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역교잡 방법을 이용한 결핵균 embB 유전자 돌연변이 검출
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Background : Ethambutol (EMB) is one of important first-line drug in the treatment of tuberculosis. Molecular 

techniques to detect embB gene mutations have been considered as an method to define the EMB resistance. We 

investigated the mutation rate within embB gene among EMB resistant strains using reverse hybridization 

techniques.  

Methods : We made 11 probes that had wild or mutated sequences containing codons 306, 406, or 497 within embB 

gene respectively. These probes were reverse-hybridized with PCR products amplified from embB gene which were 

isolated from 149 ethambutol resistant strains and 50 pan-susceptible strains. 

Results : Out of 149 ethambutol resistant strains, one hundred (67.1%)  had mutation at least one base at codon 

306, 406, or 497 in embB gene. Mutation at codon 306, 406, 497 were demonstrated in 75  (50.3%), 16 (10.7%), and 

13 strains (8.7%) respectively. There were four strains that showed multi-mutation at codon 306 and codon 406 

simultaneously. A high proportion (8.1%) had single mutation at codon 406. There was no mutation observed in 

embB gene among 50 pan-susceptible strains.  

Conclusion : Reverse hybridization will be useful technique for detection of gene mutation correlated to ethambutol 

resistance.  (Tuberc Respir Dis 2005; 58:129-134)
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서   론

에탐부톨은 주요 초치료 항결핵약제의 하나로서, 

에탐부톨의 첨가로 Mycobacterium smemgatis 균내의 

D-arabinose의 합성이 억제 되는 것을 발견하면서 그 

작용 기작이 서서히 밝혀지기 시작하였다
1
. Arabinan

은 arabinogalactan과 lipoarabinomannan의 구성성분

이며, 이들의 합성은 서로 별개의 과정으로 이루어진

다2. 1997년에 이르러 Telenti 등이 이들 합성 과정에 

관여하는 arabinosyltransferase를 만드는 세 개의 연

속적인 유전자, 즉 embCAB를 발견하였다3. 이 유전

자의 돌연변이는 에탐부톨 내성균에서만 분리되었는

데, 내성균 중에서 특히 EmbB 단백질의 Met306 돌연

변이가 가장 일반적인 것으로 보고 되었으며3, 

Sreevatsan 등도 Met306에서 여러 가지 돌연변이, 즉 

Ile, Leu 또는 Val 등을 발견하였다4. Telenti 등도 

EmbB 단백질의 아미노산 중에 306번 Met이 에탐부

톨 내성을 결정하는 부위(EMB resistance determining 

region, ERDR)라는 사실을 발견하였다3. Alcaide 등은 

이 부위의 아미노산은 M. tuberculosis, M. leprae, 

M. smegmatis 기타 mycobacteria 등에서 큰 차이가 

없는 것을 관찰하였으며, M. leparae, M. abscessus, 
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Table 1. primers and probes for detection of mutation in embB gene. 

Primers or probes Oligonucleotides Remark 

embB forward primer 1 (EF1) 5' agctcctcctcaggccgttc 3' from codon 250 to codon 256

embB reverse primer 1  (ER1) 5' cagactggcgtcgctgacat 3' from codon 342 to codon 349, biotin labeling at 5' end

embB forward primer 2 (EF2) 5' agtgtgctggctgctgctgt  3' from codon 359 to codon 365

embB reverse primer 2 (ER2) 5' cagtgtgaatgcggcggtaa 3' from codon 436 to codon 442, biotin labeling at 5' end

embB forward primer 3 (EF3) 5' ttaccgccgcattcacactg 3' from codon 436 to codon 442

embB reverse primer 3 (ER3) 5' accctggtggcttccaacac 3' from codon 502 to codon 508, biotin labeling at 5' end

Probes from embB, EW10 5' tcctgggcatgggccgagt 3' wild sequences from codon 304 to codon 310 

