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ABSTRACT

Regulation of Vibrio vulnificus Hemolysin/Cytolysin 
Production by Iron

Jun-Young Lee

(Directed by Jae-Won You, M.D. & Ph.D.)

Departement of Medicine

Chosun University Medical School

Vibrio vulnificus is a gram-negative estuarine bacterium that opportun-

istically causes fatal septicemia in susceptible patients. Elevation of serum 

and tissue iron is the most reliable predisposing factor to V. vulnificus 

septicemia. Hemolysin/cytolysin (VvhA) is known to be the most potent 

exotoxin produced by V. vulnificus. However, VvhA is controversially more 

profoundly produced in iron‐sufficient media than in iron‐deficient media 

despite the presence of a putative Fur box in the regulatory region of the 

vvhA gene, which encodes for VvhA. Accordingly, we attempted to de-

termine the differential regulatory effect of iron on transcription of the 

vvhA gene and extracellular secretion of VvhA. Transcription of the vvhA 

gene was repressed in a dose-dependent manner by iron, and de-re-

pressed by mutation of the fur gene, which encodes for a transcription re-

pressor (Fur) regulating expression of a variety of genes in response to 

intracellular iron level. In contrast, extracellular secretion of VvhA in a 

dose-dependent manner by iron and by mutation of the fur gene. 

Extracellular secretion of VvhA was decreased by mutation of the pilD 
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gene, which encodes type IV leader peptidase/N-methyltransferase asso-

ciated with the type II general secretion system, and the decreased VvhA 

secretion was recovered by in trans-complementation of the wild type pilD 

gene. Transcription of the pilD gene was increased in a dose-dependent 

manner by iron and mutation of the fur gene. These results indicate that 

iron represses transcription of the vvhA gene via the transcription repress-

or Fur, but rather triggers extracellular secretion of VvhA via the facili-

tation of the expression of the type II general secretion system, and that 

elevated serum and tissue iron can eventually deteriorates pathophysio-

logical changes in V. vulnificus septicemia patients by facilitating the ex-

tracellular secretion of VvhA.

---------------------------------------------------------------------------------------------------------

Key words: Vibrio vulnificus, Hemolysin/cytolysin, Iron, Fur, Type II general 

secretion system
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서  서  서  서  론론론론

패혈증 비브리오균(Vibrio vulnificus)은 증식하기 위해 높은 염분농도를 

필요로 하는 호염성 그람음성 간균이다. 주로 강하구나 연안해역에 서식하

며 감수성이 있는 환자에게 괴사성 창상감염과 함께 치명율이 50%가 넘는 

패혈증을 일으킨다[Park et al., 1991; Tacket et al., 1984; Chuang et al., 

1992]. 패혈증 비브리오균에 오염된 해산물을 섭취한 후 발생하는 일차적인 

비브리오 패혈증(primary V. vulnificus septicemia)은 갑작스런 열과 오한을 

시작으로 구토, 설사, 복통, 사지동통 등의 증상을 보이며, 이러한 증상이 발

생한 후 24시간 이내에 연조직염(cellulitis), 물집(bullae), 출혈반(ecchymosis) 

등의 이차적인 피부증상이 사지에서 나타난다. 일차적인 비브리오 패혈증 

환자의 대부분에서 혈액이나 피부병소로부터 균을 분리할 수 있으며 약 

60%의 환자에서 쇼크 증상을 경험한다. 패혈증 비브리오균에 오염된 바닷

물이나 갯벌 등에 노출된 후 발생하는 창상감염은 괴사성 피부병변을 보이

며 속발성 패혈증(secondary septicemia)으로 진행하기도 한다. 괴사성 근막

염을 비롯한 괴사성 피부병변은 외과적인 처치를 필요로 하거나 심한 경우 

사지를 절단하여야 하는 경우도 있다[Strome & Paranjpye, 2000]. 

용혈소/세포용해소(hemolysin/cytolysin; VvhA), RTX 독소, 단백분해효소

(metalloprotease), 인지질분해효소(phospholipase A2), 철흡수기전들(iron-up-

take systems), 협막다당체(capsular polysaccharide), 지질다당체

(lipopolysaccharide) 등 여러 가지 독력인자들(virulence factors)이 패혈증 비

브리오균 감염에 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다[Gulig et al., 

2005; Strome & Paranjpye, 2000; Linkous & Oliver, 1999]. 

패혈증 비브리오균은 시데로포아 매개성 철흡수기전(siderophore-medi-

ated iron-uptake system)과 헴 수용체를 통한 철흡수기전(heme re-
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ceptor-mediated iron-uptake system) 등 여러 가지 고친화성 철흡수기전을 

가지고 있으며[Litwin & Calderwood, 1993; Webster & Litwin, 2000; Litwin 

& Byrne, 1998; Litwin et al., 1995; Tanabe et al., 2005; Aso et al., 2002], 

이러한 철흡수기전들은 패혈증 비브리오균의 독력의 발현과 병인에 매우 중

요한 역할을 담당하고 있다[Litwin & Calderwood, 1993; Webster & Litwin, 

2000; Litwin & Byrne, 1998; Litwin et al., 1995]. 그러나 이러한 다양한 고

친화성 철흡수기전들이 존재함에도 불구하고 패혈증 비브리오균은 혈청 또

는 조직 내 철농도가 상승된 환자들에게 주로 감염을 일으킨다. 패혈증 비

브리오균은 주로 혈색소침착증(hemochromatosis), 간질환, 알코올 중독, 신

부전, 기타 면역이 결핍된 환자들에게 감염을 일으키며 이러한 환자들의 대

부분은 혈청 또 조직 내 철농도가 상승되어 있다[Brennt et al., 1991; 

Bullen et al., 1991; Hor et al., 2000]. 철을 과부하 시킨 실험용 생쥐

(iron-overloaded mice)가 패혈증 비브리오균에 가장 민감한 동물모델로 알

려져 있다[Wright et al., 1981; Hor et al., 1999]. 패혈증 비브리오균은 혈청 

철포화도(iron-saturation)가 30% 내외인 정상 혈청에서는 증식할 수 없으나. 

혈청 철포화도를 인위적으로 50% 이상으로 상승시킨 경우 증식할 수 있다

[Aso et al., 2002]. 상승된 철농도는 사람혈액 내에서 패혈증 비브리오균의 

생존을 연장시킬 수도 있으며[Hor et al., 2000], 철은 패혈증 비브리오균의 

독력인자 중 하나인 단백분해효소의 생산을 증가시킨다[Shin et al., 2005; 

Kim et al., 2006]. 

패혈증 비브리오균이 생산하는 외독소 중 가장 강력한 외독소로 알려진 

용혈소/세포용해소는 매우 적은 양으로도 실험용 생쥐를 죽일 수 있으며 적

혈구를 용혈 시키고 다른 세포들도 파괴시킬 수 있다[Gray & Kreger, 1985 

& 1987; Rhee et al., 1994; Lee et al., 2004]. 동물모델에서, 국소적 또는 

전신적으로 정제된 용혈소/세포용해소를 주사하면 살아있는 패혈증 비브리
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오균을 주사했을 때와 같은 패혈증의 임상적 또는 병리학적 소견을 보인다

[Gray & Kreger, 1987; Rhee et al., 1994; Park et al., 1996]. 그럼에도 불

구하고, 용혈소/세포용해소의 병인론적 중요성에 대한 심각한 의문이 제기되

어 왔다. 왜냐하면 용혈소/세포용해소를 암호화하는 유전자(이하 vvhA)를 불

활성화 시킨 돌연변이 균주를 실험용 생쥐에 주사하였을 때 돌연변이 시키

지 않은 야생균주에 비해 실험용 생쥐를 죽일 수 있는 능력이 약화되지 않

기 때문이다[Fan et al., 2001; Wright & Morris, 1991]. 그러나 적은 양만 생

산되고 쉽게 불활성화 되기는 하지만 용혈소/세포용해소는 실험동물 몸 안

에서 그리고 사람 체액 내에서 분명하게 생산 된다[Lee et al., 2004; Choi 

et al., 2005]. 또한 용혈소/세포용해소는 아주 적은 양으로도 혈관을 이완시

킬 수 있으며, 적혈구를 비롯한 다양한 세포들을 파괴할 수 있으며[Lee et 

al., 2004; Kook et al., 1996], 종양괴사인자(TNF-α)를 비롯한 향염증성 사이

토카인(proinflammatory cytokines)의 분비를 촉진시킬 수 있고[Park et al., 

1996 & 1998], 과산화물(superoxide anion)을 형성시켜 혈관내피세포의 세

포고사(apoptosis)를 유발할 수 있다[Kwon et al., 2001]. 뿐만아니라, 용혈소

/세포용해소를 생산하지 못하는 돌연변이 균주를 실험용 생쥐의 위장관에 

투여하였을 때에는 약간의 울혈(congestion) 소견 이외에 별다른 소견을 보

이지 않은 반면, 용혈소/세포용해소를 생산하는 야생균주를 투여하였을 때에

는 점막 또는 점막하 울혈, 융모의 소실, 상피세포의 괴사 및 탈락 등 심한 

괴사성 장염의 소견을 보인다[Fan et al, 2000]. 이러한 연구결과를 종합적

으로 판단하였을 때, 용혈소/세포용해소는 실험용 생쥐의 치사율(mouse le-

thality)을 결정짓는 독력인자는 아닐지라도 패혈증 비브리오균의 감염증에서 

관찰되는 여러 가지 병태생리학적인 변화를 초래하는 독력인자들 중 하나로 

생각된다.   

용혈소/세포용해소를 암호화하는 유전자 vvhA의 전사(transcription)는 여
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러 가지 환경적 인자들에 의해 조절된다고 알려져 있으며[Bang et al., 

1999; Choi et al., 2002; Lee et al., 2000; Kim et al., 2003], 용혈소/세포용

해소의 세포외 분비는 제 IV 형 prepilin peptidase(PilD라 불림)에 의해 매개

되는 제 II 형 단백질 분비체계(type II general secretion system)를 통해 조

절된다고 알려져 있다[Paranjpye et al., 1998]. 그러나 철농도가 패혈증 비

브리오균에 대한 숙주의 감수성을 결정하는 가장 신뢰할 만한 인자임에도 

불구하고, 또한 용혈소/세포용해소가 패혈증 비브리오균이 생산하는 가장 강

력한 외독소임에도 불구하고, 철과 유전자 vvhA의 전사 또는 용혈소/세포용

해소의 세포외 생산 또는 분비 사이의 연관성에 관한 연구결과는 없다. 대

부분의 병원성 세균들에서, 철농도에 따라 조절되는 유전자들의 전사와 그 

최종 산물들의 생산은 전사억제자(transcription repressor)인 Fur를 통해 조

절된다. 즉, 철에 의해 조절되는 유전자들은 철과 결합할 수 있는 Fur를 통

해 철농도에 반비례하게 발현된다[Litwin & Calderwood, 1993]. 패혈증 비브

리오균에서 유전자 vvhA의 앞쪽 전사조절부위에는 전사억제자인 Fur가 결

합할 수 있는 특정 염기서열(이하 Fur-결합부위)이 있으며[Yamamoto et al., 

1990], 이러한 사실은 유전자 vvhA의 전사와 그 최종산물인 용혈소/세포용

해소의 생산 또는 분비가 Fur를 통해 철농도에 반비례하여 조절될 수 있음

을 시사한다. 그러나 이러한 예상과는 반대로 세포외 용혈소/세포용해소는 

철이 결핍된 조건에서 보다 철이 풍부한 조건에서 더 많이 생산 또는 분비

된다. 이러한 모순은 철농도에 따라 조절되는 대부분의 다른 유전자들이나 

단백질들과는 다르게 유전자 vvhA의 전사와 용혈소/세포용해소의 생산 또는 

분비는 철에 의해 서로 다르게 조절될 수 있음을 시사한다. 따라서 본 연구

에서는 철농도가 유전자 vvhA의 전사와 용혈소/세포용해소의 세포외 생산 

또는 분비에 미치는 서로 다른 영향을 규명하고자 하였다. 
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재료 재료 재료 재료 및 및 및 및 방법방법방법방법

