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Saccharomyces cerevisiae의 KGD1 유전자 결손이 세포벽 생합성에 미치는 영향
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ABSTRACT: KGD1 gene was cloned by functional complementation of defects in β-1,3-glucan synthase activity of

the previously isolated Saccharomyces cerevisiae mutant LP0353, which displays a number of cell wall defects at restrictive

temperature. We performed the gene disruption experiment to characterize the function of KGD1 gene, which encodes

β-ketoglutarate dehydrogenase, in cell wall biosynthesis. The disruption of KGD1 showed the decreased growth rate,

the increase of chitin synthases activity, alterations in cell wall composition, and increase of susceptibility to cell wall

inhibitors such as Calcofluor white and Nikkomycin Z. These results suggested that KGD1 might be involved in cell

wall biogenesis, especially the biosynthesis of β-1,6-glucan and chitin in S. cerevisaie.
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균류의 세포벽은 세포의 형태를 결정할 뿐 아니라, 외부

환경에 대한 물리적인 보호와 삼투압적 지지를 가능하게 해

주는 구조이다(Vink et al., 2002). Saccharomyces cerevisiae

세포벽은 키틴, 베타-1,6-글루칸, 베타-1,3-글루칸, 그리고

mannoprotein으로 구성되어 있다(Latge, 2007). 이러한 세포

벽은 매우 동적인 구조체로 시간적 및 공간적으로 엄격한 조

절을 받는다. 효모의 영양 생장기에는 세포벽이 합성되어 확

장되거나 분해되며 세포와 세포를 구별하는 격벽은 세포분열

주기 동안 특정시기 및 위치에서 만들어 진다(Hohmann et

al., 2003; Spreghini et al., 2003).

효모의 세포벽에 관한 연구는 세포벽 합성 및 분해 효소와

세포벽의 조립과 관련된 유전자와 그들을 조절하는 다양한

유전자들에 대한 연구로 진행되고 있으며, 약 1200개의 유전

자들이 효모의 세포벽 합성에 직간접적으로 영향을 주는 것으

로 알려져 있다(Lussier et al., 1997). 효모의 세포벽 합성과 분

해 및 조립의 조절 기작은 일부만 알려져 있는데, Rapamycin

에 대한 약제 감수성과 연관된 TOR(Target Of Rapamycin)

신호전달 기작과 다양한 외부 환경에 반응하여 세포벽 강도

를 조절하는 MAPK 경로 등이 있다(Hohmann et al., 2003).

한편, 일반적으로 세포벽에 결함을 가지고 있는 돌연변이의

탐색은 베타-1,3-글루카네이즈와 정상 세포벽 구조를 직간

접적으로 방해하는 것으로 알려진 화학물질인 Calcofluor

white, Congo red, SDS 등에 대한 민감도 증가에 기반을 두고

있다(de Groot et al., 2001; Lussier et al., 1997). 이러한 과

정으로 확인된 돌연변이는 삼투안정제의 존재에 의해 회복

되는 양상을 보이는 특성이 있다. S. cerevisiae의 세포벽 연구

는 균류의 형태변화에 관한 연구뿐 아니라 세포벽 성분의

변화를 동반하는 병원성 균류 연구를 위한 모델 시스템으로

새로운 항진균제 개발에 도움을 줄 수 있다는 점에서 관심의

대상이 되고 있다(Cabib et al., 1988).

본 연구진은 선행연구를 통하여 비허용 온도에서 베타-1,3-

글루칸 합성효소의 활성이 저해되고 베타-1,3-글루칸 함량이

감소한 삼투감수성 돌연변이주 LP0353을 제조하고 분석함

으로써 베타-1,3-글루칸 합성과 관련하여 최소한 두 개의 유

전자가 관여함을 확인하였다(Song et al., 1992; 이 등, 1994;

진 등, 1995). 또한 기능적 상보성에 의거하여 LP0353 균주의

온도의존성 삼투감수성과 베타-1,3-글루칸 합성효소의 결함을

회복하는 SOO1/RET1을 클로닝하였다(Lee et al., 1999). 또한

비허용 온도에서 돌연변이의 온도의존성 삼투감수성은 회복

시키지 않으나 베타-1,3-글루칸 합성효소의 활성을 부분적으

로 회복시키는 두 개의 유전자, GBG1/AYR1과 KGD1을 동정

하였다(Ahn et al., 2010; 진 등, 1995). GBG1/AYR1은

NADPH 의존적 1-acyl dihydroxyacetone phosphate reductase

로 phosphatidic acid와 인지질 생합성과 관련되어 있을 뿐

아니라 (Athenstaedt and Daum, 2000; Zahedi et al., 2006),

효모의 세포벽 합성과 연관되어 있는 것으로 밝혀졌다(Ahn
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et al., 2010). 본 연구에서는 KGD1이 세포벽 합성에 미치는

영향을 조사하기 위한 실험을 수행하였는데, KGD1 유전자의

파괴가 세포벽 합성 효소의 활성 및 다양한 약제에 대한 감

수성의 변화를 초래하는 것으로 조사되어, KGD1이 효모의

세포벽 합성에 연관되어 있음을 확인하였다.

