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명 세 서

청구범위

청구항 1 

하기 표에 제시된 1군~6군에 속하는 유전자 중 어느 하나 또는 둘 이상 유전자의 mRNA 또는 단백질인 것을 특징

으로 하는 식약품 소재의 면역기능 예측을 위한 바이오마커.

청구항 2 

청구항 1에 있어서,

상기 유전자는 1군 또는 4군에 속하며, 상기 면역기능은 면역증진인 것을 특징으로 하는 식약품 소재의 면역기

능 예측을 위한 바이오마커.

청구항 3 

청구항 1에 있어서,

상기 유전자는 2군 또는 5군에 속하며, 상기 면역기능은 면역관용인 것을 특징으로 하는 식약품 소재의 면역기

능 예측을 위한 바이오마커.
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청구항 4 

청구항 1에 있어서,

상기 유전자는 3군 또는 6군에 속하며, 상기 면역기능은 면역증진 또는 면역관용인 것을 특징으로 하는 식약품

소재의 면역기능 예측을 위한 바이오마커.

청구항 5 

(A) 수지상세포에 대상 소재 추출물을 처리한 처리구와, 블랭크를 처리한 대조구를 배양하는 단계;

(B) 상기 처리구와 대조구 배양물에서 청구항 1에 의한 바이오마커의 농도비를 분석하는 단계;

(C) 상기 바이오마커 농도비에 따라 상기 식약품 소재의 면역기능을 예측하는 단계;를 포함하는 식약품 소재의

면역기능 예측방법.

청구항 6 

청구항 1에 의한 바이오마커를 활용한 면역기능 소재의 스크리닝 방법.

청구항 7 

(A) 피측정자로부터 유래된 수지상세포에 대상 소재 추출물을 처리한 처리구와, 블랭크를 처리한 대조구를 배양

하는 단계;

(B) 상기 처리구와 대조구 배양물에서 청구항 1에 의한 바이오마커의 농도비를 분석하는 단계;

(C) 상기 바이오마커 농도비에 따라 상기 피측정자에 대한 상기 식약품 소재의 면역기능을 예측하는 단계;를 포

함하는 개인 맞춤형 면역기능 소재의 선별방법.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 식약품 소재의 면역효과의 특성과 강도를 정확하고 간편하게 예측할 수 있도록 하는 바이오마커 및[0001]

이를 활용한 면역기능 예측방법에 관한 것이다.

배 경 기 술

최근 건강에 대한 관심이 고조되면서 면역과 관련한 각종 질환으로 고생하는 환자 뿐만 아니라 건강에 큰 이상[0002]

이 없는 사람들도 면역에 관련된 여러 가지 대체요법에 따른 식품이나 건강보조식품을 섭취하는 사례가 늘고 있

다.

면역기능은 크게 ① 저하된 면역의 증강을 목적으로 하는 것과 ② 민감해진 면역반응(알레르기)을 조절해주는[0003]

것 등 두 가지로 분류된다. 즉, 면역관련 각종 식약품들은 면역증진(Immunity; 면역능, 면역항원, 항감염, 면역

증강)용과 면역관용(Tolerance; 알레르기개선, 항염증, 과대면역개선, 과민면역개선)용으로 구분된다. 면역증진

과 면역관용은 상호 상반된 기능이다. 정상적인 면역기능 수행을 통해 건강함을 유지하기 위해서는 면역증진과

면역관용이 잘 조정된 균형이 필요하다. 위험한 병원체들과 암화된 세포(transformed cell)들을 특이적으로 공

격하여 잘 제거하지만, 해 없는 자가조직, commensal microorganisms, food antigens, 그리고 environmental

antigens에는 관용성을 나타내야 한다. 그러한 면에서 이러한 두 가지 면역기능에 대해 식약품 소재가 미치는

효과를 효과적으로 조사할 수 있는 평가방법이 필요하다.

