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요약(연구결과를 심으로 개조식 500자 이내)
보고서

면수
97

1. Synechocystis PCCs genome sequencing 분석

해양서식 Synechocystis stain의 16S rRNA 유 자의 상 성 조사로 담수유래 PCC6803과  유

연 계가 가장 높은 PCC6906 stain을 선발하 고, Synechocystis PCC6906 genome 분석으로 

총 262개 contig  4287개의 ORF 정보 획득하고 연구단 DB 등록.

2. Synechocystis PCCs 유래 내염성 유 자 확보  형질 환식물체 개발

확보된 유 정보를 기반으로 내염성 후보 유 자를 선발하고, 담배(26종 유 자), 애기장 (8종 

유 자), 개구리밥(8종 유 자), 포 러(8종 유 자)에 형질 환하여 내염성 기능 검증을 수행. 

3. 형질 환식물체의 내염성 검증  실용화 연구

형질 환 식물체의 내염성  특성분석으로 담배에서는 9종의 내염성 유 자, 1종의 내병성 

유 자, 5종의 내건성 유 자 확인. 애기장 와 개구리밥에서는 각각 4종과 7종의 내염성 

유 자를 확인하 고, 포 러에서는 7종의 내염성 유 자와 4종의 내건성 유 자를 확보. 

련 유 자와 기술을 특허 출원  등록하 음. 

색 인 어

(각 5개 이상)

한
남세균, 시네코시스티스 PCC6906, PCC6803, 내염성, 형질 환체, 

담배, 애기장 , 포 러, 게놈, 간척지

어

cyanobacteria, Synechocystis PCC6906, PCC6803, salt tolerance, 

transgenic plant, tobacco, arabidopsis, poplar, genome, reclamation 

area 
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요   약   문 
  

Ⅰ. 제  목 

해양 남세균 Synechocystis의 유용 유 자를 활용한 내염성 작물 개발  실용

화에 한 연구

Ⅱ. 연구개발의 목   필요성

○ 재 고염분 토양 면 은 3억9천7백만 헥타르에 이르며, 최근 개농지의 약 19.5 

%, 일반농경지의 약 2.1 %가 염분으로 인하여 농작물 생산성이 감소되거나 상당면

이 불모화되고 있음 (FAO,  2004). 경작지의 이러한 지속 인 감소 상은 향후 20

년 내에  세계 식량공 에 심각한 향을 미칠 것임 (Rhoades and Loveday, 

1990).

  

○ 염분에 의한 식물 생장 해는 높은 삼투압과 이온 불균형으로 인해 엽록소의 감

소와 함께 합성 효율 감소의 결과임. 한 토양내의 염분 증가로 인해 세포외의 

염분의 농도가 세포내보다 높아져서 뿌리 탈수화 상이 수반됨과 아울러 oxidative 

damage가 생기는 이차 인 스트 스 향을 일으킴 (Zhu, 2001). 한 고농도의 

Na
+는 세포질내의 K+/Na+의 생체항상성을 괴하여 식물에 향을 미침. 

○ 내염성이 증가됨과 동시에 일정한 작물 생산성 유지를 한 분자생물학  세포생

물학 연구가 많이 진행되고 있음. 를 들면 osmoprotectant 합성 혹은 분해과정에 

련된 주요 효소를 만드는 유 자를 조작하여 염분스트 스의 항성을 지닌 작물

을 개발하거나, glycine betaine, proline, trehalose 등의 compatible solute를 합성하

는 식물의 유 자를 염분에 민감한 식물체로 도입하여 수분손실에 의한 생기는 식물

체내의 세포질 구조변화를 막아주거나 superoxide dismutase (SOD), catalases 

(CAT), ascorbate peroxidase (APX), glutathione S-transferases (GST), glutatione 

peroxidase (GPX) 등을 도입하여 salt stress에 의해 생긴 ROS를 제거함으로써 salt 

stress에 한 내성을 증가시킨 가 있음. 

○ Synechocystis는 담수 혹은 해양에서 서식하며 합성을 하는 unicellular 

cyanobacteria임. 1996년 Synechocystis strain PCC 6803의 genome sequence가 밝

지고 (Kaneko et al. 1996), 최근에는 Synechocystis DNA microarray가 개발 

(Postier et al., 2003., CyanoCHIP of Takara in Japan)됨에 따라 Synechocystis의 

유 자 활용에 한 심이 높아짐. 
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구분 연도 연구개발의 목표 연구개발의 내용 

1

단계

2005

(2차)

해양서식 Synechocystis 

strain으로부터 내염성 유 자 

확보

- 해양서식 Synechocystis strain 최소 3종 이

상 확보 후 Synechocystis PCC 6803과 유연

계가 가장 높은 strain을 선발함 

- CyanoCHIP을 이용한  유 자 5 확보

2006

(3차) 내염성 담배 식물체 개발

- 5종류의 내염성 유 자를 엽록체게놈  핵

게놈에 도입한 담배식물체 제작 

- 형질 환 담배 식물체의 내염성 내성조사

2

단계

2007

(1차)

해양서식 Synechocystis 

PCC6906으로부터  내염성유도 

유 자 확보

 담배식물체에서 기능검증

 - CombiMatrix Chip 을 이용한 Synechocystis  

 PCC6906의 내염성 유 자 후보군의 재검증

 - CombiMatrix Chip으로부터 확보한           

 Synechocystis PCC6906의 내염성 유 자

   partical clone의 장 ORF 분리

 - 형질 환 담배 식물체 제조

 - 바이오식물체의 조직배양 기술  재생 체계  

 확립

2008

(2차)

형질 환 바이오에 지 식물체 

제조

- 바이오식물체의 형질 환 

- 기내 재생 바이오식물체의 량증식  

순화시스템 확보

2009

(3차)

형질 환 바이오에 지 

식물체의  내염성조사  

포장실험

- 형질 환 바이오식물체의 내염성 조사 

- 형질 환 바이오식물체의 포장실험

3 2010 남세균 유래 유용 유 자 탐색 - 해양성 남세균 유래 유용 유 자 발굴 20건

○ 최근  세계 으로 경유를 체하는 바이오디젤과 휘발유를 체하는 바이오에탄

올 등의 바이오연료에 한 심도가 증가하고 있는 추세임. 이미 세계 많은 나라들

이 옥수수, 콩 이외에도 바이오에탄올 생산을 해 사탕수수, , Switchgrass, 포

러, 버드나무 등의 작물재배에 투자하는 방안을 모색하고 있음. 

○ 바이오에 지 작물의 효과 인 재배를 해 바이오매스  이산화탄소 흡수율 증

가를 높일 수 있는 방법을 고려하여야 하며 특히, 내염성 등의 작물의 특질(traits)을 

조 함으로써 재배지역을 확 할 필요가 있음.  

 

○ 따라서 해양서식 Synechocystis의 내염성 유 자를 활용한 내염성 작물개발은 기존

의 식물체 유래의 염분 항성 유 자 활용보다 더 많은 임팩트를 가져올 것이며, 아

울러 생명공학의 산업  이용이 확 되어 생명공학의 정 인 측면이 강화됨으로써 

미래 산업으로서의 국민  컨센서스를 강화할 수 있음.

 

Ⅲ. 연구개발 내용  범
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단계

(1차)
 내염성 포 러의 야외포장 

시험

- 내염성 포 러의 기내 실험  야외 내염성 

시험

2011

(2차)

남세균 유래 유용 유 자의 

기능 분석  내염성 포 러의 

LMO 안 성 평가

- 내염성 기능분석 

- LMO 안 성 평가센터(생명연, 오창) 소재 

LMO 포장에 포 러 식재

- 내염성 포 러 metabolic finger printing 

2012

(3차)

남세균 유래 유용 유 자 도입 

모델식물의 기능 검증  

내염성 포 러의 LMO 안 성 

평가

- 간척지 포장 조성  식재(군산, 새만 )

- LMO 안 성 평가(생육특성 조사)

- 해양성 남세균 유래 신규 유용 유 자 

형질 환벡터에 도입

2013

(4차)

남세균 유래 유용 유 자 

실용화  내염성 포 러의 

간척지 식재

- 간척지 식재 포 러 생육조사  내염성 검증

- LMO 안 성 평가(후속세  특성평가)

- 해양성 남세균 유래 신규 유용 유 자 담배 

식물체 도입  특성조사

Ⅳ. 연구개발 결 과  

1 . 해양서 식  Synechocstis s t r a i n 의 1 6 S  r R N A 유 자의 상 성 조 사

○ 해양서식 Cyanobacteria strain (Synechocystis PCC6906, Synechococcus PCC7336, 

PCC73109, PCC7002) 4종을 스퇴르 연구소로부터 구입하여 담수서식 

Synechocystis PCC6803과 가장 유연 계가 높은 PCC6906 strain 선발하 음. 

2 . Synechocystis P C C 6 9 0 6 의 C y a n o C H I P  분 석

○ CyanoCHIP은 Oklahoma State University의 Burnap 박사 연구실 

(http://microbiology.okstate. edu/faculty/burnap/)에서 직  제작한 것으로 

Synechocystis PCC6803의 체 유 자 3168개가 집 되어 있음. 

○ PCC6906 cell culture에 684mM의 salt를 더 첨가하여 시간별로 처리하여 salt처리

에 따른 PCC6906의 유 자 발  변화를 조사하여 총 21개의 내염성 후보 유 자를 

선발하 음.

○ PCC6803에서 알려진 salt 유도성 유 자와 염기 상동성이 높은 유 자 10개를 선

발하여 homologous gene을 genomic DNA로부터 PCR cloning 방법으로 ggps, 

mscS, ggtA, glpK, glpD, slr1894, map, moaE, stpA, cfxE를 포함하여 20개 유 자

의 partial ORF를 cloning함.

3 . 선 발된  유 자의 클로 닝  형 질 환  벡 터 로 의 도 입   형 질 환  담 배  식 물체  

제조

○ 남세균 유 자 (SyPEPC, FBP/SBPase, SyME, SyMDH, Slr1515, Slr1512)를 
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CtVG04 (PstI)로 도입시켜 엽록체 형질 환을 시도함 

○ 핵 형질 환용 벡터 pHC21 FBPchl와. pHC21 FBPcyt construct를 제조하여 

GV3101 Agrobacterium를 이용하여 핵 형질 환을 수행하 음 

4 . 형 질 환  담 배  식 물체 의 내염성 조 사

○ SyFBP/SBPase 엽록체 형질 환 식물체 경우 내염성뿐만 아니라 고 도의 생육조

건하에서도 높은 합성효율을 보임  

○ CtVG04 vector에 cloning된 Synechocystis PCC6803 유 자들을 장균에 heat 

shock method를 이용해 도입하고 0, 3, 5, 10%의 salt가 포함된 LB배지에 serial 

dilution해서 10ul의 drop을 떨어뜨려 배양한 결과 SyPK2, SyPEPC, slr1512, slr1515

가 5%의 salt농도에 한 내성을 보임

○ SyPEPC 형질 환 담배 식물의 경우는 조구와 비교하여 큰 차이 이 없었음. 

5 . Synechocystis P C C 6 9 0 6  g e n o m e  s e q u e n c i n g   

○ 약 4.5 Mb로 상되는 Synechocystis PCC6906 genome의 총 262개의 contig 확보 

 Grimmer 3.0 program을 사용하여 총 4,287개의 ORF를 annotation 후 연구단 

data base에 등록하 음. 

6 . Synechocystis  P C C 6 9 0 6  유래  내염성 유 자 선 발 

○ PCC6803 CombiMatirx customized chip (마크로젠)을 이용하여 Synechocystis 

PCC6906 유래 내염성 후보 유 자를 선발한 후 장균 발  vector를 이용하여 내

염성 항성을 사  검증함. 

○ Synechocystis PCC6803 유래 유 자 sll0170, slr0746, slr0813, 그리고 slr1894 4종

과 이와 가장 homology가 높은 Synechocystis PCC6906 유래 유 자 

con1(StressProtein), con4(GGP-P), con98(CGTs), 그리고 con113(DnaK) 4종을 최종 

선발하 음. 

7 . Synechocystis P C C 6 9 0 6  내염성 유 자 도 입  담 배 ,  애기 장  형 질 환  식 물체  

제조

○ Synechocystis PCC6803  PCC6906 내염성 유 자를 각각 엽록체 형질 환 는 

핵 형질 환을 수행하여 담배 형질 환식물체를 제조하 음. 

○ 한 이들 유 자를 애기장 에 형질 환하여 homozygous 는 F3 line을 획득하

음.

○ 형질 환 식물체의 내염성을 조사한 결과, 담배  애기장  모두에서 

Synechocystis PCC6803 유래  PCC6906 유래 내염성 유 자가 도입된 형질 환식

물체 모두 내염성의 특성을 보임. 한 SyGT 도입 담배에서는 biotic stress에 항

성을 보임.   
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8 . Synechocystis P C C 6 9 0 6  내염성 유 자 도 입  개구리 밥 /  포 러  형 질 환  식 물

체  제작 

○ 개구리밥은 엽상체에, 포 러는 국립산림과학원 보유 포 러 (웅성불임 돌연변이

주) 품종에 내염성 유 자를 핵 형질 환한 후 개체 증식을 유도하여 각각의 형질

환 식물체를 확보함.

○ 확보된 개구리밥 식물체의 내염성 식물체 선발  조사 결과, 개구리밥 형질 환체

는 PCC6803 유래 유 자 4종과 PCC6906 유래 유 자 con1, con98, con113 내염성 

유 자가 내염성의 특성을 보 음. 

9 . Synechocystis P C C 6 9 0 6  유래  신 규  내염성 후 보  유 자 선 발  후 보  유 자 

도 입  담 배  형 질 환  식 물체  제작 

○ 기존 chip data 기반으로 E.coli system을 활용하여 Synechocystis PCC6906 유래 

신규 내염성 후보 유 자 20종 선발

○ 이  15종 유 자를 형질 환용 벡터에 도입하여 형질 환을 수행함.

○ 식물체는 야생담배인 N. benthamiana와 담배 N. tabacum cv. Xanthi에 

Agrobacterium 방법으로 형질 환하여 N. benthamiana는 6개 유 자 47 식물체, 

Xanthi에는 9개 유 자 163 식물체를 확보함.

1 0 . 남세균 유래  내염성 유 자 도 입  포 러  형 질 환  식 물체 의 내염성 검 증   

실용화 연구 

○ 남세균 유래 내염성 유 자 도입 포 러 형질 환체의 내염성 검증을 해 기내수

, 온실수 , 야외 포장과 내염성 실증을 한 간척지에 포 러를 식재한 후 내염성

을 검증함.

○ 내염성 확인을 해 기내와 온실수 에서는 salt 처리 후 회복정도  생존율 그리

고 엽록소 함량과 Fv/Fm 값을 측정하여 내염성을 검증한 결과 PCC6906 유래 유

자 뿐만아니라 PCC 6803 유래 유 자에서도 강한 내염성을 보 음.

○ 야외 포장  간척지에서는 생육특성 조사  내염성 검증을 수행한 결과, 간척지

에서 PCC6906 유래 SyDBSP, SyGT, SyGGP-P 유 자가 더 뛰어난 생육 증가율을 

보 으며, PCC6803 유래 유 자 에서는 DBSP 유 자를 제외한 DnaK2, GGP-P 

유 자가 조구에 비해 생존율  생육 증가율이 증 됨. 

○ 실용화에 일환으로 기술이  의 기 의 요청에 따라 내건성 보충실험도 수행 임. 

Ⅴ. 연구개발 결 과 의 활용계 획

○ 본 연구에서 수행한 Synechocystis PCC6906 sequencing 결과는 Synechocystis 

PCC6803과 더불어 이들 유 체정보의 비교 분석으로 보다 유용 유 자를 확보함은 

물론 이를 활용함으로서 고부가가치 원천 기술 확보  선 에 기여할 것임.



- 8 -

○ 본 연구에서 확립한 Synechocystis PCC6803  Synechocystis PCC6906 내염성 유

자를 유용 작물을 포함하여 바이오에 지 식물체에 도입함으로써 내염성의 특성을 

지닌 작물  유용 식물체의 생산이 가능함. 

○ Synechocystis PCC6906의 합성  탄소고정에 련된 유 자등을 작물에 도입함

으로서 작물의 생산성을 향상시키고, 한 유용유 자가 도입된 개구리밥을 활용한 

유용항체, 단백질, 호르몬 생산에 용 가능함. 

○ 내염성의 특성을 지닌 형질 환 포 러는 염분 농도가 높은 간척지, 휴경농지에 식

재함으로써 국토 이용률을 높이고, 장기 으로 과잉 생산 가능성이 높은 , 보리 등 

식량 작물 재배지를 바이오에 지작물 재배지로  용 가능함. 
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SUMMARY 

I . T i t l e

D e v e l o p m e n t  o f  s a l t  t o l e r a n t  c r o p s  a n d  c o m e r c i a l i z a t i o n  b y  u t i l i z i n g  

s a l t - t o l e r a n c e  g e n e s  f r o m  m a r i n e  c y a n o b a c t e r i a

I I . O b je c t i v e s  a n d  N e e d s  o f  t h e  R &D  

○ Current estimates indicate that salinized land come to over 397,000,000 hectare 

of world's land, also about 19.5% of irrigated agricultural land and about 2.1% of 

farmland is now affected by solutes from the irrigation water, which eventually 

reduces crop productivity and adverse effects of land uses. This continual loss of 

farmable land due to salinization is directly in conflict with the needs of the 

world population, projected to increase by 1.5 billion in the next 20 years, and 

poses a formidable challenge to the task of maintaining world food supplies 

(Rhoades and Loveday, 1990).

○ High concentration of salt in plant cells results in the imbalance of K
+/Na+ ratio 

in the cytosol, which in turn interfere with photosynthesis or chlorophyll 

production (Zhu, 2001). Moreover, the salt stress bring about a generation of 

reactive oxygen species (ROS) and oxidative damage. 

○ Thus, extensive studies have been conducted to develop salt-tolerance crops.  

Compatible solutes protect a cellular structure due to water loss during the salt 

stress. Therefore, an introduction of genes involved in glycine betaine, proline, or 

trehalose biosynthesis into plants improves the stress tolerance. And superoxide 

dismutase, catalases, ascorbate peroxidase, glutathione S-transferase, glutathione 

peroxidase play a role in the salt tolerance by eliminating ROS during salt 

stress. 

○ Synechocystis sp. PCC6803 was the first photosynthetic organism for which the 

entire genome sequence was determined in 1996 (Kaneko et al. 1996). Recently, a 

development of Syenechocystis DNA microarray facilitates an application of 

Synechocystis genes to other organisms (Postier et al., 2003., CyanoCHIP of 

Takara in Japan). In particular, the use of salt inducible genes isolated from 

marine-type Synechocystis will give more significant impacts than that of genes 

from plants on developing the salt stress tolerance crops.  

○ Recently, interest of alternative energy is increasing in the world, especially 
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Stage year Objective Contents and Range

Stage

1

2nd year

(2005)

Isolation of salt tolerance 

genes from marine type 

Synechocystis strain 

○ Obtain three of marine type Synechocystis 

strain and selection of strain that shows 

high homology to PCC6803

○ Isolation of five salt inducible genes using 

CyanoCHIP hybridization  

3rd year

(2006)

Development of salt-tolerance 

tobacco plants 

○ Production of transgenic tobacco plants 

by introducing salt inducible genes into 

either chloroplast or nuclear genome

○ Salt tolerance test of transgenic tobacco 

plants  

Stage

2

1st year

(2007)

Acquisition of salt inducible 

genes from marine type 

Synechocystis PCC6906 & 

verification in the Tobacco 

plant 

○ Confirmation of salt inducible genes from 

Synechocystis PCC6906 using 

CombiMatrix CyanoCHIP hybridization  

○ Obtain the salt inducible genes from 

Synechocystis PCC6906

○ Production of transgenic tobacco plants 

by introducing salt inducible genes into 

either chloroplast or nuclear genome

2nd year

(2008)

Production of salt-tolerance 

transgenic plants 

○ Transformation of crops for salt 

tolerance 

○ Acquisition of proliferation and 

acclimatization system for transformants 

3rd year

(2009)

Analysis of salt-tolerance 

and  field test of 

transformants 

○ Salt tolerance test of transgenic plants 

○ Field test for transgenic plants

Stage

3

1st year

(2010)

Search of Synechocystis 

genes and field test of 

transgenic poplar plants

○ Isolation of twenty salt inducible genes 

from Synechocystis PCC6906

○ Salt tolerance in vitro and field test of 

transgenic poplar plants 

biodiesel and bioethanol instead of diesel and gasoline. Extensive studies have 

been conducted to increase the biomass for production of bioethanol using sugar 

cane, wheat, switchgrass, poplar, and willow. For the more effective cultivation 

of bioenergy crops, methods that improve biomass and CO2 assimilation rates 

were severly considered by control the traits of crop, especially salt-tolerance to 

expand the farmable land.

 

○ Therefore, salt tolerant genes from marine-type Synechocystis will give more 

significant impacts than that of genes from plants on developing the salt stress 

tolerance crops. In addition, this study will be improve the positive effects of 

biotechnology as usage of bioscience for the industry.  

I I I . C o n t e n t s  a n d  R a n g e  o f  t h e  R &D
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2nd year

(2011)

Function analyzed of 

Synechocystis genes & LMO 

safety assessment  

○ Functional analysis of salt tolerance 

genes from Synechocystis 

○ LMO safety assessment to LMO 

Research safety center in KRIBB

○ Metabolic finger printing of transgenic 

poplar plants

3rd year

(2012)

Introduction of Synechocystis  

genes in model plants and 

LMO safety assessment

○ LMO Field construction and planting in 

reclaimed area (Gunsan, Saemangeum)

○ LMO safety assessment (continued)

○ Introduction of Synechocystis  new 

genes in transformation vector(pHC30)

4th year

(2013)

Commercialization and 

research of transgenic poplar 

plants

○ Investigation of growth and salt 

tolerance of poplar plants 

○ LMO safety assessment (continued)

○ Production of transgenic tobacco plants 

by introducing salt tolerance genes (new 

isolation)

I V . R e s u l t s  o f  t h e  R &D

1 . C o m p a r i s o n  o f  1 6 S  r R N A  g e n e s  b e t w e e n  m a r i n e  t y p e  Synechocystis 

s t r a i n s   

○ We purchased four marine type strains (Synechocystis PCC6906, Synechococcus 

PCC7336, PCC73109, PCC7002) from Pasteur Institute, and selected PCC6906 that 

shows high homology to PCC6803.

2 . A n a l y s i s  o f  Synechocystis P C C 6 9 0 6  u s i n g  C y a n o C H I P  

○ We purchased the CyanoCHIP from Oklahoma State University (Dr. Burnap's 

lab: http://microbiology.okstate.edu/faculty/burnap) on which 3,168 genes were 

printed. 

○ We isolated total 21 of salt inducible genes from PCC6906 treated with 684 mM salt.

○ We also have used a homologous approach, and cloned 21 of partial ORFs 

including ggps, mscS, ggtA, glpK, glpD, slr1894, map, moaE, stpA, and cfxE.

3 . C o n s t r u c t i o n  o f  t r a n s f o r m a t i o n  v e c t o r s  a n d  p r o d u c t i o n  o f  t r a n s g e n i c  

t o b a c c o  p l a n t s   

○ We subcloned SyPEPC, FBP.SBPase, SyME, SyMDH, Slr1512, Slr1515 into 

CtVG04 plastid as well as nuclear transformation vectors, and generated 

transgenic tobacco plants.
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4 . S a l t  t o l e r a n c e  t e s t  o f  t r a n s g e n i c  t o b a c c o  p l a n t s   

○ The transgenic plant containing SyFBP/SBPase show salt tolerance as well 

high photosynthetic activity.

○ E. coli strains harboring SyPK2, SyPEPC, Slr1512, Slr1515 show salt tolerance.

○ The transgenic plant containing SyPEPC, however, did not show any salt 

tolerance but drought tolerance. 

5 . Synechocystis P C C 6 9 0 6  g e n o m e  s e q u e n c i n g   

○ We obtained total 262 large contigs and predicted 4287 ORF using Grimmer 3.0 

program from sequencing data for Synechocystis PCC6906 which expected to 

have about 4.5Mb genome size. These sequencing data have been registered on 

marine-database.

 

6 . S e l e c t i o n  o f  s a l t  t o l e r a n t  g e n e s  f r o m  Synechocystis P C C 6 9 0 6  

○  It was estimated salt-tolerance by the E. coli verification system that salt 

tolerance genes from Synechocystis PCC6906 using Synechocystis PCC6803 

CombiMatirx customized chip.  

○ We finally selected sll0170, slr0746, slr0813, slr1894 from Synechocystis PCC6803 

and  con1(StressProtein), con4(GGP-P), con98(CGTs), con113(DnaK) from 

Synechocystis PCC6906 as  salt tolerance genes. 

7 . P r o d u c t i o n  o f  b o t h  t o b a c c o  a n d  A r a b idopsis t r a n s g e n i c  p l a n t s  i n t r o d u c i n g  

s a l t  t o l e r a n t  g e n e s  f r o m  Synechocystis P C C s .

○ We generated tobacco transgenic plants by introducing salt tolerance genes 

from Synechocystis PCCs into either chloroplast or nuclear genome.

○ Arabidopsis transgenic plants, also, were generated, and obtained homozygous 

lines or T2 generation seeds for the future studies.

○ All of the tobacco and Arabidopsis transgenic lines were showed salt tolerance.  

8 . G e n e r a t i o n  o f  s a l t  t o l e r a n t  d u c k w e e d  a n d  p o p l a r  t r a n s g e n i c  p l a n t s  

○ Duckweed and poplar transgenic lines were manufactured with thalluses and 

malesterile poplar strain, respectively, by introducing salt tolerance genes into 

nuclear genome and inducing proliferation.  

○ All of the duckweed and poplar transgenic lines show salt tolerance traits.  

9 . P r o d u c t i o n  o f  t o b a c c o  t r a n s g e n i c  p l a n t s  i n t r o d u c i n g  s a l t  t o l e r a n c e  g e n e s  

f r o m  Synechocystis P C C 6 9 0 6  

○ We selected of twenty salt tolerance genes by the E. coli verification system 
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that salt-tolerant genes from Synechocystis PCC6906 using chip data. 

○ Finally selected fifteen salt tolerance genes and induced transformation vector.

○ We generated transgenic plants by introducing salt tolerance genes from 

Synechocystis PCC6906 into two species tobacco (N. benthamiana, N. tabacum cv. 

Xanthi) nuclear genome using Agrobacterium transformation method.

○ Acquisition of 210 tobacco transgenic plants (N. benthamiana: 6 genes/47 plants, 

Xanthi: 9 genes/163 plants).

1 0 . C o n f i r m e d  o f  s a l t  t o l e r a n c e  i n  t r a n s g e n i c  p o p l a r  p l a n t s  i n t r o d u c i n g  s a l t  

t o l e r a n c e  g e n e s  f r o m  Synechocystis P C C s  a n d  c o m m e r c i a l i z a t i o n  s t u d y

○ Determined of salt tolerance, we were analysis of survival rate, chlorophyll 

content, and Fv/Fm value under salt stress condition. As a results, all transgenic 

poplar plant were increased salt tolerance.  

○ In LMO field and reclaimed area, we confirmed of salt tolerance by height 

increase rate and ratio of diameter at root. Transgenic poplar with SyDBSP, 

SyGT, SyGGP-P genes derived from PCC6906 more tolerance than PCC6803 

genes.   

○ We carried out drought test of transgenic poplar plants for technology transfer. 

V . A p p l i c a t i o n s

○ Genetic information and sequencing data of Synechocystis PCC6906 genome in 

this study could be available for acquisition of various high value techniques and 

patients through comparative genomics with Synechocystis PCC6803 genome.

○ It is possible to develop the crops grown in hostile environments by utilizing 

the salt tolerant genes derived from Synechocystis PCCs which verified in this 

study.

 

○ The salt tolerant genes from Synechocystis PCC6803 and Synechocystis 

PCC6906 could be applicable to various plants including useful crops as well as 

valuable other plants for production of biofuel.

○ Plants that are transformed with genes involved in photosynthesis and carbon 

fixation from Synechocystis PCC6906 could be used as new crops to improve 

productivity. Duckweed transformation system developed in this study, also, could 

be applied for bioreactors to produce valuable compounds such antibody, human 

therapeutic proteins, and industrial proteins.  
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○ Transgenic poplar acquired salt tolerance character could be planting on the 

high salt accumulated land such as land reclaimed along the shore through the 

test of safety estimation. It will be improve the coefficient of utilization of land.
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제 1 장 연구개발과제의 개요

제 1   연구개발 과 제 개요

1. 연구과제명

해양 남세균 Synechocystis의 유용 유 자를 활용한 내염성 작물 개발  실용화에 한 연구

            

2. 주 기 : 한국생명공학연구원

- 주소: 시 유성구 과학로 125

- 화번호: 042-860-4430

- 펙스: 042-860-4608

- 홈페이지: www.kribb.re.kr

3. 연구책임자: 유 장 렬 

4. 연구 수행기간  연구비 

연구연차 연구기간

연구비 (단  : 천원)

정부
민간

합계
물 소계

1단계
2차년도 2005. 4. - 2005. 12. 70,000 70,000

3차년도 2006. 1. - 2006. 12. 90,000 90,000

2단계

1차년도 2007. 1. - 2007. 12. 110,000 110,000

2차년도 2008. 1. - 2008. 12. 130,000 130,000

3차년도 2009. 1. - 2009. 12. 130,000 130,000

3단계

1차년도 2010. 1. - 2010. 12. 180,000 180,000

2차년도 2011. 1. - 2011. 12. 180,000 180,000

3차년도 2012. 1. - 2012. 12. 180,000 180,000

4차년도 2013. 1. - 2013. 12. 155,000 155,000

합    계 1,225,000 1,225,000
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제 2   연구개발의 필요성

○ 재 고염분 토양 면 은 3억9천7백만 헥타르에 이르며, 최근 개농지의 약 19.5 %, 일반

농경지의 약 2.1 %가 염분으로 인하여 농작물 생산성이 감소되거나 상당면 이 불모화되고 

있음 (FAO, 2004). 경작지의 이러한 지속 인 감소 상은 향후 20년 내에  세계 식량공

에 심각한 향을 미칠 것임(Rhoades and Loveday, 1990).  

○ 개농지의 작물생산량은 일반농지에 비해 3배 이상이며 차 으로 개 농지의 비율이 

높이지고 있는 실정임. 따라서 계속 인 개용수의 사용은 토양의 염분 농도의 증가를 가

져오며 궁극 으로는 작물 생산성의 감소하며 종자 사용량  비료량이 증가하게 됨.  한 

환 성이 높지 않은 내염성이 높은 작물만의 경작으로 경제력이 낮아지며 염분에 의한 토양

부식이 심한 개농지의 유기로 인해 식량자원의 고갈을 래하게 됨. 아울러 작물생산성 

감소는 노동력의 낭비도 동시에 래함.

○ 염분에 의한 식물 생장 해는 높은 삼투압과 이온 불균형으로 인해 엽록소의 감소와 함께 

합성 효율 감소의 결과임. 한 토양내의 염분 증가로 인해 세포외의 염분의 농도가 세포

내보다 높아져서 뿌리 탈수화 상이 수반됨과 아울러 oxidative damage가 생기는 이차 인 

스트 스 향을 일으킴 (Zhu, 2001). 한 고농도의 Na+는 세포질내의 K+/Na+의 생체항상성

을 괴하므로써 식물에 향을 미친다. Na+ 유입 감소, 유 속 세포로의 Na+ 구분, 세포막 

바깥으로의 Na+분비 등의 방법으로 세포질내의 Na+ 축 을 방지할 수 있음 (Wang et al., 

2003). 

○ 내염성이 증가됨과 동시에 일정한 작물 생산성 유지를 한 분자생물학  세포생물학 연

구가 많이 진행되고 있음. 를 들면 osmoprotectant 합성 혹은 분해과정에 련된 주요효소

를 만드는 유 자를 조작하므로써 염분스트 스의 항성을 지닌 작물을 개발하거나, 

glycine betaine, proline, trehalose 등의 compatible solute를 합성하는 식물의 유 자를 염분

에 민감한 식물체로 도입하여 수분손실에 의해 생기는 식물체내의 세포질 구조변화를 막아

주거나 superoxide dismutase (SOD), catalases (CAT), ascorbate peroxidase (APX), 

glutathione S-transferases (GST), glutatione peroxidase (GPX) 등을 도입하여  salt stress에 

의 생긴 ROS를 제거함으로써 salt stress에 한 내성을 증가시킨 가 있음. 

○ Synechocystis는 담수 혹은 해양에서 서식하며 합성을 하는 unicellular cyanobacteria임. 

1996년 Synechocystis strain PCC 6803의 genome sequence가 밝 지고 (Kaneko et al. 1996), 

최근에는 Synechocystis DNA microarray가 개발 (Postier et al., 2003., CyanoCHIP of Takara 

in Japan)됨에 따라 Synechocystis의 유 자 활용에 한 심이 높아짐.   

   

○ 담수산 cyanobacteria 의 plasma membrane Na+/H+ antiporter 유 자를 과  발 하여 해수

에서도 서식이 가능하 으며 Na+/H+ antiporter를 통하여 Na+/가 효과 으로 막 바깥으로 배

출됨을 찰하 음 (Waditee et al., 2002). 한 putative Ca2+/H+ antiporter 유 자인 

synCAX에 돌연변이가 생긴 Synechocystis PCC6803 cell line이 salt에 매우 민감함 (Waditee 
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et al., 2003). 해양에 서식하는 Synechococcus PCC7002의 ggpS 유 자를 담수산 PCC6803에 

도입한 결과 내염성을 보임 (Engelbrecht et al., 1999).

○ 최근  세계 으로 경유를 체하는 바이오디젤과 휘발유를 체하는 바이오에탄올 등의 

바이오연료에 한 심도가 증가하고 있는 추세임. 이미 세계 많은 나라들이 옥수수, 콩 이

외에도 바이오에탄올 생산을 해 사탕수수, , Switchgrass, 포 러, 버드나무 등의 작물재

배에 투자하는 방안을 모색하고 있음. 

○ 바이오에 지 작물의 효과 인 재배를 해 바이오매스  이산화탄소 흡수율 증가를 높일 

수 있는 방법을 고려하여야 하며 특히 내염성, 내건성, 내열성 등의 작물특질(traits)을 조

함으로써 재배지역을 확 할 필요가 있음.  

 

○ 따라서 해양서식 Synechocystis의 내염성 유 자를 활용한 내염성 작물개발은 기존의 식물

체 유래의 염분 항성 유 자 활용보다 더 많은 임펙트를 가져올 것임. 에 지 안보가 국가 

안보에서 차지하는 비 이 커짐에 따라 렴하고 에 지 효율이 높으며 특히 내염성이 증가

된 바이오 에 지작물을 개발함으로써 경작가능 지역이 넓어지며 궁극 으로 작물의 생산성

이 증 되어 농업의 산업  입지가 강화됨. 한 국토이용도  농업기반의 재배치가 가능

해짐.  

○ 아울러 생명공학의 산업  이용이 확 되어 생명공학의 정 인 측면이 강화됨으로써 미

래 산업으로서의 국민  컨센서스를 강화할 수 있음.
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구분 연도 연구개발의 목표 연구개발의 내용 

1
단계

2005
(2차)

해양서식 Synechocystis 
strain으로부터 내염성 유 자 

확보

- 해양서식 Synechocystis strain 최소 3종 이상 

확보 후 Synechocystis PCC 6803과 유연 계

가 가장 높은 strain을 선발함

- CyanoCHIP을 이용한  유 자 5 확보

2006
(3차) 내염성 담배 식물체 개발

- 5종류의 내염성 유 자를 엽록체게놈  핵

게놈에 도입한 담배식물체 제작 

- 형질 환 담배 식물체의 내염성 내성조사

2
단계

2007
(1차)

해양서식 Synechocystis 
PCC6906으로부터 내염성유도 

유 자 확보

 담배식물체에서 기능검증

- CombiMatrix Chip 을 이용한 Synechocystis 

PCC6906의 내염성 유 자 후보군의 재검증

- CombiMatrix Chip으로부터 확보한 

Synechocystis PCC6906의 내염성 유 자

  partical clone의 장 ORF 분리

- 형질 환 담배 식물체 제조

- 바이오에 지 식물체의 조직배양 기술  재생 

체계 확립

2008
(2차)

형질 환 바이오 에 지 식물체 

제조

- 바이오 에 지 식물체 포 러의 형질 환 

- 기내 재생 바이오 에 지 식물체의 량증식 

 순화시스템 확보

2009
(3차)

형질 환 바이오 에 지 

식물체의 내염성조사  

포장실험

- 형질 환 바이오 에 지 식물체의 내염성 조사 

- 형질 환 바이오 에 지 식물체의 포장실험

3
단계

2010
(1차)

남세균 유래 신규 유용 유 자 

탐색  내염성 포 러의 

야외포장 시험

- 해양성 남세균 유래 신규 유용 유 자 발굴 20건

- 내염성 포 러의 기내 실험  야외 내염성 시험

2011
(2차)

남세균 유래 유용 유 자의 

기능 분석  내염성 포 러의 

LMO 안 성 평가

- 내염성 기능 분석 

- LMO 안 성 평가센터(생명연, 오창) 소재 LMO 

포장에 포 러 식재

- 내염성 포 러 metabolic finger printing 

2012
(3차)

남세균 유래 신규 유용 유 자 

도입 모델식물의 기능 검증  

내염성 포 러의 LMO 안 성 

평가

- 간척지 포장 조성  식재(군산, 새만 )

- LMO 안 성 평가(생육특성 조사)

- 해양성 남세균 유래 신규 유용 유 자 

형질 환벡터에 도입

2012
(4차)

남세균 유래 유용 유 자 

실용화  내염성 포 러의 

간척지 식재

- 간척지 식재 포 러 생육조사  내염성 검증

- LMO 안 성 평가(후속세  특성평가)

- 해양성 남세균 유래 신규 유용 유 자 도입 

담배, 애기장  식물체 개발

제 3   연구개발 범
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구분 연구개발의 목표 연구개발의 내용 

최종

Synechocystis PCCs genome  

transcriptome 분석

- 합한 해양서식 Synechocystis strain 선발

- CyanoChip & CombiMartrix Chip 이용한 유용 

유 자 후보군 선발

- CombiMatrix Chip로부터 확보한 Synechocystis

PCC6906의 내염성 유 자 partical의 장 ORF 

분리

Synechocystis PCCs 유래 내염성 

유 자 선발  모델식물에서 

기능검증

- CombiMatrix Chip을 이용한 Synechocystis PCC 

6906의 내염성 유 자 후보군의 재검증

- E.coli System을 이용한 내염성 유 자 후보군 

선발

- 선발된 남세균 유래 내염성 유 자 도입한 모

델 식물체(담배, 애기장 ) 개발  기능검증

남세균 유래 유용 유 자 도입 

형질 환 식물체 개발과 내염성 

검증을 한 야외 포장 실험  

LMO 안 성 평가

- 형질 환 개구리밥, 포 러 식물체 개발

- 기내 재생 바이오 에 지 식물체의 량증식 

 순화시스템 확보

- 해양성 남세균 유래 신규 유용 유 자 발굴

- 형질 환 포 러의 LMO 안 성 평가 수행

- 내염성 유 자 도입 형질 환 포 러 식물체의 

야외 내염성 실험

- 간척지 포장 조성  식재(군산, 새만 )

- 해양성 남세균 유래 신규 유용 유 자 도입 담

배, 애기장  식물체 개발
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제 2 장 국내외 기술개발 황

제 1    국 내외  기 술 개발  산 업  동 향   

1. 국내 기술  산업 동향

가. 국내 연구 동향

○ 국내 학 연구동향

- 고  신정섭 교수 은 이끼류인 Physcomitrella patens의 색소체 형질 환에 성공하 고, 농

진청 농과기원의 이승범 박사 이 Henry Daniell 과 공동으로 담배의 색소체 형질 환에 

성공하 음.

- 북  양문식 교수 이 제 제 항성 유 자 hosphinothricin acetyltransferase (PAT)을 담

배 색소체로 도입하여 제 제 항성 담배를 만들었으며, 최근 장균의 enterotoxin B 

subunit를 담배 색소체 형질 환을 하 고 (Kang et al., 2003), 서울  김민균 교수 이 벼의 

색소체 형질 환 시스템 개발을 하고 있음 (Lee et al., 2006). 

- 충남  생물학과 박연일 교수 은 Synechocystis sp. strain PCC 6803의 carotenoid 생합성 

유 자들의 발 이 glucose에 의한 세포질의 pH 증가로 인하여 유도됨을 연구 (Ryu et al., 

2004).

- 국립부경 학의 해양미생물 gene library, 한국해양연구원의 해양극한 분자유 체 발굴연구, 

(주)바이로라인즈의 해양미생물 효소 등의 연구 추진함.

○한국기 과학연구원 생체고분자분석  :

- 남세균의 반응 운동을 정성, 정량 으로 측정할 수 있는 비디오 화상분석시스템을 자체

으로 개발하여 남세균 Synechocystis sp. PCC 6803 종은 real phototaxis와 photokinesis가 존

재함을 확인 (Moon et al., 2004).  

- MALDI-TOF를 이용한 trypsin 분해 산물의 질량 스펙트럼 분석을 통하여 남세균의 로테움

을 연구.

- 재 식물에 활용된 보고 없음

○ 한국해양연구원 :

- 해양생물과 미생물의 유 자 발굴과 활용기술 개발을 하여 자원도 조사, 고부가가치 해양

생물자원 개발, 환경모니터링, 오염방제, 신물질 개발연구, 남극생물자원 연구, 심해와 열수구

의 생물자원 확보  이용기술 개발 등의 연구를 수행함

- 미생물 유 체 활용기술 개발사업의 세부과제로 해양특수환경 미생물  메타게놈자원의 확

보  탐색을 통하여 연안  심해 , 극지, 남태평양 등 다양한 환경에서 미생물을 분리함.

○ 해양극한미생물 자원뱅크에서는 심해, 연근해, 열수구, 냉용수구, 극지, 동식물, 공생, 미생

물 등 다양한 해양미생물 약 50,000여 균주의 해양미생물과 해조류, 해양동물 200여종을 분

자마커로 동정 보존  분양 시스템 구축함.
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나. 국내 산업 동향

○ 한국생명공학연구원에서는 동해에서 발견한 새로운 종류의 해양 미생물인 동해아나 독도넨

시스(Donghaena dokdonensis)의 유 체 염기서열을 완 히 해독하는데 성공함.

○ 국내의 해양생명공학 분야 주 연구기 은 한국해양연구원, 에스 이 미칼, 부경 학교, 충

남 학교 등이며, 남세균 련 기술동향  특허는 국내의 경우, PCC6803 유래이며, 이 

한 미미한 수 으로 단됨. 

○ 남세균을 활용한 국내 기술은 한국생명공학연구원과 한국과학기술원이 미세조류를 이용한 

이산화탄소고정과 바이오디젤생산의 기반기술을 확보하 으나, cyanobacteria를 포함한 미

세조류의 유 체 구조  기능연구는 기 연구 수 임. 

○ 합성 미생물의 생명공학기술을 이용한 균주개량 분야는 선진국의 약 40%, 유용물질탐색 

 생산기술은 약 60% 수 으로 평가되고 있음. 

○ 특히, 남세균 환경 항성 유 자 확보  이들 유 자 는 유용유 자를 이용한 형질 환 

식물체 개발은 무한 상태임. 

○ 포 러의 경우, 국립산림과학원에서 박테리아의 사이토키닌을 도입한 포 러가 2008년 개발

이 보고되었음. 한, 2007년 속 정화용 포 러가 국립산림과학원, 포항공 , 화이젠사 

공동으로 폐 지에 시험 식재된바 있음. 그러나 이 한 해양 유래 유 자를 활용한 것은 

아님. 

2. 국외 기술  산업동향

가. 국외 연구 동향

○ 색소체 형질 환 연구 :

- Pal Maliga  (미국)은 고등식물의 색소체의 형질 환은 색소체 게놈에 코드된 유 자를 도입

코자하는 외래유 자의 양쪽에 붙여서 homologous recombination으로 도입하는 방법을 개발

하 음 (Svab et al., 1990). 한 Spectinomycin에 항성을 나타내도록 하는 aadA 유 자를 

선발마커로 사용하며 기본 으로 particle bombardment로 외래 유 자를 도입함 (Svab and 

Maliga, 1993). 이러한 내용에 해 미국특허 5,451,513 (등록일 1995. 9. 19)를 확보하고 있

음. 이 방법으로 Bt 유 자를 담배의 색소체에 도입하 을 때 식물체의 soluble protein의 

10% 이상이 Bt이었음 (McBride et al., 1995).

- Henry Daniell (미국) 은 담배를 비롯하여 당근의 색소체내로 Bt, BADH, trehalose 생합성 

유 자 등을 도입하 음 (Daniell et al., 1998, 2002, 2005; Kumar et al., 2004; Lee et al., 

2003). 

- Ralph Bock (독일) 은 색소체 형질 환 기법을 이용하여 색소체 유 자의 기능을 연구함. 

최근 PetL 유 자가 cytochrome b6f complex의 stability에 련됨을 밝혔으며 (Schottler et 

al., 2006), ribosomal protein S18이 cell survival에 필수 인 유 자임을 발표함 (Rogalski et 
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al., 2006).

○ 일본 National Institute for Basic Biology (Dr. N. Murata 그룹)  : 

- Compatible solute glucosylglycerol (GG)가 salt stress에 의해 생기는 cell division 억제와 cell 

size 감소을 억제함 (Ferjani et al., 2003).

- DNA microarray 실험을 통해 salt stress 에 의해 강하게 발 되는 유 자들을 분리함 

(Kanesaki et al., 2002) 

- 재 식물에 활용된 보고 없음

○일본 Tokyo 학의 Dr. Masahiko Ikeuchi 그룹 :

- DNA microarray 실험으로 Synechocystis sp. strain PCC 6803로부터 oxidative stress에 의해 

유도되는 ORFs sll1621, slr1738, slr0074, slr0075, slr0589을 분리하여 특성분석을 함 

(Kobayashi et al., 2004).

- 재 식물에 활용된 보고 없음

○ 일본 Nagoya 학의 Dr. Teruhiro Takabe 그룹 : 

- Synechocystis sp. strain PCC 7942의 N-methyltransferase  choline monooxygenase (CMO) 

유 자를 분리 (Waditee et al., 2005).

- 애기장 에 도입하여 발 시킨 결과 높은 양의 betaine 축 과 함께 내염성을 나타냄.

○ 태국 Chulalongkorn 학의 Dr. Aran Incharoensakdi 그룹 : 

-  NaCl과 sorbitol이 Synechocystis sp. PCC 6803의 세포내의 polyamine 특히 spermine의 농도

를 증가시킴 (Jantaro et al., 2003)

- 재 식물에 활용된 보고 없음

○ 독일의 Rostock 학의 Dr. M. Hagemann 그룹 :

- DNA microarray 기법을 이용하여 salt stress에 의해 유도되는 240개의 항성 유 자와 140

개의 감소유 자를 Synechocystis sp. PCC 6803으로부터 분리하 음 (Marin et al., 2004)

- 해양서식 PCC7002의 ggpS를 PCC6803으로 도입하여 내염성을 테스트함. 

나. 국외 산업 동향 

○ 지구상의 생물종의 80% 이상이 해양에 서식하고 있어 해양 생물 다양성  유 자원으로서 

경제  가치가 높으며, 생물소재 상품화 성공률에서도 해양생물이 1/6,000로서 육상생물 

1/13,000보다 높은 것으로 평가됨.

○ 1960, 70년 부터 미국을 비롯한 선진국들은 지속  연구개발을 추진하여 최근 상품화에 성

공한 의약품, 농약, 소재 등이 다수 존재하고 있어 해양바이오 산업 활성화를 이루고 있음.

○ 해양생명공학 련 세계 시장은 2003년 2,480억 달러 규모를 형성하 으며, 2012년 해양생

명공학 련 세계 시장은 3,781억 달러를 형성할 것으로 망함(Global industry "marine 

biotechnology - Competition" 2008).
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○ 2008년 기  해양생명공학 련 시장  가장 큰 유율을 보이고 있는 것은 미국으로 

2008년 1,025백만 달러에 31%의 유율을 보이고 있으며, 그 외 캐나다, EU, 아시아  일

본, 라틴아메리카 등의 시장을 형성 2008년 2,181백만 달러에 69%의 시장 유율을 보이고 

있음.

○  생물의 80%를 차지하고 있는 해양생물  미생물로부터 유용유 자 확보를 통해 고부가 

신물질 개발의 원천 유 자원 확보하기 하여 국가간 경쟁이 치열함.

○ 미국은 해양생물 유래 유 자원의 요성을 오래 에 인식하여 1994년부터 DOE(에 지국)

를 심으로 미생물 유 체연구계획(MGP)을 수립하고 다양한 미생물에 한 유 체 연구를 

수행하고 있음. 

○ 미국 ARIAD, Terragene Doscpvery, Diversa, Genenoor Intermarional, 랑스 Proteus, 일본 

Takara 등 기업들이  세계 환경유 체 자원확보를 한 분석 로그램 추진하고 있음.

○ 해양생물로부터 발굴한 유용유 자를 축 하고 이를 바이오 인포메틱스 기술을 이용하여 

유용한 물질 개발  표 화 연구 추진하고 있음. 특히, 몬터 이만 수족  연구소

(Monterey Bay Aquarium Research Institute)와 유 체 연구소(The Institute for Genomic 

Research) 공동 연구를 통해 유 체 라이 러리를 이용해 새로운 해양 합성 세균을 동정

하고 있음.

○ 해양생물  미생물의 유용유 자 등을 이용하여 산업  활용가치가 높은 새로운 미생물 

는 생물을 개발하거나 생산 효율을 높이는 기술 개발을 하여 일본의 해양연구개발기구

는 심해로부터 셀룰로오스 분해 효소를 지닌 미생물을 발견하여 바이오연료 생산 기술  

공정 개선 기술 개발 추진 임. 

○ 한 이스라엘 Checklight사는 해양생발  박테리아를 이용하여 오염된 물에 하면 박테

리아가 발 하도록 조작 수질오염에 한 조기 험 신호를 보내는 기법 개발 추진 임.

○ 해양․ 극한생물  미생물 자원의 유용유 자 확보를 하여 해양의 극한 환경인 심해  

열수구 주변의 미생물, 생물들을 탐색하여 유용유 자 발굴-RIDGE(미국)와 DEEPSTAR(일

본) 로그램 추진, Roscoff 해양연구소 ( 랑스)에서는 다시마 미토콘드리아 게놈 연구를 

추진하고 있음.

○ 남세균, 특히 Synechocystis 유용유 자 활용분야는 PCC6803의 염기서열해독 완료후 이에 

집 되어 있음. 

○  세계 으로 이들 유 자를 활용한 환경 항성 작물  유용유 자 활용 작물 개발은 

기 수 으로 단됨. 따라서, 이들 유 자를 도입한 식물체 개발  유용물질생산 은 남

세균 유 자 활용 분야에서의 선 을 하여 시 히 요구됨. 
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3. 특허동향

○ 한국특허청에 출원  등록된 해양생명공학 련 특허는 총 219건으로 1990년  증가추세를 

보이며 2000년  증가추세가 가속화되었으며. 해외 출원/등록된 국내특허는 해양생물의 

사 분석을 통한 유용신소재 개발  신약소재에 한 것이 주류임 ([그림 2-8]1~6).

        

[그림 2-8]1 남세균 기술분류별 특허 추세     [그림 2-8]2 남세균 도메인/기술분류별 특허추세

           

[그림 2-8]3 남세균분야 기술분류별 참여자        [그림 2-8]4 남세균 유 자 활용분야 추세 

           

[그림 2-8]5 남세균 유 자활용 세부기술분류별     [그림 2-8]6 유 자활용분야 도메인/분야별
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제 3 장 연구개발수행 내용  결과

제 1   해양 합성 남세균 Synechocysti s의 functi onal  genomi cs에 

의한 내염성 유 자 선발과 내염성 작물 개발에 한 연구

1. 담수서식 Synechocystis PCC 6803과 유연 계가 높은 해양서식 Synechocystis  

strain의 선발 

가. 연구수행 방법  연구내용

(1) 해양서식 Cyanobacteria strain 확보

○ 해양서식 Cyanobacteria strain (Synechocystis PCC6906, Synechococcus PCC7336, 

PCC73109, PCC7002) 4종을 스퇴르 연구소로부터 구입함. 

(2) 해양서식 Synechocystis strain의 16S rRNA 유 자의 상 성 조사

○ 해양서식 Cyanobacteria strain (Synechocystis PCC6906, Synechococcus PCC7336, 

PCC73109, PCC7002) 4종과 담수서식 Synechocystis strain PCC6803의 genomic DNA를 분리

○ Synechocystis genomic DNA는 lysozyme을 처리한 후 phenol-chloroform extraction 분리방

법 (Apte and Haselkorn 1990)을 사용함.

○ 16S rRNA 유 자는 16Sr9F (GAG TTT GAT CCT GGC TCA G), 16Sr1406R (ACG GGC 

GGT GTG T(AG)C)를 이용하여 증폭함. PCR 조건은 94℃ 5분 predenaturation; 30 cycles의 

94℃ 30  denaturation;  55℃ 30  annealing, 72℃ 30  extension, 그리고 72℃ 5분 final 

extension 임.

나. 연구결과

(1) 16S rRNA 염기서열 분석 

○ 염기서열 분석결과 PCC6906이 PCC6803과 가장 유연 계가 가까우며, Synechococcus 7002

가 그 다음 순서로 나타남 ([그림 2-8]7~8).
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[그림 2-8]7  Sequence alignment of cyanbacterial 16S RNA.
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[그림 2-8]8  Unrooted phylogenetic analysis is (A) and phylogram (B) of cyanobacterial 16S RNA.
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2. 선발된 해양서식 Synechocystis로부터 내염성 유 자 확보 

가. 연구수행 방법  연구내용

(1) CyanoCHIP 확보

○ 해양유래 내염성 유 자원의 확보를 해 CyanoCHIP과 cDNA library screening을 병행하고자 

하며, 선별된 유 자 후보군들은 Real-time RT-PCR과 Northern analysis로 재선별하고자 함.

○ CyanoCHIP은 Okalahoma State University의 Burnap 박사 연구실 (http://microbiology. 

okstate.edu/faculty/burnap/)에서 제작한 것으로 Synechocystis PCC6803의 체 유 자 3168

개가 집 되었음.

(2) CyanoCHIP을 이용한 RNA 수 에서의 유연 계 조사

○ Total RNA를 추출한 후 fluorescent probe를 cy3-dCTP 는 cy5-dCTP를 넣어 역 사 효소

로 합성하여 비.

○ Microarray slide에 처리 후 hybridization  washing 후 array scanner (GMS418; 

Affimetrix, Woburn, MA)로 이미지를 스캔함. 각 유 자의 시그 은 GenePix Pro ver. 4.0 

program (BioDiscovery, Los Angeles, CA)으로 정량화함.

○ 각 유 자의 시그 은 체 시그 에 한 reference로 normalize한 후, 체 mRNA 수

과 비교해서 각 유 자 발 수 의 차이를 정량화함.

(3) Salt 유도성 유 자의 발  비교를 통한 유연 계 조사

○ 아래의 primer set을 이용하여 5 종류의 유 자를 genomic DNA와 RNA 수 에서 조사함.

ggpS 5 : ATG AAT TCA TCA TCC CTT GTG ATC C 

ggpS 3 : CTA CAT TTG GGG GGG CTG TCC C 

isiA 5 : CAT AGG TCT CGG GTG GAC 

isiA 3 : TAA AGC TGA TGG CTA ATG 

isiB 5 : ATG ACA AAA ATT GGA CTT TT 

isiB 3 : CTA GGA TTG CAA AAT TGG TT 

cpn60 5 : GGA TGA ATC CAG ACG CTC TT 

cpn60 3 : TTG CAG AGC AGA ACG TAC CA 

psbD 5 : CCA TGA CTA TTG CAG TCG GA 

psbD 3 : CCA AAG TCT CAA TCT AGT CG 

○ PCR조건은 16S RNA 증폭조건과 같음

(4) PCR 방법으로 Salt 유도성 유 자 클로닝

○ CyanoCHIP을 이용하여 salt 유도성 유 자를 클로닝 이외에도 문헌정보를 참고하여 

PCC6803에서 이미 알려져 있는 내염성 유 자와 상동성이 높은 유 자를 PCR 방법으로 클

로닝 하고자 함.

○ salt 유도성 유 자들과 여러 다른 cyanobacteria의 염기서열 정보를 바탕으로 multiple 

alignment 로그램을 이용해서 염기서열의 상동성이 높은 부분을 상으로 primer를 작성
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하여 PCR 수행함.

 ggps 5: ATG AAT TCA TCA TCC CTT GTG ATC C

ggps 3: CTA CAT TTG GGG GGG CTG TCC C

 mscS 5: TCG AAG TTG CTC CTG TAC GAT TGC CC

 mscS 3: GAC CAA ATC CTT GAC CAAACT CTG GG

ggtA 5: CCCAAG GAT CGG GAC ATT GCC ATG GT

ggtA 3: TTC ATG GCG GGG CTG CCA ATG AAC CC

 glpK 5: CGG TCT AAC GGT GCA ACG GGA AAC

 glpK 3: CTA AAA CAT CCG CTT GGC ATT GCA

 glpD 5: CAG TGG TAC GAG TAG TTG GTC CA

glpD 3: CGA TAG GTG GTC AAC TTA CCG CC

 slr1894 5: ACA CCC TTT ATC TAC AAA CCC AC

 slr1894 3: GCA ACA TCC AAG CCG TTT TTT CAT

 map 5: CGG GAA CTG GAG AAA ATG CGG CGG

 map 3: GTA TGT TCA AAC TGC GCC GAG AGC  TT

 moaE 5: ACC AAG CCT TTG CTT TCT GAC ACA AA

 moaE 3: CCA TGC GGC CAG CTG ATC TAA GT

 stpA 5: GGA TGG GGT CTG CAT GGA ATT AGT 

 stpA 3 AGA AAG CCG CGA TCG CTG CCG CCA CG

 cfxE 5: GAT TCA TGT TGA TGT AAT　GGA CGG TC

 cfxE 3: GCC TCT AGA ACC TGC CAA GTG T

○ E.coli JM109에 transformation 한 후 plasmid DNA prep을 한 후 제한효소로 DNA를 단해

서 insert가 있는지 여부 확인함.

○ 염기서열을 바탕으로 로그램 검색을 통해서 full-length 유 자인지를 확인함.

나. 연구결과

(1) 해양서식 Cyanobacteria의 유 자발  조사  

○ 16S rRNA 결과와 같이 유 자의 발 수 에서도 PCC6906이 PCC6803과 가장 유연 계가 

가까운 것으로 나타남 ([그림 2-8]9). 

○ 따라서 PCC6906 cell culture에 684mM의 salt를 더 첨가하여 시간별로 처리하여 salt처리에 

따른 PCC6906의 유 자 발  변화를 조사함 ([그림 2-8]10).

○ Salt 유도성 유 자 약 20개 선발함 ([표 2-8]1). 

(2) Reverse transcriptase PCR analysis

○ Salt 유도성 유 자 5종류를 선별하여 Salt 처리에 의한 유 자 발  변화를 RT-PCR을 이

용하여 조사함 ([그림 2-8]11). 

○ PCC6803의 경우는 salt 처리 후 1시간 내에 모든 유 자의 발 수 이 격하게 증가한 반

면 PCC7002와 73109의 경우는 ggpS 유 자의 발 만 증가하 다. PCC6906은 ggpS와 isiB 

유 자의 발 이 증가됨을 찰함.
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(3) Synechocystis PCC6906으로부터 내염성 유도 유 자 클로님

○ PCC6803에서 알려진 salt 유도성 유 자와 염기 상동성이 높은 유 자 10개를 선발하여 

homologous gene을 genomic DNA로부터 PCR cloning 방법으로 획득함.

○ ggps, mscS, ggtA, glpK, glpD, slr1894, map, moaE, stpA, cfxE를 포함하여 21개 유 자의 

partial ORF를 cloning하 으며 염기서열 정보는 사업단(국가유 체정보센터)에 등록함.

[그림 2-8]9  Comparison of the gene expression level between Synechocystis PCC6803 and 

6906 grown under the non-stress condition. (A) Chip image; (B) Ratio-intensity 

plot.
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[그림 2-8]10  Gene expression profile of salt treated Synechocystis PCC6906 left panel, chip 

images without and with treatment, right panel, enlarged lmage of each 

microarray chip..
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     [표 2-8]1 Salt inducible genes from Synechocystis PCC6906.

[그림 2-8]11  Comparison of the expression level of salt inducible genes between 

Synechocystis PCC6803, 6906 and Synechococcus 7002. Cell culture 

was treated with 684 mM salt for 1 or 2 hours, and harvested. 

Reverse transcriptase PCR was performed using gene-specific 

primer set. Lane 1: ggpS; 2: isiA; 3: isiB; 4: cpn60; 5: psbD; 6: 16S 

rRNA as control.
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3. 선발된 유 자의 cloning  형질 환 벡터로의 도입

가. 연구수행 방법  연구내용

(1) Synechocystis PCC6803 PEPC 유 자의 엽록체게놈으로의 도입

○ Synechocystis PCC6803의 phosphoenolpyruvate carboxylase와 fructose-1,6-/ sedoheptulose- 

1,7-bisphosphatase (FBP/SBPase) 유 자를 엽록체 형질 환용 벡터 (CtVG04)와 핵 형질 환 

벡터pHC21에 각각 클로닝하여 담배 엽록체 게놈으로 도입을 시도함. 

○ 엽록체 형질 환의 경우는 particle bombardment로, 핵 형질 환의 경우는 Agrobacterium

을 이용하여 식물체내로 도입. 

○ 유 자가 도입된 형질 환체는 GFP 혹은 GUS reporter gene 발 을 통해 선별함.

(2) Synechocystis PCC6803 SBP/FBPase 유 자의 엽록체 게놈으로의 도입

○ 염기서열을 sequencing 하여 확인한 후 RclpP vector로 subcloning함. 다시 CtVG04 vector

로 subcloning하여 forward, reverse orientation construct를 만듬. 

○ 핵형질 환용 벡터의 경우, 고구마 AGPase coding region의 transit peptide (STL1)를  FBP 

coding region 앞에 in-frame으로 fusion시킨 후 pCAMBIA 1300 (EcoRI/HindIII) site로 

subcloning하여 pHC21 FBPchl를 제조. 

(3) SyME와 SyMDH 유 자의 엽록체게놈으로의 도입

○ 상기에 기술한 것과 동일한 방법으로 SyME와 SyMDH 유 자를 클로닝함.

○ 1,392 bp (SyME), 975 bp (SyMDH)의 PCR product를  pGEM T-easy 벡터로 cloning함. 염기

서열을 sequencing 하여 확인함. 증폭한 단편을 단 후 RclpP vector로 subcloning 하고 

EcoRI/XhoI 혹은 SpeI/KpnI으로 단하여 blunting 후  CtVG04 (PstI)로 도입시킴.

(4) Slr1512와 Slr1515 유 자의 엽록체게놈으로의 도입

○ pCAM1512/1515를 SalI/HindIII로 잘라 말단부 를 blunt로 만든 후 Rclp vector로 삽입 후 

XhoI/SpeI을 잘라 CtVG04로 subcloning함.

(5) PEPC와 FBP/SBPase 형질 환 담배 식물체 제작

○ 항생제가 첨가되지 않은 MS 배지에서 발아 후 5주 이상 기내에서 배양된 담배 잎을 Rmop 

배지 에서 치상한 후 bombardment 함. Bio-Rad 사 PDS-1000 기종을 사용하여 형질 환을 

시행. 

○ Bombardment된 담배 잎은 2일간 동일 배지에 배양 후 5mm X 5mm 단하여 Rmop sp 선

발배지에서 6-7주 배양하여 항성 shoot을 유도. Spectinomycin 항성 배지에서 유도된 

shoot는 3mm X 3mm 크기로 단하여 동일한 선발배지에서 재분화를 통하여 항성 shoot

을 다시 유도. 이와 같이 선발 배지에서 재분화를 반복하여 도입된 유 자의 homoplasmy를 

높여 . 

○ 약 24시간 배양한 Agrobacterim GV3101에 담배 leaf disc를 넣고 28시간 공동배양. 공동배

양 후 leaf disc를 MS solution으로 2-3 회 세척한 후 callus inducing medium에 치상함. PCR

롤 확인 한 shoot는 root inducing medium에서 뿌리를 유도시킴.
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나. 연구결과

(1) Synechocystis 유 자 클로닝  색소체 혹은 핵 형질 환 벡터로의 도입

○ 남세균 유 자 (SyPEPC, FBP/SBPase, SyME, SyMDH, Slr1515, Slr1512)를 CtVG04 (PstI)로 도

입시켜 엽록체 형질 환을 시도함 ([그림 2-8]12) 

○ 핵 형질 환용 벡터 pHC21 FBPchl와. pHC21 FBPcyt construct를 제조하여 GV3101 

Agrobacterium을 이용하여 핵 형질 환을 수행하 음 ([그림 2-8]13) 

(2) 형질 환 담배 식물체 확인 

(가) 선발배지에서 선발한 형질 환체의 PCR 분석 

○ 항생제 첨가 배지에서 재분화된 식물체가 목표의 유 자가 도입된 형질 환체인지를 확인

하기 하여 각 식물체로부터 DNA를 추출하여 벡터 특이 인 trnI와 trnA primer로 PCR분

석 ([그림 2-8]14~18).

(나) Southern blot 분석 

○ 한, 이들 식물체에서 엽록체의 homoplasmy 상태를 확인하기 하여 trnA 유 자를 probe

로 이용하여 southern 분석을 수행 ([그림 2-8]19~21). 그 결과, 야생형에서는 0.88kb에서 DNA 

밴드가 검출이 된 반면, 형질 환체에서는 목표의 유 자가 도입된 것을 나타내는 6.6kb 혹은 

2.8Kb에서 DNA밴드가 검출이 됨. 이들 결과는 재분화된 형질 환 식물체의 엽록체 게놈 

체는 목표의 유 자가 도입된 상태로 환이 되었다는 homoplasmy 상태를 의미함.

(다) Northern blot 분석 

○ 한편, 목표유 자의 도입이 확인된 형질 환 식물체에서, 도입한 남세균 유 자의 발 을 

알아보기 하여 2개의 독림 개체를 선발하여 northern 분석을 수행함 ([그림 2-8]19~21). 그 

결과, 형질 환체에서 외래유 자 발 을 확인할 수 있었음.

(3) SyPEPC와 SyFBP/SBPase 형질 환 담배 T1 세 의 표 형 찰

○ SyFBP/SBPase 형질 환식물체 경우 야생형보다 생장속도가 매우 빠름. 그러나 SyPEPC 경

우는 야생형과 거의 비슷하거나 오히려 느린 생장속도를 보임. 

○ SyFBP/SBPase 형질 환식물체의 합성 효율을 측정하 다. 여러 조건하의 이산화탄소 

흡수율은 벡터 조구에 비해 약 2.3 배 이상의 증가율을 보 으며, internal CO2 농도 변화에 

따른 이산화탄소 흡수율 역시 조구에 비해 약 2배 이상 높음 ([그림 2-8]22). 
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[그림 2-8]12  A plastid transformation vector. Dicistronic marker was driven by rrn promoter, and a 

target Synechocystis gene was fused to Rclp promoter. P1 probe used for Southern 

analysis.

[그림 2-8]13  A nuclear transformation vecotor. A transit peptide of lpomoeabatatas ADP-glucose 

pyrophosphorylase small subunit (AGP1) was in-frame fused to the target gene.
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[그림 2-8]14  PCR analysis of Synechocystis PEPC plastid transformed tobacco plants after 3rd round 

selection on RMOP medium containing spectinomycin. PCR analysis performed with 

genomic DNA isolated from transgenic plants as a template using trnI F4 and trnA R1 

primer set. Amplified PCR product of 7.0 kb size was of transgene inserted chloroplast, 

and 0.33 kb one was from wild type chloroplast genome. Lane 1: wild type; Lane2-10: 

plastid transformants.

[그림 2-8]15  PCR analysis of Synechocystis FBP/SBPase plastid transformed tobacco plants after 3rd 

round selection on RMOP medium containing spectinomycin. Amplified PCR product of 

4.0 kb size was of transgene inserted chloroplast, and 0.33 kb one was from wild type 

chloroplast genome. WT: wild type; C1-K4: plastid transformants, C-3 was determined as 

non-transformant.
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[그림 2-8]16  PCR analysis of Synechocystis ME plastid transformed tobacco plants after 3rd round 

selection on RMOP medium containing spectinomycin. PCR analysis performed with 

genomic DNA isolated from transgenic plants as a template using trnI F3 and trnA R1 

primer set.

[그림 2-8]17  PCR analysis of Synechocystis MDH plastid transformed tobacco plants after 3rd round 

selection on RMOP medium containing spectinomycin. Amplified PCR product of 6.0 kb 

size was of transgene inserted chloroplast, and 0.65 kb one was from wild type 

chloroplast genome. Lane 1: wild type; Lane2-10: plastid transformants.
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[그림 2-8]18  PCR analysis of Synechocystis slr1515 (A) and slr1512 (B) plastid 

transformed tobacco plants selecting on RMOP medium containing 

spectinomycin. 

[그림 2-8]19  Southern and northern blot analysis of SyPEPC transgenic tobacco 

plants. (A) Southern blot analysis of T1 generation, (B) Northern 

blot analysis of T1 generation.
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[그림 2-8]20  Southern and northern blot analysis of SyFBP/SBPase transgenic tobacco plants. Southern 

blot analysis of T0 (A) and T1 (B) generation of SyFBP/SBPase transgenic tobacco plants. 

(C) Northern blot analysis of T1 generation.

[그림 2-8]21  Southern and northern blot analysis of SyME transgenic tobacco plants. Total genomic 

DNA (5 ug) was digested with BamHⅠ and BglⅡ and hybridized with probe that gives 

0.88 kb of wild type gene and 4.3 kb of transgene. 
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[그림 2-8]22  Wild type and plastid transformation plants growing in soil 

and photosynthetic activities.
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4. 형질 환 담배 식물체의 내염성 조사

가. 연구수행 방법  연구내용

(1) SyFBP 형질 환 담배의 내염성 조사 

○ 250 mM의 salt 용액에 담배를 넣고, 48시간 처리 후의 엽록소 함량변화를 찰함. 

(2) Salt 유도성 유 자를 포함한 장균의 내염성 조사

○ 엽록체형질 환용 CtVG04 vector 에 cloning된 salt 유도성 유 자군 (CtVG04, PK2, PEPC) 

들을 장균에 heat shock method (42℃)를 이용해 도입하고, 항생제 항성과 gfp단백질 발

을 통해 유 자의 삽입과 발 여부를 확인함. 

○ 유 자도입이 확인된 이들 장균을 0, 3, 5, 10%의 salt가 포함된 LB배지에 serial dilution

해서 10u씩을 배지에 떨어뜨려 37℃에서 하루 밤 동안 배양한 뒤 자라는 과정을 찰함.

나. 연구결과

(1) SyPEPC와 SyFBP/SBPase 형질 환 담배 T1 세 의 내염성 테스트

○ Salt 처리 후 엽록소 함량을 측정한 결과 SyFBP/SBPase 형질 환 담배 식물체가 CtVG04 

vector control 식물에 비해서 salt에 해 더 강한 내성을 보임 ([그림 2-8]23). 

(2) Synechocystis PCC6803 내염성유도 유 자 후보군의 내염성 테스트

○ CtVG04 vector 에 cloning된 Synechocystis PCC6803 유 자들을 장균에 heat shock 

method를 이용해 도입하고 0, 3, 5, 10%의 salt가 포함된 LB배지에 serial dilution해서 10ul의 

drop을 떨어뜨려 배양한 결과 SyPK2, SyPEPC가 4%의 salt농도에 한 내성을 보임 ([그림 

2-8]24). 
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[그림 2-8]23  Salt tolerance test of SyFBP/SBPase transgenic tobacco plant. Transgenic plants were 

treated with 250 mM NaCl for 48 hours and the chlorophyll contents were measured.

[그림 2-8]24  Salt tolerance test. E.coli cells harboring salt inducible genes from Synechocystis PCC6803 

were grown on salt containing LB media.
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제 2   해양성 남세균 S y n e c h o c y s t i s 의 내염성 유 자를 활용한 

내염성 작물 개발

1.  Synechocystis PCC6906 genome sequencing 분석

가. 연구 수행 방법  내용

○ Synechocystis PCC6906의 genomic DNA를 추출하여 GS-FLX 2회 (68X)  GS-FLX 

titanium platform (Roche) 1회, 그리고 fosmid library (12X)를 제작한 후 end-sequencing 등

을 통하여 sequencing을 시행함. 

○ 추출된 sequence를 assemble하여 형성된 large contig의 sequence는 Grimmer 3.0 program

을 이용하여 ORF prediction  유 자 annotation을 수행함.

나. 연구 결과 

○ 약 4.5 Mb로 상되는 Synechocystis PCC6906 genome의 총 read 수는 994,441이었으며, 

311,227,568 base를 읽어 총 262개의 large contig를 확보하 음 ([표 2-8]2).

○ Grimmer 3.0 program을 사용하여 총 4287개의 ORF를 annotation 후 마린 data base에 등

록하 음 ([그림 2-8]25). 

○ Prediction된 ORF 유 정보를 NCBI data base와의 match 결과, PCC6803과 아미노산 서열

상 가장 높은 homology를 보 으며, nucleotide 염기 서열상 약 61%정도로 align 됨 ([그림 

2-8]26).

[표 2-8]2  Summary of Synechocystis PCC 6906 genome sequence.          

Read

TotalNumbe

rOfReads

TotalNumber

OfBases

Assemble

d 
Partial Singleton Repeat

994441 311227568 952605 15793  3165 4422

Scaffold
Scaffolds Bases

AvgScaffold

Size
N50ScaffoldSize LargestScaffoldSize 

145 4861318 33526 104434 402187

Large

contig

Contigs Bases
AvgContig

Size

N50Contig

Size

Largest

ContigSize

Q40Plus

Bases, Q40 

262 4498408 16660 36827 111785
4497507, 

99.98% 

All contig (Length>=100bp)
Contigs Bases

425 4533614
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[그림 2-8]25  Dotplot of 454LargeContigs of Synechocystis PCC6906 and Synechocystis 

PCC6803. Total nucleotide sequences, 2,187,447bp (49.95%) of large 

contig (>500bp) aligned with reference (PCC6803 genome)  by 61%. It's 

analyzed with Pipmaker program.

            

[그림 2-8]26  Comparison of predicted ORFs between Synechocystis 

PCC6803 and Synechocystis PCC6906. 
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2.  Synechocystis PCC6906 유래 내염성 유 자 선발

가. 연구 수행 방법  내용 

○ Synechocystis PCC6803과 시간별로 salt처리된 PCC6906으로부터 RNA를 분리하여 형  

probe 표지 후  PCC 6803 CombiMatrix Chip customized chip (마크로젠)에 hybridization하여 

PCC6906의 내염성 유 자 후보군을 선발함.

○ 선발된 Synechocystis PCC6803  PCC6906의 ORF를 장균 발  vector에 클로닝하여 

장균에 형질 환한 후 이들 균주의 salt 항성을 테스트하여 식물체 형질 환을 한 내염

성 유 자를 최종 선발함. 

나. 연구 결과 

○ Synechocystis PCC6803 CombiMatirx customized chip (마크로젠)을 이용하여 고 농도의 salt 

처리시 발 양이 증가 하는 Synechocystis PCC6803  Synechocystis PCC6906 유래 내염성 

후보 유 자를 선발한 후 장균 발  vector를 이용하여 1%, 5% 그리고 6%의 NaCl이 첨가

된 배지에 각각의 유 자가 도입된 장균을 종  24시간 배양하여 염 항성을 사  검

증함. 

○ 장균을 이용한 사  검증 시스템을 이용하여 Synechocystis PCC6803 유래 유 자 

sll0170, slr0746, slr0813, 그리고 slr1894 4종과 이와 가장 homology가 높은 Synechocystis 

PCC6906 유래 유 자 con1(StressProtein), con4(GGP-P), con98(CGTs), 그리고 con113(DnaK) 

4종을  최종 선발하 음 ([표 2-8]3). 

○ 이들 유 자가 형질 환된 장균은 5%의 salt가 첨가된 배지에 종한 후 24시간 배양하

을 때 control과 비교하여 약 75~85%의 생장율을 보 음 ([그림 2-8]27).  

○ 따라서 이들 유 자를 내염성 식물체 제조를 한 최종 후보 유 자로 선정하 음 ([표 

2-8]4).
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[표 2-8]3  Salt tolerant candidate Synechocystis genes based on CHIP data.

[표 2-8]4  Selected salt tolerant Synechocystis genes based on CHIP data and analysis of salt 

tolerance using E. coli test system.

● CHIP data : Synechocystis  PCC6803 CHIP + RNA of salt treated PCC6906

sll0170  : DnaK protein 2, heat shock protein 70, molecular chaperone

slr0746  : glucosylglycerolphosphate phosphatase

slr0813  : ceramide glucosyltransferase

slr1894  : probable DNA-binding stress protein

● Homologous genes of PCC6906 with PCC6803

Con1 : probable DNA-binding stress protein

Con4 : glucosylglycerolphosphate phosphatase

Con98 : ceramide glucosyltransferase

Con113 : DnaK protein 2, heat shock protein 70
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              A.                                 B.  

         

           

                         C.

               

[그림 2-8]27  Salt tolerant candidate Synechocystis genes based on CHIP data and analysis of 

E. coli salinity test. A. vector constructs for analysis of salt tolerant using E. 

coli test system. B. Relative growth rates of E. coli introduced salt tolerant 

candidate genes. C. Comparition of growth among  the  transformed E. coli  

and wild type.
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3.  Synechocystis 유래 내염성 유 자 도입 담배  애기장  형질 환 식물체 제조 

가. 연구 수행 방법  내용 

○ Synechocystis PCC6803 유래 내염성 유 자는 엽록체 형질 환 vector에 cloning하여 엽록

체 형질 환을 수행함. 

○ Synechocystis PCC6906 유래 내염성 유 자는 pHC21 핵 형질 환 vector를 이용하여 

sub-cloning 후 담배에 형질 환을 수행함. 

○ Synechocystis PCC6803  Synechocystis PCC6906 유래 내염성 유 자를 pHC21 핵 형질 

환 vector에 sub-cloning 후 애기장 에 아그로박테리움 매개 floral dipping 방법으로 형질 

환을 수행 함. 

○ 제조된 형질 환 식물체는 salt가 첨가된 배지 상에서의 salt 항성  토양으로의 순화 

후 포장에서의 내염성을 조사함. 

나. 연구 결과 

○ Synechocystis PCC6803 유래 유 자 sll0170, slr0746, slr0813, 그리고 slr1894s 4종을 담배잎

에 자총을 이용하여 엽록체 형질 환을 수행하 음. 그 결과, sll0170, slr0746, 그리고 

slr1894s 3종의 유 자가 각각 형질 환된 담배 형질 환 식물체를 확보하 음 ([그림 

2-8]28).

○ Synechocystis PCC6906 sequence data로부터 Synechocystis PCC6803 유래 유 자 sll0170, 

slr0746, slr0813, 그리고 slr1894s 유 자와 가장 homology가 높은 PCC6906 유래 

con1(StressProtein), con4(GGP-P), con98(CGTs), 그리고 con113(DnaK) 유 자의 ORF를 확보

하고 이를 pHC21 vector에 sub-cloning한 후 아그로박테리움 매개의 조직배양 방법으로 담

배에 형질 환하여 식물체를 확보함. 

○ 한, Synechocystis PCC6803  Synechocystis PCC6906 유래의 내염성 유 자는 pHC21 

vector에 sub-cloning하여 아그로박테리움 매개 floral dipping 방법으로 애기장 에 형질 

환을 수행하여 형질 환체를 확보하 음. 

○ 각 형질 환 식물체의 내염성을 실험실 조건하에서, 그리고 토양으로 순화 후 포장에서 조

사한 결과, 담배 ([그림 2-8]29~30)  애기장  ([그림 2-8]31) 모두에서 Synechocystis 

PCC6803 유래 sll0170, slr1894  PCC6906 유래 con1(StressProtein), con113(DnaK)이 도입된 

형질 환식물체가 높은 내염성의 특성을 보 음.   

○ SyGT 담배 형질 환 식물체의 경우 내염성 뿐만아니라 biotic stress (Pseudomonas syringe 

pv. tabaci)에도 항성을 보 음 ([그림 2-8]32). 



- 50 -

             A.                            C. 

           

      B     D

     E                      

     

[그림 2-8]28  Tobacco plant transgenic lines by chloroplast or nuclear transformation methods. 

A. Constructs of salt tolerant genes from Synechocystis PCC6803 for chloroplast 

transformation. B. Constructs of salt tolerant genes from Synechocystis PCC6906 

for nuclear transformation. C. Dig-southern blot analysis for confirmation of 

chloroplast transformants. D. Southern blot analysis for confirmation of 

transformants. E. Gene expression level of transformants by Real-time PCR.
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                   A.                                              

               B.                              C.

[그림 2-8]29  Salt tolerance of Tobacco chloroplast transgenic lines. A. Root length of 

transgenic lines on the salt containing media. B. Chlorophyll contents of the 

grown transgenic lines on salt media. C.  Comparison of relative root length 

of transgenic lines and wild type. Transgenic lines were grown on MS agar 

plate for 7days and then transferred to MS media containing each mM NaCl.  

Data were obtained after 15 or 30 days of transfer. 
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                       A.

                            

                        B.   

                           

              C.  

       

   

                              D.

[그림 2-8]30  Salt tolerance and physical properties of transgenic tobacco plants. A. Phenotype 

of transgenic lines. B. Salt tolerance of transgenic lines using leave disk on 

liquid media adjusted each salt concentrations. C. Fv/Fm values of transgenic 

plants treated with 300 mM salt. D. Chlorophyll contents of transgenic plants 

treated with 200, 250, and 300 mM salt for 3 days.
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           A.               

           

B.

           C.                              

         

[그림 2-8]31  Arabidopsis transgenic lines with salt tolerant genes from Synechocystis PCC6803 

and PCC6906. A. Constructs for Arabidopsis transformation. B. Gene expression 

levels by Real-time PCR. C. Relative chlorophyll contents of Arabidopsis 

transformants.  
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[그림 2-8]32  Resistance of biotic stress of SyGT transgenic tobacco plants. A: Southern and 

northern blot analysis, B: Bacterial growth of wild-type and SyGT transgenic 

plants after inoculation, C: Symptoms of tobacco leaf after inoculation, D: 

Expression level of pathogen related genes.   
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4. Synechocystis PCC6906 내염성 유 자 도입 개구리밥 형질 환 식물체 제작 

가. 연구 수행 방법  내용    

○ 개구리밥의 Agrobacterium 매개 형질 환

  개구리밥의 엽상체 배양을 한 배양배지는 MS배지의 모든 무기염류 농도를 1/2로 낮추고 

각각 1 mg/L BA, 0.4 mg/L thiamine ･ HCl, 100 mg/L myoinositol, 30 g/L sucrose  4 g/L 

Gelrite 가 첨가된 배지(1/2MS1BA 배지)에 치상하여 25℃ 명배양으로 개체증식.

○ 증식된 개구리밥의 엽상체에 칼로 상처를  후 Synechocystis PCC6803 유래의 sll0170, 

slr0746, slr0813, 그리고 slr1894s  PCC6906 유래 con1(StressProtein), con4(GGP-P), 

con98(CGTs), 그리고 con113(DnaK) 내염성 유 자가 도입된 Agrobacterium tumefaciens 

GV3101배양액을 넣어  후 실온에서 20분간 infection시킴.

○ 공동배양된 잎은 300 mg/L carbenicilline이 첨가된 broth를 이용하여 3-4회 세척하여 표면

에 붙어있는 Agrobacterium을 충분히 제거한 다음 10-20분간 방치하여 건조시킨 후 선발 마

커로  250 mg/L kanamycin과 300 mg/L carbenicillin 이 첨가된 선발배지로 옮겨 잎을 선발

○ 선별배지 치상 후 분화되는 잎은 3주 간격으로 계 배양하고, kanamycin 선발배지에서 선

별된 개체는 100 mM의 NaCl 이 첨가된 고체배지에 배양하여 내염성 정도를 확인함.

나. 연구 결과 

○ 개구리밥의 엽상체에 Synechocystis PCC6803 유래의 sll0170, slr0746, slr0813, 그리고 

slr1894s  PCC6906 유래 con1(StressProtein), con4(GGP-P), con98(CGTs), 그리고 

con113(DnaK) 내염성 유 자를 핵 형질 환한 후 개체 증식을 유도하여 각각의 형질 환 식

물체를 확보함.

○ 형질 환 여부를 확인하기 하여 kanamycin 배지에서 선발 된 개구리밥으로 부터  

genomic DNA를 추출한 후 각각의 유 자 primer를 이용하여 PCR을 수행.

○ Synechocystis PCC6803 유래 내염성 유 자가 도입된 형질 환 개구리밥을 50, 100 그리고

150mM의 NaCl이 첨가된 배지에서 내염성 유무를 확인한 결과, Synechocystis PCC6803 유래

의 sll0170, slr0746, slr0813, 그리고 slr1894가 각각 도입된 개구리밥 모두 150 mM의 NaCl 첨

가 배지에서 breeding  생육함을 확인하 음.  

○ Synechocystis PCC6906 유래 con1(StressProtein), con4(GGP-P), con98(CGTs), 그리고 

con113(DnaK) 내염성 유 자가 도입된 형질 환 개구리밥의 경우도 PCC6803 유래 유 자가 

도입된 개구리밥과 동일한 결과를 보임,  Synechocystis PCC6803  PCC6906 유래 유 자가 

도입된 형질 환 개구리밥 모두 높은 내염성의 특성을 보이는 것으로 확인됨([그림 2-8]33).  
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           A.                           B.  

                 

            C.                                  D. 

    

[그림 2-8]33  Duckweed transgenic lines with salt tolerant genes from Synechocystis PCC6803 

and PCC6906. A. Wild type of duckweed. B. RCR analysis to estimate the 

transformation. C. Salt tolerance of transgenic lines carrying sll0170, slr0746, 

slr0813, and slr1894 from Synechocystis PCC6803 on the 150 mM NaCl media. 

D. Salt tolerance of transgenic lines carrying con1(StressProtein), con4(GGP-P), 

con98(CGTs), and con113(DnaK) from Synechocystis PCC6906 on the 100 mM 

NaCl media. 
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5. Synechocystis PCC6906 내염성 유 자 도입 Synechocystis 포 러 형질 환 식물

체 제작 

가. 연구 수행 방법  내용  

○ 포 러 형질 환을 하여 Synechocystis PCC6803 유래의 sll0170, slr0746, slr0813, 그리고 

slr1894s  PCC6906 유래 con1(StressProtein), con4(GGP-P), con98(CGTs), 그리고 

con113(DnaK) 내염성 유 자가 도입된 A. tumefaciens를 LB 액체배지(50 mg/L kanamycin)에 

28℃에서 하루 동안 배양한 다음, 150 μM의 acetosyringone을 첨가한 후 4주령 포 러의 

간 조직에 20분간 감염시킴.

○ 항생제가 없는 CIM 배지(MS, 1 mg/L 2,4-D, 0.1 mg/L NAA, 0.01 mg/L BA, pH 5.8)에서 이

틀간 24℃ 배양실에서 배양함.

○ 배양된 간조직을 CIM배지(MS, 50 mg/L kanamycin, 300 mg/L cefotaxime, 1 mg/L 2,4-D, 

0.1 mg/L NAA, 0.01 mg/L BA, pH 5.8)에 치상하여 3~4주간 callus를 유도 후 SIM 배지(WPM, 

50 mg/L kanamycin, 300 mg/L cefotaxime, 1 mg/L zeatin, 0.1 mg/L BA, 0.01 mg/L NAA, pH 

5.5)에 이식하여 약 8주간 shoot를 유도. Shoot가 유도되면 RIM 배지(MS, 50 mg/L 

kanamycin, 300 mg/L cefotaxime, 0.2 mg/L IBA)에 이식하여 발근을 유도함.

○ 형질 환체 선별을 하여 RIM 배지(MS, 50 mg/L kanamycin, 300 mg/L cefotaxime, 0.2 

mg/L IBA)에서 발근이 유도된 식물체의 잎조직에서 genomic DNA를 추출한 후 

nptII-BamHI-5' primer와 nptII-SacI-3' primer를 사용하여 PCR 수행. 

○ 선발된 형질 환 식물체의 순화를 하여 멸균된 토양을 폐된 용기에 담아 뿌리가 상하

지 않게 심어주고, 다시 폐하여 24℃배양실 (16시간 명배양, 8시간 암배양) 에서 약 20일

간 배양함.

나. 연구 결과 

○ Synechocystis PCC6803 유래의 sll0170, slr0746, slr0813, 그리고 slr1894s  PCC6906 유래 

con1(StressProtein), con4(GGP-P), con98(CGTs), 그리고 con113(DnaK) 내염성 유 자가 도입

된 A. tumefaciens 매개로 국립산림과학원 보유 포 러 (웅성불임 돌연변이주)품종의 간에 

감염시켜 형질 환 포 러를 제조하 음 ([그림 2-8]34 a, b). 

○ 제조된 형질 환 식물체의 유 자 도입은 각 유 자의 primer를 이용하여 PCR을 수행하

여 확인하 으며, 도입유 자 발 은 Real-time PCR로 정량분석 하 음 ([그림 2-8]34 c, d). 
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                       A.                        B.    

                     

                  C.                                                            

               

                  D.        

                             

[그림 2-8]34  Poplar transgenic lines with salt tolerant genes from Synechocystis  PCC6803 

and PCC6906. A. Malesterile poplar line. B. Induction of callus and 

transformants from Male sterile poplar lines. C. PCR analysis for selection of 

transgenic poplar lines. D. Gene expression level of each transgenic lines by 

Real-time PCR analysis. 
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6. Synechocystis PCC6906 신규 유용 유 자 선발  담배 형질 환 식물체 제작 

가. 연구 수행 방법  내용 

(1) Synechocystis PCC6906 신규 유용 유 자 후보군 선발

○ 기존 분석 완료하 던 Synechocystis PCC6906 chip data를 기반으로 genome  

transcriptome 분석으로부터 추가 으로 신규 내염성 유 자 후보군을 선발함.

○ 선발된 PCC6906의 ORF를 장균 발  vector에 클로닝하여 장균에 형질 환한 후 이들 

균주의 salt 항성을 테스트하여 식물체 형질 환을 한 내염성 유 자를 최종 선발함. 

(2) Synechocystis PCC6906 신규 유용 유 자 도입 형질 환 담배 생산

○ E. coil system을 이용하여 내염성이 확인된 20종의 신규 유 자를 확보하 고, 이  15종

을 선발하여 형질 환용 벡터인 pHC30 vector ([그림 2-8]35)에 도입하 으며, 

Agrobacterium tumefaciens strain GV3101에 형질 환함.

○ 담배 식물체는 모델 식물로 많이 활용되는 Nicotiana tabacum cv. Xanthi 와 Nicotiana 

benthamiana 2종의 담배에 각각 형질 환 수행함.

○ 형질 환 방법은 Agrobacterium-mediated transformation 방법으로 각각의 유 자가 들어있

는 Agrobacterium 을 YEP + Rif 100 mg/L + Km 100 mg/L가 첨가된 액체 배지에 약 24시간 

배양하 고, 배양한 Agrobacterium을 MS 액체 배지에 탁한 후 2일간 공동배양 후 선발배

지 (Xanthi : 1 mg/L BA + 0.1 mg/L NAA + 300 mg/L cefotaxime + 5 mg/L PPT, Nicotiana 

benthamiana :  1 mg/L BA + 0.1 mg/L NAA + 300 mg/L cefotaxime + 2.5 mg/L PPT)에서  

3-5주 배양, 발생한 shoot를 MS 배지로 옮겨 발근을 유도한 후 토양순화시킴 ([그림 2-8]36).

(3) Synechocystis PCC6906 신규 유용 유 자 도입 담배 형질 환체의 유 자 확인

○ 도입 유 자 확인을 해 담배의 genomic DNA를 주형으로 하여 각각의 insert gene을 검

출 할 수 있는 primer ([표 2-8]5)를 이용하여 PCR을 수행함 (94℃ 30 , 55℃ 30 , 72℃ 30

, 30회 반복).

○ Southern 분석을 한 total genomic DNA는 Dellaporta 방법 (Dellaporta et al., 1983)을 이

용하여 추출하 고, 유 자에 따라 genomic DNA를 HindIII 혹은 EcoRI 로 잘라 0.8 % 

agarose gel에서 기 동한 후 capillary transfer 방법으로 Zeta-Probe GT Blotting 

Membrane (Bio-Rad, Hercules, CA)에 이시켰다. Membrane은 hybridization 용액 (0.25 M 

sodium phosphate, pH 7.2, 7 % (w/v) SDS)에 2시간 (50 ℃) prehybridization 한 다음 [α

-32P]dCTP로 표지된 probe를 첨가하여 약 16시간 hybridization하 다. Membrane은 20 mM 

sodium phosphate, pH 7.2, 5% SDS   20 mM sodium phosphate, pH 7.2, 1% SDS 용액에서 

각각 15분 세척한 후 image plate  (FUJI FILM) 노출시켜 유 자 확인.

(4) 도입 유 자 발 확인을 한 RT-PCR

○ Total RNA는 Trizol Reagent (Invitrogen, USA)를 이용하여 형질 환 식물체의 잎으로부터 

추출한 5 ㎍의 total RNA를 DNase 처리 후 cDNA (TOPscript RT Dry MIX, Enzynomics)를 

합성하 다. PCR은 각각의 insert gene primer를 이용하여 94℃에서 30 , 60℃에서 30 , 7

2℃에서 30 의 반응조건으로 30회 실행하 고, 사용된 primer는 [표 2-8]6 와 같음.
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나. 연구 결과 

(1) Synechocystis PCC6906 신규 유용 유 자 후보군 선발

○ 고 농도의 salt 처리시 발 양이 증가하는 Synechocystis PCC6906 유래 내염성 후보 유 자

를 40여개 선발한 후 장균 발  vector를 이용하여 1%, 5% 그리고 6%의 NaCl이 첨가된 

배지에 각각의 유 자가 도입된 장균을 종  24시간 배양하여 염 항성을 사  검증

함 ([그림 2-8]37).

○ 장균을 이용한 사  검증 시스템을 이용하여 20종의 유 자를 최종 선발하 음 ([그림 

2-8]38). 

○ 이들 유 자가 형질 환된 장균은 5%의 salt가 첨가된 배지에 종한 후 24시간 배양하

을 때 control과 비교하여 약 2배 이상의 생장율을 보 음.  

○ 선발된 20종의 유 자는 PCC6906에만 존재하는 4개의 유 자와 single copy 유 자인 

sigleton 유 자가 3종 그리고 PCC6803과 아미노산 염기서열은 indentity가 높으나 nucleotide 

서열은 identity가 낮은 유 자들로 이 져 있음. 따라서 이들 유 자들의 경우 지  재산 우

선권을 한 신규성 확보에 유리함.

(2) Synechocystis PCC6906 신규 유용 유 자 도입 형질 환 담배 생산

○ 재 확보된 형질 환체는 N. benthamiana의 경우 6개 유 자 47 식물체를 확보하 고, N. 

tabacum cv. Xanthi는 10개 유 자 163 식물체를 확보하 음 ([표 2-8]7).

○ 차후 계속 인 형질 환 수행으로 E. coli 시스템에서 내염성을 확인한 20종 유 자  선

발된 15종의 유 자가 도입된 형질 환 식물체를 생산할 정.

(3) Synechocystis PCC6906 신규 유용 유 자 도입 형질 환 담배 유 자 확인 

(가) 선발배지에서 선발한 형질 환체의 PCR 분석 

○ PCR 확인결과 우선 N. benthamiana의 경우 pHC30_3810 유 자 9라인 , pHC30_3855 유

자 14라인, pHC30_3030 유 자 6라인, pHC30_4002 유 자 7라인, pHC30_3667유 자 5라인, 

pHC30_587 유 자 6라인으로 총 6개 유 자 47라인의 식물체를 획득하 고, N. tabacum cv. 

Xanthi의 경우 pHC30_3855 유 자 22라인, pHC30_3832 유 자 35라인, pHC30_3030 유 자 

17라인, pHC30_2572 유 자 15라인, pHC30_4002 유 자 17라인, pHC30_33 유 자 15라인, 

pHC30_587 유 자 15라인, pHC30_192 유 자 17라인, pHC30_1373 유 자 4라인, 

pHC30_3178 유 자 6라인로 총 10개 유 자 163 라인의 식물체에서 도입유 자가 확인되었

음 ([그림 2-8]39). 

(나) Southern blot 분석 

○ 한, 이들 PCR이 확인된 형질 환 식물체를 상으로 유 자의 도입과 copy 수를 확인하

기 하여 Southern 분석을 수행한 결과, N. benthamiana의 경우 pHC30_3810, pHC30_3855, 

pHC30_3030 형질 환 식물체에서는 부분 1 copy로 검출되었고, N. tabacum cv. Xanthi의 

경우 pHC30_3855, pHC30_3832, pHC30_3030, pHC30_2572 형질 환 식물체에서는 1~4 copy

의 밴드가 검출 되었으며 각각의 외래 유 자가 담배의 nuclear genome 내로 안정 으로 

삽입됨을 확인하 음([그림 2-8]40). 차후 토양 순화 개체가 확보 되는 로 Southern 분석을 

계속 으로 수행할 정임
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(다) RT-PCR 분석 

○ 목표유 자의 도입이 확인된 형질 환 식물체에서, 유 자의 발 을 확인하기 해 PCR 

product size가 큰 pHC30_587, 939, 4002 유 자를 제외한 나머지 유 자들은 기존 PCR 

primer를 이용하여 유 자 발 을 확인하 고, pHC30_587, 939, 4002 유 자는 RT-PCR용 

primer를 제작하여 유 자의 발 을 확인함. RT-PCR에 사용된 reference 유 자는 담배 

actin 유 자를 이용.

○ RT-PCR 수행 결과, N. benthamiana의 경우 pHC30_3810 유 자 9라인, pHC30_3855 유 자 

6라인, pHC30_3030 유 자 5라인, pHC30_4002 유 자 6라인, pHC30_587 유 자 6라인의 형

질 환 식물체에서 도입유 자의 발 을 확인하 음. N. tabacum cv. Xanthi의 경우 

pHC30_3855 유 자 7라인, pHC30_3832 유 자 9라인, pHC30_3030 유 자 6라인, 

pHC30_2572 유 자 7라인, pHC30_4002 유 자 5라인, pHC30_33 유 자 7라인, pHC30_587 

유 자 3라인, pHC30_192 유 자 4라인, pHC30_1373 유 자 4라인, 라인의 형질 환 식물체

에서 도입유 자의 발 을 확인하 음 ([그림 2-8]41). 
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[그림 2-8]35  pHC30 vector map of using Agrobacterium transformation.

 

[그림 2-8]36  Transformation of tobacco plants using agrobacterium-mediated transformation 

method. A: Agrobacterium transformation processes; B: Development of tobacco 

transgenic plants via transformation steps, a) Callus formed from leaf explant 

after 3 weeks, b) Adventitious shoot regeneration, c) Root induction, d) Plant 

grown in pot; C: transgenic plants grown in soil.
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[표 2-8]5  Primers list of salt resistant genes from Synechocystis PCC6906.

G e n e s P r i m e r  ( 5 ’- 3 ’)

PCC6906_3667
F-AAC ACG GGG GAC TCT AGA ATG ACT GCA CTA ACA TCT GTC GA

R-TCG GGG AAA TTC GAG CTC CTA GTG GAA AGA AGG ATT ATG GC

PCC6906_3855
F-AAC ACG GGG GAC TCT AGA ATG ATG AAT ATT ATT GGC TGT TTG
R-TCG GGG AAA TTC GAG CTC CTA GGA AGG GGA AAG GGA GGG

PCC6906_3030
F-AAC ACG GGG GAC TCT AGA ATG CCC CCT CTG CTC ACC TTA A

R-TCG GGG AAA TTC GAG CTC TTA CCC GTT GAT TAA CCG TCC TG

PCC6906_587
F-AAC ACG GGG GAC TCT AGA ATG ATT AAC GCC TAC GCG GCC C

R-TCG GGG AAA TTC GAG CTC TCA ATG GCT TAA AAC CAC ACG GT

PCC6906_3178
F-AAC ACG GGG GAC TCT AGA ATG AAT AAA CAA CTC TTC CTT GGT

R-TCG GGG AAA TTC GAG CTC CTA AGA CTG ACG ACG GGA ACG A

PCC6906_2572
F-AAC ACG GGG GAC TCT AGA ATG CCT GAC CCA TCC CAA TCT G

R-TCG GGG AAA TTC GAG CTC CTA TAA TTT GGC CGC GGC ATA TT

PCC6906_33
F-AAC ACG GGG GAC TCT AGA ATG AAA AAA ATG ATT CCG TTA GTG

R-TCG GGG AAA TTC GAG CTC TTA GTT GGA ATC AAC CTC GGC TT

PCC6906_192
F-AAC ACG GGG GAC TCT AGA ATG TTG CCT TTA GGA ACA ACG GC

R-TCG GGG AAA TTC GAG CTC TTA ATA ACT CGG TTC GTT GCC CG

PCC6906_939
F-AAC ACG GGG GAC TCT AGA ATG GCT AAC CCT TCT CCC AAT G

R-TCG GGG AAA TTC GAG CTC TTA AAA CAT GCG GTC TTG ACG CT

PCC6906_2990
F-AAC ACG GGG GAC TCT AGA ATG ACC CAA CCC TTA ATT CTC GG

R-TCG GGG AAA TTC GAG CTC TTA CGC TGG CGA CGA CGA ATT T

PCC6906_3832
F-AAC ACG GGG GAC TCT AGA ATG GCA ACC TTT AAT AAC CAA GTT

R-TCG GGG AAA TTC GAG CTC TTA TTG GAT GAT ATA TCC ACC ATC

PCC6906_3810
F-AAC ACG GGG GAC TCT AGA ATG GGC AAA CGC TTC CCG GGT

R-TCG GGG AAA TTC GAG CTC TTA AAC TTC GAC CTC TGG GGT TA

PCC6906_1373
F-AAC ACG GGG GAC TCT AGA ATG GTG TCT CAA CTC TCT GCC T

R-TCG GGG AAA TTC GAG CTC TTA AAG CCA ACC AAG GAT CAT GC

PCC6906_1288
F-AAC ACG GGG GAC TCT AGA ATG ACT GAC CTG GCT TTG CAG A

R-TCG GGG AAA TTC GAG CTC TTA CGC AAA CTG AGG GGG AAG T

PCC6906_4002
F-AAC ACG GGG GAC TCT AGA ATG TTG GCG ATC ACC TTG GGC T

R-TCG GGG AAA TTC GAG CTC TTA GCG TAA TTT CTC CTG GGT TC

[표 2-8]6  Primer list of RT-PCR.

G e n e s P r i m e r  ( 5 ’- 3 ’)

PCC6906_3855
F-AAC ACG GGG GAC TCT AGA ATG ATG AAT ATT ATT GGC TGT TTG
R-TCG GGG AAA TTC GAG CTC CTA GGA AGG GGA AAG GGA GGG

PCC6906_3030
F-AAC ACG GGG GAC TCT AGA ATG CCC CCT CTG CTC ACC TTA A

R-TCG GGG AAA TTC GAG CTC TTA CCC GTT GAT TAA CCG TCC TG

PCC6906_2572
F-AAC ACG GGG GAC TCT AGA ATG CCT GAC CCA TCC CAA TCT G

R-TCG GGG AAA TTC GAG CTC CTA TAA TTT GGC CGC GGC ATA TT

PCC6906_3832
F-AAC ACG GGG GAC TCT AGA ATG GCA ACC TTT AAT AAC CAA GTT

R-TCG GGG AAA TTC GAG CTC TTA TTG GAT GAT ATA TCC ACC ATC

PCC6906_33
F-AAC ACG GGG GAC TCT AGA ATG AAA AAA ATG ATT CCG TTA GTG

R-TCG GGG AAA TTC GAG CTC TTA GTT GGA ATC AAC CTC GGC TT

PCC6906_587 RT
F-AGT GCC GGG CCA TTA TTT

R-CCA AAC CAC CAA TGC CAA TC

PCC6906_939 RT
F-CCG GGA TTG GAT CGG TAT TT

R-GCA GAG GTA TAA CGC CAA TAG A

PCC6906_4002 RT
F-AAC CAG TGG GTT GGT TAG TG

R-CAC CGC TGC CGA TAA GAT AA

NtActin
F-AGA GGC TAC TCT TTT ACC ACC ACG G

R-TGA GCT GGT CTT TGC TGT TTC AAG T
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[그림 2-8]37  Additional salt tolerant candidate Synechocystis PCC6906 genes based on CHIP 

data and analysis of E. coli salinity test. Vector constructs for analysis of salt 

tolerant using E. coli test system and Relative growth rates of E. coli 

introduced salt tolerant candidate genes and comparition of growth among  the  

transformed E. coli  and wild type.
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A.

  B. 

[그림 2-8]38  Selection of salt resistant genes from Synechocystis PCC6906. Salt tolerant 

candidate Synechocystis genes based on CHIP data. A: Salt resistant genes 

from Synechocystis PCC6906 conformed by E. coli system. B: Selected of salt 

resistant genes.



- 66 -

[표 2-8]7  Confirmed of transgenic plants by PCR analysis.

G e n e s  f r o m  P C C 6 9 0 6  f o r  c l o n i n g  i n t o  p H C 3 0  v e c t o r

P C R  c o n f i r m e d  

t r a n s g e n i c  p l a n t

N .  b entha m ia na N .  ta b a cu m

PCC6906_3667 GTP cyclohydrolase I 5 -

PCC6906_3855 ABC transporter 14 22

PCC6906_3030 ABC transporter 6 17

PCC6906_587 Alcohol dehydrogenase 6 15

PCC6906_3178 hypothetical protein - 6

PCC6906_2572 Inositol-1-monophosphatase - 15

PCC6906_33 Transport-associated - 15

PCC6906_192 PPO candidate 1 - 17

PCC6906_939
Ubiquinone biosynthesis monooxygenase 

UbiB
- -

PCC6906_2990
3-polyprenyl-4-hydroxybenzoate

carboxy-lyaseUbiX
- -

PCC6906_3832 short-chain dehydrogenase/reductase SDR - 35

PCC6906_3810 Aquaporin Z           9 -

PCC6906_1373 4-hydroxybenzoate polyprenyltransferase - 4

PCC6906_1288 6-aminohexanoate-cyclic-dimer hydrolase  - -

PCC6906_4002
ABC alpha-glucoside transporter, inner 

membrane subunit AglF
7 17

T o t a l
6  g e n e s /

4 7  p l a n t s

1 0  g e n e s /

1 6 3  p l a n t s
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[그림 2-8]39  PCR analysis of tobacco transgenic plant. A: N. benthamiana transgenic plants 

(pHC30_3810, 3855, 3030, 4002, 587, 3667 genes, respectively); B: N. tabacum 

cv. Xanthi transgenic plants (pHC30_3855, 3030, 3832, 33, 192, 587, 4002, 2572, 

1373, 3178 genes, respectively). pc: positive control (plasmid DNA).
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[그림 2-8]40  Southern blot analysis of tobacco transgenic plant. A: N. benthamiana transgenic 

plants (pHC30_3810, 3855, 3030, genes, respectively); B: N. tabacum cv. Xanthi 

transgenic plants (pHC30_3855, 3030, 3832, 2572 genes, respectively). pc: 

positive control (plasmid DNA).
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[그림 2-8]41  RT-PCR analysis of tobacco transgenic plant. A: N. benthamiana transgenic 

plants (pHC30_3810, 3855, 3030, 587, 4002, respectively); B: N. tabacum cv. 

Xanthi transgenic plants (pHC30_3855, 3030, 3832, 2572, 4002, 33, 587, 192, 

1373, respectively). RT-PCR analysis was performed using gene-specific 

primers. NtActin : internal control. 
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제 3   해양성 남세균 유 체  정 보 기 반  식 물분 자육 종  실용화 연구

1. 기내순화개체  온실수 에서의 남세균 유래 내염성 유 자 도입 포 러의 내

염성 검증

가. 연구수행 방법  연구내용

○ 남세균 유래 내염성 유 자 도입 포 러의 내염성을 검증하기 하여 식물 생육단계, salt 

처리농도  처리기간 등 다각 인 근을 시도함

○ 우선 식물 생육단계 차이에 의한 내염성 변화 찰은 기내수  포 러와 토양순화 후 식물

체를 상으로 내염성 실험을 수행함. 기내수 에서는 50 mM, 100 mM NaCl 첨가 배지에서 

shoot 재분화 정도  생존여부를 확인. 한 leaf disk를 이용하여 50~150 mM NaCl 처리 

실험을 수행.

○ 토양 순화 후 식물체에서는 비교  높은 농도 (100, 300, and 500 mM)의 NaCl 첨가 용액으

로 24시간 (300, 500 mM)과 3일 (100 mM)간 짧게 처리 후 회복 정도와 Fv/Fm 값의 변화를 

살펴 보았고,  다른 내염성 확인 방법으로 농도부터 고농도의 NaCl 용액을 수 형태로 

매일 처리하여 최장 62일간 식물체의 생육  Fv/Fm 값의 변화를 찰. 

나. 연구결과

(1) 기내수 에서의 포 러 형질 환 식물체의 내염성 검증

○ 형질 환 포 러의 내염성은 각 유 자가 도입된 식물의 잎을 50  100 mM의 NaCl이 첨

가된 shoot regeneration 배지에서 shoot 유도 정도  생존 여부로 단하 으며, 그 결과, 

형질 환 식물체 모두 50  100 mM NaCl이 첨가된 배지에서 생존하 으나, 50 mM NaCl 

첨가 배지에서는 shoot regeneration이 찰되었으나, 100 mM NaCl에서는 찰되지 않음 

([그림 2-8]42). 

○ 50 mM NaCl이 첨가된 shoot 재생 배지에서 재생된 식물체는 토양으로 순화한 후, 직경 약 

1cm의 leaf disk를 비하여 50, 100, 150 mM NaCl이 첨가된 용액에 4일간 배양하며 엽록소 

함량을 측정한 결과,  형질 환 식물체가 control과 비교하여 높은 내염성의 특성을 보 음 

([그림 2-8]43). 

(2) 처리농도에 따른 포 러 형질 환 식물체의 내염성 검증

○ 순화된 형질 환 식물체에 3일간 100 mM의 NaCl 용액을 처리한 후 Fv/Fm 값을 측정한 결

과, 처리 7일 후 control은 약 25~30% 감소한 반면, 형질 환 식물체는 거의 변화가 없었음. 

이는 salt 처리로 인한 합성 능이  해 받지 않음을 시사함 ([그림 2-8]44). 

○ 순화 3 주후 300 mM NaCl 용액을 24시간 처리한 다음 1/1000의 비율로 희석한 하이포넥스 

용액으로 restoration 한 후 7일간 생육을 찰하며, Fv/Fm 값을 측정한 결과, control의 경

우 처리후 3일부터 감소하기 시작하여 6일 경과 후 격한 합성 기능 감소가 찰된 반

면, 형질 환 포 러는 다소 감소하는 경향을 보이기는 하나, 높은 내염성의 특성을 보여  

([그림 2-8]45). 

(3) 처리기간  농도에 따른 포 러 형질 환 식물체의 내염성 검증

○ 형질 환 포 러가 간척지와 같은 열악한 지역에 용가능 여부를 확인하기 해 임목의 
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한계 염분농도인 0.05%(약 7 mM)부터 본의 한계 염분농도와 유사한 0.15%(약 25 mM) 그

리고 간척지와 같이 염 농도가 높은 조건이라 할 수 있는 0.5%(약 70 mM)와 1.5%(약 250 

mM)까지 salt를 수형태로 매일 처리한 결과, 임목의 한계농도인 0.05%에서는 측정기간(62

일) 동안 Fv/Fm 값이 0.8 수 을 유지됨을 확인함 ([그림 2-8]46). 

○ Salt 농도 0.15%에서는 약 50일경까지 Fv/Fm 값이 0.8 수 을 유지하다가 그 이후 조구

에서 격한 하 상을 보이며, 58일 경과시 조구의 경우 완 히 고사됨을 확인 ([그림 

2-8]47).

○ 고농도인 0.5%와 1.5% 처리구에서는 각각 17일, 11일에서 조구 식물체가 완  고사됨을 

확인함. 따라서 남세균 유래 내염성 유 자 도입 형질 환 식물체의 월등한 내염성을 확인

할 수 있음.  
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                     A.                                           

                                       

                   B.                      

                      

                   C.                       

                                 

                                                            

[그림 2-8]42  Shoot regeneration on the 50 mM NaCl media and acclimatization of salt 

tolerant Poplar transgenic lines. A. Salt tolerance of transgenic lines on the 50 

mM and 100 mM NaCl media. B. Shoot regeneration on the 50 mM NaCl 

media. C. Acclimatization of salt tolerant Poplar transgenic lines.  
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        A.                                       B.

  

        C.                                    D. 

     

[그림 2-8]43  Salt tolerance and physical properties of poplar transgenic lines.

             A. Salt tolerance analysis with the leave disk of Poplar transgenic lines on the NaCl 

solution. B. Chlorophyll contents of leave disk on the 50 mM NaCl solution for 3 days. C. 

Chlorophyll contents on the 100 mM NaCl solution for 3 days. D. Chlorophyll contents on 

the 150 mM NaCl solution.   

            

[그림 2-8]44  Change of Fv/Fm values of transgenic Poplar lines after 

100 mM NaCl treatment for 3 days.
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                  A. 

                   B.

                      

[그림 2-8]45  Saline stress test of transgenic poplar. A. Saline stress was 

applied with 300 mM NaCl for 24 hrs. (A). Before stress. 

(B). After 48 hrs. restoration with hyponex from salt stress. 

(C). After 72 hrs. restoration from salt stress. B. Values of 

Fv/Fm. 
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[그림 2-8]46  Salt resistant of poplar transgenic plants. Transgenic plants were used 5 weeks 

grown plants after soil acclimation. Transgenic plants placed in 0.05, 0.15, 0.5 

and 1.5% NaCl solution tray and irrigated with each NaCl solution every day. 

Salt resistance were analyzed with Fv/Fm values of the forth or fifth leaves.



- 76 -

 

 A

 

 B

[그림 2-8]47  Enhanced salt tolerance of transgenic poplar plants. Transgenic plants were 

used 5 weeks grown plants after soil acclimation. A: SyGT and SyDBSP lines, 

B: SyGGP-P, SyDnaK2, Sll0170, slr0746 and slr1894 lines. WT: wild-type plants, 

pHC21B: vector control plant. Transgenic plants placed in 0.15% NaCl solution 

tray and irrigated with each NaCl solution every day. Photo presents one or 

two representative plants at 58 days after salt treatment. 
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2. LMO 야외포장에서의 남세균 유래 유용유 자 도입 포 러 형질 환체의 기능 검증

가. 연구수행 방법  연구내용

○ Synechocystis PCC6803 유래의 sll0170(Dnak2), slr0746(GGP-P), 그리고 slr1894(DBSP)  

PCC6906 유래 con1(SyDBSP), con4(SyGGP-P), con98(SyGT), 그리고 con113(DnaK) 내염성 유

자가 도입된 포 러 형질 환체 총 24종 450주 식물체를 2011년 09월 07일 경 한국생명공

학연구원 LMO 안정성 평가센터에 치한 LMO 야외포장에 식재.  

○ 식재된 포 러 형질 환체의 생육특성을 확인하기 하여 식재 후 약 8개월 경과된 식물체의 장, 

근원경, 엽록소 함량  Fv/Fm 값을 측정하 음.

○ 한 양번식(삽목) 후 생육특성을 조사하기 해 식재된 포 러 형질 환체를 삽수로 채취하여 

2013년 04월 09일 경 동일한 실험포장에 식물체를 삽목한 후 PCR 분석을 통한 도입 유 자 확인과 

삽목 후 6개월 경과 시 에서 식물체의 장, 근원경, 엽록소 함량  Fv/Fm 값을 측정하 음. 

○ 남세균 유래 내염성 유 자를 도입한 포 러 형질 환체의 기능분석을 해 salt 처리 후의 40여종

의 사체를 FT-IR, 1H-NMR, GC-MS분석을 통해 metabolic finger printing을 수행하 고, 획득한 데이

터는 다변량 통계분석을 실시.  

 

나. 연구결과

(1) LMO 포장 조성  식물체 모니터링

○ Synechocystis PCC6803 유래의 sll0170(Dnak2), slr0746(GGP-P), 그리고 slr1894(DBSP)  

PCC6906 유래 con1(SyDBSP), con4(SyGGP-P), con98(SyGT), 그리고 con113(DnaK) 내염성 유

자가 도입된 포 러 형질 환체 총 24종 450주 식물체를 한국생명공학연구원 LMO 안정성 

평가센터에 치한 LMO 야외포장에 식재.

○ 처음 식재시 식물체의 크기는 약 0.5~1.5m 미만인 상태로 식재되었으며, 약 1년 경과시 식물체의 

장은 3m 이상 생육함을 확인. 한 삽목시에도 약 20cm 크기에 직경 1cm 정도의 삽수를 식재 시 약 

6개월 경과시에 약 3m 정도로 생육속도가 빠름을 확인하여 조경수로 용함에 있어서 장 으로 작용

할 것으로 단됨 ([그림 2-8]48).

(2) 식재된 남세균 유래 내염성 유 자 도입 형질 환 포 러의 생육특성

○ 식재된 포 러 형질 환체의 생육특성을 확인하기 하여 식재 후 약 8개월 경과된 식물체와 삽목 

후 6개월 경과된 식물체의 장, 근원경, 엽록소 함량  Fv/Fm 값을 측정한 결과, 엽록소 함량  

Fv/Fm 값은 조구 (wild-type)와 차이가 없었으며, 특이한 표 형이 찰되지 않아 형질 환에 의한 

생육 해와 같은 negative effect이 없는 형질 환체를 확보 ([그림 2-8]49).

○ 식물체의 장과 근원경의 경우 조구와 유사하거나 약간 조한 형질 환체 라인을 확인하 으나, 

이는 유 자의 향보다 재식 도나 재식된 치와 같은 환경 인 요인에 기인한 것으로 단됨 ([그

림 2-8]501).

○ LMO포장에 포 러 식재 2년 경과 시 양번식 (삽목) 후 생육특성 찰 결과 엽록소 함량  Fv/Fm 

값은 삽목  식물체와 동일하게 조구와 차이가 없었으나, 식물체의 장과 근원경의 경우 조구와 

차이를 보이는 라인을 확인 ([그림 2-8]51).

○ 한 부가 으로 삽목 시 생존율을 찰한 결과 조구에 비해 형질 환체의 생존율이 약 2~5 배 정

도 증가됨을 확인함 ([그림 2-8]52).
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(3) 포 러 형질 환체의 salt 처리에 따른 사체 변화

○ 남세균 유래 내염성 유 자를 도입한 포 러 형질 환체의 기능분석을 해 salt 처리 후의 40여종

의 사체를 GC-MS분석을 통해 metabolic finger printing을 수행하여 다변량 통계분석으로 측정값을 

확인한 결과 salt 처리 에는 조구와 구분되지 않던 형질 환체가 salt 처리후 확연히 구분되는 것을 

확인 ([그림 2-8]53).

○ 특히 SyGT 형질 환체의 경우 salt 처리후 항산화와 련된 furanone이 3.8배, ascorbic acid가 2.48배 

증가됨을 확인하 고, SyDBSP 형질 환체는 malic acid가 3.4배 증가함 ([표 2-8]8).

○ 한 FT-IR과 1H-NMR을 활용하여 조구와 형질 환 식물체의 사체 변화를 spectrum으로 찰함 

([그림 2-8]54)
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[그림 2-8]48  Transgenic poplar plants and wild-type plants were grown in LMO field 

at KRIBB LMO Research Safety Center. 



- 80 -

A

B

[그림 2-8]49  Chlorophyll content and Fv/Fm value of wild-type and transgenic poplar plants. 

A: chlorophyll content; B: Fv/Fm value. Poplar plants were grown in LMO field.
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A   

B  

[그림 2-8]50  Plants height and diameter at root in wild-type and transgenic poplar plants. A: 

Height (cm); B: Diameter at root (mm). Poplar plants were grown in LMO field.
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[그림 2-8]51  Plants growth data of wild-type and transgenic poplar plants after grafting 6 

month. Height (cm), R: Diameter at root (mm). chlorophyll content and Fv/Fm 

value. Poplar plants were grown in LMO field.
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A 

B 

[그림 2-8]52  Poplar grafting in soil. A: Grafting in pot; B: Grafting in field. 

[그림 2-8]53  Metabolic finger printing by GC-MS. Data analysis of 

multivariate analysis method.
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[
표 

2-8]8  Changed of metabolic compound in transgenic poplar plants.

　 Compound
Before Salinity After Salinity

BH SyGT-1 SyDBSP-5 SBH SSyGT-1 SSyDBSP-
5

Alcohols
Inositol 4.14±0.20

a
5.70±0.77

b
5.40±0.33

b
7.19±0.17

c
7.13±0.61

c
6.97±0.34

c

Ribitol 0.16±0.02
a

0.07±0.01
b

0.06±0.00
b

0.05±0.00
b

0.19±0.02
c

0.07±0.00
b

Aldohexose
sugar Altrose 0.31±0.06

a
0.29±0.06

a
0.26±0.04

a
0.39±0.08

ab
0.36±0.08

ab
0.46±0.07

b

Amino acids

Glutamine 0.03±0.01
a

0.01±0.01
cd

0.03±0.00
a

0.04±0.00
e

ND ND

Isoleucine ND ND ND 0.18±0.04
a

0.10±0.01
b

0.11±0.01
b

Serine ND ND ND 1.66±0.16
a

0.90±0.19
b

0.78±0.12
b

Threonine ND ND ND 0.24±0.01
a

0.15±0.02
b

0.16±0.01
b

Tryptophan ND ND ND 0.11±0.01
a

0.06±0.01
b

0.06±0.00
b

Carbohydrates

Arabinose 0.11±0.01
a

0.10±0.02
a

0.11±0.05
a

0.18±0.04
bc

0.19±0.03
bc

0.21±0.02
c

Fructose 1.33±0.30
a

0.70±0.20
b

0.88±0.16
ab

3.25±0.17
c

2.20±0.30
e

1.96±0.23
e

Galactose 4.04±0.29
a

2.19±0.47
b

3.34±0.17
a

7.04±0.26
c

5.37±0.62
e

4.98±0.14
e

Glucoside 23.76±1.88
a

29.57±5.57
ab

23.00±1.78
a

34.58±5.66
bc

41.74±5.07
c 32.32±5.91

ab

c

Gulose 0.48±0.03
a

0.68±0.12
b

0.58±0.03
ab

0.68±0.03
b

0.72±0.09
b

0.71±0.02
b

Maltose 0.25±0.05
a

0.17±0.04
ab

0.45±0.03
c

0.84±0.04
d

0.85±0.12
d

0.96±0.07
d

Mannoside 2.95±0.23
a

2.14±0.34
b

1.45±0.12
c

0.63±0.03
d

1.39±0.19
c

0.76±0.03
d

Sorbose 0.49±0.02
a

0.25±0.03
bc

0.34±0.02
c

0.87±0.06
d

0.53±0.05
a

0.51±0.08
a

Turanose 0.04±0.01
ab

0.04±0.01
b

0.02±0.00
a

0.04±0.00
b

0.03±0.01
ab

ND

Xylose 0.13±0.02 0.24±0.15 0.15±0.08 0.13±0.05 0.24±0.05 0.18±0.06

Fatty acids

Butanoic  acid 0.34±0.07
a

0.04±0.01
b

0.37±0.02
a

2.68±0.11
c

1.96±0.23
d

2.34±0.02
e

Linolenic acid 0.14±0.03
ab

0.05±0.03
c

0.17±0.01
b

0.11±0.01
a

0.12±0.02
a

0.12±0.00
a

Palmitic acid 0.12±0.02
a

0.08±0.01
b

0.12±0.01
a

0.13±0.01
a

0.12±0.02
a

0.12±0.00
a

Succinicacid 0.38±0.03
ab

0.46±0.08
a

0.32±0.02
bc

0.11±0.00
d

0.09±0.01
d

0.11±0.00
d

Hydroxy acid
Ascorbic  acid 2.35±0.16

a
3.26±0.45

b
2.66±0.15

a
ND 2.48±0.27

a
2.19±0.09

a

Threonic acid 0.19±0.01
abd

0.42±0.06
c

0.17±0.01
ade

0.22±0.01
b

0.14±0.02
de

0.12±0.00
d

Organic acids
Citric  acid 0.58±0.04

a
0.47±0.07

b
0.79±0.05

c
0.21±0.01

d
0.27±0.02

d
0.46±0.04

b

Malicacid 0.55±0.03
a

0.73±0.10
b

0.77±0.05
b

0.10±0.01
c

0.15±0.02
c

0.34±0.02
d

Organic
compounds Furanone 0.39±0.03

a
0.72±0.09

c
0.38±0.02

a
0.07±0.01

d
0.22±0.03

f
0.19±0.00

ef

Sugar acid Xylonic  acid ND ND ND 0.07±0.02 ND ND

Sugar 
Alcohols

Arabitol ND ND ND 0.10±0.01
a

ND ND

Xylitol 0.02±0.01
a

0.03±0.01
b

0.04±0.00
b

ND 0.07±0.01
c

0.07±0.00
c
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A

B

[그림 2-8]54  Change of metabolites in transgenic poplar plants. A: PCA plots and spectrum 

of SyDBSP and SyGT transgenic poplar plants. B: 1H-NMR spectrum of 

excellent salt tolerance transgenic poplar plants. Carbohydrate, especially, 

sucrose quantity was increased in the SyDBSP and SyGT transgenic poplar 

plants.   
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3. 내염성 실증을 한 간척지 식재 포 러 형질 환체의 특성  기능 검증

가. 연구수행 방법  연구내용

○ 내염성 실증을 해 군산 새만  간척지 포장에 Synechocystis PCC6803 유래의 sll0170(Dnak2), 

slr0746(GGP-P), 그리고 slr1894(DBSP)  PCC6906 유래 con1(SyDBSP), con4(SyGGP-P), 

con98(SyGT) 내염성 유 자가 도입된 포 러 형질 환체 약 1,000주를 2012년 06월 27일 경

에 식재 ([그림 2-8]55).

○ 간척지 포장 조성은 간척지 흙에 일정비율의 설토, 산흙, 개량제와 유기질 비료를 첨가하여 베드를 

조성하 음.  

○ 식재된 포 러 형질 환체의 내염성  생육특성을 확인하기 하여 식재 후 2년차에 식물체의 장, 

근원경 증가율과 생존율을 측정하 음.

 

나. 연구결과

(1) 간척지 포장에서의 형질 환 포 러의 생존율 증가

○ 간척지에서의 생존율을 측정한 결과 조구 (wild-type)의 경우 평균 약 85% 수 이었으며, 형질 환

체의 경우 SyGT#39, SyGGP-P#31의 경우 100% 생존하 고, 그 외 조구보다 생존율이 증가되는 형

질 환 라인을 다수 확보 ([그림 2-8]56).

(2) 간척지 포장에서의 형질 환 포 러의 생장율 증

○ 간척지 식재 후 장  근원경의 변화를 찰하기 해 처음 식재 시 장과 근원경을 측정하 고, 

연차별로 증가율을 확인하 고, 최종 2년차 (2013년도)까지의 생장 증가율을 측정

○ 장의 경우 최  2.5배 (SyGT)까지 증 되었고, DBSP 형질 환체를 제외한 나머지 유 자에서도 유

의수  0.01에서 모두 차이를 보이며 증가하 음. 근원경의 경우 최  3배 (SyGT)까지 조구에 비해 

증가하 고, 장 증가율과 마찬가지로 DBSP 형질 환체를 제외한 나머지 유 자 형질 환체에서도 

유의수  0.01에서 차이를 보임 ([그림 2-8]57).  



- 87 -

   

    

   

[그림 2-8]55  Transgenic poplar plants and wild-type plants were grown in Saemangeum 

reclamation area.
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[그림 2-8]56  Survival rate of transgenic plants and wild-type plants in 

reclamation area.
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A

B

[그림 2-8]57  Changed of height and diameter at root of transgenic 

plants in reclamation area.
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4. 실용화를 한 내염성 유 자 도입 포 러 형질 환 식물체의 내건성 검증

가. 연구수행 방법  연구내용

○ 기술이  의기 에서 내건성에 한 자료를 요청함에 따라 포 러 형질 환 식물체의 내건성에 

한 실험을 추가 으로 수행함.

○ 내건성 확인을 한 drought 처리는 기내에서 정단배양으로 4주 경과된 SyDBSP, SyGT, SyGGP-P, 

GGP-P 유 자가 도입된 포 러 식물체를 토양 순화하여 4주간 유리온실에서 생육 시킨 후 동일한 양

의 물을 수하여 토양수분 함유량을 포화상태로 만든 후 10일간 수를 정지한 상태에서 식물체의 

상 수분함량(RWC) 측정하고, 14일간 수정지 후 재 수하고 5일 경과시의 생존율 측정 하 음.

○  다른 방법으로 토양순화 후 4주 경과된 7종의 내염성 유 자가 도입된 형질 환 식물체를 3주간 

수정지 후 재 수 2주 경과시 식물체 상태  Fv/Fm 값을 측정하 음. 

 

나. 연구결과

○ Drought 처리 10일 경과 시 식물체의 상 수분함량을 찰한 결과, SyGT를 제외한 나머지 유 자의 

형질 환 식물체에서 유의수  0.05 수 에서 차이를 보 으며, 재 수 5일 경과시 생존율은 SyGGP-P, 

GGP-P 유 자에서 75% 까지 생존함을 확인 ([그림 2-8]58).  

○ 한 drought 처리 후 재 수하여 2주간 회복시킨 후 Fv/Fm 값을 측정한 결과, 조구의 경우 완

히 고사하여 측정이 불가능한 반면 형질 환 포 러의 경우 부분 0.8 수 을 유지함을 확인함 ([그

림 2-8]59)

○ 2개의 독립된 실험 처리구에서 SyGGP-P와 GGP-P 형질 환 식물체가 강한 내건성을 보 으며, 

SyDBSP 형질 환 식물체의 경우 내건성에 있어서는 큰 효과가 없는 것으로 단됨.
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[그림 2-8]58  Drought tolerance of transgenic poplar plants. A: 

Performance of drought tolerance of transgenic plants 

under drought stress condition. B: Relative water content 

of poplar plants on drought treatment after 10 days. C: 

Survival rate of wild-type and transgenic poplar plants 

after drought stress. Data represent means n=10, *P < 

0.05, **P < 0.01.  
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[그림 2-8]59  Drought tolerance of transgenic poplar plants. Performance and Fv/Fm value 

were drought tolerance of transgenic plants after re-watering 2 weeks. 
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연구목표 달성내용(핵심성과) 기여도

Synechocystis PCCs 
genome sequencing 

분석

 해양서식 Synechocystis  strain의 

16S rRNA유 자의 상 성 조사

 GS-FLX 통한 Synechocystis 
PCC6906 genome reading & 
annotation, ORF predictio

 4종류의 해양서식 남세균 수집  

사업단에 등록

(Synechocystis PCC6906, Synechococcus 
PCC 7002, 7336, 73109)

 16S rRNA의 partial seq를 사업단 

유 자 DB에 등록

 Synechocystis PCC6803 mutant strain 
5종 확보

 Synechocystis PCC6906 genome

- 총 262개의 contig 확보

- 총 4287개의 ORF annotation  

prediction. DB에 등록

Synechocystis PCCs 
유래 내염성 유 자 

확보

 CyanoChip 을 이용한 

Synechocystis PCC6803의 내염성 

유 자 선발

 CombiMatrix Chip 을 이용한 

Synechocystis PCC6803, PCC6906의 

내염성 유 자 선발

 Synechocystis PCC6803 6개의 내염성 

유 자 확보(CyanoChip 이용)

 Synechocystis PCC6803 총 16 개의 

내염성 후보유 자 선발

- 후보유 자  4종 (sll0170, slr0746, 

slr0813, slr1894)의 유 자를 최종선발

- 한 이와 높은 homolgy를 갖는 

PCC6906 유래 4종 (con1, con4, con98, 

con113) 유 자 선발

- 추가로 PCC6906 유래 20종의 내염성 

후보 유 자 선발 

Synechocystis PCCs 
유래 내염성 유 자 

도입 형질 환 

식물체 개발  

내염성 검증

 Synechocystis PCC6803, PCC6906 

유래 내염성 유 자를 도입한 핵 

 엽록체 형질 환 담배 식물체 

개발

 Synechocystis PCC6803, PCC6906 

유래 내염성 유 자를 도입한 

애기장  형질 환 식물체 개발

 Synechocystis PCC6803, PCC6906 

유래 내염성 유 자를 도입한 

개구리밥 형질 환 식물체 개발

 Synechocystis PCC6803, PCC6906 

유래 내염성 유 자를 도입한 

포 러 형질 환 식물체 개발

 총 26종 내염성 유 자가 도입된 

담배 형질 환 식물체 개발

- 9종의 유 자에서 내염성 확인

- 1종의 유 자에서 내병성 확인

- 5종의 유 자에서 내건성 확인

 총 8종 내염성 유 자가 도입된 

애기장  형질 환 식물체 개발

- 4종의 유 자에 내염성 확인

- 신규 내염성 15종의 유 자(PCC6906 

유래)가 도입된 형질 환 식물체 개발 

 총 8종의 내염성 유 자가 도입된 

개구리밥 형질 환체 개발

- 7종의 유 자에서 내염성 확인

 총 8종의 내염성 유 자가 도입된 

포 러 형질 환 식물체 개발

- 7종의 유 자에서 내염성 확인

- 4종의 유 자에서 내건성 확인

제 4 장 목표달성도  련분야에의 기여도
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연구목표 달성내용(핵심성과) 기여도

내염성 유 자 도입 

형질 환 포 러 

식물체의 실용화 

연구

 내염성 유 자 도입 형질 환 

식물체의 실용화를 한 LMO 

안 성 평가

 내염성 유 자 도입 형질 환 

포 러 식물체의 내염성 실증을 

한 간척지 포장 실험

 기술이 에 필요한 형질 환 

식물체의 내건성 련 보강 실험

 LMO 포장(오창, KRIBB)에서 8종의 

유 자 도입 포 러 형질 환 식물체 

안 성 평가 수행

- 8종 유 자, 450주 포 러 식재

- 후속세 에 유 자의 안정  도입여부 

확인

 군산 새만  간척지 포장 조성  

식재

- 8종 유 자, 1000주 포 러 간척지 

식재

- 생존율 높은 4종의 유 자  

생장률이 좋은 5종의 유 자 선발

연구과제의 정량  

연구목표 수행 결과

 특허 출원  등록

 논물발표

 학술 회 발표

 기술이   추진 황

 특허 출원  등록

- 1단계 : 출원 6건

- 2단계 : 출원 10건, 등록 4건

- 3단계 : 출원 14건, 등록 9건

 논문 발표

- 1단계 : SCI(E) 2편 포함 5편 

- 2단계 : SCI(E) 12편 포함 20편

- 3단계 : SCI(E) 7편 포함 10편

 학술 회 발표

- 1단계 : 19건

- 2단계 : 36건

- 3단계 : 29건

 기술이   추진 황

- 1단계 : 1건(국내, ㈜유진텍)

- 2 3단계 : 다국 기업 몬산토와 의 

진행
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주요연구실 활용계획

 Synechocystis PCCs genome sequencing 분석을 

통한 유 자 정보 획득

 - 4종류의 해양서식 남세균 수집  사업단 등록

 - 16S rRNA partial sequence를 유 자 DB 등록

 - PCC6906 genome 262개 contig 확보

 - PCC6906 genome 4287개 ORF 확보

- DB에 등록된 Synechocystis 유 자 정보

는 남세균 연구의 informatics data로 공

유

 Synechocystis PCCs 유래 내염성 유 자 확보

 - CyanoChip, CombiMatrixChip을 이용한 Synchocystis

PCC6803  PCC6906 내염성 유 자 후보군 

선발

 - PCC6803 유래 내염성 유 자 16종 확보

 - PCC6906 유래 내염성 유 자 24종 확보

 

- 선발된 유 자의 추가 인 기능분석 필

요(내건성, 내병성 등)

- 주요작물에 도입하여 내염성 작물 개발

에 응용 가능

 Synechocystis PCCs 유래 내염성 유 자 도입 

형질 환 식물체 개발

 - 담배, 애기장 (모델식물) 형질 환 식물체개발

 - 개구리밥 형질 환 식물체 개발

 - 포 러 형질 환 식물체 개발

- 담배  애기장 는 모델식물로서 기능 

 특성연구 data는 남세균 유래 유 자 

도입 형질 환 연구에 기 자료 활용

- 개구리밥은 증식이 매우 빨라 개구리밥 

형질 환 시스템을 활용한 유용항체, 단

백질, 호르몬 생산 등에 용 가능

- 포 러 내염성 형질 환 식물체는 LMO 

안 성 평가가 필요하며, 향후 조경수 

 바이오매스 생산에 활용 가능 

 내염성 검증을 한 야외포장 조성  실험

 - 새만  간척지에 LMO 포장 조성

 - 간척지 식재 후 형질 환 포 러 식물체의 생

육 특성  내염성 실증

- 새만  간척지에 조성된 포장은 향후 타

작물의 내염성 검증 포장으로도 활용가능 

제 5 장 연구개발결과의 활용계획
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제 6 장 연구개발과정에서 수집한 해외과학기술정보

※ 해당사항 없음
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과제고유번호 20046001
해 당 단 계
연 구 기 간

‘04.10~’13.12
단 계
구 분

3단계 10년차

연 구 사 업 명
사 업 명 해양생명공학기술개발사업

세부사업명 해양생명공학기술개발사업

연 구 과 제 명
과 제 명 해양․극한생물분자유 체연구사업

세부과제명 생물막 형성의 단계별 조 체계 규명  항생물막 기법 개발

연 구 책 임 자 이규호

해당단계
참 여

연구원수

 총 :  13명
내부 : 2명
외부 : 11명

해당단계
연 구 비

정부 : 580,000천원
기업 :       0천원
 계 : 580,000천원

총연구기간
참 여

연구원수

 총 :  29명
내부 :  4명
외부 :  25명

총연구비
정부 : 990,000천원
기업 :       0천원
 계 : 990,000천원

연구기 명  
소 속 부 서 명

서강 학교 생명과학부 참여기업명

국제공동연구 상 국명 : 상 국연구기 명 :

탁 연 구 연구기 명 : 연구책임자 :

요약(연구결과를 심으로 개조식 500자 이내)
보고서
면수

63

- 본 연구는 해양세균에 의한 생물막형성에 한 체계 인 이해를 도모하고자, 해양

모델세균의 생물막형성 조 체계를 부착-성숙- 이 단계별로 규명하며, 단계별 

요인자  그 조 체계의 교란을 통한 항생물막 기 을 개발함으로써, 기존의 미생

물 제어/조  방법과는 다른 차원의 미생물 제어방안을 마련하고자 함.

- 이를 하여, 제1단계에서는 군집/개체군 수  그리고 세포/분자 수 에서 다각도

의 연구를 수행하여 생물막 세균군집의 특성  생물막 형성 신호 달체계의 기작

을 이해하고; 제2단계에서는 해양모델세균의 생물막 구성인자의 특성  이 물질의 

방오후보물질로서의 유용성을 악하고; 제3단계에서는 모델세균의 생물막형성 조

체계를 부착-성숙- 이 단계별로 규명하고 각 단계별 핵심인자  그 조 체계의 

교란을 통한 항생물막 기 을 개발함. 

- 이러한 연구를 통하여, 해양세균 생물막 형성을 다음의 수 에서 이용, 활용함.

   1. 해양세균의 생물막형성의 특징 규명

   2. 해양세균의 생물막형성 핵심인자의 특성  합성조  기작 규명

   3. 해양세균의 생물막 단계별 형성 조 체계 규명

   4. 해양세균의 생물막형성 교란/제어 기  이해

색 인 어

(각 5개 이상)

한 해양미생물, 생물막, 부착, 성숙, 이, 방오후보물질

어
Marine bacteria, Biofilm, Adherence stage, Maturation stage, 

Dispersion stage, Anti-biofilm agents 

보고서 요약서
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단계 연구내용 연구범

1단계
해양 생물막 생성 기작 

규명

1. 정족수인식기작  생물막 형성 련 유 체 연구 

 생물막 연구방법 개발

2. 정족수인식 신호물질  련 유 자 연구  생물

막 군집의 천이과정 연구

3. 생물막 형성 련 물질의 특징 연구  천이과정에 

따른 생물막/biofouling 균주의 분리  특성 연구

2단계

해양생물막 제어 기작 

규명  그 응용성 

연구

1. 생물막 형성 련 물질의 합성 유 자군/단백질군 

확보  이들 물질의 특성 연구  생물막 형성 억

제 효과 조사

2. 방오후보물질의 생물막 형성 억제효과 조사  담체

의 제작을 통한 고정화 기술 확보

3. 무독화 리포포리사카라이드(LPS)를 상으로 방오효

과를 조사하며, 고정화를 통한 고효율 방오효과를 

하여 당한 담체제작-고정화 기술 확보

3단계

생물막 형성의 단계별 

조 체계 규명  

항생물막 기법 개발

1. 각 단계별 생물막 형성인자의 동정  기능 규명

2. 각 단계별 생물막 형성인자의 조  특성  조 기

작 규명

3. 생물막 형성 각 단계별/ 과정 조 체계 규명

4. 조 체계 교란 후보물질 탐색  기  규명

요   약   문 
  

Ⅰ. 제목

생물막 형성의 단계별 조 체계 규명  항생물막 기법 개발

Ⅱ. 연구개발의 목   필요성

- 생물막을 구성하는 세균의 경우, 여러 스트 스에 한 항성이 히 증가되어, 기존의 미

생물 제어 조  방법으로는 생물막을 형성하고 있는 세균을 효과 으로 제거하기가 어려움.

- 최근 세균제어를 한 략 의 한 가지는 해당 세균의 요 활성도를 담당하는 조 체계에 

한 유 체  그리고 단백체  수 의 이해를 바탕으로, 그 조 체계를 교란시킴으로서 요

활성도의 발 을 억제하는 방법이 제안됨.

- 따라서 본 연구에서는 해양모델세균의 생물막형성 조 체계를 부착-성숙- 이 단계별로 규명

하며, 단계별 조 체계의 교란을 통한 항생물막 기 을 이해하고 개발함.

