
Development of New Vector Systems as Genetic Tools Applicable to
Mycobacteria

Ji-A Jeong1, Ha-Na Lee1, In-Jeong Ko2 and Jeong-Il Oh1*

1Department of Microbiology, Pusan National University, Busan 609-735, Korea
2Korea Science Academy of KAIST, Busan 614-822, Korea

Received January 23, 2013 /Revised February 15, 2013 /Accepted February 15, 2013

The genus Mycobacterium includes crucial animal and human pathogens such as Mycobacterium tuber-
culosis, Mycobacterium leprae, and Mycobacterium bovis. Although it is important to understand the ge-
netic basis for their virulence and persistence in host, genetic analysis in mycobacteria was hampered
by a lack of sufficient genetic tools. Therefore, many functional vectors as molecular genetic tools have
been designed for understanding mycobacterial biology, and the application of these tools to mycobac-
teria has accelerated the study of mechanisms involved in virulence and gene expression. To over-
come the pre-existing problems in genetic manipulation of mycobacteria, this paper reports new vec-
tor systems as effective genetic tools in Mycobacterium smegmatis. Three vectors were developed;
pKOTs is a suicide vector for mutagenesis containing a temperature-sensitive replication origin (TSRO)
and the sacB gene encoding levansucrase as a counterselectable marker. pMV306lacZ is an integrative
lacZ transcriptional fusion vector that can be inserted into chromosomal DNA by site-specific
recombination. pTnMod-OKmTs is a minitransposon vector harboring the TSRO that can be used in
random mutagenesis. It was demonstrated in this study that these vectors effectively worked in M.
smegmatis. The vector systems reported here are expected to successfully applicable to future research
of mycobacterial molecular genetics.
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서 론

Mycobacterium 속(genus)은 동물과 인간에 병원성을 나타

내는 다수의 종을 포함하고 있어 의학적으로 중요한 의미를

지닌다. 대표적인 인체 병원균인 Mycobacterium tuberculosis는

결핵을 일으키는 종으로, 전 세계 약 3분의 1 정도의 인구수가

이 병원균에 감염되어 있다고 추정되고 있다[11]. 따라서

Mycobacterium 속에 대한 병인학적 연구와 세균 종 자체에 대

한 기초과학적 연구의 필요성이 대두되어왔으며, 현재까지도

여전히 중요하게 거론되고 있다. 이러한 연구의 필요성은

Mycobacterium 속에 대한 분자생물학적 연구 기법과 유전학적

연구 수단에 대한 다양화를 촉진하였으며, 그 결과 지난 십

수년 간 많은 발전이 있었다. 그러나 실험 수행 시, 이들의

느린 세대기간(generation time 혹은 doubling time)으로 인한

큰 시간적 소모와 세포벽의 높은 지질함량으로 인한 낮은 형

질전환 효율 등의 여러 가지 실험상 문제가 야기되었다. 따라

서 mycobacteria는 다른 세균 종에 적용되는 일반적 실험기법

보다는 이들 특성에 맞게 고안된 실험기법과 수단이 필요하

다. 세균의 생리학적 특성을 밝히는데 있어 mutagenesis는 가

장 유용한 실험 기법으로 활용된다. Mycobacteria에서도 역시

생리학적 특성과 병원성 기작을 연구하는데 있어서 효과적인

mutagenesis 방법이 요구된다. 유전자의 knockout이나 교체

는 suicide vector를 사용하는 방법[14, 31], mycobacter-

iophage에 의해 매개되는 방법[3], incompatible plasmid를 이

용하는 방법[27] 등으로 수행된다. 최근, 여러 연구에서 ho-

mologous recombination 기반의 유전자 교환을 통해 M. tu-

berculosis와 Mycobacterium bovis BCG의 돌연변이를 제작한 사

례가 보고되었다[1, 2]. Mycobacteria의 돌연변이 제작과정 중

에서도 특히, 낮은 homologous recombination 확률과 형질전

환율을 극복하는 것이 가장 중요한 쟁점으로 대두되었으며[9,

21], 이를 극복하기 위한 방법의 일환으로 temperature- sensi-

tive replication origin (TSRO)과 Bacillus subtilis의 sacB 유전

자를 가진 vector를 이용하여 돌연변이를 구축하는 방법이 제

시되었다[29]. 이 체계는 두 단계로 이루어지는데, 온도 조건에

따라 vector의 복제여부를 조절함으로써 DNA의 세균 내로의

도입을 증가시켜 유전자 교환이 일어날 확률을 증가시키고,

mycobacteria에서 sucrose 존재 시 독성을 나타내는 sacB 유전
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자 산물을 counterselectable marker로 사용하여 double-

crossover의 결과로 형성된 돌연변이 균주에 대한 후보군을

쉽게 선별하도록 하였다[10, 30]. 따라서 본 연구에서는 기존의

suicide vector로 알려진 pKO vector [34]에 TSRO를 삽입함으

로써 온도 조건에 따라 vector의 복제가 조절이 가능한 pKOTs

를 구축하였다.

