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Clostridium difficile (C. difficile) toxin A is known to cause acute gut inflammation in humans and ani-
mals by triggering cytoskeletal disorganization in gut epithelial cells. In human colonocytes, toxin A 
blocks microtubule assembly by directly increasing the enzymatic activity of histone deacetylase-6 
(HDAC-6), a tubulin-specific deacetylase, thereby markedly decreasing tubulin acetylation, which is 
essential for microtubule assembly. Microtubule assembly dysfunction-associated alterations (i.e., toxin 
A-exposed gut epithelial cells) are believed to trigger barrier dysfunction and gut inflammation 
downstream. We recently showed that potassium acetate blocked toxin A-induced microtubule dis-
assembly by inhibiting HDAC-6. Herein, we tested whether acetic acid (AA), another small acetyl resi-
due-containing agent, could block toxin A-induced tubulin deacetylation and subsequent microtubule 
assembly. Our results revealed that AA treatment increased tubulin acetylation and enhanced micro-
tubule assembly in an HT29 human colonocyte cell line. AA also clearly increased tubulin acetylation 
in murine colonic explants. Interestingly, the AA treatment also alleviated toxin A-induced tubulin de-
acetylation and microtubule disassembly, and MTT assays revealed that AA reduced toxin A-induced 
cell toxicity. Collectively, these results suggest that AA can block the ability of toxin A to cause micro-
tubule disassembly-triggered cytoskeletal disorganization by blocking toxin A-mediated deacetylation 
of tubulin.
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서   론

Clostridium difficile (C. difficile)은 그람양성균으로서 급성 

위막성대장염(Pseudomembranous colitis) 질환의 원인균으

로 알려져 있다[7-9, 15, 17-19, 23]. C. difficile이 분비하는 톡신

A가 장내 염증을 유발하는 것으로 알려져 있다. 톡신A는 점막 

상피세포의 세포골격계를 파괴하여 극단적인 세포형태 변형

(세포원형화)을 일으킨다[6, 13, 15, 16, 19, 22, 24]. 톡신A는 

액틴 필라멘트 형성에 관여하는 Rho, Rac, cdc42 단백질들을 

불활성화시킨다고 알려져 있다. 최근 연구에 의하면 톡신A는 

미세소관 형성 과정도 억제한다고 알려져 있다[10, 13-16, 23]. 

톡신A가 HDAC-6 (histone deacetylase-6) [5] 효소의 활성을 

촉진시켜 튜블린 단백질의 탈아세틸화를 촉진시키고 이로 인

해 미세소관 형성이 감소한다고 알려져 있다[28]. 톡신A가 활

성화시키는 HDAC-6를 제어하는 것이 점막 상피세포의 극단

적인 세포모양 변형을 막고 이를 통해 장염 치료가 가능함을 

보여준다. 실제로 아세틸기를 포함하는 간단한 구조의 potas-

sium acetate가 HDAC-6 효소를 억제하여 톡신A가 유발하는 

미세소관 불 형성을 회복시킨다고 알려져 있다[25]. 이들 결과

들은 C. difficile 톡신A의 세포독성을 차단하는 과정에서 

HDAC-6 효소가 주요 표적분자임을 보여준다. 이상의 보고를 

바탕으로, 연구자 등은 초산(acetic acid)이 HDAC-6 효소에 

작용하여 튜블린 아세틸화에 영향을 미치는지 확인해보고자 

하였다.

초산은 세포막 투과성이 높으며[1] 구조적으로 아세틸 잔기

를 포함하는 다른 화학물질들과 비교해서 입체장애가 가장 

적은 것으로 알려져 있다[30]. 초산은 음식을 통해 유입되거나 

또는 장내 미생물에 의해 생산되는 것으로 알려져 있다[20]. 

그리고 소장과 대장 상피세포의 분열과 분화와 같은 활동에 

필요한 에너지원으로 활용된다고도 알려져 있다[4, 33]. 실제

로 초산은 소화관과 혈관 속에서 높은 농도로 관찰된다[20]. 

