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Mycobacterium abscessus has been identified as an emerging pulmonary pathogen in humans. Previously, it was 
documented that a spontaneously formed rough variant of M. abscessus causes persistent and invasive infection in mice, 
while a smooth isogenic variant does not. However, little is known for immune responses elicited by M. abscessus 
variants artificially induced by culture conditions and their culture filtrate antigens. Thus, morphological variants of M. 
abscessus type strain (ATCC19977T) were generated by an acidic and low oxygen culture conditions. Overall 
comparison between the variant and its original smooth strain showed that the rough variant was less virulent than 
original smooth strain in murine bone-marrow derived macrophage. To understand the basis for the difference, the 
protein expression pattern in the culture filtrates of each strain was analyzed by 1-dimensional electrophoresis. Generally, 
the protein expressions were more influenced by pH conditions than oxygen pressures. Interestingly, several proteins, 
mainly lower than 30 kDa molecular weight, were uniquely expressed in normal culture conditions. In contrast, several 
high molecular weight proteins (>55 kDa) were induced by acidic and low oxygen culture conditions. These findings 
not only provide new insights of association between morphological change and the virulence, but may also be useful in 
the design of immunological diagnosis and vaccines for M. abscessus infection. 
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서  론 

 
Mycobacterium abscessus는 비결핵 항산균 (nontuber- 

culous mycobacteria, NTM)에 속하며 고체 배지에서 배양 
후 7일 이내에 육안으로 집락을 관찰할 수 있는 신속성

장균 (rapidly growing mycobacteria)이다 (29). M. abscessus

는 과거에 M. chelonae subsp. abscessus로 분류되다가 
1992년 Kusunoki에 의해 새로운 종으로 명명되었다 (17). 
M. abscessus는 M. chelonae와 집락 형태가 동일하며 조면

집락 (rough colony)과 활면집락 (smooth colony)을 동시에 
형성한다 (6). 또한 신속성장균 중 인체 감염을 일으키는 
비결핵 항산균으로 환경에 주로 존재하며 주로 음용수에

서 검출된다 (22). 우리나라와 근접한 일본이나 비교적 
결핵의 보고가 적은 미국에서는 NTM 폐질환의 원인균

으로 M. avium complex (MAC)이 가장 흔하게 보고되고, 
M. kansasii가 두 번째로 많이 보고되며, M. abscessus는 
상대적으로 적게 검출된다 (20). 반면 국내에서는 특이적

으로 MAC 다음으로 M. abscessus가 많이 보고되고 있으

며, 인체 감염의 약 20% 정도를 차지한다 (14,15). 면역 
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기능이 저하된 환자에서 파종성 감염을 주로 일으키며, 
면역 능력이 정상인 환자에서는 수술 후 피부 또는 
조직의 국소 감염을 주로 유발한다 (1,22). 결핵균 (M. 
tuberculosis H37Rv)과 더불어 주로 폐질환의 원인균이며 
피부질환과 낭포성 섬유증을 일으키고, 낭포성 섬유증 
환자에서 M. avium과 함께 호흡기 감염의 중요한 원인

균이다 (10,16,18,22). 전세계적으로 면역저하 환자에서 
증가하고 있고 수술 기구 오염에 따른 pseudoinfection을 
유발한다 (1,4). 

M. abscessus는 표면 형태에 따라 조면집락과 활면집

락으로 나뉘며 조면집락을 형성하는 균이 활면집락을 형
성하는 것보다 더 높은 병원성을 나타내는 경향이 있다 
(7,11). 각 집락 사이에 상호 전환이 가능하며 반복적인 
계대 배양을 통하여 돌연변이주를 얻을 수 있고, 마우스

에 감염시킨 후 감염된 부위로부터 돌연변이주의 분리가 
가능하다 (6,7,11). 그러나 최근 연구에서 각 집락을 형성

하는 균 사이의 사이토카인 유도능에 차이가 없는 것으

로 나타났다 (24). 따라서 각 집락의 표면 형태의 변이 
유발에 대한 기작과 병원성에 관련된 구체적인 연구가 
더욱 필요하다. 

