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자일리톨 처리 농도에 따른 자일리톨 감성균주와 내성균주의 독력 비교
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Abstract Streptococcus mutans (S. mutans) is the major causative bacteria in dental caries. Xylitol is effective
anticarious natural sugar substitute by inhibiting the virulence of S. mutans. However, long-term xylitol consumption leads
to the emergence of the xylitol-resistant (XR) strains which means xylitol is no more inhibited their growth. We therefore
confirmed the general characteristics and the virulence factors of the xylitol-sensitive (XS) and XR S. mutans for different
concentrations of xylitol. S. mutans KCTC 3065 was maintained in TYE medium containing 0.4% glucose with 1%
xylitol during 30 days at 37oC, 10% CO

2
 to form XR strain. The strains were transferred to new medium every 24 hr and

the same procedures without xylitol were repeated for the formation of XS S. mutans. Both XS and XR were cultured in
different concentrations of xylitol (0%, 0.1% and 1%) then, cell growth, acid production and mRNA expression of gtf
genes were analyzed. Xylitol reduced the cell growth of XS S. mutans in dose-dependent manner, but not reduced that of
XR. Xylitol inhibited acid production of XS in dose-dependent manner, but not inhibited that of XR. Xylitol reduced the
gtfB and gtfD mRNA expression of XS S. mutans which genes synthesized soluble and insoluble extracellular
polysaccharides, but not reduced that of XR. These results indicate that the virulence of XR S. mutans is different
characters of XS strains, which suggests XR strains may have different cariogenicity of XS strains. Further study is
needed to explain the mechanism related to extracellular polysaccharide in the XR strains.
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서 론

치아우식증은 구강내의 가장 대표적인 감염성 질환으로,

세균성, 식이성, 및 숙주성 요인에 의해 발생하게 된다.

음식으로 섭취된 탄수화물은 구강 내 존재하는 세균에 의

해 분해되어 유기산을 만들어내고 이들이 치아 경조직의

탈회를 일으켜 우식이 진행된다1-2). 이러한 치아우식증의

효과적인 예방을 위해서 위험요인을 사전에 차단하는 것

이 매우 중요하다고 하겠다. 치아우식증을 유발하는 대표

적인 세균은 Streptococcus mutans (S. mutans)로 알려져

있으며3) 이들이 가지고 있는 독력인자는 영양의 저장고

역할도 담당하는 세포외 다당류 합성에 의한 세포부착력

외에도 탄수화물을 분해하여 lactic acid로 만드는 산생성

능력과 낮은 pH에서도 지속적인 생장과 대사 작용이 가

능한 산내성, 치아 표면에 형성된 biofilm 내의 다른 경쟁

종의 성장을 억제하는 bacteriocin 형성 등이라 할 수 있다.

sucrose를 glucose와 fructose로 분해하는 glucosyltransferase

(GTF)와 fructosyltransferase (FTF)에 의해 glucose에서

glucan을, fructose에서 fructan을 합성하며4-6) 세포부착력

은 이들 중 glucan과 중요한 관련이 있다. glucan은 glucose

가 연결되는 방식에 따라 α-1,6 linked linear chain을 이

루는 수용성인 dextran과 α-1,3 linked linear chain을 이

루는 비수용성인 mutan으로 구분하며 치아 표면과 세포,

또는 세포간의 결합에 모두 중요하게 이용 된다7). 형성된

세포외 다당류 glucan은 치아 표면의 다양한 glycoprotein

이나 세포 표면에 존재하는 glucan binding protein (GBP)

에 의해 치아 표면의 획득피막에 부착하여 세균 부착을

매개하고, biofilm 내의 세균의 집락화를 촉진하여 치면세

균막의 두께를 증가시키게 된다8-9).

자일리톨은 다양하게 사용되는 설탕 대체물 중 가장 효
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과적인 5탄당 알코올로써 설탕과 유사한 단맛을 가지며

시원한 느낌을 준다. S. mutans에 의해서 탄수화물 대사에

이용되지 않으며 당대사를 억제하여 세균의 증식을 억제

혹은 지연시키며 이로 인해 산생성 또한 감소하게 된다10).

