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그가 이르되 여호와의 말씀이 이 골짜기에 개천을 많이 파라 하셨나이다. 여호와께서 

이르시기를 너희가 바람도 보지 못하고 비도 보지 못하되 이 골짜기에 물이 가득하여 

너희와 너희 가축과 짐승이 마시리라 하셨나이다. (열왕기하 3장 16-17장) 
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ETBF : enterotoxigenic Bacteroides fragilis  

BFT : Bacteroides fragilis toxin    

IBD : inflammatory bowel disease 
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COX-2 : Cyclooxygenase-2  
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국  문  요  약  

 

     ETBF는  장독소를  분비하는  B. fragilis 종으로  비록  일부 (10-

3 0 % )  정 상 인 에 서 도  검 출 되 지 만  감 염  시  주 로  대 장 염 과  설 사 를  

유 발 하 는  원 인 균 으 로  알 려 져  있 다 .  사 람 과  마 우 스  연 구 를  통 해  

E T B F가  분비하는  장독소인  B F T가  2 0  k D a  크기의  m e t a l l o p r o t e a s e 

이며  이  단백질이  감염부위조직  내  장상피세포  간  결합에  관여하는  

E-Cadherin을  분절함으로써  대장염을  유발한다는  사실이  확인되었다 . 

또 한  최 근 에  정 상 인 에  비 해  염 증 성 장 질 환 ( I B D )  환 자 와  대 장 암  

환 자 에 서  E T B F  검 출 빈 도 가  높 다 는  사 실 이  보 고 되 면 서  E T B F가  

대장암을  유발하는  원인균일  가능성이  제시되고  있다 . 본  실험에서는  

비 교 적  수 명 이  길 어  대 장 암  발 병 연 구 에  유 용 할  것 이 라  기 대 되 는  

몽골리안  저빌에  ETBF 감염  시  대장염이  유발되는  지를  연구하였다 . 

E T B F에  감 염 된  몽 골 리 안  저 빌 은  정 상  대 조 군 에  비 해  몸 무 게 가  

급격하게  감소하였고  설사와  탈수증세를  나타내었다 . 또한  대변에서는  

감염  후  수일동안  지속적으로  높은  수치로  ETBF가  검출되었다 . 이를  

통해  몽골리안  저빌에  ETBF가  감염되며 , 감염이  지속됨을  확인하였다 . 

감 염 된  몽 골 리 안  저 빌 의  장 을  적 출 ,  조 직 학 적  검 사 를  통 하 여  

염증여부를  확인한  결과  장염이  유발된  소견을  관찰할  수  있었다 . 

특 이 적 으 로  대 장 과  맹 장 에 만  염 증 이  유 발 되 고  소 장 에 는  염 증 이  

유발되지  않음을  확인하였다 . 이를  통해  몽골리안  저빌에  ETBF 감염  

시  대 장 염 이  유 발 됨 을  알  수  있 었 다 .  다 음 으 로  E T B F감 염 에  의 한  

몽 골 리 안  저 빌 의  대 장 염  발 생 기 전 을  조 사 하 기  위 해  E - C a d h e r i n 
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분 절 여 부 를  확 인 한  결 과  사 람 과  마 우 스  연 구 결 과 와 는  상 이 하 게  

E T B F감염에  의한  E - C a d h e r i n  분절은  확인되지  않았다 .  본  연구를  

통해  몽골리안  저빌도  ETBF에  감염되고  그  결과  대장염이  유발한다는  

것을  확인할  수  있었다 .  본  연구결과는  마우스에  비해  수명이  긴  

몽 골 리 안  저 빌 을  E T B F  연 구 의  동 물 모 델 로  사 용 할  수  있 음 을  

제시하였고 ,  향후  본  동물모델  시스템을  이용하여  ETBF  만성감염과  

대장암  유발관계에  관한  연구를  수행할  수  있을  것으로  기대된다 .  

 

핵심용어 : ETBF, B. fragilis toxin, 몽골리안  저빌 , 대장암 , 대장염 , 

염증성대장질환인 , E-cadherin 
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I. 서론  

 

Enterotoxigenic Bacteroides fragilis (ETBF)는  B. 

fragilis 중에  장독소  (Bacteroides fragilis toxin)(BFT)를  

분비하는  종으로  1984년  양의  설사에서  처음  분리  되었으며  그  

후  1992년  사람에게서  분리  되었다 (1, 2).  ETBF는  대장  내  상주  

균으로서  일부 (10 — 30 %) 정상인에서도  검출된다 (2). 특정  

상황에서  사람과  동물에  대장염  (colitis)을  유발하는  것으로  

알려져  있으며  설사를  동반한다 (19, 20). 정상인에  비해  

대장암과  활동성  염증성대장질환  (inflammatory bowel 

disease)(IBD) 환자에서  ETBF의  검출빈도가  높다는  보고가  

있어 (3, 4, 5), ETBF 감염이  염증성대장질환  발병과  연관성이  

있다는  가설이  대두되고  있다 (5). 현재  우리나라는  정상인의  

ETBF 보유율조차  조사되어  있지  않은  상태이다 . 

