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본 발명은 김치 또는 사람의 분변에서 분리된 신규 락토바실러스속 균주를 제공한다. 본 발명에 따른 특정 바실

러스속 균주는 김치 또는 사람의 분변에서 분리되어 안전성이 높고, 우수한 혈당 조절 활성, 항비만 활성, 혈중

콜레스테롤 저하 활성, 혈중 중성지질 저하 활성, 동맥경화 억제 활성 또는 염증 억제 활성 등과 같은 다양한 기

능성을 갖는다. 따라서, 본 발명에 따른 특정 바실러스속 균주는 당뇨병, 비만, 지방간, 당뇨, 고지혈증, 심혈관

질환, 고혈압, 동맥경화증, 당뇨병을 포함하는 대사증후군, 염증 질환 등을 예방, 개선 또는 치료하는데에 유용

한 식의약 소재로 사용될 수 있다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

16S rDNA로 서열번호 1에 기재된 염기서열을 포함하는 락토바실러스 사케이(Lactobacillus sakei)로서, 혈당 조

절 활성을 갖는 것을 특징으로 하는 유산균.

청구항 2 

제 1항에 있어서, 상기 락토바실러스 사케이(Lactobacillus sakei)는 그람 염색시 양성을 나타내는 간균이고,

탄소원으로  리보스(Ribose),  갈락토오스(Galactose),  글루코오스(Glucose),  프럭토스(Fructose),  만노스

(Mannose), 만니톨(Mannitol), 솔비톨(Sorbitol), α-메틸-D-만노사이드(α-methyl-D mannoside), N-아세틸-글

루코사민(N-acetyl-glucosamine),  아미그달린(Amygdalin),  아르부틴(Arbutin),  에스큘린(Esculin),  살리신

(Salicin),  셀로바이오스(Cellobiose),  말토스(Maltose),  락토스(Lactose),  멜리바이오스(Melibiose),  수크로

오스(Sucrose),  트레할로스(Trehalose),  멜레지토스(Melezitose),  젠티오바이오스(Gentiobiose)  및  투라노스

(Turanose)를 이용하는 것을 특징으로 하는 유산균.

청구항 3 

제  1항에  있어서,  상기  락토바실러스  사케이(Lactobacillus  sakei)는  락토바실러스  사케이(Lactobacillus

sakei) OK67(수탁번호 : KCCM 11670P)인 것을 특징으로 하는 유산균.

청구항 4 

제 1항에 있어서, 상기 락토바실러스 사케이(Lactobacillus sakei)는 혈당 조절 활성 외에 항비만 활성, 혈중

콜레스테롤 저하 활성, 혈중 중성지질 저하 활성, 동맥경화 억제 활성 또는 염증 억제 활성에서 선택된 하나 이

상의 활성을 더 갖는 것을 특징으로 하는 유산균.

청구항 5 

제 1항에 있어서, 상기 락토바실러스 사케이(Lactobacillus sakei)는 내독소를 분비하는 장내 미생물의 증식을

억제하거나 장내 미생물의 내독소 생산을 억제하여 혈당을 강하시키는 것을 특징으로 하는 유산균.

청구항 6 

락토바실러스 플란타룸(Lactobacillus  plantarum)  OK23,  락토바실러스 파라카세이(Lactobacillus  paracasei)

OK9 및 락토바실러스 루미니스(Lactobacillus ruminis) OK17로 이루어진 군에서 선택된 1종 이상의 락토바실러

스속 유산균으로서, 혈당 조절 활성을 갖는 것을 특징으로 하는 유산균.

청구항 7 

제 6항에 있어서, 상기 유산균은 내독소를 분비하는 장내 미생물의 증식을 억제하거나 장내 미생물의 내독소 생

산을 억제하여 혈당을 강하시키는 것을 특징으로 하는 유산균.
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청구항 8 

제 1항 내지 제 5항 중 어느 한 항의 유산균, 이의 배양물, 이의 파쇄물 또는 이의 추출물을 유효성분으로 포함

하는 혈당 강하용 조성물.

청구항 9 

제 1항 내지 제 5항 중 어느 한 항의 유산균, 이의 배양물, 이의 파쇄물 또는 이의 추출물을 유효성분으로 포함

하는 당뇨병 또는 당뇨병을 포함하는 대사증후군의 예방 또는 치료용 약학 조성물.

청구항 10 

제 9항에 있어서, 상기 대사증후군은 당뇨병 외에 비만, 지방간, 고지혈증, 심혈관 질환, 고혈압 또는 동맥경화

증에서 선택되는 1종 이상의 질병을 더 포함하는 것을 특징으로 하는 당뇨병 또는 당뇨병을 포함하는 대사증후

군의 예방 또는 치료용 약학 조성물.

청구항 11 

제 1항 내지 제 5항 중 어느 한 항의 유산균, 이의 배양물, 이의 파쇄물 또는 이의 추출물을 유효성분으로 포함

하는 당뇨병 또는 당뇨병을 포함하는 대사증후군의 예방 또는 개선용 식품 조성물.

청구항 12 

제 11항에 있어서, 상기 대사증후군은 당뇨병 외에 비만, 지방간, 고지혈증, 심혈관 질환, 고혈압 또는 동맥경

화증에서 선택되는 1종 이상의 질병을 더 포함하는 것을 특징으로 하는 당뇨병 또는 당뇨병을 포함하는 대사증

후군의 예방 또는 개선용 식품 조성물.

청구항 13 

제 6항 또는 제 7항의 유산균, 이의 배양물, 이의 파쇄물 또는 이의 추출물을 유효성분으로 포함하는 혈당 강하

용 조성물.

청구항 14 

제 6항 또는 제 7항의 유산균, 이의 배양물, 이의 파쇄물 또는 이의 추출물을 유효성분으로 포함하는 당뇨병 예

방 또는 치료용 약학 조성물.

청구항 15 

제 6항 또는 제 7항의 유산균, 이의 배양물, 이의 파쇄물 또는 이의 추출물을 유효성분으로 포함하는 당뇨병 예

방 또는 개선용 식품 조성물.

청구항 16 

제 1항 내지 제 5항 중 어느 한 항의 유산균, 이의 배양물, 이의 파쇄물 또는 이의 추출물을 유효성분으로 포함

하는 염증 질환 예방 또는 치료용 약학 조성물.
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청구항 17 

제 16항에 있어서, 상기 염증 질환은 관절염 또는 대장염인 것을 특징으로 하는 염증 질환 예방 또는 치료용 약

학 조성물.

청구항 18 

제 1항 내지 제 5항 중 어느 한 항의 유산균, 이의 배양물, 이의 파쇄물 또는 이의 추출물을 유효성분으로 포함

하는 염증 질환 예방 또는 개선용 식품 조성물.

청구항 19 

제 18항에 있어서, 상기 염증 질환은 관절염 또는 대장염인 것을 특징으로 하는 염증 질환 예방 또는 개선용 식

품 조성물.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 신규 유산균에 관한 것으로서, 더 상세하게는 김치 또는 사람의 분변에서 분리되고, 혈당 조절 효능,[0001]

비만 억제 효능, 혈중 콜레스테롤 강하 효능, 혈중 중성지질 강하 효능, 동맥경화 억제 효능, 염증 억제 효능

등과 같은 다양한 기능성을 가진 신규 유산균에 관한 것이다. 또한, 본 발명은 신규 유산균의 다양한 용도에 관

한 것으로서, 더 상세하게는 신규 유산균의 당뇨, 대사 증후군 또는 지질 관련 대사성 질환의 예방, 개선 또는

치료 용도에 관한 것이다.

배 경 기 술

인류가 풍요로운 사회로 점점 발전해 감에 따라 생활습관이 급속하게 서구화되면서 질병의 양상도 크게 변하고[0002]

있다. 특히, 현대인에게 복부 비만, 고지혈증, 당뇨병, 고혈압 등이 증가하고 있는데, 이러한 질병은 생활습관

의 변화에 따른 질병이란 의미로 생활습관병(lifestyle-related disease)이라고도 한다. 생활습관병 중 비만,

고지혈증, 당뇨병, 고혈압은 심뇌혈관 질환의 중요한 위험인자로 알려져 있고, 이러한 심뇌혈관 위험인자를 동

시 다발적으로 갖고 있는 경우를 대사증후군이라고 한다. 즉, 대사증후군이란 인슐린 저항성이 심하며, 당뇨병

과 심혈관질환의 위험성이 매우 높은 상태를 말하고, 대사증후군이 있는 경우에는 심혈관질환의 발생위험이 두

배 이상 높으며, 당뇨병이 발생할 확률은 10배 이상 증가하는 것으로 알려져 있다. 또한, 생활습관병의 증가로

인해 관절염, 암 등과 같은 각종 만성 질병의 유병율도 높아지고 있는 실정이다.

생활습관병의 증가는 서구화된 식생활과 운동부족에서 크게 기인하는데, 특히, 식생활의 변화는 사람의 소화관[0003]

미생물총에 변화를 가져오고, 이로 인해 소화관 내에 소화관 미생물총이 생산하는 내독소가 증가하게 된다. 소

화관 내에 내독소가 증가하는 경우 소화관 염증이 유발되고 내독소의 체내로의 흡수가 높아지며 대식세포의 지

방조직 등으로의 이동을 촉진하여 비만 또는 고혈당을 유발하게 된다. 따라서, 소화관 미생물총이 생산하는 내

독소를 제어하는 경우 혈당을 제어할 수 있고, 궁극적으로 당뇨병을 개선하거나 치료할 수 있다.

당뇨병은 대표적인 만성질환으로 포도당을 비롯한 여러 대사 장애로 망막, 신장 및 신경 등의 미세혈관 합병증[0004]

과 중풍, 협심증, 심근경색증 및 말초 혈관 질환 등의 대혈관 합병증을 초래하는 만성적인 질병이다. 당뇨병의

치료법은 약물요법, 운동요법 및 식이요법이 있으며 환자의 증상에 따라 인슐린 약재와 각종 혈당 조절제가 사

용되고 있다. 그러나 당뇨병은 간에서의 당 생성 과다, 인슐린 저항성, 근육과 지방 세포 등에서 당 처리 능력

감소  등의 특징을 나타내는 복합적인 질병이므로 특정 치료법만으로는 여러 가지 부작용의 유발을 막을 수

없다. 이 중 약물요법은 인슐린 및 화학물질을 사용하고 있어 약물 복용에 따란 부작용과 환자의 내성에 끊임없

는 문제가 되고 있기 때문에, 최근에는 당뇨병 치료에 있어 식이가 가능하며 부작용이 적은 천연물을 이용하여

당뇨병을 예방, 개선 또는 치료하기 위한 연구가 필요한 실정이다.