Ⅲ. 연구개발의 내용  범
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최종 해양세균생물막형성

1. 해양세균의 생물막형성의 특징 규명

2. 해양세균의 생물막형성 핵심인자의 특징  그 합성

의 조 기작 규명

3. 해양세균의 생물막 단계별 형성 조 체계 규명

4. 해양세균의 생물막형성 교란/제어 기  이해

 

1

차 

연

도

- 정족수인식기작  생물막 형성 

련 유 자 연구 

- 정족수인식 유 체  생물막 

형성 유형 규명

1. HTP 방식의 세균용 생물막 에세이 확립: 96 

균주/batch

2. Mutant library 구축  8,000 clones screening

3. 정족수인식 유 자 (20 유 자)의 유 체 

수 에서의 탐색 

- 생물막 연구방법 개발

- 생물막/biofouling 연구기반 구축

4. 4가지 표면의 microcosm을 이용하여 해양 생물막 

구성 세균군집 형성  채취

5. high informative 군집 분석 방법 (개선된 T-RFLP 

기법) 개발

6. 모델 균주 (3 세균 속/종) 제시

2

차 

연

도

- 정족수인식 신호물질  련 

유 자 연구

1. 해양 모델균주의 정족수 신호물질의 조사

2. 신호물질에 반응하는 유 자의 탐색

3. 신호물질 생산  활성도의 조사

4. ntrC 돌연변이가 생물막형성에 끼치는 향 조사

5. quorum-sensing (QS) 조 자에 의한 ntrC 발  조사

6. NtrC, 신호물질, 정족수인식, EPS, 생물막 간의 

상호조  네트워크 추론

- 생물막 세균 군집의 천이과정 

연구

7. 장 microcosm에서 해양 생물막 형성, 채취

8. 생물막 세균군집 구조의 고해상도 분석

9. 장 생물막 천이단계 규명  단계별 군집구조 조사

10. 수온이 높은 환경의 생물막 형성과정 조사 

11. 요군집 별 16S rDNA primer  probe 개발

12. 모델균주의 생물막 형성 능력  특징 비교 

조사: 야생종  ntrC 돌연변이주 비교

3

차 

연

도

- 생물막 형성 련 물질의 특징 

연구

- 생물막 형성 련물질의 유  

특징 조사  생물막 형성 련 

신호물질의 기능  특징 조사

1. 정족수 신호물질 합성 련 유 자의 탐색 시도 

(획득된 경우, 그 특징에 한 연구 시도)

2. 생물막형성 주요 물질 합성 유 자의 특징 연구 - 

사조 자 (NtrC)의 regulon 카테고리 규명

3. 생물막형성 핵심 구성인자의 동정  기능 조사

4. 생물막형성 주요 물질의 활용 방안 조사

Ⅳ. 연구개발결과

- 1단계 연구 방법  내용   
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- 천이과정에 따른 생물막 균주 

특성 연구

- 생물막군집 균주의 계통 분류학  

분석  생물막 형성 련물질의 

탐색

5. 생물막 천이 단계에 따른 생물막 군집구조 분석 

6. 천이 단계에 따른 생물막 형성 균체의 획득

7. 분리 배양된 균주의 동정  계통분류학  분석

8. 분리된 균주의 생물막 생성 능력 비교

9. 생물막 형성 련물질 특징 규명

 

1

차 

연

도

- 생물막 연구 상 모델 균주의 

선정 

- 생물막  형성 련물질의 선정

- EPS 구성 물질의 분석

- EPS  LPS의 biofilm 형성 

억제효과 조사

- Nanofiber를 이용한 고정화 기술 

탐색

- LPS/EPS 합성 유 자군 동정  

단백질체 라이 러리 구축

1. 모델 균주: Vibrio vulnificus 최종 선정

2. 생물막 형성 핵심 물질의 선정: LPS  EPS

3. MALDI-TOF/MS 분석을 통하여 EPS 구성 성분 

악: glucosamine의 존재 

4. LPS  EPS의 효과 인 생물막형성 억제 효과 

찰

5. 2가지 (CA, GC) nanofiber를 이용한 고정화 기술 

탐색

6. LPS  EPS 합성 유 정보, 유 자군, 돌연변이체 

확보

2

차 

연

도

- 유 체/단백체 정보의 종합 인 

분석을 통한 EPS 생합성 유 자 

cluster 동정  조 기작 규명

- EPS  LPS의 생물막 형성에 

미치는 향 조사 

- 방오후보물질의 고정화를 한 

다양한 담체의 제작  최 화

- 다양한 방오용 고정화 기술 탐색 

 개발

1. 3가지 EPS 생합성 gene-clusters (EPS-I, EPS-II, 

EPS-III)의 사조 기작 규명

2. Cell line  in vitro assay system 하에서, EPS 

 LPS의 생물막 형성에 미치는 향 조사

3. PS+PSMA nanofiber, silica core nanoparticle, 

liposome 등 다양한 담체의 제작

4. CA  GC 고정화 기술 용

3

차 

연

도

- dLPS의 다양한 세균에 한 

방오효과 조사

- 방오후보물질의 고정화 확립

- 고정화 후 방오활용도 평가

1. 그람음성균 dLPS의 방오효과 우수성 증명.

2. 특히 그람 음성균의 생물막에 보다 효과 임.

3. dLPS가 고정화된 PS+PSMA nanofiber  DVB 

nanoparticle은 재사용 시, 기 생물막형성 

방오능의 약 50%이상을 유지.

 

1

차 

연

도

- 부착단계 생물막형성 핵심인자

1. Flagellin (FlaA ~ FlaF) 선정

2. fla 돌연변이주- 운동성의 소실; 생물막형성 감소; 

숙주세포 부착능의 감소

- 성숙단계 생물막형성 핵심인자

3. 단백질 분해효소 (IdeV) 선정

4. ideV 돌연변이주- 운동성 결손; 생물막형성 감소

5. 질소 사 PTS와 련된 효소군 (Enzyme I
Ntr

, 

NPr, enzyme IIA
Ntr

) 선정

- 2단계 연구 방법  내용 

- 3단계 연구 방법  내용
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6. ptsO 돌연변이주- LPS의 합성 증가; 생물막 형성 

증진

- 이단계 생물막형성 핵심인자

7. Capsule 생합성인자 (WbpP) 선정

8. cps-cluster 돌연변이주- CPS 생산 감소; 생물막 

형성능 증진

2

차 

연

도

- 생물막형성 인자의 로모터 동정 

 발  특성 규명

- 편모구성 코딩 유 자 (flaA-F)

- 단백질 분해효소 (ideV) 

- Capsule 합성 유 자(cps-cluster) 

1. 사시작   로모터 지역의 동정

2. 각 유 자(군) promoter::luxAB reporter fusion의 

건조

3. Luciferase 활성도 정량을 통한 사발 의 특성 

규명

- 생물막형성인자의 발  조 자 

동정

- flaA-F 조 자: RpoF, RpoN

- ideV 조 자: cAMP-CRP complex 

- cps-cluster 조 자: SmcR

4. 각 fla 로모터의 특징 조사: 특이 sigma factor 

(RpoN, RpoF)에 의한 조  여부 규명

5. ligand-fishing을 통한 ideV 발  조 자인 CRP 

동정

6. QS-조  cascade를 구성하는 조 자 조사를 통한 

cps-cluster의 조 자 SmcR 동정

7. 각 유 자(군) promoter::luxAB reporter fusion의 

발  조  여부 악

- 발 조 자의 생물막형성인자의 

발  조 기작 규명

- 발 조 자의 upstream 

region과의 상호작용

- 발 조 자와 생물막형성 

인자와의 상 계 규명

8. EMSA를 통한 사조 자의 직 인 binding 

여부 악

9. DNase I footprint 실험을 통하여 조 자의 

binding site 규명 

10. IdeV  CPS의 발 /생산량과 세포내 

cAMP/CRP  QS signal 농도와 계 규명

3

차 

연

도

- 단계별 주요 생물막형성인자 간의 

상호 계 규명

1. 편모 단백질의 안정화 인자 동정: Protease  

chaperone 동정 

2. 단백질 분해효소(IdeV)의 상호작용 인자 동정: 

운동성 련 인자(VV2_0947)

3. N-PTS component들의 상호작용 인자 동정: 

EIIA
Ntr

-상호작용 SdhA; HPr 상호작용 PykA; 

EIIAGlc-상호작용 PolA

- 생물막형성 조 체계 확립

4. 생물막형성  과정에서 편모 단백질(Fla)의 유도, 

생성, 제어 정도 규명 

5. 생물막형성  과정에서 Lon의 발  변화의 

생물학  의미 악

6. 다당류 합성 클러스터 조 자, LeuO 동정

7. N-PTS 활성 조 물질의 동정: EI
Ntr

의 인산화 

조 에 필요한 인자 동정
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4

차 

연

도

- 단계별 조 자의 활성도 해 

인자  안정성 변화인자의 

스크리닝

1. 96-well plate 내 생물막 형성  생물막 

형성인자인 EPS-cluster 발  모니터링 에세이 

시스템 구축

2. 5종의 생물막 형성 제어인자 선별  

3. HPr의 새로운 상호작용인자 Rsd 동정   

HPr-Rsd 상호작용에 따른 생물막 형성 감소 

찰.

- 항생물막 기법 확립을 한 

조 체계 교란 기작의 규명

4. 생물막형성 주요인자의 사단계  단백질 

활성에 향을 주는 해물질의 탐색  그 

제어기  이해

5. 모델균주 이외의 V. cholerae, ETEC, P. aeruginosa, 

S. aureus에 한 선별 chemical 작동 스펙트럼 

조사

Ⅴ. 연구개발결과의 활용계획

- 본 연구에서 확보된 생물막 형성인자  조 인자를 타겟으로 하는 제어방법은 모델세균인 

비 리오 이외에도 다양한 병원성세균에 한 생물막형성 해에도 응용 가능한 기반기술이 

될 것임. 

- 본 연구를 바탕으로 생물막을 이용한 다양한 연구에 활용될 수 있을 것이라 상된다. 생물

막 제어 련 유용 유 자원의 탐색을 통하여 병원성세균의 생물막 형성과 이에 필요한 정족

수인식 조 에 여하는 세포외다당류  병원성인자의 제어 인자를 악하는 연구를 진일보

하게 할 것이며, 이는 환경, 의료, 산업 분야로의 활용에도 가능함. 
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SUMMARY 

Since A. van Leeuwenhoek first observed a surface-associated multicellular structure of 

bacterial cells in the 17th century, it has been shown to exhibit an ability to form a 

biofilm by numerous bacterial species. Bacteria show surface-associated life styles in 

multicellular structures, which provide advantages in their survival against diverse 

environmental stresses. Specifically, the abilities of pathogenic bacteria to form 

multicellular structures on surfaces facilitate their host invasion via mediating adherence 

to host tissues and evasion from host defense mechanisms (Costerton et al., 1995). A 

mature biofilm is composed of aggregated microbial cells surrounded by a self-produced 

extracellular polymeric matrix (EPM) (Sutherland, 2001). A model marine bacterial 

species, Vibrio vulnificus, a human pathogen causing fatal septicemia, exhibits an ability 

to form biofilms and its pathogenicity correlates with biofilm formation ability. We have 

demonstrated that the global transcription regulator NtrC and its cognate alternative 

sigma factor, RpoN, are essential in biofilm formation via modulating gene expression of 

gmhD, of which the gene product constitutes biosynthetic enzymes for lipo polysaccharide 

(LPS) biosynthesis (Kim et al., 2007). Interestingly, the gmhD  mutation also resulted in a 

partial defect in exopolysaccharide (EPS) production. Therefore, we further studied the 

roles of EPS in biofilm formation by examining the phenotypes of various EPS-deficient 

mutants and the expression patterns of three EPS-related gene clusters. V vulnificus  has 

been shown to require a global transcription factor, NtrC for mature biofilm development 

via controlling the biosyntheses of LPS and EPS. The regulatory roles of NtrC in EPS 

biosynthesis were studied with three gene clusters for EPS biosyntheses. Transcriptions 

of the three clusters were positively controlled by NtrC and showed maximal expression 

at the early stage of biofilm development. Mutants deficient in one of three EPS 

syntheses showed decreased production of EPS, attenuated ability to form biofilm, and 

lowered cytoadherence to human epithelial cells. These results demonstrate that 

NtrC-regulated EPS are crucial in biofilm formation of V. vulnificus, and some EPS 

components play important roles in interacting with hosts (Kim et al., 2009). V vulnificus 

extracellular matrix also includes capsular polysaccharide (CPS), a determinant of colony 

opacity. A CPS-deficient mutant formed enlarged biofilms compared to wildtype, due to 

increased hydrophobicity of cell surface and thus altered abilities to adhere to surfaces. 

The mutant exhibited increased adherence to abiotic surfaces and produced highly 

aggregated cell masses. This process should be followed by the maturation stage at 

which cell densities reach high. Thus, it was investigated whether CPS biosynthesis is 

dependent upon quorum-sensing (QS) regulation and found the cps-cluster transcription 

was activated by a QS master regulator. Therefore, CPS of V. vulnificus, produced once 

biofilm cell densities reach high enough to turn on QS regulation, limits the biofilm 

structure (Lee et al., 2013).
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제 1 장 연구개발과제의 개요

제 1  연구개발의 목

- 표면에 부착한 미생물 군집으로 정의되는 생물막은 단순한 세균 덩어리의 집합체라기보다는, 

성숙된 구조를 갖추고 있으며 여러 발달단계 (표면   세포부착 -> 세균 monolayer 형성 

-> 세균 colony 형성 -> 3-D 구조를 갖춘 성숙 생물막 형성 -> 생물막의 해체  이)를 거치

게 된다고 보고됨. 

- 생물막의 형성으로 생되는 다양한 경제 , 산업 , 사회  문제로 인하여, 생물막의 제어기

술의 개발이 시 한 실정임.

- 해양세균이 무생물  생물체에 부착하여 생물막을 형성한 경우, 여러 스트 스에 한 항

성이 히 증가된다고 알려져 있음 (Pratt and Kolter, 1999; Stoodley et al. 2002). 따라서 기존

의 미생물 제어/조  방법으로는 생물막을 형성하고 있는 세균을 효과 으로 제거하기가 어려

움 (Gilbert et al. 1997). 

- 기존의 오염미생물 제어방법이 세균사멸 ( 를 들면, 항생제)에 기 하여 시도되었으나, 항생

제 내성균주로의 변이라는 상으로 인하여 그 사용의 한계를 보이고 있는 실임 (Tacconelli. 

2009). 아울러 표면 오염 세균제어를 한 방오제의 경우 ( 를 들면, TBT, TPhT 등), 타 생물

체에 독성을 나타내는 비선택  biocide이므로 이에 따른 생태 , 경제  피해가 심각하다고 

알려져 있음. 

- 따라서 생물막형성과정  각 단계별로 요한 생물막 형성인자  이의 발 을 조 하는 조

인자를 타겟으로 한 항생물막 기법의 개발이 요구됨.  

- 이를 하여, 본 연구에서는 생물막 제어방법의 개발을 하여, 해양 유래의 세균 생물막에 

한 연구를 (1 단계) 군집/개체군 수  그리고 세포/분자 수 에서 수행하여 생물막세균군집

의 특성  생물막형성 신호 달체계의 기작을 이해하고; (2 단계) 모델균주의 생물막 형성 

련 물질의 특성  생물막 형성 련 물질의 방오후보물질로서의 유용성을 악하고; (3 단계) 

모델세균인 비 리오균의 생물막형성 조 체계를 부착-성숙- 이 단계별로 규명하고 각 조 체

계의 교란을 통한 항생물막 기법 개발 가능성을 타진하고자 함. 

제 2  연구개발 필요성

- 세균의 생물막형성에 여하는 주요인자의 동정  기능에 한 이해, 그리고 이들이 생물막

형성 시 어떻게 조 되는지에 한 과학  근거의 마련은 이를 제어하고자하는 응용기술 개발

에 앞서 반드시 필요한 단계라 할 수 있음. 

- 수  생태계에 존재하는 세균은 hotspot 지역에서 양물질을 얻기 하여 motile, fast/slow 
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growth, free living과 매질 표면에 biofilm을 형성하는 등의 각각 독특한 생존 략과 생활 주

기를 가지고 있음. 이 , 다양한 무생물  생물체의 표면에 부착하여 생물막 (biofilm)은 이

들의 생존 략에 있어서 매우 략 이고 필수 인 단계라고 인식되고 있음.  

- 기존의 미생물 제어/조  방법으로는 생물막을 형성하고 있는 세균을 효과 으로 제거할 수 

없음이 밝 지고 있음. 특히, 병원성 미생물의 경우, 항생제에 기 하여 시도되었으나, 항생제 

내성균주로의 변이라는 상으로 인하여 그 사용의 한계를 보이고 있는 실임.

- 체 감염성질환의 65% 정도가 생물막 형성이 주요인으로 알려져 있는데, 숙주의 상피세포, 

, 치아,  내벽 등을 포함하는 각종 조직/기   각종 인공 삽입 보형물, 각종 의학기

구/장비/설비 등에 생물막 형성을 억제할 수 있는 기술 제공. 한 생물막형성인자  그 조

자를 상으로 한 제어방법은 특정 세균의 특수 기능만을 억제할 수 있는 방법이므로, 항생

제 내성균주 발생과 같은 문제가 없는 세균제어 기술이라 평가됨. 

- 특히, 표면오염 미생물  병원성세균은 특히 인공보조물 implant 시술 (미국의 경우, 연간 

1,700억불에 달하는 산업) 후 발생하는 부작용의 80%의 원인으로 밝 졌음 (Bryers and 

Ratner. 2004). 따라서 세균의 표면부착 제어책의 개발은 국내 뿐 아니라 국제경쟁력도 충분히 

갖춘 상품으로 성장 가능하리라 상됨. 

- 아울러 표면 오염 세균제어를 한 방오제의 경우, 타 생물체에 독성을 나타내는 비선택  

biocide이므로 이에 따른 생태 , 경제  피해가 심각함. 따라서 표면 부착 ( 를 들면, biofilm 

는 biofouling 형성)의 기 단계에 요한 세균군집의 부착을 방지할 수 있는 선택  무공

해형 제품의 개발이 요구되며 이는 특정 세균의 특수 기능만을 억제할 수 있어 항생제 내성균

주 발생이라는 문제가 없는 새로운 패러다임의 세균 제어책임. 

- 방오제는 이미 우리나라에서도 그 해성이 확인되어 연근해의 해양생태계와 어민의 건강을 

하고 있음. 2002년의 오염조사에서도 낙동강 하구언의 질토에서 TBT (5.8 ug/kg)가 검

출되었음 (국립환경연구원. 2003. 내분비계장애물질 조사연구). 한 항생제의 남용은 결국 내

성균의 출 을 확산시키므로 이에 한 책마련이 요구됨.

- 미생물들이 표면에 부착하게 되면 세포외 합 물질 (EPM)을 배출하는데 이는 세포외다당류 

(exopolysaccharide: EPS/CPS/LPS), 단백질, 핵산 등으로 이루어져 있음. 그 에서도 특히, 세

포외다당류는 생물막의 형성과 세균을 환경으로부터 보호하는 역할을 한다고 알려져 있다. 따

라서 다당류에 한 이해를 바탕으로 한 항 미생물 제재는 재의 항생제  방오제의 문제

을 극복할 수 있는 차세  안책이 될 수 있음. 



- 13 -

단

계
연구내용 연구범

1

단

계

해양 

생물막 

생성 

기작 

규명

1. 정족수인식기작  biofilm 형성 련 유 자 연구  생물막 연구방법 개발

1-1. HTP (96균주/batch) 방식의 세균부착 assay의 확립 

1-2. Mutant library 구축 

1-3. Mutant library (8,000 클론 이상)의 스크리닝

1-4. 정족수인식 유 자 (20 유 자)의 유 체 수 에서의 탐색 

1-5. 해양 생물막군집 형성  채취 

1-6. 생물막의 세균군집 분석 

1-7. high informative 군집분석 방법 개발 

1-8. 생물막 형성과정의 모델 균주 제시 (3 균주 이상)

2. 정족수인식 신호물질  련 유 자 연구  생물막 군집의 천이과정 연구

2-1. 모델 해양세균 Vibrio 균이 생산하는 정족수 신호물질의 존재 여부 조사

2-2. 신호물질에 반응하는 유 자의 탐색

2-3. 유  특징에 따른 신호물질 생산  활성도의 조사

2-4. ntrC mutation이 Vibrio 균의 생물막 형성에 끼치는 향 조사  

2-5. quorum-sensing (QS) 련 조 자에 의한 ntrC 발  조사

2-6. NtrC, 신호물질, 정족수인식, EPS, biofilm간의 조  network 추론

2-7. 장  microcosm에서 생물막 형성  채취 (3매질 x 3회)

2-8. 생물막 세균군집 구조의 분자생물학  분석 

2-9. 생물막 천이단계 규명  단계별 군집구조 변화 조사 

2-10. 수온이 높은 환경의 생물막 형성과정 조사 

2-11. 요군집 규명  primer, probe 개발 

2-12. 모델균주 (V. vulnificus)의 생물막 형성 능력 조사 

3. 생물막 형성 련 물질의 특징 연구  천이과정에 따른 biofilm/biofuling 균

주의 분리  특성 연구

3-1. 정족수 신호물질 합성 련 유 자의 탐색 시도 

3-2. 생물막형성 주요 물질의 규명  그 합성 유 자의 특징 - NtrC와의 계 규명 

3-3. 생물막형성 주요 물질의 기능 조사 

3-4. 생물막형성 주요 물질의 합성 는 기능 해 방안 조사 

3-5. 생물막 채취  군집 구조분석 (2매질, 2기술)

3-6. 생물막 형성균주 분리  배양 (20균주) 

3-7. 주요 균주의 동정  계통분류학  분석 (3균주)

3-8. 주요 균주의 생물막 형성 능력 조사 

2

단

계

해양생물

막 제어 

기작 

1. 생물막 형성 련 물질의 합성 유 자군/단백질군 확보  이들 물질의 

특성 연구  생물막 형성 억제 효과 조사

1-1. 모델균주의 biofilm 형성 련물질 조사  특성 연구

제 3  연구개발 범
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규명  

그 

응용성 

연구

1-2. 이들 물질의 biofilm 형성 억제효과 조사

1-3. 모델 균주의 LPS/EPS 합성 유 자군 동정  단백질체 라이 러리 구축

2. 방오후보물질의 생물막 형성 억제효과 조사  담체의 제작을 통한 고

정화 기술 확보

2-1. 모델균주의 유 체/단백체 라이 러리 정보의 종합 인 분석을 통한 생

합성경로  조

 기작 규명

2-2. 방오후보물질의 biofilm 형성에 미치는 억제 효과 입증 

2-3. 방오후보물질의 고정화를 한 다양한 담체의 제작  최 화

2-4. 방오용 고정화 기술 탐색  개발

3. 무독화 LPS를 상으로 방오효과를 조사하며, 고정화를 통한 고효율 

방오효과를 하여 당한 담체제작-고정화 기술 확보

3-1. 1-2차년도 연구로부터 도출된 우수 방오후보물질, 즉 detoxified LPS 

(dLPS)의 방오효과 조사

3-2. 방오후보물질의 고정화 확립  방오활용도 평가

3

단

계

생물막 

형성의 

단계별 

조 체계 

규명 

항생물막 

기법 

개발

1. 각 단계별 생물막형성인자의 동정  기능 규명

1-1. 단계별 (부착-성숙- 이) 주요 생물막형성인자의 동정

1-2. 단계별 주요 생물막형성인자의 기능 규명

2. 각 단계별 생물막형성인자의 조  특성  조 기작 규명

2-1. 단계별 주요 생물막형성인자의 발  특성 규명

2-2. 단계별 주요 생물막형성인자의 발  조 자 동정

2-3. 조 자의 생물막형성인자의 발  조 기작 규명

3. 생물막형성 각 단계별/ 과정 조 체계 규명

3-1. 단계별 주요 생물막형성인자 간의 상호 계 규명

3-2. 단계별 조 자 간의 상호 계 규명

3-3. 생물막형성 과정의 조 체계 확립

4. 조 체계 교란기작 규명

4-1. 단계별 조 자의 활성도 해 인자  안정성 변화인자의 스크리닝

4-2. 항생물막 기법 확립을 한 조 체계 교란 기작의 규명

최

종

해양세균

생물막형

성

1. 해양세균의 생물막형성의 특징 규명

2. 해양세균의 생물막형성 인자의 특징  합성조  기작 규명

3. 해양세균의 생물막 단계별 형성 조 기작 규명

4. 해양세균의 생물막형성 제어
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제 2 장 국내외 기술개발 황

제 1  국내․외 련분야에 한 기술개발 황

1. 국외 련분야의 기술개발 황

- 생물막을 형성하는 세균군집 구조에 한 연구는 공 보건상의 문제로 dental unit water 

systems (DUWS)에 사용되는 물이나 음용수에 형성된 생물막에 한 연구가 주로 이루어지고 

있는데, Kalmbach 등은 5-cyano-2,3-ditolyl tetrazolium chloride (CTC) 염색방법과 

fluorescence in situ hybridization (FISH)를 사용하여 음용수 안에 생물막이 형성되는 동안 세

균군집의 사 능력과 계통분류학  다양성을 연구. 그 결과, 생물막의 생성 기단계 세균들

의 호흡률은 연속 으로 감소하고, 생물막이 형성되는 재질에 따라 개체군의 조성이 다르나, β

-Proteobacteria가 우 함을 확인. 아울러 DUWS의 생물막의 미생물 다양성 조사에 있어서 배

양방법에 기 한 기술은 생물막을 형성하는 균주를 검출하고 동정하는데 한계가 있다는 것이 

보고됨. 한, Araya (2003) 등은 CTC 염색방법과 FISH, DGGE 분석법을 이용하여 세균군집 

구조와 생리 활성 여부를 분석하 는데, 부유성 세균 군집보다 생물막 안의 세균들의 사 작

용이 더 활발하게 나타났으며, β-Proteobacteria와 Cytophaga-Flavobacterium이 우 함을 알 수 

있었고, 생물막이 성숙기 이후 (3-7일 후) 거의 군집의 변동이 없음을 보고함. 

- 해양 생물막에 한 연구는 주로 배양에 의존한 방법이 많이 사용됨. Karin (2004) 등은 근해

와 원해에서 각각 바닷물을 취하여 미생물을 배양한 결과, 근해의 바닷물이 원해의 바닷물보다 

colony를 형성하는 미생물이 10～20배 높으며, 생물막 형성능도 높음을 확인. 한, Mette 

(2006) 등은 해양 생물막에서 미생물을 배양하고 single species와 multispecies의 생물막 형성

능을 조사한 결과, multispecies의 생물막 형성이 높음을 밝힘. 이밖에도 분자생물학  방법을 

이용한 생물막의 군집분석에 한 연구로는 Zhang과 Fang (2001)은 16S rDNA에 기 한 방법

을 이용하여 해양 생물막으로부터 112개의 clone library를 구축하 고, sulfate-reducing 

bacteria가 그 군집에서 매우 풍부함을 확인하 으며, Dang과 Lovell (2000)은 6 종류의 인공 

합성 매질을 이용하여 해수에서 생물막을 형성하고 천이과정  군집구조를 찰한 결과, 생물

막 형성시간에 따라 group을 이루었으며 부분의 생물막 형성 미생물이 아직 동정되지 않은 

미생물임을 밝힘. 

   

- 이 밖에도 생물막 형성 균주의 단백체 변화를 연구한 결과로는 Patrauchan 연구  (2005)은 

해양세균인 Pseudoalteromonas sp.가 생물막을 형성하는 동안 Ca
2+

 이온의 향으로 인한 단백

체 변화를 2DE로 분석하여 protease 는 transport protein 단백질들이 동정됨. 이 결과는 

Pseudoalteromonas sp.가 생물막을 형성하는 동안 Ca2+ 이온이 세포 내/외 뿐만 아니라 matrix 

material에도 범 하게 향을 다는 사실을 제시. Arevalo-Ferro 연구  (2003)은 기회감염

균인 Pseudomonas aeruginosa의 quorum-sensing (QS)과 련된 단백질들을 2DE분석으로 동정

하 으며, 그람음성 세균인 P. aeruginosa의 quorum-sensing system은 N-acyl-homoserine 

lactone (AHL) 신호물질에 의존한다고 찰. Frederic 연구  (2002)은 장출 성 병원세균인 

Escherichia coli O157:H7이 biofilm을 형성할 때와 부유하면서 성장할 때의 단백체 분석을 수행. 

두 성장단계의 cell을 2DE로 분석하고 MALDI-TOF-MS와 database 검색으로 동정한 결과, 
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biofilm을 형성하는 단계에서 14개의 단백질 발 이 증가했으며, 3개는 감소. 총 17개의 단백질 

가운데 총 10개의 단백질은 그 기능을 밝혔으며 기능은 general metabolism proteins; sugar, 

amino acid transporter; regulation proteins 등임을 보고함.

- 생물막 련 응용 연구: 주석화합물을 함유하지 않는 환경친화성의 방오도료와 실리콘수지의 

미끄럼을 이용하여 해수와 마찰시 해양생물을 떨어지게하는 마찰형 방오도료 등 화학 인 

방법이 주류를 이룸. 새로운 antibacterial/antithrombic 용액을 응용하여 생물막구조의 변화를 

유발 (Sauer et al. 2009). Nitrite 처리를 통해 Staphylococcus의 생물막형성에 여하는 조 인자

의 발 을 이해하여 생물막형성을 억제 (Schlag et al. 2007). 장균의 생물막형성의 경우, 

indole을 이용한 cell signaling 교란과 small RNA에 의한 생물막 이 (Wood. 2009). 장균의 

배양액 내의 capsular polysaccharide 성분이 그람음성  그람양성 세균의 생물막형성 해 

(Valle et al. 2006).

- 국외 특허: 미생물의 생장을 해하는 화학물질의 처리, 계면활성제처리, 생물막 형성에 여

하는 유 자의 발  조  등이 있으며, 최근 인체에 용하기 어려운 계면활성제 처리나 항생

제 내성 균주에 의한 생물막 형성에 처하기 한 방법으로 생물막 형성 여 유 자 발 을 

제어하는 기법에 한 연구가 활발히 진행 .

  [Kane Biotech Inc. US7314857 B2 (2008.01.01)] Synergistic antimicrobial compositions and 

methods of inhibiting biofilm formation 

  [Paratek Pharmaceuticals, Inc. 20030700661(2003.11.03)] Transcription factor modulating 

compounds and methods of use thereof 

  [Pradeep K. Singh 07446089(2008.11.04)] Methods of inhibiting and treating bacterial 

biofilms by metal chelators 

  [The Procter & Gamble Company 07018642 (2006.03.28)] Compounds, compositions, and 

methods for controlling biofilms 

2. 국내 련분야의 기술개발 황

- 국내 시장 황  측: 미생물에 의한 생물막은 거의 모든 종류의 고체표면과 살아있는 생

물의 조직에서 형성될 수 있으므로, 의료기구, 상하수도 , 정수기, 공기 정화시설 등 다양한 

보건/의료 련 시설물에도 생물막 형성이 가능함. 그러나 미생물의 생물막을 제거하는 방법

의 필요성에 비해, 재까지 만족할 만한 수 의 생물막제거 혹은 방지기법은 개발되지 못한 

실정임. 기존의 방법은 주로 생물막을 형성하지 못하게 물리화학 인 방법으로 근을 해왔지

만, 생물막을 형성하는 미생물의 생리  특성을 연구하고 이를 이용하여 생물막 형성을 제어할 

수 있는 방법을 개발하려는 방향으로 나아가고 있다. 

- 국내의 표  생물막 연구 으로서 서울  공 /배재  이정학/이정기교수 은 membrane

공정 시각에서 세균의 생물막형성에 한 연구를 진행 . 한국화학연구원에서는 소수성불소계 

에멀젼 재료연구를, 순천향 에서는 해양 생물 유래의 방오제를 연구함. 강원  환경공학과와 

한림  생명과학부에서는 배/ 수 의 생물막형성과 소독제에 한 연구를 진행 . 주택도시

연구원의 경우, 수도기자재의 생안 성 개선을 한 생물막의 형성과정 모니터링을 통한 미
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생물 안정 기능성 소재에 한 연구를 진행 .  

- 국내의 해양 생물막에 한 연구는 주로 배양에 의존한 방법을 사용하고 있음. Kwon (2002) 

등은 생물막 형성의 기단계에 여하는 균주로 Micrococcus luteus, Bacillus thuringiensis, B. 

megaterium, Staphylococcus saprophyticus, Sulfitobacter ponitiacus를 분리․동정하 으며, Lee 

(2003) 등은 해양 생물막의 균주를 분리, 동정한 결과, 이들은 α-, γ-Proteobacteria, CFB group 

bacteria, high GC Gram positive bacteria, low GC Gram positive bacteria에 속했음을 보고

함. 이밖에도, 수도  재질에 따른 생물막형성 미생물의 군락 특성을 조사하여 생물막 형성과 

수도  재질의 상호 계에 한 연구 (국가환경정보센터), 항균 펩티드에 의한 철강의 생물막 

의 황산염환원세균 억제  미생물 부식 (microbial corrosion)으로부터 알루미늄 합 을 보

호할 수 있는 코  방법에 한 연구 (환경연구정보시스템) 등이 보고됨. 

- 국내 특허: 재까지 발명된 생물막에 한 국내특허의 경우 부분이 생물막을 이용하여 산

업 으로 응용하거나 개선방법에 한 내용으로서, 생물막형성 조 체계를 규명하거나 항생물

막제를 발명한 특허는 (2008년도 기 으로는) 기 상태라 단됨. 

  [한국과학기술원 1020040070017 (2004.09.02)] 유 자 결실을 한 선형 ＤＮＡ 단편, 이를 이

용하여 생물막 형성이 억제된 장균 변이주  이의 제조 방법  

  [서울 학교 1020060120182 (2006.11.30)] 항균성 호모세린 락톤 유도체  이를 이용한 생물

막의 형성 방지방법 

  [서울 학교 1020070093102 (2007.09.13)] 임계 유체를 이용한 생물막의 불활성화 방법 

  [서울 학교 1020070136932 (2007.12.24)] 생물막 형성 억제 효소가 고정화된 자성 담체와 이

를 이용한 수처리용 분리막 생물반응조 장치 

- 국내 주요 련 업체: 미생물에 의한 생물막 제어는 주로 환경/ 생분야 업체들의 살균소독

제나 부착방지용 코 제를 사용하여 생물막의 형성을 방지하는 분야에 집 됨. 를 들면, (주)

코오롱에서 Zn/Cu-Pyrithione 성분의 방오제, (주)동하는 수 부식방지용 코 제, (주)휴먼텍 

러스는 EEKO Ball, 홍우 이 (주)는 기능성소재와 련된 제품 개발. 한 우조선해양은 

International Paint Korea와 공동으로 일시 으로 바닷물에 잠기는 부 에 칠해 생물부착을 막

아주는 환경친화형 무독성 일시 방오도료 개발 (경남일보, 2003. 11. 4.). 

제 2  연구결과가 국내․외 기술개발 황에서 차지하는 치   

- 생물막의 형성을 해결하는 방안에는 크게 화학물질이나 신소재 등을 활용한 생물막 형성의 

원천 인 억제에 을 맞추고 있는 비생물학 인 근방식과 생명체가 막을 형성하는 기작 

이해를 통한 생물학 인 근 방식으로 크게 나  수가 있음. 비생물학 인 근방식의 경우 

신소재의 개발이 우선되어야 하며, 화학방오제를 이용하는 경우는 환경에 한 여러 가지 폐해

를 유발할 가능성이 있어서 그 사용이 제한 일 수 밖에 없음. 그러나 생물막을 형성하는 미생

물의 특성을 연구하고 생물막의 형성기작을 이해함으로써 이를 제어할 수 있는 방법을 개발한

다면 선택 인 처리가 가능해지며, 항생제 내성 균주들의 출 에 해서도 신경을 쓰지 않아도 

되기 때문에, 따라서 생물막형성과정  각 단계별로 요한 생물막형성인자  이의 발 을 

조 하는 조 인자를 타겟으로 한 항생물막 기법의 개발이 실히 요구되고 있음. 
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- 그러나 기존의 국내  국외 특허를 살펴보았을 때 본 연구에서 수행하고자 하는 생물막형성

의 각 단계별 조 기작  제어방법에 하여 기술된 보고는 없음. 따라서 본 연구를 통해 해

양모델세균인 비 리오균을 선택 균주로 하여 생물막 형성의 단계별 조 기작  주요 형성물

질을 규명함으로서 단계별로 선별  제어가 가능한 방법의 특허출원이 가능할 것으로 상됨.

- 국내 시장 황  측: 미생물에 의한 생물막은 거의 모든 종류의 고체표면과 살아있는 생

물의 조직에서 형성될 수 있으므로, 의료기구, 상하수도 , 정수기, 공기 정화시설 등 다양한 

보건/의료 련 시설물에도 생물막 형성이 가능함. 그러나 미생물의 생물막을 제거하는 방법

의 필요성에 비해, 재까지 만족할 만한 수 의 생물막 제거 혹은 방지기법은 개발되지 못한 

실정임. 기존의 방법은 주로 생물막을 형성하지 못하게 물리화학 인 방법으로 근을 해왔지

만, 생물막을 형성하는 미생물의 생리  특성을 연구하고 이를 이용하여 생물막 형성을 제어할 

수 있는 방법을 개발하려는 방향으로 나아가고 있음. 

- 친환경 인 새로운 패러다임의 세균 제어책은 재 미국에서 개발/시도 이며, 아직 뚜렷한 

성과가 보고된 바는 없음. 그러므로  상태에서의 기술도입은 불가능하며, 선택  억제방법의 

개발은 국제 으로 큰 경제성을 보인다고 사료된다. 본 연구의 성과로 세포외다당류를 이용한 

친환경 이고 독성이 은 새로운 생물막을 형성하는 세균 제어책의 개발을 가능하게 한다고 

사료됨. 

분야  기술명 기술 우  국가

선진국 비 

국내기술

수 (%)

국외 연구기

- 고해상도 세균군집 독 기술

- 군집 내 주요 균주 배양 기술

- 정족수인식  그 기작 연구

- 방오물질 개발 연구

미국

미국

미국

미국

85

60

85

40

메릴랜드 , 미시간주립

오 곤

스콘신 , 워싱톤

우즈홀연구소, Olin사
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1

단

계.

해

양 

생

물

막 

생

성 

기

작 

규

명

- 정족수인식기작  생물막 형성 

련 유 자 연구 

- 정족수인식 유 체  생물막 형성 

유형 규명

1. HTP 방식의 세균부착 assay 확립 (96균주/batch)

2. Mutant library 구축  screening (8,000 clones 이상)

3. 정족수인식 유 자의 유 체 수 에서의 탐색 (20 

유 자)

- 생물막 연구방법 개발

- 생물막/biofouling 연구기반 구축

4. 해양 생물막 구성 세균군집 형성  채취 (4가지 표면의 

microcosms)

5. high informative 군집분석 방법 개발 (T-RFLP 기법의 

개선책 제시)

6. 모델 균주 제시 (3 세균 속/종)

- 정족수인식 신호물질  련 

유 자 연구

1. 해양 Vibrio 균이 생산하는 정족수 신호물질의 존재 여부 

조사

2. 신호물질에 반응하는 유 자의 탐색

3. 유  특징에 따른 신호물질 생산  활성도의 조사

4. ntrC mutation이 Vibrio 균의 생물막형성에 끼치는 향 

조사

5. quorum-sensing 련 조 자에 의한 ntrC 발  여부 

조사

6. NtrC, 신호물질, 정족수인식, EPS, biofilm간의 조  

network 추론

- 생물막 세균 군집의 천이과정 연구

7. 장  microcosm에서  해양 생물막 형성, 채취

8. Microcosm 시료의 생물막 세균군집 구조의 

분자생물학  분석

9. 장 시료로부터 생물막 천이 단계 규명  단계별 

군집구조 변화 조사

10. 수온이 높은 환경의 생물막 형성과정 조사 

11. 요군집 규명  16S rDNA 상 primer  

probe개발

12. 모델균주 Vibrio vulnificus (wild type vs ntrC 

mutant)의 생물막 형성 능력  특징 조사

- 생물막 형성 련 물질의 특징 연구

- 생물막 형성 련물질의 유  

특징 조사  생물막 형성 련 

신호물질의 기능  특징 조사

1. 정족수 신호물질 합성 련 유 자의 탐색 시도 (획득된 

경우, 그 특징에 한 연구 시도)

2. 생물막형성 주요 물질 합성 유 자의 특징 연구 - 

NtrC와의 계 규명

3. 생물막형성 주요 물질의 기능 조사

4. 생물막형성 주요 물질의 활용 방안 조사

제 3 장 연구개발수행 내용  결과

제 1  연구 방법  내용 
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- 천이과정에 따른 생물막/biofuling 

균주의 분리  특성 연구

- 생물막군집 균주의 분리 배양  

계통 분류학  분석  생물막 형성 

련물질의 탐색

5. 장  microcosm으로부터 생물막 천이 단계에 따른 

생물막의 형성  채취, 군집 구조분석 

6. 생물막 천이 단계에 따른 생물막 형성 균체의 획득, 

균주의 분리  배양

7. 분리 배양된 균주의 동정  계통분류학  분석

8. 분리된 균주의 biofilm 생성 능력 비교

9. 생물막 형성 련물질 생성 여부  그 특징 규명

2

단

계.

해

양

생

물

막 

제

어 

기

작 

규

명 

 

그 

응

용

성 

연

구

- 생물막 연구 상 모델 균주의 선정 

- 생물막  형성 련물질 (EPS, 

LPS)의 선정

- EPS 구성 물질의 분석

- EPS  LPS의 biofilm 형성 

억제효과 조사

- Nanofiber를 이용한 고정화 기술 

탐색

- 모델 균주의 LPS/EPS 합성 

유 자군 동정  단백질체 

라이 러리 구축

1. 모델 균주: Vibrio vulnificus 

2. V. vulnificus 생물막 형성 련 물질: LPS  EPS

3. MALDI-TOF/MS 분석을 통하여 V. vulnificus EPS 

구성 성분 악: glucosamine의 존재 

4. V. vulnificus LPS  EPS의 효과 인 생물막형성 

억제효과 찰

5. 2가지 (CA, GC) nanofiber를 이용한 고정화 기술 탐색

6. V. vulnificus의 LPS/EPS 합성 유 정보, 유 자군, 

돌연변이체 확보

- 유 체/단백체 정보의 종합 인 

분석을 통한 EPS 생합성 유 자 

cluster 동정  조 기작 규명

- EPS  LPS의 생물막 형성에 

미치는 향 조사 

- 방오후보물질의 고정화를 한 

다양한 담체의 제작  최 화

- 다양한 방오용 고정화 기술 탐색 

 개발

1. 3가지 EPS 생합성 clusters의 NtrC/RpoN에 의한 

조 기작 규명

2. Cell line  in vitro assay system하에서, EPS  

LPS의 생물막 형성에 미치는 향의 차이  조사: EPS의 

효과는 첨가시 에 따라 상반된 효과 도출

3. PS+PSMA nanofiber, silica core nanoparticle, 

liposome 등 다양한 담체의 제작

4. CA  GC 고정화 기술 용

- dLPS의 방오효과 조사

- dLPS의 다양한 세균에 한 

향 조사

- 방오후보물질의 고정화 확립

- 고정화 후 방오활용도 평가

1. 그람음성균 (E. coli) dLPS의 방오효과 조사: 

dLPS의 효과가 보다 우수함.

2. 그람음성균  그람양성균에 한 dLPS의 

생물막형성에 하여 모두 해효과를 보임. 특히 

그람 음성균의 생물막에 보다 효과 임.

3. dLPS가 고정화된 PS+PSMA nanofiber  DVB 

nanoparticle은 약 4-6회의 재사용 까지도 기 

생물막형성 방오능의 약 50%이상을 유지함.

3

단

계.

부착단계 생물막형성인자

1. Flagellin (FlaA-F)

2. fla mutants: 운동성의 소실; 생물막형성 감소; 

숙주부착능의 감소
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생

물

막 

형

성

의 

단

계

별 

조

체

계 

규

명 

 

항

생

물

막 

기

법 

개

발

성숙단계 생물막형성인자

3. 단백질 분해효소 (IdeV)

4. ideV mutant - 운동성 결손; 생물막형성 감소

5. 질소 사 PTS와 련된 효소군 (Enzyme I
Ntr

, NPr, 

enzyme IIA
Ntr

)

6. ptsO mutant - LPS의 합성 증가; 생물막 형성 증진

이단계 생물막형성인자

7. Capsule 생합성인자 (WbpP)

8. wbpP mutant - CPS 생산 감소; 생물막 형성능 

증진

생물막형성인자의 로모터 동정 

 발  특성 규명

- 편모구성 코딩 유 자 (flaA-F)

- 단백질 분해효소 (ideV) 

- Capsule 생합성 련 유 자군 

(cps-cluster) 

1. Primer extension 실험을 통한 사시작   

promoter region 동정

2. 각 유 자(군) promoter::luxAB reporter fusion의 

건조

3. Luciferase 활성도 조사를 통한 사발 의 특성 

규명

생물막형성인자의 발  조 자 동

정

- flaA-F 조 자: RpoF, RpoN

- ideV 조 자: cAMP-CRP 

complex 

- cps-cluster 조 자: SmcR

4. 각 fla promoter의 특징 조사: sigma factor(RpoN, 

RpoF)에 의한 조  여부 규명

5. ligand-fishing을 통한 ideV 발  조 자인 CRP 동정

6. QS-조  cascade를 구성하는 조 자 돌연변이 조사

를 통한 cps-cluster의 조 자 SmcR 동정

7. 각 유 자(군) promoter::luxAB reporter fusion의 

발  조  여부 악

발 조 자의 생물막형성인자의 발

 조 기작 규명

- 발 조 자의 upstream region과

의 상호작용

- 발 조 자와 생물막형성인자와

의 상 계 규명

8. EMSA를 통한 사조 자의 직 인 binding 여

부 악

9. DNase I footprint 실험을 통하여 조 자의 

binding site 규명 

10. IdeV  CPS의 발 /생산량과 세포내 

cAMP/CRP  QS signal 농도와 계 규명

단계별 주요 생물막형성인자 간의 

상호 계 규명

1. 편모 단백질의 안정화 인자 동정: Protease  

chaperone 동정 

2. 단백질 분해효소(IdeV)의 상호작용 인자 동정: 

운동성 련 인자(VV2_0947)

3. N-PTS component들의 상호작용 인자 동정: 

3-1. EIIANtr-상호작용 SdhA; 

3-2. HPr 상호작용 PykA; 

3-3. EIIA
Glc

-상호작용 PolA

생물막형성 조 체계 확립
4. 생물막형성  과정에서 편모 단백질(Fla)의 유도, 

생성, 제어 정도 규명 
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5.  생물막형성  과정에서 Lon의 발  변화의 

생물학  의미 악 - Fla/motility와의 련성 

규명

6. 세포외 다당류 합성 클러스터 조 자의 동정: 

사조 자 LeuO

7. N-PTS 활성 조 물질의 동정: EI
Ntr

의 

autophosphorylation 조 에 필요한 인자로서 

glutamine, α-ketoglutarate

단계별 조 자의 활성도 해 인자 

 안정성 변화인자의 스크리닝

1. 96-well plate 내 생물막 형성  생물막 형성인자

인 EPS-cluster 발  모니터링 어세이 시스템을 이

용하여 HTP-스크리닝 방식으로 생물막형성 해인

자 스크리닝 시스템 구축

2. 한국화합물은행으로부터 수령한 chemical library  

수령하여 생물막형성 증감 스크리닝을 통해 5종의 

생물막 형성 제어인자 선별  

3. HPr의 새로운 상호작용인자 Rsd 동정   

HPr-Rsd 상호작용에 따른 생물막 형성 감소 찰.

항생물막 기법 확립을 한 조 체
계 교란 기작의 규명

4. 생물막형성 주요인자의 사단계  단백질 활성에 

향을 주는 해물질의 그 제어기작 규명

5. 모델균주 이외의 V. cholerae, ETEC, P. aeruginosa, 

S. aureus에 한 선별 chemical 향 조사
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제 2  연구 결과

- 1단계 연구결과

(1) Biofilm 형성  정족수인식 연구 기반 구축

가. 정족수 인식기작과 련 유 자의 탐색  군집구조의 분자생물학  분석과 개발을 

으로 연구함.

            

나. 정족수인식기작  biofilm 형성 련 유 자 연구

1) High throughput 방식의 biofilm formation assay의 확립

 가) Biofilm 형성 능력을 쉽고, 재 이고, 단 로 탐색 비교할 수 있는 방법의 선택:

     다양한 biofilm 형성 용 매질과 형성된 biofilm의 정량 방법을 시도함.

    (1) 매질  찰 방법의 선택: 

      (가) glass slide의 사용: 미경 찰이 필요함.

      (나) glass 는 borosilicate-glass tube의 사용

      (다) polypropylene tube의 사용

      (라) polystyrene well의 사용: multi-pipet  multi-reader 등을 이용하여 일 인 처

리가 가능함.

                  

[그림2-9]1. Biofilm 형성능 비교를 한 crystal violet 염색법
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    (2) Biofilm assay 조건의 확립: 가)항의 결과를 바탕으로, polystyrene microtiter 

(96-well) plate에 세균의 종한 후, biofilm 형성 정도를 plate-reader를 사용하여 정량 가능

한 crystal violet 염색법을 확립함.

                   

Quantify bacterial cell density in a microtiter plate reader (595nm)

Prepare 96-well polystyrene microtiter plate 
or glass tube with medium

Inoculate cells; incubation 30℃, no agitation 

Stain with 1% crystal violet (CV) for 30min
Rinse with H2O, air-dry

Quantify absorbance of CV-stained biofilm (550nm)

Remove planktonic cells, and wash with ASW medium

Quantify bacterial cell density in a microtiter plate reader (595nm)

Prepare 96-well polystyrene microtiter plate 
or glass tube with medium

Inoculate cells; incubation 30℃, no agitation 

Stain with 1% crystal violet (CV) for 30min
Rinse with H2O, air-dry

Quantify absorbance of CV-stained biofilm (550nm)

Remove planktonic cells, and wash with ASW medium

      [그림2-9]2. Biofilm 정량을 한 방법의 flow-chart

 나) 확립된 방법의 검증: crystal violet 염색정도와 biofilm 군집 내 세균수와 상 계 정립.

    (1) 배양시간 별 crystal violet의 염색정도
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      [그림2-9]3. 배양 시간 별 Biofilm 형성 활성도

    (2) 배양시간 별 biofilm 형성 미생물군집의 크기: biofilm 내 미생물의 CFU 수도 상

계를 보임.

                  

        [그림2-9]4. 배양 시간 별 Biofilm 형성의 공 미경 찰
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2) mini-Tn mutant library 구축  biofilm 형성능이 변화된 mutant library의 screening

                           

        [그림2-9]5. mini-Tn을 이용한 세균의 돌연변이균주의 건조기법

 가) 모델 균주로서 선택된 Vibrio 균을 recipient cell로 선택하여, mini-Tn5 Km/lacZ를 포함

한 plasmid를 갖은 E. coli donor cell과의 conjugation을 통하여 mutant pool을 확보함.

 나) chromosome에 mini-Tn이 insertion된 각 돌연변이체를 pure culture 상태로 순수배양 

후 -80C 보 함.

 다) 구축된 library를 1)항에서 확립된 HTP 식의 biofilm formation assay 방법에 용하여, 

6,500 clones 이상 조사하여 biofilm 형성 능력이 변화된 돌연변이체를 변화된 crystal violet 

염색정도로서 선별하여 확보함.

 라) biofilm 형성 돌연변이 균주  정족수인식 기작과도 련된 균주를 선별하기 하여, 

본 Vibrio 균주가 나타내는 정족수인식 표 형을 탐색함.

    (1) 정족수인식 신호물질이 포함되어 있는 stationary phase culture의 spent medium 에 

반응하는 exoprotease activity를 조사함. 

    (2) 이를 하여 exoprotease 활성도의 비교가 용이한 skim agar plate를 사용하여 선택

된 돌연변이 균주를 screening함. 
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[그림2-9]6. 돌연변이균주의 세포외단백질효소 활성도의 변화 측정

3) 정족수인식 유 자의 유 체 수 에서의 탐색

 가) 2)항에서 획득한 각 mutant (총 20 균주)의 chromosomal DNA로부터 knockout 유 자

를 selective cloning을 통하여 염기서열을 동정함.

 나) 동정된 유 자 산물의 기능을 알아보기 하여, GenBank database 내의 유사 유 자 

 그 산물과의 구조 , 진화  상 성을 조사함.

    (1) 동정된 knockout 유 자 , 2-component regulatory system 구성원으로 알려진 

regulator 유 자(ntrC)를 본 연구의 상으로 임시 결정함.

VV10898 VV10889          VV10890      VV10891            VV10892 VV10893

signal transduction 

protein

hypo. 
protein

GTP-binding 
TypA-like protein glutamine

synthetase

(GlnA)

nitrogen

regulator 

protein

NtrB (GlnL)

response 

regulator 

for NtrB 

NtrC (GlnG)

Km lacZ

VV10898 VV10889          VV10890      VV10891            VV10892 VV10893

signal transduction 

protein

hypo. 
protein

GTP-binding 
TypA-like protein glutamine

synthetase

(GlnA)

nitrogen

regulator 

protein

NtrB (GlnL)

response 

regulator 

for NtrB 

NtrC (GlnG)

Km lacZ

[그림2-9]7. 선택된 돌연변이균주의 knock-out gene의 동정

    (2) ntrC 유 자산물의 특징 (E. coli 등의 경우)

         (가) 2-component signal transduction system

           ① sensor kinase: NtrB 

           ② response regulator: NtrB

     (나) Enhancer-binding protein

     (다) Activator for σ54 holoenzyme

 다) 본 모델 세균인 Vibrio가 보이는 정족수 인식 기작에 의한 상을 비교, 분석: 정족수인

식 기작  biofilm 형성에 동시에 련된 ntrC 유 자를 최종 선택함.

    (1) ntrC mutant의 exoprotease 유 자 발 : elastase gene (vvpE)-luxAB transcriptional 

fusion을 건조 후, wild-type  ntrC mutant에서의 발 을 비교 결과 정족수인식 기작에 의
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해 조 되는 vvpE의 발 에 큰 향을 끼침.

    (2) ntrC mutation의 biofilm formation 능력에의 향- complementation 실험: ntrC 

mutant에 ntrC 유 자를 plasmid 상태로 주입한 결과, wild-type이 보이는 biofilm 형성능력

으로 회복됨.
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[그림2-9]8. ntrC mutant의 생물막형성의 비교

다. Biofilm 연구방법 개발

1) 다양한 표면의 해양 생물막 채취  세균군집 구조의 분자생물학  분석

 가) Acryl, glass, steel coupon에 형성된 장과 1, 2차 microcosm의 해양 생물막을 채취하

여 세균군집 구조 분석에 이용함.

   

[그림2-9]9. 해양 생물막 microcosm의 실  

 나) T-RFLP (terminal restriction fragment length polymorphism) 분석

    (1) T-RF 크기를 바탕으로 우  균주를 상한 결과 γ-proteobacteria와 Bacteroidetes 

group이 우 함.

    (2) 장과 microcosm 실험에서 형성된 해양 생물막의 세균 군집구조는 부착 기질과 

60hr 이 에서는 시간에 상 없이 유사함.
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[그림2-9]10. Microcosm 형성 생물막의 T-RFLP 분석 

 다) ARDRA (amplified ribosomal DNA restriction analysis) 분석

    (1) acryl coupon의 경우 54개의 클론에서 19개의 서로 다른 phylotype이, glass coupon

의 경우 60개의 클론에서 26개의 서로 다른 phylotype이, steel coupon의 경우 56개의 클론

에서 31개의 서로 다른 phylotype이 찰되었음. 

    (2) ARDRA 분석을 바탕으로 다양성 지수를 계산한 결과, steel이 다양성 지수가 가장 

높고, glass가 우 도가 가장 높았음.

[그림2-9]11. Microcosm 형성 생물막의 ARDRA 분석 

 라) FISH (fluorescent in situ hybridization) 분석

    (1) glass coupon에 형성된 생물막이 다른 것보다 양이 었음.

    (2) 모든 시료에서 γ-proteobacteria가 찰됨.
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[그림2-9]12. Microcosm 형성 생물막의 FISH 분석 

 마) 16S rDNA 염기서열 분석

    (1) 해양 생물막의 염기서열 분석 결과 60%가 uncultured bacteria 음.

    (2) 모든 시료에서 Bacteroidetes, γ-proteobacteria, α-proteobacteria가 우 을 보 음.

[그림2-9]13. Microcosm 형성 생물막의 16S rDNA 염기서열 분석 

2) High informative 군집분석 방법 개발

 가) 염기서열 분석이 불가능했던 기존의 T-RFLP 방법을 개선함.

    (1) Adapter를 이용한 HhaI T-RF의 염기서열 분석 방법.

    (2) TdT (terminal deoxynucleotidyl transferase)를 이용한 HhaI T-RF의 염기서열 분석 

방법
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[그림2-9]14. Microcosm 형성 생물막 구조분석을 한 T-RFLP 개선책 

 나) 개선된 T-RFLP 방법을 이용하여 해양 생물막의 군집구조 분석 : 기존의 군집구조 분석 

방법들과 부합되는 결과 획득함.

                 

     [그림2-9]15. Microcosm 형성 생물막군집 구조분석 T-RFLP 실  

3) 해양 세균에 의해 생물막 균주 형성과정의 모델 균주 제시: 생물막의 세균 군집 분석 결

과, Flavobacterium sp., Pseudoalteromonas sp., Vibrio sp., Roseobacter sp.가 생물막 형성에 

요한 역할을 담당함. 

(2) 정족수인식 신호물질  련 유 자 연구와 biofilm 세균군집의 천이과정 연구

가. 정족수인식 신호물질과 렴 유 자의 연구  천이단계의 규명과 군집구조 변화 조사를 

으로 연구함.
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나. 정족수인식 신호물질  련 유 자 연구

1) 해양 Vibrio 균이 생산하는 정족수 신호물질의 존재 여부 조사

 가) 정족수인식 신호물질의 탐지 기법

    (1) V. harveyi BB886의 bioluminescence를 이용한 방법: AI-1 탐지용 indicator와 반응함.

    (2) TLC-Agrobacterium을 이용한 방법: AI-1 탐지용 indicator와 반응함. 
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[그림2-9]16. 모델세균의 정족수인식 신호물질 존재의 탐지 

 나) 성장곡선에 따른 정족수인식 신호물질의 생성: Vibrio 균이 stationary phase에 진 입한 

후 그 합성이 증가됨.

 다) 신호물질의 biofilm 형성에 미치는 향 조사: 신호물질을 biofilm assay system에 첨가 

시 생물막 형성이 증가됨.
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[그림2-9]17. 모델세균 정족수인식 신호물질의 생물막형성에 한 향

2) 신호물질에 반응하는 유 자의 탐색

 가) Vibrio 균이 생성하는 exoproteases  하나인 elastase를 코딩하는 vvpE 유 자 

promoter의 transcriptional fusion을 건조함.

 나) 의 signal spot과의 반응을 조사함. 
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[그림2-9]18. 모델세균의 정족수인식 신호물질의 유 자 발 조  기능 규명

3) 유  특징에 따른 신호물질 생산  활성도의 조사

 가) wild-type과 1차년도 연구에서 선정된 ntrC mutant의 비교

    (1) 각 strain이 생성하는 신호물질의 생성정도 비교: ntrC mutant는 감소된 신호 물질 

생성능력을 보임.

    (2) 각 strain의 vvpE transcriptional fusion의 발  정도 비교: ntrC mutant에서 vvpE는 

basal level의 발 을 보임.  
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15000
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[그림2-9]19. NtrC의 정족수인식 조 군(regulon) 유 자 발 조  기능 규명

4) ntrC mutation이 Vibrio 균의 생물막형성에 끼치는 향 조사

 가) Exopolysaccharide (EPS)의 합성에 미치는 향 - EPS 합성정도를 SDS-PAGE를 통하여 

비교한 결과, ntrC mutant에서 에서 그 생성이 히 감소함.

 나) quorum-sensing 련 조 자의 합성에 미치는 향 - Vibrio의 QS 조 자로 알려진 

smcR 유 자의 발 을 조사 - ntrC mutant에서 smcR는 basal level의 발 을 보임.

5) Quorum-sensing 련 조 자에 의한 ntrC 발  여부 조사

 가) Vibrio의 QS 조 자로 알려진 smcR mutant 확보함.

 나) smcR mutant에서 ntrC의 발 을 wild-type에서의 것과 비교 - 차이가 없음.
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   [그림2-9]20. 정족수인식 조  돌연변이 주에서의 NtrC의 발  조사

6) NtrC, 신호물질, 정족수인식, EPS, biofilm간의 조  network 추론: 의 4, 5 항에서 보여

 결과는 ntrC gene product가 QS과 직 으로 연 된 smcR gene product 보다 상 에서 

조 함을 암시함. 

다. Biofilm 세균 군집의 천이과정 연구

1) 장  microcosm에서 해양 생물막 형성, 채취: acryl, glass, steel coupon에 형성된 장

과 3, 4차 microcosm의 해양 생물막을 채취하여 세균군집 구조 분석에 이용함.

                            

       [그림2-9]21. 세균 군집 채취를 한 해양 생물막 microcosm 

2) Microcosm 시료의 생물막 세균군집 구조의 분자생물학  분석

 가) T-RFLP (terminal restriction fragment length polymorphism) 분석

                

        [그림2-9]22. Microcosm 형성 생물막의 T-RFLP 분석 
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    (1) 겨울(1차년도), , 여름에서 공통 으로 73-78bp (γ-proteobacteria)와 113-118 bp 

(Firmicute)가 5% 이상 우 함.

    (2) T-RF 크기로 우  균주를 상한 결과 연  지속 으로 γ-proteobacteria가 우 하고, 

여름에는 Bacteroidetes group의 비 이 증가함.

    (3) T-RF pattern의 cluster 분석결과 계 에 따른 유사도 차이를 찰할 수 있었음.

 나) FISH (Fluorescent in situ hybridization) 분석

[그림2-9]23. Acryl-Microcosm 형성 생물막의 FISH 분석 

    (1) 여름 microcosm의 모든 매질에서 시간이 경과함에 따라 생물막이 증가되고, 48hr 이

후부터 생물막이 감소하는 상이 찰됨.

    (2) steel coupon에 형성된 생물막이 acryl과 glass coupon에 형성된 생물막보다 양이 

었음.

    (3) 모든 매질에서 Bacteroidetes와 γ-proteobacteria가 생물막에 형성된 군집의 50% 이상 

차지함. 

3) 장 시료로부터 생물막 천이 단계 규명  단계별 군집구조 변화 조사

 가) Acryl coupon에서의 생물막 천이

    (1) T-RF pattern의 cluster 분석결과 12시간 과 24시간 후의 군집구조가 구분됨. 

    (2) 3hr, 9hr, 24hr, 36hr 시료에서 16S rDNA 클론 라이 러리를 분석한 염기서열   

Bacteroidetes와 γ-proteobacteria가 가장 높은 비율로 나타남. 기 단계인 9시간 까지 클론 

라이 러리에서 Bacteroidetes가 가장 높은 비율로 증가하다가 9시간 이후부터 감소함. γ

-proteobacteria의 경우 Bacteroidetes와 반  양상을 보임.

[그림2-9]24. Microcosm 형성 생물막의 16S rDNA 클론 라이 러리 분석 
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    (3) CFB와 γ-proteobacteria의 probe를 사용한 FISH 분석에서도 16S rDNA 클론 라이

러리와 같은 결과를 보임. 

                   

        [그림2-9]25. γ-proteobacteria의 probe 사용 FISH 분석 

 나) Glass coupon에서의 생물막 천이

    (1) T-RF pattern의 cluster 분석결과 12시간까지 기 군집구조가 형성되고 이후 후기 

군집구조의 발달이 찰됨.

    (2) 3hr, 9hr, 24hr시료에서 16S rDNA 클론 라이 러리를 작성하여 분석한 염기서열  

γ-proteobacteria와 Cyanobacteria가 가장 높은 비율로 나타남. 

    (3) 기 9시간까지 클론 라이 러리에서 γ-proteobacteria가 가장 높은 비율을 차지 하지

만 시간이 흐름에 따라 격히 감소함. Cyanobacteria와 Deinococcus의 경우 γ-proteobacteria

와 반  양상을 보임.

    (4) CFB와 γ-proteobacteria의 probe를 사용한 FISH 분석에서도 16S rDNA 클론 라이

러리와 같은 결과를 보임. 

 다) Steel coupon에서의 생물막 천이

    (1) 다른 매질과는 달리 군집구조가 단순함. T-RF pattern의 cluster 분석결과에서 기 

군집과 후기 군집의 뚜렷한 구분이 없었음. 바닷물에서는 보이지 않았던 γ-proteobacteria로 

상되는 T-RF가 참됨. 

    (2) 3hr, 9hr, 24hr의 16S rDNA 클론 라이 러리에서 분석된 세균들의 염기서열  90% 

이상이 γ-proteobacteria 계열의 아직 분리․동정되지 않은 미확인 종임.

    (3) FISH 분석에서도 16S rDNA 클론 라이 러리처럼, 다른 두 매질에서 높은 비율을 

차지하는 Bacteroidetes는 매우 낮은 비율을 보이며, γ-proteobacteria가 시간이 경과함에 따라 

지속 으로 증가함.

4) 수온이 높은 환경의 생물막 형성과정 조사

 16S rDNA 염기서열 분석 결과;

    (1) acryl coupon의 경우 겨울과 여름 모두에서 Bacteroidetes가 가장 높은 비율로 찰

됨. 수온이 증가한 경우 다양한 세균 군집이 찰됨.
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   [그림2-9]26. Acryl-Microcosm 형성 생물막의 16S rDNA 염기서열 분석 

    (2) glass coupon의 경우 계 에 따른 군집구조 차이가 컸음. 겨울에는 γ-proteobacteria

가 높은 비율을 차지하 으나, 수온이 높아짐에 따라 Cyanobacteria와 Deinococcus 계열의 미

분류종이 나타났음. 

                      

   [그림2-9]27. Glass-Microcosm 형성 생물막의 16S rDNA 염기서열 분석 

    (3) steel coupon의 경우 겨울과 여름 모두에서 γ-proteobacteria가 가장 높은 비율로 나

타났음. 다른 매질과 달리, 군집구조가 단순하며 수온의 향을 받지 않음.

                     

   [그림2-9]28. Steel-Microcosm 형성 생물막의 16S rDNA 염기서열 분석 
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5) 요군집 규명  16S rDNA 상 primer  probe개발

 가) 생물막 형성과정의 요군집 규명

    (1) 생물막 천이단계  세균군집 구조의 분자생물학  분석 결과 acryl coupon에서는 

Bacteroidetes, glass와 steel coupon에서는 γ-proteobacteria가 기 군집이라 추정됨. 

    (2) 16S rDNA library의 염기서열 분석과 계통분류학  분석 결과, acryl coupon은 

Flavobacterium (Chitinophaga, RDP 기 )계열이, glass와 steel coupon에서는 다양한 

uncultured γ-proteobacteria와 Pseudomonas 계열이 생물막 형성의 주요 균주로 확인됨. 

 나) 16S rDNA 상 primer  probe개발

    (1) 16S rRNA 유 자의 V2 variable region에서 5‘-CAT GAT CAG CCA CAC GGG-3' 

(E. coli numbering 305-322) 서열로 acryl coupon 생물막에서 확인된 Flavobacterium 

(Chitinophaga) 계열의 균주를 특이 으로 증폭하는 primer를 설계함.

    (2) glass와 steel coupon의 요군집은 분류학 범 가 넓은 uncultured γ-proteobacteria

와 Pseudomonas 계열로 확인되었으므로 γ-proteobacteria의 16S rRNA에 해 특이 인 

probe인 기존의 GAM 42a를 사용할 수 있음.

6) 모델균주 해양 Vibrio (wild type vs ntrC mutant)의 생물막 형성 능력  특징 조사

 가) Vibrio (wild type vs ntrC mutant)를 넣어  microcosm의 설치

 나) T-RFLP와 FISH를 통한 생물막 형성 능력 분석

    (1) acryl coupon의 경우 wild type은 9시간까지 생물막에 부착하여 기 군집을 형성하

지만, mutant의 경우 3시간 이후 빠르게 탈착되는 경향을 보임. γ-proteobacteria의 specific 

probe (GAM 42a)를 사용한 FISH 분석에서도 역시 T-RFLP와 같이 mutant가 wild type보다 

빠른 탈착을 보임.

    (2) glass coupon의 경우 acryl coupon과 같이 wild type과 mutant의 생물막 형성 과정

의 차이를 찰할 수 없었음. FISH에서도 T-RFLP와 유사한 결과를 보임.

    (3) steel coupon의 경우는 acryl과 같이 wild type은 9시간까지 기 군집을 형성하나, 

mutant는 6시간 이후 탈착됨. 

(3) 생물막 형성 련 물질의 특징 규명  biofilm/biofouling 균주 분리

가. 생물막 형성 물질의 특징 조사와 생물막 형성 해물질 탐색  천이과정의 재 성 확보

와 biofilm 형성 균주의 분리를 으로 연구함.  

         

나. 생물막 형성 련물질의 유  특징 조사  생물막 형성 련 신호물질의 기능  특징 

조사
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1) 정족수 신호물질 합성 련 유 자의 탐색 시도

 가) Genome DB searching으로는 해당 유 자를 찾을 수 없었음.

 나) Tn-mutant pool의 screening으로는 해당 유 자를 찾을 수 없었음.

2) 생물막형성 주요 물질의 규명  그 합성 유 자의 특징 (NtrC와의 계 규명) 

 

 가) Vibrio vulnificus의 proteome을 2-D gel  MALDI-TOF 분석을 통하여 NtrC-regulon을 

동정함

 나) 이  LPS/EPS 합성에 련된 GmhD를 찾음.

[그림2-9]29. 2-D gel을 GmhD 동정

 다) gmhD 유 자 발 이 NtrC에 의해 조 됨을 transcriptional fusion을 이용하여 확인함. 

[그림2-9]30. GmhD의 ntrC mutant에서의 발  조사

 라) GmhD의 기능을 알아보기 하여, gmhD mutant Vibrio vulnificus의 건조 후, mature는 

LPS  EPS의 합성하지 않음을 찰.
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            [그림2-9]31. gmhD의 mutant의 건조  LPS 합성 조사

3) 생물막형성 주요 물질의 기능 조사: gmhD mutant Vibrio vulnificus는 완성된 biofilm의 형

성이 불가능함.

4) 생물막형성 주요 물질의 합성 는 기능 해 방안 조사

 가) LPS는 세균의 adhesion 역할을 함을 제시함.

 나) 추출한 LPS 첨가 시 biofilm 형성에 한 향을 찰함.

[그림2-9]32. LPS의 생물막형성에 한 향 조사

다. 생물막군집 균주의 분리 배양  계통 분류학  분석  생물막 형성 련물질의 탐색

1) 장  microcosm으로부터 생물막 천이 단계에 따른 생물막의 형성  채취, 군집 구조분

석: 3 종류 매질 (acryl, glass, steel)의 coupon을 장 (2회)에 노출시켜 biofilm을 형성시킴.

2) Acryl coupon에서의 biofilm 천이 과정

 가) 기군집의 T-RF profile에서는 118~122 bp (γ-proteobacteria로 추정), 62~64 bp (α

-proteobacteria로 추정)가 찰되었고, 후기군집의 T-RF profile에서는 342~345 bp의 α

-proteobacteria와 365~368 bp의 γ-proteobacteria로 추정되는 band가 찰되었음.
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[그림2-9]33. Microcosm 생물막 기군집의 T-RF profile

 나) 2차년도와 동일하게 12시간 과 24시간 후의 군집구조 (T-RFLP)가 구분되었음: 2, 3차

년도의 기군집간의 유사성은 높았으나 후기군집은 큰 차이가 나타났음. 

 다) 생물막 형성의 기단계에서 γ-proteobacteria의 비율은 40% 이상을 유지하지만 후기군

집에서 30% 이하로 감소하고 α-proteobacteria의 비율은 50% 이상까지 증가하 음.

 라) 2, 3차년도의 결과를 종합 으로 검토해보면, 기 biofilm의 형성에는 γ-proteobacteria

가 요한 역할을 하며 α-proteobacteria로 인하여 후기군집으로의 천이과정이 일어남. 
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[그림2-9]34. Microcosm 생물막 기  성장기 군집의 T-RF profile

3) Glass 매질의 biofilm 천이 과정 

 가) 기군집의 T-RF profile에서에서 α-proteobacteria로 추정되는 62~64 bp와 118~120 bp

의 band가 찰되었고 후기군집은 341~344 bp와 363~365 bp의 α-proteobacteria와 γ

-proteobacteria로 추정되는 band가 찰됨. 

 나) 2차년도와 동일하게 12시간 과 24시간 후로 군집구조가 구분됨. 2, 3차년도 생물막간

에 기군집의 유사성은 나타났으나 후기군집 간에는 큰 차이가 나타났음. 
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4) Steel 매질의 biofilm 천이 과정

 가) 61~64 bp의 α-proteobacteria와 66~68 bp, 353~355 bp의 γ-proteobacteria로 상되는 

band가 찰됨.

 나) 2, 3차년도 모두 천이과정과 기, 후기군집간의 연 성이 었음. 시간이 지날수록 γ

-proteobacteria와 α-proteobacteria가 40% 이상씩을 차지하며 군집구조가 단순해짐.

 다) 2, 3차 년도에서 모두 천이 과정이 찰 되지 않았고 γ-proteobacteria가 biofilm의 형성

에 요한 역할을 함.
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[그림2-9]35. Microcosm 생물막 기, 성장기, 후기 군집의 상 성 조사

5) 생물막 천이 단계에 따른 생물막 형성 균체의 획득, 균주의 분리  배양

 가) 세 종류의 매질에서 형성된 생물막을 filter한 바닷물에 희석하고 Marine agar plate에 

배양함.

 나) 형태학  방법으로 구분된 450 colony를 1차선별하고 ARDRA를 이용하여 25 균주를 

분리한 후 16S rDNA sequencing을 통하여 동정함.
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[그림2-9]36. Microcosm 생물막 구성 콜로니 상 기 16S rDNA 염기서열 분석
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 다) 동정한 균주는 γ-proteobacteria (75%), α-proteobacteria (12%), Actinobacteria (8%), 

Bacteroidetes (4%) 순으로 나타났음. 따라서 분자생물학  분석과 동일하게 γ-proteobacteria

가 해양 생물막의 형성에 요한 역할을 한다고 추정됨.

 

6) 분리 배양된 균주의 동정  계통분류학  분석

[그림2-9]37. Microcosm 생물막 구성 콜로니 상 계통분류학  분석

 가) 25 균주  strain-4, 5, 36을 선정한 후 biochemical test를 통하여 strain-4와 36은 

Pseudoalteromonas spp., strain-5는 Rhodobacter spp.로 동정되었음. 

 나) Phylogenetic analysis 결과 strain-4는 Pseudoalteromonas tetraodonis, strain-5는 

Rhodobacter sp., strain-36은 Pseudoalteromonas elyakovii로 확인됨.

 

7) 분리된 균주의 biofilm 생성 능력 비교

 가) 분리한 25 strain의 biofilm 형성능을 crystal violet을 이용하여 12시간과 24시간 배양한 

후 생물막 형성능을 비교함. 

 나) Strain-4, 5, 36이 2～10배 높은 생물막 형성능을 나타내어 cell growth와 biofilm 형성능

을 비교한 결과, 3 균주 모두 cell growth가 증가함에 따라 생물막 형성양도 증가함.

8) 생물막 형성 련물질 생성 여부  그 특징 규명

 가) biofilm 형성 능력이 우수한 3 균주는 공통 으로 exopolysaccharide (EPS)의 생산량도 

높게 나타남. 

 나) 3 균주를 20℃, 50 rpm, 48 hour 동안 배양하 을 때 strain-4, strain-5, strain-36의 EPS 

생산량은 각각 5 g/l, 5.86 g/l, 5.46 g/l임. 

 다) 추출한 EPS를 가수분해 후에 Thin layer chromatography를 이용하여 분석하고 있음.
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- 2단계 연구결과 

(1) 생물막 형성 련 물질의 합성 유 자군/단백질군 확보  이들 물질의 특성 연구  

생물막 형성 억제 효과 조사

가. 모델균주의 생물막 형성 련물질 조사  특성 연구

1) 생물막 연구 상 모델 균주의 선정

- Vibrio vulnificus 

2) Vibrio vulnificus의 생물막 형성 련물질의 선정 

- EPS  LPS (SDS-PAGE analyses)

     

[그림2-9]38. EPS  LPS의 SDS-PAGE 분석

3) EPS 구성 물질의 분석기법 확립 (MALDI-TOF/MS analyses)

   

[그림2-9]39. EPS의 MALDI-TOF/MS 분석

나. 이들 물질의 biofilm 형성 억제효과 조사

1) LPS  EPS의 생물막 형성 억제효과의 조사 

- 실험 기 (0hr)에 첨가시, LPS  EPS 모두 생물막형성을 크게 해함을 찰.

2) 방오용 EPS & LPS의 최  고정화 기술 탐색

- Covalently-attached EPS-Nanofiber 기법 사용함

- Glutaraldehyde-crosslinked EPS-Nanofiber 기법 사용함
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다. 모델 균주의 LPS/EPS 합성 유 자군 동정  단백질체 라이 러리 구축

1) (EPS  LPS 량생산을 한) Vibrio 균주의 EPS/LPS의 합성 조  기 의 이해

- Mini-transposon mutant V. vulnificus pool의 탐색

- 생물막 구성 세균군집의 proteome의 비교

- V. vulnificus genome의 in silico 분석

- 3가지 EPS 생합성 련 주요 유 자 knockout mutant의 건조 (EPS-mutants; CBmΔ1, CBmΔ2, or 

CBmΔ3 is deficient in EPS cluster I, EPS cluster II, or EPS cluster III,)

[그림2-9]40. EPS 생합성 련 주요 유 자 knockout mutant의 EPS 생합성 정도 비교

(2) 방오 후보물질의 생물막 형성 억제효과 조사  담체의 제작을 통한 고정화 기술 확보

가. 모델균주의 유 체/단백체 라이 러리 정보의 종합 인 분석을 통한 생합성경로  조  

기작 규명

1) 생물막형성 단계별 global regulator NtrC의 발 조사: 

- NtrC의 발  ( 사 [A]  단백질 합성 [B-C])이 생물막형성 기단계 (6-12hr)에 증가

[그림2-9]41. 단계별 NtrC의 발 조사

2) Global regulator NtrC의 regulon 조사: 

- V. vulnificus genome의 in silico 분석하여, 총 3가지의 EPS 생합성 유 자 cluster 규명
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         [그림2-9]42. 모델세균의 3가지 EPS 생합성 유 자 cluster

3) 환경에서의 EPS/LPS의 생물막 형성 특성 악

- 생물막 형성 조 인자와의 상 성

- Nitrogen starvation과 NtrC와의 계 규명: Effect of an inorganic nitrogen on biofilm 

formation
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[그림2-9]43. 무기 nitrogen의 biofilm 형성에 한 향 조사

- NtrC가 3가지 EPS gene cluster의 발 을 positive regulation: Expression of three EPS clusters 

and a CPS cluster in V. vulnificus

[그림2-9]44. 3가지 EPS 생합성 유 자 cluster의 사발 의 조사

나. 방오 후보물질의 biofilm 형성에 미치는 억제 효과 입증 

1) EPS 는 LPS의 생물막 형성에 미치는 향 조사

- in vitro system: EPS를 생물막형성 단계별 (0hr, 12hr, 36hr)로 첨가한 후 생물막형성 정도를 

비교한 결과, 12시간 이후 첨가한 경우, 생물막형성이 증가되는 상을 찰하 음.

- cell line system: 숙주 부착능이 10배 이상 증가함.
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[그림2-9]45. 첨가한 EPS의 생물막형성에 한 향 조사

다. 방오후보물질의 고정화를 한 다양한 담체의 제작  최 화

1) 생물막 형성 련 방오후보물질의 고정화를 한 다양한 담체의 제작  최 화 연구

- PS(polystyrene) + PSMA(polystyrene-co-maleic anhydride) polymer를 이용한 나노크기의 나

노섬유 제작 최 화 확립; nanoparticle 제작 조건의 탐색

X 1200 X 8000 X 12000

400 nm

X 1200 X 8000 X 12000X 1200 X 8000 X 12000

400 nm

[그림2-9]46. PS+PSMA polymer를 이용한 나노섬유

- 약물 달시스템(Drug Delivery System)으로의 활용을 한 리포좀 제작 조건의 탐색

TEM analysis

TEM analysis of Core-shell DVB nanoparticle

TEM analysisTEM analysis

TEM analysis of Core-shell DVB nanoparticle

[그림2-9]47. 방오물질 달을 한 리포좀 제작

라. 방오용 고정화 기술 탐색  개발

1) 생물막 형성 련 방오후보물질의 고정화

- EPS 구성분석 기반 아미노당인 갈락토사민의 나노섬유로의 고정화

- 방오후보물질로 선정된 alginate lyase의 고정화 연구
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(3) dLPS를 상으로, 다양한 종류의 세균에 한 방오효과를 조사   담체제작-고정화 기술 

확보

가. detoxified LPS (dLPS)의 방오효과 조사

1) E. coli dLPS의 다양한 세균에 한 생물형성 해효과 조사: Inhibitory effect of E. coli dLPS 

on biofilm formation by V. vulnificus, P. aeruginosa, and S. mutans.

   

[그림2-9]48. 무독성 LPS의 다양한 세균에 한 방오물질 효과 조사

나. 방오후보물질의 고정화 확립  방오활용도 평가

1) 공유결합  목  물질응집을 통한 고정화 효율향상 

2) 고정화된 방오물질의 생물막형성능 해 여부 조사

- dLPS 이외의 방오후보물질로서 유 체/단백체의 DB 분석을 통해 도출된 alginate lyase의 

방오효과는 미비함. 

- EPS 구성성분인 galactosamine의 방오효과는 V. vulnificus에는 방오효과가 효과 이나, 타 

세균 (Pseudomonas, Rhodobacter 등)에는 그 효과가 미비함. 

3) 생물막 방오능의 지속 인 유지  재사용능력의 평가

- Evaluation of anti-biofilm activity of dLPS-coated DVB nanoparticle and PS+PSMA nanofiber. 

: dLPS가 고정화된 DVB nanoparticle  PS+PSMA nanofiber은 V. vulnificus를 상으로 약 

4-6회의 재사용까지도 기 생물막 방오능의 약 50%이상을 유지함.
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[그림2-9]49. 고정화 감체의 재사용 효율의 조사

- 3단계 연구결과  

(1) 각 단계별 생물막형성인자의 동정  기능 규명

가. 단계별 (부착-성숙- 이) 주요 생물막 형성인자의 동정

1) 부착단계 생물막형성인자

1-1. 편모

- 편모구성 subunits의 동정: 모델세균인 V. vulnificus의 Hook (FlgE), Hook-associated protein 

(FlgK), CAP (FliD), 그리고 Flagellin (FlaA-F) 

- 편모구성 코딩 유 자의 클로닝  각 돌연변이주의 건조: △flgE (hook); flgK (Hook 

associated protein1); △flaA; △flaB ; △flaC; △flaF; △flaIJ (flagellar chaperones)

- 유 운동성에 미치는 향 조사: soft agar (0.3%) plate assay 수행

[그림2-9]50. 편모구성 코딩 유 자의 돌연변이주의 운동성 비교

1-2. 단백질 분해효소

- Protease의 동정: 인간 인슐린분해효소와 유사한 V. vulnificus의 IdeV

- Protease 유 자의 클로닝  돌연변이주 건조: △ideV 

2) 성숙단계 생물막형성인자

- Nitrogen-PTS의 조 자 동정
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[그림2-9]51. Nitrogen-PTS의 조 자 코딩 유 자군  각 기능의 모식도

- Nitrogen-PTS 유 자의 클로닝  각 돌연변이주 건조: ptsP (enzyme I
Ntr

 ); ptsO (NPr); 

ptsN (enzyme IIA
Ntr

); rppH (RppH)

3) 이단계 생물막형성인자

- 캡슐 생합성 련 인자의 동정: 패 증 비 리오균의 CPS 생합성유 자 오페론

  

[그림2-9]52. CPS 생합성 유 자군 

- 캡슐 생합성 돌연변이주 건조: wbpP (NAD-dependent epimerase); wbfT (UDP-galactose 

4-epimerase); wbuB (L-fucosamine transferase); glpF (Glycerol uptake facilitator)

- 캡슐 돌연변이주  캡슐의 특성: CPS 생산 감소  투명한 colony morphology

                

[그림2-9]53. CPS 생합성 유 자 돌연변이주의 표 형 조사 

나. 단계별 주요 생물막 형성인자의 기능 규명

1) 부착단계 생물막형성인자

1-1. 편모

- flagellum 돌연변이주들의 특성: 
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(i) 생물막형성에 미치는 향 조사: mutant의 biofilm 감소.

       

     [그림2-9]54. flagellum 돌연변이주들의 생물막형성 정도

(ii) 숙주부착능에 미치는 향 조사: mutant의 cytoadherence 감소.

                

     [그림2-9]55. flagellum 돌연변이주들의 숙주부착능 정도

1-2. 단백질 분해효소

- Protease 돌연변이주의 특성: 

(i) 유 운동성에 미치는 향 조사: soft agar (0.3%) plate assay 수행

[그림2-9]56. Protease 돌연변이주의 유 운동성

(ii) 운동성 련 유 자군의 발 에 한 향 조사: sigma 28 (FliA)의 향을 받는 유 자들의 

발 이 감소

[그림2-9]57. Protease 돌연변이주의 운동성 련 유 자군의 발 에 한 향
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(iii) 생물막형성에 미치는 향 조사: 다양한 탄소원을 사용한 실험에서 ideV mutant의 

생물막형성이 감소.
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mt

Glucose Glycerol Fumarate

[그림2-9]58. Protease 돌연변이주의 생물막형성 정도

2) 성숙단계 생물막형성인자

- Nitrogen-PTS 돌연변이주의 특성

(i) ptsO 돌연변이주 - wildtype에 비해 rifampin에 한 내성 증가. 

[그림2-9]59. Nitrogen-PTS 돌연변이주의 rifampin에 한 내성

(ii) ptsO 돌연변이주 - 추출된 LPS의 양이 크게 증가

[그림2-9]60. Nitrogen-PTS 돌연변이주의 LPS 합성 정도

(iii) ptsO 돌연변이주 - LPS의 합성 증가로 인하여 생물막형성 증진

[그림2-9]61. Nitrogen-PTS 돌연변이주의 생물막형성 정도
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3) 이단계 생물막형성인자

- 캡슐 돌연변이주  캡슐의 특성

(ii) 생물막 형성능의 증진

[그림2-9]62. 캡슐 돌연변이주의 생물막형성 정도

(iii) CPS의 첨가에 따라 생물막형성 해: 생물막형성 발달 단계별로 (0, 12, 36시간) 추출된 

CPS를 첨가시, 모든 단계에서 CPS 농도에 따른 생물막형성 해 효과를 보임.

(2) 각 단계별 생물막형성인자의 조  특성  조 기작 규명

가. 단계별 주요 생물막형성인자의 발  특성 규명

1) 편모구성 코딩 유 자 (flaA-F)

- Primer extension 실험을 통한 사시작   promoter region 동정

[그림2-9]63. 편모구성 코딩 유 자의 사시작   promoter region 동정
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2) 단백질 분해효소 (ideV) 

- IdeV의 발  특징: 성장 곡선을 따라 발 량 증가

[그림2-9]64. 단백질 분해효소 (ideV) 코딩 유 자의 사 발

- ideV 유 자의 2가지 사시작 의 규명

[그림2-9]65. 단백질 분해효소 (ideV) 코딩 유 자의 사시작  동정

3) 캡슐 생합성 련 유 자군 (cps-cluster) 

- Primer extension 실험을 통한 사시작  동정  promoter::luxAB reporter fusion의 건조

         

[그림2-9]66. cps-cluster의 사시작  동정  reporter fusion의 건조 
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나. 단계별 주요 생물막형성인자의 발  조 자 동정

1) 편모구성 코딩 유 자 (flaA-F)

- 각 fla promoter의 특징을 조사하여, alternative sigma factor (RpoN, RpoF) consensus seq의 

존재 여부 규명

[그림2-9]67. 편모구성 코딩 유 자 (flaA-F)의 사의 특징 모식도 

- 각 fla 유 자 promoter::luxAB reporter fusion의 rpoN  rpoF mutant에서의 발 의 특성 

규명

[그림2-9]68. 편모구성 코딩 유 자 (flaA-F)의 사 발 의 특징

2) 단백질 분해효소의 발 조 자 동정

- ideV 유 자의 promoter DNA를 이용한 발  조 자의 ligand-fishing : CRP 동정

[그림2-9]69. ideV 유 자의 promoter DNA를 이용한 ligand-fishing 결과
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- CRP와 ideV promoter의 특이  반응 여부 확인

[그림2-9]70. ideV 유 자의 발  조 자 CRP의 동정

3) 캡슐 생합성 련 유 자군 (cps-cluster)

- cps-luxAB reporter fusion의 smcR mutant에서의 발 의 특성 규명

 

[그림2-9]71. 캡슐 생합성 련 유 자군 (cps-cluster)의 발  조 자 SmcR 기능

다. 조 자의 생물막형성인자의 발  조 기작 규명

1) 단백질 분해효소의 생물막형성인자의 발  조 기작 규명

- DNase I footprint  EMSA를 이용한 CRP-binding site (-83~-60) 규명 
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[그림2-9]72. 단백질 분해효소 (ideV) 코딩 유 자의 CRP-binding site (-83~-60) 규명

- IdeV의 발 에 CRP  cAMP가 미치는 양의 향 규명

[그림2-9]73. 단백질 분해효소 (ideV) 유 자 발 에 cAMP-CRP의 역할의 분자생물학  조사
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2) 캡슐 생합성 련 유 자군 (cps-cluster)

- EMSA를 통하여 V. vulnificus의 Quorum-sensing (QS) regulatory system의 SmcR에 의한 특

이  반응여부 확인

[그림2-9]74. 캡슐 생합성 련 cps-cluster와 SmcR의 상호작용

 - DNase I footprint을 통한 SmcR-binding site 규명  SQ 조  cascade와의 계 규명

[그림2-9]75. 캡슐 생합성 련 cps-cluster에 붙는 SmcR의 binding site 동정

(3) 생물막형성 각 단계별/ 과정 조 체계 규명

가. 단계별 주요 생물막형성인자 간의 상호 계 규명

1) 편모 단백질의 안정화 인자 동정: Protease (Lon, Ltt)  chaperone(FlaJ)의 동정 

- 단백질 분해효소 Lon  Ltt의 증가에 의한 운동성 감소  mutant 제작을 통해 생물막형성 

감소 찰

0.3% 
agar 

1.2% 
agar 

 lon             MO6-24/O             lon          MO6-24/O 
pMM                pMM            pMM-lon       pMM-lon 

Lon 

      

[그림2-9]76. 편모 단백질에 향을 미치는 Protease 동정



- 59 -

Tim e (hr)

24hr 48hr 72hr 96hr

O
D

550n
m

 / O
D

595n
m

0

20

40

60

80

100

120

140

M O 6-24/O(pM M )
 lon (pM M )
 lon (pM M -lon )

24hr 48hr 72hr 96hr 

MO6-24/O       lon            lon          
   pMM          pMM       pMM-lon       

MO6-24/O       lon            lon          
   pMM          pMM       pMM-lon       

MO6-24/O       lon            lon          
   pMM          pMM       pMM-lon       

MO6-24/O       lon            lon          
   pMM          pMM       pMM-lon       

[그림2-9]77. 편모 단백질에 향을 미치는 Protease의 생물막형성에 한 향 조사

- Lon 는 Ltt 결손  회복에 의한 편모 발 조 자(RpoF)와 편모 단백질의 증가  재감소 

찰

                   

FlaABCD 

FlaK 

RpoF 

FlgE 

 wildtype       lon          lon          
   pMM        pMM     pMM-lon       

        

               wildtype     ltt         ltt 
                    pMMB        pMMB      pMMB-ltt  

FlaABCD 

FlaK 

RpoF 

FlgE 

             [그림2-9]78. 편모 단백질에 향을 미치는 Protease의 기질 조사

2) 단백질 분해효소(IdeV)의 상호작용 인자 동정: 운동성 련 인자(VV2_0947)

- 단백질 분해효소(IdeV)의 기질에 의한 운동성 변화 가능성 제시: IdeV의 기질(VV2_0947) 

동정  mutant 제작을 통한 운동성의 감소 확인

       

         [그림2-9]79. 단백질 분해효소(IdeV)의 후보기질 단백질에 의한 운동성 변화 조사

3) N-PTS 구성물의 상호작용 인자 동정: EIIANtr-상호작용 SdhA; HPr 상호작용 PykA; 

EIIA
Glc

-상호작용 PolA

- EIIANtr 상호작용인자 동정  생물막 형성능 확인: SdhA - 인산화 유무에 따른 활성 감소 

찰  succinate 이용에 P-EIIA
Ntr

의 필요성과 생물막형성에 미치는 향 찰
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[그림2-9]80. N-PTS의 EIIA
Ntr

 상호작용인자 동정  생물막 형성능 조사

- HPr의 상호작용인자 동정  역할 규명: pyruvate kinase (PykA) - 인산화 유무에 따른 상호

작용 변화 확인  HPr에 의한 PykA 활성 증가 확인. 

     

[그림2-9]81. N-PTS의 HPr의 상호작용인자 PykA 동정  활성 조사

- EIIA
Glc

 상호작용인자 동정: PolA - 인산화 유무에 따른 상호작용 변화 확인

     

[그림2-9]82. N-PTS의 EIIA
Glc

 상호작용인자인 PolA의 동정



- 61 -

나. 생물막형성 조 체계 확립

1) 생물막형성  과정에서 편모구성 단백질의 유도, 생성, 제어 정도 규명

- 생물막 형성 실험을 통해 생물막 형성 기단계의 편모 단백질의 기여도 확인  생물막 

형성의 성숙단계에서의 편모 단백질의 조 기작 가능성 확인.

24 36 48 60 72 96 

Flagellins 

FlgE 

Incubation time (hr) 

 

[그림2-9]83. 생물막 형성 기단계  성숙단계에서의 편모 단백질의 기여도 조사

2) 생물막형성  과정에서 Lon의 발  변화 찰

- 생물막 형성 성숙단계에서 Lon 생성 증가로 인한 편모 단백질의 조  확인

Flagellins 

Lon 

At high cell-density; 
Facilitator  

for bacterial detachment 

Recovery of motility Loss of motility 

[그림2-9]84. 생물막 형성 성숙단계에서 편모 단백질에 한 protease 기여도 조사

3) 세포외다당류 생합성 클러스터의 사조 자 동정: LeuO

- EPSIII의 사조 자 동정  특징 규명: LeuO에 의한 EPSIII 발  조   생물막 형성 조

 규명
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[그림2-9]85. EPSIII의 사조 자인 LeuO의 ligand-fishing을 통한 동정

[그림2-9]85. LeuO의 생물막 형성에 한 향

4) N-PTS 조 물질 동정: glutamine, α-ketoglutarate

- glutamine and α-ketoglutarate에 의한 EI
Ntr

의 auto-phosphorylation 조 의 in vitro  in 

vivo 확인

  

[그림2-9]86. N-PTS 조 물질인 glutamine, α-ketoglutarate의 기능
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(4) 조 체계 교란기작 규명

가. 단계별 조 자의 활성도 해인자의 스크리닝

1) 생물막 모니터링 에세이 시스템 구축

- Crystal Violet 염색을 이용하여 96-well plate  borosilicate tube내 생물막 형성 찰 

  

[그림2-9]87. 96-well plate  borosilicate tube에서의 생물막 형성

- 생물막 형성인자인 EPS gene cluster의 발  모니터링용 Transcriptional luxAB fusion assay 

시스템 구축

         

wt_mep fusion(AB-glycerol, tet)

O
D

595 0.1

1

DMSO_0 
DMSO_1 
DMSO_2 
DMSO_5 
DMSO_10 

 

[그림2-9]88. EPS gene cluster 발  모니터링용 fusion 건조  측정

2) Chemical library 스크리닝

- 96-well plate  C/V 염색법을 이용하여 High Throughput Screening (HTS)을 통해 생물막
형성 해인자 탐색 

[그림2-9]89. 96-well plate  C/V 염색법을 이용한 HTS 모식도

- 한국화합물은행으로부터 5,600종의 chemical library 수령하여 생물막형성 증감 스크리닝  
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[그림2-9]90. 96-well plate  C/V 염색법을 이용한 HTS의 실

- 항생제와 같은 내성발생률을 차단하기 해 미생물 성장에 향이 없고 생물막 형성을 감소
시키는 chemical 1차 스크리닝 완료. 

[그림2-9]91. chemical library의 1차 스크리닝 결과

- 1차로 선별된 chemical을 골격으로 한 생 chemical을 상으로 2차 스크리닝 완료.

[그림2-9]92. chemical library의 2차 스크리닝 결과



- 65 -

나. 항생물막 기법 확립을 한 조 체계 교란 기작의 규명

[그림2-9]93. 본 연구를 통하여 탐색, 조사된 조 체계 교란 기작

1) 선별된 해물질의 생물막 형성에 한 향  그 해기작 연구

- EPS 생합성 크러스터의 사발 의 해 물질 선정: 생물막 형성  EPS gene cluster의 발

이 동시에 감소하는 5종의 chemical 최종 선정

       

Extraction of EPS  
from chemical-treated  

V. vulnificus 
control 

[그림2-9]94. EPS 생합성 조 체계의 교란을 통한 방오후보물질의 선정

- 단백질 인산화에 향을 주는 물질의 선정: N-PTS의 K
+
 수송 단백질 TrkA를 조 하는 

EIIA
Ntr

의 인산화정도가 질소원에 따라 달라지며 그 결과로 내부 K
+
 양의 변화 양상 찰: 

EINtr의 autophosphorylation을 조 하는 물질이 GAF 도메인에 작용하여 조 함을 in-vivo로 

찰 
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[그림2-9]95. 단백질 인산화의 교란을 통한 방오후보물질의 선정

- Sigma factor-70 기능에 향을 주는 인자 (anti-Sigma와 anti-anti-Sigma)의 선정: HPr의 새로

운 상호작용인자 Regulator of sigma D (Rsd) 규명   HPr-Rsd 상호작용에 따른 sigma 70 

활성 증가와 생물막 형성 감소 찰 

    

[그림2-9]96. Sigma factor-70 기능의 교란을 통한 방오후보물질의 선정

2) 모델세균 이외의 다른 세균의 생물막형성에 한 향도 조사하여 선별된 해제의 사용 스

펙트럼을 조사

- 생물막 모델세균 패 증 비 리오을 제외한 다른 세균 (그람 음성 3종, 그람 양성 1종) V. 
cholerae, ETEC, P. aeruginosa, S. aureus에 한 선별 chemical 향 조사. 그람음성균에 매우 
효율 으로 작용함을 규명함.
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[그림2-9]97. 다양한 균주의 생물막형성에 한 방오후보물질의 향 조사
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연구목표 달성내용(핵심성과) 기여도

해양 생물막 생성 

기작 규명

(1단계)

1. 정족수인식기작  생물막 

형성 련 유 자 연구  

생물막 연구방법 개발

2. 정족수인식 신호물질  련 

유 자 연구  생물막 

군집의 천이과정 연구

3. 생물막 형성 련 물질의 

특징 연구  천이과정에 

따른 biofilm/biofuling 

균주의 분리  특성 연구

-HTP 방식의 세균 생물막형성 정량 

에세이 기법 확립 

 (96 strains/batch)

-Mutant library 구축  screening 

(8,000 clones 이상 조사 완료)

-해양 생물막 구성 세균군집 형성 

 채취 

 (4가지 다른 종류의 표면 

microcosms 구축  실험 완료)

-해양 생물막 모델 균주 제시 

 (총 3가지 세균 속/종)

-이 에서 모델 세균 1종 (Vibrio)의 

정족수인식기  규명

-생물막형성 주요 핵심물질인 

리포폴리사카라이드 (LPS)의 기능 

  활용 방안 제시

해양생물막 제어 

기작 규명  그 

응용성 연구

(2단계)

1. 생물막 형성 련 물질의 

합성 유 자군/단백질군 

확보  이들 물질의 특성 

연구  생물막 형성 억제 

효과 조사

2. 방오후보물질의 생물막 형성 

억제효과 조사  담체의 

제작을 통한 고정화 기술 

확보

3. 무독화 LPS를 상으로 

방오효과를 조사하며, 

고정화를 통한 고효율 

방오효과를 하여 당한 

-모델 균주 Vibrio vulnificus 생물막 

형성 물질  세포외 다당류 (2종: 

LPS  EPS)의 특성  합성조  

기작 규명

-2가지 nanofiber (CA, GC)를 

이용한 고정화 기술 시도

-3가지 담체 (PS+PSMA nanofiber, 

silica core nanoparticle, 

liposome)의 제작

-그람음성균 유래 무독화 

리포폴리사카라이드 (dLPS)의 

방오효과 조사: dLPS는 그람 

제 4 장 목표달성도  련분야에의 기여도
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담체제작-고정화 기술 확보
음성균의 생물막형성에 보다 

효과 임을 규명.

생물막 형성의 

단계별 조 체계 

규명  항생물막 

기법 개발

(3단계)

1. 각 단계별 생물막형성인자의 

동정  기능 규명

2. 각 단계별 생물막형성인자의 

조  특성  조 기작 규명

3. 생물막형성 각 

단계별/ 과정 조 체계 

규명

4. 조 체계 교란기작 규명

-부착단계 생물막형성 핵심인자, 

Flagellin의 특성규명

-성숙단계 생물막형성 핵심인자, 

단백질 분해효소 (IdeV)와 

물질수송-PTS의 특성규명 

- 이단계 생물막형성 핵심인자, 

Capsule의 특성  합성조  규명

-생물막형성 증감 스크리닝을 통해 

총 4종의 생물막 형성 제어인자 

선별

-제어인자의 해기작의 규명: EPS 

생합성, 인산화, 시그마인자활성 

조

-다양한 세균 (5종 이상)에 한 

생물막 해 효과 조사 완료
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주요연구실 활용계획

무독화 LPS  Chem 

Liberary 유래 방오물질 

후보군의 선정:

항생물막 효과의 규명

- 본 연구를 바탕으로 생물막을 이용한 다양한 연구에 활용될 

수 있을 것이라 상된다. 생물막 제어 련 유용 유 자원

의 탐색을 통하여 병원성세균의 생물막 형성과 이에 필요한 

정족수인식 조 에 여하는 세포외다당류  병원성인자의 

제어 인자를 악하는 연구를 진일보하게 할 것이며, 이는 

환경, 의료, 산업 분야로의 활용에도 가능함. 

- 상용화와 련된 활용으로서, 개인 생용품, 컨택트 즈 소독

약, 비 , 샤워젤, 샴푸, 는 치아, 인공치아 는 구강의 세

정, 세척을 한 치실, 치약, 치분 는 가 링 세정제의 형

태로도 활용 가능. 한 의학용 장비/기구/설비의 세정, 세

척을 한 우더, 코 제, 스 이, 물수건 형태로 제조 가

능. 

생물막 구성 간 조건이라 

할 수 있는 기상태 기능 

단백질 FrsA의 동정: 

호흡·발효 조 단백질인 

FrsA가 

피루 산탈카르복시 

효소활성 규명

- FrsA 단백질이 바이오에탄올 생산에 있어서 Zymomonas 유래

의 PDC 효소를 체 가능성.

- 한 숙주 내에서의 효소 활성도/안정성 등에 한 연구 

진행이 필수 임 (이를 한 후속 연구지원을 물색 ).

제 5 장 연구개발결과의 활용계획
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주요연구내용
련해외연구그룹

(기 )
세부정보내용

세균 생물막 

형성 정량법 

구축

George O'Toole 

 (Dartmouth 

Medical School)

O'Tool & Kolter (1998)의 방법에 따라 crystal violet

을 이용한 염색법을 확립함. 표면에 부착한 미생물 군

집으로 정의되는 생물막은 단일 미생물종 뿐만 아니라 

다수의 미생물 종에 의해 형성되나, 재까지 생물막

에 한 연구는 주로 단일 종에 의해 실험실 환경에서 

형성된 생물막에 을 맞추어 왔음. 하지만, 부분

의 자연 환경에 존재하는 생물막은 다수의 미생물 종

에 의해 형성된 것임.

생물막 

세균군집 

분석법 구축

Ruben Araya 

(Graduate 

School of 

Pharm aceutical 

Sciences)

CTC 염색방법과 FISH, DGGE 분석법을 이용하여 세

균군집 구조와 생리 활성 여부를 분석하 는데, 부유

성 세균 군집보다 생물막 안의 세균들의 사작용이 

더 활발하게 나타났으며, β-Proteobacteria와 

Cytophaga-Flavobacterium이 우 함을 알 수 있었고, 

성숙기 이후 (3-7일 후) 생물막 군집의 변동이 거의 

없음을 보고하 음.

해양성 세균의 

생물막형성시 

필요한 

주요인자의 

동정 

Marianna 

Patrauchan 

(University of 

British Columbia)

해양세균인 Pseudoalteromonas sp. 1389 가 biofilm을 

형성하는 동안 세균의 biofilm 형성에 요한 역할을 

한다고 알려져 있는 Ca
2+

 이온의 향으로 인한 단백

체 변화를 2DE로 분석하 음. 1 mM Ca
2+

 이온이 존

재할 때의 단백체를 분석하고, N-terminal 

sequencing과 MS/MS로 동정한 결과, putative 

protease 는 transport protein과 유사한 단백질들이 

동정되었음. 이 결과는, Pseudoalteromonas sp. 1389 가 

biofilm을 형성하는 동안 Ca
2+

 이온이 세포 내/외 뿐만 아

니라 EPM에도 범 하게 향을 다는 것을 의미함.  

세균의 

생물막형성시 

세포간 

신호 달 규명

Catalina 

Arevalo-Ferro 

(Technical 

University of 

Munich)

기회성 감염균인 Pseudomonas aeruginosa의 

quorum-sensing과 련된 단백질들을 2-DE분석으로 

동정하 으며, 그람음성 세균인 P. aeruginosa의 

quorum-sensing (QS) system은 N-acyl-homoserine 

lactone (AHL) 신호물질에 의존한다고 찰하 음. 본 

실험에서는 las1 rhl1 돌연변이체와 야생형 균주를 

상으로 하여, 배지 내 AHL의 농도에 변화를 주어 

단백체 분석을 수행한 결과,  20개의 신규 QS- 련 단

제 6 장 연구개발과정에서 수집한 해외과학기술정보
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백질들을 동정하 으며, 이들은 iron utilization에 여

하는 단백질을 포함하여 QS과 iron-regulation과 연

된 단백질들로 추정. 한, 많은 수의 AHL 련 단백

질들이 QS의 post- transcriptional mechanism을 경유

하여 작용하는 유 자들을 조 할 것으로 상함. 

병원성 세균의 

숙주내 

생물막형성에 

필요한 인자의 

동정

Frederic 

Trémoulet

(Institute National 

de la Recherche 

Agronomique)

장출 성 병원세균인 Escherichia coli O157:H7 NCTC 

12900이 biofilm을 형성할 때와 부유하면서 성장할 

때의 단백체 분석을 수행함. 두가지 성장단계의 세포를 

2-DE로 분석하고 MALDI-TOF/MS와 database 

searching으로 동정한 결과, biofilm을 형성하는 단계에

서 14개의 단백질 발 이 증가했으며, 3개는 감소했음. 

총 17개의 단백질 가운데 총 10개의 단백질은 그 기능을 

밝혔으며 기능은 ① general metabolism proteins; ② 

sugar, amino acid transporter; ③ regulation proteins임

을 찰함. 
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보고서 요약서

과제고유번호
해 당 단 계

연 구 기 간
‘10.01~’13.12

단 계

구 분
3단계 7년차

연 구 사 업 명
사 업 명 해양생명공학기술개발사업

세부사업명 해양생명공학기술개발사업

연 구 과 제 명

과 제 명 해양․극한생물분자유 체연구사업

세부과제명
펩타이드 공학 기술을 이용한 해양 생물 유래 항균 펩타

이드의 개량에 한 연구

연 구 책 임 자 이동건

해당단계

참 여

연구원수

 총 :   25명

내부 :  25명

외부 :   명

해당단계

연 구 비

정부 : 310,000천원

기업 :  천원

 계 : 310,000천원

총연구기간

참 여

연구원수

 총 :   42명

내부 :  42명

외부 :   명

총연구비

정부 : 475,000천원

기업 :  천원

 계 : 475,000천원

연구기 명  

소 속 부 서 명
경북 학교 참여기업명

국제공동연구 상 국명 : 상 국연구기 명 :

탁 연 구 연구기 명 : 연구책임자 :

요약(연구결과를 심으로 개조식 500자 이내)
보고서

면수
40

1. 해양 생물 유래 항균 펩타이드의 항진균 활성  작용기작 검토

도다리 유래 항균 펩타이드인 Pleurocidin, 갯지 이 유래 항균 펩타이드인 Arenicin-1, 

가재 유래 항균 펩타이드인 Astacidin 1의 항진균 활성  작용기작을 규명

2. 항균 펩타이드와 기존의 화학 합성 항생제간의 복합 효과 연구

Pleurocidin 는 Arenicin-1과 화합물성 항생제간의 시 지효과 규명

3. 병원성 세균의 바이오필름에 한 항균 펩타이드의 활성 검토

Pleurocidin의 세균성 바이오필름에 한 해능을 규명

4. 항균 펩타이드 개량을 한 아미노산 서열 내 활성부  연구

비용의 고활성 항균 펩타이드 개량을 해 Pleurocidin과 Arenicin-1의 아미노산 서

열 내 활성부 를 규명하 으며, 개불 유래의 Urechistachykinin Ⅱ의 경우 본 펩타이

드보다 활성이 좋은 유도체 펩타이드를 개량함

색 인 어

(각 5개 이상)

한
항균펩타이드, 루로시딘, 아 니신-1, 우 키스타키키닌 Ⅱ, 

아스타시딘 1 

어
Antimicrobial peptide, Pleurocidin, Arenicin-1, 

Urechistachykinin Ⅱ, Astacidin 1
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구분 연도 연구개발의 목표 연구개발의 내용

2단계

2007

(1차)

해양 생물 유래 항균 펩

타이드의 탐색  항균 

활성 검토

- 해양 동물, 식물  미생물 유래의 항균 

펩타이드의 탐색

- 병원성 미생물에 한 항균 펩타이드의 

활성 검토

2008

(2차)

항균 펩타이드의 작용 

기작 규명

- 항균 펩타이드의 세포 내에서의 항균 작

용의 치 검토

- 세포벽  세포막에 한 항균 펩타이드

의 향 검토

2009

(3차)

항균 펩타이드의 생체

응성 검토

- 인간 구 세포에 한 항균 펩타이드

의 용  활성 검토

- 항균 펩타이드를 이성질체로의 변환을 

통하여 생체 내 단백질 분해효소에 한 

안정성 검토

3단계

2010

(1차)

항생제 내성 균주에 

한 펩타이드의 항균 작

용 검토  개량

- 펩타이드 공학 기술을 이용한 유도체 펩

타이드 설계 

- 항생제 내성 균주에 한 항균 펩타이드

의 활성 검토

2011

(2차)

펩타이드 공학 기술을 

이용한 모방형 항균 펩

타이드의 설계  항균 

효과 검토

- 해양 생물 유래 펩타이드에 기 한 모방

형 항균 펩타이드의 설계

- 항생제와 항균 펩타이드의 시 지 효과 

검토

- 모방형 항균 펩타이드의 세포 독성 검토

2012

(3차)

Biofilm 형성균에 한 

항균 펩타이드의 활성 

검토

- 병원성 미생물이 형성하는 Biofilm에 

한 펩타이드의 해능  괴능 검토

요   약   문 
  

Ⅰ. 제목

펩타이드 공학 기술을 이용한 해양 생물 유래 항균 펩타이드의 개량에 한 연구

Ⅱ. 연구개발의 목   필요성

해양 생물 유래의 항균 펩타이드를 개량하는 일은 기존에 사용되고 있는 화합

물성 항생제의 최  약 인 항생제 내성 균주에 한 문제를 해결할 수 있을 

것으로 기 됨

Ⅲ. 연구개발의 내용  범
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2013

(4차)

펩타이드 공학 기술을 

이용한 유도체 항균 펩

타이드의 설계  항균 

효과 검토  

- 해양 생물 유래 항균 펩타이드의 아미노

산 서열 내 활성 부  규명  고기능

성 펩타이드 개량

- 해양 생물 유래 항균 펩타이드의 항균 

효과 검토

최종

펩타이드 공학 기술을 

이용한 해양 생물 유래 

항균 펩타이드의 개량에 

한 연구

해양 생물 유래 항균 펩타이드의 개량  

개발

   

Ⅳ. 연구개발결과

- 도다리 유래 항균 펩타이드인 Pleurocidin과 갯지 이 유래 항균 펩타이드인 

Arenicin-1의 진균 세포자가사멸이라는 신규 항진균 기작 규명을 통해 펩타이

드성 항생제 개발에 한 모델을 제시함

- 해양 생물 유래 항균 펩타이드와 화합물성 항생제간의 시 지효과를 찰함으

로써 복합약물로 처방 가능성을 제시함

- 해양 생물 유래 항균 펩타이드의 세균성 바이오필름에 한 해능을 규명하여 

항바이오필름성 약물 모델로써 개발 가능성을 제시함

- 비용의 고활성 항균 펩타이드 개량을 해 Pleurocidin과 Arenicin-1의 아미

노산 서열 내 활성부 를 규명하 으며, 개불 유래의 Urechistachykinin Ⅱ의 

경우 본 펩타이드보다 활성이 좋은 유도체 펩타이드를 개량하 음

- 가재 유래 항균 펩타이드인 Astacidin 1의 항진균 활성  작용기작을 규명하

고 이를 통해 항진균제로서의 개발 가능성을 제시함

Ⅴ. 연구개발결과의 활용계획

- 해양생물로부터 유래한 항균 펩타이드를 의약품, 식품첨가제, 농약, 화장품 개

발에 이용할 수 있음

- 항균 펩타이드는 복합 약물 는 항바이오필름성 약물로 이용할 수 있음
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Stage Year Objective Contents and Range

Stage

2

1
st
 

year

(2007)

Search of antimicrobial 

peptide from marine 

organisms

- Exploration of antimicrobial peptides 

from marine animals, plant and 

microorganisms

- Activity of antimicrobial peptides 

against pathogenic microorganisms

2
nd
 

year

(2008)

Investigation of 

antimicrobial 

mechanisms of 

antimicrobial peptides

- Investigation of intracellular target site 

of antimicrobial peptides

- Effect of antimicrobial peptide against 

cell wall and membrane

3rd 

year

(2009)

Biological adaptability 

of antimicrobial 

peptides

- Hemolytic effect of antimicrobial 

peptide against human erythrocytes

- Stability of isomer of antimicrobial 

peptide against in vivo proteases

Stage

3

1st 

year

(2010)

Activity of 

antimicrobial peptide 

against 

antibiotics-resistant 

microorganisms

- Design of analog peptide using peptide 

engineering 

- Investigation of activity of 

antimicrobial peptide against 

antibiotics-resistant microorganisms

2nd 

year

(2011)

Design of analog 

peptides and its 

antimicrobial activity

- Design of analog of antimicrobial peptide

- Investigation of synergistic effect 

between antimicrobial peptide and 

antibiotic

- Investigation of cytotoxicity of analogd 

peptide

SUMMARY 

Ⅰ. Title

Studies on development of antimicrobial peptide derived from marine 

organisms using peptide engineering

Ⅱ. Objectives and Needs of the R&D

Infectious disease resulting in increased morbidity, mortality, and health-care 

costs is becoming a serious problem, mainly due to the emergence of 

antibiotic-resistant pathogens. Therefore, antimicrobial peptide is a  

promising candidate for new antibiotics because it has many useful 

biological properties, including broad-spectrum antimicrobial activity, fast 

action and slow resistance development.

Ⅲ. Contents and Range of the R&D



- 6 -

3rd 

year

(2012)

Antibiofilm effect of 

antimicrobial peptide

- Investigation of antibiofilm effect of 

antimicrobial peptide against 

pathogenic microorganisms

4
th
 

year

(2013)

Design and 

antimicrobial effect of 

analog peptide using 

peptide engineering

- Confirmation of active site in amino 

acid sequence of antimicrobial peptide 

and Functional improvement of the 

peptide

- Investigation of antimicrobial effect of 

antimicrobial peptide from marine 

organisms

Final

Studies on development 

of antimicrobial peptide 

derived from marine 

organisms using 

peptide engineering

Improvement and Development of 

antimicrobial peptides derived from 

marine organisms

   

Ⅳ. Results of the R&D

- The modeling of antimicrobial peptide with novel antifungal mechanism 

called apoptosis (Ex. Pleurocidin derived from Pleuronectes americanus, 

Arenicin-1 derived from Arenicola marina)

- Discovery of antimicrobial peptide possessing synergistic effect with 

antibiotics

- Discovery of antimicrobial peptide with antibiofilm effect against bacterial 

strains

- Search for active region in amino acid sequence or Development of 

advanced antimicrobial peptide using peptide engineering such as truncation 

and substitution of amino acids (Ex. Pleurocidin, Arenicin-1, 

Urechistachykinin Ⅱ derived from Urechis unicinctus)

- Understanding on antimicrobial effect and mechanism of antimicrobial 

pepitde (Ex. Astacidin 1 derived from Pacifastacus leniusculus)

Ⅴ. Application Plan

- Antibiotics, Cosmetics, Agricultural pesticides and Food additives

- Combination drugs and Antibiofilm agents
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연구연차 연구기간

연구비 (단  : 천원)

정부

민간

합계

물 소계

2단계

1차년도 2007. 1. - 2007. 12. 45,000 45,000

2차년도 2008. 1. - 2008. 12. 60,000 60,000

3차년도 2009. 1. - 2009. 12. 60,000 60,000

3단계

1차년도 2010. 1. - 2010. 12. 70,000 70,000

2차년도 2011. 1. - 2011. 12. 70,000 70,000

3차년도 2012. 1. - 2012. 12. 90,000 90,000

4차년도 2013. 1. - 2013. 12. 80,000 80,000

합   계 475,000 475,000

제 1 장 연구개발과제의 개요

제 1  연구개발과제 개요

1. 연구과제명

펩타이드 공학 기술을 이용한 해양 생물 유래 항균 펩타이드의 개량에 한 연구에 

한 연구

2. 주 기 : 경북 학교

   - 주소: 구 역시 북구 학로80

   - 화번호: 053-950-5373

   - 팩스: 053-955-5522

   - 홈페이지: www.mcbi.co.kr

3. 연구책임자: 이동건

4. 연구 수행기간  연구비
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제 2  연구개발 필요성

   - 항생제는  세계 으로 30조원의 시장을 형성하고 있으며, 국내외 병원의 항생제 남용이 

크게 늘고 있어 항생제 내성균에 의한 이 차 증가됨   

   

   - 최근 항생제 내성균과 련된 우리나라의 상황을 살펴보면 장염의 치료를 해 사용되는 

항생제인 Ampicillin에 해서 97%의 장구균이 내성을 나타냈으며 식 독의 주된 원인이 

되는 포도상구균의 경우에도 약 75%가 Methicilin 항생제에 내성을 나타내는 것으로 보

고됨. 특히 제 3세  항생제의 마지막 보루로 여겨지던 Vancomycin의 경우에도 33%가 

내성을 나타낸다는 보고가 있음

   

   - 기존의 항생제를 체하고 이러한 병원성 미생물을 효과 으로 제어할 수 있는 신규 

체 물질의 개발이 시 한 실정인 가운데 항균 펩타이드는 차세  항생제 후보로서 주목

받고 있음

   

   - 소수의 환자들에게만 사용되던 펩타이드성 약제가 에 비해 펩타이드 합성 차의 간

소화  합성 시간과 단가의 감소로 더 많은 환자들이 효과 으로 치료받을 수 있을 것

으로 기 됨
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구분 연도 연구개발의 목표 연구개발의 내용

2단계

2007

(1차)

해양 생물 유래 항균 펩타이

드의 탐색  항균 활성 검토

- 해양 동물, 식물  미생물 유래의 항균 

펩타이드의 탐색

- 병원성 미생물에 한 항균 펩타이드의 

활성 검토

2008

(2차)

항균 펩타이드의 작용 기작 

규명

- 항균 펩타이드의 세포 내에서의 항균 작

용의 치 검토

- 세포벽  세포막에 한 항균 펩타이드

의 향 검토

2009

(3차)

항균 펩타이드의 생체 응성 

검토

- 인간 구 세포에 한 항균 펩타이드

의 용  활성 검토

- 항균 펩타이드를 이성질체로의 변환을 통

하여 생체 내 단백질 분해효소에 한 안

정성 검토

3단계

2010

(1차)

항생제 내성 균주에 한 펩

타이드의 항균 작용 검토  

개량

- 펩타이드 공학 기술을 이용한 유도체 펩

타이드 설계 

- 항생제 내성 균주에 한 항균 펩타이드

의 활성 검토

2011

(2차)

펩타이드 공학 기술을 이용

한 모방형 항균 펩타이드의 

설계  항균 효과 검토

- 해양 생물 유래 펩타이드에 기 한 모방

형 항균 펩타이드의 설계

- 항생제와 항균 펩타이드의 시 지 효과 

검토

- 모방형 항균 펩타이드의 세포 독성 검토

2012

(3차)

Biofilm 형성균에 한 항균 

펩타이드의 활성 검토

- 병원성 미생물이 형성하는 Biofilm에 한 

펩타이드의 해능  괴능 검토

2013

(4차)

펩타이드 공학 기술을 이용

한 유도체 항균 펩타이드의 

설계  항균 효과 검토  

- 해양 생물 유래 항균 펩타이드의 아미노

산 서열 내 활성 부  규명  고기능성 

펩타이드 개량

- 해양 생물 유래 항균 펩타이드의 항균 효

과 검토

최종

펩타이드 공학 기술을 이용

한 해양 생물 유래 항균 펩

타이드의 개량에 한 연구

해양 생물 유래 항균 펩타이드의 개량  

개발

제 3  연구개발 범
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개념정립 단계 기업화 단계 기술 안정화 단계 ○

연구수행 기 연구개발의 내용 연구개발성과의 활용 황

한국해양연구원

(한국)

다양한 해양 · 극한생물 자원의 

확보, 보존, 분양을 해 해양 · 

극한 생물자연 뱅크를 구축, 미

생물로부터 신규효소 탐색 연구

해양 · 극한생물로부터 확보된 바

이오 소재 유 자들은 분자농장

(molecular farming) 기술을 이용

한 재조합 단백질의 생산에 이용, 

학선택  리 아제와 에폭사이

드 하이드롤라제의 개발

National Institute of 

Health · National 

Cancer Institute

(미국)

해양생물유래 신물질 개발
항암제, 결핵치료제, 당뇨치료제 

등 특정효능을 가진 물질의 개발

해양생물공학연구소

(일본)
해양 신물질 개발

신의약, 계면활성제, 발색제, 착

제, 부착방지제 등 해양생물 유래 

기능성 고분자와 유용 효소제의 

개발

제 2 장 국내외 기술개발 황

제 1  해외 수

제 2  국내 수

   - 해양 바이오 련 연구가 상 으로 수월할 수 있는 자연환경 인 장 에도 불구하고 

해양 바이오 공학 분야에서 세계 인 수 에 이르지 못함

   - 해양 생물자원의 확보, 보존, 분양과 DB화 기술(각 시료에 한 채집 정보, 개체 정보, 

시료 동정을 한 분자마커, DNA 염기배열 정보 등을 데이터베이스화하는 기술), 해양 

생물자원의 유 자와 단백질의 조 과 발 에 한 기술 등이 정립단계에 있으며, 다양한 

해양 생태계에서 분리된 미생물들의 동정과 기 인 개량 연구 정도가 행해지고 있는 

수 임

   - 연구의 최종 목표라고 할 수 있는 신소재  신의약 개발과 같은 실용화 단계는 거의 이

루어지지 못한 실정임

   - 신규 항균 펩타이드의 분리  동정에 한 연구가 진행 이지만, 그 탐색 상의 범

가 몇몇의 생물에 한정되어 있고, 그 한 그 생물들의 기존 면역 체계에 국한되어 있으

며, 단백질 분해 효소에 의한 분해와 같이 펩타이드 자체의 불안정성으로 인해 개발된 항

균 펩타이드의 응용에도 많은 제약이 따르고 있음

  

제 3  국내외 연구 황
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제 3 장 연구개발수행 내용  결과

제 1  도다리 유래 항균 펩타이드 Pleurocidin

1. 신규 항진균 기작 규명을 통한 약제 개발 모델 제시

        

가. 진균 세포 내 ROS 축   Hydroxyl radical 발생

  Pleurocidin에 의해 병원성 진균인 Candida albicans  세포 내에 세포자가사멸(Apoptosis)에 

요한 역할을 하는 ROS가 축 되었으며, ROS  가장 유독한 종인 Hydroxyl radical이 발생

하 음을 확인함

[그림2-10]1 ROS의 세포 내 축  확인

[그림2-10]2 Hydroxyl radical의 세포 내 발생 확인

나. 미토콘드리아의 탈분극에 따른 세포 내 Metacaspase 활성화 확인

  Pleurocidin에 의해 미토콘드리아 막 의 붕괴가 일어났으며 이러한 미토콘드리아의 기능 

상실은 미토콘드리아로부터 Pro-apoptotic factors의 유출을 일으키고 그에 따른 Metacaspase

의 활성화를 일으킴을 확인

[그림2-10]3 미토콘드리아 막 의 붕괴
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[그림2-10]4 Pleurocidin에 의한 C. albicans  세포 내의 Metacaspase 활성화

다. Pleurocidin의 진균 세포자가사멸기작 규명

  Pleurocidin에 의한 진균 세포막 외부로의 Phosphatidylserine의 노출  DNA 분 화와 핵

의 응축을 찰함으로써 진균 세포사멸기작의 기  후기 단계를 확인함

[그림2-10]5 Pleurocidin에 의한 세포막 외부로의 Phosphatidylserine의 노출.

(A) Control, (B) H2O2, (C) Pleurocidin

[그림2-10]6 Pleurocidin에 의한 DNA 분 화(A)와 핵(B)의 응축 확인
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라. Pleurocidin의 진균 세포자가사멸기작 규명

  Pleurocidin의 신규 항진균 기작으로서의 세포자가사멸기작을 규명하여 Biochimie 93 (2011) 

1873-1879에 게재함

[그림2-10]7 Biochimie 93 (2011) 1873-1879

2. 화합물성 항생제와 시 지효과를 통한 복합약물로의 제시  병원성 세균의 바이오필름에 

한 해능 확인

        

가. Pleurocidin의 항세균 활성  화합물성 항생제와의 시 지효과

  Pleurocidin의 항세균 활성을 확인한 뒤 화합물성 항생제와의 복합효과를 조사한 결과 검사

된 모든 병원성 세균에서 시 지효과를 찰함

[그림2-10]8 Pleurocidin의 항세균 활성

[그림2-10]9 Pleurocidin과 화합물성 항생제간의 시 지 효과

나. Pleurocidin과 화합물성 항생제간의 시 지효과에 한 항세균 기작 확인

  세균 사멸성 약제간의 복합효과의 경우 Pleurocidin과 세균 사멸성 약제에 의한 세균 세포 

내 Hydroxyl radical의 축 이 시 지효과를 일으켰으며, 세균 해성 약제간의 복합효과의 경

우 Pleurocidin에 의한 세균 세포막의 괴에 따른 세균 해성 약물의 세포 내 유입 용이로 

시 지효과가 나타남을 확인
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[그림2-10]10 Pleurocidin과 세균 사멸성 항생제에 의한 Hydroxyl radical의 축  확인

(a) MIC of pleurocidin, (b) MIC of ampicillin, (c) MIC of chloramphenicol, (d) MIC of 

erythromycin, (e) MIC for the combination of pleurocidin and ampicillin, (f) MIC for the 

combination of pleurocidin and chloramphenicol, (g) MIC for the combination of pleurocidin 

and erythromycin

[그림2-10]11 Hydroxyl radical에 의한 Pleurocidin과 세균 사멸성 항생제간의 시 지효과 확인

(a) Control, (b) MIC of pleurocidin, (c) MIC of ampicillin, (d) MIC of chloramphenicol, (e) 

MIC of erythromycin, (f) MIC for the combination of pleurocidin and ampicillin, (g) MIC 

for the combination of pleurocidin and chloramphenicol, (h) MIC for the combination of 

pleurocidin and erythromycin
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[그림2-10]12 Pleurocidin과 세균 해성 항생제간의 시 지효과 기작 확인

(a) Cells were not treated, (b) MIC of erythromycin, (c) MIC of pleurocidin, (d) MIC for 

the combination of pleurocidin and erythromycin, (e) MIC of melittin

다. Pleurocidin의 병원성 세균의 바이오필름 해능 확인

  성숙된 세균성 바이오필름에 한 Pleurocidin의 해 활성 확인

[그림2-10]13 Pleurocidin의 항바이오필름 활성 확인

(a) S. aureus, (b) E. faecium, (c) P. acnes

(d) E. coli, (e) E. coli  O-157, (f) P. aeruginosa

라. Pleurocidin과 화합물성 항생제간의 시 지효과  항바이오필름 활성 규명

  Pleurocidin의 화합물성 항생제와 시 지효과를 통한 복합약물로의 제시  병원성 세균의 

바이오필름에 한 해능을 규명함으로써 Biochimica et Biophysica Acta 1820 (2012) 

1831-1838에 게재함

[그림2-10]14 Biochimica et Biophysica Acta 1820 (2012) 1831-1838
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3. 펩타이드 공학기술을 이용한 Pleurocidin의 유도체 설계

        

가. N 말단과 C 말단의 단(Truncation)을 통한 Pleurocidin의 유도체 설계

  Pleurocidin을 비용의 고활성 펩타이드로 개량하기 해서 Pleurocidin의 N 말단 (1-3)과 

(1-6)까지 그리고 C 말단 (23-25)와 (20-25)까지를 자른 유도체 펩타이드를 합성함

[그림2-10]15 N 말단과 C 말단의 단(Truncation)을 통한 Pleurocidin의 유도체 설계

나. 항진균 활성에 여하는 Pleurocidin의 아미노산 서열 내 활성부  규명

  Pleurocidin과 그 유도체 펩타이드들의 항진균 활성을 조사해 본 결과 Pleurocidin > 

Ple(1-22) > Ple(4-25) > Ple(1-19) > Ple(7-25)의 패턴으로 항진균 활성을 나타냄을 찰함. 

Pleurocidin에 의한 세포 내 ROS 발생을 항산화제인 N-acetyl cysteine (NAC)으로 억제하

을 때 진균 사멸이 감소함을 확인하 고 이를 통해 ROS가 진균 세포자가사멸에 요한 역할

을 한다는 것을 규명함. 더 나아가 Pleurocidin과 그 유도체 펩타이드들에 의한 ROS 발생  

Hydroxyl radical 축 을 찰해 본 결과 N 말단의 단이 Pleurocidin의 진균 세포사멸 활성

을 사라지게 함을 찰함. 따라서 N 말단이 단된 Ple(1-19)와 Ple(7-25)에 을 두고 진균 

세포사멸 상인 미토콘드리아 탈분극, Metacaspase 활성화, Phosphatidylserine 노출, DNA 

분 화를 확인해 본 결과 Pleurocidin > Ple(1-19) > Ple(7-25)의 항진균 활성 패턴이 동일하

게 찰됨. 이로써 Pleurocidin의 진균 세포사멸기작은 N 말단의 활성부 가 히 계되어 

있음을 규명함

[그림2-10]16 Pleurocidin과 그 유도체 펩타이드들의 항진균 활성

[그림2-10]17 ROS가 Pleurocidin에 의한 진균 세포자가사멸 활성에 미치는 향 조사

(a) Control, (b) NAC, (c) Ple, (d) Ple and NAC, (e) H2O2, (f) H2O2 and NAC



- 19 -

[그림2-10]18 Pleurocidin과 그 유도체 펩타이드들에 의한 ROS 축

(A) Control, (B) H2O2, (C) Pleurocidin, (D) Ple (1-22),

(E) Ple (4-25), (F) Ple (1-19), (G) Ple (7-25)

[그림2-10]19 Pleurocidin과 그 유도체 펩타이드들에 의한 Hydroxyl radical 발생

[그림2-10]20 Pleurocidin과 그 유도체 펩타이드들에 의한 미토콘드리아 막 붕괴

(A) Control, (B) H2O2, (C) Pleurocidin, (D) Ple (4-25), (E) Ple (7-25)



- 20 -

[그림2-10]21 Pleurocidin과 그 유도체 펩타이드들에 의한 세포 내 Metacaspase 활성화

(A) Control, (B) H2O2, (C) Pleurocidin, (D) Ple (4-25), (E) Ple (7-25)

[그림2-10]22 Pleurocidin과 그 유도체 펩타이드들에 의한 세포막 외부로의 

Phophatidylserine의 노출

(A) Control, (B) H2O2, (C) Pleurocidin, (D) Ple (4-25), (E) Ple (7-25)

[그림2-10]23 Pleurocidin과 그 유도체 펩타이드들에 의한 DNA 분 화

(A) Control, (B) H2O2, (C) Pleurocidin, (D) Ple (4-25), (E) Ple (7-25)
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다. 항세균 활성에 여하는 Pleurocidin의 아미노산 서열 내 활성부  규명

  Pleurocidin과 그 유도체 펩타이드들의 항세균 활성을 조사해 본 결과 Pleurocidin > 

Ple(1-22) > Ple(4-25) > Ple(1-19) > Ple(7-25)의 패턴으로 항세균 활성을 나타냄을 찰함. 

더 나아가 Pleurocidin과 그 유도체 펩타이드들에 의한 세균 세포막 손상을 찰해 본 결과 

Pleurocidin > Ple(1-22) > Ple(4-25) > Ple(1-19) > Ple(7-25)의 항세균 활성 패턴이 동일하

게 찰됨. 따라서 N 말단과 C 말단의 아미노산 서열은 Pleurocidin에 의한 세균 세포막 손상

기작에 히 련되어 있음을 규명함

[그림2-10]24 Pleurocidin과 그 유도체 펩타이드들의 항세균 활성

[그림2-10]25 Pleurocidin과 그 유도체 펩타이드들의 세균 세포막 손상
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라. Pleurocidin을 비용의 고활성 펩타이드로 개량하기 한 서열 내 활성부  규명

  Pleurocidin을 비용의 고활성 펩타이드로 개량하기 하여 항진균  세균 활성에 여하

는 서열 내 활성부 를 규명함으로써 Journal of Microbiology and Biotechnology에 3편의 논

문을 게재함

[그림2-10]26 Journal of Microbiology and Biotechnology 20 (2010) 1192-1195

[그림2-10]27 Journal of Microbiology and Biotechnology 23 (2013) 1386-1394

[그림2-10]28 Journal of Microbiology and Biotechnology 22 (2012) 1367-1374



- 23 -

제 2  갯지 이 유래 항균 펩타이드 Arenicin-1

1. Arenicin-1의 항진균  세균 작용기작 검토

가. Arenicin-1의 항균 활성부  탐색

  Arenicin-1의 항균 작용에 여하는 활성부 를 탐색하기 해 Arenicin-1의 N말단에 

Tryptophan을 결실시켜 Hydrophobicity를 낮추거나 β-turn 부 의 Arginine을 Alanine으로 치

환함. 항진균  세균 활성을 조사하여 각 아미노산에 한 역할을 검토한 결과 Arenicin-1의 

체 인 Hydrophobicity와 β-turn 부 의 Arginine은 항진균  세균 활성에 요한 역할을 

한다는 것을 확인

[그림2-10]29 Arenicin-1과 그 유도체 펩타이드들의 물리화학  특성

[그림2-10]30 Arenicin-1과 유도체 펩타이드들의 항진균 활성

[그림2-10]31 Arenicin-1과 유도체 펩타이드들의 항세균 활성

나. Arenicin-1과 그 유도체 펩타이드의 세균 세포막에 한 활성 검토

  Propidium iodide와 1,6-diphenyl-1,3,5-hexatriene(DPH)를 이용하여 세포막의 변화를 살펴본 

결과 Tryptophan을 결실시킨 유도체 펩타이드와 β-turn 부 의 Arginine을 Alanine으로 치환

한 유도체 펩타이드 모두 Arenicin-1보다 세균 세포막에 한 활성이 감소함을 확인. 한 다

양한 크기의 FITC-dextran을 내포한 Liposome을 이용하여 Pore 형성을 찰한 결과 마찬가지

로 유도체 펩타이드 모두 세포막에 Pore 형성능이 Arenicin-1보다 감소됨을 확인. 따라서 세포

막에 작용하기 한 Arenicin-1의 활성에 N 말단의 Tryptophan과 β-turn 부 의 Arginine의 

요성이 규명됨
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[그림2-10]32 Propidium iodide를 이용하여 Arenicin-1과 유도체 펩타이드가 (A) S. aureus 

세포, (B) E. coli  세포의 막 투과성 변화에 미치는 향 검토

(a) Control, (b) Melittin, (c) Arenicin-1, (d) Analog 1, (e) Analog 2

[그림2-10]33 DPH를 이용하여 Arenicin-1과 유도체 펩타이드의 (A) S. aureus 세포, (B) E. 

coli

세포막에 한 향 검토

[그림2-10]34 FITC-dextran을 내포한 Liposome을 이용하여 Arenicin-1과 유도체 펩타이드의 

(A) PG:CL (58:42, w/w)의 성분비로 구성된 LUVs, (B) PG:PE (3:1, w/w) 의 성분비로 

구성된 LUVs
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다. 인간 구세포에 한 안정성 검토

  유사체 펩타이드는 Arenicin-1에 비해 인간 구에 해 다소 낮은 용 상을  나타냄

[그림2-10]35 인간 구 세포에 한 Arenicin-1과 유도체 펩타이드의 용  활성

라. 고효율의 펩타이드를 개량하기 한 서열 내 활성부   항균 기작 규명

  Arenicin-1을 고효율성 펩타이드로 개량하기 하여 항진균  항세균 활성에 여하는 서

열 내 활성부 를 규명함으로써 Biotechnol. Lett. 33 (2011) 185-189와 Biochem. Biophys. 

Res. Commun. 405 (2011) 422-427에 게재함

[그림2-10]36 Biotechnol. Lett. 33 (2011) 185-189

[그림2-10]37 Biophys. Res. Commun. 405 (2011) 422-427

2. 신규 항진균 기작 규명  항균제 개발 모델 제시

가. 진균 세포 내 가장 유독한 활성산소종인 Hydroxyl radical 발생  그에 의한 세포 사멸 

규명

  Arenicin-1에 의해 Candida albicans  세포 내에 가장 유독한 활성산소종인 Hydroxyl radical

이 발생하 음을 확인. 더 나아가 Hydroxyl radical에 특이 인 항산화제인 Thiourea를 처리하

여 세포 생존율이 증가함을 확인하 고 이로써 Hydroxyl radical이 세포사멸을 일으켰음을 규

명함
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[그림2-10]38 Hydroxyl radical의 세포 내 발생 (A)  그에 인한 세포 사멸 규명 (B)

나. 미토콘드리아의 탈분극  세포 내 Metacaspase 활성화 확인

  Arenicin-1에 의해 미토콘드리아 막 가 괴되었으며 이러한 미토콘드리아의 기능 상실

은 미토콘드리아로부터 Pro-apoptotic factors의 유출을 일으키고 그에 따라 세포자가사멸 일련

의 단계에 여하는 Metacaspase의 활성화를 유도함을 확인

[그림2-10]39 미토콘드리아 막 의 괴

(A) Control, (B) H2O2, (C) Arenicin-1

[그림2-10]40 Arenicin-1에 의한 Metacaspase 활성화

다. Arenicin-1의 진균 세포자가사멸기작 규명

  Arenicin-1에 의한 진균 세포막 표면으로의 Phosphatidylserine의 노출  핵과 DNA에 미치

는 향을 찰함으로써 진균 세포사멸기작의 기  후기 단계를 확인함

[그림2-10]41 Arenicin-1에 의한 세포막 표면으로의 Phosphatidylserine의 노출

(A) Control, (B) H2O2, (C) Arenicin-1
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[그림2-10]42 Arenicin-1에 의한 핵의 응축(A)과 DNA 분 화(B) 확인

라. Arenicin-1의 진균 세포자가사멸기작 규명  항균제 개발 모델 제시

  Arenicin-1의 신규 항진균 기작으로서 세포자가사멸기작을 규명하고 항균제 개발 모델을 제

시하여 Biochim. Biophys. Acta (General subjects) 1810 (2011) 1246-1251에 게재함

[그림2-10]43 Biochim. Biophys. Acta (General subjects) 1810 (2011) 1246-1251

     

3. 항생제와 시 지효과를 통한 복합약물 이용가능성의 제시

가. Arenicin-1과 항생제의 항세균 활성  시 지효과

  병원성 세균에 한 Arenicin-1과 항생제의 복합효과를 검토한 결과 검사된 모든 병원성 세

균에서 시 지효과를 찰함

[그림2-10]44 Arenicin-1의 항세균 활성 

[그림2-10]45 Arenicin-1과 항생제간의 시 지효과



- 28 -

나. Arenicin-1과 화합물성 항생제간의 시 지효과에 한 항세균 기작 확인

  Arenicin-1과 세균 사멸성 항생제간의 상호작용 결과 세균 세포 내 NADH 결실로 인한 

Hydroxyl radical의 축 이 시 지효과를 일으켰으며, Arenicin-1과 세균 해성 항생제간의 

상호작용 결과 Arenicin-1에 의한 세균 세포막의 괴에 따른 세균 해성 약물의 세포 내 유

입 용이로 시 지효과가 일어남을 확인

[그림2-10]46 Arenicin-1과 세균 사멸성 항생제에 의한 Hydroxyl radical의 축

(a) MIC forarenicin-1, (b) MIC for ampicillin, (c) MIC for erythromycin, (d) MIC for chloramphenicol, 

(e) MIC for the combination of arenicin-1 and ampicillin, (f) MIC for the combination of arenicin-1 

and erythromycin, (g) MIC for the combination of arenicin-1 and chloramphenicol

[그림2-10]47 세균 세포 내 NADH 결실로 인한 [NAD
+
]/[NADH]의 증가
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[그림2-10]48 Hydroxyl radical 축 으로 인한 Arenicin-1과 세균 사멸성 항생제간의 시 지효과

(a) Control, (b) MIC forarenicin-1, (c) MIC for ampicillin, (d) MIC for erythromycin, (e) 

MIC for chloramphenicol, (f) MIC for the combination arenicin-1 and ampicillin, (g) MIC 

for the combination arenicin-1 and erythromycin, (h) MIC for the combination arenicin-1 

and chloramphenicol

[그림2-10]49 Arenicin-1과 세균 해성 항생제간의 시 지효과 기작

(a) Cells not treated, (b) MIC for the combination arenicin-1, (c) MIC of arenicin-1, (d) 

MIC of melittin

다. Arenicin-1과 항생제간의 시 지효과 규명

  Arenicin-1과 항생제간의 시 지효과를 규명하여 복합약물로의 가능성을 제시함으로써 Res. 

