
To investigate the role of bkdR, sigL, yplP, and des genes which 

were known to be involved in fatty acid synthesis and sensitive 

at low temperature, deletion mutants of Bacillus subtilis CU1065 

and JH642 were constructed. To determine the low temperature 

sensitivity of these genes, we compared the growth curves of 

cells at 37°C and 15°C. At 37°C, wild type and deletion mutants 

showed almost similar growth but only bkdR deletion strain at 

15°C showed very slow growing compared with wild type. At 

15°C sigL and yplP deletions were somewhat slower or similar 

to those of wild type strain. Double and triple mutants for bkdR, 

sigL, yplP deletions were constructed and grown at 20°C in 

LB agar to investigate cold sensitive growth. Double or triple 

deletions including bkdR deletion showed cold sensitive growing. 

In order to identify more clearly cold sensitive growth, the 

experiments were carried out under cold shock conditions in 

which the temperature was lowered from 37°C to 15°C at the 

point of 0.4 optical densities at 600 nm. In these cold shock 

experiments, only bkdR deletion showed significantly lower 

growing and additional des deletion increases cold sensitivity. 

The bkdR activates the bkd operon, which catabolized isoleucine, 

valine and leucine, amino acids and produce precursors for the 

synthesis of branched fatty acids. At cold shock growing of 

bkdR deletion strain, isoleucine recovered cold sensitivity of bkdR 

deletion but valine did not restore cold sensitivity. Isoleucine is 

used as a precursor for the synthesis of anteiso-branched fatty 

acids. On the other hand, valine is used as a precursor for the 

synthesis of iso-branched fatty acids. This indicates that anteiso- 

branched fatty acid plays an important role at the cold shock 

condition. 

Keywords: Bacillus subtilis, branched-chain fatty acid, cold 

shock, fatty acid synthesis, isoleucine, leucine, valine

각종 유기체들은 주변 환경의 변화에 의해 신속하게 대응

할 수 있는 능력을 가지고 있다. 이들은 열 충격, 산 충격 뿐만 

아니라 저온충격에 대해서도 대응할 수 있다. 여러 가지 환경

에 서식하는 박테리아는 낮은 온도에 매우 빈번하게 노출되

며, 낮은 온도에서 적응하는 박테리아에 대한 연구는 1960년

대 말부터 지금까지 지속적으로 이루어져 왔다(Hébraud and 

Potier, 1999; Los and Murata, 1999; Yamanaka, 1999; Cavicchioli 

et al., 2000). 많은 연구에 의하면 저온충격의 영향은 세포막의 

유동성을 떨어뜨리고 기능을 상실한 mRNA 2차 구조를 유도

한다. 또한 낮은 온도에서는 분자적 에너지가 감소하여 효소

반응이 느리게 진행된다(Friedman et al., 1971; Broeze et al., 

1978; Weber and Marahiel, 2003).

저온충격에 대한 대응으로서 세포는 세포막 지질의 상태를 

조절 한다. 낮은 온도에서 세포막은 액상의 sol-상태에서 고체 
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상태의 gel-상태로 변하며 이로 인해 세포막의 유동성이 낮아

진다. 따라서 유동성을 높이기 위해 세포막의 지방산 길이를 

줄이거나 불포화 시킨다(Svobodova et al., 1988; Suutari and 

Laakso, 1992; Hunger et al., 2004). 이와 같은 방법으로 세포

막의 유동성이 증가되면 물질의 수송이 용이하게 된다. 저온

충격에 대응하여 Bacillus subtilis는 온도 감소를 감지하고 결

과적으로 특정 유전자를 활성화 할 수 있는 수용체 및 활성화 

시스템이 작동하는데 특히 저온에서 막 유동성을 유지하기 위

해 두 가지의 기작을 사용한다. 하나의 기작은 지방산의 녹는 

온도를 낮추기 위해 branched-chain fatty acid의 새로운 합성을 

촉진하는 것이다. 두번째 기작은 막의 지방산 구성성분에 불포

화지방산을 증가시키는 것이다. 지방산 불포화 효소는 이미 존

재하는 지방산 부분을 불포화 지방산으로 전환시켜 막 유동성

을 높인다. 세포막과 관련된 저온생장에 관련하는 유전자는 

bkdR, sigL, yplP, des 등으로 알려져 있다(Wiegeshoff et al., 

2006).