자일리톨은 fructose phosphotransferase system (fructose

PTS)에 의해서 세포내로 들어와 다른 탄수화물들과 경쟁

하게 되므로 당대사를 억제하고, 실제 대사에는 이용되지

않은 채 다시 세포외로 배출되는 xylitol futile cycle에 의

하며 세균의 에너지원만을 소모시킨다11). 자일리톨을 장

기간 섭취한 환자에서 자일리톨에 내성을 가지는 균주

(xylitol-resistant; XR)가 발견됨에 따라12-13) 자일리톨 내

성균주의 독력관련 특징이 자일리톨에 의해 성장이 억제

되는 자일리톨 감성균주 (xylitol-sensitive; XS)와는 어떻

게 다른지에 대한 비교연구14-15)가 필요하게 되었으나 아

직은 연구 실적이 미미하다. 몇몇의 연구에서 포도당 존

재 하에서 자일리톨에 의해 S. mutans의 성장이 억제16-18)

되었으며, BHI 배지 상에서 첨가되는 자일리톨 농도에

의존적으로 성장이 억제되었다19). 또한 Kim20)의 연구에서

70% 이상의 자일리톨 함유된 용액으로 가글을 하는 경우

S. mutans의 활성도에 영향을 미치는 것으로 보고되었으

며, Yeom 등21)은 1%의 sucrose 포함된 BHI 배지에서 배양

된 S. mutans Ingbritt는 자일리톨의 농도에 의존적으로 gtf

mRNA 발현이 억제됨을 Fluorescent in situ hybridization

(FISH)법을 통해 보여주었다. 그러나 다른 보고에서는 자

일리톨에 의한 S. mutans의 증식과 산생성 능력의 변화는

없다고 하였다22-23).

따라서 본 연구에서는 S. mutans의 자일리톨에 장기간

노출시켜 자일리톨에 내성이 있는 균주 (XR)를 형성하고,

다양한 농도의 자일리톨을 첨가함에 따라 자일리톨 감성균

주 (XS)와 자일리톨 내성균주의 성장, 산생성 및 부착력에

영향을 미치는 세포외 다당류 합성관련 유전자 gtfB와 gtfD

의 mRNA 발현을 비교해보기 위하여 연구를 수행하였다.

연구대상 및 방법

1. 연구대상

1) 자일리톨 내성균주의 형성 및 배양

한국생명공학연구원 생명자원센터에서 분양받은 S.

mutans KCTC 3065를 0.4% 포도당 (Sigma, MO, USA)

이 포함된 TYE 액체배지 (Trypticase yeast extract: Difco

Laboratories, MD, USA; 1.7% trypticase: Difco Laboratories,

MD, USA; 0.3% yeast extract: Difco Laboratories, MD,

USA; 0.5% sodium chloride: Sigma, MO, USA,; 0.25%

potassium phosphate: Sigma, MO, USA) 10 ml에 자일리

톨 (Sigma Chemical MO, USA)을 최종농도가 1% (66

mM)가 되도록 첨가하여 37oC, 10% CO2에서 혐기성 상

태로 24시간 배양하였다. 다음날 동일한 조성의 배지에

전날의 세균배양액 100 µl를 혼합하여 이를 30일간 반복·

지속하였다. 대조군의 경우 자일리톨을 첨가하지 않고 동

일한 조건으로 배양하였다. 

2) 자일리톨 내성균주의 확인

배양 매 10일마다 타 균의 오염이 없음을 확인하기 위

하여 GTFB specific primer를 이용하여 S. mutans임을 동

정하였다. 자일리톨에 의해 성장이 뚜렷하게 억제되는 경

우를 자일리톨 감성균주 (XS), 자일리톨을 첨가하거나 첨

가하지 않거나 성장의 차이가 없는 경우를 자일리톨 내성

균주 (XR)로 지칭하였다.

