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명 세 서

청구범위

청구항 1 

락토바실러스 퍼멘텀(Lactobacillus fermentum) IM12(수탁번호 : KCCM 11806P) 또는 비피도박테리움 아돌레센

티스(Bifidobacterium adolescentis) IM38(수탁번호 : KCCM 11807P)에서 선택되는 유산균으로서,

면역조절 효능, 면역증강 효능, 항알러지 효능, 항염증 효능, 대장염 개선 효능, 관절염 개선 효능, 항비만 효

능, 항스트레스 효능, 항불안 효능, 항우울 효능 또는 항정신분열 효능을 갖는 유산균.

청구항 2 

제 1항에 있어서, 상기 락토바실러스 퍼멘텀(Lactobacillus fermentum) IM12는 16S rDNA로 서열번호 1에 기재

된 염기서열을 포함하는 것을 특징으로 하는 유산균.

청구항 3 

제 1항에 있어서, 상기 비피도박테리움 아돌레센티스(Bifidobacterium adolescentis) IM38은 16S rDNA로 서열

번호 2에 기재된 염기서열을 포함하는 것을 특징으로 하는 유산균.

청구항 4 

제 1항에 있어서, 상기 락토바실러스 퍼멘텀(Lactobacillus fermentum) IM12는 탄소원으로 에스큘린(Esculin)

을 이용하는 것을 특징으로 하는 유산균.

청구항 5 

제 1항에 있어서, 상기 비피도박테리움 아돌레센티스(Bifidobacterium adolescentis) IM38은 탄소원으로 D-자

일로스, D-갈락토스, D-글루코스, D-프럭토스, D-만노스, 말토스 및 멜리바이오스(Melibiose)를 이용하는 것을

특징으로 하는 유산균.

청구항 6 

락토바실러스 퍼멘텀(Lactobacillus fermentum) IM12(수탁번호 : KCCM 11806P), 이의 배양물, 이의 파쇄물 또

는 이의 추출물을 유효성분으로 포함하고,

알러지 질환, 대장염, 관절염 또는 비만을 예방, 개선 또는 치료하기 위한 용도의 조성물.

청구항 7 

제 6항에 있어서, 상기 알러지 질환은 아토피 피부염, 천식, 인후염 또는 만성 피부염에서 선택되는 것을 특징

으로 하는 조성물.

청구항 8 
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락토바실러스 퍼멘텀(Lactobacillus fermentum) IM12(수탁번호 : KCCM 11806P), 이의 배양물, 이의 파쇄물 또

는 이의 추출물을 유효성분으로 포함하는 면역조절 또는 항염증용 조성물.

청구항 9 

비피도박테리움 아돌레센티스(Bifidobacterium adolescentis) IM38(수탁번호 : KCCM 11807P), 이의 배양물, 이

의 파쇄물 또는 이의 추출물을 유효성분으로 포함하고,

알러지 질환, 대장염, 관절염 또는 비만을 예방, 개선 또는 치료하기 위한 용도의 조성물.

청구항 10 

제 9항에 있어서, 상기 알러지 질환은 아토피 피부염, 천식, 인후염 또는 만성 피부염에서 선택되는 것을 특징

으로 하는 조성물.

청구항 11 

비피도박테리움 아돌레센티스(Bifidobacterium adolescentis) IM38(수탁번호 : KCCM 11807P), 이의 배양물, 이

의 파쇄물 또는 이의 추출물을 유효성분으로 포함하는 면역조절 또는 항염증용 조성물.

청구항 12 

비피도박테리움 아돌레센티스(Bifidobacterium adolescentis) IM38(수탁번호 : KCCM 11807P), 이의 배양물, 이

의 파쇄물 또는 이의 추출물을 유효성분으로 포함하는 스트레스 완화용 조성물.

청구항 13 

비피도박테리움 아돌레센티스(Bifidobacterium adolescentis) IM38(수탁번호 : KCCM 11807P), 이의 배양물, 이

의 파쇄물 또는 이의 추출물을 유효성분으로 포함하고,

불안 장애, 우울증 또는 정신분열증을 예방, 개선 또는 치료하기 위한 용도의 조성물.

청구항 14 

비피도박테리움 아돌레센티스(Bifidobacterium adolescentis) IM38(수탁번호 : KCCM 11807P), 이의 배양물, 이

의  파쇄물  또는  이의  추출물에서  선택되는  1종  이상;  및  비큐큘린(bicuculine)  또는  N-[2-[4-(2-

Methoxyphenyl)-1-piperazinyl]ethyl]-N-2-pyridinylcyclohexanecarboxamide  hydrochloride(WAY-100635

hydrochloride; CAS 등록번호 : 146714-97-8)에서 선택되는 1종 이상을 유효성분으로 포함하는 스트레스 완화용

조성물.

청구항 15 

비피도박테리움 아돌레센티스(Bifidobacterium adolescentis) IM38(수탁번호 : KCCM 11807P), 이의 배양물, 이

의  파쇄물  또는  이의  추출물에서  선택되는  1종  이상;  및  비큐큘린(bicuculine)  또는  N-[2-[4-(2-

Methoxyphenyl)-1-piperazinyl]ethyl]-N-2-pyridinylcyclohexanecarboxamide  hydrochloride(WAY-100635

hydrochloride; CAS 등록번호 : 146714-97-8)에서 선택되는 1종 이상을 유효성분으로 포함하고,

불안 장애, 우울증 또는 정신분열증을 예방, 개선 또는 치료하기 위한 용도의 조성물.
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발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 신규 유산균 등에 관한 것으로서, 더 상세하게는 사람 소화관에서 유래되고, 면역조절 효능, 면역증[0001]

강 효능, 항알러지 효능, 항염증 효능, 대장염 개선 효능, 관절염 개선 효능, 항비만 효능, 항스트레스 효능,

항불안 효능, 항우울 효능 또는 항정신분열 효능 등과 같은 다양한 생리활성을 가진 신규 유산균 및 신규 유산

균의 다양한 식의약적 용도에 관한 것이다.

배 경 기 술

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

있다. 특히, 현대인에게는 육식 및 지방 위주의 서구화된 식생활, 불규칙한 식사, 과음, 운동 부족, 과도한 스

트레스, 유해 환경에의 노출 등으로 인해 면역력 저하, 장내세균총의 교란, 대장염, 관절염, 알러지 질환, 비만

등이 급격하게 증가하고 있다.

장내세균총의 교란과 면역세포[0004]

우리 몸의 소화관에는 많은 세균들이 서식하고 있다. 우리 몸에는 정상세포가 약 10조 개가 있는 반면, 세균의[0005]

수는 그보다 10배쯤 더 많은 100조 개 정도이다. 이러한 세균의 대부분은 장내세균총을 이루고 있으며 장에 존

재하는 다양한 면역세포와의 상호작용을 통해 인체의 면역조절에 영향을 미치고 있다. 그리고 이 세균들은 우리

장의  건강에  도움을  주는  유익균과  건강에  해로운  유해균으로  나눌  수  있다.  우리  몸은  락토바실러스

(Lactobacillus),  비피도박테리움(Bifidobacterium),  스트렙토코쿠스(Streptococcus),  류코노스톡

(Leuconostoc),  페디오코쿠스(Pediococcus),  스포로락토바실러스(Sporolactobacilius)  등과 같은 유익균이 대

장균 (E. coli), 베일로넬라(Veillonella), 웰치균(Clostridium perfringens) 등의 유해균보다 우세균으로 점

하면서 다양한 소화관 서식 미생물들이 균형을 유지할 때 건강을 유지할 수 있다. 

우리 몸의 면역세포들은 외부에서 침입하는 항원(미생물 포함)과 내적으로 생기는 이상 세포를 제어하여 건강을[0006]

유지하도록 해준다. 이 면역세포의 70% 이상이 소화관에 위치하고 있으며, 소화관에 이미 서식하고 있는 미생물

또는 외부에서 침입하는 미생물들을 제어한다. 인체의 면역조절 작용에 문제가 생기는 경우 면역력 저하나 면역

과민반응이 야기되고, 그로 인해 바이러스 감염, 암, 염증성 질환, 장염(궤양성 대장염, 크론병, 게실증 등),

알러지 질환, 아토피, 관절염, 비만, 당뇨병 등과 같은 질환이 유발될 수 있다. 따라서, 상기 질환들의 발생을

효율적으로 제거하기 위해서는 장내세균총의 교란을 제어하고, 소화관의 면역계를 정상적으로 잘 작동하도록 하

는 것이 필요하다.

대장염[0008]

종래, 궤양성 대장염 및 크론병의 발생율은 서양인에게 높다고 알려져 있었지만, 최근, 식습관 등의 생활습관의[0009]

변화로 인해 우리나라 등 동양에서도 환자수가 급증하고 있다. 그렇지만, 원인이 불분명한 이유도 있어 근본적

치료법은 확립되어 있지 않다. 이 때문에 완전한 치료를 목표로 하는 것이 아니라, 증상을 완화시키고, 이러한

상태를 가능한 한 장기간 유지하는 약제가 사용되고 있는 실정이다. 이러한 대증요법을 위한 약제로서, 주로 아

미노살리실산제제, 부신피질 스테로이드제, 면역억제제 등이 사용되지만, 다양한 부작용이 보고되고 있다. 예를

들어,  아미노살리실산제제로서  자주  사용되는  살라조설파피리딘은  구역질,  구토,  식욕부진,  발진,  두통,

간장해, 백혈구 감소, 이상 적혈구, 단백뇨, 설사 등의 부작용이 보고되고 있다. 또한 부신피질스테로이드제는

일반적으로는 프레드니솔론의 경구투여, 관장, 좌약, 정맥 주사 등으로 사용되지만, 위궤양이나 장기사용에 의

한 대퇴골두 괴사 등 부작용이 강하다. 그러나 투약의 중단은 증상을 재발시키기 때문에, 이들 약제는 계속적으

로 사용하지 않을 수 없다. 따라서, 효과가 우수하면서도, 안전하고 부작용을 일으키지 않는 궤양성 대장염, 크

론병 등의 장질환 치료제의 개발이 요구되고 있다. 과민성 대장염 증후군(irritable bowel syndrome, IBS)도 마

찬가지로 그 원인이 명확하지 않은 만성 복부 질환이다. 현재, IBS의 근본적인 치료제는 존재하지 않으며, 각

타입의 증상 경감을 목적으로 한 대증요법이 행해지고 있다. 예를 들어, 하리형 IBS에 대해서는 평활근의 수축

을 억제하는 진경작용을 갖는 항콜린제가 사용되며, 변비형 IBS에는 염류 하제, 대체형 IBS에는 약제로 조절하

기 곤란하고, 기본적으로 소화관 운동기능 개선제가 사용되고 있다.

공개특허 10-2017-0090359

- 5 -



알러지 질환[0011]

사회가 복잡해지고 산업과 문명의 발달로 인해 환경오염, 스트레스가 증가하고, 식생활이 변화되면서 알러지 질[0012]

환 환자들이 매년 증가하고 있다. 1980년에 아토피, 아낙필락시스, 천식 등과 같은 알러지 질환 환자는 1% 미만

이었으나, 2000년대에는 5% 이상으로 급증하고 있으며 잠재적인 환자까지 포함하면 10%가 넘는 것으로 추정되고

있다. 알러지 질환의 발생원인은 항원항체반응의 결과로 나타나는 생체의 과도한 면역반응이며, 알러지 질환은

반응시간 및 보체 관여의 유무에 따라 일반적으로 1~4형 과민반응으로 분류된다. 제1형 과민반응에는 아토피,

아나필락시스 쇼크, 기관지 천식, 두드러기, 화분증 등이 있고, 제2형 과민반응에는 부적합수혈, 자가 면역성

용혈성 빈혈, 약제에 의한 용혈성 빈혈, 과립구 감소증, 혈소판감소성 자반병 등이 있고, 제3형 과민반응에는

홍반, 림프선종창, 관절통, 관절염, 신염, 연쇄구균감염 뒤의 급성사구체신염 등이 있고, 제4형 과민 반응에는

만성 염증 등이 있다. 알러지 질환을 개선하기 위해 1차적으로는 샤워나 목욕 등을 하여 피부에 묻은 있는 알레

르겐(집 먼지, 진드기 등)을 제거하고, 알레르겐의 섭취를 하지 않는 것이 좋다. 그러나, 알러지 질환이 개선되

지  않는  경우  스테로이드,  항히스타민제,  면역억제제  등과  같은  약물을  사용하게  되는데,  이  약물들은

피부위축, 혈관확장, 탈색, 자반(스테로이드 제제), 졸림(항히타민제), 신부전(면역억제제) 등과 같은 부작용이

발생하기 쉽다. 지금까지 개발된 약물 중에 알레르기를 완치할 수 있는 약물은 없으며 증상개선을 기대하고 있

으나 부작용이 크다는 문제점이 있다.

비만[0014]

비만은 열량의 섭취와 소비의 불균형으로 발생되는 대사성 질환이며, 형태학적으로 볼 때 체내 지방 세포의 크[0015]

기 증가(hypertrophy) 또는 수의 증가(hyperplasia)에 의해 초래된다. 비만은 서구사회에서 가장 흔한 영양장애

일 뿐만 아니라, 최근 우리나라에서도 경제발전에 의한 식생활의 향상과 생활 방식의 서구화로 비만의 빈도가

급속히 증가하는 추세에 있어서 그 치료와 예방에 대한 중요성이 크게 부각되고 있다. 비만은 심리적으로 개인

을 위축시킬 뿐만 아니라 사회적으로도 여러 가지 성인병의 발병 위험을 증가시키는 중요한 요인이다. 비만이 2

형 당뇨병, 고혈압, 고지혈증, 심질환 등 여러 가지 성인병의 유병율 증가와 직접적인 관련이 있다고 알려져 있

으며(Cell 87:377, 1999), 비만과 관련된 질환들을 함께 묶어서 대사증후군(metabolic syndrome) 또는 인슐린

저항성 증후군(insulin resistance syndrome)이라고 하며, 이들이 동맥경화증 및 심혈관질환의 원인으로 밝혀지

고  있다.  현재까지  알려진  비만치료제로는  제니칼(Xenical,  로슈제약회사,  스위스),  리덕틸(Reductil,

에보트사, 미국), 엑소리제(Exolise, 아토파마, 프랑스) 등으로 크게 식욕억제제, 에너지소비 촉진제, 지방흡수

억제제로 분류되며, 대부분의 비만치료제는 시상하부와 관련된 신경전달물질을 조절함으로써 식욕을 억제하는

식욕억제제이다. 그러나 종래의 치료제들은 심장질환, 호흡기질환, 신경계질환 등의 부작용과 함께 그 효능의

지속성도 낮아, 더욱 개선된 비만치료제의 개발이 필요하고 또한, 현재 개발되고 있는 제품도 부작용없이 만족

할 만한 치료 효과를 가지는 치료제는 거의 없어 새로운 비만치료제의 개발이 요구되고 있다.

