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Helicobacter pylori is a spiral, slow growing gram-negative microaerophilic bacterium. It has been shown to be the 
etiological agent of gastroduodenal diseases, such as chronic gastritis, gastric and duodenal ulcers, and gastric cancer. 
General culture condition of H. pylori is 5% O2, 10% CO2 and 100% humid atmosphere. We have compared proliferation 
protein expression profile of H. pylori incubated under normal microaerophilic (10% CO2) and environment stress (4% 
CO2, 18% CO2) conditions. H. pylori cultured under environment stress displayed coccoid morphology and time-
dependent decrease in proliferation. We have further compared the protein expression profiles of H. pylori under normal 
growing and environment stress conditions by a global proteomic analysis, which includes high-resolution 2-DE followed 
by matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight and nanoelectrospray/tandem mass spectrometry. In total, 42 
protein spots were found to be up- or down-regulated by more than 2-fold under environment stress conditions. Of the 
42 protein spots processed, 27 spots were identified; they represented 19 genes, including 2 kinds of hypothetical proteins. 
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서  론 

 
Helicobacter pylori는 호주의 Royal Perth Hospital의 

Warren과 Marshall이 1983년 위염환자의 위 점막에서 처

음으로 분리 동정하여 보고하였다 (33). 이 세균은 사람

의 위 점막에서 서식하는 B형 날문방 위염 (type B antral 
gastritis)의 원인 균이며 위십이지장 궤양이 발병할 근본

조건을 제공하는 세균이다 (2,12,28). 전세계 인구의 절반 
이상이 이 세균에 감염되어 있다 (42). 이 세균은 숙주에

서 일어나는 환경 변화에 대처하기 위해 유전자 발현을 
조절한다. 숙주의 환경 변화는 H, pylori를 포함한 많은 
종류의 병원성 미생물에서 독성 유전자의 발현을 조절하
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는 것으로 잘 알려져 있으나, 조절 방법은 많이 알려져 
있지 않다 (4,7,32). H. pylori는 온도 (8,25), 철 이용도 (9, 
53), 산도 (26,27,35)와 같은 환경 요소들에 대한 유전자 
발현 조절이 알려져 있다. 전형적인 조절 요소인 ferric 
uptake regulator (Fur) (9,10,11), chemotaxis proteins (CheA, 
CheY) (21)와 flagellar sensory kinase (FlgR) (47) 그리고 
heat shock protein (HspR) (48)는 H. pylori에서 동정되었다. 
또한 삼투압 스트레스 반응과 산에 저항하는 스트레스 
반응의 조절 유전자인 RpoS와 (22,46), 온도 스트레스에 
대해서 chaperone의 발현을 조절하는 RpoH가 발견되었

다 (14). 최근 H. pylori 감염에 대한 숙주세포 방어기전

에 관련된 heat shock protein 등과 같은 스트레스 관련 
단백질 연구가 보고되었다 (19,34,54). H. pylori는 미호

기성 세균이다. 이는 산소가 꼭 필요하지만 산소이용에 
따른 활성산소에 대한 보호기전이 불완전한 세균이라

는 것을 의미한다. 일부 무산소성 세균을 제외하고 대부

분의 산소성 및 미세산소성 세균은 산소가 존재할 경우 
superoxide dismutase (Sod), catalase (Kat), 그리고 peroxidases 
생산이 성장에 필수 요소이다 (44,49). H. pylori 배양에서 
산소 농도의 조절을 통한 유전자 발현의 차이를 프로테옴 
기법으로 분석한 보고들이 있다 (5,16). 하지만 이 세균의 
성장에 필수적 조건인 이산화탄소의 변화에 따른 유전자

의 발현 차이에 관한 연구는 미흡하다. 광합성균이나 무
기 영양균은 이산화탄소가 유일한 탄소원이다. 다른 세

균들은 탄소원으로 유기물질을 사용하며 소량의 이산화

탄소를 필요로 한다. 이산화탄소는 phosphoenolpyruvate가 
oxaloacetate를 형성할 때, carbamoyl phosphate 형성, purine
계 핵산 생합성에도 이용된다. 대부분 세균의 경우 이런 
요구를 충족시키기 위해 충분한 이산화탄소가 여러 대사

과정에서 생산된다. 그러나 환경에 이산화탄소가 없으

면 발육이 안되는 경우도 있다. H. pylori는 acetyl-CoA 
carboxylase의 이산화탄소 (carbonate)에 대한 친화도가 매

우 낮아서 일정 농도 이상의 이산화탄소가 성장에 필수

적이다 (15). H. pylori 배양에서 이산화탄소 농도를 1%, 
5%, 10%에서 배양하였을 때 5% 이상에는 양호하게 자

랐으나 1%에서는 거의 자라지 못했다 (1). H. pylori의 성
장에 필요한 최소 농도의 이산화탄소만을 공급한 스트

레스 조건과 최고 농도의 이산화탄소를 공급한 스트레

스 조건에서 부족한 이산화탄소를 보충하거나 스트레스

를 극복하기 위한 유전자 발현 변화 등 생리적인 변화가 
예상된다. 본 연구에서는 프로테옴 기법을 사용하여 이 

세균의 생물학적 특징의 폭 넓은 이해를 목적으로 이산

화탄소 변화로 인한 환경 스트레스 과정에서 나타나는 
단백질의 발현양상의 차이를 분석하였다. 

