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리를 구축함

- 대변 시료들로부터 한국인 유래 장내 미생물 균주 라이브러리를 구축

하고, 관련 미생물 유전체 정보를 확보함.

- 확보한 한국인 유래 장내 미생물 균주들을 대상으로, 안정성 및 면역기

능 기능성을 in vitro 모델에서 평가하여 핵심 기능성 미생물 소재인

Lactobacillus rhamnosus SNUG50430을 발굴하였으며, 이의 대량 생산 조건

최적화를 꾀함

- 천연물 라이브러리로부터 유망 소재를 선정, 장내 균총 개선능을 검증

한 천연 프리바이오틱스 소재 발굴을 완료함

- 시제품의 면역기능 및 장내 균총 개선능을 in vivo 마우스 모델에서 입

증하였으며, 제품 맞춤형 대량 생산 공정을 구축함
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연구의

목적 및 내용

<연구 목적>

연령 및 건강상태별 한국인 장내 미생물총 특성 분석을 통한 장내 미생물

총 밸런스 및 면역 기능 개선 소재 발굴 및 발효 유제품의 개발

<연구 내용>

� 연령 및 건강상태에 따른 한국인 장내 미생물총 분석 및 소재 라이브

러리 구축

- 연령별, 건강상태별 인체 대변시료 확보 및 차세대염기서열분석 (16S

rRNA)을 통한 장내 미생물 군집 메타게놈 분석

- 단변량, 다변량 분석을 통한 연령별 및 면역 관련 건강 상태에 따른

한국인 장내 미생물총 특징 분석

- 연령별, 건강상태별 표준 장내 미생물 및 유해균, 유익균 대량 분리

동정

- 장내 미생물총 분석을 위한 인체 대장모사시스템 구축

- 천연물 라이브러리를 활용한 천연 프리바이오틱스 소재 발굴

- in vitro 장내 미생물-동물세포 혼합 배양을 통한 면역기능 개선 효

능 평가

- 장상피세포 tight junction 측정, 장 점막 두께 및 발현량 측정, 면역

세포 유래 사이토카인 분비능 측정

� 분리, 상용 균주를 활용한 장내 미생물총 밸런스 개선 균주의 개발

- 프로바이오틱스 소재안정성, 기능성에 따른 균주 발굴 / 배합비 최적

화

- 우유 발효능 및 배양조건 확립을 위한 기초특성 파악

- 장관 모사시스템을 활용한 혼합소재의 장내 미생물 개선 효능 검증

- CCD을 이용한 프리·프로바이오틱스 배합비 최적화

- 단일/혼합 기능성 균주 별 최적배지 및 배양조건을 확립

- 단일/혼합 기능성 균주 대량생산 공정 구축 및 최적화

� 개발 소재를 활용한 발효 유제품의 개발

- 농축, 동결, 건조 등의 가공공정에서 상용화 생산 적합능 시스템 구축

및 보호제 적용 연구

- 코팅 및 분말화 기술 적용을 통해 저장 안정성이 높은 기능성 종균

개발

- Non-specific chemical profiling을 통한 장내 미생물총과 대사체와의

상관관계 연구

- 천연 프리바이오틱스의 화학성분 규명 및 원료 표준화

- 기능성 균주의 발효유 제품 적용 가능성 검토 및 제품 대량생산 공정

구축

- 면역결핍 마우스, Pseudo-germ free 마우스 모델을 이용한 장내 미

생물 개선이 면역기능 개선에 미치는 효과 검증

- 연령별, 건강상태별 맞춤형 시제품 개발

연구개발성과
� 기술적 성과

- 연령별, 건강상태별 한국인 마이크로비옴 빅데이터 확보

<요약문>
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- 순수 분리한 신규 장내 미생물 중 인체 면역 기능 개선 효과를 가진

기능성 미생물 분리균주 확보, 소재화

- 확보한 소재들의 균학적 특성 파악 및 장내전달체계 확인

- 핵심 미생물 소재인 Lactobacillus rhamnosus SNUG50430

의 대량 생산 조건 최적화

- 유제품 적용용 고기능성 천연물 소재 확보

- 맞춤형 in vivo 마우스 모델을 통한 소재 및 시제품들의 기능 검증법

구축

- 제품 맞춤형 대량 생산 공정 완비

- 향후 의료용 마이크로비옴 신약 개발을 위한 다양한 실험적 검증 모

델 확보

� 경제·산업적 성과

- 차별화된 면역 조절 기능성을 갖춘, 고기능성 미생물 및 천연물 소재

발굴

- 연령 및 건강상태별로 표준화된 맞춤형 제품을 개발, 제공함으로써,

신사업 영역 확보 및 충분한 수준의 시장 경쟁력 기대

- 천연물 유래 소재 및 유산균 프로바이오틱스를 혼배한 고기능성 프리

미엄 발효유 개발로 전반적 발효유 시장의 확장 기대

- 마이크로비옴 분석기술을 기반으로 한 소재 발굴 - 소재 평가, 개량

및 최적화

- 대량 생산화 등의 신제품 파이프라인 구축

연구개발성과의

활용계획

(기대효과)

- 장내 미생물총 밸런스 개선 및 장관면역 증진 기능성을 갖춘 기능성

소재 (미생물 및 천연물 등) 개발 파이프라인 확보

- 개발 파이프라인을 통하여 확보한 면역증진 기능성 소재들의 혼입을

통한 시너지 효과를 가지는 제품 개발

- 연령별 균총 표준화 및 기능성 소재 발굴을 통해 각 연령대에 요구되

는 기능성 제품 개발에 활용 (예: 영유아의 경우 면역개선을 통한 아

토피 질환 예방 및 개선, 청소년의 경우 여드름 등 피부질환 개선, 성

인 노년층의 경우 항노화 제품)

- 분석 기술 파이프라인 및 기능성 소재들을 활용하여 향후 고급 프리

미엄 산업이 더욱 활성화될 것으로 예측되는 현대 사회 소비자의 트

랜드를 반영한 개인 맞춤형 제품으로 응용 발전

- 유가공 산업 성장 유도 및 낙농가 소득 창출 가능

- 소재 및 기술 수출을 통한 부가가치 창출 (B2B, C&D)

- 과학적 자료 제공을 통한 발효유 효능에 대한 소비자의 신뢰도 향상

- 기능성이 검증된 원료를 이용한 국민건강증진 및 국가경쟁력 증대 도

모

국문핵심어

(5개 이내)
장내 미생물

면역 기능

조절
발효유제품

천연

프리바이오틱

스

장관면역

영문핵심어

(5개 이내)

Gut

microbiota

Immuno-

modulation

Fermented

milk

Natural

prebiotics

Intestinal

immune

system
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1장. 연구개발과제의 개요

1절. 연구개발 목적

연령별, 건강상태별 면역 기능 개선 한국인 장내 미생물총 특성 분석을 통한 장내 미생물총 밸

런스 개선 소재 발굴 및 발효 유제품의 개발

2절. 연구개발의 필요성

1. 장관면역의 중요성

� 장관은 음식물의 소화, 흡수, 배설이 일어나는 곳이며 동시에 장관 내 미생물과 이들의 부산

물, 항원, 독소 등의 혈류 유입이 차단되고 있는 방어벽으로서 우리 몸의 최전방에서 중요한

면역학적 기능을 수행함.

� 소장, 대장을 포함하는 장관면역기관은 인체 전체 면역의 60% 이상을 차지하고 있는

중요한 면역기관이라고 할 수 있음. 특히, 소장의 점막세포는 인체 피부면적의 약 200배에

달하는 표면적 (400 m2)을 가지는 것으로 추산되는데 매일 섭취하는 음식물을 비롯한 각종

물질의 소화, 흡수 과정에서 점막세포의 기능에 이상이 생기는 경우 잦은 감기, 장염,

질염이나 바이러스 감염 증상을 보이는 등 심각한 문제를 초래할 수 있음.

� 최근 연구결과에 의하면 장관점막세포의 점막 기능 소실과 장관세포 간 치밀 결합 (tight

junction)의 약화가 여러 고분자 물질들의 장관세포 투과성을 증가시켜 leaky gut syndrome

(장누수증후군)을 유발하고, 이러한 장누수증후군이 장내세균전위, 장관내독소혈증 등을

통해 각종 면역 반응, 염증 반응을 초래하여 만성질환의 원인 및 악화에 기여하는 것으로

나타나고 있음.

� 실제로 장관 투과성이 증가되어 있는 것으로 보고되는 질환이나 임상적 상태는 비만, 당뇨,

노화, 천식, 류마티스성 관절염, 염증성 대장질환, 과민성 대장증후군 등으로 매우

광범위하여 만성질환에 있어 장관면역이 미치는 영향이 매우 중요함을 보여줌.
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그림 1. 인체 부위별 점막면역 (a) 및 장관면역 (b)의 작용 모식도

2. 장내 미생물과 장관면역, 질환과의 관계

� 인체는 인간세포보다 10배 많은 약 100조개의 미생물과 함께 살고 있으며 미생물의 유전자

수는 인간 유전자 수의 100배가 넘는 것으로 알려지고 있음. 특히 이들 중 대부분이 인체의

장내에서 장관 점막 주위에 서식하면서 병원성 세균의 침입 억제, 장 표피세포의 손상 방지,

지방 축적 조절, 비타민K 생산, 철분 흡수, 장 점막의 면역 증강, 담즙산 대사 등 인체의

전반적인 대사 과정과 생리작용에 관여하는 것으로 밝혀짐.

� 이러한 장내 미생물의 20-40%만이 기존의 방법으로 배양이 가능하기 때문에 배양법 대신

개인 미생물총을 총체적으로 분석하는 metagenomics 연구가 도입되었으며

차세대염기서열분석법의 발달과 함께 저렴한 가격으로 대량의 시료에 대한 metagenomics

연구가 가능해짐.

� 2000년도 중반 이후 미국과 유럽에서 각각 Human Microbiome Project (HMP)와

Metagenomics of the Human Intestinal Tract (MetaHIT)의 거대 프로젝트가 진행되면서

장내 미생물에 대한 연구가 전 세계적으로 수행되기 시작함. 이를 통해 인체부위별 (피부,

비강, 구강, 장, 비뇨생식기) 미생물 구성에 관한 정보가 분석되고 있음. 지금까지 발견된

장내 미생물 species는 총 1000 여 개 정도이며, 각 개인은 최소한 100-300 개의 species를

가지고 있음이 밝혀짐.

� 또한 장내 미생물총의 구성에 따라서 세 종류의 장 유형 (enterotype)으로 구분될 수 있음.
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대표적인 genus에 따라서 Bacteroides, Prevotella, Rumminococcus로 분류되어 각

미생물의 대사 능력에 따라 체질이 결정될 수 있음이 보고됨.

그림 2. HMP, MetaHIT을 통한 인체 장내 미생물 연구 및 3가지

장 유형

� 특히, 장내 미생물총의 구성이 인간의 건강과 질병 상태와 유의적인 상관관계가 있음이

밝혀지고 있음. 그림 3에 의하면 항생제 사용에 의한 장내 미생물 불균형이 대사성 질환에

미치는 영향을 간접적으로 알 수 있음.

그림 3. 미국의 각 주별 항생제 사용률과 비만 유병률 사이의 관계
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� 비만, 당뇨 환자에서 Clostridium leptum, Ruminococcus flavefaciens, Akkermansia

muciniphila, Bacteroides intestinalis, Clostridium hathewayi, Eggerthella lenta,

Bifidobacterium spp. 등 장내 미생물의 증가/감소 여부가 질병 상태와 깊은 관련이 있음이

보고되었으며, 아토피염, 자가면역질환이 있는 어린이의 경우 미생물총 다양성의 감소와

함께 Bacteroidetes/Firmicutes의 비가 증가하고 Proteobacteria의 다양성이 감소하는 것이

밝혀짐.

� 또한 과민성 장증후군에서 Hemophilus parainfluenza, Alistipes의 증가와 염증성

장질환에서 Faecalibacterium, Roseburia의 감소 및 Enterobacteriaceae, Ruminococcus

ganvus의 증가가 보고된 바 있음. 이외에도 만삭아에 비해 미숙아의 경우 생후 72시간에

Clostridium difficile, Pseudomonas, Acinetobacter, Citrobacter 종을 포함한 병원균이 많이

발견되며 Bifidobacterium 종과 Lactobacillus 종은 적게 발견되는 등 장내 미생물총이 인체

질병 및 건강상태와 밀접한 연관성이 있음을 알 수 있음.

그림 4. 질환별로 다르게 나타나는 인체 장내 미생물총의 차이점

� 최근에는 장내 미생물과 질병과의 상관관계를 밝히는 수준을 넘어서 미생물에 의한 각종

만성 질환 발병의 기전을 밝히는 연구들이 수행되고 있으며, 무균 상태에서 자란 마우스,

돼지 등에 사람의 장내 균총을 주입시켜 인간의 대장과 유사한 상태로 만든 동물모델이

개발됨.

� 이러한 연구들에 의하면 장내 미생물총의 구성비율과 점막내 분포가 장점막의 정상적인

기능 유지와 장관세포 간 긴밀한 결합에 중요한 역할을 함. TLR과 같은 pattern

recognition receptors의 장내 미생물총 인식이 MyD88, TRAM, TRIF 등을 경유하여

면역세포의 cytokines 생산을 결정함으로써 선천적, 후천적 면역 체계를 조절할 수 있고

만약 이러한 조절 시스템에 이상이 생길 경우 만성 질환으로 이어질 수 있음이 입증되고

있음.
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그림 5. 장내 미생물에 의한 장관면역 작용기전 모식도

� 한편, 국내에서는 2010년부터 본 연구진 주도하에 한국인 쌍둥이 코호트를 이용하여 미생물

유전체의 다양성과 질환과의 연관성을 규명하는 연구가 시행되고 있으며 마이크로비옴

국제심포지엄 참가를 통한 국제 협력 연구가 활발히 수행 중에 있음. 향후 마이크로비옴

타겟 소재 발굴 및 제품화를 위한 추가적인 대규모 연구 지원이 요구된다고 할 수 있음.

3. 장내 미생물 기반 응용연구 및 제품화 동향

� 장내 미생물 연구를 통해 얻은 정보를 건강 증진 및 질병치료에 활용하기 위해

마이크로비옴 유래 생물학적 표지자 개발을 통한 질병 조기진단, 대변 이식, 새로운

프로바이오틱스 개발 등의 응용연구가 진행 중에 있음.

� 특히 마이크로비옴 조절을 통한 치료제 개발 기술은 2011년 Science 저널에 의해 10대

breakthrough 기술에 선정되었으며, 2014년 “Human microbiome therapeutics”가 미래를

바꿀 10대 emerging technology 중 대표 바이오 기술의 하나로 선정된바 있음 (WEF,

세계경제포럼).
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그림 6. 미래 선도 기술로 기대되고 있는 인체 마이크로비옴

조절 기술

� 전 세계적으로 인체 마이크로비옴 전문가들이 주요 자문위원으로 구성된 마이크로비옴

관련 사업체들이 형성되고 있으며, Enterome, GT Biologics, Second Genome, Seres

Health, Vithera Pharmaceutica 등이 사업을 선도하고 있음. 그러나 아직 장내 미생물 타겟

의약품은 신규 장내 미생물 소재의 안전성 검증, 질환개선 효과의 원인성 규명과 같은 후속

연구가 추가적으로 필요한 상황이므로 제품화, 산업화를 위한 장벽이 높을 것으로 여겨짐.

표 1. 마이크로비옴 사업체 글로벌 현황

� 따라서 단기적으로 마이크로비옴 시장은 기존 유산균, 발효유제품 등을 활용한 장내

미생물총 개선 기능성 식품을 중심으로 성장할 것으로 여겨짐.

4. 면역기능 개선 관련 건강기능식품, 유제품 국내 시장 및 연구 현황

� 식약처가 면역기능 개선효과로 허가한 건강기능식품 (건기식) 소재로는 홍삼, 인삼을

포함한 4종의 고시형 소재와 16종의 개별인정형 소재가 있음 (2014년 기준). 그러나 전체

건기식 시장의 46% 이상이 홍삼 제품 (2012년 기준 6,484억 원의 시장규모)일 정도로 단일

소재로의 쏠림 현상이 심하며 홍삼 소재의 장내 미생물총을 경유한 장관면역 개선 효과는

아직 과학적인 검증이 이루어지지 않은 상황임.
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� 국내 유산균 제품 시장은 1조 4000억 원 규모로, 대부분 발효유가 차지하고 있음 (2012년

기준). 식약처에 따르면, 2013년 프로바이오틱스 품목의 성장률은 55%로 건강기능식품의

평균성장률 (5%)을 뛰어넘는 수치를 나타냄.

� 또한, 개별인정형 중 프로바이오틱스의 등록 현황은 2010년 전 1건에서 2015년 현재

12건으로 꾸준히 증가하고 있으며, 기능성의 종류도 ‘장 건강’과 ‘면역력 강화’ 등 전통적

의미의 기능성뿐만 아니라 면역 과민반응 억제, 여성 질 건강, 알레르기 질환 억제, 고혈압

개선, 혈행 개선, 체지방 감소, 피부과민반응, 항노화 등 다양한 기능성을 가지는 제품으로

확장되어 판매되고 있음.

그림 7. 개별인정형 프로바이오틱스의

기능성

� 현재 식약처가 장 건강과 관련되어 허가한 고시형 및 개별인정형 건기식 원료로는

프리바이오틱스 역할을 수행하는 각종올리고당과 프로바이오틱스 균주가 있으며, 특히

면역을 조절하여 장건강에 도움을 주는 것으로 개별인정형 건기식 허가를 받은 ‘VSL#3

프로바이오틱스’ 소재 등이 있음. 하지만 현재 시판중인 발효유제품은 장내 균총을 개선하여

배변활동 등에 긍정적인 영향을 미치는 것으로 기대되고 있지만, 각 제품들에 대한

metagenomics 기반 총체적 장내 미생물총 분석 연구는 미흡한 실정임. 한국인

마이크로비옴 분석 데이터를 기반으로 한 장 환경 개선에 대한 검증 연구가 반드시 필요함.

� 또한 현재 시장에 유통되고 있는 대부분의 프로바이오틱스 제품은 고시형 제품으로, 주로

유제품이나 건강한 신생아의 분변에서 분리한 Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus,

Bifidobacterium 계열의 미생물이 이용되고 있으며, 관련 특허도 상기 균주에 국한되어

2000여 건 (2002년 이후) 이상 등록되어 있음. 따라서 시장경쟁력 확보를 위해서 신규성

있는 균주 발굴 및 권리 확보가 필요한 상황임. 이를 위해서는 기능성 입증과 함께 장내

균총 개선 효능 검증이 동시에 이루어져야 함.



- 14 -

그림 8. 지역, 인종, 연령, 건강상태에 따른 인체 장내 미생물총 차이

표 2. 식약처 인정 19개의 프로바이오틱스 균주

5. 맞춤형 발효유제품 개발의 중요성

� HMP, MetaHIT 등을 통한 전 세계 지역 별 최근 인체 마이크로비옴 연구는 인체 부위별,

인종별로 미생물총에 유의적인 차이가 있음이 밝혀짐. 또한 생애주기와 건강상태 (모유

수유, 영양상태, 항생제 처리, 비만 등)에 따라 장내 미생물총이 서로 다르게 분포하는

것으로 나타남. 이러한 결과는 한국인 고유의 장내 미생물총 특징 규명의 중요성과 연령별

그룹화, 표준화의 필요성을 보여줌.

� 그림 9에 따르면 서로 다른 네 가지 유산균종 (L. rhamnosus GG, L. acidophilus Lafti-L10,

L. casei CRL-431, L. plantarum WCFS1)을 건강한 사람에게 섭취 시켰을 때, 34가지 인체

점막 유전자의 발현 수준은 프로바이오틱스에 의한 차이보다 사람 개개인 간의 차이에

의해 더 큰 영향 (10-100배)을 받음. 즉, 숙주의 유전자형, 생활습관, 섭식습관 등과 같은

여러 가지 생물학적, 환경적 인자들을 고려한 맞춤형 프로바이오틱스 설계의 중요성을 알

수 있음.
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그림 9. 숙주와 프로바이오틱스 종류에 따른 점막면역 관련 유전자 발현 수준의

클러스터링 분석 비교

3절. 연구개발 범위

1. 주요연구내용

그림 10. 본 연구과제 연구개발 모식도
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� 연령 및 건강상태에 따른 한국인 장내 미생물총 (gut microbiota) 분석 및 상업화를

위한 라이브러리 (library) 구축

- 연령 (세대별) 및 건강상태 별 표준 장내 미생물총 규명

- 장내 미생물총 개선용 천연 프리바이오틱스 발굴 연구

- 장내 미생물 분리 및 상업화를 위한 소재 라이브러리 구축

- 라이브러리 (library)를 활용한 연령 및 건강상태에 따른 면역기능 조절 모델 개발

� 분리, 상용 균주를 활용한 장내 미생물총 밸런스 개선 혼합균주의 개발

- 장내 미생물총 밸런스 개선용 혼합균주 발굴 및 표준 배합비 연구

- 맞춤 균주와 천연 프리바이오틱스를 활용한 혼합모델 개발

- 신규 장내 미생물총 개선 소재 생산 공정 구축

� 개발 소재를 활용한 발효 유제품의 개발

- 혼합균주 기능 유지·보존 기술 연구

- 장내 미생물 개선 소재의 규격화

- 제품 대량생산 공정 구축 및 품질 관리 표준화 설정 연구

- 개발된 발효 유제품의 장관면역 기능개선 검증

- 제품 카테고리 구축 전략을 통한 시제품 개발
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2. 연구개발 세부일정

연구내용
추 진 일 정 (분기별: 3년 12분기)

비고
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

● 연령 및 건강상태별 한국인 장내 미생물총 분석 / 소재 라이브러리 구축

ü 연령 및 건강상태에 따른 한국인
표준 장내 미생물총 규명

ü 연령별, 건강상태별 표준 장내
미생물 분리 및 상업화를 위한
소재 라이브러리 구축

ü 장내 미생물총 개선용 천연
프리바이오틱스 발굴 연구

● 분리, 상용 균주 활용 장내 미생물총 밸런스 개선 혼합균주의 개발

ü 장내 미생물총 기반 면역기능 조절
모델 개발

ü 장내 미생물총 개선용 혼합균주
발굴 및 표준 배합비 연구

ü 맞춤 균주와 천연
프리바이오틱스를 활용한 혼합모델
개발

ü 신규 장내 미생물총 개선 소재
생산 공정 구축

● 장내 미생물총 밸런스 개선 발효 유제품 개발

ü 혼합균주 기능 유지·보존 기술
연구

ü 장내 미생물 개선 소재의 규격화

ü 제품 대량생산 공정 구축 및 품질
관리 표준화 설정 연구

ü 개발된 발효 유제품의 장관면역
기능개선 검증

ü 제품 카테고리 구축 전략을 통한
시제품 개발

사업진도(%) 40% 30% 30% 100%
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3. 과제별(세부․협동) 연구개발내용

가. 1세부 – 서울대학교

(1) 연령 및 건강상태에 따른 한국인 표준 장내 미생물총 규명

� 인체 대변시료 확보

- 본 연구진은 5년간의 한국인 쌍둥이 코호트를 대상으로 한 선행연구에서 이미 2000개

이상의 연령별 인체시료를 기확보함. 해당 시료는 건강한 정상인을 대상으로 확보된

것이므로 면역 기능 개선에 중요한 장내 미생물총을 밝히기 위해서는 면역 기능에 이상이

있는 사람을 대상으로 대변 시료를 추가 확보하여 정상인과 비교분석 연구가 필요함.

- 영유아, 청소년, 중년층, 노인층을 대상으로 추가적으로 대변 시료를 확보하여 기존

선행연구 결과를 검증함. 이때 생명윤리위원회로부터 승인을 받고 대변 시료 외에 혈액,

소변 시료, 신체계측지표, 생활습관, 식습관 등의 메타데이터를 확보하여 식이/환경 요인이

장내 미생물총에 미치는 간섭효과를 보정함.

- 새롭게 확보한 분변시료는 즉시 냉동 보관되어 이동되었으며 균주 분리 및 분석을 위해

해동 후 10분 이내로 혐기성 배양기에 옮겨짐. 또한 식이정보 (food frequency table), 음주

여부, 각종 비만 지표 및 비만과 관련된 중성지방, 혈중 콜레스테롤, 혈당, hs-CRP, GTP,

혈압 등 기초적인 생체 지표 자료를 확보하여 건강상태를 확인함.

� 차세대염기서열분석 (16S rRNA)을 통한 장내 미생물 군집 메타게놈 분석 / 통계학적 비교

분석을 통한 연령별, 건강상태별 한국인 표준 장내 미생물총 선정

- 분석 대상자의 분변 시료로부터 total DNA를 추출하고 이를 template로 사용함. 16S

rRNA gene (V4 region)에 대한 프라이머 (515F-806R)를 이용하여 16S rRNA gene을

증폭하고 두 프라이머에는 Illumina adaptor와 프라이머 pad, linker 서열, barcode (reverse

프라이머) 서열이 존재하여 PCR 수행 시 sequencing에 필요한 construct가 함께

생성되도록 함. 증폭된 DNA를 정제한 후, 각 샘플 당 동량의 DNA를 Illumina Miseq을

이용하여 sequencing을 실시함.

- 생산된 염기서열은 QIIME, Solar, MaAsLin 등의 생물 정보 분석기술을 활용하여 단변량/

다변량 분석 (나이, 성별, 쌍둥이 보정)을 수행하고 연령별 (영유아, 청소년, 성인 중년층,

노인층), 면역 관련 건강 상태에 따른 (영유아: 아토피 증상, 청소년: 호흡기 감염/비만,

성인 중년층: 과민성 대장증후군/만성 비염, 노인층: 감염증) 한국인 장내 미생물총의

특징을 분석함.
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그림 11. 차세대 염기서열 분석법을 이용한 장내 미생물 분석

파이프라인

� 면역기능 개선 유용 장내 미생물 선별

- 기존 1,000명 이상의 한국인 쌍둥이 코호트 장내 마이크로비옴 정보와 메타데이터를

이용하여 hs-CRP와 같은 면역인자를 기준으로 유의한 차이를 나타내는 장내 미생물을

선별함.

- 쌍둥이 모델을 통해 유전적 감수성 분석 (GWA)을 수행하고 유전-마이크로비옴 상호작용

평가를 수행함으로써 면역기능 개선 관련 유용 장내 미생물을 발굴함.

- 통계학적 비교 분석을 통한 연령별 (영유아, 청소년, 성인, 중년층, 노인층), 면역 관련

건강 상태에 따른 (아토피, 호흡기 감염, 비만, 과민성 대장증후군, 만성비염 등) 장내

미생물총 네트워크 분석을 수행함.

그림 12. 장내 미생물 metagenomic 융합 분석 흐름

(2) 연령별, 건강상태별 표준장내 미생물 분리 및 상업화를 위한 소재 라이브러리 구축

� 전체 미생물의 약 97%는 비배양성지만 장내 미생물의 경우 30-40%까지 배양이 가능한

것으로 전망됨. 그러나 까다로운 혐기적 배양 조건과 장내 미생물의 특이적 성장요인에

관한 정보 부족으로 인해 장내 미생물 배양 기술은 지속적으로 발전하는 유전자 염기서열

분석기술에 비하여 아직 초보 단계 수준에 머무르고 있음.
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� 신규 장내 미생물 분리를 통해 소수 개체군 (minority population)을 발견할 가능성이

높아지고, 새로운 종에 대한 기능적 특성 파악 (characterization)이 가능하게 되며, 장내

생태계에 존재하는 다양한 strain 사이의 상호 작용 (interaction)을 연구할 수 있다는

특징이 있음. 다양한 배양조건 (탄소원, 산소농도, rumen fluid, mucin type, sterile stool

등)에서 특이적 enrichment 기술을 이용한 장내 미생물 분리를 통해 면역기능개선과 관련된

유익균, 유해균을 동시에 확보할 예정임. 이는 신규 장내 미생물의 생물학적, 대사적 특성을

과학적으로 검증하는데 활용되어 기존 장 개선 미생물 연구와 차별화될 수 있음.

그림 13. 장내 미생물 순수분리를 위한 혐기적 미생물

특이적 enrichment 기술 도입

� 인종별, 연령별, 성별 장내 미생물의 strain은 서로 유의적인 기능적 차이가 있으며 장 정착

능력에도 상이한 결과를 나타냄. 카테고리별로 생산되는 발효 유제품의 기능성을

극대화하기 위해서는 각 그룹에 효과적으로 작용할 수 있도록 같은 그룹으로부터 분리된

유용 장내 미생물의 특징을 파악하고 이러한 정보를 활용하여 소재화 할 필요가 있음.

