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Abstract:1)Bacillus subtilis natto producing high level of a 
fibrinolytic enzyme was selected and Ultra NattokinaseⓇ 
was manufactured by fermentation and purification. It was 
performed the evaluation of the antithrombotic effect of 
Ultra NattokinaseⓇ (20,000 FU/g) with rat blood plasma. 
The maximum aggregation (inhibition ratio) was 71% (0%), 
69% (2.8%), 62% (12.7%), 16% (77.5%) and 9% (87.3%), 
respectively, in the order of 0, 5, 10, 50 and 100 mg/mL of Ultra 
NattokinaseⓇ solutions. Ultra NattokinaseⓇ had antithrombotic 
effect, which was associated with the suppression of collagen- 
induced platelet aggregation. Ultra NattokinaseⓇ in the topic 
of the FDP (fibrinogen degradation products) in blood 
coagulation tests showed a significant increasing trend. And 
based on the daily record of meal 39 people of ITT (what ?) 
group consisted with 19 people of NP (what ?) group and 
20 people of PN (what ?) group except four people, two 
people who took vitamin K affecting the experiment and 
two people who took alcohol, finding to be taken Ultra 
NattokinaseⓇ showed an increase in the FDP value after 
four weeks. In addition, FDP value of 41 people of ITT group 
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except two people having metabolic syndrome was increased 
by Ultra NattokinaseⓇ.
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1. 서론

산업 사회의 발전과 더불어 신체적 활동량의 감소와 식생활 
형태의 점진적인 서구화로 인한 음식물 섭취량과 소비량의 
불균형, 인구 구조의 고령화로 인하여 각종 성인병이 증가하
는 추세이다. 그 중 순환기계 질환에 의한 사망률은 10만 명
당 약 115명으로 보고되어 있으며 그 비율은 더욱 증가될 것
으로 예상된다 (2006년 통계청). 이러한 만성적인 질병의 
치료를 위하여 합성 의약품이 널리 사용되고 있으나 독성 및 
안전성이 문제시 되면서 안전하고 효능이 있는 기능성 식품
의 개발이 활발히 이루어지고 있다.
  최근 일본의 natto, 발효우유, 한국의 김치, 청국장이나 식
용 표고버섯 등 아시아의 전통음식에서 항응고 및 혈전 용해
에 도움이 되는 효소들이 많이 발견되고 있다 [1]. 이러한 기능
성 식품에서 추출 가능한 효소는 간편하고 효율적으로 대량
생산이 가능하며 장기간의 지속적인 섭취가 부작용이 없을 
것으로 예상되는바 오늘날 문제가 되는 순환기계 질환 특히 
혈전성 질환의 효과적인 예방에 중요한 역할을 할 수 있을 
것으로 기대된다 [2].
  Natto는 일본의 전통적인 콩 음식으로 외견상 치즈와 같으
며 끈적끈적하고 냄새가 지독하다. Natto는 Bacillus subtilis 
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natto라는 미생물로 발효를 시킨 콩 음식으로 김치나 청국장
등의 발효음식을 즐기는 한국인에게는 낯설지 않은 음식이
다 [3]. 하지만 natto는 고유의 냄새로 인해 이를 섭취하는데 
어려움을 느끼는 사람들 또한 적지 않다. 따라서 natto에서 
혈전용해 및 항응고 작용을 가지는 특이 성분을 추출하여 
복용한다면 보다 많은 사람들이 도움이 될 수 있을 것으로 
생각된다. 여러 연구를 통하여 nattokinase로 불리우는 혈전 
용해 기능을 가진 효소가 natto로부터 추출되었고 일본과 
미국 등지에서 NKCP Natto Tabs (이하 NKCP)이란 제품명
으로 유통되고 있다 [4,5].
  최근 증가된 혈액응고경향 (hypercoagulability) 및 동맥경
화의 원인으로 plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1)의 
증가가 보고되고 있는데 PAI-1의 증가는 노화, 비만, 스트레
스, 인슐린 저항성 등과 연관이 있다고 알려져 있다. 이러한 
PAI-1의 증가에 관계되는 인자들은 현대인들의 생활 습관의 
변화로부터 기인하는 것들이다. Nattokinase의 항혈전 (섬유
소용해) 작용의 기전으로는 이러한 PAI-1의 불활성화 및 
억제 등이 제시되고 있으며 또한 plasmin처럼 직접 섬유소
응괴 (fibrin clots)에 작용하여 용해를 야기하는 기전이 함께 
존재하는 것으로 보고되고 있다 [6,7].  
  Nattokinase의 항응고 효과에 대한 동물시험 결과를 보면 
이 항응고 효과는 용량 의존성을 나타내었다. 건강 지원자를 
대상으로 시행된 경구 투여 인체 시험에서 nattokinase 장
기간 복용에 따른 부작용은 보고되지 않았으며 섬유소 용해 
지표 (ELT: Euglobulin Lysis Time)의 변화를 확인할 수 있
었다 [8-10].
  현재까지 혈전 용해제는 급성 폐쇄성 혈관질환에서 폐쇄
된 혈관의 재관류를 위하여 t-PA나 Urokinase를 전신 정맥
혈이나 폐쇄된 혈관에 직접 주입하는 비경구적 요법의 형태
로 사용되고 있다. 이런 급성 상황에서의 혈전 용해제의 투
여는 혈전에 의한 혈관 폐쇄로부터 자극된 인체의 항상성 
기전에 의한 섬유소 용해 작용을 강화시킴으로써 재관류와 
더불어 출혈성 부작용을 나타낼 수 있다. 또한 혈관 폐쇄 
환자들은 비정상적 혈관 신생이 촉진되는바 이는 출혈성 부
작용의 가능성을 더욱 높일 수 있으므로 혈관의 폐쇄가 진행
되어 사용하는 혈전 용해제의 사용은 제한적일 수밖에 없
다 [11-13]. 따라서 현대 생활습관으로부터 야기되는 증가된 
혈액 응고경향 (hypercoagulability) 및 저하된 섬유소 용해 
(hypofibrinolysis) 상태를 혈관 폐쇄가 진행되기 전에 적절히 
회복시킬 수 있다면 많은 질병의 예방에 큰 도움이 될 것이다.
  이러한 배경하에서 nattokinase는 인체의 혈전 억제의 항상
성 기전을 강화시키는 하나의 후보 물질이 될 수 있을 것으
로 기대된다. 동물 실험에서 확인된 용량 의존성에 근거하여 
과도한 혈액 응고 저해 및 섬유소 용해를 나타내지 않는 적정 
용량의 nattokinase가 투여되었을 때 체내의 지혈 및 섬유소 
용해 항상성 기전을 자극하는데 도움이 될 것이다. 그러나 
인체의 지혈 및 섬유소 용해 항상성 기전은 아주 미세하게 
조절되어 우리 몸의 혈액 응고 지표는 항시 일정 수준을 유지
하게 된다. 따라서 환자의 치료를 위한 목적이 아니라면 이 
혈액 응고 지표를 인위적으로 정상 범위 이상 혹은 이하로 
유지하는 것은 부작용 (과응고, 출혈)만을 초래하게 되어 정당

