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명 세 서

청구범위

청구항 1 

다음의 단계를 포함하는, 아시네토박터 노소코미알리스의 생물막 형성능 및 표면 운동능 억제 물질의 스크리닝

방법:

(a) 아시네토박터 노소코미알리스 균주에 분석하고자 하는 시료를 접촉시키는 단계; 및

(b) 상기 아시네토박터 노소코미알리스 균주에서의 서열번호 1의 AnoI 단백질 서열을 코드화하는 anoI 유전자

또는 서열번호 2의 AnoR 단백질 서열을 코드화하는 anoR 유전자의 발현을 측정하는 단계로서, 상기 시료가 상기

anoI 유전자 또는 anoR 유전자의 발현을 저해시키는 경우에는 상기 시료는 아시네토박터 노소코미알리스 균주의

생물막 형성능 및 표면 운동능을 억제하는 물질로 판정됨.

청구항 2 

다음의 단계를 포함하는, 아시네토박터 노소코미알리스에 의한 균혈증, 폐렴, 뇌막염 및 요로감염증으로부터 선

택되는 질병의 치료 또는 예방용 물질의 스크리닝 방법:

(a) 아시네토박터 노소코미알리스 균주에 분석하고자 하는 시료를 접촉시키는 단계; 및

(b) 상기 아시네토박터 노소코미알리스 균주에서의 서열번호 1의 AnoI 단백질 서열을 코드화하는 anoI 유전자

또는 서열번호 2의 AnoR 단백질 서열을 코드화하는 anoR 유전자의 발현을 측정하는 단계로서, 상기 시료가 상기

anoI 유전자 또는 anoR 유전자의 발현을 저해시키는 경우에는 상기 시료는 아시네토박터 노소코미알리스에 의한

균혈증, 폐렴, 뇌막염 및 요로감염증으로부터 선택되는 질병의 치료 또는 예방 물질로 판정됨.

청구항 3 

제 1 항 또는 제 2 항에 있어서, 

상기 anoI 유전자 또는 상기 anoR 유전자의 발현 저해 여부는 정량 실시간 PCR(q-RTPCR) 방법에 의해 측정되는

것인, 스크리닝 방법.

청구항 4 

제 1 항 또는 제 2 항에 있어서, 

상기 anoI 유전자 또는 상기 anoR 유전자의 발현 저해는 버스타틴에 접촉하지 않은 대조군과 비교하여 유전자의

발현이 20% 내지 90% 감소되는 것인, 스크리닝 방법.

청구항 5 

제 1 항 또는 제 2 항에 있어서, 

상기 anoI 유전자 또는 상기 anoR 유전자의 발현의 저해가 아시네토박터 노소코미알리스 내에서 N-(3-히드록시-

도데카노일)-L-호모세린 락톤의 생산을 감소시킴으로써 생물막 형성능 및 표면 운동능이 억제되는, 스크리닝 방

법.

청구항 6 

삭제

청구항 7 

삭제

청구항 8 
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삭제

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 아시네토박터 노소코미알리스(Acinetobacter nosocomialis, A. 노소코미알리스)의 생물막 형성능 및[0001]

표면 운동능 억제 방법, 및 아시네토박터 노소코미알리스의 생물막 형성능 및 표면 운동능 억제 물질의 스크리

닝 방법에 관한 것이다.

배 경 기 술

아시네토박터 바우만니(Acinetobacter baumannii), 아시네토박터 피티(Acinetobacter pittii, 종래의 아시네토[0002]

박터 유전체종(genomic species) 3), 그리고 아시네토박터 노소코미알리스(Acinetobacter nosocomialis, 종래

의  아시네토박터  유전체종(genomic  species)  13TU)는  균혈증(bacteremia),  폐렴(pneumonia),  뇌막염

(meningitis), 요로감염증(urinary tract infections) 및 상처 감염 [15, 16, 21]을 포함하는 다양한 병원성

감염을 유발하는 중요한 병원균으로 알려져 있다.  병원성 감염 및 이의 발병과 관련된 A. 바우만니의 생존양식

(lifestyle)은 잘 알려져 있다 (비특허문헌 21 참조).  특히, A. 바우만니가 무생물 또는 생물 표면 상에 부착

되고 생물막을 형성하는 메커니즘은 가혹한 건강 관리 환경, 예를 들어 건조, 영양 기아, 및 항생제 처리에서의

이의 생존 및 발병과 밀접하게 연관되어 있다 (비특허문헌 7, 8, 28 참조).  따라서, A. 바우만니에 대한 버스

타틴 (비특허문헌 3 참조) 및 2-아미노이미다졸류 (비특허문헌 27 참조)와 같은 항생물막제(antibiofilm agen

t)에 대한 연구가 진행되어 왔다.  그러나, A. 노소코미알리스의 생물막 형성에 요구되는 구체적인 요소에 대해

서는 아직 밝혀진 바 없다.

세포군의 밀도에 반응하여 특정 유전자를 조절하는 과정인 쿼럼 센싱(quorum sensing, 정족수 감지)을 통하여,[0003]

많은 세균들은 독성 요소 발현, 운동능 및 생물막 형성과 같은 그들의 사회적 행동을 조절한다 (비특허문헌 23

참조).  다양한 그람-음성 세균들은, LuxI-형 단백질에 의해 합성되는 N-아실호모세린 락톤류(AHLs)를 쿼럼 센

싱 신호로서 사용한다 (비특허문헌 20 참조).

AHL 신호들은 동족인 LuxR-형 조절자 단백질과 직접적으로 상호작용하며, 이들의 복합체는 lux 상자로 알려진[0004]

특정 DNA 서열에 결합함으로써 쿼럼-센싱 목표 유전자의 발현을 조절한다 (비특허문헌 20 참조).  A. 바우만니

는 LuxI-형 단백질, AbaI, 및 LuxR-형 단백질, AbaI의 상류에 존재하지만 반대 방향으로 전사되는 AbaR로 구성

된다 (비특허문헌 1 참조).  AbaI는 A. 바우만니의 주요한 쿼럼-센싱 신호인 N-(3-히드록시-도데카노일)-L-호모

세린 락톤 (OH-dDHL)의 생성에 요구된다 (비특허문헌 17 참조).  A. 바우만니 abaI 돌연변이는 생물 및 무생물

표면에 유지되는 능력과 연관된 운동능 및 생물막 형성의 결핍을 나타낸다 (비특허문헌 5, 17, 26 참조).  세균

성 발병에서 쿼럼 센싱의 중요성은, 생사의 압박 없이 이의 발병을 억제할 수 있는 기회를 제공하는 항균 치료

의 개발을 위한 중요한 목표가 될 수 있음을 보여준다 (비특허문헌 4, 26 참조).  이러한 쿼럼 센싱의 생물학적

중요성에도 불구하고, 쿼럼 센싱 시스템은 A. 노소코미알리스에서 아직 확인되거나 분석된 바 없는 실정이다.
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발명의 내용

해결하려는 과제

따라서, 본 발명은 A. 노소코미알리스에서 아직 밝혀진 바 없는 쿼럼 센싱 시스템의 메커니즘과 이에 관련된 유[0007]

전자 및 단백질들을 동정하고 그 기능을 확인함으로써 A. 노소코미알리스의 생물막 형성 및 표면 운동능을 억제

하는 방법을 제공하고, 이러한 원리를 통해 A. 노소코미알리스의 생물막 형성 및 표면 운동능을 억제할 수 있는

물질의 스크리닝 방법을 제공하고자는 것을 목적으로 한다.

그러나, 본 발명이 해결하고자 하는 과제는 이상에서 언급한 과제로 제한되지 않으며, 언급되지 않은 또 다른[0008]

과제들은 아래의 기재로부터 당업자에게 명확하게 이해될 수 있을 것이다.

과제의 해결 수단

상기한 기술적 과제를 달성하기 위한 기술적 수단으로서, 본 발명의 제 1 측면은 아시네토박터 노소코미알리스[0010]

(Acinetobacter nosocomialis) 균주에 버스타틴(virstatin)을 접촉시켜 서열번호 1의 AnoI 단백질 서열을 코드

화하는 anoI 유전자 또는 서열번호 2의 AnoR 단백질 서열을 코드화하는 anoR 유전자의 발현을 저해하는 것을 포

함하는, 아시네토박터 노소코미알리스의 생물막 형성능 및 표면 운동능 억제 방법을 제공할 수 있다.

