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Abstract — To clarify effects of the structural changes of Fur protein on the resistance to metronidazole (Mtz), the muta-

tional analysis of structure and function of the protein in Helicobacter pylori (Hp) was undertaken. It was identified that some

changes in Hp Fur protein resulted in increase of resistance to Mtz, and other changes resulted in decrease of resistance.

Increase of Mtz resistance came from the enzyme's decreased ability of reducing prodrug Mtz to the form of bactericidal

agent. Some sites that affects Mtz resistance (i) in Fur's N terminal extension, and (ii) in its central region, which links DNA

binding and Fe-binding modules were identified. It was also found that the addition of FLAG tag to Fur's C terminus also

significantly impairs Fur function.
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Helicobacter pylori(Hp)는 그람 음성 미호기성 간균으로 유전

적으로 매우 다양한 병원성균이다. 특히 만성적으로 전세계인구

의 50% 가 감염되어 그 결과 위궤양, 위염을 일으키며 위암의

원인균으로 주목 받고 있다.1-3) Hp는 미호기성 균으로 고농도의

산소 농도에는 견디지 못하지만 최소한 2% 이상의 산소는 존재

하여야 생존이 가능하며 최적의 성장을 위해서는 5~8%의 산소

농도가 최적이다. Hp가 숙주인 사람의 위점막 세포에 정착하는

과정에서 숙주는 방어기작으로 강력한 염증반응을 일으키며 주로

호중구나 대식세포가 이러한 반응을 매개하여 이 과정에서 다량

의 반응성 산소종(reactive oxygen species, ROS)이 발생된다.4,5)

Hp가 숙주 세포내에 질병을 유발하기 위하여 정착하는 과정에

서 유도된 다량의 ROS는 모순되게도 Hp 균주에게 치명적인 산

화적 스트레스로 작용한다. 그러나 이러한 ROS의 생성에도 불

구하고 Hp는 숙주의 위점막에 반영구적으로 정착하여 질병을 유

발할 수 있다는 것은 Hp가 이러한 산화적 스트레스에 대항하는

방어기전을 갖고 있기에 가능하며 그중에는 iron-cofactored

superoxide dismutase(SodB), catalase(KatA), hydroperoxide

reductase(AhpC) 등이 알려져 있다.6) 철분은 모든 미생물의 생

존에 필수적인 영양소로서 호흡과 전자전달계에 관여하고 여러

가지 효소의 cofactor로서 기능을 하는 것으로 알려졌으나 철 이

온은 산소의 존재하에서 매우 독성이 강한 반응성 산소종을 생

성한다.7) 따라서 일반적으로 세균들은 세포내 철분 농도의 항상

성을 유지하기 위하여 전사반응을 조절하거나 mRNA 분해반응

등을 이용하며 세균의 경우 ferric uptake regulator(Fur)을 이용

해 항상성을 유지하는 것으로 알려졌다.8,9) Hp는 사람이 섭취하

는 음식물에 따라 다양한 농도의 철분에 노출될 수밖에 없으며

따라서 Hp의 경우 세포내 철분 농도의 항상성을 유지하여 산화

적 스트레스로부터 스스로를 보호하는 것은 이 균주의 생존에 매

우 중요하다. 이 과정에서 E. coli와 마찬가지로 Fur 단백질이 중

요한 역할을 담당한다.10,11) Fur 단백질은 세균의 주요 전사조절

인자(Transcriptional regulator)로서 주로 철분대사, 산화적 스트

레스에 대한 방어기전등에 관여하는 유전자의 조절을 담당한다.12)
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Hp의 Fur 단백질은 150 aa로 구성된 단백질로 대장균이나 슈도

