
The Korean Journal of Microbiology, Vol. 41, No. 4, December 2005, p. 275-280

Copyrightⓒ2005, The Microbiological Society of Korea

275

Yeast 내에서 탄저병 원인균인 Bacillus anthracis의 치사독소인 

Lethal Factor 단백질 발현

황혜현·김정목·최경재·정회일·한성환·구본성1·윤문영*

한양대학교 화학과, 1농업생명공학연구원 미생물기능팀

Bacillus anthracis는 탄저병의 병원체이다. 탄저병의 독소는 Bacillus anthracis 가 가진  세가지 독소로 이루어져

있다. protective antigen (PA), lethal factor (LF)그리고 edema factor (EF)로 구성되어 있다. PA는 세포 수용체와 결

합하여 활성화 과정을 거친 후 LF 혹은 EF를 세포질 안으로 이동시켜 주는 역할을 한다. LF는 금속이온 (Zn2+)

의존적 단백질 가수분해 효소로써 탄저병에 감염된 동물들의 치사독소로 작용하게 된다. 따라서 LF에 대한 특

성 분석 및 억제제 개발에 관한 연구는 탄저치료제 개발에 매우 중요한 과정이라 할 수 있다. 본 연구에서는 탄저

독소의 치료제 개발을 위해 선행되어야 하는 LF 고처리량 활성검증방법 및 저해제 선별에 더 높은 효율을 가지

기 위해 이러한 시스템 방법 등을 이용하여 세포내 검정방법의 기초 자료를 마련하고자 하였다.  이를 위하여

yeast를 숙주로 한 LF 발현 vector의 구축과, 구축한 발현 시스템을 yeast에 형질전환 하여 plasmid의 안정성 및

LF 유전자의 발현을 확인하였다. 본 연구는 LF유전자의 발현을 진핵세포 내에서 처음으로 시도했으며, 세포내

검증 시스템 도입의 기초적 자료를 제공하였다. Yeast내에서의 LF의 발현은 탄저병의 저해제 선별이나 활성측

정검증을 생체 내에서 용이하게 할 수 있다는 가능성을 나타냈다. 
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탄저병은 사람 및 가축에게 발병하는 급성질환으로써 Bacillus

anthracis 에 의해 감염되는 병이다. Bacillus anthracis는 그람 양

성균으로 막대형태로 포자를 형성할 수 있는 박테리아 이다(13,

16, 18). 대부분은 감염된 동물의 사체를 먹거나 부산물에 노출

되었거나, 혹은 탄저균의 포자를 흡입했을 때 발병하게 된다. 탄

저균의 포자는 환경적으로 매우 강한 저항력을 가지고 있어

2001년 미국에서 발생한 테러에 생물학적 무기로써 사용되었다

(8). 탄저포자에 감염되면 우선 대식세포에게 잠식되어 탄저균 포

자의 피막이 용해되면서 발아하게 되는데 이와 동시에 림프교점

에 도달하게 되고, 그럼으로써 탄저균의 독소가 전신으로 퍼지게

된다(4).

