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분열효모에서 spTho1 유전자의 결실과 과발현이 생장 및 

mRNA Export에 미치는 영향
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Tho1 is a RNA-binding protein that assembles co-transcriptionally onto the nascent mRNA and is 

thought to be involved in mRNP biogenesis and mature mRNA export to cytoplasm in budding yeast. 

In fission yeast Schizosaccharomyces pombe, a homologue of THO1 (spTho1) was identified based on 

sequence alignment. A deletion mutant in a diploid strain was constructed by replacing one of 

spTho1-coding region with an ura4+ gene using one-step gene disruption method. Tetrad analysis 

showed that the spTho1 was not essential for growth. The spTho1 null mutant did not show any 

defects of bulk mRNA export. However, over-expression of spTho1 from strong nmt1 promoter caused 

the growth defects and accumulation of poly(A)+ RNA in the nucleus. These results suggest that 

spTho1 is involved in mRNA export from the nucleus to cytoplasm though it is not essential.
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진핵생물의 핵 안에서 일어나는 mRNA 전사는 여러 가공과

정(5′ 캡핑, 스플라이싱, 3′ 폴리아데닐화 등) 및 세포질로의 방

출과정(mRNA export)과 밀접히 연관되어 있다. RNA 중합효

소 II에 의해 전사되는 순간부터 mRNA는 여러 단백질과 결합

하여 mRNA-단백질 (mRNP) 중합체를 형성하며, 가공이 완성

된 성숙한 mRNP 중합체만이 세포질로 방출되어 단백질 합성

에 이용된다. 잘못 가공되거나 적절히 포장되지 못한 mRNP 

중합체는 핵에서 방출되지 못하며, 결국 exosome에 의해 분해

된다(5, 10, 16). 세포질로 방출될 수 있는 성숙한 mRNP 중합

체의 조립을 위해서는 효모에서 사람까지 진화적으로 잘 보존

된 mRNP 조립인자들이 전사과정 동안 전사체에 유인되어 결

합한다(15). THO는 전사를 하는 동안 mRNP 생성에 관여하는 

복합체로서, 출아효모인 Saccharomyces cerevisiae에서는 4개

의 소단위(Tho2, Hpr1, Mft1, Thp2)로 구성되어 있으며(3), 이

중에서 주요 소단위인 Hpr1과 Tho2는 연구된 모든 진핵생물

에 존재한다. THO 소단위를 제거한 결실 돌연변이들을 만들면, 

이 돌연변이들은 모두 전사의 결함, 전사와 연관된 DNA 재조

* For correspondence. E-mail: jhoyoon@sungshin.ac.kr; Tel: +82-2- 
920-7675; Fax: +82-2-920-7675

합의 빈도 증가, RNA 방출의 결함, exosome과 관련된 mRNA

의 불안정성 증가 등의 표현형을 보인다(2, 3, 9, 11, 17). 또한, 

THO 복합체는 mRNA 방출인자인 Sub2/UAP56, Yra1/Aly, 

Tex1 등과 함께 TREX (transcription/export)라는 커다란 복합

체를 형성한다(10, 17). Tho1은 출아효모에서 THO 복합체의 

돌연변이가 보이는 결함을 상보하는 multicopy suppressor로 

동정되었으며(14), THO-의존적으로 mRNA에 결합하여 mRNP 

생성과 mRNA 방출에 관여하는 것으로 여겨진다(8). 

출아효모인 S. cerevisae와 분열효모인 S. pombe는 10억년 

전에 진화적으로 갈라져 전체 유전자의 약 25%가 서로 이종상

동체(ortholog)가 존재하지 않을 정도로 생물학적으로 많은 차

이점을 보인다(7). 그러므로 진핵생물의 전체적인 mRNA export 

기작을 이해하기 위해 두 효모에서 관련 유전자들을 비교 분석

하는 것이 필요하다. 본 연구에서는 분열효모인 S. pombe의 유

전체 database (Sanger Center, UK)에서 S. cerevisae의 Tho1 

단백질과 유사한 S. pombe의 단백질을 암호화하는 open 

reading frame (ORF)인 SPCC31H12.03c을 찾아 mRNA방출

에 관여하는지를 알아보고자 하였다. 이 ORF에는 인트론이 없

으며 245개 아미노산으로 이루어진 예상 분자량 26.7 kDa의 
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Fig. 1. S. pombe spTho1 gene is not essential for growth. (A) A schematic representing the construct of ΔspTho1 null allele in S. pombe. The 
spTho1 open reading frame region was replaced by the marker gene, ura4

+
, by one-step gene disruption method. The spTho1 ORF is represented 

by open boxes and the direction of transcription is shown by arrow under the ORF. The positions of PCR primers for confirmation of wild 
type and null alleles are indicated by arrowheads, and the expected size of PCR products is also shown. (B) Confirmation of the disruption of 
the spTho1 locus by PCR. Genomic DNAs isolated from wild type (WT), Diploid disrupted one of the spTho1 locus (tho1

+
/Δtho1), and haploid 

knock-out (Δtho1) strains. SM represents DNA size markers. (C) Tetrad analysis. Diploid cells disrupted one of the spTho1 locus were sporulated, 
and 10 tetrads were dissected on YES plate and incubated for 3 days at 28°C.

