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Yeast내에서 MEK1 융합 단백질 발현 및 Lethal Factor 활성 검증

황혜현1·김정목1·최경재1·박해철1·한성환1·정회일1·구본성2·박준식3·윤문영1,*

1한양대학교 화학과, 2농업생명공학 연구원 미생물 기능팀, 3전자부품 연구원

Anthrax lethal toxin은 탄저병의 치사원인이 되는 독소이며, Lethal toxin은 두 종류의 단백질 PA (Protective

antigen)과 LF (lethal factor)로 구성되어 진다. PA는 세포 표면의 수용체와 결합하여 LF를 세포질 안으로 이동시

켜 주는 역할을 한다. LF는 금속 이온(Zn2+) 의존적 단백질 가수분해 효소로써 MKKs [MAPK (mitogen-activated

protein kinase) kinases] 집단 단백질의 아미노 말단 부분을 절단하여 대상 세포를 죽음으로 유도하는 것으로 알

려져 있다. 본 연구에서는 LF에 대한 특성 분석 및 억제제 개발에 관한 연구를 위해 cell-based high-throughtput

screens 개발에 선행되어야 하는 기초 자료를 마련하는데 그 목적이 있다. 이를 위하여 LF의 절단 대상이 되는 기

질인 MEK1을 yeast내에서 동시 발현시켜 LF의 활성을 검증하였다. 먼저 효모 (Saccharomyces cerevisiae)를 숙주

로 하여 LF의 기질인 MEK1 발현 vector를 구축하였고 구축된 발현 system을 기본으로 LF 활성을 검증 하고자

yeast에 형질전환하여 plasmid의 안정성 및 MEK1 유전자의 발현 및 LF에 의한 MEK1 아미노말단의 절단 부위

를 확인하였다. 본 연구는 세포내 검증 system 도입의 기초적 자료를 제공하였으며, yeast내의 MEK1발현은 탄저

병의 저해제 선별 및, 활성 측정 검증을 생체에서 고효율적이며, 안정적으로 할 수 있다는 가능성을 나타냈다. 

Keywords □ Bacillus anthracis, cell-based assay system, lethal factor, yeast expression system. 