탄저균은 두 종류의 큰 plasmid를 가지는데 pXO1와 pXO2이

다. pXO2는 phagocytosis에 저항할 수 있는 “poly-D-glutamic

acid capsule”를 합성할 수 있는 유전자를 보유하고 있으며(7,

14), pXO1은 외독소인 protective antigen (PA; 83kDa), lethal

factor (LF; 87kDa), edema factor (EF; 90kDa)를 생산한다(3, 9,

15, 19). 이들 개개의 독소는 독립적으로는 병원성을 나타낼 수

없다. 그러나 PA와 LF가 결합하면 “lethal toxin (LTx)”으로 작

용하고 PA와 EF가 결합하면 “edema toxin (ETx)”으로 작용한다

. PA가 세포표면의 수용체 즉, “anthrax toxin receptor (ATR)”와

결합하면 furin 계열의 protease 에 의해 N-terminal의 20kDa

(PA20)이 잘리게 되고 PA의 63kDa (PA63)은 heptamer를 이루게

되어 LF 혹은 EF가 경쟁적으로 붙게 된다(1, 10, 11, 17). 이렇

게 조합된 중합체들은 세포내로 들어가게 되고 그 즉시

endosome 형태가 된다. 독소 중합체들은 endosome 안에서 PA

heptamer 안의 낮은 pH 변화에 따라 LF 또는 EF가 endosome의

막을 통해 세포질 안으로 이동하게 된다. 세포질 안으로 들어간

EF는 calcium-calmodulin 의존적 adenylate cyclase로써 세포질

내에서의 cAMP 농도를 증가시켜 부종을 일으키게 된다(5, 12).

LF는 금속 (Zn2+) 의존적 단백질 가수분해 효소로써 현재까지 세

포내 성장, 분화, 사멸 등의 다양한 신호전달을 조절하는 MAP

kinase kinase (MAPKK)를 절단하는 것으로 보고 되어 졌다. 이

집단 단백질들의 N-terminal 부위를 절단하여 하위 단백질 MAP

kinase (MAPK)의 활성화를 억제함으로써 대상세포의 죽음을 유

도하는 것으로 추정된다. 이들의 아미노 말단 부위의 절단은 하

위 조절 인자의 활성화를 억제함으로써 신호 전달계의 교란이

세포사멸과 관련되는 것으로 알려져 있다(6, 21). PA, LF, EF의

세 가지 독소 및 이들의 조합, 협막, 기타 탄저균 세포구성 성분

을 대상으로 면역원성 및 방어력 유발 항원물질 분석연구를 통

해 백신제조에 효과적인 항원을 탐색하기 위한 연구가 여러 연

구자에 의해보고 되었다. 이들을 종합해보면 협막 및 세포구성물

질의 방어력은 확인되지 못한 반면에 세 가지 독소는 각각 면역

원성 및 방어력이 확인되고 있으며 그중 PA가 탄저감염에 관련

된 가장 강력한 방어효과를 유발할 수 있는 항원성분인 것으로

확인 되었다(8, 2, 20). 즉 탄저의 예방을 위한 성분백신 개발 시
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에는 PA성분이 필수적으로 포함되어야 하는 것으로 알려져 있으

며, 여기에 LF나 EF를 미량 첨가할 경우 면역효과가 증강 될

가능성도 있으나(8), 이들 독소의 결합에 따라 부작용 유발이 예

상됨에 따라 이들 결합을 저해하기 위한 PA 돌연변이 방어항원

의 제조기법, LF 혹은 EF가 붙는 부위에 짧은 아미노산 염기

서열을 이용하여 LF 혹은 EF가 붙는 것을 경쟁적으로 저해하거

나 PA가 붙는 ATR 수용체 부분만을 이용하여 PA가 세포막에

붙는 것을 방해하는 예방 방법등이 연구되고 있다(21), 그러나

PA와 관련된 백신 개발이나 치료제 개발에 관련된 연구는 결론

적으로 LF의 세포내 주입만을 방해하는 예방 방법일 뿐이다. 탄

저균에 감염되면 잠복기가 길고, 균이 활동하면서부터 LF가 세

포내에서 활성을 갖기 까지 매우 짧은 시간이 소요된다. 그렇다

면 초기에 발병사실을 발견하지 못했다면 이러한 예방방법의 효

과가 매우 작아진다. 결론적으로 사망에 이르게 하는 치명적인

LF의 저해제 개발에 모든 촛점이 맞추어져야 할 것이다. 그러나

탄저병의 치명적인 결과에도 불구하고 국내 및 국외에서 조차도

뚜렷한 성과를 나타내는 치료제 개발이나 진단방법이 아직 개발

되지 못하고 있는 실정이다. 그만큼 독소 활성 검증개발이나, 저

해제 검정방법등이 효과적으로 개발되지 않아 임상에서의 실효

검증이 아직까지 어려운 실정이다. 

