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요 약 문

제 목.Ⅰ

심해생물자원 확보 및 이용기술개발

연구개발의 목적 및 필요성.Ⅱ

바다는 지구 표면의 이상을 차지하고 그 중 정도는 수심이 가 넘는 심70% 60% 2,000 m
해로 구성되어 있다 오랫동안 심해는 생물상이 빈곤한 지역으로 알려졌으나 현재는 미생물. ,
을 포함한 다양한 생물이 풍부하게 서식하고 있는 열대 다우림과 같은 지역으로 인식되고

있다 해양생물 다양성은 종의 수가 만 종을 상회하는 것으로 추정되며 그 중 는. 1,000 60%
새로운 종으로 여겨지고 이러한 생물체는 대부분이 신규의 유기조직체로 활용 가능한 자원,
으로 평가되고 있다 육상 유래의 생물체들은 놀라운 종 다양성을 보여준 반면 해양유래의. ,
생물들은 거대한 계통학적인 생물 다양성 진핵생물류 세균규 원시세균류와 같은 도메인수( , ,
준 을 보여 주고 있어 지구상의 식물 동물 미생물의 주요한 분류군들이 해양에 우점적으) , , ,
로 서식하고 있다 따라서 해양생물은 새로운 유전학적인 정보와 기능을 이용할 수 있는 유.
용생물소재의 발견 확률이 매우 높다고 할 수 있다.
현재 우리 나라의 심해생물자원 확보 및 이용기술 관한 연구는 국제적인 지구생태환경

에 대한 보호 및 생물다양성 협약에 대처하기 위하여 해양생물자원의 지속적 이용 및 적극

적 활용에 대한 국가적 전략이 요구되며 생물자원의 지속적 확보방안은 선진국의 생물자원,
패권주의에 대응하는 수단으로 인식되어야 한다 우리나라는 협소한 국토를 가지고 있으나.
삼면이 바다로 둘러싸여 있어 해양자원의 활용을 극대화해야 할 필요성이 있으며 심해생물,
자원은 마지막 남은 지구자원으로 지속이용 가능한 자원으로 활용되어야 하며 생명공학의,
소재 개발이라는 측면에서 높은 가치가 있다.
심해 생물자원은 다음과 같은 다양한 생물공학적 활용이 가능하다.

신규 혹은 개선된 생촉매 화학물질,․
빈영양환경내 생물체의 고흡착성 촉매 혹은 리간드․
고온성 혹은 용매에 안정한 생물촉매 호염성 생물촉매 저온성 생물촉매, ,․

생물동결방지제Surfactants,․
신규 생리활성물질 신호전달 방어기작( , )․
신규 대사산물․
생물정화․
혐기적 생물전환․

따라서 본 연구에서는 ‘심해 생물 및 유전자 다양성 확보와 유용 생체기능 소재 개발 이라는’
최종 목표로 심해생물 자원을 대상으로 유전적 다양성을 확보하고 기능성 소재로의 유용성 평가

기법을 이용하여 유용생체기능 소재를 개발하며 이를 통한 심해 생물자원의 생명공학소재로서,
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지속 가능한 이용 및 산업화 기반을 구축하고자 한다.

연구개발 내용 및 범위.Ⅲ

심해환경 시료 확보 및 미생물 다양성 분석1.
심해 환경의 다양한 퇴적물시료 확보․
심해 미생물 다양성 분석․

심해미생물 자원의 분리 및 유용성 평가2.
심해 저온성 미생물의 분리 및 분류․
지질분해효소 생산 균주 탐색․
심해 미생물의 생리생화학적 특성 분석․ ․

심해 미생물 유전체 자원 확보3.
유전체 확보 방법 및 분석 대상 선정․

심해생물자원 이용 기술 개발4.
심해미생물 자원 분석 및 활용․
산업적 유용 의 효소탐색용 유도체 합성 및 안정적 공급Chiral compound․
해양미생물로부터 전환효소 탐색 및 분석chiral compound․
효소 유전자 클로닝 발현 특성 분석, ,․
효소 대량생산 및․ 지적재산권 확보

기존 을 이용한 효소탐색 및 분석databank․

연구개발 결과 및 활용에 대한 건의.Ⅳ

본 연구로부터 확보된 미생물 및 유전자원은 보존체계를 마련하고 향후

저온성 미생물로부터 저온활성 효소의 탐색․
극한환경내의 난배양성 미생물 유전자원을 획득하기 위한 메타게놈라이브러리 구축 및 활․
용

다양한 심해 미생물자원의 지속적 확보 및 다양성 분석․
심해미생물 보존을 통하여 자원을 관리하고 관련 연구팀에 배포하여 연구저변 확대 및 연․
구성과 극대화 계획

유용기능 미생물의 유전체와 단백질체 분석을 위한 후보 자원 선발․
광학특이적 전환효소 탐색․
광학특이적 전환효소의 생물공정 적용․

등의 검색을 실시하여 유용한 생물소재 개발 연구에 활용할 것이다.
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SUMMARY
영문요약문( )

. TitleⅠ

Development of technologies for collection and utilization of deep-sea bioresources

. Objective and SignificanceⅡ

The oceans constitute more then 70% of the earth's surface, of which about 60% is
covered by water more than 2,000 m deep. In the estimation of macrofaunal species
richness of the deep sea, the diversity could exceed 10 million species. Deep-sea
environments are usually considered as extreme environments. The microbial
communities living there are enormously diverse. The mechanisms involved in adaptation
to these conditions represent a variety of research topics. The properties of extreme
conditions may represent novel sources of valuable molecules or bioprocesses. But the
access to these deep-sea is difficult, expensive, and limited to a small number of
investigators. Much efforts in the research, accompanied by improved accessibility of
microorganism collections in both academic institutions and industry, are the key in the
future.
Novel and improved biocatalysts and chemicals․
High-affinity catalysts and ligands․
Thermostable and solvent-stable biocatalysts; halotolerant and psychrophilic․
biocatalysts
Surfactants, bioantifreeze․
Novel bioactive chemicals; sensing, signaling, and defense chemicals; consortia for․
enhanced turnover rates
Novel metabolites․
Bioremediation․
Anaerobic biotransformation․
The aims of this study are the establishment of collection system for microorganisms

from deep-sea environment and the development of technologies for utilization of the
bioresources. For this, we will assess and access the microbial diversity in deep-sea
environments and develop screening system for useful bioactive and biocatalytic
properties of marine microorganisms.

. Contents and ScopeⅢ

1. Access and microbial diversity of deep-sea sediment samples
Obtaining of deep-sea sediment samples of Western Pacific area․
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Analysis of microbial diversity in deep-sea sediments․

2. Isolation and assessment for usefulness of deep-sea microbial resources
Isolation and classification of deep-sea psychrophilic microorganisms․
Screening of lipase-producing bacteria․
Physiological and biochemical characterization of deep-sea microorganisms․

3. Genomics of deep-sea microbes
Selection of candidate for microbial genomics․

1. Isolation and assessment for usefulness of deep-sea microbial resources
Isolation and classification of deep-sea psychrophilic microorganisms․
Screening of lipase-producing bacteria․
Physiological and biochemical characterization of deep-sea microorganisms․

2. Synthesis of chiral compound
3. Screening chiral compound converting enzyme
4. Cloning and Characterization of the enzyme
5. Mass production and patenting
6. Searching for chiral compound converting enzyme using bioinformatic tools.

IV. Application of this Research
We will develop the storage system for obtained deep-sea samples and

microorganisms during this study, and screening system for bioactive properties from
isolated strains. Microbiological resources will be investigated continually for the
comprehensive analysis of biotechnological potential in the following area:
Access and analysis of diverse microbial diversity in deep-sea environment․
Distribution and application of deep-sea microbiological resources․
Screening enantioselective converting enzymes․
Genomics and proteomics of useful microorganisms․
Application of the enantioselective enzymes to bioprocess․
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제 장 연구개발과제의 개요1

제 절 목적1
심해생물자원 확보 및 이용기술개발

해양 미생물로부터 전환효소 발굴 및 상용화 기반 구축( chiral compound )

제 절 필요성2
심해 환경의 특성1.

해양의 는 수심이 미터가 넘는 심해 영역이며 특히 수심 미터 이상이60% 2,000 , 6,000
되는 해양을 초심해라고 부른다 심해환경은 높은 수압 마리아나 해구의 경우 과. ( 110 MPa)
경우에 따라 이상까지 온도가 올라가는 열수구 를 제외하고는 대375 (hydrothermal vent)℃

부분 에 불과한 낮은 온도 빛이 없고 극빈 영양조건을 가진 극한 환경이다 열대 온1-2 , . ,℃

대 지방의 해수표면을 제외한 대부분의 해양 환경 전체 부피의 이상 은 이하의( 90% ) 5℃
저온권에 속하고 있다 개방 시스템인 해양에서는 대류를 통해 전체적인 해수의 온도가 일.
정하게 유지되고 있는 것도 특징이라고 할 수 있다 특히 저위도 지역의 수온은 정도. 2-3℃
에 불과하며 극지방의 경우는 거의 에 가깝다 일반적으로 해0 (Baross and Morita 1978).℃

양에서의 광합성은 가 해수표면에서 일어나며 여기서 생산된 유기물질은 수심95% 100-300
미터 사이에서만 순환이 되고 심해의 저층부로는 불과 가량만이 전달된다1% (Jannasch

그러므로 심해에서 발견되는 생물은 적은 양의 유기탄소를 공급받고 또and Taylor, 1984).
그것을 소모하는 매우 효과적인 생체기작을 가지고 있다고 볼 수 있다.

심해 생물과 생물공학2.

심해영역은 그동안 생물학적 사막으로 간주되어 왔으나 수심 미터 이상이 되는 깊, 2,200
이의 심해저 냉용수 그리고 열수구에서 새로운 생물군집이 발견됨에 따라 최근에는 생물학, ,
적 사막에서 다양한 생명공학적 개발의 가능성을 가지고 있는 열대우림으로 그 인식이 달‘ ’ ‘ ’
라졌다 육상 유래의 생물체들은 매우 다양한 종 다양성을 보이는 반면 해양 유래의 생물들. ,
은 거대한 계통학적인 생물 다양성 도메인 수준 을 보여 주고 있다 이는 다시 말해 지구상( ) .
의 식물 동물 그리고 미생물의 주요한 분류군들이 우세하게 혹은 절대적으로 해양에서 나, ,
타나며 해양생물에서 원시 생물체의 기원을 알 수 있을 뿐 아니라 새로운 유전학적인 정보,
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와 기능을 이용할 수 있는 유용생물자원이 발견될 확률이 가장 높다고 할 수 있다.
해양환경관련 저서의 생물 종 다양성 평가에서 종의 수가 만 종을 상회하는 것으로1000

추정하고 있으며 그 중 는 새로운 종으로 여겨지고 이러한 생물체는 대부분이 신규의, 60%
유기적 조직체로 활용 가능한 자원이 될 수 있다 심해에서 얻은 생물자원의 생물공학적 활.
용 가능성을 살펴보면 우선은 신규 혹은 개선된 생촉매로의 이용을 들 수 있다 이의 예로, .
는 저온성 생촉매나 고온성 호염성 생촉매 또는 용매에 안정한 생물촉매 같은 경우가 대표,
적이며 생물정화 동결방지제 빈영양환경 내 생물체의 고흡착성 촉매 또는 리간드로의 이, , ,
용도 가능하다 그리고 신규 생리활성물질 신호전달 방어기작 또는 대사산물을 얻을 수도. ( , )
있으며 생물정화 및 생물전환 혐기적 생물전환에도 이용이 가능하다, , (Table 1-1; Deming,
1998).

Table 1-1. Defining conditions of deep-sea habitat and the implication
for biotechnology.

Habitat Defining
condition Bioprospecting opportunities

Ocean
trenches High pressure Novel and improved biocatalysts and chemistry
deep-seas,
polar seas,
cold seeps

Low temperature Cold-active biocatalysts;
bioremediation; surfactants; bioantifreeze

Seawater Low nutrient
concentration High-affinity catalysts and ligands

Hydrothermal
vents

High temperature,
metals

Thermostable and solvent-stable biocatalysts;
biohydrometallurgy

Sediments,
epibioses,
and

symbioses

High nutrient
concentration;

defense mechanisms

Novel bioactive chemicals; sensing, signaling,
and defense chemicals; consortia for enhanced turnover
rates

Saturated
brines High salinity Halotolerant biocatalysts; novel metabolites

Hydrocarbon Hydrocarbons Bioremediation, biotransformations
Deep sub-sea

floor
sediments

Anaerobic Anaerobic biotransformations
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심해 냉용수지역과 미생물 다양성3.

지구 표면의 이상은 일차 생산이 일어나는 대양 표면에서 유래한 바이오매스 입자60%
들의 계속적인 침전과 분해과정을 통해 형성된 심해 퇴적물로 덮여 있다 대양의 퇴적물에.
들어있는 많은 유기물들은 유익한 미생물 군집의 활성에 의해 재순환된다 (Aller, et al.,

최근 연구에서는 연안 저서환경에서 탄소와 황의 순환과 관련된 미생물 군집의 특징1998).
에 초점을 맞추고 있지만 (Devereux et al., 1994; Gray and Herwig, 1996; Llobet-Brossa
et al., 1998; Munson et al., 1997; Teske et al 심해 퇴적물에서의 미생물 군집구조., 1996),
와 기능에 대해서는 아직 연구가 미흡한 실정이다 심해환경 중 심해저 열수구 냉용수의. , ,
미생물군집은 생리적 대사적 분류학적으로 특이하다고 알려져 있다 광합성이 아닌 화학적, , .
독립영양대사에 기초를 둔 해저 열수구 의 발견은 심해에 대한 새로운(hydrothermal vents)
생물 현상을 해석하기 위한 출발점으로 주목을 받고 있으며 인간이 지구의 생물학적 다양,
성에 대해 피상적인 지식만을 가지고 있다는 것을 일깨워 준다 대륙의 가장자리를 따라 발.
견된 냉용수 지역에는 심해저의 저온환경에서 생장하기에 적합한 유기체의 유사한 군집들이

포함되어 있으며 이는 자연의 생태계에서 공생관계의 중요성에 대한 새로운 발견이 되고,
있다 냉용수 이라는 용어는 높은 온도의 열수구에서 유래한 군집과 구분하여. ‘Cold seep' ( )
사용되고 있는데 유동성 흐름 속도 환원된 화합물 등으로 인해 생물학적 군집의 조성이, , ,
다양하다 높은 농도의 메탄 탄화수소 또는 황이 냉용수에 존재할 수 있으며 해수의 흐름. , ,
속도 농도는 그 부근의 독립영양미생물 군집의 조성에 큰 영향을 줄 수 있다 여기서 주된, .
에너지원은 메탄과 황이다 이와 같은 환원화합물들은 산소 또는 질소 존재 하에서 박테리. ( )
아에 의해 산화될 수 있고 이들 기질의 농도는 아주 다양할 수 있다 그러므로 냉용수 지역.
은 와 지질학적 변천사의 관점에서 볼 때 아주 다양할 수 있다 일반적으로 박fluid sources .
테리아와 진핵세포사이의 독특한 공생 관계뿐만 아니라 독립영양적 차 생산으로 특징화되1
어 있는 높은 생물자원 군집이 입증된 열수구와는 온도라는 환경을 제외하고 여러 가지 면

에서 유사성을 보이는 것으로 나타났다 냉용수에서 유동적으로 분출되는 환원된 화학물질.
들의 산화는 무기탄소의 환원과 연료의 생합성 활성에 필요한 에너지를 공급한다 냉용수.
지역은 화석의 증거에서 나타난 것처럼 (Olu et al 대륙의 가장자리에 해당하는 지역., 1996)
을 따라 넓게 분포되어 있다 또한 그 지역의 생지화학적 예측에 유의적으. (biogeochemical)
로 영향을 미칠 수 있다 게다가 냉용수에서는 폭넓은 공생관계가 독립영양균과 다양한 진. ,
핵생물의 세포사이에 존재한다 이것은 생태학적 측면에서 아주 높은 학문적 관심을 유발시.
킨다 (Barry et al., 1997).

심해 유전체자원4.

자연계에 존재하는 모든 미생물을 배양하기에 기존의 배양기술로 불가능하다는 것이 분

자 생태학적 연구에 의해 최근 알려져 있다 특히 미생물 다양성의 경우 해수에는 당. , , 1ml
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종 토양에는 당 종 정도가 존재한다고 예상된다160 , 1g 6400-38000 (Curtis et al 그., 2002).
러나 대부분의 미생물은 현재의 배양기술로는 분리배양이 불가능한 것이 현실이다 (Bull et
al 현재 배양이 가능한 미생물로 동정이 되어 있는 경우는 전체 미생물의 이하., 2000). 1%
일 것으로 추측되며 대부분의 미생물은 장막에 가려진 채 지구상에 존재한다, (Griffiths et
al., 1996; Torsvik et al., 1990; Whitman et al 그러나 분자생물학 기술의 발전으로., 1998).
배양이 되지 않는 미생물 군집의 메타게놈 를 추출하여 이용하려는 시도가 시작되었DNA ( )
다 (Kim et al., 1992; Shizuya et al 이러한 시도에 힘입어 메타게놈 라이브러리 제., 1992).
작과 그에 관련한 연구가 현재 활발하게 진행되고 있다 는 에. Fosmid cosmid plasmid F

를 이용하여 클론된 유전자의 안정화를 꾀한 일종의 이다factor cosmid vector (Kim et al.,
이를 이용하여 해양 환경의 메타게놈의 연구를 수행한 연구결과들은 주로 미생물 생1992).

태학적인 관점에서 이루어져 왔다 (Vergin et al., 1998; Stein, et al 극지방의 해수.,1996).
시료에서 분리한 메타게놈을 가지고 만든 탐색 결과 얻어진 고세균fosmid library

로 불렀으나 현재는 라 함 유전자를 대상으로 비교 유전체학적인(Archaebacteria Archaea )
연구도 수행되고 있다 (Beja, et al., 2000).

극한 미생물산업적응용5.

새로운 극한 미생물과 이들 효소의 발견은 생물촉매 분야에서 큰 의미를(biocatalysis)
가진다 그 이유는 기존의 공정상 의약제품. polymer intermediates, pharmaceuticals( ),

특수 화학물 농화학물 의 화학 합성시 낮은 선택성과specialty chemicals( ), agrochemicals( )
부산물 등의 경제적 손실이 있었으며 중온성 미생물에서 유래한 효소는 열 안정성 부족으,
로 공업적인 공정에서 요구되는 혹독한 반응 조건에 적합하지 않았기 때문이다 이러한 이.
유로 인하여 과거에는 유기반응의 생물촉매제 이용은 유용한 산업시장의 단지 작은 부분에,
국한되어 있었다 (Demirjian et al 극한 미생물은 다양한 극한 환경에서 존재하는., 2001).
미생물이며 호열성 미생물 호산성 미생물 호염기성, thermophiles( ), acidophiles( ), alkalophiles(
미생물 저온성 미생물 호압성 미생물 그리고 기타), psychrophiles( ), barophiles (piezophiles)( )
다른 종류의 미생물이 포함되어 있다 이들은 심해 열수구 그리고 냉용수 지역(Table 1-2).
과 같은 특수환경에서 생존하기에 적합한 미생물이며 (Ladenstein and Antranikian, 1998;
Niehaus, et al 중온성 미생물이 생존하지 못하는 극한환경에서 작용할 수 있는 독., 1999),
특한 생물촉매제를 생산한다 따라서 부가적인 공업적 공정의 개발을 가능하게 할 수 있는.
것이다.

년전 극한 미생물은 전세계를 통해 몇몇 연구팀에서만 연구되어지던 색다른 생물체였10 ,
다 그러나 현재에는 효소를 발견하고 개발하는 회사를 비롯하여 다양한 연구자들이 새로운.
효소를 탐색하기 위한 대상으로 연구되고 있다 (Ladenstein and Antranikian, 1998;
Niehaus, et al., 1999; Adams and Kelly, 1998; Hough and Danson, 1998; Robb and

는 극한 미생물의 종류 환경 특성 극한 효소의 종Maeder, 1998; Stetter, 1999). Table 1-2 , ,
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류 및 이용분야에 관한 요약이다 극한 미생물 중에서도 특히 호열성 미생물이 최근에 다양.
한 분야에서 활용이 시도되고 있는 것을 알 수 있다.
저온의 환경에서 성장할 수 있는 저온성 미생물 와 저온발psychrophiles( ) psychrotrophs(

육성 미생물 에 의해 생산되는 저온성 효소들은 생명공학 산업 예를 들어 세제와 식품산업) ,
과 정밀화학제품의 생산 환경에서 저온에 적응된 높은 촉매활성을 나타낸다, (Gerday, et
al., 2000).
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Table 1-2. Industrial applications of enzymes isolated from extremophiles.

Extremophile Habitat Enzymes Representative applications
Thermophile High temperature

Moderate
(45-65 )℃
Thermophiles
(65-85 )℃
Hyperthermophiles
(<85 )℃

Amylases
Xylanases

Proteases

DNA polymerases

Glucose, fructose for sweeteners
Paper bleaching

Baking, brewing, detergents

Genetic engineering

Psychrophile Low temperature Proteases

Dehydrogeneases
Amylases

Cheese maturation,
dairy production
Biosensors
Polymer degradation in detergents

Acidophile Low pH Sulfur oxidation
Chalcopyrite concentrate

Desulfurization of coal
Valuable metals recovery

Alkalophile High pH Cellulases Polymer degradation in detergents
Halophile High salt

concentration
Ion exchange resin regenerant
disposal,
producing poly ( -glutamic and)γ

(PGA) and poly ( -hydroxyβ

-butyric acid) (PHB)
Piezophile High pressure Whole microrganism Formation of gels and starch

granules
Metalophile High metal

concentration
Whole microrganism Ore-bioleaching, bioremediation,

biomineralization
Radiophile High radiation Whole microrganism Bioremediation of radionuclide

contaminated sites
Microaerophile Growth in

<21% O2

호염성 효소에 대한 공업적인 시도는 호염성 미생물 의 유전자 연구를 진행하(halophiles)
면서 그 활용 가능성이 증가되고 있다 또한 염 적응성에 대한 유전자 연구를 통해 많은 새.
로운 사실이 밝혀지고 있으나 그 기작은 우리가 알고 있던 것보다 더욱 복잡하다는 것이 밝

혀지고 있다 (Ventosa, et al., 1998).
호산성 미생물은 전형적으로 호열성 호염성 또는 중금속 저항성과 같은 극한 미생물의,

환경적인 성질을 나타내고 있으며 미네랄의 생물공정단계에서 그 적용 범위가 확인되고 있,
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다 (Norris, et al., 2000).
호염기성 미생물은 알칼리성 환경에서 생존할 수 있는 미생물로서 그 특성을 산업적으로

활용하고 있으며 바이오 세제로 사용되는 와 같은 것을 예로 들, alkaline proteases cellulase
수 있다 최근에 촛점의 대상이 되고 있는 호염기성 미생물은 혐기성 호(Horikoshi, 1999).
열염기성 미생물 이며 이 그룹의 가장 흥미로운 특징은(anaerobic alkalithermophiles)

이 짧다는 것이다doubling time (Wiegel, 1998).
심해 호압성 미생물에 대한 연구는 압력에 의해 조절되는 오페론 의 확인에 초점(operon)

이 맞추어져 있으며 호압성 미생물의 생물공학적인 적용 가능성이 시도(Horikoshi, 1998),
되고 있다 높은 농도의 중금속에 대한 적응력은 중금속에 대한(Abe and Horikoshi, 2001).
항상성의 기반위에서 이해되고 있으며 과 분야에서도(Nies, 1999), bioremediation biomining
새로운 합성물의 생합성에 적용되고 있다 (Klaus-Joerger et al., 2001).

호방사능 미생물 는 연구가 미흡한 극한 미생물의 대표적인 종류지만 기아Radiophiles( ) ,
산화적 스트레스 많은 손상의 환경에서도 생존할 수 있는 능력 때문에 최근 들어 많, DNA
이 연구되고 있다 (Daly, 2000). Deinococcus radiodurans는 최고의 방사능 저항성 생물체

인 것으로 알려져 있으며 이러한 성질을 이용한 방사능 폐기물 처리 등을 위한 연구가 진,
행되고 있다 (Brim et al., 2000).
마지막으로 호기적 조건에서의 생존을 위해서는 유독한 산소 유도체를 제거하기 위해

그리고 와 같은 항산화 효소의 존재가 필superoxide dismutase (SOD), catalase, peroxidase
요하다 미호기성 미생물 은 이러한 항산화 효소가 부족하지만 새로운 종. Microaerophiles ( ) ,
류의 항산화 시스템이 낮은 산소 농도에서도 성장할 수 있도록 존재하고 있다 이러한 대체.
항산화 시스템의 존재는 이런 종류의 미생물 또는 극한 미생물에게 산소 저항성을 부여하는

것으로 증명되어 있다 (Yamamoto et al., 2000).

호압성 미생물산업적응용6.

대양에서 가장 깊은 곳으로 알려져 있는 밑바닥의 압력은 에Mariana Trench 110 MPa
이른다 지구 생물권의 많은 부분이 높은 압력하의 환경이라는 사실에도 불구하고 심해 호.
압성 미생물에 대해서는 알려진 것이 많지 않다 심해의 일반적인 온도는 이내인 한편. 1-3℃
고압 고온 환경을 특징으로 하는 심해 열수구도 알려짐으로써 해양 미생물은 온도, 1-300℃
와 압력과 같은 넓은 범위의 환경에 노출되어 살고 있는 것이다0.1-110 MPa (Abe and
Koki, 2001).

이라는 말은 과 이 처음 사용하였으며 최근에는'Barophile' ZoBell Johnson ( ‘piezophile')
과 는 심해에서 유래한 미생물의 배양액에서 호압성 미생물 성장의 증거를 확ZoBell Morita

인하였다 압력에 적응된 미생물의 최초 분리는 년 등에 의해 보고되었다. 1979 Yayanos
(Yahanos et al, 이후 연속적으로 다양한 최적 성장압력을 갖고 있는 많은 저온성 호1979).
압성 미생물이 분리되었고 이 균주들의 생리적 유전적 특성이 연구되었다 고온성 호압성, , .
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미생물에 대한 많은 생리적 실험도 진행되어 왔다 따라서 미생물에 압력이 미치는 영향에.
관한 연구는 주로 두가지 종류인 저온성 호압성 미생물과 고온성 호압성 미생물을 이용해서

수행되었다 여기에 속하는 몇 종류 미생물의 적정성장 온도와 압력을 에 나타냈. Table 1-3
다.
호압성과 내압성 미생물들은 생물산업에서 유용하게 이용할 수 있는 가능성을 가지고 있

다 식품가공과정에서 향미와 색을 변화시키지 않고 식품 재료를 살균할 수 있는 방법으로.
현재 사용하고 있는 높은 온도 대신 높은 압력을 이용할 수 있을 것이다 (Hayashi, 1996).
식품가공 과정에서 열에서 압력으로의 대체는 열에 의한 부작용인 젤의 형성 전분 과립의, ,
형성 단백질의 변성과 응고 또는 지질의 상 전이를 어느 정도 줄일 수 있을 것이다, .
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Table 1-3. Investigations of the effects of high-pressure on piezophile
microorganisms.

Organisms Optimal
growth conditions Investigations

Psychrophilic piezophiles
Colwellia hadaliensis BNL-1
Moritella japonica DSK1
Moritella yayanosii DB21MT-5
Photobacterium profundum SS9

Photobacterium profundum DSJ4
Shewanella benthica strains

Shewanella violacea DSS12
Other unidentified strains

75-94 MPa at 2℃
50 MPa at 15℃
80 MPa at 10℃
28 MPa at 2℃

10 MPa at 10℃
50-70 MPa at 10-15℃

30 MPa at 8℃
41-62 MPa at 3℃

Physiology
Physiology
Membrane lipids
Gene expression, membrane protein,
memebrane fatty acid
Physiology
Physiology, gene expression membrane fatty
acid
Gene expression respiratory system
Physiology

Thermophilic piezophiles
Methanococcus igneus
Methanococcus jannaschii

Palaeococcus ferrophilus DMJ
Pyrococcus abyssi GE5
Pyrococcus furiosus

Pyrococcus sp. ES4
Pyrococcus sp. GB-D
Thermococcus aggregans TY
Thermococcus barophilus MP
Thermococcus guymasensis TYS
Thermococcus peptonophilus
OG1
Thermococcus sp. ES1

Thermosipho japonicus IHB1
Thermotoga maritima
Thermus aquaticus

51 MPa at 90℃
75 MPa at 86 - 90 ,℃
51 MPa at 90℃
30 MPa at 84℃
20-40 MPa at 73-112℃
45 MPa at 107.5℃

45 MPa at 111℃
20 MPa at 103℃
20 MPa at 75℃
40 MPa at 85℃
20 - 35 MPa at 85℃
45 MPa at 90 - 95℃
22 MPa at 91 ,℃
22 MPa at 100℃
20 MPa at 73℃
51 MPa at 95℃
45 MPa at 100℃

Pressure stabilization of hydrogenase
Pressure stabilization of hydrogenase
Methanogenesis
Physiology
Protein synthesis
Pressure stabilization of GDH and
DNA polymerase
Pressure stabilization of DNA polymerases
Physiology
Physiology
Physiology
Physiology
Physiology
Physiology

Physiology
Pressure stabilization of GAPDH
Pressure stabilization of DNA polymerase

Mesophilic piezophiles
Desulfovibrio profundus 500-1
Pseudomonas sp. BT1

Pseudomonas sp. MS300

15 MPa at 30℃
10 MPa at 30 ,℃
20 MPa at 37℃
60 MPa at 25℃

Sulfate reducing activity
Membrane fatty acid

Production of -maltotetraohydrolaseα
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저온성 미생물산업적응용7.

가 저온성 효소.

