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I. 서 론

생명체에 있어 필수 양소로서 요한 역할을 하

는 철분 (iron)은 세균의 성장  사에도 향을 

미쳐 감염성 질환의 발병과 진행에 있어 요한 요

소로작용한다1-3). 일반 으로 숙주 내에는 세포 내

부  외부에 철분이 풍부하게 존재하지만 항균기

의 일환으로 세균에 해서는 이에 한 근이 매

우 제한되어 있다. 를 들어, 숙주 내 에 존재하는 

부분의 철분은 cytochrome, hemoglobin, my-

oglobin, 그리고 hemopexin 같은 heme 함유 단

백질의 형태로 는 ferritin과 hemosiderin으로 

숙주 세포 내에 은폐되어 치하고 있다1-3). 세포 용

해의 결과 이들이 유리되어 외부로 방출될 수 있으

나, 장 내에 존재하는 단백질에 의해 신속히 결합

되어 균주가 이를 용이하게 활용하지는 못하는데, 

를 들어 구의 용해 과정에서 유리되는 hemo-

globin과 그것의 분해 과정에서 유리되는 heme 

(hemin)은 각각 숙주의 haptoglobin과 hemo-

pexin  albumin에 단단히 결합하여 그들의 제거

와 숙주에의한 재활용에 기여하게 된다4-9).1)

한편, 세포 외부에 존재하는 소량의 철분도 

transferrin과 lactoferrin에 결합되어 균주에 의

한 활용이 제한된다1-3). Transferrin과 lacto-

ferrin은 액  세포 간질과 외분비물에 각각 존

재하는 당단백질로 철분의 킬 이션과 이동  교환

에 여한다. 이로 인해 숙주 내에서 실제 활용 가능

한 유리 철분 는 hemin의 농도는 매우 낮아, 유

리 철분의 경우 그 농도는 단지 10-18M 정도로1), 이

는 부분의 세균에 있어 성장에 필요한 수 인

10
-6
M에 크게 미달하여 세균의 성장을뒷받침하는데 

있어 일반 으로 불충분하다.

병원성 세균들은 이러한 숙주 내 환경에서 서식하

고 병원성을 발휘하기 해, 필수 양소인 철분을 

숙주로부터 획득하기 한 고도의 친화력을 갖는 철

분 획득 기 들을 소유하고 있다. 철분 획득을 한 

세균의 기 들로는 siderophore, transferrin  

lactoferrin 결합 단백질, 그리고 hemin 결합 단백

질 등이 있으며, 이 과정에서 철분에 의해 조 되는 

세포막 단백질 (iron-regulated membrane pro-
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teins)이 요한 역할을 한다
10-15)

.

In vitro에서의 세균 성장 과정에서 철분이 억제

되는 경우 새로운 세포막단백질이 발 됨이 몇몇 균

주에서 보고된 바 있는데, 이러한 철분에 의해 조

되는 세포막 단백질들은 siderophore를 한 iron 

transport system으로 작용하거나, transferrin

과 lactoferrin을 결합하는 수용체로 작용할 수도 

있고, hemin이나 porphyrin analog를 결합하는 

수용체로 작용할 수 있다16-21). 실제로 몇몇 다른 균

주들에서의 연구 보고에 의하면 hemin에 의해 조

되는 세포막 단백질 (hemin-regulated mem-

brane proteins)의 일부가 hemin 획득에 있어 

요한 역할을 한다
20,22-38)

.

Porphyromonas gingivalis, Prevotella in-

termedia, 그리고 Prevotella nigrescens를 포함

하는 black-pigmented Bacteroides는 유리 철분

을 활용하지는 못하고, siderophore를 생성하지 않

으며, hemin 의존성으로 철분 공 원으로써 hemin

이 필수 인데, 이는 hemin과 protoheme의 구성 

요소인 porphyrin ring을 생성하는 능력이 이 균주

에 있어 결여되어 있는 것에 기인하는 것으로 여겨

지며, 이들 균주는 electron transport system에 

있어 주요한 구성 요소 의 하나인 cytochrome을 

hemin으로부터 형성할 수 있다. Hemin은 P. gin-

givalis를 포함한 black-pigmented Bacteroides

에 있어서의 철분요구의 부를 충족할 수 있는 것

으로 알려져 있다.