Mycobacteriophage L5는 mycobacteria에 감염하는 lyso-

genic phage로 Mycobacterium smegmatis의 chromosomal

DNA의 attB (bacterial attachment site)에 single-copy로 삽입

된다[20, 35]. L5가 가지는 integrase는 attP (phage attachment

site)와 attB 사이의 site-specific recombination을 촉매하며, 그

결과로써 phage DNA의 삽입이 일어나게 된다. 이러한 삽입

과정은 integrase와 attP site 이외의 다른 phage 유전자들이

존재하지 않아도 충분히 유도된다는 것이 이미 알려져 있으며

[20], 숙주가 가지는 host-factor인 mIHF (mycobacterial IHF)

에 의해 조절된다[19, 20, 28]. Mycobacteriophage DNA를

Escherichia coli cosmid로 삽입한 recombinant shuttle vector

의 경우 E. coli에서는 plasmid로서 복제되지만 mycobacteria

에서는 phage로서 기능을 하여 chromosomal DNA로 삽입된

다고 보고되어 있다[16, 35]. 이러한 원리로 L5의 attP site와

integrase 유전자를 포함하는 vector들은 M. smegmatis와 M.

tuberculosis 등의 chromosomal DNA로 삽입된다. Promoter가

존재하지 않는 reporter 유전자들은 transcriptional fusion을

통하여 세균들의 유전자 발현 조절 연구에 이용되어 왔고, cat,

gfp, lacZ, FFlux, phoA, xylE 등은 mycobacteria에서 작용한다

고 알려진 reporter 유전자들이다[32]. 본 연구에서는 이러한

reporter 유전자 중 lacZ 유전자를 L5의 integrase와 attP site를

가지는 삽입 vector인 pMV306에 cloning하여 pMV306lacZ

vector를 구축하였다. 이를 이용해 조사하고자 하는 유전자를

lacZ 유전자와 transcriptional fusion시켜 이를 chromosomal

DNA로 삽입시키는 과정을 통해 쉽게 유전자 발현 조절의 조

사가 이루어질 수 있도록 하였다.

Transposon은 mycobacteria를 포함하여, 세균의 유전학적

분석을 위한 수단으로 이용되고 있다[6, 10, 24, 29]. 현재까지

다양한 세균에 대한 연구에 적용시킬 수 있는 transposon이

많이 알려져 있다. 그러나 대부분의 transposon은 자체의 크기

가 매우 크고, 이들이 가지고 있는 항생제 내성 유전자는 특정

균에는 적용되지 않는 경우도 있으며, 많은 transposon이 숙주

의 chromosomal DNA 상으로 임의적 transposition을 하지

않고 특정 DNA 서열로의 transposition하는 등의 실험 효율

상의 문제가 발생한다[6]. 이러한 한계점을 극복하기 위하여

다양한 minitransposon이 개발되어 왔다[5]. Transposon이란,

스스로의 위치를 다른 DNA 로 옮길 수 있는 DNA 서열 단위

체를 의미하며, 양쪽 끝에 역반복 서열(inverted repeat)을 가

지고 있고, 일반적으로 transposon 자체가 transposition을 촉

매 하는 효소인 trasposase를 암호화하고 있다. Transposase가

transposon 영역을 정의하고 있는 두 개의 역반복 서열 사이에

존재하지 않도록 DNA 서열 상에서 재조합 된 것을 mini-

transposon이라고 한다[5]. 이러한 배열로 인해 mini-

transposon이 숙주의 chromosomal DNA로 transposition할

때 transposase가 함께 이동하지 않게 되므로 다른 DNA 영역

으로의 2차 transposition이 일어날 가능성은 배제된다. 따라

서 transposase가 없는 transposon이 안정적으로 trans-

position된 상태를 유지하게 한다. 또한 이렇게 in vitro에서

합성된 minitransposon은 transposon 내부에 항생제 내성 유

전자 등과 같은 selectable marker를 연구 방향에 맞게 다른

종류의 marker로 교체할 수 있다는 장점을 가진다[5, 6]. 본

연구에서 사용된 minitransposon은 대장균에서 기능을 하는

복제시작점을 가진다. Chromosomal DNA로 transposition이

일어난 chromosomal DNA를 분리하여, 제한효소를 처리하고

self-ligation을 시켜 이를 E. coli로 도입하면, 세포 내에서 plas-

mid형태로 복제될 수 있도록 구성되어 있다. 이 점은 trans-

poson이 삽입된 유전자를 발굴하기 위한 빠른 cloning 작업을

가능하게 하므로 여러 측면에서 다양한 활용이 가능하다[7].