프로바이오틱스(probiotics)와 유산균[0017]

사람을 포함한 동물의 위장관 내에서 숙주의 장내 미생물 환경을 개선하여 숙주의 건강에 유익한 영향을 주는[0018]

살아있는 미생물을 통칭하여 프로바이오틱스(probiotics)라고 한다. 프로바이오틱스로서 효과가 있기 위해서는

경구로 섭취될 때, 대부분이 기본적으로 내산성, 내담즙성 및 장 상피세포 부착능력이 우수하여야 한다. 유산균

은 인체의 소화계에 공생하면서 섬유질 및 복합 단백질들을 분해하여 중요한 영양성분으로 만드는 역할을 담당

하기 때문에 프로바이오틱스로 사용된다. 유산균은 장내 정상균총의 유지, 장내 균총의 개선, 항당뇨 및 항고지

혈증 효과, 발암 억제, 대장염 억제, 그리고 숙주의 면역체계의 비특이적 활성 등의 효과를 나타낸다고 보고되

고 있다. 그 중에서도 락토바실러스 속 균주는 인체의 장내에 서식하는 정상 미생물 군집의 주요 구성원으로서,

건강한 소화기관과 질 내 환경을 유지하는 데 있어서 중요한 것으로 오래전부터 알려져 왔고 미국의 공중건강

가이드라인(U.S. Public Health Service guidelines)에 의하면, 현재 미국 균주 기탁기관(ATCC)에 기탁된 락토

바실러스 균주 모두 인체나 동물에 질병을 유발할 잠재적 위험에 대해서는 알려진 것이 없다고 인정되는 '안정

수준(Bio-safty  Level)  1'로  분류되어  있다.  한편,  김치  유산균은  김치  발효에  관여하는  유산균으로서

면역증강, 항 미생물, 항산화, 항암 효과, 항비만 효과, 고혈압 예방 또는 변비 예방 효과 등이 있는 것으로 보

고되고 있다[Hivak P, Odrska J, Ferencik M, Ebringer L, Jahnova E, Mikes Z. : One-year application of
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Probiotic  strain  Enterococcus  facium  M-74  decreases  Serum  cholesterol  levels.  :  Bratisl  lek  Listy

2005; 106(2); 67-72; Agerholm-Larsen L. Bell ML. Grunwald GK. Astrup A. : The effect of a probiotic

milk product on plasma cholesterol : a metaanalysis of short-term intervention studies ; Eur J Clin

Nutr. 2000; 54(11) 856-860; Renato Sousa, Jaroslava Helper, Jian Zhang, Strephen J Lewis and Wani O Li

; Effect of Lactobacillus acidophilus supernants on body weight and leptin expression in rats ; BMC

complementary and alternative medicine. 2008; 8(5)1-8]. 이러한 유산균의 다양한 생리활성이 알려지면서,

최근 인체에 안전하면서도 기능이 우수한 유산균 균주를 개발하고 이를 의약품 또는 기능성 식품으로 적용하려

는 연구가 활발하게 진행되고 있다.

예를 들어, 대한민국 등록특허공보 제10-1486999호에는 장질환 및 면역 질환의 예방 치료에 유용한 락토바실러[0019]

스 플란타룸 CJLP133(Lactobacillus plantarum CJLP133) KCTC 11403BP가 개시되어 있다. 또한, 대한민국 등록

특허공보 제10-1500974호에는 항염증 및 비만, 당뇨병, 고지혈증, 고콜레스테롤증, 동맥경화증, 지방간 및 심혈

관질환으로 이루어진 군으로부터 선택되는 대사성 질환 개선 효능을 갖는 락토바실러스 플란타룸(Lactobacillus

plantarum) HAC01 균주 (기탁번호: KCTC 12647BP)가 개시되어 있다. 또한, 유럽 공개특허공보 제01941892호에

는 락토바실러스 아시도필러스(Lactobacillus acidophilus) PM-A0002(기탁번호 : M 207038)를 유효성분으로 포

함하는 알러지 치료용 조성물이 개시되어 있다. 또한, 대한민국 공개특허공보 제10-2005-0057259호에는 락토바

실러스  퍼멘텀  변종(Lactobacillus  fermentum  variant)  VRI003(기탁번호  NM02/31074)을  유효성분으로

포함하고, 과민성 대장증상(irritable  bowel  syndrome),  염증성 대장질환(inflammatory  bowel  disease)  등과

같은 위장 질환을 치료하는데에 사용되는 조성물이 개시되어 있다. 또한, 일본 등록특허공보 제5273695호에는

비피도박테리움 롱검 OLB6001(Bifidobacterium longum OLB6001, 수탁 번호 : FERM P-13610), 비피도박테리움

롱검 OLB6290(Bifidobacterium longum OLB6290, 수탁 번호 : NITE P-75)을 유효성분으로 포함하는 알러지 예방

또는 치료용 조성물이 개시되어 있다. 또한, 미국 공개특허공보 제20060177424호에는 스트렙토코커스 패칼리스

(Streptococcus faecalis)를 투여하여 알러지 질환, 과민성 대장증상(irritable bowel syndrome) 등을 치료하

는 방법이 개시되어 있다.

그러나, 장내세균총의 교란을 제어하고 면역조절 이상의 정상화를 통해 현대인에게 발병이 증가하고 있는 염증[0020]

성 질환, 대장염, 관절염, 알러지 질환, 아토피, 비만 등을 총체적으로 개선하거나 치료할 수 있는 유산균 관련

기술은 출현하지 않고 있는바 다양한 기능성을 가지면서 상업화 수준의 효능을 가진 새로운 균주의 스크리닝 및

이의 통한 의약품, 기능성 식품 등의 개발이 필요하다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명은 종래의 기술적 배경하에서 도출된 것으로서, 본 발명의 일 목적은 면역조절 효능, 면역증강 효능, 염[0021]

증반응 억제 효능, 대장염 개선 효능, 관절염 개선 효능, 항비만 효능 또는 항알러지 효능 등과 같이 장내세균

총 교란의 제어 및 면역조절 이상의 정상화에 필요한 다양한 생리활성 또는 기능성을 가진 신규 유산균을 제공

하는데에 있다. 또한, 본 발명의 목적은 항스트레스 효능, 항불안 효능, 항우울 효능 또는 항정신분열 효능을

갖는 신규 유산균을 제공하는데에 있다. 또한, 본 발명의 다른 목적은 신규 유산균의 다양한 식의약적 용도를

제공하는데에 있다.

과제의 해결 수단

본 발명의 발명자들은 사람 분변으로부터 무수한 유산균을 스크리닝하고, 이중 특정 락토바실러스속 균주, 특정[0022]

비피도박테리움속 균주, 특정 스트렙토코커스속 균주 또는 특정 콜린셀라속 균주가 우수한 면역조절 효능, 면역

증강 효능, 항알러지 효능, 항염증 효능, 대장염 개선 효능, 관절염 개선 효능 또는 항비만 효능을 가진다는 점

을 확인하고, 본 발명을 완성하였다.

본 발명의 일 목적을 달성하기 위하여, 본 발명의 일 예는 락토바실러스 플란타럼(Lactobacillus plantarum)[0023]

IM2,  락토바실러스  아시도필러스(Lactobacillus  acidophilus)  IM7,  락토바실러스  퍼멘텀(Lactobacillus

fermentum) IM12(수탁번호 : KCCM 11806P), 비피도박테리움 롱검(Bifidobacterium longum) IM26, 비피도박테리

움  아돌레센티스(Bifidobacterium  adolescentis)  IM38(수탁번호  :  KCCM  11807P),  스트렙토코커스  파에시엄

(Streptococcus faecium) IM45 및 콜린셀라 에어로파시엔스(Collinsella aerofaciens) IM50으로 이루어진 군에

서 선택되는 유산균으로서, 면역조절 효능, 면역증강 효능, 항알러지 효능, 항염증 효능, 대장염 개선 효능, 관
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절염 개선 효능, 항비만 효능, 항스트레스 효능, 항불안 효능, 항우울 효능 또는 항정신분열 효능을 갖는 유산

균을 제공한다.

본 발명의 다른 목적을 달성하기 위하여, 본 발명의 일 예는 락토바실러스 플란타럼(Lactobacillus plantarum)[0024]

IM2, 이의 배양물, 이의 파쇄물 또는 이의 추출물을 유효성분으로 포함하고, 비만 또는 대장염을 예방, 개선 또

는  치료하기  위한  용도의  조성물을  제공한다.  또한,  본  발명의  일  예는  락토바실러스  아시도필러스

(Lactobacillus acidophilus) IM7 또는 비피도박테리움 롱검(Bifidobacterium longum) IM26에서 선택되는 유산

균, 이의 배양물, 이의 파쇄물 또는 이의 추출물을 유효성분으로 포함하고, 알러지 질환을 예방, 개선 또는 치

료하기  위한  용도의  조성물을  제공한다.  또한,  본  발명의  일  예는  락토바실러스  퍼멘텀(Lactobacillus

fermentum) IM12(수탁번호 : KCCM 11806P), 이의 배양물, 이의 파쇄물 또는 이의 추출물을 유효성분으로 포함하

고,  알러지 질환,  대장염,  관절염 또는 비만을 예방,  개선 또는 치료하기 위한 용도의 조성물을 제공한다.

또한, 본 발명의 일 예는 락토바실러스 퍼멘텀(Lactobacillus fermentum) IM12(수탁번호 : KCCM 11806P), 이의

배양물, 이의 파쇄물 또는 이의 추출물을 유효성분으로 포함하는 면역조절 또는 항염증용 조성물을 제공한다.

또한, 본 발명의 일 예는 비피도박테리움 아돌레센티스(Bifidobacterium adolescentis) IM38(수탁번호 : KCCM

11807P), 이의 배양물, 이의 파쇄물 또는 이의 추출물을 유효성분으로 포함하고, 알러지 질환, 대장염, 관절염

또는 비만을 예방, 개선 또는 치료하기 위한 용도의 조성물을 제공한다. 또한, 본 발명의 일 예는 비피도박테리

움 아돌레센티스(Bifidobacterium adolescentis) IM38(수탁번호 : KCCM 11807P), 이의 배양물, 이의 파쇄물 또

는 이의 추출물을 유효성분으로 포함하는 면역조절 또는 항염증용 조성물을 제공한다. 또한, 본 발명의 일 예는

비피도박테리움 아돌레센티스(Bifidobacterium adolescentis) IM38(수탁번호 : KCCM 11807P), 이의 배양물, 이

의 파쇄물 또는 이의 추출물을 유효성분으로 포함하는 스트레스 완화용 조성물을 제공한다. 또한, 본 발명의 일

예는 비피도박테리움 아돌레센티스(Bifidobacterium adolescentis) IM38(수탁번호 : KCCM 11807P), 이의 배양

물, 이의 파쇄물 또는 이의 추출물을 유효성분으로 포함하고, 불안 장애, 우울증 또는 정신분열증을 예방, 개선

또는  치료하기  위한  용도의  조성물을  제공한다.  또한,  본  발명의  일  예는  비피도박테리움  아돌레센티스

(Bifidobacterium adolescentis) IM38(수탁번호 : KCCM 11807P), 이의 배양물, 이의 파쇄물 또는 이의 추출물

에서 선택되는 1종 이상; 및 비큐큘린(bicuculine) 또는 N-[2-[4-(2-Methoxyphenyl)-1-piperazinyl]ethyl]-N-

2-pyridinylcyclohexanecarboxamide  hydrochloride(WAY-100635  hydrochloride;  CAS  등록번호  :  146714-97-

8)에서 선택되는 1종 이상을 유효성분으로 포함하는 스트레스 완화용 조성물을 제공한다. 또한, 본 발명의 일

예는 비피도박테리움 아돌레센티스(Bifidobacterium adolescentis) IM38(수탁번호 : KCCM 11807P), 이의 배양

물,  이의  파쇄물  또는  이의  추출물에서  선택되는  1종  이상;  및  비큐큘린(bicuculine)  또는  N-[2-[4-(2-

Methoxyphenyl)-1-piperazinyl]ethyl]-N-2-pyridinylcyclohexanecarboxamide  hydrochloride(WAY-100635

hydrochloride; CAS 등록번호 : 146714-97-8)에서 선택되는 1종 이상을 유효성분으로 포함하고, 불안 장애, 우

울증 또는 정신분열증을 예방, 개선 또는 치료하기 위한 용도의 조성물을 제공한다. 또한, 본 발명의 일 예는

스트렙토코커스 파에시엄(Streptococcus faecium) IM45, 이의 배양물, 이의 파쇄물 또는 이의 추출물을 유효성

분으로 포함하는 면역조절 또는 면역증강용 조성물을 제공한다. 또한, 본 발명의 일 예는 콜린셀라 에어로파시

엔스(Collinsella aerofaciens) IM50, 이의 배양물, 이의 파쇄물 또는 이의 추출물을 유효성분으로 포함하는 항

염증용 조성물을 제공한다.

발명의 효과

본 발명에 따른 특정 락토바실러스속 균주, 특정 비피도박테리움속 균주, 특정 스트렙토코커스속 균주 또는 특[0025]

정 콜린셀라속 균주는 사람의 분변에서 분리되어 안전성이 높고 면역조절 효능, 면역증강 효능, 항알러지 효능,

항염증 효능, 대장염 개선 효능, 관절염 개선 효능, 항비만 효능, 항스트레스 효능, 항불안 효능, 항우울 효능

또는 항정신분열 효능과 같은 다양한 생리활성을 갖는다. 본 발명에 따른 특정 락토바실러스속 균주, 특정 비피

도박테리움속 균주, 특정 스트렙토코커스속 균주 또는 특정 콜린셀라속 균주는 면역조절, 면역증강, 염증반응

억제, 스트레스 완화를 위한 소재로 사용될 수도 있고, 알러지 질환, 염증 질환, 대장염, 관절염, 비만, 불안

장애, 우울증 또는 정신분열증 등을 예방, 개선 또는 치료하는데에 유용한 기능성 식의약 소재로도 사용될 수

있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 γ-radiation에 의해 면역력 저하가 유도된 마우스에게 유산균을 투여하였을 때의 체중 증가량을 나타낸[0026]

것이고, 도 2는 γ-radiation에 의해 면역력 저하가 유도된 마우스에게 유산균을 투여하였을 때의 비장 무게 변

화를 나타낸 것이고, 도 3은 γ-radiation에 의해 면역력 저하가 유도된 마우스에게 유산균을 투여하였을 때의
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혈청 내 IFN-γ의 양을 나타낸 것이고, 도 4는 γ-radiation에 의해 면역력 저하가 유도된 마우스에게 유산균을

투여하였을 때의 혈청 내 IL-2의 양을 나타낸 것이고, 도 5는 γ-radiation에 의해 면역력 저하가 유도된 마우

스에게 유산균을 투여하였을 때의 혈청 내 TNF-α의 양을 나타낸 것이다.

도 6은 γ-radiation에 의해 면역력 저하가 유도된 마우스에게 유산균을 투여한 후 적출한 비장 내 NK 세포의

암세포에 대한 세포독성을 나타낸 것이고, 도 7은 γ-radiation에 의해 면역력 저하가 유도된 마우스에게 유산

균을 투여한 후 적출한 비장 내 Cytotoxic T 세포의 암세포에 대한 세포독성을 나타낸 것이다.

도 8은 콜라겐 면역원에 의해 관절염이 유도된 모델동물에 대해 소정의 유산균이 미치는 영향을 발의 부피 증가

또는 미엘로퍼옥시다아제(Myeloperoxidase, MPO) 활성으로 나타낸 것이고, 도 9는 콜라겐 면역원에 의해 관절염

이 유도된 모델동물에 대해 소정의 유산균이 미치는 영향을 염증 관련 사이토카인으로 나타낸 것이고, 도 10은

콜라겐 면역원에 의해 관절염이 유도된 모델동물에 대해 소정의 유산균이 미치는 영향을 염증 반응 지표 물질로

나타낸 것이다.

