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명 세 서

청구범위

청구항 1 

라피노스를 유효성분으로 포함하는 바이오필름 형성 억제용 조성물.

청구항 2 

제1항에 있어서, 의료기기, 의료용 재료 또는 의료용 이식물의 표면에 형성되는 바이오필름의 형성을 억제하는

것을 특징으로 하는 바이오필름 형성 억제용 조성물.

청구항 3 

제1항에 있어서, 수처리막 표면에 형성되는 바이오필름의 형성을 억제하는 것을 특징으로 하는 바이오필름 형성

억제용 조성물.

청구항 4 

제1항에 있어서, 식품 및 생활용품의 표면에 형성되는 바이오필름의 형성을 억제하는 것을 특징으로 하는 바이

오필름 형성 억제용 조성물.

청구항 5 

제1항 내지 제4항 중 어느 한 항에 따른 조성물을 대상물의 표면에 코팅 처리하는 단계를 포함하는 바이오필름

형성 억제 방법.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 라피노스를 유효성분으로 포함하는 바이오필름 형성 억제용 조성물 및 이를 이용한 바이오필름 형성[0001]

억제 방법에 관한 것이다.

배 경 기 술

미생물의 바이오필름은 환경 내에 적응하기 위한 그들만의 생활양식이다.  미생물에 의하여 형성된 바이오필름[0002]

은 다양한 표면에 강하게 부착되어 있어 제거하기가 힘들고, 부유생활을 할 때에 비하여, 가혹한 환경 (pH, 온

도,  영양분의  고갈  등)과  항생제들의  공격  등에  대하여  훨씬  강한  저항력을  가지기  때문에  멸균,  소독이

힘들다.  또한, 미생물은 이러한 생물막의 형성 결과로 다양한 이득을 얻을 수 있기 때문에, 대부분의 자연 및

산업 환경에서 생물막 형태로 존재하게 된다.  생물막을 형성하는 미생물들은 EPS (extracellular polymeric

substance; Carbohydrate, Protein, and Nucleic acid)라 불리는 개개의 미생물이 외부로 분비한 고분자 물질

로 덮여 표면에 고착되어 존재한다.  따라서, 바이오필름은 세균, 효모, 곰팡이 등 미생물이 특정조건에서 인체

(피부, 구강, 치아 등)나 설비 (배관, 저장탱크 등) 등의 표면에 필름처럼 부착되어 있는 미생물의 집합체라 할

수 있으며, 그 자체가 미생물의 서식처로도 제공되어 균의 서식을 가속화하기도 한다. 이러한 바이오필름의 미

생물은 산업계 및 의학계 전반에서 심각한 문제를 일으킬 수 있으므로, 바이오필름 형성 억제용 조성물 및 바이

오필름 형성을 억제하는 방법 등에 대한 연구가 요구되는 상황이다.

한편, 라피노스 (Raffinose)는 D-Galactose, D-Glucose, D-Fructose 각 1분자로 이루어진 비환원성 3당류의 일[0003]

종으로서, 유카리의 만나 (Eucalyptus), 사탕무의 당밀, 목화 열매 등 다양한 천연물질에 존재하는 물질로 알파

-갈락토시다아제 (alpha-galactosidase)에 의하여 수크로오스와 D-Galactose로 분해된다.

대부분의 박테리아들은 두 가지 다른 상태로 생존할 수 있는 바,  이는 플랑크톤성 (planktonic)  및 고착성[0004]

(sessile)  상태이다.   바이오필름이라  함은,  자가-생산된  세포외  폴리머  물질  (extracellular  polymeric

substances, EPS) 중에 캡슐화된 단일 또는 다중 종들의 집합이며, 특히, 박테리아 감염은 종종 바이오필름과
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연관된다.  예를 들어, 수도모나스 아에루기노사 (Pseudomonas  aeruginosa)에 감염된 낭포성 섬유증 (cystic

fibrosis) 환자들은 폐에 바이오필름이 형성되어 점진적 호흡기 기능 상실 현상을 보인다.  또한, 바이오필름은

의료기기, 컨택트 렌즈 및 인공 이식물의 오작동을 야기하며, 이는 궁극적으로 치명적인 의료적 문제점들로 이

어진다.  더 나아가, 산업적 환경에서 바이오필름이 형성될 경우 (예를 들어, 선박 선체, 수 파이프, 및 막 필

터 등), 성능이 상실되며, 유지 및 품질 관리에 비용 증가를 초래한다.  그럼에도 불구하고, 생물 및 무생물 표

면에 형성된 바이오필름들은 제거하기가 매우 어려운 것으로 알려진 바, 이는 주로 바이오필름 세포들이 항미생

물제 또는 살생물제에 대해서 민감하지 않기 때문이다.  바이오필름 세포들은 플랑크톤성 세포들에 비해서 항미

생물에 대한 내성이 10 - 1,000배 더 큰 것으로 알려져 있다.

바이오필름을 억제하기 위한 전통적인 살균성 또는 정균성 접근 방법들과는 대조적으로, 최근에는 박테리아의[0005]

성장에는 영향을 주지 않으면서 바이오필름 형성을 방해하는 쪽에 그 초점을 맞춘 연구들이 보고되고 있다 (비

특허문헌 1).  예를 들어, 정족수 인식 (quorum sensing, QS)이라 불리우는 박테리아 세포-세포 소통은 화학적

신호 분자들에 의해서 매개되며, 이러한 정족수 인식은 바이오필름 성숙과 관련이 있는 것으로 알려져 있다.

이러한 발견을 바이오필름 성숙화를 파괴하는 전략을 개발하는데 사용할 수 있는 바, 정족수 인식 신호 분자들

과 구조적으로 유사한 분자들 (예를 들어, 푸라노오스 (furanone), 아지쓰로마이신 (azithromycin), 및 4-니트

로-피리딘-N-옥사이드) 또는 정족수 인식 분자들을 분해하는 효소들 (예를 들어, 아실라아제 및 락토나아제)을

사용할 수 있고, 일부 분자들은 바이오필름 형성 과정에서 세포 분산성을 강화시키는 것으로 보고된 바 있다.

또한, EPS 분해 특성을 나타내는 효소 분산제 B가 이러한 목적으로 적용된 바도 있으며 (비특허문헌 2), 일산화

질소 및 불포화 지방산인 시스-2-데세노익산 (cis-2-decenoic acid)도 바이오필름 분산을 유도하는 것으로 보고

된 바 있다 (비특허문헌 1).

한편, 다양한 천연 물질들도 바이오필름 형성을 조절하는데 효과적인 것으로 알려져 있으며, 바이오필름 억제에[0006]

천연 물질을 사용할 경우, 합성 화합물들에 비해서 독성이 낮고 특이성이 높다는 장점이 있다 (비특허문헌 3).

구체적으로, 콩나물, 카모마일, 당근, 프로폴리스, 황색 고추, 수련, 하바네로 (harbanero), 마늘, 동남아 나무

열매 (Lagerstroemia speciosa), 콩, 남플로리다로부터의 의약 식물 (예를 들어, Conocarpus erectus), 그레이

프프루트, 6-진저롤 (gingerol) 등이 항-QS 활성을 나타내는 것으로 알려져 있으며 (비특허문헌 4-8), 몇몇 (예

를 들어, 마늘 추출물 및 생강 추출물 내 6-진저롤)은 항바이오필름 효능을 갖는 것으로 알려져 있다.  본 발명

자들 역시 생강 추출물이, 세포성 사이클릭 다이구아닐레이트 (cdi-GMP)를 감소시킴으로써 P. aeruginosa 를 포

함하는 다양한 박테리아에 대해서 바이오필름 형성을 감소시키는 능력이 있다는 점을 보고한 바 있으나 (비특허

문헌 9), 이러한 발견과 관련된 구체적인 활성 화합물(들)에 대해서는 밝힌 바가 없다.

이에, 본 발명자들은 바이오필름 형성 억제용 조성물 및 바이오필름 형성을 억제하는 방법 등에 효과적인 물질[0007]

에 대해 연구하던 중, 다양한 천연물질에 존재하는 라피노스의 생물막 저해효과 및 메커니즘에 대하여 확인함으

로써 본 발명을 완성하게 되었다.

선행기술문헌

비특허문헌

(비특허문헌 0001)  비특허문헌 1: McDougald D, Rice SA, Barraud N, Steinberg PD, & Kjelleberg S (2012)[0008]

Should we stay or should we go: mechanisms and ecological consequences for biofilm dispersal. Nat Rev

Microbiol 10(1):39-50. 

(비특허문헌 0002)   비특허문헌 2:  Landini  P,  Antoniani  D,  Burgess  JG,  &  Nijland  R  (2010)  Molecular

mechanisms  of  compounds  affecting  bacterial  biofilm  formation  and  dispersal.  Appl  Microbiol  Biot

86(3):813-823. 

(비특허문헌 0003)   비특허문헌 3: Koo  H & Jeon J (2009) Naturally occurring molecules as alternative

therapeutic agents against cariogenic biofilms. Adv Dent Res 21(1):63-68. 

(비특허문헌 0004)  비특허문헌 4: Teplitski M, Robinson JB, & Bauer WD (2000) Plants secrete substances

that  mimic  bacterial  N-acyl  homoserine  lactone  signal  activities  and  affect  population  density

dependent behaviors in associated bacteria. Mol Plant Microbe In 13(6):637-648. 

(비특허문헌  0005)   비특허문헌  5:  Singh  BN,  et  al.  (2012)  Lagerstroemia  speciosa  fruit  extract

modulates quorum sensing controlled virulence factor production and biofilm formation in Pseudomonas
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aeruginosa. Microbiol-Sgm 158:529-538. 

(비특허문헌 0006)  비특허문헌 6: Rasmussen TB, et al. (2005) Screening for quorum-sensing inhibitors

(QSI) by use of a novel genetic system, the QSI selector. J Bacteriol 187(5):1799-1814. 

(비특허문헌 0007)   비특허문헌 7: Girennavar  B,  et  al.  (2008)  Grapefruit  juice  and  its  furocoumarins

inhibits autoinducer signaling and biofilm formation in bacteria. Int J Food Microbiol 125(2):204-208. 

(비특허문헌 0008)  비특허문헌 8:　Kim, H.-S., Lee, S.-H., Byun, Y., and　Park, H.-D. (Mar. 2015) "6-

Gingerol  reduces　Pseudomonas  aeruginosa　biofilm  formation  and  virulence  via  quorum  sensing

inhibition",　Scientific Reports　5, serp08656. 