Tn5에 기초를 두어 구축된 pTnMod-OKm은 Gram-negative

세균에서의 효율적인 유전적 분석을 위한 self-cloning mini-

transposon vector이다[6]. pTnMod-OKm은 Tn5에서 유래한

내부 역반복 서열과 외부 역반복 서열, pUC19 vector에서 유

래한 pUC ori (pMB1 narrow-host-range 복제시작점), 그리고

kanamycin 내성 유전자인 kanamycin 3’-phosphotransferase

(aminoglucoside phosphotransferase)를 암호화하고 있는 유

전자로 이루어져 있다. 그리고 transposon 바깥쪽에, Gram-

negative 세균에서의 DNA transfer에 이용되는 RP4 transfer

시작점과 Tn5 transposase를 암호화하고 있는 유전자를 포함

하고 있다(Fig. 5). Tn5 transposase는 숙주와 목적 DNA 서열

에 대한 낮은 특이성을 가진다. 또한 이 vector는 cloning에

이용될 수 있는 비교적 드물게 존재하는 제한효소자리를 가지

고 있는데 GC함량이 높거나 낮은 DNA 서열 각각을 모두 인

지하는 제한효소들의 인식부위이므로 숙주 genome의 GC함

량율로 비롯되는 실험적 한계를 고려하지 않아도 된다는 장점

을 가지고 있다[6]. pTnMod-OKm이 Gram-negative 세균 연

구를 위해 고안된 vector이나, 위에서 기술한 특성들은 이 vec-

tor 체계를 Gram-positive한 성격을 가지고 있으면서도 높은

genome의 GC 함량율을 보이는 Mycobacterium 속에 적용시킬

수 있는 가능성을 제시하고 있기 때문에 이를 mycobacteria에

적용할 새로운 minitransposon vector 개발의 기반으로 이용

하였다. 여기에 형질전환의 효율이 높지 않은 mycobacteria에

서의 random mutagenesis의 효율을 높이고자 TSRO인

pAL500Ts를 cloning하여 pTnMod-OKmTs를 구축하였다. 상

기된 vector들의 사용은 mycobacteria에서의 효율적인 돌연변

이 구축과 유전자 연구 기반을 제시할 것으로 기대된다.
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Table 1. The bacterial strains and plasmids used in this study

Strain or plasmid Genotype or description References/Sources

Strains

M. smegmatis
mc2155 High-transformation-efficiency mutant of M. smegmatis ATCC 607 [36]

△MSMEG_2660 MSMEG_2660 deletion mutant derived from M. smegmatis mc
2
155 This study

E. coli

DH5α (φ80dlacZΔM15)ΔlacU169 recA1 endA1 hsdR17 supE44thi1 gyrA96 relA1 [17]

Plasmids

pKO Hygr; sacB, suicide vector [34]

pDE Cm
r
; pUC ori, pAL500Ts; temperature-sensitive mycobacterial replication origin Unpublished

pKOTs Hygr; pKO-based vector constructed by inserting HindIII-KpnI fragment containing

pAL500Ts and pUC ori derived from pDE

This study

pKOTsΔMS2660 pKOTs::0.83-kb BamHI-HindIII fragment containing ΔMSMEG_2660 This study

pNC Hygr; Promoterless lacZ [23]

pMV306 Km
r
; Integrative vector containing int and attP site of mycobacteriophage L5 for

integration into the mycobacterial genome

[4, 18, 37]

pMV306lacZ Km
r
; pMV306::3.17-kb NotI-XbaI fragment containing promoterless lacZ derived

from pNC

This study

pADLACZ pNC::0.51-kb XbaI-ClaI fragment containing the ald promoter region Unpublished

pMV306lacZald pMV306lacZ::0.51-kb EcoRI-HindIII fragment containing the ald promoter region This study

pTnMod-OKm Kmr; minitransposon vector based on Tn5; pUC ori; RP4 transfer origin; Tn5

transposase

[6]

pTnMod-OKmTs pTnMod-OKm-based vector constructed by replacing RP4 origin with pAL500Ts This study

재료 및 방법

사용된 균주, plasmid, 균주의 생장조건, 그리고 균주의

형질전환

본 연구에서 사용된 균주와 plasmid에 대한 정보는 Table

1에 표기하였다. E. coli 균주들은 37℃에서 Luria-Bertani

(LB) 배지를 이용하여 배양하였고, 선별이 필요한 경우에는

항생제인 ampicillin을 100 μg/ml, kanamycin을 50 μg/ml,

그리고 hygromycin을 200 μg/ml의 농도로 처리하였다. M.

smegmatis 균주들의 경우에는 7H9 액체배지(Difco, MD,

USA)에 0.2% (w/v) glucose와 0.02% (v/v) Tween 80을, 고

체배지에 0.2% (w/v) glucose를 첨가하고, 이를 이용하여 37

℃에서 배양하였으며, TSRO가 존재하는 vector를 이용하는

실험과정에 있어 필요한 온도조건은 해당 실험과정에 대한

설명과 함께 상세 기술하였다. 선별이 필요한 경우에는 ka-

namycin을 30 μg/ml, hygromycin을 50 μg/ml의 농도로 처

리하여 배양하였다. E. coli 균주의 형질전환과정과 M. smeg-

matis 균주의 형질전환과정은 각각 그 과정들이 기술되어 있

는 서적을 참고하였다[25, 33].

