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김경선1†·김덕규2†·박혜연1·성정희1#·김응빈1*

1연세대학교 생명시스템대학 생물학과, 2극지연구소 극지생명과학연구부
#현주소: 연세대학교 동서문제연구원

Heat Shock-Induced Physical Changes of Megaplasmids in 

Rhodococcus sp. Strain DK17

Kyungsun Kim1†, Dockyu Kim2†, Haeyoun Park1, Junghee Sung1#, and Eungbin Kim1*

1
Department of Biology, Yonsei University, Seoul 120-749, Republic of Korea 

2Division of Life Sciences, Korea Polar Research Institute, Incheon 406-840, Republic of Korea
#
Present address: Institute of East & West Studies, Yonsei University

(Received December 22, 2010 / Accepted March 23, 2011)

Rhodococcus sp. strain DK17 possesses three megaplasmids (380 kb pDK1, 330 kb pDK2, and 750 kb 

pDK3). The alkylbenzene-degrading genes (akbABCDEF) are present on pDK2 while the phthalate 

operons which are duplicated are present on both pDK2 (ophA’B’C’R’) and pDK3 (ophABCR). DK17 

with an optimal temperature of 30°C showed no growth at 37°C. When transferred to 30°C, however, 

the 37°C culture began to grow immediately, indicating that 37°C is not lethal but stressful for DK17 

growth. In addition, when exposed to 37°C even for a short time, a part of DK17 cells lost the ability 

to degrade o-xylene (a model compound of alkylbenzenes). When two hundred colonies were randomly 

selected for colony PCR for pDK2-specific akbC, ophC’, or pDK3-specific ophC, a total of 29 colonies 

were found to have lost at least one of the three genes. PFGE analysis clearly showed that all the 

mutants have different megaplasmid profiles from that of DK17 wild type, which are divided into five 

different cases: Type I (10 mutants, pDK2 loss and acquisition of a new ~700 kb plasmid), Type II (9 

mutants, pDK2 loss), Type III (8 mutants, pDK3 loss and acquisition of a new ~400 kb plasmid), Type 

IV (1 mutant, pDK3 loss), and Type V (1 mutant, pDK2 and pDK3 loss and acquisition of the ~400 

kb and ~700 kb plasmids). The above results showing that growth temperature changes can induce 

physical changes in bacterial genomes suggest that environmental changes in habitats including 

temperature fluctuations affect significantly the evolution of bacteria.
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Rhizobium meliloti에서 450 kb 이상의 거대한 plasmid가 

발견되면서 이를 지칭하기 위해 ‘megaplasmid’라는 용어가 처

음 사용된 이후로(22), 다양한 세균에서 megaplasmid의 존재

가 확인되었다(2, 4, 9, 11). 특히 방향족탄화수소를 비롯한 유

기화합물이나 인공합성물의 분해에 관여하는 유전자들이 

megaplasmid에 존재하는 경우가 많은 것으로 보고되어 왔다

(3, 8, 15, 18). 최근에는 Rhodococcus 속 세균들을 비롯하여 

다양한 종류의 그람양성세균에서 catabolic megaplasmid가 발
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견되었고(Table 1), 이미 상당 수의 염기서열이 보고되었다(1, 

5, 13, 19, 20, 26).

대한민국 여천 석유화학공단의 유류 오염 토양에서 분리한 

Rhodococcus sp. strain DK17은 o-xylene, ethylbenzene과 

toluene 등 여러 종류의 alkylbenzene 뿐만 아니라 phthalate류

도 성장기질로 이용할 수 있다(16). DK17의 방향족탄화수소 

분해대사 유전자군은 3개의 linear catabolic megaplasmid (380 

kb pDK1, 330 kb pDK2, 750 kb pDK3) 중 pDK2와 pDK3에 

위치하는 것으로 확인되었다(7, 16). 즉, alkylbenzene 분해 유

전자군(akbABCDEF)은 pDK2에, two copy로 존재하는 

phthalate 분해 유전자군은 pDK2 (ophA’B’C’R’)와 pDK3 
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Table 1. Selected Gram-positive bacterial strains and their organic compound-degradative plasmids

