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i

논 문 개 요 
 

사상성 진균류인 Aspergillus nidulans의 유성분화에 관여하는 유전자들의 

조절 network을 규명하고자, 유성분화 초기의 균사체로부터 expressed 

sequence tag(EST)을 얻은 바 있다. 이렇게 얻은 EST들을 Aspergillus 

nidulans의 genomic DNA sequence와 비교하여 EST를 포함하는 유전자들

을 알아내었으며, 이들 중에서 특정 motif를 갖고 있거나 기능이 전혀 알려지

지 않아 분화에 관여할 가능성이 있는 14개의 유전자를 선별하였다.  

본 연구에서는 이 유전자들이 분화에 어떤 영향을 미치는지를 알아보고자 

각각의 결실돌연변이주 제작하였다. 먼저, 선별마커로 argB 유전자를 넣은 

deletion constructs를 DJ-PCR (Double Joint - Polymerase Chain 

Reaction)을 이용하여 제조하여 야생형 균주에 형질전환시켰다. 이렇게 얻은 

형질전환체들로부터 genomic DNA를 추출하여 PCR과 Southern blotting을 

실시하여 각각의 결실돌연변이를 확인하였다. 그 결과 14개의 유전자 중 8개

의 결실돌연변이를 각각 확인 · 분리하였다. 
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Ⅰ. 서 론 

 

사상성 진균류인 Aspergillus nidulans는 전통적으로 유전학적 연구의 좋은 

재료로 활용되어 왔다. 이는 진핵생물이면서 증식이 비교적 빠르고 간단한 합

성배지에서 잘 자라는 등 미생물이 갖는 여러 가지 장점을 지닌다. 

A. nidulans는 하등한 진핵생물이지만 무성생활사(asexual life cycle)와 유

성생활사(sexual life cycle)을 모두 가지고 있으며, 계통발생학적 위치로 미

루어 볼 때, 원핵생물의 원시적인 조절기작 뿐만 아니라 고등한 진핵생물의 

정교한 조절체계도 가지고 있을 것으로 사료된다 (Fig. 1). 또한 간단한 합성

배지에서도 잘 생장하고, 생장 중 잘 분화된 구조물을 형성하는 비교적 단순

한 생활사를 가진다. 특히 무성과 유성생활사 외에도 독특한 준유성생활사

(para-sexual life cycle)을 가지고 있어 유전학적, 생화학적 분석이 용이하

다. 이러한 장점에 더하여 분자생물학적 기술의 도입으로 최근에 A. nidulans

의 무성과 유성분화에 대한 연구가 활발히 진행되고 있다. 

단수체의 (haploid) 생물인 A. nidulans는 체세포 분열을 통하여 무성포자

(conidia)를 생성하는 무성생식 과정과 감수분열에 의해 자낭포자

(ascospore)를 생성하는 유성생식 과정, 그리고 독특한 준유성생식 과정의 

생활사를 가지며, 각각의 포자를 형성하는 과정에서 독특한 형태 발생이 이루

어진다 (Smith et al., 1977; Zonneveld, 1977).  

Human Genome project가 시작한 후 거대한 유전자를 어떻게 효율적으로 

전체 염기서열을 분석할 것인지에 대해 관심이 모아졌다. 비용과 시간을 줄이

기 위해 전체 유전자를 작은 조각으로 나누고 그 작은 조각들의 염색체 상에

서의 순서를 정하는 일(mapping)이 진행되어야 했으며 mapping이 이루어진 

후 염기서열을 결정하는 순으로 일을 시작할 때, 유전학자들이 2,300여 개의 

유전자들로 map을 작성하였는데, 더 자세한 map이 필요하게 되었다. 따라서 
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유전자에 의한 map의 작성과 병행하여 더 효율적이고 빠른 방법이 필요하게 

되었는데 그것이 Sequence Tagged Sites(STSs)의 도입이었다. STS에 의한 

map의 작성은 인체 유전자를 적당한 제한효소로 절단하여 얻은 DNA 조각을 

in situ hybridzation에 의해 microscope로 조사하여 전체 염색체 중 어느 위

치에 있는가를 조사하여 만들어졌다. 그런데 STS는 genomic 움의 조각으로

부터 얻어지기 때문에 polymorphism이나 virus 등의 유전자의 변이가 생긴 

부분에 의한 착오를 피할 수 없다는 단점이 있다. 이를 극복하기 위해 발현이 

일어나는 유전자에 의한 map의 작성이 시도되었는데 그것이 바로 

Expressed sequence taggings(ESTs)이다. 

즉, EST는 특정 조직에서 발현된 mRNA로부터 cDNA를 합성하고 만들어

진 cDNA의 염기서열을 분석하여 얻어지는데 얻어진 EST를 가지고 STS와 

동일한 과정을 거쳐 염색체 지도를 작성한다. EST를 이용함으로써 얻는 장점

은 위에서 언급한 STS의 단점을 극복하는 것 외에도 각 조직마다 유전자 발

현양상을 알 수 있는 부가적인 정보를 얻게 된다는 것이다.  