pKOTs를 이용한 돌연변이 제조 및 선별

돌연변이 제조를 위해 M. smegmatis chromosomal DNA를

주형으로 MSMEG_2660_F (5'-AACGGGATCCGACCAGAC

CTGGTCGGCG-3')와 MSEMG_2660_del_R (5'-TCCTCGGT

GTCGCGGGCGGCTATGCGTGCATCGTCGTGCA-3')을

primer로 사용하여 MSMEG_2660의 start codon을 중심으로

445 bp의 DNA 단편을, MSMEG_2660_R (5'-AACGAAGCTT

CCAAGCCCACGCTGACGA-3')과 MSEMG_2660_del_F (5'-

TGCACGACGATGCACGCATAGCCGCCCGCGACACCG

AGGA-3')를 primer로 사용하여 MSMEG_2660의 stop codon

을 중심으로 435 bp의 DNA 단편을 얻었다. 20 bp가 겹치도록

MSMEG_2660_del_F와 MSMEG_2660_del_R primer를 고안

하였기 때문에 이 두 단편은 40 bp가 겹치게 된다. 두 단편을

주형으로 MSMEG_2660_F와 MSMEG_2660_R을 primer로 사

용하여 270 bp가 결실(deletion)된 MSMEG_2660을 얻었다. 이

렇게 결실된 MSMEG_2660을 포함하는 840 bp의 DNA를

HindIII로 절단하여, HindIII와 EcoRV로 자른 pKOTs suicide

vector에 cloning하였다(pKOTsΔMS2660). M. smegmatis를

pKOTsΔMS2660으로 형질전환 시킨 후 hygromycin을 50 μg/

ml로 가지는 7H9 고체배지에 도말하여 30℃에서 4일간 배양

하였다. 성장한 colony를 다시 삼분도말(streaking)한 후 형성

된 colony를 hygromycin이 50 μg/ml의 농도로 포함된 7H9

액체배지에 접종하여 30℃에서 2일간 완전히 배양한 다음, 배

양액을 10배 희석하여 30 μl를 항생제가 들어있는 7H9 고체배

지에 도말하여 42℃에서 3일간 배양하였다. 성장한 colony를

다시 삼분도말한 후 형성된 colony를 항생제가 없는 7H9 액체

배지 20 ml에 접종한 다음 42℃에서 배양하였다. 4일동안 배양

한 후 배양액 10 μl를 10% (w/v) sucrose가 첨가된 7H9 고체배

지에 도말하여 37℃에서 3일간 배양하였다. 성장한 colony를

다시 삼분도말한 후 형성된 colony 일부를 항생제가 들어있는
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7H9 고체배지와 항생제가 들어 있지 않은 7H9 고체배지에

각각 삼분도말하여 37℃에서 배양하였다. 항생제가 들어있지

않은 배지에서 성장하고 항생제가 들어있는 배지에서는 성장

하지 못한 colony를 돌연변이 후보군으로 선정하여, 돌연변이

후보군을 각각 20 ml 7H9 액체배지에서 3일간 배양한 다음

chromosomal DNA를 추출하여 MSMEG_2660_F와 MSMEG_

2660_R의 primer를 이용하여 PCR로 돌연변이를 확인하였다.

β-galactosidase 활성 측정

β-galactosidase 활성은 Miller (1972)에 의해 보고된 방법을

토대로 수행되었다[22].

pTnMod-OKmTs를 이용한 M. smegmatis에서의 mini-

transposon에 의한 random mutagenesis

구축된 pTnMod-OKmTs를 이용하여 M. smegmatis 균주를

형질전환 시킨 후, pTnMod-OKmTs vector의 선별을 위한 30

μg/ml 농도의 kanamycin이 포함된 7H9 고체배지에 도말하

여 colony가 형성될 때까지 5~6일 정도 30℃에서 배양하였다.

생성된 colony를 30℃에서 삼분도말을 통해 단일 클론(clone)

을 얻은 다음, 이를 100 ml 플라스크에 준비된 20 ml 7H9 액체

배지에 kanamycin을 첨가하여 이에 접종하고 30℃에서 배양

하였다. OD600값이 0.5일 때, 배양액을 10-1으로 시작하여 10-5

에서 10-6정도의 희석 배수까지 연속희석법으로 희석하고, 이

를 100 μl씩 7H9 액체배지에 kanamycin이 첨가된 고체배지

2개에 각각 도말하였다. 같은 sample이 도말되어 있는 두 개의

고체배지 중 하나는 42℃에서, 나머지 하나는 30℃에서 배양

하였다. 이때 30℃에서 배양되어 생성된 colony의 수는 희석된

배양액 내에 존재하는 실질적인 세균 수를 의미하며, 42℃ 배

양조건에서 선별된 colony들은 이론적으로 minitransposon에

의한 transposition이 일어난 클론으로 간주하였다.

