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명 세 서

청구범위

청구항 1 

기탁번호 KCTC 13518BP인 락토바실러스 애시도필러스 KBL409 균주.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 균주는 서열번호 1로 표시되는 16s rDNA 서열을 가지는 것을 특징으로 하는 균주.

청구항 3 

제1항의 균주, 상기 균주의 배양물, 상기 균주의 파쇄물 및 상기 균주의 추출물로 구성된 군에서 선택된 1종 이

상을 함유하는 식품용 조성물.

청구항 4 

제3항에 있어서, 상기 식품용 조성물은 신장 기능을 개선하는 것을 특징으로 하는 식품용 조성물.

청구항 5 

제4항에 있어서, 상기 신장 기능의 개선이 신장 염증 감소, 요독 물질의 혈중 농도 감소, 단백뇨 감소, 신장 미

토콘드리아의 기능 회복 및/또는 신장 섬유화 감소로 인한 것인 식품용 조성물.

청구항 6 

제1항의 균주, 상기 균주의 배양물, 상기 균주의 파쇄물 및 상기 균주의 추출물로 구성된 군에서 선택된 1종 이

상을 함유하는 동물사료용 조성물.

청구항 7 

제1항의 균주, 상기 균주의 배양물, 상기 균주의 파쇄물 및 상기 균주의 추출물로 구성된 군에서 선택된 1종 이

상을 함유하는 신장 질환의 예방 또는 치료용 약학적 조성물.

청구항 8 

제7항에 있어서, 상기 신장 질환의 예방 또는 치료가 신장 염증 감소, 요독 물질의 혈중 농도 감소, 단백뇨 감

소, 신장 미토콘드리아의 기능 회복 및/또는 신장 섬유화 억제에 의한 것인 약학적 조성물.

청구항 9 

제8항에 있어서, 상기 요독 물질이 혈중 요소 질소, 혈중 크레아티닌 및/또는 혈중 p-크레졸인 것을 특징으로

하는 약학적 조성물.

청구항 10 

제7항에 있어서, 상기 신장 질환은 요독증, 만성 신부전, 급성 신부전, 아급성 신부전, 신장 섬유화증, 사구체

신염, 신우신염, 간질성 신염, 단백뇨, 당뇨병성 신증, 고혈압성 신증, 악성신경화증, 루프스 신장염, 혈관성

미세혈관병증, 이식 거부, 사구체병증, 신장비대, 신장 증식증, 조영제 유발성 신장병, 독소 유발된 신장 손상,

산소 유리-라디칼 매개된 신장병, 다낭성 신장질환 및 신장염으로 구성된 군에서 선택되는 것을 특징으로 하는

약학적 조성물.

청구항 11 

제7항에 있어서, 추가의 프로바이오틱 균주, 균주의 배양물, 균주의 파쇄물 및 균주의 추출물로 구성된 군에서

선택된 1종 이상을 추가로 함유하는 약학적 조성물.
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청구항 12 

제11항에 있어서, 상기 추가의 프로바이오틱 균주는 락토바실러스 파라카제이  및 락토바실러스 플란타럼으로부

터 선택되는 1종 이상인, 약학적 조성물.

청구항 13 

제12항에  있어서,  상기  락토바실러스  파라카제이는  락토바실러스  파라카제이  KBL382(기탁번호

KCTC13509BP)이고, 상기 락토바실러스 플란타럼은 락토바실러스 플란타럼 KBL396(기탁번호 KCTC13278BP)인, 약

학적 조성물.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 락토바실러스 애시도필러스 KBL409 균주 및 그 용도에 관한 것으로, 더 상세하게는 신규한 프로바이[0001]

오틱인 락토바실러스 애시도필러스 KBL409 균주, 및 상기 균주, 이의 배양물, 파쇄물 및 추출물로 구성된 군에

서 선택된 1종 이상을 함유하는 신장 질환 예방 또는 치료용 약학적 조성물, 식품용 조성물 및 동물 사료용 조

성물에 관한 것이다.

배 경 기 술

만성 신부전(chronic kidney disease, CKD)은 세계적인 보건 문제로 대두되고 있는 질병으로서, 미국에서는 10[0002]

명 중 한 명의 빈도로, 국내에서도 전체 조사 인구의 13%가 만성 신부전을 보인다고 보고된 바 있다. 만성 신부

전은 쉽게 가역적인 회복을 기대하기 어려우며, 점차적으로 신기능이 감소하여 만성 신부전 5기에 들어서면 말

기 신부전 상태로 투석이나 이식을 준비해야 한다. 

현재까지 알려진 신부전의 치료는 신기능 소실로 나타나는 합병증을 치료하는데 초점이 맞추어져 있을 뿐, 신부[0003]

전을 근본적으로 회복시킬 수 있는 약은 없다. 최근 몇 십 년간 신부전으로의 진행을 막는 여러 약제들이 시도

되어 왔으나, 레닌 안지오텐신 시스템 (Renin-angiotensin system, RAS)을 차단하는 약물 정도만이 신부전 악화

를 어느 정도 완화시켜 줄 뿐이고, 아직까지 이를 회복시키는 데 임상적으로 유용한 뚜렷한 약제는 없는 실정이

다.

신부전이 진행하면 요독 물질(uremic toxin)이 몸에 축적되면서 여러 가지 합병증이 일어난다. 이러한 요독 물[0004]

질들은 체내의 염증반응 및 산화성 스트레스를 유발하고 혈관의 노화를 촉진하는 등 주요 합병증의 원인으로 여

겨지고  있다(Cachofeiro  V  et  al.  Oxidative  stress  and  inflammation,  a  link  between  chronic  kidney

disease  and  cardiovascular  disease.  Kidney  Int  Suppl  2008:S4-9;  Wu  J  et  al.  The  role  of  oxidative

stress  and  inflammation  in  cardiovascular  aging.  Biomed  Res  Int  2014;  2014:615312).  요독  물질로는

PCS(p-cresyl sulfate), IS(indoxyl sulfate), TMAO(trimethylamine-N-oxide) 등이 있으며, 만성 신부전 환자

의 경우 혈청 및 소변에서의 PCS, IS, TMAO 수준이 일반인보다 높다고 보고되어 있다(Ramezani A et al., Role

of the Gut Microbiome in Uremia: A Potential Therapeutic Target. Am J Kidney Dis. 2016 67:483-498). 이

들은 장내 균총(microbiota)이 음식물에 포함된 티로신 (또는 페닐알라닌), 트립토판, 콜린(choline)을 장에서

분해하여 생성된 대사체인 p-크레졸(cresol),  인돌(indole),  TMA(trimethylamine)가 상피세포를 통해 흡수된

후 간에서 대사된 이차 대사체이다(하기 그림 1 참조).
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[그림 1][0005]

[0006]

이러한 요독 물질이 몸에 축적되는 가장 중요한 원인은 신장 배설의 감소이다. 하지만, 요독 물질들의 상당부분[0007]

은 음식물이 경구를 통하여 흡수된 후 장내에서 발생하는 질소분해산물(nitrogen waste product)들이며, 이는

장내 환경 및 미생물에 의해 영향을 많이 받는다. 이러한 이유로 '장 투석(enteric dialysis)'이라는 개념이 도

입되었으며, 장 점막은 반투막(semi-permeable membrane) 역할을 하여 일부 노폐물을 장으로 배설하는 역할도

한다. 실제로 장내에서 발생하는 요독 물질의 흡수를 저해하기 위해 개발된 약제들이 임상에 쓰이고 있으며, 인

결합제제와 칼륨 저하억제제 같은 약물들은 인 또는 칼륨같은 특정 물질을 장에서 흡수가 되지 않도록 유도하는

약물들이다. 또한 AST-120(Kremezin
®
, Kureha-Chemical Co., Tokyo, Japan)는 탄소 소재 미세구체로 구성된 경

구 흡착제로 장내에서 발생하는 대표적인 요독 물질인 인돌계 물질을 흡착하여 변으로 배설을 유도하는 약물이

다. 하지만 이러한 약물들은 대부분 소화 불량감, 오심, 구토, 변비 등 소화기 계통의 부작용이 많아 약물 순응

도는 다른 일반 약제에 비해 낮다. 따라서, 아직까지 투석 또는 이식 외에 요독을 제거할 수 있는 효율적인 방

법이 없다.

프로바이오틱스(probiotics)는 장내 미생물 균형에 도움을 주는 항균 활성과 효소 활성을 가진 미생물 및 상기[0008]

미생물이 생산하는 생산물을 말한다. 아울러 프로바이오틱스는 건조세포나 발효산물 형태로 사람이나 동물에 공

급되어, 장내 균총을 개선하는 단일 또는 복합 균주 형태의 생균으로 정의되고 있다. 프로바이오틱스가 갖추어

야 할 특성은 인간의 장내를 서식지로 하고, 비병원성, 무독성의 특성을 가지며, 장으로 가는 동안 살아 남아야

한다. 더 나아가 전달 식품 안에서 소비되기 전에 생존율과 활성을 유지하고, 감염 예방으로 사용되는 항생제에

대해 민감해야 하며, 항생제 내성을 갖는 플라스미드를 보유하지 않아야 한다. 또한, 장내 환경에서 산, 효소,

담즙에 대한 내성을 갖추어야 한다. 최근 프로바이오틱스는 다양한 건강 기능 개선 효과가 보고되면서 기존 화

합물에 기초한 치료제를 대체할 수 있는 주요한 치료 물질로 각광받고 있다. 

최근 다양한 연구를 통해 건강한 장내 미생물 군집은 영양 및 대사, 면역 반응 조절에 중요한 역할을 하며, 장[0009]

내 미생물의 불균형은 비만, 제2형 당뇨, 염증성 장질환, 심혈관계 합병증 등 다양한 질병에 관여하는 것으로

보고되었다.  만성 신부전의 경우도 환자들의 십이지장(duodenum) 및 공장(jejunum)에서 정상인들에서는 나타나

지 않는 균주들의 증식이 관찰되며, 특히 호기성 균주(aerobic bacteria)의 과증식이 나타나게 되는데 일부 보

고에서는 Enterobacteria 또는 Enterococci 같은 균주가 혈액투석 환자에서 100배 이상 증가한다고 보고하였다

(Simenhoff  ML  et  al.  Biomodulation  of  the  toxic  and  nutritional  effects  of  small  bowel  bacterial

overgrowth in end-stage kidney disease using freeze-dried Lactobacillus acidophilus. Miner Electrolyte

Metab 1996; 22:92-96; Hida M et al., Inhibition of the accumulation of uremic toxins in the blood and

their  precursors  in  the  feces  after  oral  administration  of  Lebenin,  a  lactic  acid  bacteria

preparation,  to  uremic patients undergoing hemodialysis. Nephron 1996; 74:349-355). 또한 만성 신부전

환자들에서는 장내 미생물 환경의 적절한 균형을 잡아주고, 단쇄 지방산을 생성하여 효모, 곰팡이 및 유해 세균

의 감염을 억제하며, 다양한 metabolite를 분비하는 것으로 알려진 Lactobacilllus 또는 Bifidobacteria 균주

들이  감소하여  궁극적으로  장내 불균형(intestinal  dysbiosis)이  초래된다는 보고가 있다(Koppe  L  et  al.,

Probiotics  and  chronic  kidney  disease.  Kidney  Int  2015;  88:958-966.;  Ramezani  A  &  Raj  DS.  The  gut
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microbiome, kidney disease, and targeted interventions. J Am Soc Nephrol 2014; 25:657-670; Ranganathan

N  et  al.  Pilot  study  of  probiotic  dietary  supplementation  for  promoting  healthy  kidney  function  in

patients with chronic kidney disease. Adv Ther 2010; 27:634-647). 