IBD는  일종의  난치성  소화기  계통의  장  질환으로  병인과  

병태생리  및  효과적인  치료는  여전히  불분명한  상태이다 (33, 34). 

IBD는  임상에서는  흔히  복통 , 설사  및  농혈  점액변이  주요한  

증상이며  병변은  점막  및  점막  하층에서  주로  나타나고  

병리학적으로  볼  때  궤양이  형성되고  농양돌기가  되고  작은  

혈관염증 , 배상세포의  감소  및  각종  유형의  염증  세포가  

생성되는  비특이성  증상이  있다 . 특히  궤양이  형성된  후  IBD 
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환자의  13% 정도가  대장암으로  진행되는  것으로  보고되고  

있다 (35, 38). 

World Health Organization (WHO) 에서  암을  일으키는  

세균으로  지정한  Helicobacter pylori 는  전세계적으로  인구의  

50%가  감염  되어  있으며  감염  인구의  일부가  위염을  앓고 , 

위염환자의  일부가  위암으로  발전한다 (7, 8). 이와  비슷하게  

ETBF 보유자의  일부가  대장염을  앓고 , 장기간  대장염  이  지속된  

환자의  일부에서  대장암이  발생할  가능성이  있다고  사료된다 . 

염증은  외부로부터의  자극에  대한  생체조직의  방어  반응의  

하나로 , 조직변질 , 순환장애와  조직증식의  세  가지를  병발하는  

생체의  변화이다 (36,37). 생체에서  염증반응이  개시되면  다양한  

염증매개물질들이  생성되어  발적 , 발열 , 종창 , 동통 , 기능장애  

등의  증상이  나타난다 (36). 선천면역 (innate immunity)은  

박테리아나  바이러스  감염 , 스트레스에  대해  방어  할  수  있도록  

다양하고  효과적인  작용기전을  통하여  빠르게  활성화  되는  

고전적  숙주방어이다 . 그러나  지속적이며  과도한  면역반응은  

조직손상을  촉진하여  일부에서는  패혈증과  만성염증을  

유도한다 (37). 염증반응에  핵심적인  역할을  담당하고  있는  

대식세포 (macrophage)는  선천면역뿐만  아니라  적응면역 (adaptive 

immunity)등  다양한  숙주반응에  관여하여  항상성  유지에  관여  

하는  것으로  알려져  있다 (38). 대식세포는  내독소 , mitogen, 
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virus 등에  의해서  활성화  된다 (40). 또한  lipopolysaccharide 

(LPS)와  같은  외부의  자극에  의해  염증반응을  조절하는  

핵심적인  전사인자를  활성화  시키며 , 그  결과  inducible nitric 

oxide synthase (iNOS), cyclooxygenase-2 (COX-2) 등과  같은  

효소를  발현시켜  nitric oxide (NO), prostaglandin (PG)E2 및  

염증성  사이토카인 (cytokine) 등의  염증매개물질들을  

생성한다 (39, 40). 이러한  염증매개물질들은  감염초기에  세균을  

죽이거나  종양을  제거시키는  역할을  담당하지만 , 

염증매개물질들의  과도한  형성은  만성염증을  유발시키게  되며  

조직의  손상 , 유전자  변이  및  신경  손상  등을  유발하는  것으로  

알려져  있다 (41). 감염과  연관된  염증  과정들은  그  영향을  받는  

종양  형성을  향상시키는  것으로  알려져  있다 . 예를  들어 , 

인간에서  만성  간염  (hepatitis B virus 이나  hepatitis C 

virus)은  간암을  유도하고  만성  Helicobacter pylori 감염은  

위암의  발생과  연관되어  있다고  알려져  있다 (9, 18). 역학조사에  

의하면  정상인에서  ETBF가  12% 검출된  것에  비해  장암환자에서  

38%로  더  높게  검출된다는  보고도  있다 (6). 또한  대장에  

기생하는  세균들은  염증반응들이  상피세포의  항상성을  파괴하기  

때문에  대장암에서  감염과  염증  과정들은  연구의  상당한  관심의  

대상이  되고  있는  가운데 (11) ETBF가  인간의  장  조직에  영향을  

미쳐  작게는  장염에서  크게는  장암  발병에  관여할  가능성이  
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제기되고  있어서  ETBF가  장조직에  어떠한  기작을  통하여  영향을  

미쳐  대장염을  유발하는지 , 또한  이렇게  유발된  염증이  

지속되어  일부는  장암으로까지  발달하는  기전을  연구하는  것은  

중요하다고  사료된다 .  

