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명 세 서

청구범위

청구항 1 

삭제

청구항 2 

지방 합성 관련 유전자인 FAS(fatty  acid  synthase),  SREBP-1(sterol  regulatory element binding protein-

1),  SREBP-2(sterol  regulatory  element  binding  protein-2)  및  HM  GCR(hydroxymethylglutaryl-CoA

reductase) 유전자의 발현을 억제함으로써 비알코올성 지방간 개선 효능을 가지는 것을 특징으로 하는 락토바실

러스 카제이(Lactobacillus casei) HY7207(수탁번호: KCTC13691BP).

청구항 3 

청구항 2의 락토바실러스 카제이(Lactobacillus casei) HY7207(수탁번호: KCTC13691BP)을 유효성분으로 함유하

는 비알코올성 지방간 개선을 위한 식품조성물.

청구항 4 

청구항 3에 있어서,

상기 식품조성물은 발효유, 건강기능식품, 기능성 음료 중에서 선택된 어느 하나의 제형을 갖는 것을 특징으로

하는 식품조성물.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 비알코올성 지방간 개선 효능을 갖는 락토바실러스 카제이(Lactobacillus casei) HY7207 및 이를 유[0001]

효성분으로 함유하는 제품에 관한 것으로서, 더욱 상세하게는 지방산에 의한 간세포의 사멸과 지방축적의 억제

와 지방 합성 관련 유전자의 발현을 억제함과 동시에 고지방식이에 의해 지방간이 유도된 마우스에서 지방세포

의 활성을 억제하여 체중 증가를 억제하고, 혈중 중성지질의 생성을 저해함으로써 비알코올성 지방간 개선 효능

을  갖는  락토바실러스  카제이(Lactobacillus  casei)  HY7207  및  이를  유효성분으로  함유하는  제품에  관한

것이다.

배 경 기 술

지방간(fatty liver)이란, 지방의 과도한 섭취와 간 내의 축적 및 합성 증가, 배출 감소 등의 원인이 되어 정상[0002]

적인 지방대사가 이루어지지 못함으로써, 지질 특히 중성지방(triglyceride)이 과도하게 축적되어 간세포에서

지방공포가 과도하게 관찰되는 질환을 말한다. 간에 지방이 과다하게 껴서 생기는 질병으로, 지방질 특히 중성

지방이 간 무게의 5% 이상일 때를 말한다. 임상적으로는 간세포의 5% 이상에서 지방이 관찰되거나 간 100mg 당

지방이 5mg 이상일 때 즉, 지방이 전체간 무게의 5% 이상을 차지하게 될 때 지방간으로 분류한다. 보통 음주로

인한 지방간과 그렇지 않은 쪽으로 나뉘는데,  대개 전자가 더 위험하다.  전자는 알코올성 지방간(alcoholic

fatty liver)이라고 부르고, 후자처럼 알코올에 의하지 않은 지방간을 통틀어 비알코올성 지방간(non-alcoholic

fatty liver disease, NAFLD)이라고 부른다. 대한 간학회의 정의에 따르면 비알코올성 지방간이란 술을 전혀 안

마시거나 소량을 마실 뿐인데도(여성의 경우 1주일에 소주 1병, 남성의 경우 1주일에 소주 2병 이하), 술을 많

이 마시는 사람들과 비슷하게 간에 지방이 많이 끼어있는 질환을 의미한다. 비알코올성 지방간의 원인으로는 항

부정맥제, 항바이러스제, 스테로이드, 세포독성약물 등의 부작용이나 과다한 탄수화물 등의 칼로리 섭취, 비만,

당뇨, 그리고 일부 유전적인 원인 등이 존재한다. 아주 드물게 임신에 의해서도 지방간이 발생할 수 있다. 임신
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중 지방간은 위험하지만, 출산을 한 이후에는 대개 거의 정상으로 회복된다. 비알코올성 지방간이 심각하게 진

행되면 비알코올성 지방간염(non-alcoholic steatohepatitis, NASH)이 된다. 이 단계는 단순 지방간에 비해 위

험한 단계이다. 중증이 아닌 이상 대부분 지방간 상태를 벗어나지 않지만 B형 간염 혹은 기타 건강상 문제와 결

합한 경우에는 간경변, 간암으로 발전하기도 한다. 이와 같이 비알코올성 지방간은 한가지 병이라기보다 염증을

동반하지 않는 단순 지방간에서부터 만성 간염, 간경변증에 이르는 다양한 형태의 간질환을 포함한다. 즉 단순

히 지방만 끼어 있고 간세포 손상은 없는 가벼운 지방간, 간세포 손상이 심하고 지속되는 지방간염, 심지어는

복수나 황달 등을 동반하는 간경변증(간경화)이 생기는 경우까지 병의 정도는 매우 다양하다. 비알코올성 지방

간의 유병률은 인구집단의 특성에 따라 다양하게 보고되는데 일반인의 10~24%, 비만인의 58~74%까지 보고되고

있다. 대부분의 비알코올성 지방간은 가벼운 병이지만, 심한 지방간 환자 4명 중에 한 명은 치료를 하지 않고

방치되었을 경우 서서히 시간이 지남에 따라 심각한 간질환인 간경변증으로 진행되므로 적극적으로 관리하도록

노력하여야 한다.