극한 미생물에서 유래하는 극한 효소 의 탐색 작업은 다양한 공정에 필요(extremozyme)
한 생물촉매제로 사용하기 위해 이루어지고 있다 는 극한 환경에서 활성이 있거. Table 1-4
나 안정한 성질을 가지고 있어 공업적 생물전환에 이용하기 적합한 효소를 요약한 것이다.
이와같은 종류에는 esterases/lipases, glycosidases, aldolases, nitrilases/amidases,

가 포함되어 있다phosphatases, racemases (Demirjian, et al., 2001).
저온성 미생물은 물의 어는점과 가까운 온도 환경에서도 성장할 수 있는 놀라운 능력을

갖고 있다 (Price, et al., 생화학 반응의 온도 의존성은 효소학에서 매우 중요한 점이2000).
다 예를 들어 반응액 온도가 에서 로 낮아진다면 반응 속도는 배 감소될 수. , 37 0 30-80℃ ℃

있다 이러한 효소의 강한 온도 의존적인 반응 속도를 극복하기 위해 저온성 미생물은 저온. ,
에서 높은 특이적 활성과 효율을 가질 수 있는 열에 대한 유연성을 가지는 효소를 합성한다

(Low et al., 1973; Johnston et al., 1975; Privalov et al., 따라서 이들 효소는 저온에1979).
서 높은 촉매 효율을 가지는 특성을 보이지만 열에 변하기 쉽다 이들 미생물에서 유래하는.
효소는 이하의 온도에서의 높은 특이적 활성과 빠른 불활성화로 인해 생물공학 분야의30 ,℃

적용 면에서 매우 가능성이 높은 것으로 인식되고 있다 (Feller et al., 1996).
년 등에 의해 발표된 남극의 미생물에서 열민감성 를1984 Kobori alkaline phosphatase

분리하여 발표한 논문은 저온성 미생물에 의해 생산되는 효소의 분자적 특징에 관련된 것,
이었다 (Kobori et al., 이 논문에서 저자는 저온성 효소의 두 가지 주요 성질을 저1984). “ ”
온에서의 높은 특이적 활성 중온에서의 빠른 불활성화로 설명하였다, (Kobori et al., 1984).
그리고 중온에서의 빠른 불활성화를 필요로 하는 새로운 기법의 생물공학에 적용할 수 있,
다는 것을 저온성 효소의 이용 가능성 중 하나로 강조하였다 (Kobori et al., 1984).
위의 특성을 나타내는 저온성 효소들 중 도 저온성 세균에 의해 생산되는 것이lipases

확인되었고 그 특성 또한 조사되어 있다, (Feller et al., 1991; Feller et al., 1991; Arpigny
et al., 1993; Arpigny et al., 저온성 는 의 낮은 온도에서도 지질가수분해1995). lipases 3℃
반응을 촉매하는 것으로 알려져 있다.
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Table 1-4. Biocatalytically relevant extremozymes.

Enzyme Organism Host/induction Stability
/activity

Hyperthermophilic esterase

Thermophilic esterase

Thermophilic esterase
Thermophilic esterase
Thermophilic lipase

Thermophilic lipase
Psychrophilic lipase

Psychrophilic lipase

Hyperthermophilic pullulanase

Thermophilic pullulanase

Thermophilic and acidophilic
-amylaseα

Halophilic -galactosidaseβ

Halophilic class I fructose
aldolase
Hyperthermophilic
fructose aldolase (Type II)
Hyperthermophilic
fructose aldolase (Type I)
Thermophilic 2-keto-3-
deoxygluconate aldolase
Psychrophilic protease
Halophilic protease
Thermophilic nitrile
hydratase-amidase
(whole cell)
Thermophilic nitrile hydratase
Hyperthermophilic alcohol
dehydrogenase
Barophilic glutamate
dehydrogenase
Psychrophilic phosphatase
Psychrophilic alanineracemase

Pyrococcus furiosus
Bacillus lincheniformis
Bacillus acidocaldarius
Archaeoglobus fulgidus
Bacillus stearothermophilus
Bacillus thermocatenulatus
Moraxella TA144
Pseudomonas sp. B11-1
Thermococcus aggregans
Bacillus acidopullulyticus
Alicyclobacillus acidocaldarius
Haloferax alicantei
Haloarcula vallismortis
Thermus aquaticus
Staphylococcus aureus
Sulfolobus solfataricus
nalidixic acid
Bacillus TA39
Halobacterium halobium
Bacillus spp.

Bacillus pallidus
Pyrococcus furiosus
Pyrococcus furiosus
Shewanella sp.
Bacillus psychrosaccharolyticus

E. coli/heterologous
(own promoter)
E.coli
E.coli
E.coli
E.coli/IPTG
E.coliDH5 /pUC18α

E.coli/pULG
E.coli /pUC118,IPTG
E.coli
Bacillus acidopullulyticus
E.coli
Haloferax alicantei
Haloarcula vallismortis
Thermus aquaticus YT-1
Staphylococcus aureus
E.coli JM109/pREC7
Bacillus TA39
Halobacterium halobium
Bacillus spp.

Bacillus pallidus
Pyrococcus furiosus

E.coli
E.coli/pYOK3

Topt = 100℃

Topt = 45℃

Active at 70℃
Active at 70℃
Topt = 68℃

Topt = 60-70℃
Topt = 35℃

Topt = 45℃

Topt = 95℃

Opt. Act.
at 75 , pH=3℃

Act. only 4 M NaCl
Opt. activity
at 2.5 M KCl

Stable at 97 for℃

1.6 hr, Topt = 37℃

Low temp. opt.
Max act. at 4 M NaCl
opt. growth at 65℃

Thermostable( 55 )≤ ℃

Low temp. opt.
Low temp. opt. (0 )℃
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나 지질가수분해효소.

세제류(1) (Detergents)

전 세계 효소시장 규모는 년에 억 달러인 것으로 보고되었지만 년에는 그 규1995 3 , 2005
모가 배에 이를 것으로 기대되고 있다 전체 효소시장의 는 가수분해 효소가 차지하고2 . 75%
있으며 그 중 가 미생물에 의해 생산되는 효소이다 미생물에서 생산된 의 가수90% . lipases
분해 활성을 이용하는 중요한 상업적 분야로는 세제류를 들 수 있다 이들 세제는 가정용과.
공업용 세탁시 사용되며 가정용 식기세척기에도 사용되고 있다 를 이 분야에 적용하, . Lipase
기 시작한 것은 년 덴마크의 에서1994 NOVO Co. LipolaseTM를 생산한 것이 처음이다 이.
제품에 첨가된 는 곰팡이인lipase Thermomyces lanuginosus에서 유래한 extracellular

로써 균주로lipase host Aspergillus niger를 이용하여 공업적 규모로 생산되었다 (Jaeger,
et al 그 뒤를 이어., 1994). Pseudomonas mendocina에서 나온 LumafastTM와
Pseudomonas alcaligenes에서 유래한 LipomaxTM이 Genencor International (Jaeger and

에 의해 상업화되었다 그리고 현재 에서는Reetz, 1998) . Novo Co. LipolaseTM보다 저온에서

지방 분해력이 향상된 LipolaseUltraTM, LipoPrimeTM 이라는 세제류가 제품화되어 있lipase
으며 세계적인 세제 회사인 과 에서 이 제품들을 이용하고, Procter & Gamble Unilever Co.
있다. Pseudomonas alcaligenes 에서 생산된 알칼리성 와M-1 lipase (Gerritse, et al., 1998)
특허로 등록된 여러 미생물 유래 가 세제로 이용하기 적당한 효소라고 보고되어 있lipases
다 (Bycroft and Byng, 1992).

새로운 바이오폴리머 합성(2) (New biopolymeric synthesis)

와 같은 중합체 는 상당한 다양성과Polyphenol, polysaccharides, polyesters (biopolymers)
복잡성을 보인다 더욱이 이 화합물들은 생분해될 수 있고 천연의 자원으로부터 새롭게 재. ,
생되어 생산될 수 있기 때문에 이들을 활용하기 위한 연구가 늘고 있다 와. Lipases

는 에서 높은 특이성 즉 입체 특이성 위치 특이esterases mild reaction (stereo selectivity),
성 화학 특이성 을 나타내는 이점을 가지고 있어 폴리(regioselectivity), (chemoselectivity)
머 합성을 위한 촉매제로 널리 이용되고 있으며 (Gross, et al 결합 방법이 새로운., 2001),

를 분리하기 위해 사용되고 있다 구조적으로 다기능성polyesters (Kim and Dordick, 2001).
반응기를 가지는 복합 는 상업화된 를 이용하여 많은 양을 효소적 촉매방monomers lipases
법으로 폴리머화 될 수 있다 의 폴리머 를 촉매하는 반응은 또는. Lipases libraries diester

와 다양한 분야에서 반응 상태 이용성을 보이고 있다 그diol monomers free combination, , .
리고 를 이용한 탐색 방법은 시간의 단축과 시스템화96 deep-well plates polyester libraries
를 가능하게 했으며 의 와, macromolecules transesterification, transacylation, lactones cyclic

의 의 가능성도 보고되어 있다carbonates ring-opening polymerisation (Kim and Dordick,
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2001).

바이오디젤(3) (Biodiesel)

운송수단의 대체 에너지원을 소위 바이오디젤 이라 부르며 여러 식물에서 유(biodiesel) ,
래한 기름 을 이용하여 화학적으로 생산된다 바이오디젤 연료는 천연 자원에서(rapeseed) .
유래하는 재생가능한 에너지원으로써 에너지고갈 문제가 없으며 동시에 연료의 사용시 발,
생할 수 있는 CO2의 양과 양을 로 감소시킬 수 있다 그리고 독성이 적고sulfur oxide 1/3 . ,
높은 생분해도를 가지기 때문에 사고로 인한 유류의 유출시 환경오염이 크게 문제되는 선박

의 연료로도 활용할 수 있다는 장점을 가지고 있다 (Korbitz, 1998).
경제성에서 바이오디젤은 경유와 비교하여 생산단가가 배 정도 높지만 경유를 사용할3

때 부담하여야 하는 환경정화비용을 생각하면 경제성이 있다는 평가를 받고 있다 년. 2002
미국의 농업연구청 항해연구센터는 바이오디젤 와 보통 디젤 로 구성된 혼합B20 ( 20% 80%
유 을 전국적으로 군사 및 민간 지역에 만 갤런 이상을 공급하기로 계약한 것이 보고되) 150
었다 오스트리아와 독일의 경우는 바이오디젤유를 수상운송수단에 공급하고 있으며. 100%
프랑스도 바이오디젤류를 혼합한 경유를 판매하고 있다 전세계 생산량은 년 기준5% . 1991

톤에 불과하였으나 년에는 톤으로 약 배 증가하였으며 년에는 약111,000 1997 1,286,000 11 1998
톤이 생산된 것으로 보고되었다 이진석 전 세계적으로 개국에서 생산되1,360,000 ( , 2000). 21

고 있으며 상용 규모 공장은 서부유럽 개소 동부유럽 개소 북미 개소 그리고 기타 지44 , 29 , 8
역 개소 등이 있다 생산단가를 줄이기 위해 값싼 원료 물질인 폐식용유로부터 바이오 디4 .
젤을 생산해내는 공정이 진행되어 일부 소규모 상용화되었다.
위의 내용에서 보는 것처럼 바이오디젤은 미국과 유럽 등지에서 식물성 기름을 이용하여

화학적 방법으로 생산된 바이오디젤이 상용화되어 있지만 화학적 방법은 촉매제 제거와 반,
응과정 동안 많은 양의 에너지를 요구한다는 단점을 가지고 있다 이러한 화학적 방법의 단.
점을 해결하기 위해 를 이용한 효소적 방법이 여러 과학자들에 의해 연구되고 있다lipases
(Iso et al 즉 식물성 기름의 또는 로의 전환은., 2001). , methyl- short-chain alcohol ester
유기용매상에서 를 이용할 경우 한번의 반응으로 촉매될 수 있다lipases transesterification .
그러나 공업적인 규모로의 생산은 생체 촉매제인 효소의 높은 가격으로 인하여 적용되지 못

하고 있다 최근 이 문제를 해결하기 위한 적당한 방법으로 효소의 재사용이 가능한 효소.
고정화법 개발이 활발히 진행되고 있다 관련된 연구에서 고정화된. , Pseudomonas
fluorescens 를 이용하여 와 의 을 진행했을 때lipase triglycerides alcohol transesterification ,
사용한 고정화 효소를 반복하여 이용하여도 활성에는 큰 변화가 없었다는 결과가 보고되어

있다 (Iso et al., 2001).
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정밀화학제품(4) (Fine chemicals)

의약품 농화합물 그리고 향기 화합물의 합성에 있어서 열쇠가 되는 중간 생성물은 보통,
복합체이거나 또는 키랄 화합물이다 전 세계 키랄 약물의 판매가 년에 처음으로 조. 2000 1
미국달러를 넘어섰다 이러한 키랄약물의 수요는 세포 표면의 수용체 자체가 키랄구조를 가.
지는 생체분자이기 때문에 약물 분자의 약효는 수용체와 비대칭이 되어야 한다 (Jaeger, et

이것은 인체 내에서 작용하는 효소들이 대부분 또는 이성질체에만 선택적al., 2001). R S
으로 반응한다는 것을 의미한다 즉 같은 분자식을 갖는 물질이라도 이성질체가 항생제. , S
역할을 하는 반면에 이성질체는 독성을 띄는 경우가 허다하다 그 반대의 경우도 가능한R .
일이다.
예를 들면 비스테로이드계열 항염증성 약물 중 종류의 광학이성질체는, aryl propionic

약물학적 성질과 독성을 함께 나타내는 약물이다 이 약물의 라세미 혼합물에서 나타나는.
치료제 활성은 대부분 이성질체에 의한 것이다 그러므로 원하는 성질을(S)- (Shen, 1972).
가진 순수한 이성질체만을 사용자에게 투여하는 것이 소량을 복용하고도 치료효과를 낼 수

있으며 더 안정할 수 있다 그러나 이들을 화학적 방법으로 합성하는 경우에는 두개의 이성, .
질체가 혼합되어 있는 라세미 혼합물 상태로 되어있어 순수한 이성질체를 얻기 힘들다 따.
라서 순수한 이성질체를 얻는 합성방법은 높은 수율 간단한 공정 낮은 생산 단가를 만족해, ,
야한다 일반적으로 판매되는 약물들 중에 이성질체가 반반씩 섞여있는 라세미 혼합. R , S
물과 그 중 하나만 분리해서 시판되는 약물의 가격을 비교해보면 분리되어진 약물의 값이,
작게는 배에서 크게는 배 이상의 가격차이가 나는 것을 볼 수 있다 그만큼 라세미 혼10 100 .
합물을 분리하는데 어려움이 있다는 것을 알 수 있다 따라서 제약산업에서는 광학적으로.
순수한 약물의 골격 구조를 합성하는 것이 중요한 작업이다 (Patel, 2001).
순수한 키랄 화합물 합성은 키랄 화합물의 구조에 에스테르 결합이 존재한다면 기존의,

화학 합성법이 아니라 생체 촉매제인 를 이용한 효소 합성법으로 합성할 경우 순수lipases
한 키랄 화합물을 얻을 수 있다 그러므로 위의 경우는 산업화 발전 최전방에 있는. lipases
가 생체촉매제로 이용될 수 있는 주요 항목이다 (Liese et al., 2000).

(5) Therapeutics

지난 몇 년 동안 생리적인 활성을 가지는 최종약물 혹은 약물의 중간체 합성 과 분해를,
통하여 새로운 약물을 합성하는 화학합성 분야가 빠르게 성장해 왔으며 다양한 질병 치료,
에 이용되고 있는 키랄 약물 합성기술도 약물학적 연구에서 의미 있는 성장을 거듭하고 있

다 (Richards et al 유기용매상에서 효소를 이용한 광학이성체 합성이 성공적으로., 1997).
적용되었으며 합성 효소 가운데 가 합성반응에 알맞은 효소라는 것(Klibanov, 1990), lipases
이 확인되었다.
Candida cylindracea, Candida antarctica, Candida rugosa 그리고 다른 종에서 유래한



- 32 -

가lipases naproxen (Tsai and Wei, 1994), ibuprofen (Mustranta, 1992;Tsai et al., 1997),
suprofen (Mertoli et al 과 같은 항염증 활성을 가지는 광학., 1996; Tsai and Huang, 1999)
이성질체를 합성하는데 이용된다 또한. Candida rugosa와 Mucor javanicus에서 생산된

에서는 항염증 활성이 가장 높다고 알려져 있는 을 합성하는 것이 보고되lipases flurbiprofen
었다 (Bhandarkar and Neau, 2000).
광학이성질체를 필요로 하는 대표적인 항생제로는 계를 들 수 있다 이-lactam .β β

계열의-lactam penem (Panipenem, Sankyo Co.; Meropenem, Sumitomo Co.; Fropenem,
구조의 합성에는 초기 물질로 광학활성 알콜을 이Suntory Co.), carbapenem (Merck Co.)

용하므로 이를 생산하기 위해서 를 이용한 반응이 필요하다lipase . Pseudomonas AK lipase
는 항암제로써의 가능성을 가지고 있는 를 합성하는 반응 중에서 키랄 중간epothilone A 4
체 를 합성하는데 이용된다2 (Zhu and Panek, 2001). Candida rugosa 는 항미생물 화lipase
합물인 과 이들의 유도체 와 의 효소 분(S)- and (R)-elvirol (S)-(+)- (R)-(-)-curcuphenol
해를 촉매한다 여기서 은. (R)-(-)- curcuphenol 8 Staphylococcus aureus와 Vibrio
anguillarum에 대해 항박테리아 활성을 보이지만 는, (S)-(+)-enantiomer gastric

를 나타낸다고 보고되어 있다H/K-ATPase (Ono et al., 2001).

(6) Agrochemicals

는 벼 농작에서 잡초의 제거에 이용할 수 있는 새로운 제초제인Lipases enantiopure
을 효율적으로 생산하는데 이용된다(S)-indanofan (Tanaka et al 그 이유는., 2002).
만이 제초제로써의 활성을 나타내기 때문이며 이 화합물은 현재 에 의(S)-enantiomer , lipase

한 효소적 촉매반응과 화학반응이 결합된 방법으로 생산되고 있다 의. 4-hydroxyproline
는 몇 가지 농화학제재diastereomers 와 의약품 생산을 위한 중요한 골격구조 역할을 한다

(Jaeger and Thorsten, 2002).

(7) Flavors

낮은 분자량의 에스테르는 향기의 주요 구성 성분중 하나이며 이들 중 대부분은 많은,
식품과 향수의 과일 향과 관련이 있다 의 촉매작용으로 합성되는 향기와 관련된 화. Lipase
합물에는 가장 중요한 화합물인 을 포함한 몇 가지가 보고되어 있다(-)-menthol .

은 의 성분 중 한가지이며 공업적인 규모로(-)-menthol peppermint oil , 이 생산되(±)-menthol
고 있다 그러나 과 가. (-)-menthol (-)-mentholester 보다 더 중요한 위치를 차지하(±)-menthol
고 있다 이는 이 과 효과를 가지고 있기 때문이다. (-)-menthol cooling refreshing .
Pseudomonas cepacia 를 생물촉매제로 이용하여 을lipase (Lipase- PS) (±)-menthol

한 결과 의 를 합성했다는 보고가 있다transesterification (-)-menthol methacrylate ester
(Athawale, et al 또한 순수한 광학이성질체 를 분리하기 위한 방., 2001). (-)-menthol ester
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법으로 Burkholderia cepacia 를 이용한 의 단계가 포lipase (±)-menthol transesterification
함되어 있다 (Athawale et al 최종 산물인 은., 2001). menthyl methacrylate 16 sustained

로 이용될 수 있도록 연속적으로 중합되어진다 향수 성분을 구성하는 또release perfume .
다른 중요한 물질인 은 키랄의 열쇠가 되는 중간매개체인(-)-menthyl jasmonate

을 생성할 수 있는 상업용 효소 를 이용(+)-(6S)-methyl 7-epicucurbate , Lipase P (Amano)
하여 효소 촉매반응으로 합성될 수 있다 (Kiyota et al 또한., 2001). (z)-3-hexen-1-yl

는 모델의 대표적인 의미를 가지기 때문에 특히 관심의 대상이 되고 있acetate flavor esters
다 (Bourg-Garros, et al 이 물질은., 1998). Candida antarctica 에 의한 효소적 합성lipase
반응으로 생성되는 것이 연구되고 있다 (Bourg-Garros, et al., 1998). short-chain fatty

의 는 식품공업에서 첨가제로 이용되는 중요한 성분이다 이들acids isoamyl esters aroma .
성분의 합성에 미생물에서 생산된 를 이용하는 연구가 진행되고 있다 그 예로는lipase . ,
Pseudomonas pseudomallei 를 이용하여 를 합성한 것strain 12Sm lipase isoamylactate

과(Kanwar and Goswami, 2002) Rhizomucor miehei과 Mucor miehei에서 생산된 로lipase
과 의 을 촉매하여 를 생성한 보고isoamyl alcohol butyric acid esterification isoamylbutyrate

가 있다 (Krishna and Karanth, 2001).

(8) Cosmetics

는 대량생산을 하는 제조공정에 적용하기에 가격이 너무 높은 상태이지만 소수의Lipase ,
특별한 에스테르를 합성하는 공정에 가 이용되는 것이 알려져 있다lipase . Unichem

는 스킨 선 텐 크림 등 개인용 제품의international Co. , - , bath oil 연화제로 이용되는

isopropyl myristate, isopropyl palmitate, 2-ethylhexylpalmitate를 생산하는데 에스테르화에는,
Rhizomucor meihei에서 유래한 를 고정화하여 생물촉매제로 이용하였다 보편적으로lipase .
산성 촉매제를 이용하는 공정에 를 이용한 경우 품질 향상 의 최소화라는lipase , downstream
장점이 있다고 보고하였다 도 위와 유사한 개인용 제품에 이용되는 물질로. Wax esters
Candida cylindracea에서 생산된 를 이용한 제조방법이 이용되고 있다lipase (Croda

제조자에 따르면 효소를 이용한 방법의 전체 생산단가가 화학적 방법보다Universal Co.).
조금 높은 것은 사실이나 생산단가의 차이는 최종 생성물의 품질향상으로 정당화 될 수 있

다는 의견이다 또한. Rhizopus niveous에서 생산된 를 지지대에 고lipase cellulose biomass
정한 상태로 합성 반응에 적용시켜 촉매 효율을 높인 연구도 보고되어 있다wax ester
(Chen and Wang, 1997).

필요성8.

세계 각국은 생물다양성협약 생물다양성정보기구- (CBD), (GBIF), 생물자원센터네트OECD
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워크 등 국제협약을 통해 생물자원 전략화와 생명공학기술의 산업화 진전에 따른 유전자 정

보의 중요성이 증대하여 바이오산업 성장동력의 필수소재로서 국가간 생물자원 활용 및 확

보 방안 강화로 유용 유전자 정보 선점이 응용 연구개발과 산업화의 주도권 확보임을 인식

하고 있음

해양생물은 육상생물에 앞서 억년 이상의 역사를 가지고 있고 생명의 탄생과 진화가- 10 ,
해양환경에서 유래되었다는 주장이 있으며 생물종의 대부분이 해양유래이며 특히 지금까지, ,
발견된 동물종의 개의 문 수준의 분류군에서 하나를 제외하고 모두가 해양환경33 (phylum)
에 존재하나 육상생태계에는 개의 문만이 존재하는 것으로 알려져 해양은 생물자원의 보15
고임 해양생물센서스보고서( )
바다는 지구 표면의 이상을 차지하고 그 중 정도는 수심이 가 넘는 심해로- 70% 60% 2,000 m

구성되어 있다 오랫동안 심해는 생물상이 빈곤한 지역으로 알려졌으나 현재는 미생물을 포함한. ,
다양한 생물이 풍부하게 서식하고 있는 열대 다우림과 같은 지역으로 인식되고 있다 해양생물.
다양성은 종의 수가 만 종을 상회하는 것으로 추정되며 그 중 는 새로운 종으로 여겨지1,000 60%
고 이러한 생물체는 대부분이 신규의 유기조직체로 활용 가능한 자원으로 평가,

심해 생물자원은 다음과 같은 다양한 생물공학적 활용이 가능하다.
신규 혹은 개선된 생촉매 화학물질,․
빈영양환경내 생물체의 고흡착성 촉매 혹은 리간드․
고온성 혹은 용매에 안정한 생물촉매 호염성 생물촉매 저온성 생물촉매, ,․

생물동결방지제Surfactants,․
신규 생리활성물질 신호전달 방어기작( , )․
신규 대사산물․
생물정화․
혐기적 생물전환․

따라서 본 연구에서는 ‘심해 생물 및 유전자 다양성 확보와 유용 생체기능 소재 개발 이라는 최’
종 목표로 심해생물 자원을 대상으로 유전적 다양성을 확보하고 기능성 소재로의 유용성 평가 기

법을 이용하여 유용생체기능 소재를 개발하며 이를 통한 심해 생물자원의 생명공학소재로서 지속,
가능한 이용 및 산업화 기반을 구축하고자 함.
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제 절 범위3
심해환경 시료 확보 및 미생물 다양성 분석1.
심해 환경의 다양한 퇴적물시료 확보․
심해 미생물 다양성 분석․

심해미생물 자원의 분리 및 유용성 평가2.
심해 저온성 미생물의 분리 및 분류․
지질분해효소 생산 균주 탐색․
심해 미생물의 생리생화학적 특성 분석․ ․

심해 미생물 유전체 자원 확보3.
유전체 확보 방법 및 분석 대상 선정․

심해생물자원을 이용 기술 개발4.
심해미생물 자원 분석 및 활용․
산업적 유용 의 효소탐색용 유도체 합성 및 안정적 공급Chiral compound․
해양미생물로부터 전환효소 탐색 및 분석chiral compound․
효소 유전자 클로닝 발현 특성 분석, ,․
효소 대량생산 및․ 지적재산권 확보

기존 을 이용한 효소탐색 및 분석 실시databank․
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제 장 국내외 기술개발 현황2

제 절 국외 기술개발 현황1

심해 연구의 역사는 영국 전함 첼린저호에 의해 년 사이에 시도된 지구규모의1872-1876
생태학적 조사로 시작되었다 심해저 열수구 그리고 냉용수의 미생물군집은 생리적으로 대. , , ,
사적으로 그리고 분류학적으로 특이하며 그들은 온도의 급격한 변화 높은 수압 그리고 높, ,
은 농도의 중금속이 존재하는 극한 환경에 적응되어 있다 이러한 이유로 해양의 심해영역.
에 존재하는 생물상은 생물공학적 응용에 있어 큰 잠재력을 내포하고 있어 세계적으로 심해

유용생물자원 및 유전자자원의 확보 및 산업화기술을 위한 연구가 진행되고 있으며 미국,
일본 그리고 유럽 등 선진국가가 주도하고 있다.
미국은 년부터 해양개발 개년 계획을 수립하여 상무성 산하 국가해양대기청1966 10

이 주도하는(NOAA; National Ocean and Atmospheric Administration) Sea Grant College
및 등 다양한 경로를 통해 해양 환경의 생물 및 미Program Marine Biotechnology Program

생물로부터 분리한 유용물질의 산업화에 대한 지속적인 투자를 하였다 년 갈라파고스. 1977
제도 주변의 해저에서 열수구의 특이 생태계를 발견한 이래 해양의 지구조 지화학 생물 및, ,
생태환경분야에 대한 기반연구가 집중적으로 이루어졌으며 현재는 해양생물유래 일부 유용,
한 물질들에 대한 산업화가 시작되고 있다 년에 해양생명공학관련 연구비는 만 불. 1996 830
이며 이중 약 만 불이 열수미생물 연구를 포함하는 분자유전학 및 천연물분야에 투입되, 400
었다 최근에는 새로운 극한생명체 연구 프로그램을. (Life in Extreme Environment; LExEn)
통해 극한환경내 미생물과 생태요인 극한환경내 미생물의 분리 및 배양기술 극한1) , 2) , 3)
환경내 미생물의 분자 및 생태적 수준에서의 적응기작 원시생명체와 고해양환경 그리고, 4) ,
극한지 환경과 미생물의 상호작용을 조절하는 과정의 모니터링에 대한 연구가 진행 중이5)

며 이와 관련하여 년에는 약 만 불의 연구비가 지원되었다 지금까지 해양생물을, 2000 1,200 .
이용한 산업폐수처리 고분자물질 등의 신규 생리활성물질 개발 어류의 신규, , 육종기술 어병,
진단 기술 등을 실용화 시켰으며 해양천연물분야에서도 신규의 물질이 개발되고 있다 미국 에, .
너지성(DOE)에서도 해양 미생물 및 극한 미생물 분리와 연구에 대대적인 투자를 하고 있으

며 현재 세 종의 호열성 해양 미생물, (Methanococcus jannaschii, Archaeoglobus fulgidus,
Thermotoga maritima 의 전체 가 이미 밝혀졌으며 수십 종의 미생물 게) genome sequence
놈분석 연구를 지원하고 있다.

년에는 라고 하는 극한유전자활용 생촉매 개발 벤쳐회사1994 Diversa (www.diversa.com)
가 설립되어 다양한 생태환경에서 미배양된 미생물의 유전물질을 라이브러리 형태로 보존하

고 있으며 현재 미생물 만종 이상에 상당하는 유전체 자원을 확보한 것으로 추정되고, 100
있다 이들은 유전자 자원으로부터 유용성 검색 및 활용을 위한 고속검색기법. ,
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기법 생물공정개발기법 등을 보유하고 있어 유전자 발굴 및 활용 분야의direct-evolution ,
주목받는 회사로 자리매김하고 있다.
일본은 전통적으로 해양국가임을 내세우며 강력한 해양선진국임을 자처하고 있다 최근.
여년 동안에는 해양생명공학분야에 대한 투자규모가 미국을 능가할 정도가 되었다 해양20 .