본 연구는 Aspergillus nidulans 의 유성분화에 관여하는 유전자들의 조절  

network을 규명하고자 하는 목표 달성을 위하여 유성분화 초기의 균사체로부

터 expressed sequence tag(EST)을 얻은 바 있다. 본 연구에서는 단기 목

표를 이들 EST들로부터 분화 조절에 관여할 가능성이 있는 EST들을 대상으

로 완전한 크기의 유전자를 분리하고, 이들 유전자 각각의 결실 돌연변이주를 

제조하여 분화 관련 형질을 관찰함으로써 유성분화에 관여하는 유전자를 다수 

얻어내고자 한다.  
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Figure 1. Life cycle of Aspergillus nidulans (Adams and Yu., 1993) 
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Ⅱ. 실험재료 및 방법 

 

A. 실험재료 

1. 사용 균주 

본 실험에서 사용된 Aspergillus nidulans 균주로는 A. nidulans의 야생형 

균주인 FGSC4를 사용하였다. 유전자의 결손 돌연변이체를 만들기 위한 

균주로는 HSY2를 사용하였다 (Table 1). 결손돌연변이를 제작하고자 한 

14개의 EST들은 Table 2에 정리하였다. 

 

2. 배지와 배양 조건 

본 실험에서 A. nidulans의 배양에 사용된 완전 배지(CM), 

최소배지(MM)는 Scott and Kafer의 방법을 사용하였다. 균주의 배양온도는 

37℃로 하여 완전배지에서 3일간 배양하였으며, 유전학적 분석을 위해서는 

영양요구들이 첨가된 최소 배지를 사용하였다. 액체 배양시에는 분생포자를 

3일간 배양한 배양접시로부터 0.08% Tween 80으로 수확한 후 적당한 

접종수(107~106/㎖)로 희석하여 CMR broth 100 ㎖ 배양액에 접종하였다. 

Aspergillus nidulans 배양에 사용된 배지 및 사용된 Chemical들은 Difco, 

Q-Bio, Sigma와 MP 제품을 사용하였다. 배지의 조성은 다음과 같다. 

 

* CMRK 
1% Glucose 

              0.15% Yeast Extract 
              0.15% Casein Hydrolysate 
              100X Vitamine solution 
              50X Minimal Salt 
              10x Arginine  
              KCl 
              100X Thiamine HCl 
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* CMR 
1% Glucose  
0.15% Yeast Extract 
0.15% Casein Hydrolysate 
10% Arginine 
0.25% (100X) Vitamin Solution   
100X Thiamin HCl  

                  50X Minimal Salt 
 

* CM 
1% Glucose  
0.15% Yeast Extract 
0.15% Casein Hydrolysate 
100X Vitamin Solution 
100X Thiamin HCl  

                50X Minimal Salt 
 

* MMK + Thiamin HCl 
    

1.0% Glucose 
2.0% agar 
4.47% KCl  
100X Thiamine HCl 
50X Minimal Salt 
 

* 50X Minimal Salt stock 
  

15.2% NaNo3 
2.6% MgSO4 
15.2% KH2PO4 
2.6% KCl 
0.4% (NH4)6Mo7O24 
0.04% ZnCl2 

8ⅹ10-4% MnCl2 
3.2ⅹ10-3% CuSo4 
1.27ⅹ10-3% FeSO4 
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* 100X Vitamine solution stock (500 mL) 

 
Riboflavin 50 mg 
p-Aminobenzoic acid 250 mg 
pyridoxine-HCl 250 mg 
Biotin 2㎖ 
Ascorbic acid 250 mg 
Folic acid 250 mg 
Thiamine 250 mg 
Nicotine acid 50 mg 

 

* 100X Thiamin HCl  (100 ㎖) 
             

TDW 100 ㎖ 
            Thiamin 0.15 g 

               filter-strilized with 0.45 ㎕ 

 

3. 실험에 사용된 효소 및 시약 

실험에 사용한 PCR primer 는 GNOTECH 에서, Taq polymerase 는 

GENENMED 의 Nova Taq polymerase 를 사용하였다. PCR clean up kit 와 

Gel extraction kit 는 QIAGEN 제품을 이용하였다. 

Southern blotting 에 사용한 제한효소는 New England Biolabs (NEB) 

에서 구입하였으며 ECL (Enhanced Chemiluminescence labeling and 

detection) kit 는 Amersham Life Science 사의 것을 사용하였다.  