� 이에 연령별, 건강상태별로 선정된 표준 장내 미생물을 직접 분리하여 유익균, 유해균을

비롯한 대량의 장내 미생물 소재를 확보함으로써 한국인 마이크로비옴 라이브러리 및 장내

미생물 뱅크를 구축함. 이렇게 확보된 신규 장내 미생물 소재는 면역 기능 개선 효능

탐색과 장내 미생물총 개선능 탐색에 동시에 활용될 수 있으며 향후 실용화 소재로서

이용될 수 있음.

나. 1협동 – 한국과학기술연구원 천연물연구소

(1) 장내 미생물총 개선용 천연 프리바이오틱스 발굴 연구

� 장내 미생물 맞춤형 분석을 위한 인체 대장모사시스템 구축

- 산소에 취약한 혐기성 장내 미생물의 배양을 위해 연속식 혐기 배양 시스템을 이용함.

건강한 사람의 분변으로부터 얻은 장내 미생물을 혐기 배양기 내에서 키우며 장 환경을

재현할 수 있는 배지 성분을 일정하게 주입해줌으로써 안정한 상태의 장내 미생물총

형성을 유도함.

- 이후 장내 미생물총 개선 후보 소재의 처리를 통해 미생물 유래 대사산물의 함량 변화와

균총 커뮤니티의 변이 양상을 모니터링 함.

- 대장 통합 모사 공정 개발: 대장 3 part (ascending - transverse - descending colon)

모사를 동시에 수행하도록 함.

- 이러한 시스템을 통해 프리 및 프로바이오틱스의 장내 미생물총 밸런스 개선 효능을
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평가할 수 있을 뿐 아니라, 이때 배지성분을 달리함으로써 비건강인의 장내환경을 모사할

수 있으며, 정상적인 장내환경과 서로 다른 조건에서 기능성 소재의 활성을 탐색가능.

그림 14. 장내 미생물 연구 맞춤형

대장모사시스템 활용

� 천연물 라이브러리를 활용한 천연 프리바이오틱스 소재 발굴

- 대장모사시스템에 KIST가 보유한 천연물 라이브러리를 적용하여 유해균/유익균 변동

양상을 통해 천연 프리바이오틱스 소재를 발굴함. 특히, 면역기능개선효능으로 기보고된

식품소재를 우선적으로 스크리닝함.

- 장내 균총의 변화 검증 혹은 특정 대사체 변화 정도를 지표로 하여 활성 스크리닝을

시도함.

- 이때 시장 needs, 마케팅 가능성, 식품공전 등재여부, 특허성, 건강기능식품 원료 등재 여부

등을 사전에 검토함으로써 기능소재 발굴가능성을 극대화 할 수 있음.

그림 15. KIST 천연물 라이브러리를 활용한 천연 프리바이오틱스 소재 발굴

(2) 장내 미생물총 기반 면역기능 조절 모델 개발

� 유용 장내 미생물의 면역기능 개선 효능 평가를 위한 예쁜 꼬마선충 모델 적용 연구

- 장내 미생물총 라이브러리 연구를 통해 결정된 유익균 및 유해균을 모델동물인 예쁜
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꼬마선충에 투여 후 수명에 미치는 영향을 탐색함. 이를 통해서 생물통계학적으로 예측된

유익균 및 유해균의 기능성을 검증 가능함. 가령 유익균의 경우 예쁜 꼬마선충의 수명을

연장시킬 수 있는지, 유해균의 경우 수명을 단축시키는지를 검증함.

- 또한 유해균과 함께 천연 프리바이오틱스를 예쁜 꼬마선충에 투여한 다음, 유해균만

투여한 경우와 비교하여 수명을 관찰함. 이를 통해 유해균의 수명단축 효과가 천연

프리바이오틱스에 의해 얼마나 개선되는지를 관찰함으로써 천연 프리바이오틱스의 in vivo

기능성 검증에 이용할 수 있음.

- Bacterial pathogens이 포함된 배양조건에서 발굴된 프로바이오틱스 혹은 천연

프리바이오틱스가 수명에 미치는 영향을 조사함으로써, 면역기능개선 효능을 검증함.

그림 16. 예쁜 꼬마선충 모델을

이용한 in vivo 장내 미생물 맞춤형

연구 모델 개발

(3) 맞춤 균주와 천연 프리바이오틱스를 활용한 혼합모델 개발
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� 선정된 프로바이오틱스, 천연 프리바이오틱스, 그리고 프리·프로바이오틱스 혼합균주를 각각

처리 후 장내 미생물총 개선 정도를 비교함.

� Response surface methodology를 이용 (ex. central composite design)하여 프리바이오틱스

종류, 천연물 조성비를 달리하면서 표준 배합비를 결정함.

� 이러한 연구결과를 바탕으로 프로바이오틱스와 천연 프리바이오틱스 혼합물을 이용한 장내

미생물총 개선소재로 특허화함.

(4) 장내 미생물 개선 소재의 규격화

� 천연 프리바이오틱스의 화학성분 규명 및 원료 표준화

- 선정된 천연 프리바이오틱스에서 천연물화학 분석을 통해 화학성분을 규명함. 즉,

식물추출물 내 기능/지표 성분을 설정함으로써 천연 프리바이오틱스 원료 표준화가능.

� 장내 미생물총과 대사체와의 상관관계 연구

- 발효유제품을 대장모사 시스템에 적용 후 장내미생물 총 및 대사체 변화와 상관관계를

연구함.

- 대장모사시스템에서 발표유제품은 장내균총에 유의적인 영향을 미침을 규명함.

- 발효유제품 처리시 장내미생물총과 대사체 변화는 밀접한 연관성을 나타냄을 규명함.

다. 2협동 – ㈜고바이오랩

(1) 장내 미생물총 기반 면역기능 조절 모델 개발

� 후보 혼합소재의 인체세포와의 상호작용 연구를 위해서 장내 미생물을 인체 장상피세포와

면역세포에 동시에 배양하여 in vitro 장내 미생물-동물세포 혼합배양을 통한 면역기능

개선 효능을 평가함. 후보 균주를 살아있는 형태와 UV로 사멸시킨 형태로 동시에 처리하여

장내 미생물 유래 대사물질의 효능을 간접적으로 평가함.

� 장상피세포 tight junction을 측정하기 위해 TEER (trans-epithelial electrical resistance)의

변화를 측정하고, ZO-1, claudin1과 같은 마커 유전자의 발현 레벨을 확인함. 또한 장

점막의 두께, mucin 발현량을 분석하고 면역세포에 대한 IL-6, TNF-α, IL-10, IL-8 등의

사이토카인 분비능을 측정.
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그림 17. in vitro 장 세포, 면역세포 배양을 통한 장관면역 분석 모델 개발

(2) 개발된 발효유제품의 장관면역 기능개선 검증

� 면역 결핍 knock-out 마우스 (IL-10-/-)와 항생제 cocktail (cefadroxil, oxytetracycline,

erythromycin, neomycin sulphate, streptomycin, ampicillin, vancomycin, metronidazole

등)을 투여한 in vivo pseudo-germ-free 마우스 모델을 이용하여 후보 소재의 장내

미생물총 개선을 통한 면역기능 개선 효능을 검증함.

그림 18. 장내 미생물 맞춤형 in vivo 동물 모델을 통한

발효유제품의 장관면역 기능개선 효능 확인

� 면역세포의 cytokine을 lineage를 고려하여 면역기능 개선 관련 바이오마커로 선정함

(TNFα, IL-6, IFN-γ, IL-2, IL-4, IL-5, IL-13, IL-17A, IL-21, IL-10 등). 발효 유제품을

투여한 쥐의 혈액으로부터 Multiplex ELISA를 통해 각 cytokine의 레벨을 동시

측정함으로써 장내 미생물총 개선 발효유제품의 면역기능 개선 효능을 검증하도록 함. 이때

사용한 각 소재에 대한 투여도 동시에 수행하여 핵심 기능성 소재를 발굴하도록 함.
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그림 19. In vivo 동물 모델에서 검증될 면역기능 개선 관련 바이오마커
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라. 3협동 – ㈜한국야쿠르트

(1) 장내 미생물총 개선용 혼합균주 발굴 및 표준 배합비 연구

� 장내 미생물총 개선 균주의 특성검사

- 발효유 제조에 필수적인 우유 발효능 및 배양조건 확립을 위한 기초특성 파악.

그림 20. 혼합균주 발굴 및 배합비 최적화 연구 모식도

(2) 신규 장내 미생물총 개선 소재 생산 공정 구축

� 단일/혼합 기능성 균주 별 최적배지 및 배양조건을 확립

- 선별 균주의 종·속에 따른 표준 식용배지 개발.

- DOE (Design of Experiment)를 이용한 생장필수인자 및 생장촉진인자 선별.

- 배지성분 및 농도를 조절하여 최대 생균수를 생산하는 배지최적화 연구.

- 최대 생산성을 보이는 배양시간, 배양온도, pH 및 교반속도를 확인하여 배양조건 최적화.

- 유통안정성 개선에 적합한 배지 및 배양 조건 최적화를 통한 고밀도배양 연구.

� 단일/혼합 기능성 균주 대량생산 공적 구축 및 최적화

- Lab scale 연구를 기반으로 plant scale 적용 연구.

- Pilot 및 시생산을 통한 공정 적합성 확인 및 산업화 가능균주 선별.

- 당사 프로바이오틱스 공정에 선발균주 생산적용.

- 공정 최적화를 통한 생산량 증대.
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(3) 혼합균주 기능 유지·보존 기술 연구

그림 21. 균주 대량생산 공정 구축을 위한 모식도

� 당사보유 종균 안정화기술 적용 선별균주의 기능성을 유지할 수 있는 안정화기술 개발

- 농축, 동결, 건조 등의 가공공정에서 상용화 생산 적합 판단.

- 제품적용을 위한 농축종균 개발시 최적 농축 비 및 공적압력을 조절하여 균체영향 최소화.

- 농축종균의 저장 안정성을 극대화 할 수 있는 균주별 최적 액상 보호제 선별 및 개발.

- 분말종균 개발 시 균체사멸 최소화를 위한 균주별 최적 동결건조 조건 탐색.

- 분말종균의 저장안정성을 높일 수 있는 최적 동결보호제 및 코팅물질의 선정 및 개발.

- 미생물 신속검사법을 통한 기능성균주의 저장안정성 및 오염 모니터링 기술 구축.

(4) 제품 대량생산 공정 구축 및 품질 관리 표준화 설정 연구

� 기능성 균주의 발효유 제품 적용 가능성 검토

- 기능성 균주의 향미, 산미, 효소 및 물성 등 발효유 적용 적합성 평가.

- 우유의 발효 및 물성변화에 따른 발효균종으로의 적합성 검토.

- 기능성균주 첨가 시 우유 발효액의 저장성, 우유 발효액의 후숙성 연구.

- 발효유 저장온도별 관능 특성 파악.
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그림 22. 유산균 농축, 동결건조, 코팅 및 분말화 기술

적용

� 기능성 균주 및 기능성소재 적용 제품 대량생산 공정 구축

- 적용소재 특성에 따른 적용제품 선정 (액상발효유, D.Y, 호상발효유).

- 액상발효유, 농후발요유 (드링크, 호상) 제품에 대한 기존 대량생산 공정 활용.

- 주요 공정

: 배양액 전처리 → 배양 → 시럽 제조 및 조합 → 제품 충진 및 포장 → 출하

- 조합 단계에서 기능성 원료 투여.

- 발효유 제품 생산을 위한 생산 plot 설정.

- 시제품 생산 및 관능검사.

- 저장 안정성 검증.
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그림 23. 발효 유제품 대량생산 공정 구축

� 관리 표준화를 위한 기능성분 설정 및 시험법

- 건강기능식품 법률 및 가이드라인에 따른 기능성분 (지표성분) 설정.

- 혼합균주: 발효유 내 스타터 균주와 구분지을 수 있는 선발 배지 확보.

- 프리바이오틱스: 발효유내에서 검출이 용이한 기능성분 (지표성분) 설정.

- 축산물 가공기준 및 성분규격에 따른 기준 및 규격 설정.

1) 법적규격: 성상, 이물, 무지유고형분, 유산균 수, 대장균 군.

2) 품질관리규격: pH, 산도, 당도, 비중, 점도, 진균수 등.

- 최종 상품화 제품 선정

그림 24. 제품 관능 평가 및 향미, 산미, 물성 등 품질 표준화 연구
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(5) 제품 카테고리 구축 전략을 통한 시제품 개발

� 시장성 및 소비자 선호도 분석을 통한 대표 효능 카테고리 선정.

� 아토피, 항노화, 면역증진, 피부미용, 활력증진 등 시장성 분석 및 전문가 조언 활용.

� 연령별, 성별 및 건강상태별 제품형태 소비자 선호도 조사.

� 액상, 호상, DY 및 발효유 캡슐 복합소재 (LOOK, 쿠퍼스) 등 소비자 선호도에 따른 제품

타입 선정.

� 시장성 높은 카테고리 맞춤형 제품 개발.

� ‘내 몸 속의 또 다른 나, 균을 변화시켜 나를 변화시키자!’ 는 컨셉으로 제품 홍보.

� 연구력뿐만 아니라 제품개발력까지 가지고 있다는 기업이미지 활용 홍보 (과학성 연구).

� 소비자 평가단 및 체험단 선정을 통한 제품 모니터링.

� 제품 장기섭취 시 고객의 기존 장내 균총에서 카테고리 별 표준화된 균총으로 개선을 유도.

그림 25. 시제품 개발 및 상품화를 위한 모식도
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그림 26. 시제품 개발을 위한 파이프라인 구축 및 최적화
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4. 연차별 연구개발의 목표 및 내용

구분 연도 연구개발의 목표 연구개발의 내용

1차년도 2015

◯연령 및 건강상태에 따른 한국인

표준 장내 미생물총 규명 (1세부)

◯연령별, 건강상태별 표준 장내

미생물 분리 및 상업화를 위한

소재 라이브러리 구축 (1세부)

­ 연령별, 건강상태별 인체 대변시료

확보

­ 차세대염기서열분석 (16S rRNA)을

통한 장내 미생물 군집 메타게놈 분석

­ 통계학적 비교 분석을 통한 연령별

(영유아, 청소년, 성인, 중년층,

노인층), 면역 관련 건강 상태에 따른

(아토피, 호흡기 감염, 비만, 과민성

대장증후군, 만성비염 등) 한국인 장내

미생물총 특징 분석

­ 장내 미생물총 개선 및 면역기능 개선

관련 유용 장내 미생물 소재 발굴 (2건

이상)

­ 한국인 마이크로비옴 라이브러리 구축

◯장내 미생물총 개선용 천연

프리바이오틱스 발굴 연구 (1협동)

­ 장내 미생물총 분석을 위한 인체

대장모사시스템 구축

­ 천연물 라이브러리를 활용한 천연

프리바이오틱스 소재 발굴

2차년도 2016

◯장내 미생물총 개선용 혼합균주

발굴 및 표준 배합비 연구 (1세부)

◯맞춤 균주와 천연

프리바이오틱스를 활용한 혼합모델

개발 (1세부)

­ 프로바이오틱스 소재안정성, 기능성에

따른 혼합균주 발굴 / 배합비 최적화

­ 생물정보학 기반 혼합소재의 미생물총

개선 효능 검증

◯맞춤 균주와 천연 프리바이오틱스를

활용한 혼합모델 개발 (1협동)

◯장내 미생물총 기반 면역기능 조절

모델 개발 (1협동)

­ 생체 장관 모사시스템을 활용한

혼합소재 적용

­ Central composite design을 이용한

프리·프로바이오틱스 배합비 최적화

­ 장내미생물-동물 혼합배양을 통한

발굴소재의 기능성 검증

◯장내 미생물총 기반 면역기능 조절

모델 개발 (2협동)

­ in vitro 장내 미생물-동물세포 혼합

배양을 통한 면역기능 개선 효능 평가

­ 장상피세포 tight junction 측정, 장

점막 두께 및 발현량 측정, 면역세포

유래 사이토카인 분비능 측정

◯장내 미생물총 개선용 혼합균주

발굴 및 표준 배합비 연구 (3협동)

◯신규 장내 미생물총 개선 소재

생산 공정 구축 (3협동)

­ 우유 발효능 및 배양조건 확립을 위한

기초특성 파악

­ 단일/혼합 기능성 균주 별 최적배지 및

배양조건을 확립

­ 단일/혼합 기능성 균주 대량생산 공정

구축 및 최적화
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구분 연도 연구개발의 목표 연구개발의 내용

3차년도 2017

◯개발된 발효 유제품의 장관면역

기능개선 검증 (1세부)

­ 면역결핍 마우스 모델을 이용한

시제품의 면역기능개선 효과 검증

­ 발표유제품에 의한 장관조직

사이토카인 분비능 측정

◯장내 미생물 개선 소재의 규격화

(1협동)

­ 장내 미생물총과 대사체와의 상관관계

연구

­ 천연 프리바이오틱스의 화학성분 규명

및 원료 표준화

◯개발된 발효 유제품의 장관면역

기능개선 검증 (2협동)

­ Pseudo-germ free 마우스 모델을

이용한 장내 미생물 개선이 면역기능

개선에 미치는 효과 검증

◯혼합균주 기능 유지·보존 기술 연구

(3협동)

◯제품 대량생산 공정 구축 및 품질

관리 표준화 설정 연구 (3협동)

◯제품 카테고리 구축 전략을 통한

시제품 개발 (3협동)

­ 농축, 동결, 건조 등의 가공공정에서

상용화 생산 적합능 시스템 구축

­ 제품 적용 시 기능성균주의 안정성을

높일 수 있는 공정 및 보호제 적용

연구

­ 코팅 및 분말화 기술을 적용 저장

안정성이 높은 기능성 종균 개발

­ 기능성 균주의 발효유 제품 적용

가능성 검토

­ 기능성 균주 및 기능성소재 적용 제품

대량생산 공정 구축

­ 카테고리 별 제품 생산을 위한 공정

최적화

­ 연령별, 건강상태별 맞춤형 제품 개발
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2장. 연구수행 내용 및 결과

1절. 1차년도 연구수행 내용 및 결과

1. 인체 대변시료 확보

� 인체 대변시료 확보를 통해 연령별, 건강상태별 한국인 장내 미생물 특징을 확인하고자 함.

우선 연령 그룹을 총 4그룹 (영유아, 20-30대, 40-50대, 60-70대)로 구분하였음. 20-30대는

건강한 대학생으로부터 시료를 확보하여 즉시 혐기 챔버로 옮겨진 후 유산균 소재

순수분리 및 유익 장내 미생물 분리에 활용함. 다른 연령대는 병원 (서울대병원,

서울삼성병원, 서울삼성수가정의학과, 부산 백병원)과의 연계를 통해 병원으로부터 냉동

보관된 대변 시료와 함께 환자의 건강상태와 관련된 정보를 제공받음. 이 모든 절차는

서울대학교 생명윤리위원회의 승인 (IRB No. 1602/001-001)을 받은 후 진행하였음.

� 시료 제공자의 건강상태는 병원에서 제공한 건강검사 기록과 설문, 혈액 중 염증 수치, uric

acid 함량, BMI, 공복시 혈당 치 등을 기준으로 고위험군과 정상군으로 구분함.

� 대변시료 회수 시 시료 제공자에게 상세한 설명과 함께 전용 용기를 제공하여 시료가

회수되도록 안내하였으며 대변시료 이외에도 시료 제공자의 건강 상태를 검증할 수 있도록

혈액, 타액 시료를 함께 회수하였음. 20-30대 시료 제공자는 연구실에 직접 방문하여 대변

시료를 제공한 후 서울대학교 보건소를 방문하여 혈액을 채취하였음.
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그림 27. 서울대학교 생명윤리위원회 승인 통보서

그림 28. 본 연구에서 사용한 대변시료 회수 방법
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� 각 인체 시료와 관련된 메타데이터는 인체 유래물 관리 장부에 기록하여 보안 유지하였음.

그림 29. 인체 유래물 관리 장부 기록 모습
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2. 메타게놈 확보

� 메타게놈 분석을 위한 DNA 추출과 전처리는 미국의 Human Microbiome Project의

프로토콜을 기초로하여 수행함. 그람양성 미생물의 효율적인 DNA 추출을 위해 QIAGEN

Fast Stool DNA Collection Kit에 Bead beating을 추가하는 방법을 사용하였으며, Illumina

Miseq 장비를 이용하여 메타게놈 분석을 수행하였음.

� 이후 국제 마이크로비옴 연구를 선도하고 있는 Rob Knight 연구팀에서 개발한 QIIME

(Quantitative insights into microbial ecology) 소프트웨어 패키지를 이용하여 대량의

마이크로비옴 데이터로부터 수백만 개의 염기서열을 비교하고, Greengene 데이터베이스를

이용하여 생물종에 따른 분류를 수행한 후 기초적인 데이터 시각화 연구를 수행함.

그림 30. 메타게놈 확보 수행 방법 모식도

� 총 240개의 메타게놈을 확보하였으며 시료제공자별 장내 미생물의 relative abundance를

나타내는 OTU 테이블을 구함. 이때 생물종 분류기준에 따라 크게

Order-Family-Genus-Species 레벨로 구분하여 생물통계학적 분석을 수행할 수 있도록 함.
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그림 31. 시료 제공자별 장내 미생물 군집 분포 확인

� 특정 시료 제공자의 경우 유익 장내 미생물로 알려진 Akkermansia와 Faecalibacterium

등을 유의적으로 높게 함유하고 있음을 확인할 수 있었고 해당 제공자의 대변을 이용하여

유익 장내 미생물 순수 분리 연구를 수행하였음.

그림 32. 본 연구 시료 제공자들의 장 유형 분석
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� 시료 제공자들로부터 주요 장 유형 (enterotypes)을 분석하였을 때 Prevotella와

Bacteroides의 2가지 장 유형으로 구분됨.

3. 생물통계학적 분석

� 하버드대 생물정보학자 Curtis Huttenhower 연구그룹에서 개발한 LEfSe, MetaPhlAn,

MaAsLin, PICRUSt 등의 분석기술을 이용하여 단변량/다변량 분석을 수행함. 해당 툴은 웹

기반 (https://huttenhower.sph.harvard.edu/galaxy/) 혹은 서버 기반으로 분석함.

� 연령 간 생물다양성 비교를 위해서는 Shannon diversity (적은 양으로 존재하는 장내

미생물의 기여도를 고려), Simpson diversity 2가지 방법을 병행함.

그림 33. 본 연구팀에서 적용한 마이크로비옴 생물통계학적 분석 모식도
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� 영유아, 20, 30, 40, 50, 60, 70대 그룹 (각각 30명 이상)을 대상으로 연령별 균총 다양성

특징을 규명하였을 때, 샘플 내 장내 균총 수는 연령이 증가하면서 늘어나기 시작하다가

30대부터 안정화되는 경향을 나타냄. 이러한 결과는 30-70대에 이르기까지 비슷한 장내

미생물 군집 특성을 보이고 전 연령대에 적용 가능한 발효 유제품 생산의 가능성을

보여준다는 점에서 의의가 있음.

그림 34. 연령별 균총 다양성 특징 분석
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그림 35. 연령별, 성별 β-diversity 분석

� β-diversity 분석 시 마찬가지로 20-70대에서는 그룹별로 비슷한 분포도를 보였음. 성별로

분석 시에는 그룹 간에 유의적인 차이가 나타나지 않음.

� 영유아, 청소년의 경우 장내 군집의 특수성을 가지고 있으므로 연령 특이적인 맞춤형 발효

유제품이 필요함을 보여주었음. 이러한 결과는 향후 연령별 분석 시료를 늘려 지속적인

분석을 수행함으로써 검증할 필요가 있음.

� 염증 수치 (hsCRP)를 기반으로 한 건강상태별 장내 미생물총 비교 분석 및 마이크로비옴

바이오마커를 탐색한 결과, 유의적인 상관관계를 보인 1개 이상의 장내미생물 family를

발굴함. 이때, 혈중 면역 관련 바이오마커인 hsCRP 함량을 기준으로 총 59명의 대조군

그룹 (hsCRP: 1.5-2.5 mg/L)과 총 55명의 면역질환 고위험 그룹 (hsCRP: 3.5 mg/L

이상)으로 구분함.
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그림 36. 면역질환 관련 마이크로비옴 마커 규명 - hsCRP 그룹별 Linear

discriminant analysis 분석

� Linear discriminant analysis를 수행한 결과, hsCRP 고위험 그룹에서 Porphyromonadaceae

(family level) 科에 속하는 Parabacteroides (genus level) 속이 유의적으로 증가되어있어

해당 장내 미생물이 면역 질환의 바이오마커로 이용될 수 있음을 밝힘. 이외에도

Paraprevotella, Actinobacteria, Odoribacter, Eggerthella 등의 장내 미생물 속이 면역

질환과 관련이 있을 가능성이 있으므로 이에 대한 검증 실험이 요구됨.

4. 장내 미생물 순수분리

� 장내 미생물 분리를 위해 대학생으로부터 직접 회수한 신선한 인체 대변 시료 중 대변의

색, 단단함, 공기 노출 시간 등을 고려하여 총 19개의 대변 시료 (16I005, 16I008, 16I010,

16I012, 16I014, 16I017, 16I018, 16I019, 16I022, 16I023, 16I024, 16I025, 16I027, 16I029,

16I030, 16I031)를 선정하여 미생물 분리를 수행함.

� 유산균 enrichment를 위해 상업용 BL agar 플레이트에 1차 streaking 후 단일 콜로니를

분리함. 특히 유산균 중에서도 장 점막에 붙어서 서식하는 것으로 알려진

Bifidobacterium을 선택적으로 분리하기 위해 주 탄소원으로 mucin만 첨가되어있는 mucin

agar 플레이트를 사용함. 해당 미생물은 절대 혐기 미생물이므로 모든 작업을 혐기 챔버

안에서 산소가 엄격하게 제거된 상태에서 수행함.
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� streaking 과정을 반복하여 단일 콜로니를 얻은 후 human serum이 추가된 BHI 배지에서

액체 배양을 수행함. 배양액으로부터 스탁을 제조하고 펠렛 PCR을 통해 16S rRNA gene을

증폭함. 미생물 동정은 Ezbiocloud 데이터베이스를 사용함.

그림 37. 장내 미생물 분리동정 및 미생물 라이브러리 구축 모식도

� 10개의 유산균 species에 대해 총 153개 strain을 새롭게 확보함.
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표 3. 신규 확보한 유산균 species 별 strain 수

� 기존 2000개 이상의 자체 장내 미생물 라이브러리에 포함되어있지 않던 신규 장내 미생물

species 13 종을 확보함. (Anaerostipes hadrus, Anaerotruncus colihominis, Blautia

hansenii, Butyricimonas virosa, Mitsuokella jalaludinii, Paenibacillus timonensis,

Ruminococcus gnavus, Streptococcus constellatus, Streptococcus intermedius, Bacillus

circulans, Bacillus spiralis, Streptococcus salivarius subsp. salivarius, Coprobacillus

cateniformis) → 신규 분리 종에 대해 SCI 논문 게재.

그림 38. KO-018 대변시료로부터 신종 미생물 분리 관련 논문 출간
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5. 장내 미생물총 개선용 천연물 발굴을 위한 인체 대장모사시스템 구축

� 다양한 배지 조건 내에서 연속식 혐기 배양을 수행하기 위해 기존에 구축되어있는 3-stage

기반 6채널 멀티퍼멘터를 1-stage continuous colonic fermentation 시스템으로 개조하여

실험을 수행함 (그림 39).

그림 39. 장내균총 개선 천연물 탐색을 위한 연속식 혐기 배양시스템 구축

� 천연물 처리에 의한 장내 미생물총 개선 효과를 확인하기 위해 장내 미생물총 불균형

상태를 유도할 수 있는 배지조건을 탐색함. 혐기성 연속 배양 시스템에서 BCM (basal

culture medium) 기반 배양을 수행하면서 mucin, 당 (arabinogalactan, starch, pectin,

xylan, inulin, sucrose), 단백질 함량을 다르게 하여 2주 이상 배양을 수행함. 장내 미생물총

불균형 유도 여부는 SCFA (short chain fatty acid) 함량을 측정하여 인체 대변시료의

특징과 비교함으로써 결정함 (그림 40).
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그림 40. 장내 미생물총 탐색용 배양 조건 연구

� SCFA 분석을 위해 샘플링된 배양액 시료를 sulfuric acid로 산성화시켰으며 diethyl ether

층으로 분획하여 GC-FID 실험을 수행하였음. 이때 volatile acid 분석 전용 Nukol 컬럼

(Supelco)을 사용하였으며 acetate, propionic acid, isobutyric acid, butyric acid, isovaleric

acid, valeric acid를 표적 물질로 분석하였음 (내부표준물질: 2-methylpentanoic acid).