P. gingivalis와 P. intermedia는 치주질환 주

요 병인균주 의 하나로 성인성 치주염 환자의 치

주낭 내에서 우세하게 존재한다39-41). P. inter-

media는 한 성괴사성 궤양성 치은염과 임신성 

치은염과도 연 이 있다42,43). P. nigrescens는 P. 

intermedia와 한 연 을 가지고있으며, Shah

와 Gharbia
44)

에 의해 과거 P. intermedia로 분류

되었던 strain들 에서, 생화학  특성 등에 의거

하여, Prevotella genus 내의 별도의 새로운 종 

(species)으로 분류된 바 있다. P. intermedia와 

P. nigrescens는 용   구응집 활성45) 그리고 

beta-lactamase 생성  항균제에 한 감수성 등
46,47)에 있어 상이함이 보고된 바 있고, 이 두가지 

균종은 SDS-PAGE와 PCR등의 방법에 의해 구분

될 수 있다
48-51)

. 

본 연구는 hemin 의존성을 갖는치주질환 주요 

병인균주인 P. gingivalis, P. intermedia, 그리고 

P. nigrescens의 hemin 결합 세포막 단백질의 특

성을 비교 분석하기 해 수행되었다. 본 연구는 이

들 균주에서의 porphyrin 생리  hemin 획득 기

을 밝히는데 있어 요한 의의가 있으리라 사료된

다.

Ⅱ. 연구재료 및 방법

1. 균주 및 배양 조건

사용된 균주는 P. gingivalis 381, P. inter-

media ATCC 25611, 그리고 P. nigrescens  

ATCC 33563이었으며, 이들 균주를 enriched 

Trypticase soy agar, 는 2.1% (W/V) Mycoplasma 

broth base (BBL, Becton Dickinson, 

Cockeysville, MD)에서, 1 μg/ml의 menadione

과 5 μg/ml의 hemin을 첨가하여, 37℃의 기성 

조건 하에서 배양하 다. Hemin 제한 조건에서의 

배양을 해서는, hemin을 포함하지 않은 액체 배

지에서 최소 5회 계  배양하여, 균주 세포 내부에 

장되어 있는 hemin을 고갈시켰다. 세균의 성장은 

이  배양 후 660 nm 장에서의 흡 도를 측정하

여 결정하 다. 균주 배양의 오염 여부는 Gram 염

색 후 검경하여 단하 다. 오염되어 있는 철분과 

hemin을 제거하기 해 모든 유리 기구들은 chro-

mic acid와 deionized water로 세척한 후 사용하

다.

2. 세포막의 분리

Early stationary phase의 균주를 원심 분리 

(12,000 x g, 20 min at 4℃)하여 회수하여, 냉각
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된 phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.2)

으로 3회 세척한 후 각각 2 mM의 phenyl-

methylsulfonyl fluoride (PMSF), Na-P-Tosyl- 

L-lysine chloromethyl ketone (TLCK), 그리고 

benzamidine을 포함하고 있는 PBS에 분산시켰다. 

그 후 sonicator로 세포를 쇄하고, 속 (10,000 

x g, 30 min)  고속 (200,000 x g, 2 hr) 원심

분리를 시행하여 세포막을 분리하 다. 분리된 세포

막은 PBS에 녹여 -20℃에 보 하 다.

3. 단백질 정량

Kennel과Holt
52)

에 의해 변형된 bicinchoninic 

acid (BCA) assay (Pierce, Rockford, IL)법에 

의거하여 단백질 농도를 결정하 다. 이는 micro-

titer plate (flat-bottomed)에서의 단백질 정량을 

해 변형된 방법으로, 이를 간략히 소개하면, 20 μl

의 시료를 microtiter well에 넣고 증류수로 2배 

연속 희석한 후, 200 μl의 protein assay reagent

를 각 well에 가하여 30분간 실온에 치시키고, 

plate reader (570 nm)로 측정하 다. 표  단백

질로는 bovine serum albumin이 사용되었다.

4. Polyacrylamide Gel Electrophoresis

단백질 분포의 평가를 해서는 Laemmli53)의 

discontinuous sodium dodecyl polyacrylamide 

gel electrophoresis (SDS-PAGE)를 실시하 고, 

세포막 단백질 에서 heme-associated perox-

idase activity를 갖는 밴드를 확인하기 해서는 

lithium dodecyl sulfate (LDS) PAGE를 시행하

다. 12% acrylamide separating gel과 4%의 

acrylamide stacking gel을 이용하 으며, verti-

cal slab gel apparatus (Hoefer Scientific, 

San Francisco, CA)와 minigel apparatus 

(Mini PROTEANR II Dual Slab Cell, 

Bio-Rad, Richmond, CA)를 이용하여 30 mA에

서 기 동 하 다. 각 lane에는 통상 20 μg  

60 μg의 단백질을 각각 용하 으며, low molec-

ular weight standards (Bio-Rad, Richmond, 

CA)를 활용하 다. 기 동 후 Coomassie bril-

liant Blue-R-250 (CBB)으로 염색하고, 각 세포

막 단백질밴드의 분자량 계산은 linear regression 

analysis에 의거하 다. 세포막 단백질의 hem-

in-associated peroxidase activity를 결정하기 

해 LDS-PAGE gel을 tetramethylbenzidine 

(TMBZ, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO)