단백질을 암호화하고 있다. 218개의 아미노산으로 이루어진 S. 

cerevisiae Tho1 단백질에 비해 다소 길지만, Tho1과 마찬가지

로 N-말단 영역에 SAP 도메인이 존재하고 RNA-결합에 관여

하는 C-말단 영역을 포함하여 전체적으로 68.2%의 유사성을 

보이므로 이 유전자를 spTho1로 명명하였다. 

본 실험에서는 이전에 기술된 분열효모의 유전학적 방법과 

배양 방법을 사용하였다(1, 13). ura4+로 치환된 ΔspTho1 결

실 돌연변이 균주를 만들기 위해서 double-joint PCR 방법으로 

DNA 절편을 제작한 후, 야생형 균주에 형질전환하는 one-step 

gene disruption 방법을 사용하였다. ΔspTho1::ura4+ DNA 절

편을 이배체 균주인 SP286 (h+/h+ leu1-32/leu1-32 ura4-d18/ 

ura4-d18 ade6-210/ade6-216)에 형질전환시켜 유라실이 없는 

배지에서 자라는 형질전환체를 얻었다(Fig. 1A). 이 형질전환

체들로부터 2개의 spTho1 유전자 중 하나만 ura4+ 유전자로 

치환된 형질전환체(ΔspTho1::ura4+/spTho1+)를 선별하기 위해, 

형질전환체의 DNA를 추출하여 PCR을 수행하였다. 대조군으

로 사용한 야생형인 균주에서는 2.6 kb의 DNA만이 증폭되는 

것에 비해 3.6 kb도 증폭되는 결실 돌연변이를 선별하였으며, 

대조군에서는 아무것도 증폭되지 않는 ura4+에 존재하는 프라

이머와 5′ 쪽 또는 3′ 쪽 프라이머를 사용하여 결실 돌연변이에

서는 각각 1.1 kb의 DNA가 증폭되는 것도 확인하였다(Fig. 

1B). 이렇게 얻은 SP286(ΔspTho1) 균주로부터 포자형성을 할 

수 있는 h+/h90 이배체를 선별한 다음 4분체 분석을 수행하였

다. 하나의 이배체 세포는 감수분열에 의해 4개의 반수체 포자

(4분체)를 형성하므로, 10개의 4분체를 미세조작기(micro-

manipulator)로 각각 분리하여 완전배지에서 배양하였다. 분석

한 10개의 사분체에서 모든 포자들이 콜로니를 형성하였다

(Fig. 1C). 콜로니를 형성한 4개의 포자 중 2개는 유라실-영양
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Fig. 2. Growth and mRNA export of ΔspTho1 knock-out mutants. (A) 
Growth of ΔspTho1 knock-out mutant and wild type (WT). Wild type 
and spTho1 disrupted cells were spotted in 10-fold serial dilutions onto 
YES plate and incubated for 3 days at 29°C. (B) Poly(A)+ RNA 
localization in ΔspTho1 mutants and wild type cells. Cells were grown 
to the mid-log phase in appropriately supplemented EMM medium at 
28°C. Coincident DAPI staining is shown in the right panels.
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Fig. 3. Over-expression of spTho1 causes the defects of cell growth 
and mRNA export. (A) Growth of wild type (AY217) transformed with 
empty vector, 81X-Tho1, and 3X-Tho1. Strains were monitored by spot 
assay after incubation for 4 days in repressed or over-expressed 
conditions. (B) Cells were grown to the mid-log phase in appropriately 
supplemented EMM medium in the presence of thiamine (+B1) at 
28°C. The cells were then washed and shifted to EMM medium 
without (-B1) or with thiamine (+B1), and were grown for 18 h. 
Coincident DAPI staining is shown in the right panels.

