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Mycobacterium tuberculosis likely reside within a granuloma as a dormant state. An area of necrosis forms at the 
center of lung granulomas. Within this area, the bacteria are deprived of nutrients and exposed to harsh conditions, 
including low pH and anoxia. The response of M. tuberculosis to low pH and low oxygen conditions was investigated 
in both cellular and extracellular proteins by two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis analysis and MALDI-
TOF. Several proteins intensively expressed under low pH and/or hypoxic conditions were found. In the culture filtrate, 
PhoS1 (Rv0934) and ScoB (Rv2503c) were found in significant amounts under both the low oxygen and acidic stress 
conditions. These results indeed extend our understanding of acidic response as well as hypoxic in M. tuberculosis and 
provide an important insight into physiology of the latent bacilli. 
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서  론 

 
결핵 (tuberculosis, TB)은 전 세계적으로 매년 8백여만 명

의 신환자와 2백여만 명의 사망자를 발생시키는 심각한 만
성 감염 질환으로, 원인체는 큰포식세포 (macrophage) 내에

서 생존할 수 있는 결핵균 (Mycobacterium tuberculosis)이다 
(12). 전 세계 인구의 1/3은 뚜렷한 임상 증상 없이 결핵균에 
잠복 감염되어 있다 (12). 이들 중 평생 동안 5~10%는 활동

성 결핵으로 재활성화가 되며, 잠복 결핵 감염자가 AIDS 환

자인 경우 매년 10%에서 활동성 결핵이 발병한다 (29). 감염

자의 대다수에서 결핵 균체는 면역 반응에 의해 형성된 육아

종 (granuloma) 내에 존재하며 결국 잠복 상태로 오랫동안 
생존하게 된다 (17). 그러나 육아종의 안쪽은 산도가 낮고 산
소 공급이 원활하지 못한 부위이다 (15,22,28). 따라서 큰포

식세포와 육아종과 같은 적대적인 환경에서 결핵균이 생존

하기 위한 일련의 반응들이 일어날 것으로 생각되나 잠복 
감염 유도와 관련된 기전은 잘 알려져 있지 않다. 

결핵균의 잠복 상태 (dormant or latent state)란 감염이 성립

된 후 병원균을 처리하려는 면역 반응이 일어났을 때 결핵균

이 스스로 무활동 상태로 들어간 상태이다. 또한 이 상태는 
병을 전염시키지 않으며, 건강에 위협을 주지 않는 특징을 
갖는다. 잠복기 상태의 결핵균은 PPD (purified protein deri- 
vative) 접종을 이용한 투베르쿨린 피부 반응 검사 (tuberculin 
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skin test)와 old TB의 상처라고 지적되는 흉부 방사선 사진 
등을 통해 양성 반응을 나타내지만 임상적인 질병이 나타나

지는 않는다 (20,24). 
폐에 결핵균이 감염되는 경우 균을 탐식한 큰포식세포와 

T 림프구의 지속적인 면역 반응에 의해 육아종 (granuloma)
을 형성하게 된다. 육아종 내의 산소와 영양분의 결핍은 결
핵균으로 하여금 정지기 (stationary phase)에 들어가게 하고 
non-replicating persistent (NRP) 상태로 변형시킨다 (36). 

결핵균의 잠복기 상태 유지는 생존에 유해한 환경에서 살
아남기 위한 방법으로 알려져 있다 (5,13). 낮은 산소 분압은 
결핵균의 잠복기를 유도하게 되고 저산소 상태에 적응하면 
오랜 기간 동안 생존하게 된다 (11,19,24,27). 이러한 잠복기 
형태는 결핵균이 항결핵제에 내성을 갖게 하는 요인이 되며 
(3,5,10,16), 오랜 기간 동안 화학요법과 항결핵제 치료에도 
불구하고 결핵균의 잠복 감염을 가능하게 한다 (36,37). 만약 
숙주의 면역 반응 체계가 불균형을 이루게 되면, 잠복 감염

되어 있던 결핵균이 재활성화 된다. 따라서 큰포식세포 내에

서 결핵균이 생존하기 위해 필요한 내성 능력을 갖는데 관련

하는 생리 현상을 연구하는 것이 잠복 결핵 치료 연구에 필
수적이다. 

잠복 감염 in vitro 모델은 주로 산소 (36) 또는 영양 공급 
(3)이 제한된 상태에서 결핵균을 배양하는 방법을 사용하였

고 이와 관련된 여러 유전자와 단백질이 보고되었다. 이들 
중 가장 대표적인 단백질은 16 kDa 단백질인 α-crystallin이다. 
결핵균을 짧은 기간 동안 pH 5.5에 노출하여 유도되는 유전

자를 microarray로 분석한 보고 (14)는 있으나 산성의 조건과 
잠복 상태 유도와의 관련된 연구는 보고된 바가 없다. 

