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Cloning of phos phom annomut as e g ene from V ib r io f urn is s i i

inv olv ed in bios y nthe s is of LP S

and

Production of knock out mut ant us ing s uicide v ector

N am hy un Kim

Depar t ment of Biot echnology and Bioeng ineer ing , Pukyong Nat iona l

Un iver s i t y

Abs t r ac t

We cloned a pa rt of phosphoma nnomutase (PMM) gene from Vibrio furnissii

which one of the ca use of disease gram negative bacte ria Vibrio sp. and

found out the e ntire open reading frame(ORF) as to ca rry out inve rse

PCR.

0.5kb fragment of the pmm was cloned in s uicide vector and tra nsformed

into the V. furnissii, that could make knock out muta nt to homologous

recombination.

To ma ke s ure that the muta nt make change to ge ne a nd biosynthes is of

Lipopolysaccha ride (LPS), we se rved southe rn blot hybridization a nd

SDS- PAGE /S ilve r sta ining.

This study was expla ined to be clea r that re lations hip of pmm a nd LPS

biosynthes is . For the more , cons ide red that ma ny function of LPS which

has known as antige ne a nd protection to seve ra l bacte ria from compa ring

wild- type with mutant



I . 서론

Vibr io f urn i ss i i는 Vibr io f luv i al i s와 함께 심한 설사증상을 일으키는

Vibr io sp .중 하나로 알려져 있으며 이는 종종 seafood와 r aw she l l f i sh

등을 섭취하였을 때 사람에게 감염되어 나타나는 것으로 알려져 있다 .

V. f urn i ss i i는 처음에 V. f luv i al i s와 같은 종으로 구분하였다가 나중

에 그 유전적인 분석을 통해 또 다른 종류로 분류되어 나왔다 [1,7] 특히

Vibr io f urn i ss i i는 es t uar ine env i r onment (강의 하구)에서 종종 발견되

고 있으며 몇몇 사람에게 설사를 일으키는 경우에서 발견된 보고가 있지

만 그 완전한 pat hogene에 대해선 아직 연구 중에 있다 . [2]

PMM(phosphomannomut ase )는 PGM(phophog lucomut ase )와 함께 여러 미생물

종에 있어 당 섭취 과정 중에 관여하며 Mannose- 6- phosphat e를

Mannose- 1- phosphat e로 변환시켜주는 역할을 하는 것으로 이는 결국

a lg inat e 나 LPS(Lipopolysacchar ide )의 생합성에 관여하는 것으로 몇몇

연구에서 보고된 바 있다(Fig . 1) [3 ,6 ,8 , 10] .

지금까지 LPS에 관련된 많은 연구가 행해졌으며 이는 이미 여러 병원성

미생물에 있어 항원 및 미생물 자체의 보호막으로 작용한다고 보고되어

왔다 [11] . 우리는 V. f urn i ss i i의 Gene l ibr ary과정 중 우연히 PMM 유전

자의 일부분을 발견하였으며 다시 Sout hern hybr id i zat ion 및 Inver se

PCR과정을 통해 그 완전한 유전자 염기서열 및 염색체 지도를 작성하였

다 . 또한 이 유전자의 ORF 중 일부분을 Su i c ide vect or를 이용하여

knock out 시킨 돌연변이 균주를 제작하였고 이 균주로부터 LPS를 분리하

여 wi ld- t ype 균주와 비교분석을 통해 사라진 LPS를 SDS-PAGE와 s i lver

s t a in ing을 통해 육안으로 확인할 수 있었다 .

본 연구를 통해 아직 밝혀진바 없는 V. f urn i ss i i의 PMM 의 유전자를 밝혀

내고 그 기능의 결과물인 LPS 합성과의 관계를 명백하게 증명하는데 그



의의를 찾을 수 있을 것이다 .
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Gl c 6 - p UDP- Gl c LP S

PGI

Fr c6- p

Man6- p GDP-Man LPS(? )

Alg inat e

PMI

PMM/ PGM

Gl c1- p
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PMM/ PGM

Man1- p
GMP

f i gur e 1 . Pr oposed r ol es of PMM/ PGM in t he b i osynt hes i s of a l g inat e and

LPS .