� 활성 소재의 고속 탐색을 위해 장내 미생물총 불균형을 유도하는 배지조건에 대해 96-deep

well plate 기반 배양을 수행함. 동일 배지조건에서 생물반응기로부터 샘플링된 배양액

1%를 접종하여 이틀간 배양하였고 이때 천연물 소재를 함께 처리하여 최종적으로 장내

미생물 유래 유해효소 활성 , SCFA 함량, qPCR을 통한 유산균 증식 여부 등을 분석함.

장내 미생물 유래 유해효소는 간에서 유독성 물질의 무독화 기능을 방해하는 미생물

β-glucuronidase와 장내에서 트립토판을 분해하여 인돌류의 유해물질 생성에 관여하는

tryptophanase, 또 aromatic amine을 생성하여 DNA 변이를 초래하는 nitroreductase 활성을

측정하였음. 유산균 증식 여부를 위해서는 Lactobacillus (F:

GAGGCAGCAGTAGGGAATCTTC, R: GGCCAGTTACTACCTCTATCCTTCTTC) ,

Bifidobacterium (F: CTCCTGGAAACGGGTGG, R: GGTGTTCTTCCCGATATCTACA)

primer를 사용함.

� 장내미생물 개선효능 검증용 맞춤형 대장모사시스템 구축 완료하였으며, 정상배지 및

고단백질 섭취조건 (육식위주 식이습관 모사목적)에서 인체유래 장내미생물 배양에
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성공하였음.

Component g/L

Peptone 1.3

Yeast extract 2

NaHCO3 2

L-Cystein-HCl 0.5

Bile salts 0.5

Hemin 0.005

Vitamin K 10 μL

NaCl 0.8

KH2PO4 0.04

K2HPO4 0.04

MgSO4 0.01

CaCl2 0.01

Resazurin 0.0025

Mucin 2

Casein 5

Sucrose 1

표 4. 장내 미생물 불균형 유도 고단백 배양배지 조성

� 대장모사시스템을 이용하여 약 2달간 장내미생물을 배양유지 하였으며, 장내미생물 생장,

유해균 효소활성, SCFA (Short chain fatty acid) 함량 측정에 성공하였음.

� 이를 96웰 플레이트에서 배양 및 모니터링 함으로써 장내미생물총 개선 효능 고속검증

시스템을 구축 완료하였음. 스크리닝 플랫폼의 모식도는 아래와 같음 (그림 41).
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그림 41. 인체 장내 미생물총 개선 효능 고속검증 시스템 모식도

6. 천연물 라이브러리를 활용한 천연 프리바이오틱스 소재 발굴

� 천연물 라이브러리 중 장내 미생물 군집 개선에 효과가 있는 것으로 알려진 다당체와

phytochemicals을 다량 함유하고 있는 소재 및 항균 활성이 있는 것으로 알려진 소재 등을

중심으로 약 30여종의 천연물을 대상으로 장내균총 개선능을 검증함 (그림 42).

� 구축된 천연물 맞춤형 인체 장내 미생물총 개선 효능 고속검증 시스템을 이용하여 천연물

후보 소재의 균총 개선 효능을 탐색하였음. 천연물 처리 농도는 100 ppm으로 통일하였으며

양성 대조군으로 Fructooligosaccharide (1 mg/mL), 음성대조군으로 항생제인

chloramphenicol (10, 40 ppm)을 사용하였음.
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samples

w1 w2 w3 average
vs.

control
ttest w1 w2 w3 average

vs.

control
ttest w1 w2 w3 average

vs.

control
ttest

media only 0.001 0.000 0.000 0.000 0.00 0.024 0.003 -0.001 -0.001 0.000 0.00

no DMSO 0.071 0.119 0.112 0.100 81.79 0.416 0.054 0.062 0.065 0.060 123.29 0.035 0.759 0.520 0.579 0.619 146.08 0.156

0.1% DMSO 0.090 0.138 0.132 0.120 97.55 0.909 0.053 0.058 0.058 0.056 115.07 0.032 0.587 0.419 0.438 0.481 113.53 0.600

0.2% DMSO 0.084 0.140 0.145 0.123 100.00 1.000 0.050 0.051 0.046 0.049 100.00 1.000 0.594 0.363 0.316 0.424 100.00 1.000

0.2% DMSO 1차배지 0.096 0.152 0.148 0.132 107.34 0.752 0.066 0.052 0.057 0.058 119.18 0.100 0.686 0.341 0.384 0.470 110.91 0.755

FOS 1 mg/mL 0.225 0.278 0.253 0.252 205.16 0.007 0.020 0.017 0.016 0.017 35.62 0.000 0.088 0.060 0.062 0.070 16.47 0.015

chloramphenicol 10 ppm 0.065 0.006 0.115 0.062 50.27 0.175 0.100 0.002 0.030 0.044 89.73 0.872 1.541 0.294 0.259 0.698 164.62 0.559

chloramphenicol 40 ppm 0.005 0.010 0.006 0.007 5.43 0.004 0.003 0.004 0.001 0.002 4.79 0.000 0.571 0.379 0.118 0.356 83.99 0.688

KNP01 100 ppm 0.134 0.164 0.189 0.162 132.07 0.194 0.065 0.056 0.069 0.063 129.45 0.026 0.484 0.340 0.364 0.396 93.38 0.786

KNP02 100 ppm 0.133 0.133 0.205 0.157 127.72 0.334 0.043 0.048 0.049 0.046 95.21 0.387 0.322 0.359 0.238 0.306 72.22 0.274

KNP03 100 ppm 0.154 0.142 0.209 0.168 136.96 0.186 0.081 0.071 0.091 0.081 165.75 0.006 0.525 0.499 0.435 0.486 114.64 0.528

KNP04 100 ppm 0.138 0.139 0.183 0.153 124.73 0.284 0.048 0.049 0.058 0.051 105.48 0.492 0.346 0.351 0.316 0.338 79.63 0.375

KNP05 100 ppm 0.129 0.021 0.167 0.105 85.87 0.736 0.041 0.047 0.046 0.044 91.10 0.146 0.316 2.258 0.274 0.295 69.58 0.471

KNP06 100 ppm 0.169 0.160 0.203 0.177 144.29 0.082 0.075 0.027 0.077 0.059 121.92 0.551 0.443 0.167 0.378 0.329 77.67 0.473

KNP07 100 ppm 0.132 0.139 0.170 0.147 119.57 0.351 0.020 0.018 0.033 0.023 47.95 0.007 0.149 0.127 0.193 0.156 36.89 0.038

KNP08 100 ppm 0.172 0.168 0.170 0.170 138.32 0.074 0.076 0.071 0.081 0.076 155.48 0.001 0.441 0.421 0.475 0.446 105.16 0.815

KNP09 100 ppm 0.251 0.254 0.279 0.261 212.77 0.003 0.108 0.116 0.123 0.115 236.99 0.000 0.430 0.456 0.440 0.442 104.22 0.846

KNP10 100 ppm 0.196 0.219 0.226 0.213 173.91 0.014 0.058 0.075 0.057 0.063 129.45 0.076 0.295 0.341 0.251 0.296 69.75 0.226

KNP11 100 ppm 0.188 0.216 0.238 0.214 174.18 0.020 0.051 0.058 0.059 0.056 114.38 0.076 0.270 0.267 0.247 0.261 61.65 0.132

KNP12 100 ppm 0.175 0.233 0.222 0.210 170.92 0.030 0.045 0.057 0.053 0.051 105.48 0.526 0.256 0.244 0.238 0.246 57.93 0.107

KNP13 100 ppm 0.180 0.208 0.227 0.205 166.85 0.026 0.052 0.054 0.051 0.052 106.85 0.132 0.288 0.258 0.224 0.257 60.49 0.129

KNP14 100 ppm 0.182 0.206 0.206 0.198 161.14 0.024 0.048 0.053 0.052 0.051 104.11 0.407 0.262 0.256 0.251 0.257 60.51 0.123

KNP15 100 ppm 0.180 0.212 0.215 0.202 164.67 0.024 0.121 0.086 0.126 0.111 227.40 0.008 0.672 0.405 0.585 0.554 130.63 0.327

KNP16 100 ppm 0.186 0.208 0.218 0.204 166.03 0.020 0.063 0.072 0.081 0.072 147.26 0.013 0.338 0.345 0.371 0.351 82.80 0.446

KNP17 100 ppm 0.220 0.192 0.167 0.193 157.07 0.048 0.061 0.071 0.075 0.069 141.10 0.011 0.276 0.369 0.448 0.364 85.91 0.580

KNP18 100 ppm 0.223 0.195 0.172 0.196 160.05 0.040 0.061 0.056 0.068 0.061 126.03 0.029 0.272 0.286 0.394 0.318 74.89 0.321

KNP19 100 ppm 0.203 0.148 0.169 0.173 141.03 0.117 0.059 0.053 0.064 0.058 119.86 0.052 0.289 0.357 0.377 0.341 80.47 0.409

KNP20 100 ppm 0.120 0.183 0.189 0.164 133.42 0.237 0.066 0.043 0.056 0.055 112.33 0.429 0.549 0.234 0.295 0.359 84.70 0.642

KNP21 100 uM 0.279 0.229 0.260 0.256 208.42 0.005 0.295 0.271 0.322 0.296 607.53 0.000 1.057 1.184 1.239 1.160 273.56 0.002

KNP22 100 uM 0.238 0.195 0.443 0.292 237.77 0.099 0.072 0.066 0.194 0.110 226.71 0.214 0.302 0.337 0.438 0.359 84.62 0.530

KNP23 100 uM 0.185 0.198 0.194 0.192 156.52 0.025 0.043 0.051 0.064 0.052 107.53 0.592 0.231 0.256 0.329 0.272 64.16 0.169

KNP24 100 uM 0.120 0.117 0.123 0.120 97.55 0.886 0.121 0.128 0.144 0.131 268.49 0.000 1.008 1.094 1.171 1.091 257.36 0.002

media only 0.002 0.000 -0.002 0.000 0.00 0.007 0.003 -0.002 -0.002 0.000 0.00

no DMSO 0.122 0.112 0.136 0.123 102.78 0.897 0.036 0.013 0.029 0.026 141.07 0.388 0.298 0.119 0.216 0.211 132.01 0.451

0.1% DMSO 0.162 0.113 0.105 0.127 105.56 0.831 0.026 0.013 0.020 0.020 107.14 0.821 0.163 0.118 0.194 0.158 98.97 0.969

0.2% DMSO 0.165 0.107 0.088 0.120 100.00 1.000 0.025 0.011 0.019 0.019 100.00 1.000 0.154 0.106 0.220 0.160 100.00 1.000

0.2% DMSO 1차배지 0.145 0.079 0.072 0.099 82.22 0.551 0.023 0.013 0.011 0.016 85.71 0.653 0.161 0.169 0.157 0.162 101.66 0.940

FOS 1 mg/mL 0.380 0.319 0.300 0.333 277.50 0.003 0.096 0.034 0.082 0.071 380.36 0.053 0.254 0.108 0.274 0.212 132.65 0.448

chloramphenicol 10 ppm 0.137 0.113 0.180 0.143 119.44 0.485 0.027 0.031 0.021 0.027 142.86 0.184 0.200 0.277 0.119 0.198 124.24 0.531

chloramphenicol 40 ppm 0.003 -0.004 -0.005 -0.002 -1.67 0.006 0.006 0.004 0.002 0.004 23.21 0.027 2.111 -1.083 -0.467 0.187 117.11 0.979

KNP01 100 ppm 0.196 0.214 0.209 0.206 171.94 0.022 0.030 0.030 0.029 0.030 160.71 0.050 0.155 0.142 0.140 0.146 91.17 0.694

KNP02 100 ppm 0.192 0.196 0.194 0.194 161.67 0.033 0.027 0.029 0.027 0.028 150.00 0.086 0.142 0.150 0.141 0.144 90.35 0.666

KNP03 100 ppm 0.184 0.129 0.188 0.167 139.17 0.192 0.061 0.059 0.047 0.056 300.00 0.003 0.333 0.460 0.252 0.348 218.11 0.052

KNP04 100 ppm 0.167 0.123 0.179 0.156 130.28 0.275 0.031 0.029 0.032 0.031 166.07 0.041 0.188 0.238 0.181 0.202 126.63 0.322

KNP05 100 ppm 0.134 0.118 0.106 0.119 99.44 0.980 0.023 0.023 0.025 0.024 128.57 0.264 0.174 0.198 0.239 0.204 127.49 0.313

KNP06 100 ppm 0.122 0.114 0.155 0.130 108.61 0.715 0.029 0.020 0.027 0.026 137.50 0.225 0.240 0.178 0.176 0.198 124.21 0.379

KNP07 100 ppm 0.168 0.170 0.188 0.175 146.11 0.083 0.023 0.024 0.025 0.024 130.36 0.239 0.139 0.143 0.135 0.139 86.98 0.564

KNP08 100 ppm 0.171 0.181 0.192 0.181 151.11 0.063 0.054 0.049 0.039 0.048 255.36 0.008 0.318 0.273 0.205 0.265 165.95 0.086

KNP09 100 ppm 0.226 0.252 0.218 0.232 193.33 0.011 0.049 0.061 0.053 0.055 292.86 0.003 0.218 0.243 0.245 0.235 147.41 0.090

KNP10 100 ppm 0.198 0.215 0.226 0.213 177.50 0.019 0.037 0.045 0.043 0.042 225.00 0.008 0.189 0.211 0.192 0.197 123.37 0.330

KNP11 100 ppm 0.176 0.221 0.195 0.197 164.44 0.044 0.012 0.026 0.022 0.020 108.93 0.789 0.070 0.119 0.115 0.101 63.40 0.185

KNP12 100 ppm 0.175 0.220 0.186 0.194 161.39 0.052 0.026 0.027 0.026 0.027 142.86 0.121 0.150 0.124 0.142 0.139 86.88 0.570

KNP13 100 ppm 0.174 0.181 0.183 0.179 149.44 0.064 0.024 0.028 0.023 0.025 135.71 0.199 0.140 0.157 0.128 0.141 88.47 0.617

KNP14 100 ppm 0.170 0.209 0.168 0.182 151.94 0.080 0.026 0.031 0.027 0.028 151.79 0.090 0.155 0.150 0.163 0.156 97.57 0.913

KNP15 100 ppm 0.169 0.236 0.197 0.201 167.22 0.056 0.050 0.092 0.079 0.074 396.43 0.013 0.298 0.391 0.403 0.364 227.86 0.012

KNP16 100 ppm 0.191 0.218 0.185 0.198 165.00 0.037 0.041 0.047 0.052 0.047 251.79 0.005 0.216 0.217 0.283 0.239 149.52 0.117

KNP17 100 ppm 0.109 0.114 0.202 0.142 118.06 0.600 0.032 0.028 0.041 0.034 182.14 0.052 0.297 0.249 0.205 0.250 156.48 0.100

KNP18 100 ppm 0.183 0.229 0.184 0.199 165.56 0.047 0.022 0.028 0.031 0.027 146.43 0.148 0.122 0.124 0.170 0.139 86.83 0.596

KNP19 100 ppm 0.262 0.204 0.196 0.221 183.89 0.032 0.018 0.035 0.039 0.031 166.07 0.180 0.070 0.173 0.201 0.148 92.63 0.831

KNP20 100 ppm 0.260 0.218 0.204 0.227 189.44 0.020 0.014 0.019 0.015 0.016 87.50 0.619 0.055 0.089 0.075 0.073 45.70 0.065

KNP21 100 uM 0.230 0.203 0.210 0.214 178.61 0.018 0.108 0.076 0.135 0.107 571.43 0.007 0.471 0.376 0.644 0.497 311.28 0.017

KNP22 100 uM 0.236 0.175 0.185 0.199 165.56 0.058 0.035 0.038 0.042 0.039 207.14 0.012 0.150 0.219 0.229 0.199 124.72 0.394

KNP23 100 uM 0.126 0.218 0.215 0.186 155.28 0.156 0.028 0.030 0.034 0.031 166.07 0.049 0.225 0.139 0.160 0.175 109.30 0.741

KNP24 100 uM 0.168 0.192 0.191 0.184 153.06 0.060 0.034 0.046 0.043 0.041 221.43 0.014 0.204 0.241 0.227 0.224 140.36 0.137

from B
(GOS)

from E
(Casein)

OD600 b-glucuronidase
b-glucuronidase

(normalization)

그림 42. 장내 미생물총 개선효능을 가지는 천연물 발굴을 위한 스크리닝

� 구축된 인체 대장모사시스템을 활용하여 장내균총 개선능을 가지는 천연 프리바이오틱스

소재를 스크리닝하였으며, 그 결과 홍국, 더덕추출물 및 실리마린 소재의 장내균총

개선효능을 확인하였음.

� 그 예로써, 홍국 추출물은 정상배지 조건 및 고단백질 섭취모사조건에서 장내미생물의

생장을 촉진함을 확인하였음 (그림 43).

� 홍국추출물은 유해균효소활성을 떨어뜨림을 확인할 수 있었으며, 이는 상대적으로 유해균의

분포가 감소함을 의미함 (그림 44).

� 참고로, 장내균총 개선능이 알려진 프락토올리고당(FOS)은 장내균 생장을 촉진하고 유해균
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마커의 활성을 낮추는 반면, 장내균총을 망가뜨리는 것으로 알려진 항생제는 장내균의

생장을 억제하며 유해균 마커의 활성을 높였음.

그림 43. 천연프리바이오틱스 소재인 홍국추출물의 장내미생물 생장촉진효과

그림 44. 홍국추출물의 유해균 바이오마커인 효소활성 억제 효능

� 또한 유익미생물이 생성하는 것으로 알려져 있는 단쇄지방산 (short chain fatty acid;

SCFA)함량을 측정한 결과, 프락토올리고당 (FOS) 처리 시에는 SCFA함량이 증가하고,

항생제 처리 시에는 SCFA함량이 감소하는 반면, 홍국 물추출물, 에탄올추출물 처리 시에는

SCFA함량이 늘어남으로써, 유익균 활성이 늘어남을 유추할 수 있었음 (그림 45).
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그림 45. 홍국추출물이 대장모사시스템에서

단쇄지방산 생성에 미치는 영향

� 발굴된 유망소재인 홍국, 더덕, 실리마린 소재를 지적재산권화 하였으며, 현재

(2018.11.4.)까지 총 9건의 국내외 특허출원 및 등록 실적을 도출하였음 (국내출원 4건,

미국출원 1건, 국내등록 4건).

� 특히 ‘더덕 추출물을 함유하는 장건강 개선용 조성물’에 관한 특허는 한국과학기술연구원의

특허심의위원회 평가 결과, 신규성과 산업적 파급력이 큰 우수특허 (A등급)로 선정된 바

있으며, 한국과학기술연구원으로부터 해외 특허출원 비용 (1300만원)을 지원 받아

미국특허로 출원되었으며, 현재 심사 중에 있음.
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2절. 2차년도 연구수행 내용 및 결과

1. 장내 미생물총 개선용 혼합 균주 발굴

가. Direct plating을 이용한 장내 미생물 순수 분리

� 본 연구진은 1차년도 연령별, 건강상태별 한국인 장내 미생물 패턴을 분석하기 위해, 확보한 연령

그룹별 (영유아, 20-30대, 40-50대, 60-70대) 분변 시료를 이용하여 장내 미생물총 개선용 혼합

미생물 균주 분리를 시도하였음. 혐기 조건에서, non selective agar에 direct plating을 하여

2000 종 이상의 다양한 장내 미생물을 순수 분리하였으며, 이를 통하여 현재 식품의약품 안전처 (식

약처) 에서 허가하고 있는 고시형, 개별 인정형 프로바이오틱스 균주 (표 5) 에 속하는 Lactobacillus

112종, Lactococcus 2종, Bifidobacterium 464종의 균주를 분리하였음.

표 5. 식약처 고시형 균주 리스트

나. In vitro 장내 미생물-동물세포 혼합 배양을 통한 면역기능 개선 효능 평가

� 전체 분리 균주들을 대상으로 한 내산성 및 내담즙성 평가를 통해, Lactobacillus 19종, Lactococcus

2종, Bifidobacterium 34종을 선별함. 이 후, 단핵구 세포주 THP1과 인간 말초혈액단핵구 (human

peripheral blood mononuclear cell, PBMC)를 이용하여, 인간 분변 유래 순수 분리된 장내 균총의 다

양한 사이토카인 분비능을 확인함.

� THP-1 세포주는 100 mM의 phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA)를 처리하여 대식세포

(macrophage) 로 분화하였으며, 이는 초기 선천성 면역에 관여하는 세포 중 하나로 장내 점막에서

다양한 사이토카인을 유도 할 수 있는 능력을 가짐.. PBMC는, 백혈구 농축액으로써, 선천면역에

관여하고 항원을 인지하는대식세포 및 수지상세포 뿐만 아니라 B 세포, T 세포 및 natural killer T

(NKT) 세포 등 후천면역에 관여하는 다양한 림프구 에 의한 사이토카인 반응을 확인할 수 있음.

� 본 실험에서는 인간 세포 (THP1 또는 PBMC) 대 생균 비율 (cell: live bacteria) 을 1:20 또는

1:100으로 혼합 배양한 후, 24 시간 뒤 상층액을 획득하여 cytometric bead assay (CBA) 또는
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enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)로 다양한 사이토카인 (TNF, IL-6, IL-8, IL-1β,

IL-10, IL-2, IL-4, IFN-γ IL-17A) 발현량을 확인하였음. 흥미롭게도 THP1 세포주에서는 염증성

사이토카인 중 IL-8이 유의하게 증가하였으며, 또한 항염증 사이토카인인 IL-10을 유의하게

증가시키는 Lactobacillus, Lactococcus 종과 Bifidobacterium 종을 확인하였음. 또한 IL-6, TNF,

IFN-γ 대비 IL-10 발현율 역시 확인하여 염증성 사이토카인이 항염증성 사이토카인에 비해 높은

수준으로 발현되는 분리 균주를 확인하였음 (그림 46).

a) b)

그림 46. 후보 균주들에 의한 THP1과 PBMC 상의 사이토카인 발현률

결과 (a) 및 PBMC와의 항염증성 사이토카인 상대적 발현율 비교 (b)

다.　소재 안정성·기능성 평가를 통한 혼합 균주 발굴

� 후보 분리균주들을 대상으로 인간 유래 면역 세포의 장내 미생물에 대한 면역반응 및 장관세포의

tight junction 조절 능력을 확인하였음 (그림 47). 이를 통해 항염증성 기능과 장관세포의 tight

junction을 증가시킬 수 있는 균주 3종을 확보하였으며, 이들의 생육 특성 규명 및 최적화 및

내산성·내담즙성 평가를 통해 기능성 및 안전성을 확보하였음.
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그림 47. 면역기능 개선 혼합 균주 발굴 모식도

라. 소재 안정성·생육 특성 규명 및 최적화

� 최종적으로 선별한 균주 3종 중 SNUG50430 과 SNUG50559 는 3개월 미만의 신선한 영아 분변

샘플에서 분리하였음. SNUG10122 는 성인 분변 샘플의 분변에서 분리함 (표 6). 각 균주는 16s

rRNA gene resequence 분석을 통해, 99% 이상 identity 가 상등한 균으로 동정함.

표 6. 최종 선별 균주 3종의 정보

� 각 균주의 생육 특성 규명 및 최적화를 위해 선별된 균의 성장도를 시간별로 확인한 결과,

SNUG50430의 경우, 배양 후 11시간 경에 휴지기 (stationary phase) 에 도달하였으며, 생균수는 3.26

× 109 CFU/mL를 나타냈음. SNUG10122는 배양 후 5시간경 (생균수 2.36 × 109 CFU/mL)

,SNUG50559의 경우 17시간 경 (생균수 4.48 × 109 CFU/mL)에 각각 정지기에 도달하는 것을

확인하였음 (그림 48).
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그림 48. 선별된 균주의 성장곡선

그림 49. 선별된 균주의 내산성·내담즙성 평가

� 또한 각 균주의 생존율 및 안정성을 평가하기 위해 pH 2, 3, 4 조건과 담즙 (oxgall, sigma) 1%, 2%,

4%의 농도로 조절한 MRS broth에 각 균을 접종하고, 24시간 동안 배양한 뒤, 그 성장 정도를 pH 6.5

조건의 대조군과 비교하여 생존율 [(실험균의 OD값/대조군의 OD값) × 100]을 산출하였음 (그림 49).

SNUG50430의 경우, pH 4에서 53%, SNUG10122와 SNUG50559의 경우 담즙 1%, 2%에서 50%

이상의 생존율을 보이는 등, 상당한 내산 및 담즙성을 보였음. 장내 위장의 낮은 pH 와 소장의 담즙

등에 대한 강한 내성이 필요한 점을 고려하였을 때, 본 균주들은 바람직한 수준의 내성을 보유하고

있음.

� 선별 균주의 항생제 내성 평가를 위해 ISO-sensitest agar에 각 균주를 접종한 다음 항생제 MIC test

strip (Liofilchem, Italy)를 올려놓고, 18-24시간 동안 배양하여 생육 억제 (clear zone)가 나타나는

농도를 확인하였음. AMP (Ampicillin), Va (Vancomycin), CN (Clindamycin), K (Kanamycin), S

(Streptomycin), E (Erythromycin), CD (Clindamycin), TE (Tetracycline) 및 C (Chloramphenicol) 등

총 9가지 항생제들 대한 내성을 평가하였으며 . 결과를 미생물의 저항성에 관한 국제기준인

European Food Safety Authority (EFSA) 기준을 적용하여 점검함. 3종의 선별균주들은

전반적으로 항생제들에 대한 내성이 기준치보다 낮아 요건을 충족하였음 (그림 50).
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그림 50. 선별 균주의 항생제 내성 능력 평가

� SNUG50430 (L. rhamnnosus)과 SNUG50559 (B. longum) 에 대한 형태 (morphology)를 주

사전자현미경 (scanning electron microscope, SEM)을 이용하여 확인하였음 (그림 51).

a) b)

그림 51. (a) SNUG50430 (b) SNUG50559 주사전자현미경 사진

마. 장관 세포 밀착결합 (Tight junction) 조절 기능 평가

� 3종의 기능성 균주 (SNUG50430, SNUG10122, SNUG50559)의 배양조건 확립 및 미생물

변형을 최소화하기 위한 스탁화 (stock) 등을 수행하였으며, 각 균주를 적절한 규모로 배양

한 후, 배양법 및 유세포 분석기를 활용하여 각 균주의 접종량을 일정화하는 단계를 거침.
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� 균주들에 의한 tight-junction 효과를 확인하기 위하여 대표적인 장상피세포인 Caco-2 세

포를 배양하였으며, 기능성 균주의 생장조건을 고려하여 기능성 균주-Caco-2 세포 간 혼합

배양조건을 확립하였음.

� Neutral red uptake법으로 확인한 바와 같이 기능성 균주와의 혼합 배양이 Caco-2 세포의

cell viability에 영향을 미치지 않았으며, 이에 균주들의 기능성을 점검하기 위한 혼합 배양

조건이 적절히 갖추어졌음을 알 수 있음 (그림 52).　　　

그림 52. Neutral red uptake

법으로 검증한　

혼합 배양 조건 확립

　　　　　　　

바. 기능성 균주가 장상피세포 tight junction 및 장 점막 관련 단백질 발현에 미치는 영향

확인

� 기능성 균주와 혼합배양한 후의 Caco-2 세포를 대상으로 Transepithelial/transendothelial

electrical resistance (TEER) assay을 수행하여 기능성 균주가 장상피세포의 tight junction

에 주는 영향을 확인함 (그림 53).



- 58 -

그림 53. TEER 측정용 장비 (EVOM2) 및 Caco-2 세포의

tight junction변화 검증 과정

� 대조군에 비해 3종의 대상 균주를 처리한 Caco-2 세포 상의 TEER값이 유의하게 상승하는

것을 확인할 수 있었으며, 특히 12시간 처리에 비해 24시간 처리 후 3~5배 정도의 높은

TEER값 상승이 있었음 (그림 54).

그림 54. 기능성 균주 처리 후의 Caco-2 세포 상 TEER값 변화

(a) 12시간 처리; (b) 24시간 처리

� 또한 열처리를 하여 사멸화한 균주 및 균주 배양 상층액을 Caco-2 세포에 24시간 처리한

다음 2배 내외의 TEER값이 상승하는 것을 확인함. 본 결과는 기능성 균주로부터 유래하는

대사체 (metabolites)들이 장 상피세포의 tight junction를 유의하게 강화시킬 수 있음을

보여줌 (그림 55).
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그림 55. (a) 열처리를 통하여 사멸화한 균주 및 (b) 균주배양

상층액을 처리한 후 Caco-2 세포 상 TEER값 변화

� 기능성 균주를 24시간 처리한 후의 핵심 막단백질인 ZO-1 및 Occludin의 발현량을 western

blot을 통하여 조사한 결과, 대조군에 비하여 ZO-1은 약 1.6배, Occludin은 약 2배 남짓

과발현되는 것을 확인하였다. 이는 즉 기능성 균주의 처리가 막단백질의 발현에 영향을

미침으로써 장 상피세포의 tight junction을 강화할 수 있음을 보여줌 (그림 56 및 그림 57).