이에 본 발명자들은 막걸리에서 분리된 락토바실러스 카제이(Lactobacillus casei) HY7207가 지방산에 의한 간[0003]

세포의 사멸과 지방축적의 억제와 지방 합성 관련 유전자의 발현을 억제함과 동시에 고지방식이에 의해 지방간

이 유도된 마우스에서 지방세포의 활성을 억제하여 체중 증가를 억제하고, 혈중 중성지질의 생성을 저해함으로

써 비알코올성 지방간 개선 효능을 갖는다는 사실을 발견하여 본 발명을 완성하였다.

선행기술문헌

특허문헌

(특허문헌 0001) 대한민국 공개특허공보 제10-2017-0009709호(2017.01.25) [0004]

비특허문헌

(비특허문헌 0001)   Lactobacillus  casei  strain  Shirota  protects  against  nonalcoholic  steatohepatitis[0005]

development in a rodent model. Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol. 2013 Dec;305(12):G911-8 

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명은 지방산에 의한 간세포의 사멸과 지방축적의 억제와 지방 합성 관련 유전자의 발현을 억제함과 동시에[0006]

고지방식이에 의해 지방간이 유도된 마우스에서 지방세포의 활성을 억제하여 체중 증가를 억제하고, 혈중 중성

지질의 생성을 저해함으로써 비알코올성 지방간 개선 효능을 갖는 락토바실러스 카제이(Lactobacillus casei)

HY7207 및 이를 유효성분으로 함유하는 발효유, 기능성 음료, 건강기능식품 등 식품조성물을 제공하는 것을 목

적으로 한다.

과제의 해결 수단

상기한 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 지방산에 의한 간세포의 사멸과 지방축적의 억제와 지방 합성 관련[0007]

유전자의 발현을 억제함과 동시에 고지방식이에 의해 지방간이 유도된 마우스에서 지방세포의 활성을 억제하여

체중 증가를 억제하고, 혈중 중성지질의 생성을 저해함으로써 비알코올성 지방간 개선 효능을 갖는 락토바실러

스 카제이(Lactobacillus casei) HY7207을 제공하는 것을 특징으로 한다.

또한, 본 발명은 상기 락토바실러스 카제이(Lactobacillus casei) HY7207을 유효성분으로 함유하는 비알코올성[0008]

지방간 개선을 위한 발효유, 기능성 음료, 건강기능식품 등 식품조성물을 제공하는 것을 특징으로 한다.

본 발명의 락토바실러스 카제이(Lactobacillus casei) HY7207을 유효성분으로 함유하는 비알코올성 지방간 개선[0009]

을 위한 식품조성물은 식품, 식품첨가제, 음료, 음료첨가제, 발효유, 건강기능식품 등으로 사용될 수 있다. 식

품,  식품첨가제,  음료,  음료첨가제,  또는  건강기능식품으로  사용되는  경우,  각종  식품류,  발효유,  육류,

음료수, 초콜렛, 스넥류, 과자류, 피자, 라면, 기타 면류, 껌류, 아이스크림류, 알코올 음료, 비타민 복합제,

주류 및 그 밖의 건강기능식품일 수 있으나, 이에 한정되는 것은 아니다.
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특히, 본 발명의 락토바실러스 카제이(Lactobacillus casei) HY7207을 유효성분으로 함유하는 비알코올성 지방[0010]

간 개선을 위한 발효유는 락토바실러스 카제이(Lactobacillus casei) HY7207 유산균 배양액 및 혼합과즙시럽을

일정비율로 조합하여 150bar에서 균질한 후 10℃ 이하로 냉각한 후 용기에 포장하여 발효유를 제조한다.

또한, 본 발명의 락토바실러스 카제이(Lactobacillus casei) HY7207을 유효성분으로 함유하는 비알코올성 지방[0011]

간 개선을 위한 기능성 음료는 혼합과즙시럽, 락토바실러스 카제이(Lactobacillus casei) HY7207 및 물을 일정

한 비율로 조합하여 150bar에서 균질한 후 10℃ 이하로 냉각한 후 유리병, 페트병 등 소포장 용기에 포장하여

기능성 음료를 제조한다.