도 11은 비만 유도 모델동물에 대해 소정의 유산균이 미치는 영향을 체중 변화량 등으로 나타낸 것이고, 도 12

는  비만  유도  모델동물에  대해  소정의  유산균이  미치는  영향을  대장의  외관  점수  및  미엘로퍼옥시다아제

(Myeloperoxidase, MPO) 활성으로 나타낸 것이고, 도 13은 비만 유도 모델동물에 대해 소정의 유산균이 미치는

영향을 염증 관련 사이토카인으로 나타낸 것이다.

도  14는  결박  스트레스에  의해  불안  증상이  유도된  모델동물에  대해  비피도박테리움  아돌레센티스

(Bifidobacterium adolescentis) IM38이 미치는 영향을 open arm에 머문 시간의 비율과 마우스의 open arm으로

의 출입 횟수 비율로 나타낸 것이다. 또한, 도 15는 결박 스트레스에 의해 불안 증상이 유도된 모델동물에 대해

비피도박테리움  아돌레센티스(Bifidobacterium  adolescentis)  IM38이  미치는  영향을  코티코스테론

(corticosterone), 인터루킨-6(interleukin-6, IL-6), TNF-α( tumor necrosis factor-alpha)의 함량으로 나타

낸 것이다.

도 16은 결박 스트레스에 의해 불안 증상이 유도된 모델동물에서 비피도박테리움 아돌레센티스(Bifidobacterium

adolescentis) IM38의 항불안 활성에 대해 플루마제닐(Flumazenil), 비큐큘린(Bicuculine) 또는 WAY-100635이

미치는 영향을 open arm에 머문 시간의 비율과 마우스의 open arm으로의 출입 횟수 비율로 나타낸 것이다.

도 17은 결박 스트레스에 의해 불안 증상이 유도된 모델동물에서 비피도박테리움 아돌레센티스(Bifidobacterium

adolescentis) IM38의 항불안 활성에 대해 플루마제닐(Flumazenil), 비큐큘린(Bicuculine) 또는 WAY-100635이

미치는  영향을  코티코스테론(corticosterone),  인터루킨-6(interleukin-6,  IL-6),  TNF-α(  tumor  necrosis

factor-alpha)의 함량으로 나타낸 것이다.

도  18은  결박  스트레스를  가하지  않은  모델동물의  불안  행동에  대해  비피도박테리움  아돌레센티스

(Bifidobacterium adolescentis) IM38 또는 박테리움 아돌레센티스(Bifidobacterium adolescentis) IM38과 플

루마제닐(Flumazenil)의 병용이 미치는 영향을 open arm에 머문 시간의 비율과 마우스의 open arm으로의 출입

횟수 비율로 나타낸 것이다.

도  19는  결박  스트레스를  가하지  않은  모델동물의  불안  행동에  대해  비피도박테리움  아돌레센티스

(Bifidobacterium adolescentis) IM38 또는 박테리움 아돌레센티스(Bifidobacterium adolescentis) IM38과 플

루마제닐(Flumazenil)의 병용이 미치는 영향을 코티코스테론(corticosterone), 인터루킨-6(interleukin-6, IL-

6), TNF-α( tumor necrosis factor-alpha)의 함량으로 나타낸 것이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 본 발명에서 사용한 용어를 설명한다.[0027]

본 발명에서 사용되는 용어 "배양물"이란 미생물을 공지의 액체 배지 또는 고체 배지에서 배양시켜 수득한 산물[0028]

을 의미하여, 미생물이 포함되는 개념이다.

본 발명에서 "약학적으로 허용가능한" 및 "식품학적으로 허용가능한"이란 생물체를 상당히 자극하지 않고 투여[0029]

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[0030]

키는 모든 행위를 의미한다.

본 발명에서 사용되는 용어 "치료"는 본 발명의 조성물의 투여로 특정 질환의 증상을 호전 또는 이롭게 변경시[0031]
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키는 모든 행위를 의미한다.

본 발명에서 사용되는 용어 "개선"은 치료되는 상태와 관련된 파라미터, 예를 들면 증상의 정도를 적어도 감소[0032]

또는 완화시키는 모든 행위를 의미한다.

본 발명에서 사용되는 용어 "투여"는 임의의 적절한 방법으로 개체에 소정의 본 발명의 조성물을 제공하는 것을[0033]

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[0034]

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.[0035]

본 발명의 일 측면은 다양한 생리활성을 갖는 신규 유산균에 관한 것이다.[0036]

본 발명의 일 예에 따른 신규 유산균은 락토바실러스 플란타럼(Lactobacillus plantarum) IM2, 락토바실러스 아[0037]

시도필러스(Lactobacillus acidophilus) IM7, 락토바실러스 퍼멘텀(Lactobacillus fermentum) IM12(수탁번호 :

KCCM  11806P),  비피도박테리움  롱검(Bifidobacterium  longum)  IM26,  비피도박테리움  아돌레센티스

(Bifidobacterium  adolescentis)  IM38(수탁번호  :  KCCM  11807P),  스트렙토코커스  파에시엄(Streptococcus

faecium) IM45 및 콜린셀라 에어로파시엔스(Collinsella aerofaciens) IM50으로 이루어진 군에서 선택되고, 면

역조절 효능, 면역증강 효능, 항알러지 효능, 항염증 효능, 대장염 개선 효능, 관절염 개선 효능, 항비만 효능,

항스트레스 효능, 항불안 효능, 항우울 효능 또는 항정신분열 효능을 갖는다.

상기 락토바실러스 플란타럼(Lactobacillus plantarum) IM2는 바람직하게는 탄소원으로 D-리보스, D-갈락토스,[0038]

D-글루코스,  D-프럭토스,  D-만노스,  만니톨,  솔비톨,  아미그달린,  알부틴,  에스큘린(Esculin),  살리신

(Salicin), 셀로바이오스, 말토스, 락토스, 수크로스, 트레할로스, 멜레지토스 및 D-투라노스를 이용한다. 상기

락토바실러스 아시도필러스(Lactobacillus acidophilus) IM7은 바람직하게는 탄소원으로 D-갈락토스, D-글루코

스, D-프럭토스, D-만노스, N-아세틸-글루코사민, 아미그달린, 알부틴, 에스큘린(Esculin),  살리신(Salicin),

셀로바이오스, 말토스, 락토스, 수크로스, 트레할로스, 래피노스(raffinose) 및 젠티오바이오스를 이용한다. 상

기 락토바실러스 퍼멘텀(Lactobacillus fermentum) IM12(수탁번호 : KCCM 11806P)는 바람직하게는 16S rDNA로

서열번호 1에 기재된 염기서열을 포함하고, 더 바람직하게는 에스큘린(Esculin)을 이용한다. 상기 비피도박테리

움 롱검(Bifidobacterium longum) IM26은 바람직하게는 탄소원으로 L-아라비노스, D-갈락토스, D-글루코스, D-

프럭토스, 만니톨, 솔비톨, 에스큘린(Esculin), 말토스, 락토스, 멜리바이오스(Melibiose), 멜레지토스, 래피노

스(raffinose)  및  젠티오바이오스를  이용한다.  상기  비피도박테리움  아돌레센티스(Bifidobacterium

adolescentis) IM38(수탁번호 : KCCM 11807P)은 바람직하게는 16S rDNA로 서열번호 2에 기재된 염기서열을 포

함하고, 더 바람직하게는 탄소원으로 D-자일로스, D-갈락토스, D-글루코스, D-프럭토스, D-만노스, 말토스 및

멜리바이오스(Melibiose)를 이용한다. 상기 스트렙토코커스 파에시엄(Streptococcus faecium) IM45는 바람직하

게는  16S  rDNA로  서열번호  3에  기재된  염기서열을  포함하고,  더  바람직하게는  탄소원으로  D-리보스,

D-프럭토스,  덜시톨(Dulcitol),  솔비톨,  아미그달린,  멜레지토스,  전분,  글리코겐,  소듐피루베이트(Sodium

pyruvate), 히푸르산(Hippuric acid) 및 에스큘린 구연산철(Esculin ferric citrate)을 이용한다. 상기 콜린셀

라 에어로파시엔스(Collinsella aerofaciens) IM50은 바람직하게는 탄소원으로 D-갈락토스, D-글루코스, D-프럭

토스, D-만노스, N-아세틸-글루코사민, 말토스, 락토스, 수크로스 및 D-타가토스를 이용한다.

본 발명의 다른 측면은 신규 유산균의 다양한 식의약적 용도에 관한 것이다. 신규 유산균의 용도로, 본 발명의[0040]

일 예는 락토바실러스 플란타럼(Lactobacillus plantarum) IM2, 이의 배양물, 이의 파쇄물 또는 이의 추출물을

유효성분으로 포함하고, 비만 또는 대장염을 예방, 개선 또는 치료하기 위한 용도의 조성물을 제공한다. 또한,

본  발명의  일  예는  락토바실러스  아시도필러스(Lactobacillus  acidophilus)  IM7  또는  비피도박테리움  롱검

(Bifidobacterium longum) IM26에서 선택되는 유산균, 이의 배양물, 이의 파쇄물 또는 이의 추출물을 유효성분

으로 포함하고, 알러지 질환을 예방, 개선 또는 치료하기 위한 용도의 조성물을 제공한다. 또한, 본 발명의 일

예는 락토바실러스 퍼멘텀(Lactobacillus fermentum) IM12(수탁번호 : KCCM 11806P), 이의 배양물, 이의 파쇄

물 또는 이의 추출물을 유효성분으로 포함하고, 알러지 질환, 대장염, 관절염 또는 비만을 예방, 개선 또는 치
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료하기  위한  용도의  조성물을  제공한다.  또한,  본  발명의  일  예는  락토바실러스  퍼멘텀(Lactobacillus

fermentum) IM12(수탁번호 : KCCM 11806P), 이의 배양물, 이의 파쇄물 또는 이의 추출물을 유효성분으로 포함하

는  면역조절  또는  항염증용  조성물을  제공한다.  또한,  본  발명의  일  예는  비피도박테리움  아돌레센티스

(Bifidobacterium adolescentis) IM38(수탁번호 : KCCM 11807P), 이의 배양물, 이의 파쇄물 또는 이의 추출물

을 유효성분으로 포함하고, 알러지 질환, 대장염, 관절염 또는 비만을 예방, 개선 또는 치료하기 위한 용도의

조성물을  제공한다.  또한,  본  발명의  일  예는  비피도박테리움 아돌레센티스(Bifidobacterium  adolescentis)

IM38(수탁번호 : KCCM 11807P), 이의 배양물, 이의 파쇄물 또는 이의 추출물을 유효성분으로 포함하는 면역조절

또는 항염증용 조성물을 제공한다.  또한,  본  발명의 일  예는  비피도박테리움 아돌레센티스(Bifidobacterium

adolescentis) IM38(수탁번호 : KCCM 11807P), 이의 배양물, 이의 파쇄물 또는 이의 추출물을 유효성분으로 포

함하는  스트레스  완화용  조성물을  제공한다.  또한,  본  발명의  일  예는  비피도박테리움  아돌레센티스

(Bifidobacterium adolescentis) IM38(수탁번호 : KCCM 11807P), 이의 배양물, 이의 파쇄물 또는 이의 추출물

을 유효성분으로 포함하고, 불안 장애, 우울증 또는 정신분열증을 예방, 개선 또는 치료하기 위한 용도의 조성

물을 제공한다. 또한, 본 발명의 일 예는 비피도박테리움 아돌레센티스(Bifidobacterium  adolescentis)  IM38

(수탁번호 : KCCM 11807P), 이의 배양물, 이의 파쇄물 또는 이의 추출물에서 선택되는 1종 이상; 및 비큐큘린

(bicuculine)  또는  N-[2-[4-(2-Methoxyphenyl)-1-piperazinyl]ethyl]-N-2-pyridinylcyclohexanecarboxamide

hydrochloride(WAY-100635 hydrochloride; CAS 등록번호 : 146714-97-8)에서 선택되는 1종 이상을 유효성분으

로  포함하는  스트레스  완화용  조성물을  제공한다.  또한,  본  발명의  일  예는  비피도박테리움  아돌레센티스

(Bifidobacterium adolescentis) IM38(수탁번호 : KCCM 11807P), 이의 배양물, 이의 파쇄물 또는 이의 추출물

에서 선택되는 1종 이상; 및 비큐큘린(bicuculine) 또는 N-[2-[4-(2-Methoxyphenyl)-1-piperazinyl]ethyl]-N-

2-pyridinylcyclohexanecarboxamide  hydrochloride(WAY-100635  hydrochloride;  CAS  등록번호  :  146714-97-

8)에서 선택되는 1종 이상을 유효성분으로 포함하고, 불안 장애, 우울증 또는 정신분열증을 예방, 개선 또는 치

료하기  위한  용도의  조성물을  제공한다.  또한,  본  발명의  일  예는  스트렙토코커스  파에시엄(Streptococcus

faecium) IM45, 이의 배양물, 이의 파쇄물 또는 이의 추출물을 유효성분으로 포함하는 면역조절 또는 면역증강

용 조성물을 제공한다. 또한, 본 발명의 일 예는 콜린셀라 에어로파시엔스(Collinsella aerofaciens) IM50, 이

의 배양물, 이의 파쇄물 또는 이의 추출물을 유효성분으로 포함하는 항염증용 조성물을 제공한다. 본 발명의 조

성물에서  상기  락토바실러스  플란타럼(Lactobacillus  plantarum)  IM2,  락토바실러스  아시도필러스

(Lactobacillus  acidophilus)  IM7,  락토바실러스  퍼멘텀(Lactobacillus  fermentum)  IM12(수탁번호  :  KCCM

11806P),  비피도박테리움 롱검(Bifidobacterium  longum)  IM26,  비피도박테리움 아돌레센티스(Bifidobacterium

adolescentis) IM38(수탁번호 : KCCM 11807P), 스트렙토코커스 파에시엄(Streptococcus faecium) IM45 및 콜린

셀라  에어로파시엔스(Collinsella  aerofaciens)  IM50의  기술적  특징은  전술한  바와  동일하므로  설명을

생략한다.

상기 알러지 질환은 생체의 과도한 면역반응에 의해 발생하는 질환이라면 그 종류가 크게 제한되지 않으며, 바[0041]

람직하게는 아토피 피부염, 천식, 인후염 또는 만성 피부염에서 선택된다. 또한, 상기 대장염은 세균 감염이나

장 내용물의 병적 발효 등으로 인해 대장에 염증이 발생한 상태를 말하며, 감염성 대장염과 비감염성 대장염을

포함하는 개념이다. 대장염의 구체적인 예로는 염증성 대장 질환 또는 과민성 대장염 증후군 등이 있다. 또한,

염증성 대장 질환은 궤양성 대장염(ulcerative colitis), 또는 크론병(Crohn's disease) 등을 포함한다. 또한,

상기 관절염은 류머티스 관절염을 포함한다. 또한, 본 발명의 항염증용 조성물은 염증 반응을 억제하거나 염증

질환을 예방, 개선 또는 치료하기 위한 용도로 사용될 수 있다. 상기 염증 질환은 염증 반응에 의해 유발되는

질환이라면 그 종류가 크게 제한되지 않으며, 세균 감염에 의한 염증성 질환, 바이러스 감염에 의한 염증성 질

환을 모두 포함한다.

