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Ⅰ. 서 론

생명체에 있어 필수 영양소로서 중요한 역할을 하는 철분 (iron)은 세균에 있어서도 그

성장 및 대사에 영향을 미쳐 감염성 질환의 발병과 진행에 있어 중요한 요소로 작용한다

1-3)
. 일반적으로 숙주 내에는 세포 내부 및 외부에 철분이 풍부하게 존재하지만 항균기전

의 일환으로 세균에 대해서는 이에 대한 접근이 매우 제한되어 있다. 예를 들어, 숙주 내

에 존재하는 대부분의 철분은 cytochrome, hemoglobin, myoglobin, 그리고 hemopexin

같은 heme 함유 단백질의 형태로 또는 ferritin과 hemosiderin으로 숙주 세포 내에 은폐

되어 위치하고 있다
1-3)
. 세포 용해의 결과 이들이 유리되어 외부로 방출될 수 있으나, 혈

장 내에 존재하는 단백질에 의해 신속히 결합되어 균주가 이를 용이하게 활용하지는 못

하는데, 예를 들어 적혈구의 용해 과정에서 유리되는 hemoglobin과 그것의 분해 과정에

서 유리되는 heme (hemin)의 경우 각각 숙주의 haptoglobin과 hemopexin 및 albumin에

단단히 결합하여 그들의 제거와 숙주에 의한 재활용에 기여하게 된다
4-9)
.

한편, 세포 외부에 존재하는 소량의 철분도 혈액 내 및 세포 간질과 외분비물에 각각

존재하는 당단백질로 철분의 킬레이션과 이동 및 교환에 관여하는 transferrin과

lactoferrin에 결합되어 균주에 의한 활용이 제한된다
1-3)
. 이로 인해 숙주 내에서 실제 활

용 가능한 유리 철분 또는 hemin의 농도는 매우 낮아, 유리 철분의 경우 그 농도는 단지

10
-18
M 정도로

1)
, 이는 대부분의 세균에 있어 성장에 필요한 수준인 10

-6
M (0.2-4 μM)

에 크게 미달하여 세균의 성장을 뒷받침하는데 있어 일반적으로 불충분하다.

세균 특히 병원성 세균들은 이러한 숙주 내 환경 하에서 서식하고 병원성을 발휘하기

위해, 필수 영양소인 철분을 숙주로부터 획득하기 위한 고도의 친화력을 갖는 철분 획득

기전들을 소유하고 있다. 철분 획득을 위한 세균의 기전들로는 siderophore, transferrin

및 lactoferrin 결합 단백질, 그리고 hemin 결합 단백질 등이 있으며, 이 과정에서 철분에

의해 조절되는 세포막 단백질 (iron-regulated membrane protein)이 중요한 역할을 한다

10-15)
.

In vitro에서의 세균 성장 과정에 있어 철분이 억제되는 경우 새로운 세포막 단백질이

발현됨을 몇몇 균주에서 보고된 바 있는데, 이러한 철에 의해 억제되는 세포막 단백질들

은 siderophore를 위한 iron transport system으로 작용하거나, transferrin과 lactoferrin



을 결합하는 수용체로 작용할 수도 있고, hemin이나 porphyrin analog를 결합하는 수용

체로 작용할 수 있다
16-21)
. 실제로 몇몇 다른 균주들에서의 연구 보고에 의하면 hemin에

의해 조절되는 세포막 단백질 (hemin-regulated membrane protein)의 일부가 hemin 획

득에 있어 중요한 역할을 한다
20,22-38)

.

Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis)와 Prevotella intermedia (P. intermedia)

를 포함한 black-pigmented Bacteroides는 유리 철분을 활용하지는 못하고, siderophore

를 생성하지 않으며, hemin 의존성으로 철분 공급원으로써 hemin이 필수적인데, 이는

hemin과 protoheme의 구성 요소인 porphyrin ring을 생성하는 능력이 이 균주에 있어 결

여되어 있는 것에 기인하는 것으로 여겨지며, 이들 균주는 hemin으로부터 electron

transport system에 있어 주요한 구성 요소 중의 하나인 cytochrome을 형성할 수 있다.

Hemin은 P. gingivalis를 포함한 black-pigmented Bacteroides에 있어서의 철분 요구의

전부를 충족할 수 있는 것으로 알려져 있다.