LF는 그람 양성균인 Bacillus anthracis 균주에 의해 분비되어

지는 3가지 독소 단백질(protective antigen, PA 83 kDa; lethal

factor, LF 90 kDa; edema factor, EF 89 kDa) 가운데 하나로써

탄저 독소의 가장 중요한 요소로 알려져 있다(15, 16, 18). LeTx

는 공유 결합을 하고 있지 않은 LF 와 PA 두 개의 factor로 구

성된다. PA가 세포 표면의 수용체 즉, “anthrax toxin receptor

(ATR)”와 결합하면 furin 계열의 단백질 가수분해 효소에 의해

아미노 말단 20 kDa (PA20)이 절단된 63 kDa (PA63)은 heptamer

를 이루게 된 뒤 LF가 결합하게 된다(4, 6, 13, 14, 17). 이렇게

조합된 독소 중합체들은 세포내로 들어가게 되고 그 즉시

endosome 형태로써 LF를 세포질 안으로 이동 시키는 것으로 알

려져 있다. LF는 금속이온(Zn2+) 의존적 단백질 가수분해 효소로

써 mitogen-activated protein kinase kinases (MKKs) 집단의 특

이 기질로 알려져 있다(2, 7, 9, 10, 15, 21). MKKs는 인산화에

관련되어 MAPKs를 특이적으로 활성화 시키는데 MKKs는 병원

성 물질에 반응하여 신호 전달의 조절 역할을 하는 것으로 잘

알려져 있다(16). MEK1과 MEK2는 ERK1과 ERK2 MAPKs의

표적이며, MKK3와 MKK6는 p38 MAP kinases의 표적이고,

MKK4와 MKK7은 MAP kinases의 하위인 JNK (c-Jun N-

terminal kinase)의 표적이 된다. LF에 의한 절단 부위는 MKK

단백질과 그들의 동종 단백질인 MAPK와 상호 작용되어 붙을

수 있는 D-site (MAPK-docking site) 주변임이 밝혀져 있다. 이

들 docking sites는 MKK 중간 단계인 MAPK의 인산화를 촉진

시켜, MKK-MAPK가 강하게 결합되도록 한다(19-22). LF의 절

단은 현재까지 세포 내 성장, 분화, 사멸 등의 다양한 신호 전달

을 조절하는 MKKs 집단 단백질들의 아미노 말단 부위를 절단

하여 하위 단백질 MAPK의 활성화를 억제함으로써 대상 세포의

죽음을 유도하는 것으로 추정된다. 이들 아미노 말단 부위의 절

단은 하위 조절 인자의 활성화를 억제함으로써 신호 전달계의

교란이 세포 사멸과 관련되는 것으로 알려져 있다(3, 10). 탄저에

대한 대응 방법에는 신속한 조기 진단에 따른 치료제 투여와 감

염 역학 조사에 대한 사전예방 요법 등이 사용될 수 있으나 테

러에 의한 탄저 포자 흡입의 경우 잠복기가 2~60일로 길어 조기

진단이 매우 어렵고, 증세가 나타났을 때는 이미 치료 효력이 없

어 높은 치사율을 가진다(11). 따라서, 본 연구는 LF의 기질로

잘 알려진 MEK1을 효모 내에서 LF와 동시발현 시킴으로써 단

백질 가수분해 효소의 세포 내 활성 검정 system 개발의 기초

자료를 마련하였으며, 본 실험 결과를 통해 효모 내에서 발현될

수 있는 기질과 가수분해 효소 간의 검증이 쉽고 빠르게 수행

될 수 있다는 가능성을 제시 하고자 한다. 

재료 및 방법

사용균주 및 배지

발현 숙주 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 완전 배

지로는 YPDA (Difco peptone, yeast extract, dextrose, 0.2%
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adenine hemisulfate. Clontech Co., USA)배지, 선택 배지로는

SD (yeast nitrogen base without amino acids)를 사용하였다. 효

모는 30oC에서 200rpm 으로 OD
600

= 0.7-0.8까지 배양했으며,

plasmid DNA의 증폭에는 대장균 균주인 DH5α를 이용하였다.

DH5α의 완전 배지로는 Luria-Bertani (Bacto-tryptone, Bacto-

yeast extract, NaCl)배지를 사용했고 진탕 배양기(Hanbaek

Scientific Co., Korea)에서 37oC에서 180 rpm 으로 OD
600

= 0.7-

0.8까지 배양하였다. 

효모 발현 vector의 구축 (pGADT7-MEK1)

효모 내에서 단백질 발현을 위하여 yeast two-hybrid에 사용되

는 MATCHMAKER vector (Clontech Co., USA)인 pGADT7

(8.0 kb) vector를 이용했으며, MEK1 유전자 절편(1.2 kb)을 얻

기 위하여 pGEX-2T에 이미 MEK1유전자로 클로닝 된 vector를

이용하여 클로닝을 용이하게 하고자 primer 5'-말단 각각에 제한

효소 인식 자리인 NdeI과 SalI의 염기서열을 부착하였다. 이를

위하여 primer (UP-MEK1) 5'-AA C ATA TGA TGC CCA

AGA AGA AGC CGA CG -3' 과 primer (DN-MEK1) 5'- AA

G TCG ACG ACG CCA GCA GCA TGG GTT GG -3' 를 합

성하였다. 5% DMSO (Dimethyl Sulfoxide)가 함유된 반응 용액

에서 pre-denaturation 95oC 2분, denatration 95oC 45초, annealing

55oC 1분, extension 68oC 3분을 한 회전으로하여 28회전으로

PCR하였다. MEK1 PCR 생성물을 정제한 후 클로닝 vector인

pGEM-T vector (Promega Co., USA)를 이용하여 클로닝 한

MEK1의 유전자 절편을 미리 NdeI과 BamHI 제한효소로 자른

후 정제해 논 pGADT7 vector와 1:3 moral ratio로 섞은 후 접합

하여 DH5α E. coli에 형질전환 하였다. 형질전환 시킨 DH5α를

증식시켜 plasmid를 추출하고 HindIII, NcoI, NdeI/SalI 제한효소

처리 후 나타나는 유전자 절편 분석 및 유전자 염기 서열을 통

해 확인하였다. 

Yeast 배양배지 및 형질전환

모든 배지는 Burke et al. (5)에서 제공하는 방법을 이용하였으

며, yeast 형질 전환은 lithium acetate 방법에 따라 수행하였다

(12). 

