
Involvement of the LAMMER kinase (Lkh1) in replicative 

stress response of Schizosaccharomyces pome was investigated. 

The Rad3 (sensor kinase for replication checkpoint) deletion 

was more sensitive to hydroxyurea (HU) than the LAMMER 

deletion. However, the Lkh1/Rad3 double deletion and the 

Rad3 single deletion showed almost the same level of HU 

sensitivity. The Lkh1 deletion increased the expression of 

rad3+ and downstream genes (cdc18+ and cdc22+). These 

results suggested that the Lkh1 modulates the rad3+ expression 

negatively. Both of Tup11 and Tup12 were also involved in 

response to HU and thus in rad3+ expression, but the Tup 

proteins in HU response seemed to be activated by unknown 

factor(s) other than the previously known Lkh1. Here, we 

presented clues for novel findings indicating the involvement 

of LAMMER kinase and Tup proteins in the replication stress 

response by modulating Rad3 activity.

Keywords: fission yeast, LAMMER kinase, Rad3, replicative 

stress

진핵세포생물에 잘 보존되어 있는 라머카이네이즈(LAMMER 

kinase)는 Ser/Thr kinase와 자기인산화능의 Tyr kinase 활성

을 갖는 이중 특이성 인산화 효소이다(Yun et al., 1994). 지금까

지 밝혀진 고등동식물의 라머카이네이즈는 precursor mRNA의 

splicing을 조절하는 인간의 hClk1,2,3, 효모의 mating factor 발

현을 억제할 수 있는 애기장대의 AFC1 (Bender and Fink, 1994), 

SR (serine/arginine rich) splicing factor를 조절하는 쥐의 mClk 

(Colwill et al., 1996), 초파리의 눈 및 배 발생에 관여하는 

DOA (Du et al., 1998), 담배의 SR splicing factor 인산화에 관

여하는 PK12 (Lopato et al., 1996) 등이 있다. 고등동식물에서 

발견된 다양한 라머카이네이즈의 기능이 동일하지는 않으나, 

SR 단백질을 인산화하여 pre-mRNA의 splicing을 조절하는 

기능은 유사하며(Nayler et al., 1997), 발달, 분화 및 신호전달

에도 관여하는 것으로 알려져 있다. 특히, 사람의 라머카이네

이즈는 세포분화과정에 영향을 미치기 때문에 돌연변이 발생 

시 유방암, 전립선암 등의 발생과 진행에 관여한다(Talmadge 

et al., 1998).

한편, 효모류 라머카이네이즈는 Schizosaccharomyces pombe

의 균사형 생장(Kim et al., 2001), 산화적 스트레스 반응(Park 

et al., 2003; Kang et al., 2007), 세포엉김(Kang et al., 2010; 

Park et al., 2018) 및 세포주기(Yu et al., 2013), Saccharomyces 

cerevisiae의 균사형 생장(Park et al., 2011) 및 온도민감성

(Park and Park, 2011), 그리고 Candida albicans의 균사형 성

장, 스트레스내성 및 병원성에 관련이 있다(Lim et al., 2020). 

사상균의 경우에는 Aspergillus nidulans의 생장 및 분화(Kang 

et al., 2013), Aspergillus fuimgatus의 생장, 분화 및 병원성

(Lim et al., 2021), 그리고 식물병원균인 Ustilago maydis의 유

전체 안정성과 염색체 분리과정에 작용한다(de Sana-Tomas 

et al., 2015).