1. 사용된 사용된 사용된 사용된 균주균주균주균주, 플라스미드플라스미드플라스미드플라스미드, 프라이머프라이머프라이머프라이머, 배지배지배지배지, 시약시약시약시약

본 연구에 사용된 균주, 플라스미드, 프라이머는 Table 1, 2, 3에 정리

하였다. Ampicillin(20 µg/ml), kanamycin(300 µg/ml), tetracycline(2 µg/ml) 또

는 chloramphenicol(2 µg/ml)을 포함한 Luria-Bertani(BD, MD, USA) 액체배

지 또는 고체배지를 유전자 재조합 대장균을 선별하기 위해 사용하였다. 유

전자 재조합 패혈증 비브리오균을 선별하기 위해서는 전술한 항생제들이 포

함된 Thiosulfate-Citrate-Bile-Sucrose (TCBS; BD) 고체배지와 10% sucrose

를 포함한 Heart Infusion (HI, BD) 고체배지를 사용하였다. 2.0% NaCl와 적

절한 양의 항생제를 포함한 HI 고체배지와 액체배지는 패혈증 비브리오균의 

계대 배양을 위한 기본 배지로 사용하였다. 철이 결핍된 HI 액체배지를 만

들기 위해, 철착화제(iron-chelator)인 8-hydroxyquinoline을 이용하여 HI 액체

배지로부터 철을 제거하였다[Leong & Neilands, 1982]. 철을 제거하고 난 

후 잔류 철농도는 1.0 µg/dl 이하였으며, 이와 같은 철농도에서는 패혈증 비

브리오균이 증식할 수 없었고 0.25 µM 이상의 수용성 무기철인 ferric chlor-

ide(이하 FC)를 첨가하였을 때 비로소 증식할 수 있었다. 따라서 본 연구에

서는 0.25 µM FC가 포함된 배지를 철결핍배지로 사용하였다. 특별히 언급

하지 않은 경우 모든 시약은 Sigma(MO, USA)로부터 구입하였다. 

2. 염기서열 염기서열 염기서열 염기서열 분석분석분석분석

    이미 보고된 유전자 vvhA와 pilD의 전사조절부위에서 대장균의 Fur-결

합부위, 즉 염기서열 TATAATGATACGCATTAT와 상동성을 보이는 염기서열

을 찾고자 유전자 vvhA(accession no. NC 004460 와 NC 005140)와 pilD 

(accession no. VV11623)의 염기서열을 분석하였다[Zhang et al., 2005]. 컴
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퓨터 프로그램 DNAassist(DNAssist ver. 2.2; http://www.dnassist.org)를 사용

하여 염기서열을 분석하였고 절반이상의 염기서열이 일치하는 경우를 Fur-

결합부위가 있는 것으로 판단하였다. 

3. lacZ-결손결손결손결손(deletion)돌연변이 돌연변이 돌연변이 돌연변이 균주와 균주와 균주와 균주와 부분접합부분접합부분접합부분접합(merozygotic) 

PvvhA::lacZ 전사리포터 전사리포터 전사리포터 전사리포터 균주 균주 균주 균주 구축구축구축구축

전사리포터 균주를 구축하기 위해 먼저 자연돌연변이(spontaneous mu-

tation)에 의해 streptomycin에 내성을 보이는 MO6-24/O 균주를 이용하여 패

혈증 비브리오균의 β-galactosidase 유전자, 즉 lacZ 유전자의 일부를 결손

시킴으로써 결손돌연변이 균주인 CMM2101 균주를 구축하였다. 결손돌연변

이 균주를 구축하기 위해서는 자살벡터(suicide vector)인 pKAS32를 사용하

였다[Kim et al., 2003]. 이와 같이 구축된 CMM2101 균주를 이용하여, 염색

체성 PvvhA::lacZ 전사리포터(chromosomal PvvhA::lacZ transcriptional reporter) 

균주인 CMM2105 균주를 구축하였다[Kim et al., 2003]. 이 전사리포터 균주

의 구축을 위해서도 자살벡터인 pKAS32를 사용하였다. CMM2105 균주를 

구축하는 과정에서, ampicillin과 kanamycin을 포함하고 있는 TCBS 고체배

지에서 부분접합 PvvhA::lacZ 전사리포터 균주 즉, CMM2103 균주를 선별하

였다. 배양액(culture aliquots)에서 β-galactosidase 활성을 측정하고, 배양상

청액(culture supernatants)에서 용혈활성을 확인함과 동시에, 역전사 중합효

소 연쇄반응(reverse transcriptase-PCR)를 이용하여 vvhA mRNA를 확인함

으로써 PvvhA::lacZ 접합과 동시에 야생형 vvhA 유전자의 존재를 확인하였다. 

역전사 중합효소 반응을 위해서는 vvhA 유전자에 특이적인 프라이머쌍, 즉 

Vvh-1 와 Vvh-2를 사용하였다[Lee et al., 1998; Lee et al., 2004; Choi et 

al., 2006]. CMM2101 균주와 CMM2103 균주의 상대적인 유전자 구성은 

Figure 1에 간략하게 나타내었다. 
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4. fur 유전자가 유전자가 유전자가 유전자가 결손된결손된결손된결손된 PvvhA::lacZ 전사리포터 전사리포터 전사리포터 전사리포터 균주 균주 균주 균주 구축 구축 구축 구축 

먼저 유전자 fur가 결손된 돌연변이 균주인 CMM2303 균주는 교차 중

합효소 연쇄반응(crossover PCR)을 이용하여 앞에서 언급한 CMM2101 균

주에 구축하였다. 유전자 fur의 양쪽 말단부분을 중합효소 연쇄반응을 통해 

증폭하기 위해 두 쌍의 프라이머들 즉, Fur-1와 Fur-2, Fur-3와 Fur-4를 사용

하였다. 이와 같이 얻어진 두 개의 중합효소 연쇄반응 산물들을 두 번째 교

차 중합효소 연쇄반응을 위한 주형(template)으로 사용하였다. 두 번째 교차 

중합효소 연쇄반응을 위해서는 제한효소 SacI의 인식부위(recognition site)가 

달린 Fur-1 프리이머와 제한효소 XbaI의 인식부위가 달린 Fur-4 프라이머를 

사용하였다. 교차 중합효소 연쇄반응 산물은 유전자 클로닝 벡터(vector)인 

pCR®2.1-TOPO®(Invitrogen)에 삽입하여 플라스미드 pCMM236을 구축하였

다. 플라스미드 pCMM236으로부터 SacI-XbaI 분절을 분리하여 자살벡터인 

pDM4에 삽입하였고[McGee et al., 1996] 이를 pCMM237로 명명하였다. 플

라스미드 pCMM237은 자살벡터 pDM4의 숙주인 대장균 SY327 λpir와 접합

(conjugation)을 위한 숙주인 대장균 SM10 λpir에 전기충격을 가하여 삽입하

였고[Miller & Mekalanos, 1988], 이어 접합을 통해 패혈증 비브리오균인 

CMM2101 균주에 삽입하였다. 유전자 재조합에 의해 유전자 fur가 결손된 

돌연변이 균주 즉, CMM2303 균주를 항생제 chloramphenicol이 포함된 

TCBS 고체배지와 10% sucrose가 포함된 HI 한천배지에서 선별하였다. 

CMM2303 균주에서 fur 유전자의 결손은 프라이머 Fur-1 와 Fur-4를 이용한 

중합효소 연쇄반응에 의해 확인하였고 Arnow test를 이용하여 시데로포아인 

vulnibactin의 생산이 증가함을 관찰함으로써 기능적으로 fur 유전자가 돌연

변이 되었음을 확인하였다[Arnow, 1937]. 

유전자 fur가 결손된 CMM2303 균주를 이용하여 fur 유전자가 결손된  
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부분접합 PvvhA::lacZ 전사리포터인 CMM2305 균주를 구축하였고 그 방법은 

전술한 바와 같다. 배양액에서 β-galactosidase 활성을 측정하고, 배양상청액

에서 용혈활성을 확인함과 동시에, 역전사 중합효소 연쇄반응을 이용하여 

vvhA mRNA를 확인함으로써 PvvhA::lacZ 접합과 동시에 야생형 vvhA 유전자

의 존재를 확인하였다. 역전사 중합효소 연쇄반응을 위해서는 vvhA 유전자

에 특이적인 PCR 프라이머쌍, 즉 Vvh-1 와 Vvh-2를 사용하였다(Table 3)[ 

Lee et al., 1998; Lee et al., 2004; Choi et al., 2006]. CMM2305 균주의 

상대적인 유전자 구성은 Figure 1에 간략하게 나타내었다.

5. pilD-결손돌연변이 결손돌연변이 결손돌연변이 결손돌연변이 균주와 균주와 균주와 균주와 in trans pilD-보충균주의 보충균주의 보충균주의 보충균주의 구축구축구축구축

교차 중합효소 연쇄반응을 이용하여 유전자 pilD가 결손된 돌연변이 균

주 RC104 균주를 구축하였다. 두 쌍의 프라이머들 즉, PilD-1와 PilD-2, 

PilD-3와 PilD-4를 pilD 유전자의 양쪽 말단부위를 증폭하기 위해 사용하였

다. 얻어진 두 개의 중합효소 연쇄반응 산물들은 교차 중합효소 연쇄반응을 

위한 주형으로 사용하였고 프라이머들로는 제한효소 BamHI의 인식부위가 

달린 PilD-1과 제한효소 SpeI의 인식부위가 달린 PilD-4를 사용하였다. 결손

된 pilD 유전자를 가진 BamHI-SpeI 분절을 분리하여 자실벡터인 pDM4에 

삽입하였고[McGee et al., 1996] 이를 pRC104로 명명하였다. 플라스미드 

pRC104는 전기충격을 통해 대장균 SY327 λpir와 대장균 SM10 λpir에 삽입

하였고[Miller & Mekalanos, 1988], 이어 접합에 통해 패혈증 비브리오균인 

MO6-24/O 균주로 삽입하였다. 유전자 재조합에 의해 형성된 유전자 pilD가 

결손된 돌연변이 균주인 RC104 균주는 chloramphenicol을 함유한 TCBS 고

체배지와 10% sucrose를 함유한 HI 고체배지에서 선별하였다. 결손에 의한 

유전자 pilD의 돌연변이는 프라이머 PilD-1와 PilD-4를 사용한 중합효소 연

쇄반응을 통해 확인하였다(Table 3). 유전자 pilD가 결손된 패혈증 비브리오 
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RC104 균주를 구축하는 과정은 Figure 2에 간략하게 나타내었다.

야생형 pilD 유전자 즉, 결손이 없는 완전한 염기서열을 가지고 있는 

pilD 유전자를 RC104 균주에 보충해 주기 위하여, 870개의 염기로 구성된 

온전한 pilD 유전자를 포함하고 있는 1,810개의 염기로 구성된 

BamHI-HindIII 분절을 제한효소 BamHI의 인식부위가 달린 PilD-1 프라이머

와 제한효소 HindIII 인식부위가 달린 PilD-5 프라이머를 사용하여 증폭하였

고 이를 광범위숙주벡터(broad host range vector)인 pLAFR3II에 클로닝 하

였고 이를 pRC108이라 명명하였다. 플라스미드 pLAFR3II는 플라스미드 

pLAFR3의 BglII인식부위에 pUTKm1에서 유래한 bla 유전자를 포함한 

BamHI-BglII 분절을 클로닝하여 만들어졌다[Herrero et al., 1990; 

Staskawicz et al., 1987]. 플라스미드 pRC108은 접합 보조 플라스미드인 

pRK2013의 도움을 받아 삼중접합(triparental mating)을 통해 RC104 균주로 

삽입하였다[Ditta et al., 1980]. 유전자 재조합에 의해 형성된 RC108 균주는 

ampicillin과  tetracycline을 함유한 TCBS 고체배지에서 선별하였다. 야생형 

pilD 유전자의 존재는 프라이머쌍인 PilD-1과 PilD-5를 이용한 중합효소 연

쇄반응을 통해 확인하였다(Table 3). 야생형 pilD 유전자가 보완된 RC108 

균주 구축과정은 Figure 3에 간략하게 나타내었다. 