Strain
Plasmid 

(size in kb)
Compounds Shape Reference

Arthrobacter nicotinovor pAO1 (165) Nicotine Circular 12

Arthrobacter aurescens TC1
pTC1 (408)
pTC2 (300)

Atrazine/Isopropylamine
Isopropylamine

Circular
Circular

20

Rhodococcus erythropolis BD2 pBD2 (210) Isopropylbenzene Linear 26

Rhodococcus jostii RHA1
pRHL1 (1,123)
pRHL2 (442)

Biphenyl/Phthalates
Phthalates

Linear 
Linear

24

Rhodococcus sp. DK17
pDK2 (330)
pDK3 (750)

Alkylbenzenes/Phthalate
Phthalate

Linear
Linear

7, 16

Gordonia westfalica Kb1 pKB1 (101) cis-1,4-Polyisoprene Circular 5

Gordonia sp. KTR9 pGKT2 (182) Hexahydro-1,3,5-trinitro-1,3,5-triazine Circular 13

pDK2
(~330kb)

pDK1
(~380kb)

pDK3
(~750kb)

COO-

COO-

CH3

CH3

-OOC OH

OH

COO-

CH3

OH

O
CH3

o-Xylene

OphA1A2A3A4-OphB-OphC

Phthalate

AkbA1A2A3A4-AkbB-AkbC

COO-

COO- -OOC OH

OH

OphA1’A2’A3’A4’-OphB’-OphC’

Fig. 1. PFGE separation of genomic DNA from 
Rhodococcus sp. DK17. The genes encoding the initial steps 
in alkylbenzene degradation are present on pDK2 while the 
phthalate operons are duplicated and are present on both 
pDK2 and pDK3.

(ophABCR)에 각각 위치한다(Fig. 1). 또한 pDK2는 자외선 조

사에 의해서 상대적으로 쉽게 상실된다는 보고도 있었다(16). 

여기에 DK17이 37°C에서는 전혀 성장하지 못한다는 사실(17)

까지 함께 고려하면, 자연 환경에서 자외선 조사와 여름철 온

도 상승 등이 DK17에게 주요한 물리적 스트레스로 작용할 수 

있다는 추론이 가능해진다. 이 연구에서는 다양한 환경 스트레

스가 DK17에 미치는 영향을 파악하기 위한 첫 단계로 성장온

도가 DK17의 방향족탄화수소 대사와 megaplasmid 안정성에 

미치는 영향을 조사·분석하였다.

주변의 온도 상승에 의한 열충격이 DK17에 미치는 영향을 

알아보기 위해서, DK17을 20 mM 포도당이 들어있는 mineral 

salt basal (MSB-glucose) 배지(25)에 접종한 후, 30°C에서 

14-16시간 배양하였다. 배양액을 원심분리하여 얻은 균체를 

MSB/glucose 배지에 현탁(OD600=~0.1)하였고, 10개의 microtiter 

plate well에 0.3 ml씩 분주하였다. BioscreenC machine (Oy 

Growth Curves AB Ltd., Finland)을 이용하여 DK17을 30°C

에서 5시간 동안 초기 지수성장기까지 배양(OD600=~0.2)한 후, 

온도를 37°C로 높이고 50분(30°C에서 DK17의 doubling time) 

