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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　間欠滅菌された乳酸菌培養液100重量部に対してヒアルロン酸を0.001重量部～1重量部
の割合で添加し、撹拌し、溶解した後、濃縮する方法により製造された乳酸菌発酵物質が
捕集された、機能性水和ヒアルロン酸であって、前記乳酸菌発酵物質が有害細菌付着抑制
物質を含み、前記有害細菌付着抑制物質がリポタイコ酸及びペプチドグリカンからなる群
から選択されることを特徴とする、前記機能性水和ヒアルロン酸。
【請求項２】
　前記間欠滅菌された乳酸菌培養液は、以下の手順によって製造されることを特徴とする
請求項１記載の機能性水和ヒアルロン酸：
　　（a）乳酸菌培養液を110～135℃で3～7分間加圧熱処理する段階；
　　（b）前記（a）段階で加圧熱処理された培養液を25～35℃に冷却する段階；
　　（c）前記（b）段階で冷却された培養液を105～115℃で8～12分間加圧熱処理する段
階；
　　（d）前記（c）段階で加圧熱処理された培養液を25～35℃に冷却する段階；
　　（e）上記（d）段階で冷却された培養液を75～85℃で20～40分間熱処理した後、25～
35℃に最終冷却する段階。
【請求項３】
　前記乳酸菌はラクトバチルス属（Lactobacillus sp.）、ビフィドバクテリウム属（Bif
idobacterium sp.）、ストレプトコッカス属（Streptococcus sp.）、ラクトコッカス属
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（Lactococcus sp.）、エンテロコッカス属（Enterococcus sp.）、ペディオコッカス属
（Pediococcus sp.）、リューコノストック属（Leuconostoc sp.）、ワイセラ属（Weisse
lla sp.）からなる群より選ばれた一つ以上の乳酸菌であることを特徴とする請求項１又
は２記載の機能性水和ヒアルロン酸。
【請求項４】
　請求項1又は2記載の機能性水和ヒアルロン酸でコーティングされた乳酸菌。
【請求項５】
　　（a）乳酸菌に水溶性ポリマーを混合して1次コーティングする段階；
　　（b）前記（a）段階で1次コーティングされた乳酸菌に請求項1記載の機能性水和ヒア
ルロン酸を混合して、2次コーティングする段階であって、前記乳酸菌発酵物質が有害細
菌付着抑制物質を含み、前記付着抑制物質がリポタイコ酸及びペプチドグリカンからなる
群から選択されることを特徴とする段階；
　　（c）前記（b）段階で2次コーティングされた乳酸菌に多孔性粒子を有するコーティ
ング剤を混合して3次コーティングする段階；及び
　　（d）前記（c）段階で3次コーティングされた乳酸菌にタンパク質を混合して、4次コ
ーティングする段階を含むことを特徴とする四重コーティングされた乳酸菌の製造方法。
【請求項６】
　前記（a）段階で水溶性ポリマーは、カルボキシメチルセルロース（carboxymethyl cel
lulose、CMC）、ヒドロキシエチルセルロース（hydroxyethylcellulose、HEC）、キサン
タンガム（xanthan gum、XG）、グアーガム（guar gum、GG）、ポリビニルピロリドン（p
olyvinylpyrroridone、PVP）、カーボポール（carbopol（登録商標））、アルギン酸ナト
リウム（sodium alginate）、アルギン酸プロピレングリコール（propylene glycol algi
nate）からなる群より選ばれた一つ以上であることを特徴とする、請求項5記載の四重コ
ーティングされた乳酸菌の製造方法。
【請求項７】
　前記（b）段階で機能性水和ヒアルロン酸は、間欠滅菌された乳酸菌培養液100重量部に
対してヒアルロン酸を0.001重量部～1重量部の割合で添加して撹拌して溶解した後、30～
60℃で減圧濃縮する方法により製造された乳酸菌発酵物質が捕集されたことを特徴とする
、請求項5記載の四重コーティングされた乳酸菌の製造方法。
【請求項８】
　前記（c）段階で多孔性粒子を有するコーティング剤は、アルギン酸（alginate）、マ
ルトデキストリン（maltodextrin、MD）、キトサン（chitosan）、でん粉（starch）、ポ
リエチレングリコール（polyethyleneglycol、PEG）、トリアセチン（triacetin）、プロ
ピレングリコール（propylene glycol）、クエン酸アセチルトリエチル（acetyl triethy
l citrate）、クエン酸トリエチル（triethyl citrate）、又はグリセリン（glycerin）
からなる群より選ばれた一つ以上であることを特徴とする、請求項5記載の四重コーティ
ングされた乳酸菌の製造方法。
【請求項９】
　前記(d）段階でタンパク質は脱脂粉乳、乳清タンパク質、分離大豆タンパク質からなる
群より選ばれた一つ以上であることを特徴とする、請求項5記載の四重コーティングされ
た乳酸菌の製造方法。
【請求項１０】
　前記乳酸菌はラクトバチルス属（Lactobacillus sp.）、ビフィドバクテリウム属（Bif
idobacterium sp.）、ストレプトコッカス属（Streptococcus sp.）、ラクトコッカス属
（Lactococcus sp.）、エンテロコッカス属（Enterococcus sp.）、ペディオコッカス属
（Pediococcus sp.）、リューコノストック属（Leuconostoc sp.）、ワイセラ属（Weisse
lla sp.）からなる群より選ばれた一つ以上であることを特徴とする、請求項5記載の四重
コーティングされた乳酸菌の製造方法。
【請求項１１】
　前記（a）段階において、前記水溶性ポリマーは乳酸菌培養液100重量部に対して0.1重
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量部～10重量部の割合で混合して1次コーティングする段階；
　　前記（b）段階において、前記ヒアルロン酸は間欠滅菌された乳酸菌培養液100重量部
に対して0.001重量部～0.5重量部の割合で混合して2次コーティングする段階；
　　前記（c）段階において、前記多孔性粒子を有するコーティング剤は乳酸菌培養液100
重量部に対して0.1重量部～10重量部の割合で混合して3次コーティングする段階；及び
　　前記（d）段階において、前記タンパク質は乳酸菌培養液100重量部に対して1重量部
～30重量部の割合で混合して4次コーティングする段階を含むことを特徴とする、請求項5
記載の四重コーティングされた乳酸菌の製造方法。
【請求項１２】
　請求項5記載の製造方法で製造された四重コーティングされた乳酸菌。
【請求項１３】
　前記乳酸菌はラクトバチルス属（Lactobacillus sp.）、ビフィドバクテリウム属（Bif
idobacterium sp.）、ストレプトコッカス属（Streptococcus sp.）、ラクトコッカス属
（Lactococcus sp.）、エンテロコッカス属（Enterococcus sp.）、ペディオコッカス属
（Pediococcus sp.）、リューコノストック属（Leuconostoc sp.）、ワイセラ属（Weisse
lla sp.）からなる群より選ばれた一つ以上であることを特徴とする、請求項12記載の四
重コーティングされた乳酸菌。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、機能性水和ヒアルロン酸及びこれを利用した優れた腸粘膜付着能及び選択的
拮抗作用を有するコーティング乳酸菌の製造方法に関するもので、より詳細には、本発明
は、乳酸菌発酵成分が天然高分子物質であるヒアルロン酸に捕集された“機能性水和ヒア
ルロン酸”、及びこれを利用してコーティング乳酸菌を製造する方法、特に水溶性ポリマ
ー、機能性水和ヒアルロン酸、多孔性粒子を有するコーティング剤及びタンパク質でコー
ティングされた、優れた腸粘膜付着能及び選択的拮抗作用を有する機能性コーティング乳
酸菌を製造する方法に関するものである。
【背景技術】
【０００２】
　本出願は、2015年9月14日に出願された韓国特許出願第10-2015-0129986号に基づく優先
権を主張し、前記明細書全体は参照により本出願に援用する。
【０００３】
　人体の腸内にはBacteroides、Eubacteria、Bifidobacteria、Lactobacilli等400種以上
の微生物が棲息している。健康な人の腸には乳酸菌に代表される有益菌と有害菌が均衡を
成して棲息している（microflora）が、有害な環境、非衛生的な食品摂取、抗生剤服用等
で腸内細菌叢が攪乱されると、乳酸菌は減少して、大腸菌、サルモネラのような有害菌が
増加するようになる。
【０００４】
　プロバイオティクスは、ヒトや動物の胃腸管に棲息しながらヒトや動物に有益な効果を
示す微生物製剤であり、Lactobacilli、Bifidobacteria、Enterococci等がこれに属する
。
【０００５】
　乳酸菌の腸内生理活性機能には、腸内細菌叢の均衡維持、有害細菌の増殖抑制、下痢予
防、腸内上皮細胞の保護、毒性物質の吸収阻害、発癌抑制等がある。乳酸菌がプロバイオ
ティクスとして作用するには、腸の粘膜細胞に結合し、増殖し、有害細菌に対する拮抗力
を有しなければならない。
【０００６】
　乳酸菌が宿主の腸粘膜に付着するには、宿主の常在菌叢との競争を介して付着しなけれ
ばならない。NurmiとRantalaは、有害微生物の競争的排除を初めて導入し、孵化したばか
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りのヒヨコに鶏の腸内容物を接種した結果、サルモネラ感染が減少したと報告した。鶏の
正常腸内微生物は、腸壁表面細胞の吸着部分にさらによく付着し、脂肪酸や他の抗菌性物
質を生産し、栄養素のための競争等で有利であると報告した。
【０００７】
　乳酸菌は宿主の腸粘膜に吸着する特性があり、これは、乳酸菌の細胞壁構成成分である
リポタイコ酸、多糖類、タンパク質等が腸粘膜付着に関与するためと知られている。
【０００８】
　乳酸菌の細胞構造は、細胞膜とそれを取り囲む細胞壁で構成される。細胞壁は機能的に
乳酸菌の形を示し、細胞膜を取り囲んで外部環境から乳酸菌を保護する。細胞壁の4つの
重要な成分には、ペプチドグリカン（peptidoglycan）、タイコ酸（teichoic acid）、S
層、多糖類があり、腸粘膜の細胞外マトリックス（ECM）との結合に関与する。ECMは、上
皮細胞と内皮細胞の根幹となる安定した巨大分子組織である。乳酸菌は、腸粘膜の樹状細
胞（dendritic cell、DC）と結合した後、整腸作用をはじめとする様々な細胞シグナルを
伝達して免疫疾患等を予防する。
【０００９】
　乳酸菌が競争的排除を介して腸粘膜に円滑に付着すると、腸内で他の微生物に影響を与
える様々な物質を生産し、このうち、乳酸は腸内容物を酸性化させて他の微生物の生存を
抑制する。
【００１０】
　一般的に、乳酸菌が腸内で整腸作用を発揮するためには、有害菌である大腸菌やサルモ
ネラ等より腸粘膜との結合力が優れていなければならないが、グラム陽性細菌に分類され
る乳酸菌は、グラム陰性細菌である大腸菌とサルモネラよりも、相対的に腸粘膜との結合
力が落ちる。また、乳酸菌も分離源によって付着能が異なる。また、Lactobacillus属の
乳酸菌は小腸粘膜と付着親和力が相対的に優れ、Bifidobacterium属のプロバイオティク
ス菌は大腸粘膜との親和力が優れている。さらに、植物由来のプロバイオティクスは、植
物体の表面に付着して共生して進化してきたため、動物の腸粘膜への付着効率は低下して
いる。
【００１１】
　一方、従来の乳酸菌のコーティング技術は、１世代から４世代まで、胃腸管通過時の生
存率によって区分されてきた。第1世代は非コーティング乳酸菌、2世代は腸用コーティン
グ乳酸菌、3世代はマイクロカプセル化乳酸菌、4世代の乳酸菌はタンパク質コーティング
乳酸菌であって、胃腸管通過の際、どれほど多数の乳酸菌が腸に到達するかに焦点を合せ
た。また、5世代のコーティング技術と言われるヒアルロン酸をベースにした四重コーテ
ィング乳酸菌は（特許文献１）、従来の単一～三重コーティング乳酸菌と比べて耐熱性、
耐酸性及び耐胆汁性が著しく向上しており、乳酸菌の生存率に大きく寄与した。
【００１２】
　ヒアルロン酸をベースにした従来の四重コーティング乳酸菌の製造技術は、天然高分子
のヒアルロン酸をコーティング剤として使用して、従来の単一～三重コーティング乳酸菌
と比べて耐熱性、耐酸性及び耐胆汁性等が著しく改善されたものの、腸粘膜付着効率、定
着時間、グラム陰性病原性菌株を競争的に排除する効果においては依然として限界があっ
た。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１３】
【特許文献１】韓国登録特許第10-1280232号公報
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１４】
　そこで、本発明者らは、前記従来の乳酸菌コーティング技術が有している限界を克服し
て、腸粘膜付着効率、腸粘膜内定着時間、腸内有害菌に対する競争的抑制効果が著しく向
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上した乳酸菌のコーティング技術を開発するために研究を重ねた。その結果、乳酸菌発酵
成分が天然高分子物質のヒアルロン酸に捕集された“機能性水和ヒアルロン酸”を開発し
て、前記機能性水和ヒアルロン酸が有害菌に対しては増殖抑制作用、有益菌に対しては増
殖促進作用を示すことを確認して、目的とする効果を発揮する乳酸菌コーティング剤とし
て使用できることに着目して本発明を完成した。
【００１５】
　従って、本発明の目的は、乳酸菌培養液100重量部に対してヒアルロン酸を0.001重量部
～1重量部の割合で添加して撹拌溶解した後、30～60℃で減圧濃縮する方法により製造さ
れた、乳酸菌発酵物質が捕集された機能性水和ヒアルロン酸を提供することである。
【００１６】
　本発明の他の目的は、前記機能性水和ヒアルロン酸でコーティングされた乳酸菌を提供
することである。
【００１７】
　本発明の他の目的は、（a）乳酸菌に水溶性ポリマーを混合して1次コーティングする段
階；（b）前記（a）段階で1次コーティングされた乳酸菌に機能性水和ヒアルロン酸を混
合して2次コーティングする段階；（c）前記（b）段階で2次コーティングされた乳酸菌に
多孔性粒子を有するコーティング剤を混合して3次コーティングする段階；及び（d）前記
（c）段階で3次コーティングされた乳酸菌にタンパク質を混合して、4次コーティングす
る段階を含むことを特徴とする、四重コーティングされた乳酸菌の製造方法を提供するこ
とである。
【００１８】
　本発明の他の目的は、前記の四重コーティングされた乳酸菌の製造方法により製造され
た、四重コーティングされた乳酸菌を提供することである。
【００１９】
［技術的解決方法］
　前記の目的を達成するために、本発明は乳酸菌培養液100重量部に対してヒアルロン酸
を0.001重量部～1重量部の割合で添加して、撹拌して溶解した後、30～60℃で減圧濃縮す
る方法により製造された、乳酸菌発酵物質が捕集された機能性水和ヒアルロン酸を提供す
る。
【００２０】
　本発明の他の目的を達成するために、機能性水和ヒアルロン酸でコーティングされた乳
酸菌を提供する。
【００２１】
　本発明の他の目的を達成するために、（a）乳酸菌に水溶性ポリマーを混合して1次コー
ティングする段階；（b）前記（a）段階で1次コーティングされた乳酸菌に機能性水和ヒ
アルロン酸を混合して2次コーティングする段階；（c）前記（b）段階で2次コーティング
された乳酸菌に多孔性粒子を有するコーティング剤を混合して3次コーティングする段階
；及び（d）前記（c）段階で3次コーティングされた乳酸菌にタンパク質を混合して、4次
コーティングする段階を含むことを特徴とする、四重コーティングされた乳酸菌の製造方
法を提供する。
【００２２】
　本発明の他の目的を達成するために、本発明は、前記四重コーティングされた乳酸菌の
製造方法により製造された、四重コーティングされた乳酸菌を提供する。
【００２３】
　以下、本発明を詳細に説明する。
【００２４】
　本発明は、乳酸菌培養液100重量部に対してヒアルロン酸を0.001重量部～1重量部の割
合で添加して、撹拌して溶解した後、濃縮する方法により製造された、乳酸菌発酵物質が
捕集された機能性水和ヒアルロン酸を提供する。
【００２５】
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　本発明において、前記機能性水和ヒアルロン酸とは、乳酸菌培養液をヒアルロン酸に捕
集させたもので、腸内有害菌に対しては生育抑制作用を示し、有益菌に対しては何等の影
響も与えないか、又はこれの増殖を手助けする成分を捕集しているヒアルロン酸を意味す
る。
【００２６】
　一方、本発明者らは、腸内細菌叢の内、有益菌に分類される細菌の代表的菌株は乳酸菌
であるため、乳酸菌には影響を及ぼさないか、又は乳酸菌の増殖に役立つ成分を抽出する
ために、乳酸菌発酵物の利用を試み、これをヒアルロン酸に捕集させることによって、目
的とする効果を示すコーティング剤の開発を試みた。
【００２７】
　つまり、細胞構造物に含まれている代表成分であるリポタイコ酸（lipoteichoic acid
）、ペプチドグリカン（peptidoglycan）等の有害細菌付着阻害物質、及び、有害細菌の
増殖を抑制して、有益菌の生育を促進させる乳酸菌発酵産物を、ヒアルロン酸に捕集させ
て、機能性水和ヒアルロン酸を製作した。
【００２８】
　具体的には、本発明において、前記機能性水和ヒアルロン酸は、乳酸菌培養液100重量
部に対してヒアルロン酸を0.001重量部～1重量部の割合で添加して、撹拌して溶解した後
、30～60℃で減圧濃縮する方法により製造することができる。より好ましくは、乳酸菌培
養液100重量部に対してヒアルロン酸0.001重量部～0.5重量部で混合して、最も好ましく
は0.001重量部～0.25重量部で混合して製造する。前記のような方法により、乳酸菌発酵
物質がヒアルロン酸に捕集されて腸内の有害細菌に対しては抗菌作用を示すと同時に、有
益菌に対しては増殖促進作用を示す。特に乳酸菌培養液は加圧及び間欠滅菌（tyndalliza
tion）することにより、乳酸菌又はその培養物に含まれている代表成分のリポタイコ酸（
lipoteichoic acid）、ペプチドグリカン（peptidoglycan）等の有害細菌付着阻害物質及
び有害細菌の増殖を抑制して有益菌の生育を促進させる効果を示す。
【００２９】
　一方、本発明において、前記乳酸菌培養液は、間欠滅菌されたものでもあって、好まし
くは、前記乳酸菌培養液は、以下の段階により製造することができる：
　（a）乳酸菌培養液を110～135℃で3～7分間、加圧熱処理する段階；
　（b）前記（a）段階で加圧熱処理された培養液を25～35℃に冷却する段階；
　（c）前記（b）段階で冷却された培養液を105～115℃で8～12分間加圧熱処理する段階
；
　（d）前記（c）段階で加圧熱処理された培養液を25～35℃に冷却する段階；
　（e）前記（d）段階で冷却された培養液を75～85℃で20～40分間熱処理した後、25～35
℃に最終冷却する段階。
【００３０】
　機能性水和ヒアルロン酸を製造するための、前記乳酸菌は、抗菌成分の発酵物を生産す
る乳酸菌であって、ラクトバチルス属、ビフィドバクテリウム属、ストレプトコッカス属
、ラクトコッカス属、エンテロコッカス属、ペディオコッカス属、リューコノストック属
、ワイセラ属からなる群より選ばれた一つ以上の乳酸菌であり、好ましくはLactobacillu
s acidophilus IDCC 3302、Lactobacillus bulgaricus、Lactobacillus casei、Lactobac
illus fermentum、Lactobacillus gasseri、Lactobacillus helveticus、Lactobacillus 
rhamnosus、Lactobacillus johnsonii、Lactobacillus paracasei、Lactobacillus plant
arum、Lactobacillus reuteri、Lactobacillus salivarius、Bifidobacterium bifidum、
Bifidobacterium breve、Bifidobacterium infantis、Bifidobacterium lactis、Bifidob
acterium longum、Enterococcus faecium、Enterococcus faecalis、Streptococcus faec
ium、Streptococcus faecalis、Streptococcus thermophilus、Lactococcus lactis subs
p. lactis、Lactococcus lactis subsp. cremoris、Pediococcus acidolacticii、Pedioc
occus pentosaceus、Leuconostoc carnosum、Leuconostoc citreum、Leuconostoc gasico
mitatum、Leuconostoc gellidum、Leuconostoc inhae、Leuconostoc kimchii、Leuconost
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oc lactis、Leuconostoc mesenteroides subsp、mesenteroides、Leuconostoc paramesen
teroides、Weissella cibaria、Weissella confusa、Weissella koreensis、Weissella s
oli、Weissella viridescensからなる群より選ばれた一つ以上の乳酸菌、より好ましくは
Lactobacillus acidophilus IDCC 3302でもあるが、これに限定されるものではない。
【００３１】
　本発明の一実施例によると、乳酸菌培養液が捕集された機能性水和ヒアルロン酸は、腸
内有害細菌とみなすことができるサルモネラティフィミュリウムの腸粘膜付着能を阻害す
るばかりでなく、生育を阻害する効果を示すことが確認された（実施例2及び実施例3）。
【００３２】
　本発明の他の一実施例によると、本発明者らは、機能性水和ヒアルロン酸が腸内有益菌
の成長に及ぼす影響を評価するために、乳酸桿菌、ビフィダス菌、乳酸球菌に代表される
ラクトバチルスラムノサス、ビフィドバクテリウムロンゴム及びエンテロコッカスファシ
ウムに機能性水和ヒアルロン酸を処理し、その結果、機能性水和ヒアルロン酸を処理した
群から、それぞれの微生物の増殖が著しく促進されることを確認した（実施例4）。一方
、本発明の前記一実施例によると、一般的なヒアルロン酸はこのような有害菌阻害効果及
び有益菌増殖促進効果が示されないことが確認され、本発明に係る機能性水和ヒアルロン
酸が乳酸菌発酵物質を捕集することにより、独特の機能的特性を示すことが分かった。
【００３３】
　前記のような実験結果を通じて、機能性水和ヒアルロン酸が腸内有益菌の増殖は促進し
ながら有害菌の成長は阻害できる選択的拮抗作用を示し、乳酸菌の腸粘膜付着能と付着時
間を増大させるコーティング剤として使用できることが分かった。
【００３４】
　従って、本発明は前記機能性水和ヒアルロン酸でコーティングされた乳酸菌を提供する
。
【００３５】
　本発明は、また、前記機能性水和ヒアルロン酸を利用して、優れた腸粘膜付着能及び選
択的拮抗作用を有する四重コーティングされた乳酸菌の製造方法を提供する。具体的には
、本発明の四重コーティング乳酸菌の製造方法は、
　　（a）乳酸菌に水溶性ポリマーを混合して1次コーティングする段階；
　　（b）前記（a）段階で1次コーティングされた乳酸菌に機能性水和ヒアルロン酸を混
合して2次コーティングする段階；
　　（c）前記（b）段階で2次コーティングされた乳酸菌に多孔性粒子を有するコーティ
ング剤を混合して3次コーティングする段階；及び
　　（d）前記（c）段階で3次コーティングされた乳酸菌にタンパク質を混合して、4次コ
ーティングする段階を含むことを特徴とする。
【００３６】
　また、本発明の四重コーティングされた乳酸菌の製造方法は、
　　（a）乳酸菌にカルボキシメチルセルロースを混合して1次コーティングする段階；
　　（b）前記（a）段階で1次コーティングされた乳酸菌に機能性水和ヒアルロン酸を混
合して2次コーティングする段階；
　　（c）前記（b）段階で2次コーティングされた乳酸菌に多孔性粒子を有するコーティ
ング剤を混合して3次コーティングする段階；及び
　　（d）前記（c）段階で3次コーティングされた乳酸菌にタンパク質を混合して4次コー
ティングする段階を含むことを特徴とする。
【００３７】
　また、本発明の四重コーティングされた乳酸菌の製造方法は、
　　（a）乳酸菌に水溶性ポリマーを混合して1次コーティングする段階；
　　（b）前記（a）段階で1次コーティングされた乳酸菌に機能性水和ヒアルロン酸を混
合して2次コーティングする段階；
　　（c）前記（b）段階で2次コーティングされた乳酸菌に多孔性粒子を有するマルトデ
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キストリンを混合して3次コーティングする段階；及び
　　（d）前記（c）段階で3次コーティングされた乳酸菌にタンパク質を混合して4次コー
ティングする段階を含むことを特徴とする。
【００３８】
　また、本発明の四重コーティングされた乳酸菌の製造方法は、
　　（a）乳酸菌に水溶性ポリマーを混合して1次コーティングする段階；
　　（b）前記（a）段階で1次コーティングされた乳酸菌に機能性水和ヒアルロン酸を混
合して2次コーティングする段階；
　　（c）前記（b）段階で2次コーティングされた乳酸菌に多孔性粒子を有するコーティ
ング剤を混合して3次コーティングする段階；及び
　　（d）前記（c）段階で3次コーティングされた乳酸菌に乳清タンパク質を混合して、4
次コーティングする段階を含むことを特徴とする。
【００３９】
　好ましくは、本発明の四重コーティングされた乳酸菌の製造方法は、
　　（a）乳酸菌にカルボキシメチルセルロースを混合して1次コーティングする段階；
　　（b）前記（a）段階で1次コーティングされた乳酸菌に機能性水和ヒアルロン酸を混
合して2次コーティングする段階；
　　（c）前記（b）段階で2次コーティングされた乳酸菌に多孔性粒子を有するマルトデ
キストリンを混合して3次コーティングする段階；及び
　　（d）前記（c）段階で3次コーティングされた乳酸菌に乳清タンパク質を混合して4次
コーティングする段階を含むことを特徴とする。
【００４０】
　（a）乳酸菌の水溶性ポリマーを混合して1次コーティングする段階：
　前記水溶性ポリマーは、乳酸菌の表面接合力を増大させるために、機能性水和ヒアルロ
ン酸との架橋形成能を評価して選定した。具体的には、本発明の菌体薄膜コーティング剤
として使用され、機能性水和ヒアルロン酸の架橋形成能が優れた水溶性ポリマーは、これ
に限定はされないが、カルボキシメチルセルロース（carboxymethyl cellulose、CMC）、
ヒドロキシエチルセルロース（hydroxyethylcellulose、HEC）、キサンタンガム（xantha
 gum、XG）、グアーガム（guar gum、GG）、ポリビニルピロリドン（polyvinylpyrrorido
ne、PVP）、キトサン（chitosan）、アラビアガム（arabia gum）、カーボポール（carbo
pol）、アルギン酸ナトリウム（sodium alginate）、アルギン酸プロピレングリコール（
propylene glycol alginate）からなる群より選ばれることが望ましい。好ましくは、カ
ルボキシメチルセルロース（carboxymethyl cellulose、CMC）、ヒドロキシエチルセルロ
ース（hydroxyethylcellulose、HEC）、キサンタンガム（xantha gum、XG）、グアーガム
（guar gum、GG）、ポリビニルピロリドン（polyvinylpyrroridone、PVP）、キトサン（c
hitosan）、アラビアガム（arabia gum）、カーボポール（carbopol）であり、さらに好
ましくはカルボキシメチルセルロース（carboxymethyl cellulose、CMC）、ポリビニルピ
ロリドン（polyvinylpyrroridone、PVP）、キトサン（chitosan）、アラビアガム（arabi
a gum）、カーボポール（carbopol）であり、最も好ましくはカルボキシメチルセルロー
ス（carboxymethyl cellulose、CMC）である。
【００４１】
　前記水溶性ポリマーは、乳酸菌培養液100重量部に対して0.1重量部～10重量部の割合で
混合して1次コーティングする。具体的には、水溶性ポリマーの混合比率を例に挙げると
、乳酸菌培養液100重量部に対して0.1、0.2、0.3、0.4、0.5、0.6、0.7、0.8、0.9、1.0
、1.1、1.2、1.3、1.4、1.5、1.6、1.7、1.8、1.9、2.0、2.1、2.2、2.3、2.4、2.5、2.6
、2.7、2.8、2.9、3.0、3.1、3.2、3.3、3.4、3.5、3.6、3.7、3.8、3.9、4.0、4.1、4.2
、4.3、4.4、4.5、4.6、4.7、4.8、4.9、5.0、5.1、5.2、5.3、5.4、5.5、5.6、5.7、5.8
、5.9、6.0、6.1、6.2、6.3、6.4、6.5、6.6、6.7、6.8、6.9、7.0、7.1、7.2、7.3、7.4
、7.5、7.6、7.7、7.8、7.9、8.0、8.1、8.2、8.3、8.4、8.5、8.6、8.7、8.8、8.9、9.0
、9.1、9.2、9.3、9.4、9.5、9.6、9.7、9.8、9.9、10.0でもあって、乳酸菌培養液100重
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量部に対して0.1重量部～10重量部の範囲内であれば、前記の数値に限定されない。好ま
しくは、水溶性ポリマーを、乳酸菌培養液100重量部に対して0.1重量部～5重量部で混合
して、最も好ましくは0.1重量部～0.5重量部で混合する。
【００４２】
　好ましくは、前記水溶性ポリマーとして、カルボキシメチルセルロースを、乳酸菌培養
液100重量部に対して0.1重量部～10重量部の割合で混合して1次コーティングすることが
できる。具体的には、CMCの混合割合を例に挙げると、乳酸菌培養液100重量部比0.1、0.2
、0.3、0.4、0.5、0.6、0.7、0.8、0.9、1.0、1.1、1.2、1.3、1.4、1.5、1.6、1.7、1.8
、1.9、2.0、2.1、2.2、2.3、2.4、2.5、2.6、2.7、2.8、2.9、3.0、3.1、3.2、3.3、3.4
、3.5、3.6、3.7、3.8、3.9、4.0、4.1、4.2、4.3、4.4、4.5、4.6、4.7、4.8、4.9、5.0
、5.1、5.2、5.3、5.4、5.5、5.6、5.7、5.8、5.9、6.0、6.1、6.2、6.3、6.4、6.5、6.6
、6.7、6.8、6.9、7.0、7.1、7.2、7.3、7.4、7.5、7.6、7.7、7.8、7.9、8.0、8.1、8.2
、8.3、8.4、8.5、8.6、8.7、8.8、8.9、9.0、9.1、9.2、9.3、9.4、9.5、9.6、9.7、9.8
、9.9、10.0でもあって、乳酸菌培養液100重量部に対して0.1重量部～10重量部の範囲内
であれば前記の数値に制限されない。好ましくは、前記水溶性ポリマーとしてCMCを乳酸
菌培養液100重量部に対してCMC 0.1重量部～5重量部で混合して、最も好ましくは0.1重量
部～0.5重量部で混合する。
【００４３】
　本発明の一実施例では、カルボキシメチルセルロースが2次コーティング剤の機能性水
和ヒアルロン酸との架橋形成能が優れていることを確認した（表3参照）。
【００４４】
　従って、この基剤を濃度別に0.1％（w/v）から0.4％（w/v）で使用したとき、0.2％（w
/v）で使用した場合に、最も高い架橋形成能を示した（表4参照）。
【００４５】
　（b）前記（a）段階で1次コーティングされた乳酸菌に機能性水和ヒアルロン酸を混合
して2次コーティングする段階：
　　前記（b）段階で、（a）段階の1次コーティングされた乳酸菌に機能性水和ヒアルロ
ン酸を混合して2次コーティングする。前記機能性水和ヒアルロン酸は、腸内有害菌を抑
制する抗菌性の乳酸菌発酵物が捕集されていて、腸内有害菌を制御する。
【００４６】
　前記機能性水和ヒアルロン酸は、乳酸菌培養液100重量部に対して機能性水和ヒアルロ
ン酸0.001重量部～1重量部を混合する。具体的には、機能性水和ヒアルロン酸の混合割合
を例に挙げると、乳酸菌培養液100重量部に対して0.001、0.002、0.003、0.004、0.005、
0.006、0.007、0.008、0.009、0.010、0.011、0.012、0.013、0.014、0.015、0.016、0.0
17、0.018、0.019、0.020、0.021、0.022、0.023、0.024、0.025、0.026、0.027、0.028
、0.029、0.030、0.031、0.032、0.033、0.034、0.035、0.036、0.037、0.038、0.039、0
.040、0.041、0.042、0.043、0.044、0.045、0.046、0.047、0.048、0.049、0.050、0.05
1、0.052、0.053、0.054、0.055、0.056、0.057、0.058、0.059、0.060、0.061、0.062、
0.063、0.064、0.065、0.066、0.067、0.068、0.069、0.070、0.071、0.072、0.073、0.0
74、0.075、0.076、0.077、0.078、0.079、0.080、0.081、0.082、0.083、0.084、0.085
、0.086、0.087、0.088、0.089、0.090、0.091、0.092、0.093、0.094、0.095、0.096、0
.097、0.098、0.099、0.100重量部等で混合することができ、乳酸菌培養液100重量部に対
して0.001重量部～1重量部の範囲内であれば前記の数値に制限されない。好ましくは、前
記機能性水和ヒアルロン酸を、乳酸菌培養液100重量部に対して0.001重量部～0.05重量部
で混合して、さらに好ましくは0.001重量部～0.005重量部で混合する。
【００４７】
　（c）前記（b）段階で2次コーティングされた乳酸菌に多孔性粒子を有するコーティン
グ剤を混合して3次コーティングする段階：
　　前記多孔性コーティング剤は、菌体に多孔性粒子を有する基剤のコーティング剤とし
て、外部の水分及び湿潤空気の流入を遮断する役割をする。多孔性粒子を有するものを前
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記3次コーティング剤として使用可能であり、具体的にはこれに限定はされないが、アル
ギン酸（alginate）、マルトデキストリン（maltodextrin、MD）、ポリエチレングリコー
ル（polyethyleneglycol、PEG）、トリアセチン（triacetin）、クエン酸アセチルトリエ
チル（acetyl triethyl citrate）又はクエン酸トリエチル（triethyl citrate）が含ま
れ、好ましくはアルギン酸（alginate）、マルトデキストリン（maltodextrin、MD）、ポ
リエチレングリコール（polyethyleneglycol、PEG）でもあって、最も好ましくはマルト
デキストリン（maltodextrin、MD）を意味する。
【００４８】
　前記多孔性コーティング剤は、乳酸菌培養液100重量部に対して0.1重量部～10重量部の
割合で混合される。具体的には、多孔性コーティング剤の混合比率を例に挙げると、乳酸
菌培養液100重量部比0.1、0.2、0.3、0.4、0.5、0.6、0.7、0.8、0.9、1.0、1.1、1.2、1
.3、1.4、1.5、1.6、1.7、1.8、1.9、2.0、2.1、2.2、2.3、2.4、2.5、2.6、2.7、2.8、2
.9、3.0、3.1、3.2、3.3、3.4、3.5、3.6、3.7、3.8、3.9、4.0、4.1、4.2、4.3、4.4、4
.5、4.6、4.7、4.8、4.9、5.0、5.1、5.2、5.3、5.4、5.5、5.6、5.7、5.8、5.9、6.0、6
.1、6.2、6.3、6.4、6.5、6.6、6.7、6.8、6.9、7.0、7.1、7.2、7.3、7.4、7.5、7.6、7
.7、7.8、7.9、8.0、8.1、8.2、8.3、8.4、8.5、8.6、8.7、8.8、8.9、9.0、9.1、9.2、9
.3、9.4、9.5、9.6、9.7、9.8、9.9、10.0でもあって、乳酸菌培養液100重量部に対して0
.1重量部～10重量部の範囲内であれば、前記の数値に制限されない。好ましくは、前記多
孔性コーティング剤を、乳酸菌培養液100重量部に対して0.1重量部～5重量部で混合して
、より好ましくは0.1重量部～0.5重量部で混合する。
【００４９】
　好ましくは、前記多孔性コーティング剤として、マルトデキストリンを、乳酸菌培養液
100重量部に対して0.1重量部～10重量部の割合で混合することができる。具体的には、MD
の混合比率を例に挙げると、乳酸菌培養液100重量部に対して0.1、0.2、0.3、0.4、0.5、
0.6、0.7、0.8、0.9、1.0、1.1、1.2、1.3、1.4、1.5、1.6、1.7、1.8、1.9、2.0、2.1、
2.2、2.3、2.4、2.5、2.6、2.7、2.8、2.9、3.0、3.1、3.2、3.3、3.4、3.5、3.6、3.7、
3.8、3.9、4.0、4.1、4.2、4.3、4.4、4.5、4.6、4.7、4.8、4.9、5.0、5.1、5.2、5.3、
5.4、5.5、5.6、5.7、5.8、5.9、6.0、6.1、6.2、6.3、6.4、6.5、6.6、6.7、6.8、6.9、
7.0、7.1、7.2、7.3、7.4、7.5、7.6、7.7、7.8、7.9、8.0、8.1、8.2、8.3、8.4、8.5、
8.6、8.7、8.8、8.9、9.0、9.1、9.2、9.3、9.4、9.5、9.6、9.7、9.8、9.9、10.0でもあ
って、乳酸菌培養液100重量部に対して0.1重量部～10重量部の範囲内であれば、前記の数
値に制限されない。好ましくは、前記多孔性コーティング剤としてMDを乳酸菌培養液100
重量部に対して0.1重量部～5重量部で混合して、より好ましくは0.1重量部～0.5重量部で
混合する。
【００５０】
　（d）前記（c）段階で3次コーティングされた乳酸菌にタンパク質を混合して4次コーテ
ィングする段階：
　　前記タンパク質は、多孔性粒子構造を有する3次コーティング剤の空隙を満たすため
に、3次コーティングされた乳酸菌に混合され、これに限定はされないが、好ましくは脱
脂粉乳、乳清タンパク質、分離大豆タンパク質からなる群より選ばれたタンパク質、好ま
しくは乳清タンパク質を意味する。
【００５１】
　前記4次コーティング剤のタンパク質は、乳酸菌培養液100重量部に対してタンパク質1
重量部～30重量部の割合で混合され、具体的には4次コーティング剤のタンパク質の混合
比率を例に挙げると、乳酸菌培養液100重量部比1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12
、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30でもあっ
て、乳酸菌培養液100重量部に対して1重量部～30重量部の範囲内であれば前記の数値に制
限されない。好ましくは4次コーティング剤のタンパク質を、乳酸菌培養液100重量部に対
して1重量部～10重量部で混合し、最も好ましくは5重量部～10重量部で混合する。
【００５２】
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　好ましくは、４次コーティング剤として、乳清タンパク質を、乳酸菌培養液100重量部
に対してタンパク質1重量部～30重量部の割合で混合することができ、具体的には乳清タ
ンパク質の混合割合を例に挙げると乳酸菌培養液100重量部に対して1、2、3、4、5、6、7
、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、
28、29、30でもあって、乳酸菌培養液100重量部に対して1重量部～30重量部の範囲内であ
れば前記数値に制限されない。好ましくは、4次コーティング剤として、乳清タンパク質
を、乳酸菌培養液100重量部に対して1重量部～10重量部で混合して、最も好ましくは5重
量部～10重量部で混合する。
【００５３】
　前記本発明の方法で製造された４次コーティング乳酸菌は、従来の非コーティング、単
一コーティング、二重コーティング、三重コーティングされた乳酸菌だけでなく、四重コ
ーティングされた乳酸菌に比べて腸粘膜付着能が極めて優れている。本発明のー実施例に
よれば、機能性水和ヒアルロン酸を利用して四重コーティングされた乳酸菌は、従来の四
重コーティング乳酸菌と比べてin vitro及びin vivoで腸粘膜付着能が優れていることが
示された。このような効果は、ヒトの腸粘膜と類似した環境と言える常在菌が存在する条
件でも優れていた点で、その意味が極めて大きいと言える。
【００５４】
　一方、コーティングされた乳酸菌が宿主の腸に達した後、腸の粘膜に付着するためには
、宿主の常在菌叢との競争を通さなければならない。さらに、乳酸菌が腸粘膜に付着して
有益な生理学的活性を示すためには、腸粘膜の有害菌の増殖は抑制して有益菌の増殖は促
進する効果を示すことが好ましい点で、本発明の四重コーティングされた乳酸菌は、従来
の非コーティング、単一コーティング、二重コーティング、三重のコーティング及び四重
コーティングされた乳酸菌と比べて極めて優れたものと言える。
【００５５】
　具体的には、本発明の一実施例によれば、機能性水和ヒアルロン酸を利用して、四重コ
ーティングされた乳酸菌は、従来の非コーティング又は四重のコーティングされた乳酸菌
に比べて有害菌との競争的付着阻害能が極めて優れていて、常在菌が存在する状況でも乳
酸菌の腸粘膜付着能を向上させることが分かった。さらに、本発明の方法により四重コー
ティングされた乳酸菌の2次コーティング基剤の機能性水和ヒアルロン酸は、有害菌に対
しては増殖を抑制する効果がある反面、有益菌の増殖は促進する効果があることが確認さ
れて、有害菌に対してのみ選択的に拮抗作用を示すことが分かった。
【００５６】
　本発明の四重コーティングされた乳酸菌は、優れた腸粘膜付着能及び有害菌に対する選
択的拮抗作用以外にも、四重コーティングにより構造的に安定し、水分、空気等の外部環
境因子を効率的に遮断して、高い経時的安定性を示すことができ、耐酸性及び耐胆汁酸性
が極めて優れている。
【００５７】
　また、本発明の四重コーティングされた乳酸菌は、前記のような方法で製造されたこと
を特徴とする。従って、本発明の四重コーティングされた乳酸菌は、従来の四重コーティ
ングされた乳酸菌が有する優れた耐酸性及び耐胆汁性を維持しながら、非コーティング、
四重コーティングされた乳酸菌に比べて腸内細菌叢の内、有害細菌抑制能が優れ、有害細
菌の増加の際に効率的に正常化させることができる。また、腸内細菌叢の内、有益菌であ
る乳酸菌叢の増殖を助け、効率的な腸内細菌叢の正常化に寄与する。
【００５８】
　一方、本発明の他の一実施例によれば、本発明の機能性水和ヒアルロン酸は、四重コー
ティングされた乳酸菌だけでなく、二重又は三重コーティングされた乳酸菌にコーティン
グ剤として使用された場合にも、一般的なヒアルロン酸を利用して乳酸菌をコーティング
した時と比べてはるかに向上した腸粘膜付着能を示した点で、機能性水和ヒアルロン酸が
それ自体で優れた腸粘膜付着能及び有害細菌に対する拮抗作用を示すコーティング剤とし
て使用できることが分かった。
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【００５９】
　これだけでなく、機能性水和ヒアルロン酸を使用して二重又は三重コーティングされた
乳酸菌は、一般的なヒアルロン酸を使用して二重又は三重コーティングされた乳酸菌と比
べて同じ程度の耐酸性及び耐胆汁酸性を示すことから、機能性水和ヒアルロン酸を製造す
る過程でヒアルロン酸固有の乳酸菌保護効果はそのまま維持されることが分かった。
【００６０】
　前記の通り、本発明の機能性水和ヒアルロン酸でコーティングされた乳酸菌は、一般的
なヒアルロン酸を利用してコーティングされた乳酸菌と比べて同じ程度の耐酸性及び耐胆
汁性を示すばかりでなく、優れた腸粘膜付着能及び有害細菌に対する選択的拮抗作用を示
し、このような乳酸菌コーティング剤及び乳酸菌コーティング方法については、従来報告
されたことのないもので、本発明者が機能性水和ヒアルロン酸を乳酸菌のコーティングに
利用することにより表れた効果であるので、これは本発明で最初に報告するものである。
【発明の効果】
【００６１】
［有利な効果］
　本発明の機能性水和ヒアルロン酸は、有害菌に対しては増殖抑制作用を示し、有益菌に
対しては増殖促進作用を示す選択的拮抗作用を示す効果があって、本発明の機能性水和ヒ
アルロン酸を用いてコーティングされた乳酸菌は、一般的なヒアルロン酸を利用してコー
ティングされた乳酸菌と比べて優れた腸粘膜付着能及び有害菌に対する選択的拮抗作用を
示す効果がある。
【００６２】
　特に、本発明の機能性水和ヒアルロン酸を用いて、四重コーティングされた乳酸菌は、
乳酸菌に水溶性ポリマー、機能性水和ヒアルロン酸、多孔性粒子を有するコーティング剤
、タンパク質を混合して四重コーティングすることにより、従来非コーティング、単一、
二重、三重及び四重コーティング乳酸菌では表われない、優れた腸粘膜付着能及び有害細
菌に対する選択的拮抗作用を示すだけでなく、耐酸性及び耐胆汁性も極めて優れていて、
乳酸菌本来の生理活性機能を消失しない効果がある。
【図面の簡単な説明】
【００６３】
【図１】図1は、機能性水和ヒアルロン酸の形状を示した写真である。
【図２】図2は、機能性水和ヒアルロン酸のサルモネラティフィミュリウムKCTC 2054に対
する成育阻害能を評価した結果である。
【図３】図3は、ラクトバチルスアシドフィルスIDCC 3302の培養液が捕集された機能性水
和ヒアルロン酸原料の、ラクトバチルスラムノサスに対する増殖促進効果を評価した写真
である(A：一般的なヒアルロン酸処理対照群、B：機能性水和ヒアルロン酸処理群）。
【図４】図4は、ラクトバチルスアシドフィルスIDCC 3302の培養液が捕集された機能性水
和ヒアルロン酸原料の、ビフィドバクテリウムロンガムに対する増殖促進効果を評価した
写真である（A：一般的なヒアルロン酸処理対照群、B：機能性水和ヒアルロン酸処理群）
。
【図５】図5は、ラクトバチルスアシドフィルスIDCC 3302の培養液が捕集された機能性水
和ヒアルロン酸原料の、エンテロコッカスファシウムに対する増殖促進効果を評価した写
真である（A：一般的なヒアルロン酸処理対照群、B：機能性水和ヒアルロン酸処理群）。
【図６】図6は、機能性水和ヒアルロン酸を利用して二重コーティングされたラクトバチ
ルスアシドフィルスIDCC 3302、非コーティング及び一般的なヒアルロン酸を利用して二
重コーティングされたラクトバチルスアシドフィルスIDCC 3302の腸内定着性を比較した
図である。
【図７】図7は、機能性水和ヒアルロン酸を利用して二重コーティングされたラクトバチ
ルスアシドフィルスIDCC 3302、非コーティング及び一般的なヒアルロン酸を利用して二
重コーティングされたラクトバチルスアシドフィルスIDCC 3302が腸内サルモネラ菌の生
育に及ぼす影響を評価した図である。
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【図８】図8は、機能性水和ヒアルロン酸を利用して三重コーティングされたラクトバチ
ルスアシドフィルスIDCC 3302、非コーティング及び一般的なヒアルロン酸を利用して三
重コーティングされたラクトバチルスアシドフィルスIDCC 3302の腸内定着性を比較した
図である。
【図９】図9は、機能性水和ヒアルロン酸を利用して三重コーティングされたラクトバチ
ルスアシドフィルスIDCC 3302、非コーティング及び一般的なヒアルロン酸を利用して三
重コーティングされたラクトバチルスアシドフィルスIDCC 3302が腸内サルモネラ菌の生
育に及ぼす影響を評価した図である。
【図１０】図10は、機能性水和ヒアルロン酸を利用して四重コーティングされたラクトバ
チルスアシドフィルスIDCC 3302、非コーティング及び一般的なヒアルロン酸を利用して
四重コーティングされたラクトバチルスアシドフィルスIDCC 3302の腸内定着性を比較し
た図である。
【図１１】図11は、機能性水和ヒアルロン酸を利用して、四重コーティングされたラクト
バチルスアシドフィルスIDCC 3302、非コーティング及び一般的なヒアルロン酸を利用し
て四重コーティングされたラクトバチルスアシドフィルスIDCC 3302が腸内サルモネラ菌
の生育に及ぼす影響を評価した図である。
【図１２】図12は、本発明に使用された非コーティングされたラクトバチルスアシドフィ
ルスIDCC 3302の形状を示したSEM写真である。
【図１３】図13は、ラクトバチルスアシドフィルスIDCC 3302にカルボキシメチルセルロ
ースを混合して1次コーティングされた乳酸菌の形状を示したSEM写真である。
【図１４】図14は、カルボキシメチルセルロースで1次コーティングされたラクトバチル
スアシドフィルスIDCC 3302に機能性水和ヒアルロン酸を混合して、2次コーティングされ
た乳酸菌の形状を示したSEM写真である。
【図１５】図15は、カルボキシメチルセルロース及び機能性水和ヒアルロン酸で2次コー
ティングされたラクトバチルスアシドフィルスIDCC 3302にマルトデキストリンを混合し
て3次コーティングされた乳酸菌の形状を示したSEM写真である。
【図１６】図16は、カルボキシメチルセルロース、機能性水和ヒアルロン酸及びマルトデ
キストリンで3次コーティングされたラクトバチルスアシドフィルスIDCC 3302に、乳清タ
ンパク質を混合して4次コーティングされた乳酸菌の形状を示したSEM写真である。
【発明を実施するための形態】
【００６４】
　以下、本発明を詳細に説明する。
【００６５】
　但し、下記の実施例は本発明を例示するのみで、本発明の内容が下記の実施例に限定さ
れるものではない。
【００６６】
＜実施例１＞
　機能性水和ヒアルロン酸の調製
【００６７】
　代表的乳酸菌であるラクトバチルスアシドフィルスIDCC 3302（Lactobacillus acidoph
ilus IDCC 3302）発酵菌体を間欠滅菌（tyndallization）することにより、ラクトバチル
スアシドフィルスIDCC 3302細胞構造物に含まれている代表成分であるリポタイコ酸（lip
oteichoic acid）、ペプチドグリカン（peptidoglycan）等の有害細菌付着阻害物質及び
有害細菌の増殖を抑制して有益菌の生育を促進させる乳酸菌発酵産物を、ヒアルロン酸に
捕集することを試みた。このために十分に培養されたラクトバチルスアシドフィルスIDCC
 3302菌液を121℃で5分間加圧熱処理（圧力ゲージ上1.2気圧）した後、菌液を30℃に冷却
した。これを再び110℃で10分間加圧熱処理（圧力ゲージ上0.8気圧）した後、菌液を30℃
に冷却して、再び80℃で30分間熱処理後、30℃に最終冷却して付着阻害乳酸菌液を準備し
た。
【００６８】
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　この培養液を、60℃で初期体積の1/10まで減圧濃縮して、ここにヒアルロン酸0.01～1
％（w/v）を入れて十分に撹拌して溶解した後、50℃で追加の減圧濃縮を行い、乾燥して
図1に示した通り機能性水和ヒアルロン酸の原料を調製した。
【００６９】
＜実施例２＞
　機能性水和ヒアルロン酸の付着阻害能
【００７０】
　機能性水和ヒアルロン酸の有害菌付着阻害能を評価するために、ヒトの腸内上皮細胞系
であるCaco-2細胞in vitroモデルを使用した。Caco-2細胞in vitroモデルは、局在性（po
larization）、機能性な刷子縁及び加水分解酵素の分泌等、成熟した腸細胞の特性をその
まま示す。乳酸菌が腸内粘膜細胞と結合するには乳酸菌のリガンドが特定の受容体と相互
作用することが必要なため、腸内のCaco-2細胞は実際に乳酸菌の腸定着性を研究する上で
最も有用なin vitroモデルの一つとして知られている（Microbiol.59（12）：4121-4128
、Gut.35：483-489、FEMS microbiology．Lett.91：213-218等）。
【００７１】
　具体的には、機能性水和ヒアルロン酸をCaco-2細胞にまず処理した後、サルモネラティ
フィミュリウムKCTC 2054を付着させ、Caco-2細胞に付着しているサルモネラティフィミ
ュリウムKCTC 2054の菌数を測定して、これを阻害率に換算する方法を使用した。
【００７２】
　この時、対照群として、機能性水和ヒアルロン酸サンプルの代わりに一般的なヒアルロ
ン酸を使用した。より具体的には、Caco-2単層細胞はCaco-2細胞を10％（v/v）ウシ胎仔
血清と20μl/mlゲンタマイシンを添加したDMEMに1.2x105 細胞/ml濃度で接種して6ウェル
組織培養プレート（BD、USA）1ウェル当り1 ml分株して7日間培養した後、リン酸緩衝生
理食塩水（PBS、pH 7.2）で2回洗浄して製造した。Caco-2単層が形成された各ウェルに機
能性水和ヒアルロン酸溶液0.5mlを加えて90分間反応させた。対照群はヒアルロン酸溶液
を使用した。サルモネラティフィミュリウムKCTC 2054サンプル0.5ml（1x108 cfu/ml）を
入れて90分間反応させた。反応後、上澄み液を除去してCaco-2細胞をPBSで2回洗浄して、
付着していないサルモネラティフィミュリウムKCTC 2054を除去した。0.04％（w/v）Twee
n 80 1mlを加えてCaco-2細胞に付着したサルモネラティフィミュリウムKCTC 2054を回収
して生菌数を測定した。この結果を下記表1に示した。
【００７３】
【表１】