그림 56. Western blot을 통한

기능성 균주 처리 후

단백질 발현량 비교
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그림 57. 24시간의 기능성 균주 처리가 Caco-2 세포의 막단백질

(a) ZO-1 및 (b) Occludin의 발현에 미치는 영향 확인

� 기능성 균주를 24시간 처리한 후의 핵심 막단백질인 ZO-1 및 Occludin의 발현을

면역형광염색법으로 확인한 결과, 대조군에 비해 확실한 발현 증가를 육안으로 살펴볼 수

있었음. 이에 기능성 균주가 충분한 장 상피세포의 tight junction 강화를 유도해 낼 수

있음을 재차 확인하였음 (그림 58).

그림 58. 균주 처리가 유도한 Caco-2 세포 상 주요

막단백질의 과발현 확인 (면역형광염색법)
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2. 맞춤 균주와 천연 프리바이오틱스를 활용한 혼합모델 개발

� 1차년도 연구개발을 통해 발굴된 맞춤형 균주 및 천연프리바이오틱스를 혼합시의 최적

비율을 결정하기 위해, 중심합성계획법 (Central composite design, CCD) 기반의 혼합모델

개발 연구를 수행함 (그림 59).

그림 59. 맞춤 균주와 천연프리바이오틱스 최적

혼합비율 결정을 위한 연구개발 개념도

� 대장모사기반 고속 장내균총 개선능 평가시스템을 활용하여 혼합소재 적용 연구를 수행함.

대장 환경을 모사하기 위해 회분식 장내미생물 배양법에 기반하여 high throughput in

vitro 혐기배양법을 개발함 (Long, 2015). 건강한 인체 시료로부터 10% fecal slurry를

만들고 이를 1%가 되도록 접종하여 1차 배양 (50 mL)을 24시간 동안 수행함. 2차 배양은

96 deep-well plate (1.6 mL)에서 24-48시간 동안 진행하였으며 이때 프로바이오틱스 및

프리바이오틱스를 동시에 처리하였음. 배양배지는 프로바이오틱스와 프리바이오틱스에 의한

균총 개선 효과를 확인하기 위해 장내미생물 dysbiosis를 유도할 수 있는 고단백질

배양조건 (C-source: 6.7 g/L, N-source: 10.5 g/L)을 이용하였으며 (Marzorati, 2017), 기본

조성은 아래와 같음 (표 7).
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표 7. 대장환경 불균형 모사를 위해 사용된 고단백 배양배지 조성

성분명 함량 (g/L) 비고

Starch 1.0 C-source

Arabinogalactan 0.5 C-source

Pectin 0.5 C-source

Xylan 0.5 C-source

Glucose 0.2 C-source

Yeast extract 3.0 N-source

Peptone 2.5 N-source

Bacto tryptone 2.5 N-source

Casein 2.5 N-source

Mucin 4.0 natural C-source

Cysteine 0.5 산소제거용

� 혼합모델 개발을 위해 사용된 유산균 균주는 주관연구기관인 서울대학교에서 후보균주로

선별한 SNUG50430, SNUG50559, SNUG10122 3종의 균주를 사용함 (표 8). 각 균주에 대해

㈜한국야쿠르트에서 대량배양 후 제조한 분말시료를 제공받아 연구를 수행하였으며 균주별

생균수 정보는 아래와 같음. 시료 처리 시 104~105 CFU의 유산균 시료를 처리함.

표 8. 혼합모델 개발에 사용된 유산균 시료별 생균수

유산균 시료 ID 생균수 (CFU/g)

SNUG50430 4.9 x 1011

SNUG50559 5.5 x 1011

SNUG10122 2.8 x 1011

� 유산균 소재와의 혼합연구를 위한 천연 프리바이오틱스로는 장내균총 개선능 스크리닝을

통해 발굴되어 특허출원된 홍국 물 추출물, 홍국 에탄올 추출물, 더덕 에탄올 추출물을 대상

으로 하였음. 각 추출물은 물 또는 DMSO에 50 mg/mL로 녹여졌으며 시료 처리 시 10-200

ppm의 농도가 사용됨.

� 장내균총 개선을 위한 지표로 bacterial growth, tryptophanase 활성, β-glucuronidase 활성

등을 측정하였으며, GC-FID를 이용한 SCFA (short chain fatty acid) 분석법 (David,
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2014)을 통해 total SCFA와 3개의 major SCFA인 acetate, propionate, butyrate 함량을

측정함.

� 중심합성계획법 (Central composite design)을 이용한 프리·프로바이오틱스 배합비 최적화

연구를 수행함. 반응표면 분석을 위해서는 Minitab 18 버전이 사용되었으며 프로바이오틱스

(SNUG50430), 프리바이오틱스 (더덕 에탄올 추출물)를 2개의 연속요인으로 사용하였음.

중심합성계획법을 이용한 최적화를 위해 bacterial growth, tryptophanase 활성,

beta-glucuronidase 활성, butyrate 및 총 단쇄지방산 (total short chain fatty acid) 함량

등을 response로 설정함 (표 9).

표 9. SNUG50430, 더덕 에탄올추출물에 대한 중심합성 실험 계획

런 순서 점 유형 블럭 A B
SNUG50430

(log10 CFU)

더덕 에탄올추출물

(ppm)

1 0 1 0 0 4.5 110

2 1 1 1 1 5 180

3 -1 1 1.414 0 5.21 110
4 0 1 0 0 4.5 110

5 1 1 1 -1 5 40

6 -1 1 0 -1.414 4.5 11.01
7 1 1 -1 1 4 180

8 0 1 0 0 4.5 110
9 0 1 0 0 4.5 110

10 -1 1 0 1.414 4.5 208.99

11 1 1 -1 -1 4 40
12 -1 1 -1.414 0 3.79 110

13 0 1 0 0 4.5 110

� 선별된 3종의 유산균 시료와 3종의 천연 프리바이오틱스 소재에 대해 대장모사 환경에서

단독 처리 실험을 수행하였을 때, 1차년도 연구결과와 동일하게 유해 효소활성인

tryptophanase, β-glucuronidase 활성이 천연프리바이오틱스 처리 시 감소되는 것을 확인할

수 있었음 (특히 홍국 에탄올 추출물의 tryptophanase 활성 감소가 두드러짐). 유산균

시료의 경우 세포 실험을 통한 면역 증강 및 염증 억제 활성이 있는 소재가

선정되었음에도 SNUG50559, SNUG10122 시료의 경우 β-glucuronidase 억제활성을 가짐을

확인하였음 (그림 60).
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그림 60. 유산균, 천연 프리바이오틱스 단독 처리 시 장내균총 개선효과

� SNUG50430에 대해 천연 프리바이오틱스 (30, 100 ppm) 혼합 배양 실험을 수행함.

SNUG50430 105 처리 시 홍국, 더덕 에탄올 추출물 30 ppm 병용처리 효과가 있었음

(tryptophanase 활성 억제). 단, 홍국 에탄올 추출물의 경우 β-glucuronidase 활성은

증가시키는 문제점이 있음을 확인함. 100 ppm 이상에서는 이러한 활성 억제 효능이 보이지

않기 때문에 각 시료 혼합 배양 시 프리·프로바이오틱스의 혼합비를 최적화할 필요가

있음을 유추할 수 있었음 (그림 61).

그림 61. SNUG50430에 대한 천연 프리바이오틱스 혼합

처리 시 장내균총 개선 효과

� SNUG50559에 대해 천연 프리바이오틱스 (30, 100 ppm) 혼합 배양 실험을 수행함.

SNUG50559 104 처리 시 홍국 물 추출물 30 ppm에서 β-glucuronidase 활성 억제 효능이

있었고, 더덕 에탄올 추출물 30 ppm에서 tryptophanase 활성 억제 효능이 있었음 (그림

62).
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그림 62. SNUG50559에 대한 천연 프리바이오틱스 혼합

처리 시 장내균총 개선 효과

� SNUG10122에 대해 천연 프리바이오틱스 (30, 100 ppm) 혼합 배양 실험을 수행함.

SNUG10122 105 처리 시 홍국 물 추출물 100 ppm에서 β-glucuronidase 활성 억제 효능이

있었고, 홍국 에탄올 추출물 100 ppm에서 tryptophanase 활성 억제 효능이 있었음 (그림

63).

그림 63. SNUG10122에 대한 천연 프리바이오틱스 혼합

처리 시 장내 균총 개선 효과

� 균주와 천연 프리바이오틱스의 혼합 모델 연구 결과, 균주별로 병용처리 효능을 갖는 천연

프리바이오틱스가 달랐고, 농도별로 상이한 균총개선 효과가 나타남을 확인할 수 있었음.

이에 장내균총 개선 효능이 우수했던 더덕 에탄올 추출물과 SNUG50430에 대해

중심합성계획법을 이용한 배합비 최적화 연구를 수행함. 유산균은 104, 105 CFU를 기본

처리 생균수로 첨가하였고, 더덕 추출물의 경우 40, 180 ppm을 기본 처리 농도로

사용하였음.

� 장내 미생물 growth의 경우 더덕 에탄올 추출물 농도가 증가할수록 늘어나는 추세를 보임.

그러나 유해효소 활성 억제의 경우, 유산균 처리 농도가 적을 때에는 천연

프리바이오틱스와 유해 효소 활성이 양의 상관관계를 보인 반면, 유산균 처리 농도가 높을
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때에는 음의 상관관계를 나타냄 (그림 64).

a)

b)

그림 64. Growth, tryptophanase 활성 및 beta-glucuronidase 활성에 대한

(a) CCD 기반 배합비 최적화 반응식 및 (b) 3D 반응표면도

� 단쇄지방산 함량에 대한 반응표면 설계 적용 결과 실험에서 사용한 농도범위 안에서

최대값을 나타내어 적정농도로 실험이 되었음을 확인할 수 있었고, 장세포의 에너지원으로

사용되어 면역증강에 도움을 주는 것으로 알려진 butyrate의 생산이 최적화되는 배합비를

확인함 (그림 65).
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a)

b)

그림 65. Butyrate, total SCFA 함량에 대한

(a) CCD 기반 배합비 최적화 반응식 및 (b) 반응표면 등고선도

� tryptophanase, β-glucuronidase와 같은 유해 효소의 활성을 최소화하면서 총 단쇄지방산

함량과 butyrate 함량을 최대화할 수 있는 배합비를 찾기 위해 반응최적화를 수행하였을

때, 최적화 조건은 SNUG50430이 104.30 CFU, 더덕 에탄올 추출물이 23.00 ppm으로

분석되었음. 이러한 연구결과를 토대로 향후 혼합소재 제조 시 최적 배합비로 활용될 수

있음 (그림 66).
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그림 66. SNUG50430, 더덕 에탄올 추출물에 대한 반응 최적화 및 예측값

3. 장내미생물-동물 혼합배양을 통한 장건강 기능성 검증

� 천연프리바이오틱스 등 발굴된 소재의 기능성 검증을 위하여, 장내균총 배양시스템과

모델동물인 예쁜꼬마선충 (Caenorhabditis elegans) 모델에서 기능성 및 독성 검증

플랫폼을 구축하였음. 모델동물인 예쁜꼬마선충은 인간과 유사하게 장내미생물을 보유하고

있으며 (Cabreiro, 2013), 세대기간이 짧고 유전자 변형기법 적용이 용이해서 최근

장내미생물 연구에 활발히 이용되고 있음 (그림 67).
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그림 67. 장내미생물 연구를 위한

인간 및 예쁜 꼬마선충 모델 비교

� 장내미생물 중 병원성 세균으로 알려진 pathogens (Staphylococcus aureus KCTC3881,

Pseudomonas aeruginosa PA01, Enterococcus fecalis KCTC3206 등)이 포함된

배양조건에서 예쁜꼬마선충의 수명에 미치는 영향을 조사함으로써 발굴소재의 기능을

검증하였음. 이때 대조군 미생물로는 예쁜꼬마선충의 일반적인 배양에 이용되는 대장균

(Escherichia coli) strain OP50을 이용하였음.

� 또한 배양된 단일 세균뿐만 아니라, 실제 대장모사시스템에서 배양된 인간 장내미생물총이

예쁜꼬마선충의 수명에 미치는 영향을 탐색하였음. 이를 위한 정상조건 대장미생물총

배양액과 유해한 장 조건을 모사한 미생물총 배양액을 예쁜꼬마선충 먹이로 투여 후

수명에 미치는 영향을 탐색하였음.

� 이때 실험에 이용된 예쁜꼬마선충 strain은 야생형인 N2뿐만 아니라, 수명연구에 유리한

CF512 strain을 대상으로 테스트를 수행하였음.
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� 이와 함께 발굴된 천연프리바이오틱스의 독성평가 플랫폼을 구축하였으며, 이는

예쁜꼬마선충에 케미컬을 투여 후, 형태관찰, 생장속도, 생식능력, 생식선 세포의 관찰 등을

통해 독성 정도를 비교평가 하고자 하였음. 이때 대표독성평가 물질로는 임상항암제인

에토포사이드 (etoposide)를 이용하였는데, 이 항암제는 장막 표피세포를 손상시켜 장

건강을 악화시킬 수 있는 독성물질로써 향후 장건강 평가에 활용 가능하기 때문이었음.

� 유해균인 S. aureus KCTC3881, P. aeruginosa PA01, E. fecalis KCTC3206를 C. elegans

CF512 strain에 투여하여 수명에 미치는 영향을 확인한 결과, P. aeruginosa는

예쁜꼬마선충의 수명을 현저히 감소시켰음 (P < 0.0001, Log-rank test). 대조미생물

투여군의 mean lifespan은 11.53일 이었으며, S. aureus 투여군은 11.24일 E. fecalis

투여군은 12.74일로 나타나, 대조군 미생물과 비교하여 유사하거나 약간 늘어난 수명을

나타났음. 이와는 대조적으로 P. aeruginosa 투여군은 수명이 6.79일 정도로 현저히

감소하였음 (그림 68). 이러한 연구결과는 유해미생물-모델동물 혼합배양 모델로 활용할 수

있을 것으로 기대됨.

그림 68. 유해한 장내미생물이 모델동물인 예쁜꼬마선충의 수명에 미치는 영향

� 실제 대장모사시스템에서 배양된 인간 장내균총이 모델동물에 미치는 영향도 평가하였음.

정상적인 장조건을 모사한 장내균총과 고단백질 섭취조건을 모사한 장내균총을 야생형

예쁜꼬마선충 N2 strain에 투여한 결과, 대조미생물로 이용된 대장균 OP50 균주 (mean

lifespan 19.22일)에 비해 예쁜꼬마선충의 수명은 현저히 줄어들었음. 정상 장내균총 (mean

lifespan = 15.8일)과 고단백질 섭취모사 장내균총 투여 시에는 비슷하거나 고단백섭취모사

장내균총 (mean lifespan = 15.01일) 이 좀 더 수명을 감소 시켰음 (그림 69). 대장균 OP50

균주는 예쁜꼬마선충 생육에 최적화된 먹이미생물임. 반면, 혐기성조건에서 배양된 인간

장내균총 배양액을 먹이로 공급하는 경우, 일반적으로 예쁜꼬마선충이 섭취하던 먹이가

아니기 때문에 대장균 OP50 균주 투여군보다는 수명이 짧아진 것으로 추측됨. 이러한
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예쁜꼬마선충의 생물학적 특성과 함께, 서로 다른 배양환경에서 배양된 미생물

(호기조건에서 배양된 단일미생물 vs. 혐기조건에서 배양된 복잡한 미생물군총)을

투여하였기 때문에, 이러한 실험결과는 매우 자연스러운 현상으로 생각됨. 이러한 연구

결과는 향후 장내균총 개선소재의 기능성검증을 위한 장내균총-모델동물 혼합배양 모델로

활용할 수 있음.

그림 69. 인간 장내균총이 모델동물인 예쁜꼬마선충의 수명에 미치는 영향

� 아울러 예쁜꼬마선충을 이용하여 장건강 효능과 함께 독성평가 플랫폼을 구축 완료하였음.

독성평가를 위해 장막세포를 손상하는 것으로 알려진 독성 케미컬을 투여 후,

예쁜꼬마선충의 형태관찰, 생장속도, 생식능력, 생식선 세포의 관찰 등을 통해 독성 정도를

평가하였음. 독성화합물을 예쁜꼬마선충에 투여 시 모델동물의 생장이 현저히 저해하였음.

또한 케미칼이 투여된 예쁜꼬마선충이 산란하는 알 갯수는 현저히 감소하였음 (그림 70).

뿐만 아니라, 케미칼 농도가 높아질수록 알의 부화속도도 현저히 감소하였음. 이와 함께

독성 케미칼 투여 후 예쁜꼬마선충의 생식선 세포 (gonad germ cells)의 형태를 관찰한

결과, 독성 케미칼에 의해 생식선 세포의 숫자가 현저히 감소하였으며, 동시에 생식선

세포의 핵이 비정상적으로 커짐을 확인함 (그림 71).
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그림 70. 독성 케미칼이 예쁜꼬마선충의 생식 및 발달에 미치는 영향평가

(A) 산란한 알의 개수 (B-D) 알의 부화속도 측정; (B) 대조군 (C) 0.25

mM투여군 (D) 0.5 mM 투여군

그림 71. 독성 케미칼이 예쁜꼬마선충의 생식선 세포에 미치는 영향 (A) 생식선 세포

(gonad germ cell)의 핵형태 관찰 (B) 생식선세포 숫자 (C) 생식선 세포의 핵 크기

� 예쁜꼬마선충기반 독성평가 플랫폼 구축에 관한 연구결과는 2017년도 Environmental

Toxicology지 6월호의 표지논문으로 게재되었으며 (그림 72), 관련 실험법은 비디오 저널로

출간되어 전 세계적으로 표준 프로토콜로 활용되고 있음 (Lee, 2017). 관련 연구내용은

매일경제, 조선일보, 동아일보, 전자신문 지면 등 주요일간지와 YTN사이언스 방송보도 및

과학동아 7월호에 소개되는 등 높은 홍보전시 효과를 보임 (그림 73).
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그림 72. 모델동물을 이용한 장건강 독성평가 플랫폼 구축과 관련된 학술지 표지 사진

그림 73. 본 사업의 연구 성과가 소개된 전자신문 지면
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4. 장내 미생물총 개선 균주의 우유배지 배양 기초 특성 검사

� 발효유 개발 시 스타터 균주로서 활용가능성을 평가하기 위해, 장내 미생물총 개선 균주

3종 (SNUG50430, SNUG10122, SNUG50559)에 대한 10% (w/v) 탈지분유 배지 및 우유

배지에서의 생육 툭성을 분석하여 우유 배지 배양특성을 확인함.

� 탈지분유 배지의 경우, 식수에 탈지분유를 10% (w/v)로 녹인 후 멸균 유리병에 담고

98~100℃에서 30분간 중탕가열 살균을 수행하고, 상온에서 식힌 후 배양특성 평가 배지로

사용함. 우유 배지의 경우, UHT 고압살균을 실시하고 균질하여 멸균 유리병에 담아,

상온에서 식힌 후 배양특성 평가 배지로 사용함.

� 1차적으로 3종의 균주를 10% (w/v) 탈지분유 배지에 0.5% (v/v) 또는 20% (v/v)로

접종량을 달리해 15시간 배양하여 탈지분유 배지 발효능을 평가함

� 최종적으로 3종의 균주를 각 우유 배지에 1 × 106 cfu/mL 수준으로 접종한 후 자사의 우유

배지 배양조건에서 48시간동안 배양하면서 배양 20시간, 40시간, 48시간에서의 커드

생성여부, 산 생성능, 배양액의 pH, 배양액 생균수를 검사하여 우유 배지 내 생육 기초

특성 및 발요유 제조를 위한 스타터 균주로서의 활용 가능성을 평가함.

� 1차적으로 탈지분유 배지 발효능을 평가한 결과, 0.5% (v/v) 접종한 실험군에서는 배양

15시간까지 3종 균주 모두 배양액에서 커드가 생성되지 않은 반면, 20%를 접종한

실험군에서는 3종 모두 탈지분유 배지에서 커드가 생성되어 유당 발효가 진행될 수 있음을

확인 (그림 74).
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그림 74. 장내 미생물총 개선 균주의 우유 배양 특성 검사

� 최종적으로 실제 발효유 스타터의 접종량 수준인 1 × 106 cfu/mL로 우유 배지 배양실험을

진행함. SNUG50430 균주의 경우 배양 48시간 까지도 우유 배지 배양액에서 커드가

생성되지 않았고, 최종 배양액 산도 0.289%, pH는 6.03, 생균수 2.6 × 108 cfu/mL로 분석됨.

SNUG10122 균주의 경우 배양 24시간 이후부터 우유 배지 배양액에서 커드가

생성되었으며, 최종 배양액 산도 0.773%, pH 4.52, 생균수 8.4 × 108 cfu/mL로 분석됨.

SNUG50559 균주는 최종 배양액 산도 0.99%, pH 4.22, 생균수 1.4 × 109 cfu/mL로 분석됨.

산 생성능은 SNUG50559>SNUG10122>SNUG50430 순으로 높았음 (그림 75).

� 산업에 적용되는 발효유 스타터의 경우, 1 × 106 cfu/mL 수준이 되도록 접종하였을 때,

최종적으로 실제 발효유 스타터의 접종량 수준인 1 × 106 cfu/mL로 우유 배지 배양실험을

진행함. SNUG50430 균주의 경우 배양 48시간 까지도 우유 배지 배양액에서 커드가

생성되지 않았고, 최종 배양액 산도 0.289%, pH는 6.03, 생균수 으로 분석됨. SNUG10122

균주의 경우 배양 24시간 이후부터 우유 배지 배양액에서 커드가 생성되었으며, 최종

배양액 산도 0.773%, pH 4.52, 생균수 로 분석됨. SNUG50559 균주는 최종 배양액 산도

0.99%, pH 4.22, 생균수 로 분석됨. 산 생성능은 SNUG50559>SNUG10122>SNUG50430

순으로 높았음 (그림 75).

� 산업에 적용되는 발효유 스타터의 경우, 단일균주 혹은 복합균주로 사용되며 1 × 106

cfu/mL 수준이 되도록 소량 접종하였을 때, 37~42℃에서 4시간 이내에 배양이 완료되는

단기배양이 방법이 대량생산 주로 사용되며 이 때 산도는 대략 0.90~0.95%로 나타남. 3종의
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후보균주 중 산생성능이 가장 우수한 SNUG50559의 경우도 최종 산도는 0.99%로

분석되었으나 배양시간이 느린 단점이 있음. 본 실험에 사용된 균주 3종 모두 우유 발효는

가능하나 그 속도가 매우 느려, 단일 발효유 스타터로서는 산업적, 경제적 측면에서 활용이

매우 어려울 것으로 사료됨. 한편, 기존의 발효유 스타터 균주와 더불어 조합 스타터로

활용하고자 한다면 단일 균주의 배양 특성 뿐 아니라 조합 스타터 발효 시 발효유의 맛,

풍미, 생균수 유지기한 등 발효유 품질에 미치는 영향 등의 관련 연구가 선행되어야 함.

이에 본 장내 미생물총 개선 균주 3종의 경우 스타터가 아니라 독립적으로 생산 후

발효유에 기능성 첨가 균주로서 활용될 수 있도록 연구하는 것이 바람직할 것으로 사료됨

(그림 75).

5. 기능성 균주의 최적 배양 조건 연구 – 최적 배양 온도 및 pH 연구

� SNUG50430, SNUG10122, SNUG50559의 최적 배양 온도를 확인하기 위해, 상업용

배지에서 참고문헌을 통해 일반적인 배양 온도 범위를 확인 후 해당 온도 주변으로

배양온도 별 배양 20시간 후 생균수를 비교하여 각 균주의 최적 배양 온도를 결정함.

SNUG50430, SNUG10122 균주는 상업용 MRS 배지에서 30℃, 32℃, 35℃, 37℃의 온도로

배양평가를 수행함. SNUG50559 균주는 상업용 BL 배지에서 30℃, 32℃, 35℃, 37℃의

온도로 배양평가 수행함.

� SNUG50430, SNUG10122, SNUG50559의 최적 배양 pH를 확인하기 위해, 각 균주의 최적

배양 온도에서 배양액의 pH 조절을 달리하여 상업용 배지에서 20시간동안 배양함. 최종

배양 생균수 비교를 통해 각 균주의 최적 배양 pH를 결정함. SNUG5043 균주는 상업용

MRS 배지에서 pH 5.0 pH 5.5, pH 6.0, pH 6.5로 배양평가를 수행하였고, SNUG10122

균주는 상업용 MRS 배지에서 pH 5.0 pH 5.5, pH 6.0, pH 6.5로 배양평가를 수행하였으며,

SNUG50559 균주는 상업용 BL 배지에서 pH 5.0 pH 5.5, pH 6.0, pH 6.5로 배양평가

수행함.

� SNUG50430 균주의 최적 배양 온도는 37℃, SNUG10122 균주의 최적 배양 온도는 32℃,

SNUG50559의 최적 배양 온도는 37℃로 분석됨 (그림 75).

� SNUG50430 균주의 최적 배양 pH는 pH 5.5, SNUG10122 균주의 최적 배양 pH는 pH 6.0,

SNUG50559의 경우 pH 6.0이 최적 배양 pH로 분석됨 (그림 75).
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그림 75. 장내 미생물총 개선 균주의 최적 배양 온도 및 pH 평가

6. 장내 미생물총 개선 균주 생육곡선 확인

� SNUG50430, SNUG10122, SNUG50559 균주 중 산업화 적합 균주를 선발하기에 앞서

상업용 배지에서의 생육곡선을 확인함.

� SNUG50430, SNUG10122, SNUG50559의 최적 배양 pH 및 온도조건에서 MRS 또는

BL배지에서의 배양시간 별 생균수를 측정하여 최대 생균수를 나타내는 배양시간을 확인함.

� SNUG50430 균주는 배양 18시간에 3.49 × 109 CFU/mL로 최대 생균수를 나타내고 이후

생균수가 감소하는 경향을 보임. SNUG10122 균주는 배양 18시간에 1.72 × 1010 CFU/mL로

최대 생균수를 나타내고 이후 생균수가 감소하는 경향을 보임. SNUG50559 균주는 배양

20시간에 7.45 × 109 CFU/mL로 최대 생균수를 나타내고 이후 생균수가 감소하는 경향을

보임 (그림 76).
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그림 76. 장내 미생물총 개선 균주의 상업용 배지에서의 생육곡선

7. 산업화 적합 균주 선별

� SNUG50430, SNUG10122, SNUG50559 균주 중 산업화 적합 균주를 선발하기 위해 seed

용이성, 배양 생균수, 공정 단계별 생산 수율, 균주 분말화 시 동결건조 후 생존률 등을

고려함.

� SNUG50430 균주는 seed 제조에 있어 매우 용이하였으며, 배양액 대비 농축 수율은 약

100% 수준으로 농축공정에 문제가 없었음. 배양액 대비 동결건조 시 수율은 약 80~90%

이상, 동결보호제 혼합 농축액의 동결건조 후 생존률은 약 80% 수준으로 동결건조 시

생존률이 우수함. 종합적으로 산업화 적합성이 매우 높았음. 또한 우유 내 발효가 매우

느리게 일어나는 특성으로 발효 후 첨가균으로 활용 시 발효유의 맛과 풍미를 변질시키지

않을 가능성이 높음.

� SNUG10122 균주는 seed 제조에 있어 용이하였으며, 배양액 대비 농축 수율은 약 80~100%

수준으로 농축공정에 큰 문제는 없었음. 하지만 배양액 대비 동결건조 시 수율은 약

40~60% 수준이며. 동결건조 생존률은 약 40~80% 수준으로 SNUG10122와 비교하여 산업화

적합도가 낮았음. 동결 건조까지의 수율 및 생존률이 높지는 않지만 최종 생균수가 후보

균주 3종 중 가장 높기 때문에 생균수 측면에서 산업 적용성에 대해 긍정적으로 고려함.

