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요약 보고서
면수 265

1. 연구 목표

해양생물자원과 해양유전체정보를 활용하여 기능유전체 분석과 바이오화학소재 생산기

술 개발에 필요한 새로운 기능의 유전자 및 단백질을 발굴․분석하고 이를 활용하여 해양

생물 유래 바이오의약 및 바이오화학소재 생산기술 개발

2. 연구 결과

(1) 해양생물 기능유전체 해석 및 활용

(가) 고래 유전체 기능 분석 및 활용기술 개발

- 고래 유전체의 생물정보학적 분석과 기능 유전체 연구 기반 구축 : 고래 특이적/질
병 관련 유용유전자 발굴 (HIF-interacting protein, HIF-target genes, GPCR)

- 고래 유전체 분석과 기능유전체 연구를 통한 진화와 인간 질병 모델 연구 : 동물세

포, 질환모델에서 발굴된 유전자 기능 검증 (MEST, Prdx, FGF11)

보고서 초록



(나) 해파리 유전체/전사체 분석

- 해파리 유전체의 구조 및 기능 해석 : 전사체 분석 및 독단백질 생산 기작 (독 유

전자: metalloproteinase 계열 3종, phospholipase A2 계열 10종)

(2) 해양극한 합성생물 기반 기술 확보

(가) 해양·극한 미생물 기반 바이오화학소재 생산을 위한 플랫폼 기술 개발: NA1에서 C1물질 

기반 대사회로 개발, 돌연변이주 제작에 필요한 Genetic tool box 개발, ethanol, 2,3-BDO, 
Isobutanol, isoprene 생산하는 고세균의 metabolic engineering 수행

(나) 확보된 해양미생물자원 활용 및 신규 해양미생물자원 확보, 분석

- 통영 해상과학기지에서 해양바이오매스로서 2.12 kg/m2의 다시마 생산성을 얻음

- 해양바이오매스 분해미생물 Microbulbifer thermotolerans MEBiC11484 특성 분석

- C1 gas 이용 미생물들의 신규 확보 및 성장 특성 분석

(3) 해양미생물 생태기능유전자 규명

(가) 해양 수층의 질소순환과정 이해 

- 원핵생물의 다양성 및 메타유전체 분석을 통한 동해 물질순환 특성이해 

(나) Rhodopsins의 다양성 및 기능 규명 

- Microbial rhodopsins (PR, NaR, ClR)의 다양성 및 기능 규명

- Microbial rhodopsins의 특성 규명

(다) 혐기적 메탄산화과정 분자적 이해

- 동해 울릉분지 SMTZ 시료에서는 ANME-1b 주도적으로 AOM이 일어나는 반면, 포

항 앞바다의 ACC 퇴적토에서는 ANME-1b와 ANME-2a/c에 의해 AOM이 일어남.

- 메탄과 황산염, 산소 농도와 같은 환경 조건에 따라 ANME의 하위 그룹의 생태학

적 지위가 다름을 확인

- 혐기적 메탄산화 기작의 주요 기능성 유전자 대부분을 확인하였으나 mer과 hdrDE 
유전자는 관찰되지 않았으며 이는 ANME-1b가 가진 고유한 특성이라 생각됨.

색인어
(각 5개 이상)

한 글 기능유전체, 해양동물, 고온미생물, 대사공학, 분자생태학

영 어
Functional genomics, marine animal, 
thermophiles, metabolic engineering, molecular ecology



요 약 문

I   제 목   

해양·극한 유전자 신기능 발굴 및 활용기술개발

II   연구개발의 목적 및 필요성   

1. 연구개발 목표

기 확보된 해양생물자원과 유전체정보를 활용하여 기초원천기술과 바이오화학소재 생산기

술 개발에 필요한 새로운 기능의 유전자 및 단백질을 발굴․분석하고 이를 활용하여 해양생

물 유래 바이오의약 및 바이오화학소재 생산기술 개발

2. 연구개발 필요성

해양은 생명탄생과 진화의 장소로 지구상 동식물 80%, 지구상 생명 서식처의 90%를 차지

하고 있지만 해양환경 중 99%는 탐사되지 않은 새로운 가능성을 지닌 미지의 영역으로 남

아있다. 다양한 해양환경에서 발굴 가능한 극한생명체와 특이한 생명현상들은 바이오산업

의 원천소재 및 기초원천기술을 제공할 가능성이 크다. 

생명과학이 해결해야 할 미래 과제는 식량, 에너지, 보건 (신약)이며 이 문제의 해결 실마

리는 해양유전자원이 될 것이며 해양 생물자원의 근간은 유전체 정보라는 것이 최근 경향

이다. 2008년 차세대 염기서열분석기술 (Next Generation Sequencing, NGS)이 본격 도입되면

서 매년 데이터 생산 속도는 5배 이상 빠르게 증가하고 있으나 유전 정보에 비해 유전 정

보를 분석하고 유전자의 기능을 연구하는 속도는 매우 뒤처져 있는 상태다. 이미 해독된 

유전체정보가 고부가가치를 가지는 새로운 자원으로 활용되기 위해서는 유전체 정보를 심

층 분석하여 미지유전자의 기능을 밝히고 활용하기 위한 집중적인 연구가 필요하다.

확보된 생명정보와 발달된 분석기술은 해양환경에서의 생명현상 이해에 적용될 수 있다. 
이와 같은 분자생태학적 접근을 통하여 miniature ocean으로 불릴 만큼 다양한 해양학적 과

정이 일어나는 동해에서 진행되는 원핵생물 다양성 분포 및 생지화학적 과정에 대한 기반 



지식을 확보할 수 있으며 이를 통하여 온실가스, 기온 상승 등의 환경영향에 대한 이해를 

증진시킬 수 있을 것이다.

III   연구개발의 내용 및 범위   

본 연구개발 과제에서는 2004-2013년 사이에 수행된 “해양․극한생물 분자유전체연구단”과제

의 성과인 다양한 해양생물의 유전체 정보를 활용하여 생명공학 원천기술을 개발하고 축적

된 기술을 해양생명현상 이해에 활용하고자 하였다. 연구개발의 내용과 범위는 다음과 같다.

1. 해양 유전자원을 이용한 바이오의약소재 개발 기반 기술 구축

가. 유전체 해독이 수행된 해양 동물 (고래) 유전체의 생물정보학적 분석과 기능 유전체 연구 

기반 구축 : 고래 특이적/질병 관련 유용유전자 발굴

나. 고래 유전체 분석과 기능유전체 연구를 통한 진화와 인간 질병 모델 연구 : 동물세포, 질

환모델에서 발굴된 유전자 기능 검증

다. 해파리 유전체의 구조 및 기능 해석 : 전사체 분석 및 독단백질 생산 기작

2. 바이오화학소재 생산을 위한 해양미생물 기반 합성생물 제작 기술 개발

가. 해양·극한 미생물 기반 바이오화학소재 생산을 위한 플랫폼 기술 개발 : 해양·극한 미생물

의 C1물질 기반 대사회로 분석, Genetic tool box 개발, 대사공학적 기법을 활용한 초고온 

고세균의 metabolic engineering 연구

나. 이를 위한 기 확보 해양미생물자원 활용 및 신규 해양미생물자원 확보, 분석

3. 유전자 분석을 통한 해양미생물의 생태적 기능 규명

가. 동해 중부 (북위 37선) 수층 원핵생물군집의 시·공간 변동성 파악을 통한 동해 물질순환 

특성이해 : 원핵생물의 다양성 및 메타유전체 분석, 계절 조사 (2014년 9월, 2015년 4월 및 

2016년 2월)

나. 광이용과 관련된 로돕신의 다양성 및 기능규명 : 기 확보 flavobacteria 대상



다. 관벌레 공생미생물의 공생관계 규명 : Host로 Lamelibrachia satsuma, 주변 환경 및 공생미

생물의 다양성, 공생미생물과 host의 대사 공조

라. 메탄수화물의 생성과 분해에 관련된 현상의 분자적 이해 : 동해 메탄 분출구, 다양성, 메타

게놈 해석

IV   연구개발 결과   

1. 해양 유전자원을 이용한 바이오의약소재 개발 기반 기술 구축

가. 해양생물(고래)유전체의 심층 비교분석을 통한 진화 및 인간 질환 발병기전 연구

고래의 nuclear mitochondrial DNA (NUMT) 분석을 통해 고래 진화 연구에 새로운 방법론 

제시하였으며 selective sweep 분석으로 동해 연안에 서식하는 밍크 고래에 대해 유전자 수

준에서의 특성 분석도 하였다. Fibroblast growth factor (FGF)의 심층 분석으로 고래의 수중

환경 적응 기전 탐구 및 활용가능 유전자 발굴하여 FGF3, FGF9, FGF11, FGF22, FGF23 고

래 특이적 변이 확인하였으며 이에 따른 외이 변화, 저산소 적응, 가슴지느러미 뼈의 변

화, 골밀도 조절에 따른 부력 획득 같은 변화를 유전자 수준에서 설명하였다. 
Hypoxia-Inducible Factor (HIF)와 상호작용하는 104종의 단백질 서열을 28종 포유류와 비교 

분석하여 고래 특이적 변이 및 구조 변화를 예측하였으며 199종의 HIF (Hypoxia-inducible 
factor) 타겟 유전자에 대해 28종 포유류와 비교 분석하여 131개 단백질에서 고래 특이적 

변이를 확인하여 이 중 기능 변화를 동반한 변이 유전자는 59개로 예측하였다. 밍크고래, 
북극고래, 상괭이의 장기별 RNA 발현량과 육상 포유류, 인간 장기별 RNA 발현량 비교를 

통한 고래 생리적 특성 이해하였으며 고래 GPCR 유전자 분석으로 고래에서 유실된 

GPCR 유전자는 12개로 반구 수면, 지방 축적 등에 관련 된 유전자임을 확인하였다. 이와 

같은 고래 유전체에 대한 의미있는 분석이 이루어 지고 있으나 이를 실험적으로 뒷받침하

기 위한 기반이 부족하여 본 연구를 통하여 이를 구축하였다. 해양 항생물질 개발을 위해 

비브리오 패혈증 감염 동물 모델을 확립하고 독소에 대한 항체를 제작하였으며 병코돌고

래의 혈액에서 peripheral blood mononuclear cells (PBMC, lymphocytes (T cells, B cells, NK 
cells) and monocytes)을 분리하여 정상 산소 및 저산소 상태에서 RNA를 추출하여 

transcriptome과 microRNA 해독하였다. 또한 고래 (bottlenose dolphin) 혈구세포에서 다양한 

자극에 발현하는 cDNA library 구축하여 향후 연구의 기반을 마련하였다. 이와 같은 유전 

정보와 기반을 바탕으로 해양생물 특이적 유전자의 기능과 인간 질환 연관성에 대해 실험



적으로 규명하고자 하였다. 고래 특유 질환 표적 단백질 (MEST)의 암발생 및 전이에 미치

는 영향에 대해 연구를 진행하였으며 고래에 있는 환경스트레스 적응 유전자

(peroxiredoxin, Prdx)의 심층 분석 및 발현 분석도 실시하였다. 고래특이적 유전자(FGF11)는 

HUVECs (human umbilical vein endothelial cells)에서 모세혈관 유사 내피세포 혈관형성 

(Capillary-like endothelial tube formation) 유도하여 angiogenesis에 관여할 뿐 아니라 저산소

에서 발현이 증가하며 HIF-1α와 결합하여 HIF-1α를 안정화시킨다. 또한 FGF11가 과발현

되면 PPAR-γ를 매개로 비만세포 분화를 촉진시키는 것을 확인하였다. 

나. 해파리 유전체 해독 및 분석

보름달물해파리 및 노무라입깃해파리의 유전체 크기는 각각 550 및 250 Mb로 예측되었으

며, 두 종 모두 heterozygocity가 매우 높은 것으로 확인되었다. 노무라입깃해파리의 전사체 

분석을 우산부분과 촉수부분으로 구분하여 수행하여, 총 75,000여종의 unigene을 얻었으며, 
이중 22,000여종만이 기존 축적되어 있는 생물 유전자 정보들과 상동성을 갖는 것으로 확

인되었다. 해파리의 발생특이성 연구를 위해 말레이해파리의 생활사를 규명하였고, 실험실

내에서의 배양에 성공하였다. 폴립-에피라-메두사로 진행되는 발생과정 유생들 및 성체의 

전사체 정보를 생산하여, 각 과정에서 발현량이 특이적으로 변화되는 유전자 9,800여종을 

확인하였다. 이 유전자들은 앞으로 해파리 발생 및 변태의 분자적 조절을 이해하는데 활

용될 것이다. 노무라입깃해파리의 유전자 정보로부터, metalloproteinase 계열 3종, 
phospholipase A2 계열 10 종의 유전자들을 확인하였고, 이들 중 MMP-16, 17, 및 Group 
XV PLA2 등 3종의 유전자를 클로닝하였다. 클로닝 된 유전자들을 유전자 발현벡터에 삽

입하여 단백질 발현여부를 확인하였다.

2. 해양·극한 미생물 기반 바이오화학소재 생산 플랫폼 구축

가. 해양바이오매스 분해미생물, C1화합물 전환미생물 확보

재생 가능한 해양바이오매스로서 다시마의 시험생산을 수행하였다. 통영 MRC에서 진행한 

다시마 시험생산 결과 건조중량 기준 2.12 kg/m2의 다시마를 재배할 수 있었다. 시험재배

된 해조류로부터 고온성 해조 분해 미생물을, 해변의 게 껍질로부터 키틴 분해능을 지닌 

해양미생물을 분리하고 이들의 특성을 분석하였다. 고온성 다시마 분해미생물로 

Microbulbifer thermotolerans와 97.5% 유사도를 지니는 MEBiC11484 균주를 분리하였으며 

키틴 분해균주로는 Pseudoalteromonas shioyasakiensis와 100% 유사도를 가지는 균주를 분리

하였다.



C1 화합물 전환 미생물을 획득하기 위해 갯벌, 심해, 염전 등의 퇴적토와 해초시료 등의 

시료에 대해 methanogen 배지, acetogen 배지, Clostridium용 배지 등을 이용하여 농후배양

을 실시하였다. 총 8개 시료로부터 65주의 혐기성 미생물을 분리하였으며 이 중 신규성이 

높거나 활용성이 높다고 알려진 11종에 대해 계통분석, 성장 양식 (growth pattern), 유기산 

생산 평가 등을 실시하였다. 분석이 수행된 균주 중 Bacteroidia 강에 속하는 1주 외에는 

모두 Clostridia 강에 속하였으며 성장속도는 1.2 h-1이상이었다. 분석이 수행된 7종 중 6종

은 아세트산을 생성하였으며, 부가적으로 2균주는 부틸산을, 4균주는 개미산을 생산하였

다. 또한 MCWD5 균주는 제공된 포도당의 약 40%를 세포외 고분자물질로 전환시키는 것

으로 나타났다. 추가로 CO를 이용하여 acetate를 생산하는 균주 2주를 시화호로부터 분리

하였다. 본 연구를 통하여 국내 연안해역에서 분리된 신규 혐기성 미생물들은 유기산, 고

분자 다당류를 생산하는 등 높은 응용성을 지님을 확인할 수 있었다. 

나. 해양바이오매스 분해 당화효소 유전자원 확보 및 특성분석

Microbulbifer thermotolerans MEBiC11484 균주의 유전체는 4.1 Mbps 크기에 3,727개 유전자

를 coding하고 있었으며 다수의 고분자 탄수화물 분해 유전자가 포함되어 있었다. 최적조

건은 40-50℃, 3-4% NaCl, pH 6.5였으며 laminarin 분해력이 우수하였다.

Thermococcus pacificus P-4의 유전체 서열 분석을 통하여 예측되는 GH1 β-glucosidase를 

암호화하는 유전자의 아미노산 서열은 Pyrococcus furiosus β-glucosidase와 77% 상동성을 

나타내었다. 그 유전자를 Escherichia coli 시스템 내에서 복제 및 발현하고 금속 친화 크로

마토그래피를 통하여 발현된 단백질을 정제하고 특성을 분석하였다. 정제된 단백질

(Tpa-Glu)은 pH 7.5와 75°C에서 최적활성을 나타내었으며, 90°C에서 약 6시간의 반감기를 

보였다. Tpa-Glu는 pNP-β-glucopyranoside, pNP-β-galactopyranoside, pNP-β
-mannopyranoside, 그리고 pNP-β-xylopyranoside 순으로 우수한 kcat/Km 값을 나타내었다. 
또한, Tpa-Glu는 β-1,3-linked polysaccharide (laminarin)와 β-1,3-/β-1,4-linked 
oligosaccharides에 대하여 exo-hydrolyzing 활성을 보였다. 초고온 고세균 유래 β-glucosidase
의 exohydrolyzing 활성은 최초로 확인된 것으로 이 효소는 laminarin의 당화공정에 β

-1,3-endoglucanase와 함께 적용할 수 있을 것으로 기대된다.

다. 해양극한 미생물 기반 바이오화학소재 생산 플랫폼 구축

C1물질 기반 대사회로 분석 및 발굴 - 초고온성 고세균 T. onnurineus NA1 균주의 특이적

인 개미산 에너지 대사기작의 전 과정을 실험적으로 증명하였다. 특히 나트륨/양성자 역수

용체에 의해 양성자가 나트륨이온으로 전환되고, 전환된 나트륨이온이 실질적으로 ATP 생



성에 사용됨을 실험적으로 증명함으로써, fdh2-mfh2-mnh2 유전자군이 코딩하는 단백질 복

합체의 기능을 규명하였다. 또한, 초고온성 고세균을 기반으로 한 개미산 생산을 가능하게 

하기 위해 Thermoanaerobacter kivui 균주 유래의 Hydrogen-Dependent Carbon dioxide 
Reductase (HDCR) 유전자 군을 T. onnurineus NA1 균주에 도입하여 약 3.5 mM 수준의 개

미산을 생성하는데 성공하였다. 이와 더불어, CO2를 중탄산염 (HCO3⁻)으로 전환시키는 효

소인 Carbonic anhydrase (CA)를 해양·극한 미생물에서 발굴하여 대표적인 발현 균주인 E. 
coli 균주에 도입하여 발현시키는 실험을 진행하였고, 이를 통해 온실가스인 CO2 저감 기

술개발을 위한 기반연구를 수행하였다. 

Genetic tool box 개발 - 초고온성 고세균의 대사공학을 수행하기 위한 기술개발의 일환으

로 초고온성 고세균에 적용 가능한 gene deletion, heterologous gene insertion, gene 
overexpression을 위하여 요구되는 마커 개발, strong promoter 및 episomal vector를 발굴하고 

시스템을 구축하는 연구를 수행하여 이후의 연구에서 유전자 조작을 원활히 할 수 있도록 

하였다. 연구 성과로 Agmatine을 활용한 돌연변이 제작 기법을 확립하였고, RNA-seq 분석

을 통하여 T. onnurineus NA1에 적용 가능한 TON_0510, TON_0157, TON_0413 등 3종의 

strong promoter를 발굴하였다. 또한 E. coli 균주의 유전자 Library 제작에 사용되는 Fosmid 
vector를 변형하여 초고온성 고세균에 도입 가능하도록 개발하는데 성공하여 최대 60kb 크

기의 large DNA insert 도입이 가능하도록 하였다. 

초고온 고세균의 metabolic engineering - 개발된 genetic tool box를 이용하여 초고온성 고세

균의 대사공학 연구를 수행하고 이를 통해 유용산물을 생산하도록 하였다. 해당 연구 내

용으로는 초고온성 고세균 유래 Glycoside hydrolase (GH) gene cluster가 도입된 T. 
onnurineus NA1 돌연변이를 제작하였으며, T. onnurineus NA1의 대사산물을 분석하고 이종 

유래 유전자를 도입하여 ethanol, 2,3-BDO, Isobutanol, isoprene 생산연구를 수행하였다. 

3. 유전자 분석을 통한 해양미생물의 생태적 기능 규명

가. 분자생태학적 방법을 활용한 수층 해양미생물 다양성 및 기능 분석

동해 수층의 원핵생물 개체수는 표층에서 심층으로 가면서 감소하는 경향을 나타내었다. 
표층에서는 엽록소 a 농도가 높은 4월에 대체로 높은 반면, 심층에서는 유사한 범위를 보

였다. 원핵생물의 군집 조성도 표층과 심해역은 뚜렷한 차이를 나타내었다. 표층에서는 시

기적 변동성이 크게 나타났으나, 저층에서는 변이가 크지 않았는데, 이는 표층이 계절에 

따라 수온, 해류 및 엽록소 a 농도 분포 등 환경 요인의 변이가 큰 반면, 심층에서는 비교

적 연중 균일한 환경이 유지되었기 때문으로 파악된다. 군집 조성에서 거의 모든 경우 

SAR11 목에 속하는 그룹이 우점하였으며 부가적으로 표층에서는 Flavobacteriales, 



Rhodobacterales 및 Oceanospirillales가 시기를 달리하며, 심층에서는 Oceanospirillales와 

SAR324 및 SAR406 그룹의 세균들이 상시 우점하는 그룹으로 나타났다. 심해에서 

SAR324, SAR406, ZD0417, Sva0996 및 SUO05 그룹 등 탄소를 고정할 수 있는 것으로 알

려진 세균을 포함하는 그룹은 약 20~25%를 차지하였으며, 메타유전체의 결과에서도 이들 

그룹에 속하는 rbcL 유전자가 발견되어 동해 심해의 수층 환경에서 화학독립영양세균에 

의한 유기물 합성이 활발히 진행될 가능성을 시사하였다. 

연안에 빈번히 발생하는 빈영양 환경에서 미생물의 생태기능적 특성 파악을 위해 2014년 

8월에 마산만에서 원핵생물 다양성 및 메타유전체 분석을 수행하였다. 약 10 m의 얕은 수

심에도 불구하고, 저층 빈산소해역의 원핵생물 군집 조성은 황산화세균인 Sulfurovum, 탄

소고정이 가능한 화학독립영양생물을 포함하는 Ruthia 그룹과 황훤원 그룹이 우점하여, 표

층의 원핵생물 군집과 매우 대조적인 군집조성을 보였다. 메타유전체 분석의 결과도 황환

원에 연관된 유전자, 질산염 및 아질산염의 환원에 관여하는 유전자 비가 표층에 비해 2
배 이상 높아 황과 질소의 환원 과정이 상대적으로 활발하게 일어남을 보였다.

나. 분자생태학적 방법을 활용한 수층 해양미생물 다양성 및 기능 분석

다양한 해양환경에서 광 수용성 막 단백질인 proteorhodopsin (PR)을 함유하는 flavobacteria 
종들의 다양성 분석과 3가지 형태의 rhodopsin 유전자들을 함유하는 Nonlabens sp. YIK11 
종에서 빛에 대한 기능을 알아보고자 하였다. 특히, PR을 함유하는 flavobacteria에서 sodium 
ion rhodopsin (NaR)과 halorhodopsin (HR)의 새로운 유전자들에 대해 초점을 두었다. 

322종의 해양미생물에서 PR을 함유하는 16종을 발견하였고 16S rRNA 분석으로 16종 모

두 flavobacteria 종들로 확인되었으며, 흥미롭게도 주로 퇴적토 (62.5%)에서 서식하는 종들

에서 우점하고 있었다. 16종에서 PR 유전자 외에 NaR과 Chloride ion rhodopsin (ClR; HR과 

유사한 형태) 유전자를 함유하는 Nonlabens sp. YIK11 종을 발견하였다. 이 종은 기존보고 

(수중환경의 유광층에서 발견)와 달리 영흥도 주변 퇴적토에서 분리된 종으로 지금까지 보

고된 바 없는 새로운 환경의 차별성이 있음을 확인하였다. 기존에 보고된 microbial 
rhodopsin 유전자들과의 서열비교분석을 통해 빛에 반응하는 중요 아미노산 서열 (D85, 
T89, D96)들을 모두 보존하고 있었다. 다양한 분류군에서 발견된 microbial rhodopsin 유전

자들과 분자계통학적 분석에서도 독립적으로 진화경로가 다른 rhodopsins의 cluster를 확인

하였다. 1개 혹은 2, 3개의 유전자를 함유하는 flavobacteria 종들에서 빛에 따른 활성을 보

였으며, 기존의 종들보다 대부분 높은 활성을 보여주었다. 3가지 형태의 rhodopsin을 함유

하는 YIK11 종에서 빛에 따른 성장과 각 유전자들의 발현패턴을 분석한 결과 성장에는 

큰 영향을 주지 않았지만, 초기와 중기의 성장단계에서 NaR-PR-ClR 순으로 빛에 따른 발

현패턴을 보여주었다.



다. 메탄방법을 활용한 수층 해양미생물 다양성 및 기능 분석

심해 퇴적토로부터 방출되는 메탄의 99%는 anaerobic methanotroph (ANME)라는 미생물에 

의해 이산화탄소로 산화되며, 메탄 분출 지역이나 메탄과 황산염이 공존하는 Sulfate 
methane transition zone (SMTZ)에서 혐기적 메탄산화(Anaerobic oxidation of methane; AOM)
기작이 일어나는 것으로 알려져 있다. 이 연구에서는 AOM이 일어나는 해양 퇴적토에서 

미생물 군집구조 및 기능성 유전자를 분석하여 지화학적 특성에 따른 미생물 군집의 변화

와 AOM에 관련된 기능성 유전자의 특성을 연구하고자 하였다. 

메탄의 혐기적산화가 일어나는 두 퇴적토 (UBGH2-10_SMTZ, Hemire_ACC)에서 

pyrosequencing 장비를 이용해 미생물 군집구조를 분석한 결과, 고세균의 군집구조는 전반

적으로 유사하게 관찰되었으며, 공통적으로 Thermoplasmata와 MBGB, 혐기적 메탄산화 고

세균 (ANME)이 우점함을 확인하였다. 미생물 군집구조와 Q-PCR 분석결과, SMTZ 시료에

서는 ANME-1b 주도적으로 AOM이 일어나는 반면, ACC 퇴적토에서는 ANME-1b와 

ANME-2a/c에 의해 AOM이 일어남을 확인하였다. 

차세대 염기서열 분석 장치를 이용해서 UBGH2-10_SMTZ와 Hemire_ACC, 표층 퇴적토에서 

각각 0.32, 3.6, 0.43 Gb의 환경유전체 염기서열을 확보한 후 분류학적, 기능적 프로파일링 

분석을 진행하였다. UBGH2-10_SMTZ와 Hemire_ACC 환경유전체 데이터에서는 메탄 생성

균으로 분류된 염기서열과 메탄 생성 기작에 관련된 기능성 유전자로 분류된 염기서열이 

통계학적으로 우점하게 관찰되었다. 하지만 두 환경유전체 염기서열을 메탄 생성균과 

ANME의 유전체에 대조한 결과, SMTZ의 메타지놈 염기서열이 ANME 유전체와 높은 비

율로 일치함을 확인하였다. UBGH2-10_SMTZ 환경유전체 염기서열을 이용한 혐기적 메탄

산화 기작의 기능성 유전자 분석 결과, 대부분의 주요 유전자를 확인할 수 있었으나 mer
과 hdrDE 유전자는 관찰되지 않았으며 이는 ANME-1b가 가진 고유한 특성이라 생각된다.

결론적으로, 동해 울릉분지의 심해 퇴적토에서 ANME는 AOM에 중요한 역할을 하는 미생

물임을 확인하였으며, 메탄과 황산염, 산소 농도와 같은 환경 조건에 따라 ANME의 하위 

그룹의 생태학적 지위가 다름을 확인하였다.



V   연구개발결과의 활용계획   

1. 해양생물 기능유전체 해석 및 활용

- 본 연구 결과를 기반으로 발굴된 국가 R&D 과제 (해양단백질 기반 바이오메디컬소재 개발)
개발 및 실용화를 위한 원천 기술 확보에 활용

- 해양생물 특이적 단백질 활성 및 특징을 기반으로 신규 단백질 치료제 혹은 향장소재로 개발

- 해파리 유전체 정보는 추가 보완을 통하여 독 생산 및 활용 연구의 기초자료로 활용

2. 해양극한 합성생물 개발 및 활용

- 비광합성 미생물을 활용한 이산화탄소 활용 기술 개발 연구 수행을 통해 탄소고정 연구에 

활용

- 확보된 균주는 C1 화합물 고정 혹은 해양 biomass 분해 미생물 자원을 요구하는 과제에서 

활용될 수 있도록 제공

3. 해양미생물 생태기능유전자 규명

- 동해 심해의 물질 공급 및 순환을 위한 기반 연구 자료로 활용

- 빈영양 수괴의 지화학적 과정 연구를 위한 기반 연구 자료로 활용

- 해양생태계의 에너지 및 물질 수지와 이동에 대한 학문적 기초 연구자료 제공

- 자가영양 생태계 연구의 기초 연구자료 제공

- 메탄 산화과정 및 군집에 대한 자료는 메탄수화물 개발과정에서 환경평가 자료로 활용





SUMMARY & KEYWORDS

I   Title of the Project

Discovery and application of novel functional genes and proteins 

from marine and extreme genomic resources

II   Necessities and Objectives of the Project   

1. Objectives of the Project

The aim of the research is as follows; mining and deep investigation of novel 
functional genes and proteins from collected marine bioresources and its genomic 
information and developing the technology or process required for production of 
biochemicals and/or pharmaceutical application.

2. Necessities of the Project

The ocean environments regarded as the place of origin and evolution of the life.  
Approx. 80% of the plant or animals on Earth live in the ocean, however, 99% of the 
ocean environments remained unexplored area. Therefore, extreme and/or special 
biological process possibly acquired from various marine environments could be provides 
basic sources and techniques supporting the bio-industry.

Some of the major subjects of the bio-science for future are foods, energy, health 
(novel pharmaceuticals) etc. and thought that these matters could be solved by using 
marine bioresources - specifically genomic informations. After introduction of Next 
Generation Sequencing (NGS) technologies in 2008, genomic information has been 
explosively increased, however, analyzes of the genetic information and function of these 



genetic materials could not keep step with genome sequencing. In depth study on 
revealing function of genes is value-adding process of the genetic information and 
should be promoted for application of produced genomic information.

In addition to study on technologies for industrial application, acquired genetic 
information and established technologies could be applied to understand ecological 
process in the ocean environments. Via molecular ecological approach such as 
investigation on prokaryotic diversity and metagenomic analysis in East Sea, a miniature 
ocean, will provide information on biogeochemical process and can promote knowledge 
of the effects of environmental changes due by greenhouse gases and/or climate change.

III   Scope of the Research

Utilization of bioresources and methods established via achievement of "marine and 
extreme genome research program (2004-2013)" for biotechnological application and 
understanding biological process in the sea. Detailed scope is as follows.

  (1) Study on marine functional genomics and its application into drug development

- Bioinformatic analysis of whale genome and establishment of functional genomics 
study system : mining whale specific/disease-related genes

- Study on evolution and human disease model via whale genome analysis and its 
functional genomics : animal cell line, verification of the function of genes selected 
by disease model

- Understanding structure and function of jelly fish genome : transcriptome analysis 
mainly concerned with toxin production

  (2) Establishment of microbial platform for production of value added biochemical 
materials by metabolic engineering

- Platform technology for production of biochemical materials : Analysis and discovery of 



C1-based metabolic pathway, Development of genetic tool box, Metabolic engineering for 
hyperthermophilic archaea

- Functional analysis of collected or newly isolated microbes

  (3) Analysis of ecological function of marine prokaryotes via molecular biological 

approach

- Understanding biogeochemical process in middle East Sea (line of 37ON) via analysis 
of seasonal and spatial dynamics of prokaryotes : prokaryotic diversity, metagenomics, 
seasonal analysis (Sep. 2014, Apr. 2015, & Feb. 2016)

- Diversity and functional analysis of microbial rhodopsin : collected flavobacteria

- Symbiotic relationship between tubeworm and bacteria : Lamelibrachia satsuma as a 
host, microbial diversity of symbionts and surrounding environments, metabolic 
communication between host and symbionts

- Molecular biological approach for understanding the fate (production, degradation etc.) 
of methane hydrate : methane seep area of East Sea, diversity, metagenome

IV   Results

1. Study on marine functional genomics and its application into drug development

A. Functional genomics of whale and its application into drug development

Whales, marine mammals, are morphologically and physiologically adapted to survive 
aquatic environment. To understand cetacean adaptation mechanisms at molecular level, 
we analyzed their genes thoroughly and proved function of cetacean-specific genes by 
experiment. In addition, we investigated the relation of their genes with human disease 
to develop drug. First of all, we analyzed cetacean genome thoroughly to investigate 
cetacean evolution and the relation of cetacean-specific genes with human disease. We 
suggested novel method to study cetacean evolution by the analysis of cetacean NUMT 



and researched the characteristics of minke whale nearby the East Sea by selective 
sweep. Analysis of the FGF gene family provides insights into aquatic adaptation in 
cetaceans and we found cetacean-specific variations in FGF3, FGF9, FGF11, FGF22, 
FGF23. We performed comparative analysis of 104 Hypoxia-Inducible Factor 
(HIF)-interacting proteins in cetacean and 28 terrestrial mammals to predict cetacean-specific 
variation and structural changes and another comparative analysis of 199 Hypoxia-Inducible 
Factor (HIF) target genes in cetacean and 28 terrestrial mammals. 131 proteins with 
cetacean-specific change and 59 proteins with functional changes predicted were found. 
Comparative analysis of RNA expression in different organs between minke whale, 
bowhead, porpoise and terrestrial mammals and human provides the insight to 
understand the physiological features of whales. And the analysis of cetacean GPCR 
indicates the loss of GPCR’s in whale genome is related to the accumulation of fat and 
Unihemispheric slow-wave sleep (USWS) and so on. To support the research on marine 
animal-specific activity and function, we established the infrastructure for the experiment. 
We constructed mouse model to develop antibiotics against Vibrio and generated 
antibody against the toxin. We also separated peripheral blood mononuclear cells (PBMC, 

lymphocytes (T cells, B cells, NK cells) and monocytes) of bottlenose dolphin and compared 

transcriptome under normoxia and hypoxia. cDNA libraries of bottlenose dolphin PBMC 
under various stimuli were constructed. Based on cetacean genome information and 
research infrastructure for marine biotechnology, we investigated marine-specific genes 
and function and its relation with human disease. Cetacean-specific MEST was proved 
to be associated with carcinogenesis and metastasis. And cetacean-specific 
stress-responsive protein, peroxiredoxin Prdx were characterized. Cetacean FGF11 retains 
the unique sequences and we investigated its function. FGF11 was involved the 
angiogenesis by stimulating capillary-like endothelial tube formation in HUVECs (human 

umbilical vein endothelial cells). Its expression was increased under hypoxic condition and 

FGF11 contributed HIF-1α stability. And FGF11 overexpression enhanced adipogenesis by 
regulating PPAR-γ expression. 

B. Analysis of jellyfish genome

The genome size of two jellyfish species, Aurelia aurita and Nemopilema nomurai, was 
predicted, 550 Mb and 250 Mb, respectively. Both species showed high tendency of 
heterozygocity. We obtained about 75,000 unigene information in N. nomurai through the 



transcriptomic analysis. Among the unigenes, only about 22,000 unigenes share nucleotide 
sequence homology to the known genes which accumulated in public gene data bank. The life 
history of Sanderia malayensis was investigated for studying developmental characteristics of 
jellyfish. The culture of this species was successful. RNA sequencing was conducted in two 
juvenile stages, polyp, ephyra; and adult stage, medusa. About a thousand species of genes 
which expressed differentially according to the developmental stage were obtained. These genes 
will be contributed in our understanding on the molecular mechanism in jellyfish development 
and metamorphosis. Three genes belongs to metalloporteinase (MMP) group, and 10 genes 
belongs to phospholipase A2 (PLA2) group were found in the gene profile of N. nomuari. 
Among them, open reading frame of MMP-16, 17, and Group XV PLA2 were isolated. Each of 
them were inserted into the gene expression vector and the possibilities of protein expression in 
each were tested.

2. Establishment of the microbial platform for production of biochemical materials

A. Acquisition of microorganisms that degrade marine biomass or transforming 

C1-compounds 

Kelp was cultivated as a model marine biomass at Tongyung MRC and get 2.12 kg-dw/m2 of 
productivity. Algal biomass degrading Microbulbifer thermotolerans MEBiC11484 was isolated 
from debris of kelp and chitin degrading Pseudoalteromonas shioyasakiensis strain CC1 was 
isolated from debris of crabs. Marine bacteria have represented unique physiologies and products 
which are not discovered from terrestrial organisms. There has been great interest to utilize and 
develop marine bacteria in many industrial sectors. Recently, we isolated and characterized 
anaerobic bacteria from various marine environments in Korea to search organic acids 
fermenting strains. From our enrichment performed under anaerobic condition, 65 strains were 
isolated and identified by the 16S rRNA gene sequence analysis. Among them, eleven strains 
were selected for phylogenetical and biochemical analysis. All tested strains were affiliated with 
Class Clostridia except one with Class Bacteroidia. Most of strains produce acetate (6strains) 
with butyrate (2strains) and/or formate (4strains). Strain MCWD5 transformed 40% of glucose to 
extracellular polymeric substances. These results indicate that many novel anaerobic 
microorganisms which have great potential in commercial application are distributed in the 
marine environments of Korean Peninsula.

B. Acquisition and characterization of genetic resources for marine biomass degradation

Genome of Microbulbifer thermotolerans MEBiC11484 was 4.1 Mbps with 3,727 CDS and a 



number of glycoside hydrolase family genes. The strain optimally grow at 40-50℃, 3-4% NaCl, 
and at pH 6.5 and well degrading laminarin. Based on the genomic analysis of Thermococcus 
pacificus P-4, we identified a putative GH1 β-glucosidase-encoding gene (Tpa-glu). The gene 
revealed a 1,464 bp encoding 487 amino acid residues, and the deduced amino acid residues 
exhibited 77% identity with Pyrococcus furiosus β-glucosidase (accession no. NP_577802). The 
gene was cloned and expressed in Escherichia coli system. The recombinant protein was purified 
by metal affinity chromatography and characterized. Tpa-Glu showed optimum activity at pH 7.5 
and 75°C, and thermostability with a half life of 6 h at 90°C. Tpa-Glu exhibited hydrolyzing 
activity against various pNP-glycopyranosides, with kcat/Km values in the order of pNP-β
-glucopyranoside, pNP-β-galactopyranoside, pNP-β-mannopyranoside, and pNP-β-xylopyranoside. 
In addition, the enzyme exhibited exo-hydrolyzing activity toward β-1,3-linked polysaccharide 
(laminarin) and β-1,3- and β-1,4-linked oligosaccharides. This is the first description of an 
enzyme from hyperthermophilic archaea that displays exo-hydrolyzing activity toward β-1,3-linked 
polysaccharides and could be applied in combination with β-1,3-endoglucanase for 
saccharification of laminarin.

C. Establishment of platform technology for biochemical materials production based on 

marine and extreme microorganisms

Analysis and discovery of C1-based metabolic pathway : experimentally proved the overall 
mechanism of the specific formate energy metabolism in the hyperthermophilic archaeon, T. 
onnurineus NA1. In particular, the function of a respiratory complex encoded by the 
fdh2-mfh2-mnh2 gene cluster was demonstrated by experimentally proving that the proton is 
converted to sodium ion by the Na+/H+ antiporter and the converted sodium ion which is used 
to generate ATP in practice. In order to enable the production of formate in hyperthermophilic 
archaea, a group of the Hydrogen-Dependent Carbon dioxide Reductase (HDCR) gene cluster 
derived from Thermoanaerobacter kivui strain is introduced into T. onnurineus NA1. It 
succeeded in producing 3.5 mM level of formate. In addition, Carbonic anhydrase (CA), an 
enzyme that converts CO2 into bicarbonate (HCO3

⁻), was extracted from marine and extreme 
microorganisms and introduced into a E. coli host strain. Through this, we conducted a basic 
research for the development of representative greenhouse gas, CO2 reduction technology.

Development of genetic tool box : a genetic engineering technique applicable to 
hyperthermophilic archaea was established as a part of the development of the fundamental 
technology for the metabolic engineering. Three strong promoters, TON_0510, TON_0157, and 
TON_0413, which can be applied to T. onnurineus NA1, were identified through RNA-seq 
analysis and mutagenesis technique was established using Agmatine as a research result. In 



addition, the fosmid vector which is used for the construction of gene library, was modified to 
be able to introduce into the hyperthermophilic archaea, enabling the introduction of a large 
DNA insert of a maximum size of about 60 kb.

Metabolic engineering for hyperthermophilic archaea : we conducted research on metabolic 
engineering of hyperthermophilic archaea and produced useful products using the genetic 
manipulation technology developed in the 'Genetic Toolbox Development' study. In this stkudy, 
a mutant of T. onnurineus NA1, which is indroduced a glycoside hydrolase (GH) gene cluster, 
was constructed. Researches about production of ethanol, 2,3-BDO, Isobutanol and isoprene were 
carried out by analyzing the metabolites of T. onnurineus NA1 and introducing heterologous 
genes.

3. Analysis of ecological function of marine prokaryotes via molecular biological 

approach

A. Analysis of pelagic microbial diversity and function via molecular ecological approach

To understand diversity and ecological functions of prokaryotes in marine pelagic environments, 
the abundance, 16S rDNA sequencing and metagenomic analyses were conducted 3 times (Sep. 
2014, Apr. 2015 and Mar. 2016) in the East Sea. The prokaryotic abundances were much 
higher at the surface layer compared to the deep layer. Despite SAR11 group was ubiquitously 
dominant in most of samples regardless of time and space, the prokaryotic community 
composition was also very different between two layers. Interestingly, diverse groups such as 
SAR324, SAR406, SUP10 and Sva0996, regarded as chemoautotrophs able to fix carbon dioxide 
were frequently found in the deep waters of the East Sea, suggesting that autochthonous organic 
carbon production by chemoautotrophic activity could be considerably produced in the deep sea. 
Metagenomic analyses of a deep sea sample also revealed the presence of rbcL genes from the 
diverse chemoautotrophic bacteria. An additional study conducted in the hypoxic coastal water of 
the Masan Bay showed that hypoxic event in coastal areas can bring about the changes of 
prokaryotic community composition as well as biogeochemical pathways of carbon, nitrogen and 
sulfur.

B. Diversity and functional analysis of light-driven pumping rhodopsins in marine 

Flavobacteria

The aims of this study are the description of diversity for proteorhodopsin (PR)-containing 
flavobacteria in marine environments, the finding of novel photoreceptive membrane proteins, 



and the elucidation of the effect of light on the growth of three rhodopsin genes containing 
flavobacterium. We investigated novel sodium ion rhodopsin (NaR) and halorhodopsin (HR) 
genes from PR-containing flavobacteria that were previously isolated from diverse aquatic sites, 
mainly from tidal flat sediment (62.5%). In 16 PR-containing isolates, three new types of genes 
were found. Among these three isolates, one (Nonlabens sp. YIK11 isolated from sediment) 
contained both the NaR and chloride ion rhodopsin (ClR) -HR type of gene. The sequences 
showed that the DTE (proton pump), NDQ (sodium ion pump) and NTQ (chloride ion pump) 
motifs corresponding to the D85, T89, and D96 positions in bacteriorhodopsin (BR) were well 
conserved. Phylogenetic analysis indicated that three NaR and one ClR grouped within the same 
clade, as previously reported. Illumination of cell suspensions showed the change in proton 
pump activity, supporting that one or more rhodopsins are functional. The qRT-PCR study 
revealed that three rhodopsin genes, especially NaR, are highly induced when they are incubated 
in the presence of light or in the absence of sufficient nutrients. The expression levels of the 
DTE, NDQ, and NTQ motif-containing rhodopsin genes in YIK11 correlate positively with 
illumination, but negatively with nutrient levels. Based on those results, we concluded that light 
has a positive impact on the relative expression levels of the three rhodopsin genes in the 
flavobacterium, Nonlabens sp. YIK11, but with no apparent positive impact on growth. 
Consequently, light did not stimulate the growth of YIK11 as determined by cell numbers in a 
nutrient-limited or -enriched medium, although it contains and induces three rhodopsins.

C. Metagenomic analysis of anaerobic methane oxidation in marine sediments of Ulleung Basin

Only approximately 1% of all the methane released from the reservoirs successfully reaches oxic 
waters and the atmosphere, since most of the methane is efficiently oxidized to carbon dioxide 
by the process of anaerobic oxidation of methane (AOM). AOM in marine sediment occurs in 
methane seeps and sulfate-methane transition zone (SMTZ), which is mediated primarily by 
anaerobic methanotroph (ANME). The aim of the study was to investigate the microbial 
community and to compare the functional gene profile of the marine sediments together with 
AOM and its relationships with the geochemical parameters. 

Microbial community analysis of marine sediments together with AOM (UBGH2-10_SMTZ and 
Hemire_ACC) showed that archaeal community structures were very similar. Thermoplasmata, 
MBGB, and ANME populations were commonly retrieved in both sediments. The result of 
quantitative PCR (q-PCR) and 16S rRNA gene pyrosequencing revealed that distinct differences 
of ANME subgroups were presented in the SMTZ and authigenic carbonate crust (ACC) 
sediments, with the SMTZ dominated by the member of the ANME-1b, whereas ACC by the 



members of the ANME-1b and ANME-2. 

Metagenomic sequences at 0.32, 3.6, and 0.43 Gb were obtained from the UBGH2-10_SMTZ, 
Hemire_ACC, and G1_Surface sediments, respectively. The taxonomic and functional profiling 
analysis showed the prevalence of methanogens, such as Methanosarcinales and 
Methanomicrobiales and methanogenesis-related reads were statistically overrepresented in the 
UBGH2-10_SMTZ metagenome. However, in the mapping analysis of metagenomic reads to the 
reference genomes, most of the sequences were mapped to ANME-1 draft genomes rather than 
those of the methanogens. The result of marker gene analysis of the seven-step reverse 
methanogenesis pathway showed that the genes of mer and hdrDE homolog could not find, 
which might be a characteristic unique to ANME-1. 

Overall, the detailed investigation of microbial communities and metagenomic data greatly 
improved our understanding of the diversity, habitat preferences, and functions of 
microorganisms. The ANME is a key microorganism in marine sediments together with AOM, 
such as SMTZ and methane seeps. The ecological niches of ANME subgroups differed in 
environmental factors. In the ACC subsurface sediment, ANME-1 and ANME-2 were dominated, 
whereas ANME-1b was predominated in the SMTZ. 

V   Plan for Utilization

  1. Study on marine functional genomics and its application into drug development

  - Will used in newly developed R&D project (Development of Biomedical materials based on 
marine proteins)

  - Application on development of novel protein therapy or ingredients of cosmetics 

  - Basic data for production and utilization of jelly fish toxin after supplemental study on 
jellyfish genome

  2. Development and application of microbial platform

  - The produced biological sources and experiences will applied to conduct the new project 
"Elucidation and application of carbon metabolic process in non-photosynthetic marine and 
extreme microorganisms"



  - Collected microbial resources could utilized by project for C1 compounds fixation or marine 
biomass degradation etc.

  3. Molecular biological approach for studying ecological role of marine microorganisms

  - Provided as a basic data for ecological process in deep area of East Sea

  - Provided as a basic data for research on biogeochemical process in oligotrophic marine 
environments

  - Provided as a basic data for studying carbon and energy balance and transformation in marine 
ecosystems

  - Provided as a basic data for studying autotrophic ecosystem

  - Could be utilized for the assessment of the environmental effects when mining methane 
hydrate 

                                      

KEYWORDS : Functional genomics (기능유전체), marine animal (해양동물), thermophiles (고온미생
물), metabolic engineering (대사공학), molecular ecology (분자생태학)
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제1장  서 론

제1절  연구 개요

해양은 생명탄생과 진화의 장소로 해양생물은 20억년 이상의 진화역사를 가지고 있어 생명진화

지이며 지구상 동식물 80%, 1,200만종의 생물이 해양에 서식하여 지구생물다양성의 대부분을 차

지하고 있다. 실제 지구상 동물종의 33개의 문 (phylum) 단위 분류군 중 32개가 해양생태계에 존

재하나 육상생태계에는 15개의 문만 존재하는 것으로 보고되었다 (03년 해양생물센서스보고서). 

그럼에도 불구하고 지구상 생명 서식처의 90%를 차지하는 해양환경 중 99%는 탐사되지 않은 새

로운 가능성을 지닌 미지의 영역으로 남아있어 새로운 생명자원 발굴의 가능성이 아직도 무궁무

진하다고 말할 수 있다. 

이와 같이 다양성의 원천이라 할 수 있는 해양생물은 육상생물에 비해 월등히 높은 새로운 유전

자, 생체구조 및 대사물질 (의약물질)의 보고로 알려져 있다. 다양한 해양환경 중 특히  대양, 심

해저, 열수구 및 냉용수 생태계 등에서 발굴 가능한 극한생명체와 특이한 생명현상들은 바이오산

업의 원천소재 및 기초원천기술을 제공할 가능성이 크다고 할 수 있다. 또한  해양조류는 지구적 

규모의 이산화탄소 고정량의 45%를 차지하며, 바이오연료의 원료인 바이오매스의 주요 공급자로 

각광 받고 있으며, 해양생물의 태양에너지 전환효율은 미세조류의 경우 최고 10%에 달하는 등 

육상생물보다 우수한 것으로 알려져 있다.

생명과학이 해결해야 할 미래 과제는 식량, 에너지, 보건 (신약)이며 이 문제의 해결 실마리는 해

양유전자원이 될 것이며 21세기의 해양은 고갈되는 육상 자원을 대체할 수 있는 미래의 자산으

로 인식되고 있으며 해양 생물자원의 근간은 유전체 정보라는 것이 최근 경향이다.

환경 측면에서 볼 때 동해는 miniature ocean으로 불릴 만큼 다양한 해양학적 과정이 일어나는 

해양학적 연구의 최적지이며, 가장 넓은 면적을 차지하는 우리나라 근해임에도 불구하고, 원핵생

물의 군집조성 등 분자생태학적 연구는 거의 수행된 바가 없어 원핵생물 다양성 분포 및 생지화

학적 과정에 대한 기반 지식이 거의 전무한 실정이다.

2000년 해양생명공학산업 발전 전략이 수립이 된 후 10년 동안 (2004년 ~ 2013년) 해양·극한생

물분자유전체연구사업이 수행되어 고래를 비롯한 다수의 해양동식물 및 미생물 유전체 해독이 

수행되어 우수한 연구 결과를 얻었다. 사업을 통해 확보된 유전자원과 인프라를 기반으로 2기 후

속 과제 (2014~2021)를 정부 주도의 연구개발과제로 추진하지 않고 묶음 예산 (Block funding)1)*으

* 기관(장)의 재량으로 연구사업을 기획·추진할 수 있도록 정부가 연구방향과 총액만 결정하는 
예산으로 출연(연)의 자율성을 확보하여 연구성과를 극대화하기 위한 R&D 예산임(‘12년, 국
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로 설정하여 해양과학기술원 기관고유가제의 형태로 ‘해양·극한 생물 유전자 신기능 발굴 및 

활용기술 개발 과제’를 수행하도록 추진되었다. 처음 9년 계획의 과제였으나 여건 변화를 감안

하여 연구개발 내용을 두 파트로 나누고 동물유전체 기반의 연구는 국가 연구개발과제로, 미생물 

대사공학 기반의 연구는 기관 내 원천기술개발과제로 수행하게 됨에 따라  1단계 3년으로 종료

하게 되었다. 과제 수행의 배경과 역사는 아래 그림과 같다.

가과학기술위원회). 
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대상 해양생물종  특징 유전체 크기(Mb) sequencing

해양 동식물

Balaenoptera acutorostrata (밍크 고래) 해양포유류 2,440 Genome 

Gelidium elegans (우뭇가사리) 홍조류 100 Genome 

Gracilariopsis chorda (개꼬시래기) 홍조류 105 Genome 

Technomyrmex fulvus (요각류) 환경지표생물 220 RNA seq

Haliotis discus discus (까막전복) 유용생물 1,800 RNA seq

Prorocentrum sp. (와편모조류) 적조원인생물 100,000 RNA seq

Bryopsis plumosa (참깃털말) 공생 400 RNA seq

해양 미생물

Thermococcus sp. NA1 외 13종 초고온성고세균 각 1.8 Genome

Pyrococcus sp. NA2 초고온성고세균 1.8 Genome

Ilyobacter sp. NB1 저온 혐기성 3.06 Genome

Kordia algicida OT1 적조생물 살상 6.0 Genome

SAR116 cluster IMCC1322 난배양성 3.0 Genome

Novosphingobium pentaromativorans PHAs 분해 5.0 Genome

제2절  연구의 필요성

1. 기술적 측면

2008년 차세대 염기서열분석기술(Next Generation Sequencing, NGS)이 본격 도입되면서 매년 데

이터 생산 속도는 5배 이상 빠르게 증가하고 있어서 유전 정보 확보 자체는 더 이상 해양생명공

학기술 발전의 제한 요소가 아니게 되었다. 이미 해독된 유전체정보가 고부가가치를 가지는 새로

운 자원으로 활용되기 위해서는 유전체 정보를 심층 분석하고 미지유전자의 기능을 밝히고 활용

하기 위한 집중적인 연구가 필요하다. 그러나 유전 정보에 비해 유전 정보를 분석하고 유전자의 

기능을 연구하는 속도는 매우 뒤처져 있는 상태다. 

2004년부터 2013년까지 해양수산부가 지원한 해양·극한 생물분자유전체 연구사업을 통해 확보

된 홍조류, 밍크고래, 초고온 고세균을 비롯한 해양생물 유전체 정보에 (표 1) 대한 기능 연구는 

이제 시작 단계로 이들 유전정보를 활용하기 위해서는 지속적인 기능 연구가 필요하다. 또한 

2014년부터 2021년까지“해양유전체 활용기술개발사업”을 통해 100여종의 해양동․식물 전장 유

전체 및 환경유전체 정보가 확보될 예정이며 이들 유전체 정보가 활용되기 위해서는 활용 가능

한 해양 모델 유전체 확립이 필요하다.

[표 1]. 해양·극한 생물분자유전체 연구 사업에서 수행한 유전체 해독 현황
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US6-1

Synechococcus sp. KORDI 3종 광합성 2.0 ~ 4.0 Genome

Citrobacter amalonaticus Y19 수소생산 ~ 2 Genome

Hydrogenovibrio marinus 수소생산 ~ 4 Genome

“Nitrosopumilus gen.” arch. Consor. 생지화학 1.6 Genome

신종 플라보박테리아 UJ101 3.0 Genome

해양생명공학은 탐사 장비와 연구 방법론 미비로 해양생물에 대한 이해가 부족하여 다른 생명공

학 분야에 비해 발전 속도가 늦은 편이다. 특히 국내에는 해양생물의 기능 연구의 기반이 되는 

모델생물 및 모델유전체가 전무한 상태로 이들의 확보가 매우 시급한 상황이다. 포유류 가운데 

수중에서만 서식하는 고래는 대표적 해양 포유류이며 세계 최초로 한국해양과학기술원에서 밍크

고래의 전장 유전체를 해독 (Yim et al., 2013)하였고 고래 특이적 유전자의 기능 연구를 통해 후

속 연구를 진행하여야 이 분야의 선도적 역할 수행이 가능한 상황이다. 다른 한편, 해양에 서식

하는 다세포동물의 70%이상이 무척추동물이며, 이들은 고착, 부유, 유영 생활을 하며, 표층해양에

서부터 심해에 이르기까지 다양한 서식환경에 적응해 있다. 이 중 특히 자포동물 문(Phylum 

Cnidaria)에 속하는 해파리는 다른 자포동물들과 같이 내배엽과 외배엽으로 구성된 이배엽성 동

물이며, 독침세포로 자포라는 특수한 기능의 세포를 가지고 있다. 이들 동물군은 신경세포를 갖

는 최초의 다세포 동물로서 해면동물과 함께 원시적인 다세포 동물로 다루어지고 있어, 동물의 

진화과정을 이해하는 매우 중요한 동물군이다. 이들의 독특한 변태과정과 독 단백질에 대해 이해

하기 위해서는 유전자 수준에서의 조절 이해를 위한 연구가 필요하다.