그런데 종래 면역관련 식약품으로 가능성이 있는 소재의 발굴과 개발은 개별적, 단편적으로 이루어지고 있다.[0004]

예컨대, 어떤 소재의 면역관련 특성이 발견되면 이를 확인하기 위해 동물실험으로 직행할 수밖에 없어 시간과

비용이 많이 소요되는 단점이 있었다. 이에 본 발명자들은 식품소재의 면역능(면역증진, 면역관용)을 지수화/표
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준화하는 방법(수지상세포 기반 면역능평가법)을 개발하여 다수의 특허등록(10-1981146, 10-1981147)을 받은 바

있다. 

그러나 이러한 종래기술에 의하면, 식약품 소재의 면역능을 객관적으로 수치화하는 것이 가능하지만, 많은 종류[0005]

의 항체와 비교적 고가이고 다루기 어려운 유세포분석장치를 필요로 하여 시간과 비용이 적지 않게 소요되며 실

험결과 데이터를 해석하는 것이 다소 복잡하여 이를 활용하기 위하여 다소 전문적인 훈련이 필요하다. 

선행기술문헌

특허문헌

(특허문헌 0001) 등록특허 10-1981146 [0006]

(특허문헌 0002) 등록특허 10-1981147 

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명은 이상과 같은 문제를 해결하기 위해 제안된 것으로, 보다 경제적이고 단순하면서도 숙련도와 관계없이[0007]

정확한 식품소재의 면역증진 또는 면역관용 기능의 특성과 강도를 객관화, 수치화할 수 있는 바이오마커를 제공

하는 것을 목적으로 한다.

또한, 본 발명은 상기 바이오마커를 활용하여 면역증진 소재를 스크리닝하는 방법 및 개인 맞춤형 면역증진 소[0008]

재 선별방법을 제공하는 것을 목적으로 한다.

과제의 해결 수단

전술한 목적을 달성하기 위한 본 발명은 [0009]

하기 표 1에 제시된 1군~6군에 속하는 유전자 중 어느 하나 또는 둘 이상 유전자의 mRNA 또는 단백질인 것을 특[0010]

징으로 하는 식약품 소재의 면역기능 예측을 위한 바이오마커에 관한 것이다.
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표 1

[0011]

상기  표에  제시된  유전자들은  종래  알려진  것들로서,  예를  들면  https://www.uniprot.org/uniprot/,[0012]

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/ 등과 같이 공개된 사이트에서 유전자의 기능, 서열 등 특성에 대한 정보

를 얻을 수 있다.

이때 상기 유전자는 1군 또는 4군에 속하는 유전자로서 식약품 소재의 면역증진 기능 예측을 위한 바이오마커일[0013]

수 있다. 

또한 상기 유전자는 2군 또는 5군에 속하는 유전자로서 식약품 소재의 면역관용 기능 예측을 위한 바이오마커일[0014]

수 있다.

또한 상기 유전자는 3군 또는 6군에 속하는 유전자로서 식약품 소재의 면역증진 또는 면역관용 기능 예측을 위[0015]

한 바이오마커일 수 있다.

또한  본  발명은 상기 바이오마커의 수준을 측정하기 위한 제제를 포함하는 바이오마커 측정용 조성물일 수[0016]

있다.

또 다른 본 발명은, 전술한 바이오마커를 이용한 식약품 소재의 면역기능 예측방법으로서, (A) 수지상세포에 대[0017]

상 소재 추출물을 처리한 처리구와, 블랭크를 처리한 대조구를 배양하는 단계; (B) 상기 처리구와 대조구 배양

물에서 전술한 바이오마커의 농도비를 분석하는 단계; (C) 상기 바이오마커 농도비에 따라 상기 식약품 소재의

면역기능을 예측하는 단계;를 포함하는 식약품 소재의 면역기능 예측방법에 관한 것이다.

이상과 같은 본 발명에 의한 식약품 소재의 면역기능 예측방법은, 면역기능이 알려지지 않은 식약품 소재의 면[0018]

역증진 또는 면역관용 기능이 있는지를 확인하는 소재 스크리닝 방법으로 활용될 수 있다. 
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또한 피측정자로부터 유래된 단구세포를 통해 얻은 수지상세포를 적용하는 경우에는 개인 맞춤형 면역증진 또는[0019]

면역관용 소재의 선별방법으로도 활용될 수 있을 것이다.