3) 자일리톨 처리농도

형성된 XR과 XS는 0.2% 포도당이 포함된 TYE 액체

배지 10 ml에 자일리톨 최종농도를 0%, 0.1%, 1%가 되

도록 첨가하여 각각의 조건에서 성장, 산생성 및 유전자

발현 등의 독력관련 특징을 비교하였다. 

2. 연구방법

1) 성장 및 산생성 측정

S. mutans를 각각의 배지에 OD600이 0.05가 되도록 접

종하여 37oC, 10% CO2에서 총 12시간 동안 배양하였으

며, 매 시간마다 세균배양액의 흡광도를 600 nm의 파장

에서 측정 (ASYS, Austria)하고, 이를 바탕으로 doubling

time (Td)을 계산하였다. 또한 산생성 정도를 확인하기 위

하여 세균배양액을 5,000 rpm에서 10분간 원심분리한 후

상층액을 따로 분리하여 직접 혹은 냉장보관 하였다가 이

를 pH meter (Radiometer Analytical, Villeurbanne, France)

를 사용하여 측정하였다. 냉장보관의 유무와 pH 값의 차

이는 전혀 없었다 (Data now shown).

2) gtf 유전자 mRNA 발현 분석

S. mutans를 동일한 조건으로 배양시킨 후 Tri-Reagent

(Molecular Research Center, OH, USA)을 사용하여 total

RNA를 추출하였다. 분리된 RNA를 정량하고 2 µg을

TaKaRa RNA PCR Kit (AMV) Ver.3.0 (TaKaRa, Japan)

을 사용하여 역전사 하였으며, 이를 3차 증류수로 2배 희

석하여 사용하였다. mRNA의 증폭과 분석은 Rotor-Gene

6000 (Corbett, Australia)과 SYBR® Green I Nucleic

Acid Gel Stain (Invitrogen, CA, USA)을 사용한 실시간

중합연쇄반응 (realtime reverse transcription-polymerase

chain reaction; realtime RT-PCR)를 이용하였다. 실험에

사용한 primer는 Shemesh 등24)의 논문에 근거하여 realtime

RT-PCR이 가능하도록 200 bp 미만이 되도록 제작하였다

(Table 1). PCR 반응용액의 구성은 0.5 x syber green

(Invitrogen, CA, USA), 4 µl cDNA, 0.2 mM dNTP mixture,

0.1 µM PCR primer를 포함하여 총 20 µl가 되도록 하였다.

반응 조건은 95oC, 15초간 initiation denaturation을 진행

한 후 60oC에서 1분간 annealing과 extension을 진행하였으
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며, 유전자들의 발현정도의 비교를 위한 standard로 이용하

기 위하여 S. mutans의 16S rRNA를 사용해서 normalization

하였다. 실험은 두 번 이상 RNA를 분리하여 진행하였으

며 이 결과를 분석에 이용하였다. 

3. 분석방법

수집된 모든 자료는 통계분석용 소프트웨어인 SPSS

14.0 프로그램 (SPSS Inc, IL, USA)을 이용하여 분석하

였다. 자일리톨 감성균주와 내성균주 각각에서 자일리톨

농도에 따른 성장 및 산생성, 유전자 발현 정도의 차이는

Kruskal-Wallis 검정을 통해 분석하였으며, 자일리톨 감성

균주와 내성균주 사이의 성장 및 산생성, 유전자 발현 정

도의 차이는 Mann-Whitney 검정을 이용하여 비교하였다.

모든 통계분석에서 유의성 판정을 위한 유의수준은 5%로

고려하였다.

결 과

1. XR과 XS의 일반적인 특징비교

형성된 자일리톨 내성균주 (XR)와 감성균주 (XS)의 일

반적인 특징을 비교하기 위해 1%의 자일리톨을 첨가한

후 12시간동안 배양하며 XS와 XR의 성장과 산생성을 확

인하였다. 1% 자일리톨이 첨가된 TYE에 배양된 XR의

경우에는 성장이 억제되지 않고 정상적인 시그모이드 성

장곡선을 나타내나 동일한 액체배지에 배양된 XS의 경우

에는 성장이 억제되는 경향을 보였다 (Fig. 1A). 마찬가지

로 pH의 변화를 확인한 결과도 성장과 유사하게 1% 자

일리톨이 첨가된 TYE에 배양된 XS의 경우에는 산생성

이 억제됨을 확인할 수 있었다 (Fig. 1B). 