치주질환 병인 균주에서의 hemin 결합 단백질의 순수분리 및 특성분석은 매우 제한적

으로 이루어졌다. Hemin 의존성을 갖는 치주질환 병인균주인 P. gingivalis에서의 hemin

획득 기전에 관하여는 몇몇 연구가 진행되었으나
20,29,30)

, Prevotella nigrescens (P.

nigrescens)에 있어서의 hemin 획득 기전에 관하여는 최근까지 알려진 바가 없다.

P. nigrescens는 그람음성 간균으로 착색을 형성하는 혐기성 세균이다. P. nigrescens

는 P. intermedia와 밀접한 연관을 가지고 있으며, Shah와 Gharbia
39)
에 의해 과거 P.

intermedia로 분류되었던 strain들 중에서, 생화학적 특성 등에 의거하여, Prevotella

genus 내의 별도의 새로운 종(species)으로 분류된 바 있고, type strain은 ATCC 33563

이다. P. intermedia와 P. nigrescens는 hemolytic and hemagglutinating activity
40)
, 효

소활성 그리고 beta-lactamase 생성 및 항균제에 대한 감수성 등
41,42)
에 있어 P.

intermedia와 상이함이 보고된 바 있고, 이 두가지 균종은 SDS-PAGE와 PCR등의 방법

에 의해 구분될 수 있다
43-46)
.

치주질환의 병인론에 있어 P. nigrescens의 역할에 관하여는 불분명한 점이 많다. P.

nigrescens는 건강한 치주조직에서도 우세하게 분리되며, Baumgartner 등
43)
에 의하면

근관감염에 있어 P. intermedia에 비해 더 빈번히 검출되는 것으로 알려져 있다. P.

intermedia와 P. nigrescens는 site specificity 뿐 만 아니라, 세포막 단백질과 fimbria 같



은 표면구조의 측면에 있어서도 상이할 수 있음이 제시된 바 있다
47,48)
.

P. nigrescens는 P. gingivalis 등의 다른 hemin 의존성 균주들에서와 마찬가지로 세포

표면상에 hemin 결합을 위한 기전이 존재하며, hemin 고갈 상태에서 증가되어 발현되는

세포막 단백질의 일부가 hemin 결합 단백질로 hemin 획득 과정에 관여할 수 있다. 본

연구는 hemin이 P. nigrescens의 성장 및 세포막 단백질의 발현에 미치는 영향을 규명하

고, hemin 결합에 관여하는 것으로 추정되는 hemin 조절 단백질의 순수분리 및 특성분석

을 위해 수행되었다. 이는 이 균주에서의 porphyrin 생리 및 hemin 획득 기전을 밝히는데

있어 중요한 의의가 있으리라 사료된다.



Ⅱ. 연구재료 및 방법

1. 균주 및 배양 조건

사용된 P. nigrescens strain은 ATCC 33563이었으며, 이 균주를 enriched Trypticase

soy agar, 또는 2.1% (W/V) Mycoplasma broth base (BBL, Becton Dickinson,

Cockeysville, MD)에서, 1 μg/ml의 menadione과 5 μg/ml의 hemin을 첨가하여, 37
o
C의

혐기성 조건 하에서 배양하였다. hemin 제한 조건에서의 배양을 위해서는, hemin을 포함

하지 않은 액체 배지에서 최소 5회 계대 배양하여, 균주 세포 내부에 저장되어 있는

hemin을 고갈시켰다. 세균의 성장은 이중배양 후 660 nm 파장에서의 흡광도를 측정하여

결정하였다. 균주 배양의 오염 여부는 Gram 염색 후 검경하여 판단하였다. 오염되어 있

는 철분과 hemin을 제거하기 위해 모든 유리 기구들은 chromic acid와 deionized water

로 세척한 후 사용하였다.

2. 세포막의 분리

Early stationary phase의 균주를 원심 분리 (12,000 X g, 20 min at 4
o
C)하여 회수하여,

냉각된 phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.2)으로 3회 세척한 후 각각 2 mM의

phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), Na-P-Tosyl-L-lysine chloromethyl ketone

(TLCK), 그리고 benzamidine을 포함하고 있는 PBS에 분산시켰다. 그 후 sonicator로 세

포를 파괴하고, 저속 (10,000 X g, 30 min) 및 고속 (200,000 X g, 2 hr) 원심분리를 시행하

여, 세포막을 분리하였다. 분리된 세포막은 PBS에 녹여 -20
o
C에 보관하였다.

