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본 발명은 영아 또는 유아의 분변으로부터 분리된 락토바실러스 람노서스 MG4502 균주 및 이의 비만 또는 비만관

련 질환 예방, 개선 및 치료 용도에 관한 것이다. 본 발명에서 선별된 영유아의 분변으로부터 분리된 유산균주는

인체로부터 분리되어 안전할 뿐만 아니라, 프로바이오틱스에 적합한 성질을 나타내며, 우수한 지질축적 억제능,

α-글루코시다아제 억제능 및 항산화능을 가져, 비만 또는 비만 관련 질환의 예방, 개선 및 치료를 위한 다양한

분야에 널리 활용될 수 있다.

대 표 도 - 도1

등록특허 10-2294456

- 1 -

등록특허 10-2294456



(52) CPC특허분류

     A23L 33/135 (2016.08)

     A61K 31/7036 (2013.01)

     A61K 35/747 (2013.01)

     A61K 45/06 (2013.01)

     A61P 1/16 (2018.01)

     A61P 3/04 (2018.01)

     A61P 3/06 (2018.01)

     A61P 9/00 (2018.01)

     A61P 9/10 (2018.01)

(56) 선행기술조사문헌

KR101985792 B1

KR1020190022168 A

KR102063772 B1

KR102123838 B1

Scientific Reports, Vol.6, Article No.36083,
pp.1-14(2016.10.27.)*

Food Sci. Biotechnol., Vol.27,
pp.1369-1376(Epub.2018.05.17.)*

International Journal of Academic Research
Part A, Vol.4, pp.131-139(2012.11.)*

*는 심사관에 의하여 인용된 문헌

등록특허 10-2294456

- 2 -



명 세 서

청구범위

청구항 1 

락토바실러스 람노서스 MG4502 균주 (기탁번호: KCTC 14095BP).

청구항 2 

제1항에 있어서,  상기  균주는  영아  또는  유아의  분변으로부터  분리된  것인,  락토바실러스 람노서스 MG4502

균주.

청구항 3 

제1항에 있어서, 상기 균주는 지질축적 억제능, α-글루코시다아제 억제능 및 항산화능을 갖는 것인, 락토바실

러스 람노서스 MG4502 균주. 

청구항 4 

제1항에 있어서, 상기 균주는 내산성, 내담즙성 및 자가응집능을 갖는 것인, 락토바실러스 람노서스 MG4502 균

주. 

청구항 5 

제1항에 있어서, 상기 균주는 암피실린, 겐타마이신, 카나마이신, 스트렙토마이신, 테트라사이클린, 에리스로마

이신, 클로람페니콜 및 클린다마이신으로 이루어진 군에서 선택된 1종 이상의 항생제에 대하여 감수성을 갖는

것인, 락토바실러스 람노서스 MG4502 균주.

청구항 6 

제1항 내지 제5항 중 어느 한 항의 균주, 이의 배양액 또는 이들의 무세포 추출물을 포함하는, 비만 또는 비만

관련 질환의 예방 또는 개선용 식품 조성물. 

청구항 7 

제1항 내지 제5항 중 어느 한 항의 균주, 이의 배양액 또는 이들의 무세포 추출물을 포함하는, 비만 또는 비만

관련 질환의 예방 또는 개선용 건강기능식품 조성물. 

청구항 8 

제1항 내지 제5항 중 어느 한 항의 균주, 이의 배양액 또는 이들의 무세포 추출물을 포함하는, 비만 또는 비만

관련 질환의 예방 또는 치료용 약학적 조성물로, 

상기 비만 관련 질환은 제2형 당뇨 또는 고지혈증인, 비만 또는 비만 관련 질환의 예방 또는 치료용 약학적 조

성물. 
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청구항 9 

삭제

청구항 10 

제1항 내지 제5항 중 어느 한 항의 균주, 이의 배양액 또는 이들의 무세포 추출물을 포함하는, 비만 또는 비만

관련 질환의 예방 또는 개선용 의약외품 조성물.

청구항 11 

제1항 내지 제5항 중 어느 한 항의 균주, 이의 배양액 또는 이들의 무세포 추출물을 포함하는, 비만 또는 비만

관련 질환의 예방 또는 개선용 사료 조성물. 

발명의 설명

기 술 분 야

  본 발명은 영아 또는 유아의 분변으로부터 분리된 락토바실러스 람노서스 MG4502 균주 및 이의 비만 또는 비[0001]

만관련 질환 예방, 개선 및 치료 용도에 관한 것이다.  

배 경 기 술

유산균은 특별한 생리활성능력을 가지고 있으며, 일반적으로 안전한 균주 (GRAS, generally regarded as safe[0003]

bacteria)로 취급되고 있다. 유산균은 다양한 발효식품의 생산에 사용하고 있을 뿐만 아니라, 기능성과 프로바

이오틱스 특성을 가지는 유제품과 발효과채 제품에 널리 사용되고 있다. 최근에는 화학보조제를 대체하는 천연

보조제에 대한 소비자의 수요가 증가함에 따라 그 대안방안으로 부각되고 있다. 프로바이오틱스는 숙주동물의

건강에 매우 유익한 효과를 주는 살아있는 미생물로, 장내 미생물의 균형을 개선하고 영양분의 흡수를 증진시킨

다. 또한, 프로바이오틱스는 장내환경에서 병원성미생물의 항균작용을 나타내는 특성을 가지고 있다. 프로바이

오틱스에는 다양한 미생물이 포함되지만, 락토바실러스(Lactobacillus) 속과 비피도박테리움(Bifidobacterium)

속이 가장 많은 분포를 차지하고 있다. 특히, 락토바실러스(Lactobacillus) 속은 일반적으로 유제품, 육류, 과

채 및 시리얼 제품의 발효공정에 사용되고 있다. 

비만은 심장병, 암, 관절염, 당뇨병의 주요 원인으로 알려져 있으며, 비만을 해결하기 위한 대중의 인식은 증가[0004]

함에도 불구하고, 비만환자들은 지속적으로 증가하고 있는 추세이다. 비만은 지방분화 (adipogenesis)의 결과로

지방세포의 수가 증가하고 지방세포의 지질함량이 증가함에 따라 나타난다. 지방세포 (adipocyte)는 초과된 칼

로리를 중성지방 (triglycerides)으로 합성하고 저장하는데 주요역할을 하며, 지방분화의 결과로 지방세포의 크

기와 숫자가 증가하고 세포 내 지질축적이 가속화된다. 또한 비만은 지방 독성과 산화 스트레스를 유발하고 인

슐린 저항성 상태를 유발하며, 이는 고혈당을 유발할 수 있어, 다양한 비만 관련 질환의 원인이 되고 있다. 

 그러나 비만 및 비만 관련 질환을 치료하기 위한 종래의 치료제들은 심장질환, 호흡기질환, 신경계질환 등의[0005]

부작용과 함께 그 효능의 지속성도 낮아, 더욱 개선된 비만치료제의 개발이 필요하고 또한, 현재 개발되고 있는

제품도 부작용 없이 만족할 만한 치료 효과를 가지는 치료제는 거의 없어 새로운 비만치료제의 개발이 요구되고

있다.

삭제[0006]

선행기술문헌

특허문헌

(특허문헌 0001) KR  1020170119099 A 
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(특허문헌 0002) KR  1020150098202 A 

(특허문헌 0003) KR  1020090113478 A 

비특허문헌

(비특허문헌 0001)  Scientific Reports, Vol.6, Article No.36083, pp.1-14(2016.10.27.) 

(비특허문헌 0002)  Food Sci. Biotechnol., Vol.27, pp.1369-1376(Epub.2018.05.17.) 

(비특허문헌 0003)  International Journal of Academic Research Part A, Vol.4, pp.131-139(2012.11.) 

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명자들은 식품 및 의약품 보충제에 적용 할 수 있는 항 비만, 항 당뇨 및 항산화 기능이 강화된 프로바이[0007]

오틱스를 획득하고자 연구를 수행한 결과, 영유아의 분변에서 분리된 유산균이 프로바이오틱스에 적합한 성질을

나타내고, 비만 및 비만 관련 질환에 효과적으로 사용될 수 있음을 확인하고 본 발명을 완성하였다. 

따라서, 본 발명의 목적은 비만 또는 비만 관련 질환의 예방, 치료, 개선 효과를 갖는 유산균을 제공하는 것이[0008]

다. 

과제의 해결 수단

상기와 같은 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 락토바실러스 람노서스 MG4502 (기탁번호: KCTC 14095BP) 를[0010]

제공한다. 

