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요 약. Xanthomonas celebensis 5S rRNA를 분리 정제하여 효소적 방법과 화학적 방법으로 그 일차구조 

및 이차구조를 결정하였다. 이 5S rRNA는 119개의 누클레오티드로 구성되어 있으며 변형된 누클레오시드를 

함유하고 있지 않다. 그리고 이 5S rRNA는 X maltophilia 및 X 汕의 것처럼 5'-말단에 가외의 우리딘 

잔기를 하나 더 가지고 있다. 결정한 X celebensis 5S rRNA의 이차구조는 본 연구진이 이미 결정한 두 

가지 Xanthomonas 종들의 것들과 매우 유사하며, 5개의 이중나선 줄기와 5개의 단일가닥 고리 그리고 2개의 

내낄린 구조를 가지고 있다. X. celebensis 5S rRNA 분자 내의 삼차상호작용은 데옥시헥사머를 이용한 혼 

성체화법과 Fe(II)・EDTA를 사용하여 5S rRNA를 쪼개는 방법으로 분석하였다. 5S rRNA상의 U35CCCAU40 
부분을 상보성을 가진 데옥시헥사머를 혼성체화한 다음에 고리 M, 구역 I「C, 고리 H】과 고리 d에 있는 

약간의 아데노신 잔기들이 피로탄산 이에틸에 대한 감수성을 가지게 되는 사실과, Mg2*이 있는 조건에서 

고리 M, 고리 Hi, 및 구역 에 있는 약간의 누클레오티드 잔기들이 Fe(II)-EDTA의 분열작용에 저항성을 

나타내는 사실에서 고리 Hi과 고리 也가 어떤 방법으로든 고리 M과 삼차상호작용을 하는 것으로 추측되며, 

이 삼차작용에서 구역 Ii-C와 구역 D-L 돌쩌귀로 작용하는 것으로 생각된다. 고리 Hi은 산성 조건(pH 5.5)에서 

비표준형 염기쌍 A：C들을 형성함으로써 3개의 염기로 이루어지는 고리를 형성한다는 것을 알았다.

ABSTRACT. The primary and secondary structure of 아le 5S rRNA is이ated from Xanthomonas celebe­
nsis were determined by enzymatic and chemical degradation methods. It consists of 119 nucleotides 
and contains no modified nucleosides. As with the 5S rRNAs of X. maltophilia and X. citri, it contains 
an additional uridine residue on the S'-terminus. Its secondary structure was almost identical to the 
models previously proposed by us for the 5S rRNA of two Xanthomonas species. Its secondary structure 
consists of five helices, five loops and two bulges. The tertiary interactions in the 5S rRNA molecule 
were analyzed by Fe(II)-EDTA treatment and hybridization method using deoxyhexamer. From the fact 
that some adenine residues in loop M, region I「C, loop Hlt and loop H2 become susceptible to diethylpy­
rocarbonate when the 5S rRNA was hybridized with deoxyhexamer complementary to the sequence 
U35CCCAU40 and that some nucleotide residues in loop M, loop Hi and region D-I2 become resistant 
Fe(II)-EDTA cleavage in the presence of Mg2+f it is presumed that loops H)and H2 interact with loop 
M in some way. In the tertiary interaction, the regions IrC and D-I2 seem to act as hinges in folding 
the stems B-IrC and D-I2-E. It was found that loop Hi changes into a smaller loop of three bases 
by forming noncanonical A : C base-pairs in acidic environment.
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서 론

원핵생물의 5S rRNA는 리보솜의 50S 소단위체의 

구성성분이며, 23S rRNA와 더불어 단백질 합성에서 

어떤 역할을 맡고 있을 것으로 생각되고 있지만 아직 

그 명확한 기능은 밝혀져 있지 않다. 5S rRNA가 

peptidyltransferase의 작용七 GTPase의 작용% 또는 

tRNA를 결합시키는 기능新 등과 같은 단백질 합성 

에서의 중요한 역할을 할 것이라는 의견들이 있다.

아직 5S rRNA의 질 좋은 결정체를 얻지 못하고 

있어서 그 삼차구조가 밝혀지지 않고 있다5$. 그렇 

지만, 최근에 와서 수용액에서의 5S rRNA들의 구 

조에 관한 연구가 여러 가지 생물종들에 대해서 

이루어지고 있으며, Ehresmann의 연구진‘과 Na- 
zar의 연구진8들은 수용액에서의 5S rRNA의 삼차원 

구조에 대한 모형들을 제안하고 있다.