성이 없을 것으로 보인다. 또한 다른 생화학적 지표와 다르
게 혈액응고 지표만을 보고 임상적으로 의미있는 혈전 질환
의 위험군을 분류하기도 어렵다. 이에 본 연구에서는 비록 그 
측정치가 정상 범위 내에 존재한다고 하더라도 nattokinase 
투여 후 각 개인에서의 혈액 응고 지표의 변화를 nattokinase
의 약리학적 활성으로 보고 이러한 변화가 위약군에 비해 유
의하게 존재하는지를 확인하고자 하였다.
  대사 증후군이란 고혈압, 당뇨병, 이상지질혈증, 비만, 고
인슐린혈증 등 여러가지 심혈관계 위험 인자가 군집해서 
나타나는 경우를 말하며, 1933년에 X syndrome이라 명명
하며 인식되기 시작하였고 1980년대 후반에 Reaven에 의해 
정립되었다. 대사 증후군의 진단 기준은 WHO와 National 
Cholesterol Education Panel (NCEP)의 Adult Treatment Panel 
(ATP) III 보고서에서 제시한 기준을 사용하고 있다 (Table 1). 
대사성 증후군이 갖는 임상적 의의는 이런 증후군을 가진 
환자는 관상 동맥 질환, 심근 경색증, 뇌졸중의 위험이 3배로 
증가하며 결과적으로 생존율이 감소한다는 데 있다. 내당능 
장애나 공복혈당 장애를 가진 환자가 대사성 증후군을 갖는 
경우 심혈관계 사망률 증가로 인해 생존율이 감소한다는 사실
에서 대사성 증후군을 갖는 공복 혈당 장애 환자를 고위험군
으로 생각하고 약물 치료를 시작해야 할 필요성이 제기된다. 