【００７４】
　前記表1に示した通り、対照群である一般的なヒアルロン酸の場合、サルモネラティフ
ィミュリウムの付着阻害は殆ど示されていないのに対し、機能性水和ヒアルロン酸の場合
46％の付着阻害率を示すことが確認された。つまり、機能性水和ヒアルロン酸を乳酸菌の
コーティング剤として使用する場合、乳酸菌が腸粘膜に付着することは勿論、腸内有害菌
との競争的除去に役立つものと判断された。
【００７５】
＜実施例３＞
　機能性水和ヒアルロン酸の有害菌拮抗作用
　機能性水和ヒアルロン酸の腸内有害細菌に対する抗菌力を評価するために、サルモネラ
ティフィミュリウムKCTC 2054に対して、最小発育阻止濃度（Minimum Inhibitory Concen
tration、MIC）を求めて、腸内細菌叢の内、有害菌に及ぼす影響を比較した。実験方法は
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、韓国薬局方の細菌増殖阻害試験を改変して用いた。詳細内容は下記の通りである。
【００７６】
１）サルモネラティフィミュリウムKCTC 2054試験菌溶液の調製
　サルモネラティフィミュリウムKCTC 2054試験菌溶液の調製のために、ブレインハート
インフュージョン寒天培地（BHI agar、BD、USA）で育ったサルモネラティフィミュリウ
ムKCTC 2054菌体を1ループ取り、滅菌されたBHI液状培地5mlに懸濁してO.D. 620nm値0.15
に調整した。この溶液を試験菌溶液として使用した。
【００７７】
２）操作法
　機能性水和ヒアルロン酸粉末を1％（w/v）～10％（w/v）の濃度になるようにBHI液状培
地20mlにそれぞれ入れて5～10分間撹拌しながら懸濁した。懸濁液を遠心分離（5,000RPM/
15分）した後、上澄み液をメンブレンフィルター（0.45μm）で濾過滅菌した。それぞれ
の濃度の濾過滅菌液2mlを、滅菌された4ml試験管に入れてサルモネラティフィミュリウム
KCTC 2054試験菌溶液を2％（v/v）接種した。対照群として機能性水和ヒアルロン酸サン
プルの代わりに、一般的なヒアルロン酸を使用した。接種後、37℃で24時間培養しながら
菌の成長を観察した。
【００７８】
３）判定
　培養24時間後に菌の成長が観察された濃度を確認して、そのときの濃度値をMIC値とし
た。
【００７９】
　この結果を下記表2及び図2に示した。
【００８０】
【表２】