BFT는  ETBF가  분비하는  독성인자로  2가  양이온과  결합하는  

histidine 3개가  배열되어  있는  20 kDa 크기의  metalloprotease 

이다 (13, 21, 22). BFT는  3가지의  isoforms (bft-1, bft-2, bft-

3) 을  갖으며  3가지의  isoform 모두  유사한  생물학적  활동성을  

나타낸다 (12, 13, 14). BFT의  crystal structure을  분석해  본  

결과  BFT는  사람의  metalloprotease와  구조적으로  가장  유사하고  

미생물세계에서는  유사한  protease가  없다 (15).  BFT는  in 

vitro와  in vivo에서  항시  분비되는  독소로서  인접한  

장상피세포간의  결속을  유지시키는  세포결합단백질의  하나인  E-

cadherin의  분절을  유도하여  (23, 24, 31) 상피세포층에  손상을  

야기한다는  가설과  장상피세포  (intestinal epithelial cell) 

막에  존재하는  수용체와  결합하여  장상피세포  내단백분해효소를  

활성화하여  E-cadherin의  분절을  유도하여  상피세포층의  손상을  

유발하여  대장염을  발병  시킨다는  두  개의  가설이  있다 . BFT는  

β -catenin, tyrosine kinase, NF-κB 및  MAPK를  활성화하여  

interleukin-8 (IL-8) 분비를  유도하며  BFT 처리  초기에는  

상피세포증식이  일어나지만  나중에는  상피세포의  
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자가세포사 (apoptosis) 가  일어난다는  보고가  있다 (16, 17).  

  현재  국내에서  염증성  대장질환을  가진  환자가  크게  증가하는  

추세이나  예방보다는  치료에  초점을  맞추고  있는  실정이다 . 

대장암  연구도  국내외에서  활발하게  진행되고  있으나  진단  및  

치료에  높은  비중을  두고  있으며  그  예방에  대한  연구는  미흡한  

실정이다 .  본  연구에서는  ETBF가  대장염 , 대장암  유발  원인의  

하나일  것  이라는  가설을  기초로  한다 . C57BL/6 마우스의  경우  

ETBF가  분비하는  BFT에  의해  장염을  일으킨다고  보고된  바  있다 . 

그러나  C57BL/6 마우스에서는  최장  16개월까지  관찰하였으나  

대장암을  발견하지  못하였으나  장암모델인  Min 마우스 (APC+ /-) 

에서는  ETBF가  용종수와  크기를  증가시켰다 (25-30).  

ETBF가  대장암을  일으킬  수  있는지  알아보기  위해  몽골리안  

저빌에  ETBF를  접종하였다 .  몽골리안  저빌은  마우스에서  

발병하지  않는  Helicobacter pylori에  의한  위암의  바로  

전단계인  위축성  위염을  일으키는  동물이기  때문에  마우스에서  

확인  할  수  없었던  대장암을  확인  할  수도  있을  것이라는  

예상하에  몽골리안  저빌을  선택  하였고  몽골리안  저빌에  ETBF를  

접종하여  몽골리안  저빌의  ETBF 감염여부와  감염기전에  대해  

연구하였다 .  
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Ⅱ. 실험재료 및 방법 

 

1. 실험동물  및  ETBF의  감염 

 