본 발명에서 유산균의 배양물은 소정의 균주를 배지에서 배양시켜 수득한 산물로서, 상기 배지는 공지의 액체[0042]

배지 또는 고체 배지에서 선택될 수 있으며, 예를 들어 MRS 액체 배지, MRS  한천 배지, BL 한천 배지일 수

있다.

본 발명에서 상기 조성물은 사용 목적 내지 양상에 따라 약학 조성물, 식품 첨가제, 식품 조성물(특히 기능성[0043]

식품 조성물) 또는 사료 첨가제 등으로 구체화될 수 있다. 또한, 유효성분인 유산균 등의 함량도 조성물의 구체

적인 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[0044]

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
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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 면역조절 효과,  면역증강 효과,  항염증 효과,  항스트레스 효과,  알러지 질환,  염증

질환, 대장염, 관절염, 비만, 불안 장애, 우울증 또는 정신분열증의 예방 또는 치료 효과를 갖는 공지의 유효성

분을 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 제제

에는 정제, 환제, 산제, 과립제, 캡슐제 등이 포함되며, 이러한 고형 제제는 유효성분에 적어도 하나 이상의 부

형제 예를 들면, 전분, 칼슘카보네이트(Calcium carbonate), 수크로스(Sucrose), 락토오스(Lactose) 또는 젤라

틴 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 포

함될 수 있다. 비경구 투여를 위한 제제에는 멸균된 수용액, 비수성용제, 현탁제, 유제, 동결건조제제, 좌제가

포함될 수 있다. 비수성용제, 현탁용제로는 프로필렌글리콜(Propylene glycol), 폴리에틸렌 글리콜, 올리브 오

일과 같은 식물성 기름, 에틸올레이트와 같은 주사 가능한 에스테르 등이 사용될 수 있다. 좌제의 기제로는 위

텝솔(witepsol), 마크로골, 트윈(tween) 61, 카카오지, 라우린지, 글리세로제라틴 등이 사용될 수 있다. 더 나

아가  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 포유류에 경구 투여되거나 비경구 투여

될 수 있으며, 비경구 투여 방식으로는 피부 외용, 복강내주사, 직장내주사, 피하주사, 정맥주사, 근육내 주사

또는 흉부내 주사 주입방식 등이 있다. 본 발명의 약학 조성물의 투여량은 약학적으로 유효한 양이라면 크게 제

한되지 않으며, 환자의 체중, 연령, 성별, 건강상태, 식이, 투여시간, 투여방법, 배설율 및 질환의 중증도에 따

라 그 범위가 다양하다. 본 발명의 약학 조성물의 통상적인 1일 투여량은 크게 제한되지 않으나 바람직하게는

유효성분을 기준으로 할 때 0.1 내지 3000 ㎎/㎏이고, 더 바람직하게는 1 내지 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[0045]

함량은 조성물 총 중량을 기준으로 0.01~99 중량%, 바람직하게는 0.1~50 중량%, 더 바람직하게는 0.5~25 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[0047]

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

1. 유산균의 분리 및 동정[0049]
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(1) 사람 분변으로부터 유산균의 분리[0050]

사람 분변을 GAM 액체 배지(GAM broth; Nissui Pharmaceutical, Japan)에 넣고 현탁하였다. 이후, 상등액을 취[0051]

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  락토바실러스속  균주(Lactobacillus  sp.),  비피도박테리움속

(Bifidobacterium sp.) 균주, 스트렙토코커스속 균주(Streptococcus sp.), 콜린셀라속 균주(Collinsella sp.)

들을 분리하였다.

(2) 선별한 유산균의 동정[0053]

사람 분변으로부터 분리한 균주들의 생리학적 특성 및 16S rDNA 서열을 분석하여 균주의 종을 확정하고, 균주명[0054]

을 부여하였다. 하기 표 1은 사람 분변에서 분리된 유산균의 관리번호 및 균주명을 나타낸 것이다.

표 1

관리번호[0055] 균주명

1 Lactobacillus plantarum IM2

2 Lactobacillus acidophilus IM5

3 Lactobacillus acidophilus IM6

4 Lactobacillus acidophilus IM7

5 Lactobacillus fermentum IM12

6 Lactobacillus fermentum IM15

7 Lactobacillus johnsonii IM18

8 Lactobacillus johnsonii IM20

9 Bifidobacterium longum IM23

10 Bifidobacterium longum IM26

11 Bifidobacterium longum IM27

12 Bifidobacterium infantis IM30

13 Bifidobacterium infantis IM32

14 Bifidobacterium breve IM33

15 Bifidobacterium breve IM36

16 Bifidobacterium adolescentis IM38

17 Bifidobacterium adolescentis IM39

18 Bifidobacterium adolescentis IM42

19 Streptococcus faecium IM45

20 Streptococcus faecium IM46

21 Streptococcus faecium IM49

22 Collinsella aerofaciens IM50

상기 표 1에 기재된 균주들 중 락토바실러스 퍼멘텀(Lactobacillus fermentum) IM12의 화학분류학적 특성으로[0056]

16S  rDNA을  측정하였고,  그  결과  서열번호  1의  염기서열을  갖는  것으로  나타났다.  락토바실러스  퍼멘텀

(Lactobacillus fermentum) IM12의 16S rDNA 염기서열을 Genebank(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)의 BLAST 검

색으로 동정한 결과, 동일한 16S rDNA 염기서열을 갖는 락토바실러스 퍼멘텀(Lactobacillus fermentum) 균주는

검색되지 않았고, 락토바실러스 퍼멘텀(Lactobacillus fermentum) 균주 CIP 102980의 16S rDNA 서열과 99%의

상동성을 보였다.

또한, 상기 표 1에 기재된 균주들 중 비피도박테리움 아돌레센티스(Bifidobacterium adolescentis) IM38의 화[0057]

학분류학적 특성으로 16S rDNA을 측정하였고, 그 결과 서열번호 2의 염기서열을 갖는 것으로 나타났다. 비피도

박테리움  아돌레센티스(Bifidobacterium  adolescentis)  IM38의  16S  rDNA  염기서열을

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

피도박테리움 아돌레센티스(Bifidobacterium adolescentis) 균주는 검색되지 않았고, 비피도박테리움 아돌레센

티스(Bifidobacterium adolescentis) 균주 BBMN23의 16S rDNA 서열과 99%의 상동성을 보였다.

또한, 상기 표 1에 기재된 균주들 중 스트렙토코커스 파에시엄(Streptococcus faecium) IM45의 화학분류학적 특[0058]

성으로 16S rDNA을 측정하였고, 그 결과 서열번호 3의 염기서열을 갖는 것으로 나타났다. 스트렙토코커스 파에
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시엄(Streptococcus  faecium)  IM45의 16S  rDNA  염기서열을 Genebank(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)의 BLAST

검색으로 동정한 결과, 엔테로코커스 파에시엄(Enterococcus faecium) 균주 Aus0004의 16S rDNA 서열과 99%의

상동성을 보였다.

또한,  락토바실러스  플란타럼(Lactobacillus  plantarum)  IM2,  락토바실러스  아시도필러스(Lactobacillus[0059]

acidophilus)  IM7,  락토바실러스  퍼멘텀(Lactobacillus  fermentum)  IM12,  비피도박테리움  롱검

(Bifidobacterium longum) IM26, 비피도박테리움 아돌레센티스(Bifidobacterium adolescentis) IM38, 스트렙토

코커스 파에시엄(Streptococcus faecium) IM45 및 콜린셀라 에어로파시엔스(Collinsella aerofaciens) IM50의

생리학적 특성 중 탄소원 이용성을 API Kit(모델명 : API 50 CHL; 제조사 : BioMerieux’s, USA)에 의한 당 발

효 시험으로 분석하였다. 하기 표 2는 락토바실러스 플란타럼(Lactobacillus plantarum) IM2의 탄소원 이용성

결과를 나타낸 것이고, 하기 표 3은 락토바실러스 아시도필러스(Lactobacillus acidophilus) IM7의 탄소원 이용

성 결과를 나타낸 것이고, 하기 표 4는 락토바실러스 퍼멘텀(Lactobacillus fermentum) IM12의 탄소원 이용성

결과를 나타낸 것이고, 하기 표 5는 비피도박테리움 롱검(Bifidobacterium longum) IM26의 탄소원 이용성 결과

를 나타낸 것이고, 하기 표 6은 비피도박테리움 아돌레센티스(Bifidobacterium  adolescentis)  IM38의 탄소원

이용성 결과를 나타낸 것이고, 하기 표 7은 스트렙토코커스 파에시엄(Streptococcus faecium) IM45의 탄소원 이

용성 결과를 나타낸 것이고, 하기 표 8은 콜린셀라 에어로파시엔스(Collinsella aerofaciens) IM50의 탄소원 이

용성 결과를 나타낸 것이다. 하기 표 2 내지 표 8에서 "+"는 탄소원 이용성이 양성인 경우를 나타내고, "-"는

탄소원 이용성이 음성인 경우를 나타내고, "±"는 탄소원 이용성 여부가 모호한 경우를 나타낸다. 하기 표 2 내

지 표 8에서 보이는 바와 같이 락토바실러스 플란타럼(Lactobacillus plantarum) IM2, 락토바실러스 아시도필러

스(Lactobacillus acidophilus) IM7, 락토바실러스 퍼멘텀(Lactobacillus fermentum) IM12, 비피도박테리움 롱

검(Bifidobacterium longum) IM26, 비피도박테리움 아돌레센티스(Bifidobacterium adolescentis) IM38, 스트렙

토코커스 파에시엄(Streptococcus faecium) IM45, 콜린셀라 에어로파시엔스(Collinsella aerofaciens) IM50은

일부 탄소원에 대해서 동일 종의 균주와 다른 이용성을 보였다. 특히, 스트렙토코커스 파에시엄(Streptococcus

faecium) IM45의 경우 만니톨을 탄소원으로 이용하지 못하고, 글리코겐 및 전분을 동시에 탄소원으로 이용하였

다. 통상적인 엔테로코커스 파에시엄(Enterococcus faecium) 균주는 만니톨을 탄소원으로 이용하고, 글리코겐

및 전분을 동시에 탄소원으로 이용하지 못하는 것으로 알려져 있다.

표 2

탄소원[0060] 균주명 탄소원 균주명

Lactobacillus
plantarum IM2

Lactobacillus
plantarum IM2

glycerol - cellobiose +

erythritol - maltose +

D-arabinose - lactose +

L-arabinose - melibiose -

D-ribose + sucrose +

D-xylose - trehalose +

L-xylose - inulin -

D-adonitol - melezitose +

methyl-β-D-xylopyranoside - raffinose -

D-galactose + starch -

D-glucose + glycogen -

D-fructose + xylitol -

D-mannose + gentiobiose ±

L-sorbose - D-turanose +

L-rhamnose - D-lyxose -

dulcitol - D-tagatose -

inositol - D-fucose -

mannitol + L-fucose -

sorbitol + D-arabitol -

α-methyl-D-mannoside ± L-arabitol -

α-methly-D-glucoside - glucoNaTe ±

N-acetyl-glucosamine + 2-keto-gluconate -

amygdalin + 5-keto-gluconate -

arbutin + sodium pyruvate
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esculin + hippuric acid

salicin + esculin ferric
citrate

표 3

탄소원[0062] 균주명 탄소원 균주명

Lactobacillus
acidophilus IM7

Lactobacillus
acidophilus IM7

glycerol - cellobiose +

erythritol - maltose +

D-arabinose - lactose +

L-arabinose - melibiose -

D-ribose - sucrose +

D-xylose - trehalose +

L-xylose - inulin -

D-adonitol - melezitose -

methyl-β-D-xylopyranoside - raffinose +

D-galactose + starch -

D-glucose + glycogen -

D-fructose + xylitol -

D-mannose + gentiobiose +

L-sorbose - D-turanose ±

L-rhamnose - D-lyxose -

dulcitol - D-tagatose -

inositol - D-fucose -

mannitol - L-fucose -

sorbitol - D-arabitol -

α-methyl-D-mannoside - L-arabitol -

α-methly-D-glucoside - glucoNaTe -

N-acetyl-glucosamine + 2-keto-gluconate -

amygdalin + 5-keto-gluconate -

arbutin + sodium pyruvate

esculin + hippuric acid

salicin + esculin ferric
citrate

표 4

탄소원[0064] 균주명 탄소원 균주명

Lactobacillus
fermentum IM12

Lactobacillus
fermentum IM12

glycerol - cellobiose -

erythritol - maltose -

D-arabinose - lactose -

L-arabinose ± melibiose ±

D-ribose ± sucrose ±

D-xylose ± trehalose -

L-xylose - inulin ±

D-adonitol - melezitose -

methyl-
β-D-xylopyranoside

- raffinose -

D-galactose ± starch -

D-glucose ± glycogen ±

공개특허 10-2017-0090359

- 15 -



D-fructose ± xylitol -

D-mannose ± gentiobiose -

L-sorbose - D-turanose -

L-rhamnose - D-lyxose -

dulcitol - D-tagatose -

inositol - D-fucose -

mannitol - L-fucose -

sorbitol - D-arabitol -

α-methyl-D-mannoside - L-arabitol ±

α-methly-D-glucoside ± glucoNaTe -

N-acetyl-glucosamine - 2-keto-gluconate -

amygdalin ± 5-keto-gluconate -

arbutin - sodium pyruvate

esculin + hippuric acid

salicin - esculin ferric
citrate

표 5

탄소원[0066] 균주명 탄소원 균주명

Bifidobacterium longum
IM26

Bifidobacterium
longum IM26

glycerol - cellobiose -

erythritol - maltose +

D-arabinose - lactose +

L-arabinose + melibiose +

D-ribose - sucrose ±

D-xylose - trehalose ±

L-xylose - inulin -

D-adonitol - melezitose +

methyl-
β-D-xylopyranoside

- raffinose +

D-galactose + starch -

D-glucose + glycogen -

D-fructose + xylitol -

D-mannose - gentiobiose +

L-sorbose - D-turanose ±

L-rhamnose - D-lyxose -

dulcitol - D-tagatose -

inositol - D-fucose -

mannitol + L-fucose -

sorbitol + D-arabitol -

α-methyl-D-mannoside - L-arabitol -

α-methly-D-glucoside - glucoNaTe -

N-acetyl-glucosamine - 2-keto-gluconate -

amygdalin - 5-keto-gluconate -

arbutin - sodium pyruvate

esculin + hippuric acid

salicin - esculin ferric citrate
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표 6