 
재료 및 방법 

1. 균주와 배양조건 

H. pylori 26695 균주를 헬리코박터 파이로리 분리균주

은행 (H. pylori Korean Type Culture Collection, 경상대학교)
에서 제공받아 사용하였다. 액체질소에 냉동 보관한 균
주를 37℃ 항온수조에서 녹인뒤 소 혈청이 10% 첨가된 
Brucella 한천배지에 접종하고 10% CO2, 5% O2, 85% N2, 
100% 습도가 유지되는 37℃ 배양기 (Sanyo, Osaka, Japan)
에서 24시간 전배양 후 5% O2에 CO2를 각각 4, 10, 그리

고 18% 조건 하에서 각각 3일간 계대 배양하였다. 모든 
세균 배양에서 O2 농도는 5%로 고정하여 실시하였다. 

2. 세균의 형태적 변화 관찰 

24시간 전배양 후 계대 배양 전의 세균의 형태를 먼저 
관찰하고, 이 세균의 일반적인 배양조건인 CO2 농도 10%
와 높은 농도인 18% 그리고 낮은 농도인 4%에서 배양

한 세균의 형태를 3일간 배양 후 관찰하였다. 이 세균의 
형태적 관찰을 위해 배양된 균체를 슬라이드 글라스에 
옮긴 후 그람 염색법을 사용하여 염색하였다. 염색된 균
체를 광학현미경 (Olympus, Tokyo, Japan)으로 1000배 배
율로 관찰하고 디지털 카메라 (Olympus)로 이미지를 얻

었다 (Fig. 1). 

3. 세균의 단백질 용출 

배양한 균을 세척액 (40 mM Tris-HCl [pH 7.2], 1 mM 
EDTA)에 섞어 2회 원침 세척하였다. 균에 세척액 2 ml
을 첨가하여 다시 진탕하고, 진탕한 균을 각각 1 ml씩 
튜브에 분주하여 이를 다시 원심분리한 후 상층액을 제
거하였다. 남은 균체를 튜브 벽면에 고루 펴서 바르고, 
O'Farell (40) 방법을 약간 변형시킨 방법으로 용해하였다. 
튜브에 용해용액 (9.5 M urea, 4% CHAPS, 35 mM Tris [pH 
7.2]) 600 µl를 첨가한 후 20분간 진탕하였고, 얼음에 20
분간 정치하였다. 이를 10℃에서 12,000 rpm으로 30분간 
원심분리하여 상층액을 취하였다. 그리고 Bradford (13) 
방법으로 단백질을 정량한 후 -70℃ 초저온 냉동고에 보
관하여 실험에 사용하였다. 
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4. 이차원 전기영동 (2-DE) 

1) Isoelectric focusing (IEF) 

320 µl의 재수화 용액 (8 M urea, 4% CHAPS, 10 mM 
DTT, 0.2% ampholite, pH 5~8)에 단백질 200 µg을 첨가하

고 진탕한 후에 피펫으로 조심스럽게 기포가 생기지 않
도록 IEF tray에 옮겼다. -20℃에 보관하였던 immobilized 
pH gradient (IPG) strip (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)의 젤 
표면의 보호막을 제거한 후 젤을 시료에 얹었다. 젤 위
에 mineral oil을 약 1 ml 정도 얹어서 젤이 마르지 않도

록 한 후 protein isoelectric focusing (IEF) Cell (Bio-Rad)안
에서, 20℃로 14~16시간 동안 재수화시켰다. 수화된 젤
을 증류수로 조심스럽게 씻은 후 포화 여과지를 이용하

여 과다한 물을 제거하였다. 두 개의 wick을 증류수로 
적신 후 IEF Cell tray의 양 극 (+와 -)의 전선에 올린 후 
mineral oil을 약 1 ml 정도 덮었다. Strip을 wick 위에 올
리고, strip 위에 전류가 흐를 수 있도록 mineral oil을 덮
었다. Protein IEF Cell의 프로그램은 다음과 같이 작동시

켰다. 염을 제거하고 charged contaminants를 3시간 동안 
10,000 volt에 두어 conditioning 단계가 끝나면 전류가 
strip에 50 µA를 넘지 않도록 linear voltage 단계를 12시간 
동안 실시하였다. 마지막 focusing 단계로 90,000 volt/ 
hours가 될 때까지 최대의 voltage를 걸어주었다. IEF가 
완료된 젤을 -70℃에서 보관하였다. 

2) 평형화 

이차원 전기영동을 시행하기 전 IPG strip을 SDS가 들
어있는 완충액으로 평형화시켰다. Strip을 첫 번째 평형 
완충액 (6 M urea, 0.375 M Tris-HCl [pH 8.8], 2% SDS, 20% 
glycerol, 2% (w/v) DTT) 15 ml이 들어있는 conical tube에 
넣은 후 교반기 위에서 교반하였다. 20분 후 strip을 두 
번째 평형 완충액 (6 M urea, 0.375 M Tris-HCl [pH 8.8], 2% 
SDS, 20% glycerol, 2.5% (w/v) iodoacetamide)을 넣어서 교
반기에서 20분간 교반하였다. 