실험  동물은  Central Lab Animals (Seoul, Korea)에서  구입한  

몽골리안  저빌 (1 년령 , 암컷 )을  사용하였다 . 사육에  필요한  

사료와  깔짚 , cage는  모두  멸균처리하여  사용하였으며 , 23℃ , 

습도  55%, 12시간  간격으로  소등과  암전이  되는  환경에서  

멸균된  공기가  공급되도록  사육하였고  시판되는  rat diet 

(Central Lab Animals)과  멸균된  물을  자유롭게  섭취하도록  

공급하였다 . 본  연구에는  돼지에서  분리된  ETBF strain 86-5443-

2-2(bft-2)를  사용했다 (31). ETBF는  37℃ , 혐기성  상태에서  

vitamin K (0.5 ug/ml), hemin (5 ug/ml), clindamycin (6 ug/ml), 

gentamicin (50 ug/ml)이  첨가된  brain heart infusion broth에  

배양했다 (13, 14). ETBF 접종  일주일  전 , 멸균된  물 (500 ml)에  

항생제  clindamycin (50 ug/ml), gentamicin (150 ug/ml)을  

공급하였다 . 저빌에  ETBF 5 X 109 colony forming units (CFU)를  

구강으로  투여하였다 . ETBF를  접종한  저빌과  ETBF를  접종하지  

않은  저빌을  구분하여  cage에  넣어  사육하였으며  매일  저빌의  

무게와  상태를  관찰하였다 . 
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2. 대변  내  ETBF의  감염  측정  

 

저빌을  빈  cage에  잠시  분리해  두어  대변을  얻었다 . 대변은  

1.5 ml tube에  받아  무게를  측정하였다 . Fecal pellet에  500 

ul의  phosphate-buffered saline (PBS)을  첨가한  후  pestle을  

이용하여  갈아주고 , vortex 한  후  PBS로  계대희석하여  vitamin K 

(0.5 ug/ml), hemin (5 ug/ml), clindamycin (6 ug/ml), 

gentamicin (50 ug/ml)이  첨가된  Brain Heart Infusion Agar 

(BHIA) plate (Research Products International Corp, USA)에  

접종하였다 . 대변을  접종한  plate는  anaerobic jar에  넣어  37℃  

incubator에서  48시간  배양하여  대변  내의  ETBF의  CFU를  

측정하였다 . 

 

 

3. 해부 

 

밀폐된  상자에  저빌을  넣고  CO 2를  주입하여  질식사  시켰다 . 

저빌을  배를  보이게  눕히고 , 핀으로  각  다리를  펼쳐놓은  상태로  

고정한  후 , 70% alcohol을  뿌려  털이  날리지  않게  적셔주었다 . 

표피를  항문  쪽에서부터  목까지  가른  후 , 내피를  항문  

쪽에서부터  목까지  가르고  위에서부터  항문까지의  소화기관을  
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조심해서  드러냈다 . 소장을  차가운  saline으로  3회  세척한  후 , 

proximal, middle, distal으로  구분하여  3등분하였다 . 대장도  

차가운  saline으로  3회  세척한  후 , proximal, middle, 

distal으로  구분하여  3등분하고  다시  2 등분하여  위에  가까운  

윗쪽은  cassette에  넣어  10% formalin에  담가  고정했다 . 다른  

한쪽은  1.5 ml tube에  넣어  -80℃  에  보관했다 . 맹장  (cecum)은  

차가운  saline으로  3회  세척한  후 , 2등분하여  반은  1.5 ml 

tube에  -80℃  에  보관하고  나머지  부분은  cassette에  넣어  10% 

formalin에  담가  고정했다 .  

 

 

4. 대장  조직의  lysates 준비 

 

대장  조직을  protease inhibitor cocktail (Calbiochem, 

USA)이  포함된  radioimmunoprecipitation assay (RIPA) lysis 

buffer (Millipore, USA) 300 μl로  잘  으깬  후 , ice에서  30 분간  

lysis 했다 . 그  후  lysates를  14,000 rpm, 4℃  에서  20 분간  

원심분리하고  NanoQuant spectrophotometer (TECAN, 

Switzerland) 으로  lysate의  단백질을  정량했다 .  
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5. Western blot 분석  

 

Protein (7.5 ug)에  total volume 10 ul가  되게  lysates을  5× 

SDS-PAGE loading buffer [60 mM Tris-HCl (pH 6.8), 2% SDS, 

2.5% glycerol, 14.4 mM 2-mercaptoethanol, 0.1% bromophenol 

blue] 에  혼합한  후  각  well에  10% SDS-PAGE gel [1.0 mm, 

separating gel 10%, stacking gel 3.7%, 10 well]에서  120V로  

1시간  30분간  전기영동했다 . 그  후  단백질을  nitrocellulose 

membrane (Bio-Rad, USA)로  70V로  1 시간  transfer하고  

transfer된  nitrocellulose membrane 를  5% skim milk (Becton-

Dickinson, USA)에서  1시간  동안  blocking 한  후  primary Ab 

(Table 1)를  5% skim milk로  1:1000 희석하여  4℃에서  12시간  

반응시키고  PBST [PBS, Tween-20 05%(v/v)]에  5분간  3회  washing 

하였다 . Secondary Ab를  후  5% skim milk로  1:10,000로  희석하여  

실온에서  1시간  반응시킨  후  PBST에  5회  washing 하였다 . 