온실가스 증가에 따른 전지구적 기후변화에 대응하기 위해 재생자원 또는 온실가스를 원료로 이

용한 지속가능 산업원천 기술개발이 요구되고 있다. 대표적 온실가스인 이산화탄소는 화학적 또

는 생물학적으로 전환시켜 활용이 가능한데 최근 온실가스 감축에 대한 관심이 고조됨에 따라 

이산화탄소 전환기술에 대한 연구도 활발히 이루어지고 있다. 또한 해양바이오매스 자원은 3세대 

바이오매스로 인지되고 있으며 이산화탄소를 흡수하여 성장한다는 점에서 탄소중립적인 자원으

로 여겨지고 있다. 이들 해양바이오매스의 활용을 위해서는 산업화의 경제성 보장에 필수적인 효

율성 증대와 공정최적화 기술을 위한 기반자원 제공이 가능한 연구가 필요하다. 또한 온실가스와 

바이오매스 모두 이를 이용할 수 있는 미생물자원의 지속적인 개발을 요구하고 있다.

오믹스 연구와 대량의 생물학 정보 분석 computing기술은 생명공학기술에 획기적인 변화를 가져

왔다. 최근에 이를 활용한 합성생물학(synthetic biology)은 다양한 생명공학분야에 적용이 가능하

며 최적의 대사회로 설계와 이를 적용한 세포공장의 제작을 통해 원하는 원료로부터 필요한 산

물을 생산하는 것이 가능하게 하고 있다. 다만 아직까지 이 기술은 본격적인 활용 단계이기 보다

는 개발 단계에 있으므로 지속적인 연구를 통해 맞춤형 세포공장 제작기술을 정착시켜야 하는 

과제를 남겨두고 있다.
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환경 연구에 있어서도 차세대염기서열 분석 기술의 발전은 많은 수의 시료에 대해 경제적 비용

으로 유전자 분석이 가능하게 만들었으며, 차세대염기서열 분석법을 이용하여 미생물 군집의 다

양성을 분석하기 위한 다양한 기술들이 개발되어 적용되고 있다. Miniature ocean인 동해를 대상

으로도 이와 같은 새로운 기술을 도입한 다양한 연구가 필요하다.

2. 경제․산업적 측면  

해양 유전자원은 지구가 당면한 식량, 에너지, 건강문제를 해결할 수 있는 원천으로 여겨지고 있

는데 이를 실현하기 위해서는 해양 유전 자원의 이용 가치를 높이는 연구가 필수적이다. 현재 유

전자 서열 자체에 대한 지적재산권은 인정되지 않으며, 유전자 기능을 밝혀야 유전자 기능을 활

용한 상업적 활동에 연구자의 지적 재산권이 인정되고 있다. 따라서 현재 축적된 해양 유전 자원

의 기능 분석과 활용기술에 대한 연구가 뒤따라야 이들 정보가 관련 해양바이오산업의 기반이 

될 수 있다. 참고로 현재 신약 관련 해양 화학물이 8,940 종이며 이 중 전임상 공급단계에 진입

한 화합물이 1,458 종, 임상 단계에 진입한 화합물이 11종이고 미국 FDA 승인 의약품은 7종이다. 

현재 해야 화합물의 신약 개발 과저에 가장 큰 걸림돌은 물질의 수급인데 유전체 정보를 알고 

있는 생물 유래 단백질은 공급 측면에서는 큰 문제가 없으므로 기능 규명과 적정화 과정을 거쳐 

단백질 의약품으로 개발 할 수 있다면 큰 부가가치를 창출할 수 있다.

매년 해파리의 이상 대량 증식으로 인해 발생되는 국가기간산업 및 수산업 피해는 수백에서 수

천억원에 달하는 것으로 추정되고 있다. 앞에서 본 바와 같이 해파리의 개체 증식은 독특한 변태

과정을 통해 이루어지는데. 유전체/ 전사체 구조 및 기능 연구를 통해 동물의 진화과정을 이해할 

수 있는 정보를 확보할 수 있으며, 개체증식 등에 관여하는 유전자 발굴 등을 통해 대량 증식을 

이해할 수 있는 과학지식을 생산할 수 있다. 이는 대량 증식과정의 제어를 통한 해파리 피해를 

예방하는 결과로 이어져 매년 수백에서 수천억원에 달하는 국가기간산업(발전소) 및 수산업의 피

해 저감에 기여할 수 있을 것이다. 다른 측면에서 해파리의 독 단백질은 새로운 해양 바이오 소

재로써, 앞으로 독 완화제, 진툥제 등의 약제 및 건강보조제 등으로 개발될 가능성이 매우 높은 

것으로 판단된다.

해양 생물은 육상 생물과는 특이한 대사를 하는 경우가 많으며 이들 대사산물은 산업화가 가능

한 신소재, 신약의 기초가 된다. 미생물이 갖고 있는 생체 분자의 생합성 능력은 석유 산업의 화

학합성 보다 훨씬 정교하고 다양하므로 맞춤형 합성성분 제공이 가능하며, 폴리머, 염료, 지방, 

전분 등이 생성되어 자동차, 제지산업 등에 이용되고 있으며 그 영역은 확대될 전망이다. 생물의 

유전체 정보를 통해 생합성기구에 해당하는 각종 효소를 유전학적으로 손쉽게 제조함으로써 환

경, 화학공정 및 분자생물학 등에 바로 활용 가능할 것으로 기대되고 있다. 예로 플라스틱 분해 

박테리아, 기름 분해 박테리아 등의 유전자를 유전체 연구를 통해서 찾아냄으로써 환경문제 해결
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하는데도 기여할 수 있다. 또한 해양생물에서 얻은 신약은 육상으로부터 얻은 신약에 해 1,7 ~ 

3,3배 정도의 높은 확률로 얻을 수 있었는데 천연물을 생산하는 해양생물 유전체를 해독하고 신

약물질의 생합성 경로를 규명하면 이의 대량 생산 및 산업화가 용이해진다. 유전체 해독과 합성

생물학 기술을 접목시킴으로써 가능한 이들 연구의 가치는 수 조원 이상으로 추정되고 있다.

우리나라는 일차에너지 수요의 97%를 수입에 의존하고, 소비되는 일차에너지의 84%는 화석연료

이며 (그림 1) 결과적으로 다량의 온실가스가 발생된다 (그림 2). 

[그림 1]. 한국의 에너지 공급 및 소비 현황 (에너지 경제연구원, 2011)

[그림 2]. 한국의 온실가스 현황 (온실가스 종합정보센터 2012)
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대량의 온실가스 발생으로 인해 당면한 기후변화 대응의 측면과 온실가스 감축에 대한 국제협약 

이행 측면에서 발생되는 온실가스를 이용한 친환경, 지속가능한 원천기술 개발이 필요하며 정부 

차원에서 온실가스 감축과 관련된 로드맵을 제시하였다. 이에 따르면 2020년 이산화탄소 배출 전

망치의 30%이상 감량하여야 하는데 (2011년 발표), 이와 같은 목표를 달성하기 위해서는 이산화

탄소 저감을 위한 연구가 지속적으로 필요하며 그 한 측면으로 정부는 국가에너지 기술계획에 

의해 2035년까지 신재생에너지 비중을 확대할 계획에 있다. 신재생에너지 중 바이오매스(biomass)

가 30% 이상을 차지하며, 이의 실현을 위한 바이오기반산업(Bio-based industry) 중요성 증가에 

따른 관련 연구의 확대가 필요한 시점이다.

전지구적 기후변화의 영향으로 해양도 온난화와 산성화 같은 거대 규모의 변동에 직면하고 있다. 

이러한 환경 변화에 따른 생태계의 변동을 파악하고 변화를 예측하여 대응 방안을 마련하는 것은 

지속가능한 해양 보전과 이용을 위해 필수적이다. 따라서, 우리나라 주변해의 원핵생물 생태 특성

에 대한 자료를 확보하여 생태계 변동을 추적하고 예측하기 위한 기반을 구축할 필요가 있다.

3. 사회․문화적 측면

해양 포유류 특이적 유전자의 기능을 연구함으로써 인간 질환의 기전을 이해하고 나아가 치료의 

단서를 제공함으로써 궁극적으로 국민 삶의 질을 향상시킬 수 있다. 본 연구에서는 해양 포유류 

특이적 유전자에 대한 연구를 통해 저산소증, 심혈관 질환, 비만에 대한 이해를 높이고 이를 기

반으로 질병 예방 혹은 신약을 비롯한 치료 연구에 기여 할 것으로 기대하고 있다.

해양 유전 자원을 활용한 기술 및 산업 중 에너지 분야는 재생에너지 혹은 바이오매스를 이용하

게 됨으로써 석유에 대한 의존도를 낮추고 탄소배출량을 줄여서 지구 환경을 개선하는데 기여할 

것으로 기대된다. 대표적 재생자원인 바이오매스의 경우, 그동안 육상바이오매스 중심으로 많은 

연구가 진행되어 왔고, 일부 상업화가 이루어질 정도로 기술이 성숙되고 있으나, 육상바이오매스

가 인류의 식량 및 물 부족 사태를 야기할 수 있는 문제를 안고 있어 사회적으로 찬반 논란이 

끊이지 않고 있다. 반면, 해양바이오매스는 드넓은 바다를 이용할 수 있고, 가용 재배 면적이 넓

어 육상바이오매스의 문제점을 극복할 수 있는 차세대 바이오매스로 각광받고 있다. 이에 최근 

선진국을 중심으로 해양바이오매스 활용기술 개발을 위한 다양한 프로그램이 가동 중에 있다. 청

정에너지 이용에 점차 관심이 증대되는 사회문화적 분위기에 부합되는 폭 넓은 지지와 지원을 

얻을 수 있는 연구종목들이 필요하다.

우리나라는 3면이 바다로 둘러싸여 있음에도 불구하고 해양에서 일어나는 생명현상들에 대한 지

식이 매우 부족한 실정이다. 기후변화, 수산자원 변동 등 많은 현상들이 해양에서 진행되는 미생

물들의 활동과 직간접적으로 연결되어 있다는 측면에서 해양에서 진행되는 생명현상, 특히 미생

물에 의해 진행되는 프로세스에 대한 이해는 매우 중요한 부분이다. 이에 본 연구에서는 1) 동해 

중부에서 진행되는 미생물 다양성과 기능에 대한 연구, 2) 미생물에서 인간까지 다양한 생물이 
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가지고 있는 광수용성 막 단백질인 Rhodopsin의 기능과 관련하여 해양미생물로부터 광 단백질들

을 탐색하여 그 특성을 규명하고, 생태학적 역할을 밝히기 위한 연구, 3) 해저 열수구 주변에 서

식하는 관벌레와 미생물의 공생관계 규명과 관련한 연구, 4) 동해에서 진행되는 혐기적 메탄산화 

과정에 대한 연구를 수행함으로써 해양에서 진행되는 생명현상에 대한 이해의 폭을 넓히고자 하

였다. 특히 메탄산화에 대한 연구는 파리협약에 의한 온실 가스 감축에 관한 필요성 면에서도 미

생물에 의한 대사과정에 관한 연구는 중요성을 지닌다.
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제3절  연구목표 및 내용

1. 연구개발의 목표

가. 총괄 목표

해양생명현상 규명을 위한 기초원천기술과 바이오화학소재 생산기술 개발에 필요한 새로운 기능

의 유전자 및 단백질을 발굴․분석하고 이를 활용하여 해양생물 유래 바이오의약 및 바이오화학소

재 생산기술을 개발하고자 함

나. 주요 분야별 목표

(1) 해양 유전자원을 이용한 바이오의약소재 개발 기반 기술 구축

: 해양 동물 (고래) 유전체의 생물정보학적 분석과 기능 유전체 연구 기반 구축 및 이를 활용한 

진화와 인간 질병 모델 연구

(2) 바이오화학소재 생산을 위한 해양미생물 기반 합성생물 제작 기술 개발

: 재생 가능한 원료이자 탄소중립인 해양바이오매스, CO2, CO 등을 활용하여 해양·극한 미생물 

기반 바이오화학소재 생산을 위한 플랫폼 기술 개발 

(3) 유전자 분석을 통한 해양미생물의 생태적 기능 규명

: 해양생태계기능 (질소순환, 로돕신의 기능규명, 메탄수화물의 생성과 분해)에 관련된 현상의 

분자적 이해

다. 성과 목표

(1) 해양 유전자원을 이용한 바이오의약소재 개발 기반 기술 구축

- 고래 특이적/질병 관련 유용유전자 발굴 7건 

- 동물세포, 질환모델에서 발굴된 유전자 기능 검증 3건 

- 해양모델생물 확립을 위한 고래 세포주 개발

- 해파리 유전체의 구조 및 기능 해석

(2) 바이오화학소재 생산을 위한 해양미생물 기반 합성생물 제작 기술 개발
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- 원료물질 전환 미생물/유전자원 확보 및 특성분석 9종/6건 

- 해양미생물 기반 합성생물 제작 1건

(3) 유전자 분석을 통한 해양미생물의 생태적 기능 규명

- 해양생태계기능(물질순환, rhodopsin의 기능규명, 메탄수화물의 생성과 분해)에 관련된 현상의 

분자적 이해

- 동해 수층 원핵생물군집의 시·공간 변동성 파악을 통한 동해 물질순환 특성이해

- 마산만 저산소화에 따른 원핵생물군집 및 생지화학적 물질순환의 변동특성 규명

(4) 정량적 목표

- SCI급 논문 48편, 국내 논문 2편

- 특허 출원 및 등록 : 국내 특허 출원 15건, 국제 특허 출원 1건, 국내 특허 등록 1건

라. 연차별 연구 내용 및 결과물

핵심기술 요소기술
1차년도
(2014년)

2차년도
(2015년)

3차년도
(2016년)

Target 성과물

 ① 해양생물 

기능유전체 

해석 및 활용

• 해양모델생물 
시스템 확립

동물세포배양 구축
(연구비 축소에 

따른 조정)
• 해양생물 

특이적 
유전자 발굴

FGF, HIF 
interactor 분석

HIF target 분석 GPCR 분석
진화·질병관련 
유전자 7건 발굴

• 특이적 유전자 
기능 규명

저산소, RNAseq
활용가능 유전자 

3건 발굴

 ② 해양·극한 

합성생물 

개발 활용

• 미생물 확보
원료물질 전환 

미생물자원 확보 및 특성분석
미생물자원 9종

• 유전자원 분석
원료물질 전환 

유전자원 확보 및 특성분석
유전자원 6종

• 합성미생물 
제작

합성미생물 제작 
및 특성분석

합성미생물 제작 
1종

 ③ 해양미생물 

생태기능 

유전자 규명

• 다양성 분석
동해 및 마산만 저산소 환경의 미생물 다양성 

규명  및 질소순환 연구
미생물 다양성 

목록

• 환경유전정보 
해석

동해 퇴적물에서 메탄수화물의 
혐기적 산화 기작 규명

메타유전체 분석 
4건

• 광단백질 염기서열 확보
생태기능 규명 및 

신규 광단백질 탐색
광단백질 분석 

4종 

• 공생미생물
다양성 및 

대사분석
대사분석 1건
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제2장  국내외 기술개발 현황

제1절  국외 동향

1. 해양 유전자원을 이용한 바이오의약소재 개발 기반 기술 구축

가. 유전체 해독기술 발달에 따른 paradigm 변화

2005년 NGS (Next Generation Sequencing) 기술의 도입으로 기존 유전체해독기술의 1%  미만의 

비용과 시간으로 유전체해독이 가능해짐에 따라 해양유전체 해독에 대한 무한 경쟁이 시작되었

다. 짧은 길이의 염기서열을 대량으로 읽던 1기 NGS 장비는 Sanger 방식에 근접하는 수준의 길

이를 읽을 수 있는 수준으로 발전하였으며 Sanger 방식을 몇 배 상회하는 길이의 유전자를 읽을 

수 있는 2기 NGS 장비들이 이미 시장에 진출하였다. 현재는 4세대로 불리는 NGS 장비들이 시장 

진입을 준비 중에 있을 정도로 유전체 해독 장비들은 눈부신 발전을 보이고 있다. NGS기술의 발

전으로 정보생산과 분석기술의 대단위 변화가 유발되었으며, 유전체연구를 전사체, 단백질체 연

구 등 오믹스 연구에 통합적으로 연계하여 생명현상을 이해하려는 생물학 패러다임의 변화가 가

속화되고 있다.

해양생물에 대한 유전체/오믹스 수준의 연구로 해양생물유전체 해독 (미국 등), 구조유전체 해석 

(미국, 일본, 유럽), 환경유전체 (메타게놈) 해독 (미국) 등의 대규모 연구가 진행 중이거나 부분적

으로 완료되었다. 이와 같은 유전체 해독 경쟁의 결과로 고세균 236종, 세균 7034종, 진핵생물 

311종의 유전체 해독이 완료되었으며(Genomes Online Database, 2013.12.08.), 2017년 2월 현재 총 

9,277건의 완성 유전체와 초벌 해독으로 종료된 70,838건의 유전체 해독이 완료되었다. 또한 현재 

48,175건의 유전체 해독이 진행되고 있으며 계획 중인 것도 1,423건이다. 전 세계에서 해양유전체 

해독이 진행 중이거나 완료된 건수는 543건으로 전체 8,854건의 6.1%를 차지 (‘10. 10월 기준, 

http://www.genomesonline.org/ 그림 3)하였으며 기획 중인 해양생물 유전체 프로젝트는 전체의 

40%이고 세계 주요 대형 유전체 프로젝트 (G10K, BGI1K, JGI 등) 중 해양 동물이 차지하는 비중

은 50%로 해양생물이 매우 높은 비중을 차지하고 있다. 이와 같이 공개된 정보 외에도 수많은 

유전체 해독이 진행되고 있어 지금 시대는 가히 유전정보의 홍수시대라고 할 수 있으며 NGS 기

술 이전 개별 유전자 중심의 연구는 NGS 장비를 이용한 유전체 해독 결과로 쏟아져 나오는 막대

한 유전정보를 바탕으로 한 연구로 급격하게 변화하는 중이다.
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고래 이름 해독기관 특 징 참고 문헌

밍크고래 (Minke whale,
Balaenoptera acutorostrata 
scammoni)

KIOST 
(한국)

수염고래 중 개체 수가 가장 
많고 우리나라 연근해에도 서식

Nature Genetics 
46:88-92 (2014)

병코돌고래 (Bottlenose 
dolphin,
Tursiops truncatus)

KIOST 
(한국)

수족관에 가장 많은 돌고래로 
연구가 많이 됨.

Nature Genetics 
46:88-92 (2014)

긴수염고래 (Fin whale, KIOST 고래 중 두 번째로 크고 두 Nature Genetics 

[표 2]. 고래 유전체 해독 및 연구 현황

[그림 3]. 해양 유전체 해독 상황

해양 포유류 유전체 연구는 대표적인 해양 포유류인 고래를 중심으로 진행되고 있으며 한국해양

과학기술원은 2013년도에 관련 연구 논문 (Nature Genetics)을 발표함으로써 분야를 선도하고 있

으며 국제적 공동 연구와 지속적인 해독을 통해 연구 수월성을 유지하고 있다 (표 2). 다양한 고

래 유전체 분석을 통해 해양 적응 관련 유전자와 인간 질환 관련 유전자 탐색이 이루어지고 있

으나 이에 대한 기능 및 기전 연구는 연구 인프라의 부족 등의 이유로 제대로 이루어지고 있지 

않은 상황이다.
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고래 이름 해독기관 특 징 참고 문헌

Balaenoptera physalus) (한국) 번째로 長壽하는 고래 46:88-92 (2014)

상괭이 (Finless porpoise, 
Neophocaena phocaenoides)

KIOST 
(한국)

우리나라 근해에도 서식. 1.5m 
정도 크기. 등지느러미가 없고 
머리 앞부분이 둥글다.

Nature Genetics 
46:88-92 (2014)

북극고래 (Bowhead whale,  
Balaena mysticetus) 

리버풀대 
(영국) 

가장 長壽하는 포유류 (최장 
200년)

Cell Reports 10:112-1 22 
(2015) KIOST 공동 연구 

범고래 (Killer whale, 
Orcinus orca)

베일러의대 
(미국) 자연에서 알려진 최상위 포식자 KIOST 분석에 활용 

향유고래 (Sperm whale, 
Physeter macrocephalus) 

워싱톤대 
(미국) 

이빨고래 중 가장 크며 심해 
잠수(2000m)도 가능 KIOST 분석에 활용

양쯔강돌고래 (Yangtze 
river dolphin, Lipotes 
vexillifer) 

BGI 
(중국)

멸종된 것으로 알려진 민물 
돌고래

Nature communications 
(2013) 4:2708
KIOST 분석에 활용

 나. 모델생물2) 및 세포주 개발3)

대표적인 유전학 연구 모델생물인 대장균을 비롯해 연구․산업적 생산 목적으로 다양한 모델생물

이 개발되어 활용되고 있다 [표 3].

분류군 간의 유전적 차이로 인하여 진핵단세포생물인 효모와 원생생물들, 고등생물인 꼬마선충, 

초파리, 애기장대, zebrafish 등 분류군에 따른 모델생물이 개발되어 활용되고 있으며 분류군별 

범용 모델생물 외에 특정 목적에 적합한 모델생물들이 개발되어 사용되고 있다. 고세균의 경우에

도 메탄생성균, 호염성고세균, Sulfolobales, Thermococcales 에 속한 균주들이 특정 모델생물로서 

활용되고 있다.

합성생물학 및 대사경로 재설계의 기반이 되는 유전자 기능연구를 위해 유전자 제거 및 과발현 

등의 유전자조작이 가능한 모델동물을 개발하거나, 기존 모델동물의 유전자를 치환하는 기술 개

발이 진행 중이다. 유전자의 기능을 제어할 수 있는 gene targeting 기술이 혁신적으로 발전하고 

2) 모델생물이란 생물학의 현상을 연구하고 이해하기 위해 특별히 선택되는 생물 종을 의미한다. 모델 생물을 통해 
발견한 사실은 다른 여러 생물에게도 적용될 수 있다. 특히, 모델 생물은 인간의 질병을 연구하기 위해 인체 실
험을 대신하여 널리 이용된다.

3) 모델생물로서의 필수 요건으로 1) 쉬운 배양, 2) 간편한 유전자 조작 등을 들 수 있으며 두 번째 요건 충족을 위
해 바이러스 등 유전자전달 경로에 관여하는 요소의 확보가 팔수적임
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모델생물 유전체해독
유전자재

조합
비고

Prokaryote (원핵생물)

Escherichia coli (대장균) Yes Yes 범용

Bacillus subtilis (고초균) Yes Yes Gram 양성

Synechosystis (남조세균) Yes Yes 광합성

Methanogens (메탄생성 고세균) Yes Yes 절대혐기성

Thermococcales (초고온성 고세균) Yes Yes 초고온성

Sulfolobales Yes Yes

Eukaryote, unicellular (단세포 진핵생물)

Dictyostelium discoideum (점균류) Yes Yes 유전연구 

Saccharomyces cerevisiae (효모) Yes Yes 발효

Schizosaccharomyces pombe (효모) Yes Yes Fission yeast

Chlamydomonas reinhardtii (녹조류) Yes No

Tetrahymena thermophila (섬모충류) Yes Yes

Eukaryote, multicellular (다세포 진핵생물)

Caenorhabditis elegans (꼬마선충) Yes Yes 

Drosophila melanogaster (초파리) Yes Yes

Arabidopsis thaliana (애기장대) Yes Yes

Physcomitrella patens (이끼류) Yes Yes 진화 연구

Vertebrate (척추동물)

Danio rerio (zebra fish) Yes Yes 민물고기

Mus musculus (mouse) Yes Yes 쥐

Xenopus laevis & X. tropicalis (아프리카 개구리) Yes No 발생 연구

Homo sapiens (인간) Yes Yes 비교용

[표 3]. 주요 모델생물 현황 (출처 Wikipedia)

있으며, zinc finger nuclease, TALEN, CRISPR/Cas-9 등의 기술로 gene targeting 특이성 및 효율

이 비약적으로 발전하고 있다.  

       

이상과 같이 비약적인 기술개발에 힘입어 모델생물을 활용하여 1)대장균 E. coli의 in silico 대사 

네트워크 모델 (Edwards & Palsson, 2000), 2) 효모 S. cerevisiae의 유전자 차원 대사경로 모델 

(Förster et al., 2003), 3) Transcriptomics 활용 대사경로 재설계 기술 등이 연구되었고 현재는 유
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전자 가위를 이용한 유전자 편집기술이 대세로 자리잡고 있다. 그러나 해양에서의 생명현상을 규

명하기 위해 해양 유래 모델생물이 일부 개발되었으나 이를 대상으로 다양한 유전자 조작 이나 

연구가 진행되고 있지 못한 상황으로 새로운 모델생물의 개발이 지속적으로 요구되고 있다.  

 다. 유전자 기능 연구

미생물의 경우 해독된 유전체 중 50% 이상이 신규유전자(novel gene) 혹은 미지유전자

(hypothetical gene)이며, 고등생물은 그 비율이 훨씬 높다. 따라서 해독된 유전체 정보를 제대로 

활용하기 위해서는 신규/미지 유전자의 기능을 규명할 수 있는 기술 개발이 필수적이다. 미생물

의 경우 전체유전체의 20~30% 정도가 단백질 정보가 포함되지 않은 noncoding region이며 인간

의 경우 전체유전체의 2%만이 단백질을 coding하고 있는 것으로 밝혀져 있다. Noncoding region

중 많은 부위는 단백질 발현의 조절자로서 중요한 역할을 담당하고 있는데, 유전체해독만으로는 

noncoding region의 기능을 밝히기 어렵다. 따라서 이들 영역의 기능을 이해하기 위해서는 유전

체정보를 바탕으로 발현유전체, 대사체, 단백질체, 단백질 상호작용연구, DNA 기능연구 등의 기

능유전체 연구가 필수적이며 유전체 관련 연구는 이들 분야에서 급속하게 발달하고 있다.

생물정보학과 시스템생물학의 발달과 더불어 단일 오믹스(-omics, -體)에서 다중오믹스 또는 통합

오믹스로 연구가 진화해 왔다. 기능 연구는 연구의 용이성과 대표성 때문에 대장균 (E. coli), 효

모 (Saccharomyces cerevisiae), 꼬마 선충 (Caenorhabditis elegans), 초파리 (Drosophila 

melanogaster), 제브라 피쉬 (Danio rerio), 쥐 (Mus musculus), 아기 장대 (Arabidopsis thaliana) 같

은 일부 모델 생물을 중심으로 수행되고 있으며 해양 생물을 이용한 해양생물의 기능 연구는 이

루어지고 있지 않았다. 

단백질의 3차 구조 규명은 유전자 신기능과 반응 기작을 이해하는 바탕으로 미지 유전자 기능 

연구에 필수적인 방법으로 자리매김 하고 있다. 미국의 Protein Structure Initiative의 1단계 사업 

(PSI-1)에서는 5년간의 연구 기간 동안 9개 연구센터가 운영 되었으며 1200여 단백질 구조를 규

명하였다 [그림 4]. 
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[그림 4] Protein data bank에 올린 연도별 PSI 구조 규명 편수 

(출처: wikipedia (http://en.wikipedia.org/wiki/Protein _Structure_Initiative)

PSI의 2단계 사업 (PSI-2)도 5년간 진행되었으며 PSI-1에서 축적된 기술력을 바탕으로 새로

운 종류의 단백질 및 질병과 관련된 막단백질의 구조 해석을 수행하였다. 2008년 11월 1일 기준

으로 PSI 프로젝트 (PSI-1, PSI2)는 3400여 가지 단백질 구조를 규명하였고 이들 중 1900여 가지는 

기존에 밝혀지지 않은 독특한 구조였다.

유럽의 SPINE (Structural Proteomics IN Europe) 사업은 3년간 진행 됐으며 하등 및 고등 생명체

의 단백질 복합체를 대량으로 규명하기 위한 HTP (High- Throughput)기술을 개발하는 것을 목표

로 하였으며 주요 내용은 아래와 같다. 

Ÿ 프랑스에서는 Ministry of Research to Structural genomics에서 지원을 받아  pathogens, 
eukaryote, yeast 분야로 나누어 연구함.

Ÿ 독일 베를린에서는 Protein Structure Factory 연구 사업을 통해 인간 단백질과 신규 단백질 구

조 분석에 초점을 맞춤.

Ÿ SGC (Structural Genomics Consortium)사업은 말라리아를 야기하는 인간 기생 단백질뿐만 아니

라 유전병, 후생학적병, 염증, 당료, 암과 관련 있는 약 2000여 표적 휴먼 단백질들을 연구함. 
그 결과로 2005년부터 2009년까지 240여 편의 논문을 보고하였으며, 2010년 4월 기준 1061개

의 의학 관련 단백질 구조를 Protein Data Bank에 등록.  

일본은 극한 고세균인 Thermus thermophilus에 존재하는 3,000여개의 단백질 3차 구조를 모두 규

명하는 것을 목적으로 하여 일본 이화학연구소를 중심으로 ‘Protein 3000 (2002～2006년)’ 프로
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젝트에 9,000억원 이상의 예산을 투입한 바 있다. ‘Protein 3000’의 후속 연구사업으로 생명현

상의 근원에 관련된 단백질, 신약 개발 표적 단백질, 산업적 응용성이 높은 단백질 등에 대한 구

조해석 및 특성 규명을 목적으로 ‘Targeted Proteins Research Program (2007～2011)’이 2007년

부터 수행되었다 [그림5].

[그림 5]. “Targeted Proteins Research Program"의 개요. 생명현상의 근원에 관련된 
단백질, 신약 개발 표적 단백질, 환경과 식량문제 해결과 같은 산업적 응용성이 
높은 단백질에 집중하는 선택적 연구를 수행 

구조기반 기능 개량 연구의 예로서 바이오에탄올 생산용 효소를 들 수 있다. 바이오에탄올 산업

에서 효소의 비중은 50%에 달하며 새로운 source 개발 외에도 구조기반 효소개량 등을 통해 

Novozymes사는 에탄올 1갤런의 생산 원가를 미화 2달러까지 낮춰 산업화에 성공하는 성과를 거

두고 미국 에너지청으로부터 약 2천9백만 달러의 개발 비용을 제공받았다. 실제 2013년 8월 미국

에서 개최된 Gordon Conference on Cellulosomes, Cellulases, and other Carbohydrate Modifying 

Enzymes에서도 효소구조에 기반한 기능 개량연구가 주된 흐름을 이루고 있었다.

2. 바이오화학소재 생산을 위한 해양미생물 기반 합성생물 제작 기술 개발

가. 주요선진국 정부의 바이오산업 (바이오연료/바이오산업소재) 정책동향

미국, 유럽연합 등 주요 선진국들의 바이오에너지 의무사용 정책에 따라 바이오매스 기반 바이오

소재 개발연구는 대부분 바이오연료 연구 중심으로 추진되고 있다. 근래에 연료뿐만이 아니라 석

유산업을 대체하기 위한 바이오리파이너리(biorefinery) 개념이 도입되어 바이오연료 이외의 바이

오 산업소재 개발의 중요성이 부각되고 있다. 또한 유럽연합은 ‘Bio-Based Industries initiative’

를 기획하고, 2014년부터 2020년까지 ‘horizon 2020 project’를 통해 국가 1 billion Euro, 산업

체 2.8 billion Euro를 투자해 High value Bio-based chemical 생산연구에 나섰다 [그림 6].
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[그림 6]. EU Bio-based industry initiative vision 
(horizon 2020)

미국내 다양한 바이오리파이너리 R&D, R&BD 프로젝트가 진행[그림 7]되고 있으며, 에너지성

(DOE)에서는 바이오리파이너리 R&D, R&BD 로드맵을 마련하고 바이오연료 및 바이오소재 개발

에 관한 연구개발을 계획하였다[그림 8].

[그림 7]. Biorefinery의 R&D, R&BD demonstration project 현황 (미국, DOE) 
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[그림 8]. DOE의 Biorefinery R&D, R&BD 로드맵

또한 DOE는 Advanced Research Projects Agency-Energy (ARPA-E)산하에 ‘Electrofuels 

program’을 시작하여 광합성을 하지 않는 자가영양미생물을 이용하여 바이오연료를 생산하는 

연구를 진행하였다 [그림 9]

[그림 9].미국 DOE의 e-fuel 프로그램 대상 미생물 모식도 
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탄소
개수 바이오화학물질 특성 및 용도 기업체 개발 동향

C1 Methanol Formaldehyde, MTBE 
(gasoline additive), DME 등

- BioMCN (네덜란드): crude glycerol (biodiesel 
부산물) 이용 세계최초 bioMeOH 상용화

C2 Ethanol Ethylene, Ethylene glycol, - corn, sugarcane bioethanol 상용화 기업체 다수

[표 4]. 바이오산업소재 개발현황

DOE에서는 Oak Ridge National Laboratory, Lawrence Berkeley National Laboratory, JBEI 세 개의 

BioEnergy Research Center를 설치하고 2007부터 1) 2세대 바이오매스의 활용연구와 2) 미생물/효

소의 탐색 및 개발 3) 탐색된 자원을 이용한 바이오연료 전환 및 생산을 위해 2007년부터 2018년

까지 2단계에 걸쳐 연구개발 진행 중이며 미국내 13개 산학연 연구그룹에서는 바이오연료 및 바

이오산업소재를 생산하는 연구를 ‘10년부터 진행 중에 있다.  13개 연구그룹은 다음과 같다.

Ÿ Columbia University - Biofuels from Bacteria, Electricity, and CO2 

Ÿ Ginkgo Bioworks - Biofuels from E. Coli

Ÿ University of Massachusetts at Amherst (UMass Amherst) - Biofuels from Solar Energy and 
Bacteria 

Ÿ OPX Biotechnologies, Inc. - Engineering Bacteria for Efficient Fuel Production 

Ÿ Ohio State University - Fuel From Bacteria 

Ÿ Harvard University - Fuel from Bacteria, CO2, Water, and Solar Energy 

Ÿ Pennsylvania State University (Penn State) - Genetically Modified Bacteria for Fuel Production 

Ÿ Massachusetts Institute of Technology (MIT) - Liquid Fuel from Bacteria 

Ÿ North Carolina State University (NC State) - Liquid Fuel from Heat-Loving Microorganisms 

Ÿ Medical University of South Carolina (MUSC) - Liquid Fuel from Microbial Communities 

Ÿ University of California Los Angeles (UCLA) - Liquid Fuel from Renewable Electricity and 
Bacteria 

Ÿ Massachusetts Institute of Technology (MIT) - Natural Oil Production from Microorganisms 

Ÿ Lawrence Berkeley National Laboratory (LBNL) - Turning Bacteria into Biofuel 

나. 바이오산업소재 개발현황

근래들어 상용화가 이루어졌거나, 현재 개발 중인 바이오산업소재 개발현황은 아래 [표 4]과 같다.
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탄소
개수 바이오화학물질 특성 및 용도 기업체 개발 동향

energy 등 - DuPont: cellulosic bioethanol 상용화 준비 중 
(연산 3천만 갤런 plant 건설중, Nevada) 

Ethylene

다양한 high volume plastic 
(HDPE, LDPE, LLDPE, 
PVC, PET 등) 의 
기초유분, bioethanol의 
탈수과정을 통해 생산

- Braskem(브라질): 세계최초 bio-ethylene 
상용화(sugarcane ethanol 기반, 연산 20만톤, 
2010년). Coca-Cola, Johnson & Johnson 등 
전세계 각지에 bio-polyehtylene (상품명: I'm 
green polyethylene) 판매시작 (2011년)

- DOW(미국)/Mitsui(일본): sugarcane ethanol 기반 
bio-ethylene 상용화 위한 joint venture 설립 
(2012년). 2015년 연산 35만톤 규모 bioethanol 
상용생산 추진.

C2

Acetic acid

화학시약, 산업용 화학원료, 
PET 수지 제조, Vinyl 
acetate 단량체 합성

- Wacker(독일): 연산 500톤 규모의 pilot plant 
가동 중 (ACEO Process 적용: Biomass로부터 
Yeast 이용 bioethanol 생산 후 gas phase 
oxidation process를 통해 acetic acid 생산)

C3

Lactic acid

US DOE 선정 Chemical, 
바이오플라스틱 PLA의 
단량체, 주요 Chemical 
Feedstock, 식품 보존제

- NatureWorks LLC: PLA 최초 상용화 및 
선도그룹. 2012년 기준 연산 14만톤 생산. 
(PLA의 세계생산량은 연산 18만톤으로 
추정되고, 2020년 연산 80만톤으로 증가 예상)

- Futerro(a joint venture bet Galactic and Total), 
Teijin Fibers (Japan), Toyobo (Japan), HiSun 
(China), Pyramid Bioplastics (Germany) 등이 PLA 
소규모 상용화 중이거나 상용화 추진중

C3

1,3-Propanediol

바이오플라스틱 PTT의 
단량체, 산업용 
제품(접착제, 라미네이트, 
코팅제 등)

- Dupont Tate&Lyle BioProducts: Bio-based 
1,3-PDO 최초 상용화 및 선도그룹. 1,3-PDO의 
시장은 2019년 약 $560M 까지 증가할 것으로 
예상. 

C3
3-Hydroxypropionic 

acid

US DOE 선정 Chemical, 
Building Block Chemical 
(acrylic acid 등), PHA의 
단량체, 발효생산

- BASF, Cargill, Novozymes: Bio-based acrylic 
acid의 생산을 위한 joint R&D 협정 맺음 (2012). 
Novozymes와 Cargill이 bio-based 3-HP를 
생산하고 BASF가 Acrylic acid로 전환시킴. 
Bio-acrylic acid 이용 아기기저귀 생산을 1차 
목표로 함.

Acrylic acid

Building Block Chemical, 
산업용 제품(플라스틱, 
접착제, 코팅제, 
Supersorbent polymer등)

C4
1,4-Butanediol

Chemical Feedstock(GBL, 
THF, PBT), 플라스틱/섬유 
등의 제조에 용매로 사용

- Genomatica/DuPont Tate&Lyle: Bio-1,4-BDO 최초 
상업생산 성공 (연산 2,000톤, 2013년2월)

- BASF/Genomatica: Genomatica의 공정을 
도입하여 Bio-1,4-BDO 생산위한 협정맺었고 
(2013년5월), 상업적규모 생산 성공함 (2013년 
11월). 석유기반 BDO에 상응하는 품질 확인.  

- Lanxess/Genomatica: Genomatica의 Bio-1,4-BDO 
(20톤)를 PBT 전환성공 (2013년6월)

- Toray/Genomatica: Genomatica의 
Bio-1,4-BDO로부터 PBT pellet 제조 성공 
(2011년). Bio-1,4-BDO 상업화 시기에 맞춰 
Bio-PBT 상업화 계획.

C4
US DOE 선정 Chemical, 

Building Block Chemical , 
바이오플라스틱의 단량체

- Reverdia (DSM(네덜란드)과 Roquette(프랑스)의 
joint venture): 연산 1만톤 규모 상용생산 중 
(2012년)이며, Biosuccinium 명으로 판매 중. 
2015년까지 증산 계획중.



- 22 -

탄소
개수 바이오화학물질 특성 및 용도 기업체 개발 동향

Succinic acid

- BASF/Purac: Bio-Succinic acid 상업화 위한 joint 
venture 설립 (2012년10월). 연산 1만톤 규모 
플랜트 건설 중.

- BioAmber: 300,000 L 발효기 이용 데모생산 
완료 (2010년). Mitsui (일본)사와 joint venture 
설립하여 연산 30,000톤 규모 플랜트 구축 중 
(2014년 완공).

C4

n-Butanol

transport fuel, butyl acrylate, 
butyl acetate, butyl ester, 
solvent 등 다양

- Cathay Industrial Biotech (China): 연산 10만톤 
규모의 bio-butanol 생산규모 갖춤. 상업생산 중.

- Cobalt Technologies (USA): 10만리터 규모 
스케일에서 상업생산 테스트 완료 (2013)

- GaanBio/Rhodia: 2015년까지 연산 10만톤 생산을 
위한 플랜트 구축 (브라질) 협정 (2013).

- GS Caltex (Korea): 파일럿 테스트 중 (2013)

Isobutanol

transport fuel, isobutyl 
acetate, isobutyl esters, 
solvent 등 다양

- Butamax (joint venture bet. BP and DuPont): 
Biobutanol 상용생산을 위한 ethanol 생산 
플랜트를 갖고 있는 회사들과 협정을 맺고 
플랜트 개조에 들어감 (Fagen Inc., 2012; 
Highwater Ethanol LLC, 2013) 

- Gevo Development: 세계최초 bio-isobutanol 
상용생산 시작 (연산 1800만갤런, 2012)

C5

Itaconic acid

US DOE 선정 Chemical, 
Building Block Chemical, 
합성고무, 합성수지의 
단량체, 대부분 fungal 
fermentation에 의해 생산됨.

- Qingdao Kehai Biochemistry (중국): 연산 
15,000톤 생산 (2011년 기준). 동사 포함 
중국회사가 전세계 생산량의 80% 이상 차지함.

- Itaconix (미국): bio-Itaconic acid 상용화 
(2010년).

C5

Isoprene

polyisoprene rubber, 
thermoplastic elastomer 
block copolymer, butyl 
rubber

- Genencor (USA, DuPont자회사)/Goodyear (USA): 
Bio-based tire 생산을 위한 Bio-isoprene 공동개발 
협력 체결(2008)

- Amyris(USA)/Michelin(France): Bio-isoprene 개발 
협력 체결 (2011). 2015년까지 상용화추진

- Ajinomoto/Bridgestone (Japan): Bio-isoprene 
공동연구 (2011). 2013년까지 상용화 추진

C6

Adipic acid

Putrescine과 함께 
엔지니어링 플라스틱 
Nylon 4,6 합성

- 현재까지 bio-adipic acid가 상용화 되지는 
않았으나, 많은 기업체들이 개발 중 (DSM, 
Rennovia, BioAmber, Genomatica 등)

 

다. 해양바이오매스 기반 바이오연료 및 바이오산업소재 생산 연구동향

해양바이오매스의 바이오연료화는 대체에너지 확보와 이산화탄소저감을 동시에 달성할 수 있는 

대표적인 친환경 기술로 최근, 전 세계적으로 해양바이오매스(해조류, 미세조류 등)의 바이오연료

(바이오에탄올, 바이오가스) 전환과정과 여기에 관여 하는 미생물에 대한 연구가 활발히 진행 중

이다. 아직까지 해양바이오매스를 이용한 바이오연료가 상용화된 예는 없으며, 선진국들을 중심

으로 연구개발 초기단계를 지나가고 있다고 할 수 있다. 해양에서 바이오연료 및 바이오산업소재 

생산 모식도를 [그림 10]에 나타내었는데, 원료가 되는 조류의 특성에 따라 최종 생산하고자 하는 

연료 타입이 달라짐을 알 수 있다.
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[그림 10]. 해조류 기반 바이오연료 및 바이오산업소재 생산 모식도

출처: National algal biofuel technology map (2010)

2010년 6월 미국에너지성(DOE)은 지속가능한 해조류 바이오연료의 상용화를 위 해 3개 연구 컨

소시움을 출범 하였는데 참여 기관별 역할은 다음과 같다: 아리조나 대학 - Sustainable algae 

biofuels  consortium, UC- Consortium for algae biofuels commercialization,  Cellana사- Cellana 

LLC consortium.

유럽연합(EU)은 해조류 유래 바이오에탄올, 바이오디젤 및 바이오소재 생산 연구를 위해 7개국의 

9개 기관이 참여한 BIOFAT 프로젝트에 착수 하였으며(2011.5) 미국 Bio Architecture Lab (BAL)과 

BAL의 칠레 자회사 BALChile, BALBiofuels Chile는 천연 해조류 Macrocystis pyrifera (갈조류) 로

부터 선도 바이오연료를 생산하는 자사의 기술 개발을 위한 실험 파일럿 설비를 건설하였다. 

BAL은 합성생물학을 이용하여 해조류의 당을 발효가 가능한 당으로 전환하는  대사기술 플랫폼

을 개발했고, 이미 해조류에서 에탄올과 이소부탄올을 생산 하였다. 이 기술내용은 2012년 세계

적 학술지인 Science에 발표되었다. BAL은 현재 Los Lagos지역의 Quenac과 Ancud, 칠레의 

Atacama 지역의 Caldera에서 해조류를 재배하고 있으며, 이미 경제적인 생산 수율로 해조류 

Macrocystis의 재배에 성공  하였다.

일본수산청은 2008-2013년 비식용이며 성장속도가 빠른 해조류를 이용한 바이오 에탄올 추출 기

술을 개발 하고 있으며 해양바이오매스를 기질로 하는 혐기성소화과정의 효율성과 경제성이 미

국 에너지 성(DOE)에 의해 1990년부터 1998년까지 연구된 바 있다. Reith (2005)는 대량의 거대조

류를 원료료 하여 바이오메탄을 생산하고 이를 원료로 전력을 생산하는 시스템의 경제성 확보를 
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위해 추정되는 해조류의 단가를 예측 하였다. 도쿄가스는 신에너지·산업기술종합개발기구

(NEDO)의 보조금으로 2002~2006년까지 5년간 거대조류에서 추출한 바이오가스를 활용하는 실증

사업을 수행하였으며 미국 해양바이오매스 프로그램은 해양조류의 추출화합물인 요오드, 

alginate, mannitol, L-fraction가 판매경제성이 있다고 결론 내렸다. 첫 세 개의 화합물들은 그대

로 판매 될 수 있는 상업 제품들 이며, L-fraction (리그닌 관련 fraction)은 특수 플라스틱, 접착

제, 의약품, 살충제 등의 공급 원료로 사용될 수 있다.

라. C1 화합물(CO, CO2, CH4) 이용 바이오연료 및 바이오산업소재 생산 연구동향

대표적인 무기 탄소는 일산화탄소와 이산화탄소를 포함하며, 이중 지구상의 모든 생물종이 이산

화탄소를 탄소원으로 고정하는 생물체(일차 생산자)가 생성하는 바이오매스에 의존적으로 살아간

다. 광합성을 포함하는 탄소원 고정 기작은 광합성을 수행하는 녹색식물과 마찬가지인 CBB 기작

에 추가하여 총 6가지의 과정이 (해양)미생물에도 존재한다 [그림 11].

[그림 11]. 이산화탄소를 탄소원(Carbon-Source)로 이용하는 독립영양생물의 6가지 대사경로

미국은 이산화탄소의 전환에 관한 가장 많은 연구개발을 진행하고 있는데 에너지성(DOE)의 

ARPA-E(Advanced Research Projects Agency-Energy) 프로그램을 통해 이산화탄소를 원료로 사

용하여 바이오연료를 생산하는 다수의 연구가 진행되고 있다[표 4]. 생물학적인 대사과정과 연계

하여 대체에너지에서 만들어진 전기 또는 이로부터 발생시킨 수소를 에너지원(E-Source)로하고 

온실가스인 CO2를 탄소원(C-source)으로 이용한 E-fuel 또는 Electrobiocommodity의 개념을 도입

하였다 [그림12]. 또한, DOE에서는 생물학적 또는 생물모방 공정을 통해 산업체에서 발생하는 이

산화탄소로부터 연료, 플라스틱, 시멘트, 비료와 같은 유용한 물질을 생산하는 프로젝트를 발족하

여 산업체에서 진행되고 있다 [표 5]. 
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프로젝트 및 수행기관 연구내용

Biofuels from CO2 using ammonia-oxidizing
bacteria in a reverse microbial fuel cell
(Columbia University)

Nitrosomonas europea 박테리아를 사용하여
이산화탄소와 암모니아를 수송용 액체연료로
전환하는 연구

Development of an integrated
microbial-electrocatalytic(MEC) system for
liquid biofuel production from CO2 (Lawrence
Berkeley National Lab.)

미생물과 전기화학적 촉매를 이용하여 수소와
이산화탄소를 바이오연료로 전환하는 연구

Bioprocess and Microbe engineering for total
carbon utilization in biofuel production (MIT)

1차반응에서 수소와 이산화탄소를
아세테이트와 같은 유기물로 전환시키고 이를
바이오연료를 만드는 호기성 미생물의 원료로
사용

Engineering a bacterial reverse fuel cell
(Harvard Medical School –Wyss Institute)

전자를 받아들여 바이오연료 형태의 화학적
에너지(특히 옥탄올)로 전환하는 박테이라
개발

Engineering Ralstonia euthopha for production
of isobutanol(IBT) motor fuel from CO2, H2,
O2 (MIT)

수소와 이산화탄소를 부탄올과 같은
바이온연료로 전환하는 미생물과 바이오
반응시스템 개발

Electroalcoholgenesis-bioelectrochemical
reduction of CO2 to biobutanol (Medical
University of South Carolina)

태양광과 같은 전기에너지를 이용하여
전지셀을 구동시키는 미생물을 개발하여
이산화탄소를 부탄올, 에탄올과 같은 연료로
전환

Hydrogen-dependent conversion of carbon
dioxide to liquid electrofuels by extremely
thermophilic archaea (North Carolina State
University)

75℃ 근처의 극한 조건에서 생존하는 효소를
개발하며, 수소를 매개체로 사용하여
이산화탄소를 바이오연료의 원료로 사용되는
C2-C4 화합물로 전환

Novel biological conversion of hydrogen and
carbon dioxide directly into biodiesel (OPX
Biotechnologies Inc.)

수소와 이산화탄소를 이용하여 항공유와 같은
바이오연료 생산 연구를 수행하여
$2.50/gallon을 목표로 함

Bioconversion of carbon dioxide to biofuels by
facultatively autotrophic hydrogen bacteria (The
Ohio State University)

유전자조작을 통한 미생물을 이용하여
이산화탄소를 부탄올로 전환하는 공정 개발

Development of rhodobacter as a versatile
platform for fuels production (Pennsylvania
State Univ)

오일을 생산할 수 있는 조류로부터 추출하여
유전자변형을한 미생물을 이용하여
이산화탄소를 오일로 전환하는 공정 개발

Electro-Autotrophic synthesis of higher alcohols
(Regents of the University of California, Los
Angeles)

합성학과 대사공학을 이용하여 태양광 대신
전기를 사용하여 이산화탄소를 연료로 전환할
수 있는 미생물 개발

Electrofuels via direct electron transfer from
electrodes to microbes (University of
Massachusetts Amherst)

태양광같은 전기에너지를 물과 이산화탄소로
전환한 후 이를 바이오연료로 전환하는
반응시스템 개발

[표 5]. Electrofuels 프로그램 지원 CO2의 생물학적 전환기술
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연구내용 수행기관

- 효소가 고정화된 in-duct 시스템을 이용하여 연소배가스 중 이산화탄소를
bicarbonate/carbonate이온으로 전환시키는 pilot plant 공정 개발

- Bicarbonate/carbonate이온은 알루미늄 광산의 부산물인 alkaline clay와
반응시켜 건자재, 토양보충재 등의 광물로 전환시킴

Alcoa Inc.

- 이산화탄소를 에폭시와 반응시켜 플라스틱을 만드는 공정 중 반응활성이
우수한 촉매를 개발

- 생성된 플라스틱은 이산화탄소를 50wt.%이상 포함
Nover Inc.

- Open pond에서 미세조류를 이용하여 연소배가스 중 포함된 이산화탄소를
60%이상 포집하는 공정개발

- Pond 표면에 도포되어 pond의 온도유지, 휘발방지, 이물질유입 방지를 위한
신 상변이 물질 개발

- 수확된 미세조류를 이용한 연료개발과 잔재물을 이용한 메탄개발

Touchstone
Research
Lab. Ltd.

- 이산화탄소를 포집한 미세조류를 이용한 바이오연료 개발을 위한 통합 공정
개발

Phycal, LLC

- 기존 습식 스크러버 공정을 변환하여 이산화탄소를 광물화하는SkyMine 공정
개발

- 이산화탄소외에 황산화물, 질소산화물, 수은 포집 가능

Skyonic
Corporation

- 연소배가스 중 포함된 이산화탄소를 직접 광물화하는 공정 개발
Calera
Corporation

[표 6]. DOE 지원 기업체 CO2 전환 과제 현황

[그림 12]. 무기탄소인 이산화탄소(탄소원) 및 수소(환원력/에너지원)를 이용한 액체 
연료 또는 산업용 화합물의 생물학적 전환 (Image from Hawkins et al., 2013).
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미국 이외에도 독일, 호주 등에서도 다수의 프로젝트가 정부지원 하에 이루어지고 있으며 그 내

용은 아래 표와 같다 [표 7].

국명 기관명 연구내용

독일

Bayer

독일 정부의 지원으로 RWE Power, Siemens와 공동으로 ‘Dream

production’ 프로젝트를 추진 중이며, 2011년 2월 석탄화력 발전소의

이산화탄소를 포집해 직접 폴리우레탄을 제조하는 파일럿 플랜트 건설,

2015년 상업화를 목표

Cyano

Biofuels

이산화탄소와 햇빛을 공급하여 직접 바이오에탄올을 생성할 수 있는

cyanobacteria(blue-green algae)를 개발하고, 미국 Algenol과 협력하여

10만 m2 규모의 조류 바이오 연료 생산 시설을 텍사스에 건설할 예정

BASF

독일 연방교육연구부의 지원을 받아 EnBW, 하이델베르크 대학, 칼스루에

공대와 공동으로 광촉매 공정을 활용해 태양 에너지로 이산화탄소와 물을

반응시켜 메탄올을 생산하는 ‘Solar2Fuel’ 프로젝트를 추진

호주
Global CCS

Institute

CCS 연구와 함께 이산화탄소 활용을 연구함. 호주 정부는 Calera

mineralisation project에 4천만 호주 달러를 투자하여 Yallourn

발전소에서 포집된 이산화탄소를 사용해 시멘트와 골재를 제조할 예정

[표 7].주요 선진국 이산화탄소 활용연구 사례 (독일 및 호주)

최근에는 미생물에 존재하는 탄소고정회로를 직접 또는 합성생물학을 이용하여 변형하여 바이오

연료 및 소재에 필요한 바이오매스를 획득하려는 노력들이 진행되고 있다. 또한 최근 합성생물학

적 방법을 이용 하여 초고온세균에서 탄소를 고정하게 하며 동시에 주요 산업화합물을 생산하게 

하는 시스템을 최근 개발하였다(Keller et al, 2013).

마. 합성생물 연구동향

미국 J. Craig Venter Institute(JCVI)는 오믹스 연구를 기반으로 합성 생물학(synthetic biology)을 

이용하여 바이오에너지 및 바이오산업소재 생산을 위한 모델생물을 개발하고자 연구개발을 진행

하고 있다. JCVI는 화학적 인공합성을 통하여 1.08 Mb(mega base) 사이즈의 미코플라스마 마이코

이데스(Mycoplasma mycoides) 유전체를 합성하는데 성공하였으며, 합성된 유전체는 세포내에서 

완벽하게 작동됨을 확인하였다 [그림 13].
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[그림 13]. 미코플라스마 마이코이데스(Mycoplasma mycoides)의 합성 유전체의 유전체 지도

출처: Gibson et al. 2010.