Abbr evi a t i ons : Gl c , g l ucose ; GK, g l ucose k i nase ; Gl c6-p , G6P ; Gl c1-P

G1P ; UDP- Gl c , UDP-g l ucose ; UGP, UDP-g l ucose pyr ophosphor y l ase ;

PG, phosphog l ucose i somer ase ; Fr c6-P, f r uc t ose6-phospha t e ; Man6-P,

M6P ; Man1-P, MIP; GDP-man , GDP-manose ; GMP, GDP-mannose

pyr ophosphor y l ase . [3]



I I . 재료 및 방법

본 실험재료 및 방법을 요약하면 다음과 같다 .

1 . s t r a i ns , p l as mi ds , cu l t ur e c ond i t i on

이번 실험에서 사용한 균주는 Vibr io f urn i ss i i로서 KCTC 2731 균주를

사용하였고 c lon ing hos t 및 knock out mut at ion 시키기 위한 hos t ce l l

로서 DH5α, JM83, SM10λp i r [9]를 사용하였다 . 또한 wi ld- t ype의

Vibr io f urn i ss i i 와 Vibr io f urn i ss i i PMM Mut 를 사용하였다 . 실험에

사용된 플라스미드는 c lon ing vect or로서 pGEM4Z, pGEM5Z을 사용하였고

knock out mut ant 를 만들기 위해 su i c ide vect or 인 pNQ705를 사용하였

다 . (Tab le 1)

배양조건은 V. f urn i ss i i 인 경우 BHI배지에 접종하여 150- 200 rpm으로 25

- 37 에서 overn ight 배양하였다 .

E.col i는 LB(Lur i a-Ber t an i )배지에 접종하여 150- 200rpm 에 37 에서 배

양하였다 .

SM10 -p i r는 LB배지에 Kanamyc in 항생제를 100㎍/ ㎖ 첨가하여 위의

E.col i와 동일한 방법으로 배양하였다 .

실험에 사용된 시약은 Difco(USA), Sigma(USA) 또는 Juns ei(Japan)로

부터 구입하여 사용하였으며, r es tr iction enzyme은 Pr omega(USA)로부

터 구입하여 사용하였다.



Tab l e 1 . Bact er i a l s t r a ins and Pl asmids used in t h i s s t udy

Abbreviations for antibiotics : Am, ampicillin ; Cm , chloramphenicol; Km,

kanamycin ;

Stra ins/

Pla s mids
Re leva nt prope rties Source or Ref.

V.furnis sii
wild- type he molys in,

Phos pholipase , ge latin activity
KCTC 273 1

V . f u r n i s s i i

pmm mut

Knock out muta nt of V.furnis sii

pmm
This study

DH5α Cloning host stra in Life Technologies , Inc.

J M83 Cloning host stra in

S M 10λpir
Donor stra in fo r conjugation

Km r
Che n- Na m Univ.

pGEM4Z Cloning vecto r Am r P romega Biotech

pBluescript Cloning vecto r Am r Stra ta ge ne

Topo TA

cloning vector

Cloning vector fo r Ta g pol

PCR
Stra ta ge ne

pNQ705 S uicide vector Cm r Mob. Ori R Che n- Na m Univ.

pVFNM72

7.2kb pa rtia l pmm fragme nt

from V.furnis sii cloned in

pGEM4Z us ing HindIII

This study

pVFRMBI
1.5kb inve rse PCR fragme nt in

Topo TA cloning vecto r
This study

pNQ705pmm

0.5kb knock out fragme nt from

v.furnissii pmm cloned in

pNQ705

This study



2 . V . f ur n i s s i i 의 독소활성 t e s t

Wi ld- t ype의 V. f urn i ss i i를 Blood , Egg york , ge l at in p l at e상에서 각

각 백금이로 배열하여 38℃에서 1일간 배양한 후 자라난 균주 주위로 생

겨나는 ha lo를 관찰하였다 . Blood p l at e는 BBL St acker p l at e (Bect on

Di ck inson USA)를 사용하였으며 Egg york p l at e는 계란에서 egg-york를

무균적으로 분리한 다음 멸균된 phosphat e buf fer sa l ine과 1: 1의 부피

비로 혼합한 후 이 용액을 1.2% agar 가 녹아있는 BHI배지에 섞어 굳힌

후 사용하였다 . Ge l at in p l at e는 1%의 Ge l at in powder를 BHI agar 배지

에 혼합하여 굳힌 후 사용하였다 .

3 . DNA man i pu l at i on , Tr ans f o rma t i on

플라스미드 DNA는 E. col i를 배양하여 a lka l ine lys i s과정 [4]을 통해 분

리 하거나 QIApr ep sp in p l asmid k i t (Qi agen , Sant a Cl ar i t a , Ca l i f . )를

사용하여 분리 추출 후 사용하였다 . DNA를 E.col i에 전이시키는 과정은

s t andar d t r ans format ion 과정이나 e lect r ot r ans format ion [5]의 방법으

로 수행하였다 .