본 실험은 LF의 세포내 활성점정 시스템 개발을 위하여 먼저

진핵세포내에서 LF의 발현 시스템을 구축하고자 하였다. 이를

위하여 yeast를 숙주로한 발현 vector를 이용하여 LF를 삽입한

발현 vector를 구축하였으며 형질전환 된 yeast내에서 LF의 발현

및 유전자 안정성을 확인하였다. 

재료 및 방법

사용균주 및 배지

발현숙주로 효모(Saccharomyces cerevisiae)는 AH109 (MATa,

trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, gal4∆, gal80∆, LYS2,

GAL1
UAS

-GAL1
TATA

-His3, MEL1 GAL2
UAS

-GAL2
TATA

-ADE2,

URA3 MEL1
UAS

-MEL1
TATA

-lacZ)를 사용하였고, 효모의 완전배지

로는 YPDA (Difco peptone, Yeast extract, dextrose 0.2%

adenine hemisulfate. Clontech Co., USA)배지, 선택배지로는 SD

(Yeast nitrogen base without amino acids)를 이용하였다. 효모는

30oC에서 200 rpm. 으로 OD
600

= 0.7~0.8까지 배양했으며,

plasmid DNA 의 증폭에는 대장균 균주인 DH5α를 이용하였다.

DH5α의 완전배지 Luria-Bertani (Bacto-tryptone, Bacto-yeast

extract, NaCl)배지를 이용하였고, 진탕 배양기에서 37oC에서

180rpm 으로 OD
600

= 0.7 ~ 0.8까지 배양하였다. 

효모 발현 vector의 구축 (pGBKT7∆BD)

효모 내에서 단백질 발현을 위하여 Yeast Tow-hybrid에 사용

되는 MATCHMAKER vector (CLONTECH Co., USA)인

pGBKT7 (7.3 kb)의 vector를 선택하였고 vector내 존재하는

genetic element [GAL4 DNA-binding domain (762-1202, 440

bp)]를 제거하였다. 이를 위하여 PCR을 이용한 Quik-change

mutagenic PCR kit (Stratagene Co,. USA)의 방법을 사용하였으

며, 기존의 BD 지역에 Bgl II 제한효소 인식 자리를 임의로 넣

어주어 제거되었는지 1차적으로 확인하였다. 이를 위하여 primer

(UP-BD): 5'- AA AGA TCT CTT TCA GGA GGC TTG-3',

(DN-BD) 5'- AA AGA TCT CCG GAA TTT GTA ATG CGA-

3'를 합성하였다. 5% DMSO가 함유된 반응용액에서 pre-

denaturation 95oC 2분, denatration 95oC 45초, annealing 55oC 1

분, extension 68oC 3분을 한 회전으로 하여 25회전 PCR 반응

후 Dpn I 효소처리를 통하여 template DNA (pGBKT7)을 제거

한 뒤 DH5α E. coli 에 형질전환 하였다. LB배지 800 µl를 첨

가하여 37oC에서 200rpm 45분 진탕하고 50 µg의 kanamycin 이

첨가된 배지에 도말하여 형질전환 시켰다. 형질전환 시킨 DH5α

를 증식시켜 plasmid를 추출하여, Bgl II 제한효소 처리 후 잘리

는 지 확인한 뒤 유전자 염기서열을 통해 확인하였다. 

Lethal factor 클로닝 및 형질전환 (pGBKT7∆BD/LF)

LF의 유전자만을 얻기 위하여 LF의 precursor 부분을 제외한

LF의 염기서열을 Bacillus anthracis sterne 균주의 genomic DNA

를 주형으로 하여 primer (UP-LF): 5'-AA GAG CTC GGG

ATC CGT GCG GGC GGT CAT GGT -3', (DN-LF): 5'- AAG

GTC GAC TTA TGA GTT AAT AAT GAA CTT AAT CTG-3'

를 이용하여 증폭하였다. 클로닝을 용이하게 하고자 primer말단

각각에 제한효소 인식자리를 5'-(BamHI): reverse 3'-(Sal I)의 염

기서열을 부착하였다. DNA 증폭기를 이용하여 pre-denatura-tion

95oC 2분, denatration 95oC 45초, annealing 55oC 1분, extension

68oC 3분을 한 주기로 하여 25회 증폭시킨 후 BamHI과 SalI 제

한효소로 절단한 뒤 이미 BamHI 과 SalI 제한효소로 절단해 놓

은 pGBKT7∆BD vector에 클로닝 하였다 (pGBKT7∆BD/LF). 