  

또한, JCVI는 산소에 내성을 가지는 수소화효소를 도입한 재조합된 시아노박테리아

(Cyanobacteria) 시스템을 통하여 물로부터 바이오수소를 생산하는 연구를 진행하였다[그림 14].

[그림 14]. 재조합된 시아노박테리아에서의 물로부터 수소생산 

일본 가오 주식회사에서는 미생물 유전체정보의 이용에 관한 경제산업성의 프로젝트에 참여하여, 

3개 대학과 공동으로 단백질 생산에 특화한 숙주미생물세포 창제기술을 개발하고, 최소 유전체구

조를 가지는 물질생산 공장(MGF, minimum genome factory)의 개발연구를 진행하였다.

미국 조지아 대학 Henderson 교수팀은 초고온성 고세균으로부터 막 단백질 수소화 효소(MBH, 

membrane-bound hydrogenases)와 나노당단백질입자(NLPs, nanolipoprotein particles)의 복합체

(MBH-NLP)를 구성하여 생체환경과 유사한 생체모방시스템을 구축하고 그로부터 효소적 반응에 

의한 바이오수소 생산 연구에 활용하고자 하였다[그림 15].
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[그림 15] . 생체외 단백질-나노 particle 융합체를 활용한 수소생산

단백질 구조기반 연구를 통하여 그 기능을 규명하고 단백질을 설계하여 이를 합성생물학 기법과 

접목함으로서 cell signaling 연구에 활용하여 질병의 분자적 메카니즘(mechanism)을 이해하는 등 

합성생물학 연구분야에 있어서 단백질 구조기반 연구의 활용성을 제시한 사례도 있다 (Kiel & 

Serrano 2012)[그림 16].

[그림 16] Overview of combining structural biology with synthetic biology

초고온 고세균 연구분야의 선두주자인 조지아대 Adams 교수는 최근들어, 합성생물학적 기법을 

이용하여 CO2를 고정하여 Top 12 industrial chemiacl building block 중에 하나인 

3-hydroxypropionic acid를 생산하는 초고온 고세균을 제작하였다 (Keller et al., 2013)[그림 17]. 

또한, 개미산 대사에 관여하는 외부 유전자 군집을 초고온 고세균에 도입함으로써 개미산으로부

터 수소를 생산하는 합성미생물도 제작하였다 (Lipscomb et al., 2013)[그림18].
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[그림 17]. 초고온 고세균에서 CO2로부터 3-hydroxypropionic acid 
생산 대사설계

[그림 18]. 초고온 고세균에서 개미산으로부터 H2 생산 대사설계
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바. 혐기성 미생물자원 발굴

해양세균에서 유래된 대사산물 (bioactive metabolite)은 의약품, 화장품, 정밀화학 등의 재료로 

(Andersen and Williams, 2000), 유해물질의 분해 세균은 생물정화에 (Inoue  et al., 2003, 

Raghukumar et al., 2001, Sardessai et al., 2004) 응용되며, 해양미생물을 이용한 바이오에너지 생

산 연구도 진행 중이다 (Cavaleiro et al., 2013). 이 외에도 해양세균 유래 효소 (Mohapatra et al., 

2003)와 다당류 (Manivasagan and Kim, 2014)에 관한 관심이 증대 되고 있다. 혐기성 세균들은 오

랫동안 연료와 화합물 생산을 포함하는 산업적 활용에 이용되어 왔으며 (Goldstein, 1995, Wolfe, 

1999), 넓은 기질 특이성, 독성에 대한 높은 저항성, 높은 생산성과 수율 등의 특징을 가지고 있

는 발효시스템들이 보고된 바 있는 등 주요 연구 대상으로 활발하게 연구되고 있다 (Tracy et 

al., 2012, Yazdani and Gonzzales, 2007, Weusthuis et al., 2011).

3. 해양미생물 생태기능유전자 규명

가. 해양 수층 환경의 원핵생물 다양성 및 물질 순환 특성

1980년대 말부터 분자생태학적 분석을 통해 다양한 해양 환경에서 원핵생물 다양성에 대한 연구

가 진행되었다. 특히 최근에는 다양한 차세대 염기서열 분석기법의 발달로 대량의 염기서열 정보

를 활용하여 미생물의 다양성을 분석하고 있으며, 대양 규모의 연구 결과들이 보고되고 있다

(Galand et al., 2010; Salazar et al., 2016; Ghiglione et al., 2012). 차세대염기서열분석기술의 발달

은 메타유전체의 경제적 분석을 가능하게 하였으며, 다량의 시료에 대한 분석을 가능하게 하였

다. 이러한 분석을 통해 심해, 동태평양의 무산소층 및 퇴적물 등 다양한 환경에서 물질순환 특

성에 대한 기초 자료를 제공하여 심도 깊은 연구를 촉진하였다 (Quaiser et al., 2011; Smedile et 

al., 2012; Ganesh et al., 2014).

나. Microbial rhodopsin의 다양성 및 기능 규명

2000년대 초 uncultured γ-proteobacteria SAR86의 metagenome 분석을 통해 proton을 세포외로 

운송하는 광 단백질인 proteorhodopsin(PR)이 최초로 발견되었다 (Beja et al., 2000).  2010년대에

는 해양미생물로서 favobacteria에 속하는 Krokinobacter eikastus NBRC100814T와 Nonlabens 

marinus S1-08T로부터  PR 이외에 sodium 과 chloride ion 을 세포 내ㆍ외로 운송하는 새로운 형

태의 Na+ pumping rhodopsin(NaR) 과 Cl- pumping rhodopsin(ClR) 발견과 특성 분석이 이루어졌다 

(Inoue et al., 2013; Yoshizawa et al., 2014). N. marinus S1-08T은 최초로 PR, NaR과 ClR을 모두 

가진 bacteria로 보고되었다 (Yoshizawa et al., 2014). Rhodopsin의 경우 최근 다양한 해양미생물

들의 유전체분석을 통해 새로운 종류들이 밝혀지고 있으며 그 기능에 대해서도 보다 많은 정보

들이 쌓이고 있다.
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다. 공생미생물의 대사과정 이해

γ-proteobacteria와 ε-proteobacteria는 oligochaete에 속하는 해양벌레인 Olavius algarvensis와 

서로 공생하면서 살아간다고 보고되었다 (Woyke et al., 2006). 관벌레인 Riftia pachyptila에서 내

부공생세균은 헤모글로빈을 통해 trophosome에 산소가 공급되면 이로 인해 환원된 sulfur의 산화

로 1차적으로 에너지 생성을 수행하는 것이 밝혀졌다 (Stewart & Cavanaugh, 2005). RuBisCO 

form II gene (cbbM, assimilation of CO2)은 Riftia pachyptila와 Lamellibrachia 종의 내부공생세균

에서 보고된 바 있다 (Elsaied & Naganuma, 2001).

라. 혐기적 메탄산화 과정

해양 환경에 존재하는 메탄 중 약 1% 정도만이 수층으로 방출되며 대부분의 메탄은 미생물에 의

한 메탄의 혐기적 산화 과정을 통해 이산화탄소로 산화되는 것으로 밝혀졌다 (Reeburgh, 2007). 

메탄의 혐기적 산화는 ANaerobic MEthanotroph (ANME)라는 고세균과 황산염 환원세균에 의한 

영양 공생관계를 통해 일어난다고 알려져 있다 (Zehnder and Brock 1979 and 1980). ANME 그룹

의 미생물은 ANME-1, 2, 3의 subgroup으로 나뉘는 것으로 밝혀졌는데 (Knittel and Boetius, 2009) 

각 subgroup에 따라 생태계에 존재하는 생태학적 위치가 다르다고 보고되고 있다. ANME-1은 산

소가 존재하지 않는 퇴적토에 존재하고 ANME-2와 3는 표층 및 메탄의 농도가 높은 환경에 존재

하는 것으로 보고되었다 (Vigneron et al., 2013; Ruff et al., 2015). 메탄의 혐기적 산화 기작은 메

탄 생성 기작의 역방향으로 일어난다고 보고되었다(Hallam et al., 2004; Haroon et al., 2013; 

Meyerdierks et al., 2010).

환경유전체 분석을 통해 황산염 외에도 다양한 전자 수용체를 이용하는 ANME 그룹의 유전체가 

보고되고 있으며, 새로운 혐기적 메탄산화 기작도 보고되고 있다 (Ettwig et al., 2010; Haroon et 

al., 2013).
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제2절  국내 동향

1. 해양미생물을 중심으로 한 해양유전체 연구 

국내에서는 1기 ‘해양생명공학기술 개발 사업’, ‘극지연구사업’ 등을 통한 해양․극한 생물자

원 탐사ㆍ확보가 부분적으로 수행되었으며, 1기 ‘해양생명공학기술 개발 사업’을 통해 관련 연

구가 집중 수행되었다. 

한국해양연구원에서는 고세균 Thermococcus onnurineus NA1을 비롯한 해양미생물 유전자 지도

를 완성하였고 T. onnurineus NA1의DNA 수식 효소 산업화에 성공하였다. 또한 다수의 수소화효

소가 존재함을 확인하였으며 이를 활용한 바이오수소 생산기술 개발이 진행 중이다.

한국생명공학연구원과 극지연구소는 제주도 마라도에서 분리한 Hahella chejuensis의 유전체 염기

서열 해독과 기능 연구를 통해 유용 유전자와 적조생물을 죽이는 물질을 발굴하였다. 또한 21C프

론티어사업으로 수행된 “미생물유전체활용기술개발사업”에서는 해양미생물을 포함한 많은 신

규 미생물을 확보하고 Donghaeana dokdonensis 등 다수 해양미생물 유전체 해독을 실시하여 신

규 광합성 로돕신 유전자를 발굴한 바 있다. 

“해양·극한 생물 분자유전체 연구사업”의 주요 사업으로 밍크고래, 우뭇가사리, 깃털말, 점박

이송사리 등 대형 해양생물에 대한 유전체 해독이 수행되었다. KIOST는 밍크고래 전장 유전체를 

해독하고 이를 ‘네이처 제네틱스’에 발표하여 세계 최초로 수염고래의 전장 유전체를 해독하

여 고래의 생리적, 형태적 특성을 유전자 수준에서 해석하였으며 이를 기반으로 특허 3건을 출원

하고 후속 연구를 본 과제를 통해 수행하였다.

해파리 관련 연구는 모니터링과 주의/경보발령을 통한 피해예방을 위한 연구, 대량 번식과 관련

된 개체 및 집단 수준에서의 연구가 진행 중이다. 해파리 독에 대한 연구는 독의 활성 및 독성영

향평가를 하는 수준에 머물러있다.

2. 합성생물 및 모델 생물 시스템 개발

KAIST 김선창 교수 연구팀은 모델생물로서 대장균의 유전자 제거 연구를 수행해 왔다. KIOST에

서는 해양 열수구 유래 초고온성 고세균 T. onnurineus NA1 균주의 유전자 기능 연구, 유전자 소

거를 통한 대사조절 연구 등의 연구를 수행함으로써 모델생물 개발의 기반을 구축하였다. 21C프

론티어 사업으로 수행된 “미생물유전체활용기술개발사업”을 통해 해양성 병원성 세균인 Vibrio 

vulnificus의 유전체해독이 완료되었으며 이를 기반으로 서울대, 서강대 등에서 위 균주의 유전현

상에 대한 집중 연구가 수행 되었다. 이상과 같이 해양 유래 일부 균주에 대해 유전체 해독 이후 
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집중적인 연구를 수행하였으나 본격적인 모델생물 개발로는 연결되지 못 하였으며 현재까지는 

연구 목적으로 동물 혹은 식물을 해양 모델 생물로 개발한 연구 결과는 없다. 본 연구 결과도 모

델생물로 가는 단계에 있다.

3. 유전자 기능 연구 

해양 초고온성 고세균 T. onnurineus NA1에 대해 sulfur, CO, formate, starch 등 기질 조건에 따

른 발현 단백질의 프로테옴 분석을 통한 대사경로의 특성을 분석하고 이를 수소생산성 향상에 활

용하였다. 또한 ”해양·극한 생물 분자유전체 연구사업“에서는 유전체 해독이 수행 된 초고온성 

고세균 T. onnurineus NA1과 V. vulnificus의 주요 단백질에 대해 3차구조에 기반을 둔 기능해석 

연구를 수행하였으며 이를 통해 Lon 단백질의 작동 원리, FrsA 단백질, CRISPR_Cas의 기능 등을 

규명하였다. 고온성 고세균 Staphylothermus marius (SMMA)에 존재하는 탄수화물 대사 관련 효소 

단백질의 삼차구조를 규명하고 고세균 특이적 탄수화물 인식 도메인이 존재함을 확인하였다.

“해양·극한 생물 분자유전체 연구사업”을 통해 얻어진 유전체 정보에서는 일부 미생물 유전 

정보를 제외하고는 해양 생물의 생리적 특성을 이해하는 수준에서 활용되고 있는 수준이다.

4. 해양 바이오산업 소재 관련 연구

우리나라의 경우, 이산화탄소의 생물학적 고정화 연구는 1998년 과학기술부의 중점사업의 지원으

로 한국에너지기술연구원의 이산화탄소의 생물학적 처리기술로부터 시작되었다. 이후 교육과학기

술부의 지원을 받은 21세기 프론티어연구개발사업의 일환인 이산화탄소저감 및 처리기술개발사

업(‘02~’12)의 지원을 받아 한국생명공학연구원, 고려대학교 연구팀에서 ‘생물학적 전환에 의

한 이산화탄소 고부가 생물제품 기술개발’연구를 진행 하였다. 미세조류로부터 바이오연료의 연

구개발에 대한 관심이 높아지면서 지식경제부 신재생에너지기술개발사업, 전력산업 연구개발사업

과 국토해양부, 농림수산식품부 등에서도 관련된 연구를 수행되었다. 또한 2011년부터 9년 동안 

지원되는 KOREA CCS2020 사업에서는 고려대, 서울대, 한양대 등에서 ‘생물학적 이산화탄소 고

속전환 유기 자원화 기술’과제를 진행하고 있다.

정부는“신성장동력사업 세부추진계획”에 의해 2009-2012년 까지 연구비 150억 규모의 “세계

최초의 해조류 바이오 에탄올 생산용 파일럿 플랜트 건설”사업을 시행한 바 있다. 지식경제부는 

2009년 말부터 ‘해양 바이오연료 생산기술 실증 및 상용화' 과제를 통해 한국 해안에서 해조류

의 대량생산, 에탄올 생산기술 및 파일럿 실증기술 개발을 수행 할 예정이었으나 본격적으로 진

행되지는 않았다. 농림수산식품부는 ‘해조류 바이오매스의 양산 및 통합적 활용기술’개발사업

을 2009-2012년 사이에 추진하였으며 이를 위해 2020년 까지 해조류 양식장 50만 ha를 확보하고 

대량양식을 도입하여 연간 22.7억의 에탄올을 생산하여 국내 휘발유 소비량의 5분의 1을 충당 하
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는 계획을 수립하였다.

한국생산기술연구원은 30억원 규모의 홍조류 유래 바이오 에탄올 생산 원천기술 개발사업을 

2008-2011년 수행하였고 2020년까지 3단계로 나뉘어 진행 할 예정이었다. 한국생산기술연구원에

서 분화된 (주)바이올시스템즈는 정부 지원하에 (2009년부터 5년간 약 90억 규모) 홍조류의 일종

인 우뭇가사리를 이용해 바이오에탄올 생산기술개발을 완료하였고, 전라남도 고흥군에 해조류바

이오에탄올 연산 150만 리터 규모의 플랜트를 준공하였다 (2013년). 

인하대 해양바이오에너지 생산기술개발연구단에서는 2009년부터 미세조류를 이용  한 바이오디

젤 생산기술 연구 수행하였으며 현재 대량생산 시스템을 구축하였으며 영흥도 앞바다에 현장 생

산시설을 구축하였다. 우리원은 강원대와 공동연구를 통해 제주도 연안에 퍼져있는 녹조류의 일

종인 구멍갈파래를 이용하여 바이오에탄올을 생산하는데 성공함. 화학물질을 사용하지 않는 고압

액화기술과 고효율 발효균주 개발을 통해 말린 구멍갈파래 100g중 바이오에탄올 연료인 전분을 

30 g 추출하였고, 160 g/L의 바이오에탄올을 생산하였으며, 에탄올 전환율은 80%에 이른다고 보

고한 바 있다. 우리원 해양바이오연구부는 심해저 유래 초고온성 고세균 균주 T. onnuinreus NA1

은 개미산 대신에 무기탄소인 일산화 탄소를 이용한 바이오수소 생산도 가능한 것으로 밝혀져 

상업적으로 가장 유망한 대체에너지 생산균주 중 하나로 밝혀졌으며, 합성생물학적인 CO2 고정 

기능 도입 및 활용 가능성 연구는 앞으로의 숙제로 남아있다.

우리원 해양바이오연구부는 서강대학교 이규호 교수 연구팀과 해양미생물인 비브리오균을 대상

으로 한 공동연구를 통해 현재까지 밝혀지지 않은 전혀 새로운 유형의 pyruvate decarboxylase를 

분리 동정하고, 단백질의 3차구조로부터 효소 촉매기작을 규명하여 Nature 자매지인 Nature 

Chemical Biology에 게재하였다 (Lee et al., 2011). FrsA로 명명된 이 단백질은 에탄올 발효에 관

여하는 주요 효소로서 기존에 알려진 효소들 대비 효소활성이 가장 뛰어남을 보고하였으며 이를 

통한 해양미생물 유래 바이오에탄올 대량생산 기반을 마련하였다. 

그러나 국내 바이오산업소재 연구는 태동기에 있으며, 특히 해양바이오산업소재 연구는 아주 미

흡한 상태이다.

바이오산업 소재 중 혐기성 해양미생물 배양 연구는 매우 부족하여 강화도 갯벌로부터의 신종 

발굴 (Kim et al., 2006, 2007) 외에는 혐기성 해양미생물 신종 발굴 사례가 없다.
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[그림19]. Sustainable Biobased value chain 모식도 (소스 genomics.energy.gov)

5. 해양미생물 생태기능유전자 규명

해양 수층 환경의 원핵생물 다양성 및 물질 순환 특성과 관련하여 국내의 경우 갯벌 및 해수의 

소수의 시료에서 배양체, 클론 라이브러리 또는 DGGE 분석 등을 통해 원핵생물 다양성에 대한 

연구가 보고된 바 있으나(성과 김, 2010; 박 2015), NGS 기법을 이용하여 시공간적 규모의 원핵생

물 다양성 연구는 해양에서 거의 보고된 바 없다. 미생물 먹이망에서 원핵생물의 생태적 특성(성

장, 사망 등)에 대한 연구는 1990년대 이후에 체계적으로 연구된 바 있으나, 주요 원소의 생지화

학적 물질 순환을 규명하기 위한 연구는 거의 수행된 바 없다.

Microbial rhodopsin의 다양성 및 기능 규명과 관련하여 빛에 의한 pumping이나 signal transducer

로서 기능을 하는 rhodopsin 유전자들의 기능만을 재조합기법을 사용하여 보고하고 있으며, 해양

생태계에 관여하는 microbial rhodopsin에 대한 연구는 미비하다. 유전체 연구결과로 flavobacteria

에 속하는 Nonlabens dokdonensis DSW-6T에서 NaR의 존재를 처음으로 보고하였고, 분자계통 해

석으로 PR과 진화경로가 다르다는 것을 입증한 바 있다 (Kwon et al., 2013).

공생미생물의 대사과정 이해와 관련하여 샘플수집에 있어 높은 비용과 장비의 제한 등의 어려움

으로 관벌레에 관한 국내연구는 전무한 상태다.

혐기적 메탄산화 과정과 관련하여 울릉분지에 존재하는 메탄 하이드레이트의 부존여부에 관한 

연구가 이루어졌으며 메탄 하이드레이트의 존재에 따른 혐기적 메탄 산화 미생물의 생태학적 특

성을 미생물 군집구조를 이용하여 분석한 바 있다.
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제3장 연구개발수행 내용 및 결과

제1절  해양생물 기능 유전체 해석 및 활용

1. 고래 유전체의 심층 비교 분석을 통한 진화 및 인간 질환 발병 기전 연구

 가. 고래의 nuclear mitochondrial DNA (NUMT) 분석을 통한 진화 및 에너지 대사 연구

(1) NUMT는 일부 mitochondrial DNA (mtDNA)가 chromosome에 끼어들어 가는 현상으로 chromosomal 
DNA의 break를 repair하는 과정에서 nonhomologous recombination에 의해 mtDNA가 들어가는 것으

로 알려져 있다. 그런데 mitochondria는 전자전달단계(electron transport system)에서 유출되는 전자

로 인해 chromosome에 비해 돌연변이가 10배 많이 발생하므로 NUMT를 분석하므로 mtDNA의 진

화를 연구할 수 있다. 이 같은 이유로 NUMT를 molecular fossil이라고 불린다.

(2) Minke whale (Balaenoptera accutorostrata scammoni), killer whale (Orcinus orca), bottlenose dolphin 
(Tursiops truncatus), Yangtze river dolphin (Lipotes vexillifer), Sperm whale (Physeter catodon) 고래 

5종에 대해 NUMT를 찾음. 각각의 mtDNA 서열을 query로 하고 각 genome 서열을 대상으로 

blastall 실시

(3) 각 고래 mtDNA 유전자에서 NUMT 빈도 [그림 20]

   : 모든 유전자가 비슷한 빈도로 chromosome에 translocation됨

[그림20]. 고래 mtDNA 유전자의 NUMT 빈도수
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(4) 각 고래 mtDNA 서열 기준으로 NUMT 빈도 [그림 21]

: bottlenose dolphin을 제외하고 일정 pattern을 보여서 mtDNA 서열 특이적으로 chromosome에 

translocation된 것으로  추정

[그림21]. 고래 mtDNA 각 염기서열별 NUMT 빈도수

   

(5) NUMT에 있는 CDS를 대상으로 계통수를 작성하여 진화 단계를 추정 [그림 22]

: mtDNA와 가까운 NUMT도 있으며 서로 다른 고래로부터 유래된 NUMT끼리 계통상으로 근접

한 경우도 있으므로 진화적으로 하나의 mtDNA로부터 진화했을 것으로 추정이 가능 

  각 고래의 mtDNA
  bottlenose dolphin NUMT
  Yangtze river dolphin 

NUMT
  Sperm whale NUMT
  Minke whale NUMT
  Killer whale NUMT

[그림 22]. NUMT ND1 계통수 

 

(6) 1차로 수집된 NUMT 중 deletion, insertion등으로 중복되어 계산된 NUMT를 정리(integration) [표8]
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고래 종류 총 NUMT 수
Integration후

NUMT 수

Minke whale (Balaenoptera accutorostrata scammoni) 530 144

killer whale (Orcinus orca) 677 170

bottlenose dolphin (Tursiops truncatus) 1108 549

Yangtze river dolphin (Lipotes vexillifer) 829 253

Sperm whale (Physeter catodon) 647 218

[표 8] 고래별 NUMT 통계

(7) 위의 결과를 바탕으로 NUMT의 양쪽 flanking sequence를 포함하는 ortholog를 찾아서 계통도를 

완성하여 고래의 진화를 NUMT분석을 통해 연구하고 고래 mitochondria의 ancestral sequence를 

예측하여 고래 energy metabolism의 진화를 추정하고자 함.

나. selective sweep 분석을 통한 밍크 고래의 진화 연구

(1) 환경 혹은 스트레스에 적응하기 위해 돌연변이가 발생하고 이 변이가 적응에 이익이 되어 집단

내에서 보유 개체수가 증가하고 변이된 DNA와 변이 주변의 DNA의 변화가 감소하게 되는데 

이를 selective sweep이라고 하며 강력한 positive selection으로 알려져 있다.

(2) 밍크고래를 포함해서 고래 유전체 연구는 한 개체의 유전체를 해독하고 분석하여 진화 및 해양 

적응 기전에 대해 연구를 진행하여 왔다. 본 연구부는 한개의 draft genome 결과와 3개의 

resequencing 결과를 확보하고 있다. selective sweep 분석은 집단의 유전정보가 필요하며 따라서 

확보된 밍크고래의 유전 정보를 이용하여 집단 수준의 진화 연구가 가능하다.

(3) selective sweep detection 하는 데는 몇 가지 방법들이 개발되었는데 본 연구에서 SweepFinder와 

OmegaPlus 2개의 방법으로 detection 한 후 공동으로 detection된 유전자를 분석 대상으로 선정 

[그림 23]

(4) SweepFinder와 OmegaPlus를 통해 공통적으로 selective sweep된 것으로 나타난 region에 존재하는 

유전자의 총 수는 1759개이며 scaffold상에 다수의 유전자를 갖는 상위 10개 scaffold를 정리하

였다[표 9]
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scaffold ID # of gene Gene symbol
128 25  ZNF791  LDLR  DNM2  NMT1  Srsf3  THOP1 FBXL12  ZNF558  CD320 ARHGEF18

 INSR  Emr1  VAV1  Tnfsf14  ACER1  TSPERD  SAFB2  UHRF1  ARRDC5  PLIN4

 EEF2  ZNF77  OR7D4  CLPP  TCAY

51 25  DUSP11  THFD2  Slc4a5  PLA2G6  Cacna1i ENTHD1  SGSM3  ACO2  XRCC6  MEI1

 Pacsin2  TTLL1  Scube1  EFCAB6  PNPLA3  4GALT  Ppara  Celsr1 GRAMD4  AM19A5

 BRD1  CRELD2  TTLL8  DUSP11  C2orf78

111 21  NTN1  PIK3R5  PIK3R6  Per1  UCY2D  HRNB1  Slc35g3  Polr2a  Senp3  Mpdu1

 FXR2  Nlgn2 TMEM102  TNK1  RABEP1  DHX33  DLG5  CNMA1  Kat6b  ADK

 USP54

184 18  RPS5  ZNF554  ZNF850  ZNF814  ZNF549  ZNF772  ZNF304  ZNF548  ZNF264  PEG3

 ZIM2  ZNF667  NLRP8  NLRP9  Epn1  U2AF2  CDC106  DUXA

192 20 TRMT61A  APOPT1  PP1R13B  ASPG  TECPR2  ACAN C14orf178  INF2  ADSSL1  SIVA1

 AKT1  IAA0284 AHNAK2  PACS2  Mta1  IGHG3  IGHA1  Igh-6  MEM179  BRF1

151 19  PRDM9  GAS8  DBNDD1  FANCA  C16orf7  DPEP1  SPG7 LC22A31  ACSF3  USP10

 Piezo1  CTU2  ZC3H18  ZFPM1  BANP  SLC7A5  FBXO31  IRF8  GSE1

152 17  YBEY  LSS  COL6A1  Adarb1  AM207A  ITGB2  UBE2G2  TSPEAR  PFKL  PWP2

 PDXK  RRP1B  CRYAA  Pde9a  Tmprss3  ABCG1  PRDM15

14 18  OSBP2  RYR2  CCDC6  MTR  10orf107  RPL6  Rela  C11orf24 GHMBP2  Ano1

SHANK2  Brsk2  MUC5B  UC5AC  MUC6  TSPAN4  NDUFS8  INS

197 18  C19orf29  Pip5k1c  MBD3 SCAMP4  BTBD2  AP3D1  SPPL2B  LMNB2  GPX4  THOP1

 PCSK4  APC2  Dazap1  Efna2  MED16  PTBP1  Shc2  Theg

38 15  PSMB1  PHF10  FRMD1 FGFR1OP RPS6KA2  TAF9B  PACRG  PARK2  AGPAT4  MAP3K4

　 　  NLDC1 MRPL18 TAGAP SERAC1  TFB1M 　 　 　 　 　

[표 9] selective sweep된 유전자를 많이 포함하는 상위 10개 scaffold

[그림 23].  Selective sweep 분석 방법
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다. Fibroblast growth factor (FGF) 분석을 통한 고래의 수중환경 적응 기전 탐구 및 활용가능 

유전자 발굴

(1) 고래의 수중생활 적응은 포유류 진화 상 가장 획기적인 일이었으며, 고래의 수중환경 적응기전

을 밝히면 인간의 여러 가지 질환을 이해하고 치료법을 개발하는데 큰 도움을 줄 수 있다. 예

를 들어 고래의 탁월한 잠수 능력은 고래가 저산소증 (hypoxia)에 대한 저항성을 갖고 있음을 

의미하는데 저산소증이란 체내 조직내의 산소가 고갈된 상태를 의미한다. 조직은 저산소 상태 

뿐 아니라 다시 산소의 공급이 시작되면 생기는 각종 활성산소들에 의해 치명적인 손상을 입

게 되는데 고래는 저산소증을 효과적으로 통제함으로써 오랜 시간 잠수할 수 있도록 진화하였

다. 저산소증은 심근경색, 뇌졸중, 암, 당뇨, 각종 염증성 질환의 진행과 밀접한 관계를 갖고 

있어 고래의 저산소 적응기전을 밝히면 여러 가지 인간질환의 예방 및 치료에 큰 도움을 줄 

수 있다. 고래는 혈중 포도당의 농도를 효율적으로 조절할 수 있는 기전을 가지고 있는데 이

것은 당뇨병 치료에 도움을 줄 수 있으며, 고래가 찬 물속에서 체온을 유지하는 기전과 바닷

물의 염분의 거르는 능력은 비만과 신장질환 치료에 도움을 줄 수 있을 것이다. 고래의 단백

질 중 기능이 우수한 분비성 단백질은 의약품이나 향장제로 바로 활용이 가능하므로 분비성 

단백질을 우선적으로 분석하였다.  

(2)  FGF는 세포증식, 세포생존, 혈관신생, 상처치유, 배 발생, 당뇨 저항성 부여, 골밀도 조절, 암 

증식 및 전이 등을 담당하는 분비형 세포성장 조절인자이다. 사람이나 생쥐는 FGF1~FGF23까

지 총 22종의 FGF를 갖고 있으며 (생쥐 FGF15가 사람의 FGF19임), FGF2, FGF4, FGF5는 유전

자 치료제나 단백질 치료제로 만들어져 심근경색 환자를 대상으로 임상시험이 진행중이다. 또

한 FGF1, FGF2, FGF7, FGF10은 단백질이나 펩타이드 형태로 피부재생, 상처치료, 화장품 등에 

사용되거나 사용이 시도되고 있다. 고래와 포유류의 FGF를 비교분석함으로써 고래 특이적으로 

진화한 FGF를 찾고, 고래 진화 기전을 밝히며, 고래 FGF와 인간 FGF의 기능을 비교 분석함으

로써 질병 치료 등에 활용가능한 유전자를 발굴하고자 하였다. 

(3)  수염고래 3종 [밍크고래 (Minke whale), 긴수염고래 (Fin whale), 북극고래 (Bowhead whale)], 이

빨고래 4종 [향유고래 (Sperm whale), 상괭이 (Finless porpoise), 범고래 (Killer whale), 병코돌고

래 (Bottlenose dolphin)]의 FGF 단백질 서열을 Ensemble에서 추출한 28종 포유류 FGF 단백질 

서열과 비교 분석하여 수염고래, 이빨고래, 고래류 특이적 아미노산 변이를 발굴하였다. 또한 

변이가 단백질 기능이나 안정성에 미치는 영향을 평가해주는 PolyPhen 2 program을 이용하여 

고래 특이적 변이가 가지는 의미를 분석하였다. PolyPhen 2에서 damaging으로 예측된 아미노산

을 하나 이상 가지고 있는 것은 FGF3, FGF9, FGF11, FGF19이다 [표10]  

(4)  FGF3는 귀와 치아발생을 조절하는 단백질로서 사람에게 돌연변이가 생기면 내이(內耳)와 외이

(外耳)의 발생이 저해되고, 치아가 작아진다 (Labyrinthine aplasia, microtia, and microdontia, 
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LAMM, 그림 25). 고래의 FGF3는 3개의 damaging mutation을 가지는데 [표10], FGF domain 내

에 존재하는 고래류 특이적인 R102K 돌연변이와  C-말단에 존재하는 수염고래 특이적인 돌연

변이 P199F, K204G가 있다 [그림 24]. 또한 고래 FGF3는 사람의 209에 해당하는 아미노산이 

stop codon으로 바뀌어 다른 포유류보다 짧은 C-말단을 갖고 있다 [그림 24]. 사람 FGF3의 돌

연변이는 귀와 치아의 형태적 변화를 동시에 유발하는데, 고래 특이적 FGF3의 변화는 고래류

가 외이가 없어지고 고래류 특이적인 내이를 갖도록 진화하는데 기여했을 것으로 생각된다 

[그림 25]. 또한 수염고래 특이적인 FGF3 변이는 수염고래의 이빨이 퇴화되고 baleen이라는 특

수한 형태의 수염으로 진화한 것과 관련이 있을 가능성이 있다.  
          
                      

[표 10] PolyPhen analysis of cetacean FGFs.



- 43 -

[그림 24]. Comparison of human and whale FGF3. Mutations associated with 
LAMM in human FGF3 (upper panel) and cetacean-specific changes (R102K, 
R209X) and mysticeti-specific changes (P199F, K204G) in whales are marked 
(lower panel) in A.

 

[그림 25]. FGF3 돌연변이에 의한 사람 외이 형성 장애와 고래 외이의 퇴화 
비교. (B) FGF3 돌연변이에 의한 사람 치아 변화와 수염고래의 이빨 퇴화 
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(5)  FGF9은 뇌와 신장에 주로 발현되는 세포성장촉진인자이며, 뇌에서는 주로 신경세포에서 분비되

어 glial cell의 성장을 촉진시키며 glial cell 발생과정에 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다. 
또한 뇌 손상시 glial cell의 증식과 분화를 돕고, 신경세포의 생존과 분화를 촉진시킴으로써 뇌조

직 재생에 기여하는 것으로 알려져 있다. 고래 FGF9은 고래 특이적 아미노산 변이를 가지고 있

으며 [그림 26], 그 중 사람의 203번 Asp가 고래의 Gly로 바뀐 것은 PolyPhen 분석에서 FGF9 기

능에 변화를 초래하는 것으로 예측되었다. [표8] FGF9의 고래 특이적 아미노산 변이가 잠수시 

저산소-재산소 공급에 따른 뇌조직 손상으로부터 고래의 신경세포를 보호하는 역할을 보다 효율

적으로 담당할 수 있는 쪽으로 진화된 것인지를 추가 실험을 통해 확인하면 좋을 것이다.

[그림 26]. 고래와 기타 포유류 FGF9의 단백질 서열 비교 

 

(6) FGF11은 뇌와 심장에서 주로 발현되는 단백질로 아직 기능이 잘 알려져 있지 않다. 수염고래 

특이적인 아미노산 변이가 3개 있으며 [그림 27], 그 중 사람의 78번 Arg이 고래의 Cys으로 변

한 것과, 사람의 221 Ser이 고래의 Arg로 변한 것은 PolyPhen 분석시 damaging으로 예측되었다 

[표8]. 또한 다른 포유류의 stop codon이 고래류에는 Cys로 바뀌어 고래류는 C말단에 매우 잘 

보존된 36개의 아미노산을 추가로 갖게 되었다[그림 27].  

(7) 사람의 FGF13을 template로 하여 고래 FGF11의 구조를 예측하였을 때 수염고래 특이적변이는 

FGF11 단백질 표면에 존재하며 FGF13이 결합하는 것으로 알려진 channel protein (녹색)과의 

결합에는 관여하지 않을 것으로 보인다 [그림 28].  
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[그림 27]. 고래와 기타 포유류의 FGF11 단백질 서열 비교

[그림 28] 사람 FGF13을 template로 한 고래 FGF11의 구조 분석

(8)  FGF11의 발현이 저산소시 증가되는지를 보기 위해 사람과 생쥐의 세포를 저산소 상태에서 배

양하거나 CoCl2를 처리하여 배양한 후 FGF11의 발현을 real-time RT-PCR로 확인하였다. 생쥐

의 피부 섬유아세포, 사람의 간세포, 그리고 생쥐의 분화된 지방세포 모두에서 FGF11 mRNA 
발현이 현저하게 증가되었음을 확인하였다 [그림 29]. 
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(9) RNAseq 분석을 통해 고래의 FGF11 발현을 조사한 결과 사람에 비해 고래의 뇌와 심장에는 매

우 많은 양의 FGF11이 발현됨을 알 수 있었다 (표 2, p  ). 뇌와 심장은 저산소시 가장 손상을 

많이 받는 조직으로 사람과는 달리 일상적으로 잠수를 하는 고래가 저산소에 대비해 뇌와 심

장에서의 FGF11 발현을 일상적으로 증가시켜 놓았을 것으로 생각된다. FGF11가 고래의 저산

소 저항에 어떤 역할을 하는지에 대한 연구를 진행 중이다. 

[그림 29]. Hypoxia와 CoCl2 처리에 의한 FGF11 발현 증가

(10) FGF19는 소장, 뇌, 연골, 피부, 신장 등에서 발현되어 호르몬처럼 타기관에 작용하는 조절단백

질이다. 주로 식후 소장에서 생성되어 간에서 담즙산 생성을 억제하고 단백질 합성과 글리코

겐 합성을 자극하여 혈중 포도당 농도를 감소시킨다. FGF19를 과발현시킨 형질전환 생쥐는 지

방축적이 억제되고 에너지 소비가 증가되며 혈중 포도당농도가 감소하였으며 인슐린에 대한 

민감도가 증진되었다. 또한 렙틴을 제거해서 만든 비만생쥐에 FGF19를 처리하면 당뇨가 억제

되었다. 고래의 FGF19는 우제류 특이적인 아미노산 변이를 다수 가지고 있으며 3개의 고래류 

특이적인 변이도 가지고 있다 (표 8, 그림 30). 그 중 사람의 113번째 Leu이 Ser으로 변환된 것

은 PolyPhen 분석에서 damaging으로 예측되었다. 고래는 잠수시 혐기성 호흡으로 ATP를 생산

하기 위해 높은 농도의 혈중 포도당 농도가 필요한데 다른 포유류와 달리 혈중 포도당농도를 

매우 잘 조절할 수 있는 기전을 갖고 있다. 고래의 FGF19가 사람의 FGF19보다 혈중 포도당 

농도를 조절하는 능력이 뛰어나면 제2형 당뇨에 대한 치료제로 개발이 가능하다. 고래 FGF19
의 활성에 대한 추가 연구가 필요하다.  
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(11) 고래는 수중환경에 적응하면서 털을 잃었다. 해양과기원의 밍크고래 유전체 분석결과 털을 구

성하는 케라틴 관련 유전자가 밍크고래 유전체에 많이 축소되었음을 관찰한 바 있다 (Nature 
Genetics, 2014). 최근 털의 성장을 억제하는 유전자인 FGF5가 고래에서 positively selected 되었

다는 논문이 발표된 바 있으나 (BMC Evol Biol, 2013), 수염고래, 북극고래, 향유고래, 범고래가 

추가된 우리의 분석에서는 유의한 결과를 얻을 수 없었다 (그림 31, FGF5).

[그림 30]. 고래와 기타 포유류 FGF19 단백질 서열 분석

[그림 31]. Analysis of positive selection of cetacean FGFs. 

(12) 모낭에서 주로 발현되는 FGF22 유전자 구조 분석 결과, 사람에서 소까지 고래류 이외의 포유동

물에서는 모두 3개의 exon으로 구성된 일반적인 FGF exon-intron 구조를 잘 유지하고 있었다. 하
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지만 고래류의 FGF22는 유전자 구조가 파괴되어 있거나 (Yangtze river dolphin, sperm whale) 중간

의 아미노산이 stop codon으로 바뀌어 있어 털이 없는 고래류의 진화를 잘 설명해준다 [그림 32]. 

[그림 32]. Analysis of the genome structures of FGF22. Box denotes for 
exon and X for internal stop codon..  
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라. Hypoxia-Inducible Factor (HIF)와 상호작용하는 단백질 서열 비교분석 및 구조 변화 예측

(1)  저산소에 대한 생체 반응을 총지휘하는 HIF 단백질과 상호작용하는 것으로 알려진 104종 단백

질의 고래 아미노산 서열을 추출하여 28종 포유류에서 얻은 단백질과 서열을 비교분석하였다. 
그 중 고래 특이적 변이를 다수 포함하고 있는 단백질을 선정하여 고래 특이적 단백질 구조 

변화를 예측하였다 (표 11 ).

(2) 아미노산 서열 비교분석을 수행한 고래 단백질은 다음과 같다.  

AKAP6, APEX1, AR, ARD1A, ARNT, ARRB1, ATF2, ATP6V0C, BCL2, BHLHE41, BRCA1, 
CAPN1, CCS, CDK5, CDKN2A, CEBPA, COMMD1, COPS5, CREBBP, CSNK1G3, CTNNB1, E7, 
EGLN1, EGLN2, EGLN3, ELK1, ELK3, ELL, EP300, ESR1, ESR2, FOXA2, GNB2L1, GSK3B, 
GSN, HDAC1, HDAC2, HDAC3, HDAC4, HDAC6, HDAC7, HIF1AN, HNF4A, HSP90B1, HSPA4, 
IKBKG, JUN, KAT2B, KLF5, KPNA1, KPNA4, KPNA7, MAFG, MAPK1, MCM2, MCM3, 
MCM5, MCM7, MDM2, MTA1, MTF1, MVP, MYC, NCOA2, NDN, NOTCH1, NR1H3, NR3C1, 
OS9, PARP1, PER1, PIAS4, PKM2, PLK3, PRKDC, PSEN1, PSMA7, PACGAP1, RB1, RORA, 
RPTOR, RUVBL2, SART1, SAT1, SAT2, SEPT9, SIRT1, SIRT6, SMAD3, SMAD4, SMARCA4, 
SOX9, SP1, SRC, STAT3, STUB1, TACC3, TP53, TRIP11, TSGA10, UBC, USP20, VHL, XPO1, 
YY1

(3) FGF family와 HIF interactor 중 고래류 특이적 변이가 진화적으로 혹은 기능적으로 의미를 가질 

것으로 예측되는 단백질 30종을 선정하여 [표 11] 3차 구조 모델링 시행 [그림 33]. 이를 바탕

으로 기능 연구에 기초 자료로 활용
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FGF3 FGF9 FGF11

FGF19 FGF23 FGFR1

FGFR2 FGFR4 TRIP11

 [표 11]
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KL KLB EGLN1

GSN CCS CEBPA

CREBBP EP300 FOXA2
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HDAC4 HDAC6 MTF1

HSP90B1 NCOA2 NOTCH1

OS9 PER1 PLK3
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PRKDC RACGAP1 SIRT1

FGF3 FGF9 FGF11

FGF19 FGF23 FGFR1
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FGFR2 FGFR4 TRIP11

KL KLB EGLN1

GSN CCS CEBPA
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CREBBP EP300 FOXA2

HDAC4 HDAC6 MTF1

HSP90B1 NCOA2 NOTCH1
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OS9 PER1 PLK3

PRKDC RACGAP1 SIRT1
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분석에 사용된 고래류
Minke whale, Sperm whale, Bottlenose dolphin, Killer whale, Yangtze 
river dolphin

비교 포유류 (28종)

'Cow', 'Alpaca', 'Armadillo', 'Bush baby', 'Cat', 'Chimpanzee', 'Dog‘, 
'Elephant', 'Ferret', 'Gibbon',  'Gorilla', 'GuineaPig', 'Horse', 'Human', 
'Macaque', 'Marmoset', 'Megabat', 'Microbat', 'Mouse', 'Olive Baboon', 
'Opossum', 'Orangutan', 'Panda', 'Pig', 'Rabbit', 'Rat', 'Sheep', 'Squirrel‘

분석한 유전자 (199개)

ABCA1 ABCB1 ABCG2 ADAM17 ADIPOQ ADM ADORA2B ADRA1B AGT 
AK3 ALDOA ANGPT2 ANGPTL4 ANKRD37 ANXA2 APH1A APLN AQP1 
ATR AURKA BCL2L1 BHLHB2 BHLHB3 BHLHE40 BHLHE41 BIRC5 BLM 
BNIP3 BNIP3L BTG1 CA12 CA9 CAD CCL2 CCNG2 CD36 CD99 CDKN1A 
CEACAM5 CITED2 COL5A1 COX4I1 COX4I2 CP CTGF CTSA CTSD CXCL12 
CXCR4 CYGB DDIT4 DEC1 DNAJC5 EDN1 EGLN1 EGLN3 EGR1 EIF4EBP1 
ENG ENO1 EPAS1 EPO ERCC6 ERO1L ETS1 F10 F3 FECH FGF2 FHL1 FLT1 
FN1 FOS FOXM1 FURIN GADD45B GAPDH GBE1 GFPT1 GPI GPX3 GRIN1 
GYS1 HEY1 HIF1A HIF3A HK1 HK2 HMGCR HMOX1 HSP90B1 HSPA1B 
ID2 IER3 IGF2 IGFBP1 IGFBP2 IGFBP3 IL1B IL20 ILK ITGB1 ITGB2 JMJD1A 
JMJD2B JMJD6 KDM3A KDM4B KITLG KLK3 KRT14 KRT18 KRT19 LDHA 
LEP LGALS1 LGALS3 LOX LRP1 MAP3K1 MCL1 MET MIF MMP14 MMP2 
MTF1 MUC1 MUC5AC MXI1 NAMPT NCOA1 NDRG1 NFKB1 NOS2A 
NOS3 NPM1 NPPB NR4A1 NR4A3
NRN1 NT5E NTN1 NTRK1 ODC1 P4HA1 P4HA2 P4HB PDGFA PDK1 

[표 12]. HIF target 유전자의 고래 특이적 아미노산 변이 분석

마. HIF (Hypoxia-inducible factor) 타겟 유전자의 고래 특이적 변이 분석

 : HIF는 산소로 호흡하는 거의 모든 동물에서 매우 잘 보존되어있는 전사인자로서, 저산소 

(hypoxia) 상태에서 세포를 보호하기 위한 여러 가지 반응을 조절하는 통합조절자임. 

(1) 저산소는 심근경색, 뇌졸중, 암, 당뇨 등 주요 질환과 밀접한 관계를 가지며, 저산소상태을 어떻게 

극복하느냐는 질환의 치료에 큰 영향을 미칠 수 있다. 고래는 육상생활에 적응한 우제류가 다시 

해양생활에 적응한 것으로, 인간을 비롯한 다른 육상 포유류에 비해 잠수 능력이 월등히 크다. 고
래는 숨을 참고 수십분에서 한시간이 넘게 잠수할 수 있으며, 잠수시 혈액을 뇌와 심장, 폐에만 

주로 공급하고 기타 조직 및 말초조직에는 혈액공급을 줄이는 것으로 알려져 있다. 고래는 혈액 

내 적혈구 수를 늘리거나, 근육조직 내의 미오글로빈 함량을 늘려 체내 산소를 많이 함유할 수 

있도록 진화하였지만, 이러한 구조적 변화만으로는 고래의 저산소 저항성을 설명하기 힘듦. 

(2) 고래가 저산소상태를 잘 견디는 분자적 기전을 파악하면 해양포유류의 해양환경 적응기전을 이

해할 수 있을 뿐 아니라 여러 가지 인간 질환의 이해에도 큰 도움을 줄 수 있다. 따라서 고래

의 저산소 저항능을 이해하기 위해 저산소상태의 반응을 총지휘하는 HIF 단백질의 타겟 유전자 

185종의 변이를 조사함.

(3) 밍크고래, 향유고래, 병코 돌고래, 범고래의 HIF 타겟 유전자 아미노산 서열을 포유류 28종에서 

얻은 유전자와 비교하여 분석하였다 [표 12].
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PDK3 PFKFB3  PFKFB4 PFKL PFKP PGAM1 PGF PGK1 PIM1 PLA2G4A 
PLAU PLAUR PMAIP1 POLI POU5F1 PPIA PPP1R10 PPP5C PTGS2 RBPJ 
RNF7 SERPINE1 SLC11A1 SLC11A2 SLC16A3 SLC16A4 SLC2A1 SLC2A3 
SPHK1 STC2 TERT TF TFF3 TFRC TGFA TGFB3 TGM2 TLR2 TLR4 TLR6 
TPI1 TUBB3 TWIST1 TXNIP USF2 VCAM1 VDAC1 VEGFA VHL VIM

고래 특이적 아미노산 
변이를 가진 유전자 (131
개)

EGLN1, GPX3, ABCG2, GAPDH, CA9, AGT, IL20, BHLHE41, ENG, HEY1, 
BCL2L1, ABCA1, BHLHE40, IL1B, NR4A3, MET, POLI, KDM3A, HSP90B1, 
SERPINE1, TFRC, TLR4, TGFB3, FECH, PLAUR, CTGF, MUC1, SLC16A4, 
FURIN, CITED2, EDN1, SPHK1, ADM, MUC5AC, TERT, PTGS2, PPP1R10, 
VCAM1, VHL,  AQP1, KITLG, TF, EGLN3, ADAM17, CCL2, GRIN1, PGK1, 
SLC11A2, ITGB2, FOXM1, TLR6, ERCC6, ID2, HMGCR, LGALS1, ALDOA, 
NTRK1, ITGB1, KDM4B, ADORA2B, NOS3, CD36, PLA2G4A, DEC1, CP, 
PDK3, PMAIP1, BNIP3, TLR2, NPPB, PPP5C, ABCB1, MIF, GYS1, IER3, GPI, 
LDHA, ANGPTL4, F10, SLC2A1, ODC1, TPI1, BLM, SLC16A3, PGF, MAP3K1, 
MAP3K1, TXNIP, PFKP, PLAU, HK2, ATR, NFKB1, HMOX1, MTF1, HIF3A, 
PFKL, HIF1A, EPAS1, EGR1, PFKFB4, JMJD6, LOX, ANXA2, EIF4EBP1, F3, 
CTSA, P4HB, ANKRD37, CCNG2, LGALS3, TGM2, IGF2, GADD45B, LRP1, 
P4HA2, KRT18, FN1, TGFA, CAD, KRT14, CA12, STC2, CDKN1A, NDRG1, 
NR4A1, NRN1, KRT19, CTSD, VIM, HK1

PolyPhen 2 분석을 통해 
기능에 변화를 유발할 
수 있는  아미노산 변이
를 갖는 것으로 예측된 
유전자 (59개)

'GAPDH', 'AGT', 'IL20', 'ENG', 'IL1B', 'KDM3A', 'HSP90B1', 'SERPINE1', 
'FECH', 'CTGF', 'MUC1', 'FURIN', 'CITED2', 'SPHK1', 'ADM', 'MUC5AC', 
'TERT', 'VCAM1', 'KITLG', 'TF', 'CCL2', 'FOXM1', 'TLR6', 'NTRK1', 'CD36', 
'DEC1', 'CP', 'PMAIP1', 'BNIP3', 'TLR2’, 'NPPB', 'ABCB1‘'TGM2', 'IGF2', 
'MTF1', 'GADD45B', 'LRP1', 'FN1', 'CA12', 'NDRG1', 'NR4A1', 'CTSD‘ 
'SLC2A1', 'CCNG2', 'P4HB', 'F3', 'ANXA2', 'ERO1L', 'EPAS1', 'HIF1A', 'HIF3A', 
'HMOX1', 'ATR', 'PLAU', 'TXNIP', 'SLC16A3', 'BLM‘, 'ANGPTL4', 'GPI', 'IER3‘

바. 고래와 인간 장기별 RNA 발현량 비교

 : 밍크고래, 북극고래, 상괭이의 뇌 2개, 간 5개, 심장 2개, 폐 1, 근육 2개 조직으로부터 얻은 

RNAseq data로부터 유전자를 예측하고, normalize 하여 differentially expressed genes (DEG)를 찾았

음. Outgroup으로는 소, 돼지, 야크, 말, 박쥐, 개, 고양이, naked mole rat, mouse, rat, 원숭이, shrew
의 조직으로부터 얻은 RNAseq data를 공개된 database에서 얻어 비교하였음.  

(1) 밍크고래, 향유고래 DEG는 Bioconductor edgeR과 Limma로 계산하였으며, logfold-change ≥ 2, 
adjusted P-value <= 0.05, B-value >= 2.945를 기준으로 DEG를 선택하였음

(2) 고래류에서 육상포유류보다 RNA 발현이 증가되거나 감소된 유전자의 수는 아래와 같음. [표 13]
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[표 13]. 고래에서 다른 육상포유류보다 발현이 증가되거나 감소된 유전자의 수

(3) 각 조직별로 발현이 증가되거나 감소된 유전자의 목록은 아래와 같다. [표 14]

조직 발현량이 증가하는 유전자 발현량이 감소하는 유전자

뇌

Klhl15, Phf20l1, Zbtb26, Dll4, Nup160, Kcnd2, Eif3l, 
Xylt2, Slc35g2, Ice2, Zfp518a, Mmp24, Reln, Plekhd1, 
Shc4, Gcnt1, Chrna5, Tdp1, Trim13, Zfp521, Medag, 
Mab21l1, Slc12a8

Kcnf1, Vsnl1, Ldb2, Lmo7, 
Kcnc2, Mef2c, Hpcal4, 
Arhgap26, Dscam, Edil3, 
N28178, Mgat5, Enc1, Cacnb1, 
Rnd1, Cacng3, Dapk1, Ncald, 
Dmtn, Arhgef3, Cacnb3

심장 Zbtb24, Mettl21a, Eif3l, Tprkb, Asl, Sybu, Ccrn4l, Mturn Pgam2, Pdlim5

간

Rce1, Filip1l, Eif3l, Rnasek, Rps6ka5, Dll4, Sbds, Ddr1, 
Maml1, Tnfsfm13, Orai3, Clcn6, Stk17b, Zbtb24, Filip1, 
Pde4b, Fam193b, Pvrl3, Marveld2, Plekhm3, Fam208a, 
Parp11, Dgke, Tshz2, Mtmr4, Mef2c, Ilf2, Fkbp14, Cygb, 
B630005N14Rik, Tnfaip8, Arl2, Tmem8b, Nle1, Ldb2, 
Traf3ip2, Pde4d, Rac2, Gls, Slc8a1, Sept6, Zfp518a, 
Card10, Ice2, Zfp952, Bmp10, Actr5, Cytip, Nexn, Timp2, 
Mthfr, Mtmr7, Adamts9, Robo1, Col27a1, Slc5a3, Fbln5, 
Skiv2l, Trim13, Cdh11

Srp54a, Pabpn1, Zfand6, Gtf2e2, 
Hmgcs1, Psmb7, Ndrg2, Derl1, 
Atp6v0a1, Hibadh, Blmh, 
Rbms1, Naa60, Stard3, Naa50, 
Smap2, Ppp1r21, 
9030624J02Rik, Lsm12, Mlf2, 
Zfyve27, Dnaja1, Ctdnep1, 
Pmpcb

폐

Nolc1, Shroom2, Phf13, Donson, Mllt11, Rnd3, Adamts9, 
March3, Iqcb1, Klhl15, Erc1, Rdh10, Rcan1, Sacs, Dgke, 
C1qtnf5, Atp8b1, Ccrn4l, Slc39a14, Htr2b, Smpd3, Tdp1, 
Pdlim4, Thbs2, Sfrp1, Dusp5, Lingo1, Nlgn2, Ptx3, Slc5a3

Cul3, Pls3, Ets1, Ei24

근육 Mettl9, Mettl21a, Eif3l, Morc4, Slc39a6, Htatip2, 
B3galnt1, Sybu

Pdlim5, Dhrs11, Habp4, Cbx1, 
Gpc1, Nme6

[표 14] 고래의 조직에서 발현량이 증감되는 유전자
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(4) 고래와 인간 장기별 transcriptome 분석을 이용한 고래의 생리적 특성 이해

(가) 고래의 저산소증에 대한 저항성:

① 뇌: Channel arrest (Down-regulation of channel proteins, calcium binding proteins, 
excitotoxicity-related proteins). 방어기전 증가 (Up-regulation of anti-inflammatory protein, 
DNA repair enzyme, and general translation factors)

② 폐: apoptosis-inducing genes (Ei24,Ets1)의 발현량 감소, protective genes (Htr2b, Tdp1, Smpd3) 
발현량 증가

(나) 고래 간과 폐에서 osmoregulation: sodium/myo-Inositol (major osmolyte)와 cotransporter (Slc5a3) 
발현량 증가

 사. 활용가능 고래 특이적 유전자 발굴 

(1) MTF1 (Metal regulatory transcription factor 1)

(가) MTF1은 카드뮴, 아연, 구리, 은 등의 중금속 스트레스 자극시 활성화되어 metallothionein과 

같은 여러가지 중금속 제거 단백질들의 발현을 촉진하는 중금속 스트레스반응의 마스터 조

절자임. 크롬은 사람에게 폐암과 유전독성을 일으키는 중금속으로서 사람과 생쥐의 MTF1은 

다른 중금속과는 달리 크롬에는 반응하지 않음. 

