
The Korean Journal of Microbiology (2011) Vol. 47, No. 4, pp. 281-288
Copyright ⓒ 2011, The Microbiological Society of Korea

Aspergillus nidulans에서 MsnA 하위 유전자로 선별된 

단당류 수송자 mstB의 기능 분석

전미향 ․채순기*
배재대학교 생화학과 

Characterization of a Monosaccharide Transporter mstB 

Isolated as a Downstream Gene of MsnA in Aspergillus nidulans

Mee-Hyang Jeon and Suhn-Kee Chae*

Department of Biochemistry, Paichai University, Daejeon 302-735, Republic of Korea

(Received September 22, 2011 / Accepted October 7, 2011)

To screen downstream genes of Aspergillus nidulans MsnA showing amino acid sequence similarity 

to the zinc finger region of Msn2/4 stress response transcription factors in Saccharomyces cerevisiae, 

differentially expressed genes (DEG) in MsnA overexpressed or msnA null mutant strains compared 

to wild type have been isolated. The cognate gene IDs were identified by DNA sequencing of the 

selected DEGs. Among those, DEG6 was known as mstB encoding a putative monosaccharide 

transporter. Expression level of mstB mRNA was increased in MsnA overproducing strains and 

MsnA bound directly to the promoter region of mstB in vitro. MstB containing twelve trans-

membrane domains exhibited 80% of amino acid sequence identities to A. niger MstA a high-affinity 

monosaccharide transporter. A null mutant of mstB was phenotypically undistinguishable to wild 

type. On the other hand, forced overexpression of MstB caused the increased formation of sexual 

structure cleistothecia in 0.1% glucose condition where wild type showed almost no cleistothecia. 

This result implies that mstB is involved in transport of monosaccharide required for sexual 

differentiation.
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Aspergillus nidulans는 homothallic한 자낭균으로 무성포자

(conidiospore)를 생성하는 무성생식 생활사와 유성생식 기관

인 cleistothecium 안에서 감수분열을 거쳐 유성포자(ascospore)

를 생성하는 유성생식 생활사를 보유하고 있다(26). 무성분화 

과정은 포자의 발아에 따른 균사(hyphae)의 성장과 이들이 엮

어진 균사체(mycelia)에서 conidiophore, vesicle, phialide의 

순차적인 형성과정을 거쳐 최종적으로 무성포자를 생성한다. 

이 과정에는 전사인자 BrlA의 발현이 필수적으로 요구되며 

brlA는 또 다른 전사인자들인 abaA와 wetA를 순차적으로 발

현시켜 무성분화를 유도한다(1, 25). 무성포자가 생성되지 않

는 fluffy 돌연변이체들의 분리(33)와 해당 유전자들 클로닝으

로 flbB, flbC, flbD와 flbE 전사인자들이 밝혀졌고 이들은 단

계적으로 또는 협력하여 brlA의 발현을 조절하게 된다(7, 9, 

22, 34). 
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Han 등(15)은 A. nidulans에서 무성분화를 억제하고 유성

분화만이 유도되는 저산소 농도의 배양 조건을 확립하였고 나

아가 유성분화를 억제하고 무성분화만이 유도되는 환경으로 

계속적인 빛의 제공, 1 M KCl 또는 0.6 M NaCl을 첨가한 높

은 삼투몰 농도 배지에서의 배양 및 유일 탄소원으로 acetate

를 사용한 경우를 보고하였다. 또한 이러한 배양 조건을 이용

하여 유성분화가 결여된 nsd (Never in Sexual Development) 

돌연변이체들을 분리하였고(11, 12), 유성분화에 필수적인 전

사인자 nsdD 및 nsdC 유전자를 동정하였다(13, 20). 이 유전

자들과 유사하게 유성분화에 필수적인 유전자로 알려진 veA

는 Käfer (17)에 의해 분리된 것으로서, veA 결손 돌연변이체

는 nsd 돌연변이체와 마찬가지로 무성분화 만을 유도하였고 

유성분화가 전혀 일어나지 못하였다(19). 특히 유성분화 과정

은 빛에 의하여 억제되는데 최근 보고에서 VeA는 VelB 및 

LaeA와 복합체를 이루어 빛 신호전달 과정에 참여한다고 밝

혀졌다(2). 
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Table 1. A. nidulans strains used in this study

