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For reduction of side effects by anti-fungal agents, a less toxic anti-fungal substance or a synergistic 

substance with a new mechanism is needed. The anti-yeast substance (AYS) originated from 

Rahnella aquatilis strain AY2000 is like to be a heterogeneous protein. The AYS inhibited the 

growth of Candida albicans in culture broth, and AYS-treated cells were arrested in each phase 

during cell cycle. Among AYS-treated cells, the population of the cells belonging to sub-G1 phase 

was not increased during cell cycle. Therefore, AYS has rather yeaststatic than yeastcidal effect to 

C. albicans. Moreover, with combination of itraconazole or fluconazole, AYS had a synergistic 

anti-yeast activity against Saccharomyces cerevisiae based on the analysis of fractional inhibitory 

concentration index.
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오늘날 사용되는 항 진균제는 화학적으로 안정한 저 분자

물질(2, 14, 17)로서 그 수가 제한되어 있으며(10, 17), 내성 

균의 출현과 인체에 많은 부작용 유발(3, 12) 때문에 비교적 

부작용이 적은 새로운 항 진균제의 개발이 끊임없이 진행되고 

있다(1, 5, 6, 9). 이런 관점에서 R. aquatilis AY2000 유래의 

항 효모물질(Anti-yeast substance; AYS)(18)은 고분자 물질

(8)로서 새로운 개념의 항 진균제로 인체에 대한 부작용이 적

을 가능성이 있다. 또한 만일 AYS가 기존의 항 진균제와 혼

용할 경우 상승효과를 가진다면 기존 항 진균제의 양을 줄일 

수 있어 인체에 대한 부작용도 완화시킬 가능성이 있다. 따라

서 본 연구의 목적은 1) AYS의 효모생육억제 현상을 세포주

기와 연계시켜 해석하고, 2) 또한 AYS가 기존의 항 진균제와 

혼용하면 상승효과를 나타내는지를 검토코자 하였다. 먼저 

AYS를 더욱 정제하기 위해 Kang 등(8)이 기술한 AYS 시료

(중량 80 mg)를 10 mM acetate buffer (pH 4.1) 4 ml에 용해

시킨 후 AYS에 함유된 1 mg 당에 대해 100 unit pectinase 

(Fluka 17389)를 가하여 효소반응(50°C, 20 min)을 행하였다. 
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이어서 4°C에서 Sephacryl S400HR gel filtration (Φ1.6×60 

cm, Pharmacia, Flow rate 44 ml/h)을 행한 결과 3개의 peak 

(Fig. 1A) 중 peak 1 (fraction no.12-18)에서만 항 효모활성

(15)이 있었다. 이 peak 1에 속한 분획 만을 모아서 동결 건조

시킨 후 동일한 column에 2차 gel filtration을 행하여 정제된 

AYS를 얻었다(Fig. 1B). 또한 정제된 AYS의 당과 단백질의 

비율은 sugar/protein=15.2/1-14.6/1로 당이 단백질에 비해 약

15배 정도 많았으며, S. cerevisiae에 대한 MIC는 2.5-5.2 μg/ml 

(protein 기준)로 산출되었다. 이때 당과 단백질은 각각 phenol- 

sulfuric acid법(4)과 Lowry법(13)으로 측정하였으며, 각각 

glucose와 bovine serum albumin (BSA)을 기준으로 산출하

였다. 정제된 AYS는 native PAGE (16)를 행한 결과 분자량

이 너무 커서 front line에서 전혀 이동하지 못하였으나(Fig. 

2A), SDS-PAGE (11)를 행한 결과 43 kDa과 150 kDa인 2개

의 polypeptide를 확인하였다(Fig. 2B). 또한 AYS를 20 unit 

proteinase K로 처리(37°C, 1 h, 10 mM Tris-HCl buffer; pH 

7.5)하면 효소처리 전 AYS의 MIC는 5 μg/ml에서 효소처리 

후에는 MIC가 125 μg/ml 이상을 나타내었으나, 여러 가지 당 

가수분해 효소들(β-glucosidase, cellulase, inulinase, invertase
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Fig. 1. Sephacryl S400HR gel filtration after pectinase treatment (A) and the 2nd Sephacryl S400HR gel filtration from peak 
1 (B).

P1 P1   

176

122

83

54

43

27

20

kDa M

(A) (B)

Fig. 2. Pattern on none SDS-PAGE (A) and SDS-PAGE 
(B) of AYS after the 2nd Sepharose S400HR gel filtration. 
Electrophoresis was performed on 8% separation gel and 
4% stacking gel. P1 and M was indicated AYS purified 
and a molecular marker (ProSieve color protein marker; 
MW10”176 kDa, Lonza Rockland Inc.) on SDS-PAGE 
respectively.

와 pectinase)로 처리한 AYS의 MIC (5 μg/ml)는 그대로 유

지되어 AYS 활성과 직접 관련된 물질은 protein임을 확인하

였다. 한편 AYS는 S. cerevisiae 뿐만 아니라 병원체인 C. 

albicans 생육도 저해한다(18). 그러나 AYS의 항 효모작용이 

살균작용인지 혹은 정균작용인지 명확하지 않아서 AYS의 생

육저해현상을 세포주기와 연관시켜 해석하고자 AYS가 C. 

albicans의 cell cycle에 미치는 영향을 Stover 등(19)이 기술

한 방법에 따라 행하였다. 그 결과 처음 cell cycle 단계는 

AYS처리 세포(G1; 51.63%, S; 16.12%, G2/M; 31.76%)나 

미처리 세포(G1; 65.61%, S; 13.84%, G2/M; 20.33%) 모두 

G1 > G2/M > S기에 속하는 세포들의 순서로 많았다(Fig. 