3) SDS-PAGE 

평형화된 strip을 증류수로 씻고 건조시킨 후 12.5% 
polyacrylamide 젤 위에 올렸다. 나머지 공간은 running 
buffer에 녹인 0.7% low melting agarose로 채웠다. Running 
buffer로 채운 후 20 mA에서 15분간, 다음 30 mA에서 
bromophenol blue marker가 젤의 제일 아래에 닿을 때까

지 전기영동하였다. 전기영동을 끝마친 젤은 은 염색을 
위한 고정액에 두었다. 

5. 은 염색 

은 염색은 Heukeshoven 등의 방법을 변형시켜 시행하

였다 (23). 젤은 fixing solution (50% methanol, 12% acetic 
acid, 0.03% formaldehyde)에서 1시간 30분 동안 고정시켰

다. 모든 반응은 교반기를 이용하여 부드럽게 교반하였

다. 고정시킨 후 젤을 20분 동안 50% 에탄올로 두 번 세
척하고, 다시 20분간 증류수로 세척했다. 젤을 Na2S2O3 · 
5H2O (0.2 mg/ml)용액에 1분간 처리하고 증류수로 20초
간 3회 세척했다. 젤을 AgNO3 (2 mg/ml)용액에서 30분 동
안 교반하여 AgNO3를 단백질 스팟에 부착시킨 후 증류

수로 20초간 3회 세척하였다. Developing solution (Na2CO3 
[60 mg/ml], Na2S2O3 · 5H2O[0.2 mg/ml], 0.06% HCOH)용
액에 젤을 넣고 교반하여, 젤에서 스팟이 명확히 보이면 
증류수로 20초 세척 후 반응을 중지시키기 위하여 stop 
solution (50% methanol, 12% acetic acid)을 넣어 1시간 30분 
이상 두었다. 

6. 이미지 분석 

젤 이미지는 Fluor-S Multi Images (Bio-Rad)로 스캔하여 
이미지를 얻었다. CO2 4%, 10% 그리고 18% 농도에서 얻
은 이미지 각각 3장씩을 PDQUEST (Version 8, Bio-Rad) 
프로그램을 사용하여 각 스팟을 일치시켜 normalization
된 마스터 젤을 만들었다. 만들어진 3종류의 마스터 젤

을 이용하여 단백질 스팟들의 발현의 차이를 비교하기 
위하여 동일한 방법을 사용하여 전체 단백질 스팟에 대
한 정보를 가진 마스터 젤을 만들었다. 이렇게 만들어

진 마스터 젤에서 각각의 단백질 스팟들은 고유의 번호 
(SSP numbers: Standard spot numbers)를 가지는데 이 고
유번호를 이용하여 단백질들 간의 발현 차이를 확인하

였다. 

7. 단백질 스팟 전처리 및 동정 

1) 탈색 

은 염색된 젤로부터 단백질 스팟을 잘라낸 후 은을 제
거하기 위해 환원제 (15 mM potassium ferricyanide, 50 mM 
sodium thiosulfate) 0.1 ml로 탈색시켰다. 젤 조각에서 색

깔이 없어지면 200 mM ammonium bicarbonate를 젤이 잠
기게 넣고 30분 동안 교반하였다. 이후에 젤 조각을 증

류수로 씻고, acetonitrile을 첨가하여 젤 조각이 불투명한 
흰색이 될 때까지 진탕하여 탈수시켰다. 젤 조각은 30분 
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동안 진공 건조시켰다. 
2) 단백질 스팟 in-gel digestion 

In-gel digestion은 O'Connel & Stults에 의한 방법으로 수
행하였다 (39). 젤이 담긴 튜브를 얼음에 두고 trypsin이 
포함된 효소 반응액 (trypsin [0.6 ng/µl]) 30 µl 첨가하여 재
수화를 위해 얼음에 45분간 정치하였다. 효소 반응액을 
제거하고 digestion buffer (50 mM NH4HCO3, 5 mM CaCl2) 
20 µl를 넣어 젤이 잠긴 상태로 37℃ 배양기에서 하룻밤 
동안 정치하였다. 이후 acetonitrile 20 µl를 튜브에 넣고 
30분간 교반하여 원심 후 상층액을 취하였다. 이 상층액

을 1시간 동안 진공 건조하였다. 
3) Nanoelectrospray MS/MS 

Digestion 후 건조된 시료의 정제를 위하여 GELoader 
tip (Eppendorf, Hamburg, Germany)에 poros R2 resin (Per- 
Septive Biosystems, Framingham, MA, USA)을 충진하고, 먼
저 resin을 세척용액 (5% methanol, 3% acetic acid) 20 µl로 
세척한 후, 5% acetic acid를 사용하여 건조된 시료를 용
해시켜 resin을 통과시켰다. 다시 세척용액 20 µl를 두 번 
resin을 통과시켜 세척하였고, 마지막으로 추출용액 (70% 
methanol, 3% acetic acid) 2.5 µl로 정제된 펩타이드 용액을 
추출하여 이를 단백질 동정에 사용하였다. MS/MS 분석

은 QSTAR pulsar-i mass spectrometry 시스템 (AB/MDS 
Sciex, Toronto, Canada)을 이용하였으며, source는 nanoelec- 
trospray ion source (MDS Protana, Odense, Denmark)를 이용