각 형태를 결정하는 것은 세포벽에 존재하는 glyco- 
peptidolipid (GPL) 성분으로 활면집락의 표면에 다량 존
재하여 집락화 (colonization), 활주 이동 (sliding motility) 
및 생물막 형성 (biofilm formation)에 관여하며 병원성에

도 영향을 미친다 (2,6,11). 또한 GPL은 M. abscessus의 균 
표면에 노출된 지질 중 85% 이상을 구성하며 M. avium, 
M. chelonae 그리고 M. smegmatis에도 존재한다 (9,23). 현
재까지 M. abscessus에서 병원성에 관여하는 항원은 GPL
에 초점이 맞춰져 있다. 하지만 GPL 외에도 cord factor와 
같은 여러 가지 표면 단백질이 세포 형태에 따른 병원성

에 연관되어 있을 것이다. 
본 연구에서는 산소 분압과 산도에 따른 변형된 배양 

조건을 이용하여 집락의 표면 형태가 변화되는지를 확인

하였다. 활면집락균과 조면집락균의 특징을 구분시키기 
위하여 각 균과 배양농축액을 이용하여 마우스 유래 큰
포식세포에 감염시킨 후 사이토카인 발현 정도와 세포 
내 생존율을 각각 비교 분석하였다. 또한 각 조건에 따
른 변이주의 배양농축액에 존재하는 단백질 패턴을 전

기영동법을 이용하여 비교 분석하였다. 
 

 
재료 및 방법 

1. Mycobacterium abscessus의 배양 

M. abscessus의 표준균주 (ATCC 19977T)를 10% OADC 
enrichment (Difco, Detroit, MI, USA)를 포함하는 Middle- 
brook 7H9 배지 (pH 6.8) (Difco)를 사용하여 3~4일 동안 
37℃에서 정치 배양하였다. 배양액을 13,000 rpm에서 30
분 동안 원심분리하여 수집한 후 10 mM PBS (phosphate 
buffered saline, pH 7.4)로 3회 세척하였다. 각각 pH 5.0, 
6.0 및 7.5로 산도를 맞춘 변형된 Watson-Reid (mWR) 액
체 배지 (per liter: L-asparagine, 5 g; D-glucose, 10 g; glycerol, 
63 ml; ammonium hydrogen citrate, 2 g; ferric ammonium 
citrate, 75 mg; KH2PO4, 2 g; NaCl, 2 g; MgSO4 · 7H2O, 1 g; 
ZnSO4 · 7H2O, 10 mg; CaCl2 · 2H2O, 20 mg; CoCl2 · 6H2O, 2 
mg)에 M. abscessus를 접종한 후 대기압 (O2 21%)과 낮은 
산소 분압 (O2 13%, 5% CO2)에서 14일까지 정치 배양하

였다. 산도는 염산과 암모니아수를 이용하여 적정하였다. 
대기압 배양 조건은 T-75 flask (Falcon, Franklin Lakes, NJ, 
USA)에 mWR 배지를 넣은 후 균을 접종하여 37℃ 항

온기 (Forma Scientific, Marietta, OH, USA)에서 배양하였

고, 낮은 산소 분압 조건은 산소 분압 조절 항온기 
(Forma) 내에서 질소 가스로 산소 분압을 조절하여 13% 
O2 조건으로 배양하였다. 

2. M. abscessus의 배양 농축항원 준비 

M. abscessus를 pH 5.0, 6.0 및 7.5로 산도를 적정한 
mWR 액체 배지에 접종하여 37℃, 21% O2 및 13% O2 
조건에서 14일 동안 배양하였다. 배양 기간이 완료되면 
13,000 rpm 초원심분리를 통해 침전된 균을 제거하고 배
양상층액을 얻은 후 0.22 μm membrane filter (Millipore, 
Bedford, MA, USA)로 여과 멸균하였다. YM3 membrane 
filter (Millipore)를 이용해 초미세여과법 (ultrafiltration)으
로 10 ml 이하로 농축하였고 최종적으로 60,000 rpm, 
10℃, 3시간 동안 초원심분리한 후 상층액을 얻어서 수
용성 단백질만 수집 후 소량씩 분주하여 사용 전까지 
-70℃에 보관하였다. 

3. M. abscessus의 형태 변화 관찰 

3일 동안 전배양한 후 계대 배양 전의 M. abscessus의 
형태를 먼저 관찰하고, M. abscessus를 정상 산소 분압 
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(21% O2), pH 5.0 및 7.5와 낮은 산소 분압 (13% O2), pH 
5.0에서 배양한 균을 7H10 고체 배지 (Difco)에 접종하여 
3~7일 배양 후 형태를 비교 관찰하였다. M. abscessus의 
형태 분석을 위해 7H10 고체 배지에서 배양된 균체를 
광학현미경 (IX50, Olympus, Tokyo, Japan)으로 관찰하고, 
비교하고자 하는 집락의 형태는 동일한 배율을 적용하여 
디지털 카메라로 이미지를 얻었다. 