EM11 5' tcctgggcctgggccgagt 3' Point mutation from Met  to Leu at codon 306

               EM12 5' tcctgggcgtgggccgagt 3' Point mutation from Met to Val at codon 306

               EM13 5' tcctgggcataggccgagt  3' Point mutation from Met to Ile at codon 306

               EW20 5' ccggagggcatcatcgcgctc 3' wild sequences from codon 404 to codon 410

               EM21 5' ccggaggccatcatcgcgctc 3' Point mutation from Gly to Ala at codon 406

               EM22 5' ccggaggacatcatcgcgctc  3' Point mutation from Gly to Asp at codon 406

               EM23 5'  ccggagagcatcatcgcgctc 3' Point mutation from Gly to Ser at codon 406

               EW30 5' gccgaccagaccctgtcaacg 3' wild sequences from codon 495 to codon 481 

               EM31 5' gccgacaagaccctgtcaacg 3' Point mutation from Gln to Lys  at codon 497

               EM32 5' gccgaccggaccctgtcaacg 3' Point mutation from Gln to Arg at codon 497

M. chelonae 등의 균종이 보이는 자연적인 에탐부톨 

고농도 내성은 ERDR의 변화와 관련이 있다고 보고 

있다
5
. Ramaswamy 등은 에탐부톨 내성 결핵균을 대

상으로 embCAB의 전체 유전자 뿐만 아니라  iniBAC 

등의 유전자에서도 돌연변이를 발견하였다
6
. 

이 연구에서는 우리나라에서 분리된 에탐부톨내성

인 결핵균의 embB 유전자 내 306번, 406번, 497번 아

미노산의 돌연변이 분포 상태를 파악하고자 하였으

며, 향후 이를 이용하여 신속한 에탐부톨 내성균 검출 

가능성을 검토하고자 하였다. 

대상 및 방법

1. 균주 수집 및 감수성검사

이 연구에서는 2003년도에 결핵연구원에 항결핵제

에 대한 감수성검사가 의뢰된 균주 중에서 에탐부톨

에 내성균인 149균주와 시험된 모든 항결핵약제에  감

수성인 50균주를 시험에 사용하였다. 

약제감수성 검사는 Löwenstein-Jensen (LJ) 배지

상에서 내성비율법에 따라서 실시하였다
7
. 약제 함유 

농도는, 아이소니아짓 0.2 mcg/ml, 리팜핀 40 mcg/ml, 

스트렙토마이신 4.0 mcg/ml, 에탐부톨 2.0 mcg/ml, 

가나마이신 40.0 mcg/ml, 카프레오마이신 40.0 mcg/ml, 

프로치오나마이드 40.0 mcg/ml, 사이클로세린 30.0 

mcg/ml, 파스 1.0 mcg/ml, 오플로삭신 2.0 mcg/ml으

로 하였으며, 대조배지 상 균 집락 수와 비교하여 1%

이상의 균이 발육 시 각 약제에 내성인 것으로 판정 

하였다. 피라지나마이드는 pyrazinamidase test로 내

성 여부를 결정하였다
7
. 

2. 중합효소연쇄반응-역교잡반응법

embB 유전자의 증폭을 위한 primer 및 돌연변이를 

검출하기 위한 probe는 Table 1에 나타내었다. 돌연변

이 검출을 위한 probe는 embB 유전자의 돌연변이를 

잘 일으키는 306번 아미노산을 포함하는 codon 304- 

310, 406번 아미노산을 포함하는 codon 404-410, 그리

고 497번 아미노산을 포함하는 codon 495-481 부위에

서 정상적인 염기서열과 돌연변이 염기서열을 바탕으

로 합성하였다. 이 probe들을 검출하기 위한 3종의 

primer를 합성하였다. 

중합효소연쇄반응의 annealing 온도는 65℃이었고, 

중합효소연쇄반응 용량은 100 μl이었고, 성분은 10ⅹ 
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A  B  C  D 

Figure 1. PCR products amplified from 3 sets of primer.

A : size marker 100bp DNA ladder. 
B : 296bp amplified by primer EF1/ER1 for codon 306 
mutation.        

C : 250bp amplified by primer EF2/ER2 for codon 406 
mutation.

D : 217bp amplified by primer EF3/ER3 for codon 497 

mutation.

Table 2. Distribution of embB gene mutation among ethambutol resistant strains. 

Mutation site Amino acid Sequence No. of strains (149)* No. of strains (4)**

codon 306

Met → Leu atg → ctg  2 (1.3% )

Met → Val atg → gtg 53 (35.6%) 3 

Met → Ile atg → ata 20 (13.4%) 1 

codon 406

Gly → Ala ggc → gcc 11 (7.4% ) 3

Gly → Asp ggc → gac 3 (2.0% )

Gly → Ser ggc → agc 2 (1.3% ) 1

codon 497
Gln → Lys cag → aag 4 (2.7% )

Gln → Arg cag → cgg 9 (6.0% )

none 49 (32.9%)

* : Percentages in parenthesis were calculated using by total EMB resistant strains as a denominator(149).
** : 4 strains were overlapped because of multi loci mutations. 