6. 균 균 균 균 배양 배양 배양 배양 조건조건조건조건, 그리고 그리고 그리고 그리고 균증식과 균증식과 균증식과 균증식과 β-galactosidase 활성 활성 활성 활성 측정측정측정측정

철이 결핍된 환경에 적응시킴과 동시에 균들이 저장하고 있는 세포 내  

철을 고갈시키기 위해, 패혈증 비브리오균들을 철착화제인 dipyridyl (100 µ
M)를 함유한 HI 액체배지에서 12시간 동안 배양시킴으로써 전처치하였다. 

이와 같이 전처지 된 패혈증 비브리오균들을 FC가 0.25에서 20.0 µM까지 

포함된 철결핍배지에 접종하고 37oC에서 24시간 동안 220 rpm의 속도로 

진탕 배양하였다. 배양 중에, 균증식과 β-galactosidase 활성을 측정하기 위
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해 배양액을 적절한 시간 간격으로 얻었다. 균증식은 배양액의 흡광도

(OD600)를 측정함으로써 관찰하였고 β-galactosidase 활성은 Miller가 기술한 

방법을 사용하여 측정하였다[Miller, 1992].        

7. 용혈소용혈소용혈소용혈소/세포용해소 세포용해소 세포용해소 세포용해소 측정측정측정측정

용혈소/세포용해소의 세포외 생산 또는 분비를 측정하기 위해, 배양 중

에 얻은 배양액을 10,000 rpm에서 5분 동안 원심분리 함으로써 배양상청액

을 얻었다. 얻어진 배양상청액에서 용혈활성을 측정하기 위해서는 전통적으

로 사용되어 왔던 시험관법을 사용하였다. 적혈구는 건강한 사람으로부터 

얻은 신선한 적혈구를 사용하였고 1% 적혈구 용액이 되도록 생리식염수로 

희석하여 사용하였다[Fan et al., 2001]. 간략하게 기술하면, 100 µl의 배양

상청액을 400 µl의 적혈구 부유액과 혼합하여 잘 섞은 다음 37oC에서 한 시

간 동안 반응시켰다. 반응이 끝난 후 파괴되지 않은 적혈구와 세포 찌꺼기

는 10,000 rpm에서 5분간 원심분리 함으로써 제거하였고 상청액만을 이용

하여 흡광도(OD540)를  측정하였다. 같은 실험을 3번 반복하여 얻은 평균값

을 이용하여 용혈활성을 계산하였다. 용혈활성은 다음과 같이 백분율로 계

산하였다. 배양상청액의 OD540 값 ÷ Triton X-100에 의해 완전히 용혈 되었

을 때의 OD540 값 x 100. 

배양상청액에서 용혈소/세포용해소의 양을 측정하기 위해서는 Dot 또는 

Slot blot 방법을 사용하였고 항체로는 전에 사용된 바 있었던 토끼에서 얻

은 polyclonal anti-VvhA-body를 사용하였다[Shin et al., 2005].  Bio-Dot (or 

Slot) Microfiltration Apparatus (BioRad, CA, USA)를 이용하여 배양상청액 

20 µl를 직접 nitrocellulose membrane에 흡착시킨 다음 실온에서 일차항체

인 anti-VvhA-body와 반응시켰고 이어 이차항체인 horseradish peroxidase가 

표지된 거위로부터 얻은 anti-rabbit-IgG (Fc)-body와 반응시켰다. 최종적으로 
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diaminobenzidine과 hydrogen peroxide을 기질로 사용하여 발색시켰다[Shin 

et al., 2005].  

세포내에 존재하는 용혈소/세포용해소의 양을 측정하기 위해, 배양액을 

10,000 rpm에서 5 분간 원심분리 함으로서 세균세포를 모았다. 모아진 세균

세포를 lysis buffer (10 mM Tris, 10 mM EDTA, 0.5% SDS)와 반응시켜 파

괴하였다. 원심분리 함으로써 찌꺼기를 제거한 다음 상청액을 얻었다. 상청

액 20 µl을 Bio-Dot Microfiltration Apparatus를 이용하여 nitrocellulose mem-

brane막에 직접 흡착시키거나 10% SDS-polyacrylamide gel을 이용하여 전

기영동 한 다음 nitrocellulose membrane에 흡착시켰다. 단백질이 흡착된 

membrane은 실온에서 일차항체인 anti-VvhA-body와 반응시켰고 이어 이차

항체인 horseradish peroxidase가 결합된 anti-rabbit-IgG (Fc)-body과 반응시

켰다. 최종적으로 diaminobenzidine과 hydrogen peroxide을 기질로 사용하여 

발색시켰다.

8. 역전사 역전사 역전사 역전사 중합효소 중합효소 중합효소 중합효소 연쇄반응 연쇄반응 연쇄반응 연쇄반응 [Reverse transcriptase (RT)-PCR]

배양 중에 배양액을 10,000 rpm에서 5분 동안 원심분리 함으로써 세균

세포를 모았다. Easy-BlueTM reagent (iNtRon Biotechnology, Korea)를 이용

하여 모아진 세균세포로부터 전체 RNA분리하였다. 분리된 전체 RNA에서 

DNA오염을 막기 위해 DNase (Qiagen)를 처리한 다음 One-Step RT-PCR 

Premix (iNtRon Biotechnology)와 RNA 10 ng을 이용하여 역전사 중합효소 

연쇄반응을 유도하였다(MasterCycler, Eppendorf, Germany). 역전사 중합 연

쇄반응을 위한 프라이머로는 pilD 유전자에 특이적인 PilD-6 과 PilD-7을 사

용하였고 대조를 위해 16s rRNA에 특이적인 프라이머 Cont-1 과 Cont-2를 

사용하였다. 역전사 중합효소 연쇄반응의 조건을 간략하게 기술하면 다음과 

같다.  45oC에서 30분간 역전사 중합효소 반응을 유도하였고, 94oC에서 5분
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간 pre-denaturation 반응을 유도하였다. 총 30 cycles의 중합효소 연쇄반응

을 유도하였고 조건은 다음과 같았다. 94oC에서 30초 동안 de-naturation, 

60oC에서 30초 동안 annealing, 72oC에서 30초 동안 extension. 마지막으로 

72oC에서 5분 동안 post-extension 반응을 유도하였다. 증폭된 산물은 agar-

ose gel에서 ethidium bromide로 염색한 다음 관찰하였다. 
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Table 1. Bacterial strains used in this study.

Strains Relative characteristics Sources

V. vulnificus

MO6‐24/O Highly virulent clinical isolate J.G. Morris, Jr.

CVD707 vvhA-insertion mutant J.G. Morris, Jr.

CMM2100 MO6‐24/O with spontaneous 
streptomycin resistance

Kim et al., 2003

CMM2101 CMM2100 with lacZ-deletion mutation Kim et al.. 2003

CMM2103 CMM2101 with merozygotic PvvhA::lacZ 
transcriptional fusion

Kim et al., 2003

CMM2303 CMM2101 with fur-deletion mutation This study

CMM2305 CMM2303 with merozygotic PvvhA::lacZ 
transcriptional fusion

This study

RC104 MO6‐24/O with pilD-deletion mutation This study

RC108 RC104 with in trans 
pilD-complementation 

This study

E. coli

SY327 λpir ∆(lac pro) argE(Am) rif nalA recA56 
λpir lysogen; Host for suicide vector

Miller & 
Mekalanos, 1988

SM10 λpir
thi thr leu tonA lacY supE recA::RP4-2-
Tcr:: Mu Kmr λpir lysogen: Conjugation 
donor

Miller &
Mekalanos, 1988

DH5α Host for pRC108 used in triparental 
mating

Lab. stock

HB101 Host for pRK2013 used in triparental 
mating Ditta et al., 1980
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Table 2. Plasmids used in this study.

Plasmids Relative characteristics Sources

pCR2.1-TOPO PCR cloning vector Invitrogen

pDM4 Suicide vector with R6K origin; 
Cmr

McGee et al., 
1996

pLAF3 IncP cosmid vector; Tcr
Staskawicz et 
al., 
1987

pLAF3II pLAFR3 with bla inserted at the 
cos site; Apr Tcr This study

pRK2013 IncP, Kmr, Tra Rk2+ repRK2 
repE1 Ditta et al., 1980

pUTKm1 Tn5‐based insertion delivery 
plasmid, Apr

Herrero et al.,
1990

pCMM236
pCR2.1‐TOPO with 1.8‐kb 
fragment containing an in‐frame 
deletion of V. vulnificus fur gene 

This study

pCMM237 pDM4 with SacI-XbaI fragment of 
pCMM236 This study

pRC104
pDM4 with 1.94‐kb BamHI-SpeI 
fragment containing an in-frame 
deletion of V. vulnificus pilD gene 

This study

pRC108
pLAFR3II with 1.81-kb 
BamHI-HindIII fragment containing 
pilD gene 

This study
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Table 3. Primers used in this study.

a: SacI-recognition sequence

b: XbaI-recognition sequence

c: BamHI-recognition sequence

d: SpeI-recognition sequence

Primers Sequences Sources

Vvh-1 5’-gctatttcaccgccgctcac-3' Lee et al., 1998

Vvh-2 5’-ccgcagagccgtaaaccgaa-3' Lee et al., 1998

Fur-1 5'-[gagctc]a-cgtcggtttatgcattgatgaagttcg-3’ This study

Fur-2 5’-cgtcgatattacatatactttcccgttgatc-3’ This study

Fur-3 5’-ggaaagtatatgtaatatcgacgctcgatagatc-3’ This study

Fur-4 5’-[tctaga]b-ctcgacaacatcaccattgattgcc-3’ This study

Cont-1 5’-cgggatccgccatatccccaaatgccgatg-3’ This study

Cont-2 5’-cggaattctcaatattgtagctttaacgtcac-3' This study

PilD-1 5'-cg-[ggatcc]c-gcatttatgttgacttagtcgcc-3' This study

PilD-2 5'-aaagccatattacatataatcgtcgttctctttg-3' This study

PilD-3 5'-gacgattatatgtaatatggctttagtgattggattg-3' This study

PilD-4 5'-g-[actagt]d-atcgctgacgaattgagctgag-3' This study

PilD-5 5'-cccaagcttatccaatcactaaagccatattacgc-3' This study

PilD-6 5’-tgaatacaacatcacaccaccgac-3’ This study

PilD-7 5’-ccttctttccctgtcagcaatctg-3’ This study
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Figure 1. Relative genetic organization in Vibrio vulnificus CMM2101, 

CMM2103 and CMM2305 strains. ∆: deletional mutation, P: promotor, 

ORF: open reading frame, Km®: kanamycin-resistance gene, Ap®: ampi-

cillin-resistance gene, lacZ: gene encoding for β-galactosidase, fur: gene 

encoding for Fur, vvhA: gene encoding for hemolysin/cytolysin, Vector: sui-

cide pKAS32 with Ap®. 
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Figure 2. Schematic illustration for the construction of Vibrio vulnificus 

pilD-deletional mutant RC104 strain. bp: base pair, kb: killobase, PCR: 

polymerase chain reaction, Cm®: chloramphenicol-resistance gene. 
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Figure 3. Schematic illustration for the construction of Vibrio vulnificus 

pilD-complemented RC108 strain. ∆: deletional mutation, kb: killobase, 

PCR: polymerase chain reaction, Ap®Tc®: ampicillin and tetracycline-resist-

ance genes, P: promotor.