또한 본 발명은 상기 균주, 이의 배양액 또는 이들의 무세포 추출물을 포함하는, 비만 또는 비만 관련 질환의[0011]

예방 또는 개선용 식품 조성물을 제공한다. 

또한 본 발명은 상기 균주, 이의 배양액 또는 이들의 무세포 추출물을 포함하는, 비만 또는 비만 관련 질환의[0012]

예방 또는 개선용 건강기능식품 조성물을 제공한다. 

또한 본 발명은 상기 균주, 이의 배양액 또는 이들의 무세포 추출물을 포함하는, 비만 또는 비만 관련 질환의[0013]

예방 또는 치료용 약학적 조성물을 제공한다. 

또한 본 발명은 상기 균주, 이의 배양액 또는 이들의 무세포 추출물을 포함하는 비만 또는 비만 관련 질환의 예[0014]

방 또는 개선용 의약외품 조성물을 제공한다. 

또한 본 발명은 상기 균주, 이의 배양액 또는 이들의 무세포 추출물을 포함하는 비만 또는 비만 관련 질환의 예[0015]

방 또는 개선용 사료 조성물을 제공한다. 

발명의 효과

 본 발명에서 선별된 영유아의 분변으로부터 분리된 유산균주는 인체로부터 분리되어 안전할 뿐만 아니라, 프로[0017]

바이오틱스에  적합한  성질을  나타내며,  우수한  지질축적  억제능,  α-글루코시다아제  억제능  및  항산화능을

가져, 비만 또는 비만 관련 질환의 예방, 개선 및 치료를 위한 다양한 분야에 널리 활용될 수 있다. 

도면의 간단한 설명

 도 1은 선별된 7 개 균주가 α-글루코시다아제 활성에 미치는 영향을 조사한 결과를 나타낸 도이다. [0019]

도 2는 DPPH 자유 라티칼 소거 활성 및 ABTS 자유 라티칼 소거 활성을 통해 측정된 각 균주의 항산화 능력을 확

인한 결과를 나타낸 도이다.

도 3은 각 균주의 전자 현미경 사진을 나타낸 도이다, 락토바실러스 아시도필러스 MG4558 (A), 락토바실러스 파

라카제이 MG4592 (B), 락토바실러스 플란타럼 MG4553 (C), 락토바실러스 플란타럼 MG4555 (D), 락토바실러스 람
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노서스 MG4502 (E), 락토바실러스 람노서스 MG4505 (F), 및 락토바실러스 람노서스 MG4511 (G). 모든 균주는

10,000x 배율, 락토바실러스 람노서스 MG4505 5,000x 배율. 

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 발명은 락토바실러스 아시도필러스 MG4558 (기탁번호 KCTC14438BP), 락토바실러스 파라카제이 MG4592(기탁번[0020]

호: KCTC  14435BP),  락토바실러스 플란타럼 MG4553  (기탁번호: KCTC14097BP),  락토바실러스 플란타럼 MG4555

(기탁번호: KCTC 14437BP) 또는 락토바실러스 람노서스 MG4502 (기탁번호: KCTC 14095BP) 에 관한 것이다. 

본 발명의 상기 균주들은 모두 영아 또는 유아의 분변으로부터 분리된 균주이며, 인체 유래 유산 균주로 체내[0021]

섭취 시 안전한 균주임을 특징으로 하고, 특히 영아 또는 유아로부터 분리되었으므로, 영유아가 안전하게 섭취

할 수 있는 유산균임을 특징으로 한다.  

이하, 본 발명을 상세히 설명한다. [0022]

본 발명의 락토바실러스 아시도필러스 MG4558 (기탁번호 KCTC14438BP), 락토바실러스 파라카제이 MG4592(기탁번[0024]

호: KCTC  14435BP),  락토바실러스 플란타럼 MG4553  (기탁번호: KCTC14097BP),  락토바실러스 플란타럼 MG4555

(기탁번호: KCTC 14437BP) 또는 락토바실러스 람노서스 MG4502 (기탁번호: KCTC 14095BP) 균주는 비만 또는 비

만 관련 질환을 예방, 치료 또는 개선할 수 있는 신규한 균주이다. 본 발명에서 용어, "락토바실러스"는 자연계

에 널리 분포하는 당류를 발효하여 에너지를 획득하여 다량의 유산을 생성하는 세균으로 형태적으로는 그람 양

성 무포자 간균으로 다형성을 나타낸다. 

본 발명에서는 영유아, 바람직하게는 2 ~ 15 개월의 영유아로부터 분변을 수집하고, 이를 여과, 희석하여 분변[0025]

에 존재하는 균주를 수득하였고, 이들로부터 우수한 활성을 나타내는 균주를 선별하였다. 

선별된 균주는 16S rRNA 유전자 시퀀싱을 결과를 기반으로 락토바실러스로 동정하였으며, 하기와 같은 기탁 번[0026]

호를 부여받았다: 락토바실러스 아시도필러스 MG4558 (기탁번호 KCTC 14438BP, 수탁일 2021.01.06), 락토바실러

스  파라카제이  MG4592(기탁번호:  KCTC  14435BP,  수탁일  2021.01.06),  락토바실러스  플란타럼  MG4553

(기탁번호: KCTC 14097BP, 수탁일 2020.01.07), 락토바실러스 플란타럼 MG4555 (기탁번호: KCTC 14437BP, 수탁

일 2021.01.06) 또는 락토바실러스 람노서스 MG4502 (기탁번호: KCTC 14095BP, 수탁일 2020.01.07). 

본  발명의  락토바실러스  아시도필러스  MG4558,  락토바실러스  파라카제이  MG4592,  락토바실러스  플란타럼[0027]

MG4553, 락토바실러스 플란타럼 MG4555 또는 락토바실러스 람노서스 MG4502 는 모두 우수한 지질 축적 억제능을

나타낼 수 있으며, 이를 통해 항 비만 활성을 나타낼 수 있다. 

또한 본 발명의 락토바실러스 아시도필러스 MG4558, 락토바실러스 파라카제이 MG4592, 락토바실러스 플란타럼[0028]

MG4553, 락토바실러스 플란타럼 MG4555, 락토바실러스 람노서스 MG4502균주는 높은 α-글루코시다아제 억제능을

나타낸다. 

탄수화물이  포도당으로  소화될  때  사용되는  소화효소  2가지가  α  -아밀라아제와  α-글루코시다아제(α[0029]

Glucosidase)인데, 상기 균주는 α -글루코시다아제 활성을 억제함으로써 α -글루코시다아제의 작용을 억제해

서 장에서 다당류가 포도당으로 분해되는 속도를 늦춰주어 당분이 몸 속으로 천천히 흡수 되도록 도와준다. 이

러한 활성은 상기 균주가 비만뿐만 아니라 다양한 비만 관련 질환, 대사증후군 예방 또는 개선 효능을 갖을 수

있도록 한다. 

또한 본 발명의 균주는 높은 수준의 자유 라디칼 소거 활성을 나타내며, 활성 산소 생성을 억제하여 높은 항산[0030]

화 활성을 가짐으로써 이에 기초한 다양한 생리학적 활성을 나타낼 수 있다. 

따라서, 본 발명의 균주는 지질축적 억제능, α-글루코시다아제 억제능 및 항산화능으로 이루어진 군에서 선택[0031]

된 1종 이상의 활성을 갖는 것일 수 있다. 

또한 본 발명의 락토바실러스 아시도필러스 MG4558, 락토바실러스 파라카제이 MG4592, 락토바실러스 플란타럼[0033]

MG4553, 락토바실러스 플란타럼 MG4555 또는 락토바실러스 람노서스 MG4502 는 모두 프로바이오틱스에 적합한

내산성, 내담즙성 및 자가 응집능을 갖는 것을 특징으로 할 수 있다. 

본 발명의 일실시예에서는 락토바실러스 아시도필러스 MG4558, 락토바실러스 파라카제이 MG4592, 락토바실러스[0034]

플란타럼 MG4553, 락토바실러스 플란타럼 MG4555 또는 락토바실러스 람노서스 MG4502 균주가 강산 조건인 pH 2

내지 4에서 높은 생존율을 유지하는 것을 확인하였다. 또한 본 발명의 일실시예에서는 상기 락토바실러스 아시

도필러스  MG4558,  락토바실러스  파라카제이  MG4592,  락토바실러스  플란타럼  MG4553,  락토바실러스  플란타럼
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MG4555, 또는 락토바실러스 람노서스 MG4502 가 pH 7 및 pH 8조건의 판크레아틴을 포함하는 담즙염의 환경에서

도 높은 생존율을 유지하는 것을 확인하였다. 