Nitrocellulose membrane을  enhanced chemiluminescence (ECL) 

kit (Thermo, USA)로  반응시키고  X-ray film (Denville 

Scientific, USA)으로  현상하였다 .  
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Table 1.  List of primary antibodies 

 Antibody Clone Company Cat # 

Adherens  

junction  

Rabbit anti-E-cadherin H-108 Santa Cruz sc-7870 

Rat anti-mouse-E-cadherin ECCD2 Zymed 13-1900 

Rat anti-mouse-E-Cadherin ECCD1 Zymed 13-1800 

Mouse anti-E-cadherin C36 BD 610182 

Mouse anti-N-cadherin 3B9 Zymed 33-3900 

Rabbit anti-pan-cadherin - Zymed 71-7100 

Tight 

junction 

Mouse anti-occludin OC-3F10 Zymed 33-1500 

Rabbit anti-occludin - Zymed 71-1500 

Rabbit anti-claudin-5 - Invitrogen 34-1600 

Desmosomal 

junction 

Mouse anti-desmoglein-1 27B2 Zymed 32-6000 

Mouse anti-desmoglein-2 6D8 Zymed 32-6100 

Mouse anti-desmoglein-3 5G11 Zymed 32-6300 
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6. 대장  조직의  H&E 염색 

 

10% formalin에  고정한  조직을  수돗물에  약  4시간  가량  

충분히  수세  한  후  ethanol 70%, 90%, 95%, 100% 순으로  각각  

1시간  탈수를  진행하고  100% ethanol에서  1시간  30분간  2회  

담궈  탈수하였다 . Xylene에  1시간  30분간  2회  담궈  투명과정을  

진행하였다 . Paraffin을  침투시켜  포매하고  5 um 두께로  

박절하였다 . Xylene에  3분간  2회  담근  후 , ethanol 100%, 95%, 

95%, 80% 순으로  각각  15회  침전한  후 , 수돗물에  수세하고  

Harris hematoxylin에  2분간  염색한  후 , 수돗물에  2회  수세하고  

1% HCl-alcohol에  2회  침전하였다 . 수돗물에  2회  수세하고  

eosin에  1분간  염색한  후 , ethanol 95%, 95%, 100%, 100%, 100% 

순으로  각각  15회  침전하고  ethanol-xylene에  15회 , xylene에  

15회씩  2회  침적하고  봉입하였다 . 
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III. 결과 

 

1. 몽골리안  저빌  장내의  ETBF 감염  

 

ETBF가  저빌의  장내에서  증식할  수  있는지  알아보기  위해서  

ETBF 접종  후  저빌의  대변을  PBS로  계대희석하여  BHIA plate에  

접종하여  anaerobic jar에  넣어  37℃  incubator에서  48시간  

배양하였다 . 몽골리안  저빌에  clindamycin, gentamicin을  멸균  

증류수를  통해  공급하였고  BHIA plate 내에도  clindamycin, 

gentamicin이  포함되어  있어  저빌의  대변  내의  ETBF만  

선택적으로  배양하여  CFU를  측정했다 . ETBF를  접종한  몽골리안  

저빌  모두  대변  내에  ETBF가  5 X 109 – 6 X 10 10 CFU/gram 

stool로  검출되었다 (Figure 1). ETBF를  접종하지  않은  몽골리안  

저빌에서는  ETBF가  검출되지  않았다 . 이  실험을  통해  ETBF가  

몽골리안  저빌을  감염시킬  수  있다는  것을  최초로  확인하였다 . 
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Figure 1. ETBF colonization in infected gerbils.  

Fresh stool were collected, immediately weighed, resuspended 

in PBS and then serially diluted onto BHIA plates containing 

clindamycin and gentamicin. Colonization of ETBF is shown as 

CFU/gram stool. The dotted line shows the detection limit (3 

x 102 CFU). ETBF was not detected in uninfected gerbils. Each 

dot represents one mouse. Bars indicate median value.  
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2. ETBF 접종에  의한  몽골리안  저빌의  몸무게  변화   

 

ETBF를  접종한  저빌의  경우  접종  후  2일  후부터  무기력하며  

움직임이  감소하고  웅크린  자세를  취하고  있었다 . 대변은  

촉촉하고  항문은  젖어  있었으며  설사를  하였다 . ETBF를  접종한  

저빌의  무게는  접종  후  일시적으로  감소하였고  PBS만  접종한  

저빌 (MOCK)의  경우  6일  내내  항상  건강한  활동성을  보였고  무게  

감소를  보였다  (Figure 2a). ETBF를  접종한  저빌의  경우  접종  

6일  후에  맹장의  크기가  MOCK 저빌의  맹장의  크기보다  

작았다 (Figure 2b). 
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Figure 2. Body weight change and intestinal morphology in 

gerbils inoculated with ETBF (5 X 109 CFU) for 6 days.  

