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M1 RNA는 대장균에서 tRNA의 5' 가공과정에 참

여하는 RNase P의 촉매성분이다.1 이 RNA는 rnpB

유전자의 P-1 촉진유전자 (promoter)에서 전사된 선

구 M1 RNA (precursor M1 RNA: pM1 RNA)가 3' 말

단에서 가공됨으로써 형성된다.2-5 이 가공과정은 내

부리보핵산가수분해효소인 RNase E에 의하여 절단

됨으로써 시작되며 외부리보핵산가수분해효소들에 의

하여 완성된다.5,6 그러므로 RNase E는 M1 RNA 생

합성에서 핵심효소로 작용한다. rnpB 전사는 P-1 촉

진유전자이외에도 상위의 촉진유전자에서부터 일어

날 수 있다.4,7 그러나 상위촉진유전자에서 부터의 전

사된 상위 전사체는 완전한 M1 RNA의 염기서열을

가지고 있음에도 불구하고 세포내 M1 RNA 생합성

에는 기여를 하지 못한다.7 그러므로 M1 RNA 생합

성은 P-1 촉진유전자에서 전사될 때만 일어난다고 할

수 있다. 세포내에서 상위 촉진유전자에서 발현되는

전사체에서 M1 RNA가 형성되지 않는 이유는 M1

RNA의 합성 조절이 엄격하게 조절도기 때문으로 보

인다. M1 RNA가 RNase P의 촉매 성분이기 때문에

세포내에서 필요 이상 많이 만들어 진다면 세포내

RNA 대사에 나쁜 영향을 미칠 수 있다. 상위촉진유

전자에서 전사된 전사물은 RNase E에 의하여 절단되

어 빨리 분해된다는 것이 알려져 있다.4,7 그러므로 상

위전사물 (upstream transcripts)의 RNase E-의존적 분

해를 위해서는 완전한 M1 RNA 염기서열의 존재가

필수적일 수 있다. 즉 M1 RNA 염기서열만 가지고

있으면 촉매역할을 할 수 있기 때문에 M1 RNA의 염

기서열을 인식하고 절단하는 것이 우선적으로 일어

나야 된다는 것이다. 본 연구에서는 상위전사물의

RNase E-의존적 분해를 위하여 완전한 M1 RNA 염

기서열이 필요한지를 조사하였다. 이를 위하여 M1

RNA의 내부 염기서열이 결실된 rnpB 전사에서 P-1

전사물과 상위전사물의 RNase E-의존성을 비교하려

하였다. M1 RNA의 내부 염기서열이 결실된 rnpB 유

전자를 가지고 있는 플라스미드 pLMd5-5와 pLMd5-

9는 P-1 촉진유전자에서 전사가 되어 각각 208 nt와

203 nt의 전사물을 만들어 진다(Fig. 1A).8 그러나 플

라스미드에 존재하는 촉진유전자에서의 전사가 클로

닝된 rnpB 유전자 까지 계속해서 전사될 가능성이 있

지만 이러한 전사물이 관찰되지 않았다.8 상위 전사

물이 존재하더라도 불안정하여 빨리 분해되어 관찰

되지 않았을 가능성이 있다. 이를 확인하기 위하여

RNase E 결핍균주에서 두 플라스미드에서 상위 전사

물이 관찰되는지를 조사하였다(Fig. 1B). RNase E 온

도감수성 돌연변이 균주에서 비허용온도인 44 oC에서

P-1 전사물보다 큰 전사물이 다량 축적되는 것을 관

찰하였다. 이 큰 전사물은 크기가 내부 M1 RNA 염

기서열의 결실정도에 따라 변화되므로 rnpB 상위전
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사물이라는 것을 알 수 있다. 또한 큰 전사물은 크기

가 P-1 전사물보다 약 400 nt 이상 더 크기 때문에 클

로닝된 rnpB 유전자의 상위염기서열(P-1 전사개시 자

리에서 -270까지 염기서열)안에서 전사가 일어나서

형성된 것이 아니라는 것을 의미한다. 그러므로 큰 전

사물은 플라스미드 상의 촉진유전자에서 전사가 일

어나 클로닝된 rnpB 유전자로 계속 전사된 전사물이

라는 것을 시사한다. 이 상위전사물의 크기로 볼 때

플라스미드의 촉진유전자는 pGEM3 지도에서 약 400

위치에 존재하는 촉진유전자일 것으로 예측된다. 이

상위전사물은 허용온도인 30 oC에서 관찰되지 않았다.