- 21 -

연구결과연구결과연구결과연구결과

1. 유전자 유전자 유전자 유전자 vvhA 전사조절부위의 전사조절부위의 전사조절부위의 전사조절부위의 염기서열 염기서열 염기서열 염기서열 분석 분석 분석 분석 

패혈증 비브리오균 EDL174 균주에서 vvhA 유전자의 전사조절부위에 

염기서열의 상동성에 기초한 즉 아직 그 존재가 확실히 증명되지 않은 Fur-

결합부위가 존재한다는 보고에 기초하여[Yamamoto et al., 1990], 본 연구자

들은 이러한 Fur-결합부위가 다른 패혈증 비브리오균의 vvhA 유전자 전사조

절부위에서도 발견되는 지를 조사하였다. 이를 위해 이미 지놈 염기서열이 

완전히 밝혀져 인터넷에서  염기서열 정보를 쉽게 얻을 수 있는 두 패혈증 

비브리오 균주들 즉, CMCP6 균주(대한민국)와 YJ016 균주(대만)를 대상으

로 하였다. 두 균주에서 유래한 vvhA 유전자를 다운로드 받아 컴퓨터 프로

그램인 DNassist를 이용하여 염기서열을 분석하였다. 두 균주에서 유래한 

vvhA 유전자 전사조절부위에는 대장균에서 Fur-결합부위로 알려진 염기서열

[Zhang et al., 2005] 즉, TATAATGATACGCATTAT와 50% 이상의 상동성을 

보이는 부위 즉, TTTATTTATATGAAATAT를 가지고 있었다(Figure 4). 

CMCP6 균주와 YJ016 균주 사이에 이 염기서열의 차이는 없었다. 이러한 

결과는 패혈증 비브리오균의 특정 균주에서만 vvhA 유전자 전사조절부위에 

Fur-결합부위가 존재하는 것이 아니라 모든 패혈증 비브리오균의 vvhA 유전

자 전사조절부위에 Fur결합부위가 존재한다는 것을 나타내 주며 vvhA 유전

자의 전사가 철과 Fur에 의해 조절될 수 있음을 강력하게 시사한다.   
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Figure 4. A putative Fur-binding site in the regulatory region of the vvhA 

gene in Vibrio vulnificus YJ016 and CMCP6 strains. Sequence analysis 

was conducted using the program DNAssist. E. coli Fur-binding consensus 

was shown in the upper case. The matching sequences were shown as 

the gray boxes. 
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2. 철은 철은 철은 철은 vvhA 유전자의 유전자의 유전자의 유전자의 전사를 전사를 전사를 전사를 억제하나억제하나억제하나억제하나 용혈소용혈소용혈소용혈소/세포용해소의 세포용해소의 세포용해소의 세포용해소의 세세세세

포외 포외 포외 포외 생산은 생산은 생산은 생산은 촉진한다  촉진한다  촉진한다  촉진한다  

사용된 균주들 사이의 편차를 줄이고 패혈증 비브리오균의 증식, vvhA 

유전자의 전사, 용혈소/세포용해소의 세포외 생산을 한 균주에서 동시에 관

찰하기 위하여 부분접합 PvvhA::lacZ 전사리포터 균주인 CMM2103 균주를 실

험에 사용하였다. CMM2103 균주를 0.25, 0.5, 1.0, 10.0, 20.0 µM FC를 함

유한 배지에서 배양하였다. CMM2103 균주의 증식은 FC에 의해 촉진되었

으며 용량의존적인 반응을 보였다(Figure 5A). FC에 의한 균증식의 촉진 현

상은 초기 지수증식기(exponential growth phase) 보다는 후기 지수증식기에 

주로 관찰되었다. 비슷한 결과가 다른 패혈증 비브리오균 즉, MO6-24/O, 

CMM2100, CMM2101, CVD707 균주들을 같은 조건에서 배양하였을 때에도 

관찰되었다 (data not shown). 

배양 중 얻은 배양액에서 유전자 vvhA의 전사 정도를 측정하기 위해 β
-galactosidase의 활성을 측정하였다. vvhA 유전자의 전사는 FC에 의해 억

제되었고 용량의존적인 반응을 보였다(Figure 5B). 그러나 20 µM FC가  포

함되어 철농도가 매우 높아진 경우에도 여전히 상당한 수준의 vvhA 유전자 

전사가 관찰되었고 더 많은 FC를 첨가한 경우에도 vvhA 유전자 전사는 완

전히 억제되지 않았다(data not shown). 또한 균증식 결과와는 다르게 FC에 

의한 vvhA 유전자 전사억제는 초기 지수증식기 때부터 관찰되었다. 트렌스

페린에 결합된 철(transferrin-bound iron)이나 헤모글로빈과 같은 유기철

(organic iron)을 무기철(inorganic iron)인 FC 대신에 사용하였을 때에도 비

슷한 결과를 관찰할 수 있었다(data not shown). 이러한 결과들은 공급된 

철의 종류에 상관없이 철이 vvhA 유전자의 전사를 억제한다는 것을 분명하

게 나타낸다. 

용혈소/세포용해소의 세포외 생산을 측정하기 위해 배양 중 얻은 배양



- 24 -

상청액에서 사람 적혈구를 파괴하는 용혈활성을 측정하였다. 매우 흥미롭게

도 용혈소/세포용해소의 세포외 생산은 FC에 의해 증가되었고 용량 의존적 

반응을 보였다(Figure 5C). 용혈소/세포용해소 세포외 생산은 vvhA 유전자의 

전사수준과는 반대의 결과를 보였다(Figure 5B). 이러한 결과는 유기철인 트

렌스페린에 결합된 철과 헤모글로빈을 무기철인 FC 대신에 사용하였을 때

에도 관찰할 수 있었다(data not shown). FC에 의한 용혈소/세포용해소 세

포외 생산촉진은 초기 지수증식기부터 관찰되었다(Figure 5A). 또한 다른 패

혈증 비브리오균인 MO6-24/O, CMM2100, CMM2101 균주들을 같은 조건에

서 배양하여 얻은 배양상청액에서도 비슷한 결과가 관찰되었다(data not 

shown). 유전자 vvhA에 돌연변이가 유발된 CVD707 균주를 배양한 배양상

청액에서는 용혈활성이 관찰되지 않았다. 이러한 결과는 배양상청액에서 측

정된 용혈활성이 생산된 용혈소/세포용해소 때문임을 나타낸다. 따라서 위의 

결과들은 vvhA의 전사와는 다르게 용혈소/세포용해소의 세포외 생산은 철에 

의해 촉진된다는 것을 나타내 준다. 

유전자 vvhA의 전사와는 다르게 철에 의해 용혈소/세포용해소 생산이 

철에 의해 촉진되는 지 아니면 생산된 용혈소/세포용해소의 세포외 분비가 

철에 의해 촉진되는 지를 알아보기 위해 세포외로 분비되지 않고 세포내에 

남아있는 용혈소/세포용해소의 양과 세포외로 분비된 용혈소/세포용해소의 

양을 anti-VvhA-body를 사용한 Slot blot 방법에 의해 동시에 비교하였다. 세

포내 남아 있는 용혈소/세포용해소의 양은 첨가된 FC 농도에 반비례하였고 

세포외로 분비된 용혈소/세포용해소의 양은 첨가된 FC 농도에 비례하였다

(Figure 6A 와 B). 이러한 결과는 용혈소/세포용해소의 생산 자체가 철에 의

해 촉진되는 것이 아니라 생산된 용혈소/세포용해소의 세포외 분비가 철에 

의해 촉진됨으로써 세포내 남아 있는 용혈소/세포용해소의 양은 감소하였고 

세포외로 분비된 용혈소/세포용해소의 양은 증가하였다는 것을 나타낸다.  
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Figure 5. Iron represses transcription of the vvhA gene but stimulates ex-

tracellular production of VvhA. V. vulnificus CMM2103 strain was cultured 

in HI broth containing 100 µM dipyridyl for 12 h in order to adapt it to 

iron-limited conditions and to reduce intracellular iron stores. This pre-

conditioned CMM2103 was inoculated into ID-HI broths containing various 

concentrations of FC (0.25 to 20.0 µM), and cultured with vigorous shak-

ing (220 rpm) at 37oC for 24 h. During culture, culture aliquots were with-

drawn to monitor bacterial growth and measure β-galactosidase activity, 

and culture supernatants were obtained by the centrifugation of culture ali-

quots at 10,000 rpm for 5 min to determine extracellular production of 

VvhA. (A) Bacterial growth was monitored by measuring the OD600 of the 

culture aliquots. (B) β-Galactosidase activity was measured by the Miller 

method. (C) Hemolytic activity in culture supernatants was measured by 

the conventional tube hemolysis assay using 1% human RBC suspension. 

β-Galactosidase and hemolytic activities are expressed as the means and 

standard errors of values measured in triplicate. 
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Figure 6. Iron decreases the amount of intracellular VvhA but increases 

the amount of extracellular VvhA. (A) In order to determine the amount of 

extracellular VvhA, equal volumes (20 µl) of the culture supernatants de-

scribed in Figure 1 were directly blotted onto nitrocellulose membranes 

using Bio-Slot Microfiltration Apparatus (BioRad). (B) In order to measure 

the amount of intracellular VvhA, bacterial cells were harvested by the 

centrifugation of the culture aliquots described in Figure 1 at 10,000 rpm 

for 5 min. The bacterial cells were lyzed with the digestion buffer, and 

cell debris were removed by centrifugation. The resulting supernatants 

was electrophoresed on SDS-polyacrylamide gel (10%) and transferred on-

to nitrocellulose membranes. The membranes were reacted with rabbit 

polyclonal anti-VvhA-body, and subsequently with anti-rabbit-IgG (Fc)-body 

conjugated with horseradish peroxidase, and finally developed with dia-

minobenzidine and hydrogen peroxide. 



- 29 -

3. 철은 철은 철은 철은 용혈소용혈소용혈소용혈소/세포용해소의 세포용해소의 세포용해소의 세포용해소의 세포외 세포외 세포외 세포외 분비를 분비를 분비를 분비를 촉진한다 촉진한다 촉진한다 촉진한다 

철이 용혈소/세포용해소의 세포외 분비를 촉진하는지를 실험적으로 검

증하기 위하여, MO6-24/O 균주를 철결핍배지에서 배양하면서 배양하는 도

중에 적절한 시간 간격으로 20 µM FC를 첨가하였고 이에 따른 세포내외 

용혈소/세포용해소 양의 변화를 관찰하였다. MO6-24/O 균주의 증식은 배양 

도중에 첨가된 FC에 의해 촉진되었고(Figure 7A), 배양상청액에서 측정된 

용혈활성 또한 배양 도중에 첨가된 FC에 의해 증가되었다(Figure 7B). 유기

철인 트렌스페린에 결합된 철과 헤모글로빈을 무기철인 FC 대신에 첨가하

였을 때에도 비슷한 결과가 관찰되었다(data not shown). 같은 배양상청액

을 이용하여 dot-blot를 실시하였을 때, 세포외로 분비된 용혈소/세포용해소

의 양은 배양 도중에 첨가된 FC에 의해 증가되었다(Figure 7C). 세균세포를 

깨뜨린 후 세포내 남아 있는 용혈소/세포용해소의 양을 dot blot으로 측정하

였을 때 세포외로 분비된 용혈소/세포용해소의 양과는 반대로 세포내 남아

있는 용혈소/세포용해소의 양은 배양 도중에 첨가된 FC에 의해 감소되었다. 