모나스의 Fur 단백질과 약 53% 정도의 유사성을 갖고 있으며

구조적으로, 기능적으로 어느 정도의 차이가 있는 것으로 알려

져 있다(Fig. 1). Hp Fur 단백질의 N-terminal 영역은 DNA

binding에, C-terminal 영역은 dimerization에 관여하는 것으로

알려져 있으며 특히 대장균이나 슈도모나스와 비교해 볼 때 특

징적인 차이점의 하나는 Hp의 Fur 단백질의 N-말단이 대장균

등과 비교해서 약 9~10개 정도의 아미노산 사슬이 길게 신장되

어 있는 것이다.13) 한편 Albert 등은 Hp 치료제인 metronidazole

(Mtz)에 내성인 Hp 26695 중 Fur 단백질의 N말단의 3번째 아

미노산인 Arginine이 Isoleucine으로 변이된 균주를 확인하였으

며 야생형과 비교시 Mtz에 대한 내성이 증가된 것을 보고하였

다.14) 이러한 현상은 아마도 Fur 단백질의 변이의 결과 pro-drug

인 Mtz를 환원시켜 bactericidal hydroxylamine으로 활성화시키

는 과정에 관여하는 효소의 작용을 억제한 결과로 사료된다.15)

즉 Hp의 Fur 단백질은 redox potential 조절에 관여하는 효소작

용의 조절에 관여하는 것으로 사료되며 따라서 본 연구에서는

Fur 단백질의 N-말단의 3번째 아미노산의 변이가 Mtz에 대한 내

성을 증가시키는 것에 착안하여 다양한 N-말단 돌연변이를 도입

하고 그 효과를 Mtz에 대한 내성의 변화로 표현형을 확인하여

Fur 단백질의 N-말단의 기능을 알아보고자 하였다.

실험 방법

Hp 균주 및 배양방법

본 실험에 사용한 균주는 Hp 26695모균주 및 그 유도체로서

Table I에 나타내었으며 각 균주의 배양에는 기본적으로 brain

heart infusion agar(Difco) 배지에 horse blood(Invitrogen) 7%,

Isovitalex(BBL) 0.4%, vancomycin(6 µg/ml), amphothericn B

(8 µg/ml), Trimethoprim(5 µg/ml)을 첨가하여 사용하였다(이하

BHI agar라 칭함). 돌연변이체 선발을 위해 필요에 따라 BHI

agar 배지에 chloramphenicol은 15 µg/ml 농도, kanamycin은

20 µg/ml 농도로 가하여 배양하였으며 감수성 시험을 위해 Mtz

은 필요에 따라 다양한 농도로 첨가하여 사용하였다. 균주의 배

양환경은 37oC 배양기에 5% O2, 10% CO2 및 85% N2 가스를

공급하여 미호기성 상태를 유지하며 균주를 배양하였다. 특히 본

실험에서는 돌연변이의 위치에 따라 Mtz에 대한 저항성/감수성

의 spectrum을 다양하게 하기 위하여 이미 Mtz에 대한 내성관

Fig. 1 − Unique and conserved sequence of Helicobacterpylori Fur protein.13)

Table I − The strains that used in this study

Strains Genotypes Phenoypes ref.

Hp 26695 #1.4 wt fur rdxA-, frxA-, mdaB-, ribF- 190R/220S 14,17

Hp 26695 #1.4(delata-fur) Delta fur::kan was introduced into #1.4 160R/190S this study

Hp 26695 # 1.4 wt fur-cat cat was introduced into #1.4 190R/220S this study

Hp 26695 #1.4 wt fur←R3I Hp 1027(R3I) 220R/250S 14,17
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련 유전자가 변이된 유전적 배경을 갖고 있는 Hp 26695 #1.4

(rdxA-, frxA-, mdaB-, ribF-, 190R/220S)를 사용하였다.16,17)

Hp 26695의 유전자 조작

Hp의 중요 전사조절인자인 Fur 단백질의 기능을 알기 위해 야

생형 fur 유전자를 knockout 시킨 돌연변이체를 만들어 형질전

환실험의 recipient cell 로 사용하였으며 Fur 단백질 N-말단에

random mutation 도입 및 C-말단에 FLAG tag 도입을 하기위한

야생형 유전자의 경우는 형질전환체의 선발을 쉽게 하기 위한 목

적으로 chloramphenicol내성 유전자인 cat gene을 marker 유전

자로 wild type fur 유전자의 down stream 위치에 삽입하여 사

용하였다. 본 실험에 사용한 primer 는 Invitrogen(CA, U.S.A.)

사에서 합성하여 사용하였으며 Table II에 사용한 primer를 나타

내었다.