활성화된 큰포식세포는 균을 포함하는 포식소체 (phago- 
some)의 산도를 5.0 이하로 산성화시켜, 용해소체와의 융합 
후에 결핵균 용균 작용에 필요한 효소의 활성을 최적화 시킨

다 (15,23). 포식세포 내에서 결핵균이 살아있을 경우 pH 6.1 
-pH 6.5 정도를 유지시키지만, 결핵균이 죽었을 경우 탐식

세포의 산성화를 막지 못해 pH 5.5 이하로 떨어지게 된다 
(23,32). 결핵균이 탐식되어 있는 상태에서 큰포식세포는 계
속적인 산성화를 유도하게 되고 결핵균은 이에 저항하여 살
아남게 된다 (32). 낮은 산도 조건이 혐기성 조건이나 영양분 
고갈과 같이 매우 심각한 스트레스 요인 임에도 불구하고, 
산성 조건에서 결핵균의 성장에 관여하는 특정한 단백질에 
대하여 알려진 바가 거의 없다. 

본 연구는 결핵균의 잠복 감염이 유도되는 환경이 육아종 
내의 저산소와 낮은 산도이고 또한 큰포식세포의 포식소체 
내의 산도도 약산성인 것을 착안하여, 산도를 pH 6.0으로 낮
춘 Sauton 배지와 저산소 분압에서 결핵균을 20일간 배양하

여 발현이 증가되는 단백질을 동정하였다. 동정된 단백질 중 

38 kDa 항원인 PhoS1 단백질이 두 가지 스트레스가 동시에 
주어지는 경우 배양액 내에서 발현이 유의하게 증가되었다. 

 
재료 및 방법 

1. 결핵균의 배양과 배양액 준비 

M. tuberculosis H37Rv (ATCC 27294)를 Sauton 배지 (pH 
7.2)에서 37℃, 6~8주 정치 배양한 후 배양액을 여과지로 걸
러 균체를 수집한 후 새로운 변형된 Sauton 배지에 옮겨서 
재배양하였다 (Table 1). 변형된 Sauton 배지는 pH 6.0, pH 
7.2 배지와 배지 성분 중 2.1 mM MgSO4를 첨가한 배지와 
MgSO4를 대신하여 28 mM K2SO4를 넣은 배지를 포함하여 
4가지 조건의 배지를 사용하였다. 각각을 대기압 (O2 20%)과 
낮은 산소 분압 (O2 13%, 5% CO2) 및 혐기성 조건 (O2 0%)
에서 20~40일까지 정치 배양하였다. 대기압 조건은 500 ml 
삼각 플라스크에 200 ml Sauton 배지를 넣은 후 균을 접종하

여 항온실에서 배양하였고, 낮은 산소 분압 조건은 대기압 
조건과 같은 형태로 항온기 (Forma Scientific, Inc.) 내에서 
질소 가스로 산소 분압을 조절하여 배양하였다. 혐기성 조건

은 anaerobic jar (Oxoid) 내에 0.2 µm filter cap이 있는 T-25, 
T-75 flask (Falcon) 안에 배양액을 각각 30 ml, 100 ml 넣은 
후, anaerogen pack (Oxoid)과 anaerobic indicator (Oxoid)를 각
각 1개씩 넣고 뚜껑을 밀폐시킨 후 37℃ 항온기 내에서 배양

하였다. 혐기성 조건 확인은 anaerobic indicator의 색이 흰색

으로 변화하는 것을 이용해 판단하였다. 배양 기간이 완료되

면 배양액을 1.2 µm membrane filter (Millipore Type RA)로 1
차 여과한 후 0.2 µm membrane filter (Millipore Type GS)로 2

Table 1. Culture condition and composition of Sauton media 

No. pH Sauton media Culture condition

1 6.0 Sautona) 20% O2 

2 7.2 Sautona) 20% O2 

3 6.0 Modifiedb) 20% O2 

4 7.2 Modifiedb) 20% O2 

5 6.0 Sautona)  0% O2 

6 7.2 Sautona)  0% O2 

7 6.0 Modifiedb) 0% or 13%* O2 

8 7.2 Modifiedb)  0% O2 
a) Sauton media: 4.0 g L-asparagine, 2.0 g citric acid, 0.5 g K2HPO4, 

0.5 g MgSO4, 0.05 g ferric ammonium citrate, 60 ml glycerol to 
1L DDW. Adjust pH to 7.3 with ammonia. 

b) Modified Sauton media: Sauton media has replaced 0.5 g MgSO4
by 4.9 g K2SO4. Adjust pH to 6.0 with HCl. 