(비특허문헌 0009)  비특허문헌 9: Kim H-S & Park H-D (2013) Ginger extract inhibits biofilm formation

by Pseudomonas aeruginosa PA14. PloS one 8(9):e76106. 

발명의 내용

해결하려는 과제

이에, 본 발명에서는 갈락토트리사카라이드인 라피노스가 탄수화물 결합 단백질에 결합하고 c-di-GMP를 조절함[0009]

으로써 미생물의 바이오필름 형성을 억제하는 효과가 있음을 최초로 밝혀내었으며, 이를 기반으로 라피노스를

유효성분으로 포함하는 바이오필름 형성 억제용 조성물 및 의료 및 기타 산업 분야에서 바이오필름 형성을 억제

하기 위한 방법을 제시하고자 한다.

과제의 해결 수단

본 발명은 상기 과제를 해결하기 위해서, 라피노스를 유효성분으로 포함하는, 바이오필름 형성 억제용 조성물을[0010]

제공한다.

본 발명의 일 실시예에 따르면, 상기 조성물은 의료기기, 의료용 재료 또는 의료용 이식물의 표면에 형성되는[0011]

바이오필름의 형성을 억제하는데 사용될 수 있다.

본 발명의 다른 실시예에 따르면, 상기 조성물은 수처리막 표면에 형성되는 바이오필름의 형성을 억제하는데 사[0012]

용될 수 있다.

본 발명의 또 다른 실시예에 따르면, 상기 조성물은 식품 및 생활용품의 표면에 형성되는 바이오필름의 형성을[0013]

억제하는데 사용될 수 있다.

또한, 본 발명은 상기 조성물을 대상물의 표면에 코팅 처리하는 단계를 포함하는 바이오필름 형성 억제 방법을[0014]

제공한다.

발명의 효과

본 발명에 따르면, 바이오필름이 형성되는 다양한 막 표면에서 해당 바이오필름의 형성을 효과적으로 억제할 수[0015]

있는 바이오필름 형성 억제용 조성물 및 이를 이용한 바이오필름 형성 억제 방법을 제공할 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 생강으로부터 바이오필름 형성을 억제하는 화합물들을 스크리닝하는 과정에 있어서, [0016]

도 1a는 본 발명에서 사용된 잠정적 화합물 후보군들이고,

도  1b는  마이크로적정  플레이트의  웰들  중에서  24  시간  동안  잠정적  화합물  후보군들  및  푸라논  C-30

(양대조군)을 처리하며 P. aeruginosa의 바이오필름 형성을 정량화한 그래프로서, 각각의 화합물들의 농도는 10

μM이었으며, 오차 막대는 8회 측정의 표준 편차를 의미한다 (**, 음대조군 대비 P < 0.0005).

도 2a 내지 2d는 P. aeruginosa 표현형들에 대한 라피노스의 효과를 나타낸 도면으로서,

도 2a는 플라스크 중에서 14 시간 동안 다양한 농도들의 라피노스 (0, 1, 10 및 100 μM)와 함께 성장시킨 그래
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프 (오차 막대는 3회 측정의 표준 편차를 의미한다)를 도시한 것이고,

도 2b는 유리 슬라이드 상에서 미처리된 P. aeruginosa 바이오필름 (좌측), 및 10 μM 라피노스로 처리된 P.

aeruginosa 바이오필름 (우측)의 CLSM 영상들에 대한 3차원 분석 결과를 도시한 도면으로서, 바이오필름들에 대

해서 공초점 레이저 주사 현미경 (CLSM) 영상화를 수행하기 이전에, 핵산 (DAPI; 청색), 탄수화물 (ConA; 녹

색), 및 단백질 (Ruby; 적색)에 특이적인 3가지 형광원들을 사용하여 염색한 도면이며, 화살표는 바이오필름 중

중공 구조를 나타낸다.

도 2c는 콩고 레드 아가 플레이트 상에서 라피노스 미처리된 P. aeruginosa (좌측) 및 10 μM 라피노스 처리된

P. aeruginosa의 군락 모폴로지를 나타낸 도면이고,

도 2d는 0.5% BM-2 플레이트 상에서 24 시간 동안 다양한 농도의 라피노스 (0, 1, 10, 100, 및 1,000 μM)와

함께 배양된 무리 운동성 사진 (상단 도면, 축적은 1 cm) 및 무리 운동성에 의해서 야기된 수지들의 길이를 도

시한 도면이다 (하단 도면, **, 대조군 대비 P < 0.0005).

도 3a 내지 3c는 P. aeruginosa 바이오필름 형성에 대한 라피노스의 효과를 나타낸 것으로서,

도 3a는 마이크로적정 플레이트 중에서 24 시간 동안 배양한 경우, 다양한 농도 (0, 0.1, 1, 10, 100, 및 1,000

μM)의 라피노스 존재 하에서 바이오필름의 형성 정도를 나타낸 것이고, 

도 3b는 마이크로적정 플레이트 중에서 24 시간 동안 배양한 경우, 다양한 농도 (0, 0.1, 1, 10, 100, 및 1,000

μM)의 수크로오스 존재 하에서 바이오필름의 형성 정도를 나타낸 것이고,

도 3c는 마이크로적정 플레이트 중에서 24 시간 동안 배양한 경우, 다양한 농도 (0, 0.1, 1, 10, 100, 및 1,000

μM)의 D-(+)-갈락토오스 존재 하에서 바이오필름의 형성 정도를 나타낸 것이다 (오차 막대는 10회 측정의 표준

편차를 의미한다.  **, 대조군 대비 P < 0.0005; *, 대조군 대비 P < 0.005).

도 4a 및 4b는 EPS 생산에 대한 라피노스의 효과를 나타낸 것으로서,

도 4a는 다양한 농도의 라피노스 (0, 1, 10, 100, 및 1,000 μM)와 함께 24 시간 동안 배양된 P. aeruginosa의

플랑크톤성 및 바이오필름 세포들의 EPS 중 총 탄수화물을 나타낸 것이고,

도 4b는 다양한 농도의 라피노스 (0, 1, 10, 100, 및 1,000 μM)와 함께 24 시간 동안 배양된 P. aeruginosa의

플랑크톤성 및 바이오필름 세포들의 EPS 중 총 단백질을 나타낸 것이다 (오차 막대는 3회 측정의 표준 편차를

의미한다.  **, 대조군 대비 P < 0.005; *, 대조군 대비 P < 0.05).

도 5a 내지 5d는 라피노스와 P. aeruginosa LecA 단백질의 상호작용을 나나타낸 것으로서,

도 5a는 CPMG NMR 스펙트로스코피에 의해서 라피노스가 LecA에 결합하는 것을 모니터링한 것이고 (첫 번째 줄:

LecA 부존재 하에서 라피노스 (0.1 mM)의 NMR 스펙트럼.  두 번째 줄: LecA 존재 (50 μM) 하에서 라피노스

(0.1 mM)의 NMR 스펙트럼.  세 번째 줄: 갈락토오스 첨가 (1 mM) 조건에서 라피노스 (0.1 mM) 및 LecA (50 μ

M)의 NMR 스펙트럼),

도 5b는 라피노스 및 LecA의 인 실리코 분석 결과를 나타낸 도면이고 (LecA와 가장 적합하게 도킹된 라피노스의

수소 결합 상호작용 (좌측) 및 LecA의 표면에 존재하는 도킹된 라피노스 (우측)),

도 5c는 마이크로적정 플레이트 중에서 24 시간 동안 배양한 ΔlecA 돌연변이에서 다양한 농도의 라피노스 (0,

1, 10, 및 100 μM)에 따른 바이오필름 형성을 도시한 것이고,

도 5d는 마이크로적정 플레이트 중에서 24 시간 동안 배양한 ΔlecA-pUCP18-LecA에서 다양한 농도의 라피노스

(0, 1,  10, 100 및 1,000 μM)에 따른 바이오필름 형성을 도시한 것이다 (바이오필름 형성 결과는 야생형 -

pUCP18를 사용하여 정규화하였으며, 오차 막대는 10회 측정의 표준 편차를 의미한다.  **,  대조군 대비 P <

0.0005; *, 대조군 대비 P < 0.005).

도 6은 과량의 라피노스를 처리한 경우, CPMG NMR 스펙트로스코피에 의해서 갈락토오스 신호를 모니터링한 도면

이다 (첫 번째 줄: LecA 부존재 하에서 갈락토오스 (1 mM)의 NMR 스펙트럼.  두 번째 줄: LecA 존재 (50 μM)

하에서 갈락토오스 (0.1 mM)의 NMR 스펙트럼.  세 번째 줄: 라피노스 첨가 (1 mM) 조건에서 갈락토오스 (0.1

mM) 및 LecA (50 μM)의 NMR 스펙트럼).

도 7a 내지 7d는 세포성 c-di-GMP 수준에 대한 라피노스의 효과를 나타낸 도면으로서,
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도 7a는 10 μM 라피노스 존재 및 부존재 하에서 24 시간 동안 배양된 P. aeruginosa 플랑크톤성 및 바이오필름

세포들에서 세포성 c-di-GMP 수준을 도시한 것이며 (오차 막대는 3회 측정의 표준 편차를 의미한다.  **, 대조

군 대비 P < 0.005; *, 대조군 대비 P < 0.05),

도 7b는 마이크로플레이트의 웰들 중에서 24 시간 동안 다양한 농도의 라피노스 (0, 1, 10, 및 100 μM)와 함께

배양된 P. aeruginosa wspF 돌연변이에서 바이오필름 형성을 정량화한 것이고 (오차 막대는 8회 측정의 표준 편

차를 의미한다.  **, 대조군 대비 P < 0.00005; *, 대조군 대비 P < 0.005),

도 7c는 0.5% BM-2 플레이트 상에서 10 μM 라피노스의 존재 (우측) 및 부존재 (좌측) 하에서 24 시간 동안 배

양된 wspF 돌연변이의 무리 운동성을 나타낸 것이며,

도 7d는 라피노스 (0, 1, 10, 및 100 μM)와 함께 배양된 P. aeruginosa 세포들에 의한 PDE-특이적 기질 비스-

pNPP의 분해를 도시한 도면이다 (**, 대조군 대비 P < 0.000005; *, 대조군 대비 P < 0.00005).

