의 예방, 개선 또는 치료용 약학적

조성물을 제공함에 그 목적이 있다.

또한,  본  발명은  글루텐  분해능을  가지는  락토바실러스  파라카제이(Lactobacillus  paracasei)  GLU70  균주[0012]

(KCTC13415BP)를 유효성분으로 함유하는 글리아딘으로 야기된 염증성 장 질환의 예방 또는 개선용 식품첨가제

조성물을 제공함에 다른 목적이 있다.

과제의 해결 수단

상기와 같은 목적을 달성하기 위한 본 발명의 일 실시형태로서,[0013]

본 발명은 글루텐(Gluten)  분해능을 가지는 락토바실러스 파라카제이(Lactobacillus  paracasei)  GLU70  균주[0014]

(KCTC13415BP)를 유효성분으로 함유하는 글리아딘(Gliadin)으로 야기된 염증성 장 질환의 예방, 개선 또는 치료

용 약학적 조성물을 제공한다.

이때, 상기 글리아딘으로 야기된 염증성 장 질환의 예방, 개선 또는 치료용 약학적 조성물은 락토바실러스 파라[0015]

카제이(Lactobacillus paracasei) GLU70 균주(KCTC13415BP)가 조성물 1g당 5×10
6
cfu 내지 1×10

12
cfu로 포함되

는 것을 특징으로 할 수 있다.

본  발명은 글루텐(Gluten)  분해능을 가지는 락토바실러스 파라카제이(Lactobacillus  paracasei)  GLU70  균주[0016]

(KCTC13415BP)를 유효성분으로 함유하는 글리아딘(Gliadin)으로 야기된 염증성 장 질환의 예방 또는 개선용 식

품첨가제 조성물을 제공한다.

이때, 상기 글리아딘으로 야기된 염증성 장 질환의 예방 또는 개선용 식품첨가제 조성물은 락토바실러스 파라카[0017]

제이(Lactobacillus paracasei) GLU70 균주(KCTC13415BP)가 조성물 1g당 5×10
6
cfu 내지 1×10

12
cfu로 포함되는

것을 특징으로 할 수 있다.

또한, 상기 글리아딘으로 야기된 염증성 장 질환은 새는장증후군(장누수증후군, leaky gut syndrome)인 것을 특[0018]

징으로 할 수 있다.

발명의 효과

본 발명의 일 실시형태에 따른 락토바실러스 파라카제이(Lactobacillus paracasei) GLU70 균주(KCTC13415BP)를[0019]

유효성분으로 함유하는 염증성 장 질환의 예방, 개선 또는 치료용 조성물은 밀 전분 내 글루텐 분해능을 가지며

식품에 사용가능한 안전한 유산균이 포함되어 있음으로써 글리아딘으로 야기된 염증성 장 질환의 예방, 개선 또

는 치료에 효과가 있어 약학적 조성물 또는 식품첨가제 조성물로 사용될 수 있다.

또한, 락토바실러스 파라카제이(Lactobacillus paracasei) GLU70 균주(KCTC13415BP)는 췌장 프로테아제 활성,[0020]

육안적 공장의 병리학적 소견 및 염증성 사이토카인 함량 및 mRNA 발현을 억제하며 글리아딘에 의한 장 염증 병

인과 관련된 인자의 발현을 억제함과 동시에 장 내 세균 총 변화를 통해 글리아딘에 의한 염증성 장 질환 및 소

화  장애를  예방,  개선  또는  치료하는데  효과가  뛰어남에  따라,  락토바실러스  파라카제이(Lactobacillus

paracasei) GLU70 균주(KCTC13415BP)를 유효성분으로 함유하는 염증성 장 질환의 예방, 개선 또는 치료용 조성

물은 글리아딘으로 야기된 염증성 장 질환의 예방, 개선 또는 치료용 약학적 조성물과 염증성 장 질환의 예방

또는 개선용 식품첨가제 조성물로 사용될 수 있다.
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도면의 간단한 설명

도 1은 본 발명에서 분리한 락토바실러스 파라카제이 GLU70 균주의 플레이트 배양 사진이다.[0021]

도 2는 본 발명에서 분리한 락토바실러스 파라카제이 GLU70 균주의 글루텐 발효 전(A), 후(B)를 비교한 사진이

다.

도 3은 글루텐 함유 배지에서 본 발명에서 분리한 락토바실러스 파라카제이 GLU70 균주에 의한 글루텐 분해능

및 세포성장을 분석한 결과를 나타내는 그래프이다.

도 4는 글리아딘으로 장 손상을 유발한 쥐에서 락토바실러스 파라카제이 GLU70 균주에 의한 췌장 프로테아제 활

성 변화를 나타낸 사진이다.

도 5는 글리아딘으로 장 손상을 유발한 쥐에서 락토바실러스 파라카제이 GLU70 균주에 의한 공장 조직의 병리학

적 변화를 나타낸 사진이다.

도 6은 글리아딘으로 장 손상을 유발한 쥐에서 락토바실러스 파라카제이 GLU70 균주에 의한 공장 조직의 염증성

사이토카인 함량 변화를 나타낸 사진이다.

도 7은 글리아딘으로 장 손상을 유발한 쥐에서 락토바실러스 파라카제이 GLU70 균주에 의한 공장 조직의 염증성

사이토카인 mRNA 발현 변화를 나타낸 사진이다.

도 8은 글리아딘으로 장 손상을 유발한 쥐에서 락토바실러스 파라카제이 GLU70 균주에 의한 글리아딘의 병인 관

련 인자의 단백질 발현 변화를 확인한 사진이다. 

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 본 발명이 속하는 기술분야에서 통상의 지식을 가진 자가 용이하게 실시할 수 있도록 본 발명의 실시형태[0022]

를 들어 상세히 설명한다. 본 발명의 실시형태는 당업계에서 평균적인 지식을 가진 자에게 본 발명을 더욱 완전

하게 설명하기 위해서 제공되는 것이다. 따라서, 본 발명의 실시형태는 여러 가지 다른 형태로 변형될 수 있으

며, 본 발명의 범위가 이하 설명하는 실시형태로 한정되는 것은 아니다.