재료 및 방법

균주 및 배양조건

S. cerevisiae LP0353(MATa ura3-52 lys2-801 soo1-1 Bgs
-
)은

유전자의 클로닝에, F808(MATa ura3-52 leu2-3,112 his4-519

ade1-100)균주는 유전자 파괴 실험에 사용하였다. 효모의 배

양을 위한 완전배지로는 YPD(yeast-extract peptone, dextrose)

배지를 최소배지로는 SD(synthetic dextrose) 배지를 사용하

였으며(Burke et al., 2000), 플라스미드의 증식을 위한 대장균

DH5α의 배양은 Ampicillin이 첨가된 LB(Luria broth) 배지를

이용하였다.

 

DNA 조작 및 미생물 형질전환

대장균의 형질전환, 플라스미드 DNA의 추출, 제한효소 절

단 및 ligation은 Sambrook 등의 방법에 따라 수행하였다

(Sambrook et al., 1989). 효모의 형질전환은 lithium acetate

방법에 따라 수행하였으며(Ito et al., 1983), 효모의 플라스미

드 YEplac195, YCplac33과 YIplac211은 KGD1 유전자 클로

닝과 파괴에 사용하였다.

 

KGD1 돌연변이주의 제작

유전자 파괴를 위하여 YEplac195 multi-cloning site내에

삽입되어 있는 KGD1 유전자를 대상으로 PCR을 수행하여

얻은 약 720 bp와 750 bp의 절편을 pT7Blue-T 벡터에 HindIII

와 AatII, BamHI과 EcoRI 제한효소를 이용하여 삽입한 후,

다시 여기에 YIplac211 벡터의 URA3 유전자를 BamHI과

AatII제한효소를 이용하여 삽입하였다. 이렇게 재조합 된 플

라스미드를 PCR로 증폭하여 KGD1 유전자 내의 970 pb

정도의 염기가 제거되고 1.6 kb정도의 URA3 유전자가 삽입

되어 있는 linearized construct를 제조한 후 F808 균주로

형질전환 하였다.

 

효모의 세포막 현탁액 추출 및 세포벽 합성 효소의 활성

측정

효모의 세포막 분획은 유리 비드를 사용하여 준비하였다

(Choi and Cabib, 1994; Lee et al., 1999). 글루칸 합성 효소

활성은 앞서 보고된 방법에 따라 측정하였으며 (Kang and

Cabib, 1986; Lee et al., 1999), 키틴 합성 효소의 활성은 Choi

와 Cabib의 방법을 이용하였다 (Choi and Cabib, 1994). 모든

반응은 반복 수행하였으며 반응결과 형성된 비용해성 물질의

방사능은 glass fiber filters(Whatman Inc., Clifton, NJ, USA)로

거른 뒤, 액체 섬광계수기로 측정하였다. 베타-1,3-글루칸 합

성효소와 키틴 합성 효소의 비활성은 표준조건 하에서 1mg의

효소 단백질에 의해 한 시간 동안 합성된 glucose와 N-acetyl

glucosamine의 농도로 환산하였다. 사용한 단백질의 농도 측

정은 bovine serum albumin을 표준으로 Lowry 등의 방법에

따라 정량하였다(Lowry et al., 1951).

 

세포벽 분획 및 분석

세포벽 분획은 기존에 보고된 바 있는 실험과정에 따라 수

행하였다(Lee et al., 1999; Manners et al., 1973). 각각의 분

획으로부터 글루칸 함량은 orcinol-sulphuric acid 방법에 따

라 측정하였고(White and Kennedy, 1986), 키틴의 함량은

chitinase 처리 후에 Tracey(1956)의 방법에 의하여 측정하였다.

 

세포벽 저해제에 대한 감수성

Zymolyase 저항성 실험은 기존의 방법(Ishiguro et al.,

1997)을 변형하여 수행하였다. 효모는 1.2M sorbitol을 포함한

YPD 배지에서 대수기 중반까지 배양하고 세포를 수득하였다.