Table 1. Definitions of the metabolic syndrome

WHO
(1999)

Diabetes or impaired glucose tolerance or insulin resistance 
and 2 of the following
1. Dyslipidemia
    Triglycerides≥150 mg/dL (1.7 mmol/L) and/or
    HDL < 35 mg/dL (<0.9 mmol/L) for men,  < 39 mg/dL 

(< 1.0 mmol/L) for women
2. Hypertension
    Blood pressure ≥ 140/90 mmHg and/or Medication
3. Obesity
    Waist to hip ratio: > 0.9 (men), > 0.85 (women) or BMI > 

30 kg/m2

4. Microalbuminuria urinary albumin to creatinine ratio: 
30 mg/g or albumin excretion rate: 20 μg/min

NCEP 
ATP III 
(2001) 

3 of the following
1. Fastion (what ?) plasma glucose ≥ 110 mg/dL (6.1 mmol/L)
2. Hypertriglyceridaemia
    Triglycerides ≥ 150 mg/dL (1.7 mmol/L)
3. Low HDL cholesterol
    HDL < 40 mg/dL for men, < < 50 mg/dL for women
4. Hypertension
    Blood pressure ≥ 130/85 mmHg and/or Medication
5. Central obesity
    Waist circumference: > 102 cm (40 in) in men, > 88 cm 

(35 in) in women

  Nattokinase는 식품으로서 일본과 미국 등지에서 복용되
고 있으나 국내에서 보다 안전하고 효과적인 사용을 위하여 
제품을 개발하고 정상인과 대사 증후군을 대상으로 제품의 
안전성과 유효성에 대한 결과를 평가하고자 위약대조, 단일
기관, 무작위배정, 이중맹검 교차설계 하에 인체 시험을 계획
하게 되었다.
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  본 연구에서는 Bacillus subtilis natto균을 혈전 용해 효능
이 높은 균을 선별하고 이를 발효 배양 후 여과 농축하여 
동결 건조한 다음 동물 실험 및 인체 시험을 통해 혈전 용해 
효과를 연구하였다.

2. 재료 및 방법 

2.1. 재료
Bacillus subtilis natto (KCCM 12027) 균주는 Korean Culture 
Center of Microorganisms (KCCM)으로 부터 구입하였다. 
균주 분리에 사용한 LB 배지의 yeast extract, tryptone은 Difco
사의 제품을 사용하였고, skim milk는 Fluka사의 제품을 사용
하였다. Fbrinogen, thrombin은 Sigma사의 제품을 사용하였다.

2.2. 균주 선별
혈전용해효소에 대한 생산성이 높은 균주는 LB plate (1% 
bacto tryptone, 0.5% yeast extract, 0.5% NaCl, 1.5% agar)
에 1.5% skim milk가 포함된 고체 평판 배지에 도말하여 
1차 선별하였다. 1차 선별된 균주를 LB broth에 37℃에서 
18시간 시험관 배양 후 원심 분리하여 상등액으로 fibrin plate
에서 혈전용해 활성을 확인하여 2차 선별하였다 [14].

2.3. 발효 및 제품제조
선별한 혈전 용해 활성이 높은 균주를 이용하여 배지조성 
(2% dextrin, 2% soybean meal, 0.5% yeast extract, 0.02% 
MgSO4 · 7H2O, 0.02% CaCl2, 0.2% K2HPO4, 0.02% Na2HPO4)
를 활용하여 배양 온도 및 pH는 각각 37℃, 7.0으로 10시간 
발효 배양 후 여과 농축하여 동결건조 한 다음 Anson법으로 
측정하여 혈전 용해 활성이 20,000 FU/g인 Ultra NattokinaseⓇ 

(KPX Bio-Tech Co., LTD.)를 제조하였다 [15].

2.4. 동물 시험 방법
제조한 Ultra NattokinaseⓇ가 혈액 응고에 미치는 영향을 알
아보기 위해 랫드의 혈액에서 분리한 혈장을 사용하여 검정
하였다. 시험은 시험물질을 처리하지 않은 음성 대조군 (control)
과 5, 10, 50, 100, 500 mg/mL로 농도를 설정하였다.
  검체로 사용된 동물은 10주령 수컷 SD 랫드 5마리를 
사용하여 랫드의 혈액을 3.2-3.8%의 sodium citrate가 함유
된 15 mL 튜브에 넣고, 채혈한 혈액을 1000 rpm에서 10분 
동안 원심 분리하여 적혈구를 침강시키고, 혈소판의 농도를 
3 × 108 cells/mL로 맞춰서 PRP (Platelet Rich Plasma)로 
사용하였다. 혈액응고 측정은 3시간 내에 실시하였고, 검체
는 실온에서 보관하였다.
  혈액응고 측정은 aggregometer의 튜브에 혈장 450 µL를 
넣고 3분간 안정화시킨 후, 튜브에 시험물질을 10 µL를 넣고 
30초 동안 교반침과 같이 교반하였다. 콜라겐 (최종농도 
1 µg/mL) 20 µL를 튜브에 넣은 후 aggregometer로 항응고 
활성을 측정하였다 [16].

