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.Ⅰ

Helicobacter pylori에 한 고역가 항체 생 억 복합물 한 질 능 식

개

연 개 필.Ⅱ

연 개1.

항 헬리코 난 항체 산균 물 복합체 개 하고 복합체 하여- , , .

H. pylori에 한 질 하는 건강 능식 개 하 다.

연 개 필2.

계 상50% H. pylori에 감염 어 고 우리나라에 는

가 감염 어 다60-70% . H. pylori는 주 과 에 해 체1983 Warren Marshall

막에 처 리 어 만 염 양재 주 원 암,

원 어 H. pylori 한 다양한 치료 연 고 다.

십 지 에 약물 여가 H. pylori 감염에 한 치료 문 시 고 다.

근에는 항생 사 하지 않는 새 운 치료개 비 항생 물질들에 심

갖고 다 어 질병 원 균에 한 항체 만들어 내고 그 항체 하여 질.

병 치료 행한다 가 상 라 생각한다.

래 끼나 포 역시켜 그 액 특 항체 얻었 나 채 과

한 어 움과 식 문 내포하 다 그러나 난 행 항체 얻는 상.

과 비 하여 채란과 항체 집 하고 비 도 감 다 어미닭 득한 항체는.

난 에 행 어 는 독특한 질 하여 항원 산란계에 역하고 특 항체

얻는 었다.

본 연 는 염 십 지 염 키는 주 원 균 H. pylori 양한 후 항원 하여

산란계에 역시켜 특 항체 생산하고 함 하는 식 에 한 것 특 항체

하여 본 질병 치료하 한 H. pylori 억 과 하 다.

또한 H. pylori 생 억 능 산균 H. pylori에 항균물질 비한다는 연 보

고가 다당 물, H. pylori 막 상피 포 착 억 한다는
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연 가 보고 어 어 본 연 는 항 헬리코 난 항체 에 한 폭 과 산균과-

등 가 능 재 립하 건강 능식 등에 하 한 연,

실시하고 한다.

연 개 내.Ⅲ

본 연 과 는 달 하 하여 개 동과 탁과 하6 ,

여 행하 다.

과 에 는 본 과 통하여 개 항 헬리코 항체복합체 포함하는 건강 능식-

개 진행하 다 항 헬리코 항체복합체 건강 능식 에 하 해 난 항체. - ,

산균 물 한 함량 하 고 각각 원료가 에 문 가, ,

없는지 하고 간 동안 질변 악하 하여 공주공 에 시험 업

실시하 다.

동과 에 는 헬리코 균 항원 항체복합체 개 연 하 다 헬리코 균1 .

양 건 립하고 항원단 질 할 균체 비하여 쇄 해 항원,

하 다 항원 닭에게 주사하여 난 항체 득하고 역 간에 항체 역가. ,

하 다 또한 헬리코 균 착억 과 가지는 물 립.

하고 량생산에 합한 립하 다.

동과 에 는 항 헬리코 균 난 항체 생산 하 다 사양 역항원 생산 건2 - .

립하 하여 실험 산란계 역항원 주 하 고 역란 거

하여 항체 역가측 에 역주 하 다 또한 헬리코 균 생 억 능 난 항.

체 하 하여 역항원 계란 살균 건 립하 다.

동과 에 는 항 헬리코 산균 개 하고 항체 복합체 능 하는 실험 하3 -

다 치 타락 하여 산균 리하고 헬리코 균에 한 억 능 산균.

동 등 립하 다, .

건 학 탁연 통해 는 과 에 공 물 난 항체, IgY,

리 산균 상등액 하여 in vitro 포실험 H. pylori 균 벽 포 착 억

생 억 과 하 고 각 물질들 복합체 하여 과 하 다synergy .

학 탁연 통해 는 항체 복합체 함 하는 거트 시험물질 H. pylori

균 직 사 시키거나 막 내 생착 해함 H. pylori가 식 동물 에 균

퇴치하여 염 개 시켜 주는지 하여 하 다 라 마우 감.