이에 발맞추어, 최근 유산균을 이용하여 복부 비만, 고지혈증, 당뇨병, 고혈압 등을 예방하거나 치료하는 연구[0005]

가  계속  진행되고  있다.  예를  들어,  대한민국  등록특허공보  제10-1061219호에는  락토바실러스속  미생물
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(Lactobacillus sp.)로 발효시킨 돼지감자 발효 추출물을 유효 성분으로 포함하는 당뇨병의 예방 및 치료용 약

학적 조성물이 개시되어 있다. 또한, 대한민국 등록특허공보 제10-1010914호에는 체중과 지방 감소, 혈장 및 간

지질과 카르니틴 개선, 혈중 렙틴, 인슐린 농도 감소, 및 기억력 증진으로 이루어진 군에서 선택된 어느 하나의

용도에 사용되기 위한 락토바실러스 플란타룸 엔유씨 엘지 42 균주(기탁번호: KCCM 10940P)가 개시되어 있다.

또한,  대한민국  등록특허공보  제10-1407980호에는  혈중  인슐린(insulin),  리지스틴(resistin),  포도당

(glucose), C-펩티드(C-peptide) 및 중성지방(triglyceride)의 수치를 감소시키는 효능을 갖는 것을 특징으로

하는 락토바실러스 커베터스(Lactobacillus curvatus) HY7601(기탁번호: KCTC 11456BP)과 락토바실러스 플란타

룸(Lactobacillus  plantarum)  KY1032(기탁번호: KCCM10430)를 유효성분으로 함유하는 고인슐린혈증, 고혈당증

및 고중성지방혈증 개선용 건강기능식품이 개시되어 있다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명은 이러한 종래 배경하에서 도출된 것으로서, 본 발명의 일 목적은 내독소를 분비하는 장내 미생물의 증[0006]

식을 억제하거나 장내 미생물의 내독소 생산을 억제하여 혈당을 조절할 수 있는 신규 유산균을 제공하는데에 있

다.

또한, 본 발명의 다른 목적은 신규 유산균의 다양한 용도를 제공하는데에 있다.[0007]

과제의 해결 수단

본 발명의 발명자들은 합성 화학물질에 비해 안전성이 높은 항당뇨 소재를 개발하기 위하여, 김치 또는 사람 분[0008]

변으로부터 무수한 유산균을 스크리닝하고, 이중 특정 락토바실러스속 균주들이 내독소를 분비하는 장내 미생물

의 증식을 억제하거나 장내 미생물의 내독소 생산을 억제하여 혈당을 조절할 수 있다는 점을 발견하고, 본 발명

을 완성하였다.

본 발명의 일 목적을 달성하기 위하여, 본 발명의 일 예는 16S rDNA로 서열번호 1에 기재된 염기서열을 포함하[0009]

는 락토바실러스 사케이(Lactobacillus sakei)로서, 혈당 조절 활성을 갖는 것을 특징으로 하는 유산균을 제공

한다. 상기 락토바실러스 사케이(Lactobacillus sakei)는 바람직하게는 그람 염색시 양성을 나타내는 간균이고,

탄소원으로  리보스(Ribose),  갈락토오스(Galactose),  글루코오스(Glucose),  프럭토스(Fructose),  만노스

(Mannose), 만니톨(Mannitol), 솔비톨(Sorbitol), α-메틸-D-만노사이드(α-methyl-D mannoside), N-아세틸-글

루코사민(N-acetyl-glucosamine),  아미그달린(Amygdalin),  아르부틴(Arbutin),  에스큘린(Esculin),  살리신

(Salicin),  셀로바이오스(Cellobiose),  말토스(Maltose),  락토스(Lactose),  멜리바이오스(Melibiose),  수크로

오스(Sucrose),  트레할로스(Trehalose),  멜레지토스(Melezitose),  젠티오바이오스(Gentiobiose)  및  투라노스

(Turanose)를 이용한다. 또한, 상기 락토바실러스 사케이(Lactobacillus sakei)는 바람직하게는 혈당 조절 활성

외에 항비만 활성, 혈중 콜레스테롤 저하 활성, 혈중 중성지질 저하 활성, 동맥경화 억제 활성 또는 염증 억제

활성에서 선택된 하나 이상의 활성을 더 갖는다. 또한, 상기 락토바실러스 사케이(Lactobacillus sakei)는 바람

직하게는 락토바실러스 사케이(Lactobacillus sakei) OK67(수탁번호 : KCCM 11670P)이다. 또한, 상기 락토바실

러스 사케이(Lactobacillus sakei)는 바람직하게는 내독소를 분비하는 장내 미생물의 증식을 억제하거나 장내

미생물의 내독소 생산을 억제하여 혈당을 강하시킨다.

본 발명의 일 목적을 달성하기 위하여, 본 발명의 일 예는 락토바실러스 플란타룸(Lactobacillus plantarum)[0010]

OK23,  락토바실러스  파라카세이(Lactobacillus  paracasei)  OK9  및  락토바실러스  루미니스(Lactobacillus

ruminis) OK17로 이루어진 군에서 선택된 1종 이상의 락토바실러스속 유산균으로서, 혈당 조절 활성을 갖는 것

을 특징으로 하는 유산균을 제공한다. 상기 락토바실러스 플란타룸(Lactobacillus plantarum) OK23, 락토바실러

스 파라카세이(Lactobacillus paracasei) OK9 및 락토바실러스 루미니스(Lactobacillus ruminis) OK17은 바람

직하게는  내독소를 분비하는 장내 미생물의 증식을 억제하거나 장내 미생물의 내독소 생산을 억제하여 혈당을

강하시킨다.

본 발명의 다른 목적을 달성하기 위하여, 본 발명의 일 예는 16S rDNA로 서열번호 1에 기재된 염기서열을 포함[0011]

하는 락토바실러스 사케이(Lactobacillus sakei), 이의 배양물, 이의 파쇄물 또는 이의 추출물을 유효성분으로

포함하는 혈당 강하용 조성물을 제공한다. 또한, 본 발명의 일 예는 16S rDNA로 서열번호 1에 기재된 염기서열

을 포함하는 락토바실러스 사케이(Lactobacillus sakei), 이의 배양물, 이의 파쇄물 또는 이의 추출물을 유효성

분으로  포함하는  당뇨병  또는  당뇨병을  포함하는  대사증후군의  예방  또는  치료용  약학  조성물을  제공한다.
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또한,  본  발명의  일  예는  16S  rDNA로  서열번호  1에  기재된  염기서열을  포함하는  락토바실러스  사케이

(Lactobacillus sakei), 이의 배양물, 이의 파쇄물 또는 이의 추출물을 유효성분으로 포함하는 당뇨병 또는 당

뇨병을 포함하는 대사증후군의 예방 또는 개선용 식품 조성물을 제공한다. 이때, 상기 대사증후군은 바람직하게

는 당뇨병 외에 비만, 지방간, 고지혈증, 심혈관 질환, 고혈압 또는 동맥경화증에서 선택되는 1종 이상의 질병

을 더 포함한다.

본 발명의 다른 목적을 달성하기 위하여, 본 발명의 일 예는 락토바실러스 플란타룸(Lactobacillus plantarum)[0012]

OK23,  락토바실러스  파라카세이(Lactobacillus  paracasei)  OK9  및  락토바실러스  루미니스(Lactobacillus

ruminis) OK17로 이루어진 군에서 선택된 1종 이상의 락토바실러스속 유산균, 이의 배양물, 이의 파쇄물 또는

이의 추출물을 유효성분으로 포함하는 혈당 강하용 조성물을 제공한다. 또한, 본 발명의 일 예는 락토바실러스

플란타룸(Lactobacillus plantarum) OK23, 락토바실러스 파라카세이(Lactobacillus paracasei) OK9 및 락토바

실러스 루미니스(Lactobacillus ruminis) OK17로 이루어진 군에서 선택된 1종 이상의 락토바실러스속 유산균,

이의 배양물, 이의 파쇄물 또는 이의 추출물을 유효성분으로 포함하는 당뇨병 예방 또는 치료용 약학 조성물을

제공한다. 또한, 본 발명의 일 예는 락토바실러스 플란타룸(Lactobacillus plantarum) OK23, 락토바실러스 파라

카세이(Lactobacillus paracasei) OK9 및 락토바실러스 루미니스(Lactobacillus ruminis) OK17로 이루어진 군

에서 선택된 1종 이상의 락토바실러스속 유산균, 이의 배양물, 이의 파쇄물 또는 이의 추출물을 유효성분으로

포함하는 당뇨병 또는 개선용 식품 조성물을 제공한다.

본 발명의 다른 목적을 달성하기 위하여, 본 발명의 일 예는 16S rDNA로 서열번호 1에 기재된 염기서열을 포함[0013]

하는 락토바실러스 사케이(Lactobacillus sakei), 이의 배양물, 이의 파쇄물 또는 이의 추출물을 유효성분으로

포함하는 염증 질환 예방 또는 치료용 약학 조성물을 제공한다. 또한, 본 발명의 일 예는 16S rDNA로 서열번호

1에 기재된 염기서열을 포함하는 락토바실러스 사케이(Lactobacillus sakei), 이의 배양물, 이의 파쇄물 또는

이의 추출물을 유효성분으로 포함하는 염증 질환 예방 또는 개선용 식품 조성물을 제공한다. 이때, 상기 염증

질환은 바람직하게는 관절염 또는 대장염에서 선택된다.

발명의 효과

본 발명에 따른 특정 바실러스속 균주는 김치 또는 사람의 분변에서 분리되어 안전성이 높고, 우수한 혈당 조절[0014]

활성, 항비만 활성, 혈중 콜레스테롤 저하 활성, 혈중 중성지질 저하 활성, 동맥경화 억제 활성, 염증 억제 활

성 등과 같은 다양한 기능성을 갖는다. 따라서, 본 발명에 따른 특정 바실러스속 균주는 당뇨병, 비만, 지방간,

당뇨, 고지혈증, 심혈관 질환, 고혈압, 동맥경화증, 당뇨병을 포함하는 대사증후군, 염증 질환 등을 예방, 개선

또는 치료하는데에 유용한 식의약 소재로 사용될 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 배추 김치, 무 김치, 파 김치 및 사람 분변에서 분리된 유산균들이 대장균의 증식에 미치는 영향을 나타[0015]

낸 그래프이다.

도 2는 대장균 증식 억제능이 우수한 것으로 나타난 유산균[락토바실러스 사케이(Lactobacillus sakei) OK67,

락토바실러스 플란타룸(Lactobacillus  plantarum)  OK23,  락토바실러스 파라카세이(Lactobacillus  paracasei)

OK9, 락토바실러스 루미니스(Lactobacillus ruminis) OK17]들이 장내세균총의 내독소 생산에 미치는 영향을 나

타낸 그래프이다.