4 . Ag ar o s e g e l e l e c t r opho r e s i s , D N A g e l is o l a t io n

이 과정은 이미 밝혀진 pr ot ocol에 따라 수행하였다 [5] . 전기영동에 사용

한 완충용액으로는 TAE 완충용액(40 mM T r is - acetate , pH 8.0 , 1

mM EDTA)를 사용하였으며 0 .8 - 2.0 %의 agaros e 수평 ge l을 사용하

여 시료의 1/ 4배량의 4×gel loading buffer를 가한 DNA용액을 100 V에

서 전기영동 하였다. Agaros e gel로부터 DNA 단편의 회수는 Gel

ex tr action kit (Quiagen, Germany)를 사용하였다.



5 . Sout he rn b l o t hy br i d i z at i on

Chr omosoma l DNA를 제한효소로 각각 절단하여 0 .8% agar ose ge l에서

전기영동을 행하고 sout hern의 방법에 따라 DNA b lot t ing을 행하였다 .

Agar ose ge l을 변성 완충액(0 .5 M NaOH, 1.5 M NaCl )에 30분간 첨가하여

DNA를 변성시키고 증류수로 2회 세척한 후 , 중성 완충액(0 .5 M

Tr i s-HCl , pH 7 .0 , 3 M NaCl )으로 30분간 처리하였다 . Blot t ing은

What man 3M f i l t er paper를 길게 잘라서 양쪽 끝이 20×SSC 용액(0 .3 M

sodium c i t r at e pH 7 .0 , 3 M NaCl )에 잠기도록 놓고 What mam 3M paper를

부가한 다음 ge l을 놓고 ge l과 같은 크기의 ny lon membr ane을 놓았다 .

그 위에 동일 크기의 2장의 what man paper와 paper t owe l을 차례로 올려

놓은 후 약 500 - 800 g의 무게를 가해주면서 실온에서 20시간동안 DNA를

membr ane에 b lot t ing하는 cap i l l ary t r ans fer 방법을 이용하였다 .

Tr ans fer 끝난 ge l을 et h id ium br omide로 염색하여 DNA가 이동된 것을

확인한 후 DNA가 t r anfer된 ny lon membr ane을 D.W.로 가볍게 씻은 후 UV

i l luminat or하에서 3분 정도 조사하여 DNA를 고정하였다 .

pr obe DNA의 l abe l ing , hybr id i zat ion , Det ect ion은 DIG DNA Labe l ing

and Det ect ion Ki t (BOEHRINGE MANNHEIM사 Germany)와 그 pr ot ocol에 따

라 수행하였다 .

6 . Po l yme r as e cha i n r e ac t i on ( PCR)

내열성 DNA 중합효소인 Tag polymer ase와 pr imer를 이용하여 aut omat ed

t herma l cyc ler (DNA t herma l cyc ler 9700 , Perk in Elmer cet us , USA)로

PCR amp l i f i cat ion을 수행하였다 . PCR은 50 ㎕의 부피를 기준으로 하였

으며 dNTP (dATP . dCTP, dGTP, dTTP, 100 μM)와 Tag polymer ase를 250

㎕ t ube에 넣고 여기에 t emp l at e DNA와 pr imer를 가하여 반응 액의 부피

를 50 ㎕로 조정한 다음 , 98℃에서 7분간 가열시키고 , t herma l cyc le에

서 DNA의 amp l i f i cat ion을 시행하였다 . 이때 증폭 cyc le의 횟수는 25

cyc le로 매 cyc le당 94℃에서 30초 , 55℃에서 30초 , 72℃에서 1분 30초

를 반복 수행하였다 . 그리고 마지막 ext ens ion시간을 72℃에서 10분간 연

장하여 반응하였다 . 전기영동으로 증폭된 DNA 단편을 확인하고 , Ge l

ext r act ion k i t (Qu i agen , Germany)를 사용하여 agar ose ge l로부터 회수



하였다 .