2.5. 인체 시험 방법
인체 시험은 정상인 또는 대사 증후군에게 기능성 식품인 

Ultra NattokinaseⓇ를 경구 투여하였을 때 혈액 응고계에 끼
치는 영향을 평가하기 위해 치료 집단 배정은 NP그룹 (1
기：nattokinase, 2기：placebo) 혹은 PN그룹 (1기：placebo, 
2기：nattokinase)에 1：1의 비율로 한 군에 무작위로 배정
되었다. 임상 시험에 참여한 남성 피험자는 NP군에서 10명 
(45.5%), PN군에서 4명 (19.0%)이었으며, 여성 피험자는 
NP군에서 12명 (54.5%), PN군에서 17명 (81.0%)이었다.
  유효성 평가 분석의 주 분석 대상은 ITT (Intent to treat) 
set으로 하고 PP (Per Protocol) set을 보조분석대상으로 한
다. ITT 분석 대상자 수는 43명 (NP군 22명, PN군 21명), 
PP 분석 대상자 수는 36명 (NP군 20명, PN군 16명)로 위
약대조, 단일기관, 무작위배정, 이중맹검, 교차설계 인체시험
을 실시하였다.
  투여 용량과 투여 방법은 Ultra NattokinaseⓇ 혹은 Ultra 
NattokinaseⓇ 위약으로서 1일 3회 (1회 1 capsule) 경구 투여
하고, 투여 기간은 유효성을 보기 위한 용량으로서 600 mg/day
을 시험용량으로 설정하고 총 8주의 시험 기간 중 4주의 투약 
및 1주의 휴약기를 두는 교차 시험 및 중간 방문을 실시하여 
안전성을 확보하고자 하였다.
  유효성 평가는 Ultra NattokinaseⓇ 또는 위약의 복용 시점
을 각각의 기저 시점으로 정의하고, 기저 시점 대비 복용 후 
4주에서의 평균 변화량에 대하여 복용효과 (직접효과), 시
기효과, 잔류효과 (이월효과) 에 대하여 ANOVA를 시행한
다. Ultra NattokinaseⓇ 또는 위약에서의 잔류 효과가 있는 
경우에는 두 시기의 자료를 모두 사용하는 교차 계획법의 
장점이 없어지게 되므로 일차적으로 두 군간의 잔류 효과가 
다른지 검정하며, 두 군간의 잔류 효과는 같다 (차이가 없
다)는 결론 하에, 두 군간의 복용효과 (직접 효과)에 대한 차
이 검정을 시행하였다. 또한 두 군간의 잔류 효과가 없다는 
결론 하에, 시기 효과에 대한 차이 검정을 시행하였다.
  안전성 분석의 대상은 safety set으로 하고 대상이 되는 
자료는 임상 시험 의약품 투여 후 새로이 발생한 이상 반응
과 각 방문 시 실시한 활력 징후 및 임상 병리로 하였다.

3. 결과 및 고찰
 
3.1. 균주 선별 및 제품 제조
혈전 용해능이 높은 균주를 선별하기 위해 LB배지에 1.5% 
skim milk가 포함된 고체 평판배지에 도말하여 37℃에서 
12시간 배양한 후 분해환이 생기는 single colony를 1차 
선별하였다 (Fig. 1(a)). 1차 선별한 균주의 혈전 용해능을 
확인하기 위해 상기에서 선별한 균주를 LB broth를 이용 
시험관에 37℃에서 18시간 배양하여 10,000 rpm에서 10분
간 원심분리한 상등액을 혈전 용해 효소액으로 사용하였다. 
혈전 용해 효소를 fibrin plate위에 각각 10 μL씩 점적하여 
37℃에서 4시간 반응 후 분해환의 크기를 비교하여 투명환
의 크기가 큰 균주를 2차 선별하였다 (Fig. 1(b)). 선별한 균주
를 이용하여 5 L 발효조로 배양하여 배양액을 여과해 균체
를 제거하고 여과액을 농축한 후 동결 건조하여 20,000 FU/g
의 Ultra NattokinaseⓇ를 제조하였다.
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항목

NP군 PN군

effect F p-value
Period 1

Nattokinase
(N = 22)

(Mean ± SD)

Period 2
Placebo
(N = 22)

Period 1
Placebo
(N = 21)

(Mean ± SD)

Period 2
Nattokinase

(N = 21)
(Mean ± SD)(Mean ± SD)

