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요   약   문

Ⅰ. 제 목

 김치섭취에 의한 장내 유산균이 항생제 투여환자의 장내 미생물증식 안정화에 미치는 영향 

연구

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 필요성

  항생제 연관 설사의 치료를 위하여 metronidazol, vancomycin등의 항생제를 사용하고 있으

나 내성균주의 출현으로 광범위한 사용은 제한적인 요인이 있다. 최근에 항생제에 잘 반응하지 

않는 재발 항생제 연관 설사 환자의 경우, Fecal bacteriotherapy의 개념을 활용하여 건강한 

성인의 변정제후 대장내시경을 통해 환자에게 주입하는 방법으로 임상에서 효과를 보이는 것

으로 보고되고 있으나 변내 장내 미생물균총의 비균질성 및 다양성 그리고 병원성 균주로 인

한 2차 감염의 우려가 있다.

  최근의 연구결과에서는 probiotics를 이용한 항생제 연관 설사 치료 가능성이 대두 되었다.  

Saccharomyces boulardii를 항생제와 병합 투여할 경우 항생제로 인한 설사를 줄이고 재발을 

방지하는데 효과가 있으며, Lactobacillus rhamnosus도 효과가 있는 것으로 보고되고 있다.

  Probiotics를 사용한 외국의 연구사례 불구하고 한국인의 장내 균총의 주유입원인 전통식품

의 유익미생물을 이용한 연구사례는 전무한 실정이다. 따라서 가장 다양한 미생물을 함유한 식

품인 김치에서 유래한 미생물로부터 항생제로 인한 파괴된 장내 균총 복원 및 연관설사 완화, 

그리고 김치미생물의 장내 정착에 관한 연구가 필요하다. 

 

Ⅲ. 연구개발 내용 및 범위

김치미생물의 특성 분석 및 항생제 동물 모델을 이용한 장내 균총 변화 분석

- 김치미생물의 제제화 및 경구투여 안정성 연구

- 김치미생물의 유전자, 단백질 발현 분석

- 동물모델을 이용한 김치유산균의 장내 균총 개선효과 연구

- 동물모델을 이용한 김치유산균의 항생제로 인한 장내 균총 불균형 개선 효과 연구

- Metagenome 방법을 통한 장내 균총 변화량 분석 및 multivariate analysis

예비인체적용시험 프로토콜 개발 및 인체적용시험 설계
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- 항생제 유래 설사의 김치미생물 투여를 통한 완화효과 검증을 위한 예비인체 실험모델 개발

- 김치미생물 투여 및 표준화된 인체적용시험 프로토콜 개발

- 인체적용시험을 통한 김치미생물의 장내 균총 개선효과 분석

Ⅳ. 연구개발결과

  한국의 대표적 발효 음식인 김치로부터의 유익균주를 발굴하고 기능적 특성에 대한 과학적 

근거를 제시하여 김치미생물을 사용한 복합제제를 개발하는 것은 김치유래의 건강 고부가가치

제품의 개발을 유도할 수 있다. 본 연구에서는 김치 유래의 미생물을 이용하여 항생제 투여 동

물모델에서 장내 균총의 변화를 분석하였으며 위막성 장염 환자에 임상 실험을 통하여 김치미

생물이 환자의 장내에 정착할 수 있음을 확인하였다. 이러한 연구 결과는 김치미생물복합제를 

이용한 치료보조제의 개발가능성을 보여주고 있다. 

Ⅴ. 연구성과 및 성과활용 계획

1. 연구 성과 

(1) 학술대회 발표 2건

 2014. 한국미생물 생명공학회 포스터 및 구두발표 

(2) 특허

출원번호: 10-2014-0086872, 락토바실러스플란타룸 ＷＩＫＩＭ１８ 및 이를 포함하는 

조성물

(3) 논문

Jang JY, Lim HI, Park HW, Choi H-J, Kim T-W, Kang M, Lee J-H. 2014. Draft 

genome sequence of Lactobacillus plantarum wikim18, isolated from Korean kimchi. 

Genome Announc. 2(3):e00467-14. doi:10.1128/genomeA.00467-14.
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SUMMARY

(영문요약문)

  Fermented vegetables are among the oldest traditional food. They are made by 

fermentation of local vegetables and lactic acid bacteria (LAB), which have a key role 

in the fermentation stages. LAB itself is likewise used as probiotic additives because 

of its diverse useful aspect in human wellness. 

  Recent technological achievements make it potential for analyzing total bacterial 

complex without cultivation. A technology led an innovation in the monitoring of the 

bacterial population with an isolated DNA from environments as food or fecal sample. 

LAB has been employed for the fermentation and it plays a part in a major 

supplement for the bacteria. Kimchi is a representative fermented food in Korea. It 

contains diverse LAB including Lactobacillus sp, Weissellia sp, and Leuconostoc sp. 

The Intestinal bacterial population changes according to environmental stress, such as 

fermentation of food, limitation of nutritional supplement, and treatment of bactericidal 

materials. The correlation between LAB diet and affecting in intestinal bacteria 

community needs to be analyzed to understand the LAB behave in the intestine. 

  In this study, we monitored the intestinal bacterial community changes by 

metagenomic analysis approach and collecting the bacteria associated with LAB 

supplement.

  LAB was isolated from kimchi and primary identified by 16S rRNA sequencing, 

previously. On this, acid tolerance and bile resistance of LAB were examined and L. 

plantarum and L. citreum strains showed relative viability while L. lactis and L. sake 

strains were defected in acid tolerance and biliary resistance at pH 4 and 0.3% bile 

salt for 2 hours at 37℃, respectively. Antibiotic resistance was tested by a diverse 

spectrum of antibiotics, including vancomycin (inhibits the cell wall synthesis), 

ciprofloxacin (inhibition of DNA gyrase), chloramphenicol (inhibition of protein 

synthesis), and tetracycline (aminoacyl-tRNA binding inhibition). The L. plantarum and 

L. citreum also showed the resistant vancomycin, ciprofloxacin, chloramphenicol, 

tetracycline at 10ug/ml concentration.
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  The bacteria is also tested in mouse model with antibiotics treatment and 

hospitialized patent who have CDAD (Clostoridium difficile Associated Disease) positive 

symptoms. The results showed that supplements of LAB enhance the clearance of 

Clostridium sp. in animal model and LAB also increased in the human fecal among the 

CDAD patient. 

  Proteomic and metabolomic approaches indicated the difference in the bacterial 

growth. Carbohydrate metabolites are related to protein expressed at the late stage of 

growth, while DNA replication is related to protein expressed earlier stage of the 

growth. We also sequence the whole genome of L. plantarum wikim 18 which showed 

the antibiotics and acid tolerance feature among the tested LAB. The genome 

sequence was annotated using RAST genome annotation servers. The contigs of L. 

plantarum wikim 18 were annotated to have 336 subsystems, 3,316 coding sequences, 

and 66 RNAs. 

RAST server identified the genes present in the test strain genome, but not in the 

reference genome. Among these genes were those encoding a GlpG protein, 

glyceraldehyde-3-phosphate ketol-isomerase, and inosose isomerase associated with 

sugar alcohol production. The draft genome sequence of L. plantarum described in this 

report will help the understanding the future in kimchi fermentation.
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연 구 기 관 세계김치연구소
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책 임 자
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참 여 기 관
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참 여 연 구 원 16명 (연구책임자: 1명, 책임연구원: 2명, 연구원: 8명, 연구보조원 5명)

○ 연구개발 목표 및 내용

최근 증가 하고 있는 항생제 사용으로 인하여 장내 균총의 파괴 및 불균형이 심화 되고 문제가 되므

로 다양한 유용미생물의 보고인 김치로부터 유래한 김치미생물을 이용하여 항생제에 의한 균총 파괴

완화 및 김치미생물 섭취에 의한 장내 균총의 변화 양상을 분석하고자 한다.

○ 연구결과
(1) 김치미생물의 동결 건조 후 특성 분석

동결건조 직후에는 모든 균주가 108cfu/g 이상의 생균수를 나타내었다. –20℃에 보관하였을 때, 7일

차 14일차 모두 4℃ 보다 모든 균주의 생존율이 우수하였다. -20℃에 보관하였을 경우 7일차에서 66%

의 생존율을 보인 L. brevis와 20%의 생존율을 보인 P. pentosaceus를 제외한 대부분의 균주가 70%

이상의 생존율을 유지하였으며 W. confusa는 100%를 나타내었다. 4℃ 7일차의 경우 W. confusa가

85%, L. plantarum, L. citreum, L. sakei가 70% 이상의 생존율을 보였으며, L. lactis, L. fermentum,

L. fermentum. L. mesemteroides가 60%대의 생존율을 나타내었다.

(2) 김치미생물의 항생제 특성 분석

그람양성균인 김치미생물의 항생제 저항성을 보기 위해 다양한 항생제로 MIC를 측정하였다. 실험의

결과, 10종의 김치미생물 모두 ketoconazole, fluconazole과 같은 세포막의 기능을 억제하는 azole계열

항생제에 10ug/ml 농도에서도 저항성을 가지는 것을 확인하였다. Ciprofloxacin의 경우

L.mesenteroides가 2.5ug/ml 농도에서 저항성을 보이는 것을 제외하고 나머지 9종의 김치미생물이

10ug/ml 농도에서 생존하였으며, Trimethoprim의 경우도 L. fermentum 균주만이 1.25ug/ml에서 저항

성을 보였고, 나머지 9종의 김치미생물은 10ug/ml에서도 생존하였다. Vancomycin은 8종의 김치미생물

에서 10ug/ml의 MIC를 나타내었고 L. acidophillus와 L. lactis가 1ug/ml 미만의 낮은 농도에서 생육이



- 7 -

저해되는 것을 확인하였다. P. pentosaceus은 항생제 11종에 대해 전반적으로 높은 저항성을 보였으며,

L. plantarum도 moxifloxacin에 2.5ug/ml 농도의 MIC를 갖는 것을 제외하고는 10종의 항생제에 비교

적 높은 저항성을 보이는 것을 알 수 있었다.

(3) 동물 모델을 이용한 항생제의 장내 균총 불균형 및 김치미생물 섭취에 의한 복원

항생제 처리 1주, 2주와 비교하여 항생제 처리 후 김치미생물을 처리 하였을 때 Bacteroidetes가 유

의하게 증가하고, Firmicutes가 감소하는 것을 알 수 있었다. Clostridium은 Firmicutes에 속하는 genus

로, Clostridium cluster 1에 속하는 C. perfringens 나 Clostridium cluster XI에 속하는 Clostridium

difficile 경우 Gram-positive spore forming bacteria로 host intestine에 pathogenesis한 성격을 갖는다.

전반적으로 항생제 처리 그룹과 비교하여 항생제 처리 전 그룹, 항생제 처리 후 김치미생물을 처리하

였을 때 Clostridium sp. 가 유의하게 감소하는 것을 관찰할 수 있었다. 항생제 처리로 인하여 host에

negative effect를 줄 수 있는 미생물 균총이 증가하는 반면 김치미생물 처리로 인하여 그러한 미생물

이 감소하는 결과를 얻었다.

(4) CDAD (위막성 장염) 환자의 김치미생물 섭취

동결 건조된 김치미생물 10종을 섭취하였을 때, 섭취 전과 비교하여 장내 미생물 균총의 변화를 분

변을 이용하여 metagenomic analysis로 확인하였다. 환자에 따라 약간의 차이는 있었지만 장내에 존재

하는 Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Weissella의 비율이 증가하였다. 또한, 유해균 속(屬)으

로 알려졌으며 인체에 장질환을 유발하는 Clostridium의 비율이 감소한 것을 알 수 있었다. 뿐만 아니

라, Salmonella의 장내 생존율도 감소하였다.

○ 연구성과 및 성과활용 계획

1. 연구성과

(1) 학술대회 발표 2건

2014. 한국미생물 생명공학회 포스터 및 구두발표

(2) 특허

출원번호: 10-2014-0086872, 락토바실러스플란타룸 ＷＩＫＩＭ１８ 및 이를 포함하는 조성물

(3) 논문

Jang JY, Lim HI, Park HW, Choi H-J, Kim T-W, Kang M, Lee J-H. 2014. Draft genome sequence

of Lactobacillus plantarum wikim18, isolated from Korean kimchi. Genome Announc. 2(3):e00467-14.

doi:10.1128/genomeA.00467-14.

2. 성과할용 계획

특허 관련 기술 이전 및 김치미생물의 장내 균총 개선 효과에 대한 홍보
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Ⅱ. 연구개발의 목적 및 필요성

□ 연구개발대상의 국내외 연구 동향 

◦ 건강기능성 식품은 소비생활의 향상과 함께 시장이 급격히 증가 하고 있으며 특히 프로바이

오틱스 관련 상품 시장은 급격한 성장이 진행되고 있다.

- 프로바이오틱스의 기능은 주로 장내 미생물의 조절에 의해 수행되며 장관은 미생물총

(microbiota)에 의한 복합적인 환경을 조성하며 이들 미생물은 숙주에 대하여 다양한 작용을 

하게 된다. 특히 Lactobacillus와 Bifidobacterium이 우세할 때 숙주의 건강에 유리한 환경

을 만든다. 신생아의 장내 미생물의 우점종과 건강상태에 대한 연구에서 많은 종류의 유산균

이 절대적인 영향을 미치는 것으로 확인되었다.

- 우유에 pro(e)biotics의 첨가는 신생아의 장내미생물총을 변화시켜 면역력을 증가시켜 

Th1 반응을 유도하며 알레르기 질환을 감소시키는 결과가 보고되었고 프로바이오틱스에 의

한 면역력 증강 효과는 균주에 따라 차이가 있다. 균주에 따라 면역 활성의 기전도 다르게 

나타난다. 프로바이오틱스는 인체의약용 정장제와 유산균제제, 사료첨가제, 유산균 발효식품

의 세 가지 제품형태로 판매되고 있다. 최근 프로바이오틱스는 항생물질과 항염증성 의약품

으로 점점 더 관심이 고조되고 있지만 아직 그 작용기전에 대한 이해는 미흡하며 프로바이오

틱 균주마다 독특한 특성이 있기 때문에 사용하는 목적과 질병의 예방 및 치료에 적합한 균

주의 탐색이 필요하다.

- 프로바이오틱 세균은 상피세포에 부착하여 병원균의 부착을 차단하는 항부착 효능이 있다. 

항부착 효능은 동일 수용체나 뮤신(mucin)에 대하여 프로바이오틱과 병원균 사이에 경쟁을 

초래한다.

◦ 식약처의 자료에 의하면 2010년 프로바이오틱스의 국내 시장 규모는 약 350억원대로  추정

되고 있으며 건강기능식품 생산 및 수입실적에서 2007년 이후 10위권 내의 상위권의 시장

을 형성하고 있다.

◦ 대부분 프로바이오틱스의 개발방향은 유산균 음료와 정장제를 개발하여 건강보조제로 사용

하기위하여 개발되고 있다. 국내외 유산균 개발의 주요 목적은 장내 에 건강한 유산균을 단

순히 주기적으로 공급하는 측면에서 면역 등의 부가 기능성을 가지고 있는 유산균을 선발하

여 아토피환자 완화효과 등에 사용하고 있으며 미생물 유래의 기능성 물질인 GABA 생산균

을 이용한 기능성 제품과 미생물 유래 피탄산 분해효소를 이용하여 미네랄킬레이터인 피탄산

을 분해하여 미네랄의 인체 이용률을 증가 시키려는 방향으로 연구가 진행 되고 있는 등 프

로바이오틱스로부터 생성되는 항균물질을 식․의약용 또는 사료용으로 이용하는 기술 연구가 
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진행되고 있다.

◦ 본 연구는 김치유래의 유산균을 이용하여 항생제 사용으로 인한 장내 균총의 불균형을 완화

시키는 효과를 검증하는 연구로서, 현재 유산균으로 인한 장내 균총 변화 및 김치유산균을 

이용한 연구가 진행된바가 없다. 기존의 유산균을 이용한 설사관련 연구에서도 유산균의 단

순섭취에 의한 식중독 로타바이러스 감염억제 및 동물의 면역력 증강 사료개발 등 유산균 섭

취에 의한 효과를 단순 분석하여 김치유래 유산균 섭취가 장내 균총 개선 및 항생제의 영향

으로 인한 장내 균총 불균형을 복원하는 효과에 대한 직접적 인과 관계에 관한 연구는 진행

되지 않았다.

- 연구진은 김치식이를 통한 마우스분변의 미생물군총 변화 분석(선행연구결과 참조)를 통하

여 김치미생물의 장내 균총 유익균 증가, 유해균 감소의 연구결과를 도출하였으며 특히 

Clostridium sp.가 속한 Clostria 미생물의 감소를 확인하였다. 이는 본 과제에서 달성하고자 

하는 김치미생물 섭취에 의한 유해균 억제기작을 밝히는데 있어 중요한 상관관계가 있다고 

사료된다.

- 본 연구에서는 김치유래 유산균의 섭취에 따른 설사의 완화 효과를 분석하고 메타제놈분

석방법을 이용하여 동물 및 임상환자의 장내 미생물 변화를 분석하는 연구를 진행함으로서, 

김치유산균 투여로 인한 장내 균총의 복원 등에 대한 직접적인 자료 분석을 통해 김치유산균

의 항생제 연관 설사에서의 장내 정착을 확인하였다. 

<연도별 세계 기능성 식품 시장 규모> (식품의약품안전평가원 2011)

 건강에 대한 식생활의 변화 및 고령화로 인한 소비자의 관심증가로 인하여 기능성 식품에 대

한 관심은 지속적으로 증가하고 있으며 이에 따라 성장 잠재력이 큰 시장으로 인식되고 있다. 

식품의약품안전평가원의 2011년 보고서에 의하면 2008년 2,698억불의 시장을 형성한 세계 
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기능성 식품 시장은 2014년에는 3,973억불의 규모를 형성할 것으로 예상되어 약 47.3%의 폭

발적 성장을 할 것으로 예상된다.

<연도별 건강기능성식품 생산 및 수입실적> (식품의약품안전처)

  국내 시장에서 건강기능성 관련 제품의 생산과 수임은 1조원대의 시장을 형성 하고 있으며 

국내생산량이 증가하고 있는 추세를 보이고 있다.

  건강기능성 제품의 판매에 있어서도 프로바이오틱스 제품은 2010년 약 348억의 시장 규모

를 형성하고 있으며 전년대비 25%의 성장을 보이고 있으나, 그 효용과 가능성에 비해 비교적 

적은 성장 규모를 보이고 있어 김치 유산균을 활용한 다양한 제품군의 개발이 필요한 것으로 

사료된다. 