또한 본 발명의 락토바실러스 아시도필러스 MG4558, 락토바실러스 파라카제이 MG4592, 락토바실러스 플란타럼[0035]

MG4553,  락토바실러스  플란타럼  MG4555,  또는  락토바실러스  람노서스  MG4502  균주는  우수한  자가응집능

(autoaggregation ability)을 가지고 있어, 장의 연축 운동에 의한 프로바이오틱스의 제거를 방지하고 장에서

효과적으로 소화관의 상피세포에 콜로니를 형성할 수 있다.

본 발명이 균주는 다양한 항생제에 대하여 감수성 또는 내성을 가질 수 있으며, 고유의 특성에 따라 적절히 처[0037]

방 또는 섭취할 수 있다. 

보다 구체적으로 본 발명의 락토바실러스 아시도필러스 MG4558 는 암피실린, 스트렙토마이신, 테트라사이클린,[0038]

에리스로마이신, 반코마이신 및 클린다마이신으로 이루어진 군에서 선택된 1종 이상의 항생제에 대하여 감수성

을 갖고, 겐타마이신, 카나마이신 및 클로람페니콜로 이루어진 군에서 선택된 1종 이상의 항생제에 대하여 내성

을 갖는 것일 수 있다. 

또한 본 발명의 락토바실러스 파라카제이 MG4592 균주는 암피실린, 겐타마이신, 스트렙토마이신, 테트라사이클[0039]

린, 에리스로마이신 및 클린다마이신으로 이루어진 군에서 선택된 1종 이상의 항생제에 대하여 감수성을 갖고,

카나마이신 및 클로람페니콜로 이루어진 군에서 선택된 1종 이상의 항생제에 대하여 내성을 갖는 것일 수 있다. 

또한 본 발명의 락토바실러스 플란타럼 MG4553 균주는 암피실린, 겐타마이신, 카나마이신, 에리스로마이신 및[0040]

클린다마이신으로 이루어진 군에서 선택된 1종 이상의 항생제에 대하여 감수성을 갖고, 테트라사이클린 및 클로

람페니콜로 이루어진 군에서 선택된 1종 이상의 항생제에 대하여 내성을 갖는 것일 수 있다.

또한 본 발명의 락토바실러스 플란타럼 MG4555 균주는 암피실린, 겐타마이신, 카나마이신, 에리스로마이신, 클[0041]

로람페니콜 및 클린다마이신으로 이루어진 군에서 선택된 1종 이상의 항생제에 대하여 감수성을 갖고, 테트라사

이클린에 대하여 내성을 갖는 것일 수 있다.

또한 본 발명의 락토바실러스 람노서스 MG4502 균주는 암피실린, 겐타마이신, 카나마이신, 스트렙토마이신, 테[0042]

트라사이클린, 에리스로마이신, 클로람페니콜 및 클린다마이신으로 이루어진 군에서 선택된 1종 이상의 항생제

에 대하여 감수성을 갖는 것일 수 있다. 

본 발명은 또한, 락토바실러스 아시도필러스 MG4558, 락토바실러스 파라카제이 MG4592, 락토바실러스 플란타럼[0044]

MG4553, 락토바실러스 플란타럼 MG4555, 또는 락토바실러스 람노서스 MG4502 균주, 이의 배양액, 또는 이들의

무세포 추출물을 포함하는 조성물에 관한 것이다. 

상기 조성물은 비만 또는 비만 관련 질환의 예방 또는 개선용 식품 조성물, 건강 기능식품 조성물, 식품 첨가제[0045]

조성물, 의약외품 조성물, 사료 조성물 또는 비만 또는 비만 관련 질환의 예방 또는 치료용 약학적 조성물을 포

함한다. 

본 발명에서 있어서, 상기 배양액이란, 액체 배지에 균주를 접종하여 배양한 것을 의미하며, 무세포 추출액은[0046]

액체상의 배양액으로부터 균주를 제거한 상등액을 의미하고, 이는 "배양여액"과 상호 교환적으로 사용될 수 있

다. 

본 발명에서 용어, "예방"이란, 본 발명에 따른 비만 관련 질환의 예방 또는 치료용 조성물을 개체에 투여하여[0047]

비만 관련 질환의 발병을 억제하거나 지연시키는 모든 행위를 의미할 수 있다. 

본 발명에서 용어, "치료"란, 본 발명에 따른 조성물을 비만 관련 질환 발병 의심 개체에 투여하여 비만 관련[0048]

질환의 증세가 호전되도록 하거나 이롭게 되도록 하는 모든 행위를 의미할 수 있다. 

본 발명에서 용어, "개선"은 치료되는 상태와 관련된 파라미터, 예를 들면 증상의 정도를 적어도 감소시키는 모[0049]

든 행위를 의미할 수 있다.

본 발명에서 용어, "개체"란, 비만 관련 질환이 발병되었거나 발병할 가능성이 있는 인간을 포함한 모든 동물을[0050]

의미할 수 있다.

본 발명의 조성물이 식품 또는 건강기능식품 조성물인 경우 상기 식품의 종류는 특별히 제한되지 아니하며, 통[0052]

상적인 의미에서의 식품을 모두 포함할 수 있다. 상기 물질을 첨가할 수 있는 식품의 비제한적인 예로는 육류,

소시지, 빵, 초콜릿, 캔디류, 스낵류, 과자류, 피자, 라면, 기타 면류, 껌류, 아이스크림류를 포함한 낙농제품,
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각종 스프, 음료수, 차, 드링크제, 알코올 음료 및 비타민 복합제 등을 들 수 있다. 상기 조성물을 식품 첨가물

로 사용할 경우, 상기 조성물을 그대로 첨가하거나 다른 식품 또는 식품 성분과 함께 사용될 수 있고, 통상적인

방법에 따라 적절하게 사용될 수 있다. 

본 명세서에서 식품이란 함은 영양소를 한 가지 또는 그 이상 함유하고 있는 천연물 또는 가공품을 의미하며,[0053]

바람직하게는 어느 정도의 가공 공정을 거쳐 직접 먹을 수 있는 상태가 된 것을 의미하며, 통상적인 의미이고,

상기 식품 조성물은 식품, 식품 첨가제, 건강 기능성 식품 및 음료를 모두 포함하는 의도이다. 

본 발명의 조성물을 첨가할 수 있는 식품으로는 예를 들어, 각종 식품류, 음료, 껌, 캔디, 차, 비타민 복합제,[0054]

기능성 식품 등이 있다. 추가로, 본 발명에서 식품에는 특수영양식품(예, 조제유류, 영, 유아식 등), 식육가공

품, 어육제품, 두부류, 묵류, 면류(예, 라면류, 국수류 등), 건강보조식품, 조미식품(예, 간장, 된장, 고추장,

혼합장 등), 소스류, 과자류(예, 스넥류), 유가공품(예, 발효유, 치즈 등), 기타 가공식품, 김치, 절임 식품(각

종 김치류, 장아찌 등), 음료(예, 과실, 채소류 음료, 두유류, 발효음료류, 아이스크림류 등), 천연조미료(예,

라면 스프 등), 비타민 복합제, 알코올 음료, 주류 및 그 밖의 건강보조식품류를 포함하나 이에 한정되지 않는

다. 상기 식품, 음료 또는 식품첨가제는 통상의 제조방법으로 제조될 수 있다. 

본 발명에서 용어, "건강기능식품"이란 건강보조의 목적으로 특정성분을 원료로 하거나 식품 원료에 들어있는[0055]

특정성분을 추출, 농축, 정제, 혼합 등의 방법으로 제조, 가공한 식품을 말하며, 상기 성분에 의해 생체 방어,

생체리듬의 조절, 질병의 방지와 회복 등 생체조절기능을 생체에 대하여 충분히 발휘할 수 있도록 설계되고 가

공된 식품을 말하는 것으로서, 질병의 예방 또는 건강의 회복 등과 관련된 기능을 수행할 수 있는 것을 말한다. 

본 발명에 따른 락토바실러스 아시도필러스 MG4558, 락토바실러스 파라카제이 MG4592, 락토바실러스 플란타럼[0056]

MG4553, 락토바실러스 플란타럼 MG4555, 또는 락토바실러스 람노서스 MG4502 균주, 이의 배양액, 또는 이들의

무세포 추출물을 건강기능식품으로 사용하는 경우, 이를 그대로 첨가하거나 다른 식품 또는 식품 성분과 함께

사용될 수 있고, 이는 필요에 따라 선택하여 적절하게 사용될 수 있다. 또한, 첨가되는 락토바실러스 아시도필

러스 MG4558, 락토바실러스 파라카제이 MG4592, 락토바실러스 플란타럼 MG4553, 락토바실러스 플란타럼 MG4555,

또는 락토바실러스 람노서스 MG4502 균주, 이의 배양액, 또는 이들의 무세포 추출물은 그 사용 목적에 따라 적

합하게 결정할 수 있다.