* Modified Sauton media used for 13% O2 culture condition 
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차 여과 멸균하였다. YM10 membrane filter (Millipore, Amicon)
를 이용해 ultrafiltration으로 20 ml 이하로 농축하였고 Viva- 
spin 4 (10 kDa, vivascience)를 이용하여 최종 농축액이 5 ml 
이하가 되도록 농축하였다. 최종적으로 100,000 rpm 10℃ 3
시간 동안 초원심 분리한 후 상층액을 얻어서 소량씩 분주

하여 -70℃ 냉동고에 보관하였다. 

2. 균체 항원 준비 

상기 배양 조건에서 수집된 균체를 phosphate-buffered 
saline (PBS, pH 7.2)으로 2회 세척한 후 PBS로 재부유하여 
sonication (20%, 4℃, 20 min 동안 5초/5초 pause, Sonics, vibra 
cell)하였다. Sonication 후 urea (9 M), DTT (70 mM)와 Triton 
X-100 (2%)를 첨가하였다. 시료를 30분 동안 상온에 방치하

면서 때때로 섞어준 후 50,000 rpm에서 30분간 원심 분리하

여 상층액을 얻어 최종적으로는 100,000 rpm으로 3시간 초
원심 분리하여 추출액을 -70℃에 보관하였다. 

3. 단백질의 농도 측정 

단백질 농도는 bovine serum albumin을 표준으로 하여 
Micro BCA protein assay reagent kit (Pierce, Rockford, IL, USA) 
및 protein assay dye reagent (Bio-Rad)를 이용하여 Bradford 
method (OD=580 nm)로 측정하였다. 

4. 2-차원 전기영동 (2-Dimensional Electrophoresis; 

2-DE) 

Rehydration buffer [8.8 M urea, 3% CHAPS, 80 mM DTT (1.4 
M stock), 0.001% bromophenol blue (0.1% stock)]에 각 조건의 
시료를 260~300 µg이 되도록 첨가하였다. IPG strip의 종류

에 따라서 각각 pH 3-10, pH 3.9-5.1, pH 4.7-5.9의 ampholyte 
(Biolyte, Bio-Rad)를 최종 농도 0.2%가 되도록 첨가하여 최
종 시료 접종 양을 140~250 µl가 되게 하였다. pH 4-7, pH 
3.9-5.1, pH 4.7-5.9 IPG strip 7 cm (Bio-Rad, USA)을 사용하여 
PROTEAN IEF Cell (Bio-Rad)상에서 isoelectric focusing (IEF)
을 실시하였다. IEF는 12~16시간 동안 rehydration한 후 시료

의 염 (salt) 및 불순물을 제거하기 위해서 3차 증류수로 미
리 적신 electrode wick을 전극선 (electrode) 위에 올려놓고 
strip을 얹은 후 미네랄 오일로 덮어주고 250 V, 30분 동안 
과잉의 염을 제거하였다. 시료의 염 제거 후 2시간 동안 250 
V로부터 4000 V까지 올려주고 4000 V로 5시간 (20,000 Vh) 
동안 focusing하였다. Focusing이 끝난 후 단백질의 표류 방
지 및 over-focusing을 방지하기 위하여 500 V로 hold step을 
진행하였다. IEF가 종료된 후 IPG strip은 2차 SDS-PAGE전

까지 -70℃에 보관하였다. 
IPG strip을 실온에서 녹이고, 2차 SDS-PAGE를 위해 SDS

와 결합할 수 있도록 equilibration buffer I [6 M urea, 0.375 M 
Tris (pH 8.8), 2% SDS, 20% glycerol, 2% DTT (w/v)]에 넣고 
30분 동안 반응시켰다. 1차 반응이 끝난 후 equilibration buffer 
II [6 M urea, 0.375 M Tris (pH 8.8), 2% SDS, 20% glycerol, 2.5% 
iodoacetamide (w/v)]에 넣고 30분 동안 2차 반응시켰다. IPG 
strip을 SDS-PAGE 겔에 삽입할 때 양극 (anode) 쪽을 gel의 
왼쪽으로 넣고 그 위에 상층의 겔을 300 µl 부어 IPG strip을 
고정시켰다. SDS-PAGE의 acrylamide 농도는 하층은 12~ 

15%, 상층은 4.5%의 겔을 사용하였고, 전기영동 후 겔은 

Figure 1. Two-dimensional electrophoretic analysis of the cul-
ture filtrate (CF) of M. tuberculosis H37Rv grown under 20% (A),
13% (B), and 0% (C) oxygen conditions. The CF proteins were 
separated by isoelectric focusing (pH 4-7) in the first dimension 
and by SDS-PAGE (15% polyacrylamide gel) in the second di-
mension. The gels were stained with 0.25% Coomassie brilliant 
blue R250. 
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Coomassie brilliant blue R250 (Bio-Rad, USA)로 염색하였다. 