세포 내에서 다양한 기능을 수행하는 라머카이네이즈의 하
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위 조절자나 기질 등에 대한 연구가 상대적으로 가장 많이 수행

된 S. pombe의 경우, 라머카이네이즈(Lkh1)가 결핍되면 세포

길이가 야생형에 비해 짧아지는데(Kim et al., 2001) 이는 세포

주기 중 G1기가 짧아져 S기로의 전이가 빨라지기 때문에 나타

나는 현상으로, 세포주기를 조절하는 CDK (cyclin-dependent 

kinase)의 저해자인 Rum1이 Lkh1-의존적 인산화 과정 결손

으로 활성화되지 못함에 따라 CDK의 활성이 높아지기 때문

이다(Yu et al., 2013). 한편, CDK 활성 증가는, 전사인자 복합

체인 MBF (MluⅠ cell cycle box binding factor)에 의해 조절되

는 G1/S기 특이 유전자의 발현이(Fernandez-Sarabia et al., 

1993; Connolly and Beach, 1994; Yoshida et al., 2003) 비정상

적으로 증가하는 상황을 초래하여, 해당 세포가 복제-스트레스

(replication stress)에 이은 유전체 불안정성(genome instability) 

상황에 처하게 된다. 이 같은 G1/S기 전사의 규제해제(dere-

gulation)에 의해 야기된 복제-스트레스는 DNA손상을 막는 

HDR (homology-directed repair)의 활성화와 정상조건에서는 

필수적이지 아니한 유전자의 필수기능 획득(예: MBF 의존적 

replication licensing factor인 Cdc18의 저해) 등에 의하여 잘 

극복되는 특성이 있다(Caetano et al., 2011). 한편, 세포주기 

조절에 관여하는 Rum1과 DNA복제에 관여하는 Cdc18이 분

열효모의 DNA복제개시와 연계되어 있으며(Jallepallid and 

Kelly, 1996), Ustilago maydis의 유전체 안정성 유지와(de Sana- 

Tomas et al., 2015), Candida albicans의 DNA 복제-스트레스 

유전자 발현(Lim et al., 2020), 그리고 Magnaporthe oryzae의 

DNA 복제-스트레스 반응(Li et al., 2022)에는 라머카이네이

즈가 관여함이 보고된 바 있다.

따라서, 본 연구에서는 Rum1의 활성조절로 세포주기를 조절

하는 분열효모의 라머카이네이즈가 DNA 복제-스트레스 반응

(replicative stress response)에도 관여할 가능성이 높은 것으로 

예상되어, 복제-스트레스를 야기하는 약제인 HU (hydroxyurea) 

처리에 대한 라머카이네이즈 결손균주의 민감성, 복제-스트

레스 반응 관련 유전자 및 MBF의존성 유전자의 발현 양상 등

을 살펴보았다.

재료 및 방법

균주 및 배양 조건

본 실험에서 사용한 Schizosaccharomyces pombe 균주는 

Table 1과 같으며, 효모배양을 위한 완전배지로는 YES (0.5% 

Bacto-yeast extract, 3% glucose, supplement: leucine 250 mg/L, 

adenine 75 mg/L, uracil 75 mg/L)를 최소배지로는 EMM (0.3% 

KH phthalate, 0.22% Na2HPO4, 0.5% NH4Cl, 2% glucose, 50X 

salts stock sol’n 20 ml/L, 10,000X minerals stock sol’n 0.1 

ml/L, 1,000X vitamine stock sol’n 1 ml/L)를 사용하였으며 필

요에 따라 DNA 복제-스트레스 반응 유도 약제(hydroxyurea, 

HU)와 산화충격을 야기하는 약제(hydrogen peroxide, H2O2)

를 배지에 첨가하여 30°C에서 진탕배양 하였다. 최소배지의 

경우, 균주의 영양 요구성에 따라 아데닌, 우라실, 류신 등을 첨

가하였으며, 고체배지는 2%의 한천을 첨가하여 제조하였다.

DNA 손상 약제 처리 후 성장 및 유전자 발현 양상 확인 

DNA손상 약제인 HU의 처리는 Miyabe et al. (2009)의 방

법을 수정하여 수행하였다. 즉, 효모를 YES배지에서 30°C로 

OD600이 0.5가 될 때까지 배양한 후, 각기 다른 농도의 HU가 

포함된 YES 평판배지에 10배씩 연속 희석한 배양체를 점 접

종하고 30°C에서 3일간 배양하여 관찰하였다. RNA 추출을 

위해서는YES배지에서 30°C로 OD600이 0.3이 될 때까지 배양

한 효모 세포를 HU가 첨가된 액체배지에서 4시간 더 배양하

였다.