(나) 고래류는 최근 해양의 오염에 의하여 크롬을 포함한 매우 많은 양의 중금속을 체내에 축적

하고 있는 것으로 보고됨. 하지만 인간과는 달리 크롬에 의한 독성은 심하게 나타내지 않

음.

(다) 고래의 MTF1을 사람을 포함한 육상포유류 MTF1과 비교 분석한 결과 zinc sensing과 p300 
binding에 관련된 acidic domain과 transactivation domain중 하나인 Ser/Thr-rich domain, 그리고 

C-terminal 부위에 여러개의 고래류 특이적 변이를 갖고 있음을 발견함 (그림 33)

(라) transactivation domain의 하나인 Pro-rich domain에는 수염고래 특이적 변이를 다수 갖고 있음. 

(마) C-terminal에는 향유고래 특이적 deletion이 있음 (Δ731-734)

(바) 고래 MTF1가 크롬에 반응하는지, 그리고 고래 특이적인 변이가 크롬에 대한 반응성에 중요

한 역할을 하는지 밝히면 크롬에 의한 폐암 생성과정을 밝히는 데 큰 도움을 줄 것임.
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    [그림 33]. 사람 MTF1과 고래 특이적 아미노산 변이. 고래류 특이적 변이는 파란색, 
수염고래 특이적 변이는 빨간색, 향유고래 특이적 변이는 녹색으로 표시됨.

(2) UCP1 (uncoupling protein 1)

(가) UCP1은 주로 brown adipose tissue의 mitochondria에서 발현되는 transmembrane protein. 
oxidative phosphorylation에 의해 만들어지는 proton gradient를 감소시키고 이를 열로 발생시

킴. fatty acid에 의해 activation되고 purine nucleotide에 의해 inhibition됨. 에너지 효율 조절과 

체온 유지에 중요한 역할을 하는 단백질임. 당뇨와 연관이 있음.

(나) 고래에서는 Premature stop codon때문에 regulatory sequences가 없어짐. (그림 34)
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[그림 34]. 고래 특이적인 UCP1 아미노산 서열 

(다) 고래가 해수에서 체온을 유지하거나 작은 동물들과 다른 에너지 효율을 갖는 것과 연관이 

있을 것으로 추정

  

 아. 고래 GPCR 유전자 분석

    : GPCR (G-protein coupled receptor)은 7 transmembrane domain receptor (그림 35) 이며 진핵생물

에만 존재하며, 빛, 수소 이온, 냄새, pheromone, hormone, neurotramitter등의 자극을 감지하는 매

우 중요한 단백질. 

(1) 약 800개 인간 GPCR이 있으며 인간 coding sequences의 ~4%를 차지함. 후각 관련 약 400개, 미

각 관련 33개, 빛 감지 10개, pheromone signaling 5개이며 non-sensory GPCR은 embryonic 
development, physiology, metabolism, immunity에 중요한 역할을 함. 시판 중인 약의 30~50% 
target이 GPCR로 실용적 가치도 매우 높음. 따라서 고래 특이적 GPCR 변이를 연구하면 고래의 

생리적, 형태적 진화 및 특성을 분자 수준에서 이해하는 기반이 됨.
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[그림 35] . GPCR 구조 
          

(2) 다른 포유류에서는 보존되어 있으나 고래에서는 없어진 유전자는 12개이며 고래의 특성과 관련

된 유전자는 아래와 같다.

(가) skin/hair 색소 형성과 피지 : MC1R (melanocortin 1 receptor, skin hair color), MC5R 
(melanocortin 5 receptor, sebum)

(나) 반구수면 (USWS, unihemispheric slow-wave sleep) circadian rhythm의 변화 : MTNR1A 
(Melatonin receptor 1A), 1B

(다) 지방 축적 : ADRB3 (β3 adrenoreceptor, lipolysis and thermogenesis), NPBWR2 (Neuropeptides 
B/W receptor 2, food intake), NPSR1 (Neuropeptide S Receptor 1, food intake)

(라) 잡식성에서 육식성으로 식성 변화 : FFAR3 (Free fatty acid receptor 3)

(마) 해수에서 장시간 잠수 : CYSLTR1 (Cysteinyl Leukotriene Receptor 1, 기관지 수축)

(바) 면역 시스템의 변화 : GPR32 (RVD1 receptor, 항염증 및 치료효과), LTB4R (Leukotriene B4 
receptor 1, 염증)

(사) 면역 시스템의 변화 : 우제류 특이적으로 loss된 유전자로 FPR1 (Formyl peptide receptors, 
innate immune system 내재면역계), FPR2

(3) 추후 고래 특이적 positively selected된 유전자 선별 및 고래 특성 분석 진행 예정
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2. 해양생물 특이적 유전자의 활성과 기능 연구를 위한 인프라 구축

가. 해양 항생물질 개발을 위한 병원성 미생물의 동물 모델 확립 

(1) 비브리오 패혈증균 감염 동물 모델 확립 

8 주령의 CD마우스에 다양한 양의(1 x 105 ∼ 1 x 108cfu/mouse) 비브리오 패혈증균 M06-24/O
종을 감염하여 생존율이 ~30% 되는 박테리아 감염량 (1 x 108cfu/mouse) 을 결정하여 동물 감

염 모델을 확립[그림 36 B]. 

(2) 비브리오 패혈증균 독소 항원 도메인(RtxA1-C) 정제

최근 연구 결과는 비브리오 패혈증균 독소인 RtxA1의  C-말단이  cytotoxicity에 관련된 것으로 

보고 되고 있음. 비브리오 패혈증균으로 부터 RtxA1 유전자를 분리하여 C-말단 130 kDa 부위

(RtxA1-C)를 대장균 발현 시스템과 chromatograpy을 이용하여 발현 및 정제하였음[그림 36 A]

(3) 독소 항원에 대한 단클론항체 생성

RtxA1 비브리오 패혈증균 독소 항원에 대한 단클론항체를 생성하기 위해 정제한 RtxA1-C을 adjuvant
와 함께 BALB/c mouse에 면역하였음. 면역된 마우스에 얻은 splenocytes와 myeloma의 융합을 통해서 

얻어진 hybridoma의 screening을 통하여 독소 항원 단백질에 대한 37개의 단클론항체 생성

(4) 비브리오 패혈증의 감염 동물 모델을 이용한 일부 항체의 효과 검증

단클론항체가 감염 동물 모델의 생존율에 미치는 영향을 조사하여 항체의 효능 검증. 7개의

(13RA, 21RA, 24RA, 45RA, 46RA, 47RA, 50RA) 단클론항체는 비브리오 패혈증균 감염 실험동

물의 생존율을 90%이상 증가 시킴.

[그림 36] (A) 비브리오 패혈증의 예방과 치료제 개발을 위한 박테리아 독소 항원(RtxA1-C) 
정제. (B) 비브리오 패혈증균 감염 동물 모델을 이용한 일부 단클론항체의 효과 검증. GST, 
PBS, 14NS1은 각각의 실험에서 대조군으로 사용 됨. 
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Dilution Plaque Total plaques(500 uL) Average

LPS
10-1 194 9.7 x 105

1.2 x 106
10-3 3 1.5 x 106

PMA 1 68 3.4 x 104 3.4 x 104

 나. 고래세포 일차 배양 및 transcriptome 분석 

거제 씨월드의 병코돌고래 5 마리로부터 혈액세포 분리, 정상산소와 저산소에서 배양하여 RNA 
확보함. 차년도 RNAseq분석을 통해 고래 특이적으로 저산소상태에서 발현되는 유전자를 발굴

할 것임

Bottlenose dolphin 에서 peripheral blood mononuclear cells (PBMC, lymphocytes (T cells, B cells, 
NK cells) and monocytes)을 분리하여 hypoxia 조건(10시간, 20시간)에서의 transcriptome 및 

microRNA 분석 진행 중 [표15].

Sample ID TotalReads
TotalBases(G

b)
GC_Rate N_Count N_Rate

Q30_MoreB

ases

Q30_More

BasesRate
4_Hypoxia 20h 48467494 4.90 Gb 49.62% 1382286 0.03% 4.74E+09 96.84%
4_Hypoxia 10h 62222400 6.28 Gb 50.51% 2485812 0.04% 6.05E+09 96.30%
4_Normoxia 62722636 6.33 Gb 50.38% 2688530 0.04% 6.1E+09 96.24%

2_Hypoxia 20h 47953550 4.84 Gb 50.25% 655201 0.01% 4.68E+09 96.55%
2_Hypoxia 10h 51958908 5.25 Gb 50.42% 725413 0.01% 5.07E+09 96.70%
2_Normoxia 50677168 5.12 Gb 51.14% 695945 0.01% 4.96E+09 96.97%

5_Hypoxia 10h 51098034 5.16 Gb 52.20% 1469623 0.03% 5E+09 96.90%
5_Hypoxia 20h 63512290 6.41 Gb 51.72% 4090254 0.06% 6.15E+09 95.95%
5_Normoxia 58802490 5.94 Gb 50.24% 1688551 0.03% 5.76E+09 97.02%

[표 15]. 해독 통계

(1) 고래 장기별 RNA 발현량 분석과 비교하여 장기별 저산소 적응 기전과의 혈구세포와의 차이 연구

(2) 고래특이적 hypoxia responsive gene의 발굴을 통한 고래의 적응 기전 이해하며 이를 활용하여 

인간 질환의 치료의 단서 발굴 

(3) 고래특이적 HIF-binding site와 target gene의 생물정보학적 예측으로 얻어진 결과와 본 실험 결과

로 얻어진 결과 검증

 다. 고래 (bottlenose dolphin) 혈구세포  cDNA library 구축

(1) Lipopolysaccharide (LPS), Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) 처리 후 mRNA 분리 하여 cDNA 
library 제조: gene prediction의 검증 및 cloning의 template로 활용
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 라. 유전체 기능 분석을 위한 후보 유전자 예측 시스템 설계

: 효율적으로 연구 대상 유전자를 선별하기 위한 생물정보학적 기반 구축을 목적으로 함

(1) Ortholog 자동 구축을 위한 annotation 정보 조사

(가) minke whale 유전체의 48개 GPCR 유전자 대상

(나) 29 species의 orthologs를 GenBank files로 조사

(2) 고래 유전체의 모든 유전자에 대한 기능 변화 후보 유전자 예측 시스템 설계

(가) ortholog 자동 검출, paralog 자동 검출 기능 포함: minke whale 유전체의 모든 유전자에 대한 

ortholog, paralog 정보 database 구축. partial, missing 유전자에 대한 예외 처리 

(나) PSG/unique amino acid/amino acid substitution impact 분석 등 포함: PAML, PolyPhen 등의 분

석 모듈 활용

(다) Multialignment, phylogenetic tree 자동 구축 기능 포함

(라) 기능 변화 후보 유전자 예측을 위한 대상 organism set의 동적 지정 가능

(마) 자동화 및 워크플로우 인터페이스 기능 포함 

(바) 하반기에 GPCR 유전자들에 대한 기본 시스템 구축 

3. 해양생물 특이적 유전자의 기능과 인간 질환 연관성에 대한 실험적 규명

가. 고래 특유 질환 표적 단백질 (MEST)의 이해와 활용

: 고래 유래 신규 유전자로서 그 기능이 밝혀져 있지 않은 MEST 유전자가 다른 질병 뿐 아니

라 아직까지 암과의 연관성에 있어 보고되고 있지 않음

(1) 암 발생 및 전이과정인 EMT유발에 대한 MEST 유전자의 기능 규명

(가) MEST 유전자 발현 분석

MEST유전자의 기능 및 암과의 연관성을 규명하기 위해 유방암에서 그 발현을 조사하였음 

[그림 35] - 환자의 tumor tissue에서 MEST 유전자의 과대발현이 유방암의 발생 및 전이에 

있어 중요한 역할을 담당할 것으로 예상됨 
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[그림 37] A: 환자의 tumor tissue에서 MEST 유전자의 발현율이 normal tissue 보다 높음. 
B: 53명의 환자 조직을 이용하여 immunohistochemistry assay 분석. 유방암 환자의 암조
직에서 발현이 증가. C: human breast cancer cell line 및 mouse breast cancer cell line에서 
MEST 유전자의 발현 분석. control인 HMLE (human normal epithelial cell). non- 
tumorigenic breast cancer cell (MCF-10A) l에서는 MEST 발현이 낮고 breast cancer cell 
line에서는 발현이 현저히 증가. 

(나) MEST 유전자 발현 및 환자의 생존률, 유방암 subtype과의 연관성 조사[그림 38]

MEST 발현과 유방암의 전이, 생존 및 항암제 저항성에 중요한 인자로 밝혀짐.

[그림 38] A: 유방암 환자 microarray data로 MEST 발현을 조사. basal-like, claudin-low, 
metaplastic breast cancer type에서 MEST의 발현이 증가. B: 환자의 clinical data를 이용하
여 MEST 발현이 높은 군과 낮은 군을 구별하여 생존곡선을 확인.  MEST 발현이 높을
수록 환자의 사망률이 높은 것으로 확인됨. C: lymph node로의 전이와 연관하여 lymph 
node negative 환자와 lymph node positive 환자에서의 MEST 발현에 의한 환자 생존과의 
연관성을 확인. lymph node positive 환자
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(다) MEST 발현으로 인한 암 발생 및 전이능 연관성 규명

MEST 발현으로 인해 암이 갖는 일반적인 특성이 나타남 [그림 39, 40]

[그림 39] A, B: MEST knockdown cell을 구축시 MEST의 발현이 70-80%정도 감소. C: 
wound healing assay를 통해 MEST knockdown으로 인해 cell의 간격을 모두 채우지 못
함. D: migration assay를 통해 MEST knockdown으로 인해 cell migration이 현저히 저하

[그림 40] MEST 과발현시킨 경우 cell의 이동성이 급격히 증가.
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(라) Xenograft를 이용한 MEST 유전자 발현에 의한 유방암 발생 및 전이 연관성 규명 [그림 41]

[그림 41] A, B: primary tumor형성으로 인해 다른 장기 (폐) 로의 전이를 확
인. control-shRNA cell의 경우 폐로 전이가 현저히 증가하였지만 MEST 
knockdown시 이러한 전이는 현저히 감소함. C, D: 이러한 전이능이 MEST의 
발현으로 인한 것인지를 확인한 결과 MEST knockdown으로 인해 암의 발생 
및 전이가 이루어짐을 확인.

(2) MEST에 의한 유방암 줄기세포 및 항암제 저항성 조절인자인 EMT transcription factor 조절 규명

(가) MEST 과발현 세포주를 이용한 EMT 조절 규명

MEST에 의해 EMT 현상이 조절됨은 E-cadherin의 발현조절인 것으로 확인되었으며 MEST에 

의해 암 전이 및 항암제 내성, 환자 생존율 감소 등을 유발하는 것으로 확인[그림 42]
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[그림 42] A, B, C, E: MEST 발현으로 인해 Epithelial marker (E-cadherin 및 α
-catenin, CAR, claudin3, Occludin)의 발현은 크게 감소. 반대로 mesenchymal marker 
(N-cadherin, fibronectin, β-catenin)의 발현은  증가. D: MEST 발현으로 인해 
E-cadherin luciferase activity가 크게 감소됨. 

(나) MEST knockdown 세포주를 이용한 EMT 조절 규명

MEST knockdown으로 인해 E-cadherin 발현은 크게 증가한 반면 Mesenchymal marker인 

fibronectin, vimentin의 발현은 크게 감소함을 확인. MEST에 의해 EMT 현상이 조절됨 [그림 43].
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[그림 43]

(다) MEST에 의한 EMT-regulated transcriptional factor 조절 규명

MEST에 의한 EMT 유도는 EMT-regulated transcriptional factor들의 발현 조절에 의해 EMT를 

유도하는 하는 것으로 확인 [그림 44,45]
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[그림 44] A: MEST에 의해 Foxc1, Foxc2, Twist-1, Twist-2의 발현이 크게 증가. B: transcriptional 
factor들 중 하나인 Twist-1에 대한 promoter assay시 MEST에 의해 Twist-1 luciferase activity가 
크게 증가. C, D: MEST 발현으로 인해 Twist-1 및 snail의 발현이 크게 증가

[그림 45] A, B, C: MEST knockdown으로 인해 Twist-1, Snail, Goosecoid의 발현이 
control과 비교시 크게 감소. D: xenograft 실험에서 얻어진 폐 조직을 이용하여 재확인
시MEST 발현 감소로 인해 폐 전이 감소가 Twist-1의 발현 감소에 의한 것임을 재확인
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(라) MEST에 의한 EMT 조절을 통한 암줄기세포 전환 규명

MEST 발현의 증가로 인해 EMT 조절을 통한 cancer stem cell의 특징을 갖는 것으로 확인 [그
림 46]

[그림 46]A, B: breast cancer stem cell의 특성을 갖는 것으로 알려진 
CD44high/CD24low cell의 경우 MEST의 발현이 증가. C, D: breast cancer stem cell의 
경우 mesenchymal marker들의 발현은 증가한 반면 epithelial marker의 발현은 크게 
감소. 또한 Twist-1, Twist-2의 발현이 크게 증가

(3) MEST knockdown cell을 이용한 RNA sequencing 분석 [그림 47]

[그림 47]RNA sequencing을 이용한 MEST에 의해 조절되는 mRNA 및 
pathway관련 유전자 정보를 획득하여 5522개의 유전자를 선별 
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(가) RNA sequencing 분석을 통한 MEST에 의한 cancer metabolism 분석

MEST에 의한 cancer metabolism 조절 분석을 실시한 결과, MEST에 의해 glycolysis 관련된 유

전자들의 발현은 크게 감소한 반면 gluconeogenesis관련한 유전자들의 발현은 크게 증가함 [표 

16, 그림 48,49]

        
[표 16]. Regulation of Glycolysis pathway by MEST knockdown

[그림 48] glucose uptake에 관여하는 GLUT1, GLUT3의 발현이       
MEST knockdown에 의해 크게 감소
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[그림 49]
                   

나. 해양환경스트레스 적응관련 특이유전자(Prdx) 분석

(1) 대표적인 스트레스 반응 단백질인 peroxiredoxin1 (Prdx1)는 포유류에서 유전체내에 1개가 있으나 

고래는 다수 존재하는 것으로 분석되었으나 전사체 분석 등 심층 분석을 통해 1개의 ortholog
와 9개의 retrocopy가 존재하나 모든 retrocopy는 발현되지 않는 것으로 확인.

Scaffold # # of EXON Translation 3’UTR Poly-A-tail
10 1 X O O
10 1 O O O
16 2 O X -
126 1 X O O
119 1 X O O
280 1 X O X
4 1 O O X

170 1 O O O

-  cDNA library로부터 PRDX1의 PCR product를 얻어서 다음과 같은 염기서열을 확인
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         [그림 50].  고래 Prx I과 사람 Prx I의 아미노산 서열 비교

(가) 고래 Prdx1을 재조합 단백질로 발현시켜서 인간 Prdx1과 생화학 활성 비교 (peroxidase 활성, 
과산화비활성화 민감도, oligomerization 여부, 과산화수소의 cytotoxicity에 의해 야기되는 세

포사멸로부터 세포 보호 정도)

다. 고래특이적 유전자(FGF11)의 angiogenesis에서의 기능 

  : FGF11은 세포내에서 형성되어 세포내에서 작용하는 intracrine FGF로 기능이 잘 알려지지 않음. 
본 연구에서 저산소에 의해 발현이 증가됨을 확인하여 연관된 기능을 탐색.

(1) FGF11의 과발현이 HUVECs (human umbilical vein endothelial cells)에서 모세혈관 유사 내피세포 

혈관형성 (Capillary-like endothelial tube formation) 유도기능 확인

[그림 51]. FGF11의 과발현으로 HUVEC에서 Capillary-like endothelial tube formation 증가
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(2) FGF11의 과발현이 tight junction 단백질인 occludin, ZO-1, claudin-5의 발현이 증가됨을 확인.

[그림 52], FGF11 과발현에 의한 Tight junction 단백질 증가

(3) FGF11은 혈관 형성과 관련이 있는 Capillary-like endothelial tube formation증가 시키서 종양 형성

과 같은 pathological process에 관여할 수 있을 것으로 제안함.

라. 고래특이적 유전자(FGF11)의 HIF-1α 조절 기능 연구

  : HIF는 α subunit과 β subunit으로 구성된 heterodimer이며 HIF α subunit은 산소가 있으면 prolyl 
hydroxylase에 의해 프롤린 잔기에 hydroxylation이 되면서 분해됨. 산소농도가 낮아지면 HIF α 

subunit은 분해되지 않고 β subunit과 complex를 이루어 핵 내로 들어가 여러 가지 타겟 유전자

를 발현하게 됨.  정상적인 상태에서 저산소는 HIF를 안정화시켜 줄기세포를 미분화상태로 유

지해주는 역할을 함. 또한 저산소는 혈관생성을 촉진하며 배발생시 혈관계 형성에 중요한 역할

을 함. 암조직이 성장하면 안쪽의 암세포는 저산소상태가 되는데 이때 암세포는 HIF 안정화를 

통해 혈관형성을 유도하여 양분과 산소를 공급받고 성장을 유지하게 됨. 상처부위의 저산소는 

keratinocyte의 이동을 촉진하며, 상피가 정상상태로 회복하도록 도와줌. HIF의 활성을 돕거나 혈

관신생을 촉진하는 물질은 뇌졸중이나 심근경색 후 혈관형성시 치료제로 사용될 수 있고, HIF
의 활성화를 억제하거나 혈관신생을 억제하는 물질은 항암제로 개발될 수 있음.

(1) 포유류의 22종 FGF를 분석한 결과 FGF11이 고래 특이적으로 C-terminal extension을 가진 것을 

알게됨 (그림 53)

(2) FGF11은 FGF12, FGF13, FGF14와 함께 세포밖으로 분비되지 않고 세포내에 존재하는 iFGF 
subfamily에 속함. iFGF는 모두 뇌조직에서 가장 발현이 높게 되는데, 다른 iFGF들이 
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voltage-gated sodium channel과 결합하여 신경계의 발달과 항상성 유지에 관여하는 것과는 달리 

FGF11은 기능이 알려진 바가 없음.

[그림 53]. 육상포유류 (위)와 고래류 (아래) FGF11의 비교

(3) FGF11이 hypoxia상태에서 역할을 하는지를 알기 위해 사람의 neuroblastoma cell line SH-SY5Y 
cell에서 저산소시 FGF11의 발현량을 real-time PCR로 측정함. 다른 iFGF가 저산소시 발현이 감

소하거나 (FGF14), 변화가 없는 것(FGF13)에 비해 FGF11은 저산소에 의해 발현이 현저히 증가

되었음 (그림  54A).

[그림 54]. (A) 저산소에 의한 FGF11의 발현 증가. (B) FGF11 promoter region (HRE 
in blue bar) (C) highly conserved region에 있는 HRE.

(4) FGF11의 promoter 부분을 조사한 결과 모든 포유류 FGF11 promoter 에  HIF binding site 
(Hypoxia-response element)가 보존되어 있었음 (그림 54B & C)

(5) FGF11을 knockdown 시키면 hypoxia시 HIF1a 양이 감소 확인 (그림 55)
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[그림 55]. FGF11 발현 억제시 저산소상태에서 HIF1a양 변화  

(6) 사람 (hFGF11)과 고래 FGF11 (finFGF11)의 N-terminal에 FLAG tag을 달아 과발현 시킨 후, 저산

소 조건에서 배양한 후 anti-FLAG Ab로 pull-down 하면 HIF1a가 같이 pull-down 됨 (그림 56 
A). 이는 사람과 고래 FGF11이 HIF1a와 interaction 하고 있음을 의미함. 사람과 고래  FGF11의 

pull-down된 양은 비슷하나 고래 FGF11에 의해 pull-down된 HIF1a의 양이 훨씬 많았으며, 
pull-down 전 cell lysate에도 고래 FGF11을 과발현시킨 세포가 HIF1a 의 양이 훨씬 증가한 것

을 알 수 있음  (그림 56 B) 

[그림 56].  FGF11과 HIF1a의 interaction 

(7) FGF11과 HIF1a가 interaction 하는지를 알기 위해 COS7 cell에 HA-HIF1a와 FLAG-FGF11을 과발

현하여 anti-FLAG Ab 로 침전시켰을 때 HA-HIF1a가 함께 침전되었으며, anti-HA Ab로 침전시

켰을 때 FLAG-FGF11이 함께 침전됨을 확인함(그림 57). 
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[그림 57]. COS7세포에서 HIF1a와 FGF11의 interaction 검증

(8) 위의 결과로부터 FGF11은 저산소시 HIF1a에 의해 발현이 증가하며, FGF11은 HIF1a와 

interaction 하여 HIF1a의 양을 늘리는 것을 알 수 있었음. FGF11이 HIF1a에 의한 저산소 반응

에 어떤 영향을 미치는지 알기 위하여 FGF11의 발현을 억제한 후 저산소시 HIF1a 타겟 유전

자들의 발현을 조사하였음.

(9) FGF11이 HIF-1α에 미치는 영향을 알아보기 위해 FGF11 발현에 따른 HIF-1α의 mRNA, 단백질

의 양를 비교. FGF11발현에 따라 HIF-1α의 mRNA의 양에는 변화가 없었으며 단백질양만 변

화함 (그림58).
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[그림 58]. FGF11발현이 HIF-1α 단백질양에 미치는 영향

(10) HIF-1α가 proteasome에 의해 조절되기 때문에 MG132 (a specific, potent, reversible, and 
cell-permeable proteasome inhibitor)을 처리하여 그 효과를 관찰하였다. MG132를 처리하면 FGF11
의 HIF-1α에 미치는 영향이 상쇄됨 (그림 58). 따라서 FGF11은 HIF-1α의 degradation에 영향

을 주어 stability를 중가시킴.

마. 고래특이적 유전자(FGF11)의 비만세포 분화 기작 연구

(1) FGF(fibroblast growth factor)는 발생 및 대사과정에서 다양한 활성을 보이며 향장소재, 단백질 치

료제로도 개발되어 경제적 가치가 높은 분비형단백질임. 본 연구에서는 기능이 잘 밝혀지지 

않았고 고래특이적 변이를 갖고 있는 FGF11의(그림 59) adipogenesis에서 역할에 대해 연구를 

진행함. 
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[그림 59].  육상포유류 (위)와 고래류 (아래) FGF11의 비교

(2) 3T3L1를 분화시키면 adipocyte(지방세포)가 되는데 이 과정에서 FGF11을 knockdown시키면 중성

지방 생성이 감소하고 adipogenesis가 저해됨 (그림 60).

[그림 60]. FGF11 knockdown이 adipogenesis에 미치는 영향. 지방세포를 Oil red 
O로 염색. 

(3) adipogenesis에서 FGF11의 기능을 알아보기 위해 adipogenesis에 중요한 인자의 발현 변화를 확

인. PPARγ (Peroxisome proliferator activated receptor γ)는 지방산 축적과 glucose 대사를 조절

하는데 FGF11를 knockdown시키면 PPARγ 단백질이 감소하는 것을 확인함 (그림 61). 
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[그림 61]. adipogenesis에 관여하는 인자들에게 FGF11 knockdown이 미치는 영향

(4) FGF11이 PPARγ발현에 감소시키고 adipogenesis를 저해하는지 확인하기 위해 PPARγ agonist인 

Rosiglitazone을 FGF11knockdown cell에 처리함. Rosiglitazone을 처리하여 PPARγ 발현을 증가시

키면 FGF11 발현 감소에 따른 adipogenesis 변화가 회복됨을 확인 (그림 62).

[그림 62].  FGF11 knockdown에 PPARγ agonist (Rosiglitazone)가 미치는 영향

(5) FGF11가 PPARγ에 영향을 주어 adipogenesis 조절에 기여하는 것으로 확인하였음.
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4. 해파리 유전체/전사체 연구

가. 해파리 성체를 대항으로 한 유전체/전사체 구조 분석 적합성 검증

  (1) 해파리 고순도 핵산 추출법 확립

해파리의 조직은 수분과 점액성분을 많이 포함하고 있어 새로운 DNA 및 RNA의 추출방법 개

발이 필수적임. 

(가) RNA 추출과정

해파리 조직을 액체질소를 사용하여 균질화 

→ 균질화된 조직을 lysis buffer(200 mM Tris-Cl(pH 9.0), 0.7 M LiCl, 30 mM EDTA, 7% SDS)에 

넣고 혼합

→ lysis buffer와 동량의 phenol(pH 4.2)을 넣고 4℃에서 13,000 rpm으로 20분간 원심분리

→ 상등액을 취하고, 취한 상등액과 동량의 phenol(pH 4.2)을 넣고 4℃에서 13,000 rpm으로 10
분간 원심분리하여 상등액을 취함. 이 과정을 2회 반복 수행함

→ 상등액의 1/3에 해당하는 8 M LiCl 넣고 4℃에서 2 시간 이상 반응시킴

→ 4℃에서 13,000 rpm으로 30분간 원심분리하여 얻어진 침전물을 DEPC-treated water에 녹임

→ 용해액의 1/10에 해당하는 3 M Na-acetate(pH 5.2)와 동량의 isopropanol를 첨가하고 -20℃에

서 30분 이상 배양함

→ 4℃에서 13,000 rpm으로 30분간 원심분리한 후, 침전물을 70% ethanol로 세척하고 건조하여 

침전물을 DEPC-treated water에 녹임

→ 추출한 RNA 용액은 Agilent 2100 Bioanalyzer System (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, 
USA)로 변성여부를 확인함[그림 63] 28S 및 18S ribosomal RNA가 잘 보존되어 변성되지 않

은 순수한 RNA가 추출되었다고 판단됨
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[그림 63]. 해파리 RNA 추출 
결과

[그림 64]. 해파리의 genomic DNA 추출 
결과

           

(나) DNA 추출과정

해파리 폴립 또는 성체의 조직을 막자사발을 이용, 액체질소에 얼려 균질함

→ RNase A 20 μg이 첨가된 lysis buffer(60 mM Tris (pH 8.0), 10 mM EDTA, 0.5% SDS)에 넣

어 37℃에 한 시간 동안 반응시킴

→ 반응액에 proteinase K 1 μg을 첨가하여 50℃에 한 시간 이상 반응시킴

→ 실온에서 10,000 rpm으로 30분간 원심분리하고, 상등액을 취함

→ 취한 상등액과 동량의 phenol (pH 8.0)을 첨가하여 1분간 방치한 후, 실온에서 10,000 rpm으

로 15분간 원심분리하여 상등액을 취함

→ 상등액과 동량의 phenol (pH 8.0)을 첨가하여 5 분 간 방치한 다음 원심분리 함. 동일한 과

정을 한 번 더 실시한 후, 상등액과 동량의 chloroform을 넣어 실온에서 10,000 rpm으로 15
분간 원심분리하여 상등액을 취함

→ 상등액의 1/10에 해당하는 3M sodium acetate (pH 5.2)와 동량의 95% ethanol을 넣어 -20℃에

서 30분간 반응시킴. 실온에서 10,000 rpm으로 20 분간 원심분리한 후, 70% ethanol로 세척

하고 건조시켜 증류수에 침전물을 희석함

→ 추출된 genomic DNA(gDNA)는 nano drop으로 정량하고 1 % agarose gel로 정기영동하여 확

인함 [그림 64]. 그림과 같이 1의 경우, DNA의 변성이 심하나, 2와 3의 경우 고순도의 DNA
가 추출되었음을 확인할 수 있음
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(2) 해파리 2종의 유전체 크기 예측

K-mer analysis를 통해 해파리 2종의 heterozygocity 및 유전체 크기를 예측함. 

                  

(가) 보름달물해파리 : Total K-mer number는 14,386759,483; coverage depth는 26으로 확인된 바, 
본 종의 유전체 크기는 약 550 Mbase로 예측됨

     

[그림 65] 보름달물해파리의 유전체 크기 예측을 위한 K-mer analysis 결과

(나) 노무라입깃해파리 : Total K-mer number는 15,002,630,983; coverage depth는  60으로 확인된 

바, 본 종의 유전체 크기는 약 250 Mbase로 예측됨

      

[그림 66] 노무라입깃해파리의 유전체 크기 예측을 위한 K-mer analysis 결과



- 87 -

(3) 해파리 독 단백질 후보 선정 및 유전자 분리

생물체의 독은 의약품 및 건강식품등으로 활용 가능함. 독성이 강한 노무라입깃해파리를 대상

으로 독 단백질 후보 7종을 선정하여, 이들의 유전자 분리를 시도

(가) 독단백질 후보 (7종): aflatoxin B1 aldehyde reductase member 2, cysteine protease ATG4B, 
cysteine protease ATG4D, lysosomal aspartic protease (1st), lysosomal aspartic protease (2nd), 
plancitoxin-1, sentrin-specific protease 1 

(나) 이들 독 단백질 후보들의 유전자 분리를 위한 PCR primer를 디자인 하였으며, 그 염기서열

은 [표 17]에 나타내었음

              
[표 17]. 노무라입깃해파리 독 단백질 후보 유전자 분리를 위한 PCR primer

(다) PCR primer를 이용하여, cDNA를 주형으로 PCR을 수행[그림 53]: 증폭된 PCR product의 서열 

확인 중
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lane 1의 Afla, lane 4의 ATG4D, 

Lap-1st, Lap-2nd, lane 9와 10의 

SsP-1에서 예상한 크기의 증폭산물

이 확인됨.

[그림 67]. 노무라입깃해파리 독 단백질 유전자 분리를 위한 PCR 결과

나. 해파리 전사체 초안 확보 

(1) 해파리 전사체 해독

(가) 노무라입깃해파리 성체 RNA 염기서열 정보 생산

  : 노무라입깃해파리 성체로부터 RNA를 추출하여, 이로부터 전사체 정보를 생산하여, 20,000 여

종의 유전자에 대한 염기서열 정보를 확보하였음. 그 방법 및 결과는 아래와 같음

① RNA 추출: RNA는 1차년도에 최적화한 방법에 의해 고순도의 RNA를 추출하였고, RNA의 

quality는 Agilent사의 2100 BioAnalyzer를 이용하여 분석하였음. 2100 BioAnalyzer는 RNA의 

샘플의 품질을 평가하는 3가지 결과 값(BA Concentration(ng/ul), RIN value, 28s/18s ratio)을 

제공하는데, 이 중 RIN(RNA Integrity Number) 값은 RNA의 degradation을 나타내는 값으로 7 
이상임을 확인하였음

② 라이브러리 구성

Total RNA 2 ug으로부터 oligodT를 이용하여 mRNA를 분리하였음. Library는  Paired-end 100 
bp로 진행되었으며, Illumina사의 TruSeq RNA Sample Prep Kit을 이용하여 Library 준비를 진

행하였음. 분리된 mRNA는 fragmentation 단계를 거치고 random hexamer priming을 통해 

single-stranded cDNA로 합성되었음. 이를 주형으로 하여 second strand를 합성하여 double 
stranded cDNA를 얻음. Blunt-end를 만들기 위한 End Repair, Adapter를 붙이기 위한 A-tailing, 
Adapter ligation을 순차적으로 거친 후, PCR(Polymerase Chain Reaction)을 이용하여 증폭함. 
최종 산물은 2100 BioAnalyzer를 이용하여 확인하였음. 만들어진 library는 KAPA library 
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quantification kit을 이용하여 정량한 후 cluster generation하여 Hiseq 2500을 이용하여 서열해

독을 진행하였음

③ 서열 조립 및 유전자 확보

㉮ 서열 필터링

전사체 서열을 얻기 위한 조립과정에 앞서 서열 필터링 작업을 진행하였음. 서열필터링 작

업은 서열 해독과정에서 생긴 잘못된 서열을 가진 리드(Read)나 혹은 어댑터 서열을 제거하

고, 낮은 품질의 서열로 인한 조립 오류를 줄이기 위한 사전 작업으로 서열 조립 전 반드시 

진행되어야 하는 단계임. 먼저 낮은 품질의 서열을 제거하기 위해서 서열 정보 중 N으로 나

타난 염기의 비율이 전체 서열의 10% 이상 포함되어 있거나, Q20 미만의 염기가 20%이상인 

리드가 제거되었으며, 평균 품질이 Q20 이하인 리드 역시 제거 하였음. 낮은 품질 서열을 제

거한 뒤에 남은 서열에 대해서 서열의 양끝에 존재하는 Q20 미만의 염기를 모두 제거하였

음. 이것은 mRNA의 특성상 시간이 지날 경우 양끝단의 품질이 현격히 떨어지는 특징 때문

에 조립 서열의 품질을 높이기 위해 진행되는 것임. 필터링 전 과정은 내부에서 제작된 프

로그램에 의해서 수행되었음

㉯ 서열 조립

서열 조립은 전체 샘플의 서열 데이터를 하나로 합친 뒤 Trinity 프로그램을 이용하여 진행

되었음. Trinity는 RNA-seq de novo assembly를 수행하는 대표적인 RNA Assmebler로 de 
Bruijin graph(DBG) 알고리즘을 이용하여 서열 조립을 진행함. Trinity의 서열 조립과정은 3단

계로 Inchworm, Chrysalis, Butterfly 단계로 이루어져 있음. 첫 번째 단계인 Inchworm에서는 

메모리의 효율적인 사용을 위하여 각 서열을 서로 연결하여 서브그룹으로 나누는 작업을 하

였음. Inchworm 단계에서 각 서열은 길이 25의 조각으로 나눠져서 24 bp가 겹치는 조각을 

합치는 과정을 통해서contig를 구성하게 됨. Chrysalis 단계에서는 Inchworm 에서 구성된 

contig를 이용하여 리드에 대한 집단화(clustering)를 진행함. 그리고 나눠진 각 집단 안에서 

완벽한 de Bruijin Graph를 다시 만들어내고, Butterfly 단계에서는 이 그래프를 해석하여 

Transcript 서열을 예측함. 이 연구에서는 Trinity의 기본 설정값을 이용하여 서열 조립을 진행

하였음

㉰ 서열 집단화(Clustering)

Trinity를 이용하여 조립된 전사체 서열은 Gene이 아닌 Isoform을 포함한 Transcript를 기준으

로 작성되어서 서열의 중복이 존재하며, 서열 조립 과정에서 생기는 Chimera transcript가 포

함되어 있다는 것이 알려져 있음. 이런 문제점을 해결하기 위해서 Trinity에서 조립된 전사체 

서열을 집단화 방법을 이용하여 중복을 제거하고, Chimera 서열을 제거하였음. 조립된 전사

체의 집단화는 TGICL 프로그램이 이용되었음. TGICL은 주어진 서열을 1:1 서열 비교를 통

하여 서열간의 유사도를 계산하고, 유사도에 기반하여 서열의 집단화를 한 뒤, CAP3를 이용



- 90 -

하여 각 집단에 속한 서열을 재조립하여 집단을 대표하는 서열을 만들어 내는 도구이며, 집

단화를 위한 서열 유사성 기준은 0.94로 설정하였다.

㉱ CDS 예측

UNIGENE의 기능을 알기 위한 전단계로 단백질 발현 부분(Coding sequence, CDS)을 예측하

였음. 이 과정은 TransDecoder를 이용해서 진행하였음. TransDecoder는 Trinity 프로그램에서 

CDS를 찾기 위해서 사용되는 프로그램으로 주어진 전사체서열 중, 가능성 있는 CDS를 예측

해주는 프로그램임. 먼저 주어진 서열에서 가능성 있는 모든 CDS 서열을 예측함. 예측된 

CDS에 대해서 GeneID 프로그램을 이용하여 가능성을 검증하여 log-likelihood score가 0보다 

큰 것을 선택함. 찾아진 가능성 있는 단백질 서열 중에서 가장 높은 점수를 가지는 것이 선

택됨. 만약 겹치지 않는 ORF(Open readling frame)가 여러 개 존재하는 경우는 모든 CDS를 

선택하게 됨

④ 유전자 기능 분석 결과

㉮ 조립된 UNIGENE과 이를 기반으로 예측된 CDS의 기능을 예측하기 위해서 DNA 서열의 

상동성을 이용한 검색 방법과 단백질 서열의 상동성을 이용한 검색방법이 사용되었음. DNA 
서열 상동성 검색은 Blast가 이용되었으며, 단백질 서열 상동성 검색은 InterProScan이 사용되

었음

㉯ DNA 서열 기반의 상동성 검색

DNA 서열에 기반한 상동성 검색을 위해서 NCBI Blast 2.2.28+와 NCBI Non-redundant(nr) 
database(2013-07-17)가 사용되었음. Blast 탐색 방법 중 Blastx를 사용하여 UNIGENE 서열에 

대한 모든 가능한 단백질 서열을 NCBI에서 제공하는 단백질 데이터베이스인 Non-redundant 
database를 검색하여서 그 기능을 예측하였음. 검색 과정에서 상동성의 유의성은 E-value < 
1e-5로 설정하였음

㉰ 단백질 서열 기반의 상동성 검색 

UNIGENE의 기능 예측을 위한 두 번째 방법으로 예측된 단백질 서열을 이용한  InterProScan 
검색을 사용하였음. 서열의 부분적인 상동성을 이용하여 유사 서열을 검색하는 Blast 와는 

달리 InterProScan은 Hidden Markov Model 을 이용하여 단백질 기능의 단위인 도메인 수준의 

유사성 검색을 진행하여 기능 예측을 할 수 있도록 해주는 것임. InterProScan v5을 이용하여 

진행되었으며 ProDom, PfamA, Panther, SMART, SuperFamily, Gene3d의 총 6개의 단백질 데이

터베이스를 E-value < 1e-5를 기준으로 검색하였음

⑤ 노무라입깃해파리의 전사체 분석은 촉수부분과 머리부분으로 나누어 진행하였음. 촉수시

료에서 6.1 G, 머리시료에서 6.7 G의 정보가 생산되었음
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⑥ 어셈블 결과 총 75,000여종의 UNIGENE을 얻었으며, 유전자 데이터베이스에 축적되어있

는 유전자정보들과 상동성이 있는 유전자 후보 22,000여종을 확인하였음

⑦ 위에서 언급한 단백질 데이터베이스 축적 정보와의 검색결과 약 20,000여종의 유전자가 

확인되었음

(나) 말레이해파리 유생단계 확보 및 RNA 염기서열 정보 생산

① 말레이해파리(Sanderia malayensis)의 생활사를 연구실내에서 구현하였음

㉮ 해파리들은 메두사라고 불리는 성체가 되기 전, 대개 플라눌라-폴립-에피라 유생시기를 

거침. 본 연구를 통해 말레이해파리의 폴립으로부터 에피라의 변태과정, 그리고 에피라로부

터 메두사(성체)로의 변태과정을 연구실내에서 구현함으로써, 플라눌라시기를 제외한 모든 

단계의 배양계를 확립하였음
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② 말레이해파리 폴립과 에피라 유생기의 전사체 정보 생산

㉮ 말레이해파리의 전사체 분석 방법은 앞에 기술한 노무라입깃해파리의 전사체 분석 방법

과 동일함

㉯ 말레이해파리의 유생기의 전사체 분석은 폴립과 에피라에서 진행되었음. 폴립시료에서 

6.4 G, 에피라시료에서 6.9 G의 정보가 생산되었음

 

㉰ 어셈블 결과 총 29,000여종의 UNIGENE을 얻었으며, 유전자 데이터베이스에 축적되어있

는 유전자정보들과 상동성이 있는 유전자 후보 14,000여종을 확인하였음
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㉱ 다양한 단백질 데이터베이스 축적 정보와의 검색결과 약 13,000여종의 유전자가 확인되었음

다. 해파리 발생단계 및 조직별 전사체 초안 제시

(1) 해파리 발생단계 및 조직별 RNA 정보 분석 

(가) 해파리 배양계 확립

① 말레이해파리(Sanderia malayensis)의 실험실 배양계 확립

㉮ 폴립(polyp), 스트로빌라(storbila), 에피라(ephyra) 및 메두사(medusa)에 이르는 발생

㉯ 향후, 해파리의 변태, 발생과정의 분자기전 조절 연구가 가능해 질 것임

[그림 68]. 말레이 해파리 생활사 
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Gene  description Polyp Ephyra Oral pod Tentacle Umbrella

endothelial PAS domain-containing  protein 

1-like
21.435 19.726 2.684 2.355 2.536 

insulin induced gene 2 92.837 75.522 7.338 10.249 4.467 

[표 18]. 유생단계와 성체에서 발현량이 변화되는 유전자 상위 20

(나) 성체 조직 및 유생 단계별 전사체 정보 생산

① 유생 발생단계인 폴립과 에피라로부터 RNA를 추출하고 라이브러리를 제작함

② 말레이해파리의 성체 조직을 우산부(umbrella), 촉수(tentacle) 및 구족부(oral pod) 등으로 구분

하고, 각 조직으로부터 RNA를 추출하고 라이브러리를 제작함 (그림 69)

③ 라이브러리의 염기서열 분석은 Illumina사의 High-Seq 2500으로 진행함 

④ 분석된 정보는 필터링, 어셈블리, 클러스터링 과정을 거쳐, unigene으로 조립 

⑤ Unigene의 상동성 검색을 통해, 이들의 기능을 예측 

⑥ 성체 및 유생 단계별 RNA 정보를 통합하여, 총 18,700여종의 유전자 정보를 확보함

[그림 69]. 말레이해파리 성체의 조직 구분 

(다) 발생 단계 특이 유전자 발굴

① 총 18,700여종의 유전자들 중, 유생 단계 (polyp 및 medusa)와 성체단계 (oral pod, tentacle 및 

unbrella)에서 유의하게 발현량의 차이가 나는 유전자 약 9,800여종을 확인하였으며, 그 중 

상위 20여 종의 유전자들은 [표 18]와 같음.
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splicing factor SWAP homolog 8.878 11.564 232.782 117.826 292.772 

betaine--homocysteine  S-methyltransferase 

1-like
7.117 15.758 218.774 187.685 255.935 

complement C7 7.257 11.640 101.728 151.492 88.586 

superoxide dismutase [Cu-Zn]-like 88.423 102.738 914.787 1861.128 1679.266 

cholinesterase 26.543 16.457 0.167 0.389 0.098 

methylenetetrahydrofolate reductase 22.776 24.037 107.735 151.546 151.141 

latrophilin Cirl-like 42.065 33.231 0.535 3.348 0.590 

lipoxygenase homology domains 1 78.450 35.956 0.043 0.912 0.436 

thrombospondin type-1 domain-containing  

protein 7A-like
826.115 239.703 8.194 0.997 1.221 

phospholipase A2 group III 40.057 29.701 2.049 2.971 0.553 

acetyl-CoA carboxylase alpha 32.647 39.048 4.652 8.135 4.746 

polyamine oxidase-like 120.528 152.818 6.821 16.885 14.329 

doublesex- and mab-3-related  transcription 

factor 3-like
42.841 19.996 0.591 0.251 0.309 

Golgi-associated plant  pathogenesis-related 

protein 1-like
27.269 16.567 1.300 0.232 0.561 

fibropellin-1-like 5.979 7.327 0.030 0.120 0.037 

ADP-ribosylation factor-like protein 745.563 702.538 165.490 132.494 113.160 

forkhead box protein P1-B-like 5.515 3.501 44.652 26.875 31.070 

F-box/WD repeat-containing protein 7-like 29.864 69.905 434.514 431.076 577.637 

(2) 해파리 독 단백질/ 유전자 발굴

(가) 노무라입깃해파리의 유전자 정보로부터 대표적인 생물독으로 알려져 있는 matrix 
metalloproteinase(MMP) 계열 3종, phospholipase A2(PLA2) 계열 10종의 유전자들을 확인하고, 
이들 중, MMP-16, MMP-17 및 Group XV PLA2 등 3종의 유전자를 클로닝함.

(나) 재클로닝 한 세 종의 유전자들을 단백질 발현벡터 (pRSET-A)에 삽입하고, 대장균 

(BL21DE3/PLys-S)에 도입하여 단백질 발현여부를 확인함 (그림 70)

① MMP-16의 경우 매우 소량의 단백질이 발현되는 것으로 보임

② MMP-17의 경우, 다량의 비용해성 단백질이 발현되는 것이 확인됨

③ Group XV PLA2의 경우, 발현되지 않는 것으로 보임
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[그림 70]. 해파리 독 유전자 3종의 단백질 발현 여부 확인을 위한 SDS-PAGE
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제2절  해양‧극한 합성생물 개발 및 활용

1. 해양바이오매스 분해미생물, C1화합물 전환미생물 확보

가. 재료 및 방법

(1) 해양바이오매스 (해조류)의 배양 및 특성

해양바이오매스 생산성을 측정하기 위하여 한국해양과학기술원 통영해상과학기지 (통영 MRC)에
서 다시마의 시험배양을 실시하였다. 완도 양식장으로부터 종묘를 구입하여 1.5 mm 내외의 씨줄

에 부착시킨 후 2014년 1월 23일 씨줄을 rope에 감아 육성장에 수하시켰다. 다시마 양성 수하 로

프의 길이는 통영 MRC현장 규모에 알맞게 12m길이의 로프 10개에 씨줄 200m를 감아 양성하면서 

성장을 관찰 하였다. 이때 각 줄 사이의 간격은 5m가 되게 하였다. 수하 50일 후 (2014년 3월 14
일) 후부터 반달에서 한 달 간격으로 총 4회에 걸쳐 성장을 측정하였다. 성장을 측정하기 위하여 

수하시킨 씨줄을 끌어 올린 다음 엽체 10장을 무작위로 채취하여 엽장의 길이와 폭을 측정하였다. 
4차 성장 측정 5일 후 (2014년 5월 20일) 12m 길이의 씨줄을 회수하여 다시마를 수확하여 무게를 

측정하였다. 무게 측정 후 24시간 동안 그물위에서 자연건조시켜 재차 무게를 측정하였으며 이 중 

일부를 80℃에서 72시간 동안 추가 건조시킨 다음 무게 변화를 측정하여 건조중량을 구하였다.
다시마 배양과 건조까지의 전 과정은 아래 사진 [그림 71]과 같다.

[그림 71]. Photographic view of kelp cultivation, growth measurement, drying, and weighing.
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(2) 해양바이오매스 (해조류 및 chitin) 분해 미생물 확보

(가) 시료 채취 및 처리

해양바이오매스를 분해할 수 있는 고온성 균주를 얻기 위하여 통영 MRC에서 배양 중이던 해조

류 조각을 20 ml의 해수와 함께 50 ml 용량의 conical tube에 넣고 50℃에서 배양하여 분해미생물

을 enrich 시켰다. Chitin 분해균주의 경우에는 해변에서 채취된 게 껍질을 동일한 방법으로 실온

에서 배양하여 enrich 시켰다.

(나) 단일균주 분리

단일균주 분리는 marine agar 2216 한천배지 (MA; Beckton-Dickinson)를 이용하여 진행하였다. 농

후배양액 100 ㎕를 고체배지에 접종 한 다음 1차 도말을 실시하고 사용된 rod를 바로 새 배지에

서 도말하는 방식으로 3장 연속 도말을 실시하였다. 성장된 집락 중 형태가 달라 보이는 집락들

을 선정하여 여러 차례에 걸쳐 3차 streak 과정을 수행하여 순수분리하였다. 이 과정을 통해 원하

는 균주가 얻어지지 않는 경우에는 50 ml conical tube에 1.5% 한천봉을 만든 다음 배양액의 일부

를 접종하여 균체가 성장하기를 기다린 다음 다시 MA배지에 접종하여 단일균주를 분리하는 과

정을 거쳤다. 

(다) DNA 추출, clone 분석, 분자동정 및 계통분류

배양액 또는 순수분리된 균주들을 액체배지에 접종하여 키운 후 Exgene cell SV kit (GeneAll 
Biotechnology)를 사용하여 genomic DNA를 추출하였다. 배양액 또는 개별 균주의 16S rRNA 유전

자는 bacterial primer set인 27F와 1492R를 사용하여 증폭시켰다. 얻어진 PCR 산물은 정제 후 host 
cell에 cloning 시켜 증폭하거나 (배양액 유래) 혹은 바로 Cosmogentech Inc.에 서열분석을 의뢰하

였으며 밝혀진 16S rRNA 유전자 서열을 GenBank 및 EzTaxon (http://eztaxon-e.ezbiocloud.net/) 
database에서 BLAST search를 통하여 가장 유사도가 높은 clone이나 배양체, 혹은 표준균주를 검

색하였다. 

검색된 균주 또는 clone들의 염기서열을 database에서 내려받은 다음 ClustalW 프로그램을 이용하

여 정렬시켰다. 정렬된 염기서열은 최종적으로 수동으로 교정하여 정렬을 완료하였다. 정렬된 염

기서열들에 대해 Jukes-Cantor model과 neighbor-joining (NJ) method를 적용하여 계통수 (phylogenetic 
trees)를 작성하였다. 작성된 계통수의 안정성을 확인하기 위하여 1000번에 걸친 bootstrap 분석을 

실시하였다. Maximum-likelihood (ML)와 maximum-parsimony (MP) 방법에 기초한 계통분석도 수행

되었다. 계통분석의 전 과정에는 MEGA ver. 5.2 (Tamura et al., 2011)를 사용하였다. 
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(라) 활성 평가

다시마 분해균주의 경우에는 15 ml 용량의 conical tube에 10 ml의 해수와 함께 약 100 mg 정도

의 건조 다시마편을 제공 한 분해 여부를 눈으로 확인하였다. 또한 DNS 방법을 사용하여 산물로 

발생하는 당의 reducing end를 발색반응으로 정량하였다 (Kim et al., 2014).

Chitin 분해균주의 경우에는 MA에 0.1% colloidal chitin을 추가하여 배지를 제작하고 균주를 접종

하여 분해환이 생기는 여부를 관찰하였다. 또한 chitinase 활성도를 평가하기 위하여 분해되면 색

을 띠는 model 기질로 p-NP-GlcNAc (p-nitrophenyl-N-acetyl-glucosamine)을 기질로 주고 시간 경과

에 따른 발색을 측정하였다. 