 

1) A. nidulans 형질전환에 사용된 시약 

* 등장완충용액(Osmotic buffer) 

0.6 M KCl, 10 mM Nacl 
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* STC 완충용액 

                                1.2 M sorbitol  

10 mM Tris-HCl(pH7.5) 

10 mM CaCl2 

 

* Polyethylene glycol (PEG)용액 

25% PEG 8000  

50% Polyethylene glycol  

in LiAc-TE solution 

 

* KC 용액 

0.6 M KCl 

50mM CaCl2 

 

* Soft agar 

1% Glocose 

1.7% Bacto-agar 

100X thiamine-HCl 

4.48% KCl 

50X Minimal Salt 

 

* GlucaneX 

                                  GlucaneX 1g 

                                  Osmotic buffer 10 ㎖ 

                                  filter-strilized with 0.45 ㎕ 
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    * BSA (Bovine Serum Albumin) 

                             BSA 0.2 g 

                                 Osmotic buffer 10 ㎖ 

filter-strilized with 0.45 ㎕ 

 

2) A. nidulans genomic DNA 추출에 사용된 시약 

* Breaking buffer 

2% Triton X-100,  

1% SDS,  

100 mM Nacl  

10 mM Tris-HCl, pH 8.0  

1 mM EDTA, pH 8.0 

 

* Phenol: chlorophorm: isoamyl alcohol (25:24:1) 

 

* RNase A(Ameresco, cat# 0675) 

10 mM Sodium acetate  

(pH 5.2) 9.1 ㎖ 

RNase 100 mg 

1 M Tris-HCl (pH 7.5) 900 ㎕ 

 

3) Southern Blotting 에 사용된 시약  

* Depurination solution        20 N HCl 

 

 



 

- 9 - 

* Denaturation solution        1.5 M sodium chloride 

0.5 M sodium hydroxide                        

 

* Neutralizing solution         1.5 M sodium chloride 

0.5 M tris-HCl(pH7.5) 

 

* 20X SSC                     0.3 M sodium citrate 

3 M sodium chloride 

 

* Primary wash buffer         6 M Urea 

0.4% SDS 

0.5X SSC 
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Table 1. A.nidulans strains used in this study 
 

Strains Genotype 

   FGSC 4  Wild type, veA+ 

HSY2 pabaA1, anA1; ΔargB::trpC; trpC801 veA+ 
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Table 2.  EST used in this study 

 

 

 

 

 

EST      protein number & name domain 

esd183 (AN8714.2) hypothetical protein / 

esd184 (AN7123.2) hypothetical protein / 

esd203 
(AN4501.2) 1433_TRIHA 14-3-3 

PROTEIN HOMOLOG (TH1433) 
14-3-3 proteins 

esd206 (AN3600.2) hypothetical protein / 

esd210 (AN6716.2) hypothetical protein / 

esd211 (AN4172.2) hypothetical protein / 

esd218 (AN0641.2) hypothetical protein 
Translationally controlled tumor 

protein 

esd232 (AN9297.2) hypothetical protein / 

esd234 
(AN3756.2) conserved hypothetical 

protein 
proteasome A-type and B-type 

esd239 (AN7036.2) hypothetical protein Cation efflux family 

esd247 (AN1493.2) hypothetical protein / 

esd248 (AN4051.2) hypothetical protein / 

esd252 (AN2425.2) hypothetical protein 
putative phosphatase regulatory 

subunit 

esd508 (AN7501.2) hypothetical protein / 
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B. 실험방법 

 

1. DJ-PCR을 이용한 knockout mutant 제조 

 Deletion mutant 제조를 위해 5`, 3` flanking region 각 부분과 각각의 

esd(early sexual development) gene의 ORF 부분을 대체 시킬 selection 

marker argB의 primer를 제작하였다.  5’For, 3’ `Rev or 3’For, 5’Rev

는 argB maker tail을 붙여서 primer를 제작하였다. Knockout construct 

PCR은 Double joint PCR(DJ-PCR) 방법을 이용하였다(Yu et al., 2004). 

First PCR 에서는 5’For + marker tail 과 5’Rev, 3’For 와 3’Rev + 

marker tail, marker gene(argB)을 각각을 증폭한 후 전기영동으로 확인 한 

다음 QIAGEN PCR clean up kit를 이용하여 purify하였다. First PCR에서 얻

어진 product들을 5’flanking amplicon : marker gene(argB) : 3’flanking 

amplicon 1:3:1의 비율로 섞어서 second PCR을 수행하였다. second PCR 

product를 template로 5’, 3’Nest primer를 이용하여 최종적으로 third 

PCR을 진행하였다. PCR 후 전기영동으로 확인 한 다음 gel elution 하여 

QIAGEN gel extraction kit를 이용하여 purify하였다. DJ-PCR 각 단계마다

의 PCR mixture와 reaction 은 Table 4에 정리하였다.  