� SNUG50559 균주는 SNUG50430, SNUG10122 균주와 비교하여 산소에 대한 감수성이 매우

높아 seed 제조에 있어 어려움이 있었으며, 이는 산업화에 불리하게 작용함. 배양액 대비

농축 수율은 약 70~90% 수준으로 나타남. 하지만 배양액 대비 동결건조 시 수율은 약 45%
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수준이며. 동결건조 생존률은 약 60% 수준으로 균주 안정성이 상대적으로 낮았음. 산업화를

위해서는 균주의 안정성을 증진시킬 수 있는 다양한 방법이 추후 고려되어야 할 것임.

종합적으로 고려할 때 후보 균주 3종 중 산업화 적합성이 가장 낮음.

� 생산성 및 우유 내 발효특성에 따라 SNUG50430 균주를 산업화 후보 균주로 선정함.

8. 장내 미생물총 개선 균주의 최적 배지 개발 – 질소원 선별실험

� 발효유에 첨가할 기능성 균주로서 SNUG50430를 선정하고 배지 최적화를 진행함. 먼저

bottle test를 통해 배지 질소원으로 최적 효소추출물 및 최적 펩톤류 조성을 선별함. 배양

배지조성에서 6종의 효소추출물을 변경 배양하면서 최대 생균수를 나타내는 최적

효소추출물 선별을 우선 실시하고, 선정된 최적 효소추출물을 고정한 배지 조성에 6종의

펩톤을 달리 조합하여 최대 생균수를 나타내는 질소원 조합을 선발함. 이 때, 기본 배지

조성은 자사의 Lactobacillus 식용배지 조성을 기반으로 배지성분 및 농도를 변형하여

사용하였음.

� 6종의 효모추출물 A, B, C, D, E, F을 변경하여 bottle 배양 실험을 실시한 결과, 배양

18시간 후 최대 생균수 (1.44 × 109 CFU/mL)를 나타낸 효모추출물 E를 최적 효모추출물로

선정함. 효모추출물 E를 기반으로 다양한 source의 펩톤류 A, B, C, D, E, F를 달리

조합하여 배양 실험을 실시한 결과, 배양 18시간 후 최대 생균수 (2.29 × 109 CFU/mL)를

나타낸 펩톤 C를 최적 펩톤으로 선정함. 이후 질소원은 효모추출물 E와 펩톤 C를 조합한

기본배지를 제조하여 사용함 (그림 77).
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그림 77. SNUG50430의 배지 성분 최적화–질소원 선별 실험

9. Plackett-Burman design (PBD)를 통한 SNUG50430 균주의 생균수 증진 요소 확인

� 통계학적 배지 최적화 기법 중 Plackett-Burman Design (PBD)를 활용하여 SNUG50430의

생육을 증진시킬 수 있는 중요인자를 결정함. 기본 배지 성분배합 비율을 기준점으로

탄소원 및 질소원과 같은 큰 비중을 차지하는 성분을 각 ±20%씩 조정하고, 미네랄 등

미량원소들은 ± 50%씩 조정함. 이와 같은 방식으로 12가지 조합의 배지조성을 설계하고 각

실험배지를 제조 후 600 nm에서 흡광도를 측정한 후 통계학적 방법을 통해 흡광도 변화에

영향을 미치는 중요 배지 성분을 선별함 (표 10 및 11).

� Plackett-Burman Design (PBD)를 활용하여 SNUG50430의 생육 증진 인자로 통계적으로

유의성 (P<0.05)을 나타낸 인자는 함수결정포도당으로 나타남. 그 다음으로는 통계적

유의성은 없었지만 2. 효모추출물 E, 3. MgSO4 순으로 생균수에 영향을 미치는 요소로

분석됨 (그림 78).
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표 10. 기본 식용배양 배지 조성

배지성분 함량(%)

효모추출물 E 4

펩톤 C 1

K2HPO4 0.15

Vitamin C 0.002

Tween 80 0.1

MgSO4 0.0014

FeSO4 0.0014

MnSO4 0.0014

Glucose 2

정제수 92.74

표 11. Plackett-Burman Design (PBD)을 통한

생육 중요인자 결정

표준

순서

런

순서

점

유형
블럭 YE_E PE_C K2HPO4 Vit C

Tween

80
MgSO4 FeSO4 MnSO4 포도당

1 7 1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1

2 11 1 1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1

3 3 1 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1

4 9 1 1 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1 -1

5 6 1 1 1 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1

6 8 1 1 1 1 1 -1 1 1 -1 1 -1

7 2 1 1 -1 1 1 1 -1 1 1 -1 1

8 1 1 1 -1 -1 1 1 1 -1 1 1 -1

9 4 1 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1 1

10 13 1 1 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1

11 12 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1

12 14 1 1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1

13 10 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0

14 5 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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그림 78. Plackett-Burman Design (PBD)을

통한 생육 중요인자 결정

10. 반응표면분석을 통한 SNUG50430 균주의 배지 최적화

� Plackett-Burman Design (PBD)를 통해 결정된 SNUG50430의 생육 증진인자 상위 3개

요소인 함수결정포도당, 효모추출물 E, MgSO4를 인자로 반응표면분석 (Response surface

method, RSM)을 시행하여 각 성분의 최적배양 농도를 산출하는 실험을 진행함.

통계프로그램을 통해 결정된 20가지 실험 조합을 대상으로 SNUG50430를 배양하여 600

nm에서 흡광도를 측정함. 흡광도 기준 표면분석 결과를 바탕으로 반응 최적 지점, 즉 최대

흡광도가 기대되는 함수결정포도당, 효모추출물 E 및 MgSO4의 농도를 도출함.

� RSM을 통해 최적 함수결정포도당 농도는 18.43 g/L, 최적 효모추출물 E의 농도는 42.42

g/L, 최적 MgSO4 농도는 0.152 g/L로 결정됨 (그림 79 및 그림 80). 최적화 배지에서 기존

상업용 배지 대비 생균수가 약 34% 증진됨 (표 12).
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그림 79. Response surface method (RSM)를 통한 함수결정포도당,

효모추출물 E, MgSO4 농도별 배양 흡광도 결과
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그림 80. Response surface method (RSM)를 통한

함수결정포도당, 효모추출물 E, MgSO4 최적 반응 농도

표 12. SNUG50430 최적화 배지와 기존 식용 배지의 생균수 비교

배지성분
최적화

함량(%)

최적화 배지

생균수

기존 식용배지

생균수
비고

효모추출물 E 4.24

3.07 × 109

CFU/mL

2.29 × 109

CFU/mL

배양
생균수
대비 약
34% 증가

펩톤 C 1
K2HPO4 0.15

Vitamin C 0.002
Tween 80 0.1
MgSO4 0.00152
FeSO4 0.0014
MnSO4 0.0014
Glucose 1.84

정제수 92.66

11. 대량생산 공정 구축 및 최적화

� 대량 생산 공정 구축 및 최적화를 위해 SNUG50430의 최적화 배지를 기반으로 5L

배양기를 이용하여 3L 배양 실험을 진행함. 이때, 최적 배양 온도 및 최적 배양 pH 조건인

37℃, pH 5.5로 조절하며 총 18시간 동안 배양을 진행함.

� 초기 접종은 2차례 계대를 통해 활성화한 SNUG50430을 배지 부피의 1.5% (v/v)로

실시하였고, 18시간 배양완료액은 모두 7000 rpm에서 15 분간 20배수로 농축함. 농축액은

10% 동결보호제를 1:1 비율로 혼합하고, 이후 –80℃에서 농축액 및 보호제 혼합액의

동결을 진행함. 동결된 균주는 동결건조기를 통해 약 50시간 이상 동결건조를 수행하여

분말화 균주를 확보함.
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� SNUG50430 균주의 배양 완료 생균수는 5.6 × 109 CFU/mL로 분석됨. 농축액 및 보호제

혼합액의 생균수는 5.8 × 1010 CFU/mL로 배양균수 대비 공정수율은 104%로 분석됨. 최종

분말은 33.52g이 회수되었으며 생균수는 4.2 × 1011 CFU/g로 배양균수 대비 공정수율은

83%로 분석됨. 동결건조 후 생존률은 80%로 분석됨 (표 13). 농축 수율은 약 100%로

나타나 균주 농축이 잘 수행되었고, 동결건조 분말은 연갈색의 부드러운 성상을 나타냄

(그림 81 및 82).

표 13. 5L jar 배양기 배양 연구 결과

공정단계
생균수

무게 (g) 총 생균수 수율 (%)
동결건조 후

생존률 (%)CFU/mL or g

배양 18시간 5.6 × 109 3020 1.69 × 1013 100% -

농축액 +

보호제 혼합액
5.75 × 1010 305 1.75 × 1013 104% -

분말 4.20 × 1011 33.52 1.41 × 1013 83% 80%

그림 81. 5L jar 배양기 배양 pH/온도 조절 결과 그래프 및

농축 SNUG50430 pellet 형태



- 86 -

그림 82. SNUG50430 농축액 동결보호제 혼합액 및 동결건조 분말 성상 확인

12. 대량생산 공정 구축 및 최적화 – SNUG05430 시생산

� 대량 생산 공정 구축 및 최적화를 위해 SNUG50430의 최적화 배지를 기반으로 lab

scale에서 결정된 실험조건을 참고하여 총 배양용량 300L, 초기 접종 1% (v/v), 배양온도

37℃, pH 5.5 control, 총 배양시간 21시간, 교반속도 30 rpm으로 시생산 진행함. 대량생산

시 최적 배양시간을 확인하기 위해 배양시간을 충분히 늘려주었음. 배양 3시간 단위로

배양액을 샘플링하여 생균수 측정하여 대량생산 시 배양양상을 확인함.

� 배양 종료 후 농축을 진행하되 농축액 온도가 20℃이하를 유지하도록 냉각한 후 약 6500

rpm으로 20배 농축을 진행함. 농축완료액에 차갑게 온도를 유지한 10% 동결보호제를 1:1로

교반혼합하여 동결보호제 최종농도 5%인 농축액 보호제 혼합액 제조함. 농축액 보호제

혼합액 동결 후 동결건조를 실시함.

� 생균수를 토대로 SNUG50430의 배양양상을 확인한 결과, 배양 3시간부터 12시간까지

균수가 급격하게 늘어나는 대수기를 보였고, 12시간부터 15시간까지는 균수변화가 점차

완만해지고 이후 18시간 정지기에 도달하는 양상이 관찰됨. 시간별 생균수를 확인한 결과,

배양 15시간에 최대 생균수 (5.2 × 109 CFU/mL)를 나타내었으며, 배양18시간에도 생균수

(5.0 × 109 CFU/mL)에 큰 차이는 없었음. Lab scale의 최대 생균수 (배양 18시간, 5.6X109

CFU/mL)와 비교해 유사한 생균수를 나타냄. 배양 21시간 (4.8 × 109 CFU/mL)에는

생균수가 감소하여 최적배양 시간은 15~18시간이 적당할 것으로 사료됨. 해당 조건으로

대량 생산 연구를 추가수행 중에 있음 (표 14, 그림 83).

� 동결건조 종료 후 분말성상 확인 결과, 황갈색의 부드러운 분말 성상을 보여 동결건조가 잘

이루어졌음을 확인함. 최종 분말 생균수는 3.9 × 1011 CFU/g으로 대량생산 시에도 공정별
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생산 수율 및 동결건조 후 생존률이 lab scale 조건에서와 유사하게 재현됨을 확인하여

향후 대량 생산에 큰 문제는 없을 것으로 사료됨. 다만 향후 동결보호제 개선 연구 등

동결건조 과정에서 생산수율 및 동결건조 후 생존률을 더욱 높일 수 있는 방안을 마련해야

할 것으로 사료됨.

표 14. 300 L 대량배양 연구 결과

공정단계
생균수

무게 (g) 총 생균수 수율 (%)
동결건조 후

생존률 (%)CFU/mL or g

배양완료액 4.8 × 109 ~ 300,000 1.44 × 1015 100% -

농축액 +

보호제 혼합액
4.72 × 1010 ~ 30,000 1.42 × 1015 98% -

분말 3.90 × 1011 3,051 1.19 × 1015 83% 84%

그림 83. SNUG50430의 300 L 대량생산 생육 곡선
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3절. 3차년도 연구수행 내용 및 결과

1. In vivo 마우스 모델을 통한 기능성소재 및 발효유의 장관면역 기능 및 장내 균총 개선

검증

그림 84. 기능성 프리바이오틱스 균주들로 인한

장관면역 기능 개선 검증 모식도 (in vivo 실험)

� 본 연구를 위하여 다양한 기능성 미생물 소재들 중 최종적으로 선정한 Lactobacillus

rhamnosus SNUG50430 (이하 SNUG50430) 및 이를 포함한 발효유 시제품을 확보하였으며, 3종의 in

vivo 마우스 모델을 통해 기능성 소재와 시제품의 장관 면역 및 장내 균총 개선능을 검증함.

� Dextran Sulfate Sodium (DSS)를 이용한 일반 C57BL/6 마우스 상의 염증성 장 질환 모델을 이용하

여 SNUG50430 균주의 장관면역기능 개선 효능을 평가함. 마우스의 급성 장염을 유도하기 위하여

2% DSS를 1주간 식수로 투여하였음. 이후 SNUG50430균주는 1 × 109 CFU/mL의 농도로 phosphate

buffered saline (PBS)에 희석 후, 일반 C57BL/6 마우스 모델에는 1주간, DSS 유도 염증성 장질환

모델에는 유도시작일부터 10일간 경구로 투여하였음.

� SNUG50430 포함 발효유 시제품의 면역기능 및 균총 개선 검증을 위하여 pseudo-germ free 마우스

모델과 면역 결핍 마우스 모델인 IL-10-/- 마우스 모델을 구축하였음. 여기서 pseudo-germ free 마

우스 모델은 항생제를 일정 기간 투여하여 장내 균총을 제거하는 방식을 통해 인위적인

germ free 상태를 구축하는 방법으로, 특정 균주의 효능을 확인하기에 적합함. 대표적인 항

생제인 ampicillin, vancomycin, neomycin, 및 metronidazole을 혼합하여, 대상 마우스가 음

용하는 식수를 통해 투여하였음. 특히 기존 마우스에 존재하고 있는 장내 균총의 제거를 확

인할 필요성이 있어, 항생제 투여기간을 1일, 4일, 7일로 나누어 균총분석을 실시함 (그림

85). 결과, 항생제 투여 4일째부터 군집 내 다양성이 감소하기 시작하여, 7일째는 극명하게
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감소함을 확인하였음. 따라서 본 연구에서는 보다 보수적으로, 10일간 항생제 투여를 실시

한 마우스들을 활용하여 후속 실험을 진행함.

그림 85. 항생제 투여 기간에 따른 미생물 다양성분석 (A)

Alpha diversity (B) Beta diversity

� 발효유 시제품의 경우 starter균주 (Streptococcus thermophilus)를 추가적으로 포함하였음.

발효유는 경구로 투여하였으며 Psudo-germ free 마우스 모델은 1주간, IL-10-/- 마우스 모델은 2주간

투여함 (Starter 균주: 7.45 × 108 CFU/mL, SNUG50430은 2.05 × 1011 CFU/mL).

� 대장 조직 및 혈청 시료을 이용하여 면역기능 개선 효능 평가를 수행하였으며, 이때 면역세

포의 lineage를 고려한 다수의 염증관련 마커들을 선정하였다. 이때 염증관련 마커의 RNA

발현 정도는 qPCR을 통하여 측정하였고, multiplex ELISA를 통하여 cytokine 단백질 발현

양 역시 정량하였음.

� 기능성 균주 SNUG50430의 장내 균총 개선 효능 평가를 위해 각 그룹 별 마우스의 맹장

(cecum)을 분리하였음. 맹장 조직 내용물의 DNA추출 후 515F/806R primer를 이용하여

16S rRNA gene V4 영역을 증폭함. 이후 Illumina MiSeq 장비를 이용하여 16S amplicon

sequencing을 수행하였으며 QIIME 플랫폼 기반으로 균총 분석을 실시함.
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가. 면역기능 개선 효능 평가 결과

� 일반 C57BL/6 마우스에 기능성 소재인 SNUG50430 균주를 개체당 1 × 109 CFU/mL로 2주간 투여

한 결과, 대장 조직 내 염증관련 마커 유전자 발현 정도가 크게 변하는 것을 확인함 (그림 86). 특히

염증성 cytokine인 Tnfa의 유전자 발현량 대비 항염증 마커인 Il10과 Foxp3의 유전자 발현량이 대조

군 대비 SNUG50430 투여 군에서 유의하게 증가하였음.

그림 86. 일반 C57BL/6 모델에서

대장에서의 염증 관련 유전자 발현량

분석

� DSS 유도 염증성 장염 마우스 모델에 기능성 소재인 SNUG50430 균주를 개체당 1 × 109

CFU/mL로 10일 간 투여한 결과, 대장 조직에서의 항염증 cytokine인 Il10과 Tgfb1의 유전자 발현량

이 증가하였으며, 장관벽 밀착연접 (tight junction) 연관 마커인 Zo1과 Occludin의 유전자 발현량이

증가함 (그림87). 이에 SNUG50430은 유의미한 장내 염증 완화 및 장관벽 강화효과를 갖추고 있음을

확인함.
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그림 87. DSS유도 염증성 장질환 모델에서 대장 조직에서의 항염증

및 밀작연점 (tight junction) 관련 유전자 발현량 분석

� Pseudo-germ free 마우스 모델을 유도하기 위해 항생제를 처리한 마우스 그룹의 경우, 대

조군 (PBS 처리)에 비해 대장 조직 상 대표적인 염증성 cytokine인 IFNγ와 TNFα가 유의

하게 증가하였으며, SNUG50430를 포함한 발효유의 투여가 이들을 유의하게 감소시킨다는

것을 확인하였다 (그림 88). 또한 SNUG50430가 항염증 cytokine인 IL-10를 증가시키는 것

역시 확인함. 이는 즉 SNUG50430를 이용해 만든 발효유 역시 항생제 투여로 인하여 유도

된 염증 반응을 억제할 수 있음을 의미함.
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그림 88. Pseudo-germ free 마우스 모델에서 확보한 대장 조직에서의

cytokine 분석 결과

� Pseudo-germ free 마우스 모델에서 확보한 혈청 시료 중 염증 관련 cytokine 발현 정도를

정량한 결과는 그림 89과 같음. 항생제 비처리 군에 비해, 항생제 처리군에서 확보한 혈청

시료들에서 다양한 염증성 cytokine들 (IFNγ, TNFα, IL-6, IL-4, IL-5, IL-17A, IL-17F,

IL-21, IL-22)이 증가하는 양상을 보였으며, 이는 항생제 처리로 인한 대장 조직에서의

cytokine 변화 양상과 유사함. 반면, SNUG50430를 투여한 실험군에서 확보한 혈액 시료에

서 염증성 cytokine들이 극명하게 낮아지는 것을 확인하였으며, 자가면역질환과 관련된 T

Helper 17 cell 관련 cytokine들의 유의한 감소 역시 관찰됨. 본 결과로 미루어볼 때,

SNUG50430의 투여는 투여대상의 전방위적 염증반응 억제에 충분한 기여를 할 수 있을 것

으로 보이며, 균주 자체 또는 유제품 병행 투여 등 전달 매체의 다양화를 꾀할 수 있다는

장점이 있음.
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그림 89. Pseudo-germ free 마우스 모델에서 확보한 혈청 시료에서의

cytokine 분석 결과

� 면역 결핍 마우스 모델인 IL-10-/- 마우스에 SNUG50430를 2주간 투여한 결과, 특히 혈청

샘플에서 염증성 cytokine들인 IFNγ와 IL-5가 유의하게 감소하는 것을 확인할 수 있었음

(그림 90, 91). 이는 즉 대표적인 항 염증성 cytokine인 IL-10의 분비능이 없는 마우스에서

도 SNUG50430이 충분한 염증 억제 효과를 보일 수 있음을 시사함.
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그림 90. IL-10-/- 모델에서 대장조직에서의 cytokine 분석 결과
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그림 91. IL-10-/- 모델에서 혈청에서의 cytokine 분석 결과

나. 장내 균총 개선 효능 평가 결과

� SNUG50430 포함 발효유 시제품을 섭취한 마우스의 맹장을 분리하여 내용물을 활용한 균총

분석을 실시함. 이때 군집내 다양성을 나타내는 Alpha diversity를 확인하기 위하여

Simpson evenness, Observed species, Shannon index 등 3가지 지표를 활용함 (그림 92).

Pseudo-germ free 마우스 모델에서는 세 가지 index에서 모두 대조군에 비해 SNUG50430

포함 발효유 실험군에서 균총의 다양성이 유의하게 증가함. 유전자 결핍 마우스 모델인

IL-10-/- 마우스 모델에서는 Simpson evenness index 상에서 SNUG50430이 포함된 발효유

를 투여한 그룹이 다른 두 대조군에 비해 다양성이 높게 유지됨을 확인함.
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그림 92. 군집 내 장내 미생물 다양성 (Alpha diversity)비교

(A) Pseudo-germ free 모델 (B) IL-10-/- 모델

� 그룹간 균총 군집의 다양성 (Beta diversity)를 확인하고자, Bray-Curtis distance 및

Weighted unifrac distance 지표를 확인함 (그림 93). 그 결과 pseudo-germ free 및

IL-10-/- 모델 등 양 마우스 모델 모두에서, 다른 그룹들에 비해 SNUG50430을 투여한 그룹

이 대조군 그룹과 보다 가깝게 clustering 되는 것으로 보아, SNUG50430 섭취가 마우스 모

델의 균총 회복에 기여할 수 있음을 을 확인함.
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그림 93. 군집간 장내 미생물 다양성 (Beta diversity) 비교

(A) Pseudo-germ free 모델 (B) IL-10-/- 모델

� 특히 SNUG50430을 포함한 시제품 투여 마우스 그룹에서 유익균 박테리아들이 대조군 수준

으로 회복되는 것을 확인함 (그림 94). Pseudo-germ free 마우스 모델에서는 대표적인 유익

균인 Lactobacillus spp.의 증가를 비롯해 비만예방에 도움이 된다고 알려져 있는

Oscillospira spp., 일반적으로 풍부도 측면에서 염증성 장질환 환자 중 음의 상관관계를 가

지는 Coprococcus spp. 와 Ruminococcus spp. 등이 증가하는 반면, 주된 기회감염균으로

알려진 Proteus spp. 는 감소함. 아울러, IL-10-/- 마우스 모델에서도 Lactobacillus spp.와

Ruminococcus spp.의 증가가 관찰되었으며, 이는 즉 SNUG50430의 투여가 장내 기타 유익

균 증가를 꾀할 수 있음을 보여주고 있음.
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그림 94. SNUG50430 포함 발효유 투여 이후 유의한 상대적 풍부도를 보이는

미생물군 (A) Pseudo-germ free 모델 (B) IL-10-/- 모델

� 마우스 모델에서 획득한 맹장 시료에서, 주로 미생물 대사에 의거하여 생성되며, 장내 건강

에 중요한 역할을 하는 short chain fatty acid (SCFA)인 butyrate를 분석한 결과는 그림

95과 같음. SNUG50430 투여 그룹에서 모두 butyrate가 증가함을 알 수 있으며, 특히

butyrate는 대장 세포의 에너지원으로 사용되는 등 매우 중요한 SCFA로 알려져 있음. 즉

SNUG50430의 투여는 장내 유익균 증가를 꾀하여, 결과적으로 장내 건강 유지에 크게 이로

운 역할을 한다고 사료됨.

그림 95. 맹장내 Butyrate 분석 결과 비교

(A) Pseudo-germ free 모델 (B) IL-10-/- 모델
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2. 장내 미생물총과 대사체와의 상관관계 연구

� 장내미생물총과 대사체와의 상관관계를 연구하기 위해, 발효유제품을 3-stage 연속식

혐기배양 시스템 적용 후 장내균총과 대사체 변화를 관찰하였음.

� 대장 내 3개 부위 (상행, 횡행, 하행 결장)의 환경을 재현할 수 있도록 3-stage 연속식

배양을 수행함 (Macfarlane, 1998). 건강한 24세 성인 남성의 대변 시료로부터 배양

접종액을 준비함. 회분식 배양 24시간 후 연속식 배양을 시작하면서 3개의 생물반응기의

배양액 머무름 시간을 300, 400, 325 mL로 각각 다르게 조정해줌. 각 반응기는 질소 유입

(20 mL/min)을 통해 혐기상태가 유지되도록 함. 2주 동안 안정화시킨 후 발효유제품 1

mL을 ascending 모사 생물반응기에 접종해줌. 정기적으로 회수된 배양액 샘플은

초저온냉동고에 보관하였고 장내 미생물총, 대사체 분석에 이용하였음.

� 장내 미생물총 분석을 위해 Illumina MiSeq 장비를 이용하여 16S amplicon sequencing을

수행함. 515F/806R primer를 이용하여 미생물 16S rRNA gene 부분의 V4 영역을 증폭함.

Miseq reagent kit V3를 이용하여 얻은 염기서열 정보로부터 QIIME 플랫폼 기반

마이크로비옴 분석을 수행함. 그룹 간 미생물 차이를 통계적으로 분석하기 위해 linear

discordant analysis인 LEfSe 분석툴을 사용함.

� 장내 대사체 분석을 위해 NMR 기반 장내 대사체 분석을 수행함 (Lamichhane, 2015).

배양액 샘플 상징액에 대해 500 MHz NMR system을 이용하여 1H NMR spectoscopy

데이터를 확보함. 정량, 정성 분석을 위해 Chenomx NMR Suite 분석툴과 Human

Metabolome Database를 활용하였으며 총 43개의 주요 대사체 (acetate, acetoin, alanine,

4-aminobutyrate, arginine, betaine, bile acids, butyrate, cadaverine, choline, ρ-cresol,

ethanol, formate, fumarate, glycerol, glycine, histamine, histidine, hypoxanthine,

isobutyrate, isoleucine, isovalerate, lactate, leucine, malonate, methanol, phenylacetate,

phenylalanine, 2-phenylpropionate, propionate, putrescine, pyruvate, sarcosine, thymine,

tryptophan, tyrosine, uracil, uridine, urocanate, valerate, valine, xanthine)에 대해 분석을

수행함. 각 대사체 함량 정보는 Metaboanalyst 분석툴을 이용하여 그룹간 비교와 통계적

유의성을 평가함.

� 3-stage 연속식 배양 시스템을 이용한 발효유제품의 장내미생물총, 대사체 변이 효과를

분석한 결과, 연속식 배양 시스템에 접종한 인체 대변 시료는 Prevotella, Dialister,

Bacteroides, Parabacteroides, Faecalibacterium, Roseburia 등이 주요 미생물

군집원이었으며 상행 (ascending, AC), 횡행 (transverse, TC), 하행결장 (descending colon,

DC) 모사 생물반응기의 군집 특성을 분석하였을 때 횡행, 하행결장에서 인체 대변과
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비슷한 상태를 유지하는 반면 상행 결장은 Clostridium, Lachnospira, Bifidobacterium 등이

우점하게 됨을 확인함.

� Shannon diversity index를 이용한 그룹 내 미생물 다양성 분석 시 3가지 대장 부위별로

서로 유의적으로 다른 미생물 다양성을 나타냄. 상행에서 하행결장으로 갈수록 diversity가

증가하는 경향성을 보임. 그리고 PCoA 분석을 통한 그룹 간 비교 시 대장 부위별로

클러스터링을 통해 명확한 분리가 이루어짐을 확인함 (그림 96).

� 발효유제품 처리 시 미생물 다양성에는 유의적인 변화가 일어나지 않음. 그러나 PCoA를

통한 베타 diversity 분석에서 발효유제품 처리 시 장내미생물 군집 변화가 나타남을

확인함. 발효유제품 처리를 중단하였을 때 (washout group) 미생물다양성 감소가

유발되었지만 장내미생물 군집의 특징은 발효유제품 처리 그룹과 여전히 비슷한

클러스터에 속하는 결과를 보임 (그림 96).

그림 96. 대장부위, 발효유제품 처리여부에 따른 미생물 다양성 분석

� 발효유제품 처리 후 유의적으로 증가되는 미생물은 각 대장 부위를 모사하는 생물반응기에

따라 서로 다르게 나타남. LEfSe 분석 결과, 상행결장에서는 발효유제품 처리 후

Veillonella, Atopobium, Streptococcus 등이 증가함. 한편, 횡행, 하행결장에서는

Roseburia, Parabacteroides, Coprococcus 등의 미생물이 유의적으로 증가함 (그림 97).
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그림 97. 발효유제품 처리 여부에 따른 각 그룹별 고연관성 미생물 (genus).

(A) 상행결장 (B) 횡행결장 (C) 하행결장

� 상행결장과 횡행-하행결장의 미생물 분포 차이는 대사체 분석 결과에서도 비슷하게 나옴.