(3) C1 화합물 이용 미생물 확보

(가) 시료 채취 및 처리

2013년 봄부터 2015년 여름까지 인천 북성포구 갯벌, 경기도 화성 제부도 갯벌, 인천 영흥도 갯

벌, 경기도 안산 갈대습지공원, 전라남도 무안군 만풍염전, 순천만 갈대습지, 동해 울릉분지 심해

저 등의 다양한 한국 해양환경의 퇴적토 시료와 경상남도 통영에 위치하는 한국해양과학기술원 

통영해상과학기지에서 배양한 다시마를 채집하였다 (그림 72). 채취된 시료는 선상에서 바로 접종

하거나 (울릉분지 시료) 냉장상태로 실험실로 운반한 다음 0.5-1.0 gram 정도를 혐기성 챔버 

(anaerobic chamber) 내에서 혐기성 배지에 vortexing 하여 혼합 한 후 접종에 사용하였다. 

[그림 72]. The sample collection locations for isolation of the 
anaerobic microbes in Korea.
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(나) 배지 조성, 농후 배양(enrichment culture) 및 단일 균주 분리

혐기성 미생물의 농후배양 및 분리에 사용된 배지는 MC (methanogen), MM (modified 
methanogen), AC (acetogen), 그리고 RCM (reinforced clostridial medium) 배지이며 그 조성은 [표 

19]와 같다. 조성에 따라 준비된 각각의 배지 5 ml를 Hungate tube에 주입한 다음 H2+CO2 
(80:20,V:V,1bar)가스 또는 CO (100% 또는 50%, 1 bar) 가스로 치환하였다. 고체배지의 경우에는 

serum bottle 또는 Petri dish에 배지에 1.5% 한천을 추가한 다음 위와 동일한 과정을 거쳐 준비하

였다. 

혐기적 조건에서 10-6-10-8배로 희석 한 시료를 접종한 다음 30°C 또는 55°C에서 농후배양

(enrichment culture)을 수행하였다. 1주일간의 배양 후 최대 희석된 tube에서 자라는 배양액을 다시 

10-6-10-8배로 희석 배양하는 과정을 2번 반복한 다음 동일 조성의 고체배지에 도말하여 집락

(colony)을 획득하였다. 위 과정을 통하여 얻어진 집락이 서열분석 결과 단일종이 아닌 것으로 판

단 될 경우, 희석 배양 또는 도말과정을 다시 수행하여 순수분리된 균주를 획득하였다. 영흥도 

시료의 경우 10-1농도로만 희석하였으며 고온에서 배양한 통영시료의 경우 희석 없이 농후배양과

정을 거친 다음 바로 고체배지에 도말하였다. 계통분류학적 분석은 앞과 동일한 과정에 따랐다. 
또한 선별된 균주들의 16S rRNA 유전자 염기서열들은 GenBank에 기탁하여 KU886093~KU886102
번까지의 번호를 부여받았다.

(다) 생화학적 분석 

균주성장에 필요한 최적온도와 성장률(doubling time)은 온도구배 배양기 (TVS126MA, Advantec)를 

이용하거나 균주를 Hungate tube에 접종 후 배양하면서 660 nm에서 24시간 간격으로 흡광도를 측

정하여 구하였다. 흡광도 측정에는 일본 Taitec사의 ODMonitor를 사용하였다. 발효산물은 7일 이

상 배양한 배양액을 ion exclusion column (Shodex RSpak KC811)이 설치된 high pressure liquid 
chromatography (HPLC)로 분석하였으며 각 유기산의 검출시간은 표준물질을 이용하여 검정하였

다. 배양에는 분리배지를 이용하거나 배지에 포도당 (28mM) 또는 peptone (0.2%)을 추가하여 실

시하였다.
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             Medium 
Components (g×l-1)

MC MM AC RCM#

Glucose  - 5.00  - 5.00
Na-Acetate  - 1.40  - 3.00
Peptone  -  - 10.00
Beef extract  -  - 10.00
Starch, soluble  -  - 1.00
Yeast extract 1.0-2.0 1.0-2.0 1.0-2.0 3
NH4Cl 0.50 0.50 1.00  -
K2HPO4 0.14 0.14 0.45  -

KH2PO4  - 0.33  -

MgSO4
.7H2O 3.45 3.45 0.10  -

MgCl2
.6H2O 2.80 2.80  -  -

KCl 0.34 0.34 0.34  -

CaCl2
.2H2O 0.14 0.14  -  -

FeSO4 0.02 0.02  -  -
NaCl 22.0 22.0 10.0  5.0-10.0
Trace metal solution* 1 1 1  -
Vitamin solution* 1 1 1  -
Resazurin 0.001 0.001 0.001 0.001

Cysteine.H2O.HCl 0.50 0.50 0.50 0.50

NaHCO3 5.00 5.00 3.00  -

Na2S.9H20 0.50 0.50 0.50  -

adjust pH to 7.6 7.6 7.4  -

* ml added to a liter of medium. The composition from Balch et al. (1979).
# Based on ATCC No. 2017 medium.

[표 19]. The composition of medium used for enrichment culture.
MC = Methanogen, MM = Modified methanogen, AC = Acetogen, RCM = Reinforced Clostridium medium.

나. 결과 및 고찰

(1) 해양바이오매스 (해조류)의 시험 배양

수하 50일 후부터 측정한 다시마의 성장도는 아래 [표 20]과 같다.  엽장의 길이와 폭 모두 일반

적인 성장곡선에 준하여 증가폭이 감소하는 경향을 보였다. 이와 같은 결과는 3월에 엽장의 성장

폭이 가장 크며 5월에 엽장의 길이가 가장 긴 것으로 보고된 다시마 성장 특성과 일치하는 것 

이었다 (강래선 1999). 
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계측일 경과 기간
(일)

엽장길이 엽장폭

계측 (cm) 증가량
(cm/day)

증가율
(%/day) 계측 (cm) 증가량

(cm/day)
증가율
(%/day)

3월 14일 50 99.78 6.94
3월 31일 67 141.99 2.483 1.749 10.06 0.184 1.824
4월 15일 82 161.89 1.327 0.819 11.68 0.108 0.925
5월 15일 112 177.14 0.508 0.287 14.04 0.079 0.560

[표 20]. Growth of kelp biomass during cultivation at Tongyung MRC during 23 Jan to 15 May, 2014.

5월 20일 성장실험 종료 후 다시마 연승 12m에서 수확한 다시마 총 중량은 220.9 kg이었으며, 
수확한 다시마를 24시간 건조시킨 다음 총 중량은 57.9 kg으로 습중량의 38.15%였다. 이 중 10 
g을 80℃에서 72시간 건조시킨 후 측정한 무게를 대입하면 220.9 kg의 다시마는 최종 45.7 kg 
(20.69%)의 건조 다시마로 환상된다. 이를 면적 개념으로 환산하면 건조중량 기준 2.12 kg/m2의 

생산성을 확인할 을 수 있었다.  

   (2) 해양바이오매스 (해조류, 키틴) 분해 미생물 확보

다시마를 기질로 하여 농후배양된 미생물을 바로 한천배지에 도말할 경우 성장이 빠른 

Bacillus aeolius로 동정되는 균주만이 분리되었다. 분리된 균주를 대상으로 다시마 분해능을 측

정하였으나 B. aeolius는 다시마를 분해하지 못 하였다. 이에 따라 분리 목표로 삼아야 할 균주

를 확인하기 위하여 농후배양액의 cloning을 실시하였다. Clone 분석 결과 enrich 된 주요 미생

물은 Caenispirillum, Desulfitobacter, Microbulbifer 및 Bacillus속에 속하는 미생물임을 확인할 수 

있었다. 이 중 혐기성 미생물인 Desulfitobacter속 미생물과 분해능이 없다고 여겨지는 Bacillus속 

미생물은 배제하고 Caenispirillum, Microbulbifer 속에 속하는 미생물을 분리하기 위하여 여러 

차례 한천배지에 배양액을 도말한 다음 형태적 특징이 다른 균주들을 분리하고자 하였으나 

Bacillus속 이외의 미생물을 분리할 수 없었다. 이에 영양성분이 배제된 한천배지를 conical tube
에 준비하고 배양액의 일부를 접종한 다음 균주가 성장한 것이 보일 때 까지 방치하였다. 균

주의 성장이 확인 된 다음에 벽면으로부터 균체를 긁어 다시 한천배지에 streak 하여 성장하는 

집락을 얻었다. 이렇게 하여 총 12주의 미생물을 분리하였으며 개별 균주의 16S rRNA 유전자 

염기서열을 분석하여 분리된 균주들이 Bacillus aeolius (96.7-96.9%), Bacillus thermoamylovorans 
(93.0-93.2%), Caenispirillum salinarum (98.7-99.2%), Microbulbifer thermotolerans (97.5%) 등과 유

사도가 높음을 확인하였다 (그림 73).
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[그림 73]. Phylogenetic position of isolated microorganisms from kelp enriched culture broth.

분리된 미생물을 개별로 또는 조합하여 해조 바이오매스 분해능을 평가하였다. 그림에서 볼 

수 있는 것과 같이 Microbulbifer thermotolerans 로 동정된 TAD-10 균주가 포함된 경우에만 기

질로 제공된 다시마가 분해되어 배지 전체가 녹색을 띠며 다시마 조각이 아래로 가라앉는 것

을 확인 할 수 있었다 (그림 74). 

 

 C = C. salinarum
 Bt = B. thermoamylovorans
 M = M. thermotolerans
 Ba = B. aeolius
 All = All strains
 No = No inoculation

[그림 74]. Degradation of kelp by single or combination of isolated microorganism.

M. thermotolerans의 표준 균주는 일본 해저 퇴적토에서 분리되었으며 한천, 전분, xylan, chitin 
등을 분해 할 수 있으며 43-49℃를 최적 온도로 성장하는 것으로 보고되었다 (Miyazaki et al., 
2008). 또한 유사한 균주가 기름 성분을 분해하면서 저온성 탄수화물 esterase를 생산하기도 하

는 것으로 보고되었으나 (Lee et al., 2016) 다시마와 같은 해초 분해에 대해서는 알려진 것이 

없다.
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해조류와 더불어 주요 해양바이오매스인 chitin 분해미생물을 분리하기 위하여 해변에서 게 껍

질을 채집하여 해수와 함께 배양하였다. 배양액 중 여수에서 채취된 게 껍질 배양액을 marine 
agar 2216에 도말하여 총 8주의 개별 미생물을 순수분리하였다. 분리된 미생물의 분자동정을 

실시한 결과 16S rRNA 유전자 기준으로 3주는 Pseudoalteromonas shioyasakiensis와 100%, 4주는 

Vibrio neocaledonicus와 100%, 1주는 Prauserella aidingensis와 100% 유사도를 보였다. 분리미생

물을 colloidal chitin이 포함된 한천배지에서 배양하였을 때 Pal. shioyasakiensis와 100% 유사도

를 가지는 미생물만이 분해환을 형성하여 chitin 분해활성을 보였다. Pal. shioyasakiensis의 표준

균주는 태평양의 수심 2,100m 해저 퇴적물로부터 분리되었는데, 최초 보고시에 chitin 분해활성

에 대해서는 확인되지 않았다 (Matsuyama et al., 2014). 이후 갈대에 공생하는 미생물 중 표준

균주와 99.7% 유사도를 보이는 미생물이 chitinase를 비롯한 다양한 고분자물질 분해활성을 가

진다는 것과 (Mesa et al. 2015) 카스피해에서 분리된 균주로서 표준균주와 97.4% 유사도를 가

지는 균주가 여러 극한조건에 적응된 chitinase를 보유한다는 보고 (Makhdoumi et al., 2015) 등

을 통해 Pal. shioyasakiensis계통의 균주들이 chitin 분해활성을 가짐이 확인되었다.

결과적으로 분리균주는 chitinase 활성이 높은 것으로 알려진 Bacillus subterraneus보다 높은 활

성을 보이는 것으로 확인되었다 (그림 75).

[그림 75]. Chitinase activity measured using p-NP-GlcNAc as a model substrate. Bacillus 
subterraneus was used as a positive reference.

 
 (3) C1 화합물 이용 미생물 확보

한국 연안 및 심해로부터 채취된 8개 시료로부터 농후배양과정을 통해 총 65주의 혐기성 미생물

을 분리하였다. 분리된 미생물들의 부분 16S rRNA 유전자 염기서열 분석결과에 근거하여 (결과 

미제시) 신종 또는 유용성이 있다고 판단되는 12 균주를 선별하여 계통분류 및 특성분석을 실시
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하였다. 선별된 균주들의 유연관계는 [표 21]과 같다.

[표 21]. List of major anaerobic microbial strains from marine environments in this study with
closest neighbors. HA, MC and CL in the strain names indicate acetogen, (modified)
methanogen and reinforced clostridial medium used for isolation, respectively. All strains
except CLWD1 (thermophilic) are mesophilic.

선정된 균주들은 대부분 Clostridia강에 속하였으며 한 균주만이 Bacteroidia강에 속하는 것으로 동

정되었다. 위 표의 유연관계를 기준으로 하여 계통분석을 실시하였다. 계통분석을 실시하기 위하

여 대상균주들의 16S rRNA 유전자 염기서열 전체를 분석하였고 이를 이용하여 계통도를 작성하

였다 (그림 76).
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[그림 76]. Phylogenetic tree of isolated strains with closely related sequences and closest type strains. The 
tree was constructed by neighbour-joining method with Jukes-Cantor algorithm. Bootstrap value higher than 
50% calculated from 1,000 resamplings was described at each node. ★ Recovered from maximum likely 
hood and parsimony tree with higher than 70% bootstrap value, ● Recovered from maximum likely hood 
and parsimony tree, ○ Recovered from maximum likely hood tree.



- 107 -

메탄 생성세균 분리를 목적으로 하는 MC 또는 MM 배지로부터 분리된 균주는 총 16주였으며 이 

중 MCWD3, MCWD4, MCWD5, MCWD6 균주에 대한 특성 분석 결과 및 유사도가 높은 미생물

과의 비교 분석 결과는 다음과 같다.

동해 울릉분지 심해 퇴적토로부터 분리된 MCWD3 균주는 표준균주 중 Sporosalibacterium 
faouarense SOL3f37T (Rezgui et al., 2011)와 가장 높은 16S rRNA 상동성을 보이며 (92.8 %) 계통

분류학적, 생화학적 분석에 근거하여 신속 (new genus)으로 보고되었다 (Kim et al., 2016). 이 균

주는 인도네시아 연안의 해수온천 주변의 해초장에서 보고된 clone인 PKS3과 가장 높은 16S 
rRNA 유전자의 유사도 (97%, data from GenBank)를 보였으며 고염성 환경의 미생물 mat에서 보

고된 clone들과도 비교적 높은 유사도를 보였다 (Isenbarger  et al., 2008; Harris et al., 2013) [그림 

76]. 또한 MCWD3 균주의 유전체 (GenBank accession No. LOHE01000000)에서는 독립영양 

(autotrophic)에 쓰이는 Wood-Ljungdahl pathway의 효소들을 발현하는 operon과 formate 
dehydrogenase가 발견 되었다. 그러나 여러 번의 반복 실험 결과 이 균주는 H2+CO2를 이용하는 

독립영양 미생물이 아닌 것으로 나타났다. 또한 H2+CO2가 첨가된 배지에서 생성되는 acetate 농도

도 acetogen 균주들에 비해 매우 낮았다 (2.7 mM, [표 22]. 그러나 MCWD3 균주가 심해에서 분리

되었다는 점을 고려할 때, 고압 등의 다른 조건에서 탄소를 고정 할 수 있을지에 대해서는 더 많

은 연구가 필요하다.

[표 22]. Characteristics of the seven selected strains isolated from this study. The numbers in
parenthesis indicate concentrations of the products from medium containing 28 mM
glucose (or 0.2% peptone for MCWD4 strain).

경남 통영의 양식해초로부터 분리한 MCWD4 균주는 호열성 (55°C) 조건에서 분리 되었으며 표

준균주 중 Brassicibacter thermophilus cel2fT (Wang et al., 2015)와 가장 높은 16S rRNA 유전자 상
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동성 (98.7%)을 보였다. 그러나 이 균주는 35oC를 최적온도로 하는 중온성(mesophilic) 균주로서 

생리적으로는 근연종인 Brc. mesophilus BMT (Fang et al. ,2012)과 보다 가까울 것으로 생각된다. 
한편 MCWD4 균주는 3.7시간의 분열시간을 보여 비교적 빠른 성장속도를 보였으며 formate (1.8 
mM)와 acetate (5.1 mM)를 생산하였다 (표 22).

전라남도 무안군 만풍염전 퇴적토에서 분리된 MCWD5 균주는 Robinsoniella peoriensis PPC31T 
(Cotta et al., 2009)와 94.6%의 16S rRNA 유전자 상동성을 보였는데, 비배양 clone까지 확대해서 

검색할 경우에도 Rob. peoriensis PPC44 (Cotta et al., 2003)와 95.1%의 유사도를 보이는 것으로 나

타나 일반적인 자연환경에 흔하지 않은 균주인 것으로 판단된다 ([표 21] , [그림 76). MCWD5 균

주의 성장에는 포도당이 필수적이며 하얀 색의 중합체(polymer)를 세포 바깥으로 배출 하는 것이 

관찰 되었다. 중합체의 무게는 배지에 첨가된 포도당의 약 40% 정도로 계산되어 생체합성과 에

너지 대사에 이용되지 않는 대부분의 포도당이 중합체로 전환되는 것으로 추정된다. 

MCWD5 균주와 함께 분리된 MCWD6 균주는 표준균주 중 Clostridium methylpentosum DSM 5476T 
(Himelbloom and Canale-Parola, 1989)과 90.8%의 상당히 낮은 16S rRNA 유전자 상동성을 보였다. 
MC 배지에서 상당히 낮은 성장률과 biomass yield를 나타내었다. 이 균주의 상동성 탐색을 순수

분리가 되지 않은 미생물까지 확대 해 보면 cellulolytic microbial consortium에 속하는 M426 균주 

(Gao et al., 2014)와 100% 일치하는 것으로 나타나 cellulose의 분해와 이용여부가 앞으로 특성 분

석 연구에 참고가 될 수 있다고 사료된다.

AC (acetogen)배지로부터 분리된 균주는 45주였으며 이 중 HAWD1, HAWD2, HAWD3, HAWD4, 
HAWD5 균주를 대상으로 연구를 진행하였다. 

인천 북성포구 퇴적토에서 분리된 HAWD1 균주는 한국 강화도 갯벌에서 분리된 Clostridium 
aestuarii HY-45-18T (96.7%, Kim et al., 2007), C. ganghwense HY-42-06T (95.9%, Kim et al., 2006)
와 높은 16S rRNA 유전자 상동성을 보이며, New Zealand 갯벌에서 분리된 propanol 합성 균주 

Clostridium sp. 17cr1 (Janssen, 2004)과는 99.0%의 상동성을 보였다 ([표 21], [그림 76]). HAWD1 
균주는 doubling time이 1.2시간으로 성장속도가 매우 빠르며, 배지에 포도당이 첨가될 경우 

formate (4.4 mM), acetate (3.7 mM), butyrate (11.4 mM) 등을 비교적 높은 농도로 생산하는 것이 

확인되었다 (표 22). 이상의 결과로 볼 때 HAWD1 균주는 포도당 또는 아미노산으로부터 유기산

이나 알콜 생산에 이용될 수 있을 것으로 생각된다.

안산갈대습지공원에서 분리된 HAWD2 균주는 Clostridium sporosphaeroides DSM 1294T (Soriano 
and Soriano, 1948)와 가장 높은 16S rRNA 유전자 상동성 (90.8%)을 보이며 탄수화물과 peptone으
로부터 수소생산을 목적으로 하는 생물반응기에서 탐지된 SP 4-1 clone (Li et al., 2010)과는 99.0%
의 상동성을 가진다. 이 균주는 포도당이 기질로 주어질 경우 formate (20.5 mM), acetate (10.0 
mM), butyrate (7.2 mM) 등을 비교적 높은 농도로 생산하였다 (표 22). 한편, 포도당과 같은 유기물

이 제공되지 않는 전통적인 AC 배지에서는 매우 낮은 성장률과 biomass yield를 나타냈다.  
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HAWD3 균주는 제부도 갯벌에서 분리되었으며 Bacteroides thetaiotaomicron VPI-5482T (Distaso, 
1912)와 96.6% 상동성을 가진다. 최적성장온도를 38℃로 하는 HAWD3 균주는 포도당을 기질로 하

였을 때 propionate와 butyrate 사이에 위치하는 미확인된 화합물을 대량 생산하는 것으로 나타났다. 

영흥도 갯벌에서 분리 된 HAWD4 균주는 acetogen인 Acetobacterium fimetarium DSM 8238T 
(Kotsyurbenko et al., 1995)와 가장 높은 16S rRNA 유전자 상동성 (96.6%)을 보인다. 표준균주가 아닌 

경우에는 Alaska의 유정에서 검출된 Acetobacterium sp. clone D004011H19 (Pham et al., 2009)와 97.0% 
상동성을 보였다. Acetobacterium 속 균주들의 상동성이 매우 높다는 점을 고려하여 정밀 계통분석을 실

시하였을 때 HAWD4 균주는 Acetobacterium 속과는 구별되는 새로운 속일 가능성을 보였다 (그림 77).

[그림 77]. Phylogenetic position of the strain HAWD4.

HAWD4 균주는 H2+CO2보다는 CO (50%) 가스를 주된 성장기질로 이용하는 것으로 확인되었다 

(그림 78). 또한 이 균주는 원활한 성장을 위하여 Ca2+ ion을 요구하였으며 두 조건 모두에서 아

세트산을 생산하였다.

[그림 78]. Growth profile of strain HAWD4 under various head space conditions.
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순천만 갈대습지에서 분리된 HAWD5 균주는 acetogen으로 알려진 Terrisporobacter mayombei DSM 
6539T (Kane et al., 1991)와 99.5%의 높은 상동성을 나타냈으며 H2+CO2로부터 6.1 mM의 acetate
를 생산하였다.

CO (50%)로 head space를 충진한 AC 배지를 이용하여 시화호 퇴적물로부터 추가로 균주를 분리

하였다. 이들 균주 중 SHM24는 Clostridium ljungdahlii (99.6%), SHM18-5는 C. magnum (98.4%)과 

높은 16S rRNA 유전자 상동성을 보였다. 두 균주 모두 CO를 소모하면서 성장하는 한편 (그림 

79) 대사산물로 아세트산을 생성하는 것이 확인되었다. 아세트산 생산량은 각각 27 mM과 13 
mM 이었다.

[그림 79]. Growth of Clostridium sp. SHM24 and SHM18 with 50% CO gas. 

고농도의 유기물을 포함하는 RCM 배지로부터 분리된 균주는 acetogen인 Moorella thermoacetica 
DSM 521T (Fontaine et al., 1942)와 높은 16S rRNA 유전자 상동성 (99.7%)을 보였다. 이 균주는 

H2+CO2조건에서 비교적 높은 농도의 acetate를 생산하였는데 (7.4 mM) 이와 같은 유기산 생산 

조건에 대해서는 앞으로 더 많은 연구가 필요하다. 

안산갈대습지공원에서 분리된 CLWD3균주는 Acetone-Butanol-Ethanol (ABE) 발효를 하는 

Closritidum acetobutylicum ATCC 824T (McCoy et al., 1926)과 가장 높은 상동성 (96.7%)을 보였으

며 유기염소 화합물로 오염된 지하수로부터 분리된 Clostridium sp. BL-22 (Bowman et al., 2006)와
는 99.0%의 유사도를 보였다. 이상의 결과로 볼 때 CLWD3 균주는 유기염소화합물을 분해할 가

능성을 지니며, ABE 발효의 유무에 대해서는 추가 연구가 필요하다. 

본 연구를 통해 다양한 해양환경으로부터 시료를 확보하여 65주의 혐기성 미생물을 분리하였다. 
이들 미생물 중 16S rRNA 유전자 기준으로 신규성이 높은 11주를 선정하여 근연종을 포함한 계
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통분석, 성장률, 유기산 생산 능 등을 평가하였다. 이와 같은 결과를 보고된 균주와의 유연관계, 
유전체 해독이 진행 된 균주의 유전체 정보를 포함하여 해석함으로써 acetogen, ABE 발효세균, 
다당류 합성 세균, 유기물질 합성 세균 등을 직접적으로 확인 또는 간접적으로 예상 할 수 있었

다. 이것은 한국의 다양한 해양환경에 다양한 유용미생물이 서식하고 있는 것을 의미한다. 이 연

구를 통해 다양한 국내 미생물 자원을 확보하였으며, 미생물 분리 및 분석 기술들은 미래의 미생

물자원 수집, 확보, 응용 과정에 주요한 기반을 제공 해 줄 것으로 기대 된다.

2. 해양바이오매스 분해 당화효소 유전자원 확보 및 특성분석

가. 재료 및 방법

(1) 해양바이오매스 (해조류) 분해 미생물의 특성 분석

해조류 분해미생물인 Microbulbifer thermotolerans MEBiC11484를 포함한 균주들의 유전체를 해독하

기 위하여 균주들을 최적 조건에서 약 10 ml를 배양하였다. 배양된 균체를 원심분리기를 이용하여 

회수한 다음 Quiagen kit를 이용하여 genomic DNA를 추출하고 상용 kit를 이용하여 정제과정을 거

친 후 (주)천랩에 의뢰하여 유전체 해독을 실시하였다. 유전체 해독에는 최초에 Illumina사의 Miseq 
GA20이 사용되었으나 최종적으로는 PacBio system을 이용하여 유전체 해독을 완료하였다.

유전체 해독이 완료된 다음 (주)천랩에서 제공하는 CLGenomic browser를 이용하여 유전자 및 유전

자군의 정보를 확인하고 고분자 다당류 분해에 관여하는 유전자 및 유전자군을 검색하였다.

균주의 최적 생장 조건은 온도구배 배양기 (Advantec)를 이용하여 측정하였다. 최적온도의 경우 

8-70℃ 사이에서 총 12개의 다른 온도가 설정되도록 하였으며 염도의 경우에는 50℃에서 배양하

면서 0-10% NaCl 농도에서, pH는 4-10사이에서 biological buffer를 이용하여 pH를 조절하여 성장

도를 측정하였다 (Yang et al., 2016). 기질이용도는 Kim et al. (2014)에 따라 DNS 방법으로 측정

하였다. 자세한 과정은 아래 (2)에 기술된 바와 같다.
 

(2) 내열성 β-1,3-endoglucanase의 특성분석

내열성 당화효소는 유전체 해독이 수행된 Thermococcus sp. 12종에 대하여 BLAST search 과정을 

통해 예측된 유전자의 domain을 확인하는 방법으로 발굴하였다. 동일한 과정을 유전체 정보가 공

개된 Thermococcales 전체에 대하여 수행하였다. 발굴된 각각의 유전자원은 재조합 단백질로 생산

하기 위해 신호서열을 제외한 단백질 코딩 영역을 PCR (poymerase chain reaction) 방법으로 증폭

시켰으며, 증폭된 유전자들은 발현벡터 (expression vector)인 pET-24a(+) 혹은 pMal 등에 클로닝 

(cloning) 하였다. Escherichia coli DH5α와 E. coli BL21-RosettaTM (DE3) pLyS (Stratagene, La Jolla, 
CA) 균주는 재조합된 유전자의 복제와 과발현에 각각 사용하였다. 항생제가 들어있는 broth에서 
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OD600nm = 0.5~1 이 되도록 배양한 후 유전자의 과발현은 1mM IPTG (β-D-1-thiogalacto- 
pyranoside)에 유도되었으며, 재조합 단백질은 금속 친화성 크로마토그래피인 TALONTM metal 
affinity resin (BD Biosciences) 또는 vector에 fusion 되어 있는 단백질 (histidine tag, maltose binding 
protein 등)에 기반하여 이온 또는 친화성 크로마토그래피를 이용하여 정제하였다. 정제된 효소는 

SDS-PAGE (sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electro- phoresis)를 이용하여 확인하였다.

정제된 효소는 pNP(nitrophenyl)-acetate, pNP-glucopyranoside, pNP pNP-galacto- pyranoside, 
pNP-xylopyranoside 등 다양한 pNP-substrates에서 가수분해 활성을 확인하였다. 표준 반응 혼합물

은 최종 200ul 부피에 50mM sodium phosphate (pH 7.0), 1mM pNP-substrates 및 H2O을 포함하였

다. 반응 혼합액에 효소 0.5 ug을 투입하고 적정 온도에서 10분간 반응하였다. 유리된 nitrophenol
의 흡광도를 405nm에서 Asys UVM 340 microplate reader (Biochrom, UK)를 이용하여 가수분해능

을 확인하였다.  

CMC, Laminarin, xylan, mannan 등 다양한 다당류에서 가수분해 활성을 확인하였다. 표준 반응 혼

합물은 최종 200ul 부피에 50mM sodium phosphate (pH 7.0), 1mM pNP-substrates 및 H2O을 포함하

였다. 반응 혼합액에 효소 2 ug을 투입하고 적정 온도에서 10분간 반응하였고 800ul의 0.1% DNS 
(dinitrosalicylic acid)를 첨가하여 반응을 정지시켰다. 반응혼합액을 5분 동안 100도에서 반응하였다. 
UV-2600 spectrophotometer를 사용하여 540nm에서 흡광도를 이용하여 가수분해능을 확인하였다.   

올리고당 및 다당류에 대한 가수분해 활성을 확인하기 위하여, 셀로올리고사카라이드 (2-6단위

체), 라미나리올리고사카라이드 (2-6단량체), 및 라미나린을 사용하여 TLC (thin-layer 
chromatography)를 통하여 분석하였다. 반응혼합액은 50mM sodium phosphate (pH 7.0), 1mM 
pNP-substrates 및 H2O을 포함하였다. 반응 혼합액에 효소 1 ug을 포함하였다. 반응물은 실리카 겔 

60 F254 (Merck, Darmstadt, German) 및 부탄올:아세트산:물 (2:1:1)을 사용하여 박막 크로마토그래

피 (TLC)로 분석하였다. 플레이트를 후드에서 건조하고, 메탄올에서 0.03% N-(1-나프틸)-에틸렌디

아민 및 5% H2SO4 로 염색하였다. 플레이트를 후드에서 10분 동안 110 °C 에서 항온 배양한 다

음 관찰하였다.

나. 결과 및 고찰  

(1) 해양바이오매스 (해조류) 분해 미생물의 특성 분석

해양바이오매스 분해 균주로 분리된 미생물 중 다시마 분해에 핵심적인 역할을 하는 TAD-10 균

주를 해양․극한미생물은행에 기탁하여 기탁번호로 MEBiC11484번을 부여받았다. Microbulbifer 
thermotolerans MEBiC11484 균주의 다시마 분해와 관련된 유전자들을 파악하고 함께 분리된 균주

들의 역할을 규명하기 위하여 유전체 해독과 공배양을 통해 다양한 고분자물질 분해 여부를 확

인하고자 하였다.
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유전체 해독 결과 M. thermotolerans MEBiC11484 균주는 4,144,902 base pair의 genome size에 

3,727개의 ORF를 coding하며, GC ratio는 55.2 mol%였다. 또한 alginate 분해에 관여하는 gene 
cluster (그림 80), chitinase, agarase 등의 고분자물질 분해 효소의 유전자가 예측되었다.

[그림 80]. Graphical genome map (Left) and alginate lyase gene cluster (Right) of M. thermotolerans 
MEBiC11484.

Gradient Incubator (Advantec)를 이용하여 MEBiC11484 strain의 최적 생장 조건을 분석하였다. 균주

는 22-62℃, 2-6% NaCl, pH 5.5-8 범위에서 성장을 보였다. 최고 흡광도를 기준으로 하였을 때 

MEBiC11484는 40℃, pH 6.0, NaCl 농도 3-4%일 때 최적 성장을 보였다. 그러나 specific growth 
rate을 기준으로 할 경우에는 52-57℃ 사이에서 골고루 빠른 성장을 보였다.

DNS 방법을 이용하여 MEBiC11484 strain의 다시마 분해 결과로 생산되는 단당을 정량하고자 하

였다. 균주를 다시마 조각과 함께 배양하면 흡광도가 증가함으로써 다시마가 분해됨을 간접적으

로 시사하였다 (그림 81 좌측). 그러나 동일 시료에서 단당을 측정할 때에는 초기에 비해 당 농도

가 감소하는 것으로 나타나 (그림 81) 균주 배양 과정 중 해초biomass를 분해하면서 생산되는 당

은 균주의 성장에 사용되는 것으로 추정되었다. 이에 대해서는 추가 연구가 요구된다.

개별 다당류의 분해 여부를 DNS 방법으로 확인하였다. Caenispirillum salinarum 11482 균주는 고

분자 물질 중 laminarin의 경우에만 분해력을 보였으며 저분자인 cellobiose도 잘 분해하였다 (그림 

82 왼쪽 그림). 반면 M. thermotolerans MEBiC11484 균주는 laminarin 외에 xylan에 대해서도 분해

력을 보였으나 cellobiose 분해력은 상대적으로 약하게 나타났다. 또한 agar, alginate, chitin의 경우

에는 환원당을 생성하지는 못 하는 것으로 나타났으나 배양액의 성상에 변화가 나타나는 것으로 

볼 때 이들 기질에 대해 부분적인 분해가 진행되는 것으로 추정된다 (그림 82 오른 쪽 사진).
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[그림 81]. Growth and production of reducing sugar by M. thermotolerans MEBiC11484 with 
dried kelp plate in seawater.

[그림 82]. Degradation assay for 2 isolated strains against several polysaccharides.

함께 분리된 Bacillus aeolius MEBiC11480, Caenispirillum salinarum MEBiC11482와의 공조에 의한 

다당류 분해능 분석을 실시하였다. DNS assay 방법으로는 대사 공조에 대해 뚜렷한 결론을 내리

기 어려웠으나 laminarin의 경우 1일차에만 발색이 되는 점과 xylan의 경우 3일차에는 발색 정도가 

줄어드는 반면 7일차에 다시 발색 정도가 증가하는 한편 3-7일차에 발색되는 조건들이 증가하는 

것으로 볼 때 생성되는 당의 소비속도가 laminarin의 경우에는 매우 빠르게 진행되며 xylan의 경우 

순차적 반응에 의한 고분자 다당류의 분해과정이 진행되는 것으로 파악할 수 있다 (그림 83).
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[그림 83]. Degradation assay for combination of isolated strains against several 
polysaccharides.

(2) 내열성 β-1,3-endoglucanase의 특성분석

(가) 내열성 당화효소 유전자원 탐색 및 확보

“해양․극한생물 분자유전체 연구단” 사업을 통해 유전체 해독이 수행된 12종의 써모코커스 종 

(Thermococcus species)의 비교유전체 분석을 수행하였으며 그 결과 3종 (T. pacificus, T. 
waiotapuensis, T. guaymasensis)으로부터 섬유소 (cellulose), 라미나린 (laminarin), 한천 (agar) 대사에 

관여할 것으로 예측되는 새로운 glycosides hydrolase gene cluster를 발굴하였다 (그림 84).

[그림 84]. Novel glycoside hydrolase gene cluster identified from genomes of Thermococcus spp.
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Organisms

β-1,4-endoglucanase β-1,4-endoglucanase
β-1,3-endo
glucanase β-agarase β-mannosid

ase β-xylosidase
GH5 

family
GH12 
family

Domain of 
unknown

GH1 
family

GH4 
family

Pyrococcus genus (published data)

P. furiosus PF_0854 PF_0073, 
0442 PF_0076 PF_1208

P. horikoshii PH_1171 PF_0366 PH_0501
P. abyssi PAB_0632 PAB_2376 PAB_1740
P. sp. ST04 Py04_178
Thermococcus genus (published data)
T. onnurineus

T. kodakarensis TK_1827, 
1761 TK_1827

T. barophilus TERMP_0
0966

TERMP_
00967

T. siniricus TSIB_0326
, 0327, 0328

TSIB_0334 TSIB_0321 TSIB_0325

T. sp. AM4 TAM4_1337
T. sp. Gi1914799
Thermococcus genus (unpublished data)
T. aegaeus AGG_1091
T. sp. CH5 CH5_1434 CH5_1435
T. celericrescens CRE_1915 CRE_1913
T. fumicolans FUM_1490
T. guaymasensis GUA_0584 GUA_0575 GUA_0589 GUA_0585

T. litoralis LIT_0402, 
0463

T. marinus MAR_0074

T. pacificus PAC_1356, 
1357

PAC1364, 
1036, 1045 PAC_1350 PAC_1354

T. profundus
T. barossii RAD_0405 RAD_0178
T. stetteri

T. waiotapuensis WAI_1797 WAI_0877, 
1785

WAI_1790 WAI_1795

[표 23]. Novel glycoside hydrolases from public genomic information of strains affiliated with Thermococcales.

위 정보에 더하여 공개된 유전체 정보 및 초고온 고세균의 유전체 해독 결과로부터 내열성 당화

효소 유전자원 49종을 탐색하였으며, 이 중 25종을 클로닝을 통하여 확보하였다 [표 23].

(나) 내열성 당화효소 특성분석

내열성 당화효소 유전자원 25종에 대하여 재조합 단백질을 제작하였으며, 그 중 soluble form으로 

발현된 9종의 단백질에 대하여 정제를 완료하고 ([그림 85]좌측) 다양한 다당류 (avicel, CMC, 
xylan, laminarin, mannan 등, [그림 85] 중간) 및 pNP-substrates (acetate, glucopyranoside, 
xylopyranoside 등, [그림 85] 우측)에서 당화활성을 검증하였다. 대상이 된 9종의 효소 중 6종이 
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laminarin에 대해 활성을 보였으며 이 중 T. pacificus 유래 PAC0164는 다양한 model 기질에 대해

서도 분해능을 보였다. 이에 따라 이 효소를 Tpa-glu로 명명하고 추가 연구를 진행하였다. 또한 

laminarin 분해력이 뛰어난 GUA0589에 대해서도 추가 연구를 진행하였다.

[그림 85]. Purification and activity assay of β-glucan hydrolase enzymes from Thermococcales.

초고온 고세균 T. pacificus로부터 유래된 내열성 β-glucosidase (Tpa-glu)는 Pyrococcus furiosus의 

β-glucosidase와 77% 상동성을 나타내었으며, 구조기반의 alignment 분석을 통하여 α-helix 12와 

β-strand 9 사이에 12개 아미노산으로 구성된 루프(loop)가 삽입되어 있음을 확인하였다 (그림 86)

[그림 86]. Analysis of the sequence of thermostable β-glucosidase (Tpa-glu) from Thermococcus 
pacificus.

Laminarin을 기질로 하여 GUA00589, PAC01350의 최적활성 조건을 분석하였다. PAC01350의 경

우, 80도와 pH 5.0에서 최적 활성을 나타내었고, GUA00585의 경우, 75도와 pH 6.5에서 최적 활성

을 나타내었다 (그림 87).  
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[그림 87]. Optimum conditions (temperature and pH) of thermostable β-glucosidases obtained from T. 
pacificus and T. guaymaensis against laminarin.

TLC 분석을 통하여 Tpa-glu는 cellobiose 보다는 laminaribiose에 대하여 exo-hydrolyzing 활성을 나

타내었으며, 다양한 길이의 oligosaccharides에 대하여 활성을 나타내는 것을 확인할 수 있었다. 특

이하게도, 다당류인 laminarin에 대해서도 반응시간에 의존적으로 exo-hydrolyzing 활성을 나타냄을 

확인할 수 있었다 (그림 88).

[그림 88]. Hydrolyzing activity of Tpa-glu against various oligosaccharides and laminarin.

T. pacificus, T. waiotapuensis, T. guaymasensis 등의 균주는 기질로 CMC (cariboxy-methyl cellulose), 
lainarin, agarose 뿐만 아니라, 녹조류, 홍조류, 갈조류의 biomass를 이용해서 성장함과 동시에 수소

를 생산하는 것을 확인할 수 있었다 (그림 89).
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[그림 90]. Growth and production of hydrogen by T. pacificus, T. waiotapuensis, T. guaymasensis with 
various of carbohydrates (left) and macro alge (right).

3. 해양극한 미생물 기반 바이오화학소재 생산 플랫폼 구축

가. C1물질 기반 대사회로 분석 및 발굴

(1) Thermococcus onnurineus NA1의 Mfh2 hydrogenase 유전자군이 코딩하는 단백질 복합체의 기능 규명

Thermococcus onnurineus NA1 균주는 2002년 남태평양 파푸아뉴기니 해역의 1650m 아래, 
마그마에 의해 뜨거워진 바닷물이 뿜어져 나오는 열수구 근처에서 채집되었다. 분류상 고

세균 (archaea)에 속하며 ‘써모코커스’의 ‘써모-’라는 이름에서 알 수 있듯이 80℃ 이상의 고

온에서 서식하는 초고온성 미생물이다. 유전체 및 오믹스 연구를 통해 NA1 고세균이 개미

산 (formate)을 기질로 이용하여 수소를 생성하고 에너지를 생산하여 증식하는 것을 세계최

초로 확인하여 학계에 보고하였다. 이전 까지 이는 열역학 법칙에 위배되는 현상으로 인식

되어 왔으나, NA1 고세균의 경우 80°C 이상의 고온에서 성장하며 개미산을 세포내로 전달

하는 개미산 운반체 (formate transporter)와 개미산 탈수소화효소 (formate dehydrogenase), 수

소화효소 (hydrogenase)를 가지고 있어서 이것이 가능함을 실험적으로 규명하였으며, 예측 

가능한 에너지대사 모델을 제시하였다. NA1 고세균의 에너지 대사 모델의 결과 개미산을 

이용한 바이오수소 생산과정에 의해 양성자구배력 (proton motive force)이 세포막 바깥부분

에 형성되고, 이를 나트륨/양성자 역수용체 (Na+/H+ antiporter)가 나트륨 이온구배 (sodium 
gradient)로 변환시켜주어 최종적으로 ATP (생체에너지)를 생성할 것으로 예상하였다. 이는 

자연계에서 매우 희귀한 현상으로서 지구상의 대부분의 생명체는 ATP 생성에 양성자 (H+)
를 사용하고 있다. 

본 연구에서는 2010년 Nature지에 보고된 선행 논문의 내용 중 모델로 제시한 에너지 대사

기작의 전 과정을 실험적으로 증명하였으며, 특히 나트륨/양성자 역수용체에 의해 양성자가 
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나트륨이온으로 전환되고, 전환된 나트륨이온이 실질적으로 ATP 생성에 사용됨을 실험적으

로 증명하였으며, 연구의 내용은 다음과 같다.

완충용액에 농축한 NA1 고세균에 기질인 개미산을 투여하여 반응의 산물인 수소와 ATP의 

생성여부를 관찰하였다. 이때 나트륨을 넣어준 조건과 그렇지 않은 조건을 비교하여 ATP 
생성에 나트륨이온이 필요함을 확인하였다. 또한 나트륨이온 특이적 ATP 생성에 나트륨/양
성자 역수용체가 작용함을 저해제를 사용하여 간접적으로 확인하였다 (그림 91).

[그림 91]. 나트륨이온 특이적 ATP 생성.

나트륨/양성자 역수용체가 ATP 생성에 참여하는지를 직접적으로 확인하기 위해 나트륨/양성

자 역수용체가 제거된 돌연변이체를 제작하여 ATP 생성 여부를 확인하여 보았다. 개미산 에

너지 대사에 참여하는 나트륨/양성자 역수용체는 모두 7개의 유전자로 구성되어 있으며 각각 

mnh2A-G로 명명되었다. 나트륨/양성자 역수용체 변이체는 모두 3종이 제작되었다 (표 24). 
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Strain Genotype Reference 

NA1  wild-type Sims*  (53) 

Δfdh2  NA1 Δfdh2::hmg Simr*  This study 

Δmfh2  NA1 Δmfh2::hmg Simr  (5) 

Δmnh2-1  NA1 Δmnh2ABCDEFG::hmg Simr  This study 

Δmnh2-2  NA1 Δmnh2ABCD::hmg Simr  This study 

Δmnh2-3  NA1 Δmnh2G::hmg Simr  This study 

*Sims, simvastatin sensitive and Simr, simvastatin resistant. 

[표 24]. T.onnurineus NA1 wild type and mutant strains used in this study

완충용액에 각각의 돌연변이체를 농축하여 ATP 생성을 측정한 결과 모든 돌연변이체에서 

APT 생성이 불가능함을 확인하였으며, 그 결과 나트륨/양성자 역수용체가 ATP 생성에 참

여함을 직접적으로 확인 할 수 있었다 (그림 92). 

나트륨/양성자 역수용체가 ATP 생성에 참여하는지를 직접적으로 확인하기 위해 나트륨/양
성자 역수용체가 제거된 돌연변이체를 제작하여 ATP 생성 여부를 확인하여 보았다. 개미산 

에너지 대사에 참여하는 나트륨/양성자 역수용체는 모두 7개의 유전자로 구성되어 있으며 

각각 mnh2A-G로 명명되었다. 나트륨/양성자 역수용체 변이체는 모두 3종이 제작되었다 (표 

1). 완충용액에 각각의 돌연변이체를 농축하여 ATP 생성을 측정한 결과 모든 돌연변이체에

서 APT 생성이 불가능함을 확인하였으며, 그 결과 나트륨/양성자 역수용체가 ATP 생성에 

참여함을 직접적으로 확인 할 수 있었다 (그림 92). 
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[그림 92]. NA1 균주 나트륨/양성자 역수용체 돌연이체의 개미산 에너지
대사 특성 a, 세포성장곡선; b, ATP 합성; c, 바이오수소 생산성. T. 
onnurinues NA1 wild-type (●), Δfdh2 (○), Δmfh2 (▼), Δmnh2-1 (△).

개미산 에너지대사 과정에서 1차적으로 양성자구배가 생성될 것으로 예상되어 이를 형광시

약인 ACMA (9-amino-6-chloro-2-methoxy acridine)와 막단백질 집합체로 이루어지 소낭을 이

용하여 세포막 바깥쪽에 양성자의 농도가 증가하는 양성자구배 현상을 관찰하였다 (그림 

93). 그 결과 개미산에 의해 양성자구배가 생성되고 나트륨이온에 의해 다시 해소되는 현상

을 관찰 할 수 있었다. 이는 나트륨/양성자 역수용체에 의해 양성자구배가 나트륨이온구배

로 대체됨을 의미하는 것이다.

전 실험에서 확인한 양성자와 나트륨이온의 전환 및 나트륨이온구배 형성을 보다 명확히 

하기 위해 나트륨이온의 방사성동위원소인 22Na+를 사용하여 소낭내 나트륨이온의 축적을 

실험적으로 관찰하였다 (그림 94). 그 결과 개미산 에너지대사에 의해 세포막을 통과하여 

소낭내 나트륨이온이 증가하는 것을 관찰 하였으며, 다양한 종류의 저해제에 의해 나트륨

이온의 이동이 저해됨을 관찰할 수 있었다. 
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[그림 93]. 개미산 에너지대사에 의한 양성자구배력의 형성.

[그림 94]. 개미산 에너지대사에 의한 나트륨이온의 막투과이동. a, 나트륨이온의 소낭
내 농도변화; 50 mM 칼륨개미산 (●), 대조군 (○), 50 mM 칼륨개미산+100 µM TCS 
(▲), 50 mM 칼륨개미산+50 µM ETH2120 (■). b, 저해제에의한 효과; 50 mM 칼륨개미
산 (●), 대조군 (○), 1 mM CuCl2 (■), 10 µM DCCD (▲), and 100 µM DES (▼).
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생체에너지인 ATP 생합성을 하는 ATP synthase (ATP 생합성효소)가 나트륨이온 특이적으로 

ATP 생합성을 하는지 살펴보았다. 이를 위해 가역적인 효소특성을 이용하였으며, ATP를 기

질로 사용한 경우 역시 소낭 내부로 22Na+가 이동하여 그 농도가 증가함을 확인할 수 있었

다 (그림 95). 이로써 개미산 에너지대사의 전체 기작인, ‘개미산 산화-수소생성-양성자구배

력-나트륨/양성자 역수용체에 의한 나트륨구배로의 치환-ATP 생합성’ 과정을 증명하였다.

이전 연구에서 모델로 제시되었던 개미산 에너지대사 기작을 각 단계별로 실험적으로 확인

함으로써 전체 기작을 완성하였다. 이를 통해 NA1 균주의 개미산을 이용한 바이오수소생

산 및 ATP 합성의 전반적인 과정을 보다 정확하게 고찰할 수 있었으며, 나트륨이온 특이적

인 ATP 생합성과정을 증명하였다.

[그림 95]. ATP 가수분해효소에 의한 나트륨이온의 막투과이동. a, 나트륨이온의 소낭
내 농도변화; 5 mM 칼륨ATP (●), 대조군 (○), 5 mM 칼륨ATP+100 µM TCS (▲), 5 
mM 칼륨ATP+50 µM ETH2120 (■). b, 저해제에의한 효과; 5 mM 칼륨ATP (●), 대조
군 (○), 500 µM DCCD (▲), and 100 µM DES (▼).
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(2) CO2와 H2로부터 개미산을 생산하는 효소군 발굴

(가) Thermoanaerobacter kivui 균주의 de novo genome sequencing

H2를 electron donor로 사용하여 CO2를 개미산 (formate)로 전환 가능한 균주를 확보하기 위

해 Thermoanaerobacter kivui 균주의 de novo genome sequencing 수행하여 개미산 생산이 가

능한 유전자 군이 존재하는지 확인해 보았다. 이를 위해, 차세대 염기서열 분석 방법 중 하

나인 Single Molecular Real Time (SMRT) system (Pacific Biosciences)을 이용하여 T. kivui 균

주의 유전체 분석을 수행하였다. 유전체 분석 결과, T. kivui 균주의 유전체 크기는 약 2.4 
Mb, GC content는 35%로써 이미 유전체 염기서열 분석이 완료된 14종의 
Thermoanaerobacter 종들과 유사한 유전체 크기와 GC contents를 보는 것을 확인 할 수 있

었다 (그림 96).

[그림 96]. T. kivui 균주의 유전체 지도

(나) Hydrogen-Dependent Carbon dioxide Reductase (HDCR) cluster 탐색

Acetobacterium woodii의 유전체 서열을 이용하여 T. kivui 유전체에서 이산화탄소와 수소를 

이용하여 개미산을 만드는 Hydrogen-Dependent Carbon dioxide Reductase (HDCR) cluster의 

존재를 확인할 수 있었다 (그림 97). 
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[그림 97]. Hydrogen-Dependent Carbon dioxide Reductase (HDCR)의 기능 

  

HDCR cluster에 속하는 유전자의 아미노산 서열의 in silico 분석을 실시한 결과 30-65% 이

상 유사도를 보이는 것으로 확인되었으며, T. kivui 유전체와 A. woodii의 유전체를 비교 분

석한 결과 T. kivui의 HDCR cluster는 A. woodii의 HDCR cluster와는 달리 이산화탄소로부터 

개미산을 만드는 formate dehydrogenase F1 (fdhF1)과 수소로부터 전자를 전달하는 

hydrogenase (hycB1) 유전자가 결여되어 있는 특징을 확인할 수 있었다 [표 25].

Gene Function
A.� woodii�

(bp)

T.� kivui�

(bp)

Amino� acid�

identity� � �

(%)

fdhF1 Formate� dehydrogenase� F1 2,175 - -

fdhF2 Formate� dehydrogenase� F2 2,169 2,232 43.67

hycB1 Electron� transfer� protein� specific� for�

FdhF1
534 - -

hycB2 Electron� transfer� protein� specific� for�

FdhF2
531 555 40.64

hycB3 Electron� output� module� for� HydA2 561 633 50.26

hydA2 Electron� transfer� protein 1,380 1,386 65.49

fdhD Formate� dehydrogenase� accessory�

protein
783 837 32.61

[표 25]. Acetobacterium woodii와 Thermoanaerobacter kivui의 HDCR의 아미노산 서열 비교

(다) Thermococcus onnurineus NA1에 이종유전자 삽입 및 발현 

T. kivui의 HDCR 유전자 cluster를 T. onnurineus NA1에 삽입하기 위하여 pUC118 vecter에 

HDCR 유전자를 삽입하여 재조합 플라스미드를 제작함. 제작된 재조합 플라스미드는 
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One-step Sequence-and Ligation-Independent Cloning (SLIC) 방법을 이용하여 formate 
dehydrogenase 1, 2, 3 (fdh123) 유전자가 결여된 T. onnurineus NA1에 삽입하였으며 (그림 

98), 제작된 재조합 strain을 T. onnurineus KCI이라 명명하였다.

[그림 98]. Thermococcus onnurineus NA1에 이종유전자 삽입

    

(라) 개미산 생성능 확인 

T. onnurineus KCI으로부터 개미산이 생성되는지 확인하기 위하여 resting cell을 제작하여 테

스트 하였다. 제작된 resting cell은 H2/CO2 또는 N2/CO2 (80:20)가스로 headspace를 치환 후 8
0℃와 65℃에서 1시간 동안 반응하였다. 개미산 생성 정도를 HPLC를 이용하여 확인한 결과, 
H2/CO2, 65℃조건에서 약 3.5 mM의 개미산이 생성되는 것을 확인 할 수 있었다 [표 26].

Incubation� � �

temp.� (℃)

T.� onnurineus�

strain
Gas� (80:20)

Incubation� � � time�

(hr)

Formate�

(mM)

65

NA1� Δfdh123

H
2
/CO

2

0 -

1 -

N
2
/CO

2

0 -

1 -

KCI

H
2
/CO

2

0 0.38

1 3.49

N
2
/CO

2

0 -

1 -

80

NA1� Δfdh123

H
2
/CO

2

0 -

1 -

N
2
/CO

2

0 -

1 -

KCI

H
2
/CO

2

0 -

1 -

N
2
/CO

2

0 -

1 -

[표 26]. 다양한 조건에서 T. onnurineus KCI의 개미산 생산 확인
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   (3) Carbonic anhydrase (CA)를 이용한 CO2 저감 기술 개발

화석연료의 과도한 사용과 다양한 산업으로부터 생산되는 이산화탄소(CO2)에 의해 야기되

는 지구온난화 등의 환경문제가 대두됨에 따라 CO2를 줄이기 위한 노력이 다방면에서 진

행되고 있다. 이를 위해 친환경적인 미생물의 효소반응을 이용하여 온실가스인 CO₂의 생

물학적 저감과 반응생성물의 형성에 대한 연구를 진행하였다. Carbonic anhydrase (CA)는 아

연을 포함하고 있는 효소로써 이산화탄소의 가역적 수화 과정에서 중요한 촉매 역할을 하

는 것으로 알려져 있다. Carbonic anhydrase(CA)는 CO2의 수화(hydration)를 촉진시켜 중탄산

염(HCO3
⁻)과 프로톤으로 전환시키는 반응과 이 반응의 역 반응에 관여하는 촉매이다. 초고

온성 고세균 T. onnurineus NA1에서의 CA의 발현을 위해 총 3종(Acetobacterium woodii, 
Sulfolobus solfataricus, Metallosphaera sedula)의 이종유래 CA유전자를 도입하여 재조합체를 

제작하였다. 각각의 T. onnurineus NA1 재조합균주에서의 CA활성을 확인하고, 칼슘이온의 

추가를 통해 CA 활성에 의한 CO2의 침전형태(CaCO3)로의 전환을 측정하였다.