3. 단백질 정량

Kennel과 Holt
49)
에 의해 변형된 bicinchoninic acid (BCA) assay (Pierce, Rockford,

IL)법에 의거하여 단백질 농도를 결정하였다. 이는 microtiter plate (flat-bottomed)에서

의 단백질 정량을 위해 변형된 방법으로, 이를 간략히 소개하면, 20 μl의 시료를

microtiter well에 넣고 증류수로 2배 연속 희석한 후, 200 μl의 protein assay reagent를

각 well에 가하고 30분간 실온에 위치시키고, plate reader (570 nm)로 측정하였다. 표준

단백질로 bovine serum albumin이 사용되었다.



4. Sodium Dodecyl Polyacrylamide Gel Electrophoresis

단백질 분포의 평가를 위해 Laemmli
50)
의 the discontinuous Sodium Dodecyl

Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE)를 실시하였다. 12% acrylamide

separating gel과 4%의 acrylamide stacking gel을 이용하였으며 vertical slab gel

apparatus (Hoefer Scientific, San Francisco, CA)와 minigel apparatus (Mini

PROTEAN
R
II Dual Slab Cell, Bio-Rad, Richmond, CA)를 이용하여, 30 mA에서 전기

영동 하였다. 각 lane에는 통상 20 μg 및 60 μg의 단백질을 각각 적용하였으며, low

molecular weight standards (Bio-Rad, Richmond, CA)를 활용하였다. 전기영동 후

Coomassie brilliant Blue-R-250 (CBB)으로 염색하고, 각 세포막 단백질 밴드의 분자량

계산은 linear regression analysis에 의거하였다. reducing agent인 2'-mercaptoethanol

의 존재가 전기영동에 미치는 영향도 분석하였다.

5. Hemin 조절 단백질의 순수분리

Reference well을 갖는 preparative comb과 12% separating gel을 이용하여, 세포막 단

백질 (passage 5)을 전기영동 한 후, gel의 양단을 잘라내어 CBB로 염색하였다. 이 염색

된 gel을 template로 활용하여, 분리하고자 하는 hemin 조절 단백질 밴드 (결과 참조)를

절제한 후, Hager와 Burgess의 방법
51)
에 의거하여 단백질을 용출하였는 바 그 방법은 다

음과 같다. 잘라낸 gel 밴드를 잘게 부순 후, 0.1% SDS, 0.05 M Tris-HCl, 0.1 mM

EDTA, 5 mM DTT, 그리고 0.2 M NaCl을 포함하고 있는 elution buffer를 가하여, 실온

에서 1시간 씩 2차에 걸쳐 단백질을 용출하였다. 그 후 Centricon-10 microconcentrator

(10,000 molecular weight cutoff; Amicon Div., Beverly, MA)로 용출액을 농축하였다.

분리된 단백질의 순도는 SDS-PAGE로 확인하였다.

6. N'-terminal 아미노산 서열의 결정

순수분리된 단백질을 SDS-PAGE 후 Polyvinylidine difluoride (PVDF) membrane

(ProBlot, Applied Biosystems, Foster City, CA)에 transfer하고
52)
, Amido black으로 염

색한 후 해당 band를 잘라내었으며, Applied Biosystems Model 177A gas-liquid phase

sequanator (coupled to an on-line HPLC model 120A analyzer)를 이용하여



N'-terminal 아미노산 서열을 결정하였다.

7. 아미노산 분석

순수분리된 단백질을 HCl로 hydrolysis 시킨 후 Amino Acid Analyzer를 이용하여 조

성을 분석하였다.



Ⅲ. 결 과

P. nigrescens를 hemin을 포함하지 않는 배지에 연속적으로 계대 배양한 결과 평균

generation time이 크게 증가되었다. 정상적으로 7.7 μM의 hemin을 공급한 상태에서의

평균 generation time은 4.1 h
-1
이었으며, passage 1에서의 generation time은 이와 유사

하였다. 그러나 passage 2에서 6로 진행됨에 따라 균주의 성장은 억제되었으며 passage

6의 경우 균주의 성장이 현저히 억제되어 평균 generation time은 11.5 h
-1
에 달하였다

(그림 1). Passage가 증가함에 따라 원심분리 후의 균주의 착색은 현저히 감소되어,

passage 6의 경우 착색이 전혀 존재하지 않았다.