본 발명의 일 구현예에 따르면, 상기 anoI 유전자 또는 상기 anoR 유전자의 발현 저해로 인해 아시네토박터 노[0011]

소코미알리스 내에서 N-(3-히드록시-도데카노일)-L-호모세린 락톤의 생산이 감소됨으로써 생물막 형성능 및 표

면 운동능이 억제되는 것일 수 있다.
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본 발명의 일 구현예에 따르면, 상기 anoI  유전자 또는 상기 anoR  유전자의 발현 저해 여부는 정량 실시간[0012]

PCR(q-RTPCR) 방법에 의해 측정되는 것일 수 있다.

본 발명의 일 구현예에 따르면, 상기 anoI 유전자 또는 상기 anoR 유전자의 발현 저해는 버스타틴에 접촉하지[0013]

않은 대조군과 비교하여 유전자의 발현이 약 20% 내지 약 90% 감소되는 것일 수 있으나, 이에 제한되지 않을 수

있다.  

본 발명의 제 2 측면은 다음의 단계를 포함하는, 아시네토박터 노소코미알리스의 생물막 형성능 및 표면 운동능[0014]

억제 물질의 스크리닝 방법을 제공할 수 있다: (a) 아시네토박터 노소코미알리스 균주에 분석하고자 하는 시료

를 접촉시키는 단계; 및 (b) 상기 아시네토박터 노소코미알리스 균주에서의 서열번호 1의 AnoI 단백질 서열을

코드화하는 anoI 유전자 또는 서열번호 2의 AnoR 단백질 서열을 코드화하는 anoR 유전자의 발현을 측정하는 단

계로서, 상기 시료가 상기 anoI 유전자 또는 anoR 유전자의 발현을 저해시키는 경우에는 상기 시료는 아시네토

박터 노소코미알리스 균주의 생물막 형성능 및 표면 운동능을 억제하는 물질로 판정된다.

본 발명의 제 3 측면은 다음의 단계를 포함하는, 아시네토박터 노소코미알리스에 의한 균혈증, 폐렴, 뇌막염 및[0015]

요로감염증으로부터 선택되는 질병의 치료 또는 예방용 물질의 스크리닝 방법을 제공할 수 있다: (a) 아시네토

박터 노소코미알리스 균주에 분석하고자 하는 시료를 접촉시키는 단계; 및 (b) 상기 아시네토박터 노소코미알리

스 균주에서의 서열번호 1의 AnoI 단백질 서열을 코드화하는 anoI 유전자 또는 서열번호 2의 AnoR 단백질 서열

을 코드화하는 anoR 유전자의 발현을 측정하는 단계로서, 상기 시료가 상기 anoI 유전자 또는 anoR 유전자의 발

현을 저해시키는 경우에는 상기 시료는 아시네토박터 노소코미알리스에 의한 균혈증, 폐렴, 뇌막염 및 요로감염

증으로부터 선택되는 질병의 치료 또는 예방 물질로 판정된다.

본 발명의 일 구현예에 따르면, 상기 anoI  유전자 또는 상기 anoR  유전자의 발현 저해 여부는 정량 실시간[0016]

PCR(q-RTPCR) 방법에 의해 측정되는 것일 수 있다.

본 발명의 일 구현예에 따르면, 상기 anoI 유전자 또는 상기 anoR 유전자의 발현 저해는 버스타틴에 접촉하지[0017]

않은 대조군과 비교하여 유전자의 발현이 약 20% 내지 약 90% 감소되는 것일 수 있으나, 이에 제한되지 않을 수

있다.

발명의 효과

쿼럼 센싱(quorum sensing)은 세균이 세포 밀도를 감지하고 조직화 유전자를 발현하기 위한 신호 분자로서의 유[0019]

도물질(autoinducer)를 생산하는 세포-대-세포 의사소통 과정이다.  본 발명에서 제시되는 결과들은 AnoI가 A.

노소코미알리스 내의 OH-dDHL의 생산에 중요한 요소이며, 이의 발현이 AnoR에 의해 상승 조절된다는 것을 보여

준다.  게다가, anoR 돌연변이는 생물막 형성능이 저해되며, 특히 anoR 돌연변이의 운동능은 야생형의 그것에

의해 일관되고 현저하게 저하되었다.  anoR 돌연변이의 생물막 형성과 운동능의 저하는 기능성 anoR에 의해 현

저하게 회복되었으며, 이는 AnoR이 생물막 형성과 운동능에 중요한 역할을 한다는 것을 의미하였다.  더욱이,

본 발명에서는 버스타틴이 anoR의 발현을 저해함으로써 생물막 형성과 운동능을 저하시키는 데 역할을 한다는

것을 보여주었다.  결론적으로, 이들이 복합된 결과는 AnoIR이 A. 노소코미알리스의 생물막 형성과 운동능에 중

요한 역할을 하는 쿼럼 센싱 시스템이라는 것과 버스타틴이 anoR의 발현의 저해제라는 것을 뒷받침한다.

도면의 간단한 설명

도 1a 및 1b는 A. 노소코미알리스 anoI 및 anoR의 물리적 지도 및 AnoI 및 AnoR의 서열분석 결과를 보여주는 이[0021]

미지이다.   도  1a:  화살표는  anoI  (유전자자리  태그  번호  WP_004711097)  및  anoR  (유전자자리  태그  번호

WP_004711094) 의 코드화 지역을 나타내며, 상기 유전자의 일부가 가설의 단백질을 코드화한다.  본 도면은 A.

노소코미알리스 (GenBank  Accession  No.  GCA_000248315.2)의 뉴클레오티드 서열을 사용하여 제작되었다.  도

1b: NCBI 단백질 데이터베이스로부터 검색된 아미노산 서열 (AnAnoI 은 Accession No. WP_004711097, AbAbaI은

YP_001083198, AnAnoR은 WP_004711094, 그리고 AbAbaR은 YP_001083200)들이 Clustalw 프로그램을 이용해 정렬

되었다 (http://www.ch.embnet.org/software/ClustalW.html).  동일한 서열들 (검은색 상자) 및 유사한 서열들

(회색 상자)들이 나타나 있다.  유도 물질(autoinducer) 결합 지역(점선) 및 HTH 모티프(실선)이 상기 아미노산

서열에 표시되어 있다.  AnAnoI는 A. 노소코미알리스의 AnoI; AbAbaI는 A. 바우만니의 AbaI; AnAnoR은 A. 노소

코미알리스의 AnoR; AbAbaR은 A. 바우만니의 AbaR이다.

도 2a 내지 2d는 A. 노소코미알리스에 의해 생성되는 AHL의 질량분광분석 및 생물학적 분석 결과를 보여주는 이

미지이다.  세균 배양 상청액으로부터 추출된 샘플들이 Acquity H-class 액체 크로마토그래피/SQD2 질량 분광분
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석 (LC/MS) 시스템 및 traG-lacZ를 가지는 A. 투메파키엔스 바이오센서 균주에 의해 분석되었다.  야생형 균주

에 의해 생성된 OH-dDHL(도 2a) 또는 합성 OH-dDHL(도 2b) 또는 anoI 돌연변이에 의해 생성된 OH-dDHL(도 2c)

의 MS 프로필이 나타나 있다.  도 2d: A. 투메파키엔스 NT1 (pDCI41E33) 가 도포된 플레이트 상의 컬러 존이 22

시간 후에 모니터되었으며 이어서 디지털 이미징 시스템을 이용해 촬영되었다.  WT (pOH03)은 야생형; ΔanoI

(pOH03)은 anoI 돌연변이; ΔanoI (pOH04)는 보완된 균주이다.

도 3은 anoR 돌연변이에서의 anoI 발현을 나타내는 그래프이다.  정지기에 도달할 때까지 MH 배지 내에서 배양

된 세균 균주로부터 단리된 총 RNA의 qRT-PCR에의해 야생형과 anoR 돌연변이 균주에서의 anoI mRNA 수준이 분석

되었다.  각각의 컬럼은 anoI의 mRNA 발현 수준을 나타낸다.  오차 막대는 SEM을 나타낸다.  평균 및 SEM 값은

3 회의 독립된 실험으로부터 계산되었다.  ***, 야생형과 관련해 p < 0.005. WT는 야생형; ΔanoR 은 anoR 돌연

변이이다.

