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 미세호기성 조건에서 Escherichia coli 에놀라아제의 발현에 

있어서 RNase G의 역할에 대한 연구
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Enolase is one of the glycolytic enzymes, which are involved in a central energy metabolism present in 

nearly all organisms. In Escherichia coli, enolase constitutes RNA degradosome with RNase E, PNPase 

and RNA helicase, which are involved in most mRNA degradation and RNA processing. Recently, it 

has been reported that RNase G, an RNase E homolog, degrades eno mRNA. To examine a functional 

role of RNase G in enolase expression which is known to be up-regulated under microaerobic 

condition, we carried out experiments. Here, we report that expression levels of enolase and RNase G 

are not correlated under microaerobic condition. Based on this observation, we suggest the existence 

of an unknown factor(s) which regulate the activity of RNase G or enolase mRNA under microaerobic 

conditions.
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에놀라아제는 Archaea, Eubacteria, Eukaryotes에 이르기까

지 매우 잘 보존되어 있는 48 kDa의 단백질이며, 포도당을 피

루 산으로 분해하는 해당과정에 여하는 효소로써, phosphoe-

nolpyruvate를 2-phosphoglycerate로 바꾸는 과정을 진시키

는 것과 동시에 그 역과정(Gluconeogenesis)도 수행한다. 

Escherichia coli에서는 세포 내의 에놀라아제  10% 정도가 

RNA 분해조 에 요한 역할을 하는 RNase E의 카르복실기 

말단에 PNPase, RhlB와 함께 결합하여 RNA 분해복합체

(degradosome)를 형성한다고 알려져 있다(1, 12). RNase E는 

E. coli에서 부분의 mRNA의 분해에 여하는 것으로 알려

져 있으며, rRNA, tRNA의 구체를 가공하는 것으로 알려져 

있다(2, 11). RNase G는 RNase E의 아미노기 말단(아미노산 
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1-469)의 진 부 와 34.1%의 아미노산 서열의 유사성을 가

지고 있으며(9, 10), RNase E와 유사하게 5′ 말단부분의 A/U- 

rich 부 를 선택 으로 자르지만(5, 9, 12), 분해자리는 RNase 

E와 다르다(8). RNase G는 RNase E 결실 돌연변이체에서 

RNase E의 기능을 부분 으로 체함으로써 세포가 생장할 

수 있게 한다고 알려져 있으며, RNase E의 표 인 기질 물

질인 ColE1 type 라스미드의 개수를 조 하는 RNAI을 자른

다고 알려져 있다(7). RNase G는 RNase E와 달리 결실 돌연

변이가 세포생장에 지장이 없다고 알려져 있으며(8, 13), 표

인 기질 물질은 16.3S rRNA 구체로써 RNase G에 의해 

16S rRNA로 가공된다고 알려져 있으며(14), 알콜 분해 효소

를 내재하고 있는 adhE 유 자와 에놀라아제를 내재하고 있는 

eno 유 자의 mRNA가 RNase G에 의해서 분해된다는 사실

이 밝 졌고(6, 15), 이들 외에도 해당과정에 련된 유 자들

(pgi, glk, nagB, acs, tpiA)이 RNase G의 기질이 될 가능성이 
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Fig. 1. Effects of cellular concentration of RNase G on enolase 
expression. Western blot analysis of RNase G and enolase. E. coli 
strains, W3110 and W3110rng, were cultured to OD600=0.6 and 
harvested for protein preparation. The S1 protein was used to 
provide an internal control to quantitate the amounts of total protein.

RNase G

Enolase

S1

있다는 사실이 마이크로어 이 실험을 통해 밝 졌다(7). 이러

한 기질들  RNA 분해복합체의 구성요소이면서 당 분해 효

소  하나인 에놀라아제는 마이크로어 이 실험에 의해 

RNase G의 기질일 가능성이 밝 졌고(7), 30°C, 정상배지 조

건에서 rng::cat 돌연변이체의 2-D 젤 분석  노던 분석을 통

하여 RNase G가 없으면 에놀라아제 mRNA의 안정성이 증가

한다는 사실이 밝 졌다(6). 본 연구에서는 37°C, 정상배지, 미

세호기성 조건에서는 RNase G가 감소되지 않음에도 불구하고 

에놀라아제 단백질이 증가한다는 사실을 발견하 으며, 이는 

에놀라아제 mRNA의 조 에 RNase G 외에 다른 인자들이 작

용할 수 있음을 시사한다.