Fe(II)-EDTA가 이중가닥으로 된 핵산과 단일가 

닥으로 된 핵산을 다 쪼개지만, tRNA와 5S rRNA의 

고차원 구조에서 안쪽에 묻혀 있는 부분들은 공격을 

하지 못한다는 것이 알려져 있다% 본 실험에서는 

Fe(II)-EDTA를 비롯한 몇 가지 화학적 탐침과 효 

소적 탐침들을 사용하여 얻은 결과와 데옥시헥사머 

를 사용하여 분석한 결괴들을 토대로 Xanthomonas 
celebensis 5S rRNA의 고차원 구조를 알아보고자 

한다.

실 험

5S rRNASI 추출 및 정제. 페놀 추출법과 폴리 

아크릴아미드 겔 전기이동으로 분리, 정제하였다.

5S rRNA의 일차구조 분석. Donis-Kellermi 와 

Peattie^들이 기술한 방법에 따라 분석하였다.

효소률 사용한 절단. 단일가닥에 특이한 효소로 

서는 핵산 가수분해효소 易과 리보핵산 가수분해효 

소 I을 사용하였고, 이중나선에 특이한 효소로서는 

리보핵산 가수분해효소 Vp을 사용하였다I"".

화학적 변형. Mg2t 유무에 따라 아데닌의 카르 

베톡실화 반응과 구아닌의 케톡실화 반응은 조봉래 

등 16.”의 방법에 따랐고 황산 이메틸(DMS)을 사용한 

메틸화 반응은 고문주와 박인원의 방법'8을 따랐다. 

KMnO,를 사용해서 단일가닥에 노출된 우라실을 

산화하는 반응은 다음과 같이 실시하였다河. 3'-말단 

이 표지된 5S rRNA 수용액(약 2 够 2 涉를 200 W의 

복원 완충용액(50 mM 카코딜산 나트륨, pH 7.0, 10 
mAf 염화 마그네슘)과 섞은 다음, 60龙의 물중탕에 

넣고 상온이 될 때까지 3시간 정도 방치하여 복원 

시켰다. 여기에 4mM 과망간산 칼륨 2 山를 가하고 

상온에서 20분 동안 반응시켰다. 5S rRNA를 에탄 

올로 침전시켜서 거둔 다음에 아닐린으로 처리하여 

산화된 우라실의 3'-쪽의 포스포디에스테르 결합을 

절단하였다.

Fe(ID-EDTA를 사용한 절단. Fe(II)-EDTA를 사 

용한 반응은 Tullius와 Dombroski의 방법20을 약간 

변형하여 다음과 같이 실시하였다. 말단이 표지된 

5S rRNA 수용액(약 2 |ig) 2 pi를 복원 완충용액(50 
mM 카코딜산 나트륨, pH 7.0, 10mAf 염화 마그 

네슘, 270 mM 염화 칼륨) 200以와 섞고 우라실의 

산화반응에서 기술한 바와 같은 방법으로 복원시켰 

다. 여기에 0.4mM (NH4)2Fe(SO4)2-6H20s} 0.8mM 
EDTA의 동량을 섞어서 만든 Fe(II)-EDTA 용액(신 

선하게 금방 만든 것) 10 讨, 0.6% H2O2 10 山, 20 mM 
아스코르브산 나트륨 10山을 혼합한 후 상온에서 

2〜5분 동안 반응시킨 후 에탄올로 침전시켜서 반 

응을 중지시켰다.

데옥시헥사머를 사용한 흔성체 형성. 여기서 사 

용한 데옥시헥사머는 5S rRNA의 U35CCCAU40 부 

분에 상보성을 가진 데옥시헥사머 ATGGGA이다. 