발명의 효과

이상과 같은 본 발명에 의하면, 상기 선정된 유전자의 발현량 변화를 측정함으로써 특성 식약품 소재가 면역증[0020]

진이나 면역관용 기능을 가지는지, 가진다면 그 기능의 수준은 어느 정도인지를 객관적으로 예측할 수 있게 된

다. 

제안발명에 의하면, 통상의 바이오 실험실에서도 예를 들면 PCR을 활용하여 비교적 단순하게 새로운 식약품 후[0021]

보의 면역증진 또는 면역관용 효과의 유무 및 그 정도를 객관적으로 측정할 수 있게 된다. 

이에 따라 천연복합물 면역식품소재 면역능 평가의 과학적 기반을 확보하여 식품소재의 작용기전에 대한 과학적[0022]

이고 표준적인 평가가 가능하게 되므로 객관적인 식품개발 및 품질관리가 가능하게 되고, 나아가 면역관련 식약

품소재 개발의 신속화 및 가속화가 이루어질 수 있게 된다. 

도면의 간단한 설명

도 1은 본 발명에 사용된 표준면역소재의 면역능 수치를 보여주는 도표.[0023]

도 2는 본 발명에서 실시예의 과정을 보여주는 개념적 흐름도.

도 3은 본 발명에서 표준면역소재의 처리에 따른 DEG 양상을 보여주는 도표. 

도 4a는 본 발명에서 표준면역소재와 유의미한 상관관계를 보이는 네 유전자의 발현수준을 보여주는 그래프.

도 4b는 본 발명에서 예시적인 두 유전자의 표준면역소재의 면역지수와 상관관계를 보여주는 그래프.

도 5는 면역지수와 관련된 유전자군과 유전자 수를 보여주는 벤다이어그램.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 발명의 발명자가 속하는 연구그룹에서는 오랫동안 면역소재의 면역증진 또는 면역개선 효과 평가방법 및 면[0024]

역기능 소재의 스크리닝 방법에 대해 연구한 결과, 면역증강 또는 면역관용 기능이 확인된 식약품 소재로 처리

된 수지상세포의 표면에 발현되는 몇몇 특징적 유전자들의 발현양상에 일정한 패턴이 있음을 발견하였다. 또한

이러한 패턴들은 처리된 식약품 소재의 면역증강 기능 혹은 면역관용 기능 특성에 대응하며, 그 면역기능의 강

도와도 관련이 있음을 확인하였다. 이에 본 발명자는 이러한 패턴을 지수화하고 면역증강 또는 면역관용 기능이

확인된 식약품 소재를 대상으로 그 유효성을 검증하여 면역증진지수 및 면역관용지수를 개발한 바 있다(전술한

선행등록특허 참조).

본 발명은 이러한 면역증진지수 및 면역관용지수에 따라 면역관련 지수가 결정된 식품소재를 수지상 세포에 처[0025]

리했을 때 상당히 높은 상관관계를 보이면서 특정 유전자들의 발현이 증대되거나 감소된다는 사실의 발견에 기

초한 것이다.

이하 첨부된 도면과 실시예를 들어 본 발명을 보다 상세히 설명한다. 그러나 이러한 도면과 실시예는 본 발명의[0026]

기술적 사상의 내용과 범위를 쉽게 설명하기 위한 예시일 뿐, 이에 의해 본 발명의 기술적 범위가 한정되거나

변경되는 것은 아니다. 이러한 예시에 기초하여 본 발명의 기술적 사상의 범위 안에서 다양한 변형과 변경이 가

능함은 당업자에게는 당연할 것이다.

[실시예][0027]

1. 면역능이 확인된 식품소재의 선정과 추출물의 준비[0028]

전술한 본 발명자의 선행등록특허에 기재된 방법에 따라 면역능이 지수화된 표준면역소재 9종을 선정하였다. 선[0029]

정된 식품소재와 그의 처리농도, 면역지수 등을 하기 표 2에 제시하였는데, 면역조절효과를 수치화 하였고, R

language의 scale 함수로 normalize 한 후 지수 I 과 II 의 평균값을 상관관계 분석에 사용하였다.