탄소원[0068] 균주명 탄소원 균주명

Bifidobacterium
adolescentis IM38

Bifidobacterium
adolescentis IM38

glycerol - cellobiose -

erythritol - maltose +

D-arabinose - lactose -

L-arabinose - melibiose +

D-ribose ± sucrose -

D-xylose + trehalose -

L-xylose - inulin -

D-adonitol - melezitose -

methyl-
β-D-xylopyranoside

- raffinose -

D-galactose + starch -

D-glucose + glycogen -

D-fructose + xylitol -

D-mannose + gentiobiose -

L-sorbose - D-turanose -

L-rhamnose - D-lyxose -

dulcitol - D-tagatose -

inositol - D-fucose -

mannitol - L-fucose -

sorbitol - D-arabitol -

α-methyl-D-mannoside - L-arabitol -

α-methly-D-glucoside - glucoNaTe ±

N-acetyl-glucosamine - 2-keto-gluconate -

amygdalin - 5-keto-gluconate -

arbutin - sodium pyruvate

esculin - hippuric acid

salicin - esculin ferric
citrate

표 7

탄소원[0070] 균주명 탄소원 균주명

Streptococcus faecium
IM45

Streptococcus faecium
IM45

glycerol cellobiose

erythritol maltose

D-arabinose lactose

L-arabinose melibiose

D-ribose + sucrose

D-xylose trehalose

L-xylose inulin

D-adonitol melezitose +

methyl-
β-D-xylopyranoside

raffinose

D-galactose starch +

D-glucose glycogen +

D-fructose + xylitol

D-mannose gentiobiose

L-sorbose D-turanose

L-rhamnose D-lyxose

dulcitol + D-tagatose

inositol D-fucose
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mannitol - L-fucose

sorbitol + D-arabitol

α-methyl-D-mannoside L-arabitol

α-methly-D-glucoside glucoNaTe

N-acetyl-glucosamine 2-keto-gluconate

amygdalin + 5-keto-gluconate

arbutin sodium pyruvate +

esculin hippuric acid +

salicin esculin ferric
citrate

+

표 8

탄소원[0072] 균주명 탄소원 균주명

Collinsella
aerofaciens IM50

Collinsella
aerofaciens IM50

glycerol - cellobiose -

erythritol - maltose +

D-arabinose - lactose +

L-arabinose - melibiose -

D-ribose - sucrose +

D-xylose - trehalose -

L-xylose - inulin -

D-adonitol - melezitose -

methyl-
β-D-xylopyranoside

- raffinose -

D-galactose + starch -

D-glucose + glycogen -

D-fructose + xylitol -

D-mannose + gentiobiose -

L-sorbose - D-turanose -

L-rhamnose - D-lyxose -

dulcitol - D-tagatose +

inositol - D-fucose -

mannitol - L-fucose -

sorbitol - D-arabitol -

α-methyl-D-mannoside - L-arabitol -

α-methly-D-glucoside - glucoNaTe -

N-acetyl-glucosamine + 2-keto-gluconate -

amygdalin - 5-keto-gluconate -

arbutin - sodium pyruvate

esculin - hippuric acid

salicin - esculin ferric
citrate

(3) 유산균의 수탁 정보[0074]

본 발명의 발명자들은 락토바실러스 퍼멘텀(Lactobacillus fermentum) IM12를 2016년 1월 20일에 공인기탁기관[0075]

인  한국미생물보존센터(주소  :  대한민국  서울  서대문구  홍제내  2가길  45  유림빌딩)에  특허기탁  하여  KCCM

11806P의 수탁번호를 부여받았다. 또한, 본 발명의 발명자들은 비피도박테리움 아돌레센티스(Bifidobacterium

adolescentis) IM38을 2016년 1월 20일에 공인기탁기관인 한국미생물보존센터(주소 : 대한민국 서울 서대문구

홍제내 2가길 45 유림빌딩)에 특허기탁 하여 KCCM 11807P의 수탁번호를 부여받았다. 상기 유산균의 기탁은 특허

절차상의  미생물기탁의  국제적  승인에  관한  부다페스트조약(Budapest  Treaty  on  the  International
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Recognition of the Deposit of Microorganism for the Purposes of Patent Procedure)을 준수하여 이루어졌

다.

2. 유산균의 면역조절 효능 평가[0077]

분변으로부터 분리한 유산균의 면역조절 효능을 평가하기 위하여, 대식세포의 면역반응에 유산균이 미치는 영향[0078]

및 비장세포의 면역반응에 유산균이 미치는 영향을 측정하였다.

2-1. 대식세포 면역반응 실험[0080]

(1) 대식세포의 분리[0081]

6주령 C57BL/6J 수컷 생쥐(20-23g)를 라운바이오㈜로부터 구입하였다. 생쥐의 복강에 멸균된 4% thioglycolate[0082]

2 ㎖를 투여하고, 96시간이 지난 뒤에 생쥐를 마취시키고, 다시 생쥐 복강에 RPMI 1640 배지 8 ㎖를 투여하고

5~10분이 지난 뒤에 생쥐 복강 내의 RPMI 배지(대식세포를 포함)를 다시 뽑아내고 1000 rpm의 조건에서 10분간

원심분리하고 다시 RPMI 1640 배지로 2회 세척하였다. 24-well 플레이트에 대식세포를 각 well당 0.5×10
6
의 수

로 깔고, 24시간 동안 배양한 후 부착하지 않은 세포는 제거하고 사용하였다.

(2) 유산균의 대식세포 면역반응 증강 효능[0084]

(1)의 대식세포 배양액에 유산균을 1×10
4
 CFU/㎖의 양으로 넣고 24시간 동안 배양한 후, 상등액을 수득하였다.[0085]

수득한 상등액으로부터 TNF-α의 발현량을 ELISA kit로 측정하였고, 그 결과를 하기 표 9에 나타내었다. 이후의

표들에서 "IM2"는 락토바실러스 플란타럼(Lactobacillus plantarum) IM2를 나타내고, "IM5"는 락토바실러스 아

시도필러스(Lactobacillus  acidophilus)  IM5를  나타내고,  "IM6"은  락토바실러스 아시도필러스(Lactobacillus

acidophilus) IM6을 나타내고, "IM7"은 락토바실러스 아시도필러스(Lactobacillus acidophilus) IM7을 나타내

고, "IM12"는 락토바실러스 퍼멘텀(Lactobacillus fermentum) IM12를 나타내고, "IM15"는 락토바실러스 퍼멘텀

(Lactobacillus fermentum) IM15를 나타내고, "IM18"은 락토바실러스 존소니(Lactobacillus johnsonii) IM18을

나타내고, "IM20"은 락토바실러스 존소니(Lactobacillus johnsonii) IM20을 나타내고, "IM23"은 비피도박테리

움 롱검(Bifidobacterium  longum)  IM23을 나타내고, "IM26"은 비피도박테리움 롱검(Bifidobacterium  longum)

IM26을 나타내고, "IM27"은 비피도박테리움 롱검(Bifidobacterium longum) IM27을 나타내고, "IM30"은 비피도

박테리움  인판티스(Bifidobacterium  infantis)  IM30을  나타내고,  "IM32"는  비피도박테리움  인판티스

(Bifidobacterium infantis) IM32를 나타내고, "IM33"은 비피도박테리움 브레브(Bifidobacterium breve) IM33

을 나타내고, "IM36"은 비피도박테리움 브레브(Bifidobacterium breve) IM36을 나타내고, "IM38"은 비피도박테

리움 아돌레센티스(Bifidobacterium  adolescentis)  IM38을  나타내고,  "IM39"는  비피도박테리움 아돌레센티스

(Bifidobacterium  adolescentis)  IM39을  나타내고,  "IM42"는  비피도박테리움  아돌레센티스(Bifidobacterium

adolescentis) IM42를 나타내고, "IM45"는 스트렙토코커스 파에시엄(Streptococcus faecium) IM45를 나타내고,

"IM46"은 스트렙토코커스 파에시엄(Streptococcus faecium) IM46을 나타내고, "IM49"는 스트렙토코커스 파에시

엄(Streptococcus  faecium)  IM49를  나타내고,  "IM50"은  콜린셀라  에어로파시엔스(Collinsella  aerofaciens)

IM50을 나타낸다.

표 9

대식세포 처리 유산균[0086] TNF-α 발현 증가율

무처리 -

IM2 +

IM5 +

IM6 +

IM7 +

IM12 +

IM15 ++

IM18 +

IM20 +
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IM23 +

IM26 -

IM27 -

IM30 -

IM32 -

IM33 +

IM36 -

IM38 +

IM39 +

IM42 +

IM45 +++

IM46 ++

IM49 ++

IM50 ++

* 증가율 : -, <10%; +, 10~50%; ++, 50~100%; +++, >100%[0087]

(3) 유산균의 대식세포 염증반응 억제 효능[0089]

(1)의 대식세포 배양액에 시험 물질인 유산균과 염증 반응 유도 물질인 LPS(lipopolysaccharide)를 2시간 또는[0090]

24시간 동안 처리한 후 상등액 및 세포를 수득하였다. 이때, 유산균 처리 농도는 1×10
4
 CFU/㎖ 이었다. 수득한

세포를 buffer(Gibco사)에 넣고 균질화 하였다. 수득한 상등액으로부터 TNF-α의 발현량을 ELISA kit로 측정하

였다. 또한, 수득한 세포로부터 p65(NF-카파B), p-p65(phosphor-NF-카파B) 및 β-actin의 발현량을 면역블롯팅

(immunoblotting) 방법으로 측정하였다. 구체적으로 상등액 50㎍을 취해 SDS 10%(w/v) polyacrylamide gel에서

1시간 30분간 전기영동을 하였다. 전기영동한 샘플을 니트로셀룰로스지에 100V, 400㎃의 조건에서 1시간 10분간

트랜스퍼(transfer) 하였다. 샘플이 트랜스퍼된 니트로셀로로스지를 5% skim milk로 30분간 blocking 한 후, 5

분씩 3회에 걸쳐 PBS-Tween으로 세척하고, 1차 antibody(Santa Cruz Biotechnology, 미국)를 1:100의 비율로

하여 하룻밤 동안 반응시켰다. 이후, 10분씩 3회에 걸쳐 세척하고, 2차 antibody(Santa Cruz Biotechnology,

미국)를 1:1000의 비율로 하여 1시간 20분간 반응시켰다. 이후, 15분씩 3회에 걸쳐 세척하고, 형광발색 시킨 후

현상하고, 발색밴드의 강도(Intensity)를 측정하였고, 그 결과를 하기 표 10에 나타내었다.

표 10

대식세포 처리 유산균[0091] NF-κB 활성화 억제율(p-p65/p65) TNF-α 발현 억제율

무처리 - -

IM2 ++ ++

IM5 ++ ++

IM6 ++ ++

IM7 +++ +++

IM12 +++ +++

IM15 + +

IM18 + ++

IM20 + +

IM23 + +

IM26 ++ ++

IM27 + +

IM30 + ++

IM32 ++ ++

IM33 ++ ++

IM36 ++ ++

IM38 +++ +++

IM39 + +

IM42 ++ +

IM45 - -

IM46 + -
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IM49 - -

IM50 +++ +++

* 억제율 : -, <10%; +, 10~30%; ++, 30~60%; +++, >60%[0092]

2-2. 비장세포 면역반응 실험[0094]

C56BL/6J 생쥐의 비장을 분리하고, 적당하고 분쇄하고, 10% FCS 함유 RPMI 1640 배제에 현탁하고 CD4 T cell[0095]

isolation kit(MiltenyiBiotec, Bergisch Gladbach, 독일)를 사용하여 CD4 T 세포를 분리하였다. 분리한 CD4 T

세포를 12-웰 플레이트에 각 웰 당 5×10
5
 수로 분주하였다. 여기에 T 세포의 Th1 세포로의 분화를 유도하기 위

해 anti-CD3,  anti-CD28,  IL-2  및 IL-12를,  T  세포의 Th2  세포로의 분화을 유도하기 위해 anti-CD3,  anti-

CD28,  IL-2  및  IL-4를,  T  세포의  Th17  세포로의  분화을  유도하기  위해  anti-CD3,  anti-CD28,  IL-6  및

TGF-β를, T 세포의 Treg 세포로의 분화을 유도하기 위해 anti-CD3 및 anti-CD28을 넣고 세포를 배양하면서 유

산균을 웰 당 1×10
5
 CFU/㎖의 양으로 넣고 4일간 배양하였다.

이후, 비장으로부터 분리된 T 세포의 Th1 세포, Th2 세포, Th17 세포 및 Treg 세포로의 분화능을 측정하였다.[0096]

구체적으로,  배양액의  세포를  anti-FoxP3  또는  anti-IL-17A  항체로  염색하고  FACS(Fluorescence-activated

cell sorting) 장치(C6 Flow Cytometer® System, San Jose, CA, USA)를 이용하여 Th1 세포, Th2 세포, Th17

세포 및 Treg 세포의 분포를 분석하였고, 그 결과를 하기 표 11에 나타내었다. 하기 표 11에서 T 세포의 Th1 세

포, Th2 세포, Th17 세포로의 분화 억제율이 높고 T 세포의 Treg 세포로의 분화 증가율이 높은 유산균은 염증반

응을 효과적으로 억제할 수 있고 염증성 질환을 효과적으로 개선할 수 있다.

표 11

비장 T 세포 처[0097]
리 유산균

분화 억제율 분화 증가율

Th1 세포 Th2 세포 Th17 세포 Treg 세포

무처리 - - - -

IM2 + ++ + +

IM5 + ++ + +

IM6 + ++ ++ +

IM7 +++ + +++ +++

IM12 +++ + +++ +++

IM15 + + +++ +

IM18 + + +++ ++

IM20 + + +++ +

IM23 + + +++ +

IM26 + +++ ++ ++

IM27 ++ ++ + +

IM30 - + + -

IM32 + ++ ++ +

IM33 ++ + + ++

IM36 ++ + + +

IM38 +++ +++ +++ +

IM39 + ++ + +

IM42 + ++ ++ +

IM45 + + ++ +

IM46 ++ ++ + +

IM49 + ++ + +

IM50 +++ + +++ ++

* 억제율 : -, <10%; +, 10~30%; ++, 30~60%; +++, >60%[0098]
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* 증가율 : -, <10%; +, 10~50%; ++, 50~100%; +++, >100%[0099]

또한, 비장 T 세포로부터 분화된 Th1 세포, Th2 세포, Th17 세포 및 Treg 세포의 전사인자 및 사이토카인 발현[0101]

율을 측정하였다. 구체적으로, qRT-PCR을 이용하여 Th1 세포 분화 유도 배양액으로부터 T-bet, IFN-γ 및 IL-12

를, Th2 세포 분화 유도 배양액으로부터 GATA3 및 IL-5을, Th17 세포 분화 유도 배양액으로부터 RORγt 및 IL-

17을, Treg 세포 분화 유도 배양액으로부터 Foxp3 및 IL-10의 발현량을 분석하였고, 그 결과를 하기 표 12에 나

타내었다.