7 . Crude LPS의 분리

LPS의 분리는 Methods in Enzymology ' Vol.235의 Modified

Phenol- Water T echnique을 따랐다. BHI 100ml에 V .furnis s ii

wild- type과 Mutant를 각각 접종하여 ove rnight cultur e 한 후 원심 분

리하여 cell을 회수하여 50mM Sodium Phos phate , pH7.0 , containing

5mM EDTA에 sus pens ion한다. 이것을3 - 5min간 vortex 한 후 Hen

egg lys ozyme (100mg)을 첨가하고 vortex 한 후 4 에서 ove rnight

incubation(2- 3회 vor tex를 해준다)

이것을 37 에서 20분간 incubation, vor tex for 3min, 20mM MgCl2 를

첨가한다. 여기에 RNas e , DNas e를 final concentr ation 1㎍/ ml 되도록

첨가한다. Sus pens ion을 37 에서 2시간 incubation한 후 60 에서

60min동안 incubation(1- 2회 vor tex )한다 다시 70 wate r bath에 위치

시키고 같은 volume의 90% phenol(미리 70 에서 incubation하여 놓는

다)을 첨가하여 완전히 섞어준 뒤 ice - wate r bath에서 급히 냉각시킨다

(15min 이상)

위 s ample를 4 12000rpm에서 원심 분리하여 aqueous laye r를 회수

하고 이를 phenol 냄새가 나지 않을 때까지 D.W.로 투석하여 crude

LPS를 분리해낸다.

8 . S i l v e r s t a i n i ng

분리한 crude LPS를 SDS-PAGE를 통해 전기영동한 후 Pr ot e in

met hods (Dan ie l M. Bol l ag , St uar t J . Ede l s t e in , 1991) 의 pr ot ocol에

따라 s i lver s t a in ing을 하였다 .



I I I .결과

1 . V . f ur n i s s i i의 hemo ly t i c , pho s pho l i pas e , g e l at i n ac t i v i t y 확

인

V. f urn i ss i i가 각각의 활성 t es t 에서 p l at e상에 자라난 균주 주위로 모

두 ha lo가 관찰되어 위의 Enzyme 활성을 가지는 것으로 확인되었다 . 이와

같은 V. f urn i ss i i의 활성은 conj ugat ion 과정 이후 혼합된 균체로 부터

이 균주의 scr een ing에 선택 s igna l로 사용 가능함을 알 수 있다 .

(Fig .2)

2 . V . f ur n i s s i i pmm의 c l on i ng과 s e que nc e ana ly s i s

V. f urn i ss i i 균주를 BHI에 접종하여 overn ight cu l t ur e한 후

chr omosoma l DNA를 분리하여 HindⅢ로 par t i a l d iges t ion하였다 . 이를

pGEM 4Z에 l igat ion하여 DH5 에 t r ans format ion하였다 .

Tr ans formant 를 LA평판배지에 X- ga l , IPTG 와 함께 도말하여 배양된

b lue 와 wh i t e colony들 중 wh i t e colony를 선별하였다 . 이렇게 선별된

균주를 각각 배양하여 플라스미드 분리 및 확인 작업을 통해 이들 중 약

7kb 정도의 재조합 플라스미드가 c lon ing된 균주를 un iver sa l

pr imer (UP)와 r ever se pr imer (RP)를 사용하여 DNA sequenc ing을 수행하

였다 .

위의 과정을 통해 밝혀낸 inser t 의 7 .2kb의 염기서열을 NCBI (Nat iona l

Cent er for Biot echnology Informat ion)에서 BLAST net work serv i ce 통

해 Gene Bank 데이터와의 비교분석을 함으로서 이 유전자중의 일부가

Phosphomannomut ase와 유사한 sequence를 지정하고 있음을 알아내었

다 . (Fig . 3) 우리는 이 플라스미드를 pVFNM72라고 명명하였다 .



Hemolys in activity

Phospholipase activity

Ge latinase activity

F i gur e 2 . Pat hogen i c f act or s of Vibr io f urn i ss i i



F i gur e 3 . Pr ocedur e of pmm gene c lon ing f r om Vibr io f urn i ss i i



3 . Sout he rn b l o t hy br i d i z at i on 과 i nv e r s e PCR을 이용한 pmm의 전

체 ORF의 판독

잘려진 pm m 의 5 '부분의 염기서열을 밝히기 위해 Southern blot

hybridization 및 Invers e PCR방법을 사용하였다. V .furniss ii의

chromos ome을 각각 BamHI, SacI, SalI, HindIII로 절단하여 agaros e

gel 상에서 전기영동 한 뒤 pVFNM72에서 약 0 .5kb의 PMM gene을

probe로 사용한 s outhern blotting에서 다음의 결과를 얻었다.(Fig .4)

따라서 V .furniss ii의 chromos ome을 위의 각 enzyme으로 diges tion하

여 이것을 다시 s e lf- ligation한 후 이를 t emplate로 사용하여 Invers e

PCR을 실시하였다. 여기서 primer는 pVFNM72의 pm m 부분에서 각각

5 과 3 방향으로 20 mer를 작성하여 InbioNe t으로부터 제작주문한 것을

사용하였다.(F ig . 5) .