4. 마우스 골수 유래 큰포식세포 (bone-marrow derived 

macrophage, BMDM) 준비 

6~8주령 C57BL/6 마우스 (KOATECH, Pyung-Tek, 
Korea)의 골수로부터 plain Dulbecco's modified Eagle's 
medium (DMEM; Bio Whittaker, Taufkirchen, Germany)를 이
용하여 골수세포를 얻은 후 Shin, et al.의 방법을 변형하

여 마우스 골수 유래 큰포식세포 (BMDM)를 분리하였다 
(26). 약술하면, 마우스의 대퇴부를 절단하여 표피와 근

육부분을 제거하고, 18 게이지 바늘이 연결된 주사기와 
plain DMEM을 이용하여 경골로부터 골수를 채취하였다. 
피펫을 이용하여 골수세포를 균일하게 부유한 후 Cell 
strainer (Falcon)를 이용하여 찌꺼기 부분을 거른 후 필터

를 통과한 세포 부유액을 1,200 rpm, 20℃, 5 min 동안 원
심분리하였다. 상층액 제거 후 세포를 plain DMEM을 
이용하여 1회 세척하였다. 10% fetal bovine serum (FBS; 
Hyclone, Logan, UT, USA), 1% antibiotics (100 U of penicillin/ 
ml and 100 μg of streptomycin/ml; Hyclone), 5×10-5 β-
mercaptoethanol (Sigma, St. Louis, MO, USA), 1 mM sodium 
pyruvate (Sigma) 그리고 M-CSF의 source로 10% L929 
cell-conditioned supernatant가 포함된 DMEM 배지를 이

용하여 골수세포를 5×105 cells/ml 농도로 부유시켜 48 
well plate에 500 μl씩 분주한 후 37℃, 5% CO2 조건에서 
4일 동안 배양하였다. 4일 배양 후 PBS를 이용하여 
mechanical disruption에 의해 상층액에 부유된 세포는 제
거하고 plate 바닥 표면에 부착된 세포를 얻었다. 37℃로 
가온한 plain DMEM 배지를 부착된 세포에 첨가한 후 
37℃, 5% CO2 조건에서 1일 동안 resting 하였고, 5% FBS
가 첨가된 DMEM 배지로 갈아준 후 부착된 세포를 
mature BMDM으로 사용하였다. 

5. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)를 

이용한 사이토카인의 측정 

산소 분압과 산도가 변형된 배양 조건에서 배양한 M. 

abscessus의 세포외 분비항원을 최종 농도 1 μg/ml이 되
도록 BMDM에 자극하였다. 4, 24 그리고 72시간 동안 
배양된 세포 배양상층액을 eppendorf tube로 옮겨 담고 
vortexing하였다. 15,000 rpm에서 3분간 원심분리 후 상

층액을 얻어 ELISA 실험 전까지 -20℃에서 보관하였다. 
Mouse IL-12p40 set와 TNF-α set (eBioscience, San Diego, CA, 
USA)를 이용하여 상층액 속의 사이토카인을 측정하였다. 
모든 실험은 2회 이상 반복하여 그 평균치를 구하였고, 
평균치에서 background control에서 얻은 수치를 제거하였

다. 각 plate에서 mouse IL-12p40는 4~300 pg/ml standard
를 사용하였고, mouse TNF-α는 16~1000 pg/ml standard를 
사용하여 환산하였다. 

6. 세포 내 생존율 비교 (intracellular survival assay) 

마우스 BMDM을 5×105 cells/ml 농도로 부유시켜 37℃, 
5% CO2 조건에서 4일 동안 48-well cell culture plate 
(Falcon 3047; Falcon)에 500 μl씩 부착시켰다. 부착되지 
않은 상층액은 PBS를 이용하여 세척 후 제거하였고 
부착된 BMDM 세포만 취하여 실험에 사용하였다. M. 
abscessus 균을 각 배양 조건별로 준비하여 MOI (multi- 
plicity of infection) 1:1이 되도록 감염시켰다. 4시간 감염 
후 감염되지 못한 상층액 내의 균을 PBS로 세척하여 
제거하였다. 멸균된 증류수를 이용하여 세포를 파괴시

킨 후 세포 내 생존 균 수를 7H10 고체 배지에서 plate 
counting 방법을 이용하여 측정하였고 3일까지 비교 관찰

하였다. 