Microbiol. 163 (2012) 479-486에 게재함

[그림2-10]50 Res. Microbiol. 163 (2012) 479-486
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제 3  개불 유래 항균 펩타이드 Urechistachykinin Ⅱ

1.  Urechistachykinin Ⅱ 유도체 설계를 통한 펩타이드 개량

가. Urechistachykinin Ⅱ 유래 유도체 펩타이드의 설계  합성

  Urechistachykinin Ⅱ의 아미노산 서열  conserved된 역을 소수성 아미노산인 Alanine으

로 일부 치환하여 유사체 펩타이드를 설계  합성함

[그림2-10]51 Urechistachykinin Ⅱ와 유도체 펩타이드의 아미노산 서열

나. Urechistachykinin Ⅱ 유도체 펩타이드의 구조 분석  항균 활성 검토

  아미노산 치환 결과 Analog 3의 경우 Urechistachykinin Ⅱ와 동일하게 α-helical 구조를 유

지하고 세균  진균에 해 Urechistachykinin Ⅱ 보다 더 높은 항균 활성을 가질 뿐 아니라 

인간 구에 해 세포 독성이 없음을 확인함

[그림2-10]52 Urechistachykinin Ⅱ와 유도체 펩타이드의 구조 분석

(A) Urechistachykinin Ⅱ, (B) Analog 1, (C) Analog 2, (D) Analog 3
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[그림2-10]53 Urechistachykinin Ⅱ와 유도체 펩타이드의 항세균  진균 활성

다. Urechistachykinin Ⅱ와 유도체 펩타이드의 항진균 기작 검토

  다양한 크기의 FITC-Dextran을 내포한 Liposome을 이용하여 항진균 기작을 검토한 결과 

Urechistachykinin Ⅱ와 유도체 펩타이드 진균 세포막에 Pore를 형성하여 항진균 활성을 나타

낼 것으로 보임. Pore 크기를 확인한 결과 1.8-2.3 nm일 것으로 추정함

[그림2-10]54 Urechistachykinin Ⅱ와 유도체 펩타이드의 진균 세포막에 한 Pore 형성 기작

라. Urechistachykinin Ⅱ 보다 우수한 항균 활성을 보이는 유도체의 개량

  Analog3가 Urechistachykinin Ⅱ보다 더 우수한 항균 활성을 나타냄으로써 고효율성 펩타이

드의 개량이 이루어졌고 이를 통해 신규항생물질로서의 이용 가능성을 제시하여 Biol. Pharm. 

Bull. 34 (2011) 921-924에 게재함

[그림2-10]55 Biol. Pharm. Bull. 34 (2011) 921-924
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제 4  가재 유래 항균 펩타이드 Astacidin-1

1. 항진균 활성  작용기작 규명을 통한 항진균제로의 개발 가능성 제시

가. 항진균 활성  인간 구 세포에 한 용  활성

  병원성 진균인 Candida albicans, Trichosporon beigelii, Malassezia furfur, Trichophyton 

rubrum에 하여 항진균 활성을 검토한 결과 Astacidin 1은 검사된 모든 진균에서 항진균 활

성을 나타냄. 더 나아가 인간 구 세포에 한 용  활성을 검사해 본 결과 어떠한 용  활

성도 나타내지 않음. 따라서 Astacidin 1은 신규 항진균제로서의 개발 가능성을 가지고 있음

[그림2-10]56 Astacidin 1의 항진균 활성

[그림2-10]57 Astacidin 1의 인간 구 세포에 한 용  활성

나. 항진균 작용기작 규명

  Astacidin 1의 항진균 작용기작을 알아보기 해 세포막 연구를 진행한 결과 Astacidin 1은 

진균 세포막에 투과성을 증가시키고 탈분극을 유도하는 것을 찰함. 이를 통해 세포막에 한 

작용기작을 분석하기 해 Candida albicans  세포막과 그를 모방한 liposome 막을 찰한 결과 

Astacidin 1은 진균 세포막에 1.4-2.3 nm의 Pore를 형성하여 항진균 활성을 나타냄을 확인

[그림2-10]58 Astacidin 1에 의한 진균 세포막의 투과성 증가
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[그림2-10]59 Astacidin 1에 의한 세포막 탈분극

[그림2-10]60 Astacidin 1의 진균 세포막에 한 Pore 형성 기작
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연구목표 달성내용 기여도

항생제 내성 균주에 한 

펩타이드의 항균 작용 검

토  개량

- 펩타이드 공학 기술을 이용한 유도체 

펩타이드 설계 

- 항생제 내성 균주에 한 항균 펩타이

드의 활성 검토

- 논문: SCI 1편, 비 

SCI 1편

- 학술발표: 국외 6건, 

국내 1건

펩타이드 공학 기술을 이

용한 모방형 항균 펩타이

드의 설계  항균 효과 

검토

- 해양 생물 유래 펩타이드에 기 한 모

방형 항균 펩타이드의 설계

- 항생제와 항균 펩타이드의 시 지 효

과 검토

- 모방형 항균 펩타이드의 세포 독성 검

토

- 논문: SCI 5편

- 학술발표: 국외 2건, 

국내 1건

Biofilm 형성균에 한 

항균 펩타이드의 활성 검

토

- 병원성 미생물이 형성하는 Biofilm에 

한 펩타이드의 해능  괴능 

검토

- 논문: SCI 3편

- 학술발표: 국외 4건

펩타이드 공학 기술을 이

용한 유도체 항균 펩타이

드의 설계  항균 효과 

검토  

- 해양 생물 유래 항균 펩타이드의 아미

노산 서열 내 활성 부  규명  고

기능성 펩타이드 개량

- 해양 생물 유래 항균 펩타이드의 항균 

효과 검토

- 논문: SCI 1편

- 학술발표: 국외 1건

제 4 장 목표달성도  련분야에의 기여도
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주요연구실 활용계획

펩타이드 공학기술을 이용하여 다양한 펩타

이드의 합성과 설계가 이루어짐

생리 기능성이 조 된 의약품, 식품첨가제, 

화장품 개발 등에 응용

항균 펩타이드와 기존의 화합물성 항생제간

의 시 지효과 규명
복합약물로 이용

항균 펩타이드의 항바이오필름 활성 규명 항바이오필름성 펩타이드 약물로 용

제 5 장 연구개발결과의 활용계획
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제 6 장 연구개발과정에서 수집한 해외과학기술정보

※ 해당사항 없음
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세부사업명 해양생명공학기술개발사업
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과 제 명 해양․극한생물분자유 체연구사업

세부과제명 해양내 항생제 내성유 체 동정  기능 연구

연 구 책 임 자  이 상 희

해당단계
참 여

연구원수

 총 :  4 명
내부 :  4 명
외부 :    명

해당단계
연 구 비

정부: 80,000 천원
기업:  천원
 계:  천원

총연구기간
참 여

연구원수

 총 : 18 명
내부 : 18 명
외부 :    명

총연구비
정부: 290,000천원

기업:  천원
 계:  천원

연구기 명  
소 속 부 서 명

 명지 학교 
 생명과학정보학부

참여기업명

국제공동연구 상 국명 : 상 국연구기 명 :

탁 연 구 연구기 명 : 연구책임자 :

요약(연구결과를 심으로 개조식 500자 이내) 보고서면수 63

 최근에 새롭게 항생제 내성유 체(antibiotic resistome: D'Costa et al. Science 
311:374-7)가 주장되었지만 추가 인 연구 결과가 필요한 실정임. 특히, 항생제 는 내
성균이 유입되지 않은 곳 (심해지역 sediment 는 marine subsurface sediment)에서의 
배양과 무 한(culture-independent) 연구 결과가 미흡함. 따라서  해양내(심해지역 
sediment 는 marine subsurface sediment) 항생제 내성유 체 동정  기능(내성단백
질의 생화학  특성) 연구가 필요함.
 Metagenomic library의 90,823 clones로부터 disk diffusion test  pulse-field gel 
electrophoresis를 이용하여 다재내성인 60 clones의 선별, 임상에서 요한 cephalosporines인 
ceftazidime, cefotaxime에 내성을 나타내는 ESBLs(extended-spectrum β-lactamases) 
유 자의 존재를 확인, 항생제 내성 유 자의 검출을 하여 제작한 bla Detetction Kit 
사용으로 항생제 내성 유 자의 존재를 확인 후 Next Generation Sequencing (NGS)통
하여 선별 된 4종 유 자 PNG0004, PNG0018-1, PNG0018-2, PNG0018-3  가용성 단
백질로 량 순수분리 된 PNG0018-2  PNG0018-3을 298K에서 단백질 결정화. 
PNG0018-2만 결정을 획득, 회  데이터(space group P21과 C2)를 획득하 으며, P21은 
2.14 Å, C2는 2.24 Å으로 획득, PNG0018-2의 결정으로부터 얻은 회 데이터를 이용하
여 molecular replacement방법으로 구조분석을 시도한 결과 지 까지 연구되어진 구조
의 sequence identity가 20%이하로 분석이 어려움. 다양한 phasing 방법으로부터 회
데이터를 획득하 으나 High molecules per asymmetric unit(8), 높은 Met 함량으로, 구
조분석이 지연됨. PNG0018-2의 구조분석을 한 해결책으로 Sm 는 Gd를 사용하여 
SAD data 를 획득, Molecules per asymmetric unit가 1~2개의 새로운 결정 획득하여 구
조 분석, Se-Met의 개수를 이기 해서 PNG0018-2(386 amino acids)에서 beta- 
lactamase domain(219 amino acids: truncated mutant)만 구조분석, 그리고 PNG0018-2
에 있는 18개 Met  일부를 Ala으로 mutation하여 결정 획득하여 구조 분석하는 다양
한 구조분석 방법으로 분석 임. 구조분석이 어려운 만큼 novel enzyme의 가능성이 큼.

색 인 어
(각 5개 이상)

한
항생제 내성유 체, 심해지역, 내성유 자검출키트, 회 데이
터, 페이징

어
antibiotic resistome, sediment, bla  Detetction Kit, X-ray 
diffraction data, phasing 

보고서 요약서
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요   약   문 
  

Ⅰ. 제목

해양내 항생제 내성유 체 동정  기능 연구

Ⅱ. 연구개발의 목   필요성

최근에 새롭게 항생제 내성유 체(antibiotic resistome: D'Costa et al. Science 311:374-7)가 

주장되었지만 추가 인 연구 결과가 필요한 실정임. 특히, 항생제 는 내성균이 유입되지 

않은 곳 (심해지역 sediment 는 marine subsurface sediment)에서의 배양과 무 한

(culture-independent) 연구 결과가 미흡함. 따라서  해양내(심해지역 sediment 는 marine 

subsurface sediment) 항생제 내성유 체 동정  기능(내성단백질의 생화학  특성) 연구

가 최종 목표임.

Ⅲ. 연구개발의 내용  범

1. 해양내 antibiotic resistome 동정

-Disk diffusion test

-Resistome detection kit 개발

- 요한 내성 기작 분석

-MIC test  resistance profiles  규명 

-Resistome prevalence  diversity 규명

2. 확장내성유 체를 분석하여 내성유 자의 수평확산  해양내 resistome의 역할을 규명

-다재내성 60 clones선별, resistome detection kit최 화

-Resistome 주변 분석(20 Kbp 이상) 

-Transfer Element(IS, transposon) 분석 

-Resistome의 수평확산  역할 규명

3. 해양내 antibiotic resistome 발 단백질 기능 규명

-내성단백질의 량 발 을 한 발 ㆍ분비 운반체 제작  발  (Insoluble form으로 발 시의 해결 방법 정립)

-내성단백질의 가용성 발   발  내성단백질 순수분리

-발  내성단백질의 기질 ( 는 해제)에 한 특성분석

4. 내성 유 체 발  단백질 결정화  분석

-내성단백질의 결정화의 최  조건 확립

-내성단백질의 결정화

-X-ray diffraction data 획득

-Phasing  electron density map 작성

-Model building 

-내성유 체 진단 키트 정확성 확인(시작품) 
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Ⅳ. 연구개발결과

1. 해양내 antibiotic resistome 동정

-총 90,823 metagenomic library clones를 획득

-각각의 항생제별 내성(R) 출  빈도: benzylpenicillin(11.89%), ampicillin(0.07%),

  cephalothin(17.48%), cefotetan(4.11%), cefoxitin(5.96%), ceftazidime(0.86%), cefotaxime(0.23%), imipenem(0.004%), 

aztreonam(0.005%)

-상기 내성 출  빈도, 경향  다양성은 기존의 보고에서는 나타나지 않은 새로운 결과임

- 재 임상에서 문제가 되는 ESBL의 검출은 최 이며 요한 의미를 갖음.

-내성 clones들에 하여 MIC를 측정한 결과: ampicillin  piperacillin에 내성이며 일부 clone에서는 ceftazidime, 

cefotaxime, aztreonam에도 내성을 나타냄

2. 확장내성유 체를 분석하여 내성유 자의 수평확산  해양내 resistome의 역할을 규명

-5개 이상 항생제에 내성인 60 clones의 선별  60 clones의 resistome 주변 분석을 통하여 평균 35 Kbp 이상의 

sequence 정보를 획득 

-5종 이상의 Transfer Element(TE)를 발견

-환경 내에 확장내성유 체의 존재를 입증하 으며 확장내성유 체에 존재하는 TE에 의해서 내성 유 자들이 수평

확산

-최 화한 resistome detection kit을 이용하여, 기존에 보고되어진 TEM-116, CTX-M-15, OXA-2, ACT-2, 그리고 

aac(6')-Ie-aph(2")-Ia 유 자를  발견

-기존에 보고되지 않은 (진화되어 소수의 아미노산 치환) 항생제 유 자인 TEM-116 like, CTX-M-15 like, 그리고 

OXA-210 like도 발견. 특히, resistome detection kit로 분석을 할 수 없었던 신규(novel) 항생제 내성 유 자 4종을 

NGS로 발견

-내성유 체는 다양한 내성유 자의 장고(reservoir)로 역할 함을 입증

3. 해양내 antibiotic resistome 발 단백질 기능 규명

-NGS로 선별한 항생제 내성 유 자에서 Class B와 유사한 3종(PNG0018-1, PNG0018-2, 

PNG0018-3), Class C와 유사한 1종(PNG0004)을 선별함.

-Class B 3종  1종(PNG0018-3) 단백질 량발  결과 가용성 단백질로 분리함.

-Class C 1종(PNG0004)와 Class B 2종(PNG0018-1, PNG0018-2)의 단백질 량발  결과 

비가용성 단백질임을 확인, 비가용성 form 발  시 해결 방안으로 가용성 form 발  조건을 

확인함.

-발  내성 단백질의 기질( 는 해제)에 한 효소 특성 분석 결과 extended-spectrum 

cephalosporins  3세  cephalosporins인 ceftazidime  cefotaxime을 잘 분해하 으며, 

extended-spectrum cephalosporins  4세  cephalosporins인 cefepime 한 분해하며, 

carbapenem인 imipenem과 meropenem까지 분해를 하여 class B의 특성을 나타냄.

4. 내성 유 체 발  단백질 결정화  분석

-NGS를 통하여 선별된 4종(PNG0018-1, PNG0018-2, PNG0018-3, PNG0004)  가용성 단백

질로 량 순수분리된 것은 PNG0018-2  PNG0018-3임. 

-PNG0018-2만 결정화됨.

-PNG0018-2의 5가지 결정(다양한 phasing 방법)으로부터 회 데이터를 획득함.
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-High molecules per asymmetric unit(8), 높은 Met 함량으로, 구조분석이 지연됨(다양한 구

조분석 방법을 응용) 

-404개 임상균주에서, bla Detetction Kit의 정확성이 확인됨: 실재 필드(병원 는 환경 시

료)에 용시 정확하게 내성 유 자 type을 결정할 수 있었음.

Ⅴ. 연구개발결과의 활용계획

1. 활용방안

-해양내 항생제 내성유 체를 분석하여 내성빈도, 내성다양성, 요한 내성기작을 규명하

며 그 과정에서 약 3000 종 이상의 내성유 자를 빠르게 검출하는 resistance detection 

kit를 개발하여 해양내(environmental setting)  병원(clinical setting)에서 빠르게 내성유

체를 동정할 수 있게함.

-확장내성유 체(antibiotic extended resistome)를 분석하여 내성유 자의 origin, 수평확산

(horizontal gene transfer), 진화(evolution), 해양내 resistome의 역할을 규명하고 이를 통해서 새롭게 진

화되어서 나타날 내성유 자를 측할 수 있음(내성 빈도 임). 

- 요한 내성유 자를 발   순수분리고 활성 측정(kcat, Km/kcat, Vmax, 등 )을 실시하여 항생제에 한 

기질 특이성을 완벽하게 해석함으로써 기존 임상에서 사용되는 항생제 사용지침을 실

화하여 내성 빈도를 일 수 있음.

- 요한 내성단백질의 결정화  X-선 결정학(X-ray crystallography) 방법을 이용하여 정

확한 항생제 내성 기작을 규명함. 이는 기존의 항생제들이 내성단백질에 의해 가수분해 되는 

원인을 제공함으로써 내성단백질의 가수분해로부터 안정한, 히 구조가 변형된 새로운 항

생제 개발을 가능  할 것이고, 특이 이고 강력한 해제 개발에 결정 인 기여를 할 것임. 

     

2. 기 효과

 ◦ 학문 , 기술  측면

-최근에 새롭게 항생제 내성유 체(antibiotic resistome)가 주장되었지만 추가 인 연구 결

과가 필요한 실정임. 특히, 항생제 는 내성균이 유입되지 않은 곳 (심해지역 sediment 

는 marine subsurface sediment)에서의 배양과 무 한(culture-independent) 연구 결과가 미

흡함. 따라서  해양내(심해지역 sediment 는 marine subsurface sediment) 항생제 내성유

체 동정  기능(내성단백질의 생화학  특성)연구를 통해서 요한 내성단백질이 지니는 

기질( 는 해제)에 한 활성  해기작을 완벽하게 해석하는 것은 시작 단계임(국내에서

는 무함). 따라서 학문   기술  우 를  선 할 것임.

- 요한 내성단백질(특히 carbapenemase)에 한 연구 분야는 지난 6년간 SCI 논문 

DB(Thomson Scientific사)를 활용하여 도출된 여러 미래유망연구 역(태동기)이며 내성단백질의 분

석 기술은 “미래 국가유망기술21”의 요한 요소기술임(기술수 평가보고서, 과기부, 2005).

- 요한 내성단백질(carbapenemases)는 아미노산 서열에 따라 class A, B, D의 3 class로 

분류 되며 임상 치료 시에 이들에 한 screening이 우선시 되고 있지만 class C 

carbapenemase에 한 보고는 없었음. 그러나 본 연구실에서는, CMY-type의 3차원 구조 분

석, 효소 특성 분석  carbapenems를 분해하지 못하는 효소인 P99의 deletion mutant와의 

비교를 통하여, CMY-type이 새로운 class C carbapenemase라는 사실을 확증하 음[1, 2]. 이

러한 새로운 항생제 내성 기작의 규명으로 랑스 Aventis 계열회사인 Novexel과 미국 

Anacor 제약회사에서 력을 요청해옴. 이러한 사실은 요한 내성단백질(carbapenemases) 
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작용기작의 총체  해석이  신규 해제 개발에 응용됨을 강력하게 시사함. 그러나 

 시 에서의 력 연구 보다는 본 연구실에서 이미 분석한 CMY-type의 3차원 구조 

정보  본 신청과제 연구 결과 획득된 요한 내성단백질(carbapenemases)의 작용기작 해석

를 이용하여 신규 해제 개발에 한 요한 target을 제공함으로서 보다 유리한 기술이

이 가능할 것임. 

-상기의 이유로 항생제 내성유 체 동정  기능 연구 수행 결과는 선진국에 비해 탁월

한 연구 성과이며 내성단백질의 가수분해로부터 안정한, 히 구조가 변형된 새로운 항균

제 개발을 가능  할 것이고, 특이 이고 강력한 해제 개발에 결정 인 기여를 할 것임.

   

 ◦ 경제․산업  측면

[외국의 경우]  

-산업계: 랑스 Novexel과 미국 Anacor 제약회사에서 새로운 내성단백질 해제 개발을 

하여 요한 항생제 내성유 체  내성단백질 정보에 한 수요가 큼.

-학계(신규 항균제 개발을 하여 내성단백질 정보를 사용함): 미국을 심으로 AmpC 내성 

단백질(임상세균의 염색체에 존재하는 class C 내성 단백질)에 한 구조 로티오믹스가 진

행 임[36, 37].

[국내의 경우] 

-산업계: 크리스탈제노믹스사 등에서 단백질 구조 로티오믹스가 진행 이나 요한 내성

단백질(carbapenemases)에 한 연구는 무함. 항균제 개발을 계속해온 한미약품, 국제약품 등에

서 항생제 내성단백질 정보에 한 수요가 큼.

-학계: 단백질 구조 로티오믹스가 진행 이나 요한 항생제 내성단백질 정보에 한 연

구는 무함. 단지, 본 연구실에서 개발한 새로운 분자생물학  방법으로 발   분비된 항생제 

내성단백질(CMY-type)의 결정을 이용하여 3차 구조 모델을 규명함이 처음임. 

[항생제 내성단백질 정보를 이용한 신규 항균제( 는 해제)의 재 는 5년 후의 세계

시장  국내시장 규모: 머니투데이, 2007]

구  분 현재의 시장규모 예상되는 시장규모

세계시장규모 25,000 백만$ (5년 후) 115,500 백만$

한국시장규모 1,200,000 백만원 (5년 후) 4,500,000 백만원

-향후 5년 내에 출시될 신규 형 항균제가 없다는 우려 속에[5], 세계 으로 신규 항균제

( 는 해제) 개발이 박차를 가하게 될 것인 이유로 항생제 내성단백질 정보에 한 수요가 

클 것임.

-항균제 내성균의 출 빈도가 매우 높은 국내의 경우는 특히 그 필요성이 함.

- 재 연간 250억$ 정도 되는 항균제 시장이 앞으로 5배정도의 성장이 상되는 가운데 이 

시장에서 우  확보와 새로운 부의 창출을 하여 선진 제약사들과 국가는 내성단백질의 정

보로부터 신약을 개발하는데 수많은 투자와 연구를 집 할 것임. 

      

3. 련 후속연구개발의 망

본 과제를 통하여 얻은 요한 내성단백질 정보를 이용하여 가수분해로부터 안정한, 히 

구조가 변형된 새로운 항균제 개발  특이 이고 강력한 해제 개발에 한 후속연구가 

가능함.
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SUMMARY 

  

I.  Title

Identification and functional study of antibiotic resistome in the marine

II  The Aim of the Project

Novel antibiotic resistome have been recently reported (antibiotic resistome: 

D'Costa et al. Science 311:374-7), but they need to further study. Particularly, 

culture-independent study is insufficient at the place (such as deep sea sediments 

and marine subsurface sediments) that has not been exposed to the antibiotics or 

resistant bacteria. Therefore, the final goal of this project is the identification and 

biochemical study of novel antibiotic resistome in the maine samples that have been 

collected from deep sea sediments. 

III   Scope of the Study

1. Identification of antibiotic resistome in the marine 

-Disk diffusion test

-Development of resistome detection kit

-Analysis of important resistance mechanism(s)

-MIC test and investigation of resistance profiles

-Investigation of resistome prevalence and diversity

2. Investigation of horizontal transfer of resistance genes and the role of resistome 

in the marine through analysis of antibiotic extended resistome  

-Selection of multi-drug resistant 60 clones and optimization of resistome 

detection kit 

-Analysis of surrounding parts of resistome (more than 20 Kbp)

-Analysis of transfer element (IS, transposon)

-Investigation of the horizontal tansfer and role of resistome

3. Expression and characterization of proteins encoded antibiotic resistome in the marine 

-Construction of expressed vector for the large scale expression (secretion) of 
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protein encoded resistance gene and the expression of protein encoded 

resistance gene (establishment of solubilization mathod of  insoluble proteins)

-Soluble expression and purification of resistant proteins 

-Biochemical characterization of resistant proteins for substrates or inhibitors 

4. Crystallization and analysis of expressed resistant protein 

-Establishment of optimum condition of resistant protein crystallization 

-Resistant protein crystallization

-Acquisition of X-ray diffraction data

-Phasing and electron density map

-Model building 

-Accuracy check of bla  Detection Kit (prototype)

Ⅳ. R&D Results

1. Identification of antibiotic resistome in the marine

-A total of 90,823 metagenomic library clones were obtained. 

-Resistance (R) prevalence for each specific antibiotic: benzylpenicillin (11.89%), 

ampicillin (0.07%), cephalothin (17.48%), cefotetan (4.11%), cefoxitin (5.96%), 

ceftazidime (0.86%), cefotaxime (0.23%), imipenem (0.004%), and aztreonam 

(0.005%)

-The frequency, tendency, and diversity of resistance prevalence is new result 

that did not appeared in previous reports.

-It is the first detection of ESBL (causing a severe problem in the clinical) that 

has an important implication.

-MICs were determined in resistant clones: some clones appeared resistance for 

ampicillin and piperacillin; and other clones showed resistance for ceftazidime, 

cefotaxime, and aztreonam.

2. Investigation of horizontal transfer of resistance genes and the role of resistome 

in the marine through analysis of antibiotic extended resistome  

-Selection of 60 clones resistant against more than 5 antibiotics and 

 acquisition of average 35 Kbp sequence information through analysis of 

surrounding parts of resistomes selected from 60 clones
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-We found 5 or more Transfer Element (TE).

-We proved the existence of antibiotic extended resistomes in the marine and 

horizontal transfer of resistance genes would be caused by these TEs.  

-Discovery of TEM-116, CTX-M-15, OXA-2, ACT-2, and the aac 

(6')-Ie-aph(2")-Ia  genes using bla  Detection Kit

-Discovery of TEM-116 like, CTX-M-15 like, and OXA-210 like genes which 

were not reported previously (substitution of a few amino acid through 

evolution). Particularly, 4 kinds of novel antibiotic resistance genes were found 

through the NGS and these genes could not be detected by bla  Detection Kit 

due to their novelty.

-Antibiotic resistome plays an important role as reservoir of variety resistance genes. 

3. Expression and characterization of proteins encoded antibiotic resistome in the marine

-Three genes (PNG0018-1, PNG0018-2, PNG0018-3; similar to class B bla) and 

one gene (similar to class C) was founded from antibiotic resistance genes 

identified by NGS 

-One (PNG0018-3) gene among three Class B genes was expressed in E. Coli 

BL21(DE3) as a soluble form

-PNG0004 (Class C),  PNG0018-1 (Class B), and PNG0018-2 (Class B) were 

expressed in E. coli BL21(DE3) as insoluble forms. To solve the problem of 

insoluble forms, we checked expression condition of resistant proteins.  

-Analysis results of biochemica characteristics of resistance protein for 

substrates or inhibitors showed that it could hydrolyze third-generation 

cephalosporins (ceftazidime and cefotaxime) and fourth-generation cephalosporin 

(cefepime). It could also hydrolyze imipenem and meropenem., showing class B 

enzymatic characteristics.  

4. Crystallization and analysis of expressed resistant protein 

-Two genes (PNG0018-2 and PNG0018-3) among four genes (PNG0018-1, 

PNG0018-2, PNG0018-3, and PNG0004) were expressed as soluble forms and 

then they were purified.

-PNG0018-2 was only crystallized.

-We obtained the diffraction data from five crystals of PNG0018-2 (through a 

variety of phasing methods)
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-Structural analysis is delayed because of high molecules (8) per asymmetric 

unit and a high content of Met (using the various methods for analysis of 

structure in present)

-From 404 clinical isolates, the accuracy of bla Detetction Kit was verified. 

When it  applied to the real field (hospital or environmental samples), the Kit 

could exactly determine resistance gene type.

V. Future application plan

1. Application plan

-We investigated resistance frequency, resistance varieties, and important 

mechanism of resistance through analysis of antibiotic resistome in the marine. In 

the process, resistance detection kit (bla  Detection kit) was developed and could  

detect exactly more than 3,000 resistance genes. Using the kit, antibiotic resistome 

could be quickly identified from environmental setting and clinical setting.

-We investigated the origin of resistant gene, horizontal gene transfer, evolution, 

and the role of  resistome in the marine through analysis of antibiotic extended 

resistome. These results predict what kind of novel resistant genes will appear 

in the future and can reduce the resistance frequency).

-Important resistance gene expression and purification, and measurements of 

kinetic parameters (kcat, Km/kcat, Vmax, etc.) were performed, which could 

have clinicians understand fully substrate specificity for antibiotics. These 

results can remake and realize the antibiotic guidelines used by clinicians, and 

then reduce the resistance frequency.

-The precise mechanism of antibiotic resistance was investigated using 

crystallization of significant resistance protein and X-ray crystallography 

method. These data help us to develop new antibiotics of suitably modified 

structure and  will definitively contribute to the development of specific and 

powerful inhibitors against resistance proteins.

2. Expected effects

◦ Scientific and technical aspects

 -Novel antibiotic resistome has been recently reported, but they need to further 

study. In particular, culture-independent study is insufficient at the place (such 

as deep sea sediments and marine subsurface sediments) that has not been 

exposed to the antibiotics or resistant bacteria. Our study takes place in the 
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beginning stage (not investigated at all in domestic area) to understand 

completely the hydrolysis activity (or inhibition  mechanism) of resistant 

proteins for substrates (or inhibitors) through identification and biochemical 

study of novel antibiotic resistome in the maine samples collected from deep 

sea sediments. Therefore, this study will preoccupy the academic and 

technological superiority. 

 - Research field of crucial resistance protein (especially carbapenemase) is 

promising area of future researches derived by SCI DB (Thomson Scientific, 

Inc.) in the last six years and the analysis technology of resistant proteins is 

an important element of "promising future national technology 21" (Technology 

Assessment Report , Ministry of Science and Technology, 2005) that selected 

by the DB. 

- Carbapenemases (important resistance proteins) were divided into class A, B, 

and D, based on the amino acid sequence identity. Carbapenemase (class A, B, 

and D) screening results at a clinical setting should be primary reported but 

class C carbapenemase has not yet reported. However, in our laboratory, 

CMY-type was verified as a new class C carbapenemase through  

three-dimensional structure analysis and enzymatic characterization of 

CMY-type and comparison with deletion mutant of P99 which did not 

hydrolyze carbapenemase [1, 2]. We were offered for the cooperation from 

Novexel in France and the Anacor Pharmaceuticals in United States because 

of verifying mechanism of new antibiotic resistance. In this fact, the fully 

interpreted resistance mechanism of the carbapenemase strongly can help us to 

develop new inhibitors. However, not the cooperative researches with them but 

technology transfer will be possible as providing important target for the 

development of new inhibitors using information of investigated resistance 

mechanism of carbapenemases. 

- For this reason, our results obtained through the identification and functional 

studies of antibiotic resistome is excellent research results, compared to 

developed countries. These data help us to develop new antibiotics of suitably 

modified structure and  will definitively contribute to the development of 

specific and powerful inhibitors against resistance proteins.

◦ Economic and industrial aspects

[Foreign cases]

-Industry: the information of important antibiotic resistome and resistance proteins 

is hugely demanded by Novexel in France and the Anacor Pharmaceuticals in 

United States, to develop new inhibitors of resistance proteins.   
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Division The current market The expected market

World market $ 25,000 million
(5 years later) 

              $ 115,500 million

Korea market 1200000 million won
(5 years later)

          4,500,000 million won

-Academia (using information of resistance proteins to develop  new antibiotics): 

structure proteomics of AmpC (class C gene existing in the chromosome of 

clinical isolates) resistance proteins has been investigated at the United States 

[36, 37].

[Domestic cases]

-Industry: structure proteomics of resistance proteins at Crystalgenomic company 

is in progress but studies on carbapenemases is not investigated at all. 

 Iinformation of important antibiotic resistome and resistance proteins is hugely 

demanded by Hanmi and Kukje Pharm, to develop new inhibitors of resistance 

proteins.

-Academia: structure proteomics of proteins is in progress but studies on  

important resistance proteins is not investigated at all. But, three-dimensional 

structure model investigation using crystallization of CMY-type is the first time 

in our research team.

[Current (or after five years) world market and domestic market of new 

antibiotics or inhibitors using infomation of antibiotic resistance protiens: 

Money Today, 2007]

-Because there is no antibiotics to be released within the next five years [5], 

information resistance proteins will be hugely demanded in the world.

-In case of domestic, it is especially important because the emergence frequency 

of antimicrobial resistant bacteria is very high. 

-The antibiotic market size (currently about $ 25 billion per year) is expected to 

increase 5 times. For taking advantage in the marcket and making a lot of  money, 

leading pharmaceutical companies and nations will focus on a number of investment 

and research to develop new drug from information of resistance proteins.

3. A view of the follow-up research and development 

Using information of reistance proteins obtained from our study, the future study 

will be needed to develop new antibiotics (stable to resistance proteins and not 

hydrolyzed by them) of suitably modified structure and specific and powerful 

inhibitors against resistance proteins.



- 13 -

CONTENTS

Chapter 1 Introduction of Research Development Project ············································17

1. Objective of this Study ·······························································································17

2. Necessity of this Study ·······························································································18

3. 3 Range of this Study ·································································································19

Chapter 2 Domestic and Overseas Technical Development States ····························20

1. The emergence and problems of antibiotic resistance ········································20

2. New concept and considering issues of antibiotic resistome ···························20

3. Research content and expected effects of this study ··········································20

Chapter 3 Contents and Results of this study ·································································22

1. Marine samples, metagenomic library, and bacterial strains used in

      this study ·························································································································22

2. Selection of metagenomic library clones with  antibiotic resistance,

   prevalence, and diversity of resistome ··································································24

3. MIC test of antibiotic-resistant clones ·····································································26

4. RResistome detection kit and investigation of important resistance

   mechanism (detection of antibiotic resistance genes) ·········································28

5. Selection of 60 clones with multi-resistance from metagenomic library ·······30

6. MIC test of the 60 clones ··························································································31

7. Optimization of resistome detection kit (β-lactam and non-β-lactam 

antibiotics) investigation of important resistance mechanism (detection of 

antibiotic resistance genes) ·························································································32

8. Analysis of surrounding parts of reistome (antibiotic extended resistome) 

   from 60 clones by the Next Generation Sequencing (NGS) ····························35

9. Analysis of Transfer Element (TE) and horizontal transfer (HGT) ·················37

10. Investigation of the role of resistome in marine ···············································39

11. Identification of antibiotic resistance genes ·························································39

12. Overexpression of PNG0018-3 ·················································································41

13. Purification of PNG0018-3 ························································································43



- 14 -

14. MIC test of clones producing nobel four antibiotic resistance genes ··········45

15. Analysis of kinetic parameters of PNG0018-3 ··················································46

16. Crystallization of native PNG0018-2 ······································································48

17. The crystal analysis of PNG0018-2 ··········································································49

18. Crystallization of heavy-atom soaking PNG0018-2 (phasing by Pt and Au) ···49

19. Crystallization of selenomethionine PNG0018-2 (phasing by Se) ··················50

20. Solution of PNG0018-2 analysis problem ·····························································51

21. Investigation of the accuracy of the bla Detetction Kit ···································51

Chapter 4 Achievement and Contribution ··········································································52

Chapter 5 Plan for Application of the Results ································································54

Chapter 6 Overseas Technical Information obtained in the R&D process ·············55

Chapter 7 Reference ··················································································································56

 



- 15 -

목   차

제 1 장 연구개발과제의 개요 ···································································································17

제 1  연구개발의 목 ·································································································17

제 2  연구개발 필요성 ·································································································18

제 3  연구개발 범 ·····································································································19

제 2 장 국내외 기술개발 황 ·································································································20

제 1  항생제 내성(antibiotic resistance)의 출   문제 ··································20

제 2  신개념의 항생제 내성유 체(antibiotic resistome) 연구  문제 ·····················20

제 3  연구내용  기 효과 ·························································································20

제 3 장 연구개발수행 내용  결과 ·······················································································22

제 1  해양 시료, metagenomic library  사용균주 ············································22

제 2  Metagenomic library로부터 다양한 항생제에 내성을 가진 clones의 

검출,  resistsome prevalence  diversity 규명 ········································24

제 3  항생제 내성 clones의 MIC test ······································································26

제 4  Resistome detection kit 제작  요한 내성 기작 분석 

        (항생제 내성 유 자의 검출) ··········································································28

제 5  Metagenomic library로부터 다양한 항생제에 내성을 가진 60 clones의 검출 ··· 30

제 6  다재내성인 60 clones의 MIC test ··································································31

제 7  Resistome detection kit(β-lactam계  non-β-lactam계 항생제) 최 화

         요한 내성 기작 분석(항생제 내성 유 자의 검출) ···························32

제 8   60 clones에서 Next Generation Sequencing (NGS)을 이용하여

         resistome 주변 분석(확장내성유 체 분석) ················································35

제 9   Transfer Element(TE)  수평 확산(HGT) 분석 ·······································37

제 10   Resistome의 해양내 resistome 역할 규명 ·················································39

제 11  항생제 내성 유 자군 분리 ············································································39

제 12  PNG0018-3의 량 발 ··················································································41

제 13  PNG0018-3의 순수분리 ····················································································43

제 14  선별되어진 4종의 유 자의 MIC 측정 ························································45

제 15  PNG0018-3의 효소 특성(kinetic data) 분석 ···············································46

제 16  내성단백질 PNG0018-2의 결정화 ··································································48



- 16 -

제 17  PNG0018-2의 분석 ····························································································49

제 18  PNG0018-2의 heavy atom soaking을 통한 분석 (Pt  Au를 이용한 

         두 가지 phasing 방법) ····················································································49

제 19  PNG0018-2의 selenomethionine을 통한 분석 (Se를 이용한 phasing 방법) ··· 50

제 20  PNG0018-2의 분석을 한 해결책 ································································51

제 21  내성유 체 진단 키트 정확성 확인 분석(시작품: [그림2-11]15) ············51

제 4 장 목표달성도  련분야에의 기여도 ·······································································52

제 5 장 연구개발결과의 활용계획 ···························································································54

제 6 장 연구개발과정에서 수집한 해외과학기술정보 ·························································55

제 7 장 참고문헌 ·························································································································56

 



- 17 -

제 1 장 연구개발과제의 개요

제 1  연구개발의 목

• 세균은 크게 그람음성세균과 그람양성세균으로 나뉘는데 병원성 그람음성세균은 요로감

염, 폐렴, 패 증, 세균성 이질, 장티푸스, 페스트, 장간막 림 염, 창상감염 등을 일으키

고, 병원성 그람양성세균은 균 증, 심내막염, 수막염, 염, 골수염 등을 유발함. 그람

음성세균 치료에 임상  효능이 있는 페니실린계 항균제가 처음 소개된 이후, 최근 계속

해서 개발된 항균제는 이들 균종에 의한 감염증 치료에 범 하게 사용되어 왔음. 그러

나 항균제를 자주 사용하게 되자 이에 내성을 가진 세균을 양산하는 결과를 가져왔음.

• 다재약제내성균인 슈퍼세균의 출 은 세균성 질병들에 한 의학  치료에 제한이 되고 

있지만 이들 내성균 출 이 항생제 사용에 의한 선택압(selection pressure)에 의한 것인지 

는 항생제가 사용되기 에 존재하는 내성유 자에 의한 것인지는 규명되지 않았음.  

• 최근에 새롭게 항생제 내성유 체(antibiotic resistome)가 주장되었으며 항생제 내성이 빠르

게 발생하는 것은 내성유 체에 이미 유사한( 는 같은) 내성 유 자들이 존재하기 때문

으로 유추하지만 개념정립단계인 이유로 이에 한 추가 인 결과가 필요함.

• 선행연구 결과[1-2, 4-5, 14-21]를 바탕으로 해양내 항생제 내성유 체를 분석하여 내성빈

도, 내성다양성, 요한 내성기작을 규명하며 그 과정에서 약 800 종(수십종의 porin 유

자 소실; 수십종의 efflux pump 유 자; 수십종의 target 유 자 변이체; 수백종의 항생

제 변형 유 자{TEM-type: 175종(TEM-116: 선행연구[8, 14]; SHV-type: 127종

(SHV-12: 선행연구[15]); OXA-type: 159종(OXA-23: 선행연구[16]); CTX-M-type: 91종

(CTX-M-14: 선행연구[17]); AmpC-type: 80종(CMY-10, -11: 선행연구[18-19]); IMP- 

or VIM-type: 49종(VIM-2: 선행연구[20]); 기타: 38종(GES-5: 선행연구[21])}에 달하는 

내성유 자를 빠르게 검출하는 resistance detection kit를 개발함. 이러한 kit를 이용

하여 항생제가 사용되기 의 해양 시료로부터 내성유 자 유무를 분석하여 항생제 내

성균 출 에 한 가설을 증명함.  

• 확장내성유 체(antibiotic extended resistome: the collection of genetic elements that 

surround resistance genes and participate in resistance gene transfer [7])를 분석하여 

내성유 자의 origin, 수평확산(horizontal gene transfer), 진화(evolution), 해양내 resistome의 역

할을 규명하고 이를 통해서 새롭게 진화되어서 나타날 내성유 자를 측할 수 있음(내성 

빈도 임). 

• 요한 내성유 자를 발   순수분리하고 활성 측정(kcat, Km/kcat, Vmax, 등 )을 실시하

여 항생제에 한 기질 특이성을 완벽하게 해석함으로써 기존 임상에서 사용되는 항

생제 사용지침을 실화하여 내성 빈도를 일 수 있음.

• 요한 내성단백질의 결정화  X-선 결정학(X-ray crystallography) 방법을 이용하여 

정확한 항생제 내성 기작을 규명함. 이는 기존의 항생제들이 내성단백질에 의해 가수분해 

되는 원인을 제공함으로써 내성단백질의 가수분해로부터 안정한, 히 구조가 변형된 

새로운 항생제 개발을 가능  할 것이고, 특이 이고 강력한 해제 개발에 결정 인 

기여를 할 것임.   
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• 이러한 항생제 내성 기작 해석 기술은 “미래 국가유망기술21”의 요한 요소기술이며 

약제 내성 병원균에 한 신약개발분야에서 가장 요한 핵심기술임.

• 지난 6년간 SCI 논문 DB(Thomson Scientific사)를 활용하여 도출한 여러 미래유망연구

역  항생제 내성단백질에 한 연구 분야가 포함됨.

제 2  연구개발 필요성

   (1) 항생제 내성(antibiotic resistance)의 출   문제

• 병원균(pathogens) 치료에 임상  효능이 있는 페니실린계 항생제가 처음 소개된 이후, 

약 60년간 개발된 항생제는 이들 균종에 의한 감염증 치료(clinical setting)에 범 하

게 사용되어서 이에 내성을 가진 세균을 양산하는 결과를 가져왔음(진화 인 측면에서 

매우 빠른 세균의 응변화임) [1, 2:  선행연구].

• 다재약제(기존에 사용하는 거의 모든 항생제)에 내성을 띄는 슈퍼세균(superbugs)의 

출 [3, 4(선행연구)]은  세계 으로 세균성 질병들에 한 의학  치료에 제한이 되고 

있어서 보건분야의 경제  비용을 증가시킴. 특히 우리나라의 항균제 내성 비율은 

OECD 국가들  최고 수 이므로 세균성 질환은 국민 보건에 커다란 험 요소로 자

리 잡고 있음. 

• 슈퍼세균과 같은 강력한 다재약제내성균에 감염된 환자에 투여될 치료제가 없어서 감염

부 가 괴되는 모습만을 지켜볼 수밖에 없는 상황이 곧 도래할 수 있다는 사회  불안 

요소가 증가함(향후 5년 내에 출시될 신규 형 항균제가 없음 [5(선행연구)]).

  

   (2) 신개념(기술)의 항생제 내성유 체(antibiotic resistome) 연구  문제

• 최근에 새롭게 항생제 내성유 체(antibiotic resistome: the collective of all antibiotic 

resistance gens [6])가 주장되었으며 이것에는 병원체(clinical setting)  환경

(environmental setting)에 존재하는 내성유 자들이 모두 포함되며 항생제 내성이 빠

르게 발생하는 것은 내성유 체에 이미 유사한( 는 같은) 내성 유 자들이 존재하기 때

문으로 유추하지만 개념정립단계인 이유로 이에 한 추가 인 결과가 필요함[3, 6, 7, 

8(선행연구)].  

• 환경에서의 내성유 자에 한 연구는 soil, waste water, drinking water, freshwater, groud 

water, seawater, coastal sediment, marsh sediment에서 이루어졌으며 이런 환경은 인간, 

가축, 양식장에 사용하는(분리되는) 항생제( 는 내성균)가 유입된 환경이어서 clinical 

setting에서 얻은 결과와 유사하며 cultured bacteria에 국한되어서 완벽한 내성유 체를 분석할 수 

없음[9-11].

• 해양에는 지구상 생물의 80% 이상이 서식하고 있는 이유로 해양내 항생제 내성유 체 규명

이 필요하지만 주로 seawater  coastal sediment에서 연구되었으며 최근 2건의 marine 

subsurface sediment에서의 연구 보고는 내성 경향만을 조사하 지 내성유 자에 한 결과

가 없음[12-13]. 

• 이러한 문제 을 해결하기 해서 해양내, 항생제 는 내성균이 유입되지 않은 곳(심해지역 
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sediment 는 marine subsurface sediment)에서의 배양과 무 한(culture-independent) 내성유

체 동정  기능 연구가 필요하며 이러한 연구가 본 과제의 최종 목표임. 

제 3  연구개발 범

단계 연구내용 연구범

3단계

(1차년도)
해양내 확장 resistome 규명

- Disk diffusion test

- Resistome detection kit 개발

- 요한 내성 기작 분석

- MIC test  resistance profiles 규명 

- Resistome prevalence  diversity 규명

3단계

(2차년도)

확장내성유 체를 분석하여 내성유 자의 

수평확산  해양내 resistome의 역할을 

규명

- 다재내성 60 clones선별, resistome detection 

kit최 화

- Resistome 주변 분석(20 Kbp 이상) 

- Transfer Element(IS, transposon) 분석 

- Resistome의 수평확산  역할 규명

3단계

(3차년도)
내성유 체 발  단백질 기능 규명

- 내성유 자의 량 발 (분비)을 한 

발 ㆍ분비 운반체 제작  발 함.

- 내성유 자 , 장균 내에서 insoluble 

form으로 발 시의  해결 방법 제시함.

- 내성유 자의 발  단백질 수분리함.

- 발  내성단백질의 기질( 는 해제)에 

한 효소 특성분석함.

3단계

(4차년도)
내성 유 체 발  단백질 구조 규명

- 내성단백질의 결정화의 최  조건 확립

- 내성단백질의 결정화

- X-ray diffraction data 획득

- Phasing  electron density map 작성

- Model building 

- 내성유 체 진단 키트 정확성 확인 

(시작품) 

최종 항생제 내성유 체 동정  기능

- Resistome detection kit 개발

- 요한 내성 기작 분석

- Transfer Element(IS, transposon) 분석 

- Resistome의 수평확산  역할 규명

- 내성유 자의 발  단백질 순수분리함.

- 발  내성단백질의 기질( 는 해제)에 

한 효소 특성분석함.

- 내성단백질의 결정화

- X-ray diffraction data 획득

- Phasing  electron density map 작성

- Model building

- 내성유 체 진단 키트 정확성 확인 

(시작품) 
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제 2 장 국내외 기술개발 황

제 1  항생제 내성(antibiotic resistance)의 출   문제

• 병원균(pathogens) 치료에 임상  효능이 있는 페니실린계 항생제가 처음 소개된 이후, 약 

60년간 개발된 항생제는 이들 균종에 의한 감염증 치료(clinical setting)에 범 하게 

사용되어서 이에 내성을 가진 세균을 양산하는 결과를 가져왔음(진화 인 측면에서 매

우 빠른 세균의 응변화임) [1, 2:  선행연구].

• 다재약제(기존에 사용하는 거의 모든 항생제)에 내성을 띄는 슈퍼세균(superbugs)의 

출 [3, 4(선행연구)]은  세계 으로 세균성 질병들에 한 의학  치료에 제한이 되고 

있어서 보건분야의 경제  비용을 증가시킴. 특히 우리나라의 항균제 내성 비율은 

OECD 국가들  최고 수 이므로 세균성 질환은 국민 보건에 커다란 험 요소로 자

리 잡고 있음. 

• 슈퍼세균과 같은 강력한 다재약제내성균에 감염된 환자에 투여될 치료제가 없어서 감염

부 가 괴되는 모습만을 지켜볼 수밖에 없는 상황이 곧 도래할 수 있다는 사회  불안 

요소가 증가함(향후 5년 내에 출시될 신규 형 항균제가 없음 [5(선행연구)]).

제 2  신개념의 항생제 내성유 체(antibiotic resistome) 연구  문제

• 최근에 새롭게 항생제 내성유 체(antibiotic resistome: the collective of all antibiotic resistance 

gens [6])가 주장되었으며 이것에는 병원체(clinical setting)  환경(environmental 

setting)에 존재하는 내성유 자들이 모두 포함되며 항생제 내성이 빠르게 발생하는 것

은 내성유 체에 이미 유사한( 는 같은) 내성 유 자들이 존재하기 때문으로 유추하지만 

이에 한 추가 인 결과가 필요함[3, 6, 7, 8(선행연구)].  

• [9-11].

• 해양에는 지구상 생물의 80% 이상이 서식하고 있는 이유로 해양내 항생제 내성유 체 규명이 필요하

지만 주로 seawater  coastal sediment에서 연구되었으며 최근 2건의 marine subsurface sediment에서

의 연구 보고는 내성 경향만을 조사하 지 내성유 자에 한 결과가 없음[12-13]. 

• 이러한 문제 을 해결하기 해서 해양내, 항생제 는 내성균이 유입되지 않은 곳(심해지역 

sediment 는 marine subsurface sediment)에서의 배양과 무 한(culture-independent) 내성유

체 동정  기능 연구가 필요하며 이러한 연구가 본 과제의 최종 목표임. 

  

제 3  연구내용  기 효과

• 선행연구 결과[1-2, 4-5, 14-21]를 바탕으로 해양내 항생제 내성유 체를 분석하여 내성빈

도, 내성다양성, 요한 내성기작을 규명하며 그 과정에서 약 3,000 종이상(수십종의 

porin 유 자 소실; 수십종의 efflux pump 유 자; 수십종의 target 유 자 변이체; 수백

종의 항생제 변형 유 자{TEM-type: 175종(TEM-116: 선행연구[8, 14]; SHV-type: 127
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종(SHV-12: 선행연구[15]); OXA-type: 159종(OXA-23: 선행연구[16]); CTX-M-type: 91

종(CTX-M-14: 선행연구[17]); AmpC-type: 80종(CMY-10, -11: 선행연구[18-19]); IMP- 

or VIM-type: 49종(VIM-2: 선행연구[20]); 기타: 38종(GES-5: 선행연구[21])}에 달하는 

내성유 자를 빠르게 검출하는 resistance detection kit를 개발함.

• 확장내성유 체(antibiotic extended resistome: the collection of genetic elements that 

surround resistance gens and participate in resistance gene transfer [7])를 분석하여 내성

유 자의 origin, 수평확산(horizontal gene transfer), 진화(evolution), 해양내 resistome의 역할을 

규명하고 이를 통해서 새롭게 진화되어서 나타날 내성유 자를 측할 수 있음(내성 빈도 임). 

• 요한 내성유 자를 발   순수분리하고 활성 측정(kcat, Km/kcat, Vmax, 등 )을 실시하여 항생제에 

한 기질 특이성을 완벽하게 해석함으로써 기존 임상에서 사용되는 항생제 사용지침

을 실화하여 내성 빈도를 일 수 있음.

• 요한 내성단백질의 결정화  X-선 결정학(X-ray crystallography) 방법을 이용하여 정

확한 항생제 내성 기작을 규명함. 이는 기존의 항생제들이 내성단백질에 의해 가수분해 

되는 원인을 제공함으로써 내성단백질의 가수분해로부터 안정한, 히 구조가 변형된 

새로운 항생제 개발을 가능  할 것이고, 특이 이고 강력한 해제 개발에 결정 인 

기여를 할 것임. 
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제 3 장 연구개발수행 내용  결과

제 1  해양 시료, metagenomic library  사용균주

심해지역 sediment(depth, 1450m; showing microbial diversity) sample은 R/V 

Sonne에서 Papua New Guonea 근처에 있는 New Ireland Fone-arc의 Lihir Island 남

부에 있는 deep-sea Edison seamount(13°19'S, 152°34'E)의 정상에서 얻은 sediment이

며 이 sediment의 community DNA를 cation-exchange resin을 이용하여 추출하 다. 

추출된 DNA를 end-repair enzyme (Epicentre, Madison, USA)  electrophoresis를 

이용하여 약 40kb DNA fragment를 얻었으며 이 fragment  CopyControl
TM 

Fosmid 

Library Production Kit를 사용하여 총 90,823 metagenomic library clones을 얻었다

([그림2-11]1). E. coli  EPI300 strain (Epicentre)은 metagenomic library를 구축하는데 

host strain으로 사용되었으며, E. coli ATCC 25922는 minimum inhibitory 

concentration (MIC) reference strain으로 사용되었다([표2-11]1).

[그림2-11]1 Overview of the process for preparing a CopyControl
TM

 Fosmid 

library. A complete and unbiased fosmid library containing clones of 

approximately 40 Kb can be prepared in about 2 days. Once the 

library has been prepared, individual clones can be cultured in small 

volume and induced to high copy number for high yields of DNA for 

fingerprinting, sequencing, etc.
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 [표2-11]1 Bacterial strains and  plasmids used in this study

Strain or plasmid Description
Reference 

or source

Strains

E. coli  EPI300

F–– mcrAD(mrr-hsdRMS-mcrBC)f80dlacZDM15

DlacX74recA1endA1araD139D(ara,leu)7697galUgalKl–-rpsL 

nupG trfA tonA dhfr

Epicentre

E. coli  ATCC25922 Reference strain for minimal inhibitory concentration (MIC)

Plasmids

pCC1FOS Cloning-Ready CopyControl pCC1FOS vector Epicentre

pCC1FOS::community 

DNA(40kb)

pCC1FOS containing 40kb DNA fragments from community 
DNA This study
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제 2  Metagenomic library로부터 다양한 항생제에 내성을 가진 

clones의 검출, resistsome prevalence  diversity 규명

90,823 clones로부터 9 classes (20종 항생제)에 내성을 지닌 clones을 검출하기 하

여, pCC1FOS vector가 갖는 selection marker인 chloramphenicol (12.5 ㎍/㎖)을 첨가

하여 37℃, 180rpm, 16시간 동안 배양한 후에, Mueller Hinton Agar(MHA) plate에 도

말하여, CLSI 기 에 해당하는 농도로 각각의 9 classes (20종의 항생제)가 첨가 된 

disk를 그 plate 에 놓고, 37℃에서 16시간 동안 배양 후 확인 한 결과, resistome 

prevalence는 다음과 같다([그림2-11]2). 내성 (R): benzyl penicillin (11.89%), ampicillin 

(0.07%), cephalothin  (17.48%), cefotetan (4.11%), cefoxitin (5.96%), ceftazidime 

(0.86%), cefotaxime (0.23%), imipenem (0.004%), aztreonam (0.005%); 간내성 (I): 

benzyl penicillin (3.96%), ampicillin (5.5%), cephalothin  (4.11%), cefotetan (1.6%), 

cefoxitin (5.43%). 상기 disk diffusion test에서 얻은 내성 균주가 각각의 항생제에 내

성을 가지고 있는지 재확인하기 해, 각각의 항생제에 내성을 띤 균주 에 한 clone씩 

종하여 항생제가 첨가된 MHA plate에 도말하여 37℃에서 16시간 동안 배양 후 도말

한 plate를 확인하 다([그림2-11]3). 상기 내성 출  빈도  경향은 기존의 보고에서

는 나타나지 않은 새로운 다양성을 보여주었음. 9 classes  재 임상에서 제일 많이 

사용되는 β-lactams에 해서만 내성을 보여주었으며 특히 임상에서 요한 

cephalosporines에 해서 내성을 나타내는 특이 이 발견되었다.

각각의 항생제에 한   metagenomic library clone의 내성 빈도   (%)

 BP AMP CPH CTT FOX CAZ CTX EFP IMP MEM AZT KAN GEN TET ERY NAL RIF MET STR CIP

Sensitive 84.15 94.43 78.41 94.29 88.61 99.14 99.77 100 99.996 100 99.995 100 100 100 100 100 100 100 100 100

Intermediate 3.96 5.5 4.11 1.6 5.43 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Resistant 11.89 0.07 17.48 4.11 5.96 0.86 0.23 0 0.004 0 0.005 0 0 0 0 0 0 0 0 0

[그림2-11]2 Resistance profile of 90,823 clones against total 20 antibiotics.



- 25 -

[그림2-11]3 Antibiogram. Resistant clones (a) grew on MHA plate containing 50 ㎍/㎖ 

benzyl penicillin (penicillin G; left plate), but negative control (E. coli  EPI 300 

host strain, right plate) did not grow; (b) grew on MHA plate containing 32 

㎍/㎖ ampicillin (left plate), but negative control (right plate) did not grow; 

(c) grew on MHA plate containing 32 ㎍/㎖ cephalothin (left plate), but 

negative control (right plate) did not grow; (d) grew on MHA plate 

containing 64 ㎍/㎖ cefotetan (left plate), but negative control (right plate) did 

not grow; (e) grew on MHA plate containing 32 ㎍/㎖ cefoxitin (left plate), 

but negative control (right plate) did not grow; (f) grew on MHA plate 

containing 4 ㎍/㎖ cefotaxime (left plate), but negative control (right plate) 

did not grow; (g) grew on MHA plate containing 16 ㎍/㎖ ceftazidime (left 

plate), but negative control (right plate) did not grow; (h) grew on MHA 

plate containing 16 ㎍/㎖ imipenem (left plate), but negative control (right 

plate) did not grow; (i) grew on MHA plate containing 16 ㎍/㎖ aztreonam 

(left plate), but negative control (E. coli EPI 300 host strain, right plate) did 

not grow.
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제 3  항생제 내성 clones의 MIC test

 CLSI(Clinical and Laboratory Standards Institute, USA)의 agar dilution method로 시

험하 다. Ampicillin 는 임상에서 요한 cephalosporines에 내성을 보인 30주

(CHEF-DRII system[Bio-Rad]  BamHI을 이용한 pulse-field gel electrophoresis 결

과, 모든 clones은 서로 다른 fragment를 지님)의 균주의 MIC를 우선 으로 측정하 으

며, 사용한 항생제는 다음과 같다. Ampicillin, ampicillin/sulbactam, piperacillin, 

piperacillin/tazobactam, cephalothin, cefoxitin, cefotetan, ceftazidime, cefotaxime, 

cefepime, imipenem, meropenem, aztreonam을 사용하 으며, 각각 0.06-256 ㎍/㎖ 농도

로 함유된 Mueller-Hinton agar (Difco)에 Steers replicator (Craft Machine, USA)로 

종하 다. 37℃호기성 환경에서 16시간 배양 후 항생제 농도에 따른 집락의 증식 양상을 

찰하여 MIC값을 측정하 으며, 참조균주인 E. coli  ATCC 25922도 MIC를 측정하 다

([표2-11]2). Ampicillin  piperacillin에 내성인 clones을 확인하 으며, 일부 clones에서

는 cephalothin, ceftazidime, cefotaxime, aztreonam에도 내성을 나타냈다. 특히, 임상에서 

요한 cephalosporines인 ceftazidime, cefotaxime에 내성을 띄는 사실은 

ESBLs(extended-spectrum β-lactamases) 유 자의 존재를 의미한다. 이는 이러한 항생

제에 exposition되지 않은 심해지역 sediment에서 ESBLs 유 자가 있을 수 있다는 것은 

항생제가 사용되기 에 이미 이들 유 자가 환경에 존재할 수 있다는 요한 사실을 입

증한다. 
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[표2-11]2  Profiles fo β-lactamases-producing clones, MIC reference starain (E. coli  

ATCC 25922), and host strain (E. coli  EPI 300) for tansfection

Clones or 

strains

MIC(μg/ml)   of the following β-lactams lactams
a

:
β-lactamase

AMP A/S PIP P/T CEP FOX CTT CAZ CTX FEP IPM MER AZT

PNG001 256 8 >256 16 16 0.25 0.12 0.25 0.25 0.12 0.25 0.12 0.25 TEM-1

PNG002 256 16 >256 16 32 0.25 0.25 0.5 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 TEM-1

PNG003 256 8 >256 16 32 0.5 0.5 0.25 0.25 0.25 0.12 0.12 0.5 TEM-1

PNG004 128 4 >256 16 16 0.5 0.5 0.25 0.25 0.12 0.25 0.12 0.5 TEM-1

PNG005 >256 16 >256 32 128 0.5 0.25 64 64 0.5 0.12 0.25 32 TEM-116

PNG006 256 16 >256 16 32 0.25 0.25 0.5 0.25 0.25 0.25 0.12 0.25 TEM-1

PNG007 256 8 >256 16 32 0.25 0.25 0.5 0.25 0.12 0.12 0.12 0.25 TEM-1

PNG008 256 16 >256 32 16 0.25 0.5 0.5 0.5 0.5 0.06 0.06 0.25 TEM-1

PNG009 256 16 >256 32 16 0.5 0.5 0.5 0.5 0.25 0.25 0.06 0.25 TEM-1

PNG010 128 8 >256 16 16 0.5 0.25 0.25 0.5 0.12 0.25 0.12 0.5 TEM-1

PNG011 >256 16 >256 32 64 0.25 0.25 32 64 0.25 0.5 0.25 32 TEM-116

PNG012 256 8 >256 16 32 0.25 0.5 0.25 0.25 0.25 0.25 0.12 0.25 TEM-1

PNG013 256 8 >256 32 32 0.5 0.25 0.25 0.5 0.25 0.25 0.12 0.25 TEM-1

PNG014 256 8 >256 32 16 0.5 0.25 0.5 0.5 0.25 0.25 0.25 0.25 TEM-1

PNG015 256 8 >256 16 32 0.5 0.5 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 TEM-1

PNG016 256 16 >256 16 16 0.5 0.25 0.5 0.5 0.5 0.12 0.12 0.25 TEM-1

PNG017 >256 16 >256 32 64 0.5 0.5 32 64 0.5 0.25 0.12 32 TEM-116

PNG018 256 8 >256 32 16 0.5 0.25 0.25 0.25 0.12 0.25 0.12 0.25 TEM-1

PNG019 128 8 >256 16 16 0.5 0.12 0.25 0.25 0.12 0.25 0.25 0.25 TEM-1

PNG020 256 16 >256 32 32 0.5 0.25 0.25 0.25 0.12 0.12 0.12 0.5 TEM-1

PNG021 256 8 >256 32 32 0.5 0.5 0.25 0.25 0.25 0.25 0.12 0.25 TEM-1

PNG022 256 8 >256 16 32 0.25 0.5 0.25 0.25 0.25 0.25 0.12 0.25 TEM-1

PNG023 >256 8 >256 32 128 0.5 0.25 64 64 0.25 0.25 0.12 32 TEM-116

PNG024 256 16 >256 32 32 0.5 0.5 0.5 0.25 0.25 0.12 0.12 0.25 TEM-1

PNG025 >256 16 >256 32 128 0.5 0.5 64 64 0.5 0.25 0.12 32 TEM-116

PNG026 256 8 >256 16 32 0.25 0.5 0.12 0.25 0.12 0.25 0.12 0.5 TEM-1

PNG027 256 16 >256 32 32 0.5 0.5 0.5 0.25 0.25 0.12 0.12 0.25 TEM-1

PNG028 128 16 >256 32 16 0.25 0.25 0.5 0.25 0.25 0.25 0.25 0.5 TEM-1

PNG029 256 16 >256 16 32 0.5 0.25 0.5 0.25 0.25 0.12 0.12 0.5 TEM-1

PNG030 256 8 >256 16 16 0.25 0.25 0.12 0.12 0.12 0.25 0.12 0.5 TEM-1

ATCC 25922 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.12 0.12 0.12 0.25 0.12 0.06 0.06 0.12

E. coli EPI300 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.12 0.12 0.12 0.12 0.12 0.06 0.06 0.12 　

aAbbreviation: AMP, ampicillin; A/S, ampicillin/sulbactam; PIP, piperacillin; P/T, piperacillin/tazobactam; CEP, cephalothin; 

FOX, cefoxitin; CTT, cefotetan; CAZ, ceftazidime; CTX, cefotaxime, FEP, cefepime; IMP, imipenem; MEM, meropenem; AZT, 

aztreonam.
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제 4  Resistome detection kit 제작  요한 내성 기작 분석 

(항생제 내성 유 자의 검출)

 

 PCR 증폭을 한 primer 고안은 다양한 내성 유 자군을 GenBank   

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore), Lahey (http://www.lahey.org/studies/webt.asp), 

Uniprot (http://www.uniprot.org)에서 찾은 후, ClustalW 

(http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/interfaces/clustalw.html)  Primer3 

(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi) 로그램을 이용하여 primer의 

Tm 값을 60℃로 통일하 고 같은 조건하에서 PCR 실험을 진행 할 수 있도록 제작하

으며([표2-11]3), 제작한 primer로 다양한 항생제 내성 유 자 type의 PCR결과는 Figure 

4에 제시되었으며, resistome detection kit를 제작하 다. Table 2에 보여주었던 30 

clones으로부터 추출된 fosmid DNA를 주형으로 하여 상기 kit를 이용하여 다음과 같은 

조건으로 PCR을 수행하 다. Predenaturation(95℃, 2분)시킨 후, denaturation(96℃, 30

), annealing(55℃, 30 ), extension(72℃, 10분) 단계를 30회 반복하 다. 상기 30 

clones의 PCR 산물은 기 동의 방법으로 size를 확인하 다. 각각의 PCR 산물과 

internal primer pairs를 이용하여 DNA 서열을 분석하 다[22,23]. 그 결과,  TEM-1 (25 

clones)  TEM-116 (5 clones) β-lactamase genes가 검출되었으며 이들이 ampicillin 

는 임상에서 요한 cephalosporines에 내성을 나타내는 기작임을 입증하 다. 특히, MIC 

test 결과, 임상에서 요한 cephalosporines인 ceftazidime, cefotaxime에 내성을 띄는 사

실은 ESBLs(extended-spectrum β-lactamases) 유 자의 존재를 의미한다고 고찰하 으

며, 그 유 자는 TEM-116 유 자임이 명되었다. 본 연구에서 사용된 심해지역 

sediment는 약 10,000년 의 시료이며, 항생제 사용 시기는 약 1920년 인 사실을 토 로 

고찰하면, 이러한 항생제에 exposition되지 않은 심해지역 sediment에서 ESBLs 유 자가 

있을 수 있다는 것은 항생제가 사용되기 에 이미 이들 유 자가 환경에 존재한다는 

요한 사실을 입증하 다. 이는 다음 두 가지 요한 사실을 확증한다. 항생제 는 내성

균의 유입이 없는 환경에서도 이미 내성유 체(resistome)가 존재하며, 재 항생제 내성

이 빠르게 발생하는( 재 임상에서 치료시 문제가 되고 있는 ESBLs 유 자가 빠르게 발

생하는) 것은 내성유 체에 이미 유사한( 는 같은; TEM-116) 내성 유 자들이 존재하기 

때문임을 입증하 다. 이들 내성 유 자의 expression은 Ready Gel Precast IEF 

Polyacrylamide Gel (pH range of 3.5 to 9.5; Bio-Rad)을 이용하여 측정한 pI value로 확

인하 다 (TEM-1  TEM-116의 pI는 모두 5.4).  
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[표2-11]3 Molecular classfication β-lactamase genes used in this study

Class Gene type Product sizes (bp) Source number

Class A CTX-M-8 type 415 and 122 3 

CTX-M-25 type 415 7 

GES-IBC 746 13/2

PER 185 6 

TEM 626 174 

CTX-M-9 type 466 and 120 26 

CTX-M-2 type 511 15 

VEB 578 and 257 7 

SME 111 3 

KPC 687 and 124 10 

CTX-M-1 type 579 and 107 35 

SHV 371 and 104 122 

NMC and IMI 320 1/3

Class  B VIM 145 23

CphA 568 7

IMP 341 26

IND 401 7

class  C AAC 1065 4

DHA 877 2

CMY-1,MOX 480 6/7

CMY-2,CFE,LAT,BIL 764 39/1/3/1

MIR,ACT,CHE 990 5/7

FOX 165 7

class  D OXA-42 type 140 and 645 4

OXA-23 type 719 7

OXA-63 type 586 3

OXA-7 type 549 15

OXA-2 type 639 8

OXA-51 type 491 49

OXA-1 type 436 6

OXA-24 type 355 5
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제 5  Metagenomic library로부터 다양한 항생제에 내성을 가진 

60 clones의 검출

 Metagenomic library의 90,823 clones로부터 disk diffusion test  pulse-field gel 

electrophoresis([그림2-11]4)를 이용하여, 1개 이상의 항생제에 내성인 clones(1269 

clones)를 1차 으로 선별 후, 5종 이상 항생제에 내성인 60 clones(서로 다른 유

자군을 함유하는)를 2차 선별하 다. 

                  

[그림2-11]4     Restriction analysis by BamHI of 60 clones encoding antibiotics resistant gene. 

Lanes of Figures: M, λ HindΙΙΙ moleculars mass markers [sizes in base pairs (bp) 

are indicated on the left edge of the gel]; Fosmid vector pCC1FOS
TM

 (8139 bp).
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제 6  다재내성인 60 clones의 MIC test 

 Ampicillin  piperacillin에 내성을 띄는 clones을 확인하 으며, 일부 clones에서

는 cephalothin, ceftazidime, cefotaxime, aztreonam에도 내성을 나타났으며, 

Kanamycin, gentamycin, tetracycline, erythromycin, nalidixic acid, rifampicin에도 

내성을 나타냈다. 한, 임상에서 요한 cephalosporines인 ceftazidime, cefotaxime

에 내성을 띄는 ESBLs(extended-spectrum β-lactamases) 특성을 보이는 내성유

자의 존재를 시사하 다([표2-11]4).

[표2-11]4. 각각의 항생제에서 선별된 metagenomic library clones (60주)를 다시 선별, MIC test 

BP, Benzyl Penicillin; AMP, Ampicillin (≥32 ug/ml, R); AMP-SUL, Ampicillin-Sulbactam (≥32/16 ug/ml, R) ; AMX, 
Amoxicillin (≥32 ug/ml, R); AMX-CLA, Amoxicillin-Clavulanic acid (≥32 ug/ml, R); PIP, Piperacillin (≥128 ug/ml, R); 
PIP-TAZ, Piperacillin-Tazobactam (≥128/4 ug/ml, R); CLX, Cloxacillin (≥4 ug/ml, R); CPH, Cephalothin (≥32 ug/ml, R); 
FOX, Cefoxitin (≥32 ug/ml, R); CTT, Cefotetan (≥64 ug/ml, R); CAZ, Ceftazidime (≥16 ug/ml, R); CTX, Cefotaxime (≥4 
ug/ml, R); EFP, Cefepime (≥32 ug/ml, R); IMP, Imipenem (≥16 ug/ml, R); MEM, Meropenem (≥16 ug/ml, R); ATM, 
Aztreonam (≥16 ug/ml, R); KAN, Kanamycin (≥64 ug/ml, R); GEN, Gentamycin (≥16 ug/ml, R); TET, Tetracycline (≥16 
ug/ml, R); ERY, Erythromycin (≥8 ug/ml, R); NAL, Nalidixic acid (≥32 ug/ml, R); RIF, Rifampicin (≥4 ug/ml, R)
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제 7  Resistome detection kit(β-lactam계  non-β-lactam

계 항생제) 최 화  요한 내성 기작 분석(항생제 내

성 유 자의 검출) 

 다양한 내성 유 자군(약 800종의 β-lactam계 항생제에 한 내성 유 자군과 약 

300종의 non-β-lactam계 항생제 내성 유 자군)을 이용하여 resistome detection 

kit를 최 화하 다. 상기 kit를 이용하여 β-lactam계 항생제를 분해 하는 β

-lactamase genes가 한 clone내에 3~7 가지 다른 type이 검출 되었으며, 한 non-

β-lactam resistant genes(13 clones)도 검출되었다. 기존에 보고되어진 TEM-116, 

CTX-M-15, OXA-2, ACT-2, 그리고 aac(6')-Ie-aph(2")-Ia 유 자를  발견하 으

며, 기존에 보고되지 않은 (진화되어 소수의 아미노산 치환) 항생제 유 자인 

TEM-116 like, CTX-M-15 like, 그리고 OXA-210 like도 발견하 다([그림2-11]5, 

[표2-11]5~7).

[그림2-11]5             Banding patterns of (multiplex-)PCR products of β-lactamases genes (a) and 

non-β-lactam resistant genes (b, c).
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 [표2-11]5     β-lactam 항생제  non-β-lactam 항생제에 내성을 보인 60주의 Genotyping 결과

[표2-11]6         β-lactam 항생제  non-β-lactam 항생제에 내성을 보인 60주의 Genotyping 결과
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[표2-11]7        β-lactam 항생제  non-β-lactam 항생제에 내성을 보인 60주의 Genotyping 결과 
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제 8   60 clones에서 Next Generation Sequencing (NGS)을 

이용하여 resistome 주변 분석(확장내성유 체 분석) 

선별된 60 clones의 fosmid를 Genome Sequencer(GS) FLX titanium(16X~250X)를 이용하

여 sequencing 결과를 얻었으며, 60 clones에서 평균 35 Kbp 이상 sequence 정보를 획득 

하 고, 약 462 가지 다른 유 자를 함유 하고 있었다.  특히, resistome detection kit로 분

석을 할 수 없었던 신규(novel) 항생제 내성 유 자 10종[β-lactamase type(2 clones), 

metal-dependent hydrolases of the β-lactamase type(2 clones), ABC-type multidrug 

transport system(2 clones), acriflavin resistance protein(2 clones), fluoroquinolone 

resistance gene type(6 clones), multiple antibiotic resistance (marC)-related protein(1 

clone), arsenic resistance protein(2 clone), cobalt-zinc-cadmium resistance gene(1 clone)]

들을 19 clones에서 확인하 다([그림2-11]6). 이들 신규(novel) 항생제 내성유 자 10종의 

발견은 특이 내성유 자를 가용성으로 발 하여 단백질을 분리한 후 특성 분석(3차년도), 

결정화  분석(4차년도)을 가능 하게하 다. 
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[그림2-11]6  60 clones의 NGS 분석을 통한 확장내성유 체 동정(Transfer Element  내성유 자군) 
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제 9   Transfer Element(TE)  수평 확산(HGT) 분석 

 NGS 결과 분석을 통하여 TE(transposon, IS, ISCR, etc.)가 19 clones내에 내재하고 있는 

것을 확인하 다([표2-11]8~9). 검출된 TE들의 분석 결과, 기존에 보고된 TE들과 유사한 

것으로 확인함. 이는 내성 유 자들이 TE를 통하여 수평 확산되었음을 시사한다.  

[표2-11]8 NGS 분석을 통한 Transfer Element (TE) 분석
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[표2-11]9            NGS 분석을 통한 Transfer Element (TE) 분석
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제 10   Resistome의 해양내 resistome 역할 규명 

 

 내성유 체는 다양한 내성유 자의 장고(reservoir)로 역할함을 입증하 으며, 진화과정

을 통해서 형성된, 새로운 type의 유 자들이 바로 된다면 새로운 내성유 자의 출 을 

의미하 다.  

제 11  항생제 내성 유 자군 분리

  NGS 통하여 선별 되어진 4종 유 자군을 고안된 primer([표2-11]10)를 이용하여 PCR 산물을 순

수분리하여([그림2-11]7) DNA 서열을 결정되었으며, NCBI web site에서 서열 상동성을 조사한 결

과 PNG0004는 class C 내성 유 자인 CMY-2 유 자와 24.43% 상동성을 확인하 다. PNG0018-1, 

PNG0018-2, PNG0018-3 유 자군은 class B 내성 유 자와 유사한 것을 확인 하 다.

[표2-11]10 내성 유 자 4종의 PCR 증폭과 클로닝을  한 oligonucleotides sequence

Primer (orientation)a Sequence (5’ -> 3’)
Amplicon 

size   (bp)
NcoI-PNG0004-F ATACCATGGGCCACCATCATCATCATCATGACGACGACGACAAGGATAAAAGATTGATAAGGAAAATTT

1,412
PNG0004-XhoI-R GAGCTCGAGTTAATTTAGAAAAGCATTGTTATTC

NcoI-PNG0018-1-F ATACCATGGGCCACCATCATCATCATCATGACGACGACGACAAGACTCGTTGGCATACGGAAAAC

890
PNG0018-1-XhoI-R GAGCTCGAGCTACTTCTTCTCGGGAATCTC

NcoI-PNG0018-2-F ATACCATGGGCCACCATCATCATCATCATGACGACGACGACAAGGCAGGTGGAAAAGTAACCTC

1,214
PNG0018-2-HindIII-R GAGAAGCTTTTAGCTTCCCACTCCCAAATC

NcoI-PNG0018-3-F ATACCATGGGCCACCATCATCATCATCATGACGACGACGACAAGAGTATTGAAGGCATGATTCAAG

1,259
PNG0018-3-XhoI-R GAGCTCGAGTTACTCCGCGGGCTGGATT

pHSG398-SacI-PNG0004-F ATAGAGCTCAATGGATAAAAGATTGATAAGGAAA

1,370
pHSG398-XbaI-PNG0004-R GTGTCTAGATTAATTTAGAAAAGCATTGTTATTC

pHSG398-SacI-PNG0018-1-F ATAGAGCTCAATGACTCGTTGGCATACGGA

859
pHSG398-XbaI-PNG0018-1-R GTGTCTAGACTACTTCTTCTCGGGAATCTC

pHSG398-SacI-PNG0018-2-F ATAGAGCTCAATGGCAGGTGGAAAAGTAACC

1,180
pHSG398-SacI-PNG0018-2-F GTGTCTAGATTAGCTTCCCACTCCCAAATC

pHSG398-SacI-PNG0018-3-F ATAGAGCTCAATGAGTATTGAAGGCATGATTC

1,225
pHSG398-HindIII-PNG0018-3-F GTGAAGCTTTTACTCCGCGGGCTGGATT

aOrientation of each primer: F, forward; R, reverse.
bCCATGG : NcoI recognition site; CTCGAG : XhoI recognition site; AAGCTT : HindIII recognition site ; 

GAGCTC : SacI recognition site; TCTAGA :XbaI recognition site; CACCATCATCATCATCAT : His-tag; 

GACGACGACGACAAG : enterokinase recognition site.
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[그림2-11]7              Banding patterns of PCR products of 

png0004  (lane 1: 1,359 bp), png0018-1 (lane 

2: 837 bp), png0018-2 (lane 3: 1,161 bp), 

and png0018-3 (lane 4: 1,206 bp). Sizes in 

base pairs (bp) of molecular size markers 

(ane M: 100bp Plus DNA ladder, Bioneer, 

Korea) are indicated on the left of the 

panel.
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제 12  PNG0018-3의 량 발

 3종의 class B와 유사한 유 자와 1종의 class C와 유사한 유 자를 량 발  시스템을 

구축하 다(vector[pMSG1220, pCold, pET-30a(+), pETderivaties, pRS(2)], 여러 host[E. 

coli BL21(DE3) star, BL21(DE3) codon plus, BL21(DE3), HMS174(DE3) pLysE]; [표

2-11]11). 최 의 량 발  시스템에서 획득된 4종의 transformants (PNG0018-1, 

PNG0018-2, PNG0018-3, PNG0004)를 BL21(DE3)를 이용하여 발 양상을 확인한 결과 

PNG0018-3 유 자만 가용성 단백질로 발 되어 지는 것을 확인하 다.

PNG0018-1, PNG0018-2, PNG0004등 3종의 유 자는 비가용성 단백질로 발 되어 여러 

vector[pMSG1220, pCold, pET-30a(+), pETderivaties, pRS(2)], 여러 host[E. coli 

BL21(DE3) star, BL21(DE3) codon plus, BL21(DE3), HMS174(DE3) pLysE]  induction 

온도, IPTG농도 변화 발  온도 변화로 확인하 으나 가용성 단백질로 얻지 못 하 다([그

림2-11]8).

[표2-11]11      Bacterial strains and plasmids used in this study

Strain or 

plasmid
Description

Reference 

or   

source

Strains

E. coliTOP10 F-mcrA∆(mrr-hsdRMS-mcrBC)φ80lacZ∆M15∆lacX74recA1araD139∆(ara-leu)7697galUgalKrpsL(StrR)endA1nupG Invitrogen

E. coli BL21(DE3) F
-
ompThsdSB(rB

-
mB

-
)galdcm(DE3) Novagen

Plasmid

pET-derivate Expression   vector, Kanamycin Novagen

pHSG398 Cloning vector,   chloramphenicol TaKaRa

pHSG398-PNG004 Recombinant   plasmid containing PCR-amplified PNG0004ligatedtopHSG398 This study

pHSG398-PNG0018-1 Recombinant   plasmid containing PCR-amplified PNG0018-1ligatedtopHSG398 This study

pHSG398-PNG0018-2 Recombinant   plasmid containing PCR-amplified PNG0018-2ligatedtopHSG398 This study

pHSG398-PNG0018-3 Recombinant   plasmid containing PCR-amplified PNG0018-3ligatedtopHSG398 This study

pET-PNG0004 Recombinant   plasmid containing PCR-amplified His6-PNG0004ligatedtopET-28a This study

pET-PNG0018-1 Recombinant   plasmid containing PCR-amplified His6-PNG0018-1ligatedtopET-28a This study

pET-PNG0018-2 Recombinant   plasmid containing PCR-amplified His6-PNG0018-2ligatedtopET-28a This study

pET-PNG0018-3 Recombinant   plasmid containing PCR-amplified His6-PNG0018-3ligatedtopET-28a This study
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[그림2-11]8             12% SDS-PAGE results. PNG0018-3 (44.15 kDa), png0018-1 (31.59 kDa), PNG0018-2 

(43.07 kDa), and PNG0004 (51.75 kDa). Lane M: molecular mass marker (T&I).
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제 13  PNG0018-3의 순수분리

 해양내 항생제 내성 유 자의 단백질 효소분석  결정화(crystallization)를 해서 유 자

의 량 발 으로 획득한 약 44.2kDa의 class B와 유사한 단백질인 PNG0018-3의 가용성 

단백질을 His-bind affinity column(Novagen Co., Ltd.)을 이용하여 90%이상 PNG0018-3 

단백질을 분리하 다([그림2-11]9). 염(salt) 이온을 제거하기 하여 Fast desalting(HR 

10/10) column(Amersham Biosciences, UK)을 사용하여 탈염  농축 후 enterokinase를 

첨가하여 상온에서 24시간동안 반응시켜 단백질로부터 enterokinase를 분리하 으며, 

Ion-exchange culumn인 Mono Q FPLC column (cathode; 1.0 by 5.0 ㎝)을 이용 low 

buffer (10.0 mM sodium phosphate buffer, pH 7.0)  high buffer (10.0 mM sodium 

phosphate buffer, pH 7.0 containing 0.5 M NaCl)를 사용 순수 단백질을 분리하 다([그림

2-11]10). 탈염과 함께 남아있을지 모르는 다른 단백질을 최종 으로 단백질을 사이즈 별로 

분리 순수한 단백질만을 분리하기 하여 HiLoad Superdex200(16/60) column에 low buffer 

(10mM sodium phosphate buffer, pH7.0)를 사용하여 2ml/min으로 column volume의 두 배

를 flow했여 최종 으로 순수한 단백질을 분리하 다([그림2-11]11).

[그림2-11]9             Affinity chromatography 
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[그림2-11]10 Ion-exchange (left) and SDS-PAGE electrophoregram (right) of  PNG0018-3 

(44.153 kDa) purified  from chromatography. Lane M: molecular mass marker 

(T&I).

[그림2-11]11 Gel permeation chromatography (left) and SDS-PAGE electrophoregram            

(right) of  PNG0018-3 (44.153 kDa) purified  from chromatography. Lane M: 

molecular mass marker (T&I).



- 45 -

제 14  선별되어진 4종의 유 자의 MIC 측정

 

 CLSI(Clinical and Laboratory Standards Institute, USA)의 agar dilution method로 4종

(PNG0018-1, PNG0018-2, PNG0018-3, PNG0004)의 내성유 자 transformants를 가지고

benzylpenicillin, cephalothin, cefoxitin, ceftazidime, cefotaxime, cefepime, imipenem 그리고 

meropenem을 가지고 MIC를 측정 결과, 참조균주에 비해 최  64배(cephalothin, cefoxitin), 

최소 2배정도의(cefepime) 내성을 나타냈다([표2-11]12).

[표2-11]12  선별되어진  4종의 유 자의 MIC test

Clones or 

Strain

MIC (µg/ml) of the following β-lactam antibiotics

BP CPH FOX CTX CAZ EFP IMP MEM

E. coli 

ATCC25922
32 8 8 0.125 0.25 0.06 0.25 0.06

E. coli  TOP10 16 2 4 0.06 0.5 0.06 0.125 0.06

TrfPNG0004 32 4 8 0.125 0.5 0.06 0.125 0.06

TrfPNG0018-1 32 2 8 0.25 0.5 0.06 0.25 0.06

TrfPNG0018-2 >256 >256 >256 16 32 1 0.25 0.06

TrfPNG0018-3 16 2 4 0.06 0.5 0.125 0.25 0.06

BP, Benzyl Penicillin; CPH, Cephalothin; FOX, Cefoxitin; CTX, Cefotaxime; CAZ, Ceftazidime; EFP, Cefepime; 

IMP, Imipenem; MEM, Meropenem.
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제 15  PNG0018-3의 효소 특성(kinetic data) 분석 

 PNG0018-3은 8종의 β-lactam 항균제에 가수분해 특성을 나타냈다. benzylpenicillin (�ε233 

=–780 M
-1
 cm

-1
), cephalothin (�ε262 =–7,660 M

-1
 cm

-1
), cefoxitin (�ε270 =–8,380 M

-1
 

cm
-1
), cefotaxime (�ε264 =–7,250 M

-1
 cm

-1
), ceftazidime (�ε265 =–10,300 M

-1
 cm

-1
), 

cefepime (�ε267 =–9,120 M-1 cm-1), imipenem (�ε278 =–5,660 M-1 cm-1), meropenem (�

ε298 =–9,530 M
-1
 cm

-1
), aztreonam (�ε318 =–640 M

-1
 cm

-1
). 분석은 10mM sodium 

phosphate buffer, pH 7.0, 400~1000 nM의 효소, 1-1000 uM의 기질을 포함한 상태에서 수

행하 으며, 정상 상태의 kinetic 상수 (Km  kcat)는 initiation rate를 헨리-미 리스-멘텐 

(Henri-Michaelis-Menten)의 공식에 fitting하여 결정 (cephalothin, cefoxitin, cefptaxime, 

ceftazidime)하 으며, Km 수치가 매우 낮을 경우에는 잘 분해되는 cephalothin을 기질로 사

용하여 구한 competitive inhibition constant (Ki)로 Km을 결정 (benzylpenicillin, cefepime, 

imipenem, meropenem) 분석하 다. 효소 특성 (kinetic data) 분석 결과, 기질분해 범 가, 

ESBL과 비슷하 으며, extended-spectrum cephalosporins에 높은 affinity를 보이는 특징을 

나타냈다. 즉, catalytic efficiencies (kcat/Km)측면에서 PNG0018-3은 extended-spectrum 

cephalosporins  3세  cephalosporins인 ceftazidime  cefotaxime을 잘 분해하 으며, 

extended-spectrum cephalosporins  4세  cephalosporins인 cefepime 한 분해하며, 

carbapenem인 imipenem과 meropenem까지 분해를 하여 class B의 특성을 나타냈다([표

2-11]13). Class B의 특성을 추가 으로 확인하기 하여 해제를 이용하여 IC50 값을 측

정, class B inhibitor로 사용되어지는 EDTA에 해되지 않으며, tazobactam과 sulbactam

에는 해가 나타났다([표2-11]14).
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[표2-11]13   순수분리 된 PNG0018-3의 효소 특성 분석

 

　 Km(uM) kcat(s
-1) kcat/Km(uM-1s-1)

Benzypenicillin 0.17　 0.001　 0.006

Cephalothin 61.6　 0.262　 0.004　

Cefoxitin 4.70 0.010　 0.002　

Ceftazidime 19.7 0.017　 0.001　

Cefotaxime 3.59 0.018　 0.005　

Cefepime 18.4 0.0001　 0.0001

Imipenem 0.18 0.0004 0.002

Meropenem 1.81 0.0005 0.0002

        

a The Km value determined as a Ki value in competition experiments.

[표2-11]14   Inhibition profile of PNG0018-3

 

　 IC50 (uM)

Clavulanic acid NI
a

　

Sulbactam 　64.1

Tazobactam 102.4　

EDTA 　NI
a

           

                          

a NI: not inhibition
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제 16  내성단백질 PNG0018-2의 결정화

 NGS를 통하여 선별된 4종(PNG0018-1, PNG0018-2, PNG0018-3, PNG0004)  가용성 단

백질로 량 순수분리된 PNG0018-2  PNG0018-3의 단백질 결정화 실험은 298K에서 

sitting drop 방법으로 햄 톤 리서치 앤드 에메랄드 바이오스터럭쳐 인스트루먼트

(Hampton Research and Emerald BioStructures Inc.)의 스크리닝 조건(500 이상 조건)에 

따라 실시한 결과, PNG0018-2만 기 결정화가 되었다.

 결정조건은 0.1M Tris pH 7.0, 0.2M Magnesium Chloride, 9% PEG8000 (WizardTMII 44

번 solution)에서 결정을 얻었으며, 포항가속기 연구소(PAL)에서 회  데이터(space group 

P21과 C2)를 획득하 으며, P21은 2.14 Å, C2는 2.24 Å으로 획득하 다([그림2-11]12).

[그림2-11]12 Crystallization of native PNG0018-2
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제 17  PNG0018-2의 분석

 PNG0018-2의 결정으로부터 얻은 회 데이터를 이용하여 molecular replacement방법으로 

구조분석을 시도한 결과 지 까지 연구되어진 구조의 sequence identity가 20%이하로 분석이 

어려움. 이러한 diffraction data 획득 문제를 해결하기 해서 다음 3가지 방법을 시도함.

제 18  PNG0018-2의 heavy atom soaking을 통한 분석 (Pt  

Au를 이용한 두 가지 phasing 방법)

 결정조건은 0.1M Tris pH 7.0, 0.2M Magnesium Chloride, 9% PEG8000 (WizardTMII 44

번 solution)에 1mg/ml의 Pt와 Au를 각각 첨가하여 결정을 얻었다([그림2-11]13). Heavy 

atom Pt 와 Au 를 soaking 한 SAD diffraction data(C2, 2.50 Å)을 얻었으나 solution을 찾

지 못 했다.

[그림2-11]13 Crystallization of heavy-atom soaking PNG0018-2
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제 19  PNG0018-2의 selenomethionine을 통한 분석 (Se를 이용

한 phasing 방법)

 PNG0018-2의 결정을 획득후 구조분석이 어려워 PNG0018-2의 아마노산  Methionine을  

Selenomethionine으로 치환하여 재결정화 하 다. 2개 조건에서 2개 결정 획득: (1) Wizard 

P/S-2 E3 (51): 8.25 % (w/v) PEG3350, 1.32 % (v/v) Isopropanol, 0.1M Calcium chloride, 

0.1M HEPES pH 7.5; (2) MCSG-3 A7: 0.2M Calcium acetate, 0.1M Imidazole pH 8.0, 10 

% (w/v) PEG8000. 포항가속기 연구소(PAL)에서 space group은  wizard P/S-2 E3 (51)에

서 획득 된 결정은 P21에서 가장 좋은 데이터는 2.30 Å으로 획득하 으며, MCSG-3 A7은 

C2를 이용하여 회  데이터를 획득하 으며, 가장 좋은 데이터는 C2는 3.20 Å으로 획득하

다([그림2-11]14). Se-Met diffraction data(Wizard P/S-2 E3: P21, 2.30 Å; MCSG-3 A7: 

C2, 3.20 Å)를 얻었으나 다음 2가지 이유로 구조 분석이 어려움: (1) molecules per 

asymmetric unit 이 8개임; (2) 총 Se-Met 아미노산이 144(18X8)개로 SAD method 실행에 

있어서 개수가 무 많음(보통 150개 아미노산 당 1개가 Met인 경우, 구조분석이 용이하나 

PNG0018-2는 386개 아미노산  18개가 Met임).

[그림2-11]14 Crystallization of selenomethionine PNG0018-2
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제 20  PNG0018-2의 분석을 한 해결책

획득된 5개 결정을 이용하여, 다양한 구조분석 방법으로, 구조 분석 임. 구조 분석의 문제

시 다음 4가지 방법을 사용하 다. Sm 는 Gd를 사용하여 SAD data를 획득하 고,  

Molecules per asymmetric unit가 1~2개의 새로운 결정 획득하여 구조 분석하 다.  

Se-Met의 개수를 이기 해서 PNG0018-2(386 amino acids)에서 beta-lactamase 

domain(219 amino acids: truncated mutant)만 구조분석하 다. PNG0018-2에 있는 18개 

Met  일부를 Ala으로 mutation하여 결정 획득하여 구조 분석하 고, 구조분석이 어려운 

만큼 novel enzyme의 가능성이 클 것으로 상된다(구조 분석시 내성 단백질의 진화  측

면에서 매우 impact를 지닐 것임).

제 21  내성유 체 진단 키트 정확성 확인 분석(시작품: [그림2-11]15)

 404종의 임상균주[beta-lactams 항생제에 내성이지만(401균주) 내성 유 자 type을 모르는 

균주(404쥰주)]를 상으로 bla Detection Kit (Class A1, A2, B1, B2, C1, C2, D1, D2)를 

용한 결과, Escherichia coli 균주 3균주( 재 MIC test를 재시도하여 감수성 여부를 확인

임)를 재외한 모든 균주에서 최소 1가지 이상의 내성 유 자 type을 검출 하 으며, 각각의 

PCR 산물을 유 자 서열 분석한 결과, bla Detection Kit에 의한 유 자 type이 정확함을 

확인하 다. 검출율은 다음과 같음: E. coli, 99%; K. pneumoniae, 100%; A. baumannii, 

100%; S. marcescens, 100% ([그림2-11]15). bla Detetction Kit의 정확성이 확인됨: 실재 필

드(병원 는 환경 시료)에 용시 정확하게 내성 유 자 type을 결정할 수 있음.

[그림2-11]15 bla  Detection Kit (class A, B, C, D)
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연구목표 달성내용(핵심성과) 기여도

해양내 항생제 
내성유 체

(resistome)
 
동정

새로운 양상의 resistome 

동정; 신규 항생제내성 

로 일을 탐색하여 재 

빠른 항생제내성 출 의 

원인을 규명

- 내성 출  빈도, 경향  다양

성은 기존의 보고에서는 나타

나지 않은 새로운 결과를 보고

- 재 임상에서 문제가 되는 

ESBL의 검출은 최 이며 요

한 의미를 갖음: resistome 존

재  빠른 항생제 내성 출

의 원인 규명

해양내 확장내성 
유 체

(extended resistome) 
규명

항생제 내성 clones의 선별; 

확장내성유 체의 존재  

TE에 의해서 내성 

유 자들의 수평확산 입증; 

기존 보고 유 자 5종, 신규 

항생제 유 자 4종 발견하여 

해양 내성유 체는 많은 

내성유 자의 장고로 역할 

함을 입증

 - 5개 이상 항생제에 내성인 60 

clones의 선별  60 clones의 

resistome 주변 분석을 통하여 평균 

35 Kbp 이상의 sequence 정보를 획득 

- 5종 이상의 Transfer Element(TE)를 

발견

- 환경 내에 확장내성유 체의 존재를 

입증하 으며 확장내성유 체에 존재

하는 TE에 의해서 내성 유 자들이 

수평확산

- 최 화한 resistome detection kit을 이

용하여, 기존에 보고되어진 TEM-116, 

CTX-M-15, OXA-2, ACT-2, 그리고 

aac(6')-Ie-aph(2")-Ia 유 자를  발견

- 기존에 보고되지 않은 (진화되어 소수

의 아미노산 치환) 항생제 유 자인 

TEM-116 like, CTX-M-15 like, 그리

고 OXA-210 like도 발견. 특히, 

resistome detection kit로 분석을 할 

수 없었던 신규(novel) 항생제 내성 유

자 10종을 NGS로 발견

- 내성유 체는 다양한 내성유 자의 

장고(reservoir)로 역할 함을 입증

내성유 체 발  

단백질 기능 규명

NGS로 선별한 새로운 

항생제 내성 유 자 

4종(PNG0018-1, -2, -3, 

PNG0004)을 선별함; 단백질 

량발  결과, 

PNG0018-2,PNG0018-3이  

가용성 단백질로 순수분리함; 

효소 특성 분석 결과 

extended-spectrum 

-단백질 량발  결과 비가용성 

단백질임을 확인, 비가용성 

form 발  시 해결 방안으로 가

용성 form 발  조건을 확인함.

- 발  내성 단백질의 기질( 는 

해제)에 한 효소 특성 분

석 결과 

제 4 장 목표달성도  련분야에의 기여도

(연도별 연구목표  평가착안 에 입각한 연구개발목표의 달성도  련분야의 기술

발 에의 기여도 등을 기술)



- 53 -

cephalosporins  3세  

(ceftazidime  cefotaxime) 

 4세  (cefepime) 그리고 

carbapenems (imipenem,  

meropenem)를 분해하는 

특성을 나타냄. 

내성유 체 발  

단백질 구조 규명

PNG0018-2만 결정화됨; 

PNG0018-2의 5가지 결정(다

양한 phasing 방법)으로부터 

회 데이터를 획득함; High 

molecules per asymmetric 

unit(8), 높은 Met 함량으로, 

구조분석이 지연됨(다양한 구

조분석 방법을 응용); 404개 

임상균주에서, bla  Detetction 

Kit의 정확성이 확인됨(시작

품 제작): 실재 필드(병원 

는 환경 시료)에 용시 정확

하게 내성 유 자 type을 결

정할 수 있었음. 

- Diffraction data 획득 문제시 해결책

- 404개 임상균주에서, bla 

Detetction Kit의 정확성이 

확인됨: 실재 필드(병원 

는 환경 시료)에 용시 정

확하게 내성 유 자 type을 

결정할 수 있었음.
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주요연구실 활용계획

항생제 사용이 의 해양내 시료에서 

내성유 체가 존재함을 입증

- 내성 감소화 략의 필요성을 강조

- 내성기작을 규명함으로써 특이 인 해제 

개발에 활용

bla Detetction Kit의 개발
- 개발된 bla  Detetction Kit가 이용되면 내성유

자  효소 연구에 큰 이정표 역할

제 5 장 연구개발결과의 활용계획

  (추가연구의 필요성, 타연구에의 응용, 기업화 추진방안을 기술)

  *연구기획사업 등 사업별 특성에 따라 목차는 변경 가능함
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제 6 장 연구개발과정에서 수집한 해외과학기술정보

주요연구내용 련해외연구그룹(기 ) 세부정보내용

본 연구 결과는 신규 결과로서 상기 결과와 련된 해외기술정보는 없었음. 
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요   약   문 
  

Ⅰ. 제목

    해양환경 건강진단을 위한 생태독성유전체의 발굴 및 이용

Ⅱ. 연구개발의 목   필요성

해양환경오염에 대한 생물의 건강 및 환경의 건강을 조기에 진단할 수 있는 첨단 

생태/환경 유전체 연구기법의 개발이 필요함

Ⅲ. 연구개발의 내용  범

- 해양생태계 중요종인 감태를 대상으로 중금속 및 유기오염물질 대응 유전자 지

표를 발굴

- 해양 시험어종인 바다송사리를 대상으로 내분비계 장애물질 3종(17β

-estradiol, E2; Nonylphenol, NP 및 Bisphenol A, BPA) 대응 유전자 지표 

발굴 및 이들을 이용한 분석 도구 개발

- 바다송사리 유전체 수준의 유전자 발현 결과에 근거한 내분비계 장애물질 노출 

판정 도구 개발

○ 1차년도

- 감태 cDNA library 작성 및 ESTs DB 구축

- 바다송사리 17β-estradil(E2) 노출 및 특이 유전자 프로파일링

○ 2차년도

- 감태 cDNA Array 개발

- 중금속(Cd 및 Cu) 특이 유전자 후보 발굴

- 바다송사리 Nonylphenol(NP) 노출 및 특이 유전자 프로파일링

○ 3차년도

- 감태 PAH류 노출 및 특이 유전자 프로파일링

- 바다송사리 내분비계 장애물질 대응 qPCR Array Kit 개발

○ 4차년도

- 감태 중금속 및 유기오염물질 대응 유전자 지표 후보 검증

- 감태 유전자 염기서열 분석

- 바다송사리 내분비계 장애물질 진단용 qPCR Array Kit 시작품 제작

- 바다송사리 내분비계 장애물질 진단 EDCs-focused Array 제작

Ⅳ. 연구개발결과

- 감태 중금속 대응 유전자 지표 33종 및 PAH류 유전자 지표 24종 제시

- 감태의 유전자 7,800여종의 염기서열 정보 확보

- 내분비계 장애물질 대응 바다송사리 유전자 지표 56종이 탑재된 Oja EDCs 
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qPCR Array Kit 시작품 제작

- 바다송사리 기원의 내분비계 장애물질 대응 유전자 지표 519종이 탑재된 Oja 

EDCs-focused Array 개발

Ⅴ. 연구개발결과의 활용계획

○ 감태 유전자 2,700여 클론 및 Ecava Array

- 해양환경변화 및 오염에 대한 감태의 생리/대사변화 조기 감지 및 예측에 적용

○ 감태 중금속 특이 유전자 지표 33종; 감태  PAH류 유전자 지표 24종

- 낮은 농도의 중금속 및 유기오염물질에 의한 환경오염 감시

- 환경유해화학물질에 의한 해조류 유전자 발현 조절 연구에 적용하여 해양생태

계 위해성 사전 예측 및 조기 진단에 활용

○ 바다송사리 Oja EDCs qPCR Array Kit ver. 02 시작품; Oja EDCs-focused 

Array

- 내분비계 장애물질에 의한 수생생물의 대사/생리 변화 예측에 적용

- 신규화학물질의 내분비계 장애 유발 여부의 예측에 활용

○ 감태 및 바다송사리 전사체 초안

- 감태 및 바다송사리의 생물학적 특성을 유전자 수준에서 이해하는데 기초자료

로 활용

- 다양한 환경변화에 대한 감태 및 바다송사리의 생리/대사 변화 예측에 적용
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SUMMARY 

  

Mining of the gene biomarkers and developing analytical tools using these 

biomarkers were carried out in a kelp species, Ecklonica cava and in marine 

medaka fish, Oryzias javanicus to the marine environmental pollutants based on 

the environmental genomic research techniques. In case of E. cava, about two 

thousand and seven hundreds of expressed sequencing tags were obtained by 

cDNA library sequencing and the Ecava Array which contains these cDNA 

clones was developed. Thirty three biomarkers for heavy metal exposure and 

24 biomarkers for polyaromatic hydrocarbon exposure were obtained through 

differentially expressed gene profiling by using Ecava Array and quantitative 

real-time PCR analysis. The draft transcirptome sequence data of E. cava was 

obtained by next generation sequencing technique. Mean while, in case of O. 

javanicus, the biomarkers for three endocrine disrupting chemicals, 17β

-estradiol (E2), nonylphenol (NP), and bisphenol A (BPA), were obtained 

through differentially expressed gene profiling by using HazChem Fish Array 

ver.02. The prototype of Oja EDCs qPCR Array Kit ver.02 which contains 23 

genes for E2, 27 genes for NP, and 6 genes for BPA was produced. By next 

generation sequencing technique, the draft of transcriptome sequence data was 

obtaine in marine medaka fish. Oja EDCs-focused Array, contains five hundreds 

and nineteen gene biomarkers which obtained by genome-wide gene 

expression experiments, was developed. Gene biomarkers and analytic tools 

developed in this study could be used in prior estimation and prognosis for 

marine environmental risks of pollutants.
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제 1 장 연구개발과제의 개요

 제 1  연구개발의 목   필요성

지구환경의 71%가 물 환경이며, 생명체의 약 70%가 물로 구성되어 있다는 것으로 알 수 있

듯이 생명체는 물을 논외로 하고는 생각할 수 없다. 물은 모든 생명의 원천이다. 물은 생물에

게 직  어 지를 공 해  뿐만 아니라 복잡한 생리 상이 정교하게 진행되기 해 필요한 

물리 , 화학  환경을 마련해 다. 한 온도를 일정하게 유지시켜 주고, 다양한 화학물질들을 

녹여 정화시키는 작용을 한다. 이 듯 물은 끊임없이 순환되면서 자체 으로 정화되고 있으나 

오늘날은 극심한 오염으로 자정의 한계를 넘고 있는 실정이다. 오늘날 선진국이나 개발도상국

을 불문하고 산업화, 도시화, 농방식의 변화 등으로 수많은 종류의 오염물질이 상수원  하

천으로 유입되면서 부분의 강물이 오염되어 가고 있으며, 차 질 좋은 수돗물 조차 마시기 

어려워지고 있다.

수 은 육상과는 독특한 생태계를 형성하고 있어, 수생태계라 칭하고 있으며, 생명 탄생의 

기원지이다. 지구 표면에 존재하는 물의 97.5%는 태평양, 서양, 인도양, 북극해와 남극해로 

구분되는 바다이고, 2.5% 정도의 담수가 극지 의 빙하와 고산지역의 만년설, 지하수, 호수 하

천  습지를 구성하고 있다. 이와같이 수생태계는 물의 성질에 의해 담수생태계와 해양생태계

로 구분된다. 담수생태계는 지구 표면의 0.8%를 차지하고 있으며, 일차생산량의 약 3%가 담수

생태계에서 얻어진다. 해양생태계는 총 일차생산량의 32%를 담당하는 등, 지구 에 지 순환의 

큰 역할을 담당하고 있다. 일차생산 뿐만 아니라, 수생태계는 몇 가지 요한 환경 기능을 하

고 있는데, 쳣째, 양물질을 순환시키고, 둘째, 물을 정화하며, 홍수를 억제하며, 셋째, 지하수

를 제공하며, 넷째, 다양한 생물의 서식지를 제공한다. 이 이외에도 인간의 휴식을 해 활용되

어, 해안 지방의 경제  활동에 큰 비 을 차지하는  산업의 활성화에도 도움을 다. 수

생태계는 생물군집과 환경요인으로 이루어져 있으며, 자체조   자활능력을 갖고 있다. 이러

한 수생태계의 건강은 완충작용의 한계를 과하는 환경의 물리 , 화학 , 그리고 생물학  

변화와 같은 스트 스를 받게 되는 경우 악화된다. 물리  변화는 수온, 물의 흐름  도 등

의 변화; 화학  변화는 물로 흘러들어오는 양물질, 산소를 소비하는 물질  독성물질 등의 

변화; 마지막으로 생물학  변화는 외래 생물의 유입에 의한 변화 등을 생각할 수 있다.

이  인간 활동에 의해 야기되는 화학  변화가 수생태계의 심각한 훼손을 래하는 것으로 

나타나고 있다. 즉, 인구증가와 산업 활동의 강화에 따른 생활하수, 축산폐수, 골 장의 농약, 

가두리 양식장의 사료와 분뇨, 산업폐기물에서 용출되는 카드뮴, 납, 수은, 시안 등 유독산 

속들이 제 로 정화되지 않은 채, 강과 호수로 흘러들어가고 있다. 축산 장과 수산 양식장

의 분뇨와 사료는 수 의 부 양화를 일으켜 용존 산소량을 어들게 함으로써, 수생태계의 자

정 능력을 상실하도록 한다.  산업 폐수에 포함되어 있는 속들은 수생태계 뿐만 아니라, 

그 물을 마시는 인간에게도 치명 인 결과를 래한다. 뿐만 아니라, 병충해 방제를 한 농약

사용은 식량생산의 안정화를 가져왔으나, 병충해의 항력 증가와 수입농산물에 의한 해충 증

로 농약사용량은 계속 으로 증가되어 농약의 과오용으로 인한 생태계   식품 의 

농약잔류가 우려되고 수원오염에도 향을 미치고 있으며, 화학비료의 수지 유입 등으로 인

한 수지 부 향화 상으로 수질을 크게 오염시키고 있다. 이와 같은 다양한 수질오염원들은 

인간이 필요로 하는 용수의 부족 상을 심화시키고 있으며, 수서 생태계를 괴하고 나아가 인

간의 생활을 하고 있다(그림 2-12-1).
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[그림 2-12]1 다양한 오염원에 의한 수서 생태계 오염 실태

임해공업단지와 해상수송이 늘어나면서, 지구의 기후와 환경을 지켜주고 식량을 공 하는 

요한 바다 역시 몸살을 앓고 있다. 농업과 공업 생산에 의해 발생되는 산업폐기물의 배출로 오

염된 하천물이 바다로 흘러들어가, 연안의 심각한 오염을 발생시키고 있으며, 형 유조선 사고

로 수십만 톤의 기름이 바다에 직  유출되어 매우 넓은 범 의 연안을 오염시키기도 한다. 

지난 1997년 11월부터 2년 6개월 동안 행해진 ‘낙동강 하구 일원 환경 리 기본계획’용역의 

조사 결과, 낙동강 하구 퇴 물과 어패류 생체 내에서 발암과 인체 돌연변이 유발물질인 

PCB(polychlorinated biphenyl) 등의 유해물질이 다량 검출되면서, 환경호르몬이 수서 생태계 

오염에 향을 미칠 수 있는 요한 오염원이며 이로 인한 심각성이 부각되었다. 내분비계 장

애물질(Endocrine Disrupting Chemicals, EDC)은 부분 생물에 의해 잘 분해되지 않기 때문

에 장기간에 걸쳐 환경 속에 잔류하고 있으며, 생물체내에 축 됨으로써 상  포식자일수록 생

물농축이 증가된다. 다양한 배출원과 이동경로를 통하여 우리 인간은 물론 어류, 조류, 양서류, 

충류  포유류 등의 야생동물에 악 향을 주어 호르몬 분비와 활동에 이상을 일으켜 정상

인 사기능을 해하고 정자 수 감소, 성의 혼란  개체 수 감소 등의 생식기능을 괴하

는 등 심각한 증상을 일으킬 수 있다. 실제로, 의 보고에 따르면 낙동강 하구에 사는 어패류 

등 생물의 체내에서 검출된 EDC가 하구일  물과 토양에서 검출된 EDC의 수백 배에 이르는 

것으로 드러났다. 뿐만 아니라 이 같은 EDC의 생물농축은 낙동강 하구의 조류에서도 나타났

다. ‘낙동강 하구에서 채집된 야생조류의 PCBs'란 논문에서, 낙동강 하구에서 채집한 도요류 5

종의 체내에서 PCB가 검출되었음이 보고된 바 있다. 

PCB 뿐만 아니라, Bisphenol A(BPA) 역시 캔 코 제, 착제, 인공치아, 음식 포장재료 등

에 포함되어 폐기되는 과정에서 수계로 노출되어 오염을 일으킬 수 있다. 특히, BPA는 수 에

서 쉽게 분해되지 않고 부유입자에 흡착하여 층으로 퇴 되는 것으로 알려져 있고, 수서 생

물체 내에서 독성작용을 나타내는 것으로 알려져 있다(그림 2-12-2). 실제로 in vitro 하에서 

BPA 처리에 의한 미성숙 무지개 송어 Oncorhynchus mykiss의 vitellogenin 유도(Christiansen et 

al., 1998), 수컷 잉어 Cyprinus carpio의 간세포 배양에서 vitellogenin 분비 유도(Smeets et al., 

1999) 등이 보고되고 있으며, in vivo 하에서 BPA가 송사리 Oryzias latipes의 기생활에 미치

는 향에 한 연구(Yokota et al., 2009)  수정란 부화와 어미의 산란에 미치는 향(Na et 

al., 2000) 등이 보고된 바 있다. 뿐만 아니라, 수질 오염도 평가를 한 생태기  연구로서 
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Kim et al.(2003)은 인구증가와 규모 공단이 유치되어 수질오염의 가능성이 높은 낙동강 유

역을 상으로 하여 낙동강 표층 퇴 물에 포함된 BPA의 농도를 측정함으로써 오염도를 평가

한 연구내용을 보고하 다.

[그림 2.12]2 주변 환경에 노출된 내분비계 장애물질과 그에 따른 인간 

및 생태계 오염의 심각성

 다른 수질 오염원인 PAH(Polycyclic aromatic hydrocarbon)은 인간 활동에 의한 화석연

료의 이용으로 기, 토양  수질 오염의 주요 성분 의 하나로 주목받고 있다. PAH는 발암

성과 성 독성 때문에 80년 부터 이에 한 많은 연구가 세계 으로 이루어져 왔으며, 해양

환경으로 방출되는 PAH는 년 간 230,000톤 정도로 추정되고 있다. PAH가 해양으로 유입되는 

경로는 유류오염에 따른 유입, 도시화와 산업 활동에 의한 기로부터의 유입, 도로에서의 아

스팔트 입자에 포함되어 하수로 유입하는 경로 등이 있다. 비록 해양으로 유입된 PAH의 양이 

많지 않아도 장기간 해양퇴 물에 축 되어 자외선과 가시 선의 흡수에 의해 물벼룩  어류

와 같은 해양생물에 성 독성, 발암성  돌연변이성 등의 향을 일으킬 수 있으며, 실제로 

PAH에 노출된 어류에서 성장과 생식, 유 능력, 종양 유발  호흡에 향을 미칠 수 있다고 

보고된 바 있다(Donald et al., 1987). 이에 미국, 독일, 랑스, 국 등 여러 국가들에서는 오

래 부터 도시화와 산업화로 인한 PAH 화합물 오염이 상되는 연안의 하천, 하구역을 심

으로 많은 독성 연구들이 행하여져 왔다. 국내에서도 마산만 (Lee et al., 2005), 진해만(You et 

al., 2009)으로 유입되는 하천을 심으로 PAH에 의한 오염을 조사, 분석한 바 있다. 특히, 

2003년부터 10월부터 1년 동안 양만의 환경상태를 조사한 후 발표된 ‘ 양만 해역의 유기오

염물질 오염 황  생물독성 검토’에서는 PAH가 퇴 물, 물, 생물체(생물 축 )  기에 포

함된 정도를 조사하여 양만 주변 환경의 PAH에 의한 오염의 심각성을 보고하 다(그림 

2-12-3). 이 듯, 환경호르몬과 PAH에 의한 수계 생태계 오염의 심각성을 인지하여 선진국들을 

심으로 다양한 방법을 통해 해성 실태 조사가 이루어졌지만, 수생태계에 악 향을 미치는 

환경유해물질들을 효율 으로 가려내고 리하기 해서는 좀 더 과학 이고 효과 인 해성 

평가 시험 기술과 방법들이 우선 으로 확립되어야 하고, 이를 토 로 실태조사, 용량-반응평

가, 노출량 산청  해도 산출 등 일련의 해성 평가과정이 이루어져야 한다.

이와 같이 물 환경  수생태계는 다양한 원인에 의한 다양한 유해화학물질에 의해 심각한 

상황에 놓여 있으나, 유해화학물질을 실시간 분석하는 기술의 개발, 그리고 생태계 해성 
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측을 한 도구의 개발은 아직 시작단계에 머물러 있는 것으로 단되며, 지속 인 투자에 

의한 다양한 환경센서의 개발, 장 용 실용성이 높은 독성유 체  단백체 지표의 발굴을 

통한 마이크로어 이 시스템  real-time quantitative polymerase chain reaction(qPCR) 분석 

툴의 개발이 기 된다.

최근, 다양한 모델생물들의 유 체 구조와 그 정보가 밝 짐에 따라, 유해화학물질의 독성을 

유 체 수 에서 이해하려는 노력이 주목받고 있다. 이를 기능유 체학의 한 분야로써 독성유

체학이라 부르고 있으며, 약제, 독성물질, 그리고 환경유해물질에 의한 유 자 발   단백

질 발  변화를 연구 상으로 하고 있다. 이 분야의 연구기법 용에 의해 유해화학물질에 

한 다양한 생물지표의 발굴, 생물지표의 기능을 고려한 분자독성기 의 이해가 가능해 진다. 

이러한 지식의 축 은 정확하고, 효율 인 생태-환경 해성 측 기술 개발의 기반이 되고 있

다. 재, 마이크로어래이 시스템과 qPCR기법을 용한 유 자 발  변화 검출 킷 등과 같은 

랫폼이 개발되어 있다. 특히 마이크로어래이 기술은 다양한 유 자지표의 발 변화를 빠른 

시간 내에 확인, 선별이 가능하며, 다양한 유 자지표를 이용하므로, 유 자간의 상 계를 확

인할 수 있다는 장 이 있기 때문에 환경 해성 스크리닝에 용되고 있다.

[그림 2.12]3 광양만 표층퇴적물 중의 PAH 농도 분포

(한국해양연구원, 2003)
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단계 연구내용 연구범

3단계

- 해양생태계 요종인 감태를 

상으로 속  유기오염물질 

응 유 자 지표를 발굴

- 해양 시험어종인 바다송사리를 

상으로 내분비계 장애물질 3종

(17β-estradiol, E2; Nonylphenol, 

NP  Bisphenol A, BPA) 

응 유 자 지표 발굴  이들을 

이용한 분석 도구 개발

- 바다송사리 유 체 수 의 유

자 발  결과에 근거한 내분비계 

장애물질 노출 정 도구 개발

○ 1차년도

 - 감태 cDNA library 작성  ESTs DB 구축

 - 바다송사리 17β-estradil(E2) 노출  특이 

유 자 로 일링

○ 2차년도

 - 감태 cDNA Array 개발

 - 속(Cd  Cu) 특이 유 자 후보 발굴

 - 바다송사리 Nonylphenol(NP) 노출  특이 

유 자 로 일링

○ 3차년도

 - PAH류 노출  특이 유 자 로 일링

 - 내분비계 장애물질 응 qPCR Array Kit 

개발

○ 4차년도

 - 감태 속  유기오염물질 응 유 자 

지표 후보 검증

 - 감태 유 자 염기서열 분석

 - 바다송사리 내분비계 장애물질 진단용 

qPCR Array Kit 시작품 제작

 - 바다송사리 내분비계 장애물질 진단 

EDCs-focused Array 제작

최종
- 해양환경오염 응 생물반응 분

석 툴 개발

 - 바다송사리 EDCs qPCR Array Kit

 - 바다송사리 EDCs-focused Array

제 2  연구개발의 범

산업의 발달로 인하여 다양한 화학물질들이 개발되고 생산됨에 따라 새로운 유해화학물질

들이 생태계로 유입되고 있다. 특히, 유해화학물질의 수계로의 유입은 우선 으로 수서생물체

의 생체 내 기능을 변화시킬 수 있으며, 궁극 으로 이를 섭취하는 인간에게까지 악 향을 미

칠 수 있다. 따라서 수계 오염 정도를 조기에 평가하여 방할 수 있는 해성 평가 기법의 개

발이 실히 필요하다. 최근 들어, 이러한 수계 해성 평가 기법 개발의 필요성을 인식하여 

 세계 으로 수계 해성 리 체계를 강화하고 좀 더 실질 인 수질 오염 리 책 수립 

 평가 기술 개발에 을 둔 연구 활동이 활발히 진행되고 있다. 지 까지 수계로 방출된 

유해화학물질에 의한 오염을 평가하기 해 여러 생물종이 이용되었으며, 많은 연구 결과를 종

합하여 OECD에서는 조류 는 어류를 이용한 평가 방법에 한 공식 인 가이드라인이 제정

되기도 하 다. 아래에서는 본 연구에서 상으로 하는 실험생물  화학물질들에 한 특징을 

기술하여, 환경 해성 평가에 있어서의 요성을 기술하겠다.
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1. 실험 상생물

가. 감태 (Ecklonia cava)

형 해조류는 산소를 공 하고, 먹이망에서 일차생산자로서의 역할을 하고, 다양한 생물들

의 서식처를 제공하는 등, 해양 생태계에서 매우 요한 치를 차지하고 있다. 부분이 고착 

생활을 하므로, 이들이 분포하고 있는 지역의 환경 조건을 반 할 수도 있다. 한 이들은 주

로 육상기인 오염물질이 최종 으로 모이는 연안역에 분포하고 있기 때문에 이들 형 해조류

는 생물-환경간의 을 통해 자연 인 환경 스트 스  인간에 의한 환경 스트 스에 한 

생물학  반응을 명확히 할 수 있는 매우 요한 장 을 가지고 있다. 

감태(Ecklonia cava, 그림 2-12-4)는 수심 8-30 m의 조하  하층에 우 하고 있으며, 제주도로

부터 울릉도  독도까지 분포한다. 제주도는 우리나라 지구 환경변화의 최 선으로써, 재 

이곳에서 일어나고 있는 상들이 향후 동해연안 는 울릉도  독도에서도 일어날 가능성이 

높다. 즉, 제주도의 재는 다른 지역의 미래를 반 하는 거울이 될 것으로 생각된다. 따라서 

감태 기원의 환경 스트 스 응 유 자지표의 발  변화를 비교함으로써, 우리나라 해조숲 생

태계 변화의 측이 가능할 것으로 생각된다.

[그림 2-12]4 감태군락

본 연구에서는 이러한 장 을 가지고 있는 감태를 상으로 1차년도인 2010년에는 일차 으

로 cDNA library를 구축하여, 2,700여종의 유 자를 발굴하 으며, 2차년도인 2011년에는 이들 

유 자들을 탑재한 Ecava Array를 제작하 다. 속(Cd과 Cu) 노출실험과 Ecava Array를 

이용한 차등발  유 자 로 일링을 통해 속 특이 유 자 후보들을 선별하 다. 3차년도

인 2012년에는 유기오염물질인 다환방향족탄호수소류(PAHs) 노출 실험  차등발  유 자 

로 일링을 통해 유기오염물질 응 특이 유 자 후보들을 선별하 다. 4차년도인 2013년에는 

앞서 발굴된 유 자 지표 후보들에 한 검증을 qPCR 기법으로 진행하여, 속  유기오염

물질 응 유 자 지표를 제시하 다. 제시된 유 자들은 기능고찰을 통해 환경변화  오염에 

한 감태의 생리/ 사 변화, 그리고 이들이 서식하고 있는 연안환경의 특성을 이해할 수 있

는 지표가 될 것이다.
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나. 바다송사리 (Oryzias javanicus)

연안 수계환경의 평가를 한 시험생물로는 식물 랑크톤, 동물 랑크톤, 무척추동물 등이 

개발되어 왔으나, 어류의 경우는 아직 표 화된 생물도 선정되지 않았고, 시험법도 확립되지 

않았다. 최근에는 국제 표  시험종인 담수산 송사리(Oryzias latipes)를 해수에 순치시켜 해수 

실험에 이용해 보고자 하는 시도가 있어 왔으나, 순치 과정이 상당히 길고, 순치조건  순치 

개체의 건강이 해양 환경의 평가에 합하지 않은 것으로 나타나고 있다. 따라서 본 연구에서

는 이에 한 안으로 기수역에 서식하는 송사리인 자바(바다)송사리(Oryzias javanicus)가 주

목받고 있다(그림 2-12-5). 국제 으로는 Javanese medaka라는 명칭으로 통용되고 있다. 성어의 

최  장은 4.5cm 정도인 소형종으로(Seegers, 1997) 인도네시아, 싱가포르, 말 이시아, 태국

(Roberts, 1997)  메콩강 유역 등지에 분포하는 것으로 알려져 있다(Rainboth, 1996). 아열  

 열  수역에 서식하는 종으로 최  수온은 22 - 25℃, 서식지의 pH 범 는 7.5 - 8.5 이며, 

염분에 한 응력이 뛰어나, 담수, 기수, 해수의 모든 염분 범 에서 발견되는 종이다. 재 

본 종의  실험실 사육기법  량 생산 기술 개발과 독성물질에 한 민감도에 한 평가가 

실시되어있으며, 독성유 체 연구기법의 도입을 통해 속, PAHs, POPs,  EDCs 등과 같

은 유해화학물질군에 한 생체 유 자 지표 2,000여종이 확보되어 있고, 이를 탑재한 

HazChem Fish Array ver, 2를 제작한 바 있다. 본 연구에서는 2010년(1차년도)에는 내분비계 

장애물질인 17β-estradiol(E2) 노출 실험  DNA chip 실험을 통해 특이 유 자들을 동정하

으며, 2011년(2차년도)에는 역시 내분비계 장애물질로 알려져 있는 nonylphenol(NP)를 상으

로 NP 특이 유 자 후보를 발굴하 다. 2012년(3차년도)에는 앞서 발굴된 유 자 지표 후보들

을 1차 검증하 다. 검증된 유 자 지표들과  다른 내분비계 장애물질인 bisphenol A(BPA) 

특이 유 자 지표들을 탑재한 EDCs qPCR Array Kit ver. 01을 제작하 다. 2014년(4차년도)에

는 년도에 개발된 qPCR Array Kit을 이용한 반복 실험을 통해 최종 으로 58종의 EDCs 

응 유 자( 조유 자 2종 포함)를 탑재한 Oja EDCs qPCR Array Kit ver. 02 시제품을 완성

하 다.

[그림 2-12]5 수생태계 독성 시험 후보어종 바다송사리

(Oryzias javanicus). 담수, 기수 및 해수 등 

모든 수계에 서식 가능한 특징을 갖고 있음
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향후, 바다송사리를 상으로 지놈 수 에서의 유 자 발  자료를 생산하고자, Next 

generation sequencing 기법을 통해 deno RNA sequencing을 수행하여 20,000여종의 유 자들

에 한 염기서열정보를 얻을 수 있었으며, 이들을 탑재한 44 K Marine Medaka Oligo-Array를 

개발하 다. 이 Array를 이용하여 E2, NP  BPA 노출에 의한 차등 유 자 발  로 일링을 

수행하 으며, 이를 통해 E2 특이 유 자 272종, NP 특이 유 자 72종, BPA 특이 유 자 114종 

 공통 유 자 61종을 선별하 다. 이들을 탑재한 Oja EDCs-focused Arry를 개발하 다.

2. 상 유해화학물질

가. 속

속은 매우 흔한 수계 오염물질로써, 자연  원인  공업, 농업,  산업 등과 같은 

인간 활동에 의해 수계 환경으로 유입되는 것으로 알려져 있다. 속은 매우 높은 지속성을 

갖고 있고, 매우 은 양으로도 독성을 나타내며, 수서 생물에게 치명 인 산화스트 스를 유

발할 수 있는 잠재성을 갖고 있다. 따라서 속은 생태독성학  측면에서 매우 요하다고 

생각된다. 수계에서 속은 어류  다른 수생 생물에 생리  손상을 유발하는 활성산소

(ROS, Reactive Oxygen Species)의 생성을 진한다. 따라서 생물들은 진화과정을 통해 환경 

스트 스로부터 자신을 방어하는 기 , 즉, 해독계  항산화계와 같은 기 을 발달시켜왔다. 

이러한 해독계  항산화계의 신호 달기 의 구성원들은 환경오염에 한 생물지표로 활용 

가능하며, 이러한 분자생물지표는 환경에 존재하는 낮은 농도의 독성오염물질에도 반응하므로, 

환경오염의 조기 경보자 역할을 수행할 수 있다. 본 연구에서는 해조류인 감태를 상으로 

속  카드뮴(Cd)과 구리(Cu) 노출에 해 자기방어기작의 일환으로 발 량이 변화되는 유

자들을 발굴하고, 이들을 검증함으로써, 감태기원의 속 응 유 자 지표를 제시하고자 

하 다.

나. 다환방향족탄화수소(Polycyclic aromatic hydrocarbons, PAHs)

다환방향족탄화수소는 화석연료나 유기물이 풍부한 물질의 연소에 의해 생성되며, 산업폐기

물, 소각산물, 자동차배기가스등이 요한 유입원으로 알려져 있다. 많은 양의 다환방향족탄화

수소가 공업화된 지역의 담수  해양 침 물에서  세계 으로 검출되고 있다. 다환방향족탄

화수소는 부유물질에 흡착하고 수계 바닥으로 침 되어 질토에 축 되며, 동물이나 사람의 

몸에 들어가 발암, 돌연변이를 유발하며, 호르몬의 작용을 방해, 교란하는 것으로 보고되었다. 

한 원유로부터 직  유입되거나 정유과정에서 유입되기도 하며 부유물질에 쉽게 흡착되어 

바다에 퇴 되면 소수성과 잔류성 때문에 퇴 물 에 높은 농도로 축 될 수 있다. 실제 미국 

NOAA의 NS&T사업 조사에서 Hudson/Raritan estuary의 한 조사 에서 29324ng/g dw, 

Long Island Sound의 조사 에서 10395ng/g dw, Boston Harbor에서 15405ng/g dw 등으로 

퇴 물  PAH 농도가 매우 높게 조사되었고, 우리나라의 경우 경기만 남동공단에서 

1207.9ng/g dw, 인천 만석부두 부근에서 각각 4025.7, 2607.4ng/g dw, 포항 3618.6ng/g dw 

등으로 높은 PAH 농도를 기록하 다. 한 양만 퇴 층에서의 PAHs 농도가 보고된 바 있

다. 본 연구에서는 감태를 상으로 PAH류의 생물독성에 응하기 해 발 량이 변화되는 유

자들을 발굴하고, 이들을 검증함으로써, 감태기원의 PAH류 응 유 자 지표를 제시하고자 

하 다.
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다. 내분비계 장애물질

내분비계 장애물질(Endocrine disrupting chemicals, EDCs)은 생체 외부에서 들어와 내분비 

기  안에서 호르몬의 생리작용을 교란시키는 화합물이며, 환경 호르몬이라고 알려져 있다.  

잘 알려진 것으로서 다이옥신, PCB, PAH, 푸란, 페놀 등이 있다. 구체 으로, 내분비계 장애물

질의 일종인 17β-에스트라디올(17β-estradiol, E2)은 포유동물의 가장 강력한 에스트로젠 계열

의 스테로이드 호르몬[에스트론(estrone, E1), 17β-에스트라디올  에스트리올(estriol, E3)]이다. 

인간의 경우 가임기 여성의 난소와 태반에서 주로 형성되나, 남성  폐경 여성의 지방조직에

서도 만들어진다.  합성된 형태의 17β-에스트라디올은 여성의 폐경과 련된, 운동장애, 외

음부  질 수축장애, 골다공증 등과 같은 여러 가지 증상의 조 에 이용되고 있다. 인간  

동물에 의해 분비된 17β-에스트라디올을 포함한 에스트론  에스트리올 등이 하수처리장  

동물폐기물 등에 의해서 환경으로 배출된다. 이와 같이 배출된 스테로이드 호르몬들은 생태계

의 안정에 이 되고 있다.  즉, 수컷 어류에서의 비텔로제닌(vitellogenin) 합성과 암컷화를 

유도 등과 같은 작용을 통해 수컷의 정상 인 내분비계 기능을 해되고, 이로 인해 수컷의 생

식능력이 하되어 생태계를 교란하는 결과를 래할 것으로 상된다.  따라서 17β-에스트라

디올의 존재 여부를 측하고, 이에 노출됨으로써 야기되는 생물학  변화를 측하고, 조기에 

진단할 수 있는 방법의 개발이 필요하다.

노닐페놀(Nonylphenol, NP)은 계면활성제로써 세척제나 세정제, 섬유유연제 등에 이용되며, 

에폭시수지  페인트 첨가제, 동박 층 , 잉크바인더, 농약 등에 사용되고 있다.  환경으로 

배출된 NP는 어류를 포함한 수생생물들의 내분비계를 교란시키는 등의 강한 독성효과를 나타

낸다.  한 생분해되지 않고 생태계 내에 장기간 남아 생태계의 먹이망을 통해 생물 농축됨으

로써  지구 인 문제를 야기시킨다.  인체의 경우 NP에 노출되면 소화계, , 신장, 간, 생식

계, 피부  인두 등에 악 향을 주는 것으로 알려져 있다.  재 공 생 리법에 근거하여 

주방용 세척제로의 사용  식품 첨가물로의 사용이 지되어 있고, 유럽에서는 세척제나 화장

품등에 사용하는 것도 지되어 있다.

한 내분비계 장애물질의 다른 로 비스페놀 A(Bisphenol A, BPA)가 있다.  비스페놀 A

는 1950년 부터 라스틱 제품의 제조에 리 사용되어 온 화학물질로써, 라스틱뿐만 아니

라, 식품 캔의 내부에 바르는 에폭시수지의 제조에도 사용된다.  비스페놀 A의 주된 체내 유입 

경로는 비스페놀 A를 원료로 만들어진 용기에 보 된 음식을 섭취하는 것이다.  특히 용기의 

표면이 손상되어 있거나, 열을 가했을 경우 더 많은 양의 비스페놀 A가 방출되어 나오는 것으

로 알려져 있다.  한, 비스페놀 A는 라스틱 공장의 폐수  생활하수를 통해 직  환경으

로 유출되거나, 환경에 버려진 라스틱 쓰 기에서 용출된다.  

이와 같이 배출된 비스페놀 A는 환경에서 수생생물의 성장, 생식  발생과정에 향을 미

치는 것으로 알려져 있다.  성 독성을 나타내지 않는 환경에서의 실제 농도에서 무척추동물, 

어류, 양서류  충류에서 내분비계 장애 효과를 보이는 것으로 확인되기도 하 다.  캐나다

에서의 연구결과, 오염되지 않는 수계에서의 특정 어류 집단의 경우 암컷이 55%인데 반해, 비

스페놀 A를 포함한 내분비계 장애물질에 오염된 수계에서는 암컷이 85%로 나타났다.  이는 

내분비계 장애물질들이 생물집단의 성비를 괴함으로써, 심각한 생태  교란을 래할 가능성

이 높다는 것을 암시한다.  아울러, 비스페놀 A는 에스트로겐과 같이 생물의 내분비계 장애물

질로 알려져 있으며, 발생과 발달 해, 신경계 교란 등을 통한 주의력결핍과잉행동장애, 기형 

형성  DNA 메틸 이션(methylation)의 해를 통한 유 자 발  이상을 유발하는 것으로 
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알려져 있다.  한 다양한 암세포의 발달을 자극하는 것으로 상되고 있다.  2010년 9월 캐

나다는 세계최 로 비스페놀 A를 독성물질로 지정하 으며, 재 유럽연합과 캐나다에서는 유

아 젖병에 사용이 지되어 있는 실정이다.  따라서 수생태계를 상으로 비스페놀 A의 존재 

여부를 측하고, 이에 노출됨으로써 야기되는 생물학  변화를 측하고, 조기에 진단할 수 

있는 방법의 개발이 필요하다. 이에 본 연구에서는 바다송사리를 상으로 앞에서 설명한 3종

류의 내분비계 장애물질에 응하는 유 자 지표 후보를 발굴하고, 이를 효율 으로 이용할 수 

있는 툴을 개발하고자 하 다.

이와같은 내용을 표로 정리하면 아래와 같다.
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제 2 장 국내외 기술개발 황

제 1  해외 기술개발 동향

 세계 으로 수질오염의 문제가 두되고 있는 가운데 수질오염의 정도를 측정하는 기술 

한 격한 발 을 이루고 있다. 이들 에는 오염의 냄새 정도를 이용해 오염도를 측정하는 

기술부터 수 생물의 유 자 발  패턴의 변화 분석을 이용하는 방법까지 다양한 기술이 응용

되고 있다. 

이러한 water quality monitoring 기술로써 국외에서 한 여러 종류가 개발되고 있는 실정

이다. 이  PAH와 같은 특정 독성물질에 한 농도를 측정하는 기술 등도 포함된다. 이와 

련한 한 로 Frank 등은 수 에서의 PAH, PCB 그리고 OCP의 농도를 측정할 수 있는 

semipermeable membrane devices(SPMDs)를 개발한 바 있다(Vereij et al., 2004). 이들은 암스

테르담 근처의 실험용 샘 을 얻어 SPMDs과 함께 Cyprinus carpio에서의 PAH 사산물의 정

도를 측정한 결과 서로 다른 두 방법에서 유사한 결과가 도출됨을 확인 한 바 있다(그림 

2-12-6).

국제  기 에서도 이러한 수질 오염도를 측정하기 한 기술개발을 수행하고 있다. 

Woodrow wilson international center for scholar에서는 물의 환경 오염도를 측정하기 해 수

서생태종인 Daphnia magna를 이용하여 수질의 EPA 함량을 테스트 할 수 있는 2000-gene 

DNA array for the fathead minnow 라는 기술을 소개한 바 있다. 한 세계 각국에서도 국가

 정책 수행의 일부로써 수질오염도 측정 기술 개발에 집  투자를 하고 있는 실정이다. 

Amara등은 국가  차원에서 유럽의 수질 리 시스템의 개발을 도모하고자 계획된 European 

Union Water Framework Directive(WFD -2000) 연구의 일환으로 유럽의 water quality를 측정

하기 한 방법으로써 real time measurements와 분석테크닉이 결합된 miniaturized sensors를 

이용하여 수질을 측정하는 칩 형 기술을 개발한 바 있다.

2008년 미국의 환경성(United State Environmental Protection Agency, USEPA)에서는 국가

과제로 ‘Identifying and Monitoring Environmental Toxicity Using Ceriodaphnia Microarrays’ 

라는 연구과제를 지원한 바 있다. 이는 microarray를 통한 daphnia의 유 자 발  패턴분석이 

환경오염의 identifying, characterizing 그리고 monitoring의 실제  기술로 이용될 수 있다는 

가능성을 제시한 바 있다. 한 2006년 EPA에서는 ‘Development and Validation of the 

Daphnia cDNA Microarray as a Method for Predicting Metal Contamination in Aquatic 

Environments.’라는 연구를 지원한 바 있다. 근래 많은 연구보고에 의하면 Ecotoxicogenomics

라는 새로운 기술이 수질을 측정하는데 있어 효과 인 방법일 수 있다는 근거들이 제시되고 

있다. 이는 수서 생태종에서 화학물질인 오염물질로부터 유발되는 독성 반응에 한 높은 민감

성과 효율성으로 효과 으로 수질을 측정하는데 요한 기술로써 자리매김하고 있다.  연구

에서는 cDNA microarray를 이용하여 copper (Cu), cadmium (Cd), zinc (Zn), and lead (Pb)의 

노출로부터 유발되는 Daphnia magna의 특정 유 자 발  패턴의 변화를 분석함으로써 이들의 

오염도를 측정할 수 있는 기술 마련의 기반을 제공하고 속 오염과 련되는 Daphnia 

magna의 바이오 마커를 찾아냄으로써 국책과제를 수행한 바 있다. 이는 수질과 련되는 

Ecotoxicology 분야에서 cDNA microarray의 유용성을 보여  사례라 할 수 있겠다.
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[그림 2-12]6 Semipermeable membrane devices 

(SPMD)와 Fish를 이용한 물 속 특이 

화학물질 오염 유무 측정 수행 모식

도 (Ksw = SPMD–water partitioning 

coefficient; BCF = bioconcentration 

factor; BMF = biomagnification 

factor; MET = metabolic clearance)

어류와 련해서, USEPA에서는 담수어인 송사리(Oryzias latipes)의 사육기법  기 생활사

를 이용한 생물검정의 표 지침서 (USEPA, 1991)를 제시, 다양한 물질의 성  만성 독성 

(El-Alfy et al., 2001), 식수에 포함된 첨가물의 독성 연구에 이용하고 있으며, 세인트로 스강 

하구, 뉴베드포드하버 같은 오염 측지역에서 어류를 이용하여 퇴 물의 오염정도를 감지하는 

시스템을 개발한 바 있다. 일본의 경우, 오랜 기간 동안 송사리 (Oryzias latipes)를 이용한 생물

검정에 한 연구가 진행되어왔다. 

지표생물 별 독성 향 평가분야에서는, 독일 베를린 공 , 미국의 미시건 학, USEPA 등 

어류 CYP1A, 난황단백질 (vitellogenin, VTG)의 검출을 시험법에 용하 고, 노르웨이의 B사

에서는 제품화하여 일부 어종에 하여 시  이다.

앞에서 언 된 부분의 연구들은 담수생태계를 상으로 한 연구들이다. 그러나 수계의 오

염은 담수계에 국한된 것이 아니고, 최종 으로는 해양, 특히 연안에 도달하여 축 되는 것이

므로, 해양생물을 상으로 한 생태 해성 평가 기법이 개발되어야 할 것으로 생각된다.

제 2  국내 기술개발 동향

최근 국내 산업발달로 인해 발생한 각종 환경호르몬과 유해화학물질이 자연계에 노출됨으

로써, 자연생태계 교란  인간의 건강에 피해를 주고 있다. 특히, 환경호르몬과 유해화학물질

이 수질로 유입되면서 수질오염이 발생하고 이에 따라 수서생태계가 큰 을 받고 있다. 이

러한 쟁 이 이슈화 되면서,  세계 으로 평가지표 종을 이용한 수질오염 측정기술 개발이 

필요하다는 에 공감하고 있다.

국내에 이루어지고 있는 평가지표 종을 이용한 수질오염 측정기술개발의 황을 살펴보면, 

부분의 연구가 다양한 환경호르몬과 유해화학물질에 한 독성연구가 주를 이루었고 측정기

술 개발에 한 연구는 거의 없다. PAH류에 한 연구는 부분 토양오염에 한 생물학  

분해기술로써 미생물을 이용한 친환경 인 분해기술개발 연구가 주를 이루었다. 한 PAH 이
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외에 다양한 EDC에 한 연구들을 보면, PCB의 경우에 수서생태종인 Daphnia magna에 성 

농도로 처리한 독성연구가 많았으며, PCB 한 측정기술 개발에 한 연구는 미흡한 상황이

다. 그리고 BPA에 한 연구를 살펴보면, BPA를 측정할 수 있는 진단방법을 개발한 한 연구

에서는 BPA를 검출하기 해 phenol 성분을 분해할 수 있는 미생물을 이용하여 분해정도를 

측정하여 얼마만큼의 오염정도인지를 확인할 수 있음을 제시하 다. 한, 속의 경우에는 

이미 수질에 포함된 속의 양을 측정 할 수 있는 센서가 개발되어진 상태이다. 유해화학물

질의 종류에 따른 국내 황은 각각의 화학 ·생물학  특성에 맞게 기술개발이 이루어지고 있

다. 주로 사용한 수서 생태계 종을 보면 척추동물로서는 송사리가, 무척추 동물로는 물벼룩이 

주로 사용되어 졌다. Daphnia magna를 이용한 환경호르몬  유해화학물질 검출기술은 

Daphnia magna의 활동성에 따라  다이오드의 진동 정도로 독성을 단한다. 그리고 물고기

를 이용한 수질 독성 모니터링 자치는 물고기가 물의 흐름에 역방향으로 유 하는 것에 착안

하여 유 속도가 어드는 것을 측정하여 수질 오염을 단하는 기술이 개발되어졌다(그림 

2-12-7). 하지만 이러한 평가 기술들은 수질오염 유무를 가름할 수는 있지만 특정물질에 한 

정량 인 분석이 어렵다.