Strain Genotype Source

A4 veA+ FGSC
a

A1153 yA1 pabaA1; argB2; pyroA4; nkuA::bar FGSC

SK461 pabaA1; argB2; pyroA4; chaA1, veA1 Cross # 357.11.7

SK564 pabaA1; argB2; ∆msnA::argB
+
 choA1; veA

+
Cross # 381.1.25

SK568 pabaA1; argB2; veA
+

Cross # 381.3.14

SK579-5 pabaA1; argB2; pyroA4; chaA1 veA1, alcA(p)::msnA::argB
+

Transformant of SK461 with pQa-msnA 

SK878 pabaA1; pyroA4; chaA1 veA1 Cross # 415.2.3

SK905-1 yA1 pabaA1; ∆mstB::argB
+
 argB2; pyroA4; nkuA::bar Disruption of mstB in A1153

SK906 pabaA1; argB2; veA
+
, niiA(p)::mstB::argB

+
Transformant of SK568 with pNQ-mstB

SK907 pabaA1; argB2; pyroA4; chaA1 veA1, niiA(p)::mstB::argB
+

Transformant of SK461 with pNQ-mstB
a FGSC, Fungal Genetics Stock Center in Kansas City

높은 삼투몰 농도 배지는 A. nidulans의 유성분화를 억제하

고 무성분화만을 유도하는데 이는 osmotic stress에 따른 신호

전달과정이 분화의 운명을 결정하는 유전자들의 발현과 연관

성이 있을 것을 시사한다. Saccharomyces cerevisiae에서 

osmotic stress에 따른 신호전달은 HOG (High Osmolarity 

Glycerol) 경로가 담당하고 있으며 MAPK인 Hog1과 Msn2/4, 

Hot1, Sko1 전사인자들과의 협력을 통하여 관련 유전자들의 

발현을 조절하는 것으로 알려졌다(3). A. nidulans에서도 효모

와 유사하게 HogA MAPK 신호전달 회로가 osmotic stress에 

따른 유전자 발현에 관여한다고 알려졌다(10). 

A. nidulans가 높은 삼투몰 조건에서 유성분화가 억제되는 

현상이 HogA MAPK 신호전달회로와 연관되어 있는지 알아

보고자 효모의 Msn2/4와 유사한 단백질로 보고된 MsnA (14)

의 결손 및 과발현이 분화에 미치는 영향을 조사하였다. msnA 

결손 돌연변이체는 야생주에 비하여 성장이 매우 느리고 유성 

생식기관의 생성이 증가하였으며 또한 MsnA 과발현은 무성

분화를 억제하여 fluffy 표현형을 나타내어 MsnA가 분화 과

정에 관련이 있음을 확인할 수 있었다(16). 하지만 Han 등(14)

이 예측했던 것과 달리 msnA는 osmotic stress 반응에는 관여

하지 않았으며 이와 유사한 결과는 MsnA와 전체적으로 아미

노산 서열 유사도가 높고 Msn2/4의 유사 단백질로 분리되었

던 Trichoderma atroviride Seb1도 osmotic stress 반응에 직

접적인 영향이 없는 것으로 보고된 바 있다(27).

본 연구에서는 MsnA의 기능을 더 조사하기 위하여 msnA 

결손 돌연변이체 및 MsnA 과발현 균주에서 야생주와 비교하

여 차별적으로 발현되는 유전자(DEG)를 분리하여 동정하였

다. 이들 중 DEG6는 A. niger monosaccharide transporter 

mstA와 높은 유사도를 나타내었으며 A. nidulans에서 mstB로 

명명된 유전자로서 MsnA 과발현 균주에서 발현이 증가하였

고 mstB 프로모터 부위에 MsnA가 직접 결합할 수 있음을 확

인하여 MsnA 하위 유전자임을 검증하였다. 또한 0.1% 

glucose 조건에서 MstB 과발현 균주가 야생주에 비하여 유성 

생식기관의 생성이 증가함을 확인하였으며 이는 단당류 수송

자인 MstB가 유성분화 과정에서 필요한 당 수송을 담당하고 

있음을 시사하고 있다.