으로 염색하 다.  TMBZ 염색은 Stugard 등
31)

의 

방법에 의거하여 수행하 다. Reducing agent인

2'-mercaptoethanol의 존재가 기 동에 미치는 

향도 분석하 다.

5. Hemin 결합 단백질의 순수분리

Reference well을 갖는 preparative comb과 

12% separating gel을 이용하여, 세포막 단백질 

(passage 5)을 기 동 한 후, gel의 양단을 잘라

내어 CBB로 염색하 다. 이 염색 된 gel을 tem-

plate로 활용하여, 분리하고자 하는 hemin 결합 단

백질 밴드 (결과 참조)를 제한 후, Hager와 

Burgess의 방법55)에 의거하여 단백질을 용출하

는 바 그 방법은 다음과 같다. 잘라낸 gel 밴드를 잘

게 부순 후, 0.1% SDS, 0.05 M Tris-HCl, 0.1 

mM EDTA, 5 mM DTT, 그리고 0.2 M NaCl을 

포함하고 있는 elution buffer를 가하여, 실온에서 

1시간 씩 2차에 걸쳐 단백질을 용출하 다. 그 후 

Centricon-10 microconcentrator (10,000 mo-

lecular weight cutoff; Amicon Div., Beverly, 

MA)로 용출액을 농축하 다. 분리된 단백질의 순도

는 SDS-PAGE로 확인하 다.

6. N-terminal 아미노산 서열의 결정

순수분리된 단백질을 SDS-PAGE 후 Polyvinylidine 

difluoride (PVDF) membrane (ProBlot, Applied 

Biosystems, Foster City, CA)에 transfer하고
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55), Amido black으로 염색한 후 해당 밴드를 잘라

내었으며, Applied Biosystems Model 177A 

gas-liquid phase sequanator (coupled to an 

on-line HPLC model 120A analyzer)를 이용하

여 N-terminal 아미노산 서열을 결정하 다.

7. Cyanogen bromide digestion

P. gingivalis의 24 kDa hemin 결합 단백질 

(결과 참조)은 N-terminus가 쇄되어 cyanogen 

bromide (CNBr)로 단한 후 아미노산 서열을 결

정하 다. 간략히 소개하면, acetone으로 침 시킨 

24 kDa 단백질에 70% formic acid에 녹인 CNBr

을 가하여 실온에서 16시간 방치한 후, N2와 

SpeedVac SC 100 (Savant)을 이용하여 건조하

다.

Ⅲ. 결 과

각 기 동 조건에서 정상 으로 7.7 μM의 

hemin을 공 하여 배양한 경우와 hemin을 고갈시

킨 경우 (passage 5)에서의 단백질 밴드의 분포와 

수는 매우 유사하 다 (Figure 1). 그러나, pas-

sage 5의 P. gingivalis에서 약 24 kDa (unheated 

30 kDa), 그리고 passage 5의 P. intermedia와 

P. nigrescens에서는 약 50 kDa의 단백질 밴드가 

히 강화되어 발 되었다 (Figure 1). LDS- 

PAGE gel을 TMBZ로 염색한 결과, passage 5의 

(A) (B) (C)

1   2    3   4   5 1   2    3   4   5 1   2   3   4   5

Figure 1. SDS-PAGE of cell envelopes from P. gingivalis (A), P. intermedia (B), and P. ni-

grescens (C). Lane 1, M.W. standards; Lane 2 and 3, unheated samples; Lane 4 and 5, 

samples heated at 100℃ for 5 min; Lane 2 and 4, cells grown in 7.7μM hemin; Lanes 3 

and 5, cells grown without hemin (passage 5).

(A) (B)

1     2     3 2        3

Figure 2. Coomassie Brilliant blue stained (A) 

and tetramethylbenzidine (TMBZ) stained 

(B) LDS-PAGE of cell envelopes from P. 

gingivalis. Protein (70㎍) was applied to 

each lane following incubation with hemin. 