수서 생태계의 생물종을 이용한 유해화학물질의 검출 기술 이외에도 DNA chip을 이용하여 

특정물질을 측정할 수 있는 기술개발 연구들이 개발되었다. DNA chip의 활용성은 특정 화학

물질에 특이 으로 발 하게 되는 다양한 바이오마커를 transcription 수 에서 빠른 시간 내에 

선별하고 확보할 수 있다는 장 을 가지고 있기 때문에 최근 들어 앞서 말한 측정 기술보다 

각 받고 있다. 하지만 DNA chip을 이용한 측정은 정량  분석이 어려울 뿐만 아니라 유해화

학물질에 직 인 향을 받는 수서 생태종에서의 변화를 알지 못한다면 제 로 된 진단 

한 힘들 것이다. 따라서 본 연구진은 이러한 문제 을 보완하고자 해조류인 감태와 해산 어류

인 바다송사리를 상으로 해양환경 오염물질의 노출에 의한 유 자의 발 양상을 분석, 악

하여 바이오 마커를 발굴하고 PCR array 방법을 통해 변화된 유 자의 발 양상을 통합 분석

하여 보다 효율 인 분석툴을 개발하고자 한다.

이처럼 국내에서는 유해화학물질에 한 생태 유해성을 인식하고 이를 평가하기 한 많은 

연구가 진행 에 있다. 특히 앞서 말한 DNA chip을 이용한 환경유해화학물질 검출  진단 

시스템은 앞으로 필요한 연구 에 하나가 될 것이라 사료된다. 본 연구진에서도 유해화학물질

에 의한 해양환경오염의 험성에 해 인식하고 해양생태계의 주요종인 형 갈조류 감태  

해산 어류 바다송사리를 이용하여 유해화학물질의 명확한 바이오마커를 제시하고, 이를 이용한

분석 툴을 개발하고자 한다. 

[그림 2-12]7 물벼룩 유영 저해 감지 시스템 (왼쪽)과 어류를 

이용한 수질 독성 모니터링 장치 (오른쪽)
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제 3 장 연구개발수행 내용  결과

제 1  감태기원의 해양환경오염물질 응 유 자 지표 발굴

1. 재료  방법

가. 감태의 ESTs (Expressed Sequence Tags) 확보

(1) 채집  보존

cDNA library 구축을 한 감태는 2010년 7월 제주도 서귀포 연안의 범섬에서 채집하여, 

엽체를 가 로 폭 2-3 cm 정도로 엽체를 잘라, 비닐 팩에 넣은 후, 드라이아이스에 얼려 연구

실로 수송하 다. 연구실에 도착한 재료는 RNA를 추출할 때까지 냉동고(-70 ℃)에 보 하 다.

속 노출 실험에 이용한 감태는 2011년 3월 25일 서귀포 연안에서 채집되었으며, PAH

류 노출 실험에 이용한 감태는 2012년 7월 8일 서귀포 연안에서 채집된 개체군을 이용하

다. 채집된 개체는 젖은 종이를 이용하여 습기를 유지하도록 포장하여 연구실로 수송하 다.

(2) RNA 추출

유 자 발굴을 한 각 해조류의 RNA의 추출은 소량 추출을 한 Ahn et al. (2004)의 방

법을 변형하여, 량 추출하 으며, 그 방법은 다음과 같다. 냉동 보 되어 있는 엽체를 막자사

발에서 갈아 조직 분말을 만들었다. 조직 분말 2 g 정도에 CTAB buffer(3% CTAB, 1.0 M 

NaCL, 0.7 % PVP, 10 mM EDTA, 100 mM Tris-Cl, pH 9.0)를 넣어 잘 섞은 후, 65 ℃에서 5

분간 배양한다. 원심분리(12,000 rpm, 4 ℃, 10분)하여 층을 분리하고, 상등액을 취한다. 상등액

의 1/2 volume의 chloroform을 넣어 잘 섞는다. 원심분리(12,000 rpm, 4 ℃, 10분간)하여 상등

액을 취한다. Equilibrated Phenol A (pH 4.3) 1/4 volume  chloroform 1/4 volume을 첨가

하여 잘 섞은 후, 원심분리(12,000 rpm, 4 ℃, 10분)하여 상등액을 취한다. Phenol/Chloroform 

용액(5:1)을 넣어 잘 섞고, 원심분리(12,000 rpm, 4 ℃, 10분)하여 상등액을 취한다. LiCl 용액

(8M)을 1/2 volume 첨가하여 조심스럽게 섞은 후, 4 ℃에서 최소 2시간 동안 배양한다. 원심

분리(12,000 rpm, 4 ℃, 30분)하여, 용액을 제거하여 침 물을 얻는다. Ethanol(70% DEPC-처리

수)을 넣고 원심분리(12,000 rpm, 4 ℃, 10분)하여, 침 물을 수세하고, ethanol을 제거한다. 침

물을 건조시키고, 약 500 μl의 DEPC-처리수에 녹인다. 추출한 RNA 용액은 변성된 agarose 

gel을 이용한 기 동법으로 분리한다. RNA의 순도는 UV spectrometer를 이용하여 확인하

다. 즉, 260 nm/280 nm의 값이 1.6-1.8 사이에 있음을 확인하 고, 두 ribosomal RNA 

subunit(large/small)의 비가 1.5-2.0이 되는 것을 확인함으로써 RNA 변성여부를 단하 다.

(3) 감태의 normalized cDNA library 제작

감태의 환경독성유 체를 이용한 해조숲 생태계 환경오염의 측  이에 응한 감태의 

생리/ 사 변화 측을 실 하기 해 제주도 서귀포 연안의 범섬에서 채집된 감태를 상으

로 normalized cDNA library를 제작하 으며, 그 방법은 다음과 같다.

(가) DNase 처리

추출된 RNA에 10x DNase I buffer(Takara), RNase inhibitor(40unit, Takara), DNase 

I(5unit, Takara) 그리고 DEPC-water를 잘 섞어  뒤 37℃에서 30분간 반응 시켰다. 반응이 끝

나면 동일 volume의 P/C/I을 넣고 1분간 세게 vortex한 후 5분간 원심 분리하 다. 다시 상층
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액을 새로운 tube에 옮겨 담고 동일 volume의 chloroform을 넣어 1분간 세게 vortex한 후 5분

간 원심 분리하 다. 조심스럽게 상층액을 새로운 tube에 옮겨 담고 2 volume의 100% EtOH

과 1/10 volume 3M NaOAc를 넣어 잘 섞어 주었다. -80℃에서 1시간 동안 두었다가 4℃, 

14000rpm, 30min 동안 원심 분리하 다. 상층액을 조심스럽게 버린 후 70% EtOH를 넣고, 

4℃, 14000rpm, 5min 동안 원심 분리하 다. Pellet을 확인하고, 상온에서 5-10분정도 완 히 

건조한 다음, 정량의 DEPC treated water로 RNA를 녹여 다음 실험에 사용하 다.

(나) mRNA의 분리

Total RNA로부터 mRNA의 분리는 Stratagene Absolutely mRNA Purification Kit 

(Stratagene, USA)를 이용하 으며, 그 방법은 다음과 같다. 먼  Total RNA(100㎍)을 65℃에

서 3분 동안 가열을 한 후 ice에 보 하 다. Absolutely mRNA oligo (dT) magnetic particle 

50㎕를 fresh tube로 옮긴 후 Absolutely mRNA hybridization buffer 100㎕로 잘 섞어주고, 

13,000rpm에서 2분 동안 원심 침 하여 bead들을 모았다. 이 과정을 두 번 반복한 뒤  

Absolutely mRNA hybridization buffer 100㎕로 잘 섞어주었다. Heating한 total RNA를 

resuspended magnetic particle들을 잘 섞어주고 상온에서 5분 동안 incubation 하 다. 

13,000rpm으로 2분 동안 원심 침 하여 mRNA-bound magnetic particle들을 모았다. 

Absolutely mRNA wash buffer 100㎕를 넣어 잘 섞어  뒤 13,000rpm으로 2분 동안 원심 침

하 다. 이 과정을 네 번 반복한 후 마지막 단계에서는 wash buffer를 완 히 제거하 다. 

Absolutely mRNA elution buffer 100㎕를 넣고 상온에서 5분 동안 incubation 하 다. 

13,000rpm에서 2분 동안 원심 침 하 고, 침 되어 있는 magnetic particle이 딸려 오지 않게 

조심스럽게 상층액을 따냈다.  Spectrophotometry를 이용하여 mRNA의 농도를 확인하 다.

(다) First-strand cDNA의 합성

mRNA sample (0.5~2.0 ㎍ RNA)에 1㎕ CDS-3M adapter(Evrogen), 1㎕ SMART IV 

oligonucleotide(Clontech)를 넣어  뒤 72℃에서 2분간 배양하고, 얼음에서 2분 동안 배양하

다. 2㎕ 5X first-strand Buffer, 1㎕ DTT(20 mM), 1 ㎕ 50X dNTP(10 mM) 그리고, 1㎕ 

SuperScript Reverse Transcriptase를 넣고 잘 섞어 주고 42°C, 1시간 30분 동안 incubation 하

다. First-strand 합성이 끝난 후 ice로 바로 옮겨 반응을 멈추게 하 다.

(라) Double strand(ds) cDNA의 합성

First-Strand cDNA 3㎕, 10㎕ 10X Advantage 2 PCR Buffer, 2㎕ 50X dNTP mix, 4㎕ 5' 

PCR Primer(Clontech), 2㎕ 50X Advantage 2 Polymerase Mix 그리고 Sterile water 79 ㎕ 넣

어  뒤, PCR을 실시하 다. PCR 반응은 95℃/7 , 65℃/30 , 68℃/6분을 7회 실시하 으며, 

본 반응에 들어가기 , 95℃/2분의 변성과장, 그리고 마지막 반응에서 72℃/7분의 신장과정을 

수행하 다. 합성된 ds cDNA는 2 volume의 100% EtOH과 1/10 volume 3M NaOAc를 넣고 

잘 섞어 주었다. -80℃에서 1시간 동안 두었다가 4℃, 14000rpm, 30min 동안 원심 분리하 다. 

상층액을 조심스럽게 버린 후 70% EtOH를 넣고 4℃, 14000rpm, 5min 동안 원심 분리하 다. 

Pellet을 확인하고, 상온에서 5 ~ 10분정도 완 히 건조한 다음, 정량의 멸균수로 cDNA를 

녹여 다음 실험에 사용하 다.
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(마) cDNA hybridization

4X Hybridization buffer를 상온에서 15분에서 20분정도 두었다가, 37℃에서 10분 동안 반응 

시켰다. 600-1200ng의 ds cDNA, 4X Hybridization buffer그리고 정량의 water로 final 

volume이 16㎕가 되도록 하 다. 16㎕를 잘 섞어  후, reaction mixture 들을 4㎕씩 4개의 

tube로 나눠 담고, 98℃에서 2분, 68℃에서 5시간 동안 tube를 배양하 다.

(바) Duplex-specific nuclease(DSN) 처리

DSN의 activity를 확인한 후, 5시간의 반응이 끝나기 어도 15분 에 2x DSN Master 

Buffer를 68℃로 가열하 다. Normalization하기 해서 DSN을 DSN 1/4 dilution, DSN 1/6 

dilution, DSN 1/8 dilution 3개로 dilution한 뒤에 얼음에 꽂아두었다. DSN 1/4 dilution은 3

㎕ DSN storage buffer와 1㎕ DSN solution을 잘 섞어주고,  DSN 1/6 dilution은 5㎕ DSN 

storage buffer와 1㎕ DSN solution을 잘 섞어주고, DSN 1/8 dilution은 7㎕ DSN storage 

buffer와 1㎕ DSN solution을 잘 섞어주었다. 5시간의 반응이 끝나면 preheat한 2x DSN 

master buffer를 normalization tube에 5㎕씩 섞어주었다. DSN master buffer를 넣기 한 시

간을 제외하고는 반응시키는 곳에서 tube를 제거하지 않았다. DSN을 넣고, 바로 68℃, 25분 동

안 incubation하 다. 반응이 끝나면 10㎕ DSN stop solution을 섞어  후, 각각의 tube에 멸균 

증류를 20㎕씩을 더 넣어주고 잘 섞어주었다. 

(사) Normalized cDNA의 1차 증폭

1차로 normalize한 cDNA를 증폭하기 해 PCR master mix를 비하 다. cDNA dilution

한 1㎕에 5㎕ 10X PCR Buffer, 1㎕ 50X dNTP mix, 1.5㎕ Evrogen PCR primer M1(M1 : 5' 

AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GT 3'), 1㎕ 50X Polymerase Mix, 40.5 ㎕ sterile 

water를 섞어  후, PCR을 실시하 다. PCR 반응은 95℃/15 , 66℃/30 , 72℃/4분을 7회 실

시하 으며, 본 반응에 들어가기 , 95℃/2분의 변성과장, 그리고 마지막 반응에서 72℃/7분

의 신장과정을 수행하 다. 반응이 끝난 후, 시료는 4℃에 보 하고, 2 cycle씩 진 으로 

PCR 회수를 조 하여, 최 의 PCR 조건을 찾았다.

(아) Normalized cDNA의 2차 증폭

1/8 dilution DSN tube에 normalize한 cDNA 2㎕를 새로운 tube에 옮기고, 멸균 증류 20㎕

를 넣고 잘 섞었다. 2차로 normalize한 cDNA를 amplify하기 해 2㎕를 새로운 tube에 옮겨 

담고, 10㎕ 10X PCR Buffer, 2㎕  50X dNTP mix, 4㎕ Evrogen PCR primer M2 (M2 : 5' 

AAG CAG TGG TAT CAA CGC AG 3'), 2㎕  50X Polymerase Mix 그리고, 80 ㎕ sterile 

water를 섞어  뒤, PCR을 진행하 다. PCR 반응은 95℃/15 , 64℃/20 , 72℃/3분을 12회 

실시하 으며, 본 반응에 들어가기 , 95℃/2분의 변성과장, 그리고 마지막 반응에서 72℃/7

분의 신장과정을 수행하 다.

(자) Proteinase K 처리

이차 증폭한 표 화된 ds cDNA 100㎕에 proteinase K (20μg/㎕) 4㎕를 넣어 45℃, 20분 동

안 incubation하 다. 멸균 증류수 200㎕ 를 넣어주고, 동일 volume의 

Phenol/Chloroform/Isoamyl alcohol(P/C/I)을 넣고 1분간 세게 vortex한 후 5분간 원심 분리

하 다. 다시 상층액을 새로운 tube에 옮겨 담고 동일 volume의 chloroform을 넣어 1분간 세
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게 vortex한 후 5분간 원심 분리하 다. 상층액을 새로운 tube에 옮겨 담고 2.5 volume의 

100% EtOH과 1/10 volume 3M NaOAc(pH 4.8), 1.3㎕ Glycogen (20mg/ml)를 넣어 잘 섞어 

 뒤 바로 상온에서 14,000rpm, 30분 동안 원심 분리하 다. 상층액을 조심스럽게 버리고 

80% ethanol 100 ㎕를 넣고 pellet을 washing하 다. Pellet을 확인하고, 상온에서 5 ~ 10분정

도 완 히 건조한 다음, 정량의 water로 cDNA를 녹여 다음 실험에 사용하 다.

(차) Sfi I 효소 처리

Normalied ds cDNA 79㎕, sfiⅠbuffer 10㎕, sfiⅠ(20U/㎕) 10㎕, 그리고 1 ㎕ 100x BSA를 

넣어주어 잘 섞어주고 50℃에서 2시간 동안 배양하 다. 반응이 끝나면 동일 volume의 P/C/I

을 넣고 1분간 세게 vortex한 후 5분간 원심 분리하 다. 다시 상층액을 새로운 tube에 옮겨 

담고 동일 volume의 chloroform을 넣어 1분간 세게 vortex한 후 5분간 원심 분리하 다. 조심

스럽게 상층액을 새로운 tube에 옮겨 담고 2 volume의 100% EtOH과 1/10 volume 3M 

NaOAc를 넣어 잘 섞어 주었다. -20℃에서 overnight 두었다가 4℃, 14000rpm, 60분 동안 원심 

분리하 다. 상층액을 조심스럽게 버린 후 70% EtOH를 넣고 4℃, 14000rpm, 5분 동안 원심 

분리하 다. Pellet을 확인하고, 상온에서 5 ~ 10분정도 완 히 건조한 다음, 14㎕ 1x STE 

buffer를 넣어서 resuspension 시킨 뒤, column-loading dye 3.5㎕를 섞어주었다.

(카) cDNA의 길이에 따른 분획  확인

Drip column을 정치시키고, 1x STE buffer 10㎖로 column을 수세하고, sepharose CL-2B 

gel filtration medium를  조심스럽게 넣어주었다. 1x STE buffer 10㎖을 채워서 bead를 

washing 한 뒤. 1x STE buffer가 ~50㎕ 정도 남아 있을 때 cDNA sample 14㎕과 

column-loading dye 3.5㎕를 넣고 섞은 sample 17.5㎕를 Sepharose CL-2B gel filtration 

medium 표면 앙에 조심스럽게 넣었다. 시료가 bead 속으로 완 히 흡수되면 cDNA를 

elution하기 해서 1x STE buffer 3㎖을 넣어주었다. 미리 비한 1.5㎖ collection tube에 차례

로 3 drop씩 받았다. 각 fraction 별로 10㎕씩 5% nondenaturing acrylamide gel로 기 동

하 다. 젤 이미지를 확인하고 cDNA 길이가 긴 8개의 분획을 모았다. 모은 분획시료에 동일 

volume의 P/C/I을 넣고 14,000rpm으로 5분 동안 원심 분리시킨 후 상층액을 새로운 tube로 

옮겼다. 그리고 동일 volume의 chloroform을 넣고 14,000rpm으로 5분 동안 원심 분리시킨 후, 

상층액을 새로운 tube로 옮겼다. 2 volume의 100% EtOH 넣어 잘 섞어  뒤 -20℃에서 

overnight 시켰다. 다음날 4℃, 14,000rpm으로 60분 동안 원심 분리 하고 상층액을 제거하 다. 

Pellet을 washing하기 해서 200 ㎕ 80% ethanol 를 넣어 14,000rpm으로 2분 동안 원심 분리 

한 뒤 상층액을 제거하 다. 실온에서 10분 동안 건조한 뒤, 4~5㎕의 멸균 증류수에 녹 다.

(타) λTriplEx2 vector의 ligation  Library의 packaging

멸균 증류수에 녹인 cDNA 0.5㎕에 10x ligase buffer, 0.5㎕10mM ATP, 1.0㎕ λTriplEx2(0.5

㎍/㎕)을 넣어주고 최종 volume이 4.5㎕가 되게 멸균 증류수로 맞췄다. 그리고 0.5㎕ T4 DNA 

ligase를 넣어주고 16℃에서 overnight 하 다. Ligation된 DNA(0.1~1.0㎍/1~4㎕)를 packaging 

extract에 첨가하고 잘 섞어주었다. 이것을 22℃에서 2시간 동안 incubation 한 다음 SM buffer 

500㎕와 chloroform 20㎕를 첨가 하여 가볍게 tapping하여 잘 섞어주었다. Cell debris 가 가라

앉도록 spin down한 다음 packing extract는 4℃에 보  하 다.
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( ) Plasmid로의 환  Plasmid DNA 추출

1차 library(1.0 x 105 pfu/ml) 100㎕ 에 BM 25.8 장균 200㎕을 첨가하여 잘 섞어주고 3

0℃에서 1시간 동안 stand하여 incubation하 다. LB broth/MgSO4/maltose 0.5㎖을 넣고 30℃에

서 1시간 동안, 200rpm으로 shaking incubation하 다.  convesion한  product의 정량

을 계산하여 LB/Cabeni- cillin/IPTG/X-gal Q-tray(rectangle) plate에 도말하여 overnight 배양

하 다.

96 deep well blocks(2 ml capacity, Qiagen)에 carbenicillin (50㎍/㎖)이 포함된 LB(double 

strength LB, except NaCl ; 2% Tryptone, 1% yeast extract, 1% NaCl)를 1㎖씩 분주하고 흰색

의 세균 콜로니를 종하여 37℃에서 15시간 진탕 배양하 다. 배양액은 4,000 rpm에서 15 분

간 원심 침 시켜 균체를 수집하고, 수집된 균체로부터 plasmid DNA의 분리정제는 alkaline 

lysis 방법을 이용한 multiscreen 96-well Filter Plates mini- preparation방법으로 수행하 다. 

이와 같은 방법으로 random plasmid library로부터 회수한 DNA는 96개 sample을 한꺼번에 

기 동 할 수 있는 모듈을 사용하여 모든 plasmid DNA의 양을 측정하 다. Sequencing 반

응에 사용된 DNA의 양은 200ng ~ 300ng이었으며 각 plasmid DNA의 농도를 알맞게 희석하

여 사용하 다.

(하) Plasmid DNA 추출  염기서열 분석

상기와 같이 비된 random plasmid DNA를 이용하여 염기서열 분석을 시행하 다. 정제

한 plasmid DNA를 ABI PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit 

(Applied Biosystems)에 용하여 AmpliTaq DNA polymerase로 PCR 반응을 실시한 후 

EtOH precipitation 방법으로 PCR product를 정제하여 ABI 3730XL DNA Analyzer (Applied 

Biosystems)로 염기서열을 결정하 다. PCR 조성과 반응 조건은 다음과 같다. 2㎕ Plasmid 

DNA (100ng/㎕)에 1㎕ BigDye ready reaction mix containing AmpliTaq DNA polymerase 

(Applied Biosystems, USA), 0.5 ㎕ 5X buffer와 sequencing primer (3 picomoles) 그리고 멸균 

증류수를 넣어 total volume이 10㎕가 되도록 해서 총 35회 96℃에서 10 , 50℃에서 5 , 60℃

에서 4분 동안 PCR을 실시하 다.

나. 감태의 cDNA microarray 제작

cDNA microarray 제작에는 cDNA library의 분석에 의한 2,763 개의 singleton  reverse 

transcriptase polymerase chain reaction(RT-PCR)에 의해 분리된 7종의 유 자(Cell death 

suppressor protein, Chaperonin subunit cctv gamma, Glutathione S-transferase, 

Peroxiredoxin, Thioredoxin, Stress-inducible protein sti1 like protein, actin)등 총 2,770개의 유

자를 상으로 하 다. 탑재 상 유 자의 충분한 양을 확보하기 해 PCR 증폭을 수행하

으며, PCR 조건은 다음과 같다. 반응액은 주형인 plasmid 1 ㎕, 10X Solgent PCR buffer 5 

㎕, 2.5 mM dNTP (Intron) 4 ㎕, 10 pmol primer mix 1 ㎕, Solgent Taq (2.5U/ μl) 0.5 ㎕ 등

을 넣고, 증류수를 38.5 ㎕ 넣어, 총량 50 ㎕로 조정하 다. 본 증폭반응에서는 Forward 

primer: 5'-CTC CGA GAT CTG GAC GAG C-3'  Reverse primer: 5'-TAA TAC GAC TCA 

CTA TAG GGC-3'가 이용되었다. 반응으로 94℃에서 5분간 변성과정을 실시하 고, 94℃에

서 1분, 55℃에서 1분, 72℃에서 1분의 일련의 반응을 총 30회 실시하 다. 후반응으로 72에서 

5분간 신장반응을 수행하 고, 이후 반응액을 4℃에서 보존하 다. 반응이 완료된 시료는 다음 

실험에 이용 될 때까지 -20℃에서 보 하 다. 증폭된 반응액은 1.5% 아가로스젤에 기 동으
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로 개하여 증폭 여부를 확인하 다. DNA Microarray Spotting Station을 이용하여, 증폭이 

확인된 유 자들을 탑재한 감태 cDNA microarray를 제작하 다.

다. 해양환경오염물질 응 유 자 지표 발굴

(1) 속  다환방향족탄화수소 노출

감태 엽체를 20℃의 해수에 씻고, 엽체의 각 부 를 천공하여 직경 2 cm의 디스크을 얻었

다. 감태 디스크 30 개를 해수 1.5 L가 든 둥근 라스크에 넣고, 20℃에서 카드뮴(100 μg/L) 

 구리(100 μg/L)에 각각 24시간  48 시간 동안 배양하 다(그림 2-12-8). 다환방향족탄화수

소의 경우에는 다환방향족탄화수소 표 시료(PAH Mix 525, Supelco, USA)를 이용하 다. 

PAHs 표 시료 100 μg/L  200 μg/L에 24시간  48시간 동안 노출하 다. 그 방법은 

속의 경우와 동일하다. 속  다환방향족탄화수소류의 노출 농도는 오염지역의 농도  생

물 독성 농도를 참고하여 결정하 다.

[그림 2-12]8 중금속 및 다환방향족탄화수소류 노출 실험을 위한 감태 

엽체 disk 및 배양하는 모습

배양 시작 24 시간 후에 배양액을 갈아주었으며, 배양하는 동안 공기를 지속 으로 공 하

고, 암 조건을 유지하 다. 실험에 사용된 배양액은 0.2 ㎛ 여과지로 여과한 해수에 

ES-enriched seawater medium(Bold & Wynne 1978)을 해수 1 L당 20 ㎖을 넣어 희석하여 사

용하 다. ES-enriched seawater medium은 100 ㎖의 증류수에 NaNO3 350.0 ㎎, 

Na2glycerophosphate·5H2O 50.0 ㎎, Fe-solution 25.0 ㎖, PII metals 25.0 ㎖, Vitamin B12 10.0 

㎍, Thiamine 0.5 ㎎, Biotin 5.0 ㎍, Tris buffer (Sigma Co.) 500.0 ㎎이 포함되어있고 

Fe-solution에는 증류수 100 ㎖에 Fe(NH4)2(SO4)2 · 6H2O 70.2 ㎎, Na2EDTA 60 ㎎이, PII 

metals에는 증류수 100 ㎖에 Na2EDTA 100.0 ㎎, H3BO3 114.0 ㎎, FeCl3·6H2O 4.9 ㎎, 

MnSO4·H2O 16.4 ㎎, ZnSO4·7H2O 2.2 ㎎, CoSO4·7H2O 0.48 ㎎이 포함되어있다. 배양한 감

태 조각은 물기를 제거하고 막자사발에 액체질소를 첨가하며 조직을 쇄하 다. 균질화된 감

태 조직에서 RNA를 추출하기 해 앞서 서술한 RNA 추출 방법과 동일하게 실험을 수행하

다. 속과 PAH류에 노출된 감태의 RNA를 감태 cDNA microarray를 이용하여 온도에 따

른 유 자의 발  변화를 확인하고자 하 다.

(2) 감태 cDNA microarray 실험

(가) cDNA synthesis

정제된 감태의 RNA 1 μg 씩을 Agilent's Low RNA Input Linear Amplification Kit 

PLUS(Agilent Technologies)를 사용하여 형 표지하 다. 즉, RNA(1μg)를 dT-promoter primer 

 MMLV-RT와 혼합한 한 후 40 ℃에서 2시간 동안 역 사반응을 수행하고, T7 polymerase
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를 첨가하여 40℃에서 2 시간 동안 linear amplification을 수행하 다. 증폭과정을 통해 조군 

 실험군의 시료는 각각 Cy3-CTP와 Cy5-CTP로 표지된다.

(나) Hybridization  scanning

형 물질이 표지된 cRNA 시료를 Qiagen PCR purification kit을 사용하여 정제하고, 증류

수로 용출하 다. 정제된 형 표지-cRNA 시료를 hybridization buffer(3x SSC, 0.3% SDS, 50% 

formamide, 20 ug Cot-1 DNA, 20 ug yeast tRNA)에 첨가한 후, microcon YM-30으로 농축하

여 hybridization mixture를 만들었다. Hybridization mixture를 95℃로 3분 동안 가열하여 변

성시키고 12,000 g에서 30 간 원심분리하며 온도를 식혔다. 제조된 자바송사리 cDNA 마이크

로어래이에 coverslip을 덮고, 변성시킨 hybridization mixture를 pipetting하 다. 마이크로어래

이를 GT-Hyb Chamber에 넣고 65℃에서 16시간 동안 반응시켰다.

Hybridization이 끝난 후, chamber에서 마이크로어래이를 꺼내어 아래의 순서 로 세척과정

을 수행하고, 마이크로어래이를 spin하여 건조한 후 scanning할 때까지 암실에서 보 하 다. 

실험이 완료된 송사리 마이크로어래이를 Axon GenePix 4000B scanner(Axon Instrument, 

USA)를 사용하여 scan하 다. GenePix Pro 6.0 program에서, scan image로 부터 각 spot을 

gridding file을 이용하여 gridding하고, quantitation하여 각 spot의 Cy5/Cy3 intensity  ratio

등의 분석값이 포함된 GPR file을 얻었다.

(다) 마이크로어래이 자료 분석

GenePix Pro Program에서 얻어진 GPR file로부터, 분석 로그램인 GeneSpring 

7.3.1(Agilent Technologies, USA)를 이용하여 아래와 같이 분석을 수행하 다.

Normalization: LOWESS (locally weighted regression scatterplot smoothing)를 이용하여 수

행하 다.

Reliable gene: sum of medians 값이 background 값보다 낮거나, 각 pixel 값의 표 편차가 

유의하지 않은 spot을 flag-out함으로써 유의한 유 자를 얻었다.

Significant genes : normalized ratio 값이 2배 이상 차이를 보이는 spot을 선별하 다.

(3) 선별된 차등 발  유 자의 검증

DNA microarray 실험을 통해 선별된 차등 발  유 자들은 quantitative real-time 

polymerase chain reaction (qPCR) 기법으로 검증하 으며, 그 방법은 아래와 같다.

(가) qPCR을 한 primer 디자인

DNA microarray 실험을 통해 선별된 차등 발  유 자들의 염기서열 정보를 기 로, 증폭 

산물의 길이가 200-300 bp 정도 되도록 디자인하 다. 합성된 primer set은 일반 PCR법에 의

해 상되는 길이의 단일 증폭산물 생성여부를 확인하여, 사용 가능 여부를 결정하 다. 용

이 가능하지 않는 경우에는 primer set을 다시 디자인 하 다.

(나) Quantitative real-time polymerase chain reaction

추출된 RNA를 주형으로 AB High Capacity RNA-to-cDNA Kit(Applide Biosystems, USA)

을 이용하여 cDNA를 합성하 다. RNA 1 μg에 해당되는 양을 분주하고, 증류수를 첨가하여 9 

μl가 되도록 정하 다. 2X RT Buffer 10 μl, 20X Enzyme Mix 1 μl를 넣고 잘 섞은 후, spin 

down 하고 37℃에서 60분 동안 반응시킨다. 반응 후, 95℃로 5분 동안 가열하여 반응을 종료 
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시겼다. 합성된 cDNA는 -20℃에 보 하 다. 합성된 cDNA 0.5 μl(약 10 ng/μl에 해당)에 해당 

유 자의 라이머 을 0.8 μl(10 pmol/μl), 2X SYBR1 mixture를 10 μl 넣었다. 증류수를 이용

하여 최종 양을 20 μl로 정하 다. PCR의 온도조건은 95℃ 10분,  95℃ 30 , 60℃ 30 , 7

2℃ 30 의 조건으로 40 Cycle을 수행하 다.

라. 차세 염기서열 분석 기법에 의한 감태 유 자 염기서열 정보 생산

재 세계 으로 감태의 유 자에 해서는 본 연구그룹이 확보하고 있는 2,700여종의 

cDNA 클론이 유일하다. 이는 감태의 사체 정보 체에 비하면 턱없이 부족한 것이다. 최근 

염기서열분석 기법의 발 으로 차세 염기서열 분석 기법이 각 을 받고 있다. 본 연구그룹에

서는 감태를 상으로 한 고순도 RNA 추출법을 독자 으로 개발하여 확보하고 있는 바, 앞으

로 genome 수 의 유 자 발  변화 정보를 제공하기 하여 RNA sequencing을 진행하 다.

(1) RNA pooling, 라이 러리 구축  염기서열해독

Total RNA 2 μg으로부터 oligodT를 이용하여 mRNA를 분리한다. Library는 Paired-end 

100 bp로 진행되었으며, Illumina사의 TruSeq RNA Sample Prep Kit 을 이용하여 Library 

비를 진행하 다. 분리된 mRNA는 fragmentation 단계를 거치고 random hexamer priming을 

통해 single-stranded cDNA로 합성된다. 이를 주형으로 하여 second strand가 합성되면 

double stranded cDNA가 된다. Blunt-end를 만들기 한 End Repair, Adapter를 붙이기 한 

A-tailing, Adapter ligation을 순차 으로 거친 후 PCR(Polymerase Chain Reaction)을 이용 증

폭한다. 최종 산물은 2100 BioAnalyzer를 이용하여 확인한다. 만들어진 library는 KAPA 

library quantification kit을 이용하여 정량한 후 cluster generation하여 Hiseq 2500을 이용하여 

서열해독을 진행한다.

(2) 서열 조립  유 자 확보

(가) 서열 필터링

사체 서열을 얻기 한 조립과정에 앞서 서열 필터링 작업을 진행하 다. 서열 필터링 작

업은 서열 해독과정에서 생긴 잘못된 서열을 가진 리드(Read)나 혹은 어 터 서열을 제거하고, 

낮은 품질의 서열로 인한 조립 오류를 이기 한 사  작업으로 서열 조립  반드시 진행

되어야 하는 단계이다. 먼  낮은 품질의 서열을 제거하기 해서 서열 정보  N으로 나타난 

염기의 비율이 체 서열의 10% 이상 포함되어 있거나, Q20 미만의 염기가 20%이상인 리드가 

제거되었으며, 평균 품질이 Q20 이하인 리드 역시 제거 하 다. 낮은 품질 서열을 제거한 뒤에 

남은 서열에 해서 서열의 양끝에 존재하는 Q20 미만의 염기가 모두 제거되었다. 이것은 

mRNA의 특성상 시간이 지날 경우 양끝단의 품질이 격히 떨어지는 특징 때문에 조립 서열

의 품질을 높이기 해 진행되었다(Martin and Wang, 2011). 필터링  과정은 내부에서 제작

된 로그램에 의해서 수행되었다.

(나) 서열 조립

서열 조립은 체 샘 의 서열 데이터를 하나로 합친 뒤 Trinity(Grabherr et al., 2011; Hass 

et al., 2013) 로그램을 이용하여 진행되었다. Trinity는 RNA-seq de novo assembly를 수행하

는 표 인 RNA Assmebler로 de Bruijin graph(DBG) 알고리즘을 이용하여 서열 조립을 진

행한다. Trinity의 서열 조립과정은 3단계로 Inchworm, Chrysalis, Butterfly 단계로 이루어져 

있다. 첫 번째 단계인 Inchworm에서는 메모리의 효율 인 사용을 하여 각 서열을 서로 연



- 29 -

결하여 서 그룹으로 나 는 작업을 한다. Inchworm 단계에서 각 서열은 길이 25의 조각으로 

나눠져서 24 bp가 겹치는 조각을 합치는 과정을 통해서 contig를 구성하게 된다. Chrysalis 단

계에서는 Inchworm 에서 구성된 contig를 이용하여 리드에 한 집단화(clustering)를 진행한

다. 그리고 나눠진 각 집단 안에서 완벽한 de Bruijin Graph를 다시 만들어내고, Butterfly 단

계에서는 이 그래 를 해석하여 Transcript 서열을 측한다. 이 연구에서는 Trinity의 기본 설

정값을 이용하여 서열 조립을 진행하 다.

(다) 서열 집단화(clustering)

Trinity를 이용하여 조립된 사체 서열은 Gene이 아닌 Isoform을 포함한Transcript를 기

으로 작성되어서 서열의 복이 존재하며, 서열 조립 과정에서 생기는 Chimera transcript가 

포함되어 있다는 것이 알려져 있다(Yang and Smith, 2013). 이런 문제 을 해결하기 해서 

Trinity에서 조립된 사체 서열을 집단화 방법을 이용하여 복을 제거하고, Chimera 서열을 

제거하 다. 조립된 사체의 집단화는 TGICL(Pertea et al., 2003) 로그램이 이용되었다. 

TGICL은 주어진 서열을 1:1 서열 비교를 통하여 서열간의 유사도를 계산하고, 유사도에 기반

하여 서열의 집단화를 한 뒤, CAP3(Huang and Madan, 1999)를 이용하여 각 집단에 속한 서

열을 재조립하여 집단을 표하는 서열을 만들어 내는 도구이다. 집단화를 한 서열 유사성 

기 은 0.94로 설정하 다.

(라) CDS 측

UNIGENE의 기능을 알기 한 단계로 단백질 발  부분(Coding sequence, CDS)을 측

하 다. 이 과정은 TransDecoder(Haas et al., 2013)를 이용해서 이루어졌다. TransDecoder는 

Trinity 로그램에서 CDS를 찾기 해서 사용되는 로그램으로 주어진 사체서열  가능

성 있는 CDS를 측해주는 로그램이다. TransDecoder의 작동 방식은 다음과 같다. 먼  주

어진 서열에서 가능성 있는 모든 CDS 서열을 측한다. 측된 CDS에 해서 GeneID(Blanco 

et al., 2007) 로그램을 이용하여 가능성을 검증하여 log-likelihood score가 0보다 큰 것을 선

택한다. 찾아진 가능성 있는 단백질 서열 에서 가장 높은 수를 가지는 것이 선택된다. 만

약 겹치지 않는 ORF(Open readling frame)가 여러 개 존재하는 경우는 모든 CDS를 선택하게 

된다.

(3) 감태 유 자 기능 분석

조립된 UNIGENE과 이를 기반으로 측된 CDS의 기능을 측하기 해서 DNA 서열의 

상동성을 이용한 검색 방법과 단백질 서열의 상동성을 이용한 검색방법이 사용되었다. DNA 

서열 상동성 검색은 Blast가 이용되었으며, 단백질 서열 상동성 검색은 InterProScan이 사용되

었다.

(가) DNA 서열 기반의 상동성 검색

DNA 서열에 기반한 상동성 검색을 해서 NCBI Blast 2.2.28+와 NCBI Non-redundant(nr) 

database(2013-07-17)가 사용되었다. Blast 탐색 방법  Blastx를 사용하여 UNIGENE 서열에 

한 모든 가능한 단백질 서열을 NCBI에서 제공하는 단백질 데이터베이스인 Non-redundant 

database를 검색하여서 그 기능을 측하 다. 검색 과정에서 상동성의 유의성은 E-value < 

1e-5로 설정하 다.
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(나) 단백질 서열 기반의 상동성 검색

UNIGENE의 기능 측을 한 두 번째 방법으로 측된 단백질 서열을 이용한 

InterProScan 검색을 사용하 다. 서열의 부분 인 상동성을 이용하여 유사 서열을 검색하는 

Blast 와는 달리 InterProScan은 Hidden Markov Model 을 이용하여 단백질 기능의 단 인 도

메인 수 의 유사성 검색을 진행하여 기능 측을 할 수 있도록 해 다. 우리는 InterProScan 

v5을 이용하여 진행되었으며 ProDom, PfamA, Panther, SMART, SuperFamily, Gene3d의 총 6

개의 단백질 데이터베이스를E-value < 1e-5를 기 으로 검색하 다.

2. 결과

가. 감태 RNA 추출

CTAB buffer  phenol을 이용하여 감태의 RNA를 분리하 고, 그 gel 형상을 그림 2-12-9

에 나타내었다. Large subunit의 rRNA의 band intensity가 small subunit의 rRNA의 intensity

보다 1.5-2배 정도 높게 나타났으므로, 추출, 정제된 RNA는 변성되지 않은 상태인 것으로 확

인되었다.

[그림 2-12]9 a, 감태숲의 수중 사진; 

b, 감태의 엽체에서 추

출된 RNA의 전기영동상

나. 감태의 cDNA library제작  염기서열 결정

cDNA library 제작을 마치고, PCR법에 의해 무작  선택된 100여 클론들의 유 자 단편 

길이를 확인하 다(그림2-12-10). 확인 결과 평균 길이 0.8 Kb에 달하는 양호한 상태의 표 화

된 cDNA library를 확보하 다. cDNA library 각 클론의 염기서열 결정은 재료  방법에 기

술된 mass sequencing법에 의해 약 5,800여 클론에 해 수행되었다. 이들을 상으로 

clustering  assembly 과정을 통해 2,740여 개의 singleton을 얻었다. 이들 singleton의 

nucleotide 길이의 분포를 그림 2-12-11에 나타내었다. 즉, singleton들은 1000 base이상에서부터 

100 base까지 넓게 분포하 는데, 400 ~ 499base에 포함되는 것이 533개로 가장 많았으며, 500 

~ 599 base의 것이 477개, 300 ~ 399 base의 것이 467개, 600 ~ 699 base의 것이 406개 등으로 

나타났다.
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[그림 2-12]10 감태의 Normailized cDNA library 클론의 유전자 단편 길이 
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[그림 2-12]11 얻어진 singleton의 nucleotide 길이 분포

각 클론들을 상으로 상동성 검색을 수행하여 이들의 기능을 측하 고, KOGs 

(Eukaryotic Orthologous Groups) tool을 이용하여, 기능별로 그룹핑 하 다. 그러나 약 110종

의 유 자에 해서만 KOG tool을 이용한 기능 분류가 가능하 다. 그 이유는 해조류의 유

자에 한 연구는 많이 이루어져 있지 않기 때문으로, 해조류와 련된 많은 생물학  생태학

 문제의 해결을 해서는 앞으로 이들 생물군을 상으로 한 보다 많은 분자생물학  연구

가 진행되어야 할 것으로 생각된다.
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다. 감태의 cDNA microarray 제작

환경변화에 한 감태의 생물학  반응을 유 자 수 에서 이해하기 해 cDNA 

microarray의 제작을 시도하 다. 총 2,752개의 유 자를 상으로 PCR반응을 통해 충분한 양

의 cDNA를 확보하고자 하 다. 증폭 여부는 1.5% 아가로즈젤에 기 동으로 개하여 확인

하 다. 그림 2-12-12에 증폭결과의 확인 를 나타내었다.

[그림 2-12]12 유전자 증폭 여부 확인을 위한 

아가로즈젤 전기영동상

기 동으로 확인한 결과, 총 2,752개의 상 유 자 , 다수의 증폭산물이 확인된 경우가 

26건, 증폭이 약한 경우가 101건, 증폭되지 않은 경우가 6건이었다. cDNA microarray에는 

2,752개의 유 자 모두를 탑재하 다. 앞에서 확인된 133건은 microaray제작에서 제외하여야 

하나, 제외에 의해 발생할 수 도 있는 혼돈을 피하기 해 우선은 제작에 포함시켰다. 제작된 

cDNA microarray의 실험  스크리닝 결과는 그림 2-12-13과 같다.

[그림 2-12]13 제작된 감태 cDNA microarray의 실험전 스크리닝 이미지
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라. 감태의 속 응 유 자 지표 후보 발굴

카드뮴(μg/L)  구리(100 μg/L)에 각각 24시간  48시간 동안 노출한 실험집단을 상으

로 감태의 microarray(Ecava Array)를 이용하여 차등 발  유 자 로 일링을 수행하 다. 

그 heirachical clustering 결과는 그림 2-12-14  그림 2-12-15와 같다. 실험결과 카드뮴 노출군

의 경우, 24시간 노출그룹에서는 2배 이상 발 량이 증가되는 유 자 27종, 감소되는 유 자 

33 종; 48시간 노출그룹에서는 발 량이 증가되는 유 자 41종, 감소되는 유 자 55 종이 발굴

되었다.

구리 노출군의 경우, 24시간 노출그룹에서는 2배 이상 발 량이 증가되는 유 자 21종, 감

소되는 유 자 43 종; 48시간 노출그룹에서는 발 량이 증가되는 유 자 58종, 감소되는 유

자 85 종이 발굴되었다.

[그림 2-12]14 카드뮴 노출 감태 

실험군의 차등유

전자 발현 프로파

일링

    

[그림 2-12]15 구리 노출 감태 

실험군의 차등유

전자 발현 프로

파일링

카드뮴 24시간 노출군  구리 24시간 노출군에서 공통 으로 발 량이 변화되는 유 자 

26종을 확인하 고, 이들을 표 2-12-1에 나타내었다.

한 카드뮴 48시간 노출군  구리 48시간 노출군에서 공통 으로 발 량이 변화되는 유

자 48종을 확인하 다(표 2-12-2). 카드뮴/구리 24시간 노출군  48시간 노출군에서 11종의 

유 자들이 복되므로, 총 63종의 유 자 지표를 얻었다. 이들은 속 노출에 한 분자생

물학 생체지표로 활용되어, 해양환경오염에 따른 감태숲의 변화를 조기에 감지하고, 진단하여, 

미래의 변화를 측할 수 있을 것으로 생각된다.
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유전자ID
48시간노출

카드뮴 구리

EPO011LBAA11S000287 -3.25 -2.58 

EPO011LBAA11S000386 -3.60 -2.08 

EPO011LBAA11S000510 -3.94 -4.13 

EPO011LBAA11S000544 2.40 3.11 

EPO011LBAA11S000560 2.97 2.85 

EPO011LBAA11S000588 -2.23 -3.03 

EPO011LBAA11S000642 2.22 3.22 

EPO011LBAA11S000650 9.24 6.68 

EPO011LBAA11S000687 -2.41 -3.86 

EPO011LBAA11S000697 -4.53 -4.94 

[표 2-12]1 카드뮴 및 구리 24시간 노출에 의해 발현량이 변화되는 감태 유전자 목록

유전자ID
24  시간노출

카드뮴 구리

Eca-CDSP -3.41 -2.57 

EPO011LBAA11S000287 -2.28 -2.06 

EPO011LBAA11S000381 -2.27 -2.22 

EPO011LBAA11S000429 -2.29 -2.14 

EPO011LBAA11S000650 2.88 3.84 

EPO011LBAA11S000697 -4.06 -2.62 

EPO011LBAA11S000846 -2.40 -2.30 

EPO011LBAA11S000947 3.19 2.50 

EPO011LBAA11S001054 3.88 5.08 

EPO011LBAA11S001089 3.07 3.36 

EPO011LBAA11S001157 2.20 2.89 

EPO011LBAA11S001194 2.39 2.95 

EPO011LBAA11S001334 2.61 2.62 

EPO011LBAA11S001765 -4.62 -2.80 

EPO011LBAA11S002004 -2.35 -2.67 

EPO011LBAA11S002059 -2.42 -2.78 

EPO011LBAA11S002401 2.15 2.06 

EPO011LBAA11S002928 -2.43 -2.22 

EPO011LBAA11S003173 -2.40 -2.59 

EPO011LBAA11S004511 2.60 2.61 

EPO011LBAA11S005016 -3.31 -3.11 

EPO011LBAA11S005038 -2.60 -2.54 

EPO011LBAA11S005188 -2.33 -2.44 

EPO011LBAA11S005238 -2.76 -3.52 

EPO011LBAA11S005404 -2.27 -2.31 

EPO011LBAA11S005549 -2.28 -2.74 

[표 2-12]2 카드뮴 및 구리 48시간 노출에 의해 발현량이 변화되는 감태 유전자 목록
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EPO011LBAA11S000705 2.66 2.61 

EPO011LBAA11S000745 3.08 4.26 

EPO011LBAA11S000751 2.59 3.57 

EPO011LBAA11S000820 -2.41 -4.15 

EPO011LBAA11S000824 -2.48 -4.62 

EPO011LBAA11S000846 -2.67 -2.90 

EPO011LBAA11S000945 -3.30 -4.85 

EPO011LBAA11S001018 -3.04 -2.41 

EPO011LBAA11S001099 2.27 3.84 

EPO011LBAA11S001472 2.19 3.64 

EPO011LBAA11S001584 -2.72 -3.71 

EPO011LBAA11S001647 -2.66 -4.67 

EPO011LBAA11S001768 -2.33 -2.51 

EPO011LBAA11S002004 -2.29 -2.71 

EPO011LBAA11S002010 -2.56 -2.69 

EPO011LBAA11S002185 -2.50 -2.48 

EPO011LBAA11S002641 -2.71 -3.14 

EPO011LBAA11S003010 -2.95 -3.93 

EPO011LBAA11S003173 -2.63 -2.97 

EPO011LBAA11S003519 -2.83 -3.76 

EPO011LBAA11S004099 -2.21 -2.74 

EPO011LBAA11S004206 -3.19 -3.52 

EPO011LBAA11S004590 2.13 2.06 

EPO011LBAA11S004791 2.43 3.23 

EPO011LBAA11S004888 -2.22 -2.44 

EPO011LBAA11S004977 2.30 2.46 

EPO011LBAA11S005026 -2.24 -3.79 

EPO011LBAA11S005038 -2.43 -2.43 

EPO011LBAA11S005188 -2.70 -2.85 

EPO011LBAA11S005231 -2.20 -2.57 

EPO011LBAA11S005238 -3.42 -4.50 

EPO011LBAA11S005404 -3.18 -4.88 

EPO011LBAA11S005483 2.45 2.47 

EPO011LBAA11S005523 3.31 2.37 

EPO011LBAA11S005549 -2.27 -2.92 

EPO011LBAA11S005596 2.70 2.56 

EPO011LBAA11S005699 2.11 2.24 

EPO011LBAA11S005760 -2.33 -2.24 

마. 감태의 유기오염물질 응 유 자 지표 후보 발굴

PAHs 표 시료 100 μg/L 24시간  48시간 노출군, 200 μg/L 24시간  48시간 노출군을 

상으로 Ecava Array를 이용하여, 차등유 자 발  로 일링을 수행하 다. 그 heirachical 

clustering 결과는 그림 2-12-16과 같다. 실험결과 PAHs 100 μg/L 24시간 노출그룹에서는 2배 
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유전자ID 상동성검색 결과
24  시간노출

100 μg/L 200 μg/L

EPO011LBAA11S000272 Harpin-induced 1 2.42 5.08 
EPO011LBAA11S000936 6-phosphogluconate dehydrogenase 5.84 3.93 

EPO011LBAA11S002122 RS21, ribosomal protein 21 40S small 
ribosomal subunit 2.09 2.32 

EPO011LBAA11S004110 blood-stage membrane protein Ag-1 6.83 2.24 
EPO011LBAA11S004111 beta-lactamase 2.55 2.23 

EPO011LBAA11S004154 PX domain-containing protein kinase-like 
protein -2.47 -2.02 

EPO011LBAA11S005338 large subunit ribosomal RNA gene -2.76 -2.57 
EPO011LBAA11S005504 CMGC/SRPKproteinkinase -3.14 -2.39 
EPO011LBAA11S005524 key lime pathogenicity protein -2.01 -2.08 
EPO011LBAA11S005563 myb domain-containing protein -2.53 -2.04 
EPO011LBAA11S005732 lipoprotein-associated coagulation inhibitor 2.04 2.43 

이상 발 량이 증가되는 유 자 136종, 감소되는 유 자 81종; 48시간 노출그룹에서는 증가되

는 유 자 41종, 감소되는 유 자 75종을 발굴하 다. PAHs 200 μg/L 24시간 노출그룹에서는 

증가되는 유 자 25종, 감소되는 유 자 20종; 48시간 노출그룹에서는 증가되는 유 자 16종, 

감소되는 유 자 122종을 발굴하 다.

PAHs 100 μg/L  200 μg/L 24시간 노출군에서 공통 으로 발 량이 변화되는 유 자 11

종을 확인하 고, 이들을 표 2-12-3에 나타내었다. 한 PAHs 100 μg/L  200 μg/L 48시간 

노출군에서 공통 으로 발 량이 변화되는 유 자 37종을 확인하 다(표 2-12-4). PAHs 24시간 

노출군  48시간 노출군에서 2종의 유 자들이 복되므로, 총 46종의 유 자 지표를 얻었다. 

이들은 유기오염물질 노출에 한 분자생물학 생체지표로 활용되어, 해양환경오염에 따른 감태

숲의 변화를 조기에 감지하고, 진단하여, 미래의 변화를 측할 수 있을 것으로 생각된다.

[그림 2-12]16 PAHs 노출 감태 실험군의 차등발현 유전

자 프로파일링

[표 2-12]3 두 농도(100 및 200 μg/L)의 다환방향족탄화수소 24시간 노출시 공통적으로 발현량이 변화

되는 감태 유전자 목록
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유전자ID 상동성검색 결과
48시간노출

100 μg/L 200 μg/L

EPO011LBAA11S000494 peptidase S8 and S53 subtilisin kexin sedolisin -2.55 -2.66 

EPO011LBAA11S000564 LigA protein -2.04 -4.04 

EPO011LBAA11S000650 cass caffolding protein family member4 -10.59 -3.72 

EPO011LBAA11S000824 elongation factor 1 alpha gene 3.83 2.03 

EPO011LBAA11S000892 charlatan -2.25 -2.67 

EPO011LBAA11S001215 60S ribosomal protein RPL9 3.07 2.15 

EPO011LBAA11S001226 iron-sulfur binding protein 2.52 2.65 

EPO011LBAA11S001647 BAHD family acyltransferase 3.68 2.09 

EPO011LBAA11S001710 hydroxyproline-rich glycoprotein -2.69 -2.61 

EPO011LBAA11S002230 peroxyredoxin -2.17 -2.63 

EPO011LBAA11S003072 savignygrin-like protein mRNA -2.42 -2.59 

EPO011LBAA11S004093 mitochondrial ribosomal protein S35 precursor -2.54 -2.11 

EPO011LBAA11S004110 blood-stage membrane protein Ag-1 -4.29 -10.21 

EPO011LBAA11S004183 frizzled receptor 2.23 -2.19 

EPO011LBAA11S004243 Variant surface glycoprotein -2.47 -2.24 

EPO011LBAA11S004489 glycosyltransferase -6.54 -4.62 

EPO011LBAA11S004615 phospholipid: diacylglycerol acyltransferase 3.53 3.84 

EPO011LBAA11S004892 transcription initiation factor -6.33 -4.88 

EPO011LBAA11S004913 isoeugenol monooxygenase -2.32 -2.10 

EPO011LBAA11S005015 transcriptional regulator, GntR 
family/aminotransferase -2.96 -3.08 

EPO011LBAA11S005052 olfactory receptor 5AN1-like -3.07 -3.49 

EPO011LBAA11S005171 myosin light chain kinase -4.62 -4.05 

EPO011LBAA11S005240 TonB-dependent receptor -3.17 -2.73 

EPO011LBAA11S005248 nucleotidyl transferase -2.50 -2.81 

EPO011LBAA11S005266 non-LTR retroelement reverse transcriptase gene -2.54 -2.25 

EPO011LBAA11S005290 X-ray repair complementing defective repair 2.32 2.60 

EPO011LBAA11S005355 generalsecretorypathwayproteinL -2.04 -2.19 

EPO011LBAA11S005460 golgin-84 -2.21 -2.99 

EPO011LBAA11S005504 CMGC/SRPK protein kinase -2.04 -3.96 

EPO011LBAA11S005517 aminoacyl transferase FemA -2.27 -3.27 

EPO011LBAA11S005534 vacuolar membrane PQ loop repeat protein -2.51 -2.14 

EPO011LBAA11S005597 TetR family transcriptional regulator -2.07 -3.08 

EPO011LBAA11S005609 Rac guanyl-nucleotide exchange factor -3.51 -4.29 

EPO011LBAA11S005616 Clathrin assembly complex, small subunit -2.34 -3.03 

EPO011LBAA11S005636 venom hyaluronidase -3.30 -2.24 

EPO011LBAA11S005704 vomeronasal 1 receptor -2.24 -3.95 

EPO011LBAA11S005724 hexokinasePII-like -2.90 -2.97 

[표 2-12]4 두 농도(100 및 200 μg/L)의 다환방향족탄화수소 48시간 노출시 공통적으로 발현량이 변화

되는 감태 유전자 목록
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ID Systematic Read Description
Eca-HM3 EPO011LBAA11S000381 photosystem II 12 kDa extrinsic protein
Eca-HM4 EPO011LBAA11S000650 cas scaffolding protein family member 4
Eca-HM5 EPO011LBAA11S000697 DEHA2C07898p
Eca-HM6 EPO011LBAA11S001099 retinoic acid receptor responder (tazarotene induced) 1 (RARRES1)
Eca-HM9 EPO011LBAA11S004081 large subunit ribosomal RNA gene
Eca-HM10 EPO011LBAA11S004395 18S ribosomal RNA gene
Eca-HM11 EPO011LBAA11S004977 Light harvesting complex protein 
Eca-HM12 EPO011LBAA11S005238 similar to WD repeat domain 36 
Eca-HM13 EPO011LBAA11S001765 Frankia sp. EAN1pec, complete genome
Eca-HM17 EPO011LBAA11S005038 Light harvesting complex protein
Eca-HM18 EPO011LBAA11S002928 copper-transporting ATPase RAN1-like 
Eca-HM19 EPO011LBAA11S000846 stress-activated protein kinase JNK-like
Eca-HM20 EPO011LBAA11S002980 Hypothetical protein
Eca-HM21 EPO011LBAA11S005188 constituent of pre-ribosomal ribosomal biogenesis
Eca-HM22 EPO011LBAA11S000429 glycosyl transferase 
Eca-HM24 EPO011LBAA11S001662 CheW domain protein
Eca-HM25 EPO011LBAA11S005288 ABC transporter 
Eca-HM27 EPO011LBAA11S001194 ornithine aminotransferase-like 1-like 
Eca-HM29 EPO011LBAA11S001089 DegT/DnrJ/EryC1/StrS aminotransferase
Eca-HM30 EPO011LBAA11S000947 Akl1 serine/threonine protein kinase
Eca-HM31 EPO011LBAA11S001054 similar to sp4 protein 
Eca-HM32 EPO011LBAA11S000510 SNF2 family helicase 
Eca-HM33 EPO011LBAA11S000386 clone RP23-287I20, complete sequence

바. 감태의 속  유기오염물질 응 유 자 지표 후보의 검증

(1) 속 응 차등 발  유 자들의 검증

(가) Primer의 용성 확인

표 2-12-1  2-12-2에서 제시된 63종의 유 자들( 복 유 자 제외) , 염기서열 정보의 길

이가 충분히 길어서 PCR primer의 합성이 가능했던 48종에 해 qPCR을 한 primer set을 

디자인하고 합성하 다. 합성된 primer set은 일반 PCR 법에 의해 단일 증폭산물 생성여부를 

확인하 다(그림 2-12-17). 이  복수의 증폭산물이 생성되는 primer set에 해당되는 유 자들

은 제외하고, 총 33종의 유 자에 해 카드뮵  구리 노출 실험군을 상으로 qPCR을 수행

하 다. qPCR을 수행한 33종의 유 자 목록은 표 2-12-5와 같다.

[그림 2-12]17 합성된 qPCR용 primer set의 적용성 여부 확인

[표 2-12]5 qPCR에 의해 발현량 변화를 검증한 감태기원 중금속(Cd 및 Cu) 대응 유전자 목록
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Eca-HM34 EPO011LBAA11S000945 alpha-1,3-glucan synthase Ags3

Eca-HM35 EPO011LBAA11S000287
immunoglobulin-like and fibronectin type III domain-containing 
protein 1-like

Eca-HM36 EPO011LBAA11S004206 SWI/SNF complex subunit SMARCC2-like 
Eca-HM37 EPO011LBAA11S005404 protein kinase B 
Eca-HM38 EPO011LBAA11S000753 protein disulfide isomerase
Eca-HM39 EPO011LBAA11S001018 adenylate kinase
Eca-HM40 EPO011LBAA11S005483 hypothetical protein 
Eca-HM41 EPO011LBAA11S000720 c2 calcium-dependent domain-containing protein 4C-like
Eca-HM42 EPO011LBAA11S000751 pecanex-like protein 2 
Eca-HM47 EPO011LBAA11S005523 targeted KO-first, conditional ready, lacZ-tagged mutant allele

(나) qPCR에 의한 속 응 유 자 지표 최종 선별

DNA microarray 실험과 3회에 걸친 qPCR 반복 실험을 통해 목  유 자들의 발 량 변화 

양상을 악하 다. 총 4회의 확인  3회이상 동일한 경향을 보인 유 자들을 최종 으로 

속 응 유 자 지표로 제시하 다. 카드뮴의 경우, 33종의 지표 후보  28종을 최종 으로 

선별하 고(표 2-12-6), 구리의 경우, 33종의 지표 후보  27종을 최종 으로 선별하 다(표 

2-12-7). 두 경우에서 각각 제외된 유 자들이 복되지 않았으므로, 최종 으로는 33종의 유

자 모두가 감태기원의 속 응 유 자 지표로 제시할 수 있었다.

[표 2-12]6 카드뮴 대응 감태기원의 유전자 지표 적합성 판정

ID Aarray qPCR 1 qPCR 2 qPCR 3 Suitability
Eca-HM3 down down down down O
Eca-HM4 up down down up X
Eca-HM5 down down down down O
Eca-HM6 up down up up O
Eca-HM9 down down down down O
Eca-HM10 down down up down O
Eca-HM11 up down up down X
Eca-HM12 down down down down O
Eca-HM13 down down down down O
Eca-HM17 down down down up O
Eca-HM18 down down down up O
Eca-HM19 down down up down O
Eca-HM20 down down up down O
Eca-HM21 down down down down O
Eca-HM22 down down down down O
Eca-HM24 up 0 down up X
Eca-HM25 up 0 up up O
Eca-HM27 up 0 up up O
Eca-HM29 up down up up O
Eca-HM30 up down up up O
Eca-HM31 up down up down X
Eca-HM32 down down down down O
Eca-HM33 down down up down O
Eca-HM34 down up up down X
Eca-HM35 down 0 down down O
Eca-HM36 down down down down O
Eca-HM37 down down down down O
Eca-HM38 down down down down O
Eca-HM39 down down down down O
Eca-HM40 up 0 up up O
Eca-HM41 up down up up O
Eca-HM42 up down up up O
Eca-HM47 up down up up O
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[표 2-12]7 구리 대응 감태기원의 유전자 지표 적합성 판정

ID Aarray qPCR 1 qPCR 2 qPCR 3 Suitability
Eca-HM3 down 0 0 up X
Eca-HM4 up 0 up up O
Eca-HM5 down down down down O
Eca-HM6 up up up up O
Eca-HM9 down 0 0 0 X
Eca-HM10 down up up down X
Eca-HM11 up 0 up up O
Eca-HM12 down down down down O
Eca-HM13 down 0 down down O
Eca-HM17 down up 0 down X
Eca-HM18 down down down down O
Eca-HM19 down down down down O
Eca-HM20 down 0 down down O
Eca-HM21 down down down down O
Eca-HM22 down down down down O
Eca-HM24 down 0 down down O
Eca-HM25 up 0 up up O
Eca-HM27 up up up 0 O
Eca-HM29 down down down down O
Eca-HM30 up up up 0 O
Eca-HM31 up 0 up up O
Eca-HM32 down down down 0 O
Eca-HM33 down 0 down down O
Eca-HM34 down down down down O
Eca-HM35 down up down down O
Eca-HM36 down 0 down down O
Eca-HM37 down down down down O
Eca-HM38 down 0 down down O
Eca-HM39 down up up down X
Eca-HM40 up 0 0 up X
Eca-HM41 up up up 0 O
Eca-HM42 up up up up O
Eca-HM47 up 0 up up O

(2) PAH류 응 차등 발  유 자들의 검증

(가) Primer의 용성 확인

표 2-12-3  2-12-4에서 제시된 46종의 유 자들( 복 유 자 제외)에 해 qPCR을 한 

primer를 디자인하고 제작하 다. 속의 경우와 마찬가지로 일반 PCR을 통해 단일 증폭산

물 생성여부를 확인하 다. 이  복수의 증폭산물이 생성되는 primer set에 해당되는 유 자들

은 제외하고, 총 28종의 유 자에 PAH류 노출 실험군을 상으로 qPCR을 수행하 다. qPCR

을 수행한 23종의 유 자 목록은 표 2-12-8과 같다.
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ID Systematic Read Description

Eca-PAH1 EPO011LBAA11S000272 Harpin-induced 1 
Eca-PAH2 EPO011LBAA11S000936 6-phosphogluconate dehydrogenase, decarboxylating 
Eca-PAH3 EPO011LBAA11S004111 beta-lactamase 
Eca-PAH4 EPO011LBAA11S004154 PX domain-containing protein kinase-like protein 
Eca-PAH5 EPO011LBAA11S005504 CMGC/SRPK protein kinase 
Eca-PAH6 EPO011LBAA11S005524 key lime pathogenicity protein 
Eca-PAH7 EPO011LBAA11S000494 peptidase S8 and S53 subtilisin kexin sedolisin 
Eca-PAH8 EPO011LBAA11S000650 cas scaffolding protein family member 4 
Eca-PAH9 EPO011LBAA11S000683 vacuolar membrane PQ loop repeat protein 
Eca-PAH10 EPO011LBAA11S000892 charlatan
Eca-PAH11 EPO011LBAA11S001215 putative 60S ribosomal protein RPL9 
Eca-PAH12 EPO011LBAA11S001226 iron-sulfur binding protein
Eca-PAH13 EPO011LBAA11S001647 BAHD family acyltransferase, clade V 
Eca-PAH14 EPO011LBAA11S001710 hydroxyproline-rich glycoprotein 
Eca-PAH15 EPO011LBAA11S002230 peroxyredoxin 
Eca-PAH16 EPO011LBAA11S004093 mitochondrial ribosomal protein S35 precursor
Eca-PAH17 EPO011LBAA11S004243 Variant surface glycoprotein 
Eca-PAH18 EPO011LBAA11S004913 isoeugenol monooxygenase 
Eca-PAH19 EPO011LBAA11S005240 TonB-dependent receptor 
Eca-PAH20 EPO011LBAA11S005248 nucleotidyl transferase
Eca-PAH21 EPO011LBAA11S005355 general secretory pathway protein L 
Eca-PAH22 EPO011LBAA11S005517 aminoacyltransferase FemA 
Eca-PAH23 EPO011LBAA11S005534 vacuolar membrane PQ loop repeat protein
Eca-PAH24 EPO011LBAA11S005597 TetR family transcriptional regulator 
Eca-PAH25 EPO011LBAA11S005609 Rac guanyl-nucleotide exchange factor
Eca-PAH26 EPO011LBAA11S005616 Clathrin assembly complex, small subunit 
Eca-PAH27 EPO011LBAA11S005704 vomeronasal 1 receptor cavPorV1R680 
Eca-PAH28 EPO011LBAA11S005724 hexokinase PII-like 

Array 1 qPCR 1 qPCR 2 qPCR2 Suitability
Eca-PAH1 up up up up O
Eca-PAH2 up up up up O
Eca-PAH3 up up up up O
Eca-PAH4 down down down down O
Eca-PAH5 down down 0 down O
Eca-PAH6 down down up down O
Eca-PAH7 down up up up X
Eca-PAH8 down up down down O
Eca-PAH9 down down down down O
Eca-PAH10 down down down down O
Eca-PAH11 up up up up O
Eca-PAH12 up up up up O
Eca-PAH13 up up up up O
Eca-PAH14 down up down down O
Eca-PAH15 down down down down O

[표 2-12]8 qPCR에 의해 발현량 변화를 검증한 감태기원 PAH류 대응 유전자 목록

(나) qPCR에 의한 PAH류 응 유 자 지표 최종 선별

DNA microarray 실험과 3회에 걸친 qPCR 반복 실험을 통해 목  유 자들의 발 량 변화 

양상을 악하 다. 총 4회의 확인  3회이상 동일한 경향을 보인 유 자 24종을 최종 으로 

PAH류 응 유 자 지표로 제시하 다(표 2-12-9).

[표 2-12]9 구리 대응 감태기원의 유전자 지표 적합성 판정
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Eca-PAH16 down down down up O
Eca-PAH17 down down down down O
Eca-PAH18 down down down down O
Eca-PAH19 down up up 0 X
Eca-PAH20 down 0 down 0 X
Eca-PAH21 down down down down O
Eca-PAH22 down down down down O
Eca-PAH23 down up down down O
Eca-PAH24 down down down up O
Eca-PAH25 down down down down O
Eca-PAH26 down down down down O
Eca-PAH27 down 0 up up X
Eca-PAH28 down down down down O

사. 감태 유 자 염기서열 분석 결과

제작된 두 라이 러리로부터 총 5.6 Giga base의 감태 유 자 염기서열을 읽었으며, 이로부

터 유효하지 않는 염기서열을 제외한 결과 약 4.2 Giga base가 유효한 것으로 나타났고, 이들

을 상으로 어셈블리를 진행하 다(표2-12-10).

[표 2-12]10 감태 유전자 염기서열 분석 결과

아. 어셈블리 결과

염기서열이 분석된 유 자 단편들을 어셈블리한 결과 200 bp 이상 500 bp 이하의 reads가 

53,835개, 500 bp 이상 1000 bp 이하의 reads가 17,906개, 1,000 bp 이상의 reads가 5,275개로 

분석되었다(표 2-12-11). 이들을 상으로 상동성 검색을 수행한 결과, 유의한 단일 유 자 

7,830 종을 얻었다.

[표 2-12]11 감태 유전자 어셈블리 결과
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3) Gene Ontology Annotation

어셈블리된 각 contig들을 상으로 Interpro와 GO 컨소시엄 데이터  uniprot keyword 

정보를 이용한 Gene ontology 정보를 할당한 결과를 그림 2-12-18에 나타내었다. 각 contig들

은 cellular component, molecular function,  biological process등으로 구분하여, 각 범주의 

상  랭크 소범주로 재할당하 다. 

Cellular component의 경우, 즉 얻더진 유 자들을 세포내에서의 발  치로 구분하면, 

integral to membrane(23.0%), cytoplasm(14.1%), membrane(11.8%), nucleus(11.0%), plasma 

membrane(6.8%), intracellular(6.7%), chloroplast(6.0%), mitochondrion(4.0%), nucleus(2.6%), 

extracelluar region(2.1%), endoplasmic reticulum(2.0%)로 나타났다.

Molecular function으로 구분할 경우, ATP binding(26.6%), zinc ion binding(11.3%), nucleic 

acid binding(8.1%), structural constituent of ribosome(8.1%), DNA binding(7.5%), nucleotide 

binding(6.9%), metal ion binding(6.4%), GTP binding(5.7%), RNA binding(5.3%), calcium ion 

binding(5.0%), protein serine/threonine kinase activity(4.6%), oxidoreductase activity(4.4%)로 

나타났다.

Biological process의 측면에서는, translation(20.5%), proteolysis(16.1%), FlyBase(10.1%), 

intracellular protein transport(7.3%), ATP catabolic process(6.4%), response to stress(6.3%), 

transmembrane transport(6.2%), SGD(6.1%), carbohydrate metabolic process(6.0%), DNA 

integration(5.1%), oxidation-reduction process(5.0%), vesicle-mediated transport(4.9%) 등으로 

구분할 수 있는 것으로 나타났다.

[그림 2-12]18 감태 유전자의 GO annotation 분포
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제 2  바다송사리 내분비계 장애물질 응 유 자 지표 발굴

1. 재료  방법

가. 바다송사리 배양

바다송사리는 담수와 해수에서 모두 사육 가능하나, 여기에서는 해수에서의 사육방법에 

해서만 기술하도록 하겠다. 1 μｍ필터를 통과시킨 여과해수를 당한 크기의 용기에 담아두고, 

폭기하고, 수 히터를 이용하여 온도를 23 ~ 26°C로 유지하여 사용한다. 매일 배설물을 제거하

여 주고, 해수는 2일에 한번 2/3정도 환수하여 다. 수조(39cm× 25cm × 28cm)에는 약 20마

리 정도로 사육한다. 무 많은 개체를 사육할 경우 수질이 악화되고 성장과 알의 산란에도 

향을 다. 먹이는 라인슈림 (미국산,부화율 90%)를 25 ~ 30°C의 여과해수에서 부화시켜 공

한다. 라인슈림  알의 양을 2.5g/L 정도로 한다. 라인슈림 의 부화와 비는 다음과 

같이 실시한다. 24시간 충분하게 폭기 시켜주면 라인슈림 가 부화한다. 폭기를 멈추고 약 

10분간 정치시켜 부화된 라인슈림 유생은 아래로 모은다. 라인슈림 유생을 용기에 담아 

깨끗한 여과해수로 여러번 세척하고 10 ml (2000 마리/ml)를 1일 1회 공 한다.

바다송사리는 보통 아침에 산란을 하므로, 알을 아침에 수집하여야 한다. 알은 포도송이와 

비슷한 모양으로 수개~십개 정도가 뭉쳐져 수조 바닥에 떨어져 있다. 알을 조심스럽게 옮긴 

후, 깨끗한 해수로 수 차례 세척하고, 뭉쳐져 있는 알들은 하나씩 떨어뜨려 다. 한 곰팡이

가 피었거나, 수정이 되지 않은 알은 발견 즉시 제거한다. 알의 발생기간이 2~4주 정도로 비교

 긴 편이다. 한, 동일한 발생 조건에서도 부화에까지 이르는 시간이 알마다 차이가 있다. 

발생은 25°C에서 진행하고, 박테리아  원생동물의 감염을 방지하기 하여 멸균된 여과해수

를 매일 1회 환수하여 다. 알의 발생이 진행되어 알 껍질을 벗고 부화하는 개체가 발견되면 

조심스럽게 분리하여 수조로 옮긴다.

나. 내분비계 장애물질 노출

부화 후 12-14개월된 성숙한 수컷 다섯 개체씩을 각 노출군에 용하 다. 17β-estradiol(E2, 

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 100 μg/L에 24시간  48시간 동안 노출하 다. 노출 농

도는 E2에 한 어류의 반수치사농도를 고려하여, 이 농도의 1/50-1/100수 에서 결정하 다. 

한 Nonylphenol(NP, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)의 경우에는 20 μg/L에 24시간  

48시간 노출하 다. NP의 노출 농도 역시, NP 노출에 한 어류의 반수치사농도를 고려하여, 

이 농도의 1/50-1/100수 에서 결정하 다.

노출 후, 간 조직을 출하여, Trizol Reagent(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)를 이용하여 

RNA를 추출, 정제하 다.

다. cDNA microarray를 이용한 차등 발 유 자 로 일링

(1) cDNA synthesis

정제된 바다송사리 간 조직의 RNA 1 μg 씩을 Agilent's Low RNA Input Linear 

Amplification Kit PLUS(Agilent Technologies)를 사용하여 형 표지하 다. 즉, RNA(1μg)를 

dT-promoter primer  MMLV-RT와 혼합한 한 후 40 ℃에서 2시간 동안 역 사반응을 수행

하고, T7 polymerase를 첨가하여 40℃에서 2 시간 동안 linear amplification을 수행하 다. 증

폭과정을 통해 조군  실험군의 시료는 각각 Cy3-CTP와 Cy5-CTP로 표지된다.



- 45 -

(2) Hybridization  scanning

형 물질이 표지된 cRNA 시료를 Qiagen PCR purification kit을 사용하여 정제하고, 증류

수로 용출하 다. 정제된 형 표지-cRNA 시료를 hybridization buffer(3x SSC, 0.3% SDS, 50% 

formamide, 20 ug Cot-1 DNA, 20 ug yeast tRNA)에 첨가한 후, microcon YM-30으로 농축하

여 hybridization mixture를 만들었다. Hybridization mixture를 95℃로 3분 동안 가열하여 변

성시키고 12,000 g에서 30 간 원심분리하며 온도를 식혔다. 제조된 자바송사리 cDNA 마이크

로어래이에 coverslip을 덮고, 변성시킨 hybridization mixture를 pipetting하 다. 마이크로어래

이를 GT-Hyb Chamber에 넣고 65℃에서 16시간 동안 반응시켰다.

Hybridization이 끝난 후, chamber에서 마이크로어래이를 꺼내어 아래의 순서 로 세척과정

을 수행하고, 마이크로어래이를 spin하여 건조한 후 scanning할 때까지 암실에서 보 하 다. 

실험이 완료된 송사리 마이크로어래이를 Axon GenePix 4000B scanner(Axon Instrument, 

USA)를 사용하여 scan하 다. GenePix Pro 6.0 program에서, scan image로 부터 각 spot을 

gridding file을 이용하여 gridding하고, quantitation하여 각 spot의 Cy5/Cy3 intensity  ratio

등의 분석값이 포함된 GPR file을 얻었다.

(3) 마이크로어래이 자료 분석

GenePix Pro Program에서 얻어진 GPR file로부터, 분석 로그램인 GeneSpring 

7.3.1(Agilent Technologies, USA)를 이용하여 아래와 같이 분석을 수행하 다.

Normalization: LOWESS (locally weighted regression scatterplot smoothing)를 이용하여 수

행하 다.

Reliable gene: sum of medians 값이 background 값보다 낮거나, 각 pixel 값의 표 편차가 

유의하지 않은 spot을 flag-out함으로써 유의한 유 자를 얻었다.

Significant genes : normalized ratio 값이 2배 이상 차이를 보이는 spot을 선별하 다.

라. 선별된 차등 발  유 자의 검증

DNA microarray 실험을 통해 선별된 차등 발  유 자들은 quantitative real-time 

polymerase chain reaction (qPCR) 기법으로 검증하 으며, 그 방법은 아래와 같다.

(1) qPCR을 한 primer 디자인

DNA microarray 실험을 통해 선별된 차등 발  유 자들의 염기서열 정보를 기 로, 증폭 

산물의 길이가 200-300 bp 정도 되도록 디자인하 다. 합성된 primer set은 일반 PCR법에 의

해 상되는 길이의 단일 증폭산물 생성여부를 확인하여, 사용 가능 여부를 결정하 다. 용

이 가능하지 않는 경우에는 primer set을 다시 디자인 하 다.

(2) Quantitative real-time polymerase chain reaction

추출된 RNA를 주형으로 AB High Capacity RAN-to-cDNA Kit(Applide Biosystems, USA)

을 이용하여 cDNA를 합성하 다. RNA 1 μg에 해당되는 양을 분주하고, 증류수를 첨가하여 9 

μl가 되도록 정하 다. 2X RT Buffer 10 μl, 20X Enzyme Mix 1 μl를 넣고 잘 섞은 후, spin 

down 하고 37℃에서 60분 동안 반응시킨다. 반응 후, 95℃로 5분 동안 가열하여 반응을 종료 

시겼다. 합성된 cDNA는 -20℃에 보 하 다. 합성된 cDNA 0.5 μl(약 10 ng/μl에 해당)에 해당 

유 자의 라이머 을 0.8 μl(10 pmol/μl), 2X SYBR1 mixture를 10 μl 넣었다. 증류수를 이용

하여 최종 양을 20 μl로 정하 다. PCR의 온도조건은 95℃ 10분,  95℃ 30 , 60℃ 30 , 7
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2℃ 30 의 조건으로 40 Cycle을 수행하 다.

마. 바다송사리 간 조직 de novo RNA sequencing

(1) Extraction of total RNA

  바다송사리 간 조직을 출하여 trizol reagent 1㎖을 넣고 vortex를 충분히 해  다음 단백질을 

제거하기 해 Trizol reagent 1㎖ 당 chloroform 0.2 ㎖을 넣고 잘 섞어 다. 그리고 다시 조직을 

homogenize하기 해 max. speed로 vortex한 다음, 2 ~ 3분 동안 상온에서 incubation한다. 이후,  

14,000 rpm에서 20분 원심분리 하여 층을 분리시키고, 상층액만 조심스럽게 새 튜 로 옮긴 다음 

Trizol reagent 1 ㎖ 당 isopropanol 0.5 ㎖을 넣어주고 섞어 다. 14,000 rpm, 4℃, 20분 동안 원심 분

리하고 난 후 75% DEPC-EtOH로 washing 하고 pellet을 5 ~ 10 분 정도 완 히 dry시킨 다음 

DEPC-water에 pellet을 녹인다. 완 히 녹으면 Spectrophotometry를 이용하여 RNA 농도를 확

인한다.

(2) Total RNA의 DNase 처리

Total RNA(100㎍), 10x DNase I buffer(Takara), RNase inhibitor(40unit,   Takara), DNase 

I(5unit, Takara) 그리고 DEPC-water를 잘 섞어  뒤 37℃에서 30분간 반응 시킨다. 반응이 끝

나면 동일 volume의 P/C/I을 넣고 1분간 세게 vortex한 후 5분간 원심 분리한다. 다시 상층액

을 새로운 tube에 옮겨 담고 동일 volume의 chloroform을 넣어 1분간 세게 vortex한 후 5분간 

원심 분리한다. 

조심스럽게 상층액을 새로운 tube에 옮겨 담고 2 volume의 100% EtOH과 1/10 volume 

3M NaOAc를 넣어 잘 섞어 다. -80℃에서 1시간 동안 두었다가 4℃, 14,000rpm, 30분 동안 

원심 분리한다.

상층액을 조심스럽게 버린 후 70% EtOH를 넣고, 4℃, 14,000rpm, 5분 동안 원심 분리한다. 

Pellet을 확인하고, 상온에서 5 ~ 10분 정도 완 히 건조한 다음, 정량의 DEPC treated 

water로 RNA를 녹인다. 

Spectrophotometry를 이용하여 DNase를 처리한 total RNA의 농도를 확인하고, 기 동

하여 RNA 상태를 확인한다.

(3) mRNA의 정제

mRNA의 정제에는 Stratagene Absolutely mRNA Purification Kit를 사용한다.

먼  mRNA oligo(dT) magnetic particle 50㎕에 Absolutely mRNA hybridization buffer 100㎕를 

넣고 pipetting해서 mix한다. Bead를 회수하기 해 10,000 × g에 2분 동안 원심분리 하여 bead를 

pellet상태로 회수하고 이 과정을 2회 반복한다. 

미리 비해둔 Total RNA 100㎍은 65℃에서 3분 동안 heating한 뒤, 즉시 ice에 꽂아둔다. Pellet화

된 mRNA oligo(dT) magnetic particle에 absolutely mRNA hybri-dization buffer 100㎕를 넣고 

pipetting을 하여 resuspension 시킨 후 total RNA 100㎍을 넣고 pipetting을 통해 잘 섞어 다. 

Poly-A-RNA를 particle에 hybridization 시키기 해 상온에서 5분 동안 roller mix를 이용해 low 

speed로 incubation 시킨다. 그런 다음 Magnetic particle를 회수하기 해 10,000 × g에 2분 동안 원

심 분리한 다음. Supernatant를 제거 한 뒤 남겨진 mRNA-bound magnetic particle를 absolutely 

mRNA wash buffer 100㎕로 washing한다.

조심스럽게 resuspension시킨 particle를 10,000 × g에 2분 동안 원심 분리해서 상층액을 제거하는
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데 이 과정을 총 4회 반복하여 washing한다. 

마지막 washing 단계에서는 상층액을 완 히 제거하고, particle에 absolutely mRNA elution 

buffer 100㎕를 넣어 particle에서 mRNA가 release 되도록 5분 동안 roller mix를 이용해 low speed

로 incubation 시킨다. 

다시 magnetic particle를 회수하기 해 10,000 × g에 2분 동안 원심 분리한다. 마지막에 elution된 

100㎕에는 purify된 mRNA가 녹아져 있고, spectrophotometry를 이용하여 mRNA의 농도를 확인

한다. 이 mRNA는 -20℃에서 한 달간, -80℃에서 더 오랜 시간 보  가능하다. (mRNA의 양은 total 

RNA의 1 ~ 5% 정도를 기 할 수 있다). 

(4) First-strand cDNA의 합성

  3㎕ mRNA sample (0.5~2.0 ㎍ RNA)에 1㎕ CDS-3M adapter (Evrogen), 1㎕ SMART IV 

oligonucleotide (Clontech)를 넣어  뒤 72°C for 2 min incubation 하고, 얼음에서 2분 동안 

incubation 한다. 2㎕ 5X first-strand Buffer, 1㎕ DTT (20 mM), 1㎕ 50X dNTP (10 mM) 그리고, 1㎕ 

SuperScript Reverse Transcriptase를 넣고 잘 섞어 주고 42°C, 1시간 30분 동안 incubation 한다.   

First-strand 합성이 끝난 후 ice로 바로 옮겨 반응을 멈추게 한다. 

(5) ds cDNA 합성 (cDNA Amplification by LD PCR) 

 3㎕ First-Strand cDNA, 10㎕ 10X Advantage 2 PCR Buffer, 2㎕ 50X dNTP mix, 4㎕ 5' PCR 

Primer(Clontech), 2㎕ 50X Advantage 2 Polymerase Mix 그리고 Sterile water 79㎕ 넣어  뒤, table 

1의 조건으로 PCR한다. PCR이 끝난 후, 1.5% agarose/EtBr gel에 5㎕ 기 동하고, 남아 있는 ds 

cDNA는 2 volume의 100% EtOH과 1/10 volume 3M NaOAc를 넣고 잘 섞어 다. -80℃에서 1시간 

동안 두었다가 4℃, 14000rpm, 30min 동안 원심 분리한다. 상층액을 조심스럽게 버린 후 70% EtOH

를 넣고 4℃, 14000rpm, 5분 동안 원심 분리한다. Pellet을 확인하고, 상온에서 5 ~ 10분 정도 완 히 

건조한 다음, 정량의 water로 cDNA를 녹여 다음 실험에 사용한다.

(6) cDNA Hybridization

  4X Hybridization buffer는 상온에서 15분에서 20분정도 두었다가, 37°C에서 10분 동안 반응 시

킨다.  600 ~ 1200ng의 ds cDNA, 4X Hybridization buffer 그리고 정량의 water로 final volume이 

16㎕가 되도록 한다. 16㎕를 잘 섞어  후, reaction mixture 들을 4㎕씩 4개의 tube로 나눠 담고, 

98°C에서 2분, 68°C에서 5시간 동안 tube를 incubation한다.

(7) DSN treatment

  DSN의 activity를 확인한 후, 5시간의 반응이 끝나기 어도 15분 에 2x DSN Master Buffer를 

68℃에서 preheat 시킨다.  Normalization하기 해서 DSN을 DSN 1/4 dilution, DSN 1/6 dilution, 

DSN 1/8 dilution 3개로 dilution한 뒤에 얼음에 꽂아둔다. DSN 1/4 dilution은 3㎕ DSN storage 

buffer와 1㎕ DSN solution을 잘 섞어주고,  DSN 1/6 dilution은 5㎕ DSN storage buffer와 1㎕ DSN 

solution을 잘 섞어주고, DSN 1/8 dilution은 7㎕ DSN storage buffer와 1㎕ DSN solution을 잘 섞어

다.  5시간의 반응이 끝나면 preheat한 2x DSN master buffer를 normalization tube에 5㎕씩 섞어

다. DSN master buffer를 넣기 한 시간을 제외하고는 반응시키는 곳에서 tube를 제거하지 않는

다. DSN을 넣고, 바로 68°C, 25 분 동안 incubation한다. 반응이 끝나면 10㎕ DSN stop solution을 섞

어  후, 각각의 tube에 멸균 증류를 20㎕씩을 더 넣어주고 잘 섞어 다. 
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(8) Normalized cDNA의 First amplification ( Post-DSN Amplifications )

1차로 normalize한 cDNA를 증폭하기 해 PCR master mix를 비한다. cDNA dilution한 1㎕에 

5㎕ 10X PCR Buffer, 1㎕ 50X dNTP mix, 1.5㎕ Evrogen PCR primer M1(M1 : 5' 

AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT 3'), 1㎕ 50X Polymerase Mix, 40.5 ㎕ sterile water를 섞어  

후,  PCR로 증폭한다.  7 cycles이 끝나고 나면, experimental tube는 4℃에 보 하고, control tube는 

experimental tube의 cycle을 결정하기 해서 test한다. 7 cycles control tube로 부터 20㎕를 다른 

tube에 transfer하고, 남아 있는 30㎕의 PCR mixture를 2cycles을 더 PCR한다(9cycles). 9cycles PCR 

tube로 부터 5㎕를 다른 tube에 transfer하고, 남아 있는 25㎕의 PCR mixture를 2cycles을 더 PCR한

다(11cycles). 11cycles PCR tube로 부터 5㎕를 다른 tube에 transfer하고, 남아 있는 20㎕의 PCR 

mixture를 2cycles을 더 PCR한다(13cycles). 13cycles PCR tube로 부터 5㎕를 다른 tube에 transfer한

다. 남아 있는 15㎕의 PCR mixture를 2cycles을 더 PCR한다(15cycles). 

  Control tube를 PCR하여 1차로 normalize한 experimental tube cDNA를 증폭하기 해 PCR 

cycles을 분석, 결정한다(Figure 4). Control tube로 최 의 PCR cycles이 결정되면(X=7cycles, X는 

control tube의 amplification하기 한 최 의 PCR cycle 수), "N" cycles을 추가 으로 PCR을 더 한

다. " N = X-7 "로 계산하고, 다시 추가되어진 cycle 수(N, N=0)에 9 cycles 더 추가해서 PCR한다. 4℃

에 두었던 7 cycles-PCR experimental tube에 최 의 PCR cycles 조건이 되도록 “0+9“을 추가 으로 

더 PCR한다(Figure 5). Normalization이 잘 된 1개 는 2개의 tube를 다음 실험에 사용한다.

(9) Second amplification of normalized cDNA

  1/4 dilution DSN tube에 normalize한 cDNA 2㎕를 새로운 tube에 옮기고, 멸균 증류 20㎕를 넣

어주고 잘 섞어 다. 2차로 normalize한 cDNA를 amplify하기 해 2㎕를 새로운 tube에 옮겨 담고, 

10㎕ 10X PCR Buffer, 2㎕  50X dNTP mix, 4㎕ Evrogen PCR primer M2 (M2 : 5' 

AAGCAGTGGTATCAACGCAG 3'), 2㎕  50X Polymerase Mix 그리고, 80㎕ sterile water를 섞어  

뒤, PCR을 진행한다.

(10) Fragment End repairing

이 단계에서는 double strand cDNA의 end를 repair하는 과정을 거치는데, 이 때 Rapid 

library(RL) prep kit를 사용한다. cDNA sample에 RL 10X PNK buffer, RL ATP, RL T4 

Polymerase, RL PNK, RL Taq Polymerase를 넣고 25℃에서 20분, 72℃에서 20분간 반응시켜 

strand 말단을 repairing 한다.

(11) AMPure Bead Preparation

이 단계에서는 small fragment DNA를 제거하는 단계에서 필요한 AMPure bead를 미리 

비하는 단계이다. 먼  AMPure bead가 완 히 풀리도록 vortex 한 다음 125㎕씩 1.7㎖ 

microcentrifuge tube에 aliqout 한다. 그런 다음 pellet 상태로 만들기 해 MPC 에 튜 를 

놓고 정치시킨 다음, 상층액을 제거한다. 여기에 TE buffer를 73㎕ 넣고 vortex한 다음, 다시 

sizing solution 500㎕를 섞어 주고 “small fragment removal"단계 때 까지 얼음에 보 한다. 

(12) Adaptor ligation

이 단계에서는 end repaired double strand cDNA 가닥에 adaptor를 부착시키는 과정을 거

친다. 앞서 비된 샘 에 1㎕ adaptor와 1㎕ RL ligase를 넣고 25℃에서 10분간 반응시킨다.
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(13) Small fragment removal

이 단계에서는 AMPure bead와 sizing solution을 이용하여 small fragments를 제거해주는 

과정이다. 미리 비해 둔 AMPure bead를 sample과 섞어서 상온에서 5분 동안 반응 시킨 후, 

MPC 에서 bead를 pellet화 시킨다. 상층액 제거 후 100㎕ TE buffer와 500㎕ sizing solution

을 넣고 상온에서 5분 동안 반응 시킨 후 마찬가지로 MPC 에서 bead를 pellet화하여 상층

액만 제거한다. 이 과정을 1회 더 반복한다. 마지막에 70% ethanol로 washing하여 상온에서 2

분 air dry 시킨 후 TE buffer 53㎕에 녹여서 다시 MPC 에서 bead를 pellet화 한 다음, 이번

에는 library가 포함된 상층액만을 새 튜 로 옮긴다.

(14) Library Quantitation

이 단계에서는 완성된 library의 relative fluorescence units (RFU)를 standard와 비교하여 

실제 library의 quantity를 정량하는데 여기서는 single cuvette과 TBS 380 Fluorometer를 사용

하고, 이를 RL standard curve로 나타내기 해 Rapid library quantitation calculator program

을 사용한다. 

먼  RL standard solution을 TE buffer와 1:1로 섞어서 2.5X10
9
 molecule/㎕로 dilution 한 

다음, 이 diluted solution을 1:1로 계속 으로 step dilution 하여 총 8개의 diluted standard를 

만든다. 1~8번의 standard를 50㎕씩 8개의 cuvette에 각각 넣고 50㎕의 blank TE buffer도 따

로 cuvette에 넣는다. 

총 9개의 cuvette을 TBS 380 fluorometer에 삽입하여 fluorometer를 calibration 하여 각 

dilution standard의 RFU값을 recording 한다. 그런 다음 sample library 50㎕의 RFU를 측정한

다. 그런 다음 측정된 standard와 sample library의 RFU 값을 curve로 나타내기 해 

www.454.com/my454 에서 제공하는 Rapid library quantitation calculator를 사용하게 되는데, 

그래 에서 X 축은 fluorescence read를 나타내고, Y축은 standard concentration (molecules/

㎕)를 나타냄으로써 sample library의 curve 정도를 비교하여 cDNA library의 quantitation이 

가능하다. 이 게 만들어진 cDNA library 양은 어도 7.3X10
9
 molecules가 되어야 하고 이는 

1.46X108 mol/㎕ 농도에 해당하는 양이다. 

(15) cDNA library Quality assessment

이 단계에서는 cDNA library의 평균 fragment length를 구함으로써 library의 quality를 

측 할 수 있다. cDNA library 1㎕를 Agilent Bioanalyzer High Sensitivity DNA chip으로 run 

하여 결과를 얻을 수 있다.

(16) Preparing working aliqouts

이 게 만들어진 cDNA library는 working stock으로 1X10
7
 molecules/㎕ 가 되게끔 TE 

buffer로 dilution 하여 aliqout 상태로 -20℃에서 보 한다.

(17) Emulsion PCR (emPCR)

이 단계에서는 cDNA fragment 각각을 bead 하나하나에 부착시켜 emulsion 상태로 만들어

서 증폭시키는 과정을 거친다.

 (가) Live Amplification Mix 비

dNTPs, PCR buffer, primer, Taq polymerase, PPiase를 32개 emulsion tube에 맞게 각각을 
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혼합하여 premix 용액을 만든다.

(나) DNA library capture

에서 결정된 DNA를 beads 600,000와 혼합 후 Beads에 single stranded DNA를 annealing

하기 해 PCR에서 온도를 80℃에서 20℃까지 순차 으로 내리는 반응을 수행한다.

① Emulsification

50 - 100um의 직경을 갖는 'microreactors' 를 형성하기 해 water와 oil를 혼합하여 

shaking한다. 이러한 microreactors 안에는 한 개 이상의 beads가 들어갈 수 없다.

② Amplification

DNA captured Beads와 Emulsion을 분주하여 PCR 반응한다. 반응이 일어난 NO1 bead에

는 형 으로 30 × 10
6
의 DNA fragment가 존재한다.

③ Beads Recovery

화학 으로 emulsion을 깨뜨려 beads를 회수한다.

④ DNA library beads enrichment

반응이 일어난 beads만을 회수하기 해 streptavidin-coating되어 있는 beads로 회수하고 

melting solution으로 beads를 회수한다. 회수된 DNA-beads는 sequencing primer로 annealing 

하여 sequencing 비시료를 만든다.

(18) Genom sequencer FLX system analysis

 이 단계에서는 enrich된 cDNA bead를 PicoTiters
TM

 plate에 넣고 sequencing하는 단계로써 

그 결과로 량의 sequencing data를 얻을 수 있다. 

① Loading of PicoTiter
TM

 plate

의 과정에서 비되어진 beads를 PicoTiter
TM

 plate 넣고, enzyme beads도 같이 load 한

다.  두 가지 beads를 원심분리기를 이용하여 PicoTiterTM plate에 넣는다.

② Pre-wash

분석하고자 하는 시료의 양을 고려하여 Picotiter plate를 선택하고, 그에 해당하는 cartridge

를 장착한 후 기기의 내부 세척과 기기 상태를 검하기 한 pre-run을 수행하게 된다.

③ Sequencing-by-synthesis

수 만개의 Picoliter-size wells에서 체 genome에 한 연속 인 sequencing 작업을 수행

한다. Sequencing은 기본 으로 pyrosequencing을 이용하며 동시에 생성되는 수 만개의 signal

을 동시에 얻음으로서 높은 효율의 sequencing이 진행 된다.

Pyrosequencing은 주형 DNA에 하여 polymerase 반응에 의해 상보 인 strand가 합성되

면서 분리되는 phosphate가 substrate 분해 효소의 에 지원으로 변환되어 발 반응이 일어나

는 것을 camera가 인지하여 염기서열을 인지하는 방식으로 packing beads layer, enzyme 

beads layer, DNA beads layer를 각각 비한다. 비된 layer들을 DNA beads layer, packing 

beads layer, enzyme beads layer 순으로 Picotiter plate에 loading 하고 cartridge에 PTP를 장

착하여 8.5 시간 동안 기기분석을 한다.

바. Oja 44 K Oligo-Array를 이용한 내분비계 응 유 자 지표 발굴

바다송사리 기원 내분비계 응 유 자 지표를 발굴하기 해 수컷 바다송사리를 상으로 

E2(100 μg/L), NP(20 μg/L)  BPA(76 μg/L)에 12시간, 24시간 48시간 72시간 동안 노출하

다. 노출 이후, 각 노출군의 바다송사리 간을 출하여 RNA를 추출하고, 이로부터 cDNA를 
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합성하 다. 개발된 Oja 44 K Oligo-Array를 이용하여 차등 발  유 자 로 일링을 수행하

다. 략 인 방법은 다음과 같다. 형 물질이 라벨링된 cRNA 시료를 Qiagen PCR 

purification kit을 사용하여 정제하고, 증류수로 용출하 다. 정제된 형 표지-cRNA 시료를 

hybridization buffer (3x SSC, 0.3% SDS, 50% formamide, 20 ug Cot-1 DNA, 20 ug yeast 

tRNA)에 첨가한 후, microcon YM-30으로 농축하여 hybridization mixture를 만들었다. 

Hybridization mixture를 95℃로 3분 동안 가열하여 변성시키고 12,000 g에서 30 간 원심분리

하며 온도를 식혔다. 제조된 Hydra Oligo-DNA 마이크로어래이에 coverslip을 덮고, 변성시킨 

hybridization mixture를 pipetting하 다. 마이크로어래이를 GT-Hyb Chamber에 넣고 65℃에

서 16시간 동안 반응시켰다. Hybridization이 끝난 후, chamber에서 마이크로어래이를 꺼내어 

아래의 순서 로 세척과정을 수행하고, 마이크로어래이를 spin하여 건조한 후 scanning할 때까

지 암실에서 보 하 다. 실험이 완료된 Hydra 마이크로어래이를 Axon GenePix 4000B 

scanner (Axon Instrument, USA)를 사용하여 scan하 다. GenePix Pro 6.0 program에서, scan 

image로 부터 각 spot을 gridding file을 이용하여 gridding하고, quantitation하여 각 spot의 

Cy5/Cy3 intensity  ratio등의 분석값이 포함된 GPR file을 얻었다. GenePix Pro Program에

서 얻어진 GPR file로부터, 분석 로그램인 GeneSpring 7.3.1(Agilent Technologies, USA)를 

이용하여 분석을 수행하 다. Normalization은 LOWESS (locally weighted regression 

scatterplot smoothing)를 이용하여 수행하 다. Reliable gene은 sum of medians 값이 

background 값보다 낮거나, 각 pixel 값의 표 편차가 유의하지 않은 spot을 flag-out함으로써 

유의한 유 자를 얻었다. Significant genes는 normalized ratio 값이 2배 이상 차이를 보이는 

spot을 선별하 다. 

2. 결과

가. 바다송사리의 17β-estradiol 응 유 자 지표 후보

E2 100 μg/L에 24시간 동안 노출한 노출한 바다송사리 실험군에 하여 HazChem Fish 

Array ver.02를 이용하여 차등발  유 자 로 일링을 수행하 다. 그 heirachical clustering 

결과는 그림 2-12-19와 같다. 분석 결과, 발 량이 2배이상 증가되는 유 자 343종, 반 로 발

량이 1/2이하로 감소되는 유 자 347종 등, 690종의 유 자들의 발 량이 변화되는 것을 확

인하 다. 이들 , 발 량이 10배이상 변화되는 38종의 유 자들을 표 2-12-10에 나타내었다. 

한편 동일 농도의 E2에 48시간 동안 노출한 바다송사리 실험군에서 발 량이 2배이상 증가

되는 유 자 337종, 반 로 발 량이 1/2이하로 감소되는 유 자 355종 등, 692종의 유 자들

의 발 량이 변화되는 것을 확인하 다. 이들 , 발 량이 10배이상 변화되는 50종의 유 자

들을 표 2-12-11에 나타내었다. 
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 Gene name Fold change
Downregulation  
 Dimethylglycine dehydrogenase 20.2 ± 0.01
 Fructose-bisphosphate aldolase B 14.3 ± 0.02
 Fatty acid binding protein 10,   liver basic 12.5 ± 0.08
 Claudin 10.0 ± 0.02
 Cytochrome P450 2P3 10.0 ± 0.03
 Aldolase B 10.2 ± 0.05
Upregulation  
 Cytochrome c-1 (cyc1) 10.3 ± 0.03
 Selenoprotein M 10.3 ± 0.03
 ATPase, H+ transporting, V1   subunit F (atp6v1f) 10.4 ± 0.03
 Cytochrome oxidase subunit I   (COI) gene 10.7 ± 0.06
 ATP citrate lyase   isoform 2 11.4 ± 0.03
 Ribosomal protein L13a (rpl13a) 11.7 ± 0.09
 Cytochrome c oxidase subunit I 12.6 ± 0.45
 Pyrroline-5-carboxylate   reductase 1 (pycr1) 12.8 ± 0.23
 Similar to Exs-related protein   (LOC100150890) 13.0 ± 0.05
 Cysteine-rich with EGF-like   domains 2 (creld2) 13.2 ± 0.02
 Selenoprotein 15 13.4 ± 0.03
 Beta-galactoside-binding lectin 14.9 ± 0.01
 hv1 gene for histone H2 variant 14.9 ± 0.05
 LAG1 longevity assurance 2 17.1 ± 0.02
 Inositol oxygenase 17.1 ± 0.06

[그림 2-12]19 E2 노출 바다송사리 실험군

의 차등발현 유전자 프로파

일링

[표 2-12]10 E2 노출 24시간 후 발현량이 감소 또는 증가되는 유전자 및 그 변화량
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 Acyl-CoA synthetase long-chain   family member 1 17.3 ± 0.23
 Tetraspanin-3 (putative) 17.9 ± 0.01
 Microsomal triglyceride transfer   protein 18.1 ± 0.01
 Amino-terminal enhancer of split   (aes) 18.1 ± 0.09
 non-classical MHC class I   antigen (Orda-UDA) 18.2 ± 0.03
 NADH-cytochrome b5 reductase 3 19.7 ± 0.06
 rRNA 2-O-methyltransferase   fibrillarin (fbrl) 20.5 ± 0.23
 Vitellogenin II (vit-6) 20.8 ± 0.13
 Choriogenin H minor 21.5 ± 0.03
 Adenylosuccinate synthetase   isozyme 2 21.5 ± 0.18
 Mannose-P-dolichol utilization   defect 1b (mpdu1b) 21.6 ± 0.02
 RAB3 GTPase activating protein   subunit 2 (non-catalytic) 23.7 ± 0.03
 Tax1 (human T-cell leukemia   virus type I) binding protein 1b 25.0 ± 0.01

 40S ribosomal protein S24-like   protein 26.8 ± 0.02
 Exosome complex exonuclease RRP4   35.2 ± 0.04
 Iduronate 2-sulfatase precursor (ids) 36.8 ± 0.03
 Vitellogenin 1 (ol-vit1) 53.1 ± 0.13

 Gene name fold change
Downregulation  
 Oligosaccharyltransferase   complex subunit (ostc) 100.0 ± 0.01
 Abhydrolase domain containing 11 11.1 ± 0.06
 Fatty acid binding protein 10,   liver basic 10.0 ± 0.04
 Fructose-bisphosphate aldolase B 10.2 ± 0.01
Upregulation  
 B-cell antigen receptor   complex-associated protein 

alpha-chain precursor 

10.0 ± 0.05

 Cytochrome oxidase subunit I   (COI) 10.5 ± 0.01
 Alpha-2,3-sialyltransferase   ST3Gal I 10.5± 0.07
 Inositol oxygenase 11.5 ± 0.03
 Glutathione reductase (mitochondrial)   11.7 ± 0.02
 Pyrroline-5-carboxylate   reductase 1 (pycr1) 11.8 ± 0.01
 Choriogenin L 12.1 ± 0.02
 Integral membrane   protein 1 12.3 ± 0.02
 Complement control protein   factor I-B 12.5 ± 0.02
 Glutamate receptor, ionotropic, delta 1 (GRID1) 12.7 ± 0.03
 Dolichyl-alpha-1,   6-mannosyltransferase (alg12) 12.7 ± 0.03
 Macrosialin precursor 13.3 ± 0.02
 hv1 gene for histone H2 variant 13.6 ± 0.06
 ATP citrate lyase   isoform 2 13.7 ± 0.01
 Selenoprotein M 13.9 ± 0.01
 40S ribosomal protein S24-like   protein 14.6 ± 0.03
 Metalloreductase STEAP4 14.7 ± 0.02
 Vitellogenin II (vit-6) 14.9 ± 0.01
 NADH-cytochrome b5 reductase 3 16.4 ± 0.02

Values are expressed as mean ± SD

[표 2-1]11 E2 노출 48시간 후 발현량이 감소 또는 증가되는 유전자 및 그 변화량 
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 Exs-related protein   (LOC100150890) 16.7 ± 0.05
 RAB3 GTPase activating protein   subunit 2 (non-catalytic) 17.2 ± 0.01
 Tetraspanin-3 17.4 ± 0.08
 Beta-galactoside-binding lectin 18.9 ± 0.02
 LAG1 longevity assurance 2 19.3 ± 0.05
 14-alpha demethylase (CYP51) 19.7 ± 0.04
 Exosome complex exonuclease RRP4   21.7 ± 0.02
 Tax1 (human T-cell leukemia   virus type I) binding protein 1b 23.4 ± 0.01

 Mannose-P-dolichol utilization   defect 1b (mpdu1b) 23.6 ± 0.01
 Choriogenin H minor 23.9 ± 0.02
 Adenylosuccinate synthetase   isozyme 2 27.8 ± 0.23
 rRNA 2-O-methyltransferase   fibrillarin (fbrl) 31.7 ± 0.12
 Microsomal triglyceride transfer   protein 37.1 ± 0.08
 Acyl-CoA synthetase long-chain   family member 1 40.1 ± 0.01
 Bromodomain containing 2 (RING3)   45.2 ± 0.03
 Iduronate 2-sulfatase   precursor (ids) 49.1 ± 0.01
 Vitellogenin 1 (ol-vit1) 59.1 ± 0.02

Values are expressed as mean ± SD

나. 바다송사리의 Nonylphenol 응 유 자 지표 후보

NP 20 μg/L에 24시간  48시간 동안 노출한 바다송사리 실험군에 하여 HazChem Fish 

Array ver.02를 이용하여 차등발  유 자 로 일링을 수행하 다. 그 heirachical clustering 

결과는 그림 2-12-20와 같다. 분석 결과 48시간 노출군에서 발 량이 2배이상 증가되는 유 자 

191종, 반 로 발 량이 1/2이하로 감소되는 유 자 141종 등, 332종의 유 자들의 발 량이 

변화되는 것을 확인하 다. 이들 , 상동성검색에 의해 유 자의 annotation이 가능하 던 195

종(발 량 감소: 88종; 발 량 증가: 107종)을 표 2-12-12에 나타내었다.

[그림 2-12]20 NP 노출 바다송사리 실험군의 

차등발현 유전자 프로파일링
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No. Gene
발현량 

변화
Down-regulated

1 Telomerase reverse transcriptase gene -8.2 

2 HSPC038 protein -5.1 

3 Protein tyrosine phosphatase-like member b (ptplb), mRNA -4.7 

4 Retinoid X receptor beta (RXRB) gene -4.7 

5 Microfibrillar-associated protein 4 -4.6 

6 CarnitineO-acetyltransferaseprecursor -4.6 

7 Tubulin, beta 5 -4.5 

8 Complement factor B/C2-B mRNA -4.2 

9 C1q-like adipose specific protein mRNA -4.0 

10 Muscleblind mRNA -3.9 

11 Transcription initiation factor IIA gamma chain -3.9 

12 Apolipoprotein A-IV3 -3.6 

13 Mitogen-activated protein kinase (p38) -3.6 

14 Cyclin G2 -3.5 

15 Trypsinogen -3.5 

16 Ependymin precursor -3.3 

17 Proline rich 6 (PRR6), mRNA -3.3 

18 Eukaryotic peptide chain release factor GTP-binding subunit ERF3B -3.2 

19 Protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 8 -3.2 

20 ATP synthase alpha chain -3.1 

21 Dimethylglycine dehydrogenase, mRNA -3.0 

22 TBT-bp 2 mRNA for tributyltin binding protein type 2 -2.9 

23 Clatherin heavy chain -2.8 

24 Alpha amylase -2.8 

25 C-type lysozyme mRNA -2.8 

26 Fatty acid synthase mRNA -2.7 

27 MHC class IA antigen UBA1, UBA2, UAA1 genes -2.7 

28 Asparagine synthetase mRNA -2.7 

29 Fibronectin 1b mRNA -2.6 

30 Adult beta-type globin -2.6 

31 Proteasome subunit, beta type 8, mature proteasome subunit, beta type 8 -2.6 

32 Glucose-regulated protein 94 mRNA -2.6 

33 Cytochrome c oxidase subunit VIa mRNA -2.5 

34 Cathepsin F mRNA -2.5 

35 Ribosomal protein S10 -2.4 

36 Mesoderm specific transcript -2.4 

37 Angiotensin I converting enzyme -2.4 

38 Elongation factor, RNA polymerase II, 2, mRNA -2.4 

39 40S ribosomal protein S20 putative mRNA -2.4 

40 Succinate-CoA ligase, GDP-forming, alpha subunit, mRNA -2.4 

[표 2-12]12 NP 노출 48시간 후 발현량이 2배 이상 감소 또는 증가되는 유전자 및 그 변화량
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41 Nuclear receptor interacting protein 2 -2.4 

42 Mid1 interacting protein -2.4 

43 Ribosomal protein S14 -2.4 

44 Cytochrome c oxidase subunit Va precursor -2.4 

45 Putative transmembrane 4 superfamily member protein -2.4 

46 Diacylglycerol O-acyltransferase 2 (dgat2), mRNA -2.4 

47 Dynactin 1a -2.3 

48 Orphan nuclear receptor SHP -2.3 

49 U3 small nucleolar RNA-associated protein 15 homolog (utp15), mRNA -2.3 

50 Progesterone receptor membrane component 1 -2.3 

51 Fatty acyl-CoA hydrolase precursor -2.3 

52 Progestin receptor membrane component 1 -2.3 

53 Septin7b(sept7b),transcriptvariant1,mRNA -2.3 

54 Non-classical MHC class I antigen (Orlu-UDA) gene -2.3 

55 Rhoguaninenucleotideexchangefactor6 -2.3 

56 Nucleolar protein 5A -2.3 

57 Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (cdkn1a), mRNA -2.3 

58 UDP glycosyltransferase 1 family -2.3 

59 GTPase activating protein (SH3 domain) binding protein 2 -2.3 

60 Hepcidin-like precursor -2.2 

61 Chitin synthase -2.2 

62 Cystathionine-beta-synthase -2.2 

63 Solute carrier family 2 -2.2 

64 Alcohol dehydrogenase Class VI (ADH8) -2.2 

65 General transcription factor II B -2.2 

66 Transcription factor LBP-1b -2.2 

67 Sorting nexin 14 (SNX14), mRNA -2.2 

68 Calpain small subunit 1 putative mRNA -2.2 

69 GRB10 interacting GYF protein 2 -2.2 

70 60S ribosomal protein L30 mRNA -2.1 

71 Apcs protein -2.1 

72 Diablo-like protein mRNA -2.1 

73 Recognitionparticle72,mRNA -2.1 

74 Eukaryotic translation initiation factor 1b putative mRNA -2.1 

75 Y-boxbindingprotein(yb1),mRNA -2.1 

76
Ras-related C3 botulinum toxin substrate 2 (Rho family, small GTP 

binding  protein Rac2)
-2.1 

77 Tumor suppressor -2.1 

78 MHC II invariant chain mRNA -2.1 

79 Pherophorin-C2 protein precursor, mRNA -2.1 

80 Invariant chain-like protein 2 -2.1 

81 Fibronectin variant 3 -2.1 

82 Kelch-like 11 -2.1 

83 Chemotaxin -2.1 
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84 Embryonic alpha-type globin -2.0 

85 Heart-type fatty acid-binding protein -2.0 

86 Cytochrome P450 CYP2N (CYP) mRNA -2.0 

87 Folylpolyglutamate synthase -2.0 

88 Neuraminidase 1 (neu1), mRNA -2.0 

Up-regulated

89 Complement regulatory plasma protein +2.0 

90 Cytochrome c oxidase subunit III +2.1 

91 Calreticulin +2.1 

92 S-adenosylhomocysteine hydrolase-like protein (SAHH) mRNA +2.1 

93 Integrin beta-1 precursor putative mRNA +2.1 

94 CyclinY-like1,mRNA +2.1 

95 Heparin cofactor II mRNA +2.1 

96 Retinol-binding protein-like protein mRNA +2.2 

97 GTP cyclohydrolase 1 precursor (GTP cyclohydrolase I) +2.2 

98 Vitellogenin 3, phosvitinless, mRNA +2.2 

99 N-myc downstream regulated gene 1 protein +2.2 

100 FAT tumor suppressor homolog 4 +2.2 

101 24-dehydrocholesterol reductase +2.2 

102 Unkempthomolog-like(unkl),mRNA +2.2 

103 Tumor protein p53 inducible nuclear protein 2 +2.3 

104 Cytochrome c oxidase subunit I (COI) gene +2.3 

105 Selenoprotein M +2.3 

106 T-complex protein 1 subunit gamma (tcpg), mRNA +2.3 

107 Ribosomal protein L13a (rpl13a) mRNA +2.4 

108 Complement component C7 +2.4 

109 Actin-related protein 2-A putative mRNA +2.4 

110 Amyloid precursor protein mRNA +2.5 

111 Alanine-glyoxylate aminotransferase (agxt gene) +2.5 

112 Phosphoglycerate kinase 1 +2.5 

113 Ribosomal protein L32 mRNA +2.6 

114 ATP citrate lyase (ACLY), transcript variant 2, mRNA +2.6 

115 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B precursor putative mRNA +2.6 

116 Amino-terminalenhancerofsplit(aes)mRNA +2.6 

117 Serum and glucocorticoid-regulated kinase (SGK) mRNA +2.6 

118 Suppressor of actin 1, transcript variant 1 +2.7 

119 Alkaline phytoceramidase (aPHC) +2.7 

120 Alpha-2,3-sialyltransferase ST3Gal I (siat4) mRNA +2.7 

121 WW domain containing E3 ubiquitin protein ligase 1 (WWP1) mRNA +2.7 

122 GTPase, IMAP family member 7 putative mRNA +2.8 

123 Alpha-2-macroglobulin mRNA +2.9 

124 ATP synthase subunit alpha, mitochondrial precursor putative mRNA +3.0 
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125 Transmembrane protein 12 +3.0 

126 G-protein alpha 13a mRNA +3.1 

127 Nucleobindin 2b +3.1 

128 TBT-binding protein mRNA +3.2 

129 Cytosolic nonspecific dipeptidase +3.2 

130 Calnexin (canx) +3.2 

131 Estrogen receptor binding site associated, antigen, 9, mRNA +3.3 

132 Translocon-associated protein alpha mRNA +3.4 

133 Cytochrome P450 24A1 +3.4 

134 Tropomyosin4-1 (TPM4-1) +3.5 

135 Cell division cycle associated 4, transcript variant 1 +3.6 

136 VitellogeninII +3.7 

137 Acetyl-CoA acetyltransferase +3.7 

138 Chondroitin beta-1,4-N-acetylgalactosaminyltransferase 2 putative mRNA +3.7 

139 40S ribosomal protein Sa-like protein mRNA +3.7 

140 ATPcitratelyaseisoform2,transcriptvariant2 +3.8 

141 Integral membrane protein 1 +3.8 

142
Transmembrane emp24 domain-containing protein 7 precursor putative 
mRNA

+3.8 

143 Tuberous sclerosis 2 (tsc2) +3.8 

144 Metalloreductase STEAP4 putative mRNA +3.9 

145 Stromal membrane-associated protein 1 (smap1) +4.0 

146 Signal transducing adaptor molecule 2A (STAM2) +4.0 

147 Receptor tyrosine kinase proto-oncogene +4.1 

148 Small nuclear ribonucleoprotein 70 (U1) (snrnp70) +4.3 

149 Translocaseofinnermitochondrialmembrane44homolog +4.4 

150 Stromal cell derived factor 4 +4.5 

151 Cysteine-rich with EGF-like domains 2 (creld2)complete cds +4.5 

152 Selenoprotein 15 +4.6 

153 Acyl-CoA synthetase family member 2 (acsf2), transcript variant 1 +4.7 

154 RAB3 GTPase activating protein subunit 2 +4.7 

155 Phosphoenolpyruvate carboxykinase +4.7 

156 Inositol oxygenase putative mRNA +5.0 

157 Macrosialin precursor putative mRNA +5.2 

158 Cyclin-dependent kinase 5 (cdk5) +5.2 

159 Choriogenin H +5.2 

160 2-Cys peroxiredoxin 4 (PRDX) +5.2 

161 Long-chain specific acyl-CoA dehydrogenase +5.3 

162 Iron-responsiveelementbindingprotein2 +5.3 

163 Vitamin D receptor b +5.4 

164 NADH-cytochrome b5 reductase 3 putative mRNA +5.6 

165 40SribosomalproteinS24-likeprotein +5.8 

166 Histone H2 variant +5.8 

167 Proto-oncogene serine/threonine-protein kinase Pim-1 putative mRNA +5.9 
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168 Interferon-related developmental regulator 2 putative mRNA +5.9 

169 BTEBtranscriptionfactor +5.9 

170
B-cell antigen receptor complex-associated protein alpha-chain precursor 

putative mRNA
+5.9 

171 Tetraspanin-3 putative mRNA +5.9 

172 ChoriogeninL +6.5 

173 Glutathione S transferase Rho-class +6.6 

174 Glutamate receptor, ionotropic, delta 1 +6.8 

175 Glutathione reductase +7.0 

176 Cytochrome c-1 (cyc1) +7.2 

177 14-alphademethylase(CYP51) +7.6 

178 Maltase-glucoamylase +8.1 

179 Beta-galactoside-binding lectin putative mRNA +9.3 

180 Exs-relatedprotein +9.4 

181 Adenylosuccinate synthetase isozyme 2 putative mRNA +9.7 

182 Tax1 (human T-cell leukemia virus type I) binding protein 1b +11.1 

183 Complementcomponent3 +11.5 

184 Choriogenin Hminor +12.3 

185 Exosome complex exonuclease RRP4 putative mRNA +12.7 

186
Dolichyl-alpha-1, 6-mannosyltransferase mannosyltransferase putative 

mRNA
+13.1 

187 Mannose-P-dolicholutilizationdefect1b +13.6 

188 LAG1longevityassurance2 +14.0 

189 SimpletypeIIkeratinK8b +15.1 

190 rRNA 2-O-methyltransferase fibrillarin +17.3 

191 Microsomal triglyceride transfer protein +20.2 

192 Bromodomain containing 2 gene +21.8 

193 Acyl-CoA synthetase long-chain family member 1 +24.6 

194 Vitellogenin 1 +25.5 

195 Iduronate 2-sulfatase precursor +27.0 
발현량 변화: -, down-reguatated(발현량 감소); +, up-regulated(발현량 증가) 

다. 바다송사리 내분비계 장애물질 응 유 자 지표 후보의 검증

(1) E2 응 차등 발  유 자들의 검증

(가) Primer의 용성 확인

E2 노출에 해 발 양이 변화되는 유 자들 , 그들의 기능을 고려하여, 1차 선발하여, 

PCR primer를 디자인하고 합성하 다. 이들을 상으로 PCR을 통해 primer의 용성을 검증

한 결과, 총 59종의 유 자 primer가 용 가능한 것으로 확인되었다(그림 2-12-21). 이들 유

자의 목록을 표로 나타내었다(표 2-12-13).
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Name Gene description
E2 1 furin endoprotease
E2 2 isocitrate dehydrogenase 2 (NADP+)

E2 3 helentron 4 helitron-like transposon replicase/helicase/endonuclease

E2 4 similar to tumor protein p53 inducible nuclear protein 2, isoform 2

E2 5 17-beta-hydroxysteroid dehydrogenase type 4

E2 6 methionine adenosyltransferase I, alpha

E2 7 chymotrypsinogen 2-like protein

E2 8 ephx1; epoxide hydrolase 1, microsomal (xenobiotic)

E2 9 heat shock cognate 70

E2 11 Serine protease hepsin (Transmembrane protease, serine 1)

E2 13 calcium/calmodulin-dependent protein kinase (CaM kinase) II delta b

E2 15 Programmed cell death protein 10 putative mRNA, complete cds

E2 16 HMG-CoA reductase mRNA

E2 17 Metalloreductase STEAP4 putative mRNA

E2 18 similar to Proteasome-associated protein

E2 19 lysosomalalpha-mannosidase 

E2 20 Tax1-binding protein 1 homolog putative mRNA

E2 21 similar to maltase-glucoamylase

E2 22 24-dehydrocholesterol reductase

E2 23 Beta-galactoside-binding lectin putative mRNA

E2 24 GTPase activating protein (SH3 domain) binding protein 1

E2 25 N-myc downstream regulated gene 1 protein (ndrg1 gene)

E2 26 ornithine decarboxylase antizyme large isoform

E2 27 patatin-likephospholipasedomaincontaining3 

[그림 2-12]21 합성된 E2 노출 특이유전자 후보 qPCR primer set의 적용성 

여부 확인

[표 2-12]13 선발된 E2 노출 특이유전자 후보
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E2 28 gene for protein involved in sexual development

E2 29 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily A, member 1, like

E2 31 RAB8A, member RAS oncogene family (rab8a)

E2 34 lon peptidase 2, peroxisomal (lonp2)

E2 35 C1q-like adipose specific protein mRNA, complete cds

E2 36 mRNA for complement component C8 beta, complete cds

E2 37 phenylalanine hydroxylase

E2 38 retinol binding protein 4

E2 39 glutaminase (gls), mRNA

E2 40 hpd protein (hpd), mRNA

E2 41
Glycerol-3-phosphate dehydrogenase, cytoplasmic putative mRNA, 

complete  cds
E2 42 glutamate oxaloacetate transaminase 2

E2 43 dimethylglycine dehydrogenase, mRNA , partial cds

E2 46 plasminogen

E2 47 Adult beta-type globin

E2 49 delta-6 fatty acyl desaturase (fadsd6) mRNA, complete cds

E2 50
butyrobetaine (gamma), 2-oxoglutarate dioxygenase 1 

(gamma-butyrobetaine  hydroxylase) (bbox1), mRNA
E2 51 warm-temperature-acclimation-related-65 kDa-protein-like-protein

E2 52 GSTR mRNA for glutathione S transferase Rho-class, complete cds

E2 54 leukocyte cell-derived chemotaxin 2 mRNA, complete cds

E2 55 similartoIduronate2-sulfataseprecursor(ids),mRNA 

E2 57 choline kinase alpha (chka), mRNA

E2 58 basigin, mRNA (cDNA clone MGC:65810 IMAGE:6792452), complete cds

E2 59 transientreceptorpotentialcationchannel,subfamilyM,member7(trpm7),mRNA 

(2) NP 응 차등 발  유 자들의 검증

(가) Primer의 용성 확인

E2 노출에 해 발 양이 변화되는 유 자들 , 그들의 기능을 고려하여, 1차 선발하여, 

PCR primer를 디자인하고 합성하 다. 이들을 상으로 PCR을 통해 primer의 용성을 검증

한 결과, 총 49종의 유 자 primer가 용 가능한 것으로 확인되었다(그림 2-12-22). 이들 유

자의 목록을 표로 나타내었다(표 2-12-14).
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Name Gene description

1 Acyl-CoAS
acyl-CoA synthetase long-chain family member 1, 

mRNA
2 ADH8 alcohol dehydrogenase Class VI (ADH8)

3 AGA
mRNA for Alanine-glyoxylate aminotransferase (agxt 

gene)
4 Am Alpha amylase

5 ATP-F1
ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial F1 

complex, alpha  subunit 1
6 BTEBtf BTEB transcription factor mRNA, complete cds
7 C3 complement component 3 (C3)
8 C-ASP  C1q-like adipose   specific protein
9 CathF cathepsin F mRNA, complete cds
10 CDK5 cyclin-dependent kinase 5 (cdk5)
11 CF-B/C2 complement factor B/C2-B mRNA, partial cds
12 ChL choriogenin L mRNA, complete cds
13 ClaHC Clatherin heavy chain
14 C-Lszm c-type lysozyme mRNA, complete cds

15 CNA2
Chondroitin beta-1,4-N-acetylgalactosaminyltransferase 

2  putative mRNA

16 Cox6a
cytochrome c oxidase subunit VIa mRNA, nuclear gene 

encoding  mitochondrial protein, complete cds
17 CRP complement regulatory plasma protein
18 CycG2 cyclin G2
19 DD dimethylglycine dehydrogenase, mRNA
20 ECE-PRP4 Exosome complex exonuclease RRP4 putative mRNA
21 FBR1 rRNA 2-O-methyltransferase fibrillarin

[그림 2-12]22 합성된 NP 노출 특이유전자 후보 qPCR primer set의 적용성 여부 확인

[표 2-12]14 선발된 NP 노출 특이유전자 후보
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22 FN1b fibronectin 1b (fn1b) mRNA
23 Gb Gb mRNA for adult beta-type globin
24 GNEF6 Rhoguaninenucleotideexchangefactor6 
25 GRP94 glucose-regulatedprotein94 
26 GSTR glutathione S transferase Rho-class,

27 GTPase
GTPase activating protein (SH3 domain) binding 

protein 2

28 IRDR2
Interferon-related developmental regulator 2 putative 

mRNA
29 IREB2 iron-responsive element binding protein 2
30 KRT79 simpletypeIIkeratinK8b 
31 LAG1 LAG1longevityassurance2 
32 LMBRD2 LMBR1 domain containing 2 (LMBRD2)
33 MHC2 MHC II invariant chain mRNA
34 MTT microsomal triglyceride transfer protein
35 Neu1 neuraminidase 1 (neu1)
36 NP5A nucleolar protein 5A
37 PPCK phosphoenolpyruvate carboxykinase
38 R3G2 RAB3GTPaseactivatingproteinsubunit2 
39 SNRNP70 small nuclear ribonucleoprotein 70
40 TBT_BP TBT-binding protein mRNA

41 TIF2a
Transcription initiation factor IIA gamma chain putative 

mRNA
42 TPM4-1 tropomyosin4-1 (TPM4-1)
43 TRYP trypsinogen (tryp)
44 VitII vitellogenin II (vit-6)

라. 내분비계 장애물질 응 바다송사리 qPCR Array Kit의 제작

(1) E2 특이 유 자 후보 2차 선별

E2 노출 응 후보 유 자 59종에 한 primer set을 이용하여, E2 노출군을 상으로 

qPCR 분석을 수행하 다. 그 결과 이 의 cDNA microarray 결과와 동일한 경향을 보인 23종

의 유 자를 2차 선별하 으며, 이들 유 자는 다음과 같다. 17-beta-hydroxysteroid 

dehydrogenase, heat shock cognate 70, calcium/calmodulin-dependent protein kinase, 

programmed cell death protein 10, proteasome-associated protein, lysosomal 

alpha-mannosidase, tax1-binding protein 1 homolog, beta-galactoside-binding lectin, ornithine 

decarboxylase antizyme, protein involved in sexual development, DnaJ (Hsp40) homolog, 

RAS oncogene family (rab8a), complement component C8 beta, phenylalanine hydroxylase, 

hpd protein, glycerol-3-phosphate dehydrogenase, glutamate oxaloacetate transaminase 2. 

dimethylglycine dehydrogenase, warm-temperature-acclimation-related-65 

kDa-protein-like-protein, choline kinase alpha, basigin, transient receptor potential cation 

channel, vitellogenin 1
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(2) NP 특이 특이 유 자 후보 2차 선별

NP노출 응 후보 유 자 44종에 한 primer set을 이용하여, NP 노출군을 상으로 qPCR 

분석을 수행하 다. 그 결과 이 의 cDNA microarray 결과와 동일한 경향을 보인 30종의 유

자를 2차 선별하 으며, 이들 유 자는 다음과 같다. acyl-CoA synthetase long-chain family 

member 1, alcohol dehydrogenase Class VI, alpha amylase, BTEB transcription factor, 

complement component 3, cathepsin F, cyclin-dependent kinase 5, choriogenin L, Chondroitin 

beta-1,4-N-acetylgalactosaminyltransferase 2, complement regulatory plasma protein, cyclin 

G2, dimethylglycine dehydrogenase, maltase-glucoamylase, 24-dehydrocholesterol reductase, 

exosome complex exonuclease RRP4, fibrillarin, glucose-regulated protein 94, glutathione S 

transferase Rho-class, Interferon-related developmental regulator 2, iron-responsive element 

binding protein 2, LMBR1 domain containing 2, phosphoenolpyruvate carboxykinase, RAB3 

GTPase activating protein, TBT-binding protein, tropomyosin4-1, vitellogenin II

(3) Oja EDCs qPCR Array Kit ver.01 제작

앞에서 2차 선별된 E2 23종  NP 응 유 자 30종의 PCR primer set과 환경부의 환경융

합신기술사업의 일환으로 발굴된 BPA 노출 특이 유 자들 , 앞에서 제시한 E2  NP 특이 

유 자들과 복되지 않는 9종의 유 자(arylamine N-acetyl transferase, apolipoprotein E1, 

complement component C8, Catalase, CBP-P22, hepcidin propeptide, LL, RBP4, transferrin) 

primer set을 합한 62종 유 자들에 한 primer set과 조유 자  b-actin  KDEL 

(Lys-Asp-Glu-Leu) endoplasmic reticulum protein등 2종의 유 자들에 한 PCR primer set, 

총 64종의 유 자 유 자들을 상으로 디자인된 PCR primer를 탑재한 내분비계 장애물질 응 

qPCR Array Kit을 개발하고, Oja EDCs qPCR Array Kit ver.01이라 명명하 다(그림 2-12-23).

[그림 2-12]23 E2, NP 및 BPA 등의 내분비계 장애물질(endocrine disrupting 

chemicals, EDCs)노출에 차등적으로 반응하는 바다송사리 유전

자 프라이머 64종을 탑재한 Oja EDCs qPCR Array Kit ver.01
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Microarray qPCR 1 qPCR 2 qPCR 3 Suitability

HD-4 down down down down O

HSPC70 down down down down O

CaM down down down 0 O

CDP10 up up up up O

PAP up up 0 up O

AMAN up up up up O

TAX up up up up O

GBL up up up up O

OD up up up up O

SD up 0 up up O

HSP40 up up up up O

RAB8A up up up up O

C8B down down down down O

PAH down down down down O

HAD down down down down O

G3PD down down down down O

GOT2 down down down down O

DD down down down down O

WTAR down down down down O

CHKA up up up up O

BAS up up up up O

TRPM7 up up up up O

Vit1 up up up up O

(4) Oja EDCs qPCR Array Kit ver.02 시작품 제작

E2  NP 노출군을 상으로 한 cDNA microarray 결과  앞서 개발한 Oja EDCs qPCR 

Array Kit ver.01을 이용한 3회에 걸친 qPCR 분석에 의해 2차 선별된 바다송사리 기원의 

EDCs 응 유 자들을 3차 선별하 다. 즉, cDNA microarray  qPCR 기법에 의한 차등 유

자 발 분석, 총 4회  3회이상 같은 경향을 보인 유 자들을 최종 으로 유 자 지표로 선

별하 다. 

E2는 수컷 바다송사리 5개체에 해 100 μg/L로 48시간 노출하 으며, 노출 후간을 출하

여 qPCR Array 기법에 의해 유 자 발 량 변화를 분석하 다. 표 2-12-15에서와 같이 검증을 

실시한 23종의 유 자들 모두 유 자 지표로 활용할 수 있는 것으로 정되었다.

[표 2-12]15 E2 노출 대응 유전자 지표 후보의 적합성 판정

NP는 수컷 바다송사리 5개체에 해 20 μg/L로 48시간 노출하 으며, 노출 후간을 출하

여 qPCR Array 기법에 의해 유 자 발 량 변화를 분석하 다. 표 2-12-16 에서와 같이 검증

을 실시한 30종의 유 자들  3종을 제외한 27종이 유 자 지표로 활용할 수 있는 것으로 

정되었다.
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Microarray qPCR 1 qPCR 2 qPCR 3 Suitability

Acyl-CoAS up up up up O

ADH8 down down down down O

Am down down down down O

BTEB up up down down X

C3 up 0 up up O

CathF down down 0 up X

C-ASP down down down down O

CDK5 up up up up O

ChL up up up up O

CNA2 up up up up O

CRP up up 0 0 X

CycG2 down down down down O

Cer down down down down O

MAL up up up up O

DCR up up up up O

ECE-PRP4 up up 0 up O

FBR1 up up up up O

FN1b down down down down O

GRP94 down down down down O

GSTR up up up up O

IRDR2 up up up 0 O

IREB2 up up up up O

LMBRD2 up up up up O

MTT up up up up O

PPCK up up up 0 O

R3G2 up up up up O

TBT_BP up up up up O

TPM4-1 up up up up O

TRYP down down down down O

COX6a up up up up O

Abbr. Description

1 ANAT arylamine N-acetyl transferase

2 AP apolipoprotein E1

3 CBP-P22 Calcium binding protein P22

4 Hep Liver hepcidin propeptide

5 LL lipoprotein lipase

6 RBP4 retinol binding protein 4

[표 2-12]16 NP 노출 대응 유전자 지표 후보의 적합성 판정

BPA의 경우에는 환경부의 환경융합신기술개발사업에서 제시된 6종(표 2-12-17)을 본 연구에 

서 얻어진 E2  NP 응 유 자 지표에 추가하 다.

[표 2-12]17 BPA 노출 대응 유전자 지표
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이상과 같이 E2 응 유 자 지표 23종, NP 응 유 자 지표 27종  BPA 응 유 자 

지표 6종에 한 PCR primer를 탑재한 Oja EDCs qPCR Array Kit ver.02 시작품을 제작하

다(그림 2-12-24).

[그림 2-12]24 E2, NP 및 BPA 등의 내분비계 장애물질(endocrine disrupting 

chemicals, EDCs)노출에 차등적으로 반응하는 바다송사리 유전자 

프라이머 56종을 탑재한 Oja EDCs qPCR Array Kit ver.02

마. Oja 44 K Oligo-Array 제작

GS FLX system을 이용한 RNA 염기서열분석을 통해 20,000여개의 유 자 염기서열정보를 

확보하 다. 이들에 해 oligo probe를 제작하고, 이들을 탑재한 Oja 44 K Oligo-Array를 제

작하 다(그림 2-12-25)

[그림 2-12]25 Oja 44 K Oligo-Array 형상
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바. Oja EDCs-focused Array 개발

E2(100 μg/L), NP(20 μg/L)  BPA(76 μg/L)에 12시간, 24시간 48시간 72시간 바다송사리 

노출군을 상으로 Oja 44 K Oligo-Array를 이용하여, 각각에 한 차등 발  유 자 로

일링을 수행하 다(그림 2-12-26)

[그림 2-12]26 E2, NP 및 BPA 노출에 의한 차등 발현 유전자 프로파일링

각 내분비계 장애물질의 모든 노출시간(12 h, 24 h, 48 h, 72 h)에서 발 량 변화 경향이 일

치되는 유 자들을 선별하 다. 그 결과, E2 특이 272종, NP 특이 72종, BPA 특이 114종  공통 61

종이 선별되었으며, 이들을 탑재한 Oja EDCs-focused Array 개발하 다(그림 2-12-27). 이 microarray는 

향후 내분비계 장애물질의 genome-wide expression data 분석에 매우 유용하게 활용될 것으로 확신한다.

[그림 2-12]27 EDCs(E2, NP 및 BPA) 특이 유전자 지표들을 

탑재한 Oja EDCs-focused Array 
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연구목표 달성내용(핵심성과) 기여도

해양환경 건강진단기술 

개발 (1차년도)

○감태부문

 - 감태 cDNA library 

작성  ESTs DB 구축

○바다송사리부문

 - 17β-estradil(E2) 노출 

 특이 유 자 

로 일링

○감태부문

 - 평균 800 bp 이상의 cDNA 

library 작성

 - 2,700여종의 유 자 확보

○바다송사리부문

 - E2 100 μg/L 24 h  48 h 

노출하여 700여종의 특이 유 자 

후보 발굴

해양환경 건강진단기술 

개발 (2차년도)

○감태부문

 - 감태 cDNA Array 개발

 - 속(Cd  Cu) 특이 

유 자 후보 발굴

○바다송사리부문

 - Nonylphenol(NP) 노출 

 특이 유 자 

로 일링

○감태부문

 - 2,619종의 유 자를 탑재한 Ecava 

Array제작

 - Cd 노출 24 h, 60종; 48 h, 96종 

발굴

 - Cu 노출 24 h, 64종; 48 h, 143종 

발굴

○바다송사리부문

 - 20 μg/L 48 h 노출하여 217종의 

특이 유 자 후보 발굴

해양환경 건강진단기술 

개발 (3차년도)

○감태부문

 - PAH류 노출  특이 

유 자 로 일링

○바다송사리부문

 - 내분비계 장애물질 

응 qPCR Array Kit 

개발

○감태부문

 - PAH Mix 100 μg/L 노출: 24 h, 

217종; 48 h, 116종 발굴

 - PAH Mix 200 μg/L 노출; 24 h, 

45종; 48 h, 138종 발굴

○바다송사리부문

 - E2 특이 유 자 23종, NP 특이 

유 자 30종, BPA 특이 유 자 

9종의 PCR primer set 탑재한 Oja 

EDCs qPCR Array Kit ver. 01 제작

해양환경 건강진단기술 

개발 (4차년도)

○감태부문

 - 속  유기오염물질 

응 유 자 지표 후보 

검증

 - 감태 유 자 염기서열 

분석

○감태부문

 - 속 응 감태기원 유 자 

지표 33종 제시

 - PAH류 응 감태기원 유 자 

지표 24종 제시

 - NGS 기법으로 감태 유 자 

7,800여종 염기서열 정보 생산

제 4 장 목표달성도  련분야에의 기여도
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연구목표 달성내용(핵심성과) 기여도

○바다송사리부문

 - 내분비계 장애물질 

진단용 qPCR Array 

Kit 시작품 제작

 - 내분비계 장애물질 

진단 EDCs-focused 

Array 제작

○바다송사리부문

 - E2 특이 유 자 23종, NP 특이 

유 자 27종, BPA 특이 유 자 

6종의 PCR primer set 탑재한 Oja 

EDCs qPCR Array Kit ver. 02 제작

 - E2 특이 272종, NP 특이 72종, BPA 

특이 114종  공통 61종이 

선별되었으며, 이들을 탑재한 Oja 

EDCs-focused Array 개발
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제 5 장 연구개발결과의 활용계획

사회는 산업 활동에서 뿐만 아니라 일상생활에서도 유해화학물질들이 빈번하게 노출되

고 있으며 이러한 물질들은 자연환경에 그 로 노출되어 오염을 일으킨다. 특히, 속, 

PAHs, POPs  EDCs는 수질 환경에 유입되어 잔류하며, 은 농도로도 장기간 축 되어 결

국은 인간의 건강까지 하고 있는 실정이다. 따라서 이러한 유해물질이 수질 환경에 노출되

어 오염을 유발하는 정도를 측하고 측정하여 체계 으로 리할 수 있는 유해성 평가 시스

템의 개발이 실히 필요하다.

하지만, 지 까지 개발된 수계 환경 유해성 평가 시스템들을 살펴보면 수질에 특정 유해화

학물질들이 포함되어 있는지 만을 평가하는 정성 분석 기술이거나, 수계 생물종에 유해화학물

질을 노출시켜 유해성을 확인하고자 한 연구에서도 유 해  산란과정 해와 같은 물리  

행동 변화에 을 두는 연구가 부분이다. 그러나 수서 생태계에서 유해화학물질에 의한 유

해성 평가에 있어, 특정 유해화학물질이 실제 수서 생물체에 노출되었을 때, 어떠한 유 자 발

이 변화하며, 그 유 자와 련되어 어떠한 pathway  독성 기작을 나타내는지를 명확히 

밝 내는 근본 인 독성 기  연구가 요하다.

이에 본 연구진은 해양 생테계 요종인 감태를 상으로 속 노출 유 자 지표를 발굴

하 다. 이들 유 자 지표들은 생체 내 독성 작용 기작을 이해, 측하는데 이용될 수 있으며, 

앞으로 quantitiatve real-time PCR Kit으로 개발될 수 있다. 아울러 최근 주목받고 있는 차세

 염기서열분석(next generation sequencing, NGS) 기법을 도입하여, 감태의 유 자 7,800여종

에 한 염기서열 정보를 생산하 다. 이 염기서열 정보는 생태계 요종인 감태의 생물학  

특성을 유 자 수 에서 이해하는데 활용될 수 있다.

해산 시험 어류인 바다송사리를 상으로 3 종류의 내분비계 장애물질(E2, NP  BPA) 

응 유 자 지표를 발굴하고, 이들을 탑재한 Oja EDCs qPCR Array Kit을 개발하여, 보다 간편

하고 빠른 시간 내에 유해화학물질에 의한 수계 유해성 평가에 새로운 지평을 열고자 하 다. 

이 키트는 수계의 내분비계 장애물질 오염 여부를 비치사수 에서 단 가능하도록 디자인되어 있

으므로, 내분비계 장애물질에 의한 수생생물의 사/생리 변화 측에 용가능하다. 한 용 범

를 넓힐 경우, 신규 화학물질의 내분비계 장애 유발 여부를 신속하고 정확히 측 가능하다. 본 

연구에서는 생체지표의 발굴에 을 두어 한 세 에서의 성노출에 한 환경유해화학물질의 생

물 해성 연구에 국한하 다. 이 연구결과를 기 로 하여 앞으로는 장기 인 만성노출에 한 세

간의 변화에 한 생체지표 변동  표 형 변화에 한 연구로 확 할 필요가 있다고 생각된다. 

이를 해서는 보다 다양한 내분비계장애 물질 는 의심물질( : 탈 이트, 노닐페놀  PCB류 

등)등과 같은 환경유해화학물질을 상으로, 생체지표가 개발되어 있는 수생태계 해성 평가 시험

생물을 이용한 2-3 세 에 걸친 장기 만성노출 실험계의 확립 등과 같은 추가 인 연구가 추후에 

필요할 것으로 단된다.

