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-
 Cytokinesis is the final stage of cell division, dividing

one mother cell into two daughter cells. For the cutting of a plasma membrane during bacterial cytokinesis, a

tubulin homolog FtsZ protein is recruited from the cytoplasm to the division site. FtsZ protein polymerizes in a

GTP-dependent manner and its N-terminal domain has a GTPase activity. In this study, we have begun to char-

acterize FtsZ from Staphylococcus aureus (SA). Full-length SA FtsZ was cloned into pRSFDuet-1 vector and

the clone was transformed into a BL21 (DE3) star cell. The recombinant SA FtsZ protein was purified using Ni-

NTA affinity chromatography and dialysis. Using a spectrofluorometer, we showed that SA FtsZ undergoes a

GTP-dependant polymerization in vitro. The polymer of the SA FtsZ protein disappeared after a few minutes,

suggesting that the polymer is degraded as the GTP is consumed. This assay system may well be applied for

inhibitor screening targeting S. aureus FtsZ.
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서 론

박테리아의 세포 분열은 마지막 단계에서 세포막의 절단

에 의해 하나의 세포가 두 개의 세포로 나뉘어지는 세포질

분열(cytokinesis)로 마무리가 된다. 진핵세포와 달리 원핵세

포에서의 세포질 분열에서는 tubulin과 상동(homolog)인

FtsZ 단백질의 폴리머 형성이 중요한 역할을 하며, FtsZ 단

백질은 eubacteria, archaea, chloroplast 등에 골고루 존재하

지만 진핵 세포에는 존재하지 않는다[8]. FtsZ 단백질의 폴

리머 형성은 박테리아의 세포질 분열에 필요한 단백질들이

조합을 이루는 과정에서 scaffold 역할을 하며, 또한 세포막

함입이 일어나게 하는 에너지를 제공하는 역할도 하게 된다

[1]. 따라서 FtsZ의 폴리머 형성은 세포 주기에 따라서 여러

다양한 조절 단백질들에 의해 정교하게 조절된다[1]. FtsZ

단백질의 폴리머 형성 과정을 억제함으로써 박테리아의 세

포 분열을 억제할 수 있으므로 FtsZ 단백질은 신규 항생제

개발의 표적 단백질로 인식되고 있다[5].

FtsZ는 두 개의 도메인으로 구성되어 있고, 아미노 말단은

GTPase 도메인이며[4], GTP가 결합하였을 때에 FtsZ 단백

질의 폴리머 형성에 관여한다[8]. (Protein Data Bank code:

1FSZ). FtsZ 단백질의 카르복시 말단 도메인은 4개의 β-

sheet로 구성되어 있으며, 아미노 말단 도메인과 카르복시 말

단 도메인의 가운데에는 긴 helix가 위치하는 구조를 가지고

있다[8]. FtsZ 단백질의 폴리머 형성은 마그네슘 이온의 존

재 하에 일어나게 되는데, GTP가 FtsZ 단백질의 아미노 말

단 도메인에 결합하여 폴리머 형성이 일어나며, 그와 동시

에 FtsZ 단백질의 아미노 말단 도메인은 GTPase 활성을 가

지고 있으므로 폴리머가 형성된 후에 GTP가 분해되어 FtsZ

폴리머가 다시 단량체로 바뀌게 된다[4, 9]. 리포좀을 활용

한 연구에서는 리포좀 표면에서 FtsZ의 폴리머 형성을 통해

서 막을 수축시키는 현상이 보고된 바가 있다[11].