(a) Body weight change. The daily body weight of individual 

gerbils was normalized to the starting body weight. N=5, mock. 

N=7, ETBF. (b) Gross morphology of the intestine. S:stomach, 

Si:small intestine, C:cecum,  Li:large intestine, R:rectum. 

Scale bars, 1 cm.  
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3. ETBF 접종에  의한  몽골리안  저빌의  장염  발생  

 

ETBF를  저빌에  접종하였을  경우  저빌의  대장  내부에서  

ETBF 감염에  의해  염증을  일으키는지  알아보기  위해서  저빌을  

해부하여 , 맹장과  대장 , 소장을  분리했다 . 분리한  대장과  

소장을  proximal, middle, distal으로  등분하여  대장의  등분된  

proximal, middle, distal부분과  소장의  등분된  distal 부분을  

H&E 염색을  하여  광학현미경을  이용하여  40배율 , 100배율 , 

400배율로  관찰하였다 . ETBF를  접종한  몽골리안  저빌에서는  MOCK 

저빌에  비해  맹장과  대장의  모든  부분에서  염증을  관찰  할  수  

있었다 . 그러나  소장에서는  염증을  관찰  할  수  없었다 (Figure 

3). 
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Figure 3. Histological evaluation of colitis induced by ETBF.  

Histopathology was examined by H&E staining. H&E-stained tissue sections of mock- and ETBF-

infected gerbils for 6 days post-infection. (a) cecum (b) distal colon (c) middle colon (d) 

proximal colon (e) distal small intestine. Magnification (x40, x100, x400) 
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4. 몽골리안  저빌  실험에서  ETBF에  의한 E-cadherin의  

분절  여부   

 

ETBF는  사람과  마우스에서  E-cadherin을  분절시켜  장염을  

야기시킨다고  알려져  있다 (17). 몽골리안  저빌에서도  염증이  

일어난  기전이  마우스와  사람에서와  같이  E-cadherin의  분절에  

의한  것인지  알아보기  위해  Western blot을  통해  E-cadherin을  

검출하였다 . ETBF 접종  후 , 6일  후에  distal colon과  middle 

colon의  상피세포층에서  E-cadherin (~120 kDa)을  western 

blot을  통해  확인해  본  결과  E-cadherin가  분절되지  않았고  

ETBF를  접종한  저빌과  MOCK 저빌에서의  차이가  발견되지  않았다  

(Figure 4). 그러므로  사람과  마우스에서는  달리  ETBF가  저빌의  

E-cadherin을  분절하지  않고  다른  기작으로  인해  장염을  

일으킨다고  사료  된다 . 
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A)                             B) 

 

 

Figure 4. Western blot analysis of E-cadherin in ETBF-

infected gerbils.  

Epithelial cell lysates from distal colon (DC) and middle 

colon (MC) of Mock-infected or ETBF-infected gerbils were 

examined for A) E-cadherin and B) GAPDH expression. MCF7 

(human breast cell line) was used as a control for E-cadherin 

expression. 
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5. 장상피세포  epithelial cell junction 단백질  분석  

 

저빌의  경우  E-cadherin이  분절되지  않은  것으로  보아  

adherens junction의  E-cadherin 이외의  다른  junction의  

단백질에  의한  기작에  의해  염증이  일어나는  것으로  예상하였다 . 

따라서  몽골리안  저빌에서  염증이  일어난  기전을  알아보기  위해  

각  junction의  단백질을  Western blot을  통해  검출하였다 (10). 