Hp 26695 ∆fur::kan 돌연변이체의 제조 − Tan18,19) 등의

∆ure AB :: cat 제조와 유사한 방법을 이용하여 제한효소를 사

용하지 않고 PCR 기법을 이용하여 제조하였다. fur 유전자

(HP1027)를 완전히 제거하고 kanamycin resistance cassette

(aphA, plasmid pIP 1433)을 도입하기 위하여 fur 유전자

flanking region에 해당하는 primer x5K-F와 x4-R, aphA 유전자

를 도입하기 위해 primer kanFx6와 aphAR x3 및 kanF와

aphAR(1402 bp of kanamycin resitance cssette)를 사용하여

PCR 산물 A(upstream region of fur), B(aphA) 및 C(downstream

region of fur)를 각각 증폭 후 3개의 PCR 산물을 한꺼번에

primer x5K-F와 x4-R을 이용하여 재 증폭하여 조합하였다.

Hp 26695 wild type fur-cat 돌연변이체의 제조 −야생형

fur 유전자에 돌연변이를 유도 후 돌연변이체의 효율적인 선발을

하기 위하여 marker 유전자로 chloramphenicol resistance cas-

sette을 fur 유전자 downstream 방향에 삽입하고자 하였다. 사

용한 primer는 fur 유전자 flanking region에 해당하는 primer

x5K-F와 x4-R와 cat 유전자를 증폭하기 위하여 camF와 camR

(Campylobacter coli plasmid C589) 및 c1x2와 c2x3를 사용하였

다. PCR 산물 A(from 500 bp upstream of fur to entire fur

region), B(cat region)및 C(downstream region of fur)를 각각

증폭 후 3개의 PCR 산물을 primer x5K-F와 x4-R을 이용하여

한꺼번에 재 증폭하여 조합하였다.

Error prone PCR

fur 유전자에 특정위치가 아닌 전체유전자에 무작위 돌연변이

를 유발하고 각 변이체의 Mtz 내성의 변화를 확인하기 위하여

error prone PCR을 다음과 같이 실시하였다.20) PCR 반응은 20

f mol wild type genomic DNA(wt fur-cat), 각각 30 pmole의

primer(x5k-F, x4-R), 5 unit Taq polymerase, 0.2 mM dGTP,

0.2 mM dATP, 1 mM dCTP, 1 mM dTTP, 0.5 mM MnCl2, 10

×PCR Buffer [1× buffer는 7 mM MgCl2, 50 mM KCl, 10

mM Tris-Cl(pH 8.3)]을 함유하도록 하였으며 94oC 10분간

denaturaiotn 후, 94oC 40초, 55oC 40초, 72oC 2 min 과정을 30

회 반복 실시 후 72oC에서 10분간 반응 후 종결하였다.

PCR 반응에 기초한 Fur 단백 N-말단의 돌연변이 및 C-말단

Flag tag 도입

Random mutation 뿐 아니라 fur 유전자의 특정부위를 지정하

여 돌연변이를 도입하고자 하였으며 그 목적부위로는 N 말단에

해당하는 3번째 아미노산인 arginine을 선택하였다. 이미 3번째

아미노산인 Arg이 Ile로 변이된 경우 야생형 균주보다 Mtz 내성

이 증가한 것이 확인되었고,14,17) 따라서 획득형질로 알려진 R3I

Table II − Primers used for H. pylori gene amplification. Italicized means complementary sequences that served as a tail for 3 fragment

assembly. Complementary to the Pylori Gene coordinates listed

Target site Primer name
Pylori gene

coordinates (5'→3')
Sequences (5'→3')

fur flanking 
region

x5K-F 1089716-1089740 cct taa ttt agc cgc ttc ttg ttt g

x4-R 1091135-1091115 ctg tag agt tgc attg gaa ttt gtc a

fur-cat
C1x2 1090706-1090682 atc cac ttt tca atc tat atc cca tta aag ata gcc cta tct aag c

C2x3 1090682-1090706 ccc agt ttg tcg cac tga taa gct tag ata ggg cta tct tta atg g

∆fur-kan
kanF x6 1090210-1090184 atg gtt cgc tgg gtt tat cct gat atc ttc ctt atc cgt aaa atg a

aphaR x3 1090682-1090706 tta ctg gat gaa ttg ttt tag tac cgc tta gat agg gct atc ttt aat gg

Arg3 random
R3n-F 1090193-1090239 gga taa gga aga tat cag cat gaa aNN Btt aga aac ttt gga atc ca