도 4a 및 4b는 A. 노소코미알리스 균주의 생물막 형성능 및 표면 운동능을 보여주는 이미지이다.  도 4a: 5 ml

의 폴리스티렌 튜브 상에 형성된 생물막이 겐티안 바이올렛 (0.1%)으로 15 분 동안 염색되었다 (위).  생물막으

로부터 용출된 겐티안 바이올렛의 양은 총 세균 성장(OD600)으로 정규화된 OD570으로 정량화되었다 (아래).  도

4b: 균주들은 0.3% Eiken 소프트 아가를 함유하는 MH 배지 상에서 12 시간 동안 30℃에서 배양되었고, 운동능

지역이 촬영되었다.  오류 막대는 SEM을 나타낸다.  평균 및 SEM 값은 3 회의 독립된 실험으로부터 계산되었다.

***, 야생형과 관련해 p < 0.005. WT (pOH03)는 야생형; ΔanoR (pOH03)는 anoR 돌연변이; ΔanoR (pOH05)은

보완된 균주이다.

도  5a  내지  5d는  A.  노소코미알리스의  생물막  형성능  및  운동능에  대한  버스타틴의  효과를  보여주는

이미지이다.  도 5a: 상이한 농도의 버스타틴을 가지는 96-웰 플레이트에 생물막이 형성되었으며, 겐티안 바이

올렛 염색에 의해 정량화되었다.  각각의 컬럼은 상이한 농도의 버스타틴에서의 생물막 형성능을 나타낸다.  도

5b: DMSO 또는 100 μM의 버스타틴을 가지는 0.3 Eiken 소프트 아가를 함유하는 MH 배지에서 표면 운동능이 시

험되었다.  도 5c: A. 노소코미알리스는 DMSO (동그라미) 또는 100 μM의 버스타틴 (삼각형)을 가지는 MH 배지

에서 배양되었다.  도 5d: MH 배지 단독에서 배양된 세균과 비교하여, 100 μM의 버스타틴을 함유하는 MH 배지

에서 배양된 세균으로부터 단리된 총 RNA의 qRT-PCR에 의해 anoR의 mRNA 수준이 분석되었다.  오류 막대는 SEM

을 나타낸다.  평균 및 SEM 값은 3 회의 독립된 실험으로부터 계산되었다. *DMSO로 실험된 야생형과 관련해 p <

0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.005 이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

아래에서는 첨부한 도면을 참조하여 본 발명이 속하는 기술 분야에서 통상의 지식을 가진 자가 용이하게 실시할[0022]

수 있도록 본 발명의 실시예를 상세히 설명한다.  그러나 본 발명은 여러 가지 상이한 형태로 구현될 수 있으며

여기에서 설명하는 실시예에 한정되지 않는다.  그리고 도면에서 본 발명을 명확하게 설명하기 위해서 설명과

관계없는 부분은 생략하였으며, 명세서 전체를 통하여 유사한 부분에 대해서는 유사한 도면 부호를 붙였다. 

본 발명의 명세서 전체에서, 어떤 부분이 어떤 구성요소를 "포함" 한다고 할 때, 이는 특별히 반대되는 기재가[0023]

없는 한 다른 구성요소를 제외하는 것이 아니라 다른 구성 요소를 더 포함할 수 있는 것을 의미한다.  

본 발명의 명세서 전체에서 사용되는 정도의 용어 "약", "실질적으로" 등은 언급된 의미에 고유한 제조 및 물질[0024]

허용오차가 제시될 때 그 수치에서 또는 그 수치에 근접한 의미로 사용되고, 본 발명의 이해를 돕기 위해 정확

하거나 절대적인 수치가 언급된 개시 내용을 비양심적인 침해자가 부당하게 이용하는 것을 방지하기 위해 사용

된다.  본 발명의 명세서 전체에서 사용되는 정도의 용어 "~하는 단계" 또는 "~의 단계"는 "~ 를 위한 단계"를

의미하지 않는다.  

본 발명의 명세서 전체에서, 마쿠시 형식의 표현에 포함된 "이들의 조합"의 용어는 마쿠시 형식의 표현에 기재[0025]

된 구성 요소들로 이루어진 군에서 선택되는 하나 이상의 혼합 또는 조합을 의미하는 것으로서, 상기 구성 요소

들로 이루어진 군에서 선택되는 하나 이상을 포함하는 것을 의미한다.  본 발명의 명세서 전체에서, ?A 및/또는

B?의 기재는, ?A, B, 또는, A 및 B?를 의미한다. 

이하, 본 발명의 아시네토박터 노소코미알리스(Acinetobacter nosocomialis, A. 노소코미알리스)의 생물막 형성[0027]

능 및 표면 운동능 억제 방법, 아시네토박터 노소코미알리스의 생물막 형성능 및 표면 운동능 억제 물질의 스크

리닝 방법, 및 아시네토박터 노소코미알리스에 의한 균혈증, 폐렴, 뇌막염 및 요로감염증으로부터 선택되는 질

병의 치료 또는 예방 물질의 스크리닝 방법에 대하여 구현예 및 실시예와 도면을 참조하여 구체적으로 설명하도
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록 한다.   그러나, 본 발명이 이러한 구현예 및 실시예와 도면에 제한되는 것은 아니다. 

본 발명에서는 A. 노소코미알리스 유전체의 서열 분석에 의해 LuxI-형 단백질, AnoI, 및 LuxR-형 단백질, AnoR[0029]

로 구성된 쿼럼 센싱 시스템을 확인하였으며, A. 노소코미알리스에 의해 생성되는 AHL을 동정하였다.  또한,

anol 결실 돌연변이를 제조하고 AHL 생성에서의 anol 돌연변이의 효과를 분석함으로써 A. 노소코미알리스 내에

서의 AHL 생성에 대한 AnoI의 역할을 밝혀내었다.  더불어, A. 노소코미알리스에서의 anoI의 발현 및 생물막 형

성 및 운동능에 대한 AnoR의 기능을 검증하였으며, A. 노소코미알리스의 생물막 형성 및 운동능의 억제자로서의

버스타틴의 효과 및, anoR의 발현에 대한 버스타틴의 효과 역시 분석하였다.

이러한 분석으로부터, 본 발명자들은 A. 노소코미알리스의 생물막 형성 및 운동능에 관여하는 쿼럼 센싱 시스템[0030]

의 작동 원리를 규명하고, 이와 연관된 유전자들을 동정하였으며, 버스타틴의 쿼럼 센싱 시스템 억제 메커니즘

을 밝혀내었다.

본  발명의  제  1  측면은  아시네토박터  노소코미알리스(Acinetobacter  nosocomialis)  균주에  버스타틴[0031]

(virstatin)을 접촉시켜 서열번호 1의 AnoI 단백질 서열을 코드화하는 anoI 유전자 또는 서열번호 2의 AnoR 단

백질 서열을 코드화하는 anoR 유전자의 발현을 저해하는 것을 포함하는, 아시네토박터 노소코미알리스의 생물막

형성능 및 표면 운동능 억제 방법을 제공하는데 있다.

서열목록 상의 서열번호 1의 서열은 A. 노소코미알리스의 AnoI 단백질 서열을 나타내며, 이는 AnanoI 유전자에[0032]

의해 코드화된다.  서열번호 2의 서열은 A. 노소코미알리스의 AnoR 단백질 서열을 나타내며, 이는 AnanoR 유전

자에 의해 코드화된다. 

서열번호 3의 서열은 A. 바우만니의 AbaI 단백질 서열을 나타내며, 이는 AbAbaI 유전자에 의해 코드화된다.  서[0033]

열번호 4의 서열은 A. 바우만니의 AbaR 단백질 서열을 나타내며, 이는 AbAbaR 유전자에 의해 코드화된다.

쿼럼 센싱은 세균의 생물막 형성능과 표면 운동능에 깊이 연관되어 있다.  본 발명에서는 OH-dDHL이 A. 노소코[0034]

미알리스에 의해 생성되는 쿼럼 센싱 신호이고, 그리고 AnoI이 OH-dDHL의 생성에 중요한 역할을 한다는 것을 밝

혀내었다.  따라서,  anoI 유전자 및 이의 발현을 조절하는 anoR 유전자의 발현을 억제함으로써 결과적으로  A.

노소코미알리스의 생물막 형성능 및 표면 운동능을 억제하는 것이 가능하다.  

본 발명의 일 구현예에 따르면, 상기 anoI 유전자 또는 상기 anoR 유전자의 발현 저해로 인해 아시네토박터 노[0035]

소코미알리스 내에서 N-(3-히드록시-도데카노일)-L-호모세린 락톤(OH-dDHL)의 생산이 감소됨으로써 생물막 형성

능 및 표면 운동능이 억제되는 것일 수 있다.