<건강기능성 제품 판매실적> (식품의약품안전처)
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□ 국내ㆍ외 인정ㆍ허가 현황

  식품의약품안전처에서는 Lactobacillus acidophilus, Lactobaillus casei, Lactobacillus 

gasseri, Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus 

fermentum, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus reuteri, 

Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus salioarius, Lactococcus. lactis, Enterococcus 

faecium, Enterococcus faecalis, Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium bifidum, 

Bifidobacterium breve, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium animalis ssp. lactis를 유

산균 증식 및 유해균 억제․배변활동 원활 등 장 기능 개선에 기능성을 가지는 프로바이오틱스

로 인정하였다. ㈜프로바이오 에서는 식약처에서 인정한 프로바이오틱스 균 중 8가지 균 

(L.acidophilus, L. paracasei, L. plantarum, L. delbrueckii spp. bulgaricus, S. 

thermophilus, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium infantis)을 

혼합하여 만든 제제를 이용한 기능성 식품을 개별인증받아 제품화하여 판매하고 있다. 

  현재 장내균총 이상 (항생물질, 화학요법제 투여 등)에 의한 변비, 묽은 변, 복부 팽만감, 장

내이상발효 증상의 회복 및 정장 효과에 따른 유산균 제제가 시판되고 있으며 식품의약품안전

처에서는 Lactobacillus sporogenes, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei variety 

rhamnosus의 동결건조 배양물 등 17여종의 성분을 인정하여 바이넥스, 일동제약, 한미약품 

외 약 40여개 회사에서 제작되는 234개 품목이 허가 사용되고 있으나 장내 유해균주 억제 효

과와 위막성 대장염 관련 효과를 나타내는 제품은 전무한 실정이다.

  국외에서는 주로 유산균을 이용하여 영양보조제로써 probiotics 제품을 개발하여 판매하고 

있고, 비피더스균을 이용한 제품이 가장 많으며 그 외 산코우 lifetech사의 Bacillus 

coagulans, 콤비사가 개발하여 사용하는 유산균인 Enterococcus faecalis 등이 제조되어 시판

되고 있다. FAO/WHO 합동 프로바이오틱스 전문가위원회에서는 기능성과 안전성을 고려하여 

Bifidobacterium과 Lactobacillus를 사용하는 것을 권장하였다 (2001). 

  유럽에서는 네슬레, 바리오, 크리스찬 한센 등의 기업을 주축으로 프로바이오틱스 시장이 형

성되어있으며, 유럽식품안전청(EFSA)에서 프로바이오틱스로 공시한 균주는 다음과 같다. 



- 12 -

(출처 : 유럽식품안전청 홈페이지)

□ 국내ㆍ외 사용현황

연번 품목 회사명 성분명 효능․효과

1

비오플 

250캡슐 등 

22개

건일제약 

등

사카로마이세스보울라르

디균

장내균총 이상(항생물질, 

화학요법제 투여 등)에 의한 여러 

증상의 개선: 정장, 변비, 묽은 

변, 복부 팽만감, 장내이상발효

2

벤투룩스 

30mg 캡슐 

등 7개

동구제약 

등

엔테로코쿠스페슘(스트렙

토코카스페시움)스트레인

세르넬레68균

장내균총 이상(항생물질, 

화학요법제 투여 등)에 의한 여러 

증상의 개선: 정장, 변비, 묽은 

변, 복부팽만감, 장내이상발효

3
비스칸정 등 

23개

바이넥스 

등

바실루스폴리퍼멘티쿠스

엔에스피균

정장, 변비, 묽은 변, 복부팽만감, 

장애이상발효

4
비스칸지캅셀 

등 4개

바이넥스 

등

바실루스폴리퍼멘티쿠스

엔에스피균, 

클로스트리듐부티리쿰토

아균

정장, 변비, 묽은변, 복부팽만감, 

장내이상발효

5
비스칸엔산 

등 19개

바이넥스 

등

바실루스리케니포르미스

균

급․만성 장염, 급․만성 설사, 급성 

이질, 각종 원인에 기인한 장내 

이상발효
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6
비오티스큐정 

등 2개

일동제약 

등

락토바실루스 

스포로게네스균, 

바실루스 서브틸리스균

정장, 변비, 묽은 변, 복부팽만감, 

장내이상발효, 소화불량, 

식욕감퇴(식욕부진), 과식, 체함, 

소화촉진, 소화불량으로 인한 

위부팽만감

7 비오비타과립 일동제약

락토바실루스스포로게네

스균, 

클로스트리디움부티리쿰

균,바실루스서브틸리스균

식욕부진, 복부팽만감, 정장(특히 

인공영양아의 정장), 

장내이상발효, 묽은 변, 변비, 

영양장애(이유기 유아 및 편식아)

8 더블락캡슐 일양약품
락토바실루스스포로게네

스균

소화불량, 식욕감퇴(식욕부진), 

과식, 체함, 소화촉진, 

소화불량으로 인한 위부팽만감, 

정장, 변비, 묽은 변, 복부팽만감, 

장내이상발효

9
로페베론캡슐 

등 44개

크라운제

약 등

엔테로코쿠스(스트렙토코

카스)페칼리스F-100균

설사, 복통을 수반하는 설사, 

묽은 변, 식체, 토사

10
미야리산엔젤

과립등 4개
한독 등

클로스트리듐부티리쿰미

야이리II588균

정장, 묽은 변, 변비, 

복부(배부분)팽만감

11 라시도필캡슐
한국팜비

오

락토바실루스람노수스R0

011균 

락토바실루스아시도필루

스 R0052균 혼합배양물

장내세균총이상의 회복 및 정상화 

12

메디락디에스

장용캅셀 등 

14개

한미약품 

등

바실루스서브틸리스균, 

엔테로코쿠스(스트렙토코

카스)페시움균 배양물

장내균총 이상(항생물질, 

화학요법제 투여 등)에 의한 여러 

증상의 개선: 정장, 변비, 묽은 

변, 복부팽만감, 장내이상발효

13
바이오탑캡슐 

등 3개

한올바이

오파마 등

락토바실루스아시도필루

스균, 바실루스 

메센테리쿠스토아균, 

클로스트리디움 

부티리쿰토아균, 

엔테로코쿠스(스트렙토코

카스)페칼리스T-110균

정장, 변비, 묽은 변, 복부팽만감, 

장내이상발효
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(출처: 식품의약품안전처-유산균제제 허가현황)

 - L. acidophilus의 경우 국내 여러 제약회사에서 인증받아 사용하고 있으며, 생균제로 한화

제약의 안티비오 과립 300mg (http://m.hwpharm.com/product/product_view.asp?v_idx=7&c

tgNO=01)은 성인에게 있어 제제 1 g 중 300 mg의 L. acidophilus를 포함하고 있으며 1회 1 

g 하루 3회 복용토록 하고 있다.

 - 듀오락골드는 L. acidophilus, L. rhamnosus 등의 유산균을 1포 5 g당 3X108 의 균을 함

유 하고 있으며 하루 3회 복용토록하고 있다.

 - 암웨이의 인스타플로라7은 L. scidophilus, L. rhamnosus, Streptococcus thermophilus, 

L. lactis, L. plantarum 등을 포함하고 있으며 하루 3회 1포씩 을 섭취하도록 하고 있으며 각

각 1X108 이상의 균수를 가지고 있다. 

14

안티비오캅셀

300mg 등 

38개

한화제약 

등

락토바실루스아시도필루

스균

장내균총이상(항생물질,화학요법

제투여등)에 의한 여러증상의 

개선: 정장, 변비, 묽은변, 

복부팽만감, 장내이상발효

15
람노스과립 

등 3개

한화제약 

등

락토바실루스 카제이 

변종 람노수스의 

동결건조 배양물

장내균총의 정상화에 의한 정장 

및 설사증상의 개선

16
비오알정 등 

3개

유니메드

제약 등

엔테로코쿠스(스트렙토코

카스)페칼리스비아이오4

알균

장내균총 이상(항생물질, 

화학요법제 투여 등)에 의한 여러 

증상의 개선: 정장, 변비, 묽은 

변, 복부팽만감, 장내이상발효

17 원기에스정
비씨월드

제약

스트렙토코카스페칼리스

균

식욕부진, 영양장애, 정장, 묽은 

변, 변비, 복부팽만감, 

장내이상발효, 소화불량
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-제 1세부과제-

Ⅲ. 연구개발 내용 및 범위

□ 연구방법

김치미생물의 확보

  본 연구에서 사용한 미생물 strain WIKIM18은 Lactobacillus plantarum (=KFCC 11588)

에 속하는 novel strain으로 보여지며 세계김치연구소 김치에서 분리, 동정하였다. 그리고 

Lactobacillus acidophilus , Lactobacillus brevis , Lactobacillus sakei , Lactococcus 

lactis , Lactobacillus fermentum , Leuconostoc citreum , Leuconostoc mesenteroides , 

Weissella confusa , Pediococcus pentosaceus 는 김치로부터 분리하여 사용하였다.

김치미생물의 동정

  각각의 균주는 MRS broth에 배양 후 genomic DNA extraction kit (iNtRON 

Biotechnology, Korea)를 사용하여 DNA를 추출하였다. 추출된 DNA는 1% agarose gel을 

이용하여 확인하였으며, 16S rRNA gene을 증폭하기 위하여 추출된 genomic DNA를 

template로 하여 27F (5’ - AGAGTTTGATCCTGGCTCAG - 3’,forward), 1492R (5’ - 

GGCTACCTTGTTACGACTT - 3’, reverse) primer를 이용하여 PCR을 진행하였다. PCR 

조건은 denaturation 95℃ 1min, annealing 45℃ 1min, extension 72℃ 1min 30sec로 30 

cycle을 수행하였다. 얻어진 PCR product는 sequencing을 위해 purification Kit (iNtRON 

Biotechnology, Korea)를 이용하여 정제하였다. DNA 염기서열은 ABI PRISM 3700 DNA 

analyzer (Perkin Elmer, U.S.A.)를 사용하여 염기서열을 결정하였으며, National Center for 

Biotechnology Information(NCBI)의 Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)를 이용

하여 분리균주를 동정하여 각각의 미생물임을 확인하였다.

김치미생물의 대사물질 비교

  김치미생물은 L. plantarum, L. mesenteroides, W. confusa를 선택하여 실험하였다. 세 균

주를 각각 김치미생물에 적합한 배지인 MRS broth에 접종한 후 30℃에서 2시간, 4시간, 6시

간, 8시간 배양하고 이 균액을 10000rpm에서 5분 동안 원심분리하여 상층액을 얻었다. 그 후 

상층액과 acetonitrile을 1:1(v/v)로 혼합하여 1분 동안 교반시켜 다시 13000rpm에 10분 동

안 원심분리한다. 상층액을 새로운 tube에 옮겨 담아 ESI-LC/MS-TOF로 분석하였다.

  ESI-LC/MS-TOF분석은 AB SCIEX analyst 소프트웨어를 장착한 AB SCIEX TripleTOF® 

5600+ 시스템 (AB SCIEX)을 사용하여 electro spray ionization mode (negative)에서 실시
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하였다. 이동상은 10mM ammonium acetate를 포함하는 물과 10mM ammonium acetate를 

포함하는 acetonitrile이었으며, ACQUITY UPLC BEH C18 Column (130Å, 1.7 µm, 2.1 

mm X 100 mm)으로 분석하였다. 75% acetonitrile(v/v)을 5분 동안 진행하여 0.4 ml/min의 

유속으로 분리하였다. 결과 분석은 Markerview™ 소프트웨어를 사용하였다.

김치미생물의 탄소원 이용 조사

  김치미생물의 탄소원 이용을 분석하기 위하여 BIOLOG Universal Growth Medium 

(BIOLOG, Hayward, USA) plate에 24시간 동안 배양하여 얻은 10종의 신선한 김치미생물 

집락들을 cotton swab으로 채취하여 Inoculating Fluid 용액 속에 90~98% 현탁시킨 후 균 

현탁액을 microplate (BIOLOG GENⅢ Microplate™)의 96 well에 100ul씩 분주하여 37℃에

서 48시간 동안 각각 배양하였다. 배양된 MicroPlate의 결과는 MicroLog™ database 

software를 통해 확인하였다. 각 균주를 배양한 microplate 상에서 탄소원 이용 여부는 

Biolog program 사용설명서에 따라 각 탄소원이 함유된 well의 변색유무를 확인하였다. 즉 탄

소원이 들어있지 않은 대조구와 동일하게 변색되지 않은 well은 탄소원이 이용되지 않은 것으

로 판명하고 보라색으로 변색된 well은 탄소원이 이용된 것으로 판명하였다.

김치미생물의 내산성, 내담즙성 분석

  산에 대한 김치미생물의 저항성을 측정하기 위해 HCl로 pH를 조절한 배지를 사용하였으며, 

담즙에 대한 저항성 시험은 bile salt의 농도를 조절한 배지를 사용하였다. 30℃에서 20시간동

안 MRS broth 배지에 배양한 균액을 각 조건배지에 접종(108cfu/ml)하였다. 내산성 시험에 

사용된 조건배지는 HCl로 pH를 2, 4로 맞춘 MRS broth 배지이며, 내담즙성 시험에 사용된 

조건배지는 bile salt를 각각 0.3%, 1.0% 포함한 MRS broth 배지이다. 각 조건배지에 접종한 

후 37℃에서 2시간 동안 배양하고 이 균액을 다시 MRS plate에 접종한 후 30℃에서 36시간 

배양하여 증식유무를 관찰하고 순수한 MRS broth 배지에 배양한 균 집락의 개수와 비교하였

다.

항생제에 대한 김치미생물의 Minimal inhibitory concentration (MIC) 측정

  김치미생물을 대상으로 vancomycin, ciprofloxacin, erythroprim, ketoconazole, 

moxifloxacin, gentamicin, trimethoprim, minocycline, tobramycin, chloramphenicol, 

fluconazole (sigma)에 대한 감수성을 측정하였다. 항생제 농도는 최고 농도 10 μg/ml부터 2

배 계열희석 하여 최소 농도가 0.01μg/ml이 되도록 하였다. 여기에 전 배양한 균액을 

106CFU/ml이 되도록 MRS broth 배지로 희석한 후 100μl씩 항생제에 접종하여 배양하고 균
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주의 성장을 확인할 수 없는 가장 낮은 항생제의 농도를 최소억제농도(MIC)로 결정하였다. 

동결건조 김치미생물의 생존율 측정

  세계김치연구소에서 특허 출원된 동결보호제로서 콩가루를 이용하는 생존율이 증진된 식품 

발효용 미생물 첨가제 조성물 및 이의 제조방법 (출원번호 10-2013-0087978)을 이용하여 김

치미생물 제제화에 사용하였으며 식품첨가등급의 10% 탈지유, 10% 효모추출물, 20% 콩가루, 

10% trehalose를 동결건조 보호제로 선정하고 0.9% 생리식염수를 대조구로 사용하여 동결보

호 효과를 확인하였으며 콩가루를 동결보호제로 사용하였을 경우 가장 높은 생존율을 나타내

는 것으로 특허출원되었으며 따라서 효과가 뛰어난 20% 콩가루수용액을 동결건조 보호제로 

선정하였다.  김치미생물을 약 1.2 × 1010cfu/ml의 농도로 30℃에서 배양하고 균액을 

8000rpm에서 원심분리한 다음, 상층액을 제거하고 남은 균을 0.85%의 NaCl을 이용하여 세척

하였다. 세척이 끝난 균은 20%의 콩가루수용액과 동일 부피로 혼합하여 2일의 기간 동안 동

결 건조하였다. 동결건조 후 김치미생물의 생존율을 알아보기 위해 –20℃와 4℃에 각각의 김

치미생물을 저장하고 7일, 14일 저장하였을 때 생존율을 측정하였다.

동결건조 후 김치미생물의 장내 생존율 측정

  김치미생물을 약 1.2 × 1010cfu/ml의 농도로 30℃에서 배양하고 균액을 8000rpm에서 원심

분리한 다음, 상층액을 제거하고 남은 균을 0.85%의 NaCl을 이용하여 세척하였다. 세척이 끝

난 균은 20%의 콩가루수용액과 동일 부피로 혼합하여 2일의 기간 동안 동결 건조하였다. 동

결 건조된 균은 파쇄 하여 분말화 시킨 후 캡슐제조장치를 이용하여 약 300mg의 양이 캡슐에 

포함되도록 포장하였다. 또한, 완성된 김치미생물복합제의 장내 생존 및 장내미생물 균총 변화 

효과를 대조군 (placebo, 위약)과 비교·평가하고자 하여 색이 유사하며 식용 가능한 원료를 탐

색하였다. 그 결과 10% 탈지분유 (skim milk)와 10% 콩가루수용액이 가장 적합하다고 판단

되어 실험을 진행하였다.
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 캡슐제조장치

김치미생물복합제의 장내 균총 개선 효과

동물실험(Mouse)

  김치미생물의 장기능 개선 효과를 알아보기 위하여, 6주령 Balb/c mouse를 이용한 동물실

험을 계획하였고 항생제는 널리 쓰이는 ciprofloxacin을 준비하였다. Ciprofloxacin은 

200mg/kg으로 2주동안 경구투여하고, 김치미생물의 장기능 개선 효과를 확인하기 위해 항생

제를 경구투여한 mouse에 108cfu/ml의 동결건조된 김치미생물 10종을 1주 동안 경구투여한 

후 매주 분변을 채취하여 장내 균총의 변화상을 metagenome 분석하였다. 실험은 증류수를 

투여한 group, 증류수 후 김치미생물을 투여한 group, 항생제를 투여한 group, 항생제 후 김

치미생물을 투여한 group 이렇게 총 4개의 group으로 나눠 실험을 진행하였다.

김치미생물복합제(캡슐)
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인체적용시험

  탐색적 인체적용시험은 자원자에 한해 병력 및 약물투여력 조사, 신체검진, 진단검사의학 검

사 등을 통하여 연구대상자를 선정하였다. 연구대상자는 전북대학교병원에서 김치미생물복합제

를 섭취하기 전에 분변을 제공하고, 7일 분량의 김치미생물복합제를 제공 받아 섭취하며 항생

제유발설사(CDI)에 대한 의학적 표준치료 (Vancomycin 1회 250mg, 1일 1,000mg 복용)를 

병행한 다음 분변을 제공하였다.