NMR을 이용한 대사체 분석 시 횡행-하행결장의 대사체 특징이 상행결장과 비교하였을 때

서로 더 비슷하였음 (그림 98).
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그림 98. NMR을 이용한 대사체 분석 결과 (PLS-DA score plot). (A) 대장부위별, (B)

발효유제품 처리 여부에 따른 상행결장, (C) 횡행결장, (D) 하행결장의 대사체 특징

� 특히, 횡행, 하행결장에서는 acetate, propionate, butyrate와 같은 미생물 유래 단쇄지방산

중에서 특히 butyrate 함량이 유의적으로 증가되었는데 이는 같은 부위에서 증가되었던

Roseburia, Coprococcus가 대표적인 butyrate 생산균주라는 점에서 서로 일치하는
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결과였음.

� 마이크로비옴 데이터와 장내 대사체 분석 결과를 통합하여 연관성 분석을 수행하였을 때,

각 대장부위별 주요 대사체와 이에 영향을 주는 장내 미생물과의 관계를 연구할 수 있었음.

상행결장에서는 ethanol과 acetate의 증가가 두드러졌으며 여기에 가장 영향을 끼치는 장내

미생물은 Streptococcus였음. 실제로 Streptococcus의 경우 발효유제품의 주요 미생물 중

하나였음. 이러한 결과는 Lactobacillus, Bifidobacterium에 비해 Streptococcus는 대장의

처음 시작 부분에 정착하여 장내 환경을 변화시킬 가능성이 높음을 보여주므로 의의가

있음 (그림 99).

� 횡행, 하행결장에서는 Bifidobacterium의 영향이 두드러지게 나타났으며, Acetobacter,

Roseburia, Coprococcus 등과 같은 butyrate 생산균주의 증가가 두드러짐. 하행결장에서는

Streptococcus의 영향력이 상행결장과 비교하였을 때 감소되었고, 특정 균주에 의한 영향

(세로)보다 대사체에 의한 영향 (가로)이 더 강해지는 양상을 보임 (그림 99).
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그림 99. metagenomics와 metabolomics 데이터를 이용한 연관성 분석 연구. (A)

상행결장 (B) 횡행결장 (C) 하행결장

� 본 연구 결과는 식품 분야 저명지인 Food Chemistry에 2018년 10월 호에 발표되었음 (Cha,

2018). 이러한 연구결과로 부터 발효유제품의 처리가 장내 미생물 군집 및 장내 대사체

생성능에 유의적인 영향력을 줄 수 있음이 확인됨. 또한 장건강 소재 개발에 있어서 in

vitro 시스템을 통한 대장모사 연구가 중요성을 보여줌. 아울러 발효유제품의 구성 미생물이

대장 부위별로 미치는 영향이 달랐기 때문에 각 유산균별로 대장 부위에 따라 정착효율을

최적화할 수 있는 전달 기술의 개발이 필요함을 시사함.
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3. 천연 프리바이오틱스의 화학성분 규명 및 원료 표준화

� 지재권에 활용된 유망소재인 더덕과 홍국을 대상으로 화학성분을 분석하여 향후

원료표준화를 위한 기초자료를 확보하였음. 이를 위해 HPLC 크로마토그램 분석을 이용한

화학성분 프로파일링 (chemical profiling) 및 고전 분석화학실험을 이용한 총페놀성분 함량

및 총플라보노이드 함량을 측정하였음.

� 더덕 및 홍국 추출물 제조를 위해, 생더덕을 세절 후 95% 에탄올을 가하여 3일 동안 상온

추출하였음. 추출용액을 filter 후 감압 농축하여 더덕 추출물을 제조하였음. 홍국의 경우

환류냉각 추출법을 이용하여 95% 에탄올 추출 용액을 얻었으며, 추출용액을 filter 후 감압

농축하여 홍국 추출물을 제조하였음.

� 더덕 및 홍국 분획물 제조방법하기 위해 각 추출물들을 증류수에 현탁한 후 노르말헥산,

에틸아세테이트, 수포화부탄올의 순서로 극성에 따른 분획물을 제조하였음.

� 더덕 및 홍국 추출/분획물의 HPLC 크로마토그램을 얻기 위해 Agilent1260 HPLC system에

Shiseido Capcell pak (4.6Ф × 150 mm, 5 μm)컬럼을 사용하여 1.0 mL/min의 유속으로

분석하였음. 각 추출 또는 분획물 10 mg을 메탄올 1 mL에 잘 녹여 filter 후 10 μL를

injection하여 245 nm에서 분석하였으며, 사용된 용매 조건은 아래와 같음 (표 15).

표 15. HPLC 화학성분 프로파일링을 위한 용매조건

Time (min) 0.1% FA in water (%) 0.1% FA in ACN (%)

0 90 10

5 90 10

55 10 90

60 10 90

� 더덕 및 홍국 추출/분획물의 총폴리페놀 및 총플라보노이드 함량 측정하였음. 총폴리페놀

함량 측정을 위해 Folin-Denis법을 사용하였음. DMSO에 녹인 추출물 시료 20 μL와 증류수

60 μL, Folin-Ciocalteu’s phenol reagent 20 μL를 잘 섞어 상온에서 5분간 반응시킴. 그 후

20%　Na2CO3 용액 100 μL를 첨가하여 상온에서 30분간 더 반응 시킨 후 730 nm에서

흡광도를 측정하였음. 이때 galic acid를 표준품으로 사용하였으며, 0-500 μg/mL 농도로

작성한 표준곡선을 이용하여 총폴리페놀 함량을 구하였음.

� 총플라보노이드 함량 측정을 위해서는 염화알루미늄법을 사용하였음. 추출물 시료 20 μL와

에탄올 80 μL, 2% AlCl3·6H2O 용액 100 μL을 잘 혼합하였음. 상온에서 5분간 반응 후 430

nm에서 흡광도를 측정하였음. quercetin을 표준품으로 사용하였으며, 0-500 μg/mL 농도로

작성한 표준곡선을 이용하여 총플라보노이드 함량을 구하였음.
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시료명 중량 (g)

더덕

에탄올 추출물 146.56

노르말헥산 분획물 1.31

에틸아세테이트 분획물 1.70

부탄올 분획물 8.64

물 분획물 96.10

홍국

에탄올 추출물 9.80

노르말헥산 분획물 1.39

에틸아세테이트 분획물 0.91

부탄올 분획물 1.52

물 분획물 1.25

� 더덕 및 홍국의 추출물과 분획물 제조결과는 다음과 같음 (표 16)

표 16. 더덕 및 홍국 추출물 및 분획물 제조 중량

� 더덕 시료의 HPLC 화학성분 프로파일링 결과, 극성에 따라 분획이 잘 이루어진 것을

확인하였음. 15분 정도에 검출된 더덕 에탄올추출물의 주성분은 수포화 부탄올 분획으로

이동한 것으로 보아 주성분은 극성이 높은 화합물로 예측할 수 있었음 (그림 100).

그림 100. 더덕 시료의 HPLC Chromatogram

� 홍국 시료의 HPLC 크로마토그램 분석결과, 극성에 따라 분획이 잘 이루어진 것을

확인하였음. 전반적인 흡광도가 낮아 주성분을 설정하기에 어려움이 있음. 더덕 시료에

비해 비극성 화합물들의 함량이 높을 것으로 판단됨 (그림 101).
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시료명 함량 (mg/g)

더덕

 에탄올 추출물  3.05 ± 0.35

 노르말헥산 분획물  10.51± 0.17

 에틸아세테이트 분획물  17.95 ± 0.92

 부탄올 분획물  8.63 ± 0.20

 물 분획물  1.79 ± 0.33

홍국

 에탄올 추출물  13.55 ± 1.76

 노르말헥산 분획물  7.97 ± 0.54

 에틸아세테이트 분획물  14.00 ± 0.47

 부탄올 분획물  14.92 ± 0.15

 물 분획물  11.50 ± 0.41

그림 101. 홍국 시료의 HPLC Chromatogram

� 더덕 및 홍국 시료의 총폴리페놀 함량 측정결과를 표 17에 나타내었음. galic acid를

표준품으로 사용하여 각 시료 1 g 내의 총폴리페놀 함량으로 표시하였음. 더덕 에탄올

추출물에서는 총폴리페놀 함량이 비교적 낮게 나타났지만, 이를 분획할 경우 노르말헥산 및

에틸아세테이트, 부탄올 분획물에서 높은 총폴리페놀 함량을 보였으며, 특히 에틸아세테이드

분획물에서 총폴리페놀 함량이 가장 높게 나타났음.

표 17. 더덕 및 홍국 시료의 총폴리페놀 함량
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시료명 함량 (mg/g)

더덕

 에탄올 추출물  0.72 ± 0.23

 노르말헥산 분획물  19.43 ± 0.88

 에틸아세테이트 분획물  22.78 ± 1.23

 부탄올 분획물  1.21 ± 0.13

 물 분획물  0.92± 0.20

홍국

 에탄올 추출물  15.63 ± 0.75

 노르말헥산 분획물  12.88 ± 1.19

 에틸아세테이트 분획물  16.78 ± 0.24

 부탄올 분획물  2.77 ± 0.46

 물 분획물  0.59 ± 0.17

� 더덕 및 홍국 시료의 총플이보노이드 함량 측정결과를 표 18에 나타내었음. quercetin을

표준품으로 사용하여 각 시료 1g내의 총플라보노이드 함량으로 표시하였음. 더덕 시료의

경우 에탄올추출물에서 비교적 낮은 총플라보노이드 함량을 보였지만, 이를 분획물을 제조

시 특히 노르말헥산 및 에틸아세테이트 분획물에서 높은 총플라보노이드 함량이 나타났음

(표 18).

표 18. 더덕 및 홍국 시료의 총플라보노이드 함량

4. 혼합균주 기능 유지·보존 기술 연구

� 산업화의 적합성을 판단하기 SNUG50430의 최적화 배지를 기반으로 lab scale에서 결정된

실험조건을 참고하여 총 배양용량 5 L × 2, 초기 접종 1% (v/v), 배양온도 37℃, pH 5.5

control, 총 배양시간 18시간, 교반속도 30 rpm으로 생산을 진행함. 최종 배양액으로 생균수

를 측정함.

� 배양 완료된 5 L 배양액을 이용하여 최적 액상보호제를 선발/개발하기 위해 농축을 진행하

되 농축액 온도가 20℃이하를 유지 하도록 냉각한 후 약 6500 rpm으로 20배 농축을 진행

함. 농축완료액에 차갑게 온도를 유지한 10% 액상보호제를 1:1로 교반 혼합하여 액상 보호

제 최종농도 5%인 농축액, 보호제 혼합액을 제조함.

� 배양 완료된 5 L 배양액을 이용하여 최적 분발종균 보호제를 선발/개발 하기 위해 농축을

진행하되 농축액 온도가 20℃이하를 유지 하도록 냉각한 후 약 6500 rpm으로 20배 농축을
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진행함. 농축완료액에 차갑게 온도를 유지한 12% 동결보호제를 1:1로 교반 혼합하여 동결보

호제 최종농도 6%인 농축액 보호제 혼합액을 제조함. 농축액 보호제 혼합액 급속동결 후

동결건조를 실시함.

� 배양 완료된 5 L 배양액 및 농축액의 생균수를 측정한 결과 1.30 × 1010 cfu/mL, 1.32 ×

1010 cfu/mL 및 7.9 × 1011 cfu/mL, 9.8 × 1011cfu/mL로 확인 되었다. 농축 수율은 약 101%

수준으로 농축공정에 문제가 없었음. 각각의 농축액을 액상농축용 10% 동결보호제 와 12%

분말 동결보호제와 혼합한 결과 3.9 × 1011cfu/mL, 5.6 × 1011cfu/mL로 확인됨 (표 19).

시료명
대장균군(ND) 진균(군)(ND)

유산간구균수

(cfu/mL)

액상 분말 액상 분말 액상 분말
3차 Seed

ND ND ND ND

1.20 × 109 1.50 × 109

10시간 배양액 6.3 × 109 7.2 × 109

최종 배양액 1.30 × 1010 1.32 × 1010

농축액 7.9 × 1011 9.8 × 1011

농축액 + 동결보호제 3.9 × 1011 5.6 × 1011

분말 1.29 × 1012

표 19. 배양액 및 농축액의 검사 결과

� 선발된 액상/분말 보호제를 사용하여 제작된 액상농축 및 분말종균의 유통안정성(기준치:

액상: 1 × 1010 cfu/mL, 분말 1.0 × 1011 cfu/mL)을 확인한 결과 냉장에서 액상농축종균 12

주, 분말 종균은 냉장 12개월로 확인됨. 액상농축종균은 냉장 (10℃ 이하)으로 유통에 기준

하여「식품, 식품첨가물, 축산물 및 건강기능식품의 유통기한 설정기준」고시 전문(식약처

고시 제2017-89호, 2017.11.14)에 근거하여 유통기한을 10주로 설정함 (표 20). 분말 종균 상

온 유통 기준하여 상온 10개월로 설정함 (표 21). 일반적인 발효유의 유통기한은 10 ∼ 15

일 설정하여 판매되고 있음. SNUG50430는 생균수가 최소 10주 이상 유지됨에 따라 2가지

타입의 모두 첨가 균주로 사용시 산업화가 가능하다고 판단됨.

구분 기준 3주 후 6주 후 9주 후 12주 후

유산균수 1 × 1010cfu/mL 이상 9.2 × 1010 7.3 × 1010 4.1 × 1010 1.0 × 1010

대장균군 음성 음성 음성 음성 음성

성상

고유의 색택과

향미를 가지며,

이미․이취가 없어야

한다.

적합 적합 적합 적합

이물 없어야 한다. 적합 적합 적합 적합

표 20. 액상농축종균의 유통안정성 실험결과
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구분 기준 0개월 1개월 3개월 6개월 9개월 12개월 13개월

유산균수
1 × 1011

cfu/mL 이상

1.29 ×

1012
7.70 ×

1011
6.49 ×

1011
3.85 ×

1011
2.00 ×

1011
1.18 ×

1011
9.87 ×

1011

대장균군 음성 음성 음성 음성 음성 음성 음성 음성

성상

고유의 색택과

향미를 가지며,

이미․이취가

없어야 한다.

적합 적합 적합 적합 적합 적합 적합

이물 없어야 한다. 적합 적합 적합 적합 적합 적합 적합

표 21. 분말종균의 유통안정성 실험결과

5. 기능성 균주의 발효유 제품 적용 가능성 검토

� 기존 당사의 Stater로 사용중인 Streptococcus thermophilus의 배양을 위해 당사의 우유 배

지 배양조건으로 배양 후「식품의 기준 및 규격」18. 유가공품 18-4 발효유류, (2) 농후 발

효유 규격에 근거하여 품질검사를 진행함.

� 우유배양액에 78%에 시럽 20%를 첨가한 제품액에 기능성균주 2%의 혼합 후 30일동안

「식품의 기준 및 규격」18. 유가공품 18-4 발효유류, (2) 농후발효유 규격에 근거하여

품질검사를 진행함.

� 기존 당사의 Stater로 사용중인 Streptococcus thermophilus의 배양을 위해 당사의 우유

배지 배양조건에서 배양 후 품질 검사를 진행한 결과, 품질지표에는 특이사항이 발생하지

않았음. 제품화의 적합한 배양액이라고 판단됨 (표 22).

공정단계
생균수

무게 (g) 총 생균수 비고
CFU/mL or g

배양 9시간 5.30 × 108 4,000 2.12 × 1012

표 22. 배양액 배양 연구 결과

� 당사의 배양액과 액상 농축 종균 및 분말 종균을 혼합 후 「식품의 기준 및 규격」18. 유가

공품 18-4 발효유류, (2) 농후발효유의 규격 (표 23)에 따라 30일차 까지 검사를 진행함. 기

능성 유산균수 규격이상 유지됨을 확인함. 관능 및 성상에서도 차이식별 불가함. 액상농축

및 분말 제품을 혼합 후에도 제품화가 가능할 것으로 판단됨 (표 24, 25).
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번호 항 목 기 준 시험 방법 비고

1 성상
고유의 색택과 향미를 가진 액상

으로서 이미․이취가 없어야 한다.

제7. 일반시험법

1.1 성상
법적규격

2 이물

이물을 함유하여서는 아니된다.

금속성 이물로서 10.0 mg/kg이상

검출 되어서는 아니 되며, 또한 금

속 이물은 2 mm 이상 검출되면 아

니 된다.

제7. 일반시험법

1.2 이물
법적규격

3 대장균 음성

제7.일반시험법

4. 미생물시험법

4.8 대장균

법적규격

4
기능성

유산균
1.0 × 108 (cfu/mL) 이상 제7. 일반시험법 법적규격

표 23. 혼합액의 품질지표 검사 기준

관능 성상 이물 대장균 SNUG50430

1일차

적합 적합 적합 ND

7.50 × 108

7일차 5.96 × 108

13일차 5.17 × 108

19일차 4.86 × 108

25일차 3.11 × 108

30일차 2.15 × 108

표 24. 액상종균 혼합 후 품질지표 검사 결과

관능 성상 이물 대장균 SNUG50430

1일차

적합 적합 적합 ND

1.25 × 1010

7일차 9.27 × 109

13일차 6.52 × 109

19일차 5.14 × 109

25일차 3.24 × 109

30일차 1.75 × 109

표 25. 분말종균 혼합 후 품질지표 검사 결과
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6. 기능성 균주 및 기능성 소재 적용 제품 대량생산 공정 구축

� 당사의 현재 생산하고 있는 다양한 발효유 제품 중 소비자의 선호도가 가장 높은

농후발효유 타입에 소재 및 기능성 유산균의 적용이 적합하다고 판단됨.

� 시제품 제작은 제작된 공정도를 기본으로 연구소 내 파일럿 설비를 이용하여 진행하였으며

단맛 신맛 깔끔한 맛 3가지 기준으로 진행하였음. 3가지 제품에 대해서 비교 관능도 진행

하였다. 총 7점 척도로 진행 하였음.

� 당사의 현재 생산하고 있는 다양한 발효유 제품 중 소비자의 선호도가 가장 높은

농후발효유 타입의 발효유에 소재 및 기능성 유산균의 적용이 적합하다고 판단되어

당사 공정도에 적용할 수 있는 공정도를 작성함 (그림 102, 103, 104)
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◦ 성인용 발효유

➡

                          ➡

�

그림 102. 성인용 농후발효유 타입 발효유 제조 공정도

시럽용해

(프락토올리고당 외 etc,

더덕 추출물)

�

UHT

�

냉각

용해유 제조

�

균질

�

UHT

�

냉각

�

Starter 접종

�

배양

�

균질

�

냉각

�

조합

�

충전 및 포장

10℃ 이하

�

냉장보관

10℃ 이하

농축종균

및 향료 첨가

SNUG50430

액상농축종균

or 분말종균

베리믹스 향

용기제조
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◦ 여성용 발효유

➡

                          ➡

�

그림 103. 여성용 농후발효유 타입 발효유 제조 공정도

시럽용해

(프락토올리고당 외 etc,

더덕 추출물)

�

UHT

�

냉각

용해유 제조

�

균질

�

UHT

�

냉각

�

Starter 접종

�

배양

�

균질

�

냉각

�

조합

�

충전 및 포장

10℃ 이하

�

냉장보관

10℃ 이하

농축종균

및 향료 첨가

SNUG50430

액상농축종균

or 분말종균

플레인향

용기제조
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◦ 어린이용 발효유

➡

                          ➡

�

그림 104. 어린이용 농후발효유 타입 발효유 제조 공정도

시럽용해

(프락토올리고당 외 etc,

더덕 추출물)

�

UHT

�

냉각

용해유 제조

�

균질

�

UHT

�

냉각

�

Starter 접종

�

배양

�

균질

�

냉각

�

조합

�

충전 및 포장

10℃ 이하

�

냉장보관

10℃ 이하

농축종균

및 향료 첨가

SNUG50430

액상농축종균

or 분말종균

사과향

용기제조
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� 파일럿 설비를 이용하여 시제품을 제작함 (그림 105, 106, 107)

그림 106. 성인용

농후발효유 시제품

그림 107. 여성용

농후발효유 시제품

그림 108. 어린이용

농후발효유 시제품

� 총 50명으로 대상으로 진행을 하였으며 7점 척도 중 성인용 5.24, 여성용 5.24, 어린이용

5.39로 모두 기준인 5.0 이상으로 관능점인 점수는 우수한 것으로 판단됨(그림 108).

그림 108. 성별, 연령에 따른 관능 평가

� 총 50명으로 대상으로 진행을 하였으며 제품에 따른 연령대별 선호도를 확인한 결과

성인용과 여성용 제품이 우세한 것으로 확인됨. 추가적으로 2제품에 대해서 선호도 검사를
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진행 한 결과 성인용 제품이 높음을 확인 하였다. 본 조사를 바탕으로 제품을 출시 시

성인용 제품의 선호도가 높음으로 제품 생산계획에 반영 예정임.(그림 109).

그림 109. 제품에 따른 상대 선호도 검사

7. 관리 표준화를 위한 기능성분 설정 및 시험법 확보

� 「식품의 기준 및 규격」18. 유가공품 18-4 발효유류에 따른 규격 설정을 진행함.

� 소비자의 연령때에 맞추어 제작한 시제품을 근거로 품질규격서를 작성함 (표 26).

� 농후발효유의 발효유 규격서를 작성하였으며, 「식품의 기준 및 규격」18.유가공품 18-4

발효유류, (2) 농후발효유 규격에 따라 작성하였으며, 제품의 기본적인 향과 맛에

관여하는 기준은 당사 관리기준으로 설정하여 관리함.
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번호 항 목
기준

시험 방법 비 고
성인용 여성용 어린이

1 성상

고유의색택과 향미를 가진

액상으로서이미․이취가

없어야 한다.

좌동 좌동
식품의 기준 및

규격
법적규격*

2 이물

이물을 함유하여서는아니

된 다 . 금 속 성 이 물 로 서

10.0mg/kg이상 검출되어서

는아니 되며, 금속이물은

2mm 이상 검출되면 아니

된다.

좌동 좌동
식품의 기준 및

규격
법적규격**

3 pH 4.50 ± 0.1 좌동 좌동
자사 시험법

5019
참고규격

4 적정산도(%) 0.76 ± 0.02 좌동 좌동

자사 시험법

5014

자사 시험법

5024

관리규격

5 당도(Brix°)
16.68 ± 0.20 (0.45㎛

filtered)
좌동 좌동

자사 시험법

5003
관리규격

6 비중 1.0720 ± 0.003 좌동 좌동
자사 시험법

5023
관리규격

7

총유산균수

(기능성 유산균)

써모필러스

(cfu/ml)

5.0 × 108 이상

(1.0 × 108 이상)

5.0 × 108 이상

좌동 좌동
식품의 기준 및

규격

관리규격

(법적규격*)

참고규격

참고규격

참고규격

9 대장균군(cfu/ml)
음성

(n=5,c=2,m=<3,M=10)
좌동 좌동

식품의 기준 및

규격

관리규격

(법적규격*)

10 진균수(cfu/ml) 음성 좌동 좌동
식품의 기준 및

규격
관리규격

11 살모넬라 n=5, c=0, m=0/25g 좌동 좌동
식품의 기준 및

규격
법적규격*

12
리스테리아모노

사이토제네스
n=5, c=0, m=0/25g 좌동 좌동

식품의 기준 및

규격
법적규격*

13 황색포도상구균 n=5, c=0, m=0/25g 좌동 좌동
식품의 기준 및

규격
법적규격*

14
방사능 기준

(Bq/kg, L)

131I (100이하),

134Cs ＋ 137Cs (370이하)
좌동 좌동

식품의 기준 및

규격
법적규격****

15 멜라민(mg/kg) 2.5 이하 좌동 좌동
식품의 기준 및

규격
법적규격*****

16 내용량(ml)
150.0 ± 2.0

(143.25 이상)
좌동 좌동 시험법 5712

관리규격

(법적규격***)

표 26. 농후발효유 type 발효유 규격서
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번호 항 목
기준

시험 방법 비 고
성인용 여성용 어린이

17 잔류농약(ppm)
허용치 이하 (유가공품 기

준)
좌동 좌동

식품의 기준

및 규격
법적규격******

18
동물용의약품

(mg/kg)
허용치 이하 좌동 좌동

식품의 기준

및 규격
법적규격*******

* 식품의 기준 및 규격(식품의약품안전처 고시) 제4. 식품별 기준 및 규격, 18. 유가공품, 18-4 발효유류

** 식품의 기준 및 규격(식품의약품안전처 고시) 제2. 식품일반에 대한 공통기준 및 규격, 3. 식품일반의 기준 및 규격, 2) 이물

*** 축산물의 표시기준(식품의약품안전처 고시), 제10조 중량 등의 허용오차, [별표2] 표시된 양과 실제 량과의 부족량의 허용오차(제10조관련)
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4절. 제품 및 시장 분석

1. 생산 및 시장현황

가. 국내 제품생산 및 시장 현황
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� 국내 발효유 제품은 ㈜한국야쿠르트 ‘윌’ 출시 이후 기능성 발효유 제품 개발이 다양화되고

있음.

� 대부분 전통적인 발효유의 기능성인 장 건강을 기반으로 프리바이오틱스 첨가를 통해 더욱

기능성을 강화하고, 기능성 프로바이오틱스 및 기능성 소재의 첨가를 통해 위, 간 건강을

클레임한 제품이 출시되고 있는 실정.

� 파스퇴르의 경우, 핀란드의 콜레스테롤 조절 대표 브랜드인 베네콜을 국내도입.

� 다양한 종류의 과일 flavor 발효유, 무첨가 발효유, 그릭 스타일 발효유 등 제품 다양화.

� 연령 및 건강상태별 장내 균총 분석을 기반으로 한 제품은 없음.

나. 국외 제품생산 및 시장 현황

� 국외 기능성 발효유 제품은 기능성 프로바이오틱스 및 프리바이오틱스 함유를 통해 장

건강 뿐 아니라 항 노화, 혈중 콜레스테롤 개선, 면역 증강, 단백질 강화 등 국내보다

다양한 카테고리 제품 출시.
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� 연령별로는 유아용 발효유 제품, 심혈관질환 개선 및 항노화에 도움을 주는 성인 중년층 및

노년층을 타겟으로한 제품이 출시.

� 연령 및 건강상태별 장내 균총 분석을 기반으로 한 제품은 없음.
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타겟층 영유아 청소년 성인 중년 노년

제품

특징

건강한 한국인

영유아의 표준 장내

균총 개선 및

면역증진을 유도할 수

있는 소재 함유

건강한 한국인 청소년

또는 영유아의 표준

장내 균총 개선 및

면역증진을 유도할 수

있는 소재 함유

건강한 한국인 성인

중년층 또는 청소년

또는 영유아의 표준

장내 균총 개선 및

면역증진을 유도할 수

있는 소재 함유

건강한 한국인 노년층

또는 성인 중년층 또는

청소년 또는 영유아의

표준 장내 균총 개선 및

면역증진을 유도할 수

있는 소재 함유

응용

- 면역력 증진

- 장질환 개선

- 아토피/알러지 완화

- 면역력 증진

- 장질환 개선

- 여드름 완화 등 뷰티

제품

- 면역력 증진

- 장질환 개선

- 항노화(혈행개선 등)

- 활력

- 면역력 증진

- 장질환 개선

- 항노화(뇌질환예방)

- 활력

2. 개발기술의 산업화 방향 및 기대효과

가. 산업화 방향 (제품의 특징, 대상 등)

� 개발 대상 소재 및 이를 기반한 제품은 ‘연령별, 건강상태별 장내 균총 미생물총 밸런스

개선 및 장관면역 증진’ 기능성을 특징으로 함. 또한 인공적 합성 원료가 아닌 천연물 유래

또는 인체 및 식품 유래 소재이기 때문에 소재에 대한 거부감이 매우 낮을 것으로 기대됨.

� 위와 같은 특징을 기초로 하여 다음과 같은 산업화의 방향을 생각해 볼 수 있음. 먼저

소재의 가장 중요한 특징인 장내 미생물총 밸런스 개선 및 장관면역 증진 기능성 활용에

있어서 다양한 기능성 발효유, 우유 및 건강 기능성 식품의 개발을 목표로 함. 또한 기존

유사 면역증진 기능성 소재들과의 복합을 통한 시너지 효과를 나타내는 제품 개발, 장내

미생물총의 불균형에서 발생하는 다양한 질환의 예방 및 개선에 활용 가능할 것임.

나아가서는 연령별 균총 표준화 및 기능성 소재 발굴을 통해 각 연령대에 요구되는 기능성

제품 개발에 활용할 수 있음. 예를 들어, 영유아의 경우 면역개선을 통한 아토피 질환 예방

및 개선, 청소년의 경우 여드름 등 피부질환 개선, 성인 노년층의 경우 항노화 제품에

이르기까지 그 활용범위는 실로 광범위하리라 기대됨.