Table 1. Schizosaccharomyces pombe strains used in this study

Strains Genotype Source (Reference)

D665 h- ade6 - M210 leu1 – 32 ura4 – D18 Laboratory stock (Kang et al., 2010)

PHM5L h- ade6 - M210 leu1 – 32 ura4 – D18 Δlkh1+::leu2 Laboratory stock (Kang et al., 2010)

ED665R h- ade6 - M210 leu1 – 32 ura4 – D18 Δrad3+::KanMX Laboratory stock

PHM5LR h- ade6 - M210 leu1 – 32 ura4 – D18 Δlkh1+::leu2 Laboratory stock

Δrad3+::junk sequence

PHMT11 h- ade6 - M210 leu1 – 32 ura4 – D18 Δtup11+::KanMX Laboratory stock (Kang et al., 2010)

ED665T12 h- ade6 - M210 leu1 – 32 ura4 – D18 Δtup12+::KanMX Laboratory stock

PHMT11T12 h- ade6 - M210 leu1 – 32 ura4 – D18 Δtup11+::KanMX Laboratory stock (Kang et al., 2010)

Δtup12+::ura4

SP107 h- ade6 - M210 leu1 – 32 ura4 – D18 Δprk1+::ura4 Laboratory stock (Park et al., 2018)
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RNA 추출과 RT-qPCR

RNA 추출은 Invitrogen사에서 제공하는 Trizol 방법을 따르

되, 세포파쇄단계를 추가하여 수행하였다. 즉, 효모배양 현탁

액을 50 ml 시험관에 넣고 원심분리 한 후 2 ml 시험관에 세포 

약 0.2~0.3 g을 옮겨 담고, 0.3 g의 600 μm Glass bead (Sigma)와 

0.4 ml의 Trizol (Invitrogen)을 첨가한 뒤 Mini-beadbeater 

(BioSpec Products)로 20초씩 2번 처리하였다. Trizol 0.6 ml을 

넣고 10초 동안 혼합한 뒤 chloroform 0.2 ml을 첨가하여 10초

동안 혼합하였다. 상온에서 10분간 방치한 후, 4°C 13,000 rpm

으로 15분간 원심분리한 뒤 0.4 ml의 상등액을 취하였다. 상등

액에 0.4 ml의 isopropanol을 첨가하고 섞어준 후, 상온에서 10

분 반응하고 4°C에서13,000 rpm으로 15분간 원심분리 하였

다. 상등액을 버리고 침전물을 75% 에탄올로 세척하였다. 5분

간 상온에서 말린 후 DEPC로 처리한 증류수 40 μl를 첨가하여 

60°C에서 10분간 침전물을 녹였다. 추출한 총 RNA는 RNA용 

agarose gel (1% agarose, 20 mM MOPS, 8 mM sodium acetate, 

1 mM EDTA, 1.85% formaldehyde)에 전기영동하여 rRNA 

band를 통해 RNA상태를 확인한 뒤, RT-qPCR을 위한 cDNA

합성에 사용하였다.

추출한 총RNA를 주형으로 oligo dT와 M-MLV reverse 

transcriptase (Elpis Biotech)를 사용하여 단일가닥 cDNA를 

합성하였다. RT-qPCR은 대조군인 act1+과 실험군인rad3+, 

cdc18+, cdc22+의 cDNA로부터 약100 bp의 산물을 증폭할 수 

있는 primer와, SYBR green 기반의Acuupower Greenstar 2X 

Mix (Bioneer) 및 ExicyclerTM96 (Bioneer)를 이용해 Bionner

사가 제공한 사용법을 따라 수행하였다. RT-qPCR에 사용한 

oligonucleotide primer는 Table 2에 제시하였다.