도 3은 고지방 식이로 비만이 유도된 모델동물의 혈당 수준에 대해 락토바실러스 사케이(Lactobacillus sakei)

OK67이 미치는 영향을 실험군별로 나타낸 그래프이다.

도 4는 고지방 식이로 비만이 유도된 모델동물의 혈장 인슐린 수준에 대해 락토바실러스 사케이(Lactobacillus

sakei) OK67이 미치는 영향을 실험군별로 나타낸 그래프이다.

도 5는 고지방 식이로 비만이 유도된 모델동물의 혈장 내독소 함량에 대해 락토바실러스 사케이(Lactobacillus

sakei) OK67이 미치는 영향을 실험군별로 나타낸 그래프이고, 도 6은 고지방 식이로 비만이 유도된 모델동물의

분변 내독소 함량에 대해 락토바실러스 사케이(Lactobacillus sakei) OK67이 미치는 영향을 실험군별로 나타낸

그래프이다.

도  7은  고지방  식이로  비만이  유도된  모델동물의  경구  글루코오스  부하시험에  대해  락토바실러스  사케이

(Lactobacillus sakei) OK67이 미치는 영향을 실험군별로 나타낸 그래프이고, 도 8은 도 7의 글루코오스 부하시
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험 결과를 AUC(area under the glucose-time curve)로 나타낸 그래프이다.

도 9는 고지방 식이로 비만이 유도된 모델동물의 체중 변화에 대해 락토바실러스 사케이(Lactobacillus sakei)

OK67이 미치는 영향을 실험군별로 나타낸 그래프이고, 도 10은 고지방 식이로 비만이 유도된 모델동물의 체중

증가량에  대해  락토바실러스  사케이(Lactobacillus  sakei)  OK67이  미치는  영향을  실험군별로  나타낸

그래프이다.

도  11은  고지방 식이로 비만이 유도된 모델동물의 부고환 지방조직 무게 변화에 대해 락토바실러스 사케이

(Lactobacillus sakei) OK67이 미치는 영향을 실험군별로 나타낸 그래프이다.

도 12는 실험군 별 혈장 총 중성지질 함량 측정 결과를 나타낸 것이고, 도 13은 실험군 별 총 콜레스테롤 함량

측정 결과를 나타낸 것이고, 도 14는 실험군 별 HDL 콜레스테롤 함량 측정 결과를 나타낸 것이고, 도 15는 실험

군 별 동맥경화지수 측정 결과를 나타낸 것이다.

도 16에서 보이는 바와 같이 고지방 식이에 의해 실험동물의 부고환 지방조직에서 지방세포 분화 인자 및 대식

세포 마커가 유의적으로 증가했으나, 락토바실러스 사케이(Lactobacillus sakei) OK67의 투여에 의해 유의적으

로 감소하였다.

도  3  내지  도  16에서  "LFD"는  저지방  식이  급여군을  나타내고,  "LFD-67"는   저지방  식이  급여 및  1×10
9

CFU/mouse  용량의 락토바실러스 사케이(Lactobacillus  sakei)  OK67  투여군을 나타내고, "HFD"는 고지방 식이

급여군을  나타내고,  "HFD-OK67"는  고지방  식이  급여  및  1×10
9
 CFU/mouse  용량의  락토바실러스  사케이

(Lactobacillus sakei) OK67 투여군을 나타낸다.

도 17은 콜라겐에 의해 관절염이 유발된 모델동물 실험에서 락토바실러스 사케이(Lactobacillus sakei) OK67 균

주가 관절염 심각도(arthritis severity)에 대해 미치는 영향을 나타낸 그래프이다.

도 18은 콜라겐에 의해 관절염이 유발된 모델동물 실험에서 락토바실러스 사케이(Lactobacillus sakei) OK67 균

주가 관절염 발생도(arthritis incidence)에 대해 미치는 영향을 나타낸 그래프이다.

 도 17 및 도 18에서 "NOR"은 콜라겐에 의해 관절염이 유발되지 않고 비이클을 투여한 군을 나타내고, "AC"는

콜라겐에 의해 관절염이 유발되고 비이클을 투여한 군을 나타내고, "AO"는 콜라겐에 의해 관절염이 유발되고 비

이클과 함께 락토바실러스 사케이(Lactobacillus sakei) OK67 균주가 투여된 군을 나타낸다.

도 19는 콜라겐에 의해 관절염이 유발된 모델동물 실험에서 락토바실러스 사케이(Lactobacillus sakei) OK67 균

주가 발의 부피 증가에 대해 미치는 영향을 나타낸 그래프이다.

도 20은 콜라겐에 의해 관절염이 유발된 모델동물 실험에서 락토바실러스 사케이(Lactobacillus sakei) OK67 균

주가  발  관절  조직의  미엘로퍼옥시다아제(Myeloperoxidase,  MPO)  활성에  대해  미치는  영향을  나타낸

그래프이다.

도 21은 콜라겐에 의해 관절염이 유발된 모델동물 실험에서 락토바실러스 사케이(Lactobacillus sakei) OK67 균

주가 발 관절 조직(paw joint tissue)의 미시 외관에 미치는 영향을 나타낸 사진이다.

도 19 내지 도 20에서 "는 콜라겐에 의해 유발된 관절염(Collagen-induced arthritis)을 나타내고, "OK 67"은

락토바실러스 사케이(Lactobacillus sakei) OK67 균주를 나타낸다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 본 발명에서 사용한 용어를 설명한다.[0016]

본 발명에서 사용되는 용어 "배양물"이란 미생물을 공지의 액체 배지 또는 고체 배지에서 배양시켜 수득한 산물[0017]

을 의미하여, 미생물이 포함되는 개념이다.

본 발명에서 "약학적으로 허용가능한" 및 "식품학적으로 허용가능한"이란 생물체를 상당히 자극하지 않고 투여[0018]

활성 물질의 생물학적 활성 및 특성을 저해하지 않는 것을 의미한다.

본 발명에서 사용되는 용어 "예방"은 본 발명의 조성물의 투여로 특정 질환의 증상을 억제하거나 진행을 지연시[0019]

키는 모든 행위를 의미한다.

본 발명에서 사용되는 용어 "치료"는 본 발명의 조성물의 투여로 특정 질환의 증상을 호전 또는 이롭게 변경시[0020]
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키는 모든 행위를 의미한다.

본 발명에서 사용되는 용어 "개선"은 치료되는 상태와 관련된 파라미터, 예를 들면 증상의 정도를 적어도 감소[0021]

시키는 모든 행위를 의미한다.

본 발명에서 사용되는 용어 "투여"는 임의의 적절한 방법으로 개체에 소정의 본 발명의 조성물을 제공하는 것을[0022]

의미한다. 이때, 개체는 본 발명의 조성물을 투여하여 특정 질환의 증상이 호전될 수 있는 질환을 가진 인간,

원숭이, 개, 염소, 돼지 또는 쥐 등 모든 동물을 의미한다.

본 발명에서 용어 "약학적으로 유효한 양"은 의학적 치료에 적용 가능한 합리적인 수혜 또는 위험 비율로 질환[0023]

을 치료하기에 충분한 양을 의미하며, 이는 개체의 질환의 종류, 중증도, 약물의 활성, 약물에 대한 민감도, 투

여 시간, 투여 경로 및 배출비율, 치료기간, 동시에 사용되는 약물을 포함한 요소 및 기타 의학 분야에 잘 알려

진 요소에 따라 결정될 수 있다.

이하, 본 발명을 상세하게 설명한다.[0024]

본 발명의 일 측면은 혈당 조절 활성(예를 들어, 혈당 강하 활성)을 갖는 신규 유산균에 관한 것이다.[0025]

본 발명의 일 예에 따른 신규 유산균은 16S rDNA로 서열번호 1에 기재된 염기서열을 포함하고, 혈당 조절 활성[0026]

을 갖는 락토바실러스 사케이(Lactobacillus  sakei)이다.  상기 락토바실러스 사케이(Lactobacillus  sakei)는

바람직하게는 그람 염색시 양성을 나타내는 간균이고, 탄소원으로 리보스(Ribose), 갈락토오스(Galactose), 글

루코오스(Glucose),  프럭토스(Fructose),  만노스(Mannose),  만니톨(Mannitol),  솔비톨(Sorbitol),  α-메틸-

D-만노사이드(α-methyl-D  mannoside),  N-아세틸-글루코사민(N-acetyl-glucosamine),  아미그달린(Amygdalin),

아르부틴(Arbutin),  에스큘린(Esculin),  살리신(Salicin),  셀로바이오스(Cellobiose),  말토스(Maltose),  락토

스(Lactose),  멜리바이오스(Melibiose),  수크로오스(Sucrose),  트레할로스(Trehalose),  멜레지토스

(Melezitose), 젠티오바이오스(Gentiobiose) 및 투라노스(Turanose)를 이용한다. 또한, 상기 락토바실러스 사

케이(Lactobacillus sakei)는 바람직하게는 혈당 조절 활성 외에 항비만 활성, 혈중 콜레스테롤 저하 활성, 혈

중 중성지질 저하 활성, 동맥경화 억제 활성 또는 염증 억제 활성에서 선택된 하나 이상의 활성을 더 갖는다.

또한,  상기  락토바실러스  사케이(Lactobacillus  sakei)는  바람직하게는  락토바실러스  사케이(Lactobacillus

sakei) OK67(수탁번호 : KCCM 11670P)이다. 또한, 상기 락토바실러스 사케이(Lactobacillus sakei)는 바람직하

게는 내독소를 분비하는 장내 미생물의 증식을 억제하거나 장내 미생물의 내독소 생산을 억제하여 혈당을 강하

시킨다.

본 발명의 일 예에 따른 신규 유산균은 락토바실러스 플란타룸(Lactobacillus plantarum) OK23, 락토바실러스[0027]

파라카세이(Lactobacillus paracasei) OK9 및 락토바실러스 루미니스(Lactobacillus ruminis) OK17로 이루어진

군에서 선택된 1종 이상의 락토바실러스속 균주를 포함한다. 이때, 상기 락토바실러스 플란타룸(Lactobacillus

plantarum)  OK23,  락토바실러스  파라카세이(Lactobacillus  paracasei)  OK9  및  락토바실러스  루미니스

(Lactobacillus ruminis) OK17은 혈당 조절 활성, 바람직하게는 혈당 강하 활성을 갖는다. 또한, 상기 락토바실

러스 플란타룸(Lactobacillus plantarum) OK23, 락토바실러스 파라카세이(Lactobacillus paracasei) OK9 및 락

토바실러스 루미니스(Lactobacillus ruminis) OK17은 바람직하게는  내독소를 분비하는 장내 미생물의 증식을

억제하거나 장내 미생물의 내독소 생산을 억제하여 혈당을 강하시킨다.