동안 배양함으로써 열충격을 유도하였다. 열충격을 받은 10개

의 배양액을 MSB 배지에 적절히 희석하여 MSB/glucose 고체

배지에 도말한 다음, 30°C에서 2일 동안 정치배양하였다. 열충

격이 DK17의 alkylbenzenes 분해 능력에 미치는 영향에 대한 

1차 조사로, 고체배지에서 성장한 집락들 중에서 무작위로 200

개를 선택하여 멸균한 이쑤시개를 이용하여 각각의 집락을 3

종류의 고체배지[MSB, MSB-phthalate (5 mM), MSB-glucose 

(20 mM)]에 접종하였다. 접종된 MSB 고체배지는 밀봉된 플

라스틱 통에 넣고 o-xylene을 기체 형태로 공급하였다. 30°C에

서 3일 동안 정치배양하면서 관찰한 결과, MSB-phthalate와 

MSB-glucose 배지에서는 접종한 모든 집락이 성장하였으나, 

o-xylene을 공급한 MSB 배지에서는 총 9개(4.5%)의 집락이 

성장하지 못하였다. 37°C 열충격 없이 배양한 대조군에서 선

택한 200개의 집락은 o-xylene에서 모두 정상적인 성장을 보

였기 때문에 위의 결과는 열충격 받은 DK17의 일부 세포가 

o-xylene 분해 능력에 손상을 받았으며, 나아가서 자외선 조사

의 경우와 마찬가지로 o-xylene 분해 관련 유전자군이 위치한 

pDK2가 소실되었을 가능성까지 암시한다.

열충격이 DK17에 미치는 영향을 유전자 수준에서 알아보기 

위하여, pDK2에 위치하는 akbC와 ophC’ 그리고 pDK3에 위

치하는 ophC의 소실 여부를 조사하였다. 위에서 무작위로 선

발한 200개 집락으로부터 i-genomic DNA Extraction Mini kit 

(iNtRON Biotechnology, Korea)을 이용하여 genomic DNA를 

뽑아서 PCR의 주형 DNA로 사용하였다. pDK2 특이 유전자인 

akbC 및 ophC’와 pDK3 특이 유전자인 ophC의 증폭에 사용

한 프라이머의 염기서열은 다음과 같다: akbC-F (5′-ATGGC 

AAAAGTGACCGAA C-3′); akbC-R (5′-TTATGCGGGGAT 

GTCGAG-3′); ophC’-F (5′-CAAAATCGCCGATG-3′); ophC’-R 

(5′-CTATACCGTCGCTGCGC-3′); ophC-F (5′-CAGAGTCT 

CCCCTG-3′); ophC-R (5′-CTATACCGTCGCTGCGC-3′). PCR 

반응은 ReadyMix Taq PCR Reaction Mix (Sigma, USA)을 

이용하여 PTC-200 Peltier Thermal Cycler (MJ Research, 

USA)로 수행하였다. DK17 genomic DNA 100 ng, forward/ 

reverse 프라이머 (10 pmol/μl) 각 1 μl, 2× Taq premix 10 μl, 
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Fig. 2. PFGE separation of genomic DNAs prepared from the wild-type and the heat-shocked DK17 strains. Left and right 
panels show a photo of the PFGE gel and its drawing version, respectively. Lanes: 1, λ ladder standard; 2, the wild-type DK17; 
3, Type I mutant (loss of pDK2 and acquisition of a new ~700 kb plasmid); 4, Type II mutant (loss of pDK2); 5, Type III 
mutant (loss of pDK3 and acquisition of a new ~400 kb plasmid); 6, Type IV mutant (loss of pDK3); 7, Type V mutant (loss 
of both pDK2 and pDK3 and acquisition of a ~400 kb and ~700 kb plasmids, respectively).

그리고 멸균 증류수 7 μl을 혼합한 후, 95°C-10분; 95°C-30초, 

55°C-30초, 72°C-1분, 30 cycles; 72°C-10분 PCR 반응조건을 

사용하였다. PCR 산물은 0.5× TAE 완충액(1× TAE: 40 mM 

Tris-acetate, 1 mM EDTA, pH 8.0)과 0.7% agarose gel에 전

기영동하여 확인하였다. 그 결과, 총 29개의 집락에서 akbC, 

ophC’ 그리고 ophC 유전자들 중에서 적어도 하나가 증폭되지 

않음이 확인되었다. 구체적으로, akbC와 ophC’가 모두 증폭되

지 않은 집락이 9개였고, 각각 ophC’과 ophC만 증폭되지 않은 

집락이 11개와 9개였다. 결론적으로 무작위로 선택한 200개의 

집락 중 최소한 14.5%에서 열충격에 의해 유전자 수준에서 변

화가 일어났음을 알 수 있었다. 