각 전기영동 조건에서 정상적으로 7.7 μM의 hemin을 공급하여 배양한 경우와 hemin

을 고갈시킨 경우 (passage 5)에서의 단백질 밴드의 분포와 수는 매우 유사하였다 (그림

2). 그러나, passage 5의 경우 약 50 kDa의 단백질 밴드가 현저히 강화되어 발현되었다

(그림 2, lane 5).

이 50 kDa의 단백질 밴드를 passage 5의 세포막 단백질에서 분리하였다. 분리된 단백

질은 여타의 단백질에 오염되지 않고 50 kDa 1개의 밴드로 구성되어 있었다 (그림 3).

분리된 단백질은 환원재인 2'-mercaptoethanol의 존재 유무와 상관없이 동일한 전기영동

양상을 보였다 (그림 4). 한편, hemin에 의해 조절되는 약 50 kDa 단백질의 N'-terminal

아미노산 서열은 MEVLKIMESLEQKHP 이었다 (표 1). 아미노산 분석 결정에서 친수성

아미노산이 풍부하게 존재하였으며, 그중 glycine이 전체 아미노산의 약 60%를 차지하였

다 (표 2).



Figure 1. Effect of hemin restriction on the growth of P. nigrescens. Cells were

progressively passaged from hemin excess culture to hemin-free medium for 6 passages;

H+, hemin-excess (7.7 μM); P1, passage 1; P2, passage 2; P3, passage 3; P4, passage 4;

P5, passage 5; P6, passage 6.



Figure 2. SDS-PAGE of cell envelopes from P. nigrescens. Lane 1, low M.W. standards;

Lane 2 and 3, unheated samples; Lane 4 and 5, samples heated at 100℃ for 5 min;

Lane 2 and 4, cells grown in 7.7 μM hemin; Lanes 3 and 5, cells grown without hemin

(passage 5).



Figure 3. Purification of a hemin-regulated protein. Lane 1, low M.W. standards; Lane 2, cell

envelope fraction (passage 5); Lane 3, isolation of 50 kDa protein.

Figure 4. Electrophoretic mobility of 50 kDa protein in the presence and absence of reducing

agent, 2'-mercaptoethanol. Lane 1, low M.W. standards; Lane 2, sample with treatment

buffer containing 2'-mercaptoethanol; Lane 3, sample without 2'-mercaptoethanol.



Table 1. N'-terminal amino acid sequence of 50 kDa protein

1 5

N' - Met - Glu - Val - Leu - Lys - Ile - Met - Glu -

10 15

Ser - Leu - Glu - Gln - Lys - His - Pro -

Table 2. Amino acid analysis of 50 kDa protein

* ND, not determined

Amino acid Mole%

Aspartic acid

Threonine

Serine

Glutamic acid

Proline

Glycine

Alanine

Cystine

Valine

Methionine

Isoleucine

Leucine

Tyrosine

Phenylalanine

Histidine

Lysine

Arginine

4.4

1.9

4.4

3.3

ND
*

59.8

2.2

6.5

8.7

4.4

ND

3.3

ND

ND

ND

2.2

ND



Ⅳ. 총괄 및 고안

본 연구는 hemin이 P. nigrescens의 성장 및 세포막 단백질의 발현에 미치는 영향을

규명하고, hemin 조절 단백질의 순수분리 및 특성분석을 위해 수행되었다. 본 연구에서

hemin의 고갈을 위해 P. nigrescens를 hemin을 포함하지 않는 배지에 연속적으로 계대

배양 한 결과 균주의 성장이 현저히 억제되었다. 이는 hemin이, 다른 black-pigmented

Bacteroides에서와 마찬가지로, 이 균주의 성장에 있어 필수적임을 제시하고 있다. 한편,

passage 1에서의 P. nigrescens의 성장은 정상적으로 7.7 μM의 hemin을 공급한 상태에

서와 유사하였는데, 이는 균주세포 내에 저장되어 있는 hemin이 성장에 있어 활용되었음

을 의미한다.