Lane 1, low M.W. standards; Lane 2, cells 

grownin7.7μM hemin; Lane 3, passage 5.
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P. gingivalis 세포막단백질은 30 kD에서 hem-

in-associated peroxidase activity를 보 다 

(Figure 2).

Passage 5의 P. gingivalis에서 약 24 kDa 

(unheated 30 kDa) hemin 결합 단백질, 그리고 

passage 5의 P. intermedia와 P. nigrescens에

서는 약 50 kDa의 hemin 결합 추정 단백질을 각

각 분리하 다. 분리된 단백질은 여타의 단백질에 

오염되지 않고 1개의 밴드로 구성되어 있었다 

(Figure 3). 분리된 각각의 단백질은 환원재인 

2'-mercaptoethanol의 존재 유무와 상 없이 동일

한 기 동 양상을 보 다 (Figure 4). 

P. gingivalis의 24 kDa hemin 결합 단백질을 

CNBr로 처리한 결과 최소 3개의 단백질 밴드 (12 

kDa, 17 kDa, 그리고 20 kDa)가 확인 되었으며, 

이들 밴드의 내부 아미노산 서열이 표 1 (A)에 제시

되어 있다. P. intermedia와 P. nigrescens에서

의 약 50 kDa hemin 결합 추정 단백질의 N-ter-

minal 아미노산 서열은 표 1 (B)와 (C)에 제시되

어 있다.

(A) (B) (C)

1      2      3 1     2     3 1      2     3

Figure 4. Electrophoretic mobility of putative hemin-binding proteins from P. gingivalis (A), P. 

intermedia (B), and P. nigrescens (C) in the presence and absence of reducing agent, 

2-mercaptoethanol. Lane 1, M.W. standards; Lane 2, sample with treatment buffer contain-

ing 2-mercaptoethanol; Lane 3, sample without 2-mercaptoethanol.

(A) (B) (C)

1 2 3 4  5  6 1     2     6 1      2     6

Figure 3. SDS-PAGE analysis of the purification of putative hemin-binding proteins from P. 

gingivalis (A), P. intermedia (B), and P. nigrescens (C). Lane 1, M.W. standards; Lane 2, 

cell envelope fraction; Lane 3, 1% CHAPS-soluble fraction of P. gingivalis; Lane 4, iso-

lation of 30 kDa protein of P. gingivalis; Lane 5, 100℃ heated isolation 30 kDa protein of 

P. gingivalis; Lane 6, purified putative hemin-binding protein proteins.
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Ⅳ. 총괄 및 고찰

병원성 세균들은 숙주 내 환경에서 서식하고 병원

성을 발휘하기 해, 필수 양소인 철분을 숙주로

부터 획득하기 한 고도의 친화력을 갖는 철분 획

득 기 들을 소유하고 있다. 본 연구는 hemin 의존

성을 갖는 치주질환 주요병인균주인 P. gingivalis, 

P. intermedia, 그리고 P. nigrescens의 hemin 

결합 세포막 단백질의 특성을 비교 분석하기 해수

행되었다. 

본 연구에서는 hemin이 고갈된 상태인 passage 

5의 P. gingivalis에서 약 24 kDa (unheated 30 

kDa), 그리고 passage 5의 P. intermedia와 P. 

nigrescens에서는 약 50 kDa의 단백질 밴드가 

히 강화되어 발 되었다. Smalley 등30)과 

Bramanti와 Holt
38)

는 몇몇 치주질환 병인 균주에

서의 hemin 조  세포막 단백질이 hemin 결합 단

백질로서의 역할을 수행할 수 있음을 보고한 바 있

다. 이에 P. gingivalis에서 24 kDa (unheated 

30 kDa) hemin 조  단백질, 그리고 P. inter-

media와 P. nigrescens에서의 50 kDa hemin 조

 단백질은 이들 균주에서의 hemin 결합에 여하

는 단백질로 추정할 수 있다. 한, 본 연구에서는 

passage 5의 P. gingivalis의 30 kD 세포막 단백

질에서 hemin-associated peroxidase activity를 

확인하 다. 이는 P. gingivalis의 경우 30 kD 세

포막 단백질이 hemin 결합에 실질 으로 간여함을 

의미한다.

본 연구에서 분리된 P. gingivalis의 24 kDa 

(unheated 30 kDa) hemin 결합 단백질, 그리고 

P. intermedia와 P. nigrescens의 50 kDa hem-

in 결합 추정 단백질의 electrophoretic mobility

는 환원제인 2'-mercaptoethanol의 존재 유무에 

향을 받지 않았는 바, 이는 이 단백질에 disulfide 

bond가 존재하지 않음을 보여 다. 

