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Abstract 

Optimum conditions for gene transfer in B. subtílis 168 by electroporation were studied. For competent 
cell preparation, mid-Iog phase cell cultures freshly grown in LB broth were h압vested and resuspended 
with washing buffer. Competent cells were transformed with either supercoiled DNA of plasmid 
pUB 110 or pRB373 by elecπopora디on. Optimum conditions for electrotransformation of B. subtilis 168 
with pUBllO were the electric field strength of 10 kV/cm, the resistance of 100 0 and the capacitance 

3 of 25 μF， and resulted in an efficiency of 3.8x10 없nsformants/μ.g DNA. In the case of pRB373, the 
maximum efficiency of 1.5x10' transformants/jμg DNA was obtained at the s따ne condition as in 
pUB 110 except the electric fie1d stren망h of 20 kV/cm 
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서 률 

Bacillus속은 산업적 이용가치가 높은 그람양성균의 

일종이며 그 중 Bacillus subtílis는 유전 및 생리학적 

연구가 가장 많이 이루어진 대표적인 균이다. B. sμbtilis 

는 간단한 배지에서도 잘 자라고 생육속도도 빠르며 

다량의 가수분해효소들을 합성하여 분비하는 특성이 

있으며 일반적으로 안전하다고 간주되는 균으로서 

(GRAS) 오래 전부터 아미 노산이 나 purine nucJeosides 

와 같은 정미성 물질의 생산(Sauer， et al. , 1998)에 이 

용되어 왔다. 또한 특정 생리적 조건 하에서 배지로부 

터 외래 DNA를 받아들여 유전적으로 형질전환 되어 

짐으로서 이러한 특성들을 이용하여 의약용 단백질과 

같은 여러 종류의 외래 단백질을 생산핸 둥 생물공 

학 분야에서 널리 이용되고 있다(Bron et al. , 1998). 

일반적으로 유전자재조합기술을 이용한 그람양성균 

의 웅용가놓성에 제한을 주는 요소 중의 하나로 외래 

DNA를 세포 내로 도입할 때의 효올이 낮은 경우를 
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들 수 있다. 그랍양성균에 외래 DNA률 도입하는 형 

질전환 방법에는 protopl잃t를 이용히는 방법 (Ch뻐g와 

Cohen, 1979)과 짧온 시간 동안 고전압훨스를 주어 세 

포막의 투과성올 일시적으로 변형시켜 도입하는 

electroporation 방법(Shívarova， et al. , 1983; Kusaoke, 

et al. , 1989; Masson, et al. , 1989) 둥이 알려져 있다. 

pr'α.opl없끊 이용하는 형질전환 방법은 시간이 오래 걸 

리고 복잡한 재생배지가 필요하며 protoplast의 재생효 

융이 낮은 반면 elecσoporation 방법 은 간단하고 시간 

이 적게들며 형질전환 효올도 protoplast.률 이용하는 것 

보다 비교적 높은 것으로 알려져 널리 이용되고 있 

다. 그러나 숙주 세포와 p1asmid DNA의 종류， 순도， 

크기， 농도 둥에 따라 electroporation에 의해 세포 내 

로 DNA가 도입되는 정도가 각기 다르며 또한 

transformation에 사용된 elecσic field strength, capaci

tance, )1않istance， electroporator에 따른 펄스의 시간， 형 

태 풍과 같은 여러 복잡한 요인들이 형질 전환 효옳 

에 영향올 미치는 것으로 보고되고 있다(Vehrnaanpera， 

1989; Ohse, et al. , 1997; Woods, et al. , 1998). 

Bacillus속의 형질전환 효율(형질전환체의 수/μg DNA) 

올 보면 B. brevís의 경우 대략 107- 1O\Okamoto, et 
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al., 1997), B. amylol띠u영'àciens는 1 (f(Vehmaanpera, 

1989), 그리 고 B. subtilis는 103-104(Kusaoke, et al., 

1989; Brigidi, et al., 1990; McDonard, et al., 1995; 

Ohse, et al. , 1995}으로서 B. subtilís의 경우 낮은 효율 

로 인하여 좀 더 나은 형질 전환 방법이나 최적 조건 

의 검토가 필요하다. 본 연구에서는 그람양성균인 R 

subtilis 168을 숙주 세포로 사용하여 elecσ'Oporat1on 방 

법에 의해 pUB 110 plasmid DNA와 대장균과 R 
subtilis 사이 의 shuttle vecto엔 pRB373 plsarnid DNA 

를 도입시키기 위한 최적 형질전환 조건과 전환 효옳 

올 검토하였다. 