Taq polymerase buffer 10 ul, 2mM MgCl2, 각 primer 

20 pM, 2 mM의 4가지 dNTP, 1 U의 Taq polymerase 

(AP-Biotech, Uppsala, Sweden) 및 50-200 ng의 DNA

로 구성되었다. 중합효소 연쇄반응은 Perkin-Elmer 

480 DNA Thermal Cycler (Perkin Elmer, Norwalk, 

CT. 06859 USA) 제품으로 실시하였다. 처음 denatur

󰠀ation 반응은 95℃ 에서 10분 하였고, 이후 95℃ 1분, 

65℃ 1분, 72℃ 2분씩 중합효소 연쇄반응을 30회 반복 

하였으며 마지막 extention 반응으로 72℃ 10분을 실

시하였다. 

Probe EW10-EM31까지 조사하기 위한 primer 

EF1/ER1에 의한 PCR 산물은 296bp이었고, probe 

EW20-EM23까지 조사할 primer EF2/ER2에 의한 산물

은 250bp 이었다. 그리고 probe EW30-EM32를 조사

하기 위한 primer EF3/ER3 산물은 217bp 이었다(Fig 1).

여러 유전자 돌연변이 검출을 위한 역교잡반응은 

Kox 등의 방법을 적용하였다
8,9
. 즉 probe들을 dTTP

로 tailing하여 나일론막 (Amersham Pharmacia Biotech, 

Buckinghamshire, England)에 고착시키고 cross blotter 

기구(Accutran-Cross ACC 100/0; Schleicher & Schuell, 

Dassel, Germany)를 이용하여 중합효소연쇄반응 산

물을 역교잡으로 반응시켰다. Probe와 교잡된 중합효

소 연쇄반응 산물은 streptavidin-alkaline phosphatase

를 처리한 다음 NBT/BCIP 기질로 발색시켰다. 

결   과

1. 에탐부톨 내성균에서 embB 유전자 돌연변이 분포

 에탐부톨 내성균 149균주 중에서는 각 probe에 대

한 돌연변이를 조사한 결과, embB 유전자의 306번째 

아미노산인 Met의 돌연변이는 75균주(50.3%)였다. 그 

중에서 Met → Val (atg → gtg) 돌연변이는 53균주

(35.6%)로 에탐부톨 내성균주 중 가장 많이 차지하였

는데, 이 중 3균주는 406번 Gly → Ala (ggc → gcc) 

돌연변이도 동시에 가지고 있었다. Met → Ile (atg → 

ata) 돌연변이는 20균주(13.4%)였는데, 이 중 1균주는 

406번 Gly → Ser (ggc → agc) 돌연변이를 동시에 가

지고 있었다. Met →Leu (atg → ctg) 돌연변이는 2균
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Table 3. Distribution of embB gene mutated loci of strains with various drug resistance.

Mutation site E(2) ER(1) EHN(20) EHRN(126) Total(149)

codon 306 1 11* 63** 75***

codon 406  2* 14** 16***

codon 497 4  9 13

none 1 1 5 42 49

E: ethambutol resistant strain. ER: ethambutol and rifampicin resistant strain.

EHN: ethambutol, isoniazid, and any other drug resistant strains except rifampicin. 
EHRN: ethambutol, isoniazid, rifampicin, and any other drug resistant strains.

Numbers of strains were indicated in parentheses. 

*/**: 2 strains had multiple mutated loci at codon 306 and 406 simultaneously.
***: Total 4 strains had multiple mutated loci at codon 306 and 406 simultaneously.

주(1.3%)였다. 

embB 유전자의 406번째 아미노산인 Gly의 돌연변

이는 16균주(10.7%)에서 나타났다. 그 중 Gly → Ala 

돌연변이는 11균주(7.4%), Gly → Asp (ggc → gac) 

돌연변이는 3균주(2.0%), Gly → Ser 돌연변이는 2균

주(1.3%) 였다. 

embB 유전자의 497번째 아미노산인 Gln의 돌연변

이는 13균주(8.7%)에서 나타났다. 그 중 Gln → Lys 

(cag → aag) 돌연변이는 4균주(2.7%), Gln → Arg 

(cag → cgg) 돌연변이는 9균주(6.0%)였다. 

에탐부톨 내성균 149주중 embB 유전자돌연변이를 

나타낸 균은 모두 100균주(67.1%)였으며, 그 중 4균주

는 중복돌연변이를 가지고 있었다(Table 2). 