본 발명의 명세서 전체에서, 어떤 부분이 어떤 구성요소를 “포함”한다고 할 때, 이는 특별히 반대되는 기재가[0023]

없는 한 다른 구성요소를 제외하는 것이 아니라 다른 구성요소를 더 포함하는 것을 의미한다.

본 발명의 명세서 전체에서 사용되는 정도의 용어 “약”, “실질적으로” 등은 언급된 의미에 고유한 제조 및[0024]

물질 허용 오차가 제시될 때 그 수치에서 또는 그 수치에 근접한 의미로 사용되고, 본 발명의 이해를 돕기 위해

정확하거나 절대적인 수치가 언급된 개시 내용을 비양심적인 침해자가 부당하게 이용하는 것을 방지하기 위해

사용된다.

본  발명은 글루텐(Gluten)  분해능을 가지는 락토바실러스 파라카제이(Lactobacillus  paracasei)  GLU70  균주[0025]

(KCTC13415BP)를 유효성분으로 함유하는 글리아딘(Gliadin)으로 야기된 염증성 장 질환의 예방, 개선 또는 치료

용 약학적 조성물(이하, ‘약학적 조성물’이라고도 함)을 제공한다.

또한, 본 발명은 글루텐(Gluten)  분해능을 가지는 락토바실러스 파라카제이(Lactobacillus  paracasei)  GLU70[0026]

균주(KCTC13415BP)를 유효성분으로 함유하는 글리아딘(Gliadin)으로 야기된 염증성 장 질환의 예방 또는 개선용

식품첨가제 조성물(이하, ‘식품첨가제 조성물’이라고도 함)을 제공한다.

본  발명에 따른 약학적 조성물 및 식품첨가제 조성물은 락토바실러스 파라카제이(Lactobacillus  paracasei)[0027]

GLU70 균주(KCTC13415BP)를 유효성분으로 함유하는 것으로, 췌장 프로테아제 활성, 육안적 공장의 병리학적 소

견 및 염증성 사이토카인 함량 및 mRNA 발현을 억제하며 글리아딘에 의한 장 염증 병인과 관련된 인자의 발현을

억제함과 동시에 장 내 세균 총 변화를 통해 글리아딘에 의한 염증성 장 질환 및 소화 장애를 예방, 개선 또는

치료하는데 효과가 높을 것으로 기대된다.

본 발명의 일 실시형태에 따르면, 상기 글리아딘으로 야기된 염증성 장 질환의 예방, 개선 또는 치료용 약학적[0028]

조성물 및 상기 글리아딘으로 야기된 염증성 장 질환의 예방 또는 개선용 식품첨가제 조성물은 락토바실러스 파

라카제이(Lactobacillus paracasei) GLU70 균주(KCTC13415BP)가 조성물 1g당 5×10
6
cfu 내지 1×10

12
cfu로 포함

되는 것을 특징으로 할 수 있다. 
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이는, 락토바실러스 파라카제이(Lactobacillus paracasei) GLU70 균주(KCTC13415BP)가 조성물 1g당 5×10
6
cfu[0029]

미만의 농도로 포함될 경우 글리아딘으로 야기된 염증성 장 질환의 예방, 개선 또는 치료 효과를 기재하지 못할

우려가 있기 때문이며, 균 수 범위(농도)는 전임상 섭취농도를 인체적용시험을 위한 체표면적 대비 환산계와 성

인체중(60㎏)을 계산하여 1×10
12
cfu 까지 범위로 설정하였다.

또한, 본 발명의 일 실시형태에 따르면, 상기 글리아딘으로 야기된 염증성 장 질환은 새는장증후군(장누수증후[0030]

군, leaky gut syndrome)인 것을 특징으로 할 수 있다.

염증성 장 질환(inflammatory bowel disease, IBD)은 최근 들어 유전적 요인뿐 나이라 환경적 요인에 의해서도[0031]

영향을 받을 수 있다고 알려졌다. 이는 서구화된 식습관(Western diet)이 확산되면서 IBD가 증가하였다고 보는

것에 근거를 둘 수 있다. 장관의 내강은 외부로 섭취되는 음식과 다양한 세균총으로 구성된 유기체 집단을 포함

하는 많은 외부항원에 노출되게 되는데 이러한 외부항원에 의한 장관의 손상이 IBD의 발병기전으로 제시되고 있

다.

특히, 장관 중에서도 소장의 점막세포는 그 표면적이 피부면적의 약 200배에 달하는 약 400m
2
 정도로 추산하고[0032]

있으며 이 넓은 면적에서 매일 섭취하는 음식물을 비롯한 각종 물질의 소화와 흡수가 일어나는데, 이 과정에서

점막세포의 간격이 느슨해지거나 약간의 손상을 입거나 탈락되어 여과나 장벽의 기능을 제대로 못하고 혈액내의

고분자 물질이 장관내의 관강으로 누수 되거나 관강 내의 고분자 물질이 직접 혈액으로 들어가는 현상이 초래되

는 소위 새는 장(leaky gut)이 야기된다.