 FDP (μg/mL)
기저 시점

복용 후 4주
Difference

 0.7 ± 0.3
 0.9 ± 0.4
-0.2 ± 0.4

 0.9 ± 0.5
 1.0 ± 0.5
-0.1 ± 0.4

0.6 ± 0.3
0.6 ± 0.3
0.0 ± 0.3

 0.6 ± 0.3
 0.9 ± 0.4
-0.2 ± 0.4

시기효과
복용효과
잔류효과

1.35
3.79
0.01

0.2513
0.0583
0.9058

• Difference: 기저시점에서의 평균 검사치 - 복용 후 4주 평균 검사치

Table 2. Change in FDP (μg/mL) compared to patients  with nattokinase or placebo-ITT (Intent-to-treat) treatment Group, One-tail test

(a)   (b) 

(a) Formation of clear zone on the LB agar plate containing 1.5% 
skim milk for 12 h at 37℃.
(b) Fibrinolytic activity on the 0.5% fibrin plate with the culture 
supernatants of strains. The culture supernatants were loaded on 
the fibrin plate and incubated for 4 h at 37℃. Fibrin plate contains 
0.5% fibrinogen treated with thrombin.
Fig. 1. Clear zone on LB plate containing 1.5% skim milk (a) and 
0.5% fibrin plate (b).

3.2. 랫드를 이용한 Ultra NattokinaseⓇ의 혈액 응고에 미치
는 영향 검정
제조한 Ultra NattokinaseⓇ로 혈액 응고에 미치는 영향을 랫
드의 혈액에서 분리한 혈장을 사용하여 검정하였다. 시험
물질인 Ultra NattokinaseⓇ가 높은 농도인 500 mg/mL에서
는 100% 용해되지않아 이를 제외한 나머지의 농도에서 항
응고 영향을 측정할 수 있었다. 음성대조군의 경우 응고 비율 
(Maximum Aggregation (%), MA)이 71%였으나, Ultra 
NattokinaseⓇ 5 mg/mL (100 FU/mL)에서는 69%로 2.8% 
억제, 10 mg/mL (200 FU/mL)에서는 62%로 12.7% 억제, 
50 mg/mL (1,000 FU/mL)에서는 16%로 77.5% 억제, 
100 mg/mL (2,000 FU/mL)에서 9%로 87.3% 억제하는 것
으로 나타났다 (Fig. 2). 위의 결과는 간단하게 콜라겐을 이용
한 혈액 응고에 미치는 영향을 측정한 것으로 시험물질 Ultra 
NattokinaseⓇ는 항응고 작용이 있는 것으로 판단되었다.

3.3. 정상인 또는 대사 증후군에게 Ultra NattokinaseⓇ를 경구 
투여하였을 때 혈액 응고계에 미치는 영향 평가
정상인 또는 대사 증후군에게 Ultra NattokinaseⓇ를 경구 
투여하였을 때 혈액 응고계에 미치는 영향 평가를 위해 검사 
집단은 NP그룹 혹은 PN그룹 에 1：1의 비율로 한 군에 
무작위 배정하고, 유효성 평가 분석의 주 분석 대상은 ITT 
(Intent to treat) set 으로 하고 PP (Per Protocol) set을 보조

분석대상으로 분석하였다. ITT군중 NP군 22명, PN군 21명 
총 43명의 ITT군을 대상으로 기저 시점과 비교하여 복용 후 
4주에서의 혈액 응고 검사 항목별 중 FDP의 평균 변화량을 
알아보았다.

3.4. 기저 시점 대비 복용 후 4주에서의 혈액 응고 검사 항목
별 변화량, ITT군
FDP에서 NP군은 시험약을 복용한 1차 복용 후에는 0.1 ± 
0.4 µg/mL이 감소하는 결과가 나타났다. PN군은 대조약을 
복용한 1차 복용 후 변화가 없었으며, 시험약을 복용한 2차 
복용 후에는 0.2 ± 0.4 µg/mL이 증가하는 결과가 나타났다. 
이러한 시험약과 대조약의 잔류효과는 p-valu e = 0.9058
으로 잔류효과가 없음을 알 수 있으며, 시험약과 대조약의 
개선효과 차이 (복용효과)를 살펴보면 p-value = 0.0583이
었다 (Table 2).

Fig. 2. Collagen induced platelet aggregation and inhibition ratio in 
plasma of rats treated with Ultra NattokinaseⓇ.