5. 단백질 동정 

2-차원 전기영동 후 Coomassie blue로 염색한 겔에서 유의

성 있는 단백질 spot의 동정은 연세대학교 Proteome Tech Inc. 
분석팀에 의뢰하여 MALDI-TOF으로 동정하였다. 

6. 결핵균 38 kDa 당지질 단백 (glycolipoprotein)의 분

리 정제 

결핵균 배양 농축액의 55~80% ammonium sulfate (ASF) 침

전 분획 (precipitation fraction)을 hydroxylapatite column에 가
한 후 1 mM PB buffer (pH 7.2)로 세척하였다. Column에 흡착

되지 않고 통과하는 분획을 모아 농축한 후 DEAE-Sephacel 
column에 가하였다. 1 mM PB (pH 6.8)로 충분히 세척한 후 
5 mM PB (pH 6.8)로 용출하여 정제하였다 (1). 

Figure 2. 2-DE analysis of the lysate of M. tuberculosis H37Rv
grown under 20% (A), 13% (B), and 0% (C) oxygen conditions.
The lysate proteins were separated by isoelectric focusing (pH 4-7) 
in the first dimension and by 15% SDS-PAGE in the second dimen
sion. The gels were stained with Coomassie brilliant blue R250. 

Figure 3. 2-DE analysis of the CF of M. tuberculosis H37Rv 
grown at different oxygen and pH conditions. The CF proteins 
were separated by isoelectric focusing (pH 4.7-5.9) in the first di-
mension and by SDS-PAGE (12% polyacryl-amide gel) in the 
second dimension. The second dimensional gels were stained with 
Coomassie brilliant blue R250. The bacteria were cultured with an 
oxygen supply of 20% (A), 13% (B), and 0% (C), respectively.
PhoS1 and ScoB are highly induced under low oxygen and low pH
conditions than other dormancy induced protein spots. The numbers
on the left indicate molecular mass markers and pI values at the 
bottom of the panel.
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7. Western blot 

SDS-PAGE에 의해 분리된 단백질을 Semi-dry transfer cell 
(Bio-Rad Trans-blot SD)을 이용하여 nitrocellulose membrane 
(0.45 µm, Bio-Rad)에 1시간 동안 20 V로 blotting한 후 5% 
skim milk가 들어있는 PBS로 2시간 동안 상온에서 blocking
하였다. 1차 항체로 rabbit anti-38 kDa polyclonal antibody (연
세의대 미생물학교실 조상래 교수님으로부터 분양 받음)를 
1,000배 희석하여 상온에서 1시간 반응시킨 후 PBS로 5~10
분씩 6회 세척하였다. 2차 항체로는 peroxidase가 표지된 anti-
rabbit IgG 항체를 5% skim milk in PBS로 2,000배 희석하여 
상온에서 1시간 반응시킨 후 PBS로 5~10분씩 6회 세척하

였다. 3% 4-chloro-1-naphthol in absolute ethanol 200 µl를 20 
mM Tris, 500 mM NaCl (pH 7.4) 20 ml에 첨가하고, 30% H2O2 
20 µl를 첨가한 용액으로 발색 반응 후에 3차 증류수로 세척

하였다. 
 

결  과 

1. 산소 분압과 배지의 산도에 따른 단백질 발현의 차이 

잠복 감염 유도와 관련된 결핵균 단백질을 동정하기 위해

서 낮은 산소 분압과 pH 6.0에서 균을 20일간 배양한 후 배
양액과 균체 추출액을 2-DE로 분석하였다 (Fig. 1과 2). 낮

은 산도 조건에서 Mg2+은 결핵균의 성장에 많은 양이 요구

되기 때문에 잠복 상태를 유지하기 위해 낮은 산도 조건에

서 MgSO4를 대신하여 K2SO4를 넣어준 배지를 사용하였다 
(7,25). 배양 조건은 pH 7.2 Sauton medium에서 20% 산소 분
압 조건에서 배양한 것 (Fig. 1A)과 Mg2+이 결여된 pH 6.0 
Sauton medium에서 13%의 산소 분압 조건 (Fig. 1B)과 0% 
산소 분압 조건 (Fig. 1C)으로 20일간 배양한 것으로 구분하였

다. 배양일은 조건 변화된 시점으로부터 40일까지 배양하였으

나 단백질 발현 양상이 20일 배양한 것과 큰 차이가 없었다 
(40일 배양한 배양액의 분석결과는 그림으로 제시하지 않음). 