저온충격에 의해 유도되는 유전자를 조사하기 위하여, Bacillus 

subtilis의 전사 프로파일을 분석한 보고가 있었다(Beckering 

et al., 2002). 이에 의하면 저온충격에 의해 전사가 증가하는 

유전자 yplP는 시그마L 인자에 의존하는 전사 활성 인자와 중

요한 서열 유사성을 공유하는 것으로 알려져 있다. 그리고 yplP

는 저온 민감성 유전자로 보고된 바 있다(Wiegeshoff et al., 

2006). 시그마인자 sigL은 대장균에서 시그마53 인자에 해당

하는 유전자이며 NtrC/NifA 조절 단백질을 생성하여 전사를 

활성화하는 역할을 한다(Debarbouille et al., 1991; Buck et al., 

2000). 시그마 L인자는 isoleucine, valine, leucine아미노산 

분해에 관여하는 bkdR 유전자를 조절한다. 유전자 bkdR은 

bkd 오페론을 조절한다. bkd 오페론은 저온에서 발현되며, 

branched-chain fatty acid의 전구물질에 해당하는 keto acid를 

제공하여(Debarbouille et al., 1999), branched-chain fatty acid

를 합성하게 한다. 이와 같은 합성이 저온충격에서 세포막 유

동성에 중요한 역할을 한다(Beckering et al., 2002; Kaan et al., 

2002). bkdR은 sigL의 조절을 받아 합성되며 isoleucine, valine, 

leucine 아미노산을 분해하는 bkd 오페론을 활성화한다. 따라

서 이 유전자는 isoleucine, valine, leucine을 분해하여 질소원으

로 사용한다. Isoleucine은 분해되어 anteiso-branched 지방산 

합성의 전구물질로 사용되며, valine은 분해되어 iso-branched 

지방산 합성의 전구물질로 사용된다. 이들은 각각 branch-chain 

fatty acid를 생성하는데 필요한 아미노산들이다. 그리고 bkdR

은 저온에서 isoleucine 등의 아미노산을 keto acid로 전환하

고, 이는 branched-chain fatty acid의 전구물질로 사용된다. 따

라서 bkdR 결손은 결과적으로 isoleucine 등의 아미노산을 keto 

acids로 변환 시킬 수 없고 세포막 유동성에 필요한 branched- 

chain fatty acid를 합성 할 수 없다고 알려져 있다.

또 저온에서 Bacillus subtilis는 desaturase(불포화 지방산 

합성 효소) 유전자 des의 발현을 유도하여 불포화 지방산을 합

성한다(Beckering et al., 2002). Bacillus subtilis의 des 유전자의 

발현은 desKR에 의해 조절된다. 이들은 히스티딘키나아제와 전

사 조절자로 구성된다. 이 전사 조절자는 des 유전자의 promoter 

영역 내 특정 인식 서열에 결합하여 전사를 활성화 시킨다. 그 

결과 막의 지방산을 불포화 지방산으로 전환하는 desaturase

인 Des는 막의 유동성을 유지시키는 역할을 한다(Kaan et al., 

2002). 하지만 저온에서의 장기간 생장에는 지방산의 불포화

만으로는 충분하지 못하다.

이와 같은 세포막 관련 저온생장과 관련한 유전자들에 대

한 연구 및 이해는 개별적으로는 다소 알려져 있으나 이들 유

전자들의 상호 관련 및 저온충격 등에 관한 연구는 많이 진행

되어 있지 않았다. 유전자 des의 경우 저온에서 발현되고 있는 

유전자로 알려져 있으나 저온 민감성에 대해서는 상반되는 보

고들이 있다(Aguilar et al., 1998; Weber et al., 2001). 또한 

Bacillus subtilis JH642를 기반으로 bkdR, sigL, yplp 등의 유전

자를 결손시켜 저온 민감성 생장을 보고하였으나 JH642 자체

가 저온에 민감성 생장을 보이는 균주로 보고되어 있어 저온 

민감성 생장에 관련 있다고 보기에는 불확실하다(Wiegeshoff 

and Marahiel, 2007). 따라서 본 논문에서는 이들 유전자들을 

결손시켜 저온 민감성을 보이지 않는 Bacillus subtilis CU1065

와 민감성을 보이는 JH642 들을 사용하여 저온생장 및 저온

충격 조건에서 결손돌연변이들의 생장에 관해 조사하였고, 

나아가 이들 유전자들의 상호 결손 및 isoleucine, valine 아미

노산이 저온생장에 미치는 영향에 대하여 알아보았다.