따라서 만성 신부전 환자들에서 불균형을 이룬 장내 세균의 환경을 건강한 환경으로 전환시켜주어 요독에 의한[0010]

합병증을 줄이고 신기능을 개선시키려는 시도들이 최근에 보고되었다.  특히  실험적으로 스프라그 돌리 래트

(Sprague  Dawley  rat)를  이용한  5/6  신절제  모델에서  Lactobacilllus  및  Bifidobacteria  균주를  포함한

probiotics를 16주 동안 투여하였을 경우 혈중 내 질소 레벨이 감소하여 probiotics를 이용한 신기능 개선효과

를  기대하게  했다(Ranganathan  N  et  al.  Probiotic  amelioration  of  azotemia  in  5/6th  nephrectomized

Sprague-Dawley rats. ScientificWorldJournal 2005; 5:652-660). 환자를 대상으로 한 임상 연구에서도 긍정적

인 결과를 보였는데 1996년 연구에서 8명의 투석을 받고 있는 말기 신부전 환자들에게 Lactobacillus 균주를 경

구로 투여하여 혈중 dimethylamine (DMA) 및 Nitrosodimethylamine을 보고한 이래, 만성 신부전 환자들에게서

probiotics를 투여했을 경우 신부전의 지표인 혈중 요소 질소 레벨 (BUN, blood urea nitrogen)을 낮추어 주는

것으로 알려졌다(Ranganathan  N  et  al.  Pilot  study  of  probiotic  dietary  supplementation  for  promoting

healthy  kidney  function  in  patients  with  chronic  kidney  disease.  Adv  Ther  2010;  27:634-647;

Ranganathan N et al. Probiotic dietary supplementation in patients with stage 3 and 4 chronic kidney

disease: a 6-month pilot scale trial in Canada. Curr Med Res Opin 2009; 25:1919-1930). 만성 신부전 환

자를 대상으로 최초로 진행한 무작위 이중 맹검 연구에서, probiotics와 prebiotics를 혼합한 장용 피복 캡슐

(enteric  coated  capsule)로 제조하여 만성 신부전 4기 환자에게 투여하였더니 중요한 장내 발생 요독인 p-

cresol 혈중 레벨이 유의하게 감소함을 관찰하였고, 전체 환자의 혈중에서 indoxyl sulfate 레벨이 감소하지는

않았지만, 항생제에 노출되지 않았던 환자에서 유의하게 감소되었음을 관찰하였다. 또한 장내 세균 분석에서

Bifidobacteria  균주의  유의한  증가가  있어  장내  환경을  개선시킬  수  있음을  보고하였다(Rossi  M  et  al.

Synbiotics Easing Renal Failure by Improving Gut Microbiology (SYNERGY): A Randomized Trial. Clin J Am

Soc Nephrol 2016; 11:223-231). 

이에 본 발명자들은, 종래 만족할 만한 치료법이 없는 만성 신부전을 비롯한 신장 질환의 치료를 위해 프로바이[0011]

오틱스 연구에 매진하였고, 그 결과, 신규한 락토바실러스 애시도필러스 균주가 신장 염증 억제, 요독 물질 감

소, 단백뇨 감소, 신장 미토콘드리아의 기능 회복 및 신장 섬유화 억제 측면에서 탁월한 효과를 나타내어 신장

기능 개선 및 신장 질환의 치료 또는 예방에 유용함을 확인함으로써 본 발명을 완성하게 되었다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명의 목적은 신장 기능의 개선, 또는 신장 질환의 예방 및 치료에 우수한 효과를 보이는 신규한 락토바실[0012]

러스 애시도필러스 균주 및 이의 다양한 용도를 제공하는 것이다.

과제의 해결 수단

상기 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 기탁번호 KCTC 13518BP인 락토바실러스 애시도필러스 KBL409 균주를[0013]

제공한다.

본 발명은 또한, 상기 균주, 상기 균주의 배양물, 상기 균주의 파쇄물 및 상기 균주의 추출물로 구성된 군에서[0014]

선택된 1종 이상을 함유하는 신장 질환의 예방 또는 치료용 약학적 조성물을 제공한다.

본 발명에 따른 약학적 조성물은 신장 염증 감소, 요독 물질의 혈중 농도 감소, 단백뇨 감소, 신장 미토콘드리[0015]

아의 기능 회복 및/또는 신장 섬유화 억제를 통하여 신장 질환을 예방 또는 치료할 수 있다.

본 발명에서, 상기 요독 물질은 혈중 요소 질소, 혈중 크레아티닌 및/또는 혈중 p-크레졸을 포함할 수 있다.[0016]

본 발명에서 상기 신장 질환은 요독증, 만성 신부전, 급성 신부전, 아급성 신부전, 신장 섬유화증, 사구체신염,[0017]

신우신염, 간질성 신염, 단백뇨, 당뇨병성 신증, 고혈압성 신증, 악성신경화증, 루프스 신장염, 혈관성 미세혈

관병증, 이식 거부, 사구체병증, 신장비대, 신장 증식증, 조영제 유발성 신장병, 독소 유발된 신장 손상, 산소

유리-라디칼 매개된 신장병, 다낭성 신장질환 및 신장염으로 구성된 군에서 선택될 수 있으나, 이에 제한되지

않는다.

본 발명은 또한, 상기 균주, 상기 균주의 배양물, 상기 균주의 파쇄물 및 상기 균주의 추출물로 구성된 군에서[0018]
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선택된 1종 이상을 함유하는 식품용 조성물을 제공한다.

본 발명은 또한, 상기 균주, 상기 균주의 배양물, 상기 균주의 파쇄물 및 상기 균주의 추출물로 구성된 군에서[0019]

선택된 1종 이상을 함유하는 동물사료용 조성물을 제공한다.

본 발명의 조성물은 본 발명의 락토바실러스 애시도필러스 균주(KBL409)의 신장 기능 개선 효과를 증강시킬 수[0020]

있는 추가의 프로바이오틱 균주, 예컨대 락토바실러스 파라카제이 및/또는 락토바실러스 플란타럼과 함께 병용

투여될 수 있다. 바람직하게는, 상기 추가의 프로바이오틱 균주는 락토바실러스 파라카제이 KBL382(기탁번호

KCTC13509BP) 균주 및/또는 락토바실러스 플란타럼 KBL396(기탁번호 KCTC13278BP)를 포함한다.

발명의 효과

본 발명에 따른 락토바실러스 애시도필러스 KBL409(기탁번호 KCTC 13518BP) 균주는 신장의 염증을 감소시키고,[0021]

혈중 요소 질소, 크레아티닌, p-크레졸 등의 혈중 요독 물질의 농도를 감소시켜 신장을 보호하고, 단백뇨 감소,

신장 미토콘드리아의 기능 회복 및 신장 섬유화 억제 효과를 나타내어, 신기능 개선 및 만성 신부전을 비롯한

신장 질환의 예방 및 치료 용도로 유용하게 활용될 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 67종의 락토바실러스 및 락토코커스 균주의 p-cresol 분해능을 비교한 결과이다.[0022]

도 2는 33종의 비피도박테리움 균주의 p-cresol 분해능을 비교한 결과이다.

도 3은 높은 p-cresol 분해능을 보이는 10종의 락토바실러스 후보 균주의 p-cresol 분해능을 비교한 결과이다.

도 4는 락토바실러스 애시도필러스 KBL409 균주의 처리 시간에 따른 p-cresol 분해능을 나타낸 결과이다.

도 5는 락토바실러스 애시도필러스 KBL409 균주 처리시 PBMC의 IL-2, IL-4, IL-13 및 IL-17A 발현량을 확인한

결과이다.

도 6은 락토바실러스 애시도필러스 KBL409 균주 처리시 PBMC의 IFN-γ발현량을 확인한 결과이다.

도 7은 락토바실러스 애시도필러스 KBL409 균주 처리시 PBMC의 IL-10 발현량을 확인한 결과이다.

도 8은 만성 신부전 동물 모델에서 락토바실러스 애시도필러스 KBL409 균주의 신장 보호 효과 규명을 위한 실험

모식도이다.

도 9는 아데닌 및 락토바실러스 애시도필러스 KBL409 균주 투여에 의한 신기능의 변화를 나타낸 결과이다.

도 10은 아데닌 및 락토바실러스 애시도필러스 KBL409 균주 투여에 의한 알부민뇨의 변화를 나타낸 결과이다.

도 11은 아데닌 및 락토바실러스 애시도필러스 KBL409 균주 투여에 의한 신장 형태 및 신장 섬유화 변화를 나타

낸 결과이다: (A) 대조군, (B) KBL409 투여군, (C) 아데닌 사료 투여군, (D) 아데닌 사료 및 KBL409 투여군.

도 12는 만성 신부전 유도시 락토바실러스 애시도필러스 KBL409 균주 투여에 의한 Procol1a, Acta2의 mRNA 발현

변화를 나타낸 결과이다.

도 13은 락토바실러스 애시도필러스 KBL409 균주 투여시 만성 신부전 유도 신장의 섬유화 관련 단백질 지표의

변화를 나타낸 결과이다.

도  14는  락토바실러스  애시도필러스  KBL409  균주  투여시  신장  내  대식세포  관련  지표의  변화를  나타낸

결과이다.

도 15는 락토바실러스 애시도필러스 KBL409 균주 투여에 의한 만성 신부전 유도 신장 조직 내 대식세포의 변화

를 면역조직화학 검사를 통해 확인한 결과이다: (A) F4/80 염색, (B) CD68 염색.

도 16은 락토바실러스 애시도필러스 KBL409 균주 투여에 의한 만성 신부전 유도 신장 내 Tlr4, Asc, Nlrp3, IL-

18의 mRNA 발현 변화를 나타낸 결과이다.

도 17은 락토바실러스 애시도필러스 KBL409 균주 투여에 의한 만성 신부전 유도 신장 조직 내 NRLP3 활성도의

변화를 면역조직화학 검사를 통해 확인한 결과이다.

도 18은 락토바실러스 애시도필러스 KBL409 균주 투여에 의한 만성 신부전 유도 신장 내 미토콘드리아의 형태
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변화를 투과 전자 현미경 검사를 통해 확인한  결과이다.

도 19는 락토바실러스 애시도필러스 KBL409 균주 투여시 만성 신부전 유도 모델의 전신성 염증반응의 변화를 나

타낸 결과이다.

도 20은 락토바실러스 애시도필러스 KBL409 균주 투여에 따른 혈중 p-크레졸 농도 변화를 나타낸 결과이다: (A)

대장균과의 비교 (B) 락토바실러스 애시도필러스 균주들 간의 비교.

도 21은 락토바실러스 애시도필러스 KBL409 균주 투여에 따른 혈중 TMAO 농도 변화를 나타낸 결과이다.

도 22는 락토바실러스 애시도필러스 KBL409  균주 단독 투여, KBL409  및 KBL382  균주 병용 투여, KBL409  및

KBL396  균주  병용  투여에  의한  만성  신부전  유도  신장  내  Nlrp3,  Pre-IL18의  mRNA  발현  변화를  나타낸

결과이다.

도 23은 락토바실러스 애시도필러스 KBL409  균주 단독 투여, KBL409  및 KBL382  균주 병용 투여, KBL409  및

KBL396 균주 병용 투여에 의한 만성 신부전 유도 신장 내 Ppargc1a, Tfam의 mRNA 발현 변화 및 Mfn1 발현 변화

를 나타낸 결과이다.

도 24는 락토바실러스 애시도필러스 KBL409  균주 단독 투여, KBL409  및 KBL382  균주 병용 투여, KBL409  및

KBL396 균주 병용 투여에 의한 만성 신부전 유도 신장 내 Fn, Procol1의 mRNA 발현 변화 및 Bax/Bcl2 비율 변

화를 나타낸 결과이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

다른 식으로 정의되지 않는 한, 본 명세서에서 사용된 모든 기술적 및 과학적 용어들은 본 발명이 속하는 기술[0023]

분야에서 숙련된 전문가에 의해서 통상적으로 이해되는 것과 동일한 의미를 갖는다. 일반적으로 본 명세서에서

사용된 명명법은 본 기술 분야에서 잘 알려져 있고 통상적으로 사용되는 것이다.

본 발명에서는 인간 유래 미생물의 요독 물질 분해 효과를 확인하여, 신기능 개선 효과가 탁월한 락토바실러스[0024]

애시도필러스 KBL409(기탁번호 KCTC 13518BP) 균주를 선별하였는데, 상기 균주의 16S rDNA를 분석한 결과, 상기

균주가 종래 공지된 바 없는 신규한 균주임을 확인하였다. 