따라서 이러한 결과는 철이 용혈소/세포용해소의 세포외 분비를 촉진함을 

나타낸다.   
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Figure 7. Iron triggers extracellular production of VvhA. V. vulnificus 

MO6-24/O strain was cultured in HI broth containing 100 µM dipyridyl for 

12 h in order to adapt it to iron-limited conditions and to reduce intra-

cellular iron stores. This preconditioned MO6-24/O was inoculated into 

ID-HI broths containing 0.25 µM FC, and cultured with vigorous shaking 

(220 rpm) at 37oC for 24 h. During culture, 20 µM FC was additionally 

added at 3, 6, 9 and 12 h after culture initiation. Culture aliquots were 

withdrawn to monitor bacterial growth, and culture supernatants and bacte-

rial pellets were obtained by the centrifugation of the culture aliquots at 

10,000 rpm for 5 min to determine extracellular and intracellular amounts 

of VvhA. (A) Bacterial growth was monitored by measuring the OD600 of 

the culture aliquots. (B) Hemolytic activity in culture supernatants was 

measured by the conventional tube hemolysis assay using 1% human 

RBC suspension. (C) In order to determine the amount of extracellular 

VvhA, equal volumes (20 µl) of the culture supernatants were directly 

transferred onto nitrocellulose membranes using Bio-Dot Microfiltration 

Apparatus. In order to measure the amount of intracellular VvhA, The 

bacterial cells were lyzed with the digestion buffer, and cell debris were 

removed by centrifugation. The resulting supernatants were directly trans-

ferred onto nitrocellulose membranes using Bio‐Dot Microfiltration 

Apparatus. The membranes were reacted with rabbit polyclonal an-

ti-VvhA-body, and subsequently with anti-rabbit-IgG (Fc)-body conjugated 

with horseradish peroxidase, and finally developed with diaminobenzidine 

and hydrogen peroxide. Hemolytic activities are expressed as the means 

and standard errors of values measured in triplicate. 
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4. 유전자 유전자 유전자 유전자 vvhA의 의 의 의 전사는전사는전사는전사는 전사억제자인전사억제자인전사억제자인전사억제자인 Fur를 를 를 를 통해 통해 통해 통해 철에 철에 철에 철에 의해 의해 의해 의해 억억억억

제된다   제된다   제된다   제된다   

유전자 vvhA의 전사가 철과 반응하여 전사억제자로 작용하는 Fur에 의

해 조절되는지를 관찰하기 위해 PvvhA::lacZ 전사리포터 균주인 CMM2103과 

유전자 fur가 돌연변이 된 PvvhA::lacZ 전사리포터 균주인 CMM2305를 0.25, 

0.5, 1.0, 10.0, 20.0 µM FC가 포함된 배지에서 배양하였고 β-galactosidase

의 활성을 측정함으로써 유전자 vvhA의 전사수준을 비교하였다. 두 전사리

포터 균주는 증식에 차이를 보이지 않았다(data not shown). 사용된 모든 

FC 농도에서 유전자 vvhA의 전사수준은 CMM2103 균주에서 보다 

CMM2305 균주에서 더 높았다(Figures 8AB). 두 균주 사이에 유전자 vvhA

의 전사수준의 상대적인 차이는 FC 농도에 비례하여 증가하였다(Figure 

8C). 이러한 유전자 vvhA의 전사수준과 일치하여 모든 FC 농도에서 용혈소

/세포용해소의 세포외 생산 역시 유전자 fur를 돌연변이시킴으로써 증가되었

다(Figure 8D). 따라서 이러한 결과들은 전사억제자인 Fur는 철과 반응하여 

유전자 vvhA의 전사를 억제한다는 것을 나타내며, 철이 낮은 환경에서 보다 

철이 높은 환경에서 유전자 vvhA의 전사에 더 큰 영향을 미치고 있음을 나

타낸다. 또한 흥미롭게도 유전자 vvhA의 전사는 유전자 fur가 돌연변이 된 

CMM2305 균주에서도 FC에 의해 여전히 억제되었다(Figure 8B). 이러한 결

과는 Fur 이외의 다른 전사억제기전이 철과 관련하여 유전자 vvhA의 전사

를 조절하고 있음을 나타낸다.  
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Figure 8. Effect of the mutation of the fur gene on transcription of the 

vvhA gene. The preconditioned V. vulnificus CMM2103 and CMM2305 

strains in HI broth containing 100 µM dipyridyl were inoculated into ID-HI 

broths containing various concentrations of FC (0.25 to 20.0 µM), and cul-

tured with vigorous shaking (220 rpm) at 37oC for 24 h. During culture, 

culture aliquots were withdrawn to monitor bacterial growth and to meas-

ure β-galactosidase activity, and culture supernatants and bacterial pellets 

were obtained by the centrifugation of the culture aliquots at 10,000 rpm 

for 5 min to determine extracellular and intracellular amounts of VvhA. No 

significant growth difference was observed between the two strains (data 

not shown). (A and B) β-Galactosidase activity was measured by the 

Miller method. (C) Relative β-galactosidase activities were calculated by 

dividing the β-galactosidase activities of CMM2305 by those of CMM2103. 

(D) In order to determine the amount of extracellular VvhA, equal volumes 

(20 µl) of the culture supernatants were directly transferred onto nitro-

cellulose membranes using Bio-Dot Microfiltration Apparatus. In order to 

measure the amount of intracellular VvhA, The bacterial cells were lyzed 

with the digestion buffer, and cell debris were removed by centrifugation. 

The resulting supernatants were directly transferred onto nitrocellulose 

membranes using Bio-Dot Microfiltration Apparatus. The membranes were 

reacted with rabbit polyclonal anti-VvhA-body, and subsequently with an-

ti-rabbit-IgG (Fc)-body conjugated with horseradish peroxidase, and finally 

developed with diaminobenzidine and hydrogen peroxide. β-Galactosidase 

activities are expressed as the means and standard errors of values 

measured in triplicate. 
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5. 용혈소용혈소용혈소용혈소/세포용해소는 세포용해소는 세포용해소는 세포용해소는 제 제 제 제 II 형 형 형 형 단백질 단백질 단백질 단백질 분비체계를 분비체계를 분비체계를 분비체계를 통해 통해 통해 통해 분비된다 분비된다 분비된다 분비된다 

많은 그람음성 세균들에서 PilD(또는 VvpD)라 불리는 제 IV 형 leader 

peptidase/N-methyltransferase는 제 II 형 단백질 분비체계를 통한 세포외 

단백질들의 분비를 위해 반드시 필요한 효소로 알려져 있다. 용혈소/세포용

해소의 세포외 분비 또한 이 효소의 조절을 받는 것으로 알려져 있다

[Paranjpye et al., 1998]. 따라서 본 연구에서는 철에 의해 촉진된 용혈소/세

포용해소의 세포외 분비가 PilD에 의해 매개되는 제 II 형 단백질 분비체계

를 통해 이루어지는지를 증명하기 위해, 야생균주인 MO6-24/O 균주, 유전

자 pilD가 돌연변이 된 RC104 균주, 야생형 유전자 pilD가 보완된 RC108 

균주를 이용하여 세 균주 사이에 용혈소/세포용해소의 세포외 분비를 비교

하였다. 세 균주를 0.25 µM FC와 20 µM FC를 함유한 배지에 배양하였고 

배양을 시작한 후 3 시간째에 20 µM FC를 0.25 µM FC를 함유한 배지에 

첨가하고 첨가된 FC에 의해 용혈소/세포용해소의 세포외 분비가 촉진되는지

를 관찰하였다. 세 균주 사이에 증식의 차이는 관찰되지 않았다(data not 

shown). MO6-24/O 균주는 0.25 µM FC가 포함된 배지에서 보다 20 µM 

FC가 포함된 배지에서 더 많은 양의 용혈소/세포용해소를 세포외로 분비하

였고, 배양 도중에 첨가된 FC에 반응하여 용혈소/세포용해소의 세포외 분비

가 촉진하였다(Figure 9A). 이에 반해, RC104 균주에서는 20 µM FC가 포

함된 배지에서도 용혈소/세포용해소의 세포외 분비는 배양시작 후 12시간까

지 지연되었고 배양시작 후 3시간째에 20 µM FC를 첨가하였을 경우에도 

용혈소/세포용해소의 세포외 분비는 촉진되지 않았다(Figure 9B). RC108 균

주에서는 FC에 의한 용혈소/세포용해소의 세포외 분비는 야생균주인 

MO6-24/O 균주의 수준으로 회복되었고 배양 도중에 첨가된 FC에 의해서 

용혈소/세포용해소의 세포외 분비가 촉진되었다(Figure 9C). 유전자 pilD의 

돌연변이 또는 보완은 유전자 vvhA의 전사에는 아무런 영향을 미치지 않았
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다(data not shown). 따라서 이러한 결과는 철이 PilD에 의해 매개되는 제 II 

형 단백질 분비체계를 통해 용혈소/세포용해소의 세포외 분비를 촉진한다는 

것을 나타낸다.  
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Figure 9. Effect of mutation of the pilD gene on extracellular secretion of 

VvhA. V. vulnificus MO6-24/O (A), RC104 (B) and RC108 (C) strains 

were cultured in HI broth containing 100 µM dipyridyl for 12 h in order to 

adapt it to iron-limited conditions and to reduce intracellular iron stores. 

These preconditioned strains were inoculated into ID-HI broths containing 

0.25 µM FC or 20 µM FC, and cultured with vigorous shaking (220 rpm) 

at 37oC for 12 h. In the middle of culture, 20 µM FC was additionally 

added into ID-HI broth containing 0.25 µM FC at 4 h after culture 

initiation. Culture aliquots were withdrawn at the indicated times to monitor 

bacterial growth, and culture supernatants and bacterial pellets were ob-

tained by the centrifugation of the culture aliquots at 10,000 rpm for 5 

min to determine extracellular production of VvhA. Bacterial growth was 

monitored by measuring the OD600 of the culture aliquots. No significant 

growth differences were observed among the three strains (data not 

shown). Hemolytic activity in culture supernatants was measured by the 

conventional tube hemolysis assay using 1% human RBC suspension. 

Hemolytic activities are expressed as the means and standard errors of 

values measured in triplicate. 
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6. 유전자 유전자 유전자 유전자 pilD의 의 의 의 전사는 전사는 전사는 전사는 철에 철에 철에 철에 의해 의해 의해 의해 촉진되지만 촉진되지만 촉진되지만 촉진되지만 Fur에 에 에 에 의해 의해 의해 의해 억제된억제된억제된억제된

다다다다

철이 유전자 pilD의 전사를 촉진하는지를 알아보기 위해 MO6-24/O 균

주를 0.25 µM FC와 20 µM FC를 함유한 배지에 각각 배양하였고 배양을 

시작한 후 3 시간째에 20 µM FC를 0.25 µM FC를 함유한 배지에 첨가하였

다. MO6-24/O 균주의 증식은 배양액의 흡광도(OD600)를 측정함으로써 관찰

하였고(Figure 10A), VvhA의 세포외 분비는 배양상청액에서 용혈활성을 측

정함으로써 관찰하였다(Figure 10B). 유전자 pilD의 전사수준을 측정하기 위

하여 6 시간 동안 배양한 균으로부터 전체 RNA를 분리하였고 유전자 pilD

에 특이적인 프리이머(PilD-6 와 7)를 이용하여 역전사 중합효소 반응을 유

도하였다. 유전자 pilD의 전사수준은 0.25 µM FC를 포함한 배지에서 보다 

20 µM FC를 함유한 배지에서 더 촉진되었다. 또한 배양 도중에 첨가된 20 

µM FC에 반응하여 유전자 pilD의 전사가 촉진되었다(Figure 10C). 이러한 

유전자 pilD의 전사수준은 배양상청액에서 측정된 용혈활성 정도와 일치하

였다(Figure 10B). 무기철인 FC 대신에 유기철인 트렌스페린에 결합된 철 

또는 헤모글로빈을 첨가하였을 때에도 비슷한 결과가 관찰되었다(data not 

shown). 따라서 위의 결과들은 철이 유전자 pilD의 전사를 촉진함을 나타내 

준다.  