【００８１】
　前記表2及び図2に示した通り、機能性水和ヒアルロン酸についてサルモネラティフィミ
ュリウムKCTC 2054菌株に対するMIC値を評価した結果、機能性水和ヒアルロン酸は、4％
（w/v）の濃度で最小発育阻止濃度（MIC）を示し、有害菌に対する増殖抑制効果を示すこ
とが確認できた。
【００８２】
＜実施例４＞
　機能性水和ヒアルロン酸の有益菌増殖促進作用
【００８３】
　機能性水和ヒアルロン酸の腸内有益菌に対する影響力を評価するために、乳酸桿菌、ビ
フィダス菌、乳酸球菌に代表されるラクトバチルスラムノサス（Lactobacillus rhamnosu
s）、ビフィドバクテリウムロンガム（Bifidobacterium longum）、エンテロコッカスフ
ァシウム（Enterococcus faecium）を使用した。より詳細には、腸内有益菌3種の試験菌
液の調製のため、de Man-Rogosa-Sharpe寒天培地（MRS、BD、USA）で育った有益菌3種の
菌体を採り、滅菌されたMRS液状培地に懸濁した後、この溶液を試験菌溶液として使用す
る。
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【００８４】
　ラクトバチルスアシドフィルスIDCC 3302の機能性水和ヒアルロン酸粉末を、4％（w/v
）の濃度になるようにMRS液状培地20mlにそれぞれ入れて5～10分間撹拌しながら懸濁する
。対照群として機能性水和ヒアルロン酸粉末の代わりに一般的なヒアルロン酸を使用した
。
【００８５】
　懸濁液を遠心分離（5,000RPM/15分）した後、上澄み液をメンブレンフィルター（0.45
μm）で濾過滅菌する。濾過滅菌液2mlを滅菌された4ml試験管に入れて有益菌3種をそれぞ
れ2％（v/v）ずつ接種する。接種後、37℃で24時間培養しながら、菌の成長を、顕微鏡観
察を通じて、対照群と増殖度を比較して図3～図5に示した。
【００８６】
　図3～図5に示した通り、本発明に係る機能性水和ヒアルロン酸を処理したラクトバチル
スラムノサス（図3）、ビフィドバクテリウムロンガム（図4）、エンテロコッカスファシ
ウム（図5）で、一般的なヒアルロン酸処理した対照群と比べて、それぞれの菌の成長が
促進されることを確認できた。
【００８７】
＜実施例５＞
　乳酸菌の表面薄膜コーティング架橋剤選定
【００８８】
　乳酸菌体表面薄膜コーティングをなす水溶性ポリマーと、機能性水和ヒアルロン酸との
架橋形成能を評価して、最適のコーティング架橋剤を選定した。より詳細には、機能性水
和ヒアルロン酸を3次蒸留水に4g/lの濃度で溶解した溶液と、水溶性ポリマーを3次蒸留水
に1％（w/v）の濃度で溶解した溶液を1：1（v/v）の体積比で混合して1分間強く撹拌した
後、常温で30分間放置した。3次蒸留水のみを機能性水和ヒアルロン酸と混合した結果と
比べて、架橋親和性を判断した。架橋が形成された場合、機能性水和ヒアルロン酸の平均
分子量が増加して、溶液の粘度が増加するようになる。粘度の測定は、24℃の恒温水槽で
、粘度増加によって測定時間が増加する粘度計（Ubbelogdeviscometer、SI analytics）
に溶液を入れて、ViscoClock（SI Analytics）を利用して、一定区間を通過する下降所要
時間を測定して、粘度を相対的に比較した（表3）。
【００８９】
　下記表3に示した通り、機能性水和ヒアルロン酸は試験に使用された全ての水溶性ポリ
マーと架橋結合をよく形成し、その中で特にカルボキシメチルセルロース（CMC）と架橋
結合を最もよく形成することが示された。
【００９０】
【表３】

