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Escherichia coli 16S rRNA 상의 770 위치에 염기치환을 가진 변이체 리보솜의

단백질 합성 능력을 회복시키는 이차복귀돌연변이체의 발췌
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Functional Analysis and Selection of Second-site Revertant of Escherichia coli 16S rRNA of C770G. Ha,

Hye-Jeong, Sang-Mi Ryou, Kangseok Lee*, and Che Ok Jeon*. Department of Life Science, Chung-Ang
University, Seoul 156-756, Korea − It has been shown that a nucleotide substitution at position 770 in Escherichia

coli 16S rRNA, which is implicated in forming the evolutionary conserved B2c intersubunit bridge, has a det-

rimental effect on ribosome function. In order to isolate second-site revertants that complement ribosomes

containing C770G, we performed a random mutagenesis of the 16S rRNA gene and selected clones that could

produce more CAT protein translated by specialized ribosome. One of the clones contained two nucleotide

substitutions at positions 569 and 904 (C569G and U904C) and these mutations partially complemented the

loss of protein-synthesis ability caused by C770G. Further studies using the isolated revertant will provide

information about which part of 16S rRNA is interacting with C770 and the consequence of the structure

formed by these interactions in the process of protein synthesis.
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서   론

리보솜(ribosome)은 리보핵산단백질(ribonucleoprotein;

RNP) 입자들의 복합체이며, 세포의 생장과 생존에 필요한

모든 단백질들을 생합성하는 장소를 제공해주는 기능을 한

다[2, 14]. 세균의 리보솜은 2개의 서로 다른 크기의 소단위

체(subunit)들로 이루어져 있다. 리보솜은 30S와 50S 입자

상태로 각각의 소단위체로 존재하다가 단백질 합성 시에는

이 두 단위체가 합쳐져 70S 입자를 이룬 뒤 단백질 생합성

을 시작하게 된다. 대장균에서 리보솜의 작은 소단위체인

30S 입자는 16S 리보솜 RNA(rRNA)와 21개의 단백질로 이

루어져 있고, 큰 소단위체인 50S 입자는 23S rRNA와 5S

rRNA, 그리고 33개의 단백질들로 이루어져 있다. 특히, 이 두

소단위체들의 연결 고리 역할을 하는 인터브리지(intersubunit

bridge)들은 rRNA들로 이루어져 있으며, 어떤 rRNA 잔기들

이 모여 인터브리지를 이루는지, 어느 위치에 존재하며 다

른 단백질들과 상호작용에 의한 구조 변화 등에 대한 연구

들이 여러 가지 생화학적 실험기법들을 이용해 밝혀지고 있

다[5, 9, 13]. 또한, 리보솜 내에서 일어나는 인터브리지와 연

관된 단백질-RNA, 단백질-단백질 상호작용, RNA-RNA 작

용에 대해서도 구조 연구에 의해 이미 세부적인 부분까지 확

인된 바가 있다[6, 17, 18]. 

인터브리지들은 리보솜의 기능적 구조를 안정적으로 지탱

해 주는 역할을 할 뿐만 아니라, 단백질 합성시 이들의 구조

를 유연하게 변형시켜, 30S에 위치하여 전령 RNA(messenger

RNA)의 암호가 해독이 일어나는 부호해독중추(decoding

center)로부터 50S에 위치한 펩타이드가 합성이 되는 장소인

반응중추(reaction center)까지 신호전달 연결관(conduits)의

역할도 수행하며 동시에 단백질 생합성에 관여하는 여러 인

자들과 함께 소단위체들의 역동적인 움직임에 영향을 미친

다고 알려져 있다[8, 18]. 특히, 리보솜의 소단위체 결합부위

에 위치해 있는 각각의 잔기들이 전체 인터브리지 중 80%

이상 차지한다고 알려져 있다[7]. 최근까지의 RNA를 바탕

으로 한 구조 분석을 한 결과로 리보솜의 인터브리지들 중

매우 보존된 부위로서 16S rRNA의 C770, G771, C899,

G1514 잔기와 23S rRNA의 C1832, C1833 잔기들로 구성

된 인터브리지로서 B2c가 알려져 있다[15, 16]. 리보솜의 소

단위체간의 결합에 B2c와 관련하여 어떤 잔기들이 참여되

는지는 밝혀져 있지만, 그들의 단백질 생합성과 관련된 직

접적인 기능으로서의 특징은 아직 밝혀진 바가 없다. 따라
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서 본 연구에서는 B2c 인터브리지의 핵심적인 역할을 하는

16S rRNA 잔기인 C770과 기능적으로 연관된 16S rRNA

염기들을 선별하기 위해 실험을 수행하였다.