� 개발 제품의 특징 및 대상 요약

� 본 연구개발 성과물인 연령 및 건강상태별 맞춤 발효유 제품 및 맞춤형 소재는 우유 소비

및 발효유 소비가 둔화되고 있는 현시점에서 낙농가의 소득 창출 및 유가공 산업의

신성장동력으로서 중요한 역할을 수행할 수 있을 것임.

� 고급 프리미엄 산업이 더욱 활성화될 것으로 예측되는 머지않은 미래에 개인 맞춤형
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산업화 기준

항 목
1차년도 2차년도 3차년도 4차년도 5차년도 계

직접 경제효과 3,000 4,000 5,000 5,000 5,000 22,000

경제적 파급효과 5,000 6,000 7,000 7,000 7,000 32,000

부가가치 창출액 10,000 12,000 14,000 15,000 15,000 66,000

합 계 18,000 22,000 26,000 27,000 27,000 120,000

제품으로 응용발전이 가능하며 프리미엄 제품을 선호하는 소비계층을 위한 차별화된

제품군을 제공할 것으로 여겨짐. 이는 개인 장내 균총 검사 서비스 산업 발전 등

중장기적으로 다양한 부가가치가 창출되어 유가공 산업 뿐 아니라 식품산업 전반,

영유아산업, 항노화산업, 고령친화산업 등 미래산업 발전에 큰 영향을 미칠 것으로 기대함.

또한 소재 자체의 개발과 수출뿐만 아니라 기술 수출 등 다양한 시도가 가능하며 이를

통한 국가경제발전에 이바지할 것임.

� 이상과 같은 산업화는 식품 전반에 대한 이해와 해당 소재 개발 노하우 및 이를 활용한

시장 마케팅 역량 등 다양한 기업 역량을 요구함. 당사 및 당사의 중앙연구소는 이와 같은

분야에 대한 기반 역량을 지니고 있으며, 이의 확대 적용을 위한 네트워크를 보유하고 있어

이 같은 산업화에 매우 유리한 위치를 점하고 있음.

나. 산업화를 통한 기대효과

(단위 : 백만원)

- 직접 경제효과 : 본 연구과제 개발기술의 산업화를 통해 기대되는 제품의 매출액 추정치

- 경제적 파급효과 : 본 연구과제 개발기술의 산업화를 통한 농가소득효과, 비용절감효과 등

추정치

- 부가가치 창출액 : 본 연구과제 개발기술의 산업화를 통해 기대되는 수출효과, 브랜드가치 등

추정치
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3. 3P(특허,논문,제품)분석을 통한 연구추진계획

가. 분석결과 향후 연구계획(특허, 논문, 제품 측면에서 연구방향 제시)

(1) 특허분석 측면

� 기존 특허는 장내 균총 변화와 인체 면역질환과의 상관관계를 바탕으로 특정 질병을

진단하거나, 프로바이오틱스 혹은 프리바이오틱스를 개별로 이용하여 이를 개선하는 방법에

치중되어 있거나, 혹은 천연물 등으로부터 유래하여 장내 균총변화를 유도하는 방법 등이

아주 드물게 출원되고 있음.

� 특정 연령별 장내 균총 라이브러리를 기반한 제품개발에 대한 방법이나, 프로바이오틱스 및

프로바이오틱스 제품을 동시에 적용하여 장내 균총의 변화를 유도하는 방법에 대한 특허는

거의 없음.

� 따라서 본 연구과제의 프로바이오틱스 및 천연 프리바이오틱스 혼합모델을 바탕으로

연령별, 건강상태별 장내 균총 개선하는 기능성 식품조성물 특허를 국내외에 출원할

계획임.

(2) 논문분석 측면

� 인체 마이크로비옴과 관련한 논문은 metagenomics 분석이 활성화되기 시작하면서 최근

10년간 급속도로 늘어나고 있음.

� 기존 논문은 Rob Knight, Curtis Huttenhower, 등의 과학자를 중심으로 주로 인체 장내

미생물총의 유의적 변화를 생물정보학적으로 해석하기 위한 metagenomics 분석 분야에

치중되어 있거나, 혹은 장내 미생물총의 불균형이 각 질환에 미치는 연관성을 찾아내고 무균

동물모델 등을 이용하여 이를 입증하는 것에 국한되어 있음.



� 장내 미생물 연구분야에 있어서 화학자들의 참여는 아직 활성화되지 않은 상황이며 향후

장내 미생물 관련 대사체를 연구하는 microbiome-related metabolomics 연구와 장내

미생물 유래 기능성 단백질에 초점을 맞추는 metaproteomics 분야의 중요성이 부각될

것으로 여겨짐.

� 장내 미생물총 개선 효과가 있는 기능성 소재에 대한 제품화 연구가 부족한 상황이며

이에 대한 임상시험이 요구되고 있음. 따라서 본 연구과제를 수행함에 있어 생화학 기반

마이크로비옴 연구, 장내 미생물 맞춤형 제품화 연구와 관련하여 논문을 발표할 계획임.

(3) 제품 및 시장분석 측면

� 국내 및 국외시장 분석결과, 국외 발효유 시장은 아시아를 중심으로 발전하고 있으며,

북미지역에서도 꾸준히 성장하고 있음. 발효유의 기본적인 효능인 장 환경 개선에 더해

프로바이오틱스 및 기능성 소재를 첨가함으로써 혈중 콜레스테롤 조절, 면역력 개선, 항

노화, 단백질 강화 등 다양한 클레임의 제품이 출시되고 있음. 국내시장의 경우 전반적으로

성장 정체기를 맞고 있는 시점에서 ㈜한국야쿠르트의 ‘윌’의 성공을 시작으로 다양한 기능성

발효유가 생산 판매되고 있지만 대부분 위 건강, 간 건강 클레임에 편중되어 있고 일부

해외 스타균주 첨가를 통해 장내면역 증진 효능을 부여하고 있음.

� 최근 인간 장내 미생물총과 건강상태에 관련한 국내외 연구가 활발히 진행되고 있으며,

실제로 밀접한 연관성이 규명되고 있음. 따라서 본 연구과제에서는 장내 미생물총 분석

연구를 기반으로 한 발효유 제품 개발을 목적으로 제품의 타겟을 과학적으로 세분화하여

연령 및 건강상태별로 한국인의 장내 미생물총을 분석하고 한국인에 적합한 장내

미생물총을 그룹별로 표준화함으로써 각 연령대에 적합한 이상적인 장내 미생물총 밸런스

개선 및 장관 면역을 증진시킬 수 있는 균주와 천연 프리바이오틱스 소재를 개발하고, 해당

소재를 함유한 맞춤형 발효유 제품을 생산하여 제품 및 소재를 국내 및 국외에 판매할

계획임.
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5절. 향후 사업화 계획 및 예상 매출 실적

1. 생산 계획

가. ㈜고바이오랩

구분
(2020 년)

개발 종료 후 1년

(2021 년)

개발 종료 후 2년

(2022 년)

개발 종료 후 3년

국

내

시장점유율 (%) 1 3 5

판매량 (단위: 60

capsules/bottle)
50,000 150,000 250,000

판매단가 (원) 50,000 50,000 50,000

국내매출액 (백만원) 2,500 7,500 12,500

해

외

시장점유율 (%) - - 0.001

판매량 (단위: 60

capsules/bottle)
- - 50,000

판매단가 ($, $=1,200원

기준)
- - 42

해외매출액 (백만$) - - 2.1

당사 생산능력

(단위: bottle)
100,000 300,000 600,000

나. ㈜한국야쿠르트

구분
(2020 년)

개발 종료 후 1년

(2021 년)

개발 종료 후 2년

(2022 년)

개발 종료 후 3년

국

내

시장점유율 (%) 0.3 0.4 0.5

판매량 (단위: 만개) 200 266 333

판매단가 (원) 1500 1500 1500

국내매출액 (백만원) 3,000 4,000 5,000

당사 생산능력
전체 발효유 약

500톤/일

전체 발효유 약

500톤/일

전체 발효유 약

500톤/일



항목
(2020 년)

개발 종료 후 1년

(2021 년)

개발 종료 후 2년

(2022 년)

개발 종료 후 3년

매출원가 500 1,500 3,004

판매관리비2) 750 2,250 4,506

자본적

지출

토지 2,000 - -

건물/구축물 2,000 2,000 -

기계장치등 2,000 2,000 2,000

자본적지출 합계 7,250 7,750 9,510

구분 구체적인 내용

형태/규모

o 상용화 형태

: 기능성 프로바이오틱스 (또는 조합) 원말 또는 기능성 및 생착성을 고

려하여 특수히 설계, 조제한 경구형 캡슐 제품

: 필요시 추가적으로 면역 기반 기능성 소재들의 혼합을 통한 시너지 효

과를 꾀하는 제품 제시

o 수요처 :

: 약국 및 백화점을 포함한 건강기능식품 소매점, 인터넷 쇼핑몰 등

o 예상 단가

: 50,000원/병 (60 캡슐)

o 개발 투입인력 및 기간

: ~ 2022년 (개발 완료 후 3년) 내 시장 정착 완료

: 박사급 인력 3명, 학/석사급 인력 5명 이상 투입 예정

2. 투자 계획

가. ㈜고바이오랩

(단위 : 백만원)

-

- 매출원가 (총 매출액의 20% 상정)

- 판매관리비 (총 매출액의 30% 상정)

- 토지 (시외권으로 GMP 시설 구축 가정시, 최초 공장부지 확보 형태로 20억)

- 건물/구축물 (건물 신축 등, 20억/년, 2년 내 완공 형태로 총 40억)

- 기계장치 등 (GMP 생산 능력이 확충되는 2021년 이후, 대용량 배양 시설 및 제품생산라

인확충 등에 20억원/년 수준 유지)

3. 사업화 전략

가. ㈜고바이오랩
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상용화 능력 및

자원보유

o 국제적 수준의 마이크로비옴 분석 파이프라인 보유

: ㈜고바이오랩은 다년간 축적해 온 연구 노하우를 기반으로 “임상시료

→ 실험실 내 시료 처리 → 데이터 생산 → 대용량 유전체 분석 → 생물

학적 기능성 마커 발굴”에 이르는 국제적 수준의 마이크로비옴 분석 파

이프라인을 하드웨어 및 소프트웨어 측면에서 모두 보유하고 있으며, 이

는 즉 프로바이오틱스, 마이크로비옴 치료제 및 진단에서 필요한 마커

확보 및 효과 평가를 in-house에서 고효율로 수행할 수 있다는 것을 의

미함.

o 마이크로비옴 기능성 평가 및 최적화 파이프라인 확보

: 난배양성 미생물들을 대상으로 한 최적화된 배양 방법 및 생리학적 특

성 확인 방안을 확립한 바 있으며, 균주 염기서열 분석 및 기능성 평가

를 위한 효율적인 시스템 구축을 완료하여 보다 빠르고 효율적인 균주

분리/동정/생산 시스템을 갖추고 있음.

o 국제적 수준의 연구 시설 및 기자재를 활용한 신속․정확한 미생물

기원 기능성 소재 확보

: ㈜고바이오랩은 서울대학교 생명공학공동연구원을 주요 기반으로 하여

충분한 오픈랩 시설을 확보하고 있으며, QTOF, LC-MS/MS, ICP-OES

및 single-cell isolation system 등의 최신식 분석 장비들과 anaerobic

chamber 및 대용량 발효기 등의 난배양성 미생물 분리-배양 시스템을

갖추었음. 이러한 국제적인 수준의 시설 및 기자재들을 기반으로, 본사는

마이크로비옴 및 미생물 기반 메타볼롬 (metabolome), 이뮤놈

(immunome) 등의 오믹스 연구들을 통한 신속 ․ 정확한 미생물 기원

기능성 소재 확보가 가능함.

o 제품 상용화를 위한 다양한 산학기반 확립

: 제품의 공인 인증 및 임상 실험, 대량 생산, QA/QC, 유통 등의 상용화

진행과 관련한 협력기관 및 업체들을 확보하여, 필요시 아웃소싱 등 을

적절히 선택/진행할 수 있는 기반을 확립함. 아울러 제품 연구 개발 등

에 대한 전반적인 자문을 수행할 산학 내 전문가들을 다수 확보한 바 있

음.

상용화 계획 및

일정

o ㈜고바이오랩의 사업화 추진 전략은 크게 2가지로, 기능성 원료의 L/O

및 완제품 생산/판매 등이 있음.

o Plan A> L/O 모델

: 현재 시중에 유통되는 대부분의 프로바이오틱스 제품이 정장기능만을

타깃으로 하는 한계점이 있다는 것을 고려하였을 때, 장내 미생물총 밸

런스 개선 미생물 소재는 시장 내 충분한 경쟁력이 있을 것으로 사료됨.

: 이에 본 과제를 통하여 확보한 미생물 기능성 소재를 안정화하는 작업

을 걸쳐, 그 균주 (또는 조합)을 다양한 회사로 L/O하는 전략을 고려하

고 있음.

o Plan B> 완제품 생산/판매

: 아울러 국내 기업과의 전략적 제휴를 통해 자체적으로 제품을 출시하

는 전략 역시 고려하고 있음.
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: ㈜고바이오랩은 프로바이오틱스 균주 GMO 시설을 보유하고 있는 종

근당바이오와 인체 마이크로비옴 공동 연구를 위한 양해각서 (MOU)를

체결하는 등 보다 적극적인 사업파트너로써의 관계를 지속하고 있으며,

종근당 내 수개 핵심 계열사들과 기능성 프로바이오틱스 균주의 생산/판

매에 대한 활발한 논의를 진행하고 있음.

: 이에 기능성 원료 균주의 자체 생산/판매전략을 추진할 경우 제품의

제조-포장-판매에 이르는 핵심 생산/유통 루트 확보가 용이함.

o ㈜고바이오랩은 상단의 사업회 추진 전략을 적극적으로 고려하여, 과

제 종료 이후 수년 이내에 시장내 일정 점유율을 확보함을 목표로 삼고

있음.

구분 구체적인 내용

형태/규모

o 상용화 형태 : 일반 발효유류 등 B2C형태 유가공품

o 수요처 : 편의점, 대형마트, 백화점 및 방문판매

o 예상 단가 : 1500원선

o 개발 투입인력 및 기간 : 과제투입인원 약 20명/연간, 3년

상용화 능력 및

자원보유

o 발효유 등 유제품 전문 개발팀 및 다경험의 전문 연구원 보유

o 평택, 천안, 논산, 양산공장까지 4개의 발효유 생산 공장 보유

상용화 계획 및

일정

o 제품화 종료 후 소비자 검증 : 2019년

o 소비자 검증 및 과학성 자료 바탕으로 한 마케팅, 제품 출시 예정 :

2020년

o 판매 추이 검토하여 생산량 확대 등 결정 : 2021년 이후

나. ㈜한국야쿠르트

4. 사업화를 위한 비즈니스 모델

가. ㈜고바이오랩

(1) BM 수립 배경 및 핵심 경쟁 요인

� ㈜ 고바이오랩은 다년간 축적해 온 연구 노하우를 기반으로 “임상시료 → 실험실 내 시료

처리 → 데이터 생산 → 대용량 유전체 분석 → 생물학적 기능성 마커 발굴”에 이르는 국제

적 수준의 마이크로비옴 분석 파이프라인을 보유하고 있으며, 이는 즉 프로바이오틱스, 마이

크로비옴 치료제 및 진단에서 필요한 마커 확보 및 효과 평가를 in-house에서 고효율로 수

행할 수 있다는 것을 의미함.

� 또한 난배양성 미생물들을 대상으로 한 최적화된 배양 방법 및 생리학적 특성 확인 방안을

확립한 바 있으며 이러한 연구를 위해 필요한 QTOF, LC-MS/MS, ICP-OES 및 single-cell

isolation system 등의 최신식 분석 장비들과 anaerobic chamber 및 대용량 발효기 등의 난

배양성 미생물 분리-배양 시스템을 갖추었음.
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그림 110. ㈜ 고바이오랩의 기업 SWOT 분석

� 이에 본사는 마이크로비옴 및 미생물 기반 메타볼롬 (metabolome), 이뮤놈 (immunome) 등

의 오믹스 연구들을 통한 신속 ․ 정확한 미생물 기원 기능성 소재 확보가 가능하며, 보다

빠르고 효율적인 균주 분리/동정/생산 시스템을 통해 충분한 기능성 제품 생간이 가능함.

� 인체의 건강에 있어 장내 미생물총 균형이 매우 중요하다는 것은 익히 알려져 있으며, 이에

본사는 발전된 마이크로비옴 분석 시스템을 바탕으로 기능성 소재 발굴 및 제품화에 박차

를 기하고자 함.

� 본 과제를 통해 확보한 제품은 향후 충분한 시장성을 확보할 수 있을 것으로 기대하며, 바

이오/식품 산업 발전에 충분한 기여를 할 수 있을 것이라 기대됨.

(2) BM 목표

- 장내 균총 분성에 기반한 연령별 균총 표준화 및 기능 개선 미생물 소재 발굴

- 각 미생물 소재들에 대한 충분한 과학적 기반 확보

- 확보한 미생물 소재에 대한 확고한 L/O 모델 구축

- 기능적인 측면에서의 차별화된 제품을 통한 시장 점유율/고객충성도 확보

(3) 사업화 추진 전략

� <PLAN A> 기능성 원료로 개별인정 취득 후 L/O 추진

- 현재 시중에 유통되는 대부분의 프로바이오틱스 제품은 고시형 균주들의 혼합을 통해 일반

적인 기능성 (정장제)만을 타깃으로 하는 제품이라는 한계가 있음.

- 본 과제에서 선별된 균주들의 경우 장내 마이크로비옴 균형 회복 및 면역기능과 관련한 차

별화된 기능성을 확보한 후, 주요 업체들에 대한 균주 자체의 licensing out을 시도하고자

함.

- 관련한 기능성을 주장할 수 있는 주요 프로바이오틱스 소재들이 부재한 현 시장 상황에서,

본 소재에 대한 수요는 향후 제품의 고급화, 기능성화의 경향과 맞물려 크게 증가할 것으

로 예상되며, 이에 충분한 L/O모델 구현이 가능할 것으로 사료됨.
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� <PLAN B> 국내 기업과의 전략적 제휴를 통한 자체 제품 생산/판매

- 서울대학교에서 발굴하고, 그 기능성을 입증한 프로바이오틱스 소재의 시장적 측면에서의

가능성은 상당하다고 판단됨.

- ㈜고바이오랩은 프로바이오틱스 균주의 생산시설을 보유하고 있는 종근당바이오와 인체 마

이크로비옴 공동 연구를 위한 양해각서 (MOU) 체결하였으며, 종근당 내 수개의 핵심 계열

사들과 향후 기능성 프로바이오틱스 균주의 생산 및 판매에 관한 활발한 논의를 진행하고

있음.

- 따라서, 기능성 원료 균주의 자체 판매 전략을 추진할 경우 역시 제품의 제조 – 포장 –

판매에 이르는, 핵심 생산/유통 루트 확보가 상당히 용이한 상황임.

(4) 수익확보 전략

� 산업화 생산 공정 시스템 확보

- 최적 동선의 제조시설을 구축하는 동시에, 전 공정간 오염방지시설을 확보하여 안전성을

확보한 생산시설을 구비할 예정임.

- 동결 건조 또는 캡슐화를 마친 미생물 균주들을 안전하게 구분/보관이 가능한 보관시설을

구비할 예정임.

- 생산 및 보관 등 전 공정에 대한 검증시스템의 확립 역시 수행할 예정임.

� 기능성 균주의 기능성 및 CMC 자료 확보

- 균주의 표준화 및 기능성 관련 데이터들을 공인시험기관을 통하여 확보함.

- 비임상시험 관리기준에 의거한 안전성 및 안정성, 유효성 평가를 수행할 예정임.

- 장기보존시험 등의 안정성 평가 및 유효성 평가 역시 실시하여, 균주의 신뢰성을 확보함.

� 지식재산권 확보 전략

- 본 과제에서 개발된 기능성 전략 균주들은 균주 특허 및 용도 특허 출원이 가능할 것으로

보이며, 이에 균주 발굴 및 최적화 후 동시 확보를 목표로 함.

- ㈜ 고바이오랩은 본 연구 과제 기획 전 프로바이오틱스 관련 특허정보 분석 및 특허맵 확

보 등을 선수행함으로써, 가치 있는 특허의 확보를 위한 기반을 다짐. 이러한 기반 정보는

향후 R&D 기획에서 상품화에 이르는 기술사업화 전주기 과정상에서 발생하는 주요한 의

사결정들에 있어 참조할 수 있는 가이드로 활용할 예정임.

- 확보 지식재산권을 위한 기능성 규명을 최소 비임상 수준까지 진행할 계획이며, 청구항의

기재에는 다실시예 광범위의 원칙을 적용함으로써 향후 확보할 기술들에 대해 전략적으로

충분히 활용 가능한 배타적인 권리를 구축 할 예정임.

- 균주들에 대한 최적화 배양 및 캡슐화 기술 등을 단계적으로 추가 확보함으로써 관련 기술

에 대한 카테고리형 특허를 마련하는 것을 목표로 삼고 있음.

- 아울러 사업화 전략 및 시장환경을 고려하여 맞춤형 지식재산권 그룹을 확보하고자 함.
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(5) BM의 수익창출 방안

� 매출 창출 계획은 본사의 사업화 전략에 따라 차이를 보일 수 있으며, 이에 사업화 과정 중

매출의 극대화를 위한 최적 방향으로 추진하고자 함.

� 국내 프로바이오틱스 시장은 2014년 기준으로 1,500억원 정도로 추정하고 있으며 2011년에

서 2014년 사이 연평균 성장률은 32.9%로 매우 급격하게 성장하고 있음.

� 국내 프로바이틱스 시장의 90% 이상을 발효유 제품이 차지하고 있으며 연평균 약 3% 수준

의 안정적인 성장률을 보이고 있기에, 향후 프리미엄 발효유 시장 역시 크게 확대될 것으로

예상됨.

� 프로바이오틱스 건강기능식품 시장의 경우 현재는 고시형 균주 위주의 정장제 제품이 주를

이루고 있으나 시장 포화 및 프로바이오틱스의 추가 기능성 제시 등으로 인하여 향후 개별

인정형 기능성 유산균 제품 등의 프리미엄 시장으로 급격하게 변동할 것으로 예상됨.

� <PLAN A> 기능성 원료로 개별인정 취득 후 L/O 추진

- PLAN A를 따를 시, 개별인정형 기능성 원료 인정은 과제 종료 후 약 10개월 이내에 가능

할 것으로 판단되며, 이 시점 licensing out하는 것으로 가정할 경우, up-front에 의한 매출

이 2018년 발생 가능할 것으로 판단됨.

- Up-front는 약 5억원 정도로 책정하였음. 이후 제품화는 2020년 이후 가능할 것으로 판단

되며, 제품 출시는 2019년 내로 예상 가능함. 이후 시장점유율을 15% 정도 차지할 것으로

가정하고 매출에 따른 royalty (4%)를 계산하여 매출 계획을 작성하였음.

- 아래의 예상 매출액은 하나의 균주 (혹은 혼합균주)를 licensing out한 경우를 가정하여 작

성하였음.

표 27. 예상 매출액 – PLAN

년도
매출 창출 계획 (백만원)

2020 2021 2022

추정 매출 500 1,320 1,452
* 산출근거 : Licensing out upfront로 5억원 가정, 제품 출시 후 royalty로

매출의 4% 책정, 제품의 시장점유율은 출시 후 15% 정도로 일괄 계산 적용

함, 최초 프로바이오틱스 시장규모는 2,000억원으로 설정하였으며, 이후 10%

의 연평균 시장성장률을 가정함.

� <PLAN B> 국내 기업과의 전략적 제휴를 통한 자체 제품 생산/판매

- PLAN B를 따를 시 2020년 경 첫 제품 출시를 계획하고 있으며, 이후 7-1 및 7-2항에 기

술한 바와 같은 생산 및 투자 계획 하에 적절한 제품 판매를 계획함.

- 연령대 등 적절한 수요 고객층 설정 및 기확보한 전략적 제휴-유통 파이프라인을 최대한

활용하여 초기에 확고한 시장 진출 및 고객충성도 확보를 목표로 하고 있음.
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- 특히 기존 화학물질과는 달리 부작용은 최소화하면서도 충분한 기능성을 발휘할 수 있는

제품이며, 다양한 실험들을 통하여 검증된 제품임을 마케팅적 측면에서 강조하여 구매를

강화하는 방향으로 제품을 기획하고자 함.

나. ㈜한국야쿠르트

(1) BM 수립 배경

� 첨단 마이크로비옴 분석 기술을 응용한, 한국인의 연령별/건강상태별 발효유제품 제품

강조

- 인체는 약 100조개의 미생물과 함께 살고 있으며 이들 중 대부분이 인체의 전반적인 개사

과정과 생리작용에 관여하는 것으로 밝혀짐.

- 특히, 장내 미생물총의 구성이 인간의 건강 및 질병 상태와 유의적인 상관관계가 있음.

- 마이크로비옴 조절을 통한 치료제 개발 기술이 2010년 이후 꾸준하게 연구 되고 있고, 이

러한 전문가들을 통해 관련 사업체들이 형성 되고 있음.

- 따라서 연령별/건강생태별 장내 균총 분석 연구 결과를 바탕으로 기능성 발효유제품을 개

발하여 각 소비자층의 니즈에 적합한 제품이라는 강점을 내세우고자 함.

- 또한 중장기적으로 다양한 부가가치가 창출되어 식품산업뿐만 아니라 영유아 산업에서 고

령친화산업까지 미래 산업 발전에 큰 영향을 미칠 것으로 기대.
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(2) BM 목표 및 핵심경쟁요인

(가) BM 목표

    

그림 111. 한국야쿠르트의 BM 목표

(나) 핵심경쟁요인

� 한국야쿠르트의 발효유 제품화 능력

- 47년 전통의 프로바이오틱스 전문 기업이자 국내 발효유 제품 시장 점유율 1위 기업인 한

국야쿠르트의 발효유 제품개발 노하우 활용.

� 한국야쿠르트의 프로바이오틱스 기술력

- 일반적인 유산균 연구 뿐 아니라 피부보습, 혈중지질개선, 염증개선 등 기능성 균주의 발

굴, 개발 노하우 및 제품 대량 생산 기술에 이르기까지 프로바이오틱스 개발 관련 토탈 솔

루션 보유하고 있음.

� 고객만족

- 한국야쿠르트는 NCSI(국가고객만족도) 지수 우유/발효유 부문에서 19년 연속 1위로 선정

되어 제품의 품질에 대한 고객의 신뢰를 꾸준히 받고 있으며, 제품 경쟁력을 시장에서 인

정받고 있음.
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(3) 목표 시장 구조

(가) 경쟁기업 현황

① 국내 발효유 시장 현황

- 2016년 기준, 전체 발효유 소매시장 규모는 약 1조원 규모로 일정수준을 유지하는 추세임

- 한국인의 1인당 발효유 연간 소비량은 세계 24위 차지함.

- 2016년 국내 발효유 시장은 저당 제품과 얼려먹는 발효유가 인기를 끌었음.

그림 112. 주요 제품 사례 (국내)

- 한국야쿠르트는 얼려먹는 야쿠르트 출시, 세븐일레븐은 파스퇴르와 아이스크림 요구르트

출시.

- 한국야쿠르트는 저당 캠페인을 함께 저당 발효유를 출시하여 업계 트랜드를 주도하였음.

- 빙그레는 저당 발효유 제품인 요플레 라이트 2종을 출시.

- 국내 판매채널은 과거 대형할인마트 이용객의 소비가 근거리 체인 슈퍼 소비로 변화하였

음.

- 2016년 드링크와 호상이 비슷한 비율 (약 40%)로 비슷한 비중으로 소비됨.
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그림 113. 주요 경쟁사 매출액 변화 추이

② 국외 제품생산 및 시장 현황

- 세계 발효유 시장 규모는 약 570억 달러 정도로 추정되며, 우리나라는 세계에서 약 1.4%를

차지하는 것으로 추정됨.

- 세계적으로 1인당 발효유를 가장 많이 소비하는 국가는 네덜란드로 1인당 22.2 kg을 소비.

- 스웨덴이 2위 (19.7 kg), 일본은 1인당 6.0 kg을 소비, 중국은 1인당 2.6 kg 소비.

- 국외 기능성 발효유 제품은 기능성 프로바이오틱스 및 프리바이오틱스 함유를 통해 장 건

강 뿐 아니라 항 노화, 혈중 콜레스테롤 개선, 면역 증강, 단백질 강화 등 국내보다 다양한

카테고리 제품 출시.