【００９１】
　機能性水和ヒアルロン酸と架橋結合を最もよく形成するコーティング架橋剤であるCMC
の最適濃度を決定するために、機能性水和ヒアルロン酸を3次蒸留水に4g/Lの濃度で溶解
した溶液に、CMC濃度を0.1％（w/v）から0.4％（w/v）まで添加した溶液を製造して、架
橋形成を相対的に比較できるViscoClock（SI Analytics）を利用して一定区間を通過する
下降所要時間を測定して、粘度を相対的に比較した。
【００９２】
　この結果を下記表4に示した。
【００９３】
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【００９４】
　前記表4に示した通り、機能性水和ヒアルロン酸との架橋形成のための最適なCMC濃度決
定実験では、0.2％（w/v）使用時に632秒の下降時間を示し、相対的に架橋形成能力が優
れた濃度であることが示された。
【００９５】
＜実施例６＞
　機能性水和二重コーティング乳酸菌
【００９６】
　＜6-1＞機能性水和二重コーティング乳酸菌の調製
【００９７】
　本発明では韓国登録特許（第10-1280232号）の明細書実施例に記載されたコーティング
乳酸菌調製方法を基に、CMC-Naを1次コーティング剤とし、前記＜実施例1＞で調製した機
能性水和ヒアルロン酸を2次コーティング剤とした乳酸菌の表面薄膜コーティング剤を使
用して、機能性水和二重コーティング乳酸菌を調製した。対照群として機能性水和ヒアル
ロン酸の代わりに一般的なヒアルロン酸を使用して二重コーティング乳酸菌を調製して使
用した。
【００９８】
　＜6-2＞機能性水和二重コーティング乳酸菌の耐酸性（acid tolerance）
【００９９】
　乳酸菌が経口で摂取された後で人体の消化器官の中で胃腸（stomach）を通過する時、
胃酸（gastric juice）に晒されることになるが、これと類似した環境を試験管条件で作
成して機能性水和ヒアルロン酸二重コーティング乳酸菌と一般的なヒアルロン酸の二重コ
ーティング乳酸菌群の生存率を比較して耐酸性を評価した。
【０１００】
　より詳細には、MRS培地に10％ HClを滴下してpHを2.3、2.5に調製後、滅菌して使用し
、試料1gをそれぞれのpHに調製されたMRS培地に入れて0時間、1時間、2時間反応させた後
、生菌数の分析を行った。このとき、実験に使用した乳酸菌は、ラクトバチルス属（Lact
obacillus sp）12種、ビフィドバクテリウム属（Bifidobacterium sp）4種、ストレプト
コッカス属（Streptococcus sp）1種、エンテロコッカス属（Enterococcus sp）1種、ラ
クトコッカス属（Lactococcus sp）1種であり、機能性水和二重コーティング乳酸菌とヒ
アルロン酸二重コーティング乳酸菌を製造して比較した。
【０１０１】
　これに対する結果を下記表5に示した。
【０１０２】
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【表５】