  확증적 인체적용시험은 자원자에 한하여 병력 및 약물투여력 조사, 신체검진, 진단검사의학 

검사 등 스크리닝 검사를 시행하여 연구대상자로 적합한 자를 선정한다. 연구대상자는 첫 방문

에 전북대학교병원에서 김치미생물복합제 섭취군 및 플라세보 섭취군에 각 10명씩 무작위배정 

된 후 정해진 검사를 받는다. 연구대상자는 7일 분량의 인체적용시험용제품 (김치미생물복합

제, 위약)을 제공 받아 섭취하며 CDI에 대한 의학적 표준치료 (Vancomycin 1회 250mg, 1일 

1,000mg 복용)를 병행한다. 연구대상자는 7일 후 전북대학교병원에서 정해진 검사를 받고 다

시 7일 분량의 인체적용시험용제품을 제공받아 섭취하며 CDI에 대한 의학적 표준치료 

(Vancomycin 1회 250mg, 1일 1,000mg 복용)를 병행한 다음 15일 차에 분변을 제공한다.
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Barcode primer를 이용한 PCR 수행

  분변샘플의 미생물의 다양성을 분석하기 위하여 각 분변샘플에서 metagenomic DNA를 추

출하였고, 16S rRNA 유전자 중 가변영역인 V1~V3부분을 특이적으로 증폭할 수 있는 

primer를 제작하였다. 세균특이적 primer에27F (5'-GAGTTTGATCMTGGCTCAG-3')/518R 

(5'- WTTACCGCGGCTGCTGG-3'), sequencing을 진행하는 각각의 역방향 primer에는 

pyrosequencing을 수행하기 위한 adaptor A부분과 핵심 염기서열인 TCAG, 10개의 염기서열

로 이루어진 각각의 barcode, linker를 붙이고, sequencing을 하지 않는 정방향 primer에는 

adaptor B와 핵심 염기서열과 각각의 linker를 붙여 제작하였다 (표1, 2). 추출된 미생물의 전

체 genomic를 주형으로 삼아 제작된 primer로 PCR을 수행하였다 (표3). 

표1. Barcoded-PCR primer에 사용된 adaptor

표2. 32마리 마우스 분변샘플 barcoded pyrosequcing 분석에 사용된 barcode primers

이름 염기서열(5‘-3’)

Forward primer adaptor B CCTATCCCCTGTGTGCCTTGGCAGTCTCAG

Reverse primer adaptor A CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG

Group Sample ID Barcode

Before

0_1_1 ACGAGTGCGT

0_1_2 ACGCTCGACA

0_2_1 AGACGCACTC

0_2_2 AGCACTGTAG

0_3_1 ATCAGACACG

0_3_2 ATATCGCGAG

0_4_1 CGTGTCTCTA

0_4_2 CTCGCGTGTC
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AB1W

1_1_1 TCTCTATGCG

1_1_2 TGATACGTCT

1_2_1 CATAGTAGTG

1_2_2 CGAGAGATAC

1_3_1 ATACGACGTA

1_3_2 TCACGTACTA

1_4_1 CGTCTAGTAC

1_4_2 TCTACGTAGC

AB2W

2_1_1 TGTACTACTC

2_1_2 ACGACTACAG

2_2_1 CGTAGACTAG

2_2_2 TACGAGTATG

2_3_1 TACTCTCGTG

2_3_2 TAGAGACGAG

2_4_1 TCGTCGCTCG

2_4_2 ACATACGCGT

AB2W+P

3_1_1 ACGCGAGTAT

3_1_2 ACTACTATGT

3_2_1 ACTGTACAGT

3_2_2 AGACTATACT

3_3_1 AGCGTCGTCT

3_3_2 AGTACGCTAT

3_4_1 ATAGAGTACT

3_4_2 CACGCTACGT
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표3. PCR master mix 및 PCR 프로그램 조건

Roche 454 GS-FLX plus를 이용한 차세대 염기서열 분석

 Sequencing은 Macrogen (Seoul, Korea)에 의뢰하였으며 전체적인 분석방법은 다음과 같다.

(1) Microreactor형성 

  Library ssDNA를 DNA Capture beads (library의 A adapter와 결합할 수 있는 상보적인 

primer가 존재하여 library와 결합이 가능) 섞어준다. DNA가 결합된 capture bead와 

emulsion oil을 shaker를 이용하여 섞어준다. 

(2) Emulsion PCR 

  Microreactor가 형성되면 PCR reagent와 반응하여 각각의 microreactor내부에서 clonal 

amplification이 일어나고 amplified DNA를 얻는다. 

(3) PicoTiterPlate packaing

  Sequencing이 일어나는 PicoTiter Plate에 Micro-reactor를 넣어준다. Picotiter Pllate 

(454 Life Sciences, 직경 44um pore를 가지고 있음) micro-reactor가 pore에 하나씩 들어

가게 된다. 적정농도의 Micro-reactor를 plate에 흘려주고 centrifugation을 통해 deposit 시

킨다. 그 후 pore의 공간을 채우기 위해 packing beads를 넣고 sequencing을 하기 위한 

enzyme beads를 마지막으로 넣고 centrifugation을 통해 packing 완료한다.

(4) Pyrosequencing

  Genome Sequencer FLX plus (454 Life Sciences)을 사용하여 sequencing을 진행하였다. 

100만 개의 PicoTiter pore마다 pyrosequencing의 원리를 이용한 연속적인 sequencing이 

이루어진다. 

Bacterial 16s rRNA gene sequences와 community comparison 비교분석 

장내 미생물상 변화 분석을 위해 아래와 같은 bioinformatic tool을 이용하였다.

Master mix PCR program

Reagent 1 Amplicon Step ℃ Min Cycle

Forward Primer (10μM) 1 ㎕ Initial 
denaturation 94 3 1

Reverse Primer (10μM) 1 ㎕ Denaturation 94 15(sec)
25~35

dNTP mix (10mM each) 0.5 ㎕ Annealing 55~65 45(sec)

Faststart 10X Buffer #2 2.5 ㎕ Extention 72 1

Faststart HiFi Polymerase (5U/μl) 0.25 ㎕ Final Extention 72 8

Molecular Biology Grade Water 18.75 ㎕ Hold 4 ∞

Total 24 ㎕
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[ CD-HIT-OTU (operational taxonomic unit) ]

: Preprocessing (length, quality, homopolymer error, chimera등의 noise 제거)

: Clustering - 97%(Species) / 94%(Genus) / 90%(Family)의 cutoff로 OTU 생성하였다.

(Li,etal.,2012)

[ Mothur ] (Schloss,etal.,2009)

: 통계분석 - Shannon, Simpson index / Rarefaction Curve / Phylogenetic tree

Shannon-Weaver diversity index (Shannon, 1948)

Simpson index (Simpson, 1949)

[ Silva database ] (Quast,etal.,2013)

: Taxonomic assignment 를 위한 reference database로 이용하였다.

[ BLAST ] (Altschul,etal.,1990)

: Reference DB와의 상동성 비교를 위해 이용하였다.

[ Needleman ] (Needleman & Wunsch, 1970)

: Refernce DB와의 상동성 비교를 위해 이용하였다.

[ MG-RAST ]

: Community comparision 비교분석 목적으로 Principle Coordinate Analysis (PCoA)와 

heatmap visualization 하기 위해 사용되었다.

동물실험 후 mouse 혈액의 cytokine 발현 분석

  6주령 Balb/c mouse를 이용하여 항생제로 널리 쓰이는 ciprofloxacin을 200 mg/kg으로 2

주 동안 경구투여하였다. 항생제를 경구투여한 mouse에 108cfu/ml의 김치미생물 pool을 1주 

동안 경구투여 한 후 혈중 cytokine의 변화를 보기 위해 항생제 투여 전·후 및 김치미생물 투

여 후로 나눠 채혈하였다. 혈액은 3000rpm에서 원심분리하여 혈청을 준비하였다. 혈청 내 

cytokine 분석은 mouse ELISA Kit (ENZO life science, USA)를 사용하여 제조사의 설명에 

준하여 실시하였다. 

  먼저, 혈청의 경우에는 100：1의 비율로 세척액(1×)과 희석하였다. Standard도 같이 희석

을 한 후 실험 플레이트에 100μL씩을 각각 분주 후 상온에서 1시간 동안 반응시켰다. 이어 

well당 세척액 400μL씩 4회 반복 세척하였고, antibody 용액을 모든 well에 100μL씩 분주하

여 상온에서 1시간 동안 반응시켰다. 반응 후 세척한 다음 conjugate 용액을 모든 well에 100

μL씩 분주하여 상온에서 30분 동안 반응시켰다. 반응 후 세척액으로 well당 400μL씩 세척하

는 과정을 다시 4회 반복하고, substrate 용액을 모든 well에 100μL씩 분주한 후 30분간 상

온에서 반응시켰다. 반응이 끝난 플레이트에 반응정지액을 well당 100μL씩 넣고 잘 혼합하여 
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색이 변하도록 한 후 대조액과 standard, 그리고 각 시료의 흡광도를 파장 450nm에서 측정하

였다. 

 

Group
IL-6 level(pg/ml) SD(pg/ml)

0 weeks 2weeks 3weeks 0 weeks 2weeks 3weeks
DW 14.0321 14.0315 14.0318 0.0009 0.0009 0.0005

DW+LAB 14.0322 14.0316 14.0318 0.0007 0.0015 0.0002
Drug 14.0329 14.0319 14.0320 0.0012 0.0003 0.0005

Drug+LAB 14.0324 14.0322 14.0321 0.0003 0.0002 0.0004

 

Group
TNF-α level(pg/ml) SD(pg/ml)

0 week 2week 3week 0 week 2week 3week
DW 1.4468 1.4468 1.4468 0.0000 0.0001 0.0001

DW+LAB 1.4468 1.4468 1.4469 0.0001 0.0000 0.0001
Drug 1.4468 1.4468 1.4469 0.0000 0.0000 0.0002

Drug+LAB 1.4468 1.4467 1.4468 0.0001 0.0000 0.0000

 

Group
IL-2 level(pg/ml) SD(pg/ml)

0 weeks 2weeks 3weeks 0 weeks 2weeks 3weeks
DW 13.7241 13.7241 13.7241 0.0001 0.0002 0.0003

DW+LAB 13.7242 13.7242 13.7241 0.0002 0.0002 0.0002
Drug 13.7244 13.7241 13.7246 0.0004 0.0002 0.0004

Drug+LAB 13.7246 13.7240 13.7242 0.0005 0.0002 0.0004

 

Group
IL-4 level(pg/ml) SD(pg/ml)

0 weeks 2weeks 3weeks 0 weeks 2weeks 3weeks
DW 23.7172 23.7194 23.7168 0.0006 0.0012 0.0008

DW+LAB 23.7178 23.7182 23.7190 0.0031 0.0014 0.0013
Drug 23.7240 23.7164 23.7190 0.0018 0.0014 0.0012

Drug+LAB 23.7237 23.7165 23.7201 0.0022 0.0014 0.0015

 

Group
IL-10 level(pg/ml) SD(pg/ml)

0 weeks 2weeks 3weeks 0 weeks 2weeks 3weeks
DW 9.0587 9.0587 9.0589 0.0003 0.0002 0.0003

DW+LAB 9.0586 9.0586 9.0589 0.0002 0.0002 0.0001
Drug 9.0587 9.0589 9.0591 0.0003 0.0002 0.0003

Drug+LAB 9.0587 9.0590 9.0593 0.0002 0.0001 0.0002
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Ⅳ. 연구개발결과

□ 연구결과

김치미생물 10종 16S sequencing 결과

Lactobacillus acidophilus의 16S rRNA sequencing 후 NCBI 분석 결과
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Lactobacillus brevis의 16S rRNA sequencing 후 NCBI 분석 결과
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Lactobacillus fermentum의 16S rRNA sequencing 후 NCBI 분석 결과
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Lactobacillus sakei의 16S rRNA sequencing 후 NCBI 분석 결과
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Lactococcus lactis의 16S rRNA sequencing 후 NCBI 분석 결과
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Leuconostoc citreum의 16S rRNA sequencing 후 NCBI 분석 결과
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Leuconostoc mesenteroides의 16S rRNA sequencing 후 NCBI 분석 결과
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Pediococcus pentosaceus의 16S rRNA sequencing 후 NCBI 분석 결과
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Weissella confuse의 16S rRNA sequencing 후 NCBI 분석 결과
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Lactobacillus plantarumWIKIM18의 16S rRNA sequencing 후 NCBI 분석 결과



- 35 -

김치미생물의 선정 

김치미생물은 세계김치연구소에서 가정 제조 김치로부터 수집한 균주를 사용하였으며 이전의 

연구를 통하여 김치 분리 및 연구 보고된 균주를 사용하였으며 김치의 metagenome연구를 통

항 보고된 Lactococcus, Weissella, Lactobacillus, Leuconostoc  속 미생물이 포함되어 김치

속의 다양한 미생물이 연구에 반영되도록 선정 하였다 (Hong et al, 2013; Jung et al, 2011; 

Nam et al, 2009; Park et al, 2009).

김치미생물의 탄소원 이용 조사

  미생물은 이용하는 탄소원의 범위가 다양하며, 균의 종류에 따라 이용할 수 있는 활성이 다

르다고 보고되어 있다 (CH, 2004). 김치미생물도 예외는 아니며, 이미 여러 연구에서 김치미

생물 종류마다 이용하는 탄소원이 다르다는 것이 밝혀졌다. 기존 연구에 따르면 L.citreum과 

같은 경우 glucose, fructose, maltose를 탄소원으로 이용했을 때는 탄소원을 첨가하지 않았

을 때 보다 높은 생육을 보였지만 lactose와 galactose는 성장이 거의 이루어지지 않았다 

(WK, 2010). 또, 김치로부터 분리, 동정한 5종의 김치미생물에 대해 API test를 실시한 결과 

glucose, fructose, maltose는 모두 이용할 수 있는 반면 lactose는 이용하지 못한다는 연구 

결과도 있다 (WK, 2010). 

  따라서, 본 연구에 사용된 10종의 김치미생물에 대하여 약 40개의 탄소원 이용을 확인한 결

과 10균주 모두 α-D-Glucose와 D-Fructose를 잘 이용하였고 그 외 38개의 탄소원은 균마다 

다른 이용성을 보이는 것을 확인하였다. L.citreum이 galactose를 이용하지 않는다는 점은 기

존의 연구와 동일하며, L. acidophillus와 L. mesenteroides도 galactose를 이용하지 않는다는 

것을 알 수 있었다. 또한 알려져 있듯이 lactose는 L.lactis와 L.fermentum을 제외하고는 탄소

원으로 사용하지 않는다는 것을 알 수 있었다.

표. BIOLOG system을 이용한 김치미생물 10종의 탄소원 분석

Characteristic 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Dextrin + + ++ ++ + + ++ ++ + ++

D-Maltose ++ - + ++ ++ ++ ++ ++ - ++

D-Trehalose ++ - + ++ ++ - - - - -

D-Cellobiose ++ + + + ++ - - ++ - ++

Gentiobiose + + ++ + ++ - - ++ - ++

Sucrose ++ ++ + ++ ++ ++ - - - -

D-Turanose + - ++ ++ - + - - - +

Stachyose - - + - - + - - - -
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Strains: 1, Lactobacillus plantarum WIKIM18; 2, Lactobacillus acidophilus; 3, 

Lactococcus lactis; 4, Leuconostoc citreum; 5, Pediococcus pentosaceus; 6, 

Lactobacillus fermentum; 7, Lactobacillus brevis; 8, Weissella confusa; 9, Leuconostoc 

mesenteroides; 10, Lactobacillus sakei. Symbols: +, positive; -, negative.

D-Raffinose - - + + - - - - - -

α-D-Lactose - - + - - + - - - -

D-Melibiose ++ - + - + + + - - -

β-Methyl-D-glucoside - ++ ++ + - - - ++ - +

N-Acetyl-D-glucosamine ++ - ++ ++ ++ - ++ ++ + ++

N-Acetyl-β-D-mannosamine - - ++ - ++ - - - - -

N-Acetyl-D-galactosamine - - ++ - ++ - - - - -

N-Acetylneuraminic acid - - - - - - - - - -

α-D-Glucose ++ ++ + ++ ++ ++ ++ ++ + ++

D-Mannose ++ - + ++ ++ - - ++ + ++

D-Fructose ++ + ++ ++ ++ ++ + ++ + ++

D-Galactose + - ++ - + + + ++ - ++

D-Fucose - - ++ - - - - - - -

L-Fucose - - + - - - - - - -

L-Rhamnose - - - - - - - - - -

D-Sorbitol + - + - - - - - - -

D-Mannitol + - - + - - - - - -

D-Arabitol + - + - - - - - - -

myo-Inositol - - + - - - - - - -

D-Glucose-6-PO4 - - + - - + - - - -

D-Fructose-6-PO4 + + - + - + + + + +

D-Glucuronic acid - - + - - - - - - -

L-Lactic acid - - - - - - + + - -

Citric acid - - + - - + - - - -

α-Keto-glutaric acid - + - + - + - - - +

D-Malic acid - - - - - - - - - -

L-Malic acid - - - - - - - - - -

Bromo-Succinic acid - - - - - - - - - -

Acetoacetic acid - - + + - + - - - -

Propionic acid - - + - - - - - - -

Acetic acid - - + - - - - - - -

Formic acid - - - - - - - - - -
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김치미생물의 대사물질 비교

그림. L. plantarum(LP) vs L. mesenteroides(LM) vs W. confusa(WC) 간의 대사물질 비교

  본 연구에 사용된 김치미생물 중 대표적으로 알려진 3가지 균주로 대사물질을 비교하였다. 

