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많은 RNA 분자들은 생물학적 활성을 위하여 특 

이한 삼차구조를 필요로 한다. 최근에는 NMR이 구 

조에 대한 유용한 정보를 많이 제공해 주고 있으나 

그 대상이 비교적 작은 분자로 제한되고 있다.' 광범 

위한 RNA 구조의 서로 다른 구조적 특징들을 밝히 

는 데는 서로 다른 종류의 여러 가지 화학적 핵산가 

수분해효소(chemical nuclease)'가 이용된다3 화학적 

핵산가수분해효소는 DNA나 RNA의 당 부분을 산 

화시켜서 분해시키는 산화•환원 활성이 큰 배위착물 

로서, 보통 의도한 목표에 접근하기 쉬울 정도로 작 

고, 상당한 형태에 대한 특이성을 가질 만큼 크기가 

큰 것이 유용하다. 이러한 화학시약의 특이성은 그 

구조가 비교적 잘 알려진 효모의 tRNA1恤나 tRNA臨 

에 적용시키는 연구를 통해서 이루어지고 있다.

여러 가지 전이금속 착물들이 DNA나 RNA의 구 

조를 결정하는데 효과적으로 이용되었다. N-메틸피 

리디늄기를 함유하는 금속포르피린들은 KHSO5와 

같은 산소 원자 주개에 의하여 활성화되면 효과적인 

DNA 절단제로서도 작용한다J 최근에 올리고누클레 

오티드 중 G잔기에만 매우 특이성을 가지는 금속을 

함유하는 시약들이 개발되었다. Chen 등은 니켈착 

물, NiCR[(2,l2-dimethyl-3,7,ll,l7-tetraazabicyclo[l 1. 

3.1 ]heptadeca-1(17), 2,22,13,15-pentaenato) nickel(II) 

perchlorat이이 KHSO5 존재 하에 짝을 이루지 않거 

나, 고리를 이루는 G잔기들을 특이하게 산화시킨다 

는 것을 보여 주었다.4 본 연구에서는 NiCR, CuCR 

및 CdCR의 금속이온 착물을 합성하고 이것을 구조 

가 비교적 잘 알려진 tRNA^e에 반응시켜서 그것이 

구조에 특이하게 절단을 일으키는 것을 조사하였다. 

이 결과 금속이온착물이나 산화제에 상관없이 표준 

적인 아닐린 반응에 의한 자발적 절단을 관찰을 관 

찰하였으며 이미 알려진 니켈 착물 대신에 구리와 

카드뮴을 중심 원자로 사용한 경우에도 니 켈 착물과 

유사한 절단이 관찰되었다.

산화제인 모노과산화프탈산 마그네슘(MMPP)과 

KHSO5(2KHSO5 - KHSO4K2SO4, oxone)은 Aldrich(미 

국)로부터 구입하였다. 리보핵산 가수분해효소 T1 과 

RNA 연결효소는 Pharmacia(스웨덴)로부터 구입하였 

다. 다른 시약은 모두 Sigma(미국)에서 구입하였다. 

[5'-32P]pCp (3000 Ci/mmol)은 Amersham(영국)点 

부터 구입하였다.

NiCR은 발표된 방법에5 따라서 합성하였다. CuCR 

과 CdCR은 NiCR과 같은 방법으로 합성하였으며 

NiCl2 대신에 각각 CuCl와 CdCb를 사용하였다.

효모 0小公丧는 Sigma로부터 구입하여 정제하여& 

사용하였다. 구입한 RNA를 완충 용액(0.3 M NaOAc, 

10 mM Tris-Q, pH 7.5, 10 mM EDTA, 0.5% SDS)에 

녹인 후 페놀-클로로포름 용액으로 추출하여 에탄올 

침전시켰다. 침전물을 다시 완충용액에 녹인 후, 분취 

하여 에탄올 침전시켜 보관하였다. 효모 tRNA*物의 

3-말단 표지는 RNA 연결효소와 [S-32p]pcp를 사용하 

였다. 표지된 RNA는 10% 폴리아크릴아미드겔에서 

전기이동시킨 후, 방사선자동사진법으로 위치를 찾아 

내어서 겔에서 오려내어 완충용액(45 mM Tris, 45 

mM 붕산, 1.25 mM EDTA, pH 8.0)에서 추출하였다. 