따라서,  본  발명은  일관점에서  신규한  프로바이오틱인  락토바실러스  애시도필러스  KBL409(기탁번호  KCTC[0025]

13518BP) 균주에 관한 것으로, 상기 균주는 하기 서열번호 1로 표시되는 16s rDNA 서열을 포함하는 것을 특징으

로 한다.
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<서열번호 1> 락토바실러스 애시도필러스 KBL409(기탁번호 KCTC 13518BP) 균주의 16s rDNA 서열[0026]

[0027]

이에, 본 발명에서는 상기 균주에 대한 효능 실험을 진행하였고, 그 결과 상기 균주는 신장 염증을 감소시키고,[0028]

만성 신부전의 원인이 되는 요독 물질의 분해 효과가 탁월할 뿐 아니라, 단백뇨 감소, 신장 미토콘드리아의 기

능 회복 및 신장 섬유화 억제 효과를 나타내어, 신기능 향상 내지 신장 질환의 치료 또는 예방에 탁월한 효과를

나타내는 것을 확인할 수 있었다. 

구체적으로, 본 발명의 락토바실러스 애시도필러스 KBL409 균주는 만성 신부전 동물 모델에서 혈중 요소 질소,[0029]

혈중 크레아티닌 및/또는 혈중 p-크레졸 등의 요독 물질의 농도 및 단백뇨를 현저히 감소시키는 것으로 나타났

다.

또한, 본 발명의 락토바실러스 애시도필러스 KBL409 균주는 신장 섬유화의 지표인 Procol1a 및 Acta2 mRNA 발현[0030]

량, 및 Collagen1, Fibronectin, α-SMA 및 Vimentin 발현량을 현저히 감소시켰고, 조직병리학적 검사를 통해

서도 신부전의 특징인 신세뇨관 확장, 신세뇨관 세포의 편평함, 세뇨관 사이질의 확장 및 기질 축적, 그리고 신

장 섬유화의 증가를 완화시킴을 확인할 수 있었다.

나아가, 본 발명의 락토바실러스 애시도필러스 KBL409 균주는 세뇨관 사이질 내의 대식세포의 침윤 및 신장내[0031]

인플라솜의 발현을 억제할 뿐만 아니라, 만성 신부전시 발생하는 미토콘드리아의 기능 이상을 회복시키고, IL-6

및 TNF-α를 억제함으로써 만성 신부전 모델에서 전신성 염증반응을 감소시키는 것으로 확인되었다.

따라서, 본 발명은 다른 관점에서, 락토바실러스 애시도필러스 KBL409 균주의 균체, 상기 균주의 배양물, 상기[0032]

균주의 파쇄물 및 상기 균주의 추출물로 구성된 군에서 선택된 1종 이상의 약학적 유효량을 함유하는 신장 질환

의 치료 또는 예방을 위한 약학적 조성물에 관한 것이다. 

본 발명의 약학적 조성물은 생균의 균체, 건조 균주의 형태, 균주의 배양물, 균주의 파쇄물 또는 이들의 조합을[0033]

약제학적으로 허용가능한 담체 또는 매체와 조합한 조성물로 제공될 수 있다. 이용되는 담체 또는 매체는 용매,

분산제, 코팅, 흡수 촉진제, 제어된 방출제(즉, 서방제), 및 1종 이상의 불활성 부형제(전분, 폴리올, 과립제,

극미세 셀룰로스(microfine cellulose), 미세결정형 셀룰로스, 희석제, 윤활제, 결합제, 붕해제 등을 포함함)

등을 포함할 수 있다. 필요한 경우, 개시된 조성물의 정제 제형은 표준 수성 혹은 비수성 수법에 의해 코팅될
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수도 있다. 약제학적으로 허용가능한 담체 및 부형제 그리고 상기 추가의 성분의 예로는, 결합제, 충전제, 붕해

제, 윤활제, 항미생물제 및 코팅제를 들 수 있지만, 이들로 제한되는 것은 아니다.

본 발명의 조성물은 포유동물에 투여된 후 활성 성분의 신속, 지속 또는 지연된 방출을 제공할 수 있도록 당업[0034]

계에 공지된 방법을 사용하여 제형화 될 수 있다. 제형은 분말, 과립, 정제, 에멀젼, 시럽, 에어로졸, 연질 또

는 경질 젤라틴캅셀, 멸균 주사용액, 멸균 분말의 형태일 수 있다. 또한, 본 발명에 따른 신장 질환 예방 또는

치료용 조성물은 경구, 경피, 피하, 정맥 또는 근육을 포함한 여러 경로를 통해 투여될 수 있으며, 활성 성분의

투여량은 투여 경로, 환자의 연령, 성별, 체중 및 환자의 중증도 등의 여러 인자에 따라 적절히 선택될 수

있고, 본 발명에 따른 신장 질환의 예방 또는 치료용 조성물은 신기능 개선 내지 신장 질환의 예방 또는 치료하

는 효과를 가지는 공지의 약제, 예컨대 레닌-안지오텐신 시스템 차단제와 병용하여 투여할 수 있다.

본 발명의 약학적 조성물은 특히, 경구용 단위 제형으로서 장용 피복된 장용성 제제로서 제공될 수 있다. 본 명[0035]

세서에서의 "장용 피복"은 위산에 의해서는 분해되지 아니하여 피복이 유지되나, 소장에서는 충분히 분해되어

활성 성분이 소장내에 방출될 수 있도록 하는, 약제학상 허용 가능한 모든 종류의 공지의 피복을 포함한다. 본

발명의 "장용 피복"은 pH 1의 HCl 용액과 같은 인공 위즙을 36℃내지 38℃에서 접촉시킬 때, 2시간 이상 동안

그대로 유지되며, 바람직하게는 이후에 pH 6.8의 KH2PO4 완충 용액과 같은 인공 장즙에서 30분 이내에 분해되는

피복을 지칭한다.

본 발명의 장용 피복은 1개의 코어(core)에 약 16 내지 30, 바람직하게는 16 내지 20 또는 25 mg 이하의 양으로[0036]

피복된다. 본 발명의 장용 피복의 두께가 5 내지 100 ㎛, 바람직하게는 20 내지 80 ㎛인 경우가 장용 피복으로

서 만족스러운 결과를 나타낸다. 장용 피복의 재료는 공지의 고분자 물질들 중에서 적당히 선택된다. 적당한 고

분자 물질은 다수의 공지 문헌(L. Lachman 외, The Theory and Practice of Industrial Pharmacy, 3판, 1986,

pp.  365∼H.Sucker  외,  Pharmazeutische  Technologie,  Thieme,  1991,  pp.  355-359;  Hagers  Handbuchder

pharmazeutischen  Praxis,  4판,  Vol.  7,  pp.  739  ∼742,  및  766  ∼778,  (SpringerVerlag,  1971);  및

Remington's Pharmaceutical Sciences, 13판, pp. 1689 ∼1691 (Mack Publ., Co., 1970))에 열거되어 있고,

셀룰로즈 에스테르 유도체, 셀룰로즈 에테르, 아크릴 수지의 메틸아크릴레이트 공중합체 및 말레산 및 프탈산

유도체의 공중합체가 이들에 포함될 수 있다.

본 발명의 장용 피복은 장용 피복 용액을 코어에 분무하는 통상적인 장용 피복법을 사용하여 제조될 수 있다.[0037]

장용 피복 공정에 사용되는 적당한 용매로는 에탄올과 같은 알콜, 아세톤과 같은 케톤, 다이클로로메탄(CH2Cl2)

과 같은 할로겐화 탄화수소 용매이며 이들 용매들의 혼합 용매가 사용될 수도 있다. 디(di)-n-부틸프탈레이트

또는 트리아세틴과 같은 연화제를 1 대 약 0.05 내지 약 0.3 (코팅 재료 대 연화제)의 비율로 피복 용액에 첨가

한다. 분무 과정을 연속적으로 수행하는 것이 적절하며 피복의 조건을 고려하여 분무량을 조절하는 것이 가능하

다. 분무압은 다양하게 조절할 수 있고, 일반적으로 약 1 내지 약 1.5 바(bar)의 분무압으로 만족할만한 결과가

얻어진다.

본 발명에 있어서, 신장 질환이란, 신장이 배설, 조절, 대사 및 내분비적 기능을 정상적으로 수행하지 못하고[0038]

전체적으로 기능이 저하되거나 이상이 초래된 상태를 모두 지칭하며, 만성적인 모든 신장병이 포함되고, 뚜렷하

지 않고 기질적 변화와 사구체 여과 기능이 저하되어 가는 질환들을 모두 포함한다.  신장의 손상으로 인한 기

능의 저하는 신장 및 관련 구조의 증대, 신장의 위축, 체액량의 변화, 전해질 불균형, 대사성 산증, 가스교환장

애, 항감염 기능 손상, 요독성 독소의 축적 등을 초래한다.

본 발명에 있어서, 상기 신장 질환은 신장 염증 감소, 혈중 요소 질소, 크레아티닌 또는 p-크레졸 등의 요독 물[0039]

질의 혈중 농도 감소, 단백뇨 감소, 신장 미토콘드리아의 기능 회복 및/또는 신장 섬유화 억제를 통해 개선, 치

료 또는 예방될 수 있는 질환을 말한다.  구체적으로, 요독증, 만성 신부전, 급성 신부전, 아급성 신부전, 신장

섬유화증, 사구체신염, 신우신염, 간질성 신염, 단백뇨, 당뇨병성 신증, 고혈압성 신증, 악성신경화증, 루프스

신장염, 혈관성 미세혈관병증, 이식 거부, 사구체병증, 신장비대, 신장 증식증, 조영제 유발성 신장병, 독소 유

발된 신장 손상, 산소 유리-라디칼 매개된 신장병, 다낭성 신장질환 및 신장염 등을 포함할 수 있으나, 이에 한

정되지 않는다.

본 발명에서 용어 '치료'는, 달리 언급되지 않는 한, 상기 용어가 적용되는 질환 또는 질병, 또는 상기 질환 또[0040]

는 질병의 하나 이상의 증상을 역전시키거나, 완화시키거나, 그 진행을 억제하는 것을 의미한다. 

또한, 본 발명에서, 용어 '예방'은 질병을 축소시키는 방지(averting), 지연(delaying), 방해(impeding) 또는[0041]

저해(hindering)와 관련된 것이다.
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본 발명에 따른 신장 질환의 예방 또는 치료용 조성물은 약학적으로 유효한 양의 락토바실러스 애시도필러스[0042]

KBL409 균주를 단독으로 포함하거나 하나 이상의 약학적으로 허용되는 담체, 부형제 또는 희석제와 함께 포함할

수 있다. 

본 발명에서, 용어 "유효량(또는, 약학적 유효량)"은 바람직한 효과를 전달하기에는 매우 충분하지만 의학적 판[0043]

단 범위 내에서 심각한 부작용을 충분히 방지할 정도로 적은 양을 의미한다. 본 발명의 조성물에 의하여 체내에

투여되는 미생물의 양은 투여 경로, 투여 대상을 고려하여 적절하게 조정될 수 있다.

본 발명의 조성물은 대상 개체에 1일 1회 이상 투여될 수 있다. 단위 투여량은 사람 피험자 및 다른 포유동물을[0044]

위한 단위 투여에 적합하게 물리적으로 분리된 단위를 의미하며, 각 단위는 적절한 약제학적 담체를 포함하며

치료 효과를 나타내는 본 발명의 락토바실러스 애시도필러스 KBL409 균주의 예정된 양을 함유한다. 성인 환자의

경구 투여용 투여 단위는 본 발명의 미생물 0.001 g 이상을 함유하는 것이 바람직하며, 본 발명의 조성물의 경

구 투여량은 일회에 0.001 내지 10g, 바람직하게는 0.01 내지 5 g이다. 하나의 예로서, 본 발명의 락토바실러스

애시도필러스 KBL409 균주의 약학적 유효량은 0.01 내지 10 g/1일이며, 1x10
8
 내지 1x10

10
 CFU/일의 투여량으로

투여될 수 있다.  그러나, 투여량은 환자의 질환의 심각도 및 함께 사용되는 미생물과 보조 유효 성분에 따라

가변적이다. 또한, 일일 총 투여량을 여러 횟수로 분할하여 필요에 따라 연속적으로 투여할 수 있다. 따라서,

상기 투여량 범위는 어떠한 방식으로도 본 발명의 범위를 제한하지 아니한다.