7. 단백질의 농도 측정 

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

8. Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electro- 

phoresis (SDS-PAGE) 분석 

SDS-PAGE의 acrylamide 농도는 하층 12%, 상층 4.5%
의 겔을 사용하였다. 전기영동 완충액을 채운 후 80 V에

서 15분 동안 전기영동 후 100 V에서 마커가 겔을 통과

할 때까지 전기영동하였다. 겔은 Coomassie brilliant blue 
R250 (Bio-Rad)로 염색하였다. 각 겔의 이미지는 gel 



112 K-S Lee, et al. 

 

documentation system (Gel Doc 2000; Bio-Rad)을 이용하여 
단백질의 패턴 분석을 실시하였다. 

9. 통계적 분석 

데이터는 독립적인 실험들로부터 얻었으며 평균 ± 표
준편차 값으로 제시하였다. 모든 데이터는 Student's t-test
를 이용하여 분석하였고 유의수준은 p<0.05로 하였다. 

 
결  과 

1. 배양 조건에 따른 M. abscessus의 세포 모양 변화 

M. abscessus의 세포 표면 모양 변화를 유도 및 관찰

하고자 산소 분압을 13%로 낮추고, 산도를 pH 7.5 또는 
pH 5.0으로 변형시킨 mWR 배지에서 7일간 배양하였다. 
계대 배양 후 7H10 고체 배지에 재배양시켰을 때 pH 7.5 
조건에서 자란 균주는 원래의 활면집락 형태를 유지하였

다 (Fig. 1A, B). 반면, pH 5.0에서 배양된 경우 균주의 일
부분이 조면집락을 형성하는 것을 관찰하였다 (Fig. 1D, 
E). 또한 산소 분압이 낮을수록 조면집락의 형성 빈도가 
증가하였다 (Fig. 2). 산도 조건만 pH 5.0으로 낮췄을 경

우, 조면집락의 형성 빈도는 약 7.5% 정도였으나, 산소

분압을 13%로 낮추고 pH 5.0 배지에서 배양한 경우에는 
조면집락이 약 14% 정도의 빈도를 나타내었다. 조면집

락 형성균주를 7H9 (pH 6.8) 액체 배지에 5일 배양 후 
7H10 고체 배지에 반복적으로 계대 배양하였을 때 활면

집락으로 변하지 않고 비가역적인 조면집락 형태를 지속

적으로 유지하였다 (결과를 그림으로 나타내지 않았다). 
현미경 상으로 관찰한 결과 활면집락은 변연부로 갈수록 
투명해지며 전체적으로 표면에 윤기가 있고 매끈한 반면, 
조면집락은 표면이 거칠고 코드 (cord)를 형성하며 전체

적으로 불투명한 특징을 나타내었다 (Fig. 1C, F). 

A C 

D E F 

B 

Figure 1. Colony morphology of M. abscessus type strain under variable culture conditions. (A) Normal oxygen tension (21%) and pH 
6.0, (B) pH 7.5, (D) pH 5.0 and (E) low oxygen tension (13%), pH 5.0 culture conditions affected the morphology of M. abscessus. The 
smooth (C) and rough (F) variants were obtained from modified culture conditions after 7 days of incubation on 7H10 agar plate at 37℃. 
The arrows indicate rough variants of M. abscessus. 
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2. M. abscessus 집락간 BMDM 내 생존 능력 비교 

M. abscessus 활면집락과 낮은 산소 및 산도 배양 조건

에 의해 표면 형태가 변화된 M. abscessus 조면집락과 세
포 내 생존능력에 관한 차이를 확인하기 위하여, C57BL/6 
마우스의 BMDM을 이용하여 각 균주를 감염시킨 후 
BMDM 내 생존률을 비교 관찰하였다 (Fig. 3). MOI 1:1이 
되도록 감염시킨 후 3일까지 비교하였을 때, 감염 후 1
일까지는 4가지 조건의 균주의 BMDM 내 생존율에서 
모두 큰 차이를 보이지 않았다. 그러나 3일이 지난 후 
생존율을 비교했을 때 활면집락을 형성한 균주 (# 1, # 4)
들이 조면집락을 형성한 균주 (# 2, # 3)에 비해 BMDM 
내에서 더 많이 생존하였다 (Fig. 3). MOI 0.1 농도로 소
량의 균을 감염시켰을 경우에도 동일한 결과를 나타내

