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요 약

본 논문에서는 한국인 아동의 우식치아로부터 S. mutans를 분리하고, acid stress하에서 분리한 S.

mutans의 유전자의 발현의 변화를 분석하고자 하였다. 치아우식증의 주요한 요소로 작용하는 치태

형성에 기여하는 glucan 및 fructan 합성에 관여하는 세포내 효소인 glucosyltransferase,

glucosyltransferase, glucosyltransferase 및 fructosyltransferase의 발현량의 변화를 확인한 결과,

lactic acid를 처리하지 않은 control의 경우보다 16배에서 3배까지 감소한 것을 확인할 수 있었다.

Amino acid ABC transporter, adenylate kinase, fructokinase, 40k cell wall protein precursor에서는

모두 유전자의 발현량이 현저히 증가한 것을 볼 수 있었다. 이들 유전자는 acid stress에 관여하는 특

이적 유전자로 추정된다,

1. 서론

많은 연구들은 S. mutans가 탄수화물 분해에 의

해서 생성되는 산에 의해 형성되는 낮은 pH에서도

당질 대사를 수행하며 생존할 수 있는 산에 대하여

가장 잘 견디는 균주로 보고해 왔으며, S. mutans

의 이러한 능력은 다른 구강 내 세균과 구분되는

특성으로서 충치의 진행에 있어서 결정적인 영향을

미치는 것으로 알려져 있다. 내산성 세균의 산저항

기작에 대한 많은 연구들을 통하여 산에 대한 적응

및 방어기작은 병원성을 나타내는데 중요한 요소로

작용한다는 결과가 보고되고 있으며, S. mutans의

경우도 특유의 acid stress와 관련된 기작들이 치아

우식증 유발에 주요한 병독성으로 작용하는 것으로

생각된다.

지금까지 치아우식에 관여하는 S. mutans의 내산

성과 관련된 생리적, 기능적 및 유전적 특성에 관한

연구는 대부분 백인을 대상으로 해서 보고되어 졌으

며, 현재 국내에서 진행되는 S. mutans 관련 연구는

항균 및 유기산 억제효과를 지니는 천연물질의 탐색

에 관한 것이 대부분이다. 국내에서도 한국인의 치

면으로부터 S. mutans의 분리에 관한 연구는 이루

어지고 있으나, 치아우식의 발생과 관계있는 단백질

및 이와 관련된 유전자에 관하여는 거의 보고된 바

가 없다.

치아우식증에 대한 근본적인 원인해결을 위해서는

S. mutans에 의한 치아우식증 발병과정의 분자생물

학적 기작과 S. mutans가 구강내부 환경에 노출시

겪는 다양한 stress에 저항하는 능력 등을 분석하는

연구가 필요하며, 특히 S. mutans의 산에 대한

stress에 저항하는 방어기작에 관한 연구는 치아우

식증에 대한 주요한 해결책을 제시할 수 있을 것으

로 생각된다.

따라서, 본 연구에서는 한국인 12세 미만 아동의

우식치아로부터 분리된 S. mutans K7에서 acid

stress동안 유전자 발현의 변화를 분석하고자 하였

다.

2. 재료 및 방법

2.1 사용균주

우식이 진행되고 있는 12세 미만 아동의 치아우식

부위로부터 분리한 S. mutans K7을 다음의 실험에

사용하였으며 대조균주는 미국 유전자은행(ATCC,

USA)으로부터 분양받은 S. mutans UA159를 사용

하였다.
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2.2 RNA 추출 및 cDNA 합성

Total RNA는 TRIreagent (Molecular Research

Center Inc., Cincinnai, OH, USA)를 이용하여 제조

사의 지시를 따라 추출하였다. RNA 순도와 농도는

NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies,

Wilmington, DE, USA)를 이용하여 측정하였다.

Prime script cDNA Synthesis (Takara Shuzo Co.,

Otsu, Shiga, Japan)을 이용하여 Total RNA의 1 μg

을 cDNA를 합성하기 위한 역전사반응에 사용하였

으며 실험방법은 제조사의 지시를 따랐다.

2.3 Real-time PCR

Real-time PCR에 사용 된 모든 primer는 Primer

Express V1.5 software (Applied Biosystems,

Foster City, CA)을 이용하여 제작되었다.

Real-time PCR은 SYBR Green PCR master mix

(QIAGEN, Gmbh, Hilden, Germany)를 사용하여

ABI PRISM 7700 Sequence Detection System

(Applied Biosystems)를 이용하여 수행하였다.