 본 발명에 따른 락토바실러스 아시도필러스 MG4558, 락토바실러스 파라카제이 MG4592, 락토바실러스 플란타럼[0057]

MG4553, 락토바실러스 플란타럼 MG4555, 또는 락토바실러스 람노서스 MG4502 균주, 이의 배양액, 또는 이들의

무세포 추출물은 생체 안전성이 보장되며, 농도 비례하여 활성 증가 효과를 나타내므로, 특정범위로 제한하지

않고 적절한 양으로 사용할 수 있음은 자명하다. 

 특히 본 발명의 균주는 영아 또는 유아의 체내에서 분리된 균주이므로, 성인 뿐만 아니라 영아 또는 유아도 안[0058]

전하게 섭취할 수 있는 균주로, 영아 또는 유아가 섭취하여 비만 및 비만관련 질환의 예방 또는 개선 뿐만 아니

라, 항산화, 장 건강 효과를 동시에 달성할 수 있다. 

또한, 본 발명에 따른 균주가 사용될 수 있는 건강기능식품의 종류에는 특별한 제한이 없다. 예컨대, 라면, 기[0059]

타 면류, 음료수, 차, 드링크제, 알콜 음료, 각종 스프, 육류, 소세지, 빵, 초코렛, 캔디류, 과자 류, 피자, 껌

류, 아이스크림류를 포함한 낙농제품, 또는 비타민 복합제 등이 있다.

 특히, 본 발명에 따른 락토바실러스 아시도필러스 MG4558, 락토바실러스 파라카제이 MG4592, 락토바실러스 플[0060]

란타럼 MG4553, 락토바실러스 플란타럼 MG4555, 또는 락토바실러스 람노서스 MG4502 균주, 이의 배양액, 또는

이들의 무세포 추출물은 소화관 내에서의 위산 또는 담즙산에 대한 생존력, 세포내 부착력, 자가응집능 및 지질

축적 억제능, α-글루코시다아제 억제능 및 항산화능을 나타내므로, 비만 또는 비만 관련 질환의 개선, 예방을

목적으로 하는 다양한 식품류에 추가되어 기능을 나타낼 수 있고, 통상의 기술자의 선택에 따라 통상적으로 건

강기능식품에 함유될 수 있는 적절한 기타 보조성분과 공지의 첨가제와 혼합하여 사용할 수 있다. 상기 공지의

첨가제에는 본 발명에 따른 균주와 함께 사용할 수 있는 다른 미생물도 포함된다.

또한 본 발명은 락토바실러스 아시도필러스 MG4558, 락토바실러스 파라카제이 MG4592, 락토바실러스 플란타럼[0061]

MG4553, 락토바실러스 플란타럼 MG4555, 또는 락토바실러스 람노서스 MG4502 균주, 이의 배양액, 또는 이들의

무세포 추출물을 포함하는 비만 또는 비만 관련 질환의 예방 또는 치료용 약학적 조성물을 제공한다. 

본 발명의 균주는 우수한 지질축적 억제능, α-글루코시다아제 억제능 및 항산화능을 나타내므로, 지질 축적 억[0062]

제 및 이에 따른 비만 관련 질환, 바람직하게는 각종 대사 질환을 효과적으로 예방 또는 치료할 수 있다. 
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본 발명에 따른 비만 관련 질환은 체내 지질 축적 억제, α-글루코시다아제 억제 및 항산화에 의해 예방, 치료[0063]

될 수 있는 각종 질환을 포함할 수 있으며, 바람직하게는 지방간, 제2형 당뇨, 고지혈증, 심혈관 질환, 동맥경

화증 및 지질 관련 대사증후군으로 이루어진 군에서 선택된 1종 이상일 수 있다. 

또한 본 발명의 균주는 항생제에 대하여 선택적인 내성 및 감수성을 가지고 있으므로, 내성을 가진 항생제 복용[0064]

시에 선택하여 함께 병용투여가 가능하다. 

보다 구체적으로 락토바실러스 아시도필러스 MG4558 균주는 겐타마이신, 카나마이신 및 클로람페니콜로 이루어[0065]

진 군에서 선택된 1종 이상의 항생제와 병용 투여되는 병용 투여용일 수 있다. 

또한 락토바실러스 파라카제이 MG4592 균주는 카나마이신 및 클로람페니콜로 이루어진 군에서 선택된 1종 이상[0066]

의 항생제와 병용 투여되는 병용 투여용일 수 있다. 

또한 락토바실러스 플란타럼 MG4553 균주는 테트라사이클린 및 클로람페니콜로 이루어진 군에서 선택된 1종 이[0067]

상의 항생제와 병용 투여되는 병용 투여용일 수 있다. 

또한 락토바실러스 플란타럼 MG4555 균주는 테트라사이클린과 병용 투여되는 병용 투여용일 수 있다. [0068]

본 발명에 따른 약학적 조성물은 약학적으로 유효한 양의 락토바실러스 아시도필러스 MG4558, 락토바실러스 파[0069]

라카제이 MG4592, 락토바실러스 플란타럼 MG4553, 락토바실러스 플란타럼 MG4555, 또는 락토바실러스 람노서스

MG4502 균주, 이의 배양액, 또는 이들의 무세포 추출물을 단독으로 포함하거나 하나 이상의 약학적으로 허용되

는 담체, 부형제 또는 희석제를 포함할 수 있다.

상기에서 "약학적으로 유효한 양"이란, 비만 또는 비만 관련 질환의 예방, 개선 또는 치료 효과를 발휘하기에[0070]

충분한 양을 말한다. 상기 "약학적으로 허용되는"이란, 생리학적으로 허용되고 인간에게 투여될 때, 통상적으로

위장 장애, 현기증과 같은 알레르기 반응 또는 이와 유사한 반응을 일으키지 않는 조성물을 말한다. 

또한 본 발명에 따른 약학적 조성물은 통상의 방법에 따라 산제, 과립제, 정제, 캡슐제, 현탁액, 에멀젼, 시럽,[0071]

에어로졸 등의 경구형 제형, 외용제, 좌제 및 멸균 주사용액의 형태로 제형화하여 사용될 수 있다. 당해 기술

분야에 알려진 적합한 제제는 문헌(Remington's  Pharmaceutical  Science,  최근,  Mack  Publishing  Company,

Easton PA)에 개시되어 있는 것을 사용하는 것이 바람직하다. 포함될 수 있는 담체, 부형제 및 희석제로는 락토

오스, 덱스트로오스, 수크로오스, 소르비톨, 만니톨, 자일리톨, 에리스리톨, 말티톨, 전분, 아카시아 고무, 알

지네이트, 젤라틴, 칼슘 포스페이트, 칼슘 실리케이트, 셀룰로오스, 메틸 셀룰로오스, 미정질 셀룰로오스, 폴리

비닐 피롤리돈, 물, 메틸히드록시 벤조에이트, 프로필히드록시 벤조에이트, 탈크, 마그네슘 스테아레이트, 광물

유 등이 있다. 상기 약학적 조성물을 제제화할 경우에는 보통 사용하는 충진제, 증량제, 결합제, 습윤제, 붕해

제, 계면활성제 등의 희석제 또는 부형제를 사용하여 조제된다. 경구투여를 위한 고형제제에는 정제, 환제, 산

제, 과립제, 캡슐제 등이 포함되며, 이러한 고형제제는 상기 조성물에 적어도 하나 이상의 부형제, 예를 들면

전분, 칼슘 카보네이트(calcium carbonate), 수크로오스, 락토오스, 젤라틴 등을 섞어 조제된다. 또한 단순한

부형제 이외에 마그네슘 스테아레이트, 탈크 같은 윤활제들도 사용된다. 경구를 위한 액상 제제로는 현탁제, 내

용액제, 유제, 시럽제 등이 해당되는데 흔히 사용되는 단순 희석제인 물, 리퀴드 파라핀 이외에 여러 가지 부형

제, 예를 들면 습윤제, 감미제, 방향제, 보존제 등이 포함될 수 있다. 비경구 투여를 위한 제제에는 멸균된 수

용액, 비수성용제, 현탁제, 유제, 동결건조 제제, 좌제 등이 포함된다. 비수성용제, 현탁제로는 프로필렌글리콜

(propylene glycol), 폴리에틸렌 글리콜, 올리브 오일과 같은 식물성 기름, 에틸올레이트와 같은 주사 가능한

에스테르 등이 사용될 수 있다. 좌제의 기제로는 위텝솔(witepsol), 마크로골, 트윈(tween) 61, 카카오지, 라우

린지, 글리세로제라틴 등이 사용될 수 있다.