Occludin과  claudin은  tight junction을  형성하는  단백질이며  

desmoglein은  desmosomal junction을  형성하는  단백질이다 . ETBF 

infection의해  이러한  단백질이  분절되는지  확인하였다 . 그러나  

본  실험에서  사용된  항체는  몽골리안  저빌에  cross reactivity가  

없어  단백질  자체가  검출되지  않았다 (Table 2). 그러므로  분절  

여부를  확인  할  수  없었다 . 
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Table 2.  Western blot analysis of junctional proteins 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Antibody Clone Size (kDa) Detection 

Adherens  

junction  

Rabbit anti-E-cadherin H-108 120 X 

Rat anti-Mouse-E-cadherin ECCD2 120 X 

Rat anti-Mouse-E-Cadherin ECCD1 120 X 

Mouse anti-E-cadherin C36 120 O 

Mouse anti-N-cadherin 3B9 - X 

Tight junction 

Mouse anti-occludin OC-3F10 220 X 

Rabbit anti-occludin - 220 X 

Rabbit anti-claudin-5 - 22-65 X 

Desmosomal 

junction 

Mouse anti-desmoglein-1 27B2 165 X 

Mouse anti-desmoglein-2 6D8 165 X 

Mouse anti-desmoglein-3 5G11 140 X 



 27 

IV. 고찰  

 

ETBF는  대장  내  상주  균으로서  일부 (10 — 30 %) 정상인에서도  

검출된다 (2). 특정  상황에서  사람과  동물에  대장염  (colitis)을  

유발하는  것으로  알려져  있으며  설사를  동반한다 (19, 20). 

정상인에  비해  대장암과  활동성  염증성대장질환  (IBD) 환자에서  

ETBF의  검출빈도가  높다는  보고가  있어 (3, 4, 5), ETBF 감염이  

염증성대장질환  발병과  연관성이  있다는  가설이  대두되고  

있다 (5). 

이미  마우스  실험을  통해  ETBF의  장독소인  BFT가  E-

cadherin을  분절함으로서  대장염을  유도  한다고  보고된  바  

있다 (17). 하지만  C57BL/6 마우스  실험을  통해서는  ETBF가  

대장암을  유발하지는  않았다 (17). 본  연구자는  ETBF가  대장암을  

유발하는지  알아보기  위해  몽골리안  저빌에  ETBF를  접종하여  

몽골리안  저빌에서의  ETBF 감염여부와  감염기전에  대해  

연구하고자  하였다 . 

ETBF가  감염  되었는지를  알아보기  위해  저빌에서  대변을  얻어  

대변  내  ETBF의  CFU를  측정한  결과  ETBF를  접종한  몽골리안  

저빌에서는  대변  내에  ETBF가  5 X 109  – 6 X 10 10 CFU로  일정하게  

유지  되었고  ETBF를  접종하지  않은  MOCK-저빌의  대변에서는  

ETBF가  검출되지  않았다 . 따라서  몽골리안  저빌에  ETBF가  



 28 

감염된다는  것을  알  수  있었다 . 장염이  발병하면  설사와  함께  

몸무게의  감소가  일어나게  된다 . ETBF를  접종한  몽골리안  저빌은  

관찰  기간  동안  설사를  하였고  무게  또한  접종  후  지속적으로  

감소  하였고  MOCK-저빌의  경우  6일  내내  항상  건강한  활동성을  

보였고  일시적인  무게  감소를  보였다 . 마우스의  경우  ETBF 

대변내의  수는  유지  됨에도  불구하고  체중은  감소됐다가  다시  

회복  되는  양상을  보였다 (13). 마우스에서  이토록  체중이  

감소되었다가  다시  회복되는  이유는  두  가지를  예상하는데  

한가지는  항체에  의해  중화되거나  BFT의  분비량이  감소되는  

것을  예상한다 . ETBF에  의한  장염의  발병을  알아보기  위해  

몽골리안  저빌의  맹장과  대장을  H&E 염색  하여  본  결과  ETBF를  

접종한  몽골리안  저빌  맹장과  대장에서  염증을  관찰  할  수  

있었고  ETBF를  접종하지  않은  몽골리안  저빌에서는  염증이  관찰  

되지  않았다 . 이로써  ETBF는  몽골리안  저빌에서  장염을  

일으킨다는  것을  알  수  있었다 .  

ETBF를  접종한  저빌이  결국  모두  죽었다 . 마우스의  경우는  

생존률이  높았지만  저빌이  죽은  이유는  마우스에  접종한  ETBF의  

양보다  저빌에  접종한  양이  너무  많았던  것일  수도  있고  또는  

저빌이  마우스  보다  ETBF에  더  예민하게  반응해서일  수도  있다 . 

예를  들어  패혈증을  유발하거나  쇼크로  인해서  혹은  설사에  

의한  탈수에  의해서  발생  할  수도  있을  것으로  예상된다 . 또한  



 29 

ETBF를  접종한  저빌이  모두  죽은  것과  체중의  지속적인  감소는  

어떠한  상관  관계가  있을  것으로  추측한다 .  