또한, 본 발명의 락토바실러스 카제이(Lactobacillus casei) HY7207을 유효성분으로 함유하는 비알코올성 지방[0012]

간 개선을 위한 건강기능식품은 상기 락토바실러스 카제이(Lactobacillus casei) HY7207을 포함하는 것 이외에

영양보조 성분으로 비타민 B1, B2, B5, B6, E 및 초산에스테르, 니코틴산 아미드, 올리고당 등이 첨가될 수 있으

며 여타의 식품 첨가물이 첨가되어도 무방하다.

발명의 효과

본 발명은 지방산에 의한 간세포의 사멸과 지방축적의 억제와 지방 합성 관련 유전자의 발현을 억제함과 동시에[0013]

고지방식이에 의해 지방간이 유도된 마우스에서 지방세포의 활성을 억제하여 체중 증가를 억제하고, 혈중 중성

지질의 생성을 저해함으로써 비알코올성 지방간 개선 효능을 갖는 락토바실러스 카제이(Lactobacillus casei)

HY7207을 유효성분으로 함유하는 비알코올성 지방간 개선을 위한 발효유, 기능성 음료, 건강기능식품 등 식품조

성물로 이용될 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 본 발명의 락토바실러스 카제이(Lactobacillus casei) HY7207의 처리에 의한 지방산에 의한 간세포의 사[0014]

멸 저해 효과를 나타낸 그래프이다.

도 2는 본 발명의 락토바실러스 카제이(Lactobacillus casei) HY7207의 처리에 의한 간세포내 지방 축적 억제

효과를 나타낸 그래프이다.

도 3는 본 발명의 락토바실러스 카제이(Lactobacillus casei) HY7207의 처리에 의한 간세포내 지방 합성 관련

유전자의 발현 변화를 나타낸 그래프이다.

도 4는 고지방식이에 의해 지방간이 유도된 마우스에서 본 발명의 락토바실러스 카제이(Lactobacillus casei)

HY7207의 처리에 의한 10주 동안의 체중변화량을 나타낸 그래프이다.

도 5는 고지방식이에 의해 지방간이 유도된 마우스에서 본 발명의 락토바실러스 카제이(Lactobacillus casei)

HY7207의 처리에 의한 10주 후의 체중증가량를 나타낸 그래프이다.

도 6은 고지방식이에 의해 지방간이 유도된 마우스에서 본 발명의 락토바실러스 카제이(Lactobacillus casei)

HY7207의 처리에 의한 간 무게를 나타낸 그래프이다.

도 7은 고지방식이에 의해 지방간이 유도된 마우스에서 본 발명의 락토바실러스 카제이(Lactobacillus casei)

HY7207의 처리에 의한 부고환지방 무게를 나타낸 그래프이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 실시예를 통하여 본 발명을 보다 상세하게 설명한다. 그러나, 다음의 실시예는 본 발명의 범위를 한정하[0015]

는 것은 아니며, 본 발명의 기술적 사상의 범위 내에서 당업자에 의한 통상적인 변화가 가능하다.

<실시예 1>[0016]

락토바실러스 카제이(Lactobacillus casei) HY7207의 분리 및 동정[0017]

1-1. 균주의 분리[0018]

본 발명에 따른 신규 유산균주를 분리하기 위하여 전국 각지에서 수집한 막걸리를 PBS buffer에 십진 희석한 후[0019]

1/10
5  
만큼 희석된 샘플을 MRS 배지(Oxoid)에 접종하였다. 혐기 조건에서 자라는 유산균을 배양하기 위해 BBL

anaerobic GasPak(BD)을 넣은 혐기박스를 사용하여 37℃에서 36시간 동안 혐기 배양하였다. 상기 배양 후 배지

등록특허 10-1955276

- 5 -



에서 모양이 다른 각각의 콜로니(colony)를 새로운 MRS 배지에 접종하여 순수 분리하였다. 그 결과 총 260종의

유산균을 분리하였다.

1-2. 지방산에 의한 간세포의 사멸을 저해하는 유산균 선발[0020]

상기 분리된 260종의 유산균의 고농도의 지방산(팔미트산)처리에 의한 간세포 독성 억제 효과를 확인하기 위하[0021]

여 간세포인 HepG2세포를 96 웰 플레이트(well plate)에 1x10
4
 cells/well로 배양한 뒤, 5mM 팔미트산과 260종

의 유산균 각각을 1x10
6
CFU/mL 농도로 처리한 뒤 Cell counting kit-8(Dondjindo Mol. Tech.)을 통해서 세포독

성을 측정하였다.

한편, 양성대조군으로서 상기 유산균 대신에 알파 토코페롤(α tocopherol)를 사용한 것을 제외하고는 상기와[0022]

동일한 방법으로 시험하였다.