본 발명은 다른 관점에서 락토바실러스 애시도필러스 KBL409(기탁번호 KCTC 13518BP) 균주, 상기 균주의 균체,[0045]

상기 균주의 배양물, 상기 균주의 파쇄물 및 상기 균주의 추출물로 구성된 군에서 선택된 1종 이상을 함유하는

식품용 조성물에 관한 것이다. 

상기 식품용 조성물은 신장 기능 개선을 위해 사용되는 것을 특징으로 하는 식품용 조성물, 바람직하게는 건강[0046]

기능식품일 수 있다.  또한 이러한 신장 기능의 개선은 신장 염증 감소, 요독 물질의 혈중 농도 감소, 단백뇨

감소, 신장 미토콘드리아의 기능 회복 및/또는 신장 섬유화 감소로 인해 달성될 수 있다.

상기 식품용 조성물은 신장 기능의 개선에 효과가 있는 식품, 예컨대, 식품의 주원료, 부원료, 식품 첨가제, 건[0047]

강기능식품 또는 기능성 음료로 용이하게 활용할 수 있으나, 이에 한정되지는 않는다.

상기 식품용 조성물이란, 영양소를 한 가지 또는 그 이상 함유하고 있는 천연물 또는 가공품을 의미하며, 바람[0048]

직하게는 어느 정도의 가공 공정을 거쳐 직접 먹을 수 있는 상태가 된 것을 의미하며, 통상적인 의미로서,

식품, 식품 첨가제, 건강기능식품 및 기능성 음료를 모두 포함하는 것을 말한다.

본 발명에 따른 상기 식품용 조성물을 첨가할 수 있는 식품으로는 예를 들어, 각종 식품류, 음료, 껌, 차, 비타[0049]

민 복합제,  기능성 식품 등이 있다.  추가로,  본원발명에서 식품에는 특수영양식품(예, 조제유류,  영,유아식

등), 식육가공품, 어육제품, 두부류, 묵류, 면류(예, 라면류, 국수류 등), 빵류, 건강보조식품, 조미식품(예,

간장, 된장, 고추장, 혼합장 등), 소스류, 과자류(예, 스넥류), 캔디류, 쵸코렛류, 껌류, 아이스크림류, 유가공

품(예, 발효유, 치즈 등), 기타 가공식품, 김치, 절임식품(각종 김치류, 장아찌 등), 음료(예, 과실 음료, 채소

류 음료,  두유류,  발효음료류 등),  천연조미료(예,  라면 스프 등)을 포함하나 이에 한정되지 않는다.  상기

식품, 음료 또는 식품첨가제는 통상의 제조방법으로 제조될 수 있다.

상기 건강기능식품이란 식품에 물리적, 생화학적, 생물공학적 수법 등을 이용하여 해당 식품의 기능을 특정 목[0050]

적에 작용, 발현하도록 부가가치를 부여한 식품군이나 식품 조성이 갖는 생체방어리듬조절, 질병방지와 회복 등

에 관한 체내조절기능을 생체에 대하여 충분히 발현하도록 설계하여 가공한 식품을 의미한다. 상기 기능성 식품

에는 식품학적으로 허용 가능한 식품 보조 첨가제를 포함할 수 있으며, 기능성 식품의 제조에 통상적으로 사용

되는 적절한 담체, 부형제 및 희석제를 더욱 포함할 수 있다.

본 발명에서 상기 기능성 음료란 갈증을 해소하거나 맛을 즐기기 위하여 마시는 것의 총칭을 의미하며, 지시된[0051]

비율로 필수 성분으로서 신장 기능 개선을 위한 상기 조성물을 포함하는 것 외에 다른 성분에는 특별한 제한이

없으며 통상의 음료와 같이 여러 가지 향미제 또는 천연 탄수화물 등을 추가 성분으로서 함유할 수 있다.

나아가 상기 기술한 것 이외에 본 발명의 식품용 조성물을 함유하는 식품은 여러 가지 영양제, 비타민, 광물(전[0052]

해질), 합성 풍미제 및 천연 풍미제 등의 풍미제, 착색제 및 충진제(치즈, 초콜릿 등), 펙트산 및 그의 염, 알

긴산 및 그의 염, 유기산, 보호성 콜로이드 증점제, pH 조절제, 안정화제, 방부제, 글리세린, 알코올, 탄산 음

료에 사용되는 탄산화제 등을 함유할 수 있으며, 상기 성분은 독립적으로 또는 조합하여 사용할 수 있다.

본 발명의 식품용 조성물을 함유하는 식품에 있어서, 상기 본 발명에 따른 조성물의 양은 전체 식품 중량의[0053]

공개특허 10-2021-0039833

- 11 -



0.001중량% 내지 100중량%로 포함할 수 있으며, 바람직하게는 1중량% 내지 99중량%로 포함할 수 있고, 음료의

경우, 100 mL를 기준으로 0.001g 내지 10g, 바람직하게는 0.01g 내지 1g의 비율로 포함할 수 있다.  그러나, 건

강  및  위생을  목적으로  하거나  건강  조절을  목적으로  하는  장기간  섭취의  경우에는  상기  범위  이하일  수

있으며, 유효성분은 안전성 면에서 아무런 문제가 없기 때문에 상기 범위 이상의 양으로 사용될 수 있으므로 상

기 범위에 한정되는 것은 아니다.

본 발명의 식품용 조성물은 상기 락토바실러스 애시도필러스 KBL409 균주를 독립적으로 또는 허용 가능한 담체[0054]

에 첨가하거나, 인간 또는 동물이 섭취하기에 적합한 조성물 형태로 제조될 수 있다. 즉, 다른 프로바이오틱 세

균을 함유하지 않은 식품 및 이미 몇 가지의 프로바이오틱 세균을 함유한 식품에 첨가되어 사용될 수 있다. 예

컨대, 본 발명의 식품을 제조함에 있어서, 본 발명의 균주와 함께 사용 가능한 다른 미생물들은 인간이나 동물

이 섭취하기에 적합하고 섭취시 병원성 유해세균을 억제하거나 포유동물 장관 내의 미생물 균형을 개선시킬 수

있는 프로바이오틱 활성을 갖는 것들이며, 특별히 제한되지 않는다. 그러한 프로바이오틱 미생물의 예로는 사카

로미세스(Saccharomyces),  칸디다(Candida),  피치아(Pichia)  및  토룰롭시스(Torulopsis)를  포함하는  효모

(yeast), 아스퍼질러스(Aspergillus), 리조퍼스(Rhizopus), 뮤코(Mucor), 페니실린(Penicillium) 등과 같은 곰

팡이 및 락토바실러스(Lactobacillus), 비피도박테리움(Bifidobacterium), 류코노스톡(Leuconostoc), 락토코커

스(Lactococcus),  바실러스(Bacillus),  스트렙토코커스(Streptococcus),  프로피오니박테리움

(Propionibacterium), 엔테로코커스(Enterococcus), 페디오코커스(Pediococcus) 속에 속하는 세균 등이 있다.

적당한 프로바이오틱 미생물의 구체적인 예로는 사카로미세스 세레비지에(Saccharomyces cerevisiae), 바실러스

코아귤란스(Bacillus  coagulans),  바실러스  리체니포르미스(Bacillus  licheniformis),  바실러스  서브틸리스

(Bacillus  subtilis),  비피도박테리움  비피둠(Bifidobacterium  bifidum),  비피도박테리움  인판티스

(Bifidobacterium  infantis),  비피도박테리움  론검(Bifidobacterium  longum),  엔테로코커스  패시움

(Enterococcus  faecium),  엔테로코커스  패칼리스(Enterococcus  faecalis),  락토바실러스  애시도필러스

(Lactobacillus acidophilus), 락토바실러스 알리멘타리우스(Lactobacillus alimentarius), 락토바실러스 카세

이(Lactobacillus  casei),  락토바실러스  쿠르바투스(Lactobacillus  curvatus),  락토바실러스  델브루키

(Lactobacillus  delbruckii),  락토바실러스  존스니(Lactobacillus  johnsonii),  락토바실러스  파시미누스

(Lactobacillus  farciminus),  락토바실러스  가세리(Lactobacillus  gasseri),  락토바실러스  헬베티쿠스

(Lactobacillus  helveticus),  락토바실러스  람노수스(Lactobacillus  rhamnosus),  락토바실러스  루테리

(Lactobacillus  reuteri),  락토바실러스  사케이(Lactobacillus  sakei),  락토코커스  락티스(Lactococcus

lactis), 페디오코커스 애시디락티시(Pediococcus acidilactici)등을 들 수 있다. 바람직하게는, 우수한 프로바

이오틱 활성을 가지면서 신기능 개선 효과가 뛰어난 프로바이오틱 미생물을 본 발명의 식품용 조성물에 추가로

포함함으로써 그 효과를 더욱 증진시킬 수 있다. 본 발명의 식품용 조성물에 사용될 수 있는 담체의 예로는 증

량제, 고섬유 첨가제, 캡슐화제, 지질 등일 수 있으며 이러한 담체들의 예는 당업계에 충분히 공지되어 있다.

본 발명의 락토바실러스 애시도필러스 KBL409 균주는 동결건조되거나 캡슐화된 형태 또는 배양 현탁액이나 건조

분말 형태일 수 있다.

본 발명의 조성물은 또한, 상기 균주를 함유하는 동물 사료용 첨가제 또는 이를 함유하는 동물사료용 조성물의[0055]

형태로 제공될 수 있다.

본 발명의 동물 사료용 첨가제는 건조 또는 액체 상태의 제제 형태일 수 있으며, 상기 락토바실러스 애시도필러[0056]

스 KBL409 균주 이외에 비병원성의 다른 미생물을 더 포함할 수도 있다. 첨가할 수 있는 미생물로는 예컨대 단

백질 분해효소, 지질 분해효소 및 당 전환 효소를 생산할 수 있는 바실러스 서브틸리스(Bacillus subtilis)와

같은  고초균,  소의  위와  같은  혐기적  조건에서  생리적  활성  및  유기물  분해능이  있는  락토바실러스

(Lactobacillus) 균주, 가축의 체중을 증가시키며 우유의 산유량을 늘리고 사료의 소화 흡수율을 높이는 효과를

보여주는 아스퍼질러스 오리자에(Aspergillus oryzae)와 같은 사상균(Slyter, L. L. J. Animal Sci.1976, 43.

910-926) 및 사카로미세스 세레비지에(Saccharomyces cerevisiae)와 같은 효모(Johnson, D. E et al. J. Anim.

Sci.,1983, 56, 735-739 ; Williams, P. E. V. et al,1990, 211) 등이 사용될 수 있다.

본 발명의 동물 사료용 첨가제는 상기 락토바실러스 애시도필러스 KBL409 균주 이외에 하나 이상의 효소제제를[0057]

더 포함할 수도 있다. 첨가되는 효소제제는 건조 또는 액체 상태가 모두 가능하며 효소제제로는 리파제(lipas

e)와 같은 지방 분해효소, 파이틱 애시드(phytic acid)를 분해하여 인산염과 이노시톨인산염을 만드는 파이타제

(phytase), 녹말과 글리코겐(glycogen) 등에 포함되어 있는 α-1,4-글리코시드 결합(glycoside bond)을 가수분

해하는 효소인 아밀라제(amylase), 유기인산에스테르를 가수분해하는 효소인 포스파타제(phosphatase), 셀룰로

스(cellulose)를 분해하는 카르복시메틸셀룰라제(carboxymethylcellulase), 자일로스(xylose)를 분해하는 자일
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라제(xylase), 말토스(maltose)를 두 분자의 글루코스(glucose)로 가수분해하는 말타제(maltase) 및 사카로스

(saccharose)를 가수분해하여 글루코스-프룩토스(glucose-fructose) 혼합물을 만드는 전환효소(invertase) 등

과 같은 당 생성 효소 등이 사용될 수 있다.