철과 반응하여 전사억제자로서 작용하는 Fur에 의해 유전자 pilD의 전

사가 조절되는지를 알아보기 위해 먼저 유전자 pilD의 전사조절부위에 Fur-

결합부위가 존재하는지를 조사하였다. 유전자 pilD의 전사조절부위에는 대장

균의 Fur-결합부위와 상동성을 보이는 염기서열을 가지고 있었다(Figure 11). 

총 20개의 염기서열 중 12개의 염기서열이 대장균 Fur-결합부위의 염기서열

과 일치하였다. 따라서 유전자 pilD의 전사조절부위에 Fur-결합부위가 존재

한다는 사실은 pilD 유전자의 전사가 철에 의해 촉진되었을 지라도 철과 반
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응하여 전사억제자로 작용하는 Fur에 억제될 수 있음을 시사한다. 

유전자 fur를 돌연변이 시켰을 때 유전자 pilD의 전사가 어떻게 달라지

는지를 알아보기 위해 MO6-24/O 야생균주와 유전자 fur가 돌연변이 된 

CMM2303 균주를 0.25에서 20.0 µM까지의 FC를 함유한 배지에서 배양하

였다. 두 균주 사이에 증식의 차이는 관찰되지 않았다(data not shown). 6 

시간 배양한 균으로부터 전체 RNA를 분리하였고, 유전자 pilD에 특이적인 

프라이머(PilD-6과 7)를 사용하여 역전사 중합효소 반응을 유도하였다 

(Figure 12). 유전자 pilD의 전사는 철에 의해 농도 의존적으로 촉진되었으나 

모든 FC 농도에서 MO6-24/O 균주에서 보다 CMM2303 균주에서 더 촉진되

었다. 이러한 결과는 유전자 pilD의 전사가 철에 의해 촉진될지라도 철과 반

응하여 전사억제자로 작용하는 Fur에 의해서는 억제되고 있음을 나타낸다. 
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Figure 10. Effect of iron on transcription of the pilD gene. V. vulnificus 

MO6-24/O strain was cultured in HI broth containing 100 µM dipyridyl for 

12 h in order to adapt it to iron-limited conditions and to reduce intra-

cellular iron stores. This preconditioned MO6-24/O was inoculated into 

ID-HI broths containing 0.25 µM FC or 20 µM FC, and cultured with vigo-

rous shaking (220 rpm) at 37oC for 6 h. In the middle of culture, 20 µM 

FC was additionally added into ID-HI broth containing 0.25 µM FC at 4 h 

after culture initiation. Culture aliquots were withdrawn at the indicated 

times to monitor bacterial growth, and culture supernatants and bacterial 

pellets were obtained by the centrifugation of the culture aliquots at 

10,000 rpm for 5 min to determine extracellular amounts of VvhA and 

pilD-mRNA levels. (A) Bacterial growth was monitored by measuring the 

OD600 of the culture aliquots. (B) Hemolytic activity in culture supernatants 

was measured by the conventional tube hemolysis assay using 1% hu-

man RBC suspension. (C) In order to determine pilD-mRNA levels, total 

RNA was isolated from the bacterial pellets obtained 6 h after culture 

initiation. After treatment with DNase, 10 ng of total RNA was reverse‐

transcribed and amplified using the pilD-specific primer sets (PilD-6 and 7) 

and the 16s rRNA-specific primer set (Cont-1 and Cont-2) as the control, 

as described in the section of materials and methods. Amplified products 

were stained with ethidium bromide on agarose gels. Hemolytic activities 

are expressed as the means and standard errors of values measured in 

triplicate. 
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Figure 11. A putative Fur-binding site in the regulatory region of the pilD 

gene. Sequence analysis was conducted using the program DNAssist. E. 

coli Fur-binding consensus was shown in the upper case. The matching 

sequences were shown as the gray boxes. 
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Figure 12. Effect of mutation of the fur gene on transcription of the pilD 

gene. V. vulnificus MO6-24/O and CMM2303 strains were cultured in HI 

broth containing 100 µM dipyridyl for 12 h in order to adapt it to iron-lim-

ited conditions and to reduce intracellular iron stores. These precondi-

tioned MO6-24/O and CMM2303 were inoculated into ID-HI broths con-

taining various concentrations of FC (0.25 to 20.0 µM), and cultured with 

vigorous shaking (220 rpm) at 37oC for 6 h. During culture, culture ali-

quots were withdrawn to monitor bacterial growth, and bacterial pellets 

were obtained by the centrifugation of the culture aliquots at 10,000 rpm 

for 5 min to determine pilD-mRNA levels. No significant growth difference 

was observed between the two strains (data not shown). In order to de-

termine pilD-mRNA levels, total RNA was isolated from the bacterial pel-

lets obtained 6 h after culture initiation. After treatment with DNase, 10 ng 

of total RNA was reverse-transcribed and amplified using the pilD-specific 

primer sets (PilD-6 and 7) and the 16s rRNA-specific primer set (Cont-1 

and Cont-2) as the control, as described in the section of materials and 

methods. Amplified products were stained with ethidium bromide on agar-

ose gels. 
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고  고  고  고  찰찰찰찰

유전자 vvhA의 전사 또는 용혈소/세포용해소의 생산은 탄수화물의 농도

에 반응하여 유전자들의 발현을 조절하는 cAMP-CRP 복합체[Bang et al., 

1999; Choi et al., 2002; Choi et al., 2006], 온도와 염분농도에 반응하여 

유전자의 발현을 조절하는 ToxRS 신호전달체계(signal transduction system) 

[Lee et al., 2000], 세균의 밀도에 반응하여 유전자의 발현을 조절하는 

LuxS-quorum sensing system[Kim et al., 2003] 등 여러 가지 다양한 전사

조절인자들에 조절되는 것으로 알려져 있다. 이러한 전사조절인자들은 유전

자 vvhA의 전사를 촉진하거나 억제함으로써 궁극적으로 용혈소/세포용해소

의 생산을 조절한다. 즉, 생산된 용혈소/세포용해소의 양은 유전자 vvhA의 

전사수준과 일치한다.  

이러한 전사조절인자들 외에, 유전자 vvhA의 전사조절부위에 철농도에 

반응하여 유전자들의 발현을 조절하는 전사억제자로서 알려진 Fur와 결합할 

수 있는 염기서열이 존재한다는 보고가 있은 후[Yamamoto et al., 1990], 유

전자 vvhA의 발현이 Fur를 통해 철농도에 의해서도 조절될 가능성이 제기

되어 왔다. 그러나 아직까지 철에 의한 유전자 vvhA의 전사 조절이나 용혈

소/세포용해소의 생산 조절에 관한 연구보고는 없었다. 많은 연구자들은 철

이 결핍된 배지에서 보다 철이 풍부한 배지에서 용혈소/세포용해소가 더 풍

부하게 생산된다는 것을 경험적으로 알고 있었기 때문에, 철농도에 의해 유

전자 vvhA의 발현이 조절되고 용혈소/세포용해소의 생산이 조절될 수 있음

을 고려하지 않고, 효과적인 용혈소/세포용해소의 생산을 위해 철이 풍부한 

배지들을 사용하여 왔다. 본 연구자들 또한 실재로 철이 결핍된 배지에서 

보다 철이 풍부한 배지에서 용혈소/세포용해소가 풍부하게 생산됨을 경험적

으로 알고 있었기 때문에 여러 연구에서 효과적인 용혈소/세포용해소 생산
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을 위해서 철이 풍부한 배지를 사용하였다.   

유전자 vvhA의 전사조절부위에 Fur-결합부위가 존재함에도 불구하고 왜 

철이 결핍된 배지에서 보다 철이 풍부한 배지에서 용혈소/세포용해소가 더 

풍부하게 생산될까? 이와 같은 모순을 설명하기 위해 본 연구자들은 ‘유전

자 vvhA의 전사와 용혈소/세포용해소의 세포외 생산 또는 분비가 철에 의해 

다르게 조절될 가능성을 있다’는 가설을 세우고 본 연구를 진행하였다.  

본 연구를 위해 먼저, 한 패혈증 비브리오균, 즉 EDL174 균주에서 유

전자 vvhA의 전사조절부위에 Fur-결합부위가 존재한다는 보고에 기초하여

[Yamamoto et al., 1990], 다른 패혈증 비브리오균에서도 유전자 vvhA의 전

사조절부위에 Fur-결합부위가 존재하는지를 조사하였다. 이를 위해 CMCP6 

균주와 YJ106 균주에서 보고된 vvhA 유전자들의 염기서열을 이용하여 대장

균 Fur-결합부위[Zhang et al., 2005]와 염기서열의 상동성을 비교 분석하였

던 바 두 균주의 보고된 유전자 vvhA의 전사조절부위에서 대장균 Fur-결합

부위와 상동성을 보이는 염기서열을 관찰할 수 있었다(Figure 4). 이러한 사

실은 유전자 vvhA의 전사가 전사억제자인 Fur를 통해 철농도에 의해 조절

될 가능성을 강력하게 시사한다. 

본 연구에서의 결과에 따르면, 유전자 vvhA의 전사는 철에 의해 농도 

의존적으로 억제되었고(Figure 5), 유전자 fur를 돌연변이 시킴으로써 촉진되

었다(Figure 8). 또한 철이 풍부한 배지에서도 유전자 vvhA의 전사는 완전히 

억제되지 않았고 상당한 수준으로 여전히 발현되었다(Figure 5 와 8). 이러

한 결과는 유전자 vvhA의 전사가 전사억제자인 Fur를 통해 철에 의해 억제

됨을 분명하게 나타내 주며, 유전자 vvhA의 전사조절부위에 존재하는 Fur-

결합부위가 염기서열로써 뿐만 아니라 기능적으로도 Fur-결합부위로서 작용

하고 있음을 나타내 준다. 또한 전사억제자인 Fur는 유전자 vvhA의 전사를 

완전히 억제할 수는 없고 오직 전사를 양적으로 조절하는 역할만을 담당하
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고 있음을 알 수 있다. 그러나 electrophoretic mobility shift assay 또는 

DNA footprinting과 같은 실험을 통해 전사억제자인 Fur와 Fur-결합부위의 

직접적인 결합을 확인할 필요가 있다. 

이에 반해, 용혈소/세포용해소의 세포외 분비는 오히려 철에 의해 농도 

의존적으로 촉진되었고 또한 유전자 fur를 돌연변이 시킴으로써 촉진되었다

(Figures 5, 6 와 8). 게다가 철이 결핍된 배지에서 억제되었던 용혈소/세포

용해소의 세포외 분비는 배양 중간에 첨가된 철에 반응하여 다시 회복되었

다(Figure 7). 이러한 결과는 철이 전사억제자인 Fur를 통해 유전자 vvhA의 

전사를 억제하는 것과는 반대로 다른 기전을 통해 용혈소/세포용해소의 세

포외 분비를 촉진한다는 것을 나타내 준다. 따라서 "유전자 vvhA의 전사조

절부위에 Fur-결합부위가 존재함에도 불구하고 왜 철이 결핍된 배지에서 보

다 철이 풍부한 배지에서 용혈소/세포용해소가 더 풍부하게 생산될까?"라는 

모순에 대해서는 본 연구결과를 근거로 다음과 같이 설명할 수 있다. (가) 

유전자 vvhA의 전사는 전사조절억제자인 Fur를 통해 철에 의해 일부 억제

될지라도 완전히 억제되지 않기 때문에 철이 풍부한 배지에서도 상당한 수

준으로 여전히 발현되고 있다. (나) 용혈소/세포용해소의 세포외 분비는 철

에 의해 촉진된다.  