열충격이 DK17의 megaplasmid에 어떤 영향을 주었는지 조

사하기 위해서, Saeki 등(23)의 방법을 조금 변형한 pulsed 

field gel electrophoresis (PFGE) 방법으로 위의 29개 돌연변

이체들의 유전체를 분석하였다. DK17 돌연변이체를 glucose 

(1%, w/v)와 glycine (1%, w/v)이 들어있는 LB 액체배지에 접

종하고 30°C에서 24시간 동안 배양하였다. 배양액을 원심분리

하여 얻은 균체를 EET 완충액[0.1 M EDTA, 10 mM ethylene 

glycol-bis (β-aminoethylether)-N,N,N’,N’-tetraacetic acid, 10 

mM Tris-HCl, pH 8.0]에 현탁한 후에, low-melting point 

agarose (2%, w/v)와 혼합하여 실온에서 굳혔다. Lysozyme (2 

mg/ml), proteinase K (2 mg/ml), 그리고 sodium N-lauroyl-

sarcosine (0.5 mg/ml)이 첨가된 TE 완충액(50 mM Tris-HCl, 

20 mM EDTA; pH 8.0)에 plug를 넣고 30°C에서 48시간 동

안 반응시킨 후, SDS (1%, w/v)가 포함된 EET 완충액으로 옮

기고 55°C에서 12시간 동안 더 반응시켰다. Plug는 최종적으

로 TE 완충액을 이용하여 3번 씻어주고 같은 완충액에 넣은 

상태로 4°C에 보관하였다. PFGE는 0.5× TBE 완충액(1× 

TBE: 89 mM Tris borate, 2.5 mM EDTA, pH 8.0)과 PFGE

용 agarose gel (1.0%, w/v)를 사용하여, Bio-Rad Laboratories 

CHEF-DR III system에서 수행하였다. Pulse duration을 총 16

시간 동안 15초에서 60초로 증가시키면서 14°C에서 6 V/cm

로 전기영동을 실시하였다. PFGE 후 DK17의 megaplasmid 

존재 유무와 상대적인 크기를 비교 분석한 결과, 29개의 돌연

변이체들 모두 야생형과 다른 양상을 보였는데, 크게 5가지 유

형(type I-V)으로 분류할 수 있었다. 

pDK2가 상실되고 새로운 megaplasmid (~700 kb)가 출현

한 10개의 돌연변이체들을 Type I (Fig. 2, lane 2)으로 분류하

였다. 흥미로운 사실은 Type I 돌연변이체들의 genomic DNA

를 주형으로 사용한 PCR 테스트에서 ophC’은 증폭되지 않았

지만 akbC가 증폭되었고 Type I 돌연변이체들이 o-xylene에서 

정상적으로 성장할 수 있다는 것이다. 이는 pDK2는 사라졌지

만 pDK2에 위치하는 alkylbenzenes 분해 유전자군은 여전히 

존재하고 있음을 의미한다. 실제로 새로 출현한 약 700 kb 크

기의 megaplasmid를 분리하여 PCR 반응의 주형으로 사용하

면 akbC가 증폭되기 때문에 alkylbezenes 분해 유전자군이 다

른 DNA 조각과 재배열을 일으켜서 새로운 megaplasmid를 형

성한 것으로 추측된다. 