많은 연구에서 초산은 이미 장염을 억제하거나 소화기 점막 

상피세포의 장벽기능을 강화시켜준다고 알려져 있다[11]. 예

를 들어 초산은 Flagellin에 의해 증가하는 IL-8을 유의하게 

억제한다[12]. 하지만 장염을 억제하는 초산의 작용기작은 아

직 명확하게 규명되어 있지 않다.

본 연구에서 연구자 등은 초산이 인간 대장상피세포 속 튜

블린 아세틸화를 유의하게 증가시킴을 확인하였다. 초산 자극

은 생쥐 대장의 점막 상피세포 속 튜블린의 아세틸화도 유의
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하게 증가시켰다. 더욱이 초산은 톡신A에 의해 야기되는 튜블

린 단백질의 탈아세틸화 현상과 미세소관 불 형성 과정도 유

의하게 회복시켰다. 이와 같은 초산의 효능이 톡신에 의한 세

포독성도 차단할 수 있음을 확인하였다. 이상의 결과들은 초

산이 C. difficile 톡신A가 유발하는 세포골격 파괴현상을 억제

함은 물론 세포독성까지 차단할 수 있는 탁월한 치유 효능이 

있음을 보여준다.

재료 및 방법

시약

아세틸화된 튜블린 항체, 초산, MTT (3-[4,5-dimethyl-thia-

zole-2-yl] -2,5-diphenyl-tetrazolium bromide) dye 등은 Santa 

Cruz 사(CA, USA)와 Sigma Aldrich 사(St. Louis, Mo, USA)

에서 각각 구입하여 사용하였다.

세포배양

인간 대장 상피 세포주인 HT29는 ATCC 사(American Type 

Culture Collection, Manassas, VA, USA)에서 분양 받았으며 

McCoy's 5A 배지(Invitrogen, Carlsbad, CA)에 10% FCS (fetal 

calf serum, Invitrogen, USA)와 1% penicillin-streptomycin 

(Gibco, Gland Island, NY)을 첨가하여 37℃, 5% CO2 배양기

에서 배양하였다[25]. 

Immunoblot analysis

약물을 처치한 세포는 lysis buffer (150 mM NaCl, 50 mM 

Tris-HCl pH 8.0, 0.5 mM EDTA, 1% Nonidet P-40)를 넣고 

초음파를 이용 파쇄하였다. 단백질 분리를 위해서 Sodium do-

decyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)

를 시행하였다. 단백질들은 nitrocellulose membrane으로 다

시 transfer하고 5% skim milk 속에서 1차 항체를 12시간 반응

하였다. 그 후 2차 항체를 상온에서 2시간 동안 추가 반응하고 

New England Biolabs 사의 LumiGlo reagent를 이용하여 발색

을 유도한 다음 chemiluminescence image analyzer (Fusion FX; 

Vilber Lourmat, Germany)를 이용하여 이미지화하였다[27].

세포독성 평가

96 well plate에 HT29세포를(103 cell/well) 준비하고 초산

을 48시간 동안 처치한 다음 MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2- 

yl]-2,5-diphenyl-tetrazolium) dye를 첨가하고 37℃에서 1시

간 동안 배양하였다. 상등액을 제거하고 DMSO (dimethyl 

sulfoxide)를 넣은 후 570 nm에서 ELISA reader (Model 3550, 

Bio- Rad, Canada)를 이용하여 측정하였다[22].

 Confocal laser scanning microscope

형광면역염색(immunofluorescent staining)을 위해서 멸균

된 cover glass를 12 well plate에 넣고 그 위에 HT29 세포를 

분주하였다. 50% 정도의 세포 밀집도를 나타낼 때, 5 mM 초산

을 1시간 동안 전 처치한 다음 톡신A(3 nM)를 처치하고 37℃

에서 24시간 동안 배양하였다. 세포를 4% PFA (Paraformalde-

hyde)를 이용하여 고정한 다음 Triton-X 100을 처치하여 세포

막을 천공시켰다. 그 후 아세틸화된 튜블린 항체를 처치하고

(100:1), 4℃에서 24시간 동안 반응하였다. 수세 후 FITC가 

conjugation된 2차 항체를 상온에서 30분간 반응한 다음 공초

점레이저현미경을 이용하여 미세소관을 검출하였다[28].