Yeast 내에서의 형질전환

형질전환 방법은 CLONTECH에서 제공하는 YEASTMAKER

yeast transformation protocol을 이용하였다. 먼저 yeast를 YPDA

배지 50 ml에서 200 rpm, 30oC에서 OD
600

=0.4 ~ 0.6까지 배양

후 1,000 × g로 5분 동안 원심 분리하여 cell 을 모은 뒤 상층액

은 버리고 증류수로 한번 씻어준 다음 다시 cell을 모았다. 여기

에 1X TE (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 7.5)/1X LiAc

(100 mM lithium acetate) 1.5 ml 첨가하여 competent cell을 준

비했다. DNA 100ng과 herring testes carrier DNA 100 µg을 섞

은 후 준비한 100 µl의 yeast competent cell과 섞었다. PEG/

LiAc (40% PEG4000, 1X TE buffer, 1X LiAc)용액을 0.6 ml넣

고 30oC에서 30분간 200rpm 진탕 배양한 뒤 70 µl의 DMSO를

넣고 섞었다. 42oC에서 15분간 열 충격을 주고, 얼음에 1-2분 넣

어두었다. 원심분리로 cell을 모은 뒤 상층액은 버리고 1X TE

0.5 ml을 첨가하여 섞은 다음 SD/-Trp plate에 도포하였다. 자란

형질 전환체 군집을 획득하여 SD/-Trp 액체배지에서 30oC에서

OD
600 

= 0.7 ~ 0.8까지 200rpm 으로 진탕 배양하였다. 
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Lethal factor 단백질의 추출 및  Western-blot analysis

CLONTECH Co.,에서 제공하는 YEASTMAKER Yeast protein

extract protocol 방법을 이용하였다. SD/-Trp 배지에서 키운 형질

전환된 yeast의 pellet을 하루정도 -70oC에서 하루정도 놔두었다.

37oC에서 녹인 후 Cracking buffer (8M Urea, 5% SDS, 40 mM

Tris-HCl, pH6.8, 5mM BME, 1mM EDTA, 0.1 mM PMSF)에

넣어 yeast를 용해시켰다. Glass bead 80 µl 넣고 vortex를 2분간

두 번 실시하였다. 70oC에서 10분간 놔둔 후 1,000 X g에서 원

심분리를 15분간 실시한 후 상층액을 1.5 ml tube에 옮겼다. 5X

SDS sample buffer넣고 100oC에서 5분 놔둔 후 형질전환된

yeast의 단백질 추출물 일정량을 분획하여 10% SDS-PAGE

(Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis, Mini-

Protein II electrophoresis, gel thickness 1.5 mm, Bio-Rad, USA)

140V로 전기영동 하였고, 전기영동이 끝난 gel의 단백질을 NC

membrane (nitrocellulose)에서 Blotting (Mini Trans-Blot Transfer

Cell, Bio-Rad, USA)을 30V로 12시간 이동하였고, 2% BSA로 1

시간동안 blocking 했으며, 첫 번째 c-myc antibody를 2시간동안

상온에서 붙였고, 두번째 항체인 anti-Rabbit IgG (HRP conjugate)

를 1시간 동안 반응시켰다. NC membrane에 부착된 단백질들의

발현양상을 보기 위해 ECL-plus reagent (Amersham Co., USA)

로 반응, X-ray Film에 노출하여 관찰하였다. 

Lethal factor 단백질 가수분해 활성검정

형질전환된 yeast를 SD/-Trp 배지에서 진탕배양 후 세포를 수

획한 뒤 lysis buffer (20 mM Tris, pH7.4, 150 mM NaCl, 0.2%

Triton X-100, 1 mM EDTA, 1 mM DTT)에 현탁시키고 초음파

분쇄기에서 10분간 반응시켰다. 반응용액에 glass bead를 넣어 5

분간 vortex한뒤 14,000 rpm에서 원심분리하여 상층액을 얻었다.