또한, 음성대조군으로서 5mM 팔미트산만을 처리한 것을 제외하고는 상기와 동일한 방법으로 시험하였다.[0023]

또한,  간세포인  HepG2세포에  아무것도  처리하지  않은  것을  무처리군으로  하여  상기  동일한  방법으로[0024]

시험하였다.

그 결과를 도 1에 나타내었다.[0025]

도 1에서 확인할 수 있는 바와같이, 양성대조군과 같이 지방산에 대한 세포독성을 저해하는 효능이 가장 우수한[0026]

L.casei_HY7207 균주를 최종 선발하였다.

1-3. 신균주 'L.casei_HY7207'의 동정[0027]

상기 실시예 1-2의 L.casei_HY7207  균주의 동정을 위하여 신균주 L.casei_HY7207로부터 분리한 유전체 DNA를[0028]

주형으로  하여  27F(5'-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3'),  1492R(5'-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3')  프라이머(primer)를

사용하여 PCR  반응[(95℃,  3분),  30cycles(95℃,  30초;  50℃,  30초;  72℃,  90초),  72℃,  10분]을 수행하여

1.4kbp의  증폭산물을  얻은  후  정제하여  시퀀싱(sequencing)  반응을  통해  염기서열을  분석한  결과를  토대로

BLAST 검색결과(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast)와 비교하였다.

그 결과를 표 1에 나타내었다.[0029]

표 1

[0030]

또한, Api 50CHL kit(BIOMERIEUX)을 이용하여 당이용성 검사를 하여 하기의 표 2에 나타내었다. [0031]

표 2

당 0-24[0032] 사용여부 당 25-49 사용여부

0 Control - 25 에스큘린 +

1 글리세롤 - 26 살리신 +

2 Erythritol - 27 셀로비오스 +

3 D 아라비노스 - 28 말토스 -

4 L 아라비노스 - 29 유당 +

5 리보스 + 30 멜리비오스 -

6 D 크실로스 - 31 자당 +

7 L 크실로스 - 32 트레할로스 +

8 아도니톨 - 33 이눌린 -

9 β 메틸-D-크실로시드 - 34 멜레지토스 -

10 갈락토스 + 35 라피노스 -
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11 포도당 + 36 전분 -

12 과당 + 37 글리코겐 -

13 만노스 + 38 크실리톨 -

14 소르보스 - 39 겐티오비오스 +

15 람노스 - 40 D 투라노스 +

16 둘시톨 - 41 D 라이소스 -

17 이노시톨 - 42 D 타가토스 +

18 만니톨 + 43 D 푸코스 -

19 소르비톨 - 44 L 푸코스 -

20 α-메틸-D-만노시드 - 45 D 아라비톨 -

21 α-메틸-D-클루코시드 + 46 L 아라비톨 -

22 N-아세틸-글루코사민 + 47 글루코나테 +

23 아미그달린 - 48 2-케토-글루코나테 -

24 아르부틴 + 49 5-케토-글루코나테 -

상기의 표 1 및 표 2에서 확인할 수 있는 바와 같이, 상기 실시예 1-2의 L.casei_HY7207 균주의 16S rRNA 유전[0033]

자는 락토바실러스 카제이(Lactobacillus casei)의 16S rDNA 유전자와 99% 일치하는 것으로 나타났으며, 각종

당 분해능을 API 아이덴티피케이션 소프트웨어 프로그램(API identification software program)으로 분석한 결

과도 락토바실러스 카제이(Lactobacillus casei)와 99%의 유사성을 가진 것으로 나타났다.

따라서, 본 발명자들은 상기 실시예 1-2의 L.casei_HY7207 균주를 락토바실러스 카제이(Lactobacillus casei)[0034]

HY7207로 명명하고, 2018년 10월 26일 한국생명공학연구원에 기탁하였다(수탁번호: KCTC13691BP).

본 발명에 따른 락토바실러스 카제이(Lactobacillus casei) HY7207의 균학적 특성은 다음과 같다.[0035]

1)균의 형태[0036]

엠알에스(MRS) 한천평판배지에서 37℃, 2일간 배양했을 때 균의 특성[0037]

①세포의 형태: 간균[0038]

②운동성: 없음[0039]

③포자형성능: 없음[0040]

④그람(Gram) 염색: 양성[0041]

2)균락의 형태[0042]

엠알에스(MRS) 한천평판배지에서 37℃, 2일간 배양했을 때 균락의 형태[0043]

①형상: 원형[0044]

②융기: 볼록[0045]

③표면: 매끄러움(slime)[0046]

3)생리적 성질[0047]

①생육온도: 생장가능 생육온도  20~40℃[0048]