세포 내 활성산소종 검출

야생형과 라머카이네이즈 결손주를 YES 액체배지에서 다

소 이른 대수기 중반(OD600 = 0.3)까지 배양한 후 H2DCFDA 

(2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate)를 최종 농도 50 μ

M이 되도록 첨가하고 1시간 동안 반응시켰다. 이후 과산화수

소(10 mM)와 HU (5 mM) 각각 처리한 상태에서 2시간 더 배양

하여 세포를 수득하고, PBS (phosphate buffered saline)로 세

척하여 형광현미경(Olympus System Microscope Model BX51)

으로 균주별 세포 내 활성산소종의 축적 정도를 측정하였다. 

결  과

DNA 복제-스트레스가 라머카이네이즈 결손돌연변이에 미

치는 영향

G1/S기 전이에 관여하는 유전자 발현을 관장하는 전사인

자 복합체인 MBF는 DNA 복제-스트레스 반응 유전자의 발현

에도 관여하는 것으로 알려져 있으며(de Bruin et al., 2008; 

Gomez-Escoda et al., 2011), 라머카이네이즈인 Lkh1은 산화

충격 등의 각종 외부 스트레스 반응에 관여한다(Park et al., 

2003; Kang et al., 2007). 따라서, MBF기능 조절에 관여하는 

Lkh1이 DNA 복제-스트레스 반응에도 관여할 가능성이 있기 

때문에, DNA 복제-스트레스 유발 약제인 HU처리에 대한 야

생형과 Lkh1-결손주의 생장양상 변화를 조사하였다.

일반적으로 세포에 DNA 복제-스트레스를 가하거나, G1기 

Table 2. Primers used for quantitative real time PCR

Name Sequence (5’-3’)

act1_RT_F CCC AAA GCT GAG GGT TGG AA

act1_RT_R ACC GCC GAA CGT GAA ATT GT

rad3_RT_F ACC AGC TAA AGA TGC TAA CAG AGC

rad3_RT_R GTA TAA GTT GCC ATC CGT ACC TCT

qRT_cdc22_F TTG GCA TGC CGA TGT TAT GG

qRT_cdc22_R TTG GGG CAG AAG AAG GTC CA

cdc18_RT_F CTT CAC AAC GTG CTG GAT CA

cdc18_RT_R GCG ACT CTA GTT CAC ATT GG

Fig. 1. Growth of S. pombe strains on plates supplemented with hydroxyurea. Serially diluted (10-fold) cells were spotted onto the plates contained various 

concentrations of hydroxyurea (HU) and incubated for 3 days at 30°C. WT (wild type strain), Δlkh1 (lkh1 deletion strain).
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정지를 유도하기 위하여 10~15 mM의 HU를 4시간 처리하나

(Miyabe et al., 2009), 본 실험에서는 야생형에 비하여 Lkh1-

결손주 생장이 선택적으로 저해되는 농도를 결정하기 위하여 

0 mM에서10 mM까지 2 mM 단위로 HU가 첨가된 고체배지

에 점 접종하여 생장 양상을 관찰하였다. 그 결과 HU가 6 mM

이상 첨가된 배지에서 Lkh1-결손주의 생장저해가 특징적으

로 관찰되었다(Fig. 1).