표 12

비장 T 세포[0102]
처리 유산균

발현 억제율 발현 증가율

T-bet IFN-γ GATA3 IL-5 RORγt IL-17 FOXp3 IL-10

무처리 - - - - - - - -

IM2 ++ + + + + + - +

IM5 + + + + + + + +

IM6 + + + + + + + +

IM7 ++ ++ + + +++ +++ ++ ++

IM12 +++ +++ + + + + ++ ++

IM15 - - + + + + + +

IM18 + + + + + + + +

IM20 + + ++ ++ + + + +

IM23 + + + + ++ ++ + +

IM26 + + +++ +++ ++ ++ ++ ++

IM27 + + + + + +++ ++ +

IM30 + + + + + ++ + ++

IM32 + + + + + + + +

IM33 ++ + + + + + + +

IM36 + + + + ++ ++ ++ ++

IM38 +++ +++ + + +++ +++ +++ +++

IM39 + + + + + + + +

IM42 + ++ + + + + + +

IM45 + ++ + + + + + +

IM46 ++ + + + - - + +

IM49 ++ + + + - - + +

IM50 ++ ++ + + +++ +++ + +

* 억제율 : -, <10%; +, 10~30%; ++, 30~60%; +++, >60%[0103]

* 증가율 : -, <10%; +, 10~50%; ++, 50~100%; +++, >100%[0104]

2-3. 유산균의 면역증강 활성 측정 실험[0106]

(1) 실험동물 및 실험약물의 투여[0107]

γ-radiation에 의해 면역력 저하가 유도된 마우스를 이용하여 유산균의 면역증강 활성을 측정하였다. 구체적으[0108]

로 5주령의 수컷 C57BL/6  마우스를 라온바이오㈜로부터 공급받아 한국수력원자력 방사선보건연구원에서 7일간

사육 및 순화시켰다. 이후, 한 군을 8마리로 하여 마우스를 6개의 실험군으로 나누었다. 이후, 정상군(normal

group)을 제외한 5개 군의 마우스에 2.5 Gy/2 min의 세기로 γ-radiation 처리하였다. 이후, 실험약물인 유산균

을 2 × 10
9
 CFU/mouse의 용량으로 또는 양성 대조약물인 Levamisole hydrochloride를 2.5 ㎎/㎏의 용량으로 방

사선 처리 익일부터 매일 6일간 지속적으로 경구 투여하였다. 또한, 정상군과 음성 대조군에 해당하는 마스에게

는 생리식염수만을 경구투여하였다. 또한, 모든 실험군에게 먹이와 물을 자유롭게 먹을 수 있도록 하였다.

(2) 실험동물의 몸무게, 비장 무게 및 혈중 사이토카인 측정[0110]
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실험약물인 유산균을 투여하기 전과 6일간 경구 투여한 후의 마우스의 몸무게를 측정하고, 희생시킨 후 비장을[0111]

분리하여 비장의 무게를 측정하였다. 또한, 혈액을 분리하고, IFN-γ, IL-2, TNF-α, IL-10의 양을 ELISA Kit를

이용하여 측정하였다.

도 1은 γ-radiation에 의해 면역력 저하가 유도된 마우스에게 유산균을 투여하였을 때의 체중 증가량을 나타낸[0112]

것이고, 도 2는 γ-radiation에 의해 면역력 저하가 유도된 마우스에게 유산균을 투여하였을 때의 비장 무게 변

화를 나타낸 것이고, 도 3은 γ-radiation에 의해 면역력 저하가 유도된 마우스에게 유산균을 투여하였을 때의

혈청 내 IFN-γ의 양을 나타낸 것이고, 도 4는 γ-radiation에 의해 면역력 저하가 유도된 마우스에게 유산균을

투여하였을 때의 혈청 내 IL-2의 양을 나타낸 것이고, 도 5는 γ-radiation에 의해 면역력 저하가 유도된 마우

스에게 유산균을 투여하였을 때의 혈청 내 TNF-α의 양을 나타낸 것이다. 도 1 내지 도 5에서 "NOR"은 정상군을

나타내고, "CON"은 음성 대조군을 나타내고, "IM45"는 스트렙토코커스 파에시엄(Streptococcus faecium) IM45

투여군을 나타낸다. 도 1 내지 도 5에서 보이는 바와 같이 스트렙토코커스 파에시엄(Streptococcus faecium)

IM45는 γ-radiation에 의해 면역력 저하가 유도된 마우스의 체중 감소를 개선하였고, IFN-γ, IL-2, TNF-α와

같은 면역 사이토카인의 발현량을 증가시켰으며, 상업적 면역 부스터인 Levamisole hydrochloride 보다 그 효과

가 우수하였다.

(3) 실험동물의 비장으로부터 분리한 NK 세포 및 Cytotoxic T 세포의 YAC-1 세포에 대한 cytotoxicity 측정[0114]

실험약물을 6일간 경구 투여한 후, 마우스를 희생시키고, 70% 에탄올 수용액으로 배부를 소독한 후 비장을 무균[0115]

적으로 적출하였다. 이후, 비장 세포로부터 NK cell Isolation Kit(MACS)를 이용하여 NK 세포를 분리하고 CD8+

T cell Isolation Kit(MACS)를 이용하여 Cytotoxic T 세포를 분리한 후, 각각의 세포 수를 Flow cytometer로

측정하였다. 그리고, 비장 세포로부터 분리한 NK 세포 또는 Cytotoxic T 세포와 YAC-1 lymphoma 세포(암세포)를

같이 배양하며면서 NK 세포 및 Cytotoxic T 세포의 암세포에 대한 세포독성을 측정하였다. 구체적으로 Vybrant

CFDA SE Cell Tracer kit를 이용하여 형광을 labeling한 YAC-1 세포를 96-well plate에 웰 당 0.4×10
5
 세포

수로 분주하고 여기에 분리한 NK 세포 및 Cytotoxic T 세포를 웰 당 2 × 10
5
 세포 수로 분주한 후 24시간 동안

배양하고 YAC-1 세포 수를 Flow cytometer로 측정하였다.

도 6은 γ-radiation에 의해 면역력 저하가 유도된 마우스에게 유산균을 투여한 후 적출한 비장 내 NK 세포의[0116]

암세포에 대한 세포독성을 나타낸 것이고, 도 7은 γ-radiation에 의해 면역력 저하가 유도된 마우스에게 유산

균을 투여한 후 적출한 비장 내 Cytotoxic T 세포의 암세포에 대한 세포독성을 나타낸 것이다. 도 6 및 도 7에

서  "NOR"은  정상군을  나타내고,  "CON"은  음성  대조군을  나타내고,  "IM45"는  스트렙토코커스  파에시엄

(Streptococcus faecium) IM45 투여군을 나타낸다. 도 6 및 도 7에서 보이는 바와 같이 γ-radiation에 의해

면역력 저하가 유도된 마우스에 스트렙토코커스 파에시엄(Streptococcus faecium) IM45를 투여하는 경우 비장

내 NK 세포 및 Cytotoxic T 세포의 암세포 사멸 효과가 강하게 증가하였다.

3. 유산균의 알러지 개선 효능 평가[0118]

(1) 유산균의 탈과립 저해율 측정[0119]

RBL-2H3 세포주(rat mast cell line, 한국세포주은행, Cat. No.22256)를 10% FBS(fetal bovine serum)과 L-글[0120]

루타민을 포함하는 DMEM(Dulbeccos'  modified  Eagle's  medium,  Sigma사,  22256)을 이용하여 37℃,  가습화된

(humidified) 5% CO2 배양기에서 배양하였다. 배양액에 포함된 세포들을 트립신-EDTA 용액을 사용하여 부유시키

고, 분리 및 회수하여 실험에 사용하였다. 회수된 RBL-2H3 세포들을 24-웰 플레이트에 웰 당 5×10
5
 cells의 양

이 되도록 분주한 후, 마우스 단클론성 IgE 0.5 ㎍/㎖를 넣고 12시간 동안 배양시키며 감작화(sensitization)

시켰다.  감작화된  세포들을  0.5  ㎖의  시라가니안  완충액(siraganian  buffer;  119mM  NaCl,  5mM  KCl,  0.4mM

MgCl2,  25mM  PIPES,  40mM  NaOH,  pH  7.2)으로 세척한 후에 다시 0.16  ㎖의 시라가니안 완충액(5.6mM  포도당,

1mM CaCl2, 0.1% BSA를 첨가)을 넣고 37℃에서 10분간 배양하였다. 이후, 세포 배양액에 시험약물인 유산균을 1

×10
4
 CFU/㎖의 농도가 되도록 첨가하거나 대조약물인 DSCG(disodium cromoglycate) 0.04 ㎖를 첨가한 다음 20

분이 경과되었을 때 0.02 ㎖의 항원(DNP-BSA 1㎍/ml)으로 37℃에서 10분간 세포들을 활성화시켰다. 이후, 세포

배양액을 2000 rpm에서 10분간 원심분리하여 상등액을 수득하였다. 수득한 상등액 0.025 ㎖를 96-웰 플레이트로
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옮기고, 기질액인 1mM p-NAG(0.1M 시트레이트 완충액에 p-니트로페닐-N-아세틸-β-D-글루코스아미니드를 pH 4.5

로 녹인 용액) 0.025 ㎖를 가한 후, 37℃에서 60분간 반응시켰다. 이후, 0.1M Na2CO3/NaHCO3 0.2 ㎖를 반응액에

첨가하여 반응을 정지시키고 405 ㎚에서 ELISA 분석기로 흡광도를 측정하였다.

(2) 유산균의 소양 반응 저해율 측정[0122]

BALB/c 마우스 5마리를 한 군으로 하여, 정상군과 대조군을 제외한 나머지 실험군에 시험약물인 유산균을 1×[0123]

10
9
 CFU의 양으로 하루 1회씩 3일간 경구투여하거나 대조약물인 DSCG(disodium cromoglycate) 또는 Azelastine

을 0.2 ㎎/mouse의 양으로 1회씩 3일간 경구투여하였다. 약물을 마지막으로 경구투여하고 1시간이 지난 후에 마

우스를 관찰상자(24㎝×22㎝×24㎝)에 10분간 방치하여 환경에 순화시킨 뒤 머리뒷부분(경부배면)의 털을 제거

하였다. 이후, 정상군 마우스에는 생리식염수를 주사하고, 다른 실험군 마우스에는 29 게이지 바늘을 이용하여

소양 유도제(50 ㎍의 compound 48/80; 시그마사, 미국)를 주사하였다. 이후, 마우스를 즉시 관찰상자에 한 마리

씩 격리시킨 뒤 무인조건 하에서 8-㎜ 비디오 카메라(SV-K80, Samsung)로 1시간 녹화하여 소양행동을 관찰하였

다. 소양행동은 뒷발로 주사부위를 긁는 행위를 인정하였으며, 그 이외 부분은 인정하지 않았다.

(3) 실험결과[0125]

하기 표 13은 유산균의 탈과립 저해율 및 소양 반응 저해율을 측정한 결과이다. 하기 표 13에서 보이는 바와 같[0126]

이 본 발명에서 선별한 유산균은 호염구의 탈과립 및 소양 반응을 매우 강하게 저해하였기에 알러지로부터 유발

되는 아토피, 천식, 인후염 또는 만성 피부염 등을 매우 효과적으로 개선할 수 있다.

표 13

처리 약물[0127] 저해율(%)

탈과립 소양 반응

없음 0 2

IM7 43 42

IM12 47 46

IM26 49 52

IM38 54 49

IM45 48 32

IM50 40 38

DSCG(disodium cromoglycate) 65 25

Azelastine - 68

4. 유산균의 대장염 개선 효능 평가(In vivo)[0129]

(1) 실험동물[0130]

5주령 C57BL/6 수컷 생쥐(24-27g)를 오리엔트바이오㈜로부터 구입하고, 습도 50±10%, 온도 25±2℃, 조명은 12[0131]

시간 킨 후 12 시간 끄는 것을 반복하는 조절된 환경 조건에서 일주일 동안 사육한 후 실험에 사용하였다. 사료

는 표준 실험용 사료(Samyang, Korea)를 사용하였으며 음용수는 자유롭게 섭취하도록 하였다. 모든 실험에서 한

군은 6마리로 하였다.

(2) TNBS에 의한 대장염 유발 및 시료 투여[0133]

실험동물 중 한 군을 정상군으로 하고, 나머지 군의 실험동물에 대해서는 2,4,6-트리니트로벤젠술폰산(2,4,6-[0134]

trinitrobenzenesulfonic acid, TNBS)으로 급성 대장염을 유발하였다. 구체적으로 실험동물을 가볍게 에테르로

마취한 후 TNBS(2,4,6-Trinitrobenzene sulfonic acid) 용액 2.5g을 50% 에탄올 100㎖에 혼합한 용액을 끝이

둥근 1㎖ 용량의 주사기를 이용하여 항문을 통해 대장 내로 0.1㎖ 씩 투여하고 수직으로 들어 30초간 유지하여

염증을 유발하였다. 반면, 정상군에는 생리식염수 0.1㎖를 경구투여하였다. 이후, 익일부터 매일 1회씩 3일간
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시험시료인 유산균을 생리식염수에 현탁하여 1.5×10
9
 CFU의 양으로 경구투여하고 시료 투여가 종료된 다음날에

실험동물을 이산화탄소로 질식시켜 죽이고 대장부위 중 맹장으로부터 항문 직전 부위까지의 대장을 적출하여 사

용하였다. 또한, 정상군의 실험동물에는 유산균 대신 생리식염수만을 경구투여하였다. 또한, 음성 대조군의 실

험동물에도 TNBS에 의한 대장염 유발 후 유산균 대신 생리식염수만을 경구투여하였다. 또한, 양성 대조군의 실

험동물에는 유산균 대신 대장염 치료 약물인 설파살라진(sulfasalazine)을 50 ㎎/㎏의 양으로 경구투여하였다.

(3) 대장의 외관 분석 [0136]

적출한 대장의 길이와 외관을 관찰하고 하기 표 14의 기준(Hollenbach 등, 2005 대장염 정도에 대한 기준)에 따[0137]

라 점수로 매겨 외관 분석을 하였다. 대장 조직은 대장 내용물을 모두 제거하고, 생리 식염수에 세척한 후 일부

는 병리조직용 샘플로 사용하기 위해 4% 포름알데히드 고정액으로 고정하였으며, 나머지는 분자생물학적 분석을

위해 영하 80℃에서 냉동보관하면서 사용하였다.

표 14

외관 점수(Macroscopic Score)[0138] 기준

0 어떠한 궤양과 염증도 발견되지 않음

1 출혈이 없는 충혈이 발견됨

2 충혈이 있는 궤양이 발견됨

3 한 곳에서만 궤양과 염증이 발견됨

4 궤양과 염증이 2곳 이상에서 발견됨

5 궤양이 2㎝ 이상으로 확대되어 있음

(4) 미엘로퍼옥시다아제(Myeloperoxidase, MPO) 활성 측정[0140]

대장조직 100㎎에 0.5%  hexadecyl  trimethyl  ammonium  bromide  함유 10  mM  potassium  phosphate  buffer(pH[0141]

7.0) 200㎕를 넣고 균질화(homogenization) 하였다. 이후, 4℃ 및 10,000×g의 조건에서 10분간 원심분리하여

상등액을 얻었다. 상등액 50 ㎕를 0.95 ㎖ 의 반응액(1.6mM tetramethyl benzidine과 0.1mM H2O2 함유)에 넣고

37℃에서  반응시키면서  650  ㎚에서  경시적으로  흡광도를  측정하였다.  미엘로퍼옥시다아제(Myeloperoxidase,

MPO) 활성은 반응물로서 생긴 peroxide 1 μmol/㎖를 1 unit로 계산하였다.

(5) 염증 지표 물질 측정[0143]

미엘로퍼옥시다아제(Myeloperoxidase, MPO) 활성 측정 실험과 동일한 방법으로 상등액을 얻었다. 이후, 상등액[0144]

으로부터 ELISA kit를 이용하여 TNF-α, IL-17과 같은 염증 관련 사이토카인을 측정하였다.