염 에 시험물질 복 경 여하 내에 식 균 거 고 그에 라

염 개 는지 그 능 하 다.
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연 개 결과.Ⅳ

항 헬리코 항체복합체 포함하는 건강 능식 개1. -

항 헬리코 항체복합체 함 한 생산에 문 가 없는지 검 하 고- ,

합비 공 양 능검사 등 평가하 다, , , .

항 헬리코 항체복합체 함 한 각 사 량 가 산균- IgY 0.5%, 10
7
,

물 다0.1% .

항 헬리코 항체복합체 첨가한 각 공 단계 별 검 사항-

공 에 시행하 문 견 지 않았 보 실험에 약간 리 상,

었 나 능에는 양 주지 않는 것 었다.

헬리코 균 항원 항체복합체 개2.

본 실험에 항원 사 한 균주는 H. pylori 사 하 고KCTC 12083(ATCC 43504) ,

양 건 가 첨가 에 계 하여10% FBS(Fetal bovine serum) brucella agar 37 , 10%℃

CO2 건에 시간 동안 양하 다 가 첨가 에 하여48 . 10% FBS brucella broth 37 ,℃

10% CO2 건에 시간 동안 양하 측 한 결과 시, 100 rpm 36 , growth curve 30

간에 시간에 가 보 시간 후 는 감 하는 경향 보40 , 42

다 항원 개 해 양. H. pylori 쇄 하 합하여, adjuvant 1:1

도 주사량 하 다100 g/mL 1 .μ

역한 닭 생산한 역란 리 하 해 난 난 리IgY

지질 거 후 하여 냉동보 하 다 난 체 처리filtering . , -carrageenan , kit ,λ

후 함량 비 해 본 결과 가 가 함량column specific IgY column (0.14%) IgY

처리 함량 았고 난, kit (0.04%), -carrageenan (0.03%) ,λ

가 함량 낮았다(0.01%) .

하는 공 쇄 침지 가열 여과 진행하 다 각 공 별, , , .

건 다 과 같다 쇄공 에 는 건 도 고 게. 10-20 mesh grinding

하 다 침지는 쇄 에 어 침지하 다. 100 g 2000 ml(20 ) , .

가열공 에 는 상에 시간 가열하 가열 침지액 여과 해 에95 3 , 8000 rpm℃

간 원심 리 하 다 공 에 는 여과 상등액 지 하 다20 . 1-3 brix .

항 헬리코 균 난 항체 생산3. -

산물가공처리 살균액란 규격 균 당 하 균 당 하 살g 10,000 , g 10 ,

라 규격에 하 하여 다 과 같 살균 건 하 다.
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열에 한 안 지는 열에 안 보 상에30 55-62.5 , 65℃ ℃

는 항체 열변 진행 었다 또한 건에 미생물 규격에 합하 다 독 는 차. .

아염 산나트 사 하 고 물에 지 하여 난각 독한 결과, 150-200 ppm

균 당 지 어드는 경향 보여주었다g 170-350 .

살균 가염 가당 한 도상승 살균에 문 견 어 살균 후 가염 가

당 실시하는 식 변경하 고 차 염 지하는 독 청결상태 지하여 가염, 2

가당하는 공 립하 다.

항 헬리코 산균 개 항체복합체 능4. -

치 타락 산균 리한 결과 Lactobacillus curvatus, Leuconotoc

mesenteroides, Lactococcus lactis, Weissella confusa, Lactobacillus fermentum,

Streptococcus thermophilus, Lactobacillus plantarum 각각 리하 다.

각 산균들 H. pylori에 한 항균 과가 우 한 균주 당 과 염 열16s rRNA

한 결과 치에 리한 는LAB kw5 Leuconoostoc mesenteroides 타락에 리한,

는LAB kw15 Streptococcus thermophilus 동 었다.

H. pylori 생 해는 산균 생 해 내는 항균 물질과 산 등에 한 낮 에 한pH

것 알 다 리 산균 양 상등액 보 하여. pH 7.0 H. pylori

양액에 첨가하여 시간에 라 H. pylori 생 에 미치는 향 한 결과 균주 야

생 에 생 억 하는 것 었다.

