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Using a random arbitrarily primed polymerase chain reaction, messenger RNA expression levels were 
assessed after exposure to 10% (v/v) toluene for 8 hr in solvent-tolerant Pseudomonas sp. BCNU 106. 
Among the 100 up-expressed products, 50 complementary DNA fragments were confirmed to express 
repeatedly; these were cloned and then sequenced. Blast analysis revealed that toluene stimulated an 
adaptive increase in the gene expression level in association with transcriptions such as LysR family 
of transcriptional regulators and RNA polymerase factor sigma-32. The expression of catalase and 
Mn2+/Fe2+ transporter genes functionally associated with inorganic ion transport and metabolism in-
creased, and the increased expression of type IV pilus assembly PilZ and multi-sensor signal trans-
duction histidine kinase genes, functionally categorized into signal transduction and mechanisms, was 
also demonstrated under toluene stress. The gene expression level of beta-hexosaminidase in associa-
tion with carbohydrate transport and metabolism increased, and those of DNA polymerase III subunit 
epsilon, DNA-3-methyladenine glycosylase II, DEAD/DEAH box helicase domain-containing protein, 
and ABC transporter also increased after exposure to toluene in DNA replication, recombination, and 
repair, and even in defense mechanism. In particular, the RNAs corresponding to the ABC trans-
porter, Mn2+/Fe2+ transporter, and the β-hexosaminidase gene were confirmed to be markedly in-
duced in the presence of 10% toluene. Thus, defense mechanism, cellular ion homeostasis, and biofilm 
formation were shown as essential for toluene tolerance in Pseudomonas sp. BCNU 106.
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서   론

극한세균에는 호산성 세균, 호알칼리성 세균, 호염성 세균, 

호열성 세균, 저온성 세균 및 내건성 세균(xerophiles)들이 포

함되며, 최근에는 내생 세균(endoliths), 내압성 세균(piezo-

philes, barophiles) 및 독성 내성(toxitolerant) 미생물도 극한

미생물로서 활발한 연구의 대상이 되고 있다[7]. 극한미생물들

이 극한 환경(산성, 알카리성, 고염, 고온, 건조 그리고 심해 

및 고농도의 유기용매 존재하의 환경 등)에서 생존하기 위해

서는 특별한 적응 전략이 요구되며, 이러한 이유 때문에 극한

미생물들은 많은 생리생화학적 특성이 일반 미생물과는 상이

하다[23, 27].  

유기용매 내성 세균은 독성내성 미생물의 한 구성원일 뿐만 

아니라 극한미생물의 한 구성원으로서 고농도의 톨루엔과 같

은 유기용매에서 생존할 수 있는 특성을 가지고 있는 점에서 

일반 세균과 다르게 취급되고 있으며, 이들이 고농도의 톨루

엔과 같은 유기용매에서 생존할 수 있으려면 특정한 적응반응

과 적응메커니즘을 가지고 있어야 한다[23, 27]. 톨루엔과 같은 

유기용매는 0.1% (v/v)의 매우 낮은 농도에서도 모든 유형의 

세포에 매우 유독하며 세포의 생존에 악영향을 미친다. 이러

한 유기용매는 세포막을 파괴하고 세포에 스며 들어 세포의 

구조 및 기능적 통합성을 손상시킨다[10]. 그러나, 유기용매 

내성 세균은 고농도의 유기용매에 의한 세포 손상으로부터 

자신을 보호할 수 있다. 유기용매 내성 세균에서 유기 용매가 

축적되면 다인자의 방어반응이 유도되며[23, 27], 다인자 방어 

반응에는 지질 유동성의 변화, 일반 스트레스 반응 시스템의 

활성화, 에너지 생성에서의 향상 및 특정 유기용매 배출 펌프

의 유도 등이 포함된다. 10% (v/v) 톨루엔의 존재 하에서도 

유기용매 내성 세균인 Pseudomonas sp. BCNU 106균주는 정상

적으로 생육하는 것으로 밝혀져 있으며 배양 후 0.5, 1, 2 그리

고 8시간에도 생육이 저해되지 않았고 나아가 24시간까지도 

톨루엔이 첨가되지 않은 대조구와 비교하여 큰 차이없이 생육

하는 것으로 보고되었다[15]. 그러나, 유기용매에 대한 최고 

수위의 내성을 보이는 유기용매 내성 세균인 Pseudomonas sp. 