라머카이네이즈가 복제-스트레스 반응의 sensor kinase 

(Rad3)에 미치는 영향

DNA 손상을 야기하는 환경에 접한 진핵세포에서 작동하

는 대표적인 단백질은 손상야기 자극을 감지하는 인산화효소

(sensor kinase)인 ATR이며, 분열효모에서는 Rad3가 그 역할

을 한다. 흥미롭게도 Rad3 결손은 미성숙 상태의 G1기 세포가 

S기로 이행되어 DNA 손상-스트레스와 복제-스트레스에 민

감하게 만드는 특성이 있음이 보고된 바 있는데(Bøe et al., 

2018), Lkh1-결손주 역시 DNA 손상-스트레스 반응을 야기하

는 조건의 하나인 산화충격에 민감하고(Park et al., 2003), 복

제-스트레스 유발 약제인 HU에 민감성을 나타내므로, DNA 

복제-스트레스 반응경로에서 Lkh1과 sensor kinase인 Rad3가 

기능적으로 연계되어 있음을 예상할 수 있다. 따라서 야생형, 

Lkh1-결손주, Rad3-결손주 및 Lkh1/Rad3-이중결손주의 HU 

민감성을 조사한 결과, Lkh1-결손주는 야생형보다는 더 민감

하였으나 Rad3-결손주보다는 덜 민감하였으며, 흥미롭게도 

Lkh1/Rad3-이중결손주의 HU 민감도는 Rad3-결손주와 동일

한 수준으로 조사되었다(Fig. 2). 이러한 결과는 Lkh1가 Rad3

의 상위에서 음성조절자로 작용할 가능성을 시사하는 것이다. 

한편, 야생형과 Lkh1-결손주에서 rad3+ 유전자 발현양을 측정

한 결과, HU 처리 조건 하에서 야생형에 비하여 Lkh1 결손주

의 rad3+ 발현양이 현저히 증가하였다(Fig. 3A). 이러한 결과

는 HU 처리 등과 같은 DNA 손상 환경에서 Lkh1이 rad3+ 발현

을 음성적으로 조절함으로써 Rad3에 의해 작동되는 DNA 복

제 체크포인트(replication checkpoint) 활성이 조절됨을 시사

한다.

라머카이네이즈가 복제-스트레스 반응에 작동하는 MBF-의

존성 전사에 미치는 영향

Rad3 하위의 DNA 복제 체크포인트 유전자는 MBF라 불

리는 전사인자 복합체에 의해 발현이 조절되므로(Dutta et 

al., 2008), MBF에 의해 발현이 조절되는 유전자 중 세포주기

의 S기 진입과 체크포인트 조절에 관여하는 유전자인 cdc18+ 

(Kelly et al., 1993)와 ribonucleotide reductase 유전자인 cdc22+ 

(Håkansson et al., 2006)의 발현을 조사하였다. 그 결과, cdc18+

와 cdc22+의 발현은 HU를 처리하지 않은 상태에서는 야생형

(A) (C)(B)

Fig. 3. Effect of hydroxyurea on the MBF-dependent gene expression in S. pombe strains. Quantitative real time PCR was performed to analyze the 

expression of MBF-dependent genes in Δlkh1 (lkh1 deletion strain), Δrad3 (rad3 deletion strain), and Δlkh1Δrad3 (lkh1 and rad3 double-deletion strain) cells 

with or without hydroxyurea (5 mM, 4 h) treatment. Primers specific to each gene were used. (*p < 0.05)

Fig. 2. Sensitivity of S. pombe strains to hydroxyrea. Serially diluted 

(10-fold) cells from mid-exponential phase of wild type, Δlkh1 (lkh1

deletion strain), Δrad3 (rad3 deletion strain), and Δlkh1Δrad3 (lkh1 and 

rad3 double-deletion strain) were plated onto YES plates supplemented 

with 0, 1, 2, and 5 mM hydroxyurea, respectively. Plates were incubated at 

30°C for 3 days.



226 ∙ Lee et al.

미생물학회지 제58권 제4호

과 결손변이주 간에 유의미한 수준의 차이를 보이지 아니하였

으나, HU 처리로 복제-스트레스 반응을 유발한 조건에서는 

Lkh1-결손주에서 야생형보다 두 유전자의 발현이 증가하는 

경향을 보였다(Fig. 3A). 반면, Rad3-결손주와 Lkh1/Rad3-이

중결손주는 HU 처리 후 cdc18+와 cdc22+의 발현이 야생형이

나 Lkh1-결손주에 비하여 모두 감소하는 경향을 보였다(Fig. 

3B and C). 따라서, 복제-스트레스 반응에서 체크포인트 활성

을 조절하는 BMF-의존성 유전자 전사과정은 Rad3를 매개로 

하는 Lkh1의 작용에 의하여 음성조절 됨을 알 수 있다.