었다 (결과를 그래프로 나타내지 않았다). BMDM 감염 
후 7H10 고체 배지에서 균의 표면 형태 변화를 관찰한 
결과 # 1 및 # 4 균주들은 활면집락 형태를 유지하였고, 
# 2과 # 3 균주들은 조면집락이 주를 이루고 활면집락 
균이 혼합되어 형성되었으며, # 2보다는 # 3 균주가 더 
높은 비율로 조면집락이 형성되었다. 또한 in vitro 상에

서 배양했을 때보다 조면집락의 발생 빈도가 높게 나타

났다 (결과를 그래프로 나타내지 않았다). 
 

3. M. abscessus의 조면집락과 활면집락 감염 및 배양

농축액에 의한 사이토카인 유도능 비교 

활면집락균 (# 1)과 조면집락균 (# 3)을 BMDM에 감염

시킨 후 4, 24 및 72시간에 BMDM에서의 사이토카인 
유도능을 비교 분석하였다. 조면집락균에 의해 유도되는 
TNF-α의 양은 활면집락균에 의해 유도되는 것보다 유의

하게 낮았다. TNF-α는 24시간 이전에는 큰 차이가 없었

지만, 72시간 이후에 활면집락균에 의한 사이토카인의 
분비가 10배 이상 증가되었다 (Fig. 4A). IL-12p40의 경우 
72시간에서 조면집락균에 의한 분비 유도에 비해 활면집

락균에 의한 IL-12p40의 분비가 증가되었지만 유의한 차
이는 없었다 (Fig. 4B). 

반면 각 집락의 배양농축액 (# 1 CF, # 3 CF)으로 자극

한 세포로부터 유도된 사이토카인 분비는 균에 의한 유
도와 다른 양상이 관찰되었다. TNF-α의 경우 배양농축액 
처리 초기에 급격히 분비가 유도되었다. 그러나 배양농

축액 또한 균을 감염시킨 경우와 유사하게 활면집락균

의 배양농축액에서 더 많은 TNF-α가 분비되었다. 반면 
균에 의한 TNF-α 분비와 다르게 시간이 경과됨에 따

라 TNF-α의 분비량은 감소하였다. 배양농축액에 의한 
IL-12p40 분비 유도는 균에 의한 유도능과 유사한 양상

Figure 2. The frequency of morphotype changes under acidic 
and low oxygen tension culture conditions. In vitro conditional
culture system affects the colony morphology of M. abscessus. 
Rough colonies of M. abscessus have mutated from smooth type
strain. 

Figure 3. Growth of M. abscessus conditional variants strains 
in BMDM. M. abscessus # 1 (●) and # 4 (△) survive and more 
actively multiply in BMDMs than M. abscessus # 2 (○) and # 3 
(▼). BMDMs were infected with 2.5×105 M. abscessus strains 
for 4 h. Bacterial cfu in cell lysates was determined at the indicated
intervals. Data are the mean of duplicated determinations of two 
separate experiments. Data are presented as the mean ± SD of 
two experiments. Significant differences (*p<0.05) compared with
conditional morphotype variants are indicated. M. abscessus strains
were grown under each indicated condition as # 1 (●); 21% O2, 
pH 6.0, # 2 (○); 21% O2, pH 5.0, # 3 (▼); 13% O2, pH 5.0, and 
# 4 (△); 21% O2, pH 7.5. 
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을 나타내었다. 24시간 이후 IL-12p40의 양은 큰 차이가 
없이 72시간까지 유지되었다. 균에 의한 TNF-α 및 IL-
12p40 유도와 달리, 동일 농도의 CF를 자극했을 경우 4
시간과 24시간에서 TNF-α의 경우 약 2.5~10배 분비 차

이를 보이고, IL-12p40 분비 수준은 4, 24 및 72시간에서 
약 2배 차이를 보였다 (Fig. 4C, D). 