재료 및 방법

균주 및 배양 조건

실험에 사용된 A. nidulans 균주는 Table 1에 나타냈으며, 

배양에 사용된 완전배지(CM)와 최소배지(MM)는 Käfer (18)의 

방법에 따라 제조하였다. 접종에 사용된 무성포자는 완전배지

에서 3일간 배양 후 0.01% Tween 80으로 수확하여 사용하였

으며 모든 균주는 37°C에서 배양하였고, 액체배양의 경우 200 

rpm으로 16시간 동안 배양하였다. 단백질 과발현을 위하여 

alcA 프로모터를 이용한 경우에는 유일 탄소원으로 100 mM 

threonine을 사용한 완전배지(CMT)에서 발현을 유도하였으며, 

niiA 프로모터를 이용한 경우에는 Han 등(20)의 방법에 따라 

억제배지에는 질소원으로 0.2% ammonium tartrate를 유도배

지에는 0.6% sodium nitrate를 사용하여 과발현을 유도하였다.

E. coli 균주는 XL1 Blue (MRF’)와 BL21-DE3를 사용하

였으며 형질전환체는 ampicillin (100 μg/ml, USB, USA)이 

든 LB 배지에 접종 후 37℃에서 배양하였다. 

A. nidulans와 E. coli 형질전환

A. nidulans 형질전환은 원형질체(protoplast)를 제조하여 

시도하였다. 원형질체 제조는 완전배지 200 ml에 약 107/ml의 

분생포자를 접종 후 37°C, 200 rpm으로 16시간 동안 진탕 배

양해서 얻어진 균사체를 멸균된 깔때기와 miracloth (Calbiochem, 

USA)를 이용하여 수확하고 멸균된 증류수와 등장 완충용액

(0.6 M potassium chloride, 10 mM sodium chloride, pH 7.5)

으로 세척한 후 세포벽 분해효소 Glucanex 200G (Novozymes, 

USA)가 든 용액(0.2 g/등장 완충용액 20 ml)에 섞어 30°C, 

80 rpm으로 2시간 반응시켰다. 반응액을 4°C에서 5,000 rpm

으로 7분간 원심분리하고 등장 완충용액과 STC 용액[1.2 M 

sorbitol, 10 mM Tris-HCl (pH 7.5), 10 mM CaCl2]으로 세

척 후 재차 원심분리하여 침전된 원형질체를 0.8 ml STC 용

액으로 섞었다. 이 원형질체 용액에 10 μg DNA와 25% PEG 

용액[25% PEG 6000, 10 mM Tris-HCl (pH 7.5), 5 mM 

CaCl2] 0.2 ml을 첨가하여 얼음에서 20분간 반응시킨 뒤 PEG 

용액 5 ml을 추가한 후 상온에서 20분간 반응시켰다. 그 후 

KC (0.6 M KCl, 5 mM CaCl2) 용액을 10 ml 첨가한 뒤 0.6 M 
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KCl이 포함된 최소배지에 도말하고 상위배지를 부어 굳힌 다

음 37°C에서 3일간 배양하였다(21). 

E. coli 형질전환은 electroporation 방법(5)에 따라 40 μl의 

세포와 DNA 혼합물을 0.2 cm 큐벳에 넣고 2.5 KV로 처리 

후 LB 배지 1 ml을 넣어 37°C에서 1시간 동안 배양 후 

ampicillin이 든 LB 배지에 도말 하였다.

mstB 과발현 및 결손 돌연변이체 제조

mstB cDNA는 A. nidulans cDNA library를 주형으로 하여 

mstB F primer (5′-ATATGAATTCATGGCGGACGGTGTC 

GTTG-3′)와 mstB R primer (5′-ATATCTCGAGTTACGCC 

TTCTTAGCAATGTC-3′)로 PCR을 수행하여 확보하였다. 또

한 이 DNA를 제한효소 EcoRI과 XhoI으로 처리하고 동일한 

효소로 처리된 과발현 벡터 pNQ-argB (niiA promoter, N. 

crassa qa-4 terminator, argB+ 보유)와 ligation 후 E. coli 균

주 XL-1 Blue(MRF’)에 형질전환하여 과발현 plasmid (pNQ- 

mstB)를 제조하였다. 이를 A. nidulans SK568에 형질전환하

고 Northern 분석을 하여 mstB가 과발현된 형질전환체를 선

별하였다.