재훌훌및방법 

균주와 plasmids 

본 실 험 에 사용된 균주는 BaciUι5 subtilis 168 

(trpC2)이며 plasmids는 가나마이신에 내성올 갖는 

pUBll0(4.5 kb)과 앵피실린과 가나마이신에 내성올 갖 

는 pRB373(5.8 kb) DNA훌 이용하였다. 

시약및기기 

배지에 사용된 시약은 Difco Lab.에서 ag.았는 Junsei 

제품을 사용하였고， DNA 분리에는 Aetna genetech.사 

의 Atena spin kit올 구입하여 사용하였다 Agarose, 항 

생제 동은 Sigma. Chem. Co. 에서 구입하였으며 그 

외 시약은 일급 이상의 시약을 사용하였다. plasmid 

DNA를 절단하는 제한효소는 New England Biolab 제 

품을 사용하였다. Elecσ'O-competent ceU올 만들기 위해 

측정 한 UV-VIS specσ'Ophotometer는 Shimadzu Co. 

(M여el UV-1201)의 제 품올 이 용하였으며 transfor

mation에 사용된 electroporator Gene pulser@U는 Bio

Rad사의 것올 사용하였다. Agarose 전기 영동에 사용 

된 mupid-21은 Cosmo bio.사 것올， 사진 촬영에 사용 

한 polaroid film은 Kodak 제품올 사용하였다. 

B. subtilis 168의 electro-competent cell 제조 

B. subtilis률 Penassay 고체 배 지 (Difco antibiotic 

medium No. 3)에서 370C 12시간 배양한 후 생성된 단 

일 콜로니를 선별하고 10 mlßl Penassay 액체 배지에 

접종하여 370C에서 12시간 배양올 하였다. 이중 5 mL 

를 취하여 500 mL의 액체 배지에 다시 접종한 후 

37"C에서 진탕 배양(150 매m) 하면서 대수기 중반 

(~=O.4- 0.5)이 훨 때까지 배양하였다. 이 배양액을 

30분 동안 차가운 얼음에 정치하였고 40C, 5，α)() rpm 

에서 10분간 원심분리하여 상둥액을 제거하고 침전물 

에 차가운 washing buffer (0.5 M Sucrose, 0.01 mM 

MgC12 • 6HP, 0.01 mM Maleic acid, pH 6.5)올 가하 

여 수세하였다. 이 과정올 3 번 반복하고 마지막 과정 

에서는 5 mL의 washing buffer로 청전불올 녹여 40 

ul 씩 1.5 mL-E야>endorf tube에 분주하여 -800C에 보 

관하고 사용하였다. 

Electroporation 방법에 의한 형질전환 

40 μl씩 분주 한 competent cell올 -800C deep 

freezer에서 꺼내어 얼음얘 보관하여 녹이고 멸균된 

cuvette도 얼융에 보관하였다. plasmid DNA률 cell에 

가하여 얼읍에 10 분간 정 치하였다. Gene pulser@U의 

electric field strength (kV/cm)와 resistance (0), 

capacitance (마)훌 선택한 후 혼합된 cell올 cuvette에 

담고 p버se를 가한 다음 cuvette에 미리 370C 항온 수 

조에 서 가온한 expression m잉ium (4XP，터lassay 

m때ium: 2X washing buffer=: 1) 1 mL올 가하고 세포 

률 부유사켜 회수하였다. 그 후 37"C의 항온 수조에서 

3 시간 동안 배양한 다용 가나마이신(25 μg/mL)이 포 

함된 LB 배지에 도말하여 37"C에서 24 시간 배양하 

였다. 배지에서 자란 콜로니의 수훌 측정하여 형질전 

환 효옳(형질전환체의 수/μg DNA)올 계산하였다. 

Plasmid의 훈리정제 및 전기영동 

형질전환올 확인하기 위하여 형질전환체로부터 

plasmid DNA의 추출은 일 반적 인 따kali lysis 방법 

(M뻐iatis， et al., 1989)옳 사용하였다. 

정제된 pUB110, pRB373 DNA률 적쩔한 제한효소 

로 절단한 후 size marker.와 함께 1 % agarose gel에서 

전기 영동올 하여 숙주셰포에 도입된 plasmid DNA의 

크기훌 확인하였다. 