BCNU 106에서의 유기용매에 대한 다인자의 방어반응은 거의 

- Note -
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밝혀지지 않았다. 따라서 다면적 연구가 필요하며 이를 통해 

유기 용매에 대한 전반적인 반응 및 적응 시스템을 이해할 

수 있을 것이다. 

그러므로 본 연구에서는 우리나라에서 분리된 유기용매 내

성 세균인 Pseudomonas sp. BCNU 106의 톨루엔에 대한 내성 

메커니즘을 연구하고자, BCNU 106를 대상으로 Random ar-

bitrarily primed polymerase chain reaction (RAP-PCR) 기법

을 사용하여 유기용매 미처리 대조구와 비교하여 10% (v/v) 

톨루엔의 존재 하에서 생육시킨 BCNU 106 균주에서 차별적

으로 발현된 유전자를 분석하였다. 이렇게 도출한 유전자 발

현 프로파일링 결과를 토대로 Pseudomonas sp. BCNU 106의 

톨루엔 내성 메커니즘에 대하여 토의하였다.  

재료 및 방법  

세균 배양

대구 성당천 침전물에서 분리된 유기용매 내성 세균[3]인 

Pseudomonas sp. BCNU 106을 10 mM MgCl2가 첨가된 Luria- 

Bertani (LB, Difco, MD, USA) 배지 100 ml에서 180 rpm으로 

진탕하면서 37℃에서 하룻밤 전배양하였다. 전배양액을 최종 

농도가 1% (v/v)가 되게 본배양 배지인 LB 배지 100 ml에 

접종하여 대수증식기 중반 단계(OD 600 nm = 0.6)에 도달할 

때까지 180 rpm으로 진탕하면서 37℃에서 배양한 후, 배지에 

10%(v/v) 톨루엔을 첨가하여 추가 배양하였다. 추가 배양 직

전, 0.5, 1, 4 또는 8시간 배양 후 배양액 10 ml 씩을 회수하여 

드라이 아이스/에탄올 배스에서 즉시 냉장하였다. 10% (v/v) 

톨루엔을 첨가하지 않은 LB 배지 100 ml에서 배양한 Pseudo-

monas sp. BCNU 106 배양액을 대조구로 사용하였다. 

RNA 준비

RNA는 핫페놀 추출방법에 의해 분리하였다[20]. RNA는 

3M sodium acetate/ chilled ethanol (0.25:3, v/v)로 침전시켰

다. 침전된 RNA를 diethylpyrocarbonate (DEPC; Aldrich 

Chemical Co., WI, USA)-treated water 80 μl에 용해시킨 후, 

DNA를 제거하기 위해 제조사의 메뉴얼에 따라 RNase-free 

DNase I (Promega, Madison, WI, USA)로 처리하였다. 최종 

RNA 스톡의 농도는 전기영동으로 동일한 농도로 조정하였다. 

Random arbitrarily primed polymerase chain reaction 

(RAP-PCR) 

RAP-PCR은 Fislage 등의 방법에 준하여 수행하였다[6]. 