단백질 추출물 0.5 mg에 2 µg c-myc antibody, 20 µl proteinA-

Sepharose (50% slurry)를 넣어준뒤 4oC에서 2시간동안 반응한

뒤 lysis buffer 를 이용하여 5회 세척하여 LF를 정제하였다. 반

응 기질로 알려진 MEK1 (Mitogen-activated protein kinase kinase1)

는 아미노 말단에 GST가 융합된 형태로 준비하였다. 단백질 가

수분해 활성 검정을 위하여 Immunoprecipitaion을 통하여 정제한

LF를 1 mM 1, 10-phenanthroline (혹은 같은 양의 DMSO)를 넣

어주어 37oC에서 15분간 선반응 후 기질을 포함하고 있는 반응

용액 (25 mM phosphate buffer, pH 7.4, 20 mM NaCl, 1 mM

DTT, 0.1 mM ZnCl
2
, 0.1 mM CaCl

2
, 10 mM MgCl

2
, 10% glycerol,

1 µg GST-MEK)하에서 37oC에서 30분간 반응시켰다. 5X SDS/

PAGE sample buffer를 넣어 반응을 종결하고 95oC에서 5분간

끓인 뒤 12% SDS/PAGE를 통해 전기영동 후 NC membrane으

로 옮겨 anti-MEK1 antibody를 이용하여 western blot을 실시하

였다. 

결 과

Yeast 내 LF 발현 vector의 구축 (pGBKT7∆BD-LF)

본 실험에서는 pGBKT7 vector를 이용하였다. pGBKT7 vector

는 in vivo protein interaction 실험에서 주로 사용되는 yeast

two-hybrid system에서 사용되는 효모발현 vector로써 목적단백질

의 아미노 말단부위에 GAL4 DNA binding domain (GAL4 BD)

이 융합된 형태로 생산한다. 따라서 LF 발현을 위하여 먼저

vector 가 갖는 GAL4 BD 를 제거하기 위해 mutagenesis PCR

방법 (Quik change, Stratagen)을 이용하였으며 기존의 GAL4

BD부분에 BglII 제한효소 자리를 임의로 삽입하였다

(pGBKT7∆BD, Fig. 1A). LF유전자 (2.4 kb)는 Bacillus anthracis

sterne 균주의 genomic DNA를 추출하여 PCR을 통하여 확보한

뒤 BamH I 및 Sal I 자리에 삽입하였다 (pGBKT7∆BD/LF). 유

전자 염기서열은 DNA 염기서열 분석을 통하여 확인하였으며 예

상되는 유전자 절편의 크기를 다양한 제한효소처리를 통하여 확

인하였다 (Fig. 1B). 

Yeast (Saccharomyces cerevisiae, AH109)내 LF의 발현

Clontech사의 standard protocol에 따른 형질전환 방법을 통하

여 pGBKT7∆BD/LF를 yeast (AH109)에 형질 전환시킨 후, 형질

전환된 yeast를 확인하기 위해 선택배지인 SD/-Trp 배지에서

yeast군체 들을 획득하였다. 획득된 군체에서 LF의 발현을 확인

하기 위해 형질전환 yeast를 배양하여 PCR 및 Western blot을

통하여 확인하였다. yeast에서 유전자를 추출하여 클로닝에 사용

된 LF의 primer를 이용하여 PCR한 결과 LF의 유전자를 확인하

였다 (Fig.  2A). 또한 LF 단백질이 효모 내에서 단백질로 발현

되는지를 확인하기 위하여 형질전환된 yeast의 전체 단백질을 분

리한 뒤, 분리된 단백질을 5 µl, 10 µl, 15 µl씩 농도별로 전기 영

동하여 분리된 단백질에 항원 항체 반응을 이용한 Western blot

방법을 이용하여 확인할 결과 LF의 단백질 (90 kDa)을 확인하

였다 (Fig. 2B). 