            최적 생장온도  37℃[0049]

②생육 pH: 생장가능 생육 pH  4.5~10[0050]

           최적 pH  5.0~6.0[0051]

③산소에 대한 영향: 통성혐기성[0052]

4)카탈라제: -[0053]

5)가스형성여부: -[0054]

6)15℃에서 생육: -[0055]
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7)45℃에서 생육: +[0056]

8)인돌생산: -[0057]

9)젖산생산: +[0058]

<실시예 2>[0059]

락토바실러스 카제이(Lactobacillus casei) HY7207 농축균의 제조[0060]

본 발명의 락토바실러스 카제이(Lactobacillus casei) HY7207를 순수 배양한 콜로니를 각각 MRS 액체배지에 접[0061]

종하고, 37℃ 배양기에서 24시간 동안 정치배양(batch culture)하였다. 이것을 4,000rpm에서 15분간 원심분리하

여 상등액을 제거하고, 인산완충식염수(phosphate buffered saline; PBS)를 이용하여 4,000rpm에서 다시 원심

분리하여 세척한 뒤 상등액을 제거하고 2.5~5% 멸균탈지유(Skim milk)를 보호제로 사용하여 펠렛을 풀어주었다.

이렇게 제조한 락토바실러스 카제이(Lactobacillus casei) HY7207 농축균의 생균수는 10
10
CFU/㎖ 이상으로 나왔

다. 상기 농축균 제조에 사용하는 보호제는 멸균탈지유 이외에 덱스트린, 유당, 올리고당, 포도당 및 트레할로

스 중 어느 하나이거나 이의 혼합물일 수 있다.

한편, 본 발명의 락토바실러스 카제이(Lactobacillus casei) HY7207 농축균은 상기와 같은 액상농축균 형태 외[0062]

에 동결 건조된 분말형태로 제공될 수도 있다.

<실시예 3>[0063]

락토바실러스 카제이(Lactobacillus casei) HY7207을 유효성분으로 함유하는 발효유의 제조[0064]

본 발명의 락토바실러스 카제이(Lactobacillus casei) HY7207을 유효성분으로 함유하는 발효유를 제조하는 방법[0065]

은 다음과 같다.

먼저,  유산균 배양액은 원유 95.36중량%와 탈지분유(또는 혼합분유) 4.6중량%를 교반하여 15℃에서의 비중은[0066]

1.0473~1.0475, 적정산도는 0.200~0.220%, pH는 6.55~6.70, 20℃에서의 브릭스(Brix
0
)는 16.3~16.5% 정도가 되

도록 혼합하였다. 혼합 후에 이를 UHT 열처리(135℃에서 2초간 살균)하고 적정온도로 냉각한 뒤, 스트렙토코커

스 써모필러스균과 유당분해효소(Valley laboratory, USA)를 각기 0.02중량%씩 첨가하고 6시간 동안 배양하여

BCP배지에서의 총 유산균 수가 1.0X10
9
cfu/㎖이상, 적정산도가 0.89~0.91%, pH는 4.55~4.65가 되도록 하여 제조

하였다. 그런 다음, 혼합과즙시럽은 액상과당 13중량%, 백설탕 5중량%, 혼합과즙농축액 56Brix
0
 10.9중량%, 펙

틴 1.0중량%, 후레쉬후르츠 믹스 에센스 0.1중량% 및 정제수 70중량%를 30~35℃에서 교반하여 혼합한 후 UHT 열

처리(135℃에서 2초간 살균)한 후 냉각하여 제조하였다. 그런 다음, 상기 유산균 배양액 69.5중량%와 상기 실시

예 2의 락토바실러스 카제이(Lactobacillus casei) HY7207 농축균 0.1중량% 및 상기 혼합과즙시럽 30.4중량%를

조합하여 150bar에서 균질한 후 10℃ 이하로 냉각하여 본 발명의 락토바실러스 카제이(Lactobacillus  casei)

HY7207을 유효성분으로 함유하는 발효유를 제조하였다.

<실시예 4>[0067]

락토바실러스 카제이(Lactobacillus casei) HY7207을 유효성분으로 함유하는 기능성 음료의 제조[0068]

본 발명의 락토바실러스 카제이(Lactobacillus casei) HY7207을 유효성분으로 함유하는 기능성 음료를 제조하는[0069]

방법은 다음과 같다.

먼저, 혼합과즙시럽은 액상과당 13중량%, 백설탕 2.5중량%, 갈색설탕 2.5중량%, 혼합과즙농축액 56Brix
0
 10.9중[0070]

량%, 펙틴 1.0중량%, 후레쉬후르츠 믹스 에센스 0.1중량% 및 정제수 70중량%를 30~35℃에서 교반하여 혼합한 후

UHT열처리(135℃에서 2초간 살균)한 후 냉각하여 제조하였다.