RNA 시료 15 μg을 DEPC로 처리된 물에 용해시킨 후 70℃에

서 10분 동안 변성시켜 얼음으로 냉각시켰다. 첫 번째 상보적 

DNA (complementary DNA, cDNA) 가닥 합성은 40 unit 

RNase 억제제(Boehringer Mannheim, Mannheim, Germany), 

25 μM dNTP 및 6.3 μM 11 mer anchor (reverse transcription; 

RT) primer를 포함하는 총 부피 20 μl의 반응액에서 200 unit 

Superscript II reverse transciptase (Life Technologies, Gai-

thersburg, MD, USA)를 사용하여 시행하였다. 첫 번째 상보적 

DNA 가닥 합성은 30℃에서 5분 동안 초기 반응을 실시하고 

이어서 37℃에서 1시간 동안 합성을 더 실시하며 95℃에서 

10분 동안 변성시켜, -80℃에서 7일 동안 보관하였다. 차별적

으로 발현되는 제 2 가닥 합성은 제 1 가닥 시료 2 μl, 2 μM 

dNTP, 5 μM 11 mer anchor (RT) primer, 0.5 μM 10 mer arbi-

tary (PCR) primer, 2.5% DMSO, Taq polymerase (Takara, 

Tokyo, Japan), 2.5 mM MgCl2 그리고 1.5 μCi [α-32P]dATP 

(PerkinElmer, Waltham, MA, USA)를 포함하는 총 부피 20 

μl에서 수행하였다. Thermal cycling의 조건은 다음과 같다: 

low stringency cycle; 94℃(5 분), 40℃(5분), 72℃(5분), 이어서 

30 high stringency cycles; 94℃(1분), 60℃(1분) 그리고 72℃(2

분). PCR 생성물을 변성시킨 후 5% polyacrylamide sequenc-

ing gel에서 전기영동을 실시하고 겔을 진공 하에서 건조시켰

다. 이후 X선 필름(Fujifilm, Japan)을 사용하여 방사선 자동 

사진법(autoradiography)에 의해 RAP-PCR 생성물을 확인하

였다. 

RAP-PCR 산물의 re-amplication 및 염기서열 결정

차별적으로 발현되는 것으로 확인된 단편을 회수하여 10 

μl의 멸균수에 재용해시켰다. 이어서 제 2 가닥 합성에 사용된 

PCR parameter로 상보적 DNA를 재증폭시켰다. 개별적으로 

RAP-PCR 실험을 3번 시행한 후, 3번의 실험에서 항상 발현되

어 재현성이 확인된 DNA 밴드만을 차별적으로 발현되는 전

사산물 후보로 간주하였다. 후보 PCR 산물을 pGEM-T 벡터

(Promega, Madison, WI, USA)에 라이게이션시키고, Escher-

ichia coli XL Blue 균주를 형질전환시켰다. 형질전환된 대장균

의 플라스미드는 제조사의 매뉴얼에 기초하여 플라스미드 분

리 키트 (Takara, Tokyo, Japan)를 사용하여 양성 클론의 액체 

배양액 3 ml으로부터 분리하였다. 플라스미드 inserts의 양방

향 염기서열은 SP6 또는 T7 primer와 함께 Big dye 

Terminator v1.1 cycle sequencing 키트(Applied Biosystems, 

Foster City, CA, USA)를 사용하여 결정하였다. 염기서열 데이

터는 블라스트 검색을 사용하여 Pseudomonas 게놈 데이터베

이스(http://www.pseudomonas.com)에서 분석하였다

결   과

RAP-PCR

독립적으로 배양과 RNA 분리 그리고 RAP-PCR는 3번 반

복 실험을 실시하였고(Fig. 1), 3번의 반복실험 모두에서 밴드

가 확인되고 나아가 밴드가 2배 이상 증가한 경우만 차별적으

로 발현된 유전자로서 추정하였다. 톨루엔 존재하에서 차별적

으로 발현되는 유전자들 중 상향발현된 유전자들이 적응 메커
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Fig. 1. Representative differential display profiles of RNA sam-

ples from Pseudomonas sp. BCNU 106 cultured on LB 

with 10% (v/v) toluene for 0.5 hr (lane 2 and 5) or 1 

hr (lane 3 and 6). The cells were grown on LB without 

toluene for 1 hr as a control (lane 1 and 4). Lane 1-3, 

profile with primer combination of Ea2 and Es11. Lane 

4-6, profile with primer combination of Ea10 and Es3. 

Arrow represents differentially amplified bands.    