 

2. A. nidulans의 형질전환  

CMRK에서 3일간 strain을 배양하여 5 ㎖로 0.0008% Tween80으로 

harvest하여 107~106 cells/㎖ 정도의 conidia를 CMR broth에 접종하여 

37℃에서 16시간 진탕배양하고 Miracloth로 수확하여 osmotic buffer로 두 

번 세척하고 물기를 제거하여 0.5 g GlucanX를 녹인 20 ㎖ osmotic buffer

에 BSA 0.2 g을 첨가한 것에 넣고 30℃ 에서 80 rpm으로 2시간 동안 반응

시킨 후 protoplast를 Miracloth에 통과시켜 수확하였다.  4℃ 2,000 rpm으
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로 2분간 원심분리하여 침전시킨 후 상층액을 제거한 후 24 ㎖의 STC 

buffer로 두 번 세척해주었다. 500 ㎖의 STC buffer를 가하여 침전된 

protoplast를 녹이고 microfuge tube에 10 ㎕의 DNA와 100 ㎕의 

protoplast 용액 그리고 25% PEG 8000 15 ㎕을 같이 넣은 후 얼음에서 20

분간 방치한 다음 500 ㎕ 의 25% PEG 8000을 넣고 실온에서 15분간 방치

하였다. 여기에 KC buffer 1 ㎖을 첨가하고 MMK plate에 soft agar 5 ㎖과 

섞어 도말한 후 37℃에서 3일간 배양하였다. 

 

3. Transformants의 획득 및 확인 

3일간 배양한 형질전환체의 표현형을 현미경으로 관찰하며 이들 colony를 

wild type과 함께 CM plate에 picking하여 3일간 배양한 후 표현형을 관찰한

다. 그 후 MMK plate에 streaking하여 실험에 필요한 colony를 얻었다.  

 

4. A. nidulans로부터의 genomic DNA 추출 

A. nidulans genomic DNA는 다음과 같이 분리하였다. 2 ㎖ CM broth에 

conidia를 가하여 16시간 동안 배양 후 loop를 이용하여 균사체를 수확한다. 

그 후 Breaking buffer 500 ㎖, slica beed 300 ㎕, 그리고 Phenol : 

Chlorophorm : isoamy lalcohol 500 ㎖를 가한 후 beed beater로 깨준다. 

13,000 rpm으로 10분간 원심분리하여 400 ㎕의 상층액를 취한다. 취한 상

층액에 2배의 에탄올을 가하여 DNA를 침전시키고 침전된 DNA를 RNase A

가 들어간 TE 50 ㎕에 녹인다. 

 

5. Transformants의 확인 

Genomic DNA isolation에 의해 얻어진 transformants을 For, Rev primer

와 argB1, argB2 primer를 이용하여 확인하였다.  
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PCR mixture와 reaction은 Table 4에 정리하였다. 

 

6. Southern 분석 

유전자가 정확히 disruption 되었는지 확인하기 위해 Amershams ECL 

nonisotopic method 를 사용하여 Southern blotting 을 수행하였다. Genomic 

DNA 를 Table6 과 같이 제한효소로 처리 후 DNA 절편을 size marker 와 같

이 1% low EEO agarose gel 에서 전기영동 하여 분리한 후, depurination 용

액에서 15 분, denaturation 용액에서 40 분 그리고 neutralization 용액에서 

40 분간 처리하였다. 이어 gel 상의 DNA 단편들을 reverse transfer 방법으

로 Schleicher & Schuell 용기를 이용하여 20X SSC 내에서 Hybond-N+ 

membrane 으로 4 시간 동안 이동시켰고 UV 로 cross-link(0.15J/cm2)하여 

membrane 에 고정하였다.  

Prehybridization 은 42℃에서 1 시간 동안 ECL hybridization solution 으

로 하였고, Probe labeling 은 100 ng/㎕의 probe DNA 2.5 ㎕에 TDW 7.5 

㎕를 섞어 준 후 5 분 동안 boiling 시켜 denaturation 시킨 다음 ice 에 재빨

리 넣어주었다. Labeling reagent 와 glutaraldehyde 를 10 ㎕씩 넣고 잘 섞

어 준 후 37℃에서 10 분간 incubation 한 다음 Prehybridization 한 

solution 과 잘 섞어 주고 Hybridization 은 42℃ for 16 시간 동안 진행하였

다. Primary Wash Buffer 로 membrane 을 wash 하고 2X SSC 로 다시 wash

한 후 ECL DNA detection reagent 를 이용하여 detection 수행한 다음, 

chemi-doc 에서 Quantity one(Bio-Rad) program 을 이용하여 signal 을 확

인하였다. 
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Table 3. PCR primer used in this study 
 

Primer name Primer sequence (5’→ 3’) 