, 바다송사리를 상으로 NGS 기법을 통해 20,000여종의 유 자를 발굴하고, 이들을 탑재

한 Oja 44 K Oligo-Array를 개발하 다. 이 DNA microarray을 이용하여 genome 수 에서의 

EDCs 응 특이 유 자 지표(E2 응 272종, NP 응 72종, BPA 응 114종, 공통 61종)를 탑

재한 Oja EDCs-focused Array를 개발하 다. 이 focused array는 앞으로 내분비계 장애물질 노

출에 의한 어류의 사/생리 변화를 측할 수 있는 도구로 활용될 수 있을 것으로 확신한다.
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주요연구실 활용계획

감태 유 자 2,700여 클론  Ecava 

Array

-해양환경변화  오염에 한 감태의 생리/ 사

변화 조기 감지  측에 용 

감태 속 특이 유 자 지표 33종;

감태  PAH류 유 자 지표 24종

-낮은 농도의 속  유기오염물질에 의한 환

경오염 감시

-환경유해화학물질에 의한 해조류 유 자 발  조

 연구에 용하여 수생태계 해성 사  측 

 조기 진단에 활용

바다송사리 Oja EDCs qPCR Array Kit 

ver. 02 시작품; Oja EDCs-focused 

Array 

-내분비계 장애물질에 의한 수생생물의 사/생리 

변화 측에 용

-신규화학물질의 내분비계 장애 유발 여부의 측

에 활용

감태  바다송사리 사체 안

-감태  바다송사리의 생물학  특성을 유 자 

수 에서 이해하는데 기 자료로 활용

-다양한 환경변화에 한 감태  바다송사리의 

생리/ 사 변화 측에 용
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제 6 장 연구개발과정에서 수집한 해외과학기술정보

해당사항 없음
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과제고유번호 20046001
해 당 단 계

연 구 기 간
‘04.10 ∼ ’13.12

단 계

구 분
3단계 10년차

연 구 사 업 명
사 업 명  해양생명공학기술개발사업

세부사업명  해양생명공학기술개발사업

연 구 과 제 명

과 제 명  해양․극한생물분자유 체연구사업

세부과제명
어류 병원체 Edwardsiella tarda 유 체 기반 

질병 메카니즘 이해  백신 개발

연 구 책 임 자 강 호 

해당단계

참 여

연구원수

 총 :  12 명

내부 : 12 명

외부 :  0 명

해당단계

연 구 비

정부 :  195,000천원

기업 :  0천원

 계 :  195,000천원

총연구기간

참 여

연구원수

 총 :  12 명

내부 : 12 명

외부 :  0 명

총연구비

정부 :  195,000천원

기업 :  0천원

 계 :  195,000천원

연구기 명  

소 속 부 서 명
 부산 학교 산학 력단 참여기업명  없음

국제공동연구 상 국명 : 상 국연구기 명 :

탁 연 구 연구기 명 : 연구책임자 :

요약(연구결과를 심으로 개조식 500자 이내) 보고서면수 30

 E. tarda의 다양한 생리학 ·생화학  생육특성 조사 

 염색체외 유 체 염기서열 분석  병원성 인자 탐색

 분석된 염기서열에서 목  단백질체 검색  선정

 Bioinformatics를 활용한 유 체 특성 규명

 감염모델을 이용한 분석된 유 체의 병원성에 한 역할 규명

 목  단백질 결손 돌연변이주 제작  돌연변이주의 특성 검사

 목  단백질 결손 돌연변이가 병원성에 미치는 향 평가

 어류의 감염성 질병에 합한 감염모델 개발

 면역학  분석도구 개발  감염에 따른 숙주의 면역반응을 측정

 외래 항원 운반체를 이용한 백신개발의 목  단백질로 사용하기 하여, E. tarda 

 다른 병원체의 항원단백질 검색  분석

 병원성 인자가 결여된 약독화 균주 확보

 생백신으로 용 가능성 평가

 외래 항원 운반 system 구축  다가백신으로서 능력 평가

색 인 어

(각 5개 이상)

한 이타르다, 에드와드증, 백신, 병원성 인자, 감염 모델

어
Edwardsiella tarda, Edwardsiellosis, Vaccine, 

Virulence factor, Infection model

보고서 요약서
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요   약   문 
  

Ⅰ. 제 목

  

  어류 병원체 Edwardsiella tarda 유 체 기반 질병 메카니즘 이해  백신개발

Ⅱ. 연구개발의 목   필요성

  

  어류에 감염성질병을 유발하는 박테리아인 Edwardsiella tarda의 감염경로, 질병유

발  메카니즘, 병원성 인자, 숙주와의 계 등을 분자생물학  기법을 용한 연구를 

통하여 체계 인 병원성 메카니즘을 확립하고자 한다. 연구과정에서 얻어진 결과로부

터 여러 종류의 백신후보물질을 발굴 할  것이며, 실제 장에서 요구되는 효과 인 

백신 후보 균주를 확보하고자 한다. E. tarda의 병원성 유발과정을 병원성 인자와 숙

주와의 상호작용을 심으로 해석하는 과정을 통해 이를 기반으로 타 어류병원체를 포

함하여 백신으로 용할 수 있는 후보물질을 발굴할 것이다. 어류질병에 한 연구는 

미생물학 인 에서 역학(epidemiology)을 심으로 연구 해왔기 때문에 어류병원

체의 유 체정보를 근간으로 분자생물학 인 기법을 용한 체계 인 질병유발 메카

니즘에 한 연구가 부족한 실정이다. 이에 따라 어류질병 방 는 통제법도 행

인 항생제투입 는 감염어류의 제거에 의존하고 있다. 한 수많은 생명자원의 유

체정보가 해석되고 있으나 어류병원체의 유 체정보는 소량 존재하여 질병연구에 

한 이해가 많이 부족한 실정이다. 이러한 연구는 질병의 감염에 한 책으로서 장기

으로 볼 때 매우 요한 것이므로 본 연구가 그 시발 이 될 것이다.

Ⅲ. 연구개발의 내용  범

  어류병원체인 Edwardsiella tarda의 유 체를 기반으로 어류에 세균성 감염을 일으

키는데 기여하는 검색된 병원성 인자의 특성을 규명하여 세균감염성 어류질병 유발 메

카니즘에 한 연구를 수행하 다. 최근 연구에서 나타난 병원성 세균들의 강한 항원

성 인자, 병원성 인자에 해 주목하여 다른 병원체에 한 그들의 정보를 수집하 다. 

목  항원을 선정하여 분리, 정제하고 목  항원 단백질의 유 자를 결손시킨 돌연변

이주를 제작하 다. 목  항원 결손 돌연변이주의 항원성 여부를 확인하고 이를 백신

개발에 활용할 수 있는 기반을 마련하고자 하 다. E. tarda 자체의 기 인 생리학

, 생화학  특성 조사 연구 한 수행하 으며, 면역학  실험도구, 감염모델 개발에 
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근하여 어병연구에 실질 으로 도움이 될 수 있도록 하 다. 한 백신 개발 연구에 

있어서는 최종 으로는 목  병원성 인자가 결여된 약독화 E. tarda 균주를 제조한 후 

구축 한 외부항원발  system을 도입하고자 하 다.   

Ⅳ. 연구개발결과

 E. tarda의 특성조사 : 어류병원체인 E. tarda가 해양환경에서 존재하다가 숙주내

부로 감염하 을 때 변화하는 생리  환경차이를 심으로 다양한 생리조건별 생

육특성을 조사하 다. 특히 해양  생리  환경조건에 따른 단백질체의 발  패

턴과 표 형질의 특성을 분석하여, 숙주내부에 감염하 을 때 병원체가 발 하는 

병원성 인자를 검색하고 검색된 목  단백질체의 역할을 규명하기 한 모델을 

정립하 다.

 E. tarda 염색체외 유 체 분석 : E. tarda 상의 염색체외 유 체의 존재여부를 

확인하고 패턴을 분석하여 향후 연구를 한 기 자료로 활용하 고, 이를 기반으

로 한 병원성 인자를 선정하여 특성을 분석하 다. 염색체외 유 체가 확인되면 

해당 유 체의 염기서열을 분석하고 그 특성을 규명함.

 에드와드증 방을 한 백신 개발 : 목  인자 선정 후 E. tarda  상의 해당 유

자가 결손 된 돌연변이를 구축하여 약독화 백신 균주로의 가능성을 평가하 으며, 

외래 항원 발  시스템을 개발하여 앞서 선정 된 약독화 백신 후보 균주에 도입 

후 다가 백신으로서의 가능성을 평가하 다.

 E. tarda  감염모델개발 : 감염모델을 한 상 어종을 검색하여 상어종으로 

붕어와 메기로 검색하 으며, 이들의 특성을 연구하고, 감염실험을 통한 모델로의 

용가능성을 평가하여 감염모델 구축을 완료하 다. 

Ⅴ. 연구개발결과의 활용계획

  

  본 연구과제에서 이룩한 어류병원체인 E. tarda의 유 체를 기반으로 병원성 기작

에 한 연구와 그 결과를 바탕으로 한 약독화 생백신 개발을 통하여, 세균감염성 어

류질병 메카니즘과 같은 생명 상을 규명하는 기  과학 인 연구 뿐 만 아니라 상업

으로 문제가 되고 있는 양식어종에 있어 에드와드병의 감염을 방할 수 있는 효과

인 백신을 개발하여 경제 , 환경  손실을 막을 수 있을 것이다. 본 연구를 통한 

기 과학  지식은 미래원천기술의 확보를 한 요한 자원이 될 수 있으며, 감염모

델을 통한 백신의 효과 인 도입 경로를 구축하게 되면 재 상용화되어있는 사백신

을 체할 백신의 개발이 가능하다. 한 외래 항원 운반체를 이용하여 복합 이고 다

기능 인 백신의 도입으로 장에서 요구하는 실용 인 연구결과로 활용할 것이다.
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SUMMARY

  

Ⅰ. Title

  

  Research of pathogenesis mechanisms based on genomic information of fish pathogen 

Edwardsiella tarda and development of its vaccine.

Ⅱ. The purpose and necessity of research development

  The main goal of this research is to examine the infection route, disease inducing 

mechanism, pathogenic factor and the relationship with the host of the fish infecting 

bacteria Edwardsiella tarda by using biomolecular methods in order to found a systematic 

pathogenic mechanism. Various types of vaccine samples will be selected in accordance to 

the results of the research process and the main focus is to secure an effective vaccine 

candidate for practical usage. By interpreting the pathogenic inducing process of E. tarda  

while focusing on the pathogenic factor and the relationship with the host, vaccine 

samples shall be selected for possible general vaccine candidates for even other types of 

fish hosts. 

Ⅲ.  The range and contents of research development

  This research on mechanism of fish disease was done by investigating searched 

pathogenic factors which cause fish bacterial infection based on fish disease causing 

bacteria E. tarda dielectric. Information from other recent researches on other pathogens, 

especially their strong antigenicity and  pathogenic factors, was gathered. Mutant hosts 

which deficit Object antigen protein by separating and extracting selected object antigen 

protein. Observing the antigenicity of mutant host lacking object antigen will be the 

groundwork of vaccine development. Researches on basic physiological, biochemical traits 

were also done for approach of immunological instruments and the infection model, in 

order to utilize the results for fish disease research. Finally ,as a vaccine development 

research, external antigen expression system was founded after producing attenuated E. 

tarda  strain lacking object pthogenic factors.
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Ⅳ. The results 

 Research on the traits of E. tarda  : Various growth and development conditions 

varied by physiological occasions were investigated while focusing on the change 

of physiological environment change when E. tarda  intruded into the fish host. 

Especially, by analyzing the characteristics of expression patterns of protein and 

expressing genes based on the difference in accordance to various maritime and 

physiological environment. 

 Analysis of E. tarda  chromosome : Analyzed patterns and existence of non 

chromosome dielectric were used as a basic database for further research, and 

the characteristics of selected pathogenic factor based on the prior research. 

 Vaccine development for prevention for edward disease : After selecting object 

factor, mutants lacking specific E. tarda  gene was produced and evaluated as a 

possible attenuated vaccine host and the candidate strain.

 Developing E. tarda infection model : After thorough search, catfish and carp 

were chosen as infection models. The capability for practical use was evaluated 

through infection model, and we completed establishing infection models.

Ⅴ. Utilization possibilities, plans

  Through this research on mechanism of fish disease based on E. tarda  dielectric and 

development of attenuated live vaccine based on the result, not only basic scientific 

investigation on bacterial fish disease could be done, but also prevent losses in economic 

and environmental problems by effectively controlling edward disease ,causing damages to 

fish raising industry, with newly produced vaccines. The basic scientific knowledge above 

could be a valuable resource for  access to future-oriented-technology, and gives us 

possibilities of developing live vaccines to replaced.
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제 1 장 연구개발과제의 개요

 제 1  연구개발의 목

    

    21세기는 BT(Bio-technology)의 시 이다. 앞으로의 바이오산업은 국가 경쟁력을 좌우

할 수 있는 간과해서는 안 될 분야이다. 최근 해양생물이 소재인 해양바이오 산업은 새로

운 분야로 그 발  가능성이 매우 높은 것으로 분석되어지고 있다. 해양에는 지구상 생물

의 80%이상이 서식하고 있으며, 육상생물과는 달리 새로운 물질  기능을 보유하고 있어 

인간에게 많은 기회를 제공할 것으로 상된다. 특히 최근 식량자원의 기로 주목받고 

있는 해양생물자원은 바로 어류이며, 해산물을 선호하는 우리 국민의 음식문화에서 신선

하고 오염되지 않은 수산 자원의 공 이 필요하다. 따라서 무엇보다도 질병이 없는 어류

의 공 이 요하다. 

 제 2  연구개발 필요성

    

  1.  기술  측면

    어류 양식업에서는 제한된 공간에서 최 의 생산을 해 보다 효율 인 어류양식을 한 여러 

방법들을 개발하여 활용하고 있다. 그러나 더욱 집약 인 양식법이 발달할수록 어류가 병원체에 

의해 질병으로 인한 피해를 입을 확률은 더욱 증가하고 있다. 즉, 한정된 공간에서 많은 양의 어

류는 높은 도에 따른 환경  특이성, 수온의 증가와 어류 배설물에 의한 과 양 등의 향으로 

세균의 번식을 진시킨다. 따라서 물의 순환이 원활하고 보다 낮은 빈도를 가지는 자연 상태의 

어류보다 양식장에서의 어류가 병원성 세균에 노출되기 쉽고 감염율도 높은 것이다.

    국내 · 외 연구 동향은 과거 질병에 한 단순 치료 목 의 연구에서 방차원의 연구로 방향

이 환되고 있으며, 면역학   분자생물학  기술을 활용한 진단기술에 한 연구가 강화되고 

있다. 특히 국가 간 수산생물 교역량 증가에 따라 질병 확산에 한 자국의 수산자원 보호 책에 

한 연구가 으로 수행되고 있다.

    건강한 어체를 길러내는 데에는 스트 스를 주지 않는 한 환경을 제공하는 것과 질병을 

방하는 것이 가장 요하게 작용한다. 질병의 방은 백신을 사용하여 면역능을 유도하는 것으

로 이룰 수 있다. 면역능력 향상에 의한 감염성질병의 방은 양식업에서의 항생제 사용에 한 

실용 가능한 안이 될 수 있을 것으로 여겨진다.

  

  2.  경제 · 산업  측면

    일단 양식장 내에서 한 개체가 발병할 경우, 높은 도로 존재하는 양식어류들 간에 빠

른 세균 가 일어난다. 이로 인해 집단 감염에서부터 집단 폐사에 이르게 되는 심각한 

문제를 야기하게 되고, 이것은 곧 막 한 경제  손실을 불러온다. 

    양식업에서 어류 상실의 주요원인은 감염성 병원체에 의한 질병이다. 세균에 의한 감염

에는 항생제 처리가 질병통제의 효과 인 방법이다. 하지만 항생제의 사용은 남용에 따른 

잔류항생제  항생제 내성 균주의 출  등 여러 가지 문제 을 남기고 있는 실정이다. 따
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단계 연구내용 연구범

1차년도
병원성 련 라스미드 유 체 

염기서열 결정

- E. tarda의 특성 조사

- E. tarda의 염색체외 유 체 분석

2차년도
단백질체 분석  

면역학  연구 재료 개발

- 환경조건에 특이 인 단백질체 분석

- 면역학  분석 도구 개발

- E. tarda 유 체에서 병원성 인자 검색

3차년도
감염모델 개발  감염과정에서의 

면역반응 특성 조사

- E. tarda 감염모델 개발

- 목  단백질의 역할 분석

- 숙주의 면역반응 조사

- 항원 단백질체 검색

4차년도 E. tarda 생백신 개발
- E. tarda 생백신 개발

- 외래 항원 운반체를 이용한 백신 개발

최종
어류 병원체 E. tarda 유 체 기반 

질병 메카니즘 이해  백신 개발

감염성 어류질병 연구에 한 기 에서 

응용까지의 체계 확립

라서 양식 산업에서 용되어야 할 백신에 한 연구  용이 시 하다. 

  

  3.  사회 · 문화  측면

    수산 생물의 질병발생은 어패류 량 폐사와 성장률 둔화에 따른 직  손실 비용 이

외 에도, 양식 수산물의 식품으로서의 안정성에 한 우려와 질병 확산으로 인한 수서 생

태계 교란 등 국민들의 수산업에 한 정서  거부감과도 하게 련되어 있다. 이러한 

에서 볼 때, 세균성 어류질병에 한 연구와 어류 특이  병원성 세균의 조   제어는 

어류양식에 있어서 아주 요한 부분이다.

  제 3  연구개발 범

    

   

    어류병원체의 유 체 정보를 바탕으로 어류병원체의 생리 , 생화학 인 특성을 연구한 

후, 어류병원체의 감염성 모델을 바탕으로 체계 인 병원성 유발 메카니즘  감염과정에

서의 면역반응을 분석하여 그 결과를 바탕으로 감염성어류질병 방을 한 백신개발 단

계로의 진행하 다. 본 과제는  세계 으로 해수어와 담수어 모두에 에드와드증을 유발

하는 어류병원체인 Edwardsiella tarda균을 주 연구재료로 사용한다. 먼  다른 병원체의 

정보를 기반으로 E. tarda의 유 체정보를 검색하고 분석하 으며, 이를 활용하여 분자생

물학 인 기법으로 병원성 유발 메카니즘을 규명하고 최종 으로는 이를 토  백신 개발

을 하고자 하 다. 한 약독화 된  E. tarda를 생백신 모델로 구축 후 다가백신의 개념을 

도입한 재조합 백신을 개발하여 다양한 어류질병을 방하고자 하 다.
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제 2 장 국내외 기술개발 황

 제 1  국내 연구 · 기술 · 산업  황

[해양바이오 분야의 부가가치 창출  시장성 상]    

항   목 개 발 내 용 기 효과  시장성

해양생물의약품

생리기능성물질 국내 의약품 4조 6천억원

항암물질 국내 항암제시장 1조원

노화억제  치매치료제 치매환자 30만명, 치료제 7천억원

해양생화학물질

천연방오물질 개발 방오도료 210만톤 9천억원 수입

어병진단  치료제 개발 국내 200억원 량 수입

세포고정화물질 국내 100억원 량 수입

생체방어물질 국내 의약품 4조 6천억원

해양환경 정화물질 국내 500억원 (400억원 수입)

해양생물

Geno / Proteomics

Bioinformatics

어류질병유 자 국내 어병치료제 시장 200억원

해양생물 성장 진제 개발 성장 진제 잠재시장 509억원

해양생물 유용효소 / 유 자 유용효소 시장 100억원

출처: 해양바이오식의약인력양성사업단 계획서

1. 다양한 어종을 상으로 한 백신이 활용되고 있으나 재 실용되고 있는 부분의 어류 세균

(Aeromonas hydrophilla, Edwardsiella ichtaluri, Flavobacterium columnare, Vibrio 

anguillarum, Vibrio ordalii, Vibrio salmonicida) 감염증에 한 백신은 불활성화 백신이다. 균체

를 포르말린이나 클로로포름 처리, 열처리 혹은 음  분쇄 등의 방법에 의해 단순히 체세포

를 불활성화 시킨 것이다(1).

2. 불활화 백신은 일반 으로 생백신에 비하여 효력 지속 기간이 짧으며 면역 능력의 형성 시기

가 늦다. 한 항상 일정 간격으로 백신 종을 반복해야만 하는 단 이 있으며, 일반 으로 

종하는 항원의 양이 많으므로 일시 으로 부작용을 일으키기 쉽다는 문제 을 가지고 있다.

 

3. 생백신과 약독화백신이 존재하나 유 공학의 발달로, 재조합 DNA를 이용한 재조합백신, 

DNA 백신 등이 연구되고 있다. 최근 probiotics를 통해 면역증강 보조제를 이용한 어류질병의 

방법 등이 연구되고 있다. 그러나 일부 재조합 백신 기술은 아주 제한 인 사용이 가능하며 

그 이외엔 아직 실용화되기엔 더욱 발 된 연구가 필요하다. 

  

 제 2  국외 연구 · 기술 · 산업  황

1. 연어의 복강내에서 다가백신에 의해 면역을 유도할 수 있다(2). 

2. 보강제는 백신의 효과를 증가시키는 보조물질로 어류백신에서 면역원과 함께 사용되어 

보다 강력하고 장기 인 면역력을 제공한다. 다른 동물들처럼 Freund's complete · 

incomplete adjuvants, light oil, 세균성 LPS와 같은 물질들이 어류에 투여되었을 더 증가된 
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항원생산이 유도되는 것이 보 다(3). 

3. Light oil adjuvant는 Aeromonas salmonicida의 injectable bacterins과 함께 성공 으로 

사용되고 있으며, Aeromonas salmonicida가 Yersinia sp. 혹은 Vibrio spp.의 항원물질과 함

께 결합되는 다가 어류 백신들에서도 성공 으로 사용되고 있다.

4. 보강제가 첨가된 주사에 의한 백신법이 가장 효과 임에도 불구하고 이 방법은 어류에 스

트 스를 주거나 혹은 주사부 에 역반응을 일으키는 등  다른 문제 을 유발한다(4). 

5. 효율 인 경구 투여를 해 보존  항원은 소화 가수분해를 피해야 하고 효과 인 보존  

면역반응을 유도하기 해 장에서 흡수되어야 한다. 항원 캡슐화 기술(antigen encapsulation 

technology)이 항원을 보호하기 해 사용되고 있으나, 매우 비싸고 항상 효과 이지는 않다. 

6. 생백신은 1회의 종으로 장시간 지속하는 강한 면역이 얻어지고, 한 세포성 면역과 국

소 면역을 함께 유도하기 때문에 불활화백신에 비하여 효과가 우수하다. 그러나 백신의 투여

량과 안 성 등의 문제로 실용화가 곤란하며 재 유 자 재조합을 이용한 병독성이 없는 

균주를 개발해 생백신으로 활용하려는 연구가 진행되고 있다.

7. 연어에 구 병을 일으키는 어병 세균인 Yersinia rukeri의 aroA를 결손시킴으로써 병원성

을 없앤 돌연변이를 이용한 약독화 생백신이 만들어졌고 이는 침지백신을 사용한 것과 비교

하여 보다 높은 생존률을 보이는 것으로 보고되고 있으나 상용화되어 있지는 않다(5).

8. 에드워드병의 원인균인 E. tarda의 GAPDH 단백질을 재조합하여 이로 면역한 넙치에서 

효과가 있는 것으로 단되고 있으나 상용화 되지는 않고 있다(6). 
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제 3 장 연구개발수행 내용  결과

 제 1  주요 실험방법

  1.  사용균주, 라스미드  사용배지, 균주 배양 조건

  Edwardsiella tarda, Aeromonas hydrophila. Edwardsiella ictaluri, Escherichia coli는 

Luria-Bertani (LB)와 Tryptic Soy 액체배지 는 1.5% agar를 첨가한 고체배지를 사용

하여 요구 조건에 맞게 28℃와 37℃에서 배양하 다. 항생제는 필요한 경우 각각의 배양 

조건에 다음과 같은 농도로 첨가하 다: ampicillin, 100 μg/ml; tetracycline, 15μg/ml; 

chloramphenicol, 30 μg/ml; kanamycin, 50 μg/ml; streptomycin, 50 μg/ml.  Asd- 균주의 

배양을 하여 Diaminopimelic acid (DAP)을 50 μg/ml의 농도로 첨가하 다. 돌연변이 

균주 구축을 한 Allelic exchange 과정에서는 suicide 라스미드 내에 있는 sacB  유

자를 이용하여 suicide 라스미드 DNA 결손 균주의 선별을 해 5% sucrose를 포함하

는 LB 고체배지를 사용하 다. 

  2.  일반 인 DNA 조작

  본 연구에서 이루어진 부분의 DNA 조작은 Sambrook 등에 의해 기술된 방법에 

하여 수행하 다. Rubidium chloride 용액에 의해 제조된 E. coli  competent 세포들은 

heat-shock으로 형질 환 시켰으며, E. tarda의 형질 환은 주로 electroeluter 

(BioRad, Hercules, Calif)를 이용한 electroporation 법에 의해 이루어졌다. 제작된 재조

합 suicide 라스미드의 공여체로 E. coli χ7213 (Asd
-
)을 사용하 으며, 합에 의해 E. 

tarda로 이동시켰다. 유 자 클로닝에 사용하기 한 DNA 단편을 얻기 해서 PCR 증

폭기법을 사용하 고, 이는 염색체상의 돌연변이를 확인하는데도 사용하 다. PCR은 다

음과 같은 조건으로 수행하 다: 95℃에서 30 간 denaturation, primer의 Tm에 따라 약

간씩의 차이는 있었지만, 체로 50℃에서 30 간 primer annealing, 증폭하고자 하는 

DNA 단편의 크기에 따라 72℃에서 1∼2 분간 polymerization, 그리고 72℃에서 10 분간 

마지막 합성시간을 주었다.

  3.  동물실험 

  수족 에서 구입한 붕어, 지 라 피시와 실제 국산 양식 어종인 메기 치어를 이용하

여 집락 형성  독성 테스트를 실시하 다. 어류 사육실인 수족 은 23∼25℃의 실내 온

도를 유지하 으며 12시간 간격으로 일 을 조 하 다. 각 그룹의 어류는 실험 균주로 

종 6 시간 에 사료 공 을 제한하 으며, 종 후 4 시간 뒤 다시 제공하 다. 종

에 사용한 균주들은 TSB borth에 OD600=0.8까지 배양하여 상온에서 4000×g 10 분간 원

심분리 후, 수확한 pellet을 1 ml의 PBS 용액에 재 탁하여 10
4
∼10

7
 CFU dose로 희석하

여 100 μl씩 주사기를 이용하여 종하 다. 질병률과 사망률은 4주∼8주 씩 모니터링 하

다. 
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  면역된 어류가 차후 야생주에 노출되었을 때, 질병 유발로부터 보호받을 수 있는지의 

여부를 확인하기 해 본 과제 기간  개발 된 약독화 균주들 각각을 어류에 10
5
 CFU

의 dose로 주입하 다. 2주∼3주 후에 106 CFU dose의 야생주를 종하여 challenge 

assay를 실시하 다. 

  균주의 주입에 의해 유도된 숙주의 면역반응 정도를 측정하기 하여, 면역 후 2주 간

격으로 어류의 미부 으로부터 주사기를 통해 액을 얻었다. 액 채취 1 시간 후, 

원심분리하여 세포성분은 제거하고, 장 성분만을 분리하여 향후의 ELISA assay를 

해 -75℃에 보 하 다.  

  Colonization assay는 liver, spleen, kidney 장기에 하여 실시하 으며, 출된 장기는 

1∼2 ml의 PBS에 넣어 homogenizer를 이용하여 균질화, 희석하여 항생제 내성 유 자를 

마커로 사용하는 선별법을 통해 해당 항생제가 첨가 된 LB agar plate에 배양하여 형성

된 colony의 수를 측정하 다. 

 

  4.  세포의 분획

  재조합 라스미드를 가지는 균주를 배양한 후 원심분리를 통해 세포를 얻었다. 세포들

을 10 mM Tris-HCl (pH 7.4) 용액에 재 탁하 으며, Frech Pressure (Thermo 

Electron Cooperation)을 이용하여 쇄하 다. 샘 을 4℃에서 1 시간 동안 원심분리하여 

세포질 부분인 수용성 부분과 비수용성 부분인 세포막 부분으로 분획하 다. 세포외막 부

분을 분리하기 해 세포막 부분을 1%의 N-lauroyl-sarcosine (Sigma)가 들어있는 10 

mM의 Tris-HCl (pH 7.4) 용액으로 재 탁하고 얼음에 1 시간 동안 방치하 다. 세포의 

외막 부분은 이 샘 을 다시 4℃에서 1 시간 동안 원심분리하 을 때 pellet이며, 이 

pellet을 다시 Tris 용액에 재 탁 하 다.

  5.  SDS-PAGE

  단백질 시료들을 2× digestion buffer [20% (v/v) glycerol, 4% (w/v) SDS, 0.2% 

(w/v) bromophenol blue, 200 mM β-mercaptoethanol, 100 mM Tris-HCl buffer, pH 

6.8]에 용해하 다. 용해된 단백질 시료들을 95℃에서 5분 동안 가열한 후, 비연속  

sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)에 의해 분리하

다. 분리된 단백질들을 Coomassie brilliant blue G-250 (Sigma)을 통한 염색과 2 시간 

동안의 탈색 과정을 통해 밴드로서 확인하 다. 

  
  7.  Immunoblotting

  SDS-PAGE를 통해 단백질 시료를 분리한 후, transfer 장치 (BioRad)와 Towbin’s 

Buffer (TB) [25 mM tris, 192 mM glycine, 20% (v/v) methanol, pH 8.3]를 사용하여 

polyacryamide gel 내의 단백질들을 nitrocellulose membrane (Whatman)으로 이동시켰

다.  Towbin 등에 의해 기술된 바와 같이 5% skim milk를 함유하는 Towbin’s Saline 

Buffer (TBS) [0.9% NaCl, 10 mM Tris, pH 7.4]에서 3 시간 동안 membrane을 blocking

시킨 후, 희석한 Crp, Lpp, Pfap 등과 같은 각 실험에 맞는 특이 인 다클론성 1차 항체
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와 함께 2 시간 반응시켰다.  TBS로 수 회 세척한 membrane에 2차 항체인 horseradish 

peroxidase-conjugated donkey anti-rabbit Ig (Sigma)를 5% skim milk/TBS에 1:1000 

∼ 1:2000 의 비율로 희석하여 2 시간 동안 반응시켰다. TBS로 수 회 세척한 membrane

의 단백질 밴드를 H2O2 (Sigma)와 4-chloro-1-naphthol (Sigma)이 포함된 용액에서 자

주색의 침착물이 생성되는 것으로 확인하 다. 반응은 다량의 증류수 세척을 통해 지시

켰다.

  8.  Enzyme linked lmmunosorbent assay (ELISA)

  E. tarda 항원  외부항원인 PspA에 한 면역반응은 ELISA에 의해 측정하 다. 

Polystyrene 96-well plate의 각각의 well은 200 ng의 항원으로 코 하 다. 각각의 항원

들은 50 mM의 sodium carbonate coating buffer (pH 9.6)에 재 탁되어 각 well에 200 μ

l의 양으로 처리되었다. 코 이 되지 않은 자리는 200 μl의 blocking buffer [1% bovine 

serum albumin in phosphate-buffered saline (pH7.4)]에 의해 메워졌다. 동시에 수행된 

동물 실험으로부터 얻은 샘 들은 그룹별로 청 풀을 이루었으며, 각각의 well에 100 μl

의 샘 을 연속 희석하여 으로 처리하 으며, 37℃에서 3 시간 동안 반응 시켰다. 

Biotin이 부착된 항체를 처리한 후, streptavidin-alkaline phosphatase conjugate를 3 시간 

처리하 다. ρ-nitrophenylphosphate substrate (Sigma)를 기질로 하여 37℃에서 30 분 

반응 후, 405 nm에서 흡 도를 ELISA reader (BioTek) 기계를 사용하여 측정하 다. 

 

 제 2  연구내용  결과

 

  1.  E. tarda의 병원성 라스미드 pCK41 유 체 분석  

    병원성 라스미드 pCK41의 존재를 확인하 고, pCK41의 유 체를 분석하여 72,832 

bp의 원형 라스미드와 라스미드 상의 ORF의 정보를 확보하 다(그림 2-13 1.A). 

pCK41에서 평균 인 GC content 53.9보다 히 낮은 low GC content 역 2곳을 확인

하고 Box1, box2이라고 명명하 다(그림 2-13 1.B). Box1과 2를 balanced-lethal system을 

가진 pYA3342 vector에 탑재하여 구축한 붕어 모델에서 병원성을 측정한 결과 box1과 

2모두 병원성 인자를 포함하고 있으며, 특히 box2 역이 강한 병원성 인자를 가지고 있

는 것으로 밝 졌다(그림 2-13 1.C). 재 box1과 2 역에 존재하는 유 자들의 병원성과

의 연 성  병원성 기작에 한 연구가 진행 에 있다.
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[그림 2-13] 1.  A. 병원성 라스미드 pCK41(약 7.3 Kbp)의 유 자 분석.  B. pCK41 

라스미드의 G+C contents 분석. 두 부분을 BOX1과 BOX2로 명명.  

C. pCK41의 병원성 클러스터 BOX1과 BOX2의 병원성 확인. 

PBS(control), pYA3342(Vector control).

   

  2.  E. tarda의 항원 검색

    E. tarda의 외막 단백질을 크기별로 분리하고 E. tarda에 감염된 넙치에서 분리한 청

으로 면역반응을 수행한 결과 4개의 면역반응을 보이는 단백질을 확인하 다. 면역반응을 

보이는 각 단백질들을 분석한 결과 OmpA(Outer Membrane Protein A)와 Lpp(Murain 

Lipoprotein)로 검색되었으며(그림 2-13 2.), 다른 논문을 바탕으로 항원 후보 단백질들과 

표면 항원 단백질로 Flagellin, 주요 조 자 단백질인 Crp 한 검색하고 조사하 다.

[그림 2-13] 2.   면역된 넙치 항체를 이용한 E. tarda  외막 단백질의 항원 · 항체반응 

결과  후보 항원검색  MALDI-TOF를 이용한 동정.
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  3.  목  유 자 결손 돌연변이주 제작

  앞서 검색 된 단백질을 코딩하는 유 자들  후보 인자들을 선정하 고, allelic 

exchange 방법을 통해 해당 돌연변이주를 만들고자 하 다(그림 2-13 3.A). 각 유 자의 

5’, 3’ flanking region을 합쳐서 suicide plasmid에 도입한 후 count selection으로 선별 분

석한 유 체를 바탕으로 목  유 자가 결손된 돌연변이주들을 구축하 다(그림 2-13 

3.B). 구축 된 돌연변이 균주는 ΔompA, Δlpp, Δcrp, Δpfap, Δfdp 이며 이어서 병원성 

련 특성 조사  백신 개발을 한 약독화 균주로서의 실험에 사용되었다.

[그림 2-13] 3.  A. 목  유 자의 5’, 3’ flanking region를 suicide plasmid에 도입 후 선

별하는 allelic exchange를 이용한 돌연변이주 제작 과정 모식도.  B.  

목  유 자가 결손 됨을 보여주는 단백질  DNA 기 동 결과.

  4.  병원성 인자의 독성확인  생백신 후보균주 확인

    검색된 병원성 인자  병원성 기작 연구와 생백신 개발에 이용 될 목  인자를 선정하

여 해당 유 자가 결손 된 돌연변이주들을 앞서 구축하 다. 이들 각 돌연변이주들을 숙주

에 감염시켜 독성을 확인하 다. 실험결과 ΔompA는 parent strain과 병원성에 있어 큰 차

이가 나지 않지만, Δlpp와 Δcrp는 parent strain에 비교하여 1 log 이상 약독화 되는 것을 

찰할 수 있었다(그림 2-13 4.A). 따라서 외막단백질 Lpp와, 주요조 자 단백질 Crp는 병

원성 인자임을 알 수 있었다. Δlpp와 Δcrp 돌연변이주를 숙주에 면역시키고 공격실험을 

하 을 때, Δlpp가 효과 인 방어능력을 보임을 확인 할 수 있었다(그림 2-13 4.B). 나머

지 병원성인자들에 한 병원성 확인 한 완료 된 상태이다. 
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[그림 2-13] 4.   A. 종 dose에 따른 돌연변이 균주 CK164  Δlpp, CK216  Δcrp의 독

성 확인.  B.  CK164 Δlpp 균주 면역 후 방어능력 측정 결과. 

PBS(control), CK41 HK(열처리를 통해 불활화 시킨 E. tarda 야생

형 균주)

  5.  E. tarda  감염모델 개발  실험수조 시스템 구축

  

    병원성 인자들의 특성 확인  백신 후보 균주의 실험을 하여 E. tarda 감염모델을 

개발하고자 하 고, 다양한 어종에 한 탐색 후 실험 조작상의 이 을 가지며 쉽게 수

이 가능한 붕와 실제 자연 감염 모델이며 취 이 용이한 메기를 선정하 다. 병리학  · 

조직학  분석을 거쳐 최종 으로 붕어와 국산 양식용 메기 치어를 E. tarda  감염모델

로 선정하 다(그림 2-13 5.A, 5B). 

    한 사육과 실험을 한 실험수조 시스템을 구축하 다(그림 2-13 5.C). 폐쇄 · 순환식 

시스템으로 설계된 실험수조를 통하여 감염모델의 개발  어류병원체의 병원성 기작에 

한 실험이 가능하다. 총 44개의 수조로 구성되어 독립 인 실험이 가능하며, 과제 진행

과 더불어 추가 설치를 진행하 고, 과제 반 단계에 이르러 설비가 완료되었다.
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[그림 2-13] 5.  A. 병리학  · 조

직학  분석결과 control 붕어 

비 에드와드증의 감염을 확인할 

수 있음.  B. 병리학  · 조직학   

· 액학  분석결과 control 메기 

치어 비 에드와드증의 감염을 확

인할 수 있음.  C. 본 연구실에서 

설비한 폐쇄 · 순환식 실험 수조 

시스템. 

  6.  돌연변이주를 이용한 병원성 인자의 특성 조사 

    

    앞서 외막단백질 LPP와 주요 조 자 단백질 Crp 그리고 E. tarda의 운동성에 한 연

구를 해 목표한 편모 단백질 Pfap와 Fdp 등을 선정하 다. 이를 코딩하는 유 자를 결

손시킨 돌연변이주를 이용하여 조군과 비교함으로서 각 병원성 인자들이 E. tarda의 병

원성 기작에 한 향을 살펴보고자 하 다. 주요 조 자인 Crp를 코딩하는 유 자를 결

손시킨 돌연변이주 CK216을 이용한 찰에 따르면 병원성 인자인 운동성과, 용 능이 감

소하는 것을 확인하 다(그림 2-13 6).  다른 병원성 기작에 한 연구로 E. tarda의 편

모에 집 하 는데, E. tarda의  2가지 편모 발  단백질의 존재를 확인하 으며, 이들 편

모 유 자인 pfap 결손 돌연변이 CK226, fdp 결손 돌연변이 CK247, pfap, fdp 결손 돌연변

이 CK248를 야생형 균주인 CK108을 비교군으로 하여 특성을 조사하 다(그림 2-13 7). 

편모발 에 있어 pfap 유 자가 더 우세함을 확인하 으며, Biofilm 형성에는 큰 차이를 

보이지 않았다. E. tarda의 편모가 병원성 기작에 미치는 향을 붕어 모델  지 라 피시 

모델을 이용하여 약독화 됨을 확인하 으며, 편모 결손 돌연변이 균주에 한 백신 후보 균주로의 

합성 여부에 한 조사가 계속 으로 진행 이다.



- 20 -

[그림 2-13] 6. A. 운

동성 확인 배지에서의 야

생형(CK108)과 주요 조

자 Crp 결손 돌연변이

주(CK216)의 운동성 차

이. B. CK216의 용 능 

감소 상의 확인. C. 

CK216의 운성에 여하

는 주요한 기구인 편모의 

유무를 찰한 자 미

경 사진. 

[그림 2-13] 7.  A. 운동성 확인을 한 각 균주의 운동성을 0.3% Agar가 첨가 된 

LB배지 상에서 확인.  B.  C운동성 확인 결과를 시간 경과에 따라 반

지름을 측정하여 나타낸 결과 pfap 결손 균주인 CK226의 이동성이 

가장 떨어짐에 따라 fdp 보다 편모 운동성에 있어 더 우세함을 확인

하 으며, pfap와 fdp 결손으로 인한 CK248이 운동성이  없음이 

확인 됨.  C. 편모 유 자 결손으로 인한 각 균주의 편모에 한 형

태학  차이를 찰한 투과 자 미경 사진.

  7.  면역학  연구 재료 개발  

    목 하는 병원성 인자의 발  확인  숙주 상에서의 면역능 측정을 해 면역학  분

석에 필요한 연구 재료들이 요구 되었다. 어류의 면역학  기 을 살펴 보았을 때, 어류 

백신 도입 후 면역능 측정을 해서는 IgM(Immunoglobilin M)을 탐지할 수 있어야 했다. 

따라서 Anti-Flounder IgM, Anti-Goldfish IgM, Anti-Catfish IgM을 제작하 다(그림 

2-13 8). 목 하는 병원성 인자의 발 이나 항원 후보 단백질 검색을 해서 다양한 특이
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항체를 제조하 다. 특히 외부 항원 발 시스템에 도입 될 외래 항원 후보 인자로 어류병

원체 Aeromonas hydrophia의 GAPDH를 선정하 고, 이에 한 polyclonal antibody가 필

요하 다. GAPDH 단백질을 발  벡터 구축 후 장균발 체계를 이용하여 과발  하

다. 그리고 해당 단백질을 토끼에 종하여 면역을 유도하고 특이항체를 제조하여 추후 실

험에 이용되도록 하 다(그림 2-13 9). 본 과제 기간 제조한 항체 모두 같은 방법으로 제

작되었으며, -75℃에서 보존 될 수 있도록 하 다.

[그림 2-13] 8.   A. FPLC를 통한 IgM 정제 과정  항원·항체 반응을 이용한 확인. 

세 가지 어종(Goldfish, Flounder, Catfish)의 액으로 부터 sera를 

얻어 같은 방법으로 제작함.  B.  제작 된 Anti-Goldfish IgM을 이용

한 ELISA(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) 과정을 나타낸 

모식도. 
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[그림 2-13] 9.   A.  외래 항원 후보 인자로 선정한 Aeromonas hydrophila의 

GAPDH 단백질을 장균 발 시스템을 통해 과발  후 세포 분

획 결과.  B.  과발   정제 된 GAPDH 단백질을 토끼에 4주간 

면역 후 항체를 제작하는 과정을 나타낸 모식도.  C.  GAPDH 단

백질 종 후 4주간 면역 된 토끼의 Sera를 통해 titration assay 

수행 결과. 농도에 따른 Anti-GAPDH의 활성을 항원·항체 반응을 

이용해 확인. 1:2000 의 비율에서도 효과 으로 GAPDH 탐지가 

가능함이 확인되었으며, 추후 본 비율을 사용할 정임. 

  8.  외래 항원 발  시스템 

     세계 으로 어류에 질병을 일으키는 다양한 병원체이 있고, 하나의 백신으로 여러 

병원체로부터 어류를 보호할 수 있는 백신이 요구 되었다. 따라서 본 과제 수행에서는 외

래 항원을 발 하는 라스미드를 구축하여 약독화 된 E. tarda에 도입하는 과정을 통해 

두 가지 주요 어류 병원체에 한 백신을 만들고자 하 다. 외래 항원 발  시스템에 시험 

항원 인자로 PspA를 선정하 다. PspA는 Streptococcus pneumoniae의 주요 항원 인자로 

구조 으로 안정하고, 높은 항원성을 지닌 것으로 알려져 있다(12). PspA 가 탑재 된 외부 

항원 발  라스미드인 pYA4088을 구축하고, 약독화 된 결손 균주인 E. tarda 에 형질 

환을 통해 도입하 다(그림 2-13 10.A). 숙주 균주로 선정 된 E. tarda는 crp, asd 결손 

균주로 이미 과제 기간  생백신 균주로 합하다고 단 된 바 있다. 구축 된 균주의 

PspA 발  정도를 살펴 으로써 조군 비 효과 으로 발 됨을 확인하 다(그림 2-13 

10.B). 한 In vivo 상에서도 면역이 잘 유도되는지를 붕어 모델을 이용하여 살펴본 결

과, ELISA를 통해 해당 균주 종 후 6주차의 면역 기간을 거친 붕어에서 PspA에 

한 특이  항체가 생성되어 있음이 확인되었다(그림 2-13 10.C). 재 장에서 문제시 되

는 다양한 어류 병원체들의 주요 인자들을 검색하여 외부 항원 후보 인자로 선정하 으며, 

이들을 용한 외부 항원 발  시스템에 한 연구가 진행 에 있다. 
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[그림 2-13] 10.  A. 외부 항원 발  시스템 모식도. 외부 항원으로 선정 된 PspA를 

발  라스미드인 pYA3342에 탑재하여 라스미드 pYA4088를 구

축하고 약독화 된 E. tarda 균주에 도입하는 과정.  B.  제작 된 외

래항원 발  라스미드 운반체 균주인 CK215/pYA4088의 발  확

인. 공벡터를 지닌 조군 균주 CK215/pYA3342 비 

CK215/pYA4088에서 PspA가 효과 으로 발   분비됨을 확인함.  

C.  숙주 내 면역반응 유도능력 측정. 외래 항원 발  균주를 종 

한 붕어에 0주차, 3주차, 6주차의 액을 채취하여 장 분리 후 

외래 항원에 한 면역반응 유도능을 조사함. 조군 비 실험군이 

면역 된 붕어에서 PspA 특이 인 항체의 역가가 높게 측정됨을 

확인함.

  9.  생백신 투여 방법 연구(경구 투여 방법 개발) 

    

    어병에 한 백신연구에 있어 백신 용법에 한 연구의 필요성으로 경구 투여 방법을 

개발하고자 하 다. 사료에 생백신 균주를 흡수시켜 무색 무미 무취의 특성을 지닌 본 연

구를 해 선정 된 특수 코 제제를 통해 코 을 시켜 사료를 제작하는 방법으로 로토

콜을 정립하 다(그림 2-13 11). 특수 코 제제를 통한 코  이후 생백신 균주가 어류의 

소장에 도달하기까지의 시간 동안 사료에서 손실되지 않고 면역을 유도할 수 있음을 확인

하 다. 재 사료 제작부터 감염모델에 용 후 까지  과정 상의 문제 을 악하고 수

정  보완 에 있다. 
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[그림 2-13] 11.  A. 생백신 균주와 실제 어류 사료를 이용한 경구 투여용 백신 사료 

제작 과정.  B.  경구 투여용 백신 사료 제작 과정  선정 된 특수 

코 제제를 이용한 코  과 후의 모습.
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연구목표 달성내용(핵심성과) 기여도

병원성 련 라스미드 

유 체 염기서열 결정

- E. tarda의 특성 조사

- E. tarda의 염색체외 

유 체 분석

- E. tarda의 생리학 , 

생화학  특성 조사

- E. tarda의 염색체 외 

유 체 pCK41의 정보 

획득

단백질체 분석  

면역학  연구 재료 개발

- 환경조건에 특이 인 

단백질체 분석

- 면역학  분석 도구 개발

- E. tarda 유 체에서 

병원성 인자 검색

- 특이 항체 제작

- 병원성 인자 결손 

돌연변이 10종 확보

감염모델 개발  

감염과정에서의 면역반응 

특성 조사

- E. tarda 감염모델 개발

- 목  단백질의 역할 분석

- 숙주의 면역반응 조사

- 항원 단백질체 검색

- 감염모델 2종(메기치어, 

붕어) 개발

- 목  단백질 정보 획득

- 우세 항원 인자 5종 

확보

E. tarda 생백신 개발

- E. tarda 생백신 개발

- 외래 항원 운반체를 

이용한 백신 개발

- E. tarda 생백신 후보 

균주 3종 개발

- 외래 항원 발  시스템 

구축  백신 균주 1종 

확보

제 4 장 목표달성도  련분야에의 기여도

    

    본 연구과제에서 이룩한 E. tarda의 유 체를 기반으로 병원성 기작에 한 연구와 그 

결과를 바탕으로 한 약독화 생백신 개발을 통하여, 세균감염성 어류질병 메카니즘과 같은 

생명 상을 규명하는 기  과학 인 연구 뿐 만 아니라 상업 으로 문제가 되고 있는 양

식어종에 있어 어류 질병의 감염을 방할 수 있는 효과 인 백신을 개발을 한발 을 

마련하 다. 본 연구를 통한 기 과학  지식은 미래원천기술의 확보를 한 요한 자원

이 될 것이며, 감염모델을 통한 백신의 효과 인 도입 경로 구축은 실제 장에서 이용 될 

수 있을 것이다. 본 과제에서 최종 으로 목표하 던 외래 항원 운반체를 이용한 복합 이

고 다기능 인 백신 연구의 결과는 장에서 요구하는 다양한 어류질병에 한 백신 연구

에 용될 것이며 어류질병에 한 국가의 경제 , 환경  손실을 막는데 큰 기여를 할 것

으로 본다.
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주요연구실 활용계획

병원성 라스미드 pCK41 분석 

정보 획득

- E. tarda의 유 체 정보 기반 병원성 

메카니즘 연구에의 활용

- 주요 어류 병원체 상의 염색체 외 유

체 연구에의 용

면역학  연구 재료 개발  생백신 

용을 한 경구투여법 로토콜 확립

- 목  단백질에 한 특이 항체 제조 기

술 보

- 제작된 면역학  분석 도구를 이용한 

detection kit 개발

- 경구투여용 사료 코 법 장 보

감염모델 구축  감염과정에서의 

면역반응 특성 확인

- 감염모델을 이용한 어류 병원체 병원성 

기작 연구에의 응용

E. tarda 생백신  

외래 항원 발  시스템 개발

- 타 어류 병원체의 우세 항원 인자를 이

용한 재조합 백신 개발

- 개발 된 E. tarda 생백신 균주의 장 

용 한 비 실험

제 5 장 연구개발결과의 활용계획

  

  본 연구과제에서 이룩한 어류병원체인 E. tarda의 유 정보를 기반으로 병원성 기작에 

한 연구와 그 결과를 바탕으로 한 약독화 생백신 개발을 통하여, 세균감염성 어류질병 메카

니즘과 같은 생명 상을 규명하는 기  과학 인 연구뿐만 아니라 상업 으로 문제가 되고 

있는 양식어종에 있어 에드와드병의 감염을 방할 수 있는 효과 인 백신을 개발하여 경제

, 환경  손실을 막을 수 있다. 한 외부항원 발  시스템을 도입하여 E. tarda 뿐만 아니

라 A. hydrophila, S.  iniae 등의 어류병원체에 한 감염에도 효과 인 백신을 개발하여 그 

이용 가치를 더욱 높일 수 있을 것이다.

  본 연구를 통한 기 과학  지식은 미래원천기술의 확보를 한 요한 자원이 될 수 있으

며, 감염모델을 통한 백신의 효과 인 도입 경로를 구축하게 되면 재 상용화되어있는 사백

신을 체할 수 있는 백신의 개발이 가능해질 것이다. 한 외래 항원 운반체를 이용하여 복합

이고 다기능 인 백신의 도입으로 장에서 요구하는 실용 인 연구결과로 활용할 수 있다.
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주요연구내용 련해외연구그룹(기 ) 세부정보내용

다가 백신 (17)

Aquatic Animal Health 

Division, Alpharma, Inc. 

(미국)

- 다양한 항원의 상호작용 효과

재조합 백신 개발 (18)
Nanjing Agricultural 

University ( 국)

- A. hydrophila의 분비 단백질을 

이용한 종간의 교차 면역에 

한 재조합 백신 개발

다가 재조합 백신 개발 

(19)

East China University of 

Science and Technology 

( 국)

- E. tarda에 A. hydrophila  기원

의 외부 항원을 탑재한 벡터를 

도입하여 두가지 어류 병원체에 

한 재조합 백신 개발

생백신과 DNA 백신 (20)

Chinese Academy of 

Sciences, China  Yellow 

Sea Fisheries Research 

Institute, Chinese 

Academy of Fishery 

Sciences ( 국)

- 약독화 E. tarda 균주를 이용한 

생백신과 S. iniae를 이용한 

DNA 백신의 혼용

micro encapsulation을 통한 

안정 인 백신 개발 (21)

Hebei Normal 

University, National 

Research Center for 

Wildlife Born Diseases, 

Institute of Zoology, 

Chinese Academy of 

Sciences ( 국)

- micro encapsulation을 이용한 

경구 투여를 통해 안정 인 항

원 달법을 개발

- PLGA(poly lactic co  glycolic 

acid)의 항원 효과 확인

어병연구에서의 면역 

유도제 개발 (22)

Tokyo University of 

Marine Science and 

Technology (일본)

- E. tarda의 항원 단백질을 이용

한 adjuvant 개발

박테리아 백신 상태에 따른 

adjuvant 용 효과 (23)

Manonmaniam 

Sundaranar University 

(인도)

- Asaparagus racemsus의 

adjuvant로의 가능성 확인

- 외막단백질과 biofilm 과의 

adjuvant 혼합 시의 면역능이 

우세함을 확인

제 6 장 연구개발과정에서 수집한 해외과학기술정보
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에폭사이드 가수분해 효소는 가의 라세믹 에폭사이드 기질로부터 입체선택  가수분해 반

응을 통해 학활성 에폭사이드를 제조할 수 있는 효소 생 매임. 본 연구에서는 해양 유

체 자원, 해양 미생물, 어류로부터 신규 에폭사이드 가수분해 효소 유 자원을 확보하 음. 

온에서 생 매 활성이 우수하고, 산물 해를 게 받는 해양 어류 에폭사이드 가수분해 

효소에 하여 comparative homology modelling 기반의 단백질 공학을 이용한 생 매 개량

을 통해 활성을 최종 으로 35배 이상 향상시켰음. 개량된 에폭사이드 가수분해 효소  유

자재조합 장균 세포를 생 매로 사용하여 다양한 라세믹 에폭사이드로부터 학활성 에

폭사이드를 학순도 98% 이상으로 제조할 수 있었음. 자성 나노입자, polyaniline nanofiber 

등을 이용하여 나노 고정화 효소 시스템을 개발하 으며, 고정화를 통해 효소 안정화 결과

를 얻었으며, 최소 10회 이상 재활용할 수 있었음. 유기용매 등을 이용하여 분할반응에서 기

질 농도를 높 으며, 반응 조건 최 화를 통해 2M 이상의 고농도에서 성공 으로 동력학 

분할 반응을 진행하여 학순도 98% 이상으로 학활성 스틸 옥사이드를 제조하는 기술을 

개발하 음. 해양 에폭사이드 가수분해 효소가 가지는 상보  학활성 특성을 이용한 학

수렴반응을 통해 학활성 diol을 수율 70 – 90% 수 으로 제조할 수 있었음.

색 인 어

(각 5개 이상)

한
학활성 에폭사이드, 에폭사이드 가수분해효소, 스틸 옥사이드, 

동력학 분할, 생변환

어
chiral epoxide, epoxide hydrolase, styrene oxide, kinetic resolution, 

bioconversion

보고서 요약서
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단계 연구내용 연구범

1단계
학활성 EH 생 매 용

량 검색을 한 고효율 선

별 시스템 개발

Bioinformatics를 이용한  putative marine chiral EH gene 2건 이상 검색 

in vitro  transcription & translation 기반의 EH 유 자 발   활성 분석 

시스템 1건 개발 

Cell 기반의 colorimetric & spectrometric assay법 3건 개발  최 화

2단계
해양․극한생물 유 체를 

활용한 학활성 해양 바

이오 매 개량

5종 이상의 라세믹 에폭사이드에 한 기질 특이성 분석  평가

해양 EH의 입체선택  가수분해 특성 분석을 통한 고효율 생 매 1건 선발

해양 epoxide hydrolase 활성부  구조 분석

단백질공학을 이용한 생 매 활성 향상

3단계
해양 비 칭 EH 생 매의 

학 수렴 생변환 반응 기

술 개발

Biotransformation in organic solvent 

Co-solvent effect 평가

CLEC type 해양 EH 효소 생 매 개발

나노고정화를 이용한 효소 안정성 향상  재활용

반응기 scale-up 변수 분석  고농도 반응 

요   약   문 
  

Ⅰ. 제 목

해양유 체  생물자원 기반의 비 칭 EH 생 매 소재  통합형 생변환기술 개발

Ⅱ. 연구개발의 목   필요성

1. 연구개발의 목

해양유 체/생물자원을 활용하여 입체/ 치특이성이 우수한 α/β-hydrolase fold family 효소인 

고기능성 해양 비 칭 EH 계열 생 매 포트폴리오를 확 시키고, 이를 활용한 비 칭 학분

할 기술 개발을 통해 상업화 기  학순도 98%ee 이상의 aromatic/aliphatic epoxide/diol 기

반의 키랄 building block을 제조할 수 있는 통합형 생변환 기술을 개발하고자 함.

2. 연구개발의 필요성

o 학활성 에폭사이드(chiral epoxide)는 학활성 의약품, 농약  기능성 식품 합성용 간

체로 리 사용되는 고부가가치 학활성 간체임. 따라서 해양․극한생물 유 체를 활용한 

학활성 에폭사이드 제조용 해양 바이오 매 개발  이를 이용한 제조기술개발은 경제 ․산

업 으로 요함.

o 해양․극한생물 유 체 유래의 해양 epoxide hydrolase나 lipase 등은 다양한 에폭사이드 기

질에 한 기질선택성을 가질 것으로 기 되어 상업화 의미가 강한 고부가가치 학활성 에폭

사이드 제조용 바이오 매 개발에 요한 역할을 할 수 있으므로 연구 개발이 필요함.

Ⅲ. 연구개발의 내용  범
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Ⅳ. 연구개발결과

해양 epoxide hydrolase (EH) 생 매를 이용하여 가의 라세믹 기질로부터 고부가가치 키랄 

에폭사이드와 diol을 제조하는 기술을 개발하 음. 1-3단계 연구진행을 통해 다음과 같은 주요 

결과를 얻었음. 

1) UV/vis spectrometer를 이용한 EH 활성 측정법  cell-free system을 이용한 유 자 발  

기술은 극한․해양생명체, 해양미생물 등으로부터 학활성 해양 EH 생 매 선발을 한 

HTS 시스템으로 이용 가능함. 2차년도에 screening한 EH 활성을 가진 해양미생물인 

Sphingomonas echinoides EH-983에 한 기 연구  marine microbial EH를 이용한 학활

성 에폭사이드 제조에 한 실험 결과는 신규성이 우수한 결과로 평가할 수 있음. 9종 이상의 

다양한 라세믹 에폭사이드 기질에 하여 해양유래의 미생물  어류 EH 생 매의 기질 특이

성을 분석하고 saturation kinetics를 평가한 결과, S. echinoides  EH-983 비 최 가수분해속

도가 3.9배 높으며, 기존의 토양 미생물 EH와 비교하여 200 mM 이상의 고농도 diol product에 

해서도 활성 해 상을 게 받는 재조합 해양 EH (M. cephalus  EH) 생 매를 최종 으

로 1건 선발하 음. 

2) Comparative homology modeling을 기반의 해양어류 M. cephalus의 epoxide hydrolase 단

백질의 3차 구조분석 측 결과를 바탕으로 확보한 다양한 분자개량 target site를 

site-directed mutagenesis로 개량하고 매 활성을 평가하 음. 분자공학 으로 epoxide 

hydrolase 생 매 활성을 50% 이상 향상시킨 varient를 총 5종 이상 개발 하 으며, 최  활성 

향상은 wild-type 비 35배 이상 향상시켰음. 

3) 표면에 Ni
2+
를 부착시킨 자성나노입자를 이용하여 his-tag이 붙어있는 M. cephalus  EH 

triple mutant 단백질을 고정화시킨 나노고정화 생 매를 개발하 음. 유 자재조합 whole-cell 

생 매를 alginate bead에 고정화시킨 시스템을 개발하 음. 나노고정화 EH 효소 생 매는 

free enzyme보다 활성유지 기간이 2배 연장되었음. 고정화해양 생 매를 10회 이상의 재사용

을 통해 98%ee 고순도의 (S)-styrene oxide를 제조한 기술을 확보하 음.

4) 미생물 유래 CcEH와 해양어류 유래 McEH를 함께 사용하여 동력학  분할반응을 수행한 

결과 90%ee 값의 학순도를 가진 diol을 95% 수 으로 얻을 수 있었음. 라세믹 styrene 

oxide/4-chlorostyrene oxide 기질로부터 (R)-phenyl-1,2-ethanediol, (R)-4-chlorophenyl-1,2-

ethanediol을 학순도 90-95%ee 수 으로 제조할 수 있었으며, Chiral diol 생합성 수율은 

50%를 넘어 최  조건에서는 90% 이상까지 얻을 수 있어 연구개발 결과를 얻었음.

5) 다양한 효소 집합체를 격자화하는 방법(CLEA, cross-linked enzyme aggregate)을 응용하여 

EC (Enzyme Coating), EPC (Enzyme Precipitate Coating), PANF (polyaniline nanofiber)에서

의 고정화, 그리고 mesoporous silica(MSU-F)에 ship-in-a-bottle 형태의 nano-formulation 기

술 개발을 통해 해양 EH 효소를 안정화하는 방법을 개발하 음. 

6) 온도 의존형 해양 비 칭 EH 생 매 제작에 사용한 Elastin-like Polypeptides (ELPs)는 

Val-Pro-Gly-Xaa-Gly의 반복 인 펜타펩타이드의 서열로 구성되어 있으며 수용액상의 매우 

좁은 온도 범  (2 - 3
o
C)에서 가역 인 상 이를 일으킴. 이러한 특성을 가진 ELP tag를 이

용하여 수용성 단백질로의 용출을 유도하여 단백질 분리정제 효율을 향상시킬 수 있고, 온에

서는 soluble 형태로써 활성이 높은 효소 매를 유지하며, 높은 온도에서는 aggregation되어 

효율 인 효소 생 매 분리가 가능하여 5회 이상 재사용하는 연구결과를 얻었음. 
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7) 고농도  유기용매 반응에서 생 매의 활성을 안정하게 유지하기 하여 자방사 

nanofiber 담체를 이용하여 EH 생 매 고정화 시스템을 개발하 고, 다양한 logP 값을 가지는 

유기용매를 사용하여 반응을 수행한 결과, logP 값이 높은 iso-Octane에서 고정화 담체의 형태

와 효소 활성을 유지하여 입체선택  가수분해 활성이 우수한 것을 확인하 음. 해양 epoxide 

hydrolase 생 매를 이용한 고농도 reaction system에서 3.0 M 라세믹 SO의 동력학  가수분

해 반응을 수행하여 99.9%ee의 학순도를 가지는 (S)-SO를 이론 수율 비 46%의 수율로 

제조하는 결과를 얻었음. 

Ⅴ. 연구개발결과의 활용계획

o 본 연구과제에서 개발할 해양․극한생물 유 체 유래의 학활성 epoxide hydrolase와 

lipase 바이오 매  이를 활용한 고부가가치 학활성 에폭사이드, 학활성 diol, 학활성 

에폭사이드 에스터 유도체 제조 기술은 정 화학 문기업  소기업으로의 기술 이 을 통

해 상업화에 활용할 것으로 기 됨.
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SUMMARY 

Ⅰ. Title

Development of Marine Genome and Asymmetric epoxide hydrolase catalysts 

Ⅱ. Objectives and Needs of the R&D

1. Objectives of the R&D

Chiral epoxides and diols are valuable intermediates in organic synthesis for the production 

of optically active pharmaceuticals. Chiral epoxide and diol can be prepared by using 

epoxide hydrolase-catalyzed enantioselective and enantioconvergent hydrolysis of its 

racemate, respectively. In order to develop novel biocatalyst for the production of chiral 

epoxides and diol intermediates, marine and fish epoxide hydrolases need to be developed. 

In this project, various marine epoxide hydrolases have been developed and then engineered 

to enhance activity, enantioselectivity and regioselectivity by comparative homology 

modelling. Various enantioselective and enantioconvergent processes using the engineered 

epoxide hydrolases as the biocatalysts have been developed.

2. Needs of the R&D

Many bioactive compounds exist as chiral compounds. Most often only one enantiomer of 

racemic drugs shows beneficial effect. On the contrary, the other enantiomer has no effect 

or a negative side effect. After the US FDA established strong guidelines for the clinical 

trial and marketing of chiral drugs, many pharmaceutical companies have been developing 

single enantiomeric drugs. For this reason, there has been an increasing demand on chiral 

synthetic intermediates for the production of optically active pharmaceuticals. Chiral 

epoxides and alcohols are valuable intermediates for the synthesis of chiral pharmaceuticals. 

They can undergo various reactions with nucleophiles, electrophiles, acids, and bases 

because of their versatile reactivity. Various b-blockers, anti-obesity drugs, and anti-HIV 

drugs can be generated from these synthetic intermediates. Therefore, a novel biological 

methods based on marine genomics and marine bioresources need to be developed to 

prepare various chiral epoxides and alcohols.
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단계 연구내용 연구범

Stage

1

Isolation of microorganisms 

possessing EH activity 

from marine environment

Isolation of a marine microorganism possessing enantioselective EH 

activity

16S rDNA analysis and identification of the isolate

Characterization of the whole-cell EH activity of S. echinoides  EH-983

Homology modeling of M. cephalus EH

Stage

2

Comparative homology 

modeling-inspired protein 

engineering for 

improvement of catalytic 

activity of Mugil cephalus 

epoxide hydrolase

Correction of spatial orientation of catalytic nucleophile for effective 

catalysis of marine EH

Development of triple point mutant

Functional expression of the triple-point mutated fish microsomal EH 

gene in E. coli  via chaperone co-expression

Characterization of the triple-point mutated McEH enzyme 

Stage

3

Enhanced stability and 

reusability of marine 

epoxide hydrolase

Enantio-convergent hydrolysis of racemic styrene oxides

Expression and immobilization of McEH in magnetically

separable mesoporous silica

Enhancement of activity and stability of immobilized McEH

Preparation of enantiopure epoxide intermediates in high concentration

Ⅲ. Contents and Range of the R&D

Ⅳ. Results of the R&D

1) A marine microorganism, Sphingomonas echinoides EH-983, which possesses epoxide 

hydrolase (EH) activity was isolated from seawater and characterized. The EH of S. 

echinoides  EH-983 preferentially metabolized (R)-enantiomer when the racemic styrene 

oxides were supplied as substrates. The optimal pH and temperature for the 

enantioselective hydrolysis by whole-cells of S. echinoides  EH-983 were 7.0 and 20°C, 

respectively. When kinetic resolution was conducted with a racemic mixture of styrene 

oxides at an initial concentration of 40 mM, enantiopure (S)-styrene oxide was obtained in 

180 min with a yield of 21.3%. To our best knowledge, S. echinoides  EH-983 is the first 

marine microorganism that is reported to have EH activity.

2) The epoxide hydrolase (EH) of a marine fish, Mugil cephalus, was engineered to 

improve the catalytic activity based on comparative homology modeling. The 3-D crystal 

structure of the EH from Aspergillus niger was used as a template. A triple point mutant, 

F193Y for spatial orientation of the nucleophile (D199), W200L for removing electron 

density overlap between W200 and Y348, and E378D for good charge relay in the active 

site, was developed. The initial hydrolysis rate, the reaction time to reach 98%ee, and yield 

were enhanced up to 35-fold, 26-fold and 32%, respectively, by homology modeling-inspired 

site-directed mutagenesis of M. cephalus EH.
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3) Hybrid Fe3O4–silica–NiO superstructures were synthesized by the assembly of NiO 

nanoparticles at the Fe3O4–silica sphere. The His-tagged enzymes were anchored to the 

nanoparticle using a facile immobilization method while preserving their activities. This 

study also demonstrated the catalytic performance of the immobilized enzymes for the 

enantioselective resolution of racemic styrene oxide as well as their reusability after 

magnetic separation.

4) Enantio-convergent hydrolysis of racemic styrene oxides was achieved to prepare 

enantiopure (R)-phenyl-1,2-ethanediol by using two recombinant epoxide hydrolases (EHs) 

of a bacterium, Caulobacter crescentus, and a marine fish, Mugil cephalus. The 

recombinant C. crescentus  EH primarily attacked the benzylic carbon of (S)-styrene oxide, 

while the M. cephalus EH preferentially attacked the terminal carbon of (R)-styrene oxide, 

thus leading to the formation of (R)-phenyl-1,2-ethanediol as the main product. 

(R)-Phenyl-1,2-ethanediol was obtained with 90% enantiomeric excess and yield as high as 

94% from 50 mM racemic styrene oxides in a one-pot process.

5) We developed magnetically-separable and highly-stable biocatalyst system of Mugil 

cephalus  epoxide hydrolase (McEH) for enantioselective hydrolysis of racemic epoxides. 

McEH protein was adsorbed and cross-linked into mesoporous silica with bottle-neck 

mesopores, which effectively prevented the leaching of cross-linked McEH in a larger 

mesocellular pores. This ship-in-a-bottle approach allows for highly loaded and stable 

McEH system. For example, free McEH showed only 7.5% of initial activity under shaking

condition at 80 h while ship-in-a-bottled McEH retained 79.5% of initial activity in the 

same condition. Stable McEH in magnetically-separable mesoporous silica could achieve the 

yield of 45% for the preparation of enantiopure (S)-styrene oxide with 98%ee.

6) In order to enhance the commercial feasibility of the EH-based bioprocess, the 

recombinant EH biocatalyst needs to be recycled. The elastin-like polypeptides (ELPs) are 

artificial polypeptides on the basis of the amino acid sequence of elastin. ELPs have a 

thermal property of reversible phase transition depending on temperature. At a temperature 

over transition temperature, ELPs become insoluble due to the formation of polypeptide 

aggregates and can be separated by simple centrifugation. The recombinant EH from a 

marine fish was fused with ELPs for recycling of the EH enzyme. 

7) We co-expressed the protein-engineered epoxide hydrolase of Mugil cephalus  and 

groES-groEL chaperone in Escherichia coli  and the freeze-dried cells were used as the 

whole-cell catalyst. We optimized reaction conditions such as temperature, time and the 

substrate concentration and surfactants for enantioselective hydrolysis of racemic epoxides 

at high concentrations. As a result, we synthesized (S)-styrene oxide with 99% ee and 

27% yield (maximum yield = 50%) from 2.1 M racemic styrene oxide using the 

recombinant E. coli  as the biocatalyst at pH 7.4, 10
o
C in the presence of 30% (w/v) Tween 

20 and 5% (w/v) glycerol.
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Ⅴ. Applications

Our efforts on the development of marine EHs have demonstrated their potential as a 

biocatalyst for the production of enantiopure epoxides and vicinal diols. EHs have a number 

of advantages over chemocatalysts including their high enantio- and regioselectivity, 

enabling the preparation of enantiopure epoxides and diols in economical and 

environmental-friendly manner. Based on our research results, various marine EHs with 

novel substrate specificities will be commercially available as easy-to-use tools for 

synthetic applications such as lipases, broadening the choice of enzyme selection for the 

development of synthetic reaction schemes for laboratory and industrial use. Especially, the 

development of marine EHs that are resistance to high concentrations of diols will have a 

chance to be used for commercial application at high substrate concentration. Research 

progress in this project will undoubtedly accelerate the way to industrial application of 

marine EHs-catalyzed asymmetric and enantioconvergent hydrolysis.
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제 1 장 연구개발과제의 개요

제 1  연구개발의 목

￭ 키랄 에폭사이드(chiral epoxides)와 diol은 반응성이 우수하여 친 자성반응, 친핵성반응 등 

다양한 반응을 유도할 수 있어 다양한 학활성 의약품 합성에 리 사용되는 고부가가치 

간체임 ([그림 2-14]1). 학활성 의약품 련 시장이 확 됨에 따라 최종 제품 합성에 사용될 

수 있는 키랄 간체(chiral intermediate) 제조기술 개발의 요성이 크게 부각되고 있음. 키랄 

유기 간체의 2007년 세계시장은 60억불 이상이 될 것으로 상되고 있으며, 연간 성장률도 

13%로 매우 높은 편임. 

[그림 2-14]1.  Versatile applications of chiral 

epoxides and diol.

￭ 키랄 에폭사이드  diol은 기존의 유기합성법을 이용하여 제조할 수 있음. 이러한 유기합

성법을 이용할 경우, 이론수율을 100%까지 얻을 수 있고, 반응 속도가 빠르며, 고가의 매를 

낮은 농도에서 사용하므로 경제성도 우수함. 그러나 기질이 제한 이고, 매가 고가이며, 단말 

에폭사이드 등의 기질에만 제한 으로 용되고 scale-up이 어렵다는 문제 이 있음. 

￭ 생 매를 이용한 라세믹 혼합물에 한 입체선택  가수분해 활성 차이를 이용하여 순수한 

학이성질체를 제조하는 키랄 분할(chiral kinetic resolution) 방법은 가의 라세믹 기질로부

터 고부가가치의 학활성 물질을 제조할 수 있는 상업 으로 유용한 기술임. Epoxide 

hydrolase를 이용하여 라세믹 에폭사이드의 특정 학이성질체만을 입체선택 으로 가수분해

한 후 제거하여 학 으로 순수한 에폭사이드를 제조할 수 있음 ([그림 2-14]2). Epoxide 

hydrolase는 NADH 등과 같은 cofactor를 요구하지 않으므로 련 생물화학공정 개발이 용이

하며, 구조 안정성이 우수하여 단백질로 분리하여 사용하기가 편리하며, 유 자재조합 

whole-cell 생 매를 직  사용할 수 도 있으며, 박테리아, 효모, 곰팡이, 동식물 등 다양한 생

명체에 폭 넓게 존재하고 있어 우수한 기질 특이성, 입체특이성, 치특이성을 가진 효소를 얻

을 수 있으므로 학활성 에폭사이드  diol 제조용 생 매로써의 특성이 우수함. 따라서 

comparative homology modeling 등을 이용하여 epoxide hydrolase 생 매 활성을 보다 향상시

키고, 나노고정화를 기반으로 한 고생산성 키랄 에폭사이드 제조공정 기술 개발은 상업 으로 
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매우 요하다고 할 수 있음.

[그림 3-14]2.  Kinetic resolution of racemic epoxides for the 

preparation of chiral epoxides and diols by 

using epoxide hydrolase.

￭ 본 과제에서는 해양유 체/생물자원을 활용하여 입체/ 치특이성이 우수한 α/β-hydrolase 

fold family 효소인 고기능성 해양 비 칭 EH 계열 생 매 포트폴리오를 확 시키고, 이를 활

용한 비 칭 학분할 기술 개발을 통해 상업화 기  학순도 98%ee 이상의 

aromatic/aliphatic epoxide/diol 기반의 키랄 building block을 제조할 수 있는 통합형 생변환 

기술을 개발하고자 함.

제 2  연구개발 필요성

￭ Oxirane ring의 불안정성  산소 원자의 기음성도에 기인한 극성으로 인하여 에폭사이

드는 반응성이 단히 우수하여 친 자성반응, 친핵성반응, 산․염기반응, 산화․환원반응 등 

다양한 반응을 유도할 수 있음. 이러한 다양한 반응성과 함께 학 성질을 가지는 학활성 에

폭사이드(chiral epoxide)는 학활성 의약품, 농약  기능성 식품 합성용 간체로 리 사용

되는 고부가가치 학활성 간체임. 따라서 해양․극한생물 유 체를 활용한 학활성 에폭사

이드 제조용 해양 바이오 매 개발  이를 이용한 제조기술개발은 경제 ․산업 으로 요함.

￭ 기존의 토양 미생물 유래의 epoxide hydrolase를 이용한 학활성 에폭사이드 생산 련 기

존의 선행연구에서 상업  수요가 높은 학활성 에폭사이드 제조에 한 연구는 활발히 진행

되지 못했음. 이는 기존에 연구된 많은 epoxide hydrolase 바이오 매의 기질 특이성이 제한

이어서 상업  수요가 높은 특정 기질에 한 가수분해 활성이 낮았기 때문이거나, 활성 자체

는 높아도 입체선택성이 낮아 상업  의미가 있는 학순도 98% ee 값을 얻기 힘들었기 때문

임. 따라서 다양한 생명 상을 가지고 있는 해양․극한생물 유 체 유래의 해양 epoxide 

hydrolase나 lipase 등은 다양한 에폭사이드 기질에 한 기질선택성을 가질 것으로 기 되어 

상업화 의미가 강한 고부가가치 학활성 에폭사이드 제조용 바이오 매 개발에 요한 역할

을 할 수 있음.
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단계 연구내용 연구범

1단계

1차년도

(2004)

학활성 EH 생 매 용량 검

색을 한 고효율 선별 시스템 

개발

Bioinformatics를 이용한  putative marine chiral EH gene 

2건 이상 검색 

in vitro transcription & translation 기반의 EH 유 자 발

  활성 분석 시스템 1건 개발 

Cell 기반의 colorimetric & spectrometric assay법 3건 개

발  최 화

2차년도

(2005)

해양․극한생물로부터 유용 EH 

유 자 cloning, sequencing 분

석  특성 평가

유용 해양미생물 2종 이상 screening  특성 평가

유용 EH 유 자 1종 이상 유 자 클로닝  특성 평가

Protein modeling을 이용한 해양 EH 단백질 특성 분석

3차년도

(2006)

해양생물․유 체로부터 고기능

성 재조합 EH biocatalyst 개발

/비 칭 분할공정 개발  기술 

패키지화

해양어류 유래 marine EH 유 자 재조합 생 매 개발 

Marine EH 기반의 비 칭 학분할 시스템 최 화

Marine EH 기반 enantioconvergent hydrolysis 기술 개발

2단계

1차년도

(2007)

학활성 해양 EH 바이오 매 

평가

5종 이상의 라세믹 에폭사이드에 한 기질 특이성 분석 

 평가

해양 EH의 입체선택  가수분해 특성 분석을 통한 고효

율 생 매 1건 선발

해양 epoxide hydrolase 활성부  구조 분석

2차년도

(2008)

해양․극한생물 유 체를 활용

한 학활성 해양 바이오 매 

개량

분자공학  EH 생 매 활성 50% 향상  

해양 lipase를 이용한 라세믹 에폭사이드 에스터에 한 

가수분해능이 있는 해양 lipase 1종 선발

3차년도

(2009)
고정화 해양생물공정개발

고정화 해양생 매 발  최 화

해양 EH 효소 매 나노고정화 기술 개발

유 자재조합 whole-cell EH 생 매 고정화 기술 개발

3단계

1차년도

(2010)

해양 비 칭 EH 생 매의 

regio-selectivity 분석

aliphatic 기질에 한 비 칭 학분할 

aromatic epoxides 기질에 한 비 칭 학분할

detergent addition 효과 분석

해양 비 칭 EH 생 매의 학 

수렴 생변환 반응 기술 개발

Biotransformation in organic solvent 

Asymmetric resolution in ionic liquid

co-solvent effect 평가

2차년도

(2011)

해양 효소 생 매 제조 조건 최

화 

유 자재조합 미생물 배양조건 최 화

해양 효소단백질 발  조건 최 화

단백질 분리정제 조건 최 화

CLEA type 등 해양 효소 생

매 formulation 기술 개발

CLEC type 해양 EH 효소 생 매 개발

Molecular imprinting을 이용한 효소 활성 향상

Lyophilization 조건 최 화

3차년도

(2012)

ELP-like tag 등을 이용한 온

도 의존형 EH 생변환 기술 개

발

회분식 비 칭 학분할 반응 시스템 개발

HFMR를 이용한 학분할 반응 시스템 개발

학수렴 반응 조건 최 화

Non-conventional solvent 

system에서의 생변환 기술 개

발

Central composite design에 의한 최 화 변수 설정

Response surface analysis 조건 최 화

4차년도

(2013)

Multi-phase 고농도 reaction 

system 1종 이상 개발

반응기 scale-up 변수 분석 

kg-scale EH 생변환 공정 demonstration 

해양 생변환 공정의 specific 

productivity  volumetric 

productivity 평가

해양 EH 생 매 종류별, 비 칭 분할 반응 종류별,

키랄 에폭사이드 기질 종류를 기분으로 한 integrated 

biocatalytic process demonstration

최 종

해양생물자원으로부터 학활성 

에폭사이드를 제조할 수 있는 

EH 생 매 개발  생물 환 

공정 개발

- 해양 EH 생 매 유 자원 확보

- 단백질 공학을 이용한 해양 EH 생 매 활성

- 해양 EH 나노고정화  고농도 반응을 이용한 학활

성 에폭사이드 제조

제 3  연구개발 범
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연구수행 

기
연구개발의 내용 연구개발성과의 활용 황

미국 

MIT의 

Sinsky  

교수

미국 Merck사와 공동으로 표  AIDS 치료제인 Indinavir 

합성용 학활성 indene oxide 제조를 한 바이오 매를 개

발을 진행하고 있음.

학활성 의약품 합성에서의 비용 

감을 하여 학활성 indene 

oxide 제조공정을 극 으로 상업

화에 활용을 추진 임. 

미국 UC 

Berkeley

Douglas 

Clark 

교수

해양 곰팡이인 Caldaryomyces fumago로부터 분리한 

chloroperoxidase는 cytochrome P-450 monooxygenase와 유

사한 구조를 보이며, H2O2를 reducing agent로 제공하는 경

우 알  기질에 직  에폭시화반응을 시키는 것으로 보고되

었음. 0.1 M 인산염완충용액 (pH 5.5)에 50% (v/v) 농도의 

styrene 기질을 넣고 110 mM t-butylhydroperoxide (t-BHP)

와 분당 0.1 mM의 H2O2를 제공하면서 약 30 분간 산화반응

을 수행하면, 10 mol/mol enzyme/sec의 속도로 styrene 

oxide를 제조할 수 있었으며, total turnover number(TTN)은 

약 23,000으로 상당히 높은 결과를 보여주었음. 

C. fumago chloroperoxidase는 

epoxidation 반응 이외에도 

sulfoxidation, hydroxylation, 

aldehyde formation 등 다양한 학

활성 물질 제조를 한 기 연구 결

과로 활용함. 

스 스 

ETH의 

Witholt 

교수

Monooxygenase를 이용하여 알  기질의 이 결합에 학선

택 으로 oxirane 링을 도입시키는 방법임. 직  에폭시화반

응은 높은 학순도를 얻을 수 있으며, 성장기질을 같이 공

해주는 경우 100%의 이론  수율로 학활성 에폭사이드

를 제조할 수 있음. 재조합 E. coli의 SMO를 이용한 

(S)-styrene oxide 제조용 pilot-scale 결과가 보고되었음. 수

용액과 bis(2-ethylhexyl)phthalate (BEHP)를 유기용매로 사

용한 2상계 공정에서 약 17 반응시간 동안 12.6 g의 

(S)-styrene oxide가 생산되었음. 

 제조된 (S)-styrene oxide의 학순

도는 99% 이상이었으며, BASF와 

공동으로 상업화 평가를 한 pilot 

규모의 테스트가 활발히 진행 임. 

그러나 NAD(P)H의 재생산이 요구

되며, 2개 이상의 subunit로 구성된 

monooxygenase 효소의 불안정성, 

기질 산화와 계없이 분자산소가 

환원되는 uncoupling 상, fatty 

acid 등으로의 overoxidation 문제 

등은 기술 으로 극복해야 할 부분임. 

네덜란드 

Janssen교

수

Agrobacterium radiobacter AD1의 halohydrin dehalogenase

를 이용하여 라세믹 2,3-dichloro-1-propanol을 입체선택 으

로 탈할로겐화 반응을 시켜  E > 100 이상의 높은 효율로 

학순도 99% 이상의 (S)-2,3-dichloro-1-propanol을 제조하

음. 최근에는 nitrite를 nucleophile로 사용하고 A. 

radiobacter  AD1의 halohydrin dehalogenase를 이용하여 라

세믹 에폭사이드의 개환 반응을 최 로 성공함으로써 H2O 

이외에 다른 종류의 nucleophile을 사용할 수 있음을 보여주

었음. 최근에는 error-prone PCR  DNA shuffling을 이용

하여 A. radiobacter epoxide hydrolase의 기질선택성을 13배 

이상 향상시킨 연구결과가 보고되었음. Agar plate assay 방

법을 이용하여 EH 활성을 유지하고 있는 mutant 라이 러리

를 일차 으로 선별한 다음, para-nitrophenyl glycidyl 

ether(pNPGE) 기질의 환에 한 spectrophotometric 

progress curve analysis 방법을 이용하여 향상된 

enantioselectivity를 평가하여 우수한 mutant protein을 손쉽

게 선별하 음. 이러한 directed evolution 방법을 통해 개발

네덜란드 정 화학 물질 제조 문

벤처기업으로의 기술이 을 통해 상

업화 추진 임. 한, DSM Pharma 

Chemicals 등에서는 학활성 에폭

사이드 제조공정 상업화를 검토 

인 것으로 알려지고 있음.

제 2 장 국내외 기술개발 황

제 1  국내외 기술개발  산업 동향
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된 epoxide hydrolase는 epichlorohydrin, 1,2-epoxyhexane 

등의 terminal epoxide 기질에 하여 향상된 

enantioselectivity를 보 음. 

독일 

막스 랭

크연구소

의 Reetz 

박사

A. niger  유래 epoxide hydrolase에 하여 error-prone 

polymerase chain reaction (epPCR)을 이용하여 세 개의 아

미노산을 변경하 을때 enantiomeric ratio (E) 값이 4.6에서 

10.8로 약 2배 이상 향상되었음. 세 개의 아미노산  두 개

의 돌연변이는 매 활성 과 멀리 떨어져 있는 역에서 일

어났음. 한, error-prone PCR을 이용하여 random 

mutagenesis 라이 러리를 구축하고, electron spray 

ionization-mass spectroscopy (ESI-MS) 분석법을 이용한 

HTS로 입체선택성이 향상된 돌연변이 단백질을 선별한 연

구 결과도 보고되었음. 기질로 사용한 phenyl glycidyl ether

의 (R)-enantiomer에만 deuterium을 labeling하여 

(S)-enantiomer의 proton과의 mass 차이를 이용하여, 각각 

enantiomer들이 상 으로 많이 분해되는 정도를 ESI-MS

로 분석함으로써 보다 향상된 입체선택성을 가진 돌연변이를 

선별하 음.

학활성 바이오 매의 활성  입

체선택성 향상을 한 기반 연구로 

추진되고 있음.

독일 

Arand 

박사

Rhodococcus erythropolis  DCL14 유래의 limonene epoxide 

hydrolase의 매 활성부  분석연구를 통해, 매 활성 이 

Arg99, Asp101, Asp132, Asp101  Asp132 등 다섯 개의 

아미노산으로 구성되어 있다고 연구결과를 보고함. 

Amino-alcohol 등의 에폭사이드 유

도체 학활성 물질 제조에 활용 가

능함.

EH에 

한 

요한 

특허 

등록내용 

분석

랑스의 Furstoss, 네덜란드 Janssen 그룹에서 각각 fungi 

 A. radiobacter의 epoxide hydrolase 효소를 이용하여 

학활성 에폭사이드 제조에 한 특허를 등록하 음. 특허 범

는 fungi  Agrobacterium  유래의 epoxide hydrolase 효

소를 이용한 chiral epoxide 제조기술, 유 자재조합 기술을 

이용한 recombinant epoxide hydrolase 제조 방법 등을 포함

하고 있음. 

epoxide hydrolase를 활용한 유기합

성에 한 연구가 활발히 진행됨에 

따라 수요가 발생하고 있는 epoxide 

hydrolase 효소를 매하기 하여 

연구시약 문제조회사인 Fluka사에

서 재 A. niger 유래의 유 자재

조합 epoxide hydrolase 단백질을 제

조 매 비 에 있음. 
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제 3 장 연구개발수행 내용  결과

제 1  Bioinformatics를 이용한  putative marine chiral enzyme 검색

1. 학활성 EH 생 매 용량 검색을 한 고효율 선별 시스템 개발

가. Putative EH 유 자 2종 이상 검색

Multiple sequence alignments, EH 단백질의 입체구조학  비교․분류 연구  phylogenetic 

analysis를 통해 Zebra fish  해양미생물 유래의 신규 EH 정보 확보하 음. 2개의 

microsomal EH와 1개의 soluble EH 단백질에 한 진화유연  계를 확인할 수 있었으며 3

개의 putative EH 모두 catalytic triad를 가지고 있고 2개의 tyrosine 잔기가 있어 EH 유 자

재조합 균주를 제조하여 biocatalyst로 사용할 수 있을 것으로 확인하 음.

****

Nu

Y Y

A H

Rat

Danio rerio

Rabbit
Human

B. clausii

C. acetobutylicum
C. elegans

Silkworm

Tobacco hornworm

Fruit fly

Cat flea Honey bee 

Mouse

[그림 2-14]3. Danio rerio mEH의 multiple sequence alignment  진화  

유연성 분석

나. Cell-free protein synthesis 시스템을 이용한 EH 활성 검색

PCR gene product에 한 cell-fee protein 합성 시스템을 사용한 발 을 통해 얻은 EH 단백질

을 생 매로 사용하여 styrene oxide 기질에 한 가수분해 반응을 실시한 결과, (R)-styrene 

oxide에 한 입체선택  가수분해능이 우수한 chiral biocatalyst의 특성을 가지고 있어 향후에 

확보하게 될 marine genomic library로부터 putative EH 단백질 발   EH 활성 측정을 통하

여 해양․극한생물 유래의 신규 EH 생 매를 확보하는데 유용하게 응용될 것임.
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[그림 2-14]4. Cell-free protein synthesis를 이용한 EH 발   활성 시험

다. 미생물 EH 활성 검색용 3종 이상의  colorimetric & spectrometric cell-based EH activity 

assay 최 화

Phenyl-1,2- ethanediol이 생성, sodium meta- periodate에 의해 산화된 benzaldehyde의 함량

을 290 nm에서 흡 도 측정하여 epoxide hydrolase 활성을 측정하는 assay법을 최 화하 음. 

가수분해 후 남은 잔여 epoxide 기질과  4-(p-nitrobenzyl) pyidine (NBP)의 색깔 반응 감소를 

통해 EH 활성을 측정하는 미생물 세포 기반의 colorimetric assay 방법을 최 화하 음. 

Epoxide hydrolase에 의한 pNSO의 분해산물인 pNSD 생성에 따른 280 nm에서의 흡 도 측정

을 통한 미생물 세포 기반의 EH 활성 측정법을 최 화하 음.

[그림 2-14]5. (왼쪽)생성물 Diol과 sodium meta- periodate가 반응하여 

생성된 benzaldehyde 측정법  (오른쪽) epoxide와 NBP

반응경과를 색깔반응시켜 560 nm에서 측정하는 방법 

2. 해양․극한생물로부터 유용 EH 유 자 cloning, sequencing 분석  특성 평가

가. Danio rerio  유래의 microsomal epoxide hydrolase (mEH)-like protein 특성분석

Bioinformatic를 이용하여 해양어류 EH를 검색하 으나 녹색 복어의 partial EH에 한 유 자

가 있었고 putative EH 단백질에 한 EH는 담수어류인 zebrafish(Danio rerio)의 genome 서
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열  microsomal EH와 mEH-like protein을 검색할 수 있었음. 2 종류의 mZFEH 단백질에 

한 homology modelling을 행하 음. Homology가 제일 비슷한 Aspergillus niger EH 단백질의 

결정구조(1qo7.pdb)를 주형으로 하여 mZFEH의 구조를 측하 다([그림 2-14]6). 그 결과 

Nucleophile(Asp), Histidine, Aspartic acid 로 구성된 catalytic triad와 epoxide에 수소를  수 

있는 2개의 tyrosine 잔기를 포함한 active site가 주형인 1qo7 구조와 겹쳐짐을 볼 수 있었음. 

[그림 2-14]6.  (왼쪽) A. niger  EH의 결정구조(PDB file 1qo7)를 주형으로

하여 작성한 D. rerio의   mEH-like EH 단백질의3차구조 

model.  (오른쪽) A. niger  EH의 3차구조(푸른색)와 

modlling한 D. rerio의 mEH-like EH(노란색)를 겹쳐놓은 

그림. 

GenBank에 등록되어 있는 D. rerio  microsomal EH  mEH-like protein 의 염기서열을 다른 

EH 단백질의 염기들과 Clustal W를 사용하여 다 배열한 뒤 phyrogenetic tree를 작성한 결과

는 [그림 2-14]7과 같았음. 

Xenopus
Honeybee

Silkworm
Fruitfly

C. elegans
A. niger

R. glutinis
Rhizobium

C. acetobutylicus
B. clausii 

Rabbit mEH
Human mEH

Rat mEH
Mouse mEH

D. rerio mEH
D. rerio mEH-like protein

            

[그림 2-14]7. GenBank에 등록되어 있는 여러 EH 단백질들과 D. 

rerio  mEH  mEH-like protein의 phyrogenetic 

tree
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나. 상업 으로 유용한 에폭사이드 기질 특이성이 우수한 Fish EH 유 자 1건 molecular 

cloning  expression

D. rerio  유래 재조합균주를 이용하여 racemic styrene oxide를 가수분해하여 남은 epoxide를 

GC로 분석한 결과, (S)-styrene oxide에 한 Vmax
S와 Km

S은 각각 1.1 μmol min-1 (mg dcw)-1 

 3.2 mM이었고 (R)-styrene oxide에 한 Vmax
R
와 Km

R
은 각각 11.4 μmol min

-1
 (mg dcw)

-1 

 7.3 mM이었고 Vmax
R 

값은
 
Vmax

S 
보다

 
10배 높으며 기반응속도비율인  

(Vmax
R/Km

R)/(Vmax
S/Km

S)은 4.5임을 알 수 있었음.

 

66 kDa

45 kDa

29 kDa

1  2    3 4 1  2   3     4 

mEH - like 
protein

(A)                  (B)

[그림 2-14]8. D. rerio  mEH-like protein의 SDS 기 동 profile.

              (A) Coomasiee blue R-250에 의한 염색 (B) His-tag antibody를 이용

한 immunoblotting 분석. Lane 1과 2 :  vector 발 균주, lane 3과 4 :  

mEH-like protein 발 균주

[그림 2-14]9. 40mM racemic styrene oxide의 batch type kinetic resolution. 

Symbols :  (▴) (R)-styrene oxide, (▵) (S)-styrene oxide and () 

enantiomeric excess.
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다. Enantioselective epoxide hydrolase 활성이 우수 해양 미생물 분리  특성 평가

해양으로부터 분리동정한 Sphingomonas echinoides  EH-983를 이용하여 기질특이성을 실험한 

결과는 [표 2-14]1과 같았음. 

[표 2-14]1.  Substrate specificity of the isolated marine microorganism possessing EH activity.

Substrate Hydrolysis activity1 Enantioselectivity2

Styrene oxide +++ +++

p-nitrostyrene oxide ++ +++

p-chlorostyrene oxide ++ +++

epichlorohydrin + ++

glycidol - -

분리된 균주의 계통학  동정을 해 16S rDNA 염기를 분석하 고, 1,381의 염기서열을 분석

하 다. BLAST 분석을 통해 983 균주는 Sphingomonas echinoides  DSM 1805
T 

(99.9 %), S. 

rhizogenes  ATCC 55580 T (99.7 %), Sphingomonas mali  IFO 10550 T (96.7 %) 비슷한 것으

로 나타났음.

3. 해양생물․유 체로부터 고기능성 재조합 EH biocatalyst 개발/비 칭 분할공정 개발  기

술 패키지화

가. Marine EH 재조합 바이오 매 개발

해양어류 Mugil cephalus로부터 Marine 유 자 library 제작하고 RACE 반응을 이용하여 

mEH whole gene을 얻고, 염기서열과 단백질 서열을 등록하 음([그림 2-14]10). E. coli의 발

 vector인 pCold I vector에 cloning  발 시켰음([그림 2-14]11). 

라세믹 기질의 각 이성질체에 한 M-M kinetic 분석, enantioselectivity  regioselectivity 

등을 평가하여 비 칭분할 공정과 enantioconvergent hydrolysis 공정에 응용할 해양 EH 바이

오 매로 결정하 음.
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O
****

Nu

Y Y

E H

[그림 2-14]10. 해양어류 유래 Mugil cephalus microsomal EH 유 자의 염기서열  단백질 서

열과 phylogenetic tree 작성을 한 multiple sequence alignment 결과

[그림 2-14]11. (왼쪽) 해양어류 유래 Mugil cephalus microsomal EH 유 자 발 시킨 후 

SDS-PAGE와 Immunoblotting 결과 (오른쪽) 해양어류 유래 mMcEH 단백

질을 modelling 한 후 주형인 1qo7.pdb 결정구조와 겹친 그림. Active site 

 catalytic triad와 2개의 tyrosine 잔기가 나타나 있음.

제 2  분자공학을 이용한 해양 epoxide hydrolase 바이오 매 개량 

1. 학활성 해양 EH 바이오 매 평가

가. Marine EH 기반의 비 칭 학분할 시스템 최 화

라세믹 에폭사이드 기질에 한 안정성이 우수하며 marine EH 바이오 매 활성 하를 주지 

않는 유기 용매 선발  membrane 기반의 aqueous/organic 2상계 반응시스템 개발을 통하여 
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학순도 98%ee 이상의 학순도를 가지는 생성물 생성하기 한 2상계 hollow fiber 반응기 

시스템 개발하 음. Hollow-fiber 반응기 내부에는 dodecane, 외부에는 buffer 용액에 탁시킨 

해양어류 유래 EH 재조합 생 매를 넣고 200, 300, 500 mM  1 M 등 고농도 기질의 학분

할능을 확인한 결과, 재조합 E. coli를 이용하여 styrene oxide 1 M의 고농도 기질에 하여 

약 8시간 정도의 반응을 통해 학 으로 순수한 (> 99% ee) (S)-styrene sxide (yield = 

9.2%, 이론 수율 비)를 얻을 수 있었음.  향후  two-stage hollow-fiber 반응기 시스템을 개

발하고, EH 효소단백질의 분자공학을 이용한 생 매활성 향상  나노 particle에 고정화 등으

로 수율을 향상시킬 수 있을 것임. 

나. Marine EH 기반 enantioconvergent hydrolysis 기술 개발

기존의 EH는 (S)-styrene oxide의 β-carbon을 공격하여 (R)-styrene oxide를 생성하고 이론수

율 최고 50%가 한계이지만, 미생물인 Caulobacter cescentus의 EH는 기존의 EH들과는 달리 

(S)-styrene oxide의 α-carbon을 공격하여 (R)-phenyl-1,2-ethanediol을 생성함으로 재조합 

CcEH와 (S)-styrene oxide의 α-carbon을 공격하여 (R)-diol을 생성시키고, 해양어류 유래 

McEH를 사용하여 (R)-styrene oxide의 β-carbon을 공격하여 (R)-diol을 생성함으로써 학 

수율 100 %에 가까운 system을 개발하 음([그림 2-14]12). 재조합 CcEH만 가지고도 89 % 

ee의 학순도를 가진 (R)-phenyl- 1,2-ethanediol을 수율 69.42 %로 얻을 수 있었으나 해양어

류 유래 McEH와 미생물유래 CcEH 재조합균주를 생 매로 이용하 을 때 학순도 88.9 % 

ee, 수율 95 %를 얻을 수 있었음([그림 2-14]13).

[그림 2-14]12. Caulobacter cescentus 유래 CcEH와 Mugil cephalus 유래 McEH를 이용한 

기가수분해에서 기질과 생성물의 농도. (a) CcEH (b) McEH 

다. 5종 이상의 라세믹 에폭사이드에 한 기질 특이성 분석  평가

9종 이상의 다양한 라세믹 에폭사이드 기질에 하여 해양유래의 미생물  어류 EH 생 매

의 기질 특이성을 분석하고 평가하 음. 한, limonene epoxide 기질에 한 입체선택  가수

분해 활성이 있으며, (S)-enantiomer에 한 입체선택성이 높은 재조합 soluble EH 생 매 1건

을 추가로 개발하 음.
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[그림 2-14]13. Racemic styrene oxide를 사용한 Batch 식 반응

에 있어서 CcEH와 McEH를 순차 으로 반응시

켰을 때 기속도에서의 기질과 생성물의 농도

라. 유 자재조합 해양 EH의 입체선택  가수분해 특성 분석을 통한 생 매 1건 개발

해양 어류 유래의 McEH 생 매에 하여 라세믹 styrene oxide 기질을 기 으로 saturation 

kinetics를 분석한 결과, S. echinoides  EH-983 비 최 가수분해속도가 3.9배 높으며, 기존의 

토양 미생물 EH와 비교하여 200 mM 이상의 고농도 diol product에 해서도 활성 해 상을 

게 받는 것으로 평가되어 재조합 해양 EH(McEH) 생 매를 1건 개발하 음.

마. Bioinformatics를 이용한 해양 EH 활성부  구조 분석

Bioinformatics tool을 이용하여 선발한 해양 어류 EH의 활성부  구조에 한 homology 

modeling을 실시하 으며, 해양 EH 생 매 개량에 활용될 수 있는 site-directed mutagenesis

의 target amino acid를 선발하 음 ([그림 2-14]14).

[그림 2-14]14. McEH wild type을 Phe193Tyr_Trp200Leu_Glu378Asp 3  변이시

켜 측한 구조를 AnEH 결정구조와 겹쳐본 그림. 노란색  붉은 

색은 McEH  변이체의 잔기, 푸른색은 AnEH의 잔기를 보여주고 

있음.
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2. 해양․극한생물 유 체 기반의 학활성 해양 바이오 매 개량

가. 단백질공학을 이용하여 개량한 해양 epoxide hydrolase 바이오 매 개발

Comparative homology modeling을 기반으로 해양어류 M. cephalus의 epoxide hydrolase 단백

질의 3차 구조분석 측 결과를 바탕으로 확보한 다양한 분자개량 target site를 site-directed 

mutagenesis를 활용하여 개량하고 매 활성을 평가하 음. 분자공학 으로 epoxide hydrolase 

생 매 활성을 50% 이상 향상시킨 varient를 총 5종 이상 개발 하 으며, 최  활성 향상은 

wild-type 비 약 35배 이상 향상시켰음.

[그림 2-14]15. Comparative homology modeling을 기반으로 해양어류 M. cephalus의 epoxide hydrolase 단

백질의 3차 구조분석 측 결과  활성 향상

나. 에폭사이드 에스터 라세믹혼합물의 분할 활성이 있는 해양 lipase 생 매 개발함

상업  활용도가 매우 높으면서 기존의 화학 매로 입체선택  분할이 어려운 라세믹 

butyene-1-ol  그 유도체에 한 kinetic resolution을 진행할 수 있는 lipase 바이오 매 

screening 연구를 진행하 음. 유도체 유기합성 조건을 최 화하 으며, enantioselective 

resolution 조건을 분석하 으며, 활성이 있는 lipase를 3종 screening하 음. 

[그림 2-14]16. 에폭사이드 에스터 라세믹혼합물의 분할 활성이 있는 해양 lipase 생 매
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3. 고정화 해양생물공정개발

가. 고정화 해양생 매/생물공정 최 화

고정화 해양생물공정 최 화를 하여 해양 epoxide hydrolase mutant의 발 조건을 최 화하

음. Soluble 형태의 단백질 발 이 용이하지 않은 microsomal protein인 해양어류 M. 

cephalus  EH triple mutant를 단백질 folding에 여하는 여러종류의 chaperone 단백질과의 

co-expression 조건을 최 화시켜 활성을 2배 이상 향상시켰음([그림 2-14]17). 결과 으로 해

양생 매 활성을 70배 증가시킨 최 화 결과를 얻었음.

[그림 2-14]17. Microsomal EH 발  조건 최 화 SDS-PAGE 결과

나. Nanofiber, nanoporous material을 이용한 해양 바이오 매 고정화 기술 개발

표면에 Ni
2+
를 부착시킨 자성나노입자를 이용하여 his-tag이 붙어있는 M. cephalus  EH triple 

mutant 단백질을 고정화시킨 나노고정화 생 매를 개발하 음. 비용 해양생물공정개발을 

해 유 자재조합 whole-cell 생 매를 alginate bead에 고정화시킨 생 매를 개발하 음. 

[그림 2-14]18. 해양생 매 나노고정화 시스템과 Whole-cell  고정화 시스템
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다. 고정화 해양생물공정을 이용한 학활성 간체 제조

자성나노고정화 효소생 매는 free enzyme보다 활성유지 기간이 2배 이상 길었으며, magnetic 

separation 과정을 통해 효율 으로 생 매를 재활용하 음. 자성나노입자 고정화 해양 EH 효

소생 매  alginate bead 고정화 해양 whole-cell 생 매를 10회 이상 재사용을 통해 98%ee 

고순도의 (S)-styrene oxide를 제조하 음. 

[표 2-14]2.  Reuse of the nano-immobilized EH 

Reaction cycle Enantiopurity of epoxide (%ee) 수율 Reaction time (min)

1 > 98 46.2 20

2 > 98 47.9 21

3 > 98 52.9 23

4 > 98 49.0 26

5 > 98 47.0 30

6 > 98 46.7 33

7 > 98 43.4 40

8 > 98 49.5 43

9 > 98 40.6 50

10 > 98 36.7 56

제 3  고정화 해양생물공정을 이용한 학활성 간체 제조

1. 해양 비 칭 EH 생 매의 학 수렴 생변환 반응 기술 개발

가. 해양 비 칭 EH 생 매의 regio-selectivity 분석

(R)  (S)-enantiomer를 각각 기질로 사용하여 enantioselective hydrolysis 반응을 수행하

음. 이 때 생성되는 diol과 분해되는 epoxide 기질 농도, diol의 ee값, epoxide의 ee값, 환율 

등의 실험 data로부터 enantio/regioselectivity를 분석하 음.

[그림 2-14]19. 해양 EH 효소 생 매의 enantio/regioselectivity 분석
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mMCEH와 발  최 화된 sCcEH의 stereochemical pathway에 한 selectivity factor를 분석

하고 특성을 평가하 음.

[표 2-14]3. Stereochemical pathway 련 catalytic index 분석

나. 해양 비 칭 EH 생 매의 학 수렴 생변환 반응 기술 개발

mMCEH와 sCcEH를 조합하여 생 매로 사용하여 라세믹 기질로부터 

(R)-phenyl-1,2-ethanediol, (R)-4-chlorophenyl-1,2-ethanediol을 90-95%ee 수 으로 제조하

음. mMCEH와 sCcEH를 다양한 비율로 조합 후 생 매로 사용하여 라세믹 styrene oxide에 

한 enantioselective hydrolysis 반응을 수행하 음.

[그림 2-14]20. 해양 EH 기반의 학수렴 환을 통한 (R)-phenyl-1,2-ethanediol (left) alc 

(R)-4-chloro-1,2-ethanediol 생합성 (right)

2. CLEA type 등 해양 효소 생 매 formulation 기술 개발

가. 해양 효소 생 매 제조 조건 최 화

Nano-formulation을 한 해양 EH 효소 생 매 제조를 한 유 자재조합 미생물 배양  효

소 단백질 발  조건  최 화하 음. Volumetric EH activity를 1.7배 향상하 음.
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[그림 2-14]21. 해양 효소 생 매 제조 조건 최 화

나. CLEA type 등 해양 효소 생 매 formulation 기술 개발

4종류의 nano-formulation 형태의 해양 EH 생 매 개발하 음. CLEA 기반의 enzyme 

coating, enzyme precipitation coating, polyaniline nanofiber (PANF)를 이용한 CLEA 고정화

와 mesoporous silica (MSU-F)를 이용한 ship-in-a-bottle 고정화 방법을 개발하 음. Free 

enzyme 비 효소 활성 안정성을 약 2.7배 향상 (30oC 기 )되었음. 특히, 4, 15oC에서 해양 

EH 생 매 시스템의 안정성은 우수하 음. 효소활성 안정성이 증가된 nano-formulation 생

매를 사용하여 라세믹 styrene oxides에 한 batch kinetic resolution 성공 으로 수행하 음. 

98%ee 이상의 고순도, 이론 수율 비 60% 이상, 7회 이상 재활용 가능하 음. 

[그림 2-14]22. 다양한 나노 고정화 기반의 해양 효소 생 매 formulation 기술 개발 결과
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3. ELP-like tag 등을 이용한 온도 의존형 EH 생변환 기술 개발

특정 이온도 구간에서 가역  상 이성을 보이는 기술을 응용하여 ELP-like tag 등을 이용

하여 ELP 분자량이 다른 ELP8, ELP16-McEH 등 2종의 온도 의존형 EH 생 매 개발하 음. 

온 활성  고온 aggregate 형성을 통한 바이오 매 recycle 여부를 측정하 고 

ELP16-McEH 생 매를 사용하여 5회 이상 재사용이 가능하 음.

[그림 2-14]23. ELP-like tag 등을 이용한 온도 의존형 EH 생변환 기술 개발 결과

4. Non-conventional solvent system에서의 생변환 기술 개발

Non-conventional solvent system에서의 생변환 기술 개발을 해 반응 조건을 최 화하 음. 

5% skim milk를 넣어 동결 건조하여 생 매의 활성을 1.25배 향상하고, 다양한 log P 값을 가

지는 유기용매를 이용하여 iso-Octane을 최  반응 용매로 선정하 음. 5% (v/v) water를 첨

가한 isooctane에서 입체선택  가수분해 반응을 통해 학순도 98%ee 고순도의 (S)-styrene 

oxide를 이론 수율 비 52.4% 수율로 제조하 음.
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[그림 2-14]24. Non-conventional solvent system에서의 생변환 기술 개발 결과

5. 자방사 nanofiber를 이용한 해양 EH 고정화

자방사 nanofiber에 고정화한 EH를 사용하여 20 mM 라세믹 SO 기질의 입체선택  가수분

해 반응에 10회 이상 재사용 할 수 있었음 ([그림 2-14]25). 고농도  유기용매 반응에 고정

화 효소를 이용하기 하여 다양한 logP 값을 가지는 유기용매 5가지를 사용하여 반응을 수행 

한 결과, logP값이 높은 iso-Octane에서 고정화 효소의 형태를 유지하며 입체선택  가수분해 

활성이 우수하 음.

[그림 2-14]25. 자방사 nanofiber를 이용한 해양 EH 고정화 결과  유기용매 반응 시스템 응용도
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6. Multi-phase 고농도 reaction system 개발

라세믹 SO 기질을 1.8 M의 고농도로 사용하는 조건에서 반응 온도를 최 화 한 결과, 10 
o
C

에서 (S)-SO를 이론 수율 비 54.6% 수율로 제조하 음. 2.8 M 고농도 기질에 하여 입체

선택  가수분해 반응을 수행하기 하여 세포 생 매 농도를 최 화 한 결과, 건조 생 매 기

으로 0.1713 g 이 음 (반응액 1 ml 기 ). 3.0 M의 고농도 기질에 하여 입체선택  가수

분해 반응을 수행하기 하여, surfactant인 Tween 20과 glycerol의 농도를 최 한 결과, 각각 

25%와 2.5% 이 음. 최  조건에서 3.0 M 라세믹 SO에 하여 동력학  가수분해 반응을 수

행하여 99.9%ee의 학순도로 (S)-SO를 이론 수율 비 44.8%의 수율로 제조할 수 있었음.

[그림 2-14]26. Batch kinetic resolution of recombinant McEH at 3.0 M racemic styrene oxide
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연 구 목 표 달 성 내 용 기여도

Bioinformatics를 이용

한  putative marine 

chiral enzyme 검색

- Multiple sequence alignments, EH 단백질의 입체구조학  비교․

분류 연구  phylogenetic analysis를 통한 Zebra fish  해양미생물 

유래의 신규 EH 정보 확보

- 분리된 균주의 계통학  동정을 해 16S rDNA 염기를 분석하

고, 1,381의 염기서열 분석

- BLAST 분석을 통해 983 균주는 Sphingomonas echinoides DSM 

1805T (99.9 %), S. rhizogenes  ATCC 55580 T (99.7 %), 

Sphingomonas mali IFO 10550 T (96.7 %) 비슷한 것으로 확인

- 2개의 microsomal EH와 1개의 soluble EH 단백질에 한 진화유

연  계를 확인

- 해양어류 Mugil cephalus로부터 Marine 유 자 library 제작하고 

RACE 반응을 이용하여 mEH whole gene을 얻고, 염기서열과 단백

질 서열을 등록

- 해양 미생물과 

어류 유래의 신규 

EH 정보 3건 확보 

 개발

분자공학을 이용한 해

양 epoxide hydrolase 

바이오 매 개량 

- Bioinformatics tool을 이용하여 선발한 해양 어류 EH의 활성부  

구조에 한 homology modeling을 실시하 으며, 해양 EH 생 매 

개량에 활용될 수 있는 site-directed mutagenesis의 target amino 

acid를 선발

- Comparative homology modeling  site-directed mutagenesis 방

법을 이용하여 해양어류 M. cephalus의 epoxide hydrolase에 한 분

자개량을 통하여 생 매 활성을 향상시켰으며, 개량된 매 활성을 

평가하 음. 기존 유 자재조합 EH 활성 비 50% 이상 향상시킨 개

량 매를 7종 이상 개발 하 으며, 약 35배 이상 생 매 활성이 향

상된 분자공학 개량 해양 epoxide hydrolase(EH) 생 매를 개발

- 고정화 해양생물공정 최 화를 하여 해양 epoxide hydrolase 

triple mutant의 발 조건을 최 화

- Soluble 형태의 단백질 발 이 용이하지 않은 microsomal protein

인 해양어류 M. cephalus EH triple mutant를 단백질 folding에 여

하는 여러 종류의 chaperone 단백질과의 co-expression 조건을 최

화시켜 활성을 2배 이상 향상

- 단백질 공학을 

이용하여 개량한 

해양 EH 1건 개발

- 해양 어류 EH 

반응 최 화 1건

고정화 해양생물공정을 

이용한 학활성 간

체 제조

- 표면에 Ni
2+를 부착시킨 자성나노입자를 이용하여 his-tag이 붙어

있는 M. cephalus  EH triple mutant 단백질을 고정화시킨 나노고정

화 생 매를 개발

- 자성나노입자 고정화 해양 EH 효소 생 매  alginate bead 고정

화 해양 whole-cell 생 매를 이용하여 10회 이상의 재사용을 통해 

98%ee 고순도의 (S)-styrene oxide를 제조

- CLEA 기반의 enzyme coating, enzyme precipitation coating, 

polyaniline nanofiber (PANF)를 이용한 CLEA 고정화와 mesoporous 

silica (MSU-F)를 이용한 ship-in-a-bottle 고정화 방법을 개발

- 효소활성 안정성이 증가된 nano-formulation 생 매를 사용하여 라

세믹 styrene oxides에 한 batch kinetic resolution 성공 으로 수행

- 특정 이온도 구간에서 가역  상 이성을 보이는 기술을 응용하

여 ELP-like tag 등을 이용하여 ELP 분자량이 다른 ELP8, 

ELP16-McEH 등 2종의 온도 의존형 EH 생 매 개발

- 온 활성  고온 aggregate 형성을 통한 바이오 매 recycle 여

부를 측정하 고 ELP16-McEH 생 매를 사용하여 5회 이상 재사용 

가능

- 자방사 nanofiber 고정화 EH를 사용하여 20 mM 라세믹 SO 기

질의 입체선택  가수분해 반응에 10회 이상 재사용 가능

- 고농도  유기용매 반응에 고정화 효소를 이용하기 하여 다양한 

logP 값을 가지는 유기용매 5가지를 사용하여 반응을 수행 한 결과, 

logP값이 높은 iso-Octane에서 고정화 효소의 형태를 유지하며 입체

선택  가수분해 활성이 우수

- 자성 나노입자 

기반의 고정화 시

스템 1건 개발

- 나노고정화 4건 

개발

- ELP 기반 고정

화 기술 1건 개발

- 자 방 사 

Nanofiber 1건 개

발

제 4 장 목표달성도  련분야에의 기여도
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주요연구실 활용계획

￭ 유 자 재조합 해양 EH 생 매 (효소  미생물)

- 단백질공학  유 자 발  최 화를 통해 활성을 

최종 으로 70배 향상시킨 재조합 생 매

￭ 3 M 수 의 고농도 반응 시스템

￭ 학수렴 반응을 이용한 학활성 diol 제조 기술

Epoxide hydrolase 생 매  이를 활용한 고부가가치 키

랄 에폭사이드, diol  그 유도체 제조 기술은 정 화학 

문기업 는 소 venture 기업으로의 기술 이 을 통

해 상업화에 활용함.

￭ 무세포 단백질 발   assay 방법 최 화 
해양 유래 신규 EH 생 매 자원 확보를 한 추가 연구

에 필수 인 screening 시스템으로 활용함.

￭ 나노입자 등을 활용한 고정화 기술 5건
EH 이외에 해양으로부터 얻을 수 있는 다양한 효소 생

매의 고정화에 활용함.

제 5 장 연구개발결과의 활용계획
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제 6 장 연구개발과정에서 수집한 해외과학기술정보

￭ 연구개발 과정에서 수징 정리한 연구 개발 동향 련 해외 과학 기술 정보는 2장 국내외 

기술개발  산업 동향에 제시되어 있음.
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참 여
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내부 : 1 명

외부 : 20 명

해당단계

연 구 비

정부 :880,000천원

 계 :880,000천원

총연구기간

참 여

연구원수

 총 : 21 명
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요약 보고서면수 108

- 극한 미생물들로부터 내열성 DNA polymerase 11 종 유 자에 해 분자생물학 ․생화

학  연구들을 완료. 

- Neq DNA polymerase가 고온에서만 protein trans- splicing이 일어남을 실험 으로 증명

하 고, Neq  L 단편과 Neq S 단편을 구체 형태로 하나로 융합시켜 hot start PCR에 

최 화된 Neq HS  DNA polymerase의 개발함.

- 내열성 Tpa DNA polymerase와 Twa DNA polymerase를 이용하여 wild-type 

polymerase보다 PCR 속도, DNA 증폭능력, proof reading 활성이 향상된 돌연변이체 

(Tpa-S N213D/K501R, Twa N501R)를 제조하여 PCR에의 응용. 

- 고온성 고세균 Crenarchaeota로부터 DNA ligase 유 자 3종의 특성을 조사한 결과 Szi 

와 Hbu DNA  ligase의 경우, ATP외에도 ADP, GTP를 이용하는 복수의 cofactor 

specificity를 보임. 이러한 발견을 기 로 하여 생화학 ․계통분류학  연구들을 완료하

여 cofactor specificity를 이용한 DNA ligase의 특성분석  진화  연 계를 규명. 

- 신규 온성 uracil-DNA glycosylase 유 자 3종에 해  분자생물학 ․생화학  특성

을 조사한 후 carry-over contamination 방지를 한 PCR 응용에 한 연구를 수행.

- 신규 내열성 Sma PPase와 Tpa dUTPase을 유 자들을 확보하여 이들 유 자에 해 유

자 발 , 발 된 효소의 정제․특성조사 등 분자생물학 ․생화학  연구들을 완료

색 인 어

(각 5개 이상)

한

DNA 합효소, DNA 연결효소, 우라실 DNA 

라이코시데이즈, 데옥시유티피에이즈, 합효소연쇄반응, 

핫-스타트 합효소연쇄반응

어
DNA polymerase, DNA ligase, Uracil DNA glycosylase, 

dUTPase, PCR, hot-start PCR

보고서 요약서
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요   약   문 
    

Ⅰ. 제  목

연구․진단용 DNA 수식효소 개발

Ⅱ. 연구개발의 목   필요성

  DNA 수식효소는 DNA polymerase ( 합효소), DNA ligase, uracil DNA glycosylase 

(UDG), inorganic pyrophosphatase (PPase), deoxyuridine triphosphatase (dUTPase) 등의 

DNA와 련된 효소들의 총칭이며, 의·약학  농업을 포함한 각종 생명공학 련 연구분야에

서 필수 으로 사용되고 있는 효소들이다. 재 많은 생명공학기업들이 DNA 수식효소에 심

을 갖고 있으며, 지속 인 연구를 통해 많은 이윤을 창출하고 있다. 

  이러한 배경에서, 본 연구개발과제에서는 생명 상의 보고로서 매우 다양한 유 자원을 갖고 

있는 해양․극한 미생물들로부터 유용한 연구․진단용 DNA 수식효소들을 개발하고자 하 다. 

본 과제에서 연구개발하려고 하는 DNA 수식효소들은 산업  응용범 가 넓어 세계 으로 큰 

심을 모으고 있으며, 그 시장규모가 기하 수 으로 커지고 있다. 특히 21세기 발 하는 생

명공학 기술과 함께 연구  임상진단 제품의 개발이 차 늘고 있는 추세이므로, 다양한 

DNA 수식효소들의 개발은 필수불가결하다고 할 수 있다.

Ⅲ. 연구개발의 내용  범

  연구  진단 목 으로 사용할 수 있는 고효율·고기능성 DNA 수식효소들의 개발, 산업  

응용을 해, 본 연구개발과제의 1단계와 2단계에서는 고온성 는 온성 해양․극한 미생

물들로부터 유용한 내열성 는 온성 DNA 수식효소들의 유 자들을 확보하 고, 이들 유

자들를 장균에서 발 시킨 후, 정제하여 생화학  특성연구와 PCR에의 응용에 한 연구들

을 수행하 다. 구체 으로, ① DNA 수식효소들에 한 연구가 거의 되어있지 않은 고온성 

해양․극한 미생물들의 확보, 배양기술 확립  genomic DNA 분리 ② 고온성 해양․극한 

미생물들로부터 특히 고세균 유래의 다양한 신규 내열성 DNA polymerase 유 자들의 

cloning, sequencing  sequence analysis, 장균에서 발 , 재조합 효소의 정제  특성 분

석, PCR 응용에 한 연구를 수행하 다. ③ Nanoarchaeum equitans  (Neq) DNA  

polymerase 유 자의 발 , 발 된 단백질들의 정제, 효소학  특성조사  protein 

trans-splicing에 한 연구  dUTP와 uracil-DNA glycosylas를 이용한 carry-over 

contamination 방지에 응용에 한 연구  ④ 온성 미생물로부터 온에 활성이 높은 

uracil-DNA glycosylase 유 자의 cloning, sequencing  sequence analysis, 장균에서 발

, 재조합 효소의 정제  특성 분석, carry over contamination 방지를 한 PCR 응용에 

한 연구 ⑤ 고온성 고세균 유래의 DNA ligase의 특성분석  진화  연 계 연구를 수행

하 다. 3단계에서는 1단계와 2단계에서 선별한 DNA polymerase의 돌연변이체를 제조하여 

wild-type polymerase보다 PCR 속도, DNA 증폭능력, proof reading 활성이 향상된 돌연변이체 
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제조, 선별  PCR에의 응용을 하 으며,  hot start PCR에 최 화된 Neq HS  DNA polymerase

의 개발을 연구하 다. 구체 으로는 Thermococcus 유래 DNA  polymerase (Neq, Tps, Twa, 

Tcel 등) 의 site-directed mutagenesis를 이용하여 wild-type polymerase보다 PCR 속도, DNA 

증폭능력, proof reading 활성이 향상된 돌연변이체 제조, 선별  PCR에의 응용 ② 단백질 스 라

이싱을 이용한 hot-start DNA polymerase 개발 ③ DNA polymerase의 PCR의 효율을 증가시

키기 해 dUTPase 의 유 자를 탐색하고 특성분석  PCR에의 응용에 한 연구를 수행 하

다.

Ⅳ. 연구개발결과

  본 연구개발을 통해 ① 고온성 는 온성 해양․극한 미생물들로부터 내열성 DNA 

polymerase 유 자 11 종 (Sulfophobococcus zilligii  (Szi), Pyrobaculum arsenaticum (Par), 

T. guaymasensis (Tgu), T. peptonophilus (Tpe), T. marinus  (Tma), T. celer (Tce), T. 

pacificus  (Tpa), T. radiotolerans (Tra), T. celericrescens  (Tcel), T. waiotapuensis (Twa), T.  

coalescens  (Tco))을 확보하여 이들 유 자에 해 유 자 발 , 발 된 효소의 정제․특성조

사 등 분자생물학 ․생화학  연구들을 완료하 다. ② 한, 일반 인 DNA polymerase 유

자들과 다르게 Neq L 단편과 Neq S 단편으로 분 되어 있는 Nanoarchaeum equitans  

(Neq) DNA polymerase 유 자의 단편 각각의 발 , 하나의 벡터내에 함께 발 , 유 공학

으로 인테인이 제거된 protein splicing된 형태로 각각 발 , 발 된 단백질들의 정제  특성

조사 등 분자생물학 ․생화학  연구들을 완료하 으며, 특히 고온에서만 protein 

trans-splicing이 일어남을 실험 으로 증명하 고, 내열성 Neq DNA polymerase를 이용하여 

하여 dUTP 존재 하에서의 PCR이 가능함을 확인하 다. 이들 결과들은 오염의 험없이 

uracil-DNA glycosylase을 이용하여 real-time PCR에 효율 으로 이용할 수 있을 것이다. ③ 

한 기확보된 DNA polymerases 들의 산업  이용 가치를 향상시키기 해 내열성 Tpa 

DNA polymerase와 Twa DNA polymerase를 이용하여 wild-type polymerase보다 PCR 속도, 

DNA 증폭능력, proof reading 활성이 향상된 돌연변이체 (Tpa-S N213D/K501R, Twa N501R)를 

제조하여  PCR에의 응용하 다. ④ 마지막으로 분 된 Neq DNA polymerase 유 자의 Neq L 

단편과 Neq  S 단편을 구체 형태로 하나로 융합시켜 hot start PCR에 최 화된 Neq HS  

DNA polymerase의 개발하 고, Neq HS DNA polymerase의 PCR 효율을 높이기 하여 

Neq HS DNA polymerase의 다양한 돌연변이체들 (Neq HS M1, Neq HS M2, Neq  HS M3)

을 제조한 결과 Neq HS M3 (A523R/N540R/S185D) DNA polymerase는 다른 돌연변이체 

Neq HS DNA polymerase들, Taq, Pfu,  안티바디를 이용한 핫 스타트 PCR용 Taq HS 

DNA polymerase들 보다 다양한 인간 지놈 타겟 DNA를 더욱 효율 으로 증폭 할 수 있었다. 

⑤ 고온성 고세균 Crenarchaeota로부터 신규 내열성 DNA ligase 유 자 3종 

(Staphylothermus marinus  (Sma), Sulfophobococcus zilligii  (Szi), Hyperthermus butylicus 

(Hbu))을 확보하여 이들 유 자에 해 유 자 발 , 발 된 효소의 정제․특성을 조사한 결

과 특히 Szi 와 Hbu DNA ligase의 경우, ATP외에도 ADP, GTP를 이용하는 복수의 cofactor 

specificity를 보 다. 특이 GTP의 이용은 특성이 밝 진 DNA ligase 에서 처음이었다. 이러

한 발견을 기 로 하여 생화학 ․계통분류학  연구들을 완료하여 cofactor specificity를 이용

한 DNA ligase의 특성분석  진화  연 계를 규명하 다. ⑥  신규 온성 uracil-DNA 

glycosylase 유 자 3종 (Psychrobacter submarinus  (Psu), Psychrobacter sp. HJ147, Bacillus 
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sp. HJ171)을 확보하여 이들 유 자에 해 유 자 발 , 발 된 효소의 정제․특성조사 등 분

자생물학 ․생화학  특성을 각각 조사한 후 carry-over contamination 방지를 한 PCR 응

용에 한 연구를 수행하 다  ⑦ 신규 내열성 수식효소 Staphylothermus marinus  (Sma)  

PPase와 Tpa dUTPase)을 유 자들을 확보하여 이들 유 자에 해 유 자 발 , 발 된 효

소의 정제․특성조사 등 분자생물학 ․생화학  연구들을 완료하 다. 

Ⅴ. 연구개발결과의 활용계획

 

  상기 연구개발 결과들은 고온성 는 온성 해양․극한 미생물들의 생명 상을 더 깊이 

이해하기 한 후속 연구들의 기 자료로 활용될 수 있을 것이다. 한, 유용 내열성 는 

온성 DNA 수식효소 유 자들은 새로운 유 자원으로서 최근 많이 시도되고 있는 유 자공학 

(단백질공학)의 원천물질들로 활용 가능하며, 효소들은 학술연구  임상진단 산업에 요한 

소재로 활용 가능하다. 를 들어, 내열성 DNA polymerase들은 DNA sequencing이나 PCR 방

법을 이용한 병원성 미생물 확인, 질병진단, 법의학 등에 활용될 수 있으며, 온성 

uracil-DNA glycosylase는 DNA 오염에 의한 잘못된 진단을 이기 해 DNA polymerase와 

함께 PCR에 활용될 수 있다. 특히 Crenarchaeota 유래의 Szi   Hbu DNA ligase의 경우,  

이들 효소의 다양한 cofactor specificity를 갖는 특성을 다른 DNA ligase와의 비교 분석하므로

서 진화  연 계를 규명하 으며, 이들 DNA ligase들이 진화상 가장 오래된 DNA ligase

의 형태라는 것을 처음으로 규명하 다.
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SUMMARY 

  The purpose of this study is to develop useful DNA modifying enzymes, for using 

researches and diagnoses, from various marine and extreme microorganisms. ① The eleven 

genes coding for DNA polymerase were cloned and sequenced from hyperthermophilic 

extreme microorganisms (Sulfophobococcus zilligii (Szi), Pyrobaculum arsenaticum  (Par), 

T. guaymasensis (Tgu), T. peptonophilus (Tpe), T. marinus  (Tma), T. celer (Tce), T. 

pacificus  (Tpa), T. radiotolerans (Tra), T. celericrescens  (Tcel), T. waiotapuensis (Twa), T.  

coalescens  (Tco)). The genes encoding thermostable DNA polymerases were expressed 

under the control of the T7lac  promoter in E. coli. The purified DNA polymerases were 

biochemically characterized, and its application in PCR successfully demonstrated, 

respectively. ② Moreover, the two Nanoarchaeum equitans (Neq) DNA polymerase genes 

(Neq L and Neq S) were cloned and expressed individually, together, and as a genetically 

protein splicing-processed form. The expressed Neq DNA polymerases were purified and 

biochemical characterized. The small fragment (Neq S) of Neq DNA polymerase  has no 

catalytic activity and the large fragment (Neq L) has lower 3´→5´ exonuclease activity; 

whereas the full-length Neq DNA polymerases have polymerase and 3´→5  ́ exonuclease 

activities, indicating that both fragments are needed to form the active DNA polymerase 

that possesses higher proofreading activity. It was demonstrated that natural protein 

trans-splicing occurs between the two fragments of Neq  DNA polymerase at high 

temperature. Neq DNA polymerase can successfully catalyze PCR in the presence of dUTP. 

These results suggest that Neq DNA polymerase could be most effectively utilized in 

real-time PCR using uracil-DNA glycosylase without the risk of carry-over contamination. 

③ The site-directed mutant (Tpa-S N213D/K501R and Twa N501R) were constructed from 

Tpa DNA polymerase and  Twa DNA polymerase to improve the industrial usefulness of 

DNA polymerase. ④ Finally, by fusing the Neq  S fragment to Neq  L fragment, Neq  HS 

DNA polymerase was obtained. To improve PCR efficiency, mutant Neq HS DNA 

polymerases were created via site-directed mutagenesis. Nucleotide substitution from the 

Neq HS DNA polymerase was performed at A523R (Neq HS M1 DNA polymerase), 

A523R/N540R (Neq HS M2 DNA polymerase), and A523R/N540R/S185D (Neq HS M3 

DNA polymerase). The protein splicing of Neq HS DNA polymerase and mutant Neq HS 

DNA polymerases were mainly dependent on the reaction temperature and occurred 

effectively at 70-95℃. Specifically, the triple mutant Neq HS M3 DNA polymerase 

(A523R/N540R/S185D) was more efficiently amplified various human genomic targent DNA 

than other mutant Neq  HS DNA polymerases, Taq, Pfu, and Taq HS DNA polymerases. 

⑤ The genes encoding three hyperthermophilic DNA ligases (Staphylothermus marinus  

(Sma), Sulfophobococcus zilligii  (Szi), Hyperthermus  butylicus (Hbu)) were expressed 

under the control of the T7lac  promoter in E. coli. The purified DNA ligases were 

biochemically characterized. Szi and  Hbu DNA ligases exhibited multiple cofactor specificity 

utilizing ADP and GTP in addition to ATP. The exploitation of GTP as a catalytic energy 

source has not to date been reported in any known DNA ligase. This phenomenon may 
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provide evolutionary evidence of the nucleotide cofactor utilization by DNA ligases. We 

contend that DNA ligase evolution likely started from crenarchaeotal DNA ligases and 

diverged to eukaryal DNA ligases and euryarchaeotal DNA ligases. Subsequently, the 

NAD
+
-utilizing property of some euryarchaeotal DNA ligases may have successfully 

differentiated to bacterial NAD+-dependent DNA ligases. ⑥ The genes encoding four 

psychrophilic uracil-DNA glycosylases (UDGs) (Photobacterium aplysiae GMD509 (Pap), 

Psychrobacter submarinus  (Psu), Psychrobacter sp. HJ147 (Psp), Bacillus sp. HJ171 (Bsp)) 

were expressed under the control of the T7lac promoter in E. coli. The purified 

uracil-DNA glycosylases were biochemically characterized. These cold-active characteristics 

enabled psychrophilic uracil-DNA glycosylases to control carryover contamination in PCR 

without losing the PCR product. ⑦ The genes encoding DNA modifying enzymes (Sma 

PPase, Tpa dUTPase) were expressed under the control of the T7lac promoter in E. coli.  

The purified DNA ligases were biochemically characterized. 
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제 1 장 연구개발과제의 개요

제 1  연구개발의 목   필요성

 

1. 기술  측면

가) 해양 미생물들은 육상 미생물들에 비해 매우 높은 압력, 열수구와 같은 고온 는 온, 

높은 염도 등 극한 환경에서 서식하고 있어 특이한 사능력  사물질을 보유하고 있

다. 따라서, 다양한 해양 생태계에 서식하고 있는 해양 미생물들의 다양성으로부터 새로운 

유 자원 확보의 기회가 많으며, 기존의 육상 미생물들에 비해 특이 생화학 반응을 매

할 수 있는 효소  신기능성 바이오소재의 확보 가능성이 높다.

나) 해양․극한 미생물로부터의 유용한 연구․진단용 DNA 수식효소 개발은 유 공학, 응용 

효소공학  생명공학 분야 등에 있어 매우 기 인 소재를 제공하는 생물산업에 해당하

는 기술이다. 일단 유용한 연구․진단용 DNA 수식효소를 확보하면 site-directed 

mutagenesis나 인  분자진화기술인 DNA shuffling 등의 단백질공학 기술  간편한 

screening system의 축 을 통한 고효율․고기능성 효소의 개발이 가능하다.  고발  

 량생산에 의한 유용 효소의 산업  이용 가치의 증 , 응용기술의 개발로 이어지는 

연구․진단용 DNA 수식효소 개발은 생명공학 체 분야를 선도 으로 이끌 핵심이 되는 

기술이다.

2. 경제․산업  측면

가) 생물종의 80%가 서식하는 해양의 총 경제  가치는 26조 달러 이상으로 추정되며, 에 지

와 식량을 포함한 해양자원의 가치는 연간 1조 달러로 추정되고, 아직 미개척 분야로서 

신규 유용 유 자원의 발굴 가능성이 높은 해양 생물 유 자원의 이용가치는 무한한 것으

로 추정된다. 해양․극한 환경은 산업공정에서보다도 더 극한 조건을 가지고 있어, 해양․

극한 환경에 응하여 진화한 미생물들은 매우 다양한 유 자원과 효소를 가지고 있는 특

이 생명 상의 보고이다. 이러한 특성을 가지고 있는 해양․극한 미생물 유래의 유 자원

과 효소활성을 이용한 기능성소재 개발은 경제  가치가 높을 것이다.

나) 생물기능소재의 개발은 고부가가치 창출 산업으로 재의 반도체 산업을 체할 수 있는 

유망 산업으로 발 할 가능성이 높다. 매활성을 가진 생물기능소재는 각종 제품생산의 

필수소재로 사용되고 있으며, 연구․진단, 기능성 건강보조식품, 의약품, 환경, 농업  기

타 산업에서의 활용범 가 넓은 요한 물질이다. 

다) 해양․극한 미생물로부터의 유용한 연구․진단용 DNA 수식효소 개발은 생물 산업에 해당

하는 기술로서, 더욱 우수한 특성을 가지는 유용 효소들을 개발하기 한 경쟁이 선진국

들에서 련기업의 집  연구단 를 심으로 활발히 이루어지고 있다. 특히, 본 연구개발

과제에서 개발하려고 하는 DNA polymerase, DNA ligase, uracil-DNA glycosylase 등의 

DNA 수식효소들은 연구  진단에의 이용범 가 넓어 세계 으로 큰 심을 모으고 있

으며, 그 시장규모가 기하 수 으로 커지고 있다 (2004년 순수 효소 세계시장 규모는 

86.8억 달러로 추정되는데, 이 에서 의약/진단/생명공학 연구 등에 이용되는 특수 효소 

시장이 65억 달러를 차지함. 2009년 순수 효소 세계시장 규모는 124.1억 달러로 추정됨). 
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단계 연구내용 연구범

1단계

다양한 고온성 는 온성 

해양․극한 미생물들로부터 내

열성 는 온성 DNA 수식

효소 유 자들의 확보  분자

생물학 ․생화학  연구

- 고온성 해양․극한 미생물들의 배양기술 

확립

- 신규 DNA 수식효소 유 자들의 cloning 

 sequencing 완료 (내열성 Szi   Par 

DNA polymerase 2종, 내열성 Sma   

Szi  DNA ligase 2종, 온성 Psu  Psp 

UDG 2종 등)

- 확보된 신규 DNA 수식효소 유 자들의 

발   발 된 효소들의 정제․특성조사

- Neq  DNA polymerase 유 자의 발 , 발

된 단백질들의 정제․특성 조사, protein 

trans-splicing 연구  PCR에의 응용

2단계

연구  진단 목 으로 사용할 

수 있는 고효율 ․ 고기능성 

DNA 수식효소들의 개발  

응용

- Thermococcus  유래의 신규 DNA 

polymerase 6종의 유 자 확보, 특성분석, 

PCR에의 응용 (Tgu, Tpe, Tma, Tce, 

Tra   Tpa DNA polymerase)

- Neq DNA polymerase를 이용한 PCR에

의 응용  돌연변이체에 한 연구

- 3 종의 UDG (Psu, Psp  Bsp UDG)의 

특성분석  응용연구

- 1종의 Hbu DNA ligase 특성분석  진화

 연 계 연구

- 1종의 DNA 수식효소 (Sma PPase) 특성

분석  응용

3단계

우수한 연구·진단용 DNA 수

식효소의 연구개발  응용

 

- 신규 Twa, Tco  Tcel DNA polymerase 

개발, 응용 

- 성능이 향상된 mutant DNA polymerase

의 제조, 선별, 응용

- PCR에 최 화된 Neq hot-start (HS) 

DNA polymerase의 개발  PCR 증폭효

이상을 고려할 때, 본 개발은 집약된 기술만 있다면 거 한 규모로 성장한 생명공학 시장

에서 상 으로 은 투자로도 막 한 이익을 보장받을 수 있다는 특징을 가진다.

라) 생명공학  의학 련 모든 업체가 련될 뿐만 아니라, 삶의 질과 련하여 건강에 한 

심이 높아져 임상진단 시약의 개발이 차 늘고 있는 추세이고, 유 체 염기서열 결정

이나 DNA chip과 같은 거 규모의 DNA 사업이 생명공학의 발 과 함께 떠오르고 있다

는 것을 고려할 때, 부분의 DNA 련 연구에 필요한 DNA 수식효소들의 개발은 DNA 

시 의 개막과 함께 필수불가결하다고 할 수 있다. 재와 같이 부분의 DNA 수식효소 

 련 제품들을 수입에 의존하게 되면 국내 생명공학 련 분야의 발 에 따라 소비량

이 기하 수 으로 늘게 될 것이므로 상당한 외화 유출이 상되며, 따라서 이를 막기 

해서는 조기 연구개발이 실히 요구되었다.

제 2  연구개발 범
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율이 향상된 Neq HS DNA polymerase 

돌연변이체 개발

- 1종의 DNA 수식효소 (Tpa dUTPase) 특

성분석  응용

최종
연구·진단용 DNA 수식효소의 

연구개발  응용

- 극한 미생물들로부터 내열성 DNA 

polymerase 11 종 유 자에 해 분자생물

학 ․생화학  연구들을 완료. 

- Neq DNA polymerase가 고온에서만 

protein trans- splicing이 일어남을 실험

으로 증명하 고, Neq L 단편과 Neq S 

단편을 구체 형태로 하나로 융합시켜 

hot start PCR에 최 화된 Neq HS DNA 

polymerase의 개발함.

- 내열성 Tpa DNA polymerase와 Twa 

DNA polymerase를 이용하여 wild-type 

polymerase보다 PCR 속도, DNA 증폭능

력, proof reading 활성이 향상된 돌연변이체 

(Tpa-S N213D/K501R, Twa N501R)를 제

조하여 PCR에의 응용. 

- 고온성 고세균 Crenarchaeota로부터 

DNA ligase 유 자 3종의 특성을 조사한 

결과 Szi 와 Hbu DNA ligase의 경우, 

ATP외에도 ADP, GTP를 이용하는 복수

의 cofactor specificity를 보임. 이러한 발

견을 기 로 하여 생화학 ․계통분류학  

연구들을 완료하여 cofactor specificity를 

이용한 DNA ligase의 특성분석  진화  

연 계를 규명. 

- 신규 온성 uracil-DNA glycosylase 유

자 3종에 해  분자생물학 ․생화학  

특성을 조사한 후 carry-over 

contamination 방지를 한 PCR 응용에 

한 연구를 수행.

- 신규 내열성 Sma PPase와 Tpa dUTPase

을 유 자들을 확보하여 이들 유 자에 

해 유 자 발 , 발 된 효소의 정제․특

성조사 등 분자생물학 ․생화학  연구들

을 완료 
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연구개발 분야 국    내

내열성

DNA polymerase 등의 

생산

- 본 연구  : 생산 가능 (다수의 유 자특허 등록  출원)

- (주)바이오니아 등에서 PCR Premix 제품 매 

- 최근 스진바이오텍(주), 엘피스바이오텍(주), (주)바이오니아, 

  (주)솔젠트 등에서 내열성 DNA polymerase 등에 하여 활발하게

  연구개발 수행 

▶ 국내에서도 순수 효소 생산은 가능하며 실제 매하고 있으나,

   아직까지 부분 외국으로부터의 수입에 있는 실정

유용 내열성

DNA polymerase의

응용 연구개발

- 인트론 : DNA 합 효소 유 자 서열에  돌연변이를 일으켜 

  hot-start 기능을 효소 자체에 부여, 증폭기능을 크게 향상

- 바이오니아 : PCR반응에 필수 인 2가 양이온(Mg
2+
)을 불활성화 

  시키는 pyrophosphate (PPi)와 80℃에서 활성을 갖는 내열성 

  pyrophosphatase(PPase)를 사용한 기술

- 씨젠 : 병원성 질병 진단  체세포 돌연변이 진단용 kit 개발 

  생산

제 2 장 국내외 기술개발 황

1. 국내의 연구개발 황

  국내에서는 반 으로 우수한 DNA 수식효소의 연구개발이 그리 활발하지 못한 상황으로

서, 재 부분의 연구는 단일 효소에 한 정제  특성조사 수 에 머무르고 있으며, 국내

에서도 일부 효소 자체 생산은 가능하여 실제 매하고 있으나, 아직까지 부분 외국으로부터

의 수입에 의존하고 있는 실정이다. 특히, 본 연구개발과제에서 다루고 있는 DNA polymerase 

 DNA ligase와 같은 DNA 련 효소의 국내 연구개발은 본 연구 , (주)바이오니아  스

진바이오텍(주)에서 주로 수행되어져 왔는데, 본 연구 의 경우에는 이미 십여년 부터 내열

성 DNA 수식효소의 탐색과 유 자 cloning  발  등의 반 인 기술을 축 하여 왔다. 국

내의 반 인 연구개발 수 은 선진국들과 비교할 때 기술 인 면은 크게 낙후되어 있지 않

으나, 아직까지는 실제 시장을 목표로 하는 응용 연구  산업화 단계는 아니라고 할 수 있다 

([표 2-15]1).  