본 발명의 락토바실러스속 균주는 바람직하게는 김치 또는 사람의 분변에서 분리될 수 있다. 예를 들어, 락토바[0028]

실러스  사케이(Lactobacillus  sakei)  OK67은  무  김치에서  분리된  것이고,  락토바실러스  플란타룸

(Lactobacillus  plantarum)  OK23은  배추  김치에서  분리된  것이고,  락토바실러스  파라카세이(Lactobacillus

paracasei) OK9 및 락토바실러스 루미니스(Lactobacillus ruminis) OK17은 사람의 분변에서 분리된 것이다.

본 발명의 다른 측면은 신규 유산균의 다양한 용도에 관한 것이다. 예를 들어, 본 발명은 신규 유산균의 일 용[0029]

도로 전술한 16S rDNA로 서열번호 1에 기재된 염기서열을 포함하는 락토바실러스 사케이(Lactobacillus sakei),

이의 배양물, 이의 파쇄물 또는 이의 추출물을 유효성분으로 포함하는 혈당 강하용 조성물을 제공한다. 또한,

본 발명은 신규 유산균의 일 용도로 락토바실러스 플란타룸(Lactobacillus plantarum) OK23, 락토바실러스 파라

카세이(Lactobacillus paracasei) OK9 및 락토바실러스 루미니스(Lactobacillus ruminis) OK17로 이루어진 군

에서 선택된 1종 이상의 락토바실러스속 유산균, 이의 배양물, 이의 파쇄물 또는 이의 추출물을 유효성분으로
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포함하는 혈당 강하용 조성물을 제공한다. 또한, 본 발명은 신규 유산균의 일 용도로 전술한 16S rDNA로 서열번

호 1에 기재된 염기서열을 포함하는 락토바실러스 사케이(Lactobacillus sakei), 이의 배양물, 이의 파쇄물 또

는 이의 추출물을 유효성분으로 포함하는 당뇨병 또는 당뇨병을 포함하는 대사증후군의 예방, 개선 또는 치료용

조성물을 제공한다. 이때, 상기 당뇨병을 포함하는 대사증후군은 당뇨병 외에 비만, 지방간, 고지혈증, 심혈관

질환, 고혈압 또는 동맥경화증에서 선택되는 1종 이상의 질병을 더 포함한다. 본 발명에서, 상기 대사증후군은

당뇨병, 비만 등 여러 가지 대사성 질환이 한 사람에게 동시에 나타나는 질환을 의미하며, 좁게는 지질 관련 대

사증후군을 의미한다. 또한, 본 발명은 신규 유산균의 일 용도로 전술한 16S rDNA로 서열번호 1에 기재된 염기

서열을 포함하는 락토바실러스 사케이(Lactobacillus sakei), 이의 배양물, 이의 파쇄물 또는 이의 추출물을 유

효성분으로 포함하는 염증 질환 예방, 개선 또는 치료용 조성물을 제공한다. 이때, 상기 염증 질환은 염증 반응

에  의해  유발되는  질환이라면  그  종류가  크게  제한되지  않으며,  바람직하게는  관절염  또는  대장염에서

선택된다. 또한, 본 발명은 신규 유산균의 일 용도로 락토바실러스 플란타룸(Lactobacillus plantarum) OK23,

락토바실러스  파라카세이(Lactobacillus  paracasei)  OK9  및  락토바실러스  루미니스(Lactobacillus  ruminis)

OK17로 이루어진 군에서 선택된 1종 이상의 락토바실러스속 유산균, 이의 배양물, 이의 파쇄물 또는 이의 추출

물을 유효성분으로 포함하는 당뇨병 예방, 개선 또는 치료용 조성물을 제공한다. 본 발명에서 유산균의 배양물

은 락토바실러스속 균주를 배지에서 배양시켜 수득한 산물로서, 상기 배지는 공지의 액체 배지 또는 고체 배지

에서 선택될 수 있으며, 예를 들어 MRS 액체 배지, MRS 한천 배지, BL 한천 배지일 수 있다. 또한, 본 발명에서

상기 조성물은 사용 목적 내지 양상에 따라 약학 조성물, 식품 첨가제, 식품 조성물(특히 기능성 식품 조성물),

또는 사료 첨가제 등으로 구체화될 수 있고, 조성물 내에서 유효성분인 특정 락토바실러스속 균주 등의 함량도

조성물의 구체적인 형태, 사용 목적 내지 양상에 따라 다양한 범위에서 조정될 수 있다.

본 발명에 따른 약학 조성물에서 유효성분인 신규 유산균, 이의 배양물, 이의 파쇄물 또는 이의 추출물의 함량[0030]

은 크게 제한되지 않으며, 예를 들어 조성물 총 중량을 기준으로 0.01~99 중량%, 바람직하게는 0.5~50 중량%,

더 바람직하게는 1~30 중량%일 수 있다. 또한, 본 발명에 따른 약학 조성물은 유효성분 외에 약학적으로 허용가

능한 담체, 부형제 또는 희석제와 같은 첨가제를 더 포함할 수 있다. 본 발명의 약학 조성물에 포함될 수 있는

담체, 부형제 및 희석제로는 락토즈, 덱스트로즈, 수크로스, 솔비톨, 만니톨, 자일리톨, 에리스리톨, 말티톨,

전분, 아카시아 고무, 알지네이트, 젤라틴, 칼슘 포스페이트, 칼슘 실리케이트, 셀룰로즈, 메틸 셀룰로즈, 미정

질 셀룰로스, 폴리비닐 피롤리돈, 물, 메틸히드록시벤조에이트, 프로필히드록시벤조에이트, 탈크, 마그네슘 스

테아레이트 및 광물유를 들 수 있다. 또한, 본 발명의 약학 조성물은 신규 유산균, 이의 배양물, 이의 파쇄물

또는 이의 추출물 외에 당뇨병, 비만, 지방간, 고지혈증, 심혈관 질환, 고혈압, 동맥경화증 또는 대사증후군의

예방 또는 치료 효과를 갖는 공지의 유효성분을 1종 이상 더 함유할 수 있다. 본 발명의 약학 조성물은 통상의

방법에 의해 경구 투여를 위한 제형 또는 비경구 투여를 위한 제형으로 제제화될 수 있고, 제제화할 경우 보통

사용하는 충진제, 증량제, 결합제, 습윤제, 붕해제, 계면활성제 등의 희석제 또는 부형제를 사용하여 조제될 수

있다. 경구 투여를 위한 고형 제제에는 정제, 환제, 산제, 과립제, 캡슐제 등이 포함되며, 이러한 고형 제제는

유효성분에  적어도  하나  이상의  부형제  예를  들면,  전분,  칼슘카보네이트(Calcium  carbonate),  수크로스

(Sucrose), 락토오스(Lactose) 또는 젤라틴 등을 섞어 조제될 수 있다. 또한, 단순한 부형제 이외에 마그네슘

스티레이트 탈크 같은 윤활제들도 사용될 수 있다. 경구 투여를 위한 액상 제제로는 현탁제, 내용액제, 유제 및

시럽제 등이 해당되는데 흔히 사용되는 단순희석제인 물, 리퀴드 파라핀 이외에 여러 가지 부형제, 예를 들면

습윤제, 감미제, 방향제, 보존제 등이 포함될 수 있다. 비경구 투여를 위한 제제에는 멸균된 수용액, 비수성용

제, 현탁제, 유제, 동결건조제제, 좌제가 포함될 수 있다. 비수성용제, 현탁용제로는 프로필렌글리콜(Propylene

glycol), 폴리에틸렌 글리콜, 올리브 오일과 같은 식물성 기름, 에틸올레이트와 같은 주사 가능한 에스테르 등

이 사용될 수 있다. 좌제의 기제로는 위텝솔(witepsol), 마크로골, 트윈(tween) 61, 카카오지, 라우린지, 글리

세로제라틴 등이 사용될 수 있다.  더 나아가 당 분야의 적정한 방법으로 또는 Remington's  Pharmaceutical

Science(최근판), Mack Publishing Company, Easton PA에 개시되어 있는 방법을 이용하여 각 질환에 따라 또는

성분에 따라 바람직하게 제제화할 수 있다. 본 발명의 약학 조성물은 목적하는 방법에 따라 인간을 포함한 포유

류에 경구 투여되거나 비경구 투여될 수 있으며, 비경구 투여 방식으로는 피부 외용, 복강내주사, 직장내주사,

피하주사, 정맥주사, 근육내 주사 또는 흉부내 주사 주입방식 등이 있다. 본 발명의 약학 조성물의 투여량은 약

학적으로 유효한 양이라면 크게 제한되지 않으며, 환자의 체중, 연령, 성별, 건강상태, 식이, 투여시간, 투여방

법, 배설율 및 질환의 중증도에 따라 그 범위가 다양하다. 본 발명의 약학 조성물의 통상적인 1일 투여량은 크

게 제한되지 않으나 바람직하게는 유효성분을 기준으로 할 때 0.1 내지 3000 ㎎/㎏이고, 더 바람직하게는 1 내

지 2000 ㎎/㎏이며, 하루 1회 또는 수회로 나누어 투여될 수 있다.

또한, 본 발명에 따른 식품 조성물에서 유효성분인 신규 유산균, 이의 배양물, 이의 파쇄물 또는 이의 추출물의[0031]
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함량은 조성물 총 중량을 기준으로 0.01~50 중량%, 바람직하게는 0.1~25 중량%, 더 바람직하게는 0.5~10 중량%

이나, 이에 한정되는 것은 아니다. 본 발명의 식품 조성물은 환제, 분말, 과립, 침제, 정제, 캡슐, 또는 액제

등의 형태를 포함하며, 구체적인 식품의 예로는 육류, 소시지, 빵, 초콜릿, 캔디류, 스넥류, 과자류, 피자, 라

면, 기타 면류, 껌류, 아이스크림류를 포함한 낙농제품, 각종 스프, 음료수, 차, 기능수, 드링크제, 알코올음료

및 비타민 복합제 등이 있으며, 통상적인 의미에서의 건강식품을 모두 포함한다. 본 발명의 식품 조성물은 유효

성분 외에 식품학적으로 허용 가능한 담체, 여러 가지 향미제 또는 천연 탄수화물 등을 추가 성분으로서 함유할

수 있다. 또한, 본 발명의 식품 조성물은 여러 가지 영양제, 비타민, 전해질, 풍미제, 착색제, 펙트산 및 그의

염, 알긴산 및 그의 염, 유기산, 보호성 콜로이드 증점제, pH 조절제, 안정화제, 방부제, 글리세린, 알코올, 탄

산음료에 사용되는 탄산화제 등을 함유할 수 있다. 그 밖에 본 발명의 식품 조성물은 천연 과일주스, 과일주스

음료 및 야채 음료의 제조를 위한 과육을 함유할 수 있다. 이러한 성분들은 독립적으로 또는 혼합하여 사용할

수  있다.  상술한  천연  탄수화물은  포도당,  과당과  같은  모노사카라이드,  말토스,  슈크로스와  같은

디사카라이드, 및 덱스트린, 사이클로덱스트린과 같은 폴리사카라이드, 자일리톨, 소르비톨, 에리트리톨 등의

당알코올이다.  향미제로는 타우마틴, 스테비아 추출물과 같은 천연 향미제나 사카린, 아스파르탐과 같은 합성

향미제 등을 사용할 수 있다.