ESI-LC/MS-TOF를 이용한 분석 결과, 균 간의 대사물질이 차이를 보였을 뿐만 아니라 배양

시간에 따른 비교도 가능하였다. L. plantarum의 경우, 2시간 배양액을 4시간 배양액과 비교

했을 때보다 8시간 배양액과 비교했을 때 대사물질이 매우 큰 차이를 보였다. 세 균주를 각각 

4시간 배양하여 대사물질을 분석했을 때는 L. plantarum과 W. confusa의 대사물질의 차이가 

더 큰 것으로 나타났다. PCA 분석 결과는 마찬가지로 L. plantarum과 L. mesenteroides의 

초기 대사물질이 상당수 겹치는 것으로 나타났으며, W. confusa는 배양 내내 다른 두 균주와 

다른 대사물질을 생산하는 것을 알 수 있었다. 
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그림. L. plantarum, L. mesenteroides, W. confusa의 대사물질 PCA 분석
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김치미생물의 내산성, 내담즙성 분석

그림. 내산성·내담즙성 실험을 통한 김치미생물의 생존율 확인

  현재 유산균은 probiotics라는 체내 유익균으로 알려져 있으며, 장내 미생물 균총의 유지 및 

면역 증강작용, 혈중 콜레스테롤의 감소, 항암작용 등의 효과와 변비의 완화, 유아 설사의 방

지, 항생제 유래 설사의 완화 등의 치료적인 효과가 주목받고 있다 (Gill, 2003). 구강을 통해 
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섭취한 많은 수의 유산균이 사람의 소화기관을 통과하여 대장까지 이동하고, 인체에 유리한 작

용을 하기 위해서는 여러 소화기관의 소화효소들의 작용에 대한 저항성을 가지고 있어야 한다

(Chow & Weimer, 1999). 따라서 균주의 내산성 및 내담즙성에 대한 연구가 필요하다. 본 연

구에서는 캡슐제조에 이용한 김치미생물이 소화액 중 위액과 담즙산에 저항성이 있는지의 여

부를 알아보기 위해 HCl과 bile salt를 이용하여 pH를 조절한 MRS broth 배지에서 내산성 시

험과 내담즙성 시험을 수행하였다.

  내산성 시험의 결과 pH4 에서는 L. plantarum, L. acidophilus, L. citreum, P. 

pentosaceus, L. fermentum, W. confusa, L. sakei 등이 50% 이상의 생존율을 나타내었으

며, L. plantarum의 경우 100%의 생존율을 나타내었다. pH2 에서는 L. plantarum은 77%, L. 

fermentum의 경우는 61% 이상의 생존율을 나타내었지만, 나머지의 균들은 1% 미만의 생존

율을 나타내었고, L. acidophilus, L. lactis, L. mesenteroides, L. sakei 균주는 생존하지 않

았다.

  내담즙성 시험의 결과 0.3% bile salt에서 L. plantarum은 100%의 생존율을 나타내었고, L. 

citreum이 57%, P. pentosaceus가 41%, L. citreum이 31%의 생존율을 나타내었다. L. 

lactis와 L. sakei는 1% 미만의 생존률을 나타내었다. 1% bile salt 조건에서는 L. plantarum

은 69%, L. mesenteroides는 41%의 생존률을 나타내었다. L. citreum이 16%, P. 

pentosaceus가 21%, L. fermentum이 19%의 생존률을 나타내었고, L. acidophilus가 1.5%의 

생존률을 나타내었으며, 나머지는 1% 미만으로 생존하였다.

항생제에 대한 김치미생물의 Minimal inhibitory concentration (MIC) 측정

표. 김치로부터 분리한 김치미생물 10종의 Minimal inhibitory concentration.

Strain
MIC(ug/ml)

VAN CIP ERY KET MOX GEN TRI MIN TOB CHL FLU
Lactobacillus
acidophilus

0.625 10 0.312 10 1.25 5 10 1.25 10 2.5 10

Lactococcus
lactis

0.01 10 0.15 10 0.625 0.078 10 0.312 0.15 5 10

Lactobacillus
plantarum

10 10 0.625 10 2.5 5 10 1.25 10 10 10

Leuconostoc
citreum

10 10 0.625 10 0.625 5 10 0.312 10 10 10

Pediococcus
pentosaceus

10 10 0.625 10 >10 5 10 1.25 10 5 10

Lactobacillus
fermentum

10 10 0.15 10 2.5 2.5 1.25 0.312 10 1.25 10

Lactobacillus
brevis

10 10 1.25 10 1.25 2.5 10 1.25 5 5 10
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VAN, vancomycin; CIP, ciprofloxacin; ERY, erythroprim; KET, ketoconazole; MOX, 

moxifloxacin; GEN, gentamicin; TRI, trimethoprim; MIN, minocycline; TOB, tobramycin; 

CHL, chloramphenicol; FLU, fluconazole.

  외부로부터 유입된 전염성 병균 또는 식중독 세균에 의한 설사, 과음과 항생제 복용 후의 설

사, 스트레스에 의한 과민성 설사 등이 발생했을 때, 흔히 정상적인 세균총의 균형이 무너지고 

대장균, 포도상 구균, 연쇄상 구균 및 유해세균 등이 이상증식하여 장 상피세포를 자극하고 염

증을 유발하기 쉽다. 본 연구에서는 이러한 장내 균총 불균형의 경우, 김치미생물 섭취에 의한 

정상 균총 개선효과를 확인하고자 하였으며, 치료 목적으로 섭취된 항생제에 의해 김치미생물

이 사멸될 경우에 생체 내에서의 기능성이 낮아질 수 있는데, 이런 결과를 예방하기 위해 김치

미생물이 항생제에 대한 내성을 가지고 있는 지 확인하고자 하였다. 

  Vancomycin은 대표적인 glycopeptide계 항생제로서 1956년 Amycolatopsis orientalis에서 

추출되었다 (McCormick,etal., 1955). 그람양성균의 세포벽 합성에는 UDP-N-acetylmuramyl 

(MurNAc)-pentapeptide 전구체가 필요하다. 이러한 전구체는 세포질 안에서 

UDP-MurNAc-tripeptide의 carboxyl 말단부에 D-ala-D-ala의 dipeptide가 ligase에 의해 

연결되어 완성되며 지방 운반체에 의해 세포막 바깥으로 운반되어 

UDP-N-acetylglucosamine과 함께 세포벽을 합성한다. Vancomycin을 비롯한 여러 

glycopeptide계 항생제들은 이 전구물질의 말단부인 D-ala-D-ala 부분과 수소 결합하여 중합

작용을 막고 UDP-N-acetylglucosamine과 격자구조 형성을 막아 정상적인 세포벽 형성이 이

루어지는 것을 막는다 (Reynolds, 1989, Ghuysen & Hackenbeck, 1994). 

  Ciprofloxacin은 fluoroquinolone계 항생제로서 그람양성균 및 그람음성균에 대하여 광범위

한 항균효과를 가진 약물이다 (Campoli-Richards, etal., 1988, Koestner, 1989). 

Ciprofloxacin은 경구투여시 신속히 흡수되어 70%내외의 높은 생체이용률을 나타내며 경구투

여량의 약 30~40%가 대사되지 않은 채 뇨중으로 배설됨이 보고되었다. 또한 혈중 단백결합률

이 20~40%로 비교적 낮으며 분포용적이 커서 좋은 치료효과를 나타낸다 (Hoffken, etal., 

1985, Drusano, etal., 1986). 

  항진균제로 널리 알려져 있는 azole계열의 항생제는 세포막에서 ergosterol의 합성을 억제

한다. 진균의 세포막에서 lanosterol을 ergosterol로 변환시키는 효소의 작용을 억제하여 

Weissella
confusa

10 10 1.25 10 1.25 5 10 0.625 5 5 10

Leuconostoc
mesenteroides

10 2.5 1.25 10 0.625 2.5 10 0.312 5 5 10

Lactobacillus
sakei

10 10 0.625 10 0.625 5 10 0.625 10 5 10
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ergosterol이 고갈되고 14α-methylated sterol이 축적되게 한다. 이에 따라 세포막에서의 영

양 수송 및 chitin의 합성이 방해되어 성장이 저하된다 (Sheehan, etal., 1999). Azole계열의 

물질들은 공통적으로 5각형의 azole 고리를 가지고 있으며 고리 내 N의 개수에 따라 3개일 

경우 triazole, 2개일 경우 imidazole로 분류된다. Imidazole계열 화합물로는 대표적으로 

ketoconazole, clotrimazole 등이 있으며, triazole은 fluconazole, itraconazole 등이 알려져 

있다  (S., 2009, Gye, etal., 2014). 

  그람양성균인 김치미생물의 항생제 저항성을 보기 위해 11가지의 항생제로 MIC를 측정하였

다. 실험의 결과, 10종의 김치미생물 모두 ketoconazole, fluconazole과 같은 세포막의 기능을 

억제하는 azole계열 항생제에 10ug/ml 농도에서도 저항성을 가지는 것을 확인하였다. 

Ciprofloxacin의 경우 L.mesenteroides가 2.5ug/ml 농도에서 저항성을 보이는 것을 제외하고 

나머지 9종의 김치미생물이 10ug/ml 농도에서 생존하였으며, Trimethoprim의 경우도 

L.fermentum 균주만이 1.25ug/ml에서 저항성을 보였고, 나머지 9종의 김치미생물은 10ug/ml

에서도 생존하였다. Vancomycin은 8종의 김치미생물에서 10ug/ml의 MIC를 나타내었고 

L.acidophillus와 L.lactis가 1ug/ml 미만의 낮은 농도에서 생육이 저해되는 것을 확인하였다. 

P.pentosaceus은 항생제 11종에 대해 전반적으로 높은 저항성을 보였으며, L.plantarum도 

moxifloxacin에 2.5ug/ml 농도의 MIC를 갖는 것을 제외하고는 10종의 항생제에 비교적 높은 

저항성을 보이는 것을 알 수 있었다.

동결건조 김치미생물의 생존율 측정

  미생물의 장기보존을 위한 방법 중 동결건조는 미생물의 균체를 냉동 건조시킴으로 저장하

는 방법이며 (Heckly, 1978), 대부분의 미생물을 효과적으로 장기 보존할 수 있는 방법이다 

(Morich, 1973). 동결건조는 오염방지, 저장, 수송, 경제성 등에서 장점을 가지지만 건조 과정

에서 균체의 손상을 억제하고 생존율을 최대한 높일 수 있는 방법으로 동결건조보호제 

(cryoprotectant)가 요구된다. 위 실험에서는 세계김치연구소의 연구결과에 따라 동결건조 보

호제로 20% 콩가루 수용액을 선택하여 김치미생물과 혼합하고 동결건조 하였다. 
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그림. 동결건조 후 김치미생물 10종의 온도와 기간에 따른 생존율 비교  

  동결건조 후 김치미생물의 저장성을 확인하기 위해 –20℃, 4℃에 7일, 14일 저장하였을 때 

생존율을 측정하였다. 실험의 결과 동결건조 직후에는 모든 균주가 108cfu/g이상의 생균 수를 

나타내었다. –20℃에 보관하였을 때, 7일차 14일차 모두 4℃ 보다 모든 균주의 생존율이 우수

하였다. -20℃에 보관하였을 경우 7일차에서 66%의 생존율을 보인 L. brevis와 20%의 생존

율을 보인 P. pentosaceus를 제외한 대부분의 균주가 70% 이상의 생존율을 유지하였으며 W. 

confusa는 100%를 나타내었다. 4℃ 7일차의 경우 W. confusa가 85%, L. plantarum, L. 

citreum, L. sakei가 70% 이상의 생존율을 보였으며, L. lactis, L. fermentum, L. 

fermentum. L. mesemteroides가 60%대의 생존율을 나타내었다. L. brevis는 46%의 다소 

낮은 생존율을 나타내었다. 특히 P. pentosaceus는 –20℃와 4℃ 모두 7일차에서 30% 미만으

로 생존율이 감소하였으며, 4℃ 14일차 에서는 11%의 생존률을 보였다. 14일차의 경우 –20℃

에서는 대부분의 균주가 7일차보다 비슷하거나 약간 감소하는 수준의 차이를 보였다. 4℃의 

경우도 모든 균주가 생존율이 감소하였으며, L. sakei는 4℃ 7일차에 75%였던 생존율이 14일
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차에 37.5%로 큰 폭 감소하였다. 위 실험의 결과 각 균마다의 차이는 있으나, 동결건조 된 김

치미생물의 보관은 –20℃에서 2주의 저장기간을 두는 것이 안전한 것으로 보인다.

 

그림. 동결건조 후 김치미생물 10종의 온도와 기간에 따른 생존율 비교

항생제 처리로 불균형된 마우스 장내미생물 균총에 김치미생물 제제 미치는 영향 

  인간의 장내에는 10-100조에 가까운 microorganism이 존재하며 1000개 이상의 다른 

bacterial species로 구성 되어져 있다 (Dethlefsen, etal., 2008). 이러한 장내미생물은 host 

metabolism과 에너지 조절 뿐만 아니라 염증 활성에 영향을 미친다 (Backhed, etal., 2004, 

Ley, etal., 2005, Turnbaugh, etal., 2006, Jumpertz, etal., 2011, Kim,e tal., 2013). 대부분 
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정상상태에서 장내미생물은 그들의 host와 좋은 관계를 유지하고 있지만, 다른 환경적인 요인

에 의하여 host-microbe사이에 균형이 무너질 수 있다 (dysisbiosis). 이러한 dysbiosis는 

Clostridium difficile infection(CDI) or inflammatory bowel disease (IBD) 와 같은 

pathological l condition을 만들어 host로부터 inflammation, mucosal tissue damage를 일으

킬 수 있다 (Jacobs, 1994, McFarland, 1998, Tamboli, etal., 2004, Lepage, etal., 2008). 

Intestinal dysbiosis와 microbial stability를 무너뜨리는 요인으로는 항생제, 정신적-신체적 

stress, 식이, 위생 등을 들 수 있다 (Hawrelak & Myers, 2004, Bernstein & Shanahan, 

2008). 특히 antibiotic therapy에 의해 무너지는 microbiota balance는 vaginal candidiasis, 

Clostridium difficile colitis와 같은 질병을 유래한다 (Crogan & Evans, 2007, Sobel, 

2007). 

그림. Sample specific barcode에 따른 sequence sorting
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표. 각 분변샘플에서 장내미생물 균총의 alpha-diversity 분석 

  Alpha-diversity 분석을 하기 위하여 454-pyrosequencing으로부터 얻은 16S rRNA V1-3 

sequence (OTU level)를 사용하였다. 
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그림. 각 분변샘플에서의 미생물 분류학적 구분. Phylum 수준에서의 항생제 투여 전 그룹 

(Before), 항생제 투여 1주 그룹 (AB1W), 항생제 투여 2주 그룹 (AB2W), 항생제 투여 2주 

후 김치미생물 투여 그룹 (AB2W+P)
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그림. 각 분변샘플에서의 미생물 분류학적 구분. Class 수준에서의 항생제 투여 전 그룹 

(Before), 항생제 투여 1주 그룹 (AB1W), 항생제 투여 2주 그룹 (AB2W), 항생제 투여 2주 

후 김치미생물 투여 그룹 (AB2W+P) 



- 49 -

그림. 각 분변샘플에서의 미생물 분류학적 구분. Order 수준에서의 항생제 투여 전 그룹 

(Before), 항생제 투여 1주 그룹 (AB1W), 항생제 투여 2주 그룹 (AB2W), 항생제 투여 2주 

후 김치미생물 투여 그룹 (AB2W+P)  
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그림. 각 분변샘플에서의 미생물 분류학적 구분. Family 수준에서의 항생제 투여 전 그룹 

(Before), 항생제 투여 1주 그룹 (AB1W), 항생제 투여 2주 그룹 (AB2W), 항생제 투여 2주 

후 김치미생물 투여 그룹 (AB2W+P) 
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그림. 각 분변샘플에서의 미생물 분류학적 구분. Genus 수준에서의 항생제 투여 전 그룹 

(Before), 항생제 투여 1주 그룹 (AB1W), 항생제 투여 2주 그룹 (AB2W), 항생제 투여 2주 

후 김치미생물 투여 그룹 (AB2W+P)  
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  마우스 분변샘플의 pyrosequencing 자료 분석 결과 평균 각 샘플에서 9,481 (±1,266) 

reads가 sorting 된 것을 확인 할 수 있었다. QIIME 프로그램을 이용하여 질이 낮거나, 길이

가 짧거나, 세균에 비 특이적인 reads제거, chimera sequence를 제거하였다. 이러한 결과를 

가지고 97% similarity 수준에서 분류조작상 단위 (Operational Taxonomic Unit, OTU)를 계

산한 후 다양성 지수인 Shannon-Weaver 지수와 Chao1과 균등도를 나타내었다. 

그림. Mouse 분변의 metagenome 분석을 통한 Firmicutes와 Bacteroidetes 변화 확인. 항생

제 투여 전 그룹 (Before), 항생제 투여 1주 그룹 (AB1W), 항생제 투여 2주 그룹 (AB2W), 

항생제 투여 2주 후 김치미생물 투여 그룹 (AB2W+P) 

최근의 연구 결과에서도 신생아 등에 있어 항생제의 사용이 에너지 대사에 영향을 미쳐 비만

을 유도한다는 보고가 있으며 (Cho et al, 2012), 본 연구에서는 김치미생물 투여군에서 미생

물 균총의 변화를 확인 하였다.

  장내 미생물을 8 bacterial phyla로 구성하고 마우스와 인간의 장내에서 가장 많은 비율을 

차지하고 있는 phyla는 Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria 이다 (Ley, etal., 2005). 

대부분 dietary factor에 가장 많은 영향을 받으며, phylum level에서 변화와 질병과 상관관계

가 있다는 연구가 보고된 바 있다 (비만한 개체에서 Firmicutes-to-Bacteroidetes ratio가 높

다는 연구 결과가 있음 (Turnbaugh,etal.,2009)). 

  항생제 처리 1주, 2주와 비교하여 항생제 처리 후 김치미생물을 처리 하였을 때 

Bacteroidetes가 유의하게 증가하고, Firmicutes가 감소하는 것을 알 수 있었다. 
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그림. Mouse 분변의 metagenome 분석을 통한 Clostridium sp. 변화 확인

  Clostridium은 Firmicutes에 속하는 genus로, Clostridium cluster 1에 속하는 C. 

perfringens 나 Clostridium cluster XI에 속하는 Clostridium difficile 경우 Gram-positive 

spore forming bacteria로 host intestine에 pathogenesis한 성격을 갖는다. 전반적으로 항생

제 처리 그룹과 비교하여 항생제 처리 전 그룹, 항생제 처리 후 김치미생물을 처리하였을 때 

Clostridium sp. 가 유의하게 감소하는 것을 관찰할 수 있었다. 항생제 처리로 인하여 host에 

negative effect를 줄 수 있는 미생물 균총이 증가하는 반면 김치미생물 처리로 인하여 그러

한 미생물이 감소한다는 것을 알 수 있다. 
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그림. 항생제 투여 전 그룹 (Before), 항생제 투여 1주 그룹 (AB1W), 항생제 투여 2주 그룹 

(AB2W), 항생제 투여 2주 후 김치미생물 투여 그룹 (AB2W+P)에서 Cluster analysis. 장내

미생물 균총은 principal coordinates analysis (PCoA)를 사용하여 clustering 하였다. 

Plotted principal coordinates의 percentage variation이 각 축에 표시되었다. 각 spot은 각 

분변 샘플을 나타내며 마우스 각 그룹은 다른 색으로 표시 되었다.