본 연구에서는 낮은 산소 분압에서 강하게 발현되는 단백

질에 주로 관심을 갖고 관찰하였다. 대기압 (20% O2)에서 배
양된 배양액 보다 13% 또는 0% 산소 분압 조건에서 분자량

이 38 kDa인 PhoS1 단백질 spot이 강하게 발현되었다. 반면 
Ag85A와 Ag85C는 낮은 산소 분압 조건에서 발현이 감소하

는 경향을 나타내었다 (Fig. 1C). 균체 추출액과 배양액 간의 
2-DE에 의한 단백질 분리 양상은 뚜렷한 차이를 나타내었

다 (Fig. 2). 균체 추출액의 spot들을 상호 비교하였을 때 큰 
차이는 없었지만 분자량 56 kDa 위치에서 강하게 발현하는 
새로운 spot을 확인할 수 있었다 (Fig. 2B, 2C). 분자량 67 
kDa 부위에 heat-shock 단백질인 DnaK와 GroEL2 (Rv0440, 
60 kDa chaperonin 2)이 모든 조건에서 주요 spot으로 관찰되

었다. 특이하게도 낮은 산도와 저산소 분압 조건으로 배양된 
균체에서는 GroEL2가 두 개의 주요 spot으로 관찰되었다. 
잠복기 상태에서 발현이 증가되는 대표적인 단백질인 Hsp X 
(Rv2031c, 16 kDa α-crystallin small heat-shock 단백질) (26,40)
가 예상했던 것과 같이 산소 분압을 제한하고 산도를 낮춘 
조건에서 발현 정도가 증가되어 있음이 확인되었다 (Fig. 2B
와 2C). 따라서 본 연구의 배양 조건은 기존의 잠복 상태와 
유사한 환경을 유도하였음을 확인하였다. 

결핵균 배양액에서 발현이 강하게 증가되었던 38 kDa 위
치에 해당되는 spot들은 균체 추출액에서 관찰되지 않았다. 
이와 같은 결과는 배양액에서 증가된 분자량 38 kDa의 spot
들이 결핵균 용균에 기인하지 않음을 의미한다. 

좁은 영역의 pH 범위를 자세히 분석하기 위해서 pH 4.7 
-5.9 strip으로 IEF를 실시하여 분석하였다 (Fig. 3). 혐기성

과 낮은 산도 및 Mg2+를 제한한 조건에서 배양된 배양액을 
2-DE로 분리하여 대기압 조건과 비교하여 뚜렷한 차이를 보
이는 spot들을 선택하여 MALDI-TOF으로 동정하였다 (Fig. 
3과 Table 2). 그 결과 38 kDa 부위의 4개의 spot들은 PhoS1 
(PstS1)이었고 25 kDa 부위의 증가된 spot은 ScoB였다. 산

도 6.0과 산소 분압이 감소할수록 PhoS1 (Rv0934) spot들과 
ScoB (Rv2503c)의 발현이 증가하였고, 그 외에도 BfrB (Rv- 
3841c)와 FixA (Rv3029c), FixB (Rv3028c) 등이 증가되었다 
(Table 2). 

Table 2. M. tuberculosis H37Rv proteins significantly induced by low-oxygen condition and/or low pH on 2-DE 

Identified protein Gene Theoretical mass (kDa) pI value Putative protein function 

Rv0934 phoS1 38.4 5.1 protein antigen B, phosphate-binding protein

Rv2503c scoB 23.1 5.1 succinyl CoA:3-oxoacid CoA-transferase 

Rv3029 fixA 28.1 4.7 electron transfer flavoprotein β subunit 

Rv3028c fixB 31.7 4.7 electron transfer flavoprotein α subunit 

Rv3295  24.9 5.3 hypothetical protein Rv3295 

Rv3841 bfrB 18.3 4.2 bacterioferritin 
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2. Immunoblotting에 의한 38 kDa 단백질 발현 분석 