이하, 본 발명을 실시예를 통하여 보다 구체적으로 설명한다. 다만, 하기 실시예는 본 발명의 기술적 특징을 명[0032]

확하게 예시하기 위한 것 일뿐, 본 발명의 보호범위를 한정하는 것은 아니다.

1. 유산균의 분리 및 동정[0033]

(1) 김치로부터 유산균의 분리[0034]

배추 김치, 무 김치 및 파김치를 각각 파쇄하고, 파쇄액을 MRS 액체 배지(MRS Broth; Difco, USA)에 넣고 현탁[0035]

하였다. 이후, 상등액을 취해 MRS 한천 배지(MRS agar medium; Difco, USA)에 이식하고 37℃에서 약 48시간 동

안 혐기적으로 배양한 후, 콜로니(colony)를 형성한 균주들을 분리하였다.

(2) 사람 분변으로부터 유산균의 분리[0036]

사람 분변을 GAM 액체 배지(GAM broth; Nissui Pharmaceutical, Japan)에 넣고 현탁하였다. 이후, 상등액을 취[0037]

해 BL 한천 배지(BL agar medium; Nissui Pharmaceutical, Japan)에 이식하고 37℃에서 약 48시간 동안 혐기적

으로 배양한 후, 콜로니(colony)를 형성한 균주들을 분리하였다.

(3) 선별한 유산균의 동정[0038]

김치 또는 사람 분변으로부터 분리한 균주들의 생리학적 특성 및 16S rDNA 서열을 분석하여 균주의 종을 확정하[0039]

고, 균주명을 부여하였다. 하기 표 1에 배추 김치, 무 김치, 파 김치 및 사람 분변서 분리된 유산균의 관리번호

및 균주명을 나타내었다. 하기 표 1에서 관리번호 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 17, 20, 22, 25의 유산균은 배추 김

치에서 분리된 것이고, 관리번호 2, 4, 6, 8, 10, 14, 19, 21의 유산균은 무 김치에서 분리된 것이고, 관리번호

12, 15, 18의 유산균은 파 김치에서 분리된 것이고, 관리번호 24, 26, 27, 28, 29, 30의 유산균은 사람 분변에

서 분리된 것이다.

표 1

관리[0040]
번호

균주명 관리
번호

균주명

1 Leuconostoc mesenteroides OK1 16 Lactobacillus plantarum OK37

2 Leuconostoc mesenteroides OK15 17 Lactobacillus sakei OK26

3 Lactobacillus curvatus OK21 18 Lactobacillus sakei OK45

4 Lactobacillus curvatus OK25 19 Lactobacillus sakei OK67

5 Lactobacillus brevis OK11 20 Lactobacillus fermentum OK19

6 Lactobacillus brevis OK12 21 Lactobacillus fermentum OK21

7 Lactobacillus acidophilus OK1 22 Lactobacillus gasseri OK1
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8 Lactobacillus acidophilus OK7 23 Lactobacillus gasseri OK2

9 Lactobacillus lactis OK1 24 Lactobacillus johnsonii OK1

10 Lactobacillus lactis OK2 25 Lactobacillus johnsonii OK2

11 Lactobacillus helveticus OK1 26 Lactobacillus paracasei OK2

12 Lactobacillus helveticus OK2 27 Lactobacillus paracasei OK9

13 Lactobacillus plantarum OK23 28 Lactobacillus reuteri OK1

14 Lactobacillus plantarum OK32 29 Lactobacillus ruminis OK1

15 Lactobacillus plantarum OK36 30 Lactobacillus ruminis OK17

상기 표 1에 기재된 균주들 중 락토바실러스 사케이(Lactobacillus sakei) OK67은 그람 염색시 양성을 나타내는[0041]

혐기성 간균으로서, 생리학적 특성 중 탄소원 이용성은 하기 표 2와 같다. 하기 표 2에서 락토바실러스 사케이

(Lactobacillus sakei) OK67의 탄소원 이용성은 API Kit(모델명 : API 50 CHL; 제조사 : BioMerieux’s, USA)

에 의한 당 발효 시험으로 분석하였다. 또한, 하기 표에서 "+"는 탄소원 이용성이 양성인 경우를 나타내고, "

-"는 탄소원 이용성이 음성인 경우를 나타내고, "±"는 탄소원 이용성 여부가 모호한 경우를 나타내고, 공란은

미측정을 나타낸다.

표 2

탄소원[0042] 균주 명

Lactobacillus sakei
OK67

DSM20017

(ATCC15521)
a

Lactobacillus sakei K-

7
b)

glycerol -

erythritol ±

D-arabinose ±

L-arabinose - + -

D-ribose + +

D-xylose -

L-xylose - -

adonitol -

methyl-BD-xylopyranosicle -

D-galactose + + -

D-glucose + +

D-fructose + +

D-mannose + +

L-sorbose -

rhamnose - -

dulcitol -

inositol -

mannitol +

sorbitol +

α-methyl-D-mannoside +

α-methyl-D-glucoside - -

N-acetyl-glucosamine + +

amygdalin +

arbutin + -

esculin + +

salicin + +

cellobiose + -

maltose + + ±

lactose + -

melibiose + +

sucrose + + +

trehalose + +

inulin -

melezitose +

raffinose -
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starch -

glycogen -

xylitol - ±

gentiobiose +

D-turanose +

D-lyxose -

D-tagatose -

D-fucose -

L-fucose -

D-arabitol -

L-arabitol -

gluconate ± ±

2-keto-gluconate -

5-keto-gluconate -

a)
McLeod et al., Diversity of Lactobacillus strains investigated by phenotypic and genotypic methods.[0043]

Systematic and applied microbiology 2008;31: 393-403. 

b)
Moon  et  al.,  Anticariogenic  activities  of  Lactobacillus  sakei  K-7  isolated  from  kimchi.  Korean[0044]

society for biotechnology and bioengineering journal 2011; 26:513-516.

또한, 락토바실러스 사케이(Lactobacillus sakei) OK67의 화학분류학적 특성으로 16S rDNA을 측정하였고, 그 결[0045]

과 서열번호 1의 염기서열을 갖는 것으로 나타났다.  락토바실러스 사케이(Lactobacillus  sakei)  OK67의 16S

rDNA 염기서열을 Genebank(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)의 BLAST 검색으로 동정한 결과, 동일한 16S rDNA 염

기서열을  갖는  락토바실러스  사케이(Lactobacillus  sakei)  균주는  검색되지  않았고,  락토바실러스  사케이

(Lactobacillus sakei) NBRC 15893(NCBI ACCESSION : NR_113821)의 16S rDNA 부분 서열과 99%의 상동성을 보였

다.

2. 내독소(endotoxin) 생산 대장균의 증식을 억제하는 유산균의 선별[0046]

(1) 실험방법[0047]

TSB(tryptic soy broth) 배지에서 미리 배양한 대장균과, 배추 김치, 무 김치, 파 김치 및 사람 분변에서 분리[0048]

된 유산균들에서 선택된 어느 하나를 각각 1×10
5
 CFU 및 1×10

5
 CFU의 양으로 TSB(tryptic soy broth) 배지에

함께 이식하고 37℃에서 약 24시간 동안 배양하였다. 이후, 대장균과 유산균의 혼합 균 배양액을 10
6
 배로 희석

하고, 희석한 배양액 0.1㎖를 DHL 배지에 이식하고 37℃에서 약 24시간 동안 배양하였다. 이후, 최종 배양액에

존재하는 대장균 수를 측정하였다. 또한, 대조군으로 대장균과 유산균의 혼합 균 대신 대장균만 1×10
5
 CFU의

양으로 TSB(tryptic soy broth) 배지에 이식하고 배양한 후, 동일한 과정을 거쳐 최종 배양액에 존재하는 대장

균 수를 측정하였다.

(2) 측정결과[0049]

도 1은 배추 김치, 무 김치, 파 김치 및 사람 분변에서 분리된 유산균들이 대장균의 증식에 미치는 영향을 나타[0050]

낸 그래프이다. 도 1에서 보이는 바와 같이 락토바실러스 사케이(Lactobacillus sakei) OK67의 대장균 증식 억

제능이 가장 우수하였고, 그 다음으로 락토바실러스 플란타룸(Lactobacillus plantarum) OK23, 락토바실러스 파

라카세이(Lactobacillus paracasei) OK9, 락토바실러스 루미니스(Lactobacillus ruminis) OK17의 순이었다.

3. 소화관 미생물총의 내독소(endotoxin) 생산을 억제하는 유산균의 선별[0051]

(1) 실험방법[0052]

GAM 액체 배지(GAM broth; Nissui Pharmaceutical, Japan)에서 미리 배양한 장내세균총과, 대장균 증식 억제능[0053]
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이  우수한  것으로  나타난  유산균[락토바실러스  사케이(Lactobacillus  sakei)  OK67,  락토바실러스  플란타룸

(Lactobacillus plantarum) OK23, 락토바실러스 파라카세이(Lactobacillus paracasei) OK9, 락토바실러스 루미

니스(Lactobacillus ruminis) OK17]들에서 선택된 어느 하나를 각각 1×10
8
 CFU 및 1×10

5
 CFU의 양으로 혐기성

배지인 GAM 액체 배지(GAM broth; Nissui Pharmaceutical, Japan)에 함께 이식하고 37℃에서 약 24시간 동안

혐기적으로 배양하였다. 이후, 배양액을 약 1시간 동안 초음파로 처리하여 균의 세포 외막을 파괴하고, 5000×g

의  조건으로  원심분리하여  상등액을  수득하였다.  이후,  상등액에  존재하는  대표적인  내독소인

LPS(lipopolysaccharide)의 함량을 LAL(Limulus Amoebocyte Lysate) assay kit(제조사 : Cape Cod Inc., US

A)로 측정하였다. 또한, 대조군으로 장내세균총과 유산균의 혼합 균 대신 장내세균총을 1×10
8
 CFU의 양으로 혐

기성 배지인 GAM 액체 배지(GAM broth; Nissui Pharmaceutical, Japan)에 이식하고 배양한 후, 동일한 과정을

거쳐 상등액에 존재하는 LPS(lipopolysaccharide)의 함량을 측정하였다.