도 8은 P. aeruginosa 바이오필름 분산에 대한 라피노스의 효과를 나타낸 것으로서, 박테리아 세포들은 슬라이

드 유리 상에 바이오필름을 형성하였고, 10 μM농도의 라피노스를 2시간 및 4시간 동안 처리하였으며, 방출된

박테리아 세포들을 계수분석하였다 (오차 막대는 3회 측정의 표준 편차를 의미한다.   **,  대조군 대비 P  <

0.0005; *, 대조군 대비 P < 0.005).

도 9a 및 9b는 P. aeruginosa lecA 유전자 발현 및 PDE 활성에 대한 라피노스의 효과를 나타낸 도면으로서,

도 9a는 10 μM 라피노스 존재 및 부존재 하에서 lecA 결실 돌연변이 (ΔlecA) 및 c-di-GMP 과생산 돌연변이

(ΔwspF)에 대한 상대적 lecA 유전자 발현을 도시한 것이고,

도 9b는 lecA 결실 돌연변이 (ΔlecA)에 대해서 비스-PNPP 분해를 통한 PDE 활성 측정을 도시한 것이다 (오차

막대는 3회 측정의 표준 편차를 의미한다.  **, 대조군 대비 P < 0.0005; *, 대조군 대비 P < 0.005).

도 10은 다양한 그람 음성, 양성균들의 라피노스 처리에 의한 바이오필름 형성 변화를 나타낸 그래프이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 본 발명을 보다 상세하게 설명한다.[0017]

본 발명 라피노스를 유효성분으로 포함하는 바이오필름 형성 억제용 조성물 및 이를 이용한 바이오필름 형성 억[0018]

제 방법을 제공한다.

라피노스 (Raffinose)는 D-Galatose, D-Glucose, D-Fructose 각 1분자로 이루어진 비환원성 3당류의 일종으로[0019]

서,  화학식은  C18H32O16이며,  O-α-D-갈락토피라노실-(1,6)-O-α-D-글루코피라노실-(1,2)-β-D-프룩토플라노시드

의 구조를 가진다. 라피노스는 유카리의 만나 (Eucalyptus), 사탕무의 당밀, 목화 열매 등 다양한 천연물질에

존재하는 물질로 알파-갈락토시다아제에 의하여 수크로오스와 D-갈락토오스로 분해된다.

본 발명의 발명자는 다양한 천연물질에 존재하는 라피노스의 바이오필름 형성 저해효과 및 메커니즘에 대하여[0020]

확인함으로써 본 발명을 완성하였다.

하기 실시예로부터 알 수 있는 바와 같이, 본 발명에 따른 조성물은 미생물의 성장에는 영향을 끼치지 않으며,[0021]

바이오필름 형성 저해 효과는 조성물 내 라피노스의 농도에 의존적으로, 약 14-52%의 바이오필름이 저해됨을 확

인하였다.   또한,  하기  실시예로부터  알  수  있는  바와  같이  라피노스는  바이오필름  형성의  주요인자로

작용하는, 세균의 C-di-GMP의 양을 조절하기 때문에 다양한 그람 음성, 양성균에 적용될 수 있음을 확인하였다.

본 발명에 따른 조성물은 의료 및 기타 산업 분야에서 바이오필름 형성을 억제하기 위한 용도로서 다양하게 사[0022]

용될 수 있으며, 예를 들어 의료 분야에서는, 의료기기, 의료용 재료 또는 의료용 이식물의 표면에 형성되는 바

이오필름의 형성을 억제하는데 사용될 수 있다.  구체적으로는, 진찰 및 진단기기, 임상검사기기, 방사선기기,

IUD, 기관 튜브, 각종 카테터, 정형외과 기기 등과 같은 수술관련기기, 병원설비 및 응급장비, 비만 및 건강관

련기기, 콘택트 렌즈, 스텐트, 밸브, 성형 보형물 등과 같은 다양한 의료 분야에 사용될 수 있다.

또한, 본 발명에 따른 조성물은 역삼투막 등과 같은 다양한 수처리막의 표면에 형성되는 바이오필름의 형성을[0023]

억제하는 데에도 사용될 수 있으며, 더 나아가, 다양한 식품 및 세탁기, 가습기, 식기 세척기 등과 같은 다양한

생활용품의 표면에 형성되는 바이오필름의 형성을 억제하는데에도 사용될 수 있다.

한편, 본 발명은 상기 조성물을 대상물의 표면에 코팅 처리하는 단계를 포함하는 바이오필름 형성 억제 방법을[0024]
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제공한다.  즉, 본 발명에 따른 방법은 전술한 각종 의료기기 등과 수처리막 등의 표면에 상기 조성물을 코팅

처리함으로써 수행될 수 있는데, 이러한 코팅 처리는, 대상물 표면을 조성물 용액에 담지시키거나, 조성물 용액

을 대상물 표면에 분무 처리하는 등의 방법에 의해서 수행될 수 있다.

이하, 실시예를 통해서 본 발명을 더욱 구체적으로 설명하기로 하되, 하기 실시예는 본 발명의 이해를 돕기 위[0025]

한 것일 뿐, 본 발명의 범위를 제한하는 것은 아니다.

실험[0026]

박테리아 균주 및 화학 물질[0027]

P.  aeruginosa  PA14를 모델 바이오필름 형성 균주로서 사용하였다.  P.  aeruginosa의 wspF  녹아웃 돌연변이[0028]

(ΔwspF)를 사용하여 세포성 c-di-GMP를 과생산하는 박테리아에 대해서 라피노스가 효과적인지를 테스트하였다.

생강의 성분들인 6-진저롤 (6-gingerol), 파네솔 (farnesol), L-아스코르브산, 마이리세틴 (myricetin), 및 D-

(+)-라피노스 펜타하이드레이트는 Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)로부터 구입하였으며, 디메틸 설폭사이드

(Carl Roth, Karlsruhe, Germany) 중에 용해시켰다.  한편, 모델 균주 이외에 다양한 균에 적용될 수 있음을

확인하기  위하여,  그람  음성균으로는  Escherichia  coli를  사용하였고,  그람  양성균으로는  Stapylococcus

aureus, Rhodococcus qingshengi, Bacillus megaterium, Bacillus amyloliquefaciens를 이용하였다.

성장 억제 테스트[0029]

P. aeruginosa를 AB 배지 (300 mM NaCl, 50 mM MgSO4, 0.2% 무비타민 카사미노산 (casamino acids), 10 mM 포[0030]

타슘 포스페이트, 1 mM L-아르기닌, 및 1% 글루코오스, pH 7.5) 중에서, 라피노스의 농도를 달리해 가면서 (0,

1, 10, 또는 100 μM) 37 ℃, 250 rpm을 유지한 교반 배양기 중에서 14 시간 동안 밤새 배양하였다.  박테리아

성장은 UVmini-1240 spectrophotometer (Shimadzu, Kyoto, Japan)를 사용하여 595 nm에서, 삼중 샘플들에서 매

시간 광학 밀도 (OD)를 측정함으로써 평가하였다.

정적 바이오필름 형성 분석[0031]

테스트 박테리아의 밤새 배양물 (595 nm에서의 OD = 1.5)을 신선한 AB 배지 중에 희석한 다음 (1:20), TPP®[0032]

96-웰 폴리스티렌 마이크로적정 플레이트 (Sigma Aldrich)의 웰들에 분획하였다.  교반 없이 24 시간 동안 37

℃  웰들  중에서  바이오필름을  형성한  이후에,  현탁된  배양물의  OD를  iMark  마이크로플레이트  흡광  판독기

(BioRad, Richmond, CA, USA)를 사용하여 595 nm에서 측정하였으며, 그 후, 현탁된 배양물을 폐기하였다.  플

레이트는 인산 완충용액 (PBS) (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 및 2 mM KH2PO4, pH2 7.2)으로 세척

하여 잔류 현탁된 세포들을 제거하였다.  바이오필름은 1.0% 크리스탈 바이올렛으로 30 분 동안 염색한 다음,

멸균 탈이온수를 사용하여 세척함으로써 잔류 미결합된 염료를 제거하였다.  바이오필름에 결합된 크리스탈 바

이올렛은 100% 에탄올로 용리시켰으며, 용리액의 OD를 545 nm에서 측정하였다.  바이오필름은 바이오필름에 결

합된 크리스탈 바이올렛의 양으로서 정량하였으며 (545 nm에서 OD), 현탁된 세포들의 양으로 정규화하였다 (595

nm에서 OD).

드립-플로우 반응기 (drip-flow reactor)를 사용한 바이오필름 형성 분석[0033]

P.  aeruginosa의 1  ml  밤새 배양액 (595  nm에서 OD  =  1.5)을 페트리 디쉬 중에서 신선한 19  ml의 AB  배지[0034]

(1:20) 중에 희석시켰다.  희석액을 함유하고 있는 페트리 디쉬 내로 유리 슬라이드를 침지시킨 다음, 37 ℃에

서 24 시간 동안 배양하여 유리 슬라이드 상에 바이오필름을 형성시켰다.  바이오필름 세포들로 덮힌 유리 슬라

이드를 DFR-110 드립-플로우 바이오필름 반응기 (BioSurface Technologies, Bozeman, MT, USA) 내에 삽입하였

다.  라피노스를 함유 (10 μM) 또는 미함유한 신선한 AB 배지를 정량 펌프 (Masterflex C/L tubing pumps,

Cole-Parmer, Vernon Hills, IL, USA)를 사용하여 20 ml.h-1의 속도로 반응기 내로 지속적으로 유입시켰으며,

배양기를 37 ℃에서 24 시간 동안 작동시켰다.  이어서, 유리 슬라이드를 조심스럽게 PBS (pH 7.2)로 세척하였

다.   부착된  바이오필름  세포들을  DAPI  (Carl  Roth),  FITC-표지된 ConA  (Sigma  Aldrich),  및  SYPRO  Ruby

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)로 각각 20 분 동안 연속적으로 염색하였다.  염색된 바이오필름 세포들을 각

염색 단계 이후에 PBS (pH 7.2)로 2회 세척하였다.  DAPI, ConA, 및 Ruby 용액들은 각각 DNA, 탄수화물, 및 단

백질을 염색하기 위한 것이다.  다음으로, CLSM (Carl Zeiss LSM700, Jena, Germany)을 사용하여 바이오필름

세포들을 관찰하였다.  공초점 영상들을 40 x 대물렌즈 (CApochromat 40x/1.20 W Korr M27, Carl Zeiss)를 사

용하여 관찰하였으며,  청색 (DAPI),  녹색 (ConA),  및 적색 (RUBY)  형광 영상들을 Zen  2011  프로그램 (Carl

Zeiss)을 사용하여 Z-스택 모드로 동시에 관찰하였다.  형광 필터들에 대한 상세한 방법들은 기존 연구에 서술

되어  있다  (Kim  H-S  &  Park  H-D  (2013)  Ginger  extract  inhibits  biofilm  formation  by  Pseudomonas
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aeruginosa PA14. PloS one 8(9):e76106).  바이오-부피 (μm
3
/μm