본 연구에서는 hemin이 고갈된 상태인 passage 5에서 약 50 kDa의 단백질 밴드가 현

저히 강화되어 발현되었다. 몇몇 치주질환 병인 균주에서의 hemin 조절 세포막 단백질의

발현 그리고 이들 세포막 단백질이 hemin 결합 단백질의 역할을 함이 Smalley 등
30)
, 그

리고 Bramanti와 Holt등
38)
에 의해 보고된 바 있다. 이에 P. nigrescens의 세포막에서 발

현된 50 kDa의 hemin 조절 단백질은 이 균주에서의 hemin 결합에 관여하는 단백질로

추정할 수 있다.

본 연구에서는 hemin 결합 단백질로 추정되는 50 kDa의 세포막 단백질을 순수분리 하

였다. 이 50 kDa 단백질의 electrophoretic mobility는 환원제인 2'-mercaptoethanol의 존

재 유무에 영향을 받지 않았는 바, 이는 이 단백질에 disulfide bond가 존재하지 않음을

보여준다. N'-terminal 아미노산 서열을 GenBank 자료에서 분석한 결과에 의하면, 이 50

kDa 단백질은 기존의 보고된 단백질과 상동성을 갖지 않는 새로운 단백질로 추정된다.

아미노산 조성 분석에 의하면 친수성 아미노산이 풍부하게 존재하였으며 그중 glycine이

60%로 가장 많이 차지하였다.

본 연구는 hemin 조절 단백질로 hemin 결합에 관여하여, P. nigrescens에서의 hemin

획득에 관련이 있는 것으로 추정되는 약 50 kDa의 세포막 단백질을 확인하고, 순수분리

및 몇몇 특성분석을 시도한 최초의 보고로 사료된다. 향후, 이 단백질에 대한 분자생물학

적 연구 등 보다 심도있는 연구가 수행되어야 할 것으로 사료되는 바이다.



Ⅴ. 결 론

본 연구는 hemin이 Prevotella nigrescens (P. nigrescens)의 성장 및 세포막 단백질

의 발현에 미치는 영향을 규명하고, hemin 결합에 관여하는 것으로 추정되는 단백질의

순수분리 및 특성 분석을 위해 수행되었다. 본 연구의 결과에 의하면, hemin은 P.

nigrescens의 성장 및 세포막 단백질의 발현에 영향을 미쳐, hemin이 고갈된 조건에서

균주의 성장이 현저히 억제되었으며, 약 50 kDa의 새로운 세포막 단백질이 발현되었다.

본 연구에서는 hemin 결합에 관여하는 것으로 추정되는 이 50 kDa의 세포막 단백질을

순수분리하였으며, 이 단백질에는 disulfide bond가 존재하지 않았다. N'-terminal 아미

노산 서열은 MEVLKIMESLEQKHP이였고, GenBank 자료에서 분석한 결과에 의하면,

이 50 kDa 단백질은 기존의 보고된 단백질과 상동성을 갖지 않는 새로운 단백질로 추정

된다. 아미노산 조성 분석에 의하면 친수성 아미노산이 풍부하게 존재하였으며 그중

glycine이 60%로 가장 많이 차지하였다. 본 연구는 P. nigrescens에서의 porphyrin 생리

및 hemin 획득 기전을 밝히는데 있어 중요한 의의가 있으리라 사료된다.
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-Abstract-

Isolation and Partial Characterization of a 50 kDa

Hemin-regulated Cell Envelope Protein from

Prevotella nigrescens

Kyung-Mi Kim, Jeom-IL Choi, Sung-Jo Kim

Department of Periodontology, School of Dentistry, Pusan National University

In the study presented here, identification, purification, and partial characterization

of a hemin-regulated protein in Prevotella nigrescens were carried out. The results

of this study confirm that the availability of hemin influences the expression of a

selected membrane protein as well as the growth rate of P. nigrescens ATCC 33563.

The 50 kDa cell envelope associated protein, whose expression is hemin regulated, is

considered to be a putative hemin-binding protein from P. nigrescens. Disulfide bonds

were not present in this protein, and N'-terminal amino acid sequence analysis

revealed that this protein belongs to a new, so far undescribed protein. The 50 kDa

protein was found to be rich in hydrophilic amino acids, with glycine comprising

approximately 60% of the total amino acids. The study described here is the first to

identify, purify, and biochemically characterize a putative hemin-binding protein from

P. nigrescens. Work is in progress to further characterize the molecular structure of

this protein.

key words : Hemin, Cell envelope protein, Prevotella nigrescens