mstB 결손 돌연변이체 제조를 위해서는 double joint PCR 

방법(35)에 따라 mstB DF1 primer (5′-ACTCGTTTCGCTGT 

CTTGTTC-3′)와 mstB DR1-tail primer (5′-AGTCAAATGA 

GGCCTCTAAACTGGTCAATGTACATTTTTGGGAGGCG

GTTG-3′)로 argB+ tail이 달린 mstB 5′ flanking 부위를 PCR

하고 mstB DF2-tail primer (5′-GCCAAGGTAGATCCAGG 

CCTAACACAGGCGAGGGGCGTGAAGGTGAC-3′)와 

mstB DR2 primer (5′-TAGCATTGCGAGACTCAATG-3′)로 

다른 쪽의 argB+ tail이 달린 mstB 3′ flanking 부위를 PCR하

였다. argB genomic DNA는 pILJ16 plasmid를 주형으로 하

여 argB DF primer (5′-TGACCAGTTTAGAGGCCTC 

ATTTGACT-3′)와 argB DR primer (5′-TGTGTTAGGCCT 

GGATCTACCTTGGC-3′)로 PCR하여 획득하였다. 획득한 세 

부위(5′ 및 3′ flanking 부위, argB gDNA)를 1:1:3의 비율로 

섞은 뒤 primer를 넣지 않고 두 번째 PCR을 수행하였고 이를 

주형으로 하여 mstB NF primer (5′-AAGATATCGGCG 

AGTTGTTCAG-3′)와 mstB NR primer (5′-CTAACTCCCG 

TTATTTCCAGATTC-3′)로 PCR하여 mstB 대신 argB 유전

자가 대체된 DNA 조각을 얻었다. 이를 A1153 균주에 형질전

환하여 형질전환체를 확보하였고 Southern 및 PCR 분석을 통

해 mstB 결손 여부를 확인하였다. 

GST와 융합된 MsnA의 발현 및 mstB promoter와의 결합 

조사

Glutathione S-transferase (GST)에 융합된 MsnA (GST- 

MsnA)의 발현 및 분리를 위하여 E. coli BL21-DE3에 pGEX4T- 

1 (Pharmacia Biotech, USA)에 msnA cDNA를 클로닝하고 

이를(pGEX4T-1/msnA) E. coli에 형질전환하였다. 형질전환체

에 1 mM IPTG를 30°C에서 4시간 동안 처리한 뒤 lysis 용액

[20 mM Tris-HCl (pH 8.0), 500 mM NaCl, 0.1 mM EDTA 

(pH 8.0), 0.1% Triton X-100] 1 ml에 섞고 초음파를 이용하

여 분쇄하였다. 분쇄된 용액을 4°C, 13,000 rpm으로 10분간 

원심분리하여 단백질이 포함된 상층액을 수확하였다. Glutathione 

sepharose 4B resin (Amersham Bioscience, Sweden)을 단백

질이 포함된 상층액 구획과 섞은 뒤 4°C에서 10시간 동안 반

응시킨 후 lysis 용액으로 5번 세척하여 GST와 융합된 단백질

을 순수 분리하였다.

MsnA와 mstB 프로모터와의 결합을 알아보기 위하여 GST- 

MsnA와 mstB PF primer (5′-TGTGGAGGAGAAGTCTGG 

AGTC-3′)와 mstB PR primer (5′-TGAGGGTTACTGTTGG 

AAGGAC-3′)로 PCR하여 얻어진 mstB 프로모터 DNA를 섞

은 뒤 lysis 용액으로 채워(1 ml) 4°C에서 12시간 동안 반응

시켰다. 그 후 lysis 용액으로 5번의 세척과정을 거친 뒤 mstB 

PF와 mstB PR primer로 PCR하여 mstB 프로모터 DNA가 

GST 또는 GST-MsnA에 의한 침강 여부를 확인하였다.