결과 및 고찰

pKOTs 구축

일반적으로 suicide vector에 의한 mutagenesis의 방법은

유전자 교환을 기본으로 하며, single-crossover를 통한 목적

유전자로의 selectable marker와 일부가 돌연변이(결실 혹은

삽입)된 목적 유전자 서열의 삽입, 그리고 negative selection을

통한 double-crossover 형질전환체 분리의 두 가지 과정으로

이루어진다[26]. Mycobacteria 내의 homologous recombina-

tion은 10
-3
이하의 낮은 확률로 일어나기 때문에[21], 유전자

교환이 일어난 돌연변이를 얻기 위해서는 새로운 유전학적

방법이나 mycobacteria의 낮은 형질전환율(DNA μg당

10
2
~10

5
의 형질전환체)을 극복하는 것이 필요하다[9]. 효과적

으로 돌연변이를 얻기 위한 suicide vector의 조건은 (i) 형질전

환에 이용될 vector가 세균 내로 높은 효율로 도입되고, 특정

조건에서 세균 내에서 충분한 양으로 증폭됨으로써 chromo-

somal DNA에 삽입될 수 있는 확률이 높아야 하며, (ii) coun-

terselection 조건에서 vector를 포함하고 있는 클론이 쉽게 제

거될 수 있어야 한다. pKO vector는 selectable marker로서

kanamycin과 hygromycin에 저항성을 가지는 유전자 및 le-

vansucrase (2,6-β-D-fructan 6-β-D-fructosyltransferase; EC

2.4.1.10)를 암호화하는 sacB 유전자를 가지며 mycobacteria의

복제시작점이 존재하지 않기 때문에 mycobacteria에서 sui-

cide vector로 사용될 수 있지만[34], 세균 내로 vector의 도입

효율이 낮아서 확률적으로 homologous recombination에 의

한 single-crossover를 얻는데 어려움이 있다. 이점을 극복하기

위하여 본 연구에서는 pKO vector를 주형으로 pKO_F

(5'-ATATAAGCTTCGGTCCTCCGATCGTTG-3')와 pKO_R

(5'-CCCCGGTACCATGCAACAGAAACTATAA-3')을 pri-

mer로 사용하여 hygromycin에 저항성을 가지는 유전자와

sacB 유전자를 포함하는 3,944-bp DNA 단편을 얻은 후 KpnI

과 HindIII로 절단하고, pDE vector를 동일한 제한효소로 처리

하여 E. coli의 복제시작점인 pUC ori와 pAL500Ts를 포함하는

3,918-bp DNA 단편을 얻어 temperature-sensitive suicide

vector인 pKOTs vector (7,852 bp)를 구축하였다(Fig. 1).

pAL500Ts는 32℃ 또는 그 이하에서는 세포 내에서 안정하게

유지되지만 39℃ 이상에서는 복제 활성을 잃게 된다[9]. 따라

서 mycobacteria를 pKOTs로 형질전환 시킨 후 32℃ 이하에서

배양할 경우에는 pKOTs는 복제가 가능한 vector로서 기능을

하지만, 39℃ 이상에서는 복제를 하지 못하고 mycobacteria

내에서 suicide vector로 작용한다. 이러한 점을 이용하여 32℃

이하에서 vector가 도입된 형질전환체를 선별하여 mycobac-

teria 내로의 낮은 DNA 도입 효율을 극복하고, 유전자 교환이

일어날 수 있는 확률을 증가시킬 수 있다. Hygromycin을 포함

하는 배지에서 39℃ 이상으로 형질 전환된 균주를 배양할 경

우 suicide vector가 chromosome에 삽입된 single-crossover

형질전환체를 얻을 수 있으며, pKOTs에는 sacB 유전자가 존

재하기 때문에 10% (w/v) sucrose를 포함하는 배지에서 sacB

유전자를 가지고 있는 균주는 생존할 수 없으므로[30] dou-

ble-crossover가 일어난 돌연변이 후보군을 쉽게 얻을 수 있는

장점이 있다. pKOTs에서 돌연변이 제작을 위한 제한효소로

HindIII, EcoRV, NotI, KpnI, NruI을 이용할 수 있다.

pKOTs를 이용한 M. smegmatis MSMEG_2660 결실

돌연변이 제작

pKOTs vector가 돌연변이 제작에 사용이 가능한지 알아보

기 위하여 유전자 일부분이 결실된 MSMEG_2660을 cloning

하여 돌연변이 균주용 vector를 구축하였다(pKOTsΔMS2660).

돌연변이 제작과정은 위의 재료 및 방법에 서술하였다. Vector

의 복제를 위한 균주 배양은 30℃에서, single-crossover 형질

전환체를 획득하기 위한 조건은 42℃에서 수행되었다.
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Fig. 1. Schematic diagram for the construction of the pKOTs

vector. The relevant restriction sites and genetic ele-

ments are shown. pKOTs was constructed by joining

two KpnI-HindIII fragments. The one containing the pUC

ori and pAL500Ts was generated by restriction of pDE

with KpnI and HindIII and the other carrying the hy-

gromycin resistant gene and the sacB gene as the select-

able markers was obtained by PCR using pKO as the

template. The restriction enzymes with a single re-

striction site are present for EcoRV, HindIII, NotI, NruI,

and KpnI. Abbreviations: pUC ori, replication origin

from pUC19 (pMB1); Kmr, kanamycin resistance cas-

sette; Cmr, chloramphenicol resistance cassette;

pAL500Ts, TSRO for mycobacteria; sacB, the gene encod-

ing levansucrase of B. subtilis.