(가) 고온에서 Carbonic anhydrase 활성을 갖는 균주 검색

Carbonic anhydrase 효소는 CO2의 hydration에 의해 bicarbonate (HCO3
⁻)와 proton (H⁺)으로의 

반응을 촉매하고, 이러한 반응의 역반응에도 관여하는 효소로 알려져 CO2 저감 연구 대상

으로, 기존에 발표된 논문에 기초하여 고온 환경에서 CA활성을 가진다고 보고된 

Acetobacterium woodii, Sulfolobus solfataricus, Metallosphera sedula 균주들로부터 4종의 CA를 

선정하였다 (그림 99). 

[그림 99]. Carbonic anhydrase 유전자를 도입하기 위해 활성이 잘 알려진 균주 선정.
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(나) CA 유전자의 heterologous gene expression

선정된 4종의 CA 유전자를 초고온성 고세균 T. onnurineus NA1에 도입하고자 vector를 제작

하였다 (그림 100). 이를 위해, T. onnurineus NA1에서의 아미노산 생성 시 자주 사용하는 

codon으로 이종유래 유전자의 서열을 최적화 한 뒤 유전자합성을 하였으며, 발현된 CA단백

질의 분리를 위해 C'-말단에 His-tag (18염기) 유전자를 합성하였다. T. onnurineus NA1 
(PUC-118 vector) 과 E. coli (pET-24a) 에 각각 발현시킬 벡터를 제작하였다. SLIC기법을 이

용하여 합성된 CA유전자를 PUC118벡터에 삽입하여 T. onnurineus NA1 발현을 위한 벡터 

제작 하였으며, SLIC기법을 이용하여 합성된 CA유전자를 pET24a 벡터에 삽입하여 E. coli 
발현을 위한 벡터를 제작하였다. E. coli 로의 형질전환을 진행 한 후 E. coli에서 플라스미

드를 추출 한 후, 제한효소를 이 용하여 벡터 제작 여부를 확인 하였다.

[그림 100]. Heterogous gene expression을 위한 vector 제작

            
    

나. Genetic tool box 개발

본 연구에서는 모델 균주의 gene deletion, heterologous gene insertion, gene overexpression을 

위하여 요구되는 마커, strong promoter, episomal vector를 발굴하고 시스템을 구축하는 연구

를 수행하여 이후의 연구에서 유전자 조작을 원활히 할 수 있도록 하였다.
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(1) 마커 발굴 및 개발

(가) Uracil- and 5FOA-based counter selection

야생형 T. onnurineus NA1으로부터 ΔpyrF strain을 제작하고 PCR 방법을 통하여 유전자가 

결여되었음을 확인하였다. 야생형과 돌연변이 균주를 uracil을 포함한 또는 포함하지 않은 

defined medium (MM1-AA, MM1-AA-Mal) 에서 성장을 테스트한 결과, 야생형은 uracil 존재

여부에 상관없이 성장한 반면에, 돌연변이는 uracil이 포함된 배지에서만 성장하는 uracil 
auxotroph 성장을 확인할 수 있었다. (그림 101). 

[그림 101]. ΔpyrF strain 제작 및 uracil auxotroph test

야생형의 5-FOA sensitivity를 테스트한 결과, 100 μM에서 성장이 저해됨을 확인하였으며, 추후, 
ΔpyrF strain을 host 균주로 하는 마커 시스템이 작동하는지를 테스트할 예정이다 (그림 102).
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[그림 102]. Uracil- and 5FOA-based counter selection system

(나) 6MP-based counter selection

야생형의 T. onnurineus NA1으로부터 ΔTON_0601 strain을 제작하고 PCR 방법을 통하여 유

전자가 결여되었음을 확인하였다 (그림 103). 

[그림 103]. ΔTON_0601 strain 제작

야생형 균주의 6MP에 대한 민감도를 측정한 결과 500 μM에서 성장이 저해됨을 확인할 수 

있었다 (그림 104). 
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[그림 104]. 야생형 균주의 6MP에 대한 민감도 테스트

ΔTON_0601 strain을 host로 마커 시스템이 작동하는지를 테스트하기 위하여 ΔTON_0601;Δ
TON_0231, ΔTON_0601;ΔpyrF strain construction을 시도하였으며 (그림 105), transformation 
결과 single crossover event에 의하여 genome에 integration 되었음을 확인하였다. Double 
crossover event를 위해 6MP 배지에서 screening 진행 하였다 (그림 106).

 

[그림 105]. 6MP-based counter selection system

[그림 106]. PCR을 통한 genome integration 확인
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(다) Agmatine-based positive selection

야생형 T. onnurineus NA1으로부터 ΔTON_1323 strain을 제작하고 PCR 방법을 통하여 유전자

가 결여되었음을 확인하였으며, agmatine auxotroph 성장을 확인하는데 성공하였다 (그림 107).

 

[그림 107]. ΔTON_1323 strain 제작 및 agmatine auxotroph test
 

ΔTON_1323 strain을 host 균주로 하는 마커 시스템이 작동하는지를 테스트하기 위하여 Δ

TON_1323; ΔTON_0601, ΔTON_1323; ΔTON_0231 strain construction을 시도하였다 (그림 

108). 각각의 재조합 DNA를 construction 하고 ΔTON_1323 strain에 transformation 하였으며, 
PCR 방법을 통하여 single crossover homologous recombination에 의하여 genome에 integration 
되었음을 확인할 수 있었으며 이로써, 마커로써 사용이 가능함이 확인되었고, Agmaine을 

활용한 돌연변이 제작 기법 확립에 성공하였다 (그림 109).

 

 [그림 108]. agmatine-based positive selection system
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[그림 109]. PCR을 통한 genome integration 확인

(2) Strong promotor 발굴 및 개발

T. onnurineus NA1의 RNA-seq 분석을 통하여 높게 발현되는 상위 20개 유전자를 선별하였

으며, Microarray와 proteome 데이타와 비교 분석을 통하여 TON_0510, TON_0157, 
TON_0413 등 3종의 strong promoter를 발굴하였다 [표 27].   

Rank Locus_ tag Annotation FPKM value
1 TON_0868 superoxide reductase 50926.0
2 TON_0510 hypothetical protein 30811.9
3 TON_0544 alcohol dehydrogenase 30770.2
4 TON_1564 4Fe-4S binding protein 30277.6
5 TON_1573 formate transporter 26101.1
6 TON_0847 alkyl hydroperoxide reductase subunit c 26024.7
7 TON_0829 peroxiredoxin 24470.3
8 TON_1563 formate dehydrogenase subunit alpha 21601.5
9 TON_0157 glutamate dehydrogenase 20969.4

10 TON_0594 sugar binding protein 14619.1
11 TON_0747 hypothetical protein 13634.5
12 TON_0413 S-layer protein 11037.7
13 TON_1510 transcriptional regulator 9162.2
14 TON_0659 sugar-phosphate nucleotidyltransferase 7654.8
15 TON_0867 rubredoxin 6857.6
16 TON_0234 hypothetical protein 6842.7
17 TON_1426 proteasome subunit beta 2 6192.5
18 TON_0577 hypothetical protein 5957.1
19 TON_1058 membrane protease subunit 5648.4
20 TON_0866 rubrerythrin 5351.2

[표 27]. The list of the 20 most highly expressed genes identified from RNA-seq
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(3) Episomal vector 확보 

T. kodakarensis에서 사용하고 있는 expression vector system을 도입하여 NA1에 transformation 
시킨 결과, episomal vector로써 working 한다는 사실을 확인할 수 있었다 (그림 110).   

[그림 110]. pRPEX vector map and transformant

(4) 거대유전자 삽입가능 vector system의 개발

(가) NA1 균주에 적용 가능한 modified Fosmid vector 설계 

NA1에 적용가능한 BAC vector의 개발에 실패하여 차선책으로 최대 60 kb 크기의 거대 

DNA 삽입이 가능한 Fosmid vector를 변형하여 수소생산 균주인 초고온성 고세균 NA1 균주

에 적용 가능한 modified Fosmid vector를 개발하고자 하였다. Fosmid vector는 E. coli 숙주

에서 copy number의 증폭이 가능한 pCC1FOS로 선정하였으며, NA1 균주에 적용 가능하도

록 homologous recombination을 위한 Left-arm, Right-arm region과 selection marker인 HMG 
cassette를 vector에 삽입하여 NA1 균주의 genome 상에 목표로 하는 유전자가 삽입 가능하

도록 설계하였다 (그림 111). Modified Fosmid 제작 후, 클로닝 하고자 하는 해당 유전자 및 

유전자군은 HMG cassette 말단에 위치하게 되며 HMG cassette에 포함된 strong promotor의 

작용에 의해 과발현 되도록 하였다. 
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pNA1comFOSC
11677 bp

HMG
NA1 compl.-HMG cassette

NA1-LA

NA1-RA

P0157

AvrII (2893)

FseI (6028)

NdeI (95)

NdeI (8544)

KpnI (349)

KpnI (1364)

KpnI (8750)

XhoI (370)

XhoI (472)

XhoI (1024)

BglII (2646)

BglII (3601)

BglII (6685)

BglII (8752)

[그림 111]. NA1 균주에 적용 가능하도록 설계한 modified Fosmid vector의 모식도

(나) Modified Fosmid vector의 제작

Left-arm, Right-arm region과 selection marker인 HMG cassette를 vector에 삽입하기 위해 기존

의 pUC118 vector 기반으로 제작된 'pUC118-P0157-HMG-M-1127-LA-RA' vector를 template 
DNA로 사용하여 해당 부분을 PCR 증폭하였다 (그림 112). 

pUC118-P0157-HMG-M-1127-LA-RA
6679 bp

P0157 HMG

HMG

1126 LA

1126-RA

LA-seqF

M13F

P0157

BamHI (237)

HincII (2801)

XbaI (2619)

KpnI (247)

KpnI (1253)

SphI (2792)

SphI (3798)

PstI (2786)

PstI (3011)

PvuII (56)

PvuII (3895)

EcoRI (2119)

EcoRI (2197)

EcoRI (3131)

HindIII (472)

HindIII (535)

HindIII (2065)

HindIII (3800)

SacI (362)

SacI (824)

SacI (992)

SacI (1953)

SacI (2717)

[그림 112]. Left arm-HMG cassette-Right arm의 PCR 증폭에 사용된 plasmid 
(A)와 PCR로 증폭된 DNA 단편 (B).
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PCR 증폭된 DNA 단편을 SLIC 방법으로 pCC1FOS vector의 BamHI site에 클로닝 하였으며, 
E. coli EPI300 host strain에 형질전환 하였다. Chloramphenicol 항생제에 의해 screening 된 

균주들 중 4개 균주를 selection 하여 plasmid prep.을 실시하여 클로닝된 Fosmid vector를 확

보하였다. 이전 실험을 통해 확보한 4개의 fosmid clone 균주인 EPIpNA1comFOSC1093 - 
1096 으로부터 fosmid를 증폭하여 추출한 결과 4개의 클론 중 3개에서만 fosmid가 확인 되

었으며, 나머지 하나의 클론인 pNA1comFOSC1095 에서는 fosmid가 확인되지 않았다. 이렇

게 확보한 fosmid의 확인을 위해 AvrII 제한효소를 사용하여 fosmid를 절단한 후 그 단편을 

전기영동하여 확인하여 보았다. 그 결과 pNA1comFOSC1096 에서만 예상되는 크기에 맞는 

약 11 kb 크기의 DNA 단편이 확인되었으며, 나머지 두 클론에서는 예상 크기와 다른 두 

개의 DNA 단편이 확인되었다 (그림 113). 

하나의 클론에서만 fosmid 클론이 확인 되어 추가로 클로닝을 실시하였다. PCR 증폭된 

DNA 단편을 SLIC 방법으로 pCC1FOS vector의 BamHI site에 클로닝 하였으며, E. coli 
EPI300 host strain에 형질전환 하였다. Chloramphenicol 항생제에 의해 screening 된 균주들 

중 EPIpNA1comFOSC1099 ~ 1106의 8개 클론을 추가로 확보하였으며, 확인을 위해 fosmid
를 추출하였다. 

[그림 113]. Fosmid 클론의 AvrII 제한효소 처리결과.

(다) Modified fosmid 클론의 확인

Modified fosmid의 확인을 위해 PCR 방법을 사용하였으며, 이전 실험에서 확보한 

pNA1comFOSC1096 과 pNA1comFOSC 1099 ~ 1105의 8개 클론에 대하여 클로닝 성공여부
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를 확인하였다. 그 결과 pNA1comFOSC 1105를 제외한 모든 클론에서 해당 크기인 2kb 크

기의 PCR 단편들이 확인되었다 (그림 114A). PCR로 modified fosmid가 확인된 클론 중 

pNA1comFOSC1096을 선정하여 fosmid vector 내 Left-arm 부분과 Right-arm 부분의 염기서열

을 분석하여 최종적으로 modified fosmid의 클로닝 성공여부를 판단하였다. 염기서열 분석용 

sequencing primer로는 Left-arm 부분의 T7 primer와 Right-arm 부분의 250R primer를 사용하

였다. 염기서열 분석 결과 sequencing region이 예상되는 fosmid vector의 염기서열과 돌연변

이 없이 일치하는 것을 확인하였다. 이러한 결과를 바탕으로 최종적으로 

pNA1comFOSC1096을 NA1 균주에 적용 가능한 fosmid vector로 선정하였다 (그림 114B). 

(selected) pNA1comFosC1096
11677 bp

HMG
NA1 compl.-HMG cassette

NA1-LA

NA1-RA

P0157

AvrII (2893)

FseI (6028)

NdeI (95)

NdeI (8544)

KpnI (349)

KpnI (1364)

KpnI (8750)

XhoI (370)

XhoI (472)

XhoI (1024)

BglII (2646)

BglII (3601)

BglII (6685)

BglII (8752)

A B

[그림 114]. Fosmid 클론들의 PCR을 통한 insert 확인 결과 (A) 와 제작된 Modified fosmid 클론인 
pNA1comFOSC1096의 vector map (B).

다. 초고온 고세균의 metabolic engineering 

앞서 확보된 tool box를 이용하여 모델 균주로 선정된 T. onnurineus NA1에 gene deletion, 
overexpression, 또는 heterologous gene insertion 등을 통하여 biochemical 생산을 시도 하였다.

(1) 초고온성 고세균 유래 Glycoside hydrolase (GH) gene cluster가 도인된 NA1 돌연변이 제작

(가) 돌연변이 제작 목표

유전자 분석을 통해 Thermococcus pacificus 균주가 NA1이 가지고 있지 않은 다수의 glycoside 
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hydrolase 관련 유전자들을 gene cluster 형태로 가지고 있음을 확인하였다 (그림 115). T. pacificus
의 약 21 kb 크기의 gene cluster 전체를 NA1 균주로 도입하여 해당 유전자들의 기능을 가지는 

새로운 NA1 돌연변이체를 개발 하고자 하였다. 이를 위해 이전 연구를 통해 개발한 Genetic tool 
box인 Fosmid vector, pNA1ComFosC1096 vector에 21 kb 크기의 거대 유전자를 cloning 하여 NA1 
균주에 도입하였다.

(나) 약 20 kb 크기의 GH gene cluster cluster 클로닝

Large isert 클로닝 용으로 개발한 Fosmid vector에 10 kb 크기의 insert PCR fragment 3개를 동시에 

SLIC 방법으로 클로닝 하였다. PFU polymerase를 사용한 PCR 방법으로 약 10 kb 크기의 insert 
DNA fragment 2개 (PCR4, PCR5)를 확보 할 수 있었다 (그림 115 와 116). 

[그림 115]. T.pacificus의 Glycoside hydrolase 유전자군 과 PCR target.

Vector는 pNA1ComFosC1096 vector를 AvrII restriction enzyme으로 digestion한 linear form의 vector를 

동일하게 준비하였다. 하지만, SLIC method로 cloning을 진행하였으나 clone 확보에 실패하였다. 
SLIC method에 의한 large insert size cloning 효율이 떨어지는 것으로 판단되어 NEBuilder 
assembly mix.를 사용하여 clioning을 다시 실시하였다. E. coli host strain에 형질전환 결과 약 200
개의 colony를 확보하였으며, 이 중 4개를 picking (EPIfosPAC - GHC1113 ~ 1116) 하여 insert 확

인을 위한 fosmid prep.을 실시하였다. Insert 확인을 위해 prep.한 각 clone의 fosmid를 template 
DNA로 하여 PCR을 진행하였다.  
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[그림 116]. pfu polymerase로 증폭한 10 kb size의 PCR4, 
PCR5 PCR fragment.

먼저 self-ligation된 clone을 판별하기 위해 해당 primer를 사용하여 PCR을 진행한 결과 

EPIfosPAC-GHC1113, 1114, 1116번 clone에서 self-ligation일 때 보이는 PCR fragment가 확인되었으

며, EPIfosPAC-GHC1115 clone 에서만 PCR fragment가 보이지 않아 EPIfosPAC - GHC1115 clone만 

self-ligation clone이 아닌 것으로 확인되었다 (그림 117). 

EPIfosPAC - GHC1115 clone을 대상으로, T. pacificus GH gene cluster의 1 kb DNA PCR이 가능한 

primer를 사용하여 PCR을 진행한 결과 size에 맞는 1 kb DNA fragment를 확인하였다  이를 다시 

한번 확인하기 위해 7 kb 크기의 PCR1, PCR3 primer를 사용하여 PCR을 진행한 결과 size에 맞는 

7 kb DNA fragment를 확인하였다 (그림 118). 이러한 실험 결과로부터 약 20 kb 크기의 T. 
pacificus GH gene cluster의 cloning에 성공하였음을 확인 할 수 있었다.

[그림 117]. selection한 EPIfosPAC-GHC1113~1116 
clone의 self-ligation PCR 결과.     [그림 118]. selection한 EPIfosPAC-GHC1115 

clone의 PCR 확인
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(다) GH gene cluster가 클로닝 된 EPIfosPAC-GHC1115 fosmid의 NA1 transformation

약 20 kb 크기의 T. pacificus GH gene cluster가 cloning된 EPIfosPAC-GHC1115 fosmid의 NA1 균주

에 대한 transformation을 수행하였다. NA1 균주에 대한 transformation을 위해 고농도의 DNA가 필

요하기 때문에, 100 ml에 해당하는 EPIfosPAC-GHC1115 E. coli clone을 배양하여 fosmid prep.을 

midi prep. Kit을 사용하여 실시하였다. Fosmid의 midi prep. 결과 1.7 mg/ul에 해당하는 고농도의 

DNA 60 ul를 확보하여, 총 100 mg의 DNA를 확보하였다. 형질전환 대상 균주인 NA1 wild-type 
균주를 formate 배지인 MMF 배지에서 배양한 후, 20 ug의 DNA를 첨가하여 NA1 균주에 대한 

transformation을 진행하였다. Transformation을 진행한 NA1 균주를 selection marker인 10 uM 
Simvastatin이 첨가된 MMF 배양액에서 이틀간 80℃ 배양한 결과 균주 배양을 확인할 수 있었다. 
해당 EPIfosPAC-GHC1115 fosmid에 의한 형질전환이 되었을 것으로 예상되어 2회 추가로 10 uM 
Simvastatin이 첨가된 MMF 배지에 transfer하여 균주를 농후배양 후, ASW-YT (sulfur) 고체배지에 

도말하여 배양하였다. 고체 배지를 약 이틀간 80℃ 배양하여 자란 콜로니 중 6개를 isolation 하여 

다시 한 번 10 uM Simvastatin이 첨가된 MMF 배지에 농후배양 하였다. 배양된 균주의 

chromosome 내에 실제로 형질전환이 일어났는지 확인하기 위해 PCR방법을 사용하여 T. pacificus 
GH gene cluster 부분을 PCR한 결과, 6개 균주에서 모두 해당 유전자의 증폭이 확인되어 목표로 

하였던 T. pacificus의 약 21 kb 크기의 gene cluster 전체를 NA1 균주에 성공적으로 도입하였음을 

최종 확인하였다 (그림 119). 
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[그림 119]. PCR 방법을 사용한 selection 균주들의 클로닝 확인 결과. PCR fragment 
크기: GHC1, 2, 3; 1kb, 1127LA; 2.3kb, 1126RA; 2 kb.
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  (2) T. onnurineus NA1의 대사 산물 분석  

MM1-Pyr 배지에서 온도별 대사산물 분석을 HPLC로 실시하였다. NA1의 경우 major 대사산물로 

acetate를 생산하였다. 또한 2,3-BDO, ethanol, 그리고 latate를 미량 생산하는 것으로 확인되었다. 
특이한 것은 배양온도(70℃, 55℃)를 낮추었을 경우, 2,3-BDO, ethanol 생산이 증가하는 것으로 확

인됨 [표 28]. 

 

O.D.600nm
Pyruvate   

(g/L)
Lactate   
(g/L)

Acetate   
(g/L)

2,3-BDO   
(g/L)

Ethanol   
(g/L)

80oC(36h) 0.208 - 0.024 2.034 0.047 0.073 

70oC(90h) 0.212 - 0.038 2.048 0.139 0.105 
55oC(90h) 0.396 0.640 0.035 1.718 0.100 - 
50oC(90h) 0.026 3.631 - 0.045 - -

[표 28]. 야생형 NA1의 MM1-Pyr 배지에서 온도별 대사산물 분석

또한, MM1-Malto(±CO) 배지(70℃)에서 대사산물 분석도 진행하였다. Reducing power를 제공해 주

기 위하여 MM1-Malto(±CO) 배지(70℃)를 사용하여 대사산물을 분석하였다. 특이한 것은 CO를 첨

가할 경우, acetate의 양이 줄고 ethanol의 양이 늘어남을 확인할 수 있었으며, 이러한 결과로 부터 

CO를 reducing power로 제공할 경우 product 생산을 개선할 수 있을 것으로 기대 되었다 [표 29]. 

O.D.600nm
Maltodextrin  

 (g/L)
Lactate   
(g/L)

Acetate   
(g/L)

2,3-BDO   
(g/L)

Ethanol   
(g/L)

CO(-) 0.287 - 0.835 0.019 0.130 

CO(+) 0.474 - 0.566 0.007 0.328

[표 29]. 야생형 NA1의 MM1-Malto(±CO) 배지(70℃, 60h)에서 대사산물 분석

   

(3) T. onnurineus NA1을 이용한 ethanol 생산  

(가) Ethanol 생산 metabolic pathway analysis

초고온 고세균에서 예측되는 ethanol 생산 metabolic pathway를 분석한 결과 PDC-ADH와 

AOR-ADH 경로에 의해 T. onnurineus NA1 균주에서 ethanol 생산이 가능할 것으로 예측되었다. 
이에 강력한 adh 유전자를 mining 하고 이를 NA1 균주에 도입하였다 (그림 120).
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 [그림 120]. NA1의 예측되는 ethanol 생산 경로

     

(나) 유전자 탐색 및 유전자원 확보

70℃에서 최적 생장온도를 가지는 Thermoanaerobacter strain X514로부터 adhA 유전자를 확보하고 

기 확보한 genetic tool을 이용하여 NA1에 도입하여 PCR 방법을 통하여 제대로 삽입되었음을 확

인하였다 (표 30 와 그림 121).

  

S tra i n  
 design Genotype Feature Plasmid DNA   

construction

adhA Insertion   of 
adhA (-RBS) 완료

adhA Insertion   of 
adhA (+RBS) 완료

[표 30]. adhA 유전자가 삽입된 돌연변이 NA1 균주 제작
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 [그림 121]. PCR 방법을 통한 adhA 유전자가 삽입 확인

(다) 돌연변이 균주의 대사산물 분석

MM1-Pyr 배지를 이용하여 80℃, 70℃에서 야생형과 돌연변이 균주의 대산산물을 분석하였다. 
Ethanol 생산에 있어서 야생형과 돌연변이 큰 차이를 나타내지 않았는데, 이는 아마도 사용한 배

지(MM1-Pyr) 내에 reducing power가 부족한 때문인 것으로 판단되었다 (표 31 와 표 32). 

O.D.600nm
Pyruvate   

(g/L)
Lactate   
(g/L)

Acetate   
(g/L)

2,3-BDO   
(g/L)

Ethanol   
(g/L)

Wild-type 0.208 - 0.024 2.034 0.047 0.073 

Mutant(-rbs) 0.227 - 0.027 1.943 0.048 0.077
Mutant(+rbs) 0.202 - 0.031 1.929 0.047 0.079

[표 31]. 야생형 NA1과 돌연변이 균주의 MM1-Pyr 배지(80℃, 36h)에서 대사산물 비교

O.D.600nm
Pyruvate   

(g/L)
Lactate   
(g/L)

Acetate   
(g/L)

2,3-BDO   
(g/L)

Ethanol   
(g/L)

Wild-type 0.212 - 0.038 2.048 0.139 0.105

Mutant(-rbs) 0.135 - 0.041 2.066 0.093 0.096
Mutant(+rbs) 0.234 - 0.049 2.063 0.100 0.085

[표 32]. 야생형 NA1과 돌연변이 균주의 MM1-Pyr 배지(70℃, 90h)에서 대사산물 비교

이에, MM1-Malto (±CO) 배지 (70℃) 에서 야생형과 돌연변이 균주의 대산산물을 분석 하였으나, 
그럼에도 불구하고 ethanol 생산에 있어서 야생형과 돌연변이 큰 차이를 나타내지 않았다. 이에 

삽입한 adhA 유전자의 발현 유무 및 활성 측정을 실시하였다 [표 33].
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O.D.600nm
Maltodextrin  

  (g/L)
Lactate   
(g/L)

Acetate   
(g/L)

2,3-BDO   
(g/L)

Ethanol   
(g/L)

Wild-type
0.287 CO(-) - 0.835 0.019 0.130 

0.474 CO(+) - 0.566 0.007 0.328 

Mutant(-rbs) 0.178 CO(-) - 0.697 0.021 0.016 
0.268 CO(+) - 0.563 0.023 0.030 

Mutant(+rbs) 0.185 CO(-) - 0.710 0.011 0.079 
0.483 CO(+) - 0.378 0.007 0.281 

[표 33]. 야생형 NA1과 돌연변이 균주의 MM1-Malto(±CO) 배지(70℃, 60h)에서 대사산물 비교

(4) T. onnurineus NA1을 이용한 2,3-BDO 생산  

2,3-BDO는 화학적 합성 공정과 미생물 발효 공정을 통하여 생산할 수 있다. 하지만 상기 공정을 

통한 2,3-BDO 생산 가격이 매우 높기 때문에 상업적 규모로의 2,3-BDO 생산은 이루어지지 않고 

있다. 한편, 최근 미생물 발효 공정을 통한 2,3-BDO 생산 기술의 비약적인 발전과 함께, 화석원

료 물질의 급격한 가격 상승과 국제적인 환경오염에 대한 규제가 강화됨에 따라 미생물 발효를 

통한 바이오 기반 2,3-BDO 생산에 대한 관심과 연구 개발의 중요성이 증대되고 있다. 바이오 기

반 2,3-BDO 생산 방법은 2,3-BDO 생산능을 보유한 미생물의 발효를 통하여, 재생 가능한 바이오 

원료물질(Biomass)을 2,3-BDO로 전환하는 것이다. 
미생물 발효 공정을 통한 바이오 기반 2,3-BDO 생산 연구는 발효 공정 최적화(온도, pH, 용존산

소 등)와 미생물 개발 (미생물 발굴, 생리학적 특성 파악, 돌연변이, 유전자 조작 등) 분야로 나누

어서 진행되고 있다. 본 연구에서는 대사공학적 접근을 통해 2,3-BDO 생산이 가능한 초고온성 

고세균 개발을 그 목적으로 하고 있으며, 이를 통해 고온에서 2,3-BDO의 정제가 용이하고 수율

이 높은 균주를 개발 하고자 한다.

(가) 2,3-BDO 생산 metabolic pathway analysis

초고온 고세균에서의 예측 가능한 2,3-BDO 생산 metabolic pathway를 분석한 결과 Pyrococcus 
furiosus에서 2-acetolactate는 생성이 가능한 것으로 확인되었다 (그림 122).
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 [그림 122]. NA1의 예측되는 2,3-BDO 생산 경로

(나) 유전자 탐색 및 유전자원 확보

Thermophilic Baccillus licheniformis 로부터 2,3-BDO 대사에 관련된 유전자를 확보하고 기 확보한 

genetic tool을 이용하여 NA1에 도입하였다. 이를 PCR 방법을 통하여 제대로 삽입되었음을 확인

하였다 (표 34 과 그림 123).

 

E n z y m e  
abbrev Enzyme ORF Comment

AlsS Acetolactate synthase I/II/III large subunit Bli_03848 50 degree
AlsD Acetolactate decarboxylase Bli_03847 50 degree
BudC Butanediol dehydrogenase Bli_02066 50 degree

[표 34]. B. licheniformis로부터 2,3-BDO 대사 관련 유전자들
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  [그림 123]. 2,3-BDO 대사 관련 유전자가 삽입된 돌연변이 NA1 
균주 제작 및 확인

  

(다) 돌연변이 균주의 대사산물 분석

MM1-Pyr 배지를 이용하여 80℃, 55℃, 50℃에서 야생형과 돌연변이 균주의 대산산물을 분석한 

결과 2,3-BDO 생산에 있어서 야생형과 돌연변이 큰 차이를 나타내지 않았다. 이는 Ethanol 생성

과 마찬가지로 사용한 배지 (MM1-Pyr) 내에 reducing power가 부족한 것으로 판단 되었다 [표 35, 
36, 37]. 이에, MM1-Malto (±CO) 배지 (55℃) 에서 야생형과 돌연변이 균주의 대사산물을 분석하

였다. 그럼에도 불구하고 2,3-BDO 생산에 있어서 야생형과 돌연변이 큰 차이를 나타내지 않아 

삽입한 2,3-BDO 생산 관련 유전자의 발현 유무 및 활성 측정을 실시하기로 하였다 [표 38].

 

O.D.600nm
Pyruvate   

(g/L)
Lactate   
(g/L)

Acetate   
(g/L)

2,3-BDO   
(g/L)

Ethanol   
(g/L)

Wild-type 0.208 - 0.024 2.0345 0.0475 0.0745

Mutant 0.210 - 0.031 1.9315 0.0525 0.0845

[표 35]. 야생형 NA1과 돌연변이 균주의 MM1-Pyr 배지(80℃, 36h)에서 대사산물 비교
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O.D.600nm
Pyruvate   

(g/L)
Lactate   
(g/L)

Acetate   
(g/L)

2,3-BDO   
(g/L)

Ethanol   
(g/L)

Wild-type 0.396 0.64 0.035 1.7185 0.1005 -
Mutant 0.378 0.993 0.043 1.5335 0.0835 -

[표 36]. 야생형 NA1과 돌연변이 균주의 MM1-Pyr 배지(55℃, 90h)에서 대사산물 비교

 

O.D.600nm
Pyruvate   

(g/L)
Lactate   
(g/L)

Acetate   
(g/L)

2,3-BDO   
(g/L)

Ethanol   
(g/L)

Wild-type 0.026 3.631 　 0.0455 - -
Mutant 0.020 3.829 　 0.068 - -

[표 37]. 야생형 NA1과 돌연변이 균주의 MM1-Pyr 배지(50℃, 90h)에서 대사산물 비교

 

O.D.600nm
Maltodextrin  

 (g/L)
Lactate   
(g/L)

Acetate   
(g/L)

2,3-BDO   
(g/L)

Ethanol   
(g/L)

Wild-type 0.0695 CO(-) - 0.0540 - 0.0025
0.036 CO(+) - 0.0295 - 0.0115

Mutant 0.07 CO(-) - 0.0550 - 0.0190
0.035 CO(+) - 0.0275 0.0005 0.0050

[표 38]. 야생형 NA1과 돌연변이 균주의 MM1-Malto(±CO) 배지(55℃, 45h)에서 대사산물 비교

(라) 2,3-BDO 생산을 위한 NA1 돌연변이 제작 전략

초고온성 고세균 T. onnurineus NA1 균주에서 2,3-BDO 생산을 위한 대사공학적 돌연변이 제작 

전략은 다음과 같다. 

① 성을 가지는 유전자(alsS, adh)의 heterologous gene expression을 통한 2,3-BDO 생산능 검증

② bon flux 조절을 위하여 ACS(acetyl-CoA synthetase), AAT(alanine aminotransferase) 유전자의 

결여

③ H 제공을 위하여 reducing power로 CO 첨가, ferredoxin-NADP+ oxidoreductase 유전자의 과발

현 (그림 124).
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 [그림 124]. 2,3-BDO 생산을 위한 돌연변이 NA1 제작 전략

          

(마) 돌연변이 NA1 제작 및 이를 이용한 2,3-BDO 생산

alsS 그리고 alsS-adh 유전자가 도입된 돌연변이 NA1 (PA 그리고 PAA) 제작 및 그 특성을 분석

하였다. 그 결과, PA strain에서 acetoin 생산, PPA strain에서 meso, R,R-form의 2,3-BDO 생산을 확

인 할 수 있었다 (그림 125). 
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[그림 125]. 야생형과 돌연변이의 대사산물 비교 분석

                 

또한, CO 첨가에 따른 PAA 돌연변이의 2,3-BDO 생산능 개선 효과를 확인할 수 있었는데, PAA 
strain에서 CO 첨가 시 acetate가 감소 하였으며 meso-,2,3-BDO가 증가함을 확인 할 수 있었다 (그
림 126).

 

[그림 126]. CO 첨가에 따른 야생형과 돌연변이의 대사산물 비교 분석

(바) ACS 유전자를 alsS, adh 유전자로 치환한 돌연변이 NA1 제작 및 이를 이용한 2,3-BDO 생산 개선
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ACS I, II, III 각각의 유전자를 제거하고 그 부위에 alsS-adh 유전자가 도입된 돌연변이 NA1을 제

작 완료하였다. PCR 방법을 통하여 각각의 재조합 플라스미드가 genome editing이 제대로 일어났

음을 확인 하였다 (그림 127).

[그림 127]. 돌연변이 제작 모식도와 PCR 확인 결과

(사) FNOR(Ton0056, 1337, 1375) 유전자의 과발현과 더불어 alsS, adh 유전자를 도입한 돌연변이 

NA1 제작 및 이를 이용한 2,3-BDO 생산 개선

FNOR 유전자의 과발현을 위하여 각각의 유전자 앞에 strong promoter (Ton0510) 및 alsS-adh 
유전자가 도입된 재조합 플라스미드를 제작하였다. PCR 방법을 통하여 각각의 재조합 플라

스미드가 제작되었음을 확인 할 수 있었다. 

(아) BDH 효소를 이용한 2,3-BDO detection

Clostridium ljungdalii 유래 재조합 CLBDH의 정제 및 특성분석을 실시하였다. 재조합 CLBDH를 

정제하고 2,3-BDO를 산화하는 활성을 측정한 결과, LC 방법과 비교하여 민감도 및 time-saving의 

장점을 나타냄을 확인할 수 있었다 (그림 128). 환경시료를 대상으로 CLBDH를 이용하여 

2,3-BDO를 확인하고 LC 방법과 비교하였다 (그림 129).
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[그림 128]. CLBDH 정제 및 정량곡선 

              

[그림 129]. 환경시료의 enzymatic assay를 이용한 2,3-BDO 검량 

           

(5) T. onnurineus NA1을 이용한 Isobutanol 생산  

이소부탄올은 무색의 액체로 주로 코팅 용제, 솔벤트, 윤활유 첨가제, 접착제의 원료로 사용되며 

플라스틱, 인공고무, 섬유원료 물질의 단량체인 이소부틸렌의 전구체로 사용되어지고 있는 산업

적으로 활용도가 매우 높은 Building Block Chemical이라고 볼 수 있다. 또한 이소부탄올 및 유도

체는 고품질의 가솔린 대체 연료 및 첨가제로 사용될 수 있는데 이는 이소부탄올이 다른 바이오

연료인 바이오에탄올 보다 가솔린에 근접하는 에너지 밀도를 가지고 있으며 친수성이 낮아 가솔

린과 높은 비례의 혼합을 실현할 수 있고, 기존의 석유 파이프를 그대로 사용하여 운송할 수 있

다는 장점이 있기 때문이다. 본 연구에서는 초고온성 고세균의 대사공학적 접근방법을 사용하여 

T. onnurineus NA1 균주에서 Isobutanol을 생합성 하고자 하였다.
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(가) Isobutanol 생산 metabolic pathway analysis

초고온 고세균에서의 예측 가능한 isobutanol 생산 metabolic pathway를 분석한 결과 초고온 고세

균인 P. furiosus의 경우 valine 생합성 경로를 가지고 있음을 확인할 수 있었다. 따라서 Pyruvate 
또는 valine으로부터 Isobutanol 생성이 가능할 것으로 예측 되었다 (그림 130).

    

[그림 130]. NA1의 예측 가능한 Isobutanol 생산 경로

              

(나) 유전자 탐색 및 유전자원 확보

Pyruvate로부터 2-oxoisovalerate 대사에 관련된 유전자를 P. furiosus로 부터 확보하고 Lactococcus 
lactis로 부터 2-ketoisovalerate decarboxylase를 확보 하였다. 기 확보한 genetic tool을 이용하여 NA1
에 도입하여 PCR 방법을 통하여 제대로 삽입되었음을 확인할 수 있었다 (표 39 과 그림 131).   

 

Enzyme abbrev Enzyme ORF Comment
Acetolactate synthase Pf0935 90 degree
Ketol-acid reductoisomerase Pf0936 90 degree
Dihydroxy-acid dehydratase Pf0942 90 degree

KIVD 2-ketoiosovalerate decarboxylase LLKF_1386 50 degree
AdhA Alcohol dehydrogenase Msed_1993 70 degree

[표 39]. P . furisus와 L. lactic로부터 Isobutanol 대사 관련 유전자들
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[그림 131]. Isobutanol 대사 관련 유전자가 삽입된 돌연변이 NA1 균주 제작 및 확인

(6) 초고온성 고세균 NA1을 이용한 isoprene 생산 연구

(가) T. onnurineus NA1 균주 및 Thermococcales 균주들의 Isoprene 생합성 경로 탐색

Isoprene은 매우 휘발성이 강한 물질로, 인간을 비롯한 동물, 식물, 박테리아에 의해 생산되어 대

기 중에 넓게 산재되어 있는 물질이다. 아이소프레노이드 생합성 경로는 메발로네이트 경로와 

MEP 경로의 두가지 경로가 존재하는 것으로 알려져 있으며, 두 경로에 의해 생성되는 isoprenoid 
계열의중합체들은 현재까지 약 25000여종 이상으로 알려져 있다. 아이소프레노이드 중합체들은 

생명체에서 스테로이드 (콜레스테롤), 색소 (카로테노이드), 세포막 구성성분등 중요한 분자로서 

다양한 역할을 하는 것으로 알려져 있으며, 그 외에도 항암 (텍솔), 항균 (아르테미시닌), 항산화

제, 생물연료(biofuel) 등으로 사용되고 있다. 아이소프렌 (Isoprene)은모든 아이소프레노이드 화합
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물의 단위 구성 분자로 단독으로 중합하여 천연 고무를 합성할 수 있어 고부가가치 물질이며, 폭 

넓은 범위에 산업에서 사용되는 중요한 필수 화학물질로, 그 수요가 매년 증가하고 있다.

고세균을 이용한 아이소프레노이드 생산에서의 장점은 고세균의 지질부위가 지방산(fatty acids)이 

아닌 아이소프레노이드로 구성되어 있어, 대사과정의 일부로서 상대적으로 높은 수준의 아이소프

레노이드 생합성을 하는 것으로 알려져 있고, 대부분의 고세균은 독립영양생물로서 아이소프레노

이드를 비롯한 모든 세포 구성성분을 CO2등의 기질로부터 생산하므로, 값싼 기질을 이용하여 고

부가가치의 생산물을 얻을 수 있다는 장점을 가지고 있기 때문이다. 고세균에서 isoprene 생산에 

대해서는 많은 연구가 진행되지 않아 연구의 가치가 있으며, 초고온성 고세균의 배양조건이 고온

이므로 휘발성이 강한 isoprene의 회수율이 높다는 장점이 있다.

초고온성 고세균 Thermococcales 균주에서 isoprene 생산 경로 조사를 조사하여 보았다. 유전체 정

보 분석을 실시한 결과 유전체 서열 정보를 가진 모든 Thermococcales 균주에서 isoprene 생산에 

필요한 유전자들이 동일하게 확인되었다 (그림 132). Thermococcales 균주에서 isoprene 생산성 비

교하기 위해 Thermococcus 종 19종, Pyrococcus 3종을 배양한 후 isoprene 생산을 gas 
chromatography로 분석하였다 (그림 133). 그 결과, 성장을 고려한 생산성이 균주마다 차이가 있음

을 확인할 수 있었다.

[그림 132]. Biosynthetic pathway of isoprene in Thermococcus onnurineus NA1.
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  [그림 133]. Isoprene 생산성 비교.

   

(나) T. onnurineus NA1균주의 대사공학적 Isoprene 생합성

T. onnurineus NA1에서 아이소프렌 생산을 위해 아이소프렌 합성효소(isoprene synthase, IspS) 후보

군을 탐색 탐색하여 보았다. 유전자의 과 발현을 위한 강한 프로모터와 발현을 위한 IspS 유전자

를 벡터에 도입하였으며, 형질전환을 통해 IspS유전자를 성공적으로 T. onnurineus NA1에 도입한 

돌연변이 균주를 제작 하였다. 또한, 아이소프렌 측정을 위해 가스크로마토그래피 측정 조건을 

확립하였다 (그림 134).

    

[그림 134]. Isoprene 정량곡선
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제3절  해양미생물 생태기능 유전자 규명

1. 원핵생물 다양성 및 물질 순환 특성

가. 동해 수층 미생물 다양성 및 물질 순환 특성

(1) 연구 시기 및 조사 정점

동해 수층에서 원핵생물의 다양성을2014년 9월, 2015년 4월과 2016년 3월에 울릉분지 해역에서 3
회 조사하였다. 조사는 주로 북위 37°선에서 수행되었으며, 2014년에는 동해 남서부 해역의 몇 정

점(E01, 2-3, B01, B03과 G1)을 추가하여 조사를 수행하였다(그림 135). 

[그림 135]. A map showing the study area and locations of stations
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원핵생물의 다양성 분석을 위한 시료의 처리 및 DNA의 추출은 Choi et al (2015)의 방법에 따라 

수행되었으며, 원핵생물의 16S rDNA의 증폭은 Takahashi et al (2014)에 의해 제시된 Bacteria와 

Archaea를 동시에 증폭할 수 있는 primer를 사용하여 수행하였다. MiSeq을 사용하기 위한 PCR 과

정은 제조사의 방법(Illumina, 2013)을 따랐다. 
원핵생물의 개체수는 SYBR Green I으로 염색한 후 flowcytometer를 이용하여 계수하였다.

(2) 원핵생물 개체수의 분포

원핵생물의 개체수는 상층 100 m 이내에서 0.4~2.0 x 109 cells L-1 범위로 넓은 변동을 나타내었

다(Fig. 2). 계절적으로는 초봄인 4월에 표층에서 0.8 x 109 cells L-1로 비교적 높았으며, 9월과 2월

에는 대체로 0.4~0.8 x 109 cells L-1로 낮은 범위의 값을 나타내었다. 반면 200 m 이하의 수심에

서는 0.4~0.8 x 109 cells L-1 범위로 표층에 비해 2~5배까지 낮았다. 중층대와 심해에서 원핵생물 

개체수는 수심에 깊어짐에 따라 감소하는 경향을 나타내었으며, 시기에 따른 변동은 비교적 크지 

않아 생태 환경의 변화가 상층에 비해 크지 않음을 시사하였다(그림 136).

[그림 136]. Depth-profiles of prokaryotic abundances measured in each station

한편, 유광대에서 원핵생물 개체수는 엽록소 a와 유의한 상관관계를 나타내어(그림 137), 일차생

산자로부터의 유기물 공급이 원핵생물의 성장을 조절하는 한 요인임을 시사하였다. 그러나, 결정

계수는 0.19로 높지 않았는데, 이는 일부 정점이 연안에 인접하거나 포항 앞바다에서 나타난 용

승 등의 영향으로 일차생산자의 생물량과 원핵생물 생물량 사이의 밀접한 coupling이 약화된 것

으로 여겨진다.
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[그림 137]. Relationship between chlorophyll a and prokaryotic 
abundance measured within at the euphotic zone

(3) 원핵생물 다양성 분포 

세 번의 조사 중 북위 37도 조사선 위의 정점에서 얻어진 총 202개의 시료에 대해 원핵생물 다

양성 분석을 수행하였다. MiSeq 방법으로 얻어진 reads를 1,122개로 normalizing한 후 시공간적 다

양성 분포를 파악하였다. 

16S rRNA 유전자의 97% 유사도를 기준에서 분류된 OTU (operational taxonomic unit)들의 상대적 

비율을 이용한 PCoA (principal coordinates analysis) 분석 결과 표층과 심해의 원핵생물의 군집이 

큰 차이를 보이는 것으로 나타났다(그림 138). 연구 해역의 표층은 비교적 수온이 높고 일차생산

자에 의해 생성된 신선한 유기물이 지속적으로 공급되는 반면, 200 미터 이하의 동해 심해는 수

온이 2도 이하로 매우 낮으며, 유기물도 상층에서 침강하는 입자로부터의 유기물 공급에 의존한

다는 점에서 볼 때, 수심에 따른 원핵생물 군집 조성의 차이는 가용한 용존유기물의 종류와 양, 
그리고 수온 등의 물리·화학적 요인의 차이에서 기인하였을 것으로 파악된다. 표층 시료들은 

PCoA 그래프의 공간상에 매우 넓게 분포하여, 표층의 원핵생물 군집 조성이 시기에 따라 크게 

변동함을 나타냈다. 3월과 4월 조사의 표층 시료들은 서로 뭉쳐 분포하여 원핵생물의 조성이 서

로 유사함을 나타낸 반면, 9월의 시료는 다른 위치에 산재하여 분포하는 양상을 보여, 동계 및 

춘계의 원핵생물 군집과 차이가 있을 뿐만 아니라, 정점간에도 군집조성이 크게 다름을 시사하였

다. 이와는 다르게 심층의 시료에서는 조사 시기에 상관없이 비교적 좁은 구간에 시료들이 모여
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서 분포하는 특성을 보여 원핵생물의 군집의 시기적 변동은 크지 않으며, 표층의 생태환경의 변

화가 심해의 생지화학에 크게 영향을 미치지는 않을 가능성을 시사한다. 
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[그림 138]. Principal coordinate analysis (PCoA) of 
phylogenetic profiles from each sample obtained at stations 
located on 37 oN 

목(order) 수준에서 원핵생물 군집의 시공간적 변동을 파악하기 위해 표층 20 m 이내의 시료와 

저층 200 m 이하의 시료에 대해 heatmap 분석을 수행하였다(그림 139). 모든 조사에서 표층과 심

해를 포함하는 대부분 시료에서 SAR11 그룹 세균이 가장 우점하는 세균으로 나타났으며, 그 밖

의 문은 시기와 수심에 따라 우점도에 차이를 나타냈다. 표층에서는 9월에 대체로 Flavobacteriales
가 SAR11에 유사한 비율로 나타났으나, 4월에는 Gammaproteobacteria인 Oceanospirillales가 SAR11
에 이어서 우점하였으며, 연안 정점에서는 Flavobacteriales와 Rhodobacteriales도 비교적 높은 비율

로 나타났다. 3월에는 Flavobacteriales와 Oceanospirillales가 유사한 비율로 SAR11을 이어서 우점

하여 시기에 따른 변이가 크게 나타났다. 
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[그림 139]. Heatmap showing the relative percentages of sequences belonging to each order.  
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반면 심층에서는 Flavobacteriales와 Rhodobacteriales의 비율은 크게 감소한 반면, Marinimicrobia 
(SAR406)와 SAR324에 속하는 세균이 Oceanospirillales에 속하는 세균과 함께 SAR11 그룹에 이어 

우점하는 것으로 나타났다. 이러한 표층과 심해 원핵생물 군집의 뚜렷한 차이는 두 층에서 원핵

생물에 의한 생지화학적 물질 순환이 다름을 시사한다. 

종수준에서의 원핵생물 군집 특성을 파악하기 위해 최소 한번 이상 4% 이상의 비율로 나타난 

OTU의 heatmap 분석을 수행하였다(그림 140). 대부분의 시기에 가장 우점하는 것으로 나타난 

SAR11 그룹의 시퀀스는 3개의 OTU에 속하여, 소수의 SAR11 종이 조사 시기에 거의 모든 수층

에서 우점하고 있음을 알 수 있었다. 이들 중 가장 우점하는 OTU는 거의 전층에서 10% 이상으

로 분포하였으나 다른 2개의 OTU는 각각 표층과 저층에서 높은 비율을 보여 수심에 따라 분포

를 달리하는 두 개의 구별되는 ecotype이 존재함을 시사하였다. 주요 OTU들 중 14개는 

Gammaproteobacteria에 속하였으며, 가장 우점하는 Candidatus Thioglobus 과에 속하는 하나의 

OTU(M...10089)를 제외하면, 대부분의 OTU들은 표층이나 저층에서만 나타나 표층과 심해에 다른 

종류의 Gammaproteobacteria가 서식하고 있는 것으로 나타났다. 

한 개의 OTU만 Deltaproteobacteria의 SAR324 그룹에 속하였는데, 표층에서는 거의 나타나지 않은 

반면 1000미터 이하의 심해에서 높게 나타나는 특징을 보였다. Marinimicrobia 문에는 2개의 OTU
가 속하였는데, 두 OTU도 각각 250 m 보다 얕거나 깊은 수심에서 나타나, 수직적으로 대조적인 

분포를 나타내었으며, Actinobacteria에 속하는 다섯 개의 OTU도 이와 유사하게 구별되는 수직적 

분포 양상을 보였다. 반면, Verrucomicrobiae에 속하는 OTU들은 9월과 4월의 표층 시료에서 대부

분 나타나, 시공간적으로 제한된 분포 양상을 보였으며, Flavobacteriia에 속하는 OTU들도 4월을 

제외하면 대부분 표층 시료에서 높은 비율로 나타나는 특징을 보였다. 

한편, 한개의 OTU가 Euryarchaeota의 Marine GroupII에 속하는 것으로 나타났는데, 시기적으로는 3
월에 표층 시료에 제한적으로 나타나는 양상을 보였으며, 그 밖의 고세균 그룹은 4% 이상으로 

나타나지는 않았다.

심해 시료에서는 혼합영양성 특성을 보여, 심해에서 황을 산화하여 탄소를 고정할 수 있는 것으

로 알려진 SUP05 clade(Marshall and Morris 2015)에 속하는 Thioglobus 과의 세균과 그 밖에 무산

소 및 저산소 환경에서 화학합성을 통해 성장할 수 있는 것으로 알려진 SAR324, SAR406, 
ZD0417 및 Sva0996 그룹이 전체 원핵생물 군집의 약 20~25%를 차지하는 것으로 나타나, 동해 

심해에서 화학독립영양에 의한 유기물 합성이 중요할 수 있음을 시사하였으며, 이에 대한 추가적

인 정량화 연구가 필요함을 제시하였다. 
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[그림 140]. Heatmap showing the spatio-temporal variations of relative percentages of major OTUs 
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이들 화학독립영양 세균 중 많은 종류는 무산소 및 저산소 환경에서 화학합성을 하는 것으로 알

려져 있기 때문에 호기적 조건인 동해 심해에서 이들 종류의 세균이 유기 부유물 및 다른 생물

과의 공생을 통해 형성된 저산소/무산소 환경에서 서식할 가능성이 있는지를 확인하기 위해 3 ㎛ 

여과지에 걸러진 시료와 그 이하의 크기 구배의 시료에서 세균 군집 다양성을 비교하였다(그림 

141). 그 결과 이들 그룹의 세균들은 부착성 군집에서 보다 자유생활형 군집에서 상대적으로 높

은 비율로 나타나, 이들 그룹의 세균이 자유생활형으로 서식하고 있는 것으로 나타나, 호기적 조

건에서 이들 그룹의 탄소 동화 방식에 대한 면밀한 검토가 필요함을 시사하였다. 한편, 3 ㎛ 이

상의 크기 구배에서는 Erythrobacter 및 Paracoccus가 심해 시료에서 상대적으로 높게 나타나, 심

해 부유물에서의 물질 순환에 이들 Alphaproteobacteria 그룹이 중요한 기능을 함을 시사하였다.

[그림 141]. Comparison of free-living and attached prokaryotic community compositions at 
the station D3 in April, 2015. 

(4) 동해 심해의 메타유전체 특성

동해에서 원핵생물 군집 조성 분석 결과는 심해에 독립영양 원핵생물이 비교적 높은 빈도로 분

포할 가능성을 제시하였다. 추가적으로 동해 심해의 물질순환 특성을 이해하기 위해 2014년 9월

에 정점 D3의 2,000 m 시료에 대해 MiSeq_300PE 플랫폼을 이용하여 메타유전체 분석을 수행하

였다. 
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Sample
(Stn-Depth) Seq. platform Read No.

after trimming
Avg. length
after trim

D3-2000 m MiSeq_300PE 27,675,796 171.7

[표 40]. Summary of metagenomic sequencing result

총 600만개의 CD가 얻어졌으며, 그 중 약 100만개가 SEED system의 하나로 annotation 되었다(그림 142). 
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[그림 142]. The number of reads classified into each SEED subsystem. The subsystem having less 
than 1000 reads was excluded.

여기에서 얻어진 reads 중 탄소고정에 필수적인 유전자인 rbcL 유전자의 분포를 분석하였으며, 총 

49개의  rbcL 유전자의 염기서열을 얻을 수 있었다. 이들 reads와 기존에 알려진 rbcL 유전자들과 

함께 계통분석을 수행하였으며, 그 결과 Deltaproteobacteria, Gammaproteobacteria인 SUP05 그룹 

및 Alphaproteobacteria의 rbcL 유전자와 유사한 reads가 얻어져, 이들 그룹이 동해의 심해에서 유

기물의 화학합성에 중요한 역할을 할 가능성을 시사하였다(그림 143).

연구해역인 동해 울릉분지는 외해역임에도 불구하고 포항 연안에서 기인하는 용승의 영향으로 

생산성이 매우 높은 해역으로 알려져 있다. 따라서 유기물의 sinking flux도 높고, 퇴적물의 유기

물 분해율도 다른 해역에 비해 매우 높은 것으로 알려져 있는데, 본 연구는 동해 심해에서 유기
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물이 sinking flux 이외에 화학합성에 의한 자생적 과정에 의해서도 공급될 수 있음을 시사하였다. 
또한 이러한 과정들에 의해 생산된 유기물의 침강이 동해 울릉분지 심층 퇴적물에서의 높은 유

기물 분해능을 유지하는데 기여할 가능성을 제시하며, 이에 대한 체계적인 연구가 필요할 것으로 

여겨진다.

[그림 143]. Phylogenetic tree of reads classified as rbcL genes among metagenomic 
sequences.

나. 연안 저산소 해역의 원핵생물 다양성 및 물질 순환 특성

(1) 연구 시기 및 조사 정점

연안역 중 유기물의 부하가 많고 외해수와의 혼합이 제한된 만(bay)에서는 하계에 수층의 저층에 

저산소 상태가 형성되어 환경 문제를 야기할 뿐만 아니라 수산업에도 피해를 야기한다. 본 연구

에서는 하계 저산소 수층이 빈번하게 발달하는 마산만 내의 조사 정점에서 2014년 8월에 아침부

터 저녁까지 6회에 걸쳐 시료를 채취하여 원핵생물의 다양성을 조사하였으며, 오후 8시의 표층과 

저층 시료에 대해서는 메타유전체 분석을 수행하였다(그림 144). 
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[그림 144]. A map showing the sampling location in the Masan Bay. 

