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료용 조성물에 관한 것이다. 본 발명은 PPARγ 하나만을 표적으로 인슐린에 반응하는 여러 종류의 단백질을 증가

시키는 Rosiglitazone와는 다르게 ERK를 통한 PPARγ의 활성화와 함께 인슐린 수용체에 결합하여 시작되는 IRS를

표적으로 하위조절 경로인 PI3K/AKT 경로의 증가로 두가지 모두를 아우르는 경로로 인슐린에 반응하는 여러 종류

의 단백질을 합성하도록 자극하여 그 결과 인슐린 의존적 세포신호전달경로를 유의적으로 활성화시킨다는 결론을

얻었다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

수탁번호 KCCM13378P로 기탁된, 신규한 바실러스 위드만니 MBT09(BACILLUS WIEDMANNII MBT09) 균주.

청구항 2 

제1항에 있어서,

상기 균주 배양액은 지방세포(Adipocyte)의 분화율을 증가시키는 것을 특징으로 하는 바실러스 위드만니 MBT09

균주.

청구항 3 

제1항에 있어서,

상기 균주 배양액은 PPARγ, AP2, LPL, CD36, FAS, C/EBPα, FAS, IRS-1, PI3K 유전자 발현을 증가시키는 것을

특징으로 하는 균주.

청구항 4 

제1항에 있어서,

상기 균주 배양액은 인슐린 신호전달 경로를 상향 조절시키는 것을 특징으로 하는 균주.

청구항 5 

제1항에 있어서,

상기 균주 배양액은 IRS, PI3K, p-AKT/AKT, p-ERK/ERK 유전자 발현을 증가시키는 것을 특징으로 하는 균주.

청구항 6 

제1항에 있어서,

상기 균주 배양액은 AKT 또는 GLUT4 유전자 발현을 증가시키는 것을 특징으로 하는 균주.

청구항 7 

제1항에 있어서,

상기 균주 배양액은 세포 내 포도당 흡수율을 증가시키고, 세포의 인슐린 저항성을 감소시키는 것을 특징으로

하는 균주.

청구항 8 

제1항 내지 제7항 중 어느 한 항의 균주, 또는 상기 균주의 배양액을 유효 성분으로 포함하는 당뇨병 예방 또는
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치료용 약학 조성물.

청구항 9 

제1항 내지 제7항 중 어느 한 항의 균주, 또는 상기 균주의 배양액을 유효 성분으로 포함하는 당뇨병 개선용 식

품 조성물.

청구항 10 

[화학식 1]의 화합물을 유효 성분으로 포함하는 당뇨병 예방 또는 치료용 약학 조성물;

[화학식 1]

.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 신규한 바실러스 위드만니 MBT09 균주 및 이의 배양물을 유효성분으로 포함하는 당뇨병 예방 또는 치[0001]

료용 조성물에 관한 것이다.

배 경 기 술

당뇨는 현재까지 완벽히 정복되지 않은 질병으로 여러가지의 환경적 혹은 유전적인 원인에 따라 치료 및 완치의[0002]

여부가 낮아 세계적으로 많은 사상자를 낳고 있으며. 그 중 제2형 당뇨는 전체 당뇨의 사망률의 90%를 차지할만

큼 당뇨병, 심장질환과 관련된 질병과 뇌졸증과 같은 합병증을 유발함에 따라 관심을 가져야하는 질병중 하나인

대사질환이다.

즉. 당뇨병은 고혈당이 만성으로 지속되면서 당질대사뿐만 아니라 지질 및 단백질 대사 장애도 함께 일으킨다.[0003]

그  병태는  다양하며  직접  고혈당에  기인하는  것으로  망막,  신장,  신경,  심혈관계  등에서  당뇨병성

말초신경장해, 당뇨병성 망막증, 당뇨병성 신증, 당뇨병성 백내장, 각막증, 당뇨병성 동맥경화증 등이 있다.

현재  당뇨병  치료제의  문제점은  기존의  약물에  있어서의  부작용이다.  치료제로는  설폰요소제,[0004]

바이구아나이드계, 알파글루코시다제 억제제, 티아졸리딘디온계, 글리나이드계 등이 있으며 이번 연구에서 사용

되어진 티아졸리 딘디온계의 대조군의 Rosiglitazone의 기전으로는 지방조직이나 근육등과 같은 말초조직에서

인슐린에 대한 감수성을 증가시켜 인슐린 저항성을 개선하는 메커니즘을 이용한다. 부작용으로는 중성지방 농도

를 증가시키고 심혈관 질환과 심근경색, 황반부종, 골절의 위험을 증가시킨다고 한다. 이러한 문제들을 해결할

수 있는 새로운 치료제의 개발이 요구된다.

선행기술문헌

특허문헌

(특허문헌 0001) 대한민국 등록특허 제10-2085900호  [0005]

발명의 내용
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해결하려는 과제

본 발명자는 105 종 미생물 중 지방전구 세포인 3T3-L1 에 가장 높은 PPARγ agonist 효과를 나타낸 미생물인[0006]

Bacillus Wiedmannii MBT09 를 동정하고, 유효성분인 Cyclo(L-Pro-L-Try)을 분리하였다. Bacillus Wiedmannii

MBT09와 Cyclo(L-Pro-L-Try)에 의해 활성화되는 수용체의 결합과 함께 지질관련 마커 증가와 인슐린 의존성 경

로인 IRS, PI3K, AKT를 증가시킨다는 것을 입증하였으며 동시에 세포막에 존재하는 GLUT4 또한 증가시킨다는 것

을 입증하였다.

과제의 해결 수단

본 발명은 수탁번호 KCCM13378P로 기탁된, 신규한 바실러스 위드만니 MBT09(BACILLUS WIEDMANNII MBT09) 균주[0007]

를 제공한다. 

상기 균주 배양액은 지방세포(Adipocyte)의 분화율을 증가시키는 것을 특징으로 한다. [0008]

상기 균주 배양액은 PPARγ, AP2, LPL, CD36, FAS, C/EBPα, FAS, IRS-1, PI3K 유전자 발현을 증가시키는 것을[0009]

특징으로 한다. 

상기 균주 배양액은 인슐린 신호전달 경로를 상향 조절시키는 것을 특징으로 한다. [0010]

상기 균주 배양액은 IRS, PI3K, p-AKT/AKT, p-ERK/ERK 유전자 발현을 증가시키는 것을 특징으로 한다. [0011]

상기 균주 배양액은 AKT 또는 GLUT4 유전자 발현을 증가시키는 것을 특징으로 한다. [0012]

상기 균주 배양액은 세포 내 포도당 흡수율을 증가시키고, 세포의 인슐린 저항성을 감소시키는 것을 특징으로[0013]

한다. 