혼성체화와 리보핵산 가수분해효소 H에 의한 처리 

는 Lorenz 등의 방법을 따랐다. 말단이 표지된 5S 

rRNA를 복원 완충용액(20 mM Tris-HCl, pH 7.6, 5 
mM 염화 마그네슘, 10 mM 염화 칼륨, 1 mM 디 

티오트레이톨(DTT), 0.05 iig/p/ 혈청 알부민)어］ 녹 

여서 우라실의 산화반응에서 기술한 바와 같은 방 

법으로 복원시켰다. 여기에 ATGGGA의 데옥시헥사 

머를 섞고 30°C에서 20분간 방치하여 DNA • RNA 
혼성체를 만든 후 리보핵산 가수분해효소 H를 첨 

가하여 25분간 반응시킨 후 에탄올로 침전시켜 반 

응을 중지시켰다.

결과 및 고찰

일차구조. X. celebensis 5S rRNA는 119개의 누 

클레오티드로 구성되어 있으며 변형된 누클레오시

Joumil of the Korean Chemical Society
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1 10 20 30 40

pUUUUCUGGUGAAAUCAGCGCUGUGGAACCACCCGAUCCCAU

50 60 70 80

CCCGAACUCGGAAGUGAAACGCAGCUGCGCCGAUKGUAGU

90 100 110 120

GUGGCUCAA-GCCAUGCGAGAGUAGGUCAUCGCCAGGGG-
Fig. 1. Primary structure of 5S rRNA from X. celebe­
nsis. The gaps at 90 and 120 are the deletions of 
nucleotides.

드를 함유하고 있지 않다（Fig. 1 참조）. X. maltophi- 
泣와 X. citri 5S rRNA들에 서 관찰된 바와 같이成七 

X. celebensis 5S rRNA는 90번과 120번 위치의 염 

기가 결실되어 있으며 5'-말단에 우리딘 잔기를 하나 

더 가지고 있다.

이차구조. 앞에서 기술한 몇 가지 화학적 변형과 

효소에 의한 절단의 결과들에 기초한 X. celebensis 
5S rRNA의 이차구조 모형을 F0 2에 나타내었다. 

이 모형은 두 가지 Xanthomonas 종들의 것들에 

대해서 본 연구진이 제안한 모형들如"과 유사하였을 

뿐 아니라 Wolters와 Erdmann%5] 제안한 일반화된 

이차구조 모형과도 아주 유사하였다. 이 5S rRNA의 

이차구조의 구조적인 특징들은 다음과 같다.

X. celebensis 5S rRNA의 Ai0-An 결합에 핵산 

가수분해효소 Si이 작용하는 것으로 보아서 고리 

M에 인접한 A10: Uuo 염기쌍은 불안정한 것으로 

생각되며, Aig는 반변성된 상태에서 카르베톡실화 

변형을 받는 것으로 보아서 이 자리는 Mg2+에 의 

해서 안정화되는 구역으로 보인다. 또한, G16-C17 
결합이 핵산 가수분해효소 &과 리보핵산 가수분해 

효소 卩에 의해서 잘리고 C68이 화학적 변형을 받는 

것으로 보아서 G16: CM 염 기 쌍과 C17: G67 염 기쌍 

들이 고리 M과 내밀린 1屁으로 인해 구조적으로 

불안정해지기 때문에 단일가닥에 특이한 효소들에 

의해서 작용을 받은 것으로 생각된다. 거의 모든 

진성박테리아의 5S rRNA들은 66번 위치에서 아데 

닌 잔기를 내밀린 구조로 가진다. 그러나 X celeben­

sis 5S rRNA의 匸扇이 과망간산 칼륨에 의해서 산 

화를 받는 것으로 보아서 우라실 잔기가 내밀린 

구조인 것이 확실하다. 이 내밀린 구조는 RNA의

X. celebenjij

Fig. 2. Secondary structure of 5S rRNA from X. cele­
bensis. The phosphodiester bonds cleaved by the enz­
ymes are indicated on the structure. The dotted lines 
inside the loop Hi in the insert indicate the base 
pairs that form in acidic pH (5.5).

strong weak
Nuclease S) <3-------- <1---------
RNase Vt V-------- V---------
RNase Ti <--------- <---------

접힘23 뿐 아니라 RNA•단백질 상호작용에 중요한 

것으로 추측되고 있는데2，, 66번 위치는 잔기의 종 

류에는 관계없이 L18 리보솜 단백질과 작용한다고 

보고되어 있다25.