복제-스트레스 반응에서 라머카이네이즈에 의한 rad3+ 유

전자 발현조절을 매개하는 인자

단백질 인산화효소인 라머카이네이즈가 rad3+ 전사과정을 

조절하기 위해서는 이 과정에 음성적으로 작용하는 전사인자

(negative transcription factor)가 필요함을 예상할 수 있다. 그런

데, Lkh1은 분열효모의 세포엉김(flocculation)을 음성조절 하

며, 이 과정은 Lkh1에 의한 인산화로 활성화되는 글로벌 전사

인자인 Tup11과 Tup12 (Kang et al., 2010) 그리고 Prk1에 의해 

매개된다(Park et al., 2018). 또한 발아효모인 Saccharomyces 

cerevisiae의 DNA 손상-스트레스 경로와 세포엉김에 Tup 단

백질이 관여하는 것으로 알려져 있다(Huang et al., 1998). 따

라서, Lkh1 하위에서 작동하는 전사인자인 Tup11, Tup12 및 

Prk1 존재 유무가 분열효모 세포의 HU에 대한 민감도와 rad3+ 

유전자 발현에 미치는 영향을 조사하기 위하여 야생형과 돌연

변이주의 HU 민감도를 조사한 결과, Fig. 4A에서 보듯이 

Tup11, Tup12 및 Prk1이 단독으로 결손된 돌연변이주는 야생

형 및 Lkh1-결손주와 별 다른 차이를 보이지 않았으나, Tup11

과 Tup12가 모두 결손된 균주는 HU에 더욱 민감하였다. 이러

한 관찰결과와 부합되게 Tup11, Tup12 및 Prk1가 단독으로 결

손된 균주에서는 HU 처리 조건에서의 rad3+ 유전자 발현이 야

생형과 유의미한 차이를 보이지 아니하였으나, Tup11과 Tup12

이 모두 결손된 이중결손주의 경우에는 HU 처리 조건에서 

rad3+ 발현량이 야생형에 비하여 유의미한 수준으로 감소하

였다(Fig. 4B). 이는 DNA 복제-스트레스 조건에서 이루어지

는 rad3+ 유전자 발현이 Tup11와 Tup12의 공조에 의해서도 조

절된다는 새로운 가능성을 보여주는 결과이다. 그러나, 분열

효모의 라머카이네이즈에 의한 인산화로 활성화된 Tup 단백

질은 세포엉김이나, 포도당 대사의 음성조절자로 작동하는 유

전발현 조절양상(Kang et al., 2010)과 비교해 볼 때, 복제 스트

레스에 반응하여 rad3+ 의 발현을 증가시키는 과정의 Tup 단

백질의 활성화에는 라머카이네이즈가 아닌 새로운 인자가 관

여할 가능성을 배제할 수 없다. 

(A)

(B)

Fig. 4. Sensitivity of S. pombe strains to hydroxyurea and quantitative analysis of the rad3+ gene expression. Serially diluted (10-fold) cells from 

mid-exponential phase of wild type, Δlkh1 (lkh1 deletion strain), Δtup11 (tup11 deletion strain), Δtup12 (tup12 deletion strain), Δtup11Δtup12 (tup11 and 

tup12 double-deletion strain) and Δprk1 (prk1 deletion strain) were plated onto the plates (A). Quantitative real time PCR was performed to confirm the 

expression of rad3+ in wild type, Δtup11, Δtup12 and Δprk1 cells with or without hydroxyurea treatment (5 mM, 4 h) (B). (***p < 0.001)
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라머카이네이즈가 HU 처리에 의한 세포 내 활성산소종 생성 