혈고}뭘고활 

B. subtilis 168으| 형젊 전환 

형질전환 효율에 영향을 미치는 전기적 변수들은 

electric field strength, resistance, capacitan야， p띠se 

time 둥이 었으며 pulse time온 resistance와 capaci

tance의 곱으로 나타낸다. pUB 110 plasmid DNA의 최 

책 형질전환 조건옳 찾기 위해 상기 변수들과 DNA의 

농도(μ.glmL)와 같은 인자롤 변형시키면서 형질전환을 

시도하였다. 형질전환 조건으로 면저 resistan야롤 100 

n capacitance률 25 μF， DNA 농도훌 0.2 μg으로 고 

정 하고 electric field strength를 7 kV/cm에서 12 kVI 

cm까지 1 kV 씩 점진적으로 중가시켜 고전압 훨스흘 
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Flg. 1. Effect of electric fi아dstre뺑h on trar뼈fonnation 
efl'Iciency of B. sub찌'is 168 w때i엔뻐J pUB1l0ι. E타lectropor뻐a뼈tion n l 
con때l띠d벼íti빼on따IS: resistance, 100 0; capaci뻐n‘:e， 25 μF; DNA 
concenσation， 0.2 μ.g. 
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Fig. 2. Em원:t of n영is뻐nce on transfonnation e톰Iclency of 
B. subtilis 168 witiJ pUB110. Electropor뼈on conditions: 
electric field sσ'en.gth， 10 kV/cm; capacitance, 25 IJF; DNA 
concentration, 0.2 μg. 

가한 결과 10 kV/cm에서 형질전환효옳이 3.8X 103으 

로 가장 높았다(Fig. 1). 상기 조건에서 electric field 

strength를 10 kV/cm로 고정 하고 resistance홉 50에서 

200 n까지 변화시켜 가며 펄스훌 가한 결과 resistance 

가 100 0얼때 행질전환 효용이 가장 우수하였다(Fig. 

2). 최적 capacitance훌 구하기 위해 electric field 

strength률 10 kV/cm, resistance률 100 0. DNA 농도 

롤 0.2 μg으로 고정한 상태에서 capacitance훌 3, 10, 

25, 50 따으로 달리하며 펄스를 가한 결과 25 따에서 

가장 높은 행질전환 효율을 보였다(Fig. 3). 한편 DNA 

농도가 휩질전환 효옳에 미치는 영향올 조사하기 위 

해 electric field strength률 10 kV/cm, resis뻐nce룰 

100 0. capacitance를 25 μF으로 고정 하고 DNA 놓도 

률 0.01 , 0.05, 0.2, 1 μg씩 달리하여 실험하였올 때 

DNA 농도가 증가할수록 형질전환체의 수는 증가하였 
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Fig. 3. Effect of capacl뻐nce on 뼈뼈nnnation eftkiency 
of B. sμκilis 168 wi뻐 pUB1l0. Electroporation conditions: 
elecσic field strength, lO kV/cm; resis뼈nce， 100 0; DNA 
concenσation， 0.2 μ.g. 
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앤g. 4. Effect of DNA concentr껴tion on transfonnation 
eftkiency of B. subtilis 168 witiJ pUBll0. Electroporation 
conditions: electric field sσ'ength， 10 kV/cm: resistance, 100 
0; capacitance, 25 1lF. 

다(Fig. 4). 상기 조건률에서 얻어진 형질전환 효율은 

최대 3.8X 103으로， 통일 균주와 plasmid률 사용하였으 

나 형질전환에 사용된 electroporator가 다르고 electric 

field sσength가 16 kV/cm, 펄스 시간이 400 μsec 인 

조건 하에서 얻어진 Kusaoke et al. (1 989)의 결과와 

비교해불 때 약 2.5 배 높게 나타났다. 

pRB373 plasmid는 그랍옴성균인 E. coli!4 그람양성 
균인 B. subtilis에서 종폭이 가놓한 shuttle vector.로 유 

전자 조작이 용이한 E. coli에서 재조합 plasmid훌 구 

성 후， 재조합된 유전자률 B. s따，tili:에 도입시킬 수 있 

는 유용 한 plasmid이 ct(Bruckner, 1992). pRB373 

plasmid의 형 질전환 조건올 설정 하기 위해 pUBllO 

plasmid의 최적 행칠전환 조건올 참고하여 electro

poration올 시도하였다. 형질전환 조건으로 resistance률 

100 0. capaci뼈nce률 25 μF， DNA 농도률 0.2 μg으 
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Fig. 5. Eft'ect of electric fteld stren맑h 00 t뼈nsfonnatioo 
eMency of B. sub빠Is 168 wi야1 pRB373. Electroporation 
conditions: resistance, 100 0; capacitance, 25 μF; DNA 
concentration, 0.2 μ.g. 
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Fig. 6. Agarose gel electroρIboresls of plasl띠d DNAs 
k여ated from tr삐lSfom뻐nts of B. subμlis 168. Lane 1, 
authentic plasmid pUB 110; lane 2, lane 1 plasmid pUB 11 0 
digested with BamHI; lane 3, DNA isolated from pUB 1 10-
σ뻐sfeπ'ed σansformant; lane 4, lane 3 plasmid pUBll0 
digested with BamHI; lane 5, size marker (6.0, 4.0, and 2.0 
kb); lane 6, authentic plasmid pRB373; lane 7, lane 6 
plasmid pRB373 digested with EcoRl; lane 8, DNA is이ated 
from pRB373-πansferred σansformant， lane 9, lane 8 
plasmid pRB373 digested with EcoRI. 