본 발명의 일 구현예에 따르면, 상기 anoI  유전자 또는 상기 anoR  유전자의 발현 저해 여부는 정량 실시간[0036]

PCR(quantitative Real-Time PCR) 방법에 의해 측정되는 것일 수 있다.

본 발명의 일 구현예에 따르면, 상기 anoI 유전자 또는 상기 anoR 유전자의 발현 저해는 버스타틴에 접촉하지[0037]

않은 대조군과 비교하여 유전자의 발현이 20% 내지 90% 감소되는 것일 수 있다.  예를 들어, 상기 anoI 유전자

또는 상기 anoR 유전자의 발현 저해는 버스타틴에 접촉하지 않은 대조군과 비교하여 유전자의 발현이 약 30% 내

지 약 60% 감소되는 것일 수 있다.

본 발명의 제 2 측면은 다음의 단계를 포함하는, 아시네토박터 노소코미알리스의 생물막 형성능 및 표면 운동능[0038]

억제 물질의 스크리닝 방법을 제공할 수 있다: (a) 아시네토박터 노소코미알리스 균주에 분석하고자 하는 시료

를 접촉시키는 단계; 및 (b) 상기 아시네토박터 노소코미알리스 균주에서의 서열번호 1의 AnoI 단백질 서열을

코드화하는 anoI 유전자 또는 서열번호 2의 AnoR 단백질 서열을 코드화하는 anoR 유전자의 발현을 측정하는 단

계로서, 상기 시료가 상기 anoI 유전자 또는 anoR 유전자의 발현을 저해시키는 경우에는 상기 시료는 아시네토

박터 노소코미알리스 균주의 생물막 형성능 및 표면 운동능을 억제하는 물질로 판정된다.

본 발명의 제 3 측면은 다음의 단계를 포함하는, 아시네토박터 노소코미알리스에 의한 균혈증, 폐렴, 뇌막염 및[0039]

요로감염증으로부터 선택되는 질병의 치료 또는 예방용 물질의 스크리닝 방법을 제공할 수 있다: (a) 아시네토

박터 노소코미알리스 균주에 분석하고자 하는 시료를 접촉시키는 단계; 및 (b) 상기 아시네토박터 노소코미알리

스 균주에서의 서열번호 1의 AnoI 단백질 서열을 코드화하는 anoI 유전자 또는 서열번호 2의 AnoR 단백질 서열

을 코드화하는 anoR 유전자의 발현을 측정하는 단계로서, 상기 시료가 상기 anoI 유전자 또는 anoR 유전자의 발

현을 저해시키는 경우에는 상기 시료는 아시네토박터 노소코미알리스에 의한 균혈증, 폐렴, 뇌막염 및 요로감염

증으로부터 선택되는 질병의 치료 또는 예방 물질로 판정된다.

A.  노소코미알리스는 균혈증(bacteremia),  폐렴(pneumonia),  뇌막염(meningitis),  요로감염증(urinary  tract[0040]
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infections) 및 상처 감염 등을 포함하는 다양한 병원성 감염을 유발하는 병원균으로서, 이러한 발병 메커니즘

은 세균의 생물막 형성 및/또는 표면 운동능과 밀접하게 관련되어 있다.  즉, A. 노소코미알리스의 생물막 형성

능 및/또는 표면 운동능의 저하는 발병의 방지 또는 지연과 밀접하게 연관되어 있으므로, A. 노소코미알리스의

생물막 형성능 및/또는 표면 운동능을 저하시키는 물질은 A. 노소코미알리스로 인한 균혈증, 폐렴, 뇌막염 및

요로감염증 등의 치료 또는 예방을 위해 사용될 수 있다고 합리적으로 판단할 수 있다.

본 발명의 일 구현예에 따르면, 본 발명의 바람직한 구현예에 따르면, 상기 분석하고자 하는 시료는 단일 화합[0041]

물 또는 혼합물일 수 있다.  예를 들어, 상기 분석하고자 하는 시료는 합성 또는 천연 화합물의 라이브러리 또

는 천연 재료로부터 얻을 수 있으나, 이에 제한되지 않을 수 있다.  합성 또는 천연 화합물의 라이브러리를 얻

는 방법은 당업계에 공지되어 있다. 합성 화합물 라이브러리는 Maybridge Chemical Co.(UK), Comgenex(USA),

Brandon  Associates(USA),  Microsource(USA)  및 Sigma-Aldrich(USA) 등에서 상업적으로 구입 가능하며, 천연

화합물의 라이브러리는 Pan Laboratories(USA) 및 MycoSearch(USA)에서 상업적으로 구입 가능하다.

본 발명의 일 구현예에 따르면, 상기 anoI  유전자 또는 상기 anoR  유전자의 발현 저해 여부는 정량 실시간[0042]

PCR(q-RTPCR) 방법에 의해 측정되는 것일 수 있다.

본 발명의 일 구현예에 따르면, 상기 anoI 유전자 또는 상기 anoR 유전자의 발현 저해는 버스타틴에 접촉하지[0043]

않은 대조군과 비교하여 유전자의 발현이 약 20% 내지 약 90% 감소되는 것일 수 있다.  예를 들어, 상기 anoI

유전자 또는 상기 anoR 유전자의 발현 저해는 버스타틴에 접촉하지 않은 대조군과 비교하여 유전자의 발현이 약

30% 내지 약 60% 감소되는 것일 수 있다.

이하 실시예를 통하여 본 발명을 더욱 상세하게 설명하고자 하나, 하기의 실시예는 단지 설명의 목적을 위한 것[0045]

이며 본 발명의 범위를 한정하고자 하는 것은 아니다.

[실시예][0047]

실험 방법[0048]

세균 균주, 플라스미드 및 배양 조건[0049]

본 발명에서 사용된 모든 세균 균주들 및 플라스미드들이 하기 표 1에 나열되어 있다.  별도로 기재되지 않은[0050]

한, 에스케리치아 콜리(Escherichia coli, E. coli) 및 A. 노소코미알리스는 37℃에서 LB(Luria-Bertani) 배지

에서 배양되었다.  E. coli 내의 플라스미드의 유지를 위해, 클로람페니콜 (20 ㎍/ml) 또는 카나마이신 (50 ㎍

/ml)이 배양 배지에 첨가되었다.  리포터 균주인 아그로박테리움 투메파키엔스(agrobacterium tumefaciens) NT1

(pDCI41E33)이 규명된 최소 배지에서 30℃의 온도에서 배양되었다 (비특허문헌 30 참조).  리포터 균주를 이용

한 생물학적 분석(bioassay) 플레이트는 종래에 기술된 바와 같이 준비되었다 (비특허문헌 19 참조).

합성 N-(3-히드록시-도데카노일)-L-호모세린 락톤 (합성 OH-dDHL)은 시그마-알드리치 (St. Louis, MO, 미국)로[0051]

부터 구입되었다.

[표 1][0053]
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 [0054]

결실 돌연변이의 제조[0056]

anoI 및 anoR 유전자 각각은 종래에 기술된 오버랩 확장 PCR 방법을 이용하여 각각의 목표 유전자의 열린번역틀[0057]

(ORF)을 따로따로 결실시킴으로써 차단되었다 (비특허문헌 18 참조).  예를 들어, anoI의 코드화 지역의 상류

및 하류 지역 (각각 대략 1kb)에 특이적인 네 개의 PCR 프라이머 (표 2 참조)를 이용하여 두 PCR 단계를 수행함

으로써 anol을 가지지 않는 돌연변이 DNA 절편이 증폭되었다.  카나마이신 저항을 부여하는 nptI와 anoI의 상류

및 하류 지역을 오버랩 확장 PCR에 의해 결합하기 위해, 상류 지역의 증폭을 위한 ANOI02F 및 ANOI02R 프라이머

들이 그들의 5? 말단에 추가적으로 25 개의 뉴클레오티드를 함유하도록 디자인되었고, 이는 하류 지역 및 nptI

에도 동일하게 적용되었다.  상류 및 하류 지역들은 각각 프라이머 쌍들 ANOI01F/ANOI01R 및 ANOI02F/ANOI02R을

이용하여 A. 노소코미알리스 ATCC 17903의 유전체 DNA로부터 증폭되었다.  카나마이신 저항 카세트(nptI)는 주

형으로서 pUC4K를 가지는 프라이머 쌍 U1/U2 (표 2 참조)를 이용하여 증폭되었다.  수득된 세 종의 PCR 산물들

은 동몰 농도로 혼합되었으며 ANOI01F 및 U2 프라이머들에 의해 오버랩 확장 PCR이 수행되었다.  결과 3.1 kb

DNA  절편은  FspI-소화된  pHKD01에  부착(ligate)되어  pOH01을  형성하였다  (표  1  참조).   pOH01을  함유하는

E.coli S17-1 λpir 균주가 A. 노소코미알리스 ATCC 17903로의 접합 공여체(conjugal donor)로서 사용되었다.