낮은 산소 분압과 pH 6.0에서 가장 강하게 발현되는 단백

질인 PhoS1 spot들에 대한 분석을 실시하였다. 일반적인 조
건의 Sauton medium에서 6주간 배양된 결핵균 배양액으로

부터 hydroxylapatite 및 DEAE-Sephacel chromatography를 이
용하여 native 38 kDa 당단백 항원을 정제하였다. 정제된 38 

kDa 당단백 50 µg을 2-DE로 분리하여 양상을 확인해 보았

다. pH 4.7에 가까운 위치에서 강한 spot이 관찰되고 pI 값이 
증가하는 형태로 나열된 작은 spot들이 세 개로 분리되어 나
타났다 (Fig 4A). 이 같은 분리 양상은 저산소 분압에서 배양

된 배양액의 PhoS1 spot과 분리 양상이 동일하였다. 
정상적인 조건과 pH 6.0의 혐기성 조건에서 배양된 배양액 

(260 µg/strip)을 2-DE로 분리한 후 rabbit anti-38 kDa 다가 
항체를 이용하여 immunoblotting을 실시하였다. 혐기성 조건

에서 배양 38 kDa 항원이 현저히 증가되었음을 다시 확인할 
수 있었다 (Fig. 4B). 총괄적으로 정제된 38 kDa 항원의 2-DE 
분리 양상과 immunoblotting 결과는 본 연구에서 MALDI-
TOF으로 동정된 PhoS1 spot들이 이미 잘 알려진 38 kDa 당
단백 항원임을 확인시켜 주었다. 

3. PhoS1 단백질 발현이 증가되는 조건 분석 

최초에 잠복 결핵을 in vitro에서 유도하기 위하여 균을 낮
은 산소 분압, pH 6.0 및 Mg2+ 이온이 결여된 배지 조건에서 
배양한 결과 PhoS1 단백질이 유의하게 증가되었다. 따라서 
어떠한 조건이 이들 단백질 발현에 영향을 미치는 알아보기 
위해 다음과 같은 조건으로 배양된 배양액을 2-DE로 분석하

였다. 
M. tuberculosis H37Rv를 Table 1과 같이 ① 산소 분압, ② 

Figure 4. Analysis of 38 kDa antigen with Coomassie blue stain-
ing and Western blot. A. Purified 38 kDa antigen separated by IEF
on pH 4.7-5.9 IPG strip in the first dimension and 12% SDS-PAGE
in the second dimension. The gel was stained by Coomassie blue.
B. The CF obtained from M. tuberculosis grown in pH 6.0, 0%
oxygen tension (b) and pH 7.2, 20% oxygen tension 20 (a) were 
separated by isoelectric focusing (pH 4.7 to 5.9) and SDS-PAGE 
(12% polyacrylamide gel), and then analyzed by immunoblotting
with rabbit anti-38 kDa polyclonal antibody. 

Figure 5. SDS-PAGE analysis of CF of M. tuberculosis H37Rv 
grown at 8 different conditions. The CF proteins were separated 
first dimension by 12% SDS-PAGE. Empty box indicate 38 kDa 
regions. Lane 1, 3, 5, and 7 (pH 6.0) are showed more dense band 
than Lane 2, 4, 6, and 8 (pH 7.2). Open circles represent protein 
bands highly increased under hypoxia and low pH condition with 
different media composition respectively (The arrow indicates the 
position of the region of 38 kDa antigen.) Proteins were visualized
by Coomassie blue staining. 
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산도 그리고 ③ Sauton 배지의 양이온 공급 유무를 통해 8가
지 조건으로 배양하여 분석하였다. 즉 20% 산소 분압에서 
pH 6.0과 7.2, Mg2+의 존재 유무로 4가지 조건과 혐기성 조건

에서도 동일하게 4가지 조건에서 분석하였다. 정상적인 배양 
조건인 pH 7.2와 Mg2+이 존재하는 경우는 Fig. 5의 lane 2와 
Fig. 6A의 b이다. Fig. 5에서와 같이 분자량 38 kDa의 위치의 
단백질 band가 산도가 낮고 혐기성 조건에서 증가하는 경
향을 관찰하였다. 또한 23~25 kDa 부분에서 증가된 단백질 
band를 관찰할 수 있었다. 1차 SDS-PAGE 결과에서도 저산

소 분압과 낮은 산도 조건에서 특정 부위의 단백질의 농도가 
더욱 증가함을 육안으로 관찰할 수 있었다. 