본 연구에서 얻어진 흥미로운 결과 중 한 가지는 유전자 vvhA의 전사

가 유전자 fur를 돌연변이 시켰음에도 불구하고 여전히 철에 의해 농도 의

존적으로 억제되었다(Figure 8). 이러한 결과는 철이 Fur 이외의 아직 밝혀

지지 않은 다른 전사조절기전을 통해 유전자 vvhA의 전사를 조절하고 있음

을 나타낸다. 유전자 vvhA의 전사 또는 용혈소/세포용해소의 세포외 생산은 

전술한 바와 같이 탄수화물의 농도에 반응하여 유전자의 발현을 조절하는 

cAMP-CRP 복합체 [Bang et al., 1999; Choi et al., 2002; Choi et al., 

2006], 온도와 염분농도에 반응하여 유전자의 발현을 조절하는 ToxRS 신호
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전달체계 (signal transduction system) [Lee et al., 2000], 세균의 밀도에 반

응하여 유전자의 발현을 조절하는 LuxS-quorum sensing system [Kim et 

al., 2003] 등 여러 가지 다양한 전사조절인자들에 조절되는 것으로 알려져 

있다. 이와 같은 전사조절인자들 중에서, 오직 세균세포의 밀도에 반응하는 

LuxS-quorum sensing system만이 유전자 vvhA의 전사를 억제하는 것으로 

알려져 있다. 본 연구 결과에서 확인할 수 있듯이 철은 패혈증 비브리오균

의 증식을 촉진한다(Figure 5). 이러한 결과에 기초하여 판단할 때 철은 균

증식을 촉진하여 세균의 밀도를 증가시킴과 더불어 세균의 밀도에 반응하는 

LuxS-quorum sensing system의 활성을 증가시킬 수 있으며 이와 같이 활성

이 증가된 LuxS-quorum sensing system에 의해 유전자 vvhA의 전사가 억

제되었을 가능성이 있다. 그러나 아직까지 LuxS-quorum sensing system과 

철농도 사이에 관련성은 알려지지 않고 있다. 따라서 철농도에 반응하여 유

전자 vvhA의 전사를 억제할 수 있는 전자억제인자들을 찾기 위한 계속적인 

연구가 필요하다.  

많은 그람음성 세균에서 제 II 형 단백질 분비체계가 발견되었고 이 분

비체계는 또한 제 IV 형 섬모 생합성과 밀접하게 관련되어 있다. 제 II 형 

단백질 분비체계를 통해 분비되는 세포외 단백들은 전형적으로 양하전을 띠

고 있는 leader peptide를 가진 형태로 합성된다. 이 leader peptide는 세포

막에 단백질을 고정하는 닻(anchor)과 같은 역할을 하며 단백질이 세포외로 

분비되기 전에 반드시 제 IV 형 leader peptidase로 불리는 단백질 분해효소

에 의해 분해되어야 한다 [Nunn, 1999]. 제 IV 형 성모 생합성과 연관된 제 

II 형 단백질 분비체계가 패혈증 비브리오균에서도 존재함이 확인되었고 이 

체계에 관여하는 제 IV 형 leader peptidase는 PilD로 명명되었다[Paranjpye 

et al., 1998]. 패혈증 비브리오균에서 유전자 pilD를 돌연변이 시킴으로써 

용혈소/세포용해소를 비롯한 몇 가지 세포외 단백들이 세포외로 분비되지 
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않으며 동시에 섬모를 합성하지 못해 마우스를 죽이는 능력 또한 저하된다

고 알려져 있다.  

 본 연구결과에 따르면, 용혈소/세포용해소의 세포외 분비는 철에 의해 

농도 의존적으로 촉진되었다(Figure 5, 6 와 7). 또한  유전자 pilD를 돌연변

이 시킨 경우에는 용혈소/세포용해소의 세포외 분비가 지연되었고 철을 첨

가한 경우에도 촉진되지 않았다(Figure 9). 이에 반해, 야생형 유전자 pilD를 

보완하여 준 경우, 용혈소/세포용해소의 세포외 분비는 야생형 MO6-24/O 

균주 수준으로 회복되었다. 게다가 유전자 pilD의 전사가 철에 의해 농도 의

존적으로 촉진되었으며 유전자 fur를 돌연변이 시킴으로써 촉진되었다

(Figure 10 와 12). 또한 유전자 pilD의 전사조절부위에 Fur-결합부위가 존재

하였다(Figure 11). 따라서 이러한 결과들은 용혈소/세포용해소의 세포외 분

비가 제 II 형 단백질 분비체계를 통해 분비되고 이 단백질 분비체계의 활성

이 철에 의해 농도 의존적으로 증가함으로써 용혈소/세포용해소의 세포외 

분비를 촉진하는 것으로 생각된다.  

전술한 바와 같이  제 IV 형 섬모 생합성과 제 II 형 단백질 분비체계가 

밀접하게 연관되어 있기 때문에 위의 결과들은 섬모의 생합성 또한 철농도

에 의해 조절됨을 시사한다. 섬모를 구성하는 단백 즉 pilin은 leader peptide

를 가진 prepillin 형태로 생합성 된다. 이러한 prepillin의 leader peptide는 

세포외로 분비되기 전에 분해되어야 한다. 이 leader peptide를 분해하는 효

소가 leader peptidase 즉, PilD이다. 그러나 본 연구에서는 철과 섬모의 생

합성의 관계를 직접적으로 관찰하지는 않았다. 또한 아직까지 철과 섬모의 

생합성의 관계를 밝힌 연구보고도 없다. 따라서 이에 대한 계속적인 연구가 

필요하다. 또한 본 연구결과에 따르면 유전자 pilD의 전사조절부위에 Fur-결

합부위가 존재하였고 유전자 pilD의 전사가 유전자 fur를 돌연변이 시킴으로

써 증가되었다(Figure 11 & 12). 그럼에도 불구하고 유전자 pilD의 전사는 
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철에 의해 농도 의존적으로 촉진되었다(Figure 10). 이러한 결과는 유전자 

pilD가 철에 의해 전사가 촉진되기는 하나 철과 반응하는 전사억제자인 Fur

에 의해서는 전사가 억제되는 유전자 발현의 새로운 모형이 될 수 있음을 

나타낸다. 따라서 이에 대한 계속적인 연구가 필요하다. 

패혈증 비브리오균에 대한 생쥐의 감수성은 철에 의해 증가한다. 따라

서 철을 과부하 시킨 생쥐는 패혈증 비브리오균에 대한 동물실험 모델로 널

리 사용되어 왔다. 이와 같이 패혈증 비브리오균에 대한 생쥐의 감수성이 

철에 의해 증가되는 이유를 본 연구결과에 의해 부분적으로 설명이 가능하

여 졌다. 철은 패혈증 비브리오균의 증식을 촉진함과 동시에 용혈소/세포용

해소의 세포외 분비를 촉진함으로써 패혈증 비브리오균의 독력을 증가시켰

다. 또한 철은 용혈소/세포용해소외에 다른 독력인자의 생산도 증가시키는 

것으로 보고되고 있다. 패혈증 비브리오균의 독력인자인자 중 하나인 단백

분해효소의 생산도 철에 의해 증가됨이 확인되었다[Shin et al., 2005; Kim 

et al., 2006; Kawase et al., 2004]. 이러한 현상은 혈청 및 복수 등 사람 

체외실험체계(human ex vivo experimental systems)를 통해 확인되었고 생

쥐의 체내에서도 일어나리라고 생각된다. 따라서 철을 과부하 시킨 생쥐가 

패혈증 비브리오균에 민감한 이유는 철이 패혈증 비브리오균의 증식을 촉진

함과 동시에 용혈소/세포용해소와 단백분해효소 등 패혈증 비브리오균의 독

력인자들의 생산을 촉진하기 때문으로 생각된다. 

용혈소/세포용해소는 실험용 생쥐를 죽일 수 있는 결정적인 독력인자는 

아닐지라도 패혈증 비브리오균의 감염증에서 관찰되는 여러 가지 다양한 병

태생리학적인 변화를 초래하는 독력인자로 여전히 그 중요성이 강조되어 왔

다. 정제된 용혈소/세포용해소는 패혈증 비브리오균이 생산하는 외독소 중 

가장 강력한 외독소로 알려져 왔으며 적은 양만으로도 실험용 생쥐를 죽일 

수 있으며 더욱 적은 양으로 적혈구를 용혈 시키고 여러 가지 세포들을 파
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괴할 수 있다[Gray & Kreger, 1985 & 1987; Rhee et al., 1994; Lee et al., 

2004]. 실험용 생쥐에 국소적 또는 전신적으로 주사된 용혈소/세포용해소는 

살아있는 패혈증 비브리오균을 주사하였을 때와 같은 패혈증의 전형적인 임

상적 또는 병리학적인 변화들을 유발한다[Gray & Kreger, 1987; Rhee et 

al., 1994; Park et al., 1996]. 또한 용혈소/세포용해소는 사람의 체액 즉, 혈

청이나 복수에서 적은 양으로 생산되거나 쉽게 불활성화 되기는 하나 분명

하게 생산된다[Lee et al., 2004; Choi et al., 2005]. 용혈소/세포용해소는 아

주 적은 양으로 혈관내피세포에 작용하여 혈관을 확장시키며[Lee et al., 

2004; Kook et al., 1996], TNF-α, IL-1, IL-6 등을 비롯한 향염증성 사이토카

인들의 분비를 촉진시키며[Park et al., 1996 & 1998], 혈관내피세포에 작용

하여 과산화물의 생성을 증가시켜 세포고사를 유발한다[Kwon et al., 2001]. 

더군다나, 용혈소/세포용해소를 생산하지 못하는 돌연변이 균주를 생쥐의 위

장관에 투여하였을 때에는 약간의 울혈 이외에 별다른 변화를 보이지 않으

나 용혈소/세포용해소를 생산하는 야생형 균주를 투여하였을 때에는 점막 

및 점막하 울혈, 융모의 소실, 상피세포의 탈락 등 심함 괴사성 장염을 일으

킨다[Fan et al, 2000]. 이러한 정제된 용혈소/세포용해소의 다양한 활성에도 

불구하고 용혈소/세포용해소를 생산하지 못하는 돌연변이 균주와 야생형 균

주 사이에 생쥐를 죽일 수 있는 능력에 차이가 없다는 보고가 있은 후 용혈

소/세포용해소의 병인론적 역할에 대한 많은 의심들이 있어 왔다[Fan et al., 

2001; Wright & Morris, 1991]. 따라서 아직 밝혀지지 않은 VvhA의 병인론

적 역할을 밝히기 위해서는 기존의 연구방법이나 개념을 뛰어넘은 새로운 

패러다임이 필요하다고 생각된다. 