생명공학연구소 와 일본해양과학기술센터 를 중심으로 해양생명공학연구를(MBI) (JAMSTEC)
주요 전략산업으로 수행하고 있다 특히 은 년 월부터. JAMSTEC 1990 10 DEEPSTAR
(Deep-Sea Environment Exploration Program Suboceanic Terrene Animalcule Retrieval)
라는 프론티어 사업을 예산 억 엔으로 시작하여 년에는 억 엔으로 점차 예산이 증2.4 1991 6.4
가하였다 현재까지 전용건물 신축을 위해 억 엔 순수연구비를 위해 연평균 억 엔의 예. 30 , 4
산을 투자하여 년 현재 합계 억 엔 이상에 이른다 이 예산에는 유인잠수정 및 선박2000 70 .
운영에 관련된 비용은 포함되지 않았다 총 계획기간은 단계 년 단계 년 총 년으로. 1 8 , 2 7 , 15
현재 단계 중반이 진행 중이다 그동안 중점적으로 개발된 기술분야는 아래와 같다2 . .

o Cultivation and morphology of deep-sea organisms
o Metabolism and physiology of deep-sea organisms
o Gene and protein of deep-sea organisms
o Support services
Deep-Sea microorganisms collecting and cultivating systems (DMCCS)․
Management of Deep-Sea microorganism specimens․
심해잠수정 잠수정모함관리 및 운영,․

프론티어 사업 단계 기간 중 심해의 호압 호열성 미생물 분리 및 배양시설1 / (DEEP
을 완비하여 본격BATH; Deep-sea Baro/Thermophiles Collecting and Cultivating System)

적인 심해 미생물 연구를 위한 핵심 기반시설을 갖추고 있으며 이를 바탕으로 극한 미생물,
분리와 배양에 대한 연구를 수행하여 많은 미생물 종을 확보하고 있다 북태평양 괌섬 인근.
의 마리아나 해구 챌린저 해연에서 종의 심해 극한 미생물을 분리하였으며 열수로부터180 ,
초호열성 미생물 중의 하나인 Pyrococcus sp.외 다양한 균주를 분리하여 생리적 연구가 진

행되고 있다 사업의 제 단계에서는 연구범위가 심해 저서생물로까지 확대되었으며 심. 2 , 1)
해환경에 대한 생물 반응 심해환경에 대한 대사작용 및 적응기작 연구 그리고 심해, 2) , 3)
생물의 유전자 분석 연구를 진행하고 있다 특히 년에는 무인탐사정 카이코가 세계에서. , 1995
가장 깊은 첼린져 심연 미터 의 퇴적물을 채취하여 많은 미생물을 분리하기도 하였(10,911 )
다 특히 단계에서는 호알칼리성 미생물인. 2 Bacillus halodurans 의 전체 게놈의 염기C-125
서열을 해독하였고 이를 통해 생리 생화학 유전학적 특성을 밝히고 있다 현재의 주된 사, , .
업 내용은 극한환경내 생물반응기작 및 유전자 해독사업을 통한 유용물질 분리와 산업화를

추진 중에 있다.
이외에도 년에 정부 과학기술심의 위원회 국립대학 연구소 협의회 심의를 거쳐 동1962 , ,
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경대학내에 해양연구소 를 만들어 해(ORI; Ocean Research Institute, University of Tokyo)
양에 대한 기초연구를 하였으며 이 연구소의 생물생태부문은 심해저서생물을 전공으로 하,
는 연구부문으로 최근 년간은 심해저서생물 중 열수분출공 및 냉용수지역 생물군집의 분15
류 및 생리적 분자생물학적 연구를 수행하고 있다, .
프랑스 독일 영국 등의 유럽국가들은 최근에 들어서야 이 분야에 대한 투자를 시작하였, ,

다 이들은 을 출범시켜 호염성 산성 알칼리성 고온성 환경의 극. EU BIOTECH-Program , , ,
한생물연구를 위해 유럽국가 개의 연구팀이 참여하는 단계 연구 년부터 년간 백39 1 (1994 3 8
만 불 투자 이후 단계 년부터 년간 만 불을 투자 에서는 개의 실험실이 참) , 2 (1997 3 1,200 ) 61
여하여 산업화에 초점을 맞추고 있다 그리고 해양학자 물리학자 지질학자 그리고 생물학. , , ,
자가 학제간으로 참여하는 국제 공동 연구 프로그램인 ODP (Ocean Drilling Project),

및 여러 공동협력 프로그램Inter-Ridge Program EU (European AMORES, Marflux/ATJ
을 통해 심해 및 열수의 환경연구를 수행중이며 극한 미생물의 유전자 분석 등의Project) ,

분야에서 미국 일본수준의 요소기술을 확보하고 있다 프랑스 해양연구소 는, . (IFREMER)
급 잠수정인 을 보유하여 유럽 국가중 심해연구에서 가장 앞선 시설투자가6,000 m Nautile

이루어져 있으며 많은 극한 미생물을 보유하고 있다 는 년. Proteus (www.proteus.fr) 1998
유럽에서 설립된 유전자 발굴 및 개발을 위한 최초 벤쳐회사로 많은 연구팀과 공동연구형태

로 다양한 극한미생물 자원확보 심해열수구 열대지방 호염성등 에 주력하고 유용유전자 및( , , )
그 산물을 개발하고자 시스템 기법 등을 보유하HT functional screening , direct evolution
고 있다.

제 절 국내 기술개발 현황2
심해환경 생물에 대한 생태학적 연구가 일부 연구자에 의해 수행되었으나 이는 국외에서

국내 연구자가 참여자로 연구를 진행한 것으로 국내에서 자체적인 연구과제로 수행된 실적

이 거의 없는 형편이다 한국해양연구원은 년부터 심해저자원연구센터 중심으로 태평양. 1994
심해 망간자원 탐사를 위한 연구를 수행 중이며 망간자원탐사 및 채굴에 관련된 상용화 연

구 및 이에 따른 환경영향 평가연구에 집중되어 있다 심해자원탐사연구를 통해 부분적으로.
수행된 생태학적 연구 결과가 있고 심해탐사 기술이 어느 정도 축적되어 있다고 할 수 있,
다 또한 연구원 기관고유사업으로 동해의 지질학적 물리학적 연구가 진행되면서 단편적으. ,
로 생물학적 연구가 수행되었으나 생물자원을 이용 또는 활용하기 위한 주도적인 연구 단,
계까지 발전하지 못했다 그러나 생명공학 분야의 저변확대를 통해 일반 해양 생물의 확보.
및 이용 기술은 확보되어 있다고 할 수 있다.
일부 대학 포항공대 성균관대 과 연구소 에서 극한미생물의 생리적 분자( , ) (KIST, KRIBB) ,

생물학적 연구 및 대량배양을 시도하고 있으나 생물종은 외국에서 가치가 적은 것을 분양받

아 연구함으로써 기대효과가 높지 않고 현재 무엇보다 다양한 시료확보가 절실한 형편이다.



- 39 -

제 장 연구개발수행 내용 및 결과3

제 절 연구 수행 방법1
시료 채취1.

가 일본과의 공동 연구를 통한 시료확보.

년 년 두 차례의 일본해양과학기술센터 탐사를 통하여 수심2001 , 2002 (JAMSTEC) 6,000
미터의 일본해구 수심 미터의 동해 일본 홋가이도 연안 지역의 심해 퇴적물을 확보하, 3,000 ( )
였다 퇴적물 시료 채취에는 잠수정 신카이 을 이용하였다 시료채취는 무(Figure 3-1). 6500 .
균조작이 가능한 채취기를 통해 확보하였다 채취된 시료는 멸균된 튜브(Figure 3-2). 15 ml
에 분주한 후 미생물 분리 작업을 즉시 진행하였고 남은 시료는 에 보관하였다 차, -70 . 1℃

년도에 확보한 심해퇴적물 시료를 이용하여 중온성 미생물 및 저온성 미생물 분리작업을 수

행하였고 동일한 심해 퇴적물 시료를 이용하여 세균류 및 고세균류의 군집구조 분석을 수,
행하였다.

나 서태평양 종합 대양 연구 사업을 통한 시료확보. ‘ ’

년 해양연구원 기관고유사업인 서태평양 종합 대양 연구사업과 연계하여 다양한 심2002 ‘ ’
해 퇴적물과 생물 시료를 확보하였다 독일 연구선의 크루즈로부터 파푸아뉴기니. Sonne 166
해역의 섬 남쪽의 수심 미터 해산지역에서 가 설치된 채취기Lihir 1,500 Edison TV Grab

를 이용하여 의 퇴적물 시료를 얻었다 여기서 확보한(GTVA) clam beds (Figure 3-3, 3-4).
심해퇴적물 시료는 저온성 미생물 및 저온성 지질분해효소 생성 균주를 분리하는데 이용하

였다.
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O -3 (# 6 2 6 )

# 4 8 5 (# 6 2 4 )

K -2 (# 6 2 3 )

K -1 (# 6 2 1 )

O -3 (# 6 2 6 )

# 4 8 5 (# 6 2 4 )

K -2 (# 6 2 3 )

K -1 (# 6 2 1 )

Figure 3-1. Stations of deep-sea sediments for this study.
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Figure 3-2. Manned submarine 'Shinkai 6500' and sterile sediment
sampler (50 ml).
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Rabaul

GTVA 

31

Papua New Guinea

PACMANUS Field

Rabaul

GTVA 

31

Papua New Guinea

PACMANUS Field

Figure 3-3. Stations of deep-sea sediments for this study.
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(A)

(B)

Figure 3-4. Deep-sea clams bed of Edison Seamount and TV Grab
sampler during Sonne 166 Cruise.
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심해 저온성 미생물 분리2.

가 호기성 미생물.

호기성 저온 미생물을 분리하기 위한 배지로 한천배지ZoBell 2216e (peptone 0.5%,
yeast extract 0.1%, FePO4 10 / , agar 1.5% in seawater/distilled water (3:1), pH 7.5)㎎ ℓ

를 사용하였다 멸균된 해수 에 의 퇴적물 시료를 현탁한 후 평판배지에 를. 10 1 g 100㎖ ㎕

도말하여 에서 배양한 후 형성된 집락의 형태와 색깔에 따라 선택하여 같은 배지를 이4℃
용 단일 균주로 판단 될 때까지 계대 배양하여 순수 분리하였다 분리된 미생물은, . 10%

을 이용하여 에서 보관하였다glycerol -70 .℃

나 혐기성 미생물.

독일 연구선의 크루즈를 통해 확보된 해저 화산의 조개Sonne 166 Edison (Calyptogena)
군집 지역의 퇴적물 시료를 채취 선상에서 즉시 혐기성배지 YPS (Holden et al 가., 2001)

들어있는 밀폐된 혼합가스 에 접종한 후 곧 환원제20 ml serum vial (head space; N2/CO2 )
Sodium sulfide (5%, w/v, Na2 를 최종 농도 로 처리하여 로 배양하였다S) 0.05% 4 . 15-30℃

일간 육안으로 증식여부를 확인 후 실험실에서 저온성 균주의 분리 실험을 하기 위하여

에 보관하였다-20 .℃

혹은 에 황을 농도가 되게 넣고 에서 분간 스Serum vial Hungate tube 1% (w/v) 100 30℃

팀멸균을 일에 걸쳐 세 번 반복하여 준비하였다 여기에 별도로 준비한 액체배지를3 . 20 ㎖
씩 분주하였다 액체배지는. NaCl 19.6 g, Na2SO4 3.3 g, KCl 0.5 g, KBr 0.05 g, H3BO3 0.02
g, MgCl26H․ 2 을 차 증류수 에 녹인 다음O 8.8 g 3 970 100× Trace element solution㎖

(CuSO4 5H․ 2O; 0.01 g, ZnSO47H․ 2O; 0.1 g, CoCl26H․ 2O; 0.005 g, MnCl24H․ 2O; 0.2 g,
Na2MoO42H․ 2O; 0.1 g, KBr; 0.05 g, KI; 0.05 g, H3BO3;0.1 g, NaF; 0.05 g, LiCl; 0.05 g,
Al2(SO4)3; 0.05 g, NiCl26H․ 2O; 0.01 g, VOSO42H․ 2O; 0.005 g, H2WO4; 0.005 g, Na2SeO4;
0.005 g, SrCl 6H․ 2O ; 0.005 g, BaCl2; 0.005 g per liter) 10 , 200× 1% CaCl㎖ 2 2H․ 20 5

혼합액 를 첨가하, 100× N-P 10 , 500× Fe EDTA 2 , 0.1% resazurin (1000×) 1㎖ ㎖ ㎖ ㎖

여 만들었다 멸균된 황이 포함된 에 액체배지를 분주한 다음에는 질소가. serum vial 20 ㎖
스로 혐기적 상태로 만든 후 밀봉하고 환원제 (5% Na2 를 씩 주사기로 넣어주어S) 0.1 ㎖
산소를 완전히 제거하였다.

다 생산 미생물. Lipase
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해저 화산 지역에서 채토된 심해 퇴적물 을 멸균 해수 과 혼합하여 멸Edison 0.3 g 1 ㎖
균된 막자사발에서 마쇄한 후 이 포함된 액체 배지에 현탁, 1% hydrocarbons ZoBell 2216e
하여 에서 일간 배양하였다 배양액을 하여 를 이10 7 . serial dilution 100 1% tributyrin℃ ㎕

함유된 에 도말한 후 동일 온도에서 배양하여 저온성 생산 균주ZoBell 2216e plate , lipases
를 선별하였다 선별된 균주는 이 포함된 를 이용하여 순. 1% hydrocarbon ZoBell 2216e plate
수 분리하였다 분리된 미생물은 이 포함된 한천배지에 접종하여. 1% tributyrin ZoBell 2216e

을 확인하여 우수 균주를 선발하였다clear zone .

환경 추출3. DNA

시험관에 퇴적물 시료 씩 넣은 후 를 이용하여 수초간 분산500 0.1M phosphate buffer㎎

시키고 상층액은 제거하였다 이 시험관에 용액. 2×TENS (100 mM Tris (pH8.0), 40 mM
Na2 에 퇴적물 시료를 분산시키고 멸균된EDTA, 200 mM NaCl, 2% SDS) 1 , glass bead㎖

을 넣은 후 분간(150 212 , Sigma) 500 3 bead-beating (BioSpec Products, Inc.;～ ㎛ ㎎

을 실시하였다 핵산이 포함된 파쇄액을3110BX, USA) . 12,000 × g 에서 분간 원심분리하10
고 상층액을 새로운 튜브에 옮겼다 동량의 용. phenol:chloroform:isoamyl alcohol (25:24:1)
액을 넣어주고 튜브를 뒤집으며 섞어준 다음 15,000 × g 에서 분간 원심 분리하여 층을20
분리하였다 상층액을 취하여 새로운 튜브에 넣어준 후. 3M sodium acetate (pH 5.2) 0.1

과 을 넣고 에서 시간 이상 방치하여 전체 핵산volume 100% isopropanol 1 volume -20 2℃

을 침전시켰다 갈색의 핵산 물질은. PVPP (Polyvinylpolypyrrolidone; Sigma Chem. Cp.,
을 이용하여 정제 회수하였다St. Louis, MO) microspin column , (Lee et al., 1999)

4. T-RFLP

증폭을 위해 와 을 사용하였고 는 말단에16S rDNA 27F 1522R 27F primer 5`
인 으로 표지된 를 제작하여 사용하였phosphoramidite dye 5-hexachlorfluorescein HEX-521F

다(PE Applied Biosystems, USA).
반응 후 을 이용하여PCR PCR Preps DNA Purification System (Promega Crop., USA)

정제하였다 정제된 산물을 의 염기서열을 인지하는 제한효소. PCR 5 unit 4 (HhaI; GC GC)′

와 그리고 로 최종 부피 로 하여 로 시간1× restriction buffer deionized water 50 37 4㎕ ℃

반응 후 다시 의 제한효소를 넣고 시간 더 반응시켰다 제한효소 반응 후2unit 2 . 0.1 volume
의 와 의 로 침전시킨 후3 M sodium acetate (pH 4.6) 2.5 volume 95% ethanol 70% ethanol
로 세척하여 상온에서 말린 다음 생성된 말단 제한절편 (TRF; terminal restriction

의 크기를 자동염기서열장치 모델fragment) ( 377; Applied Biosystems Instrument, Foster
를 사용하여 정확히 측정하였다City, CA, USA) .
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각각의 말단 제한절편에 용액loading (deionized formaimde:loading dye:DNA standard
를 섞어준다 의 길이는 각각= 20:2:1) 3 . DNA standard (ROX 2500;ABI) 37, 94, 109, 116,㎕

172, 186, 222, 233, 238, 269, 286, 361,470, 490, 536, 827, 1,115, 1,181, 1,722, 2,008, 2,162,
이다 이 혼합액을 잘 섞어 준 후 에서 분간2,465, 2,481, 2,860, 4,529, 5,099, 14,079 bp . 95 2℃

중탕하여 변성시키고 즉시 얼음 위에 놓는다 이 혼합액 중 를 폴리아크릴. 2 36 cm 4.5%㎕

아마이드 젤에 하고 옵션에 시간 전개시킨 후 형광물질로 표지loading GS Run 36D-2400 4
된 말단 제한절편의 크기를 프로그램 을 이용하여5 GeneScan (version 3.1) local′

방식으로 이상인 피크의 크기를 비교하여 결southern method green peak 80, red peak 50
정하였다.

및5. PCR Cloning

퇴적물 시료에서 직접 추출한 전체 를 주형으로 하여 고세균류의 부분DNA 16S rDNA
을 증폭하였다 분리된 균주의 경우 순수배양된 단일군락을 에 현탁시킨. , 50 TE buffer㎕

후 에서 분 에서 분씩 반응을 회 반복하여 반응의 주형으로 사용하였다-70 2 , 80 2 3 PCR .℃ ℃

유전자 증폭에는 와 를 이16S rDNA 27F/1522R primer set Arch 21F/Arch 958R primer set
용하였다 조건은. PCR 1× Buffer (MgCl2 포함), 0.2 mM dNTPs, 5% DMSO, 0.1% BSA,
primer 0.2 M,μ Taq DNA polymerase (Takara Shuzo Co., LTD, Shinga, Japan) 0.5 U,

약 으로 하였다 반응 부피 용량으로 핵산 증폭기 모델Template 100-10 ng . 50 2400 (PE㎕

을 이용하여 에서 분간 반응 후Applied Biosystems, Foster City, CA 94404, USA) 95 5 , 94℃

에서 분 에서 분 에서 분으로 회 반복 반응시킨 후 에서 분간 더 반1 , 55 1 , 72 2 35 72 7℃ ℃ ℃ ℃

응 시켰다 산물을 분석하기 위해 아가로즈 젤에 반응액 를 전기영동. PCR 0.8% PCR 5 ㎕
완충용액 하여 에 분간 염색하고 분간 탈색 시킨 후(TAE , 100V/ ) , EtBr (0.5 / ) 10 15㎝ ㎍ ㎖

로 관찰하였다UV Iluminator (Vilber Lourmat, Cedex, France) .
전기영동하여 확인한 산물을PCR PCR Preps DNA Purification System (Promega

을 이용하여 정제하였다 정제된 를Corp., St. Woods Hollow, Madison, USA) . DNA
에 한 후pGEM-T Easy Vector (Promega Corp., USA) ligation E.coli 에 형질 전환JM109

시켜 형질 전환체를 얻었다 각각의 형질 전환 된. E.coli 의 단일 군락을 직접 주형으JM109
로 하여 를 이용하여 크기의 절편이 내에 존재하는지의T7/SP6 vector primer 900bp vector
여부를 확인하였다.

6. RFLP typing

분리된 균주 및 클론의 염기서열을 결정하기 전 같은 균주 및 클16S rDNA 16S rDNA
론을 을 통하여 선별하였다 반응액 에 염기를 인식 절단하는 제한RFLP typing . PCR 5 4㎕

효소(Hae 를 넣고 완충용액을 을 넣어 총 반응 부피 로 하; GG'CC) 0.2 U , 10× 1 10Ⅲ ㎕ ㎕
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여 에서 시간 동안 반응시켰다 이를 분석하기 위하여 아가로즈37 2 . 2% MS (Boehinger℃

젤에 제한효소 처리액 를 에서 시간 분간 전Mannheim, GmbH, Germany) 10 50 V/ 1 30㎕ ㎝

기영동 완충용액 하고 에 분간 염색 분간 탈색하여 사진 촬(0.5× TAE ) EtBr(0.5 / ) 10 , 15㎍ ㎖

영을 하고 같은 양상을 보이는 균주별로 그룹을 결정하였다.

염기서열 결정 및 분자분류7.

제한절편 다형성 분석 을 통하여 균주 및 클론에 대한 형태를 결정하고 각 형태(RFLP) ,
에 대한 대표 균주 및 클론에 대해 염기서열을 분석 비교하였다 염기서열을 분석하기 위하, .
여 위에서 얻은 산물을 을 이PCR PCR Preps DNA Purification System (Promega Corp.)
용하여 정제하였고 최종부피는 로 하였다 정제된 산물을 이 반응의 주형으로 이50 . PCR㎕

용하였다 염기서열분석에 이용한 는 표 에 정리하였다 염기서열 분석을 하기 위. primer 3-1 .
한 반응의 조건은 를 이용하여 제조사의PCR DNA sequencing kit (PE Applied Biosystem)
방법대로 수행하였다 반응이 끝난 후 차 증류수로 최종 부피 가 되도록 맞추어. 3 50 3 M㎕

과 에탄올 을 첨가하고 에 분간sodium acetate (pH 4.6) 0.1 volume 95% 2.5 volume -20 10℃

방치하여 를 침전시켰다 이 후 에탄올 로 세척하고 건조하였다DNA . 70% 500 . Loading㎕

용액 를 잘 섞어 주고 에서 분간 변성 시키고 즉시 얼음 위에서 냉각시켰다 분10 95 2 .㎕ ℃

석은 자동 염기서열 결정장치 를 사용하(ABI 3100 ; Applied Biosystems Instrument, USA)
였고 로 전개 후 유전자의 염기서열을 결정하였다, 36 cm capillary 16S rDNA .
결정된 균주의 염기서열은 일본의 유전자 데이터베이스인SSU RNA DDBJ

에서 분석을 수행하였다 또한 염기서열 정렬 프로그(www.ddbj.nig.ac.jp) Similarity-Rank .
램인 을 이용하여PHYDIT (developed by Dr. J. S. Chun, version 3.2) pairwise alignment
하고 와 을 이용하여 계통수를Juke and Cantor distance method Neighbor-joining algorithm
그렸다.

균주 특성8.

모든 생리학적 테스트는 분석결과를 통해 결정된 서로 다른 타입 중 각 타입을RFLP
대표하는 균주를 선별하여 수행하였다.

가 온도 및. pH

적정 성장 온도 측정은 대표적으로 선별된 균주를 로 에서 배양ZoBell 2216e broth 10℃
하여 에서 흡광도 값이 이 되도록 멸균수로 희석한 후 의660 nm 0.01 5 ZoBell 2216e broth㎖

에 다시 접종하고 시간 간격으로 성장을 측정하였다 최종, 12 . 시간째에 측정한 값으72 OD
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로 적정 온도를 결정하였다.
최적 의 측정은 액체배지 제조 시 각 에 해당하는 를pH ZoBell 2216e pH buffer

이용하여 최종 농도( , 20 mM; pH5 pH6; MES, pH6.5 pH7.0;～ ～ PIPES, pH7.5 pH8.0;～

HEPES, pH8.5 pH9; AMPSO [3-(1, 1 dimethyl-2～ hydroxylethyl)- amino-2-hydroxy
만들고 온도 측정 때와 마찬가지로 초기 접종량을 로 일propanesulfonic acid]) 0.01

정하게 맞추어 주었다 에서 일간 배양한 후 에서 흡광도를 측정하였다. 10 5 660nm .℃

Table 3-1. Sequences of primers used in this study.
Primer Specificity Sequence ( 5`-3`) Site Reference
27F Bacteria 5`-AGA GTT TGA TCM TGG CTC

AG-3` 8-27 Giovannoi, 1991

357F Bacteria 5`-GAC TCC TAC GGG AGG CWG
CAG-3` 337-357 Amann et al., 1990

Stahl et al., 1989

802F Bacteria 5`-GGA TTA GAT ACC CTG
GTA-3` 785-802 Lee et al., 1993

Woese, 1987
1241F Bacteria 5`-ACA CAC GTG MTA CAA

TGG-3` 1225-1241 Kato et al., 1997

518R Universal 5`-GTA TTA CCG CGG CTG CTG
G-3` 534-518 Kato et al., 1997

1055R Bacteria 5`-CAC GAG CTG ACG ACA GCC
AGT-3` 1074-1055 Lee et al., 1993

Woese, 1987

1088R Bacteria 5`-GCT CGT TGC GGG ACT TAA
CC-3` 1171-1088 Lee et al., 1993

Woese, 1987
1522R Bacteria 5`-AAG GAG GTG ATC CAN CCR

CA-3` 1541-1522 Giovannoi, 1991

F; Forward, R; Reverse
M = C:A , W = A:T, R = A:G, N = A:C:G:T

나 압력의 영향.

압력에 대한 영향을 측정하기 위하여 일간 액체배지에서 배양한 균주를3 Zobell 2216e
초저온용 튜브 용량 에 배양액이 약간 넘치도록 넣은 후 파라필름으로 공기방울이 들(2 )㎖

어가지 않도록 막아주고 압력 배양 용기에 넣어 원하는 압력으로 조절하여 에서 일간10 5℃
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배양하였다 일 후 배양액을 회수하여 세포모양 변화를 주사 전자현미경 상에서 관찰하였. 5
다 주사 전자현미경 사진촬영을 위한 시료의 준비는 고정 탈수 건조 금박코팅의 과정을. , , ,
거쳤으며 전자현미경은 을 이용하였다 고정화 단계에JSM-5410LV (JEOL, Tokyo, Japan) .
서 1% OsO4를 이용하는 기존 방법보다 조금 더 높은 농도인 4% OsO4를 이용함으로써 세

포손상을 최소화하였다 또한 탈수 과정에서의 세포 유실을 방지하기 위하여. polycarbonate
에 부착시켜 탈수를 진행하였다membrane filter (pore size; 0.22 ) .㎛

다 인지질 지방산 분석.

인지질 지방산 분석을 위하여 먼저 균주 배양액 을 원심 분리한 다음 침전물을, 10 ,㎖

완충용액으로 번 세척하였다 세척한 침전물을 의 증류수를 첨가하여 현PBS (pH 7.0) 2 . 1 ㎖
탁시킨 후 의 메탄올과 의 클로로포름을 가하여 혼합한 다음 시간 이상 암실에5 10 1㎖ ㎖

방치하였다 를 이용하여 위의 반응액을 여과하고 여과된 액을 메탄올층과 클로. glass filter
로포름층의 분리를 위해 암실에서 시간동안 방치하였다 분리된 클로로포름층을 취하4 12 .℃

여 회전 진공농축기를 이용하여 용매를 제거한 다음 의 클로로포름으로 총지질을 녹였1 ㎖
다 이렇게 추출된 총지질은 클로로포름으로 평형화되어 있는 실리카 칼럼에 흡착시키고 클. ,
로로포름 과 아세톤 로 인지질외의 지질을 용출시킨 다음 메탄올 을 이용하30 30 30㎖ ㎖ ㎖

여 인지질을 분리하였다 분리된 인지질에 내부표준물질 을 첨가하여 용매를. (C19:0) 50 ug
제거한 다음 벤젠으로 녹여서 지방산 시료로 이용하였다 벤젠에 녹아있는 지0.5 . 0.5㎖ ㎖

방산 시료에 을 첨가하여 에서 분간 반응시키고1.5% NaOH-MeOH 0.5 60 20 1.5%㎖ ℃

을 첨가하여 에서 분간 반응시켰다 반응액에 핵산 과 증류수HCl-MeOH 0.5 60 20 . 1㎖ ℃ ㎖

을 첨가하여 분간 방치한 다음 핵산층을 취하여 지방산 분석시료로 이용하였다 지0.5 30 .㎖

방산 분석시료는 를 이용하여 분석하였고 분리온GC (Hewlett-Packard GC 5890 series II) ,
도는 비극성인 과 극성인 사용시 각각 와 로 하SPB-1 column HP-20M column 200 210℃ ℃

였으며 주입부와 검출부 온도는 였다 지방산은 세균250 . MEFA standard (Supelco Inc.,℃

와 를 이용하여 동정하였다USA) equivalent chain length (Atransky et al., 1992) .

라 측정. Lipase activity

는 이 포함된 한천배지에 순수 분리된 저온성Lipase activity 1% tribrutyrin ZoBell 2216e
미생물과 활성 대조 미생물 (Aeromonas 을 접종한 후 활성 확인 온도인sp. LPB#4) , 4 ,10℃

에서 일간 배양하여 생성 확인으로 활성을 확인하였다, 25 7 clear xone lipase .℃ ℃

심해퇴적물의 유전체 추출9.
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심해 퇴적물로부터 의 추출은 의 방법을 이용하였다 먼저DNA Zhou (Zhou, et al., 1996) .
를 추출하기위해 퇴적물 시료 에 을 첨가DNA 5g 0.1 M Na-phosphate buffer(pH 8.0) 25ml

하여 혼합한 다음 에서 원심분리 하여 침전물만 회수하였다 회수된4 (7,600 x g, 10 min) .℃

침전물에 추출용 완충용액 을 첨가하여 혼탁시킨 다음 을 첨가한13.5 ml lysozyme 70 mg
후 에서 시간 진탕 반응하였다 반응액에 용액 을 첨가하여 조심스럽37 1 . 20% SDS 1.5ml℃

게 혼합한 후 에서 시간동안 반응시켰다 반응액을 실온에서 분간 원심분리60 12 . 15℃

하여 상등액을 회수한 다음 침전물에 추출용 완충용액 과 용액(2800×g) , 4.5 ml 20% SDS
첨가하여 원심분리하여 상등액을 회수하는 과정을 회 반복하였다 원심분리로 회수0.5 ml 2 .