Hygromycin이 존재하지 않는 배지에서 성장하지만 hygrom-

ycin이 존재하는 배지에서는 성장하지 못하는 colony를 돌연

변이 후보군으로 선정하여, 돌연변이 후보군을 각각 20 ml

7H9 액체배지에서 3일간 배양한 다음 chromosomal DNA를

추출하여 MSMEG_2660_F와 MSMEG_2660_R의 primer를 이

용하여 PCR로 돌연변이를 확인하였다. Wild type의 경우에는

1,110 bp의 크기를 가지는 DNA band를 확인할 수 있었고,

MSMEG_2660 돌연변이는 MSMEG_2660 내의 270 bp가 결실

된 840 bp의 DNA band를 확인할 수 있었다(Fig. 2). 이 실험결

과는 pKOTs가 mycobacteria의 유전자를 knockout 시키는데

성공적으로 작용하는 vector임을 보여주었다.

pMV306lacZ 구축

lacZ 유전자는 β-galactosidase (EC. 3.2.1.23)를 암호화하며,

Fig. 2. Confirmation of a MSMEG_2660 deletion mutant by PCR.

The PCR reaction was carried out with the primers

MSMEG_2660_F and MSMEG_2660_R using the chromo-

somal DNAs from the wild type (lane 1), the single-cross-

over transformant (lane 2), and the MSMEG_2660 mutant

(lane 3). Lane M indicates the DNA size marker.

유전자 특성을 조사하기 위한 reporter 유전자로서 주로 사용

된다. Mycobacteria에는 lacZ 유전자가 존재하지 않기 때문에

promoter가 없는 lacZ 유전자 앞부분에 조사하고자 하는 유전

자의 promoter를 cloning하여 transcriptional fusion을 구축한

다음, β-galactosidase의 효소 활성을 측정함으로써 유전자의

발현 정도를 알 수 있다. Mycobacteriophage L5는 M. tuber-

culosis, M. smegmatis와 BCG 균주들에 감염하여 chromoso-

mal DNA로 삽입되어 lysogenic 상태로 존재하게 되는데, 이

는 mycobacteria의 chromosomal DNA내의 tRANGly 유전자

부분과 겹쳐 존재하는 attB site와 mycobacteriophage L5의

attP site간의 site-specific recombination의 결과이다[12, 20].

Mycobacteria의 삽입 vector인 pMV306은 mycobacterophage

L5의 attP site와 integrase를 암호화하는 유전자인 int를 가지

며 selectable marker로 Tn903 유래의 kanamycin 저항성 유전

자를 포함하고 있다[4, 18, 37]. 이러한 점들을 기반으로 pNC

vector를 주형으로 pMV306lacZ_F (5'-AATTGCGGCCGCAA

AAAACCCCTCAAGACC-3')와 pMV306lacZ_R (5'-CCGGT

CTAGACAGGAGGATTCACCATGG-3')을 primer로 사용하

여 promoter가 존재하지 않는 lacZ 유전자를 포함하는

3,193-bp DNA 단편을 PCR을 통해 얻은 다음, PCR 산물을

NotI과 XbaI으로 자른 후 동일한 제한효소를 처리한 pMV306

에 cloning 하여 pMV306lacZ vector (7,149 bp)를 구축하였다

(Fig. 3). pMV306lacZ는 pMV306의 특성을 그대로 보존하고

있기 때문에, E. coli에서 복제가 가능하여 조작이 쉽고, attB

site로 site-specific recombination이 일어나 mycobacteria의

chromosomal DNA에 삽입되어 single copy로 존재하므로, β-
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Fig. 3. Schematic diagram for the construction of the

pMV306lacZ vector. The pMV306lacZ vector was gen-

erated as follows. pMV306 was restricted by XbaI and

NotI and ligated to the promoterless lacZ fragment am-

plified by PCR from pNC. The single-cut restriction sites

in the multiple cloning site of pMV306lacZ are boxed

and shaded in grey. Abbreviations: lacZ, the gene encod-

ing β-galactosidase; T1, the terminator for transcription;

attP, mycobacteriophage L5 attachment site; int, the gene

encoding integrase of mycobacteriophage L5; pUC ori,

replication origin from pUC19.

galactosidase 활성을 측정하거나 β-galactosidase의 antibody

를 이용하여 Western blot을 통해 특정 유전자의 발현 조절을

연구하는데 용이하다. 또한 Kanamycin 저항성 유전자를 가지

고 있기 때문에 다른 항생제 저항성 유전자를 가지는 myco-

bacteria의 vector와 호환성이 높으며, pMV306 유래의 multi-

cloning site (MCS)를 가지므로 cloning이 쉬운 장점이 있다.