수득한 세포를 세척한 뒤 OD600가 0.4가 되도록 멸균수에 희석

하고, 10mM Tris-HCl (pH 8.0) 완충용액에 녹인 Zymolyase

를 최종 농도가 2 mg/ml이 되도록 첨가하여 30
o
C에서 배양

하였다. 90분마다 흡광도를 측정하여 세포의 생장을 확인

하였다. 세포벽 합성 저해제의 MIC (minimum inhibitory

concentration; 최소저해 농도)의 측정은 Kurtz 등의 방법을

참고하였다(Kurtz et al., 1994).

 

결과 및 고찰

KGD1 유전자의 동정

선행 연구에서 본 연구진은 LP0353의 베타-1,3-글루칸 합성

효소의 결함을 부분적으로 회복시키는 8.5Kb 크기의 클론을

분리한 바 있다 (진 등, 1995). 이 양성클론의 염기서열을 분석

한 결과, Yil124w와 Yil125w에 해당하는 두 개의 ORF가 포함되

어 있음을 확인하였다. Yil124w는 GBG1/AYR1으로 NADPH

의존적 1-acyl dihydroxyacetone phosphate reductase를 암호

화하며, phosphatidic acid와 인지질 생합성과 관련되어 있다

(Athenstaedt and Daum 2000; Zahedi et al., 2006). 또한

GBG1/AYR1은 효모의 세포벽 합성과도 연관되어 있는 것으로

밝혀졌다(Ahn et al., 2010). 한편, ORF Yil125w는 KGD1 유

전자로 α-ketoglutarate dehydrogenase를 암호화 하고 있으며

(Repetto and Tzagoloff 1989), 이는 tricarboxylic acid (TCA)

cycle에서 α-ketoglutarate로부터 succinyl-CoA의 형성을 촉매

하는 효소이다(Arikawa et al., 1999; Repetto and Tzagoloff

1989). KGD1 돌연변이는 TCA cycle을 통하여 ATP를 생산할

수 없기 때문에 glycerol, ethanol, lactate 등이 유일 탄소원으

로 제공된 경우에 생장이 감소한다(Smaczynska-de Rooij et

al., 2004). 그러나, YPD 완전배지에서 KGD1 돌연변이는 생

장이 조금 감소하거나 혹은 정상과 차이가 없다고 보고된

바도 있다(Arikawa et al., 1999; Smaczynska-deRooij et al.,
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2004). YPD 완전배지에서 보여주는 KGD1 돌연변이의 생장

속도의 차이는 실험에 사용한 균주의 유전적 배경의 차이로

인한 것으로 여겨지며, 본 실험에서 제조한 KGD1 돌연변이

는 생장이 약간 감소하였다. 그 동안 KGD1에 대한 연구는

대사과정과 연관되어 진행되었을 뿐 본 연구진이 접근한 바

와 같이 세포벽 합성과의 관련성을 조사한 바는 없다.

세포 내 KGD1 유전자수가 베타-1,3-글루칸 합성 효소의

활성에 어떠한 영향을 미치는지 확인하고자, KGD1 ORF를

high-copy No. 플라스미드(YEplac195)와 Low-copy No.

플라스미드(Ycplac33)에 각각 클로닝 하였다. 각각의 플라

스미드를 LP0353 균주에 도입하고 베타-1,3-글루칸 합성

효소의 활성을 비교하였다. 세포 내 유전자 수와 상관없이

KGD1 유전자가 도입된 돌연변이주 LP0353의 효소활성은

증가하였으나 야생형에 비해서는 활성이 낮았다(Table 1).

또한 세포벽 구성성분의 분석에서도 KGD1 도입 균주가 야

생형에 비해 전체 글루칸 대비 베타-1,3-글루칸의 함량이 낮

으나, LP0353균주보다 증가했음을 확인하였다. KGD1 결손

돌연변이 및 회복 균주를 대상으로 베타-1,3-글루칸 합성효소

의 활성 및 베타-1,3-글루칸의 함량을 확인하는 추가 실험이

요구되긴 하나, 이상의 결과는 KGD1이 베타-1,3-글루칸 합성

효소의 활성에 관여하고 있음을 나타낸다.