새는장증후군(장누수증후군,  leaky  gut  syndrome)은  장관의  투과성이  증가상태(the  state  of  increased[0033]

intestinal permeability)로 장관의 방어기능의 손상으로 인한 장관점막의 염증반응을 초래하게 된다. 이는 더

욱 방어기능을 손상시키는 악순환을 초래하게 되며, 복부 팽만감, 갑상선 이상, 피로, 관절통 두통, 소화문제

등과 같은 다양한 증상을 보이게 된다. 새는장증후군의 원인 물질은 조눌린(zonulin)은 장점막 세포사이에 있는

치밀이음(tight junction)을 분해하여 장벽 투과력을 높이는 단백질이다. 밀 전분 내 글루텐 중 완전히 소화되

지 않은 글리아딘(gliadin fragments)는 케모카인 수용체인 CXCR3로 매개된 MyD88 유전자에 의한 신호연계 단백

질(adaptor protein)에 의해 zonulin 단백질을 분비하게 된다. 이 zonulin은 PAR2를 통해 EGFR(상피세포 성장

인자  수용체,  Epidermal  Growth  Factor  Receptor)을  전사하여  PCK-α  dependent  pathway를  통해  tight

junction을 해체시킨다. 글루텐 유래의 글리아딘에 의한 tight junction 해체는 장내 투과성 증가를 유도하며

이는 비자기 항원(non-self antigen, 예로 독소 또는 글루텐 유래의 글리아딘과 같은 소화되지 않은 고분자)들

을 체내로 유입시켜 장 표피 아래의 점막고유층(lamina  propria)에서 글리아딘은 손상된 세포로부터 분비된

tissue  transglutaminase(tTG)에 의해 글리아딘 펩타이드는 항원제시세포(APC,  antigen-presenting  cells)에

제시되어 과잉면역을 유도하게 되고 면역세포(APC, macrophage, T cell)를 활성화시키면서 전신 반응과 염증으

로  발전하게  된다.  Zonulin과  새는  장  증후군  유발인자는  식생활(글루텐  등),  항생제,  진통제  등의  약물

오남용, 정신적 스트레스 등이 있으며, 이 중 글루텐과 감염이 가장 강력한 zonulin 유발인자로 알려져 있다.

본  발명의  글루텐  분해능을  가지는  락토바실러스  파라카제이(Lactobacillus  paracasei)  GLU70  균주[0034]

(KCTC13415BP)를 유효성분으로 함유하는 글리아딘으로 야기된 염증성 장 질환의 예방, 개선 또는 치료용 약학적

조성물은 췌장 프로테아제 활성, 육안적 공장의 병리학적 소견 및 염증성 사이토카인 함량 및 mRNA 발현을 억제

하며 글리아딘에 의한 장 염증 병인과 관련된 인자의 발현을 억제함과 동시에 장 내 세균 총 변화를 통해 글리

아딘에 의한 염증성 장 질환 및 소화 장애를 예방, 개선 또는 치료하는데 효과가 있으므로, 관련 질환 또는 질

병에 대한 약학적 조성물로 사용될 수 있다.

본 발명의 약학적 조성물을 사용할 수 있는 질환 또는 질병은 글리아딘으로 야기된 염증성 장 질환 또는 질병은[0035]

모두 포함될 수 있으나, 새는장증후군(장누수증후군, leaky gut syndrome)인 것이 가장 바람직하다.

본 발명의 약학적 조성물을 사용하는 경우 약학적 조성물의 제조에 통상적으로 사용하는 적절한 담체, 부형제[0036]

및 희석제를 더 포함할 수 있다.

또한,  본  발명에 따른 약학적 조성물은 통상의 방법에 따라 산제, 과립제, 정제, 캡슐제, 현탁액, 에멀젼,[0037]

시럽, 에어로졸 등의 경구형 제형, 외용제, 좌제 및 멸균 주사용액의 형태로 제형화하여 사용될 수 있다.

본  발명의  글루텐  분해능을  가지는  락토바실러스  파라카제이(Lactobacillus  paracasei)  GLU70  균주[0038]

(KCTC13415BP)를 유효성분으로 함유하는 글리아딘으로 야기된 염증성 장 질환의 예방 또는 개선용 식품첨가제

조성물은 췌장 프로테아제 활성, 육안적 공장의 병리학적 소견 및 염증성 사이토카인 함량 및 mRNA 발현을 억제
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하며 글리아딘에 의한 장 염증 병인과 관련된 인자의 발현을 억제함과 동시에 장 내 세균 총 변화를 통해 글리

아딘에 의한 염증성 장 질환 및 소화 장애를 예방, 개선 또는 치료 효과를 가지는 것으로, 이를 목적으로 하는

식품에 첨가될 수 있다. 이에 제한되는 것은 아니나, 본 발명에 따른 식품첨가제 조성물은 식품의 주원료, 부원

료, 식품 첨가제, 기능성 식품 또는 음료에 사용될 수 있다.

본 발명에서 ‘식품’이라 함은 영양소를 한 가지 또는 그 이상 함유하고 있는 천연물 또는 가공품을 의미하며,[0039]

바람직하게는 어느 정도의 가공 공정을 거쳐 직접 먹을 수 있는 상태가 된 것을 의미하며, 통상적인 의미로서,

식품, 식품 첨가제, 건강 기능성 식품, 건강 보조식품 및 음료를 모두 포함한다.

본 발명의 식품첨가제 조성물을 첨가할 수 있는 식품으로는 각종 식품류, 예를 들어, 음료, 껌, 차, 비타민 복[0040]

합제, 건강보조 식품류 등이 있으며, 환제, 분말, 과립, 침제, 정제, 캡슐 또는 음료 형태로 제형화될 수 있다.

이하, 본 발명을 구체적인 실시예에 따라 상세히 설명한다. 단, 하기의 실시예는 본 발명을 예시로 하는 것일[0041]

뿐, 본 발명의 내용이 하기 실시예에 한정되는 것은 아니다.