본 발명의 다른 실시예에 따르면, 상기 균주, 또는 상기 균주의 배양액을 유효 성분으로 포함하는 당뇨병 예방[0014]

또는 치료용 약학 조성물을 제공한다. 

본 발명의 다른 실시예에 따르면, 상기 균주, 또는 상기 균주의 배양액을 유효 성분으로 포함하는 당뇨병 개선[0015]

용 식품 조성물을 제공한다. 

본 발명의 다른 실시예에 따르면, [화학식 1]의 화합물을 유효 성분으로 포함하는 당뇨병 예방 또는 치료용 약[0016]

학 조성물을 제공한다;

[화학식 1][0017]

.[0018]

발명의 효과

본 발명은 PPARγ 하나만을 표적으로 인슐린에 반응하는 여러 종류의 단백질을 증가시키는 Rosiglitazone와는[0019]

다르게 ERK를 통한 PPARγ의 활성화와 함께 인슐린 수용체에 결합하여 시작되는 IRS를 표적으로 하위조절 경로

인 PI3K/AKT 경로의 증가로 두가지 모두를 아우르는 경로로 인슐린에 반응하는 여러 종류의 단백질을 합성하도

록 자극하여 그 결과 인슐린 의존적 세포신호전달경로를 유의적으로 활성화시킨다는 결론을 얻었다. 이로써 해

당 미생물인 Bacillus Wiedmannii MBT09와 Cyclo(L-Pro-L-Try)는 항 당뇨 치료제로써 사용될 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 3T3-L1 세포에 항당뇨병 효과가 있는 미생물 스크리닝 결과로, 선택된 8종의 미생물에 대한 MCS(50, 100[0020]

또는 200μg/mL) 처리 후 3T3-L1 세포에 대한 세포독성 효과를 나타내는 그래프이다.
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도 2는 B. wiedmannii MBT09 활성 성분 정제 방법의 MCS 요약 다이어그램이다. 

도 3은 (A) B. wiedmannii MBT09 및 (B) cyclo(L-pro-L-tyr) 존재 하의 세포 생존력을 나타내는 그래프이다. 

도  4는  지방세포  분화에  대한  B.  wiedmannii  MBT09  및  cyclo(L-pro-L-tyr)의  효과를  나타낸다;  (A)  B.

wiedmannii MBT09를 이용한 지방세포 분화율. (B) 사이클로(L-pro-L-tyr)를 이용한 지방세포 분화율. (C)형광

현미경 이미지. 3T3-L1 세포에 B. wiedmannii MBT09를 5일간 분화 유도 기간 동안 처리하였다. 

도 5는 3T3-L1 세포의 당뇨병 바이오마커에 대한 B. wiedmannii MBT09의 MCS 효과를 나타낸다. 3T3-L1 세포를

B. wiedmannii MBT09의 MCS(20, 100 또는 500 μg/mL)로 처리했다.

도 6은 3T3-L1 세포에서 인슐린 신호 전달 경로의 활성화에 대한 B. wiedmannii MBT09의 MCS 효과를 나타낸다.

(A, C) 3T3-L1 세포에서 IRS, PI3K, p-AKT, AKT, p-ERK, ERK 및 PPARγ의 단백질 발현에 대한 B. wiedmannii

MBT09의 MCS 효과. (B) 인슐린 신호전달 경로에 관한 바이오마커의 개략도.

도 7은 3T3-L1 세포에서 포도당 신호 전달 경로의 활성화에 대한 B. wiedmannii MBT09의 MCS 효과를 나타낸다.

(A, C) 3T3-L1 세포에서 p-AKT, AKT 및 GLUT4의 단백질 발현에 대한 B. wiedmannii MBT09의 MCS 효과. (B) 인

슐린 신호전달 경로에 관한 바이오마커의 개략도.

도 8은 3T3-L1 세포의 당뇨병 바이오마커에 대한 cyclo(L-pro-L-tyr)의 효과를 나타내는 그래프이다. 3T3-L1 세

포를 2, 20 또는 200 μg/mL의 cyclo(L-pro-L-tyr)로 처리했다. mRNA 발현 수준은 qRT-PCR을 이용하여 확인하

였다.

도 9는 3T3-L1 세포에서 인슐린 신호 전달 경로의 활성화에 대한 cyclo(L-pro-L-tyr)의 효과를 나타낸다. (A,

B)  3T3-L1  세포에서 IRS,  PI3K,  p-AKT,  AKT,  p-ERK,  ERK  및 PPARγ의 단백질 발현에 대한 cyclo(L-pro-L-

tyr)의 효과.

도 10은 3T3-L1 세포에서 포도당 신호전달 경로의 활성화에 대한 Cyclo(L-Pro-L-Try)의 효과를 나타낸다. (A,

B) 3T3-L1 세포에서 p-AKT, AKT 및 GLUT4의 단백질 발현에 대한 Cyclo(L-Pro-L-Try)의 효과. 

도 11의 경우 B. wiedmannii MBT09 배양액 및 Cyclo(L-pro-L-tyr)의 2-NBDG 흡수 효과를 나타내는 그래프이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이상의 본 발명은 이하의 실시예를 통해 보다 구체적으로 설명된다. 그러나 본 발명은 실시예에 한정되지 않고[0021]

어떠한 형태로든 구체화될 수 있다. 소개된 실시예는 본 발명의 이해를 돕기 위해 제시되는 것이다.

본 발명은 수탁번호 KCCM13378P로 기탁된 신규한 바실러스 위드만니 MBT09(BACILLUS WIEDMANNII MBT09) 균주를[0023]

제공한다. 상기 균주는 ERK를 통한 PPARγ의 활성화와 함께 인슐린 수용체에 결합하여 시작되는 IRS를 표적으로

하위조절 경로인 PI3K/AKT 경로의 증가로 두가지 모두를 아우르는 경로로 인슐린에 반응하는 여러 종류의 단백

질을 합성하도록 자극하여 그 결과 인슐린 의존적 세포신호전달경로를 유의적으로 활성화시킨다. 

상기 균주 배양액은 세포 내 포도당 흡수율을 증가시키고, 세포의 인슐린 저항성을 감소시키는 것을 특징으로[0024]

하며, 따라서 상기 균주 또는 균주 배양액은 당뇨병 예방 또는 치료용도로 사용될 수 있다.   