재료 및 방법

박테리아 배양액 및 생장 조건

Bacillus subtilis는 CU1065 (W168 attSPß trpC2)와 JH642 

(W168 trpC2 pheA1)를 사용하였으며 LB 배지 및 Spizizen’s 

minimal medium (SMM)에서 배양하여 생장 곡선 실험에 사용

하였다. SMM은 1.4% K2HPO4, 0.6% KH2PO4, 0.2% (NH4)2SO4, 

0.1% sodium citrate dehydrate, 0.02% MgSO47H2O, 0.5% 

glucose, 50 µg/ml tryptophan, 50 µg/ml phenylalanine으로 조

성하였다. 생장 조건은 37°C 및 15°C에서 200 rpm으로 진탕 

배양하였다. 여러 Bacillus subtilis 균주 선별을 위해 사용한 

항생제는 spectinomycin (100 µg/ml), kanamycin (10 µg/ml), 
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erythromycin (1 µg/ml)과 lincomycin (25 µg/ml) (macrolide- 

lincosamide-streptogram B 저항성 시험), chloramphenicol (10 

µg/ml)이다.

Bacillus subtilis 유전체 정제 및 형질전환

Bacillus subtilis CU1065를 5 ml LB 배지에 접종하여 37°C

에서 200 rpm으로 12시간 동안 진탕 배양한 후 1 ml 정도 튜브

에 담고 8,000 rpm에서 2분간 원심분리 하여 상층액을 버리고 

세포 침전물을 얻었다. 침전물에 500 µl TE buffer (10 mM Tris 

pH 8.0 / 1 mM EDTA)를 넣고 천천히 풀었다. 풀어 준 뒤 70 µl 

lysozyme (10 mg/) 과 2 µl RNase (10 mg/)를 넣어 주고  37°C

에서 30분간 반응하였다. 반응 후에 20 µl proteinase K (10 mg/)

를 넣고 다시 37°C로 15분간 반응하였다. 20 µl 10% SDS와 

phenol 500 µl을 넣고 1분간 흔들어 주고 10,000 rpm에서 2분

간 원심분리를 하였다. 위와 같은 방법으로 phenol/chloroform

으로 추출하고 차례로 chloroform으로 추출한 후 상층액을 모

았다. 이 상층 액에 에탄올을 넣고 염색체 DNA를 침전시키고 

70% 에탄올로 씻어준 후에 침전물을 말리고 증류수 50 µl에 

녹여 주었다. Bacillus subtilis에 형질전환하기 위해 LB broth 

5 ml에 CU1065 혹은 JH642를 배양해서 12시간 정도 키운 후

에 MC media 5 ml에 1/100 비율로 CU1065 혹은 JH642를 접

종하여 OD600 = 0.6~0.7이 될 때까지 37°C에서 진탕 배양하였

다. MC media는 100 mM phosphate buffer (pH 7), 3 mM 

trisodium citrate, 3 mM MgSO4, 2% glucose, 0.2% potassium 

glutamate, 0.1% casein hydolysate, 22 µg/ml ferric ammonium 

citrate, 50 µg/ml tryptophan으로 조성하여 사용하였다. OD값

을 확인한 후, Double-Joint PCR product를 8 µl 넣고 1시간 정

도 37°C에서 진탕 배양하였다. 그 후 각각의 LB 항생제 plate

에 300 µl, 150 µl를 도말하여 37°C에서 배양하였다.