 본 발명의 약학적 조성물은 연구자, 수의사, 의사 또는 기타 임상에 의해 생각되는 조직계, 동물 또는 인간에[0072]

서 생물학적 또는 의학적 반응을 유도하는 유효 성분 또는 약학적 조성물의 양, 즉 치료되는 질환 또는 장애의

증상의 완화를 유도하는 양인 치료상 유효량으로 투여할 수 있다. 본 발명의 약학적 조성물에 대한 치료상 유효

투여량 및 투여횟수는 원하는 효과에 따라 변화될 것임은 당업자에게 자명하다. 그러므로, 투여될 최적의 투여

량은 당업자에 의해 쉽게 결정될 수 있으며, 질환의 종류, 질환의 중증도, 조성물에 함유된 유효성분 및 다른

성분의 함량, 제형의 종류, 및 환자의 연령, 체중, 일반 건강 상태, 성별 및 식이, 투여시간, 투여 경로 및 조

성물의 분비율, 치료기간, 동시 사용되는 약물을 비롯한 다양한 인자에 따라 조절될 수 있다. 바람직한 효과를

위해서, 본 발명의 약학적 조성물은 1~10,000㎎/㎏/day, 바람직하게는 1~200㎎/㎏/day의 양으로 투여할 수 있으

며, 하루에 한번 투여할 수도 있고, 수 회에 나누어 투여할 수도 있다. 
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본 발명의 약학적 조성물은 개체에게 다양한 경로로 투여될 수 있다. 투여의 모든 방식은 예상될 수 있는데, 예[0073]

를 들면, 경구, 직장 또는 정맥, 근육, 피하, 자궁 내 경막 또는 뇌혈관 내 주사에 의해 투여될 수 있다.

또한 본 발명은 락토바실러스 아시도필러스 MG4558, 락토바실러스 파라카제이 MG4592, 락토바실러스 플란타럼[0075]

MG4553, 락토바실러스 플란타럼 MG4555, 또는 락토바실러스 람노서스 MG4502 균주, 이의 배양액, 또는 이들의

무세포 추출물을 포함하는 비만 또는 비만 관련 질환의 예방 또는 개선용 의약외품 조성물을 제공한다. 

본 발명의 균주는 비만 관련 질환의 예방 또는 개선을 목적으로 의약외품 조성물에 첨가될 수 있다. 본 발명의[0076]

균주를 의약외품 첨가물로 사용할 경우, 상기 균주를 그대로 첨가하거나 다른 의약외품 성분과 함께 사용될 수

있고, 통상적인 방법에 따라 적절하게 사용될 수 있다. 유효성분의 혼합양은 사용 목적 (예방, 건강 또는 치료

적 처치)에 따라 적합하게 결정될 수 있다. 

또한 본 발명은 인간을 제외한 가축을 치료 대상으로 하여, 락토바실러스 아시도필러스 MG4558, 락토바실러스[0077]

파라카제이 MG4592, 락토바실러스 플란타럼 MG4553, 락토바실러스 플란타럼 MG4555, 또는 락토바실러스 람노서

스 MG4502 균주, 이의 배양액, 또는 이들의 무세포 추출물을 포함하는, 비만 또는 비만 관련 질환의 예방 또는

개선용 사료 조성물을 제공한다. 

본 발명 사료 조성물은 사료 첨가제를 포함하고, 본 발명의 사료첨가제는 사료관리법상의 보조사료에 해당한다.[0078]

본 발명에서 용어 "사료"는 동물이 먹고, 섭취하며, 소화시키기 위한 또는 이에 적당한 임의의 천연 또는 인공[0079]

규정식, 한끼식 등 또는 상기 한끼식의 성분을 의미할 수 있다. 상기 사료의 종류는 특별히 제한되지 아니하며,

당해 기술 분야에서 통상적으로 사용되는 사료를 사용할 수 있다. 상기 사료의 비제한적인 예로는, 곡물류, 근

과류, 식품 가공 부산물류, 조류, 섬유질류, 제약 부산물류, 유지류, 전분류, 박류 또는 곡물 부산물류 등과 같

은 식물성 사료; 단백질류, 무기물류, 유지류, 광물성류, 유지류, 단세포 단백질류, 동물성 플랑크톤류 또는 음

식물 등과 같은 동물성 사료를 들 수 있다. 이들은 단독으로 사용되거나 2종 이상을 혼합하여 사용될 수 있다.

이하 본 발명을 실시예를 통하여 보다 상세하게 설명한다. 그러나, 이들 실시예는 본 발명을 예시적으로 설명하[0081]

기 위한 것으로 본 발명의 범위가 이들 실시예에 한정되는 것은 아니다. 

모든 실험은 3회 반복 수행하였으며, 결과는 평균 ± 표준 편차 (SD)로 나타내었다. R (버전 3.6.2) 및 PRIMER-[0082]

E 소프트웨어 패키지를 사용하여 통계 분석을 수행하였다. 

실시예 1. 영유아 분변에서 균주 분리 동정 [0084]

유아 분변 검체에서 프로바이오틱 후보 물질을 분리하였다. 분변 샘플은 2 ~ 15 개월의 영유아로부터 수집하였[0085]

다. 생분(1g)의 일부를 0.85% NaCl 9mL에 접종하고 Stomacher 샘플 믹서 (3M, Korea)를 이용하여 3 분간 잘 혼

합한 후 Whatman No. 2 여과지를 통해 여과하였다. 여과된 샘플의 1mL 분취량을 연속 희석 (최대 10
8
 개)하고

샘플을 라피노스-비피도박테리움 (raffinose-bifidobacterium, RB), 네오마이신, 파로모 마이신, 날리딕산 및

염화리튬 (NPNL) 또는 Rogosa(락토바실러스 선택 한천) 한천 배지에 도말하였다. 플레이트를 37 ℃에서 24 시간

동안 배양하였으며, 후보가 되는 젖산 박테리아 콜로니를 선택하고 동일한 배지에서 두 번 연속 정제하였다. 정

제된 콜로니를 BCP(bromo cresol purple) 한천에 스트리킹하고 황색 영역 형성을 기반으로 젖산 생성 박테리아

임을 확인하였다. 균주들을 MRS 한천 배지 (Difco, USA)에 유지하고 사용 전까지 -80℃에서 20 % 글리세롤에 보

관하였다. 균주를 MRS 배지 또는 한천 배지에 접종하고 37 ℃에서 12-18 시간 동안 배양하였다.

균주들의 무세포 추출물 (cell free extract, CFE)을 얻기 위해, 미생물 배양액에 초음파를 처리하였고, 배양액[0086]

을 용해시켰다. 먼저 3,470xg로 4℃에서 5분동안 원심분리를 수행하여 배양액을 수득하였고 PBS (pH 7.4)를 이

용하여 3회 세척하여 남아있는 MRS 배지를 제거하였다. 세포 펠렛을 10mg/mL 에서 재현탁시키고, 사이클 사이에

30 초 동안 일시 정지하면서 150W에서 30 초 동안 3사이클로 초음파를 처리하여 용해시켰다. 용해된 배양액을

0.2μm 시린지 필터 (Advantech, USA)를 사용하여 여과하고, 사용할 때까지 -80 ℃에서 보관하였다.

 실시예 2. 균주 활성 평가 [0088]

2.1 지질 축적 억제 활성 확인 [0089]

영유아 분변에서 분리된 콜로니에서 16S rRNA 유전자 시퀀싱을 수행하고, 16S rRNA 유전자 시퀀싱 결과를 기반[0090]

으로  61개의  분리  균주를  동정하였다.  후보  균주는  2  속  10  종으로  구별됐으며  이를  표  1에  나타내었다:

Bifidobacterium animalis subsp. lactis, B. breve, Lactobacillus acidophilus, L. casei, L. fermentum,

L. gasseri, L. paracasei, L. plantarum, L. rhamnosus 및 L. salivarius. 

등록특허 10-2294456

- 10 -



항 비만 효과를 가질 것으로 기대되는 프로바이오틱 균주를 선별하기 위해 분화된 3T3-L1 지방 세포를 이용하여[0091]

61 개 균주 모두의 지질 축적 억제 효과를 Oil Red O 염색 강도를 측정하여 평가하였다. 