실 시 예 1

락토바실러스 파라카제이(Lactobacillus paracasei) GLU70 균주(KCTC13415BP)[0042]

1. 글루텐 분해 유산균의 확보[0043]

각종 발효식품으로부터 글루텐 분해능을 갖는 유산균을 분리하기 위하여 각종 젓갈을 무균적으로 잘게 다진 다[0044]

음, 이 중 1g을 취하여 멸균 생리식염수(0.85% NaCl) 9㎖에 현탁하고 단계적으로 희석하여 글루텐 1%가 함유된

MRS 고체 배지에 각각 도말하였다. 30℃에서 48시간 배양한 후 나타난 콜로니(colony) 주변에 글루텐을 분해하

면서 발생되는 환(Clear zone)을 형성하는 미생물만을 분리하였다. 이어 상기 젓갈로부터 순수 분리한 미생물을

MRS 고체배지에 도말하여 30℃에서 배양하였으며, 이때 형성된 집락을 20% 글리세롤 용액에 현탁시킨 후 -80℃

냉동고에 보관하면서 하기 글루텐 분해 유산균의 탐색에 사용하였다. 도 1은 본 발명에서 분리한 균주의 플레이

트 배양 사진이다.

2. 발효식품으로부터 분리한 유산균의 분류학적 성질 및 유전학적 동정[0045]

분리 유산균은 엠알에스 액체배지(MRS broth)에서 24시간 배양한 배양액이나 엠알에스 고체배지(MRS 아가)의 단[0046]

일 콜로니를 CHL 배지에 접종하였다. API 50 CHL 스트립은 건조된 기질을 함유하고 있는 50개의 튜브로 되어 있

다. 각 캡슐에 시험균을 접종하고 37℃에서 48시간 배양한 후, 색의 변화를 체크하였다. 50개 탄수화물이 유일

한 탄소원으로 들어있는 키트의 캡슐에 배양한 후 시험균이 당을 이용할 수 있는지 여부를 색의 변화로 판정할

수 있다. 보라색의 배지는 각각의 당을 이용하면서 노란색으로 변하게 되며, 이를 양성(+)으로 표시하였다. 결

과 값은 API 웹사이트에 있는 웹 소프트웨어에서 확인하여 하기 표 1에 나타내었다

표 1

API 50 CHL[0047]

Control - Esculin +

Glycerol - salicin +

Erythritol - D-cellobiose +

D-Arabinose - D-maltose +

L-Arabinose - D-lactose +

Ribose + D-melibiose -

D-xylose - D-sacharose +

L-xylose - D-trehalose +

Adonitol - Inulin +

Methyl-B-D-Xylopyranoside - D-melezitose -

D-galactose + D-raffinose -

D-glucose + Amidon -

D-fructose + Glycogene -

D-mannose + Xylitol -

L-sorbose - Gentiobiose +

L-rhamnose - D-turanose -

Dulcitol - D-Lyxose -

Inositol - D-Tagatose +
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D-mannitol + D-Fucose -

D-sorbitol - L-Fucose -

Methyl-a,D-Mannopyranoside - D-Arabitol -

Methyl-a,D-Glucopyranoside - L-Arabitol -

N-Acetyl-Glucosamine + Gluconate -

Amygdaline - 2-Keto-Gluconate -

Arbutin + 5-Keto-Gluconate -

동정결과: Lactobacillus paracasei (99.8%) 

API 50 CHL kit 동정, + : 양성, - : 음성

또한, 분리 균주의 유전학적 동정을 위해서 엠알에스 액체배지에 접종한 다음 37℃에서 18시간 2차 계대 배양하[0048]

여 배양액 2㎖를 4,000rpm에서 10분 동안 원심분리하였다. 원심분리하여 얻은 세포 침전물을 0.85% NaCl로 3회

세척하였다. 세척 후, 리소자임(lysozyme, 10㎎/㎖) 0.5㎖를 첨가하여 37℃, 1시간 동안 처리하였다. 단백질 분

해효소인 프로테아제 K(Protease K) 20㎕와 10% 소듐 도데실 설페이트(sodium dodecyl sulfate, SDS) 25㎕를

첨가한 후, 60 워터배스(water bath)에서 30분 처리한 후 RNA 분해효소인 알엔에즈(RNase) 1㎕ 첨가하여 37℃,

1시간 처리하였다. 동량의 페놀(Phenol)-클로로포름(Chloroform)-이소아밀알콜(Isoamyl alcohol)을 25:24:1의

비율로 첨가하여 현탁한 후, 14,000rpm으로 5분 동안 4℃에서 원심분리하여 상층액만 취한 다음, 이와 같은 과

정을 2회 반복하였다. 상층액 양의 1/2  양의 3M  암모늄 아세테이트(ammonium  acetate,  pH  4.8)와 2배 양의

100% 알콜(alcohol)을 첨가하고 -20℃에서 1시간 정치하였다. 3,000rpm으로 5분 동안 4℃에서 원심분리 하여 세

포 침전물을 확인하고, 상등액을 완전히 제거한 후에 70% 에탄올(ethanol) 1㎖를 넣고 다시 3,000rpm으로 5분

동안 4℃에서 원심분리 하였다. 상층액 제거 후에 건조시키고 TE 버퍼나 증류수로 현탁하여 DNA를 분리하였다.

미생물의 16S rRNA를 증폭하기 위해 정방향 프라이머(27f) : (5'-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG -3' ; 서열번호

2)와 역방향 프라이머(1492r) : (5'-GGT TAC CTT TGT TAC GAC TT -3' ; 서열번호 3)를 사용하였다. PCR 프리믹

스(Bioneer, Cat No. K-2012)에 증류수 17㎕, 정방향 프라이머 1㎕, 역방향 프라이머 1㎕, DNA 1㎕를 첨가하여

혼합한 후 PCR을 수행하였다. PCR 조건은 94℃에서 5분간 처리 후, 94℃에서 1분, 62℃에서 40초, 72℃에서 40

초로  30회를  반복하였으며,  72℃에서  7분으로  반응을  종료하였다.  PCR  반응  산물을  0.8%  아가로스  겔

(agarosegel)로 전기영동을 실시하여 확인하였다. 최종 염기서열을 분석하고 이를 데이터베이스와 비교하여 유

산균주를  동정한  결과,  본  발명에  의해  분리된  균주는  락토바실러스  파라카제이(Lactobacillus  paracasei

GLU70)로 나타났으며, 상기 유산균주는 한국생명공학연구원 생물자원센터에 2017년 12월 06일자로 기탁하였다

(기탁번호 KCTC 13415BP).