한편, 에탐부톨 및 타 항결핵약제에도 감수성인 50

균주 모두가 실험에 사용된 probe에서 돌연변이를 나

타내지 않았다. 

2. 리팜핀내성과 embB 유전자 돌연변이 관계

전체 항결핵약제에 감수성인 균과는 달리 에탐부톨

에는 감수성이나 기타 항결핵약제는 내성을 나타낸 

결핵균 중에서는 embB 유전자 돌연변이가 발견된 경

우가 있어서10, 본 연구에서는 에탐부톨 내성균 중에

서 리팜핀 내성과 에탐부톨 embB 유전자 돌연변이와

의 관련성 여부를 확인해보았다. 리팜핀에는 감수성

이지만, 아이소니아짓과 에탐부톨에 동시 내성인 균 

또는 이 두가지 약제 내성을 포함하여 기타 항결핵약

제에도 내성을 갖는 균주가 20균주였다. 이 중에서 

embB 유전자 돌연변이를 나타낸 균주는 15균주(75.0%)

였고, 그 중에서 306번 아미노산 돌연변이는 11균주

(55.0%), 406번과 306번 돌연변이를 동시에 가진 균주

가 2균주(10.0%), 497번 돌연변이는 4균주(20.0%)였

다. 한편, 리팜핀, 아이소니아짓, 에탐부톨내성인 균과 

이 세 가지 약제와 더불어 기타 항결핵약제에도 내성

인 균주는 126균주 이었다. 이 중에서 embB 유전자 

돌연변이를 나타낸 균주는 84균주(66.7%)였는데, 그 

중에서 306번 아미노산 돌연변이는 63균주(50.0%), 406번 

돌연변이는 14균주(11.1%)였는데 그 중 2균주는 306

번 돌연변이를 동시에 가지고 있었으며, 497번 돌연변

이는 9균주(10.7%)에서 나타났다 (Table 3). 전체적으

로 에탐부톨 내성인 균주 중에서, 리팜핀 내성인 그룹

과 리팜핀 감수성인 그룹간에 통계적으로 유의한 차

이는 없었다(p > 0.1). 따라서 리팜핀내성과 embB 유

전자 돌연변이 발생 간에 연관이 없는 것으로 나타났

다. 실험에 사용된 에탐부톨 단독 내성인 균주 수는 

너무 적었기에 비교하지 않았다.

고   찰

1999년도 우리나라 보건소에 등록된 도말 양성인 

초치료 대상인 환자중에서 에탐부톨 내성인 환자들은 

1.1%이었으며, 재치료 환자 중에서는 3.5%이었다11. 

결핵환자 중 에탐부톨 내성률이 아이소니아짓이나 리

팜핀의 내성률만큼 높지는 않지만, 에탐부톨은 1차 항

결핵약제의 하나로 단기화학 요법에 중요한 역할을 

하므로, 에탐부톨 내성여부는 약제 처방전 결정에 매우 

중요하다. 

에탐부톨 (dextro-2,2'-(ehylenediimino)-di-1-bu󰠀
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tanol)은 D-arabinose와 비슷한 구조를 가진 합성화

합물로서 1961년 처음 개발 되어 그 해에 바로 결핵환

자에게 적용되었다
12
. 에탐부톨의 작용 스펙트럼은 결

핵균 (M. tuberculosis)을 비롯한 비결핵마이코박테

리아에까지 미친다. M. kansasii 에는 직접적으로 균 

억제 능력이 있지만, M. intracellulare, M. avium 등

에서는 타 약제의 효과를 상승시키기도 한다
13
. 에탐

부톨의 작용기전에 대해서는 여러 견해가 있는데, 비

결핵마이코박테리아를 대상으로 한 실험 결과를 보

면, 에탐부톨은 RNA 대사 억제
14
, 인지질 합성 억제

15
, 

mycolic acid를 세포벽 연결 물질인 arabinogalactan

에로 전달 억제
16
, spermidine 합성 억제

17
, arbinogalactan

과 arabinomannan같은 세포벽 다당류 합성에 필요한 

단당류의 생산을 억제 등이 항균 기전으로 제시되고 

있다
1-2
. 한편으로 에탐부톨 내성에 영향을 주는 유전

자가 M. avium에서 분리되어 embA, embB로 명명되

었고
18
, 이어서 결핵균 (M. tuberculosis)에서도 연속

적으로 존재하는 유전자(embC, embA, embB)가 발

견되었다
3
.