N-terminal 아미노산 서열을 GenBank 자료에

서 분석한 결과에 의하면, P. intermedia의 50 

kDa hemin 결합 추정 단백질은 Streptococcus 

intermedius의 Enolase와 아미노산 서열이 일치

하 으며, P. gingivalis의 24 kDa hemin 결합 

단백질과 P. nigrescens의 50 kDa hemin 결합 

추정 단백질은 기존의 보고된 단백질과 상동성을 갖

지 않는 새로운 단백질로 추정된다.

본 연구는, hemin 의존성을 갖는 치주질환 주요 

Table 1. N-terminal amino acid sequence anaysis of putative hemin-binding proteins from P. 

gingivalis (A), P. intermedia (B), and P. nigrescens (C)

(A)

Fragments Amino acid sequence

20 kDa DQATSVPTDG(X)Y(X)TVD(X)KLGRITVK

17 kDa GPDG(H)ZMEYEE

12 kDa EYEEQGFSEVITGKKNAQGFAA(X)G(X)LEF(S)

*(X), unknown; ( ), assume to be correct amino acid.

(B)

Fragment Amino acid sequence

50 kDa SIITDVYAREVLDSRG

(C)

Fragment Amino acid sequence

50 kDa MEVLKIMESLEQKHP
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병인균주인 P. gingivalis, P. intermedia, 그리고 

P. nigrescens에서의 hemin 조  세포막 단백질

로, hemin 결합에 여하여 이들 균주에서의 hem-

in 획득에 요한 역할을하는 것으로 추정되는 단백

질을 확인하여 순수분리하고 몇몇 특성을 비교 분석

한 최 의 보고로 사료된다. 향후, 이 단백질에 한 

보다 심도있는 연구가 수행되어야 할 것으로 사료되

는 바이다.

V. 결론

본 연구는 hemin 의존성을 갖는 치주질환 주요 

병인균주인 P. gingivalis, P. intermedia, 그리고 

P. nigrescens의 hemin 결합 세포막 단백질의 특

성을 비교 분석하기 해 수행되었다. 본 연구에서

는 hemin이 고갈된 상태인 passage 5의 P. gin-

givalis에서 약 24 kDa (unheated 30 kDa), 그

리고 passage 5의 P. intermedia와 P. ni-

grescens에서는 약 50 kDa의 hemin 조  세포막 

단백질이 확인되었으며, 이들은 hemin 결합에 여

하는 것으로 추정된다. P. gingivalis의 30 kD 세

포막 단백질에서는 hemin-associated peroxidase 

activity가 확인되었다. N-terminal 아미노산 서열

을 분석한 결과에 의하면, P. intermedia의 50 

kDa hemin 결합 추정 단백질은 Streptococcus 

intermedius의 Enolase와 아미노산 서열이 일치

하 으며, P. gingivalis의 24 kDa hemin 결합 

단백질과 P. nigrescens의 50 kDa hemin 결합 

추정 단백질은 기존의 보고된 단백질과 상동성을 갖

지않는 새로운 단백질로 추정된다.
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-Abstract-

Isolation and Partial Characterization of Hemin-binding 

Cell Envelope Proteins from Porphyromonas gingivalis, 

Prevotella intermedia, and Prevotella nigrescens

Sung-Jo Kim

Department of Periodontology, School of Dentistry, Pusan National University

The results of this study confirm that the availability of hemin influences the expression of 

selected membrane proteins of Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, and 

Prevotella nigrescens. A 30 kDa (heated 24 kDa) hemin-binding protein whose expression is 

hemin regulated was identified and purified in P. gingivalis. A strong hemin-binding function 

was found by LDS-PAGE and TMBZ staining when P. gingivalis cells were grown under hem-

in-limited conditions. A 50 kDa cell envelope associated protein, whose expression is hemin 

regulated, is considered to be a putative hemin binding protein from P. intermedia and P. ni-

grescens, respectively. N-terminal amino acid sequence analysis of CNBr-digested 24 kDa 

hemin binding protein from P. gingivalis revealed that this protein belongs to a new, so far 

undescribed hemin-binding class of proteins. N-terminal amino acid sequence of a 50 kDa pu-

tative hemin binding protein from P. intermedia was identical with Enolase from Streptococcus 

intermedia. Work is in progress to further characterize the molecular structure of these 

proteins.2)

Key words：Hemin, Cell envelope proteins, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Prevotella 

nigrescens
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