접합  및  피접합전달균주(transconjugant)의  단리는  종래에  기술된  대로  수행되었다  (비특허문헌  18  참조).

anoI 결실 돌연변이는 PCR 분석에 의해 확인되었다.  유사한 방법으로, anoR 결실 돌연변이가 제조되고 PCR 분

석에 의해 확인되었다.  anoI 및 anoR 결실 돌연변이들은 각각 OH01 및 OH02로 이름붙여졌다.

[표 2][0058]
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 [0059]

결실 돌연변이들의 보완(complementation)[0061]

anoI 및 anoR 돌연변이들의 보완을 위해, EcoRI 및 PstI에 의해 소화되고 DNA 중합효소 I의 클레나우 절편에 의[0062]

해 평활말단이 된 pWH1266 내로 nptI를 서브클로닝하는 것에 의해 pWH1266의 앰피실린-저항 유전자(bla) (표 1

참조)를 카나마이신 저항 유전자로 대체하였다.  새로운 벡터는 pOH03으로 이름붙여졌다 (표 1 참조).  그들의

원래의 프로모터 지역을 가지는 anoI 및 anoR ORF들 각각은 A. 노소코미알리스 ATCC 17903의 유전체 DNA로부터

특정 프라이머쌍들 (표 2 참조)에 의하여 증폭되었고, 이어서 BamHI 및 SphI에 의해 소화되었다.  결과 DNA 절

편들은 동일한 효소에 의해 선형화된 pOH03 플라스미드 내로 각각 서브클론되어 pOH04 및 pOH05가 되었다 (표 1

참조).

세균 배양 상청액으로부터의 AHL의 추출 및 탐지[0064]

A. 노소코미알리스로부터 AHL을 추출하기 위하여, 세균 세포들은 MH(Mueller-Hinton) 배지에서 24 시간 동안 30[0065]

℃의 온도에서 배양되었다.  세포들은 3,500 rpm에서 30 분 동안 원심분리에 의해 제거되었으며, 이어서 0.2 ㎛

필터를 통과하여 여과되었다.  상청액은 동일한 부피의 산성화 에틸 아세테이트에 의해 2회 추출되었다.  총 추

출물이 풀(pool) 되었고, 30℃ 온도의 진공 하에 회전증발농축기인 Rotavapor (BuFlawil, Switzerland)에 의해

건조되었으며, 이어서 동결 건조기(Ilshin Biobase, 서울, 한국)에서 건조되었다.  샘플들은 아세토니트릴 100

㎕에 용해되었고, Waters SQD2 질량 분광분석기(Waters, MA, 미국)와 인터페이스로 접속된 Waters Acquity H-

Class UPLC 시스템에 1 ㎕이 로딩되었다.  Waters Acquity UPLC BEH C18 옥타데실실란 컬럼 (2.1 mm × 100

mm, 1.7 μm)을 이용하여 크로마토그래피 분리가 수행되었다.  이동상 A 및 B는 각각 물 및 아세토니트릴 내의

0.1% 포름산이었다.  샘플들은 아래의 구배 프로필에서 시험되었다 (분, 이동상 A: 이동상 B): 0 분, 70%:30%;

5 분, 30%:70%; 6 분, 30%:70%; 6.1 분, 70%:30%; 및 10 분, 70%:30%. 

30 V로 고정된 모세관 전압, 3 kV의 이온 분사 전압, 30 V의 튜브 렌즈 전압, 및 350 ℃의 모세관 온도에서, 질[0066]

량 분광(MS) 분석이 ESI-양이온 모드에서 수행되었다.  MS 데이터 분석은 MassLynx 4.1 소프트웨어 (Waters)를

이용하여 수행되었다.  표준으로서, 합성 OH-dDHL이 또한 LC/MS에 의해 분석되었다.

정량 실시간 PCR[0068]

버스타틴이 첨가 또는 첨가되지 않은 30℃의 MH 배지(OD600,2.0)에서 배양된 A. 노소코미알리스 균주의 총 RNA[0069]

가 RNeasy Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA, 미국)에 의해 단리되었다.  상기 총 RNA로부터 PrimeScript RT

Master Mix (TaKaRa, 시가, 일본)를 이용하여 cDNA가 합성되었다.  cDNA의 실시간 PCR 증폭은 SYBR Premix Ex

Taq  (TaKaRa)  표  2에  나열된  특정  프라이머들의  쌍을  이용하여  Thermal  Cycler  Dice  Real-Time  System
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(TaKaRa)에 의하여 수행되었다.  

표준화를 위한 내부 준거로서 16S rRNA 발현 수준을 이용하여 목표 유전자의 상대적인 발현 수준이 계산되었다.[0070]

생물막 및 표면 운동능 시험[0072]

생물막 형성 분석을 위해, A. 노소코미알리스가 30℃ 온도의 MH 배지 내에서 배양되었다.  밤새 배양 후 동일한[0073]

배지에 1:200으로 희석되었으며, 희석된 배양액 1 ml이 폴리스티렌 튜브 (12 x 75 mm) 내에서 8 시간 동안 30℃

에서 쉐이킹 없이 인큐베이션되었다.  부유 세포들이 제거되고, 이어서 튜브는 1 ml의 멸균수로 2 회 세척되었

다.  생물막 세포들이 0.1%(w/v) 겐티안 바이올렛 용액으로 실온에서 15 분 동안 염색되었다.  튜브가 1 ml의

멸균수로 3 회 세척되었고 이어서 30 분 동안 공기 건조되었다.  총 세균 성장(OD600)으로 정규화된 생물막으로

부터 용출된 흡광도 570 nm(OD570) 겐티안 바이올렛의 양을 측정함으로써 생물막이 정량되었다.

표면 운동능은 0.3% Eiken 소프트 아가(Eiken Chemical, 도쿄, 일본)를 함유하는 MH 배지에서 시험되었다.  운[0074]

동능 시험을 위해, A. 노소코미알리스는 정지기(OD600, 2.0)가 될 때 까지 MH 배지에서 배양되었고, 그리고 배

양 1 ㎕이 운동능 플레이트의 중앙에 접종되었다.  플레이트는 12 시간 동안 30 ℃에서 쉐이킹 없이 인큐베이션

되었고, 이어서 디지털 이미징 시스템(UTA-1100; UMAX Technologies)을 이용해 촬영되었다.

유도물질의 탐지를 위한 생물학적 분석[0076]

A. 노소코미알리스가 MH 배지 내에서 30℃의 온도에서 밤새 배양되었고, OD600가 1이 될 때 까지 희석되었다.[0077]

A. 투메파키엔스 NT1 (pDCI41E33)가 입혀진 플레이트 상에 희석된 샘플 5 ㎕을 점 모양으로 놓았다.  합성 OH-

dDHL이 또한 대조군으로서 놓여졌다.  플레이트는 30 ℃에서 22 시간 동안 인큐베이션 되었다.  세균을 둘러싼

컬러 존이 디지털 이미징 시스템 (UTA-1100)을 이용해 촬영되었다.

생물막 및 운동능에 대한 버스타틴의 효과[0079]

버스타틴 (Virstatin, 4-[N-(1, 8-나프탈이미드)]-n-뷰티릭산, Enzo Life Sciences, MI, 미국)이 디메틸 설폭[0080]

사이드(DMSO,  Sigma-Aldrich)  내에 가용화되었다.  A.  노소코미알리스가 MH 배지 내에서 배양되었고, 이어서

OD600가 0.05가 되도록 조정되었다.  다양한 농도의 버스타틴이 있거나 또는 버스타틴이 없는 96-웰 플레이트

내에 세균 샘플 200 ㎕가 심어졌다.  세균 샘플은 12 시간 동안 30℃에서 정적으로 배양되었다.  생물막은 겐티

안 바이올렛 염색을 이용해 정량되었다.  운동능 시험은 버스타틴이 있거나 없는 운동능 플레이트에서 수행되었

다.