적출한 생쥐 대장 배양 실험(mouse colonic explants) 

본 연구는 대진대학교 동물실험위원회(Animal Care and 

Use Committee of Daejin University)의 방침 및 범규에 따라 

진행되었다(승인번호: 2013-03). 고농도 마취제(avertin)를 이

용 희생시킨 생쥐에서 대장을 적출하였다. 대장 내 미생물을 

제거하기 위하여 항생제(kanamycin, ampicillin)가 포함된 배

양액에서 3회 수세하였다. 대장은 반으로 잘라 펼쳐진 모양으

로 6 well plate에서 넣은 다음 초산을 각각 50 mM, 500 mM 

농도로 처치하고 37℃ 인큐베이터에서 5시간 동안 배양하였

다. 그 후 슬라이드글라스를 이용 대장 점막을 긁어 모아서 

점막 상피세포 추출액을 얻은 다음 튜블린 단백질의 아세틸화 

변화를 분석하였다[21].

Statistical analysis

모든 실험은 3회 반복으로 행하여 표준오차로 나타내었고 

SIGMA-STAT professional statistics software program (Jandel 

Scientific Software, USA)의 t-test를 이용하여 유의성을 검정

하였다[31].

결과 및 고찰

초산은 대장상피세포 속 튜블린 단백질의 아세틸화를 증가

시킴

이전 연구에서 연구자 등은 C. difficile 톡신A가 대장상피세

포 속 튜블린의 탈아세틸화를 증가시켜 미세소관의 형성을 

억제한다고 보고하였다[28]. 톡신A에 의한 튜블린의 탈아세틸

화는 HDAC-6 효소 활성과 연관이 있다[28]. 연구자 등은 po-

tassium acetate가 HDAC-6를 억제하여 톡신A에 의한 미세소

관 불 형성 과정을 회복시킬 수 있음을 확인하였다[25]. 본 연

구에서는 초산(acetic acid)이 HDAC-6 효소를 억제하여 튜블

린 단백질의 아세틸화를 증가시키는지 확인해보고자 하였다. 

이를 위해, 인간 대장상피세포(HT29)에 초산(5 mM)을 시간 

별로 처치한 뒤 아세틸화된 튜블린의 양을 확인하였다. 초산 

처치 후 1시간부터 아세틸화된 튜블린 양이 유의하게 증가하

였으며 9시간까지 유지됨을 확인하였다(Fig. 1A). 다음으로 연

구자 등은 초산을 농도 별로 처치하고 튜블린 아세틸화 변화
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Fig. 1. Acetic acid increases the acetylation of α-tubulin in hu-

man colonocytes. A. HT29 human colonocytes were in-

cubated with acetic acid (AA, 5 mM) for the indicated 

durations. Cell lysates were subjected to 10% poly-

acrylamide gel electrophoresis, and blots were probed 

with antibodies against acetylated α-tubulin and β-actin. 

The presented results are representative of three in-

dependent experiments. B. HT29 cells were incubated 

with 0, 0.01, 0.1, 1, 5, and 10 mM AA for 5 hr. C. Cells 

were incubated with AA (0, 1, 5, 15, 30, and 50 mM) 

for 48 hr. Cell viability was measured by MTT assay 

and is expressed as a percentage of the results from un-

treated controls. The bars represent the mean ± SE of 

three experiments performed in triplicate. D. Mouse co-

lonic explants were incubated with medium (con) or AA 

(50 and 500 mM) for 5 hr, and the level of acetylated 

tubulin in colonic epithelial cells was measured by im-

munoblot analysis. The presented results are representa-

tive of three independent experiments.

를 확인하였다. Fig. 1B에서처럼, 초산 농도에 비례하여 아세

틸화된 튜블린 양이 증가함을 확인하였다. 1 mM 초산 농도에

서 튜블린 단백질의 아세틸 양이 유의하게 증가하였으며 10 

mM까지 유지됨을 확인하였다(Fig. 1B). 하지만 많은 연구에

서 고농도의 초산이 세포 독성을 나타낸다고 알려져 있다[29]. 