본 발명의 용어 "배양물"은 바실러스 위드만니 MBT09(BACILLUS WIEDMANNII MBT09) 균주(기탁번호: KCCM13378P)[0025]

균주가 성장 및 생존할 수 있도록 영양분을 공급할 수 있는 배지에 상기 균주를 일정기간 배양하여 얻는 상기

균주, 균추출물, 이의 대사물, 여분의 영양분 등을 포함하는 전체 배지를 의미하나, 균주 배양 후 균주를 제거

한 배양액도 포함하는 의미이다.

상기 배양액은 일정시간 가만히 두어 하층에 가라앉은 부분을 제외한 상층의 액체만을 취하거나, 여과를 통해[0026]

균체를 제거하거나, 배양액을 원심분리하여 하부의 침전을 제거하고 상부의 액체만을 의미할 수도 있다. 이러한

배양액은 통상의 방법으로 농축하여 농축액으로 이용할 수도 있다.

상기 배양액 또는 배양액의 농축물은 통상의 방법으로 건조하여 건조물로 제공될 수 있다.[0027]

본 명세서에서 언급하는 "배양물"은 특별한 언급이 없는 한, 전술한 균체의 배양액, 배양액의 농축물, 상기 배[0028]

양액 또는 농축물의 건조물을 포함하는 의미이다. 상기 배양물에는 경우에 따라 균체가 포함될 수도 있고, 포함
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되지 않을 수도 있으며, 특별히 균체의 포함여부는 문제되지 않는다.

상기 균주 배양액은 지방세포(Adipocyte)의 분화율을 증가시키고,  PPARγ,  AP2,  LPL,  CD36,  FAS,  C/EBPα,[0029]

FAS, IRS-1, PI3K 유전자 발현을 증가시키는 것을 특징으로 한다. PPARγ 과발현은 3T3-L1 세포에서 지방세포

발달을 촉진하는 반면, PPARγ 억제는 지방 형성(adipogenesis)을 억제한다. 즉 상기 균주는 지방세포의 인슐린

의존성 유전자 발현과 관련된 인자를 조절하고, 세포내 지방산 및 중성지방 대사에 중요한 역할을 한다는 것을

알 수 있었다.

상기 균주 배양액은 IRS, PI3K, p-AKT/AKT, p-ERK/ERK 유전자 발현을 증가시키는 것을 특징으로 하며, 이는 인[0030]

슐린 신호전달 경로를 상향 조절한다는 것을 의미한다. 

또한 상기 균주 배양액은 AKT 또는 GLUT4 유전자 발현을 증가시키는 것을 특징으로 한다. AKT는 포도당에서 중[0031]

요한 역할을 할 뿐만 아니라 인슐린 민감성과 인슐린 분비의 하류 산화 대사 사이의 변화된 반응을 유발한다.

이러한 발견은 상기 균주가 세포에서 포도당 신호 전달 경로를 상향 조절한다는 것을 의미한다.

본 발명의 다른 실시예에 따르면, 상기 균주, 또는 상기 균주의 배양액을 유효 성분으로 포함하는 당뇨병 예방[0032]

또는 치료용 약학 조성물을 제공한다. 

본 발명의 다른 실시예에 따르면, 상기 균주, 또는 상기 균주의 배양액을 유효 성분으로 포함하는 당뇨병 개선[0033]

용 식품 조성물을 제공한다. 

본 발명의 다른 실시예에 따르면, [화학식 1]의 화합물을 유효 성분으로 포함하는 당뇨병 예방 또는 치료용 약[0034]

학 조성물을 제공한다;

[화학식 1][0035]

.[0036]

상기 [화학식 1]의 화합물은 ERK를 통한 PPARγ의 활성화와 함께 인슐린 수용체에 결합하여 시작되는 IRS를 표[0037]

적으로 하위조절 경로인 PI3K/AKT 경로의 증가로 두가지 모두를 아우르는 경로로 인슐린에 반응하는 여러 종류

의 단백질을 합성하도록 자극하여 그 결과 인슐린 의존적 세포신호전달경로를 유의적으로 활성화시킨다. 

상기 [화학식 1]의 화합물은 세포 내 포도당 흡수율을 증가시키고, 세포의 인슐린 저항성을 감소시키는 것을 특[0038]

징으로 하며, 따라서 상기 [화학식 1]의 화합물은 당뇨병 예방 또는 치료용도로 사용될 수 있다.   

상기  [화학식  1]의  화합물은  지방세포(Adipocyte)의  분화율을  증가시키고,  PPARγ,  AP2,  LPL,  CD36,  FAS,[0039]

C/EBPα, FAS, IRS-1, PI3K 유전자 발현을 증가시키는 것을 특징으로 한다. PPARγ 과발현은 3T3-L1 세포에서

지방세포 발달을 촉진하는 반면, PPARγ 억제는 지방 형성(adipogenesis)을 억제한다. 즉 상기 [화학식 1]의 화

합물은 지방세포의 인슐린 의존성 유전자 발현과 관련된 인자를 조절하고, 세포내 지방산 및 중성지방 대사에

중요한 역할을 한다는 것을 알 수 있었다.

상기 [화학식 1]의 화합물은 IRS, PI3K, p-AKT/AKT, p-ERK/ERK 유전자 발현을 증가시키는 것을 특징으로 하며,[0040]

이는 인슐린 신호전달 경로를 상향 조절한다는 것을 의미한다. 

또한 상기 [화학식 1]의 화합물은 AKT 또는 GLUT4 유전자 발현을 증가시키는 것을 특징으로 한다. AKT는 포도당[0041]

에서 중요한 역할을 할 뿐만 아니라 인슐린 민감성과 인슐린 분비의 하류 산화 대사 사이의 변화된 반응을 유발

한다. 이러한 발견은 상기 [화학식 1]의 화합물이 세포에서 포도당 신호 전달 경로를 상향 조절한다는 것을 의

미한다.

상기  당뇨병  예방  또는  치료용  약학적  조성물은  주성분인  본  발명의  바실러스  위드만니  MBT09(BACILLUS[0042]

WIEDMANNII MBT09) 균주(기탁번호: KCCM13378P), 상기 균주의 배양물, 상기 배양물의 농축액, 상기 배양물의 건

조물, 상기 배양물의 추출물, 상기 균주의 사균체 및 [화학식 1]의 화합물로 이루어지는 군에서 선택된 1종 이

상의 유효성분 유효량에 1종 또는 2종 이상의 약제학적으로 허용 가능한 통상적인 담체 또는 1종 또는 2종 이상

의 첨가제를 선택하여 통상적인 제형의 조성물로 제조할 수 있다.
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담체는 희석제, 활택제, 결합제, 붕해제, 감미제, 안정제, 방부제 중에서 1종 또는 2종 이상을 선택하여 사용할[0043]

수 있으며, 첨가제로는 향료, 비타민류, 항산화제 중에서 1종 또는 2종 이상을 선택하여 사용할 수 있다.