하였고, 2.5 µl의 시료를 long spray capillary (MDS Protana, 
Odense, Denmark)에 주입 후 capillary 끝을 분무가 가능하

도록 절단하여 사용하였다. 
Ion spray voltage는 900~950 volt로 사용하였고, 이온 형

태는 positive mode로 TOF-MS 범위는 400~1,600 Da (m/z)
로 설정하여 사용하였다. MS/MS 측정을 위한 MS 범위

는 80~2,000 Da (m/z)으로 사용하였으며, 각 펩타이드에 
대한 collision energy (CE)값은 수동으로 최적화시켜 사

용하였다. 이렇게 얻어진 MS/MS의 수정되지 않은 자료

는 MASCOT 프로그램 (http://www.matrixscience.com)으로 
NCBI database를 이용하여 단백질을 동정하였다. 

4) MALDI-TOF-MS를 이용한 지문분석 

Matrix 용액 (α-cyano-4-hydrix cinnamic acid [40 mg/ml], 
50% acetonitrile, 0.1% trifluoroacetic)와 시료용액을 섞어서 
target plate well에 올린 후 재빨리 말리고 30초간 피펫을 
이용하여 증류수로 2회 세척하였다. Voyager Biospetro- 
metry Workstation (PE Biosystem, Foster city, CA, USA)를 이
용하여 20 kV accelerating voltage, 65% grid voltage, 0.02% 
guide wire voltage, 150 ns delay하고 800에서 3,500 사이의 
mass gate로 in-gel digestion된 펩티드 단편의 질량을 측
정하였다. 측정된 펩타이드의 질량은 Protein prospector 
Package program MS-FIT (http://prospector.ucsf.edu/ucsfhtml/ 
msfit.htm)을 이용하여, NCBI databas의 자료를 바탕으로 
단백질을 동정하였다. 

 
결  과 

1. 세균의 형태 변화 

24시간 전배양한 세균의 모양에서는 전형적인 나선균

의 모습을 보였다 (Fig. 1A). H. pylori의 일반적 배양조건

인 10% CO2에서 3일간 배양한 균의 모양은 전배양한 세
균과 동일한 나선균의 모습을 보였지만 (Fig. 1C), 4% CO2

에서 3일간 배양한 균의 모양에서는 나선균의 모양을 하
고 있으나 전체적으로 그 길이가 짧아졌고, 말굽모양이

나 구모양으로 변한 사멸기에 접어든 균도 관찰되었다 
(Fig. 1B). 18% CO2에서 3일간 배양한 균의 모양에서도 
4% CO2 배양조건에서 배양한 균의 모양과 비슷한 경향

을 보였다 (Fig. 1D). 
 

A B C D

Figure 1. Morphology change of H. pylori. Original culture grown under 5% O2 and 10% CO2 (A) were transferred to the new medium 
and cultured 3 more days under 4% CO2 (B), 10% CO2 (C) and 18% CO2 (D). 
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2. CO2 농도에 따른 단백질 발현의 차이 

CO2 4%, 10%, 18%에서 각각 3일간 배양한 H. pylori 균
체 단백질 추출액을 2-DE로 분석하였다 (Fig. 2-A, B, C). 
대조군 (Fig. 2-A)보다 처리군 (Fig. 2-B, C)에서 두 배 

이상 농도 차이를 보이는 스팟의 단백질을 질량 분석기 
(MALDI-TOF, Tandem MS spectrometer)로 분석 · 동정하였

다 (Table 1, 2). 대조군에 비해 4% CO2에서 polynucl-eotide 
phosphorylase (Pnp), ATP-dependent protease binding subunit 
(ClpB), hydantoin utilization protein A (HyuA), glucose inhi-  
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Figure 2. Two-DE of whole cell protein extracts (200 µg) of H. 
pylori. The proteins were separated on an IPG strip of pH 5.0~8.0 
and subsequently on a 12.5% SDS-PAGE gel and then detected by 
silver staining. The original gel size is 17×20×0.12 cm. The numbers
on the left indicate molecular mass markers and pI values at the top 
of the panel. (A) 10% CO2, 5% O2 (B) 5% CO2, 5% O2 (C) 18% 
CO2, 5% O2 
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Table 1. Identified up or down-regulated proteins under various CO2 concentration of H. pylori strain 26695 by using tandem ms/ms 

SSP 
No Proteins name Accession

no MW pI Amino acid seq Score HP
No

R.ELLSAYEFPGDDTPIVAGSALR.A 66
0506e Translation elongation factor 

EF-Tu (TufB) gi:2314366 43647.7 4.93
K.TFLMPVEDVFSIAGR.G 19

1205

K.ILVIQGPNLNMLGHR.D 65
1011c 3-dehydroquinase type II (AroQ) gi:2314182 18483.25 4.93

K.QGNLDVELEFFQTNFEGEIIDK.I 72
1038

R.GLSLAGNQVLTR.T 63

R.QALSAATLTLFK.M 462104b Conserved hypothetical protein gi:2314773 28417.54 5.24

K.TETTLIEQNMLSK.I 73

1588

R.AQDFEILTSR.L 32

K.NQYFDEIIK.G 452901a Polynucleotide phosphorylase 
(Pnp) gi:2314375 76894.54 5.34