이중나선 C에 위 치하는 CarA^-C" 연속부분의 두 

결합이 핵 산 가수분해효소 S의 작용을 받고 51-56 
번 사이의 결합들이 핵산 가수분해효소 &과 리보 

핵 산 가수분해효소 匚의 작용을 받는 것으로 보아서 

이중나선 C의 안정성은 내밀린 구조 kA*의 왼쪽 

부분, 즉 고리 L 부분은 불안정한 이중나선을 이룰 

것으로 생각된다. 그렇지만 pH 5.5에서 喝-A湘-C” 
C31 연속부분의 세 결합들과 Gm-Uss 결합이 리보핵 

산 가수분해효소 Vr의 작용을 받는 것으로 보아서 

이 부분은 산성조건에서 더 안정한 이중나선을 이룰 

것으로 생각된다. pH 5.5에서 CseCCA*와 CqGAA"
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I2 in native and semidenatured states of 5S rRNA. 
5S rRNA solutions were prepared as follows: 5S 
rRNA was dissolved in 50 mM sodium cacodylate bu­
ffer (pH 7.0) containing 10 mM Mg" and heated to 
60^0 and then cooled to room temperature (native 
state); 5S rRNA was dissolved in the same buffer 
without Mg?* containing 1 mM EDTA (semiden가ured 
state). OH, alkali ladder; N and S, kethoxylation of 
guanine bases in native and semidenatured 5S rR- 
NAs, respectively; Ti, partial digestion by RNase Tb 

Fig. 4. Determination of carbethoxylation sites in na­
tive, semidenatured, and denatured states of 5S 
rRNA. Native and semidenatured 5S rRNA solutions 
were prepared as described in legend of Fig. 3. Dena­
tured 5S rRNA was prepared by heating the 5S rRNA 
solution in sodium cacodylate buffer (pH 7.0) without 
Mg" at 90T for 7 min. Carbethoxylation was carried 
out at this temperature. OH, alkali ladder; N, S and 
D, carbethoxylation of adenine bases in native, semi­
denatured and denatured 5S rRNAs, respectively.

연속부분들도 리보핵산 가수분해효소 V】의 작용을 

받았다. 이것은 산성 조건에서 아데닌의 N1 위치에 

양성자가 첨가되어 A：C의 비표준형 염기쌍이 형 

성된다는 관찰2°과 잘 맞는다. Puglisi 등沙은 NMR를 

이용해서 산성의 RNA에서 A'：C의 염기쌍이 존 

재한다는 것을 확인하였다.

고리 侦에는 리보핵산 가수분해효소 V】과 T冋 

작용할 뿐 아니라 핵산 가수분해효소 易도 약하게 

작용한다. 이 고리에 존재하는 모든 구아닌과 아데 

닌들은 완전 복원된 상태（즉, 5S rRNA가 10mM의 

Mg2+이 함유하는 복원 완충용액에 녹아 있는 상태） 

에서는 각각 케톡실화 변형과 카르베톡실화 변형을 

받지 않으나, 반변성된 상태（즉, 5S rRNA가 1 mM의 

EDTA를 함유하는 완충용액에 녹아 있는 상태）에

Journal of the Korean Chemical Society
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서는 변형을 받는 것으로 보아서（F讶. 3 및 4 참조） 

5S rRNA의 이 부분은 매우 유연하며 리보솜 상에 

서는 Mg?+ 또는 리보솜 단백질들이 A*G 염기쌍을 

안정하게 만들것으로 유추된다. 이와 관련해서, 효 

모의 페닐알라닌 tRNA는 네 군데에서 Mg2+와 결 

합하여 tRNA의 구조를 안정하게 만든다는 것이 

알려져 있다28. G”-* 결합이 리보핵산 가수분해효 

소 에 의해서 절단되는데, 이것은 고리 也에 인 

접한 C85: G9j 염기쌍이 다소 불안정한 것으로 생 

각되며 고리 H?가 고리 Hi 또는 고리 M과 삼차상 

호작용을 할 때 이 염기쌍이 해리되는 것으로 볼 

수 있다. 이것은 지금까지 보고된 Pseudomonas와 

Xanthowionas종들의 모든 5S rRNA들에서 이 위치 

의 염기들이 매우 보상적 변이를 한다는 관찰29에 

서도 유추할 수 있다.