기존의 다른 균주에서의 FtsZ 단백질의 구조 및 기능 연구

를 통해서 FtsZ 단백질이 어떻게 폴리머를 형성하는지에 대

한 연구는 많이 되어 왔으나, EzrA 단백질과 같은 FtsZ 폴리

머 형성 조절 단백질들이 어떻게 폴리머 형성을 조절하는지

에 대한 연구는 아직 미흡한 편이다. 특히 본 연구에서는 인

체 병원균 중의 하나이며, 다제내성(multi-drug resistance)을

보이는 균주인 Staphylococcus aureus (SA)의 FtsZ 단백질

을 발현하고 폴리머 형성 활성을 관찰하였다. Methicillin에

약제 내성을 보이는 S. aureus의 경우, methicillin 이후에 여

러 종류의 항생제가 개발되어 왔으나 이들에도 내성을 보이

면서 병원 내 감염(Nosocomial infection)의 주요 균으로서

문제가 되고 있으며 S. aureus를 표적으로 하는 항생제 연구
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가 필요하다[6, 7]. 본 연구를 통하여 S. aureus를 표적으로

하는 항생제 개발을 위한 SA FtsZ 단백질의 폴리머 형성 모

델 시스템을 구축하기 위해 SA FtsZ의 재조합 단백질을 대

장균을 이용해 발현하여 정제하였고, 폴리머 형성 활성을 형

광계를 이용하여 분석하였다. 본 연구의 결과는 S. aureus를

표적으로 하는 항생제 개발 연구에 응용될 수 있을 것이다.

재료 및 방법

PCR 및 유전자 클로닝

SA FtsZ 유전자를 증폭하기 위해서 S. aureus (strain

COL)의 genomic DNA를 주형으로 이용하였으며, PCR을

위해 사용한 primer의 DNA 서열은 다음과 같다. Forward

primer: 5'-GCTATATGGATCCCGAAAACCTGTATT-TTC-

AGGGCATGTTAGAATTTGAACAAGGATTTAATCATT-

3' (밑줄은 BamHI 제한효소 절단부위, 굵은 글씨는 TEV 인

식 부위), reverse primer: 5'-GCTAATTCTCGAGTCAAC-

GTCTTGTTCTTCTTGAACGTCTTTC-3' (밑줄은 XhoI제한

효소 절단부위). Forward primer의 경우, 단백질 발현 후의

정제 과정에서 TEV (Tobacco Etch Virus) protease를 이용한

polyhistidine tag 제거를 목적으로 5'-말단에 TEV protease 인

식 서열 (ENLYFQG, CGAAAACCTGTATTTTCAGGGC)

을 삽입하였다. PCR 반응을 위해서 MaximeTM PCR

PreMix (Intron Biotechnology社) kit를 사용하였다. SA

FtsZ 유전자의 PCR 후에는 GeneAllR ExpinTM Combo GP

(GeneAll Biotechnology社) kit를 이용하여 DNA를 정제하

였다. 정제해서 나온 DNA에 BamHI(Fermentas社)과 XhoI

(Fermentas社) 제한효소를 37oC 항온 수조에서 한 시간 동

안 반응을 시켰다. 제한효소 처리가 끝난 후, GeneAllR

ExpinTM Combo GP (GeneAll Biotechnology社) kit를 이

용하여 DNA를 정제하였다. 발현 벡터의 경우, pRSFDuet-1

(Novagen社)에 BamHI (Fermentas社)과 XhoI (Fermentas社)

제한효소를 37oC 항온 수조에서 한 시간 동안 처리하여 제

조하였고, GeneAllR ExpinTM Combo GP (GeneAll Biotech-

nology社) kit를 이용하여 gel extraction 방법으로 정제하였

다. 정제 후에 alkaline phosphatase (New England Biolab社)

를 37oC 항온 수조에서 1시간 동안 반응을 시키고, GeneAllR

ExpinTM Combo GP (GeneAll Biotechnology社) kit를 이

용하여 정제 하였다.

Ligation 반응은 2 µL SA FtsZ DNA (~30 ng/µL), 1.5

µL 발현 벡터 (~100 ng/µL), 1 µL 10X T4 DNA ligase 완

충용액 (New England Biolab社), 0.5 µL T4 DNA ligase

(New England Biolab社), 5 µL 증류수를 혼합한 후 22oC에

서 2시간 동안 반응시켰다. 반응이 끝난 ligation 혼합물

10 µL를 이용하여 대장균 XL1 Blue 세포에 형질전환 하였

다. 클로닝 성공 여부는 colony PCR을 통해 확인하였다.