 

KGD1 유전자 파괴가 세포벽 합성효소 활성에 미치는 영향

세포벽 합성 및 세포벽 조립과 연관된 KGD1의 기능을 분석

하기 위하여 ∆kgd1 돌연변이를 제조하고 Southern Blot으로

확인하였다(Fig. 1). KGD1 결손돌연변이는 그 기능과 연관되

어 glycerol, ethanol, lactate 등이 유일 탄소원으로 제공된

경우 생장이 감소하나 YPD 완전배지에서의 생장은 실험그

룹에 따라 다소 다르게 나타나는 것으로 보고된 바 있는데

(Arikawa et al., 1999; Smaczynska-deRooij et al., 2004),

본 실험실에서 제조한 KGD1 돌연변이의 경우에는 YPD에

서의 생장이 약간 감소하였다(Fig. 2). 이러한 생장속도 차

이는 실험에 사용한 균주의 유전적 배경의 차이에 기인한

것으로 여겨진다.

Table 1. Assay of β-1,3-glucan synthase activity and quantitative

analysis of cell wall composition in LP0353 strain

expressing Kgd1

Strain

β-glucan

synthase
a

(%)

β-glucan
b

total

glucan
c

β-1,3

glucan
d

β-1,6

glucan

β-1,3 glucan

/total glucan
e

Wild type 103.6 (100) 8314.8 7590.0 724.8 91.3 (100)

LP0353 27.2 (26.3) 2976.0 1993.0 982.8 67.0 (73.4)

LP0353+YCp 24.0 (23.2) 3954.0 2781.6 1172.4 70.3 (77.0)

LP0353+YEp 24.8 (23.9) ND* ND* ND* ND*

LP0353+YCpKGD1 35.5 (34.5) 3746.4 3025.2 721.2 80.7(88.4)

LP0353+YEpKGD1 39.9 (38.5) ND* ND* ND* ND*

*ND, not determined.
a
Enzyme activity was measured in membrane fractions and was expressed

as mg (UDPG)/h·mg (protein).
b
The units of β-glucan were expressed as mg/mg of cell wall dry-weight.
c
The amount of total β-glucan was determined based on the carbo-

hydrate content of the Zymolyase-insoluble pellet and solubilized superna-

tant before dialysis.
d
The amount of β-1,3-glucan was the difference in between total carbohy-

drate content and β-1,6-glucan.
e
The amount of β-1,3-glucan in GS-1-36 was taken as 100.

Fig. 2. Growth curve of ∆kgd1 mutant. Cells were grown in YPD

at 30
o
C. Cell growth was measured as OD600 every 3 hours.

Fig. 1. Gene disruption of KGD1 in S. cerevisiae. (A) A schematic representation of the gene disruption of KGD1. Black arrows stand

for ORFs. The predicted sizes of fragments generated by HindIII-digestion are depicted. A 4 Kb fragment indicates KGD1

wild type allele while the 5 kb fragment indicates the kgd1::URA3 allele disrupted by inserted URA3. (B) The disruption of

KGD1 was detected by Southern blot using the indicated probe. wild type (lane1) and ∆kgdI (lane2)
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한편, 예상과 달리 ∆kgd1 돌연변이주에서 베타-1,3-글루칸

합성효소의 활성은 야생형에 비하여 약간 증가하였다(Fig. 3).

KGD1 결손돌연변이는 야생형에 비해 키틴 합성 효소 I은 15%,

키틴 합성 효소 II는 53% 그리고 키틴 합성 효소 III는 28%

증가하였다. 이러한 결과는 LP0353의 베타-1,3-글루칸 합성

효소의 활성 결핍을 회복시키는 선행 실험의 결과와는 다소

차이가 있지만, 모든 세포벽 합성 효소 특히 키틴 생합성 효소

에 영향을 주고 있음을 보여준다. 효소활성과 더불어 세포벽

당류의 분석 결과, Alkali-soluble 글루칸의 경우 야생형 균주

에 비하여 KGD1 disruptant의 경우 약 17% 정도 감소되었다

(Table 2). Acid-soluble 글루칸, 즉, 베타-1,6-글루칸의 경우는

KGD1 결손돌연변이에서 약 15% 정도 증가하였고, Alkali-/

acid-insoluble 글루칸, 즉, 베타-1,3-글루칸의 경우는 큰 차이

를 보이지 않았다. Mannan의 경우 야생형 균주에 비해 결손

변이주의 함량이 17% 정도 감소하였으나, 키틴의 경우에는

15% 정도 증가하였다(Table 2). 세포벽 당류 분석은 KGD1이

베타-1,3-글루칸의 함량에는 영향을 미치지 않으나, 베타-1,6-

글루칸과 알파 글루칸의 함량 변화를 유발하였음을 알 수

있다. 이상의 결과는 KGD1이 키틴생합성효소 활성에 영향을

주며, 세포벽의 베타-1,6-글루칸과 알파 글루칸 함량에 영향을

줌으로써 효모의 세포벽 합성과정에 관여함을 시사한다.