유전자 결손 돌연변이 제조

Bacillus subtilis CU1065로 유전자 결손 돌연변이체를 제

조하는 방법으로 Long-flanking homology (LFH) PCR을 이용

하였다. CU1065 유전체 DNA를 주형으로 PCR하여 각각의 

up-stream, down-stream, 항생제 저항성 cassette 부분의 DNA

를 합성하였다(Table 1). 첫 번째 PCR에서 얻은 각 upstream, 

cassette, down stream의 비율은 1:2:1 로 넣고 프라이머로는 

upstream F와 downstream R을 사용하여 두 번째 PCR을 수행

하였다. 이때 반응 조건은 94°C로 30초 동안 변성시키고 30초, 

55°C에서 30초 동안 annealing, 그리고 72°C 6분간 extention

Table 1. Oligonucleotide sequence used for LFH-PCR

Oligo sequence

sigL Up F : 5'-CATCAGCTGTTTCCCGTCAT-3'

sigL Up-kana R : 5'-CCTATCACCTCAAATGGTTCGCTGCTTGCTCACTCCCCTTTCTT-3'

sigLDn-kana F : 5'-CGAGCGCCTACGAGGAATTTGTATCGATATTCCGTCATCGGCAGC-3'

sigLDnR : 5'-CTCTGCGGTGTTCTTGAAGT-3'

kana-fwd : 5'-CAGCGAACCATTTGAGGTGATAGG-3'

kana-rev : 5'-CGATACAAATTCCTCGTAGGCGCTCGG-3'

bkdR Up F : 5'-CGCTCCTTGCGAATATGACT-3'

bkdR Up-mlsR : 5'-GAGGGTTGCCAGAGTTAAAGGATCCCCGATACCCCTTTGTATGA-3'

bkdRDn-mlsF : 5'-CGATTATGTCTTTTGCGCAGTCGGCCTTGCAAATGAAGGCATGC-3'

bkdRDnR : 5'-GTCGCTTCCATTTTAGGGTT-3'

mls-fwd : 5'-GATCCTTTAACTCTGGCAACCCTC-3'

mls-rev : 5'-GCCGACTGCGCAAAAGACATAATC G-3'

des Up F : 5'-TGCTGCGCTTCAGACGATC-3'

des Up-specR : 5'-CGTTACGTTATTAGCGAGCCAGTCGAGCAAATGCAGCGACTTGC-3'

des Dn-specF : 5'-CAATAAACCCTTGCCCTCGCTACGAAGCCTTCCGCCTGATTCAC-3'

des DnR : 5'-GGCAATTCGCTGACGTTCTT-3'

spec-fwd : 5'-GACTGGCTCGCTAATAACGTAACGTGACTGGCAAGAG-3'

spec-rev : 5'-CGTAGCGAGGGCAAGGGTTTATTGTTTTCTAAAATCTG-3'

yplP Up F : 5'-ATAAACGTCCGAGATTCCGC-3'

yplP Up-cat R : 5'-CTTGATAATAAGGGTAACTATTGCCCAATTGGCTCCTTTTGGTT-3'

yplPDn-cat F : 5'-GGGTAACTAGCCTCGCCGGTCCACGCGATCGAAAGGAGAATGTAC-3'

yplPDnR : 5'-TGCCGGTTTTAAGCGTTTAA-3'

cat-fwd : 5'-CGG CAA TAG TTA CCC TTA TTA TCA AG-3'

cat-rev : 5'-CCA GCG TGG ACC GGC GAG GCT AGT TAC CC-3'
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하였다. PCR에서 얻은 DNA를 B. subtilis 형질전환에 사용하

였다. 형질전환 후에 각각의 항생제 저항성 선별표지를 이용

하여 1차 선별하였다. 추가적으로 PCR 확인 및 DNA 서열을 

조사하여 최종적으로 유전자 결손을 확인하였다(Fig. 1).

LB 배양액에서의 저온충격 조건에서의 세포 생장 측정

하루 전에 LB 배양액으로 야생형 균주(CU1065, JH642)와 

bkdR, sigL, yplp, des 유전자들의 결손균주들을 배양하였다. 

250 ml 삼각플라스크에 SMM 배양액을 30 ml 넣은 후 각각

의 삼각플라스크에 같은 양의 세포로 접종하고 37°C 대수기

까지(OD600 = 0.4) 진탕 배양하여 키운 후에 15°C로 온도를 내

려 저온충격을 가하여 계속 200 rpm으로 진탕 배양하였다. 저

온충격 조건에서의 생장은 세포의 OD600값을 측정하여 알아

보았다. 

