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Mutation of rpoB gene in M leprae isolates from Korea
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  Global efforts to control leprosy by intensive chemotherapy, including rifampin, 

have led to a significant decrease in the number of registered patients. But emergence 

of rifampin-resistant strains of pathogenic mycobacteria has threatened the 

usefulness of this drug in treating mycobacterial diseases. Mutations in the 

rpoB gene, encoding the subunit of RNA polymerase, were reported to result in 

resistance to rifampin in several mycobacterial species, including M leprae. To prevent 

the emergence and transmission of drug-resistant leprosy and to identify and treat 

existing cases, it is necessary to establish rapid methods for detection of drug 

resistance in M leprae. However, M. lepraehas not been cultivated on artificial 

media; therefore, to identify drug susceptibility patterns, bacteria must be tested 

using Shepard's mouse footpad assay. This in vivo method requires at least 6 months 

and relatively large numbers of bacteria. Recently, there have been advances in the 

elucidation of molecular events responsible for drug resistance in mycobacteria

Sequences of the rpoB, genes were analyzed for 43 isolates of Mycobacterium 

leprae from leprosy patients in Korea. Three isolates(6.98%) showed representative 

mutations in the rpoB, genes, suggesting the emergence of rifampin-resistant M. leprae.
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서    론1)

  한센병은 나균(Mycobacterium leprae)

에 의해 발생되고 아시아, 라틴 아메리카, 

그리고 아프리카의 몇몇 국가들에서 여전히 

주요한 건강상의 문제인 만성 전염성 질병

이다. 적극적인 복합화학요법에 의한 한센

병 관리의 세계적인 노력으로 등록된 환자

들의 수는 현저한 감소를 보이고 있다. 그러

나 신환자 경우에서는 세계보건기구(WHO)

의 년보를 보면 복합화학요법이 도입 후에

도 500,000명 이상이다1). 약제내성 나균

의 전파를 막기위해 복합화학요법으로 한센

병을 치료하기를 추천하였다. 답손은 1964

년2), 리팜핀은 19763), 옥프로사신은 1996

년4) 등 각종 약제에 대한 약제내성 나균이 

보고되었다.

  다약제내성(multidrug-resistant(MDR)) 

한센병의 출현과 전파을 예방하고 기존 약

제내성 한센병을 확인하고 치료하기 위해 

약제 내성 나균의 발견을 위한 좀더 신속한 

방법을 확립하는 것이 필요하다. 그러나 나

균은 인공 배지에서는 배양되지 않는다. 그

래서 약제에 대한 감수성 양상을 확인하기 

위하여 세균을 Shepard 등의 쥐 족저 내 

접종법5)을 사용하며 검사하여야 한다. 이 

생체내 검사방법은 적어도 6개월이 소요되

며 비교적 많은 양의 세균이 필요하다. 최

근에 미코박테리움6-9)의 약제 내성에 확인
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을 위한 의미있는 분자생물학적 진보가 있

었다.

  이번 연구는 리팜핀에 내성과 관계되는 

나균의 rpoB의 특정 구역의 DNA 염기서

열에 대한 분석을 실시하여 우리나라에서의 

현황을 알고자 하였다. 

재료 및 방법

1. 대상환자

  2003년 1월부터 2006년 12월 까지 한

국한센복지협회 연구원에 내원하여 진단된 

한센병 환자(신환자 및 재발환자 포함) 중 

조직생검으로부터 조직 내에서 나균 DNA

를 추출에 성공한 43예의 생검 시료를 이

용하여 실험을 실시하였다. 43예 중 28예

가 신환자이었고, 15예가 재발환자이었다.

2. 방  법

  1) DNA 추출

  대상환자의 병변 부위에서 조직생검을 실

시하여 시료는 실험 전까지는 액화질소탱크 

속에서 보관하였다. QlAamp DNA Mini 

Kit를 이용하여 조직 내에서의 나균 DNA 

추출하고 사용하기 전까지는 20℃에서 보

관하였다.
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  2) PCR

  시발체는 나균의 rpoB (Z14314) 유전자의 

염기서열에 대해 새로이 설계하였다. 시발체

는 rpoB-F (5'-AGATCCGGGTCGGTATGTC-3') 

and rpoB-R(5'-CCTCGTCACCGGTCAAGTA-3')

을 사용하였다. 

  PCR 조건은 95'C에서 5분 간 denaturation 

시킨 후 95℃에서 30초, 60.5℃에서 30초, 

72℃에서 30초 간 반응시키는 cycle을 40

회 반복하고 72℃에서 10분간 반응시켰다.

  PCR 후 증폭된 PCR product는 4% 

Metaphor gel에서 100V 하에서 1시간 

간 전기영동하여 확인하였으며, 염기서열의 

정확한 분석을 위해 시켄싱을 외부기관(바

이오닉스)으로 의뢰하여 그 결과를 확인하

였다.