【０１０３】
　前記表5に示した通り、機能性水和ヒアルロン酸二重コーティング乳酸菌と一般的なヒ
アルロン酸の二重コーティング乳酸菌の耐酸性を比較した結果、各実験群から類似した耐
酸性が示された。
【０１０４】
　これらの結果は、機能性水和ヒアルロン酸が製造される過程で、乳酸菌を保護するヒア
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【０１０５】
　＜6-3＞機能性水和二重コーティング乳酸菌の耐胆汁酸性（bile tolerance）
　胆汁酸（bile acid）は、肝臓（liver）から作られて胆道に出て小腸（small intestin
e）に流れて小腸末端の回腸（ileum）で95％吸収され、再び肝臓に戻る腸管循環をする。
この過程で小腸に定着した乳酸菌に影響を与える。
【０１０６】
　従って、胆汁酸に晒されたとき機能性水和ヒアルロン酸二重コーティング乳酸菌と、ヒ
アルロン酸の二重コーティング乳酸菌群の生存率を試験管環境で比較した。より詳細には
、胆汁酸0.3％が添加された培地と添加されていない培地を滅菌して使用してそれぞれの
培地に機能性水和ヒアルロン酸の二重コーティング乳酸菌、対照群である一般的なヒアル
ロン酸二重コーティング乳酸菌の試料1gをそれぞれ接種して5時間反応させた後、生菌数
の分析をして耐胆汁酸性を比較した。
【０１０７】
　この結果を下記表6に示した。
【０１０８】
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【表６】