ETBF의  장독소인  BFT는  in vivo와  in vitro 에서  항시  

분비되는  독소로서  장상피세포  막에  존재하는  수용체와  결합하여  

장상피세포내  단백분해효소를  활성화하여  세포결합단백질의  

하나인  E-cadherin을  분절을  유도하여  상피세포층에  손상을  

야기함으로써  장염을  유발한다는  가설이  있다 . 이미  보고된  

바에  의하면  마우스와  사람의  경우  BFT에  의해  E-cadherin 이  

분절되고  장염이  유발된다는  보고가  있다 (13). 하지만  몽골리안  

저빌의  경우  장염은  일어났으나  western blot 결과로  보았을  때  

E-cadherin이  분절되지  않았다 . 따라서  몽골리안  저빌의  경우  

E-cadherin 이외의  다른  단백질의  분절에  의해  장염이  

발병된다고  예상하였다 . BFT가  몽골리안  저빌에서  장염을  

유발시키는  기전을  알아보기  위해  tight junction에  존재하는  

occluding, claudin-5 그리고  desmosomal junction에  존재하는  

desmoglein-1, -2, -3가  분절되는지  western blot을  통해  

확인했다 . 그러나  항체가  cross reactivity가  없어  단백질  

자체가  검출되지  않았다 . 그래서  BFT가  저빌의  tight junction과  

desmosomal junction에  영향을  주는지는  확인하지  못했다 . 

비록  이번  실험을  통해  저빌에서  대장암의  발생은  보지  

못하였지만  저빌  또한  마우스와  같이  ETBF 접종에  의해  장염이  
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발생한다는  것을  알  수  있었으며  장염을  유발하는  기전은  

마우스와  다를  수  있다는  것을  알  수  있었다 . 추후에는  저빌에  

접종한  ETBF의  CFU을  줄이거나  BFT-2 이외에  BFT-1, BFT-3를  

분비하는  ETBF를  접종해  보는  것도  좋을  것  같다 . 무엇보다도  

저빌의  특이성이  있는  Ab의  수급이  시급하다 .  
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V. 결론  

 

이번  실험을  통해  저빌도  ETBF에  감염되고  장염이  

발병한다는  것을  알  수  있었다 . 앞으로는  저빌에서  ETBF가  

장암을  일으킬  수  있는지에  대한  연구를  위해  저빌에서  ETBF가  

장기간  감염상태를  유지  할  수  있도록  할  필요가  있다 . 
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ABSTRACT  

 

Evaluation of the Mongolian gerbil as an experimental animal 

model for Enterotoxigenic Bacteroides fragilis induced colitis.  

 

 

                                                      Yim, Sejin  

                            Department of Biomedical Life Sceince  

              The Graduate School of Health and Environment 

                                              Yonsei University 

 

Enterotoxigenic Bacteroides fragilis (ETBF) is a molecular 

subset of B. fragilis which secretes an enterotoxin. ETBF infection 

results in colitis and diarrhea but it can also be detected in 10~30% of 

asymptomatic individuals. Studies in humans and mice demonstrated that 

the secreted enterotoxin is a 20 kDa metalloprotease which induces 

ectodomain cleavage of the cell-cell junctional protein, E-cadherin, 

resulting in colitis. Recent results from several studies have shown 

that ETBF was found at a higher prevalence in inflammatory bowel disease 

(IBD) patients and colorectal cancer patients compared to normal 
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individuals. In previous studies, ETBF infection of mice induced a 

chronic colitis but not colon cancer. It is possible that ETBF infection 

may have induced colon cancer if the mouse life span had been longer. In 

this study, I tested whether the Mongolian gerbil would be susceptible 

to ETBF infection. I found that ETBF infected gerbils exhibited a 

dramatic decrease in body weight accompanied by diarrhea and dehydration. 

In addition, ETBF was present in the stool for the duration of the 

experiment suggesting that the Mongolian gerbil was successfully 

colonized by ETBF. I examined the histology of the colon and found that 

inflammation was limited to the large intestine. However, E-cadherin 

cleavage was not evident in the mucosal epithelial cells of infected 

gerbils suggesting that a different mechanism was involved in colitis in 

gerbils compared to humans and mice. This study demonstrates that the 

Mongolian gerbil could be used as model for ETBF infection. The longer 

life-span of the gerbil compared to the mouse provides an appropriate 

model to determine the long term effects of ETBF on chronic colitis and 

colon cancer. 

 

Key words : ETBF, B. fragilis toxin, Mongolian gerbil, colorectal cancer, 

inflammatory bowel disease, E-cadherin 
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