니즘에서 주도적인 역할을 할 것으로 판단되어 본 연구에서는 

상향발현 유전자들에 한하여 연구 대상으로 하였다. 

RAP-PCR products의 재증폭 및 DNA 염기배열 결정

RAP-PCR에 의한 재증폭에 의해 다수의 유전자들이 Pseu-

domonas sp. BCNU 106에서 차등적으로 발현됨을 재확인하였

다. 10% (v/v) 톨루엔에 노출되었을 때 Pseudomonas sp. 

BCNU 106에서 차별적으로 상향 발현되는 후보 유전자는 50

개임이 시험결과 확인되었다. 그 중에서 22개의 후보자는 상

동 유전자가 알려져 있는 것으로 확인되었고, 10개는 가상 기

능을 가지고 있으며 18개는 상동성이 있는 유전자가 보고되어 

있지 않아, 앞으로 기능이 밝혀져야 할 유전자임이 확인되었

다(Table 1). 차별적으로 상향 발현된 유전자들을 기능성 범주

로 정리하면 Fig. 2와 같으며, 기능이 알려져 있지 않은 경우가 

32%로 가장 많았다. Pseudomonas sp. BCNU 106에서 10% (v/ 

v) 톨루엔의 존재 하에서 상향 발현된 전체 유전자들의 10%는 

LysR 패밀리 전사 조절인자와 RNA polymerase sigma-32 인

자와 같이 전사 기능 범주로 대별되었으며, 상향 발현된 10%

의 유전자들은 catalase 와 Mn2+/Fe2+ transporter와 같이 기능

적으로 무기이온 수송 및 대사 범주에 속하는 것으로 확인되

었다. 이어서 상향 발현된 6%의 유전자들은 IV형 필러스 어셈

블리 PilZ와 같이 신호 전달 메커니즘에 해당하였으며, 또 다

른 상향 발현된 6%의 유전자들은 다중 센서 신호 전달 histi-

dine kinase와 β-hexosaminidase와 같이 탄수화물 수송과 대

사 기능 범주에 속하는 것으로 확인되었다(Fig. 2).  

고   찰 

유기용매 내성 세균 Pseudomonas sp. BCNU 106는 우리나

라 하천 퇴적물에서 분리되어 다양한 유기용매에 대하여 내성

을 가지고 있는 것으로 밝혀져 있다[3]. 본 연구실에서는 

Pseudomonas sp. BCNU 106를 사용하여 독성 유기용매에 대한 

용매 내성 메커니즘을 규명하는 과정에서, 톨루엔 스트레스에 

대하여 트레할로스가 축적되어 내성을 보이는 것을 입증하였

다[14]. 또한 항산화 방어시스템이 Pseudomonas sp. BCNU 106

에서의 톨루엔 내성 메커니즘에 중요한 역할을 한다는 것을 

제시하였다[4]. 

유기 용매와 관련된 독성을 극복하고 독성 유기 용매에 적

응하는 다양한 적응 메커니즘은 정리되어 보고되고 있으나

[23, 27, 29], 전반적인 용매 내성 메커니즘은 아직 명확히 밝혀

져 있지 않다, 그리고 유기용매 내성 및 적응 메커니즘은 균주

에 따라 특이하며 상이할 수 있기 때문에 다각적인 연구가 

요구된다. 유기용매에 대한 적응 및 내성 메커니즘은 특히 유

전자 전사의 재프로그래밍 및 발현에 의할 수 있다. 초기 적응 

단계(최대 1시간)에서 상향 발현된 LysR 패밀리 전사 조절인

자는 항생제 내성 및 병원성 세균의 병원성 모두에 중요한 

주요 배출 펌프의 조절에 관여함으로써[2], 톨루엔을 방출하여 

톨루엔의 세포 독성을 회피할 수 있게 하는 것으로 예측된다. 