실제로 고농도의 초산에 의한 점막손상 현상을 이용하여 급성 

장염 동물모델을 확립하기도 한다[26]. 따라서 연구자 등은 먼

저 인간 대장상피세포에 대한 초산의 독성 농도를 확인하였

다. 이를 위해 초산을 HT29 세포에 농도 별로(1, 5, 15, 30, 

50 mM) 처치하고 MTT assay를 실시하여 세포독성을 평가하

였다. Fig. 1C에서처럼, 15 mM 초산의 경우, 인간 대장상피세

포에 대해서 세포독성이 전혀 없음을 확인하였다. 하지만 30 

mM 농도의 초산 자극은 약 80%의 세포독성을 야기하였다. 

본 연구에서 사용한 초산 농도가 5 mM인 점을 감안하면(Fig. 

1A), 초산에 의한 튜블린 아세틸화 증가가 독성에 의해 초래된 

현상이 아님을 보여준다. 동물의 대장에서 초산의 효능을 재 

확인하기 위해 생쥐 대장을 적출하고 초산(50 mM과 500 mM)

을 6시간 동안 처치하였다. 그리고 생쥐의 대장 점막-상피세포 

속 튜블린 단백질의 아세틸화 변화를 확인하였다. 흥미롭게도 

초산의 농도에 비례하여 상피세포 속 아세틸화된 튜블린의 

양이 증가함을 확인하였다(Fig. 1D). 이 결과는 초산이 동물의 

대장 상피세포 속 튜블린 단백질의 아세틸화를 증가시키는 

효능이 있음을 보여준다. 또한 초산이 대장 점막에 대해 높은 

투과성을 가지고 반응함을 보여준다.

인간 대장상피세포에서 튜블린 단백질의 아세틸화를 증가

시키는 농도가 potassium acetate (50 mM)에 비해 초산(5 

mM)이 상대적으로 낮게 나타났다. 이는 세포막을 통과하는 

투과도 차이에 기인한다고 추정하고 있다. 실제로 초산은 구

조적으로 아세틸 잔기를 포함하는 화학물질 중 입체장애가 

가장 적은 것으로 알려져 있고[30] 또한 상대적으로 높은 세포 

투과도를 보인다고 알려져 있다[1].

초산은 인간 대장상피세포 속 미세소관 형성을 촉진함

미세소관 구성 단백질인 튜블린의[2, 3, 28] 아세틸화는 미

세소관 조립과정에 있어서 가장 중요하다[28, 32]. 따라서 초산 

자극에 의해 증가한 튜블린 아세틸화가 미세소관 형성 촉진으

로 이어지는지 확인이 필요하다. 이를 위해, HT29 세포에 초산

(5 mM)을 24시간 동안 처치하고 아세틸화된 튜블린 항체를 

이용하여 세포 속 미세소관을 시각화하였다. Fig. 2에서처럼, 

섬유 구조의 미세소관이 대조군 대장상피세포 속에서 관찰되

었다(왼쪽 위 그림). 하지만 5 mM 초산을 처치한 대장상피세

포에서는 대조군에 비해 굵고 강하게 염색된 미세소관이 관찰

되었다(왼쪽 아래 그림). 3차원 이미지에서는 증가된 미세소관

을 더 명확하게 확인할 수 있었다(오른쪽 위/아래 그림). 이 

결과는 초산에 의해 증가한 튜블린의 아세틸화가 미세소관-중

합과정 증가로 이어졌음을 보여준다.