실 시 예 2

락토바실러스 파라카제이(Lactobacillus paracasei) GLU70 균주(KCTC13415BP)의 글루텐 분해능[0049]

글루텐 함유 엠알에스 배지에서 락토바실러스 파라카제이(Lactobacillus paracasei) GLU70 균주(KCTC13415BP)[0050]

를 2일 동안 배양한 후, 글루텐 양을 측정하는 분석 키트(gluten assay kit, Neogen)를 이용하여 글루텐 분해능

을 분석하였다. 락토바실러스 파라카제이(Lactobacillus paracasei) GLU70 균주(KCTC13415BP)는 배양 시간 동

안 시간별로 샘플을 채취하였으며, 각각의 배양액은 증류수로 희석하여 섞어주고 글루텐 함유 마이크로웰 플레

이트(microwell plate)에 100㎕ 분주하였다.

마이크로웰은 진탕기에서 60분 배양한 후, 마이크로웰 내 액체는 버리고 증류수로 세 번 세척하였다. 그리고 항[0051]

-글리아딘 퍼록시다제 콘주게이트(단클론 항체)를 100㎕ 분주하고 30분 동안 플레이트 쉐이커에서 배양하였다.

세척액을 이용해 세 번 세척한 후, TMB 기질 100㎕를 분주하고 평편한 바닥에서 스트립을 충분히 섞어주었다.

상온에서 30분 배양한 후, 정지액(stop solution) 50㎕를 분주하고 충분히 섞어준 후, 450㎚에서 흡광도를 측정

하였으며, 그 결과는 도 2 및 도 3과 같다.

도 2에 도시된 바와 같이, 락토바실러스 파라카제이(Lactobacillus paracasei) GLU70 균주(KCTC13415BP)를 접[0052]

종하여 2일간 배양한 결과,  배양 내 존재하는 글루텐이 분해되어 맑은 액으로 변화됨을 확인할 수 있었다.

또한, 도 3에 나타낸 바와 같이 배양액 내 존재하는 글루텐의 함량을 정량 분석한 결과, 배양 2일 후에는 완전

히 글루텐이 분해됨을 확인하였다.

실 시 예 3

본 발명의 락토바실러스 파라카제이(Lactobacillus paracasei) GLU70 균주(KCTC13415BP)와 다른 락토바실러스[0053]
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속을 포함한 균주들과의 글루텐 분해능 비교

글루텐 분해능 우수성 평가를 목적으로 밀가루 내 글루텐 분해력을 평가하였다. 실험방법은 중력분 밀가루 500g[0054]

에 동일 양의 유산균 수로 맞추어진 유산균을 배양한 배양액의 상등액을 배합수로 하여 반죽을 제조한 후 25℃

와 35℃에서 24시간 숙성하였다. 동일양의 숙성된 반죽을 필터백에 담아 전분과 글루텐을 분리하여 얻어진 습부

글루텐을 75℃에서 건조하여 건부 글루텐을 얻어 유산균 간의 글루텐 분해율을 확인하였으며, 그 결과는 하기

표 2와 같다.

표 2

배양온도[0055] Sample 건부글루텐(g) 분해율(%)

25℃ 대조구 1.85 0.00

L. paracasei GLU70 0.82 55.68

L. acidopillus KCTC3145 1.18 36.22

L. casei KCTC 3109 1.17 36.76

L. paracasei KCTC 3510 0.95 48.64

L. delbrueckii spp bulgaricu KCTC3635 1.36 26.49

L. helveticus KCTC 3545 1.47 20.54

L. fermentum KCTC 3112 1.28 30.81

L. plantarum KCTC 3108 1.08 41.62

L. rhamnosus KCTC 13088 0.99 46.49

Lc. lactis KCTC 3769 1.54 16.76

S. thermophilus KCTC 3658 1.04 43.78

B. animalis ssp. lactis KCTC 5854 1.11 40.0

35℃ 대조구 1.85 0.00

L. paracasei GLU70 0.27 85.41

L. acidopillus KCTC3145 0.97 47.57

L. casei KCTC 3109 0.68 63.24

L. paracasei KCTC 3510 0.47 74.59

L. delbrueckii spp bulgaricu KCTC3635 0.68 63.24

L. helveticus KCTC 3545 0.87 52.97

L. fermentum KCTC 3112 0.75 59.45

L. plantarum KCTC 3108 0.66 64.32

L. rhamnosus KCTC 13088 0.42 77.29

Lc. lactis KCTC 3769 0.65 64.86

S. thermophilus KCTC 365 0.47 74.59

B. animalis ssp. lactis KCTC 5854 0.87 52.97

상기 표 2에 나타난 바와 같이, 유산균 간의 글루텐 분해력 평가 결과는 숙성 온도별 락토바실러스 파라카제이[0056]

(Lactobacillus paracasei) GLU70 균주(KCTC13415BP)의 분해율은 각각 55.68%와 85.41%로 다른 타입 스트레인

의 유산균 중 가장 높은 글루텐 분해능을 가진 것을 확인하였다. 게다가 동속의 락토바실러스와 비교시에도 월

등히 뛰어난 글루텐 분해능을 보이는 것으로 확인되었다.

실 시 예 4

락토바실러스 파라카제이(Lactobacillus paracasei) GLU70 균주(KCTC13415BP)의 글리아딘(Gliadin)에 의한 염[0057]

증성 장 질환 개선효과

1. 실험군 설정 및 시료 투여[0058]

㈜오리엔트바이오(Seongnam, Korea)로부터 공급받은 6주령의 암컷 Balb/c 마우스를 일주일 동안 설치류 사육실[0059]

에서 적응시킨 후 적응기간 중 일반 상태를 관찰하여 건강한 개체만 실험에 사용하였다. 사육환경은 온도 22±3

℃, 습도 50±5%에서 명/암 주기는 12시간으로 유지하고 식이와 물을 자유롭게 공급하여 1주일간 기본식이로 적

응시켰다. 순화기간 중 건강하다고 판정된 마우스에 한하여 무작위법을 이용하여 실험군을 분리하였으며, 실험

군은 하기 표 3과 같다.