시그마 인자 32- 매개 열충격 반응은 Pseudomonas putida에서 

유기용매 내성에서 역할을 하는 것으로 입증되었다[11]. Pseu-

domonas sp. BCNU 106에서도 이들 유전가가 동일한 역할을 

할 것으로 예상된다. IV형 필러스 어셈블리 PilZ 역시 BCNU 

106에서 초기에 상향 발현되었으며, IV형 필러스가 생물막 형

성에 필요하며[5, 18], 다중 약물 내성도 나타낸다는 보고[25]

에서 톨루엔 내성에 대해서도 기여할 수 있음이 시사된다. 톨

루엔 스트레스에 대한 또 다른 초기 반응으로 catalase가 상향 

발현됨이 확인되어, 톨루엔 존재 하의 혹독한 환경에서 생존

하기 위한 조건으로서의 항산화 방어 시스템의 중요성[4]이 

본 연구에서도 재확인되었다. 초기 상향 발현된 DNA 중합 

효소 III의 엡실론 서브유닛은 SOS반응과 같은 DNA 복구에 

관여하는 것으로 보고되고 있고[17], β-헥소사미니다제 활성

의 상향 발현은 생물막 형성에 영향을 미친다고 보고되고 있

으므로[19]. 유기용매 내성 세균이 유기용매 스트레스를 극복

하기 위해서 DNA 복구 반응과 바이오 필름 형성을 필요로 

한다고 예상된다.  

톨루엔에 노출된 후 후기 적응단계(2시간 내지 8시간)에서 

상향발현된 aminodeoxychorismate lyase는 아미노산, 코엔자

임 Q, 지방산 및 데옥시리보 핵산 합성에 사용되는 p- 아미노 

벤조익산 합성에 필수적이다[8, 12, 14]. Aminodeoxychoris
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Table 1. Up-regulated RAP-PCR products in solvent-tolerant Pseudomonas sp. BCNU 106 after exposure to toluene

RAP-PCR

products

Primer set

anchor/arbitary
Locus tag Gene product

Protein 

name
Functional category

Length of cDNA 

obtained (bp)