8가지 조건에서 배양된 배양액을 각각 2-DE로 분석하여 
확인하였다 (Fig. 6). 결핵균을 대기압에서 배양하는 경우 배

양액의 pH 6.0인 경우 PhoS1과 ScoB가 약간 증가하였다. 또
한 Ag85 항원 역시 모두 증가하였다. 혐기성 조건에서도 산
도가 pH 6.0일 경우 PhoS1과 ScoB가 뚜렷하게 증가하였다. 
그러나 혐기성 조건에서도 pH 7.2인 경우는 PhoS1의 발현이 
대기압의 pH 7.2와 뚜렷한 차이가 없었다. Ag85 항원은 혐기

성 조건 모두에서 발현이 현저히 억제되었다. 총괄적으로 
PhoS1은 pH 6.0에서 발현이 약간 증가는 하지만 혐기성 조
건이 주어지는 경우 더욱 뚜렷하게 증가하였고 혐기성 조건

만으로는 발현이 증가되지 않았다. 또한 Mg2+의 존재 유무

는 PhoS1 발현에 영향을 미치지 않았다. ScoB는 낮은 산도 
조건에서 모두 발현이 증가되었고 혐기성 조건에서 pH 7.2 
조건에서 Mg2+이 없는 경우에도 증가하였다. 

Figure 6. 2-DE analysis of the CF of M. tuberculosis H37Rv grown at 8 different conditions. M. tuberculosis were cultured in Sautons 
medium at 20% O2 (A) and at 0% O2 tension (B) with following the conditions. a, pH 6.0 Sauton medium with MgSO4; b. pH 7.2 Sauton 
medium with MgSO4; c. pH 6.0 Sauton medium with K2SO4; d. pH 7.2 Sauton medium with K2SO4. All condition samples were separated
by isoelectric focusing (pH 4.7-5.9) and by 12% SDS-PAGE. The gels were stained with Coomassie blue. 



66 이길수, 박정규, 임재현, 김수영, 신아름, 양철수, 오재희, 권유미, 송창화, 조은경, 김화중 

 

 
고  찰 

 
성장하기 위해 산소의 공급이 필수적인 결핵균이 산소 공

급의 제한, 영양분의 고갈과 낮은 산도 조건에 처하는 경우 
잠복 상태로 전환된다 (3,14,36). 최근까지 결핵균 잠복 감염 
모델로서 주로 Wayne 등 (36)이 보고한 산소 분압을 서서히 
감소시키는 방법을 이용하였다. 실제로 낮은 산소 분압에서 
발현되는 단백질로 Rv0569, Rv2031c, Rv 2626c, Rv3841 등이 
보고되었다 (27). 그러나 본 연구는 결핵균이 낮은 산도 조건

과 저산소 분압을 동시에 조우하는 경우 PhoS1의 발현이 
현저히 증가되었음을 최초로 동정하였다. 

실제로 육아종 내부가 저산도 조건일 뿐만 아니라 결핵균

이 체내에 감염된 후 큰포식세포에 의해 탐식되었을 경우 포
식소체 내에서도 동일한 환경에 접하게 된다. 따라서 포식소

체 내에 존재하는 결핵균은 생존을 위한 방법으로 endosome
과 acidic lysosomal compartment와의 융합을 억제시키고 산
소와 질소의 중간 생성물에 의한 숙주의 방어 작용을 회피

한다 (23). 또한 vesicular proton ATPase를 들어오지 못하게 
하여 정상적인 lysosomal pH (pH 4.5)에 비하여 산도를 증가

시켜 결핵균이 생존하기에 적당하도록 포식소체의 산성화를 
억제하여 산도 수준을 pH 6.1-6.5 정도의 약산성을 유지시킨

다 (2,32,39). 따라서 본 연구에 적용한 변형된 배지의 산도

는 pH 6.0은 결핵균의 성장을 억제할 수 있는 요건이 된다. 
본 실험에서 적용한 잠복 상태 유도 조건은 잠복기 표지로

서 널리 알려진 Rv2031c가 발현이 증가되는 것으로 보아 기
존의 in vitro 잠복 감염 모델과 유사한 환경을 유도하였음을 
알 수 있었다. 또한 균체 추출액에서 GroEL2 (Rv0440 또는 
Hsp60)의 발현이 본 실험 조건에서 유의하게 증가되었고 두 
개의 spot으로 발현되었다 (Fig. 2B, C). GroEL2는 60 kDa 
chaperonin 2로 알려진 heat-shock 단백질로 단백질의 접힘 
(folding)에 관여하는 단백질 안정화 구성 성분이다. GroEL2
는 M. bovis BCG에서 대식세포에 의한 탐식 후 발현되는 단
백질로 알려져 있다 (22). 아마도 스트레스 상황에서 결핵 단
백질의 안정화를 위한 chaperon 단백질이 많이 요구되기 때
문에 증가할 것으로 사료된다. 