초산은 톡신A에 의한 튜블린 탈아세틸화와 미세소관 불 형

성을 억제함

연구자 등은 초산이 세포독성 없이 인간 대장상피세포 속 

튜블린의 아세틸화를 증가시켜 미세소관 형성을 촉진시킴을 

확인하였다(Fig. 1, Fig. 2). C. difficile 톡신A가 튜블린의 탈아
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Fig. 2. AA increases microtubule assembly in human colono-

cytes. HT29 human colonocytes were grown on cover-

slips, incubated with medium without (con) or with AA 

(5 mM) for 24 hr, fixed, and immunostained with an 

anti-acetylated α-tubulin antibody. Microtubule organ-

ization was visualized by confocal microscopy (left lanes 

show 2D images; right lanes show 3D images composed 

of 20 sections). The results shown are representative of 

three independent experiments.

A

B

Fig. 3. AA recovers toxin A-induced α-tubulin deacetylation and 

microtubule disassembly. A. HT29 cells were incubated 

with 5 mM AA for 1 hr and then exposed to toxin A 

5 hr. Cell lysates were subjected to 10% polyacrylamide 

gel electrophoresis, and blots were probed with anti-

bodies against acetylated α-tubulin and β-actin. The pre-

sented results are representative of three independent 

experiments. B. HT29 cells were grown on coverslips, 

pretreated with AA (5 mM) for 1 hr, incubated with me-

dium (con), toxin A (3 nM, TxA), or toxin A plus AA 

(TxA + AA) for 24 hr, and then immunostained with 

anti-acetylated α-tubulin. The presented results are rep-

resentative of three independent experiments. 

세틸화를 통해 미세소관 형성을 차단하고 이를 통해 세포독성

을 야기한다고 알려져 있다[25, 28]. 따라서 연구자 등은 초산

이 톡신의 세포독성을 억제할 수 있는지 확인해보고자 하였

다. 이를 위해, HT29 세포에 초산(5 mM)을 1시간 동안 전 처치

한 다음 톡신A(3 nM)를 5시간 처치하고 튜블린 단백질의 아

세틸화 변화를 확인하였다. Fig. 3A에서처럼, C. difficile 톡신A

는 인간 대장상피세포 속 튜블린 단백질의 탈아세틸화를 증가

시켰다. 그러나 초산을 전 처치한 세포에서는 톡신A가 초래하

는 튜블린 탈아세틸화가 유의하게 감소함을 확인하였다(Fig. 

3A). 대조군 세포에서 검출되는 아세틸화된 튜블린 양보다도 

많은 양이 초산과 톡신 처치군에서 관찰되었다(Fig. 3A). 이는 

튜블린 단백질의 아세틸화에 대한 초산의 영향이 매우 크다는 

것을 보여준다. 다음으로 세포 속 미세소관 변화를 평가해보

았다. Fig. 3B에서처럼, 미세소관이 강하게 염색되어 관찰되는 

대조군과는 달리 톡신A가 처치된 세포에서는 미세소관이 희

미하게 검출되었다. 동그랗고 작아진 세포 모양(세포원형화)

이 관찰되었으며 이는 전형적인 톡신A 세포 독성을 보여준다

[14, 15, 22]. 그러나 초산을 처치한 세포에서는 톡신A 자극에 

의한 미세소관 불 형성이 유의하게 회복됨을 확인하였다(Fig. 

3B). 톡신A 자극으로 나타나는 소형화된 세포 크기도 초산에 

의해 정상 크기로 회복됨을 확인하였다. 이상의 결과는 초산

에 의한 미세소관 형성 촉진 과정이 톡신A가 야기하는 세포골

격계 파괴를 회복시킬 수 있음을 보여준다.

  

초산은 톡신A가 야기하는 세포독성을 회복시킴

인간 대장상피세포에서 C. difficile 톡신A는 세포골격계를 

파괴시켜 세포독성을 초래한다고 알려져 있다[16, 22-24]. 톡

신A가 초래하는 미세섬유와 미세소관 파괴과정이 극단적인 

세포 원형화를 야기하고 이로 인해 세포독성이 나타난다[16, 
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Fig. 4. AA recovers toxin A-induced cell toxicity in human colo-

nocytes. HT29 colonocytes were incubated with 5 mM 

AA for 1 hr and exposed to toxin A for 48 hr. Cell via-

bility was measured by MTT assay and is expressed as 

a percentage of the results from untreated controls. The 

bars represent the mean ± SE of three experiments per-

formed in triplicate.