Agarose gel 상에서 클로닝이 확인된 colony를 kanamycin

(50 µg/mL) 4 µL가 포함되어 있는 Luria-Bertani (LB) 배지

4 mL에 접종한 후 37oC에서 12시간 배양하였고 GeneAllR

ExprepTM Plasmid SV (GeneAll biotechnology社) kit를 이

용하여 플라스미드를 분리 및 정제를 하였다. 클로닝이 확

인된 플라스미드는 DNA sequencing을 통하여 유전자 서열

을 확인하였다.

재조합 단백질의 발현과 정제

정제된 플라스미드 DNA 1 µL를 대장균 BL21(DE3)star

competent cell에 형질전환하여 kanamycin (50 µg/mL)이 첨

가된 1 L LB 배지에 접종 후, 37oC에서 4시간 동안 배양하

였다. 배양 시 세포 밀도는 Scinco社의 S-3100 UV 분광광

도계를 이용하여 측정하였고, 탁도가 0.7~0.8에 이르렀을 때

0.5 mM isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside(IPTG)를 처리

한 후, 20oC 에서 12시간 동안 배양하였다. 배양물은

5,000 rpm으로 30분간 원심분리를 하고 세포 pellet만 취하

였다. 세포 pellet에 20 mM Tris-HCl (pH 7.9), 500 mM

NaCl, 5 mM Imidazole 50 mL (A-완충용액)와 1 mM phenyl-

methylsulphonylfluoride(PMSF)를 넣어서 섞어준 후에, 초음

파 파쇄기로 세포를 파쇄하였다. 파쇄된 세포를 12,000 rpm

1시간 동안 원심분리를 하여 pellet을 버리고 상층액을 따로

모았다. 상층액을 A-완충용액으로 안정화시킨 Ni-sepharose

컬럼에 흘렸다. Ni-sepharose 흘린 후, 20 mM Tris-HCl

(pH 7.9), 500 mM NaCl, 20 mM imidazole 용액으로 씻어

서, imidazole 농도가 100 mM에서 500 mM이 되도록 농도

구배로 하여 용출을 하였다. 정제된 단백질은 12% sodium

dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-

PAGE)로 확인하였다. 정제된 단백질에 TEV protease를 5

mM β-mercaptoethanol과 함께 처리하여 (~0.3 mg/mL) 4oC

에서 12시간 동안 처리하여 아미노 말단의 polyhistidine tag

을 제거하였다.

Dialysis와 Bradford 방법을 이용한 FtsZ 단백질 농도 측정

TEV protease 처리 후 원심분리를 하여 상층액을 모은 후,

투석막 (SnakeSkinR Pleated Dialysis Tubing, 10000 MWCO,

Pierce社)을 사용하여 B-완충용액 (50 mM MES-NaOH pH

6.5, 50 mM KCl, 10 mM MgCl2) 2 L에 4oC에서 12시간 동

안 투석 처리를 하였다. 투석 처리가 끝난 용액에 남아있는

TEV protease와 절단이 안된 SA FtzZ 단백질을 분리하기 위

하여 B-완충용액으로 안정화시킨 Ni-sepharose 컬럼에 다시 통

과하여 제거한 후 컬럼에 붙지 않고 나온 SA FtsZ 단백질을

모았다. 단백질의 농도 측정은 Bradford 방법을 이용하였으며,

Bio-Rad社의 protein assay kit (500-0002)의 bovine serum

albumin 을 표준시료로 620 nm에서 흡광도를 측정하였다.