위 실험결과 BamHI으로 diges tion 후 다시 s elf- ligation한 t emplate로

부터 1.5kb 의 PCR product를 얻어내었고 이들을 s equencing하여 잘

려진 p m m 의 5 '방향의 염기서열을 알아 낼 수 있었다. 이렇게 하여 알아

낸 염기서열을 pVFNH72의 ins er t 염기서열과 연결하여 완전한 pm m

ORF를 찾아내었다. 이 유전자는 1434bp로서 477개의 아미노산 잔기로

이루어져있다.(Data not s hown)



F i gur e 4 . Sout hern hybr id i zat ion and Mapp ing of Vibr io f urn i ss i i
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F i gur e 5 . Pr ocedur e of Inver se PCR



4 . H o m o l o g o us re c o m b in a t io n 에 의한 k n o c k o ut m ut a nt 의 제작

및 S o u th e rn hy b rid iz a t i o n을 통 한 유 전자 m ut a t io n 확 인

(1) pNQ70 5pm m 의 제작

pVFNM72로부터 pm m 의 0 .5 kb를 HindIII 와 EcoRI 으로 잘라낸 후

이 조각을 Gel is olation하여 같은 Enzyme으로 잘라낸 pBlues cr ipt에 연

결하였다. 이것을 다시 SalI, SacI 으로 잘라내어 같은 Enzyme으로 제한

된 pNQ70 5에 연결하였다. 이렇게 제작된 plas mid를 pNQ705p m m 이라

명명하였다(Fig .6).

(2) S M 10λp ir에 tr ans formation

위에서 제작한 pNQ70 5pm m을 S M 10λp ir에 tr ans formation 하기 위하여

다음의 과정을 실시하였다.

우선 S M 10λp ir의 competent ce ll로 만들기 위해 Km을 첨가한 LB 배지

에서 37 ℃ 200rpm으로 OD6 0 0 에서 0 .5까지 배양한 후 원심 분리하여

ce ll을 회수한 후 4 ℃의 FSB(frozen s tor age buffer : 100 mM KCl, 50

mM CaCl2 , 10 % Glycerol, 10 mM KCO2 CH3 )에 pellet을 녹여 20분간

ice 에서 incubation한다. 여기에 pNQ705pm m을 tr ans formatin하였다.

(3) S M 10λp ir tr ans formant와 wild- type V .furnis s ii의 conjugation

우선, S M 10 pir (pNQ705 re combinant의 tr ans formant)와 V .furnis s ii

wild- type을 BHI plate에서 각각 배양한 다음 두 균주를 각각 멸균된 면

봉으로 긁어내어 BHI plate상에서 넓게 펴서 고르게 문질러 혼합시켜준

후 이것을 38 에서 8 - 10시간 동안 incubation 하였다.



F i gur e 6 . Pr epar at ion of r ecomb inant su i c ide vect or for knock out

mut at ion



(4) V .furnis s ii mutant의 s e lection

멸균된 백금이로 혼합된 균주를 긁어서 Chloramphenicol(Cm)이 함유된

Blood agar plate (60㎍Cm/ plate)에 s tr iking하였다.

이 plate를 다시 38 incubator에서 overnight cultur e한 후 hemolytic

activity (Halo)를 나타내는 colony를 선별하였다. 이 균주는 위의

phos pholipas e , 및 gelatin activity도 나타내는 것으로 확인되었으나

wild- type의 V .furnis s ii와 달리 Cm의 내성을 가지게 된 것을 확인하였

다.

(5) Southe rn hybridization을 통한 mutation 확인

얻어진 colony가 pm m mutant 인지 확인하기 위하여 두 번에 걸쳐 다음

의 s outhe rn blot hybridization을 실시하였다.