데이터 분석 및 통계[0082]

평균 및 평균표준편차(standard errors of the means, SEM)는 적어도 3 회의 독립 실험으로부터 계산되었다.[0083]

모든 데이터는 SAS 프로그램(SAS software; SAS Institute Inc., Cary, NC, 미국)을 이용하여 스튜던트의 T 검

정에 의해 분석되었다.  실험군간의 차이는 P 값이 <0.005 일 때 현저하다고 간주되었다.

실험 결과[0085]

A. 노소코미알리스 AnoI 및 AnoR의 확인 및 서열분석[0086]

A. 노소코미알리스 유전체 서열 데이터베이스(GenBank Accession No. GCA_000248315.2) 내의 LuxI-형 신타아제[0087]

및 LuxR-형 조절자로 구성되는 쿼럼 센싱 시스템을 찾는 과정에서, 호모세린 락톤 신타아제를 코드화하는 luxI

의 상동성을 발견하였다 (도 1a 참조).  추정되는(putative) A. 노소코미알리스 LuxI은 이론적인 분자량 20,356

Da과 5.16의 pI를 가지는 183 개의 아미노산으로 구성된다.  추정되는 LuxI는 A. 바우만니의 AbaI의 아미노산

서열과 94% 일치하였다.  게다가, 추정되는 luxI로부터 다르게 전사되는 LuxR-형 전사 조절자를 코드화하는 유

전자를 발견하였다 (도 1a 참조).  추정되는 LuxR-형 전사 조절자는 이론적인 분자량 27,328 Da 및 5.99의 pI를

가지는 238 개의 아미노산으로 구성되었다.  추정되는 LuxR-형 전사 조절자는 A. 바우만니의 AbaR과 높은 수준

의 동일성(아미노산 서열 94%)을 가지는 것으로 밝혀졌다 (도 1b 참조, 아래).  추정되는 LuxR-형 조절자는 N-

말단 부분 및 C 터미널 부분의 헬릭스-턴-헬릭스(HTH) 모티프에 유도물질(autoinducer) 결합 도메인을 함유한다

(도 1b 참조, 아래).  따라서, 이러한 정보는 추정되는 LuxI 및 LuxR이 A. 노소코미알리스 내의 쿼럼 센싱 시스

템일  수  있음을  나타내며,  따라서  AnoI(Acinetobacter  nosocomialis  LuxI)  및  AnoR(Acinetobacter

nosocomialis LuxR)이라고 이름붙여졌다.

OH-dDHL의 생성에 대한 anoI 돌연변이의 효과[0089]
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OH-dDHL은 A. 바우만니 내에서 주요한 쿼럼 센싱 신호이며, 이 쿼럼 센싱 신호는 AbaI에 의해 합성된다 (비특허[0090]

문헌 17 참조).  본 발명자들은 A. 노소코미알리스가 OH-dDHL을 생성한다고 가정하였다.  A. 노소코미알리스가

OH-dDHL을 생성하는지 여부를 시험하기 위해, 배양 상청액의 에틸 아세테이트 추출물이 준비되었고 액체 크로마

토그래피(LC)/질량 분광기(MS)에 의해 분석되었다.  배양 상청액의 MS 프로필이 합성 OH-dDHL의 그것과 비교되

었다 (도 2a 및 2b 참조).  본 발명자들은 상청액의 MS 프로필 내의 m/z 102 내의 절편이 호모세린 락톤 링의

특성임을 발견하였다.  합성 OH-dDHL과 비교하여, A. 노소코미알리스 균주의 MS 프로필의 m/z값 300은 크로마토

그래피에서 5.42분의 머무름 시간을 가지는 합성 OH-dDHL의 그것에 해당하였다.  이러한 결과는 A. 노소코미알

리스가 쿼럼 센싱 신호 분자로서 OH-dDHL을 생성한다는 것을 의미한다.

추가적으로, AnoI가 OH-dDHL의 생성에 필요한지 여부를 확인하기 위하여, anoI 돌연변이가 형질 변이에 의해 제[0091]

조되었고, anoI 돌연변이에 의해 생성된 AHL 신호가 LC/MS 및 traG-lacZ을 함유하는 A. 투메파키엔스 리포터 균

주에 의해 야생형의 그것과 비교되었다 (도 2c 및 2d 참조).  야생형과의 비교 결과, 300의 m/z값은 anoI 돌연

변이의 MS 프로필에서는 발견되지 않았다.  게다가, 야생형 균주는 플레이트 상에서 A. 투메파키엔스의 청색 컬

러 존을 형성하였다.  야생형 균주에 의한 컬러 존은 양성 대조군인 합성 OH-dDHL의 그것과 유사하였다.  그러

나, A. 투메파키엔스 리포터 균주는 anoI  돌연변이 균주가 점찍어진 구역에서는 컬러 존을 형성하지 못했다.

anoI 돌연변이의 컬러 존 생성 결핍은 pOH04의 도입에 의해 현저하게 회복되었는데, 이는 anoI 돌연변이 균주의

컬러 존 결핍은 anoI 하류의 유전자의 어떠한 극성 효과(polar effect)에 의한 것이라기보다는 anoI의 비활성화

에 의한 것이라는 것을 시사한다.  따라서, 복합된 결과는 AnoI가 OH-dDHL 생성에 매우 중요하다는 사실을 의미

한다.

anoR 돌연변이에서의 anoR 발현의 효과[0093]

본 발명자들은 추정되는 lux 상자가 anoI의 상류 지역에 위치한다는 것을 발견하였다.  따라서, anoI의 발현이[0094]

AnoR에 의해 조절될 수 있다고 가정하였다.  이러한 가설을 시험하기 위해, anoR 돌연변이가 형질 변이에 의해

제조되었고, 야생형과 anoR 돌연변이에서의 anoI 발현 수준이 정량 실시간 PCT(qRT-PCR)을 이용해 측정되었다

(도 3 참조).  anoI의 발현은 anoR 돌연변이에서 현저히 감소되었다.  결과적으로, AnoR은 A. 노소코미알리스에

서 anoI의 발현을 양적으로(positively) 조절한다는 사실을 시사한다.

생물막 형성과 운동능에 대한 anoR 돌연변이의 효과[0096]

A. 노소코미알리스의 생물막 형성에 대한 AnoR의 역할을 이해하기 위해, 야생형과 anoR 돌연변이의 폴리스티렌[0097]

표면에 대한 생물막 형성 능력이 겐티안 바이올렛 염색에 의해 측정되었다 (도 4a 참조).  야생형과 비교하여,

anoR  돌연변이의 생물막 형성 능력은 표면에 대해 저하되었으며, 디지털 이미징 시스템에 의해 시각화되었다

(도 4a 참조, 위).  생물막의 양적 분석에서, 야생형 균주의 생물막 형성 능력(OD570/OD600)은 6.7이었으나, 반

면 anoR 돌연변이의 능력은 3.6이었다 (도 4a 참조, 아래).  anoR 돌연변이를 기능을 가지는 anoR(pOH05)로 보

완한 경우 감소된 생물막 형성 능력은 야생형의 그것과 비슷한 수준으로 회복되었다 (도 4a 참조).  이러한 결

과는 anoR 돌연변이의 감소된 생물막 형성능력은 anoR의 하류의 유전자의 어떠한 극성 효과에 의한 것이라기보

다는 anoR의 비활성화에 기인한 것임을 의미한다.

표면 운동능은 쿼럼 센싱 시스템에 의해 조절된다 (비특허문헌 11 참조).  A. 노소코미알리스의 표면 운동능에[0098]

대한 AnoR의 역할을 시험하기 위해, anoR 돌연변이가 반고체 플레이트 표면을 이동하는 능력을 야생형의 그것과

비교하여 시험되었다.  도 4b에 나타난 바와 같이, 부모(parental) 야생형 균주는 접종 지점으로부터 멀리 이동

할 수 있었다.  그러나, anoR 돌연변이 균주는 접종 지점으로부터 멀리 이동하는 능력이 현저히 결핍되었다.

anoR 돌연변이의 이동성의 결핍은 pOH의 도입에 의해 현저히 회복되었으며, 이는 AnoR이 A. 노소코미알리스의

운동능에 중요한 요소라는 것을 의미한다.