정상대조군(NC),  글리아딘으로  유도된  장  염증  유발  시험대조군(Gliadin),  양성대조군(vancomycin  10㎎/㎏[0060]
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/day)(PC), 락토바실러스 파라카제이 GLU70 균주 저농도 2×10
8
CFU/㎏ BW/day 투여군(V70-L) 및 락토바실러스

파라카제이 GLU70 균주 고농도 2×10
9
CFU/㎏ BW/day 투여군(V70-H)과 같이 총 5군으로 실험군당 8마리씩 구성하

여 실험을 진행하였다. NC군은 DW를 투여하였으며, Gliadin군은 실험 1일차부터 종료 28일차까지 7일 간격으로

gliadin을 0.2㎎/200㎕/mice로 복강 내 주사(intraperitoneal injection)하여 I.P sensitization하였으며, 동

시에  실험  7일차부터  3일  간격으로  10㎎/250㎕/mice로  구강  투여(Oral  administration)하여  P.O

administration  하였다.  따라서,  sensitization과  oral  gliadin의  접종  및  투여하여  gliadin-sensitized

enteropathy  model을  실험에  사용하였다.  PC군,  GLU70-L군,  GLU70-H군은  Gliadin군과  동일하게  gliadin-

sensitized enteropathy model을 적용하면서 시험 7일차부터 28일차까지 매일 각 조건의 시험액을 투여하였다.

마지막 시험 물질 투여 24시간 후 희생시켜 심장채혈 및 장 조직을 적출하였다.

표 3

실험군[0061] 실험물질 투여용량

NC DW -

Gliadin Gliadin -

PC Gliadin + vancomycin 10㎎/㎏/day

GLU70-L Gliadin + L. paracasei GLU70 균주 40㎎/㎏/day

GLU70-H Gliadin + L. paracasei GLU70 균주 400㎎/㎏/day

2. 락토바실러스 파라카제이(Lactobacillus paracasei) GLU70 균주(KCTC13415BP)의 글리아딘에 의한 췌장 소화[0062]

효소의 변화 관찰 실험

시험  종료  후  글리아딘에  의한  소화효소의  분비  억제로  인한  락토바실러스  파라카제이(Lactobacillus[0063]

paracasei) GLU70 균주(KCTC13415BP)의 췌장 프로테아제 활성을 평가하였다. 췌장 프로테아제(protease)는 췌

장액에 함유된 소화효소로 단백질과 펩타이드 등의 펩타이드 결합을 가수분해하는 효소이다. 이는 췌장 용해물

을 이용하여 상업용 프로테아제 진단 키트 (Biovision)을 이용하여 측정하였으며, 그 결과는 하기 도 4와 같다.

도 4에 도시된 바와 같이, Gliadin군의 췌장 chymotrypsin 활성은 NC군 대비 21.2% 감소를 보였다. 반면, PC,[0064]

GLU70-L, GLU70-H군은 Gliadin군 대비 114.5%, 107.7%, 141.3% 증가를 보였다. 따라서 락토바실러스 파라카제

이(Lactobacillus paracasei) GLU70 균주(KCTC13415BP)는 글리아딘에 의해 감소된 췌장 프로테아제 활성을 증

가시키는 것으로 확인된다.

3. 락토바실러스 파라카제이(Lactobacillus paracasei) GLU70 균주(KCTC13415BP)의 글리아딘에 의한 공장 조직[0065]

의 병리학적 변화 관찰 실험

췌장의 채취가 끝나면 공장(jejunum) 부위의 2개 부위를 1.5㎝ 길이로 절제하여 10% 중성 포르말린에 고정한 후[0066]

3일  뒤  일반적인 조직처리 과정을 거쳐 파라핀 포매하여 조직절편기를 이용하여 4㎛의  두께로 절단한 다음

polylysine으로 coating된 slide에 붙인다. 조직절편은 xylene을 이용하여 파라핀을 제거하고 알코올과 증류수

로 10분간 함수시켜 증류수로 세척한 후, 공장 조직의 변화양상을 관찰하기 위해 H&E (Hematoxylin & Eosin) 염

색을 실시하여 광학현미경으로 관찰하였으며, 그 결과는 하기 도 5와 같다.

도 5에 도시된 바와 같이, NC군의 장 조직은 상부의 정상적인 융모 및 기저부와 가까이 위치한 움(crypt)의 조[0067]

직학적 이상이 관찰되지 않았다. Gliadin 군은 융모 내 염증세포 침윤(arrows)이 현저하게 증가하였으며, 심한

(severe) 융모의 장상피세포 변성 및 기저부의 부종(edema) 소견이 관찰되었다. PC군에서는 융모상부(apical)

장상피세포의 미약한 변성 (degeneration)만이 관찰되었으며, 이외의 소견은 관찰되지 않았다. GLU70-L군에서는

중등도(moderate)의 융모 장상피세포의 변성 및 기저부 부종(edema)가 관찰되었으며, GLU70-H군에서는 미약한

(mild)  융모  장상피세포의  변성만이  관찰되었을  뿐  이외의  소견은  관찰되지  않아  락토바실러스  파라카제이

(Lactobacillus paracasei) GLU70 균주(KCTC13415BP)가 글리아딘에 의한 장 조직 손상을 억제함을 확인하였다.