[표 2-15]1 Comparison of R&D results of our country

2. 국외의 연구개발 황

  국외의 경우, DNA polymerase, DNA ligase, alkaline phosphatase 등의 다양한 DNA 수식

효소들이 매되고 있다. 주요 련 회사들을 살펴보면 미국의 Bio-Rad Laboratories, 



- 14 -

연구개발 분야 국    외

내열성

DNA polymerase 등의 

생산

- 미국의 Bio-Rad, Clontech, Gibco BRL, New England

  Biolabs, Promega, Stratagene

- 독일의 Boehringer Mannheim

- 일본의 Takara

유용 내열성

DNA polymerase의

응용 연구개발

- 고효율 DNA polymerase인 EX Taq, LA Taq 개발  

  상품화 (일본의 Takara, 미국의 Novagen, Promega,

  Fermentas, Invitrogen)

- Hot-start PCR용 DNA polymerase의 개발  상품

  화 (일본의 Takara, 미국의 Novagen, Promega,

  Fermentas, 스 스의 Roche)

- UDG를 이용한 carry-over contamination 방지용 DNA 

  polymerase kit 개발 (USB, NEB, invitrogen)

Clonetech, Gibco BRL, New England Biolabs, Novagen, Promega, Stratagene, 국과 스웨덴 

합작의 Amersham phamarcia Biotech, 독일의 Boehringer Mannheim, Roche  일본의 

Takara Biotechnology 등이 있다. 재 국외에서는 기술정립을 통한 단순 생산 단계를 지나 

선진국들을 심으로 고효율․고기능성을 가지는 효소로의 응용개발 연구와 실제 으로 생명

공학  의료 분야에 사용하기 한 kit 제작과 같은 상품화 연구가 활발히 진행 이다 ([표 

2-15]2).

  재까지 국내 연구․진단용 DNA 수식효소에 한 연구는 다양한 DNA 수식효소에 한 

탐색과 효소 특성의 증진  산업화에 한 연구가 활발하지 못하 으며, 체계 인 지원이 이

루어지지 않아 해당 분야 발 에 큰 걸림돌이 되고 있는 상황이다. 그러나 기술 인 수 에 있

어서는 본 연구 이 이미 유용한 연구․진단용 DNA 수식효소들의 개발에 필요한 기본 인 기

술과 DNA 수식효소에 한 다양한 유 자들을 어느 정도 확보한 상태이므로 선진국에 비해 

뒤떨어진다고 볼 수는 없다. 세계 으로 본 연구․진단용 DNA 수식효소의 연구개발 분야는 

소규모 집  연구단 를 심으로 이루어지고 있는 추세이므로, 이 분야에 지속 인 연구 투자

만 이루어지다면 유용한 고효율․고기능성 효소를 제조하고, 량생산할 수 있으며, 한 이를 

이용하여 산업 으로 응용할 수 있는 kit를 개발하여 선진국에 비해 기술 인 우 와 함께 

등한 수 의 산업경쟁력을 확보할 수 있을 것으로 사료된다. 

[표 2-15]2 Comparison of R&D results of our country and foreign countries

  



- 15 -

제 3 장 연구개발수행 내용  결과

제 1  DNA polymerase

1. 서론

  DNA polymerase는 주형 DNA에 의존하여 5´→3´ 방향으로 DNA를 합성하는 효소로서, 생

명체에 있어 DNA 복제나 수복 시에 가장 요한 역할을 하는 효소이다. 1957년 Kornberg 등

에 의해 Escherichia coli로부터 DNA polymerase I이 최 로 발견된 이후 (Kornberg & 

Baker, 1992), 많은 DNA polymerase들이 다양한 원핵생물들과 진핵생물들로부터 분리되어 특

성이 밝 졌다. 이들 DNA polymerase들은 아미노산 서열의 상동성에 기 하여 5개의 family

들로 나뉘어지는데, family A (E. coli DNA polymerase I 상동성), B (E. coli DNA 

polymerase II), C (E. coli DNA polymerase III 상동성), D (euryarchaota subdomiain에서 발

견된 heterodimeric DNA polymerase)  X (eukaryotic DNA polymerase β)로 분류하고 있다 

(Braithwaite and Ito, 1993; Cann and Ishino, 1999). Archaeal family B DNA polymerase들은 

어도 2개의 subfamily들로 더 나뉠 수 있는데, Group I은 모든 euryarchaeote DNA 

polymerase들과 몇몇 crenarchaeote DNA polymerase들을 포함하며, Group II는 나머지 

crenarchaeote DNA polymerase들을 포함한다.

  내열성 DNA polymerase는 고온균 Thermus aquaticus  YT-1로부터 최 로 분리되어 그 특

성들이 밝 졌다 (Chien et al., 1976). 이후 3´→5´ exonuclease activity를 가지는 내열성 DNA 

polymerase들이 Pyrococcus furiosus (Lundberg et al., 1991), Thermococcus litoralis  (Mattila 

et al., 1991), Thermococcus guaymasensis (Lee et al., 2009), Thermococcus marinus  (Bae et 

al., 2009), Thermococcus peptonophilus  (Lee et al., 2010) 등의 고온성 euryarchaeote들  

Pyrodictium occultum (Uemori et al., 1995), Aeropyrum pernix  (Cann et al., 1999), 

Pyrobaculum islandicum  (Kahler & Antranikian, 2000), Staphylothermus marinus  (Song et 

al., 2007) 등의 고온성 crenarchaeote들  Nanoarchaeum equitans  (Choi et al., 2008) 등으

로부터 상세히 연구되어져 왔다.

  극미량의 주형 DNA를 DNA polymerase를 이용하여 량으로 증폭시키는 polymerase chain 

reaction (PCR) 기술은 반응 특성상 고온을 필요로 하기 때문에 내열성 DNA polymerase가 핵

심요소이다 (Saiki et al., 1988; Erlich, 1989). PCR은 유 자의 확인  증폭, DNA 

sequencing, 임상진단 등을 한 강력한 방법으로, 재 유 공학․분자생물학 연구, 진화 연

구, 유 병 진단, 암 유 자와 바이러스 유 자의 조기진단  법의학  연구에 이르기까지 

범 한 분야에서 사용되고 있다. 따라서, PCR 기술의 핵심요소인 내열성 DNA polymerase는 

기술 으로나 경제 으로 아주 요한 효소이며, PCR 기술의 개발과 발 을 해서는 다양한 

내열성 DNA polymerase들의 개발이 필요하다.
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2.  Nanoarchaeum equitans  (Neq) DNA polymerase에 한 연구

2. 1.  Neq  DNA polymerase를 암호화하는 유 자들의 염기서열들  추정 아미노산 서열

들의 분석

  기존에 보고된 나노아 움 이퀴탄스 게놈의 체 염기서열 (Waters, E. et al., 2003)이 공개

되어 있는 미국 국립 생물공학 정보 센터 (NCBI) 홈페이지로부터 기 게놈 염기서열 

(GenBank accession no. AE017199)을 확보한 다음, Neq  DNA polymerase를 암호화하는 2개

로 나뉘어진 유 자들의 염기서열들 (Neq  L: CDS NEQ068, Neq  S: CDS NEQ528)과 이 염기

서열들로부터 추정한 아미노산 서열들을 서열 분석 소 트웨어들인 DNASIS (Hitachi 

Software Engineering Co., 일본)와 PCGENE (Intelligenetics Co., 미국)을 이용하여 분석하

다. 그 결과, Neq  L을 암호화하는 크기가 큰 유 자는 578 아미노산 잔기로 이루어진 Neq  

DNA polymerase의 아미노 말단 부분을 암호화하는 익스테인 암호화 부 와 98 아미노산 잔기

로 이루어진 단백질 트랜스 스 라이싱에 여하는 분할된 미니 인테인의 아미노 말단 부분을 

암호화하는 인테인 암호화 부 로 구성되어 있고, Neq S를 암호화하는 크기가 작은 유 자는 

30 아미노산 잔기로 이루어진 분할된 미니 인테인의 카르복실 말단 부분을 암호화하는 인테인 

암호화 부 와 223 아미노산 잔기로 이루어진 Neq DNA polymerase의 카르복실 말단 부분을 

암호화하는 익스테인 암호화 부 로 구성되어 있음을 알 수 있었다 ([그림 2-15]1A). 한, 각

각의 유 자들로부터의 익스테인 암호화 부 들만을 순서 로 연결하면 완 한 하나의 고세균 

(archaea) 유래 내열성 B-타입 DNA polymerase를 암호화하고 있음을 알 수 있었으며, 578 아

미노산 잔기로 이루어진 익스테인과 223 아미노산 잔기로 이루어진 익스테인의 추정 분자량은 

각각 68,405 달톤 (dalton, 이하 ‘Da'라고 함)과 26,041 Da으로서, 이들을 합하면 다른 고세균 유

래 내열성 B-타입 DNA polymerase들의 추정 분자량과 매우 유사함을 알 수 있었다.

[그림 2-15]1 Gene map, protein structure, and expression plasmid constructs. 

  Neq DNA polymerase의 분할된 미니 인테인을 구성하는 인테인들의 추정 아미노산 서열들

을 컴퓨터 로그램인 MultAlin을 이용하여 시네코시스티스 속 균주 PCC6803 C-타입 DNA 

polymerase III 알  단 체 (Synechocystis  sp. PCC6803 C-type DNA polymerase III α 

subunit, Ssp DnaE protein, 이하 ‘Ssp DnaE 단백질’이라고 함)의 분할된 미니 인테인의 아미
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노산 서열 (Wu et al., 1998)과 비교분석한 결과, Neq  DNA polymerase의 분할된 미니 인테인

은 스스로에 의한 스 라이싱 (self-splicing)에 요한 아미노산 잔기들을 포함하는 4개의 블

록 (block)들 (Pietrokovski, 1998)을 모두 가지고 있었는데, 이  A 블록과 B 블록은 Neq L

의 인테인에 존재하며, F 블록과 G 블록은 Neq S의 인테인에 존재함을 알 수 있었다 ([그림 

2-15]2).

[그림 2-15]2 Sequence analysis. (a) Amino acid sequence alignment of archaeal 

family B-type DNA polymerases. (b) Amino acid sequence 

alignment of naturally occurring split mini-inteins. 

2.  2.  재조합 라스미드 (recombinant plasmid)들의 구축

  Neq DNA polymerase를 암호화하고 있는 두 유 자들을 각각 발 벡터에 삽입한 재조합 

라스미드들과 함께 두 유 자를 한 발 벡터에 같이 삽입한 재조합 라스미드와 익스테인 

암호화 부 들만을 순서 로 연결하여 발 벡터에 삽입한 재조합 라스미드를 하기와 같이 

구축하 다 ([그림 2-15]1B).

  Neq L을 암호화하는 크기가 큰 유 자의 염기서열을 바탕으로 5´ 말단 라이머  3  ́ 말단

에 상보 인 라이머를 각각 제작하 다. 5  ́ 말단 라이머 NPOL1FN 

(5´-ATTATAGCATATGTTACACCAACTCCCCACG-3´)은 개시코돈 (start codon, ATG) 서

열을 가지는 제한효소 (restriction enzyme) NdeI 단 부 를 포함하여 31개의 염기로 합성하

으며, 3´ 말단에 상보 인 라이머 NPOL1RX 

(3´-CGGTTCCTTATACTTTTATTTTTATTAGAGCTCTCTA-5´)는 정제 시 유용하게 이용

될 수 있는 발 벡터의 카르복실 말단 6 x His (His-tag) 표지 부 가 함께 발 되도록 하기 

해 종결코돈 없이 제한효소 XhoI 단 부  를 포함하여 37개의 염기로 합성하 다. 이어서, 

나노아 움 이퀴탄스 균주를 최 로 분리한 연구 으로부터 받은 나노아 움 이퀴탄스 게놈 

DNA를 주형으로 다음과 같이 PCR을 수행하여 Neq L을 암호화하는 유 자를 증폭시켰다. 
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Pfu  DNA polymerase를 제외한 PCR 반응 혼합물 (0.1 ㎍ 나노아 움 이퀴탄스 게놈 DNA, 5 

pmole 5  ́ 말단 라이머  3´ 말단 라이머, 200 μM dNTP, 1X Pfu DNA polymerase 반응 

완충용액 (buffer))에 100℃에서 5분간 열을 가하여 상기 게놈 DNA를 변성시키고 얼음에서 

냉시킨 다음, Pfu  DNA polymerase 2.5 유닛 (unit)을 첨가하여 DNA 변성 (DNA denaturation, 

94℃, 1분), 라이머 어닐링 (primer annealing, 58℃, 1분)  DNA 증폭 (DNA extension, 7

2℃, 5분)의 3단계 과정을 30회 반복한 후, DNA 사이즈 마커 (DNA size marker)와 함께 아가

로스 겔 (agarose gel)에 기 동하여 약 2 kb 치에 밴드가 존재하는 것을 확인하 다. 다음

으로, 반응이 끝난 PCR 반응 혼합물에 TE 포화 페놀 (TE-saturated phenol)  클로로포름 

(chloroform) / 이소아 알코올 (isoamylalcohol)(24 : 1)을 동량으로 처리하여 PCR을 통해 증폭

된 DNA 단편을 추출한 후, 에탄올 침  (ethanol precipitation)을 통해 회수하 다. 회수된 

DNA 단편을 제한효소 NdeI  XhoI으로 단한 후, DNA 사이즈 마커와 함께 아가로스 겔에 

기 동한 다음, 아가로스 겔로부터의 제한효소 단된 DNA 단편을 회수하 다. 회수된 Neq 

L을 암호화하는 유 자를 포함하는 제한효소 단된 DNA 단편을 T4 DNA 리가아제 (T4 

DNA ligase)를 이용하여 동일한 제한효소로 단된 발 벡터 pET-22b(+)에 삽입한 다음, 일

트로포 이션 (electroporation) 방법으로 장균 BL21-CodonPlus(DE3)-RIL에 클로닝하 다. 

이어서, 형질 환체들로부터 알카리 용균법에 의해 라스미드 DNA를 분리한 다음, 제한효소 

분석과 DNA의 염기서열을 결정하여 Neq L을 암호화하는 유 자가 정확히 삽입되어 있음을 

확인하 다. 이와 같이 구축된 Neq L을 암호화하는 유 자의 발 을 한 재조합 라스미드

를 pENPLX라 명명하 으며 ([그림 2-15]1B), 이 재조합 라스미드 pENPLX를 가지는 형질

환된 장균 BL21-CodonPlus(DE3)-RIL을 장균 BL21-CodonPlus(DE3)-RIL / pENPLX라 

명명하 다.

  Neq S를 암호화하는 크기가 작은 유 자의 염기서열을 바탕으로 5´ 말단 라이머  3  ́

말단에 상보 인 라이머를 각각 제작하 다. 5´ 말단 라이머 NPOL2FN 

(5´-TAATTTACATATGCGCTATCTTGGCAAAAAGAG-3´)은 개시코돈 서열을 가지는 제

한효소 NdeI 단 부 를 포함하여 33개의 염기로 합성하 으며, 3´ 말단에 상보 인 라이

머 NPOL2RAB (3´-GTTTTTTGATTGTCTAAAGAAATTTACTATTCTTCCTCTATATT 

AATTACCTAGGGC-5´)는 종결코돈 뒤에 샤인-달가노 서열 (5´-GAAGGAG-3´)(Shine, J. & 

Dalgarno, L., 1975)의 상보 서열 (5´-CTCCTTC-3´)을 넣고 제한효소 AseI 단 부   

BamHI 단 부 를 포함하여 57개의 염기로 합성하 다. 이어서, 나노아 움 이퀴탄스 게놈 

DNA를 주형으로 라이머들 NPOL2FN  NPOL2RBA를 이용하여 PCR을 수행한 다음, 상기

와 마찬가지 방법으로 약 760 염기  크기의 Neq S를 암호화하는 유 자를 발 벡터 

pET-22b(+)의 제한효소 NdeI  BamHI 단 부 에 삽입하여 장균 

BL21-CodonPlus(DE3)-RIL에 클로닝하 다. 이와 같이 구축된 Neq S를 암호화하는 유 자의 

발 을 한 재조합 라스미드를 pENPS라 명명하 으며 ([그림 2-15]1B), 이 재조합 라스

미드 pENPS를 가지는 형질 환된 장균 BL21-CodonPlus(DE3)-RIL을 장균 

BL21-CodonPlus(DE3)-RIL / pENPS라 명명하 다.

  Neq DNA polymerase를 암호화하고 있는 두 유 자를 한 발 벡터에 같이 삽입한 재조합 

라스미드를 구축하기 해, 먼  Neq L을 암호화하는 유 자의 3  ́ 말단에 상보 인 라이

머를 추가로 제작하 는데, 3´ 말단에 상보 인 라이머 NPOL1RB 

(3´-GGTTCCTTATACTTTTATTTTTATTAATTACTCCTAGGG C-5´)는 종결코돈과 함께 

제한효소 BamHI 단 부 를 포함하여 40개의 염기로 합성하 다. 이어서, 나노아 움 이퀴탄
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스 게놈 DNA를 주형으로 라이머들 NPOL1FN  NPOL1RB를 이용하여 PCR을 수행한 다

음, 상기와 마찬가지 방법으로 제한효소 NdeI  BamHI으로 단된 DNA 단편에 포함되어 

있는 Neq  L을 암호화하는 유 자를 Neq S를 암호화하는 유 자가 삽입되어 있는 재조합 

라스미드 pENPS의 제한효소 AseI (제한효소 NdeI으로 단된 부 와 제한효소 AseI으로 

단된 부 는 서로 연결되어질 수 있음)  BamHI 단 부 에 삽입하여 장균 

BL21-CodonPlus(DE3)-RIL에 클로닝하 다. 이와 같이 Neq  S를 암호화하는 유 자, 샤인-달

가노 서열, Neq L을 암호화하는 유 자 순으로 구축된 Neq  L  Neq S를 암호화하는 두 유

자의 공동발 을 한 재조합 라스미드를 pENPC라 명명하 으며 ([그림 2-15]1B), 이 재

조합 라스미드 pENPC를 가지는 형질 환된 장균 BL21-CodonPlus(DE3)-RIL을 장균 

BL21-CodonPlus(DE3)-RIL / pENPC라 명명하 다.

  Neq DNA polymerase를 암호화하고 있는 두 유 자에서 인테인 암호화 부 들을 제외하고 

익스테인 암호화 부 들만을 순서 로 연결하여 발 벡터에 삽입한 재조합 라스미드를 구축

하기 해, 먼  Neq  L의 익스테인 암호화 부 의 3´ 말단에 상보 인 라이머를 새로이 제

작하 는데, 3  ́ 말단에 상보 인 라이머 NPOL1PR (3´-CTTCCTAAGTTTCATTAAATACCT 

CTATGGCTAAGTAAT- 5´)은 Neq S의 익스테인 암호화 부 의 5  ́ 말단에 상보 인 염기 

12개를 포함하여 39개의 염기로 합성하 다. 이어서, 나노아 움 이퀴탄스 게놈 DNA를 주형으

로 라이머들 NPOL1FN  NPOL1PR을 이용하여 PCR을 수행한 후, DNA 사이즈 마커와 

함께 아가로스 겔에 기 동한 다음, 아가로스 겔로부터의 DNA 추출 키트를 이용하여 PCR 

증폭된 Neq  L의 익스테인을 암호화하는 DNA 단편을 회수하 다. 한, Neq  S의 익스테인 

암호화 부 의 5´ 말단 라이머를 새로이 제작하 는데, 5  ́ 말단 라이머 NPOL2PF 

(5´-ATTTATGGAGATACCGATTCATTATTCATTTCTGGGG-3´)는 Neq L의 익스테인 암

호화 부 의 3´ 말단에 상보 인 염기 12개를 포함하여 37개의 염기로 합성하 다. 이어서, 나

노아 움 이퀴탄스 게놈 DNA를 주형으로 라이머들 NPOL2PF  NPOL2RAB를 이용하여 

PCR을 수행한 후, DNA 사이즈 마커와 함께 아가로스 겔에 기 동한 다음, 아가로스 겔로부

터의 DNA 추출 키트를 이용하여 PCR 증폭된 Neq S의 익스테인을 암호화하는 DNA 단편을 

회수하 다. 이 게 회수된 Neq L의 익스테인을 암호화하는 DNA 단편과 Neq  S의 익스테인

을 암호화하는 DNA 단편을 주형으로 라이머들 NPOL1FN  NPOL2RAB를 이용하여 PCR

을 수행한 다음, 상기와 마찬가지 방법으로 약 2.4 kb 크기의 Neq  P를 암호화하는 유 자를 

발 벡터 pET-22b(+)의 제한효소 NdeI  BamHI 단 부 에 삽입하여 장균 

BL21-CodonPlus(DE3)-RIL에 클로닝하 다. 이와 같이 구축된 Neq  P를 암호화하는 유 자의 

발 을 한 재조합 라스미드를 pENPP라 명명하 으며 ([그림 2-15]1B), 이 재조합 라스

미드 pENPP를 가지는 형질 환된 장균 BL21-CodonPlus(DE3)-RIL을 장균 

BL21-CodonPlus(DE3)-RIL / pENPP라 명명하 다.

2. 3.  단백질들의 발   정제

  상기 실시  2에서 구축된 재조합 라스미드를 가지는 장균 BL21-CodonPlus(DE3)-RIL 

균주들을 100 ㎍/㎖ 농도의 암피실린 (ampicillin)  34 ㎍/㎖ 농도의 클로르암페니콜 

(chloramphenicol)이 첨가된 LB 배지 (LB medium) 3 ㎖에 각각 종하여 37℃에서 하룻밤 

배양한 후, 100 ㎍/㎖ 농도의 암피실린이 첨가된 LB 배지 50 ㎖에 각각 1% 종하여 600 nm 

장에서 측정한 흡 도가 0.6 정도가 될 때까지 37℃에서 배양한 다음, 클로닝된 유 자의 발
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을 유도 (induction)하기 해 최종 농도가 0.5 mM이 되도록 IPTG를 첨가하고, 다시 5시간 

동안 37℃에서 본 배양을 계속하 다. 이어서, 원심분리 (centrifugation)를 통해 각각의 균체를 

회수한 후, 각각의 회수된 균체를 1 mM 페닐메칠썰포닐 루오라이드 (phenylmethylsulfonyl 

fluoride, 이하 ‘PMSF'라고 함)를 포함하는 완충용액 A (20 mM Tris-HCl (pH 7.4) / 50 mM 

NaCl)에 탁하여 음  쇄 (sonication)시킨 다음, 원심분리를 통해 상층액 (supernatant)과 

침 물 (pellet)을 분리하 다. 상기 시료 (sample)들을 변성 겔 기 동 (sodium dodecyl 

sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE)을 통해 분석해 본 결과, Neq L과 

Neq P는 용해성 단백질 (soluble protein)로 발 되었으며, Neq S는 재조합 라스미드 

pENPS를 가지는 장균 BL21-CodonPlus(DE3)-RIL에서 단독으로 발 되어질 때는 불용성 

단백질 (insoluble protein)로 발 되었으나, 재조합 라스미드 pENPC를 가지는 장균 

BL21-CodonPlus(DE3)-RIL에서 Neq L과 함께 발 되어질 때는 용해성 단백질로 발 되었다.

  재조합 라스미드 pENPC를 가지는 장균 BL21-CodonPlus(DE3)-RIL과 재조합 라스미

드 pENPP를 가지는 장균 BL21-CodonPlus(DE3)-RIL로부터 IPTG 유도에 의해 발 된 단

백질들의 정제 시에 장균 유래 단백질들을 제거하기 해 열처리 과정을 이용할 수 있는지

의 여부를 확인해보고자 상기 음  쇄액 (sonicated extract)들을 80℃에서 30분간 열처리

한 다음 변성 겔 기 동을 수행해 본 결과, 흥미롭게도 재조합 라스미드 pENPC를 가지는 

장균 BL21-CodonPlus(DE3)-RIL에서 공동발 된 폴리펩타이드들 Neq  L  Neq S는 열처

리 동안에 단백질 트랜스 스 라이싱에 의해 인테인들은 제거되고 익스테인들만이 연결되어 

하나의 단백질 Neq C로 합쳐짐을 알 수 있었으며 ([그림 2-15]3), Neq C와 Neq  P의 정제 시

에 열처리 과정을 이용할 수 있음을 알 수 있었다.

[그림 2-15]3 Protein trans-splicing. Examination of protein 

trans-splicing of the co-expressed Neq L and 

Neq  S in E. coli.

 발 이 확인된 단백질들을 정제하기 해 재조합 라스미드를 가지는 장균  

BL21-CodonPlus(DE3)-RIL 균주들을 100 ㎍/㎖ 농도의 암피실린  34 ㎍/㎖ 농도의 클로르

암페니콜이 첨가된 LB 배지 30 ㎖에 각각 종하여 37℃에서 하룻밤 배양한 후, 100 ㎍/㎖ 

농도의 암피실린이 첨가된 LB 배지 2 ℓ에 각각 1% 종하여 600 nm 장에서 측정한 흡

도가 0.6 정도가 될 때까지 37℃에서 배양한 다음, 최종 농도가 0.5 mM이 되도록 IPTG를 첨

가하고, 다시 5시간 동안 37℃에서 본배양을 계속하 다. 이어서, 원심분리를 통해 각각의 균체
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를 회수한 후, 각각의 회수된 균체를 1 mM PMSF를 포함하는 완충용액 A에 탁하여 음  

쇄시키고 원심분리를 한 다음, 각각의 단백질들을 하기와 같이 정제하 다.

  Neq L은 His-tag 표지된 단백질의 특성을 이용하여 정제되었다. IPTG 유도에 의해 발 된 

Neq L을 포함하는 음  쇄액을 완충용액 B (20 mM Tris-HCl (pH 7.4) / 500 mM NaCl)

에 투석 (dialysis)한 다음, His-tag 표지된 단백질의 정제를 한 친화성 컬럼 (affinity 

column)인 HiTrap
TM 

Chelating HP 컬럼을 이용하여 부분의 목  외 단백질들을 제거하

다. 이어서, Neq L을 포함하는 분획 (fraction)들을 모아 완충용액 A에 투석한 다음, 음이온교

환 컬럼 (anion-exchange column)인 UNOTM Q 컬럼을 이용하여 Neq L을 완  정제한 후, 

정제된 Neq L을 포함하는 분획들을 모아 다시 완충용액 A에 투석하여 4℃에 보 하 다. 정

제된 Neq L의 분자량은 변성 겔 기 동을 통해 79,000 Da으로 확인되었으며, 기 분자량

은 추정 아미노산 서열로부터의 추정 분자량 79,864 Da에 잘 부합하 다 (그림생략).

  Neq S는 단독발  시에 불용성 단백질로 발 되었기 때문에, 요소 (urea) 존재 하에서 정제

되었다. IPTG 유도에 의해 발 된 Neq S를 포함하는 음  쇄 침 물 (sonicated pellet)을 

1.5 M 암모늄 썰페이트 (ammonium sulfate)를 포함하는 완충용액 C (20 mM Tris-HCl (pH 

7.4) / 8 M urea)에 탁한 다음, 불용성 단백질의 정제를 한 소수성 상호작용 컬럼 

(hydrophobic interaction column)인 HiTrapTM Phenyl FF 컬럼 (Amersham Biosciences AB, 

스웨덴)을 이용하여 Neq S를 완  정제한 후, 정제된 Neq S를 포함하는 분획들을 모아 완충

용액 A에 투석하여 4℃에 보 하 다. 정제된 Neq S의 분자량은 변성 겔 기 동을 통해 

30,500 Da으로 확인되었으며, 기 분자량은 추정 아미노산 서열로부터의 추정 분자량 29,538 

Da에 잘 부합하 다 (그림생략).

  Neq C와 Neq P는 열처리 과정을 이용하여 동일한 방법으로 정제되었다. 재조합 라스미

드 pENPC를 이용하여 IPTG 유도에 의해 공동발 된 Neq  L  Neq S를 포함하는 음  

쇄액과 재조합 라스미드 pENPP를 이용하여 IPTG 유도에 의해 발 된 Neq P를 포함하는 

음  쇄액을 각각 80℃에서 30분간 열처리하여 장균 유래 단백질들을 부분 제거하

으며, 공동발 된 Neq L  Neq S는 상기에서 확인된 것처럼 열처리 동안에 하나의 단백질 

Neq C로 합쳐졌다. 열처리된 시료들을 각각 원심분리하여 상층액만을 모아 완충용액 A에 투

석한 다음, 음이온교환 컬럼인 UNOTM Q 컬럼과 양이온교환 컬럼인 UNOTM S 컬럼을 이용

하여 Neq C와 Neq P를 각각 완  정제한 후, 정제된 Neq  C와 Neq  P를 포함하는 분획들을 

각각 모아 다시 완충용액 A에 투석하여 4℃에 보 하 다. 정제된 Neq C 와 Neq P (의 분자

량은 변성 겔 기 동을 통해 동일하게 94,000 Da으로 확인되었으며, 기 분자량은 추정 아

미노산 서열로부터의 추정 분자량 94,427 Da에 잘 부합하 다 (그림생략).

2. 4.  단백질 트랜스 스 라이싱 분석

  단백질 수 에서 완 한 하나의 Neq DNA polymerase를 제조하기 해 필요한 단백질 트

랜스 스 라이싱 과정을 재확인하고자 상기 실시  3에서 정제된 Neq L과 Neq  S 각각 100 

pmole을 단백질 트랜스 스 라이싱 반응 완충용액 (20 mM Tris-HCl (pH 8.0), 50 mM NaCl) 

하에서 80℃로 30분간 반응시킨 다음, 변성 겔 기 동을 통해 분석하 다. 그 결과, 재조합 

라스미드 pENPC를 가지는 장균 BL21-CodonPlus(DE3)-RIL에서 공동발 된 Neq L과 

Neq S의 열처리 시간에 따른 단백질 트랜스 스 라이싱 결과와 마찬가지로, 반응 혼합물에 

넣어  정제된 Neq L과 Neq S의 양이 감소함과 함께 단백질 트랜스 스 라이싱 산물인 Neq 
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C와 Neq L의 단 산물인 Ext-N의 양이 증가함을 알 수 있었는데, 발 량에서 차이를 보이

는 공동발 된 Neq  L과 Neq  S를 이용한 단백질 트랜스 스 라이싱과 비교하여 동일량의 정

제된 Neq L과 Neq  S를 이용한 단백질 트랜스 스 라이싱에서는 Neq  C가 더 많은 양으로 

만들어지고 Ext-N이 더 은 양으로 생김을 알 수 있었다 ([그림 2-15]4A). 온도가 단백질 트

랜스 스 라이싱에 미치는 향을 살펴보기 해 상기 반응 혼합물을 40-100℃에서 30분간 반

응시킨 다음, 변성 겔 기 동을 통해 분석해 본 결과, 단백질 트랜스 스 라이싱은 50℃ 이

상에서만 발생함을 알 수 있었으며, 80℃에서 최 로 발생함을 알 수 있었다 ([그림 2-15]4B).

  pH가 단백질 트랜스 스 라이싱에 미치는 향을 살펴보기 해 상기 반응 혼합물에서 20 

mM Tris-HCl (pH 8.0) 완충용액 신에 pH 6.0-10.0 범 의 50 mM 완충용액 (pH 6.0-7.0은 

50 mM Mops-NaOH 완충용액, pH 7.0-9.0은 50 mM Tris-HCl 완충용액, pH 9.0-10.0은 50 

mM Glycine-NaOH 완충용액)을 사용하여 80℃로 30분간 반응시킨 다음, 변성 겔 기 동을 

통해 분석해본 결과, 단백질 트랜스 스 라이싱은 pH 6.0-9.0에서 잘 발생함을 알 수 있었으

며, pH 10.0에서는 거의 발생하지 않음을 알 수 있었다 ([그림 2-15]4C).

[그림 2-15]4 Protein trans-splicing. (A) Time (B) Temperature (C) pH 

2.  5.  DNA 합 활성 분석

  상기에서 정제된 단백질들의 DNA polymerase 활성은 다음과 같이 측정되었다 (Choi and 

Kwon,  2004). 정제된 단백질, 1.25 ㎍ 활성화된 송아지 흉선 DNA (activated calf thymus DNA), 

20 mM Tris-HCl (pH 7.5), 2 mM MgCl2, 40 mM KCl, 100 μM dATP, 100 dCTP, 100 μM 

dGTP, 10 μM dTTP  0.5 μCi [메칠-
3
H]싸이미딘 5´-트리포스페이트 ([methyl-

3
H]thymidine 

5´-triphosphate)로 구성된 반응 혼합물 (50 ㎕)을 75℃에서 10분간 반응시킨 다음, 얼음에서 냉

시킨 후, DE81 필터 페이퍼 디스크 (DE81 filter paper disc, 23 ㎜, Whatman Co., 국)에 하

다. 반응액이 된 DE81 필터 페이퍼 디스크를 65℃에서 건조시킨 다음, 0.5 M 소듐 포스페

이트 (sodium phosphate, pH 7.0) 완충용액에 10분간, 70% 에탄올 (ethanol)에 5분간 순서 로 세

척 (washing)한 후, 다시 65℃에서 건조시켰다. 이 게 비된 DE81 필터 페이퍼 디스크의 방사

능 (incorporated radioactivity)을 LS6500 섬  계수기 (LS6500 scintillation counter, Beckman 

Co., 미국)를 이용하여 측정함으로써 DNA 합 활성을 확인하 다. 

 정제된 4종류의 단백질들의 DNA 합 활성을 상기와 같이 측정해 본 결과, Neq S와 Neq L

은 DNA 합 활성을 갖지 않았지만, 완 한 하나의 Neq DNA polymerase들인 단백질 수

에서 제조된 Neq C와 유 자 수 에서 제조된 Neq P는 DNA 합 활성을 가지는 활성형 

Neq DNA polymerase들임을 알 수 있었다. 이 결과는 DNA 합 활성에 요한 6개의 5´→3´ 

polymerase 모티 들이 Neq L과 Neq S의 익스테인들에 퍼져 있음을 보여  아미노산 서열 

분석 결과에 부합하 다.

  다음으로, 하기와 같이 다양한 조건들 하에서 Neq C와 Neq P의 DNA 합 활성을 측정함



- 23 -

으로써 이들 단백질들의 DNA 합 활성에 있어서의 생화학  특성들을 알 수 있었는데, 활성

형 Neq DNA polymerase들인 Neq  C와 Neq  P는 비록 다른 방법으로 제조되었지만, 동일한 

아미노산 서열을 가지는 효소들로서 상 로 동일한 생화학  특성을 나타내는 동일한 효소

임을 확인할 수 있었다.

  pH가 활성형 Neq DNA polymerase의 DNA 합 활성에 미치는 향을 살펴보기 해 20 

mM Tris-HCl (pH 7.5) 완충용액 신에 pH 6.0-10.0 범 의 50 mM 완충용액 (pH 6.0-8.0은 

50 mM Mops-NaOH 완충용액, pH 7.0-9.5는 50 mM Tris-HCl 완충용액, pH 9.0-10.0은 50 

mM Glycine-NaOH 완충용액)을 사용하여 상기와 같이 DNA 합 활성을 측정해 본 결과, 활

성형 Neq DNA polymerase는 pH 8.0에서 최  활성을 나타내었다 ([그림 2-15]5A).

  온도가 활성형 Neq DNA polymerase의 DNA 합 활성에 미치는 향을 살펴보기 해 40-9

0℃에서 상기와 같이 DNA 합 활성을 측정해 본 결과, 활성형 Neq  DNA polymerase는 70℃에

서 최  활성을 나타내었다 ([그림 2-15]5B). 하지만, 활성형 Neq  DNA polymerase는 70℃ 이상

의 온도들에서도 상당히 안정하 으므로, 기 최  활성을 내타내는 온도는 기질 (substrate)로

서 사용되는 활성화된 송아지 흉선 DNA의 고온에서의 변성 때문인 것으로 보여진다.

  2가 양이온들이 활성형 Neq DNA polymerase의 DNA 합 활성에 미치는 향들을 살펴보

기 해 다양한 농도의 MgCl2 는 MnCl2 존재 하에서 DNA 합 활성을 측정해 본 결과, 활

성형 Neq DNA polymerase는 5 mM 마그네슘 이온 (magnesium ion, Mg2+) 존재 하에서 최

 활성을 나타내었다 ([그림 2-15]5C).

  KCl이 활성형 Neq  DNA polymerase의 DNA 합 활성에 미치는 향을 살펴보기 해 다

양한 농도의 KCl 존재 하에서 DNA 합 활성을 측정해 본 결과, 활성형 Neq DNA 

polymerase는 90-100 mM KCl 존재 하에서 최  활성을 나타내었다 ([그림 2-15]5D).

  활성형 Neq DNA polymerase의 열안정성 (thermostability)을 살펴보기 해 기 효소를 

75℃, 95℃  100℃에서 4시간 동안 보 하면서 시간 간격을 두고 시료 채취 (sampling)를 한 

다음, 상기와 같이 DNA 합 활성을 측정해 본 결과, 활성형 Neq DNA polymerase는 75℃에

서 4시간 동안 보  시 활성이 거의 떨어지지 않음을 알 수 있었으며, 95℃와 100℃에서 각각 

183분과 62분의 반감기 (half-life)를 가짐을 알 수 있었다 ([그림 2-15]5E).

[그림 2-15]5 Properties of Neq DNA polymerase. (A) pH (B) Temperature (C)  divalent 

cations MgCl2 and Mn2Cl (D) KCl (E) Thermostability

2. 6.  핵산말단가수분해효소 활성 분석

  상기에서 정제된 단백질들의 핵산말단가수분해효소 활성은 다음과 같이 측정되었다 (Choi 

and Kwon, 2004). 먼 , 3´ 말단에 방사성 동 원소 표지된 DNA 기질을 비하기 해, 제한

효소 NotI으로 단된 pBluescript SK- 벡터 DNA를 [α-32
P]dCTP 존재 하에서 클 나우 단편 

(Klenow fragment)을 이용하여 메우기 (filling-in) 반응을 시켰다. 한, 5´ 말단에 방사성 동
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원소 표지된 DNA 기질을 비하기 해, 제한효소 SmaI으로 단된 pBluescript SK- 벡터 

DNA를 [γ-32P]ATP 존재 하에서 T4 폴리뉴클 오타이드 키나아제 (T4 polynucleotide kinase)

를 이용하여 인산화 (phosphorylation) 반응을 시켰다. 이어서, 상기 방사성 동 원소 표지된 

DNA 기질들을 Sephadex G-25 컬럼을 이용하여 각각 정제하 다. 다음으로, 정제된 단백질, 

상기와 같이 비된 3  ́ 말단 는 5  ́ 말단에 방사성 동 원소 표지된 DNA 기질, 20 mM 

Tris-HCl (pH 7.5), 2 mM MgCl2, 40 mM KCl  0.01% 소 청 알부민 (bovine serum 

albumin, 이하 ‘BSA'라고 함)으로 구성된 반응 혼합물 (50 ㎕)을 dNTP 존재 는 부재 하에

서 70℃로 반응시킨 후, 얼음에서 냉시켰다. 이 반응액에 5% 트리클로로아세트산 

(trichloroacetic acid) 1㎖을 첨가하여 원심분리를 한 다음, 상층액만을 회수하여 LS6500 섬  

계수기로 방사능 (radioactivity)을 측정함으로써 핵산말단가수분해효소 활성을 확인하 다. 정

제된 4종류의 단백질들의 5´→3´ 핵산말단가수분해효소 활성  교정 활성이라 불리는 3´→5  ́

핵산말단가수분해효소 활성을 상기와 같이 측정해 본 결과, Neq S는 어떤 핵산말단가수분해

효소 활성도 갖지 않았고, Neq L은 낮은 교정 활성만을 가졌으며, 완 한 하나의 활성형 Neq 

DNA polymerase들인 Neq  C와 Neq P는 높은 교정 활성만을 가졌다 ([그림 2-15]6A). 이 결

과는 교정 활성에 요한 3개의 3´→5´ 핵산말단가수분해효소 모티 들이 Neq L의 익스테인 

내에 존재함을 보여  아미노산 서열 분석 결과에 부합하 으며, 동일한 활성을 가지는 활성형 

Neq DNA polymerase들인 Neq C와 Neq P의 교정 활성이 단독으로도 교정 활성을 가지는 

Neq L에 비해 높다는 사실은 Neq  S의 익스테인이 교정 활성의 유무에는 향을 주지 못하지

만, 교정 활성의 정도에는 향을 다는 것을 보여 다.

  다음으로, 하기와 같이 다양한 조건들 하에서 Neq L, Neq C  Neq P의 교정 활성을 측정

함으로써 이들 단백질들의 교정 활성에 있어서의 생화학  특성들을 알 수 있었는데, Neq  L

은 Neq C  Neq  P와 다른 생화학  특성을 나타냈으며, 활성형 Neq DNA polymerase들인 

Neq C와 Neq P는 DNA 합 활성에 있어서와 마찬가지로 교정 활성에 있어서도 동일한 생

화학  특성을 나타내는 동일한 효소임을 재확인할 수 있었다.

  pH가 Neq L과 활성형 Neq DNA polymerase의 교정 활성에 미치는 향을 살펴보기 해 

20 mM Tris-HCl (pH 7.5) 완충용액 신에 pH 6.5-9.5 범 의 50 mM 완충용액 (pH 6.5-8.0은 

50 mM Mops-NaOH 완충용액, pH 7.0-9.5는 50 mM Tris-HCl 완충용액, pH 9.0-9.5는 50 mM 

Glycine-NaOH 완충용액)을 사용하여 dNTP 부재 하에서 상기와 같이 교정 활성을 측정해 본 

결과, 활성형 Neq  DNA polymerase는 Tris-HCl 완충용액, pH 9.0에서 최  활성을 나타냈으

며, Neq L은 Mops-NaOH 완충요액, pH 6.5에서 최  활성을 나타내었다 ([그림 2-15]6B).

  2가 양이온인 마그네슘 이온이 Neq  L과 활성형 Neq DNA polymerase의 교정 활성에 미치

는 향을 살펴보기 해 다양한 농도의 MgCl2를 첨가하여 dNTP 부재 하에서 상기와 같이 

교정 활성을 측정해 본 결과, 활성형 Neq DNA polymerase는 6 mM 마그네슘 이온 존재 하

에서 최  활성을 나타냈으며, Neq  L은 3 mM 마그네슘 이온 존재 하에서 최  활성을 나타

내었다 ([그림 2-15]6C). 

  KCl이 Neq L과 활성형 Neq DNA polymerase의 교정 활성에 미치는 향을 살펴보기 해 

다양한 농도의 KCl을 첨가하여 dNTP 부재 하에서 상기와 같이 교정 활성을 측정해 본 결과, 

활성형 Neq DNA polymerase는 40 mM KCl 존재 하에서 최  활성을 나타냈으며, Neq L은 

0 mM KCl 존재 하에서 최  활성을 나타내었다 ([그림 2-15]6D). 상기의 연구 (2.1-2.6) 결과

물들은 Journal of Molecular Biology (Choi et al., 2006)에 게재와 동시에 국내 특허등록

(10-0793007, 2008년)  미국특허등록 (US 7,747,732B2, 2010년)되었다.
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[그림 2-15]6 Exonuclease activity of Neq  L and Neq DNA polymerase. Neq  C, Neq  P 

(open symbols), and Neq L (filled symbols).

 

2.  7.  활성형 Neq  DNA polymerase를 이용한 PCR

  상기3에서 정제된 활성형 Neq DNA polymerase들을 사용하여 PCR을 수행하기 해, 먼  

람다 아지 (λ phage) 게놈의 염기서열을 바탕으로 다음과 같은 네 조합의 라이머들을 제

작하 다. 정방향 라이머 (forward primer) 람다-1F 

(5´-AATAACGTCGGCAACTTTGG-3´, 20개 염기)와 역방향 라이머 (reverse primer) 람다

-1R (3´-TCCTACTGACCACCGCATTG-5´, 20개 염기)은 람다 아지 게놈 DNA를 주형으로 

PCR 수행 시 500 bp 크기의 산물이 증폭되도록 합성하 다. 정방향 라이머 람다-2F 

(5´-CAAAGGCGGTTAAGGTGGTA-3´, 20개 염기)와 역방향 라이머 람다-2R 

(3´-TGAGTAACAGGCCATGTCGG-5´, 20개 염기)은 람다 아지 게놈 DNA를 주형으로 

PCR 수행 시 1 kb 크기의 산물이 증폭되도록 합성하 다. 정방향 라이머 람다-3F 

(5´-AGAAGTTCAGGAAGCGGTGA-3´, 20개 염기)와 역방향 라이머 람다-3R 

(3´-AAGACGCAGAGAAAAAGGCA-5´, 20개 염기)은 람다 아지 게놈 DNA를 주형으로 

PCR 수행 시 2 kb 크기의 산물이 증폭되도록 합성하 다. 정방향 라이머 람다-4F 

(5´-CCGGTAATGGTGAGTTTGCT-3´, 20개 염기)와 역방향 라이머 람다-4R 

(3´-TTACCGTTTCCGTGGTCATG-5´, 20개 염기)은 람다 아지 게놈 DNA를 주형으로 

PCR 수행 시 4 kb 크기의 산물이 증폭되도록 합성하 다.

  이어서, 람다 아지 게놈 DNA를 주형으로 정제된 활성형 Neq  DNA polymerase들을 사용

하여 다음과 같이 PCR을 수행하 다. 정제된 활성형 Neq DNA polymerase, 30 ng 람다 아

지 게놈 DNA, 5 pmole 람다-2F 라이머  람다-2R 라이머, 200 μM dNTP  1X 반응 

완충용액 (30 mM Tris-HCl (pH 8.0) / 2 mM MgCl2 / 50 mM KCl / 0.01% BSA)으로 구성

되는 PCR 반응 혼합물 (50 ㎕)을 비하여 95℃에서 10분간 DNA 변성 과정을 수행한 다음, 

DNA 변성 (94℃, 1분), 라이머 어닐링 (56℃, 1분)  DNA 증폭 (72℃, 2분)의 3단계 과정

을 25회 반복한 후, 72℃에서 5분간 더 DNA 증폭 과정을 수행하 다. 이 PCR 반응액을 DNA 

사이즈 마커와 함께 아가로스 겔에 기 동하여 PCR 증폭이 일어났는지의 여부를 확인하

다. 그 결과, DNA 합 활성을 가지는 활성형 Neq DNA polymerase들인 Neq C와 Neq P가 

PCR에 이용될 수 있음을 알 수 있었다.

  다음으로, 하기와 같이 다양한 조건들 하에서 Neq C와 Neq P를 사용하여 PCR을 수행함으

로써 이들 효소들의 PCR에의 이용에 있어 최  반응 완충용액 조성을 알 수 있었으며, 활성형 

Neq DNA polymerase들인 Neq  C와 Neq  P는 생화학  특성 뿐만 아니라 PCR에서도 동일한 

결과를 나타내는 동일한 효소임을 다시 한 번 확인할 수 있었다.

  활성형 Neq DNA polymerase를 사용하는 PCR의 최  버퍼 결정하기 해 PCR한 결과 30 

mM Tris-HCl (pH 7.5)([그림 2-15]7A), 1 mM MgCl2 ([그림 2-15]7B), 90 mM KCl ([그림 
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2-15]7C) 농도로 결정되었다. 

  상기와 같이 결정된 최  반응 완충용액 (30 mM Tris-HCl (pH 7.5) / 1 mM MgCl2 / 90 

mM KCl / 0.01% BSA) 하에서 람다 아지 게놈 DNA를 주형으로 정제된 활성형 Neq DNA 

polymerase들을 사용하여 다양한 크기의 증폭 산물들을 목표로 하는 PCR을 다음과 같이 수행

한 결과, 활성형 Neq DNA polymerase를 사용하는 PCR은 상기 최  반응 완충용액 하에서 

최소 4 kb까지 증폭이 가능함을 알 수 있었다 ([그림 2-15]7D).

  상기 활성형 Neq DNA polymerase를 이용한 PCR 결과들을 통해 활성형 Neq DNA 

polymerase들인 Neq C와 Neq  P가 다양한 응용 분야들을 가지는 유용한 기술인 PCR에 사용

되어질 수 있는 유용한 효소임을 알 수 있었다.

[그림 2-15]7 PCR optimization with Neq DNA polymerase. (a) pH (b) MgCl2 (C) KCl (D) 

PCR efficiency

2.8. Neq  DNA polymerase의 기질로 dUTP와 dITP의 이용 

  Neq DNA polymerase의 dUTP의 기질 이용성에 하여 상업 으로 매되고 있는 DNA 

polymerase(Taq, Pfu, Vent, KOD DNA polymerase)와 효소활성 측정법으로 비교하 다. Neq 

DNA polymerase의 dUTP의 이용율을 dTTP의 이용율과 비교하 을 때, 74.9%로서 Taq 

DNA polymerase (71.3%)와는 비슷하 고, Pfu (9.4%), Vent (15.1%), KOD (12.3%) DNA 

polymerase들 보다는 훨씬 높은 효율을 보 다 ([그림 2-15]8).

[그림 2-15]8 Comparison of DNA polymerase activity in the presence 

of dUTP. The efficiency of dUTP utilization was 

compared among five DNA polymerases. 

  250 μM dUTP 는 250 μM dITP/dGTP를 1:9비율로 섞은 혼합액의 존재하에서 5종류의 

DNA polymerase(Neq, Taq, Pfu, Vent, KOD DNA polymerase)를 이용하여 PCR을 수행하

다. Neq와 Taq DNA polymerase는 dUTP 는 dITP 존재 하에서 PCR이 가능하다 [그림 

2-15]9). 반면에, 다른 나머지 3 종류의 archaeal DNA polymerase는 DNA polymerase 활성 

측정결과에서 보듯이 어떠한 합된 DNA 단편도 증폭하지 못하 다. Neq와 Pfu DNA 

polymerase의 dIMP 수식 활성을 다른 비율의 dITP/dGTP 용액을 이용하여 PCR을 통해 조  
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더 분석해 보았다. Neq DNA polymerase는 dITP의 농도가 50%에 도달할 때 까지 target 

DNA 단편의 합이 가능했고, Taq DNA polymerase는 dITP의 농도가 75%에 도달할 때 까

지 target DNA 단편의 합이 가능했다. Neq DNA polymerase의 합률은 dITP의 존재 하

에서, Taq  DNA polymerase 보다 더 낮았다 ([그림 2-15]9).

[그림 2-15]9 Comparison of PCR amplifications in the presence of deaminated bases. 

2.  9  Neq  plus DNA polymerase를 이용한 PCR 증폭율

  10kb 람다 DNA 단편의 증폭은 Taq  과 Neq DNA polymerase를 각각 10:1에서 100:1의 비

율로 섞어서 사용하 다. 10kb와 20kb 단편의 증폭은 λ-10,λ-20의 primer를 사용하 으며 완

충액은 Super Taq 완충액을 사용하여 PCR한 결과 효과 인 DNA 증폭은 10:1 비율로 섞은 

것으로 나타났다([그림 2-15]10).

[그림 2-15]10 long-range PCR with mixtures of Taq  and Neq  DNA polymerases.

 증폭효율을 알아보기 해 Taq과 Neq를 10:1 비율로 섞은 것을 가지고 1에서 8kb에 달하는 

primer를 이용하여 다음과 같이 PCR을 하 다. 그리고 각각 다른 종류의 archaeal family B 

DNA polymerase들과 Taq을 10:1 비율 λ-4 primer를 이용하여 PCR 하 다 ([그림 2-15]11). 

Neq plus DNA polymerase는 람다 DNA 단편을 8kb까지 높은 증폭율을 보인 반면 Taq DNA 

polymerase는 우라실-DNA 단편이 6kb에서 낮은 증폭율을 보 고, 4kb의 증폭된 산물을 보면 

Neq plus DNA polymerase가 Neq DNA polymerase보다 2.3배, Taq DNA polymerase는 보

다 3.2배 효율이 더 좋았다. 반면에 Pfu/Taq, Vent/Taq , KOD/  Taq  DNA polymerase들의 혼

합물들은 우라실 DNA 단편의 증폭을 거의 하지 못했다 ([그림 2-15]11b).

[그림 2-15]11 PCR amplifications with Neq plus DNA polymerase in the 

presence of dUTP. 
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2. 10.  PCR에서 교차오염을 조 하기 한 Neq  DNA plus polymerase와 uracil-DNA 

glycosylase의 조합

  Neq DNA polymerase와 Taq DNA polymerase를 10:1로 섞은 DNA polymerase Neq plus

와 uracil-DNA glycosylase (UDG)의 혼합물를 이용하여 원하지 않는 PCR 산물의 증폭을 방

지하기 한 효과를 조사해 보았다. 인 으로 오염시킨 2kb의 우라실-DNA와 4kb의 DNA를 

상기의 혼합물과  섞은 후 25℃에서 10분간 반응 시키고 조군으로는 BMTU 3346 UDG가 

첨가되지 않은 것으로 실험을 하 다. 그 후 95℃에서 5분간 가열을 한후 dUTP 존재하에 

PCR을 하 다.  PCR 결과, 모든 2kb uracil-DNA 단편은 UDG에 의해서 분해되며, Neq  plus 

DNA polymerase는 UDG를 이용한 4kb 주형의 PCR 증폭에서 Taq DNA polymerase보다 

PCR 증폭효율이 높았다 ([그림 2-15]12). 상기의 연구 (2.7-2.10) 결과물들은 Applied and 

Environmental Microbiology (Choi et al., 2008)에 게재되었다.

[그림 2-15]12 Comparison of Neq plus and Taq DNA polymerases, in 

combination with UDG, in preventing carryover contamination 

in PCR. 

2.  11.  Neq A523R mutant DNA polymerase의 제조

  Neq DNA polymerase의 PCR 증폭효율을 높이기 해, Neq DNA polymerase 유 자의 

Ala 523과 Tyr 515에 해당하는 아미노산을 overlapping PCR을 통한 point mutation을 시켰으

며, 사용된 oligonucleotide primer는 [표 2-15]3에 도시하 다.  

   

[표 2-15]3 Primers used for mutation and PCR extension efficiency assays.

Oligonucleotide 

name
Oligonucleotide Sequence

a

Primers used for overlapping PCR

Y515R F GATAGTGAAGAAAGAAAAATTATAAATGCTAAGCAAGCAG
R TTATAATTTTTCTTTCTTCACTATCCCTATCTAGTT

Y515K F TAGTGAAGAAAAGAAAATTATAAATGCTAAGCAA
R TATAATTTTCTTTTCTTCACTATCCCTATC

A523R F TGCTAAGCAAAGAGTATTGAAAATAATAATTAATGCAAC
R TTTTCAATACTCTTTGCTTAGCATTTATAATTTTATATTC

A523K F GCTAAGCAAAAGGTATTGAAAATAATAATTAATGCA
R TTCAATACCTTTTGCTTAGCATTTATAATTTTATAT

A523N F GCTAAGCAAAACGTATTGAAAATAATAATTAATGCA
R TTCAATACGTTTTGCTTAGCATTTATAATTTTATAT

A523D F GCTAAGCAAGATGTATTGAAAATAATAATTAATGCA
R TTCAATACATCTTGCTTAGCATTTATAATTTTATAT

Primers used for PCR efficiency assay
λ-1 F AATAACGTCGGCAACTTTGG

(0.5 kb) R GTTACGCCACCAGTCATCCT
λ-2 F CAAAGGCGGTTAAGGTGGTA

(1 kb) R GGCTGTACCGGACAATGAGT
λ-3 F AGAAGTTCAGGAAGCGGTGA

(2 kb) R ACGGAAAAAGAGACGCAGAA
λ-4 F CCGGTAATGGTGAGTTTGCT

(4 kb) R GTACTGGTGCCTTTGCCATT
λ-5 F TTTACAGCGTGATGGAGCAG

(6 kb) R GACACGGTGGCTTTTGTTTT
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  별도의 N-말단용 NeqFP primer (5'-TTATAGCATATGTTACACCAACTCCCCAC G-3', 

 제한효소 NdeI 단부 )와 C-말단용 NeqRP primer (5'-AAAAAACTAACAG 

ATTTCTTTAAAGAGTCGACATTAT-3',  제한효소 SalI 단부 )를 각각 제작하 다. 

이들 primer들을 이용하여 overlapping PCR을 통한 증폭 단편들을 plasmid pET-22b(+) 

(Novagen)에 각각 ligation하여 E. coli  DH5α에 형질 환시켰다. 돌연변이체들은 sequencing을 

통해 확인한 후, E. coli  BL21 (DE3) RIL에서 발 시킨 후 정제하여 특성을 찰하 다. 이들 돌

연변이체 에서 특히 Neq A523R 돌연변이체가 효소활성  PCR에서 가장 우수함을 보 다. 

2.  12.  Neq  A523R DNA polymerase의 PCR 특성 

  Neq A523R 돌연변이체 효소의 PCR 우수성의 원리를 이해하기 해 processivity 분석을 

수행하 다. Neq P와 Neq  A523R의 processivity 차이를 설명하기 해 nucleotide 당 chain 

elongation probability를 측정했다; 이 probability는 microscopic processivity parameter로 정

의된다. 각 효소의 정 은 McClure와 Chow 방법에 따라 로그 단 로 기록되었다. 직선의 기

울기는 log P와 같고 평균 primer 연장길이는 1/(1-P)로 계산하 다. [그림 2-15]13은 Neq와 

Neq A523R DNA polymerase의 electropherogram 추 을 보여 다. Electropherogram에서의 

정 들을 단일 primer 연장 생산물을 나타내고 간 생성물 길이 근처에 치한 주 정 을 

DNA polymerase의 processivity로 정했다. Neq DNA polymerase의 processivity는 120(nt)

고 이에 비해 Neq A523R DNA polymerase 280 (nt)이 이었다. Neq DNA polymerase의 P값

은 0.976, Neq A523R의 P값은 0.991이 다. primer 연장 평균은 Neq는 42.17 (nt), Neq 

A523R DNA polymerase는 111.61 (nt) 이었다 ([표 2-15]4). 이 결과들은 Neq A523R DNA 

polymerase가 Neq DNA polymerase보다 향상된 processivity를 보인다는 것을 뒷받침해 다. 

[그림 2-15]13 Processivity analyses of Neq and Neq A523R DNA 

polymerases. ○, Neq DNA polymerase;●, Neq 

A523R DNA polymerase  

[표 2-15]4 Processivity analyses.

Enzyme Processivity (nt) Microscopic Processivity (P) Average primer extension length (nt)

Neq 120 0.976 42.17

Neq A523R 280 0.991 111.61

   DNA polymerase의 extension rate를 비교분석하기 해 M13 primer (5'‐

GCATCGGAACGAGGGTAGCAACGG‐3')로 비된 M13 ssDNA (NEB)를 기질로 이용했다. 

반응 혼합물(50 μl)은 기질, 각각 250 μM dATP, dTTP, dGTP, 25 μM dCTP, 10 μCi [α-32P] 
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dCTP (800 Ci/mmol, PerkinElmer), 각각 0.4 μg DNA polymerase, Neq DNA polymerase 완

충액으로 구성되어있다. 각 고정 시간 동안 배양 후, 반응 혼합물을 취해 60 mM EDTA와 60 

mM NaOH가 포함된 동량의 정지액을 첨가하 다. agarose 겔 기 동을 통해 각 sample을 

분석하 다. Neq와 Neq  A523R DNA polymerase의 연장속도는 각 고정시간동안의 DNA 합

성 길이로 계산하 다. 각 DNA polymerase의 간 값은 연장속도로 정하 다 ([그림 

2-15]14). Neq  DNA polymerase는 12 nt/s, Neq A523R DNA polymerase는 38 nt/s이 다. 

Neq A523R DNA polymerase는 Neq DNA polymerase보다 약 3배 빠른 연장속도를 보 다.

[그림 2-15]14 Comparison of extension rates of Neq and Neq 

A523R DNA polymerase.  Lane M, 1 kb DNA ladder

 

2.  13.  Neq  A523R DNA polymerase의 PCR 효율성 

  Neq와 Neq A523R DNA polymerase의 PCR 효율성을 비교하기 해 다양한 lambda DNA 

target은 제한된 연장 시간 내에서 증폭되었다 ([그림 2-15]15 A, B). Neq DNA polymerase는 

1분 30  연장시간에서 2 kb target 까지 증폭이 가능한 반면 Neq A523R DNA polymerase는 

4 kb target 까지도 충분히 가능했다. Neq  DNA polymerase는 4 kb를 증폭시키기 해서는 

연장시간이 3분 필요한 반면 Neq A523R DNA polymerase는 같은 시간동안 6 kb까지 증폭 

할 수 있었다. Neq  A523R DNA polymerase는 수율과 효율성면에서 야생형의 PCR 수행이 보

다 우월하다.

[그림 2-15]15 Comparison of PCR efficiency. The sizes of the amplicons are 

indicated at the bottom, DNA polymerases used are indicated at the 

top of the figure. The cycling protocol was 3 min at 94°C; 30 cycles 

of 20 s at 94°C and 1 min 30 s (A) or 3 min (B) at 72°C; 3 min 

at 72°C. (C ) Comparison of PCR amplification in the absence or 

presence of uracil. PCR was carried out as follows: 3 min at 94°C; 

30 cycles of 20s at 94°C, 20s at 56°C, and 30s at 72°C; 3 min at 72°C.
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Neq A523R DNA polymerase는 가장 보편 으로 이용되는 PCR 효소인 Taq DNA 

polymerase와 비교하 다. Neq  A523R와 Taq  DNA polymerase는 같은 cycling 조건에서 

dNTP를 이용하여 는 dUTP의 존재하에 PCR이 수행되었다. DNA polymerase가 dNTP를 

기질로 이용할 때 Taq DNA polymerase가 Neq DNA polymerase보다 PCR 증폭율이 우수하

지만, dUTP의 존재하에 Taq DNA polymerase의 PCR 증폭율은 확연히 조하 다 ([그림 

2-15]15C).

2. 14.  정량  real-time PCR

  Uracil 존재시 Taq  DNA polymerase에 비해 Neq A523R DNA polymerase의 탁월함을 보

다 더 잘 설명하기 해 정량  real-time PCR을 수행하 다. 샘 에는 human genomic DNA

로부터 얻은 β-actin 유 자  200bp를 증폭할 수 있는 forward 

(5'-AGAGATGGCCACGGCTGCTT-3') reverse (5'-ATG TGGAGTTGAAGGTAGT-3') 

primer 각각 5 pmol, 0.1, 1, 10ng의 human genomic DNA, Neq  DNA polymerase, Taq  DNA 

polymerase, 250uM dNTPs( dATP, dCTP, dGTP, 와 dTTP 는 dUTP), 1×SYBR green을 

넣어주었다. Agarose gel 기 동으로부터 상 크기와 같은 200bp를 확인하 다.

Neq A523R과 Taq DNA polymerase가 dNTP 매에 사용되었을 때 Taq  DNA 

polymerase(threshold cycles; 20.69)는 증폭도면에서 Neq  A523R DNA polymerase(23.08)보다 

낮은 평균 Ct 값을 나타내었다 ([그림 2-15]16A). 상응하는 해리곡선은 target 단편과 잘 못 

비된 다른 단편들을 포함한 폭물 형성을 설명하고([그림 2-15]16B), 나아가 증폭물의 크기

를 확인하기 해 agarose 겔 기 동이 수행되었다([그림 2-15]16C). [그림 2-15]16B의 해리

곡선에서 상했듯이, Taq DNA polymerase는 낮은 특이성을 나타냈다. 

  Neq A523R DNA polymerase의 평균 Ct 값은 22.33인 반면, Taq DNA polymerase는 26.13

으로 늦은 Ct값을 나타냈다([그림 2-15]16D). 용해곡선은 Taq  DNA polymerase가 증폭산물의 

종  분석을 통해 확인된([그림 2-15]16F) 비특이 으로 비된 단편들을 증폭한다는 것을 보

여주었다([그림 2-15]16). 상기의 연구 (2.11-2.14) 결과물들은 Protein Engineering, Design 

and Selection (Song et al., 2010)에 게재와 동시에 국내 특허등록(10-1105271, 2012년)되었다.

[그림 2-15]16 Real-time PCR analysis. (A) amplification curves, 

(B) melting curves and (C) end-point analysis 

when using dNTP. In the presence of dUTP, (D) 

amplification curves, (E) melting curves and (F) 

end-point analysis.
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2. 15.  Neq  L  단편과 Neq  S  소 단편을 이용한 온도와 반응시간에 한 단백질 트랜스 

스 라이싱 효과 비교

  

  온도가 단백질 트랜스 스 라이싱에 미치는 향을 살펴보기 해 상기 2. 3에서 정제된 

Neq L  단편과 Neq S 소 단편을 단백질 트랜스 스 라이싱 반응용액(20 mM Tris-HCl 

(pH 8.0), 50 mM NaCl)에  각각 20 pmole 씩 첨가하여  50-95℃ 범 에서 1, 5  10분간 반

응시킨 다음, 변성 겔 기 동을 통해 분석하 다. 그 결과, 반응 혼합물에 넣어  정제된 

Neq L  단편과 Neq S 소 단편의 양이 감소함과 함께 단백질 트랜스 스 라이싱 산물인 

Neq C (Neq  DNA polymerase)와 Neq L  단편의 단 산물인 Ext-N(인테인 부분이 단

된 Neq L  단편)의 양이 증가함을 알 수 있었다 ([그림 2-15]17A). 단백질 트랜스 스 라이

싱은 60℃ 이상에서만 발생함을 알 수 있었으며, 95℃에서 최 로 발생함을 알 수 있었다 ([그

림 2-15]17A).  반응 시간이 경과함에 따라 단백질 트랜스 스 라이싱이 많이 발생함을 알 

수 있었다. DNA polymerase활성은 상기와 같이 측정하여 DNA 합 활성을 확인하 다. 이 

때 20 pmole의 Neq P (인테인 암호화 부 를 제외시킨 Neq L  단편 유 자의 익스테인 암

호화 부 와 Neq S 소 단편 유 자의 익스테인 암호화 부 를 재조합시켜서 하나의 폴리펩타

이드 형태로 발 시켜 얻은 DNA polymerase)의 활성을 100%으로 기 하 으며, Neq L  

단편과 Neq  S 소 단편의 단백질 트랜스 스 라이싱 반응액의 DNA polymerase의 활성을 측

정한 결과를 [그림 2-15]17B에 나타내었다. 온도와 반응시간에 따른 Neq L  단편과 Neq  S 

소 단편의 단백질 트랜스 스 라이싱 반응액의 DNA polymerase 활성은 60℃까지는 거의 미

미한 수 이 었으나, 95℃에서 최 로 높음을 알 수 있었다 ([그림 2-15]17B). 이러한 결과는 

[그림 2-15]17A의 변성 겔 기 동을 통해 분석한 결과와 잘 일치하 다. 

[그림 2-15]17 Protein trans-splicing effects versus reaction temperature and time.

2. 16.  PCR 반응 싸이클 횟수에 따른 Neq  L   단편과 Neq  S  소 단편의 단백질 트랜    

    스 스 라이싱 효과 찰

  

  PCR 장치를 이용하여 일반 인 PCR 조건에서 단백질 트랜스 스 라이싱 효과를 찰하기 

해 상기에서 정제된 Neq L  단편과 Neq S 소 단편을 단백질 트랜스 스 라이싱 반응용

액(20 mM Tris-HCl (pH 8.0), 50 mM NaCl)에 각각 20 pmole 씩 첨가하여  PCR 반응을 1, 

2, 3 4, 5, 10, 20  30 싸이클을 각각 수행한 후 변성 겔 기 동을 통해 분석하 다. 이 때 

PCR 반응 조건은 94℃ 20 , 63℃ 20 , 72℃ 20 를 1 싸이클로 하 으며, PCR 싸이클을 수

행하기 에 리디네이쳐 (predenature) 과정을 95℃ 0분, 95℃ 1분, 95℃ 3분으로 각각 나

어서 수행하 다. 그 결과, 반응 혼합물에 넣어  정제된 Neq L  단편과 Neq S  단편의 
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양이 감소함과 함께 단백질 트랜스 스 라이싱 산물인 Neq  C (Neq DNA polymerase)와 Neq 

L  단편의 단 산물인 Ext-N(인테인 부분이 단된 Neq  L  단편)의 양이 증가함을 알 

수 있었는데, 단백질 트랜스 스 라이싱은 PCR 싸이클 횟수에 따라 잘 일어남을 알 수 있었다 

([그림 2-15]18A).  PCR 싸이클의 기 상태에서 단백질 트랜스 스 라이싱은 리디네이쳐 

시간에도 향을 받았으나, PCR 싸이클 횟수가 증가할 수록 리디네이쳐 시간에 향을 받지 

않고 단백질 트랜스 스 라이싱이 잘 일어났다([그림 2-15]18A).  [그림 2-15]18B는 PCR 싸이

클 횟수에 따른 DNA polymerase 활성을 상기와 같이 DNA polymerase활성을 측정한 결과이

다. 이 때 20 pmole의 Neq  P의 활성을 100%으로 기 하 으며, Neq  L  단편과 Neq S 소 

단편의 단백질 트랜스 스 라이싱 반응액의 DNA polymerase의 활성을 측정한 결과는 [그림 

2-15]18A의 결과와 유사하 다 ([그림 2-15]18B). 

[그림 2-15]18 The effects of the pre-denatureration state and the 

number of PCR cycles on the protein trans-splicing

2. 17.  Neq  L  단편과 Neq  S  소 단편의 동일 mole 수 혼합물의 희석농도에 따른       

     PCR 효과분석

  

  상기 Neq  L  단편과 Neq S 소 단편을 각각 동일 mole 수 (20 pmole)를 첨가하면 단백질 

트랜스 스 라이싱이 잘 일어남을 확인하 다. 이는 단백질 트랜스 스 라이싱의 결과를 시각

으로 찰하기 해 PCR에 사용하는 단백질 양 보다 과량을 사용한 것이다.  분분의 

DNA polymerase들은 PCR 반응액에 과량 는 소량으로 첨가시에 PCR 반응이 일어나지 않

을 수가 있기 때문에 최  양을 첨가하는 것이 요하다.  Neq DNA polymerase도 다른 효소

와 마찬가지로 반응액 에 효소량이 많이 첨가될 경우 DNA 증폭이 일어나지 않는다. 그러므

로 본 PCR 실험에서는 Neq L  단편과 Neq S 소 단편의 농도를 단백질 트랜스 스 라이싱

에서 실시한 에서 보다 희석하여 사용하 다. 따라서 20 μl의 PCR 반응용액에 Neq L  단

편과 Neq S 소 단편의 동일 mole수의 농도를 각각 다르게 첨가하여 PCR 증폭 효과를 분석하

다. DNA polymerase의 증폭 효율성을 비교하기 하여 람다 DNA의 500bp DNA 단편 길

이를 증폭하기 한 라이머들 (정방향 Lamda-1F과 역방향의 Lamda-1R) 를 각각 첨가하여 

PCR을 수행하 다. 라이머 Lamda-1F의 염기서열은 5‘-AATAACGTCGGCAACTTTGG-3' 

이고, 역방향  Lamda-1R의 염기서열은 5’-GTTACGCCACCAGTCATCCT-3' 이다. 20 μl 

PCR 반응용액에는 동일 mole수의 Neq L  단편과 Neq  S 소 단편의 체농도를 0.2-1.8 

pmol, 10 pmole의 라이머, 250 μM dNTP, 1 ng의 람다 DNA를 넣어서 PCR을 수행하 다. 

PCR은 95℃에서 2분간 DNA 변성 과정을 수행한 다음, DNA 변성 (94℃, 20 ), DNA 어닐

링 (63℃, 20 ), DNA 증폭 (72℃, 30 ) 3단계 과정을 30회 반복한 후, 수행하 다. 동일 mole
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수의 Neq  L  단편과 Neq S 소 단편을 각 농도별로 이용하여 PCR한 산물을 아가로스 겔 

기 동한 결과를 [그림 2-15]19에 내었다. 20 μl의 PCR 반응혼합액에 Neq L  단편과 

Neq S 소 단편의 농도가 0.9 pmole - 0.2 pmole 첨가된 것은 잘 증폭되었지만 0.1 pmole 이

하 는 0.9 pmoe 이상이 첨가된 PCR 반응혼합액에서는 DNA 증폭이 잘 되지 않았다.

[그림 2-15]19 Optimum concentration of Neq L and Neq S mixture for PCR.

2. 18.  Neq  L  단편과  Neq S 소 단편의 혼합비율에 따른 PCR 증폭 효과 비교

  Neq L  단편과 Neq S 소 단편의 혼합비율을 조 씩 다르게 조정하여 PCR 증폭 효과를 

분석하 다. DNA polymerase의 증폭 효율성을 비교하기 하여 람다 DNA의 500bp DNA 단

편 길이를 증폭하기 한 라이머들 (정방향 Lamda-1F과 역방향의 Lamda-1R )를 각각 첨

가하여 PCR을 수행하 다. 0.6 pmol의 Neq L  단편과 Neq S 소 단편의 농도를 다르게 사

용하여 PCR한 산물을 agarose gel 기 동한 결과를 [그림 2-15]20에 나타내었다. [그림 

2-15]20에서 인 M은 1 kb 마커이고 인 1은 Neq L 0.6 pmole/Neq S 0.6 pmole (1:1), 

인 2는 Neq  L 0.6 pmole/Neq  S 0.72 pmole (1:1.2), 인 3는 Neq L 0.6 pmole/Neq S 0.84 

pmole (1:1.4), 인 4는 Neq L 0.6 pmole/Neq S 0.96 pmole (1:1.6)을 각각 사용하여 PCR를 

수행하 다. 도 4에서 Neq  L  단편과 Neq S 소 단편의 혼합비율이 1:1에서 1:1.6 범 까지 

증폭되었지만 1:1.2에서의 혼합비율에서 증폭이 가장 잘 되었다. 그리고 이 게 Neq L  단

편과 Neq S 소 단편을 혼합하여 만들어지는 Neq DNA polymerase를 기존의 Neq  DNA 

polymerase와 구별하기 해 Neq HS DNA polymerase라고 명명하 다.

[그림 2-15]20 Comparison of PCR efficiency on the ratio of Neq  

S and Neq  L concentration.

2. 19. DNA 합 효소들의 PCR 효율성 분석

  DNA polymerase의 DNA 증폭의 정확성과 효율성을 검증하기 해  주형 (template) DNA

로서 인간 유 체를 이용하여 β-actin 유 자의 653 bp 단편과 hemoglobin 유 자 1581 bp를 

타켓으로 선정하 다. 사용된 DNA polymerase들은 Neq HS DNA polymerase (0.6 pmol의 

Neq L  단편과 0.72 pmole의 Neq  S 소 단편의  혼합), 1 U의 Taq DNA polymerase, 1U의 

Pfu  DNA polymerase를 각각 사용하 다. 인간 유 체의 β-actin 유 자의 653 bp 단편를 타

겟으로 하는 5 pmol의 정방향 라이머(5'-AGAGATGGCCACGGCTGCTT-3')와 역방향 라
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이머( 5'-ATTGCGGTGGACGATGGAG-3'), 10 ng의 인간 유 체 DNA, 250 μM 

dNTPs(dATP, dCTP, dGTP, dTTP)으로 PCR 반응용액을 구성하 으며, 상기의 Neq HS 

DNA polymerase를 반응 용액에 각각 첨가하여 PCR을 수행하 다. PCR 반응은 95°C에서 3

분간 변성, 94°C에서 20 , 60°C에서 20 , 72°C에서 40 로 40회 반복한 후 72℃에서 5분간 

증폭하여 수행하 다. 생성된 증폭 산물의 길이를 확인하기 해서 마지막으로 아가로스 겔 

기 동을 수행하 다 ([그림 2-15]21A). 여기에서 Neq  HS DNA polymerase가 다른 DNA 

polymerase들 보다 특이 으로 타켓 DNA를 증폭할 수 있음을 확인하 다. 상기와 같은 방법

으로 dTTP 신에 dUTP를 이용하여 β-actin 유 자의 653 bp 단편를 타겟으로 PCR을 수행

한 결과를 기 동으로 확인하 다 ([그림 2-15]21B). 여기에서도 Neq HS DNA polymerase

가 다른 DNA polymerase들 보다 특이 으로 타켓 DNA를 증폭할 수 있음을 확인하 다. 특

히 Pfu DNA polymerase의 경우 dUTP를 이용할 수 없기 때문에  증폭되지 않았다.

   인간 유 체의 hemoglobin 유 자 1581 bp를  다른 PCR 증폭 타켓으로 선정하 다. 

hemoglobin 유 자의 1581 bp 단편을 타겟으로 하는 5 pmol의 정방향 라이머

(5'-ACATTTGCTTCTGACACAACTG-3')와 역방향 라이머

(5'-AGGCAGAATCCAGATGCTCAA-3'), 10 ng의 인간 유 체 DNA, 250 μM 

dNTPs(dATP, dCTP, dGTP, dTTP)으로 PCR 반응용액을 구성하 으며, 상기의 동량의 Neq 

HS DNA polymerase를 마지막으로 반응 용액에 각각 첨가하여 PCR을 수행하 다. PCR 반응

은 95°C에서 3분간 변성, 94°C에서 20 , 60°C에서 20 , 72°C에서 90 로 40회 반복한 후, 7

2℃에서 5분간 증폭하여 수행하 다. 생성된 증폭 산물의 길이를 확인하기 해서 마지막으로 

기 동을 수행하 다 ([그림 2-15]21C). 여기에서도 Neq HS DNA polymerase가 다른 DNA 

polymerase들 보다 특이 으로 타켓 DNA를 증폭할 수 있음을 확인하 다. 상기와 같은 방법

으로 dTTP 신에 dUTP를 이용하여 hemoglobin 유 자의 1581 bp 단편을 타겟으로 PCR을 

수행한 결과를 아가로스 겔 기 동으로 확인하 다 ([그림 2-15]21D). 여기에서도 Neq HS 

DNA polymerase가 다른 DNA polymerase들 보다 특이 으로 타켓 DNA를 증폭할 수 있음을 

확인하 다. 상기의 연구 (2.15-2.19) 결과물들은 국내 특허등록(10-1230362, 2013년)  미국특

허출원 (US 13/360,915)되었다.

[그림 2-15]21 Comparison of PCR efficiency of Neq HS and other DNA polymerase.

2. 20.  Neq  L  단편과 Neq  S  단편의 인테인들을 하나로 연결한 구체 형태인 Neq 

hot-start (HS) DNA polymerase 제조

  

  Neq L과 Neq S를 별도로 발 시키고 정제해야 하는 불편함을 해소하기 해 Neq L 단편

과 Neq S 단편의 인테인들을 하나로 연결하여 Neq DNA polymerase의 구체 (precursor) 

형태인 Neq hot-start (HS) DNA polymerase를 만들려고 한다. 특히 Neq HS DNA 
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polymerase 유 자 구축시에 Neq L 단편의 인테인과 Neq S 단편의 인테인 사이에 6개의 

His-tag 서열을 유 자 수 에서 삽입하여 재조합 Neq  HS DNA polymerase들의 정제를 

His-tag affinity column으로 쉽게 할 수 있도록 설계하 다. 유 자 서열에 한 정보를 통해 

4개의 PCR primer들을 각각 합성한 후 overlap extension PCR 방법으로 Neq L 단편과 Neq 

S 단편 유 자를 연결시켰다 (Reikofski and Tao, 1992). Neq FP(5’-ATTATAG 

CATATGTTACACCAACTCCCCACG)은 Neq L 단편의 N 말단 아미노산 서열을 암호화는 

염기서열을 5′→3′으로 합성한다. HisNeqM(5’-ATGTGGTGATGGTGATGGTGATTATT 

TTTATTTTCATATTCCTTGGC-3’)는 Neq S 단편의 N 말단 아미노산 서열 (인테인) 일부

와 His-tag과 Neq L 단편의 인테인 아미노산 서열을 암호화는 염기서열의 상보 인 염기서열

을 5′→3′으로 합성한 것이다.  HisNeqMR(5’-AATCACCATCACCATCACCACAAT 

GCGCTATCTTGGCAAAAAGAGAG-3’)은 Neq L 단편의 인테인 아미노산 서열 일부와 

His-tag과 Neq S 단편의 N 말단 아미노산 서열 (인테인 역)을 포함한 부 를 암호화는 염

기서열을 5′→3′으로 합성한 것이다. NeqSRSalstop(5’-NNNNNNGTCGACTTTAAAG 

AAATCTGTTAGTTTTTT-3’)는 Neq S 단편의 C 말단 아미노산 서열을 암호화는 염기서열

의 상보 인 염기서열을 5′→3′으로 합성한 것이다. 먼  Neq L 단편 유 자를 주형 

(template)로 사용하여 PCR 반응액에 Neq FP와 HisNeqM를 첨가한 후 1차 PCR을 수행하

다. PCR 반응액은 200 μM dNTPs, 10X PyroAce DNA polymerase 완충용액  2.5 U Super 

PyroAce DNA polymerase로 구성되어 있다. PCR 반응은 95℃에서 3분간 변성반응 후, 94℃ 

30 , 60℃에서 30 , 72℃에서 2분의 조건으로 30회 반복한 후, 마지막 72℃에서 10분간 반응

시켰다.  Neq S 단편 유 자를 주형으로 사용하여 HisNeqMR와 NeqSRSalstop를 각각 첨가

한 후 DNA polymerase로 상기와 동일한 PCR 방법으로 1차 PCR을 수행하 다. 이들 PCR 증

폭산물들을 agarose gel 기 동으로부터 각각 회수한다. 이 게 회수한 두 단편을 동일한 비

율로 혼합한 후, 상기의 동일한 PCR 반응액에 첨가하여 95℃에서 3분간 변성시킨 후 다시 5

0℃로 낮추어 annealing 시키면 Neq L 단편의 인테인과 Neq S 단편의 인테인에 해당하는 

복염기서열이 우선 으로 overlap되어 hybrid 주형이 만들어진다. 이것을 72℃에서 10분간 

overlap extension 시켜 Neq L 단편과 Neq S 단편의 유 자를 하나로 연결시킨다. 이것을 주

형으로 하여 Neq FP과 4와 NeqSRSalstop을 상기의 동일한 PCR 반응액에 첨가하여 2차 PCR

를 수행하여 Neq L 단편과 Neq S 단편의 인테인들이 하나로 연결된 완 한 Neq hot-start 

(HS) DNA polymerase 유 자를 증폭한 후, NdeI /SalI 으로 단하여 발 벡터인 

pET-20b(+) 등의 동일한 제한효소 단부 에 삽입하여 ligation 하 다. 이 ligation 혼합액을 

E. coli DH5α에 형질 환시킨 후, 형질 환체들로부터 알칼리 용균법에 의해 라스미드 DNA

를 분리한 다음, 제한효소 NdeI  SalI으로 단한 후, 0.8% 아가로스 겔에 DNA 사이즈 마

커와 함께 기 동하여 Neq HS DNA polymerase 유 자가 발 벡터 내에 정확히 삽입되었

다는 것을 확인하 으며, 다시 체 염기서열을 결정한 결과 Neq L 단편과 Neq  S 단편의 인

테인 부분이 정확하게 연결된 Neq HS DNA polymerase 유 자의 염기서열을 재확인하 다. 

Neq HS DNA polymerase 유 자가 pET-20b(+)에 정확하게 구축된 발 벡터를 pETNEQHS

로 명명하 다.  

 Neq  HS DNA polymerase 유 자를 발 시키기 해 발 벡터 pETNEQHS를 E. coli 

BL21-CodonPlus(DE3)-RIL에 형질 환시켰다. 그러나 pETNEQHS를 포함하는 E. coli 

BL21-CodonPlus(DE3)-RIL/pETNEQHS에서 Neq HS DNA polymerase 유 자가 발 이 되

지 않았다.
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  Neq HS DNA polymerase 유 자를 발 시키기 한  다른 방법으로 T7  로모터 신 

tryptophan (trp) 로모터로 치환시킨 벡터를 아래와 같이 구축하 여, trp 로모터가 구축된 

발 벡터를 pETRPHIS-5로 명명하 으며, 참고로 샤인달가노 서열(AAGGGT)과 개시코돈 

(ATG)와의 거리는 5 bp 이다. Neq hot-start (HS) DNA polymerase 유 자를 PCR 방법으로 

증폭한 후, 제한효소 NdeI  SalI으로 단하여, 상기의 방법으로 구축된 pETRPHIS-5의 

NdeI  SalI에 삽입하여 ligation 시켰다. 이 ligation 혼합액을 E. coli W3110에 형질 환시킨 

후, 형질 환체로부터 알칼리 용균법에 의해 라스미드 DNA를 분리한 다음 NdeI  SalI으

로 단하여 Neq  HS DNA polymerase 유 자의 발 벡터, pETRPNEQHS를 구축하 다. 

장균 W3110/pETRPNEQHS를 이용하여 Neq  HS DNA polymerase 유 자를 발 시켰으나 발

율이 매우 조하 다. Neq HS DNA 합효소 유 자의 발 율을 증가시키기 하여 

argU, argW, ileY, leuZ, lysT, thrU, 그리고 tyrV tRNA 유 자들을 함유하는 RILYKT tRNA 

plasmid를 장균 W3110에 도입하 다. 

        

2.21. 돌연변이 Neq  HS DNA polymerase 유 자들의 제조

  퀵체인지  돌연변이 유발방법(QuikChange site-directed mutagenesis method)을 이용하여, 

Neq HS DNA polymerase 유 자에  돌연변이(point mutation)를 유발하 다 (참조: 

Stratagene사의 QuikChange
Ⓡ 

Site-Directed Mutagenesis Kit의 제품사용 매뉴얼). Neq DNA 

polymerase를 기 으로 523번 치 알라닌(Ala)을 알지닌(Arg), 540번 치 아스 라진(Asn)

을 알지닌(Arg), 185번 치 세린(Ser)을 아스 틱에시드(Asp)으로 각각 돌연변이 타깃으로 선

정하 다.  Neq HS  DNA polymerase 유 자로부터 Neq  HS  돌연변이 polymerase 유 자를 

얻기 한 라이머들은 [표 2-15]5에 나타냈다. 

[표 2-15]5 The position of amino acid substitution and primer sequences for mutation.

아미노산치환 라이머 명칭 돌연변이 라이머 염기서열

A523R 

(Ala→Arg)

A523RF 5'-ATAAATGCTAAGCAAAGAGTATTGAAAATAATA-3'  (서열번호 25)

A523RR 5'-TATTATTTTCAATACTCTTTGCTTAGCATTTAT-3'  (서열번호 26)

N540R 

(Asn→Arg)

N540RF 5'-TATATGGGTTTCCCAAGAGCGAGATGGGATTGC-3'  (서열번호 27)

N540RR 5'-GCAATCCCATCTCGCTCTTGGGAAACCCATATA-3'  (서열번호 28) 

S185D

(Ser→Asp)

S185DF 5'-GATATAGAAGTTTACGATGAGGCTTTCCCTAAT-3'  (서열번호 29)

S185DR 5'-ATTAGGGAAAGCCTCATCGTAAACTTCTATATC-3'  (서열번호 30)

  Neq HS DNA polymerase 유 자를 A523R로 치환시킨 Neq HS A523R DNA polymerase

를 간략하게 Neq HS M1 DNA polymerase로 명명하 다. Neq  HS A523R DNA polymerase 

(Neq HS M1 DNA polymerase) 유 자를 주형으로 이용하여 540번 치 아스 라진(Asn)을 

알지닌(Arg)으로 치환시킨 이  돌연변이체 Neq  HS A523R/N540R DNA polymerase를 

pETRPNEQHSM2이라고 명명하 다. 세 번째로 Neq HS A523R/N540R DNA polymerase 

(Neq HS M2 DNA polymerase) 유 자를 주형으로 이용하여 185번 치 세린(Ser)을 아스

틱에시드(Asp)로 치환시킨 삼  돌연변이체 Neq HS A523R/N540R/S185D DNA polymerase

를  pETRPNEQHSM3이라고 명명하 다. 
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2. 22.  재조합 Neq  HS DNA polymerase 유 자  돌연변이 DNA polymerase의 발 과 

정제방법

   E. coli W3110-RILYKT/pETRPNEQHS, E. coli W3110-RILYKT/pETRPNEQHSM1, E. 

coli W3110-RILYKT/pETRPNEQHSM2  E. coli W3110-RILYKT/pETRPNEQHSM3으로부

터 Neq HS DNA polymerase  돌연변이체 M1, M2, M3 DNA polymerase들을 각각 발 시

킨 후, 발 된 단백질들이 인테인  스 라싱이 일어나지 않도록 온에서 4종류의 Neq HS 

DNA polymerase들을 아래와 같이 동일한 방법으로 정제하 다. 각각의 재조합 라스미드를 

가지고 있는 E. coli W3110-RILYKT를 최종농도 100 ug/ml 암피실린과 34 ug/ml 클로람페니

콜이 첨가된 LB 액체 배지에 종하여 37℃에서 하룻밤 동안 배양한 다음, 배양액 5 ml을 취

하여 100 ug/ml 암피실린과 34 ug/ml 클로람페니콜이 최종농도로 첨가된 0.1% glucose와 0.5% 

casamino acid가 포함된 M9 한정 배지 500 ml에 종하여 37℃에서 20 시간 각각 배양하

다. 6,000 rpm으로 20분간 원심 분리하여 균체 (3.0 g/ wet weight)를 회수한 다음 1 mM 

PMSF가 포함된 20 ml의 완충용액 A (20 mM Tris-HCl (pH 7.4), 0.3 M NaCl)에 탁하여 

음 로 쇄한 후 18,000 rpm으로 30분간 원심 분리하여 장균 세포 편 (cell debris)을 

제거하 다. 상기 상층액을 완충용액 A로 평형화사킨 HisTrap
TM

 HP 컬럼 (GE Healthcare)에 

결합시킨 후, 동일한 완충용액 A로 충분히 씻었다. 컬럽에 결합한 단백질들을 동일한 완충용액

에서 0 - 0.5 M imidazole gradient로 용출하 다. DNA polymerase가 들어 있는 피크 랙션

들 (peak fractions)을 선택하여 완충용액 B (20 mM Tris-HCl (pH 8.8), 0.1 M NaCl, 1 mM 

DDT)에 충분히 투석 (dialysis) 하 다. 참고로 완충용액 B에 1 mM DTT를 첨가하지 않으면 

DNA polymerase들의 침 이 일어남. 충분히 투석한 시료를 완충용액 B로 평형화시킨 음이온

교환 컬럼 (anion-exchange column)인 HiTrap Q 컬럼 (GE Healthcare)에 통과시켰다. 이때 

DNA polymerase들은 컬럼에 결합하지 않고 그 로 통과되며, HisTrapTM HP 컬럼에 함께 결

합했다가 함께 용출된 소수의 장균 유래의 단백질들이 HiTrap Q 컬럼에 결합되므로 제거시

킬 수 있다.  HiTrap Q 컬럼에 결합하지 않고 바로 용출된 DNA polymerase의 시료들을 모아

서 0.2 N HCl 용액을 이용하여 pH 7.0로 조정한 후, 바로 완충용액 C (20 mM Tris-HCl (pH 

7.0), 0.1 M NaCl)로 평형화시킨 양이온교환 컬럼 (cation-exchange column)인 HiTrap SP 컬

럼 (GE Healthcare)에 결합시겼다. 컬럼을 완충용액 C로 충분히 씻은 후, 컬럼에 결합된 DNA 

polymerase를 동일한 완충용액에서 0.1 - 1 M NaCl로 용출하 다. 상기와 같은 방법으로 최

종 정제된 DNA polymerase들은 장 완충용액 (storage buffer) (20 mM Tris-HCl (pH 7.4), 

0.1 mM EDTA, 0.1% Tween 20, 0.1% Nonidet P40, 50 mM KCl, 1 mM DTT, 50% 

Glycerol)에 투석한 다음, -20℃에 보 하면서 PCR을 수행할 때 사용되었다. 정제된 단백질을 

래드포드 분석(Bradford Assay)으로 단백질을 정량하 다. SDS-PAGE를 통해 Neq HS 

DNA polymerase의 DNA 염기서열로부터 환산된 분자량 (MW: 110306.24 Da)과 유사한 약 

110 kDa으로 확인되었다 (그림 생략). 

2.  23.  PCR 반응 싸이클 횟수에 따른 Neq  HS DNA polymerase의 단백질 스 라이싱 효

과 찰

  PCR 장치를 이용하여 일반 인 PCR 조건에서 단백질 스 라이싱 효과를 찰하기 해 정

제된 Neq  HS DNA polymerase를 단백질 스 라이싱 반응용액 (20 mM Tris-HCl (pH 8.0), 
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50 mM NaCl)에 각각 30 pmole 씩 첨가하여  PCR 반응을 0, 1, 2, 3 4, 5, 10, 20  30 싸이

클을 각각 수행한 후 변성 겔 기 동을 통해 분석하 다. 이 때 PCR 반응 조건은 94℃에서 

20 , 63℃에서 20 , 72℃에서 20 를 1 싸이클로 하 으며, PCR 싸이클을 수행하기 에 

리디네이쳐(predenature) 과정을 95℃에서 0분, 95℃에서 1분, 95℃에서 3분으로 각각 나 어서 

수행하 다. 그 결과, 반응 혼합물에 넣어  정제된 Neq HS DNA polymerase (약 110 kDa) 

양이 감소함과 함께 단백질 스 라이싱 산물인 Neq  C (Neq DNA polymerase, 약 94 kDa ) 

양이 증가함을 알 수 있었는데, 단백질 스 라이싱은 PCR 싸이클 횟수가 증가함에 따라 잘 일

어남을 알 수 있었다 ([그림 2-15]22A).  PCR 싸이클의 기 상태에서 단백질 스 라이싱은 

리디네이쳐 시간에도 향을 받았으나, PCR 싸이클 횟수가 증가할수록 리디네이쳐 시간에 

향을 받지 않고 단백질 스 라이싱이 잘 일어났다([그림 2-15]22A). [그림 2-15]22B는 PCR 

싸이클 횟수에 따른 DNA polymerase 활성을 상기 실시  5에서와 같이 DNA polymerase활

성을 측정한 결과이다. 이 때 30 pmole의 Neq P의 활성을 100%으로 기 하 으며, Neq HS 

DNA polymerase의 단백질 스 라이싱 반응액의 DNA polymerase의 활성을 측정한 결과는 

[그림 2-15]22A의 결과와 유사하 다 ([그림 2-15]22B). 기에 Neq C가 많이 만들어질 경우 

스미어(smear) 상이 생기게 된다. 그러나 Neq HS DNA polymerase의 경우 싸이클이 증가

함에 따라 인테인이 제거된 활성화된 Neq  C가 생성되기 때문에 스미어 상을 극복할 수 있

었다. 

  [그림 2-15]22 The effects of the pre-denatureration state and the 

number of PCR cycles on the protein splicing.

 2.  24.  Neq  HS DNA polymerase  돌연변이체 DNA 합 효소들의 PCR 최  조건 

결정

  Neq HS DNA polymerase, Neq HS M1, Neq HS M2  Neq HS M3 DNA polymerase들

을 PCR에 이용하기 해서는 최  PCR 반응액의 조성을 결정하여야 한다. 우선, 기본 PCR 

반응용액을 아래와 같이 설정하고 pH 는 각 성분의 농도를 조 씩 변화시키면서 최 화하

다. 즉, 50 ul의 기본 PCR 반응용액 내에 40 mM Tricine-KOH (pH 8.0), 주형으로 50 ng의 

human genomic DNA, 각 20 pmole의 β-globin 5′ 말단 라이머 (MP_β_globin_F : 5' - 

TCCCTCTCAACCCTACAGTCACCCATTTGG - 3')  3′ 말단 라이머 (MP_β_globin_R 

: 5' - CAGTCATGGACAATAACCCTCCTCCCAGGT - 3'), 200 μM dNTPs, 정제된 Neq 

HS DNA polymerase, 1 mM MgCl, 80 mM KCl  0.15% BSA  1 mM DTT이 첨가되어 

있다. 참고로 효소 첨가양은 50 ul의 PCR 반응용액에 Neq HS DNA polymerase와 Neq  HS 

M1 DNA polymerase는 50 ng, Neq HS M2 DNA polymerase 40 ng  Neq HS M3 DNA 

polymerase는 90 ng을 효소의 특성에 맞게 각각 다르게 첨가하여 수행하 다. 이 반응혼합액

을 95℃에서 3분 반응시킨 후, 95℃ 30 , 65℃에서 30 , 72℃에서 1분의 조건으로 30회 반복
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하여 반응시켰다. 그 후 0.8% 아가로스 겔 기 동을 통해 PCR 결과를 확인하 다. 

  PCR에 있어 Neq  HS DNA polymerase  그의 돌연변체들의 pH의 향을 조사한 결과, 

PCR 반응 완충용액의 최  pH는 Neq HS DNA polymerase의 경우 pH 7.6, Neq HS M1과 

Neq HS M2 DNA polymerase는 동일하게 pH 7.8이며, Neq HS M3 DNA polymerase는 pH 

8.6으로서 다소 차이가 있었다 ([그림 2-15]23A). PCR에 있어 Neq HS DNA polymerase  

그의 돌연변체들의 2가 양이온 Mg
2+
의 향을 조사한 결과, 최  농도는 Neq HS DNA 

polymerase의 경우 1.0 mM, Neq HS M1 DNA polymerase는 1.25 mM, Neq HS M2 DNA 

polymerase는 1.5 mM이며, Neq  HS M3 DNA polymerase는 0.75 mM로서 다소 차이가 있었

다 ([그림 2-15]23B).  Neq HS DNA polymerase, Neq  HS M1, Neq  HS M2  Neq  HS 

M3 돌연변이 DNA polymerase를 이용한 PCR에 있어 KCl의 향을 조사한 결과, 최  KCl 

농도는 각각 80, 70, 90  80 mM로 다소 차이가 있었다 ([그림 2-15]23C). 따라서 Neq  HS 

DNA polymerase  이들 돌연변이체들의 최  PCR 완충용액 조성을 안정제인 0.015% BSA

와 1 mM DTT를 포함시켜서 결정하 다. 

[그림 2-15]23 PCR optimization with Neq DNA polymerase. (a) pH (b) MgCl2 (C) KCl (D) 

PCR efficiency

  

 2.  25.  DNA 합 효소들의 PCR 효율성 분석

  먼  Neq HS DNA polymerase  그의 돌연변이체 DNA polymerase들 (M1, M2, M3)의 

DNA 증폭의 정확성과 효율성을 검증하기 해  주형 (template) DNA로서 인간 유 체를 이

용하여 hemoglobin 유 자의 194 bp 단편, β-globin 유 자의 850 bp 단편, 

hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferse 유 자의 2.7kb  6.25 kb를 타깃으로 선정하

여 각각 수행하 다. 

 먼  인간 유 체의 hemoglobin 유 자의 194 bp 단편을 증폭하기 한 PCR 반응용액 (50 

ul)을 아래와 같이 구성하 다. 타깃으로 하는 10 pmol의 정방향 라이머

(5'-ACATTTGCTTCTGACACAACTG-3')와 역방향 라이머( 5'-TCCACATGCCCAGTTT 

CTATT-3'), 50 ng의 인간 유 체 DNA, 250 μM dNTPs, DNA polymerase, 상기에서 결정된 

각 DNA polymerase들의 최  PCR 완충용액을 각각 첨가하여 구성하 다. 참고로 DNA 

polymerase 첨가양은 50 ul의 PCR 반응용액에 Neq HS DNA polymerase와 Neq  HS M1 

DNA polymerase는 50 ng, Neq HS M2 DNA polymerase 40 ng  Neq HS M3 DNA 

polymerase는 90 ng을 효소의 특성에 맞게 각각 다르게 첨가하 으며, 최  PCR 완충용액도 
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효소마다 약간 다르다. PCR 반응은 95°C에서 3분간 변성, 95°C에서 30 , 60°C에서 30 , 

72°C에서 30 로 30회 반복하여 수행하 다. 생성된 증폭 산물의 길이를 확인하기 해서 마

지막으로 아가로스 겔 기 동을 수행하 다 ([그림 2-15]24A). 여기에서 Neq  HS M3 DNA 

polymerase가 다른 DNA polymerase들 보다 타깃 DNA의 증폭량이 많음을 확인하 다. 한 

인간 유 체의 β-globin 유 자 850 bp를  다른 PCR 증폭 타깃으로 선정하여 Neq HS 

DNA polymerase와 이들 돌연변이체들의 PCR 성능을 비교해 보았다. β-globin 유 자의 850 

bp 단편을 타깃으로 하는 10 pmol의 정방향 라이머

(5'-TCCCTCTCAACCCTACAGTCACCCATTTGG-3')와 역방향 라이머

(5'-CAGTCATGGACAATAACCCTCCTCCCAGGT-3')를 사용하 다. PCR 반응액에 첨가한 

라이머만 다르고 PCR 반응액  PCR 수행조건은 상기와 동일한 방법으로 수행하 다. 생성

된 증폭 산물의 길이를 확인하기 해서 마지막으로 기 동을 수행하 다 ([그림 2-15]24B). 

[그림 2-15]24 Comparison of PCR efficiency of mutant Neq  HS 

DNA polymerase. Lane 1, Neq HS  DNA polymerase, 

Lane 2, Neq HS  M1  DNA polymerase, Lane 3, Neq 

HS  M2  DNA polymerase, Lane 4, Neq HS M3  DNA 

polymerase.

  여기에서도 Neq HS M3 DNA polymerase가 다른 DNA polymerase들보다 타깃 DNA의 증

폭량이 많음을 확인하 다. 마지막으로 인간 유 체의 hypoxanthine-guanine 

phosphoribosyltransferse 유 자 2.7 kb와 6.25 kb를  다른 PCR 증폭 타깃으로 선정하 다. 

우선 2.7 kb 타켓을 증폭하기 한 정방향 라이머

(5'-TGGGATTACACGTGTAACCAACC-3')와 역방향 라이머 

(5'-TGTGACACAGGCAGACTGTGGATC-3')를 사용하 고, 6.25 kb 타깃을 증폭하기 한 

정방향 라이머 (5'-TGTGGCAGAAGCAGTGAGTAACTG-3')와 역방향 라이머는 2.7 kb

의역방향 라이머와 동일한 라이머를 사용하여 상기와 같은 PCR 반응 혼합액으로 PCR을 

수행하 다. 2.7 kb의 타깃을 증폭을 한 PCR 반응은 95°C에서 3분간 변성, 95°C에서 30 , 

65°C에서 30 , 72°C에서 3분으로 반복하여 수행하 고, 6.25 kb의 타깃을 증폭을 한 PCR 

반응은 95°C에서 3분간 변성, 95°C에서 30 , 65°C에서 30 , 72°C에서 6분으로 반복하여 수행

하 고. 생성된 증폭 산물의 길이를 확인하기 해서 마지막으로 기 동을 수행하 다 ([그

림 2-15]24C, D). 여기에서도 Neq HS M3 DNA polymerase가 다른 DNA polymerase들보다 

타깃 DNA의 증폭량이 많음을 확인하 다. 
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  한, Neq  HS M3 DNA polymerase와 시 에 매되고 있는 DNA polymerase의 DNA 증

폭의 정확성과 효율성을 검증하기 해 주형 (template) DNA로서 인간 유 체를 이용하여 β

-globin 유 자의 1.4 kb 단편과 hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferse 유 자 2.7 

kb와 6.25 kb를 PCR 증폭 타깃으로 선정하 다. 사용된 DNA polymerase들은 Neq HS M3 

DNA polymerase, 1.25 U의 HS Taq DNA polymerase(Takara, Roche), 1.25 U의 Taq DNA 

polymerase(Takara)  1.5 U Pfu  DNA polymerase(Promega)를 각각 사용하 다. 인간 유

체의 β-globin 유 자의 1.5 kb 단편을 타깃으로 하는 10 pmol의 정방향 라이머

(5'-TCTAATCTCCCTCTCAACCCTACAGTCACC-3')와 역방향 라이머( 

5'-TGGAAATGATCAGGCTTGGATTCAAAG-3'), 50 ng의 인간 유 체 DNA, 250 μM 

dNTPs으로 PCR 반응용액을 구성하 으며, 각각의 최 화된 버퍼를 반응 용액에 각각의 DNA 

polymerase를 첨가하여 PCR을 수행하 다. PCR 반응은 95°C에서 3분간 변성, 95°C에서 30 , 

60°C에서 30 , 72°C에서 90 로 30회 반복하여 수행하 다. 한 hypoxanthine-guanine 

phosphoribosyltransferse 유 자 2.7 kb와 6.25 kb의 라이머는 상기의 것을 사용하 으며, 

2.7 kb 타깃을 증폭을 한 PCR 조건은 95°C에서 3분간 변성, 95°C에서 30 , 65°C에서 30 , 

72°C에서 3분으로 반복하여 수행하 고, 6.25 kb 타깃을 증폭을 한 PCR 조건은 95°C에서 3

분간 변성, 95°C에서 30 , 65°C에서 30 , 72°C에서 6분으로 반복하여 수행하여 생성된 증폭 

산물의 길이를 확인하기 해서 마지막으로 기 동을 수행하 다 ([그림 2-15]25). 여기에서

도 Neq  HS M3 DNA polymerase가 다른 DNA polymerase들 (핫 스타트용 DNA polymerase 

포함) 보다 타깃 DNA의 증폭량이 많음을 확인하 다.  길이가 긴 타깃 DNA (6.25 kb) 증

폭에서도 우수하 다 ([그림 2-15]25). 

[그림 2-15]25 Comparison of PCR efficiency of Neq  HS and other DNA 

polymerase. Lane 1, Neq  HS M3 DNA polymerase, Lane 

2, HS Taq DNA polymerase (Roche), Lane 3, HS Taq  

DNA polymerase (Takara), Lane 4, Taq DNA polymerase 

(Takara), Lane 5, Pfu DNA polymerase (Promega).

   

2.  26.  DNA 합 효소들의 정확성 조사

  Neq HS DNA polymerase, Neq HS M1, Neq  HS M2  Neq M3 HS DNA 돌연변이체 

polymerase들과 Pfu  DNA polymerase와의 PCR 정확성 (PCR fidelity)을 비교하 다. PCR 정

확성 (PCR fidelity)의 측정방법은 룬드버그 (Lundberg)의 방법 (Lundberg et al., 1991)을 약간 

변형하여, Song 등과 Choi 등의 사용한 방법 (Song J. M. et al., 2007; Choi J. J. et al., 2008)

과 동일한 방법으로 아래와 같이 측정하 다. 먼 , lacZ 유 자가 삽입되어 있는 발 벡터 

pJR2-lacZ의 5' 부분의 835 bp 단편을 측정하려는 DNA polymerase로 증폭시켰다. 이 때, 
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The number of colonies Mutation 

frequency
a

Template 

doublings
b

Error rate
c
 

(x 10
-6
)Blue Pale blue and White

Neq HS 4965 254 0.049 6.97 8.39

Neq HS M1 4006 105 0.026 7.61 4.03

Neq HS M2 5223 97 0.018 8.02 2.73

Neq HS M3 2864 167 0.055 8.53 7.76

Pfu 3672 105 0.028 7.04 4.75

DNA polymerase들 각각의 최  PCR 완충용액을 사용한다. 다음으로, 상기 PCR 증폭산물들

을 제한효소 BamHI과 ClaI으로 각각 단한 다음, 동일한 제한효소들로 단된 상기 발 벡

터 pJR2-lacZ에 재삽입 시킨 후, DNA ligase로 하룻밤 연결반응 시킨 후, 장균 DH5α에 형

질 환 시킨 후, 항생제 암피실린  IPTG와 X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl β

-D-galactopyranoside)이 포함된 아가 이트 배지에 고르게 도말하여 37℃에서 16시간 동

안 배양하 다. 이어서, 상기 아가 이트를 4℃에서 2시간 동안 보 한 후, 란색 콜로니 

(blue colony)와 흰색 콜로니 (white colony)의 수를 센 다음, 이를 바탕으로 돌연변이 빈도 

(mutation frequency)와 에러율을 계산하 다. 그 결과는 [표 2-15]6과 같으며, Neq M2 DNA 

polymerase 이용한 PCR에 있어서의 PCR 정확성은 Pfu DNA polymerase에 비해서는 1.7배 

높았으며, 한 Neq M1 DNA polymerase는 비슷하며, Neq M3 HS DNA polymerase의 경우 

Pfu  DNA polymerase의 에러율 보다 낮았다. 상기의 연구 (2.20-2.26) 결과물들은 국내 특허출

원 (10-2013-014812, 2013.11.29)되었다. 

[표 2-15]6 Comparison of Neq HS, Neq HS M1, Neq HS M2, Neq HS M3 and Pfu DNA 

polymerase fidelities.

3.  Thermococcus  guaymasensis (Tgu)  DNA polymerase에 한 연구

3. 1.  T. guaymasensis  균주의 배양  genomic DNA 분리

  고온성 euryarchaeon인 Thermococcus guaymasensis는 캘리포니아만의 hyperthermal 

vent에서 분리된 균주이다 (Francesco C. et al., 1997). T. guaymasensis  균주 (DSM11113)를 

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ)로부터 확보하

다. T. guaymasensis  균주는 DSMZ에서 추천한 배지 medium 760을 이용하여 배양하 다. T. 

guaymasensis의 genomic DNA는 Cold Spring Harbor Laboratory Press의 "Molecular 

cloning" a laboratory manual에 나온 방법으로 분리하 다.

3. 2.  Tgu  DNA polymerase 유 자의 cloning, sequencing 

  Tgu  DNA polymerase 유 자의 일부를 증폭하기 해 기존에 알려진 archaeal family B 

DNA polymerase들에 잘 보존되어 있는 motif들을 참조하여 다음과 같은 2개의 degenerate 

primer들을 제작하 다 (Kahler & Antranikian, 2000): forward primer (5´-NANTACGACAT 

ACCCTTNGC -3´)  reverse primer (5´-AACCTGGTTCTCNATNTAGTA-3´). T. 

guaymasensis  genomic DNA를 주형으로 이 primer들을 이용하여 PCR을 수행한 결과 약 1.8 
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kbp의 증폭산물이 얻어졌으며, 이 PCR 증폭산물을 기반으로 DNA Walking DW-ACP
TM

과 

DW- ACPNTM primers (Seegene Korea)를 이용하여 증폭하 다. 이로써 stop codon을 포함한 

0.5kb 길이의 서열을 확인하 다. 

 Tgu DNA polymerase 유 자는 775개의 아미노산 잔기를 가지는 단백질을 암호화하는 2,328 

bp로 이루어져 있다. Tgu  DNA polymerase 유 자를 GenBank Accession No. FJ459819로 기

탁하 다. 

3.  3.  Tgu  DNA polymerase의 발   정제

  T. guaymasensis  genomic DNA를 주형으로 Tgu DNA polymerase 유 자의 염기서열에 기

하여 합성된 5´ (N-terminal) primer Tgu-Nde (5´-CTGTAGTCATATGATTCTCGATAC 

CGATACCGACTACATC-3´,  친 부분은 제한효소 Nde I 단부 )  3´ (C-terminal) 

primer Tgu-Sal (5´-CGTATGTCGACCTTCCTCCCCTTCACCTTCAGC-3´,  친 부분은 

제한효소 Sal I 단부 )를 이용하여 PCR에 의해 Tgu  DNA polymerase 유 자를 증폭하

다. Tgu  DNA polymerase 유 자를 포함하는 증폭된 DNA 단편을 NdeI  SalI으로 단한 

다음, 0.8% agarose gel로부터 정제한 후, 동일한 제한효소들로 단된 발 벡터 pET-22b(+)

와 ligation하여 E. coli  BL21-CodonPlus(DE3)-RIL에 electroporation 방법으로 형질 환시켰

다. 정확한 construct를 가지는 clone이 라스미드의 제한효소 단 분석에 의해 선별되었으

며, 이와 같이 구축된 발  라스미드를 pEGUPOL이라 명명하 다.

  발  라스미드 pEGUPOL을 가지는 E. coli  BL21-CodonPlus(DE3)-RIL을 HisTrapTMHP 

column과 HiTrap
TM

Heparin HP column으로 정제하 다. Tgu DNA polymerase의 정제는 

SDS-PAGE에 의해 monitering되었다 (그림 생략). SDS-PAGE를 통해 90,000 Da의 분자량을 

가지는 단일 단백질 band가 보여졌는데, 이 분자량은 추정 아미노산 서열로부터 계산된 Tgu  

DNA polymerase의 분자량의 합 90,259 Da과 비교  일치하 다.

3. 4.  Tgu  DNA polymerase의 특성

  DNA polymerase activity는 Choi와 Kwon의 방법(Choi and Kwon, 2004)으로 측정되었다. 

pH가 Tgu  DNA polymerase activity에 미치는 향을 살펴보기 해 pH 6.5-10.0 범 의 50 

mM buffer (pH 6.5-7.5는 50 mM MOPS-NaOH buffer, pH 7.0-9.0은 50 mM Tris-HCl 

buffer, pH 9.0-10.0은 50 mM Glycine-NaOH)를 사용하여 상기와 같이 DNA polymerase 

activity를 측정해 본 결과, Tgu  DNA polymerase는 pH 7.5에서 최  활성을 나타내었다 ([그

림 2-15]26A). 온도에 미치는 향을 살펴보기 해 50-90℃에서 상기와 같이 DNA 

polymerase activity를 측정해 본 결과, Tgu  DNA polymerase는 80℃에서 최  활성을 나타내

었다 ([그림 2-15]26B). MgCl2 존재 하에서 Tgu  DNA polymerase 활성을 측정해 본 결과, 

Tgu  DNA polymerase는 6 mM Mg
2+
 존재 하에서 최  활성을 나타내었다 ([그림 2-15]26C). 
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[그림 2-15]26 Characterization of Tgu DNA polymerase. (A) pH, 50 mM 

MOPS-NaOH (●), 50 mM Tris–HCl (◇), 50 mM 

Glycine-NaOH (▲). (B) temperature (C) MgCl2 (D) KCl  

(E) Thermostability. Purified Tgu DNA polymerase was 

incubated separately at 94°C (●) and 100°C (○). 

다양한 농도의 KCl 존재 하에서 상기와 같이 DNA polymerase activity를 측정해 본 결과, 

Tgu  DNA polymerase는 80 - 100 mM KCl 존재 하에서 최  활성을 나타내었다 ([그림 

2-15]26D). Tgu DNA polymerase의 thermostability를 살펴보기 해 효소액을 94℃와 99℃에

서 8시간 동안 보 하면서 시간 간격을 두고 sampling을 한 다음, 상기와 같이 DNA 

polymerase activity를 측정해 본 결과, Tgu DNA polymerase는 94℃에서 보  시 2.5시간 이 

지나면 활성이 반감 되는 것을 확인할 수 있었다 ([그림 2-15]26E).

 3.  5.  Tgu  DNA polymerase을 사용한 PCR 최 화

  

  PCR buffer 최 화 실험을 해서 50 µl 반응액마다 1U의 Tgu DNA polymerase, 각 0.2 

pmol의 forward  reverse primers ([표 2-15]7), 25 µM dNTPs 와 23 ng 의 λ DNA를 섞어

서 PCR을 수행하 다. Tgu DNA polymerase를 이용한 PCR에서 최  pH를 확인하기 해 

pH 7.0 - 9.0 범 의 50 mM Tris-HCl buffer를 사용하여 측정해 본 결과, Tgu DNA 

polymerase는 pH 8.0-8.2에서 최고의 증폭결과를 나타내었다. MgCl2, KCl, TritonX-100이 

Tgu  DNA polymerase를 이용한 PCR결과에 미치는 향을 살펴보기 해 각각 0-10 mM, 

0-100 mM, and 0-0.1% 농도를 사용하여 PCR을 수행하 다. Tgu DNA polymerase를 이용한 

PCR에서 4 mM MgCl2, 50 mM KCl 과 0.02% Triton X-100이 최 조건의 buffer임을 확인하

다 ([그림 2-15]27).

[표 2-15]7 Primers used for PCR extension efficiency assays.
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[그림 2-15]27 PCR optimization with Tgu DNA polymerase. (A) pH (B) 

MgCl2 (C) KCl (D) Triton X-100. 

3.  6.  Long-rage PCR을 한 DNA polymerase mixture

  Taq과 Tgu  DNA polymerase를 enzyme units 기 으로 1:1- 100:1 (2U/ul: 2-0.02U/ul) 비율

로 섞어서 PCR을 수행하 다 (Choi et al., 2008). Lambda DNA fragments (10 kb)를 증폭하

는데 template로 23 ng 의 lambda DNA 와 Anchor-λ F와 λ-10R primers를 사용하 고 Taq

과 Tgu  DNA polymerase 혼합 enzyme과 Taq buffer (PCR buffer; TaKaRa Bio, Japan)를 사

용하 다 ([그림 2-15]28).

 Taq과 Tgu DNA polymerase 혼합의 가장 좋은 효율을 보인 비율은 4:1 이었고 이 비율을 

혼합을 Tgu plus DNA polymerase라고 명명하 다. Tgu, Taq, Tgu  plus(Taq/Tgu DNA 

polymerase, 4:1 ratio) DNA polymerase와 증폭효율을 비교하기 해 2, 4, 6, 8, 10, 12, 15 kb 

길이의 lambda DNA fragments를 이용하 다 ([그림 2-15]28B).

[그림 2-15]28 Amplification ability comparison of long-range PCR 

mixtures. (A) Using the Taq/Tgu DNA polymerase of 

which concentration ratios were varied as indicated, a 

target of 10 kb was replicated. (B) Amplification of 2–

15 kb was conducted by Tgu (lanes 1–7), Taq (lanes 9

–15), and Tgu plus (lanes 17–23) DNA polymerases. 

3.  7.  Tgu  DNA polymerase의 Extension 속도분석

  Extension 속도는 다양한 시간별로 반복된 증폭실험을 수행하여 DNA polymerase가 일정한 

시간동안 합성한 길이로 결정하 다(Kim et al., 2007). Template와 primer로써 M13mp18 

ssDNA와 M13 primer (5'-CCGTTGCTACCCTCGTTCCGATGC-3')를 사용하 다. Tgu  

DNA polymerase의 속도는 30 bases/s로 Pfu DNA polymerase(24bases/s), Taq DNA 

polymerase(80 bases/s) 각각 측정되었다 (그림 생략).



- 47 -

3. 8.  Tgu  DNA polymerase의 PCR 정확성분석

  Tgu  DNA polymerase의  PCR 정확성 분석을 하여 Choi  등의 방법(Choi et al., 2008)으

로 수행하 다. Tgu  DNA polymerase의 error rate는 3.17 x 10
-6
 (error rate =mutation 

frequency/bp/duplication (Lundberg et al., 1991, Cline et al., 1996)이고 Tgu plus DNA 

polymerase의 error rate는 4.44 x 10
-6
으로 높은 정확성을 보 다. Tgu  DNA polymerase는 

Taq DNA polymerase의 정확성보다 략 4배정도 높았으며 Pfu  DNA polymerase의 정확성보

다는 약간 떨어졌고, Tgu  plus DNA polymerase의 정확성도 Taq DNA polymerase보다 높았

다 ([표 2-15]8). 상기의 연구 (3.1-3.8) 결과물들은 Enzyme Microbial of Technology (Lee et 

al., 2009)에 게재와 동시에 국내 특허등록(10-0969477, 2010년)되었다.

[표 2-15]8 Comparison of Tgu, Tgu plus, Taq, and Pfu DNA polymerase fidelities.

4.  Thermococcus marinus  (Tma) DNA polymerase에 한 연구

4. 1.  T. marinus  균주의 배양  genomic DNA 분리

 

  T. marinus (DSM15227)는 DSMZ로부터 확보하 다. Cell culture와 genomic DNA의 분리

는 3. 1의 방법으로 수행하 다.

4. 2.  Tma  DNA polymerase 유 자의 cloning 

  T. marinus  genomic DNA로부터 3.2의 방법과 동일한 방법으로 Tma DNA polymerase 유

자를 cloning하 다. T. marinus  균주로부터 분리된 DNA polymerase 유 자의 체 염기서

열은 개시코돈에서 정지코돈을 포함하여 총 3,939 bp로 이루어져 있었으며, 총 아미노산은 

1312개로 이루어져 있었고, 인테인으로 추정되는 아미노산 537개를 제외한 두 단편의 익스테인

으로 구성되는 활성형 DNA polymerase의 총 아미노산은 775개로 이루어져 있었다 (그림생

략). Tma DNA polymerase 유 자를 GenBank Accession No. FJ556902로 기탁하 다.  

  상기 아미노산의 서열과 염기서열을 참조하여 2종류의 발 벡터를 구축하 다. 인테인 암호

화 부 를 포함한 Tma DNA polymerase 구체 유 자 약 3.9 kb를 발 벡터 (pET-22b(+))

에 삽입한 재조합 라스미드 (pTMAP)와 인테인 암호화 부 를 제거하고 익스테인 암호화 

부 들만을 순서 로 연결한 활성형 Tma DNA polymerase 유 자 1,473 bp를 상기와 동일한 

발 벡터에 삽입한 재조합 라스미드 (pTMAM)를 구축하 다. 이들 구축된 발 벡터들을 

Escherichia coli  Rosetta(DE3)pLysS (Stratagene, USA)에 각각 형질 환시켰다.
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4. 3.  Tma  DNA polymerase의 발   정제

  E. coli Rosetta (DE3)pLysS / pTMAP로부터 인테인을 함유한 Tma DNA polymerase 구

체 단백질과 E. coli Rosetta(DE3)pLysS / pTMAM으로부터 인테인이 제거된 활성형 Tma 

DNA polymerase 단백질을 각각 발 시킨 후, 발 된 단백질 HiTrapTM Heparin HP 컬럼 

(GE Healthcare)을 이용한 column chromatography를 통해 최종 으로 정제하 다. 정제과정

을 통해 활성형 Tma DNA polymerase 단백질의 분자량이 약 90,000 Da이 다. 한 발 시킨 

Tma DNA polymerase 구체 단백질 정제시에 80℃에서 30분간 열처리 과정 후 기 동시

에 분자량이 약 90,000 Da으로 확인되었으며 이것은 Tma DNA polymerase 구체단백질 (분

자량 약 152,384 Da)로부터 인테인 단백질 (분자량 약 62,383 Da)이 열에 의해 self-splicing이 

일어나 분자량 90,000 Da인 활성형 Tma DNA polymerase로 변환된 것으로 추정된다. 인테인

으로 추정되는 단백질은 62kDa이 으며 아미노산 서열분석을 통해 인테인으로 확인되었다 (그

림 생략).

4. 4.  Tma  DNA polymerase의 특성

  Tma DNA polymerase의 활성은 2.5 항에서 기술한 방법과 같은 방법으로 수행하 다. 그 

결과, 2가지 Tma DNA polymerase 모두 pH 7.0, 75℃에서 최  DNA 합 활성을 각각 나타

냈다. 이 두 효소 모두 최  pH, 최 온도, 기 동상의 동일한 크기의 분자량 등을 갖기 때

문에 동일한 효소임이 입증되어 차후의 실험부터는 활성형 Tma DNA polymerase를 이용하여 

다양한 효소 특성을 하기와 같이 조사하 다. Tma DNA polymerase의 DNA 합 활성에 있

어 최  KCl 농도는 0-20 mM이었으며, 최  (NH4)2SO4 농도는 0-15 mM 이었다. 한 최  

Mg2+ 농도는 12-16 mM 이었다.  Tma DNA polymerase의 열안 성을 조사해본 결과, Tma 

DNA polymerase는 94℃에서 약 2시간동안 50%의 DNA 합활성을 유지하 다(그림 생략).

4. 5.  Tma  DNA polymerase을 사용한 PCR 최 화

 

  최  반응 buffer의 조성을 결정할 때에는 반응 buffer의 pH 는 각 성분의 농도를 다르게 

하여 수행하 다. 최종 Tma DNA polymerase를 이용한 PCR에 있어 최  반응 buffer의 조성

은 안정제인 Triton X-100과 BSA 포함시켜 50 mM Tris-HCl (pH 8.4), 40 mM KCl, 12.5 

mM (NH4)2SO4, 2 mM MgCl2, 0.05% Triton X-100, 0.0075% BSA로 결정하 다.

4. 6.  Long-rage PCR and Time saving PCR

  Taq과 Tma DNA polymerase를 일정비율로 섞어서 PCR을 수행하 다 (Choi et al., 2008). 

Taq과 Tma DNA polymerase 혼합의 가장 좋은 효율을 보인 비율은 8:2 이었고 이 비율을 혼

합을 Tma plus DNA polymerase라고 명명하 다([그림 2-15]29A). 그 후 Tma, Tma plus, 

Taq, Pfu  DNA polymerase와 증폭효율을 비교하 다. Tma DNA polymerase는 최  반응 

buffer 하에서 lambda DNA를 template로 한 PCR을 통해 12 kb까지, Tma plus DNA 

polymerase는 15kb까지 합성이 가능함을 확인할 수 있었다([그림 2-15]29B).  한 Tma, Tma 

plus DNA polymerase와 Pfu (Promega), Taq (TaKaRa Bio) DNA polymerase의 증폭속도를 
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비교하 다. Tma DNA polymerase는 2 kb template를 증폭하는데 5 가 걸렸으나 Taq DNA 

polymerase 는 40  이상을 요구하 다([그림 2-15]29C). 

[그림 2-15]29 (A) Optimal ratio of DNA polymerase mixture. (B) a 

Application to long-range PCR. (C) Application to 

time-saving PCR. 

4.  7.  Tma  DNA polymerase의 PCR 정확성분석

  Tma DNA polymerase를 이용한 PCR에 있어서의 PCR 정확성 (PCR fidelity)은 Choi 등의 

방법 (Choi et al., 2008)으로 수행하 다. Tma DNA polymerase를 이용한 PCR에 있어서의 

PCR 정확성은 Pfu  DNA polymerase와 비슷하 으나, 일반 인 PCR에 주로 이용되어지는 

Taq DNA polymerase에 비해서는 훨씬 높아 Tma DNA polymerase가 고도의 정확성을 요구

하는 PCR에 이용되어질 수 있음을 확인하 다([표 2-15]9). 상기의 연구 (4.1-4.7) 결과물들은 

Extremophiles (Bae et al., 2009)에 게재와 동시에 국내 특허등록(10-1142950, 2012년)되었다.

[표 2-15]9 Comparison of Tma, Tma plus, Taq and  Pfu  DNA polymerase fidelities.

 Blue White Mutation 
frequencya

Template 
doublingsb

Error ratec

(x 10-5)
Fold improvement 

over Taq

Tma 9277 187 0.020 5.17 0.46 3.85

Tma plus 9541 398 0.040 6.09 0.79 2.24

Taq 8832 826 0.086 5.84 1.77 1

Pfu 8094 130 0.016 4.43 0.43 4.12

4. 8.  PI-Tma의 활성측정과 특성

  E. coli Rosetta (DE3)pLysS / pTMAP로부터 인테인 (PI-Tma)을 함유한 Tma DNA 

polymerase 구체 단백질을 발 시켜 정제하는 과정에서 self-splicing이 일어난 약 62kDa의 

intein만을 정제할 수 있었다. 이러한 인테인은 일반 으로 specific endonuclease activity를 갖

고 있으며 이것을 확인 하는 실험을 수행하 다. substrate로는 인테인 부분이 제거된pTMAM

을 사용하 으며 70℃에서 20분간 2.5U의 PI-Tma와 50mM Tris-HCl (pH10.5), 5mM MgCl2, 

1mM dithiothreitol, 100mM KCl 존재하에서 PI-Tma가 pTMAM에 존재하는 homing 

sequence를 인식하여 DNA를 단하는지 확인하 다 ([그림 2-15]30). 그 결과 pTMAM를 
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단하여 linear plasmid를 만들어 7.7kb가 되는 것을 확인하 고, 이것으로 PI-Tma가 

endonuclease activity를 갖는 것을 알수 있었다. 다음으로 PI-Tma의 endonuclease activity의 

최 조건을 확인하 다. linear한 pTMAM을 substrate로 PI-Tma에 단될 때 가장 잘 단되

는 조건을 최 으로 결정하 다. PI-Tma의 최 반응 조건은 70℃, pH10.5, 150mM KCl, 

12mM MgCl2으로 결정하 다 ([그림 2-15]30).

[그림 2-15]30 (A) Endonuclease activity assay of PI-Tma. Lane M, 1 kb DNA ladder; lane 

1, undigested pTMAM; lane 2, pTMAM digested with EcoRV; lane3, 

pTMAM digested with PI-Tma; lane4, pTMAM digested with EcoRV and 

PI-Tma. (B) Effect of temperature on cleavage by PI-Tma. (C) Effect of pH 

on cleavage by PI-Tma. (D) Effect of KCl on cleavage by PI-Tma. (E) 

Effect o MgCl2 on cleavage by PI-Tma.

4.  9.  PI-Tma의 최소인식 서열과 PI-Tma에 의한 cohesive termini 분석

  PI-Tma에 의한 최소 인식 서열을 결정하 다. 상보 인 oligonucleotide pair sequence를 삽

입하므로서 homing site를 pET20b(+)에 cloning 하여 PI-Tma에 의해 단되는지 확인하 다. 

단되어지면 차 으로 sequence를 말단에서 부터 여 cloning하고 단되는지 확인하는 

것을 반복하 다. 그 결과 PI-Tma에 의한 최소 인식 서열은 19bp로 결정되었다. 

(5'-GAACAGTTACTACGGCTAC-3') 한 PI-Tma에 의해 단된 pTMAM의 말단을 T4 

DNA polymerase로 blunt end를 만든 후 sequencing 한 결과 4bp(5'-CTAC-3')가 제거된 것

을 확인하 다. 이 결과 PI-Tma로 pTMAM을 단하면 4bp 3'-OH overhang을 만드는 것을 

알 수 있었다([그림 2-15]31). 상기의 연구 (4.8-4.9) 결과물들은 FEMS Microbiology Letter 

(Bae et al., 2009)에 게재되었다.
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[그림 2-15]31 (A) Amino acid sequences neighboring the PI-Tma homing site (↓) inserted 

into Tma DNA polymerase (top) along with partially complementary 

nucleotide sequences as substrates for PI-Tma (bottom) inserted into 

pET-22b(+). (B) Cleavage analysis of PstI-linearized plasmid substrates 

(5.4kb) by PI-Tma. lane. (C) Determination of the cleavage site by DNA 

sequencing of  pTMAM, which was obtained from blunt-end generation of 

PI-Tma cleaved pTMAM. (D) Determination of the cleavage site by direct 

sequencing of PI-Tma cleaved pTMAM using the forward primer. (E) Only 

minimal recognition sequences are shown and the number of recognition 

sequences is indicated in parentheses. 

5.  Thermococcus celer  (Tce) DNA polymerase에 한 연구

5. 1.  T. celer  균주의 배양  genomic DNA 분리

 T. celer 균주 (DSM 2476)는 DSMZ로부터 확보되었다. T. celer 균주 (DSM 2476)는 DSMZ 

760 medium에서 배양하 다. Cell culture와 genomic DNA의 분리는 3.1 항에서 기술한 방법

과 같은 방법으로 수행하 다.

5. 2.  Tce  DNA polymerase 유 자의 cloning, sequencing  sequence analysis

  T. celer genomic DNA로부터 염기서열을 3. 2와 같은 방법으로 수행하여 얻어졌다. 그 결

과, T. celer 균주로부터 분리된 DNA polymerase 유 자의 체 염기서열은 개시코돈(ATG)

에서 정지코돈 (TGA)을 포함하여 총 2,325 bp로 이루어져 있었으며, 총 아미노산은 774개로 

이루어져 있었다. 아미노산의 서열로 DNA polymerase 효소의 분자량이 약 89,788.9 Da인 것

을 추정할 수 있었다. Tce  DNA polymerase 유 자를 GenBank Accession No.GU797561로 기

탁하 다. 한, Thermococcus fumicolans (Marie-Anne Cambon-Bonavita et al., 2000)의 

DNA polymerase와 87.9%의 서열 상동성을 보 다.
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5. 3.  Tce  DNA polymerase의 발   정제 

  Tce  DNA polymerase 유 자를 발 벡터에 삽입한 재조합 라스미드 (pTCE)를 구축하

다. Forward  primer는 개시코돈을 포함하는 제한효소 NdeI 단부 와 reverse primer는 종

지코돈과 제한효소 HindIII 단부 를 각각 포함하도록 합성하여 PCR을 통해 Tce DNA 

polymerase 유 자를 증폭시켰다. 약 2.3 kb 치에 밴드가 존재하는 것을 확인하 고 제한효

소 NdeI  HindIII으로 단한 다음 동일한 제한효소로 단된 발 벡터 pET-22b(+)에 삽입

하여 E. coli  Rosetta(DE3) pLysS에 형질 환시켰다. 이와 같이 구축된 Tce  DNA 

polymerase 유 자의 발 을 해 구축된 발 벡터를 pTCE로 명명하 다. E. coli 

Rosetta(DE3)pLysS / pTCE로부터 Tce DNA polymerase 단백질로 발 시킨 후, 발 된 단백

질을 정제하 다(그림 생략).  

5.  4.  Tce  DNA polymerase의 특성

  Tce  DNA polymerase의 합활성은 2. 5와 같은 방법으로 수행하 다. pH의 향을 찰하

기 해 pH 6.0-7.0 범 에서는 50 mM MOPS, pH 7.0-9.0 범 에서는 50 mM Tris-HCl을 

사용하여 효소활성을 조사하 다. 그 결과, Tce DNA polymerase는 pH 6.5에서 최  DNA 

합 활성을 나타냈다. 온도의 향을 55-90℃에서 조사한 결과, 75℃에서 최  DNA 합 활성

을 나타냈다. 한 Tce DNA polymerase를 각각 90℃  95℃에서 열안 성을 조사해본 결과, 

Tce DNA polymerase는 90℃에서 약 2시간동안 50%의 DNA 합 활성을 유지하 다. KCl은 

Tce DNA polymerase의 DNA 합 활성을 해하는 것으로 나타났고 최  (NH4)2SO4 농도는 

20-35 mM 이었고 최  Mg
2+
 농도는 4-16 mM 이었다 ([그림 2-15]32).

[그림 2-15]32 Characterization of Tce DNA polymerase. (a) pH 

(b) temperature (c) Thermostability 90°C(●) and 

95°C (○). (d) KCl (e) (NH4)2SO4 (f) MgCl2 

5.  5.  Tce  DNA polymerase을 사용한 PCR 최 화

  Tce  DNA polymerase의 PCR 최 조건을 알아 보기 해 23 ng의 lambda DNA를 template

로 각각 1 pmole의 5′  3′ 말단 primer, 250 μM dNTPs, 0.1 U Tce DNA polymerase로 

PCR을 수행하 다. 최  반응 완충용액의 조성을 결정할 때에는 반응 완충용액의 pH 는 각 

성분의 농도를 다르게 하여 수행하 다. 그 결과 Tce  DNA DNA polymerase를 이용한 PCR에 

있어 최  반응 완충용액의 조성은 안정제인 Triton X-100을 포함시켜 50 mM Tris-HCl (pH 

7.8), 10 mM (NH4)2SO4, 5 mM MgSO4, 0.1% Triton X-100으로 결정하 다 ([그림 2-15]33).



- 53 -

[그림 2-15]33 PCR optimization with Tce DNA polymerase. 

(a) pH (b) KCl (c) (NH4)2SO4 (d) MgSO4. 

5.  6.  Long-rage PCR and Time saving PCR

  Lambda DNA fragments (10 kb)를 증폭하는데 Taq과 Tce DNA polymerase를 일정비율로 

섞어서 PCR을 수행하 다 (Choi et al., 2008). Taq과 Tce DNA polymerase 혼합의 가장 좋은 

효율을 보인 비율은 8:2 이었고 이 비율을 혼합을 Tce  plus DNA polymerase라고 명명하 다. 

그 후 Tce, Tce plus, Taq (TaKaRa Bio), Pfu (Promega) DNA polymerase와 증폭효율을 비

교하 다. Tce DNA polymerase는 최  반응 buffer 하에서 6 kb까지 밖에 증폭하지 못하나, 

Tce plus DNA polymerase는 15kb까지 합성이 가능함을 확인하 다. 증폭속도를 비교하 다. 

23 ng의 lambda DNA, 각각 10 pmol의 primer, DNA polymerses, 0.25 mM dNTPs를 포함하

여 PCR을 수행하 다. Tce DNA polymerase는 2 kb template를 증폭하는데 5 가 걸렸으나 

Taq DNA polymerase 는 40  이상을 요구하 다 ([그림 2-15]34).

[그림 2-15]34 (a) Optimal ratio of DNA polymerase mixture. A target of 10 kb was 

replicated using the mixture of DNA polymerases (Taq:Tce) of which 

concentration ratios were varied as indicated. (b) Comparison long range 

PCR of amplification of Tce, Tce  plus, Taq  and Pfu DNA polymerase. (c) 

Comparison time saving PCR Elongation times used for PCR amplification 

of 2 kb fragment are indicated above each lane. 

5.  7.  Tce  DNA polymerase의 PCR 정확성분석

  Tce  DNA polymerase를 이용한 PCR에 있어서의 PCR 정확성 (PCR fidelity)은 PCR 정확성 

(PCR fidelity)은 Choi 등의 방법 (Choi et al., 2008)으로 수행하 다. Tce DNA polymerase를 

이용한 PCR에 있어서의 PCR 정확성은 Pfu  DNA polymerase에 비해서는 비슷하 으나, 일반
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인 PCR에 주로 이용되어지는 Taq  DNA polymerase에 비해서는 3.7배 높은 것을 확인하

다 ([표 2-15]10). 상기의 연구 (5.1-5.7) 결과물들은 Biotechnology Letter (Kim et al., 2011)에 

게재와 동시에 국내 특허출원(10-2009-0026203, 2009년)되었다.

[표 2-15]10 Comparison of Tce, Tc eplus, Taq and Pfu DNA polymerase fidelities. 

 Blue White Mutation 
frequencya

Template 
doublingsb

Error ratec

(x 10-5)
Fold improvement 

over Taq

Tce 12841 319 0.024 6.12 0.48 3.72

Tce plus 15298 737 0.046 6.88 0.80 2.20

Taq 8832 826 0.086 5.84 1.77 1

Pfu 8094 130 0.016 4.43 0.43 4.08

 

6.  Thermococcus pacificus  (Tpa) DNA polymerase에 한 연구

6. 1.  T. pacificus  균주의 배양  genomic DNA 분리

  T. pacificus균주 (DSM 10394)는 DSMZ로부터 확보되었다. T. pacificus 균주 (DSM 10394)

는 DSMZ 760 medium에서 배양하 다. Cell culture와 genomic DNA의 분리는 3.1항에서 기

술한 방법과 같은 방법으로 수행하 다.

6. 2.  Tpa  DNA polymerase 유 자의 cloning, sequencing  sequence analysis

  T. pacificus genomic DNA로부터 염기서열을 3. 2항에서 기술한 방법과 같은 방법으로 수행

하여 얻어졌다. Tpa DNA polymerase gene의 염기서열 분석 결과 총 774개의 amino acid들로 

구성되어 있으며, 단백질 분자량은 90,054 다. 참고로 T. gorgonarius  DNA polymerase와는 

97%의 높은 상동성을,  T. kodakaraensis  KOD1과는 94%, 그리고  T. guaymasensis DNA 

polymerase 와는 93%의 서열상의 유사성을 보 다.

6. 3.  Tpa  DNA polymerase의 발   정제

  T. pacificus (Tpa) DNA polymerase 유 자를 발  vector인 pET-22b(+)에 cloning하여 발

벡터 pEPAPOL를 구축하 고, E. coli  BL21-CodonPlus(DE3)-RIL에 형질 환시켰다. 발

벡터 pEPAPOL를 갖는 형질 환된 E. coli  BL21-CodonPlus(DE3)-RIL로 Tpa DNA 

polymerase 유 자를 발 시킨 후 균체를 회수하여 음  방법으로 세포를 쇄하 다. 쇄

된 세포를 원심분리에 의해 상층을 분리한 후 80℃에서 30분간 반응시켜 장균 유래의 단백

질들을 변성시켰다. 변성된 단백질을 원심분리하여 제거하고, C-말단에 His6-tagging시켜 발

된 Tpa DNA polymerase는 HiTrap
TM

 Heparin HP column에 의한 affinity chromatography

와 Ni
2+
 chelate에 의한 HiTrap

TM
 Heparin HP column으로 정제하여 SDS-PAGE로 확인하

다. SDS-PAGE로 확인된 Tpa DNA polymerase의 분자량은 약 90 KDa으로 774 아미노산 서

열에 기 한 분자량인 90,054 Da과 유사하게 일치하 다. 
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6. 4.  Tpa  DNA polymerase의 특성

  Tpa DNA polymerase의 합활성은 2. 5항에서 기술한 방법과 같은 방법으로 수행하 다. 

pH의 향을 찰하기 해 pH 6.0-7.0 범 에서는 50 mM MOPS, pH 7.0-9.0 범 에서는 50 

mM Tris-HCl을 사용하여 효소활성을 조사하 다. 그 결과, Tpa DNA polymerase는 pH 7.5

에서 최  DNA 합 활성을 나타냈다 ([그림 2-15]35A). 75℃에서 최  DNA 합 활성을 나

타냈다 ([그림 2-15]35B). 최  Mg
2+
 농도는 12 mM ([그림 2-15]35C), KCl은 Tce DNA 

polymerase의 DNA 합 활성을 해하는 것으로 나타났고([그림 2-15]35D), 최  (NH4)2SO4 

농도는 20 mM 이었다 ([그림 2-15]35E). Tpa DNA polymerase는 99℃에서는 상당히 안정하

으며, 효소의 반감기는 99℃에서는 3시간 정도로 나타났다 ([그림 2-15]35F).  

[그림 2-15]35 Characterization of Tpa DNA polymerase. (A) pH : 50 mM MOPS-NaOH 

(□), 50 mM Tris-HCl (Δ), 50 mM Glycine-NaOH (o). (B) temperature (C) 

MgCl2 (D) KCl  (E) (NH4)2SO4 (F) Thermostability. 

6.  5.  Tpa  DNA polymerase의 3'-5' exonuclease 활성 

  거의 모든 고세균 family B DNA polymerases들은 3′→5′exonuclease 활성을 갖고 있다. 