본 발명의 락토바실러스 애시도필러스 KBL409 균주를 동물 사료용 첨가제로 사용함에 있어서, 사료용 원료로는[0058]

각종 곡물 및 대두 단백을 비롯한 땅콩, 완두콩, 사탕무우, 펄프, 곡물 부산물, 동물 내장 가루 및 어분 가루

등이 사용될 수 있으며, 이들은 가공되지 않거나 또는 가공된 것을 제한없이 사용할 수 있다. 가공과정은, 반드

시 이에 한정되는 것은 아니지만, 예를 들면 사료원료가 충진된 상태에서 가압 하에 일정한 배출구로 압축되는

공정으로, 단백질의 경우에는 변성이 되어 이용성이 증가되는 압출 성형(extrusion)을 사용하는 것이 바람직하

다. 압출성형(extrusion)은 열처리 과정을 통해 단백질을 변성시키고 항효소인자를 파괴시키는 등의 장점을 갖

는다. 또한, 대두 단백질과 같은 경우에는 압출 성형을 통해서 단백질의 소화율을 향상시키고 대두에 존재하는

단백질 분해효소의 저해제 중 하나인 트립신 저해제(trypsin inhibitor)와 같은 항 영양인자들을 불활성화시키

며 단백질 분해효소에 의한 소화율 향상을 증가시켜 대두 단백의 영양적 가치를 증가시킬 수 있다.

한편, 본 발명의 약학적, 식품용 또는 동물사료용 조성물은 KBL409 균주의 신기능 개선 효과를 증강시킬 수 있[0059]

는 추가의 프로바이오틱 균주를 추가로 포함하거나, 또는 본 발명의 조성물을 추가의 프로바이오틱 균주를 포함

하는 별도의 조성물과 동시 또는 순차적으로 병용 투여할 수 있다. 

KBL409 균주의 신장 기능 개선 효과를 증강시킬 수 있는 추가의 프로바이오틱 균주는 바람직하게는, 락토바실러[0060]

스 파라카제이 및 락토바실러스 플란타럼을 포함하며, 보다 바람직하게는, 상기 추가의 프로바이오틱 균주는 하

기 서열번호 2의 16s rDNA 서열을 갖는 락토바실러스 파라카제이 KBL382(기탁번호 KCTC13509BP) 균주 및/또는

하기 서열번호 3의 16s rDNA 서열을 갖는 락토바실러스 플란타럼 KBL396(기탁번호 KCTC13278BP)일 수 있다.

<서열번호 2> 락토바실러스 파라카제이 KBL382(기탁번호 KCTC13509BP) 균주의 16s rDNA 서열[0061]

[0062]
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[0063]

<서열번호 3> 락토바실러스 플란타럼 KBL396(기탁번호 KCTC13278BP)　균주의 16s rDNA 서열[0064]

[0065]
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[0066]

상기 락토바실러스 파라카제이 KBL382 및 락토바실러스 플란타럼 KBL396은 각각 0.001 내지 10g/일, 바람직하게[0067]

는 0.01 내지 5g/일의 투여량으로 1일 1회 내지 수회 투여될 수 있다.

하나 이상의 프로바이오틱 균주가 단일 조성물 내 혼합물로 투여되거나, 하나 이상의 프로바이오틱 균주가 상이[0068]

한 조성물로 별도 투여되는 관점에서, 균주들의 상승 작용적 프로바이오틱 효과가 유용한 한도로 유지되는 한

임의의 적절한 비율의 균주가 사용될 수 있다. 이러한 비율들은 해당 분야의 숙련된 기술자가 용이하게 결정할

수 있다. 예를 들면, 1:10, 1:5, 1:1, 5:1, 또는 10:1 비율 또는 이들 한계값들 사이의 임의의 비율, 예컨대,

1:1의 두 가지 균주(예컨대, KBL409:KBL382)가 사용될 수 있다. 

본 발명은 또 다른 관점에서 신장 질환의 예방 또는 치료에 사용되기 위한 상기 균주 또는 조성물의 용도 및 상[0069]

기 치료제의 제조를 위한 상기 균주 또는 조성물의 용도를 제공한다.

본 발명은 또 다른 관점에서 약학적 유효량의 상기 균주 또는 조성물을 신장 질환의 예방 또는 치료가 요구되는[0070]

개체에 투여하는 단계를 포함하는 상기 질환의 예방 또는 치료방법을 제공한다. 

상기 질환의 예방 또는 치료방법에 사용되는 약학적 조성물 및 투여 방법은 상기에서 설명하였으므로, 이 둘 사[0071]

이에 공통된 내용은 본 명세서의 과도한 복잡성을 피하기 위하여, 그 기재를 생략한다.

한편, 상기 질환의 예방 또는 치료용 조성물을 투여할 수 있는 개체는 인간을 포함한 모든 동물을 포함한다. 예[0072]

를 들어, 개, 고양이, 마우스와 같은 동물일 수 있다.

이하, 실시예를 통하여 본 발명을 더욱 상세히 설명하고자 한다. 이들 실시예는 오로지 본 발명을 예시하기 위[0073]

한 것으로서, 본 발명의 범위가 이들 실시예에 의해 제한되는 것으로 해석되지 않는 것은 당업계에서 통상의 지

식을 가진 자에 있어서 자명할 것이다.

실시예 1. p-크레졸 분해능을 가지는 유산균의 선별[0074]

주요 신장 요독 물질인 p-cresol sulfate(PCS), indole sulfate(IS), trimethylamine N-oxide(TMAO)의 전구체[0075]

는 각각 p-크레졸, 인돌, 트리메틸아민(trimethylamine, TMA)이며, 각각 장내 미생물에 의한 페닐알라닌 (또는
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티로신), 트립토판, 콜린의 분해산물이다. 본 발명에서는 신장 요독 물질의 전구체를 대사/분해할 수 있는 미생

물 동정에 초점을 맞추어 연구를 수행하였으며, 이중 p-크레졸 분해능을 주된 선별 대상으로 선정하여 요독 물

질 분해를 통한 신장 질환 치료 효과를 나타내는 프로바이오틱 균주를 선별하고자 하였다. 이를 위하여, 인간

유래의 총 67종의 락토바실러스 및 락토코커스 균주, 총 33종의 비피도박테리움 균주의 p-크레졸 분해능을 평가

하였다. 모든 균주는 낮은 pH 및 담즙염에 저항성이므로, 이들은 진행 시간 동안 위장관에서 생존 가능하였다.

p-크레졸 분해능은 p-크레졸을 함유하는 MRS 배지에서 균주들을 배양한 후 잔여 p-크레졸의 농도를 가스크로마

토그래피로 측정하여 확인하였다.

1-1. 균주의 배양 및 시료의 준비[0076]

본 실험에 사용된 균주들을 200 μM의 p-크레졸을 포함하는 MRS 배지에서 24 h 동안 배양하였다. 각 시료 50 μ[0077]

L에  진한  황산  2.5  μL를  넣고  90  ℃30  min  가열한  후  준비한  internal  standard  (0.2  mg/mL  2,6-

dimethylphenol, Sigma-Aldrich)를 2.5 μL 넣고, 분석 용매로서의 ethyl acetate를 50 μL 넣어 1분간 vortex

로 섞어주었다. 이를 15,000 rpm에서 2분간 원심분리 후 GC vial (with 250 μL glass insert)에 상층액을 담

았다. 

1-2. p-크레졸의 농도 측정을 통한 균주의 선별[0078]

가스크로마토그래피를  사용하여  배양  상층액내  p-크레졸  양을  측정하였다.   분석장비는  GC-EI-MS  (Agilent[0079]

5985)를 사용하여 flow rate 1.3mL/min로 초기 75 ℃에서 150 ℃(rate 20℃그리고 250 ℃(rate 25℃로 오븐 온

도를  올려가며  분석을  진행하였다(Post  run  75℃3min).  컬럼은  DB-5  capillary  column  30  m  X  0.25  mm,

df=0.25 (Agilent)를 사용하였다.  

그 결과, 락토바실러스 및 락토코커스 균주의 경우 대부분 분해능이 높지 않았으나, 일부 우수한 p-크레졸 분해[0080]

능을 보이는 10종의 균주들을 1차 선별하였다(도 1). 비피도박테리움 균주의 경우 대부분 p-크레졸을 분해하지

못하는 것이 확인되었다(도 2).

1-3. 균주의 2차 선별[0081]

상기 실시예 1-2에서 p-크레졸 분해능이 확인된 10종의 락토바실러스 균주들에 2차로 p-크레졸 분해능 평가 실[0082]

험을 수행한 결과, Lactobacillus acidophilus 종에 속하는 KBL402 및 KBL409가 가장 높은 p-크레졸 분해능을

보유하고 있음을 확인하였다(도 3).  두 균주는 16S rDNA 서열상 거의 유사한 종으로 판단되어, KBL409 균주를

선정하여 추가 실험을 진행하였다.

1-4. KBL409 균주의 p-크레졸 분해능 측정[0083]

KBL409를 대상으로 실시예 1-2와 동일한 방법으로 시간에 따른 p-크레졸 분해능을 측정한 결과, KBL409는 처리[0084]

12 시간 후 95%, 36시간 후 85%까지 배양액 내의 p-크레졸을 감소시킬 수 있음을 확인하였다(도 4). 이로써, 특

히 KBL409는 우수한 p-크레졸 분해능을 나타내어, p-크레졸의 과다 축적으로 인한 신장 질환을 효과적으로 완화

할 수 있음을 알 수 있었다. 

실시예 2. KBL409의 항염증 효과 확인[0085]

신장 질환에서 세포 사망의 중요 기전 중 하나인 pyroptosis는 염증반응에 수반하여 발생하므로, 염증반응의 개[0086]

선 효과를 통한 신장 보호 효과에 대해 검증할 필요가 있다.  KBL409의 p-크레졸 분해능과 더불어 항염증 효과

도 함께 확인하기 위하여, PBMC(peripheral blood mononuclear cell)를 이용하여 염증성 및 항염증성 마커들의

발현 정도를 확인하였다.

2-1. PBMC의 준비 및 균주의 처리[0087]

인간 유래의 PBMC (Zen-Bio, Inc., Research Triangle Park, NC, USA)를 1%의 페니실린/스트렙토마이신, 1%의[0088]

젠타마이신 및 10%의 FBS를 함유한 RPMI-1640 배지 (Gibco, Paisley UK)에서 배양하였다. 배양된 PBMC (2×10
5

cell)를  96-well  plate에  넣고  T  세포를  활성화시키는  항  CD3  항체를  1  μg/mL  (OKT3;  Thermo  Fisher

Scientific, Inc., Waltham, MA, USA)로 처리한 후 1:100 비율의 KBL409 균주 혹은 대장균을 첨가하여 37 ℃에

서 72시간을 배양하였다.

2-2. 염증성 및 항염증성 사이토카인의 측정[0089]

균주 처리후 배양된 PBMC 세포의 상층액만을 수득하여 각 사이토카인의 양을 측정하였다.  IL-2, IL-4, IL-10,[0090]
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IFN-γ,  및  IL-17A의  측정에는  BD  Cytometric  Bead  Array  (CBA)  Human  Th1/Th2/Th17  Cytokine  Kit  (BD

Biosciences)를 사용하였으며, IL-13의 측정에는 IL-13 Human enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) Kit

(BMS231-3; Thermo Fisher Scientific)를 사용하였다. 

그 결과, KBL409  처리군(CD3/KBL409)에서 Th1의 염증성 사이토카인인 IL-2, Th2의 염증성 사이토카인인 IL-4[0091]

및 IL-13,  그리고 Th17의  염증성 사이토카인인 IL-17A의  발현이 대장균 처리군(CD3/E.coli)  및  PBS  처리군

(CD3/PBS)에 비해 현저히 낮게 유지되는 것을 확인하였다(도 5).  한편, 또 다른 Th1의 염증성 사이토카인인

IFN-γ는 PBS 처리군(CD3/PBS)과는 큰 차이가 없었으나 대장균 처리군(CD3/E.coli)에 비해서는 현저히 낮게 유

지되는 것을 확인하였다(도 6). 또한, KBL409를 PBMC에 처리한 후 항염증성 사이토카인인 IL-10의 발현량을 확

인한 결과, KBL409 처리군(CD3/KBL409)에서의 IL-10의 발현이 PBS 처리군(CD3/PBS)에 비해 월등히 증가하였음

을 확인하였다(도 7). 따라서, KBL409는 전반적인 T 세포의 염증성 사이토카인 발현을 현저히 억제시키고, 항염

증성 사이토카인인 IL-10의 발현을 증가시킴으로써, 만성 신부전에 수반되는 신장 및 전신성 염증반응을 억제할

수 있음을 알 수 있었다.