3T3-L1 세포를 10 % 우태아 혈청 (FBS) 및 1% 페니실린/스트렙토마이신이 보충된 DMEM에서 배양하였다. 적절한[0092]

수의 세포를 유지하기 위해 2 일마다 계대 배양을 수행하였으며, 지방 세포 분화를 유도하기 위해 3T3-L1 세포

를 DMEM이 포함된 6 웰 플레이트에 1 x  10
5
 세포/mL로 접종하고 최소 2  일 동안 배양하였다. 그 후 배지를

DMEM-MDI (0.5mM IBMX, 1μM DEX 및 1μg/mL 인슐린(insulin) 함유)로 교체하였다. 2 일과 4 일에 인슐린 1μ

g/mL 만 함유하는 배지로 배양 배지를 교체하였고, 0, 2 및 4 일에 세포를 유도 배지와 함께 0.1 mg/mL의 CFE로

처리하였다. 그 후, 분화를 유도하기 위해 배지를 2 일마다 8 일 동안 교체하였다. 

분화된 3T3-L1 지방 세포의 총 지질 축적을 Oil Red O 염색을 사용하여 측정하였다. 배양된 3T3-L1 세포에서 배[0093]

지를 제거하고 세포를 PBS (pH 7.4)로 2 회 세척 하였다. 그 후, 3.7 % 포름알데히드 1mL를 각 웰에 첨가하고

15 분 동안 배양하여 세포를 고정시켰다. 다음으로 포름알데히드를 제거하고 세포를 PBS로 3 회 세척하였다.

Oil Red O 를 증류수와 6: 4의 비율로 혼합하고 0.2μm 필터를 통해 여과하여 제조하였다. 준비된 Oil Red O 용

액 (500 μL)의 분취량을 각 웰에 첨가하고 실온에서 30 분 동안 배양한 후 PBS로 3 회 세척 하였으며, 세포를

현미경으로 관찰하였다. 마지막으로 Oil Red O 염색을 100% 이소프로판올로 염료를 추출하고 마이크로 플레이트

리더를 사용하여 540 nm에서 흡광도를 측정하여 정량화하였다. MDI로 처리 된 3T3-L1 세포는 처리되지 않은 세

포 (대조군)보다 더 많은 지질 방울을 형성하였다. 분화된 3T3-L1 지방 세포의 지질 축적은 다음 공식을 사용하

여 계산하였다. 

지질 축적 (%) = As/Ac × 100[0094]

As 는 540 nm에서의 시료 존재 하의 MDI 흡광도, Ac 는 시료 부존재 하의 MDI 흡광도 [0095]

후보 균주들의 지질 축적 억제율을 표 1에 나타내었으며, 균주에 따라 매우 다양하게 나타났다. [0096]

표 1

Strains[0098] Inhibition lipid
accumulation (%)

Bifidobacterium animalis subsp. lactis MG4589 -42.8 ± 1.1

Bifidobacterium breve MG4528 -31.3 ± 20.6

Lactobacillus acidophilus MG4558 -60.4 ± 11.4

MG4559 -36.6 ± 8.9

MG4571 -8.8 ± 4.5

MG4573 45.0 ± 4.2

Lactobacillus casei MG4584 -87.3 ± 6.2

Lactobacillus fermentum MG4500 -40.1 ± 6.8

MG4510 -58.8 ± 14.8

MG4529 -52.9 ± 7.2

MG4530 -56.5 ± 1.4

MG4531 18.2 ± 16.3

MG4532 -9.8 ± 7.2

MG4533 -36.2 ± 3.2

MG4534 -43.1 ± 9.1

MG4535 -41.5 ± 0.5

MG4536 -40.3 ± 0.1

MG4538 -39.4 ± 1.6

MG4539 -41.7 ± 2.5

MG4540 -48.8 ± 1.8

MG4542 -21.7 ± 15.2

MG4543 -21.2 ± 19.7

MG4544 -16.9 ± 14.5

MG4545 -59.1 ± 3.2
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Lactobacillus gasseri MG4513 12.1 ± 6.0

MG4514 20.8 ± 1.8

MG4515 31.9 ± 7.0

MG4520 -2.8 ± 3.0

MG4521 16.4 ± 11.5

MG4523 29.4 ± 11.5

MG4524 -70.3 ± 6.8

MG4503 -8.3 ± 4.1

MG4506 2.8 ± 6.1

MG4507 -4.3 ± 5.1

MG4508 -9.0 ± 4.4

MG4512 1.7 ± 2.2

MG4575 -46.1 ± 3.9

MG4582 -72.9 ± 3.1

MG4583 -53.6 ± 4.0

MG4588 -99.0 ± 6.2

MG4594 7.7 ± 13.8

Lactobacillus paracasei MG4577 32.2 ± 9.6

MG4592 -77.3 ± 3.3

Lactobacillus plantarum MG4519 -48.4 ± 11.4

MG4537 -79.6 ± 0.8

MG4553 -84.1 ± 5.3

MG4554 -92.5 ± 1.4

MG4555 -79.3 ± 4.6

MG4556 -25.5 ± 45.7

MG4557 -29.1 ± 18.4

MG4585 -93.2 ± 3.3

MG4586 -54.3 ± 10.7

MG4587 -80.0 ± 0.7

MG4591 -58.0 ± 1.0

Lactobacillus rhamnosus MG4501 -74.5 ± 7.5

MG4502 -97.3 ± 4.0

MG4511 -77.5 ± 7.8

MG4505 -85.1 ± 7.0

Lactobacillus salivarius MG4525 35.4 ± 3.7

MG4526 -44.3 ± 10.4

MG4527 -2.0 ± 12.5

영유아로부터 분리 동정된 균주들 중 지질 축적 억제 능력이 > 50 %인 우수한 균주를 25종 선택하였으며, 이들[0100]

균주를 발효 생성물 수율 (> 1 x 10
11
 CFU/g)에 대해 평가하였다. 최종적으로 발효 생성물 수율과 지질축적 억제

능이 모두 우수한 균주 5 종을 선택하였으며, 이를 한국생명공학연구원에 기탁하였다: 락토바실러스 아시도필러

스  MG4558  (기탁번호  KCTC14438BP,  수탁일  2021.01.06),  락토바실러스  파라카제이  MG4592(기탁번호:  KCTC

14435BP, 수탁일 2021.01.06), 락토바실러스 플란타럼 MG4553 (기탁번호: KCTC14097BP, 수탁일2020.01.07), 락

토바실러스  플란타럼  MG4555  (기탁번호:  KCTC  14437BP,  수탁일  2021.01.06)  또는  락토바실러스  람노서스

MG4502 (기탁번호: KCTC 14095BP, 수탁일 2020.01.07) (p <0.001). 

2.2 균주의 항 당뇨 활성 평가 [0102]

지질 축적 억제능을 가진 선별된 균주가 α- 글루코시다아제 활성에 미치는 영향을 조사하였다. 150μL의 0.01M[0103]

PBS (pH 7.0)와 75 μL의 0.02 M p-니트로페닐 α-D-글루코피라노시드(PNPG) 용액을 포함하는 반응 혼합물에 25

μL의 CFS를 첨가하고 37 ℃에서 10분 동안 전 배양하였다. 50μL의 α-글루코시다아제 (0.17 unit/ mL)를 첨가

하여 반응을 시작하고, 혼합물을 37℃에서 10분간 배양하였다. 반응은 0.1M  Na2CO3  1mL를 첨가하여 종결하고

405nm에서 흡광도를 측정하여 방출된 ρ- 니트로페놀(PNP)의 양을 측정하였다. 억제율은 다음 식에 따라 계산하

였다. 
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억제율(%) = [1 - (C - D)/(A - B)] × 100[0104]

A 는 α-글루코시다아제 단독 흡광도, B 는 시료 또는 α-글루코시다아제가 없는 조건의 흡광도, C 는 α- 글루[0105]

코시다아제 및 시료의 흡광도, D 는 시료 단독 흡광도. 