결  과

야생형 및 결손 돌연변이 균주들의 저온생장

LB 배지에서 야생형 및 결손 돌연변이 균주들을(bkdR, sigL, 

(A)

(B)

Fig. 1. Identifiation of sigL, bkdR, des and yplP deletion mutants. (A) 

Confirmation of deletion of yplP, sigL, bkdR, and des by PCR analysis. To 

confirm deletions of these genes, PCR reactions were carried out with 

forward primers at 5’-upstream region of knock out genes and reverse 

primers of antibiotics genes. (B) Colony PCR products with B. subtilis wild 

strain (lane W) and deletion candidates (lane K) were shown. Expected 

sizes of PCR products are 2.6 kb (sigL), 2.4 kb (bkdR), 2.3 kb (des), and 2.2 

kb (yplP).

(A) (B)

(C) (D)

Fig. 2. Effects of yplP, sigL, and bkdR single gene deletion on growth of B. subtilis strains CU1065 (WT), JH642 (WT), and yplP -, sigL-, bkdR - at different 

temperature. Cells were incubated in liquid LB medium at 37°C [(A) CU1065, (C) JH642], 15°C [(B) CU1065, (D) JH642] and growth was monitored at 

OD600. Each growth curve represents the average of three independent experiments.
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yplp) 37°C와 15°C에서 키워 생장 상태를 비교하였다. 37°C에

서는 CU1065와 JH642 야생형균주와 이들 유전자들의 결손 

돌연변이 균주들은 거의 비슷하게 생장함을 알 수 있었다(Fig. 

2). 반면에 15°C에서의 생장은 야생형균주에 비해 결손돌연

변이 균주들의 생장속도가 느려짐을 알 수 있었다. 이중 bkdR 

결손은 매우 느린 생장으로 거의 생장이 일어나지 않았다(최

종 생장 OD600 = 0.1~0.2). 반면에 sigL이나 yplP 결손은 야생형

균주와 비슷한 생장곡선을 보였다(최종 생장 OD600 = 0.8~1.0).

최소 배지인 SMM 배지에서 Bacillus subtilis와 결손 돌연

변이 균주(bkdR-, sigL-, yplP-)들의 생장을 37°C와 15°C에서 조

사하였다. 37°C에서의 생장은 LB 배지와 유사하게 CU1065와 

JH642 균주와 이를 기본으로 한 결손 돌연변이 균주들의 생장

은 거의 비슷하게 생장함을 알 수 있었다(Fig. 3). 다만 37°C에

서도 bkdR 결손이 야생형이나 다른 결손 균주에 비해 약간 느

리게 생장함을 알 수 있었다. 15°C에서의 생장은 CU1065나 

JH642 야생형뿐만 아니라 이를 기본으로 하는 결손 돌연변이 

균주들도 거의 생장이 일어나지 못하는 것을 확인하였다. 이

는 LB 배지에 비해 영양소 측면에서 많이 부족하고 온도도 영

향을 미쳐 거의 생장이 일어나지 않았다. 따라서 야생형과 결

손 균주들의 생장을 비교 할 수 없었다.

이중, 삼중 결손돌연변이 균주들의 저온생장

CU1065에서 결손돌연변이 균주들의(bkdR-, sigL-, yplP-) 

이중, 삼중 결손을 제조하여 저온에서의 생장을 알아보고자 

하였다. 저온 조건은 20°C, LB plate에서 관찰하였다. 37°C와 

20°C에서 결손돌연변이 생장을 관찰하였다. 37°C는 하루 정

도 키우면 완전히 생장하는 것을 확인하였다. 20°C 저온생장

에 민감한 균주는 bkdR 결손돌연변이 경우이고 bkdR 유전자를 

포함한 모든 이중, 삼중 결손돌연변이 균주들도 거의 생장하지 

못하는 것을 알 수 있었다(Fig. 4). 반면에 bkdR 이외의 다른 유

전자들의 결손에 의한 저온 민감성 생장을 보이지 않았다.