- 연령별로는 유아용 발효유 제품, 심혈관질환 개선 및 항노화에 도움을 주는 성인 중년층

및 노년층을 타깃으로 한 제품이 출시.
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그림 114. 해외시장 분석

③ 경쟁구조

- 국내 발효유 시장은 한국야쿠르트, 서울우유협동조합, 남양유업, 빙그레, 롯데푸드, 동원에

프엔비, 푸르밀 등이 진출해있음.

- 발효유 사업은 건강식품으로서 성장지속성과 안정성을 내포하고 있는 만틈, 모든 유가공업

체에서 발효유 사업에 참여하여 시판시장 기준 약 30개 업체가 치열하게 경쟁함.

- 장내균총을 고려한 과학적이고 기능성이 명확한 제품은 거의 전무한 실정으로 경쟁 구조가

심하지 않다고 판단됨.

- 따라서 장내 미생물총 개선을 통한 인체면역 기능개선을 타깃으로 둔 제품을 개발 하면 새
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경제 사회

- 과잉되지 않은 합리적 소비

- 가치지향적 소비

- 1인 미디어의 활성화/ 개인 레시피의 공

유

- 웰빙 및 스트레스 완화 제품 인기

- 편의성을 갖춘 제품 인기

인구 환경

- 노년층의 지속 증가에 따른 시니어 시장

성장

- 저출산에 따른 키즈 시장 고급화 (골드

키즈)

- 아이 건강 중요성 강조

- 미세먼지, 황사 등 대기오염 이슈 증가에

따른 오염을 차단/정화하는 제품 인기 증가

(안티폴루션)

- 면역력 강화 제품 인기 증가

유제품 건강기능식품 과채주스

- 맛

- 무첨가

- 기능성 등 새로운 가치

추가

- 맛

- 섭취 편의성

- Natural

- 기존 기능성 강화

- 유기농, 무첨가 컨셉

- 건강지향적

- 제형 다양화

로운 발효유 시장 개방으로 자사 발효유시장점유율 상승 예상.

④ 시장진입 장벽

� 가격 경쟁력/소비자의 니즈 충족

- 현재 판매되는 발효유보다 다양한 기능성 확보가 된 제품으로 출시 될 경우 가격이 상승될

수 있어 프리미엄을 강조한 제품으로 접근해 발효유를 판매해야할 필요성이 있음.

- 각각의 연령별 소비자층에서 장내 균총이 인체의 건강과 관계가 있다는 사실을 인지하게

해야함.

- 소비자의 균총 변화와 건강의 연관성에 대한 인식의 함양을 위한 마케팅적인 전략이 필요

함.

(4) 수익 확보 전략

(가) 주요 고객군

� 소비환경 트렌드

� 식품시장 트렌드

� 주요 고객군 선정 및 고객군에 따른 제품 컨셉 개발

- 소비 환경 트렌드 및 식품시장 트렌드를 반영한 주요 고객군 및 해당 제품 컨셉의 개발.
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- 현 트렌드를 반영한 제품 개발을 통해 합리적/지속적 소비 유도를 통한 수익의 확보.

- 주요고객군 : 영유야 (2~7세), 어린이 (2~13세)군, 30~50세 군, 60대 이상 군.

◦골드키즈 현상에 따른 어린이 타겟 제품 강화 (2~7세, 2~13세)

◦웰빙한 삶 및 건강한 노년을 준비하기 위한 중장년 타겟 제품 개발 (30~50세)

◦건강한 노년을 유지하기 위한 노년 타겟 제품 개발 (60세 이상)

  

(나) BM의 수익창출 방안

� 수익유형

- B2C : 대부분의 수익은 발효유 제품의 직접 판매에 따른 직접 수익을 통해 확보 예상

장내 균총 균형의 중요성에 대한 소비자의 인식 확대에 따른 시장 규모 확대

- B2B : 개발 균주 혼합 모델 분말 소재의 B2B 판매를 통해 2차 수익으로 확대 가능
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� 수요고객층 확보 계획

<연령별 타겟 확보>

    

그림 115. 연령별 타깃 제품 설계 사례
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- 실질적인 구매 고객 중심 영업

◦영유야, 청소년 고객 : 실질적 구매자인 부모세대 (30-50세)까지 맞춤형 홍보 주력

◦중장년, 노년층 고객 : 중장년, 노년층에 직접 홍보 및 부모의 건강을 염려하는 자식 세

대 까지 고려하여 고객 유치 주력

<영업계획>

- 방판영업 : 기본적인 발효유 소비 고정 고객층에 신규 제품 특성/장점을 홍보하여 제품 구

매 유도.

- 직판영업 : 백화점, 대형마켓 제품 영업을 통한 대량 구매 유도.

- 마케팅/홍보 : 본 연구개발물의 과학적 우수성에 대해 TV광고, 지면광고를 통해 지속 홍보

하고, 마케팅 수단으로 활용함으로써 마이크로비옴 관련 신규 제품 시장 형성 및 시장 확

대에 기여.

� 구매욕구 적정성, 구체화

- 고객으로 하여금 기본적인 디저트로서의 발효유 섭취가 아닌 프리미엄 발효유를 섭취한다

는 개념으로 기존 가치의 진화 가능.

- 화학합성 의약품과 달리 제품 섭취를 통해 인체에 나타날 수 있는 부작용을 최소화할 수

있는 점 건강한 장내 미생물총 유지를 통한 인체 면역력 개선 효과를 부각하여 제품 구매

욕구 촉진.
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성과

목표

사업화지표 연구기반지표

지식

재산권

기술

실시

(이전)

사업화

기

술

인

증

학술성과

교

육

지

도

인

력

양

성

정책

활용·홍보

기

타

(타

연

구

활

용

등)

특

허

출

원

특

허

등

록

품

종

등

록

건

수

기

술

료

제

품

화

매

출

액

수

출

액

고

용

창

출

투

자

유

치

논문
논

문

평

균

IF

학

술

발

표

정

책

활

용

홍

보

전

시

SC

I

비

SC

I

단위 건 건 건 건

백

만

원

백

만

원

백

만

원

백

만

원

명

백

만

원

건 건 건 건 명 건 건

가중치 - - - - - - - - - - - - - - - - - -

최종목표 4 4 - 1
미

정
1 - - - - - 5 - - 4 - - - 6 -

1

차

년

도

목

표
4 - - - - - - - - - - - - - - - - - 2 -

실

적
3 - - - - - - - - - - 1 - - 2 - - - 2 -

2

차

년

도

목

표
- - - - - - - - - - - 3 - - 2 - - - 2 -

실

적
1 - - - - - - - - - - 3 2 - 9 - - - 6 -

3

차

년

도

목

표
- 4 - 1 - 1 - - - - - 2 - - 2 - - - 2 -

실

적
2 4 - 1 - 1 - - - - - 3 1 - 4 - - - 2 -

소

계

목

표
4 4 - 1 - 1 - - - - - 5 - - 4 - - - 6 -

실

적
6 4 - 1 - 1 - - - - - 7 3 - 14 - - - 10 -

종료

1차년도
3 - - - - - - - - - - 1 - - 2 - - - 2 -

종료

2차년도
1 - - - - - - - - - - 3 2 - 9 - - - 6 -

종료

3차년도
2 4 - 1 - 1 - - - - - 3 1 - 4 - - - 2 -

소 계 6 4 - 1 - 1 - - - - - 7 3 - 15 - - - 10 -

합 계 6 4 - 1 - 1 - - - - - 7 3 - 15 - - - 10 -

3장. 목표 달성도 및 관련 분야 기여도

1절. 목표
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2절. 목표 달성여부

1. 연구개발목표의 달성도 및 자체평가

가. 연구개발 성과 및 평가방법

� 연령별, 건강상태별 장내 미생물총 분석을 위해 인체 대변 시료 유래 차세대염기서열 분석

마이크로비옴 정보 통합 확보 (총 850개 이상 인체 대변 시료 사용).

� 연령별 β-diversity 특징 규명 (영유아, 20, 30, 40, 50, 60, 70대 그룹으로 구분하여 분석).

� 염증 수치 (hsCRP)를 기반으로 한 건강상태별 장내 미생물총 비교 분석 및 마이크로비옴

바이오마커 발굴 (유의적인 상관관계를 보인 1개 이상의 장내미생물 family 발굴).

� 장내 미생물 분리를 통하여 150종 이상의 유산균 확보 및 장내 미생물 소재 라이브러리

구축 (유산균 포함 총 2000 strains).

� 면역기능 개선 유산균 탐색을 통한 기능성 유산균 소재 발굴.

� 96웰 기반 천연물 맞춤형 장내 미생물총 개선 검증 시스템 구축 (시스템 구축 및 활용

여부).

� 장내 미생물총 개선 효능 천연프리바이오틱스 소재 발굴 (SCFA, 유해균 유래 효소활성

측정).

� 고시형 균주에 해당하는 Lactobacillus, Lactococcus, Bifodobacterium에 대한 내산성· 내담즙

성 평가를 통해 안정성이 우수한 균주를 선별하였으며, 장관 면역 조절 기반 in vitro 모델

을 구축함 (장내 미생물-인간세포 혼합배양 모델 구축).

� 장관 면역 증진 및 장 상피세포 강화능을 보유한 균주를 3종 확보함 (기능성 미생물 소재

3종 확보).

� 대장모사시스템을 통해 배양한 인간유래 장내균총을 모델동물인 예쁜꼬마선충에 투여한 후

수명에 미치는 영향을 평가 완료함 (장내미생물-동물 혼합배양을 통한 발굴소재의 기능

성 플랫폼 구축).

� 장내 미생물총 개선 소재 균주 3종 (SNUG50430, SNUG50559, SNUG10122) 우유 배지

배양 기초 특성 평가를 완료함.

� 소재 균주 3종의 기본 생산 특성 및 산업화 적합 소재 평가를 완료함.

� 소재 균주 1종 (SNUG50430)의 최적 배지 개발 및 배양 최적화 연구를 완료하였으며,

대량생산 공정 구축 및 최적화 완료.

� 소재 균주 1종 (SNUG50430)를 이용한 발효 유제품의 in vivo 모델에서의 장관 면역 기능

및 장내 균총 회복능 검증.

� 인간대장모사시스템을 통해 발효유제품의 장내균총 개선여부와 이에 따른 대사체와의

상관관계평가 완료 (장건강 소재의 균총 개선능 및 대사체 생성능 in vitro 평가 시스템

구축).

� 발효 유제품의 균총 변화 및 대사체 변화의 대장 부위별 기초자료 확보.

� 천연 프리바이오틱스 소재 2종 (더덕, 홍국)의 화학성분 분석 완료 및 원료표준화를 위한

기초자료 확보.
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� 농축, 동결, 건조 등의 주요 가공공정에서의 소재 균주 1종 (SNUG50430)의 유지·보존입증

(SNUG50430의 산업화 적합성 검증 및 최적 액상보호제 / 최적 동결보호제 선발).

� 소재 균주 (SNUG50430)을 이용해 제작된 시제품의 단맛 신맛 깔끔한 맛 3가지 기준

관능평가결과를 바탕으로 제품 대량생산 공정 구축 및 연령/성별에 따른 시제품 제작.

� 관리 표준화를 위한 품질규격서를 작성함.

� 특허 출원 6건, 특허 등록 4건으로 지식재산권 총 10건으로 목표 초과달성함.

� ‘한국인 인체 시료에서 확보한 유익균 미생물 군집 정보에 대한 노하우’ 에 대한

기술이전 1건 실시함.

� ‘더덕 추출물을 함유하는 장건강 개선용 조성물’을 미국특허로 출원함 (해외특허 출원

1건).

� SCI 논문 10건 및 학술발표 15건으로 기존 목표 초과 달성함. 특히, 2016년

한국응용생명화학회 국제학술대회에서 우수포스터발표상 2건을 수상함.

� 본 사업의 수행결과로 도출된 연구 성과를 언론에 홍보하였음. 한국인 마이크로비옴을

이용한 면역 질환 관련 연구에 대해 KBS, EBS 다큐멘터리에 인터뷰 2건, 사사 표기된

중앙일간지 3건 (전자신문, 서울경제, 연합뉴스), 매체 특성상 사사표기가 어려우나 본

사업의 연구 성과와 직접 연관된 방송보도 (YTN사이언스 보도 1건) 및 주요 월간지

(과학동아, 1건), 우리나라에서 가장 유력한 일간지 (조선일보, 동아일보, 매일경제) 지면

보도건 (1건) 그 외 언론지 2건 (베리타스알파, 의료정보)등을 확보함 (홍보 보도 10건으로

목표 초과달성함).
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나. 성과목표에 대한 자체평가

성과목표 자 체 평 가

지식재산권 10건

(특허출원6건 및 특허등록4건)

� 장내 미생물 균총 개선 및 장관 면역 기능 개선에 관한 미생물

소재 특허출원 1건, 또한 프리바이오틱스 소재의 장내 건강 개선

능과 관련하여 특허출원 5건, 특허등록 4건을 달성함.

� 이 중 ‘더덕 추출물을 함유하는 장건강 개선용 조성물’에 관한

특허는 한국과학기술연구원의 특허심의위원회 평가 결과 신규

성과 산업적 파급력이 큰 우수특허 (A등급)로 선정된 바 있으며,

한국과학기술연구원으로부터 해외 특허출원 비용 (1300만원)을

지원 받음 (미국특허 출원 1건).

기술이전 1건

� 본 과제 연구 성과에 해당하는 연령 및 건강 상태별 한국인 인체

대변시료 관련 임상 라이브러리와 미생물 유전체 군집 라이브러

리 정보에 대한 기술이전 실시.

논문 10건

(SCI 논문 7건 및

비SCI논문 3건)

� 신규 장내 미생물 동정 분석을 통해 논문 2건과, 꼬마선충을 이

용한 장내 미생물 활성 탐색 관련 논문 1건, nanoparticle을 통해

유해한 박테리아 저해능을 확인하는 논문 3건, 대장모사시스템을

이용한 장관 부위별 균총과 대사체 분석 및 균총과 대사체간의

연관성에 관한 논문 1건, 총 SCI 7건을 발표하였으며 추가적으

로 특정 대사체의 장내 균총 조절능과 그에 따른 바이러스 억제

에 관한 리뷰 논문 1건과 질 분리 Lactobacillus 균총의 유전체

분석 1건, 꼬마선충을 이용한 독성평가 방법론에 관한 논문 1건,

총 비SCI 논문 2건을 발표함.

학술발표 15건

� 국내 미생물 관련 학술대회에서 구두발표 5건, 포스터 발표 9

건, 총 14건과 마이크로비옴 분야 해외 저명 학술대회인

International Human Microbiome Consortium Meeting (IHMC)

에서 구두발표 1건, 총 15건으로 목표 초과 달성함.

홍보전시 10건

� 한국인 마이크로비옴을 이용한 면역 질환 관련 연구에 대해

KBS, EBS 다큐멘터리에 인터뷰함으로써 본 연구과제 연구성과

에 대해 홍보하였으며, 모델동물을 이용한 장건강 효능 및 독성

평가 플랫폼 구축 관련 논문은 매일경제, 동아일보, 조선일보 등

주요일간지 뿐만 아니라 YTN사이언스 등에 방송보도 되었음. 또

한 우리나라에서 가장 잘 알려진 과학 분야 유명 월간지인 과학

동아 7월호에 관련연구 성과가 홍보되었음.
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No 논문명 학술지명
주저

자명
호 국명

발행

기관

SCI여

부

(SCI/

비SCI

)

게재일
등록번

호

1

Sellimonas

intestinalisgen.

nov., sp. nov.,

isolated from

human faeces

International

Journal of

Systematic and

Evolutionary

Microbiology

서보람 66 영국
Microbiology

Society
SCI 2016.02.01

1466-5

026

2

Merdimonas faecis
gen. nov., sp.

nov., isolated from
human faeces

International
Journal of

Systematic and
Evolutionary
microbiology

서보람 67 영국
Microbiology

Society
SCI 2017.07.26

1466-

5026

3

Disinfection of
various bacterial
pathogens using

novel silver
nanoparticle-
decorated

magnetic hybrid
colloids

Science of the
Total

Environment
박성준 609

네덜

란드
Elsevier BV SCI

2017.07.08

0048-

9697

4

Toxicological

evaluation of the

topoisomerase

inhibitor,

etoposide, in the

model animal

Caenorhabditis

elegans and

3T3-L1 normal

murine cells

Environmental

Toxicology
이소영 32(6) 미국

John Wiley

& Sons
SCI 2017.02.16

1522-

7278

5

New perspectives

regarding the

antiviral effect of

vitamin A on

norovirus using

modulation of gut

microbiota

Gut Microbes 이희태 9 미국
Landes

Bioscience
비SCI 2017.11.02

1949-

0976

6

Complete genome
sequence of the
plasmid-bearing
Lactobacillus
fermentum

strain SNUV175, a
probiotic for
women’s

health iIsolated
from the vagina

of a
healthy South
Korean woman

Genome
Announcements 이성희 5(12) 미국

American

Society for

Microbiology

비SCI 2017.03.23
2169-

8287

2. 연구성과

가. 국내외 논문 게재
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7

Measuring the
effect of chemicals
on the Growth
and reproduction
of Caenorhabditis

elegans

Journal of
Visualized

Experiments :
JoVE

이소영 128 미국
MYJoVE

Corporation
비SCI 2017.10.05

1940-0

87X

8

Effects of
fermented milk
treatment on
microbial

population and
metabolomic
outcomes in a
three-stage

semi-continuous
culture system

Food Chemistry 차광현 263 영국

Applied

Science

Publishers

SCI 2018.10.15
0308-8

146

9

Disinfection of
waterborne viruses

using silver
nanoparticle-decor
ated silica hybrid
composites in

water
environments

Science of The
Total

Environment
박성준 625

네덜

란드
Elsevier BV SCI 2018.06.01

0048-9

697

10

Inactivation of
influenza A virus
via exposure to

silver
nanoparticle-decor
ated silica hybrid

composites

Environmental
Science and
Pollution
Research

International

박성준 25 독일 Ecomed SCI 2018.09
0944-1

344
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No 회의명칭 발표자 발표일시 장소 국명

1
2016년도 한국응용생명화학회

국제학술대회

이소영, 김주연,

정유진, 강경수
2016.06.16 제주도 대한민국

2
2016년도 한국응용생명화학회

국제학술대회

차광현, 김상민,

이은하, 강경수,

판철호

2016.06.16 제주도 대한민국

3
2017년 대한면역학회

춘계학술대회
고광표 2017.04.13 서울 대한민국

4

International Meeting of the

Microbiological

Society of Korea

고광표 2017.04.27 부산 대한민국

5
KSBMB

International Conference
고광표 2017.05.19 부산 대한민국

6
The Korean Society for

Microbiology & Biotechnology
유현주 2017.06.29 부산 대한민국

7
The Korean Society for

Microbiology & Biotechnology
이길재 2017.06.29 부산 대한민국

8
The Korean Society for

Microbiology & Biotechnology
윤성현 2017.06.29 부산 대한민국

9
2017 한국분자세포생물학회

예쁜꼬마선충분과 심포지엄,

이소영, 김주연,

정유진, 강경수
2017.01.17 용평 대한민국

10

2017 한국독성학회

한국환경성돌연변이발암원 학회

국제심포지엄, 초청

이소영, 김주연,

정유진, 강경수
2017.05.19 부산 대한민국

11
2017 한국응용생명화학회

국제학술대회

이소영, 김주연,

강경수
2017.06.15 부산 대한민국

12

International Human Microbiome

Consortium Meeting

(IHMC 2018)

고광표 2018.06.28 Killarney 아일랜드

13

2018 International Meeting of

the Microbiological Society of

Korea

윤소연 2018.04.25 평창 대한민국

14

2018 International Meeting of

the Microbiological Society of

Korea

윤성현 2018.04.25 평창 대한민국

15
2018 한국식품과학회

국제학술대회 구두발표
강경수 2018.06.29 부산 대한민국

나. 국내 및 국제학술회의 발표
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No
지식재산권 등 명칭

(건별 각각 기재)
국 명

출원 등 록
기여율

출원인 출원일 출원번호 등록인 등록일 등록번호

1

더덕 추출물을

함유하는 장 건강

개선용 조성물

대한민

국

한국과학

기술연구

원

2016.05.

31.

10-2016-0067

553
- - - 90

2

실리마린을

포함하는

장 건강 개선용

조성물

대한민

국

한국과학

기술연구

원

2016.08.

02.

10-2016-0098

465
- - - 90

3

홍국 추출물을

포함하는 장 건강

개선용 조성물

대한민

국

한국과학

기술연구

원

2016.08.

08

10-2016-0100

833
- - - 90

4

Method for

improving

intestinal health

using extracts of

Codonopsis

lanceolata

미국

한국과학

기술연구

원

2017.05.

16
15/596404 - - - 90

5

홍국 추출물을

포함하는 장 건강

개선용

조성물(분할출원)

대한민

국

한국과학

기술연구

원

2018.04.

12

10-2018-0042

763
- - - 90

6

장내 항염증 및

균총 개선 활성을

갖는 락토바실러스

람노서스 균주

대한민

국

서울대학

교

산학협력

단

2018.09.

05

10-2018-0106

181
- - - 90

7

더덕 추출물을

함유하는 장 건강

개선용 조성물

대한민

국

한국과

학기술

연구원

2018.02

.01

10-18266

73
90

8

홍국 추출물을

포함하는 장 건강

개선용 조성물

대한민

국

한국과

학기술

연구원

2018.04

.13

10-18503

08
90

9

홍국 추출물을

포함하는 장 건강

개선용

조성물(분할출원)

대한민

국

한국과

학기술

연구원

2018.05

.23

10-18621

32
90

10

실리마린을

포함하는 장 건강

개선용 조성물

대한민

국

한국과

학

기술연

구원

2018.10

.11

10-19090

83
90

다. 지식재산권(특허, 실용신안, 의장, 디자인, 상표, 규격, 신품종, 프로그램)



- 152 -

라. 기술거래(이전) 등

No 기술이전 유형 기술실시계약명
기술실시

대상기관

기술실시

발생일자

기술료

(당해연도 발생액)

누적

징수현황

1 노하우

한국인 인체

시료에서 확보한

유익균 미생물

군집 정보에 대한

노하우

㈜고바이오

랩
2018.11.15 10,000,000원

마. 기타: 홍보실적

No 제목 매체명 일시 홍보유형

1
장영실쇼: 인간의 6번째 장기, 박테리아를

다시 보다
KBS 2016.06.16 중앙TV방송

2 당신의 대변은 건강하십니까? EBS 2016.06.16 중앙TV방송

3
포유동물 대신 예쁜꼬마선충으로 항암제 독성

평가한다
서울경제 2017.04.13 중앙일간지

4
항암제 독성 '예쁜꼬마선충'으로 평가하는

기술 개발
YTN 사이언스 2017.04.27 중앙TV방송

5 항암제 독성, '예쁜꼬마선충'으로 가능 연합뉴스 2017.05.19 중앙일간지

6
쥐 대신 벌레로 항암제 독성 평가...연구 효율,

윤리 증대
전자신문 2017.06.29 중앙일간지

7 물고기로 뇌기능 연구, 기생충으로 독성 검사 조선일보 2017.06.29 중앙일간지

8 예쁜꼬마선충으로 항암제 독성 평가한다 과학동아 2017.06.29 월간잡지

9 서울대 보건대학원 국제심포지움 개최 베리타스알파 2017.01.17 중앙일간지

10 ‘미생물 분야, 100년 만에 황금기 왔다’ 의료정보 2017.05.19 중앙일간지

3절. 목표 미달성 시 원인(사유) 및 차후대책(후속연구의 필요성 등)

- 해당사항 없음
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연번 증빙자료

1

○ 논문 실적
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2
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3
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4
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5
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6



- 159 -

7
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8
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9
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10
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연번 증빙자료

1

○ 특허 출원·등록실적
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연번 증빙자료

2
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연번 증빙자료

3
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연번 증빙자료

4
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연번 증빙자료

5
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연번 증빙자료

6
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연번 증빙자료

7
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연번 증빙자료

8
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연번 증빙자료

9
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연번 증빙자료

10
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연번 증빙자료

1

○ 기술이전
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4장. 연구결과의 활용 계획 등

1절. 활용방안

� 본 과제에서 구축될 한국인 마이크로비옴 라이브러리는 향후 지속적인 데이터 추가와

업데이트를 통해 보다 많은 시료 분석을 바탕으로 통계적 신뢰성을 확보할 것으로

여겨지며, 건강상태와 관련된 한국인 마이크로비옴의 특징을 활용함으로써 건강한 장내

미생물총의 균형을 통한 면역기능 개선을 넘어서 각종 만성 질환의 예방을 위해 이용될 수

있을 것으로 보임.

� 본 연구가 성공적으로 진행되면, 기존 유산균의 직접적인 기능성을 바탕으로 한 유산균

건강기능식품의 실제적인 장내미생물총 밸런스 개선 효능을 유전자 수준에서 과학적으로

검증할 수 있게 되면 유산균과 다른 질병 관련 핵심 마이크로비옴과의 상호작용을 이해할

수 있는 계기를 마련할 수 있음.

� 기능성에 기반을 둔 맞춤형 식품 컨셉은 이미 몇 해 전부터 강조되고 있지만 사람

개개인마다 유전적, 환경적, 식이적 요인이 달라 실제적으로 적용된 바가 없음. 본 과제를

통해 얻게 될 마이크로비옴 빅데이터는 유전적, 환경적, 식이적 요인에 대한 보정이 보다

용이하므로 향후 마이크로비옴 기반 맞춤형 식품의 활성화에 널리 활용될 수 있을 것으로

여겨짐.

� 본 연구 수행 과정에서 확립될 장내 미생물 맞춤형 분석 플랫폼은 향후 장내 미생물 기반

다양한 기능성 검증 및 유용 기능성 물질 발굴에 유용하게 이용될 수 있으며 장내

미생물을 이용한 소재 산업화에 선도적인 역할을 담당할 수 있음.

2절. 기술적 측면

� 다음의 기술들에 대해 전문성을 갖출 수 있을 것으로 기대됨.

- 연령별, 건강상태별 한국인 마이크로비옴 빅데이터 확보 및 분석 기술

- 인체 마이크로비옴 진단 기술

- 장내 미생물 순수분리·소재화 기술

- 마이크로비옴 맞춤형 대량배양 기술

- 프로·프리바이오틱스 맞춤형 소재 안정화/식품 제형화 기술

- 장내 미생물 개선 소재 맞춤형 in vitro/in vivo 기능성 검증 기술

- 의료용 마이크로비옴 신약 개발을 위한 생물학적 기반기술
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3절. 경제·산업적 측면

� Scottish Enterprise의 2013년 보고서에 따르면 인체 마이크로비옴을 이용한 산업은 크게

인체 건강, 가축 건강, biotechnology 분야를 중심으로 성장하며 관련 제품 시장은 향후

5년간 연 10-20%의 성장률을 나타낼 것으로 예상됨.

� “Human Microbiome Market by Disease, Application & by Product - Global Forecast to

2023” 보고서에 따르면, 2019년 인체 마이크로비옴 치료제 관련 시장은 294백만 USD를

형성하고 이후 꾸준히 성장하여 2023년 까지 총 658백만 USD의 시장을 형성할 것으로

여겨짐.

그림 116. 마이크로비옴 관련 주요 산업 분야 및 세계 시장 규모 현황 (2010년,

billion USD)

� 본 연구진의 한국인 맞춤형 연구는 동양인들을 대상으로 특화된 마이크로비옴 치료제

시장을 형성할 수 있을 것으로 기대되며, 개발된 기술은 1차적으로 프리바이오틱스 및

프로바이오틱스 제품과 건강기능식품 개발에 적용될 수 있고, 향후 마이크로비옴을 이용한

치료제 혹은 진단제 개발에 응용되어 최소 수천억 원의 시장을 형성할 것으로 보임 (그림

116).

� 그 외 다음과 같은 경제산업적 효과가 기대됨.

- 해당 제품을 다양한 연령층을 대상으로 판매함으로써 해당 제품 매출 및 전반적인 발효유

매출 증대

- 유가공 산업 성장 유도 및 낙농가 소득 창출 가능

- 균주 배양 최적화 및 공정 최적화를 통한 유틸리티 비용 등 생산 원가 절감 및 생산성

향상

- 연령별, 건강상태별로 표준화된 맞춤형 발효유 제공이라는 신사업 영역 확보
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- 향후 제품군 다각화를 통한 고객에 차별화된 제품 제공

- 과학적 자료 제공을 통한 발효유 효능에 대한 신뢰도 향상

- 기능성이 검증된 원료를 이용한 국민건강증진 및 국가경쟁력 증대 도모

- 소재 및 기술 수출을 통한 부가가치 창출 (B2B, C&D)
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