(6) 실험결과[0146]

하기 표 15는 TNBS에 의해 급성 대장염이 유도된 모델동물에 유산균을 투여하였을 때, 유산균이 체중 증가량,[0147]

대장의 길이, 대장의 외관 점수, 미엘로퍼옥시다아제(Myeloperoxidase, MPO) 활성, 염증 관련 사이토카인의 함

량  변화에  미치는  영향을  나타낸  것이다.  하기  표  15에서  보이는  바와  같이  락토바실러스  아시도필러스

(Lactobacillus acidophilus) IM7, 락토바실러스 퍼멘텀(Lactobacillus fermentum) IM12, 비피도박테리움 아돌

레센티스(Bifidobacterium adolescentis) IM38은 상업적인 대장염 치료제인 설파살라진(sulfasalazine)보다 대

장염 개선 효능이 더 우수하였다.

표 15

실험군[0148] Weight
gain(g)

Colon
length(㎝)

Macroscopic
score

MPO 활성

(μU/㎎)

TNF-α

(pg/㎎)

IL-17

(pg/㎎)

정상군 0.6 5.5 0.14 0.36 22 9

음성 대조군 -2.5 4.3 2.32 1.79 185 52
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IM7 투여군 -1.3 4.6 1.3 1.32 85 42

IM12 투여군 -0.3 4.8 1.08 0.78 68 38

IM38 투여군 0.2 5.0 0.5 0.48 59 28

양성 대조군 -0.54 4.7 1.43 0.98 75 42

5. 유산균의 관절염 개선 효능 평가(In vivo)[0150]

(1) 실험방법[0151]

유산균의 관절염 개선 효능을 평가하기 위해 8주령 수컷 DBA/1J 생쥐 총 42마리를 7마리씩 6개의 군(NOR, CIA,[0152]

IM7, IM12, IM38, IB)으로 나누고, 정상군인 NOR군을 제외한 나머지 군인 CIA군, IM7군, IM12군, IM38군, IB군

에  대해  보빈  제2형  콜라겐(bovine  type  Ⅱ  collagen)을  면역원으로  사용하여  관절염을  유발하였다.

구체적으로, 생쥐 꼬리 근위부에 콜라겐 면역원 100㎍을 피내주사하여 1차 면역화시키고, 1차 면역화 후 21일째

되는 날, 동일한 방법으로 동일한 양의 콜라겐 면역원을 피내주사하여 2차 면역화시켰다. 이때, 콜라겐 면역원

으로 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 CIA군에는 비히클(50mM sodium bicarbonate buffer containing 1% glucose)[0153]

을 20일 동안 매일 경구투여 하였고, IM7군, IM12군, IM38군에는 해당 유산균을 2×10
9
 CFU/mouse의 용량으로

20일 동안 매일 경구투여 하였고, IB군에는 이부프로펜(ibupropen)을 50 ㎎/㎏의 용량으로 20일 동안 매일 경구

투여 하였으며, 최종 투여 익일에 실험을 종료하였다.

(2) 분석방법[0155]

발의 관절염 심각도(arthritis severity) 및 관절염 발생도(arthritis incidence)는 관절염 유발 단계부터 측[0156]

정하였다. 발의 관절염 심각도(arthritis severity)는 발 및 발의 주변을 육안으로 관찰하고 하기 표 16의 기준

(Arii et al., 2008)에 따라 단계별로 거시 외관 점수(Macroscopic score)를 매겨 평가하였다. 각 생쥐에게 부

여될 수 있는 최고 거시 외관 점수는 16이다.

표 16

단계[0157] 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

또한, 실험 종료일에 실험동물의 발의 부피 증가를 측정한 후 실험동물을 희생시키고 발 관절 조직(paw joint[0159]

tissue)을 수거하여 이를 즉시 -70℃에 냉동보관한 후 시료로 사용하였다. 발 관절 조직의 미엘로퍼옥시다아제

(Myeloperoxidase, MPO) 활성은 대장염 개선 효능 평가시 사용한 방법과 동일한 방법으로 측정하였다. 또한, 발

관절 조직으로부터 미엘로퍼옥시다아제(Myeloperoxidase, MPO) 활성 측정 실험과 동일한 방법을 사용하여 상등

액을 얻고 ELISA kit를 이용하여 NO, PGE2와 같은 염증 반응 지표 물질과 TNF-α, IL-17와 같은 염증 관련 사이

토카인을 측정하였다.

(3) 실험결과[0161]

도 8은 콜라겐 면역원에 의해 관절염이 유도된 모델동물에 대해 소정의 유산균이 미치는 영향을 발의 부피 증가[0162]

또는 미엘로퍼옥시다아제(Myeloperoxidase, MPO) 활성으로 나타낸 것이고, 도 9는 콜라겐 면역원에 의해 관절염

이 유도된 모델동물에 대해 소정의 유산균이 미치는 영향을 염증 관련 사이토카인으로 나타낸 것이고, 도 10은
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콜라겐 면역원에 의해 관절염이 유도된 모델동물에 대해 소정의 유산균이 미치는 영향을 염증 반응 지표 물질로

나타낸 것이다. 도 8 내지 도 10에서 보이는 바과 같이 락토바실러스 퍼멘텀(Lactobacillus fermentum) IM12는

관절염을 효과적으로 개선하였다.

6. 유산균의 비만 개선 및 항염 효과 평가(In vivo)[0164]

(1) 실험방법[0165]

C57BL6/J 마우스를 라운바이오㈜에서 구입하고 총 45 마리를 온도 20±2 ℃, 습도 50±10 %, 12 hr light/12[0166]

hr dark cycle의 조건 아래 chow diet (Purina)로 1 주일간 적응시켰다. 이후, 실험동물을 9마리씩 5개의 군

(LFD,  HFD,  HFD+IM2,  HFD+IM12,  HFD+IM38)으로 나누어, LFD  군에는 4  주간 정상식이(LFD,  10%  of  calories

from fat; Research, NJ, USA)를 공급하였고 HFD 군, HFD+IM2 군, HFD+IM12 군 및 HFD+IM38 군에는 4주간 고지

방식이(HFD, 60% of calories from; Research, NJ, USA)를 공급하였다. 그 다음 LFD 군에는 4주간 정상식이를

공급함과 동시에 PBS를 경구투여 하였다. 또한, HFD 군에는 4주간 고지방식이를 공급함과 동시에 PBS를 경구투

여 하였다. 또한, HFD+IM2 군, HFD+IM12 군 및 HFD+IM38 군에는 4주간 고지방식이를 공급함과 동시에 해당 유산

균인 락토바실러스 플란타럼(Lactobacillus  plantarum)  IM2,  락토바실러스 퍼멘텀(Lactobacillus  fermentum)

IM12 및 비피도박테리움 아돌레센티스(Bifidobacterium adolescentis) IM38을 각각 PBS에 현탁하여 2×10
9
 CFU

의 양으로 경구투여 하였다.

(2) 유산균의 항비만 효과 및 항염 효과 분석[0168]

유산규의 항비만 효과는 체중 변화를 통해 분석하였다. 또한, 유산균의 항염 효과는 TNBS에 의해 급성 대장염이[0169]

유도된 모델동물 실험에서 측정한 방법과 동일한 방법을 사용하여 분석하였다.

(3) 실험결과[0171]

도 11은 비만 유도 모델동물에 대해 소정의 유산균이 미치는 영향을 체중 변화량 등으로 나타낸 것이고, 도 12[0172]

는  비만  유도  모델동물에  대해  소정의  유산균이  미치는  영향을  대장의  외관  점수  및  미엘로퍼옥시다아제

(Myeloperoxidase, MPO) 활성으로 나타낸 것이고, 도 13은 비만 유도 모델동물에 대해 소정의 유산균이 미치는

영향을 염증 관련 사이토카인으로 나타낸 것이다. 도 11 내지 도 13에서 보이는 바와 같이 락토바실러스 플란타

럼(Lactobacillus plantarum) IM2, 락토바실러스 퍼멘텀(Lactobacillus fermentum) IM12 및 비피도박테리움 아

돌레센티스(Bifidobacterium adolescentis) IM38은 고지방식이에 의한 비만이 유도된 모델동물의 증가한 체중,

증가한 대장염 지표, 증가한 미엘로퍼옥시다아제(Myeloperoxidase, MPO) 활성을 크게 감소시켰고 대장염의 발생

을 억제하였다. 또한, 해당 유산균들은 고지방식이에 의해 비만이 유도된 모델동물에 대해 염증성 사이토카인

생산을 크게 억제하고 항염증성 사이토카인인 IL-10의 생산을 증가시켰다.

7. 비피도박테리움 아돌레센티스(Bifidobacterium adolescentis) IM38의 항스트레스, 항불안, 항우울 또는 항[0174]

정신분열 효과 평가

현대사회는 스트레스 등으로 인하여 불안 장애, 우울증, 정신분열증 등의 질환이 급격하게 증가하고 있다. 예를[0175]

들어, 사람이나 동물에게 결박(immobilizaton) 또는 강제 수영(forced swimming) 등과 같은 스트레스를 가하면

혈액 중에 코티코스테론(corticosterone), 인터루킨-6(interleukin-6, IL-6), TNF-α( tumor necrosis factor-

alpha) 등과 같은 사이토카인이 증가하고, 그로 인해 불안, 우울, 정신분열 등과 같은 증상을 보인다. 본 연구

에서는 실험동물에서 스트레스를 유도하고 고가식 십자 미로 시험(elevated plus-maze test)을 통해 비피도박테

리움 아돌레센티스(Bifidobacterium adolescentis) IM38의 항스트레스, 항불안, 항우울 또는 항정신분열 효과를

측정하였다.

(1) 실험방법[0177]

C57BL/6 마우스(male, 19~22g)를 온도 20±2 ℃, 습도 50±10%, 12 hr light/12 hr dark cycle의 조건 아래[0178]
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chow diet (Purina)로 1주 일간 적응시켰다. 이후, 실험동물을 여러 개의 군으로 나누고, 정상군에는 3일 동안

매일 1회씩 생리식염수를 경구 투여하였고, 나머지 실험군에는 3일 동안 매일 1회씩 유산균, 항불안제인 부스피

론(buspirone)  또는 코티코스테로이드제인 덱사메타손(dexamethasone)과 같은 약물을 투여하였다. 구체적으로

유산균의 경우 생리식염수에 소정의 양으로 현탁하여 경구 투여하였고, 항불안제인 부스피론(buspirone) 및 코

티코스테로이드제인 덱사메타손(dexamethasone)의 경우 복강내 주사 투여하였다.

또한, 정상군을 제외한 실험군의 마우스에게 결박 스트레스를 가하여 불안 증상 또는 우울 증상을 유도하였다.[0179]

구체적으로, 약물 투여 1시간 후에 마우스를 끝이 둥그렇게 뚫린 500㎖ 용량의 falcon 튜브에 넣고 마우스가 움

직이지 못하도록 falcon 튜브의 좌, 우, 상, 하, 뒤에 솜을 집어넣은 후 마우스의 머리가 위로 가도록 falcon

튜브를 세우고 2시간 동안 방치하였다.

또한,  필요한  경우  약물을  최종  투여하고  결박  스트레스를  가하기  30분  전에  benzodiazepine  receptor의[0180]

antagonist인  플루마제닐(Flumazenil),  GABAA  receptor의  antagonist인  비큐큘린(Bicuculine)  또는  5-HT1A

receptor의  antagonist인  WAY-100635(N-[2-[4-(2-Methoxyphenyl)-1-piperazinyl]ethyl]-N-2-

pyridinylcyclohexanecarboxamide hydrochloride; CAS 등록번호 : 146714-97-8)를 복강내 주사 투여하였다.

마우스에게 최종 결박 스트레스를 가하고 2시간이 지난 후에 고가식 십자 미로(elevated plus-maze) 장치를 이[0181]

용하여 약물의 항불안 효과 또는 항우울 효과를 측정하였다. 고가식 십자 미로(elevated plus-maze) 장치는 4개

의 통로 가운데 마주보는 2개의 Open  arm(길이 30㎝,  폭  7㎝)과  높이 20㎝의 벽으로 둘러싸여 있는 2개의

Closed arm(길이 30㎝, 폭 7㎝)으로 구성되어 있고, 각각 중앙 platform으로부터 가로 7㎝ 및 세로 7㎝씩 뻗어

있다. 미로는 검정색의 플렉시 유리(Plexiglas)로 제작되었고, 바닥에서 50㎝ 높이에 설치되었다. 미로의 중앙

부 천장에 비디오카메라를 설치하여 동물의 행동을 기록하였으며 광도는 20 lux로 조정하였다. 마우스는 선천적

으로 어두운 closed arm에 머무르기를 좋아한다. 그래서 open arm을 통과할 때에는 상당한 불안감을 나타낸다.

실험을 시작할 때 마우스를 머리가 정중앙에서 open arm 쪽으로 향하게 놓은 다음 미로를 자유롭게 탐색하도록

하였다. 이후, 마우스의 행동을 5분간 관찰하였으며, arm entry는 4개의 발이 모두 들어간 것으로 하였다. 각

실험이 끝난 후에는 전 실험동물의 흔적을 지우기 위해 70% alcohol로 깨끗이 닦아 다음 실험에 영향을 주지 않

도록 하였다. 마우스가 open arm에 머문 시간의 비율과 마우스의 open arm으로의 출입 횟수 비율을 하기의 식에

의해 계산하였다.

[0182]

[0183]

고가식 십자 미로 시험(elevated plus-maze test)에서 불안감의 감소는 open arm에 머문 시간의 비율의 증가와[0184]

open arm으로의 출입 횟수 비율의 증가에 의해 표시된다.

또한, 고가식 십자 미로 시험(elevated plus-maze test)이 끝나고 1시간이 지난 후에 마우스의 혈액을 채취하고[0185]

혈청을 분리한 후 ELISA(enzyme-linked immunosorbent assay, enzyme-linked immunospecific assay)를 이용하

여  코티코스테론(corticosterone),  인터루킨-6(interleukin-6,  IL-6),  TNF-α(  tumor  necrosis  factor-

alpha)의 함량을 측정하였다.

(2) 실험결과[0187]

도  14는  결박  스트레스에  의해  불안  증상이  유도된  모델동물에  대해  비피도박테리움  아돌레센티스[0188]

(Bifidobacterium adolescentis) IM38이 미치는 영향을 open arm에 머문 시간의 비율과 마우스의 open arm으로

의 출입 횟수 비율로 나타낸 것이다. 또한, 도 15는 결박 스트레스에 의해 불안 증상이 유도된 모델동물에 대해

비피도박테리움  아돌레센티스(Bifidobacterium  adolescentis)  IM38이  미치는  영향을  코티코스테론

(corticosterone), 인터루킨-6(interleukin-6, IL-6), TNF-α( tumor necrosis factor-alpha)의 함량으로 나타

낸 것이다. 도 14 및 도 15에서 "NC"는 결박 스트레스를 가하지 않고 약물로 생리식염수만을 투여한 정상군을

나타내고, "IS"는 결박 스트레스와 함께 약물로 생리식염수만을 투여한 실험군을 나타내고, "SB"는 결박 스트레

스와 함께 약물로 부스피론(buspirone)을 3일 동안 매일 1회씩 1㎎/㎏ mouse b.w.의 용량으로 투여한 실험군을

나타내고,  "SD"는  결박  스트레스와  함께  약물로  덱사메타손(dexamethasone)을  3일  동안  매일  1회씩  1㎎/㎏
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mouse b.w.의 용량으로 투여한 실험군을 나타내고, "SIL"은 결박 스트레스와 함께 약물로 비피도박테리움 아돌

레센티스(Bifidobacterium adolescentis) IM38을 3일 동안 매일 1회씩 2×10
8
 CFU/mouse의 용량으로 투여한 실

험군을  나타내고,  "SIM"은  결박  스트레스와  함께  약물로  비피도박테리움  아돌레센티스(Bifidobacterium

adolescentis) IM38을 3일 동안 매일 1회씩 1×10
9
 CFU/mouse의 용량으로 투여한 실험군을 나타내고, "SIH"는

결박 스트레스와 함께 약물로 비피도박테리움 아돌레센티스(Bifidobacterium adolescentis) IM38을 3일 동안 매

일 1회씩 5×10
9
 CFU/mouse의 용량으로 투여한 실험군을 나타낸다.