미치는 영향

라머카이네이즈 결손은 S. pombe의 산소충격 민감성을 초

래하는 것으로 알려져 있다(Park et al., 2003). HU는 세포 내 

수퍼옥사이디 래디컬(superoxide radical)을 증가시키고, 수퍼

옥사이드 래디컬로부터 유래된 하이드록시 래디컬(hydroxyl 

radical)이 종국적으로 DNA 손상-스트레스를 야기하기도 한

다(Singh and Xu, 2016). 따라서, 야생형에 비하여 HU에 민감

성을 보이는 Lkh1-결손주의 특성은 HU이 야기하는 DNA 손상-

스트레스에 제대로 대처하지 못하기 때문이기도 할 것이므로, 

HU에 의해 세포 내에 생성되는 활성산소종(oxygen radical)을 

2',7'-dichlorodihydrofluorescein- diacetate (H2DCFDA)을 이

용한 형광현미경법으로 조사하였다. 그 결과, Fig. 5에서 보듯

이 야생형과 Lkh1-결손주 모두 산화-스트레스 약제로 잘 알려

진 과산화수소(H2O2) 보다 HU 처리에 의해 세포 내에 축적되

는 활성산소종의 농도는 낮았으나, Lkh1-결손주 세포 내에 축

적된 활성산소종의 농도가 야생형 보다는 더 높게 검출되었

다. 이러한 결과는 Lkh1-결손주가 HU 처리에 의해 생성되는 

세포 내 활성산소종을 효율적으로 제거하지 못하여 야생형보

다 DNA 손상-스트레스나 복제-스트레스에 더 취약한 것임을 

보여준다.

고  찰

본 연구에서는 분열효모인 S. pombe의 라머카이네이즈 결

손돌연변이주가 DNA 복제-스트레스를 야기하는 약제인 하

이드록시유레아(HU)에 민감성을 나타낸다는 사실에 착안하

여 라머카이네이즈와 DNA 복제-스트레스 반응 조절인자와

의 상관 관계를 살펴보았다. 

흥미롭게도 정상적인 생장조건에서는 라머카이네이즈 결

손에 의하여 DNA 복제 체크포인트의 sensor kinase 유전자인 

rad3+의 발현이 변화하지 않았으나, HU 처리 등의 복제-스트

레스가 야기되는 조건에서는 라머카이네이즈 결손에 의하여 

rad3+ 발현량이 증가하였다. 이는 분열효모의 라머카이네이

즈가 정상적인 생장조건이나 낮은 수준의 복제-스트레스(대

략 5 mM 이하의 HU 처리)에서는 DNA 복제 체크포인트 경로

에 특기할만한 영향을 미치지 아니하지만, 비교적 강한 수준

의 DNA 복제-스트레스(최소 5 mM 이상의 HU 처리)가 가해

진 조건에서는 라머카이네이즈가 DNA 손상-스트레스 및 복

제-스트레스 반응 경로의 상위에 작용하는 rad3+의 발현을 음

성조절 함을 시사하는 것이다. 한편, HU 처리로 활성화되는 

rad3+의 전사조절에 관여하는 전사인자를 동정하기 위한 시

도로 알려진 전사인자 돌연변이주를 대상으로 HU 민감성과 

Rad3 유전자 발현을 조사한 결과, 라머카이네이즈에 의해 활

성화되는 것으로 알려진 음성전사조절자인 Tup11과 Tup12 

(Kang et al., 2010)가 동시에 결실된 이중 돌연변이주만 HU 

민감성을 보였으며 Rad3 유전자 발현은 예상과 달리 감소하

였다. 이러한 결과는 HU 처리에 의한 Rad3 유전자 발현조절

에 Tup11과 Tup12가 동시에 관여하나 이들의 활성화 Lkh1가 

아닌 미지의 조절자에 의해 이루어지는 것으로 추정되었다. 