요구 표현형을 보이므로 야생형 spTho1+ 유전자를 가진 반수

체이고, 나머지 2개의 포자는 유라실이 없는 배지에서도 생장

하므로 spTho1 유전자가 결실된(ΔspTho1::ura4+ 유전자형을 

갖는) 것이었다. 이렇게 만들어진 반수체 ΔspTho1 결실 돌연

변이 균주는 야생형 균주와 거의 유사한 생장 속도를 보였다

(Fig. 2A). 이러한 결과는 출아효모의 THO1 유전자와 마찬가

지로 분열효모의 spTho1 유전자도 생장에 필수적이지 않다는 

것을 의미한다. 결실 돌연변이주(ΔspTho1)가 mRNA 방출에 

결함을 보이는지를 알아보기 위해, 야생형(spTho1+) 균주와 결실 

돌연변이주에서 poly(A)+ RNA의 분포를 in situ hybridization

을 통해 조사하였다. 혼성화 탐침으로 3′ 끝에 α-digoxygenin

이 결합된 oligo-(dT)50을 사용하였으며, FITC-antidigoxygenin 

Fab 항체(Roche, Germany)를 사용하여 poly(A)+와 혼성화된 

a-digoxygenin이 결합된 oligo-(dT)50을 형광현미경에서 관찰하

였다. 핵의 위치는 4′, 6′-diamidino-2′-phenylindole (DAPI)로 

DNA를 염색하여 관찰하였다. spTho1 결실 돌연변이주도 야생

형 균주와 비슷한 poly(A)+ RNA의 분포를 보이므로(Fig. 2B), 

mRNA의 방출에는 큰 결함이 없는 것으로 사료된다. spTho1 

유전자도 역시 생장에 필수적이지 않고 결실되더라도 mRNA 

방출에 큰 결함을 보이지 않으므로, 이 유전자의 기능을 알아

보기 위하여 spTho1 유전자를 과발현(over-expression) 할 수 

있는 균주를 제작하였다. 먼저 spTho1 유전자의 ORF만을 

nmt1 프로모터에 붙여서, spTho1의 전사가 티아민(비타민 B1)

에 의해 조절되는 3X-Tho1과 81X- Tho1 플라스미드를 제작

하였다. nmt1 프로모터는 배지에 티아민이 존재하면 전사가 억

제되는 프로모터이다(12). pREP3X 플라스미드에 있는 야생형 

nmt1 프로모터는 강력한 프로모터로 티아민이 없는 배지에서 

발현 정도가 매우 높으며, pREP81X 플라스미드에 존재하는 

돌연변이 nmt1 프로모터는 발현정도가 야생형에 비해 훨씬 약

하다(6). 이렇게 제작된 플라스미드들을 형질전환하여 얻은 

AY217 (3X-Tho1 또는 81X-Tho1) 균주는 티아민이 있는 배

지(+B1)에서는 플라스미드의 spTho1 유전자의 발현이 억제되

므로, 빈 플라스미드가 형질전환된 대조군과 마찬가지로 정상

적인 생장을 보였다(Fig. 3A). 하지만 티아민이 없는 경우

(-B1), 3X-Tho1 플라스미드에서 spTho1 유전자가 과발현되면 

흥미롭게도 생장이 느려졌다. 발현이 적은 81X-Tho1은 대조군

과 같이 정상적인 생장을 보였다(Fig. 3A). spTho1 유전자의 

과발현이 생장을 저해하므로, 이러한 성장억제가 mRNA 방출

과 관련이 있는지 알아보기 위해 poly(A)
+ RNA의 분포를 조

사하였다. 대조군인 빈 플라스미드를 가지고 있는 균주와 

3X-Tho1 또는 81X-Tho1를 가지고 있는 균주들을 티아민이 

있는 배지에서 키우다가 둘로 나누어 하나는 티아민이 없는, 

그리고 나머지는 티아민을 첨가한 배지에서 18시간 더 키웠다. 

빈 플라스미드를 가지고 있는 대조군과 81X-Tho1를 가진 균

주는 티아민의 유무에 상관없이 poly(A)+ RNA가 세포질 전체

에 정상적으로 퍼져있었다(자료 미제시). 하지만 3X-Tho1를 

가지고 있는 균주는 spTho1 유전자가 과발현되는 조건(-B1)에

서는 poly(A)+ RNA가 핵 안에 축적되었다(Fig. 3B). 이것은 

spTho1 유전자가 과발현되는 경우 세포질로의 mRNA 방출에 

이상이 생긴다는 것을 의미한다. 이와 같은 결과들은 spTho1 

유전자도 필수적이지는 않지만 mRNA의 핵에서 세포질로의 

방출에 관여하고 있음을 시사한다. Tho1의 ortholog인 사람의 

CIP29 단백질은 UAP56과 직접적인 결합을 통해 Aly와 함께 

THO에 결합함으로써 TREX 복합체를 형성한다는 것이 최근

에 밝혀졌다(4). 그러므로 spTho1의 과발현은 spTho1과 결합

하는 단백질들을 제거함으로써 적절한 mRNP 형성을 방해하

기 때문에 mRNA 방출이 영향을 받는 것으로 추측된다.  
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적요

출아효모 Saccharomyces cerevisiae에서 RNA-binding 단백

질인 Tho1은 mRNA가 전사되는 동안 초기 mRNA에 결합하

여 mRNP 생성과 성숙한 mRNA의 핵에서 세포질로의 방출에 

관여하는 것으로 여겨진다. 분열효모 Schizosaccharomyces 

pombe에서도 Tho1과 유사한 단백질을 암호화하는 유전자

(spTho1로 명명)를 찾아 그 특성을 조사하였다. 이배체 S. 

pombe 균주에 하나의 spTho1 유전자만을 결실시킨 후 4분체 

분석을 수행한 결과, 이 유전자는 생장에 반드시 필요하지 않

았다. 또한 spTho1 결실 돌연변이는 mRNA의 핵에서 세포질

로의 방출도 정상적으로 보였다. 그러나 티아민에 의해 발현이 

조절되는 강력한 프로모터를 이용하여 spTho1를 과발현시키면, 

세포의 생장이 억제되었으며 poly(A)+ RNA가 핵 안에 축적되

었다. 이와 같은 결과들은 spTho1 유전자가 필수적이지는 않지

만 mRNA의 핵에서 세포질로의 방출에 관여하고 있음을 시사

한다.
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