3.5. 기저 시점 대비 복용 후 4주에서의 혈액 응고 검사 항목
별 변화량, PP군
PP군은 NP군 20명, PN군 16명 총 36명의 PP군을 대상으로 
기저 시점과 비교하여 복용 후 4주에서의 혈액 응고 검사 
항목 중 중 FDP의 평균 변화량을 알아보았다. FDP에서 NP군
은 시험약을 복용한 1차 복용 후 0.2 ± 0.4 µg/mL이 증가하
였으며, 대조약을 복용한 2차 복용 후에는 0.1 ± 0.4 µg/mL
이 증가하는 결과가 나타났다. PN군은 대조약을 복용한 1차 
복용 후 0.1 ± 0.3 µg/mL이 증가하였으며, 시험약을 복용한 
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항목

NP군 PN군

effect F p-value
Period 1

Nattokinase
(N = 20)

(Mean ± SD)

Period 2
Placebo
(N = 0)

(Mean ± SD)

Period 1
Placebo
(N = 16)

(Mean ± SD)

Period 2
Nattokinase

(N = 16)
(Mean ± SD)

FDP (μg/mL)
기저 시점

복용 후 4주
Difference

0.7 ± 0.3
0.9 ± 0.4
-0.2 ± 0.4

0.9 ± 0.5
1.0 ± 0.5
-0.1 ±0.4

0.6 ± 0.3
0.6 ± 0.3
-0.1 ± 0.3

0.7 ± 0.3
0.9 ± 0.4
-0.3 ± 0.4

시기효과
복용효과
잔류효과

0.76
2.62
0.01

0.3888
0.1150 
0.9107

• Difference: 기저시점에서의 평균 검사치 - 복용 후 4주 평균 검사치

Table 3. Change in FDP (μg/mL) compared to patients with nattokinase or placebo-PP (Per-protocol) treatment Group, One-tail test

항목

NP군 PN군

effect F p-value
Period 1

Nattokinase
(N = 19)

(Mean ± SD)

Period 2
Placebo
(N = 19)

(Mean ± SD)

Period 1
Placebo
(N = 20)

(Mean ± SD)

Period 2
Nattokinase

(N = 20)
(Mean ± SD)

FDP (μg/mL)
기저 시점  0.7 ± 0.3

 0.9 ± 0.4
-0.2 ± 0.4

 0.9 ± 0.5
 1.0 ± 0.5
-0.1 ± 0.4

0.6 ± 0.3
0.6 ± 0.3
0.0 ± 0.3

 0.6 ± 0.3
 0.9 ± 0.4
-0.2 ± 0.4

시기효과
복용효과
잔류효과

0.78
4.75
0.01 

0.3833
0.0358*
0.9045

복용 후 4주
Difference

• Difference: 기저시점에서의 평균 검사치 - 복용 후 4주 평균 검사치.
* 통계적으로 유의한 차이가 있음을 나타냄.

Table 4. Change in FDP (μg/mL) compared to patients according to food intake with nattokinase or placbo–ITT (Intent-to-treat) treatment
Group, One-tail test

항목

NP군 PN군

effect F p-value
Period 1

Nattokinase
(N = 21)

(Mean ± SD)

Period 2
Placebo
(N = 21)

(Mean ± SD)

Period 1
Placebo
(N = 20)

(Mean ± SD)

Period 2
Nattokinase

(N = 20)
(Mean ± SD)

FDP (μg/mL) 　 　 　 　 　 　 　

기저 시점
복용 후 4주
Difference

 0.7 ± 0.3
 0.9 ± 0.4
-0.2 ± 0.4

 0.9 ± 0.5
 1.0 ± 0.5
-0.1 ± 0.4

0.6 ± 0.3
0.6 ± 0.3
0.0 ± 0.3

 0.6 ± 0.3
 0.9 ± 0.4
-0.2 ± 0.4

시기효과
복용효과
잔류효과

1.49
3.82
0.10

0.2303
0.0579
0.7558

• Difference: 기저시점에서의 평균 검사치 - 복용 후 4주 평균 검사치.

Table 5. Change in FDP (μg/mL) compared to patients except metabolic syndrome with nattokinase or Placbo–ITT (Intent-to-treat)
treatment Group, One-tail test

2차 복용 후에는 0.3 ± 0.4 µg/mL이 증가하는 결과가 나타
났다. 이러한 시험약과 대조약의 잔류 효과는 p-value = 
0.9107으로 잔류효과가 없음을 알 수 있으며, 시험약과 대
조약의 개선 효과 차이 (복용효과)를 살펴보면 p-value = 
0.1150로 나타났다 (Table 3).   