발현된 LF의 활성검정

yeast에서 발현된 LF의 활성검정을 위하여 immunoprecipitation

을 이용하여 LF를 정제 하였다. 여기에 기질인 GST-MEK1를 이

용하여 단백질 가수분해 활성을 측정하였다. LF에 의한 단백질

가수분해 반응 후 반응용액을 12% SDS/PAGE에서 전기영동 후

NC membrane에 옮겨 MEK1 특이 항체를 이용하여 MEK의 절

단여부를 확인하였다. GST-MEK1 기질은 LF의 기질인 MEK1의

절단부위가 아미노 말단에 치우쳐 있는점 (Pro8-Ile9)을 감안하여

아미노말단에 26 kDa의 GST (glutathione-S-transferase)를 융합하

여 절단반응이 일어났을 때 크기변화를 쉽게 관찰하고자 준비하

였다. Fig. 3에서 보는바와 같이 LF를 이용한 30분 반응에서

GST-MEK의 절단을 확인하였으며 LF에 의한 반응임을 확인하고

자 Zn2+이온에 높은 결합력을 갖는 1, 10-phenanthroline 반응용

액에 첨가하였을 때 절단반응이 억제됨을 관찰하였다. 

고 찰

생물학적 테러에 탄저균이 이용되면서 그 위험에 대한 대응책

마련은 전 세계인 문제로 관심이 부각되고 있다(4, 16). 지난 몇
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년 동안 탄저균에 대한 관심이 높아졌으며, 탄저병에 대응하기

위한 많은 연구들이 현재 진행 중에 있다. 탄저에 대한 대응방법

에는 신속한 조기진단에 따른 치료제, 감염 역학조사에 의한 사

전예방요법 등이 사용될 수 있으나 테러에 의한 탄저 포자흡입

의 경우 잠복기가 2~60일로 길어 조기진단이 매우 어렵고, 증세

가 나타났을 때는 이미 치료효력이 없어 높은 치사율을 가진다

(8). 전 세계적으로 탄저 백신을 개발하여 사용하고 있는 나라는

미국과 영국에 불과하며 이들 나라에서도 기존에 개발되어 사용

되고 있는 탄저백신의 개량과 관련된 연구가 수행되고 있으며,

Fig. 2. Confirmation of stable yeast cell line expressing anthrax LF.

The plasmid coding to anthrax LF (pGBKT7∆BD-LF) was

transformed into yeast cell, AH109, as described in Materials and

Methods. Cells were grown in the selection media, SD/-trp (Synthetic

Dropout medium supplemented with essential amino acids except

tryptophan) at 30oC for 2 days. (A) Cells were lyszed in the buffer

containing 10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 7.5, and 50U lyticase

at room temperature for 60 min, followed by adding 20% SDS. Cell

lysates were treated by phenol:chloroform extraction and the DNA was

precipitated with a same volume of isopropanol. To confirm that the

plasmid expressing LF was correctly inserted and properly propagated

within yeast, PCR was carried out using the cloning primer set.

Template DNAs were pGBKT7∆BD (lane 1), pGBKT7∆BD/LF (lane

2), and pGBKT7∆BD, which was purified from the yeast (lane 3).

Expected size of PCR product is around 2.4 kb. (B) Cells were lyzed

in the cracking buffer containing 8M urea and 5% SDS. Cell extracts

were resolved on 8% SDS/PAGE and transferred into NC membrane.

Expression of LF was determined by immunoblotting using anti c-

myc antibody.