로 고정 하고 electric field strength롤 12 kV/cm에 서 

22 kV/cm까지 2 kV 씩 정진적으로 중가시켜 고전압 

펄스룰 가한 결과 20 kV/cm에서 가장 높온 1.5X 103 

의 형질전환 효율올 얻올 수 있었다(Fig. 5). 이 형질 

전환 조건 하에서 pRB373 plasmid는 pUBllO pJasmid 

의 경우보다 형질전환 효율이 낮았고 또한 높온 electric 

field sσ'ength륨 필요로 하였다. 이 결과는 pRB373 

plasmid의 크기 가 5.8 kb.로 4.5 kb인 pUB 110 plasmid 

보다 크기가 크며 일반적으로 plasmid의 크기가 클 경 

우 형질전환 효용이 감소하는 경향(Brigidi， et al. , 

1989)과 일치한다고 볼 수 있다 

그러나 B. subtilis에서 supercoiled 형태 plasmid의 

형질전환 효옳이 10
4 이하로는 클로닝이나 homologous 

recombination 풍과 같윤 유전자재조합기술올 용용하기 

에 충분치 못한 것으로 생각된다. 형질전환 효옳올 증 

가시키기 위한 하나의 시도로 Matsuno et al. (1992)는 

B. subtilis NB22 균주훌 pUBllO과 pC l94 plasmid로 

형질전환시킬때 pulsation buffer.로 25% polyethyleneg

lycoJ과 0.1 M mannitol 수용액올 사용하여 각각 106 

및 107의 형질전환 효용올 얻은 것으로 보고하였다. B. 

subtilis 168 균주률 이용한 본 실험과 B. subtilis 

ISW1214 균주륭 이용한 Ohse et al. (1995)의 실험 모 

두 같은 pUB 110 plasmid훌 동일한 pulsation buffer률 

사용하여 형질전환올 시도하여 보았으나 상기와 같은 

높은 형질전환 효융올 얻지 못하였다. 따라서 형질전 

환 효옳올 높이기 위해서는 개개의 균주 및 plasmid블 

에 대하여 행질전환에 영향올 미치는 가능한 인자블 

에 대한 지속척인 연구가 이루어져야 활 것으로 보인다. 

형질전환쩌|에 도입된 plasmíd DNA의 확인 

Elecσoporation'옳 이 용하여 미asmid DNA률 R 

subtil핸11 도입 후 도입된 plasmid를 확인하기 위하여 

항생체가 률어 있는 배지에서 자란 각각의 형질전환 

체들로부터 plasmid DNA훌 분리 정제하였다. 분리된 

plasmid들온 authentic plasmid DNA들과 agarose gel 

상에서 감은 이동도롤 나타내었다(Fig. 6). 도입된 

plasmid률윤 deletion이나 segregation과 갇온 plasmid의 

변형은 얼어나지 않온 것으로 보이며 분리 정제된 

pUB lJ O과 pRB373 plasmid DNA롤 각각 제한효소 

BamHI과 EcoRI으로 단일 절단하여 agar잉e gel 상에 

서 그 크기를 역시 단얼 절단된 authentic plasmid 

DNA들과 비교한 결과(fig. 6), 형질전환체들에 각각의 

동일한 plasmid DNA가 도입되었음올 확인하였다. 

요 약 

그랍양성균인 Bacillμr subti/is 168에서 electropora

디on 방법에 의한 plasmid DNA들의 최적 형질전환 조 

건올 조사하였다. competent cell온 LB broth에서 배양 

한 대수기 중반의 cell율 환충용액(O.5M sucrose, 0.01 

mM MgCl2' 0.01 mM maleic acid)으로 현탁하여 사용 

하였고， p1asmid DNA는 pUBll0(4.5 kb)과 shuttle 

vector인 pRB373(5.8 kb)률 이용하였다. plasmid 

pUB lJ O의 최적 형질전환 효융(3.8X 103 없nsfomants/ 

μg DNA)온 10 kV/cm elec띠c field sσ'en뱀1， 100 Q 

r않istance ， 25 μF capacitance 조건 하에서， 그리고 

pRB373의 최적 형질전환 효용(1.5X 103 πansfomants/ 
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μg DNA)은 electric field strength가 20 kV/cm 인 조 

건에서 얻어졌으며 이때 사용한 DNA의 농도는 각각 

0.2 μg이었다. 
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