이 결과는 상위전사물이 세포내에서 RNase E-의존성

으로 분해된다는 것을 알 수 있다. 상위전사물은 완

전한 M1 RNA의 염기서열을 가지고 있지 않기 때문

에 RNase E-의존적 분해는 완전한 M1 RNA 염기서

열의 존재 여부와 무관하다는 것을 나타낸다. 즉 rnpB

상위 전사물이 빨리 분해되기 위해서 완전한 M1 RNA

이 필요하지 않다는 것을 시사한다. rnpB 상위전사물

이 RNase E-의존성 분해가 일어날 때 안정한 염기서

열인 M1 RNA가 절단되어야 하는데 아직 어떤 자리

가 RNase E에 의하여 처음에 절단이 일어나 분해가

개시되는지는 알려져 있지 않다. 본 연구 결과에서는

M1 RNA 염기서열 중 +138 ~ +360 까지의 염기서열

이 결실되어도 상위전사물은 빨리 분해된다는 것을

보여 주고 있다. 그러나 같은 결실을 가진 P-1 전사

물의 양은 RNase E 결핍과 무관하였다. 만약 RNase

E가 상위전사물의 M1 RNA 염기서열을 절단하면서

분해가 개시된다면 절단하는 자리는 +1 ~+138 및

+360 ~+413 사이일 것으로 예상된다. 결실 M1 RNA

Fig. 1. Analysis of rne dependence of upstream transcripts

containing internally deleted rnpB genes. (A) Schematic rep-

resentation of internally deleted rnpB genes on plasmids

pLMdd5-23 and pLMdd5-50. (B) Total cellular RNAs were

prepared from MCE- cells containing the indicated plasmids,

which were grown at 30 oC and 44 oC. Each RNA sample

(30 µg) was fractionated on a 5% polyacrylamide gel con-

taining 7 M urea. M1 RNA-containing transcripts were ana-

lyzed by northern blotting. Upstream transcripts and P-1

transcripts are indicated by UP and P-1, respectively.

Fig. 2. Possible secondary structures of P-1 transcripts containing internally deleted rnpB genes. P1 stem is indicated.
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의 이차구조를 RNA 이차구조 예측 프로그램으로9 그

려보면 두 결실 RNA 모두 M1 RNA의 P1 줄기를 가

지고 있다(Fig. 2). 이 P1 줄기는 M1 RNA의 안정성

에 가장 중요한 역할을 하기 때문에 상위 염기서열이

P1 줄기를 파괴시킨다면 상위전사물의 분해를 촉진

할 것으로 예측할 수 있다. 아직 RNase E 분해에 민

감한 염기서열이나 구조적 특성은 더 연구가 필요하

지만 이러한 M1 RNA 내부 염기서열의 결실 전략은

rnpB 상위전사체가 분해될 때 RNase E에 의하여 인

식되어 분해를 개시하는 염기서열과 구조를 밝히는

데 이용할 수 있을 것으로 예상된다. 

실 험

균주 및 플라스미드. 사용된 대장균 RNase Ets 균주

MCE- (rne-3071 K12r-m+)이었다.10 플라스미드 pLMdd5-

9, pLMdd5-50, pLMd23은 pLM1의 유도체이다.5,8

pLM1은 rnpB 유전자 지도의 -270 에서 +1286 까지

의 KpnI-EcoRI DNA 절편을 포함하고 있는 pGEM3

의 유도체이다11. pLMdd5-9, pLMdd5-50, pLMd23은

각각 rnpB 구조 유전자의 +139 ~ +330, +139 ~ +363,

+36 ~ +57의 염기서열이 결실되어 있다.5,8

생체 내 RNA의 추출. 30 oC에서 앰피실린(ampicillin)

50 µg/ml을 포함하는 LB에서 밤 새 키운 대장균을 같

은 배지에 1:100으로 묽힌 후 A600가 0.6까지까지 진

탕 배양하였다. 배양액을 둘로 나누고 하나는 30 oC

에서 다른 하나는 44 oC로 계속 1 시간 동안 배양하

였다. 배양액 0.7 ml 에 70 µl 의 10배 농도의 RNA

추출완충용액(RNA 추출완충용액: 0.02 M NaOAc,

pH 5.2, 0.5% SDS, 1 mM EDTA)을 가한 다음 RNA

추출완충용액으로 포화된 페놀 700 µl을 가하고 65 oC

에서 20분간 페놀추출을 하였다. 수용액층에 다시

700 µl의 같은 페놀을 넣고 추출한 후 같은 부피의 이

소프로필알코올을 가하여 -20 oC에서 RNA를 침전시

켰다.12 

노던식 빨아들이기(Northern blot). RNA를 7 M 우

레아를 포함하는 5% 폴리아클릴아미드 겔에서 분리

한 후 나일론 막(Hybond-N; Amersham Pharmacia

Biotech)로 전기이동(electrotransfer)하였다. 탐침 (probe)

으로 사용된 반의미 M1 RNA(antisense RNA)는

pLMd23 DNA를 HindIII로 절단한 후 T7 RNA 중합

효소를 이용한 시험관내 전사반응을 통하여 얻었다.5

이때 [32P]CTP를 이용하여 RNA 내부를 32P로 표지화

하였다.
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