4. 락토바실러스 파라카제이(Lactobacillus paracasei) GLU70 균주(KCTC13415BP)의 글리아딘에 의한 공장 조직[0068]

의 (항)염증성 사이토카인 함량 관찰 실험

공장 조직을 정량한 후, 완충액(100mM  Tris-HCl,  250mM  sucrose,  pH  7.4)을 첨가하여 균질화하였다. 균질화[0069]

후, 새로운 튜브에 담아 3,500rpm에 15분간 원심분리하였다. 상층액을 분리하여 샘플로 사용하였다. 준비된 샘

플에서 tumor necrosis factor-α(TNF-α)과 interleukin-10(IL-10) 함량은 TNF-α, IL-10 kit (R&D Systems,
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Minneapolis, MN, USA)를 사용하여 enzyme-linked immunosorbent assay(ELISA)법으로 측정하였다. 반응액의 발

색정도는 ELISA reader로 각 분석 kit별 최대흡수파장에서 흡광도를 측정한 후 표준곡선을 이용하여 사이토카인

농도를 정량화하였으며, 그 결과는 하기 도 6과 같다.

도 6에 도시된 바와 같이, Gliadin군은 NC군과 비교하여 TNF-α의 함량이 유의적으로 증가하였으며(P < 0.05),[0070]

PC, GLU70-L, GLU70-H군은 모두 Gliadin 군 대비 TNF-α의 함량의 유의적인 감소를 보였다. IL-10은 항염증성

사이토카인으로 Gliadin군은 NC군 대비 유의적인 감소를 보였다(P < 0.05). 반면, PC군은 Gliadin군 대비 유의

적인 증가를 보였으며 락토바실러스 파라카제이(Lactobacillus paracasei) GLU70 균주(KCTC13415BP) 투여군은

고농도(GLU70-H)에서만 유의적인 증가를 보였다(P < 0.05).

5. 락토바실러스 파라카제이(Lactobacillus paracasei) GLU70 균주(KCTC13415BP)의 글리아딘에 의한 공장 조직[0071]

의 염증성 사이토카인 mRNA 발현 관찰 실험

공장 조직 내 염증성 사이토카인 유전자의 발현 측정은 실시간 정량 역전사 연쇄중합반응(quantitative Real[0072]

time-polymerase chain reaction, qRT-PCR)을 이용하여 측정하였다. qRT-PCR에 앞서 cDNA의 제작은 Advantage

RT for PCR Kit을 이용하였다. 공장조직에 분리한 1㎍의 RNA에 OligodT와 RNase-free H2O을 넣고 70℃에서 2분

간  반응시킨  다음,  10nM  dNTP,  Recombinant  RNase  Inhibitor,  MMLV  Reverse  Transcriptase,  5X  Reaction

Buffer를 각각 넣고 42℃에서 60분, 94℃에서 5분씩 반응시켰다. 역전사를 통해 얻어진 각각의 complementary

DNA(cDNA)에 2X SYBR Reaction buffer, primers, dH2O를 혼합하여 Real-Time PCR System를 이용하여 연쇄중합

반응을 시행하였다. 연쇄중합반응에 사용된 각각의 primer의 염기서열은 IL-4의 경우 5’-AAC GAG GTC ACA GGA

GAA GG-3’과 5’-TCT GCA GCT CCA TGA GAA CA-3’을, IL-5의 경우 5’-ACC GAG CTC TGT TGA CAA G-3’과 5’-

TCC TCG CCA CAC TTC TCT TT-3’을 이용하였다. 유전자 발현 분석은 SDS Software 2.4를 이용하여 얻은 각각의

유전자에  대한  threshold  cycle(CT)값을  GAPDH  기준으로 relative  quantitation(RQ)값을  환산한 다음 fold

change 값을 계산하였다. 측정된 fold change 값은 정상대조군을 1로 산정하여 이에 대한 값으로 환산하여 표시

하였으며, 그 결과는 하기 도 7과 같다.

도 7에 도시된 바와 같이, 면역 반응과 관련한 Th2 type cytokine 중 공장에서의 IL-4 및 IL-5의 mRNA 발현 정[0073]

도를 측정한 결과, Gliadin군은 NC군과 비교하여 현저한 IL-4 및 IL-5의 유의적인 mRNA 발현 증가를 나타내었다

(P < 0.05). 반면, PC군과 락토바실러스 파라카제이(Lactobacillus paracasei) GLU70 균주(KCTC13415BP) 투여

군 모두 IL-4와 IL-5 mRNA 발현이 유의적인 감소를 보였다(P < 0.05).

6. 락토바실러스 파라카제이(Lactobacillus paracasei) GLU70 균주(KCTC13415BP)의 글리아딘에 의한 공장 조직[0074]

내 글리아딘 관련 단백질 및 염증성 단백질 발현 변화 관찰 실험

공장 조직에서 글리아딘에 의한 장 누수 증후군과 관련한 인자인 zonulin과 transglutaminase 2(TGM2)와 염증성[0075]

단백질인 p65NF-κB의 단백질 발현정도를 분석하기 위하여 western blotting을 실시하였다. 공장 조직을 ice-

cold PBS로 2회 세척 후 protein lysis buffer (50mM tris-HCl(pH 7.5), Triton X-100, 150mM NaCl 0.5%, 1%

NP 4O, 0.5% SDC, 0.1% SDS)를 처리하여 4℃에서 용해시킨 후 원심분리(14,000rpm, 10min, 4℃)하여 단백질을

분리하였다.  단백질  정량은  표준용액과  Bio-Rad  protein  kit(Bio-Rad,  Hercules,  CA,  USA)를  이용하여

Bradford법으로  정량하였다.  Sodium  dodesyl  sulfate-polyacrylamide-polyacrylamide  gel

electrophoroesis(SDS-PAGE, 10~12%)를 이용하여 각 샘플 당 12㎍씩 loading하여 단백질을 분리한 후 nitro-

cellulose membrane으로 단백질을 전이하였다. 그 후, PBST buffer에 용해시킨 5% skim milk(PBS containing

0.5% Tween 20)로 1시간 동안 blocking을 하였고 1차 항체 zonulin, TGM2 및 p65NF-κB와 4℃에서 반응시킨 후

(O/N), membrane을 HRP가 중합된 2차 항체에 60분간 반응시켰고, enhanced chemiluminiscent(ECL, Amersham-

Pharmacia  Biotech,  London,  UK)를  이용해  발색한  후  X-ray  필름에  감광시켜  chemiluminescent  detection

system(Phototope-HRP Western Blot Detection kit, New England Biolab, Beverly, MA, USA)을 이용하여 현상

하였다. 그 결과는 하기 도 8과 같다.