단 물질 처리할 보다 가지 복합물질 과가 고 가지 복합물질보다는 가지2 2 3

복합물질 훨씬 과가 게 나타났다 또한 가지 산균 첨가하. 3 IgY + +

H. pylori 생 해에 탁월한 과 보여주었다synergy .

5. H. pylori에 한 고 역가 항체 생 억 복합물 한 질 능 식 개

항 헬리코 복합체 착 억 능 실험 실시한 결과 난 항체 시료 경우 고- , IgY

도 에 도 착 억 능 찰 지 않았 사 한 본0.15 g/ml , positive controlμ

시료 역시 착 억 능 찰할 없었다IgY .

산균 상등액 역시 하 도에 는40 mg/ml H. pylori 균에 한 착 억 능 찰

지 않았다 산균 상등액 경우. H. pylori균 생 해에 한 연 가 보고 지만

착 억 능 나타나지 않는 것 다.

물 경우 에 는 균주 에 상 착 억 능0.5 brix 60%

보 지도 미 한 착 억 능 찰할 었다, 0.125 brix .
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앞 결과 보 각 시료에 한 착 억 능 물 하고 뚜 하게 나타

나지 않았다 본 연 에 는 과가 미 한 시료 복합체 하여 각 시료들에.

한 시 지 과 찰하 다 생 해 과 나타나내는 산균 상등액과 난 항체.

탕 가지 복합체 후 착 억 능 과 측 한 결과 복합체 도가IgY 2 ,

산균 상등액 함 하는 복합체에 약 도 착 억10 mg/ml + 0.15 g/ml IgY 30%μ

능 나타내었 산균 상등액 함 하는 복합체 경우, 5 mg/ml + 0.15 g/ml IgYμ

약 도 착 억 능 나타내었다 산균 리균 균주에 해 는 별10% . (L-15, L-5)

다 차 찰할 없었다.

단 물질에 도 과 보 물과 난 항체 복합체 경우 도가IgY

복합체에 약 도 착 억 능 보0.125 brix + 0.15 g/ml IgY 69%μ

는 단독 실험했 나타난 과 약 에 비(0.125 brix = 27%)

해 훨씬 착 억 능 찰 었다.

헬리코 퇴치 염 개 능 평가6.

항 헬리코 난 항체 복합체 포함하는 마우 실험 통하여 그 능 하

고 하 다 매 감염 마리 감염 약 마우 마리. ( ) 8 , 8

마리가 감염 었다 실험 량 에 마리 마리 간 량 에 마리6 . 8 5 , 3 ,

고 량 에 마리 도에 능 었다 고 량균 경우 비 물질 과 비슷한2 .

실험결과 보여주었다.

항 헬리코 난 항체 복합체 실험에 는 난 지내 상 포함 어MIC 90 mg/ml

균 찰할 었다.

복합체 억 능 고 도 복합체 함 한 에 억 능IgY urease IgY urease

할 었다.

연 과 과 계.Ⅴ

본 연 과 에 는 고 역 닭 항 헬리코 능 갖는 난 항체 뿐만 아니라-

그 한 내 연 진하여 그 하고 내 에 특

허 원할 계 다.

본 연 과 통하여 항 헬리코 난 항체 뿐만 아니라 그 능 시킬 는 복합

체 개 하고 난 항체 산균 물 복합체 하여 과, ,

경쟁 보하고 하 산 향 연 진하고 그 내에 문 건 등, 1

재했 특허 건 원 에 다, 1 .



- 8 -

본 연 과 에 항 헬리코 난 항체 산균 물 복합 개 통해, H.

pylori 착 억 생 억 갖는 난 항체 복합체 개 하 고 식 재 하여 건강,

능식 능 등 과 능 원료 생산하여 내 에 매할 계

다 특 염 키는. H. pylori 특 단 질에 한 항원 리 통하여,

항원 고 그 에 한 특 항체 개 하여 생산할 계 다Target Antigen .
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Globally over the 50% of the human in the world are infected with H. pylori and in

Korea, 60-70% are infected. H. pylori was first discovered by Warren and Marshall

and isolated from mucous layer of stomach, and causes chronic gastritis, peptic ulcer

and stomach cancer, and since then, numberous therapy is being researched. Drug

delivery in stomach or duodenum is in problem for the treatment of H. pylori

infection.