Type II에는 pDK2를 상실한 9개(4.5%)의 돌연변이체들이 

포함되는데(Fig. 2, lane 3), pDK2의 상실로 인해 ophC’와 

akbC가 증폭되지 않았으며 o-xylene에서 성장하지 못했다. 또

한 MSB-phthalate (5 mM) 액체배지에서는 DK17보다 성장도

가 50% 정도로 감소하는 것으로 나타났는데, 이는 pDK2와 

pDK3에 존재하는 two copy의 phthalate 분해 유전자군들 중

에서 pDK3에 있는 것만 기능을 발휘했기 때문이라고 생각된

다. 실제로 phthalate 대사에 두 개의 분해 유전자군이 모두 관
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여하는 것으로 밝혀져 있다(6). 

Type III에는 pDK3가 상실되고 약 400 kb 크기의 

megaplasmid가 출현한 8개(4%) 돌연변이체들이 포함되는데

(Fig. 2, lane 4), pDK3의 DNA 일부분이 재배열 과정 중에 제

거되어 작은 크기의 플라스미드를 형성한 것으로 추측된다. 

Type IV는 pDK3를 상실한 1개(0.5%)의 돌연변이체이다(Fig. 

2, lane 5). 마지막으로 Type V는 pDK2와 pDK3를 상실하였

으나 2개의 새로운 megaplasmid (각각 약 700 kb와 400 kb)

가 출현한 1개(0.5%)의 돌연변이체인데(Fig. 2, lane 6), Type I

과 Type III의 두 유형이 합쳐진 것으로 보인다.

단세포 생물인 세균에서 세포분열은 곧 개체증식을 의미하

기 때문에 세포 분열 시 염색체뿐만 아니라 catabolic 

megaplasmid와 같은 부가 replicon을 온전히 복제하여 분할하

는 것은 해당 세균의 적응도(fitness) 유지 및 향상에 매우 중요

하다. 일반적으로 세균의 세포 분열 시, ParABS system이 

plasmid 분할에 관여하는 것으로 알려져 있다(10, 14). ParABS 

system의 작동 메커니즘은 중심체 유사 부위(centromere-like 

site)인 parS 부위에 ParB 단백질이 결합하여 복제된 plasmid

를 병렬시킨 다음, ATPase 기능을 가진 ParA 단백질이 

plasmid 쌍을 분리시켜 세포 양극으로 이동시키는 방식이다. 

Biphenyl 분해 세균인 Rhodococcus sp. strain RHA1은 3개

의 megaplasmid (~1,123 kb pRHL1, ~442 kb pRHL2, ~332 

kb pRHL3)를 가지고 있는데, DK17 경우와 마찬가지로 

pRHL1과 pRHL2에 각각 하나씩 동일한 phthalate 유전자군이 

중복되어 존재하고 있다(19). RHA1의 유전체 분석 결과 이 세

균도 replicon 분할에 ParABS system을 이용하는 것으로 판명

되었고, 이와 함께 몇 가지 흥미로운 사실이 발견되었다. 첫째, 

RHA1의 3개 megaplasmid 모두 parA와 parS는 가지고 있지

만, parB는 염색체와 pRHL1에만 존재한다. 둘째, pRHL2는 

rep homolog도 없기 때문에 다른 replicon으로 부터 이 기능을 

지원받아야만 한다. 셋째, streptomycete 염색체에서 발견된 

telomere 결합 단백질 유전자의 distant homologs인 tpg와 tap 

유전자가 RHA1의 염색체에는 존재하지 않고 오히려 3개 

megaplasmid 모두가 이 두 유전자를 가지고 있다. 따라서 

RHA1의 각 replicon이 제대로 분할되기 위해서는 상호 의존

이 불가피할 뿐만 아니라, 이런 상호의존이 replicon을 안정적

으로 유지하는 데에도 기여할 것으로 추측된다. RHA1을 대상

으로 한 curing 실험에서 pRHL2 또는 pRHL3가 제거된 돌연

변이체의 제작은 가능했지만 megaplasmid 3개가 모두 손실된 

돌연변이체 제작은 불가능했다는 사실이 이런 추론을 뒷받침

한다(19). 또한 Streptomyces hygroscopicus strain 10-22에 존

재하는 약 70 kb 크기의 linear plasmid도 28°C에서는 안정적

으로 유지되나 37°C에서는 쉽게 손실된다는 보고가 있었는데, 

이 논문의 저자들은 해당 plasmid 복제에 관여하는 특정 단백

질이 온도 상승에 의해 활성을 상실했기 때문이라 추정하였다

(21).