실시예 3. 만성 신부전 유도 마우스 모델에서의 KBL409의 효과 확인[0092]

아데닌(0.2% adenine)이 포함된 사료(chow)를 먹이로 섭취하게 하여 신부전을 유도하는 방법은 수술이 필요 없[0093]

어 이에 의한 사망이 없으며, 사료 섭취가 비교적 용이하여 장기간 관찰할 수 있고, 신절제를 필요로 하지 않아

양쪽 신장에서 신부전을 모두 관찰할 수 있고, 충분한 조직을 확보할 수 있는 장점이 있어 신부전 유도 모델로

널리 사용되고 있다(Jia  T  et  al.  A  novel  model  of  adenine-induced  tubulointerstitial  nephropathy  in

mice. BMC Nephrol 2013; 14:116). 본 발명에서는, 아데닌 유도 신부전 모델을 이용하여 KBL409 투여시의 신기

능, 신장 섬유화 등의 변화 및 염증의 개선 효과를 확인하였다. 또한, 신기능 저하에 의한 혈중 요독 물질의 감

소 효과를 함께 확인하였다.

3-1. 만성 신부전 유도 마우스 모델 제작 및 균주의 투여[0094]

본 실험에서는 평균 체중 20g 내외의 7주령 C57BL/6 마우스를 대조군과 실험군으로 나누어 실험을 진행하였다.[0095]

도 8에 도시한 바와 같이, 대조군은 다시 2군으로 나누어 KBL409 균주를 투여한 군(Con+KBL409; n = 10)과 투여

하지 않은 군(Con; n = 10)으로 나누었다. 실험군은 아데닌 사료를 투여하여 만성 신부전을 유도하였으며, 역시

KBL409 균주를 투여한 군(CKD+KBL409; n = 10), 투여하지 않은 군(CKD; n = 10)으로 나누어 총 4군의 마우스로

실험을 진행하였다. 아데닌 사료는 통상적인 식이에 0.2%의 아데닌을 추가한 식이가 되도록 하였으며, KBL409

균주는 1x10
9
 CFU를 매일 경구 투여하였다. 모든 군의 마우스는 6주간 사육 후 희생시키고 신장을 적출하였다

(도 8).

3-2. 신기능의 변화 확인[0096]

혈중요소질소(BUN)는 혈액 중의 요소에 함유된 질소를 측정한 값이고, 크레아티닌은 단백질의 일종인 크레아틴[0097]

의  노폐물로서  신장의  사구체로  여과되는  체내  여과지표이며,  단백뇨(proteinuria)라고도  하는  알부민뇨

(albuminuria)는 소변에 단백질이 섞여 나오는 것이다. 알부민뇨의 양, BUN 및 크레아티닌의 함량이 높을 경우

신장 기능이 저하되었음을 나타낸다. 이에, KBL409의 만성 신부전에 대한 효과를 확인하고자 상기 각 마우스 군

별로 희생 전 수집한 소변 및 혈액에서 생화학분석기(Automated Chemistry Analyzer, Roche, HITACHI7600)를

이용하여, 알부민뇨의 양, BUN 및 크레아티닌의 양을 측정하였다. 

그 결과, 도 9에서 알 수 있듯이, 아데닌 사료 투여군(CKD)은 대조군(Con)에 비해 BUN 및 크레아티닌 농도의 현[0098]

저한 상승이 관찰되어 성공적으로 만성 신부전이 유도된 것을 확인하였다. 또한, 아데닌 사료 및 KBL409 투여군

(CKD+KBL409)은 아데닌 사료만을 투여 받은 군에 비해 유의하게 낮은 BUN 및 크레아티닌의 농도를 나타냈다(도

9). 알부민뇨의 경우, 아데닌 사료 투여군(CKD)은 대조군(Con)에 비해 알부민뇨의 양이 현저하게 증가한 반면,

아데닌 사료 및 KBL409 투여군(CKD+KBL409)은 이에 비해 알부민뇨의 양이 유의하게 감소하였다(도 10). 따라서,

본 발명의 KBL409의 투여는 대표적인 신부전 지표인 알부민뇨의 양, BUN 및 크레아티닌의 농도를 감소시켜 신기

능을 개선하는 효과를 나타냄을 확인하였다.

3-3. 신장 섬유화의 변화 확인[0099]

신장 섬유화는 신장 조직에서 발생되는 과다한 염증반응, 산화성 스트레스, 상피세포의 섬유세포화와 같은 다양[0100]

한 원인들에 의해 신장 조직이 섬유화되어 신기능을 상실하게 되는 증상을 의미한다. 이는 신장 질환의 중요한

표지자이며, 말기 신부전의 매우 흔한 증상 중 하나이다. 이에, 만성 신부전에 따른 신장 섬유화에 대한 KBL409
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의 효과를 확인하기 위하여, 실시예 3-1에서 확보한 각 군의 신장 조직 샘플의 조직병리학적 검사, Procol1a 및

Acta2 mRNA 발현량 분석, Collagen1, Fibronectin, α-SMA 및 Vimentin 발현량 분석을 수행하였다. 

3-3-1. 조직병리학적 검사[0101]

실시예  3-1에서  얻은  신장  조직  샘플을  통상적인  포르말린  고정과  파라핀  포매(formalin  fixed  paraffin[0102]

embedded(FFPE))를 거쳐 4 μm 두께의 조직 절편으로 제작하였다. 혈관 사이질의 확장 및 신장 조직 내 사구체

비대증(glomerular hypertrophy)을 보기 위한 과요오드산-쉬프(periodic acid-Schiff, PAS) 염색 및 간질 섬유

증(interstitial fibrosis)을 보기 위한 Masson's trichrome 염색을 수행하였다. 염색 후 각 군의 조직 절편을

광학현미경으로 관찰하였다.

그 결과, 아데닌 사료 투여군(CKD, 도 11C)에서는 대조군(Con, 도 11A) 대비 신부전의 특징인 신세뇨관 확장,[0103]

신세뇨관 세포의 편평함(flattened  epithelium),  및 세뇨관 사이질의 확장 및 기질의 축적이 관찰되었으며,

Masson's  trichrome  염색을  통한  신장  섬유화의  증가가  관찰되었다.  아데닌  사료  및  KBL409  투여군

(CKD+KBL409, 도 11D)에서는 위에서 언급한 조직학적 변화가 완화된 것이 뚜렷이 관찰되며, 특히 섬유화가 현저

히 감소된 것이 확인되었다.

3-3-2. 신장 섬유화의 지표 확인(1)[0104]

섬유화의 지표인 Procol1a, Acta2 유전자의 신장 조직 내 발현 정도를 측정하기 위하여, 상기 실시예 3-1에서[0105]

얻은 각 군의 신장 조직으로부터 mRNA를 분리하여 Procol1a 및 Acta2 유전자의 mRNA 발현량을 정량적 중합효소

연쇄반응(qPCR)로 분석하였다.

그 결과, 아데닌 사료 투여군(CKD)에서는 대조군(Con)에 비해 Procol1a 및 Acta2 유전자의 mRNA 발현량이 크게[0106]

증가한 반면, 아데닌 사료 및 KBL409 투여군(CKD+KBL409)에서는 유의한 감소가 보이는 것을 확인하였다(도 12).

3-3-3. 신장 섬유화의 지표 확인(2)[0107]

실시예 3-1에서 얻은 각 군의 신장 조직으로부터 신장 섬유화 관련 단백질 지표인 Collagen1, Fibronectin, α-[0108]

SMA 및 Vimentin의 발현을 western blotting으로 확인하였다. 

그 결과, 아데닌 사료 투여군(CKD)에서는 Collagen1, Fibronectin, α-SMA, Vimentin의 발현량이 현저히 증가[0109]

한 반면, 아데닌 사료 및 KBL409 투여군(CKD+KBL409)에서는 유의하게 감소한 것을 확인하였다(도 13). 

따라서, 본 발명의 KBL409는 신장 섬유화를 효과적으로 억제하여 신장 손상에 의한 만성 신부전의 진행을 억제[0110]

하는 데 유용함을 알 수 있었다.

3-4. 신장 내 대식세포의 변화 확인[0111]

신장 사이질을 침윤하는 F4/80-양성 대식세포의 수는 신장 손상의 마커로서의 역할을 한다. 이에, 만성 신부전[0112]

의 대표적인 표지자인 대식세포의 침윤 정도에 대한 KBL409의 효과를 확인하기 위하여, 실시예 3-1에서 확보한

각 군의 신장 조직 샘플을 이용하여 대식세포의 변화를 관찰하였다. 

3-4-1. F4/80, Cd68 및 Mcp1 발현량 분석[0113]

실시예 3-1에서 얻은 각 군의 신장 조직으로부터 대식세포 침윤 정도의 지표인 F4/80, Cd68, 및 monocyte에 대[0114]

한 chemokine인 Mcp1의 mRNA의 신장 내 발현을 정량적 중합효소 연쇄반응(qPCR) 분석으로 확인하였다.

그 결과, F4/80, Cd68 및 Mcp1의 mRNA 발현량이 아데닌 사료 투여군(CKD)에서는 크게 증가한 반면, 아데닌 사료[0115]

및 KBL409 투여군(CKD+KBL409)에서는 유의하게 감소한 것을 확인하였다(도 14).

3-4-3. 조직병리학적 검사[0116]

상기 실시예 3-3-1과 동일한 방법으로 실시예 3-1에서 얻은 신장 조직 샘플을 통상적인 포르말린 고정과 파라핀[0117]

포매(formalin fixed paraffin embedded(FFPE))를 거쳐 4 μm 두께의 조직 절편으로 제작한 후 대식세포 침윤

정도의 지표인 F4/80 및 CD68의 항체를 이용하여 면역조직화학적 염색 후 광학현미경으로 관찰하였다.

그 결과, 아데닌 사료 투여군(CKD)에서는 세뇨관 사이질 내의 대식세포의 침착이 대조군(Con)에 비해 현저히 증[0118]

가하였지만, 아데닌 사료 및 KBL409 투여군(CKD+KBL409)에서는 침윤의 정도가 크게 감소한 것을 확인하였다(도

15).

따라서, KBL409의 투여는 만성 신부전에서 대식세포의 침윤을 억제하는 효과가 있음을 알 수 있었다.[0119]

공개특허 10-2021-0039833

- 18 -



3-5. 신장 내 인플라마솜(inflammasome) 발현의 변화 확인[0120]

인플라마솜은 다양한 조합의 염증-유발 자극을 인식하고 caspase-1의 활성화를 통해 중요한 전염증성 사이토카[0121]

인, 예컨대 IL-1β및 IL-18의 생산을 조절하는 단백질 복합체이며, 만성 신부전에서 세포 사망의 중요 기전 중

하나인 pyroptosis는 인플라마솜에 의해 유발되는 것으로 알려져 있다. 이에, 신장 내 인플라마솜 발현에 대한

KBL409의 효과를 확인하기 위하여, 실시예 3-1에서 확보한 각 군의 신장 조직 샘플을 이용하여 Tlr4,  Asc,

Nlrp3, IL-18의 발현 분석 및 NRLP3 인플라마솜의 발현 분석을 수행하였다.

3-5-1. Tlr4, Asc, Nlrp3 및 IL-18 발현량 분석[0122]

실시예 3-1에서 얻은 각 군의 신장 조직으로부터 주로 지질다당류(lipopolysaccharide) 등을 감지하여 인플라마[0123]

솜의 활성화를 유도하는 Tlr4 유전자, 인플라마솜의 구성 요소인 Asc 및 Nlrp3, 인플라마솜에 의한 염증반응 과

정의 주요 사이토카인인 IL-18의 mRNA 발현을 정량적 중합효소 연쇄반응(qPCR) 분석으로 확인하였다.

그 결과, Tlr4, Asc, Nlrp3 및 IL-18의 mRNA 발현량은 대조군(Con) 대비 아데닌 사료 투여군(CKD)에서는 크게[0124]

증가한 반면, 아데닌 사료 및 KBL409 투여군(CKD+KBL409)에서는 유의하게 감소한 것을 확인하였다(도 16). 이로

써, 본 발명의 KBL409의 투여는 만성 신부전 유도 신장 내 Tlr4, Asc, Nlrp3, IL-18의 발현을 억제하는 효과가

있음을 알 수 있었다.