4. 산소 분압 및 산도 변화에 의한 단백질 발현 양상 비교 

배양 조건에 따른 균 배양액을 농축하여 일차원 전기

영동법으로 분리한 후 각각의 단백질 패턴을 비교 분석

하였다. 정상 산도 (pH 6.0) 또는 pH 7.5 배지에서 배양한 
균 배양농축액의 경우 낮은 산도 (pH 5.0)에서 배양한 
배양농축액과 비교 시 30 kDa 이하의 단백질의 발현이 
산도가 높을수록 많이 증가되었다. 반면 낮은 산도 조건

에서는 55 kDa 이상의 단백질 발현이 유의하게 증가되는 
경향을 보였으나, 55 kDa 이하의 단백질은 대체로 감소되

었다 (Table 1, Fig. 5). 정상 조건보다 산도가 높은 경우에 
대부분의 단백질 발현 패턴이 정상 조건과 유사했으나, 
21 kDa과 25 kDa 위치의 단백질이 유의하게 증가되었다. 
그러나 낮은 산도 조건 (pH 5.0)에서 산소 분압을 21%와 
13%로 다르게 배양하였을 때 발현되는 단백질 패턴에서

는 산소 분압에 따른 특이적인 차이점을 관찰할 수 없었

다 (Table 1, Fig. 5). 
 

고  찰 

 
본 연구에서는 배양 조건에 따른 M. abscessus의 세포 

표면 변화를 관찰하였다. 배양 배지의 산도를 낮추고 
산소 분압을 정상보다 낮추었을 경우, 활면집락의 M. 
abscessus 균주로부터 조면집락으로 세포 표면 형태가 변
화된 균주를 얻을 수 있었다. 이러한 결과는 M. abscessus 
균주를 이용하여 배양 조건에 따른 세포 형태의 변화 

B A 

C D 

Figure 4. TNF-α and IL-12p40 production in BMDMs stimulated with M. abscessus conditional variants and treated with culture filtrate
(CF). BMDMs were infected for 4 hr with M. abscessus # 1 and # 3 variants at a MOI of 1:1, washed three times, and further incubated
for 72 hr (A, B). The CF was used at a concentration of 1 μg/ml (C, D). TNF-α and IL-12p40 were measured in culture supernatants at 4, 
24 and 72 hr post-infection. Data are presented as the mean ± SD of three experiments. Significant differences (*p<0.05; **p<0.01) 
compared with strain or CF of smooth variant are indicated. 
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유도에 대한 첫 번째 보고이다. 활면집락에서 조면집락

으로 변이가 일어나는 것은 M. abscessus 및 MAC 등에

서 기존에 보고된 바 있으며, GPL에 변이가 생겨 발현되

지 않을 경우 조면집락을 형성한다 (8,9,11). 기존 보고에 
의하면 조면집락 형성균이 활면집락균에 비해 병원성이 
높은 것으로 나타났으며 뿐만 아니라 ex vivo 및 in vivo
에서 생존율도 높았다 (7,11). TNF-α 유도능 또한 조면집

락이 유의하게 높은 것으로 보고되었다 (7). 그리고 M. 
abscessus는 BMDM에서 IL-12p40를 유도하나 (26) 조

면집락과 활면집락 사이에서 IL-12p40 유도능을 비교한 
보고는 없었다. 그러나 in vitro에서 배양 조건을 변형시

켜 활면집락균으로부터 조면집락 형태로 변형시켰을 때, 
BMDM 내 생존율을 비교한 결과 활면집락형성 균보다 
산소분압과 산도를 낮춘 배양 조건에 의해 변형된 조면

집락균의 BMDM 내 성장률이 낮게 관찰되었다 (Fig. 3). 
또한 초기 염증 반응에 관련된 TNF-α 발현 수준이 M. 
abscessus 감염 후 72시간에서 활면집락균보다 조면집락

균에서 유의하게 낮게 유도되었다 (Fig. 4A). 보고에 의

하면 조면집락균은 활면집락균에 비해 cord factor가 발

달되어 있는데, cord factor는 결핵균에서 TNF-α를 유도할  

수 있는 병원성 인자이며 cell-to-cell spread를 용이하게 
한다 (5,12). 그러나 낮은 산도 및 낮은 산소분압 배양 
조건에 의해 형성된 조면집락 변이주에서는 기존의 보고

Table 1. Comparison of differentially expressed proteins under 
variable culture conditions 

*Compared with mWR-pH 6.0 (21%), 
change of protein expression in; Protein bands

(kDa) 
pH 7.5 (21%) pH 5.0 (13%) pH 5.0 (21%)