  3) Reverse hybridization

  Honore 등
9)
에 의한 방법으로 reverse 

hybridization을 실시하였다. (Fig.1, Table 1)

Fig. 1. reverse hybridization에서 사용한 capture probe 위치

Table 1. reverse hybridization에서 사용한 primer 및 capture probe
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결    과

1. 대상환자의 평가

  대상환자 43예 중 28예가 신환자이었고, 

15예가 재발환자이었다. 27예는 남자이고 

16예가 여자이었으며, 이 중 5예은 외국인

(방글라데쉬, 태국, 필리핀, 인도네시아 등)

이었으며, 평균 나이는 57.91세(표준편차 

18.08685)이었다. 이들의 병형은 LL 7예,  

BL 30예, BB 3예, BT 3예이었다. 

  신환자 28예 중 15예가 남자이고 12예

가 여자이었으며, 이 중 5예은 외국인(방

글라데쉬, 태국, 필리핀, 인도네시아 등)이

었으며, 평균 나이는 55.59세(표준편차 

21.26257)이었다. 이들의 병형은 LL 4예,  

BL 18예, BB 3예, BT 2예이었다.

  재발환자 16예 중 12예가 남자이고 4예

가 여자이었으며, 평균 나이는 61.81세(표

준편차 10.31645)이었다. 이들의 병형은 

LL 3예,  BL 12예, BT 1예이었다.

  reverse hybridization과 염기서열의 

정확한 분석을 위해 시켄싱의 그 결과에서 

3예에서 변이를 확인하였다. 3예가 모두가 

재발환자로 확인되으며, 2예은 Ser531가 

Leu로, 1예는 His526가 Tyr로 확인되었

다. (Table 2, Table 3).

Fig. 2. 전기영동 예

Fig. 3. 시켄싱 예(1) no mutation
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Fig. 4. 시켄싱 예(2) mutation

Fig. 5. reverse hybridization 예

Clic
k t

o b
uy N

OW
!PD

F-XChange Viewer

w
w

w.docu-track.c
om Clic

k t
o b

uy N
OW

!PD

F-XChange Viewer

w
w

w.docu-track.c

om

http://www.pdfxviewer.com/
http://www.pdfxviewer.com/


- 大韓癩學會誌 : 第40卷, 第2號 2007 -

8

Table 2. 신환자 결과

ID 성별 나이 병형 seq. R.H. 기타

233 M 23 BB no mutation no mutation F

67 M 77 BL no mutation no mutation 　

134 M 15 BL no mutation no mutation 　

177 M 23 BL no mutation no mutation F

202 M 65 BL no mutation no mutation 　

205 M 62 BL no mutation no mutation 　

206 M 22 BL no mutation no mutation F

224 M 31 BL no mutation no mutation F

225 M 61 BL no mutation no mutation 　

227 M 73 BL no mutation no mutation 　

235 M 68 BL no mutation no mutation 　

251 M 67 BL no mutation no mutation 　

276 M 64 BL no mutation no mutation 　

223 M 25 BT no mutation no mutation F

200 M 69 LL no mutation no mutation 　

77 F 66 BB no mutation no mutation 　

144 F 72 BB no mutation no mutation 　

93 F 66 BL no mutation no mutation 　

123 F 64 BL no mutation no mutation 　

175 F 12 BL no mutation no mutation 　

218 F 75 BL no mutation no mutation 　

228 F 72 BL no mutation no mutation 　

230 F 76 BL no mutation no mutation 　

131 F 71 BT no mutation no mutation 　

185 F 61 LL no mutation no mutation 　

199 F 64 LL no mutation no mutation 　

231 F 57 LL no mutation no mutation 　
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Table  3. 재발환자 결과

ID 성별 나이 병형 seq. R.H.

5 M 66 BL no mutation no mutation

11 M 37 BL no mutation no mutation

129 M 66 BL His526 His526

171 M 76 BL no mutation no mutation

186 M 66 BL no mutation no mutation

198 M 70 BL Ser531 Ser531

208 M 69 BL no mutation no mutation

212 M 49 BL no mutation no mutation

216 M 45 BL no mutation no mutation

56 M 65 LL no mutation no mutation

92 M 59 LL no mutation no mutation

196 M 59 LL no mutation no mutation

122 F 64 BL no mutation no mutation

215 F 64 BL no mutation no mutation

280 F 73 BL Ser531 Ser531

124 F 61 BT no mutation no mutation

고    찰

  1982년까지 다균나를 위한 표준 치료법

은 답손을 이용한 단독요법을 평생 동안 시

행하는 것이었다11,12). 복합 화학요법은 1982

년 13)에 세계보건기구(WHO)에 의하여 권

고 되었는데, 이 치료법에는 다른 약제에 

비해 나균에 대한 살균력이 강한 리팜핀이 

포함되어 있다14,15). 리팜핀의 약제 내성이 

RNA 폴리메라아제의 서브유닛을 부호화하

는 rpoB 유전자의 돌연변이가 있는 나균을

포함하는 여러 마이코박테리움에서 보고되

었다16,17). 리팜핀 내성 한센병이 리팜핀 단

독요법으로 치료받던 환자에서 발견되었다
18,19).