R3n-R 1090239-1090193 tgg att cca aag ttt cta aVN Ntt tca tgc tga tat ctt cct tat cc

Flag tag
R2A 1090661-1090640 ttt atc atc gta atc ttt ata atc aca ttc act ctc ttg gca ttc t

F3A 1090662-1090697 gat tatt aaa gat gac gat gat aaa taa aag att tta aaa aag aag ctt aga tag ggc tat

aphA gene
kanF gat aaa ccc agc gaa cca ttt ga

kanR ggt act aaa aca att cat cca gta a

cat gene
camF gat ata gat tga aaa gtg gat aga ttt a

camR tta tca gtg cga gaa act ggg
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를 기초로 코돈 3에 다양한 아미노산의 변화로 Mtz에 대한 내

성의 변화를 확인하고자 하였다. Random mutation을 도입하고

자 fur 유전자의 flanking 영역에 해당하는 primer x5K-F와 x4-

R와 mutagenic primer인 R3n-F 및 R3n-R을 사용하였다. 이때

codon 3이 nonsense mutation이 되는 것을 가능한 방지하기 위

하여 3번째 codon을 NNB(forward)/VNN(reverse)로 디자인 하

였으며 Fig. 2에서 보는 것과 같은 PCR 방법으로 돌연변이체를

만들었다. 한편 Hp Fur 단백질의 분리 정제를 목적으로 FLAG

tag을 fur 유전자의 C-말단에 삽입한 돌연변이체도 만들었으며

이 변이체를 이용해 C-말단 변형과 Mtz 내성을 비교하여 C-말

단의 기능도 알아보고자 하였다. Flag tag 삽입을 위한 primer는

x5k-F와 x4-R 및 R2A와 F3A를 사용하였다.

Hp 26695의 자연 형질 전환

Hp의 형질전환은 다음과 같이 Israel21)의 방법을 변형하여 자

연형질전환을 실시하였다. -70oC에 보관하고 있던 recipient 균

주(Hp 26695 ∆fur::kan)를 BHI agar에 도말하고 미호기성 상태

에서 3일간 배양하였다. 잘 자란 균주를 새로운 배지에 옮기고

하룻밤 전 배양하였다. 다음날 전 배양한 균주를 loop으로 긁어

모은 후 새로운 BHI agar plate의 중앙에 4~5 cm 직경 크기로

도말 후 4~6시간 정도 배양하여 exponential phase까지 배양 후

목적하는 genomic DNA나 PCR 산물인 mutated DNA ~1 µg

을 competent cell과 잘 혼합 후 over night 배양하였다. 다음날

균주를 적절한 항생제를 함유한 선택 배지에 도말 후 2~3일 정

도 배양하면서 형질전환체 집락의 생성을 관찰하였다.

Mtz 저항성의 측정

Mtz에 대한 저항성은 EOP 방법에16) 따라 실시하였다. -70oC

에 보관하고 있던 Hp 균주를 Mtz을 함유하고 있지 않은 BHI

agar에 3일 동안 배양 후 새로운 drug-free 배지에 다시 계대하

여 하룻밤 더 배양하여 감수성 검사에 사용하였다. 대수기 정도

로 자란 Hp 균주를 PBS buffer에 10배 계열 희석하여 모든 희

석계열의 균을 일정농도의 Mtz를 함유한 배지에 10 µl씩 접종하

여 미호기성 배양환경에서 배양하였다. 감수성과 저항성의 판정

은 균의 각 희석계열을 spotting한 Mtz 함유 plate에서 자란

colony 숫자가 10배 감소한 Mtz 농도를 감수성 농도로 판정하였

다(Fig. 3).

결과 및 고찰

Error prone PCR 법에 의해 만들어진 fur 돌연변이체

Hp fur 유전자에 무작위적으로 돌연변이를 유발하고 fur 돌연

Fig. 3 − Semi-quantitative tests of Mtz resistance: efficiency of

colony formation by single cells. ~20-fold difference in

efficiency colony formation (eop) on Mtz 220 agar. No such

difference in eop on Mtz 190 agar (not shown).