2
), 바이오필름 평균 두께 (μm), 및 조도 계

수는  ImageJ  프로그램  중  Comstat2에  의해서  측정하였다  (Heydorn  A,  et  al.  (2000)  Quantification  of

biofilm structures by the novel computer program COMSTAT. Microbiol-Uk 146:2395-2407).

pUCP-LecA 발현 플라스미드의 구축[0035]

LecA  단백질을 다중카피 플라스미드, pUCP18을 사용하여 이소성으로 (ectopically)  발현시켰다 (Schweizer  H[0036]

(1991) Escherichia-Pseudomonas shuttle vectors derived from pUC18/19. Gene 97(1):109-112).  lecA 유전

자  영역의  서열은,  Pfu  중합효소  (PfuUltra  II  Fusion  HS  DNA  Polymerase,  Agilent  Technologies,  Santa

Clara,  CA,  USA)를  사용하는  PCR에  의해서,  하기  올리고뉴클레오티드들로  증폭시켰다:  5'-

ATGGCCGGATCCCGTTGCTGTGCTTTGCTG (BamHI 제한효소 부위는 밑줄 표시) 및 5'- CAGAAGCTTCGGCCACACGGGCAACTTCAC

(HindIII 제한효소 부위는 밑줄 표시).  증폭된 540-bp 절편 및 플라스미드 pUCP18은 모두 BamHI 및 HindIII

엔도뉴클레아제로  처리한  다음,  겔  정제하고,  T4  리가아제  (Promega,  Madison,  WI,  USA)를  사용하여

연결하였다.   연결된  플라스미드를  Escherichia  coli  (XL10-Gold  Ultracompetent  cells,  Agilent

Technologies) 내로 형질전환시켰다.

pUCP-LecA 발현 플라스미드를 사용한 P. aeruginosa의 형질전환[0037]

P. aeruginosa 야생형 및 ΔlecA 돌연변이에 대한 감응세포 (competent cell)의 제조, 및 전기천공법을 사용한[0038]

P. aeruginosa의 형질전환은 기존 연구에 따라서 수행하였다 (Choi K-H, Kumar A, & Schweizer HP (2006) A

10-min method for preparation of highly electrocompetent Pseudomonas aeruginosa cells: application for

DNA fragment transfer between chromosomes and plasmid transformation. J Microbiol Meth 64(3):391-397).

LB  배지에서 성장시킨 P.  aeruginosa  야생형 및 ΔlecA  세포들의 1.5  mL  밤새 배양물을 실온에서 3분 동안

16,000 x g로 원심분리에 의해서 수거하였다.  세포 펠렛을 1 mL의 300 mM 수크로오스를 사용하여 2회 세척하였

으며,  이어서 세포 펠렛을 100  μL의 300  mM  수크로오스 중에 재현탁시켰다.   이어서,  전기천공을 위해서,

Qiagen plasmid prep kit (Qiagen, Chatsworth, CA, USA)를 사용하여 정제된 플라스미드 DNA (pUCP18 및 pUCP-

LecA)를 100 μL의 P. aeruginosa 감응세포들과 혼합하였다.  정제된 플라스미드 DNA pUCP18 (빈 벡터)를 야생

형 및 ΔlecA 돌연변이 감응세포들과 혼합하는 한편, 정제된 pUCP-LecA를 ΔlecA 감응세포와 혼합하였다.  혼합

물을 0.2 cm 갭의 전기천공 큐벳 (BIO4 RAD, Hercules, CA, USA)으로 옮기고 Gene Pulser XcellTM 전기천공 시

스템 (BIO-RAD)을 사용하여 펄스 (25 μF, 200 Ω, 2.5 kV)를 가하였다.  전기천공된 세포들 (100 μL)을 15-

ml 코니칼 튜브로 옮기고, 1 mL의 신선한 LB 배지를 첨가한 다음, 혼합물을 250 rpm으로 37 ℃에서 1 시간 동안

교반하였다.  세포들을 100 μg/mL 카르베니실린 (carbenicillin)과 함께 LB 플레이트 상에 도말하고 37 ℃에서

14 시간 동안 배양하였다.  콜로니들을 선별하고 LB 브로쓰 중에서 성장시켰다.  플라스미드 DNA를 분리하고,

BamHI 및 HindIII 엔도뉴클라아제로 처리한 다음, 겔 전기영동을 사용하여 분리함으로써 lecA 유전자가 플라스

미드 내로 삽입된 것을 확인하였다.

콜로니 모폴로지 분석[0039]

P. aeruginosa의 밤새 배양물을 라피노스와 함께 (0 또는 10 μM) 신선한 T-브로쓰 배지 (10 g/L 트립톤) 중에[0040]

희석시키고, 희석물을 진탕 배양기를 사용하여 37 ℃, 250 rpm으로 14 시간 동안 배양하였다 (595 nm에서 OD =

1.0).  2 μL의 배양물을 Congo-red 플레이트 상에 반점 찍고 (Kim H-S & Park H-D (2013) Ginger extract

inhibits biofilm formation by Pseudomonas aeruginosa PA14. PloS one 8(9):e76106), 실온에서 3 내지 7일

동안 배양하였다 

EPS 분석[0041]

플랑크톤성 세포들 및 바이오필름 세포들의 EPS를 변형된 음파처리 방법을 사용하여 분석하였다 (Kim  H-S  &[0042]

Park  H-D  (2013)  Ginger  extract  inhibits  biofilm  formation  by  Pseudomonas  aeruginosa  PA14.  PloS  one

8(9):e76106).   플랑크톤성 세포들은 0  -  1,000  μM의 라피노스와 함께 신선한 AB  배지 (1:20)  중에서 P.

aeruginosa의 밤새 배양물을 희석시키고, 진탕 교반기 상에서 37 ℃, 250 rpm으로 배양함으로써 제조하였다.

바이오필름 세포들은 붕규산 병을 사용하여 0 - 1,000 μM의 라피노스와 함께 신선한 AB 배지 (1:20) 중에서 P.

aeruginosa의  밤새  배양물을  희석시키고,  희석물을  진탕  없이  37  ℃에서  24  시간  동안  배양함으로써

제조하였다.  플랑크톤성 배양물 및 바이오필름 배양물 양자 모두로부터의 현탁 세포들에 대한 OD를 스펙트로포

토미터를 사용하여 595 nm에서 측정하였다.  바이오필름 세포들을 와류에 의해서 3 mL 0.01 M KCl 중에 재현탁

시켰다.  플랑크톤성 배양물 및 바이오필름 배양물을 8,000 x g에서 원심분리하고, 수거된 세포들을 각각 10 mL
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및 3 mL 0.01 M KCl 중에 재현탁시켰다.  재현탁된 세포들을 음파처리기 (VCX 750, SONICS, Newtown, CT, US

A)를 사용하여 3.5 Hz의 출력 레벨에서 5 초 작동시간 및 5 초 휴지시간으로 4 사이클 동안 교란 (disruption)

하였다.  음파처리된 세포들을 4,000 x g에서 원심분리하고, 상등액을 0.22-μm Millex 필터 (Car Roth)를 통하

여 여과하였다.  여과된 상등액을 사용하여 단백질 및 탄수화물을 정량하였다.  단백질 분석은 96-웰 마이크로

적정 플레이트 중에서 로우리 방법에 의해서 수행하였다: 40 μL 여과물 및 200 μL 로우리 시약 (L3540, Sigma

Aldrich)을 마이크로적정 플레이트 중에 혼합하고, 혼합물을 실온에서 10 분 동안 배양한 다음, 혼합물에 20 μ

L의 Folin-Ciocalteu 시약 (F9252, Sigma Aldrich)을 가하고, 혼합물을 30 분 동안 배양하였다.  단백질 함량

은 iMark 마이크로플레이트 판독기를 사용하여 750 nm에서 OD를 측정함으로써 측정하였다.  탄수화물은 96-웰

마이크로적정 플레이트 중에서 페놀-황산 방법에 의해서 분석하였다: 15 μL 여과물 및 150 μL 황산을 마이크

로적정 플레이트 중에 혼합하고, 혼합물을 실온에서 30 분 동안 배양하였다: 30 μL 5% 페놀을 혼합물에 첨가하

고, 혼합물을 물 중탕에서 90 ℃로 배양하였다.  혼합물 중 탄수화물 함량은 iMark 마이크로플레이트 판독기를

사용하여 490 nm에서 OD를 측정함으로써 측정하였다.  단백질 (750 nm에서 OD) 및 탄수화물 (490 nm에서 OD) 함

량은 현탁된 세포들 (595 nm에서 OD)로 정규화하였다.

무리 운동 분석 (Swarming motility assay)[0043]

무리 운동은 기존 방법에 따라서 분석하였다 (Kim H-S & Park H-D (2013) Ginger extract inhibits biofilm[0044]

formation by Pseudomonas aeruginosa PA14. PloS one 8(9):e76106.).  라피노스를 함유한 (0 - 1,000 μM)

P. aeruginosa의 10 μL 밤새 배양물을 BM-2 플레이트 (62 mM 포타슘 포스페이트 [pH 7.0], 2 mM MgSO4, 10 mM

FeSO4, 1% 카사미노산, 0.4% 글루코오스, 및 0.5% Bacto 아가) 상에 반점 찍고, 37 ℃에서 24 시간 동안 배양

하였다.  무리 운동의 정도는 수지 (dendrites)의 평균 길이를 측정함으로써 평가하였다.