pMV306lacZ를 이용한 M. smegmatis의 ald 유전자 발

현 확인

Mycobacteria의 alanine dehydrogenase (EC 1.4.1.1)를 암

호화하는 ald 유전자는 저산소 조건뿐만 아니라 alanine (Ala)

에 의해서도 발현이 유도된다[8, 15]. 따라서 pMV306lacZ가

mycobacteria내에서 효과적으로 작동하는지 알아보기 위한

목적으로, pALDLACZ vector를 주형으로 F_ald_int (5'-

ATTAAAGCTTGCCGCGCGCGTTGGATTG-3')와 R_ald_int

(5'-CAAAGAATTCACCTCGTGACCTCTGCGG-3')를 primer

Fig. 4. Promoter activities of the ald gene in M. smegmatis grown

in the presence or absence of alanine. The wild-type

strain of M. smegmatis containing the ald::lacZ transcrip-

tional fusion (pMV306lacZald) in its chromosome was

grown aerobically in 7H9 medium to an OD600 of 0.5~0.6.

Following the addition of 25 mM L-alanine to the cul-

tures, the strain was further grown for 1 hr (+Ala). For

the control, the M. smegmatis strain was grown under the

same growth conditions without the addition of L-ala-

nine (-Ala). The ald promoter activities were measured

by determining the β-galactosidase activities. Each value

is the mean ± the standard deviation of data from two

independent determinations.

로 사용하여 alanine dehydrogenase를 암호화하고 있는

MSMEG_2659 (ald) 유전자의 start codon 앞 398 bp와 뒤 97

bp를 포함하는, ald의 promoter가 존재할 것이라 예상되는

513 bp DNA 단편을 얻은 후 pMV306lacZ을 EcoRI과 HindIII

로 절단하여 동일한 제한효소로 처리된 PCR 산물을 lacZ 유전자

와 같은 방향으로 cloning 하였다 (pMV360lacZald). 구축된

pMV306lacZald를 이용하여 M. smegmatis wild type을 형질전

환 시켰다. Kanamycin 30 μg/ml이 첨가된 7H9 액체배지에서

OD600 0.5~0.6까지 배양한 후, 25 mM L-alanine을 첨가한 다음

추가적으로 1시간 동안 배양하여 β-galactosidase 활성을 측정

하였다. 실험결과, 배지에 alanine을 첨가한 조건에서 alanine

이 존재하지 않는 조건에 비해 ald 유전자 발현에 의해 β-gal-

actosidase의 활성이 29배 정도 증가한 것을 확인하였다(Fig.

4). 또한 X-Gal을 포함하는 7H9 고체배지에서도 alanine이 존

재하는 경우 β-galactosidase의 활성에 의해 colony의 푸른색

정도가 진해짐을 관찰할 수 있었다. 이러한 결과들을 통해

pMV306lacZ는 안정하게 chromosomal DNA내로 삽입이 되

어 유지되며, 유전자 발현 연구에 유용한 삽입 vector로서 작

용하는 것을 알 수 있었다.

pTnMod-OKmTs 구축

pTnMod-OKm vector를 주형으로하여 minitransposon과
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Fig. 5. Construction of pTnMod-OKmTs for random muta-

genesis of mycobacteria. pTnMod-OKmTs was con-

structed by replacing the RP4 origin of pTnMod-OKm

with the DNA fragment containing pAL500Ts TSRO

from pDE. Abbreviations: Kmr, kanamycin resistance

cassette; RP4 origin, the transfer origin; Cm
r
, chlor-

amphenicol resistance cassette; pAL500Ts, TSRO for

mycobacteria; pUC ori, replication origin from pUC19;

IR, inverted repeat from Tn5.

transposase, 그리고 E. coli 복제시작점 영역을 포함하는 vec-

tor 부분인 3,775 bp를 양 말단에 SphI, BamHI 제한효소 자리를

갖도록 두 primer (pTnMod_OKm_F, 5’-GAAAGCATGCAC

CATTCCTTGC-3’과 pTnMod_OKm_R, 5’-ATATGGATCCC

ATCACCAATTTCCTTTG-3’)를 이용하여 inverse PCR을 통

해 얻어냈다. 또한 pAL500Ts는 이를 포함하고 있는 2,808 bp

의 DNA 단편을 pDE vector를 주형으로 하여, primer set인

BamHI site를 포함하는 pAL500Ts_F (5’-AATTGGATCCCAC

CGCTCAGCTGCGCAC-3’)와 SphI site를 포함하는 pAL500Ts_R

(5’-GGCCGCATGCGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAG-3’)을 사

용한 PCR을 통해 얻었다. PCR을 통해 얻어진 vector 부위와

pAL500Ts를 포함하는 DNA 단편을 SphI과 BamHI을 처리한

다음, ligation을 통해 pTnMod-OKmTs vector (6,563 bp)를

구축하였다(Fig. 5).