2. 0%, 0.1%, 1%의 자일리톨 농도에 따른 XR과

XS의 성장과 산생성의 비교

형성된 XR과 XS를 각각 0%, 0.1%, 1%의 자일리톨을

첨가하여 성장과 산생성의 변화를 관찰하였다 (Table 2,

Fig. 2). 0%, 0.1%, 1%의 자일리톨이 첨가된 TYE에서

배양된 XS의 경우에는 자일리톨에 농도 의존적으로 성장

이 억제되었으며 (Fig. 2A) 마찬가지로 산생성도 농도 의

존적으로 억제됨을 확인하였다 (Fig. 2B). 반면, XR의 경

우는 XS와 다르게 성장과 산생성의 경우 첨가된 자일리톨

의 농도와 상관없이 모두 유사한 패턴을 보였다 (Table  2).

Table 1. Real-time PCR primer for identification of gtf genes

Locus tag Gene description
Primer sequences (5'-3')

Forward Reverse

16S rRNA Normalizing internal standard CCTACGGGAGGCAGCAGTAG CAACAGAGCTTTACGATCCGAAA

SMU_1004 Glucosyltransferase-I (gtfB) AGCAATGCAGCCAATCTACAAAT ACGAACTTTGCCGTTATTGTCA

SMU_910 Glucosyltransferase-S (gtfD) ACAGCAGACAGCAGCCAAGA ACTGGGTTTGCTGCGTTTG

Fig. 1. The growth curves (A) and the pH curves (B) of XS and XR S. mutans in the presence or absence of 1% xylitol for 12 hours.

Table 2. The optical density of final growth and the pH value of XS and XR S. mutans in the presence of 0%, 0.1% and 1% xylitol for
12 hours

Xylitol %
(mM)

XS XR

Td
Final growth

OD
600

Final pH Td
Final growth

OD
600

Final pH

0% (0 mM) 3.2±0.0 0.69±0.01 5.37±0.01 3.2±0.0 0.69±0.01 5.50±0.00

0.1% (6.6 mM) 3.4±0.0 0.58±0.01 5.58±0.01 3.2±0.0 0.69±0.01 5.50±0.00

1% (66 mM) 4.8±0.0 0.28±0.01 6.52±0.00 3.2±0.0 0.69±0.01 5.50±0.00

*Td = doubling time
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3. 0%, 0.1%, 1%의 자일리톨 농도에 따른 gtf 유

전자의 발현 비교

첨가된 자일리톨의 농도에 따른 XS와 XR의 세포외 다당

류 합성관련 유전자 gtfB와 gtfD의 mRNA 발현을 real-time

RT-PCR을 통하여 확인한 결과 XR의 경우에는 성장이나

산생성과 마찬가지로 유전자의 발현의 차이가 거의 없는

데 비해, XS의 경우에는 첨가된 자일리톨에 농도 의존적

으로 gtfB와 gtfD의 mRNA 발현이 감소하는 것이 확인되

었다 (Fig. 3).

고 찰

본 연구에서는 자일리톨의 내성을 가지는 S. mutans

(XR)를 형성하여 이를 자일리톨 감성균주 (XS)와 비교하여

성장과 산생성, 세포외 다당류 합성에 관여하는 glucosyl-

transferase의 발현을 확인하였다. Trahan 등13,25)의 연구

결과에 따르면, XS를 자일리톨이 포함된 다양한 탄수화

물 배지에서 지속적으로 배양하였을 때 XR이 출현함을

보고하였다. 본 연구 역시 S. mutans에 0.4%의 포도당과

1% 자일리톨이 첨가된 TYE 배지에서 30일 간 배양한 후

Fig. 2. The growth curves and the pH curves of XS (A) and XR (B) S. mutans in the presence of 0%, 0.1% and 1% xylitol for 12

hours.