Northern 및 Southern 분석

Northern 분석을 위하여 배양된 균사체를 액체질소를 이용

하여 분쇄한 뒤 Trizol (Invitrogen, USA)을 이용하여 RNA를 

분리하고 전기영동을 하고 Immobilon-Ny+ Transfer Membrane 

(Millipore, USA)에 옮겼다. 이를 자외선으로 cross-link하고 

hybridization buffer (0.25 M Na2HPO4, 1.0% Hydrolysated 

Casein, 7.0% SDS, 1.0 mM EDTA, H3PO4)로 65°C에서 1시

간 동안 pre-hybridization을 하였다. Random primer DNA 

labeling kit (TAKARA, Japan)를 이용하여 32P로 표지된 탐

침자를 사용하여 12시간의 hybridization 과정을 마친 뒤, 세

척액 A (2×SSC, 0.1% SDS)로 35°C에서 15분, 세척액 B 

(0.1×SSC, 0.1% SDS)로 65°C에서 15분씩 두 번 세척한 뒤 

X-ray 필름에 감광하여 확인하였다. Southern 분석은 genomic 

DNA를 획득 후 제한효소로 8시간 처리 한 뒤 0.8% agarose 

젤에 전기영동하고 10 N NaOH를 이용하여 membrane으로 

옮긴 후 hybridization 하였다.

DEG 선별 및 동정

DEG 선별을 위하여 Gene Fishing kit (Seegene, Korea)를 

사용하였고 판매자가 제시한 방법에 따라 분석을 수행하였다. 

야생주, msnA 결손 돌연변이체 및 MsnA 과발현 균주들을 대

상으로 각 균주에서 RNA를 추출하였고 제공된 역전사 효소

를 이용하여 단 가닥 cDNA를 합성하였다. 이를 주형으로 kit

에 포함된 6종류의 arbitrary ACP primer를 이용하여 PCR 한 

후 agarose 젤에 전기영동 하였고 야생주의 PCR 밴드와 강도 

차이를 보이는 DEG들을 선별하였다. 선별된 각 DEG들의 

DNA 조각을 agarose 젤에서 분리하여 정제 후 동일한 primer

로 증폭하였고 이들의 염기서열을 결정하였다.

결과 및 고찰

차별적으로 발현되는 유전자(DEG) 선별 및 동정

msnA에 의하여 조절되는 하위 유전자를 선별하기 위해서 
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Fig. 1. Photographs of gels containing differentially expressed 
genes (DEGs) of wild type, ∆msnA, and MsnA overexpressed 
strains. Wild type (A4) and ∆msnA were incubated in CM 
liquid and overexpressed MsnA strain was incubated CMT 
liquid media at 37°C with shaking at 200 rpm for 16 h. 
Isolated total RNA was used for DEG screening using 6 
general primers (GP1 to GP6). Four DEGs were identified 
for further analysis. Boxes indicate selected DEG bands 
(numbers 4, 6, 8 and 9).  1: Wild type (A4), 2: ∆msnA, 3: 
MsnA overexpressed strain.

Table 2. Gene IDs of the selected DEGs

DEG No. Gene ID Protein BLAST match

DEG4 AN2702 No informative BLAST hits

DEG6 AN6669 monosaccharide transporter (mstB)

DEG8 AN4260 No informative BLAST hits

DEG9 AN5568
Leucine rich repeat domain-containing 
protein

Fig. 2. Amino acid sequence alignment of A. nidulans MstB (XP_664273) and other high-affinity glucose transporters, A. 
nidulans MstA (CAC80843) and A. niger MstA (AAL89822). Boxes indicate identical amino acids.

야생주, msnA 결손 돌연변이체 및 MsnA 과발현 균주들을 대

상으로 DEG 분석을 수행하였다(Fig. 1). 각 DEG들의 결정된 

염기서열을 이용하여 미국 Broad Institute에서 운영하는 A. 

nidulans genome database (http://www.broadinstitute.org/annotation/ 

genome/aspergillus_group/MultiHome.html)에서 BlastN을 수

행하여 해당 유전자를 확인하였다(Table 2). 이들 DEG 중 기

능이 유추되는 DEG6를 선발하여 후속연구를 진행하였다. 