3-5-2. 조직병리학적 검사[0125]

상기  실시예  3-3-1과  동일한  방법으로  준비한  신장  조직  샘플을  통상적인  포르말린  고정과  파라핀  포매[0126]

(formalin fixed paraffin embedded(FFPE))를 거쳐 4 μm 두께의 조직 절편으로 제작한 후 인플라마솜의 구성

요소인 NRLP3의 항체를 이용하여 면역조직화학적 염색 후 광학현미경으로 관찰하였다.

그 결과, 아데닌 사료 투여군(CKD)에서는 대조군(Con)에 비해 만성 신부전 유도 신장 조직 내 NRLP3 발현이 현[0127]

저히 증가하였지만, 아데닌 사료 및 KBL409 투여군(CKD+KBL409)에서는 크게 감소한 것을 확인하였다(도 17). 이

로써, KBL409의 투여는 만성 신부전 유도시 증가된 NRLP3의 발현을 억제하는 효과가 있음을 알 수 있었다. 

3-6. 신장 내 미토콘드리아의 변화 확인[0128]

미토콘드리아의 중요한 기능 중의 하나는 포도당 또는 지방산과 같은 연료 대사물로부터 나온 에너지를 ATP로[0129]

전환시키는 산화 인산화 공정을 수행하는 것이다. 이러한 미토콘드리아의 기능 이상이 신장 질환의 발병 기전에

관여하는 것으로 알려져 있다. 이에, 만성 신부전이 유도된 신장 내 미토콘드리아의 형태 변화에 대한 KBL409의

효과를 확인하기 위하여, 실시예 3-1에서 확보한 각 군의 신장 조직 샘플을 투과 전자 현미경(transmission

electron microscope)으로 관찰하였다.

그 결과, 도 18로부터 확인할 수 있듯이, 아데닌 사료 투여군(CKD)에서는 신장 내 미토콘드리아의 크기가 감소[0130]

하고  내막이  파괴되어  cristae가  소실된  것을  확인할  수  있었다.  반면,  아데닌  사료  및  KBL409  투여군

(CKD+KBL409)에서는 미토콘드리아의 구조가 회복된 것을 확인하였다(도 18). 따라서, KBL409의 투여는 만성 신

부전 발병시 발생하는 미토콘드리아의 기능 이상을 회복시키는 효과가 있음을 알 수 있었다. 

3-7. 전신성 염증반응의 변화 확인[0131]

신장에서 만성 염증으로 인해 대식세포와 림프구가 활성화되면 IL-1βTNF-α등 다양한 사이토카인이 분비되고,[0132]

신장 섬유화가 촉진되며 콜라겐의 축적이 일어나게 되어 신장이 망가지게 된다. 이에, 만성 신부전이 유도된 마

우스 모델의 전신성 염증반응에 대한 KBL409의 효과를 확인하기 위하여, 전신성 염증반응을 유도하는 사이토카

인인 IL-6 및 TNF-α의 농도를 효소 결합 면역 침강 분석법(ELISA)을 이용하여 측정하였다.

그  결과,  아데닌  사료  투여군(CKD)에서는  대조군(Con)에  비해  IL-6  및  TNF-α의  농도가  모두  크게[0133]

상승하였으나, 아데닌 사료 및 KBL409 투여군(CKD+KBL409)에서는 유의하게 감소한 것을 확인하였다(도 19). 따

라서, KBL409 균주가 만성 신부전 모델에서 IL-6 및 TNF-α를 억제하여 전신성 염증반응을 완화하는 효과가 있

음을 확인하였다. 

실시예 4. 혈중 요독 물질 농도 변화의 비교 실험[0134]

4-1. 혈중 p-크레졸 농도 변화의 비교[0135]

혈액에서 검출되는 p-크레졸은 신장 질환 증상 정도에 따라 3-300 μM 사이인 것으로 확인되어, 해당 농도 구간[0136]

에 맞춘 calibration curve를 도출하였다. 희생 전 수집한 혈액 시료를 이용하여 p-크레졸 농도를 측정하였다.
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동물 시험 마우스 혈청 50 μL에 진한 황산 2.5 μL를 넣고 90 ℃30 min 가열한 후 준비한 internal standard

(0.2 mg/mL 2,6-dimethylphenol, Sigma-Aldrich)를 2.5 μL 넣고, 분석 용매로서의 ethyl acetate를 50 μL 넣

어 1분간 vortex로 섞어주었다. 이를 15,000 rpm에서 2분간 원심분리 후 GC vial (with 250 μL glass inser

t)에 상층액을 담았다. GC-MS 정량은 실시예 1의 균주 선별 시 사용된 분석 과정과 동일하게 진행하였다.

상기 calibration curve를 기반으로 각 시료별 p-크레졸 농도를 측정한 결과, 도 20으로부터 알 수 있듯이, 정[0137]

상 마우스(Con+PBS)에서는 균주 투여 여부에 무관하게 p-크레졸이 매우 낮은 농도로 검출되는 반면, CKD 유도

마우스  시료(CKD+PBS)에서의  전반적인  p-크레졸  농도는  높게  상승하는  것을  확인하였다.  대장균  투여군

(CKD+positive)과 KBL409 균주 투여군(CKD+KBL409) 간의 p-크레졸 농도를 비교했을 때, KBL409 균주를 투여한

군에서 p-크레졸 농도가 낮게 측정되는 것이 관찰되었다(도 20A). KBL409 균주와 다른 2종의 락토바실러스 애시

도필러스 균주들(ATCC832 및 ATCC4357)을 투여한 마우스의 혈중 농도를 비교했을 때, 만성 신부전 유도시 균주

를 투여하지 않은 군(CKD+PBS)의 p-크레졸 농도에 비해 KBL409 균주 투여시(CKD+KBL409) 혈중 p-크레졸 농도가

감소된  것이  확인되었으며,  다른  2종의  락토바실러스 애시도필러스 균주들을 투여한 마우스(CKD+ATCC832  및

CKD+ATCC4357)에서는  혈중  p-크레졸  농도  감소에  큰  효과가  없는  것으로  확인되었다:  CKD+PBS:  19.8  μM;

CKD+KBL409: 15.9 μM; CKD+ATCC832; 18.2 μM; CKD+ATCC4357: 23.7 μM(도 20B). 따라서, 본 발명의 KBL409

균주는 다른 락토바실러스 애시도필러스 균주에 비하여 p-크레졸 감소 효과 측면에서 현저히 우수함을 확인하였

다. 

4-2. 혈중 TMAO 농도 변화의 비교[0138]

혈중 TMAO는 신장 질환 정도에 따라 1-90 μM 사이 인 것으로 확인되어, 해당 농도 구간에 맞춘 calibration[0139]

curve를 도출하였다. 희생 전 수집한 혈액 시료를 이용하여 혈중 TMAO 농도를 측정하였다. 동물 시험 마우스 혈

청 30μL에 ice cold MeOH 120μL (LC grade)를 넣고 vortex 1min. 20,000g, 4℃20min간 centrifuge 후 상층액

100μL를 vivaspin 500, 3KDa에 로딩하고 15,000g, 4℃30min 간 centrifuge후 얻은 filtrate를 total recovery

vial에 담아 TMAO 분석을 위한 시료로 사용하였다.

액체크로마토그래피를 사용하여 혈청의 TMAO를  측정하였다.  분석장비는 UPLC-qTOF를  사용하였으며,  Positive[0140]

ESI ionization, sensitive mode로 분석을 진행하였다. 이동상으로는 (A) 0.045% ammonium hydroxide, 0.025%

formic acid (pH8.1), (B) pure acetonitrile를 사용하였으며, 초기조건 95% (B)에서 2.5분에 45% (B), 5분에

다시 95% (B)가 되도록 하였으며, 그리고 5.5분 까지 95% (B)를 유지하도록 하였고, flow rate 0.4mL/min으로

분석하였다. 분석 컬럼은 ACQUITY UPLC BEH Amide Column 130Å, 1.7 μm, 2.1 mm (186004801, waters)를 사용

하였다. MS parameters로는 Capillary votage 2KV, Sampling cone 15, Source offset 10, Source temperature

150℃Desolvation temperature 200℃00, Nebuliser 7 로 하였다. 

각 시험군에서 혈중 TMAO 농도 및 KBL409의 효과를 확인하였다. 우선, KBL409를 고농도 및 저농도로 투여한 동[0141]

물 실험 시료의 혈중 TMAO 농도를 확인하였다. 만성 신부전 유도시 TMAO 농도 증가가 확인되었으며 (CKD+PBS)

특히  고농도의  KBL409를  투여한  마우스에서는  뚜렷한  TMAO의  혈중  농도  감소가  확인되었다  (CKD  +  High

KBL409)(도 21A). 다음으로, KBL409를 포함하는 세 종의 L. acidophilus를 투여한 만성 신부전 유도 마우스에

서 혈중 TMAO  농도를 확인하였다.  만성  신부전 유도로 TMAO  농도 증가가 확인되었으며 투여한 세 종의 L.

acidophilus 균주 모두에서 TMAO 농도가 감소되었으나, 특히 KBL409 균주를 투여한 마우스에서 혈중 TMAO 농도

가 가장 크게 감소한 것이 확인되었다(도 21B).

실시예 5. KBL409과 추가의 프로바이오틱 균주의 병용 투여[0142]

5-1. 만성 신부전 유도 마우스 모델 제작 및 균주의 투여[0143]

본 실험에서는 평균 체중 20g 내외의 7주령 C57BL/6 마우스를 각 군당   10마리씩, 음성 대조군(Control), 만성[0144]

신부전 유도군(CKD), Renadyl
TM
(KIBOW BIOTECH, 미국) 투여 양성 대조군(CKD+positive control), KBL409 단독

투여군(CKD+KBL409),  KBL409+KBL382  병용  투여군(CKD+KBL409+mixed1(382)),  KBL409+KBL396  병용  투여군

(CKD+KBL409+mixed2(396))의 총 6군으로 나누어 실험을 진행하였다.  만성 신부전 유도 실험군은 아데닌 사료를

투여하여 만성 신부전을 유도하였으며, 아데닌 사료는 통상적인 식이에 0.2%의 아데닌을 추가한 식이가 되도록

하였다.  KBL409 균주는 1x10
9
 CFU를 매일 경구 투여하였다. 병용 균주(KBL409+KBL382 또는 KBL409+KBL396)의

경우, KBL409를 7x10
8
 CFU로, KBL382 또는 KBL396는 3x10

8
 CFU로 동시에 투여하여 전체 균수로 1x10

9
 CFU를 매

일 투여하였다. 양성대조군인 Renadyl 또한 복합균주로 전체 균수가 1x10
9
 CFU가 되도록 매일 경구 투여하였다.
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모든 투여 균주의 준비는 0.05% L-cysteine이 포함된 PBS에 현탁하여 준비하였다. 모든 군의 마우스는 6주간 사

육 후 희생시키고 신장을 적출하였다.

5-2. 신장 질환 마커의 발현 변화 확인[0145]

5-2-1. Nlrp3, Pre-IL18, Ppargc1a, Tfam 및 Mfn1 발현량 분석[0146]

실시예 5-1에서 확보한 각 군의 신장 조직으로부터 만성 신부전의 발병에 주요한 영향을 미치는 인플라마솜 복[0147]

합체의 구성 요소인 Nlrp3, 및 인플라마솜에 의한 염증반응 과정의 주요 사이토카인인 IL-18의 전구체 Pre-IL18

의 mRNA 발현량을 정량적 중합효소 연쇄반응(qPCR) 로 분석하였다.

그 결과, Nlrp3 및 Pre-IL18의 mRNA 발현은 대조군(Control) 대비 만성 신부전 유도군(CKD)에서 증가한 반면,[0148]

양성  대조군(CKD+positive  control),  KBL409  단독  투여군(CKD+KBL409),  KBL409+KBL382  병용  투여군

(CKD+KBL409+mixed1(382)), KBL409+KBL396 병용 투여군(CKD+KBL409+mixed2(396))에서는 감소한 것을 확인하였

다(도 22).  그 중에서도, KBL409+KBL382  병용 투여군(CKD+KBL409+mixed1(382))에서 다른 그룹에 비해 우수한

Ppargc1a, Tfam 및 Mfn1의 발현 증가 효과가 관찰되었다(도 23). 이로써, 본 발명의 KBL409 및 KBL382의 병용

투여는 균주를 단독 투여하였을 때보다 만성 신부전 유도 신장 모델에서 Ppargc1a, Tfam 및 Mfn1의 발현을 더욱

효과적으로 증가시켜, 이러한 상승 작용으로 미토콘드리아 기능 손상에 따른 신장 질환을 효과적으로 예방 또는

치료할 수 있음을 알 수 있었다.