도 16은 결박 스트레스에 의해 불안 증상이 유도된 모델동물에서 비피도박테리움 아돌레센티스(Bifidobacterium[0189]

adolescentis) IM38의 항불안 활성에 대해 플루마제닐(Flumazenil), 비큐큘린(Bicuculine) 또는 WAY-100635이

미치는 영향을 open  arm에 머문 시간의 비율과 마우스의 open  arm으로의 출입 횟수 비율로 나타낸 것이다.

또한,  도  17은  결박  스트레스에  의해  불안  증상이  유도된  모델동물에서  비피도박테리움  아돌레센티스

(Bifidobacterium  adolescentis)  IM38의 항불안 활성에 대해 플루마제닐(Flumazenil),  비큐큘린(Bicuculine)

또는 WAY-100635이 미치는 영향을 코티코스테론(corticosterone), 인터루킨-6(interleukin-6, IL-6), TNF-α(

tumor necrosis factor-alpha)의 함량으로 나타낸 것이다. 도 16 및 도 17에서 "NC"는 결박 스트레스를 가하지

않고 약물로 생리식염수만을 투여한 정상군을 나타내고, "IS"는 결박 스트레스를 가하고 약물로 생리식염수만을

투여한  실험군을  나타내고,  "SIM"은  결박  스트레스와  함께  약물로  비피도박테리움  아돌레센티스

(Bifidobacterium  adolescentis)  IM38을 3일 동안 매일 1회씩 1×10
9
 CFU/mouse의 용량으로 투여한 실험군을

나타내고,  "SIM+F"는  결박  스트레스와  함께  약물로  비피도박테리움  아돌레센티스(Bifidobacterium

adolescentis) IM38을 3일 동안 매일 1회씩 1×10
9
 CFU/mouse의 용량으로 투여하고, 유산균의 최종 투여 후 플

루마제닐(Flumazenil)을 3㎎/㎏ mouse b.w.의 용량으로 투여한 실험군을 나타내고, "SIM+B"는 결박 스트레스와

함께 약물로 비피도박테리움 아돌레센티스(Bifidobacterium adolescentis) IM38을 3일 동안 매일 1회씩 1×10
9

CFU/mouse의 용량으로 투여하고, 유산균의 최종 투여 후 비큐큘린(Bicuculine)을 0.5㎎/㎏ mouse b.w.의 용량

으로  투여한  실험군을  나타내고,  "SIM+W"는  결박  스트레스와  함께  약물로  비피도박테리움  아돌레센티스

(Bifidobacterium adolescentis) IM38을 3일 동안 매일 1회씩 1×10
9
 CFU/mouse의 용량으로 투여하고, 유산균

의 최종 투여 후 WAY-100635를 0.5㎎/㎏ mouse b.w.의 용량으로 투여한 실험군을 나타낸다.

도  18은  결박  스트레스를  가하지  않은  모델동물의  불안  행동에  대해  비피도박테리움  아돌레센티스[0190]

(Bifidobacterium adolescentis) IM38 또는 박테리움 아돌레센티스(Bifidobacterium adolescentis) IM38과 플

루마제닐(Flumazenil)의 병용이 미치는 영향을 open arm에 머문 시간의 비율과 마우스의 open arm으로의 출입

횟수 비율로 나타낸 것이다. 또한, 도 19는 결박 스트레스를 가하지 않은 모델동물의 불안 행동에 대해 비피도

박테리움  아돌레센티스(Bifidobacterium  adolescentis)  IM38  또는  박테리움  아돌레센티스(Bifidobacterium

adolescentis) IM38과 플루마제닐(Flumazenil)의 병용이 미치는 영향을 코티코스테론(corticosterone), 인터루

킨-6(interleukin-6, IL-6), TNF-α( tumor necrosis factor-alpha)의 함량으로 나타낸 것이다. 도 18 및 도

19에서 "NC"는 결박 스트레스를 가하지 않고 약물로 생리식염수만을 투여한 정상군을 나타내고, "IL"은 결박 스

트레스를 가하지 않고 약물로 비피도박테리움 아돌레센티스(Bifidobacterium adolescentis) IM38을 3일 동안 매

일 1회씩 2×10
8
 CFU/mouse의 용량으로 투여한 실험군을 나타내고, "IM"은 결박 스트레스를 가하지 않고 약물로

비피도박테리움 아돌레센티스(Bifidobacterium adolescentis) IM38을 3일 동안 매일 1회씩 1×10
9
 CFU/mouse의

용량으로 투여한 실험군을 나타내고, "IH"는 결박 스트레스를 가하지 않고 약물로 비피도박테리움 아돌레센티스

(Bifidobacterium  adolescentis)  IM38을 3일 동안 매일 1회씩 5×10
9
 CFU/mouse의 용량으로 투여한 실험군을

나타내고,  "IM+F"는  결박  스트레스를  가하지  않고  약물로  비피도박테리움  아돌레센티스(Bifidobacterium

adolescentis) IM38을 3일 동안 매일 1회씩 1×10
9
 CFU/mouse의 용량으로 투여하고, 유산균의 최종 투여 후 플

루마제닐(Flumazenil)을 3㎎/㎏ mouse b.w.의 용량으로 투여한 실험군을 나타낸다.

도 15 내지 도 19에서 보이는 바와 같이 비피도박테리움 아돌레센티스(Bifidobacterium adolescentis) IM38은[0191]

결박 스트레스의 유무와 관계없이 모델동물의 불안 증상 또는 우울 증상을 크게 완화시켰다. 또한, 모델동물에

게 비피도박테리움 아돌레센티스(Bifidobacterium adolescentis) IM38을 투여하고 추가적으로 GABAA receptor

의  antagonist인  비큐큘린(Bicuculine)  또는  5-HT1A  receptor의  antagonist인  WAY-100635(N-[2-[4-(2-

Methoxyphenyl)-1-piperazinyl]ethyl]-N-2-pyridinylcyclohexanecarboxamide  hydrochloride;  CAS  등록번호 :
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146714-97-8)를 투여한 경우 항불안 효과 또는 항우울 효과가 더 높아졌다.

이상에서와 같이 본 발명을 상기의 실시예를 통해 설명하였지만 본 발명이 반드시 여기에만 한정되는 것은 아니[0193]

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

[0195]

기탁기관명 : 한국미생물보존센터(국외)

수탁번호 : KCCM11806P

수탁일자 : 20160120

기탁기관명 : 한국미생물보존센터(국외)

수탁번호 : KCCM11807P

수탁일자 : 20160120
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도면19

서 열 목 록

<110>    University-Industry Cooperation Group of Kyung Hee University

<120>    Novel lactic acid bacteria having immunoregulatory activities

         derived from human digestive tract and use thereof

<130>    DP-16-935

<150>    KR 10-2016-0010761

<151>    2016-01-28

<160>    3

<170>    KopatentIn 2.0

<210>    1

<211>    1442

<212>    DNA

<213>    Unknown

<220><223>    16S rDNA of Lactobacillus fermentum IM12

<400>    1

gcaagtcgaa cgcgttggtc caattgattg atggtgcttg cacctgattg attttggtcg         60

ccaacgagtg gcggacgggt gagtaacacg taggtaacct gcccagaagc gggggacaac        120
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atttggaaac agatgctaat accgcataac agcgttgttc gcatgaacaa cgcttaaaag        180

atggcttctc gctatcactt ctggatggac ctgcggtgca ttagcttgtt ggtggggtaa        240

cggcctacca aggcgatgat gcatagccga gttgagagac tgatcggcca caatgggact        300

gagacacggc ccatactcct acgggaggca gcagtaggga atcttccaca atgggcgcaa        360

gcctgatgga gcaacaccgc gtgagtgaag aagggtttcg gctcgtaaag ctctgttgtt        420

aaagaagaac acgtatgaga gtaactgttc atacgttgac ggtatttaac cagaaagtca        480

cggctaacta cgtgccagca gccgcggtaa tacgtaggtg gcaagcgtta tccggattta        540

ttgggcgtaa agagagtgca ggcggttttc taagtctgat gtgaaagcct tcggcttaac        600

cggagaagtg catcggaaac tggataactt gagtgcagaa gagggtagtg gaactccatg        660

tgtagcggtg gaatgcgtag atatatggaa gaacaccagt ggcgaaggcg gctacctggt        720

ctgcaactga cgctgagact cgaaagcatg ggtagcgaac aggattagat accctggtag        780

tccatgccgt aaacgatgag tgctaggtgt tggagggttt ccgcccttca gtgccggagc        840

taacgcatta agcactccgc ctggggagta cgaccgcaag gttgaaactc aaaggaattg        900

acgggggccc gcacaagcgg tggagcatgt ggtttaattc gaagctacgc gaagaacctt        960

accaggtctt gacatcttgc gccaacccta gagatagggc gtttccttcg ggaacgcaat       1020

gacaggtggt gcatggtcgt cgtcagctcg tgtcgtgaga tgttgggtta agtcccgcaa       1080

cgagcgcaac ccttgttact agttgccagc attaagttgg gcactctagt gagactgccg       1140

gtgacaaacc ggaggaaggt ggggacgacg tcagatcatc atgcccctta tgacctgggc       1200

tacacacgtg ctacaatgga cggtacaacg agtcgcgaac tcgcgagggc aagcaaatct       1260

cttaaaaccg ttctcagttc ggactgcagg ctgcaactcg cctgcacgaa gtcggaatcg       1320

ctagtaatcg cggatcagca tgccgcggtg aatacgttcc cgggccttgt acacaccgcc       1380

cgtcacacca tgagagtttg taacacccaa agtcggtggg gtaaccttta ggagccagcc       1440

gc                                                                      1442

<210>    2

<211>    1358

<212>    DNA

<213>    Unknown

<220><223>    16S rDNA of Bifidobacterium adolescentis IM38

<400>    2

aaggttgggc caccggcttc gggtgctacc cactttcatg acttgacggg cggtgtgtac         60

aaggcccggg aacgcattca ccgcggcgtt gctgatccgc gattactagc gactccgcct        120
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tcatggagtc gggttgcaga ctccaatccg aactgagacc ggttttaagg gatccgctcc        180

acctcacagt gtcgcatccc gttgtaccgg ccattgtagc atgcgtgaag ccctggacgt        240

aaggggcatg atgatctgac gtcatcccca ccttcctccg agttgacccc ggcggtcccc        300

cgtgagttcc caccacgacg tgctggcaac acagggcgag ggttgcgctc gttgcgggac        360

ttaacccaac atctcacgac acgagctgac gacgaccatg caccacctgt gaacccgccc        420

cgaagggaga ccgtatctct acggctgtcg ggaacatgtc aagcccaggt aaggttcttc        480

gcgttgcatc gaattaatcc gcatgctccg ccgcttgtgc gggcccccgt caatttcttt        540

gagttttagc cttgcggccg tactccccag gcgggatgct taacgcgttg gctccgacac        600

ggagaccgtg gaatggtccc cacatccagc atccaccgtt tacggcgtgg actaccaggg        660

tatctaatcc tgttcgctcc ccacgctttc gctcctcagc gtcagtgacg gcccagagac        720

ctgccttcgc cattggtgtt cttcccgata tctacacatt ccaccgttac accgggaatt        780

ccagtctccc ctaccgcact caagcccgcc cgtacccggc gcggatccac cgttaagcga        840

tggactttca caccggacgc gacgaaccgc ctacgagccc tttacgccca ataattccgg        900

ataacgcttg caccctacgt attaccgcgg ctgctggcac gtagttagcc ggtgcttatt        960

cgaaaggtac actcaccccg aagggcttgc tcccagtcaa aagcggttta caacccgaag       1020

gccgtcatcc cgcacgcggc gtcgctgcat caggcttgcg cccattgtgc aatattcccc       1080

actgctgcct cccgtaggag tctgggccgt atctcagtcc caatgtggcc ggtcgccctc       1140

tcaggccggc tacccgtcga agccatggtg ggccgttacc ccgccatcaa gctgatagga       1200

cgcgacccca tcccataccg caaaatcttt cccagaggac catgcggtca actggagcat       1260

ccggcattac cacccgtttc caggagctat tccggtgtat ggggcaggtc ggtcacgcat       1320

tactcacccg ttcgccactc tcacccagga gcaagctc                               1358

<210>    3

<211>    1001

<212>    DNA

<213>    Unknown

<220><223>    16S rDNA of Streptococcus faecium IM45

<400>    3

cgcttctttt tccaccggag cttgctccac cggaaaaaga ggagtggcga acgggtgagt         60

aacacgtggg taacctgccc atcagaaggg gataacactt ggaaacaggt gctaataccg        120

tataacaatc gaaaccgcat ggttttgatt tgaaaggcgc tttcgggtgt cgctgatgga        180

tggacccgcg gtgcattagc tagttggtga ggtaacggct caccaaggcc acgatgcata        240
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gccgacctga gagggtgatc ggccacattg ggactgagac acggcccaaa ctcctacggg        300

aggcagcagt agggaatctt cggcaatgga cgaaagtctg accgagcaac gccgcgtgag        360

tgaagaaggt tttcggatcg taaaactctg ttgttagaga agaacaagga tgagagtaac        420

tgttcatccc ttgacggtat ctaaccagaa agccacggct aactacgtgc cagcagccgc        480

ggtaatacgt aggtggcaag cgttgtccgg atttattggg cgtaaagcga gcgcaggcgg        540

tttcttaagt ctgatgtgaa agcccccggc tcaaccgggg agggtcattg gaaactggga        600

gacttgagtg cagaagagga gagtggaatt ccatgtgtag cggtgaaatg cgtagatata        660

tggaggaaca ccagtggcga aggcggctct ctggtctgta actgacgctg aggctcgaaa        720

gcgtggggag caaacaggat tagataccct ggtagtccac gccgtaaacg atgagtgcta        780

agtgttggag ggtttccgcc cttcagtgct gcagctaacg cattaagcac tccgcctggg        840

gagtacgacc gcaaggttga aactcaaagg aattgacggg ggcccgcaca agcggtggag        900

catgtggttt aattcgaagc aacgcgaaga accttaccag gtcttgacat cctttgacca        960

ctctagagat agagcttccc cttcgggggc aaagtgacag g                           1001
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