3.6. 식이섭취에 따른 유효성 분석
식사 일지를 근거로 한 추가 분석으로 각 방문별 3일 간의 식
사 기록지에서 혈액 용해능에 영향을 미치는 비타민K를 섭취
한 피험자 2명, 알코올 섭취 피험자 2명으로 총 4명의 피험자
를 ITT군에서 제외한 NP군 19명, PN군 20명 총 39명을 대상
으로 기저 시점과 비교하여 복용 후 4주에서의 FDP의 평균 
변화량은 NP군의 경우 시험약을 복용한 1차 복용 후 0.2 ± 
0.4 µg/mL이 증가하였으며, 대조약을 복용한 2차 복용 후에
는 0.1 ± 0.4 µg/mL이 증가하는 결과가 나타났다. PN군은 

대조약을 복용한 1차 복용 후 변화가 없었으며, 시험약을 복용
한 2차 복용 후에는 0.2 ± 0.4 µg/ml이 증가하는 결과가 나타
났다. 이러한 시험약과 대조약의 잔류효과는 p-value = 0.9494
으로 잔류효과가 없음을 알 수 있으며, 시험약과 대조약의 
개선효과 차이 (복용효과)를 살펴보면 p-value = 0.0468으로 
통계적으로 유의한 차이가 있음을 보였다 (Table 4).

3.7. 대사 증후군 피험자 제외 유효성 분석
ITT군에서 대사 증후군 피험자 2명을 제외한 NP군 21명, 
PN군 20명 총 41명의 정상인을 대상으로 기저 시점과 비교
하여 복용 후 4주에서의 FDP의 평균 변화량은 NP군의 경우 
시험약을 복용한 1차 복용 후 0.2 ± 0.4 µg/mL이 증가하였
으며, 대조약을 복용한 2차 복용 후에는 0.1 ± 0.4 µg/mL이 
증가하는 결과가 나타났다. PN군은 대조약을 복용한 1차 
복용 후 변화가 없었으며, 시험약을 복용한 2차 복용 후에는 
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발생여부
NP군 PN군 전체

p-value
명 % 명 % 명 %

유
무

6
16

27.3 
72.7 

6
15

28.6 
71.4 

12
31

27.9 
72.1 0.9244

증상명 건수 % 건수 % 건수 % 　
Chronic tonsillitis 

Heahache 
Necrosis of pulp 

ALT 상승 
Acute bronchitis 

Acute nasopharyngitis
Allergic rhinitis 

Cheilitis 
Conjunctiritis 
Dysmenorrhea 

Forieignbody  sensation 
Indigestion 

Irritable bowel syndrome 
Thyroid nodule 

Tinea pides (Rtfoot) 
Tubular adenoma with moderate  atypism colonic muco

2
0
2
1
1
0
1
1
0
0
0
0
0
0
1
0

22.2 
0.0 

22.2 
11.1 
11.1 
0.0 
11.1 
11.1 
0.0 
0.0 
0.0 
0.0 
0.0 
0.0 
11.1 
0.0

0
2
0
0
0
1
0
0
1
1
1
1
1
1
0
1

0.0 
20.0 
0.0 
0.0 
0.0 

10.0 
0.0 
0.0 

10.0 
10.0 
10.0 
10.0 
10.0 
10.0 
0.0 

10.0

2
2
2
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

10.5 
10.5 
10.5 
5.3 
5.3 
5.3 
5.3 
5.3 
5.3 
5.3 
5.3 
5.3 
5.3 
5.3 
5.3 
5.3

합계 9 100.0 10 100.0 19 100.0 　

Table 6. Safety evaluation-adverse events

0.2 ± 0.4 µg/mL이 증가하는 결과가 나타났다. 이러한 시험
약과 대조약의 잔류 효과는 p-value = 0.7558으로 잔류 효과
가 없음을 알 수 있으며, 시험약과 대조약의 개선 효과 차이 
(복용 효과)를 살펴보면 p-value = 0.0579로 나타났다 (Table 5). 

3.8. 이상 반응 발현률
안정성 분석은 선정/제외 기준을 만족하여 임상 시험에 참여
하기에 적합한 총 43명의 피험자가 안전성 평가에 대한 분석 
대상이 되었다. 전체 피험자 43명 중 이상 반응이 발생한 경
우는 NP군에서 6명 (27.3%), PN군에서 6명 (28.6%)으로 
총 12명의 피험자에게서 이상 반응이 발생하였다. 이에 대하
여 분석한 결과 두 군에서 이상 반응 발현률에 대해서는 유의
하게 나타나지 않았다. 본 임상시험 과정 중 12명의 피험자
에게서 이상 반응이 발생하였지만 본제와는 관련이 없는 것
으로 나타났으며, 이상 반응으로 인한 중도 탈락은 없었고, 
임상 시험을 진행하면서 중대한 이상 반응이 나타난 피험자
는 없었다 (Table 6).