선형 DNA 단편들을 dNTP들의 부재 하에서 DNA polymerase와 함께 반응시켜 그 단편들의 

분해 정도를 가지고 exonuclease 활성을 조사하 으며, 활성 측정은 end-labeled DNA 기질로

부터 떨어져 나온 
32
P-labeled product를 가지고 하 다. Tpa DNA polymerase는 dNTP가 존

재하지 않은 기질의 3‘-말단으로 부터 
32
P-labeled product가 20분 동안 약 80%가 떨어져 나왔

고, dNTP가 존재할시에는 기질의 3‘-말단으로 부터 32P-labeled product가 20분 동안 약 20%

가 떨어져 나왔다 ([그림 2-15]36). 이 결과는 Tpa DNA polymerase가 에서 언 한 아미노

산 서열에서 추정한 것 같이 3′→5′exonuclease 활성이 존재한다는 것을 확인하 다.

[그림 2-15]36 Exonuclease activities of Tpa DNA polymerase. The 3'→5' exonuclease 

activity was measured in the absence (●) or presence (○) of dNTPs. 
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6. 6.  Tpa  DNA polymerase를 이용한 PCR의 최 조건 

  Tpa DNA polymerase의 PCR 최 조건을 알아 보기 해 23 ng의 lambda DNA를 template

로 각각 1 pmole의 5′  3′ 말단 primer, 250 μM dNTPs, 0.1 U Tce DNA polymerase로 

PCR을 수행하 다. 최  반응 완충용액의 조성을 결정할 때에는 반응 완충용액의 pH 는 각 

성분의 농도를 다르게 하여 수행하 다. 그 결과 Tpa DNA DNA polymerase를 이용한 PCR에 

있어 최  반응 완충용액의 조성은 50 mM Tris-HCl (pH 8.4), 10 mM KCl,, 4 mM MgCl2,으

로 결정하 다 (그림생략).

6. 7.  PCR 증폭효율 분석

  최근에 family B DNA polymerase에 속하는 고온성 고세균 유래의 α-like DNA 

polymerase가 강한 3′→5′exonuclease 활성에 기인한 PCR에서의 정확성 때문에 리 이용

된다 (Lundberg  et al., 1991). 그러나 부분의 고세균 유래의 DNA polymerase 들은 박테리

아 유래의 pol I DNA polymerase에 비교해 DNA 증폭효율이 상당히 조하다(Nishioka et 

al., 2001). 본 연구에서 Tpa DNA polymerase가  3′→5′exonuclease 활성을 갖고 있음에도 

불구하고 Taq DNA polymerase에 비교해 상당히 빠르게 주형 DNA를 증폭할 수 있음을 확인

하 다. Taq DNA polymerase는 10 에 2 kb 주형을 증폭할 수 있으나, Taq 는 Pfu DNA 

polymerase는 60  필요하다 ([그림 2-15]37).   

[그림 2-15]37 Comparison of PCR amplification rates of Tpa, 

Taq, and Pfu  DNA polymerase. 

 

6.  8.  Tpa-S DNA polymerase의 발   정제.  

  Sso7d fusion protein이 C-말단에 결합된 Tpa-S DNA polymerase 유 자를 인코딩하는 

plasmid DNA (pEAPS)를 E. coli  BL21-CodonPlus(DE3)-RIL에 형질 환시켰다. 발 벡터 

pEAPS를 갖는 형질 환된 E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL로 Tpa-S DNA polymerase 유

자를 발 시킨 후 6.3항과 동일한 방법으로 정제하여 SDS-PAGE로 확인하 다 (그림생략). 

SDS-PAGE로 확인된 Tpa DNA polymerase의 분자량은 약 90 kD의 Tpa DNA polymerase와 

7 kD의 Sso7d protein에 해당하는 약 97 KDa으로 상한 분자량과 거의 일치하 다. 

          

6.  9.  Tpa  Tpa-S DNA polymerase의 PCR 증폭효율 비교

   DNA polymerase에 Sso7d DNA binding protein fusion은 PCR cycle 동안 주형 DNA의 

복제의 진행성 (processivity)과 효율성을 증가시켜 결과 으로 보다 긴 타켓이 동일한 

extension time에 증폭될 것이다 (Wang et al., 2004). Sso7d fusion (Tpa-S) DNA polymerase
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를 non-fusion Tpa DNA polymerase와 PCR 효율을 비교하기 해 람다 아지 게노믹 DNA

와 그의 타켓 (1-15 kb) 라이머 을 이용하여 정해진 extension time에서 증폭시켰다. Tpa 

DNA polymerase는 4 kb 타겟을 증폭하는데 30 / cycle의 extension time이 필요한데 Tpa-S 

DNA polymerase 경우 단지 10 / cycle의 extension time이 필요하다. 1 분/ cycle extension 

time으로 Tpa-S DNA polymerase 경우 15 kb까지 증폭할 수 있는데 Tpa DNA polymerase는 

4 kb 타겟을 증폭하는데 그쳤다 ([그림 2-15]38). 따라서 Tpa-S DNA polymerase는 PCR 효

율을 증가시키기 해 Tpa DNA polymerase의 진행성 (processivity)에 향을 미치는 것이 

확인되었다. 

[그림 2-15]38 Comparison of PCR efficiency of Tpa and Tpa-S.

 The cycling protocol was 94℃ for 50 s; 30 cycles of 94℃ for 10s and 72℃ for 10s (A) or 

for 30s (B) or for 1min (C); 72℃ for 1 min.

  Sso7d fusion DNA polymerase 들이 PCR의 염 해에 상당히 내성을 갖는다는 보고가 있

었다 (Wang et al., 2004). 이것을 시험하기 해 2 kb 람다 타켓을 이용하여 PCR에서 KCl 농

도에 한 Tpa와 Tpa-S DNA polymerase의 향을 비교하 다 ([그림 2-15]39). Tpa DNA 

polymerase는 낮은 KCl 농도에 우선 으로 DNA가 증폭되었고, 반면에 Tpa-S DNA 

polymerase는 넓은 범 의 KCl 농도에서도 DNA가 효과 으로 증폭되었다. 이것은 

Sso7d-fused Taq  Pfu  DNA polymerase도 높은 KCl 농도에서도 항성을 갖는다는 연구결

과와 일치하 다 (Wang et al., 2004). 상기의 연구 (6.1-6.9) 결과물들은 Enzyme and 

Microbial Technology (Lee et al., 2010)에 게재되었다.

[그림 2-15]39 Comparison of the salt tolerance of Sso7d fusions and unmodified enzymes in 

PCR. λ DNA was used as the template and a 2 kb amplicon was amplified 

in PCR buffer with increasing KCl concentrations indicated at the top. 

 

6.  10.  Tpa-S DNA polymerase 유 자를 이용한 돌연변이체 구축

Tpa-S DNA polymerase 유 자의 뉴클 오타이드 치환은 발 벡터인 pET20b(+)를 이용하

여 Quick Change site-directed mutagenesis 방법(Stratagen, USA)으로 구축하 다. 발  라

스미드 pEAPS는 NdeI 과 NotI을 이용해서 잘려져 있는 Tpa-S DNA polymerase 유 자를 
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포함하고 있다. Tpa-S DNA polymerase 유 자는 NdeI-NotI 단편이 포함되어 있어서 

pET-20b(+) 라스미드의 같은 제한효소 사이트에 삽입된다. 이를 pTPAS 발  벡터라고 명

명하 다. 

 DNA polymerase의 3’→5’ 핵산말단가수분해효소 도메인에 있는 N213 잔기는 DNA 합 

효율의 증가를 해 비교  잘 알려진 돌연변이 지 이다. 그리고 Tpa DNA polymerase에 있

는 K501 잔기는 family B DNA polymerase의 forked-point에서 아르기닌 잔기로 잘 보존되어 

있다. 따라서 이들 잔기의 돌연변이체를 만들기 해 사용한 올리고뉴클 오타이드 라이머를 

제작하 다: N213D 돌연변이체 라이머 ; forward primer, 

5-CATACAACGGCGATGACTTCGACTTCGC-3 reverse primer, 5-GCGAAGTCGAAGTCA 

TCGCCGTTGTATG-3 그리고 K501R 돌연변이체 라이머 ; forward primer, 5-CTACGGCT 

ACGCACGTGCCCGCTGG-3 reverse primer, 5-CCAGCGGGCACGTGCGTAGCCGTAG-3). 

이들 돌연변이체 라이머를 이용하여 돌연변이체는 Tpa-S N213D DNA polymerase 유 자

를 함유하는 발 벡터 pTPAS 213D와 Tpa-S K501R DNA polymerase 유 자를 함유하는 발

벡터 pTPAS 501R, 그리고 이  돌연변이체인 Tpa-S N213D/K501R DNA polymerase 유

자를 함유하는 발 벡터 pTPAS 213D/501R를 각각 구축하 다. 

6.  10.  Tpa-S DNA 돌연변이체의 발 과 정제

pTPAS, pTPAS 213D, pTPAS 501R 그리고 pTPAS 213D/501R 라스미드를 E. coli 

BL21-CodonPlus(DE3)-RIL (Stratagene, USA)에 형질 환 시킨 뒤에 50ug/ml 암피실린과 클

로람페니콜이 포함되어 있는 LB 배지에 종하여 6. 3의 방법으로 정제한 결과 90,000 Da의 

분자량을 가지는 단일 단백질 band가 확인되었고, 이 분자량은 추정 아미노산 서열로부터 계

산된 Tpa DNA polymerase의 분자량의 합 90,054Da과 비교  일치하 다 (그림생략).

6. 11.  돌연변이체 Tpa-S DNA polymerase를 이용한 PCR 증폭의 최 화

PCR buffer 최 화 실험을 해서 50 µl 반응액마다 1U의 돌연변이체 Tpa DNA 

polymerase와 각 0.2 pmol의 forward  reverse primers ([표 2-15]11), 25 µM dNTPs 와 

25ng 의 DNA를 섞어서 PCR을 수행하 다. PCR 조건은 94℃에서 50 , 30사이클을 94℃에서 

10 , 72℃에서 1분 수행하 다. 그리고 마지막으로 72℃에서 1분 수행하 다. PCR에서 가장 

효과 인 pH 조건을 찾기 하여 2kb DNA 단편을 pH 7.6-8.8에 해당하는 50mM Tris–HCl

과 1.5mM MgCl2, 그리고 70mM KCl이 포함된 총 50ul의 용액에서 증폭시켜 결과를 확인하

다. 이와 같은 방법으로 MgCl2는 0-3mM, KCl은 0-140mM 조건에서 최 조건을 확인하 다. 

그리고 이 PCR 결과를 로딩 다이와 섞은 뒤에 0.8% 아가로오스 젤에 로딩하여 확인하 다.

  그 결과 Tpa-S N213D DNA polymerase의 최  버퍼조성은 50mM Tris–.HCl(pH 8.4), 

1.5mM MgCl2, 100mM KCl로 결정하 고, Tpa-S K501R DNA polymerase의 최  버퍼조성

은 50mM Tris–HCl(pH 8.8), 2.5mM MgCl2, 80mM KCl로 결정하 다. 마지막으로 Tpa-S 

N213D/K501R DNA polymerase의 최  버퍼조성은 50mM Tris–HCl(pH 8.8), 2mM MgCl2, 

140mM KCl로 결정하 다 (그림생략).  
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[표 2-15]11 Primers used for PCR extension efficiency assays with DNA.

6. 12.  상업화되어 있는 DNA polymerase와 PCR 성능 비교 

두 가지 종류의 PCR 방법을 이용하여 다양한 DNA polymerase의 DNA 증폭 성능을 확인하

다. 먼  2kb 타깃 DNA를 사용하여 타깃 DNA 증폭하기 하여 최소한 얼마의 익스텐션 

시간(extension time)이 필요한지 time saving PCR 방법으로 확인하 다. 한 각각의 DNA 

polymerase에 의하여 증폭될 수 있는 타깃 DNA의 사이즈를 Long range PCR 방법으로 확인

하 다.

Time saving PCR에서는 Tpa DNA polymerase 돌연변이체와 Vent DNA polymerase는 10

 동안 2kb의 주형 DNA를 복제했지만, Pfu DNA polymerase는 two-step PCR 방법에 의해

서 주형 DNA가  복제되는데 60 의 시간이 걸렸다. 2kb의 주형 DNA를 증폭할 때 Tpa DNA 

polymerase의 돌연변이체 에서 Tpa-S N213D/K501R이 가장 PCR 수율이 좋았다. PCR 수

율을 비교해 보면 Tpa-S N213D/K501R > Tpa-S N213D > Tpa-S K501R ≥ Tpa-S > 

wild-type Tpa DNA polymerase와 같다 ([그림 2-15]40).

[그림 2-15]40 Comparison of PCR amplification of wild-type Tpa, Tpa-S, 

and mutant Tpa-S DNA polymerases with time saving PCR.

 Long range PCR에서는 특정 지 에 돌연변이를 유도한 N213D, K501R, 그리고 

N213D/K501R polymerase의 PCR 수율이 가장 높았다. Tpa-S DNA polymerase와 돌연변이체

의 효능을 1-2kb 타깃 λ-DNA를 이용하여 비교하 다. Tpa-S DNA polymerase의 모든 돌연

변이체들은 30 /사이클의 익스텐션 시간동안에 12kb 타깃 DNA를 증폭할 수 있었고, 반면에 

Tpa-S DNA polymerase는 12kb 타깃 DNA를 증폭하는데 60 /사이클의 시간이 필요했다 

([그림 2-15]41). 
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[그림 2-15]41 Comparison of PCR amplification of Tpa-S, Tpa-S N213D, 

Tpa-S K501R, and Tpa-S N213D/K501R with long range PCR.

[그림 2-15]42는 Tpa-S DNA polymerase와 돌연변이체들의 PCR 수율을 비교한 그림이다. 그 

결과를 비교하 을 때 8-10kb 사이즈의 주형 DNA를 이용한 PCR 수행 결과 Tpa-S 

wild-type DNA polymerase보다 이  돌연변이체인 Tpa-S N213D/K501R DNA polymerase의 

수율이 약 3배정도 증가하 음을 확인하 다.

[그림 2-15]42 Comparison PCR productivity of Tpa-S, Tpa-S N213D, Tpa-S K501R and 

Tpa-S N213D/K501R DNA polymerases. We graphed PCR productivity for 

each target length amplicon using Tpa-S and the three types of mutant 

Tpa-S DNA polymerases based on the results in [그림 2-15]41. The 

quantity of PCR product was determined using the Quantity One program 

(Bio-rad, USA). As mentioned above, Tpa-S N213D/K501R DNA polymerase 

showed much higher productivity over the entire range of PCR amplification 

target sizes.

6.  13.  Tpa-S N213D/K501R DNA polymerase에 의한 라스미드 증폭

Tpa-S N213D/K501R DNA polymerase는 선형의 12kb DNA 주형을, 처음 변성온도 94℃에

서 50 , 30사이클 동안 94℃에서 10 , 72℃에서 10 , 마지막으로 72℃에서 1분 조건에서 증

폭시킬 수 있다. 한 Tpa-S N213D/K501R DNA polymerase는 상업 으로 이용되고 있는 다

른 DNA polymerase인 Taq, Vent, Pfu보다 더 빠르다. 하지만 circular 라스미드인 pTYB1 

DNA(NEB,USA)를 주형으로 PCR을 수행하면 같은 조건에서 1kb DNA 주형을 제외한 나머지 

주형은 증폭이 불가하다. 그 이유는 supercoiled 라스미드 DNA가 변성되기 더 어렵기 때문

일 것이다. 이와 같은 문제 을 해결하기 하여 다음과 변성온도를 94-98℃ 범 로 정하고, 
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이 온도에서 10  동안 PCR 반응을 시켰다. 그 결과 온도가 올라갈수록 증폭이 잘 되는 것을 

확인하 다 ([그림 2-15]43). 

[그림 2-15]43 Comparison of PCR results using plasmid DNA and different PCR 

thermocycles with Tpa-S N213D/K501R DNA polymerase. Tpa-S 

N213D/K501R DNA polymerase was used to amplify plasmid pTYB1 DNA. 

따라서 변성온도를 94℃에서 98℃로 변경하 다. Tpa-S N213D/K501R DNA polymerase와 

KOD DNA polymerase는 사이클당 익스텐션 시간을 60  주었을 때 7kb 주형 DNA를 증폭시

킬 수 있었다. 반면에 Pfu와 Taq  DNA polymerase는 증폭속도가 낮아서 사이클당 익스텐션 

시간을 60  주었을 때 2kb 주형 DNA를 증폭시켰다 ([그림 2-15]44). 

[그림 2-15]44 Comparison of PCR amplification rate of Pfu, rTaq, KOD, and Tpa-S 

N213D/K501R with long range PCR using a plasmid template. The cycling 

protocol 

included an initial denaturation step at 94℃ for 3 min; 30 cycles of 98℃ 

for 10 s, and 72℃ for 60 s; and final extension at 72℃ for 1 min.

6. 14.  PCR 정확도 테스트

Tpa DNA polymerase를 이용한 PCR에 있어서의 PCR 정확성 (PCR fidelity)은 Lee 등

(2009)과 같은 방법으로 수행하 다. 오류율은 다음과 같은 식으로 구한다. ER = mf/(bp×d), 

mf는 mutation frequency, bp는 lacZ target size(=832),  d는 number of template doublings 

(Lundberg et al., 1991; Cline et al., 1996).  

Tpa-S N213D/K501R (2.79 × 10−5)와 Tpa-S K501R (2.78 × 10−5) DNA polymerase는 

polymerases showed higher fidelity than wild-type Tpa (3.16 × 10
−5
), Tpa-S (3.07 × 10

−5
), 

Tpa-S N213D (3.36 × 10
−5
) 보다 정확성이 높다 ([표 2-15]12). 정확도 테스트 결과 N213D 

돌연변이체는 정확도가 감소하 고, N501R 돌연변이체는 정확도가 증가하는 경향을 보 다. 

N213D와 K501R 두 잔기에 돌연변이를 유도한 Tpa-S N213D/K501R 돌연변이체는 Tpa-S 

K501R DNA polymerase의 정확성과 비슷한 경향을 보 다. 그 이유는 K501R 돌연변이는 
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dNTP 결합의 정확성을 증가시켜주기 때문이다. 모든 종류의 Tpa DNA polymerase의 3→5 

exonuclease activity가 Pfu, Taq DNA polymerase보다 더 높다. Tpa DNA polymerase와 Pfu, 

Taq DNA polymerase의 정확성을 비교해보면 Pfu, Tpa-S N213D/K501R 그리고 Tpa-S 

K501R DNA polymerase의 정확성을 거의 같지만, Tpa-S N213D DNA polymerase의 정확성

은 조  낮다. 이 결과는 PCR 산물을 cloning한 후, DNA sequencing하여 염기서열을 비교한 

[표 2-15]13의 결과와 같다. 즉, 1kb lambda DNA를 주형으로 하여 Tpa-S, Pfu, Taq  DNA 

polymerase로 증폭시킨 뒤, NdeI과 SalI을 이용하여 잘라  뒤에 pET-20b 벡터에 삽입시켰다. 

그 뒤에 무작 로 라스미드를 선택하여 그 서열을 분석하여 오류율을 계산하 다. 그 결과 

DNA polymerase의 오류율의 낮은 순서는 Tpa-S N213D/K501R (3.6×10
−3
), Tpa-S K501R 

(3.2×10
−3
), Tpa-S (4.8×10

−3
), Tpa-S N213D (5.4×10

−3
)이다 ([표 2-15]13). 상기의 연구 

(6.10-6.14) 결과물들은 Journal of Biotechnology (Ppyun et al., 2012)에 게재  국내 특허등

록(10-1313990, 2013년)되었다.

[표 2-15]12 Comparison of Tpa wild-type, Tpa-S, Tpa-S N213D, Tpa-S K501R, Tpa-S 

N213D/K501R, Pfu, KOD and Taq DNA polymerase fidelities.

[표 2-15]13 Comparison of wild-type Tpa, Tpa-S, Tpa-S N213D, Tpa-S K501R, Tpa-S 

N213D/K501R, Pfu, Taq and KOD DNA polymerases fidelities using 

sequencing of the plasmid clones, which were originated from pale blue and 

white colonies.

7.  Thermococcus celericrescens (Tcel)  DNA polymerase에 한 연구

7. 1.  T. celericrescens  균주의 배양  genomic DNA 분리

 고온성 euryarchaeon인 T. celericrescens는 서태평양 Izu-Bonin Arc. Suiyo Seamount의 

열수공에서 분리된 균주이다 (Kuwabara et al., 2007). T. celericrescens균주 (DSMZ 17994)를 

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ)로부터 확보하

다. T. celericrescens  균주는 DSMZ에서 추천한 배지 medium 760을 이용하여 배양하 다. T. 
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celericrescens의 genomic DNA는 Cold Spring Harbor Laboratory Press의 "Molecular 

cloning" a laboratory manual에 나온 방법으로 분리하 다.

7. 2.  Tcel  DNA polymerase 유 자의 cloning, sequencing 

 Tcel  DNA polymerase 유 자의 일부를 증폭하기 해 기존에 알려진 archaeal family B 

DNA polymerase들에 잘 보존되어 있는 motif들을 참조하여 다음과 같은 2개의 degenerate 

primer들을 제작하 다 (Kahler & Antranikian, 2000): forward primer 

(5´-GAA(G)TACGACATACCCTTC(T)GC -3´)  reverse primer 

(5´-AACCTGGTTCTCA(G)ATA(G)TAGTA-3´). T. celericrescens genomic DNA를 주형으

로 이 primer들을 이용하여 PCR을 수행한 결과 약 1.8 kb의 증폭산물이 얻어졌으며, 이 PCR 

증폭산물을 기반으로 DNA Walking DW-ACP
TM

과 DW- ACPN
TM

 primers (Seegene Korea)

를 이용하여 증폭하 다. 이로써 start codon을 포함한 0.8 kb와 stop codon을 포함한 0.8 kb 

길이의 서열을 확인하 다. Tcel  DNA polymerase 유 자는 775개의 아미노산 잔기를 가지는 

단백질을 암호화하는 2328 bp로 이루어져 있다. Tcel DNA polymerase 유 자를 GenBank 

Accession No. GU797561로 기탁하 다. 

7.  3.  Tcel  DNA polymerase의 발   정제

  T. celericrescens genomic DNA를 주형으로 Tcel DNA polymerase 유 자의 염기서열에 

기 하여 합성된 5´ (N-terminal) primer Tcel-N (5´-NNNNNNNCATATGATACTC 

GATACCGATTACATCACC-3´,  친 부분은 제한효소 Nde I 단부 )  3  ́

(C-terminal) primer Tcel-C(5´-NNNNNNGTCGACCTTCTTCCCCTTCGGCTGCAAC-3´, 

 친 부분은 제한효소 Sal  I 단부 )를 이용하여 PCR에 의해 Tcel DNA polymerase 유

자를 증폭하 다. Tcel  DNA polymerase 유 자를 포함하는 증폭된 DNA 단편을 Nde I  

Sal I으로 단한 후 동일한 제한효소로 단된 발 벡터 pET-20b(+)와 ligation하여 E. coli  

Rosetta(DE3)pLysS에 electroporation 방법 (Sambrook et al., 1989)으로 형질 환시켰다. 이와 

같이 구축된 발  라스미드를 pTCEL이라 명명하 다. 

  발  라스미드 pTCEL을 가지는 E. coli Rosetta(DE3)pLysS을 HisTrapTMHP column과 

HiTrap
TM

Heparin HP column으로 정제하 다. Tcel  DNA polymerase의 정제는 SDS-PAGE에 

의해 monitering되었다 (그림 생략). SDS-PAGE를 통해 90,000 Da의 분자량을 가지는 단일 

단백질 band가 보여졌는데, 이 분자량은 추정 아미노산 서열로부터 계산된 Tcel  DNA 

polymerase의 분자량의 합 90,259 Da과 비교  일치하 다.

7. 4.  열안정성을 한 Tcel  mutant DNA polymerase의 제조  선별

 

  Tcel DNA polymerase의 열안정성과 PCR 증폭효율을 높이기 해, Tcel DNA polymerase 

유 자의 Phe 180, Ala 752에 해당하는 아미노산을 QuikChange site-directed mutagenesis 

method (Stratagen, USA)를 통한 point mutation을 시켰으며, 사용된 oligonucleotide primer는 

[표 2-15]14에 도시하 다.  
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[표 2-15]14 The positions of amino acid substitution and the primer sequences for mutation 

(The underlined triplets signify the mutated codons).

7.  5.  Tcel  DNA polymerase의 야생형과 돌연변이체들의 열안정성과 PCR 효율 비교

  야생형과 돌연변이체들의 효소액을 94℃에서 보 하면서 시간 간격을 두고 sampling을 한 

다음, 상기와 같이 남아있는 DNA polymerase activity를 측정해 본 결과, 야생형은 94℃에서 

보  시 6분이 지나면 활성이 반감되는 것을 확인할 수 있었고, F180Y, A752K, F180Y/A752 

돌연변이체들의 반감기는 각각 31분, 26분 42분으로 야생형보다 증가함을 확인할 수 이었다 

([그림 2-15]45A). 한 λ-DNA 2kb의 단편을 이용해 PCR효율을 비교하 다. A752K 돌연변

이체가 열안정성은 그리 높지 않치만 가장 효율이 좋은 것을 알 수 있었다 (그림 2-15]45B).   

 한, PCR 효율을 증가시키기 해 A752K 돌연변이체에 N213 잔기를 Asp로 치환시킨 

A752K/N213D 이 돌연변이체를 제조하 다. N213 잔기는 3΄-5΄ exonuclease 도메인에 속해 

있으며 processivity를 증가시켜 다고 알려져 있다 (Lee et al., 2010). 

그림 2-15]45 Thermostability and PCR efficiency comparisons of wild-type Tcel  DNA 

polymerase and its mutants. (A) Purified wild-type and mutant Tcel  DNA 

polymerases (F180Y, A752K and F180Y/A752K) were incubated separately at 

94 °C. Results are presented as half-life (T1/2). (B) Experiments for 

comparing PCR efficiency for 2-kb fragments. 

7.  6.  야생형과 Tcel  mutant DNA polymerase를 사용한 PCR 최 화

  PCR buffer 최 화 실험을 해서 50 µl 반응액마다 0.25U의 야생형과 A752K, 

A752K/N213D DNA polymerase, 각 0.2 pmol의 forward reverse primers, 200 µM dNTPs와 

20 ng 의 λ DNA를 섞어서 PCR을 수행하 다. Tcel DNA polymerase와 돌연변이체를 이용한 

PCR에서 최  pH, MgCl2, KCl를 확인하기 해 측정해 본 결과, 야생형은 30 mM Tris-HCl 

(pH 8.4), 1.5 mM MgCl2, 60 mM KCl에서 최고의 증폭결과를 나타내었고 ([그림 2-15]46A), 

A752K 돌연변이체는 30 mM Tris-HCl (pH 8.4), 1.5 mM MgCl2, 70 mM KCl에서 최고의 증

폭결과를 나타내었고 ([그림 2-15]46B), A752K/N213D 돌연변이체는 30 mM Tris-HCl (pH 
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8.4), 1.5 mM MgCl2, 80 mM KCl 에서 최고의 증폭결과를 나타내었다 ([그림 2-15]46C). 여기

에 DNA polymerase 안정제로서 0.0025 % BSA를 첨가하 다. 

[그림 2-15]46 PCR optimization with wild-type and mutant Tcel DNA polymerases. (A) 

wild-type Tcel (A), TcelA752K (B) and TcelA752K/N213D (C) DNA 

polymerases. 

7.  7.  Time-saving PCR

 Tcel, TcelA752K, TcelA752K/N213D,  Taq, Pfu  DNA polymerase들의 증폭속도를 비교하

다. TcelA752K, TcelA752K/N213D DNA polymerase는 2 kb template를 증폭하는데 5 가 걸

렸으나 야생형과 Pfu, Taq DNA polymerase는 30  이상을 요구하 다 ([그림 2-15]47). 돌연

변이체들의 증폭양은 야생형보다 훨씬 많았으며, 특히 TcelA752K/N213D DNA polymerase가 

가장 좋았다 ([그림 2-15]47).

[그림 2-15]47 Comparison of the Taq, Pfu, wild-type and mutant Tcel  DNA 

polymerases in time-saving PCR. 

7.  8.  Long-rang PCR

  Lambda DNA를 template로 Tcel, TcelA752K/N213D DNA polymerase를 이용하여 PCR을 

수행하 다. Tcel  DNA polymerase는 2분 동안 4-kb까지 증폭을 하 고, 그 이상은 증폭시키

지 못하 다. 그러나 TcelA752K/N213D  DNA polymerase는 2분동안 10-kb까지 증폭 시킬 

수 있었다 ([그림 2-15]48A). 한 TcelA752K/N213D DNA polymerase는 야생형보다 열안정

성도 3배증가함을 보 다 ([그림 2-15]48B). 
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[그림 2-15]48 Comparison of wild-type Tcel and TcelA752K/N213D DNA polymerase in 

long-range PCR and a thermostability assay. (A) λ DNA was used as the 

template and the sizes are indicated above each lane. Extension times used 

for PCR amplification were 2 min. Lane M, 1-kb DNA ladder. (B) 

Thermostabilities of wild-type Tcel and TcelA752K/N213D DNA polymerase. 

Aliquots of the mixture were removed at intervals of 5 min up to 45 min 

later.

7.  9.  Tcel  DNA polymerase의 PCR 정확성분석

  Tcel DNA polymerase의  PCR 정확성 분석을 하여 Choi  등의 방법(Choi et al., 2008)으

로 수행하 다. Tcel DNA polymerase의 error rate는 3.37 x 10-6 (error rate =mutation 

frequency/bp/duplication (Lundberg et al., 1991, Cline et al., 1996)이고 TcelA752K/N213D 

DNA polymerase의 error rate는 3.15 x 10
-6
으로 야생형과 비슷하 다. Tcel DNA polymerase

는 Taq DNA polymerase의 error rate보다 략 2.4 배정도 낮았으며 Pfu  DNA polymerase의 

정확성보다는 다소 높았다 ([표 2-15]15). 상기의 연구 (7.1-7.9) 결과물들은 Journal of 

Biotechnology (Kim et al., 2011)에 게재  국내 특허출원(10-2011-0012680, 2011년)되었다.

[표 2-15]15 Comparison of Taq, Pfu, Tcel and TcelA752K/N213D DNA polymerase 

fidelities. 

8.  Thermococcus waiotapuensis (Twa)  DNA polymerase에 한 연구

8. 1.  T. waiotapuensis  균주의 배양  genomic DNA 분리

  고온성 euryarchaeon인 T. waiotapuensis는 뉴질랜드 North Island의 Taupo 호수에서 분

리된 균주이다 (González JM et al., 1999). T. waiotapuensis  균주 (DSM12768)를 Deutsche 
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Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ)로부터 확보하 다. T. 

waiotapuensis 균주는 DSMZ에서 추천한 배지 medium 934을 이용하여 배양하 다. T. 

waiotapuensis의 genomic DNA는 Cold Spring Harbor Laboratory Press의 "Molecular 

cloning" a laboratory manual에 나온 방법으로 분리하 다.

8. 2.  Twa DNA polymerase 유 자의 cloning, sequencing 

  Twa DNA polymerase 유 자의 일부를 증폭하기 해 기존에 알려진 archaeal family B 

DNA polymerase들에 잘 보존되어 있는 motif들을 참조하여 다음과 같은 2개의 degenerate 

primer들을 제작하 다 (Kahler & Antranikian, 2000): forward primer (5´-NANTACGACAT 

ACCCTTNGC -3´)  reverse primer (5´-AACCTGGTTCTCNATNTAGT-3´). T. 

waiotapuensis genomic DNA를 주형으로 이 primer들을 이용하여 PCR을 수행한 결과 약 3.9 

kb의 증폭산물이 얻어졌으며, 이 PCR 증폭산물을 기반으로 DNA Walking DW-ACPTM과 

DW- ACPNTM primers (Seegene Korea)를 이용하여 증폭하 다. 이로써 start codon을 포함

한 1.1kb와 stop codon을 포함한 0.9kb 길이의 서열을 확인하 다. 

  Twa DNA polymerase 유 자는 1467개의 아미노산 잔기를 가지는 단백질을 암호화하는 

4404 bp로 이루어져 있다. 인테인으로 추정되는 아미노산 532개, 162개를 제외한 세 단편의 익

스테인으로 구성되는 활성형 DNA polymerase의 총 아미노산은 773개로 이루어져 있었다 ([그

림 2-15]49). Twa DNA polymerase 유 자를 GenBank Accession No. JQ399904로 기탁하 다. 

[그림 2-15]49 Extein-intein arrangements and phylogenetic relationship of Twa DNA 

polymerase. (A) Extein-intein arrangements of family B DNA polymerases. 

(B) Phylogenetic relation of Twa DNA polymerase with other family B 

DNA polymerases. The unrooted tree was constructed by MEGA 4.0 and 

PhyML program. The scale bar represents 1 inferred substitution per 50 

residues. 

8.  3.  Twa  DNA polymerase의 발   정제

  인테인이 제거된 활성형 Twa DNA polymerase 유 자를 합성하기 해 먼  N말단 익스테

인 역(N-extein, 1-491 아미노산 서열: Twa 1F, 5'- 

NNNNNCATATGATCCTCGATGCTGAC TACAT-3', Twa 1R, 5'- 
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GTAGCCGTAATAACTGTTGGCCATAATCTTGATGGC-3') 암호화 부  (1,473 bp 단편)와 

가운데 익스테인 역(M-extein, 1024-1072 아미노산 서열: Twa2F, 

5'-GCCATCAAGATTCTGGCCAACAGTTATTACGGCTAC-3', Twa2R, 5'-GCAAAGAA 

ACCGTCGGTATCCGCGTAAAGCACTT-3') 암호화 부  (147 bp) C말단 익스테인 역

(C-extein, 1235-1468 아미노산 서열: Twa3F, 5'-AAGTGCTTTACGCGGATACCGACG 

GTTTCTTTGC-3', Twa3R, 5'- NNNNNGTCGACCGTCTTCGGTTTTAGCCA-3') 암호화 

부  (699 bp 단편)를 PCR 방법으로 각각 증폭한 후 0.8% 아가로즈 겔에 기 동하여 각각 

회수하 다. 이 3가지 DNA 단편을 혼합하여 어닐링 (annealing)한 후 Twa1F 라이머와 

Twa3R 라이머를 이용하여 인테인이 제거된 활성형 Twa DNA polymerase 유 자 (2,319 

bp 단편, stop codon 제외)를 증폭하 다.  친 부분은 제한효소 SalI 단부 )를 이용하여 

PCR에 의해 Twa DNA polymerase 유 자를 증폭하 다. Twa DNA polymerase 유 자를 포

함하는 증폭된 DNA 단편을 NdeI  SalI으로 단한 다음, 0.8% agarose gel로부터 정제한 

후, 동일한 제한효소들로 단된 발 벡터 pET-20b(+)와 ligation하여 E. coli 

Rosetta(DE3)pLysS에 각각 형질 환시켰다. 정확한 construct를 가지는 clone이 라스미드의 

제한효소 단 분석에 의해 선별되었으며, 이와 같이 구축된 발  라스미드를 pTWAM이라 

명명하 다.

  발  라스미드 pTWAM을 가지는 E. coli Rosetta(DE3)pLysS을 HisTrapTMHP column

과 HiTrap
TM

 SP HP column으로 정제하 다. Twa DNA polymerase의 정제는 SDS-PAGE에 

의해 monitering되었다 (그림 생략). SDS-PAGE를 통해 90,000 Da의 분자량을 가지는 단일 

단백질 band가 보여졌는데, 이 분자량은 추정 아미노산 서열로부터 계산된 Twa DNA 

polymerase의 분자량의 합 90,072 Da과 비교  일치하 다.

8.4. Twa  DNA polymerase의 특성

  DNA polymerase activity는 Choi와 Kwon의 방법(Choi and Kwon, 2006)으로 측정되었다. 

pH가 Twa DNA polymerase activity에 미치는 향을 살펴보기 해 pH 5.0-8.0 범 의 50 

mM buffer (pH 5.0-7.0는 50 mM MES buffer, pH 7.0-8.0은 50 mM Tris-HCl buffer)를 사

용하여 상기와 같이 DNA polymerase activity를 측정해 본 결과, Twa DNA polymerase는 pH 

6.0에서 최  활성을 나타내었다 ([그림 2-15]50A). 온도에 미치는 향을 살펴보기 해 

50-90℃에서 상기와 같이 DNA polymerase activity를 측정해 본 결과, Twa DNA polymerase

는 75℃에서 최  활성을 나타내었다 ([그림 2-15]50B). MgCl2 존재 하에서 Twa DNA 

polymerase 활성을 측정해 본 결과, Twa DNA polymerase는 8 mM Mg2+ 존재 하에서 최  

활성을 나타내었다 ([그림 2-15]50C). 다양한 농도의 KCl 존재 하에서 상기와 같이 DNA 

polymerase activity를 측정해 본 결과, Twa DNA polymerase는 100 mM KCl 존재 하에서 최

 활성을 나타내었다 ([그림 2-15]50D). 다양한 농도의 (NH4)2SO4 존재 하에서 상기와 같이 

DNA polymerase activity를 측정해 본 결과, Twa DNA polymerase는 5 mM (NH4)2SO4 존재 

하에서 최  활성을 나타내었다 ([그림 2-15]50E). Twa DNA polymerase의 thermostability를 

살펴보기 해 효소액을 94℃와 99℃에서 14시간 동안 보 하면서 시간 간격을 두고 sampling

을 한 다음, 상기와 같이 DNA polymerase activity를 측정해 본 결과, Twa DNA polymerase

는 99℃에서 보  시 4시간 이 지나면 활성이 반감 되는 것을 확인할 수 있었다 ([그림 

2-15]50E).
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Primer name
(target size)

Primer Sequence

Anchor-λ F 5' - CCTGCTCTGCCGCTTCACGC - 3'

λ-2 R (2 kb) 5' - CCATGATTCAGTGTGCCCGTCTGG - 3'

λ-5 R (5 kb) 5' - CGAACGTCGCGCAGAGAAACAGG - 3'

λ-8 R (8 kb) 5' - GCCTCGTTGCGTTTGTTTGCACG - 3'

λ-10 R (10 kb) 5' - GCACAGAAGCTATTATGCGTCCCCAGG - 3'

λ-15 R (15 kb) 5' - CTTGTTCCTTTGCCGCGAGAATGG - 3'

λ-20 F 5' - GATACGGGAAAACGTAAAACCTTCG - 3'

λ-20 R (20 kb)

β-actin F (280 bp)

β-actin R (280 bp)

HBBF (1.5kb)

HBB R (1.5kb)

5' - GACTGTCCGTTTTCGATAAATAAGC - 3'

5' - TCACCCACACTGTGCCCCATCTACGA - 3

5' - CAGCGGAACCGCTCATTGCCAATGG - 3

5' -ACATTTGCTTCTGACACAACTG - 3

5' - AGGCAGAATCCAGATGCTCAA - 3

[그림 2-15]50 Characterization of Twa DNA polymerase. Twa DNA polymerases from pTWAP 

and pTWAM showed the same results, and therefore these results are presented 

as one. (A) pH: 50 mM MES (●), 50 mM Tris-HCl (○); (B) temperature; (C) 

MgCl2; (D) KCl; (E) (NH4)2SO4. (F) Thermostability. 94℃ (●) and 99℃ (○).

8.  5.  Twa  DNA polymerase을 사용한 PCR 최 화

  PCR buffer 최 화 실험을 해서 50 µl 반응액마다 0.1U의 Twa DNA polymerase, 각 0.2 

pmol의 forward  reverse primers ([표 2-15]16), 200 µM dNTPs와 25 ng 의 λ DNA를 섞

어서 PCR을 수행하 다. Twa DNA polymerase를 이용한 PCR에서 최  pH를 측정해 본 결

과, Twa DNA polymerase는  50 mM Tris-HCl (pH 8.2)에서 최고의 증폭결과를 나타내었다. 

MgCl2, KCl, (NH4)2SO4이 Twa DNA polymerase를 이용한 PCR결과에 미치는 향을 살펴보

기 해 각각 0-7 mM, 0-90 mM, and 0-12 mM 농도를 사용하여 PCR을 수행하 다. Twa 

DNA polymerase를 이용한 PCR에서 2 mM MgCl2, 30 mM KCl 과 2 mM (NH4)2SO4 최 조

건의 buffer임을 확인하 다 ([그림 2-15]51). 여기에 DNA polymerase 안정제로서 0.005 % 

BSA와 0.01% Triton-X-100을 첨가하 다.

[표 2-15]16 Primers used for PCR extension efficiency assays.   

[그림 2-15]51 PCR optimization with Twa DNA polymerase. Effect on PCR amplification 

with Twa DNA polymerase of (A) pH; (B) MgCl2; (C) KCl; (D) (NH4)2SO4. 
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8. 6.  Twa  DNA polymerase의 증폭효율

  Lambda DNA와 human genomic DNA를 template로 [표 2-15]16의 primer를 이용하여  

Twa, Taq (Takara), Pfu  (Promega) DNA polymerase를 이용하여 PCR을 수행하 다. Lambda 

DNA 단편을 증폭시킨 결과 Twa와 Pfu  DNA polymerase는 8-kb까지 증폭을 하 고, 그 이상

은 증폭시키지 못하 다. 그러나 Taq DNA polymerase는 10-kb까지 증폭 시킬 수 있었다 ([그

림 2-15]52A). 한 Twa, Taq, Pfu DNA polymerase는 human genomic DNA로부터 β-actin 

gene (280 bp)와 hemoglobin (1.5 kb)을 잘 증폭 시킬 수 있었다 ([그림 2-15]52B and C). 

[그림 2-15]52 Comparison of PCR extension efficiency of Twa, Taq and Pfu  DNA 

polymerases. (A) Amplification of 2-10 kb of λ DNA template. (B) 

Amplification of 280 bp of the β-actin gene using human genomic DNA as 

a template. (C) Amplification of 1.5 kb of the hemoglobin gene using 

human genomic DNA as a template. 

8.  7.  Long-rage PCR을 한 DNA polymerase mixture

  Taq과 Twa DNA polymerase를 enzyme units 기 으로 1:1- 20:1 비율로 섞어서 PCR을 수

행하 다. Lambda DNA fragments (10 kb)를 증폭하는데 template로 25 ng 의 lambda DNA 

와 Anchor-λ F와 λ-10R primers를 사용하 고 Taq과 Twa DNA polymerase 혼합 enzyme과 

Taq buffer (PCR buffer; TaKaRa Bio, Japan)를 사용하 다 ([그림 2-15]53A). Taq과 Twa 

DNA polymerase 혼합의 가장 좋은 효율을 보인 비율은 15:1 이었고 이 비율을 혼합을 Twa 

plus DNA polymerase라고 명명하 다. Twa, Taq, Twa plus(Taq/Twa  DNA polymerase, 15:1 

ratio) DNA polymerase와 증폭효율을 비교하기 해 2, 5, 10, 15, 20 kb 길이의 lambda DNA 

fragments를 이용하 다 ([그림 2-15]53B). 그 결과 Taq  DNA polymrease는 10-kb 까지 증폭

할 수 있었으나 Twa plus DNA polymerase는 20kb까지 합성이 가능함을 확인할 수 있었다 

([그림 2-15]53B).
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 [그림 2-15]53 Twa plus DNA polymerase for long range PCR. (A) Optimal ratio of DNA 

polymerase mixture. A 10 kb target was amplified using a DNA polymerase 

mixture, with concentration ratios varied as indicated. (B) Amplification of 

2-20 kb of λ DNA template by Twa plus DNA polymerase.

8. Twa  DNA polymerase의 PCR 정확성분석

   Twa DNA polymerase의  PCR 정확성 분석을 하여 Choi  등의 방법(Choi et al., 2008)

으로 수행하 다. Twa DNA polymerase의 error rate는 0.74 x 10-5 (error rate =mutation 

frequency/bp/duplication (Lundberg et al., 1991, Cline et al., 1996)이고 Twa plus DNA 

polymerase의 error rate는 1.4 x 10
-5
으로 높은 정확성을 보 다. Twa DNA polymerase는 

Taq DNA polymerase의 error rate보다 략 4배정도 낮았으며 Pfu  DNA polymerase의 정확

성보다는 약 1.3배 낮았으며, Twa plus DNA polymerase의 정확성도 Taq DNA polymerase보

다 높았다 ([표 2-15]17). 상기의 연구 (8.1-8.8) 결과물들은 Enzyme and Microbial 

Technology (Cho et al., 2012a)에 게재되었다.

[표 2-15]17 Comparison of Taq, Pfu, Vent, KOD, Twa and Twa plus DNA polymerase 

fidelities. 

 

Number of colonies
Mutation 
frequency

a
Template 
doublings

b
Error rate

c

(x 10
-5
)

Fold improvement 
over TaqBlue White and 

Pale blue 

Taq 6895 1365 0.17 6.54 3.04 1.00

Pfu 7338 282 0.04 4.49 0.99 3.07

Vent 5964 270 0.04 5.12 1.02 2.99

KOD

Twa

Twa     
plus

6087

5732

6122

303

158

376

0.05

0.03

0.06

5.68

4.37

4.94

1.00

0.74

1.40

3.03

4.12

2.16

8.  9.  Twa  mutant DNA polymerase의 제조  선별

  Twa DNA polymerase의 PCR 증폭효율을 높이기 해, Twa DNA polymerase 유 자의 

Ala 381, Asn 501, Asn 565와 His 633에 해당하는 아미노산을 QuikChange site-directed 

mutagenesis method (Stratagen, USA)를 통한 point mutation을 시켰으며, 사용된 

oligonucleotide primer는 [표 2-15]18에 도시하 다.  
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Name of
mutant

Position of amino
acid substitution

Mutation primer sequence

A381R Ala→Arg 5'-GAGTTAGCAAGGAGACGGGAGAGCTACGCG-3'

N501R Asn→Arg 5'-CTACGGCTACGCACGTGCCCGCTGG-3'

N501A Asn→Ala 5'-CTACGGCTACGCAGCTGCCCGCTGG-3'

N501D Asn→Asp 5'-CTACGGCTACGCAGATGCCCGCTGG-3'

N501E Asn→Glu 5'-CTACGGCTACGCAGAAGCCCGCTGG-3'

N501K Asn→Lys 5'-CTACGGCTACGCAAAGGCCCGCTGG-3'

N565K Asn→Lys 5'-CTAAAGAATTCCTGAAATACATCAACCCCAG-3'

H633R His→Arg 5'-GAGGCGATACTCAAGCGCGGTGACGTCGAAG-3'

H633D His→Asp 5'–GAGGCGATACTCAAGGACGGTGACGTCGAAG-3'

H633E His→Glu 5'-GAGGCGATACTCAAGGAAGGTGACGTCGAAG-3'

H633K His→Lys 5'-GAGGCGATACTCAAGAAAGGTGACGTCGAAG-3'

 이들 primer들을 이용하여 PCR을 통한 증폭된 단편들은 Dpn I을 처리한 후 E. coli  DH5α에 

형질 환시켰다. 돌연변이체들은 sequencing을 통해 확인한 후, E. coli  Rosetta(DE3)pLysS에

서 발 시킨 후 정제하여 특성을 찰하 다. 이들 돌연변이체 에서 특히 N501R과 H633D 

돌연변이체가 효소활성  PCR에서 가장 우수함을 보 다. ([그림 2-15]54)

[표 2-15]18 The positions of amino acid substitution and the primer sequences for mutation

- The underlined triplets signify the mutated codons.

[그림 2-15]54 Comparisons of DNA polymerase activities and PCR efficiencies. (A) Results 

are presented as a percentage of radioactivity incorporated by the wild-type 

polymerase percentage of relative incorporated radioactivity compared to 

wild-type. (B) Experiments for comparing PCR efficiency for 2-kb fragments. 

  

  Twa N501과 H633번째 아미노산을 [표 2-15]16의 primer들을 이용하여 다양한 아미노산으로 

치환시킨 다음 time-saving PCR 효울을 분석하 다. 그 결과 N501R과 H633R 돌연변이체가 

2-kb를 10 에도 증폭시킬 수 있었으며, 증폭량도 많음을 확인하 다 ([그림 2-15]55). 

[그림 2-15]55 Comparison of the wild-type and mutant Twa DNA polymerases in time-saving 

PCR. (A) Comparison of the wild-type and Twa N501 mutant DNA polymerases. 

(B) Comparison of the wild-type and Twa H633 mutant DNA polymerases. 
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  한 λ-와 pTYB1 plasmid DNA를 template로 wild-type, Twa N501R, Twa H633R, Twa 

N501R/H633R, Pfu  (Promega), Vent (NEB), Taq (Takara) DNA polymerase들의 time-saving 

PCR 효율을 분석하 다. 그 결과 Twa N501R, Twa H633R, Twa N501R/H633R DNA 

polymerase 경우 Taq과 Vent DNA polymerase 보다 증폭 속도가 빨랐으며 ([그림 2-15]56A), 

pTYB1 plasmid DNA를 이용해 PCR을 수행했을때도 30 에 4-kb까지 증폭하는 것을 알 수 

있었다 ([그림 2-15]56B). 

[그림 2-15]56 Comparison of the wild-type and mutant Twa DNA polymerases, Pfu, Vent 

and Taq in time-saving PCR. (A) Comparison of the wild-type, Twa N501R 

mutant, Twa H633R mutant, Twa N501R/H633R mutant, Pfu, Vent and Taq  

DNA polymerases. (B) pTYB1 plasmid DNA was used as the template and 

amplicon sizes are indicated top of lanes. 

8.  10.  Twa  mutant DNA polymerase의 PCR 특성 

  Twa 돌연변이체 효소의 PCR 우수성의 원리를 이해하기 해 processivity 분석을 수행하

다. 야생형과 돌연변이체들과의 processivity 차이를 설명하기 해 nucleotide 당 chain 

elongation probability를 측정했다; 이 probability는 microscopic processivity parameter로 정

의된다. 각 효소의 정 은 McClure와 Chow 방법에 따라 로그 단 로 기록되었다. 직선의 기

울기는 log P와 같고 평균 primer 연장길이는 1/(1-P)로 계산하 다. [그림 2-15]57은 야생형

과 돌연변이체 DNA polymerase들의 electropherogram 추 을 보여 다. Electropherogram에

서의 정 들을 단일 primer 연장 생산물을 나타내고 간 생성물 길이 근처에 치한 주 정

을 DNA polymerase의 processivity로 정했다. 야생형의  processivity는 27 (nt), Twa N501R 

DNA polymerase는 79 (nt), Twa H633R DNA polymerase는 49 (nt), Twa N501R/H633R 

DNA polymerase의 79(nt) 이었다 ([표 2-15]19). 이 결과들은 Twa N501R과 H633R DNA 

polymerase가 야생형보다 각각 약 3배, 1.8배 processivity가 향상되었다. 
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[그림 2-15]57 Comparison of processivity of wild-type and mutant Twa DNA polymerases. 

Peaks in electropherogram traces of Twa and mutant Twa DNA  

polymerases correspond to single primer extension products. 

[표 2-15]19 Summary of the processivity parameters.

　
Microscopic

processivity (P)

Average primerextension length (nt)

[1/(1-P)]

Twa 0.9636 27 

Twa N501R 0.9874 79 

Twa H633R 0.9797 49 

Twa N501R/H633R 0.9874 79 

   DNA polymerase의 extension rate를 비교분석하기 해 M13 primer 

(5'-GCATCGGAACGAGGGTAGCAACGG-3')로 비된 M13 ssDNA (NEB)를 기질로 이용

했다. 반응 혼합물(50 μl)은 기질, 각각 250 μM dATP, dTTP, dGTP, 25 μM dCTP, 10 μCi [α

-32P] dCTP (800 Ci/mmol, PerkinElmer), 각각 0.4 μg DNA polymerase, Twa DNA 

polymerase 완충액으로 구성되어있다. 각 고정 시간 동안 배양 후, 반응 혼합물을 취해 60 

mM EDTA와 60 mM NaOH가 포함된 동량의 정지액을 첨가하 다. agarose 겔 기 동을 

통해 각 sample을 분석하 다. 야생형과 돌연변이 DNA polymerase의 연장속도는 각 고정시

간동안의 DNA 합성 길이로 계산하 다. 각 DNA polymerase의 간 값은 연장속도로 정하

다. 야생형 polymerase는 6 nt/s, Twa N501R DNA polymerase는 11 nt/s, Twa H633R DNA 

polymerase는 9 nt/s, Twa N501R/H633R DNA polymerase의 9 nt/s 이었다 ([그림 2-15]58). 

이 결과들은 Twa 돌연변이체들이 야생형보다 각 약 2배, 1.5배 빠른 연장속도를 보 다. 상기

의 연구 (8.9-8.10) 결과물들은 국내 특허출원(10-2011-0117309, 2011년)되었다.

[그림 2-15]58 Comparison of extension rates of wild-type and mutant Twa DNA 

polymerases. The extension rates of the wild-type and mutant Twa DNA 

polymerases were calculated from the length of DNA synthesized for each 

extension time indicated at the top of the figure.
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제 2  DNA ligase

1. 서론

  DNA ligase는 ATP 는 NAD+의 high energy adenylate를 이용하여 DNA의 한 가닥이 

단된 nick이나 두 가닥 모두 단된 DNA 단편들의 5´-phosphate 말단과 3´-hydroxyl 말단 사

이를 연결시키는 효소로서, 생명체에 있어 DNA 복제, 재조합  수리 시에 요한 효소이며, 

이용의 측면에서 molecular cloning 시에 필수 효소이다 (Lehman, 1974). DNA ligase들은 

cofactor 요구성에 따라 ATP-dependent DNA ligase (Doherty and Wigley, 1999)와 

NAD
+
-dependent DNA ligase (Timson and Wigley, 1999)로 나뉘어진다. ATP-dependent 

DNA ligase들은 진핵생물, 진정세균, 고세균, bacteriophage, eukaryotic virus 등에 폭넓게 존

재하나, NAD
+
-dependent DNA ligase들은 진정세균들에만 존재한다.

  내열성 DNA ligase는 Thermus thermophilus HB8 (Takahashi et al., 1984), Thermus  

filiformis  (Kim & Kwon, 1998) 등의 고온균들과 Desulfurolobus ambivalens  (Kletzin, 1992), 

Methanothermobacter thermautotrophicus (Sriskanda et al., 2000), Pyrococcus horikoshii 

(Keppetipola & Shuman, 2005) 등의 몇몇 고온성 고세균들로부터 연구되어 왔다. T. 

filiformis NAD+-dependent DNA ligase는 내열성 DNA ligase들 에서 처음으로 crystal 

structure가 밝 졌으며 (Lee et al., 2000), 효소활성에 있어 각 domain들의 역할이 규명되었다 

(Jeon et al., 2004).

  내열성 DNA ligase는 유 자 변이에 의한 질병을 확인하는 ligase chain reaction (LCR) 기

술의 핵심요소이다 (Barany, 1991). LCR 기술은 어떤 유 자 염기서열의 변이에 의해 발생하

는 유 병을 정확하게 진단할 수 있어 PCR 기술과 함께 임상진단에 상호보완 으로 이용된다. 

한, 내열성 DNA ligase는 genome 내의 multiple trinucleotide repeats 부 를 검출하는 

repeat expansion detection (RED) (Schalling et al., 1993), 특이 부 에 단일 는 다 의 

point mutation을 도입시키는 simultaneous mutagenesis of multiple sites (Rouwendal et al., 

1993) 등에도 이용된다.

  최근에 고세균 crenarchaeota로부터 ATP외에 ADP 는 GTP를 cofactor로 이용할 수 있는 

새로운 형태의 DNA ligase 들이 보고되었다. 특히 Staphylothermus marinus DNA ligase 

(Seo et al., 2007)는 ATP외에 ADP를 cofactor로 이용할 수 있으며, Sulfophobococcus zilligii 

DNA ligase (Sun et al., 2008)는 ATP외에도 ADP  GTP를 cofactor로 이용할 수 있는  

DNA ligase로 밝 졌다.  고세균 Euryarchaeota로부터 ATP외에 NAD
+
를 cofactor로 이용할 

수 있는 Thermococcus onnurineus  NA1 DNA ligase (Kim et al., 2006), Thermococcus 

fumicolans DNA ligase (Rolland et al., 2004) 등이 보고되었다. 이는 crenarchaeota 유래의 

DNA ligase가 진화 으로 가장 기 DNA ligase이며 이들 cofactor 특이성이 Euryarchaeota

와 Eukarya의 ATP dependent DNA ligase로 진화되었음을 암시하며,  Euryarchaeota 유래

의 ATP  NAD
+
 cofactor 이용성 에서 NAD

+
 cofactor 특성만이 Bacteria로 진화되었을 것

으로 추정된다. 따라서 다양한 cofactor로 이용할 수 있는 이들 고세균 DNA ligase들은 오늘날 

ATP-dependent DNA ligase와 NAD+-dependent DNA ligase로 진화된 연 계를 밝힐 수 

있는 요 재료들이다.
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2.  Staphylothermus marinus  (Sma) DNA ligase에 한 연구

2. 1.  Sma  DNA ligase 유 자의 cloning, sequencing  sequence analysis

  Sma DNA ligase 유 자의 일부를 증폭하기 해 기존에 알려진 archaeal ATP-dependent 

DNA ligase들에 잘 보존되어 있는 부 들을 참조하여 다음과 같은 2개의 degenerate primer들

을 제작하 다: forward primer LigF (5´-GA(N) TAT(C)AAA(G)TAT(C)GAT(C)GGA(T)-3´) 

 reverse primer LigR (5´-CTA (G)A(G)AT(A)CAT(A)CAA(T)CAA(T)CCA(T)-3´). S. 

marinus  genomic DNA를 주형으로 이 primer들을 이용하여 PCR을 수행한 결과 약 540 bp의 

증폭산물이 얻어졌으며, 이 증폭산물의 염기서열을 결정하여 분석해보니 상 로 archaeal 

ATP-dependent DNA ligase들과 높은 상동성을 나타내었다. 이 PCR   증폭산물의 염기서열

을 바탕으로 LA PCR in vitro  Cloning Kit와 Walking SpeedUp Kit를 이용하여 Sma DNA 

ligase 유 자의 완 한 염기서열을 얻을 수 있었다.

  Sma DNA ligase 유 자는 stop codon을 포함하여 1,836 bp로 이루어져 있으며, 611개의 아

미노산으로 구성된 단백질을 암호화하고 있는 것으로 확인되었다. 한, 이로부터 추정되는 분

자량이 69,288 Da이라는 것을 확인하 다.

2. 2.  Sma  DNA ligase의 아미노산 서열의 상동성 분석

  Sma DNA ligase의 아미노산 서열을 종래의 에어로 이럼 퍼닉스, 이로코커스 아비씨, 써

머코커스 코다카 시스 ATP-dependent DNA ligase들의 아미노산 서열과 주요 6개의 motif를 

비교 분석하 다 (그림생략). Sma DNA ligase는 611개의 아미노산으로 구성되어진 새로운 

ATP-dependent DNA ligase임이 확인되었다. Sma DNA ligase는 에어로 이럼 퍼닉스, 이

로코커스 아비씨, 써머코커스 코다카 시스 DNA 연결효소들과 각각 65.5%, 38.3%  38.0%의 

아미노산 서열 상동성을 보 으며, Sma DNA ligase 서열 내부에는 내열성 ATP- dependent 

DNA ligase들에서 잘 보존된 6개의 motif를 가지고 있음을 확인하 는데, 특히 효소활성  

adenylation에 여되는 motif I 에서 매우 높은 아미노산 서열 상동성을 가지는 것으로 확인

되었다.

2. 3.  Sma  DNA ligase의 발   정제

  S. marinus genomic DNA를 주형으로 Sma DNA ligase 유 자의 염기서열에 기 하여 합

성된 5  ́ (N-terminal) primer SmLigN (5´-AGGATTACATATGGC 

TGCACAGCAGAGCGAA-3´,  친 부분은 제한효소 NdeI 단부 )  3  ́ (C-terminal) 

primer SmLigC (5´-ATAACTCGAGTTCAGATAATTTCTTTAG TTGTCTTTT-3´,  

친 부분은 제한효소 XhoI 단부 )를 이용하여 PCR에 의해 Sma DNA ligase 유 자를 증폭

하 다. Sma DNA ligase 유 자를 포함하는 증폭된 DNA 단편을 NdeI  XhoI으로 단한 

다음, 1% agarose gel로부터 정제한 후, 동일한 제한효소들로 단된 발 벡터 pET-22b(+)와 

ligation하여 E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL에 electroporation 방법으로 형질 환시켰다. 

정확한 construct를 가지는 clone이 라스미드의 제한효소 단 분석에 의해 선별되었으며, 이

와 같이 구축된 발  라스미드를 pESML이라 명명하 다.
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  발  라스미드 pESML을 가지는 E. coli  BL21-CodonPlus(DE3)-RIL을 100 ㎍/㎖ 

ampicillin과 50 ㎍/㎖ chloramphenicol이 포함된 LB broth 1리터에 종하여 A600이 0.7 정도가 

될 때까지 37℃에서 배양한 후, 단백질 발 을 해 0.5 mM IPTG를 첨가한 다음, 6시간 더 

배양하 다. 원심분리에 의해 회수된 균체는 1 mM PMSF를 포함하는 buffer A (20 mM 

Tris-HCl (pH 7.4) / 1 mM EDTA)에 탁되었으며, 탁된 균체는 음  쇄된 다음, E. 

coli  cell wall과 insoluble debris를 제거하기 해 35,000 g로 4℃에서 20분간 원심분리되었다. 

열에 약한 E. coli  단백질들의 부분은 80℃에서 50분 동안의 열처리에 의해 변성되었으며, 

35,000 g로 4℃에서 20분간의 원심분리에 의해 제거되었다. 원심분리 후 상층액은 buffer A에 

해 투석된 다음, buffer A로 평형화된 UNO S column에 loading되었다. 이 column을 buffer 

A의 10 volume을 가지고 washing한 다음, 단백질을 buffer A에서 비된 0-1 M NaCl의 

linear gradient를 통해 elution하 다. Sma DNA ligase를 포함하는 분획들을 모아 buffer B 

(20 mM Tris-HCl (pH 7.4) / 0.5 M NaCl)에 해 투석한 다음, buffer B로 평형화된 

HisTrap FF column에 loading하 다. 이 column을 buffer B의 10 volume을 가지고 washing

한 다음, 단백질을 buffer A에서 비된 0-0.5 M imidazole의 linear gradient를 통해 elution하

다. Sma DNA ligase의 정제는 SDS-PAGE에 의해 monitering되었다 (그림생략). 

SDS-PAGE를 통해 69,000 Da의 분자량을 가지는 단일 단백질 band가 보여졌는데, 이 분자량

은 추정 아미노산 서열로부터 계산된 Sma DNA ligase의 분자량의 합 69,288 Da과 거의 일치

하 다.

2. 4.  Sma  DNA ligase의 특성

  DNA ligase의 연결반응 활성 측정을 해 nick closing activity assay 방법을 사용하 다. 

기질은, 이  가닥 DNA  한쪽 가닥은 주형 DNA로 70개의 긴 올리고뉴클 오타이드 

SM-Tem이고 다른 가닥은 주형 올리고뉴클 오타이드과 상보 으로 nick이 존재하는 2개의 

올리고뉴클 오타이드가 존재하도록 하 다. 주형 DNA인 SM-Tem의 염기서열은 

5'-GACGCGAACCACGGTACTCGACGCTCCTCTAGACCCGACCTGTTGGCATGCAGCTAC

GGATCCGGACTCG-3'이다. 그리고 주형 DNA의 5' 역에 상보 인 올리고뉴크 오타이드 

3SM-Com의 염기서열은 5'-GGTCTAGAGGAGCGTCGAGTACCGTGGTTCGCGTC-3'이고, 

주형 DNA의 3' 역에 상보 인 올리고뉴크 오타이드 5SM-Com의 염기서열은 

5'-CGAGTCCGGATCCGTAGCTGCATGCCAACAGGTCG-3'이다. 이들 기질로 이용되는 올

리고뉴클 오타이드  3SM-Com은 3'-OH 말단에 biotin을 5' 말단에 phosphate를 넣어서 합

성하고, 다른 올리고뉴클 오타이드 5SM-Com의 5'-P 말단 쪽에 형 인 fluorescein을 넣어 

합성하 다. 그리고 이들 올리고뉴클 오타이드들을 각각 5 pmol씩을 취하여 94℃에서 5분간 

처리하여 변성시킨 후 25℃에서 20분간 방치하여 annealing한 다음 기질로 이용하여 기 

DNA ligase의 nick closing activity를 조사하는데 기질로 사용하 다.

  한, 효소 반응기로서 96-well microplate를 사용하 으며, 효소 반응기질인 3SM-Com은 

3'-OH 말단에 결합되어 있는 biotin이 96-well microplate에 잘 결합할 수 있도록 streptavidin

의 코 을 아래와 같이 하 다. 96-well microplate의 각 well당 100 ㎕의 코 완충액 

(carbonate buffer)에 0.5 ㎍의 streptavidin을 녹여 첨가한 후, 37℃에서 2시간 동안 방치하여 

streptavidin을 코 했다. 기의 well에 2% BSA가 포함된 1X TBST (100 mM Tris-HCl 

(pH 8.0), 150 mM NaCl, 0.05% Tween-20)를 넣어 37℃에서 30분 동안 방치하여 코 되지 않
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은 부분을 blocking 해주었고, well을 1X TBST 완충액으로 3회 씻어주었다.

  DNA 연결반응 활성의 측정은 Thorbjarnardottir 등의 방법 (참조: Thorbjarnardottir et al., 

1995)을 이용하여 다음과 같이 수행하 다. 반응 혼합물 (정제된 Sma DNA ligase 0.2 pmol, 

20 mM Tris-HCl (pH 7.4), 10 mM KCl, 5 mM MgCl2, 2 mM DTT, 0.01% BSA, 상기에서 

제조된 nick이 있는 70 염기 DNA 기질 5 pmol, 1 mM ATP) 20 ㎕를 70℃에서 20분간 반응

시킨 후, 얼음에서 냉시켰다. 100 mM EDTA를 2 ㎕ 첨가하여 반응을 종결시킨 후 기 반

응액 20 ㎕을 코 된 96-well microplate에 옮겨서 1X TBST 30 ㎕을 첨가하여 37℃에서 1시

간 동안 반응시켰다. 반응이 끝나면 반응액을 제거하고 well을 멸균수로 씻어주고 0.1 N 

NaOH 70 ㎕을 첨가하여 5분간 변성시켰다. 멸균수로 2회, 1X TBST로 2회 씻어  후, 

alkaline phosphatase가 결합된 형 인 fluorescein에 한 second antibody를 1/1000로 희석하

여 50 ㎕씩 넣고 37℃에서 30분간 반응시켰다. 반응액을 제거한 후 1X TBST로 6회 씻어낸 

다음, alkaline phosphatase에 한 기질 용액 (5 mM pNPP, 100 mM Tris-HCl (pH 9.0), 1 

mM MgCl2, 0.5 mM ZnCl2)을 70 ㎕ 첨가하여 37℃에서 30분간 반응시켜 발색 반응이 일어나

도록 하 다. ELISA reader를 이용하여 405 nm에서 흡 도를 측정하여 nick closing activity

를 측정하 다.

  먼 , Sma DNA ligase의 cofactor 사용 여부에 한 향을 조사하 다. ATP 뿐만 아니라 

ADP에서도 80% 이상의 활성이 나타났으며, CTP 사용 시에도 40% 이상의 활성을 나타내었

다 ([그림 2-15]59A). 속 보조인자에 한 향을 조사하 다. 여러 가지 2가 양이온의 사용

여부를 조사한 결과 Mg
2+
와 Mn

2+
에서는 높은 활성이 나타났으며, Ca

2+
와 Zn

2+
에서는 해되는 

상을 나타내었다 ([그림 2-15]59B). Mg2+와 Mn2+의 농도에 따른 활성을 조사한 결과 두 종

류 모두 6 mM 농도에서 최 의 활성을 나타내었다 ([그림 2-15]59C).

[그림 2-15]59 Broad cofactor specificity of Sma DNA ligase. (A) Nucleotide specificity. 

(B) divalent cations (C)  Mg
2+ 

(●) and Mn
2+ 

(○) concentration.  

 부가 으로 방사선 동 원소로 표지된 70-mer oligonucleotide를 이용하여 Sma DNA ligase

에 한 DNA ligation assay를 수행하 다. Ligation assay의 후보 cofactor로서 ATP와 ADP, 

를 선택하 다. Ligation 산물을 PAGE 겔에서 검출한 결과, 2가지 nucleotide cofactors (ATP, 

ADP)를 첨가한 반응액에서 ligation 활성을 검출할 수 있었다 ([그림 2-15]60).
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[그림 2-15]60 Ligation assay of Sma DNA ligase with ATP and ADP. The nick-closing 

activity was determined by ligating 32P-labeled nicked substrate, as 

described in the Materials and methods section. This change in size was 

monitored on denaturing 12% polyacrylamide-7M urea gels. Lane 1, after 

reaction with ATP as a cofactor at 75℃ for 20 min; lane 2, after reaction 

with ADP as a cofactor at 75℃ for 20 min; lane C, before reaction at 75℃ 

for 20 min as a control.

Sma DNA ligase의 pH에 한 향을 조사하 다. 20 mM MES-NaOH (pH 6.0-7.0)와 20 

mM Tris-HCl (pH 7.0-9.0)에서 활성을 조사한 결과 20 mM Tris-HCl (pH 6.5)에서 최 의 

활성이 확인되었다 ([그림 2-15]61A). Sma DNA ligase의 온도에 한 향을 조사하 다. 

40-90℃에서 활성을 조사한 결과 75℃에서 최 으로 확인되었다 ([그림 2-15]61B). Sma DNA 

ligase의 내열성을 조사하기 해, 각각 100℃, 95℃, 85℃  75℃에서 0-4시간 동안 열처리를 

한 후, 상기의 방법에 의해 활성을 측정한 결과 100℃에서 2.8시간 동안 50%의 활성을 나타내

었다 ([그림 2-15]61C). 다음으로 Sma DNA ligase의 KCl (0-200 mM)에 한 향을 조사한 

결과 0-40 mM 까지 활성이 증가함을 확인하 다 ([그림 2-15]61D). 상기의 연구 (2.1-2.4) 결

과물들은 Journal of Biotechnology (Seo et al., 2007)에 게재와 동시에 국내 특허등록

(10-0673836, 2007년)되었다.

[그림 2-15]61 Characterization of Sma DNA ligase. (A) pH (B) 

temperature (C) thermostability, 75℃ (○), 85℃（●), 95℃ 

(▲), 100℃ (◆) (D) KCl 
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3.  Sulfophobococcus zilligii  (Szi) DNA ligase에 한 연구

3. 1.  Szi  DNA ligase 유 자의 cloning, sequencing  sequence analysis

  Szi  DNA ligase 유 자의 일부를 증폭하기 해 기존에 알려진 archaeal ATP-dependent 

DNA ligase들에 잘 보존되어 있는 부 들을 참조하여 다음과 같은 2개의 degenerate primer들

을 제작하 다: forward primer LigF (5´-GA(N)  TAT(C)AAA(G)TAT(C)GAT(C)GGA(T) 

-3´)  reverse primer LigR (5´-CTA (G)A(G)AT(A)CAT(A)CAA(T)CAA(T)CCA(T)-3´). 

S. zilligii  genomic DNA를 주형으로 이 primer들을 이용하여 PCR을 수행한 결과 약 540 bp

의 증폭산물이 얻어졌으며, 이 증폭산물의 염기서열을 결정하여 분석해보니 상 로 archaeal 

ATP-dependent DNA ligase들과 높은 상동성을 나타내었다. 이 PCR 증폭산물의 염기서열을 

바탕으로 LA PCR in vitro  Cloning Kit와 Walking SpeedUp  Kit를 이용하여 Szi  DNA ligase 

유 자의 완 한 염기서열을 얻을 수 있었다.  Szi DNA ligase 유 자는 stop codon을 포함하

여 1,821 bp로 이루어져 있으며, 606개의 아미노산으로 구성된 단백질을 암호화하고 있는 것으

로 확인되었다. 한, 이로부터 추정되는 분자량이 68,391 Da이라는 것을 확인하 다.

3. 2.  Szi  DNA ligase의 아미노산 서열의 상동성 분석

  Szi  DNA ligase의 아미노산 서열을 종래의 에어로 이럼 퍼닉스, 설포로부스 시바테, 써머

코커스 코다카 시스 ATP-dependent DNA ligase들의 아미노산 서열과 주요 6개의 motif를 

비교 분석하 다 (그림생략). Szi DNA ligase는 606개의 아미노산으로 구성되어진 새로운 

ATP-dependent DNA ligase임이 확인되었다. Szi DNA ligase는 에어로 이럼 퍼닉스, 설포로

부스 시바테, 써머코커스 코다카 시스 DNA 연결효소들과 각각 64.0%, 59.6%  37.6%의 아

미노산 서열 상동성을 보 으며, Szi DNA ligase 서열 내부에는 내열성 ATP-dependent DNA 

ligase들에서 잘 보존된 6개의 motif를 가지고 있음을 확인하 는데, 특히 효소활성  

adenylation에 여되는 motif I 에서 매우 높은 아미노산 서열 상동성을 가지는 것으로 확인

되었다.

3. 3.  Szi  DNA ligase의 발   정제

  S. zilligii  genomic DNA를 주형으로 Szi  DNA ligase 유 자의 염기서열에 기 하여 합성된 

5´ (N-terminal) primer SzLigN (5´-GGTTTGACATATGCCAG ATATGCCGCTCCGC-3´, 

 친 부분은 제한효소 NdeI 단부 )  3´ (C-terminal) primer SzLigC 

(5´-GTTTAAGCTTTAATTGTTCTTGGGTAGC TTGCTC-3´,  친 부분은 제한효소 

HindIII 단부 )를 이용하여 PCR에 의해 Szi DNA ligase 유 자를 증폭하 다. Szi  DNA 

ligase 유 자를 포함하는 증폭된 DNA 단편을 NdeI  HindIII로 단한 다음, 1% agarose 

gel로부터 정제한 후, 동일한 제한효소들로 단된 발 벡터 pET-22b(+)와 ligation하여 E. 

coli  BL21-CodonPlus(DE3)-RIL에 electroporation 방법으로 형질 환시켰다. 정확한 construct

를 가지는 clone이 라스미드의 제한효소 단 분석에 의해 선별되었으며, 이와 같이 구축된 

발  라스미드를 pESZL이라 명명하 다.

  발  라스미드 pESZL을 가지는 E. coli  BL21-CodonPlus(DE3)-RIL을 100 ㎍/㎖ 
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ampicillin과 50 ㎍/㎖ chloramphenicol이 포함된 LB broth 1리터에 종하여 A600이 0.7 정도가 

될 때까지 37℃에서 배양한 후, 단백질 발 을 해 0.5 mM IPTG를 첨가한 다음, 6시간 더 

배양하 다. 원심분리에 의해 회수된 균체는 상기 2. 3의 방법으로 정제하 다. Szi  DNA 

ligase의 정제는 SDS-PAGE에 의해 monitering되었다 (그림생략). SDS-PAGE를 통해 69,000 

Da의 분자량을 가지는 단일 단백질 band가 보여졌는데, 이 분자량은 추정 아미노산 서열로부

터 계산된 Szi  DNA ligase의 분자량의 합 68,391 Da과 거의 일치하 다.

3. 4.  Szi  DNA ligase의 특성

  DNA ligase의 연결반응 활성 측정을 Thorbjarnardottir 등의 방법 (참조: Thorbjarnardottir 

et al., 1995)을 이용하여 상기 2.4항의 동일한 방법으로 수행하 다. 

 Szi DNA ligase의 온도에 한 향을 조사하 다. 40-90℃에서 활성을 조사한 결과 75℃에

서 최 으로 확인되었다 ([그림 2-15]62A). Szi DNA ligase의 pH에 한 향을 조사하 다. 

20 mM MES-NaOH (pH 5.0-7.0)와 20 mM Tricine-NaOH (pH 6.5-8.0)에서 활성을 조사한 

결과 20 mM MES-NaOH (pH 6.0)에서 최 의 활성이 확인되었다 ([그림 2-15]62B). Mg2+와 

Mn
2+
의 농도에 따른 활성을 조사한 결과 각각 7 mM과 5 mM 농도에서 최 의 활성을 나타

내었다 ([그림 2-15]62C).  DNA ligase의 내열성을 조사하기 해, 각각 95℃, 85℃  75℃에

서 0-4시간 동안 열처리를 한 후, 상기의 방법에 의해 활성을 측정한 결과 95℃에서 2.2시간 

동안 50%의 활성을 나타내었다 ([그림 2-15]62D). 

  고세균 유래의 DNA ligase 들의 ATP 이외의 다양한 cofactor 특이성에 한 최근 보고들은 

sequence 분석만으로는 고세균 DNA ligase 들의 cofactor 요구성을 확실하게 추정할 수 없으

며, 별도의 생화학  분석이 필요하다는 것을 암시하 다 (Nakatani et al. 2000; Jeon and 

Ishikawa 2003; Zhao et al. 2006; Sun et al. 2008). 

[그림 2-15]62 Properties of ligation activity of Szi  DNA ligase. A. temperature B.  pH: 

MES-NaOH, pH 5.0–7.0 (△); Tris-HCl, pH 7.0–9.0 (○); Tricine-NaOH, 

pH 7.0–9.0 (□). C. divalent cations, MgCl2 (●) and MnCl2 (○) D. 

Thermostability. 75°C (○), 85°C (□) and 95°C (△). 

   Szi  DNA ligase의 cofactor 요구성을 확인하기 해서 fluorescein/biotin으로 표지된 

oligonucleotide를 이용하여으며, DNA ligation assay에 필요한 에 지원에 한 후보 cofactor

로서 ATP, ADP, GTP, CTP, TTP, NAD
+
를 선택하 다. [그림 2-15]63A에서 볼 수 있듯이 

Szi  DNA ligase는 cofactor로 ATP를 사용했을 때와 비교하여 ADP를 사용했을 때 78% 



- 82 -

nick-closing 활성을 보 고, GTP를 사용했을 때 60% nick-closing 활성을 보 다. 부가 으

로 방사선 동 원소로 표지된 70-mer oligonucleotide를 이용하여 Szi  DNA ligase에 한 

DNA ligation assay를 수행하 다. Ligation 산물을 PAGE 겔에서 검출한 결과, 3가지 

nucleotide cofactors (ATP, ADP, GTP)를 첨가한 반응액에서 ligation 활성을 검출할 수 있었

으며, 반면에 NAD+, CTP, TTP에서는 검출되지 않았다 ([그림 2-15]63B). 이어서 ATP, ADP, 

GTP를 이용하여 nucleotide cofactor 농도에 한 실험을 하 다. 최  활성을 보이는 각각의 

nucleotide cofactor의 최  농도는 0.5- 2.0 mM로 서로 달랐다. 그러나, Szi  DNA ligase는 

nucleotide cofactor 농도가 1.5 mM 까지 효소활성이 효소농도에 비례하여 직선 으로 증가하

는 것을 알 수 있다 ([그림 2-15]63C).  

[그림 2-15]63 Broad cofactor specificity of Szi DNA ligase. A. 

Nucleotide specificity. B. DNA ligation activity was 

determined by utilizing 
32
P-labelled nicked substrate. C.  

Nucleotide cofactor  concentration. ATP (○), ADP (△), 

GTP (◇), CTP (▽) and TTP (□).

3.  5.  Szi  DNA ligase를 포함한 DNA ligase들의 추정 진화루트

  ATP-dependent DNA ligase와 NAD
+
-dependent DNA ligase 간의 구조 인 비교를 기 로 

하여, NAD+-dependent DNA ligase는 ATP-dependent DNA ligase가 nicotinamide 

mononucleotide (NMN) leaving group이 결합할 수 있는 특수한 구조  도메인 (Ia)을 획득하

여 진화된 상태로 추정된다 (Shuman 2009).  Crenarchaeotal DNA ligase와 euryarchaeotal 

DNA ligase 사이의 아미노산 sequence 배열 비교는 euryarchaeotal DNA ligases가 

crenarchaeotal DNA ligases로부터 진화된 것 같다. 그 이유로는 motif V는 crenarchaeotal 

DNA ligase에 잘 보 되어 있고, 반면에 euryarchaeotal ligases에서는 일부 아미노산 잔기들

이 존재하지 않는다 (Sun et al. 2008).  Motifs V와 VI 사이의 공간 (spacing)은 

crenarchaeotal DNA ligases 보다 euryarchaeotal ligases에서 상당히 작다 (Lai et al. 2002; 

Sun et al. 2008) ([그림 2-15]64). 따라서 euryarchaeotal DNA ligase 보다 crenarchaeotal 

DNA ligase가 진화 으로 먼  생겼을 가능성이 크다. 
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[그림 2-15]64 Sequence alignment of DNA ligases from crenarchaeota and euryarchaeota

 Szi DNA ligase의 다양한 cofactor 이용성과 도메인 구조 등을 진화 계에 을 맞춰서 

근해 보았다. Szi DNA ligase를 포함한 Archaea, eukarya, 그리고 bacteria의 DNA ligase 아

미노산 서열 19종류를 Neighbour-Joining method를 이용하여 DNA ligases의 진화  상호 계

를 추정하 으며, 여기에 생화학  실험 data를 첨가하여 DNA ligase의 진화 인 계를 완성

하 다 ([그림 2-15]65). 이러한 계통수를 통해서 보면 Eukarya DNA ligases는 euryarchaeota 

DNA ligase보다 crenarchaeota DNA ligase에 더욱 가까웠고 bacteria DNA ligase는 

crenarchaeota DNA ligase보다 euryarchaeota DNA ligase에  더욱 유연 계가 존재한다는 것

을 알 수 있었다. 비록 ATP-dependent DNA ligase와 NAD
+
-dependent DNA ligase 사이에는 

낮은 서열 상동성이 존재하지만 그들은 유사한 catalytic domain, KXDG 는 motif I을 각각 

공유한다. 이는 ATP-dependent DNA ligase와 NAD
+
-dependent DNA ligase가 동일한 조상 

효소로부터 유래되어다는 것을 뒷받침한다. 

[그림 2-15]65 Evolutionary relationships of DNA ligases. 
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  지구가 처음 생겼을 때의 원시환경은 고세균이 생육하는 고온 환경과 유사하며, 이러한 고온

에서 ATP는 쉽게 분해되므로 archaeal DNA ligase 들은 ATP 신 다양한 기질을 이용하

을 것이다. 이와 같은 가정은 Desulfurococcacea family에 속하는 Staphylothermus marinus, 

Aeropyrum pernix, Sulfophobococcus zilligii  유래의 ADP를 이용할 수 있는 DNA ligases가 

ADP를 이용하지 못하는 다른 DNA ligase에 비해 진화 으로 먼  생겼을 것을 암시한다.  

crenarchaeota유래의 DNA ligase와 다른  DNA ligase들의 아미노산 서열 비교에서도 이러한 

가정을 더욱 강하게 입증 할 수 있었다 ([그림 2-15]64). 우선 motif Ⅴ는 euryarchaeota ligase

보다 crenarchaeota ligase에서 더욱 잘 보존되어있고 둘째로 motif Ⅴ와 motif Ⅵ 사이의 거리

가 euryarchaeota ligase가 crenarchaeota ligase에 비해 더욱 짧음을 알 수 있다. 이러한 사실

은 eukarya DNA ligase가 진화 으로 euryarchaeota ligase 보다 crenarchaeota ligase와 가까

운 것을 의미한다.

  한편 일부 euryarchaeota DNA ligase에 속하는 order Themococcales에 속하는 DNA ligase

들이 ATP/NAD
+
 이  활성을 갖고 있으며, 이들은 crenarchaeota로부터 eukaryote, virus, 

bacteria로의 진화의 간단계에 속하며, 특히 NAD+에 한 이용 특성만을 bacteria의 

NAD
+
-dependent DNA ligase로 진화시켜 나갔다고 볼 수 있다. 이러한 DNA ligase의 다양한 

cofactor에 한 특성이 진화과정을 거치면서 재의 ATP- 는 NAD
+
-dependent DNA 

ligase로 고착되었을 것이다. 상기의 연구 (2.1-2.4) 결과물들은 Environmental Microbiology 

(Sun et al., 2008)에 게재와 동시에 국내 특허등록(10-0774102, 2007년)되었다.

4. Hyperthermus butylicus  (Hbu) DNA ligase에 한 연구

4. 1.  Hbu  DNA ligase의 발 을 한 발 벡터 구축

 재조합 Hbu DNA ligase를 정제할 때 장균 유래의 단백질들을 가능한 배제하고 Hbu DNA 

ligase 만을 순수분리하기 해, chitin affinity 크로마토그래피와 양이온 크로마토그래피로 발

단백질의 정제가 동시에 가능한 발 벡터, pTARG를 구축하 다. pTARG 구축과정은 먼  

pET-28b(+) 발 벡터 (Novagen)의 N-terminal His-tag 부 를 암호화하는  NcoI-NdeI 제한

효소 단부 를 포함하는 DNA 단편의 60-bp을 단하여 제거하고, 여기에 Arg-tag 

oligopeptide를 암호화하는 합성 DNA cassette를 삽입하여 발 벡터 pET-28ARG를 다음과 같

이 구축하 다. 즉 13개의 oligopeptide Met-Asp-Leu-Ser-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg 

-Ser-His를 암호화하는 합성 oligo DNA 을 합성한 후, 이 두 의 oligo DNA (oligo DNA 

1, oligo DNA 2)를 동량 혼합하여 가열한 후 천천히 식히면서 annealing하 다. 참고로 oligo 

DNA 1의 염기서열은 5’-CATGGATAAATCACGTCGCAGACGTCGCAGACGTAGCCA-3’ 그

리고 oligo DNA 2의 염기서열은 5'-TATGGCTACGTCTGCGACGTCTGCGACGTGATTTA 

TC-3' 이다. 그리고 oligo DNA 2의 염기서열은 5’과 3’의 끝부분을 제외하고는 oligo DNA 1

과 상보 이다.  두 oligo DNA의 annealing에 의해 만들어진 oligo DNA duplex의 5′과 3′ 

끝부분은 NcoI과 NdeI 단부 와 호환성 있게 잘 맞는다. 따라서 7개의 Arg-tag 

oligopeptide를 암호화하는  annealed oligo DNA products을 NcoI과 NdeI으로 단된  

pET-28b(+)에 삽입하여 발 벡터 pET-28ARG를 구축하 다. 다음은 chitin affinity 크로마토

그래피를 해  pTYB1 (New England Biolabs, USA)로부터 chitin binding 단편을 단하여 

pET-28ARG에 도입하여 발 된 단백질의 정제를 chitin affinity와 양이온 크로마토그래피 동
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시에 가능한 발 벡터, pTARG를 구축하기로 하 다. 에서 구축한 pET-28ARG 벡터를 

XbaI과 NdeI으로 단하여, N-말단 Arg-tag 부분을 포함하는 99 bp의 XbaI-NdeI DNA 단

편을 회수하 다. 이 단편을 XbaI과 NdeI으로 단하여 미리 제조된 pTYB1의 동일한 부 에 

삽입하여 발 벡터 pTARG를 최종 으로 구축하 다. 즉 발 벡터 pTARG는 N-terminal 

Arg-tag sequence 다음에 cloning sites,  Sce intein sequence, chitin binding domain을 각각 

갖고 있으며 상기 순서 로 배열되어 있다. 

  Hbu DNA ligase 유 자를 발 벡터에 삽입한 재조합 라스미드 (pTARGHL)를 아래와 같

이 구축하 다. 이미 밝 진 Hbu DNA ligase 유 자의 체 염기서열  (GenBank accession 

No. CP000493)을 기본으로 하여 아래와 같이 PCR용 2개의 primers를 합성하 다.  

  Hbu DNA ligase 유 자의 염기서열로부터 N-말단 아미노산 서열 부분을 코딩하는  primer 

HbuN (5‘ sense primer)과 C-말단 아미노산 서열을 코딩하는 DNA 염기에 상보 인 서열 

primer HbuC (3’ antisense primer)을 각각 제작하 다.  Primer HbuN 

(5’-NNNNNNNCATATGATGTCTATGCCCTTCTCAGTC-3’)은 Hbu DNA ligase 유 자의 

개시코돈 (ATG)을 포함하는 제한효소 NdeI 단부  (  친 부분)와 primer HbuC 

(5’-NNNNNCTCGAGGACTCCGGTTGGTGCCTCCC-3’)은 종지코돈 없이 제한효소 XhoI 

단부  (  친 부분)를 각각 포함하도록 설계하여 합성하 다. Hbu DNA ligase 유 자를 

증폭하기 해 상기 방법으로 분리한 Hbu  게놈 DNA와 primer HbuN  primer HbuC를 사

용하여 PCR을 수행하 다. PCR은 0.2 ㎍ Hbu  게노믹 DNA와 20 pmole의 primer HbuN  

primer HbuC, 200 μM dNTPs, 10X PyroAce DNA polymerase 완충용액  2.5 U Super 

PyroAce DNA polymerase로 이루어진 혼합 조성액을 94℃에서 3분간 반응시킨 후 94℃ 30 , 

58℃에서 30 , 72℃에서 3분의 조건으로 30회 반복한 후, 마지막 72℃에서 10분간 반응시켰다. 

PCR 산물을 0.8% 아가로스 겔에 기 동하여 Hbu DNA ligase 유 자의 크기인 약 1.8 kb 

치에 증폭된 밴드를 단한 후, Agarose Gel DNA Extraction Kit (iNtRON Biotechnology, 

Korea)을 사용하여 정제하여 회수하 다. 회수된 DNA를 제한효소 NdeI  XhoI으로 단한 

다음, 0.8% 아가로스 겔에 다시 기 동 하여 약 1.8 kb 치에 해당하는 겔 단편을 상기의 

Kit를 사용하여 Hbu DNA ligase 유 자 편을 회수하 다. 회수된 Hbu DNA ligase 유 자 

편을 이미 동일한 제한효소로 단된 발 벡터 pTARG에 삽입하여 연결반응을 시킨 후, 

장균 E. coli DH5α에 형질 환 시켰다. 형질 환체들의 라스미드 DNA를 분리한 다음, 제한

효소 NdeI  XhoI으로 단한 후, 기 동과 DNA sequencing에 의해 Hbu DNA ligase 유

자가 정확히 구축된 것을 확인하 다. 상기와 같이 구축된 Hbu DNA ligase 유 자의 발

을 해 구축된 라스미드를 pTARGHL로 명명하 다. 

4.  2.  Hbu DNA ligase의 발   정제

  Hbu DNA ligase 유 자가 삽입된 라스미드 pTARGHL를 E. coli  

BL21-CodonPlus(DE3)-RIL에 형질 환시켰다. pTARGHL를 갖는 E. coli 

BL21-Codon-Plus(DE3)-RIL 균을 배양하 고, 배양액을 원심분리하여 약 7g의 균체를 얻었다. 

이 균체를 음 로 쇄한 후, 원심분리하여 상층액을 얻은 후, IMPACT-CN system 

(affinity chitin-binding tag)를 이용하여 Hbu DNA ligase를 정제하 다. 이어서 정제된 Hbu 

DNA ligase 내에 혼입된 극미량의 장균 유래의 단백질들를 제거하기 해 Arg-tag을 이용

한 cation-exchange column chromatography로 NaCl 고농도하에서 완 히 정제하 다. 효소의 
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정제 정도를 SDS-PAGE로 찰하 다 ([그림 2-15]66). Hbu DNA ligase가 유도된 세포분획

의 단백질 profile은 약 125.5 kDa ([그림 2-15]66의 lane 2)이다. 이 크기는 chitin-binding tag

을 갖는 Sce intein을 함유한 fusion된 단백질의 크기와 략 으로 일치한다. Chitin-binding 

tag 단 후, 정제된 Hbu DNA ligase 단백질은 기 동 겔에서 약 68 kDa에서 요한 band

로 나타났다 ([그림 2-15]66의 lane 3). 최종 으로 정제된 Hbu DNA ligase는 기 동 겔에

서 완 한 단일 band로 보 다 ([그림 2-15]66의 lane 4).  정제효소의 분자량은 단백질 서열

로부터 유추한 68 kDa과 일치하 다.

[그림 2-15]66 SDS-PAGE of purified Hbu DNA ligase. Lane 1, sonicated extract of 

uninduced cells. lane 2, sonicated extract of induced cells. lane 3, Hbu DNA 

ligase eluted from the chitin column after inducing a self-cleavage reaction 

at 4 C for 24 h. lane 4, Hbu  DNA ligase eluted from HiTrap
TM

 SP HP 

column chromatography.

4. 3.  Hbu  DNA ligase의 특성

  DNA ligase의 연결반응 활성 측정을 Thorbjarnardottir 등의 방법 (참조: Thorbjarnardottir 

et al., 1995)을 이용하여 상기 2.4항의 실험방법과 동일한 방법으로 수행하 다. 

 Hbu DNA ligase의 온도에 한 향을 조사하 다. 40-80℃에서 활성을 조사한 결과 75℃에

서 최 으로 확인되었다 ([그림 2-15]67A). Hbu DNA ligase의 pH에 한 향을 조사하 다. 

20 mM MES-NaOH (pH 5.0-7.0)와 20 mM Tris-HCl (pH 7.0-9.0)에서 활성을 조사한 결과 

20 mM Tris-HCl (pH 8.0)에서 최 의 활성이 확인되었다 ([그림 2-15]67B). Mg
2+
와 Mn

2+
의 

농도에 따른 활성을 조사한 결과 각각 5 mM과 2 mM 농도에서 최 의 활성을 나타내었다 

([그림 2-15]67C). DNA ligase의 내열성을 조사하기 해, 각각 99℃  94℃에서 0-4시간 동

안 열처리를 한 후, 상기의 방법에 의해 활성을 측정한 결과 94℃에서 2.3시간 동안 50%의 활

성을 나타내었다 ([그림 2-15]67D). 

[그림 2-15]67 Properties of ligation activity of Hbu  DNA ligase. A. temperature B.  pH: 

MES-NaOH, pH 5.0–7.0 (△); Tris-HCl, pH 7.0–9.0 (○). C. divalent cations, 

MgCl2 (●) and MnCl2 (○) D. Thermostability. 99°C (○), and 95°C (●). 
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 Hbu  DNA ligase의 cofactor 요구성을 확인하기 해서 fluorescein/biotin으로 표지된 

oligonucleotide를 이용하여 DNA ligation assay에 필요한 에 지원에 한 후보 cofactor로서 

ATP, ADP, GTP, CTP, NAD
+
를 선택하 다. [그림 2-15]68A에서 볼 수 있듯이 Hbu DNA 

ligase는 cofactor로 ATP를 사용했을 때와 비교하여 ADP를 사용했을 때 95% nick-closing 활

성을 보 고, GTP를 사용했을 때 86% nick-closing 활성을 보 다. 이어서 ATP, ADP, GTP

를 이용하여 nucleotide cofactor 농도에 한 실험을 하 다. 최  활성을 보이는 각각의 

nucleotide cofactor의 최  농도는 1.5- 2.0 mM로 서로 달랐다. 그러나, Hbu DNA ligase는 

nucleotide cofactor 농도가 1.5 mM 까지 효소활성이 효소농도에 비례하여 직선 으로 증가하

는 것을 알 수 있다 ([그림 2-15]68).  

[그림 2-15]68 Broad cofactor specificity of Hbu  DNA ligase. (A) Nucleotide pecificity.  (B) 

Effect of nucleotide cofactor concentration. ATP (open circle), ADP (open 

triangle), GTP (filled square), CTP (open square), NAD
+
 (filled circle)

   

  부가 으로 방사선 동 원소로 표지된 70-mer oligonucleotide를 이용하여 Hbu  DNA ligase

에 한 DNA ligation assay를 수행하 다. Ligation assay의 후보 cofactor로서 ATP, ADP, 

GTP, GDP, CTP, TTP, NAD
+
를 선택하 다. Ligation 산물을 PAGE 겔에서 검출한 결과, 3가

지 nucleotide cofactors (ATP, ADP, GTP)를 첨가한 반응액에서 ligation 활성을 검출할 수 있

었으며, 반면에 NAD
+
, CTP, TTP에서는 검출되지 않았다 ([그림 2-15]69). 

   이러한 결과들을 바탕으로, Hbu DNA ligase는 에 보고된 Sulfophobococcus zilligii 

DNA ligase (Sun et al. 2008)와 유사하게 ATP, ADP, GTP를 이용하는 multiple cofactor 특

이성을 소유한다고 확신한다. 상기의 연구 (4.1-4.3) 결과물들은 Extremophiles (Kim et al., 

2013)에 게재되었다.

[그림 2-15]69 Activity assay for cofactor requirements with γ-32
P-labeled nicked substrate. 

lane 1, after reaction with ATP. lane 2, after reaction with ADP. lane 3, 

after reaction with GTP. lane 4, after reaction with NAD+. lane 5, after 

reaction with GDP. lane 6, after reaction with CTP. lane 7, after reaction 

with TTP. lane 8, after reaction without any DNA ligase.     
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제 3  Uracil-DNA glycosylase

1. 서론

  Uracil-DNA glycosylase는 DNA 내의 uracil 염기만을 특이 으로 제거하는 효소로서, 생명

체에 있어 손상된 DNA의 수리에 여하는 효소이다 (Lindahl, 1974; Cone et al., 1977). 극미

량의 DNA를 량으로 증폭시키는 PCR의 특성상 contaminating DNA가 아주 극미량이라도 

target DNA와 함께 시료에 포함되어 있으면 문제가 발생할 수 있다. 이러한 오염은 시료 선

별, 핵산 분리 과정, 시료 옮기는 과정, 시료의 PCR 과정, 기 동 후 gel로부터 시료를 회수

하는 과정 는 시료의 보존 등 실험 과정에서 언제든지 일어날 수 있는데, cloning 등을 목

으로 하는 PCR 시에는 큰 문제가 되지 않으나, 진단 등의 목 으로 PCR을 수행할 시에는 잘

못된 진단을 내리는 등의 심각한 문제를 일으킬 수 있다 (Borst et al., 2004). 이러한 문제를 

해결하기 해 PCR시에 dTTP 신에 dUTP를 이용함과 동시에 실험도 에 우연히 오염된 

uracil DNA를 방지하기 해 uracil-DNA glycosylase를 함께 이용하여 제거하는 몇몇 방법들

이 개발되어 왔다 (Longo et al., 1990; Udaykumar et al., 1993; Taggart et al., 2002). 따라서 

최근에는 PCR 반응 과정에 온성 uracil-DNA glycosylase (Kim et al., 2008; Lee et al., 

2009; Kim et al., 2009)를 개발하여, dUTP를 이용한 PCR 반응시에 이들 효소를 처리하거나, 

uracil-DNA glycosylase를 포함하는 PCR 제품들이 매되고 있다.

2. Psychrobacter  sp.  HJ147 (Psp) uracil-DNA glycosylase 한 연구

2. 1.  Psp  uracil-DNA glycosylase 유 자의 cloning, sequencing  sequence analysis

  Psp uracil-DNA glycosylase 유 자의 일부를 증폭하기 해 기존에 알려진 uracil-DNA 

glycosylase들에 잘 보존되어 있는 부 들을 참조하여 다음과 같은 2개의 degenerate primer들

을 제작하 다: forward primer UDGF (5´-GGNCAR GAYCCNTAYCAYGG-3´)  reverse 

primer UDGR (5´-TTYTTYTGNGCRT GNGMNCCCCA-3´). P. sp. HJ147 genomic DNA 

(한국해양연구원으로부터 분양)를 주형으로 이 primer들을 이용하여 PCR을 수행한 결과 약 

324 bp의 증폭산물이 얻어졌으며, 이 증폭산물의 염기서열을 결정하여 분석해보니 상 로 

uracil-DNA glycosylase들과 높은 상동성을 나타내었다. 이어서, inverse PCR 방법으로 Psp 

uracil-DNA glycosylase 유 자의 나머지 부분을 얻었으며, 그 염기서열을 결정하 다. Psp 

uracil-DNA glycosylase 유 자는 244개의 아미노산 잔기를 가지는 단백질을 암호화하는 735 

bp로 이루어져 있다 (그림생략).

2. 2.  Psp  uracil-DNA glycosylase의 아미노산 서열의 상동성 분석

  Psp uracil-DNA glycosylase는 Psychrobacter cryohalolentis uracil-DNA glycosylase와 

89.3%, Acinetobacter sp. ADP1 uracil-DNA glycosylase와 60.6%, Pseudomonas fluorescens  

uracil-DNA glycosylase와 51.2%, E. coli  uracil-DNA glycosylase와 45.4%의 상동성을 보



- 89 -

으며, uracil-DNA glycosylase의 활성에 요하게 여하는 것으로 알려진 aspartic acid, 

asparagene  histidine 잔기가 잘 보존되어 있는 것을 확인할 수 있었다 (그림생략).

2. 3.  Psp  UDG의 발   특성

  Psp HJ147 UDG의 발 벡터로는 pTYB1 plasmid (New England BioLabs)를 사용하 다. 

이 발 벡터의 multiple cloning site인 NdeI/ XhoI에 클로닝하여 장균에서 발 시킨 후, 발

된 intein과 fusion된 Psp HJ147 UDG를 New England BioLabs에서 추천한 방법으로 정제

하 다. 정제된 Psp HJ147 UDG의 분자량은 약 27 kDa로 아미노산 서열로부터 계산된 분자

량 (27.1 kDa)과 유사하 다 (그림생략).

  UDG 활성 측정은 Lanes 등의 방법 (Lanes et al., 2000)으로 측정하 다. 최  온도를 측정

하기 하여 [
3
H]-dUTP DNA 기질과 Psp HJ147 UDG를 사용하여 10℃에서 60℃까지 반응온

도를 다양하게 하여 효소반응을 수행한 결과이다 ([그림 2-15]70A). 최  반응 온도는 25℃에

서 나타났으며, 30℃이후부터 활성이 격히 감소하 다. Psp HJ147 UDG는 50℃에서 약 3% 

정도 활성이 남아 있는 것을 확인 하 다. Psp HJ147 UDG는 50 mM Mops-NaOH 완충용액 

pH 7.0에서 활성이 가장 높게 나타났다 ([그림 2-15]70B). Psp HJ147 UDG의 NaCl과 KCl의 

향을 측정하기 해 0-200 mM을 25 mM 간격으로 하여 25℃에서 5분간 incubation 시킨 

후 효소 활성을 측정하 다. NaCl은 50 mM에서 활성이 높게 나타났으며, 100 mM 이하부터 

활성이 떨어졌다. KCl의 경우는 50 mM에서 활성이 높게 나타났다 ([그림 2-15]70C). Psp 

HJ147 UDG의 열 안정성을 측정하기 해 25℃에서 24시간 (data 생략), 40℃에서 10분간 그

리고 50℃에서 5분간 incubation 하면서 당한 시간 간격으로 분취하여 효소활성을 측정하

다. 25℃에서는 24시간 거의 활성이 일정하게 나타났으며 상당히 안정하다는 것을 알 수 있었

다. 40℃에서도 2분 이내에 활성이 반으로 감소하 다. 그리고 50℃에서 효소의 열 안정성이 

격히 감소하여 2분 30  이내에 98% 이상 활성을 잃었다 ([그림 2-15]70D).

[그림 2-15]70 The characterization of Psp HJ147 UDG. (A) temperature (B) pH, 20mM 

MES-NaOH, pH 5.5-6.5 (○); 20mM MOPS-NaOH, pH 6.5-7.5 (Δ); 20mM 

Tris-HCl, 20mM pH 7.5-9.0 (□), (C) The effect of KCl(○) and NaCl(●) 

(D) thermolability 40℃(●) and 50℃ (○).

2.  4.  Psp  HJ147 UDG의 carry-over contamination control를 한 PCR에 응용 

  Psp HJ147 UDG를 PCR에 응용하기 해서는 uracil-DNA만 분해시키는 기질 특이성과 가

열에 의해 쉽게 실활 되는 특성을 갖는 것이 필요하다. 먼  PCR를 이용하여 Lambda DNA를 

주형으로 0.5 kb (uracil-DNA: 오염 DNA) 기질  1 kb (DNA: 정상 DNA) 기질 2종류 기질
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을 제조하 다. Psp HJ147 UDG가 uracil-DNA 기질만 분해하고 정상 인 DNA 기질에는 

향을 미치지 않은지를 확인하 다. PCR 방법으로 증폭한 1-kb DNA (lambda DNA를 주형) 

기질과 0.5 kb uracil-DNA를 같이 넣고 Psp HJ147 UDG  E. coli의 UDG를 각각 첨가하여 

25℃에서 시간에 따라 각각 처리해보았다 ([그림 2-15]71A). 따라서 Psp HJ147 UDG는 

uracil-DNA 기질만을 선택 으로 분해하는 것을 알 수 있었다. Psp HJ147 UDG을 인 으

로 uracil-DNA를 오염시킨 2가지 혼합기질에서 목 의 DNA만을 선택 으로 증폭가능한지를 

확인하 다. 상기 PCR 반응 산물은 1% agarose gel에 기 동 하여 확인한 결과 오염된 0.5 

kb uracil-DNA band만 사라지고 정상 인 1 kb DNA band는 증폭되었다 ([그림 2-15]71B). 

이는 온에서도 UDG가 작용하여 오염된 uracil-DNA를 확실히 제거한다는 것을 알 수 있다. 

상기의 연구 (2.1-2.4) 결과물들은 Biotechnol. Appl. Biochem. (Lee et al., 2009)에 게재와 동시

에 국내 특허등록(10-0882711, 2009년)  미국 특허등록 (US 7,723,093 B2, 2010년)되었다.

[그림 2-15]71 Control of mock contamination of Psp HJ147 UDG with dUTP (A) Control of 

carry-over contamination by indirect PCR. The mixtures were preincubated 

for 5 min at 25 ℃ in the presence (lanes 2-6) or absence (lane 1) of 1 unit of 

UDG. After heating for 10 min at 95 ℃, the mixtures were taken through 

normal PCR cycling with dUTP. (B) Control of carry-over contamination by 

direct PCR. PCR amplification was performed without preincubation for 

digestion by UDG as well as without a heat-inactivation step for UDG. 

Amounts of 0.5 kb uracil-DNA added were 10 pg (lane 1), 1 pg (lane 2), 10 

pg (lane 3), 100 pg (lane 4), 1 ng (lane 5) and 10 ng (lane 6). 

3.  Bacillus sp. HJ171 (Bsp) uracil-DNA glycosylase 한 연구

3. 1.  Bsp  HJ171 uracil-DNA glycosylase (UDG) 유 자의 cloning, sequencing, 

sequence analysis 

 

  Bsp uracil-DNA glycosylase (UDG) 유 자의 일부를 증폭하기 해 기존에 알려진 UDG들

에 잘 보존되어 있는 부 들을 참조하여 다음과 같은 2개의 degenerate primer들을 제작하

다: forward primer UDGF (5´-GGNCAR GAYCCNTAYCAYGG-3´)  reverse primer 

UDGR (5´-TTYTTYTGNGCRT GNGMNCCCCA-3´). Bsp. HJ171 genomic DNA (한국해양

연구원으로부터 분양)를 주형으로 이 primer들을 이용하여 PCR을 수행한 결과 약 324 bp의 

증폭산물이 얻어졌으며, 이 증폭산물의 염기서열을 결정하여 분석해보니 상 로 UDG들과 

높은 상동성을 나타내었다. 이어서, inverse PCR 방법으로 Bsp UDG 유 자의 나머지 부분을 

얻었으며, 그 염기서열을 결정하 다. 유 자는 245개의 아미노산 잔기를 가지는 단백질을 암
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호화하는 738 bp로 이루어져 있다. Bsp UDG 유 자는 GenBank Accession No. EU284134로 

기탁하 다.

3. 2.  Bsp  HJ171 UDG의 서열의 상동성 분석

  Bsp HJ171 UDG는 Psychrobacter arcticus  UDG와 90.6%, Psychrobacter cryohalolenfis k5 

UDG와 89.8%, Psychrobacter sp. PRwf-1 UDG와 75.1%, Acinetobacter sp. ADP1 UDG와 

62.4%, Acinetobacter baumanni ATCC 17978 UDG와 55.9%, E. coli  UDG와 46.1%의 상동성

을 각각 보 다. 이들 UDG의 활성에 요하게 여하는 것으로 알려진 aspartic acid, 

asparagene  histidine 잔기가 잘 보존되어 있는 것을 확인할 수 있었다(그림 생략).

3. 3.  Bsp  HJ171 UDG의 발   특성

  Bsp HJ171 UDG의 발 벡터로는 pTYB1 plasmid (New England BioLabs)를 사용하 다. 

이 발 벡터의 multiple cloning site인 NdeI/ XhoI에 클로닝하여 장균에서 발 시킨 후, 발

된 intein과 fusion된 Bsp HJ171 UDG를 New England BioLabs에서 추천한 방법으로 정제

하 다. 정제된 Bsp HJ171 UDG의 분자량은 약 27 kDa로 아미노산 서열로부터 계산된 분자량 

(27.218 kDa)과 유사하 다. UDG 활성 측정은 Lee 등의 방법으로 측정되었다 (Lee et al. 

2009). 최  온도를 측정하기 하여 [
3
H]-dUTP DNA 기질과 Bsp HJ171 UDG를 사용하여 1

0℃에서 80℃까지 반응온도를 다양하게 하여 효소반응을 수행한 결과이다 ([그림 2-15]72A). 

최  반응 온도는 25℃에서 나타났으며, 30℃이후부터 활성이 격히 감소하 다. Bsp UDG는 

50℃에서 약 3% 정도 활성이 남아 있는 것을 확인 하 다. Bsp HJ171 UDG의 최  pH를 결

정하기 하여 pH 5.5-10의 범 에서 0.5 간격으로 pH를 달리 하여 효소 활성을 측정한 결과 

50 mM Tris-HCl 완충용액 pH 8.0에서 활성이 가장 높게 나타났다 ([그림 2-15]72B). Bsp 

HJ171 UDG의 NaCl과 KCl의 향을 측정하기 해 0-200 mM을 25 mM 간격으로 하여 25℃

에서 5분간 incubation 시킨 후 효소 활성을 측정하 다.  NaCl은 25 mM에서 활성이 높게 나

타났으며, 100 mM 이하부터 활성이 떨어졌다. KCl의 경우는 25 mM에서 활성이 높게 나타났

다 ([그림 2-15]72C). Bsp HJ171 UDG의 열 안정성을 측정하기 해 25℃에서 24시간 (data 생

략), 40℃에서 10분간 그리고 50℃에서 5분간 incubation 하면서 당한 시간 간격으로 분취하

여 효소활성을 측정하 다.  25℃에서는 24시간 거의 활성이 일정하게 나타났으며 상당히 안정

하다는 것을 알 수 있었다. 40℃에서도 2분 이내에 활성이 감소하 다. 그리고 50℃에서 효소의 

열 안정성이 격히 감소하여 2분 30  이내에 98% 이상 활성을 잃었다 ([그림 2-15]72D).

[그림 2-15]72 The characterization of Bsp HJ171 UDG. (A) temperature (B) pH, 20mM 

MES-NaOH, pH 5.5-6.5 (○); 20mM MOPS-NaOH, pH 6.5-7.5 (Δ); 20mM 

Tris-HCl, 20mM pH 7.5-9.0 (□), (C) The effect of KCl(○) and NaCl(●) 

(D) thermolability 40℃(●) and 50℃ (○).
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3. 4.  Bsp HJ171 UDG의 carry-over contamination control를 한 PCR에 응용 

  

  Bsp HJ171 UDG를 PCR에 응용하기 해서는 uracil-DNA만 분해시키는 기질 특이성과 가

열에 의해 쉽게 실활 되는 특성을 갖는 것이 필요하다. 먼  PCR를 이용하여 Lambda DNA를 

주형으로 0.5 kb (uracil-DNA: 오염 DNA) 기질  1 kb (DNA: 정상 DNA) 기질 2종류 기질

을 Lee 등의 방법(Lee et al. 2009)으로 제조하 다. Bsp HJ171 UDG가 uracil-DNA 기질만 

분해하고 정상 인 DNA 기질에는 향을 미치지 않은지를 확인하 다. PCR 방법으로 증폭한 

1-kb DNA (lambda DNA를 주형) 기질과 0.5 kb uracil-DNA를 같이 넣고 Bsp HJ171 UDG 

 E. coli의 UDG를 각각 첨가하여 25℃에서 시간에 따라 각각 처리해보았다 ([그림 

2-15]73A). 따라서 Bsp HJ171 UDG는 uracil-DNA 기질만을 선택 으로 분해하는 것을 알 수 

있었다. 

  Bsp HJ171 UDG을 인 으로 uracil-DNA를 오염시킨 2가지 혼합기질에서 목 의 DNA만

을 선택 으로 증폭가능한지를 Lee 등의 방법 (Lee et al. 2009)으로 확인하 다. 상기 PCR 반

응 산물은 1% agarose gel에 기 동 하여 확인한 결과 오염된 0.5 kb uracil-DNA band만 

사라지고 정상 인 1 kb DNA band는 증폭되었다 ([그림 2-15]73B). 이는 온에서도 UDG가 

하여 오염된 uracil-DNA를 확실히 제거한다는 것을 알 수 있다. 그러나 정상 인 1 kb DNA 

PCR 증폭 효율에서는 Bsp HJ171 UDG가 E. coli  UDG보다 훨씬 높다는 것을 알수 있다 ([그

림 2-15]73B).  이는 온에서도 UDG가 작용하여 오염된 uracil-DNA를 확실히 제거한다는 

것을 알 수 있다. 그러나 정상 인 1 kb DNA PCR 증폭 효율에서는 Bsp HJ171 UDG가 E. 

coli  UDG보다 훨씬 높다는 것을 알 수 있다 ([그림 2-15]73B). 상기의 연구 (3.1-3.4) 결과물들

은 Applied of Microbiology and Biotechnology (Kim et al., 2008)에 게재와 동시에 국내 특허

등록(10-0963014, 2010년)되었다.

[그림 2-15]73 Control of mock contamination Bsp HJ171 UDG with dUTP and comparisons 

of the carry-over contamination control of Bsp HJ171 UDG with that of 

other UDGs. (A) lane C, without UDG; lane 1, 10pg of uracil-DNA; lane 2, 

100pg of uracil-DNA; lane 3, 1ng of uracil-DNA; lane 4, 10ng of 

uracil-DNA. (B) The control of carry-over contamination was performed 

with Bsp HJ171 UDG (lanes1-3), BMTU3346 UDG (lanes 4-6), and E. coli  

UDG (lanes7-9). 0.5kb uracil-DNA concentrations were 10pg in lanes1, 4, 

and 7; 50pg in lanes 2, 5, and 8; 100pg in lanes3, 6 ,and 9. 
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4.  Photobacterium aplysiae GMD509  (Pap) uracil-DNA glycosylase 한 연구

4. 1.  Pap  GMD509 uracil-DNA glycosylase (UDG) 유 자의 cloning, sequencing, 

sequence analysis 

  

  Pap GMD509uracil-DNA glycosylase (UDG) 유 자의 일부를 증폭하기 해 기존에 알려

진 uracil-DNA glycosylase들에 잘 보존되어 있는 부 들을 참조하여 다음과 같은 2개의 

degenerate primer들을 제작하 다: forward primer UDGF (5´-GGNCAR 

GAYCCNTAYCAYGG-3´)  reverse primer UDGR (5´-TTYTTYTGNGCRT 

GNGMNCCCCA-3´). Pap GMD509 genomic DNA (한국해양연구원으로부터 분양)를 주형으로 

이 primer들을 이용하여 PCR을 수행한 결과 약 329 bp의 증폭산물이 얻어졌으며, 이어서 

inverse PCR 방법으로 Pap GMD509 UDG 유 자의 나머지 부분을 얻었으며, 그 염기서열을 

결정하 다. Pap GMD509 UDG 유 자는 245개의 아미노산 잔기를 가지는 단백질을 암호화하

는 681 bp로 이루어져 있다. Pap GMD509 UDG의 DNA 염기서열을 GenBank Accession No. 

EU621404로 기탁하 다. 

4.  2.  Pap  GMD509 UDG의 아미노산 서열의 상동성 분석

  Pap GMD509 UDG는 Vibrionales bacterium SWAT-3 UDG와 96.0%, Vibrio splendidus 

12B01 UDG와 93.4%, Serratia proteamaculans 568 UDG와 67.6%의 Haemophilus influenzae 

Rd KW20 UDG와 66%, Vibrio parahaemolyticus AQ3810 UDG와 65%, E. coli  K12 UDG와 

58.8% vw,상동성을 각각 보 다.  특히 UDG의 활성에 요하게 여하는 것으로 알려진 

aspartic acid, asparagene  histidine 잔기가 잘 보존되어 있는 것을 확인할 수 있었다 (그림 

생략).

4. 3.  Pap  GMD509 UDG의 발   특성

  Pap GMD509 UDG 유 자를 발 벡터에 삽입한 재조합 라스미드 (pEPAP)를 구축하 다. 

Forward  primer는 개시코돈을 포함하는 제한효소 NdeI 단부 와 reverse primer는 종지코

돈과 제한효소 XhoI 단부 를 각각 포함하도록 합성하여 PCR을 통해 Pap GMD509 UDG 

유 자를 증폭시켰다. 제한효소 NdeI  XhoI으로 단한 다음 동일한 제한효소로 단된 발

벡터 pET-22b(+) (Novagen, USA)에 삽입하여 pEPAP를 구축한 후, E. coli   Rosetta(DE3) 

pLysS에 형질 환시켰다. E. coli Rosetta(DE3)pLysS / pEPAP로부터 Pap GMD509 UDG를 

발 시킨 후, 발 된 단백질을 정제하 다(그림 생략).  

  Pap GMD509 UDG의 활성 측정는 Lee 등의 방법으로 측정되었다 (Lee et al. 2009). 최  

온도를 측정하기 하여 [3H]-dUTP DNA 기질과 Pap GMD509 UDG를 사용하여 10℃에서 

80℃까지 반응온도를 다양하게 하여 효소반응을 수행한 결과이다 ([그림 2-15]74a). 최  반응 

온도는 25℃에서 나타났으며, 30℃이후부터 활성이 격히 감소하 다. Pap GMD509 UDG는 

50℃에서 약 3% 정도 활성이 남아 있는 것을 확인 하 다. Pap UDG의 최  pH를 결정하기 

하여 pH 5.5-10의 범 에서 0.5 간격으로 pH를 달리 하여 효소 활성을 측정하 다. 20 mM 

Tris-HCl 완충용액 pH 7.5에서 활성이 가장 높게 나타났다 ([그림 2-15]74b). Pap GMD509 
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UDG의 NaCl과 KCl의 향을 측정하기 해 0-200 mM을 25 mM 간격으로 하여 25℃에서 5

분간 incubation 시킨 후 효소 활성을 측정하 다 ([그림 2-15]74c). NaCl과 KCl 모두 150 mM 

에서 200 mM에서 활성이 높게 나타났다. Pap GMD509 UDG의 열 안정성을 측정하기 해 

40℃에서 10분간 그리고 50℃에서 5분간 incubation 하면서 당한 시간 간격으로 분취하여 효

소활성을 측정하 다 ([그림 2-15]74d). 40℃에서도 2분 이내에 활성이 감소하 다. 그리고 5

0℃에서 효소의 열 안정성이 격히 감소하여 2분 30  이내에 98% 이상 활성을 잃었다. 그러

나 25℃에서는 24시간 거의 활성이 일정하게 나타났으며 상당히 안정하다는 것을 알 수 있었

다 (data 생략).

[그림 2-15]74 Characterization of the Pap GMD509 UDG. (A) temperature (B) pH, 20mM 

MES-NaOH, pH 5.5-6.5 (○); 20mM MOPS-NaOH, pH 6.5-7.5 (Δ); 20mM 

Tris-HCl, 20mM pH 7.5-9.0 (□), (C) The effect of KCl(○) and NaCl(●) 

(D) thermolability 40℃(●) and 50℃ (○).

4.  4.  Pap GMD509 UDG의 carry-over contamination control를 한 PCR에 응용 

  Pap GMD509 UDG 단백질을 PCR에 응용하기 해서는 uracil-DNA만 분해시키는 기질특

이성과 가열에 의해 쉽게 실활 되는 특성을 갖는 것이 필요하다. 먼  PCR 방법으로 lambda 

DNA를 주형으로 0.5 kb (uracil-DNA: 오염 DNA) 기질  1 kb (DNA: 정상 DNA) 기질 2종

류 기질을 Lee 등의 방법(Lee et al. 2009)으로 제조하 다. Pap GMD509 UDG가 uracil 함유 

DNA (uracil-DNA)  기질만 분해하고 DNA 기질에는 향을 미치지 않은지를 확인하 다. 

PCR 방법으로 증폭한 1-kb DNA (lambda DNA를 주형) 기질과 0.5 kb uracil-DNA를 농도를 

달리하여 넣고 Pap GMD509 UDG  E. coli의 UDG를 각각 첨가하여 25℃10분간 

preincubation한 후 PCR을 수행하 다 ([그림 2-15]75). 상기 PCR 반응 산물은 1% agarose 

gel에 기 동 하여 확인한 결과 오염된 0.5 kb uracil-DNA band만 사라지고 정상 인 1 kb 

DNA band는 증폭되었다 ([그림 2-15]75a). 이는 25℃10분간 preincubation에서 UDG가 작용하

여 오염된 uracil-DNA를 확실히 제거한다는 것을 알 수 있다. 그러나 정상 인 1 kb DNA 

PCR 증폭 효율에서는 Pap GMD509 UDG가 E. coli UDG보다 훨씬 높다는 것을 알 수 있다 

([그림 2-15]75a). 이는  E. coli UDG가 쉽게 실활되지 않아서 아마 PCR의 첫 단계에서 PCR

된 uracil-DNA를 분해시키기 때문에 양이 어든것으로 추측된다 ([그림 2-15]75a). 

Pap GMD509 UDG을 별도의 preincubation 없이 PCR 반응에 직  응용할 수 있는지 확인하

기 하여 directed PCR을 수행하 다. 상기 PCR 반응은 94℃에서 50 , 58℃에서 1분  7

2℃에서 1분 30 를 20회 반복 수행하 고, 상기 PCR 반응 산물은 1% agarose gel에 기

동하여 확인한 결과1 kb DNA band만 나타나고 오염된 0.5 kb uracil-DNA band가  나타

나지 않았다 ([그림 2-15]75b). 정상 인 1 kb DNA PCR 증폭 효율에서는 Pap GMD509 



- 95 -

UDG가 E. coli UDG보다 훨씬 높다는 것을 알 수 있다 ([그림 2-15]75b). 이러한 결과는 상기

의 간  PCR과 같은 결과로서 E. coli  UDG가 Pap GMD509 UDG 보다 내열성을 갖기 때문

에 기 PCR 과정에서 uracil 함유 PCR 산물들을  분해하기 때문에 PCR cycle 수가 증가하

면 증가할수록 PCR 산물의 차이가 나타나는 것으로 추정된다.  

따라서 dTTP 신에 dUTP를 이용한 PCR 과정에서 Pap GMD509 UDG를 함께 사용한다면 

uracil-DNA의 cross contamination 없이 정확한 결과를 얻을 수 있기 때문에 임상진단에 합

한 효소라고 사료된다. 상기의 연구 (4.1-4.4) 결과물들은 Enzyme and Microbial Technology 

(Kim et al., 2009)에 게재되었다.

[그림 2-15]75 Comparison of the control over carryover contamination of the Pap GMD509 

UDG with that of other UDGs. The 0.5 kb uracil-DNAs were added to new 

PCR mixtures that contained 50 pg of 1.0 kb target DNA to mimic 

carryover contamination. Control over carryover contamination was performed 

with 0.89mg of the Pap GMD509 UDG (lanes 3-6), BMTU3346 UDG (lanes 

7-10), and E. coli  UDG (lanes11-14). 0.5kb uracil-DNA concentrations were 

10 pg in lanes 3, 7, and 11; 50 pg in lanes 4, 8, and 12; 100 pg in lanes 5, 

9, and 13; 1 ng in lanes 6, 10, and 14. M, 1kb ladder marker; Control, 

without any UDG. (a) Control of carryover contamination in PCR with a 

preincubation step. The mixtures were preincubated for 10 min at 25℃. (b) 

Control of carryover contamination in PCR without a preincubation step.

제 4  Deoxyuridine 5'-triphosphate pyrophosphatase 

1.  서론

  Deoxyuridine 5'-triphosphate pyrophosphatase (dUTPase, EC 3.6.1.23)는 dUTP를 dUMP와 

pyrophosphate로 가수분해시킴으로서 nucleotide 사에 있어서 요한 역할을 한다 (McIntosh 

et al., 1992; Mol et al., 1996). dUTPase는 크게 두가지 생물학  기능을 가지는데, 첫 번째로

는, dUTP를 분해함으로써 낮은 dUTP:dTTP 비율을 유지하게 해서 DNA에 dUTP가 

incorporation 되는 비율을 여 다. dUTPase의 두 번째 역할은 thymidine nucleotides의 생

합성을 한 구체 dUMP를 제공해 다 (Alexandra et al., 2007). dUTPase들은 약 150여개

의 잔기로 이루어져있으며, 아미노산 서열 분석을 통해 5개의 모티 가 잘 보존되어 있다. 
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Bacteria, eubacteria, retroviruse, human 유래의 dUTPase는 매우 유사한 3차 구조를 이루고 

있으며 homotrimeric 배열이 찰된다. 3개의 active site는 3개의 subunit로부터 구성되어 있

다; 모티  1, 2, 4로 구성된 subunit A, 모티  3으로 구성된 subunit B, 모티  5로 구성된 

subunit (Mol et al., 1996; Cedergren-Zeppezaur et al., 1992; Prasad et al., 1996; Dauter et 

al., 1999).

 부분의 DNA polymerase들은 thymidine과 uracil을 잘 구분하지 못한다. 그러나 Pfu DNA 

polymerase와 같이 archaea 유래의 패 리 B 타입의 DNA polymerase들은 우라실 포켓을 가

지고 있어서 template에 우라실이 강하게 결합을 하면 우라실에 의해 polymerization이 멈추게 

된다 (Lasken et al., 1996; Greagg et al., 1999; Fogg et al., 2002). Pfu DNA polymerase를 

이용해서 PCR을 하는 동안 높은 온도에서 dCTP의 deamination에 의한 dUTP 생성이 주요 

inhibitor로써 작용한다고 보고되었다 (Hogrefe et al., 2002). 이를 해결하기 해 enhancing 

factor로써 열에 안정한 Pyrococcus furiosis  dUTPase를 PCR 혼합액 (mixture)에 첨가하 을 

때, dCTP의 deamination으로부터 생긴 dUTP를 제거함으로써 긴 DNA 단편 (>10kb)를 증폭 

시킬 수 있다고 보고되었다 (Hogrefe et al., 2002).  

2.  Thermococcus pacificus  (Tpa) dUTPase에 한 연구

2. 1.  균주의 배양  genomic DNA 분리

  T. pacificus균주 (DSM 10394)는 DSMZ로부터 확보되었다. T. pacificus 균주 (DSM 10394)

는 DSMZ 760 medium에서 배양하 다. 게노믹 (genomic) DNA는 Cold Spring Harbor 

Laboratory Press의 "Molecular cloning" a laboratory manual에 나온 방법으로 분리하 다.

 

2. 2.  Tpa  dUTPase 유 자의 cloning   염기서열 비교분석 

 Tpa dUTPase 유 자의 일부를 증폭하기 해 기존에 알려진 archaeal family B dUTPase들

에 잘 보존되어 있는 motif들을 참조하여 다음과 같은 2개의 degenerate primer들을 제작하

다 (Kahler & Antranikian, 2000): forward primer (5’- 

CTTCCCGAT(C)TGGAAC(A)ATT(C)AGAAAG(A)GA -3’)  reverse primer (5’- 

CTGG(A)TAA(G)TTTCCA(T)CG(T)GTAG(A)GGGTT -3’). T. pacificus genomic DNA를 주

형으로 이 primer들을 이용하여 PCR을 수행 하 다. 상기 PCR 조건은 94℃에서 3분간 반응 

후, 94℃에서 1분, 45℃에서 1분  72℃에서 5분간 반응과정을 7회 반응 후 94℃에서 1분 5

0℃에서 1분  72℃에서 5분간 반응 과정을 23회 반복 수행하 고, 72℃에서 10분간 연장반응 

후 반응 산물을 0.8% 아가로스 젤에 기 동하여 약 330 bp의 DNA 단편이 증폭되었음을 확

인하 다. 한, MEGA quick-spin
TM

 PCR & Agarose Gel DNA Extraction Kit (iNtRON 

Biotechnology, Korea)를 사용하여 상기 0.8% 아가로스 젤에서 이 PCR 반응 산물들을 정제하

다. 상기 정제된 DNA를 (주) 솔젠트에 의뢰하여 염기서열을 결정한 후 기존에 알려진 다른 

종의 dUTPase 염기서열과 유사성을 비교한 결과 높은 상동성을 보임을 확인하 다. 따라서 

정제된 330 bp의 DNA 단편이 T. pacificus의 Tpa dUTPas 유 자의 일부분임을 확인할 수 있
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었다. 이를 T. pacificus의 Tpa dUTPas 유 자를 선별하기 한 심부 로 사용하 다. 

  상기에서 이미 확보된 Tpa dUTPas 유 자 330 bp의 DNA 염기서열을 기본으로 4개의 인

터  라이머 (internal primer)를 제작하 다. 미지의 인 한 염기서열을 찾기 해서 

Walking SpeedUp
TM

 Premix Kit (seegene, Korea)를 이용하 다.  Tpa dUTPas 유 자의 5’ 

상류방향 (N 말단 역)에 해당하는 유 자 부 를 클로닝하기 해서 Walking SpeedUpTM 

Premix Kit 내의 4가지 랜덤 (random) 라이머와 TpaN-1(CTTCACACGCTCGAGGGT)  

T. pacificus  게노믹 DNA를 이용하여 첫 번째의 PCR을 수행하 다. 이 PCR 산물의 일부를 

주형으로 TpaN-2(GGGCGGGATTACGACTTTACC)와 Kit 내의 두 번째 PCR 라이머를 이

용하여 두 번째 PCR을 수행하 다. 증폭된 DNA 편들을 아가로스 겔에 기 동한 후, 

MEGAquick-spin
TM

 PCR & Agarose Gel DNA Extraction Kit (iNtRON Biotechnology, 

Korea)를 사용하여 추출, 정제하여 (주) 솔젠트에 의뢰하여 염기서열을 결정하 다. 이들 편

들의 염기서열을 결정한 결과, 시작코돈을 포함하는 5’ 상류방향 (N말단 부분)의 염기서열을 

확보하 다.  보존된 심부 의 염기서열에 인 한 미지의 3’ 하류방향 (C 말단 역)에 해

당하는 유 자 부 를 클로닝하기 해서 Walking SpeedUpTM Premix Kit 내의 4가지 랜덤 

라이머와 TpaC-1(GAAGGTTTACTCGGCTCC)와 TpaC-2 (ATGCTCTTCAACGCCTCGG 

AG)를 가지고 N말단과 같은 방법으로 C말단도 수행하 다. 증폭된 DNA 편들을 아가로스 

겔에 기 동한 후, MEGA quick-spinTM PCR & Agarose Gel DNA Extraction Kit 

(iNtRON Biotechnology, Korea)를 사용하여 추출, 정제하여 (주) 솔젠트에 의뢰하여 염기서열

을 결정하 다. 이들 편들의 염기서열을 결정한 결과, 종지코돈을 포함하는 3’ 상류방향 (C말

단 부분)의 염기서열을 확보하 다. 이 게 Tpa DNA dUTPase 유 자를 코딩하는 체 염기

서열을 결정하 다. 그 결과 Tpa dUTPase 유 자의 체 염기서열은 개시코돈 (ATG)에서 정

지코돈 (TGA)을 포함하여 총 471 bp로 이루어져 있었으며, 총 아미노산은 156개로 이루어져 

있었다. Tpa dUTPase 유 자의 염기서열은 GenBank (Accession no. JQ44023)에 등록 하

다. Tpa dUTPase 유 자 DNA 염기서열로부터 환산된 분자량은 17,801.43 Da이 다. 

  Tpa dUTPase의 아미노산 서열을 다른 dUTPase 서열과 비교하여 분석하 다 (그림생략). 

그 결과  T. onurious NA1 (90 % identity, GenBank accession no, ABI74750), P. furiosus  

(84 % identity, AAL47572), P. woesei (84 % identity, AAR15897), T. sibiricus MM739 (84 

% identity, ACS89452)등의 archaeal 유래의 dUTPase와 매우 높은 상동성을 보 다. 반면, E. 

coli  (18.6 % identity, P06968), Mycobacterium tuberculosis (17.9 % identity, POA552), 

human (21.2 % identity, NP_001030) 유래의 eubacterial 과 eukaryotic dUTPase과는 낮은 상

동성을 보 다. 

 2.  3.  Tpa  dUTPase 유 자의 발   정제 

  Tpa dUTPase 유 자의 염기서열로부터 N-말단 아미노산 서열 부분을 코딩하는 primer 

Tpa dUTP Nde (5’ sense primer)와 C-말단 아미노산 서열을 코딩하는 DNA 염기에 상보

인 서열 primer Tpa dUTP Hind (3’ antisense primer)을 각각 제작하 다.  Primer Tpa 

dUTP Nde (5’-CGGTGGTCATATGATGCTCCCTGACTGGAAAATC-3’)은 Tpa dUTPase 

유 자의 개시코돈 (ATG)을 포함하는 제한효소 NdeI 단부  (  친 부분)와 primer Tpa 

dUTP Hind (5’-GAAGAAGCTTCTTTCTCCTCTTCGA GAGAAC-3’)은 제한효소 HindIII 

단부  (  친 부분)를 포함하도록 합성하 다.



- 98 -

  T. pacificus  게노믹 DNA를 primer Tpa dUTP Nde  primer Tpa dUTP Hind를 사용하여 

PCR을 수행하 다. PCR은 0.2 ㎍ T. pacificus  게노믹 DNA와 20 pmole의 primer Tpa dUTP 

Nde  primer Tpa dUTP Hind, 200 μM dNTPs, 10X PyroAce DNA polymerase 완충용액 

 2.5 U Super PyroAce DNA polymerase로 이루어진 혼합 조성액을 94℃에서 3분간 반응시

킨 후 94℃ 30 , 58℃에서 30 , 72℃에서 3분의 조건으로 30회 반복한 후, 마지막 72℃에서 

10분간 반응시켰다. DNA 사이즈 마커 (size marker)와 함께 0.8% 아가로스 겔에 기 동하

여 약 471 bp 치에 밴드가 존재하는 것을 확인하 다. PCR이 끝난 반응 혼합물을 0.8% 아

가로스 겔에 기 동하여, PCR을 통해 증폭된 약 0.4 kb의 DNA 산물을 MEGA 

quick-spinTM PCR & Agarose Gel DNA Extraction Kit (iNtRON Biotechnology, Korea)을 

사용하여 정제하여 회수하 다. 회수된 DNA를 제한효소 NdeI  HindIII으로 단한 다음, 

0.8% 아가로스 겔에 다시 기 동 하여 약 471 bp 치에 해당하는 겔 단편을 기의 Kit를 

사용하여 Tpa dUTPase 유 자 편을 정제하여 회수하 다. 정제된 Tpa dUTPase 유 자 

편을 동일한 제한효소로 단된 발 벡터 pET-22b(+) (Novagen, USA)에 삽입하여 T4 DNA 

연결효소를 사용하여 16℃에서 하룻밤 동안 연결반응을 시켜 연결시킨 후, 장균 Escherichia 

coli Rosetta(DE3)pLysS (Stratagene, USA)에 형질 환 시켰다. 형질 환체들로부터 알칼리 

용균법에 의해 라스미드 DNA를 분리한 다음, 제한효소 NdeI  HindIII으로 단한 후, 

0.8% 아가로스 겔에 DNA 사이즈 마커와 함께 기 동하여 Tpa dUTPase 유 자가 발 벡

터 내에 정확히 삽입되어 있음을 재확인하 다. 상기와 같이 구축된 Tpa dUTPase 유 자의 

발 을 해 구축된 발 벡터를 pTPAdUTP로 명명하 다. 

   발 벡터 pTPAdUTP를 E. coli  BL21-CodonPlus(DE3)-RIL에 형질 환시켰다. 형질 환된 

E. coli Rosetta(DE3)pLysS/pTPAdUTP를 배양하여 IPTG 첨가에 의해 Tpa dUTPase 유 자

를 발 시킨 후 균체를 회수하여 음  방법으로 세포를 쇄하 다. 쇄된 세포를 원심분리

에 의해 상층을 분리한 후 80℃에서 30분간 반응시켜 장균 유래의 단백질들을 변성시켰다. 

변성된 단백질을 원심분리하여 제거하고, C-말단에 His6-tagging시켜 발 된 Tpa dUTPase는 

Ni
2+
 chelate에 의한 HisTrap

TM
 HP column (GE Healthcare, UK)에의한 affinity 

chromatography와 양이온 교환 수지를 이용한 HiTrap
TM

 SP HP column (GE Healthcare, 

UK)으로 정제하여 SDS-PAGE로 확인하 다 (그림생략). SDS-PAGE로 확인된 Tpa 

dUTPase의 분자량은 약 18 KDa으로 156 아미노산 서열에 기 한 분자량인 17,801 Da과 유사

하게 일치하 다. 정제된 Tpa dUTPase의 비활성은 90,909 U/mg이며, 음  추출물의 체 

활성을 기반으로 하 을 때 최종 수율은 18.5%이다. 

 

2.  4.  Tpa  dUTPase의 특성 분석 

  정제된 단백질의 dUTPase 활성 측정은 Putnins and Yamada의 방법 (1975)을 약간 변형하

여 수행하 다. dUTPase 효소 활성은 50 mM Tris-HCl (pH 8.5), 5 mM MgCl2, 1 U 

dUTPase 혼합액에 0.5 mM dUTP의 가수분해된 정도를 측정하여 결정하 다. dUTP가 가수

분해 되면 pyrophosphate가 생성되는 양을 spectrophotometer를 이용해서 580 nm에서 흡 도

를 측정하 다. 

  Tpa dUTPase의 최  온도를 조사하기 해 70℃에서 90℃까지 반응 온도를 다양하게 하여 

활성 반응을 수행한 후 그 상 인 활성을 [그림 2-15]76A에 나타내었다. 최  반응 온도는 

85℃에서 나타났다 ([그림 2-15]76A). Tpa dUTPase의 최  pH 측정은 pH 6.0-7.0의 50 mM 

MES-NaOH 완충용액, pH 7.0-9.0의 50 mM Tris-HCl 완충용액에서 수행한 후 그 상 인 
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활성을 [그림 2-15]76B에 나타내었다. pH 8.5에서 가장 높은 활성을 보 다 ([그림 2-15]76B). 

Tpa dUTPase 활성에 한 MgCl2의 향을 조사하기 해 MgCl2를 0-3.0 mM의 다양한 농도

에서 수행하 다. 그 결과, MgCl2에서는 0.75 mM일 때 최  효소활성을 보 다 ([그림 

2-15]76C). Tpa dUTPase 활성에 한 2가 양이온의 향을 조사하기 해 MgCl2, MnCl2, 

CaCl2, ZnCl2등의 다양한 2가 양이온을 1.0 mM의 농도에서 수행하 다. 그 결과, MgCl2외에도 

Zn
2+
에서도 약간 높은 활성을 보 다 ([그림 2-15]76D). Mg

2+
과 비교했을 때 45%의 활성을 보

으며, Mn
2+
의 활성은 Mg

2+
과 비교했을 때 30%의 활성을 보 다. 그러나 Tpa dUTPas는 Ca

과는 작용하지 않았다 ([그림 2-15]76D). Tpa dUTPase 활성에 한 BSA의 향을 조사하기 

해 0-0.1%의 다양한 농도에서 수행하 다. 그 결과, 0.001%에서 활성이 가장 높았으며, 0.1%

에서는 활성 해를 보 다 ([그림 2-15]76E). Tpa dUTPase 활성에 한 Triton X-100의 

향을 조사하기 해 0-0.1%의 다양한 농도에서 수행하 다. 그 결과, 0.001%에서 활성이 가장 

높았으며, 0.1%에서는 활성 해를 보 다 ([그림 2-15]76F).

[그림 2-15]76 Characterization of Tpa dUTPase. Effect on Tpa dUTPase activity of (A) 

temperature; (B) pH; (C) MgCl2; (D) divalent cations; (E) BSA; (F) TritonX-100.

2. 5.  열 안정성

  Tpa dUTPase의 열 안정성을 조사하기 해 94℃에서 반응시킨 후, 활성이 감소된 정도를 

측정하 다. Tpa dUTPase는 94℃에서는 상당히 안정하 으며, 효소의 반감기는 94℃에서는 7

시간 정도로 나타났다 ([그림 2-15]77).

[그림 2-15]77 Thermostability of Tpa dUTPase. Purified Tpa dUTPase was incubated at 94
o
C.
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2. 6.  기질 특이성   

   

  dUTPase는 주로 dUTP를 기질로 사용한다. Tpa dUTPase의 기질 특이성을 알아보기 해 

10U의 Tpa dUTPase이 첨가된 혼합액에 1 mM의 기질를 첨가한 후, 그 기질이 가수분해되어 

생성된 pyrophosphate의 양을 측정하여 결정하 다. Tpa dUTPase의 기질 후보로써 dUTP, 

dCTP, dATP, dGTP, dTTP, CTP, ATP, GTP, TTP가 사용되었다. 효소 반응 후, 

pyrophosphate가 생성된 기질은 주로 dUTP 으며, dCTP에서도 찰되었으며, dTTP는 아주 

약간 이용하 다 ([그림 2-15]78A). 조 으로 다른 기질 (dATP, dGTP, CTP, ATP, CTP, 

TTP)등은 이용하지 못했다. Larsson등 (1996)은 dUTPase가 nucleotide들 사이에서 pyrimidine 

moiety 뿐만 아니라 sugar moiety에 해서도 식별할 수 있는 능력이 있음이 보고되었다. 

  dUTP와 dCTP 둘 에 어느것을 기질로써 선호하는지를 평가하기 해, 10 mM dUTP 는 

dCTP를 포함한 혼합액에 Tpa dUTPase 농도를 달리하여 첨가하여 pyrophosphate 형성된 양

을 측정하여 결정하 다 ([그림 2-15]78B). 그 결과 dUTP 존재하에는 Tpa dUTPase농도에 비

례하여 매 활성이 직선으로 증가하는 것을 확인할 수 있었다. 

[그림 2-15]78 Nucleotide specificity of Tpa dUTPase (A) and PPi generation by Tpa 

dUTPase (B). (A)  Tpa dUTPase was incubated with various substances of 

1 mM concentration for 0.5 h at 85
o
C. (B) The indicated amount of 

dUTPase was incubated with 10 mM dUTP (●) or dCTP (○).

한 dUTP로부터 생성된 pyrophosphate의 양은 dCTP로부터 생성된 pyrophosphate의 양에 

10-20배 더 많이 생성되었다 (그림 2-15]78B). 하지만, dCTP 존재하에는 Tpa dUTPase농도에 

비례하여 매 활성이 비정상 인 패턴임을 확인할 수 있었다. 그러므로, Tpa dUTPase는 기

질로써 dCTP보다 dUTP를 우선 으로 가수분해를 한다. 