pTnMod-OKmTs를 이용한 random mutagenesis

pTnMod-OKmTs vector는 mycobacteria에서의 random

mutagenesis를 보다 효율적으로 수행할 수 있도록 본 연구에

서 개발된 vector이다(Fig. 5). pTnMod-OKmTs의 기반인

pTnMod-OKm은 Gram-negative 세균에서의 유전적 연구를

위해 고안된 vector였으나[6], 여기에 pAL500Ts를 pTnMod-

OKm vector에 도입함으로써 실험자가 적절히 온도환경을 조

절하여, 앞서 설명한 TSRO 작동 원리를 통해 vector의 복제를

실험적 의도에 맞게 조절할 수 있도록 하였다. 이를 통해 my-

cobacteria 세포 내로의 vector의 도입 효율을 높이고, mini-

transposon이 세포내에 다중의 copy수로써 존재할 수 있도록

유도할 수 있다. 이러한 실험적 조작은 minitransposon이 my-

cobacteria chromosomal DNA 내로 transposition될 확률을

높여 줄 수 있게 된다. pTnMod-OKmTs를 이용한 random

mutagenesis 체계를 이용함으로 인해 얻을 수 있는 실험적

이점을 나열하면 다음과 같다. 첫 번째, 실험자는 random mu-

tagenesis를 수행한 후, minitransposon에 의한 삽입 돌연변이

가 일어난 chromosomal DNA상에서의 위치를 정확히 알 수

있다. pTnMod-OKm vector의 구조를 보면 Tn5 외부 역반복

서열과 RP4 transfer origin사이에 하나의 EcoRI 제한효소자리

가 존재한다(Fig. 5). Minitransposon의 transposition으로 인

해 얻어진 kanamycin 내성으로 선별된 균주의 chromosomal

DNA를 분리하여 EcoRI으로 처리 한 후, self-ligation 시킨 다

음 E. coli 형질전환과정을 거쳐 kanamycin 내성에 대한 선별

과정을 수행하면, colony를 형성하는 E. coli 균주는 mini-

transposon이 삽입되어 있었던 mycobacteria의 chromosomal

DNA의 일부 영역과 minitransposon 영역, 즉, 두 개의 연반복

서열로 정의된 부분인 pUC ori, kanamycin 내성 유전자를 포

함한 영역이 self-ligation된 plasmid를 가지고 있을 것이다.

따라서, 이미 알려져 있는 pTnMod-OKm vector의 염기서열

정보를 이용한 primer를 제작하여, EcoRI 처리와 self-ligation

과정에서 얻어지는 mycobacteria chromosomal DNA의 일부

염기서열을 sequencing을 통해 알아낼 수 있게 되므로 trans-

position이 일어난 chromosomal DNA 상에서의 정확한 위치

를 파악할 수 있다. 두 번째, pTnMod-OKmTs는 kanamycin

내성 유전자를 가지고 있어 mycobacteria에서 selectable

marker로 주로 쓰이는 hygromycin 내성 유전자를 가지는

vector와 호환이 가능하여, complementation test와 같은 돌연

변이 균주를 이용한 다양한 실험 과정에 있어서 사용이 용이

하다.
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초록：Mycobacteria에 적용 가능한 genetic tool로서의 새로운 vector system 개발
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Mycobacterium 속은 Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium leprae, Mycobacterium bovis와 같은 동물과 인체

에 병원성을 나타내는 세균 종을 다수 포함하고 있다. 이들의 숙주에서의 생존과 병원성에 관한 유전학적 정보를

확보하는 것은 매우 중요하지만, 효과적인 유전학적 도구가 부족하였기 때문에 이들에 관한 연구가 미비하였다.

따라서 mycobacteria의 연구를 위한 분자생물학적 실험 도구로서 다양한 기능성 vector들이 고안되었고, 이러한

기능성 vector의 개발은 실질적으로 mycobacteria에서의 연구 효과를 증진시켰다. 본 연구에서는 Mycobacterium

smegmatis에 적용 가능하고 기존에 제시되었던 mycobacteria 연구에 있어서의 한계점을 극복하기 위한 노력의

일환으로, 기능성 vector인 temperature-sensitive replication origin (TSRO)과 counterselectable marker로 le-

vansucrase를 암호화하는 sacB 유전자를 포함하는 suicide vector pKOTs, chromosomal DNA로 site-specific re-

combination을 통해 삽입되는 lacZ transcriptional fusion vector pMV306lacZ, 그리고 TSRO를 가지는 mini-

transposon vector pTnMod-OKmTs를 개발하였다. 이 vector들은 실질적으로 M. smegmatis에서 효과적으로 작동

하는 것이 확인되었으며 목적으로 하는 실험 결과 도출 가능성 또한 보여주었다. 따라서 이들 vector는 앞으로의

mycobacteria에 대한 효과적인 연구 기반이 될 것으로 기대된다.
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