RT-qPCR 분석[0045]

RT-qPCR을 수행하여 P. aeruginosa lecA 유전자 발현의 수준을 정량 및 비교하였다.  lecA 및 하우스키핑 유전[0046]

자 proC 프라이머 세트들을 Primer 3 version 0.4.0 (http://frodo.wi.mit.edu/)을 사용하여 디자인하였다 (하

기  표  1  참조).   전장  RNA  추출은,  TRI  REAGENT  (Molecular  Research  Center,  OH,  USA)를  사용하여  P.

aeruginosa  바이오필름  세포들로부터  수행하였다.   RT-qPCR은  Bio-Rad  CFX-96  실시간  시스템  (Bio-Rad,

Hercules, CA, USA)을 사용하여 수행하였다.  반응 혼합물은 하기 시약들로 구성된다: 10 μL SYBR Premix Ex

TaqTM  (Takara,  Shiga,  Japan),  전방 프라이머 및 후방 프라이머 각각 0.8  μL (10  μM),  0.4  μL의 50  X

ROXTM Reference Dye I, 2 μL의 추출된 전장 RNA (100 ng/ml), 및 RNase 미함유수, 최종 부피는 20 μL.  RNA

추출 및 RT-qPCR 방법에 대한 상세한 프로토콜은 기존의 연구를 참조하였다 (Kim HS, Lee SH, Byun Y, & Park

HD (2015) 6-Gingerol reduces Pseudomonas aeruginosa biofilm formation and virulence via quorum sensing

inhibition. Scientific reports 5:8656).

표 1

프라이머[0047] 표적 유전자 서열  (5'  →
3')

Tm (℃) GC % 생성물  크기
(bp)

참고문헌

lecA-F lecA GGG  TTG  CAC
CCA  ATA  ATG
TC

57.3 50 100 본 발명

lecA-R lecA CCA  ATA  TTG
ACG  CTG  AAC
G

55.3 45

proC-F proC GGC  GTA  TTT
CTT  CCT  GCT
GA

60.4 50 236 종래문헌*

proC-R proC CCT  GCT  CCA
CTA  GTG  CTT
CG

61.2 60

*: Savli H, et al. (2003) Expression stability of six housekeeping genes: A proposal for resistance[0048]

gene  quantification  studies  of  Pseudomonas  aeruginosa  by  real-time  quantitative  RT-PCR.  J  Med

Microbiol 52(Pt 5):403-408.

바이오필름 분산 분석[0049]
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P. aeruginosa의 밤새 배양물을 신선한 AB 배지 (595 nm에서 OD = 0.05) 중에 희석하였다.  폴리스티렌 페트리[0050]

디쉬를 희석액 20 mL로 채웠다.  살균된 유리 슬라이드를 페트리 디쉬 중에 침지시키고, 37 ℃에서 24 시간 동

안 배양하여 유리 슬라이드 상에 바이오필름을 형성하였다.  이어서, 슬라이드를 PBS (pH 7.2)를 사용하여 서서

히 린스해주고, 100 μM 라피노스 함유 또는 무함유 AB 배지 20 mL를 함유하는 페트리 디쉬 내로 침지시켰다.

페트리 디쉬를 각각 37 ℃에서 2 시간 및 4 시간 동안 배양하였다.  배양물 100 μL를 PBS (pH 7.2) 중에서 10
-

5
로 연쇄적으로 희석하였다.  군락 형성 단위를 계수하기 위해서, 100 μL의 최종 희석액을 LB 아가 플레이트

상에 도말하고, 37 ℃에서 밤새도록 교반하였다.

통계적 분석[0051]

측정들  사이의  통계적  차이를  테스트하기  위한  P-수치들은  student's  ttest  (Excel  software,  Microsoft,[0052]

Redmond, WA, USA)에 의해서 추산하였다.

NMR 분석[0053]

모든 스펙트럼은 Bruker Avance 600 MHz 스펙트로미터 (Billerica, MI, USA)를 사용하여 298K에서 측정하였다.[0054]

1D 이완-편집된 NMR 실험들은 물 억제를 위해서 여기 조각 (excitation sculpting)을 구비한 CPMG 펄스 서열들

을 사용하였다.  사전-획득 지연은 1.2 초였으며, 총 스핀 로크 시간은 400 ms였다.  CPMG 실험에 있어서 연속

적인 180 펄스들 사이의 스핀 에코에 대한 지연은 2 ms였다.  데이터는 스윕 폭 16 ppm (9,600 Hz) 및 128 스캔

으로 수집하였다.  데이터 프로세싱은 Topspin 3.0 (Bruker) 소프트웨어를 사용하여 수행하였으며, 이는 16384

복합체 데이터에 대해서 푸리에 변환 이전에 사인 제곱 윈도우 함수를 갖는다.  샘플들은 10% D20 완충 용액 중

에  50  μM  단백질  및  0.1  mM의  라피노스  또는  갈락토오스를  함유하였다.   변위  실험  (displacement

experiment)을 위해서, 1 mM의 경쟁물 (라피노스 vs. 갈락토오스)을 각 샘플에 첨가하였다.

인 실리코 도킹 연구 (In silico docking studies)[0055]

리간드 제조 및 최적화: 라피노스를 ChemBioDraw (ver. 11.0.1) 및 Chem3D Pro (ver. 11.0.1)를 사용하여 각각[0056]

2D 및 3D 구조로 생성하고, .mol 파일 포맷으로 저장하였다.  리간드 제조 및 최적화의 과정은 SYBYL-X 2.1.1

(Tripos Inc., St Louis, MI, USA) 중의 'Sanitize' 제조 프로토콜에 의해서 수행하였다.

단백질 제조: PDB 포맷으로 된 P. aeruginosa로부터의 렉틴 PA-IL의 단백질 구조는 RCSB 단백질 데이터 뱅크[0057]

(PDB ID: 4AL9)로부터 다운로드하였다.  SYBYL-X 2.1.1 중의 구조 제조 툴을 사용하여 단백질 제조를 수행하였

다.  도킹을 위해서, 단백질-리간드 복합체로부터, 결정성 리간드 멜리비오스 (crystal ligand melibiose), 물

분자, Ca2+ 이온, 및 사슬 F를 제외한 다른 사슬들을 제거하였다.  아미노산 잔기들의 충돌되는 곁사슬들을 교

정하였다.   수소  원자들을 디폴트 세팅으로서 TRIPOS  Force  Field  적용  하에  첨가하였다.   최소화 과정은

POWELL 방법에 의해서 수행하였고, 초기 최적화 옵션은 디폴트 세팅 SIMPLEX로부터 None으로 변화시켰으며, 종

결 구배 및 최대 반복은 각각 0.5 kcal/(mol*Å) 및 1000회로 세팅하였다.  단백질 최소화 이후에, 가공된 LecA

단백질 구조를 .mol2 파일 포맷으로 저장하였다.

도킹 및 스코어링 함수 연구: 라피노스의 도킹 연구는 SYBYL-X 2.1.1 중 Surflex-Dock GeomX 모듈에 의해서 수[0058]

행하였다.  도킹은 Surflex-Dock 프로토몰 (protomol)에 의해서 가이드하였다.  Surflex-Dock에 대한 렉틴 PA-

IL의 결합 부위에 대한 정보를 포함하고 있는 프로토몰은 오리지널 결정성 리간드 멜리비오스의 위치 정보에 따

라서 정의하였다.  프로토몰의 생성과 관련된 두 가지 인자들은 Bloat(Å) 및 쓰레스홀드 (Threshold)이며, 각

각 0.5 및 0으로 세팅되었다.  각 리간드 당 생성된 포즈 (poses)의 최대 개수 및 최종 포즈들 사이의 최소

RMSD는 각각 20 및 0.05였다.  다른 패러미터들은 모든 구동에서 디폴트 세팅으로 적용하였다.

세포성 c-di-GMP 농도 분석[0059]

플랑크톤성 세포들 중에서 c-di-GMP의 분석을 위해서, 4.9 mL의 37% 포름알데히드 (Carl Roth)를 라피노스 함유[0060]

(10 μM) 및 미함유 하에서 성장된  P. aeruginosa의 밤새 배양물 1 리터에 첨가하였다 (595 nm에서의 OD는

1.5).  배양물을 8,000 x g에서 10분 동안 원심분리하고, 수거된 세포들을 0.18% 포름알데히드를 함유하는 40

mL  PBS  (pH  7.2)  중에  재현탁시켰다.   바이오필름  세포들  중  c-di-GMP의  분석을  위해서,  초기에,  P.

aeruginosa의 밤새 배양물을 신선한 AB 배지 중에 희석시켰다 (1:20).  희석액을 붕규소 병 내에 라피노스 함유

(10 μM) 또는 미함유 상태로 분획하고, 진탕 없이 37 ℃에서 24 시간 동안 배양하였다.  현탁된 세포들을 따라

낸 이후에, 바이오필름 세포들을 PBS (pH 7.2)로 2회 세척하였다.  바이오필름 세포들을 0.18% 포름알데히드를

함유하는 3 mL PBS 중에 와류시킴으로써 재현탁하였다.  플랑크톤성 및 바이오필름 세포들을 8,000 x g에서 10
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분 동안 원심분리하고, 수거된 세포들을 5 mL 탈이온수 중에 재현탁시켰다.  재현탁물을 10분 동안 끓이고, 얼

음 중에서 10 분 동안 냉각시켰다.  냉각된 재현탁물을 뉴클레오티드 추출을 위해서 100% 에탄올 (9.3 mL)과 혼

합하고, 혼합물을 8,000 x g로 10 분 동안 4 ℃에서 원심분리하였다.  세포성 c-di-GMP를 분석하기 위해서, 상

등액을 0.22-μm 필터 (Car Roth, Karlsruhe, Germany)를 통해서 여과시켰다.  수거된 세포들을 사용하여 전술

한  로우리  방법에  의해서  총  단백질을  분석하였다.   여과된  상등액을  Savant  SpeedVac  (SC201A,  Thermo

Scientific, San Jose, CA, USA)을 사용하여 동결건조하고, 동결건조된 세포들을 200 μL 완충용액 A (100 mM

KH2PO4,  4  mM  테트라부틸 황산수소 암모늄, pH  5.9)  중에 용해시켰다.  용해된 용액을 0.45-μm 필터 (Car

Roth)를 통해서 여과하였다.  여과된 용액 (20 μL)을 고성능 액체 크로마토그래피 (HPLC) (Hewlett Packard

1100 Series, Agilent, Santa Clara, CA, USA)를 사용하여 분석하였다.  HPLC는 한국 기초과학 연구원 (서울,

대한민국) 소재의 장비로서, 자외선 검출기 (254  nm),  Kinetex  C-18  컬럼 (4.6  X  250  mm,  5u,  Phenomenex,

Torrance, CA, USA), 및 이동상으로서 혼합 완충용액 (75%의 완충용액 A, 및 25%의 순수 메탄올)을 구비한다.