그리고,  상기의  방법으로  제조된  혼합과즙시럽  30.4중량%와  상기  실시예  2의  락토바실러스  카제이[0071]

(Lactobacillus casei) HY7207 농축균 0.1중량% 및 나머지 정제수 69.5중량%를 조합하여 150bar에서 균질한 후

10℃  이하로  냉각한  후  이를  유리병,  페트병  등  소포장  용기에  포장하여  본  발명의  락토바실러스  카제이

(Lactobacillus casei) HY7207을 유효성분으로 함유하는 기능성 음료를 제조하였다.

<실시예 5>[0072]
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락토바실러스 카제이(Lactobacillus casei) HY7207을 유효성분으로 함유하는 건강기능식품의 제조[0073]

상기 실시예 2의 락토바실러스 카제이(Lactobacillus  casei)  HY7207  농축균 0.1중량%에 영양보조성분(비타민[0074]

B1, B2, B5, B6, E 및 초산에스테르, 니코틴산 아미드) 및 올리고당을 상기의 실시예 2의 락토바실러스 카제이

(Lactobacillus casei) HY7207 농축균 100중량부에 대하여 10중량부가 되도록 첨가하여 고속회전 혼합기에서 혼

합하였다. 상기 혼합물에 멸균 정제수 10중량부를 첨가, 혼합하고 직경 1~2mm의 과립상으로 성형하였다. 상기

성형된  과립은  40~50℃의  진공건조기에서  건조시킨  후  12~14메쉬(mesh)를  통과시켜  균일하게  과립을

제조하였다. 상기와 같이 제조된 과립은 적당량씩 압출 성형되어 정제 또는 분말로 되거나 경질캡슐에 충전되어

경질캡슐제품으로 제조하였다.

<시험예 1>[0075]

락토바실러스 카제이(Lactobacillus casei) HY7207의 지방산에 의한 간세포 내 지방축적 억제 효과[0076]

본 발명의 락토바실러스 카제이(Lactobacillus casei) HY7207의 지방산에 의한 간세포 내 지방축적을 억제하는[0077]

효과를 확인하기 위하여 간세포인 HepG2세포를 96  웰 플레이트(well  plate)에 1x10
4
cells/well로 배양한 뒤,

1mM 팔미트산과 상기 실시예 1의 락토바실러스 카제이(Lactobacillus casei) HY7207을 1x10
6
CFU/mL 농도로 처리

한 후에 PBS로 2회 세척한 후, 10% Formalin을 처리하여 세포를 고정하였다. 그런 다음, Oil-red-O 염색을 통해

지방구를 염색한 후에 600nm에서 흡광도를 측정하였다

한편, 양성대조군으로서 상기 유산균 대신에 100μM 알파 토코페롤(α tocopherol)을 사용한 것을 제외하고는[0078]

상기와 동일한 방법으로 시험하였다.

또한, 음성대조군으로서 1mM 팔미트산만을 처리한 것을 제외하고는 상기와 동일한 방법으로 시험하였다.[0079]

또한,  간세포인  HepG2세포에  아무것도  처리하지  않은  것을  무처리군으로  하여  상기  동일한  방법으로[0080]

시험하였다.

그 결과를 도 2에 나타내었다.[0081]

도 2에서 확인할 수 있는 바와같이, 아무것도 처리하지 않은 무처리군의 간세포 내 지방축적 100%를 기준으로[0082]

알파토코페롤를 처리한 양성대조군에서는 지방축적양이 약 40배 증가한 반면, 본 발명의 락토바실러스 카제이

(Lactobacillus casei) HY7207을 처리한 시험군(L.casei_HY7207)에서는 약 30배 증가한데 불과하여 본 발명의

락토바실러스 카제이(Lactobacillus casei) HY7207가 양성대조군에 비해 약 10배 정도 간세포내에 지방축적을

억제하는 효능이 우수한 것을 알 수 있었다.

<시험예 2>[0083]

락토바실러스 카제이(Lactobacillus casei) HY7207의 지방 합성 관련 유전자의 발현 억제[0084]

본  발명의  락토바실러스  카제이(Lactobacillus  casei)  HY7207의  지방  합성  관련  유전자인  FAS(fatty  acid[0085]

synthase),  SREBP-1(sterol  regulatory  element  binding  protein-1),  SREBP-2(sterol  regulatory  element

binding protein-2) 및 HM GCR(hydroxymethylglutaryl-CoA reductase)의 발현 억제여부를 확인하기 위하여 간

세포인 HepG2세포를 96 웰 플레이트(well plate)에 1x10
5
cells/well로 배양한 뒤, 1mM 팔미트산과 상기 실시예

1의 락토바실러스 카제이(Lactobacillus casei) HY7207을 1x10
6
CFU/mL 농도로 처리하였다. 그런 다음, 배양 세

포의 총 RNA를 추출한 후 Reverse  transcription  kit(Qiagen)를 이용하여 cDNA를 합성하였다.  Taqman  gene

expression master-mix(Applied Biosystems)를 이용하여 RT-PCR을 수행하였다.