Fig. 3. Relative quantities of gtfB (A) and gtfD (B) mRNA expression of XS and XR S. mutans in the presence of 0%, 0.1% and 1%

xylitol for 12 hours. The fold change of both bacteria in the presence of 0% xylitol was set as a standard (Fold changes=1.0) and data

are expressed as mean±SD.
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XR을 형성하였으며, 자일리톨이 첨가되었을 때 XR의 성

장이나 산생성의 특징은 자일리톨이 첨가되지 않은 일반

적인 XS의 성장이나 산생성과 유사하였으므로 자일리톨

에 대한 내성이 생긴 균주가 형성됨을 확인할 수 있었다.

자일리톨에 의한 S. mutans의 성장 억제 메커니즘은

futile cycle로 설명할 수 있는데, 자일리톨은 세포 외부의

탄수화물을 세포 내로 운반하는 fructose PTS에 의해 유

입되지만 당대사에 이용되지 못하고 세포 외부로 다시 배

출되며, 이와 같은 과정이 반복되면서 점점 사용될 수 있

는 에너지는 고갈되어 최종적으로 S. mutans의 성장이 억

제되는 것이다10,25-26). XS의 경우에는 자일리톨이 첨가되

는 농도에 의존적으로 gtfB와 gtfD의 mRNA 발현이 감소

하였으며 이는 포도당과 자일리톨의 경쟁에 의한 에너지

고갈이 자일리톨이 첨가되는 농도에 의해 어느 정도 조절

받음을 의미한다. XR의 경우에는 자일리톨이 첨가되어도

자일리톨에 의한 성장이나 산생성이 억제가 일어나지 않

는 이유는 자일리톨에 대한 감수성을 잃어버린 것으로 생

각된다. S. mutans는 탄수화물을 대사하여 에너지원으로

이용하며, 당대사의 결과물로 산이 생성되므로, 성장과 산

생성은 밀접한 관련을 가진다1-2). Soyer와 Frank27)는 당대

사의 결과물 중 하나인 젖산을 측정함으로써 산생성이 S.

mutans의 성장과 관련이 있음을 보고하였다. 본 연구 결

과에서도 XS와 XR의 성장과 산생성을 비교하였을 때,

자일리톨이 존재하는 경우 XR의 성장과 산생성에는 변화

가 없었으나 XS의 경우 자일리톨의 첨가에 따라 농도 의

존적으로 성장과 산생성이 억제됨을 보였다. 

S. mutans의 경우 세포외 다당류 합성과 관련된 3가지

의 GTF를 생성하는데, GTFB는 주로 세포 표면에서 α-

1,3 linked linear chain인 비수용성 mutan을 생성하고,

GTFC는 주로 치면에서 비수용성/수용성 glucan을 생성하

며, GTFD는 α-1,6 linked linear chain인 dextran을 생성

한다7). Fujiwara 등28)은 gtf 유전자들의 발현이 S. mutans

의 부착력에 중요함을 보였으며 특히 gtfC, gtfD는 초기부

착에 중요하며 gtfB는 성장후기에 발현이 증가하며 초기

부착을 강화시킨다고 하였다. Laflèche와 Trahan29)은 자

일리톨 내성균주와 감성균주의 세포벽과 세포질 내의 다

당류를 전자현미경으로 관찰하여 축척양상이 다름을 보

고하였으며, Lee 등30)은 내성균주가 자당 의존적인 수산

화인회석 부착력이 더 낮으며, 더 낮은 타액 농도에서 응

집이 일어난다고 보고하였다. 이러한 보고들은 자일리톨

의 첨가에도 불구하고 gtf 유전자의 mRNA 발현에는 큰

차이가 없는 자일리톨 내성균주가 치아우식유발력에는

어느 정도 차이가 있을 것이라는 예상을 가능하게 한다.