선별된 7 개 균주가 α- 글루코시다아제 활성에 미치는 영향을 조사한 결과를 도 1에 나타내었다. [0107]

도  1에  나타낸  바와  같이,  대부분의  선별  균주는  상대적으로  높은  α-글루코시다아제  억제  활성을[0108]

나타내었으며, 가장 우수한 활성을 나타내는 균주 순으로 락토바실러스 플란타럼 MG4555 (91.6 %), 락토바실러

스 아시도필러스 MG4558 (90.3 %), 락토바실러스 파라카제이 MG4592 (81.7 %), 락토바실러스 람노서스 MG4502

(63.4 %), 락토바실러스 플란타럼 MG4553 (62.1 %), 락토바실러스 람노서스 MG4505 (57.5 %) 및 락토바실러스

람노서스MG4511 (19.8 %) 활성을 나타내었다. 7 종의 균주 중 락토바실러스 람노서스 MG4511 (19.8 %)외의 모든

균주들이 지질 축적 억제 및 α-글루코시다아제 억제 활성이 50% 이상으로 나타나 우수한 효과를 나타내는 것을

확인하였다. α-글루코시다아제는 식이 전분을 소화하고 올리고당을 포도당으로 분해하여 식후 포도당을 급격히

증가시키는  역할을  하므로,  α-글루코시다아제  억제제는  경구용  당뇨병  치료제로  작용하며  제  2  형  당뇨병

(T2D) 치료에 사용되고 있다. 따라서, α-글루코시다아제 억제 활성을 나타내는 본 발명의 프로바이오틱스 균주

들이 지방 억제뿐만 아니라 비만 관련 질환 중 하나인 당뇨 치료제로도 활용될 수 있음을 확인하였다. 

2.3 균주의 항산화 활성 평가[0110]

선택된 균주의 항산화 활성을 DPPH 및 ABTS 라디칼 소거 분석을 사용하여 평가하였다. 균주를 0.05mM DPPH 용액[0111]

(1:2)과 혼합하고 1.0의 OD600으로 조정하였다. 그 후, 혼합물을 암실에서 30분 동안 실온 배양하였다. 에탄올

과 DPPH 용액을 혼합하여 대조군을 제조하였다. 상층액은 13,000rpm에서 1 분간 원심 분리하여 얻은 후 517nm에

서 흡광도를 측정하였다. 각 샘플은 3회 반복 측정하였다. 결과를 대표적인 항산화 물질인 아스코르브산(100μ

g/mL)과 비교하고 다음 방정식을 사용하여 소거 활성을 계산하였다. 

Scavenging effect (%) = (Ac - As)/Ac × 100[0112]

As 는 517nm 에서 대상 시료의 흡광도, Ac 는 대조군의 흡광도[0113]

ABTS 소거 활성을 확인하기 위하여, 라디칼 양이온을 7mM ABTS와 2.45mM과 황산 칼륨 (1:1, v/v)을 혼합하여 제[0115]

조하고, 24 시간 동안 암실에서 실온 배양하였다. 그 후 균주를 ABTS 용액과 혼합 (1:2)하여 1.0의 OD600으로 조

정하고 암실 실온에서 10 분 동안 배양하였다. 반응 혼합물을 13,000 rpm에서 1 분 동안 원심 분리하고 상층액

의 흡광도를 734 nm에서 측정하였다. 각 분석은 3회 반복 수행하였다. 결과를 대표적 항산화 물질인 아스코르브

산 (100μg/mL)과 비교하고 다음 방정식을 사용하여 활성을 계산하였다. 

Scavenging rate (%) = (Ac - As)/Ac × 100[0116]

As 는 734nm 에서 대상 시료의 흡광도, Ac 는 대조군의 흡광도[0117]

DPPH 자유 라티칼 소거 활성 및 ABTS 자유 라티칼 소거 활성을 통해 측정된 각 균주의 항산화 능력을 확인한 결[0119]

과를 도 2에 나타내었다. 

도 2에 나타낸 바와 같이, 7종 균주의 DPPH 자유 라디칼 소거 활성은 21.6 %에서 27.5 % 범위였고, ABTS 라디칼[0120]

소거 활성은 40.9 %에서 44.9 % 범위로 나타나 전반적으로 유사한 O2 라디칼 소거 활성을 보였다. 모든 균주는

DPPH 분석에서보다 ABTS 분석에서 더 높은 수준의 라디칼 소거 능력을 나타내었고, 항산화 활성을 가지고 있음

을 확인하였다. 

2.4. 항 비만, 항 당뇨, 항산화 활성의 상관 관계 분석 [0122]

본 발명 균주에서 DPPH 및 ABTS 소거 활성, α- 글루코시다아제 억제 및 지질 축적 억제 간의 상관 관계를 다중[0123]

평균 비교 및 Pearson 상관 분석에 의해 평가하였으며, 그 결과를 표 2에 나타내었다. 
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표 2

[0124]

표 2에서 유의한 상관관계 결과는 볼드 및 별표 표시로 나타내었다. 표 2에 나타낸 바와 같이, ABTS 소거 활성[0126]

(p <0.01) 및 α-글루코시다아제 억제 (p <0.05)는 지질 축적 억제와 유의한 상관 관계가 있었다. 그러나 DPPH

소거 활동과 다른 특성 사이에는 통계적으로 유의한 상관 관계가 없는 것으로 나타났다(p> 0.05).

이러한 결과는 본 발명 균주의 지질 축적 억제 활성과 α-글루코시다아제 억제 활성이 유의한 상관관계가 있음[0127]

을 보여주는 것이며, 본 발명의 균주가 비만과 2형 당뇨병의 상태를 동시에 개선할 수 있음을 나타내는 결과이

다. 

실시예 3. 형태학적 분석[0129]

FE-SEM (Hitachi, S-4300SE, Japan) 을 이용한 전자 현미경 사진으로 지질축적 억제 및 항당뇨, 항산화 활성을[0130]

갖는 선별 균주의 형태학적 분석을 수행하였고, 그 결과를 도 3에 나타내었다. 

도 3에 나타낸 바와 같이, 모든 균주들은 막대 모양의 간균 형태였고, 대부분의 균주, 특히 락토바실러스 람노[0131]

서스(Lactobacillus rhamnosus) MG4502, MG4505 및 MG4511는 엑소폴리사카라이드 (EPS) 가닥에 의해 세포가 연

결되어 있음을 확인하였다. 

실시예 4. 선별된 균주의 내산성 및 내담즙성 확인[0133]

프로바이오틱스로 활용되기 위해서는 산성 및 담즙엽에 대한 내성이 중요하므로, 위액 환경 (pH 3 및 4) 및 장[0134]

환경 (pH 7 및 8)에 노출시키고, 이러한 환경에서의 생존율을 확인하였다. 구체적으로 18 시간 동안 선별된 균

주를 배양한 후 원심분리 (4℃, 5 분, 3,750 x g)에 의해 수확된 세포를 PBS (pH 7.4)로 2 회 세척하였다. 세척

된 균주 10
8
 CFU / mL를 SGF(simulated gastric fluid) 및 SIF (simulated intestinal fluid)을 포함하는 모의

위장 용액에 재현탁시키고 37℃ 에서 3 시간 동안 배양하였다. SGF는 3g/L의 펩신을 함유하는 MRS 배양액(1N

HCl을 이용하여 pH 3 및 4로 조정됨)를 사용하여 제조하였고, SIF는 판크레아틴 (1g/L)을 멸균된 PBS (1N NaOH

를 이용하여 pH 7 및 8로 조정)와 혼합하여 제조하였다. 균주의 내성은 MRS 한천 플레이트에서 생존 세포를 계

수하여 CFU / mL 로 나타내었으며, 그 결과를 표 3 에 나타내었다. 

표 3

Strains[0135]

log CFU/mL
Simulated gastric fluid

1)
Simulated intestinal fluid

2)

pH 3 pH 4 pH 7 pH 8

L. acidophilus MG4558 6.3 ± 0.1 5.5 ± 0.1 8.3 ± 0.03 8.3 ± 0.03

L. paracasei MG4592 7.9 ± 0.01 8.0 ± 0.1 7.9 ± 0.01 8.0 ± 0.03

L. plantarum MG4553 7.8 ± 0.002 7.8 ± 0.01 7.8 ± 0.02 7.8 ± 0.03

L. plantarum MG4555 7.7 ± 0.02 7.8 ± 0.01 7.8 ± 0.02 7.8 ± 0.03

L. rhamnosus MG4502 8.6 ± 0.03 8.6 ± 0.1 8.6 ± 0.1 8.5 ± 0.03

L. rhamnosus MG4511 8.6 ± 0.01 8.6 ± 0.03 8.6 ± 0.1 8.6 ± 0.1

L. rhamnosus MG4505 8.5 ± 0.1 8.6 ± 0.1 8.6 ± 0.01 8.6 ± 0.02
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표 3 에 나타낸 바와 같이, 강 산성 및 강 염기성 환경인 위액, 담즙염 조건에서 모든 균주들이 생존하였으며,[0137]

세포 생존율은 위액 조건에서 5.5 ~ 8.6 log CFU/mL, 장 조건 하에서 7.8 ~ 8.6 log CFU/mL 범위임을 확인하였

다. 이는 본 발명의 균주들이 프로바이오틱스의 중요한 요소인 낮은 pH 및 담즙염에 대해 높은 저항성을 가지고

있음을 보여주는 결과이다. 