재료 및 방법

균주, 배지 및 성장곡선

본 연구에서 사용된 균주는 Escherichia coli W3110 [F-, 

&lambda-, IN (rrnD-rrnE)1, rph-1] (3)와 W3110rng [F-, 

&lambda-, IN(rrnD-rrnE)1, rph-1, rng]이며, LB 배지를 사용

하 다. W3110rng 균주는 Datsenko and Wanner (4)의 방법

을 이용하 고, 라이머 염기서열은 Lee (7)에서 사용한 5′
-rng-KO (5′-GTGAGAAAAGGGATAAACATGACGGCTGA 

ATTGTTAGTAAACGTAACGGTGTAGGCTGGAGCTGCT

TC)와 3′-rng-KO (5′-TTACATCATTACGACGTCAAACTGC 

TCCTGGTTATAGAGCGGTTCAATATTCCGGGGATCCGT

CGACC)를 사용하여 제작하 다. 성장 곡선은 각각 호기성, 

미세호기성 조건에서 배양하여 30분마다 OD600에서 흡 도를 

측정하여 분석하 다. 미세호기성 조건은 200 ml 병에 균주를 

종한 LB 배지를 채우고 병마개를 닫은 후 자석막 를 병 바

닥에서 천천히 돌리면서 배양하는 방식으로 설정하 다.

Western blot 분석

세포를 12시간 키운 후 1/100로 희석 시켜 각각 호기성, 미

세호기성 조건에서 키우고, 각각의 OD600값에서 세포를 모은 

후 1 ml의 배양액을 13,000×g에서 1분 동안 원심 분리하여 세

포를 모아 20 μl의 PBS (phosphate buffered saline) 버퍼에 섞

은 후, 20 μl의 2× SDS-PAGE buffer (100 mM Tris-Cl; pH 

6.8, 4% SDS, 0.2% bromophenol blue, 30% glycerol, 200 

mM β-mercaptoethanol)를 넣고 10분 동안 끓인 후, 12% 폴리

아크릴아마이드 젤 기 동을 통해 체 단백질들을 분리하

다. 분리된 단백질들을 nitrocellulose membrane (Protran®, 

0.20 μm; Whatman)에 옮긴 다음, 항 에놀라아제, 항 RNase 

G, 항S1 항체를 이용하여 분석하 다. 

Real Time PCR 

세포를 각각의 조건에서 키워 OD600=0.6이 을 때, 체 

RNA를 Qiagen RNeasy Kit를 사용하여 추출하 다. 추출된 

체 RNA는 정량하여 각각 1 μg의 total RNA를 주형으로 

PrimescriptTM (TaKaRa)을 사용하여 cDNA를 만들었다. 합성

된 cDNA를 주형으로 하여 다음의 PCR 라이머를 이용하여 

Real Time PCR을 수행하 다. 에놀라아제 분석에 사용된 

라이머는 eno+109F (5′-GCTCCGTCAGGTGCTTCTAC)와 

eno+351R (5′-AGCCAGAGATACAGCCAGGA)이며, 정량 

분석을 해 사용된 라이머는 ribE RT-F (5′-GGGTACGG 

TTATTCGTGGTG)와 ribE RT-R (5′-GGCCTTGATGGCTTT 

CAATA)이다. 같은 실험을 세번 반복하여 표  오차를 나타내

었다.

결과 및 고찰

RNase G는 세포 내에서 RNA 분해, 가공에 추 인 역할

을 하는 RNase E의 동족체로써 RNase E의 분해 자리와 유사

한 자리를 분해시키며, RNase E의 역할을 부분 으로 신할 

수 있다고 알려져 있다. 그러나 세포내의 다수의 RNA를 분

해한다고 알려진 RNase E와는 달리, RNase G의 기질은 많이 

알려져 있지 않으며 결실 되어도 세포의 성장에 향을 주지 

않는다고 알려져 있다. RNase G의 표 인 기질은 16S 

rRNA 구체이며, 재까지 알려진 mRNA 기질은 당 분해 

사에 여하는 몇 가지의 유 자이며, 이  알콜 분해 효소

(adhE)와 에놀라아제(eno)의 mRNA는 RNase G 결실 돌연변

이체에서 mRNA의 안정성이 증가한다는 사실이 알려져 있다. 

본 연구에서는 RNase G 결실 돌연변이체에서 에놀라아제 단

백질이 실제로 증가한다는 사실을 Western Blot 실험을 통하

여 확인하 다(Fig. 1). 이는 RNase G가 결실 되면 에놀라아

제 mRNA의 분해가 일어나지 않아 mRNA의 양이 많아지고 

따라서 에놀라아제의 단백질이 증가한다는 것을 시사한다. 