Fig. 1. Schematic diagram for LF expression vector (pGBKT7∆BD/

LF). (A) To remove the gene coding to GAL4 DNA-binding domain

(GAL4-BD, 762-1202 region of original pGBKT vector), Quik change

PCR (Stratagen) was performed using mutagenic primers containing

Bgl II site instead of the GAL4-BD seqeuence. A mature form of LF, of

which gene corresponding to signal peptide was removed, was inserted

into pGBKT7∆BD at BamHI and SalI site. This plasmid has two

replication origins, and selection markers for E.coli (PUC ori., Kanr) and

yeast (2µ ori., Trp1), respectively. The constructed plasmid produces LF

as a N-terminal c-myc tag fusion protein, of which expected molecular

weight is about 90 kDa. (B) Physical mapping of the LF expressing

plasmid (pGBKT7∆BD/LF). The constructed plasmid was treated with

several restriction enzymes and the products were resolved onto 1%

agarose gel electrophoresis. Expected DNA fragments are as follows.

Lines 1. XhoI, 9.2kb; 2. BamHI & SalI, 6.8/2.3kb; 3. BglII, 0.6/8.5kb;

4.PstI, 1.4/7.6kb; 5. EcoRI, 0.6/0.8/7.7; 6. NdeI, 1.2/8.0kb and 7.

EcoRV, 3.8/5.3kb.
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여러 연구결과들이 발표되고 있으나 임상 시험이 완료되어 완제

품을 생산하고 있는 나라는 아직 없다. 이러한 이유로 빠르고 정

확하며 간편한 진단체 개발 및, LF를 저해할 수 있는 치료제 개

발이 우선시 되어야 하며, 그러기 위해서는 LF 의 활성검증방법

등이 개발되어 새로운 치료제검증 및 안정성 확보가 필요하기에

이번 연구에서 lethal factor의 활성검증방법이 효모 내에서 개발

될 수 있다는 가능성을 제시하였다. 탄저균의 치사독소인 LF를

클로닝 하는데 이번 연구가 처음 시도되는 바이며, 또한 본 연구

에서는 기존의 효모 vector가 가진 기본 특성중 하나인 GAL4

DNA binding domain을 완전히 제거시킴으로 yeast내에서 LF만

을 발현시켰다. 본 연구에서는 출아효모에서의 LF 의 발현에 중

점을 두고 연구했다. LF가 출아효모 내에서 발현된다는 사실은

LF 외의 여러 독소가 in vitro 에서의 고처리량 활성검증 뿐만

아니라, 저해제 검증 개발에 있어서 우선시 되는 효모의 in vivo

에서의 검증이 쉽고 빠르게 이루어질 수 있다는 가능성을 보여

주었다. 이로써 진핵세포인 효모 내에서 저해제 검증방법을 개발

할 수 있는 다양성을 제시하였다고 판단되어 진다. 
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ABSTRACT : Expression of Anthrax Lethal Factor, a Major Virulence Factor of Anthrax, in 

Saccharomyces cerevisiae 

Hyehyun Hwang, Joungmok Kim, Kyoung-Jae Choi, Hoeil Chung, Sung-Hwan Han,

Bon-Sung Koo1, and Moon-Young Yoon* (Department of Chemistry, College of Natural Sci-

ence, Hanyang University, Seoul 133-791, Korea, 1Microbial Function Team, National Institute

of Agricultural Biotechnology, RDA, Suwon 441-707, Korea)

Anthrax is an infectious disease caused by the gram-positive bacterium, Bacillus anthracis. Anthrax toxin is a

tripartite toxin comprising of protective antigen (PA), lethal factor (LF) and edema factor (EF). PA is the recep-

tor-binding component, which facilitates the entry of LF or EF onto the cytosol. LF is a zinc-dependent met-

alloprotease, which is a critical virulence factor in cytotoxicity of infected animals. Therefore, it is of interest to

develop its potent inhibitors for the neutralization of anthrax toxin. The first step to identify the inhibitors is the

development of a rapid, sensitive, and simple assay method with a high-throughput ability. Much efforts have

been concentrated on the preparation of powerful assays and on the screening of inhibitors using these system.

In the present study, we have tried to construct anthrax lethal factor in yeast expression system to prepare cell-

based high-throughput assay system. Here, we have shown the results covering the construction of a new vector

system, subcloning of LF gene, and the expression of target gene. Our results are first trial to express LF gene in

eukaryote and provide the basic steps in design of cell-based assay system.