된 상등액에 동일한 용량의 을 첨가phenol:chloroform:isoamylalcohol (Phe:Chl:Iaa = 25:24:1)
하여 혼합하였다 혼합액을 원심분리 상온 분 하여 상등액만을 모은 후. (12000rpm, , 15 ) 0.7

의 을 첨가하여 혼합한 다음 실온에서 시간동안 방치하였다 혼합액을volume isopropanol 1 .
원심분리 상온 분 하여 상등액을 제거한 다음 동량의 로 세척한(12000rpm, , 15 ) 70% ethanol
후 를 공기 중에서 건조시켰다DNA .

심해미생물 해양환경유전체 자원 분석 및 활용10. /

가. Sampling site

해안 퇴적물 해면동물 및 조류 는 후진(marine sediment), (sponge) (algae) (depth, ~20m;
울릉도 태종대37o 51' N, 129o 45' E), (depth, ~758.7m; 38o 00' N, 131o 27' E), (depth,

및 가고시마현~20m; 35o 14' N, 129o 45' E), Edison Sea Mount (depth, 100~200 m; 31o
남극 오오츠크해 해역등으로부터 수득하였다 이때 상기 퇴적물은 집90' N, 130o 48' E), , . ,

게 주상채니기 및 스쿠버 다이빙과 같은 방법으로 수득한 후 본 발명(grab), (core sampler)
의 대상 시료로 사용하였다.

나 심해 퇴적물로부터 저온의 지질 가수분해효소를 생산하는 미생물 분리.

심해 퇴적물을 저온 에서 농후 배양하였다 에서 을 형성하는(10 ) . TCN plate clear zone℃

균주를 지질 가수분해효소 활성이 있는 미생물로 차 선별하였다 지질 가수분해효소 활성1 .
이 확인된 미생물을 에서 순수 분리한 결과 여 균주를 분리하였다 진정 저온성 균주10 90 .℃

이며 지질 가수분해효소를 생산하는 저온성 균주를, cold-adapted extracellular RFLP
방법으로 선별하였다 선별된 저온성 균주를 분석을 통해 분류적 위치 결typing . 16S rDNA

정하였다.

다 균주 분리 및 보관.
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균주들은 액체배지에서 균 접종한 후 진탕 배양기를 이용하여 교반속도ZoBell 2216e
온도 에서 일간 배양하였다 배양된 세포는 원심분리 후250 rpm, 25 2 . 100 mM phosphate℃

로 두번 세척 한 다음 생촉매로 사용하였다 및buffer (pH 8.0) . DH5α
박테리아 세포 는 각각 플라스미드 증BL21-CodonPlus(DE3)-RIL (Stratagene, LaJolla, CA)

식 및 유전자 발현용 균주로서 사용하였고 적합한 항생제가 첨가된, 37℃
배지에서 배양하였다 배양된 세포는 로Luria-Bertani(LB) . glycerol 40% (v/v) -70o 에서C

보관하였다.

해양미생물로부터 전환효소 탐색11. chiral compound

가 광학활성 아미노산 생성효소 탐색. Hydantoinase (HDase, )

대상 시료 준비(1)

해안 퇴적물 해면동물 및 조류 는 후진(marine sediment), (sponge) (algae) (depth, ~20m;
울릉도 태종대37o 51' N, 129o 45' E), (depth, ~758.7m; 38o 00' N, 131o 27' E), (depth,

시화 및 가고시마현~20m; 35o 14' N, 129o 45' E), (Yellow Sea, Korea) (depth, 100~200 m;
으로부터 수득하였다 이때 상기 퇴적물은 집게 주상채니기31o 90' N, 130o 48' E) . , (grab),

및 스쿠버 다이빙과 같은 방법으로 수득한 후 본 발명의 대상 시료로 사용(core sampler)
하였다.

균주 분리(2)

라세믹 을 기질로 이용하여 지시약으로 사용되는 가 들어간hydantoin pH Phenol red
에 시료를 도말하였다 에서 배양하면서 도말한 주변이 붉은 색에hydantoin agar plate . 25℃

서 노란 색으로 바뀐 곳에서 균주를 분리하였다 분리 된 균주는 활성이 있는 미생. HDase
물로 선별하였다 최종적으로 순수 분리된 균주를 활성 미생물로 선정하였다. HDase .

분해 반응조건과(3) Hydantoin spectrophotometric assay

가수분해효소 활성을 측정하기 위한 기질에 대한 가수분해 반응Hydantoin hydantoin ,
를 이용하여 의 분해산물인10% dimethylaminobenzaldehyde (in 6 M HCl) hydantoin

를 분석하는 방법을 실시하였다 우선 의N-carbamoylglycine (NCG) . , 750 1% hydantoin㎕

을 에서 전반응을 한다 전반응 산물에 의 미생물 을 넣고 에서55 . 10 (10-100mg) 55℃ ㎕ ℃

반응 시켰다 반응 종결은 의 의 첨가. 250 10% dimethylaminobenzaldehyde (in 6 M HCl)㎕
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했다 반응액내 현탁되어 있는 세포는 원심 분리하여 제거시키고 상등액을 취한 후. , 440
에서 흡광도를 측정함으로써 분해산물인 의 생성시는 흡광도nm N-carbamoylglycine (NCG)

의 값이 증가하게 되어 분해 활성을 분석할 수 있었다hydantoin .

나 합성효소 탐색. CGTase (CD )

대상 시료 준비(1)

해안 퇴적물 해면동물 및 조류 는 후진(marine sediment), (sponge) (algae) (depth, ~20m;
울릉도 태종대37o 51' N, 129o 45' E), (depth, ~758.7m; 38o 00' N, 131o 27' E), (depth,

시화 및 가고시마현~20m; 35o 14' N, 129o 45' E), (Yellow Sea, Korea) (depth, 100~200 m;
으로부터 수득하였다 이때 상기 퇴적물은 집게 주상채니기31o 90' N, 130o 48' E) . , (grab),

및 스쿠버 다이빙과 같은 방법으로 수득한 후 본 발명의 대상 시료로 사용(core sampler)
하였다 구체적으로 상기 대상 시료 중 의 차가운 퇴적물을 반죽한 후 영양 풍부 배양. , 0.3g
액에 배양하여 균주를 분리하였다.

균주 분리(2)

영양 풍부 배지는 의 전분 을 리터의 해수인 미네랄 염 배지 에 혼합2% starch ( ) 1 (MM2)
하여 제조하였다 (Ferrara-Guerrero, et al., Handbook of methods in microbial ecology.

에서 일간 배양하여 클론들을 분리하였다Lewis Publishers, Florida, p9-19, 1993). 25 7 .℃

또한 연속적인 접종 및 의 전분 아가 에 접종하여 상기에서 분리된 클론들, 25 ZoBell (agar)℃

로부터 전분 에서 을 형성하는 균주를 전분 분해 활성이 있는 미생물로 일차plate clear zone
선별하였다 최종적으로 순수분리를 완료하였다. .

합성 분석조건과(3) CD spectrophotometric assay

을 이용하여 합성효소 생산미생물 탐색하였다 먼저 전Phenolphthalein CD (CGTase) . ,
분 분해 미생물로 확인 된 균주를 씩 배양하여 원심분리 후 얻어진 상등액을 조효소5 ml
로 분석에 사용하였다 분석조건은 의 기질 용액. 2% soluble starch (50 mM Tris-HCl

에 조효소액 를 가하여 에서 분간 반응한 후 반응액buffer (pH 8.0) 0.75 ml 0.2 ml 55 30 ,℃

에 의 를 넣어 반응을 정지시켰다 반응정지 후 의0.375 ml 0.2 M NaOH . 0.02%
용액을Phenolphthalein 5 mM Na2CO3에 녹여 에서의 흡광도를 측정하고 와550 nm Blank

비교하여 흡광도의 감소를 효소활성을 갖는 균주로 선별하였다.
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다 광학선택성 에폭사이드 가수분해효소 탐색. Epoxide hydrolase (EHase, )

대상 시료 준비(1)

해안 퇴적물 해면동물 및 조류 는 후진(marine sediment), (sponge) (algae) (depth, ~20m;
울릉도 태종대37o 51' N, 129o 45' E), (depth, ~758.7m; 38o 00' N, 131o 27' E), (depth,

시화 및 가고시마현~20m; 35o 14' N, 129o 45' E), (Yellow Sea, Korea) (depth, 100~200 m;
으로부터 수득하였다 이때 상기 퇴적물은 집게 주상채니기31o 90' N, 130o 48' E) . , (grab),

및 스쿠버 다이빙과 같은 방법으로 수득한 후 본 발명의 대상 시료로 사용(core sampler)
하였다 구체적으로 상기 대상 시료 중 의 차가운 퇴적물을 반죽한 후 영양 풍부 배양. , 0.3g
액에 배양하여 균주를 분리하였다.

균주 분리(2)

영양 풍부 배지는 의 또는 알칸 혼합물1% styrene oxide (nC8, C10, nC12, nC13, nC14,
및 사이클로헥산 을nC15, nC16, C17, nC18, , Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA) 1

리터의 해수인 미네랄 염 배지 에 혼합하여 제조하였다 에서 일간 배양하여 클(MM2) . 25 7℃

론들을 분리하였다 또한 연속적인 접종 및 의 아가 에 접종하여 상기에. , 25 ZoBell (agar)℃

서 분리된 클론들로부터 균주를 분리하여 이용하였다.

미생물 균주 및 배양 조건(3)

균주들은 액체배지에서 균 접종한 후 진탕 배양기를 이용하여 교반속도ZoBell 2216e
온도 에서 일간 배양하였다 배양된 세포는 원심분리 후250 rpm, 25 2 . 100 mM phosphate℃

로 두 번 세척 한 다음 생촉매로 사용하였다 및buffer (pH 8.0) . DH5α
박테리아 세포 는 각각 플라스미드 증BL21-CodonPlus(DE3)-RIL (Stratagene, LaJolla, CA)

식 및 유전자 발현용 균주로서 사용하였고 적합한 항생제가 첨가된, 37℃
배지에서 배양하였다Luria-Bertani(LB) .

분해 반응조건과(4) Epoxide spectrophotometric assay

가수분해효소 활성을 측정하기 위한 기질에 대한 가수분해 반응Epoxide epoxide , NaIO4
를 이용한 의 산화반응 및 자외선 분광기를 이용한 분석은 다음과 같phenyl-1,2-ethanediol
이 실시하였다 우선 미생물 세포 와 반응액의 에 해당하는 의. , (10 mg/ml) 10 %(v/v) 200 ㎕

를 첨가한 의dimethylformamide (DMF) 1,800 10 mM sodium phosphate buffer (pH 6.8)㎕



- 54 -

에 정해진 농도의 를 첨가하고 전체 반응 부피를 로 한 다음 진탕배양기를epoxide 1,920 ,㎕

이용하여 교반속도 온도 에서 분간 반응시켰다 위의 반응액에 의250rpm, 30 15 . 80℃ ㎕

용액sodium metaperiodate (stock solution: 100 mM NaIO4 을 첨가하고 약 분간in DMF) 2
함으로써 반응액내 생성된 과의 산화반응을 실시하였다 반응액내 현탁되어 있vortexing diol .

는 세포는 원심 분리하여 제거시키고 상등액을 취한 후 희석하여 에서 흡광도를 측, 290 nm
정하함으로써 분해 활성을 분석하였다epoxide .

(5) Erythrobacter 속의 세포 유래의 가수분해효소 활성을 이용한 다양한epoxide
에폭사이드 기질의 입체선택적 가수분해 반응

다양한 에폭사이드 라세믹 기질에 대한 입체선택적 가수분해 반응은 Erythrobacter 속
과 의 라세믹 에폭사이드 기질을whole cell (200 mg/ml) 2 mM 100 mM phosphate buffer

에 현탁시킨 다음 에서 교반하면서 반응을 진행(pH 8.0) , shaking incubator(30 , 200 rpm)℃

하였다 에폭사이드 가수분해 반응에 대한 분석을 위하여 일정간격으로 얻은 샘플에 존. GC
재하는 에폭사이드를 핵산으로 추출하고 이 유기용매층을 로 분석하여 광학순도, chiral GC

와 수율 등을 결정하였다(enantiomeric excess) .

광학순도 =

분석(6) GC

가수분해효소 활성에 의하여 분해되는 와 생성되는 의 일치성을 비Epoxide epoxide diol
교 평가하기 위하여, sodium metaperiodate (NaIO4 를 첨가하기 전 반응액을 취하여) hexane
으로 남은 를 추출한 후 유기용매층을 로 분석하였다 검출기로는 를 분석용epoxide GC . FID ,

으로는column Gamma cyclodextrin Trifluoroacetyl (30 m length, 0.25 mm ID, and 0.25㎛
을 사용하였다 이동가스로 헬륨을 사용하였으며 그리film thickness; Astec, USA) . injector,

고 의 온도는 각각 였으며 온도는 각 기질에 맞게 회사의detector 180, 180 , column Astec℃

가이드를 참고하여 결정하였다.

라 광학특이적 탐색. lipase

대상 시료 준비(1)

해안 퇴적물 해면동물 및 조류 는 후진(marine sediment), (sponge) (algae) (depth, ~20m;
울릉도 태종대37o 51' N, 129o 45' E), (depth, ~758.7m; 38o 00' N, 131o 27' E), (depth,
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시화 및 가고시마현~20m; 35o 14' N, 129o 45' E), (Yellow Sea, Korea) (depth, 100~200 m;
으로부터 수득하였다 이때 상기 퇴적물은 집게 주상채니기31o 90' N, 130o 48' E) . , (grab),

및 스쿠버 다이빙과 같은 방법으로 수득한 후 본 발명의 대상 시료로 사용(core sampler)
하였다 구체적으로 상기 대상 시료 중 의 차가운 퇴적물을 반죽한 후 영양 풍부 배양. , 0.3g
액에 배양하여 균주를 분리하였다.

균주 분리 및 탐색(2)

다양한 국내외 해양으로부터 채취된 시료를 멸균 해수에 넣어 현탁한 후 기본배지, (3%
에 이 첨가된 에 도말하였다Sea Salts) 1% tributyrin (C4) emulsion TBN agar plate . TBN
는 을agar plate 1% TBN 0.1% Bacto yeast extract, 0.5% Bacto tryptone, 0.001% FePO4ㆍ

가 혼합된 배지 와 혼합하여 초음파 분쇄기를 이용해서 한4H2O, 3% sea salt 1 L emulsion
후 를 첨가하여 만들었다 도말한 는 에서 시간 동안 배양하였, 1.5% Bacto agar . plate 25°C 24
고 를 분해하여 투명환을 형성하는 균주를 차 선택하였다 마지막으로, tributyrin (C4) 1 . 16S

분석을 통하여 리파아제 생산 균주를 최종 확인하였고 이 균주들은rDNA , p-Nitrophenyl
가수분해를 위한 차 탐색에 사용되었다ofloxacin 2 .

미생물 균주 및 배양 조건(3)

균주들은 액체배지에서 균 접종한 후 진탕 배양기를 이용하여 교반속도ZoBell 2216e
온도 에서 일간 배양하였다 배양된 세포는 원심분리 후250 rpm, 25 2 . 100 mM phosphate℃

로 두 번 세척 한 다음 생촉매로 사용하였다 및buffer (pH 8.0) . DH5α
박테리아 세포 는 각각 플라스미드 증BL21-CodonPlus(DE3)-RIL (Stratagene, LaJolla, CA)

식 및 유전자 발현용 균주로서 사용하였고 적합한 항생제가 첨가된, 37℃
배지에서 배양하였다Luria-Bertani(LB) .

(4) p 가수분해 활성 조사-Nitrophenyl ofloxacin (PNPO)

를 가수분해 하는 리파아제 활성은 합성 기질인Ofloxacin ester p-Nitrophenyl ofloxacin
을 사용함으로써 조사되었다 리파아제 활성은 로부터 분해되는(PNPO) . PNPO p-nitrophenol

의 양으로 측정 되었다 리파아제 생산 균주를 에서 시간 배양하여 을 얻은 후. 30°C 24 cell ,
로 두 번 하였다 리파아제 활성을 측정하기 위하50 mM Tris-HCl buffer (pH 8.0) washing .

여 은 반응액cell (1 g) (0.01 ml of 10 mM PNPO in acetonitrile, 0.04 ml of ethanol, and
과 혼합하여 분 동안 반응시키면서0.95 ml of 50 mM Tris-HCl buffer [pH 8.0]) 10 405 nm

에서의 흡광도를 측정하였다.
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에 대하여 광학선택적인 균주의 탐색(5) Ofloxacin ester

차 탐색을 통하여 선별된 균주를 에서 시간 동안 배양한 후 전체 을2 30°C 24 , cell (10 g)
얻었다 효소 반응을 위해서 인산완충용액을 제조하였으며 기질로는. 0.1M (R),(S)-ofloxacin

를 사용하였다 인산완충용액 에 의 를 첨가propyl ester . 10 ml 10 mM ofloxacin propyl ester
한 뒤 분간 초음파 분쇄하여 유화시켜 반응에 사용하였으며 전체 을 넣어 효소20 cell (10 g)
반응을 개시하였다 효소 반응은 에서. 30°C
시간 동안 수행한 후 끓는 물에 분간 정치하여 효소의 반응을 정지시키고 동량48 , 100°C 10

의 을 첨가한 뒤 하였으며 원심 분리하여 그 상등액을 회수하여methanol vortexing
분석에 사용하였다 분석은 을 사용levofloxacin . Hewlett Packard-Model 1050 HPLC system

하여 에서 측정하였으며 고정상으로 사의330 nm Shiseido CAPCELL PAK C18 (250 mm x
을 사용하였다 그리고 이동상은 증류수와 을 로 혼합하여4.6 mm) column . methanol 85:15 9

의 과 의 를 첨가한 뒤 의mM L-isoleucine 3 mM copper(II) sulfate pentahydrate 1.0 ml/min
유속으로 분석하였다.

광학선택성 에폭사이드 가수분해효소 유전자의 클로닝과 발현 및 특성분석12.

가. Erythrobacter litoralis 에폭사이드 가수분해효소 유전자의 클로닝HTCC2594

는 상의PCR primer NCBI Erythrobacter litoralis 을 기준HTCC2594 hypothetical protein
으로 디자인 하였다 에 클로닝하기 쉽게 양 끝에는. pET 24a vector primer enzyme Nde ,Ⅰ
Xho 을 붙였다 사용한 벡터는 이고. pET24a vector (Novagen)Ⅰ Escherichia coli DH5 ,α
Escherichia coli 를 이용하여 클로닝을 하였다 를 이용하BL21 . Genomic DNA extraction kit
여 를 추출한 후 을 수행하였다 를 얻은 다음 효소 부분을 자른 후DNA PCR . PCR product

에 삽입시킨다 그리고 로 시켜 준다 클로닝이 잘 되었는pET24a vector . DH5 transformation .α

지 를 이용하여 염기서열을 확인한다 확인 후 에 있는 유전자를 발현할 수sequencer . DH5α
있도록 으로 시켜준다BL21 transformation .

나 단백질 정제.

을 키운 후 다음날 에 옮겨 에서 흡광도가 이 되면 최종농도가BL21 3ml 1L 600nm 0.4-0.6
이 되게 를 넣어준 후 시간 더 에서 배양한다 배양된 을 하1mM IPTG 3 37 . cell centrifuge℃

여 상층액은 제거한 후 은 에 녹인 후 해준다 다cell 50 mM Tris-HCl (pH 7.5) sonication .
시 하여 상등액 에 활성이 있으면 으로 정제한 후centrifuge (soluble) His-tag affinity column
투석막을 이용하여 로 투석한다 그리고Tris-HCl (pH 6.5), 0.5M KCl, 10% glycerol buffer .
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에 단백질의 위치와 양을 확인한다SDS-PAGE .

다 에폭사이드 가수분해효소의 최적 온도. pH,

최적온도와 는 로 측정하였다 최적온도 실험은 까지pH colorimetric assay . 10-60 5℃ ℃

씩 상승시켜서 측정하였다 는. pH sodium acetate (pH 4.5-5.5), MES (pH 6.0-7.0),
으로 네 가지의 를 사용하였다Tris-HCl (pH 7.0-9.0), glycine (pH 9.0-10) buffer .

라 기질 선택성.

의 단백질의 기질선택성을 알아보기 위해 의 분리된 를EEH1 30 epoxide hydrolase 1ml㎍

의 이 함유된 의 내에 다양한 기질과 혼합하였고 의100mM MES (pH 6.5) 10ml vial , 40℃
에서 흔들어 배양하였다 반응물은 의 핵산으로 추출하였고 각각의 기질에 대한200rpm . 2ml ,

최대 광학순도 는 키랄덱스 감마 사이클로덱스트린 트리플루오[ee; ee= 100 X (S-R)/(S+R)] -
로아세틸 모세관 컬럼을 이용하여 분석하였다(G-TA) GC .

광학선택성 가수분해효소 유전자의 클로닝과 발현 및 특성분석13. esterase

가. 유전자의 클로닝

는 에 클로닝하기 쉽게 양 끝에는PCR primer pET 24a vector primer enzyme Nde ,Ⅰ
Xho 을 붙였다 사용한 벡터는 이고. pET24a vector (Novagen)Ⅰ Escherichia coli DH5 ,α
Escherichia coli 를 이용하여 클로닝을 하였다 를 이용하BL21 . Genomic DNA extraction kit
여 를 추출한 후 을 수행하였다 를 얻은 다음 효소 부분을 자른 후DNA PCR . PCR product

에 삽입시킨다 그리고 로 시켜 준다 클로닝이 잘 되었는pET24a vector . DH5 transformation .α

지 를 이용하여 염기서열을 확인한다 확인 후 에 있는 유전자를 발현할 수sequencer . DH5α
있도록 으로 시켜준다BL21 transformation .

나 단백질 정제.

을 키운 후 다음날 에 옮겨 에서 흡광도가 이 되면 최종농도가BL21 3ml 1L 600nm 0.4-0.6
이 되게 를 넣어준 후 시간 더 에서 배양한다 배양된 을 하1mM IPTG 3 37 . cell centrifuge℃
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여 상층액은 제거한 후 은 에 녹인 후 해준다 다cell 50 mM Tris-HCl (pH 7.5) sonication .
시 하여 상등액 에 활성이 있으면 으로 정제한 후centrifuge (soluble) His-tag affinity column
투석막을 이용하여 로 투석한다 그리고Tris-HCl (pH 6.5), 0.5M KCl, 10% glycerol buffer .

에 단백질의 위치와 양을 확인한다SDS-PAGE .

다 가수분해효소의 최적 온도. pH,

최적온도와 는 로 측정하였다 최적온도 실험은 까지pH colorimetric assay . 10-60 5℃ ℃

씩 상승시켜서 측정하였다 는. pH sodium acetate (pH 4.5-5.5), MES (pH 6.0-7.0),
으로 네 가지의 를 사용하였다Tris-HCl (pH 7.0-9.0), glycine (pH 9.0-10) buffer .

정보 을 이용한 효소 탐색 및 분석14. databank

가 정보분석.

과 를 이용하여 기존의 효소를 분석을 통한Moore foundation NCBI nr DB phylogeny
과 를 유추하고 형성된 정보를 이용하여classification conserved motif , conserved motif
와 등 분석실시protein finder blast, psi-blast .

나 유전체 대상미생물 확보 및 배양 조건.

균주들은 액체배지에서 균 접종한 후 진탕 배양기를 이용하여 교반속도ZoBell 2216e
온도 에서 일간 배양하였다 배양된 세포는 원심분리 후250 rpm, 25 2 . 100 mM phosphate℃

로 두 번 세척 한 다음 생촉매로 사용하였다 및buffer (pH 8.0) . DH5α
박테리아 세포 는 각각 플라스미드 증BL21-CodonPlus(DE3)-RIL (Stratagene, LaJolla, CA)

식 및 유전자 발현용 균주로서 사용하였고 적합한 항생제가 첨가된, 37℃
배지에서 배양하였다Luria-Bertani(LB) .

다 분해 반응조건과. Epoxide spectrophotometric assay

의 을 가 함유된 에 와 혼0.2g whole cell 50mM MES (pH6.5) 10ml vial 2mM syrene oxide
합하여 에서 시간 동안 반응시켰다 이 반응 혼합물을 의 으로 추출한 후25 14 . 2ml hexane℃

이 추출물을 capillary column (Supelco, BETADEXTM 이 장착된120, 30m×0.25mm×0.25 )㎛
로 분석하였다Gas chromatography .
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제 절 연구 수행 결과2

심해 고세균류 다양성1.

지금까지 생태계에서 미생물의 다양성에 관한 연구는 세균류에 초점을 맞추어 진행되었

는데 이것은 고세균류가 일반적인 환경보다는 매우 특수한 환경이나 극한 환경에서 분리되

고 있는 사실에 기인하는 것으로 알려져 있다 (Bintrim et al 이에 본 연구에서는 동. 1997).
해 및 일본연안 태평양 심해저 퇴적물 내에 존재하는 고세균류 군집의 다양성을 분석하고

분포를 파악함으로써 심해 환경에 대한 이해를 돕고자 다음과 같이 연구를 수행하였다.
동해 및 일본연안 태평양 심해저 퇴적물로부터 전체 핵산을 추출하고 고세균류의 16S
도메인 수준의 를 이용하여 을 수행하였다 약 의 고세균류rDNA primer PCR . 900 bp 16S
을 증폭한 후 클론을 얻었으며 제한효소를 이용하여 말단 제한 절편 다형rDNA , 16S rDNA

성 분석을 수행하였다 그림 는 제한효소(Figure 3-5, 3-6). 3-5 Hha 으로 처리하(GCG'C)Ⅰ

였을 경우 각 지역에서 나타나는 말단 제한절편 다형성을 분석한 결과이다 일본해. #621 (
구 동해 지역에서는 약 에서 단일 주피크 가 나타), #624 ( ) 326 base (peak 1, 2) (main peak)
났으며 동해 화산활동지역 지역에서는 의, #626 ( ) 326, 353, 201, 198 base (peak 3, 4, 5, 6)
피크가 주요피크로 나타났다 정도의 같은 크기 절편이 피크 으로 세 지역. 326 base 1, 2, 3
에서 공통적으로 관찰되는 것으로 보아 같은 미생물 군집이 세 지역에 존재하고 있음을 추

정할 수 있었다 또한 동해 화산활동지역 지역에서는 일본해구 이나 동. #626 ( ) #621 ( ) #624 (
해 에서는 관찰되지 않은 종류의 다른 주 피크가 보였다 이러한 경향은 다른 제한효소인) .
Rsa 으로 처리하여 얻은 말단 제한 절편 다형성 분석에서도 나타나고 있다(GT'AC)Ⅰ

그림 에서 보는 바와 같이 일본해구 동해 지역에서는(Figure 3-6). 3-6 #621 ( ), #624 ( ) 262
의 단일 피크가 관찰되었고 동해 화산활동지역 지역에서는base (peak 1, 2) #626 ( ) 262, 321,

피크가 관찰되었다 이것은 동해 화산활동지역 지역이247 base (peak 3, 4, 5) . #626 ( ) #621
일본해구 동해 지역보다 조금 더 다양한 고세균류 군집이 존재할 가능성을 보여주( ), #624 ( )
었다.
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Figure 3-5. Profile of T-RFLP/HhaI analysis on the deep-sea
sediments (#621,#624, and #626).
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분석을 통하여 얻은 주요 피크를 검정하고 확인하기 위하여 고세균류의T-RFLP 16S
클론을 확보하여 분석하였다 일본해구 동해 동해 화산활동지rDNA . #621 ( ), #624 ( ), #626 (

역 지역에서 임의의 고세균류 유전자 클론 개를 확보하였다 이들 클론의) 16S rDNA 41 .
패턴을 먼저 조사하여 같은 양상을 보이는 클론은 염기서열 결정 대상에서 제외시켰RFLP

다 각 지역별로 대표 클론을 선별하여 약 의 염기서열을 결정하고 에 근. 900 bp 16S rDNA
거한 분자분류학적 위치를 결정하였다 이들의 분자분류학적 위치결정에 앞서 일본의 유전.
자 데이터베이스인 를 비롯한DDBJ RDP (Ribosomal Database Project), NCBI (National

등과 같은 기존의 데이터베이스에서 염기서열 유사Center for Biotechnology Information)
도 검색을 수행하였다 검색한 결과 각 별 클론의 염기서열 유사도는 로. type 79.96 98.70%～

다양하게 나타났다 또한 제한효소를 처리하였을 때 예상되는 말단 제한 절편의 길이를 계.
산하여 앞서 보았던 결과의 주요피크를 확인하였다 표 에서 보는T-RFLP (Table 3-2). 3-2
바와 같이 분리한 클론의 대부분은 결과와 일치하는 말단제한 절편을 가지는 것을T-RFLP
알 수 있다 일본해구 동해 지역에서 얻은 클론의 예상 말단제한절편의 크기는. #621 ( ), #624 ( )

로 분석에서 주요 피크로 검출 되었던 크기와 일치하였으며 동해 화326 bp T-RFLP , #626 (
산활동지역 지역에서 얻은 클론의 예상말단제한절편 크기는 분석에서 주요피크로) T-RFLP
검출된 의 크기를 가지는 것을 확인하였다198 bp, 201 bp, 327 bp .
각 지역에서 얻은 클론들에 대하여 염기서열에 근거한 분자분류학적 위치는16S rDNA

그림 에 나타내었다 분리한 클론들은 모두 고세균류 그룹인3-7 . Crenarchaeaota 그룹과
Euryarchaeota 그룹의 일원인 것을 알 수 있으며 일본해구 지역에서 얻은 클론인, #621 ( )

는 에 속하는 것을 확인하였Arch 621-4, Arch 621-7, Arch 621-11 MG (Marine Group )Ⅰ Ⅰ

다 분리한 클론들이 속하는. Crenarchaeota 그룹은 지구 해양환경에서 가장 빈번하게 발견

되는 것으로 알려져 있으며 (Fuhrman et al., 1992; Delong et al., 1994; Mcinerney et al.,
모두 에 속하는 특징을 가지고 있다 또한 고세균류 그룹의 다른 축을1997), thermophiles .