DEG6에 해당하는 유전자는 mstB (Genbank No. XP_664273)

로 명명되어 있었으며 단백질은 Major Facilitator Superfamily

의 monosaccharide 수송에 관여하는 수송자(transporter)로 예

측된 바 있었다(31).

mstB는 1,605개의 뉴클레오타이드를 가지며, 3개의 인트론

과 534개의 단백질을 암호화하고 있다. High affinity mono-

saccharide transporter인 A. nidulans MstA (CAC80843), 

HxtA (CAD59636) 그리고 A. niger MstA (AAL89822)와는 

각각 84.4%, 27.2%, 80.3%의 아미노산 서열 동일성을 보이며

(Fig. 2), glucose 인식자인 S. cerevisiae Snf3 (CAA98771), 
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mstB

rRNA

Fig. 3. Expression levels of mstB mRNA. Wild type (A4), 
∆msnA (SK564), and MsnA overexpression strain (MsnA 
OE, SK579-5) were inoculated in liquid CMT and incubated 
at 37°C with shaking at 200 rpm for 16 h. The blot having 
10μg total RNA per lane were probed with mstB cDNA. 
rRNA indicates ribosomal RNA loaded per lane.

6.3
3.2
2.1
1.3

(Kb)

mstB(p)

Fig. 4. In vitro assay for the binding of MsnA to the 
promoter region of mstB. GST tagged MsnA (GST-MsnA) 
and the mstB promoter DNA fragment were incubated for 
12 h at 4oC in vitro. GST-MsnA was pulled down with 
GST beads and washed 5 times. The presence of the 
co-precipitated promoter DNA fragment with GST-MsnA 
was analyzed by PCR amplification. GST was used as a 
negative control and A. nidulans genomic DNA was used as 
a positive control for the PCR amplification of the mstB 
promoter. The resulting 4,690 bp PCR amplicon of mstB 
promoter was visualized by 1% agarose gel followed by 
ethidium bromide staining.

Rgt2 (CAA65621) 그리고 N. crassa RCO-3 (AAA99806)와

는 각각 38.5%, 40.2%, 41.2%의 아미노산 서열 동일성을 보

였다. 

mstB의 상위 염기서열 2,586 bp 부위를 분석한 결과 5개의 

STRE (STress Response Element, AGGGG: -5, -875, -1,630, 

-1,732, -2,228 bp)와 10개의 CreA 결합 부위(SYGGRG: -66, 

-87, -97, -381, -766, -835, -1,064, -1,095, -1,722, -2,019 bp) 

그리고 3개의 PacC 결합 부위(GCCARG: -547, -707, -2,162 bp)

가 존재함을 확인할 수 있었다(4, 6, 24). 이는 A. niger의 high- 

affinity monosaccharide transporter로 알려진 mstA의 상위 염

기서열에서도 유사하게 발견되는 것으로 실제 A. niger mstA

는 CreA에 의하여 carbon catabolite repression을 받아 발현

이 조절되며 또한 pH에 의해 활성이 조절되는 전사인자 PacC

의 영향도 받는 것으로 보고된 바 있다(28). MstB는 MstA와

의 높은 아미노산 서열 동일성과 CreA에 의한 조절 가능성에 

따라 high-affinity monosaccharide 수송자로 예측된다.

Saccharomyces cerevisiae에는 대략 20개의 육탄당 수송자

(Hexose transporter; HXT1-17, GAL2, SNF3, 및 RGT2)가 

존재하며, 이 중 7개(HXT1-4, 6, 7, 및 GAL2)만이 주요 수송

자로서 기능할 뿐(23), 나머지들은 glucose 인식자(SNF3와 

RGT2) 혹은 HXT 결여 돌연변이체의 성장 회복에만 관여하

고(HXT8-17) 육탄당 수송에는 직접적으로 관여하지는 않는다

고 알려져 있다. 현재 Aspergillus nidulans에는 17개, 

Candida albicans에는 20개의 육탄당 수송자 유전자가 있는 

것으로 보고되었다(8, 31).

msnA 하위 유전자로서의 mstB에 대한 검증

DEG6는 DEG 분석 시 MsnA 과발현 균주에서 발현이 증

가한 것으로 분리되었는데 이의 검증을 위하여 CMT 배지에

서 alcA promoter를 이용하여 MsnA를 과발현한 균주에서 

mstB Northern 분석을 수행하였다. 그 결과 MsnA 과발현 균

주에서 mstB의 발현이 함께 증가하는 것을 확인하였다(Fig. 