 

KGD1 결손돌연변이주의 세포벽 합성 저해제에 대한

감수성 조사

KGD1 유전자 파괴에 의한 세포벽 합성 효소의 활성 변화가

세포벽 합성 저해제에 대한 감수성에는 어떠한 영향을 주는지

확인하고자 하였다. 세포벽의 주요 성분인 베타-1,3-글루칸을 특

이적으로 가수분해 하는 베타-1,3-글루카네이즈인 Zymolyase

에 대한 감수성은 ∆kgd1 돌연변이주와 야생형이 큰 차이를

보이지 않았다(결과 미제시). 이 결과는 베타-1,3-글루칸의

함량에서 큰 차이가 없었던 돌연변이주의 세포벽 구성성분

분석결과와 일치하였다(Table 2). 다양한 세포벽 합성 저

해제에 대한 최소저해 농도를 측정한 결과, ∆kgd1 돌연변이는

야생형에 비해 Calcofluor white에 대한 내성이 증가하였고

Nikkomycin Z에 대한 감수성을 보였다(Table 3). Calcofluor

white는 키틴에 특이적으로 결합하는 염료로 세포벽 결함을

보이는 다양한 돌연변이가 감수성을 보이는 것으로 보고되었

다. Calcofluor white에 대한 내성의 증가는 ∆kgd1 돌연변이

주에서 키틴의 함량이 감소함을 의미하나 세포벽 당류의 함량

분석 결과와 일치하지 않았다. Nikkomycin Z는 키틴 합성

저해제로 효모의 키틴 합성 효소 III에 특이적인 것으로 보고

되었는데(el-Sherbeini and Clemas 1995), ∆kgd1 돌연변이주

의 Nikkomycin Z에 대한 감수성 증가는 키틴 합성 효소의

활성 증가와 일치하는 결과로 KGD1이 키틴의 생합성에 관련

되어 있음을 시사한다. 반면 글루칸 합성 저해 물질인 L-

688,786과 L-733,560 및 또 다른 키틴 합성 저해 물질인

Polyoxin D에 대한 감수성은 야생형과 큰 차이를 보이지

않았다(결과 미제시).

이상의 결과는 KGD1이 TCA cycle을 통하여 ATP 생

산과 관련된 기능뿐만 아니라, 효모의 세포벽 합성과 관련

된, 특히 키틴 생합성 효소의 활성에 변화를 일으켜 생장

및 세포벽 합성 저해제에 대한 감수성의 변화를 유도함을

제시하고 있다.

적요

KGD1 유전자는 비허용온도에서 세포벽에 결함을 보이는

Saccharomyces cerevisiae LP0353 균주의 베타-1,3-글루칸

합성 효소의 활성을 회복시키는 유전자로 분리되었다. α-

ketoglutarate dehydrogenase를 암호화하는 KGD1 유전자의

효모의 세포벽 합성과 연관된 기능을 분석하기 위하여 유전자

파괴를 시도하였다. KGD1돌연변이는 생장속도가 감소하고,

키틴 합성 효소들의 활성이 증가하였으며, 세포벽 구성 당류의

함량에 변화를 보였다. 또한 Calcofluor white과 Nikkomycin Z

등과 같은 세포벽 합성 저해물질에 대해 감수성 변화를 나타냈

Table 2. Quantitative analysis of cell wall composition in ∆kgd1

Strain

Conc. (mg/g cell wall dry weight)

Alkali-sol-

uble

Acid-sol-

uble

Alkali-/Acid-

insoluble
Mannan Chitin

Wild type 186.13 2.60 26.40 98.30 6.21

∆kgd1 155.57 2.99 27.13 82.01 7.13

Fig. 3. Assays of enzymes related to cell wall biogenesis in ∆kgd1.

The values are presented as relative enzyme activities

normalized to that of wild type. The experiment was

performed three times.

Table 3. Susceptibility of ∆kgd1 mutants to cell wall damaging

agents

Strain
MIC (mg/ml)

Wild type ∆kgdI

Calcofluor white 4 20

Nikkomycin Z 4 0.8
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다. 이러한 결과들은 KGD1이 효모의 세포벽 특히 베타-1,6-글

루칸과 키틴의 생합성에 영향을 주고 있음을 시사한다.
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