5For183 
AGCCAAGGTAGATCCAGGCCTAACACACGGATGAGAACA
GAAAGATACTG 

5Rev183 CGACCAAGTCATTTGCCAGGACG 

3For183 GCCTACTTGTCAGCATGAAGTAC 

3Rev183 
AGTCAAATGAGGCCTCTAAACTGGTCAGGCATCGCTATT
AGCTGAAATAG` 

5Nest183 GTGTAGGTCCATTTGTGCGG 

3Nest183 AGCTCTGAACGGGTCAGCAG 

5For184 
AGCCAAGGTAGATCCAGGCCTAACACAGATTAGACTACG
GAGACCCTGTG` 

5Rev184 GTCTGATTGGTTCTAATGACGGC 

3For184 GTTAGTGCCTCAACATAGTCCGC 

3Rev184 
AGTCAAATGAGGCCTCTAAACTGGTCAGGAGATGTCTGG
ATACTTCCTGG 

5nest184 ATGCTTGCTCAAATTTGAGG 

3nest184 TGACGGGATTCTCACGTCAT 

5For203 GTAGAATCACCTCGTTATAGAGG 

5Rev203 
AGTCAAATGAGGCCTCTAAACTGGTCAGCACATTCGTTG
GCAAGGACTCG 

3For203 
AGCCAAGGTAGATCCAGGCCTAACACAATGGATGCTAGA
CCAATCATTGG 

3Rev203 CAACTCAGAGACCGCAGATATCG 

5nest203 AGACAAGTAGCGTGCCTCGC 

3nest203 GTCAGGTCACGTATAACATG 

5For206 
AGCCAAGGTAGATCCAGGCCTAACACAGGTACGGTTCAA
TCGTCAAGCTC` 

5Rev206 CTAGCTCGGTGTACCTACGTTAG 

3For206 GTCGAGCTTCGACATACTCCAAG 

3Rev206 
AGTCAAATGAGGCCTCTAAACTGGTCAGGTGTTCTGGTA
AGGATGACAAG` 
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Table 3. PCR primer used in this study (continued) 
 

Primer name Primer sequence (5’→ 3’) 

5nest206 CAGGCCAAGTTCCACAAGGA 

3nest206 ACGAGATTCACGAAACGAGT 

5For210 AGATCTGAGGCTTGAATTCCTCG 

5Rev210 
AGTCAAATGAGGCCTCTAAACTGGTCATATGAAGAAT
GCGTGCTGTCTTC 

3For210 
AGCCAAGGTAGATCCAGGCCTAACACAACGATATGATC
GCCATCTGGATC 

3Rev210 AGTCCAACAAGCTCCCACGACAG 

5nest210 CCATAGCCGTTCATATCCTC 

3nest210 CCAATGAACACAGGATTGCC 

5For211 GCAGAAGAGATTCGCGTGGTATG 

5Rev211 
AGTCAAATGAGGCCTCTAAACTGGTCACTGACAGGTTG
CCTTAGGCCTAG 

3For211 
AGCCAAGGTAGATCCAGGCCTAACACACATGGTGCCAC
ATAACTTTGGTC 

3Rev211 CGCGAACTAGCACGTCAGTTGTC 

5nest211 ATGAAGAGGATTGATCAATG 

3nest211 CGGTCAGATCACGAATATGG 

5For218 GTTAACTTCGTGTATAACCGCTG 

5Rev218 
AGTCAAATGAGGCCTCTAAACTGGTCAGATGGATTGGC
ACACGGCTGGAG 

3For218 
AGCCAAGGTAGATCCAGGCCTAACACACAACGATCAGG
CCTCGAGTTCGC 

3Rev218 CCTACACTCACCTGTACTCATTC 

5nest218 GACGAGAAGGCAATCGTGTG 

3nest218 CAATATGCCTCATCCTCAAC 

5For232 TGATTCTGCACCTGTTGCAATGG 

5Rev232 
AGTCAAATGAGGCCTCTAAACTGGTCACATATGCTTAT
GGCTGCCGGATG 

3For232 
AGCCAAGGTAGATCCAGGCCTAACACACCGTAACTCGT
AGTGTTAGCTCG 

3Rev232 GGATGTCTAATGATCCGAATTGC 
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Table 3. PCR primer used in this study (continued) 
 

Primer name Primer sequence (5’→ 3’) 

5nest232 CGGTATAGGTTCGCCTTGTG 
3nest232 CACTACTGCAAGGGCAGTGG 

5For234 
AGCCAAGGTAGATCCAGGCCTAACACAGACCATAGTGT
TTGCTAGGAGTG 

5Rev234 CGTAACCACGATACTCCAAGATC 
3For234 GAAAGCAGATGAACGACGGTGAG 

3Rev234 
AGTCAAATGAGGCCTCTAAACTGGTCAGCGGTGAGCAA
TGATCATATCTC 

5nest234 GGCAGCCCAGGTAGTCTTGC 

3nest234 GCCTCGATAGCCAGCAAGTG 

5For239 CGTCAGGTACGGTAGTTCTCCAC 

5Rev239 
AGTCAAATGAGGCCTCTAAACTGGTCACAGAAGACGGT
GCTGGAAGCTGC 

3For239 
AGCCAAGGTAGATCCAGGCCTAACACAATCAGTTCATG
TCGCTATGCTGG 

3Rev239 GTCCATCACATTCAGCTGGTCTG 

5nest239 AGCCTCACCTCCACTTACGG 
3nest239 GGACTGCTCAAGGATATACT 

5For247 
AGCCAAGGTAGATCCAGGCCTAACACAATGATCT
GGTAGCGACTGTAGAG 

5Rev247 TAGTACGGACTCTCAACGTTAGG 

3For247 TGACCGTGATAGTGCCCTATTGC 

3Rev247 
AGTCAAATGAGGCCTCTAAACTGGTCATTCTGGC
ATGGCATACTATACCG 

5nest247 TGCGTATTATAGAGGGCAAG 

3nest247 CAGGTCAAAGATCCGGACTA 

5For248 
AGCCAAGGTAGATCCAGGCCTAACACATCTCAAG
TGAGTAGAGTATCGAG 

5Rev248 ACTTGAGAGAACTGCTCCGATCC 

3For248 TGCTAGTGAGCCACTCATATGAG 
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Table 3. PCR primer used in this study (continued) 
 