Recently new therapies which use non-antibiotics substance are in concern. Generally

It is ideal method that the antibody is produced from bacteria and use the antibody

for the treatment of illness.

Traditionally specific antibody was obtained from rabbit and mammal's blood, but,

there is some difficulty in blood-taking and purififation. Whereas obtaining antibody

from york compared with above mentioned method is more simplified and inexpensive

method. The antibody, obtained hens, deliver eggs and accrue and this unique

properties using that immune the hens and obtain specific IgY are discovered.

This study is manufacture the specific IgY from immune the hens by H. pylori antigen

that cause stomach disease and duodenitis, and IgY containing food. And identified

suppress effect of H. pylori for therapy the disease using this IgY.
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H. pylori KCTC 12083(ATCC 43504) was used in this study and cells were cultured at

37 , 10% CO℃ 2, 100 rpm for 36 hr using brucells broth containing 10% FBS. Cells

were maximally grown at 30 to 40 hr, and the cell growth decreased after 42 hr. H.

pylori cells were disrupted using ultrasonic for the development of antigen and dosage

for the each injection was determined as 100 g/mL by mixing adjuvant as equalμ

volume.

λ

-carrageenan-treated egg yolk, kit-purified IgY, column-purified IgY were compared,

column-purified IgY (0.14%) contained the highest IgY content, and the next was

kit-purified IgY(0.04%) and the -carrageenan-treated egg yolk contained the lowestλ

IgY content.

for 3 hr and℃

then centrifuged at 8,000 rpm for 20 min. In concentration step, filtrate was

concentrated to 1-3 brix.
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3. Production of anti-

55-62.5℃ . Sodium salt of℃

hypochlorous acid was used as sanitizer, and when this sanitizer was used to egg

shell at the concentration of 150-200 ppm, the viable cell numbers of total bacteria

decreased to 170-350 CFU/g.

anti-

Lactobacillus curvatus, Leuconotoc mesenteroides, Lactococcus lactis, Weissella

confusa, Lactobacillus fermentum, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus plantarum

were isolated from kimchi and Tarak. Among these lactic acid bacteria, strains which

show antibacterial effect against

16s rRNA gene. LAB kw5 isolated from kimchi was

identified as Leuconoostoc mesenteroides

identified as Streptococcus thermophilus.

0.15 g/ml of IgYμ

and 40 mg/ml of culture supernatant of lactic acid bacteria. Also 0.5 brix of mushroom

extract showed over 60% of 10 mg/ml

of culture supernatant of lactic acid bacteria and 0.15 g/ml of IgY showed 30% ofμ

5 mg/ml of culture supernatant

of lactic acid bacteria and 0.15 g/ml of IgY showed 10% ofμ

0.125 brix of mushroom extract and 0.15 g/mlμ

of IgY showed 69% of

mushroom extract alone used.
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6. Validation of eradication of

The effectiveness of fermented milk containing

From the MIC experiment using 90 mg/ml of egg

yolk showed bacterial static activity.
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연 개 과 개1

내 개2

연 개 행 내 결과3 22

과 항 헬리코 항체복합체 포함하는 건강 능식 개1 : -

안 개1.

안 평가2.

동과 헬리코 균 항원 항원복합체 개2 1 :

헬리코 항원개1.

헬리코 착억 과 가지는 물 립2.

헬리코 착억 과 가지는 물 량생산3.

항 헬리코 량생산 한 건 립4. - IgY

내 역가 비5.

항 헬리코 난 항체 함량 량6. -

에 항 헬리코 난 항체 함량7. -

헬리코 통한 함량 안8. validation

산업 한 항체 립9.

동과 항 헬리코 난 항체 생산3 2 : -

사양 생산 건 립1.

헬리코 균 생 억 능 난 항체2.