한편, 양성대조군으로서 상기 유산균 대신에 100μM 알파 토코페롤(α tocopherol)을 사용한 것을 제외하고는[0086]

상기와 동일한 방법으로 시험하였다.

또한, 음성대조군으로서 1mM 팔미트산만을 처리한 것을 제외하고는 상기와 동일한 방법으로 시험하였다.[0087]

또한,  간세포인  HepG2세포에  아무것도  처리하지  않은  것을  무처리군으로  하여  상기  동일한  방법으로[0088]

시험하였다.

그 결과를 도 3에 나타내었다.[0089]

도 3에서 확인할 수 있는 바와 같이, 아무것도 처리하지 않은 무처리군의 지방 합성 관련 유전자인 FAS, SREBP-[0090]
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1,  SREBP-2  및 HM  GCR  유전자의 상대적 발현량 1을 기준으로 상기 지방 합성 관련 유전자인 FAS,  SREBP-1,

SREBP-2 및 HM GCR 유전자의 발현량이 알파 토코페롤를 처리한 양성대조군 보다 본 발명의 락토바실러스 카제이

(Lactobacillus casei) HY7207을 처리한 시험군(L.casei_HY7207)에서 모두 감소하였음을 알 수 있었다.

<시험예 3>[0091]

락토바실러스 카제이(Lactobacillus casei) HY7207의 고지방식이에 의해 지방간이 유도된 마우스에서 비알콜성[0092]

지방간 개선 효과

3-1. 체중변화량 측정[0093]

6주령 C57BL/6 수컷 마우스를 이용하여 일반식이, 고지방식이(Research diet, D12490), 본 발명의 락토바실러스[0094]

카제이(Lactobacillus  casei)  HY7207  포함된  유산균식이  시료에  의한  지방간  개선  동물  효능  평가를

실시하였다.

일반식이는 단백질, 탄수화물, 식이섬유, 미네랄 등을 포함하는 기본 사료로 20% 단백질과 68%의 탄수화물, 12%[0095]

지방으로 구성되며 약 3.92kcal의 열량을 가지고 있는 반면에, 고지방 식이는 20% 단백질과 20% 탄수화물, 60%

지방으로 구성되어 있으며 g당 5.2kcal의 고열량을 가진다. 한편, 유산균 식이는 상기 고지방 식이에 하루에 마

우스 한 마리당 1 X 10
8
 CFU의 락토바실러스 카제이(Lactobacillus casei) HY7207을 첨가하여 제공한 것이다.

먼저, 6주령 C57BL/6 수컷 마우스에 10주 간 상기 유산균 식이를 매일 일정양을 급여한 뒤, 남아있는 사료의 양[0096]

을 측정하여 섭취량을 확인하였고, 체중 변화를 측정하였다.

한편, 양성대조군으로서 상기 유산균식이 대신에 100μM 알파 토코페롤(α tocopherol)이 함유된 식이를 사용한[0097]

것을 제외하고는 상기와 동일한 방법으로 시험하였다.

또한, 음성대조군으로서 상기 유산균식이 대신에 고지방식이를 처리한 것을 제외하고는 상기와 동일한 방법으로[0098]

시험하였다.

또한, 6주령 C57BL/6 수컷 마우스에 일반식이를 한 것을 무처리군으로 하여 상기 동일한 방법으로 시험하였다.[0099]

그 결과를 표 4(섭취효율), 도 4(체중변화량) 및 도 5(체중증가량)에 나타내었다.[0100]

표 4,  도 4  및 도 5에서 확인할 수 있는 바와 같이, 본 발명의 락토바실러스 카제이(Lactobacillus  casei)[0101]

HY7207을 식이한 시험군(L.casei_HY7207)은 사료 섭취량이나 섭취 효율에서 무처리 군이나 양성 대조군과 비교

하였을때 큰 차이를 나타내지는 않았으나 10주간 유도된 체중변화량 및 체중증가량에서 양성대조군에 비하여 매

우 낮은 폭으로 증가하는 것을 확인할 수 있었다.