재료 및 방법

균주 및 배지

본 연구에서 사용된 균주는 Escherichia coli DH5α (F-,

ϕ80dlacZ∆M15, ∆(lacZYA-argF)U169, deoR, recA1, endA1,

hsdR17 (rk-, mk+), phoA, supE44, λ-, thi-1, gyrA96)이며,

LB 배지를 사용하여 배양하였다.

플라스미드의 제조 및 특징

16S rDNA 코딩부분만을 다루기 용이하도록 플라스미드

pASS3을 제작하였다. 먼저 플라스미드 pASS2[1]의 N-cat

유전자 부분과 lacI repressor, 16S rDNA 유전자를 NcoI 제

한효소로 절단한 후, NcoI 제한효소로 절단된 p16ST122[11]

플라스미드에 삽입하였다. 플라스미드 pASS3의 특징은 다

음과 같다. 첫째, pKK3535[3] 에서 기원한 rrnB 오페론을

가지고 있으며 lacUV5 프로모터에 의해 전사가 조절된다.

또한 p16ST122 플라스미드에서 기원한 cat(chloramphenicol

acetyl transferase) 유전자를 가지고 있으며 트립토판 프로모

터(Ptrpc 프로모터)에 의해 전사가 조절된다. 둘째, Lac 억제

자를 발현하는 lacIq 유전자[4]를 가지고 있다. 셋째, CAT

mRNA의 RBS(ribosome binding sequence)는 야생형인 5'-

GGAGG에서 5'-AUCCC로 변형되어있고, 16S rRNA 유전

자의 MBS(mRNA binding sequence)는 야생형인 5'-CCUCC

에서 5'-GGGAU로 변형되어 있다. 넷째, IPTG가 없는 배지

에서는 pASS3을 가지고 있는 대장균 세포는 cat mRNA를

해독할 수 있는 재조합 리보솜의 부재로 인해 클로람페니콜

(chloramphenicol)에 대한 저항성이 낮으며(최소생장억제농

도 = 100 µg/ml), 0.1 mM IPTG가 포함된 배지에서는 재조

합 리보솜이 발현되어 높은 농도의 클로람페니콜(최소생장

억제농도= 600 µg/ml)에 저항성을 갖게 된다.

다음으로 플라스미드 pASS3에 있는 16S rRNA의 770번

째 잔기인 C를 G로 치환시키기 위해, 플라스미드 pRNA122-

G770[10]으로부터 BglII, DraIII 제한효소로 절단하여 얻어

진 부위를 동일한 제한효소를 사용하여 pASS3에 클로닝하

여 pASS3-C770G 플라스미드를 제조하였다. 그 후 pASS3-

C770G 플라스미드를 주형으로 삼아 16S rDNA 유전자 부

위에 무작위 염기치환을 일으키기 위해 PCR 반응에 0.1

mM의 MnCl2을 첨가하여 얻은 돌연변이 DNA 단편들을

BglII, DraIII로 절단한 후, 동일한 제한효소를 사용하여

pASS3-C770G에 삽입시켜, C770G의 이차복귀돌연변이체들

을 얻었다. 이 때 사용되었던 프라이머는 16S-537F(5'-

GGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAA-3')와 16S-1534R(5'-

TGATCCAACCGCAGGTTC-3)이며, PCR 반응의 조건은

94oC에서 30초, 52o에서 30초, 72oC에서 90초의 주기로 30

번을 반복하였다.