자발적으로 분해되는 결합둘. 효소 또는 화학시 

약을 사용하지 않은 조건에서도 5S rRNA가 몇 군 

데에서 자발적으로 분해되는 경향을 볼 수 있었다. 

X. maltophilia 및 X. citri 5S rRNA들처럼 Cu-Ay, 

C28-A29, C38-A39, C41-C42, Cez-Aga, U77-A78, C93-A94, Ukb- 
A104, C1O8'A1O9, 그리고 C114-A115 등 10군데의 포스 

포디에스테르 결합들이 자발적으로 분해되는 것이 

관찰되었다. 그 중 6군데가 단일가닥에 위치한다는 

것은 매우 홍미있는 일이다. 이러한 현상이 리보핵산 

가수분해효소의 오염에 기인된 것인지를 확인하기 

위해서 RNasin을 사용하였지만（결과는 나타내지 않 

았음）, 위 결합들은 RNasin으로 처리하여도 여전히 

분해되었다. 이러한 자발적 절단은 리보핵산 가수분 

해효소의 오염에 기인된 것이 아니라 RNA 구조에서 

피리미딘-아데노신 결합이 가지는 불안정성 때문에 

일어나는 것으로 보인다. 자발적으로 분해되는 결합들 

중에서 CkC42 의 결합을 제외하고 나머지 모든 결 

합들이 피리미딘 누클레오시딘와 아데노신 사이의 

포스포디에스테르 결합들이다. 아마도 이들은 모두 

5S rRNA의 삼차원 구조에서 동일한 구조적 환경에 

놓여 있을 것으로 추측된다. 따라서 Xanthomonas^- 
들의 5S rRNA들은 그 이차구조와 삼차구조가 비슷할 

것으로 추정된다. 이 결합들이 Mg2+와 스퍼민의 농 

도가 높을 수록 잘 분해되지 않는다는 사실은（결과는 

나타내지 않았음） 이 결합들이 리보솜 내에서 Mg2+ 
또는 리보솜 단백질에 의해서 보호를 받을지도 모른

X. celebensis

A M B h C Hi

G : U8O

Fig. 5. Resistance to Fe(II)-EDTA 이eavage in the 
presence of Mg2+, and carbethoxylation of 5S rRNA 
after hybridization of 5S rRNA with deoxyhexamer. 
The lines drawn inside the loop Hi indicate the se­
quence with which deoxyhexamer hybridize and the 
bonds that are cleaved by RNase H.

Resistance to Fe(II)-EDTA 시eavage
in the presence of Mg" *

Carbethoxylation in the absence of Mg2* [A]
Additional carbethoxylation after

hybridization with deoxyhexamer ®

다는 것을 암시하는 것으로 생각된다. 이러한 결합 

들의 자발적 절단현상은 Tetrahymena ribozyme에서 

도 일어난다는 것이 관찰되었다30.

삼차상호작용. X. celebensis 5S rRNA 고리 Hr의 

UasCCCAUe에 상보적인 데옥시헥사머（ATGGGA）를 

고리 瓦에 혼성체화한 다음에 리보핵산 가수분해 

효소 H로 처리한 결과（F讶. 5 참조）에서 올리고머는 

고리 Hi의 U35CCCM에 혼성체화할 뿐 아니라 1扁 

CCC43에도 혼성체화한다는 것을 알 수 있었다. 고리 

R이 데옥시헥사머와 혼성체를 만들지 않았을 때는 

카르베톡실화 변형을 받지 않던 아데닌 잔기들 중 

혼성체화된 다음에 변형되는 것들은 A% Ax, A®, 
A52, A53, A57, Age, Ag9, 및 Aiog들이다（F讶. 5 참조）. 