3). 이런 결과는 MsnA가 mstB의 발현을 유도하는 촉진자의 

역할을 하고 있음을 시사하고 있다. 반면 동일한 배지에서 배

양한 msnA 결손 돌연변이체에서의 mstB Northern 분석 결과

에서는 야생주와 비교하여 발현양의 차이를 구별할 수 없었다

(Fig. 3).

mstB가 MsnA에 의하여 직접적으로 발현이 조절되는지를 

확인하기 위하여 mstB의 프로모터 부위로의 MsnA의 결합 여

부를 in vitro에서 조사하였다. GST- MsnA와 mstB 프로모터 

DNA 절편을 섞어 GST bead로 GST-MsnA를 침강시킨 후 

mstB 프로모터 DNA 절편의 침강 여부를 PCR로 확인하였다. 

GST-MsnA를 사용하여 침강한 조사구에서는 PCR DNA 절

편이 확인되었으나 GST 단백질을 이용한 대조구에서는 PCR

에 의한 mstB 프로모터 DNA 절편이 증폭되지 않았다(Fig. 

4). 이는 MsnA가 mstB 프로모터 부위에 직접적으로 결합할 

수 있음을 나타내고 있다. 

mstB 결손 돌연변이체의 표현형 조사

고친화성 단당류 수송자로 예상되는 mstB 유전자 결손 돌

연변이를 제조하여 성장 및 분화에 미치는 영향을 조사하였다. 

mstB 결손 돌연변이체는 PCR (자료 미제시) 및 Southern 분

석을 수행하여 확인하였다(Fig. 5). 0.1% glucose 또는 1% 

glucose CM 및 MM 배지 조건 배양한 mstB 결손 돌연변이

주는 성장 과정에 있어 야생주와 차이를 구별할 수 없었다

(Fig. 6A, 0.1% glucose CM에서 배양한 자료 미제시). 또한 

1% glucose CM 배지에서의 유성생식 기관 cleistothecia 형성

은 야생주와 큰 차이가 없었으며, 0.1% glucose CM에서도 야

생주와 유사하게 cleistothecium의 형성이 거의 일어나지 못하

였다(Fig. 6B). 

mstB의 결손에도 불구하고 야생주와 유사한 표현형질을 나

타내는 것은 mstB의 기능을 보완할 수 있는 또 다른 단당류 
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Fig. 5. Disruption of mstB. (A) Scheme of the mstB knock-out construct. (B) Southern analysis of a null mutant of mstB. 
Genomic DNAs of wild type and ∆mstB were isolated, restricted with PstI and hybridized with the 32P-labeled DNA probe 
indicated within the figure.

A1153 ΔmstB
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Fig. 6. Phenotype of mstB deletion strain. (A) The point inoculated control strains (A4 and A1153 as a host strain for mstB 
knock-out) and ∆mstB (SK905-1) were grown for 3 days on MM (1% glucose) solid media. The ∆mstB exhibited no difference 
on growth and conidiophore formation compared with wild type. (B) The cleistothecial production of ∆mstB. The ∆mstB and 
wild type were grown in 0.1% and 1% glucose CM media for 6 days. No difference between wild type and ∆mstB was 
observed.

수송자(예로 약 85% 아미노산 서열 동일성을 나타내는 mstA)

가 존재하여 나타나는 것으로 예측된다. 실제 S. cerevisiae에

서 단당류 수송자 4개가 동시에 결여되어도 야생주와 차이를 

나타내지 않았으며(32), MstB와 80%의 아미노산 서열 동일성

을 나타낸 A. niger mstA 결손 돌연변이주 또한 야생주와 표

현형이 유사하다는 것이 보고된 바 있다(28).

저농도 glucose 조건에서 MstB 과발현에 따른 유성분화의 

촉진

A. nidulans는 0.5% glucose 이하의 조건에서 유성분화가 

잘 일어나지 않으며 유성생식 기관인 cleistothecia의 수와 크

기도 매우 감소한다고 알려져 있다(15). mstB를 niiA promoter

를 이용하여 과발현한 균주를 0.1% glucose CM 배지에서 배

양했을 시 야생주와는 달리 유성생식 기관의 수와 크기가 증

가하는 것을 확인하였으며 이와 같은 유성분화 촉진 현상은 

veA+와 veA1 유전적 배경에서 모두 관찰되었다(Fig. 7). 