표 4

[0102] 사료 섭취량 (g) Food Efficiency Ratio(%)

(FER, Body weight gain/Food intake)

무처리 3.07 ± 0.30 2.63 ± 0.40

음성대조군 2.73 ± 0.67 13.48 ± 0.520

양성대조군 2.77 ± 0.49 12.91 ± 1.31

L. casei_HY7207 2.85 ± 0.76 11.72 ± 0.95

3-2. 간 및 부고환지방의 무게 측정[0103]

상기 시험예 3-1의 10주간 식이를 마친 마우스를 희생하여 간과 부고환지방을 적출 한 뒤 무게를 측정하였다.[0104]

그 결과를 도 6(간 무게) 및 도 7(부고환지방 무게)에 나타내었다.[0105]

도 6 및 도 7에서 확인할 수 있는 바와 같이, 고지방식이로 인하여 음성 대조군은 큰 폭으로 간 및 부고환지방[0106]

의 무게가 증가한데 반하여,  본 발명의 락토바실러스 카제이(Lactobacillus  casei)  HY7207을 식이한 시험군

(L.casei_HY7207)은 간의 무게는 일반식이를 한 무처리군과 차이가 적어 정상치에 가까운 지방축적 저하효과를

나타내었고, 부고환지방의 무게는 알파 토코페롤(비타민 E)이 함유된 식이를 한 양성 대조군 보다 상당히 감소

하였음을 알 수 있었다.

3-3. 혈액 분석[0107]
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상기 시험예 3-1의 10주간 식이를 마친 마우스를 희생한 후 혈액을 채취하여 ㈜한국실험병리에 의뢰하여 혈액을[0108]

분석하였다.

그 결과를 표 5(간 손상지표 변화) 및 표 6(혈당, 중성지방, 콜레스테롤 변화)에 나타내었다.[0109]

하기의 표 5에서 확인할 수 있는 바와 같이, 주요 간기능 효소인 GOT와 간기능에 관련된 주요 지표인 총 빌리루[0110]

빈 함량에서도 알파 토코페롤를 처리한 양성대조군 보다 본 발명의 락토바실러스 카제이(Lactobacillus casei)

HY7207을 처리한 시험군(L.casei_HY7207)에서 모두 감소하여 지방간에 의한 간세포기능 저하에 대해 효과적인

개선효과를 나타내고 있음을 확인할 수 있었다.

하기의 표 6에서 확인할 수 있는 바와 같이, 혈중 중성지방의 함량에서도 알파 토코페롤를 처리한 양성대조군[0111]

보다 본 발명의 락토바실러스 카제이(Lactobacillus casei) HY7207을 처리한 시험군(L.casei_HY7207)에서 감소

하여 혈중 중성지방의 효율적인 저하를 통해 간에서의 추가적인 지방 축적을 효과적으로 억제할 수 있음을 확인

할 수 있었다.

표 5

[0112] Total bilirubin

(mg/dL)

Direct bilirubin

(mg/dL)

GOT

(Unit/L)

GPT

(Unit/L)

무처리 0.46 ± 0.03 0.49 ± 0.04 51.67 ± 2.31 34.67 ± 2.52

음성대조군 1.06 ± 0.18 1.48 ± 0.27 75.82 ± 3.30 57.50 ± 15.29

양성대조군 1.04 ± 0.25 1.48 ± 0.23 81.40 ± 18.60 55.60 ± 29.70

L. casei_HY7207 0.64 ± 0.17 0.74 ± 0.25 71.25 ± 12.09 54.25 ± 15.26

표 6

[0113] Glucose

(mg/dL)

Triglyceride

(mg/dL)

Total
Cholesterol

(mg/dL)

HDL
Cholesterol

(mg/dL)

LDL
Cholesterol

(mg/dL)

무처리 294.80

± 25.49

108.67

± 12.86

113.00

± 2.00

89.67

± 3.21

22.33

± 1.53

음성대조군 424.25

± 19.60

153.00

± 7.83

230.00

± 26.50

134.75

± 7.46

58.75

± 12.12

양성대조군 388.00

± 18.29

152.00

± 5.61

228.00

± 31.39

131.00

± 12.86

56.00

± 9.30

L. casei_

HY7207

385.40

± 40.30

119.60

± 15.63

180.00

± 27.83

119.00

± 7.71

41.60

± 6.27

이상의 시험결과를 종합하여 보면, 본 발명의 락토바실러스 카제이(Lactobacillus casei) HY7207는 고지방식이[0114]

에 의해 유도된 지방간에 대하여 지방세포의 활성을 억제하여 체중 증가를 억제하고, 혈중 중성지질의 생성을

저해함으로써 간세포의 기능 회복을 유도하고 효율적인 지방간 억제효과를 나타내는 것으로 확인 되었다.

수탁번호

[0115]

기탁기관명 : 한국생명공학연구원

수탁번호 : KCTC13691BP

수탁일자 : 20181026
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