  나균은 시험관 내에 아직 배양되지 않았

던 서서히 증식하는 마이코박테리움(세대기

간:11-14일)이다. 40년 전 Shepard는 쥐 

족저 내 접종실험20)와 약제 감수성검사21) 

등을 생체 내 실험법으로 표준화하였다. 이
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는 환자로부터 분리된 나균을 쥐에게 접종

하여 약제를 투여함으로서 약제가 세균의 

증식을 억제하는 가를 알아보는 방법으로 

시간이 많이 소요되는 방법이고, 12개월이 

필요하며 비용이 많이 드는 시설과 전문가 

등이 필요하며 검사의 성공여부는 조직검사 

후 접종 시까지의 관리 및 경과시간 등이 

중요하다. 이러한 이유들 때문에 일부 실험

실에서만 나균에 대한 약제 내성검사를 수

행하고 있다.

  분자 생물학의 진보는 생체외 방법에 의

해 나균의 약제 내성을 진단하는 것을 위한 

기회를 제공했다. 리팜핀 내성의 분자생물

학적 작용은 대장균
22)

에 처음으로 기술되

었고 나균21)과 결핵균22)에서 1993년에 밝

혀졌다. 리판핌 내성은RNA 폴리메라아제

의  서브유닛을 암호화하여 쓰는 rpoB 유

전인자에 변이들과 관련된다. 마이코박테리

움에서 약제 내성과 관련되는 모든 변이들

은 500-540 영역(대장균 rpoB에 대해서 

영역 표시를 위해 사용되는 숫자 방식 편

재)이다25). 유전학적 분석 및 쥐 족저내 접

종실험으로 리팜핀 약제 감수성 실험 등이 

있었다26, 27, 28) .

  마이코박테리움의 리팜핀 내성 변이의 자

리가 모두가 500-540 영역에 위치한 것이 

리팜핀 내성 나균 균주에서 관찰되었다15).  

His526와 Ser531는 RNA 폴리메라아제

의 β 서브유닛에 묶는 리팜핀을 위해 중요

한 것으로 보인다29, 30). 이 두 위치는 지금

까지 25개의 분리된 리팜핀내성나균균주에

서  23개 (92 %)가 포함되었다
19, 20, 29, 

30, 31). 그러므로 나균의 rpoB 유전인자 

526 및 531영역의 대체 관찰은 리팜핀 내

성을 예측하기 위한 가능성 방법일 수 있다
30)

. 

Grosset 등8) 및 Maeda 연구31)에 의해 

보고된 한센병의 리팜핀 내성 예로 의하면 

이차적 리팜핀내성은 56 % (39명의 환자 

중 22예) 및 40 % (30명의 환자 12예)로 

결핵에서의 발견 된 예(20%)보다 더 높기

는 하지만 한센병에서는 전체 대상 환자수

가 매우 낮기 때문에 전체를 설명하기에는 

적절하지는 않다. 또한 복합화학요법 이후

에 리팜핀에 대한 이차 약제 내성은 보고되

고 있지 않다33).

  본 연구에서는 PCR 후 시켄싱 및 reverse 

hybridization법을 통하여 우리나라에서 

발견된 환자의 시료 43예 중 3예(6.98%)

에서 526 및 531영역에서의 내성으로 추

정할 수 돌연변이를 발견할 수 있었다. 이

는 그 간에 각종 보고에서의 결과와 크게 

상이하지 않았다. 향후 우리나라의 한센사

업의 성공적 마무리를 위해 각종 약제에 대

해 분자생물학적 방법을 통한 내성검사법을 

적극적으로 이용하는 노력이 필요할 것으로 

사료된다.

결    론

1. 2003년 1월부터 2006년 12월 까지 한

국한센복지협회 연구원에 내원하여 진

단된 한센병 환자(신환자 및 재발환자 

포함) 중 조직생검으로부터 조직 내에

서 나균 DNA를 추출에 성공한 43예의 

생검 시료를 이용하여 실험을 실시하였

다. 43예 중 28예가 신환자이었고, 15

예가 재발환자이었다.
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2. reverse hybridization과 염기서열의 

정확한 분석을 위해 시켄싱의 그 결과

에서 3예에서 변이를 확인하였다. 3예

가 모두가 재발환자로 확인되으며, 2예

은 Ser531가 Leu로, 1예는 His526가 

Tyr로 확인되었다. 5예 중 신환자에서

는 2예, 재발환자에서는 3예가 확인되

었다.
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