야생형 및 결손돌연변이(bkdR-, sigL-, yplP-)들의 저온충

격 생장

저온충격 효과를 알아보기 위하여 SMM 배지에서 37°C로 키

우다가 OD600 = 0.4에서 15°C로 온도를 낮추어 저온충격을 주

어 생장시켰다. CU1065 야생형균주를 기반으로 결손시킨 경

우 bkdR 결손만이 유일하게 저온충격 이후 거의 생장 하지 못

하는 것이 관찰되었다(Fig. 5). 반면에 JH642 야생형균주를 기

반으로 결손시킨 경우 bkdR 결손에서 생장을 멈추어 서서히 

사멸되었다. 또한 sigL 결손의 경우에도 저온충격 효과로 야

(A) (B)

(C) (D)

Fig. 3. Effects of yplP, sigL, and bkdR single gene deletion on growth of B. subtilis strains CU1065 (WT), JH642 (WT), and yplP -, sigL-, bkdR - at different 

temperature. Cells were incubated in liquid SMM medium at 37°C [(A) CU1065, (C) JH642], 15°C [(B) CU1065, (D) JH642] and growth was monitored at 

OD₆₀₀. Each growth curve represents the average of three independent experiments.
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생형에 비해 다소 느리게 생장함이 관찰되었다. 저온충격 조

건에서 yplP의 결손은 JH642 야생형균주와 비슷한 생장곡선

을 보여 저온충격에는 둔감한 결과를 보였다. 이와 같은 결과

는 JH642 야생형균주가 저온충격에 민감한 생장을 보인다는 

보고(Weber et al., 2001)와는 상이하게 저온충격 조건에서도 

생장이 지속되는 결과를 보였다(Fig. 5). yplP 결손 균주 역시 

이전의 보고(Weber et al., 2001)와는 달리 저온충격에 의해 민

감한 생장을 보이지 않았다. 하지만 JH642 야생형균주를 기반

으로 bkdR이나 sigL의 결손이 일어날 경우에는 CU1065 균주

에 비해 저온충격에 매우 민감한 생장을 보였다. 이와 같은 결

과는 JH642 야생형균주의 경우 저온충격에 의한 생장 감소나 

사멸이 일어난다는 기존의 보고(Weber et al., 2001)와는 다르

지만 JH642 야생형균주를 기반으로 한 bkdR이나 sigL 결손은 

저온충격 조건에서 CU1065 야생형균주를 기반으로 한 결손

에 비하여 더욱 민감하여 사멸에 이르는 결과를 보였다.

Fig. 4. Effects of yplP, sigL, and bkdR single, double and triple gene deletions on growth of B. subtilis strain CU1065 (WT), and single (yplP-, sigL-, bkdR-), 

double (yplP-sigL-, sigL-bkdR-, yplP-bkdR-) triple (yplP-sigL-bkdR-) deletions at different temperature. Cells were incubated in LB plate at 37°C on upper 

layer and at 20°C on lower layer.

(A) (B)

Fig. 5. Cold shock response of yplP, sigL, and bkdR single gene deletion mutants and wild type B. subtilis strains of CU1065 (A) and JH642 (B). After 

inoculation (OD600, 0.05) from an overnight culture in liquid SMM medium, the cells were grown at 37°C to an OD600 of 0.4 and subjected to cold shock 

(15°C). Cell density and growth were monitored by measuring the OD600. A cumulative graph of three independent experiments is shown. 
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bkdR 및 sigL 결손 균주들의 저온충격, 생장에 미치는 Ile, 

Val 아미노산들의 영향

SMM broth에서는 JH642 bkdR, sigL 결손돌연변이들을 

37°C에서 생장시켜 OD600 = 0.4에서 15°C 저온충격 조건으로 

변경할 때 isoleucine과 valine을 각각 20 mM을 넣고 6시간마

다 세포 생장을 측정하였다. 15°C에서 bkdR 결손돌연변이 균

주의 경우 isoleucine과 valine의 효과 차이는 크게 나타났다

(Fig. 6). Isoleucine은 bkdR 결손균주의 15°C에서의 생장을 촉

진했으나, valine의 경우에는 bkdR 결손균주의 저온생장을 전

혀 회복시키지 못하였다. 이와 같이 isoleucine에 의한 bkdR 결

손의 저온충격, 생장에서의 회복은 isoleucine이 branched-chain 

fatty acid 중 anteiso fatty acid를 생산하여 세포막 유동성을 증

가시켜 저온에서의 생장을 증가시키는 것으로 해석된다. 반면

에 valine은 iso-fatty acid 합성의 전구물질을 생성하고 이는 세

포막 유동성에 기여하지 못하는 것으로 판단된다.

bkdR, des 결손 균주들의 저온충격 생장

JH642 균주를 기본으로 한 결손 돌연변이들의(bkdR, des, 

bkdR des) 저온충격 조건에서의 생장을 관찰하였다(Fig. 7). 