본 발명에 있어서, 상기 담체 및 첨가제는 약제학적으로 허용 가능한 것은 모두 사용이 가능하며, 구체적으로는[0044]

희석제로는  유당(lactose  monohydrate),  트레할로스(Trehalose),  옥수수  전분(cornstarch),  콩기름(soybean

oil), 미결정 셀룰로오스(microcrystalline cellulose) 또는 만니톨(D-mannitol)이 좋고, 활택제로는 스테아린

산  마그네슘(magnesium  stearate)  또는  탈크(talc)가  바람직하며,  결합제로는  폴리비닐  피롤리돈

(PVP:polyvinyl pyrolidone) 또는 하이드록시프로필셀룰로오스(HPC: hydroxypropylcellulose) 중에서 선택함이

바람직하다. 또한, 붕해제로는 카르복시메칠셀룰로오스칼슘(Ca-CMC: carboxymethylcellulose calcium), 전분글

리콜산나트륨(sodium  starchglycolate),  폴라크릴린칼륨(polacrylin  potassium)  또는  크로스포비돈(cross-

linkedpolyvinylpyrrolidone)중에서 선택함이 바람직하고,  감미제로는 백당,  과당,  소르비톨(sorbitol)  또는

아스파탐(aspartame)  중에서  선택되고,  안정제로는  카르복시메칠셀룰로오스나트륨(Na-CMC:

carboxymethylcellulosesodium), 베타-싸이크로덱스트린(β-cyclodextrin), 백납(white bee's wax) 또는 잔탄

검(xanthan  gum)  중에서  선택되며,  방부제로는  파라옥시안식향산메칠(methyl  p-hydroxy  benzoate,

methylparaben),  파라옥시안식향산프로필(propylp-hydroxybenzoate,  propylparaben),  또는  소르빈산칼륨

(potassium sorbate) 중에서 선택하는 것이 바람직하나, 이에 한정되는 것은 아니다.

본 발명의 약학적 조성물은 단일 투여량(single dose)으로 환자에게 투여될 수 있으며, 다중 투여량(multiple[0045]

dose)이 장기간 투여되는 분할 치료 방법(fractionated treatment protocol)에 의해 투여될 수 있다. 상기에서

'약학적으로 유효한 양' 이란 음성 대조군에 비해 그 이상의 반응을 나타내는 양을 말하며 바람직하게는 염증성

질환의 예방 또는 치료하기에 충분한 양을 말한다. 또한, 상기 약학적으로 유효한 양은 질환 및 이의 중증정도,

환자의 연령, 체중, 건강상태, 성별, 투여 경로 및 치료기간 등과 같은 여러 인자에 따라 적절히 변화될 수 있

다.

본 발명의 조성물은 상기 약학적으로 허용되는 담체와 함께 당업계에 공지된 방법으로 투여경로에 따라 다양하[0046]

게 제형화될 수 있다. 상기에서 "약학적으로 허용되는" 이란 생리학적으로 허용되고 인간에게 투여될 때, 활성

성분의 작용을 저해하지 않으며 통상적으로 위장 장애, 현기증과 같은 알레르기 반응 또는 이와 유사한 반응을

일으키지 않는 비독성의 조성물을 말한다. 본 발명의 조성물은 상기 약학적으로 허용되는 담체와 함께 당업계에

공지된 방법으로 투여경로에 따라 다양하게 제형화될 수 있다. 투여 경로로는 이에 한정되지는 않으나 경구적

또는 비경구적으로 투여될 수 있다.

본  발명의  다른  실시예에  따르면,  바실러스  위드만니  MBT09(BACILLUS  WIEDMANNII  MBT09)  균주(기탁번호:[0047]

KCCM13378P), 상기 균주의 배양물, 상기 배양물의 농축액, 상기 배양물의 건조물, 상기 배양물의 추출물, 상기

균주의 사균체 및 [화학식 1]의 화합물로 이루어지는 군에서 선택된 1종 이상을 유효성분으로 포함하는 당뇨병

예방용 식품 조성물을 제공한다.

본 발명의 또 다른 실시예에 따르면, 바실러스 위드만니 MBT09(BACILLUS  WIEDMANNII  MBT09)  균주(기탁번호:[0048]

KCCM13378P), 상기 균주의 배양물, 상기 배양물의 농축액, 상기 배양물의 건조물, 상기 배양물의 추출물, 상기

균주의 사균체 및 [화학식 1]의 화합물로 이루어지는 군에서 선택된 1종 이상을 유효성분으로 포함하는 당뇨병

예방용 건강기능식품 조성물을 제공한다.

본 발명의 건강기능식품은 상기 식품 조성물을 포함한 음료(차 또는 알콜성 음료 포함), 과실 및 그의 가공식품[0049]

(예: 과일통조림, 병조림, 잼, 마아말레이드 등), 어류, 육류 및 그 가공식품 (예: 햄, 소시지, 콘드비프 등),

빵류 및 면류(예: 우동, 메밀국수, 라면, 스파게티, 마카로니 등), 과즙, 각종 드링크, 쿠키, 엿, 유제품(예:

버터,  치즈  등),  식용식물유지,  마가린,  식물성  단백질,  레토르트  식품,  냉동식품,  각종  조미료(예:  된장,

간장, 소스 등) 등일 수 있다.

또한, 본 발명의 건강기능식품은 정제, 환제, 산제, 과립제, 분말제, 캡슐제, 액제 제형 등으로 제형화된 것일[0050]

수도 있다. 이들은 담체, 희석제, 부형제 및 첨가제 중 하나 이상을 더 포함하여 제형화될 수 있다.