MEK1 단백질 발현 및 LF 활성검증

SD/-Leu, SD/-Trp-Leu 배지에서 키운 형질 전환된 효모 pellet

을 -70oC에서 하루 동안 놔둔 후 37oC에서 cracking buffer (8

M Urea, 5% SDS, 40 mM Tris-HCl; pH 6.8, 5 mM BME, 1

mM EDTA, 0.1 mM PMSF)에 넣어 용해시킨다. 여기에 glass

bead 80 µl 넣고 vortex를 2분간 두 번 실시한다. 70oC에서 10분

간 놔둔 후 1,000 × g에서 원심 분리를 15분간 실시한 후 상층

액을 1.5 ml tube에 옮긴다. 5× SDS sample buffer에 넣고 100
oC에서 5분간 처리 후 단백질 추출물 일정량을 분획하여 12%

SDS-PAGE (Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electro-

phoresis, Mini-Protein II electrophoresis, gel thickness 1.5 mm,

Bio-Rad, USA) 140 V로 전기영동 하였고, 전기영동이 끝난 gel

의 단백질을 NC (nitrocellulose) membrane으로 blotting (Mini

Trans-Blot Transfer Cell, Bio-Rad, USA)을 30 V로 12시간 이동

하였다. 2% BSA로 1시간 동안 blocking 했으며, 첫 번째

MEK1 (anti-MEK1 antibody) 항체를 1시간 동안 상온에서 붙였

고, 두 번째 항체인 anti-rabbit IgG (HRP conjugate)를 1시간 동

안 반응시켰다. NC membrane에 부착된 MEK1 단백질과 LF에

의해 잘린 MEK1의 절단반응을 보기 위해 ECL-plus reagent

(Amersham Bioscience, USA)로 반응, X-ray film (Agfa,

Belgium)에 20분간 노출하여 관찰하였다. 

결과 및 고찰

Yeast 내 cell-based assay system의 도입을 위한 MEK1 발

현 vector의 구축 (pGADT7-MEK1)

출아효모(Saccharomyces cerevisiae)를 중심으로 protein-protein

interaction에 관한 여러 연구가 yeast two-hybrid system의 도입

으로 시행되어 오고 있으나 단백질 가수분해 효소의 억제제 개

발에 필요한 cell-based assay system의 도입에 있어서는 많은 종

류의 선행 연구가 되어 있지 않은 상태이다. 탄저병 억제제 개발

을 위해서는 기존의 개발된 수많은 후보 물질들을 배제해서는

안되며, 치료제 개발의 고효율과 다양성을 위해서는 다량의 후보

물질들을 선발하는데 있어서 최적화 된 system의 도입이 시급한

실정이다. 본 연구에서는 탄저병의 치사 독소인 LF의 기질로 잘

알려져 있는 MEK1을 yeast에 발현시켜 cell based assay system

의 도입을 용이하게 하고자 pGADT7 vector를 이용하였다.

pGADT7 vector는 in vivo protein interaction 실험에서 주로 사

Fig. 1. Schematic diagram for MEK1 expression vector (pGADT7-

MEK1). Rat full-length MEK1 cDNA was inserted into pGADT7-

MEK1 at NdeI and BamHI site. This plasmid has two replication

origins, and selection markers for E. coli (pUC ori. Kanr) and yeast (2

µ ori. Trp1), respectively. The constructed plasmid produces MEK1

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

weight is about 80 kDa. 
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용되는 yeast two-hybrid system의 효모발현 vector로써 목적 단

백질의 아미노 말단 부위에 GAL4 DNA activation domain

(GAL4 AD)의 융합 형태로 생산된다(1). MEK1 유전자(1.2 kb)

는 pGEX-2T vector에서 이미 확보된 DNA를 추출하여 PCR을

통하여 확보한 뒤 NdeI 및 SalI 자리에 삽입하였다(pGADT7-

MEK1, Fig. 1). 유전자 염기서열은 DNA 염기서열 분석을 통하

여 확인했으며, 예상되는 유전자 절편의 크기를 HindIII, NcoI,

NdeI/SalI의 제한효소 처리를 통해 확인했고 DNA 염기서열 분석

을 통해 재확인 하였다(data not shown). 