이루는 Euryarchaeota 그룹은 extreme halophiles, sulfur reducers, sulfate reducers,
등을 포함하는 비교적 다양한 대사능을 가진 고세theromphilic heterotrophs, methanogens

균류를 포함하는 것으로 알려져있다 (Bintrim et al., 1997).
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Table 3-2. Description of repersentative clone based on RFLP/HaeⅢ
typing of the archaeal clones from the deep-sea
sediment (#621, #624, and #626).
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Figure 3-7. Phylogenetic tree based on 16S rDNA sequences of archaeal
clones from the deep-sea sediment (#621, 624, and #626).
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심해 저온성 미생물 분리2.

가 호기성 미생물.

차년도에 일본해구 동해 지역에서 확보한 퇴적물 과 남서태평양지역1 , (#621, #624, #626)
에서 분리한 저온성 미생물 균주 중에서 서로 다른 을 보이는(Ayu Trough) 51 RFLP type

균주에 대하여 분자분류학적 위치 결정을 하였다 이들은 크게16 . Proteobacteria의 와alpha
gamma subdivison, Cytophaga-Flexibacter-Bacteriodes (CFB) groups, gram-positive

등 개의 계통학적 그룹에 속하는 것을 알 수 있었다bacteria 4 .
-α Proteobacteria에 속하는 것으로 나타난 은LT3, KM12, KM23 Sulfitobacteria 와 미동

정된 해양세균과 염기서열 유사도가 약 로 비교적 높은 편이었다 그림97.15% 99.10% .～

은 이들 분리균주의3-8 -α Proteobacteria 그룹 내 분자분류학적 위치를 보여주고 있다 해.
양환경에서 주로 분리되고 있는 -α Proteobacteria는 대사적으로 매우 다양한 양상을 보여주

고 있으며 크게 를 포함하는 와bacteriochlorophyll a phototrophic bacteria non phototrophic
로 구분할 수 있다 분리된 균주와 염기서열 비교 분석 결과 높은 유사bacteria . 16S rDNA

성을 보인 Sulfitobacter 는 호기적인 조건에서 주로 를 산화하는 역할을 하는 미생sp. sulfide
물로 보고되고 있다(Gonzalez et al. 1997).
약 에 해당하는 개의 균주가56% 9 -γ Proteobacteria 에 속하는 것으로 나타났다 이 그.

룹의 미생물들이 전체 미생물의 계통학적 그룹에서 차지하는 비중이 매우 크고 대사능 또한

다른 그룹에 속하는 미생물보다 다양한 사실에 비추어 볼 때 심해에서도 매우 다양한 미생

물들이 존재하고 있음을 추정할 수 있다 또한 이 그룹에 속하는 균주 모두가. 9 Halomonas
sp., Pseudoalteromonas sp., Vibrio sp., Shewanella 와 를 이루고 있음을 알 수sp. cluster
있다 특히 분리된 은 심해에서 분리 보고된(Figure 3-9). LT17 , Shewanella 와 의sp. 95%

염기서열 유사도를 나타내고 있었다16S rDNA . Shewanella 는 대표적인 심해균주로서sp.
저온성 균주이며 생장 시 높은 압력 조건을 요구하거나 높은 압력에서도 정상적인 생장을

보이는 호압성 미생물의 대표적인 예로 알려져 있다 (Nuria Bozal et al 이 외에도., 2002).
-γ Proteobacteria 그룹에 속하는 다른 순수 분리 균주인 도 해양에서KM2 ,KM4, LT5, LT6
많이 발견되고 있는 Alteromonas sp., Pseudoalteromonas 와 계통학적으로 매우 가까이sp.
위치하고 있는 것을 알 수 있었다 염기서열에 근거한 계통분석을 통해 는. 16S rDNA KM4
Alteromonas macleodii와 가까운 에 포함되는 것을 알 수 있다cluster . Alteromonas 는sp.
주로 수중에 많이 서식하며 주요 분리원은 해수로 알려져 있다 (Ivanova et al 반면., 1998).
에 은 이와는 조금 떨어진KM2, LT5, LT6 Pseudoalteromonas 그룹 안에서 서로 유연관계

를 가지는 것을 확인 할 수 있다 특히. Pseudoalteromonas속은 Alteromonas속에 포함되는

것으로 초기에 이해되었지만 비교적 근래에 들어서 새로운 속 으로 독립하게 되었다(genus) .
Pseudoalteromoans 의 주요 분리원은 다양한 해양환경 해수 해양성 조류 해양성 동물sp. ( , , )
에서 찾아 볼 수 있다 (Gauthier et al. 1995).
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Figure 3-8. Phylogenetic tree based on 16S rDNA sequences of the
alpha subdivision members of the Proteobacteria (LT3,
KM12, and KM23).
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Figure 3-9. Phylogenetic tree based on 16S rDNA sequences of
the gamma subdivision members of the Proteobacteria
(LT2, LT5, LT6, LT17, KM1, KM2, KM4, KM7 and KM9).
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그리고 Cytophaga 속이 포함된 CFB (Cyotophaga-Flexibacteria-Bacteriods 그룹에는)
과 이 속하였다 과 는LT1 KM26 (Figure 3-10), KM21 KM22 Planococcus, Arthrobacter 속이

포함되어 있는 그람 양성 세균 그룹에 속하는 것을 확인하였다 이 속(Figure 3-11). KM21
하는 것으로 나타난 Planococcus 속은 를 지니는 그람 양성 세균이며low G+C mol% ,

가 속하는 것으로 나타난KM22 Arthrobacter 속은 를 지니는 그람 양성 세high G+C mol%
균이다 일반적으로 그람양성 세균 중에서도 그람 양성 세균은 매우 뛰어. high G+C mol%
난 로 알려져 있다radiotolerant (Kausar et al. 1997).

차년도에 해산지역에서 확보한 퇴적물을 한천배지에 직접 도말하2 Edison ZoBell 2216e
여 에서 배양하면서 다양한 콜로니를 얻었다 이를 각기 서로 다른 형태와 색깔에 따라10 .℃

순수분리하고 에서 일 내에 성장을 하는 저온성 균주만을 최종 확보하였다 이렇게10 2 3 .℃ ～

얻은 균주는 총 균주이며 이들을 을 통하여 서로 다른 개의 을 얻었다14 RFLP typing 5 type .
각 마다 대표 균주를 한 개씩 선별하여 염기서열을 결정하였다type 16S rDNA (Table 3-3).

의 경우는 심해 저온성 균주로 알려진PNP004 Shewanella gelidimarina 과ACAM456 16S
염기서열의 유사도가 로 매우 높게 나타났으나 은rDNA 99% PNP001, PNP002, PNP005-1

일반적으로 토양이나 자연환경에 널리 분포하는 Pseudomonas 와 염기서열sp. 16S rDNA
유사도가 로 나타났다 흥미로운 점은 심해저온성 균주와 염기서열 유사도가99% 100% .～

높게 나타난 분리 균주의 경우 를 확인할 수 없었던 반면lipase activity , Pseudomonas sp.
와 유사도가 있는 분리 균주의 경우는 높은 의 활성이 나타났다lipase .
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Figure 3-10. Phylogenetic tree based on 16S rDNA sequences of the
Cytophaga-Flexibacter-Bacteriodes phylum members (LT1
and KM26).
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Figure 3-11. Phylogenetic tree based on 16S rDNA sequences of the
gram-positive bacteria members (KM21 and KM22).
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Table 3-3. Analysis of 16S rDNA sequences for the psychrophilic
strains from the deep-sea sediment (Edison Seamount).

Strain Nearest Phylogenetic Neighbor Similarity
(%)

PNP001 Swine manure bacterim (AV167969) 99.078

PNP002 Unidentified gamma proteobacterium (AB015557) 99.745

PNP004 Psychrobacter fozii LMG21280 (AJ312213) 98.420

PNP005-1 Pseudomonas sp. 16S rDNA (AB013843) 99.623

PNP005-2 Shewanella gelidimarina ACAM456 (U85907) 99.377
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나 혐기성 미생물.

심해의 냉용수 지역은 환원된 물질 즉 황화수소를 이용하여 바이오매스로 전환시키는 화

학합성 원핵생물이 존재하는 것으로 알려져 있다 황화수소가 포함된 배지에서 성장할 수 있.
는 혐기성 저온 미생물 분리를 시도하였다 혐기성 배지인 배지에 퇴적물을 접종하여. YPS 4
에서 배양하였고 실험실에서 같은 혐기성 배지를 이용하여 계대배양을 하였다 수차례의, .℃

계대배양을 통하여 순수 분리된 혐기성 저온 미생물을 이라 명명하고 염NB001 16S rDNA
기서열을 결정하였다 분석 결과. , Fusobacteria 속내에 현재까지 분류가 명확하게 되지 않은

그룹 내에 속하는 것을 확인할 수 있었다(Figure 3-12).
이 그룹은 대표적으로 Clostridium rectum, Fusobacteria bacterium Ko711, cf.

Propionigenium sp. 과MGP-13AN uncultured Fusobacteria bacterium이 포함되어있으며

이중 이 최근에 열수구에서 분리되어 현재까지 발표가 되지 않은NB001 Fusobacteria
bacterium Ko711, uncultured Fusobactera bacterium과 염기서열 상동성이16Sr DNA

로 높은 상동성을 갖는 것으로 분석되었다 또한 게통학적 분석을 통해 만들어99.82, 99.28% .
진 게통도에서도 이NB001 Fusobacteria bacterium Ko711, uncultured Fusobactera
bacterium과 하나의 그룹으로 묶이는 것으로 확인되었다 이와 같은 염기서열 상. 16S rDNA
동성과 게통학적 분석결과를 토대로 분리된 이 현재 분류 체계가 명확하게 되어있는NB001
않는 Fusobacteria 그룹 내에 새로운 종임을 추정할 수 있었으며 신종임을 동정하기 위해서

는 다각적 분류방법을 통하여 더 많은 분석을 수행해야 할 것이다.
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Figure 3-12. Phylogenetic tree based on 16S rDNA sequences of
an anaerobic isolate (NB001).
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다 생산 미생물. Lipase

해산지역의 심해 퇴적물로부터 순수 분리된 지질분해효소 생산 균주는 균주Edison 70
였으며 분리된 균주 중에서, RFLP/Hae 을 통하여 서로 다른 패턴을 보이는 개의typing 8Ⅲ

균주를 선별하였다 이들 균주의 염기서열을 결정하여 가장 상동성이 높은 균주. 16S rDNA
와의 상동성을 표 에 나타내었다3-4 .
그리고 이들 중 의 계통도를 나타낸 것이 그림 이다SL013, SL025, SL027, SL035 3-13 .

위의 가지 균주 는4 (SL013, SL025, SL027, SL035) Hyphomicrobium sp. Ddeep-1,
Hyphomicrobium indicum 과 염기서열 상동성이 로 매우MBIC3157 16S rDNA 99.0-99.5%
높은 것으로 확인되었다 또한 계통학적 분석을 통해 만들어진 계통도에서도 가지 균주가. 4
다른 대조균주와는 달리 Hyphomicrobium sp. Ddeep-1, Hyphomicrobium indicum

참고균주와 하나의 그룹으로 묶이는 것으로 보여졌다 이들 대조MBIC3157 (Figure 3-13).
균주 중 Hyphomicrobium indicum 은MBIC3157 Hyphomicrobium속과는 달리 분류학적 위

치가 Photobacterium속과 계통학적으로 매우 밀접한 관계가 있는 것으로 확인되었으며 여

러 가지 기본적인 표현형특성이 Photobacterium과 매우 동일한 것으로 알려졌다 (Johson
and Weisrock, 1969).
또한 등 에 의해 최근에 심해퇴적물에서 분리된Radjasa (2001) Hyphomicrobium sp.

참고균주에 대해서도Ddeep-1 Photobacterium과 계통학적으로 매우 유사한 것으로 언급되

어있다 이와 같이. Photobacterium은 진화적으로 Vibrio와 매우 밀접한 관계를 이루고 있으

며 Vibrionaceae 내에 구성되어 있지만 (Ruimy et al., 1994) Hyphomicrobium sp.
Ddeep-1, Hyphomicrobium indicum 은 아직까지도 명확하게 분류학적 위치가 결MBIC3157
정된 것은 아니다 따라서 분리된 가지 균주는 현재 분류가 명확하게 되어있지 않는. 4
Vibrionaceae과 내에 포함되어 분류학적위치가 결정되지 않은 Hyphomicrobium sp.
Ddeep-1, Hyphomicrobium indicum 과 매우 높은 염기서열 상동성 및 매우 밀접MBIC3157
한 분류학적 관계를 가지므로 분리된 가지 균주가4 Photobacterium속내에 포함되며 lipase
를 생산하는 새로운 종임을 동정하기위해서는 더 많은 다각적 분류방법을 이용하여 분석을

수행해야 할 것이다.
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Table 3-4. Analysis for 16S rDNA sequences of the lipase producing
strains from the deep-sea sediment (Edison Seamount).

Strain Nearest Phylogenetic Neighbor Similarity (%)

SL12 Psychrobacter glacialis strain DD43 99

SL13 Hyphomicrobium sp. Ddeep-1 98

SL17 Marine psychrotrophic bacterium MstK25 98

SL22 Psychrobacter glacialis 100

SL25 Hyphomicrobium indicum MBIC3157 98

SL27 Vibrio sp. strain NIBH P2K5 96

SL29 Marine psychrotrophic bacterium MstK25 99

SL35 Hyphomicrobium sp. Ddeep-1 98
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Figure 3-13. Phylogenetic tree based on 16S rDNA sequences of the
lipase-producing strains (SL013, SL025,SL027,and SL035)
from the deep-sea sediment (Edison Seamount).
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분리된 미생물의 특성평가3.

가 온도 및. pH

저온성 미생물은 일반적으로 이하의 온도에서 정상적인 생육을 보이는 균주로 정의20℃
되어 있다 본 연구에서는 저온성 미생물을 선택적으로 분리하기 위하여 와 에서 분. 4 10℃ ℃

리작업을 수행하였다 차년도 기 확보된 대표균주 개 균주를 대상으로 최적 성장온도를. 1 16
측정한 결과는 표 에 나타내었다 결과에서 보는 바와 같이 분리된 저온성 균주 중 균3-5 . , 5
주인 만이 진정 저온성 미생물임을 확인 할 수 있었다 특히KM7, LT3, LT5, LT6, LT17 .
심해 고유 균주인 Shewanella 와 염기서열 유사도가 가장 높았던 은 에서 최대sp. LT17 15℃
성장을 보였다 (Figure 3-14).

나 세포의 형태에 대한 압력의 영향.

전형적인 심해미생물인 Shewanella 속에 포함되는 균주 에 대하여 압력의 영향을LT17
주사전자현미경상에서 관찰하였다 일반적으로. Shewanella 속 미생물의 형태학적 특징은 상

압 조건에서는 간균의 형태이면서 배양시간이 길어짐에 따라 여러 개의 세포가 길게

형태를 나타낸다 역시 대기압 에서 배양한 세포 모양은 간균의filamentous . LT17 (0.1MPa)
형태임을 확인 할 수 있었다 그러나 의 압력을 주었을 때는(Figure 3-15, A). 50MPa LT17
의 모양이 조금 짧아진 간균형태로 관찰되었다(Figure 3-15, B).

다 인지질 지방산 조성.

미생물 세포막 구성성분인 인지질 지방산은 미생물마다 특이한 조성을 가지고 있으며 그

조성 비율 역시 미생물마다 각기 다르므로 미생물 동정 시 인지질 지방산 조성 분석이 중,
요하게 이용되고 있다 일반적으로 저온성 미생물은 세포막 구성 인지질 지방산 중에 불포.
화 지방산이 차지하는 비중이 높다 세포막에 불포화 지방산이 많은 비중을 차지하고 있는.
만큼 저온에서도 세포막의 유연성을 유지 할 수 있는 것으로 보여지고 있다 심해에서 분리. ,
보고 된 저온성이면서 호압성인 미생물들에서 공통으로 관찰 할 수 있는 특징 중에 하나가

세포막 인지질 지방산의 조성 중에서 불포화 지방산의 비중이 높다는 사실에서 알 수 있듯

이 세포막 구성 인지질 지방산 중에 불포화 지방산의 비중은 미생물의 저온에 대한 적응뿐

만 아니라 압력에 대한 적응을 이해하는데 도움이 될 수 있다 이에 본 연구에서는 에. LT17
대하여 인지질 지방산 조성을 조사하여 기존에 보고된 다른 Shewanella 들의 인지질 지sp.
방산 조성과 비교했다.
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Table 3-5. Growth temperature of the isolated psychrophilic strains
from the deep-sea sediments. (Ayu Trough and JAMSTEC)

Strain 5℃ 10℃ 25℃ 35℃
KM 1 - + +++ +
KM 2 - ++ + -
KM 4 - - - -
KM 7 - + - -
KM 9 - ++ +++ +
KM 12 - + + -
KM 21 - + + -
KM 22 - ++ +++ -
KM 23 - + + -
KM 26 - ++ + +
LT 1 - ++ + -
LT 2 - + - -
LT 3 - + - -
LT 5 - ++ - -
LT 6 - ++ - -
LT 17 + +++ - -
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Figure 3-14. Determination of optimum growth temperature for strain
LT 17.
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Figure 3-15. Effect of high barometric pressure (50 MPa) on the
strain LT17.
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의 결과를 보면 분리된 균주 의 인지질 지방산 성분 중에 불포화지방산Table 3-6 , LT17
인 가 전체 인지질 지방산 성분의 약 를 차지하는 것을 확인할palmitoleic acid (16:1 7) 20%ω

수 있다 기존의 보고된. Shewanella 중에서도 저온성과 호압성을 모두 지닌sp. S.
frigidimarina와 S. gelidimarina의 경우는 의 비중이 에서 많게palmitoleic acid (16:1 7) 37%ω

는 까지 나타나는 것을 볼 수 있다 반면에55% . Shewanella 중에서 중온성인sp. S.alga의 경
우는 이 불포화지방산이 검출되지 않았음을 알 수 있다 그리고 의 인지질 지방산 분. LT17
석에서 또 하나 흥미로운 사실은 Flexibacter, Vibrio, Shewanella 속과 같은 해양성 미생물

에서 제한적으로 생산된다고 알려진 가 다른eicosapentaenoic acid (20:5 3; EPA)ω

Shewanella 속 심해 호압성 균주에서 검출되는 것으로 확인 되었다는 것이다.

라. Lipase activity

심해환경의 특징인 저온성에 촛점을 맞추어 저온에서 활성을 가지는 유용효소의 개발을

위해 산업적으로 응용성이 높은 지질분해효소를 목적유용물질로 선정하였다 이에 본 연구.
에서는 농후배양법을 통하여 저온에서 활성이 우수한 지질분해효소 생산 균주를 분리하였

다 그리고 법으로 배양기에서 배양하면서 온도에 대한. 1% tributyrin plate 4 , 10 25℃ ℃ ℃

특성과 생산능을 측정한 결과 균주가 저온성 균주이며lipase SL13, SL25, SL27, SL35 lipase
생산성도 높은 것을 확인할 수 있었다 또(Figure 3-16). 한 대량의 균주에 대한 생산성lipase
을 검색하기 위해 PNPP 를 이용한 분석법을 구축하였다(p-nitrophenylpalmitate) microplate .

심해 유전체 자원 확보4.

다양한 지역의 심해로부터 확보한 퇴적물의 유전체 자원을 효율적으로 확보하기 위해

추출 및 클로닝 기술을 정립하였다 심해 퇴적물로부터 를 추출하여 이상DNA . DNA 23 kbp
의 를 얻었다 추출된 는 를 이용하여 유전체 라이브러리를 구축하고 있다DNA . DNA fosmid .
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Table 3-6. Comparison of fatty acid composition of LT17 and Shewanella
species.
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4℃ 10℃ 25℃4℃ 10℃ 25℃

Figure 3-16. Lipolytic activity of the lipase-producing psychrophilic
strains from the deep-sea sediment (Edison Seamount).
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해양미생물 해양환경유전체 자원 분석 및 활용5. /

후진 울릉도(depth, ~20m; 37o 51' N, 129o 45' E), (depth, ~758.7m; 38o 00' N, 131o 27'
태종대 및 가고시마현E), (depth, ~20m; 35o 14' N, 129o 45' E), Edison Sea Mount (depth,

남극 오오츠크해 해역등으로부터 을 통해 확100~200 m; 31o 90' N, 130o 48' E), , sampling
보한 시료로부터 아래에 명기된 다양한 전환효소를 탐색하기 미생물을 확chiral compound
보하였고 균주들은 액체배지에서 균 접종한 후 진탕 배양기를 이용하여 교반, ZoBell 2216e
속도 온도 에서 일간 배양하여 세포는 원심분리 후250 rpm, 25 2 100 mM phosphate℃

로 두 번 세척 한 다음 생촉매로 사용하였다 또한 확보된 미생물은 이후 활buffer (pH 8.0) .
용을 위해 -70o 에서 보관하였다C .
또한 확보된 미생물의 다양성을 확인하기 위해 유전자의 서열을 분석하고16S rRNA ,

프로그램을 이용하여 군집분석과 부분동정을 실시하였다phylip (Figure 3-17).
해산지역의 심해 퇴적물로부터 지질분해효소 생산 균주를 분리하기 위하여Edison 1%

을 첨가시킨 에 직접 퇴적물을 갈아넣고 농후배양 시hydrocarbone ZoBell 2216e broth 10℃
켰다 주간 농후배양 시킨 배양액을 이 포함된 한천배지에. 2 3 1% tributyrin ZoBell 2216e～

다시 접종하여 와 에 배양하면서 을 형성하는 균주를 형태 및 색깔에 따4 10 clear zone℃ ℃

라 선택하고 순수 분리 하였다 이렇게 분리된 균주는 모두 균주이며. 70 RFLP/HaeⅢ
을 통하여 서로 다른 패턴을 보이는 개의 균주를 선별하였다 이 균주들은typing 6 .

Photobacterium 속으로 포함되는 특징이 나타내고 있다. Photobacterium 속은 이전에

Vibrio 속으로 분류되었다가 최근에 다시 분류되고 있는 분류군이다.
분리된 종의 균주들에 대해6 염기서열분석 결과 분리된 균주들이 표준균주들과16S rDNA
97.1-87.9%의 염기서열 상동성을 나타내었다 이와 같은 결과로 분리된 저온성균(Table 3-7).
주들이 신종임을 추정 할 수 있었다 이 중. SL13 균주 등을 생화학적 를 통해 신종으로 판test
명하였다.

와 분석에서 계통학적으로 유사도가 높은 균주들과의G+C content DNA-DNA hybridization
관련성이 이하 로 속에 위치하는 신종인 것을 확인하였다70% (7-20%) Photobactereum
(Table 3-8 분리된 균주들은 최적배양온도 분석에서 진정 저온성균주로 확인되었고). (14 ) ,℃

다양한 기질을 이용하는 것으로 나타났다 (Table 3-9).
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Figure 3-17. Phylogenetic positions of the lipase producing isolates.
Bootstrap values (expressed as percentage of 1000 replications) are shown
at branch points; values greater than 85% were considered significant.
The bar indicates the Juke-cantor distance.
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Table 3-7. 16S rDNA similarity values for isolates and related reference strains
Strain 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1.SL72 -
2.SL27 99.2 -
3.SL62 99.1 98.7 -
4.SL35 99.9 99.3 99.2 -
5.SL13 99.7 99.2 99.0 99.6 -
6.SL25 99.6 99.1 98.8 89.7 99.6 -
7.Escherichia coli ATCC 11775T 89.7 90.0 90.0 90.8 89.7 89.5 -
8.Shewanella putrefaciens LMG 2268T 90.8 91.0 90.1 90.7 90.7 90.7 87.9 -
9.Shewanella baltica NCTC 10735T 90.8 90.1 90.1 90.7 90.7 90.6 88.1 98.5 -
10.Vibrio wodanis NVI 88/441T 97.1 96.5 97.2 97.0 96.7 96.8 89.8 89.9 89.7 -
11.Vibrio fischeri ATCC 774T 95.8 95.6 95.7 95.8 95.8 95.6 90.0 90.5 90.1 98.1 -
12.Vibrio salmonicida ATCC 43839T 95.6 95.2 96.0 95.7 95.7 95.5 89.9 89.1 89.9 98.1 97.1 -
13.Vibrio logei ATCC 15382T 96.2 95.9 95.8 96.2 96.3 96.1 89.7 89.5 89.5 98.7 97.7 99.1 -
14.Photobacterium angustum ATCC 25915T 96.5 97.0 96.7 96.6 96.0 96.5 89.7 90.3 89.7 95.3 94.7 94.6 95.0 -
15.Photobacterium phosphoreum ATCC
11040T 97.1 97.1 97.3 97.3 97.1 97.0 89.5 90.6 90.1 95.5 95.3 94.9 95.4 97.8 -
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Table 3-8. DNA relatedness between SL13, SL62 isolates and reference
strains, Photobactereum sp.

Strain G+C content
(mol%)

Hybridization (%) with labelled DNA
from

SL13 SL62
SL13
SL62
P. angustum ATCC 25915
P. phosphoreium ATCC 11040

43.8
43.9
36.9
39.1

100
71
23.7
21.3

71
100
15.8
7.4
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Table 3-9. Characteristics of the strains SL13, SL62, and reference strains,
Photobactereum sp.

Characteristics P. angustum P. phosphoreum
SL13 SL62 ATCC 25915 ATCC 11040

Optimal growth temperature ( )℃
Optimal growth pH
Optimal growth NaCl (%)
Catalase
Oxidase
Nitrate reduction
Indole production
Acid from glucose
Protease
Lipase
Utilization of :
N-acetyl-D-galactosamine
D-galactose
D-mannitol
Sucrose
D-trehalose
Turanose
Glycerol

14
6
2
+
+
+
+
-
+
+

-
+
+
+
+
-
+

14-17
7
2
+
+
+
+
-
+
+

+
+
+
+
+
-
+

25

-
-
-
-
+
+
-

+
+
-
+
-
+
+

18

+
+
+
-
+
-
-

-
-
-
-
-
-
-

+, Positive; -, negative.Test positive for all strains or species: arginine dihydrolase, -glucosidase, -β βgalactosidase, utilization of glycogen, N-acetyl-D-glucosamine, D-fructose, -D-glucose,αmaltose, D-mannose, D-glucuronic acid.Test negative for all strains of species: gram stain, urease, and utilization of adonitol,L-arabinose, -D-lactose, D-raffinose, L-rhamnose, D-sorbitol.α
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인지질 지방산 분석을 위하여 먼저 균주 배양액 을 원심 분리한 다음 침전물을, 10 ,㎖

완충용액으로 번 세척하였다 세척한 침전물을 의 증류수를 첨가하여 현PBS (pH 7.0) 2 . 1 ㎖
탁시킨 후 의 메탄올과 의 클로로포름을 가하여 혼합한 다음 시간 이상 암실에5 10 1㎖ ㎖

방치하였다 를 이용하여 위의 반응액을 여과하고 여과된 액을 메탄올층과 클로. glass filter
로포름층의 분리를 위해 암실에서 시간동안 방치하였다 분리된 클로로포름층을 취하4 12 .℃

여 회전 진공농축기를 이용하여 용매를 제거한 다음 의 클로로포름으로 총지질을 녹였1 ㎖
다 이렇게 추출된 총지질은 클로로포름으로 평형화되어 있는 실리카 칼럼에 흡착시키고 클. ,
로로포름 과 아세톤 로 인지질외의 지질을 용출시킨 다음 메탄올 을 이용하30 30 30㎖ ㎖ ㎖

여 인지질을 분리하였다 분리된 인지질에 내부표준물질 을 첨가하여 용매를. (C19:0) 50 ug
제거한 다음 벤젠으로 녹여서 지방산 시료로 이용하였다 벤젠에 녹아있는 지0.5 . 0.5㎖ ㎖

방산 시료에 을 첨가하여 에서 분간 반응시키고1.5% NaOH-MeOH 0.5 60 20 1.5%㎖ ℃

을 첨가하여 에서 분간 반응시켰다 반응액에 핵산 과 증류수HCl-MeOH 0.5 60 20 . 1㎖ ℃ ㎖

을 첨가하여 분간 방치한 다음 핵산층을 취하여 지방산 분석시료로 이용하였다 지0.5 30 .㎖

방산 분석시료는 를 이용하여 분석하였고 분리온GC (Hewlett-Packard GC 5890 series II) ,
도는 비극성인 과 극성인 사용시 각각 와 로 하SPB-1 column HP-20M column 200 210℃ ℃

였으며 주입부와 검출부 온도는 였다 지방산은 세균250 . MEFA standard (Supelco Inc.,℃

와 를 이용하여 동정하였다 지방산 분USA) equivalent chain length (Atransky et al., 1992) .
석결과 주요 지방산 조성은 Photobactereum속의 균주들과 유사하였으나 고도 불포화 지방

산인 가 확인되어 저온성 해양 미생물의 특징을 확인하였다EPA (20:5w3, 6-8%) (Table
3-10).
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Table 3-10. Cellular fatty acid compositions of strain SL13, SL62, and
reference strains, Photobactereum sp.

Fatty acid
Fatty acid composition (%)

SL13 SL62 P. angustum
ATCC 25915

P. phosphorium
ATCC 11040

12:0
13:0
3-OH-12:0
iso-14:0
14:0
14:1
3-OH-14:0
anteiso-15:0
15:1
15:0
16:4w1
i-16:0
16:1
16:0
17:1
iso-17:0
anteiso-17:0
cyc-17:0
17:0
18:2
18:1
18:0
cyc-19:0
20:5w3
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해양미생물로부터 전환효소 탐색6. chiral compound
가 의 탐색. HDase

가 들어간 에 시료를 한 결과 활성을 측정하Phenol red hydantoin plate screening HDase
여 균주 주변이 붉은 색에서 노란 색으로 변함 균주를 총 종 확보하였다( ) 95 (Figure
3-18).