저산소 분압과 pH 6.0의 조건에서 발현이 증가되는 38 kDa 
(Rv0934, PhoS1, phoS, pstS, pab) 항원은 Escherichia coli Pst 
system과 유사한 putative phosphate transport receptor를 암호

화하고 있으며, 결핵균의 대사에 관련되어 있다 (6,34). 또한 
M. tuberculosis, M. bovis BCG, M. intracellulare 등을 포함하는 
병원성 결핵균에서 관찰되며, 강력한 체액성 반응을 유도하

여 진단적인 유의성이 있는 항원으로 보고된 항원이다 (8, 
33,38). PhoS1은 당지질 단백으로 생리학적인 기능은 인 결

합 단백질로 무기 인 (inorganic phosphate)을 세포막을 통해 
세포 내부로 능동 수송하는데 관여한다. 또한 세포의 표면에 
존재하거나 세포 외부로 분비되고, 인 고갈시 증가한다 (18, 
34). 큰포식세포에 결핵균을 감염시킨 후에 RT-PCR로 분석

한 결과 PhoS1 단백질의 유전자의 발현이 증가되었다는 보
고가 있다 (21). 본 연구에서 혐기성 조건만으로는 PhoS1의 
발현이 증가되지 않았고 낮은 산도 조건만 주는 경우 발현이 
약간 증가되며 두 가지 스트레스가 동시에 주어지는 경우에 
유의하게 증가되었다. 이와 같은 결과는 PhoS1의 생리학적 
기능은 낮은 산도 조건에서 적응하기 위한 어떤 중요한 기능

을 수행하는 것으로 생각되며 산소 분압이 낮아지는 경우 산
도 적응을 위한 기능이 배가되거나 수송 단백질인 관계로 영
양 공급과 같은 생존에 중요한 기능을 수행할 것으로 생각된

다. 현재 PhoS1 유전자를 knockout시킨 돌연변이 주를 개발

하여 이를 증명하기 위한 연구를 진행하고 있다. 
ScoB는 housekeeping 단백질로 H. pylori에서 succinyl-

CoA: acetoacetate CoA transferase (SCOT)의 β subunit로 밝혀

져 새로운 CoA-transferase family로 알려졌다 (9,30). SCOT
은 succinyl-CoA로부터 succinate를 생성하며 3-oxoacid로부

터 3-oxoacyl-CoA를 생성하는 가역적인 반응을 촉매하는 효
소이다. 따라서 SCOT은 H. pylori에서 α-ketoglutarate dehy- 
drogenase와 succinyl CoA synthetase의 활성이 결여되었을 때 
tricarboxylic acid (TCA) cycle을 진행시키기 위한 alternative 
pathway에 관여할 것으로 사료된다 (9). 또한 ScoB는 결핵균

에서는 저산소 상태에서 증가하는 단백질로 보고되었으나 
(31) 휴지기 상태와의 관련성은 아직 보고된 바 없다. 

본 연구는 배양액 내에서 단백질을 동정하였기 때문에 이
들 증가한 단백질이 과연 스트레스 조건에서 발현이 증가되

었고, 세포 밖으로 분비가 증가되어 배양액에 많이 존재하는 
것인지, 아니면 결핵 균체 내에서 존재하던 단백질이 스트레

스 조건에서 용균 작용을 통해서 배양액 내로 분비가 된 것
인지를 확인할 필요가 있었다. 결핵 균체를 초음파로 용균시

켜 균체에 존재하는 세포내 단백질을 확인한 결과 PhoS1과 
ScoB 단백질이 균체 추출액에서는 증가되지 않았다. 따라서 
균체의 용균에 의한 단백질 농도 증가로 판단되지는 않았다. 

현재까지는 PhoS1과 ScoB 단백질이 결핵 잠복 감염 유도

에 있어서 정확한 기능을 추측할 수 없다. 이들 유전자를 
knockout시킨 돌연변이주를 개발하고 잠복 결핵 동물 모델 
등을 이용한 분석이 요구된다. 앞으로 포식소체 및 육아종 내
에서의 결핵균 생존과 관련이 있을 것으로 추정되는 PhoS1
과 ScoB의 발현에 관계되는 기작을 밝히고 조절할 수 있다

면, 잠복기 유도 결핵균을 사멸하는데 중요한 기초 자료가 
될 것이다. 
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