곰팡이들에게 있어 다당류의 분해와 다양한 단당류의 흡수

는 성장에 많은 영향을 끼쳐 영양생식 균사체의 세포벽을 구

성하게 되며 이러한 다당류는 유성분화 과정 중에 다시 분해

과정을 거쳐 생식 기관을 만드는 에너지로 사용된다고 알려져 
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Fig. 7. Increased cleistothecial formation in the MstB overexpressed strain on 0.1% low glucose condition. Point inoculated 
wild type (A4 and SK878) and MstB overexpressed (MstB OE, SK906 and SK907) strains in both veA+ and veA1 genetic 
backgrounds were grown on 0.1% glucose CM. Under repressing conditions, no developmental change occurred compared with 
wild type. However induction of MstB with 0.6% sodium nitrate caused enhanced sexual structure formation. The arrows 
indicate sexual organs cleistothecia.

있다(36, 37). A. nidulans의 고친화성 육탄당 수송자인 hxtA

는 cleistothecia가 생성되는 시기에 가장 많은 발현이 관찰되

었으며 특히 ascogenous hyphae에서 다량 위치하고 있어 유

성분화 기간의 당수송에 관련된 유전자로 보고되었다(31). 또

한 다당류인 mutan을 분해하는 A. nidulans mutanase (α-1,3- 

glucanase) 유전자인 mutA도 어린 cleistothecium에 영양 공급

을 하는 Hűlle 세포에서 매우 높이 발현되고 있어 유성생식 

기관의 형성 시 다당류의 분해와 단당류 수송체들이 역할이 

중요할 것으로 예견된 바 있다(30). S. pombe에서도 감수분열 

과정에 특이적인 유전자로 육탄당 수송자가 분리된 바 있으며 

이 유전자는 감수분열에 절대적인 전사인자 Mei4에 의하여 

발현이 조절된다고 알려져 당 수송자들과 유성분화와의 관련

성을 보여주고있다(29).

A. nidulans의 성장 및 분화 기간 동안의 microarray 결과

에서 mstB의 mRNA 발현은 영양 균사체 형성 시기에는 발현

이 억제되었다가 무성포자의 형성 시기에 증가하였고 또한 유

성분화 기간 중 cleistothecia 생성 직전에 가장 높은 발현이 

일어난 것으로 나타났다(유영만 등, 미보고 결과). 따라서 

mstB도 유성분화 과정에서 hxtA와 유사한 당 수송의 역할을 

수행할 것으로 예측된다.

적요

스트레스 반응에 관여하는 Saccharomyces cerevisiae 전사

인자인 Msn2/4의 C2H2 zinc finger 부위와 아미노산 서열 유

사성을 보이는 Aspergillus nidulans MsnA의 하위 유전자 획

득을 위하여 msnA 결손 돌연변이체 또는 과발현 균주에서 야

생주와 비교하여 차별적으로 발현되는 유전자(Differentially 

Expressed Gene, DEG)들을 분리하였다. 선별된 DEG들은 염

기서열 결정을 통해 해당 유전자들을 동정하였고 이들 중 

DEG6는 단당류 수송자(monosaccharide transporter)로 예측

된 mstB 유전자로 밝혀졌다. mstB의 발현은 MsnA 과발현에 

의하여 증가되었으며 MsnA는 in vitro에서 mstB 프로모터 부

위에 직접적으로 결합하였다. MstB는 12개의 막결합 부위를 

가지며 A. niger의 고친화성 단당류 수송자(high-affinity mono-

saccharide transporter)인 MstA와 80%의 높은 아미노산 서열 

동일성을 보였다. mstB 결손 돌연변이체의 표현형은 야생주와 

유사하였으나 MstB가 과발현된 균주는 낮은 당 농도인 0.1% 

glucose 배지에서 유성생식 기관인 cleistothecia의 형성이 증

가하였다. 이러한 결과는 단당류 수송자인 MstB가 유성분화 

과정에서 요구되는 당의 수송에 관여하고 있음을 시사한다.
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