상기 담체, 부형제, 희석제 및 첨가제의 구체적인 예로는 이에 한정하는 것은 아니나, 락토즈, 덱스트로즈, 슈[0051]

크로즈, 솔비톨, 만니톨, 에리스리톨, 전분, 아카시아 고무, 인산칼슘, 알지네이트, 젤라틴, 칼슘 포스페이트,

칼슘 실리케이트, 미세결정성 셀룰로즈, 폴리비닐피롤리돈, 셀룰로즈, 폴리비닐피롤리돈, 메틸셀룰로즈, 물, 설

탕시럽, 메틸셀룰로즈, 메틸 하이드록시 벤조에이트, 프로필하이드록시 벤조에이트, 활석, 스테아트산 마그네슘

및 미네랄 오일로 이루어진 그룹으로부터 선택된 1종 이상이 사용되는 것이 바람직하다.
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<실험방법>[0053]

1. 세포 생존율 분석[0054]

Bacillus wiedmannii 배양액의 세포독성을 확인하기 위해 MTT 시약을 사용하였다. 3T3-L1 세포를 1Х10
4
 세포/[0055]

웰로 96-웰 플레이트에 플레이팅하였다. 밤새 배양한 후 배지를 교체하고 샘플을 다양한 농도로 분주했다. 48시

간 배양 후, 각 웰에 5mg/mL MTT 스톡 용액 10μL를 처리하고, 샘플을 37℃에서 2시간 동안 배양했다. 배지를

제거한  후  각  웰에  DMSO  100μL를  첨가했다.  Formazan을  DMSO로  용해시키고 마이크로플레이트 리더(TECAN,

Mannedorf, Switzerland)를 사용하여 540 nm에서 검출했다.

2. 2-NBDG 흡수 분석[0057]

지방세포로의 포도당 흡수는 수정된 실험을 사용하여 측정되었다. 간단히 말해서, C2C12 세포가 100% 가득 찰[0058]

때까지 3일을 기다렸다. 그 후, 분화 배지 처리 후 2일 후에 세포가 분화되었음을 확인하였다. 세포를 무혈청

배지에서 24시간 동안 배양한 후, B. wiedmannii MBT09, cyclo(L-pro-L-tyr) 존재 또는 부재 하에서 24시간 동

안 2-NBDG(50 μM)로 처리했다. 인슐린(100nM)을 포도당 흡수에 대한 양성 대조군으로 사용했습니다. 인산염 완

충 식염수로 세포를 두 번 세척하여 2-NBDG의 흡수를 중단했다. 세포 단층의 나머지 형광 활성은 485 및 535 nm

에서 형광 마이크로플레이트 리더로 기록되었다. 2-NBDG가 없을 때의 형광 활성을 얻은 모든 값에서 뺀다.

3. 개방형 컬럼 크로마토그래피[0060]

Bacillus wiedmannii MBT09는 3L의 9L 발효기에서 121℃에서 15분간 고압멸균된 트립신 대두 배지에서 배양되었[0061]

다. 배양 조건은 다음과 같다: 37℃에서 4시간 동안 배양; 100rpm; pH, 6.9-7.2. 48시간 후, B. wiedmannii의

MCS를 3,000rpm에서 20분간 원심분리하고 여과했다. 여과된 MCS를 상온에서 에틸아세테이트로 3회 추출하였다.

용해되지 않은 잔사(residue)를 제거한 후, 에틸아세테이트 추출물을 진공에서 농축하여 건조된 잔사를 얻었다.

이어서, 잔류물을 클로로포름/메탄올(10:1) → 클로로포름/메탄올/물(30:3:1)로 용출시키는 SiO2  컬럼(Φ 4 x

20 cm) 크로마토그래피에 적용시켰다. 두 번째 컬럼에는 아세톤/물(1:1) → (2:1)을 포함하는 ODS 컬럼(Φ 2×

7cm)을 사용했다. 세 번째 컬럼은 클로로포름/메탄올/물(30:3:1)로 용출된 SiO2 컬럼(Φ 2×12cm) 크로마토그래

피를 사용했다.  생리활성이 있는 분획은 3TL-1  세포에서 AdipoRed  분석에 따라 측정하였고,  UV  Spectronic

Co.(Westbury, NY, USA)를 사용하여 TLC 패턴을 모니터링하여 측정하였다.

4. 동물 실험[0063]

(1) 실험적인 식단과 동물 사육[0064]

실험동물로 7주령 수컷 dbdb  마우스(라온바이오텍동물주식회사, 서울, 한국)를 구입하여 1주일 동안 순화시킨[0065]

후 5군으로 나누었다(정상군 1개, 검체군 3개, 양성대조군 1개). 각 그룹에 3마리의 동물을 배정하였고, 실험은

5주 동안 진행되었다. 동물실험실의 사육조건은 22.0±1.0℃ 습도 50.0%±10.0%, 명암주기 12시간으로 유지하였

다. 마우스에게 양의 제한 없이 기본사료를 먹였으며, 식수는 각각 200g과 250mL로 측정하였고, 체중은 주 1회

정해진 시간에 기록하였고, 음식과 물 섭취량도 매일 정해진 시간에 측정하였다.

(2) 체중, 물 소비량, 음식 소비량 측정[0067]

실험동물의 체중은 실험 시작과 동시에 5주 동안 주 1회 측정하였고, 실험기간 동안 1일 1회 사료 및 수분섭취[0068]

량을 측정하였다. 음식물과 음용수 섭취량은 이전 섭취량에 따른 잔여량에 따라 측정하였다.

(3) 공복 혈당 변화[0070]

혈당은 1주 간격으로 4회 측정하였다. 6시간 동안 절식시킨 후, 실험동물의 꼬리 정맥에서 혈액을 채취하고, 혈[0071]
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당측정기(Accu-Check  Active;  Roche  Diagnostics  GmbH,  Mannheim,  Germany)를  이용하여  공복혈당을

측정하였다.

<실험결과>[0073]

 1. 3T3-L1 세포에 PPARγ 아고니스트 효과를 갖는 미생물 스크리닝[0074]

3T3-L1 세포에 대해 PPARγ 아고니스트 효과가 있는 미생물을 선택하기 위해 세포를 10 μg/mL의 MCS(Microbial[0075]

culture supernatant)로 5일 동안 처리하고 AdipoRed 분석으로 분석했다. 그 결과, 37개 미생물 중 8개(has12,

SMSR7, MHSMT5, M2YM8, M2YM10, SFT18, M2YT5, SFT2)의 MCS가 PPARγ 아고니스트 효과를 나타내는 것으로 나타

났다. 8종의 미생물의 MCS를 다양한 농도(50, 100, 200 μg/mL)로 처리하여 3T3-L1 세포의 PPARγ 작용제의 효

과를 구체적으로 나타내는 미생물을 선별하였다(도 1). 그 중 SFT18이 가장 효과적이었다.