Strain, DR1

Figure 3-18 에서 분리된 활성을 보이는 균주의 분. deep sea sediment HDase
리.
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또한 에서 활성을 보인 균주 종의 을 이용하여hydantoin plate HDase 95 whole cell
에서 으로 전환되는 효소 활성을 측정 한hydantoin N-carbamoylglycine (NCG) HDase

결과 종 모두 활성이 확인할 수 있었다95 HDase (Figure 3-19).
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Figure 3-19. Determination of HDase activity for conversion of hydantoin
to N-carbamoylglycine (NCG) by screening bacteria.
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나 및 활성을 보이는 균주 탐색 및 분리. starch hydrolyzing activity CGTase

전분 에서 을 형성하는 전분 분해 활성 미생물을 순수 분리한 결과 여plate clear zone 40
균주 확보하였다 (Figure 3-20).

Clear zone, strain C5-2-2

Figure 3-20. Screening on starch-hydrolyzing activity of strains isolated f
rom deep-sea sediment.
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전분 분해 활성을 갖고 있는 여 균주를 대상으로 활성을 측정한 결과 배양40 CGTase
상등액에서 활성 균주 총 종 확보하였다CGTase 16 (Figure 3-21).
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Figure 3-21. Determination of CD-forming activity of CGTase study.
Pink line means negative control (blank) line. CGTase Paenibacilus macer
ans CGTase (positive control).
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다 활성을 보이는 균주의 탐색 및 분리. Epoxide hydrolase

아래 그림과 같이 한국연근해와 일본 남극등의 다양한 지역에서 샘플을 확보하여,
활성을 보이는 균주의 탐색 및 분리하였다Epoxide hydrolase (Figure 3-22).

Hu-jin 
(East Sea, Korea) 

Ulung-do, Dok-do 
(East Sea, Korea) 

Kagoshima
(Western pacific, Japan) 

The Antarctic pole 

Si-hwa

(lowest classes, Korea)

Bu-san 

(South Sea, Korea)

Hu-jin 
(East Sea, Korea) 

Ulung-do, Dok-do 
(East Sea, Korea) 

Kagoshima
(Western pacific, Japan) 

The Antarctic pole 

Si-hwa

(lowest classes, Korea)

Bu-san 

(South Sea, Korea)

Figure 3-22 생산 균주의 탐색을 위한. Epoxide hydrolase sampling site.
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다양한 지역에서 샘플을 확보하여 기질을 넣은 배지에 접종하여 배양한 후MM2 zobell
배지를 이용하여 순수 분리하였고 순수 분리된 균주들을 대상으로 를 이spectrophotometer
용하여 차적으로 활성을 가지고 있다고 예상되는 균주를 차로 선발한1 epoxide hydrolase 1
다 선발된 차 균주들을 대상으로 를 이용하여 광학활성 입체 선. 1 gas chromatography (GC)
택성의 여부를 확인한다 (Figure 3-23).

Enrichment and isolation of Enrichment and isolation of epoxideepoxide hydrolasehydrolase producing microorganismproducing microorganism

Screening  of Screening  of epoxideepoxide hydrolasehydrolase producing microorganism producing microorganism 

((SpectrophotometricSpectrophotometric assay)assay)

Screening of Screening of enantioselectiveenantioselective epoxideepoxide hydrolasehydrolase producing microorganism producing microorganism 

(GC analysis)(GC analysis)

Microorganism hydrolyzing  (R) or 

(S)-epoxides preferentially 

(R)(S)

Microorganism hydrolyzing  (R) or 

(S)-epoxides preferentially 

(R)(S)

Figure 3-23 생산 균주의 탐색방법. Epoxide hydrolase
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다양한 지역에서 순수 분리된 균주 종중에 차 스크리닝 방법인181 1 spectrophotometric ass
로 종이 활성을 보였고 종을 대상으로 를 수행한 결과 최종ay (diol assay) 31 31 GC assay

종이 광학활성 입체 선택성이 있었다1 (Table 3-11).

Table 3-11. Screening marine microorganisms producing an
enantioselective EHase and the sequence analysis of 16S rRNA gene of
the isolated microorganisms.

a -pro: -proteobacteria;α α b -pro: -proteobacteria;β β c G.P: Gram positive; d CFB:
Cytophaga -Flavobacteria-Bacteroides
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배양에서 균주가 순수 분리되었고 이 중에서 을 이용하여Enrichment 181 whole cell EHas
효소 활성을 측정 한 결과에 따르면 의e positive control Rhodotolura glutinis 보다EHase

높은 활성을 보이는 균주를 종 확보하였다31 (Figure 3-24). (Spectrophotometric assay)
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Figure 3-24 차 분리균주의 를 통한 활성 균주. 1 diol assay epoxide hydrolase
검색.
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에서 활성을 보인 종을 대상으로 칼럼을 사용하여 광학활Spectrophotometric assay 31 chiral
성 입체 선택성을 로 분석한 결과 이 활성을 보였다GC JCS358 (Figure 3-25).

Strain: JCS358

Substrate: styrene oxide (98%)

Fig. 8. JCS358 enatioselective EH activity against styrene oxide 

by using gas chromatography (GC)  (maximum ee: 98%, ee; 

enantiomeric excess: (S-R)/(S+R) x 100) 

Substrate concentration: 2 mM 

Reaction time: 17 hrs

(S) (R)

Phenylmethylaldehyde

Incubation

Reaction temperature: 30oC

(S) (R)

Figure 3-25 최종 선정된 균주의 의 광학특이적 분해. JCS358 styrene oxide .
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균주는JCS358 Erythrobacter속으로 동정되었으며 앞의 결과에 따라 Erythrobacter속 균주

들이 입체선택성 에폭사이드 가수분해활성을 보이는 것이 확인되었다 그래서 본 연구실에.
서는 가 끝난whole genomics Erythrobacter litoralis 균주를 대상으로 연구를HTCC2594
진행하였다 (Figure 3-26).
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Figure 3-26. Neighbor-joining tree based on 16S rRNA gene sequences sh
owing the phylogenetic positions of strains HTCC2594 and JCS358.
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라세믹 에폭사이드인 를 균주와styrene oxide JCS358 Erythrobacter litoralis 균HTCC2594
주를 시간별로 테스트를 해본 결과 반응 후 부터 이상의 광학 선택성을 가지는 것14hr 98%
으로 확인하였다 (Figure 3-27).
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Figure 3-27 최종 선정된 균주의 활. JCS358 enantioselective epoxide hydrolase
성.
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균주를 바탕으로 기존에 다양한 지역에서 순수분리된JCS358 Erythrobacter속의 다양한 균

주들의 분해능을 알아보기 위해 다양한 물질을 이용하여 테스트epoxide substtate epoxide
하였다 (Figure 3-28).

Figure 3-28. Epoxide substrates used in this study. A, styrene oxide (SO);
B, glycidyl phenyl ether (GPE); C, 1,2-epoxyhexane (EX); D,
1,2-epoxybutane (EB); E, epifluorohydrin (EF).
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그 결과 다양한 해양환경으로부터 연구팀에서 확보한 종의10 Erythrobacter균주가 대부분

광학특이적인 활성을 보이는 것을 를 통하여 확인하였다epoxide hydrolase Table 3-12 .

Table 3-12. Enantioselective EHase activities of Erythrobacter spp. toward
various epoxide substrates.

Strain name Best-matched
neighbor

Similarity

(%)
ee a (%)/ abs. conf.b

SO GPE EX EB

AKS 329 Erythrobacter sp.
2216.25.25 99 96.4/S 99/R 47.5/ S 19.6/R

JCS 325 Erythrobacter
aquimaris SW-110 99 99/S 8.15/RAD

c 64.8/S 37.2/R
JCS 340 Erythrobacter

gaetbuli 99 80.9/S 62.2/RAD 81.3/S 23.8/R
JCS 350 Alterierythrobacter

epoxidivorans 97 80.6/S 99/R AD 99/S 11.5/R
JCS 358 Erythrobacter

gaetbuli 98 99/S 81.7/R 72.5/S 5.5/R

JCS 360 Erythrobacter
aquimaris SW-110 99 99/S 99/R AD 28.0/S

AD
20.6/R

JCS 364 Erythrobacter
aquimaris SW-110 99 99/S 99/R AD 37.4/S

AD
34.6/R

JCS 368 Erythrobacter luteolus
SW-109 99 2.8/S Xd 5.5/ S 26.0/S 14.2/R

HJ 239 Erythrobacter sp.
MBIC 3031 99 0.09/S X X 2.7/S X NDe

DokDo 15 Erythrobacter longus 99 5.0/S X 12.4/R 13.3/S 7.98/R
a ee (%) represents enantiomeric excess.
b abs. Conf represents absolute configuration, meaning remaining epoxide after
incubation.
c AD, both (S)and (R)-enantiomers were hydrolyzed.
d X, an EHase activity was not detected.
e ND, not determined.
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라 활성균주 탐색 및 분리 에 대하여 광학 선택적인 리파아제 활성. Lipase Ofloxacin ester
의 탐색

다양한 해양환경에서 분리한 시료로 부터 를 분해하여 을 생성하ofloxacin ester levofloxacin
는 미생물을 분리한 결과 전체 종의 활성을 보이는 균주를 확보하였고 이중 최종151 lipase ,
종에서 생성균주를 확인하였다1 levofloxacin (Table 3-13).

Table 3-13. Summary of the isolation of marine microorganisms and the
screening of an ofloxacin ester-enantioselective esterase from various
marine environments.

Sampling sites Samples
No. of
total
isolates

No. of isolates
showing a clear
zone on TBN
plate

No. of
PNPOa-
hydrolyzing
isolates

No. of
enantioselective
ofloxacin
ester-

hydrolyzing
isolatesNo. in total

isolates
Edison Seamount,Papua NewGuinea Sediments NDb 30 ND

Barents Sea,Russia (Barents) Sediments 199 14 7 1

Ulleungdo, Korea Sediments 105 9 8.6
Gwangyang Bay,Korea Sediments ND 19 ND

Geomundo, Korea Spongesseaweeds 439 44 10 1

Yongjongdo, Korea Spongesseaweeds ND 1 ND

Hujin, Korea Spongesseaweeds 245 29 11.8

Panweol, Korea Oil fieldsludge ND 5 ND 1 1

a PNPO, p-nitrophenyl ofloxacin.
b ND, not determined.
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광학선택성 에폭사이드 가수분해효소 유전자의 클로닝과 발현 및 특성분석7.

선택된 Erythrobacter litoralis 균주로 부터 에폭사이드 가수분해효소를HTCC2594 cloning
과 발현 특성분석을 실시하였다. Erythrobacter litoralis 는 에HTCC2594 Moore foundation
서 유전체가 진행되고 있는 균주로서 전체 유전체의 정보 분석 결과 기존에 알려진 epoxide

와 유사하였고 의 기능을 가질 수 있는 종hydrolase epoxide hydrolase 3 (EEH1, EEH2, EEH
의 를 발견 이를 분석하여 상동성은 낮지만 은3) ORF EEH1 microsomal epoxide hydrolase

와 은 와 유사한 것으로 나타났다EEH2, EEH3 soluble epoxide hydrolase (Figure 3-29, 3-3
0, 3-31).
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Figure 3-29. Sequence alignment of EHase. The protein accession numbers
are: Rhodotorula glutinis (EPH1), AAF64646 Rattus norvegicus (Ephx1),
P07687; Homo sapiens (EPHX1), AAH08291; Xanthophyllomyces dendrorh
ous (Eph1), AAF18956; Aspergillus niger (hyl1), CAB59813; Erythrobacter
litoralis HTCC2594 (EEH1).
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Figure 3-30. Sequence alignment of EHase. The protein accession numbers are:
Homo sapiens (EPHX2, Human sEH), AAH11628; Rattus norvegicus (Ephx2, Rat
sEH), CAA46211; Solanum tuberosum(pEHSt, potato; sEH), AAA81890; Glycine m
ax (sEHGm, soybean sEH), CAA55293; Bradyrhizobium japonicum (ephA), BAC46
379); Erythrobacter litoralis HTCC2594 (EEH2, this paper) Erythrobacter litoralis
HTCC2594 (EEH3, this paper).
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Figure 3-31. Phylogenetic analysis of EHase. Sequence alignment on the desired
amino acid sequence was performed using the Clustal W software package. Rhod
otorula glutinis (AAF64646), Rattus norvegicus (P07687), Homo sapiens (AAH08
291), Xanthophyllomyces dendrorhous (AAF18956), Aspergillus niger (CAB59813),
Homo sapiens (AAH11628), Rattus norvegicus (CAA46211), Solanum tuberosum
(AAA81890), Glycine max (CAA55293), Agrobactrium radiobacter sEH (O31243),
Corynebacterium sp. sEH (O52866), and Haloalkane dehalogenase (P22643).
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종의 를3 ORF E.coli 인 에 하고 발현하여expression vector pET24a cloning , His-tag affinity
을 이용하여 순수분리를 진행 아래 그림과 같이 순수분리단백질을 얻을 수 있었다column ,

(Figure 3-32).

Figure 3-32. Purification of three EHases from E. litoralis HTCC2594 (the
purified rEEH1 (A), rEEH2 and rEEH3 (B)). EHases were purified from re
combinant E. coil cell byHis-tag affinity column. (A) Lane M, the protein
size standard; lane 1, the soluble cell lysate; lane 2, the purified rEEH1.
(B) Lane M, the protein size standard; lane 1, the purified rEEH2. ; lane
2, the purified rEEH3.

순수 분리된 의 단백질의 크기는 각각 및 으EEH1, EEH2, EEH3 41kDa, 33.4kDa 34.5 kDa
로 를 이용하여 확인하였다SDS-PAGE .
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분리된 종의 단백질 를 특성 분석한 결과 그리고3 (EEH1, EEH2, EEH3) EEH1, EEH2,
는 최적온도 및 이고 최적 는 및 으로 효소마다 각각EEH3 50 , 55 45 pH 6.5, 7.5 8.0℃ ℃ ℃

다른 특성을 나타냈다 (Figure 3-33).
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Figure 3-33. Effects of pH and temperature on the purified rEEH1, rEEH2
and rEEH3 activity. (A) Enzyme activity was determined towards 2 mM s
tyrene oxide in 50 mM sodium acetate-acetic acid buffer (pH 4.0 to 6.0),
50 mM MES buffer (pH 6.0 to 7.0), 50 mM Tris HCl buffer(pH 7.0 to 9.–

0), and 50 mM Glycine buffer (pH 9.0 and 10.0). (B) Enzyme activity was
between 10 and 70 determined in 50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.5). , r℃ ●

EEH1; , rEEH2; , rEEH3.○ ▼
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분리된 종의 단백질 의 광학특이성조사 결과 은3 (EEH1, EEH2, EEH3) EEH1 (R)-styrene
를 잘 분해하는 반면 는oxide EEH3 (S 를 잘 분해하였고 는 동등하게)-styrene oxide , EEH2

분해하였다 이러한 분해경향은 기질분해속도에 의해 확인되었다. (Figure 3-34).
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Figure 3-34. The schematic representation of the hydrolysis activity of
enantioselective EHases (rEEH1, rEEH2 and rEEH3) toward racemic
styrene oxide with GC analysis. Analysis method described in Material
and Method. Solid line, SO; Bold solid line, SO incubated withrEEH1;
Long dashed line, SO incubated with rEEH2; Dotted line, RSO incubated
with rEEH.
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는 부위에 있는 부피가 큰 링을 가진 단일치환된 에폭사이드에 대해 광학선택적EEH1 C-1
으로 가수분해시키는 반면 지방족 사슬을 가진 및 단일치환된 에폭사이드 양쪽에, (R)- (S)-
서는 유사한 비율로 가수분해시킴을 알 수 있다 반면 는 부위 및 스티렌옥사이. , EEH3 C-1
드에서 광학선택적으로 지방족 에폭사이드를 가수분해시켰으나 광학선택적 다양성은 보이,
지 않았다 (Table 3-14).

Table 3-14. Enantioselective EHase activity of the rEEH1, rEEH2, and
rEEH3 toward various epoxide substrates.

Enzyme
hydrolysis rate
(x10-2)mg/min

SO GPE EX EB ECH EF
(S) (R) (S) (R) (S) (R) (S) (R) (S) (R) (S) (R)

EEH1 9.00 28.0 20.0 11.0 8.00 7.00 15.0 15.0 N.D N.D 15.0 4.0
EEH2 0.06 0.05 0.07 0.06 0.07 0.07 0.08 0.08 0.23 0.23 N.D N.D
EEH3 0.14 0.10 0.10 0.10 0.09 0.07 0.11 0.08 0.28 0.26 N.D N.D
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광학선택성 가수분해효소 유전자의 클로닝과 발현 및 특성분석 대8. esterase &
량생산 및 상용화구축

가 으로부터 유전자의 클로닝과 발현 및 특성분석. SL13 lipase

균주에 대해SL13 염기서열 분석 결과 표준 균주들과16S rDNA , 97.1-87.9%의 염기서열 상
동성을 나타내어 신종 균주임을 확인하였다 (Figure 3-35).

Figure 3-35. Neighbour-joining tree showing the phylogenetic positions of
strain SL13T and related taxa based on 16S rRNA gene sequences. (Seo
et al., 2005)
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균주의 최적 생장온도는 도로써 저온성 균주임을 확인하였다SL13 14 , (Figure 3-36).

Figure 3-36. Temperature-dependent growth of SL13T. (Seo et al., 2005)
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균주의 배양액을 원심 분리하여 을 얻은 뒤 사이즈의SL13 5 ml cell , 0.5 mm glass beads
를 포함하는 lysis buffer (100 mM Tris-HCl [pH 8.0], 50 mM EDTA [pH 8.0], 1% SDS)
와 혼합하여 을 분간 수행하였다 의 상등액을 회수하여 의vortexing 2 . 300 ul 275 ul 7 M

를 첨가하였다 에서 분간 방치한 후 그 시료는 다시 얼ammonium acetate (pH 7.0) . 65°C 5 ,
음에 분간 방치하였다 의 을 첨가하여 원심 분리 후 를 포함한5 . 500 ul chloroform , DNA 500
의 상등액은 의 과 함께 에서 침전되었다 그 을ul 1 ml isopropanol -20°C . pellet 70% (v/v)

을 이용하여 하였고 건조 후에ethanol washing , 50ul TE buffer (10 mM Tris-HCl [pH
에 현탁되었다 추출된 는 을 이용하여 확8.0], 1 mM EDTA [pH 8.0]) . DNA 0.5% TAE gel

인하였다 균주의 라이브러리는 에 의하여 구축되었고. SL13 genomic Fosmid vector , TBN
를 이용하여 에스터라제 유전자를 포함하는 를 선별하였다plate positive clone (Figure 3-37).

Figure 3-37. Mini library screening. (Detection of lipase activity on TBN
plate)
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선별된 으로부터 를 이용하여 을 수행 최종적으로clone pBluescrip SK(-) vector sub-cloning ,
개 의 을 획득하였다4 (13-1, 14-10, 14-11, 16-9) positive clone (Figure 3-38).

Figure 3-38. Analysis of plasmid DNA by restriction enzyme digestion.
Lanes : 1, size marker (1 kb DNA ladder); 2, 4, 6, 8, uncut plasmid DNA;
3, 5, 7, 9, linearized plasmid DNA with BamH /Ⅰ Hind .Ⅲ

선별된 개의 클론 을 가지고 제한효소4 (13-1, 14-10, 14-11, 16-9) BamH /Ｉ Hind 처리를Ⅲ

한 결과 각각의 삽입 크기는 약 라는 것을 확인하였다, DNA 3.7 kb, 6.3 kb, 5.5 kb, 3 kb .
이 중 클론의 플라스미드 를 추출하여 크기에 삽입 의 염기서열을 결16-9 DNA 3 kb DNA
정하였다.

시퀀싱을 위하여 의 는 로 사용되었다 시퀀DNA 3.5 kb DNA fragment template . nucleotide
스는 를 사용하여 방법으로 결정하였다Big Dye V.3.1 kit dideoxy chain termination .

시퀀싱은 를 이용하여 수행하였다 의Nucleotide ABI 3100 genetic analyzer . 3.5 kb DNA
시퀀스는 클로닝 벡터인 의 용 인 와fragment pBluescript sequencing primer T7 primer SP6

을 이용하여 방법으로 확인되었다 시퀀싱 분석은primer primer walking . data Vector NTI
sequence analysis software package (base-calling, sequencing assembly, and finishing

가 사용되었고 는 와editing software) , Deduced amino acid sequence protein homology
분석을 위하여domain composition complete nonredundant protein sequence database

를 이용하였다 의 비교는 을 이용하였다(NCBI) . Protein sequences CLUSTALW program .
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얻어진 의 염기서열 분석 결과 로 구성된 를 확인하였다 분석결과 예측된3 kb 921 bp ORF .
는 아미노산으로 구성된 의 단백질에 대한 정보를 함유하고 있는 것으로 분ORF 306 34 kDa

석되었다 프로모터 부위와 리보좀 는 밑줄로 표시되었으. (TATA box) binding site (RBS)
며 활성에 필수적인 를 로 표시하였고 활성 를 로 표기하, Ser, Asp, His circle , active site box
였다 (Figure 3-39).

Figure 3-39. Nucleotide sequence and amino acid sequence of
Photobacterium frigidiphilum SL13 lipase gene.
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결과 게놈 전체 염기서열 분석이 완료된BlastX search P. profundum 균주의SS9
과 가장 유사도가 높은 것을 확인하였다hypothetical protein PBPRB0984 (Table 3-15).

Table 3-15. BlastX search of Photobacterium frigidiphilum SL13 lipase
gene sequence.

Protein Source Identities
(%)

Positives
(%)

Score(bits)
/E-value

Hypothetical protein
PBPRB0984 Photobacterium profundum SS9 292/306

(95)
302/306
(98)

605
e-172／

Putative hydrolase Arabidopsis thaliana 101/318
(31)

165/318
(51)

133
6e-30／

Putative hydrolase Arabidopsis thaliana 96/286
(33)

145/286
(50)

130
6e-29／

Unknown protein Arabidopsis thaliana 87/276
(31)

146/276
(52)

126
7e-28／

Putative hydrolase Oryza sativa
(japonica cultivar-group)

88/269
(32)

135/269
(50)

122
2e-26／
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유전자의 를 포함한 을 이용하여 을 수행하였다 발현 벡터인Lipase ORF pBPL13 PCR .
에 한 후pET24a(+) ligation , E. coli 에 형질전환 하여 를 얻었다 이로부터DH5 candidate .α

플라스미드 를 추출하여 염기서열을 결정하고 이나 가DNA (pEPE13) mutation , frame shift
일어나지 않은 완전한 가 되었음을 확인하였다 이후DNA cloning . E. coli 균주BL21(DE3)
에 형질전환 하여 하는데 성공하였다overexpression (Figure 3-40).

Figure 3-40. Schematic representation of Photobacterium frigidiphilum
SL13 lipase expression.
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나. Y. lipolytica 으로부터 유전자의 클로닝과 발현 및 특성분석CL180 lipase

다양한 국내외 해양으로부터 채취된 시료를 멸균 해수에 넣어 현탁 한 후 기본배지,
에 에멀젼이 첨가된 에 도말하였다(3% Sea Salts) 1% tributyrin (C4) TBN agar plate .

아가 플레이트는 을TBN 1% TBN 0.1% Bacto yeast extract, 0.5% Bacto tryptone, 0.001%
가 혼합된 배지 와 혼합하여 초음파 분쇄기를 이용해서FePO4 4H2O, 3% sea salt 1 Lㆍ

한 후 를 첨가하여 만들었다 도말한 는 에서 시간 동emulsion , 1.5% Bacto agar . plate 25°C 24
안 배양하였고 를 분해하여 투명환을 형성하는 균주를 차 선택하였다 마지, tributyrin (C4) 1 .
막으로 분석을 통하여 리파아제 생산 균주를 최종 확인하였고 이 균주들은16S rDNA ,

오플록사신 가수분해를 위한 차 탐색에 사용되었으며 이들 개 균주를 다p-Nitrophenyl 2 151
음 표에 나타냈다 오플록사신 에스테르를 가수분해 하는 리파아제 활성은 합성 기질인.
p 오플록사신 을 사용함으로써 조사되었다 리파아제 활성은 로-Nitrophenyl (PNPO) . PNPO
부터 분해되는 p 의 양으로 측정 되었다 상기 차로 선택된 개의 리파아제-nitrophenol . 1 151
생산 균주를 에서 에서 시간 배양하여 세포를 얻은modified ZoBell liquid medium 30°C 24
후 로 두 번 하였다 리파아제 활성을 측정하기, 50 mM Tris-HCl buffer (pH 8.0) washing .
위하여 은 반응액cell (1 g) (0.01 ml of 10 mM PNPO in acetonitrile, 0.04 ml of ethanol,

과 혼합하여 분 동안 반응시키면서and 0.95 ml of 50 mM Tris-HCl buffer [pH 8.0]) 10 405
에서의 흡광도를 측정하였다nm (Figure 3-41).
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Figure 3-41. PNPO assay from esterase-producing microorganisms (151
strains).
상기 의 분해능을 확인한 결과 종의 균주 를 선택하였PNPO , 3 (strain BS5, 180, GMD499)

다 차 탐색을 통하여 선별된 세가지 균주를 에서 에. 2 modified ZoBell liquid medium 30°C
서 시간 동안 배양한 후 전체 을 얻었다 효소 반응을 위해서 인산완충24 , cell (10 g) . 0.1M
용액을 제조하였으며 기질로는 프로필 에스테르를 사용하였다 인산완충(R),(S)-ofloxacin .
용액 에 의 프로필 에스테르를 첨가한 뒤 분간 초음파 분쇄하여10 ml 10 mM ofloxacin 20
유화시켜 반응에 사용하였으며 전체 을 넣어 효소 반응을 개시하였다 효소 반응cell (10 g) .
은 에서 시간 동안 수행한 후 끓는 물에 분간 정치하여 효소의 반응을 정30°C 48 , 100°C 10
지시키고 동량의 을 첨가한 뒤 하였으며 원심 분리하여 그 상등액을 회수methanol vortexing
하여 레보플록사신분석에 사용하였다 분석은. Hewlett Packard-Model 1050 HPLC system
을 사용하여 에서 측정하였으며 고정상으로 사의330 nm Shiseido CAPCELL PAK C18 (250

을 사용하였다 그리고 이동상은 증류수와 을 로 혼합mm x 4.6 mm) column . methanol 85:15
하여 의 과 의 를 첨가한 뒤9 mM L-isoleucine 3 mM copper(II) sulfate pentahydrate 1.0

의 유속으로 분석하였다 선택된 개의 균주를 이용하여 오플록사신 프로필ml/min . 3 (R),(S)-
에스테르중 오플록사신 프로필 에스테르만을 선택적으로 분해하는 능(S)- enantioselectivity
력을 하기 위해 로 배양하고 얻어진 균체를 이용하여 분석test modified Zobell liquid HPLC
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을 통해 를 측정하였다enantioselectivity (Figure 3-42).

Figure 3-42. Screening of ofloxacin ester-enantioselective esterase.
Peaks : 1 = (S)-ofloxacin (levofloxacin) ; 2 = (R)-ofloxacin.

를 통하여 선별된 균주 를 를PNPO assay 3 (BS5, GMD499, CL180) ofloxacin-propyl ester
기질로하여 광학 선택성을 테스트 하였다 분석 결과 균주. HPLC , CL180 (Y. lipolytica

에서 광학 선택성을 확인하였다CL180) .
Yarrowia lipolytica 균주로부터 하게 오플록사신 에스테르를CL 180 enantioselective (S)-
특이적으로 분해하여 오플록사신 레보플록사신 을 생성하는 리파제 활성을 확인하였고(S)- ( ) ,
그 단백질의 특성을 연구하고자 해당 유전자를 하고자 하였다cloning . Yarrowia lipolytica

을 배양하여 게놈 를 획득하였다 로부터 게CL 180 90 ml DNA 58.8 ug . Y.lipolytica CL 180
놈 의 추출은 에 묘사된 방법에 의해 수행하였다DNA Breeden lab . Yarrowia lipolytica CL
의 배양액을 원심 분리하여 을 얻은 뒤 사이즈의 를 포함180 5 ml cell , 0.5 mm glass beads

하는 와 혼합lysis buffer (100 mM Tris-HCl [pH 8.0], 50 mM EDTA [pH 8.0], 1% SDS)
하여 을 분간 수행하였다 의 상등액을 회수하여 의vortexing 2 . 300 ul 275 ul 7 M

를 첨가하였다 에서 분간 방치한 후 그 시료는 다시 얼ammonium acetate (pH 7.0) . 65°C 5 ,
음에 분간 방치하였다 의 을 첨가하여 원심 분리 후 를 포함한5 . 500 ul chloroform , DNA 500
의 상등액은 의 과 함께 에서 침전되었다 그 을ul 1 ml isopropanol -20°C . pellet 70% (v/v)

을 이용하여 하였고 건조 후에ethanol washing , 50 ul TE buffer (10 mM Tris-HCl [pH
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에 현탁되었다 추출된 는 을 이용하여 확8.0], 1 mM EDTA [pH 8.0]) . DNA 0.5% TAE gel
인하였다 의 게놈 라이브러리는. Yarrowia lipolytica CL 180 pUC118 (HincII/BAP treated)
벡터에 의하여 구축되었다 으로부터 게놈 를 분리하여. Yarrowia lipolytica CL 180 DNA

으로 한 후 크기의 절편을 클로닝 벡터인 에 삽입nebulization shearing 2 5kb DNA pUC118∼

한 후 에 처리하여 형질전환하였다 추출된 게놈, E. coli DH5 competent cell heat shock .α

를 이용하여 게놈 라이브러리탐색 방법을 이용하여 하고자 하였으며DNA cloning , nebulizer
를 사용하여 게놈 를 무작위적으로 잘라서 약 의 크기의 단편들을DNA 2-5 kb DNA low

로 분리하였다 분리된 단편을 하여melting temperature agarose gel . end-repairing blunt
로 만들었고 만들어진 는 의 에 하였다 결end , blunt-ended DNA pUC118 HincII site ligation .