【０１０９】
　前記表6に示した通り、機能性水和ヒアルロン酸二重コーティング乳酸菌と、ヒアルロ
ン酸二重コーティング乳酸菌の耐胆汁酸性を比較した結果、各実験群で殆ど差が無く、類
似した耐胆汁酸性を示した。従って、機能性水和ヒアルロン酸は製造過程中に、そのヒア
ルロン酸固有の特性が破壊されず、乳酸菌にコーティングした後にも類似した効果を示し
たものと判断される。
【０１１０】
　＜6－4＞機能性水和二重コーティング乳酸菌の非競争的付着能
【０１１１】
　Caco-2細胞単層はCaco-2細胞（韓国細胞バンク）を10%(v/v）ウシ胎仔血清と20μl/ml
濃度のゲンタマイシン（gentamicin）を添加したダルベッコ改変イーグル培地（DMEM、Hy
clone、USA）に1.2x105 細胞/ml濃度で接種して、6ウェル組織培養プレートを使用して1
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ウェル当たり1ml分株して7日間培養した後、リン酸緩衝溶液で２回洗浄して製造した。
【０１１２】
　Coco-2単層が形成された各ウェルに非コーティング乳酸菌と、ヒアルロン酸二重コーテ
ィング乳酸菌、機能性水和ヒアルロン酸二重コーティング乳酸菌サンプル1mlを入れて90
分間反応させた。前記二重コーティング乳酸菌は韓国登録特許(第10-1280232号）の二重
コーティング乳酸菌調製方法を基に製造した。
【０１１３】
　　反応後上澄み液を除去して0.04%(v/v）Tween80 1mlを添加してCaco-2細胞に付着した
乳酸菌サンプルを回収して、ヘモサイトメータを利用して観察菌数を測定した。初期菌数
に対する付着菌数の比率で付着効率を計算した。
【０１１４】
　この結果は下記表７に示した。
【０１１５】
　下記表７に示した通り、腸粘膜と類似したCaco-2細胞に対する付着能評価の際、非コー
ティング乳酸菌よりヒアルロン酸二重コーティング乳酸菌の付着効率が相対的に優れてい
て、機能性水和ヒアルロン酸二重コーティング乳酸菌の付着効率は、ヒアルロン酸二重コ
ーティング乳酸菌と比べて全般的により向上した付着効率を示した。
【０１１６】
【表７】

【０１１７】
　腸粘膜細胞に乳酸菌と競争する微生物が存在しないとき、基本腸粘膜付着能は、機能性
水和ヒアルロン酸二重コーティング乳酸菌が、一般的なヒアルロン酸二重コーティング乳
酸菌と比べて全搬的に向上した付着効率を示した。このような結果から、機能性水和ヒア
ルロン酸の腸粘膜定着効果は、一般的なヒアルロン酸と同等又は向上した効果を示したの
で、機能性水和ヒアルロン酸の製造過程中にヒアルロン酸固有の腸粘膜粘着力が破壊され
なかったことが分かった。
【０１１８】
　＜6-5＞機能性水和二重コーティング乳酸菌の競争的付着阻害能（Competitive exclusi
on）
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【０１１９】
　一般的に、乳酸菌が腸内で整腸作用を発揮するためには、有害菌である大腸菌とサルモ
ネラ等よりも腸粘膜との結合力が優れていなければならないが、グラム陽性菌に分類され
る乳酸菌は、グラム陰性細菌である大腸菌とサルモネラより、相対的に腸粘膜との結合力
が落ちる。従って、本発明者らは、機能性水和ヒアルロン酸二重コーティングされた乳酸
菌が腸内で有益な生理学的活性を示し得るか否かをより明確に判断するために、常在菌が
存在する条件で乳酸菌付着能の評価を試みた。
【０１２０】
　常在菌の存在時、付着能の比較実験は、サルモネラティフィミュリウムKCTC 2054を指
示菌として使用し、Caco-2細胞に先ず付着させた後、非コーティング乳酸菌、ヒアルロン
酸二重コーティングされた乳酸菌、機能性水和ヒアルロン酸二重コーティング乳酸菌を処
理したときの、Caco-2細胞に付着しているサルモネラティフィミュリウムKCTC 2054の菌
数を測定して、これを阻害率に換算する方法を使用した。
【０１２１】
　より具体的には、Caco-2細胞単層はCaco-2細胞を10％（v/v）ウシ胎仔血清と20μl/ml
ゲンタマイシンを添加したダルベッコ改変イーグル培地（DMEM、Hyclone、USA）に1.2x10
5細胞/mlの濃度で接種して6ウェル組織培養プレートを使用して1ウェル当たり1ml分株し
て7日間培養した後、リン酸緩衝溶液で2回洗浄して製造した。
【０１２２】
　サルモネラティフィミュリウムKCTC 2054の試料は、それぞれブレインハートインフュ
ージョン（BHI、BD、USA）培養液10mlを遠心分離して菌体を回収し、リン酸緩衝溶液で2
回洗浄した後、1mlのリン酸緩衝溶液に再懸濁して無血清DMEMに1x108 CFU/mlの濃度に希
釈して調製した。常在菌であるサルモネラティフィミュリウムKCTC 2054の試料液0.5mlを
Caco-2単層が形成された各ウェルに入れて60分間反応させた。反応後、乳酸菌のサンプル
（1x108 CFU/ml）を同量処理して90分間反応させた。
【０１２３】
　Caco-2細胞に付着したサルモネラティフィミュリウムKCTC 2054の生菌数測定のため、0
.04％（w/v） Tween80  1mlを加えてCaco-2細胞から付着した常在菌であるサルモネラテ
ィフィミュリウムKCTC 2054を回収してBG寒天培地で生菌数を測定した。サルモネラティ
フィミュリウムKCTC 2054の付着阻害率は下記の通り計算した。
【０１２４】
[サルモネラティフィミュリウム付着阻害率（％）]
＝[1-(試験群処理時のサルモネラティフィミュリウム付着菌数/DMEM処理時のサルモネラ
ティフィミュリウム付着菌数）]x100（％）
【０１２５】
　この結果を下記表8に示した。
【０１２６】
　下記表8に示した通り、腸粘膜と類似したCaco-2細胞に有害菌であるサルモネラティフ
ィミュリウムKCTC 2054を先に付着させた後、非コーティング、ヒアルロン酸二重コーテ
ィング、機能性水和ヒアルロン酸二重コーティングされた乳酸菌の競争有害菌の除去率を
比較した結果、機能物質が含まれていない非コーティング乳酸菌は競争的除去の方法でサ
ルモネラティフィミュリウムKCTC 2054を除去するので、相対的に最も低い除去効率を示
し、機能性水和ヒアルロン酸二重コーティングされた乳酸菌は、非コーティングよりは相
対的に高い有害菌除去効率を示した。
【０１２７】
　一方、機能性水和ヒアルロン酸二重コーティングされた乳酸菌は、競争的除去以外にも
、既に付着されたサルモネラティフィミュリウムKCTC 2054に直接抗菌力を示すことによ
り、Caco-2細胞からサルモネラティフィミュリウムをスムーズに除去して、ヒアルロン酸
によって有害菌が脱着された部位に定着するものと示された。
【０１２８】
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　一方、前記の機能性水和ヒアルロン酸二重コーティングされた乳酸菌の効果は、ラクト
バチルアシドフィルスIDCC 3302の結果だけを見ても、非コーティング乳酸菌より47％優
れた効果を示し、一般的なヒアルロン酸の二重コーティング乳酸菌と比べても33％以上の
優れた効果を示すことが確認された。つまり、機能性水和ヒアルロン酸を乳酸菌のコーテ
ィング剤として使用すれば、従来の一般的な乳酸菌コーティング剤と比べて腸内有害菌阻
害能が著しく向上することが分かった。
【０１２９】
【表８】