K.ESLNMIEMR.S 41

1213

3204b Thioredoxin reductase (TrxB) gi:2313959 33538.22 6.25 R.ELVVPGFFIFVGYDVNNAVLK.Q 53 0825

R.LVQVVDIEK.M 48

K.DLYAVNVFK.I 194205b Chemotaxis protein (CheV) gi:2313092 36587.05 6.19

R.ELTIPLIDMK.K 23

0019

R.IYGIAFATK.E 30
5801b Threonyl-tRNA synthetase (ThrS) gi:2313207 70239.64 6.36

K.LAGAYLGGDENNEMLI.R 74
0123

5901a ATP-dependent protease binding 
subunit (ClpB) gi:2314182 96683.36 6.27 K.ALAQFLFDSDKNLIR.I 27 0264

5911c ATP-dependent protease binding 
subunit (ClpB) gi:2314182 96683.36 6.27 K.ALAQFLFDSDKNLIR.I 25 0264

6302b ATP-binding protein (Mpr) gi:2313292 45197.63 8.58 K.VGLLDADVYGPNIPR.M 74 0207

6801e Hydantoin utilization protein A 
(HyuA) gi:2313818 78532.79 6.94 K.LLPGNEVIGPAIVESDATTFVIPK.G 33 0695

7001d Modulator of drug activity 
(Mda66) gi:2313748 21604.61 7.16 K.NPQVEQYLNSLTTHLR.Q 24 0630

R.TIVSGPIGGVIGSK.L 39

R.LVLSLPLVAMDSVGAGAGSFVR.I 227702e Hydantoin utilization protein A 
(HyuA) gi:2313818 78532.79 6.94

K.IIQDAWDELTLK.V 50

0695

R.GVVATQKPVIPVEK.E 24

R.TIVSGPIGGVIGSK.L 597705e Hydantoin utilization protein A 
(HyuA) gi:2313818 78532.79 6.94

K.YDDPLIPLKR.I 44

0695

R.TIVSGPIGGVIGSK.L 31

R.LVLSLPLVAMDSVGAGAGSFVR.I 267801e Hydantoin utilization protein A 
(HyuA) gi:2313818 78532.79 6.94

K.IIQDAWDELTLK.V 24

0695

R.IFGFNALVDR.Q 71
8102b Uease alpha subunit (UreA) gi:2313154 26539.49 8.96

K.LNYVEAVALISAHIMEEAR.A 18
0073

K.LLAPILPLVK.E 26

K.DGDEANEIIYNLAK.E 538603f Conserved hypothetical 
iron-sulfur protein gi:2313222 54236.31 7.04

R.LDEYLELFEK.N 48,

0138
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bited division protein (GidA), N-methyl-hydantoinase, NADH-
ubiquinone oxidoreductase NQO3 subunit (NQO3), protein 
translocase subunit (SecA)의 발현이 두 배 이상 증가하였다. 
반면 modulator of drug activity (Mda66), alkyl hydroperoxide 
reductase (AhpC)의 발현이 두 배 이상 감소하였다. 

대조군에 비해 18% CO2에서 conserved hypothetical 
protein, thioredoxin reductase (TrxB), chemotaxis protein 
(CheV), threonyl-tRNA synthetase (ThrS), ATP-binding protein 
(Mpr), urease alpha subunit (UreA), co-chaperone (GroES)의 
발현이 두 배 이상 증가하였고, translation elongation factor 
EF-Tu (TufB), N-methyl-hydantoinase (HyuB), HyuA 단백질

은 발현이 두 배 이상 감소하였다. 
대조군에 비해 처리군 (4%, 18% CO2)에서 공통으로 두 

배 이상 발현이 증가한 단백질 스팟은 3-dehydroquinase 
type II (AroQ), ClpB이었다. 

대조군에 비해 처리군 (4%, 18% CO2)에서 공통으로 두 
배 이상 발현이 감소한 단백질 스팟은 conserved hypo- 
thetical iron-sulfur protein이었다. 

동정된 단백질의 발현강도를 그래프로 나타내어 대조

군과 처리군 간의 전체적인 발현양상을 비교하였다 (Fig. 

3). 그 양상은 특징되게 두 가지로 구별되었다. 첫째 대

조군에 비하여 처리군에서 공통으로 발현이 증가하는 단
백질은 HP1038을 포함한 총 11개이며, 둘째 대조군에 비

Table 1. Continued 

SSP 
No Proteins name Accession

no MW pI Amino acid seq Score HP 
No 

R.GVVATQKPVIPVEK.E 25, 
8702a,e Hydantoin utilization protein A 

(HyuA) gi:2313818 78532.79 6.94 
R.TIVSGPIGGVIGSK.L 68, 

0695

R.LGLMEEDFYK.E 38, 
8801a Glucose inhibited divistion 

protein (GidA) gi:2313303 69683.72 7.13 
K.GIPGLSLEAVEK.L 42, 

0213

R.TVLLVDEK. 31, 
8903a,e N-methylhydantoinase gi:2313819 86511.66 6.95 

K.GGPGFGDPIER.D 45, 
0696

a) Increased protein spots in 4%-CO2. b) Increased protein spots in 18%-CO2. c) Increased protein spots in both 4% and 18%-CO2. 
d) Decreased protein spots in 4%-CO2. e) Decreased protein spots in 18%-CO2. f) Decreased protein spots in both 4% and 18%-CO2