  Pyrosequencing 결과에서 나온 데이터를 바탕으로 각 장내미생물 군집의 clustering을 비

교하기 위하여 좌표분석 (principal coordinate analysis)을 시행하였다. 항생제 투여에 따라 

미생물 community가 clustering되는 것을 확인할 수 있었고, 김치미생물 (Probiotics) 처리에 

따라 clustering 되는 것을 볼 수 있었다.

항생제 처리로 인한 체내 장내미생물 균총 불균형에 김치미생물이 미치는 영향 

  클로스트리디움 디피실 장염(Clostridium difficile Infection, CDI)이란 항생제를 투여받는 

환자의 장에 정상 세균총의 구성이 변화하면서 C. difficile 균이 증식하고, 동시에 독소를 분

비하여 발생하는 항생제 관련 설사병이다. 특히 fluoroquinolone, clindamycin, carbapenems, 

cephalosporine, penicillins와 같은 항생제를 투여하는 환자에서 자주 발생한다 (Sehulster & 

Chinn, 2003). 항생제 연관 설사의 치료를 위하여 metronidazol, vancomycin등의 항생제를 
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사용하고 있으며 내성균주의 출현으로 광범위한 사용은 제한적이다. 항생제에 잘 반응하지 않

는 재발 항생제 연관 설사 환자의 경우 건강한 성인의 변정제후 대장내시경을 통해 환자에게 

주입하는 방법 (fecal bacteriotherapy)을 사용하고 있으며 임상에서 효과를 보이는 것으로 보

고되고 있다. 하지만 분변 내에 장내 미생물 균총의 비 균질성 및 다양성 그리고 병원성 균주

로 인한 2차 감염의 우려가 있는 것으로 사료되었다. 최근의 연구결과에서는 probiotics를 이

용한 항생제 연관 설사 치료 가능성이 제시 되었으며, Saccharomyces boulardii를 항생제와 

병합 투여할 경우 항생제로 인한 설사를 줄이고 재발을 방지하는데 효과가 있고 Lactobacillus 

rhamnosus에서도 효과가 있는 것으로 보고되었다. 

  본 연구에서는 설사환자에 7일 분량의 김치미생물복합제를 제공, 항생제유발설사(CDI)에 대

한 의학적 표준치료 (Vancomycin 1회 250mg, 1일 1,000mg 복용)를 병행하게 한 다음 

454-pyrosequencing을 이용하여 장내균총 불균형 개선 효과를 보고자 하였다. 

그림. Sample specific barcode에 따른 sequence sorting
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표. 각 분변샘플에서 장내미생물 균총의 alpha-diversity 분석

  Alpha-diversity 분석을 하기 위하여 454-pyrosequencing으로부터 얻은 16S rRNA V1-3 

sequence (OTU level)를 사용하였다. 투여 전 (Before), LAB+vancomycin 투여 후 (After).

그림. 그룹별 분변샘플에서의 희박곡선 (rarefraction curve). 투여 전 (Before), 김치미생물

+vancomycin 투여 후 (After).
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  인체 분변 샘플의 pyrosequencing 자료 분석 결과 평균 각 샘플에서 13,577 (±7,377) 

reads가 sorting 된 것을 확인 할 수 있었다. 이러한 결과를 가지고 조작상 단위 (Operational 

Taxonomic Unit, OTU)를 picking 후 희박곡선 (rarefraction curve)과 다양성 지수인 

Shannon 지수와 Chao1과 균등도를 나타내었다. PCA와 phylogenetic tree 분석결과 각 그룹

의 명확한 clustering은 확인할 수 없었으나. 투여 전 샘플의 microbial community가 가깝게 

묶이는 경향성을 보이고 있었다. 

그림. 투여 전(V1), 김치미생물+vancomycin 투여 후(V3)에서 Cluster analysis. 장내미생물 

균총은 principal coordinates analysis (PCoA)를 사용하여 clustering 하였다. 각 spot은 각 

분변 샘플을 나타내며 마우스 각 그룹은 다른 색으로 표시 되었다.
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그림. 분변샘플에서 phylogenetic tree (using thetayc calculator) 분석. 투여 전(V1), 김치미

생물+vancomycin 투여 후(V3) 

그림. 각 분변샘플에서의 미생물 분류학적 구분. Phylum 수준에서의 투여 전 (Before), 김치미

생물+vancomycin 투여 후 (After)
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그림. 각 분변샘플에서의 미생물 분류학적 구분. Class 수준에서의 투여 전 (Before), 김치미생

물+vancomycin 투여 후 (After)

그림. 각 분변샘플에서의 미생물 분류학적 구분. Order 수준에서의 투여 전(Before), 김치미생

물+vancomycin 투여 후 (After)
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그림. 각 분변샘플에서의 미생물 분류학적 구분. Family 수준에서의 투여 전 (Before), 김치미

생물+vancomycin 투여 후 (After)

그림. Genus 수준에서 relative abundance (%) 비교. 투여 전 (Before), 김치미생물

+vancomycin 투여 후 (After)

  동결 건조된 김치미생물 10종을 섭취하였을 때, 섭취 전과 비교하여 장내 미생물 균총의 변

화를 분변을 이용하여 metagenomic analysis로 확인하였다. 환자에 따라 약간의 차이는 있었

지만 장내에 존재하는 Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Weissella의 비율이 증가하
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였다. 또한, 유해균 속(屬)으로 알려졌으며 인체에 장질환을 유발하는 Clostridium의 비율이 감

소한 것을 알 수 있었다. 뿐만 아니라, Salmonella의 장내 생존율도 감소하였다.

그림. Clostridium sp. relative abundance (%) 비교. 투여 전 (Before), 김치미생물 

+vancomycin 투여 후 (After)

그림. Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Weissella relative abundance (%) 비교. 

투여 전(V1), 김치미생물+vancomycin 투여 후(V3)
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그림. 김치미생물복합제가 인체 장내미생물 불균형에 미치는 영향

그림. Heat map 분석. Genus 수준에서의 투여 전 (Before), 김치미생물+vancomycin 투여 

후 (After)
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그림. 인체분변에서 분리한 김치미생물의 16S rRNA sequencing 결과

  김치미생물복합제 섭취 후, 장내에 정착하여 생존하는 생균수를 측정하기 위해 인체분변 

10mg을 0.85% NaCl에 풀어 MRS plate에 도말하였다. 총 6명의 환자로부터 얻은 분변으로 

도말 후 30℃에서 18시간정도 배양한 다음, 얻은 균 집락을 1ml MRS broth에 접종하여 30℃

에서 16시간 배양하였다. 이와 같이 단일 균주를 분변마다 각각 50개씩 분리하여 마크로젠에 

16S rRNA sequencing을 의뢰하였다. Metagenomic analysis가 생균뿐만 아니라 사균까지 분

석한다는 점에서 투여한 김치미생물의 생존을 확인하기 어렵다. 따라서 직접 분리 배양하여 동

정하였는데, 제제에 포함된 김치미생물이 확인되었으며 이는 투여한 김치미생물이 장내에서 정

착하여 분변에서 검출된 것으로 생각된다.
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김치미생물복합제 섭취군 및 플라세보 섭취군에서 장내미생물 균총 비교 분석

그림. 각 분변샘플에서의 미생물 분류학적 구분 (phylum 수준). 투여 전 (Before), 투여 후 

(After)

그림. 각 분변샘플에서의 미생물 분류학적 구분 (family 수준). 투여 전 (Before), 투여 후 

(After)
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그림. Lactobacillus, relative abundance (%) 비교. 투여 전 (Before), 투여 후 (After)

  김치미생물복합제 섭취군과 플라세보 섭취군, 각 두 그룹에서 섭취 전과 후 모두 

metagenomic analysis를 실행하였다. 플라세보 섭취군에서는 섭취 전과 후에서 

Proteobacteria와 Firmicutes가 대부분의 비율을 차지하고 있었으며 특히 유해균을 많이 포함

하고 있는 Proteobacteria가 높게 차지하고 있었다. Lactobacillus는 김치미생물복합제를 섭취

함에 따라 장내에 14%로 높은 비율을 차지하고 있는 반면에 플라세보 섭취군 경우 투여 전후

에서 낮게 detection 되었다. 
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김치에서 분리한 Lactobacillus plantarum wikim18의 genetic structure

그림. 김치에서 분리한 L. plantarum wikim18의 genetic structure

  L. plantarum wikim18의 draft genome sequenicing 결과 총 3,353,389 bp, 평균 length 

10,255 bp, GC content 44.3% 가 나오는 것을 알수 있었다. RAST genome annotation 

sever를 사용하여 genome sequence를 annotation 한 결과 336 subsystems, 3,316 coding

sequences, 66 RNAs를 가지고 있었다. 그리고 당 알콜 생산과 관련된 GlpG protein, 

glyceraldehyde-3-phosphate ketol-isomerase, inosose isomerase encoding gene이 

detection 되었다.  
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Lactobacillus plantarum wikim18과 Leuconostoc mesenteroides wikim19의 metabolite 

pathway 비교분석
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그림. Lactobacillus plantarum wikim18과 Leuconostoc mesenteroides wikim19의 

metabolite pathway 비교분석 

  김치 발효과정에 김치 유래 미생물이 분자 생물학적으로 어떠한 역할을 하는지 알아보기 위

하여 Lactobacillus plantarum wikim18과 Leuconostoc mesenteroides wikim19의 당대사 

관련 pathway를 비교해 보았다. Carbon, fixation (in photosynthetic organism), citrate 

cycle, glycolysis/gluconeogenesis, pentose phosphate pathway, propanoate metabolism, 

pyruvate metabolism, starch/sucrose metabolism 관련 부분 두 균주 모두에서 보여졌으며 

이 L. plantarum wikim18에서 더 높게 관찰되었다.  
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요 약 (Synopsis)

인체적용시험계획서 

번호
CTCF2_2013_WiKim

인체적용시험제목

 항생제유발설사(Clostridium difficile infection, CDI) 환자에서 김치유산균

복합제 투여 후 장내미생물 변화 및 CDI 치료에 대한 유효성과 안전성을 평

가하기 위한 인체적용시험

목적

• 1차 목적

CDI 환자에게 투여한 김치유산균복합제의 장내 생존 및 장내미생물 균총 변

화를 평가한다

• 2차 목적

김치유산균복합제 투여 후 CDI 치료 효과 및 안전성을 평가한다.

연구책임자 전북대학교병원 소화기내과 이승옥 MD, PhD

공동연구책임자

전북대학교 의학전문대학원 약리학교실 채 수 완, MD, PhD

전북대학교병원 소화기내과 서승영 MD

전북대학교병원 기능성식품임상시험지원센터 연구교수 최은경 MD

시험담당자

전북대학교병원 기능성식품임상시험지원센터

소병옥, 정수진, 정수영, 오미라, 박수현, 박은옥, 정은수, 임지희, 장윤진, 김

순영, 김예리, 윤주랑, 박혜림, 박미현, 이소영, 서현영, 노순옥, 최재순, 최영

미, 김두겸, 박선이, 정혜연, Renu yadav

전북대학교병원 소화기내과

조재삼, 송필훈

선정기준

1) 만 20 ~ 90세의 성인 남녀

2) 스크리닝 검사 전 8주 이내에 항생제 투여 과거력이 있으며 CDI 진단기

준을 만족하는 자

※ CDI 진단기준

: 하루 3회 이상 무른 변 또는 설사가 있으며, 다음 기준 중 한 가지 이상을 

만족할 때

① 대변검사에서 C.difficile 또는 toxin 양성인 경우

② 대장 또는 직장내시경 또는 조직검사에서 위막성장염의 소견이 있는 경우 

3) 본 연구에 대한 자세한 설명을 듣고 완전히 이해한 후, 자의로 참여를 결

정하고 주의사항을 준수하기로 서면 동의한 자

제외기준

약물, 알코올, 시험용제품 또는 성분에 임상적으로 유의한 과민반응 병력이   

있는 자

경구 투약 및 섭취가 불가능한 자 

생명을 위협할 만한 복부합병증(장 파열 및 폐쇄)이 동반된 자

저혈압, 의식불명, 쇼크상태인 자

스크리닝 검사 전 14일 이내에 Vancomycin 이 투여된 자

Vancomycin 치료에 실패하였던 CDI기왕력이 있는 자

C. difficile 이외 감염성 원인에 의한 설사가 입증된 자

 - Salminella, Shilgella, and Campylobacter species, etc
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 - Virus, ova and parasites, etc

스크리닝 검사 전 2개월 이내에 타 인체적용시험에 참여한 자

수유부, 임신부 또는 시험기간 중에 임신계획이 있는 자

진단검사의학 검사 결과를 비롯한 기타 사유로 인하여 시험책임자가 연구  

참여에 부적합하다고 판단한 자

피험자 수 총 10 명

시험방법
 본 인체적용시험은 총 10명의 피험자를 대상으로 하는 공개, 단일군 연구이

다. 피험자는 전북대학교병원 기능성식품임상시험지원센터에 방문하여 자의

적 서면동의서를 작성한 후 신체검진, 진단검사의학 검사 등을 포함한 스크

리닝 검사를 받았으며 스크리닝 방문일로부터 2주 이내에 1차 방문하여 선정 

및 제외기준을 재검토 받고 인체적용시험에 등록되었다. 피험자는 1차 방문

일까지 기초평가(Baseline)를 완료한 후 시험용제품을 하루 2회씩 매일 복용

하면서 CDI에 대한 의학적 표준치료(Vancomycin 1회 250 mg, 1일 1,000 

mg 복용)를 병행하고, 8일째에 인체적용시험계획서에 명시한 검사  등을 수

행하며 8일 동안 인체적용시험에 참여하였다.

섭취방법
• 김치유산균

- 1일 2회, 1회 1캡슐 (107CFU/일), 미지근한 물 또는 찬물과 함께 복용

평가기준 및 방법

▶ 유효성 평가

1차 유효성 평가

김치유산균 장내 생존 및 장내미생물 균총 변화

2차 유효성 평가

※ CDI 치료의 결과(치료 성공, 치료 실패)

■ 치료 성공: 다음 항목을 모두 만족할 경우

A. Day 7 까지 설사 호전(2회/day이하)

B. Day 8 에 시행한 toxin assay에서 음성 반응(negative result)

■ 치료 실패: 다음의 항목 중 하나 이상 만족하는 경우

A. Day 8 에 하루 3회 이상 설사 지속

B. Day 8 에 시행한 toxin assay에서 양성 반응(positive result)

▶ 안전성 평가

- 자 · 타각 증상 등 이상반응 모니터링

- 신체검진 

- 진단검사의학 검사   

- 활력징후
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통계분석

 인구학적 정보는 피험자 등록 이후 피험자 등록 정보를 확인하기 위하여 기

술통계학적 분석을 한다. 

안전성 평가는 활력징후, 진단검사의학검사 결과, 이상반응 발생 등에 따라서 

평가한다. 활력징후, 진단검사의학검사 결과 등에 대해서는 paired t-test 등

을 이용하여 검정한다. 이상반응의 발생 양상은 기술통계학적 분석을 한다.

유효성 평가항목의 변화는 섭취 전∙후 차이를 비교하기 위하여 paired 

t-test, linear mixed model, Chi-square test 또는 Fisher’s extract test 

등으로 검정한다.

결론

 본 인체적용시험은 CDI 환자에서 CDI에 대한 의학적 표준치료에 병행한 김

치유산균복합제 섭취가 장내미생물변화 및 항생제유발설사 치료에 미치는 영

향과 안전성을 평가하기 위한 8일 간 공개, 단일군 연구이다. 

본 인체적용시험은 총 8명의 자원자가 서면동의서를 자발적으로 작성한 후 

스크리닝 검사를 받았고, 피험자 적합성 평가를 통해 총 8명이 적격 피험자

로 선정되었다. 선정된 피험자는 8일간 본 인체적용시험에 참여하였으며, 중

도탈락자가 없이 총 8명의 피험자가 시험계획서(프로토콜)에 명시한 바에 따

라 정상적으로 인체적용시험을 종료하였다.

시험자는 모든 피험자를 대상으로 시험계획서에 정해진 바에 따라, CDI에 대

한 의학적 표준치료(Vancomycin 1회 250 mg, 1일 1,000 mg 복용)를 병행

하면서 김치유산균복합제 섭취 전과 섭취 7일 후 김치유산균 장내 생존 및 

장내미생물 균총 변화, stool toxin, 항생제유발설사 증상에 대한 임상양상 

평가 등의 유효성 평가 및 진단검사의학 검사를 비롯한 안전성 평가를 시행

하였다.

 김치유산균 장내 생존 및 장내미생물 균총 변화를 분석한 결과, 김치유산균

복합제 섭취 7일 후, 섭취 전에 비해 장내에 존재하는 Lactobacillus, 

Lactococcus, Leuconostoc 및 Weissella 종의 비율이 증가하였으며, 인체에 

장질환을 유발하는 유해균인 Clostridium과 Salmonella 종의 비율이 감소하

였다. 

 피험자의 분변을 통해 김치유산균복합제의 장내 생존 여부 확인 결과, 시험

용제품인 김치유산균복합제에 포함된 김치유산균의 존재가 확인되었다. 김치

유산균복합제를 통해 섭취한 김치유산균이 장내에서 정착하여 분변에서 검출 

된 것으로 판단하였다.

 Stool toxin 변화를 비교한 결과, 김치유산균복합제 섭취 전 stool toxin 양

성인 피험자 (N=3) 중 섭취 7일 후 음성으로 변화한 피험자가 2명, 섭취 전 

stool toxin 음성 (N=4), 섭취 7일 후에도 음성으로 결과에 변화가 없는 피

험자는 4명이었다. 변화가 있는 피험자와 변화가 없는 피험자 빈도수 간에 

통계적으로 유의한 차이는 없었지만(P>0.05), stool toxin 양성인 피험자

(N=3) 중 섭취 7일 후 대변 채취 및 stool toxin assay 가 가능했던 2명의 

피험자 모두 섭취 전 stool toxin 양성에서 섭취 후 stool toxin 음성으로 변

화하였다.

 항생제유발설사에 대한 임상양상 평가 결과, 8명 피험자 중 모든 피험자의 

설사횟수가 하루 2회 이하로 감소하였고, 김치유산균복합제 섭취 전 stool 

toxin assay 에서 양성반응에서 보였던 2명의 피험자는 섭취 7일 후 음성 

반응으로 변화하여 모든 피험자에서 항생제유발설사 치료 성공을 확인하였
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다.