【０１３０】
　＜6-6＞機能性水和ヒアルロン酸二重コーティング乳酸菌のin vivo腸定着性
【０１３１】
　機能性水和ヒアルロン酸二重コーティング乳酸菌のin vivo腸定着性実験のために、4週
齢のICRマウスを試験群当たり5匹ずつ使用した。特にこの実験では、抗生剤投与を通じて
腸内細菌叢を攪乱させた後、腸内細菌叢の中でlactobacilliの修復に効果的な実験群を選
抜する目的で行った。
【０１３２】
　実験群に非コーティング乳酸菌、ヒアルロン酸二重コーティング乳酸菌、機能性水和ヒ
アルロン酸二重コーティング乳酸菌投与群、乳酸菌を投与していない対照群で構成した。
試験期間は6週で、最初の0.5週間は実験動物の適応期にし、適応期が終わった次の1週間
はアンピシリン抗生剤の投与期間で毎日0.4g/lのアンピシリンを飲用水に入れて摂取する
ようにした。
【０１３３】
　次の2週間は、乳酸菌を経口投与して、この時の菌数は1x1010 CFU/gを使用した。対照
群には乳酸菌の代わりにPBSを経口投与した。次の2.5週間は乳酸菌投与を中止して腸内細
菌叢の変化を観察した。全体の試験期間中、毎週2回それぞれの実験群で糞便サンプルを
回収して、Lactobacilliの菌数をLBS（Lactobacillus selective media、BD、USA）寒天
培地で実験群別に増殖度の差を分析した。
【０１３４】
　この結果を図6に示した。
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【０１３５】
　図6に示した通り、非コーティング乳酸菌より、ヒアルロン酸二重コーティングされた
乳酸菌と機能性水和ヒアルロン酸二重コーティング乳酸菌投与群で投与中止後、2.5週ま
で糞便からラクトバチルス菌が検出されることを確認できた。しかし、コーティング乳酸
菌の形態がヒアルロン酸単独のベース構造であり、胃酸と胆汁酸等に脆弱な構造であるた
め、二つの群がすべて類似した腸内定着性パターンを示した。
【０１３６】
　＜6-7＞機能性水和ヒアルロン酸二重コーティング乳酸菌のin vivo有害細菌抑制能
【０１３７】
　機能性水和ヒアルロン酸二重コーティング乳酸菌のin vivoにおける有害細菌抑制能を
確認するために、サルモネラティフィミュリウムKCTC 2054を感染させたマウスモデルに
おける抗菌力を調査した。6週齢の雌ICRマウス5匹/ケージを1群にして、サンプルは、非
コーティング乳酸菌、ヒアルロン酸二重コーティング乳酸菌、機能性水和ヒアルロン酸二
重コーティング乳酸菌、PBS投与群（vehicle）の合計4群に区分した。係留期間が終了し
たマウスを対象に、0.2％（w/v）テトラサイクリンを200μl/マウス/日ずつ、1週間投与
して、マウス固有の腸内細菌叢を抑制及び攪乱させ、1週間経過後、サルモネラティフィ
ミュリウムKCTC 2054（1x108 CFU/ml）をサンプル投与期間の初期3日間200μl/マウス/日
ずつ経口投与して、4つのサンプルも2週間に200μl/マウス/日ずつ経口投与し、この時の
菌数は1x1010 CFU/gであった。次の2.5週間はサンプル投与を中止して有害菌の成長抑制
変化を観察した。全体の試験期間中、毎週2回それぞれの実験群から糞便サンプルを回収
して、サルモネラ菌数をBG寒天培地で分析した。
【０１３８】
　この結果を図7に示した。
【０１３９】
　図7に示した通り、腸内常在菌叢を抗生剤で抑制させた後、サルモネラティフィミュリ
ウムKCTC 2054で感染させたマウスモデルに非コーティング、ヒアルロン酸二重コーティ
ング、機能性水和ヒアルロン酸二重コーティング乳酸菌サンプルを投与した結果、単純競
争排除の役割をする非コーティング、ヒアルロン酸二重コーティングされた乳酸菌はサル
モネラティフィミュリウムKCTC 2054との競争を通じて生育を抑制することが分かり、機
能性水和ヒアルロン酸二重コーティング乳酸菌はサルモネラティフィミュリウムKCTC 205
4に対して拮抗作用と競争的排除作用を同時にすることにより、10倍以上効率的にサルモ
ネラティフィミュリウムKCTC 2054を抑制することが確認された。
【０１４０】
＜実施例７＞
　機能性水和三重コーティング乳酸菌
【０１４１】
　＜7-1＞機能性水和三重コーティング乳酸菌の調製
【０１４２】
　本発明では、韓国登録特許（第10-1280232号）の明細書の実施例の乳酸菌コーティング
方法をもとに、CMC-Naを1次コーティング剤とし、前記実施例1で調製した機能性水和ヒア
ルロン酸を2次コーティング剤とし、マルトデキストリン（maltodextrin）を3次コーティ
ング剤として使用して、機能性水和三重コーティング乳酸菌を調製した。対照群として機
能性水和ヒアルロン酸の代わりに一般的なヒアルロン酸を使用してヒアルロン酸三重コー
ティング乳酸菌を調製して使用した。
【０１４３】
　＜7-2＞>機能性水和三重コーティング乳酸菌の耐酸性（acid tolerance）
【０１４４】
　耐酸性は、人体の消化器官の中で、胃腸（stomach）を乳酸菌が通過する際に、胃酸（g
astric juice）に晒されることになるが、これらの環境を試験管条件で機能性水和ヒアル
ロン酸三重コーティング乳酸菌と、ヒアルロン酸三重コーティング乳酸菌群を比較した[
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表9]。実験方法は本発明の実施例<6-2>と同様に行った。
　これに対する結果を下記表9に示した。
【０１４５】
【表９】

【０１４６】
　前記表9に示した通り、機能性水和ヒアルロン酸三重コーティング乳酸菌を調製して耐
酸性を比較した結果、一般的なヒアルロン酸を使用した三重コーティング乳酸菌と同等の
効果を示した。これらの結果は機能性水和ヒアルロン酸が製造される過程で、乳酸菌を保
護するヒアルロン酸固有の特性が破壊されなかったためと考えられる。
【０１４７】
　一方、前記表の結果の中でラクラクトバチルスアシドフィルスIDCC 3302の結果だけを
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比較したとき、一般的なヒアルロン酸を使用した三重コーティング乳酸菌は60％（pH2.3
）、64％（pH2.5）の耐酸性を示し、これは、前記実施例<6-2>のヒアルロン酸二重コーテ
ィング乳酸菌の50％台の耐酸性よりも高く評価されており、コーティングの効果が耐酸性
との相関関係にあることが分かった。つまり、二重コーティングより三重コーティングで
耐酸性が優れて示され、コーティングの保護効果が耐酸性生存率に反映されたことを確認
した。
【０１４８】
　＜7-3＞機能性水和三重コーティング乳酸菌の耐胆汁酸性（bile tolerance）
　胆汁酸（bile acid）に晒されたとき、機能性水和ヒアルロン酸の三重コーティング乳
酸菌とヒアルロン酸三重コーティング乳酸菌群を試験管環境で比較した。実験方法は、本
発明の実施例<6-3>と同様に行った。
　この結果を下記表10に示す。
【０１４９】
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【表１０】

【０１５０】
　前記表10に示した通り、5時間胆汁酸に晒されたときの、機能性水和ヒアルロン酸三重
コーティング乳酸菌の耐胆汁酸性を、ヒアルロン酸三重コーティング乳酸菌の耐胆汁酸性
と比較した時、70％台の類似した生存率を示した。このような結果は機能性水和ヒアルロ
ン酸が製造される過程で乳酸菌を保護するヒアルロン酸固有の特性が破壊されなかったた
めと思われる。
【０１５１】
　＜7-4＞機能性水和三重コーティング乳酸菌の非競争的付着能（Non-competitive adhes
ion）
【０１５２】
　競争関係の微生物が存在しない状態で付着能を比較するために、前記三重コーティング
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乳酸菌は韓国登録特許（第10-1280232号）の三重コーティング乳酸菌調製方法を基に製造
した。また非競争的付着能を評価するために本発明の実施例<6-4>と同様に実施した。
【０１５３】
　この結果を下記表11に示した。
【０１５４】
　下記表11に示した通り、腸粘膜と類似したCaco-2細胞に対する付着能を評価する際、非
コーティング乳酸菌よりも機能性水和ヒアルロン酸及びヒアルロン酸三重コーティング乳
酸菌の付着効率が相対的に比較的優れていて、機能性水和ヒアルロン酸三重コーティング
乳酸菌の付着効率は、ヒアルロン酸三重コーティング乳酸菌と比べて全般的により向上し
た。
【０１５５】
【表１１】

【０１５６】
　＜7-5＞機能性水和三重コーティング乳酸菌の競争的付着阻害能(competitive exclusio
n）
【０１５７】
　機能性水和ヒアルロン酸三重コーティングされた乳酸菌が腸内で有益な生理学的活性を
示すことができるか否かをより明確に判断するために、常在菌が存在する条件で乳酸菌の
付着能を評価するために、本発明の実施例<6-5>と同様な方法で実施した。
【０１５８】
　これに対する結果を下記の表12に示した。
【０１５９】
　下記表12に示した通り、腸粘膜と類似したCaco-2細胞に有害菌であるサルモネラフィミ
ュリウムKCTC 2054を先に付着させた後、非コーティング、ヒアルロン酸三重コーティン
グ、機能性水和ヒアルロン酸三重コーティングされた乳酸菌の競争有害菌の除去率を比べ
た結果、機能性物質が含まれていない非コーティング乳酸菌は競争的除去の方法でサルモ
ネラフィミュリウムKCTC 2054を除去するために相対的に最も低い除去効率を示し、機能
性水和ヒアルロン酸三重コーティングされた乳酸菌は、非コーティング及びヒアルロン酸
三重コーティング乳酸菌よりも著しく優れた有害菌除去効率を示した。
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【０１６０】
　一方、このような機能性水和ヒアルロン酸三重コーティングされた乳酸菌の効果は、ラ
クトバチルスアシドフィルスIDCC 3302の結果だけを見ても、非コーティング乳酸菌より5
1％優れた効果を示し、一般的なヒアルロン酸三重コーティング乳酸菌と比べて27％以上
優れた効果を示すことが確認された。つまり、機能性水和ヒアルロン酸を乳酸菌のコーテ
ィング剤として使用した場合、従来の一般的な乳酸菌コーティング剤と比べて、腸内有害
菌阻害能が著しく向上したことが分かった。
【０１６１】
【表１２】

【０１６２】
　＜7-6＞機能性水和ヒアルロン酸三重コーティング乳酸菌のin vivo腸定着性
【０１６３】
　機能性水和ヒアルロン酸三重コーティング乳酸菌のin vivo腸定着性実験のために、本
発明の実施例<6-6>と同様に実施した。
【０１６４】
　この結果を図8に示した。
【０１６５】
　図8に示した通り、非コーティング乳酸菌より、ヒアルロン酸三重コーティングされた
乳酸菌と機能性水和ヒアルロン酸三重コーティング乳酸菌投与群で投与中止後、2.5週ま
で糞便からラクトバチルス菌が検出されることを確認することができ、その効果は機能性
水和ヒアルロン酸三重コーティング乳酸菌で最も優れたことが確認された。
【０１６６】
　一方、非コーティング乳酸菌は投与中止後、1週間だけ糞便からラクトバチルス菌が検
出され、機能性水和ヒアルロン酸三重コーティング乳酸菌グループが1.5週延長されて検
出されることにより、腸定着性が最も優れていることが確認された。
【０１６７】
　特に、機能性水和ヒアルロン酸三重コーティング乳酸菌の場合、競争的排除（competit
ive exclusion）を通じた腸粘膜の付着だけでなく、増殖も活発になり、1x103 CFUレベル
でラクトバチルス属（Lactobacillus sp）が検出されることにより、抗生剤及びサルモネ
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判断された。
【０１６８】
　＜7-7＞機能性水和ヒアルロン酸三重コーティング乳酸菌のin vivo有害細菌抑制能
【０１６９】
　機能性水和ヒアルロン酸三重コーティング乳酸菌の有害細菌抑制能をin vivoで確認す
るために、サルモネラフィミュリウムKCTC 2054を感染させたマウスモデルにおいて抗菌
力を本発明の実施例<6-7>と同様に実施した。
【０１７０】
　この結果を図9に示した。
【０１７１】
　図9に示した通り、腸内常在菌叢を抗生剤で抑制させた後、サルモネラフィミュリウムK
CTC 2054で感染させたマウスモデルに非コーティング、ヒアルロン酸三重コーティング、
機能性水和ヒアルロン酸三重コーティング乳酸菌サンプルを投与した結果、単純な競争的
排除の役割をする非コーティング、ヒアルロン酸三重コーティングされた乳酸菌は、サル
モネラフィミュリウムKCTC 2054との競争を通じて生育を抑制することが分かり、機能性
水和ヒアルロン酸三重コーティング乳酸菌がより効率的に、長期間、サルモネラフィミュ
リウムKCTC 2054を抑制することが確認された。
【０１７２】
　これらの結果は、抗生剤と競争菌であるサルモネラフィミュリウムKCTC 2054で攪乱さ
れたマウスの腸内細菌叢を、抗菌作用と競争的排除の役割を機能性水和ヒアルロン酸三重
コーティングされた乳酸菌が行うことにより、有害菌の増殖は抗菌力と競争的排除の原理
によって抑え、有益菌の増殖を増やすことにより、腸内環境を速やかに正常化することが
確認された。
【０１７３】
＜実施例８＞
　機能性水和ヒアルロン酸四重コーティング乳酸菌
【０１７４】
　＜8-1＞機能性水和ヒアルロン酸四重コーティング乳酸菌の調製
【０１７５】
　本発明では、韓国登録特許（第10-1280232号）の四重コーティング乳酸菌調製方法をも
とに、CMC-Naを1次コーティング剤とし、前記実施例１で調製した機能性水和ヒアルロン
酸を2次コーティング剤として使用し、マルトデキストリン（maltodextrin）を3次コーテ
ィング剤として使用して、乳清タンパクを最後の4次コーティング剤としてコーティング
して、機能性水和ヒアルロン酸四重コーティング乳酸菌を調製した。対照群として機能性
水和ヒアルロン酸の代わりに一般的なヒアルロン酸を使用してヒアルロン酸四重コーティ
ング乳酸菌を調製して使用した。
【０１７６】
　＜8-2＞機能性水和ヒアルロン酸四重コーティング乳酸菌の耐酸性（acid tolerance）
【０１７７】
　耐酸性は人体の消化器官の中で胃腸（stomach）を乳酸菌が通過する際に、胃酸（gastr
ic juice）に晒されることになるが、これと類似した環境を試験管条件で作成して機能性
水和ヒアルロン酸四重コーティング乳酸菌とヒアルロン酸四重コーティング乳酸菌の耐酸
性を、生存率を通じて比較した。実験方法は本発明の実施例<6-2>と同様に行った。
【０１７８】
　これに対する結果を下記表13に示した。
【０１７９】
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【表１３】