(2) 측정결과[0054]

도 2는 대장균 증식 억제능이 우수한 것으로 나타난 유산균[락토바실러스 사케이(Lactobacillus sakei) OK67,[0055]

락토바실러스 플란타룸(Lactobacillus  plantarum)  OK23,  락토바실러스 파라카세이(Lactobacillus  paracasei)

OK9, 락토바실러스 루미니스(Lactobacillus ruminis) OK17]들이 장내세균총의 내독소 생산에 미치는 영향을 나

타낸 그래프이다. 도 2에서 LPS(lipopolysaccharide)의 함량은 대조군에 대한 상대적인 배수로 나타내었다. 도

2에서 보이는 바와 같이 장내세균총의 내독소 생산 억제능도 대장균 증식 억제능의 결과와 마찬가지로 락토바실

러스  사케이(Lactobacillus  sakei)  OK67이  가장  우수하였고,  그  다음으로  락토바실러스  플란타룸

(Lactobacillus plantarum) OK23, 락토바실러스 파라카세이(Lactobacillus paracasei) OK9, 락토바실러스 루미

니스(Lactobacillus ruminis) OK17의 순이었다.

4. 유산균의 혈당 강하 효능에 대한 in-vivo 실험[0056]

(1) 실험방법[0057]

5주령 수컷 C57BL/6J 생쥐 총 28마리를 2개의 그룹으로 나누어 저지방 식이군(n=14)에는 총 칼로리의 10%가 지[0058]

방인 저지방 식이(제품 모델명 : D12450B; 공급사 : Research Diets, Inc., New Brunswick, NJ)를 4주간 투여

하였고,  고지방 식이군(n=14)에는 총 칼로리의 60%가  지방인 고지방 식이(제품 모델명 :  D12492;  공급사 :

Research Diets, Inc., New Brunswick, NJ)를 4주간 투여하였다. 이후, 저지방 식이군을 7마리씩 2개의 그룹

(LFD, LFD-67)으로 나눈 후 LFD군에는 저지방 식이를 투여함과 동시에 생리식염수를 4.5주(31일)간 경구투여하

고, LFD-67군에는 저지방 식이를 투여함과 동시에 락토바실러스 사케이(Lactobacillus sakei) OK67 균주를 1×

10
9
 CFU의 양으로 4.5주(31일)간 경구투여한 후 다음날 실험을 종료하였다. 또한, 고지방 식이군도 7마리씩 2개

의 그룹(HFD, HFD-67)으로 나눈 후 HFD군에는 고지방 식이를 투여함과 동시에 생리식염수를 4.5주(31일)간 경구

투여하고, HFD-67군에는 고지방 식이를 투여함과 동시에 락토바실러스 사케이(Lactobacillus sakei) OK67 균주

를  1×10
9
 CFU의  양으로  4.5주(31일)간  경구투여한  후  다음날  실험을  종료하였다.  락토바실러스  사케이

(Lactobacillus sakei) OK67 균주의 경구투여 횟수는 1주일을 기준으로 6일이었다. 실험기간 동안 생쥐는 온도

20±2℃, 습도 50±5% 및 명암 주기(light-dark cycle) 12시간 단위의 사육실 환경하에서 사육되었다. 실험 종

료일에 혈당, 혈장 인슐린, 혈장 내독소 및 분변 내독소의 함량을 측정하였고, 실험 종료 5일 전에 경구 글루코

오스 부하시험을 진행하였다.

(2) 혈당, 혈장 인슐린, 혈장 내독소 및 분변 내독소의 함량 측정[0059]

혈당은 생쥐 꼬리 끝에서 약 0.5㎕의 혈액을 채혈한 후 글루코오스 측정용 키트(제조사 : ASAN PHARM. CO. LTD,[0060]

대한민국)를 이용하여 측정하였다. 도 3은 고지방 식이로 비만이 유도된 모델동물의 혈당 수준에 대해 락토바실

러스 사케이(Lactobacillus sakei) OK67이 미치는 영향을 실험군별로 나타낸 그래프이다. 도 3에서 보이는 바와

같이 고지방 식이 급여와 함께 락토바실러스 사케이(Lactobacillus sakei) OK67 균주를 투여한 군의 혈당 수준

은 고지방 식이만을 급여한 군에 비해 유의적으로 감소하였다.

혈장 인슐린은 mouse insulin ELISA kit(LINCO Research, St.Charles, MO)를 사용하여 측정하였다. 도 4는 고[0061]
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지방 식이로 비만이 유도된 모델동물의 혈장 인슐린 수준에 대해 락토바실러스 사케이(Lactobacillus  sakei)

OK67이 미치는 영향을 실험군별로 나타낸 그래프이다. 도 4에서 보이는 바와 같이 고지방 식이 급여와 함께 락

토바실러스 사케이(Lactobacillus sakei) OK67 균주를 투여한 군의 혈장 인슐린 함량은 고지방 식이만을 급여한

군에 비해 유의적으로 낮게 나타났다.

도 5는 고지방 식이로 비만이 유도된 모델동물의 혈장 내독소 함량에 대해 락토바실러스 사케이(Lactobacillus[0062]

sakei) OK67이 미치는 영향을 실험군별로 나타낸 그래프이고, 도 6은 고지방 식이로 비만이 유도된 모델동물의

분변 내독소 함량에 대해 락토바실러스 사케이(Lactobacillus sakei) OK67이 미치는 영향을 실험군별로 나타낸

그래프이다. 도 5 및 도 6에서 보이는 바와 같이 고지방 식이 급여와 함께 락토바실러스 사케이(Lactobacillus

sakei) OK67 균주를 투여한 군의 혈장 내독소 함량 및 분변 내독소 함량은 고지방 식이만을 급여한 군에 비해

유의적으로 낮게 나타났다.

(3) 경구 글루코오스 부하시험(oral glucose tolerance test,OGTT)[0063]

실험 종료 5일 전에 실험동물을 6시간 동안 금식시키고, 글루코오스를 2g/㎏체중 용량으로 경구투여한 후 0분,[0064]

15분, 30분, 60분, 90분 및 120분 경과시에 꼬리로부터 채혈하고 글루코오스 농도를 측정하였다. 경구 글루코오

스 부하시험을 하는 동안 실험동물에게 안정된 환경을 제공하였고, 물은 자유롭게 섭취하도록 하였다. 또한, 하

기 공식을 이용하여 AUC(area under the glucose-time curve)를 구하였다.

AUC = 0.5×(0.5×C0+C15+C30+C60+C90+0.5×C120)[0065]

상기 식에서 C0, C15, C30, C60, C90 및 C120은 각각 순서대로 0분, 15분, 30분, 60분, 90분 및 120분 경과시[0066]

에 측정한 글루코오스 농도이다.

도  7은  고지방  식이로  비만이  유도된  모델동물의  경구  글루코오스  부하시험에  대해  락토바실러스  사케이[0067]

(Lactobacillus sakei) OK67이 미치는 영향을 실험군별로 나타낸 그래프이고, 도 8은 도 7의 글루코오스 부하시

험 결과를 AUC(area under the glucose-time curve)로 나타낸 그래프이다. 도 7 내지 도 8에서 보이는 바와 같

이 고지방 식이 급여와 함께 락토바실러스 사케이(Lactobacillus sakei) OK67 균주를 투여한 군의 AUC는 고지방

식이만을 급여한 군에 비해 유의적으로 낮게 나타났다.

5. 유산균의 항비만 효능 등에 대한 in-vivo 실험[0068]

(1) 실험방법[0069]

5주령 수컷 C57BL/6J 생쥐 총 28마리를 2개의 그룹으로 나누어 저지방 식이군(n=14)에는 총 칼로리의 10%가 지[0070]

방인 저지방 식이(제품 모델명 : D12450B; 공급사 : Research Diets, Inc., New Brunswick, NJ)를 28일간 투여

하였고,  고지방 식이군(n=14)에는 총 칼로리의 60%가  지방인 고지방 식이(제품 모델명 :  D12492;  공급사 :

Research Diets, Inc., New Brunswick, NJ)를 28일간 투여하였다. 이후, 저지방 식이군을 7마리씩 2개의 그룹

(LFD, LFD-67)으로 나눈 후 LFD군에는 저지방 식이를 투여함과 동시에 생리식염수를 31일간 경구투여하고, LFD-

67군에는 저지방 식이를 투여함과 동시에 락토바실러스 사케이(Lactobacillus sakei) OK67 균주를 1×10
9
 CFU의

양으로 31일간 경구투여한 후 다음날 실험을 종료하였다. 또한, 고지방 식이군도 7마리씩 2개의 그룹(HFD, HFD-

67)으로 나눈 후 HFD군에는 고지방 식이를 투여함과 동시에 생리식염수를 31일간 경구투여하고, HFD-67군에는

고지방 식이를 투여함과 동시에 락토바실러스 사케이(Lactobacillus sakei) OK67 균주를 1×10
9
 CFU의의 양으로

31일간 경구투여한 후 다음날 실험을 종료하였다. 락토바실러스 사케이(Lactobacillus sakei) OK67 균주의 경구

투여 횟수는 7일을 기준으로 6일이었다. 실험기간 동안 생쥐는 온도 20±2℃, 습도 50±5% 및 명암 주기(light-

dark  cycle)  12시간 단위의 사육실 환경하에서 사육되었다. 실험 종료 후, 실험동물을 실험 동물을 심장천자

(cardiac puncture)에 의해 희생시킨 후 부고환 지방조직(epididymal fat, EF)을 적출하여 무게를 측정하였다.
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(2) 체중 변화 및 지방조직의 무게 변화[0071]

도 9는 고지방 식이로 비만이 유도된 모델동물의 체중 변화에 대해 락토바실러스 사케이(Lactobacillus sakei)[0072]

OK67이 미치는 영향을 실험군별로 나타낸 그래프이고, 도 10은 고지방 식이로 비만이 유도된 모델동물의 체중

증가량에  대해  락토바실러스  사케이(Lactobacillus  sakei)  OK67이  미치는  영향을  실험군별로  나타낸

그래프이다. 도 9에서 아래 방향의 화살표는 락토바실러스 사케이(Lactobacillus sakei) OK67을 경구투여한 시

점을 나타낸다. 또한, 도 11은 고지방 식이로 비만이 유도된 모델동물의 부고환 지방조직 무게 변화에 대해 락

토바실러스 사케이(Lactobacillus sakei) OK67이 미치는 영향을 실험군별로 나타낸 그래프이다. 도 9 내지 도

11에서 보이는 바와 같이 비만 유도 후 고지방 식이 급여와 함께 락토바실러스 사케이(Lactobacillus sakei)

OK67 균주를 경구투여한 군의 경우 비만 유도 후 고지방 식이만을 급여한 군과 비교하였을 때 체중이 유의적으

로 감소하였고, 지방조직의 무게도 더 낮게 나타났다.