 안전성 평가를 위해 인체적용시험에 참여하여 최소 1회 이상 시험용제품을 

섭취한 피험자 8명(Safety군)을 대상으로 이상반응, 진단검사의학 검사(혈액

학적 검사, 혈액생화학적 검사, 뇨검사), 활력징후 등의 측정 결과를 분석한 

결과, 총 8명의 피험자 중 7명의 피험자에서 총 7건의 경도 또는 중등도 이

상반응이 발생하였으며, 인체적용시험용제품 섭취와 인과관계가 없다고 판단

하였다. 진단검사의학 검사 및 활력징후에서도 통계적으로, 그리고 임상적으

로 의미 있는 변화가 없었다(P>0.05).

 요약하면, 본 인체적용시험을 통해 항생제유발설사 (Clostridium difficile 

infection, CDI) 를 가진 피험자가 CDI 에 대한 의학적 표준치료에 병행하여 

김치유산균복합제를 섭취할 때 모든 피험자가 CDI 치료에 성공하였고, 섭취

한 김치유산균이 장내 생존하며, 인체에 유익한 Lactobacillus, Lactococcus, 

Leuconostoc 및 Weissella 종의 비율이 증가하고, 유해균인 Clostridium과 

Salmonella 종의 비율이 감소함을 확인하였다. 따라서 김치유산균복합제 섭

취가 인체에 안전하면서 의학적 치료 목적에 의한 항생제 사용에서 나타날 

수 있는 장내 균총 불균형을 예방하거나 개선할 가능성이 있음을 알 수 있었

다.
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1. 약어 및 용어의 정의

AE Adverse Event

ALP Alkaline phosphatase

ALT L-Alanine aminotransferase

ANOVA Analysis of variance

AST L-Aspartate aminotransferase

BMI Body mass index

BUN Blood urea nitrogen

CDI Clostridium difficile infection

ESR Erythrocyte sedimentation rate

GCP Good Clinical Practice

GGT gamma-glutamyltranspeptidase

HDL High-density lipoprotein

hs-CRP High sensitivity C-reactive protein

ICH International Conference on Harmonisation

IRB Institutional review board

ITT Intention-to-treatment

LDL Low-density lipoprotein cholesterol

PP Per-protocol PR

RBC Red Blood Cell

RM-ANOVA Repeated measure analysis of variance

SOP Standard of performance

WBC White Blood Cell
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2. 윤리적 고려

(1) 인체적용시험실시기관에서의 인체적용시험계획서 심의

인체적용시험계획서는 피험자의 안전을 충분히 고려하여 작성되었으며, 전북대학교병원 

기능성식품인체시험윤리위원회(Institutional Review Board, IRB)가 심의하여 인체적용

시험 수행을 결정하였다.

전북대학교병원 기능성식품인체시험윤리위원회 최초 승인 일자

:2013년 11월 18일

(2) 피험자 동의

피험자에게 인체적용시험의 목적, 내용, 기능성식품의 효과 및 이상반응에 대하여 사전

에 충분히 설명한 후, 피험자의 자발적 서면동의를 받아 인체적용시험을 진행하였다.

3. 시험자 및 기타시험참여자

(1) 시험책임자

전북대학교병원 소화기내과 이 승 옥 MD, PhD

(2) 공동연구책임자

전북대학교 의학전문대학원 약리학교실 채 수 완, MD, PhD

전북대학교병원 소화기내과 서 승 영 MD

전북대학교병원 기능성식품임상시험지원센터 연구교수 최 은 경 MD

(3) 시험담당자

전북대학교병원 기능성식품임상시험지원센터

소병옥, 정수진, 정수영, 오미라, 박수현, 박은옥, 정은수, 임지희, 장윤진, 김순영, 김예

리, 윤주랑, 박혜림, 박미현, 이소영, 서현영, 노순옥, 최재순, 최영미, 김두겸, 박선이, 

정혜연, Renu yadav

전북대학교병원 소화기내과

조재삼, 송필훈

(4) 의뢰자

한국식품연구원 부설 세계김치연구소 이종희

광주광역시 남구 김치로 86 세계김치연구소
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4. 서론

  유산균이 장내 균총을 개선시킨다는 여러 연구 결과가 보고되고 있으며, 한국 

식품의약품안전처에서는 L.acidophilus, L.casei, L.gasseri, L.delbrueckii spp. Bulgaricus, 

L.heloticus, L.fermentum, L.paracasei, L.plantarum, L.reuteri, L.rhamnosus, L.salioarius, 

Lc. lactis, E.faecium, E.faecalis, S.thermophilus, B.bifidum, B.breve, B.longum, 

B.animalis ssp. lactis를 유산균 증식 및 유해균 억제, 배변활동 원활 등 장 기능 개선 

기능성을 가지는 프로바이오틱스로 인정하였다. 그러나 한국인들이 전통적으로 섭취해 온, 

유산균의 보고라고 알려진 김치에서 유래한 미생물을 사용한 연구는 전무한 실정이다.

  연구자들은 김치유산균의 기능성 구명을 위해 선행연구에서 한국 전통식품인 김치에서 많이 

분리된다고 보고된 10종의 유산균을 세계김치연구소에서 직접 분리 동정하여 확보한 후 

배양하고 동결건조하여 캡슐 제제화 하였다.

  김치미생물복합제에 포함된 10종 유산균은 Lactobacillus plantarum, Lactobacillus 

acidophilus, Lactobacillus brevis, Lactobacillus sakei, Lactococcus lactis, Lactobacillus 

fermentum, Leuconostoc citreum, Leuconostoc mesenteroides, Weissella confuse, 

Pediococcus pentosaceus 으로 구성되며, 이들 모두 식품의약품안전처 식품원재료 

데이터베이스에 ‘식용 가능’으로 분류된 GRAS (generally recognized as safe) 유산균으로서 

김치의 발효과정에 신맛과 감칠맛을 내는데 중요한 역할을 하며, 김치 이외 여러 발효 식품에 

사용되어 온 미생물들이다 (Otgonbayar, et al., 2011, Shin, et al., 2008, Lee, et al., 2005).  

  이들 미생물 중 Lactobacillus plantarum은 식품의약품안전처에서 고시한 probiotics 

유산균으로 Asparagillus 속의 곰팡이에 대해 항진균 활성 (yang & Chang, 2008), 

Lactobacillus acidophilus는 체내 콜레스테롤 강하효과 (Y. T. Ahn, et al., 2004), 

Lactobacillus brevis는 김치뿐만 아니라 피클, 사워크라우트 등 여러 발효식품에서 발견되는 

유산균으로 내산성을 가지며, 장에서 면역활성 증진 (Lee, et al., 1998, Yakabe, et al., 2013), 

Lactobacillus sakei는 박테리오신을 생산하는 균으로 Listeria monocytogenes에 항균 활성, 

GABA 등 생리활성물질 생산 (Ahn, et al., 2012), Lactobacillus lactis는 유제품 발효에 주로 

이용되는 유산균으로 박테리오신 생산 및 항균활성(Yu & Oh, 2011), Leuconostoc 

mesenteroides는 박테리오신을 생성하며 항균 활성 및 만니톨 생성능 (Kim, et al., 1998), 

Lactobacillus fermentum은 항산화 활성, Leuconostoc citreum은 박테리오신을 생성하며 

만니톨을 생성능 (Kim, et al., 2011), Peodiococcus pentosaceus는 위액과 담즙산에 대해 

내성을 가지며, 또한 Listeria monocytogenes 및 Shigella sonnei를 포함하는 식중독 

병원균에 대해 항균활성(Shin, et al., 2012, Kim, et al., 2011) 등의 효과를 가지고 있다고 
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보고되고 있다. 이 중 Lactobacillus plantarum, Lactobacillus acidophilus, Lactococcus 

lactis, Lactobacillus fermentum 4종은 식품의약품안전처 건강기능식품 기준에서 

프로바이오틱스 원료로 공시된 균주이다 (Korea Food and Drug Administration, 2012).

  김치식이를 통한 마우스 분변의 미생물상 변화를 세계김치연구소에서 연구한 결과 비만관련 

미생물인 fermicutes(페르미쿠테스)문 세균은 김치 섭취에 따라 감소하는 효과를, 

bacteroidetes(박테로이데테스)문 세균은 그 수가 증가하였다. 또한 lactobacillaceae 

(lactobacillus 과) 미생물은 김치 섭취에 의해 증가, Clostridium dificilie가 포함된 Clostridia 

강미생물이 유의적으로 감소하는 결과를 얻어 김치유래 미생물의 장내균총 변화에 긍정적 

효과를 보여주었다.

  본 연구에서는 한국김치 유산균을 이용하여 인체 장내 균총 개선 효과를 검증하고자 하며, 

이를 위해 항생제유발설사(Clostridium difficile infection, CDI) 환자에서 CDI에 대한 의학적 

표준치료(Vancomycin 1회 250 mg, 1일 1,000 mg 복용)를 병행하면서  7일간 김치유산균 

107CFU/day투여한 후 장내미생물 변화 및 CDI 치료에 대한 유효성 및 안전성을 평가하기 

위한 탐색적 인체적용시험을 계획하였다.

5. 인체적용시험의 목적

 

6. 인체적용시험계획

6.1. 인체적용시험 방법

  본 인체적용시험은 총 10 명의 피험자를 대상으로 하는 공개, 단일군 연구이다. 피험자는 전

북대학교병원 기능성식품임상시험지원센터에 방문하여 자의적 서면동의서를 작성한 후 신체검

진, 진단검사의학 검사 등을 포함한 스크리닝 검사를 받았으며 스크리닝 방문일로부터 2 주 이

내에 1 차 방문하여 선정 및 제외기준을 재검토 받고 인체적용시험에 등록되었다. 피험자는 1

차 방문일까지 기초평가(Baseline)를 완료한 후 시험용제품을 하루 2 회씩 매일 복용하면서 

CDI 에 대한 의학적 표준치료(Vancomycin 1 회 250 mg, 1 일 1,000 mg 복용)를 병행하면서

8 일째에 인체적용시험계획서에 명시한 검사 등을 수행하며 8 일 동안 인체적용시험에 참여하

였다.

Ÿ 1차 목적:
CDI 환자에게 투여한 김치유산균복합제의 장내 생존 및 장내미생물 균총 

변화를 평가한다

Ÿ 2차 목적: 김치유산균복합제 투여 후 CDI 치료효과   및 안전성을 평가한다.
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6.2. 검사방법 및 대조제품의 선정

6.2.1. 피험자 동의서 (Informed Consent Document, ICD)

  연구자는 인체적용시험 전반에 걸쳐 피험자가 가질 수 있는 질문에 대해 성

실히 답변하였다. 또한 피험자의 인체적용시험 참여 지속 의사에중요할 수 있

는 새로운 정보가 입수되는 대로 적절한 시한 내에 이를 공유하고 피험자가 

인체적용시험 참여로 인한 위험 및 이익을 이해하는지 확인하였다. ICD 가 새

로운 정보에 따라 갱신되는 경우 연구자는 갱신된 ICD 를 사용하여 피험자의 

인체적용시험 참여 지속 의사를 다시 한 번 확인하였다. ICD 는 피험자가 인

체적용시험에 참여하기 이전에 쉬운 용어를 사용하여 인체적용시험 참여에 따

르는 위험 및 이익을 피험자에게 설명하기 위해 사용되었으며, 피험자가 인체

적용시험 참여에 따르는 위험 및 이익에 대해 만족 할 만큼 이해하고 인체적

용시험에 참여하고자 하는지 문서화하기 위해 사용되었다.

  연구자는 각 피험자가 제출한 피험자 동의서를 확인하였다. 여기에는 모든 

인체적용시험계획서 상의 절차수행 및 시험제품의 처방 이전에 적절한 서명 

및 날짜가 기재되어야 하는 점이 포함되었다.

6.2.2. 스크리닝 번호 및 피험자 번호 부여

  인체적용시험에 참여하고자 서면동의한 자원자에게 스크리닝 번호를 부여하

였다. 스크리닝 번호는 S01 로 시작하며, 뒤 숫자 두 자리로 구성되며, 동의

서를 받은 순서대로 부여하였다.

  피험자 번호 부여방법은 스크리닝 검사를 시행하여 본 인체적용시험의 피험

자로서 적합하다고 판단되는 자를 선정하였고, 1 차 방문 시 최종통과되면 통

과 된 순서대로 무작위배정하여 피험자 번호를 부여하였다. 피험자 번호는 

R01 로 시작하며, 뒤 숫자 두 자리로 일정한 규칙을 갖는다. 피험자 번호 숫

자부분의 의미는 다음과 같다. 첫 번째와 두 번째 숫자는 참여한 피험자의 순

서를 나타냈다. 각 피험자에게 부여된 피험자 번호는 인체적용시험이 끝날 때

까지 피험자를 인식하는 피험자식별코드(subject identification code)로 사용

되었다.

6.2.3. 인구학적 정보

  피험자의 신분증을 통하여 성명, 성별, 생년월일, 연령 등 인구학적 정보를 

확인하였다. 연령은 만 나이로 기록하였으며 피험자에게 음주, 흡연력을 조사

하였다.

6.2.4. 병력 및 약물 투여력 조사

  피험자가 동의서에 서명한 시점에서 과거 3 년 이내 병력을 확인하였고, 증

례기록서의 해당 페이지에 기록하였다. 인체적용시험기간 동안 질환이 처음으
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로 발생하거나 병발질환이 시험기간 동안 악화된 경우에는 이상반응으로 간주

하고 기록하였다. 또한 모든 병용약물의 일반명, 용량, 용법, 투여기간 등을 

상세히 기록하였다.

6.2.5.  활력징후

  활력징후는 좌위 혈압, 맥박수 항목을 측정하였다. 혈압은 피험자의 팔이 심

장의 높이에 위치하도록 하여 측정하였으며, 단위는 mmHg 이고 정수로 표기

하였다. 급격한 체위변동 없이 5 분 이상 좌위 자세를 유지한 상태에서 혈압, 

맥박수를 측정하였다.

  활력징후 측정시기가 채혈시기와 일치할 경우, 가급적 활력징후를 먼저 측

정한 후 채혈을 하도록 하였다. 불가피하게 채혈 후 활력징후를 측정할 경우, 

가급적 5 분 이상 시간 간격을 두고 활력징후를 측정하였다.

6.2.6.  신체계측

  신장은 단위를 cm 로 하였으며, 스크리닝 방문 시의 측정값으로 연구 종료 

시까지 기재하였으며, 소수점 첫 째 자리에서 반올림하여 정수로 표기하였다. 

체중은 단위를 kg 으로 하였으며, 소수점 첫째 자리까지 표기하였다(단, 소수

점 둘째 자리까지 나오는 기계일 경우, 둘째 자리에서 반올림하여 첫째 자리

까지 표기하였다). 

6.2.7. 진단검사의학 검사

  진단검사의학 검사는 12 시간 이상 공복상태에서 채혈하여 측정하는 것을 원

칙으로 하되, 시험책임자의 판단에 따라 달리 시행하였으며, 검사 항목은 다음

과 같다:

진단검사의학 검사 항목

Ÿ 혈액학적 검사 

: WBC, RBC, Hemoglobin, Hematocrit, Platelets, hs-CRP

Ÿ 혈액생화학적 검사 

: Na, K, Cl, Total bilirubin, ALP, AST, ALT, γ-GTP, total protein, 

albumin, BUN, creatinine, glucose, total cholesterol, ESR

Ÿ 뇨 검사 

: Specific gravity, pH, nitrite, protein, ketone, glucose, bilirubin, 

urobilinogen, microscopy(RBC, WBC)

6.2.8. Metagenomic analysis.

분변에 존재하는 미생물의 분포를 NGS(차세대염기서열분석법)을 이용하여 
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확인하는 방법이다. 

  분변에서 MG kit을 이용하여 gDNA를 추출한 뒤 bacteria동정에 사용되는 

16S region의 V1~V3에 해당하는 primer를 디자인하여 PCR하였다. PCR 

product는 Roche GS-FLX amplicon library kit을 이용하여 library를 

제작하였고 emPCR을 진행한 후 Roche GS-FLX를 이용하여 

Sequencing하였다. Sequencing이 완료되면 silvar database를 이용하여 

blast하고 taxonomic assignment와 OTU분석을 통해 샘플 내에 존재하는 

미생물의 분포를 확인하였다. 분변 샘플은 채취 후 -70도에 보관하여 

위탁기관에 전달하고 이를 분석 후 폐기하였다.

6.2.9. 임상양상 평가

CDI 치료의 결과를 치료 또는 치료실패로 평가하였다.

▪ 치료 성공: 다음 항목을 모두 만족 할 경우

  ① Day 7까지 설사 호전(2회/day 이하)

  ② Day 8 에 시행한 toxin assay 에서 음성 반응(negative result)

▪ 치료 실패: 다음의 항목 중 하나 이상 만족하는 경우

  ① Day 8 에 하루 3회 이상 설사 지속

② Day 8 에 시행한 toxin assay 에서 양성 반응(positive result)

6.2.10. Stool toxin assay

  환자의 분변을 이용하여 RIDASCREEN®Clostridium difficile Toxin A/B 

EIA(Enzyme Immunoassay) test를 시행, 치료 유무를 평가하였다. 분변 샘플

은 분석 종료 후 폐기하였다.

6.2.11. 이상반응 모니터링

  이상반응에 대한 정보는 수시로 피험자에게 자발적인 보고를 하도록 하였으

며, 그 외에 투약기간 동안 전화 방문과 정기 방문 시 시험담당자의 면담 및 

문진 등 진료를 통하여 확인하였다. 이상반응 조사에는 발현일 및 소실일, 이상

반응의 정도 및 결과, 시험제품/플라세보제품과 관련하여 취해진 조치 및 시험

제품/플라세보제품의 인과관계, 시험제품 이외 의심되는 약제명, 이상반응에 대

한 치료여부 및 내용 등이 포함되었다.

6.2.12. 선정기준/ 제외기준 확인(피험자 적합성 평가)

  스크리닝 방문 시에 수행한, 피험자 동의여부와 인구학적 조사, 병력 및 약품 

투여력 조사, 이학적 검사소견, 심전도, 기타 검사결과를 종합하여 선정기준/제

외기준에 합당하는 피험자 선정이 이루어졌는지 평가하여 기록하였다.
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6.2.13. 시험용제품 처방

  선정기준/제외기준에 합당한 피험자에게 1 차 방문 시(1일) 시험용제품을 처

방하였다. 이 때 피험자는 시험용제품 최초 섭취가 이루어졌으며, 섭취시작 후 

7일에 피험자가 방문하여 시험용제품 반납하도록 하였다.