37°C에서의 결손돌연변이 균주들의 생장은 야생형균주의 유

사한 생장속도 곡선을 보였다. 반면에 저온충격 조건에서는 

des 결손이 야생형균주와 유사한 생장을 보여 저온 민감성을 

보이지 않으나, bkdR 결손과 bkdR과 des의 이중 결손은 저온

충격 조건에서 생장이 멈추거나 사멸하는 것이 관찰되었다. 

bkdR은 OD600 = 0.4에서 0.2로 생장이 감소하였다. 이에 비해 

이중 결손은 거의 사멸되어 OD600 = 0.1 정도로 됨을 확인하였

다. 이는 des 자체의 결손만으로는 저온충격 효과가 거의 없으

나 bkdR 결손과 같이 일어날 경우 저온충격에 더욱더 민감해

지는 것을 알 수 있었다.

고  찰

대부분의 생명체에서 세포막의 기능을 유지하는 것은 생존

에 필수적이다. 저온충격 후에 세포막의 지방 성분에 따라 세

포막 유동성은 매우 낮아져 액상 결정상태에서 보다 딱딱한 

고형 상태로 변화된다. 이와 같은 변화는 세포막에 들어가 있

는 단백질의 기능을 떨어뜨린다. 낮아지는 온도에 대응하여 

(A) (B)

Fig. 7. Cold shock response of bkdR and des gene deletion mutants on growth of B. subtilis JH642 (WT) and bkdR-, des-, and bkdR-des-. Cells were incubated 

in liquid LB medium at 37°C; (A) After inoculation (OD600, 0.05) from an overnight culture in liquid SMM medium, the cells were grown at 37°C to an OD600

of 0.4 and subjected to cold shock (15°C); (B) Cell density and growth were monitored by measuring the OD600. A cumulative graph of three independent 

experiments is shown.

Fig. 6. Adaptation of bkdR deleted strain of B. subtilis JH642 to cold shock 

in liquid SMM medium with Ile and Val amino acids. After inoculation 

(OD600, 0.05) from an overnight culture in the same medium, the cells 

were grown at 37°C to an OD600 of 0.4 and subjected to cold shock (15°C). 

Amino acids in 100 mM final concentration were added 5 min before the 

cold shock. Cell density and growth were monitored by measuring the 

OD600. A cumulative graph of three independent experiments is shown. 
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세포막 기능을 회복시키기 위하여 녹는 온도가 낮은 지방산을 