과적으로 얻어진 플라스미드를 에 형질전환하여 게놈 라이브러리를 구축하였다E. coli DH5α
(Figure 3-43, 3-44).

Figure 3-43. Construction of a genomic library.

Figure 3-44. Genomic library screening.
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E. coli 형질전환체를 고체배지에 도말하여 도에서 시간 동안 배양한DH5 LB-TBN 37 48α

후 투명환을 생성하는 콜로니를 선별하였다 플레이트상의 활성을 에 나, . TBN esterase (a)
타냈으며 콜로니 주변에 할로를 형성한 것으로부터 상기 형질전환체가 활성을 나, esterase
타냄을 알 수 있었다 선별된 클론을 배지에서 시간 배양한 후 원심 분리하여 전체. LB 24 ,
을 얻었다 이 을 기질인 와 반응시킨 후에 방법으로 최cell . cell ofloxacin propyl ester HPLC

종적으로 의ofloxacin propyl ester (S 를 광학 선택적으로 가수분해 할 수 있는)-enantiomer
지 확인하였다 분석 결과를 에 나타냈으며. HPLC (b) , E. col 는i DH5 (pJTL180) wild typeα

과 마찬가지로 (S 를 광학선택적으로 분해하였다)-ofloxacin propyl ester . Peaks : 1 =
(S)-ofloxacin (levofloxacin) ; 2 = (R 상기에서 선택된 플라스미드를)-ofloxacin. pJTL180
특성분석을 위해 분리하였고 제한효소로 처리하여 약 크기의 절편을 획득하였으며, 3.5 kb
제한효소를 처리하여 얻어진 플라스미드의 단편의 전기영동 사진을 나타내며 레pJTL180 ,
인 은 크기마커로서 이고 레인 는 절단되지 않은 플라스미드 의1 1kb DNA ladder , 2 pJTL180

이고 레인 은 를 처리하여 선형화된 의 를 나타낸다DNA , 2 BamH1 /Hind III pJTL180 DNA
(Figure 3-45).

Figure 3-45. Analysis of plasmid DNA (pJTL180) by restriction enzyme
digestion. Lanes : 1, size marker (1 kb DNA ladder); 2, uncut plasmid
DNA (pJTL180); 3, linearized plasmid DNA (pJTL180) with BamH /Ⅰ
Hind .Ⅲ
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시퀀싱을 위하여 의 는 로 사용되었다 시퀀DNA 3.5 kb DNA fragment template . nucleotide
스는 를 사용하여 방법으로 결정하였다Big Dye V.3.1 kit dideoxy chain termination .

시퀀싱은 를 이용하여 수행하였다 의Nucleotide ABI 3100 genetic analyzer . 3.5 kb DNA
시퀀스는 클로닝 벡터인 의 용 인 와fragment pUC118 sequencing primer M13R primer
을 이용하여 방법으로 확인되었다 시퀀싱 분석은M13F primer primer walking . data Vector

NTI sequence analysis software package (base-calling, sequencing assembly, and
가 사용되었고 는finishing editing software) , Deduced amino acid sequence protein

와 분석을 위하여homology domain composition complete nonredundant protein sequence
를 이용하였다 는 을 이용하database (NCBI) . Potential signal peptides SignalP 3.0 program

였고 는 를 이용하였다, Transmembrane segment search TmPred at ISREC web site .
의 비교는 을 이용하였다Protein sequences CLUSTALW program (Figure 3-46).

Figure 3-46. Nucleotide sequence and amino acid sequence of Y. lipolytica
CL180 esterase gene.
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얻어진 의 염기서열 분석 결과 로 구성된 를 확인하였다 분석결과 예측3.5 kb 1,431 bp ORF .
된 는 아미노산으로 구성된 의 단백질에 대한 정보를 함유하고 있는 것으로ORF 476 52 kDa
분석되었다 프로모터 부위와 리보좀 는 밑줄로 표시되었. (TATA box) binding site (RBS)
으며 활성에 필수적인 를 로 표시하였고 활성 를 로 표기, Ser, Asp, His circle , active site box
하였다.
함유된 단백질 정보의 분석결과 에 속하고 기능이type B1 carboxylesterase/lipase family ,
알려지지 않고 단백질에 대한 정보를 함유할 것으로 추정된 새로운 유전자인, Y. lipolytica

의 과 유사성을 나타내었다 하지만 기존의 알려진CLIB99 hypothetical protein 99% . Y.
lipolytica 의 lipase Lip1 (32.73% identity), Y. lipolytica 의 와lipase Lip3 (30.24% identity)
낮은 상동성을 보여 신종 로서 확정하였다 와esterase . Conserved active site oxyanion holes
는 밑줄로 표시되었고 활성에 필수적인 는 로 표기되었다, catalytic triad triangles (Figure
3-47).
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Figure 3-47. Multiple sequence alignment of Y. lipolytica CL180 esterase
and other related proteins. Highly conserved residues are in black, and
less strongly conserved residues are in gray. Proteins : CL180_Ester,
esterase from Y. lipolytica CL180 ; YAR_HP-1, hypothetical protein (99%
identity) from Y. lipolytica CLIB99; YAR_HP-2, hypothetical protein (49%
identity) from Y. lipolytica CLIB99; YAR_Lip1, lipase Lip1 (32.73%
identity) from Y. lipolytica CLIB99 ; YAR_Lip3, lipase Lip3 (30.24%
identity)from Y. lipolytica CLIB99.
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의 에 를 포함하는 를 제작pET24a NdeI, SalI site NdeI, SalIsite primer (Forward : 5'-
CGACCCGGCATATGACTACAATTAACTCGAAAGCACTCAATG-3', Reverse : 5'-

하고 리파제 유전자의CTCCACATGTCGACCATAGCCCACTCTCCAGCAGGAGT-3') ,
를 포함한 을 이용하여 를 이용하여 을ORF pJTL180 Ex-taq polymerase (Takara, Co.) PCR

수행하였다 한 후 에 하여 를 얻고 이로부터. Ligation , DH5 transformation candiate , DNAα

하여 이를 하여 이나 가 일어나지 않은 완전한plasmid prep sequencing mutation , frame shift
가 되었음을 확인한다 이후 균주에 하여DNA cloning . BL21(DE3)RP transformation

하였다expression (Figure 3-48).

Figure 3-48. Schematic representation for overexpression of Y. lipolytica
CL180 esterase.
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에 된 리파제 유전자의 을 위해 에pET24a cloning expression LB medium Kanamycin (50
이 첨가된 에서 한 후 동일한 에 접종하여 시ug/ml) medium seed culture main medium 1% 3

간 배양 후 를 최종 의 농도로 첨가하여 발현하였다 발현정도와 시기를 분석하IPTG 1mM .
기 위해 시간 마다 하여 로 분석하였다 발현이 확인된 를 대량1 sampling SDS-PAGE . colony
배양하여 재조합 단백질을 분리하기 전, soluble fraction, inclusion body, periplasmic region
중의 어느곳으로 생산되는 지를 확인하였고 이는 의 에 따랐다 다량의pET system protocol .
리파제를 분리하기 위하여 에서의 을 이용하였다 순수분리의 용이E. coli expression system .
를 위해 이라는 를 접합시켰고 분리는His-Tag oligopeptide , Histag Talon resin (Clontech,

를 이용하여 분리하였다Co.) (Figure 3-49).

Figure 3-49. SDS-PAGE analysis (a) and lipolytic activity (b) on an agar
plates of purified esterase. (a) Lanes: 1, marker proteins; 2, purified
esterase (52 kDa). (b) The agar plates contained 1% substrate and were
incubated for 3 hr. Lipolytic activity is visualized by a halo zone.

정제된 는 에서는 투명환을 형성하여 활성을 보인 반면esterase tributyrin plate (C4) ,
에서는 활성을 나타내지 않았다tricaprylin plate (C8) (b).
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정제된 는esterase p 를 기질로 이용한 분석 결과 긴-nitrophenyl esters (C2-C18) , chain
에서는 활성을 나타내지 않았고(C12-C18) , p 에서 최대 활성을-nitrophenyl butyrate (C4)

나타내는 것을 확인하였다 (Figure 3-50).

Figure 3-50. Substrate specificity of purified esterase. Activity was
assayed by adding the purified enzyme into the substrate solution
consisting of 10 mM substrate in acetonitrile, ethanol, and 50 mM
Tris-HCl (pH 7.5) at the volume ratio of 1:4:93. Relative activity was
calculated by assuming the activity obtained with p-nitrophenyl
hexanoate as 100%.
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정제된 Y. lipolytica 의 최적 온도는 도 최적 는 라는 것을 확인CL180 esterase 35 , pH pH 7.5
하였다 (Figure 3-51).

Figure 3-51. Effects of temperature and pH on esterase activity
of Y. lipolytica CL180.
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다. Vibrio 균주로 부터 분해 활성 의sp. GMD509 ofloxacin ester lipase cloning

해양 군소의 알로부터 분리된 균주는 의 분해활성을 보여 분해활GMD509 ofloxacin ester
성을 나타내는 를 하고 특성분석을 실시하고자 하였다lipase cloning (Figure 3-52).

Figure 3-52. Construction of a genomic library. (a) Genomic library by
restrcion enzyme digestion (HindIII) (b) pBluescript sk (+) II cloning
vector (c) Recombinant plasmid vector map containing GMD 509 esterase
gene.
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V. tasmaniensis 균주로부터 를 추출하였으며 추출한 를 대상GMD 509 genomic DNA , DNA
으로 라이브러리는 에 의하여 구축되었다genomic pBluescript sk II (+) vector . V.
tasmaniensis 로부터 를 분리하여 제한 효소인 로GMD 509 genomic DNA HindIII full

시킨 후 크기의 절편을 클로닝 벡터인 에 삽입digestion 2 7 kb DNA pBluescript sk (+) II～

한 후 기질인 에서 활성을 보이는 을 최종 선택하였다tributyrin(TBN) plate lipolytic clone .
균주로 부터 유래한 를 하고 순수분리하여 최종 의 순수분리된GMD509 lipase cloning 37kDa

를 획득하였다lipase (Figure 3-53).

Figure 3-53. Analysis of esterase from GMD509 strain. a) analysis of
esterase DNA (vlip509) gene. Lanes : 1, size marker (1 kb DNA ladder);
2, vlip509 . b) SDS-PAGE of Vlip509. Lanes : 1, SDS-PAGR standards; 2,
E. coli BL21 cell extracts, 3 uninduced cell extracts; 4, induced cell
extracts; 5, soluble fraction; 6, purified enzyme.
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에스터라아제 로 추정되는 부분만을 인 에 클로닝 하기 위ORF expression vector pET24a(+)
하여 의 에 를 포함하는 를 제작pET24a(+) NdeI, XhoI site NdeI, XhoI site primer (Forward
: 5'- CGACCCGGCATATGAATTGGACACATTTACTGTTCATACCTC - 3', Reverse :
5' - CTCCACATCTCGAGTCGATTTAGAAAGTCAACAATGTCATTCAATATC - 3')
하고 에스터라아제 유전자의 를 로 하여 를, ORF template Ex-taq polymerase (Takara, Co.)
이용하여 을 수행하였다 얻은 를 와 한 후 에PCR . product vector ligation , DH5α

하여 를 얻고 이로부터 하여 이를 하transformation candidate , DNA plasmid prep sequencing
여 이나 가 일어나지 않은 완전한 가 클로닝 되었음을 확인하였다mutation , frame shift DNA .
이후 균주에 하여 발현 하였다 에 클로닝된 에스터라BL21(DE3) transformation . pET24a(+)
아제 유전자의 발현을 위해 에 이 첨가된 에서LB medium kanamycin (100 ug/ml) medium

한 후 동일한 에 접종하여 시간 배양 후 를 최종seed culture main medium 1 % 3 IPTG 1
의 농도로 첨가하여 에서 시간동안 서서히 발현시켰다 다량의 재조합 단백질mM 18 18 .℃

의 분리를 위하여 에서의 발현 을 이용하였다 순수분리의 용이를 위해E. coli system .
이라는 를 접합시켰고 분리는His-Tag oligopeptide , His-tag His bind purification kit․

를 이용하여 분리하였다(Novagene, Co.) .
의 를 을 통해 획득하였으며 을 이용한 순수분리 정제를 통해 최1,016 bp ORF PCR , His-tag

종 약 의 에스터라아제 단백질을 분리하였다 분리된 의 서열을 분37,088Da ( 37 KDa) . lipase
석해 보면 의 과 를 확인할 수 있었다GXSXG nucleophilic serine catalytic trid (Figure 3-54).
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Figure 3-54. Nucleotide sequence and derived amino acid sequence of
esterase gene. Active site is revealed blue and catalytic triad is revealed
green colors. The putative oxyanion hole site is indicated purple. Asterisk
denoted stop codon.
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와 를 분석하기 위하여Nucleotide sequence amino acid sequence National Center for
를 사용하여 분석하였으며Biotechnology Information(NCBI) ORF finder , protein homology

와 분석을 위하여domain composition complete nonredundant protein sequence database
의 를 이용하였다 는(NCBI) Blastp . Potential signal peptides SignalP 3.0

을 이용하였고 의 비(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) program , Protein sequences
교는 을 이용하였다CLUSTALW program .
염기서열 분석 결과 에스터라아제 유전자라고 추정 되는 부분에서 로 구성된1,016 bp open

를 포함하고 있으며 개의 아미노산으로 구성되어 있음을 확인하였reading frame (ORF) 338
다 또한 약 번째 부분에 의 부분도 확인하였다 시작 은. , 20 AFD signal sequence . codon

였고 로 되었다 가 시작ATG , TAA stop . A potential ribosome binding site (TTGGAGT)
으로부터 앞쪽에서 발견되었다 분석결과 번째 아미노산인ATG codon 17 bp . SignalP 20

부분으로 확인되었다AFD .
함유된 단백질 정보의 분석결과 보통 알려진 에스터라아제의 에 일반적으로active site

되어 있는 가 발견되었다 또한 에스터라conserve GHS162LG motif (Gly-X1-Ser-X2-Gly) . ,
아제 활성에 필수적인 가 단백질 서열로부터 분석되었다 기존the triad (S162, D263, H294).
의 알려진 단백질과 연관성을 살펴보기 위해 를 실시한 결과 이BLAST homology search ,
미 알려진 에스터라아제 이외에 기능이 알려지지 않고 단백질에 대한 정보를 함유할 것으,
로 추정된 새로운 유전자와 유사성을 나타내었다 를 이용한 아미노산 서열 분석의. BLASTP
결과 의, E. coli / superfamily hydrolase (28% identity), Pyrococcus furiosusα β

lysophospholipase (22% identity), Streptomyces sp. triacylglycerol acylhydrolase (16%
identity), Prochlorococcus marinus Esterase/lipase/thioesterase active site (17% identity)
의 낮은 상동성을 확인하였다 하지만 기존의 에 대한 상동성이 이하에. lipase/esterase 20%
그쳐 새로운 종의 로 확인되었으며 대부분의 상동성이 있는 유전자가lipase , hypothetical

으로 확인되었다protein (Figure 3-55).
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Figure 3-55. Phylogenetic tree of ester hydrolase family homologous between
Vlip509 and putative proteins. The phylogenetic tree was constructed by the
neighbor-joining method with MEGA, version 3.1, software.



- 138 -

의 인 와 부분을 중심으로 하여Lipase conserved region oxyanion hole site active site
를 이용하여 에서 를 구축하였다neighbor joing method MEGA program phylogenetic tree .

의 결과 기존에 상에 보고된 와는Phylogenetic tree , NCBI dienelactone hydrolase family out
으로 분리 되는 것을 확인하였다 또한 과 가까운 거리group . , esterase/lipase family protein

를 유지하는 것으로 확인하였다 서열을 심층분석한 결과 의 서열와. Vlip509 GXSXG active
의 를 가지는 특징을 보이는 중 새로운 로 구성될 확률이 높았HG oxyanion hold lipase family

다.
아미노산 간의 상동성 여부를 확인하기 위하여 에 보고된 와NCBI esterase/lipase

된 를 대상으로 상동성 여부를 확인해본 결과 기존에characterization dienelactone hydrolase ,
보고된 다른 단백질과 와 부분이 와esterase/lipase oxyanion hole site active site HG

부분이 일치하는 것을 확인하였다 반면에 된G-X-S-X-G . chracterization dienelactone
와 비교해 본 결과 이 으로 바뀐 것을 확인하였다hydrolase serine cystein (Figure 3-56).

Figure 3-56. Amino acid sequences conserved in the deduced amino acid
sequence of Vlip509 and homologous other enzymes. (A) Multiple alignments of
Vlip509 and lipase/esterase in NCBI reported. The aligned sequences are for the
following organisms reported in NCBI lipase/esteras (B) Amino acid sequence
alignment Vlip509 and its homologous with other dienelactone hydrolase enzymes
in NCBI putative. Symbols: ** amino acid revealed in oxyanion hole site and
active site was underlined.



- 139 -

분리된 활성은 도 에서 최적을 나타내었다Vlip509 lipase 30 , pH 9.0 (Figure 3-57).

Figure 3-57. Effects of temperature and pH on enzyme activity. (a) is
represented temperature. The enzyme activity was determined at pH 7.5
by using p-nitrophenyl caproateas the substrate. (b) is represented ph.
The enzyme activity was determined at 30oC by using p-nitrophenyl
caproate as the substrate. Buffers: 50 mM sodium acetate buffer (open
boxes pH 4.0 to 6.0), sodium phosphate buffer (open circles; pH 6.0 to
7.0), Tris-HCl buffer (closed diamonds; pH 7.0 to 8.5), and CAPS buffer
(open triangles pH 8.5 to 10.0), CHES buffer (closed circles; pH 10.0 to
11.0).

를 측정하기 위하여 정제된 효소 과 기질인Optimum temperature 10 ul 10mM p-nitrophenyl
를 섞은 후 각 온도 에서 분간 반응caproate (C6) 10 ul, 50 mM TrisHCl 980 ul (5~70 ) 5℃․

후 에서 흡광을 측정하였다 정제된 효소 과 기질인405 nm . 10 ul 10 mM p-nitrophenyl
의 여러 가지 범위의 를 섞은 후caproate (C6) 10 ul, 50 mM buffer (pH 4~11) 980 ul 30 ℃

에서 분간 반응 후 에서 흡광을 측정한다 사용한 는5 405 nm . buffer sodium acetate (pH
4~6), sodium phosphate (pH 6~7), Tris-HCl (pH 7~8.5), CHES
(=2-[N-cyclohexylamino]ethanesulfonic acid; pH 8.5~10), CAPS

를 각각의 에 맞도록 조정하여(=3-[cyclohexylamino]-1-propanesulfonic acid: pH 10~11) pH
사용하였다.
정제된 효소의 최적 반응 온도를 알아보기 위하여 효소 반응 온도를 범위로 조정하, 5~70℃
여 각 온도에서의 활성을 측정하였다 측정 결과 에서 최적 활성을 보였고 에서는. , 30 , 5℃ ℃

에서는 로 도 이후에는 효소 활성이 큰 폭으로 떨어지는 것을 확인하였20 %, 40 74 % 40℃

다 대부분 균주의 생장 온도 보다 약 정도 높은 온도에서 최적 활성을 보이는 반. 10~15 ℃
면 의 경우 생장 온도가 인 반면 비슷한 온도에서 최적 활성을 나타내는 것, GMD 509 , 25℃
을 확인하였다 에스터라아제 활성에 미치는 반응 용액의 의 영향을 조사한 결과. pH , pH 8.5
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에서 최적의 활성을 보였으며 에서는 에서는 의 활성을 보였으며pH 9.0 96%, pH 9.5 70%
에서는 로 급감하는 성향을 보였다 사이의 범위에서 활성을 보이는pH 10 34% . pH 8.0 ~ 9.5

약 알칼리성 에스터라아제임을 확인하였다 순수분리된 를 이용하여. Vlip509 lipase ofloxacin
의 광학특이적분해 할성을 측정한 결과 그림과 같이 값으로 분해활성을 나타ester 40% ee

내었다 (Figure 3-58).

Figure 3-58. HPLC analysis of ofloxacin ester-enantioselective esterase
and enantioselective hydrolysis rate of racemic ofloxacin propyl ester by
purified Vlip509. Peaks : S = (S)-ofloxacin (levofloxacin) ; R =
(R)-ofloxacin.
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정보 를 이용한 효소 탐색 및 분석9. databank

유전체가 진행되고 있는 해양미생물균주로부터 광학선택성 에폭사이드 가수분해효소 탐색을

위해 을 이용한 결과에서Whole cell screening Rhodobacterales bacterium HTCC2654
는 인 의 를 나타냈고(Rh) substrate styrene oxide (R)-enantioselective Novosphingobium

aromaticivorans 는 동일한 반응시간에서 다른 두 균주보다 높은 활성을 나타내었으(Novo)
며 Sphingopyxis alaskensis 는 비교적 미미한 활성을 보였다(Sp) (Figure 3-59).

Figure 3-59 .EH activity of Rh, Nono and Sp against styrene oxide
by using gas chromatography.
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제 장 목표달성도 및 관련분야에의 기여도4

연구개발목표 달성도1.

평가의 착안점

달성

도

(%)
자 체 평 가

심해 환경시료 확보

및 미생물분리
100

다양한 심해화경 퇴적물 시료의 확보-
냉용수지역 조개군집고밀Edison seamount( , )․
열수구지역PACMANUS field( )․
지구에서 가장 깊은 심연Mariana Trench( )․

온천수 및 퇴적물Rabaul․
년도에 일본 탐사로부터 확보한 심해- 2001 JAMSTEC

퇴적물내 미생물 다양성을 구체적으로 분석하였음

퇴적물 일본해구 일본연안동해 내 세균군집 및 고세( , )․
균류 군집의 비교 분석

심해 미생물의 생리

적 특성조사
100

년도에 분리한 저온성 세균의 계통학적 분석 완- 2001
성

분리된 균주의 생육온도범위 측정하여 진정 저온성세-
균 여부를 판단

균주가 호압성 여부를 판단하기위해 고압- LT17
과 상압 조건에서 배양한 결과 형태(50MPa) (0.1MPa)

적 변화가 유도됨이 관찰됨

심해환경 미생물 유전

체 자원확보
100

년에 분리된 중온성 저온성 은 심해- 2001 RT17( ), LT17( )
균주로 잘 알려진 바 있는 Shewanella 속에 포함되고

생성세균으로 집중연구대상 균주로 선정EPA
년도에 수심 미터 의 조- 2002 Edison seamount ( 1,500 )

개군집이 농후하게 존재하는 지역에서 혐기성 저온세

균 분리에 성공하여 생리적 특성조사의 연구대상임
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평가의 착안점

달성

도

(%)
자 체 평 가

심해미생물 해양환/◦

경유전체 자원 분

석 및 활용

100

심해 난배양성 미생물 군집의 다양성을 비교 분석한-
결과 에 게재JMB (SCI)

심해퇴적물에서 활성을- Edison Sea Mount lipase
갖는 저온성 균주 종을 분리하였다 분리된 종의6 . 6
균주들에 대해 염기서열분석 결과 분리된16S rDNA
균주들이 표준균주들과 97.1-87.9%의 염기서열

상동성 확인 이와 같은 결과로 분리된.
저온성균주들이 신종임을 확인.

산업적 유용◦

Chiral compound
조사 및 효소탐색

용 유도체 합성

100

특허가 만료되었거나 년 이내에 물질특허가 만료- 3-5
되는 화합물을 대상으로 조사한 결과 종의 화합물에4
대한 효소전환의 도입이 가능한 효소군 선별.

의- Lipase, Esterase, Hydantoinase, CGTase
효소반응을 이용하여 생물학적 효소공정의 도입이

가능한 기질 종을 합성하여 활성균주 탐색에 활용6 .

해양미생물로부터-
chiral compound
전환효소 탐색

100

활성균주 총 종 확보- Hydantoinase 95
활성 균주 총 종 확보- CGTase 16

를 이용하는 분- Epoxide hydrolase chiral compound
해활성 분리균주 균주 중 활성균주 종 확보: 122 23
하였고 그 중 분석에 의해 입체선택성 에폭사이GC
드 가수분해 활성을 보이는 균주를 찾았다JCS358 .
입체선택성 에폭사이드 가수분해 활성을 보이는 보-
전된 Erythrobacter 속한 균주가 균주 확보10

대량생산 및-
상용화 기반 구축

100

탐색된 으로부터 유래한 신규- SL13, GMD509, CL180
에 대하여 광학 선택성을 가지는 신규한ofloxacin
를 대량분리를 실시 에 의 로esterase 1l 1-5mg yield

순수분리성공

- Erythrobacter litoralis 로 부터 신규 종HTCC2594 3
의 대량생산성공

국내특허출원 및 출원- PCT
정보 을- databank
이용한 효소 탐색

및 분석

100
에서 진행중인 해양미생물 유전체분- Moore foundation

석을 통해 종의 미생물을 확보하고 해당3 , ORF
cloning
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효소유전자의-
클로닝과 발현 및

특성분석

100

입체선택성 에폭사이드 가수분해 활성을 보이고-
가 끝난whole genomics Erythrobacter litoralis

균주를 선별HTCC2594
- Erythrobacter litoralis 로 부터 신규 종HTCC2594 3
의 에폭사이드 가수분해 효소 유전자 클로닝 발현, ,
정제 그리고 특성 분석

이중- 한 균주가 생화학적 등 각종 시험결과로 신test
종이였으며 이내용은 에 게재IJSEM (SCI)

- SL13 균주가 생화학적 등 각종 시험결과로 신종test
이였으며 이내용은 에 게재IJSEM (SCI)

- 최종 선발된 신종의 균주로부터 지질 가수분SL13
해효소 유전자 클로닝 발현 및 특성 분석,

균주로부터 지질 가수분해효소 유전자 클- GMD509
로닝 발현 및 특성 분석,
키랄화합물인 에 대하여 광학 선택성을 가- ofloxacin
지는 신규한 로 탐색esterase
신규한 의 유전자의 클로닝 발현 정제 및- esterase , ,
특성분석 확인
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관련분야 기술발전에의 기여도2.

심해환경에 존재하는 미생물을 연구하는데 있어서 가장 큰 문제는 연구소재의 확보에 어

려움이 있기 때문이다 초기에 비용과 시간이 많이 투자되어야 하고 미생물의 활용을 위해서는. ,
배양기법 분류 동정 유용효소 탐색 등의 연구도 선행되어야 한다 따라서 본 연구에서는 접근, , , .
하기 어려운 다양한 해양의 심해 생물시료를 확보하고 산업적으로 이용가치가 예상되는 유용효

소 탐색 및 특성 분석 등의 후속적인 연구를 위한 기반 조성에 있다 본 연구과제에서는 다양한.
장소에서 심해 퇴적물 시료를 확보하였고 확보된 시료에서 다양한 종의 미생물을 분리하였으며,
특히 산업적인 가치가 있을 것으로 기대되는 광학활성 전환효소를 생산하는chiral compound
균주 확보와 각각의 효소 정제와 특성분석 등을 목표로 하였다.
현재까지 광학활성 전환효소를 생산하는 균주및 효소 등의 특성분석을 통chiral compound

해 다양한 자원을 확보한 것으로 큰 의미가 있다 그 이유는 생물공학의 결과는 다양한 생물소.
재를 이용하여 유용성 검색으로부터 시작되기 때문이다 따라서 본 연구의 지속적인 추진을 통.
하여 관련 연구분야의 활성을 도모함으로써 산업적으로 유용한 신규의 생물 소재 (의약품 및

정밀화학 제품의 중간체)를 개발하는데 기여할 수 있을 것이다.
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제 장 연구개발결과의 활용계획5
본 연구를 통해 심해미생물의 연구기반을 확립하고 관련된 전문가에게 확보된 생물소재를 제공

하여 해양생명공학연구를 활성화시키며 해양생물유래 신규 물질개발 가능성을 높이는데 활용이

될 것이다 이러한 목적을 이루기 위해 다음과 같은 내용을 중점적으로 수행할 계획이다. .

심해생태계 연구 동향의 수집 및 동향분석◦

심해미생물 자원의 정보 체계화 확보된 심해시료와 미생물자원을 보존 관리하여 효율:◦

적 활용시스템 구축

생물자원 및 유전자원의 정보를 체계화 및 응용 연구 국내 연구진과 유기적 관계를:◦

구축하여 확보된 생물자원활용 극대화

저온환경내 미생물의 적응 및 저온성 생촉매의 개발◦

고압환경내 미생물의 적응기작 규명 및 고압생물공정 개발◦

유전체 단백질체 연구의 소재 제공,◦

유전체 분석 핵심기술의 개발◦

학제간 해양과학기술 발전 도모◦

핵심기술 개발로 벤쳐산업화 및 기술이전을 통한 로얄티 확보◦

독자기술의 확보로 차세대 해양바이오산업 경쟁력 제고◦
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제 장 연구개발과정에서 수집한 해외과학기술정보6

년부터 무어재단 은 수2004 (Moore Foundation; http://www.moore.org/microgenome/)
억 달러를 들여 해양 원핵생물 종의 유전체에 대해 염기서열을 결정하는 거대한130
해양미생물 유전체 프로젝트를 시작하였고 다양한 생태환경에 존재하는 해양미생물 종

에 대한 종합적인 유전체 해독을 진행하여 해양미생물이 바다의 건강과 생산성을 유지

하는데 어떠한 핵심적인 기능을 담당하고 있는지를 규명하기 위함 (Figure 6-1).