본 연구에서 Löwenstein-Jensen 배지를 이용한 기

존 약제감수성 검사 방법으로 에탐부톨에서 내성인 

것으로 밝혀진 149개 결핵균 중에서 embB 유전자 전

체에서 돌연변이가 나타난 균주는 67.1%로 이는 

Ramsawamy의 조사 결과인 68%와도 비슷하였다
6
. 

또 본 연구에서 embB 유전자 중 306번 돌연변이는 

50.3%였는데 이는 Telenti 등의 결과인 47%와도 비슷

하였다
3
. 본 연구에서 497번 돌연변이는 8.7%균에서 

발견되었는데, Ahmad 등의 조사에서 이 돌연변이율

은 14.3%로 이 연구 결과 보다 높았다
19
. 본 연구에서 

406번 돌연변이는 10.7%이었는데, 이 중에 4균주는 

306번 돌연변이를 동시에 가지고 있었으며, 406번 돌

연변이 하나만 가지고 있는 균은 8.1%이었다. 이는 다

른 연구결과들과 비교시에 매우 높은 수치이었다. 역

교잡반응으로 찾아낸 돌연변이는 염기서열분석으로 

확인한 결과는 모두 일치 하였다. 

Mokrousov 등의 보고에 따르면 타약제 내성이면서 

에탐부톨 감수성인 균주중에서 embB 유전자 돌연변

이가 존재한다는 보고도 있는 바
10
, 이 연구에서는 에

탐부톨 내성균중에서 리팜핀 내성과 embB 유전자 돌

연변이율은 관련이 없는 것으로 나타났지만, 향후 타

약제 내성이면서 에탐부톨 감수성인 균주들을 대상으

로 이에 대한 조사가 추구 되어야 할 것이다. 그러나 

이 연구에서 에탐부톨을 포함한 11가지 항결핵약제에

서 감수성인 50개균에서는 embB 유전자의 돌연변이

를 발견하지 못하였으며, 이는 전체 항결핵약제에 감

수성균주에서는 embB 유전자 돌연변이를 발견한 경

우가 없다는 다른 보고와  일치하였다.  

역교잡반응법으로 에탐부톨 내성에 관련되어 있는 

것으로 알려진 embB 유전자 돌연변이를 찾는 것은 

가능하지만, 앞으로 에탐부톨 내성 기작과 연관된 유

전자가 정확하게 규명되고 여러 유전자가 더 발견되

어 민감도가 높아지면, 역교잡 방법을 이용한 결핵균

의  에탐부톨 내성의 검출법의 활용도가 높아질 수 있

을 것으로 예견된다. 

요   약 

배  경 :

에탐부톨의 내성여부는 결핵 환자 처방 결정에 있

어서 중요 변수의 하나가 된다. 에탐부톨 내성의 상당

부분이 embB 유전자의 돌연변이와 관계가 있으므로 

역교잡반응법으로 이 유전자의 돌연변이를 신속하게 

검출하고자 하였다.

방  법 :

에탐부톨 내성에 관련된 embB 유전자의 306번, 

406번, 497번 아미노산의 정상적인 염기서열과 돌연

변이 염기서열에 대한 probe를 합성하였고, 약제감

수성검사에서 에탐부톨 내성균으로 나타난 149균과 

전약제 감수성으로 나타난 50개균을 대상으로 조사

하였다.

결  과 :

149개의 에탐부톨 내성균 중에서 embB 유전자 전

체에서 돌연변이가 나타난 균은 100균주(67.1%)였으

며, 그 중 embB 유전자 중 306번 돌연변이를 가진 균

주가 75주(50.3%), 406번 돌연변이를 가진 균주가 16

주(10.7%), 497번 돌연변이가 있는 균주가 13주(8.7%)

였다. 이 중 4균주는 306번과 406번 돌연변이를 동시

에 가지고 있었다. 406번 돌연변이 하나만 가지고 있
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는 균은 12균주(8.1%)로 이는 다른 조사에서 볼 수 없

었던 비교적 높은 수치이었다. 한편 에탐부톨 및 11가

지 항결핵약제에서 감수성인 50개균에서는 embB 유

전자의 돌연변이를 발견하지 못하였다. 

결  론 :

역교잡반응법으로 에탐부톨 내성에 관련되어 있는 

것으로 알려진 embB 유전자 돌연변이를 찾는 것이 

가능하였으며, 에탐부톨 내성기전 및 관련 유전자가 

더 발견되어 민감도가 향상된다면 신속한 에탐부톨내

성균 검출이 가능할 것으로 본다.   
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