본 발명자는 상기 미생물의 계통발생을 확인하기 위해 16S rRNA 유전자 서열을 분석하였다(서열목록 1). 16S[0076]

rRNA  유전자  서열  분석  결과,  SFT18  균주는  Bacillus  Wiedmannii  로  확인되었고,   최종적으로  Bacillus

Wiedmannii MBT09로 명명되었으며. 기탁번호 KCCM13378P로 2023년 08월 17일자로 한국미생물보존센터에 기탁하

였다.

[서열목록 1] [0077]

GCGCAGTGGGGGGGTGCTATACATGCAGTCGAGCGAATGGATTAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCC[0078]

CATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACTGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGAT

GGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACG

GCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAA

CTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT

ACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCAT

TGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTT

CTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGT

TTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGG

TGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGAAAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGA

CAGGTGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTGGGTTAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTGCATCATTAGTGGGGCACTCTAAG

TGACTGGCGGTGACAACGGGAGAGTGGGATGACGTCGATCATCATGCCGATGACCTTGGCTACACCACCGTGCTACAATTGAACCGTACAGAGCCGTCTGCC

AGAGCATATCTGTCACCTTAGGCGGCTGGCTCCAAAAAGGTTACCCCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCC

CGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAACTGAGAACGGTTTTATG

AGATTAGCTCCACCTCGCGGTCTTGCAGCTCTTTGTACCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCAC

CTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTTAATGATGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTC

ACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGCTCCCGAAGGAGAAGCCCTATCTCTAGGGTTTTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTT

CTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGAGTG

CTTAATGCGTTAACTTCAGCACTAAAGGGCGGAAACCCTCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCC

CACGCTTTCGCGCCTCAGTGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTACGCATTTCACCGCTACACAT.

2. 개방형 컬럼 크로마토그래피 분석[0080]

 90% 에틸 아세테이트 추출물(B. wiedmannii MBT09)은 B. wiedmannii 균주 9L로부터 얻어졌다. 전체적으로, 본[0081]

발명자는 에틸 아세테이트 추출물을 분별하고 도 2에 표시된 흐름에 따라 각 화합물을 분리했다. 10개의 1차 분

획 샘플 중 no. 7이 가장 효과적인 PPARγ 작용제였다. 두 번째 라운드에서는 샘플 중 no. 1(7-1)이 최고였고,

3라운드에서는  4번(7-1-4)이  최고였다.  또한,  NMR  결과를  토대로  유효성분을  정제한  결과  [화학식  1]의

cyclo(L-pro-L-tyrosine)인 것으로 확인되었다;

[화학식 1][0082]
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.[0083]

3. 3T3-L1 세포 생존 능력에 대한 B. wiedmannii MBT09 및 cyclo(L-pro-L-tyr)의 효과[0085]

다음 샘플과 함께 48시간 동안 최대 500(μg/mL)의 농도로 배양하여, MTT 분석은 24시간 동안 배양된 3T3-L1 세[0086]

포에서 B.  wiedmannii  및 cyclo(L-pro-L-tyr)의 세포 생존력을 결정하는데 사용되었다. 테스트된 농도 범위

(15.6~500μg/mL) 내에서 B. wiedmannii MBT09 처리된 세포는 처리되지 않은 대조 세포와 유사한 생존력을 나타

냈습니다(도 3A). 또한, 테스트된 농도(6.25-200 μg/mL)의 cyclo(Lpro-L-tyr)는 처리되지 않은 대조군 세포와

유사한 생존력을 보여주었다(도 3B).

4. 지방세포 분화에 대한 B. wiedmannii MBT09 및 cyclo(L-pro-L-tyr)의 효과[0088]

MTT 분석 결과를 바탕으로 전체 농도 500의 1/5로 생존율을 낮추어 3가지 농도를 설정하였다. B. wiedmannii[0089]

MBT09와 cyclo(L-pro-L-tyr)은 각각 20, 100, 500과 25, 50, 100, 200의 농도로 투여되었다. B. wiedmannii 및

cyclo(L-pro-L-try)가 분화율에 미치는 영향은 도 4A 및 B에 나와 있다. 세포질 내 녹색 영역으로 표시되는 지

질 방울을 관찰하기 위해 5일째에 세포를 AdipoRed로 염색했다. 

5일째에는 본 발명자는 성숙한 지방 세포의 정상적인 표현형과 모양을 유지함에도 불구하고 샘플 처리 그룹(20,[0090]

100 및 500 μg/mL)의 지질 방울의 수와 크기가 대조군에 비해 증가한 것을 발견했습니다(도 4C). 더욱이, 시료

처리군(20, 100, 500 μg/mL 및 25, 50, 100 및 200 μg/mL)은 처리되지 않은 군에 비해 지방세포 분화율이 농

도 의존적으로 증가하는 것으로 나타났습니다(그림 A, B).

5. 지방 세포에서 전사 인자의 유전자 발현에 대한 B. wiedmannii MBT09의 효과[0092]

이전 실험 결과를 바탕으로 B. wiedmannii MBT09의 MCS에 의해 유발된 3T3-L1 세포의 PPARγ 아고니스트, 지방[0093]

형성(adipogenesis),  지질합성(lipogenesis)  및  인슐린  신호  전달  경로의  효과를  밝히기  위해  메신저

RNA(mRNA) 발현 수준을 조사했다.

지방세포로 분화된 후, PPARγ 아고니스트의 주요 표적인 PPARγ와 지방생성의 하위 인자인 FAS, LPL, CD36,[0094]

AP2, C/EBPα의 발현이 증가하였다(도 5). 또한, 인슐린 신호전달 체계에서 중요한 역할을 하는 PI3K와 IRS는

B. wiedmannii MBT09 처리 후 의존적으로 증가하는 경향이 있었다(도 5). PPARγ 과발현은 3T3-L1 세포에서 지

방세포 발달을 촉진하는 반면, PPARγ 억제는 지방 형성(adipogenesis)을 억제한다. 이러한 PPARγ 경로 이론을

통해 분화된 3T3-L1 세포로부터 전체 RNA를 정제하고 qRTPCR을 수행하였다. 이러한 결과로부터, 시료는 지방세

포의 인슐린 의존성 유전자 발현과 관련된 인자를 조절하고, 세포내 지방산 및 중성지방 대사에 중요한 역할을

한다는 것을 알 수 있었다.