이전까지 보고된 분열효모의 라머카이네이즈 기능 연구결

과 중 DNA 손상 및 복제-스트레스와 관련이 있는 것으로는, 

정상적인 생장(또는 세포분열) 조건에서는 라머카이네이즈

가 세포주기 조절자(CDK)의 활성저해인자인 Rum1 단백질

을 매개로 분열주기의 G1기에서 S기로의 이행을 조절하며

(Yu et al., 2013), DNA 손상-스트레스를 야기하는 약제인 과

산화수소 등의 산화충격제가 처리되면 라머카이네이즈가 항

산화효소 유전자의 전사체 안정성 유지에 관여하는 단백질인 

Csx1을 매개로 작용한다는 것이다(Kang et al., 2007).

본 논문에서는 라머카이네이즈가 정상적인 생장조건뿐만 

아니라 DNA 손상을 야기하거나 복제를 방해하는 비정상적인 

조건에서도 분열효모의 세포주기 조절에 관여한다는 새로운 

사실을 제시하였다. 또한 지금까지 알려진 DNA 손상-스트레

스와 복제-스트레스 반응 경로의 최상위 인자인 Rad3의 상위

Fig. 5. Cellular accumulation of ROS in S. pombe strains. Cells were 

stained with H2DCFDA to detect intracellular accumulation of ROS by 

hydroxyurea treatment. The wild type and Δlkh1 (lkh1 deletion strain) cell 

were grown to the early mid-exponential phase (OD600 = 0.3), followed by 

incubation at 30°C for 1 h with 50 μM H2DCFDA. Thereafter, hydroxyurea 

and hydrogen peroxide were treated and incubated at 30°C for 2 h. 

Accumulation of ROS in the cells was observed by fluorescence micro-

scopy.
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에 라머카이네이즈(Lkh1)와 음성전사조절인자(Tup11, Tup12)

가 조절자로 기능한다는 증거를 제시하였다. 이와 더불어 복

제-스트레스 처리 유무와 라머카이네이즈의 존재 유무와 무

관하게 rad3+의 발현양은 일정 수준을 항상 유지한다는 결과

(Fig. 3A)와 Tup11과 Tup12가 동시에 결손된 돌연변이주의 

Rad3 유전자 발현이 증가한 결과(Fig. 4B)는 라머카이네이즈

나 Tup 단백질 외에 Rad3의 활성을 조절하는 또 다른 조절자

(또는 조절경로)가 존재할 가능성을 시사하는 것으로, 향후 

라머카이네이즈와 Tup 단백질을 포함한 Rad3 상위조절자의 

기능을 분석하는 연구가 이루어져야 할 것으로 사료된다.

적  요

본 연구에서는 분열효모 Schizosaccharomyces pombe의 라

머카이네이즈(Lkh1) 결손 돌연변이주가 하이드록시유레아

(HU) 등에 의해 유도되는 DNA 복제 체크포인트와의 연관성

을 조사하였다. Lkh1-결손주는 특정 농도(5 mM) 이상의 HU

에 민감하였으며, DNA 복제 체크포인트의 센서카이네이즈

인 Rad3-결손주는 Lkh1-결손주 보다 HU에 더 민감하였다. 한

편, Lkh1과 Rad3가 모두 결손된 이중 돌연변이주는 Rad3 결

손주와 동일한 수준의 HU 감수성을 보였으며, HU 처리로 

Lkh1-결손주의 rad3+ 및 하위 유전자 발현이 증가하였다. 이

는 DNA 복제 체크포인트를 작동하는 Rad3의 활성이 Lkh1에 

의해 음성조절됨을 시사하는 것이다. 한편, Lkh1과 Rad3 사이

에서 작용하는 전사조절인자를 규명하기 위하여 Lkh1 하위의 

조절자인 Tup11, Tup12 및 Prk1 결손주의 HU 민감성과 Rad3 

유전자 발현을 조사한 결과, Tup11/Tup12 유전자가 동시에 

결실된 이중 돌연변이주만 HU 민감성을 보였으며 Rad3 유전

자 발현도 감소하였다. 이러한 결과는 HU 처리에 의한 Rad3 

유전자 발현조절에 Tup11과 Tup12가 동시에 관여하나 이들

의 활성화 Lkh1가 아닌 미지의 조절자에 의해 이루어짐을 시

사한다.
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