표준면역소재의 면역능 수치를 도 1에 그래프로 표현하였다.[0030]
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표 2

[0031]

대상 소재 추출물은 농축액 또는 분말형태로 한국한의학연구원(대전, 한국)과 (주)비케이바이오(제주, 한국)에[0032]

서 공급받았다. 소재 추출용액(에탄올 또는 물)에 대한 정보를 표시하였다. 

추출물을 10% DMSO in PBS 용액으로 40 또는 200 ㎎/㎖의 보관액을 제조하여 -20℃에 보관하였다.[0033]

2. 수지상세포의 준비 및 시료 처리(도 2 참조)[0034]

다물사이언스(한국)에서 구매하여 일반적 조건의 충남대학교 의과대학 실험동물 관리 사육실에서 멸균된 사료와[0035]

물을 자유롭게 섭취시키며 사육한 6~10주령의 암컷 C57BL/6 마우스의 대퇴골로부터 통상의 방법에 따라 골수세

포를 획득하였다.

획득된 골수세포를 표 3와 같은 조성의 배지에 혼합하고, 37℃, 5% CO2 조건에서 6일 배양하여 수지상세포로 분[0036]

화를 유도하였다.

표 3

[0037]

배양 3일째 배지를 보충해 주고, 6일째 부착되지 않은 분화된 수지상세포를 회수하고 원심분리하였다(1500rpm,[0038]

5분). 분리된 세포를 동일 배지에 현탁하고 48-well plate에 5×10
5
개가 되도록 분주하였다.

이어서 준비된 표준면역소재 추출물을 표 2에 제시된 농도로 처리하고 동일한 조건에서 24시간 배양한 다음 아[0039]

래와 같이 RNA 분석을 진행하였다. 

3. 유전자 발현의 분석[0040]
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수지상세포로부터 total RNA를 Trizol 추출법으로 분리하고 RNA 시료의 정량적, 정성적 품질 검증(QC)을 위해[0041]

BioAnalyzer로 RNA 농도와 28S, 18S RNA integrity를 측정하였다. 

RNA-seq  및  상관관계  분석은  본  발명이  속하는  분야에서  널리  알려진  프로토콜(예,[0042]

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6096346/)에 따라 이루어졌는데, 이하 진행 과정을 간단히 설

명한다.

TruSeq Stranded mRNA LT Sample Prep Kit 사용하여 cDNA library를 만든 다음 Illumina NGS sequencer (Next[0043]

Generation Sequencing, HiSeq X Ten 혹은 NovaSeq 6000) 로 염기서열을 읽었다. 

생성된 raw data (fastq 파일)의 퀄리티를 체크하고, Trim galore! program으로 adapter 시퀀스, low quality[0044]

base 등을 제거(trimming)하고 전체적인 데이터의 품질을 확인한 후, 정리된 sequencing data를 STAR 프로그램

을 이용하여 마우스 표준 genome mm10에 배열하여 매핑하였다. 매핑 결과를 아래 표 4에 기재하였다. 

표 4

[0045]

표준면역소재를  처리한  세  세트의  수지상세포  (n=3)  유전자  변화를  DMSO  그룹을  대조군으로  하여[0046]

Differentially Expressed Genes (DEG) 양상을 분석하였다. 각 표준면역소재의 DEG 양상을 보여주는 volcano

plot.  Fold  change와 FDR  (false discovery rate)을 도 3에 도시하였는데, 도면에서 볼 수 있듯이 시료들의

RNA 분석이 통계적으로 믿을 만한 수준으로 잘 이루어졌으며 각 면역소재에 특이적인 유전자 발현 패턴을  볼

수 있었다. 