Fig. 2 − PCR-based site specific mutagenesis of fur. The following four primers were used; primer1 (x5K), 2 (R3n-R for codon 3 and R2A for

flag tag) 3 (R3n-F for codon 3 and F3A for flag tag), 4 (x4).
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변이체와 그 Mtz 내성의 관계를 비교하기 위하여 error prone

PCR을 실시하였다. fur 유전자 upstream 영역 500 bp, down-

stream 영역 500 bp 정도의 염기서열 유사성을 갖고 있는 Error

prone PCR 산물을 Hp 26695 #1.4 ∆fur::kan(160R/190S) 균주

에 염기유사성에 기초한 자연형질전환 후 chloramphenicol을

15 µg/ml 함유하는 배지에 3일간 배양 하였다. chloramphenicol

배지에서 자란 집락 30개를 무작위로 선별 후 kanamycin을

(20 µg/ml) 함유한 배지와 chloramphenicol을 15 µg/ml 함유한

배지 및 Mtz을 200 µg/ml 농도로 함유한 배지에 streaking 후

kanamycin 배지에서는 자라지 못하고 chloramphenicol 배지에

서만 자란 집락 중 Mtz 200 µg/ml 이상에서 자란 균주를 fur 유

전자의 돌연변이에 의한 Mtz 저항성의 증가의 결과로 판단하고

다음 실험에 사용하였다. 무작위로 선별된 집락의 99% 이상이

kanS/CamR의 표현형을 나타내어 염기서열 유사성에 기초한 형

질전환의 효율성이 우수함을 알 수 있었다. Error prone PCR 법

에 의해 Mtz에 대한 저항성이 증가한 돌연변이체를 선발하고자

하였으며 따라서 야생형 fur 균주가 나타내는 Mtz 내성 보다 높

은 농도(190 µg/ml<)에서 자라는 균주를 선발하여 DNA 염기 서

열의 변화를 확인하였다. 그 결과 Fig. 4와 같은 돌연변이체를 얻

었으며 각 균주의 Mtz에 대한 phonotype은 220~250 µg/ml 정

도의 범위를 나타내는 것을 알 수 있었다. 따라서 Fur 단백질의

특정부위의 돌연변이는 Mtz에 대한 저항성을 증가시키는 것을

알 수 있었다. 특히 목적한 target site인 N-terminal arm영역의

경우 기존 R3I mutant와 동일한 R3I 돌연변이체가 error prone

의 결과에서도 1균주가 획득되었으며 흥미롭게 E8K(220R/250S)

의 변이체도 얻었다. 한편 본 실험의 결과 Mtz 내성이 증가한

돌연변이체중 Fur의 DNA binding domain으로 알려진 코돈 57

(K57T), Fe-binding domain으로 알려진 코돈38(R38H), 40

(G40D), 41(T41A) 및 95(E95G) 번째 아미노산이 변한 돌연변

이체를 얻었으며 이는 fur의 돌연변이가 직접 DNA결합에 영향

을 미치든지 또는 Fe-binding 여부에 따른 DNA-binding 효율의

변화에 기인하여 Mtz 활성화에 관여하는 효소의 활성을 조절한

것으로 사료된다.13,22,23)

Fur 단백질의 N 말단 codon 3 및 C 말단 Flag tag 도입

Mtz 감수성 및 저항성에 미치는 Fur 단백질의 N-terminal 및

C-terminal의 영향을 보기 위하여 PCR 방법을 이용하여 fur 유

전자 N 말단과 C-말단 특정부위에 site-specific mutation을 실

시하였다. Hp Fur 단백질은 기존의 대장균이나 슈도모나스균에

서 볼 수 없는 약 9개의 아미노산을 더 갖고 있는 신장된 N-

terminal arm을 갖고 있고 따라서 본 연구에서는 이러한 N-

terminal arm이 어떠한 역할을 하는지를 확인하기 위하여 돌연

변이를 유발하고 그 phenotype을 Mtz에 대한 저항성의 변화로

확인하고자 하였다. Error prone PCR을 통한 random mutation

의 결과 N-terminal 영역에 다양한 돌연변이체를 얻지 못하였으

며 획득형질 돌연변이체인 R3I의 경우 코돈3의 Arg이 Ile으로

의 변화가 Mtz에 대한 내성의 변화를 나타내었기에(220R/250S

vs 190R/220S)14,17) 우선 3번째 아미노산인 Arg을 target으로 돌

연변이를 실시하였다. 우선 codon 3의 arginine 위치가 stop

codon을 제외한 모든 아미노산이 허용되도록(AGA→NNB)