4. 결론

본 연구는 Bacillus subtilis natto를 이용하여 혈전 용해능이 
높은 균주를 선별하고 선별한 균주를 발효, 정제하여 Ultra 
NattokinaseⓇ (20,000 FU/g)를 제조하였다. 제조한 Ultra 
NattokinaseⓇ를 랫드의 혈액에서 분리한 혈장을 사용한 항
응고 효력을 검정한 결과 음성 대조군의 비율이 71%, Ultra 
NattokinaseⓇ 5 mg/mL에서는 69%로 2.8% 억제, 10 mg/mL
에서는 62%로 12.7% 억제, 50 mg/mL에서는 16%로 77.5% 
억제, 100 mg/mL에서 9%로 87.3% 억제하는 것으로 나
타났다. 콜라겐을 이용한 혈액 응고에 미치는 영향을 검정

하여 시험물질 Ultra NattokinaseⓇ가 항응고 활성이 있음을 
확인하였다.
  인체시험 결과에서는 시험약과 대조약 간의 혈액 응고 검
사 중 FDP 항목에서 유의한 증가 경향을 보였으며, 식사 일
지를 근거로 한 추가분석으로 각 방문별 3일 간의 식사 기록
지에서 혈액 용해능에 영향을 미치는 비타민K를 섭취한 
피험자 2명, 알코올 섭취 피험자 2명, 총 4명의 피험자를 
ITT군에서 제외한 NP군 19명, PN군 20명 총 39명을 대상으
로 기저 시점과 비교하여 복용 후 4주에서의 FDP의 평균 
변화량은 NP군의 경우 시험약을 복용한 1차 복용 후 0.2 ± 
0.4 µg/mL이 증가하였으며, 대조약을 복용한 2차 복용 후
에는 0.1 ± 0.4 µg/mL이 증가하는 결과가 나타났다. PN군
은 대조약을 복용한 1차 복용 후 변화가 없었으며, 시험약
을 복용한 2차 복용 후에는 0.2 ± 0.4 µg/mL이 증가하는 
결과가 나타났다.
  또한 ITT군에서 대사 증후군 피험자 2명을 제외한 NP군 
21명, PN군 20명 총 41명의 정상인을 대상으로 기저 시점과 
비교하여 복용 후 4주에서의 FDP의 평균 변화량은 NP군의 
경우 시험약을 복용한 1차 복용 후 0.2 ± 0.4 µg/mL이 증가
하였으며, 대조약을 복용한 2차 복용 후에는 0.1 ± 0.4 µg/mL
이 증가하는 결과가 나타났다. PN군은 대조약을 복용한 1차 
복용 후 변화가 없었으며, 시험약을 복용한 2차 복용 후에는 
0.2 ± 0.4 µg/mL이 증가하는 결과가 나타났다.
  다음으로 소그룹 (subgroup)으로 분류하여 성별에 따라 
NP군 21명, PN군 20명 총 43명을 ITT군 대상으로 기저 
시점과 비교하여 복용 후 4주에서의 fibrinogen의 평균 변화
량의 시험약과 대조약이 차이가 있는지 알아보았다. 남자의 
경우 NP군은 시험약을 복용한 1차 복용 후 10.3 ± 25.7 mg/dL
이 감소하였으며, 대조약을 복용한 2차 복용 후에는 6.1 ± 
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30.8 mg/dL이 감소하는 결과가 나타났다. PN군은 대조약을 
복용한 1차 복용 후 1.25 ± 12.9 mg/dL이 감소하였으며, 시험
약을 복용한 2차 복용 후에는 35.0 ± 33.5 mg/dL이 증가하
는 결과가 나타났다. 이러한 시험약과 대조약의 잔류 효과는 
p-value = 0.0931으로 잔류효과가 없었으며, 시험약과 대조
약의 개선효과 차이 (복용효과)를 살펴보면 p-value = 0.0931
으로 나타났다. 하지만 ITT군에서 모든 피험자를 대상으로 
분석한 fibrinogen의 시험약과 대조약의 개선 효과 차이 
(p-value = 0.4326)보다 p-value가 감소됨을 알 수 있다.
  이상의 결과로 Ultra NattokinaseⓇ는 랫드 실험에서 항응
고 활성을 보였으며, 인체 시험에서는 ITT군에서 식사 일지
를 근거로 한 추가 분석 및 대사 증후군 피험자 2명을 제외
한 분석에서 NP, PN군 모두에서 FDP가 증가하는 양상을 
보여 인체의 혈전 억제의 항상성 기전을 강화시키는데 유익
하게 작용할 것으로 판단된다.
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