RNase G가 에놀라아제의 양을 어떻게 조 하는지를 알기 

해 다양한 조건에서 에놀라아제와 RNase G의 양을 측정한 

결과 미세호기성 조건에서는 RNase G의 양과는 계없이 에

놀라아제의 양이 증가한다는 사실을 확인할 수 있었다. 미세호

기성 조건에서는 세포의 성장 속도와 유도기, 증폭기, 안정기

가 달라지므로 정상 조건과 미세호기성 조건에서의 세포성장 

속도를 OD600으로 측정하 다(Fig. 2). 그 결과 정상 인 조건

과 미세호기성 조건 모두에서 OD600=0.2-0.3에서 증폭기가 시

작하고 미세호기성 조건에서는 OD600=0.7이 넘어가면 안정기

로 들어간다는 사실을 알 수 있었다. 미생물 성장곡선 실험을 

바탕으로 증폭기인 OD600=0.3  0.6일 때의 RNase G와 에놀
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Fig. 2. Growth of W3110 under microaerobic and aerobic conditions. 
W3110 cells were grown under microaerobic or aerobic conditions 
and growth was measured by OD600 at every 30 min.
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Fig. 3. Expression levels of RNase G and enolase under 
microaerobic condition. W3110 cells were grown under aerobic (A) 
or microaerobic (MA) conditions as described in the legend of Fig. 
2 and harvested for total protein preparation. Western blot analysis 
of enolase, RNase G, and S1 was performed as described in the 
legend of Fig. 1. 
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Fig. 4. Relative levels of enolase mRNA under microaerobic 
condition. Total RNA was purified from W3110 cells grown under 
aerobic (A) or microaerobic (MA) conditions as described in the 
legend of Fig. 2 and used for quantitative analysis of eno mRNA 
using real time PCR. 
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라아제 단백질의 양을 측정하 다(Fig. 3). 미세호기성 조건에

서는 피루 산이 무산소호흡을 통하여 분해되어 에 지원인 

ATP를 얻게 되는데, 이러한 무산소호흡은 유산소호흡보다 효

율성이 훨씬 떨어지므로 같은 에 지를 만들기 해 더 많은 

피루 산이 필요하게 되므로 에놀라아제의 양이 증가할 것으

로 측하 다. 실험결과 미세호기성 조건에서의 에놀라아제 

단백질은 히 증가한 반면, RNase G의 단백질 양은 감소하

지 않았음을 알 수 있었다. 이러한 에놀라아제의 증가가 단백

질의 안정성 증가에 따른 것인지, mRNA의 증가에 따른 것인

지 알아보기 하여 Real Time PCR 실험을 수행한 결과 미세

호기성 조건에서 에놀라아제의 mRNA가 호기성 조건보다 두 

배 이상 증가한 것을 확인할 수 있었으며, 이는 기존의 연구들

에서 보고되었던 정상 조건에서의 RNase G가 에놀라아제를 

분해하여 조 한다는 내용과 상반된 것이다(6). 

이번 실험 결과를 통하여 에놀라아제의 조  기작에 한 

세 가지 추측을 할 수 있다. 첫째, RNase G의 활성도를 조

하는 어떤 인자가 존재할 수 있으며, 미세호기성 조건에서는 

RNase G의 활성도가 떨어져 에놀라아제의 mRNA를 분해시

키지 못한다는 것이다. 둘째, RNase G 외에 eno mRNA의 안

정성을 증가시키는  다른 인자가 존재하여 미세호기성 조건

에서 에놀라아제의 양을 증가 시킬 수 있다고 추론할 수 있다. 

셋째, 미세호기성 조건에서는 에놀라아제의 사가 증가 될 수 

있다고 추론할 수 있다. 재로서는 에놀라아제의 사체가 만

들어지는 과정이 밝 진 바가 없기 때문에 어떠한 인자가 연

이 되어 있는지는 찾기 어렵다.

RNase E의 분해복합체 내에서 에놀라아제의 정확한 역할은 

규명되어 있지 않지만, 당 분해 인자의 mRNA 조 에 여할 

것이라는 추론들이 있으며, RNase G 역시 당 분해 인자의 

mRNA를 조  한다고 알려져 있다. 의 두 종류의 당 분해 

조  인자들의 계에서 RNase G가 eno mRNA를 분해 시킨

다는 사실이 보고 되어있고, 이번 실험에서는 에놀라아제의 조

에  다른 인자들이 요하게 작용할 수 있음을 시사한다. 

따라서 에놀라아제의 조 이 생명체의 추 인 에 지원인 

당의 분해 조 에 요한 역할을 할 가능성이 있음을 추론할 

수 있다.

적요

에놀라아제는 부분의 생명체에서 에 지 사에 추 인 

기능을 하는 해당과정에 여하는 효소이며, Escherichia coli

에서 RNA 가공  분해에 심 인 역할을 하는 RNase E와 

PNPase, Helicase와 함께 RNA 분해 복합체를 형성한다고 알

려져 있다. E. coli에서 에놀라아제의 mRNA는 RNase E의 동

족체인 RNase G에 의해 잘려서 분해되어 조  된다고 알려져 

있다. 산소가 없는 환경에서 과발 되는 것으로 알려진 에놀라

아제의 발 에 있어서 RNase G의 역할을 알아보기 하여, 연

구를 수행한 결과, 미세호기성 조건에서는 에놀라아제와 RNase 

G의 발 양 사이에는 상 계가 밝 내었다. 이러한 연구결

과는 미세호기성 조건에서는 RNase G 이외에 에놀라아제의 

조 에 기여하는 다른 기작이 있을 수 있다는 것을 시사한다.
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