(3) 혈장 중성지질, 혈장 총 콜레스테롤 및 혈장 HDL 콜레스테롤 함량 측정[0073]

비만을 유도하고 35일간 유산균을 투여한 실험동물의 혈장 중성지질(plasma trigLyceride), 혈장 총 콜레스테롤[0074]

(plasma cholesterol) 및 혈장 HDL 콜레스테롤(plasma HDL) 함량을 다음과 같이 측정하였다.

혈장 중성지질은 중성지질 측정용 키트(ASAN PHARM. CO. LTD, 대한민국)를 사용하여 측정하였다. 시험관에 효소[0075]

용액 1.5㎖와 혈장 10㎕를 넣은 뒤 교반하였다. 이후, 중성지질의 함량이 각각 0, 75, 150, 225, 300 ㎎/㎗인

표준 용액과 함께 시료를 37℃의 수욕(water bath)에서 10분간 가온하고, 550㎚에서의 흡광도를 측정하여 비색

정량하였다. 또한, 혈장 총 콜레스테롤은 총 콜레스테롤 측정용 키트(ASAN PHARM. CO. LTD, 대한민국)를 사용하

여 측정하였다. 시험관에 효소용액 1.5㎖와 혈장 10㎕를 넣은 뒤 교반하였다. 이후, 총 콜레스테롤의 함량이 각

각 0, 75, 150, 225, 300 ㎎/㎗인 표준 용액과 함께 시료를 37℃의 수욕(water bath)에서 10분간 가온하고,

500㎚에서의 흡광도를 측정하여 비색 정량하였다. 또한, 혈장 HDL 콜레스테롤은 HDL 콜레스테롤 측정용 키트

(ASAN PHARM. CO. LTD, 대한민국)를 사용하여 측정하였다. 혈장 50㎕에 침상시약 50㎕를 넣은 뒤 교반하고 실온

에서 10 분간 방치한 후, 3000 rpm에서 10분간 원심분리하여 상층액 25㎕를 취하였다. 이후, 상층액에 효소용액

750㎕를 넣고 교반하였다. 이후, HDL 콜레스테롤의 함량이 각각  0, 10, 20, 30, 40, 50 ㎎/㎗인 표준 용액과

함께 시료를 37℃의 수욕(water bath)에서 5분간 가온하고, 500㎚에서의 흡광도를 측정하여 비색 정량하였다.

또한, 혈장의 동맥경화지수(atherogenic index)을 하기의 식을 통해 계산하였다.[0076]

동맥경화지수 = (총 콜레스테롤 - HDL 콜레스테롤) / HDL 콜레스테롤[0077]

도 12는 실험군 별 혈장 총 중성지질 함량 측정 결과를 나타낸 것이고, 도 13은 실험군 별 총 콜레스테롤 함량[0078]

측정 결과를 나타낸 것이고, 도 14는 실험군 별 HDL 콜레스테롤 함량 측정 결과를 나타낸 것이고, 도 15는 실험

군 별 동맥경화지수 측정 결과를 나타낸 것이다. 도 12 내지 도 15에서 보이는 바와 같이 비만 유도 후 고지방

식이 급여와 함께 락토바실러스 사케이(Lactobacillus sakei) OK67을 경구투여한 군의 경우 비만 유도 후 고지

방 식이만을 급여한 군과 비교하였을 때 혈장 중성지질, 혈장 총 콜레스테롤의 함량 및 동맥경화지수가 유의적

으로 감소하였고, HDL 콜레스테롤 함량은 증가하는 결과를 보였다.

(4) 지질 대사 관련 단백질 수준 변화 분석[0079]

고지방 식이 급여 및 락토바실러스 사케이(Lactobacillus sakei) OK67의 투여가 지질 대사 관련 단백질 수준 변[0080]

화에 미치는 영향을 살펴보기 위하여 실험동물의 부고환 지방조직에서 지방세포 분화 인자인 PPARγ, C/EBPα,

FAS, αFABP의 수준과 대식세포 마커인 TNF-α, IL-1β, F4/80, CD68의 수준을 웨스턴 블롯(Western blot) 분

석 방법으로 측정하였다.

구체적으로  실험동물의  부고환  지방조직을  protease  inhibitor  tablet(Roche,  USA),  phosphatase[0081]

inhibitor(Roche) 및 phenylmethanesulfonylfluoride(PMSF)가 첨가된 RIPA buffer(50 mM Tris-HCl, pH 7.4, 1

% NP-40, 0.25 % Na-deoxycholate, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA)를 이용하여 균질화한 후, 14,000 rpm의 조건에서

15분  동안  원심분리하여  상층액을  얻었다.  상층액에  대해  10  %  SDS-PAGE(sodium  dodecyl  sulfate-

polyacrylamide  gel  electrophoresis)를  실시하여  단백질을  분리하였다.  분리된  단백질  샘플을  PVDF

membrane(Millipore,  USA)에 트랜스퍼(transfer)  하였다.  이 후,  샘플이 트랜스퍼된 PVDF  membrane을 TBS-T

buffer  상에서  5%  skim  milk(Difco,  france)로  1시간  30분간  blocking  한  후,  PPARγ(peroxisome
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proliferator-  activated  receptor-γ),  C/EBPα(CCAAT/enhancer-binding  protein-α),  FAS(fatty  acid

synthase), αFABP, TNF-α, IL-1β, F4/80, CD68에 대한 1차 항체(primary antibody; 이상 Cell signaling)를

첨가하고 쉐이킹(shaking) 상태를 유지한 채 하룻밤 동안 반응시켰다. 이후, TBS-T buffer로 충분히 세척한 후

2차 항체(secondary antibody)인 goat anti-rabbit IgG (H+L)-HRP conjugate(BIORAD)를 1:5000의 비율로 희석

하여  1시간  30분간  반응시켰다.  이후,  TBS-T  buffer로  충분히  세척하고,  ECL  용액(Clarity  western  ECL

substrate, BIORAD)과 반응시킨 뒤, 화학발광법(chemiluminescence; CLINX science instruments, USA)으로 단

백질을 검출하였다. 각 밴드의 밀도를 정량하였고, 저지방 식이만을 급여한 군의 단백질 발현량을 기준으로 다

른 실험군의 단백질 발현량을 상대적으로 계산하였다. 도 16은 고지방 식이로 비만이 유도된 모델동물의 지질

대사 관련 단백질 수준 변화에 대해 락토바실러스 사케이(Lactobacillus sakei) OK67이 미치는 영향을 실험군별

로 나타낸 그래프이다. 도 16에서 보이는 바와 같이 고지방 식이에 의해 실험동물의 부고환 지방조직에서 지방

세포 분화 인자 및 대식세포 마커가 유의적으로 증가했으나, 락토바실러스 사케이(Lactobacillus sakei) OK67의

투여에 의해 유의적으로 감소하였다.

5. 유산균의 항염증 효능에 대한 in-vivo 실험[0082]

(1) 실험방법[0083]

관절염이 유발된 모델 동물에 대해 락토바실러스 사케이(Lactobacillus sakei) OK67 균주가 미치는 영향을 알아[0084]

보기 위해 8주령 수컷 DBA/1J 생쥐 총 21마리를 7마리씩 3개의 그룹(NOR, AC, AO)으로 나누고, 정상군인 NOR군

을 제외한 나머지 군인 AC군 및 AO군에 대해 보빈 제2형 콜라겐(bovine type Ⅱ collagen)을 면역원으로 사용하

여 관절염을 유발하였다. 구체적으로, 생쥐 꼬리 근위부에 콜라겐 면역원 100㎍을 피내주사하여 1차 면역화시키

고, 1차 면역화 후 21일째 되는 날, 동일한 방법으로 동일한 양의 콜라겐 면역원을 피내주사하여 2차 면역화시

켰다. 이때, 콜라겐 면역원으로 보빈 제2형 콜라겐(bovine type Ⅱ collagen)을 0.05M 아세트산에 용해시킨 후

동일한 양의 프로인트 완전 보조체(Freund Complete Adjuvant)를 첨가하여 에멀젼화 시킨 것을 사용하였다.

2차 면역화 다음날부터, NOR군 및 AC군에는 비히클(50mM sodium bicarbonate buffer containing 1% glucose)을[0085]

20일 동안 매일 경구투여 하였고, AO군에는 락토바실러스 사케이(Lactobacillus sakei) OK67 균주 1×10
9
 CFU를

비히클(50mM sodium bicarbonate buffer containing 1% glucose) 0.1㎖에 현탁하여 20일 동안 매일 경구투여

한 후, 다음날 실험을 종료하였다.

(2) 분석방법[0086]

발의 관절염 심각도(arthritis severity) 및 관절염 발생도(arthritis incidence)는 관절염 유발 단계부터 측[0087]

정하였다.

발의 관절염 심각도(arthritis severity)는 발 및 발의 주변을 육안으로 관찰하고 하기 표 3의 기준(Arii et[0088]

al., 2008)에 따라 단계별로 거시 외관 점수(Macroscopic score)를 매겨 평가하였다. 각 생쥐에게 부여될 수 있

는 최고 거시 외관 점수는 16이다.

표 3

단계[0089] 외관 정도

0 normal

1 focal slight swelling and/or redness in one digit

2 moderate swelling and erythema

3 marked swelling and erythema of the limb

4 maximal swelling, erythema, deformity, and/or ankylosis

발의 부피 증가, 발 관절 조직의 미엘로퍼옥시다아제(Myeloperoxidase, MPO) 활성, 조직 미시 외관 분석은 실험[0090]

종료 후에 수행하였다.

실험 종료일에 실험동물을 희생시키고 발 관절 조직(paw joint tissue)을 수거하고 이를 즉시 -70℃에 냉동보관[0091]

한 후 시료로 사용하였다. 발 관절 조직의 미엘로퍼옥시다아제(Myeloperoxidase, MPO) 활성은 Mouse MPO assay
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ELISA  kit(Hbt  HK210,  USA)을  사용하여 측정하였다.  또한,  조직 미시 외관 분석을 위해 발 관절 조직(paw

joint tissue)을 4% 파라포름알데히드(paraformaldehyde)로 고정하고, 건조하고, 파라핀으로 포매하고, 20 ㎛

의 두께로 절단한 후, 헤마톡실린-에오신(hematoxylin-eosin), 톨루이딘 블루(toluidine blue) 또는 사프라닌

오(safranin O) 중 어느 하나로 염색한 후, 조직의 외관을 미시적으로 평가하였다.