Table 2. Identified up or down-regulated proteins under various CO2 concentration of H. pylori strain 26695 by using MALDI-TOF MS

SSP No Proteins name Accession no MW pI HP no

5001b Co-chaperone (GroES) gi:2313085 12990.87 6.59 0011 

2906a NADH-ubiquinone oxidoreductase, NQO3 subunit (NQO3) gi:2314431 94229.31 5.12 1266 

3903a Protein translocase subunit (SecA) gi:2313910 99083.31 5.65 0786 

3909a Protein translocase subunit (SecA) gi:2313910 99083.31 5.65 0786 

4107c Alkyl hydroperoxide reductase (AhpC) gi:2314747 22235.57 6.25 1563 
a) Increased protein spots in 4%-CO2. b) Increased protein spots in 18%-CO2. c) Decreased protein spots in 4%-CO2 

Figure 3. Comparison of expression intensity in over two fold 
increased or decreased protein spots in CO2 4% and/or 18%. X axis
and Y axis represent spot number and spot intensity, respectively. 
SSP No is standard spot number in PDQUEST program. 
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해 처리군에서 공통으로 발현이 감소한 단백질은 HP1205
를 포함한 5개였다. 

3. 동정된 단백질의 기능별 분류 

대조군에 비해 처리군에서 발현이 두 배 이상 증감을 
보인 42개의 스팟들 중 27개가 분석되었고, 19개의 유전

자를 확인하였다. 이 19개의 유전자들 중 GOG database 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG)에서 기능분류가 되지 
않은 hypothetical protein (HP1588)과 chemotaxis protein 
(HP0019)을 제외한 17개의 유전자를 기능별로 7가지로 
분류하였다 (Table 3). 특히 18% CO2에서 발현이 감소한 
단백질 7개 중 6개가 아미노산 운반과 대사 기능을 하는 
단백질이었다. 

 
고  찰 

 
H. pylori는 일반적 배양조건인 10% CO2, 5% O2, 85% 

N2에서 전형적으로 나선균의 모습을 보인다 (Fig. 1A). 
하지만 3일 이상 배양하거나 배양조건이 나쁠 때 세균의 

길이가 짧아지고 나선균의 모양에서 말굽모양으로 형태

가 변하기 시작하며 빠르게 사멸한다. 
4%와 18% CO2에서 배양한 경우, 대조군에 비해서 균

이 사멸기에 접어든 전형적인 모양이 많이 관찰되었다 
(Fig. 1-C, D). 이것은 배양 최적조건에서 벗어나 스트레스

로 인한 세균의 성장과 증식억제로 세균의 사멸이 촉진

되어 나타나는 것으로 사료된다. 
생물체의 유전자 발현은 pH, 산소조건, 온도 등 여러 

환경적 요인들에 의해서 다양하게 변한다. 배양환경의 
pH 변화는 Hsp70 등 여러 단백질의 발현을 유도하거나 
(29) ure 유전자의 mRNA 분해에 영향을 주는 (3) 등 여
러 유전자 발현에 영향을 미친다. 본 연구에서 확인된 세
균의 모양 변화나 유전자 발현의 변화가 CO2가 배지의 
pH를 변화시킨 결과가 아닌지 확인하였으나 대조군과 
처리군에서 배지의 pH에서 유의한 차이를 보이지 않았

다 (pH값 결과를 표나 그래프로 나타내지 않았다). 산소

조건도 유전자의 발현에 변화를 줄 수 있는 중요한 요인

으로서 본 연구에서는 산소의 영향을 배제하기 위하여 
5% 산소조건에서 수행하였다. 

Table 3. Identified proteins classification by functional annotation of using COGs 

Proteins name GOG No Functional annotation Code 

3-dehydroquinase type II (AroQ) 0757 E 

Modulator of drug activity (Mda66) 2249 R 

Polynucleotide phosphorylase (Pnp) 1185 J 

NADH-ubiquinone oxidoreductase, NQO3 subunit (NQO3) 1034 C 

Uease alpha subunit (UureA) 0831 E 

protein translocase subunit (SecA) 0653 N 

ATP-dependent protease binding subunit (ClpB) 0542 O 

Thioredoxin reductase (TrxB) 0492 O 

ATP-binding protein (Mpr) 0489 D 

Alkyl hydroperoxide reductase (AhpC) 0450 O 

Glucose inhibited divistion protein (GidA) 0445 D 

Threonyl-tRNA synthetase (ThrS) 0441 J 

Co-chaperone (GroES) 0234 O 

N-methylhydantoinase 0146 E 

Hydantoin utilization protein A (HyuA) 0145 E 

Translation elongation factor EF-Tu (TufB) 0050 J, E 
C: Energy production and conversion D: Cell division and chromosome partitioning 
E: Amino acid transport and metabolism J: Translation, ribosomal structure and biogenesis 
N: Cell motility and secretion O: Posttranslational modification, protein turnover, chaperones 
R: General function prediction only 
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2-DE로 동일한 시료 또는 동일한 조건에서 배양한 세
균의 시료를 전개하면 젤 상에서 염색되어 보이는 발현 
단백질의 양이 미세한 차이를 보인다. 각 젤의 단백질 
스팟의 농도 편차를 최소화 하기 위하여 동일한 시료를 
세 장의 젤에 전개하고 염색하여 얻어진 이미지를 
PDQUEST 이미지 분석프로그램으로 마스터 젤을 만들고 
normalization한 다음 단백질 스팟의 농도를 분석하였다 
(Fig. 2). 