생물막 형성, 운동능 및 anoR 발현에 대한 버스타틴의 효과[0100]

버스타틴은 전사 조절자 ToxT의 이량체화를 차단함으로써 Vibrio cholerae의 독성을 저해하는 작은 유기 분자이[0101]

다 (비특허문헌 12 참조).  본 발명자들은 A. 노소코미알리스의 생물막 형성에 대한 버스타틴의 효과를 연구하

였다.  이러한 목적으로, 다양한 농도의 버스타틴을 가지는 마이크로리터 플레이트 웰들에 A. 노소코미알리스의

야생형 균주가 배양되었다.  12 시간 후에, 버스타틴의 농도에 따른 생물막 형성이 겐티안 바이올렛 염색에 의

해 모니터되었다.  도 5a에 나타난 바와 같이, 버스타틴에 용량-의존적으로 생물막 형성이 감소하였다.  100 μ

M의 버스타틴을 함유하는 MH 배지에서의 생물막 중량은 DMSO를 함유하는 MH 배지의 그것에 비해 약 30% 감소되

었다.  추가로, 본 발명자들은 A. 노소코미알리스의 운동능에 대한 버스타틴의 효과를 연구하였다.  버스타틴
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(100 μM)을 함유하는 운동능 플레이트 상에서 A. 노소코미알리스의 운동능의 감소가 관찰되었다 (도 5b 참조).

감소된 생물막 중량 및 운동능이 버스타틴에 의한 세균 생장의 억제에 의한 것인지 여부를 확인하기 위해, DNSO

또는 버스타틴(100 μM)과 함께 배양된 A. 노소코미알리스의 생장이 비교되었다.  버스타틴과 함께 배양된 세균

은 버스타틴이 없이 배양된 세균과 그 성장에 차이가 없었으며 (도 5c 참조), 이는 버스타틴이 A. 노소코미알리

스의 생물막 형성 및 운동능의 저해자(inhibitor)라는 것을 의미한다.  이러한 결과에 기반하여, 본 발명자들은

버스타틴에 의한 생물막 중량 및 운동능의 감소가 anoR의 발현 수준 감소에 의한 것이라고 가정하였다.  이 가

설을 검증하기 위해, 버스타틴(100 μM) 또는 DMSO를 각각 함유하는 배지 내에서 배양된 A. 노소코미알리스의

anoR 발현 수준이 qRT-PCR에 의해 분석되었다.  버스타틴으로 인큐베이션된 세균에서 anoR의 발현 수준은  DMSO

로 인큐베이션된 세균에서의 그것에 비해 약 60% 감소되었다 (도 5d 참조).  따라서, 이러한 결과들을 고려할

때,  버스타틴이  anoR의  발현을  차단함으로써  생물막  형성과  운동능을  저해하는  소분자라는  결론을  내릴  수

있다.

생물막은 항생제 치료 및 감염 동안의 숙주 면역반응을 포함하는 다양한 환경 스트레스로부터 세균을 방어하는[0103]

역할을 한다 (비특허문헌 10 참조).  생물막을 형성하는 세균의 능력은 세균의 표면 커뮤니티의 확립 및 확산을

조절하는 표면 운동능에 의존한다 (비특허문헌 11, 29 참조).  따라서, 생물막 형성 및 운동능에 기여하는 요소

들은 병원성 세균의 병독성에 중요한 영향을 미친다.  쿼럼 센싱은 생물막 형성 및 표면 운동능과 연관된 유전

자의 발현을 조절하는 주요한 요소로 알려져 있다 (비특허문헌 5, 14, 24 참조).  쿼럼 센싱 시스템은 A. 바우

만니에서  동정된  AbaI  및  AbaR로  구성된다  (비특허문헌  17  참조).   비록  AbaR의  역할이  아직  분석되지

않았지만, AbaI가 A. 바우만니의 생물막 형성과 운동능에 중요한 역할을 한다는 것은 주목할만하다 (비특허문헌

5, 7 참조).  본 발명자들은 A. 노소코미알리스 ATCC 17903 유전체 서열 상의 LuxI-형 단백질, AnoI, 및 LuxR-

형 단백질, AnoR로 구성된 쿼럼 센싱 시스템을 A. 바우만니 AbaI 및 AbaR과의 상동성을 이용해 확인하였다 (도

1 참조).  본 발명에서는 OH-dDHL이 A. 노소코미알리스에 의해 생성되는 쿼럼 센싱 신호이고, 그리고 AnoI이

OH-dDHL의 생성에 중요한 역할을 한다는 것을 밝혀내었다 (도 2 참조).

lux 상자는 보존된 조절 서열을 나타내며, LuxR-형 단백질 및 AHL들에 의한 목표 유전자의 직접적이니 쿼럼 센[0104]

싱 조절과 일치한다 (비특허문헌 20 참조).  lux 상자의 컨센서스 서열은 Vibrio fischeri 및 P. aeruginosa

에서 잘 분석되어 있다.  lux 상자는 회귀성 서열을 가지는 RNSTGYAXGATNXTRCASRT (N = A, T, C, 또는 G; R =

A 또는 G; S = C 또는 G; Y = T 또는 C; X = N 또는 갭)의 20 bp의 컨센서스 서열로 밝혀졌다 (비특허문헌 2,

9 참조). 추정되는 AbaR의 DNA 결합 부위인 추정되는 lux 상자(CTGTAAATTCTTACAG)는 A. 바우만니의 abaI의 상

류  지역에서  발견되었다  (비특허문헌  17  참조).   본  발명자들은  회귀성의  lux-상자  유사  서열

(ACCTGTAAATTTTTACAGTT)이 A. 노소코미알리스의 anoI의 추정되는 프로모터 지역에 위치하는 것을 발견하였다.

본 연구는 anoI이 AnoR에 의해 양성적으로 조절되는 것을 밝혀내었다 (도 3 참조).  AnoR은 추정되는 lux 상자

에 직접적으로 결합함으로써 anoI에 대해 그 효과를 나타내는 것으로 추정된다.  게다가, 본 발명에서는 AnoR이

A. 노소코미알리스의 생물막 형성 및 운동능에 필요하다는 것을 보여준다 (도 4 참조).  녹농균(Pseudomonas

aeruginosa)은 그의 표면 운동능을 통해 생물막을 형성하며, 이에 의해 세균은 표면상에서 연속적으로 움직일

수 있고, 분열하고, 그리고 균일한 생물막을 형성한다 (비특허문헌 24 참조).  따라서 anoR 유전자의 돌연변이

가 A. 노소코미알리스의 표면 운동능과 관련된 유전자의 발현을 억제함으로써 생물막 형성을 감소시키는 것이

가능하다.  따라서, AnoR-의존성 쿼럼 센싱 조절 네트워크를 통한 표면 운동능은 A. 노소코미알리스의 생물막

형성에 중요한 역할을 할 수 있다. 

쿼럼 센싱의 차단은 세균의 발병을 저해하는 항생 치료적 접근이다 (비특허문헌 22 참조).  본 발명에서, 본 발[0105]

명자들은 anoR의 발현이 버스타틴에 의해 감소되었고, 이에 따라 A. 노소코미알리스의 생물막 형성과 운동능이

감소되었음을 발견하였다 (도 5 참조).  버스타틴은, 콜레라 독소의 발현을 유도하는 전사 요소인 ToxT의 이량

체화를 저해하는 것으로 알려져 있다 (비특허문헌 12 참조).  따라서 버스타틴은 anoR의 발현에 필요한 전사 요

소들 중 하나를 방해함으로써 anoR의 발현을 저감시키는 것도 가능하다.  따라서, anoR 발현에 대한 버스타틴의

효과를 설명하기 위해 anoR 발현의 조절 메커니즘의 연구가 필요하다.  버스타틴과 관련된 유도체들을 이용한

추가적인 스크리닝 또한, A. 노소코미알리스의 쿼럼 센싱 시스템의 더욱 효과적인 저해제들의 개발에 필요하다.

결론적으로, 본 발명은 AnoI가 A. 노소코미알리스의 쿼럼 센싱 신호인 OH-dDHL의 생성에 요구된다는 것을 밝혀[0106]

내었다.  AnoR은 anoI의 발현 필수적이며, A. 노소코미알리스의 생물막 형성 및 운동능에 필요하다.  마지막으

로, 버스타틴은 anoR의 발현을 저해하는 소분자이다.

따라서, 복합된 결과들은 AnoIR이 A. 노소코미알리스의 생물막 형성과 운동능에 중요한 역할을 하는 쿼럼 센싱[0107]
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시스템이라는 것을 시사하며  버스타틴과 관련된 유도체들이 항생 치료제의 개발에 사용될 수 있을 것이다.