원핵생물의 다양성은 앞절의 동해 수층에서와 동일한 방법을 사용하여 MiSeq 플랫폼으로 분석되

었으며, 메타유전체 염기서열도 MiSeq을 이용하여 얻어졌다.

(2) 수온, 염분, 용존산소 및 엽록소 a 

마산만의 조사 정점에서 낮 시간 동안 수온은 표층에서 28도 정도로 높았으며, 저층에서는 약 22
도 내외로 낮아 성층이 잘 발달된 양상을 보였다(그림 145). 염분도 표층에서 약 10~18로 조석에 

따라 큰 변이를 보인 반면 저층의 염분은 약 30 이상으로 비교적 균일한 분포를 보여 수직 혼합

이 매우 제한적으로 일어남을 시사하였다. 용존 산소는 높은 엽록소 a 농도에서 예측된 바와 같

이 높은 일차생산력의 결과로 표층에서 거의 포화된 수준을 나타내었으나, 저층에서는 약 1 mg 
l-1 내외의 매우 낮은 용존산소 수준을 보였다.

[그림 145]. Variation of temperature, salinity, dissolved oxygen concentration 
and chlorophyll a during the study 
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(3) 원핵생물 군집 조성

표층과 약 10 m 깊이의 저산소 수층에서 원핵생물의 군집조성은 뚜렷히 차이가 나타났다[그림 

146]. 표층은 높은 엽록소 a에서 많이 출연하며 식물플랑크톤 대번성 시기의 후반에 나타나 입자

상 유기물을 분해하는 특성을 갖는 Flavobacterium이 우점하여 나타났다. 반면, 저산소 수층에서는 

Sulfurovum, SUP05 그룹인 Ruthia에 유사한 황 또는 수소를 산화하여 독립영양성 성장을 하는 세

균 및 ANNAMOX 과정을 수행하는 Planctomycetes에 속하는 세균들이 나타났나 표층과 뚜렷이 

구별되는 원핵생물 조성을 나타내어(그림 145), 연안의 저산소 발생으로 연안역의 생지화학적 물

질 순환 과정이 매우 달라질 수 있음을 보여주었다. 즉, 마산만 연안의 저산소 환경에서 독립영

양화학합성에 의해 유기물의 생성과 분해가 활발히 일어날 수 있으며, 높은 농도의 암모니아를 

이용하여 ANNAMOX 과정을 통한 질소 순환이 중요할 가능성을 제시하였다. 한편, 각 수층에서 

시간에 따른 원핵생물 군집 조성은 T5를 제외하면 거의 일정하게 유지되는 양상을 나타내었다.

[그림 146]. Dot-plot showing the relative percentages of reads belonging to each 
phylotype in oxic and hypoxic layer of the Masan Bay. 

(4) 마산만 표층과 저산소층에서의 메타유전체 분석

마산만의 표층과 저층에서의 물질순환 특성을 파악하기 위해 메타유전체 분석을 수행하였으며, 
질소, 인 및 황 순환에 연관된 유전자 분포를 비교하였다(그림 147). 황환원에 연관된 유전자 수
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는 표층에 비해 저산소 수층에서 현저하게 높게 나타나, 황환원 과정이 매우 활발히 일어남을 시

사하였으며, 질산염과 아질산염의 환원에 관여하는 유전자도 표층에 비해 2배 이상 높은 수로 나

타났다. 그러나, 인 순환에 관여하는 유전자 수는 표층과 저층에서 비교적 유사한 비율로 나타나, 
인은 두 수층에서 유사한 과정에 의해 순환됨을 시사하였다. 

No. of reads ( per 2,290,894 reads)

Phosphonate metabolism
Alkylphosphonate utilization

High affinity phosphate transporter and control of PHO regulon
Phosphate metabolism

Nitrogen fixation
Nitric oxide synthase

Ammonia assimilation
Amidase clustered with urea and nitrile hydratase functions

Nitrosative stress
Denitrification

Nitrate and nitrite ammonification
Dissimilatory nitrite reductase

Allantoin Utilization
Cyanate hydrolysis

Organic sulfur assimilation
Sulfur oxidation

Galactosylceramide and Sulfatide metabolism
Sulfate reduction-associated complexes

Thioredoxin-disulfide reductase

[그림 147]. The number of reads beloning to each functional gene class. 
Blue and red represent oxic and hypoxic samples, respectively.

2.  Microbial rhodopsin의 다양성 및 기능 규명

가. Microbial rhodopsins(PR, NaR, ClR)의 다양성 및 기능 규명

(1) 다양한 환경에서 서식하는 rhodopsin 함유 해양미생물 분리

322종의 해양미생물에서 PR을 함유하는 16종을 발견하였고 16S rRNA 분석으로 16종 모두 

flavobacteria 종들로 확인되었으며, 이 중 Hoppeia, Sediminicola, Aquimarina and Flagelimonas 4종에

서 PR의 존재를 처음으로 확인. 흥미로운 점은 기존의 rhodopsins은 대부분 수중환경의 유광층에

서 보고되었지만, 현 연구의 rhodopsins은 대부분 퇴적토에서 분리된 종(64.5%)들로 지금까지 보고

된 바 없는 새로운 환경의 차별성이 있음을 확인 [표 41].
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[표 41]. Microbial rhodopsins을 함유하는 해양미생물

(2) Microbial rhodopsin 유전자들의 전체서열 해독 및 비교

기존에 보고된 microbial rhodopsin 유전자들과의 전체서열을 비교분석한 결과, 본 연구에서 분리

한 종들 또한 빛에 반응하는 중요 아미노산 서열들을 모두 보존(그림 148)하고 있었으며, 빛에 의

한 H+, Na+, Cl- pumping 활성 기능을 예상할 수 있었음 [표 42].
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[그림 148]. Microbial rhodopsins의 아미노산 서열 비교분석

       

[표 42]. 다양한 rhodopsins(C-helix 부분)의 아미노산 서열 비교분석
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(3) Microbial rhodopsins의 phylogenetic tree

다양한 분류군에서 발견된 microbial rhodopsin 유전자들의 분자계통학적 분석을 통해 독립적으로 

진화경로가 다른 rhodopsins의 cluster를 확인(그림 149)

[그림 149]. Phylogenetic tree analysis of microbial rhodopsins

(4) Microbial rhodopsin 함유 native cells에서 빛에 따른 활성 측정

PR만 함유하는 YIK13 종(그림 150A), PR&NaR 함유하는 DSW-6T 종(그림 150C)과 NBRC100814T 
종(그림 150D), PR, NaR&ClR 함유하는 YIK11 종(그림 150B)과 S1-08T 종(그림 150E)의 native 
cells에 직접적으로 빛에 대한 활성을 측정한 결과 퇴적토에서 발견된 YIK11 종(그림 150B)은 기

존의 종들보다 높은 활성을 확인
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[그림 150]. Rhodopsin을 함유하는 해양미생물들로부터 빛에 의한 활성 분석 

(5) Salt 농도와 빛에 따른 Nonlabens sp. YIK11의 성장변화

Nonlabens sp. YIK11은 S1-08T종과 3가지 형태의 rhodopsin 유전자들을 함유하므로 다양한 조건

(salt 농도와 빛의 세기)에서 성장변화를 확인한 결과, 3%의 salt 농도와 빛의 세기(25-160μM) 보

다 암흑조건에서 높은 성장률을 확인(그림 151)

[그림 151]. 다양한 환경조건에 따른 YIK11 종의 성장패턴 분석

(6) 해양생태계 환경(빈 영양상태)에 따른 빛의 성장 및 발현 패턴 분석

3가지 형태의 rhodopsin을 함유하는 Nonlabens sp. YIK11의 기능을 알아보기 위해 빈 영양상태의 

해양환경조건에서 빛에 따른 성장패턴과 각 rhodopsins의 발현패턴을 분석한 결과, 빛에 대한 성

장 enhance효과는 없었지만, 초기와 중기의 성장단계에서 NaR-PR-ClR 순으로 빛에 따른 발현패턴

을 확인(그림 152)
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[그림 152]. 해양환경에 따른 YIK11 종의 성장패턴 및 3가지 형태 rhodopsins의 
발현분석

 

나. Microbial rhodopsins의 특성 규명

(1) 다양한 rhodopsin 유전자 함유 해양미생물의 유전체 분석

새로운 microbial rhodopsins의 탐색 및 발굴을 위해 퇴적토에서 발견된 유일한 종들로 1, 2, 3개의 

rhodopsins을 함유 [Nonlabens sp. YIK11(3-rhodopsin 함유) and MIC269(2-rhodopsin 함유), 
Sediminicola sp. YIK13(1-rhodopsin 함유), Flagellimonas sp. DK169(1-rhodopsin 함유)]하는 4종을 선

발하여 whole genome sequencing을 실시하였음. 다양한 환경에서 발견된 genomes에서 rhodopsin 활

성의 필수 유전자들과의 상관관계를 비교(그림 153)

[그림 153]. Microbial rhodopsins 함유 해양미생물 4종 유전체 분석

  

(2) Sediminicola sp. YIK13 유래 extracellular vesicles(EVs)의 생성발생

Flavobacteria인 Sediminicola sp. YIK13에서 세포외입자(EVs)의 생성 비율을 확인한 결과 

exponential과 stationary phases에서 약 10배 이상의 EVs 증가 확인(그림 154A). 성장하는 동안 단

계별로 EVs의 방출을 SEM으로 확인(그림 154B-D).
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[그림 154]. Host cell 성장(A)에 따른 EVs의 생성패턴(B-D) 분석 

(3) EVs의 순수정제 및 특성 분석

정제한 EVs의 크기를 NAT와 qNano로 확인한 결과 130nm 크기의 EVs로 분포되어 있었으며(그림 

155A), single(90%)과 double(10%) membrane로 구성(그림 155B) 되어 있었음. YIK13 host cell은 EVs
와 유사한 유전자 전달인자(transfer agents)나 phage를 함유하지 않음을 유전체 분석을 통해 확인

[그림 155]. YIK13 유래 EVs의 크기 및 형태 관찰



- 177 -

(4) EVs의 기능 분석

YIK13 host cell과 EVs의 흡광도와 활성을 확인 한 결과 518nm에서 proteorhodopsin을 모두 함유

(그림 156A)하고 있었으며, host cell 보다는 약 8배정도 약한 활성(그림 156B)을 보였지만, 빛에 

활성을 갖는 EVs의 신기능과 EVs를 통한 광 유전자 전달자로써의 새로운 파라다임 제시

[그림 156]. YIK13 host cell(A)과 EVs(B)에서 빛에 의한 활성 및 흡광도 측정

3.  공생미생물의 대사과정 이해

가. 관벌레 내부공생미생물과 주변 환경서식 미생물과의 상관관계

(1) 관벌레 서식 주변퇴적토의 미생물 다양성 분석

Vestimentiferan(subfamily) 관벌레는 horizontal transmission으로 인해 공생세균들을 주변 환경으로부터 

얻게 된다. 일본 가고시마 내만에 서식하는 Lamellibrachia satsuma의 trophosome에 공생하는 세균

(KB45)과 주변 3개의 퇴적토 (KB44, 46, 47)에 서식하는 다양한 미생물과의 계통학적 관계를 16S 
rRNA clone library를 통해 확인(그림 157). 퇴적토에서는 주로 proteobacteria가 우점하고 있었으며, 
관벌레에서는 proteobacteria(γ-proteobacteria(36%) 외에 ε-proteobacteria(64%) 또한 발견[표 43]
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[그림 157]. 가고시마 내만 샘플 채취지역

Phylogenetic Group KB44 KB45 KB46 KB47
Proteobacteria 135 (64.0) 70 (100) 84 (54.5) 84 (44.2)

e-Proteobacteria 89 (42.2) 45 (64.3) 41 (26.6) 43 (22.6)
δ-Proteobacteria 37 (17.5) - 33 (21.4) 26 (13.7)
g-Proteobacteria 7 (3.3) 25 (35.7) 7 (4.5) 14 (7.4)
a-Proteobacteria 1 (0.5) - 3 (1.9) 1 (0.5)
b-Proteobacteria 1 (0.5) - - -

Non-proteobacteria 54 (25.6) 66 (42.9)  47 (24.7)
Planctomycetes 6 (2.8) - 46 (29.9) 5 (2.6)
Acidobacteria 23 (10.9) - 8 (5.2) 3 (1.6)
Chloroflexi 10 (4.7) - - 12 (6.3)
Firmicutes 4(1.9) - 8 (5.2) 10(5.3)
Bacteroidetes 5 (2.4) - 3 (1.9) 9 (4.7)
Thermotogae - - - 4 (2.1)
Caldithrix_p 3 (1.4) - - 1(0.5)
Cyanobacteria 1 (0.5) - 1 (0.6) -
Actinobacteria - - - 2 (1.1)
Spirochaetes - - - 1 (0.5)
Verrucomicrobia 1 (0.5) - - -
Gemmatimonadetes 1 (0.5) - - -

Candidate Division 5 (2.4)  2 (1.3)  19 (10.0)
OP1 1 (0.5) - 1 (0.6) 11 (5.8)
OP3 1 (0.5) - - 3 (1.6)
OP8 - - - 3 (1.6)
WS3 2 (0.9) - - 1 (0.5)
OP11 1 (0.5) - - 1 (0.5)
OD1 - - 1 (0.6) -

Unclassified bacteria 17 (8.0) - 2 (1.2) 40 (21.0)
Total 211 (100) 70 (100) 154 (100) 190 (100)

Percentages of clones of each domain from different samples are given in brackets.

Table 1. Phylogenetic distribution of 16S rRNA sequences of bacterial clones from the 
sediment (KB44, KB46, KB47) and tubeworm trophosome (KB45).

[표 43]. Phylogenetic distribution of 16S rRNA sequences of bacterial clones from the
sediment(KB44, 45 and 47) and tubeworm trophosome(KB45).

(2) 관벌레 내부공생세균의 phylogenetic tree

관벌레에서 공생하는 주요세균은 기존에 알려진 바와 동일하게 γ-proteobacteria로 확인(그림 

158A) 되었으며, 지리적 위치와 종에 따라 다양하게 존재함을 확인. 하지만, 기존 보고와 다르게 

γ-proteobacteria 외에 ε-proteobacteria 또한 Lamellibrachia satsuma의 trophosome에 공생하고 있다

는 것을 이번 연구에서 처음으로 확인(그림 158B)
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[그림 158]. Phylogenetic tree analysis of bacterial clones obtained from trophosome and sediments.

나. 관벌레 공생미생물의 대사과정 분석

(1) Metagenome sequencing 분석

관벌레의 trophosome 2개 부위(1368과 1371)에서 metagenome whole sequencing을 실시하였으며, 
1368은 1.8GB, 1371은 2.1GB의 서열을 확보 [표 44].

                

Table 2. Metagenome statistics

Lamellibrachia satsumametagenome Sample-1368 Sample-1371

Upload bp count 2,100,000,000 2,390,510,340
Post QC
bp count 1,838,919,861 2,153,950,692
Sequence count 18,604,309 24,180,323
Mean sequence length 98±5 89±4
Mean GC percent 43±9 42±9
Predicted Protein Features (ORFs) 15,143,826 19,176,401
Predicted rRNA features 3,073,436 7,909,134
Identified Protein Features 1,668,775 624,562
Identified rRNA Features 66,014 91,496
Identified Functional categories 1,202,868 366,217

  [표 44]. Metagenome statistics

(2) Metagenome depth와 GC-content 분석

GC content 결과 1371는 γ-proteobacteria 만이 존재(그림 159B)하는 반면, 1368에서는 γ

-proteobacteria 와 ε-proteobacteria의 plot(그림 159A)를 확인
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[그림 159]. 1368(A)과 1371(B) metagenomic 데이터로부터 GC content 분석.

(3) Trophosome 내에 존재하는 γ-proteobacteria의 형태학적 관찰

CARD-FISH를 이용하여 관벌레의 trophosome에 공생하는 γ-proteobacteria와 ε-proteobacteria의 존

재를 형택학적으로 관찰한 결과 γ-proteobacteria의 존재(녹색)는 확인되었지만, ε-proteobacteria의 

존재는 관찰되지 않음. ε-proteobacteria는 trophosome 내에 단 1% 미만으로 존재하기 때문으로 예

상(그림 160)

[그림 160]. Trophosome 내에 존재하는 내부공생세균의 형태적 관찰

(4) γ-proteobacteria와 ε-proteobacteria의 유전체 분석

관벌레 내부공생세균인 γ-proteobacteria와 ε-proteobacteria의 metabolism 모식도. γ-proteobacteria
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는 cytoplasmin과 periplasmic enzymes을 통해 sulfur-oxidation을 위한 필수 유전자와 calvin과 rTCA 
cycles을 통해 carbon fixation을 위한 유전자들을 모두 함유(그림 161A)하는 반면, ε-proteobacteria
는 periplasmic enzyme (Sox)와 rTCA cycle 만을 함유(그림 161B).  ε-proteobacteria의 발생은 지리

적으로 다른 환경에 서식하는 관벌레 내부 공생세균의 역할, 획득과 적응에 대한 새로운 방향을 

제시 할 것으로 기대

[그림 161]. Proposed models of metabolism in γ-proteobacteria (A) and ε-proteobacteria (B) 

symbiont based on genomic analysis

4. 혐기적 메탄산화과정

가. 환경유전체 분석을 위한 시료 확보

(1) 혐기적 메탄산화와 관련된 심해 퇴적토 확보

(가) 혐기적 메탄산화와 관련된 두 종류의 심해 퇴적토와 한 종류의 대조군 퇴적토를 동해 울릉

분지에서 확보(그림 162.)함.

(나) 혐기적 메탄산화와 관련된 UBGH2-10_SMTZ는 약 6.2 meter below seafloor(mbsf)의 심해 퇴적

토로써 메탄의 혐기적 산화가 일어난다고 예측되는 sulfate-methane transition zone(SMTZ)의 

퇴적토이며, 2010년 drilling ship인 Fugro Synergy호를 이용하여 확보함 [표 45].

(다) UBGH2-10_SMTZ 시료의 지화학적 특성을 분석한 결과, 메탄과 황산염이 각각 2.02 mM과 2.67 
mM의 농도로 존재하였으며 이를 바탕으로 UBGH2-10_SMTZ 퇴적토는 SMTZ의 시료임을 확인. 
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(라) Hemire_ACC 퇴적토는 0.0-0.2 mbsf의 표층 퇴적토로 메탄의 혐기적 산화로 인해 생성된 

authigenic carbonate crust(ACC)가 존재하였으며, ROV Hemire를 이용한 push core 방법으로 

Hemire_ACC 퇴적토를 확보함.

(마) 대조군인 G1_Surface 퇴적토는 이어도호의 piston core를 이용하여 0.0-0.2 mbsf의 표층 퇴적토

를 확보.

(2) 환경유전체 분석을 위한 genomic DNA 추출 및 염기서열 확보

(가) 표층 퇴적토인 Hemire_ACC와 G1_Surface 퇴적토에서 차세대 염기서열 분석 장치를 이용하

여 환경 유전체 염기서열을 확보할 수 있는 충분한 양인 약 30-35 ug의 genomic DNA를 

PowerMax Soil DNA Isolation kit(MoBio Laboratories, USA)를 이용하여 추출[표 46].

(나) UBGH2-10_SMTZ 시료에서는 845.9 g의 퇴적토를 이용하여 genomic DNA를 추출하였음에도 

불구하고 4.7 ug 정도의  genomic DNA 만을 확보.

(다) phi 29 polymerase를 이용하여 random amplification한 후 약 49.8 ug의 UBGH2-10_SMTZ 
genomic DNA 확보.

(라) UBGH2-10_SMTZ와 G1_Surface는 GS FLX Titanium장비를 이용하여 각각 0.32 Gb와 0.43 Gb
의 염기서열을 확보하였으며, 614,918개와 812,858개의 read로 평균 read 길이는 516±111 bp
와 534±61 bp를 보임[표 47].

   

[그림 162]. Sampling sites in Ulleung Basin (A) and authigenic carbonate crust in surface 
sediment (B). 
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Environmental data UBGH2-10_SMTZ Hemire_ACC G1_Surface
Latitude 36° 55' 35.12"E 36° 5' 0.88"N 36° 5' 0.84"N
Longitude 130° 54' 00.36"E 130° 4' 0.73"N 130° 4' 0.95"N
Water depth (m) 2,141 1,450 1,453
Depth (mbsf) 6.0-6.2 0.0-0.2 0.0-0.2
CH4 (mM) 2.20 N.Aa 0.00
SO42- (mM) 2.67 N.A 25.3
NH4 (mM) 2.55 N.A N.A.

Geochemical
character

SMTZ section in
methane hydrate-
bearing sediment

Authigenic
carbonate crust
sediment

subsurface sediment
with at

non-methane seeps

[표 45]. Description of sampling sites

a Not analyzed

Site
Depth

(mbsf)

Wet

weight (g)

Elution

vol. (ul)

Conc. of

DNA (ng/ul)

Amount of total

DNA (ug)
UBGH2-10_SMTZ 6.0-6.2 845.9 110 42.6 4.7
Hemire_ACC 0.0-0.2 10.86 200 152.4 30.5
G1_Surface 0.0-0.2 171.3 280 126.0 35.3

[표 46]. Genomic DNA extraction from three sediments

   

                 

Categories UBGH2-10_SMTZ Hemire_ACC G1_Surface
NGS sequencing GS FLX Titanium Illumina Mi-seq GS FLX Titanium
No. of reads 614,918 11,885,512 812,858
Dataset size (Gb) 0.32 3.60 0.43
Average read length

(bp)
242±111 247±89 359±151

Average GC (%) 43±6 43±8 46±10

[표 47]. Statistical analysis of metagenomic reads

(마) Hemire_ACC는 Illumina Mi-seq 장비를 이용하여 염기서열을 확보하였으며 약 3.60 Gb의 데이

터와 11,885,512개의 read 수, 247±89 bp의 read 길이를 보임. 
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나. 심해 퇴적토의 미생물 군집구조 분석  

(1) 미생물 군집구조 분석을 위한 16Sr RNA 염기서열 확보

(가) 확보된 세 종류의 퇴적토에서 메탄의 혐기적 산화에 중요한 역할을 하는 미생물을 규명하고 

지화학적 조건 및 혐기적 메탄산화 유무에 따른 미생물의 군집을 비교하기 위하여 16S 
rRNA 유전자를 이용한 미생물 군집구조를 분석함.

(나) 세 퇴적토에서 추출한 genomic DNA를 주형으로 모든 세균의 16S rRNA 유전자를 증폭 할 

수 있는 universal primer인 27F(5’-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3’)와 518R(5’-GTA 
TTA CCG CGG CTG CTG G-3’) primer set(Giovannoni, 1991), 고세균의 16S rRNA 유전자를 

증폭 할 수 있는 21F(5’-TCC GGT TGA TCC YGC CGG-3’)와 518R primer set (DeLong, 
1992)를 이용하여 각 시료에 존재하는 세균과 고세균의 16S rRNA 유전자를 증폭함.

(다) 증폭된 세균과 고세균의 16S rRNA 유전자는 GS FLX Titanium 454(Roche, Germany) 염기서

열 분석 장치를 이용하여 염기서열을 확보하였으며, 각각의 염기서열들은 Eztaxn-e 데이터베

이스를 이용하여 기존에 보고된 염기서열들과 97% 유사도를 기준으로 염기서열의 계통분류

를 분석 후 강(Class) 수준에서 미생물 군집의 변화를 분석함.
 

(2) 고세균 군집구조 분석   

(가) 고세균의 군집구조 분석결과, G1_Surface에서는 Thaumarchaeota와 Miscellaneous Crenarchaeotal 
Group(MCG)의 고세균이 각각 41.9%와 34.4%를 차지하며 우점함(그림 163(A).).

(나) Thaumarchaeota는 낮은 농도의 암모니아 환경조건에서 암모니아 산화 혹은 mixotrophic한 생

장을 보이는 고세균으로 알려져 있으며(Pester et al., 2011), MCG 그룹의 고세균은 다양한 

유기물을 이용하여 heterotrophic한 생장을 보이는 고세균으로 알려져 있음(Biddle et al., 
2006).

(다) 혐기적 메탄산화가 일어난다고 예상되는 두 퇴적토 UBGH2-10_SMTZ와 Hemire_ACC에서 고

세균의 군집을 분석한 결과, 혐기적 메탄산화와 관련된 고세균들이 확인됨.

(라) Anaerobic methanotroph(ANME)로 명명된 혐기적 메탄산화 고세균들은 UBGH2-10_SMTZ 퇴적토

에서 10.2%의 비율로 존재하였으며, Hemire_ACC 퇴적토에서는 49.2%의 비율로 존재하였음. 
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[그림 163]. Microbial community structures based on 16S rRNA genes of archaea (A) 
and bacteria (B) in three sediments. Relative abundance was calculated as follows: 
(n/N)×100, where n is the number of clones belonging to the same phylum and N is the 
total number of clones.

 

(마) 혐기적 메탄산화 고세균 그룹들은 16S rRNA 유전자의 염기서열에 따라 각각의 subclass로 

재분류되며, UBGH2-10_SMTZ 퇴적토에는 ANME-1b 만이 존재하는 특성을 보인 반면, 
Hemire_ACC 퇴적토에서는 ANME-1b가 25.0%, ANME-2a/b가 18.8%, ANME-2c 그룹이 6.0%
의 비율로 관찰됨.

(바) 메탄의 혐기적 산화가 일어나는 퇴적토의 위치에 따라 혐기적 메탄산화 고세균의 subclass의 

차이가 관찰되었으며,  SMTZ 퇴적토에서는 산소에 민감한 ANME-1 그룹이 메탄의 혐기적 

산화에 중요한 역할을 하며, 표층인 Hemire_ACC 퇴적토에서는 상대적으로 산소에 덜 민감

한 ANME-2a/b/c 그룹과 ANME-1 그룹의 고세균들이 메탄의 혐기적 산화에 중요한 역할을 

할 것이라 추정됨.

(사) 혐기적 메탄산화가 일어나는 두 퇴적토에서는 혐기적 메탄산화 고세균 그룹 이외에 

Thermoplasmata 그룹에 속하는 고세균이 각각 59.3%(UBGH2-10_SMTZ)와 

29.5%(Hemire_ACC)의 비율로 우점하여 관찰됨.

(아) Thermoplasmata 그룹에 속하는 고세균은 심해 퇴적토에서 관찰되며 혐기적 메탄산화 고세균 

그룹과 같이 관찰되는 경우가 빈번한 것으로 알려져 있음(Girguis et al., 2003; Inagaki et al., 
2003; Jagersma et al., 2009; Reed et al., 2002; Zhang et al., 2011). 또한, 최근의 유전체 연구

를 통해서 혐기 조건의 심해 퇴적토에서 protein mineralization 과정과(Iverson et al., 2012; 
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Lloyd et al., 2013), 메탄 생성에 관여한다고 알려져 있음(Borrel et al., 2012; Dridi et al., 
2012; Paul et al., 2012).

 

(3) 세균 군집구조 분석   

(가) 표층 퇴적토인 G1_Surface와 Hemire_ACC 퇴적토에서는 UBGH2-10_SMTZ 퇴적토에 비하여 

다양한 세균들이 존재하며 한 종류의 세균이 우점하는 경향을 보이지는 않았음(그림 2(B).).

(나) 두 표층 퇴적토에서 모두 proteobacteria에 속하는 미생물들이 우점 하였으며, 그 중에서도 황

산염환원 세균(sulfate-reducing bacteria, SRB)이 속하는 deltaproteobacteria가 20.4%(G1_Surface)
와 29.9%(Hemire_ACC)의 비율로 우점함.

(다) UBGH2-10_SMTZ 퇴적토에 존재하는 proteobacteria의 비율은 매우 낮았으며, 
deltaproteobacteria만이 약 5.4%의 낮은 비율로 관찰됨.

(라) 표층 퇴적토에서 SRB 그룹이 높은 비율로 존재하는 이유는 표층에 존재하는 황산염을 환원

시키며 생장하기 때문인 것으로 생각됨.

(마) UBGH2-10_SMTZ 퇴적토의 세균군집은 Chloroflexi(49.0%)와 Candidate division JS1(24.4%)에 

속하는 세균이 우점함.

(바) Chloroflexi와 Candidate division JS1에 속하는 세균들은 난배양성 세균으로 특성이나 특정 환

경에서의 역할을 규명하기 어렵지만 메탄 하이드레이트가 포함된 환경, 매우 높은 황산염 

환원력을 가진 유기물이 풍부한 혐기적 환경에서 발견된다는 보고가 있음(Harrison et al., 
2009; Kadnikov et al., 2012; Roalkvam et al., 2011; Webster et al., 2004; Zhang et al., 2012).

 

(4) 미생물 다양성 지표 분석   

(가) 세균과 고세균의 16S rRNA 유전자를 바탕으로 세 심해 퇴적토의 미생물 다양성 분석함.

(나) 세 심해 퇴적토에서 각각 고세균 2,984개와 세균 8,114개(UBGH2-10_SMZ), 고세균 3,581개와 

세균 9,292개(Hemire_ACC), 고세균 7,479개와 세균 2,905개(G1_Surface)의 16S rRNA 유전자 

염기서열을 확보함[표 48].
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Domain Section
No. of
reads

No. of
OTUsa

C (%)b Chao1c Shannond invSimpsone

Archaea

UBGH2-10_
SMTZ

2,984 958 77.21 2898 5.63 72.13

Hemire_ACC 3,651 169 98.36 226 3.21 9.58
G1_Surface 7,479 2,075 80.05 7346 6.17 87.13

Bacteria

UBGH2-10_
SMTZ

8,114 1,000 93.79 1851 5.07 38.96

Hemire_ACC 9,292 573 97.62 829 4.15 17.25
G1_Surface 2,905 1,330 66.95 4022 6.54 301.57

[표 48]. Diversity indices of microbial 16S rRNA gene libraries from marine sediments

a calculated at the 0.03 difference level
b Coverage (C) =[1-(n1/N)]×100, where n1 is the number of unique OTUs and N is the total 

number of clones in a library
c Nonparametric statistical prediction of the total OTUs based on the distributions of singletons and 

doubletons.
d and e a higher number indicates greater diversity

(다) 확보된 16S rRNA 유전자는 97% 유사도를 기준으로 operational taxonomic unit(OTU)를 규명

하였으며 세 퇴적토에서 각각 1,958개(UBGH2-10_SMZ)와 742(Hemire_ACC), 
3,405(G1_Surface)개의 OTU를 확인함.

(라) 고세균의 종 풍부도(Chao1)와 다양성 지수(Shannon와 invSimpson’s index) 분석 결과, 
G1_Surface 퇴적토의 종 풍부도 및 다양성 지수가 가장 높게 나타난 반면, Hemire_ACC 퇴

적토의 종 풍부도와 다양성 지수는 가장 낮게 관찰됨. 이는 메탄의 혐기적 산화 기작으로 

인하여 Hemire_ACC 퇴적토의 혐기적 메탄산화 고세균 그룹이 차지하는 비율이 높아 이러

한 결과가 나타난 것으로 생각됨.

다. 지화학적, 위치적 특성에 따른 혐기적 메탄산화 고세균 유래의 기능 유전자 비교  

(1) 정량 PCR을 이용한 혐기적 메탄산화 고세균 비교

(가) 정량 PCR(Q-PCR)을 이용하여 세 종류의 퇴적토에 존재하는 고세균 및 세균, 혐기적 메탄산

화 고세균, 황산염 환원세균의 유전자를 정량하고자 primer set을 선정함[표 49].
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Copies/g wet weight of sediment
Target genes UBGH2-10_SMTZ Hemire_ACC G1_Surface
Archaeal

16S rRNA
3.1×107±3.2×106 1.2×108±7.0×106 3.0×107±2.7×106

Bacterial

16S rRNA
1.3×107±3.5×105 2.7×1010±3.0×108 2.4×109±7.6×107

ANME-1 (16S NAa 1.8×107±6.8×105 NDb

[표 50]. Quantification of 16S rRNA, ANME specific, mcrA and dsrA gene in three different sediments

Target genes
Name of

primer
Sequences (5’-3’)

Annealin

g Temp.

(℃)

Produ

ct size

(bp)

Reference

Archaeal 16S

rRNA

Arch349F GYGCASCAGKCGMGAAW
50 c.500

Takai and

Honikoshi,

2000Arch806R GGACTACVSGGGTATCTAAT

Bacterial 16S

rRNA

Bac357F CTACGGGAGGCAGCAG
55 c.177

Ovreås et

al., 1997Bac517R ATTACCGCGGCTGCTGG

mcrA
mLF

GGTGGTGTCGGATTCACACAGTACGCTACA

GC 50 c. 470
Luton et

al., 2002
mLR TTCATTGCGTAGTTTGGGTAGTT

dsrA
DSR-1F ACSCACTGGAAGCAGGCCGG

60 c. 221
Kondo et

al., 2008DSR-R GTGGMRCCGTGCAKRTTGG

ANME-1
ANME-1F GCT TTC AGG GAA TAC TGC

60 c. 200
Lloyd et

al., 2011ANME-1R TCG CAG TAA TGC CAA CAC

ANME-2a
ANME-2aF ACG GAT ACG GGT TGT GAG AG

60 c. 151
V igneron

et al.,

2013

ANME-2aR CTT GTC TCA GTC CCC GTC TC

ANME-2c
ANME-2cF TCG TTT ACG GCT GGG ACT AC

60 c. 224
ANME-2cR TCC TCT GGG AAA TCT GGT TG

ANME-3
ANME-3F GGA TTG GCA TAA CAC CGG

60 c. 234
ANME-3R TAT GCT GGC ACT CAG TGT CC

[표 49]. Primer set for quantitative PCR

(나) 선정된 primer set을 이용하여 세 종류의 퇴적토에 존재하는 각각의 미생물 유전자 수를 정

량한 결과, Hemire_ACC 퇴적토에서 세균과 고세균의 16S rRNA 유전자 수가 1.2×108(고세

균)과 2.7×1010(세균) copies/wet sediment g으로 가장 높게 관찰됨 [표 50].
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based)
ANME-2a (16S

based)
NA ND ND

ANME-2c (16S

based)
NA 1.1×107±1.9×105 ND

ANME-3 (16S

based)
NA ND ND

mcrA gene 4.8×105±2.6×104 2.1×107±4.9×105 ND
dsrA gene 7.9×104±1.1×104 4.7×109±5.9×107 2.0×109±7.2×107

a Not analysed
b Not detected

(다) UBGH2-10_SMTZ 퇴적토에서는 3.1×107(고세균)과 1.3×107(세균) copies/wet sediment g으로 가

장 적은 copy의 유전자 수가 관찰됨.

(라) 메탄 생성 및 혐기적 산화에 관여하는 유전자인 mcrA 유전자의 copy 수를 확인한 결과, 대

조군인 G1_Surface 퇴적토에서는 mcrA 유전자가 전혀 관찰되지 않은 반면, 
UBGH2-10_SMTZ와 Hemire_ACC 퇴적토에서는 각각 4.8×105과 2.1×107 copies/wet sediment g
의 mcrA 유전자가 관찰됨.

(마) G1_Surface 퇴적토와 유사한 위치의 표층 퇴적토임에도 불구하고 혐기적 메탄산화와 관련된 

유전자(ANME 특이적 16S rRNA gene과 mcrA 유전자)는 Hemire_ACC 시료에서만 관찰됨 

(ANME-1, 1.8×107±6.8×105 copies/wet sediment g; ANME-2c, 1.1×107±1.9×105 copies/wet 
sediment g; mcrA, 2.1×107±4.9×105 copies/wet sediment g).

(바) Hemire_ACC 시료에서만 ANME 특이적 16S rRNA유전자와 mcrA가 관찰된 이유로는 표층에

서 방출되는 메탄의 영향으로 Hemire_ACC 퇴적토에서 혐기적 메탄산화가 일어난 것으로 

추정됨.

(사) 황환원 세균을 정량 할 수 있는 dsrA 유전자는 세 퇴적토에서 모두 관찰되었으며 각각 

7.9×104 (UBGH2-10_SMTZ)와 4.7×109 (Hemire_ACC), 2.0×109 (G1_Surface) copies/wet sediment 
g으로 Hemire_ACC와 G1_Surface에서는 큰 차이를 보이지 않았으나 UBGH2-10_SMTZ 퇴적

토에서는 상대적으로 매우 적은 수의 황환원 세균이 존재함. 위 결과는 미생물 군집 구조 

분석과 동일한 결과로 황산염의 농도가 황산염 환원세균의 수에도 영향을 미친 것으로 추

정됨.

(아) Hemire_ACC 퇴적토에 존재하는 mcrA 유전자가 혐기적 메탄산화 고세균 유래인지 메탄 생

성 고세균 유래인지 확인하기 위하여 40개의 mcrA 유전자의 염기서열을 분석함.

(자) mcrA 유전자의 염기서열을 바탕으로 계통수를 분석한 결과, 40개의 mcrA 유전자 모두 혐기
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적 메탄산화 고세균에 속함을 확인할 수 있었으며, 혐기적 메탄산화 고세균의 하위그룹인 

ANME-1뿐만 아니라 ANME-2a와 ANME-2c도 존재함을 확인함(그림 164).          

라. 환경유전체 염기서열의 분류학적 분석 및 mapping 분석

(1) 환경유전체 데이터베이스를 이용한 환경유전체 풀의 sorting 및 annotation

(가) 차세대 염기서열 분석 장치를 이용해 확보한 환경유전체 염기서열들을 분석하기 위하여 세 

종류의 환경유전체 풀을 환경유전체 데이터베이스(Integrated Microbial Genomes Expert 
Review (IMG/ER)와 The Metagenomics Genome Rapid Annotation with Subsystem Technology 
(MG-RAST))를 이용하여 염기서열 sorting 및 annotation을 실시함 [표 51].

(나) Sorting 후 각 환경유전체의 염기서열 개수는 각각 370,398개의 read(UBGH2-10_SMTZ)와 

10,511,619개(Hemire_ACC), 727,174개(G1_Surface)의 read와 0.13 Gb(UBGH2-10_SMTZ), 2.5 
Gb(Hemire_ACC), 0.33 Gb(G1_Surface)의 유전 정보량을 확보함.

(다) 각 퇴적토의 환경유전체 평균 read 길이와 GC ratio는 각각 242-359 bp와  42.64-47.06%로 퇴

적토마다 큰 차이는 존재하지 않았음.

(라) Sorting 된 환경유전체의 염기서열을 바탕으로 annotation을 실시한 결과, 각 퇴적토의 환경유

전체 유전정보량의 약 0.5%의 염기서열들은 RNA 유전자인 것으로 확인되었으며, 이중 16S 
rRNA유전자의 개수는 각각 21(UBGH2-10_SMTZ)개와 53,905(Hemire_ACC)개, 
231(G1_Surface)개로 확인됨.

[그림 164]. Phylogenetic tree of mcrA gene from Hemire_ACC sediment.
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Category UBGH2-10_SMTZ (%) Hemire_ACCa (%) G1_Surface (%)
Number of reads 370,398 10,511,619 727,174

Number of bases (Gb) 0.13 2.5 0.33
Average length (bp) 242±142 247±89 359±151

GC % 43.46 42.64 47.06
RNA genes 2,792 (0.58) 53,905 (0.53) 5,431 (0.56)
5S rRNA 46 (0.01) 1,482 (0.01) 69 (0.01)
16S rRNA 21 (0.00) 8,140 (0.08) 231 (0.02)
18S rRNA 1 (0.00) 24 (0.00) 4 (0.00)
23S rRNA 50 (0.01) 15,884 (0.16) 504 (0.05)
28S rRNA 14 (0.00) 54 (0.00) 4 (0.00)
tRNA genes 2,660 (0.55) 28,321 (0.28) 4,619 (0.48)

Metagenome

database

COG 187,725 (39.12) 4,774,177 (47.05) 364,689 (37.54)
Pfam 235,662 (49.11) 3,811,362 (37.56) 503,695 (51.85)
KO 143,855 (29.98) 4,197,541 (41.37) 255,199 (26.27)

Enzyme 86,833 (18.10) 2,372,195 (23.38) 153,326 (15.78)
MetaCyc 59,614 (12.42) 1,526,550 (15.04) 103,424 (10.65)
KEEG 86,745 (18.08) 2,317,932 (22.84) 153,159 (15.77)

[표 51]. Summary of metagenome data from Ulleung Basin sediments

aMetagenomic data obtained by Illumina Miseq. platform

(마) Clusters of Orthologous Groups (COG)와 Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEEG), 
Protein families database (Pfam) 등 하위 database를 이용하여 기능 유전자원을 탐색을 위한 

annotation을 실시함. 
 

(2) 환경유전체를 이용한 메탄산화기능 미생물의 분류학적 분석

(가) Annotation 된 환경유전체 염기서열의 분류학적 분석을 진행함.

(나) UBGH2-10_SMTZ 퇴적토에서는 16.9%, Hemire_ACC는 21.1%, G1_Surface는 21.8%의 비율로 

세 종류의 환경 유전체에서 공통적으로 deltaproteobacteria에 속하는 염기서열의 비율이 가장 

높게 관찰됨(그림 165(A).).

(다) UBGH2-10_SMTZ 퇴적토에 비하여 Hemire_ACC와 G1_Surface 퇴적토에서 상대적으로 

deltaproteobacteria에 속하는 염기서열의 비율이 높게 관찰된 이유는 상대적으로 높은 황산염 

농도로 인하여 deltaproteobacteria에 속하는 SRB 그룹의 미생물들이 높은 비율로 존재하기 

때문인 것으로 추정됨.

(라) Gammaproteobacteria에 속하는 미생물들도 표층 퇴적토에 높은 비율로 존재하였으며 이는 다

양한 유기물들은 분해하여 생장하는 미생물들에 의한 영향인 것으로 추정됨.

(마) 혐기적 메탄산화가 일어날 것이라 예상되는 UBGH2-10_SMTZ와 Hemire_ACC 두 퇴적토의 

환경유전체를 강(Class) 수준에서 비교한 결과, Methanomicrobia로 annotation된 염기서열의 비

율이 각각 16.1%(UBGH2-10_SMTZ)와 17.7%(Hemire_ACC)로 높게 관찰된 반면, 대조군인 

G1_Surface 환경유전체에서는 1.5% 만이 Methanomicrobia로 annotation된 염기서열이었음.
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(바) 목(Order) 수준에서 분석한 결과, Methanomicrobia에 속하는 미생물 중에서도 

Methanosarcinales로 annotation되는 것을 확인함(그림 165(B).).

(아) Methanomicrobia로 분류되는 고세균들은 일반적으로 메탄을 생성하는 메탄생성 고세균(methanogen)
으로 알려져 있음(McInerney et al., 2008; Muyzer and Stams, 2008; Ozuolmez et al., 2015).

(자) 16S rRNA 유전자를 기반으로 한 미생물 군집구조 분석 결과에서 메탄생성 고세균은 

UBGH2-10_SMTZ와 Hemire_ACC 퇴적토에서 전혀 관찰되지 않았기 때문에 환경유전체의 분

류학적 분석결과에서 메탄생성 고세균으로 annotation 된 염기서열들은 환경유전체 데이터베

이스에서 잘못 annotation이 되었을 가능성이 높다고 생각됨.

(차) 계통분류학적으로 혐기적 메탄산화 고세균 그룹은 메탄생성 고세균과 매우 높은 유연관계를 

보이며(그림 166.), 혐기적 메탄산화 기작과 관련된 기능성 유전자들도 매우 유사도가 높다

고 알려져 있음(Hallam et al., 2004; Haroon et al., 2013; Meyerdierks et al., 2010).

[그림 165]. Taxonomic profile comparison between UBGH2-10_SMTZ and G1_Surface by class (A) 
and order (B) level. The proportion of sequences associated with each category is shown on the left. 
Subsystems overrepresented in the UBGH2-10_SMTZ metagenome exhibit positive differences (blue 
dots), whereas negative differences (orange dots) are overrepresented in the G1_Surface metagenome. 
Features with a q value of <0.05 were considered significant.
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[그림 166]. Phylogenetic tree based on 16S rRNA genes showing the relationship of 
methanogens and ANME.

(3) 환경유전체 염기서열의 mapping 분석

(가) Metahnomicrobia로 annotation된 염기서열들이 메탄생성 고세균인지 혐기적 메탄산화 고세균

인지 확인하기 위하여 19 종의 메탄생성 고세균의 유전체와 혐기적 메탄산화 고세균의 유

전체를 이용하여 mapping 분석을 실시함.

(나) 19 종의 메탄생성 고세균과 mapping을 진행한 결과, 세 종류의 퇴적토에서 확보한 환경유전

체 염기서열이 mapping 되지 않음을 확인함 [표 52].

(다) 혐기적 메탄산화 고세균의 유전체에 mapping한 결과, UBGH2-10_SMTZ의 환경유전체 염기서

열의 2.28-3.73%가 ANME-1과 mapping되며 ANME-2 그룹에 속하는 유전체와는 거의 

mapping이 이루어지지 않음을 확인함 [표 53].

(라) Hemire_ACC의 환경유전체 염기서열들은 ANME-1(2.13%)보다는 ANME-2a의 유전체에 상대

적으로 높은 비율(7.16%)로 mapping 됨.

(마) 환경유전체의 분류학적 분석결과에서 Metahnosarcinales로 annotation된 염기서열들은 메탄생

성 고세균이 아니라 혐기적 메탄산화 고세균인 ANME 그룹에 속함.

(바) 대조군인 G1_Surface의 환경유전체는 UBGH2-10_SMTZ와 Hemire_ACC와는 다르게 혐기적 메

탄산화 고세균 뿐만 아니라 메탄생성 고세균에도 거의 mapping이 되지 않음을 확인. 
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마. 환경유전체 염기서열의 기능성 유전자원 및 혐기적 메탄산화 유전자원 분석  

(1) 환경유전체의 기능성 유전자원 비교

(가) 환경유전체 염기서열을 이용하여 기능성 유전자원을 분석하기 위해 SEED 데이터베이스를 

이용하여  UBGH2-10_SMTZ와 G1_Surface 환경유전체 염기서열의 기능성 유전자원을 비교

(나) Annotation 조건은 cutoff E-value <1×10-5과 최소 read 길이 50 bp 조건에서 실시함.

(다) UBGH2-10_SMTZ에서는 전체 유전체의 38.9%인 185,200개의 read가 annotation되었고 

G1_Surface에서는 62.5%인 438,484개의 read가 annotation 됨.

(라) 기능성 유전자원의 category중 protein biosynthesis와 amino acid related gene, one carbon 
metabolism, respiration, purines, protein folding 등의 유전자원들이 G1_Surface 환경유전체에 

비하여 UBGH2-10_SMTZ에 높은 비율로 존재함을 확인함(그림 167(A).).

(마) 대조군인 G1_Surface에서는 oxidative stress와 electron donating reactions, nitrogen, and sulfur 
metabolism과 같은 산화과정이나 전자전달 및 최종 전자 수용체와 관련된 기능성 유전자원

이 상대적으로 높은 비율로 존재함.

(바) 메탄의 생성 및 산화와 관련된 one carbon metabolism category의 하위 항목을 분석한 결과, 
메탄 생성기작(methanogenesis)과 연관된 유전자원들이 높은 비율로 존재함을 확인할 수 있

었으며 관련 기능성 유전자원들은 미생물 다양성 분석 및 mapping 결과로 미루어 메탄생성 

기작이 아닌 혐기적 메탄산화 기작과 관련된 기능성 유전자원이라 생각됨(그림 167(B).).
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Class Reference genome Accession No.
Size

(Mb)

No. of mapping reads and proportion (%)
UBGH2-10_SMTZ Hemire_ACC G1_Surface

Methanobacteria

Methanobrevibacter ruminantium M1 NC_013790 2.94 192 (0.05) 776 (0.01) 110 (0.02)

Methanobrevibacter smithii ATCC 35061 NC_009515 1.85 90 (0.02) 144 (0.00) 75 (0.01)
Methanothermobacter

thermautotrophicus str. Delta H
NC_000916 1.57 40 (0.01) 470 (0.00) 20 (0.00)

Methanococci

Methanocaldococcus jannaschii DSM

2661
NC_000909 1.74 144 (0.03) 219 (0.00) 60 (0.01)

Methanococcus voltae A3 NC_014222 1.94 63 (0.02) 51 (0.00) 95 (0.01)

Methanococcus maripaludis C5 NC_009135 1.79 47 (0.01) 300 (0.00) 51 (0.01)

Methanococcus aeolicus Nankai-3 NC_009635 1.57 141 (0.03) 298 (0.00) 67 (0.01)

Methanococcus vannielii SB NC_009634 1.72 47 (0.01) 173 (0.00) 46 (0.01)

Methanothermococcus okinawensis IH1 NC_015636 1.68 78 (0.02) 74 (0.00) 76 (0.01)

Methanopyri Methanopyrus kandleri AV19 NC_003551 1.69 20 (0.00) 898 (0.01) 20 (0.00)

Methanomicrobia

Methanoculleus bourgensis MS2 NC_018227 2.79 21 (0.01) 1,516 (0.01) 50 (0.01)

Methanoculleus marisnigri JR1 NC_009051 2.48 29 (0.01) 1,068 (0.01) 47 (0.01)

Methanosaeta concilii GP6 NC_015416 3.03 46 (0.01) 3,985 (0.03) 40 (0.01)

Methanosaeta harundinacea 6Ac NC_017527 2.57 103 (0.02) 4,400 (0.03) 75 (0.01)

Methanosaeta thermophila PT NC_008553 1.88 30 (0.01) 1,856 (0.01) 18 (0.00)

Methanosarcina acetivorans C2A NC_003552 5.75 104 (0.03) 12,222 (0.10) 96 (0.01)

Methanosarcina mazei Go1 NC_003901 4.10 93 (0.02) 10,690 (0.08) 76 (0.01)

Methanosarcina barkeri str. Fusaro NC_007355 4.87 112 (0.03) 6,402 (0.05) 78 (0.01)

[표 52]. The number of metagenome reads mapping to 19 species methanogens
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Methanococcoides burtonii DSM 6242 NC_007955 2.58 65 (0.02) 30,030 (0.24) 99 (0.01)

Class Reference Genome Accession No. Size (Mb)
No. of mapping reads and proportion (%)

UBGH2-10_SMTZ Hemire_ACC G1_Surface

ANME-1 uncultured archaeon ANME-1 FP565147 3.39 15,424 (3.73%) 329,557 (2.13%) 21 (0.00)

ANME-1 methanogenesis-associated genes
in Eel River sediment (54 contigs)

AY714814-

AY741199
1.9 9,425 (2.28%) 140,902 (0.91%) 30 (0.01)

ANME-2a uncultured Methanosarcinales sp.
ANME-2a (575 scaffold) 36455a 3.64 176 (0.04%) 1,105,315 (7.16%) 191 (0.03)

ANME-2d
Candidatus Methanoperedens

nitroreducens
9493a 3.20 105 (0.03%) 29,878 (0.19%) 26 (0.00)

ANME-2 methanogenesis-associated genes
in Eel River sediment (8 contigs)

AY714814-

AY741199
0.3 34 (0.01%) 35,388 (0.23%) 3 (0.00)

Number of total reads 412,749 12,850,414 706,240

[표 53]. Mapping result of sequencing reads to reference draft genomes or contigs related with ANME

aIMG Submission ID 
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[그림 167]. Functional profile comparisons at SEED Subsystems hierarchy level 2 (A) and 
of one-carbon metabolism (B). The proportion of sequences in the different categories is 
shown on the left. Subsystems overrepresented in the UBGH2-10_SMTZ sediment exhibit 
positive differences (blue dots), whereas negative differences (orange dots) are 
overrepresented in the G1_Surface metagenome. Features with a q value of <0.05 were 
considered significant.

(사)  UBGH2-10_SMTZ 환경유전체에서 확인된 두 copy의 mcrA 유전자를 이용하여 계통수를 분

석한 결과, 혐기적 메탄산화 고세균들과 높은 유연관계를 보이며 동일한 cluster를 형성함을 

확인함(그림 168.).  

(2) 혐기적 메탄산화 기작과 관련된 기능성 유전자원 분석

(가) UBGH2-10_SMTZ와 G1_Surface의 환경유전체에서 메탄의 생성 및 혐기적 산화 기작에 관여

하는 7개의 주요 유전자원을 분석함 [표 54].

(나) 두 환경유전체에서 모두 주요 유전자원들을 확인하였으나, G1_Surface에 존재하는 주요 유전

자원들은 Deltaproteobacteria와 Actinobacteria, Chlorobia와 같은 세균 혹은 몇몇 고세균들이 

가지고 있는 유사 유전자원임을 확인

(다) UBGH2-10_SMTZ 환경유전체에 존재하는 주요 유전자원들은 대부분 메탄생성 고세균들과 

높은 유연관계를 보임임.
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(라) UBGH2-10_SMTZ 환경유전체에 존재하는 7개의 주요 유전자원 중 F420-dependent 
N5,N10-methylenetetrahydromethanopterin reductase (mer)와 CoB-CoM heterodisulfide reductase 
subunit D,E (hdrDE) 유전자는 관찰되지 않음.

(마) mer 유전자는 메탄 생성 혹은 혐기적 메탄 산화 기작에서 중요한 역할을 하는 유전자원으로 

알려져 있으며, hdrDE 유전자는 메탄생성 고세균에서 전자전달을 통한 에너지 생성에 관여

하는 유전자로 알려져 있음(Pereira et al., 2011; Pires et al., 2003; Thauer et al., 2010).

(바) 메탄생성 고세균 중 Mehanosarcina barkeri에서 mer 유전자를 결손 시켰을 때 유전자 결손에 

따른 대체 기작이 메탄을 생성한다는 연구 결과가 보고되기도 하였으며(Welander and 
Metcalf, 2008), hdrDE 유전자도 hdrABC 유전자가 전자전달을 대신 진행한다는 연구결과가 

보고되기도 하였음(Bäumer et al., 1998; Hedderich et al., 1990; Heiden et al., 1994).

(사) ANME-1이 우점하는 환경유전체에서 mer과 hdrDE 유전자가 관찰되지 않는다는 보고가 있으

며 ANME-1은 두 유전자원이 결손되어 있으며 혐기적으로 메탄을 산화하는 대체 기작이 존

재한다는 연구 결과가 있음(Hallam et al., 2004; Haroon et al., 2013; Meyerdierks et al., 2010).