6. B. wiedmannii MBT09 배양액에 의한 3T3-L1 세포에서 인슐린 신호 전달 경로의 상향 조절[0096]

B. wiedmannii MBT09의 MCS에 의해 유발된 3T3-L1 세포의 인슐린 신호전달 경로에 대한 효과를 조사하기 위해[0097]

웨스턴 블롯으로 IRS, PI3K, p-AKT/AKT, p-ERK/ERK 및 PPARγ의 발현 수준을 평가했다. 웨스턴 블롯 분석에서

는 B.  wiedmannii  MBT09의  MCS(20,  100  또는  500μg/mL)가  인슐린 수용체 IRS-1;  인슐린의 중앙 조절자인

PI3K; 및 에너지 대사 조절제인 AKT의 발현 수준을 증가시키는 것으로 나타났다. 지방 조직은 또한 인슐린 감작

관련 PPARγ와 그 하위 인자인 p-ERK/ERK를 증가시켰다(도 6). 이러한 발견은 B. wiedmannii  MBT09의 MCS가

3T3-L1 세포에서 인슐린 신호 전달 경로를 상향 조절한다는 것을 시사한다. 따라서 B. wiedmannii MBT09의 MCS

는 3T3-L1 세포에서 항당뇨병 효과를 나타낼 수 있다.
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7. B. wiedmannii MBT09 배양액에 의한 3T3-L1 세포에서 포도당 신호 전달 경로의 상향 조절[0099]

B. wiedmannii MBT09의 MCS에 의해 유발된 3T3-L1 세포의 포도당 신호 전달 경로에 미치는 영향을 조사하기 위[0100]

해 웨스턴 블롯 분석을 통해 p-AKT, AKT 및 GLUT4 의 발현 수준을 평가했다. 웨스턴 블롯 분석에 따르면 B.

wiedmannii MBT09의 MCS(20, 100 및 500 μg/mL)로 처리하면 p-AKT, AKT 및 GLUT4의 발현 수준이 증가하는 것

으로 나타났다(도 7). 또한, 위의 경로에 따라 AKT는 포도당에서 중요한 역할을 할 뿐만 아니라 인슐린 민감성

과 인슐린 분비의 하류 산화 대사 사이의 변화된 반응을 유발한다. 이러한 발견은 B. wiedmannii MBT09의 MCS가

3T3-L1 세포에서 포도당 신호 전달 경로를 상향 조절한다는 것을 시사한다. 따라서 B. wiedmannii MBT09의 MCS

는 3T3-L1 세포에서 항당뇨병 효과를 가질 수 있다.

8. 지방 세포에서 전사 인자의 유전자 발현에 대한 cyclo(L-pro-L-tyr)의 효과[0102]

이전 실험 결과를 바탕으로 cyclo(L-pro-L-tyr)의 MCS에 의해 유발된 3T3-L1 세포의 PPARγ 아고니스트, 지방[0103]

형성(adipogenesis),  지질합성(lipogenesis)  및  인슐린  신호  전달  경로의  효과를  밝히기  위해  메신저

RNA(mRNA) 발현 수준을 조사했다. cyclo(L-pro-L-tyr) 처리 후 PPARγ 아고니스트의 중심축인 PPARγ의 발현이

증가하였고, 인슐린 신호전달의 구성요소인 IRS의 발현도 증가하였다. 또한, 지방분화의 하위인자인 LPL, AP2,

Cd36의 발현량도 증가한 반면, FAS의 발현량은 감소하는 경향을 보였다(도 8). PPARγ 과발현은 3T3-L1 세포에

서 지방세포 발달을 촉진하는 반면, PPARγ 억제는 지방생성을 억제합니다. 이러한 PPARγ 경로 이론을 통해 분

화된 3T3-L1 세포로부터 전체 RNA를 정제하고 qRT-PCR을 수행하였다.

9. Cyclo(L-pro-L-tyr)에 의한 3T3-L1 세포에서 인슐린 신호 전달 경로의 상향 조절[0105]

IRS-1은 PI3K 수용체이며 인슐린에서 매우 중요한 역할을 한다. 3T3-L1 세포에 대한 cyclo(L-pro-L-tyr)의 효[0106]

과가 이 경로와 관련이 있는지 여부를 확인하기 위해 Western blot 분석을 수행했다. 인슐린 수용체 IRS-1의 활

성은 cyclo(L-pro-L-tyr) 치료 후에 상향 조절되었다. 이는 cyclo(Lpro-L-tyr)가 PI3K 및 AKT(IRS-1의 하류 인

자)의 인산화를 상향 조절한 후 IRS-1, PI3K 및 AKT 경로의 상향 조절을 나타냄을 나타낸다. 또한 지방조직에서

는 인슐린 감수성과 관련된 PPARγ와 그 하위 인자인 p-ERK/ERK가 증가하였고, 인슐린 매개 포도당 섭취를 증가

시키고 인슐린 저항성을 개선시키는 PPAR이 농도 의존적으로 증가하였다(도 9). 따라서 cyclo(L-pro-L-tyr)은

효과적인 항당뇨병 물질이라고 할 수 있다.

10. Cyclo(L-pro-L-tyr)에 의한 3T3-L1 세포에서 포도당 신호 전달 경로의 상향 조절[0108]

지방세포에서 GLUT4 전위는 PI3K/AKT 신호 전달 경로를 통해 췌장에 의해 가속화된다. AMPK-매개 GLUT4 전좌[0109]

(translocation)는 세포내 칼슘 농도의 일시적인 증가를 통한 근육 수축에 의해 촉진된다. 이러한 이론을 바탕

으로 포도당 흡수 메커니즘과 관련된 인자는 p-AKT/AKT, GLUT4, p-AMPK/AMPK로 확인되었다. GLUT4의 하위인자인

AKT와 PI3K가 모두 증가하였고, 포도당 대사에서 독립적으로 인산화되어 지방산 산화를 촉진하는 AMPK도 농도

의존적으로 증가하였다(도 10). 따라서 cyclo(L-pro-L-tyr)은 효과적인 항당뇨병 물질로 여겨진다.

11. B. wiedmannii MBT09 배양액 및 Cyclo(L-pro-L-tyr)의 2-NBDG 흡수 효과[0111]

도 11을 참고하면, 3T3-L1 세포 및 C2C12 세포에 B. wiedmannii MBT09 배양액 및 Cyclo(L-pro-L-tyr)를 처리한[0112]

경우  세포의  당  흡수가  촉진되는  것을  확인할  수  있었다(도 11).  따라서  B.  wiedmannii  MBT09  배양액  및

Cyclo(L-pro-L-tyr)의 경우 세포로의 당 흡수를 촉진함으로써 혈액 내 당 농도를 저하시켜 당뇨병 치료 효과를

나타낸다는 것을 알 수 있다.