현재까지 분석된 DK17의 방향족탄화수소 분해유전자군의 

염기서열이 RHA1의 해당 유전자군과 매우 유사하고(>95%) 

DK17과 RHA1모두 3개의 megaplasmid를 가지고 있다. 이런 

사실에 비추어 볼 때, 이번 연구에서 조사한 200개의 열충격 

처리 DK17에서 pDK1이 손실된 균체는 발견되지 않았고 온도 

상승에 의해서 megaplasmid 전체가 소실되거나 일부분이 결손

되는 경향이 pDK3보다 pDK2에서 더 크다는 실험 결과는 

DK17의 megaplasmid 복제 및 분할에도 replicon간의 상호의

존이 중요하다는 가능성을 시사한다. 그러나 이에 대한 정확하

고 구체적인 해답을 얻기 위해서는 DK17과 megaplasmid 돌

연변이체를 대상으로 한 심도 있는 비교 유전체학 연구가 필요

하다. 결론적으로 온도 변화라는 단일 요인에 의해 catabolic 

megaplasmid와 같은 중요한 replicon에서 물리적인 변화가 유

발된다는 사실을 명확하게 보여주는 이 논문의 연구 결과는 물

리적 환경 변화가 세균의 유전체를 직접적으로 변화시켜 세균 

진화에 상당한 영향력을 가지고 있음을 입증하는 증거로서 중

요한 의미가 있다.

적요

Rhodococcus sp. strain DK17은 3개의 linear catabolic 

megaplasmid (380 kb pDK1, 330 kb pDK2, 750 kb pDK3)

를 보유하고 있다. Alkylbenzene 분해 유전자군(akbABCDEF)

은 pDK2에만 위치하는 반면 phthalate 분해 유전자군의 경우

에는 거의 동일한 copy가 pDK2 (ophA’B’C’R’)와 pDK3 

(ophABCR)에 각각 위치한다. DK17은 최적 성장온도인 30°C

에서 37°C로 배양온도를 상승시키면 성장이 멈추지만 30°C로 

환원 즉시 다시 성장을 시작하였다. 이는 37°C라는 온도 조건

이 DK17에게 치명적이지는 않지만 스트레스로 작용함을 암시

하는 것이다. 또한 37°C에서 열충격을 받은 일부 세포는 

o-xylene (alkylbenzene의 모델 화합물)을 분해 능력을 상실하

였다. 열충격 후 200개의 집락을 무작위로 선택하여 pDK2- 또

는 pDK3-specific 프라이머를 이용한 PCR과 pulsed-field gel 

electrophoresis를 통해 megaplasmid의 변화 양상을 비교 분석

한 결과, 29개 돌연변이체에서 야생형의 것과 다른 5가지 

megaplasmid 유형[pDK2 소실과 함께 새로운 약 700 kb 

megaplasmid 출현(10개), pDK2만 소실(9개), pDK3 소실과 

함께 새로운 약 400 kb megaplasmid 출현(8개), pDK3만 소실

(1개), 그리고 pDK2와 pDK3 소실과 함께 각각 약 400 kb와 

700 kb 크기의 새로운 megaplasmid 출현(1개)]이 관찰되었다. 

이상의 연구 결과는 성장 온도 변화가 세균 유전체의 물리적 

변화를 직접 유도할 수 있음을 입증하는 것으로 온도 변화를 

비롯한 서식지 환경 변화가 세균 진화에 상당한 영향력을 미칠 

수 있음을 보여준다.
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