A2T Ea1/Es3-2 PP_0036
LysR family 

transcriptional regulator
DsdC Transcription 356

A3T Ea2/Es5-1 PP_0182 hypothetical protein Function unknown 411

A4T Ea2/Es11-1 PP_4397
type IV pilus assembly 

PilZ
Signal transduction mechanisms 305

A6T Ea3Es5-1 PPS_2671 transcriptional regulator Transcription 400

A7T Ea3/Es5-2 PP_1405 hypothetical protein Function unknown 449

A8T Ea10/Es1-1 PP_0481 catalase
Inorganic ion transport and 

metabolism
326

A12T1 Ea10/Es3-1 PP_0353
DNA polymerase III 

subunit epsilon 
PolC

DNA replication, recombination, 

and repair
V

1

A12T2 Ea10/Es3-1 PP_0481 catalase
Inorganic ion transport and 

metabolism
348

A13T Ea10/Es6-1 PP_5108
RNA polymerase factor 

sigma-32
RpoH Transcription 214

A17T Ea7/Es2-1 PP_2145 beta-hexosaminidase
Carbohydrate transport and 

metabolism
423

A20T Ea7/Es5-1 PP_0182 hypothetical protein Function unknown 407

A21T Ea7/Es5-2 PP_0182 hypothetical protein Function unknown 391

B1T2 Ea5/Es3-1 PP_1918
aminodeoxychorismate 

lyase

Coenzyme transport and 

metabolism
98

B2T1 Ea5/Es3-2 PP_5340
histone deacetylase 

superfamily protein 

Chromatin structure and dynamics 

/ Secondary metabolites 

biosynthesis, transport, and 

catabolism

448

B4T1 Ea5/Es5-2 T1E_3781 hypothetical protein Function unknown 448

B5T2 Ea5/Es5-3 PP_1350

multi-sensor signal 

transduction histidine 

kinase

TorS Signal transduction mechanisms 218

B6T2 Ea5/Es5-4 PP_1243 hypothetical protein Function unknown V
1

B10T1 Ea5/Es6-4 PP_2179 peptidase C26 GuaA General function prediction only 260

B11T1 Ea5/Es7-1 PP_0705
DNA-3-methyladenine 

glycosylase II

DNA replication, recombination, 

and repair
232

B12T2 Ea5/Es7-2 PP_4379
beta-ketoacyl-ACP 

synthase
FabH acyl-carrier-protein 389

B13T2 Ea5/Es7-3 PP_1890 pili assembly chaperone

Cell motility and secretion / 

Intracellular trafficking and 

secretion

277

B15T1 Ea6/Es2-1 PP_2145 beta hexosaminidase BglX
Carbohydrate transport and 

metabolism
771

B16T2 Ea6/Es2-2
PputW619_

0233
Mn

2+/ Fe2+ transporter Nramp
Inorganic ion transport and 

metabolism
423

B17T2 Ea6/Es2-3
PputW619_

0233
Mn

2+/ Fe2+ transporter Nramp
Inorganic ion transport and 

metabolism
463
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Table 1. Continued

RAP-PCR

products

Primer set

anchor/arbitary
Locus tag Gene product

Protein 

name
Functional category

Length of cDNA 

obtained (bp)

B18T2 Ea6/Es2-4 PP_4980

DEAD/DEAH box 

helicase 

domain-containing 

protein

RecQ

DNA replication, recombination, 

and repair / Transcription / 

Translation, ribosomal structure 

and biogenesis

542

B18T3 Ea6/Es2-4
PputW619_

0233

Mn
2+/Fe2+ transporter of 

the NRAMP family

Inorganic ion transport and 

metabolism
423

B19T Ea6/Es2-5 PP_1243 hypothetical protein Function unknown 272

B23T3 Ea6/Es3-3 PP_1887 hypothetical protein Function unknown V
1

B24T3 Ea6/Es5-1 PP_0182 hypothetical protein Function unknown V1

B26T1 Ea6/Es5-3 T1E_2218 hypothetical protein Function unknown V1

B27T1 Ea6/Es5-4 PP_2628
ABC transporter, 

ATP-binding protein
Defense mechanisms 238

B28T2 Ea6/Es7-1 PP_1890 pili assembly chaperone

Cell motility and secretion / 

Intracellular trafficking and 

secretion

278

1. variable.