C-di-GMP 분리는 하기와 같이 농도구배 HPLC 방법을 사용하여 수행되었다: 0 - 4; 50:50, 5 - 20; 0:100, 및

21 - 30; 50:50 (작동 시간 (분); 완충용액 A 및 메탄올의 비율), 흐름 속도 0.8 mL·min-1.

인 비트로 PDE 활성 분석[0061]

인 비트로 PDE 활성은 기존 연구에 따라서 분석하였다 (Barraud N, et al. (2009) Nitric oxide signaling in[0062]

Pseudomonas  aeruginosa  biofilms  mediates  phosphodiesterase  activity,  decreased  cyclic  di-GMP levels,

and enhanced dispersal. J Bacteriol 191(23):7333-7342).  P. aeruginosa의 밤새 배양물을 신선한 AB 배지

(1:100) 중에서 희석하고, 다양한 라피노스 농도 (0 - 1,000 μM)로 처리하였으며, 진탕 배양기 중에서 37 ℃,

250 rpm으로 14 시간 동안 배양하였다.  현탁된 배양물을 6,000 x g에서 10 분 동안 4 ℃로 원심분리시키고, 수

거된 세포들을 1 ml의 PDE 활성 분석 완충용액 (50 mM NaCl, 50 mM Tris base [pH 8.1], 1 mM MnCl2, 및 5 mM

bis-pNPP) 중에 재현탁시켰다.  Bis-pNPP (N3002, Sigma Aldrich)를 c-di-GMP 특이적 PDE의 합성 기질로서 사

용하였다.  재현탁된 세포들을 CelLytic Express (C5491, Sigma Aldrich)를 사용하여 용균시켰다.  PDE 반응을

위해서, 혼합물을 진탕 배양기 중에서 60 rpm으로 2 시간 동안 37 ℃에서 배양하였다.  이어서, bis-pNPP가 p-

니트로페놀로 분해되는 것을 분석하기 위해서 iMark 마이크로플레이트 흡광 판독기를 사용하여 410 nm에서 혼합

물의 OD를 측정하였다.  PDE 활성 (410 nm에서 OD)은 전술한 바와 같이 로우리 방법에 의해서 측정된 총 단백질

에 의해서 정규화하였다.

결과[0063]

생강 중 바이오필름 억제제의 스크리닝[0064]

생강 추출물에서 자주 검출되는 5가지 후보 성분들 (6-진저롤, 파네솔, L-아스코르브산, 마이리세틴, 및 라피노[0065]

스, 도 1a 참조)에 대해서 바이오필름 형성을 억제하는 효능을 테스트하였다.  이러한 후보물질들에 의한 바이

오필름 생성의 억제 정도는 정적 바이오필름 분석방법을 사용하여 평가하였으며, 이는 96-웰 마이크로적정 플레

이트 중 모델 박테리아로서 P. aeruginosa PA14를 사용하는 방법에 기반한 것이다.  QS 억제를 통해서 바이오필

름 생성을 억제하는 것으로 잘 알려진 푸라논 C-30 (Hentzer M, et al. (2003) Attenuation of Pseudomonas

aeruginosa virulence by quorum sensing inhibitors. The EMBO journal 22(15):3803-3815)을, 이러한 실험의

양대조군으로 사용하였다.  도 1b는 6-진저롤과 라피노스가 바이오필름 생성을 각각 39% 및 43% 감소시킨 반면

에, 파네솔, L-아스코르브산, 및 마이리세틴은 바이오필름 생성을 유의미하게 감소시키지 못했음을 보여준다.

6-진저롤 및 라피노스의 바이오필름 억제 효과는 46% 억제를 나타내는 푸라논 C-30의 그것에 필적하는 것이다.

바이오필름 억제에 대한 6-진저롤의 효과는 기존에 보고된 바 있으며 (Kim  HS,  Lee  SH,  Byun  Y,  &  Park  HD

(2015)  6-Gingerol  reduces  Pseudomonas  aeruginosa  biofilm  formation  and  virulence  via  quorum  sensing

inhibition. Scientific reports 5:8656), 본 발명에서는 라피노스가 바이오필름 생성을 억제하는 능력 및 연

관된 억제 메커니즘에 대해서 서술하고 있다.

성장 및 바이오필름 생성에 미치는 라피노스의 효과[0066]

P. aeruginosa의 성장을 0 - 100 μM 라피노스를 함유하는 배치 배양물에 대해서 측정하였다.  다양한 라피노스[0067]

농도들에 대한 성장 곡선은 14 시간 동안의 배양 기간 도중, 유도기 (lag phase), 증식기 (exponential phase)

및 정체기 (stationary phase)에 있어서 유의미하게 다르지 않았다 (도 2a).  이러한 결과들은 P. aeruginosa

의 성장이 라피노스를 100 μM 첨가할 때까지는 영향을 받지 않는다는 점을 암시한다.  정적 바이오필름 분석은

다양한 농도의 라피노스 (0 - 1,000 μM)를 사용하여 수행되었다.  바이오필름 생성은 라피노스 농도가 증가함

에 따라서 점차 감소하였으며 (17 - 58%) (도 3a 내지 3c 참조), 이는 라피노스가 농도 의존적인 방식으로 바이
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오필름 생성을 억제한다는 것을 의미한다.  라피노스 가수분해 산물 (D-갈락토오스 및 수크로오스)의 바이오필

름 억제 능력은 α-갈락토시다아제를 사용하여 더욱 평가하였다.  상기 효소는 미생물, 식물, 및 동물 중에 널

리 분포된 것이다.  D-갈락토오스 및 수크로오스는 각각 1,000 μM의 농도까지도 통계적으로 (P > 0.05) 바이오

필름 형성을 감소 또는 증가시키지는 않았다 (도 2a 내지 2c 참조).  또한, 바이오필름 형성에 대한 라피노스의

효과를 흐름 반응기 중에서 테스트하였는 바, 유리 슬라이드 상에 10 μM의 라피노스를 함유하거나 또는 함유하

지 않는 성장 배지를 24 시간 동안 지속적으로 적가하였다.  도 2b는 전형적인 바이오필름을 도시한 것이다.

라피노스 처리와 더불어 형성된 바이오필름은 라피노스 처리가 없는 바이오필름에 비해서 상대적으로 얇은 두께

(8.4 μm) 및 작은 부피 (4.8 μm
3
/μm

2
)를 나타내었다.  비록 라피노스 처리 없이 생성된 바이오필름이 전형적

인 P. aeruginosa 버섯 모폴로지를 나타내었지만, 10 μM 라피노스 처리와 더불어 생성된 바이오필름은 상대적

으로 평평하였다.  흥미롭게도, 10 μM 라피노스 처리와 더불어 생성된 바이오필름은 중공 구조를 나타내었으며

(도 2b의 화살표 참조), 이러한 구조는 라피노스 처리가 없는 바이오필름에서는 나타나지 않았다.

표현형에 대한 라피노스의 효과[0068]

P. aeruginosa 군락 모폴로지를 관찰하고, 그 엑소폴리사카라이드 생산에 대한 라피노스의 효과를 평가하기 위[0069]

해서 콩고-레드 염색 플레이트를 사용하였다.  콩고 레드는 박테리아 바이오필름의 엑소폴리사카라이드 기질에

결합하는 염료이며, P. aeruginosa에서 주름진 군락 모폴로지를 형성한다.  도 2c에 도시된 바와 같이, 라피노

스 처리가 없는 군락에 대해서는 전형적인 분홍색 주름진 모폴로지가 분명한 반면, 라피노스가 처리된 군락 (10

μM)에 대해서는 분홍색의 평탄한 모폴로지가 관찰되었다.  이는 P. aeruginosa에서의 라피노스 처리에 의해서

엑소폴리사카라이드 생산이 감소되었다는 표시이다.  또한, 엑소폴리사카라이드 생산에 대한 라피노스의 효과는

성장 배지 중에서 0 - 1,000 μM의 라피노스와 함께 성장시킨 플랑크톤성 및 바이오필름 세포들 모두로부터의

EPS 중에서 총 탄수화물 함량을 직접적으로 측정함으로써 평가하였다.  또한, 엑소단백질 (바이오필름 기질의

성분) 생산도 분석하였다.  라피노스로 처리된 플랑크톤성 및 바이오필름 세포들 모두에서 총 탄수화물 및 EPS

의 단백질 함량이 현저하게 감소하였다 (도 4a 및 4b).  라피노스로 처리한 경우에, 총 탄수화물은 21 - 53% 및

22 - 48% (플랑크톤성 및 바이오필름 세포들 각각에서) 감소한 반면, 총 단백질은 1 - 41% 및 9 - 42% (플랑크

톤성 및 바이오필름 세포들 각각에서)만큼 투여량 의존적인 방식으로 감소하였다.  P. aeruginosa에서의 바이오

필름 생성은 무리 운동에 의해서 역으로 조절되는 것으로 보고된 바 있다 (Caiazza NC, Merritt JH, Brothers

KM, & O'Toole GA (2007) Inverse regulation of biofilm formation and swarming motility by Pseudomonas

aeruginosa PA14. J Bacteriol 189(9):3603-3612).  무리 운동에 대한 라피노스의 효과 (0 - 1,000 μM)는 P.

aeruginosa 세포들을 0.5% 연질 아가 플레이트 상에서 배양하고, 중심부로부터의 수지의 길이를 측정함으로써

평가하였다 (도 2d).  라피노스와 함께 성장시킨 세포들의 수지 길이는 라피노스 처리 없이 성장시킨 것들에 비

해서 1.6 - 2.4 배 더 길었으며, 이러한 길이는 라피노스의 농도가 증가함에 따라서 함께 증가하였다.  이러한

사실은 라피노스가 연질 아가 플레이트 상에서 무리 운동을 촉진하였다는 점을 암시한다.