Primer name Primer sequence (5’→ 3’) 

3Rev248 
AGTCAAATGAGGCCTCTAAACTGGTCACGGGTATGATA
AAGCATTGCAGG 

5nest248 CATAACAGAGTCTGGCTTCT 

3nest248 GATAAAGCTGGCCGTTAACA 

5For252 GCCATCGTCGTTCAGATGCCTTG 

5Rev252 
AGTCAAATGAGGCCTCTAAACTGGTCACAGCGGTAGAG
ACCACGAAGAG 

3For252 
AGCCAAGGTAGATCCAGGCCTAACACACTATCCGTTAC
GTGTGATCGCTC 

3Rev252 GTCATGTGACCAGGAACATCAAC 

5nest252 CGTTGTGTTCCTCAGTTGGC 

3nest252 ACCATCTACAAAGACTACTG 

5For508 
AGCCAAGGTAGATCCAGGCCTAACACATGCTTGCTGAA
CTGTCAAGTGC 

5Rev508 AATCCTGCAACGCGTTAGACCTC 

3For508 AGCTAGAGCTAATCTACTTGGAG 

3Rev508 
AGTCAAATGAGGCCTCTAAACTGGTCAGCGTGTACATG
CTTATACAGACC 

5nest508 CCAGTGACTTCACAATTTCC 

3nest508 CAGTCATAGACTTTGTCAGA 

argB OF GACCAGTTTAGAGGCCTCATTTGAC 

argB DR GTGTTAGGCCTGGATCTACCTTGGC 

argB 1 ATCGTCCTACCTCTCGCTTCATC 

argB 2 TCGCACCCGGTGACTTTCACATG 
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Table 4. A. nidulans esd deletion PCR conditions for DJ-PCR 
 
First PCR: amplification of 5’, 3’ flanking regions and marker 

 

PCR mixture(final 40μl) PCR reaction 
5’flanking region 

Template DNA(FGSC4)       
5` For primer       
5` Rev primer    
dNTP               
10X Buffer             
Taq polymerase          
TDW                    

 
3’flanking region 

Template DNA(FGSC4)       
3` Rev primer       
3` For primer    
dNTP               
10X Buffer             
Taq polymerase          
TDW                    

 
argB 

Template DNA 
(PILJ16)          
argB OF primer         
argB DR primer         
dNTP                
10X Buffer              
Taq polymerase           

  TDW  

 

 

 

 

94℃  3 min 
94℃  30 sec 
55℃  30 sec 
72℃  1 min 
72℃  5 min 
 4℃    ∞ 

30 cycle 

2 μl
1 μl
1 μl
4 μl
4 μl

0.4 μl
27.6 μl

2 μl
1 μl
1 μl
4 μl
4 μl

0.4 μl
27.6 μl

2 μl
1 μl
1 μl
4 μl
4 μl

0.4 μl
27.6 μl
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Table 4. A. nidulans esd deletion PCR conditions for DJ-PCR (continued) 
 

Second PCR: fusion of three fragments mix 
 

PCR mixture (final 25μl) PCR reaction 

5’flanking amplicon      
3’flanking amplicon      
argB amplicon          
dNTP                       
10X Buffer               
Taq polymerase          
TDW                    

 

 

 

Third PCR: amplification of the fused knockout constructs 
 

PCR mixture(final 100μl) PCR reaction 

Template DNA 
(2nd PCR product)        
5 Nest primer         

  3 Nest primer         
dNTP                 
10X Buffer               
Taq polymerase            
TDW                    

 

 
 
 
 
 

 

 

94℃   2 min 
94℃  30 sec 
58℃  20 min 
72℃  5 min 
72℃  10 min 
 4℃    ∞ 

10 cycle 

94℃  2 min 
94℃  30 sec 
55℃  1 min 
72℃  2 min 
72℃  5 min 
 4℃    ∞ 

25cycle 

1 μl
1 μl
3 μl
2 μl

2.5 μl
0.25 μl

15.25 μl

0.5 μl
1 μl
1 μl

10 μl
10 μl
1 μl

76.5 μl
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Table 5. PCR condition for confirmation of the disruptants by PCR 

 
PCR mixture (final 40μl) PCR reaction 

Template DNA      
Primer( For or Rev)      
Primer(argB1 or argB2)          
dNTP                       
10X Buffer               
Taq polymerase          
TDW                    

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

94℃   2min 
94℃  30 sec 
58℃  30 min 
72℃  1 min 
72℃  5 min 
 4℃    ∞ 

35 cycle 

1 μl
1 μl
1 μl
4 μl
4 μl

0.3 μl
28.7 μl
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Figure 2. DJ-PCR (Double Joint PCR) step 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