【０１８０】
　前記表13に示した通り、機能性水和ヒアルロン酸を利用した四重コーティング乳酸菌の
耐酸性は、従来の二重、三重のコーティング乳酸菌より高い耐酸性を示し、pH2.5の条件
で、より高い耐酸性を示した。これらの結果は四重コーティング乳酸菌本来の高い耐酸性
効果に起因したものと判断され、機能性水和ヒアルロン酸四重コーティング乳酸菌もまた
、従来の四重コーティング乳酸菌の耐酸性と類似したパターンを示すことから、構造的に
安定した形態であることを予想することができた。
【０１８１】
　＜8-3＞機能性水和ヒアルロン酸四重コーティング乳酸菌の耐胆汁酸性（bile toleranc
e）
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　胆汁酸（bile acid）に晒されたときの、機能性水和ヒアルロン酸四重コーティング乳
酸菌とヒアルロン酸四重コーティング乳酸菌の生存率を試験管の環境で比較した。実験方
法は、本発明の実施例<6-3>と同様に行った。
【０１８２】
　この結果を下記の表14に示した。
【０１８３】
【表１４】

【０１８４】
　前記表14に示した通り、機能性水和ヒアルロン酸を利用した四重コーティング乳酸菌の
耐胆汁酸性の効果に対する効果は、従来の四重コーティング乳酸菌との大きな差を示さな
いことから、構造的に安定した形態を維持するものと判断される。
【０１８５】
　＜8-4＞機能性水和ヒアルロン酸四重コーティング乳酸菌の非競争的付着能（Non-compe
titive adhesion）
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　競争関係の微生物が存在していない状態で付着能を比較するために、前記の四重コーテ
ィング乳酸菌を、韓国登録特許（第10-1280232号）の四重コーティング乳酸菌調製方法を
基に製造した。また、非競争的付着能を評価するために、本発明の実施例<6-4>と同様に
実施した。
【０１８６】
　この結果を下記の表15に示した。
【０１８７】
　下記表15に示した通り、腸粘膜と類似したCaco-2細胞に対する付着能を評価する際、非
コーティング乳酸菌よりヒアルロン酸四重コーティング乳酸菌の付着効率が相対的に優れ
ていて、機能性水和ヒアルロン酸四重コーティング乳酸菌の付着効率はヒアルロン酸四重
コーティング乳酸菌と同等の付着効率を示した。
【０１８８】
【表１５】

【０１８９】
　機能性水和ヒアルロン酸を利用した四重コーティング乳酸菌の単純付着能は、コーティ
ングの数によりさらに、付着効率が高くなったことを確認できた。つまり、ラクトバチル
スアシドフィルスIDCC 3302の結果だけを評価したとき、機能性水和ヒアルロン酸の二重
コーティング乳酸菌（48％付着率）、機能性水和ヒアルロン酸三重コーティング乳酸菌（
56％付着率）、機能性水和ヒアルロン酸四重コーティング乳酸菌（66％付着率）でコーテ
ィング数によって20％以上付着率が高くなった。これらの結果は、3次、4次コーティング
剤のマルトデキストリンと乳清タンパク質が、酸性環境に対する乳酸菌の露出を最小化し
て、2次コーティング剤もまた、一定時間露出時間を減少させることにより、粘膜との相
互作用を最大化したためと予想される。
【０１９０】
　＜8-5＞機能性水和ヒアルロン酸四重コーティング乳酸菌の競争的付着阻害能（Competi
tive exclusion）
　機能性水和ヒアルロン酸四重コーティングされた乳酸菌が腸内で有益な生理学的活性を
示すことができるか否かをより明確に判断するために、常在菌が存在する条件で乳酸菌の
付着能を評価するため、本発明の実施例<6-5>と同じ方法で実施した。
【０１９１】
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　この結果を下記表16に示した。
【０１９２】
　下記表16に示した通り、腸粘膜と類似したCaco-2細胞に有害菌であるサルモネラフィミ
ュリウムKCTC 2054を先に付着させた後、非コーティング、ヒアルロン酸四重コーティン
グ、機能性水和ヒアルロン酸四重コーティングされた乳酸菌の競争有害菌の除去率を比較
した結果、機能物質が含まれていない非コーティング乳酸菌は競争的除去の方法でサルモ
ネラフィミュリウムKCTC 2054を除去したため、相対的に最も低い除去効率を示し、機能
性水和ヒアルロン酸四重コーティングされた乳酸菌は、非コーティング及び一般的なヒア
ルロン酸四重のコーティング乳酸菌より著しく高い有害菌除去効率を示した。
【０１９３】
　一方、このような機能性水和ヒアルロン酸四重コーティングされた乳酸菌の効果は、ラ
クトバチルスアシドフィルスIDCC 3302の結果だけを見ても、非コーティング乳酸菌より
も57％優れた効果を示し、一般的なヒアルロン酸四重コーティング乳酸菌と比べても31％
以上優れた効果を示すことが確認された。つまり、機能性水和ヒアルロン酸を乳酸菌のコ
ーティング剤として使用すると、従来の一般的な乳酸菌コーティング剤と比べて、腸内有
害菌阻害能が著しく向上することが分かった。
【０１９４】
【表１６】

【０１９５】
　機能性水和ヒアルロン酸の四重コーティング乳酸菌の競争的付着阻害能は、前記実施例
<8-4>で評価した単純な付着能より効率が30％程度向上した。これらの結果は、従来の四
重コーティング乳酸菌が競争的排除を通じた付着効率を高めて増殖したものであれば、機
能性水和ヒアルロン酸四重コーティング乳酸菌は競争的排除を抗菌力と組み合わせ、競争
菌株であるサルモネラフィミュリウムの活性度を下げることにより付着機会を増やしたた
めと予想される。
【０１９６】
　＜8-6＞機能性水和ヒアルロン酸四重コーティング乳酸菌のin vivo腸定着性
【０１９７】
　機能性水和ヒアルロン酸の三重コーティング乳酸菌のin vivo腸定着性実験のために、
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本発明の実施例<6-6>と同様に実施した。
【０１９８】
　この結果を図10に示した。
【０１９９】
　図10に示した通り、非コーティング乳酸菌と比較して、ヒアルロン酸四重コーティング
された乳酸菌と機能性水和ヒアルロン酸四重コーティング乳酸菌投与群では投与中止後、
2.5週まで糞便からラクトバチルス菌が検出されることを確認することができ、その効果
は機能性水和ヒアルロン酸四重コーティング乳酸菌で最も優れたことが確認された。
【０２００】
　一方、非コーティング乳酸菌は投与中止後、1週間まで糞便からラクトバチルス菌が検
出され、機能性水和ヒアルロン酸四重コーティング乳酸菌グループが1.5週延長されて検
出されることにより腸定着性が相対的に優れていることが確認された。
【０２０１】
　＜8-7＞機能性水和ヒアルロン酸四重コーティング乳酸菌のin vivo有害細菌抑制能
【０２０２】
　機能性水和ヒアルロン酸四重コーティング乳酸菌のin vivo有害細菌抑制能を確認する
ために、サルモネラフィミュリウムKCTC 2054を感染させたマウスモデルにおいて、抗菌
力を本発明の実施例<6-7>と同様に測定した。
【０２０３】
　この結果を図11に示した。
【０２０４】
　図11に示した通り、腸内常在菌叢を抗生剤で抑制させた後、サルモネラフィミュリウム
KCTC 2054で感染させたマウスモデルに非コーティング、ヒアルロン酸四重コーティング
、機能性水和ヒアルロン酸四重コーティング乳酸菌サンプルを投与した結果、単純な競争
的排除の役割をする非コーティング、ヒアルロン酸四重コーティングされた乳酸菌は、サ
ルモネラフィミュリウムKCTC 2054との競争を通じて生育を抑制することが分かり、機能
性水和ヒアルロン酸四重コーティング乳酸菌がより効率的に、長期間サルモネラフィミュ
リウムKCTC 2054を抑制することが確認された。
【０２０５】
　一方、抗菌力と競争的排除の役割を全て備えた機能性水和ヒアルロン酸四重コーティン
グされた乳酸菌は、サルモネラフィミュリウムKCTC 2054の感染後、最初から生育を抑制
することにより、乳酸菌が受ける、有害菌であるサルモネラフィミュリウムKCTC 2054の
影響を少なくして、乳酸菌の増殖により個体数を増やすことができ、増えた乳酸菌の個体
数により投与中止2.5週間後までも正常菌叢を維持できるようにした。
【０２０６】
＜実施例９＞
　電子顕微鏡（FE-SEM）の構造分析
【０２０７】
　前記実施例1で調製した機能性水和ヒアルロン酸四重コーティングされたラクトバチル
スアシドフィルスIDCC 3302の性状を調製工程に従って、電子顕微鏡撮影を通じて構造的
分析を行った。機能性水和ヒアルロン酸四重コーティングされた乳酸菌調製工程を、段階
的に電子顕微鏡構造解析をして図12～図16に示した。
【０２０８】
　図12～図16に示した通り、乳酸菌にCMC-Naを混合する場合に、乳酸菌体表面をCMC-Naが
フィルムのような薄膜を形成しながらコーティングしたことを観察することができた（図
13）。また、CMC-Naと機能性水和ヒアルロン酸が混合されながら、構造的に機能性水和ヒ
アルロン酸構造がより緻密になる現象を観察することができ（図14）、多孔性粒子のマル
トデキストリンを添加して、外部の水分と温度が容易に菌体に伝達されないようにして（
図15）、最後に乳清タンパク質でコーティングを進めながら菌体が外部に晒されないよう
にした（図16）。
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【０２０９】
　つまり、1次～4次コーティング剤が順次添加されるほど、それぞれのコーティング剤が
乳酸菌をコーティングしながら、より緻密で強固に乳酸菌が保護されることを確認できた
。
【産業上の利用可能性】
【０２１０】
　本発明の機能性水和ヒアルロン酸は、有害菌に対しては増殖抑制作用及び有益菌に対し
ては増殖促進作用を示し、選択的拮抗作用を示す効果があり、本発明の方法でコーティン
グされた四重コーティング乳酸菌は、乳酸菌に水溶性ポリマー、機能性水和ヒアルロン酸
、多孔性粒子を有するコーティング剤、タンパク質を混合して四重コーティングすること
により、従来、非コーティング、単一、二重、三重及び四重のコーティング乳酸菌では表
れなかった優れた腸粘膜付着能及び有害細菌に対する選択的拮抗作用を示すだけでなく、
耐酸性及び耐胆汁性も極めて優れていて、乳酸菌本来の生理活性機能を消失しない効果が
あって産業上の利用可能性が非常に優れている。

 

【図１】

【図２】

【図３Ａ】

【図３Ｂ】

【図４Ａ】



(37) JP 6876705 B2 2021.5.26

【図４Ｂ】

【図５Ａ】

【図５Ｂ】

【図６】

【図７】

【図８】

【図９】

【図１０】

【図１１】



(38) JP 6876705 B2 2021.5.26

【図１２】

【図１３】

【図１４】

【図１５】

【図１６】



(39) JP 6876705 B2 2021.5.26

10

20

フロントページの続き

(72)発明者  カン、デ　ジュン
            大韓民国　１７０７９　キョンギ－ド　ヨンイン－シ　キフン－グ　１２６ボン－ギル　セウン－
            ロ　４６　３０９－４０４　（ヒュンダイ　モーニングサイド　１　チャ　アパート、ボラ－ドン
            ）
(72)発明者  カン、ジェ－フン
            大韓民国　０６６１６　ソウル　ソチョ－グ　６１－ギル　カンナム－デロ　２３　４０７　（ヒ
            ュンダイ　スンウー　アパート　アンド　ストアーズ、ソチョ－ドン）

    審査官  川合　理恵

(56)参考文献  韓国公開特許第１０－２０１３－００６７６８２（ＫＲ，Ａ）　　　
              韓国公開特許第１０－２０１３－０１４３３２９（ＫＲ，Ａ）　　　
              韓国公開特許第１０－２００７－０１０４１４０（ＫＲ，Ａ）　　　

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              Ｃ１２Ｎ　　　１／２０　　　　
              Ｃ０８Ｌ　　　５／００　　　　
              Ａ２３Ｌ　　３３／１３５　　
              Ｃ０８Ｂ
              ＣＡｐｌｕｓ／ＭＥＤＬＩＮＥ／ＥＭＢＡＳＥ／ＢＩＯＳＩＳ（ＳＴＮ）
              ＪＳＴＰｌｕｓ／ＪＭＥＤＰｌｕｓ／ＪＳＴ７５８０（ＪＤｒｅａｍＩＩＩ）
              　


	biblio-graphic-data
	claims
	description
	drawings
	overflow