127 - ↑ ↑ 

114 - ↑ ↑ 

101 - ↑ ↑ 

 93 - ↑ ↑ 

 74 - ↑ ↑ 

 58 - ↑ ↑ 

 55 - ↑ ↑ 

 52 ↓ ↓ ↓ 

 48 ↑ - - 

 47 - ↑ ↑ 

 44 - ↑ ↑ 

 41 ↓ ↓ ↓ 

 39 ↓ ↓ ↓ 

 38 - ↑ ↑ 

 34 ↓ ↓ ↓ 

 33 ↑ - - 

 31 - ↓ ↓ 

 30 - ↓ ↓ 

 28 ↓ ↓ ↓ 

 25 ↑ - - 

 22 - ↓ ↓ 

 21 ↑ ↑ ↑ 

 20 ↓ ↓ ↓ 

 18 - - - 

 17 - ↓ ↓ 

 13 ↑ ↓ ↓ 

 11 - ↓ ↓ 

* Arrows indicate the expression levels of M. abscessus
extracellular-proteins cultivated in each culture condition com-
pared with those produced from normal condition (21% O2, pH 
6.0). The up-arrow (↑), down-arrow (↓), and hyphen (-) represent
the increased (or present), decreased (or absent), and same (not 
significantly different) level of protein expressions to normal 
culture condition, respectively. 

Figure 5. Comparison of the culture filtrate (CF) protein
profiles from M. abscessus variants grown under 21% O2, pH 6.0 
(2), 21% O2, pH 7.5 (3), 21% O2, pH 5.0 (4), 13% O2, pH 5.0 (5) 
conditions. The first lane (1) was loaded with protein molecular
weight marker. The CF proteins (30 μg of total proteins for each
lane) were separated by 12% SDS-PAGE. The gel was stained with
0.25% Coomassie brilliant blue R250. 
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와 달리 TNF-α 유도가 일어나지 않았으며 정반대의 경
향을 나타냈다 (Fig. 4A). 또한 IL-12p40 역시 조면집락 
변이주보다 활면집락균에 의해 더 높은 유도능을 나타내

었다 (Fig. 4B). 이것은 BMDM에 감염된 후 BMDM 내에

서 활면집락균의 증식 속도가 활면집락균과 조면집락균

이 혼합되어 있는 경우보다 더 빠른 것과 관련이 있을 
것이다. 또한 기존의 보고가 자연 발생적인 변이주를 선
별한 것에 반해, 본 연구에서는 인위적인 변이 유도로 
인해 M. abscessus가 생리적으로 약해질 가능성이 있다. 
특이하게도 in vitro 상에서 pH 5.0으로 13% 산소 분압 
조건하에서 배양했을 경우, 조면집락 형성 빈도가 20%
에 미치지 못했으나, BMDM 감염 후 세포 내에서 생존

한 집락을 배양한 결과에서는 조면집락의 형성 빈도가 
매우 증가하였다. 조면집락균이 BMDM 감염 시 세포 내
에서 활면집락균보다 증식 능력이 우수한 것인지, 낮은 
산도와 저산소 분압에서 배양한 균주가 BMDM 내에서 
조면집락균으로 변이되는 빈도가 높아지는 것인지에 대
한 명확한 기작은 아직 밝혀지지 않았다. 세포 내 생존

율 비교 결과 활면집락균을 감염시킨 조건에서 조면집

락균이 형성되지 않았다. 반면, 활면집락으로부터 조면

집락으로 변이된 균주를 포함하는 집락균을 BMDM에 
감염시켰을 때, 조면집락균의 수가 감염 전보다 BMDM 
내에서 증식한 후에 더욱 증가하였다. 이 결과를 통해 
비록 BMDM 내에서 증식하는 속도는 조면집락균과 활

면집락균의 혼합균이 활면집락균만 존재하는 경우보다 
느릴지라도, 활면집락균과 혼합되어 감염시킬 경우 조면

집락균의 증식 능력이 활면집락균보다 더 높다는 것을 
추정할 수 있다. 