6.2.14. 반납제품 회수 및 순응도 확인

  반납제품 회수 및 시험용제품의 섭취 순응도는 종료방문 시 피험자가 지참하

고 온 시험용제품의 잔량을 관리영양사가 점검하였다. 섭취하고 남은 잔량은 

반드시 약국에 반납하였고 수불장부를 기록하였다. 각 방문 별 순응도는 100%

를 초과할 수 없으며, 초과할 경우 100%로 간주하였다. 각 방문 별로 순응도를 

계산하여 전체 순응도 평균치가 70% 이상 만족하지 못할 경우 분석에서 제외

하였다. 순응도는 정수로 표기하였다.

6.3. 피험자의 선정

6.3.1. 선정기준

모든 피험자는 다음 기준을 만족하여 인체적용시험에 참여하였다.

1) 만 20 ~ 90 세의 성인 남녀

2) 스크리닝 검사 전 8 주 이내에 항생제 투여 과거력이 있으며 CDI 

진단기준을 만족하는 자

※ CDI 진단기준

: 하루 3 회 이상 무른 변 또는 설사가 있으며, 다음 기준 중 한 가지 

이상을 만족할 때

① 대변검사에서 C.difficile 또는 toxin 양성인 경우

② 대장 또는 직장내시경 또는 조직검사에서 위막성장염의 소견이 있는 

경우 

3) 본 연구에 대한 자세한 설명을 듣고 완전히 이해한 후, 자의로 참여를 

결정하고 주의사항을 준수하기로 서면 동의한 자
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6.3.2. 제외기준

  피험자들이 다음 기준 중 어느 하나라도 해당될 경우 인체적용시험의 

참여에서 배제되었다. 그러나, 위반 내용이 경미할 경우, 시험책임자의 판단 

하에 허용하였다.

1) 약물, 알코올, 시험용제품 또는 성분에 임상적으로 유의한 과민반응 병력이 

있는 자

2) 경구 투약 및 섭취가 불가능한 자 

3) 생명을 위협할 만한 복부합병증(장 파열 및 폐쇄)이 동반된 자

4) 저혈압, 의식불명, 쇼크상태인 자

5) 스크리닝 검사 전 14 일 이내에 Vancomycin 이 투여된 자

6) Vancomycin 치료에 실패하였던 CDI 기왕력이 있는 자

7) C. difficile 이외 감염성 원인에 의한 설사가 입증된 자

- Salminella, Shilgella, and Campylobacter species, etc

- Virus, ova and parasites, etc

8) 스크리닝 검사 전 2 개월 이내에 타 인체적용시험에 참여한 자

9) 수유부, 임신부 또는 시험기간 중에 임신계획이 있는 자

10) 진단검사의학 검사 결과를 비롯한 기타 사유로 인하여 시험책임자가 연구 

참여에 부적합하다고 판단한 자

6.4. 인체적용시험용 제품

6.4.1. 섭취방법 

1 차 방문 시점에서 피험자 번호가 부여되고 이후에 시험기간 7 일 동안 매일 

복용하였다.

Ÿ 김치유산균: 1 일 2 회, 1 회 1 캡슐 (107CFU/일), 미지근한 물 또는 찬물과 

함께 복용

6.4.2.  인체적용시험용 제품선정

Ÿ 김치유산균
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-성상 및 제형: 김치유래 유산균 10 종을 함유하는 동결건조분말을 캡슐에 

밀봉하여 제조

-저장방법: 냉동보관

지표성분명 구조 함량

Lactobacillus plantarum 그람양성, 혐기성 간균 107CFU

Lactobacillus lactis 그람양성, 통성혐기성   간균 107CFU

Lactobacillus acidophillus 그람양성, 호기성 간균 107CFU

Leuconostoc mesenteroides

그람양성, 통성혐기성균, 액체

배지에서는 구균, 고체배지에

서는   간균

107CFU

Leuconostoc citreum

그람양성, 통성혐기성균, 액체

배지에서는 구균, 고체배지에

서는 간균

107CFU

Weissella confuse 그람양성 통성혐기성균 107CFU

Lactonacillus fermentum 그람양성, 혐기성 간균 107CFU

Lactobacillus brevis 그람양성, 호기성 간균 107CFU

Lactobacillus sakei 그람양성, 혐기성 간균 107CFU

Pediococcus pentosaceus 그람양성, 혐기성 구균 107CFU

콩가루 - 30 mg

6.4.3. 과거 병력 및 병용 투여

1) 과거 병력

피험자가 동의서에 서명한 시점에서, 문진 시 3 년 이내에 가지고 있는 

과거 병력을 증례기록서의 해당 페이지에 기록하였다.

시험기간 동안 질환이 처음으로 발생하거나 병발질환이 시험기간 동안 

악화된 경우에는 이상반응으로 간주되고 증례기록서의 이상반응 페이지에 

기록하였다.

2) 병용가능 약물

•   CDI 진단을 받은 피험자에게 CDI 에 대한 의학적 표준치료를 위하여 

Vancomycin 1 회 250 mg, 1 일 1,000 mg 복용을 병행한다.
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•   피험자가 시험에 참여하기 2 주 이전부터 복용하고 있던 약물 중 본 

시험의 결과 해석에 영향을 미치지 않을 것으로 판단되는 

병용약물(제품)은 연구책임자의 판단 하에 허용하였다.

• 기타 질환 또는 이상반응의 치료를 목적으로 일과성으로 사용되는 

약제는 담당 의사와 상의를 통하여 병용 투여하였다.

• 연구책임자의 판단 없이 임의로 투약한 약물이 시험의 유효성 평가에 

영향을 줄 수 있다고 예상되는 경우 이 피험자는 탈락하였다. 투여한 

모든 제품 및 투여사유는 반드시 증례기록서에 기재하였고 

연구책임자가 서명하였다.

3) 병용금지 약물

다음에 열거하는 약물은 시험기간 동안 병용투여를 금지하도록 하였다. 

• 결과에 영향을 미칠 수 있는 식품: 발효유제품(특히 요구르트)

• 배변활동 개선 건강기능식품(대두올리고당, 라피노스, 목이버섯, 

분말한천, 이소말토올리고당, 자일로올리고당, 커피만노올리고당분말, 

프락토올리고당, 프로바이오틱스 등)

• 기타 연구자가 인정하지 않는 제제나 제품

 피험자의 다른 의학적 증상 치료를 담당하는 의사의 판단에 따라 

인체적용시험 기간 중 피험자의 치료를 위해 병용금기 약물의 사용이 

필요한 경우에 해당 피험자는 즉시 인체적용시험을 중단하였으며, 

증례기록서의 마지막 페이지에 관련내용을 자세히 기록하였다.

6.4.4. 인체적용시험 순응도

  시험제품의 섭취상황에 대하여 종료방문 시 피험자에게 섭취 후 남은 

시험제품을 지참하고 방문하도록 지도하여 피험자가 지참하고 온 시험제품의 

잔여량을 반납 받고 순응도를 확인하였다. 피험자가 지참하고 온 잔여량은 

반드시 약국에 반납하여 수불장부를 기록 하였다.

6.5. 유효성 및 안전성 관련 변수

6.5.1. 유효성 평가 변수

• 1 차 유효성 평가변수

김치유산균 장내 생존 및 장내미생물 균총 변화

• 2 차 유효성 평가변수
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6.5.2. 안전성 평가 변수

자 · 타각 증상 등 이상반응 모니터링, 진단검사의학 검사, 활력징후, 심전도

인체적용시험 기간 중 시험제품 관련 이상반응을 경험한 피험자의 비율을 요

약 제시하였다. 

▶  자·타각 증상 등 이상반응

1) 이상반응의 중증도 (Severity) 평가

  

2) 이상반응의 인과관계(relationship) 평가

1 = 경증

(Mild)

피험자가 거의 느끼지 못할 정도로 정상적인 일

상생활(기능)을 저해하지 않는 정도. 대부분 치료

가 필요하지 않는 정도

2 = 중등도

(Moderate)

피험자가 불편감을 느낄 수 있으며, 정상적인 일

상생활(기능)을 저해하는 정도. 피험자가 시험을 

계속할 수는 있으나 치료가 필요할 수도 있는 정

도

3 = 중증

(Severe)

피험자가 매우 불편하여 일상생활(기능)이 불가

능하고, 시험의 계속적인 참여가 불가능한 정도. 

치료나 입원이 필요할 수 있는 정도

※ CDI 치료의 결과(치료 성공, 치료 실패)

■ 치료 성공: 다음 항목을 모두 만족할 경우

 A. day 7 까지 설사 호전(2 회/day 이하)

 B. day 8 에 시행한 toxin assay 에서 음성 반응(negative result)

■ 치료 실패: 다음의 항목 중 하나 이상 만족하는 경우

 A. Day 8 에 하루 3 회 이상 설사 지속

 B. Day 8 에 시행한 toxin assay 에서 양성 반응(positive result)

관련 없음

(Not related)

시험제품 사용과 관련되지 않은 이상반응

-피험자가 시험제품을 섭취하지 않은 경우

-시험제품 섭취와 이상반응 발현간의 시간적     

 순서가 타당하지 않은 경우

-이상반응에 대해 다른 명백한 원인이 있는      

 경우

확실치 않음

(Doubtful)

이상반응에 대한 다른 대체설명이 더 가능성이 

큰 경우, 예를 들어 병용약물, 동반질환 또는 
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시간적으로 볼 때 인과관계의 가능성이 적은 

이상반응

-이상반응에 대해 보다 가능성 있는 원인이 있는 

경우

-섭취중단 결과(실시한 경우)가 음성이거나 

모호한 경우

-재 섭취 결과(실시한 경우)가 음성이거나 모호한 

경우

관련이 있을 가

능성이 있음

(Possible)

시험제품 사용이 원인이 될 수 있는 이상반응. 

예를 들어 병용약물, 동반질환에 의한 것인지 

확실하지 않음. 시간적으로도 타당성이 있으며, 

따라서 인과관계를 배제할 수 없는 경우.

-시험제품을 섭취하였다는 증거가 있는 경우

-시험제품 섭취와 이상반응 발현 간의 시간적 

순서가 타당한 경우

-이상반응이 다른 가능성 있는 원인들과 같은 

수준으로 시험제품에서 기인한다고 판단되는 

경우

-섭취중단(실시한 경우)으로 이상반응이 소실된 

경우

가능성이 높음

(Probably)

시험제품 사용이 원인이 될 수 있는 이상반응. 

시간적 연관성도 설득력이 있음 (섭취 중단으로 

확인됨). 예를 들어 병용약물, 동반질환에 의한 

가능성이 적은 경우. 

-시험제품을 섭취하였다는 증거가 있는 경우

-시험제품 섭취와 이상반응 발현간의 시간적   

순서가 타당한 경우

-이상반응이 다른 원인보다 시험제품 섭취에 

의해 더욱 개연성 있게 설명되는 경우

-섭취중단(실시한 경우)으로 이상반응이 소실된 

경우

매우 

가능성이 높음

(Very likely)

시험제품의 기여 가능성이 있는 이상반응으로 

명시된 이상반응으로, 다른 대체 설명에 의해서 

합리적으로 설명될 수 없는 경우로서, 시간에 

따른 관련성이 매우 설득력이 있는 경우 (섭취 

중단과 재 섭취로 확인됨).

-시험제품을 섭취하였다는 증거가 있는 경우

-시험제품 섭취와 이상반응 발현간의 시간적 

순서가 타당한 경우

-이상반응이 다른 어떤 이유보다 시험제품 

섭취에 의해 가장 개연성 있게 설명되는 경우
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3) 이상반응과 관련하여 취해진 조치 (Action Taken)

ž     연구책임자는 시험 시작일로부터 시험 종료 후 30일 이내까지 발생한 

이상반응을 보고한다. 중대한 이상반응의 기준을 만족시키는 이상반응은 

“중대한 이상반응보고서 양식”을 사용하여 보고하였다. 피험자가 시험을 

완료 (추적관찰 포함)한 후 30일 이내에 연구자에게 자발적으로 보고하는 

중대한 이상반응도 위와 같이 보고하였다. 

ž     이상반응 기록: 이상반응의 심각성, 발현 정도 또는 투여제품과의 연관

성과 관계없이 모든 이상반응은 근거문서와 증례기록서에 의학적 용어로 

기록되었다. 징후 및 증상이 일반적인 병인에서 기인할 때 가능한 경우 이

에 대한 진단이 실시되었다. 연구자는 증례기록서에 이상반응과 시험제품 

투여 사이의 관련성에 관한 소견을 기록하였다. 이상반응 관리를 위해 요

구되는 모든 측정 방법들은 의뢰자의 지시사항에 따라 근거문서에 기록되

었다.

ž     연구책임자/담당자의 책무: 시험 중 발생한 모든 중대한 이상반응은 

연구책임자/담당자에 의해서 인지된 후 24 시간 이내에 해당 의뢰자의 

연락 담당자에게 보고하였다. 중대한 이상반응은 중대한 이상반응 보고서 

양식을 통해 의뢰자 (필요한 경우 IRB)에게 전달되며, 이는 연구담당자에 

-섭취중단(실시한 경우)으로 이상반응이 소실된 

경우

-재 섭취결과(실시한 경우)가 양성인 경우

-이상반응이 시험제품 또는 동일계열의 제품에 

대해 이미 알려져 있는 정보와   일관된 양상을 

보이는 경우

0=취해진 조치 없음 No action taken

1=시험제품의 

   일시적 섭취 중단

Study product temporarily   

interrupted

2=시험제품의 섭취 중단 
Study product   permanently 

discontinued

3=치료약물 병용 섭취 Concomitant medication taken

4=비약물치료 Non-drug therapy given

5=입원/입원 기간의 연장
Hospitalization/Prolonged  

hospitalization
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의해 서명된다. 중대한 이상반응의 첫 보고는 이메일, 팩스나 전화로 

하였으며, 전화 보고 이후 중대한 이상반응에 대한 보고는 당일 근무일 

이내에 연구담당자에 의해서 중대한 이상반응 보고서 양식을 

작성/완료하여 전송하였다.

6.6. 자료의 질 보증

  인체적용시험 자료의 정확성 및 신뢰성을 보증하기 위한 조치로는 적합한 

자격요건을 가진 인체적용시험자와 시험기관을 선정하여 인체적용시험이 실시되기 

이전에 인체적용시험자 및 담당자에 의한 인체적용시험계획서의 검토, 인체적용시험 

의뢰자에 의한 주기적인 시험기관 모니터링 방문, 검사실로부터 얻은 인체적용시험 

자료들을 인체적용시험 의뢰자에게 자료파일로 전송하는 일등이 포함되었다. 혈액, 

혈청 및 소변 샘플의 수집, 준비와 운송에 대한 서면으로 된 지시사항이 제공되었다. 

인체적용시험 시작 전에 증례기록서 완성지침이 제공되고, 인체적용시험 담당자들 

사이에서 검토되었다. 인체적용시험 의뢰자는 시험기관 방문 동안, 그리고 

증례기록서가 의뢰자에게 회수된 후에 증례기록서의 정확성과 완결성을 검토되었다. 

내용이 일치하지 않을 때에는 인체적용 시험자 또는 담당자와 함께 적절한 방법으로 

해결하였다. 자료는 인체적용시험 데이터베이스로 보내져 정확성을 확인 받았다. 

  

6.7. 인체적용시험 계획서의 통계적 분석방법 및 피험자 수

6.7.1. 통계적 분석방법

 본 인체적용시험의 피험자로부터 얻어진 자료는 크게 Safety군, 

ITT(intention-to-treat)군과 PP(per protocol)군으로 분석하였다.

•  Safety군은 인체적용시험에 참여하여 최소한 1회 이상 

인체적용시험용제품을 섭취한 피험자를 대상으로 분석하였다.

•  ITT군은 인체적용시험용제품 섭취 후, 최소한 1회 이상 주 평가변수에 

대한 측정이 이루어진 피험자를 대상으로 하였다.

•  PP군은 ITT군에 포함되는 피험자 중 인체적용시험 계획서에 따라 

인체적용시험을 완료한 피험자를 대상으로 분석하였다.

•  유효성 평가에 대한 자료는 PP군을 주 분석대상으로 하였다. 안전성 평가에 

대한 자료는 Safety군에 대해 분석하여 본 시험제품에 대한 안전성을 

평가하였다.

1) 유효성 분석

유효성 평가항목의 변화는 섭취 전∙후 차이를 비교하기 위하여 paired 

t-test, linear mixed model, Chi-square test 또는 Fisher’s extract test 
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등으로 검정하였다. 시험책임자의 판단에 따라 비정상적으로 높은 수치에 

대해서는 분석대상에서 제외시켰다.

2) 안전성 분석

안전성 평가에 대한 일차적 집단은 적어도 1 회 이상의 인체적용시험용제 

품을 섭취한 모든 피험자들이다.

• 이상반응

인체적용시험 기간 동안 보고된 모든 이상반응을 도표화한 후 이상반응의 

발생률을 구하였다. 

• 진단검사의학 검사, 활력징후, 심전도

진단검사의학 검사, 활력징후, 심전도 자료는 검사 유형별로 요약하였다. 

계획된 시점의 각 분석 대상 검사 자료에 대해서는 기술 통계량이 

제시되었으며, 기초 평가일 결과로부터의 변화 정도가 제시되었다. 

6.7.2. 피험자 수

1) 피험자 수

총 피험자 수는 10 명으로 하였다. 

2)  피험자 수 산정 근거

  본 인체적용시험의 목적은 항생제 투여 합병증으로 인한 항생제유발설사(

CDI) 환자에서 김치유산균복합제 투여가 장내미생물 변화 및 CDI 치료에 

미치는 영향을 알아보기 위한 탐색적 인체적용시험이다. 이는 전형적인 

통계적 가설 검정을 위한 시험과는 성격이 다르며, 어떤 수식에 의한 

근거보다는 그 목적을 충족시키는 한도 내에서 경험적으로 요구되는 

최소한의 피험자 수로 진행하는 것이 바람직하다. 따라서 본 인체적용시험 

피험자 수를 10 명으로 설정하였다.

6.8. 인체적용시험 수행 및 분석방법의 변경

인체적용시험 수행 중 몇몇 항목에 대하여 최초 승인된 계획서로부터 변경사항이 

있었다. 그러나 인체적용시험 전체 일정에 영향을 줄 정도의 중대한 사항은 없었다.
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7. 피험자

  본 인체적용시험의 목표 피험자 수는 총 10명으로, 총 8명의 자원자가 스크리닝 검사를 

받았다. 자원자는 서면동의서를 작성한 후 피험자 적합성 평가를 받았으며 그 결과 8명의 

피험자가 적격 피험자로 선정되었고 중도탈락자는 없었다. 총 8명의 피험자가 시험계획서

에 명시 된 바에 따라 정상적으로 시험을 수행 완료하였다(figure 1). 