대조군에 비해 4% CO2에서는 Pnp, ClpB, HyuA, GidA, 
NQO3, N-methylhydantoinase 그리고 SecA 등 7개 단백질

의 발현이 두 배 이상 증가하였다. Pnp는 mRNA의 단백

질 전사 후 변형 (post-transcriptional modification)의 첫 번
째 기전으로 작용하며, 3' → 5' 핵산말단 가수분해 효소로 
mRNA 붕괴 (decay)를 막는 중요한 역할을 한다 (20). 또 
생합성적으로 보면 RNA 전사에서 heteropolymeric tail을 
mRNA 3' 말단에 붙이는 기능을 한다 (37). ClpB는 ATP 
활성에 필요한 chaperone의 기능을 하는 단백질이다 (30). 
고도의 열 스트레스에 의해 응집된 단백질의 분해나 재
활성화 기능을 하는 세포 생존에 필수적인 단백질이며 
Heat shock protein 104와 같이 N-domain과 두 개의 AAA+ 
domain [nucleotide-binding domain 1과 2 (NBD-1과 -2)]을 
포함하는 protomer를 가지며, 동일한 protomer들로 구성

된 hexameric 단백질이다 (31). 
HyuA와 N-methylhydantoinase는 순수 D-, L- 아미노산 

생산에 필요한 효소이며 pyrimidine 분해의 환원 경로에

서 대사 기능뿐만 아니라 생물공학적 순수 아미노산 생
산에 중요하다 (50). 이 두 단백질의 발현이 4% CO2 조
건에서 함께 증가하며 이들의 유전자가 게놈상의 거리가 
12 염기밖에 떨어져 있지 않아서 한 오페론으로 발현이 
조절되고 있는 것으로 판단된다. 

4% CO2에서 발현이 증가한 7종류 단백질의 기능을 
분류하였을 때 다양한 범주에 속하는 단백질들이었다 
(Table 3). 이 결과가 의미하는 것은 이 세균이 잘 자랄 
수 있는 환경을 벗어나 CO2의 결핍에 의한 극한 환경으

로 인한 스트레스로부터 적응하고 생존을 위해 필요한 
여러 가지 단백질을 고르게 증대시킴으로 나타난 결과

라 추측된다. 
대조군에 비해 18% CO2에서 conserved hypothetical 

protein, TrxB, CheV, ThrS, Mpr, UreA, GroES의 발현이 두 
배 이상 증가하였다. TrxB는 단백질의 이황화 결합을 가
수분해한다 (24). 그 기전은 다음과 같다. 

Trx는 세포들의 단백질 thiol 이황화결합 상태의 조절

에 중요한 역할을 하며 산화적 스트레스가 가해졌을 때 
H. pylori에서 발현이 증가되는 대표적인 항산화효소로 
보고되었다 (24,51). H. pylori는 요소분해효소가 균체 단백

질의 약 6%를 차지할 정도로 요소분해효소의 생성능이 
매우 강하다. 생성량 뿐만 아니라 기질인 요소에 대한 친
화도가 다른 세균이나 식물의 요소분해효소에 비하여 20
배 이상 높다 (36,38). 요소분해효소 유전자는 8.6 kb에 걸
쳐 9개의 유전자로 구성된 유전자군에서 발현된다. 요소

분해효소 유전자군의 유전자 순서는 ureC, ureD, ureA, 
ureB, ureI, ureE, ureF, ureG, ureH이고 각각의 크기는 1,335, 
395, 714, 1,707, 585, 510, 768, 597, 795 bp이다 (17,18). 전체

적인 유전자군의 구조는 세균에서 일반적으로 관찰되는 
오페론과 유사하나 조절 유전자는 확인되지 않았다. ureD
와 ureA의 약 310 bp 위쪽에 σ54 전사촉진 유전자와 유
사한 서열이 있으며 σ54 전사촉진 유전자는 질소 농도에 
따라 조절되는 전사촉진 유전자로 보고되었다 (29). 본 연
구에서 UreA의 발현양의 차이는 CO2 농도 변화에 따른 
질소 분압 차이에 의한 것으로 사료된다. 

대조군에 비해 4% CO2에서 발현이 두 배 이상 감소

한 단백질은 Mda66와 AhpC였다. AhpC는 thiol-dependent 
2-Cys peroxiredoxin 그룹에 속하며 (52), H. pylori에서 가
장 양이 많은 항산화 단백질이다 (41). 그리고 AhpC는 
전자주게 (electron donor)에 의해 환원되는 이황화결합을 
통해 동형이합체 형태를 이룬다 (43). 이 결과에서 AhpC
의 감소는 아마도 이산화탄소의 감소에 의한 세균의 호
흡대사의 저하 또는 장애에서 기인된 결과라고 사료된다. 