웨스턴 블롯 분석

플라스미드 pASS3을 가진 세포를 암피실린(ampicillin,

0.1 mg/ml)이 포함된 배지에서 OD600=0.1이 될 때까지 배양

한 후, 0.1 mM의 IPTG를 첨가하여 재조합 플라스미드로부

터 기원한 SSU rRNA를 발현시키는 동시에 CAT mRNA의

합성을 유도하였다. OD600=1.2에 이를 때, 배양액을 13,000

×g에서 3분 동안 원심 분리하여 세포를 모아 PBS(phosphate

buffered saline) buffer에 섞은 후, SDS-PAGE 샘플 buffer

(100 mM Tris-Cl; pH 6.8, 4% SDS, 0.2% bromophenol

blue, 30% glycerol, 200 mM β-mercaptoethanol)에 넣고

10분 동안 끓인 후, 10% acrylamide 젤에서 전체 단백질들

을 분리하였다. 분리된 단백질들을 nitrocellulose membrane

(Protran®, 0.45 µm; Whatman)에 옮긴 다음, 항 CAT(Sigma),

항 S1[19] 항체를 이용하여 분석하였다. 단백질 밴드의 상대

적인 양은 Versa Doc 이미징 시스템과 Quantity One 소프

트웨어를 이용하여 정량하였다.

최소생장억제농도 측정(Minimum Inhibitory Concentration,

MIC)

암피실린(ampicillin, 0.1 mg/ml)이 포함된 배지에서 12시

간 배양한 후, 같은 배지에서 1:40 비율로 희석시키고,

OD600=0.1이 될 때까지 배양한 후, 0.1 mM IPTG을 첨가 후

2-3시간 동안 CAT-mRNA 만을 해독하는 특수화된 리보솜

의 생성을 유도시킨다. 다음으로 대략 104개의 세포를 0.1

mM IPTG, 암피실린(ampicillin, 0.1 mg/ml), 그리고 클로람

페니콜의 농도가 각각 0, 50, 100, 200, 300 µg/ml 포함된

배지에서 20시간 동안 배양시킨다. 이 때, 세포의 생장을 완

전히 저해시킬 수 있는 클로람페니콜의 가장 낮은 농도가 세

포의 클로람페니콜에 대한 최소생장억제농도가 된다[11, 12].

결과 및 고찰

최근까지 rRNA의 기능을 유전학적으로 연구하는데 있어

서의 가장 큰 문제점은 세포의 정상적인 기능을 저해하지 않

고 오직 단백질 합성에만 영향을 미치는 rRNA 염기변형 돌

연변이들을 직접적으로 얻기가 힘들다는 것이다. 그 이유는

rRNA의 대부분에 걸쳐 염기변형이 일어나게 되면 세포의

단백질 합성능력에 치명적인 영향을 주고 그로 인해 세포가

잘 자라지 못하거나 죽기 때문이다. 이러한 한계를 극복하

기 위해 세포의 정상적인 생장에는 영향을 미치지 않고,

rRNA 염기변형 돌연변이만을 발췌할 수 있는 효과적인 유

전학적 방법으로 최근에 16S rRNA의 기능을 in vivo에서

유전학적으로 분석할 수 있는 시스템을 개발되었다[11, 12].

이 시스템을 기반으로 본 연구에서는 pASS3 플라스미드의
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16S rRNA 유전자의 C770 부위에 G로 염기치환을 일으켜

단백질 합성 능력이 저하된 리보솜 돌연변이체를 만든 후,

pASS3-770G를 가진 세포(최소억제농도 Cm 150 µg/ml)보

다 높은 농도에서 생장하는 콜로니 100개 중 20개의 이차복

귀돌연변이체들을 발췌하였으며, DNA 염기분석 결과 이 중

하나에서 C569G, U904C의 염기치환을 가진 것으로 확인하

였다(Fig. 1).