이제까지 본 발명에 대하여 그 바람직한 실시예들을 중심으로 살펴보았다. 본 발명이 속하는 기술 분야에서 통[0109]

상의 지식을 가진 자는 본 발명이 본 발명의 본질적인 특성에서 벗어나지 않는 범위에서 변형된 형태로 구현될

수 있음을 이해할 수 있을 것이다. 그러므로 개시된 실시예들은 한정적인 관점이 아니라 설명적인 관점에서 고

려되어야 한다. 본 발명의 범위는 전술한 설명이 아니라 특허청구범위에 나타나 있으며, 그와 동등한 범위 내에

있는 모든 차이점은 본 발명에 포함된 것으로 해석되어야 할 것이다.
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서 열 목 록

<110>    The Industry & Academic Cooperation in Chungnam National University (IAC)

<120>    Method for inhibiting biofilm formation and surface motility of

         A. nosocomialis and method for screening agent for inhibiting

         biofilm formation and surface motility of A. nosocomialis

<130>    P16038

<160>    4

<170>    KoPatentIn 3.0

<210>    1

<211>    183

<212>    PRT

<213>    Acinetobacter sp.

<400>    1

Met Asn Ile Ile Ala Gly Phe Gln Asn Asn Phe Ser Glu Gly Leu Tyr

등록특허 10-1763209

- 21 -



  1               5                  10                  15 

Ser Lys Phe Lys Ser Tyr Arg Tyr Lys Val Phe Val Glu His Leu Gly

             20                  25                  30 

Trp Glu Leu Asn Cys Pro His Asn Glu Glu Leu Asp Gln Phe Asp Lys

         35                  40                  45 

Val Asp Thr Ala Tyr Val Val Ala Gln Asp Arg Asp Ser Asn Ile Ile

     50                  55                  60 

Gly Cys Ala Arg Leu Leu Pro Thr Thr Gln Pro Tyr Leu Leu Gly Glu

 65                  70                  75                  80 

Ile Phe Pro Gln Leu Leu Asn Gly Ile Pro Leu Pro Cys Ser Pro Glu

                 85                  90                  95 

Ile Trp Glu Leu Ser Arg Phe Ser Ala Val Asp Phe Ser Asn Pro Pro

            100                 105                 110 

Thr Thr Val Ser Gln Ala Val Ser Ser Pro Val Ser Ile Ala Ile Leu

        115                 120                 125 

Gln Glu Ala Ile Asn Phe Ala Arg Glu Gln Gly Ala Lys Gln Leu Ile

    130                 135                 140 

Thr Thr Ser Pro Leu Gly Val Glu Arg Leu Leu Arg Ala Ala Gly Phe

145                 150                 155                 160 

Arg Ala His Arg Ala Gly Pro Pro Met Thr Ile Asp Gly Tyr Ser Met

                165                 170                 175 

Phe Ala Cys Leu Ile Asp Val

            180            

<210>    2

<211>    238

<212>    PRT

<213>    Acinetobacter sp.

<400>    2

Met Glu Ser Trp Gln Glu Asp Leu Leu Ser Ala Phe Leu Val Val Lys

  1               5                  10                  15 

Asn Glu Asp Glu Leu Phe Glu Val Val Lys Ser Thr Ala Ser Lys Leu
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             20                  25                  30 

Gly Phe Asp Tyr Cys Ala Tyr Gly Met Gln Ser Pro Leu Ser Ile Ala

         35                  40                  45 

Glu Pro Lys Thr Ile Met Leu Asn Asn Tyr Pro Gln Ala Trp Gln Lys

     50                  55                  60 

Arg Tyr Ile Glu Gln Arg Tyr Val Lys Val Asp Pro Thr Val Gln His

 65                  70                  75                  80 

Cys Met Val Ser Leu Gln Pro Leu Val Trp Ser Ser Gln Asn Ala Lys

                 85                  90                  95 

Thr Gln Glu Glu Lys Asp Phe Trp Glu Glu Ala Arg Ser Tyr Gly Leu

            100                 105                 110 

Asn Val Gly Trp Ala Gln Ser Ser Arg Asp Phe Ile Gly Thr Arg Gly

        115                 120                 125 

Met Leu Thr Leu Ala Arg Ser Thr Asp Gln Leu Ser Glu Lys Glu Gln

    130                 135                 140 

Lys Ala Gln Tyr Thr Asn Met Tyr Trp Leu Thr Gln Thr Val His Ser

145                 150                 155                 160 

Ser Ile Ala Lys Ile Val Asn Asp Val Glu Phe Ser Gln Phe Asn Leu

                165                 170                 175 

Tyr Leu Thr Asn Arg Glu Lys Glu Ala Leu Arg Trp Thr Ala Glu Gly

            180                 185                 190 

Lys Thr Ser Ala Glu Ile Ala Gln Ile Ile Gly Val Thr Glu Arg Thr

        195                 200                 205 

Val Asn Phe His Leu Cys Asn Ser Met Gln Lys Leu Asn Val Asn Asn

    210                 215                 220 

Lys Ile Ser Ala Ala Ile Arg Ala Val Met Leu Gly Leu Leu

225                 230                 235            

<210>    3

<211>    129

<212>    PRT

<213>    Acinetobacter baumannii
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<400>    3

Met Ala Gln Asp Arg Glu Ser Asn Ile Ile Gly Cys Ala Arg Leu Leu

  1               5                  10                  15 

Pro Thr Thr Gln Pro Tyr Leu Leu Gly Glu Ile Phe Pro Gln Leu Leu

             20                  25                  30 

Asn Gly Met Pro Ile Pro Cys Ser Pro Glu Ile Trp Glu Leu Ser Arg

         35                  40                  45 

Phe Ser Ala Val Asp Phe Ser Asn Pro Pro Ser Ser Ser Ser Gln Ala

     50                  55                  60 

Val Ser Ser Pro Val Ser Ile Ala Ile Leu Gln Glu Ala Ile Asn Phe

 65                  70                  75                  80 

Ala Arg Glu Gln Gly Ala Lys Gln Leu Ile Thr Thr Ser Pro Leu Gly

                 85                  90                  95 

Val Glu Arg Leu Leu Arg Ala Ala Gly Phe Arg Ala His Arg Ala Gly

            100                 105                 110 

Pro Pro Met Thr Ile Asp Gly Tyr Ser Met Phe Ala Cys Leu Ile Asp

        115                 120                 125 

Ile

   

<210>    4

<211>    198

<212>    PRT

<213>    Acinetobacter baumannii

<400>    4

Met Gln Ser Pro Leu Ser Ile Ala Glu Pro Lys Thr Ile Met Leu Asn

  1               5                  10                  15 

Asn Tyr Pro Glu Ala Trp Gln Lys Arg Tyr Val Glu Arg Gln Tyr Val

             20                  25                  30 

Lys Ile Asp Pro Thr Val Gln His Cys Met Val Ser Leu Gln Pro Leu

         35                  40                  45 

Val Trp Ser Ser Gln Ser Ala Lys Thr Gln Ala Glu Lys Asp Phe Trp

     50                  55                  60 
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Glu Glu Ala Arg Ser Tyr Gly Leu Asn Val Gly Trp Ala Gln Ser Ser

 65                  70                  75                  80 

Arg Asp Phe Ile Gly Thr Arg Gly Met Leu Thr Leu Ala Arg Ser Asn

                 85                  90                  95 

Asp Gln Leu Ser Glu Lys Glu Gln Lys Ala Gln Tyr Thr Asn Met Tyr

            100                 105                 110 

Trp Leu Thr Gln Thr Val His Ser Ser Ile Ala Lys Ile Val Asn Asp

        115                 120                 125 

Val Glu Phe Ala Lys Phe Asn Leu Tyr Leu Thr Asn Arg Glu Lys Glu

    130                 135                 140 

Ala Leu Arg Trp Thr Ala Glu Gly Lys Thr Ser Ala Glu Ile Ala Gln

145                 150                 155                 160 

Ile Leu Gly Val Thr Glu Arg Thr Val Asn Phe His Leu Ser Asn Ser

                165                 170                 175 

Met Gln Lys Leu Asn Val Asn Asn Lys Ile Ser Ala Ala Ile Arg Ala

            180                 185                 190 

Val Met Leu Gly Leu Leu

        195            
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