동과 항 헬리코 산균 개 항체복합체 능4 3 : -

헬리코 균 생 억 능 복합체 재료 산균1. screening

헬리코 균 생 억 능 복합체 재료 산균 립2.

난 항체 산균 물 복합체 능3. , , synergy

탁과5 1 : H. pylori에 한 고역가 항체 생 억 복합물 한 질

능 식 개

1. in vitro 통한 난 항체 복합물 능synergy

탁과 헬리코 퇴치 염 개 능평가6 2 :

달 도 야에 여도4 148
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항 시사항 결 과

단 질(g) 4 3.78 합

지 (g) 3 3 합

(g) - 77 -

(g) - 0.79 -

나트 (mg) 60 42 합
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항 변경 비고

Fructose(g) 4.98 -

Glucose(g) 3.25 -

Sucrose(g) 0.42 -

Maltose(g) 0.51 -

Lactose(g) 검 -

상 당함량(g) 12.41 치 포함Galactose
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y = -0.2746x + 1.8457
R?= 0.9979
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분쇄 → 정도로 고르게10-20 mesh grinding

↓

침지 → 정제수 배수 첨가하여 교반 침지20 ,

↓

가열 → 이상에서 시간 처리95 3℃

↓

여과 → 분 원심분리8000 rpm, 20

↓

농축 → 로 상등액 농축1-3 brix
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λ

Separation Method
Ultracentrifugation

Organic solvent delipidation

Lipoprotein coagulating agent

Ethylene glycol

Dextran sulfate sodium

Polyacrylic resin

Alginate sodium

-carrageenanλ

λ
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H. pylori KCTC 12083 H. pylori 52

Perilla frutescens

extract

black fungus

extract

Lab KW5

Lab KW15



- 108 -

μ

μ

μ



- 109 -



- 110 -

μ



- 111 -

LAB

H.pylori
LAB KW5 LAB KW15

KCTC

12083

52

26695

1061
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Lab KW5 Lab KW15

동결건

50-100 K

100 K~

LAB

H. pylori

LAB 5

동결건

LAB 15

동결건

LAB 5

9-20 k

LAB 5

50-100 k

LAB 5

100 k~

LAB 15

50-100 k

LAB 15　

100 k~

KCTC

12083
1.56 /㎎㎖ 1.56 /㎎㎖ 350 /㎍㎖ 1250 /㎍㎖ 13.6 /㎍㎖ 1250 /㎍㎖ 13.6 /㎍㎖

52 1.56 /㎎㎖ 1.56 /㎎㎖ 350 /㎍㎖ 1250 /㎍㎖ 13.6 /㎍㎖ 1250 /㎍㎖ 13.6 /㎍㎖
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pH 　 　 6.80
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배지 BL modified Tsd sPCR MRS modified
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Inhibition effect 는
ODcontrol - ODsample

× 100
ODcontrol
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Treatment 1 2 3 4 5 6 7 8
Positive

ratio

Control ● ● ● ● ● ● ● ● 8/8

Placebo Yogurt

(10 mL/kg)
● ● ● ● ● ● ○ ○ 6/8

Yogurt

(22.4 mg/kg)
● ● ● ● ● ○ ○ ○ 5/8

Yogurt

(64.7 mg/kg)
● ● ● ○ ○ ○ ○ ○ 3/8

Yogurt

(224 mg/kg)
● ● ○ ○ ○ ○ ○ ○ 2/8

비교 시판제품

(10 mL/kg)
● ● ○ ○ ○ ○ ○ ○ 2/8
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Treatment 1 2 3 4 5 6 7 8
Positive

ratio

Control + + + + + + + + 8/8

Placebo Yogurt

(10 mL/kg)
+ + + + + + - - 6/8

Yogurt

(22.4 mg/kg)
+ + + + + - - - 5/8

Yogurt

(64.7 mg/kg)
+ + + - - - - - 3/8

Yogurt

(224 mg/kg)
+ + - - - - - - 2/8

비교시판제품

(10 mL/kg)
+ + - - - - - - 2/8
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림 3
한 식 양학

지
내
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