PCR 반응은 pre-denaturation을 50 ℃에서 2분간

수행한 후, 95 ℃에서 10분간 해리, 95℃에서 15초

간, 60 ℃에서 1분간 중합과정을 40 cycle 수행하였

다. PCR 반응 종결 후 melting curve 작성을 수행

하여 유전자 증폭의 정확성을 재확인 하였다. 유전

자 발현량의 내부 보정을 위하여 16S rRNA을 이용

하였고, 상대적 유전자 발현량은 △△Ct 방법을 통

하여 분석하였다.

3. 결과 및 고찰

한국인 아동의 치아우식부위로부터 분리한 균주

인 S. mutans K7을 지수증식기까지 배양시켜

40-50% 정도 성장이 저해되는 20 mM의 lactic acid

를 본 실험의 mild-shock으로 결정하고 1시간동안

처리한 후, 2D gel electrophoresis를 수행하여 분석

한 결과 acid stress동안 S. mutans K7에서

elongation factor Ts, hypothetical protein, putative

amino acid ABC transporter, adenylate kinase,

fructokinase, Putative 40K cell well protein

precursor, peptide deformylase, shikimate

5-dehydrogenase, mannose-6-phosphate isomerase,

threonine synthase, putative

dTDP-glucose-4,6-dehydratase의 단백질이 발현량

이 현저히 증가한 것을 보고 하였다.

이러한 결과를 바탕으로 이전 실험과 동일한 조건

으로 S. mutans K7을 지수증식기까지 배양시켜 20

mM의 lactic acid를 1시간동안 처리한 후 RNA를

추출하였으며 대조군으로는 S. mutans UA159를 사

용하여 real-time PCR을 수행하였다.

Real-time PCR결과, 2D gel electrophoresis와 동

일하게 hypothetical protein (SMU.329), putative

amino acid ABC transporter (SMU.568), adenylate

kinase(SMU. 2005), fructokinase(SMU.1840),

putative 40k cell wall protein precursor(SMU.609)

에서 모두 유전자의 발현량이 현저히 증가한 것을

볼 수 있었다.

또한 치태의 기본골격역활을 하여 치질의 탈회를

가속화 시키는 역할을 하는 glucan과 fructan 합성

에 관여하는 glucosyltransferase B　 （gtfB),

glucosyltransferase C (gtfC), glucosyltransferase D

(gtfD) 및 fructosyltransferase (ftf)의 발현량의 변

화를 확인한 결과 다음과 같은 결과를 얻었다.

지수증식기에 20 mM의 lactic acid의 산 스트레스

하에서 S. mutans K7의 경우 gtfB는 발현량이

lactic acid를 처리하지 않은 control의 경우보다 14

배 감소하였으며, gtfC는 3 배, gtfD는 16 배, ftf는 8

배 감소하였다. S. mutans UA159에 있어서도 actic

acid를 처리하지 않은 control의 경우보다 gtfB는 10

배, gtfC는 3 배, gtfD는 3.5배, ftf는 5배 감소하는

결과를 나타내었다.

4. 결론

S. mutans K7에서 현저하게 발현량이 증가된 결

과를 보인 12개의 단백질은 K7에서 acid stress에

관여하는 특이적 단백질로 추정되며, 산 스트레스하

에서 이들 단백질의 유전자 발현을 분석한 결과

lactic acid를 처리하지않은 control에 비하여 현저히

증가함을 확인할 수 있었다.

또한 치아우식증의 주요한 요소로 작용하는 치태형

성에 기여하는 glucan 및 fructan 합성에 관여하는

세포내 효소인 gtfB, gtfC, gtfD 및 ftf의 발현량의 변

화를 확인한 결과, lactic acid 를 처리하지 않은

control의 경우보다 16배에서 3배까지 감소한 것을

확인할 수 있었다. 이는 산 스트레스하에서 균주의

성장속도 및 대사능력이 감소한 결과에 기인한 것으

로 생각되어진다.

S. mutans가 다른 구강내 미생물들과는 달리 내산

성 가질 수 있는 요인으로 스트레스단백질의 발현은
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매우 중요하며 따라서 앞으로의 연구에서는 스트레

스 단백질을 동정하고 유전자 발현형태 및 관련대사

를 밝혀내는 연구가 계속적으로 행해져야 할 것으

로 생각된다.
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