선별된 이차복귀돌연변이체의 단백질 합성능력의 변화를

알아보기 위해서 클로람페니콜(Cm)에 대한 최소억제농도를

측정해 본 결과, 770 위치에서 야생형인 C에서 G로 치환된

돌연변이체를 발현하는 대장균들은 클로람페니콜에 대한 최

소억제농도가 600 µg/ml에서 100 µg/ml로 급격히 낮아진

데에 반해, 발췌된 이차돌연변이복귀체는 클로람페니콜에 대

한 최소억제농도를 200 µg/ml로 증가시키는 것을 관찰할 수

가 있었다(Fig. 2). 이와 같은 사실로 유추해 볼 때, 변이체

C770G가 가지는 상실된 단백질 합성기능을 이차복귀돌연변

이체가 기능을 어느 정도 보완시킴을 짐작할 수 있다. 특히,

이차복귀돌연변이체가 가지는 U904C는 리보솜의 인터브리

지들 중에서 리보솜의 소단위체간의 조합에 있어서 매우 강

력한 영향을 끼치는 B2c의 구성잔기이기도 하다[7]. 또한,

각각의 변형된 리보솜을 가진 세포들의 단백질 합성능력을

직접적으로 확인하기 위해 야생형과 변형된 리보솜에 의해

만들어지는 CAT 단백질의 양을 확인 한 결과, 예상한 바와

같이 C770G는 야생형보다 약 13.4배나 감소하였고, 이를 보

완하는 이차복귀돌연변이체는 C770G보다 약 1.8배 증가됨

을 관찰할 수가 있었다(Fig. 2). 

이 결과로, C770 염기가 리보솜의 단백질 합성 수행능력

에 매우 중요한 역할을 한다는 사실과 B2c 인터브리지의 또

다른 잔기인 U904와 C569가 저하된 리보솜(C770G-리보솜)

의 단백질 합성 기능을 어느 정도 회복시킴을 확인할 수가

있었다. 

리보솜의 3차 구조에서 염기치환이 일어난 두 잔기가

C770G가 가깝게 존재하므로, 리보솜의 소단위체 결합 시 이

잔기들이 관여한다는 것은 유추할 수 있다(Fig. 1). 하지만,

단백질합성 과정 중에서 리보솜의 역동적 움직임을 감안할

때, 이 잔기들의 치환이 C770G에 의한 리보솜 기능저하를

어느 정도 회복시키는 이유를 알려진 리보솜의 구조를 바탕

으로 설명하기는 힘들다. C770-리보솜과 C569/C770/U904

리보솜을 정제하여 다양한 생화학적 방법을 이용하여 분석

하면 이차복귀의 기작을 규명함은 물론이고, 770 염기가 단

백질 합성 과정 중에서 16S rRNA의 또 다른 어떤 부위와

Fig. 1. Location of the mutated nucleotides in a three-dimensional structure of E. coli 30S subunit. Location of C569, U904, C770 are

colored with orange, magenta and red, respectively. Ribosomal proteins and rRNA are shown in light sea green and grey, respectively.

Fig. 2. Functional analysis of the mutant ribosomes. Western

blot analysis was performed to quantitate CAT protein synthesized

in E. coli cells expressing pASS3-derived ribosomes (WT; wild-

type ribosome, MT; mutant ribosome containing C770G, RT; rever-

tant ribosome containing C770G, C569G, U904C). Minimal inhib-

itory concentration (MIC) of chloramphenicol for E. coli cells

expressing pASS3-derived ribosomes is also measured.
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결합을 하는지, 그러한 결합으로 만들어지는 구조가 갖게 되

는 기능이 무엇인지, 그 결합으로 인해 또 다른 잔기와의 결

합에 있어서 생기는 변화와 이로 인한 리보솜의 기능 변화

등에 관한 구체적인 단백질 합성기작 연구에 도움이 될 것

으로 기대한다.

요   약

대장균의 16S rRNA 염기 중 진화적으로 매우 보존되어

있는 B2c 인터브리지의 구성요소 중 하나인 C770염기에 치

환을 일으키면 단백질 합성이 저하되는 것으로 알려져 있다.

이 연구에서는 770 위치에 C에서 G로 염기치환(C770G)된

16S rRNA의 기능을 회복시키는 이차복귀돌연변이(second-

site revertant)를 얻기 위해 16S rRNA를 암호화하는 DNA

부분에 무작위로 염기치환을 유발시켜, 재조합 리보솜이 번

역하는 CAT mRNA로부터의 단백질 합성능력이 향상된 클

론을 선별하였다. 이 실험으로 C770G 염기치환을 가진 변

이체 리보솜의 단백질 합성능력을 일부 회복시키는 하나의

이차복귀돌연변이체를 획득하였으며, DNA 염기분석을 통하

여 C569G와 U904C 염기치환을 가진 것을 확인하였다. 이

러한 연구결과를 이용하여 770 염기가 단백질 합성 과정에

서 16S rRNA의 어떤 다른 부분과 결합을 하는지, 또한 그

러한 결합으로 이루어지는 구조가 가지게 되는 기능은 무엇

인지 등에 대한 리보솜의 구체적인 단백질 합성기작 연구에

도움이 될 것으로 기대한다.
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