(3) 실험결과[0092]

도 17은 콜라겐에 의해 관절염이 유발된 모델동물 실험에서 락토바실러스 사케이(Lactobacillus sakei) OK67 균[0093]

주가 관절염 심각도(arthritis severity)에 대해 미치는 영향을 나타낸 그래프이다. 또한, 도 18은 콜라겐에 의

해 관절염이 유발된 모델동물 실험에서 락토바실러스 사케이(Lactobacillus sakei) OK67 균주가 관절염 발생도

(arthritis incidence)에 대해 미치는 영향을 나타낸 그래프이다. 또한, 도 19는 콜라겐에 의해 관절염이 유발

된 모델동물 실험에서 락토바실러스 사케이(Lactobacillus sakei) OK67 균주가 발의 부피 증가에 대해 미치는

영향을 나타낸 그래프이다. 또한, 도 20은 콜라겐에 의해 관절염이 유발된 모델동물 실험에서 락토바실러스 사

케이(Lactobacillus sakei) OK67 균주가 발 관절 조직의 미엘로퍼옥시다아제(Myeloperoxidase, MPO) 활성에 대

해 미치는 영향을 나타낸 그래프이다. 또한, 도 21은 콜라겐에 의해 관절염이 유발된 모델동물 실험에서 락토바

실러스 사케이(Lactobacillus sakei) OK67 균주가 발 관절 조직(paw joint tissue)의 미시 외관에 미치는 영향

을 나타낸 사진이다.

도 17 내지 도 21에서 보이는 바와 같이 락토바실러스 사케이(Lactobacillus sakei) OK67 균주는 높은 항염증[0094]

효능을 보였고, 관절염의 개선 또는 치료 효과가 매우 우수한 것으로 나타났다.

7. 유산균 등을 포함하는 약학 조성물의 제조[0095]

하기의 약학 조성물 제조에서 락토바실러스 사케이(Lactobacillus sakei) OK67 배양물은 락토바실러스 사케이[0096]

(Lactobacillus sakei) OK67 균주 자체, 이의 파쇄물 또는 이의 추출물로 대체가 가능하다.

<7-1> 산제의 제조[0097]

Lactobacillus sakei OK67 배양물      20 ㎎[0098]

유당                                100 ㎎[0099]

탈크                                 10 ㎎[0100]

상기의 성분을 혼합하고 기밀포에 충진하여 산제를 제조하였다.[0101]

<7-2> 정제의 제조[0102]

Lactobacillus sakei OK67 배양물      10 ㎎[0103]

옥수수전분                          100 ㎎[0104]

유 당                               100 ㎎[0105]

스테아린산 마그네                     2 ㎎[0106]

상기의 성분을 혼합한 후, 통상의 정제의 제조방법에 따라서 타정하여 정제를 제조하였다.[0107]

<7-3> 캡슐제의 제조[0108]

Lactobacillus sakei OK67 배양물      10 ㎎[0109]

결정성 셀룰로오스                     3 ㎎[0110]

유 당                                15 ㎎[0111]
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스테아린산 마그네슘                 0.2 ㎎[0112]

상기의 성분을 혼합한 후, 통상의 캡슐제의 제조방법에 따라서 젤라틴 캡슐에 충전하여 캡슐제를 제조하였다.[0113]

<7-4> 환의 제조[0114]

Lactobacillus sakei OK67 배양물      10 ㎎[0115]

유당                                150 ㎎[0116]

글리세린                            100 ㎎[0117]

자일리톨                             50 ㎎[0118]

상기의 성분을 혼합한 후, 통상의 방법에 따라 1환 당 4 g이 되도록 제조하였다.[0119]

<7-5> 과립의 제조[0120]

Lactobacillus sakei OK67 배양물       15 ㎎[0121]

대두추출물                            50 ㎎[0122]

포도당                               200 ㎎[0123]

전분                                 600 ㎎[0124]

상기의 성분을 혼합한 후, 30% 에탄올 100 ㎎을 첨가하여 섭씨 60 ℃에서 건조하여 과립을 형성한 후 포에 충진[0125]

하였다.

<7-6> 주사제의 제조[0126]

Lactobacillus sakei OK67 배양물      10 ㎎[0127]

소디움 메타비설파이트               3.0 ㎎[0128]

메틸파라벤                          0.8 ㎎[0129]

프로필파라벤                        0.1 ㎎[0130]

주사용 멸균증류수                    적량[0131]

상기의 성분을 혼합한 후, 이중 2㎖를 앰플에 충전하고 멸균하여 주사제를 제조하였다.[0132]

8. 유산균 등을 포함하는 식품 조성물의 제조[0133]

하기의 식품 조성물 제조에서 락토바실러스 사케이(Lactobacillus sakei) OK67 배양물은 락토바실러스 사케이[0134]

(Lactobacillus sakei) OK67 균주 자체, 이의 파쇄물 또는 이의 추출물로 대체가 가능하다.

<8-1> 밀가루 식품의 제조[0135]

밀가루 100 중량부에 Lactobacillus sakei OK67 배양물 0.5 중량부를 밀가루에 첨가하고, 이 혼합물을 이용하여[0136]

빵, 케이크, 쿠키, 크래커 및 면류를 제조하였다.

<8-2> 유제품(dairy products)의 제조[0137]

우유 100 중량부에 Lactobacillus sakei OK67 배양물 0.5 중량부를 우유에 첨가하고, 상기 우유를 이용하여 버[0138]

터 및 아이스크림과 같은 다양한 유제품을 제조하였다.
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<8-3> 선식의 제조[0139]

현미, 보리, 찹쌀, 율무를 공지의 방법으로 알파화시켜 건조시킨 것을 배전한 후 분쇄기로 입도 60 메쉬의 분말[0140]

로 제조하였다.

검정콩, 검정깨, 들깨도 공지의 방법으로 쪄서 건조시킨 것을 배전한 후 분쇄기로 입도 60 메쉬의 분말로 제조[0141]

하였다.

상기에서 제조한 곡물류, 종실류 및 Lactobacillus sakei OK67 배양물을 다음의 비율로 배합하여 제조하였다.[0142]

곡물류(현미 30 중량부, 율무 17 중량부, 보리 20 중량부),[0143]

종실류(들깨 7 중량부, 검정콩 8 중량부, 검정깨 7 중량부),[0144]

Lactobacillus sakei OK67 배양물(1 중량부),[0145]

영지(0.5 중량부),[0146]

지황(0.5 중량부)[0147]

<8-4> 건강음료의 제조[0148]

액상과당(0.5 g),  올리고당(4 g),  설탕(2 g),  식염(0.5 g),  물(77 g)과 같은 부재료와 Lactobacillus sakei[0149]

OK67 배양물 1 g을 균질하게 배합하여 순간 살균을 한 후 이를 유리병, 패트병 등 소포장 용기에 포장하여 제조

하였다.

<8-5> 야채 주스의 제조[0150]

제조예 2의 발효 더덕 추물물 2 g을 토마토 또는 당근 주스 1,000 ㎖에 가하여 야채 주스를 제조하였다.[0151]

<8-6> 과일 주스의 제조[0152]

Lactobacillus sakei OK67 배양물 1 g을 사과 또는 포도 주스 1,000 ㎖ 에 가하여 과일 주스를 제조하였다.[0153]

9. 유산균의 수탁 정보[0154]

본 발명의 발명자들은 락토바실러스 사케이(Lactobacillus sakei) OK67을 2015년 2월 23일에 공인기탁기관인 한[0155]

국미생물보존센터에 특허기탁 하여 KCCM 11670P의 수탁번호를 부여받았다.

이상에서와 같이 본 발명을 상기의 실시예를 통해 설명하였지만 본 발명이 반드시 여기에만 한정되는 것은 아니[0156]

며 본 발명의 범주와 사상을 벗어나지 않는 범위 내에서 다양한 변형실시가 가능함은 물론이다. 따라서, 본 발

명의 보호범위는 본 발명에 첨부된 특허청구의 범위에 속하는 모든 실시 형태를 포함하는 것으로 해석되어야 한

다.

수탁번호

[0157]

기탁기관명 : 한국미생물보존센터(국외)

수탁번호 : KCCM11670P

수탁일자 : 20150223
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<170>    KopatentIn 2.0

<210>    1

<211>    1376

<212>    DNA

<213>    16S rDNA of Lactobacillus sakei OK67

<400>    1

tgcagtcgaa cgcactctcg ttagattgaa gaagcttgct tctgattgat aacatttgag         60

tgagtggcgg acgggtgagt aacacgtggg taacctgccc taaagtgggg gataacattt        120

ggaaacagat gctaataccg cataaaacct agcaccgcat ggtgcaaggt tgaaagatgg        180

tttcggctat cactttagga tggacccgcg gtgcattagt tagttggtga ggtaaaggct        240

caccaagacc gtgatgcata gccgacctga gagggtaatc ggccacactg ggactgagac        300

acggcccaga ctcctacggg aggcagcagt agggaatctt ccacaatgga cgaaagtctg        360

atggagcaac gccgcgtgag tgaagaaggt tttcggatcg taaaactctg ttgttggaga        420

agaacgtatt tgatagtaac tgatcaggta gtgacggtat ccaaccagaa agccacggct        480

aactacgtgc cagcagccgc ggtaatacgt aggtggcaag cgttgtccgg atttattggg        540

cgtaaagcga gcgcaggcgg tttcttaagt ctgatgtgaa agccttcggc tcaaccgaag        600

aagtgcatcg gaaactggga aacttgagtg cagaagagga cagtggaact ccatgtgtag        660

cggtgaaatg cgtagatata tggaagaaca ccagtggcga aggcggctgt ctggtctgta        720

actgacgctg aggctcgaaa gcatgggtag caaacaggat tagataccct ggtagtccat        780

gccgtaaacg atgagtgcta ggtgttggag ggtttccgcc cttcagtgcc gcagctaacg        840

cattaagcac tccgcctggg gagtacgacc gcaaggttga aactcaaagg aattgacggg        900

ggcccgcaca agcggtggag catgtggttt aattcgaagc aacgcgaaga accttaccag        960

gtcttgacat cctttgacca ctctagagat agagctttcc cttcggggac aaagtgacag       1020

gtggtgcatg gttgtcgtca gctcgtgtcg tgagatgttg ggttaagtcc cgcaacgagc       1080

gcaaccctta ttactagttg ccagcattta gttgggcact ctagtgagac tgccggtgac       1140

aaaccggagg aaggtgggga cgacgtcaaa tcatcatgcc ccttatgacc tgggctacac       1200

acgtgctaca atggatggta caacgagtcg cgagaccgcg aggtttagct aatctcttaa       1260

aaccattctc agttcggatt gtaggctgca actcgcctac atgaagccgg aatcgctagt       1320

aatcgcggat cagcatgccg cggtgaatac gttcccgggc cttgtacaca ccgccc           1376
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