이 혼합물을 37°C에서 4시간 정도 흔들어 준 후, 원
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.1. Metal complex, M-CR. M denotes Ni,

심분리하고 상층액을 에탄올 침전시켰다. 이 RNA 분 

획들을 재원형화하거나 반변성시켜 구조를 확인하는 

실험을 수행하였다. 재원형화는 최종부피 30^1（10 

mM MgCh, 100 mM NaCl, 10 mM 인산 칼륨, pH 7.0, 

운반체 tRNA 3 gg 함유）에서 50 °C에서 10분간 가열 

한 후 서서히 실온까지 냉각시켜서 이루어졌다. 반변 

성 조건은 위의 완충용액에서 MgCb를 제외한 용액 

에서 같은 조건으로 가열한 후 얼음물에 급하게 냉각 

시켰다.

금속착물에 의해 변형된 염기를 산화하는 역할을 

가질 것으로 추정되는 산화제가 금속착물이 존재하 

지 않는 경우에도 RNA의 절단에 영향을 미치는지 

에 대한 확인 실험을 수행하였다. 반응 조건은 산화 

제의 농도는 30 nM~30 mM MMPP 또는 2 |1M~2 

mM KHSOs 범위에서 , 반응 온도는 18 °C에서 33 °C 

까지 범위어]서, 반응 시간은 10분에서 20분까지 변 

화시 켜가며 반응을 수행하였다.

세 가지 금속착물 용액의 농도는 30 RM과 3 p.M 

으로 조제하였다. 금속착물용액 1卩1, 산화제（3mM 

MMPP 또는 200 gM KHSO5） 1 卩1를 RNA 시료 20 

）11에 가한 후 18 °C에서 18분 또는 30분간 반응을 수 

행하였다. 반응이 완결된 용액은 페놀-클로로포름으 

로 추출한 후 에탄올 침전시 켰다.

위의 각 반응이 완결된 반응 혼합물을 페놀-클로 

로포름 용액으로 추출한 다음, 에탄올로 침전시 켰다. 

에탄올 침전된 RNA를 건조시켜 아세트산-아닐린 

완충용액（1 M 아닐린-아세트산, pH 4.5）을 20 pl 가 

한 후, 60 °C에서 20분간 반응시킨 후, 건조시켰다.7

또한, 아세트산 아닐린 완충용액으로 변형된 염기 

를 절단하는 단계에 있어서 절단되는 염기가 생기는 

지를 확인하기 위하여 변형시키지 않은 RNA를 건 

조시켜 반응을 수행하였다.

tRNA의 절단된 위치들은 20% 폴리아크릴아미드 

겔（7M 우레아）에서 전기이동 시킨 후 자동방사선 

사진법으로 확인하였다.6

3-말단을 표지하여 Mg2+ 이온 존재 하에서 재원형 

화한 tRNA나 변성시킨 tRNA에서는 그 처리 과정에 

서 자발적인 분해가 일어나지 않았다. 이렇게 재원 

형화한 tRNA나 변성 시킨 tRNA에 금속 착물과 산화 

제나 산화제만 처리한 다음■아세트산 아닐닌 처리를 

하지 않은 경우에도 자발적 분해는 일어나지 않았 

다. 그러나 재원형화한 tRNA나 변성시킨 tRNA를 

아세트산 아닐린으로 처리한 경우에는 강력한 분해 

가 Y37과 111七46에서 관찰되었다. 이 위치가 변성이 

나 재원형화 도중에 자발적으로 절단되지 않았다는 

것은 아닐린을 처리하지 않은 RNA를 같이 전기이 

동시켜서 확인할 수 있었다（Eg. 2）. 아닐린에 의한 

이와 같은 자발적 절단은 보고되지 않았으며 다만 

N-2 메틸 G10의 경우에 KHSOs가 존재할 때 금속 

착물에 무관하게 절단된다고 보고되었다4 그러나 

우리의 결과는 재원형화한 경우나 변성시킨 경우 모 

두에서 산화제나 금속 착물이 존재하지 않았을 때 

표준적인 아닐린 반응만으로도 절단이 일어남을 밝 

혀서 이들의 결과와는 일치하지는 않는다. m7G4&2] 