12. B. wiedmannii MBT09가 체중, 음식 섭취량 및 물 소비량에 미치는 영향 및 혈당에 미치는 영향[0114]

실험기간 동안 4주간 주 1회, 3회씩 체중과 식수를 측정하였다. 통계처리 결과, NaCl을 투여한 대조군과 로시글[0115]

공개특허 10-2025-0033450

- 12 -



리타존을 투여한 대조군을 고려하면(표 1), 실험군의 체중은 이전군과 비슷했고, 로시글리타존 투여군보다는 낮

았다. 둘째, 식이요법에 있어서 대조군과 표본군 사이에는 차이가 없었다. 마지막으로 식수의 양을 보면 실험군

은 NaCl을 투여한 대조군에 비해 상대적으로 적은 양을 섭취하였지만, 로시글리타존을 투여한 군보다는 많은 양

을 섭취하였다.

시료가 혈당에 미치는 영향을 확인하기 위해 일주일에 한 번씩 실험동물의 꼬리 정맥에서 혈액을 채취하여 혈당[0116]

농도를 측정하였다. 순응(acclimatization) 후 대조군 db/db 마우스의 혈당 농도는 실험 시작부터 해부까지 594

± 5.6으로 유지되었다. 

반면에, 시료 처리군(20, 100, 500)과 로시글리타존 투여군의 혈당 농도는 순차적으로 541±18.7, 466±25.5,[0117]

480±16.3, 386.4±56.05로 낮아졌다(표 1). 

표 1

그룹[0118] Food
consumption(g/week)

Body  weight
Gain(g/week)

Water
consumption(g/week)

Blood sugar

dbdb mouse (each n=3)

대조군 15.32 ± 4.53 0.26 ± 0.21 67.6 ± 10.63 594 ± 5.6

ROSI(mg/kg/
day)

14.4 ± 3.69 1.15 ± 0.58 14.7 ± 5.60 386 ± 56.05

MBT09(mg/kg/day)

20 16.4 ± 5.05 1.79 ± 0.36 44.7 ± 15.7 541 ± 18.77

100 16.4 ± 5.35 1.37 ± 0.36 40 ± 15.4 466.2 ± 25.55

500 14.5 ± 4.96 2.61 ± 0.6 35.7 ± 12.5 480.6 ± 16.3

<결론>[0119]

본 발명에서는 당뇨병 연구에 흔히 사용되는 마우스 전구세포주인 3T3-L1을 이용하여 효능 미생물을 스크리닝하[0120]

였다. 또한, 세포가 분화 유도에 의해 지방세포로 분화되면 인슐린 수용체의 수가 급격히 증가하는데, 이는 당

뇨병 연구에서 포도당 흡수 및 인슐린 신호 전달의 변화를 측정하는 데 사용된다. 스크리닝을 위해 1단계에서

105종 중 37종을 선정하였고, 2단계에서 9종을 선정하였다(도 1). 그 중 농도 처리 시 가장 높은 농도 의존적

효능을  보인  미생물인  SFT18을  선정하였다.  16S  rRNA로  미생물의  염기서열  및  특성을  확인한  결과,  B.

wiedmannii MBT09로 동정되었다.

본 발명자는 B.wiedmannii MBT09의 MCS를 사용하여 3T3-L1 세포의 세포 독성, 유전자 발현 및 단백질 발현을 통[0121]

해 당뇨병 관련 인슐린 메커니즘 및 포도당 흡수 메커니즘의 효능을 입증할 수 있는 경로를 식별했다.

또한, 미생물의 MCS로부터 유효성분인 cyclo(L-pro-L-tyr)을 분리하여 확인하였다(도 2). 분리를 통해 얻은 유[0122]

효성분  역시  B.  wiedmannii  MBT09의  MCS와  동일한  유전자  및  단백질  발현을  통해  효능기전의  경로를

확인하였다. 먼저, 본 발명자는 인슐린 수용체 기질로 작용하는 IRS를 살펴보았다; 자극에 의해 활성화되는 인

슐린 메커니즘 PI3K의 경로; 및 하류 단백질인 AKT. 인슐린 자극 전달 경로로 작용하는 AKT의 활성화는 용량 의

존적으로 인슐린 저항성을 개선하는 역할을 하는 ERK와 PPARγ를 증가시켰다. 마지막으로, 포도당 흡수 속도를

조절하는 단계에서 포도당 수송체 역할을 하며 세포 내 포도당 흡수 과정에서 필수 발현 인자이자 인슐린 신호

전달 시스템의 필수 구성 요소인 Glut4도 증가했다.

이러한 결과를 토대로 기존 당뇨병치료제 로시글리타존과 미생물 시료의 차이점은 전자는 PPARγ에만 결합해 인[0123]

슐린 저항성을 완화시키는 반면, IRS, PI3K, AKT는 순차적으로 직접 작용해 인슐린 감수성 포인트를 높이는 점

이다. 차이점은 AKT가 증가함에 따라 ERK를 통해 PPARγ를 활성화하는 로시글리타존의 기존 메커니즘을 포함하

여 위의 경로에도 두 가지 유전자 전사 경로가 있다는 것이다. 제2형 당뇨병에서는 인슐린 저항성과 정상적인

포도당 대사를 위해 다량의 인슐린이 필요한 상태가 동시에 발생하며, 인슐린 작용 감소로 인해 포도당 항상성

이 유지되지 않는다. 당뇨병이 조기에 발병하는 주요 원인이기도 하다. 당뇨병은 사망 원인 1위로 분류되며, 당

뇨병 환자의 90%를 차지한다. 인슐린은 IRS에 대한 인슐린 수용체의 결합, 다중 경로를 통한 GLUT4의 전위 및

일정한 혈당 농도 유지를 유도함으로써 포도당의 조직 활용을 증가시키는 데 중요한 역할을 합니다. 본 결과를

바탕으로 인슐린 저항성이나 당뇨병에 관여하는 아디포넥틴 관련 인자, 인슐린 관련 인자, 포도당 관련 인자가

인슐린 저항성을 개선하고 포도당 이용률을 높이는 데 효과가 있음을 확인하였다.
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이상에서 본 발명의 바람직한 실시예에 대하여 상세하게 설명하였지만 본 발명의 권리범위는 이에 한정되는 것[0125]

은 아니고 다음의 청구범위에서 정의하고 있는 본 발명의 기본 개념을 이용한 당업자의 여러 변형 및 개량 형태

또한 본 발명의 권리범위에 속하는 것이다.

수탁번호

[0127]

기탁기관명 : 한국미생물보존센터(KCCM)

수탁번호 : KCCM13378P

수탁일자 : 20230817
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