22-24]. 따라서 톡신A가 유발하는 세포골격계 변형을 감소시

키는 것이 세포독성을 차단함은 물론 장염까지 완화시킬 수 

있는 주요 치료 전략이 될 수 있다. 이를 바탕으로 연구자 등은 

미세소관 조립을 촉진시키는 초산이 톡신A의 세포독성도 감

소시키는지 확인하였다. 이를 위해, HT29 세포에 초산(5 mM)

을 1시간 동안 전 처치한 다음 톡신A(3 nM)를 48시간 처치하

고 MTT assay를 수행하여 세포독성을 평가하였다. Fig. 4에서

처럼, 톡신A는 인간 대장상피세포에 대해 강한 세포독성을 

야기하였다(~40%). 그러나 초산을 처치한 세포에서는 톡신A

에 의한 세포독성이 유의하게 회복됨을 확인하였다(~5%). 이

는 초산에 의한 미세소관 형성 촉진이 톡신A가 야기하는 세포

독성 유발 경로들을 효과적으로 차단할 수 있음을 보여준다. 

지금까지 연구에 의하면 톡신A에 의한 미세섬유 변형이 세

포독성의 주요 원인으로 보고되어 왔다[13, 14, 16]. 하지만 초

산에 의한 미세소관 형성 강화가 톡신A에 의한 세포독성을 

90% 이상 회복시킴을 확인하였다. 이는 톡신A에 의한 세포독

성 유발과정에서 미세소관 파괴 과정이 핵심적인 경로임을 

보여준다고 할 수 있다. 결론적으로 볼 때, 미세소관 형성을 

촉진하는 초산이 C. difficile 톡신A가 유발하는 세포골격 파괴

와 세포독성을 유의하게 억제함으로써 장염을 효과적으로 완

화시키는 물질임을 보여준다.
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초록：C. difficile 톡신이 야기하는 대장상피세포 미세소관 변형에 대한 초산의 억제 효능

윤이나․김  호*

(대진대학교 과학기술대학 생명화학부 생명과학전공)

급성위막성대장염(Pseudomembranous colitis)은 C. difficile 세균이 분비하는 톡신A에 의해 유발되는 것으로 알

려져 있다. 톡신A에 의한 점막 상피세포의 장벽기능 감소가 발병 원인으로 알려져 있다. 최근 연구에 의하면 톡신

A는 대장상피세포 속 HDAC-6의 활성을 높여 튜블린의 탈아세틸화를 증가시키는 것으로 알려져 있다. 튜블린 

단백질의 탈아세틸화는 미세소관 불 형성을 초래하여 점막 상피세포의 극단적인 세포 형태 변형을 야기하게 되며 

결국 상피세포의 고유기능인 장벽 기능이 파괴된다고 알려져 있다. 최근 연구자 등은 potassium acetate가 톡신A

에 의한 튜블린 탈아세틸화와 미세소관 불 형성을 회복시켜 장염을 유의하게 억제함을 보고하였다. 따라서 본 

연구에서는 아세틸기를 포함하는 또 다른 간단한 화학구조의 초산을 적용하여 톡신A의 세포독성을 억제하는지 

확인해보고자 하였다. 인간 대장상피세포에서 초산 자극은 튜블린 단백질의 아세틸화를 유의하게 증가시켰다. 또

한 초산은 대장상피세포 속 미세소관 형성과정도 강하게 촉진시킴을 확인하였다. 초산은 톡신A에 의한 튜블린 

탈아세틸화와 미세소관 불 형성 그리고 세포독성 모두를 유의하게 회복시켰다. 이상의 결과는 초산에 의한 미세

소관 형성 촉진이 톡신A에 의해 초래되는 세포골격계 파괴와 그로 인한 세포독성을 억제할 수 있음을 보여준다. 

따라서 초산이 톡신A의 작용을 차단하여 위막성대장염 증상을 완화시킬 수 있는 치료제로서 개발 가치가 있음을 

보여준다.