실시예 5. 선별 균주의 자가응집 및 부착 능력 확인 [0139]

균주의 자가 응집 능력이 좋다면 장의 연축운동에 의한 프로바이오틱스의 제거를 방지하고 장에서 효과적으로[0140]

소화관의 상피세포에 콜로니를 형성할 수 있어 프로바이오틱스로 유용하다. 선별된 유산균주의 자가응집능을 확

인하기 위하여, 37 ℃에서 18 시간 동안 MRS 배지에서 성장시켰으며, 3,750 x g에서 5 분간 원심분리하여 세포

를 수확하고 PBS (pH 7.0)로 3 회 세척 한 후 PBS에 OD600 1.0이 되도록 재현탁하였다. 세포 현탁액 (4 mL)을

10 초 동안 교반 및 혼합하고 실온에서 5시간 동안 배양하였다. 그 후 EPOCH 2 Microplate 판독기 (BioTek,

USA)로 600 nm에서 현탁액 0.1 mL 분취량의 흡광도를 측정하였다. 자가 응집능 (%)을 다음 방정식을 사용하여

계산하였다. 

자가 응집능 (%) = (1 - (A5/A0)) × 100[0141]

A5는 배양 5 시간에서의 흡광도이고, A0은 시작 직후 시간 0에서의 흡광도이다. [0142]

자가 응집능을 측정하여 평가한 결과를 표 4에 나타내었다. [0143]

표 4

Strains[0144] Auto-aggregation (%)

L. acidophilus MG4558 94.3 ± 0.6

L. paracasei MG4592 40.2 ± 3.9

L. plantarum MG4553 62.0 ± 1.2

L. plantarum MG4555 56.3 ± 2.2

L. rhamnosus MG4502 34.0 ± 3.6

L. rhamnosus MG4511 41.1 ± 4.2

L. rhamnosus MG4505 49.7 ± 3.1

표 4에 나타낸 바와 같이, 락토바실러스 아시도필러스 MG4558가 가장 강력한 가자 응집능 (94.3 %)을 나타내었[0146]

으며, 이들은 즉시 응집되어 침전물과 투명 용액을 형성하였다. 다른 균주는 40 내지 62 %의 자가 응집능을 나

타내었고, 현탁액은 침전물을 형성했지만 일부 탁한 상태를 유지하였다. 

실시예 5. 효소활성 및 탄수화물 이용능 확인 [0148]

프로바이오틱스로서의 안전성을 확인하기 위하여 효소 활성 확인을 수행하였다. 선별 균주의 효소 활성 및 탄수[0149]

화물 이용능을 측정하기 위해 박테리아를 MRS 한천 플레이트에서 37℃, 18 시간 동안 배양하였다. 제조업체의

지침 (BioMerieux, France)에 따라 API ZYM 및 API 50 CHL 키트를 사용하였으며 분석을 위해 콜로니를 선택하

였다. 효소 활성을 API ZYM 색상 반응 차트를 기반으로 10nM 간격으로 0 (활성 없음)에서 5 (제품 방출량 40nM

이상)의 척도로 평가하고 그 결과를 표 5에 나타내었다. 
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표 5

[0150]

7개의 균주는 전반적으로 모두 높은 류신 아릴아미다아제(leucine arylamidase) 활성을 나타냈지만, β-글루쿠[0152]

로니다아제(β-glucuronidase), α-만노시다아제(α-mannosidase) 또는 트립신(trypsin) 활성은 나타내지 않았

다. 균주 중 락토바실러스 람노서스(Lactobacillus rhamnosus) MG4502, MG4511 및 MG4505는 다른 균주보다 상

대적으로 높은 알칼리성 포스파타제, 리파아제 (C14),  α-키모트립신, α-갈락토시다아제 및 α-푸코시다아제

활성을 나타냈다. 

각 균주의 탄수화물 대사 평가를 위하여 이용률을 API 50 CHL 시스템을 사용하여 평가했으며 결과를 표 6에 나[0154]

타내었다. 
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표 6

[0156]

모든  균주는  D-갈락토오스,  D-글루코스,  D-과당,  D-만노스,  N-아세틸-글루코사민,  아미그달린,  알부틴[0157]

(arbutin),  에스쿨린(esculin),  살리신(salicin),  D-셀로비오스(D-cellobiose),  D-트레할로스,  D-멜레지토스

(D-melezitose)  및  겐티오비오스(gentiobiose)  를  발효하였다.  그러나  모든  균주는  글리세롤,  에리트리톨

(erythritol),  L-자일로스(L-xylose),  D-아도니톨(D-adonitol),  메틸-β  D-자일로피라노시드(methyl-βD-

xylopyranoside), 메틸-α D-글루코시드(methyl-α D-glucoside), 이눌린, D-라피노스, 전분, 글리코겐, 자일

리톨, D-자일로스, D-푸코스, D-아라비톨, 2-케토-글루코네이트 및 5- 케토-글루코네이트를 발효하지 못했다. 

실시예 6. 균주의 항생제 내성 확인 [0159]

선별된 균주의 항생제 내성은 9 가지 항생제의 최소 억제 농도 (MIC)와 EFSA 가이드 라인에 의해 제안된 역학적[0160]

컷오프 값을 결정하여 평가하였다. 균주를 MRS 배지에서 37 ℃에서 18 시간 동안 성장시킨 후 3,750 x g에서 5

분 동안 원심분리하여 수확하고 PBS (pH 7.0)로 3 회 세척한 다음 PBS에 0.5 McFarland 표준으로 재현탁시켰다.

세포 현탁액을 면봉으로 Brain Heart Infusion 한천 (BHI; Difco, USA)에 접종하고 플레이트를 10-15 분 동안

건조시켰다. 그런 다음 제조업체의 권장 사항에 따라 한천 표면에 MIC 테스트 스트립 (Liofilchem, 이탈리아)을

배치하였다. 플레이트를 37℃ 에서 20시간 동안 배양한 후 각 균주의 항생제 내성을 확인한 결과를 표 7에 나타

내었다. 
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표 7

[0161]

표 7 에 나타낸 바와 같이, 대부분의 균주는 암피실린, 겐타마이신, 스트렙토마이신, 에리스로마이신, 및 클린[0163]

다마이신(clindamycin)에 대하여 대부분 감수성이 있었고, 락토바실러스 아시도필러스 MG4558 만 겐타마이신,

카나마이신 및 클로람페니콜에 내성이 있었다. 항생제에 대한 내성은 항생제 치료 중에도 위장관에서 프로바이

오틱 균주를 생존할 수 있도록 하므로, 항생제 치료 중에도 활용할 수 있다. 

실시예 7. 선별 균주의 용혈성 평가 [0165]

병원성 박테리아의 주요 독성 인자인 용혈을 평가하기 위한 실험을 수행하였다. 먼저 균주를 5 % 양 혈액을 포[0166]

함하는 Tryptic Soy Agar (TSA) 배지에 스트리킹하고 37℃에서 48 시간 동안 배양하였다. 배양 후, 플레이트에

서 콜로니 주변 투명 영역 (β-용혈), 녹색 영역 (α-용혈) 또는 no 영역 (γ-용혈, 비용혈)의 형성을 관찰하였

다. 그 결과 모든 테스트된 선별 균주는 혈액 한천 플레이트 배양 48 시간에서 γ-용혈, 즉, 비용혈성을 나타내

어 모두 안전한 균주임을 확인하였다.  

수탁번호

[0168]

기탁기관명 : 한국생명공학연구원

수탁번호 : KCTC14438BP

수탁일자 : 20210106

기탁기관명 : 한국생명공학연구원

수탁번호 : KCTC14437BP

수탁일자 : 20210106

기탁기관명 : 한국생명공학연구원

수탁번호 : KCTC14435BP

등록특허 10-2294456
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수탁일자 : 20210106

기탁기관명 : 한국생명공학연구원

수탁번호 : KCTC14097BP

수탁일자 : 20200107

기탁기관명 : 한국생명공학연구원

수탁번호 : KCTC14095BP

수탁일자 : 20200107

도면

도면1

도면2

등록특허 10-2294456
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도면3

등록특허 10-2294456
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