18% CO2에서도 대조군에 비해 TufB, HyuA 그리고 
HyuB 등 3개의 단백질의 발현이 두 배 이상 감소하였다. 
특히 HyuA는 연속된 다섯 개의 스팟으로 나타났으며 이
는 번역 후 수식 (posttranslational modification)에 의한 아
미노산 잔기의 측쇄사슬 (side chain) 전하의 변화에 의한 
결과로 생각된다 (6). 

대조군에 비하여 처리군에서 공통으로 두 배 이상 발
현이 감소한 단백질은 conserved hypothetical iron-sulfur 
protein으로 확인되었다. Iron-sulfur protein의 생물학적 기
능은 ferredoxin에서 NADPH+로의 전자 수송 역할을 하는 
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ferredoxin-NADPH+ reductase와의 상호작용을 막음으로써 
cytocrome C의 환원을 방해한다 (45). 이와 같이 iron-sulfur 
protein의 발현 감소는 결국 세균의 형질막에서 호흡기능

을 하는 단백질 중 하나인 cytocrome C의 감소로 이어졌

다는 것이고, CO2의 과잉 또는 부족으로 인한 이 세균의 
호흡대사가 제대로 이루어지지 않음으로 iron-sulfur pro- 
tein의 발현 차이가 나타난 것으로 추정된다. 

대조군에 비하여 처리군에서 공통으로 발현이 증가하

는 단백질은 HP1038을 포함한 11개였고 대조군에 비해 
처리군에서 공통으로 발현이 감소한 단백질은 HP1205를 
포함한 5개였다 (Fig. 3). 처리군에서 발현이 증가하는 단
백질의 경우 CO2의 과부족 스트레스 환경에서 과 발현하

여 이 균이 적응과 생존해 나가기 위해 나타나는 반응이

라 사료된다. 처리군에서 발현이 감소하는 단백질의 경

우는 스트레스 환경에서 적응하기 위해 필요한 단백질

합성에 필요한 에너지를 충당하기 위해 이 균 스스로가 
생존에는 영향을 미치지 않는 단백질합성을 줄여서 나타

나는 결과라 추측된다. 
산소 스트레스에 의한 H. pylori 단백질의 proteome 분

석 (16)과 H. pylori의 항산화효소에 대한 보고 (51)에 의
하면 AhpC, Sod, Kat 그리고 Trx 등 29개의 단백질이 산
화적 스트레스에 대항하는 중요한 기능을 담당한다. 본 
연구에서는 AhpC, TrxB 그리고 MdaB 등 세 개의 효소만

이 공통적으로 발현 변화를 보였다. 이들 세 단백질은 
여러 가지 스트레스에 대항하는 광범위 항산화효소로 산
소 스트레스뿐만 아니라 CO2의 과부족 스트레스에서도 
작용하는 것으로 생각된다. 

대조군에 비해 처리군에서 발현이 두 배 이상 증감을 
보인 42개의 단백질 스팟에서 19개 유전자 (27개 스팟)
를 확인하였다. 이들 19개의 유전자들 중 기능을 알 수 
없는 hypothetical protein (HP1588)과 GOG database (http:// 
www.ncbi.nlm.nih.gov/COG)에서 분류되지 않은 chemotaxis 
protein (HP0019)을 제외한 17개의 유전자를 기능별로 분
류하였다 (Table 3). 17개의 유전자는 7가지의 기능으로 
분류되었다. 이 결과에서 특히 18% CO2에서 발현이 감
소한 단백질 7개 중 6개가 아미노산 운반과 대사의 기

능을 하는 단백질로 확인되었다. 이것은 아마도 이산화

탄소의 양이 많은 배양조건에서 이 세균이 성장 저하에 
의해 아미노산 운반과 대사 기능을 원활히 할 수 없기에 
단백질 발현이 감소한 것으로 사료된다. 산소 스트레스에 
의해 조절되는 단백질 보고 (16,51)에서 29개의 단백질 중 

COG 분류에 의한 상위 3개의 기능으로는 O (posttrans- 
lational modification, protein turnover, chaperones) 8개 단백

질, P (inorganic ion transport and metabolism) 5개 단백질, L 
(DNA replication, recombination and repair) 5개 단백질이 29
개 단백질 중 62% 를 차지하였고, 본 연구에서 이산화

탄소 스트레스에 의해 조절되는 단백질 27개의 단백질 
중 상위 3개의 기능으로는 E (amino acid transport and 
metabolism) 9개 단백질, O (posttranslational modification, 
protein turnover, chaperones) 5개 단백질, J (translation, 
ribosomal structure and biogenesis) 3개 단백질이 27개 단백

질 중 63%를 차지하는 것을 확인되었다. 이 결과 산소 
스트레스에 의해 조절되는 단백질 기능과 이산화탄소 스
트레스에 의해 발현이 조절되는 단백질 기능에서 차이를 
확인하였다. H. pylori 배양에서 일정 농도의 산소와 이산

화탄소의 공급이 필요하지만 산소와 이산화탄소 대사는 
구별된다고 사료된다. 이상의 결과를 바탕으로 이 세균의 
배양조건에서 이산화탄소의 과잉 또는 결핍에 의한 환경 
스트레스로부터 적응하기 위한 생물학적 특성을 이해하

는데 중요한 기초자료가 될 것이다. 
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