세포막에 만들어 넣는다. 저온충격에서 Bacillus subtilis는 두 

가지 전략을 사용하여 세포막 유동성을 회복시킨다. 저온충격

에 일시적으로 지방산 불포화 효소(FA desaturase) 유전자 des

를 유도하여 저온 조건의 생체막 유동성을 높인다(Hunger et 

al., 2004). 반면에 장기적으로는 branched-chain fatty acid 중 

anteiso-branched 지방산을 합성하여 저온충격에 대처한다

(Svobodova et al., 1988; Suutari and Laakso, 1992). 이와 같은 

전략에 사용되는 유전자는 bkdR, sigL, yplp 등이 branched-chain 

fatty acid 합성에, des가 불포화 지방산을 합성하는데 관여한

다. 일반적으로 이들 유전자가 결손될 경우 저온충격에 민감하

다는 결과들이 보고되었는데 이는 JH642 균주를 사용하여 얻

은 결과들이다. 하지만 JH642 균주는 저온에 민감한 생장을 

보이는 균주로 알려져 있고 이 균주를 기반으로 유전자를 결

손 시켜 얻은 결과는 다른 야생형균주에 비해 저온충격에 더

욱 민감한 생장의 결과로 표출될 수 있다. JH642 균주가 저온

에서의 민감한 생장을 보이는 것은 IlvB 유전자에 돌연변이가 

일어나 acetolactate synthase 효소 활성도가 51배 감소되어 일

어나는 현상이라고 보고되었다(Wiegeshoff and Marahiel, 

2007). IlvB는 isoleucine이 분해되어 α-keto acid를 생성하는데 

관여하는 acetolactate synthase 효소로 이 유전자는 bkdR의 조

절을 받는다. 따라서 IlvB 효소의 활성 저하는 부분적으로 

bkdR의 결실과 같은 결과를 보여줄 수 있다. 본 논문에서는 

Bacillus subtilis 야생형균주 CU1065와 JH642를 기반으로 

bkdR, sigL, yplp 유전자 결손을 도입하여 저온 민감성 및 저온

충격의 결과를 알아보았다. 저온 민감성 실험에서는 JH642나 

CU1065 야생형 균주를 기반으로 한 bkdR 결손이 저온생장에 

미치는 영향이 거의 유사한 결과를 보여주었다. 하지만 저온충

격 실험의 경우는 JH642를 기반으로 한 bkdR 결손이 CU1065

를 기반으로 한 bkdR 결손보다 세포생장이 정지되고 점차적으

로 사멸이 진행되었다. 이는 저온에 대응하는 Bacillus subtilis

의 전략에서 장기적으로 branched-chain fatty acid를 합성하

는 것이 매우 필요한 과정임을 알 수 있었다. 특히 branched-chain 

fatty acid 중 anteiso-branched 지방산을 합성하여 저온생장에 

대처한다는 사실을 Ile, Val들의 영향에 대한 실험에서 확인하

였다. 또한 des 유전자는 세포막에 불포화 지방산을 만들어 저

온생장에 대처하는 것으로 알려져 있으나 저온충격 실험에서

는 des 결손이 저온에 민감한 생장을 보이지 않았다. 반면에 

bkdR의 결손과 더불어 des의 결손의 경우에서는 bkdR 단독결

손보다 저온충격에 더욱 민감하여 세포 사멸이 진행되는 것으

로 보아 저온생장에 관여하는 유전자임을 알 수 있었다.

적  요

저온 환경에서의 생장에 영향을 주는 지방산 합성 관련 유

전자 bkdR, sigL, yplP, des들의 역할을 알아보기 위하여 각각 

유전자들이 상실된 Bacillus subtilis CU1065와 JH642 돌연변

이들을 제조하였다. 이들 유전자들의 저온 민감성을 확인하기 

위해 37°C와 15°C에서 세포들의 생장을 측정하였다. 37°C에

서 야생형과 결실 돌연변이 균주는 거의 유사한 정도의 생장

을 보였으나, 15°C에서 오직 bkdR 결실 돌연변이만이 야생형

에 비해 매우 느린 생장이 관찰되었으며 sigL, yplP 결실의 경

우 야생형에 비해 다소 느리거나 유사한 생장을 보였다. bkdR, 

sigL, yplP 결실에 대한 이중, 삼중 돌연변이를 만들어 LB agar

에서 20°C로 키워 저온생장을 조사한 결과, bkdR 결실이 포함

되지 않은 어떤 이중, 삼중 결실들에서는 저온에 민감한 생장

을 보이지 않았다. 온도 민감성 특성을 보다 잘 알아보기 위하

여 37°C에서 OD600 = 0.4까지 키워 15°C로 온도를 내리는 저

온충격 조건에서 생장하는 실험을 진행하였다. 이 실험에서 

오직 bkdR 결실 돌연변이만이 현저히 낮은 생장을 보였으며 추

가적인 des 결실은 저온 민감성을 증가시킨다. bkdR은 branched- 

chain fatty acid을 합성하는 전구물질인 isoleucine, valine, 

leucine 아미노산을 생산하는 bkd operon을 활성화한다. bkdR 

결실 돌연변이의 저온생장에서 이들 아미노산의 저온생장에 

미치는 영향을 조사한 결과 isoleucine은 bkdR 결실에 대한 저

온 민감성을 회복시켜주나 valine은 저온 민감성을 회복시켜 주지 

못하는 결과를 보였다. isoleucine은 분해되어 anteiso-branched 

지방산 합성의 전구물질로 만들어지는 반면에, valine은 iso- 

branched 지방산 합성의 전구물질로 만들어진다. 따라서 저온

생장에서 branched-chain fatty acid 중 anteiso-branched 지방산

이 중요한 역할을 하고 있음을 알 수 있었다.
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