이 결과는 5S rRNA의 고리 瓦이 5S rRNA 분자 

내의 고리 M 부분과 직접적으로 삼차상호작용을 할 
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것이라는 가능성을 암시하며, 구역 I1-C가 고리 Hl과 

고리 M 사이의 상호작용에서 돌쩌귀의 역할을 할 

것임을 암시한다. 그러나 구역 L-C를 구성하는 모든 

누클레오시드들이 복원된 상태에서 Fe(II)-EDTA에 

의해서 잘•린다는 것은 이 구역이 삼차구조 상에서 

노출되어 있음을 나타낸다. 고리 M의 Aws가 복원된 

상태에서는 카르베톡실화 변형을 받지 않지만, 반 

변성된 상태에서는 카르베톡실화 변형을 받는다는 

사실과 고리 H1 의 A39 와 A45 및 Uno 들이 복원된 

상태에서는 Fe(II)-EDTA에 의해서 잘리지 않지만 

반변성된 상태에서는 Fe(II)-EDTA에 의해서 잘린 

다는 사실은 이러한 삼차상호작용의 가능성을 뒷받 

침해 준다. 이와 비슷한 관찰은 Lorenz 등"이 효소 

a-사르신을 사용하여 진성박테리아, 시생박테리아 

및 진핵생물들의 5S rRNA에서 보고되었으며, 그들 

은 줄기 C와 고리 12 부분이 삼차구조에서 많이 

노출되어 있다고 제안하였다.

또한 X. celebensis 5S rRNA의 고리 也에 있는 

丄와 A«9들이 고리 Hi에 데옥시헥사머를 결합시킨 

상태에서는 그렇지 않은 상태에서 보다 더 쉽게 

카르베톡실화 변형을 받는 것으로 보아서 고리 压도 

어느 정도 고리 Hi 및 고리 M과 삼차상호작용을 

할 것으로 생각된다. 이와 관련해서 Barciszewska 
등32은 心사르신을 사용한 분석결과에 근거하여 콩 

과식물인 루핀과 맥아 등과 같은 진핵생물의 5S 
rRNA들에서 고리 Hi의 C34CCA37 연속부분과 고리 

H2의 GkGGUss 연속부분이 삼차상호작용한다고 제 

안하였다. 그런데 X celebensis 5S rRNA의 상응흐｝는 

부분들에는 이러한 상보적인 연속부분들이 없다. X. 
badrii 5S rRNA 의 GgsGUCUsg을 제외하고는 지금 

까지 본 연구진에서 조사한 네 개의 Xanthomonas 
5S rRNA들은 모두 CqJCAA^의 연속부분을 가지고 

있다33. 이것이 진핵생물과 원핵생물의 리보솜의 기 

능의 차이에 무슨 의미가 있는지를 조사해 보는 것은 

홍미있을 것으로 생각된다. X. celebensis 5S rRNA 
분자에서는 아마도 Barciszewska 등32이 제안한 표 

준형 염기 짝짓기가 아닌 다른 형태의 상호결합으로 

삼차상호작용을 할지도 모른다. 이러한 문제는 5S 
rRNA 분자 상에서 누클레오티드들 사이에 교차결 

합을 형성시키는 것과 같은 방법 또는 Fe(II)-EDTA 
이외의 다른 특이한 chemical nuclease들과 화학시 

약들을 탐침으로 사용해서 조사되어야,풀릴 것으로 

생각한다. 이러한 삼차작용이 가능하려면 고리【2가 

돌쩌귀로 작용을 해야 하는데, 복원된 상태에서는 

고리【2를 구성하는 대부분의 구아닌, 아데닌 및 우 

라실 등이 화학적 변형을 받지 않지만 반변성된 

상태에서는 화학적 변형을 받는다는 것은 이 구역이 

매우 휘어지기 쉬운 부분임을 나타낸다. X celebensis 

5S rRNA의 고리 &에 존재하는 모든 아데노신들이 

복원된 상태에서는 Fe(II)-EDTA에 의해서 공격을 

받지 않지만 반변성된 상태에서는 Fe(II)-EDTA에 

의해서 공격을 받는다는 사실은 구역 이가 돌쩌 

귀로 작용할 수 있다는 설명을 뒷받침해 준다. 최 

근에 Nazar8는 Fe(II)-EDTA와 에틸니트로소우레아 

를 사용하여 다른 생물종들의 5S rRNA들에서도 

고리【2가 돌쩌귀의 역할을 하며 고리 氏와 고리 

M사이 그리고 고리 Hi과 고리 L사이에 상호작용이 

있다는 것을 제안하였다. tRNA의 L자형의 돌쩌귀 

부분에서도 Fe(ID-EDTA가 작용을 하지 않는다는 

것이 알려져 있다9.

본 연구는 1991년도 교육부 기초과학육성 연구 

비의 지원으로 수행되었으며, 이에 감사하는 바이다.
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