4. 면역능 지수와 유전자 발현 변화 상관관계 분석[0047]

식품소재의 면역능지수와 RNA-seq 데이터(n=3)를 R package로 비교 분석, 면역증진지수 및 면역관용지수와의 연[0048]
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관성을  나타내는  유전자들의  Pearson  correlation  r값과  p.value를  구하고,  이  중  통계적으로  유의미하게

(p<0.01) 양 (+) 의 상관관계 (r >0.8), 또는 음 (-) 의 상관관계 (r < -0.8) 를 보이는 유전자 군을 선별하였

다. 표준면역소재와 유의미한 상관관계를 보이는 유전자 중 예시적으로 네 유전자의 발현수준을 도 4a에, 두 유

전자의 면역지수와 상관관계도를 도 4b에 각각 예시적으로 도시하였는데, 이러한 방식으로 유전자의 mRNA 발현

수준을 측정하였다. 도 4b에서 x 축은 유전자 발현 양, y 축은 면역지수를 나타내고 각 점들은 면역소재를 처리

했을 때의 유전자 발현 양과 증진지수(빨간점), 관용지수(파란점)를 의미한다. 모든 면역소재의 명칭을 기재하

면 그래프가 너무 복잡해지기에 주요 소재만 화살표로 표시하였다.

그 결과, 793 유전자가 면역증진지수와 양(+) 또는 음(-)의 상관관계를, 2096 유전자가 면역관용지수와 양(+)[0049]

또는 음(-)의 상관관계를 나타내었다. 이들 중 면역증진지수와는 양(+)의 관계, 면역관용지수와는 음(-)의 관계

인 유전자가 98개, 반대로 면역증진지수와는 음(-)의 관계, 면역관용지수와는 양(+)의 관계인 유전자가 166개였

다. 면역증진지수와 면역관용지수 모두에 대해 변화가 없거나 같은 방향으로 반응하는 유전자는 통계적 의미가

없는 것으로 판단하였다.

이렇게 통계적 의미 없는 것을 제외하면 도 5에 벤다이어그램으로 표현한 것처럼 면역지수와 관련된 유전자는 6[0050]

개의 군으로 구분될 수 있는데, 이를 아래 표로 정리하여 나타내었다.

표 5

[0051]

5. 바이오마커의 선별[0052]

이렇게 1차로 선별된 2625개의 연관성 있는 유전자들 중 절대 발현 양이 높으면서도 면역소재 처리에 의한 증감[0053]

폭 (fold change)이 확연한 총 147개의 유전자(표 1)들을 식약품 소재의 면역기능 예측을 위한 바이오마커로 선

정하였다.

이들 최종 선정된 유전자들은 그 특성(유전자군)에 따라 면역증강소재 또는 면역관용소재에 대하여, 또는 면역[0054]

증강소재와 면역관용소재에 대하여 매우 높은 상관관계를 가지고 있다. 

따라서 이들 중 어느 하나 또는 둘 이상 유전자의 mRNA 또는 단백질을 식약품 소재의 면역기능 예측을 위한 바[0055]

이오마커로 활용하기에 충분하다. 

이에 의해 종래 알려진 면역소재의 면역학적 특성을 정확하게 파악할 수 있어 면역소재의 품질 표준화가 가능하[0056]

게 된다. 또한 본 발명에 의하면 새로운 소재가 면역기능을 가지는지, 그렇다면 면역증진인지 면역관용인지 그

효과의 정도가 어떤지를 빠르고 정확하게 평가할 수 있으므로 신소재 탐색이 용이해지고, 동물모델에 대한 가이

드라인을 제시할 수 있어 새로운 면역기능 소재의 탐색과 검증을 효율적으로 할 수 있게 된다. 
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도면

도면1

도면2
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도면3
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도면4a
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도면4b
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도면5

공개특허 10-2022-0109291

- 15 -


	문서
	서지사항
	요 약
	대 표 도
	청구범위
	발명의 설명
	기 술 분 야
	배 경 기 술
	발명의 내용
	해결하려는 과제
	과제의 해결 수단
	발명의 효과

	도면의 간단한 설명
	발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

	도면
	도면1
	도면2
	도면3
	도면4a
	도면4b
	도면5




문서
서지사항 1
요 약 1
대 표 도 1
청구범위 3
발명의 설명 4
 기 술 분 야 4
 배 경 기 술 4
 발명의 내용 5
  해결하려는 과제 5
  과제의 해결 수단 5
  발명의 효과 7
 도면의 간단한 설명 7
 발명을 실시하기 위한 구체적인 내용 7
도면 7
 도면1 11
 도면2 11
 도면3 12
 도면4a 13
 도면4b 14
 도면5 15