FFiirrsstt  RRoouunndd  PPCCRR  

SSeeccoonndd  RRoouunndd  PPCCRR  

TThhiirrdd  RRoouunndd  PPCCRR  

MM  ((aarrggBB))  33`̀  ffllaannkkiinngg  55’’  ffllaannkkiinngg  
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Table 6. Restriction enzymes used in Southern Blot analysis and 

estimated size of fragments cut by each restriction enzymes  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Esd Enzyme      
Transformants 

size(bp) 
Wild type size(bp) 

183 SacⅠ 2321/2103 3028 
184 SacⅠ 1794/3378 5983 
203 EcoRV 2067/1981 3406 
206 SacⅠ 2268/2235 4110 
210 SphⅠ 2861/4216 6476 
211 EcoRⅠ 4626 6189 
218 ClaⅠ/SpeⅠ 3386 1665/2590 
232 SacⅠ/SpeⅠ 2626/731 3671 
234 PflMⅠ 2791/3973 5968 
239 SalⅠ 2148/2235 6048 
247 KpnⅠ 4711 3764 
248 EcoRV/SacⅡ 2043/3895 5302 
252 BglⅡ 2518/2690 6146 
508 SacⅠ 2765/2386 5181 



 

- 24 -

Ⅲ. 결과 

 

1. DJ-PCR을 이용한 knockout construct 제조 

 

Aspergillus nidulans 유성분화에 있어서 esd(early sexual development)

유전자의 기능을 알아내기 위하여, DJ-PCR 방법을 사용하여 Knockout 

constructs를 만들었다. DJ-PCR을 위한 Primer는 5’For (50mer), 5’

Rev (23mer), 3’For (23mer), 3’Rev (50mer)의 4개의 primer를 만들었

다. 디자인 시 특이한 점은 5’For와 3’Rev에 marker로 대체될 argB 유전

자 일부분(27mer)을 첨가한다는 것이다. DJ-PCR은 3단계의 PCR을 수행하

여 construct를 제조 하는 것으로 First PCR 에서는 5’, 3’, marker gene 

각 부분을 증폭하여 PCR products를 얻은 후, Second PCR에서는 First PCR 

products들의 농도를 고려하여 적당한 비율로 섞어서 증폭한 다음 second 

PCR product를 template로 5’, 3’Nest primer를 이용하여 최종적으로 

third PCR을 진행했다.   

First PCR 과정에서 5’ flanking region은 각 유전자 별로 5For-5Rev 

primer를 이용해서 증폭한 PCR products의 size를 확인하였고, 3’flanking 

region은 3Rev-3For primer를 이용해서 증폭한 PCR products의 size를 확

인하였다. Marker gene으로 사용한 argB 유전자도 argB OF-argB DR 

primer를 이용하여 증폭한 1736bp의 products를 확인하였다. Second PCR

은 5 ’ flanking amplicon, marker gene(argB), 3 ’ flanking amplicon을 

1:3:1의 비율로 섞어서 증폭한 다음 second PCR products를 template로 

5’, 3’Nest primer를 이용, 최종적으로 third PCR을 진행하여 14개의 각각

의 knockout constructs를 제조하였다. 이렇게 제조된 knockout constructs

를 gel elution 하여 정제하였다 (Fig 6). 
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Figure 3. Construction of Esd gene deletion cassettes by DJ-PCR 
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Figure 3. Esd gene deletion by DJ-PCR(continued) 
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2. PCR을 통한 transformants의 확인 

 

CMRK plate에 Aspergillus nidulans 의 argB gene을 가지고 있지 않은 

HSY2 strain을 사용하여 DJ-PCR에 의해 만들어진 14개의 knock products

를 transformation하였다. Transformation 결과 생성된 colony를 CMRK배

지에 배양하여 표현형을 관찰한 뒤 MMK배지에 picking 하였다.  

DJ-PCR을 통해 생성된 knockout construct을 정확히 분리해내기 위하여 

transformation 결과 후 나온 colony들을 다시 MMK배지에 streaking하여 

genomic DNA를 분리하였다. 분리된 각각의 DNA들은 For-argB1 primer, 

Rev-argB2 primer를 이용하여 PCR을 수행한 뒤 8개(esd 183, esd 184, 

esd 203, esd 206 , esd 232, esd 239, esd 252, esd 508)의 esd에서 

transformants를 확인하였다. (Fig 4) 
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1. Esd 183 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Esd 184 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4.  Confirmation of the disruptants by PCR. (continued) 
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3. Esd 203 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. Esd 206 

 

 

 
 
 
 
 

Figure 4.  Confirmation of the disruptants by PCR. (continued) 
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5. Esd 232 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. Esd 239 

 

 

 

 
 
 
 

 

 

Figure 4.  Confirmation of the disruptants by PCR. (continued) 
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7. Esd 252 

 

 
 
 
 
 
 
 

8. Esd 508 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4.  Confirmation of the disruptants by PCR. (continued) 
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3. Southern blotting을 이용한 확인 