도 8에 도시된 바와 같이, Gliadin군은 NC군에 비해 글리아딘 관련 단백질인 zonulin과 TGM2 및 염증성 단백질[0076]

인 p65NF-κB의 발현이 유의적으로 증가하였다(P < 0.05). zonulin 단백질 발현은 GLU70-H군이 Gliadin 투여군

대비 유의적인 감소를 보였으며, TGM2의 경우 락토바실러스 파라카제이 GLU70 용량 의존적으로 유의적인 감소를

보였다. p65NF-κB의 발현은 락토바실러스 파라카제이(Lactobacillus paracasei) GLU70 균주(KCTC13415BP) 투

여군은 NC군 수준으로 유의적인 감소를 보였다.

7. 락토바실러스 파라카제이(Lactobacillus paracasei) GLU70 균주(KCTC13415BP)의 글리아딘에 의한 장내 세균[0077]
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총 변화 관찰 실험

락토바실러스 파라카제이(Lactobacillus  paracasei)  GLU70  균주(KCTC13415BP)의 투여가 글리아딘으로 유도된[0078]

장 염증에서 장 내 세균총에 어떠한 영향을 주는 확인하기 위하여 실험 13일, 23일차에 무균적으로 채취한 분변

을 실험에 사용하였다. 각 실험군 개체의 분변 0.1g 을 9㎖의 생리식염수에 균질화한 다음 10배 단계 희석하여

TSA, BCP 및 MacConkey agar에 도말 배양하여 total aerobic bacteria, coliform, E. coli, Lactobacillus 균

수를 확인하였으며, 그 결과는 하기 표 4 및 표 5와 같다.

표 4

Group[0079]
Mean CFU per mouse at 13 day (10

4 
CFU/0.1g)

Total aerobic
bacteria

Coliform E. coli Lactobacillus

NC 329 ± 12.0 166 ± 5.66 21.1 ± 1.15 135 ± 64.3

Gliadin 346 ± 5.66 257 ± 9.90 165 ± 1.64 27.5 ± 10.6

PC 246 ± 5.66 226 ± 6.36 87.2 ± 6.25 34.0 ± 5.66

GLU70-L 336 ± 5.66 178 ± 3.54 12.7 ± 2.52 148 ± 2.83

GLU70-H 363 ± 17.7 153 ± 4.24 11.0 ± 1.00 193 ± 10.6 

표 5

Group[0080]
Mean CFU per mouse at 23 day (10

4 
CFU/0.1g)

Total aerobic
bacteria

Coliform E. coli Lactobacillus

NC 455 ± 7.07 251 ± 12.7 41.0 ± 1.41 84.5 ± 6.36

Gliadin 486 ± 5.66 356 ± 8.49 328 ± 10.6 26.0 ± 8.49

PC 448 ± 2.83 235 ± 7.07 236 ± 8.49 30.5 ± 0.70

GLU70-L 459 ± 1.41 251 ± 1.41 14.3 ± 12.5 181 ± 41.0

GLU70-H 444 ± 33.9 261 ± 27.6 16.0 ± 14.4 218 ± 45.3

상기 표 4 및 표 5에 나타난 바와 같이, 13일차에는 Gliadin군이 coliform과 E. coli가 유의적인 증가를 보였으[0081]

며,  락토바실러스  파라카제이(Lactobacillus  paracasei)  GLU70  균주(KCTC13415BP)  투여군은  coliform과  E.

coli이 감소하고 Lactobacillus가 Gliadin 투여군 대비 유의적인 증가를 보였다(P < 0.05). 이러한 결과는 23

일차 분변에서도 유사한 패턴을 보였다.

결론적으로,  상기  실시예 1  내지  4의  실험  결과를 통해,  글루텐 분해능을 가지는 락토바실러스 파라카제이[0082]

(Lactobacillus  paracasei)  GLU70  균주(KCTC13415BP)는 췌장 프로테아제 활성, 육안적 공장의 병리학적 소견

및 염증성 사이토카인 함량 및 mRNA 발현을 억제하며 글리아딘에 의한 장 염증 병인과 관련된 인자의 발현을 억

제함과 동시에 장 내 세균 총 변화를 통해 글리아딘에 의한 염증성 장 질환 및 소화 장애를 예방, 개선 또는 치

료하는데 효과가 뛰어나기 때문에 글리아딘으로 야기된 염증성 장 질환의 예방, 개선 또는 치료에 효과가 있어

약학적 조성물 또는 식품첨가제 조성물로 사용될 수 있음을 확인하였다.

이상, 실시예를 들어 본 발명을 상세하게 설명하였으나, 본 발명은 상기 실시예에 한정되지 않으며, 여러 가지[0083]

다양한 형태로 변형될 수 있고, 본 발명의 기술적 사상 내에서 당 분야에서 통상의 지식을 가진 자에 의하여 여

러 가지 많은 변형이 가능함이 명백하다. 또한, 청구범위의 기재된 본 발명의 기술적 사상을 벗어나지 않는 범

위 내에서 당 기술분야의 통상의 지식을 가진 자에 의해 다양한 형태의 치환, 변형 및 변경이 가능할 것이며,

이 또한 본 발명의 범위에 속한다고 할 것이다.
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