경우 N-7 위치에 메틸화가 되어 있으므로 환원-아닐 

린 반응의 기질이 될 수 있다는 것은 분명해 보인다.'7 

이것을 이용하여 tRNA*"의 n?G46에서 특이한 절단 

을 일으킬 수 있다.'* 소수염 기 인 Y（wybutosine）은 화 

학적 염기서열 결정실험에서 구아닌과 같은 반응 양 

식을 나타내고 있다.9 특히 이러한 절단은 산화제를 

첨가한 경우에는 더욱 절단 효과가 증진되었다.

산화제는 MMPP나 KHSOs를 사용하였다. 산화제 

를 사용함에 있어서 KHSO5가 더 많은 염기를 절단 

하는 반면, MMPP가 절단된 염기에 대한 선택성이 

더 크게 나타났다（药g. 3）. 이것은 KHSO5가 더 강력 

한 산화제이기 때문에 산화제의 능력과 비 례하는 것 

으로 생각된다.

본 연구의 결과, 반응 온도가 20°C이고 반응시간 

이 18분일 때 선택적인 절단을 일으키는 데에 있어 

서 RNA의 양이 2.6 ng일 때 , MMPP는 300 gM~30 

HM 농도 범위에서 가장 좋은 결과를 제시하였고,

Journal of the Korean Chemical Society



NiCR, CuCR 및 CdCR에 의한 tRNA1"의 화학적 절단 563

Fig. 2. Specific cleavage of tRNA*' (yeast). 3'-32P-labeled 
tRNA (0.26 gg per lane) was treated as described below 
and analyzed by gel elelctrophoresis (20% polyacrylamide, 
7 M urea). Renatured tRNA"。(lane con(ren)) or dena­
tured tRNA。脳(lane con(den)) was subjected to elec­
trophoresis with no treatments. Alkaline hydrolysis (lane 
OH) and RNase T1 reaction (lane Tl) were performed as 
described (Rickwood, 1982). Renatured tRNA1" (lane 1) 
or denatured tRNA& (lane 2) was subjected to aniline ace­
tate treatment after incubation (20 min) at 20 °C with 
NiCR (3 rM) and MMPP (300 卩M). Renatured tRNA1" 
(lane 3) or denatured tRNA1* (lane 4) was subjected to an­
iline acetate treatment after incubation (20 min) with o 미y 
MMPP (300 卩M). Renatured tRNA마* (lane 5) or dena­
tured tRNA" (lane 6) was subjected to electrophoresis 
without aniline acetate treatment after incubation (20 min) 
with only MMPP (300 卩M). Renatured tRNA" (lane 7) 
or denatured tRNA^ (lane 8) was subjected to aniline ace­
tate treatment with no additional reagents.

KHS%는 20 卩M~2 gM 농도 범위 에서 가장 좋은 결 

과를 제시하였다.

재원형화된 tRNA를 금속 착물과 산화제로 동시에 

처리한 경우 아닐린 반응을 시키면, 새로운 절단 자

Fig. 3. Specific cleavage of tRNAphe (yeast) according 
to the concentration of oxidants. Reaction and analysis 
conditions were same as those of Fig. 2. Lanes cont(ren), 
cont(den), OH and Tl were same as those of Fig. 2. Re­
natured tRNAphe (lane Ml) or denatured tRNAPhe (lane 
M2) was subjected to aniline acetate treatment after in­
cubation (20 min) at 20 °C with MMPP (300 |1M). Re­
natured tRNA매。(lane M3) or denatured tRNAPhe (lane 
M4) was subjected to aniline acetate treatment after in­
cubation (20 min) at 20 °C with MMPP (3 mM). Lanes 
KI, K2, K3 and K4 were same as lanes Ml, M2, M3 
and M4 respectively except KHSO5 was used instead of 
MMPP.

리가 G19에서 강하게, G20에서 약하게 관찰되었다 

(Fig. 2, Fig. 4). 이 위치는 Chen 등이，보고한 재원형 

화된 상태에서 노출된 잔기 네 개 중의 두 개에 해당 

하며 그 중에서 G19가 가장 강력하게 절단되었다는 

보고와 일치한다.