 

만들어진 knock mutant를 각각의 제한효소를 처리하여 argB probe를 이용

하여 Southern 분석을 수행하였다. 결과 각각의 candidate에서 우리가 원하

는 band를 확인할 수 있었다. 실험한 14개의 esd 중에서 8개(esd 183, esd 

184, esd 203, esd 206 , esd 232, esd 239, esd 252, esd 508)의 완전히 만

들어진 deletion mutant를 찾아내었다. (Fig. 5) 
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Esd 183 

 

 
 

 

Figure 5. Confirmation by Southern blot analysis. Confirmation of esd 

gene disruption by Southern hybridization probed with argB.  
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Esd 184 

 

 

 
 

 

Figure 5. Confirmation by Southern blot analysis. Confirmation of esd 

gene disruption by Southern hybridization probed with argB. (continued) 
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Esd 203 
 

 
 

 

Figure 5. Confirmation by Southern blot analysis. Confirmation of esd 

gene disruption by Southern hybridization probed with argB. (continued) 
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Esd 206 

 

 
 

 

Figure 5. Confirmation by Southern blot analysis. Confirmation of esd 

gene disruption by Southern hybridization probed with argB. (continued) 
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Esd 232 

 

 
 

 

 

Figure 5. Confirmation by Southern blot analysis. Confirmation of esd 

gene disruption by Southern hybridization probed with argB, (continued) 
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Esd 239 

 

 
 

Figure 5. Confirmation by Southern blot analysis. Confirmation of esd 

gene disruption by Southern hybridization probed with argB. (continued) 
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Esd 252 

 

 
 

 

Figure 5. Confirmation by Southern blot analysis. Confirmation of esd 

gene disruption by Southern hybridization probed with argB. (continued) 
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Figure 5. Confirmation by Southern blot analysis. Confirmation of esd 

gene disruption by Southern hybridization probed with argB. (continued) 
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Ⅳ. 결론 

 

Aspergillus nidulans는 genome project가 끝이나 전체 nucleotide 

sequence가 공개되어 있고 각 유전자의 ORF가 assign되어 있어 다수의 유

전자를 분리하는 것이 그리 어려운 일이 아니다. 또한 특정 유전자를 

deletion 시키기 위한 방법도 DJ-PCR이라는 방법이 개발되어 있어 14개의 

유전자를 손쉽게 deletion 시킬 수 있다.  

이에 따라 유성분화에 관여하는 유전자가 있다면 그것을 찾아 낼 수 있으며 

유전자의 기능 및 발현 조절 기작을 밝혀 낼 수 있다. 

Aspergillus nidulans의  유 성 분 화 에  관 여 하 는  유 전 자 들 의  조 절  

network을  규 명 하 고 자  유 성 분 화  초 기 의  균 사 체 로 부 터  

expressed sequence tag(EST)을  얻 은  바  있 다 . 본  연 구 에 서 는  

단 기  목 표 를  이 들  EST들 로 부 터  분 화  조 절 에  관 여 할  가 능 성 이  

있 는  EST들 을  대 상 으 로  완 전 한  크 기 의  유 전 자 를  분 리 하 고 , 이 들  

유 전 자  각 각 의  결 실  돌 연 변 이 주 를  제 조 하 였 다 .  이 들  deletion 

construct가  제 대 로  만 들 어 졌 는 가  확 인 하 기  위 해  PCR과  

Southern blotting을  수 행 하 여  분 리 해  내 었 다 . 

본  연 구 에 서 는  앞 으 로  제 작 된  deletion mutant를  가 지 고  분 화  

관 련  형 질 을  관 찰 하 여  유 성 분 화 에  관 여 하 는  유 전 자 를  얻 어  내 고  

더  나 아 가  이 들  유 전 자 와  기 존 에  알 려 진  유 전 자 와 의  발 현  조 절  

관 계 를  규 명 하 는  연 구 가  필 요 하 다 . 
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Abstract 

 
Construction of deletion mutants, in which each gene for 

ESTs obtained from early sexual development stage were 
disrupted in Aspergillus nidulans 

 

Ji young Chun 

Department of Biology Education 

Graduate School of Education 

Sungshin Women′s University 
 

 

For identification of a regulatory network of genes involved in sexual 

development of filamentous fungi Aspergillus nidulans, hundreds of ESTs 

(expressed sequence tags) have been obtained from mycelia at the early 

sexual developmental stage. 

In this study, 14 ESTs were chosen to make deletion mutations for 

further analysis because these encode mostly hypothetical proteins 

annotated in A. nidulans genome project and is thought to be possibly 

involved in sexual development. 

 First, deletion cassettes containing a argB gene as a selection marker 

were constructed systematically by DJ(Double Joint)-PCR(Polymerase 

Chain Reaction) and transformed into wild-type strain. Genomic DNA 

were isolated from the transformants and deletion mutants were 

confirmed by PCR and Southern blotting. At the end, each deletion 

mutants for eight genes among 14 were isolated. 
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