Southe rn blot hybridization I

V .furnis s ii wild- type과 Mutant의 chromos ome을 분리하여 HindIII로

diges tion하여 전기영동 한 후 s outhe rn blott ing을 실시하였다. 이때

probe는 p mm knock out 부분인 0 .5kb를 pVFNM72로부터 diges tion하

여 Gel is olation한 것을 사용하였다.(Fig .7)



F i gur e 7 . Sout hern hybr id i zat ion of wi ld- t ype and mut ant t o be

used pmm knock out gene as pr obe

w ild - typ e mut an t



Southe rn blot hybridization II

Knock out되지 않은 pm m 의 일부를 pVFNM72로부터 Gel is olation

하여 이것을 probe사용하여 다시 s outhern blott ing을 실행하였다.

pVFNM72를 HpaI으로 diges tion하여 2.5kb의 fr agment를 Gel is olation

하였다. 이것을 probe로 사용하고 V .furnis s ii wild- type과 Mutant를 각

각 HindIII로 diges tion하여 전기 영동을 한 후 두 번째 s outhern

blott ing을 실시하였다. 이 실험에서는 두 균주가 같은 s ignal을 보였다

(data not s hown).위의 결과를 Fig . 8에서 설명하였다.

5 . V .furnis s ii w il d - t y p e 과 m ut a n t 로부 터 각각 의 LP S 의 분 리 및

s ilv e r s t a in ing 을 통 한 비교

V .furnis s ii의 wild- type과 mutant로부터 각각의 LPS를 분리한 후

SDS- PAGE 및 s ilver s taining 결과 다음의 결과를 얻었다(Fig . 9).

그림에서 화살표 부분은 wild- type에 존재하는 LPS 이며 mutant 에서는

이것이 사라진 것을 알 수 있다. 이것은 pm m 이 knock out 됨에 따라 그

기능을 상실한 PMM으로 인해 mutant에서는 LPS가 생성되지 않았음을

알 수 있다.



F ig ure 8 . Ce rt i f ic a t i o n o f k n o c k o ut m ut a n t b y s o u th e rn

h y b ri d iz a t i o n



wild- type Muta nt

F i gur e 9 . SDS-PAGE and Si lver s t a in ing of LPS t o be i so l at ed f r om

wi ld- t ype and mut ant



IV . 고 찰

V .furnis s ii는 V .fluv ialis 와 함께 병원성 세균으로 알려진 V ibrio s p .의

일종으로 알려져 있으며 이는 그 종이 가진 여러 가지 pathogene 에 의해

유래하는 것이다. 현재까지 PMM gene 에 대해 여러 가지 연구가 진행중

인 바 아직까지 V ibrio sp . 에 대해선 알려진 바가 별로 없다. 우리는

V .furnis s ii의 PMM gene의 cloning을 통해 pm m 의 서열을 규명하여 유

전자 지도를 작성하였고 knock out mutation을 통해 LPS 합성에 관여하

는 PMM 의 기능을 확인하였다. 위의 연구 결과로 V .furnis s ii에서 PMM

Gene과 LPS 생합성과의 의 관계를 명확히 제시하였으며 또한 항원으로

작용하는 LPS의 기능 또한 Mutant의 비교실험을 통해 수행할 수 있는

가능성을 제시하였다. 앞으로 보다 많은 실험을 통해 PMM 및 LPS의 기

능이 보다 자세하게 이루어질 수 있을 것이며 이는 본 연구실에서 계속

수행해 나가고 있는 바이다.



V . 요약

병원성 세균으로 알려져있는 비브리오 종의 하나인 Vibr io f urn i ss i i 균

주로부터 phosphomannomut ase (PMM) gene의 일부분을 클로닝하였고

Inver se PCR을 수행하여 통해 완전한 ORF를 찾아내어 그 염기서열을 분석

하였다 .

Su i c ide vect or 에 PMM 유전자의 일부분을 Clon ing하여 이를 다시

V. f urn i ss i i에 주입하여 동일 유전자 재조합(homologous r ecomb ina-

t ion)에 의한 Knock out mut ant 를 제작하는데 성공하였다 . 이렇게 제작

한 돌연변이 균주가 Lipopolysacchar ide (LPS) 합성과정상에 어떤 변화를

일으켰는지를 SDS-PAGE 및 Si lver s t a in ing 과정을 통하여 확인하였다 .

이러한 연구과정을 통해 아직까지 명확하게 알려지지 않은 PMM과 LPS 생

합성 사이의 관계를 보다 명백하게 설명할 수 있으며 knock out mut at ion

과정을 통해 제작된 돌연변이 균주를 이용하여 항원 , 혹은 세균자체의 보

호막 역할을 하는 것으로 널리 알려진 LPS의 다양한 기능을 wi ld- t ype과

의 비교연구를 통해 분석할 수 있으리라 여겨진다 .
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