LecA에 대한 라피노스의 결합[0070]

P. aeruginosa는 두 가지 탄수화물 결합 단백질 (렉틴)을 생산하며: LecA (PA-IL) 및 LecB (PA-IIL), 이들은[0071]

각각 D-갈락토오스 및 L-푸코오스에 대해서 특이성을 나타낸다 (Garber N, Guempel U, Belz A, Gilboa-Garber

N,  &  Doyle  RJ  (1992)  On  the  specificity  of  the  D-galactose-binding  lectin  (PA-I)  of  Pseudomonas

aeruginosa and its strong binding to hydrophobic derivatives of D-galactose and thiogalactose. BBA-Gen

Subjects  1116(3):331-333;  Glick  J  &  Garber  N  (1983)  The  intracellular  localization  of  Pseudomonas

aeruginosa lectins. J Gen Microbiol 129(10):3085-3090).  LecA는 D-갈락토오스 및 그 유도체에 대해서 높은

친화도를 나타내고, P. aeruginosa 바이오필름 형성에도 관여하기 때문에, D-갈락토오스의 유도체인 라피노스가

LecA에 결합하여 P. aeruginosa 바이오필름 형성에 영향을 미치는 메커니즘을 가정해볼 수 있다.  이러한 가설

을 테스트하기 위해서, 본 발명에서는 먼저 라피노스의 LecA에 대한 결합을, 라피노스 및 정제된 LecA를 사용해

서 1D  이완-편집된 핵 자기 공명 결합 실험에 따라서 평가하였다 (Hajduk  PJ,  Olejniczak  ET,  &  Fesik  SW

(1997) One-dimensional relaxation-and diffusion-edited NMR methods for screening compounds that bind

to macromolecules. J Am Chem Soc 119(50):12257-12261; Palmer AG, 3rd, Kroenke CD, & Loria JP (2001)

Nuclear  magnetic  resonance  methods  for  quantifying  microsecond-to-millisecond  motions  in  biological

macromolecules. Method Enzymol 339:204-238) (도 5a 참조).  0.1 mM 라피노스의 NMR 신호를 완충용액 중에서

50 μM LecA 존재 및 부존재 하에서 모니터링하였다.  더 나아가, 1 mM 갈락토오스를 첨가하여 동일한 결합 부

위에서 경쟁에 의한 라피노스 신호의 변화를 모니터링하였다.  LecA 단백질 (도 5a의 첫 번째 행)의 부존재 하

에서, 라피노스의 H1 및 H2 신호들을 나타내는 피크들이 5.33 및 4.13 ppm에서 관찰되었다.  이러한 피크들은
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LecA 단백질의 존재 하에서는 넓어지고 약해졌으며 (도 5a의 두 번째 행), 신호 강도는 10 배 과량의 갈락토오

스를 첨가함으로써 회복되었다 (도 5a의 세 번째 행).  이러한 결과는 라피노스가 LecA에 결합하며, 그 결합 부

위는 갈락토오스-결합 부위와 중첩된다는 것을 나타낸다.  더 나아가, 50 mM LecA 용액 중 5.17 및 3.40 ppm에

서의 갈락토오스의 C-1 및 C-6 위치에서의 양성자의 신호 또한 1 mM 라피노스를 첨가함으로써 얻어졌다 (도 6).

역으로, LecA 용액 중에서의 갈락토오스 (0.1 mM) 신호들 역시 10배 과량의 라피노스를 처리함으로써 강화되었

다 (도 6).  이러한 결과들은 라피노스 및 갈락토스가 LecA 단백질의 동일한 부위에 대해서 경쟁한다는 점을 의

미한다.

라피노스의 LecA에 대한 결합을 더 잘 이해하기 위해서, 라피노스의 인 실리코 도킹 연구 (in silico docking[0072]

studies)를 멜리비오스와의 복합체 중 LecA의 X-선 구조를 사용하여 수행하였다 (PDB: 4AL9).  대부분의 도킹된

라피노스들은 공통된 결합 패턴들을 나타내었으며, 여기에서 갈락토오스 잔기는 LecA 활성 부위의 칼슘 이온을

향하여 돌출되는 반면, 글루코오스 및 프럭토오스 잔기는 LecA의 표면 및 루프 영역을 향하여 배향된다.  라피

노스에 대한 최적 도킹 형태가 도 5b에 도시되어 있다.  라피노스의 갈락토오스 잔기는 Tyr 36, His 50, Pro

51, Asp 100, Val 101, 및 Thr 104와 강하게 상호작용하였다.  글루코오스 및 프럭토오스 영역들 또한 수소 결

합에 의해서 각각 Gln 53, Gly 37 및 Asn 107과 상호작용하였다.  라피노스의 LecA에 대한 결합과, 바이오필름

억제와의 관련성을 P. aeruginosa 균주들을 사용하여 더욱 확인하였는 바, 그 중 하나는 LecA를 생산할 수 없는

균주이고, 또 다른 하나는 LecA를 과생산하는 균주이다.  도 5c에 도시된 바와 같이, lecA  녹아웃 돌연변이

(LecA를 생산할 수 없는 균주)는 감소된 바이오필름 형성을 보여주었으며, 더 나아가, 라피노스 농도를 증가시

키더라도 바이오필름 형성이 감소되지 않았다 (P >  0.05).   이와는 대조적으로, 도 5d에 도시된 바와 같이,

pUCP18-LecA (LecA를 과생산하는 균주)를 보유한 lecA 녹아웃 돌연변이는 빈 벡터 (pUCP18)를 보유한 야생형 균

주와 유사하게 바이오필름을 형성하였다.  더 나아가, pUCP18-LecA를 보유한 lecA 녹아웃 돌연변이는 라피노스

존재 하에서, 농도-의존적인 방식으로 (0 - 1,000 μM) 바이오필름 형성 감소를 나타내었다 (도 5d).  이러한

결과들은  LecA가  바이오필름  형성에  필수적이라는  사실을  의미하며,  바이오필름  억제에  있어서,  라피노스가

LecA에 결합하는 것이 필요하다는 것을 의미한다.

세포성 사이클릭 다이구아닐레이트 (c-di-GMP) 생산의 감소[0073]

세포성 c-di-GMP는  플랑크톤성 및  고착성 라이프스타일 사이의 분자적 결정,  운동성의 조절,  및  유독 인자[0074]

(virulence factor) 생산의 유도에 있어서 중요한 역할을 수행한다 (Romling U, Gomelsky M, & Galperin MY

(2005) C-di-GMP: the dawning of a novel bacterial signalling system. Mol Microbiol 57(3):629-639).  본

발명자들 역시, 생강 추출물이 P. aeruginosa의 플랑크톤성 및 바이오필름 세포들에서 세포성 c-di-GMP 수준을

낮춘다는 점을 보고한 바 있다 (Kim H-S & Park H-D (2013) Ginger extract inhibits biofilm formation by

Pseudomonas aeruginosa PA14. PloS one 8(9):e76106).  따라서, 본 발명에서는 플랑크톤성 및 바이오필름 세

포들 모두에서 세포성 c-di-GMP에 대한 라피노스의 효과를 평가하였다.  일반적으로, 바이오필름 세포들은 플랑

크톤성 세포들에 비해서 더 높은 c-di-GMP 수준을 나타내었다 (도 7a).  또한, 10 μM의 라피노스 처리에 의해

서 c-di-GMP 수준이 플랑크톤성 (47%) 및 바이오필름 세포들 (59%) 모두에서 감소하였다.  부가적으로, 세포성

c-di-GMP 조절에 대한 라피노스 처리의 관련성을 확인하기 위해서, c-di-GMP를 과생산하는 P. aeruginosa 돌연

변이 (ΔwspF)를 사용하였다.  P. aeruginosa에서 wspF 유전자는 메틸에스테라아제를 암호화하는 것으로 알려져

있으며, 메틸에스테라아제는 CheY-유사 수용체 및 다이구아닐레이트 사이클라아제 (GGDEF)  도메인을 함유하는

WspR  단백질의  활성을  조절하는  것으로  추정되고  있다  (Hickman  JW,  Tifrea  DF,  &  Harwood  CS  (2005)  A

chemosensory system that regulates biofilm formation through modulation of cyclic diguanylate levels.

P  Natl  Acad  Sci  USA  102(40):14422-14427).   ΔwspF는  WspR  단백질의  구성적  활성화  (constitutive

activation)를 야기하기 때문에, ΔwspF는 세포성 c-di-GMP 수준 및 EPS 생산의 상승으로 이어진다 (Chung IY,

Choi KB, Heo Y-J, & Cho Y-H (2008) Effect of PEL exopolysaccharide on the wspF mutant phenotypes in

Pseudomonas aeruginosa PA14. J Microbiol Biotechn 18(7):1227-1234).  도 7b에 도시된 바와 같이, ΔwspF는

야생형 균주에 비해서 바이오필름 형성에 있어서 대략 2배 증가를 유도한다.  그러나, 비록 바이오필름 형성 감

소가 야생형 균주 수준으로까지 도달하지는 못하였지만, 라피노스 처리 (0 - 100 μM)에 의해서 ΔwspF의 바이

오필름 형성이 12 -26% 감소하였다.  흥미롭게도, 라피노스는 ΔwspF의 무리 운동성을 강화시켰다.  도 7c에 도

시된 바와 같이, ΔwspF는 0.5% 연질 아가 플레이트 상에서 제한된 무리 운동성을 보여주었지만, 10 μM 라피노

스와 함께 성장된 ΔwspF는 명백하게 길어진 수지들을 보여주었다.

상기 결과들은 P. aeruginosa의 강화된 c-di-GMP 특이적 포스포디에스테라아제 (PDE) 활성에 의해서 세포성 c-[0075]

di-GMP 수준이 감소되는 것과 관련이 있는 것으로 보인다.  이는 라피노스와 함께 성장된 P. aeruginosa에서
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PDE-특이적 기질인 비스-p-니트로페놀 포스페이트 (bis-pNPP)의 분해를 분석하여 PDE의 활성을 측정함으로써 테

스트하였다.  도 7d는 라피노스와 함께 성장된 P. aeruginosa가, 라피노스 없이 성장된 동일한 균주와 비교할

때, 비스-pNPP 분해의 활성을 1.1 - 2.3배 증가시킴을 보여준다.  이러한 결과는 라피노스가 PDE 활성의 유도를

통해서 P. aeruginosa 세포성 c-di-GMP 수준을 감소시켰음을 의미한다.

모델균주 이외의 다양한 그람 음성, 양성균들의 라피노스 처리에 의한 바이오필름 형성 변화 확인[0076]

상기에서 확인된 바와 같이, 라피노스가 세균의 C-di-GMP 양을 조절하기 때문에 모델 균주뿐만 아니라, 다양한[0077]

그람 음성, 양성균에 적용가능 여부를 확인하기 위하여 이들에 대한 라피노스의 바이오필름 저해 효과를 관찰하

였다.

도 10은 다양한 그람 음성, 양성균들의 라피노스 처리에 의한 바이오필름 형성 변화를 나타낸 그래프이다.  도[0078]

10에 나타난 바와 같이 라피노스의 처리에 의해 실험대상이 된 모든 균주에 대하여 라피노스의 농도에 의존적으

로 바이오필름의 형성이 억제됨을 확인하였다. 따라서, 본 발명의 라피노스는 효과적인 바이오필름 형성 억제제

로서의 활용이 가능함을 시사한다.