FtsZ 단백질의 효소 활성

SA FtsZ의 in vitro 상에서의 폴리머 형성 활성을 측정하
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기 위하여 Scinco社의 FS-II 형광계를 이용하여 폴리머의 형

성에 따라 excitation 방향과 90o 방향으로 빛이 산란되는 현

상을 이용하였다. Excitation 파장은 350 nm, emission 파장

은 330-370 nm로 설정하였다. Excitation과 emission의 슬릿

간격은 둘 다 2.5 nm로 고정하였고 PMT voltage는 500 volt

로 설정하였다. 형광 측정용 cuvette (path length: 1 cm)에

B-완충용액에 1 mM GTP를 넣고 330-370 nm에서의 emission

을 관찰하고, 9.5 µM SA FtsZ 단백질에 B-완충용액과

1 mM GTP를 첨가한 후에 30oC에서 배양을 하면서 매 30

초마다 emission을 관찰하였다.

결과 및 고찰

FtsZ 단백질의 발현 및 정제

SA FtsZ 단백질 full length의 발현 및 정제는 대장균 발

현 시스템을 이용하였으며, 단백질의 순도는 12% SDS-

PAGE로 확인하였다(Fig. 1). Ni-sepharose 컬럼을 이용한 친

화크로마토그래피에서 SA FtsZ 단백질은 100-300 mM

imidazole에서 용출되었다. 그리고 아미노 말단에 결합되어

있는 polyhisdidine tag을 제거하기 위해 TEV protease를 처

리한 후 투석을 하고 Ni-sepharose 컬럼에 다시 통과하여

polyhistidine tag이 잘리지 않은 SA FtsZ 단백질을 제거 하

였으며, Ni-sepharose 컬럼에 통과되어 나온 SA FtsZ 단백

질은 SDS-PAGE를 통해 95% 이상 순수하게 정제되었음을

관찰하였다(Fig. 1). SA FtsZ 단백질의 polyhistidine tag이

제거되었을 경우 크기가 41.1 kDa이기 때문에 SDS-PAGE에

서 단백질 마커 위치인 37 kDa과 50 kDa 사이에서 나올 것

으로 예측하였으나 Fig. 1에서 보듯이 ~50 kDa에 SA FtsZ

단백질이 위치하고 있는 것을 확인하였다. SA FtsZ 유전자

가 클로닝된 벡터의 DNA 서열을 DNA sequencing을 통하

여 확인하였으므로, SDS-PAGE 상에서 SA FtsZ 단백질의

크기가 이론값보다 크게 나온 이유는 SA FtsZ 단백질이

SDS-PAGE 상에서 실제 크기와 다르게 이동하기 때문인 것

으로 예측되며, SA FtsZ 재조합 단백질이 본 연구에서와 같

이 SDS-PAGE 상에서 ~50 kDa의 위치에서 관찰된 예는 다

른 논문에서도 보고된 바가 있다[2].

Bradford 방법을 이용한 FtsZ 단백질의 농도 측정

SA FtsZ 단백질은 자외선 파장을 흡수하는 아미노산을 포

함하지 않기 때문에 자외선 홉광도를 이용하여 단백질 농도

를 측정할 수 없었고, Bradford 방법을 이용하여 단백질의

농도를 측정하였다[3]. BSA단백질을 0 µg/mL, 50 µg/mL,

200 µg/mL, 400 µg/mL, 600 µg/mL, 1000 µg/mL의 농도로

각각 만든 후, Bradford 시약을 섞은 후에 분광계 (Triad LT,

DYNEX technologies)에서 620 nm로 측정하였다. 이렇게 얻

은 표준 검정선을 이용하여 SA FtsZ 단백질의 농도를 측정

한 결과 395 µg/mL (9.5 µM) 임을 확인하였다.