본 연구를 통해 밝혀진 사실 즉, 용혈소/세포용해소의 세포외 분비가 철

에 의해 촉진된다는 사실은 패혈증 비브리오균 감염증의 진행과정에서 용혈

소/세포용해소에 의해 초래되는 병태생리학적인 변화가 점점 악화되는 악성 
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순환 고리(vicious cycle)를 형성할 수 있음을 시사한다. 패혈증 비브리오균

은 혈청 또는 조직 내 철농도가 높아진 환자들 잘 감염시킨다[Brennt et al., 

1991; Bullen et al., 1991; Hor et al., 2000; Wright et al., 1981; Hor et al., 

1999; Aso et al., 2002]. 일단 사람 체내로 들어온 패혈증 비브리오균은 비

록 적은 양이지만 용혈소/세포용해소를 생산하여 적혈구를 비롯한 여러 가

지 세포를 파괴하고 헤모글로빈을 비롯한 세포내 철을 유리시킬 수 있다

[Lee et al., 2004; Choi et al., 2005]. 또한 용혈소/세포용해소는 TNF-α와 

같은 향염증성 매개물질들의 생산을 촉진함으로써 세포를 파괴하고 세포내 

철을 유리시킬 수도 있으며[Park et al., 1996 & 1998] 과산화물의 생성을 

촉진함으로써 세포를 죽일 수 있으며 궁극적으로 세포내 철을 유리시킬 수

도 있다[Kwon et al., 2001]. 본 연구결과에 의하면, 철은 용혈소/세포용해소

의 세포외 생산 또는 분비를 촉진한다. 따라서 철에 의해 생성이 증가된 용

혈소/세포용해소는 더욱 더 많은 세포를 파괴하고 세포내 철을 유리시켜 혈

청 또는 조직 내 철농도를 급격하게 상승시킬 수 있다. 이렇게 증가된 혈청 

또는 조직 내 철은 패혈증 비브리오균의 증식을 더욱 촉진하고 용혈소/세포

용해소의 세포외 분비를 더욱 촉진할 수 있다. 이러한 악성 순환은 패혈증 

비브리오균 감염증에서 병태생리학적인 변화를 점점 더 악화시킬 수 있다. 

따라서 이러한 악성 순환 고리의 형성은 다른 세균에 의한 감염증 보다 패

혈증 비브리오균에 의한 감염증의 진행이 매우 빠르고 전격적이며 치명적인 

진행을 보이는 이유가 될 수 있다(Figure 13). 더욱이 이와 같은 악성 순한 

고리 형성은 다음의 두 가지 이유에서 더욱 가속화될 수 있다. (가) 패혈증 

비브리오균은 다양한 철흡수기전을 가지고 있음에도 불구하고 증식을 위해 

높은 농도의 가용철(available iron)을 필요로 하는 호철성 세균(ferrophilic 

bacterium)이다. (나) 패혈증 비브리오균은 혈청을 비롯한 세포외액에 주로 

존재하는 트렌스페린에 결합된 철보다는 헤모글로빈을 비롯한 세포 내에서 
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유리된 철이나 기타 트렌스페린에 결합되지 않은 철을 더 쉽게 이용할 수 

있다[in press]. 

일반적으로 단백질의 생합성은 해당 유전자의 전사조절을 통해 조절된

다. 즉, 생성된 단백질의 양은 그 단백질을 암호화하는 유전자의 전사수준을 

반영한다. 이러한 일반적 개념은 패혈증 비브리오균의 단백질 생합성에서도 

적용된다. 그러나 본 연구에서 관찰된 용혈소/세포용해소의 생산은 이러한 

일반적 개념을 벗어나 있다. 또한 철이 용혈소/세포용해소의 생산을 촉진한

다는 사실 또한 매우 예외적이다. 왜냐하면 다른 비브리오 속 세균들에서 

생산되는 용혈소들은 모두 다 철에 의해 생산이 억제된다[Wong & Lee, 

1994; Stoebner & Payne, 1988; Dai et al., 1992]. 콜레라균의 용혈소(HlyA)

의 경우 해당 유전자(hlyA)의 염기서열은 패혈증 비브리오균의 용혈소/세포

용해소를 암호화하는 유전자 vvhA의 염기서열과 상당히 높은 상동성을 보

임에도 불구하고 HlyA의 생성은 철에 의해 억제된다[Yamamoto et al., 

1990]. 장염비브리오균의 용혈소(thermostable direct hemolysin) 생산도 철

농도에 의해 억제된다[Wong et al., 1994; Dai et al., 1992].
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Figure 13. Theoretical vicious cycle formation of VvhA production by iron.
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결  결  결  결  론론론론

본 연구를 통하여 철농도에 따른 패혈증 비브리오균의 용혈소/세포용해

소 생산은 유전자의 전사단계와 단백질의 세포외 분비 단계에서 다르게 조

절됨을 알 수 있었다. 유전자 vvhA의 전사는 전사억제자인 Fur와 아직 밝혀

지지 않은 전사억제기전을 통해 철에 의해 억제되는 반면 용혈소/세포용해

소의 세포외 분비는 PilD-매개성 제 II 형 단백질 분비체계를 통해 철에 의

해 촉진되었다. 이와 같은 철과 용혈소/세포용해소의 세포외 생산의 관계는 

패혈증 비브리오균 감염증에서 관찰되는 여러 가지 병태생리학적인 변화를 

더욱 악화시키는 악성 순환 고리가 형성할 수 있음을 나타낸다.   
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한글초록한글초록한글초록한글초록

철에 철에 철에 철에 의한 의한 의한 의한 패혈증 패혈증 패혈증 패혈증 비브리오균 비브리오균 비브리오균 비브리오균 용혈소용혈소용혈소용혈소/세포용해소 세포용해소 세포용해소 세포용해소 

생산의 생산의 생산의 생산의 조절조절조절조절

이  이  이  이  준  준  준  준  영영영영

(지도교수지도교수지도교수지도교수: 류  류  류  류  재  재  재  재  원원원원)

조선대학교 조선대학교 조선대학교 조선대학교 대학원 대학원 대학원 대학원 의학과의학과의학과의학과

패혈증 비브리오균은 호염성 그람음성 세균으로써 바닷물 주로 강하구

에 서식하며 감수성이 있는 환자들에게 괴사성 근막염을 비롯한 치명적인 

패혈증을 유발하는 기회감염세균이다. 혈청 또는 조직내 철농도의 상승은 

비브리오 패혈증을 유발하는 가장 유력한 숙주인자로 알려져 있다. 용혈소/ 

세포용해소(VvhA)는 패혈증 비브리오균이 생산하는 가장 강력한 외독소이며 

다양한 생물학적 활성을 나타낸다. 그러나, 용혈소/세포용해소를 암호화하는 

유전자(vvhA)의 조절부위에는 철농도에 따라 유전자의 발현을 조절하는 전

사억제자인 Fur와 결합할 수 있는 염기서열을 가지고 있음에도 불구하고 용

혈소/세포용해소는 철이 낮은 경우보다 철이 높은 경우에 더 많이 생산된다. 

본 연구에서는 철에 의한 vvhA 유전자발현과 용혈소/세포용해소 세포외 생

산 사이에 존재하는 이러한 모순점을 확인하고 그 기전을 밝히고자 하였다. 

vvhA 유전자의 발현은 철에 의해 용량 의존적으로 억제되었고 전사억제자

인 Fur를 암호화하는 유전자를 돌연변이시킴으로써 억제가 해제되었다. 이

에 반해, 용혈소/세포용해소 세포외 생산은 철에 의해 용량 의존적으로 촉진

되었다. 또한 전사억제자인 Fur를 암호화하는 유전자를 돌연변이 시켰을 때 

용혈소/세포용해소의 세포외 생산은 촉진되었다. 용혈소/세포용해소 세포외 

생산은 제 II 형 단백질 분비체계의 구성요소 중 하나인 제 IV 형 leader 
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peptidase/N-methyltransferase (PilD) 효소를 암호화하는 유전자(pilD)를 돌연

변이 시켰을 때 감소되었다. 또한 pilD 유전자를 플라스미드를 통해 다시 복

원하였을 때 용혈소/세포용해소 세포외 생산은 회복되었다. pilD 유전자의 

발현은 철에 의해 용량 의존적으로 촉진되었으며 전사억제자인 Fur를 암호

화하는 유전자를 돌연변이 시켰을 때 pilD 유전자의 발현은 촉진되었다. 이

러한 결과는 철이 전사억제자인 Fur를 통해 vvhA 유전자의 발현은 억제하

나 제 II 형 단백질 분비체계의 활성화를 통해 용혈소/세포용해소 세포외 생

산은 촉진함을 나타낸다. 따라서 상승된 혈청 또는 조직 내 철농도는 궁극

적으로 용혈소 또는 세포용해소의 생산을 촉진함으로써 비브리오 패혈증의 

병태생리학적인 변화를 악화시킬 수 있다.

---------------------------------------------------------------------------------------------------------

핵심어: 패혈증 비브리오균, 용혈소/세포용해소, 철, Fur, 제 II 형 단백질 분

비체계
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   항상 항상 항상 항상 지금까지 지금까지 지금까지 지금까지 해왔던 해왔던 해왔던 해왔던 것처럼 것처럼 것처럼 것처럼 주위에 주위에 주위에 주위에 모든 모든 모든 모든 분들 분들 분들 분들 실망시키지 실망시키지 실망시키지 실망시키지 않고 않고 않고 않고 후회 후회 후회 후회 

없는 없는 없는 없는 삶을 삶을 삶을 삶을 살도록 살도록 살도록 살도록 하루 하루 하루 하루 하루 하루 하루 하루 노력하는 노력하는 노력하는 노력하는 사람이 사람이 사람이 사람이 되겠습니다되겠습니다되겠습니다되겠습니다. 감사합니다감사합니다감사합니다감사합니다. 

2006년 년 년 년 12월월월월

이준영 이준영 이준영 이준영 올림올림올림올림
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저저저작작작물물물 이이이용용용 허허허락락락서서서
학 과 의학과 학 번 20057460 과 정 박사
성 명 한글:이 준 영 한문:李 浚 瑛 영문 :Lee,Jun-Young
주 소 광주 북구 용봉동 쌍용아파트 106동 1104호
연락처 062-220-3147

논문제목

한글 :철에 철에 철에 철에 의한 의한 의한 의한 패혈증 패혈증 패혈증 패혈증 비브리오균 비브리오균 비브리오균 비브리오균 용혈소용혈소용혈소용혈소/세포용해소 세포용해소 세포용해소 세포용해소 생산의 생산의 생산의 생산의 

       조절조절조절조절

영어 :Regulation of Vibrio vulnificus Hemolysin/Cytolysin 

       Production by Iron

  본인이 저작한 위의 저작물에 대하여 다음과 같은 조건아래 조선대학교가
저작물을 이용할 수 있도록 허락하고 동의합니다.

-다 음 -
1.저작물의 DB구축 및 인터넷을 포함한 정보통신망에의 공개를 위한
저작물의 복제,기억장치에의 저장,전송 등을 허락함
2.위의 목적을 위하여 필요한 범위 내에서의 편집ㆍ형식상의 변경을 허락함.
다만,저작물의 내용변경은 금지함.
3.배포ㆍ전송된 저작물의 영리적 목적을 위한 복제,저장,전송 등은 금지함.
4.저작물에 대한 이용기간은 5년으로 하고,기간종료 3개월 이내에 별도의
의사 표시가 없을 경우에는 저작물의 이용기간을 계속 연장함.
5.해당 저작물의 저작권을 타인에게 양도하거나 또는 출판을 허락을 하였을
경우에는 1개월 이내에 대학에 이를 통보함.
6.조선대학교는 저작물의 이용허락 이후 해당 저작물로 인하여 발생하는
타인에 의한 권리 침해에 대하여 일체의 법적 책임을 지지 않음
7.소속대학의 협정기관에 저작물의 제공 및 인터넷 등 정보통신망을 이용한
저작물의 전송ㆍ출력을 허락함.

동동동의의의여여여부부부 :::동동동의의의((( ooo ))) 반반반대대대((( )))

222000000777년년년 222월월월 일일일

저저저작작작자자자::: 이이이 준준준 영영영 (((서서서명명명 또또또는는는 인인인)))

조조조선선선대대대학학학교교교 총총총장장장 귀귀귀하하하
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