mate lyase의 상향 조절은 세포막의 강화 및 에너지 효율의 

개선이 용매 스트레스에 대처하기 위한 긴급한 과정임을 보여 

준다. Histone deacetylase superfamily protein 상동체도 10% 

톨루엔 존재 하에서 상향 발현되었다. 비소에 민감한 S. cer-

evisiae 균주는 아세틸화 또는 탈아세틸화 과정에 관여하는 단

백질을 가지고 있지 않다는 실험 결과[32]에서 BCNU 106에서 

톨루엔에 대한 내성을 나타내는 한 요인이 히스톤 아세틸화 

및 탈아세틸화임을 추정할 수 있다. 또 다른 유전자, 다중 센서 

신호 변환 histidine kinase도 상향 조절되었으며, furfural을 

처리한 Clostridium beijerinckii NCIMB 8052에서 이 유전자가 

억제된다는 보고[30]와는 대조적이었으나, 톨루엔의 존재하에

서도 two-componet 신호전달 시스템이 정상적으로 작동하고 

있었기 때문에 BCNU 106은 고농도의 톨루엔에서 생존 가능

한 것으로 판단된다. Peptidase C26 (γ-glutamyl hydrolase)도 

상향 조절되었다. γ-glutamyl hydrolase와 약제 내성과의 관

련성에 대한 보고[22]에서 유기용매 내성에의 기여를 추측할 

수 있다. DNA 손상은 주로 후기 적응 단계에서 DNA poly-

merase III subunit epsilon 대신에 3-methyladenine DNA 

glycosylase II를 사용하여 복구되며, 3-methyladenine DNA 

glycosylase II가 Deinococcus radiodurans에서의 DNA 수복에

서 중요한 역할을 하는 실험결과에 기초하여 유기용매에서의 

상향발현이 설명된다[13]. 상향 발현된 β-ketoacyl-ACP syn-

thase는 지방산 생합성의 연장 단계에서 중요한 효소이다[9, 

31]. 지방산 합성 연장반응의 증가와 함께 증가된 acyl-carrier 

단백질은 상향발현된 aminodeoxychorismate lyase와 협동으

로 지방산 합성을 증가시킴으로써 톨루엔의 세포손상에 대항

하는 것으로 예상된다[8]. 또한, 상향발현된 필러스 어셈블리 

샤페론은 필러스 서브 유닛에 결합하여 필러스 어셈블리를 

촉진하고 바이오 필름을 최종적으로 형성하게 하여 유기용매

에서도 내성을 나타나게 할 수 있다[26]. 톨루엔 스트레스에 

대한 또 다른 현저한 반응은 Mn
2 +

/Fe
2 + 

transporter를 포함하

는 무기 이온 수송에 관여하는 단백질의 상향조절이다. 

Deinococcus radiodurans 에서 Mn2+/Fe2 + transporter와 cata-

lase를 포함한 항산화 시스템의 협력적인 조절로 이온화 방사

선에 대한 특별한 저항성을 나타내는 것으로 밝혀져 있는 바

[1]. 유기용매 내성 세균에서도 유기용매 내성을 가지기 위해

서는 Mn
2+

/Fe
2+ 

transporter에 의한 이온 항상성이 유지되어

야 하는 것 같다. E. coli와 Bacteroides fragilis에서 각각 포름알

데히드와 메트로니다졸 노출 후 RecQ helicase가 세포 생존에 

관여하는 것 같이[16], BCNU 106 균주에서 RecQ helicase는 

톨루엔에 노출된 후 세포 생존에 관여함을 예측할 수 있다. 

ATP-결합단백질인 ABC transporter가 상향조절되는 점에서 

세포에 축적될 수 있는 독성 톨루엔의 강제적인 배출이 시사

되며, P. putida DOT-T1E에서의 보고된 유기 용매에 대한 배출

과 동일한 메커니즘을 BCNU 106균주도 가지고 있는 것으로 

판단된다[23]. 

본 연구에서는 다각적인 유기용매 내성 메커니즘을 연구하

는 일환으로서, RAP-PCR기법을 사용하여 10% 톨루엔에 노출

된 유기용매 내성 세균 BCNU 106균주에서 차등적인 발현 프

로파일을 조사 분석하였다. 추후 연구에서는 본 연구를 토대

로 Knock-out 기법 등을 도입하여 차등 발현되는 유전자들의 

기능과 유기용매 내성 메커니즘에서의 역할에 대한 심층적인 
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Fig. 2. Distribution of the genes increased in Pseudomonas sp. BCNU 106 by 10% toluene stress, according to biological function.