GPL은 활면집락균의 형태 유지에 관여하는 또 하나의 
병원성 인자이다 (11,27). GPL은 활면집락균 표면에 존재

하며 결핍 시 조면집락균으로 변화된다 (8). 또한 숙주 
면역 체계를 억제하여 병원성을 나타내며 사람의 큰포식

세포의 탐식작용을 억제하고, BMDM에서 TNF-α의 분비 
유도를 억제한다 (13,28). 또한 고병원성의 결핵균인 M. 
tuberculosis W-Beijing family의 경우 TNF-α의 분비를 억

제하고, 전염증 반응에 관여하는 IL-12p40의 발현을 조

절하는 특이적인 당지질이 존재한다 (19). 이러한 결과

들은 세포 표면에 존재하는 GPL이 활면집락균의 염증 
반응 억제와 연관되어 있음을 나타낸다. 그러나 정제된 
deacetylated GPL이 TNF-α의 분비를 억제하지 못하고 병
원성을 증가시키지 못한다는 보고가 있으므로 GPL 외의 

항원에 대한 추가적인 연구가 필요하다 (7). 
사이토카인 분비 분석 결과, 균을 감염시켰을 때와 비

교했을 때 CF를 직접 처리한 후의 TNF-α 및 IL12p40의 
발현 양상에 차이를 보였다 (Fig. 4). CF의 최종 처리 농
도가 1 μg/ml임을 감안할 때, 분비항원이 BMDM의 사이

토카인 분비에 미치는 영향은 살아있는 균에 의해서 분
비되는 단백질이 숙주의 면역반응 유도에 매우 중요하

다는 것을 반영한다. 
따라서 본 연구에서는 GPL보다는 세포외 분비항원에 

중점을 두었으며, 두 균주의 단백질 발현 양상을 비교 
분석한 결과 조면집락을 형성하는 균과 활면집락을 형
성하는 균의 단백질 양상이 현저하게 다름을 확인하였

다 (Fig. 5). M. abscessus 균주를 pH 6.0에서 2주 정도 배
양한 후 배지의 pH는 7.3~7.6 정도로 높아진다. 또한 M. 
abscessus에서 산소 분압이 단백질 발현에 미치는 영향보

다 배지의 pH가 단백질 발현에 더욱 큰 영향을 주기 때
문에 pH를 중심으로 비교 분석하였다. 분비항원은 살아 
있는 균에 의해서 발현되는 것으로, 결핵이나 다른 미코

박테리아에 의한 감염에서도 병원성 인자뿐만 아니라 진
단이나 백신의 후보 물질이 배양농축액 내에 많이 존재

한다 (21,25). 그러므로 M. abscessus의 분비항원에 대한 
연구는 질병의 과정을 이해하고 병원성 인자를 찾는데 
매우 중요하며, 환경에 대한 적응 기작 연구의 중요한 
기초가 될 것이다. 

산소 분압 차이로 인한 단백질 발현 양상 변화는 뚜렷

하게 나타나지 않았지만, 산도 조건을 산소 분압과 동시

에 적용시켰을 경우 단백질의 패턴이 유의하게 변화되

는 것을 관찰하였다 (Fig. 5). 특히 산도가 pH 5.0이고 산
소 분압이 13%인 경우에 분자량이 35 kDa 이상 되는 
위치에서 유의하게 증가되는 band를 다수 관찰할 수 있

었다. 또한 이와 대조적으로 35 kDa 이하에서 유의하게 
감소되는 band도 확인하였다 (Fig. 5, Table 1). 단백질 패턴 
분석 결과 산소 분압에 의한 영향보다 산도 조건 변화에 
따른 단백질 발현 유무가 더욱 영향을 받는 것으로 추정

된다. 이러한 단백질 패턴의 차이는 세포 표면 형태 변

화와 밀접하게 관련되어 있으며, 특히 세포 내 생존율을 
증가시키는데 관여하거나 사이토카인 분비를 유도하는

데 연관되어 있을 것이다. MAC의 경우 큰포식세포에 
의해 탐식되었을 때 31 kDa에서 90 kDa의 분자량을 갖

는 여러 단백질의 발현이 증가되었다 (3). 탐식 후 세포 
내의 환경 조건이 산도가 낮고 산소 분압이 낮아졌다는 
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것을 가정하면, in vitro에서 배양 조건의 변화가 BMDM 
내의 환경에서와 유사한 단백질 발현 양상의 변화를 유
도한 것으로 판단된다. 

따라서 세포 형태에 따른 병원성에 관련된 단백질을 
동정 및 분석하는 과정이 필요하며, GPL 및 cord factor를 
비롯한 병원성 인자와 결핵균의 표면 항원에 관한 연구

는 M. abscessus에 의한 병인 기작을 규명하는데 도움을 
줄 것이다. 
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