FtsZ 단백질의 효소 활성 측정

다른 박테리아의 FtsZ단백질의 경우에도 형광계를 이용하

여 excitation 빛의 방향과 90o를 이루는 방향에서 폴리머 형

성 활성을 관찰한 예가 있다[10]. 대조군에서는 FtsZ 단백질

이 단량체로 존재하므로 빛의 산란이 없다가, 실험군에서

GTP를 첨가했을 때 FtsZ 단백질의 폴리머 형성이 유도되어

excitation 빛의 90o 방향의 검출기에서 FtsZ 폴리머로부터

산란된 빛이 감응되는 방식이다[10]. 본 연구에서도 SA FtsZ

단백질의 폴리머 형성을 형광계를 이용하여 관찰하였는데,

먼저 SA FtsZ 단백질을 넣지 않고 폴리머 형성 완충용액

(B-완충용액, 50 mM MES pH 6.5, 50 mM KCl, 10 mM

MgCl2)만 가지고 emission을 측정하였을 때 폴리머 형성이

거의 되지 않았음을 알 수 있었다(Fig. 2). 이것은 GTP와 B-

완충용액의 성분이 폴리머 형성을 하지 않았다는 것을 의미

Fig 1. Expression and purification of recombinant SA FtsZ protein. (A) Lane M, protein size marker; lane 1, cell lysates of E. coli

BL21(DE3)star before IPTG induction; lane 2, cell lysates after IPTG induction; lane 3, supernatant of the lysates after IPTG induction;

lane 4, flow through of cell lysates after nickel affinity chromatography; lane 5, wash (20 mM imidazole); lane 6, 1st elution (100 mM imi-

dazole); lane 7, 2nd elution (200 mM imidazole). The position of SA FtsZ protein is indicated as arrow. (B) Lane M, protein size marker;

lane 1, SA FtsZ after treating with TEV protease.
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한다. 하지만 SA FtsZ 단백질에 GTP와 MgCl2을 처리하였

을 때, 반응 후 약 30초 전후로 하여 emission peak가 현저

하게 증가한 것을 확인할 수 있었다(Fig. 2). 이것은 SA

FtsZ 단백질에 GTP와 MgCl2이 결합하여 폴리머를 형성했

다는 것을 나타내며, 1분 전후로는 빛의 산란양이 급격하게

줄어든 것을 볼 수 있는데, 이것은 SA FtsZ 단백질의GTPase

활성에 의해서 GTP가 분해되고, 이에 따라서 SA FtsZ 단백

질의 폴리머가 분해되었기 때문이라고 예측된다(Fig. 2).

요 약

본 연구에서는 다제내성을 보이는 인체 병원균의 하나인

S. aureus에서 유래된 FtsZ 단백질의 유전자를 클로닝하고

대장균에 형질전환하여 재조합 단백질을 만들고, in vitro 상

에서 폴리머 형성 활성을 측정하였다. Bradford 방법을 이용

하여 SA FtsZ단백질의 농도를 측정한 후, SA FtsZ단백질의

폴리머 형성 활성을 확인하기 위해 형광계를 이용하여

excitation 방향과 90o의 방향에서 산란되는 빛의 양을 측정

하는 방법을 사용하였을 때에 대조군에서는 빛이 산란되지

않았고, SA FtsZ 단백질에 GTP와 Mg2+를 처리한 실험군에

서만 빛이 산란되는 현상을 관찰하였다. 1분여의 시간이 지

난 이후에는 다시 산란되는 빛이 줄어드는 것을 볼 수 있는

데, 이것은 SA FtsZ 단백질의 아미노말단 도메인의 GTPase

활성에 의해서 GTP가 분해되어서 SA FtsZ 단백질의 폴리

머가 단량체로 분해되었기 때문이라고 예측된다. 본 연구를

통하여 확립된 SA FtsZ 활성 측정 방법은 향후 SA FtsZ 단

백질의 폴리머 형성을 저해하는 방식으로 S. aureus를 표적

으로 하는 항생제 후보물질 도출을 위한 스크리닝 방법으로

사용될 수 있을 것이다.
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Fig 2. Polymerization assay of SA FtsZ. ◆: polymerization
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