본 연구의 결과에서 XR에서는 자일리톨에 의해 성장과

산생성에 차이가 없을 뿐만 아니라 gtf 유전자의 발현에

도 큰 차이가 없었다. 이는 자일리톨 내성균주가 감성균

주에 비해 포도당이 존재할 경우 치아우식유발력이 낮다

는 실험보고18)와 상이한 내용으로, 아마도 단순히 mRNA

발현의 차이만으로 S. mutans의 치아우식유발력의 차이

를 설명하기는 부족하며, 이는 형성된 GTF 효소의 번역

후 가공 및 이동, 산내성, 부착력과 관련된 다양한 유전자

의 조절, bacteriocin 형성 등의 보다 다양한 메커니즘이

관련되어 있을 것으로 생각된다. 

본 연구 결과는 다음과 같은 몇 가지 제한점을 가지고

있다. S. mutans의 독력을 확인할 수 있는 다양한 실험방

법을 실시하지 않았기 때문에 gtf 유전자 발현과 치아우

식유발력의 상관관계를 밝히지 못하였다. 또한 gtf 유전자

의 mRNA 발현을 확인하기 위한 real-time RT-PCR의 결

과는 각각의 균주의 자일리톨 농도에 대한 상대적인 양의

비교를 위해 0% 자일리톨을 기준으로 수치화 한 결과이

므로 XS와 XR의 절대적인 발현의 차이를 확인하지 못하

였다. 향후 연구에서는, XS와 XR에서 자일리톨의 처리

농도에 따라 세포외 다당류인 glucan의 합성이 절대적으

로 억제되는지를 증명하기 위해 Lee 등31)이 보고한 투과전

자현미경 (TEM)을 통한 세포외 다당류의 실체적 확인이나

Wen 등32)이 보고한 microtiter plate assay로 polystyrene

plate에 대한 부착력을 비교함으로써 보다 실증적인 결과

를 도출해 내도록 하겠다. 

요 약

본 연구는 표준균주 S. mutans KCTC3065를 이용하여

자일리톨에 내성을 가지는 자일리톨 내성균주 (XR)를 형

성하고, 이들을 자일리톨이 존재하는 상태에서 배양하며

성장과 산생성, 세포외 다당류 합성관련 유전자 gtfB와

gtfD의 mRNA 발현 변화를 확인하고자 하였으며 다음과

같은 결론을 얻었다. 

1. 장기간 자일리톨에 반복·지속 배양한 XR의 경우

1%의 자일리톨을 첨가된 TYE에 배양하여도 성장과

산생성이 억제되지 않았으므로, 형성된 XR은 자일리

톨에 대한 내성을 잘 유지하는 것을 확인하였다. 

2. XR과 XS를 각각 0%, 0.1%, 1%의 자일리톨을 첨가

하여 성장과 산생성의 변화를 관찰한 결과 XS는 자

일리톨에 농도 의존적으로 성장과 산생성이 농도 의

존적으로 억제되었으나, XR은 XS와 다르게 첨가된

자일리톨의 농도와 상관없이 성장과 산생성 모두 비

슷한 패턴을 보였다.

3. 첨가된 자일리톨의 농도에 따른 XS와 XR의 세포외

다당류 합성관련 유전자 gtfB와 gtfD의 mRNA 발현

은 XR의 경우에는 성장이나 산생성과 마찬가지로

유전자의 발현의 차이가 거의 없는데 비해, XS의 경

우에는 첨가된 자일리톨에 농도 의존적으로 gtfB와

gtfD의 mRNA 발현이 감소하는 것이 확인되었다.

이상의 실험 결과를 종합하면 XR의 일반적인 특징은

자일리톨에 의해 성장과 산생성이 억제되는 XS와 많이

다른 것으로 확인되었으며 자일리톨 농도에 따라 세포외
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다당류 합성관련 유전자 gtfB와 gtfD의 mRNA 발현의 차

이가 나타나지 않았으며 추후 세포외 다당류 합성을 실증

할 수 있는 보충실험을 통해 보다 자세한 메커니즘을 분

석하도록 하겠다. 
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