(3) 환경유전체의 de novo assembly를 이용한 분석

(가) ANME 그룹이 가장 많이 존재하는 Hemire_ACC 환경유전체 데이터를 이용하여 de novo 
assembly를 다음과 같은 조건에서 진행함(minimum contig length, 1,000 bp; Mismatch cost, 2 bp; 
Insertion cost, 3 bp; Deletion cost, 3 bp; Length fraction, 50%; Similarity fraction, 80%) [표 55].
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[그림 168]. Phylogenetic tree based on mcrA gene sequences. Names highlighted in bold indicate 
reads obtained during this study. The tree was generated using a neighbor-joining algorithm based 
upon the model of Jukes and Cantor with 1,000 bootstraps replications. The scale bar represents 
10% estimated distance. The mcrA gene sequence of the Methanopyrus kandleri strain DSM 6324 
(AF414042) was used as the outgroup.
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Gene EC
number Abbr.a

No. of genes implicated
in:

Class (No. of hits) found in indicated metagenome
b

UBGH2-10_
SMTZ (%)

G1_Surface
(%) UBGH2-10_SMTZ G1_Surface

Formylmethan
o f u r a n
dehydrogenase

EC 1.2.99.5

fmdABCDE 54 (0.07) 17 (0.008)

Methanococci (22)

Methanomicrobia (17)

Methanopyri (6)

Gammaproteobacteria (4)

Betaproteobacteria (3)

Methanobacteria (2)

Methanococci (7)

P lanctomycetia (4)

Methanomicrobia (3)

Alphaproteobacteria (1)

Methanobacteria (1)

Methanopyri (1)

fmdB 64 (0.084) 3 (0.001)
Methanomicrobia (50)

Methanobacteria (14)
Methanopyri (3)

fmdC 12 (0.015) 6 (0.003)

Methanopyri (9)

Methanococci (2)

Methanomicrobia (1)

Methanomicrobia (3)

Methanobacteria (1)

Methanococci (1)

Alphaproteobacteria (1)
fmdD 81 (0.106) 0 (0.00) Methanomicrobia (81) -

fmdE 0 (0.00) 8 (0.004) -

Deltaproteobacteria (6)

Acidobacteria (1)

Chloroflexi (1)
Formylmethan
ofuran-tetrahy
dromethanopte
r i n
N-formyltransf
erase

EC 2.3.1.101 ftr 74 (0.097) 8 (0.004)

Methanomicrobia (59)

Archaeoglobi (7)

Methanopyri (4)

Methanococci (2)

Methanomicrobia (2)

P lanctomycetia (2)

Archaeoglobi (1)

Alphaproteobacteria (1)

[표 54]. Classification of the genes implicated in reverse methanogenesis pathway
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Methanobacteria (1)

P lanctomycetia (1)

Betaproteobacteria (1)

Methanopyri (1)

N 5,N 10-methen
yltetrahydrome
thanopterincycl
ohydrolase

EC 3.5.4.27 mch 187 (0.246) 17 (0.008)

Methanomicrobia (184)

Methanopyri (2)

Halobacteria (1)

Alphaproteobacteria (3)

Methanomicrobia (3)

P lanctomycetia (3)

Archaeoglobi (2)

Betaproteobacteria (2)

Methanococci (2)

Gammaproteobacteria (1)

Methanopyri (1)
F420-dependent
methylenetetra
hydromethanop
terindehydroge
nase

EC 1.5.98.1 mtd 11 (0.014) 0 (0.00)
Archaeoglobi (8)

Methanococci (3)
-

C o e n z y m e
F420hydrogenas
ebetasubunit

EC 1.12.98.1 frhB 20 (0.026) 0 (0.00)
Methanopyri (16)

Methanococci (4)
-

F420-dependent
N 5,N 10-methyl
enetetrahydro
methanopterinr
eductase

EC 1.5.98.2 mer 0 (0.00) 31 (0.015) -

Actinobacteria (14)

Halobacteria (6)

Methanopyri (3)

Deltaproteobacteria (2)

Methanobacteria (2)

Methanococci (2)

Alphaproteobacteria (1)

Thaumarchaeota (1)
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tetrahydrometh
a n o p t e r i n
S-methyltransf
erase, subunit
A

EC 2.1.1.86

mtrA 1 (0.001) 10 (0.005) Methanomicrobia (1) Methanomicrobia (10)

mtrH 0 (0.00) 4 (0.002) -

Clostridia (2)

Methanomicrobia (1)

Archaeoglobi (1)

M e t h y l
coenzyme M
reductase

EC 2.8.4.1

mcrA 2 (0.003) 0 (0.00)
Methanobacteria (1)

Methanomicrobia (1)
-

mcrB 1 (0.001) 0 (0.00) Methanobacteria (1) -

mcrG 3 (0.004) 0 (0.00)

Methanomicrobia (1)

Methanobacteria (1)

Methanopyri (1)

-

C o B - C o M
heterodisulfide
reductase

EC 1.8.98.1 hdrA 338 (0.444) 436 (0.21)

Deltaproteobacteria (98)

Methanopyri (67)

Methanobacteria (47)

Methanococci (32)

Methanomicrobia (30)

Verrucomicrobia (26)

Clostridia (18)

Chlorobia (10)

Korarchaeota (5)

Archaeoglobi (4)

Actinobacteria (1)

Deltaproteobacteria (186)

Chlorobia (45)

Methanopyri (39)

Methanococci (35)

Methanomicrobia (30)

Clostridia (28)

Methanobacteria (24)

Archaeoglobi (16)

Methanobacteria (14)

Verrucomicrobia (6)

Korarchaeota (5)

Actinobacteria (3)

Gammaproteobacteria (2)

Betaproteobacteria (3)
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hdrB 86 (0.113) 78 (0.038)

Methanococci (52)

Methanomicrobia (14)

Deltaproteobacteria (10)

Clostridia (8)

Verrucomicrobia (2)

Deltaproteobacteria (29)

Clostridia (25)

Methanobacteria (8)

Methanopyri (4)

Verrucomicrobia (4)

Methanomicrobia (3)

Methanococci (2)

Aquificae (1)

Betaproteobacteria (1)

Chlorobia (1)

hdrC 1 (0.00) 45 (0.022) Deltaproteobacteria (1)

Deltaproteobacteria (15)

Clostridia (11)

Chlorobia (9)

Gammaproteobacteria (5)

Methanococci (2)

Methanomicrobia (1)

Methanopyri (1)

Verrucomicrobia (1)

hdrD 0 (0.00) 30 (0.014) -

Deltaproteobacteria (18)

Clostridia (5)

Methanomicrobia (6)

Korarchaeota (1)
hdrE - - - -
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(나) De novo assembly 결과, 15,437,157개의 raw read 중 56%인 8,731,214개의 read가 match 되어 

contig를 형성하였으며, 평균 2,294 bp의 길이를 갖는 43,646개의 contig를 확보함.

(다) 확보된 contig의 최소길이는 1 kb이며 가장 긴 contig는 111 kb의 길이를 보였고 평균 

coverage 값은 15×를 보임.

(라) 전체 환경유전체 데이터 중 약 44%인 6,705,943개의 read는 어떤 contig에도 매치가 되지 않

아 assembly가 되지 않음.

(마) Contig들은 환경유전체 데이터베이스인 IMG/ER을 이용하여 염기서열 sorting 및 annotation을 

실시함(표 12).

(바) Annotation 결과, 1,207개의 RNA 유전자가 확인되었으며 이 중 31개의 16S rRNA 유전자가 

확인됨.

(사) 119,689개의 protein coding 유전자는 다양한 하위 데이터베이스(COG, KEEG, Pfam)를 이용하

여 annotation을 수행하였으며, 현재 annotation 데이터를 바탕으로 각 contig를 구성하는 유전

자원의 분포 현황을 분석 중임.

Contents Count (%) Average length (bp) Total base (bp)
Reads 15,437,157 (100) 248.52 3,836,397,835
Matched 8,731,214 (56) 248.73 2,171,683,986

Not matched 6,705,943 (44) 248.24 1,664,713,849
Reads in pairs 140 290.6

Broken paired reads 8,730,078 248.73
Contigs 43,646 2,294 100,103,545
N50 2,377

Min. length (bp) 1,000
Max. length (bp) 111,108
Coverage (×) 15.44

[표 55]. De novo assembly of Hemire_ACC metagenome using CLC Workbench

De novo assembly condition: minimum contig length, 1,000 bp; Mismatch cost, 2 bp; Insertion cost, 
3 bp; Deletion cost, 3 bp; Length fraction, 50%; Similarity fraction, 80%
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Numbers % of Assembled contigs
Number of sequences 43,646 100.00
Number of bases (bp) 100,103,530 100.00
GC count 43,761,755 43.72
Genes
RNA genes 1,207 1.00
rRNA genes 110 0.09
5S rRNA 24 0.02
16S rRNA 31 0.03
23S rRNA 54 0.04
28S rRNA 1 0.00
tRNA genes 1,097 0.91
Protein coding genes 119,689 99.00
with Product Name 72,145 59.68
with COG 80,517 66.60
with Pfam 78,633 65.04
with KO 50,451 41.73
with Enzyme 26,123 21.61
with MetaCyc 15,713 13.00
with KEGG 27,556 22.79

[표 56]. Annotation of de novo assembled Hemire_ACC contigs
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총연구기간내 연차별 목표 대비 달성율(%)

구분

연차별 달성내용 연차별 
계획대비 
연구실적 
달성율 
(B)(%)

성과목표 연구내용
가중

치(A)
달성실적

1년차

(2014)

1. 해양생물 

기능유전체 

해석 및 활용

1-1.해양생물(고래)유전체의 심
층 비교 분석을 통한 진화 
및 인간 질환 발병 기전 
연구

0.35

∘NUMT(nuclear mitochondrial 
DNA) 유전정보 1건

∘Selective sweep 유전정보 1건
∘단백질 구조예측 30건
∘FGF(fibroblast growth factor) 유
전자원 확보 22종

100

1-2.해양생물 특이적 유전자의 
활성과 기능 연구를 위한 
인프라 구축

∘비브리오 패혈증균 감염동물모델 
1건

∘제브라피쉬/동물세포 배양 연구 
인프라 2건

1-3.해양생물 특이적 유전자의 
기능과 인간 질환 연관성
에 대한 실험적 규명

∘효소활성 분석 (Prdx) 1건
∘발암 및 암전이 관련성 분석 
(MEST) 1건

1-4.해파리 성체를 대상으로 
한 유전체/전사체 구조 
분석 적합성 검증

∘해파리 대상 고순도 핵산 추
출법 제시

∘해파리의 유전체 크기 예측
∘해파리 독 단백질 유전자 검
색 및 cDNA 염기서열 정보 
확보

2. 
바이오화학소

재 생산을 

위한 

해양미생물 

기반 

합성생물 

제작기술개발

2-1.원료물질 전환 미생물 및 
유전자원 확보 0.35

∘해양바이오매스분해 미생물 4종
∘C1화합물전환미생물 20종
∘당화활성 고세균 3종
∘CO2고정 미생물 1종
∘Isoprene생산 미생물 4종
∘당화효소 유전자원 25종
∘당화효소 유전자군 3종
∘CO2고정 유전자군 1종
∘CO2전환효소 유전자원 4종

100

2-2.해양극한 미생물 기반 바이 ∘내열성 β-glucosidase 1건

제4장 연구개발목표 달성도 및 대외 기여도

제1절  연구개발 목표달성도
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오화학소재 생산 플랫폼 
구축

∘중온성 β-glucosidase 1건
∘내열성 laminarinase 2건
∘개미산으로부터 CO2, H2 대사 
메커니즘 1건

∘CO2, H2로부터 개미산 생산 대
사 1건 

∘Isoprene생산 대사 1건

3. 해양미생물 

생태기능유전

자 규명

3-1.동해 수층의 원핵생물 다
양성 및 물질 순환 특성

0.3

∘마산만 저산소 수층 12점
∘동해 남서부해역 수층(표층~심
층) 69점

∘환경유전체 분석; 마산만 저산소 
수층 2건

100
3-2. Rhodopsin의 기능 규명

∘Rhodopsin 함유 해양미생물 분리 
16종

∘신규 2종 분리/동정

3-3. 동해 퇴적물내 메탄수화
물의 혐기적 메탄산화과정 
분석

∘동해 심해 퇴적물 3점
∘환경유전체 분석; 동해 
심해퇴적물 3건

계 1.0 100

2년차

(2015)

1.해양생물 기

능유전체 해

석 및 활용

1-1.해양생물(고래)유전체의 
심층 비교 분석을 통한 
진화 및 인간 질환 발병 
기전 연구

0.35

∘HIF 타깃 유전자의 고래 특이적 
변이 분석 199종 분석 

∘고래와 인간 장기별 RNA 
발현량 비교 분석 196종 발굴

100

1-2.해양생물 특이적 유전자
의 활성과 기능 연구를 
위한 인프라 구축

∘활용 가능한 고래 특이적 
유전자 발굴 59종

∘고래 유전자 확보 5종

1-3.해양생물 특이적 유전자
의 기능과 인간 질환 연
관성에 대한 실험적 규명

∘FGF11의 HIF 기능 조절기전 1
건

∘FGF11의 비만세포 분화 조절기
능 발굴 1건

∘고래세포 일차배양 및 저산소 
반응 실험 1건

1-4.해파리 유생단계 및 조직
별 전사체 초안 확보

∘말레이해파리 배양계 확립
∘성체의 조직 및 유생단계 별 
RNA 염기서열 정보 생산

∘Matrix metalloproteinase 2종 
및 phospholipase 1 종에 대한 
재조합 DNA 제작

2.바이오화학소

재 생산을 위

한 해양미생

2-1.원료물질 전환 미생물 및 
유전자원 확보

0.35
∘유용미생물 동정 및 특성분석 4
종

∘유용미생물 유전체 해독 및 대
100
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물 기반 합성

생물 제작기

술개발

사분석 1건
∘당화효소 유전자원 특성분석 2
종

∘바이오화학소재 대사관련 유전
자원 확보 8종

2-2.해양극한 미생물 기반 바
이오화학소재 생산 플랫폼 
구축

∘Genentic tool box 구축; 프로모터 
3종, 마커 3종, episomal vector 1
종

∘에탄올 대사 관련 유전자 도입 
재조합 균주 2주

∘고온성 2,3-BDO 대사 관련 유전
자들 도입 재조합 균주 2주

∘Isobutanol 대사 관련 유전자들 도입 
재조합 균주 1주

3. 해양미생물 

생태기능유전

자 규명

3-1.동해 수층의 원핵생물 다
양성 및 물질 순환 특성

0.3

∘춘계 동해 남서부해역 수층(표
층~심층) 100점

∘마산만 저산소 수층 12점
∘동해 남서부해역 수층(표층~심
층) 69점

∘마산만 저산소 수층 2건
∘동해 심층수 1건

100
3-2. Rhodopsin의 기능 규명

∘빛에 대한 활성반응 5종
∘빛에 대한 기능분석 1종
∘유전체 분석 4종

3-3. 동해 퇴적물내 메탄수화
물의 혐기적 메탄산화과정 
분석

∘환경유전체 분석 3건
∘환경유전체 기능유전자 분석 2
건

∘메탄생성 관련 기능유전자 분석 
1건

계 1.0 100

3년차

(2016)

1.해양생물 

기능유전체 

해석 및 활용

1-1.해양생물(고래)유전체의 
심층 비교 분석을 통한 
진화 및 인간 질환 발병 
기전 연구

0.35

∘고래 GPCR class A 285종 class 
B 49종 class C 19종 분석

∘고래 유전체 기능 분석을 위한 
후보 유전자 예측 시스템 구축 
1건 

100
1-2.해양생물 특이적 유전자

의 활성과 기능 연구를 
위한 인프라 구축

∘고래 (bottlenose dolphin) 
혈구세포  cDNA library 2건 
구축

1-3.해양생물 특이적 유전자
의 기능과 인간 질환 연
관성에 대한 실험적 규명

∘FGF11의 신규 활성/기전 규명 2
건: 저산소증 적응, 지방세포 분
화

1-4.해파리유전체/전사체 초
안 확보 및 DB구축

∘해파리 유전자/발생 단계 특이 
유전자 18,700개/9,800개 확보
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∘해파리 독 유전자 3종 확보

2.바이오화학 

소재 생산을 

위한 

해양미생물 

기반 

합성생물 

제작기술개발

2-1.원료물질 전환 미생물 및 
유전자원 확보

0.35

∘바이오매스전환 고온성 미생물 
확보 및 특성분석 2종

∘C1가스전환 미생물 확보 및 특
성분석 3종
∘유전체 해독 2건

100

2-2.해양극한 미생물 기반 바
이오화학소재 생산 플랫폼 
구축

∘Genentic tool box 구축; fosmid 
system 구축 

∘초고온성 2,3-BDO 대사 관련 유
전자들 도입 재조합 균주 2주

∘초고온성 당화효소군 유전자들 
도입 재조합 균주 1주

∘Isoprene/isopentenol 대산 관련 유
전자들 도입 재조합 균주 3주

3.해양미생물 

생태기능 

유전자 규명

3-1.동해 수층의 원핵생물 다
양성 및 물질 순환 특성

0.3

∘동해 8개 정점 전수층에서 원핵
생물 및 환경변수 조사

∘동해 원핵생물 다양성 분포 특성
파악

100

3-2. Rhodopsin의 기능 규명/
해양공생체

∘Sediminicola sp. YIK13으로부터 
EVs 기능 분석

∘관벌레 공생체 다양성 및 메타
유전체 비교 분석

3-3. 동해 퇴적물내 메탄수화
물의 혐기적 메탄산화과정 
분석

∘환경유전체 염기서열의 de 
novo assembly 후 43,648개의 
contig 확보

∘혐기적 메탄산화가 일어나는 
퇴적토에서 mcrA 유전자의 
정량 및 비교 완료

계 1.0 100
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게재일 논문명

저 자

학술지명
Vol.

(No.)

국가

명

SCI

구분주저자
교신

저자
공동저자

2014.02.01

Transcriptional changes 
caused by bisphenol A in 
Oryzias javanicus, a fish 
species highly adaptable to 
environmental salinity 

우선옥 염승식 Vianney Denis Marine Drungs 12
스위
스

SCI

2014.06.11

Hoppeia youngheungensis 
gen. nov., sp. nov., a 
novel member of the 
Flavobacteriaceae isolated 
from tidal flat, and the 
emended descriptions of the 
genus Sediminibacter and 
Sediminibacter furfurosus

권용민 김상진
최동희, 양성현, 
권개경

IJSEM
64
(6)

영국 SCI

2014.06.30

Acute 4-nonylphenol 
toxicity changes the 
genomic expression profile 
of marine medaka fish, 
Oryzias javanicus 

원효경 염승식 우선옥
& CELLULAR 

TOXICOLOGYMOLECUL
AR  

10 한국 SCI

2014.09.01

Purification, 
crystallization and 
preliminaryX-ray 
crystallographic analysis 
of the 
UDP-N-acetylmuramoyl-tripep
tide-D-alanyl-D-alanine 
ligase (MurF) from 
Acinetobacterbaumannii

안영준
차선신
정경민

정창숙, 유정희, 

Acta 
Crystallographica 

Section 
F-Structural 
Biology And 

Crystallization 
Communications

70
(7)

미국 SCI

2014.08.01

ATP-binding mode including 
a carbamoylated lysine and 
two Mg2+ ions,and 
substrate-binding mode in 
Acinetobacter baumannii 
MurF

차선신
차선신
정경민

안영준, 정창숙, 
유정희 

Biochemical And 
Biophysical 
Research 

Communications

450
(2)

미국 SCI

제2절  대외 기여도

1. 기술적 측면

 가. 정량적 성과 내역

(1) 논문게재 성과
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2014.08.05

Energy conservation by 
oxidation of formate to 
carbon dioxide and hydrogen 
via a sodium ion current in 
a hyperthermophilic 
archaeon 

임재규
강성균, 

V. 
müller

F. Mayer

PROCEEDINGS OF 
THE NATIONAL 
ACADEMY OF 
SCIENCES

111
(31)

미국 SCI

2014.11.28

Monoclonal Antibodies 
against Vibrio vulnificus 
RtxA1 Elicit Protective 
Immunity through Distinct 
Mechanisms

이태희 정경민
차선신, 이창섭, 
이준행

Infection And 
Immunity

82
(11)

미국 SCI

2014.10.30

Structure-based 
investigation into the 
functional roles of the 
extended loop and 
substrate-recognition sites 
in an endo-b-1,4-D-mannanse 
from Antarctic springtail, 
Cryptopygus antarcticus

김민규 차선신
안영준, 송정민, 
정창숙, 강미혜, 
권개경, 이윤호

Proteins: 
Structure, 

Function, and 
Bioinformatics 

82
(11) 미국 SCI

2014.11.12

Neptunomonas immobilis sp. 
nov. isolated from a 
sediment of the 
Daebu-Island, Korea and 
emended description of the 
genus Neptunomonas

양성현 권개경
서현석, 이정현, 
김상진

IJSEM
온라
인 
발간 

영국 SCI

2014.12.30
Hydra, a candidate for an 
alternative model in 
environmental genomics 

Seungsh
ic Yum

Seonock Woo, 
Aekyung Lee, 
Hyokyoung Won1 & 
Junghee Kim

MOLECULAR & 
CELLULAR 
TOXICOLOGY 

10(4)
339-4
6

대한
민국

SCI(
E)

2015.01.01

Characterization of the 
frhAGB-encoding hydrogenase 
from a non-methanogenic 
hyperthermophilic archaeon 

전정호
강성균, 
이현숙

임재규, 김민식, 
양태준, 이성혁, 
배승섭, 김윤재, 
이상희, 이정현

Extremophiles

19(1)
, 

109~1
18 

국외 SCI

2015.01.06
Insights into the evolution 
of longevity from the 
bowhead whale genome.

Keane 
M.

João 
Pedro de 
Magalhãe

s

M. Keane, J. 
Semeiks, A.E. 
Webb, Y.I. Li, V 
Quesada, T. 
Craig,
L. B. Madsen, S. 
van Dam, D. 
Brawand, P.. I. 
Marques, P.l 
Michalak, L. 
Kang, 박종화,
임형순, 외 16

Cell Reports.
10, 
112-1
22

국외 SCIE

2015.01.19 

Kiloniella spongiae sp. 
nov., isolated from a 
marine sponge and emended 
description of the genus 
Kiloniella Wiese et al. 
2009 and Kiloniella 
laminariae 

양성현 권개경
서현석, 이정현, 
김상진

Int J Syst Evol 
Microbiol

65(1)
,  

230~2
34 

국외 SCI 
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2015.01.23 

Pyrosequencing revealed 
SAR116 clade as dominant 
dddP-containing bacteria in 
oligotrophic NW Pacific 
Ocean 

최동한 노재훈

박기태, 안성민, 
이기택, 조장천, 
이정현, 김동선, 
전동철

PLoS ONE 

10(1) 
e0116
271~e
01162
71 

국외
SCI(
E)

2015.02.01 

One-carbon substrate-based 
biohydrogen production: 
microbes, mechanism, and 
productivity 

S.K.-M.
R. 

Rittman
n, 

이현숙

강성균
임재규, 김태완, 
이정현

Biotechnology 
Advances

33(1)
, 

165~1
77 

국외 SCI

2015.03.01 

A Novel CO-Responsive 
Transcriptional Regulator 
and Enhanced H2 Production 
by an Engineered 
Thermococcus onnurineus NA1 

김민식 강성균

최애란, 이성혁, 
정해창, 배승섭, 
양태준, 전정호, 
임재규, 윤환, 
김태완, 이현숙 

Appl Environ 
Microbiol 

81(5)
, 

1708~
1714 

국외 SCI

2015.04.01 

Enhancing bio-hydrogen 
production from sodium 
formate by 
hyperthermophilic archaeon, 
Thermococcus onnurineus NA1 

배승섭
강성균, 
김태완

이현숙, 전정호, 
이정현

Bioprocess and 
Biosystems 
Engineering

38(5)
, 

989~9
93

국외 SCI 

2015.04.17 

Screening of a novel strong 
promoter by RNA sequencing 
and its application to H2 
production in a 
hyperthermophilic archaeon 

이성혁
이현숙,
강성균

김민식, 정해창, 
이진원, 이정현

Appli Microbiol 
biotechnol 

99(1)
, 

4085~
4092 

국외 SCI 

2015.06.15

Amphritea spongicola sp. 
nov., isolated from a 
marine sponge and emended 
description of the genus 
Amphritea 

장하니 권개경
양성현, 서현석, 
이정현, 김상진

Int J Syst Evol 
Microbiol

65(6)
, 

1866~
1870 

국외 SCI

2015.07.15

Purification and 
Characterization of 
extracellular vesicles from 
a hyperthermophilic 
archaeon Thermococcus 
onnurineus NA1T 

최동희 김상진

권용민, Hiroshi 
Xavier Chiur, 
양은찬, 배승섭, 
강성균, 이정현, 
윤환수

Appl Environ 
Microbiol 

81(14
), 

4591~
4599 

국외 SCI

2015.10.31

Pseudomaricurvus 
alcaniphilus sp. nov., a 
marine bacterium isolated 
from tidal flat sediment 
and emended descriptions of 
the genus Pseudomaricurvus, 
Pseudomaricurvus 
alkylphenolicus Iwaki et 
al., 2014 and Maricurvus 
nonylphenolicus Iwaki et 
al., 2011

서현석 권개경
양성현, 오지혜, 
이정현

Int J Syst Evol 
Microbiol

65(10
), 

3591-
3596

국외 SCI

2015.07.31

Alcanivorax gelatiniphagus 
sp. nov., a marine 
bacterium isolated from 
tidal flat sediments 
enriched with crude oil 

권개경 권개경
오지혜, 양성현, 
서현석, 이정현

Int J Syst Evol 
Microbiol

65(7)
, 

2204~
2208 

국외 SCI
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2015.011.1

Hypoxia-induced fibroblast 
growth factor 11 stimulates 
capillary-like endothelial 
tube formation.

양지민
정재연, 
이세원

김우진, 전형오, 
이우진, 이경원 Oncol. Reports

34(5)
, 

2745-
2751

국외 SCI

2014.12.31 

Hexabromobenzens 농후 
배양에 따른 해면 (Axinella 
sp.) 공생 미생물의 군집구조 
변화 

서현석 권개경
양성현, 배승섭, 
이정현

한국해양바이오학
회지

6(2), 
76 ~ 
83 

국내 기타

2014.12.31 
Molecular adaptation of the 
CREB-Binding Protein for 
aquatic living in cetaceans 

정재연
임형순, 
이정현

정옥성, 고영준, 
이경원, 조윤성, 
박종화

한국해양바이오학
회지

6(2), 
102~1
09 

국내 기타

2015.03.31

Novel Substrate Specificity 
of a Thermostable 
β-glucosidase from the 
Hyperthermophilic Archaeon, 
Thermococcus pacificus P-4 

김윤재 이정현
이재은, 이현숙, 
권개경, 강성균

한국미생물학회지
51(1)
, 

68~74 
국내

Scop
us 
등재

2015.09.28

Immobilization of the 
hyperthermophilic archaeon 
Thermococcus onnurineus 
using amine-coated silica 
material for H2 production 

배승섭 김태완
나정걸, 이성목, 
강성균, 이현숙, 
이정현

Microbiol
Biotechnol Lett 

43(3)
, 

236~2
40 

국내
Scop
us 
등재

2015.11.23

Characterization of 
cetacean Numt and its 
application into cetacean 
phylogeny.

고영준, 
양은찬

임형순, 
이정현

이재학, 이경원, 
정재연, 박기정, 
정옥성, 박종화, 
P.A. Morin

Genes & Genomics 국내
SCI(
E)

2015.10.15

Structural basis for the 
ATP-independent proteolytic 
activity of LonB proteases 
and reclassification of 
their AAA+ modules 

안영준 차선신 나정현, 김명일 J Microbiol

53(10
), 

711-7
17

국내
SCI(
E)

2015.11.11

High-quality draft genome 
sequence 
of Gracilimonas tropica 
CL-CB462
(DSM 19535), isolated from 
a Synechococcus culture

최동한 조병철

안치상, 장광일, 
A. Lapidus, J 
Han, TBK Reddy, 
M Huntermann 외 
9명

Standard in 
Genomic Sciences

10,98 국외 SCIE

2015.12
Complete genome sequence of 
Novosphingobium 
pentaromativorans US6-1T

최동희, 
권용민

김상진 권개경
Standards in 

Genomic Sciences
in 

press
국외

SCI(
E)

2015.12.30

Metabolic changes in marine 
medaka fish (Oryzias 
javanicus) in response to 
acute 4-nonlyphenol 
toxicity 

Seungsh
ic Yum

Ye Jin 
Jo, 

Seonock 
Woo

Biochip Journal
9(4)P
.1

국내
SCI(
E)

2015.12.31

Prokaryotic community 
composition revealed by 
denaturing gradient gel 
electrophoresis in the East 
Sea

Gwang 
Il Jang

Dong Han 
Choi

-
Ocean Science 

Journal

50(4)
p.1~1
5

국내 
SCI(
E)
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2016.01.20

Pseudofulvibacter 
gastropodicola sp. nov., 
isolated from a marine 
conch and emended 
description of the genus 
Pseudofulvibacter Yoon et 
al. 2013 and 
Pseudofulvibacter 
geojedonensis 

Sung-Hy
un Yang

Kae 
Kyoung 
Kwon

Hyun-Seok Seo, 
Jung-Hyun Lee, 
Sang-Jin Kim

INTERNATIONAL 
JOURNAL OF 

SYSTEMATIC AND 
EVOLUTIONARY 
MICROBIOLOGY

66(1)
p.430
-434

영국 SCI

2016.01.29

Dimethyl sulfoxide 
reduction by a 
hyperhermophilic archaeon 
Thermococcus onnurineus NA1 
via a cysteine-cystine 
redox shuttle

Ae Ran 
Choi

Hyun 
Sook Lee

Min-Sik Kim,
Sung Gyun Kang

JOURNAL OF 
MICROBIOLOGY

54(1)
p.31-
38

대한
민국

SCI(
E)

2016.02.01

Diversity and functional 
analysis of light-driven 
pumping rhodopsins in 
marine Flavobacteria

Yong 
Min 
Kwon

Sang-Jin 
Kim

So-Young Kim, 
Kwang-Hwan Jung

MicrobiologyOpen
5(1)p
1-12

영국
SCI(
E)

2016.02.08

The complete mitochondrial 
genome sequence of the 
tubeworm Lamellibrachia 
satsuma and structural 
conservation in the 
mitochondrial genome 
control regions of Order 
Sabellida 

Ajit 
Kumar 
Patra

Sang-Jin 
Kim

Yong Min Kwon, 
Sung Gyun Kang, 
Yoshihiro 
Fujiwara

MARINE GENOMICS
26p.6
3-71

네덜
란드

SCI(
E)

2016.03.15 

Adaptive engineering of a 
hyperthermophilic archaeon 
on CO and discovering the 
underlying mechanism by 
multi-omics analysis 

Seong 
Hyuk 
Lee

Sung 
Gyun 
Kang

Min-Sik Kim, 
Jae-Hak Lee, Tae 
Wan Kim, Seung 
Seob Bae,
Sung-Mok Lee, 
Hae Chang Jung, 
Tae-Jun Yang, Ae 
Ran Choi, 
Yong-Jun Cho,
Jung-Hyun Lee, 
Kae Kyoung Kwon, 
Hyun Sook Lee

SCIENTIFIC 
REPORTS

6(1)p
.2289
6-1~1
1

영국
SCI(
E)

2016.04.30

A biological process 
effective in conversion of 
CO-containing industrial 
waste gas to acetate 

Tae Wan 
Kim

Sung 
Gyun 
Kang

Seung Seob Bae, 
Jin Woo Lee, 
Sung-Mok Lee, 
Jung-Hyun Lee,
Hyun Sook Lee

BIORESOURCE 
TECHNOLOGY

211(1
)p.79
2-6

영국 SCI

2016.05.01 

Abyssisolibacter fermentans 
gen. nov. sp. nov., 
isolated from deep 
sub-seafloor sediment 

Wonduck 
Kim

Kae 
Kyoung 
Kwon

Jung-Hyun Lee
JOURNAL OF 
MICROBIOLOGY

54(5)
p.347
-352

대한
민국

SCI(
E)

2016.06.01

Purification, 
crystallization, and 
preliminary X-ray 
crystallographic analysis 
of the Group III chaperonin 
from Carboxydothermus 
hydrogenoformans. 

Young 
Jun An

Sun-Shin 
Cha

Sara E. Rowland,
Frank T. Robb

JOURNAL OF 
MICROBIOLOGY

54(6)
p.440
~444

대한
민국

SCI(
E)
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2016.07.05 

Cloning a Chymotrypsin-Like 
1 (CTRL-1) Protease cDNA 
from the Jellyfish 
Nemopilema nomurai 

Yunwi 
Heo

Euikyung 
Kim

Young Chul Kwon, 
Seong Kyeong 
Bae, Duhyeon 
Hwang, Hye Ryeon 
Yang,
Indu Choudhary, 
Hyunkyoung Lee, 
Seungshic Yum, 
Kyoungsoon Shin, 
Won Duk Yoon,
Changkeun Kang

TOXINS
8(205
)p.1-
10

국외
SCI(
E)

2016.09.15

Phylogenetic relationship 
between symbionts of 
tubeworm Lamellibrachia 
satsuma and the sediment 
microbial community in 
Kagoshima Bay

Ajit 
Kumar 
Patra 
and 
Hyun 

Hee Cho

Sang-Jin 
Kim

Yong Min Kwon, 
Kae Kyoung Kwon, 
Takako Sato, 
Chiaki Kato, 
Sung Gyun Kang

Ocean Science 
Journal

 
5(3)p
. 

317~3
2 

한국
SCI(
E)

2016.09.16

Crystal structure of 
EstSRT1, a family VIII 
carboxylesterase displaying 
hydrolytic activity toward 
oxyimino cephalosporins 

Sun-Shi
n Cha

Sun-Shin 
Cha

Young Jun An

BIOCHEMICAL AND 
BIOPHYSICAL 
RESEARCH 

COMMUNICATIONS

478(2
)p. 
818~8
24 

미국 SCI

2016.12.06

Metagenomic analysis 
reveals the contribution of 
anaerobic methanotroph-1b 
in the oxidation of methane 
at the Ulleung Basin, East 
Sea of Korea

Jin Woo 
lee

Jung-Hyu
n Lee

Kae Kyoung Kwon,
Jang-Jun Bahk, 
Dong-Hun Lee,
Hyun Sook Lee, 
Sung Gyun Kang

JOURNAL OF 
MICROBIOLOGY

54(12
):814
-822

대한
민국

SCIE

2016.10.01

Comparison of microbial 
communities during the 
anaerobic digestion of 
Gracilaria under mesophilic 
and thermophilic conditions

Aqil 
Azizi

Jung-Hyu
n Lee

Wonduck Kim
World Journal of 
microbiology & 
biotechnology

32(10
)p.15
8

네덜
란드 

SCI(
E)

2016.10.31

cDNA and gene structures of 
two phospholipase A2 
isoforms, acidic PLA2 PA4 
and PLA2 PA3A/PA3B/PA5, in 
Nemopilema nomurai 
jellyfish venom 

Yunwi 
Heo

Euikyung 
Kim

Young Chul Kwon, 
Kyoungsoon Shin, 
Won Duk Yoon,
Chang Hoon Han, 
Seungshic Yum

TOXICON

 
122(x
)p. 
160~1
66 

네덜
란드

SCI

2016.04.26

A novel family VIII 
carboxylesterase 
hydrolysing third-and 
fourth-generation 
cephalosporins

Jeong 
Ho Jeon

Jung-Hyu
n Lee

Hyun Sook Lee, 
Jung Hun Lee, 
Bon‑Sung Koo, 
Chang‑Muk Lee, 
Sang Hee Lee,
Sung Gyun Kang

SpringerPlus 

5(1)p
.525-
1~525
-8

독일
SCI(
E)

2016.06.30 
한반도 주변 해역으로부터 
혐기성 미생물의 분리 및 
분리 미생물의 특성 분석 

Wonduck 
Kim

Kae 
Kyoung 
Kwon

Jung-Hyun Lee 한국미생물학회지
52(2)
p.183
-191

대한
민국

논문
학진

2015.12.01

Vapor batch crystallization 
and preliminary X-ray 
crystallographic analysis 
of a cold-active 
endo-β-1,4-glucanase that 
was produced through the 
cold temperature protein 
expression 

Young 
Jun An

Sun-Shin 
Cha

Min-Kyu Kim, 
Jung Min Song, 
Mee Hye Kang, 
Youn-Ho Lee

Biodesign
3(3)p
.138-
142

대한
민국

논문
기타
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2015.12.01

고래의 게놈에서 
hypoxia-inducible factor 
binding site의 예측과 
target gene에 대한 분석 

임형순 이재학
7(2)P
35-41

대한
민국

논문
기타

2016.02.16

Complete genome of a 
proteorhodopsin-containing 
marine bacterium 
Sediminicola sp. YIK13 

Yong 
Min 
Kwon

Sang-Jin 
Kim

-
Genome 

Announcements
4(1)p
.1-2

미국
논문
기타

출원된 특허의 경우

특허명 발명자 출원일 출원번호 출원국가

 Thermococcus spp.로부터 분리된 신규한 
수소화효소, 이를 암호화하는 유전자 및 그 

유전자를 갖는 미생물을 이용하여 수소를 생산하는 
방법 

한국해양과학기술원 2014.09.18 출원중 일본

 써모코커스 온누리누스 MC02 및 이를 이용한 
수소생산방법 

한국해양과학기술원 2014.04.16 14/480,332 미국

 비브리오 패혈증균 알티엑스에이-1 단백질에 
특이적으로 결합하는 단일클론 항체 및 이의 용도 

차선신,정경민, 
이창섭,우혜련, 
이태희

2014.11.06 PCT/KR2014
미국, 일본, 

타이완

서열번호 7를 포함하는 살조활성 단백질분해효소, 
이를 코딩하는 유전자 및 이를 포함하는 살조제제

김상진,이정현, 
강성균,권개경, 
이현숙,강지현, 
손재학

2014.12.26 10-2014-0191153 대한민국

탄소질 원료를 가스화하여 생촉매를 제조하는 방법

이정현,강성균, 
이현숙,김태완, 
김민식,이성혁, 
배승섭

2015.03.13 10-2015-0036776 대한민국

혈관신생에 관련된 인간 FGF11의 용도
이세원,이정현, 
임형순,정재연, 
이경원

2015.07.29 10-2015-0106936 대한민국

디클로페낙 노출에 대응하는 히드라 유전자 및 이를 
이용한 수생태계 환경오염 진단 방법 

염승식,이다영, 
이애경

2016.02.24 10-2016-0021692 대한민국

퓨린리보뉴클레오사이드모노포스페이트 또는 그 
유도체의 베타 락타메이즈 저해제로서의 용도 

차선신,안영준, 
김민규,나정현, 
이종석,설재희, 
이정현

2016.07.18 10-2016-0090725 대한민국

고농도의 써모코커스 온누리누스 480T 균주 및 이를 
이용한 수소생산방법 

강성균,이정현, 
이현숙,김태완, 
이성혁,이성목, 
권개경

2016.07.08 KR2016/007465  PCT

 유기성 폐기물을 유기영양원으로 이용하는 수소 
생산 기술 

강성균,이정현,김
태완,이현숙

2016.07.28 10-2016-0095816 대한민국

미생물을 이용한 수소 대량 생산 방법, 및 수소 
대량 생산 

강성균,이정현,김
태완,이현숙

2016.07.28 10-2016-0095813 대한민국

수소 대량생산용 미생물 발효기 및 이를 이용한 
수소 대량 

강성균,이정현,김
태완,이현숙

2016.07.28 10-2016-0095808 대한민국

(2) 특허성과
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등록된 특허의 경우

특허명 발명자 등록일 등록번호 등록국가

 포름산염으로부터 수소생산능이 증가된 써모코코스 
돌연변이체 및 이를 이용한 수소생산방법 

이정현, 강성균,
이현숙, 권개경,
김태완, 김윤재,
김민식, 전정호

2015.03.31 8993291 미국

신규한 프로모터 및 이를 이용한 수소 생산 방법

이정현,강성균, 
이현숙,권개경, 
이성혁,김윤재, 
최애란,김민식, 
김태완

2016.12.02 10-1684489 대한민국

감태 유래 유전자 마커 및 이를 이용한 다환 방향족 
탄화수소의 탐지

염승식 2015.10.5 10-1559571 대한민국

 비브리오 패혈증균 알티엑스에이-1 단백질에 
특이적으로 결합하는 단일클론 항체 및 이의 용도 

차선신,정경민, 
이창섭,우혜련, 
이태희

2015.09.11 10-1553845 대한민국

해파리 9 종의 종 동정을 위한 28S ribosomal DNA 
기원의 PCR 프라이머 

염승식,우선옥, 
원효경,이택견, 
황진익

2017.01.02 10-1693616 대한민국

서열번호 4를 포함하는 살조활성 단백질분해효소, 
이를 코딩하는 유전자 및 이를 포함하는 살조제제 

김상진,이정현, 
강성균,권개경, 
이현숙,강지현, 
손재학

2016.03.29 10-1608977 대한민국

서열번호 5를 포함하는 살조활성 단백질분해효소, 
이를 코딩하는 유전자 및 이를 포함하는 살조제제 

김상진,이정현, 
강성균,권개경, 
이현숙,강지현, 
손재학

2016.03.29 10-1608979 대한민국

서열번호 6를 포함하는 살조활성 단백질분해효소, 
이를 코딩하는 유전자 및 이를 포함하는 살조제제 

김상진,이정현, 
강성균,권개경, 
이현숙,강지현, 
손재학

2016.04.26 10-1617362 대한민국

카드뮴 노출에 대응하는 분홍바다맨드라미의 유전자 
및 이를 이용한 연안 환경 오염 진단 방법 

염승식,우선옥, 
원효경,이애경

2016.06.30 10-1636763 대한민국

신규 고호열성 베타-글루코시다제 및 이의 제조방법 

이정현,권개경, 
강성균,이현숙, 
차선신,김태완, 
김윤재,이재은

2016.08.26 10-1653340 대한민국
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 나. 정성적 기여

(1) 해양생물 기능유전체 해석 및 활용

(가) 고래 유전체 기능 분석 및 활용기술 개발

① 해양 유전체 기능 연구 인프라 구축 : 현재까지 해양 동물 특히 해양 포유류의 생리적 특성

과 진화에 대한 연구를 진행할 수 없었으나 본 연구 과제를 통해서 유전체 연구의 기반을 

구축함에 따라 향후 유전체의 기능 수준에서 연구를 할 수 있는 기반을 마련하였음.

② 해양 유전 자원 활용 기반 구축 : 해양 유전 자원과 인간 유전자원과 비교 분석함에 따라 

인간 질환에 대한 이해를 도왔으며 단백질 신약 개발에 대한 아이디어를 제공하여 해양 유

전 자원을 활발히 이용할 수 있는 기반을 구축하였으며 후속 연구 과제의 기초를 마련함. 

(나) 해파리 유전체/전사체

① 해양무척추동물 핵산 추출법 제시 : 해양 동물은 해수의 삼투압을 이겨내기 위해 독특한 조

성의 세포막을 형성하므로, 핵산추출이 매우 어려움. 이에 본 연구에서는 해양 동물인 해파

리를 대상으로 고순도 핵산 추출이 가능한 방법을 제시하였음. 이 방법은 앞으로 다양한 해

양 동물의 핵산 추출에 적용되어 양질의 유전정보의 생산 및 해양 동물을 대상으로 한 분

자생물학 연구에 크게 공헌할 것으로 생각됨

② 해파리 독 단백질 유전자 분리 : 과거의 독 단백질 연구에는 해당 단백질을 분리 정제하여 

그 특성을 규명하는 연구 전략이 채용되었으나, 연구 효율성은 매우 낮았음. 본 연구에서는 

유전자 분리에 이은 생명공학적 연구 전략을 세움으로써, 해파리 독 단백질 연구의 새로운 

전기가 마련될 것으로 예측됨

(2) 해양극한 합성생물 개발 및 활용

① 해양 biomass의 분해, C1 가스 이용이 가능한 새로운 유전자원 확보 : 새로운 해양생명자원

의 확보와 이들의 동정 보고를 통하여 관련 분야 국가 경쟁력 확보에 기여

② 내열성 다당류 분해효소의 발굴 및 laminarin 분해 활성 검증을 통하여 유전체 정보 기반의 

유전자원 발굴의 사례를 제시함

③ 해양·극한 미생물에 적용 가능한 Genetic engineering tool box 개발을 통해 거대유전자군(약 

60kb) 삽입 가능 vector system을 구축하고 이를 활용하여 약 20kb 크기의 이종 유래 당화효

소 유전자군을 초고온성 고세균에 도입하는데 성공함으로서 초고온성 고세균을 대상으로 

대사공학적 접근을 가능케 함.

④ 초고온 고세균 NA1의 대사공학적 기법을 사용하여 ethanol, 2,3-BDO, isobutanol, isoprene 생
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산연구를 수행함으로서 해양·극한 미생물을 활용한 고부가가치의 유용산물 생산의 가능성을 

제시함.

(3) 해양미생물 생태기능유전자 규명

(가) 해양 수층의 질소순환과정 이해 

① 연안과 원해역을 포함한 동해 및 연안의 빈산소 수괴에서 원핵생물의 군집 조성의 시공간

적 분포에 대한 깊이 있는 신규 정보를 제공함

② 동해 심해와 빈산소 수괴의 메타유전체 분석을 통한 유전자 프로파일을 제공함으로써 유전

자 수준에서의 생지화학적 과정을 파악하기 위한 신규 DB를 구축함

(나) Rhodopsins의 다양성 및 기능 규명 

① Microbial rhodopsin들의 다양성 정보 제공 :기존 유광층의 주 서식지 외 퇴적층에서의 발견 

및 기능 분석

② PR 함유 Sediminicola sp. YIK13 유래 vesicles에서의 신기능 발견 및 분석

(다) 혐기적 메탄산화과정

① 동해 심해 퇴적토에서 ANME에 의한 메탄의 혐기적 산화가 일어남을 미생물 군집 분석을 

통해 제시함.

② 지화학적 요인에 따른 ANME의 하위그룹 분포의 변화에 관한 정보 제공  

③ 심해 퇴적토의 환경유전체 데이터베이스를 제시하고 분류학적 분석과 기눙성 유전자원의 

프로파일링을 통해 환경유전체 분석의 기반 구축
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2. 경제․사회적 측면

 가. 해양생물 기능유전체 해석 및 활용

(1) 해양생물유전체

해양 유전체를 활용한 다양한 질환 치료제 혹은 향장 소재 개발이 가능해져 경제적 가치를 창

출할 것으로 기대

(2) 해파리 유전체/전사체

(가) 해파리 유전체를 해독함에 따라 해파리의 blooming에 대한 이해의 기틀을 마련하여 이로 인

한 경제적 피해를 줄일 수 있는 과학적 방안을 제시할 것으로 기대

(나) 해파리 독에 대한 연구를 지속하여 의료용으로 활용할 것으로 기대됨  

 나. 해양‧극한 합성생물 개발 및 활용

(가) 확보된 자원은 국가 생명자원으로서의 가치를 지님. 독일 DSM에서 균주를 분양받을 경우 

호기성 균주의 경우 주당 약 8만원, 혐기성 균주의 경우에는 15만원 이상의 비용이 발생함

(나) 확보된 균주들의 지속적 연구를 통해 추후 경제적 가치 창출 가능

(다) C1 가스 이용 균주, 해양 biomass 분해 균주 등의 자원은 국가적 차원에서 신재생 에너지 개

발, 특히 해양 biomass의 활용과 온실가스 감축 의무 준수라는 국제협약 이행을 위한 국가

적 노력의 부분이라는 점에서 사회적 의미를 지님

 다. 해양미생물 생태기능유전자 규명

(가) 해양 수층의 질소순환과정 이해 

현 시점에서의 원핵생물 군집 조성 및 유전적 특성에 대한 기본 자료를 확보함으로써 해양 환

경 변화등의 요인에 의한 생태계 변동을 추적하고 예측하기 위한 기초 자료를 확보함으로써 

지속가능한 해양 환경의 보존과 이용을 위한 과학적 기반을 구축함

(나) Rhodopsins의 다양성 및 기능 규명
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PR 함유 해양미생물들의 다양성 분석을 통해 유광수층 외 퇴적층에서 최초 발견 및 기능 분석

으로 MicrobiolgyOpen 저널에 게재함. 이를 통해 다양한 해양환경에서의 서식범위 확대 및 에너

지 순환과정을 위한 기초자료로 제시를 함.

(다) 혐기적 메탄산화과정

혐기적 메탄산화 과정과 관련된 심해 퇴적토를 확보하였으며 차세대 염기서열 분석 장치를 이

용하여 총 환경유전체 분석을 위해  총 3 Gb이상의 환경유전체 염기서열을 확보함. 이를 바탕

으로 메탄의 혐기적 산화가 일어나는 심해 퇴적토에서 혐기적 메탄산화 고세균이 약 10-50%의 

높은 비율로 존재하고 있음을 16S rRNA 유전자 염기서열 분석을 통해 확인함.

환경유전체 염기서열의 분류학적 분석결과, 메탄생성 고세균으로 annotation된 염기서열이 높게 

관찰되었으나 이는 데이터베이스에서 miss-annotation 되었음을 mapping분석을 통해 확인하였으

며, 혐기적 메탄 산화 기작과 관련된 기능성 유전자원들이 대조군의 환경유전체에 비하여 높은 

비율로 존재함을 확인함. 위 결과들을 바탕으로 국내에서는 최초로 동해 울릉분지의 혐기적 메

탄산화 기작을 환경유전체를 이용하여 보고한 논문을 Journal of microbiology에 투고함.
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제5장 연구개발결과의 활용계획

1. 향후 연구 방향

가. 해양생물 기능유전체 해석 및 활용

(1) 해양생물(고래, 해파리)유전체의 정보를 활용한 해양 적응 및 진화에 대해 분자 수준에서 지속

적으로 분석하고자 함

(가) 해양생물(고래)유전체의 생물정보학적 분석의 결과를 인간 질환 치료제 개발에 활용하기 위

한 연구를 수행할 예정임

(나) 인간단백질 기반 기존 단백질 치료제와 해양단백질과의 활성 및 특성 비교를 통한 치료제 

개발 기반 구축

(2) 해양생물 특이적 유전자의 활성과 기능 연구를 위한 인프라를 활용하여 신규 활성 발굴

(가) 당초 본 과제에서는 해파리 유전체 해독 연구를 근간으로 몇몇 해파리류의 전사체 정보를 

생산하여, 세계 최초로 해파리 유전체 구조, 기능에 대한 연구를 완성하려 하였으나, 2차년

도의 연구비 삭감으로 인해 이 계획을 실현하지 못하고, 연구내용이 유전체 해독보다는 제

한적인 유전자 자료 생산으로 축소되었음. 따라서 유생 및 성체 특이 유전자들의 기능을 검

토하고 생물학적 기능을 규명하기 위해 지속적인 연구를 수행하고자 함

(나) 해파리는 약 40여종의 독 단백질을 가지고 있으며, 이들 각각은 앞으로 새로운 바이오소재로 

개발될 가능성이 매우 높음. 따라서 이들 독 단백질들에 대한 후속 연구로써, 해당 유전자

들의 분리, 대량 생산을 위한 특수한 발현계 확립 및 단백질 발현, 기능 해석 및 삼차구조 

해석 등에 대한 연구가 추진되어야 함

나. 해양극한 합성생물 개발 및 활용

(1) 해양극한 환경유래의 비광합성 미생물을 이용한 탄소고정화 연구로의 확대 

본 연구를 통해 확보한 C1 가스를 이용하는 자가영양 혐기성 미생물 등의 생명자원, 유전자 조

작기술, 노하우 등을 적극 활용하여 국가적 현안인 탄소자원화 기술개발을 추진

(2) 해양 biomass 활용을 위한 지속적인 유전자원 확보 및 기능 개량

(가) 해양바이오매스 활용 측면에서 확보된 biomass 분해 미생물 유전자원의 경우 균주 특성에 
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대한 추가 분석과 cloning을 통한 대량생산을 통해 해양 biomass를 활용한 산업원료물질 생

산에 이용될 수 있도록 개별 균주와 효소에 대한 추가 연구 추진

(나) 내열성 다당류 분해효소의 경우 아직까지는 이용 가능성이 높지 않은 편이나 biomass 분해 

및 활용이 주로 고온 반응을 통해 이루어지는 점을 감안하여 장기적인 관점에서 연구소재

의 추가 확보와 기능 개량 추진

다. 해양미생물 생태기능유전자 규명

(1) 해양 수층의 질소순환과정 이해 

국내 연근해역에서 진행되는 생태학적 과정에 대해서는 장기적 변동을 파악할 수 있도록 관련 

과제를 통해 지속적으로 연구 수행 

(2) 관벌레 Lamellibrachia satsuma의 대사과정 분석

관벌레와 내부공생세균의 유전체/전사체 분석을 통한 대사과정 분석 등 진행 중인 분석의 완료  

향후 공생체 연구의 기본자료로 활용

(3) Rhodopsins의 다양성 및 기능 규명 

Rhodopsin의 다양성과 기능에 대해서는 밝혀진 것이 많지 않지만 연구 팀의 주된 미션과 인적 구

성을 고려하여 특이한 유전자를 발굴하는 방향으로 추진되어야 함.

(4) 혐기적 메탄산화과정

환경유전체 DB를 이용한 유전자 기능 예측 및 혐기적 메탄산화 미생물의 기능 유전자원 분석 등

의 연구와 더불어 혐기적 메탄산화 미생물의 배양 연구의 기초자료로 활용



- 224 -

2. 성과 활용 계획

가. 해양생물 기능유전체 해석 및 활용

(1) 본 연구 결과를 기반으로 발굴된 국가 R&D 과제(해양단백질 기반 바이오메디컬소재 개발)의 

연구 책임 기관으로 선정되도록 하여 실용화를 위한 원천 기술 확보에 활용 (2017년 착수 예정)

(2) 고래 유전체 연구를 통해 규명된 해양 특이적 FGF를 인간 대사질환, 상처 치유 등의 치료제 혹

은 향장소재로 개발할 계획

(3) 연구된 해양생물 특이적 단백질 활성 및 특징을 기반으로 신규 단백질 치료제 발굴

(4) 해파리 유전체 정보는 추가 보완을 통하여 독 생산 및 활용 연구의 기초자료로 활용

나. 해양극한 합성생물 개발 및 활용

(1) 본 연구 결과를 기반으로 향후 6년에 대한 연구방향을 설정하기 위하여 자체 기획연구를 수행

하였으며 2+3년의 기간 통안 비광합성 미생물을 활용한 이산화탄소 활용 기술 개발에 확보된 

미생물, 유전자원, 유전자 조작 툴 박스 등의 관련 기술 등을 활용할 예정임

(2) 또한 확보된 균주에 대해서는 “다부처 유전체사업”, “C1 과제”등을 통해 부분적으로는 후속 연

구가 수행 중이며 그 외 자원에 대해서도 관련 과제가 수행될 수 있도록 제공

다. 해양미생물 생태기능유전자 규명

(1) 동해 심해의 물질 공급 및 순환을 위한 기반 연구 자료로 활용. 심층의 원핵생물 군집 조성 및 

메타유전체 자료는 심해에서의 화학합성에 의한 이산화탄소 고정 연구의 필요성을 제시함

(2) 빈영양 수괴의 지화학적 과정 연구를 위한 기반 연구 자료로 활용

(3) 해양생태계의 에너지 및 물질 수지와 이동에 대한 학문적 기초 연구자료 제공

(4) 특이 생태계에 존재하는 관벌레(Lamellibrachia satsuma)의 내부공생세균 군집 변화에 대한 학문

적 기초 연구자료 제공

(5) 동해 해양환경에서 진행되는 메탄의 혐기적 산화과정에 관여하는 미생물 군집과 과정에 대한 

이해를 바탕으로 향후 메탄수화물 개발과정에서 가능한 환경평가자료로 활용
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