Fe-EDTA를 이용한 tRNA?"의 절단 결과에서도 

Y37과 G46은 보호되지 않지만 G19는 보호를 받고 

있어서 우리의 결과와 일치한다.9

각 NiCR 이외의 CuCR과 CdCR의 경우에는 금속 

착물과 산화제를 사용하여 tRNA를 변형 한 후 절단 

반응을 시켰을 때에도 G19, G20 위치에서의 추가적 

인 절단을 관찰할 수 있었다. Rokita 등은" CuCR의

1997, V이. 41, No. 10
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Fig. 4. Specific cleavage of tRNA1" (yeast) by metal com­
plexes. 3'-32P-labeled tRNA (0.26 gg per lane) was treated 
as described below and analyzed by gel elelctrophoresis 
(20% polyacrylamide, 7 M urea). Lanes OH and T1 were 
same as those of Fig. 2. Renatured tRNA1허。was subjected 
to aniline acetate treatment after incubation (30 min) with 3 
M of NiCR, CuCR and CdCR (lane Nil, Cui and Cdl 

respectively). Lanes Ni2, Cu2 and Cd2 were same as 
lanes Nil, Cui and Cdl respectively except 0.3 卩M of me­
tal complexes were used. Lanes lane Ni3, Cu3 and Cd3 
were same as lanes Nil, Cui and Cdl respectively except 
denatured tRNAPhe was used.

경우에 니켈과 같은 결과를 얻을 수 없었다. CdCR 

의 경우 이 실험에서 최초로 시도되었으며 정도는 

약하지만 역시 NiCR과 같은 구조 특이성 변형 반응 

을 일으켰다. 이것은 니켈 화합물만이 노출된 구아 

닌 염기를 변형시킬 수 있다는 주장과는” 일치하지 

않는다.

아닐린에 의해서 일어나는 절단이 일어나는 Y 
37과 G46 염기는 tRNA1"의 이차 구조에서 짝을 이 

루지 않고 단일가닥으로 존재하는 염기들이다(Eg.

A.OH 3' 
C 
C

5’
A

pG c
C G
G C
G U
A u
U A

U 
m】A

G

C 
甲

A

G
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A C A C

m5C U G U G
C T

U
m7G

A G
\

C.G \

C.G 45
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G . m5C
A .甲

Cm 
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A

Y 
A 

、35

Fig. 5. The cleavage sites are indicated on the secondary 
structure of tRNA하*. Solid anows indicate the sites of 
spontaneous cleavage by standard aniline reaction. Open ar­
rows indicate the sites cleaved by metal complexes.

5). 또한 tRNA1眼의 삼차 접힘 구조에서, Y37 염기는 

역코돈 고리의 단일가닥으로 존재하고, m7G46 염기 

는 'L' 자형의 모퉁이 부근에 존재하면서 G22 염기 

와 수소결합을 이루고 또, G22 염기는 C14 염기와 

수소결합을 이루어서 세 개의 염기가 수소결합을 형 

성하고있다”

금속 착물과 산화제에 의해서 절단되는 G19, G20 
염기는 tRNA?M의 이차구조에서 D-고리에 위치한 

염기로써 삼차구조에서는 'L' 자형의 구부러진 모퉁 

이에 바깥쪽에 존재하며, G20은 짝을 이루지 않고 

있으나 G19는 C56과 짝을 이루고 있다.

본 연구 결과 금속 착물을 RNA구조를 밝히는 화 

학적 탐침으로 사용하기 위해서는 아닐린 절단 반응 

에 의한 자발적 절단을 반드시 먼저 관찰하여야 하 

며 그러한 자발적 절단이 산화제에 의하여 더욱 증 

진된다는 것을 밝혔다. 또 선택적 절단을 위한 화학 

시약으로서 기존에 밝혀진 니켈화합물, NiCR 이외 
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에 구리나 카드뮴의 착물은 정도가 약하기는 하지만 

같은 종류의 변형 반응을 일으킨다는' 결과를 얻었다.

이 논문은 1994년도 조선대학교 교내학술연구비 

의 지원으로 연구되었으며 이에 감사를 드립니다.
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