3A). AYS 미처리 세포인 경우 2시간 후에는 G1기(67.54%)

와 S기 세포(17.99%)는 약간 증가하였으나, G2/M기 세포

(12.73%)는 오히려 감소하였다(Fig. 3B). 또한 4시간 후에는 

G1기 세포(36.67%)가 많이 줄었고, S기 세포(17.35%)는 거의 

동일하였으나, G2/M기에 속하는 세포(44.54%)는 오히려 증

가하였으며(Fig. 3C), 6시간 후에는 각 세포주기에 속하는 세

포들의 분포는 G1기(63.24%), S기(17.55%), G2/M기(17.70%)

로 G1 > G2/M = S의 순으로 세포주기가 진행되고 있음을 

나타내었다(Fig. 3D). 한편 AYS처리 세포는 6시간이 경과된 

후에도 G1기(49.28%), S기(17.37%), G2/M기(31.79%)의 분

포로 거의 변화 없이 처음 cell cycle 단계에서 그대로 머물러 

있었다(Figs. 3B-D). 이 현상은 AYS가 C. albicans의 세포주

기를 정지시키는 작용을 행하고 있음을 나타내고 있으며, 또

한 대수증식기에 있는 C. albicans에 AYS를 첨가한 시점에서 

곧 바로 세포생육이 정지되는 현상(Fig. 4)이 설명되고 있다. 

그러나 cell cycle 진행 과정에서 AYS로 처리된 세포는 모두 

세포주기가 정지되었지만, 사멸세포(sub G1기)에서 수적인 변

화(1.19-2.19%)는 극히 미미한(Figs. 3A-D) 결과로 보아 AYS

는 효모를 직접 사멸시키기 보다 그 생육을 억제시키거나 지

연시키는 작용을 가진 물질이라고 사료된다. 정제된 AYS와 

기존 항 진균 제의 병용효과는 Johnson 등(7)이 기술한 방법

으로 행하였다. 즉, 각 항 진균제 단독에 대한 MIC와 각 항 

진균제와 AYS 혼합액에 대한 MIC를 측정한 후 이들MIC값

에서 각 항 진균제들에 대한 FIC (fractional inhibitory 

concentration)를 산출한 후 ΣFIC = FICA + FICB (A and B 

are the two drugs in the well)을 사용하여 FIC index 분석을 

행하였으며, AYS의 MIC값은 protein 함량으로 나타내었다. 

그 결과 amphotericin B와 AYS의 혼합이나 nystatin과 AYS

의 혼합실험에서 측정한 MIC를 근거로 FIC index를 산출한 

결과는 각각 1.000과 1.036으로 이들 2약제는 AYS와 서로 

상승이나 억제효과를 나타내지 않았다. 한편, itraconazole과 

AYS의 혼합이나 fluconazole과 AYS의 혼합실험에서 측정한 

MIC를 근거로 FIC index를 측정한 결과는 각각 0.394와 0.500

으로 itraconazole이나 fluconazole은 단독사용보다 AYS와 병

용하면 항 효모 활성이 더욱 증가되었다(Table 1).

결론적으로 AYS는 효모에 대한 살균작용(yeastcidal action) 
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Fig. 3. Flow cytometric analysis of C. albicans by AYS treatment. Cell population was analyzed at 0 h (A), 2 h (B), 4 h (C) 
and 6 h (D).

Fig. 4. Growth inhibition of C. albicans by AYS in YM 
broth.

Cultured time (h)

보다 정균작용(yeaststatic action)을 가진 일종의 단백질성 물

질로 구성된 새로운 항 진균 물질이며, 기존 azole계의 항 진

균제와 병용하면 상승효과를 가짐으로 인체에 적용 시 부작용

을 최소화 할 수 있을 것이라고 생각된다. 

적요

항 진균제의 인체에 대한 부작용을 완화시키는 방법은 부

작용이 적은 새로운 항 진균제 개발이나 기존 항 진균제와 혼

용하여 상승효과를 나타내는 물질이 필요하다. 이를 위해 

Rahnella aquatilis AY2000가 생산하는 항 효모물질은 일종

의 단백질성 고분자 물질이란 점에서 기존 항 진균제와 차이

가 있다. 이 항 효모물질은 유도기나 대수증식 기에 있는 효모

생육을 억제시켰으며, cell cycle 분석에서 sub-G1기에 속하는 

세포수의 증가 없이 세포를 arrest시켰다. 따라서 항 효모물질

은 Candida albicans에 정균작용을 나타내었다. 또한 in vitro 

실험에서 이 항 효모물질과 itraconazole이나 fluconazole을 병

용한 후 fractional inhibitory concentration index 분석을 행한 

결과 항 효모활성이 더욱 상승되었다. 결론적으로 이 항 효모

물질은 정균 작용을 가질 뿐만 아니라 azole계의 항 진균제와 

혼용하면 상승효과를 가짐으로 부작용이 적은 새로운 개념의 

항 진균제로 개발할 가치가 있을 것이라고 생각된다.
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