Yeast (Saccharomyces cerevisiae, AH109) 내 MEK1의 발현

및 LF에 의한 활성 검증

Clontech사의 standard protocol에 따른 형질전환 방법을 통하

여 클로닝 된 pGADT7-MEK1 vector를 yeast (AH109)에 형질

전환 시킨 후, 형질 전환 된 yeast를 확인하기 위해 선택 배지인

SD/-Leu 배지에서 yeast 군체들을 획득했으며, LF에 의한 절단

반응을 확인하기 위해 이미 pGBKT7DBD-LF vector로 형질 전

환 된 yeast (1)에 다시 pGADT7-MEK1 vector를 형질전환 했고,

SD/-Trp-Leu 배지에서 획득 된 군체에서는 MEK1의 발현 확인

과 LF에 의한 활성을 검증하기 위해 형질전환 yeast를 배양하여

PCR 및 western blot을 통해 확인했다. Yeast의 유전자를 추출하

여 클로닝에 사용된 MEK1의 primer를 이용해 PCR한 결과

MEK1의 유전자를 확인했다(Fig. 2A). 또한 LF 단백질이 효모

내에서 MEK1과 특이적으로 활성을 가져 MEK1의 아미노 말단

을 절단하는지 확인하기 위해 형질전환 된 yeast의 전체 단백질

을 분리한 뒤, 분리된 단백질을 전기영동하고 항원항체 반응을

이용한 western blot 방법을 이용해 확인 한 결과 activation

domain과 융합된 MEK1 단백질(80 kDa)의 아미노 말단이 LF에

의해 절단 된 사실을 단백질 절편의 크기(62 kDa)를 통해 확인

할 수 있었다(Fig. 2B). 

LF를 저해할 수 있는 치료제 개발이 우선시 되어야 하는 현

시점에서 LF 치료제 high-throughtput screens 개념을 도입하여,

후보 물질들의 고처리량 cell-based assay system 활성 검증방법

등이 개발되어서 새로운 치료제 검증 및 안정성 확보가 필요하

기에 이번 연구에서는 LF의 활성 검증 방법이 효모 내에서 개발

될 수 있다는 가능성을 제시하였으므로, 효모 내에서 저해제 검

증 방법을 개발할 수 있는 기초 자료를 제공 하였다고 판단되어

진다.
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Fig. 2. Confirmation of stable yeast cell line expressing MEK1 &

cleavage by LF. The plasmid encoding (pGADT7-MEK1) was

transformed into both yeast cell (AH109) and the cells pre-

transformed with pGBKT7∆BD-LF (AH109 expressing LF), as

described in Materials and Methods. Cells were grown in the

selection media, SD/-Leu and SD/-Trp-Leu (Synthetic Dropout

medium supplemented with essential amino acids in the absence of

leucine and tryptophan) at 30oC for 2 days. (A) The plasmid was

purified from the cells to confirm whether the plasmid (pGADT7-

MEK1) was stably maintained in the transformed yeast cell line. The

purified plasmid (Lane 1, the cloning vector pGADT7 without MEK1

gene as a negative control; Lane 2, the plasmid (pGADT7-MEK1)

containing MEK1 gene as a positive control, Lane 3-4, purified

plasmids isolated from two independent yeast clones transformed

with (pGADT7-MEK1) were used as a template for PCR using a

MEK1 specific primer set. PCR products were resolved on 1%

agarose gel-electrophoresis and stained with Et-Br. (B) Each cells

were lyzed in the cracking buffer containing 8 M urea and 5% SDS.
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ABSTRACT : Expression of MEK1 Fusion Protein in Yeast for Developing Cell Based Assay System, a

Major Substrate of LeTx
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Lethal toxin is a critical virulence factor of anthrax. It is composed two protein: protective antigen (PA) and

lethal factor (LF). PA binds to specific cell surface receptors and, forms a membrane channel that mediates entry

of LF into the cell. LF is a zinc-dependent metalloprotease, which cleaves MKKs [MAPK (mitogen-activated

protein kinase) kinases] at peptide bonds very close to their N-termini. In this study, we suggest application of

cell-based assays in the early phase of drug discovery, with a particular focus on the use of yeast cells. We con-

structed MEK1 expression system in yeast to determine LF activity and approached cell-based assay system to

screen inhibitors, in which the results covering the construction of LF-substrate in yeast expression vector,

expression, and LF-mediated proteolysis of substrate were described. These results could provided the basic steps

in design of cell-based assay system with the high efficiency, rapidly and easy way to screening of inhibitors.