연구가 필요하다. 본 연구에서는 톨루엔에 대한 적응 메커니

즘에 한정하여 연구하였으나 다양한 유기용매에서의 반응 및 

적응 메커니즘도 추가적으로 연구를 할 예정이다. 현재 고농

도의 유기용매에 대한 내성 세균은 Pseudomonas putida DOT- 

T1E 및 S12 그리고 Pseudomonas sp. BCNU 106균주가 분리되

어 보고되어 있다. 이들에 대한 유전체 및 단백질체 연구에서 

일반적인 유기용매 내성 메커니즘은 알려져 있다[28]. 특히 단

백질체 연구에서 S12 또는 DOT-T1E 균주가 톨루엔에 노출되

면 거의 90개 정도의 단백질이 상향조절됨이 밝혀져 있어 본 

실험에서 상향 발현된 유전자들과 비교하면 수치적으로는 유

사하나 완전히 일치하지는 않았다[28]. 그러나 세포막의 유동

성에 영양을 미치는 지질조성의 변화를 일으키는 등 세포막에 

변화를 일으키며, 톨루엔을 배출시키고 산화적인 스트레스에

서 세포를 보호하며, 에너지효율을 개선시킴이 확인되어 기능

적으로는 다소 일치하는 유기용매 내성 메커니즘으로 유기용

매 내성세균 Pseudomonas sp. BCNU 106균주도 톨루엔 존재 

하의 환경에서 생존하는 것으로 판단된다[28]. 한편 유기용매 

내성 세균은 유기용매-물 이상계에서 물에 불용성 기질들의 

생물변환반응에서 매우 가치있는 생물촉매로 이용가능하며, 

이를 통하여 공정시간과 폐수처리량을 줄일 수 있는 이점이 

있다[21, 27]. 또한 유기용매 등 난분해성 물질을 분해하는 미

생물은 다수 분리 보고되고 있으나, 저농도로 물질을 공급할 

때만 분해할 수 있으므로 고농도의 유기용매에 대하여 내성을 

보이는 세균을 이용하면 유기용매 등으로 심하게 오염된 지역

의 오염정화에도 중요한 역할을 할 수 있다[21, 27]. 그러므로 

생존력이 높으면서 생물변환과 생물분해 등의 기능이 있는 

유기용매 내성 세균은 생물공학적으로 매우 의미있는 생물자

원이다. 앞으로 유기용매 내성 세균을 활용하여 보다 광범위
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한 생물변환 및 생물분해 반응 등에서의 적용 가능성을 검토

할 필요성이 있다.
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초록：유기용매 내성 세균 Pseudomonas sp. BCNU106 균주에서 차별적으로 상향 발현되는 유전자

군의 톨루엔 내성과의 연관성 

주우홍1*․배윤위1․김다솜1․김동완2

(1창원대학교 생물학화학융합학부, 2창원대학교 생명보건학부)

유기용매 내성 세균인 Pseudomonas sp. BCNU 106을 10%(v/v) 톨루엔에 노출시킨 후 8시간 동안 random arbi-

trarily primed polymerase chain reaction (RAP-PCR)기법을 이용하여 메신져 RNA 발현 레벨을 조사하였다. 총 

100개의 상향발현된 발현 산물 중에서 50개의 상보적인 단편들이 반복적으로 재현성있게 발현되는 것으로 확인되

어, 이들을 클로닝을 하였으며 나아가 유전자 염기서열을 결정하였다. Blast analysis 결과, 톨루엔은 LysR family 

transcriptional regulator 그리고 RNA polymerase factor sigma-32같은 전사와 관련된 유전자들의 발현 레벨을 

적응적으로 증가시키는 것으로 확인되었다. 그리고 톨루엔 스트레스 존재 하에서 inorganic ion 수송과 대사와 

관련된 catalase와 Mn2+/Fe2+ transporter 유전자의 발현이 증가되었으며, 신호전달과 대사와 기능적으로 관련된 

type IV pilus assembly PilZ와 multi-sensor signal transduction histidine kinase 유전자들의 발현 증가도 확인되

었다. 한편 톨루엔 노출 후  탄수화물 수송과 대사와 관련된 beta-hexosaminidase 유전자발현 레벨이 증가하였다. 

나아가 DNA polymerase III subunit epsilon, DNA-3-methyladenine glycosylase II와 DEAD/DEAH box helicase 

domain-containing 유전자들과 같은 DNA 복제, 재조합 그리고 수복에 관련성이 있는 유전자들의 발현 레벨 그리

고 심지어는 ABC transporter 유전자와 같은 방어 메커니즘에 관련성이 있는 유전자들의 발현 레벨이 적응적으로 

증가되는 것으로 밝혀졌다. 특히 10% 톨루엔 존재하에서 ABC transportor, Mn2+/Fe2+ transporter 및 β-hexosami-

nidase 유전자에 해당하는 RNA들이 괄목하게 유도되는 것이 확인되었다. 그러므로 유기용매 내성 세균 Pseudo-

monas sp. BCNU 106이 유기용매에 대하여 내성을 나타내는데 있어서 방어 메커니즘, 세포내 이온 항상성 그리고 

바이오 필름 형성이 필수적인 것으로 확인되었다.
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