Figure 6-1 에서 추진하고 있는 미생물. Moore Foundation genomic
sequencing projet (http://www.moore.org/microgenome/).
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부 록

Appendix 1. The 16S rRNA sequences of isolated strains from this study
0001 UGCUCAGAUU GAACGCUGGC GGCAGGCCUA CCAUGCAAGU CGAGCGGUAG AGAGAAGCUU

0061 GCUUCUCUUG AGAGCGGCGG ACGGGUGAGU AAUGCCUAGG AAUCUGCCUG GUAGUGGGGG

0121 AUAACGUUCG GAAACGGACG CUAAUACCGC AUACGUCCUA CGGGAGAAAG CAGGGGACCU

0181 UCGGGCCUUG CGCUAUCAGA UGAGCCUAGG UCGGAUUAGC UAGUUGGUGG GGUAAUGGCU

0241 CACCAAGGCG ACGAUCCGUA ACUGGUCUGA GAGGAUGAUC AGUCACACUG GAACUGAGAC

0301 ACGGUCCAGA CUCCUACGGG AGGCAGCAGU GGGGAAUAUU GGACAAUGGG CGAAAGCCUG

0361 AUCCAGCCAU GCCGCGUGUG UGAAGAAGGU CUUCGGAUUG UAAAGCACUU UAAGUUGGGA

0421 GGAAGGGCAG UAAAUUAAUA CUUUGCUGUU UUGACGUUAC CGACAGAAUA AGCACCGGCU

0481 AACUCUGUGC CAGCAGCCGC GGUAAUACAG AGGGUGCAAG CGUUAAUCGG AAUUACUGGG

0541 CGUAAAGCGC GCGUAGGUGG UUAGUUAAGU UGGAUGUGAA AAUCCCCGGG CUCAACCUGG

0601 GAACUGCAUU CAAAACUGAC UGACUAGAGU AUGGUAGAGG GUGGUGGAAU UUCCUGUGUA

0661 GCGGUGAAAU GCGUAGAUAU AGGAAGGAAC ACCAGUGGCG AAGGCGACCA CCUGGACUGA

0721 UACUGACACU GAGGUGCGAU AAGCGUGGGG AGCAAACAGG AUUAGACUAC CCUGGUAGUC

0781 CACGCCGUAA ACGAUGUCAC UAGCCGUUGG GAGCCUUGAG CUCUUAGUGG CGCAGCUAAC

0841 GCAUUAAGUU GACCGCCUGG GGAGUACGGC CGCAAGGUUA AAACUCAAAU GAAUUGACGG

0901 GGGCCCGCAC AAGCGGUGGA GCAUGUGGUU UAAUUCGAAG CAACGCGAAG AACCUUACCA

0961 GGCCUUGACA UCCAAUGAAC UUUCUAGAGA UAGAUUGGUG CCUUCGGGAA CAUUGAGACA

1201 GGUGCUGCAU GGCUGUCGUC AGCUCGUGUC GUGAGAUGUU GGGUUAAGUC CCGUAACGAG

1261 CGCAACCCUU GUCCUUAGUU ACCAGCACGU AAUGGUGGGC ACUCUAAGGA GACUGCCGGU

1321 GACAAACCGG AGGAAGGUGG GGAUGACGUC AAGUCAUCAU GGCCCUUACG GCCUGGGCUA

1381 CACACGUGCU ACAAUGGUCG GUACAGAGGG UUGCCAAGCC GCGAGGUGGA GCUAAUCCCA

1441 CAAAACCGAU CGUAGUCCGG AUCGCAGUCU GCAACUCGAC UGCGUGAAGU CGGAAUCGCU

1501 AGUAAUCGCG AAUCAGAAUG UCGCGGUGAA UACGUUCCCG GGCCUUGUAC ACACCGCCCG

1561 UCACACCAUG GGAGUGGGUU GCACCAGAAG UAGCUAGUCU AACCUUCGGG AGGACGGUUA

1621 CCACGGUGUG AUUCAUGACU GGGGUGAAGU CGUAACAAGG UAGCCGUAGG GGAACCUGCG

1681 GUGGAUCACC UCCUUA

16S rRNA sequence of PNP001
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0001 AGAGUUUGAC CCGGCUCAGA UUGAACGCUG GCGGCAGGCC UAACACAUGC AAGUCGAGCG

0061 GUAGAGAGAA GCUUGCUUCU CUUGAGAGCG GCGGACGGGU GAGUAAAGCC UAGGAAUCUG

0121 CCUGGUAGUG GGGGAUAACG UUCGGAAACG GACGCUAAUA CCGCAUACGU CCUACGGGAG

0181 AAAGCAGGGG ACCUUCGGGC CUUGCGCUAU CAGAUGAGCC UAGGUCGGAU UAGCUAGUUG

0241 GUGAGGUAAU GGCUCACCAA GGCGACGAUC CGUAACUGGU CUGAGAGGAU GAUCAGUCAC

0301 ACUGGAACUG AGACACGGUC CAGACUCCUA CGGGAGGCAG CAGUGGGGAA UAUUGGACAA

0361 UGGGCGAAAG CCUGAUCCAG CCAUGCCGCG UGUGUGAAGA AGGUCUUCGG AUUGUAAAGC

0421 ACUUUAAGUU GGGAGGAAGG GCAUUAACCU AAUACGUUAG UGUUUUGACG UUACCGACAG

0481 AAUAAGCACC GGCUAACUCU GUGCCAGCAG CCGCGGUAAU ACAGAGGGUG CAAGCGUUAA

0541 UCGGAAUUAC UGGGCGUAAA GCGCGCGUAG GUGGUUUGUU AAGUUGGAUG UGAAAUCCCC

0601 GGGCUCAACC UGGGAACUGC AUUCAAAACU GACUGACUAG AGUAUGGUAG AGGGUGGUGG

0661 AAUUUCCUGU GUAGCGGUGA AAUGCGUAGA UAUAGGAAGG AACACCAGUG GCGAAGGCGA

0721 CCACCUGGAC UAAUACUGAC ACUGAGGUGC GAAAGCGUGG GGAGCAAACA GGAUUAGAUA

0781 CC

16S rRNA sequence of PNP002
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0001 AGAGUUUGNU UCCCNNGCUC AGAUUGAACG CUGGCGGCAG GCUUAACACA UGCAAGUCGA

0061 GCGGAAACGA UGAUAGCUUG CUAUCAGGCG UCGAGCGGCG GACGGGUGAG UAAUACUUAG

0121 GAAUCUACCU AGUAGUGGGG GAUAGCACGG GGAAACUCGU AUUAAUACCG CAUACGACCU

0181 ACGGGAGAAA GGGGGCAGUU UACUGCUCUC GCUAUUAGAU GAGCCUAAGU CGGAUUAGCU

0241 AGAUGGUGGG GUAAAGGCCU ACCAUGGCGA CGAUCUGUAG CUGGUCUGAG AGGAUGAUCA

0301 GCCACACCGG GACUGAGACA CGGCCCGGAC UCCUACGGGA GGCAGCAGUG GGGAAUAUUG

0361 GACAAUGGGG GAAACCCUGA UCCAGCCAUG CCGCGUGUGU GAAGAAGGCC UUUUGGUUGU

0421 AAAGCACUUU AAGCAGUGAA GAAGACUCUU CGGUUAAUAC CCGGAGACGA UGACAUUAGC

0481 UGCAGAAUAA GCACCGGCUA ACUCUGUGCC AGCAGCCGCG GUAAUACAGA GGGUGCAAGC

0541 GUUAAUCGGA AUUACUGGGC GUAAAGGGAG CGUAGGUGGC UCGAUAAGUC AGAUGUGAAA

0601 UCCCCGGGCU CAACCUGGGA ACUGCAUCUG AUACUGUUGA GCUAGAGUAU GUGAGAGGAA

0661 GGUAGAAUUC CAGGUGUAGC GGUGAAAUGC GUAGAGAUCU GGAGGAAUAC CGAUGGCGAA

0721 GGCAGCCUUC UGGCAAUAAU ACUGACACUG AGGCUCGAAA AGCGUGGGUA GCAAACAGGA

0781 UUAGAUACCC UGGUAGUCCC ACGCCGGUAA ACGAUGUCUA CUAGUCGUUG GGUCCCUUGA

0841 GGACUUAGUG ACGCAGCUAA CGCAAUAAGU AGACCGCCUG GGGAGUACGG CCGCAAGGUU

0901 AAAACUCAAA UGAAUUGACG GGGGCCCGCA CAAGCGGUGG AGCAUGUGGU UUAAUUCGAU

0961 GCAACGCGAA GAACCUUACC UGGUCUUGAC AUAUCUAGAA UCCUGCAGAG AUGCGGGAGU

1201 GCCUUCGGGA AUUAGAAUAC AGGUGCUGCA UGGCUGUCGU CAGCUCGUGU CGUGAGAUGU

1261 UGGGUUAAGU CCCGCAACGA GCGCAACCCU UGUCCUUAGU UACCAGCGGG UUAAGCCGGG

1321 AACUCUAAGG AUACUGCCAG UGACAAACUG GAGGAAGGCG GGGACGACGU CAAGUCAUCA

1381 UGGCCCUUAC GACCAGGGCU ACACACGUGC UACAAUGGUA GGUACAGAGG GCAGCUACAC

1441 AGCGAUGUGA UGCGAAUCUC AAAAAGCCUA UCGUAGUCCA GAUUGGAGUC UGCAACUCGA

1501 CUCCAUGAAG UAGGAAUCGC UAGUAAUCGC GGAUCAGAAU GCCGCGGUGA AUACGUUCCC

1561 GGGCCUUGUA CACACCGCCC GUCACACCAU GGGAGUUGAU UGCACCAGAA GUGGAUAGCU

1621 UAACCUUCGG GGGAGCGUUC ACCACGGUGU GGUUGAUGAC UGGGGUGAAG UCGUAACAAG

1681 GUAGCCGUAG GGGAACCUGC GGNUGGAUCA CCUCCUUAA

16S rRNA sequence of PNP004
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0001 AGAGUUUGAU UCNUUGCUCA GAUUGAACGC UGGCGGCAGG CCUAACACAU GCAAGUCGAG

0061 CGGUAGAGAG AAGCUUGCUU CUCUUGAGAG CGGCGGACGG GUGAGUAAUG CCUAGGAAUC

0121 UGCCUGGUAG UGGGGGAUAA CGUUCGGAAA CGGACGCUAA UACCGCAUAC GUCCUACGGG

0181 AGAAAGCAGG GGACCUUCGG GCCUUGCGCU AUCAGAUGAG CCUAGGUCGG AUUAGCUAGU

0241 UGGUGGGGUA AUGGCUCACC AAGGCGACGA UCCGUAACUG GUCUGAGAGG AUGAUCAGUC

0301 ACACUGGAAC UGAGACACGG UCCAGACUCC UACGGGAGGC AGCAGUGGGG AAUAUUGGAC

0361 AAUGGGCGAA AGCCUGAUCC AGCCAUGCCG CGUGUGUGAA GAAGGUCUUC GGAUUGUAAA

0421 GCACUUUAAG UUGGGAGGAA GGGCAGUAAA UUAAUACUUU GCUGUUUUGA CGUUACCGAC

0481 AGAAUAAGCA CCGGCUAACU CUGUGCCAGC AGCCGCGGUA AUACAGAGGG UGCAAGCGUU

0541 AAUCGGAAUU ACUGGGCGUA AAGCGCGCGU AGGUGGUUAG UUAAGUUGGA UGUGAAAUUC

0601 CCCGGGCUCA ACCUGGGAAC UGCAUUCAAA ACUGACUGAC UAGAGUAUGG UAGAGGGUGG

0661 UGGAAUUUCC UGUGUAGCGG UGAAAUGCGU AGAUAUAGGA AGGAACACCA GUGGCGAAGG

0721 CGACCACCUG GACUGAUACU GACACUGAGG UGCGAAAGCG UGGGGAGCAA ACAGGAUUAG

0781 AUACCCUGGU AGUCCACGCC GUAAACGAUG UCAACUAGCC GUUGGGAGCC UUGAGCUCUU

0841 AGUGGCGCAG CUAACGCAUU AAGUUGACCG CCUGGGGAGU ACGGCCGCAA GGUUAAAACU

0901 CAAAUGAAUU GACGGGGGCC CGCACAAGCG GUGGAGCAUG UGGUUUAAUU CGAAGCAACG

0961 CGAAGAACCU UACCAGGCCU UGACAUCCAA UGAACUUUCU AGAGAUAGAU UGGUGCCUUC

1201 GGGAACAUUG AGACAGGUGC UGCAUGGCUG UCGUCAGCUC G

16S rRNA sequence of PNP005-1
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0001 AACACAAGGG AGCUUGCUCC UGAGGUGUCG AGCGGCGGAC GGGUGAGUAA UACCUAGGUA

0061 UCUGCCCAAU CGUGGGGGAU AACAGUUGGA AACGACUGCU AAUACCGCAU ACGCCCUACG

0121 GGGGAAAGGA GGGGACCUUC GGGCCUUCCG CGAUUGGAUG AACCUAGGCG GGAUUAGCUA

0181 GUUGGUGAGG UAAUGGCUCA CCAAGGCGAC GAUCCCUAGC UGGUCUGAGA GGAUGAUCAG

0241 CCACACUGGA ACUGAGACAC GGUCCAGACU CCUACGGGAG GCAGCAGUGG GGAAUAUUGC

0301 ACAAUGGGCG AAAGCCUGAU GCAGCCAUGC CGCGUGUAUG AAGAAGGCCU UCGGGUUGUA

0361 AAGUACUUUC AGCGAGGAGG AAAGCUCAAG CGUUAAUAGC GAUUGGGUGU GACGUUACUC

0421 GCAGAAGAAG CACCGGCUAA CUUCGUGCCA GCAGCCGCGG UAAUACGAGG GGUGCAAGCG

0481 UUAAUCGGAA UUACUGGGCG UAAAGCGUAC GCAGGCGGUU UGUUAAGCGA GAUGUGAAAG

0541 CCCCGGGCUC AACCUGGGAA CUGCAUUUCG AACUGGCAAA CUAGAGUCUU GUAGAGGGGG

0601 GUAGAAUUUC AGGUGUAGCG GUGAAAUGCG UAGAGAUCUG AAGGAAUACC GGUGGCGAAG

0661 GCGGCCCCCU GGACAAAGAC UGACGCUCAU GUACGAAAGC GUGGGGAGCA AACAGGAUUA

0721 GAUACCCUGG UAGUCCACGC CGUAAACGAU GUCUACUCGG AAUUUGGUGU CUUGAACACU

0781 GGGUUCUCAA GCUAACGCAU UAAGUAGACC GCCUGGGGAG UACGGCCGCA AGGUUAAAAC

0841 UCAAAUGAAU UGACGGGGGC CCGCACAAGC GGUGGAGCAU GUGGUUUAAU UCGAUGCAAC

0901 GCGAAGAACC UUACCUACUC UUGACAUCCA CAGAAUUUUC CAGAGAUGGA UUAGUGCCUU

0961 CGGGAACUGU GAGACAGGUG CUGCAUGGCU GUCGUCAGCU CGUGUUGUGA AAUGUUGGGU

1201 UAAGUCCCGC AACGAGCGCA ACCCUUAUCC UUAUUUGCCA GCACGUAAUG GUGGGAACUU

1261 UAGGGAGACU GCCGGUGAUA AACCGGAGGA AGGUGGGGAC GACGUCAAGU CAUCAUGGCC

1321 CUUACGAGUA GGGCUACACA CGUGCUACAA UGGUCGGUAC AGAGGGUCGC AAAGCCGCGA

1381 GGUGUAGCUA AUCUCACAAA GCCGGUCGUA GUCCGGAUCG GAGUCUGCAA CUCGACUCCG

1441 UGAAGUCGGA AUCGCUAGUA AUCGUGAAUC AGAAUGUCAC GGUGAAUACG UUCCCGGGCC

1501 UUGUACACAC CGCCCGUCAC ACCAUGGGAG UGGGCUGCAC CAGAAGUAGA UAGCUUAACC

1561 UUCGGGAGGG CGUUUACCAC GGUGUGGUUC AUGACUGGGG UGAAGUCGUA ACAAGGUAGC

1621 CCUAGGGGAA CCUGCGGCUG GAUCACCUCC UUAA

16S rRNA sequence of PNP005-2
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0001 AGAGUUUGAU CCUGGUUCAG AUUGAAACGU GGGGCAGGCC UAACACAUGC AAGUCGAGCG

0061 UAACAGGAAU UAGCUUGCUA AUUUCGCUGC GAGCGGCGGA CGGGUGAGUA AUCCUGGGAA

0121 UAUGCCUUAG UGUGGGGGAU AACUAUUGGA AACGAUAGCU AAUACCGCAU AAGUCUUCGG

0181 ACCAAAGAGG GGGACCUUCG GGCCUCUCGC GCUAAGAUUA GCCCAGGUGG GAUUAGGCUA

0241 GUUGGUGAGG UAAAGGCUCA CCAAGGCAAC GAUCCCUAGC UGGUCUGAGA GGAUGAUCAG

0301 CCACACUGGA ACUGAGACAC GGUCCAGACU CCUACGGGAG GCAGCAGUGG GGAAUAUUGC

0361 ACAAUGGGGG AAACCCUGAU GCAGCCAUGC CGCGUGUAUG AAGAAGGCCU UCGGGUUGUA

0421 AAGUACUUUC AGUCGUGAGG AAGGGUGUGU AGUUAAUAGC UGCAUCCUUG ACGUAGCGAC

0481 AGAAGAAGCA CCGGCUAACU CCGUGCCAGC AGCCGCGGUA AUACGGAGGG UGCGAGCGUU

0541 AAUCGGAAUU ACUGGGCGUA AAGCGCAUGC AGGCGGUCUG UUAAGCAAGA UGUGAAAGCC

0601 CGGGGCUCAA CCUCGGAACC GCAUUUUGAA CUGGCAGACU AGAGUCUUGU AGAGGGGGGU

0661 AGAAUUUCAG GUGUAGCGGU GAAAUGCGUA GAGAUCUGAA GGAAUACCGG UGGCGAAGGC

0721 GGCCCCCUGG ACAAAGACUG ACGCUCAGAU GCGAAAGCGU GGGGAGCAAA CAGGAUUAGA

0781 UACCCUGGUA GUCCACGCCG UAAACGAUGU CUACUUGAAG GUUGUGGCCU UGAGCCGUGG

0841 CUUUCGGGAG CUAACGCGUU AAGUAGACCG CCUGGGGAGU ACGGUCGCAA GAUUAAAACU

0901 CAAAUGAAUU GACGGGGGCC UGCACAAGCG GUGGAGCAUG UGGUUUAAUU CGAUGCAACG

0961 CGAAGAACCU UACCU

16S rRNA sequence of SL013
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0001 AAUUAGCUUG CUAAUUCGCU GCACGAGCGG CGGAGCGGGU GAGUAAUGCC ACGGGAAUAU

0061 GCCUUAGUGU GGGGGAUAAC UAUUGGAAAC GAUAGCGUAA UUGACCGCAU AAGGUCUUCG

0121 UGACCAAAGA GGGGGACCUU CGGGCCUCUC GCGUCUAAGA UUAGCCCAUG GUAGGGUAUA

0181 UAGCUGAGUU GGUGAGGUAA AGGCUCACCA AGGCAACGAU CCCUAGCUGG UCUGAGAGGA

0241 UGAUCAGCCA CACUGGAACU GAGACACGGU CCAGACUCCU ACGGGAGGCA GCAGUGGGGA

0301 AUAUUGCACA AUGGGGGAAA CCCUGAUGCA GCCAUGCCGC GUGUAUGAAG AAGGCCUUCG

0361 GGUUGUAAAG UACUUUCAGU CGUGAGGAAG GGUGUGUAGU UAAUAGCUGC AUACCUUGAC

0421 GUUAGCGACA GAAGAAGCAC CGGCUAACUC CGUGCCAGCA GCCGCGGUAA UACGGAGGGU

0481 GCGAGCGUUA AUCGGAAUUA CUGGGCGUAA AGCGCAUGCA GGCGGUCUGU UAAGCAAGAU

0541 GUGAAAGCCC GGGGCUCAAC CUCGGAACCG CAUUUUGAAC UGGCAGACUA GAGUCUUGUA

0601 GAGGGGGGUA GAAUUUCAGG UGUAGCGGUG AAAUGCGUAG AGAUCUGAAG GAAUACCGGU

0661 GGCGAAGGCG GCCCCCUGGA CAAAGACUGA CGCUCAGAUG CGAAAGCGUG GGGAGCAAAC

0721 AGGAUUAGAU ACCCUGGUAG UCCACGCCGU AAACGAUGUC UACUUGAAGG UUGUGGCCUU

0781 GAGCCGUGGC UUUCGGAGCU AACGCGUUAA GUAGACCGCC UGGGGAGUAC GGUCGCAAGA

0841 UUAAAACUCA AAUGAAUUGA CGGGGGCCCG CACAAGCGGU GGAGCAUGUG GUUUAAUUCG

0901 AUGCAACGCG AAGAACCUUA CCUACUCUUG ACAUCCAGAG AAUUCGCUAG AGAUAGCUUA

0961 GUGCCUUCGG GAACUCUGAG ACAGGUGCUG CAUGGCUGUC GUCAGCUCGU GUUGUGAAAU

1201 GUUGGGUUAA GUCCCGCAAC GAGCGCAACC CUUAUCCUUG UUUGCCAGCA CGUAAUGGUG

1261 GGAACUCCAG GGAGACUGCC GGUGAUAAAC CGGAGGAAGG UGGGGACGAC GUCAAGUCAU

1321 CAUGGCCCUU ACGAGUAGGG CUACACACGU GCUACAAUGG CGUAUACAGA GGGCUGCCAA

1381 CCAGCGAUGG UGAGCGAAUC CCACAAAGUA CGUCGUAGUC CGGAUCGGAG UCUGCAACUC

1441 GACUCCGUGA AGUCGGAAUC GCUAGUAAUC GUGAAUCAGA AUGUCACGGU GAAUACGUUC

1501 CCGGGCCUUG UACACACCGC CCGUCACACC AUGGGAGUGG GCUGCACCAG AAGUAGAUAG

1561 CUUAACCUUC GGGAGGGCGU UUACCACGGU GUGGUUCAUG ACUGGGAGUG UACAGUACGU

1621 AGGACUAAGG UAGCCCUAAG GGGAACCUGC GGUGGAUCAC CUCCUUA
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0001 AGAGUUUGAU CCCUGCUCAG AUUGAACGCU GGCGGCAGGC CUAACACAUG CAAGUCGAGC

0061 GGUAACACGA GUUAGCUUGC UAAUUAGUGA CGAGCGGCGG ACGGGUGAGU AAUGCCUGGG

0121 AAUAUGCCUU AUCUGUGGGG GAUAACUAUU GGAAACGAUA GCUAAUACCG CAUACGUCUU

0181 CGGACCAAAG AGGGGGACCU UCGGGCCUCU CGCGCUARGA UUAGCCCAGG GGGAUUAGCU

0241 AGUUGGUGAG GUAAAGGCUC ACCAAGGCAC GAUCCCUAGC UGGUCUGAGA GGAUGAUCAG

0301 CCACACUGGA ACUGAGACAC GGUCCAGACU CCUACGGGAG GCAGCAGUGG GGAAUAUUGC

0361 ACAAUGGGGG AAACCUGAUG CAGCCAUGCC GCGUGUAUGA AGAAGGCCUU CGGGUUGUAA

0421 AGUACUUUCA GUAGGAGGAA GGUGUGUAGU UAAUAGCUGC AUGCCUUGAC GUUAGCACAG

0481 AAGAAGCACC GGCUAACUCC GUGCCAGCAG CCGCGGUAAU ACGGAGGGUG CGAGCGUUAA

0541 UCGGAAUUAC UGGGCGUAAA GCGCAUGCAG GCGGUCUGUU AAGCAAGAUG UGAAAGCCCG

0601 GGGCUCAACC UCGGAACCGC AUUUUGAACU GGCAGACUAG AGUCUUGUAG AGGGGGGUAG

0661 AAUUUCAGGU GUAGCGGUGA AAUGCGUAGA GAUCUGAAGG AAUACCGGUG GCGAAGGCGG

0721 CCCCCUGGAC AAAGACUGAC GCUCAGAUGC GAAAGCGUGG GGAGCAAACA GGAUUAGAUA

0781 CCCUGGUAGU CCACGCCGUA AACGAUGUCU ACUUGAAGGU UGUGGCCUUG AGCCGUGGCU

0841 UUCGGAGCUA ACGCGUUAAG UAGACCGCCU GGGGAGUACG GUCGCAAGAU UAAAACUCAA

0901 AUGAAUUGAC GGGGGCCCGC ACAAGCGGUG GAGCAUGUGG UUUAAUUCGA UGCAACGCGA

0961 AGAACCUUAC CUACUCUUGA CAUCCAGAGA AUUCUCUAGA GAUGGAUUAG UGCCUUCGGG

1201 AACUCUGAGA CAGGUGCUGC AUGGCUGUCG UCAGCUCGUG UUGUGAAAUG UUGGGUUAAG

1261 UCCCGCAACG AGCGCAACCC UUAUCCUUGU UUGCCAGCAC GUAAUGGUGG GAACUCCAGG

1321 GAGACUGCCG GUGAUAAACC GGAGGAAGGU GGGGACGACG UCAAGUCAUC AUGGCCCUUA

1381 CGAGUAGGGC UACACACGUG CUACAAUGGU GUAUACAGAG GGCUGCCAAC CAGCGAUGGU

1441 GGAGCGAAUC CCACAAAGUA CGUCGUAGUC CGGAUCGGAG UCUGCAACUC GACUCCGUGA

1501 AGUCGGAAUC GCUAGUAAUC GUGAAUCAGA AUGUCACGGU GAAUACGUUC CCGGGCCUUG

1561 UACACACCGC CCGUCACACC AUGGGAGUGG GCUGCACCAG AAGUAGAUAG CUUAACCUUC

1621 GGGAGGGCGU UUACCACGGU GUGGUUCAUG ACUGGGGUGA AGUCGUAACA AGGUAGCCCU

1681 AGGGGAACCU GCGGCUGGAA UCACCUCCUU A
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0001 AGAGUUUGAU CCUGGCUCAG AUUGAAACGC UGGCGGCAGG CCUAACACAU GCAAGUCGAG

0061 CGGUAACAGG AAUUAGCUUG CUAAUUCGCU GACGAGCGGC GGACGGGUGA GUAAUGCCUG

0121 GGAAUAUGCC UUAGUGUGGG GGAUAACUAU UGGAAACGAU AGCUAAUACC GCAUAAGUCU

0181 UCGGACCAAA GAGGGGGACC UUCGGGCCUC UCGCGCUAAG AUUAGCCCAG GUGGGAUUAG

0241 CUAGUUGGUG AGGUAAAGGC UCACCAAGGC AACGAUCCCU AGCUGGUCUG GAGGAUGAUC

0301 AGCCACACUG GAACUGAGAC ACGGUCCAGA CUCCUACGGG AGGCAGCAAG UGGGGAAUAU

0361 UGCACAAUGG GGGAAACCCU GAUGCAGCCA UGCCGCGUGU AUGAAGAAGG CCUUCGGGUU

0421 GUAAAGUACU UUCAGUCGUG AGGAAGGGUA UGUAGUUAAU AGCUGCAUAC CUUGACGUUA

0481 GCGACAGAAG AAGCACCGGC UAACUCCGUG CCAGCAGCCG CGGUAAUACG GAGGGUGCGA

0541 GCGUUAAUCG GAAUUACUGG GCGUAAAGCG CAUGCAGGCG GUCUGUUAAG CCAAGAUGUG

0601 AAAGCCCGGG GCUCAACCUC GGAACCGCWU UUUGAACUGG CAGACUAGAG UCUUGUAGAG

0661 GGGGGUAGAA UUUCAGGUGU AGCGGUGAAA UGCGUAGAGA UCUGAAGGAA UACCGGUGGC

0721 GAAGGCGGCC CCCUGGACAA AGACUGACGC UCAGAUGCGA AAGCGUGGGG AGCAAACAGG

0781 AUUAGAUACC CUGGUAGUCC ACGCCGUAAA CGAUGUCUAC UUGAAGGUUG UGGCCUUGAG

0841 CCGUGGCUUU CGGAGCUAAC GCGUUAAGUA GACCGCCUGG GGAGUACGGU CGCAAGAUUA

0901 AAACUCAAAU GAAUUGACGG GGGCCCGCAC AAGCGGUGGA GCAUGUGGUU UAAUUCGAUG

0961 CAACGCGAAG AACCUUACCU ACUCUUGACA UCCAGAGAAU UCGCUAGAGA UAGCUUAGUG

1201 CCUUCGGGAA CUCUGAGACA GGUGCUGCAU GGCUGUCGUC AGCUCGUGUU GUGAAAUGUU

1261 GGGUUAAGUC CCGCAACGAG CGCAACCCUU AUCCUUGUUU GCCAGCACGU AAUGGUGGGA

1321 ACUCCAGGGA GACUGCCGGU GAUAAACCGG AGGAAGGUGG GGACGACGUC AAGUCAUCAU

1381 GGCCCUUACG AGUAGGGCUA CACACGUGCU ACAAUGGCGU AUACAGAGGG CUGCCAACCA

1441 GCGAUGGUGA GCGAAUCCCA CAAAGUACGU CGUAGUCCGG AUCGGAGUCU GCAACUCGAC

1501 UCCGUGAAGU CGGAAUCGCU AGUAAUCGUG AAUCAGAAUG UCACGGUGAA UACGUUCCCG

1561 GGCCUUGUAC ACACCGCCCG UCACACCAUG GGAGUGGGCU GCACCAGAAG UAGAUAGCUU

1621 AACCUUCGGG AGGGCGUUUA CCACGGUGUG GUUCAUGACU GGGGUGAAGU CGUAACAAGG

1681 UAGCCCUAGG GGAACCUGCG GAUGGAUCAC CUCCUUA

16S rRNA sequence of SL035



- 170 -

주 의

이 보고서는 해양수산부에서 시행한 해양수산연구개발사업의 연구보고서입니1.
다.

2. 이 보고서 내용을 발표할 때에는 반드시 해양수산부에서 시행한 해양수산연구개
발사업의 연구결과임을 밝혀야 합니다.

국가과학기술 기밀유지에 필요한 내용은 대외적으로 발표 또는 공개하여서는3.
아니됩니다.