mutagenic primer를 제작 하였다(forward primer의 R3는 NNB,

reverse primer는 VNN으로 design하여 stop codon의 형성을 가

급적 억제하였다). wt fur-cat DNA를 template로 PCR 반응을

실시 후 fur 유전자 upstream 영역 500 bp, downstream 영역

500 bp 정도의 염기서열 유사성을 갖고 있는 PCR 산물을 Hp

26695 #1.4 ∆fur::kan(160R/190S) 균주에 염기유사성에 기초한

자연형질전환 후 CamR/KanS 집락을 무작위 선별하여 야생형

균주와 함께 Mtz에 대한 감수성 시험을 실시하고 유의성 있는

균주의 염기서열을 확인하였다. 그 결과 R3S(130R/160S)처럼 내

성이 현저히 감소한 돌연변이체와, R3G(160R/190S), R3D

(160R/190S), R3T(160R/190S) 등 null mutant와 동일한 내성을

나타내는 돌연변이체를 얻었다. 또한 R3P(190R/220S), R3L

(190R/220S)는 wild type과 동일한 내성을, R3K(220R250S),

R3I(220R/250S) 등은 wild type 보다 내성이 증가한 것을 확인

하였다. 각 N-terminal 돌연변이체의 genotype과 phenotype은

Fig. 5에 나타내었다. 즉 N-terminal 영역의 3번째 아미노산의 변

화는 Mtz 내성에 크게 영향을 나타내는 것을 알 수 있었다. 한

편 Fur 단백질의 순수 분리 정제를 목적으로 C-terminal에 Flag

tag을 도입하고자 하였다. 또한 이를 이용하여 C-terminal과 Mtz

내성의 상관성을 보고자 하였다. Fur 단백질의 C-terminal은 Fur

Fig. 4 − Error prone PCR mutagenesis of fur and selected for

hyperresistance in many steps. Fur alleles have varied

quantitative effects on Mtz resistance. Mutations located

near: Fe-binding site (R38H, G40D, T41A, E95G), N-

terminal arm (R3I, E8K), DNA-binding domain (K57T).

Fig. 5 − Spectrum of MtzR values for several R3 fur alleles. MtzR

values (µg/ml) were determined as described in materials

and methods.
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단백질이 dimerization되어 고유한 기능을 나타내는데 결정적이

역할을 하며24) 따라서 C-terminal의 변이가 어떻게 Fur의 기능

에 영향을 미치는지 Mtz 저항성으로 비교하였다. 그러나 Flag

tag 삽입의 결과 delta-fur과 동일한, fur 야생형보다 내성이 감소

한 것을 확인할 수 있었으며(160R/190S, data not shown) 이는

flag tag 삽입에 의해 Fur 단백질의 dimerization에 영향을 받은

것으로 사료된다. 앞으로 본 연구자등은 지금까지의 결과를 바

탕으로 PCR법에 기초한 다양한 돌연변이체를 제조하고(DNA

binding site, iron binding site 등) 구조변화와 기능의 관계를 연

구하여 Hp Fur의 새로운 조절경로(reductive potential 등) 등을

밝혀 Hp 균주가 사람의 위점막 세포에 정착하고 질병을 유발하

는 과정에서 Fur 단백질과의 상관성을 보고자 한다.

결 론

Hp의 전사조절인자인 Fur 단백질은 그 구조에서 기존 대장균

이나 슈도모나스 또는 살모넬라균과는 구조적으로 다른 특징으

로 갖고 있으며 본 연구에서는 이러한 특징적인 영역중 N-말단

의 기능을 보고자 하였다. Random mutation 및 site-specific

mutation을 통한 돌연변이체 제조 및 Mtz 내성으로 확인한 표현

형의 분석을 통하여 이 영역의 특정 아미노산의 변화는 Fur 단

백질의 유전자 조절 기전에 영향을 미치는 것을 확인할 수 있었

다. 즉 Fur 단백질의 변이가 pro-drug인 Mtz를 환원시켜

bactericidal hydroxylamine으로 활성화시키는 과정에서 redox

potential과 관여하는 유전자의 조절에 관여하고 있음을 확인하였다.
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