검토[0079]

바이오필름 감소 이외에도, 라피노스는 P. aeruginosa의 다른 표현형들을 변화시켰는 바, 이러한 표현형 변화에[0080]

는 콩고-레드 플레이트 중 주름성 군락 형성의 억제 (도 2d), 감소된 EPS 생산 (도 4a 및 4b), 및 증가된 무리

운동성 (도 2d) 등이 포함된다.  이러한 변화된 표현형들은 통상적으로 세포성 c-di-GMP 수준이 감소될 때 관찰

된다 (Kim H-S & Park H-D (2013) Ginger extract inhibits biofilm formation by Pseudomonas aeruginosa

PA14.  PloS  one  8(9):e76106;  Ueda  A  &  Wood  TK  (2009)  Connecting  quorum  sensing,  c-di-GMP,  pel

polysaccharide,  and  biofilm  formation  in  Pseudomonas  aeruginosa  through  tyrosine  phosphatase  TpbA

(PA3885). PLoS Pathog 5(6):e1000483).  따라서, 라피노스가 세포성 c-di-GMP를 감소시킴으로써 다양한 표현

형 변화를 유발하였다고 유추할 수 있다.  이러한 가정은 세포성 c-di-GMP를 과생산하는 P. aeruginosa 돌연변

이 (ΔwspF)를 사용한 실험들에 의해서 확인되는 바: 라피노스는 바이오필름 형성을 감소시켰고 (도 7b), 무리

운동성의 회복을 야기하였다 (도 2d).

c-di-GMP 수준은 서로 반대로 작용하는 두 가지 효소들에 의해서 조절된다.  c-di-GMP는 다이구아닐레이트 사이[0081]

클라아제 (DGCs)에 의해서 두 개의 GTP로부터 생산되고, 포스포디에스테라아제 (PDEs)에 의해서 pGpG를 거쳐서

두 개의 GTP로 분해된다 (Schirmer T & Jenal U (2009) Structural and mechanistic determinants of c-di-

GMP signalling. Nat Rev Microbiol 7(10):724-735).  세포성 c-di-GMP 수준을 감소시키기 위해서 두 가지 경

로가 가능한 바: GGDEF 도메인을 갖는 DGC의 활성을 감소시키거나, 또는 EAL 및/또는 HD-GYPs 도메인들을 갖는

PDE의 활성을 증가시키는 것이 그것이다.  실험 결과, 라피노스의 농도를 증가시키게 되면 P. aeruginosa의 PDE

활성이 증가되는 것으로 나타났으며 (도 7d), 이는 후자의 경로가 라피노스에 의해서 c-di-GMP 수준이 감소되는

메커니즘인 것을 의미한다.  이러한 가설은 다른 연구 결과에 의해서되 뒷받침되는 바 (Chung IY, Choi KB, Heo

Y-J,  &  Cho  Y-H  (2008)  Effect  of  PEL  exopolysaccharide  on  the  wspF  mutant  phenotypes  in  Pseudomonas

aeruginosa PA14. J Microbiol Biotechn 18(7):1227-1234), 상기 연구에서는  P. aeruginosa ΔwspF 돌연변이

를 사용하여 플라스미드 벡터 중에서 PDE 유전자인 pvrR을 클로닝함으로써 PDE 활성을 증가시켰다.  형질전환된

ΔwspF 돌연변이는 증가된 PDE 활성과 더불어 감소된 c-di-GMP 수준을 나타내었고, 무리 운동성이 증가하였다.

라피노스 처리에 의해서 c-di-GMP 수준이 감소하는 것을 설명함에 있어서, DGCs의 활성이 감소되는 가능성도 배

제할 수는 없다.

반면에, 세포성 c-di-GMP의 감소된 수준은 감소된 바이오필름 형성 뿐만 아니라, 성장 및 분산의 운동 모드와도[0082]

관련이 있는 것으로 보고된 바 있다 (Ueda A & Wood TK (2009) Connecting quorum sensing, c-di-GMP, pel

polysaccharide,  and  biofilm  formation  in  Pseudomonas  aeruginosa  through  tyrosine  phosphatase  TpbA

(PA3885). PLoS Pathog 5(6):e1000483).  바이오필름 분산은 편재화된 세포 사멸 및 용균에 의해서 개시되어,

탈출 세포들에 영양분을 제공하게 된다 (McDougald  D,  Rice  SA,  Barraud  N,  Steinberg  PD,  &  Kjelleberg  S

(2012) Should we stay or should we go: mechanisms and ecological consequences for biofilm dispersal.

Nat  Rev  Microbiol  10(1):39-50).   이는  바이오필름  마이크로군락들의  중공화  (hollowing)와  관련이  있다

(Barraud N, et al. (2006) Involvement of nitric oxide in biofilm dispersal of Pseudomonas aeruginosa.

J Bacteriol 188(21):7344-7353).  본 발명에서, 라피노스로 처리된 바이오필름에서 중공 구조들이 발견된 바

(도 2c), 라피노스가 세포성 c-di-GMP 수준을 감소시킴으로써 바이오필름 형성을 감소시켰을 뿐만 아니라, 바이

오필름의 분산을 촉발하였음을 의미한다.  이러한 가정은 유리 슬라이드 상에 형성된 P. aeruginosa 바이오필름
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으로부터 방출된 플랑크톤성 세포들을 측정함으로써 더욱 평가할 수 있다.  방출된 세포들의 개수는, 미처리된

세포들에 비해서, 100 μM 라피노스로 처리한 경우에, 1.8 - 3.6배 증가하였다 (도 8)  종합하면, 본 발명에 따

른 데이터들은 라피노스에 의한 세포성 c-di-GMP 수준의 조절에 의해서 갈락토시드류가 LecA에 결합하는 사실

및 P. aeruginosa 바이오필름의 형성을 억제하는 사실 (즉, LecA-리간드 경쟁적 억제만이 바이오필름 억제에 대

한 유일한 메커니즘은 아니라는 사실)을 뒷받침 해준다.  그럼에도 불구하고, LecA-라피노스 결합이 cdi-GMP 감

소를 야기하였는지 또는 라피노스가 LecA-라피노스 결합과는 독립적으로 c-di-GMP를 감소시켰는지에 대해서는

불명확하다.

한편, LecA 단백질이 바이오필름 형성과 관련된다는 사실을 주지할 필요가 있다.  Diggle 등 (Diggle SP, et[0083]

al.  (2006)  The  galactophilic  lectin,  LecA,  contributes  to  biofilm  development  in  Pseudomonas

aeruginosa. Environ Microbiol 8(6):1095-1104)은 P. aeruginosa 바이오필름에서 lecA 유전자 발현을 관찰하

였으며, LecA-과생산 균주에서는 바이오필름 형성이 증가되고, lecA 돌연변이에서는 감소됨을 보고한 바 있다.

본 발명에서는 RT-qPCR 분석방법을 사용하여 라피노스 처리에 의한 lecA 유전자 발현의 방해 여부를 조사하였다

(도 9a 및 9b).  야생형 P. aeruginosa에서 라피노스 처리에 의해서 lecA 유전자 발현이 50% 감소하였다.  흥미

롭게도, 세포성 c-di-GMP를 과생산하는 P. aeruginosa 돌연변이 (ΔwspF)는 야생형 균주에 비해서 lecA 유전자

발현의 측면에서 1.5배 증가를 보였으며, 라피노스 처리 이후에는 lecA 유전자 발현의 측면에서 30% 감소를 보

였다.  또한, P. aeruginosa lecA 녹아웃 돌연변이 (ΔlecA)는, 야생형 균주에 비해서, 세포성 c-di-GMP 수준

에서 감소를 나타내었으며, c-di-GMP 특이적 PDE의 활성 측면에서는 1.5배 증가를 나타내었다.  이러한 결과들

은 라피노스가 LecA에 결합함으로써 lecA 유전자 발현을 감소시켰으며, 이는 또한 세포성 cdi-GMP 수준의 감소

를 야기하였고, 궁극적으로 바이오필름 억제를 야기하였다.

라피노스는 다양한 식물들 (예를 들어, 콩, 양배추 및 브로콜리) 및 식물 종자들, 또한 생강에서 발견되는 일반[0084]

적인 갈락토올리고당이다.   왜 일부 식물들이 라피노스와 같은 박테리아성 바이오필름 억제제를 생산하는지에

대해서는 아직 밝혀진 바가 없으며, 그러한 바이오필름 억제제들이 우연히 생산된 것인지 또는 진화적 과정에서

생산된 것인지를 연구할 가치가 있다.  어떠한 이유이건 간에, 바이오필름 억제제들의 생산은 식물들에 생존 이

득을 부여하는 것으로 보인다.  예를 들어, 오스트리아산 홍조류는 바이오필름 형성을 억제하는데 효과적인 할

로겐화된 푸라논을 생산하고 (Hentzer M, et al. (2003) Attenuation of Pseudomonas aeruginosa virulence by

quorum sensing inhibitors. The EMBO journal 22(15):3803-3815), 이는 다시 식물에 대한 광을 차단하는 미생

물 군락화를 방지하는 것으로 보고된 바 있다.  바이오필름 억제제는 다양한 의료적 및 산업적 분야에 응용될

수 있다.  항생제 내성을 갖는 병원성 박테리아들의 숫자가 증가하여 항생제 치료법에 곤란을 야기하고 있으며,

예를 들어, 95% 이상의 P. aeruginosa가 젠타마이신 (gentamicin), 카르베니실린 (carbenicillin), 코-트리목

사졸 (co-trimoxazol),  세프티족심 (ceftizoxime),  및 테트라사이클린 (tetracycline)  치료법에 내성을 갖는

것으로 알려져 있다 (Davies D (2003) Understanding biofilm resistance to antibacterial agents. Nat Rev

Drug Discov 2(2):114-122).  박테리아 성장에 영향을 주지 않는 바이오필름 억제제는 바이오필름 형성을 수반

하는 감염성 질병들을 치료하는데 있어서 항생제에 대한 새로운 대안으로 떠오르고 있다.  이러한 물질들은 또

한 바이오파울링 (biofouling) 문제들을 해결할 수도 있는 바, 수처리, 수 분배 파이프, 선박 선체, 세탁기, 가

습기, 식기 세척기 등과 같은 다양한 장치들의 막 필터에 사용되는 살생제를 대체할 수 있다.
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