5-2-2. Fn 및 Procol1 발현량 및 Bax/Bcl2 비율 분석[0149]

세포사멸(apoptosis)은 허혈성 신기능장애를 유발한다고 알려져 있는데, 신장 허혈은 Bax를 활성화시키고 Bcl2[0150]

를 감소시킴으로써 Bax/Bcl2 비율을 증가시켜 세포사멸을 유도한다. 즉, 신장 상피세포에서 Bax는 막 투과성을

증가시키는  친-세포사멸  단백질,  Bcl-2는  Bax에  의한  “막  공격”을  길항하는  항-세포사멸  단백질이며,

Bax/Bcl2 비율은 세포 사망의 주요 결정인자가 된다. 본 실험에서는, 상기 각 군의 신장 조직으로부터, 대표적

인 섬유성 질환의 바이오마커인 Fn(피브로넥틴) 및 Procol1의 mRNA 발현량과 Bax 및 Bcl2의 발현량을 정량적 중

합효소 연쇄반응(qPCR) 로 분석 확인하였다.

그 결과, Fn, Procol1의 mRNA 발현량 및 Bax/Bcl2 비율은 대조군(Control) 대비 만성 신부전 유도군(CKD)에서[0151]

증가한 반면, 양성 대조군(CKD+positive control), KBL409 단독 투여군(CKD+KBL409), KBL409+KBL382 병용 투여

군(CKD+KBL409+mixed1(382)), KBL409+KBL396 병용 투여군(CKD+KBL409+mixed2(396))에서는 유의하게 감소한 것

을 확인하였다. 그 중에서도, KBL409+KBL382 병용 투여군(CKD+KBL409+mixed1(382))에서 다른 그룹에 비해 우수

한 Fn, Procol1 및 Bax/Bcl2의 억제 효과가 관찰되었다(도 24). 이로써, 만성 신부전 유도 동물 모델에서 본 발

명의 KBL409 및 KBL382의 병용 투여는 균주를 단독 투여하였을 때보다 더욱 효과적으로 Fn, Procol1 및 Bax의

발현을 억제시키고 Bcl2의 발현을 증가시킴으로써 이러한 상승 작용으로 신장 질환을 효과적으로 예방 또는 치

료할 수 있음을 알 수 있었다.

이상으로 본 발명 내용의 특정한 부분을 상세히 기술하였는바, 당업계의 통상의 지식을 가진 자에게 있어서, 이[0152]

러한 구체적 기술은 단지 바람직한 실시양태일 뿐이며, 이에 의해 본 발명의 범위가 제한되는 것이 아닌 점은

명백할 것이다. 따라서 본 발명의 실질적인 범위는 첨부된 청구항들과 그것들의 등가물에 의하여 정의된다고 할

것이다.

수탁번호

[0153]

기탁기관명 : 한국생명공학연구원

수탁번호 : KCTC13518BP

수탁일자 : 20180427

기탁기관명 : 한국생명공학연구원

수탁번호 : KCTC13509BP
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수탁일자 : 20180417

기탁기관명 : 한국생명공학연구원

수탁번호 : KCTC13278BP

수탁일자 : 20170529
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도면24

서 열 목 록

<110>    Ko BioLabs, Inc.

<120>    Lactobacillus Acidophilus KBL409 and Use Thereof

<130>    KPCA190833

<160>    3

<170>    KoPatentIn 3.0

<210>    1

<211>    1475

<212>    DNA

<213>    Lactobacillus acidophilus

<400>    1

gggaaagttg cggggtgcta tacatgcagt cgagcgagct gaaccaacag attcacttcg         60

gtgatgacgt tgggaacgcg agcggcggat gggtgagtaa cacgtgggga acctgcccca        120

tagtctggga taccacttgg aaacaggtgc taataccgga taagaaagca gatcgcatga        180

tcagcttata aaaggcggcg taagctgtcg ctatgggatg gccccgcggt gcattagcta        240

gttggtaggg taacggccta ccaaggcaat gatgcatagc cgagttgaga gactgatcgg        300

ccacattggg actgagacac ggcccaaact cctacgggag gcagcagtag ggaatcttcc        360

acaatggacg aaagtctgat ggagcaacgc cgcgtgagtg aagaaggttt tcggatcgta        420

aagctctgtt gttggtgaag aaggatagag gtagtaactg gcctttattt gacggtaatc        480

aaccagaaag tcacggctaa ctacgtgcca gcagccgcgg taatacgtag gtggcaagcg        540

ttgtccggat ttattgggcg taaagcgagc gcaggcggaa gaataagtct gatgtgaaag        600

ccctcggctt aaccgaggaa ctgcatcgga aactgttttt cttgagtgca gaagaggaga        660
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gtggaactcc atgtgtagcg gtggaatgcg tagatatatg gaagaacacc agtggcgaag        720

gcggctctct ggtctgcaac tgacgctgag gctcgaaagc atgggtagcg aacaggatta        780

gataccctgg tagtccatgc cgtaaacgat gagtgctaag tgttgggagg tttccgcctc        840

tcagtgctgc agctaacgca ttaagcactc cgcctggggg agtacgaccg caaggttgaa        900

actcaaagga attgacgggg gcccgcacaa gcggtggagc atgtggttta attcgaagca        960

acgcgaagaa ccttaccagg tcttgacatc tagtgcaatc cgtagagata cggagttccc       1020

ttcggggaca ctaagacagg tggtgcatgg ctgtcgtcag ctcgtgtcgt gagatgttgg       1080

gttaagtccc gcaacgagcg caacccttgt cattagttgc cagcattaag ttgggcactc       1140

taatgagact gccggtgaca aaccggagga aggtggggat gacgtcaagt catcatgccc       1200

cttatgacct gggctacaca cgtgctacaa tggacagtac aacgaggagc aagcctgcga       1260

aggcaagcga atctcttaaa gctgttctca gttcggactg cagtctgcaa ctcgactgca       1320

cgaagctgga atcgctagta atcgcggatc agcacgccgc ggtgaatacg ttcccgggcc       1380

ttgtacacac cgcccgtcac accatgggag tctgcaatgc ccaaagccgg tggcctaacc       1440

ttcgggaagg agccgtctaa gcagtcaggt gttcc                                  1475

<210>    2

<211>    1472

<212>    DNA

<213>    Lactobacillus paracasei

<400>    2

gcaggtggcg ggtgctatac atgcagtcga cgagttctcg ttgatgatcg gtgcttgcac         60

cgagattcaa catggaacga gtggcggacg ggtgagtaac acgtgggtaa cctgccctta        120

agtgggggat aacatttgga aacagatgct aataccgcat agatccaaga accgcatggt        180

tcttggctga aagatggcgt aagctatcgc ttttggatgg acccgcggcg tattagctag        240

ttggtgaggt aatggctcac caaggcgatg atacgtagcc gaactgagag gttgatcggc        300

cacattggga ctgagacacg gcccaaactc ctacgggagg cagcagtagg gaatcttcca        360

caatggacgc aagtctgatg gagcaacgcc gcgtgagtga agaaggcttt cgggtcgtaa        420

aactctgttg ttggagaaga atggtcggca gagtaactgt tgtcggcgtg acggtatcca        480

accagaaagc cacggctaac tacgtgccag cagccgcggt aatacgtagg tggcaagcgt        540

tatccggatt tattgggcgt aaagcgagcg caggcggttt tttaagtctg atgtgaaagc        600

cctcggctta accgaggaag cgcatcggaa actgggaaac ttgagtgcag aagaggacag        660

tggaactcca tgtgtagcgg tgaaatgcgt agatatatgg aagaacacca gtggcgaagg        720
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cggctgtctg gtctgtaact gacgctgagg ctcgaaagca tgggtagcga acaggattag        780

ataccctggt agtccatgcc gtaaacgatg aatgctaggt gttggagggt ttccgccctt        840

cagtgccgca gctaacgcat taagcattcc gcctggggag tacgaccgca aggttgaaac        900

tcaaaggaat tgacgggggc ccgcacaagc ggtggagcat gtggtttaat tcgaagcaac        960

gcgaagaacc ttaccaggtc ttgacatctt ttgatcacct gagagatcag gtttcccctt       1020

cgggggcaaa atgacaggtg gtgcatggtt gtcgtcagct cgtgtcgtga gatgttgggt       1080

taagtcccgc aacgagcgca acccttatga ctagttgcca gcatttagtt gggcactcta       1140

gtaagactgc cggtgacaaa ccggaggaag gtggggatga cgtcaaatca tcatgcccct       1200

tatgacctgg gctacacacg tgctacaatg gatggtacaa cgagttgcga gaccgcgagg       1260

tcaagctaat ctcttaaagc cattctcagt tcggactgta ggctgcaact cgcctacacg       1320

aagtcggaat cgctagtaat cgcggatcag cacgccgcgg tgaatacgtt cccgggcctt       1380

gtacacaccg cccgtcacac catgagagtt tgtaacaccc gaagccggtg gcgtaaccct       1440

ttagggagcg agcgtctaag tggctcacgc ct                                     1472

<210>    3

<211>    1492

<212>    DNA

<213>    Lactobacillus plantarum

<400>    3

tatcagtacg tgctataatg cagtcgacga ctctggtatt gattggtgct tgcatcatga         60

tttacatttg agtgagtggc gaactggtga gtaacacgtg ggaaacctgc ccagaagcgg        120

gggataacac ctggaaacag atgctaatac cgcataacaa cttggaccgc atggtccgag        180

cttgaaagat ggcttcggct atcacttttg gatggtcccg cggcgtatta gctagatggt        240

ggggtaacgg ctcaccatgg caatgatacg tagccgacct gagagggtaa tcggccacat        300

tgggactgag acacggccca aactcctacg ggaggcagca gtagggaatc ttccacaatg        360

gacgaaagtc tgatggagca acgccgcgtg agtgaagaag ggtttcggct cgtaaaactc        420

tgttgttaaa gaagaacata tctgagagta actgttcagg tattgacggt atttaaccag        480

aaagccacgg ctaactacgt gccagcagcc gcggtaatac gtaggtggca agcgttgtcc        540

ggatttattg ggcgtaaagc gagcgcaggc ggttttttaa gtctgatgtg aaagccttcg        600

gctcaaccga agaagtgcat cggaaactgg gaaacttgag tgcagaagag gacagtggaa        660

ctccatgtgt agcggtgaaa tgcgtagata tatggaagaa caccagtggc gaaggcggct        720

gtctggtctg taactgacgc tgaggctcga aagtatgggt agcaaacagg attagatacc        780
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ctggtagtcc ataccgtaaa cgatgaatgc taagtgttgg agggtttccg cccttcagtg        840

ctgcagctaa cgcattaagc attccgcctg ggggagtacg gcccgcaagg ctgaaactca        900

aaggaattga cggggggccc gcacaagcgg tgggagcatg tgggtttaat tcaaagctac        960

gcgaagaaac cttacccagg ttttgacata ctaatgcaaa ttctaaagag attagaacgt       1020

ttcccttccg gggacatggg ataccgggtg ggtgcatggg ttggtcgtca gcttcgtggt       1080

cgtgagaatg tttgggttta agttccccga aacgagcgca acccttatta tcagttgcca       1140

gcattaagtt gggcactctg gtgagactgc cggtgacaaa ccggaggaag gtggggatga       1200

cgtcaaatca tcatgcccct tatgacctgg gctacacacg tgctacaatg gatggtacaa       1260

cgagttgcga actcgcgaga gtaagctaat ctcttaaagc cattctcagt tcggattgta       1320

ggctgcaact cgcctacatg aagtcggaat cgctagtaat cgcggatcag catgccgcgg       1380

tgaatacgtt cccgggcctt gtacacaccg cccgtcacac catgagagtt tgtaacaccc       1440

aaagtcggtg gggtaacctt tagaaccagc cgcctaatgg caccaccatg cg               1492
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