  본 인체적용시험은 확증적 인체적용시험의 시험용제품 설정을 위한 탐색적 연구로서, 목

표 피험자 수 10명이 모두 등록되기 전에 확증적 인체적용시험용제품 설정을 완료하여 총 

8명의 피험자를 인체적용시험 수행 완료 시킨 후에 조기종료 하였다.

Figure 1. 피험자 참여 실태
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8. 피험자의 인구학적 정보

  본 인체적용시험에 참여하여 최소 1회 이상 시험용제품을 복용한 피험자, 즉 Safety군 

8명을 대상으로 인구학적 정보를 분석하였으며, 자세한 인구학적 정보를 table 1에 요약하

였다. 

  스크리닝 당시 전체 피험자 8명의 평균 연령은 76.6±9.7세이고, 평균 신장은 

158.3±9.7cm, 평균 체중은 61.1±8.2kg, 평균  체질량지수(BMI)는 24.3±1.5kg/m2로 모

두 비음주자, 비흡연자였다. 스크리닝 당시 전체 피험자의 수축기혈압은 125.1±11.3 

mmHg, 이완기혈압 73.0±12.4 mmHg, 맥박수는 분당 84.9±16.2회였다(table 1). 

Table1. 인구학적 정보

Values are presented as mean±SD.

9. 순응도

  인체적용시험용제품의 투여상황에 대하여 매 방문마다 피험자가 지참하고 온 인체적용시험

용제품의 잔여량을 반납 받고 순응도를 확인하였다. 평가방법은 아래와 같으며, 순응도가 70% 

미만일 경우 탈락처리 하였다.

섭취한 제품 수 = 처방한 총 제품 수 - 반납한 제품 수

100
)(   

)(  %)( ´=
B

C
수제품할섭취해야

수제품섭취한
순응도섭취

  본 연구기간 중 처방한 제품 수는 14 캡슐이고, 모든 피험자가 인체적용시험기간(7일) 동안 

처방한 제품을 모두 복용하여 제품 순응도(Compliance)는 100%이며, 순응도 미달로 탈락한 

피험자는 없었다.

   
전체(n=8)

나이 (세) 76.6±9.7

성별(남/여) 3/5

신장 (cm) 158.3±9.7

체중 (kg) 61.1±8.2

BMI(kg/m2) 24.3±1.5

활력징후

수축기혈압(mmHg) 125.1±11.3

이완기혈압(mmHg) 73.0±12.4

맥박수(회/분) 84.9±16.2



- 93 -

10. 유효성 평가

10.1. 유효성 평가 분석 결과

10.1.1. Metagenomic analysis.

Metagenomic analysis 분변에 존재하는 미생물의 분포를 NGS(차세대염기서열분석법)

을 이용하여 세계김치연구소에서 확인하였다. 

김치유산균복합제 섭취 7일 후, 섭취 전에 비해 장내에 존재하는 Lactobacillus, 

Lactococcus, Leuconostoc, Weissella의 비율이 증가하였으며, 인체에 장질환을 유발

하는 유해균인 Clostridium, Salmonella의 비율이 감소한 것을 확인하였다(figure 2). 

Figure 2. 장내 미생물 균총 변화

피험자의 분변을 통해 김치유산균복합제의 장내 생존 여부 확인 결과, 김치유산균복합

제에 포함된 김치유산균이 확인되었으며 이는 피험자들이 섭취한 김치유산균이 장내에

서 정착하여 분변에서 검출 된 것으로 생각된다(figure 3).
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Figure 3. 김치유산균의 장내 생존 확인

10.1.2. 유효성 평가 결과: Stool toxin 

  Stool toxin은 환자의 분변을 사용하여 RIDASCREEN®Clostridium difficile Toxin 

A/B EIA(Enzyme Immunoassay) test를 시행하고, 치료 유무를 평가하였다. 총 8명의 

피험자 중 2명의 피험자가 3차 방문일에 분변 채취를 하지 못하여 분석에서 제외하였

다.

  섭취 전 ․ 섭취 7일 후 stool toxin 변화를 비교한 결과, 김치유산균복합제 섭취 전 

양성에서, 섭취 7일 후 음성으로 변화한 피험자가 2명, 변화가 없는 피험자는 4명이었

으며, 변화가 있는 피험자와 변화가 없는 피험자 빈도수 간에 통계적으로 유의한 차이

가 없었다(P>0.05)(table2-3). 

Table2. 시험제품 섭취 7일 후 Stool toxin 변화

    1) McNemar test

스크리닝

(Baseline, N=8)

3차 방문(N=6) P – 

value1)
음성 양성

김치유산균복합제
(n=8)

음성 (N=5) 4 0
0.091

양성(N=3) 2 0
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 Table3. 피험자 별 시험제품 섭취 7일 후 Stool toxin 변화

    1) McNemar test

10.1.3. 유효성 평가 결과: 항생제유발설사 치료에 대한 임상 양상 평가 결과

  항생제유발설사 치료에 대한 임상 양상 평가는 섭취 후 7일까지 설사가 하루 2회 이

하이거나, stool toxin assay 에서 음성 반응을 보인 경우를 치료 성공으로 평가하였다.

  섭취 전 ․ 섭취 7일 후 항생제유발설사에 대한 임상양상 평가 결과, 8명 피험자 중 8

명 전체 피험자의 설사횟수가 하루 2회 이하로 감소하였고, 2명의 피험자가 stool 

toxin assay 에서 김치유산균복합제 섭취 전 양성반응에서 섭취 7일 후 음성 반응으로 

변화하여 모든 피험자에서 항생제유발설사의 치료 성공을 확인하였다.

10.1.4. 추가분석:  신체계측 지표

  체중과 체질량지수로 이루어진 신체계측지표를 스크리닝 방문과 2차방문에 측정하

였으며, 분석 결과를 Table14 에 요약하였다.

섭취 전 ․ 섭취 7일 후 신체계측지표 항목 중 통계적으로 유의한 변화가 있는 항목은 

없었다(P>0.05). 

Table 14. 섭취 전 · 섭취 7일 후 신체계측 변화

Values are presented as mean ± SD 
1) Analyzed by Paired t-test, 

  

스크리닝

(섭취 전)

2차방문

(섭취 7일 후)
P – value1)

R01 음성 음성

0.091

R02 양성 음성

R03 음성 음성

R04 음성 음성

R05 음성 음성

R06 음성 -

R07 양성 음성

R08 양성 -

김치유산균복합제(n=8)

P-value1)스크리닝

(섭취 전)

2차방문

(섭취 7일 후)

몸무게(Kg) 61.1±8.2 61.4±8.2 0.772

BMI(Kg/m2) 24.3±1.5 24.4±0.9 0.816
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11. 안전성 평가

 본 인체적용시험은 김치유산균복합제를 섭취하였을 때, 체내 변화를 살펴보는 것을 목적으로 

하였다. 안전성 평가는 인체적용시험에 참여하여 최소 1회 이상 시험용제품을 섭취한 피험자 

8명을 대상으로 분석하였다.

11.1.  자·타각 증상 등 이상반응

이상반응 발생률에 대한 결과를 Table15에 요약하였다. 

본 연구기간 동안 전체 피험자 8명 중 7명에서 7건의 경도 또는 중등도 이상반응이 

발생하였다. 경도 또는 중등도 이상반응 내용은 허혈성 대장염 1건, 발열 2건, 복통 1

건, 감기 1건, 혈당상승 1건, 혈변 1건이었다. 이상의 증상 및 징후는 CDI 질환 자연

경과 중에 나타날 수 있는 것으로써 시험용제품 섭취와 인과관계가 없는 것으로 판단

하였다. 

Table 15. 이상반응 발생 여부

Values are presented as number (percentage).

11.2. 진단검사의학 검사

혈액학 검사와 혈액생화학 검사, 소변 검사로 이루어진 진단검사의학 검사를 스크리닝 

방문과 2차방문에 실시하였으며, 분석 결과를 Table16 에 요약하였다.

진단검사의학 검사 항목 측정치에서 시험용제품 섭취 전에 비해 섭취 7일 후 ALT, 

Total cholesterol, hs-CRP 항목이 통계적으로 유의하게 변화하였으나(P=0.013, 

P=0.031, P=0.031), 참고치 범위 내에서 일어난 임상적 의미가 없는 변화라고 판단하

였다. 그 외 다른 항목에서는 통계적으로 유의한 변화가 없었다(P>0.05).

전체 (n=8)

이상반응 발생 N (%) 7(87.5%)
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Table 16. 인체적용시험용제품 섭취 전 · 7일 후 진단검사의학 검사 결과

Values are presented as mean ± SD 

1) Analyzed by Paired t-test or Wilcoxon singed-rank test

11.3. 활력징후

매 방문 마다 피험자들의 활력징후(수축기혈압, 이완기혈압, 맥박수)를 측정하였으며, 

분석 결과를 Table17 에 요약하였다.

김치유산균복합제 섭취에 따른 활력징후를 평가한 결과, 섭취 전에 비해 섭취 7일 후 

임상적으로 이상 소견을 보이는 수치는 없었다(P>0.05)

항목
스크리닝

(섭취 전)

2차방문

(섭취 7일 후)
P-value

WBC (4.8~10.8×103/µL) 12.0±8.0 9.3±4.6 0.281

RBC (남: 4.7~6.1×1003,여: 4.2~5.4×1003/µL) 3.6±0.7 3.7±0.7 0.472

Hemoglobin (남: 13~18, 여: 12~16g/dL) 11.2±2.0 11.4±2.0 0.508

Hematocrit (남: 42~52, 여: 37~47%) 33.0±6.1 34.0±5.9 0.363

Platelet (130~450×103/µL) 240.6±88.1 278.3±130.6 0.168

ESR(~20mm/hr) 21.4±17.1 28.3±16.0 0.429

Na (135~150 mmol/L) 138.5±6.8 134.8±3.8 0.563

K (3.5~5.5 mmol/L) 3.5±0.8 4.0±0.7 0.254

Cl (91~110 mmol/L) 106.6±12.2 100.9±4.5 0.254

ALP (45~129IU/L) 94.9±39.5 89.3±21.4 0.930

GGT (남: 12~73, 여: 8~48IU/L) 37.8±35.3 37.5±24.3 0.970

AST (12~33IU/L) 26.3±14.7 32.8±13.8 0.111

ALT (5~35IU/L) 15.4±8.5 22.3±6.5 0.013

Total bilirubin (0.2~1.2mg/dL) 0.8±0.6 0.7±0.2 0.226

Total protein (6.7~8.3g/dL) 5.6±0.7 6.1±0.8 0.051

Albumin (3.5~5.3g/dL) 3.1±0.5 3.3±0.6 0.108

BUN (8~23mg/dL) 22.1±24.1 19.8±21.7 0.491

Creatinine (0.7~1.7mg/dL) 2.0±4.0 1.8±3.2 >0.999

Total cholesterol (~200mg/dL) 96.6±39.9 126.9±44.4 0.031

Glucose (74~106mg/dL) 131.3±83.4 139.3±56.6 0.438

hs-CRP (50~200IU/L) 110.1±77.3 46.3±65.6 0.031

SG (1.005~1.030) 1.0±0.0 1.0±0.0 0.098

pH (4.5~9.0) 6.0±0.4 6.1±0.6 0.875
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Table 17. 방문 별 활력징후 측정 결과

Values are presented as mean ± SD

1) Analyzed by Paired t-test or Wilcoxon singed-rank test

12. 결론 및 고찰

  본 인체적용시험은 CDI 환자에서 CDI에 대한 의학적 표준치료에 병행한 김치유산균복합제 

섭취가 장내미생물변화 및 항생제유발설사 치료에 미치는 영향과 안전성을 평가하기 위한 8일 

간 공개, 단일군 연구이다. 

  본 인체적용시험은 총 8명의 자원자가 서면동의서를 자발적으로 작성한 후 스크리닝 검사를 

받았고, 피험자 적합성 평가를 통해 총 8명이 적격 피험자로 선정되었다. 선정된 피험자는 8일

간 본 인체적용시험에 참여하였으며, 중도탈락자가 없이 총 8명의 피험자가 시험계획서(프로토

콜)에 명시한 바에 따라 정상적으로 인체적용시험을 종료하였다.

  시험자는 모든 피험자를 대상으로 시험계획서에 정해진 바에 따라, CDI에 대한 의학적 표준

치료(Vancomycin 1회 250 mg, 1일 1,000 mg 복용)를 병행하면서 김치유산균복합제 섭취 

전과 섭취 7일 후 김치유산균 장내 생존 및 장내미생물 균총 변화, stool toxin, 항생제유발설

사 증상에 대한 임상양상 평가 등의 유효성 평가 및 진단검사의학 검사를 비롯한 안전성 평가

를 시행하였다.

  김치유산균 장내 생존 및 장내미생물 균총 변화를 분석한 결과, 김치유산균복합제 섭취 7일 

후, 섭취 전에 비해 장내에 존재하는 Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc 및 Weissella 

종의 비율이 증가하였으며, 인체에 장질환을 유발하는 유해균인 Clostridium과 Salmonella 종

의 비율이 감소하였다. 

  피험자의 분변을 통해 김치유산균복합제의 장내 생존 여부 확인 결과, 시험용제품인 김치유

산균복합제에 포함된 김치유산균의 존재가 확인되었다. 김치유산균복합제를 통해 섭취한 김치

유산균이 장내에서 정착하여 분변에서 검출 된 것으로 판단하였다.

김치유산균복합제 (n=8)

P-value1)

1차방문

(섭취 전)

2차방문

(섭취 7일 후)

수축기혈압(mmHg) 123.1±11.4 113.1±8.6 0.085

이완기혈압(mmHg) 72.1±12.4 77.1±16.1 0.494

맥박수(회/분) 81.9±14.7 83.9±21.1 0.773
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  Stool toxin 변화를 비교한 결과, 김치유산균복합제 섭취 전 stool toxin 양성인 피험자 

(N=3) 중 섭취 7일 후 음성으로 변화한 피험자가 2명, 섭취 전 stool toxin 음성 (N=4), 섭취 

7일 후에도 음성으로 결과에 변화가 없는 피험자는 4명이었다. 변화가 있는 피험자와 변화가 

없는 피험자 빈도수 간에 통계적으로 유의한 차이는 없었지만(P>0.05), stool toxin 양성인 피

험자(N=3) 중 섭취 7일 후 대변 채취 및 stool toxin assay 가 가능했던 2명의 피험자 모두 

섭취 전 stool toxin 양성에서 섭취 후 stool toxin 음성으로 변화하였다.

  항생제유발설사에 대한 임상양상 평가 결과, 8명 피험자 중 모든 피험자의 설사횟수가 하루 

2회 이하로 감소하였고, 김치유산균복합제 섭취 전 stool toxin assay 에서 양성반응에서 보

였던 2명의 피험자는 섭취 7일 후 음성 반응으로 변화하여 모든 피험자에서 항생제유발설사 

치료 성공을 확인하였다.

  안전성 평가를 위해 인체적용시험에 참여하여 최소 1회 이상 시험용제품을 섭취한 피험자 8

명(Safety군)을 대상으로 이상반응, 진단검사의학 검사(혈액학적 검사, 혈액생화학적 검사, 뇨

검사), 활력징후 등의 측정 결과를 분석한 결과, 총 8명의 피험자 중 7명의 피험자에서 총 7건

의 경도 또는 중등도 이상반응이 발생하였으며, 인체적용시험용제품 섭취와 인과관계가 없다고 

판단하였다. 진단검사의학 검사 및 활력징후에서도 통계적으로, 그리고 임상적으로 의미 있는 

변화가 없었다(P>0.05).

  요약하면, 본 인체적용시험을 통해 항생제유발설사 (Clostridium difficile infection, CDI) 를 

가진 피험자가 CDI 에 대한 의학적 표준치료에 병행하여 김치유산균복합제를 섭취할 때 모든 

피험자가 CDI 치료에 성공하였고, 섭취한 김치유산균이 장내 생존하며, 인체에 유익한 

Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc 및 Weissella 종의 비율이 증가하고, 유해균인 

Clostridium과 Salmonella 종의 비율이 감소함을 확인하였다. 따라서 김치유산균복합제 섭취

가 인체에 안전하면서 의학적 치료 목적에 의한 항생제 사용에서 나타날 수 있는 장내 균총 

불균형을 예방하거나 개선할 가능성이 있음을 알 수 있었다.
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Ⅵ. 연구성과 및 성과활용 계획

1. 연구 성과 

(1) 학술대회 발표 2건

2014. 한국미생물 생명공학회 포스터 및 구두발표 

(2) 특허

출원번호: 10-2014-0086872, 락토바실러스플란타룸 ＷＩＫＩＭ１８ 및 이를 포함하는 

조성물

(3) 논문

Jang JY, Lim HI, Park HW, Choi H-J, Kim T-W, Kang M, Lee J-H. 2014. Draft 

genome sequence of Lactobacillus plantarum wikim18, isolated from Korean kimchi. 

Genome Announc. 2(3):e00467-14. doi:10.1128/genomeA.00467-14.

2. 성과활용 계획

  본 연구를 통하여 김치미생물이 항생제에 의하여 불균형화된 장내균총의 개선 효과가 있다

는 것을 동물 실험을 통하여 확인하였으며, 위막성 대장염 (CDAD) 환자에 있어서도 장내에 

정착한다는 것을 확인하였다. 이러한 결과는 기존의 유산균제제이외에 환자를 대상으로 하는 

제품 개발 가능성을 보이고 있으며 기술 이전을 통하여 고부가 제품 개발이 가능할 것이다. 
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주      의

1. 이 보고서는 농림축산식품부에서 시행한 한식세계화 용역연구사업 (김치섭

취에 의한 장내 유산균이 항생제 투여환자의 장내 미생물증식 안정화에 미

치는 영향 연구)의 연구보고서입니다.

2. 이 보고서 내용을 발표할 때에는 반드시 농림축산식품부에서 시행한 한식

세계화 용역연구사업(김치섭취에 의한 장내 유산균이 항생제 투여환자의 장

내 미생물증식 안정화에 미치는 영향 연구)의 연구결과임을 밝혀야 합니다.

3. 국가과학기술 기밀유지에 필요한 내용은 대외적으로 발표 또는 공개하여

서는 아니됩니다.
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