2.  7.  Tpa  dUTPase의 첨가에 의한 PCR 증폭효율 증가

  Tpa dUTPase 첨가에 의한 PCR 효율을 알아보기 해 Pfu (Fermentas), Vent (NEB), Taq  

(Takara) DNA polymerase를 template를 λ phage DNA (Sanger et al. 1982)의 염기서열을 바

탕으로 PCR을 통해 각각 2, 4, 6, 8, 10, 12 kb의 증폭된 PCR 산물들이 만들어 질 수 있도록 

primer들을 제작하 다. Primer sequence는 [표 2-15]20에 상세하게 제시하 다.  

 PCR은 각각의 DNA polymerase를 한 1X 완충용액과 200 μM dNTP, 20 pmol each 

primer, 25 ng  λ phage DNA, 1.25 U DNA polymerase에 0.1 U Tpa dUTPase를 첨가하여 

수행하 다. PCR 반응 혼합물 (50 ㎕)을 비하여 95℃에서 3분간 pre-denaturation을 수행한 
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다음, 94℃에서의 denaturation 30 , 62℃에서의 annealing 30 , 그리고 72℃에서의 

polymerization (1분/Kb) 등의 3단계과정을 30회 반복한 후, 72℃에서 15분간 더 

post-polymerization을 수행하 다. PCR 반응이 끝난 다음, 0.8% 아가로스 겔 기 동을 하여 

PCR 결과를 확인하 다. 

 

[표 2-15]20 Primers used for PCR extension efficiency assays.   

Primer name

(target size)

Primer Sequence Lambda DNA 

sequence (bp)

Anchor-λ F 5'- CCTGCTCTGCCGCTTCACGCAGTC -3' 30352-30371

λ-2 R (2 kb) 5'- CCATGATTCAGTGTGCCCGTCTGG -3' 32326-32349

λ-4 R (4 kb) 5'- CGAAGAGCATCCTCAGGATGTGATGG -3' 34316-34341

λ-6 R (6 kb) 5'- GAGATGGCATATTGCTACGCAAGA -3' 36339-36362

λ-8 R (8 kb) 5'- GCCTCGTTGCGTTTGTTTGCACG -3' 38373-38395

λ-10 R (10 kb) 5'- GCACAGAAGCTATTATGCGTCCCCAGG -3' 40316-40342

λ-12 R (12 kb) 5'- TCTTCCTCGTGCATCGAGCTATTCGG -3' 42409-42434

Oligonucleotide primers are in antisense orientation (reverse primer) except for the anchor-

λ F primer

  

  기본 인 PCR 반응에 약간의 변형을 주어 반응의 특이성뿐만 아니라 긴 PCR product의 증

폭 효율을 증가시키기 한 시도가 보고되었다 (Hogrefe et al., 2002). Tpa dUTPas가 dUTP 

제거함으로써 PCR 증폭을 효율을 높일 수 있는 가능성을 조사하기 해, 열에 안정한  DNA 

polymerase와 template로써 λ- 게노믹 DNA를 이용하여 PCR에 한 Tpa dUTPas의 효과를 

알아보았다. PCR의 증폭 효율은 Pfu DNA polymerase, Vent DNA polymerase, Taq DNA 

polymerase 홉합액에 Tpa dUTPase를 첨가한 것과 첨가하지 않은 것을 비교하여 실험하 다. 

Tpa dUTPase 첨가에 의한 PCR 산물 수율은 Pfu  DNA polymerase와 Vent DNA polymerase

에서 향상되었다 ([그림 2-15]79 and B). 조 으로, Taq DNA polymerase에서는 dUTPase 

첨가에 의한 PCR 증폭 효과가 나타나지 않았다 ([그림 2-15]79C). 

[그림 2-15]79 Comparison of PCR efficiency of Pfu, Vent and  Taq  DNA polymerase with 

the addition of Tpa dUTPase. Amplification of 2 – 12 kb of λ DNA as a 

template was carried out by Pfu (A), Vent (B), and Taq (C) DNA 

polymerase in the absence and presence of 0.1 U dUTPase.  

  PCR에서 high-fidelity DNA 증폭은 3’-5’ exonuclease domain의 교정 활성을 지니고 있는 

아키아 유래의 패 리 B 타입 DNA polymerase를 사용하여 수행된다. 그러나, 이러한 고도의 
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정확성을 갖는 아키아 유래 패 리 B 타입 DNA polymerase는 박테리아 유래의 Taq DNA 

polymerase와는 달리 template strand에 있는 는 기질로서 제공되는 우라실 잔기를 감지하

는 우라실 포켓 지니고 있어 DNA 합성이 우라실 잔기에서 멈추게 된다 (Greagg et al., 1999). 

dUTP는 PCR cycling동안 (95℃ denaturation step) dCTP의 탈아미노산 (deamination)에 의해 

생성된다고 Hogrefe등에 의해 보고되었다 (Hogrefe et al., 2002). 그러므로 아키아 유래 패

리 B타입의 DNA polymerase는 PCR 하는 동안 dCTP로부터 생성된 dUTP에 의해 PCR에 제

한될 수 있었다. 따라서 PCR하는 동안 발생된 dUTP를 Tpa dUTPase의 첨가에 의해 제거됨

으로써 PCR 증폭 효율을 증가시켰고, 보통 사용되는 패 리 B DNA polymerase의 문제 인 

uracil-triggered stalling을 해결할 수 있었다. 상기의 연구 (4.1-4.4) 결과물들은 Enzyme and 

Microbial Technology (Cho et al., 2012b)에 게재되었다.
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연구목표 달성내용(핵심성과) 기여도

다양한 고온성 

는 온성 해

양․극한 미생물

들로부터 내열성 

는 온성 DNA 

수식효소 개발

○ 총 20종의 신규 DNA 

수식효소 유 자들의 

cloning, 염기서열 결정 

 분자생물학 ․생화

학  특성분석 완료

- 12 종의 신규 고온성 

DNA polymerase

- 3종의 고온성 DNA 

ligase

- 3종의 온성 UDG

- 2종의 기타 수식효소들 

(Sma PPase, Tpa 

dUTPase)

○핫-스타트  PCR에 최

화 된 Neq  HS DNA 

polymerase 개발

○ PCR 증폭율이 우수한 

Tpa  Twa DNA 

polymerase의 돌연변이 

체 개발

 

○ SCI  논문 27편, 특허

출원 26건(미국특허출원

5건 포함), 특허등록 18

건 (미국특허 등록 2건 

포함) 

- 여러 고온성 는 온성 해양․극한 

미생물들의 배양기술 습득  확립

- 다수의 유용 내열성 는 온성 DNA 

수식효소들에 한 연구개발을 진행함으

로써 고온성 는 온성 해양․극한 

미생물들에 한 연구방법의 기 체계를 

확립

- 분자생물학 ․생화학  연구결과들을 

고온성 는 온성 해양․극한 미생물들

의 생명 상을 이해하기 한 후속 연구

들의 기 자료로 활용

- 학술연구  임상진단이나 산업 으로 많

이 사용되어지는 DNA 수식효소들을 국

내 개발함으로써 외국으로부터의 수입 

체  수출 증  가능

- 새로운 핫-스타트 PCR 진단 kit 개발

이 가능하므로 국제 으로 경쟁력 있는 

국내외 시장 확보 가능

- 온성 UDG를 PCR 수행시  PCR 반

응액에 첨가하여 carry-over 

contamination 방지에 기여

- 기존의 DNA ligase는 ATP 는 NAD
+
 

에서  한 가지 cofactor만 주로 이용해 왔으

나, 본 연구의 고세균 유래의 Szi, Hbu  

DNA ligase는 ATP, ADP  GTP를 

cofactor로 이용할 수 있는  DNA ligase로 

밝 짐. 이 연구결과를 근거로하여 DNA 

ligase 들의  진화 인 연 계를 처음으로 

규명함.

- 이러한 새로운 연구결과들은 생명공학

분야의 리뷰논문  련 서  술에 

기 자료로 활용가능.

제 4 장 목표달성도  련분야에의 기여도
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주요연구실 -활용계획

Neq  DNA polymerase를 

이용하여 고온에서 인테인

단백질 스 라이싱을 기반

으로 한 새로운 개념의 핫

-스타트 DNA polymerase 

개발

- 기존의 안티바디를 이용하는 핫 스타트 PCR 방법과는 완

히 다른 새로운 개념의 인테인 스 라이싱을 이용한  핫 

스타트 PCR 방법은 목 의 DNA를  더 정확하게 특이 으

로 증폭할 수 있었다.  고가의 안티바디를 이용한 기존의 

핫 스타트 PCR용 DNA polymerase 보다 Neq HS DNA 

polymerase는 원가면에서 월등히 유리함.

- 한 단계 더나아가 PCR 효율이 향상된 Neq HS 

A523R/N540R/S185D 돌연변이체 개발은 재 시 에 매

되고 있는 핫 스타트용 HSTaq DNA polymerase, 일반 

Taq  Pfu DNA polymerase들보다 정확하게 목 의 

DNA만을 선택 으로 증폭하는 우수성을 보임. 

- 한 Neq HS DNA polymerase는 dUTP 존재하에서 Taq 

DNA polymerase보다 특이 인 증폭 효율성을 나타낸다. 

이는 dUTP와 UDG를 이용한 교차 오염 (carry-over 

contamination) 방지를 한 PCR에서 뛰어난 성능을 나타

냄으로 시 되고 있는 DNA polymerase들보다 임상진단 등

에 유용하게 이용될 수 있음.

- Neq  HS DNA polymerase의 핫 스타트 PCR을 활용한 유

공학  분자생물학 연구, genome sequencing, GMO 검

정, 임상진단, 법의학 연구 등에 요한 소재로 활용이 가능

함. 

- 따라서 국내 련업체인 (주)바이오나아, (주)씨젠, (주)솔젠

트 등의 업체들과 기술이 을 추진하려고 함. 

- Neq HS DNA polymerase는 Taq DNA polymerase, 는 

다른 DNA polymerase와의 키메라를 만들어서 hot-start 용 

real-time PCR에 용이 가능하여 산업  이용 분야가 더

욱 더 확 될 것으로 기 .

제 5 장 연구개발결과의 활용계획
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주요연구내용 련해외연구그룹(기 ) 세부정보내용

DNA polymerase의 

연구개발 

일본의 

Takara Biotechnolog

독일의 

Boehringer Mannheim

스 스의  Roche

- Takara Biotechnology: 고효율 

DNA polymerase인 EX Taq, LA  

Taq, HS Taq 개발  상품화

-Boehringer Mannheim: expanded 

high fidelity PCR system의 연구 

 련 제품 상품화

- 독일의 Roche: 감염성 질병들의 

진단을 한 PCR-based nucleic 

acid probe의 상품화

DNA ligase의 연구

개발 

미국의 Cornell 학

미국의

Bio-Rad Laboratories  

Stratagene

미국의 Yale 학

네덜란드의

Agrotechnological 

Research Institute

- 미국의 Cornell 학: LCR 방법

의 개발

-미국의 Bio-Rad Laboratories  

Stratagene: LCR 방법의 상품화

-미국의 Yale 학: RED 방법의 

개발

- 네덜란드의

 Agrotechnological

Research Institute: 다  돌연변이 

도입법의 개발

Uracil DNA 

glycosylase (UDG)

의 연구개발 

미국의 New England 

BioLabs (NEB), Roche

- NEB에서 E. coli  UDG의 연구개

발 상품화

- Roche에서marine bacterium으로

부터 BMTU3346 UDG 연구개발 

 상품화

 제 6 장 연구개발과정에서 수집한 해외과학기술정보
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보고서 요약서

과제고유번호 20046001
해 당 단 계

연 구 기 간
‘10.01~’13.12

단 계

구 분
3단계 4년차

연 구 사 업 명
사 업 명 해양생명공학기술개발사업

세부사업명 해양생명공학기술개발사업

연 구 과 제 명

과 제 명 해양․극한생물분자유 체연구사업

세부과제명
심해미생물 유 체로부터 당쇄 가공 효소의 기능 규명 

 당쇄소재 생산에 한 연구

연 구 책 임 자 차재호

해당단계

참 여

연구원수

 총 :  21명

내부 : 21명

외부 :  0명

해당단계

연 구 비

정부: 235,000천원

기업:       천원

계: 235,000천원

총연구기간

참 여

연구원수

 총 :  21명

내부 : 21명

외부 :  0명

총연구비

정부: 235,000천원

기업:       천원

계: 235,000천원

연구기 명  

소 속 부 서 명
부산 학교 미생물학과 참여기업명

국제공동연구 상 국명 : 상 국연구기 명 :

탁 연 구 연구기 명 : 연구책임자 :

요약(연구결과를 심으로 개조식 500자 이내) 보고서면수 52

심해미생물 유 체로부터 40여종의 당쇄 가공 효소 유 자를 확보하 으며, 이  7

종의 효소의 특성을 분석하 고, 배당체 생산성을 향상시키기 하여 2종의 효소를 

개량하 음. 이 개량효소들을 활용하여 새로운 식물유래 이토 미컬보다 생리활성

이 우수한 신규 배당체를 8종이상 확보하 으며, 생산된 배당체  에스큘린 배당체

는 항염증 활성이 우수하여 기술이 을 완료하 음. 연구기간을 통하여 최종 으로 

논문 7편, 특허 3건  기술이  1건을 발표하 음.

색 인 어

(각 5개 이상)

한
고온성미생물, 당 이 효소, 당합성 효소, 배당체, 

생체이용성, 열안정성, 이토 미컬

어
Hyperthermophiles, Glycosyltransferase, Glycosynthase, 

Glycoside, Bioavailability, Thermostability, Phytochemical
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요   약   문 
  

Ⅰ. 제 목

심해미생물 유 체로부터 당쇄 가공 효소의 기능 규명  당쇄소재 생산에 한 연구

Ⅱ. 연구개발의 목   필요성

심해미생물의 유 체로부터 신규 산업용 배당체 생산을 한 다양한 당쇄 가공 효소를 

개발하고 배당체 생산을 한 공정 개발과 이러한 배당체 소재를 이용하여 기존의 식

물유래의 이토 미컬의 생체이용성을 향상시킬 수 있는 방안을 마련한다.

Ⅲ. 연구개발의 내용  범

 - 고기능성 당쇄 가공 효소의 확보를 통한 효소의 당쇄 수식 특성 연구

 - 선발된 효소를 활용한 배당체 생산을 한 당쇄 가공 특성 연구와 신규 배당체의 

합성  생산 연구

 - 당 이능 향상을 한 분자진화법에 의한 효소의 개량 연구와 치특이  당쇄 결

합 효소의 개발 연구

 - 효소개량을 통한 기존 배당체 생산 공정의 개량  생산성 개선 연구

 - 맞춤형 배당체 신소재 개발을 한 당합성 효소의 당쇄 결합 특성 분석, 생산 공정 

 생산성 최 화 조건 수립과 배당체의 생산 연구

 - 맞춤형 배당체 신소재 수용성 증  분석과 안 성  신규 배당체의 생리활성 분석

과 산업화 가능성 악 연구

Ⅳ. 연구개발결과

심해미생물 유 체로부터 40여종의 당쇄 가공 효소 유 자를 확보하 으며, 이  7종

의 효소의 특성을 분석하 고, 배당체 생산성을 향상시키기 하여 2종의 효소를 개량

하 다. 이 개량효소들을 활용하여 새로운 식물유래 이토 미컬보다 생리활성이 우

수한 신규 배당체를 8종 확보하 으며, 에스큘린 배당체는 항염증 활성이 우수하여 기

술이 을 완료하 다. 최종 으로 논문 7편, 특허 3건  기술이  1건을 발표하 다.

 

Ⅴ. 연구개발결과의 활용계획

본 연구를 통하여 얻어진 신규 배당체들은 식품, 의약품 등의 산업에 활용할 가치가 

높은 배당체로서 이미 에스큘린 배당체는 기술이 을 완료하 다. 재 기질 비 산

물의 생산 수율의 최 화를 이루었으나 실질 인 생산율에서 산업화하기에는 충분치 

못한 부분이 있고, 수용성  체내이용성의 증가부분을 산업체에 홍보할 만한 부분들

이 실질 인 산업화에 요한 부분으로 사료된다. 이러한 부분들을 해결한다면 해양미

생물을 활용한 새로운 배당체 소재를 활용하여 산업  유용한 물질을 개발할 가능성이 

높다고 단된다.
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SUMMARY 

Ⅰ. Title 

Production of carbohydrate-based biomaterials by carbohydrate enzymes from 

extremophiles

Ⅱ. Purpose 

The aim of this study is to probe the thermostable glycosyltransferases from 

marine hyperthermophiles for the production of polyphenol glycosides, and improve 

the process of glycoside production. This application will increase the bioavailability 

of phytochemicals through increased solubility, stability, and biological activity in 

human trials.

Ⅲ. Research Contents

- Properties of high-value glycosyltransferase isolated from marine 

hyperthermophiles

- Production of novel glycosides using glycosyltransferase

- Development of the process of glycoside production using biotransformation and 

enzymatic optimization

- Solubility and chemical stability enhancement of hydrophobic natural 

phytochemicals using glycosylation reaction

Ⅳ. Research Results

Fourty glycosyltransferase genes are searched from marine hyperthermophiles to apply 

the production of glycosides. Among those, seven enzymes are characterized towards 

enzymatic glycosylation properties and finally two enzymes are improved to synthesize 

the glycoside compounds from phytochemicals. Eight novel aesculin and piceid 

glycosides which show increased bioavailability compared to natural compounds are 

synthesized. One aesculin glycoside was industrially compatible compared to aesculin. 

Through this research seven SCI papers are published and three patents were made.

Ⅴ. Application and Future Goals

Thermostable glycosyltransferases are capable of improving the solubility of natural 

compounds by glycosylation. Bioavailability and solubility of compounds of those 

derivatives increase the industrial applications. The conversion efficiency is a 

bottleneck. By solving the conversion efficiency the glycoside production using 

marine natural organism has high potential for industrial applications such as foods, 

pharmaceuticals, and medicine.



- 5 -

CONTENTS

Chapter 1 Research background and goals ···········································································7

1. Research objective ···········································································································7

2. Research needs ················································································································7

3. Research range ···············································································································10

Chapter 2 Current status of foreign and domestic technique development ···············13

1. Domestic technology development status ·······························································13

Chapter 3 Research content and results ··············································································18

1. Third step first year (2010) ······················································································18

2. Third step second year (2011) ··················································································22

3. Third step third year (2012) ·····················································································29

4. Third step fourth year (2013) ···················································································35

Chapter 4 Object accomplishment and contribution to related fields ··························41

1. Second step (2007-2009) ·····························································································41

2. Third step  (2010-2013) ······························································································44

Chapter 5 Application and future plan ·················································································47

Chapter 6 Information of overseas scientific technology ···············································48

Chapter 7 References ·················································································································49



- 6 -

목   차

제 1 장 연구개발과제의 개요 ·····································································································7

제 1  연구개발의 목 ····································································································7

제 2  연구개발 필요성 ····································································································7

제 3  연구개발 범 ······································································································10

제 2 장 국내외 기술개발 황 ·································································································13

제 1  국내 기술  산업 동향 ····················································································13

제 3 장 연구개발수행 내용  결과 ·······················································································18

제 1  1차년도 연구 수행 내용  결과 ····································································18

제 2  2차년도 연구 수행 내용  결과 ····································································22

제 3  3차년도 연구 수행 내용  결과 ····································································29

제 4  4차년도 연구 수행 내용  결과 ····································································35

제 4 장 목표달성도  련분야에의 기여도 ·······································································41

제 1  2단계-해양극한미생물유래 탄수화물 효소를 이용한 신규 탄수화물 기반

        미세포집 소재 생산 기술의 개발 ····································································41

제 2  3단계-심해미생물 유 체로부터 당쇄 가공 효소의 기능 규명  당쇄 

        소재 생산에 한 연구 ······················································································44

제 5 장 연구개발결과의 활용계획 ···························································································47

제 6 장 연구개발과정에서 수집한 해외과학기술정보 ·························································48

제 7 장 참고문헌 ·························································································································49



- 7 -

제 1 장 연구개발과제의 개요

 제 1  연구개발의 목

 본 연구는 심해에서 생존하는 고온성 세균과 고세균으로부터 열에 안정한 당쇄 가공 효소를 

발굴하여 다양한 고부가가치의 소재(포집소재와 식물생리활성물질(phytochemical)의 당화를 통

한 가용성 증 , 결합특이성 증 와 안 성 향상을 통한 산업  이용성 향상을 꾀하고, 보다 효

율 인 배당체(소재의 당쇄 부여) 합성을 한 당쇄 가공 효소의 개량을 연구의 목표로 한다.  

 이와 같은 연구 목 을 달성하기 하여 첫째, 심해 고온성 세균과 고세균으로부터 유용한 

내열성 당쇄 가공 효소를 개발하고, 둘째, 고부가가치 소재의 가공을 한 효소  당 이 기술 

확립과 이를 통한 비수용성 포집소재와 phytochemical의 당쇄 부여를 통한 기능성 향상을 추

진하고, 셋째, 산업화를 한 공정 개선과 기능 향상을 한 당쇄 가공 효소의 개량을 연구하

고, 마지막으로 맞춤형 포집소재와 배당체의 안정화  수용화를 통한 신규 고부가가치 기능성 

소재 창출을 달성한다.

 제 2  연구개발 필요성

1. 당 이 활용 기술의 요성

  배당체(glycoside)는 당의 환원기와 당 는 당 이외의 화합물의 히드록실기가 탈수  축합

으로 생긴 물질로 올리고당을 포함하는 다양한 glycoconjugates등을 일컬으며 자연계에 리 

분포하고 주로 식물체에서 많이 발견되어지는 물질임. 일반 으로 활성을 보이는 부분인 아

리콘(aglycon)과 이러한 소수성 물질의 용해도의 향상  상 인 반응성에 향을 미치는 당 

부분(sugar moiety)으로 구성되어 있음.

  미국과 유럽에서는 암 정복과 질병 치료를 목 으로 학 심의 생리활성 당질생물학 발

에 노력하고 있으며 신약 개발  분산업, 식품산업 등을 새로이 육성하고 있음. 한, 1995

년 이후 탄수화물 소재의 요성이 인식되면서 이를 database화하여 인터넷을 통해 정보를 제

공하고 있는데 SugaBase, Swiss-Prot, O-GlycBase, GlycosuiteDB  GlycoMinds 등이 운

되고 있으며, GlycoMinds사는 35,000개에 달하는 탄수화물 구조들의 데이터베이스를 구축하고 

있음. 

 화학 인 방법에 의한 배당체 생산 연구가 진행이 되고 있지만 선택 인 구조의 당화

(glycosylation)을 하기에는 방법 상 취약함. 한 부분의 배당체 생산을 한 화학  치환에

서 리코실기의 수용체로서 반응성이 매우 낮아 화학 인 당 이 방법 자체에 어려움이 있음

(국내의 경우 선진국 비 50-60%).

◦ 리코실기 이 효소를 이용한 카르복실기 화합물의 생물 환이 일본을 주축으로 진행이 

되고 있음. 하지만 리코실기 이 효소의 개량  개발, 그리고 다양성을 고려하면 국내의 원

천기술 자체는 약 70%수 임. 한 당공여체  당수용체에 한 효소의 특이성은 높으나 사

용하는 당공여체인 기질이 nucleotide-sugar를 이용하는 Leloir법으로 상업 으로 이용하기에 

무 고가이므로 경제성이 떨어짐.
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 당쇄 가공 효소를 이용한 생물 환 방법은 값싼 기질을 사용하는 Non-Leloir법으로 배당체를 

합성하므로 당 이 련 효소의 다양성과 구조 특이성, 당 공여체의 다양성에서 차별이 있고, 

효소 등의 확보 차원에서 유리하나 상 으로 낮은 수율의 문제 을 안고 있어 분자진화기법

을 이용한 효소개량이 수행되고 있으나 그 효과는 미비한 실정임. 

 생물체에 존재하는 수 천 종의 효소(생물 매)는 생명체의 기능을 유지하기 해 필요한 복

잡하고 다양한 반응을 매우 효율 으로 진행시키도록 진화되어왔음. 이러한 효소를 실제로 산

업 으로 활용하기 해서는 목 에 맞게 효소의 기능을 개량할 필요도 있음. 최근 효소분야의 

연구는 게놈 연구에 따른 다양한 유 자의 확보와 이를 합한 조건에서 반응에 사용하기 

한 분자진화기술을 이용한 효소 개량이 주를 이루고 있음. 지 까지 다양한 기질을 이용하여 

루코오스와 그 밖의 다양한 당 이 효소를 이용한 생물 환 기술은 효소 유 자를 클로닝

하고 발 시켜 산물 생성을 향상시키기 하여 효소반응을 최 화하는 수  정도이고 ‘분자진

화’와 같은 우수한 효소를 능동 으로 개선하는 생물 환 공정의 원천기술 연구는 한정 으로 

수행되고 있음.

 재 화학 인 자동화한 공정으로 특정 조성의 올리고당 라이 러리를 만드는 기술이 개발되

고 있지만 수율이 낮고 제한된 구조(구성)의 올리고당 합성에 한정되어있어 최근에는 효소 인 

방법을 활용하여 시도 임 (제24차 International Carbohydrate Symposium, 2008, 노르웨이). 

 재 독일, 랑스, 일본을 심으로 심해, 해저 화산 지대에서 서식하고 있는 새로운 초고온

균을 국가의 중요한 자원으로 인식하여 집중 투자하고 있음(Hoffman 등, 2000; Eichler, 2001; 

Hough and Danson, 1999). 산업 인 측면에서 내열성 효소는 열에 한 안정성이 높아 고온

에서 효소의 life time이 길고, 유기용매와 효소 변성제와 같은 denaturing agent에 강하며, 효

소분리 정제 시 많은 단계가 필요하지 않기 때문에 다른 산업  효소에 비해 매력 이라 할 

수 있음. 한 고온에서의 반응이 가능하기 때문에 물질의 확산이나 화학반응 속도를 빠르게 

진행시킬 수 있으며, 용해도가 낮은 물질을 온도를 올려 solubility를 향상시켜 mass transfer의 

속도를 높일 수 있어 효소 반응을 반 으로 신속하게 진행시킬 수 있는 장 이 있음. 특히 

극한 환경 미생물로부터 극한 효소는 고온이나 유기용매 존재 하에서도 매우 안정하므로 이를 

기존의 화학공정을 체하여 환경친화 이고 경제 인 새로운 공정을 개발할 수 있으며 본 연

구에서 수행하고자 하는 배당체의 합성 경우 수용체 물질의 용해도가 낮기 때문에 특히 큰 장

을 갖음.

2. 생리활성 배당체의 경제, 산업  요성

배당체 화합물은 높은 산업  잠재력을 갖추고 있는데, 소수성 물질인 아 리콘에 연결된 당이 

좋은 표면활성제와 에멀  성질이 우수하여 세척제(Rybinski, 1996)와 화장품(Luther 등, 1999)

에 응용할 수 있으며, 불포화 알킬기를 지니는 배당체는 항곰팡이  항미생물활성을 보이는 

것으로 알려져 있음(Zhou, 2000; Tapaviza 등, 2000). 한 펩티드나 스테로이드계의 배당체는 

항암, 항염증, 항콜 스테롤, 청지질개선, 면역강화 등의 생체조 기능을 갖고 있는 것으로 

알려져 있음(Kaljuzhin 등, 2000; Ooi 등 1985). 생물 환방법에 의해 이화학 , 생리활성  기

능성이 증 된 배당체 유도체는 보편 으로 물에 한 용해도  화학 인 안정성이 크게 증

가하고, 각 화합물에 따라 항고지 , 항미생물, 항종양, 면역활성강화 등 다양한 생리활성이 개

선, 보강된다고 보고되고 있음(그림. 2-16, 1).
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[그림 2-16] 1. 배당체의 활용방안

3. 사회문화  요성

 삶의 질 개선으로 신체  안정과 정신 인 여유를 추구하는 Well-being, SPA, Theraphy에 

한 반 인 사회 추세에 따라 이러한 경향을 반 하는 제품들이 출시되고 있음. 미세포집 

소재와 다양한 생리활성 소재는 생물 환 당 이 기술과 당 이 산물(배당체  그 유도체)을 

활용한 소재로서 기능성 식품, 약효 지속용 의약품, 기능성  품질향상용 화장품 분야 그리고 

나아가 인간의 질병을 치료하기 한 노력에 새로운 가능성을 제시하고 있으며, 배당체와 성분

당의 기능성 연구는 비교  단시간에 가시 인 성과를 도출할 수 있는 21세기 생명공학의 첨

단 분야가 될 것으로 인식되고 있어 세계의 많은 연구소와 학, 제약회사  식품 회사들이 

탄수화물의 구조  생체 내 역할의 규명과 이를 이용한 제품 개발에 힘쓰고 있음. 

◦ 본 과제로부터 개발될 가용성 배당체 신소재들은 단시간내에 의약, 식품  공업용 산업  

시장 창출에 기여할 것임.
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 제 3  연구개발 범

  2 단계: 해양극한미생물유래 탄수화물 효소를 이용한 신규 탄수화물 기반 미

세 포집 소재 생산 기술의 개발

연차 연구내용 연구범

1차년도

▪ 해양, 극한 환경 내열성 

β-type glycosidase 탐색  

이를 이용한 소수성 

배당체에 한 당 이 반응 

특성 규명

▪환상 탄수화물 생산을 

한 신규 내열성 탄수화물 

효소 개발 

• 내열성 β-glycosidase 의 발   정제

• 내열성 β-glycosidase 를 이용한 당 이 반응

 - 콩 아이소 라본 기능성 소재에 한 당 이 반응

 - 최  조건 수립

• 기존 분리된 α-GTase를 이용한 생산조건 최 화

• 내열성 CGTase 유 자 탐색  효소의 특성 규명

• 내열성 탄수화물 효소 유 자 탐색  클로닝

 - debranching 효소

 - β-galactosidase

• 신규 내열성 효소의 발   특성 규명

2차년도

▪ 내열성 β-type 

glycosidase를 이용한 

소수성 배당체의 당 이 

산물 생산

▪ 환상 탄수화물 생산 

효소의 량 생산  

단백질 공학을 통한 효소 

특성 개선 

▪ 신규 탄수화물 효소를 

이용한 환상 탄수화물의 

개발

• 당 이 산물의 량 생산  구조 분석

 - NMR analysis

 - 천연물의 특성 비교

• 신규 β-galactosidase 유 자 분리  효소 특성 규명

• CGTase  α- GTase의 량 발 을 한 시스템 개발

 - 발  벡터 개발

 - Bacillus 발 시스템 

• 효소 활성  안정성 증 를 한 효소개량

 - rational design  분자진화

• 환상 아 로스 생산을 한 최  조건 수립

 - 기질 종류, 효소 종류, 기질 농도

 - 반응 시간별 분자구조  수율 분석

• 분지 환상 덱스트린의 생산 조건 수립

• 분지 환상 덱스트린의 생산 조건 최 화  scale-up

3차년도

▪ 신규 내열성 효소의 산업  

량 생산 시스템 개발

▪환상 덱스트린이 가지는 

분지 당쇄의 구조 변화를 

통한 최  환상 탄수화물 

소재 개발

▪환상 탄수화물 소재를 이용한 

비수용성 천연물의 수용화

• 발 시스템 최 화

 - Bacillus 에서의 발

 - 발효 조건 최 화

• 분지 환상 덱스트린의 당쇄 변형

 - Glucosylation, Galactosylation

 - α-/β- 혼합 당쇄

• 천연물 포집 최  반응 조건 수립

 - 콩 이소 라본, 칡 라보노이드

• 환상 덱스트린의 크기 최 화

 - 콩 이소 라본, 칡 라보노이드
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 3단계: 심해미생물 유 체로부터 당쇄 가공 효소의 기능 규명  당쇄 소재 생

산에 한 연구

연차 연구내용 연구범

1차년도

▪ 고기능성 당쇄 가공 효

소의 확보  당 이 특성 

검사

• 당쇄 가공 효소의 유 자 탐색  클로닝

  심해 고온성 세균  고세균 유 체 분석을 통해 

내열성 당쇄 가공 효소 유 자를 NCBI의 유 자 비

교검사를 통하여 동정학고, PCR을 활용하여 유 자

를 확보함.

• 당쇄 가공 효소의 유 자의 고발   순수 분리

  선별된 유 자들을 유  공학 기술을 이용하여 해당 

효소의 유 자를 분리, 량 발 을 한 시스템을 

개발함

• 당쇄 가공 효소의 당 이 특성 검사

  발 된 내열성 maltogenic amylase, debranching 

enzyme, 4-α-glucanotransferase와 α-glucosidase 등

의 효소의 발 정도를 확인하고, 기질 특이성  기

인 당쇄 부여 특성을 검토함.

2차년도

▪ 고기능성 당쇄 가공효소

를 이용한 고부가가치 배

당체 생산

▪ 당쇄 가공 효소의 당

이 특성 연구

• 배당체 생산을 한 당쇄 가공 특성 연구

  당쇄 가공 효소의 당 이 활성을 이용하여 포도당, 말

토오스  다양한 당류가 분지 당쇄를 통해 탄수화물 

소재의 생산 기술을 지속 으로 연구 개발함. 

  1,6 결합과 1,4 결합을 동시에 재수식하는 당쇄 가공 

기 을 규명함. 

• 배당체 합성  생산 연구

  당쇄 가공 효소의 수용체 특이성  당쇄 결합 치 

특이성 연구를 통하여 다양한 가지길이를 갖는 배당체 

소재를 생산함. 

• 배당체 생산을 한 당쇄 가공 특성 연구

  효소의 당 이 반응조건 확립은 수용액 뿐만 아니라 

유기용매  당수용체 농도에 따른 배당체 생산 조건

도 함께 검토하여 최  생산 조건을 확인함.

  신규 배당체 유도체의 생산  유도체 구조 확인은 

NMR과 MS를 통하여 분자량  결합특성 등을 조사

함. 한 당 이 반응을 통한 새로운 당쇄부여에 의한 

기능성 개선 검사는 소수성 물질의 수용화 증  검사

와 활성의 변화 검 등을 통하여 확인함.
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3차년도

▪ 효소개량을 통한 기존 

배당체 생산공정 개량  

생산성 개선

▪ 당 이능 향상을 한 

효소 개량 연구

• 당 이 효소에 의하여 합성된 배당체의 수율 분석

  사용한 기질의 농도에 비하여 얻어진 배당체  가

수분해된 생성물의 농도를 악하여 배당체의 생산 

수율을 검사함. 효소의 종류에 따라 사용하는 기질에 

따라 수율의 변화가 달라질 수 있으므로 공여체인 기

질의 종류와 반응 조건  시간 등의 최  조건을 결

정한 이후에 수율을 검사하여 각각의 효소들의 이

능을 확인함.

• 기능성 천연물의 당화를 통한 수용화 

  라보노이드, 비타민 등 비수용성 천연물의 최  배

당체를  개발하고, 이들의 안정성, 수용성 등의 이화

학  특성을 찰함. 

• saturation mutagenesis 는 site-directed 

mutagenesis에 의한 당합성 효소(glycosynthase)의 제조

  nucleophile에 해당하는 특정 아미노산을 saturation 

mutagenesis나 특정 치 돌연변이법을 통하여 변이

시킨 후, 알맞은 기질을 활용함. 

• 분자진화기법에 의한 치특이  당쇄 결합 효소의 개발

  분자진화법에 의한 기질특이성  당쇄 부여 특이성

의 변화를 유도하여 당쇄 부여 특이성을 향상시키거

나 수율을 개선시키기 한 방법을 개발함. 

4차년도

▪ 맞춤형 배당체 신소재 

개발 연구

▪ 맞춤형 배당체 신소재 

안 성  효능 연구

• 제조된 glycosynthase의 당쇄 결합 특성 분석

  얻어진 glycosynthase와 기존의 3종류의 GH family의 

glycosidase와의 당 이 특성을 비교분석함. 량의 기

질이 필요시 부산 학교 화학과의 유기합성 연구실의 

도움을 받아 합성하여 사용할 계획임.

• 생산공정  생산성 최 화 조건 수립  맞춤형 

배당체 생산

  효소의 당 이 반응조건 확립은 수용액 뿐만 아니라 

유기용매  당수용체 농도에 따른 배당체 생산 조

건도 함께 검토하여 최  생산 조건을 알아보고, 얻

어진 배당체의 기능이 어느 정도 개선되는지도 기존

의 효소를 활용한 실험과 비교함. 

• 신규 배당체 유도체의 생산  유도체 구조 확인은 

NMR과 MS를 통하여 분자량  결합특성 등을 조

사함. 한 당 이 반응을 통한 새로운 당쇄부여에 

의한 기능성 개선 검사는 소수성 물질의 수용화 증

 검사와 활성의 변화 검 등을 통하여 확인함.

• 기능성 천연물의 배당체 소재의 수용성  안 성 연구 

  비수용성 물질의 당화를 통한 수용성의 개선정도와 안

성 실험을 병행하여 소재의 산업화 가능성을 검토함. 

최종

심해유래 고온성 당쇄 가

공 효소의 개발과 고부가

가치 배당체 신소재 개발

•심해유래의 당 이 활성이 우수한 당쇄 가공 효소의 

발굴과 특성 분석

•당 이 효소를 활용한 배당체 신소재의 생산 최 화

와 산업  응용가능성 타진
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제 2 장 국내외 기술개발 황

 제 1  국내 기술  산업 동향

1. 국내 기술  산업 동향

  1993년 11월 구성된 탄수화물공학연구회(과학기술부 지원)를 심으로 학과 산업체가 공동

으로 탄수화물 공학의 새로운 기술 동향  발  방향을 논의해오고 있음. 서울 , 연세 , 고

려  등에서 식품 탄수화물 신소재 개발을 목표로 우수연구센터를 구성하여 활발한 연구 활동

을 진행함. 산업체에서는 학  연구소와 공동 연구를 통해 삼양제넥스, 상, 제일제당, 녹

십자, 두산기술원 등에서 기능성 탄수화물 식품 소재를 상품화하여 매하고 있으며 1990년 

에 당 이 활성을 가진 새로운 탄수화물 효소를 선발, 확보하고 1999년 3차 구조를 최 로 구

명한 바 있으며, 이를 근거로 특이성을 변화시킨 효소를 단백질 공학 기술로 제조하여 기술의 

우수성을 세계 으로 인정받음.

  2000년 태평양은 주름 개선에 뛰어난 티놀을 피부 친화성이 높은 사이클로 덱스트린에 포

집한 ‘아이오페 티놀 포스 로그램’을 출시하 으며 티놀의 포  화합물 형성으로 피부 

침투력이 높아져 기존 제품보다 빠른 주름개선 효과를 보임(그림 2-16, 2).

[그림 2-16] 2. 태평양의 아이오페 티놀 포스 로그램 제품과(A) 

싸이클로 덱스트린으로 포집된 티놀의 구조(B)

 

  고온성 미생물로부터 내열성 효소를 분리 활용하는 연구는 KIST, 생물공학연구소 등에서 

연구하고 있으나 의약용 는 생화학 사 련 효소를 다루고 있으며, 탄수화물 련 효소 연

구는 상 으로 미진한 편임. 주로 탄수화물 당 이 효소는 인천 학교 박 화 교수, 연세

학교 생물공학연구소 등이 주도되어 연구를 수행하고 있는 실정임. 재 국내 당쇄 가공 효소

의 개발 수 은 미생물로부터 효소의 분리, 당 이 활성 검사를 통한 배당체의 합성 수 에 머

무르고 있으며, 산업 으로 활용 가능한 소재 생산에는 다가서지 못하고 있는 실정임. 재 다

양한 당 이 효소의 자체확보의 어려움으로 산업계에서는 필요한 당 이 효소를 부분 수입

에 의존하고 있는 실정이며, 당 이 효소를 안정 으로 확보하는데 어려움을 겪고 있음.  

 신규효소의 탐색을 한 고속 효소활성 분석  스크리닝(HTS: High Throughput 

Screening) 기술 연구가 매우 활발하게 진행되고 있으며 효소활성 증   안정성 증가를 

한 효소 개량에 한 다양한 원천기술(random mutagenesis, Directed molecular evolution, 

DNA shuffling)의 개발이 진행 임.

  1970년  최 의 항생제 생산을 한 산업용 효소공정 도입이래 1980년 에는 신규 반응성 
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효소 공정  whole cell 반응 기술의 탐색속도를 가속화하 으며, 1990년 에는 생물 환기술 

기반 확보와 축 된 연구개발로 산업용 효소를 이용한 신규정 효소 반응/신공정 등이 량 

등장함.

  그러나 국내의 경우 다수 반응용 효소의 수요처인 의약  정 화학산업의 낙후로 재까

지는 반응용 효소의 수요가 매우 제한 이며 반응용 효소의 경우 반 인 기술수 은 선진국

의 약 35% 수 이며, 미래기술로서 요구되는 독자 인 단백질 설계기술ㆍ개량기술ㆍ고발  시

스템 구축 ㆍ 고정화기술 등 산업화기술은 상 으로 보다 낙후되어 있음. 

  미세포집소재인 CD의 경우 삼양제넥스와 상과 같은 국내 분당 회사에서 CD를 생산 

매하고 있으나, 외국에서 수입되는 효소제를 이용하고 있으며, 분을 내열성 아 라아제로 액

화를 시킨 후, 냉각을 거쳐 CD를 생성하는 공정을 사용하고 있음. CD를 이용한 소수성 물질 

포집에 한 연구는 진행되고 있으나, 분지된 형태의 당쇄를 부여함으로써 신규 미세포집 소재 

개발 연구는 그 를 찾기가 힘듦. 

2. 국외 기술  산업 동향

  바이오 문 컨설  업체인 Burrill & Company외 다수의 기술 측  시장 문 보고서에 

의하면 기존의 합성 신약을 체하여 미래 제약 시장을 주도할 유망 분야로 바이오 신약을 꼽

고 있으며, 바이오 의약품  단백질 의약품 분야 다음으로 배당체 의약품 분야가 시장 유율

이 높을 것이라 망함. 바이오 신약의 세계 시장 규모는 2005년 729억 달러에서 2010년 1,404

억 달러로 증가할 것이라 상됨(연평균 14%의 성장).

◦ 세계 으로 2002년 기  CD의 시장규모는 11억 달러인 반면, CD의 포집력을 이용하여 

난용성이 개선된 의약 소재의 시장 규모는 370억 달러에 이를 정도로 CD을 이용한 미세 포집 

기술은 고부가가치 창출을 한 매우 요한 기술임.

◦ 배당체 시장은 항생제, 항암제, ginsenoside 등과 같은 의료품에서부터 비타민  각종 라

보노이드 배당체를 포함함. 배당체  표 인 항산화제의 경우 활성산소 소거용 식품소재의 

시장이 약 105억 달러(출처: 2003년 1월29일자 식품의료신문), 라보노이드 배당체가 복합 으

로 함유된 로폴리스는 일본에서만 500억 엔 정도의 시장을 형성하고 있는 것으로 알려져 있

음. Isoflavone과 stevia는 일본에서 각각 년 20억 엔과 30억 엔의 큰 시장을 형성하고 있으며 

사용허가 국가가 아시아를 비롯하여 서구로 차 확 되어 가고 있는 추세임.

◦ 배당체 의약품 시장  항생제인 반코마이신 배당체는 연간 10억달러 정도의 큰 시장을 형

성하고 있으며 일본의 경우도 연평균 220억 엔 시장을 형성하고 있음. 유럽에서 1억 2000만 유

로 시장을 형성하고 일본에서 480억 엔 규모 시장을 형성하고 있는 비타민 C의 경우도 최근 

안정성이 증가된 배당체 형태로 개발되어 의약외품인 약용화장품으로 활용되어 새로운 시장을 

형성하고 있음.

◦ 일본의 (주)바이오 타키솔은 배당화 기술을 응용하여  수용성 천연 식품인 코엔자임 Q10

을 사이클로 덱스트린으로 포집에 성공하 고 수용성, 체내 흡수율  열 안정성이 향상된 연

간 500억엔의 시장규모를 가진 고기능화, 고부가 가치 제품을 개발함(그림 2-16, 3).
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[그림 2-16] 3. (주) 바이오 타키솔의 코엔자임 Q10의 벌크성분과(A,좌) 사

이클로 덱스트린으로 포집된 코엔자임 Q10의(A,우) 용해도

와 사이클로 덱스트린으로 포집된 코엔자임 Q10의 구조(B)

3. 국내  국외 특허 동향

  특허건수와 출원인수로 기술의 발  단계를 분석한 결과는 ‘당전이 생물전환’ 기술 분야는 

기술예측 포트폴리오 상으로 86년부터 현재까지 특허출원수가 지속적으로 증가하는 것으로 보

아 성장기에 있는 것을 알 수 있음.

  ‘기능성 탄수화물 기술’의 경우, 유율(82%)이 ‘당 이 반응 기술(18%)’보다 압도 으로 우

에 있는 것으로 보아 그 동안 연구가 활발히 진행 된 분야로 단됨. 반면 ‘당 이 반응’ 

련 기술은 유율(18%)과 증가율(-2%) 모두 평균에 훨씬 못 미치는 것으로 나타나며, 포트폴

리오 분석 상에서 련기술의 개발이 연구 기 단계이므로, 향후에 집  투자해야 할 기술로 

분석됨.

  세계 으로 탄수화물 의약품 련 분야는 1990년  이 부터 활발한 연구 개발로 많은 특

허가 존재하는 분야로 꾸 한 증가추세를 유지하다가 2000년 이후 격한 증가 추세를 보임. 

국내 탄수화물 의약품 시장의 특허 출원은 1990년  이후 꾸 한 증가세를 나타내며 세계  

동향과 유사한 양상을 보임(그림 2-16, 4). 그  배당체 의약품 분야의 특허 출원수가 가장 높

은 증가율을 보임.

[그림 2-16] 4. 탄수화물 의약품 련 국내 특허 출원 

 등록 황(1991.01~2007.01) (특허검

색 DB: Micropatent Aureka)
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  그러나, 한국특허청에 공개  등록되는 탄수화물 의약품 련 특허의 부분은 국외 출원기

이 주를 이루고 있으며, 련분야의 권리를 국내에서 인정받고 있으며, 국내의 발명인으로는 

11건의 특허를 보유한 강상모, 10건의 특허를 보유한 박 화, 바이오뉴트리겐의 복성해 박사 

등이 있음. 이는 향후 국내의 련 시장 활성화시 문제가 될 수 있음.

  국외 기술 련 특허의 내용은 의약용 제제, 식음료용 제제, CD 유도체의 개발, 탈취제, 

CGTase의 개발과 고정화가 주류를 이루고 있으며 화장품이나 방향제의 조성, 환경개선제 등

으로 이용범 가 확 되고 있음(그림 2-16, 5).

[그림 2-16] 5. 배당체 소재화를 한 사이클로 덱스

트린의 국제 출원 내용(특허검색 DB: 

KISTI)

4. 정부지원정책 황

   가. 련법령, 정부 정책  담당기

◦ 생명공학육성법 제5조 (생명공학육성 연차별 시행계획의 수립 등)  동법 시행령에 따라 

2006년도 ‘제2차 생명공학육성기본계획(Bio-Vision 2016)'이 수립되었고, 이와 연계한 국가차원

의 ’해양생명공학육성기본계획(Blue-Bio 2016)'이 국토해양부에서 2008년도에 수립되었음. 

   나. 정부지원 정책사업 종류와 황

◦ ’해양생명공학육성기본계획(Blue-Bio 2016)'은 생명공학육성법 제13조 7항의 해양생물 이용 

기술개발에 한 법  근거로 시작되었으며, 본 연구내용은 40개의 육성기술  해양생물

기반기술의 해양생물 유 자 활용기술의 ‘해양생물 유용유 자 발 산물 이용기술’ 범주에 속

함.

◦ 제2차 과학기술기본계획(08~12)의 100  과학기술의 60개 략기술  하나로 ‘해양생

물자원 보존  해양생명공학 이용 기술’이 해당함.

◦ 2002년부터 교육과학기술부의 ‘21세기 론티어연구개발사업’  ‘미생물유 체활용기술개발사

업’을 10년간 추진하여 미생물유 체를 활용하는 기술들을 연구하는 내용이 수행됨. 
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5. 종합 결론

  본 연구에서 연구하고자 하는 신규 배당체 소재의 개발은 기존의 소재들의 낮은 수용성과 

당쇄 의약품으로 이용시 액 내 잔존의 불안정  결합특이성 등의 약화로 활용이 제한된 문

제 을 개선시키고자 하는 것으로, 부분의 소재들의 수용성의 증 와 효소 반응은 고온으로 

갈수록 용해도의 증가와 기질의 농도를 증 시킬 수 있으므로 심해유래의 고온균 유래 효소

로부터 당쇄 가공 효소의 개발이 요하다고 볼 수 있음. 국외의 시장이나 기술개발 수 들을 

비교하여 볼 때 충분히 국제경쟁력을 갖출 수 있다고 단됨.
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균주명 효소명 Locus tag COG number COG description

Thermotoga 

neapolitana 

DSM4359

hypothetical protein 
CTN_0355 CTN_0355 COG1501G

alpha-glucosidases, family 
31 of glycosyl hydrolases

alpha-amylase CTN_0737 COG0366G glycosidases

alpha-amylase CTN_0766 COG0366G glycosidases

pullulanase precursor CTN_0772 COG1523G
type II secretory pathway, 
pullulanase PulA and related 
glycosidases

alpha amylase, 
catalytic region 
precursor 

CTN_0781

COG0366G

COG4945G

glycosidases

membrane-anchored protein 
predicted to be involved in 
regulation of 
amylopullulanase

glycosidase CTN_0787 COG2152G predicted glycosylase

glycosidase CTN_1346 COG2152G predicted glycosylase

alpha-glucosidase CTN_1501 COG1486G

alpha-galactosidases/6-phos
pho-beta-glucosidases, 
family 4 of glycosyl 
hydrolases

alpha-glucosidase CTN_1550 COG1501G
alpha-glucosidases, family 
31 of glycosyl hydrolases

glycosidase CTN_1797 COG2152G predicted glycosylase

maltodextrin 
glycosyltransferase CTN_1810 COG0366G glycosidases

glycoside hydrolase, 
family 4 CTN_1830 COG1486G

alpha-galactosidases/6-phos
pho-beta-glucosidases, 
family 4 of glycosyl 
hydrolases

Thermus 

thermophilus 

HB8

amylopullulanase TTHA0158 COG4945G
alpha-dextran 
endo-1,6-alpha-glucosidase

alpha-glucosidase TTHA0481 COG1501G oligo-1,6-glucosidase 

alpha-glucosidase TTHA1647 COG1501G putative maltodextrin 

제 3 장 연구개발수행 내용  결과

제 1  1차년도 연구 수행 내용  결과

1. 심해 미생물 유 체로부터 내열성 탄수화물효소 유 자 발굴  특성 분석

가. 해양유래 고온성 미생물 유 체로부터 탄수화물 련 효소의 탐색

 - 고온성 미생물 유래의 내열성 탄수화물 효소들을 확보하기 하여 기존에 보고된 탄수화물 효

소를 이용하여 BLAST search  COG number를 이용하 다. 심해와 해양유래  극한환경으로부

터 선발된 여러 균주로부터 다양한 탄수화물 련 효소를 확인 할 수 있었고, 5개의 균주가 가장 

많은 탄수화물 이용 효소를 가지고 있었으며, 그 결과는 아래에 요약하 다(표 2-16, 1).

[표 2-16] 1. 주요 해양성 유래 고온성 미생물의 탄수화물 련효소의 탐색
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glucosidase 

alpha-glucosidase TTHB033 COG1501G alpha-glucosidase 

beta-glucosidase TTHB087 COG1472G beta-glucosidase

glycosyltransferase TTHA0642 COG3280G putative glycosyltransferase

glycosyltransferase TTHA0643 COG3280G putative glycosyltransferase

glycosyltransferase TTHA0644 COG3280G putative glycosyltransferase

glycosyltransferase TTHA0647 COG3280G putative glycosyltransferase

glycosyltransferase TTHA0648 COG3280G glycosyltransferase

glycosyltransferase TTHA0743 COG3280G
glycosyltransferase related 
protein

glycosyltransferase TTHA0854 COG3280G glycosyltransferase

glycosyltransferase TTHA0881 COG3280G glycosyltransferase

glycosyltransferase TTHA0882 COG3280G glycosyltransferase

neopullulanase TTHA1563 COG1449G neopullulanase

Staphylotherm

us marinus 

F1

glycosyl transferase, 

group 1
Smar_0246 COG0058G glucan phosphorylase

glycoside hydrolase 

family protein
Smar_1389 COG1449G

alpha-amylase/alpha-mannos
idase

glycoside hydrolase 

family protein
Smar_1392 COG1449G

alpha-amylase/alpha-mannos
idase

glycoside hydrolase 

family protein
Smar_1401 COG1449G

alpha-amylase/alpha-mannos
idase

glycoside hydrolase 

family protein
Smar_1407 COG1449G

alpha-amylase/alpha-mannos
idase

Pyrobaculum 

aerophilum 

str.IM2

hypothetical protein 

PAE1048
PAE1048 COG1449G

alpha-amylase/alpha-mannos
idase

hypothetical protein 

PAE3428
PAE3428 COG1449G

alpha-amylase/alpha-mannos
idase

pullulanase PAE3454
COG1449G, 

COG4945G

alpha-amylase/alpha-mannos
idase,

amylopullulanase

alpha-glucosidase PAE1968 COG1501G
alpha-glucosidases, family 
31 of glycosyl hydrolases

Nostoc 

punctiforme 

PCC73102

alpha-glucanotransfe

rase
Npun_F5814 COG1640G 4-alpha-glucanotransferase

alpha amylase, 

catalytic region
Npun_R0351 COG0366G glycosidases

alpha amylase, 

catalytic region
Npun_R6073 COG0366G glycosidases

glycoside hydrolase 

family protein
Npun_R2454 COG1501G

alpha-glucosidases, family 
31 of glycosyl hydrolases
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나. Thermus thermophilus 로부터 내열성 oligo-1,6-glucosidase와  내열성 α

-glucosidase 유 자 분리  특성 분석

(1) Thermus thermophilus 로부터 내열성 oligo-1,6-glucosidase와  내열성 α-glucosidase 유 자 

분리

 - 탐색한 균주  70℃ 이상의 고온환경인 심해 열수구에서 살아가는 Thermus thermophilus 

로부터 고온에서 활성이 떨어지지 않는 내열성 탄수화물효소 유 자를 탐색  확보하 다. 

 - BLAST search와 COG number를 이용하여 검색한 결과를 토 로 Thermus thermophilus 

genomic DNA 로부터 α-1,6 glycosidic bond에 특이 인 가수분해를 하는 oligo-1,6-glucosidase 

의 추정 유 자인 TTHA0481을 PCR 반응을 통해 확보하 으며, PCR 반응은 genomic DNA

를 주형으로 하여 forward primer (NdeI : 5'-CATATGAGCTGGTGGCAAAGGGCG-3') 와 

reverse primer (NotI : 5'-GCGGCCGCGTCTAGCCGCACCGCCACG-3')를 이용하여 수행 하

으며, 증폭된 oligo-1,6-glucosidase (TTHA0481) 유 자는 기 동하여 확인하고 gel 

extraction kit를 사용하여 정제하 다. oligo-1,6-glucosidase 와 마찬가지 방법으로 알  당쇄 

결합에 해 특이 으로 가수분해하는 α-glucosidase의 추정유 자인 TTHB033 유 자를 

PCR 반응을 통해 확보하 다. PCR 반응은 genomic DNA를 주형으로 하여 forward primer 

(NdeI : 5'-CATATGGCGGCCCTCCTGGGC-3') 와 reverse primer (NotI : 

5'-GCGGCCGCTCCCTCCACCTCCAAAAGGGC-3')를 이용하여 수행하 다.

(2) Thermus thermophilus 유래의 내열성 oligo-1,6-glucosidase 발   특성분석

  (가) oligo-1,6-glucosidase 유 자의 클로닝과 발

  oligo-1,6-glucosidase 유 자를 pET29b(+) 벡터에 삽입하여 재조합 라스미드를 만든 후 

E. coli BL21(DE3) 에 형질 환 하여 발 여부를 확인 하 다(그림 2-16, 6). 

 [그림 2-16] 6. 심해미생물유 체로부터 내열성 당쇄 가공 효소 유 자의 분리
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  (나) oligo-1,6-glucosidase의 특성 분석

실험결과 최 활성온도가 85℃ 최  pH가 6.5 인 내열성 효소 으며, 기질실험 결과 α

-1,6-glycosidic bond 에만 특이 으로 반응하는 효소임을 확인 할 수 있었다. 한 과량의 

pNPαG를 기질과 수용체로 한 반응실험에선 이반응이 일어나는 것을 TLC를 통해 확인 할 

수 있었으며, 실험 결과 oligo-1,6-glucosidase는 α-1,6-당쇄를 분해하고 수용체에 이시킬 수 

있는 내열성 효소임을 확인 할 수 있었다(그림 2-16, 7). 

[그림 2-16] 7. Thermus thermophilus 유래의 내열성 oligo-1,6-glucosidase 의 장균에서 발  

 당 가수분해 특성 분석

다. Nostoc punctiforme 로부터  4-α-glucanotransferase 유 자 분리  특성 분석

(1) Nostoc punctiforme 로부터  4-α-glucanotransferase 유 자 분리

  해양미생물인 Nostoc punctiforme 로부터 이효소인 4-α-glucanotransferase의 추정 유 자인 

Npun_F5814 유 자를 PCR 반응을 통해 확보하 다. 반응은 forward primer (NdeI : 

5’-TTCAGGTTACATATGCCTTTTCCTAGATCC-3’) 와 reverse primer (XhoI : 

5’-CCGACTCCCCACCTCGAGATTTTCTTGGGG-3’)를 이용하여 수행하 다. 

(2) Nostoc punctiforme 유래  4-α-glucanotransferase 발   특성분석

  (가) 4-α-glucanotransferase 유 자의 클로닝과 발

  4-α-glucanotransferase 유 자를 pTKNd6xH 벡터에 삽입 하여 재조합 라스미드를 만든 후 발

여부를 확인하고 정제하 다(그림 2-16, 6). 

  (나) 4-α-glucanotransferase의 특성 분석

실험결과 최 활성온도가 50℃ 최  pH가 7.0으로 내열성 효소임을 확인할 수 있었으며, 기질이용

성에 한 TLC 확인 결과 glucose 나 maltose는 이용하지 못하 으나 maltotriose 이상에서는 여러 

가지 maltooligosaccharide가 생성되는 것을 확인 할 수 있었다. Amylose를 기질로 하 을 경우 반

응이 일어나지 않았으나, acceptor로서 glucose 는 maltose를 첨가하 을 경우 amylose를 분해하
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여 이반응이 일어나는 것을 확인 할 수 있었다(그림 2-16, 8).

[그림 2-16] 8. Nostoc punctiforme 유래  4-α-glucanotransferase의 장균에서 발   당 가수

분해 특성 분석

제 2  2차년도 연구 수행 내용  결과

1. 심해・극한미생물 유래 당쇄 가공 효소 개발  확보

가. 심해・극한미생물 당쇄 가공 효소의 확보

 심해・극한미생물 유래의 내열성 탄수화물 효소를 유 자 재조합을 통해 여러 균주로부터 다

양한 탄수화물 련 효소를 확보하고 유 자를 분리하 으며, 1차년도의 방법으로 량생산 

 특성 분석을 확립하 다(표 2-16, 2).

.

[표 2-16] 2. 주요 심해・극한미생물 유래 탄수화물 련 효소

심해・극한 미생물 탄수화물 련 효소

Alteromonas macleodii  'Deep ecotype' DSM17117 Amylosucrase

Saccharophagus degradanse 4-α-glucanotransferase

Caldicellulosiruptor bescii DSM6725 Maltosyltransferase

Deinococcus geothermalis Amylosucrase

Thermotoga neapolitana β-glucosidase, pullulanase

Thermoplasma acidophilum α-glucosidase
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나. Alteromonas macleodii  'Deep ecotype' 유래 amylosucrase를 이용한 당 이 

반응 조건 확립 

  발 벡터 pET29b(+)에 클로닝된 amylosucrase를 성공 으로 발 하 고 확보된 효소를 이

용하여 최  당 이 조건의 확보를 해 기본  특성(최  pH  온도 등)과 항산화 향기성분

의 폴리페놀 화합물인 바닐린에 한 당 이 반응 조건을 연구하 다(그림 2-16, 9). 그림에서 

보는 바와 같이 공여체의 농도가 수용체보다 높은 경우 이산물인 배당체가 많이 만들어지는 

것을 확인할 수 있었다.

[그림 2-16] 9. Alteromonas macleodii 'Deep ecotype' 유래 amylosucrase의 

장균에서 발   당 가수분해 특성 분석

다. Deinococcus geothermalis유래 amylosucrase를 이용한 당 이반응 조건확립

  발 벡터 pET29b(+)에 클로닝된 amylosucrase를 성공 으로 발 하 고 확보된 효소를 이

용하여 Resveratrol를 포함한 다양한 폴리페놀 화합물(zingerone, arbutin, aesculin, vanillin 

등)에 한 당 이 특성을 분석하 다(그림 2-16, 10). 버드나무에서 생산하는 항염증제 살리

신의 당화, 항산화, 항염증, 면역조 제인 카페익산의 당화, 드와인속 풍부히 함유되고 코코

아와 다크쵸콜릿에 들어가는 스베라톨의 당화물질은 피세이드와 그 유사체의 생산, 그 외에 

물푸 나무의 항염증  소염진통작용의 에스큘린, 생강에 있는 항산화물질인 진게론 등의 배

당체 합성에 성공하 다. 

라. Thermus thermophilus 유래의 내열성 oligo-1,6-glucosidase를 이용한 당

이 반응 조건 확립

  발 벡터 pET29b(+)에 클로닝된 oligo-1,6-glucosidase를 성공 으로 발 . 기본  특성(최

 pH  온도 등)과 폴리페놀 화합물인 aesculin에 한 당 이 반응 조건을 연구하 다. 25 

mM sodium acetate (pH 6.5)에 녹인 10 mM aesculin과 10 mM pNPαG 반응액에 0.21 ug 

oligo-1,6-glucosidase와 80℃에서 6시간 반응함. 반응 후, TLC를 통하여 이반응을 확인하여 

oligo-1,6-glucosidase의 당 이 최  조건을 분석하 다. 이 최 의 당 이 조건에서 얻어진 
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[그림 2-16] 10. Alteromonas macleodii  'Deep ecotype' 유래 amylosucrase의 장균에서 발  

 당 가수분해 특성 분석

배당체는 물푸 나무의 항염증  소염진통작용에 여하는 에스큘린의 1,6결합 유도체의 생

산이 가능한 것을 확인하 다(그림 2-16, 11). 이 이 산물은 Preparative HPLC를 이용하여 

순수분리할 수 있었고, 분리된 물질은 UV를 통한 TLC 결과 분리된 것을 확인할 수 있었다.

[그림 2-16] 11. Thermus thermophilus 유래의 내열성 oligo-1,6-glucosidase를 이용한 aesculin 

수용체에 당 이 반응 조건 확립과 배당체의 정제
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마. Caldicellulosiruptor bescii DSM6725 유래 maltosyltransferase의 특성 확인 

 당 이 반응 조건 확립

   maltosyltransferase 유 자의 클로닝과 발 을 성공 으로 수행하 으며,  

maltosyltransferase의 특성 분석 결과 최  활성온도가 70℃, 최  pH가 6.0인 내열성 효소

으며, 말토즈 단 로 α-1,4-glycosidic bond 에만 특이 으로 반응하는 효소임을 확인하 다. 

한 과량의 malto-oligosaccharide를 기질과 수용체로 한 반응실험에선 이반응이 일어나는 

것을 TLC를 통해 분석하 다. Polydatin을 포함한 다양한 폴리페놀 화합물(aesculin, arbutin, 

genistin, 그리고 salicin 등에 한 당 이 특성을 분석하여 Mcilvaine buffer (pH 6.0)에 녹인 

10 mM polydatin과 5 mM maltotriose 반응액에 10 ng maltosyltransferase와 70℃에서 10분 

반응하고, 반응 후, TLC를 통하여 이반응을 확인하여 maltosyltransferase의 당 이 최  조

건을 분석하 다(그림 2-16, 12).

[그림 2-16] 12. Caldicellulosiruptor bescii DSM6725 유래 maltosyltransferase의 특성 확인  

당 이 반응 조건 확립, 
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2. 당 이 효소에 의하여 합성된 배당체의 정제  생리활성 분석

가. Caldicellulosiruptor bescii DSM6725  유래 maltosyltransferse를 이용하여 

합성된 polydatin 배당체 정제

  maltosyltransferase에 의해 합성된 α-D-maltosyl-(1→4)-polydatin은 역상크로마토그래피 

C18-T column(Strata)을 이용하여 1차 으로 이산물을 정제하 다. 1차 정제 후 polydatin 

배당체 정제는 recycling preparative HPLC를 통해 정제하 으며, recycling preparative HPLC

는 JAIGEL W-251, W-252 컬럼(JAI, Tokyo, Japan)과 RI-50 detector (JAI)를 이용하여 분리

하 고, 용출을 하여 메탄올을 유속 3.0 ml/min로 흘려 polydatin 유도체를 정제하 다(그림 

2-16, 13).

G2-polydatin

G2-polydatin

[그림 2-16] 13. 배당체의 순수분리와 정제  생산 공정

나. Thermotoga neapolitana 유래 β-glucosidase를 이용하여 합성된 aesculin 

유도체의 생리활성 능력 측정

  새롭게 합성된 배당체는 NMR분석결과 β-D-glucosyl-(1→3)-aesculin로 명되었으며, 이 

배당체의 비실험에서는 항염증제인 에스큘린보다 염증 해에 더 효과 이며, 세포독성도 

aesculin과 큰 차이가 없고 수용성이 약 870 배 이상 증가함이 확인되었다(표 2-16, 3). 
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[표 2-16] 3. 에스큘린과 에스큘린 배당체의 수용성 비교

Compounds Water solubility (mM) Relative solubility (fold)

Aesculin   ~ 6.2

β-d-glucosyl-(1→3)-aesculin > 5400 >870

α-d-maltotriosyl-(1→6)-aesculin > 3000 >480

  얻어진 배당체의 염증억제 효과를 보다 확실히 알아보기 하여 세포실험과 생체내  in vivo 

실험을 병행하 다. RAW264.7 cell을 통해 luciferase assay와 western blot 실험 결과 

aesculin 보다 항염증 사 인자인 Nrf2를 더 활성화시켜 본래의 aesculin의 항염증 기능을 향

상시킨 것으로 단되었다. 항산화 활성 증가, 항염증 활성은 최근의 항염증조  물질의 활성

화를 일으키는 사조 인자로 두된 Nrf2의 활성증가를 확인하 다. 특히 G1-에스큘린은 

기존의 비스테로이드성 항염증제인 설포라 과 비교하여 농도에서 유사한 활성을 보 으며, 

LPS에 의해 유발된 성 폐염증(C)이 G1-Aesculin을 폐로 직  분사하여 주입할 경우 폐염

증이 격히 감소함을 보여주었다(D,E,F)(그림 2-16, 14).

[그림 2-16] 14. 에스큘린 베타 유도체의 생산 공정과 생리활성의 분석
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에스큘린과 에스큘린 배당체의 Nrf2 활성  Nrf-의존성 유 자들의 발  패턴 분석과 폐세포내의 

염증 억제 효과 확인

다. Polydatin 배당체 특성 확인  생리활성 능력 측정

  maltosyltransferase에 의해 합성된 α-D-maltosyl-(1→4)-polydatin은 정제되어 5300배 이

상 resveratrol에 비해 수용성이 크게 향상 된 것으로 확인되었다(표 2-16, 4).

[표 2-16] 4. 스베라트롤 배당체의 수용성

  RAW 264.7 cell을 96 well plate에 24시간 동안 배양 한 후 각 well에 resveratrol과 

resveratrol 배당체를 30 μM 처리 한 뒤 다시 24시간 후 세포의 사멸 정도를 MTT assay를 

통해 측정함. MTT Assay 는 세포의 미토콘드리아의 능력을 이용한 약물의 세포 독성여부 

평가법으로 실험 결과reveratrol은 세포 독성을 가지는 반면 reveratrol 배당체인 

G2-polydatin에서 세포의 성장을 해 하지 않음을 확인하 고, Reveratrol, polydatin, 

G2-polydatin 세 종류의 폴리페놀은 재 미백제로 이용되는 arbtuin보다 tyrosinase 

activity inhibition이 뛰어난 것을 확인할 수 있었다. Reveratrol과 polydatin의 tyrosinase 

activity 해 효과는 거의 유사하 으며 G2-polydatin은 두 폴리페놀보다는 해능이 떨어

졌지만 크게 해 능력이 떨어지지 않았으며 약 30 μM에 세 종류의 폴리페놀 모두 

tyrosinase activity가 50% 이하로 떨어짐을 확인하 다(그림 2-16, 15).

[그림 2-16] 15. 스베라트롤 배당체의 tyrosinase 해 활성과 세포독성 분석
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제 3  3차년도 연구 수행 내용  결과

1. 심해미생물 당쇄 가공 효소를 이용한 신규 배당체의 합성 최 화

가. 반응표면분석법을 통한 신규 배당체 합성 최 화

 

  배당체 합성의 최  조건을 설정하여 공정을 최 화하기 하여 통계학에서 효과 으로 사

용되는 반응표면분석법을 활용하 다. 4가지 변수(수용체, 반응시간, 온도. pH)를 이용하여 최

조건을 결정하 고 이를 이용하여 배당체의 수율을 향상시켰다. G1-aesculin 배당체 합성의 

조건 최 화는 aesculin (28 mM), 84
o
C, 81 min, pH 8.2에서 수행되었다. G1-aesculin의 분리

는 HPLC를 통하여 얻어졌으며, 수율은 17.2%를 나타내었다(그림 2-16, 16). G2-piceid 배당체 

합성 조건 최 화는 다음의 조건(Piceid (14.2 mM), G3 (6.3 mM), 69
o
C, pH 6.4)에서 최 화

가 수행되어 수율은 18.4%로 나타났다(그림 2-16, 16). 

[그림 2-16] 16. 에스큘린과 스베라트롤 배당체의 반응표면분석법에 의한 배당체 생산 최 화

  이 게 최 화된 조건에서 얻어진 piceid의 물질은 아래의 HPLC 조건에서 높은 생산성을 

보여주었으며, 이 배당체를 정제하여 NMR분석을 수행한 결과 maltosyl pceid로 염되었다

(그림 2-16, 17).

나. 생물 환을 통한 신규 배당체 합성 최 화

 Alteromonas macleodii  Deep ecotype 유래 amylosucrase 효소를 통해 G1-piceid 합성은 크

게 수율을 향상시키지 못하 다. 당 이 효소를 통한 배당체 합성의 낮은 수율 향상을 하여 

amylosucrase gene이 재조합된 장균의 생물 환을 통해 G1-piceid의 수율을 35.2%에서 
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70.8%로 2배 증가시킬 수 있었다(그림 2-16, 18).

[그림 2-16] 17. 스베라트롤 배당체의 분리와 NMR 분석을 통한 배당체의 동정

[그림 2-16] 18. 스베라트롤 배당체의 생물 환을 통한 생산
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  Alteromonas macleodii Deep ecotyp 유래 amylosucrase와 Caldicellulosiruptor bescii 유래 

maltosyltransferase에 의해 G1-piceid와 G2-piceid를 각각 합성한 결과 Piceid 배당체인 

G1-piceid와 G2-piceid는 본래의 resveratrol의 수용성 보다 5.26배, 8,540배 증가한 것을 확인

하 으며, 수용성이 향상된 piceid 배당체는 식품첨가제  건강식품재재로서 이용가치가 클 

것으로 단되었다. 

  신규 배당체 합성  수율 분석을 종합한 결과 4종 이상의 폴리페놀로부터 7종 이상의 신규 

배당체 합성을 성공 으로 마쳤으며, C18 column을 이용하여 역상 크로마토그래피를 통한 수

율 분석을 수행한 결과 생물 환 방법과 반응표면분석법으로 당쇄 가공 효소가 갖는 단 인 

낮은 수율을 높이 향상시킬 수 있었다. 신규 배당체의 수율을 정리한 결과를 표로 나타내었다

(표 2-16, 5)

 [표 2-16] 5. 배당체 합성에 사용된 당 이 효소와 신규배당체의 수율 분석

당쇄 가공 효소 공여체 수용체 신규 배당체 환율 (%)

Amylosucrase

(Alteromonas  속)
Sucrose Piceid G1-piceid 70.8

Amylosucrase

(Deinococcus  속)
Sucrose

Aesculin G1-aesculin 17.2

Aesculetin α-cichoriin 18.4

Baicalein G1-baicalein -

Caffeic acid G1-caffeic acid -

Resveratrol α-piceid isomers 59.4

β-glucosidase 

mutant
Cellobiose Aesculin G1-aesculin 17.2

Maltosyltransferase ≥ G3 Piceid G2-piceid 17.8

2. 심해미생물 당합성 효소를 이용한 신규 배당체의 합성 최 화

가. 당합성효소인 Glycosynthase를 이용한 당 이능의 분석

  Thermoplasma acidophilum  유래 α-glucosidase와 glycosynthase을 이용한 배당체 합성을 

시도하 다. Nucleophile 잔기의 site-directed mutagenesis를 통한 glycosynthase 개량을 시도

하여 α-glucosidase mutant에 의한 당쇄 부여 특이성 향상  수율 개선을 꾀하 다(그림 

2-16, 19).

[그림 2-16] 19. nucleophile의 치환에 의한 glycosynthase 합성 원리
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  이러한 방법으로 얻어진 돌연변이 효소는 pNPG를 공여체로 하여 이산물의 생성능이 조사되었

다. 기존의 wild-type효소를 이용한 방법보다 TLC 분석결과 더 높은 배당체를 합성할 수 있음이 

확인되었다(그림 2-16, 20). 

[그림 2-16] 20. wild-type과 mutant glycosynthase의 pNPG 이산물 생성능 분석

수용체로 arbutin을 이용한 배당체 합성을 시도하여 기존의 효소보다 높은 수율의 arbutin glycoside 

배당체를 합성함을 확인하 다(그림 2-16, 21).

[그림 2-16] 21. wild-type과 mutant glycosynthase의 arbutin을 이용한 이산물 생성능 분석
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3. 심해미생물 당쇄 합성 효소를 이용한 Piceid isomer의 합성과 미백효과

가. Deinococcus geothermalis 유래 amylosucrase를 이용하여 합성된 α-piceid 

isomers의 합성

 Resveratrol을 통해 2 종의 resveratrol 배당체가 포함된 α-piceid isomers 합성을 시도하 다. 

기존의 분석된 최 화 조건에서 amylosucrase를 이용하여 합성을 시도하 고, 2개의 배당체 

이소머가 합성됨을 확인하 다(그림 2-16, 22). 

[그림 2-16] 22. 스베라트롤 배당체 이소머의 TLC 분석

  이 이소머를 각각 분리하여 NMR을 분석하여 e 이소머는 스베라트롤의 4 치와 3‘ 치

에 포도당 한분자가 결합한 배당체임을 확인할 수 있었다(그림 2-16, 23). 이 들의 생산은 

resveratrol-4'-O-α-glucoside와 resveratrol-3-O-α-glucoside 각각 2:1의 비율로 나타났으며, 

HPLC를 통하여 확인하 을 때 40.2% 와 19.2%의 수율을 보 다.
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[그림 2-16] 23. 스베라트롤 배당체 이소머의 NMR 분석을 통한 동정과 생산 공정

  미백제인 arbutin, aesculin, piceid 등을 동일 농도에서 (3.3 μg/ml) α-piceid isomers와 함께 

tyrosinase activity inhibition assay를 수행하여 60.3%의 inhibition 효과를 확인하 다. α

-piceid isomers는 이미 알려진 미백제보다 tyrosinase inhibition 효과가 높았고, 특히 piceid의 

inhibition 효과인 29.4%보다 2배 더 효과 이고 세포독성이 낮은 것으로 새로운 화장품재재로

서의 이용가치가 기 되었다(그림 2-16, 24).

[그림 2-16] 24. piceid isomer의 tyrosinase 해 활성과 멜라닌 해도
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제 4  4차년도 연구 수행 내용  결과

1. 맞춤형 배당체 신소재 개발 연구

가. 생물 환을 통한 신규 배당체 합성 최 화

 Neisseria polysaccharea의 amylosucrase 효소를 이용해 G1-α-aesculin을 합성. 효소 인 방

법으로 합성하 을 때는 수율이 42%임. 그러나 배양한 균을 세척하여 M9 최소배지에 기질과 

수용체를 넣어서 반응시키는 생물 환 방법을 사용하 을 때 수율이 80%로, 두 배 가량 증가

하 다(그림 2-16, 25).

[그림 2-16] 25. G1-aesculin 배당체의 생물 환과 효소  환의 비교

2. 맞춤형 배당체 신소재 안 성  효능 연구

가. 맞춤형 배당체의 안 성 평가

(1) 바이칼 인 배당체의 안 성 분석

 생성된 배당체들의 수용성 향상과 세포독성  생체내 이용성의 향상정도를 확인하 다. 항

염증 활성이 있는 것으로 알려진 물질인 바이칼 인은 수용성이 약 26배 증가하 다(그림 

2-16, 26). 한 여러 완충액과 pH에서의 안정성이 상당히 높게 증가되었다(그림 2-16, 27). 
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[그림 2-16] 26. G1-baicalein 배당체의 기존 baicalein 유도체와의 수용성 비교

[그림 2-16] 27. G1-baicalein 배당체의 안정성 분석

(2) 에스큘린과 스베라트롤 배당체의 안 성 분석

  마우스의 염증세포를 이용한 세포독성 평가를 수행하 다. mouse의 macrophage인 RAW 

264.7 cell line은 염증 련 실험을 할 때 많이 사용하는 세포주로서, 배당체의 항염증 효과를 검

증하기 에 안정성을 평가하기 하여 MTT assay를 이용하 다. MTT assay는 세포의 미토

콘드리아의 능력을 이용한 약물의 세포 독성여부 평가법으로, 실험 결과 합성된 aesculin 배당체

들은 세포 독성을 나타내지 않았음. 그리고 resveratrol은 세포 독성을 가지는 반면 resveratrol 

배당체인 G2-polydatin은 세포의 성장을 해하지 않음을 확인하 다(그림 2-16, 28).
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[그림 2-16] 28. 에스큘린과 스베라트롤 배당체의 MTT를 이용한 세포독성 분석

나. 맞춤형 배당체의 효능 평가

(1) Baicalein 배당체의 항염증 활성 측정 

  Baicalein 배당체의 항염증 활성을 측정하기 한 방법으로 RAW 264.7 cell에 LPS를 처리한 

후, 약물을 처리하여 포유류 cell에서 외부의 자극에 의해 나타나는 기 방어 생성물인 NO의 

양을 측정함으로써 확인하 다. 그 결과 Baicalein 배당체는 원래 Baicalein이 가지는 항염증 

효과를 소실하지 않는 것으로 나타났으며, 물질 자체의 활성산소종 생성 여부를 실험한 결과 

LPS에 비하여 활성산소종 유발 효과가 없는 것을 확인하 다(그림 2-16, 29).

[그림 2-16] 29. 바이칼 인 배당체의 nitric oxide 생성능과 물질의 호라성산소 생성능 분석



- 38 -

  RAW 264.7 cell에서 luciferase assay와 western blot, RT-PCR 실험 결과 동일한 농도에서 

Baicalein보다 Baicalein 배당체의 항염증 효능이 뛰어남을 확인하 다(그림 2-16, 30).

[그림 2-16] 30. 바이칼 인 배당체의 Nrf2 활성화 능력과 Nrf-2-dependent 유 자의 분석

(A) 바이칼 인과 그 배당체의 Nrf2 luciferase assay, (B) western blot을 통한 

Nrf2 활성, (C) Nrf-2-dependent 유 자의 발  분석

(2) 에스큘 틴 배당체의 암세포 해 활성 분석

  기존의 에스큘린 유도체와 달리 에스큘 틴(비당체)은 쿠마린 유도체의 한 종류로 쿠마린은 

식물과 특히 Umbelliferae 와 Rutaceae 식물의 뿌리와 잎 그리고 껍질에 풍부하게 존재하고 

있다. 이 유도체인 알 -치커린은 Deinococcus geothermalis amylosucrase를 이용하여 합성

되었으며(그림 2-16, 31), 이 배당체는 정상세포와는 달리 암세포에만 특이 으로 세포의 성장

을 억제하는 것이 찰되었다. 사용한 암세포는 B16F10 cell로 정상세포인 RAW 264.7 cell의 

경우 10 uM까지 성장에 향을 주지 않았지만, 암세포의 경우는 10 uM의 농도에서 히 

세포수가 어듬이 찰되었다(그림 2-16, 32).
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[그림 2-16] 31. 치커린의 합성과 분리  NMR을 통한 구조 분석
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[그림 2-16] 32. 알 -치커린의 암세포에 한 세포 해 능력 분석. 에스큘

린에 비하여 한 세포 증식 억제를 보임
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제 4 장 목표달성도  련분야에의 기여도

제 1  2단계-해양극한미생물유래 탄수화물 효소를 이용한 신규 

탄수화물 기반 미세포집 소재 생산 기술의 개발

1. 1차년도 목표 달성도

연구목표 달성내용(핵심성과) 기여도

내열성β-glycosidase를 이

용한 소수성 배당체의 당

이 반응 특성

-Thermotoga neapolitana의 내열

성 β-glycosidase로 알부틴 유도

체 생산

-기존 미백제로 사용되는 알부틴

보다 우수한 미백원료 개발

-Thermotoga neapolitana의 내열

성 β-glycosidase와 N291T 

mutant로 β-type의 이된 

esculin과 salicin 유도체 생산  

구조 결정 

-신규 이소 라본 배당체 

합성을 한 조건 확립

-신규 알부틴  에스큘린, 

살리신 배당체 합성 완료

환상탄수화물 생산을 한 

신규 내열성 탄수화물 효

소 개발

- 고온성 미생물인 Pyrococcus 

furiosus 로부터 내열성 CGTase 

유 자 분리와 장균에서 발

- 효소 특성 확인

-Thermotoga neapolitana에서 밝

진 4-α-glucanotransferase 유

자 장균 발

-내열성 CGTase와 

α-GTase의 개발

-신규 효소 1건 개발 완료

-SCI 논문 게재 완료

분지환상 탄수화물 생산을 

한 신규 내열성 탄수화

물 효소의 개발

- 고온성 미생물인 Sulfolobus 

solfataricus로부터 새로운 탄수화

물 효소가 환상덱스트린을 이용하

여 분지 환상텍스트린을 생산함 

확인 

-Thermotoga neapolitana, 

Thernotoga maritima에서 분지환

상덱스트린 가공용 효소 발

-Thermotoga neapolitana로부터 

분지환상덱스트린 생산 가능 내열

성 pullulanase 생산

-신규 내열성 효소 유 자 

분리  재조합 효소 생산

-신규 효소 1 건 이상 개발 

완료

-특허 출원 완료
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2. 2차년도 목표 달성도

연구목표 달성내용(핵심성과) 기여도

신규 내열성 당쇄 가공 β

-type glycosidase를 이용

한 소수성 배당체 당 이 

산물 생산

-생리활성물질 aloin, hesperidin과 

esculin, salicin의 배당체 합성  

구조 결정

-당쇄 다변화를 한 기능성 

acetylglucosamine 이 신규 

β-N-acetylglucosaminidase 확보

-배당체 구조 결정  신규 

내열성 효소 개발

-2종의 신규이소 라본 배당

체 개발 완료

-신규 효소 1건 개발

신규 탄수화물 효소를 이

용한 환상 탄수화물의 생

산

-PFαGTase를 이용하여 기존 

방법에 비하여 분으로부터 

고효율로 환상 아 로스 제조

-환상탄수화물 신공정 개발

-고온에서 공정 개발 1건

환상 탄수화물 생산 효소

의 량 생산  단백질 

공학을 통한 효소 특성 개

선

-PFCGTase/PFαGTase의 량 

발 시스템 개발

-PFCGTase의 환상덱스트린 

생산능 증 를 한 돌연변이체 

제조

-효소활성의 증  혹은 특성

변화

-효소특성이 개선된 변이효

소 1건

-GRAS 미생물을 이용한 효

소의 량 생산 시스템 확립

-변이주 3건 확보

신규 내열성 효소를 이용

한 분지 환상 덱스트린의 

개발

-다양한 debranching 효소를 

이용하여 2-12 크기의 가지결합 

길이를 가지는 분지 환상 

덱스트린 생산

-TreX를 이용하여 분지/고분지 

덱스트린의 제조 최  조건 확립

-TreX를 이용한 분지/고분지 

덱스트린 제조 공정 수립  

작용기작 규명

-미생물 오염 등을 방지할 

수 있는 고온 공정 개발

-기존 분지 환상 덱스트린 

공정의 수율 개선

-다양한 종류의 분지 환상덱

스트린 개발

-생리학  특성이 우수한 고

분지 환상 덱스트린의 개발

3. 3차년도 목표 달성도

연구목표 달성내용(핵심성과) 기여도

환상 덱스트린이 가지는 

분지당쇄의 구조 변화를 

통한 최  환상 탄수화물 

소재 개발

환상아 로오스 생산 공정

의 개선

- 효모를 이용한 소당류 제거로 

cyclization 반응을 더욱 유도하여 

환상 탄수화물 생산량 증  

(기존 비 70% 증 )

- 환상아 로오즈를 이용한 

다양한 비수용성/휘발성 물질의 

포집실험 수행

-신규 β-glycosidase 2건 개발

-3종의 신규배당체 개발

-환상 탄수화물 생산 효소 2

건 개발
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환상 탄수화물 소재를 이

용한 비수용성 천연물의 

수용화

-분지CD를 이용한 비수용성 

천연물의 포집  수용화 수행

-환상 탄수화물 생산  5종

의 비수용성 물질과의 복합

체 형성

- 분지된 당쇄를 가지는 환

상 덱스트린 2 종 이상 개발

- 비수용성 물질의 수용화 

공정 단순화를 한 one-pot 

system 개발

4. 2단계 총 3차년도의 목표 달성도

연구목표 달성내용(핵심성과) 기여도

내열성 β-glycosidase를 

이용한 소수성 배당체 당

이 산물 생산

환상  분지 탄수화물 생

산을 한 신규 내열성 탄

수화물 효소 개발 

환상 탄수화물 소재를 이

용한 미세포집 연구

-해양극한미생물 유래 미세포집 

소재 생산 효소의 발굴

-효모를 이용한 환상 탄수화물 

생산량 증

-환상아 로오즈를 이용한 다양한 

비수용성/휘발성 물질의 포집실험 

수행

-분지CD를 이용한 비수용성 

천연물의 포집  수용화 수행

-해양극한 탄수화물 효소  

유 자 확보 7건

-3종의 신규배당체 개발

-탄수화물 생산 효소 기능 

분석 8건

-환상 탄수화물 생산  5종

의 비수용성 물질과의 복합

체 형성

-논문 8건

-특허 3건

-학술발표 29건
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제 2  3단계-심해미생물 유 체로부터 당쇄 가공 효소의 기능 

규명  당쇄 소재 생산에 한 연구

1. 1차년도 목표 달성도

연구목표 달성내용(핵심성과) 기여도

심해 미생물 유 체로부터 

내열성 탄수화물효소 유

자 확보

-Thermotoga, Thermus, Nostoc 

, Staphylothermus,  

Pyrobaculum 로부터 

탄수화물효소 유 자 탐색

-Thermus  유래의 α-glucosidase 

와 oligo-1,6-glucosidase, Nostoc  

유래의 4-α-glucanotransferase 

유 자 분리 

-심해미생물 유래 탄수화물 

환 효소 유 자 40여종 확

보

-신규 배당체 소재 생산용 

탄수화물 효소 유 자 3개 

확보

-당 이 효소 확보 논문 1건

-유 자 확보 학술발표 6건

신규미세포집 소재  신

규배당체 생산을 한 신

규 내열성 탄수화물 효소

의 개발

-내열성 탄수화물 효소인  

oligo-1,6-glucosidase 와 

4-α-glucanotransferase발   

특성 분석 

-해양미생물유래 미세포집 

소재용 효소 2개 확보

2. 2차년도 목표 달성도

연구목표 달성내용(핵심성과) 기여도

당쇄 가공 효소의 당 이 

특성 연구

-PCR, gene cloning, site directed 

mutagenesis 등의 분자생물학  

기법 을 이용하여 심해 

미생물로부터 다양 한 당쇄 가공 

효소의 확보  개발

-amylosucrase, 

maltosyltransferase 당 이 

효소와 oligo-1,6-glucosidase, 

β-glucosidase 당 가수분해 

효소들을 이용한 당 이 특성 

분석

-6종의 선별된 심해극한 미

생물로부터 7종의 당 이  

당쇄 가공 효소의 특성 규명

-배당체의 이반응  반응 

조건 확립 10종

-당 이 특성 연구 논문 1건 

 학술발표 4건

고부가가치 신규 배당체 

소재의 합성  생산 연구

-신규 aesculin 유도체 정제  

생산

-신규 polydatin 유도체 정제  

생산

-정제된 배당체를 이용한 항염증 

 미백기능 분석

-신규 배당체 2개 확보

-신규 배당체의 생리활성 검

증 2건

-신규 배당체 생산  유효

성 검증 특허 1건
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3. 3차년도 목표 달성도

연구목표 달성내용(핵심성과) 기여도

당 이능 향상을 한 

효소 개량 연구

-선별된 심해미생물로부터 

glycosynthase 효소 생산

-α-glucosidase mutant 활성 

증가 측정

-random mutation에 의한 효소 

개량  활성 증가 확인

-당합성 효소의 배당체 생산성 

개선

-심해·극한 미생물 유래 

당쇄 가공 개량 효소 2건

-배당체 합성 련 SCI  

논문 1건 발표

-당합성 효소 생산 논문 1건

-심 계 질환의 방 는 

치료용 의약조성물 제조에 

한 특허 출원 1건

-염증치료제 배당체 

기술이  1건

-당합성 효소 학술발표 1건

개량 효소를 통한 기존 

배당체 생산   공정 

개량  생산성 개선

-MTase를 이용한 G2-piceid 

합성에 한 공정 개선

-신규 배당체의 수율 분석  

G1-piceid 공정 개선

-생물 환 공정을 통한 고기능성 

배당체 수율 개량

-aesculin 과 resveratrol 배당체 

8개의 수율 증가 확보

-4종의 폴리페놀로부터 7종 

이상의 신규 배당체 합성  

수율 분석

-당쇄 가공 효소를 이용하여 

합성된 신규 배당체의 

항염증/미백 등 생리활성 

기능 분석 2건 확보

-생산성 개선 학술발표 3건

4. 4차년도 목표 달성도

연구목표 달성내용(핵심성과) 기여도

고부가가치 맞춤형 배당체 

신소재 개발  생산 공정 

최 화를 통한 수율 향상 

-반응표면분석법을 이용한 

G2-piceid 배당체 생산 공정 최

화

-생물 환법을 이용한 

G1-aesculin 배당체 생산 공정 

최 화

-Baicalein 배당체의 수용성  안

정성 향상 확인

-심해· 극한 미생물  

당 이 효소를 이용하여 

합성된 신규 배당체 구조 

분석 7건 완료

-배당체의 생산 공정 

최 화  수율 향상 4건 

실

-논문 2건

-학술발표 2건
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연구목표 달성내용(핵심성과) 기여도

심해미생물 고온성 당쇄 

가공 효소의 개발

고부가가치 배당체신소재 

개발

-당쇄 가공 효소 개발

-개량된 당합성 효소 개발

-신규 배당체 신소재의 합성  

개발

-소재 생산 공정 개량

-신소재의 수용성  안 성 향상

-신소재의 체내이용성 향상

-신소재의 생리활성 향상

-심해미생물유래 당쇄 가공 

효소 유 자 확보 40종

-효소 기능 분석 완료 7건

-신규 배당체 생산  구조 

분석 완료 8종

-소재 생산 공정 개선 4건

-논문 7편

-특허 4건

-기술이  1건

고부가가치 맞춤형 배당체 

신소재의 수용성  안정

성 증가와 생리 활성 특성 

확인 

-RAW 264.7 cell line에서 배당체

의 안정성(세포독성) 평가

-Baicalein 배당체의 항염증 활성 

측정 

-신규 배당체인 바이칼 인과 피

세이드의 배당체의 수용성  안

정성 증가 확인 2건

-에스큘린 유도체  바이칼 인 

배당체의 항염증 효과

-피세이드 배당체의 미백 효과 확

인

-aesculetin 유도체인 알 치커린

의 암세포 증식 억제 확인

-합성된 신규 배당체의 

수용성 증가  안 성 증가 

2건

-동물 세포주를 이용하여 

항염증, 미백효과 등 

생리활성 향상 배당체 2건

-신규 배당체 소재 특허출원 

1건

-특허 등록 1건

5. 3단계 총 4차년도의 목표 달성도
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제 5 장 연구개발결과의 활용계획

주요연구실 활용계획

-심해  해양미생물 유래 당쇄 가공 효소의 

지속 인 확보  특성 분석

-당합성효소의 개발

-생물 환을 통한 배당체 소재의 생산 최 화

-해양생물을 활용한 배당체 신소재 확보를 

한 효소 라이 러리로 활용

-효소 개량을 통한 당합성 효소의 개발은 

배당체의 다양성 확보와 수율 향상을 한 

좋은 안으로 차후 후속연구를 통한 량 

생산에 효과 인 방법이 될 수 있음.

-효소  환 방법의 안으로 수행된 세

포를 바로 이용한 생물 환 방법은 균주의 

안 성이 보장된다면 생산 공정을 이고 

배당체 수율을 향상하는데 있어 좋은 방법

이라고 단됨. 이러한 생물 환용 균주 개

발의 후속연구가 필요하다고 생각됨.

-신규 배당체 신소재의 생리활성 검증  특허 

확보

(에스큘린 배당체, 스베라트롤 배당체, 바이

칼 인 배당체)

-신규 배당체들의 항염증  미백활성을 

활용하여 식품, 의약품 등의 산업에 활용

-배당체의 산업  응용을 한 량생산 

방법의 개발이 필요함

-당 환에 의한 배당체들은 생리활성은 크

게 향상되지 못하나 생체이용성이 크게 증

가됨이 확인됨에 따라 차후 의약품으로 발

을 하여는 체내이용성이 향상된다는 것

을 강조할 수 있는 기술개발이나 후속연구

가 필요하다고 단됨
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제 6 장 연구개발과정에서 수집한 해외과학기술정보

 

주요연구내용 련해외연구그룹(기 ) 세부정보내용

당쇄 가공 효소의 개발 Ezaki Glico Co. Ltd (Japan)
-기능성 탄수화물 소재 생산 

기술 확보
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   본 연구에서는 해양무척추 동물 유래의 신규 시알산 이 효소 유 자원을 발굴하여 발

하고 당사슬 분석법을 개발하여 해당 효소의 생화학  특성을 규명하 으며 해당 유 자

를 동물세포에 도입하여 시알산부가 당사슬리모델링 시스템 구축 가능성을 탐색하 음. 확

보한 결과는 다양한 당 이 효소 특성 규명  당사슬 리모델링 연구에 활용 될 수 있을 

것임.

 모델시스템을 이용하여 해양무척추동물 유래의 시알산 이 효소를 활성형으로 발 하고 

in vitro 효소 반응물 분석 방법을 개발하 음. 

 시알산 이 효소를 당단백질 형태로 생산하여 시알산 이 반응 특성을 규명하 음.

 해양무척추 동물 유래 시알산 이효소 유 자를 도입한 재조합 동물세포주를 확보하고 

해당 세포주 유래 당단백질의 당사슬 구조변화 분석시스템을 구축하 음.
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재설계

어
glycan, glycoprotein, sialyltransferase, marine invertebrate, 

glycan remodeling
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요   약   문 
  

Ⅰ. 제 목

  해양 무척추동물 유래 신규 시알산 이효소를 이용한 당사슬 리모델링 연구

Ⅱ. 연구개발의 목   필요성

 해양바이오 자원은 신규 항암제, 생체 착제, 비타민 등 다양한 신규 생리활성 물질  

소재가 발견되고 있어 새로운 생명자원의 보고임.

 특히 해양생물 유래의 신규 당쇄 수식효소들을 발굴은 의료용 단백질 생산의 핵심 기술

인 당쇄 수식 효소의 확보  당쇄 리모델링을 한 신규 효소자원의 산업화를 한 핵

심기술로, 차후 본 기술의  효과  국가 경쟁력 확보를 해 집  연구개발이 

요구되는 분야임.

 해양생명체의  무척추 동물에서 척추동물로 넘어가는 단계의 극피동물의 유 체들에

서 발견되는 당 이 효소들은 인간화 당단백질의 당쇄 합성에 여하는 당 이 효소들

과 기능이 유사하여 이들 유 체는 기 과학 측면에서 당 이 메카니즘 연구  공학  

측면에서 당쇄 리모델링에 매우 유용할 것으로 단됨.

 본 연구에서는 신규 효소 자원의 보고라 할 수 있는 해양 생물들로부터 다양한 당사슬 

생합성 련 유 자원을 발굴하고, 이들의 기능 분석  선택성에 한 연구를 수행하

며, 이들을 효모를 비롯한 고등동물 세포에서 발 하여 최종 으로 인체형 당쇄  

련 당쇄의 시알산화를 완성하는 sialylation system 개발에 활용하고자 함.

Ⅲ. 연구개발의 내용  범

(1) 해양 무척추 동물의 당사슬 특성 분석  핵심 연구 상 선정

 연근해에서 양식 는 포획되는 해양 무척추 동물에서 재 보유 인 항체를 이용한 

신규 당 이 효소 스크리닝, N-당사슬 는 O-당사슬의 구조  당단백질 분석

 해양무척추 동물의 조직  특정 organ에서의 당사슬 선택  결합 단백질 탐색 

 해양무척추 동물의 당단백질  조직에서의 산업  유용성이 높은 시알산의 함량 분석

을 통한 핵심 연구 상 선정

 핵심 연구 상 동물의 유 체로부터 유용 유 자 정보 확보  해당 유 자 합성을 통

한 핵심 유 자 확보

(2) 해양 무척추 동물로부터 시알산 당사슬 소재 생합성 기반 기술 확보

 선정된 해양 무척추 동물로부터 시알산 당사슬 소재와 선택  당사슬-결합 단백질 분

리 정제 기술 확보

 시알산 당사슬 합성 련 유 자의 생화학  특성 규명
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 해독 유 체 자원을 활용한 련 유 자 합성  in vitro  translation 기술을 활용한 해

양 무척추 동물 유래의 시알산 당사슬 소재 합성 기술 구

(3) 해양 무척추 동물 유래의 시알산 당사슬 소재 생산 기술 구축 

 유 체 정보 기반 합성 유 자를 이용한 시알산 당사슬 생합성 시스템 구축

 Metabolic engineering을 통한 안정  시알산 당사슬 소재 생산 기술 개발

 시알산 당사슬  당사슬 선택  결합 단백질 제재화 기술 개발

 해양무척추 동물 유래의 시알산 당사슬 소재  당단백질의 성능 분석

(4) 시알산 부가 당단백질생산을 한 CHO 세포주 개발 

 동물 세포(CHO cell)에서 golgi targeting 시알산 이효소 발   안정화된 세포주 개발

 시알산 이 효소의 세포내 발 을 한 동물세포 발 용 벡터 제작  세포주 구축 

 발  조건 테스트를 통한 해양무척추 동물 유래의 당 이 효소 단백질의 안정  발

 MALDI-TOF analysis를 통해 transfection한 CHO 세포에서 생산된 당단백질의 N-glycan 구조 

분석

Ⅳ. 연구개발결과

(1) 해양 무척추 동물의 당사슬 특성 분석  핵심 연구 상 선정

 해양무척추 동물 멍게 유래의 시알산 이 효소의 효모 발

 GFP-fusion protein을 이용한 시알산 이 효소의 세포내의 targeting 모니터링  

Inducible promoter 발  시스템을 이용한 시알산 이 효소의 최 발  조건 확립

 해양 무척추 동물 유래의 시알산 이 효소의 in vitro  활성측정을 한 반응 시스템 확

보 

(2) 해양 무척추 동물로부터 시알산 당사슬 소재 생합성 기반 기술 확보

 HPLC를 이용한 시알산 부가 당쇄 분석을 한 당쇄의 형  라벨링 방법 연구  

MALDI-TOF 기반 methylation된 성 상태의 시알산 당쇄의 분석 조건 확립

 미규명 시알산 이 효소 반응물 분석 방법 개발  당쇄 분석을 한 당쇄 처리 방법

연구 방법론 개발

 S. cerevisiae에서 발 된 해양무척추 동물 시알산 이 효소의 활성 측정 연구  

CMP-sialic acid와 sialic acid donor sugar를 활용한 기질 특이성 연구

(3) 해양 무척추 동물 유래의 시알산 당사슬 소재 생산 기술 구축

 모델시스템을 이용한 해양무척추동물 유래의 시알산 이 효소발   시알산 이 효
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소의 in vitro  활성측정을 한 반응 시스템 확보

 모델시스템에서의 당단백질 형태의 시알산 이 효소 생산  시알산 이효소를 이용

한 당단백질의 시알산화 연구

 Lectin blot을 이용한 시알산이 부가된 당단백질 확인

(4) 시알산 부가 당단백질생산을 한 CHO 세포주 개발 

 시알산 부가 당단백질 생산을 한 시알산 이효소 유 자 도입 CHO 세포주 개발

 동물세포 발  벡터 구축  해양 무척추동물 시알산 이효소 발  CHO-K1 세포주 

확보

 해양무척추 동물 유래 시알산 이효소 항체 제조  이를 이용한 측정 기술 개발

 시알산 이효소 유 자 도입 안정  CHO 세포주 확보  시알산 이효소 당쇄 구조 

 함량 분석 연구 수행

Ⅴ. 연구개발결과의 활용계획

 해양 생물 유래의 유용 당쇄 수식효소 유 자원을 발굴하는 것은 블루오션 략으로서 

유용한 당쇄 수식효소들은 고부가가치의 의약용 당단백질  당쇄 소재의 리모델링에 

활용할 정임.

 해양생물들로부터 발굴된 유용한 당쇄 수식효소들은 인간이나 동물로부터 얻어진 당쇄 

수식효소들과 달리 기질 특이성이 범 한 (broad) 특성을 가지고 있어 그 활용 용도

가 의약용 당단백질로 한정되지 않고, 기능성 식품과 화장품에 들어가는 당쇄 소재들의 

합성에 활용할 정임.

 다양한 형태로 당쇄가 균일하게 부착된 당단백질을 발 할 수 있는 CHO cell 기반 시알산 

리모델링 세포주와 불완 한 당쇄 구조를 완성시켜 주는 신규 해양무척추동물 유래의 시알

산 이효소 발굴을 통해 향후 치료용 당단백질의 바이오 제 릭 제품 생산에 활용
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SUMMARY 

  

Marine organisms are gaining increasing interests as new resources for discovery 

of novel bioactive compounds and materials, such as anticancer drugs, biological adhesives, 

and vitamins. Especially, novel glycosyltransferases which could be mined from marine 

bioresources can be used as key factors for the development of glycoremodeling technology 

and for the production of glycoprotein drugs. Recently, numerous hypothetical genes 

encoding proteins homologous to human glycosyltransferases were identified from genome 

sequences of Echinodermata and predicted to be employed for the basic study of protein 

glycosylation mechanisms and for the development of glycan engineering technologies. In 

this study, we aimed to mine novel sialyltransferases involved in sialic acid containing 

glycan biosynthesis from marine organisms and express them as active proteins in yeast 

or animal cell for biochemical characterization. In addition, we investigated the possibility to 

employ them for the production of glycoproteins with humanized glycan structure by 

constructing recombinant animal cell lines.

(1) Identification and expression of marine invertebrate sialyltransferase

 

The putative sialyltransferase genes were searched from genome sequence of  

several marin invertebrate animals. Candidate genes from sea pineapple, sea urchin, and sea 

squirt were cloned and expressed in yeast Saccharomyces cerevisiae. To monitor the 

targeting of recombinant enzyme in yeast, the sialyltransferase was expressed as 

GFP-fusion protein and analyzed to be localized in Golgi apparatus. In addition, the 

optimum expression conditions were established by using inducible promoter system. In 

vitro enzyme assay method was developed to measure the activity of recombinant marine 

invertebrate sialyltransferase. 

(2) Development of methods for analysis of sialylated glycans 

     

The glycan fluorescence labeling method for sialylated glycan analysis by using 

HPLC and the method to analyze methylated neutral sialylglycans with MALDI-TOF were 

developed. In addition, protocols to pretreat glycans to analyze the reaction products of 

unknown sialyltransferases was established. The enzyme activity of recombinant marine 

invertebrate sialyltransferase expressed in yeast and its substrate specificity was 

determined by employing CMP-sialic acid and sialic acid donor sugars.

(3) Development of techniques for production of glycan materials by using 

marine invertebrate sialyltransferases 

The marine invertebrate sialyltransferases were expressed in model expression 
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system and the in vitro enzyme activity measuring system was developed. The marine 

invertebrate sialyltransferase was expressed as glycoprotein in model expression system 

and used for in vitro sialylation of glycoproteins. Methods to identify sialylated 

glycoproteins with lectin blot.

(4) Development of recombinant CHO cell  lines for the production of 

sialylated glycoproteins

     

The marine invertebrate sialyltrasferase gene was transfected into CHO-K1 cells 

and the localization of the recombinant enzyme was monitored by GFP detection. Method 

to detect the expression of marine invertebrate sialyltrasferase in animal cells using 

polyclonal antibodies generated using recombinant proteins. Stable recombinant CHO K1 cell 

lines expressing marine invertebrate sialyltrasferase was established and the method to 

analyze the silylated glycans of total and surface glycoproteins and to measure sialic acid 

contents were developed.

The glycosyltransferases from marine bioresources can be used for the 

glycoengineering and production of high-value glycoprotein drugs. Furthermore, the marine 

invertebrate glycosyltransferases can be also employed for the synthesis of glycans for 

food additives and specialized cosmetics. since these enzymes exhibit a broader substrate 

specificity than those of animal or human. The strategy for the remodeling of protein 

glycosylation pathway of CHO cells by using the marine invertebrate glycosyltransferase 

genes will allow the development of efficient production system for humanized glycoprotein 

drugs.
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제 1 장 연구개발과제의 개요

제 1  연구개발의 목

 

1. 연구개발의 개요  목

 가. 지 까지 미생물에서 고등생물에 이르기까지 육상의 생명체로부터 유용한 생명자원을 발

굴하기 한 연구는 활발히 이루어졌지만 지구상의 생명체의 80%이상이 서식하는 해양

생명자원에 한 연구는 거의 이루어지지 않았다. 해양생태 환경은 육상과  다르기 

때문에 재까지 발견하지 못했던 특이한 생명자원을 확보할 가능성이 높으며, 실제로 최

근에는 육상생물에는 발견할 수 없었던 신규 항암제, 생체 착제, 비타민 등 다양한 신규 

생리활성 물질  소재가 발견되고 있어 새로운 생명자원의 보고라고 여겨지고 있다.

 나. 진화 으로 해양에 서식하는 무척추동물은 육상생태계의 고등동물에 비해 하등단계로 원

인 생명 상을 보여  뿐 아니라, 해양의 특이한 환경에 응하기 하여 특히 천연

물, 효소, 당화합물 등의 생산  분비를 통한 외부환경에 한 생체  방어 메커니즘을 

가지고 있다. 따라서 지 까지 알려진 육상생태계에 응된 고등생물에서 발견되지 않은 

새로운 물질의 별견을 해 해양생물로부터 유용한 물질이나 효소들을 찾으려는 연구가 

활발히 진행되고 있다.

 다. 최근 유 자 서열분석 기술의 비약 인 발달로 다양한 극피동물, 척색동물, 어류 등 다양

한 해양생명체로부터 유 체정보가 확보되고 있다. 흥미롭게도 이들 데이터분석 결과 미

규명 당쇄 수식효소들이 상당수 존재하는 것으로 악되었다.

 라. 재까지 확보된 해양생명체의 유 체 정보  극피동물 의 한 종으로 무척추동물에서 

척추동물로 넘어가는 진화학상 요한 단계에 있으며 발생 연구에 많이 사용되는 모델 

동물인 보라성게(Strongylocentrotus purpuratus)의 유 체 정보에서는 특이하게 아직 그 

특성이 규명되지 않았지만 다른 육상 생명체들에 비해 인간형 당단백질 당쇄 수식이 가

능할 것으로 추정되는 효소 유 자가 상당히 많이 발견되고 있다.

 마. 2005년에 Glycobiology에 보고된 바와 같이 동물 유래의 시알산 이 효소들과 보라성게 

유래의 시알산 이 효소들의 유  상  계를 조사했을 때 각각 효소의 특이성이 다

른 최소 4종류 이상의 시알산 이 효소 유 자가 무척추 동물인 성게에 존재할 것으로 

알려져 있다.

 바. 특히 의약용 당단백질들의 당쇄 말단에는 시알산 이효소에 의해서 시알산이 부가되며, 

이에 따라 해당 단백질의 생체내 반감기  치료 효능 등이 결정되는데 만약 새로운 시

알산 이효소가 확보된다면 향후 의료용 당단백질의 당쇄 리모델링에 유용한 효소 자원

으로 활용될 수 있을 것이다.

 사. 한편 재조합 단백질 생산균주로 많이 사용되는 효모나 다른 이종숙주에서 인간형 당쇄를 
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갖는 당단백질을 생산하기 해서는 인간형 당쇄 합성을 해 만노즈 5개에 갈락토즈

(Gal), N-아세틸 루코사민(GlcNAc), 시알산(Sia) 세 종류의 당이 더 부과 되어야 하는

데 이들 당의 부과에 필요한 것이 당 이효소로 인간형 당단백질을 생산하기 해서는 

신규 당 이효소의 확보가 필수 이며 특이 상업화를 해서는 기존의 특허에 제한되지 

않는 신규 유 자를 다양한 개체에서 확보할 필요성이 있다.

 아. 그러나 재 산업 으로 사용되고 잇는 인간  동물 유래의 당쇄 수식 련효소의 경우 

선진국들에 의해 이미 많은 특허가 선 되어 국내의 경우 기술  취약성을 나타내고 있

다. 따라서 해양생물 유래의 신규 당쇄 수식효소들을 발굴은 의료용 단백질 생산의 핵심 

기술인 당쇄 수식 효소의 확보  당쇄 리모델링을 한 신규 효소자원의 산업화를 한 

핵심기술로, 차후 본 기술의  효과  국가 경쟁력 확보를 해 집  연구개발이 

요구되는 분야라 할 수 있다.

 자. 따라서 본 연구에서는 신규 효소 자원의 보고라 할 수 있는 해양 생물들로부터 다양한 유

자원을 확보하여 선진국들과 유 자 다양성 확보 경쟁을 할 수 있는 자원으로 당쇄 수

식 효소를 발굴하는데 연구 목 이 있다.

 차. 으로 본 과제에서는 해양 무척추 동물(극피동물, 미생동물 등) 유래의 시알산 이

효소를 개발하고 이를 바탕으로 당단백질 리모델링을 한 당쇄 수식기술을 확립하여 의

약용 당단백질의 성능향상  량생산을 한 핵심원천기술로 유용하게 활용하려고 한

다.

제 2  연구개발 필요성

 1. 당단백질 발  시스템 개발을 한 당쇄 생합성 경로 분석  재설계 연구

 

  가. Post-genome 시 를 맞이하여 당쇄의 구조와 기능을 연구하는 “Glycomics” 분야가 차

세  생명과학연구의 핵심 분야로 부상하고 있다. 특히, 인체 유래 단백질의 50% 이상

이 당쇄가 부착된 당단백질이며 당쇄의 구조와 종류는 당단백질의 활성, 폴딩, 분비, 안

정성, 장 내 반감기  항체 유발성 등을 결정하는 요 인자이므로, 당쇄 수식 련 

효소 유 자원 화보, 기능규명  활용 기반구축 연구는 정확하고 균일한 형태의 당쇄가 

부착된 당단백질을 량 생산하기 한 기술 개발에 매우 요한 분야로 부각되고 있다.

  나. 단백질 분비 과정과 하게 연계되어 일어나는 N-당쇄 부착  수식과정은 많은 당

이  단 효소들(인간의 경우 300여개 이상의 당쇄 수식 효소 존재)의 일련의 생화학

 반응을 통해 일어난다. 효모와 인간을 포함한 부분의 진핵세포에서 일어나는 

N-glycosylation은 소포체 (endoplasmic reticulum, ER)까지는 공통 인 과정으로 진행

되어 Man8GlcNAc2 구조를 지닌 핵심 당쇄를 당단백질에 부착하게 된다. 그러나 당단백

질이 골지체로 달된 후에는 포유류와 효모에서 각기 상이한 방법으로 N-glycan 수식

이 진행된다. 인간의 경우 우선 일련의 a-1,2-mannosidase (IA, IB, and IC)의 작용으로 

복합 당쇄 (complex N-glycan) 구체인 Man5GlcNAc2가 만들어진 후, 
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N-acetylglucosaminyltransferase I (GnT-I)에 의해  N-acetylglucosamine이 부착된다. 

이어서 mannosidase II에 의해 남아있는 a-1,3과 a-1,6 말단 mannose가 제거되어 

GlcNAcMan3GlcNAc2가 형성된다([그림 2-17] 1) 

  다. 여기에 N-acetylglucosaminyltransferase II (GnT-II)의 작용으로 tri-mannose core 의 

a-1,6-mannose에 N-acetylglucosamine (GlcNAc)가 붙게 된다 [11-13]. 이후 

galactosetransferase(GalT)와 sialyltransferase(SAT)에 의해 galactose, 

N-acetylneuraminic acid가 부가되는 과정을 거쳐 복합형 당쇄가 완성된다. 특히, 인체형 

당쇄 말단에 부착된 시알산(sialic acid)의 부가정도에 따라 당단백질의 활성  안정성이 

크게 좌우되므로, 당단백질의 당쇄에 시알산을 부착하는 기술은 의료용 당단백질 생산시

스템 개발의 주요 타겟이 되고 있다 [6-8]. 

  라. 이후 galactosetransferase(GalT)와 sialyltransferase(SAT)에 의해 galactose, 

N-acetylneuraminic acid가 부가되는 과정을 거쳐 복합형 당쇄가 완성된다. 특히, 인체형 

당쇄 말단에 부착된 시알산(sialic acid)의 부가정도에 따라 당단백질의 활성  안정성이 

크게 좌우되므로, 당단백질의 당쇄에 시알산을 부착하는 기술은 의료용 당단백질 생산 

시스템 개발의 주요 타겟이 되고 있다.

                

2. 당쇄 수식 효소 기능 분석  활용 연구

  가. 당단백질의 당쇄 수식에 련되는 당 이/ 단 효소 유 자는 당단백질 발  시스템 개

발뿐만 아니라 in vitro 당 이 효소반응 구축을 한 소재로서 활용되고 있다 ([표 

2-17] 1). 재까지 인간을 비롯한 동물, 식물, 미생물로부터 150 여종 이상의 당쇄 생합

성 련 당 이/ 단효소가 발견되어 그 구조  기능에 한 연구가 수행되고 있으며, 

최근 방 한 양의 유 체 정보 축 으로 신규 당쇄 수식 련 효소의 유 자 발굴  

응용 연구가 더욱 가속화될 것으로 망된다.

3. Sialic acid capping 련 효소 발굴  활용 연구

  가. 인체 유래의 당단백질들은 일반 으로 N-glycan 합성의 마지막 단계로 당쇄 말단에 시

알산이 capping된 형태로 존재하는데, 이러한 시알산화는 CMP-sialic acid를 기질로 이

용하여 시알산 이효소에 의해 일어난다고 알려져 있다. 인체에서는 세 종류의 시알산 

이효소가 당단백질의 β-D-galactose를 acceptor로 사용하여 α-2,3 과 α-2,6 결합으로 

시알산을 부착해 주지만, 동물세포에서 발 되는 재조합 당단백질의 경우 종종 시알산 

부착이 불완 한 상채로 부비되는 문제 이 있다.

 

  나. 실제 CHO 세포와 BHK-21 세포의 경우, α-2,6 시알산 이효소 자체가 없으며, 더욱이 

효모와 식물, 곤충 세포의 경우에는 시알산 이효소 부재 외에도 자체 인 시알산 생합

성 사가 없다. 따라서 효율 이고 경제 인 재조합 당단백질 량 생산 시스템 개발을 

해서는 시알산 부착 반응에 한 연구와 활용기술 개발이 실히 요구되고 있다.
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[그림 2-17] 1.  Golgi에서의 당단백질의 당쇄 수식 형태 (A)  Mammalian 

(B) Saccharomyces cerevisiae (C)  Pichia pastoris

[표 2-17] 1.  재까지 보고된 당 이  당 단 효소

  Glycosyltransferases/Glycosidase
Number of hits (protein)

All species Bacteria NCBI reference seqs

Galactosyltransferase 1,977 332 532

N-Acetylglucosaminyltransferase 625 168 214

N-Acetylgalactosaminyltransferase 729 11 191

Fucosyltransferase 1,241 241 235

Sialyltransferase 1,223 195 263

 α-Mannosidase 358 89 142

Galactosidase 3,083 1,741 858

Sialidase 3,035 280 171

  다. 효모나 식물, 곤충 세포의 경우처럼 일반 으로 시알산 함성 사 경로가 없는 경우 이

들 세포에서 유래한 단백질은 in vitro에서 최종 으로 당단백질의 당쇄에 시알산을 부

착해주는 방법이 시도되고 있다.

  라. 그러나 in vitro 시스템에서 시알산 이효소를 이용할 경우 기질로 사용되는 

CMP-sialic acid와 효소인 시알산 이효소가 고가이므로 필연 으로 생산 단가가 높은 

것이 큰 걸림돌이 된다. 최근에는 이러한 시알산화 capping반응의 문제를 해결하기 해 

동물세포 유래의 시알산 이효소인 β-D-galactoside α-2,3-sialyltransferase (EC 

2.4.99.4;SAT)를 세포내에서 발 시켜서 시알산의 함량이 높은 당단백질을 생산하는 in 

vivo 시스템 연구가 으로 이루어지고 있다. 

  마. 시알산의 함량을 높이는 방법으로 Golgi 에 시알산 이 효소를 타겟  하는 방법과 

Golgi 내에 시알산의 구체인 CMP-sialic acid의 양을 증가시키는 방법을 통해 의료용 

당단백질의 시알산화 반응을 유도하려는 노력이 시도되고 있다.
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  바. 하지만 다수의 동물 유래의 유용 시알산 이효소의 경우 이미 선진국들에 의해 특허

가 등록  출원이 되어 있어 기술 경쟁력 확보  신규 유 자원 확보를 해서는 새

로운 원천으로 부터의 신규 시알산 이효소의 발굴이 필요하다. 해양 유래의 하등동물

은 진화 으로 육상의 척추동물로 분화되기 이 의 단계로 육상의 동물과 같은 세포생

물학  특성을 지니면서 해양환경에 응 가능한 독특한 생명 상을 가지고 있다. 특히 

무척추동물인 성게는 그 유 체에서 흥미롭게도 많은 당 이 효소가 발견되고 있으며 

독특하게 다른 종에 비해 수십 종의 시알산 이효소를 코딩하는 염기서열이 발견되고 

있어 향후 신규 시알산 이 효소개발을 한 새로운 resource로 생각되어진다.

  사. 최근에 보고된 보라 성게 (Strongylocentrotus purpuratus)의 유 체 정보에서는 특이하

게 아직 그 특성이 규명되지 않았지만 하나 생물종의 게놈에 40여종의 다른 시알산 

이효소가 존재하는 것으로 보고되어 있으며, 성게의 분화과정  발달단계에 따라 시알

산 양  시알산을 포함하는 당질  당단백질의 생성이 달라지는 것으로 알려져 있어 

향후 신규 시알산 이효소를 발견할 수 있는 가능성을 제시하고 있다.

  아. 특히, 해양생명체의  무척추 동물에서 척추동물로 넘어가는 단계의 극피동물의 유 체

들에서 발견되는 당 이 효소들은 인간화 당단백질의 당쇄 합성에 여하는 당 이 효

소들과 기능이 유사하여 이들 유 체는 기 과학 측면에서 당 이 메카니즘 연구  공

학  측면에서 당쇄 리모델링에 매우 유용할 것으로 단되고 있다.

 

  자. 하지만 아직 해양무척추 동물 유래의 시알산 이효소에 한 분자 생물학  생화학

인 연구결과는 보고된 것이 없다. 따라서 본 연구에서는 해양무척추동물 유래의 시알산 

이효소(sialyltransferase)를 발굴하고, 이들의 기능 분석  선택성에 한 연구를 수행

하며, 이들을 효모를 비롯한 고등동물 세포에서 발 하여 최종 으로 인체형 당쇄  

련 당쇄의 시알산화를 완성하는 sialylation system 개발에 활용하고자 한다.

제 3  연구개발 범

단계 연구내용 연구범

3단계

해양 무척추동물 유

래 신규 시알산 

이효소를 이용한 당

사슬 리모델링

-해양 무척추 동물 유래 시알산 이효소 유 자원 확보

-해양 무척추 동물로 유래 시알산 이효소 발   in 

vitoro 특성 분석 

-해양 무척추 동물 유래의 재조합 시알산 이효소 활용 당

사슬 소재 생산 기술 구축

-시알산 부가 당단백질생산을 한 CHO 세포주 개발  

시알산 부가도 분석

최종

해양 무척추동물 유

래 신규 시알산 

이효소를 이용한 당

사슬 리모델링

-해양 무척추 동물 유래 시알산 이효소 유 자원 확보, 발

, 특성분석, 도입 CHO 재조합 세포주 개발  당사슬 분석
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제 2 장 국내외 기술개발 황

제 1   국내외 련 기술  산업 동향

1. 국내 기술  산업동향 

 가. 몇몇 연구 이 당 이 반응을 한 당쇄 수식 효소를 발굴하는 연구를 수행해오고 있으

나, 탄수화물 유도체와 배당체 등을 한 효소들을 미생물과 식물을 상으로 발굴하는 

연구들이 주류를 이루고 있다. 

 나. 선진국에서는 고부가가치의 의약용 당단백질  당쇄 소재 등의 당쇄 리모델링을 하여 

인간  동물들로부터 유용한 당쇄 수식효소들을 발굴하여 특허 권리들을 선 하고 있으

나  반면에, 국내에서는 식품과 화장품 등에 활용성이 높은 당쇄 수식효소들을 미생물과 

식물들을 상으로 발굴하는 연구가 주류를 이루고 있다.

 다. 표 인 의약용 당단백질인 EPO를 생산, 매하는 기업들 (CJ, 동아제약, LG 생명과학 

등)을 심으로 당쇄 수식효소에 한 심이 고조되고 있으며, 한 바이오 벤쳐인 진

은 당쇄 수식효소와 기질들을 심으로 사업을 확장해가고 있다.

 라. 그동안 탄수화물 연구회가 표 인 탄수화물 의약품 련 연구단체로 활동하 으나, 생

물, 화학, 생물정보  바이오 나노 등 다양한  기술들을 필요로 하는 "Glycomics" 연구 

기법이 강화된 시  조류에 발맞추어 당과학 분야의 국내 연구 활성화  련 BT 분

야의 국제 경쟁력 제고를 해 한국당과학회(Korean Society for Glycoscience, KSG)로 

2006년 4월에 출범하여 Glycomics 기반의 다학제간 융합 기술 개발을 한 기반이 구축

되었다.

 마. 국내에서는 몇몇 연구그룹이 당쇄 수식효소의 발굴  활용 연구에 집 하고 있으나, 

부분 고부가가치의 의약용 당단백질보다는 식품  화장품의 원료로 요한 배당체를 주 

상으로 하고 있다. KRIBB의 라이코믹스 연구 은 지경부의 Glycomics를 이용한 차

세  의약품 개발”사업의 일환으로 당단백질의 당쇄 리모델링을 한 당쇄 수식효소 발굴 

 확보에 주력하고 있으며, 세계 으로 경쟁이 치열한 인간  동물 상에서 미생물을 

비롯한 다양한 생물자원으로 연구를 확 해가고 있다.

 바. 선진국들이 인간  동물 유래의 당쇄 수식효소들을 특허 등으로 선 하고 있으므로 국내

에서는 다른 생물자원들로부터 유용한 당쇄 수식효소들을 발굴하는 것이 바람직하며 특

히, 인간과 유연 계가 멀어 인간형 당쇄의 리모델링이 어려운 식물이나 미생물보다는 인

간형 당쇄에 용이 가능하면서도 다양성이 매우 높고 진화 으로 하 단계의 생명체로 

생각되는 해양생물들을 상으로 발굴하는 것이 유리할 것으로 단된다.
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 2. 국외 기술  산업동향 

 

 가. 당쇄 수식효소들은 고부가가치의 의약용 당단백질  당쇄 소재의 당쇄를 리모델링하여 

고성능 제품을 개발하는데 유용하게 사용되어 다양한 치  입체 특이성을 갖는 당 

이효소들을 확보하는 연구가 산업계를 심으로 큰 주목을 받고 있다.

 나. 인간을 비롯한 동물, 식물, 미생물 유래의 다양한 당쇄 수식효소들을 발굴하고 그 기능을 

분석하는 연구가 미국과 일본을 심으로 수행되고 있으며, 최근 방 한 양의 유 체 정

보 축 으로 인해 신규 효소 발굴  활용 연구가 더욱 가속화되고 있다.

 다. 선진국에서는 고부가가치의 의약용 당단백질  당쇄 소재 등의 당쇄 리모델링을 하여 

인간  동물들로부터 유용한 당쇄수식 효소들을 발굴하여 특허 권리들을 선 하고 있는 

반면에, 국내에서는 식품과 화장품 등에 활용성이 높은 당쇄 수식 효소들을 미생물과 식

물들을 상으로 발굴하는 연구가 주류를 이루고 있다.

 라. 특히, 일본의 경우 인간 유 체 정보 분석을 통하여 기존에 분석되지 않은 신규 인간 당 

이효소들을 발굴하기 한 정부 지원의 형 연구 사업인 GlycoGene 로젝트를 통해

서 생물정보학 분석기술을 활용하여 재까지 보고 된 당 이효소 유 자들의 35%에 

해당하는 신규 유 자를 발굴하는 성과를 이룩하 다.

 마. 미국 Neose 사의 경우 요한 당쇄 수식효소 라이 러리를 보유하고 있으며, 이를 활용하

여 불완 한 당쇄에 갈락토오스 혹은 시알산을 도입하는 in vitro 당 이효소 반응 기술

인 GlycoAdvanceTM 기술과 시알산 당 공여체에 PEG(polyethylene glycol)를 부착하고 in 

vitro 당 이효소반응을 통하여 당단백질에 PEG를 도입하는 GlycoPEGylation
TM

 기술을 

개발하 다.

 바. 당쇄 수식효소 반응은 고가의 공정비용이 단 이므로 구체 비용 감을 해 sugar 

nucleotide 기질을 반응 부산물로부터 재생시키는 반응이 연계된 형태로 여러 당쇄 수식

효소들을 함께 혼합하여 사용하는 공정이 개발되고 있다.

 사. 한편 당쇄 수식효소 공정을 해서는 개별 효소들을 발 하여 정제하는 데 많은 노력과 

시간을 소비하여야 하며, 정제  고정화 과정 동안 효소 활성이 상당히 감소하는 문제들

이 있다. 이러한 문제 들을 극복할 수 있는 안으로 당 이효소를 효모 는 장균 

등의 세포 표면에 발  시키는 표면발  기술들이 재 활발히 개발되고 있다.

 아. 당쇄 수식효소는 의약용 당단백질의 효능, 체내 반감기  면약부작용 등을 결정하는 주

요 인자인 당쇄를 리모델링하는데 활용할 수 있는 고부가가치 생물자원이다. 따라서, 인

간을 비롯한 동물, 식물, 미생물 유래의 다양한 당쇄 수식효소들을 발굴하고 확보하기 

한 연구가 미국과 일본을 심으로 수행되고 있으나, 아직 해양 생물들에는 미치지 못하

고 있다.
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자. 해양 생물들 상의 당쇄 수식효소 유 자 발굴  기능 분석은 아직 미비한 상태이나, 

Baylor 학의 Human Genome Sequencing Center에서 2006년 당쇄 상의 시알산 부착 

효소에 한 유 자가 다소 존재하는 해양 무척추 동물인 보라성게(Strongylocentrotus 

purpuratus)의 지놈 서열을 공개하여 이 분야의 연구가 활성화 될 수 있는 기반이 제공되

었다.

3. 특허동향

 가. 본 특허 분석에서는 MicroPatent사의 DB와 로그램을 이용해서 미국, 유럽, PCT 특허 

도메인에서 title과 abstract  claim 등을 상으로 Sialyltransferase, 

Galactosyltransferase, N-acetylglucosaminyltransferase, Fucosyltransferase, 

Glucosyltransferase, Sulfotransferase, GAG synthase 등을 비롯한 다양한 당 이 효소 

련 특허들을 검색하여 이를 상으로 분석을 수행하 다.

 나. 당쇄 수식 효소 분야 연도별 특허 출원  등록 추세를 보면, 1990년  이후 특허 건수가 

꾸 히 증가하다가 2000년  들어서서 특허의 숫자가 격히 증가하고 있다 ([그림 2-17] 

2A). 특히 Galactosyltransferase와 Sialyltransferase 분야의 특허가 2000년  반 이후 

격하게 증가하고 있다. (본 특허 분석은 2005년까지의 특허를 상으로 검색하여 미공

개된 특허들의 존재 때문에 2004-5년에 감소하는 경향으로 보이는 상이 나타남).

 다. 이는 의약용 당단백질의 체내 지속성  약물동력학에 있어서 제일 요한 당인 시알산과 

이의 capping을 해서 필요한 당인 갈락토스를 부가하기 해서 필요한 

Sialyltransferase와 Galactosyltransferase 효소들에 많은 연구가 집 되고 있기 때문으로 

분석된다.

 라. Neose Technologies Inc.이 최다 특허 보유 기 이며, National Research Council of 

Canada와 Kowa Hakko 가 2 와 3 를 하고 있다. Neose와 National Research of 

Canada는 Sialyltransferase 분야에 최다 특허를 보유하고 있었고, 뒤 이어 

Galactosyltransferase 효소에 많은 특허를 보유하고 있다. 반면에 치료용 항체에 집 하

고 있는 Kowa Hakko사는 항체의 성능향상에 있어서 fucosyltransferase 효소 분야에 최

다 특허를 보유하고 있다 ([그림 2-17] 2B). 

 마. 당쇄 수식 효소 분야의 핵심 원천특허들로는 MIT의 US5272066 특허  Neose사의 특허

(US5583042, US6399336)들과 Amgen사의 US5541083 특허와 Cytel사의 WO9425615 특허 

등이 조사되었으며 ([표 2-17] 2),  이들 모두는 시알산 함량을 증가시켜서 의약용 당단백

질의 체내 지속성을 향상시키기 한 특허들이다.

 바. MIT의 US5272066 특허는 의약용 당단백질의 체내 안정성  지속성을 높이기 해서는 

N-당쇄의 말단이 시알산으로 끝나도록 하기 한 효소 반응 공정들에 해서 범 한 

권리를 갖는 특허이다. 하지만, 우선 출원일이 1986년으로 재 특허의 효력이 만료된 상

태임.
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[그림 2-17] 2.  당 이효소 련 특허 동향분석 결과 

[표 2-17] 2.  당쇄 수식 효소 분야 핵심 원천특허

특허 번호 출원인 특허 제목 우선일

US5272066 MIT
Synthetic methods for enhancing 

glycoprotein stability

1986. 3. 7.

(US4925796)

US5583042 Neose
Appratus for the synthesis of 

saccharide compositions

1991. 4. 11.

(US5180674)

US6399336 Neose
Practical in vitro  sialylation of 

recombinant glycoproteins

1997. 1. 16.

(US60035710)

US5541083

U. of 

California

Amgen

Method for producing secretable 

glycosyltransferase and other golgi 

processing enzyme

1989. 10. 24.

(US5032519)

WO9425615 Cytel

Use of trans-sialidase and 

sialyltransferase for synthesis of sialyl 

alpha2-3beta galactosides

1993. 5. 4.

(US08057528)
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사. 특허 만료일이 많이 남아 있는 Neose의 US6399336 특허는 의약용 당단백질의 시알산 부

가 효소 공정의 효율을 높이기 한 공정 특허로 량 생산을 한 기술에 한 발명이

다.  하지만, 특허의 청구 범 가 매우 제한 이어서 큰 향력은 없는 상태로 사료된다.  

를 들면, 청구항 1항은 galactose 는 N-acetylglucosamine 등의 시알산 부가 효소 반

응 에서 단백질 mg 당 50 mU의 sialyltransferase를 사용하여 80% 이상의 당쇄에 시

알산을 부가하는 Neose의 공정에 한 것이다. 따라서, 다른 효소 반응 조건을 사용하거

나 보다 효율이 높은 조건을 사용하면 특허에 침해되지 않는다.

  

  아. 시알산 효소의 부가를 통해서 당단백질 의약품의 체내 지속성을 늘리는 원천기술에 한 

특허는 이미 만료되었거나 만료 정이다. 따라서, 향후에는 시알산 효소의 부가 공정보

다는 고활성의 신규 sialyltransferase들을 발굴하여 지  재산권을 확보하는 것이 특허로

서 요한 가치를 지닐 것으로 상된다.

  자. 기존 특허들은 주로 인간  포유동물 유래의 당쇄 수식효소들에 한 것들이므로 해양

생물로부터 극한 환경들에서 보다 활성이 높은 Sialyltransferase 등의 당쇄 수식효소들을 

발굴하고 그 유용성을 확인해 다면, 신규성과 진보성이 확보된 특허를 출원하여 산업

으로도 매우 유용한 가치를 지닐 것이다.

 

  차. 다만, 재의 특허 심사 경향이 단순 염기 서열에 의한 유 자 특허에 해서는 권리를 

인정하지 않으므로 발굴된 Sialyltransferase를 발 하여 그 활성을 확인하고 산업  유용

성을 보여주는 연구 결과 확보가 필요하다. 

4. 정부지원정책 황

 가. 련법령, 정부 정책  담당기

  (1) 우리나라의 생명공학 육성을 해서는 2007년에 제 2차 생명공학육성 기본계획을 수립하

여 체계 으로 육성하고 있으며, 2008년에는 국토해양부에서 해양생명공학 육성 기본계

획 (Blue-Bio 2016)을 수립하여 국가 차원에서 해양 생물 소재  신약, 생물 응용연구, 

해양 환경 등 해양 생명공학 기술을 체계 으로 개발하기 한 토 를 구축하고 기술 

개발 투자를 확 해나가고 있음.

  (2) 본 과제는 해양 생물체로부터 유용한 효소 유 자원을 발굴하여 의약용 당단백질의 성능 

향상을 한 당사슬 리모델링에 활용하기 한 연구로서 해양 생물소재를 이용한 신약 

개발을 명기한 해양 생명공학 육성 기본계획의 주무 부처인 국토해양부와 생명공학육성

계획의 교과부에 모두 해당함.
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  나. 정부지원 정책사업 종류와 황

  (1) 이명박 통령은 2009년 2월 개최된 ‘해양 바이오산업 활성화를 한 간담회’에서 해양 

바이오 연구개발 투자 확  방안 수립을 지시함에 따라서 기획 원회를 운  에 있

다. 재, 해양 바이오 연구 활성화를 통한 녹색 해양 강국 실 을 비 으로 연구 개발 

투자를 확 하여 2010~4년까지 9,155억원을 투자할 계획임.
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제 3 장 연구개발수행 내용  결과

제 1  연구개발 목표  연구범  

1. 연구 개발의 최종목표

해양무척추 동물 유래의 신규 시알산 이 효소 자원을 개발하고 이를 활용하여 동물세

포 유래 당단백질의 당사슬을 리모델링하기 한 당쇄 제어시스템을 구축함.  

2. 최종목표의 성격  설정 근거

가. 본 연구에서는 동물세포 단백질 생산 시스템에 기반한 치료용 당단백질의 당쇄 리모델링에 

필요한 시알산화를 한 유용 신규 효소자원으로서의 해양무척추 동물 유래의 시알산 이 

효소 개발과 이를 활용한 당쇄 제어 시스템을 확립하기 하여 재 미규명으로 남아있는 

해양 무척추 동물인 성게, 멍게 유래의 시알산 이 효소의 발굴을 통해 선진국에서 선 하

고 있는 당쇄 이 효소 특허에 한 신규 원천 기술을 개발하려고 한다. 

나. 시알산 이 효소는 당단백질  당지질의 마지막 부분에 시알산을 부가하는 효소로 시알산

은 당쇄의 일종으로 산업 으로 치료용 당단백질의 안정성, 체내 체류시간  원하는 부

로의 치료용 단백질의 타겟 의 역할을 수행하는 핵심 당쇄로 알려져 있다. 따라서  세

계 으로 많은 기업  연구기 에서 이미 련 효소의 발굴과 기술을 특허화 하여 기술  

우 를 령하고 있다.   

다. 지 까지 보고된 많은 동물  미생물 유래의 시알산 이 효소의 경우 이미 미국, 유럽  

일본 등의 선진국에서 특허 등록  출원한 상황에서 기술개발 단계에 있는 국내의 경우 

신규 효소의 발굴을 통한 원천 기술의 확보가 요구되는 바, 해양 무척추 동물 유래의 당

이 효소의 경우 지 까지 보고된 사례가 없을 뿐 더러 최근 활발히 진행되고 있는 해양 생

명체 유래의 유 체 정보를 활용한 신규효소를 확보할 수 있는 가능성을 제시하고 있다.

라. 따라서 본 연구기 에서는 기  고유과제로써 해양연구원과 공동연구를 통하여 지 까지 

보고된 바 없는 신규 해양무척추 동물 유래의 시알산 이 효소를 보라성게, 유령멍게, 우

쉥이의 3종의 해양바이오 자원으로부터 바이오인포매틱스 기술을 활용하여 7종의 유 자

를 해당 종의 cDNA로부터 클로닝 하 다.

마. 따라서 본 연구에서는 본 기 이 기수행한 선행 연구결과를 바탕하여 동물세포 단백질 생

산 시스템에 기반한 치료용 당단백질의 당쇄 리모델링을 통한 당단백질 생산의 핵심 기술로

써 해양무척추 동물 유래의 신규 시알산 이 효소 개발  이를 활용한 시알산이 부가된 의

료용 당단백질 생산을 최종 목 으로 하여 본 과제를 수행하 다.  
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3. 연차별 연구목표  내용 (총 )

연 차 연구목표 주요 연구내용

1차년도

모델시스템을 이용한 해양

무척추동물 유래의 시알산 

이 효소발

▪해양무척추 동물 시알산 이 효소의 효모 발

▪GFP-fusion protein을 이용한 시알산 이 효소의 

세포내의 targeting 모니터링

▪Inducible promoter 발  시스템을 이용한 시알산

이 효소의 최 발  조건 확립  

시알산 이 효소의 in 

vitro  활성측정을 한 반응 

시스템 확보

▪S. cerevisiae에서 발 된 해양무척추 동물 시알산 

이 효소의 활성 측정 연구

▪CMP-sialic acid와 sialic acid donor sugar를 활용

한 기질 특이성 연구

미규명 시알산 이 효소 반

응물 분석 방법 개발

▪당쇄 분석을 한 당쇄 처리 방법연구  

▪HPLC를 이용한 시알산 부가 당쇄 분석을 한 당

쇄의 형  라벨링 방법 연구 

▪MALDI-TOF 기반 methylation된 성 상태의 시

알산 당쇄의 분석 조건 확립

2차년도

모델시스템에서의 당단백질 

형태의 시알산 이 효소 

생산

▪Och1p와 Mnn1p mutant 효모 제작

▪S. cerevisiae에서 발 된 막단백질형태의 시알산

이효소의 분리방법 연구 

시알산 이효소를 이용한 

당단백질의 시알산화 연구

▪S. cerevisiae microsome을 이용한 asialo free 

glycan의 시알산화 연구

▪free glycan  asialoglycan을 포함한 당단백질의 

in vitro  sialylation 연구 

3차년도

당단백질 형태의 시알산 

이 효소의 생화학  특성 

규명 

▪해양 유래의 시알산 이 효소의 sialic acid acceptor

에 한 기질 특이성 연구  

▪당쇄 부가 여부에 따른 세포내의 targeting 연구

CHO cell 발 시스템 기반 

시알산 이 효소 생산기술 

개발

▪CHO cell 발 을 한 stable cell line 제작

▪CHO cell에서 발 된 시알산 이 효소의 세포 내의 

targeting 연구

▪Golgi targeting을 한 chimeric gene 제작

4차년도

CHO 세포내에서 해양유래

의 시알산 이효소를 이용

한 시알산화 연구

▪CHO 세포내에서  시알산 부가 반응 연구

▪CHO cell에서 생산된 당단백질의 당쇄 치, 구조 

 당쇄 함량 분석

CHO cell 시스템에서의 해

양유래의 시알산 이 효소

에 의해 부가되는 시알산 

부가 정도 분석

▪시알산 이 효소의 시알산 부가 최  조건을 한 

CHO cell 배양 조건 연구 

▪Golgi 내에서 합성된 따른 시알산부가 당단백질의 

시알산 함량 조사 
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제 2  연구개발 내용

1. 모델시스템을 이용한 해양무척추동물 유래의 시알산 이 효소발

가. 해양무척추 동물 시알산 이 효소의 효모 발

 (1) 해양 무척추 동물인 새치성게(Strongylocentrotus intermedius),우 쉥이(Halocynthia 

roretzi),유령멍게(Ciona savignyi)유래의 시알산 이 효소는 형 인 시알산 motif를 포

함하고 있으며 규칙 인 cystein residue의 치에 의해 disulfide bond를 형성할 것으로 

추정됨 ([그림 2-17] 3A).

 (2) 해양 무척추 동물 유래의 시알산 이 효소의 발 은 Saccharomyces cerevisiae에서의 수

행했으며 C-terminus region에 yEGFP　protein fusion을 통해, 세포내 발 된 단백질의 

발 양의 확인  세포내의 치, 한 whole cell, crude extract  in situ SDS-PAGE

에서 목  단백질의 존재여부  정량  양을 모니터링 가능하도록 재조합 단백질 형태

로 생산함 ([그림 2-17] 3B). 

나. GFP-fusion protein을 이용한 시알산 이 효소의 세포내의 targeting 모니터링

 (1) S. cerevisiae에서 발 된 해양무척추 동물 유래의 시알산 이 효소(Sint_SialT, 

Hror_SialT, Csav_SialT)를 코딩하는 유 자를 포함하고 있는 재조합 벡터를 가지고 있

는 효모 균주를 한 발 유도 배지에서 배양하여, 효모 세포 내에서 발 된 단백질의 

localization을 Confocal microscopy를 이용하여 형 을 통하여 단백질의 targeting을 

찰하 음.

 (2) 발 된 각각의 시알산 이 효소의 모든 단백질이 Golgi apparatus에 치하는 모습을 형

단백질이 세포내에서 보이는 형태로 확인함 ([그림 2-17] 4). 

 (3) 단백질의 발  시간에 따라 체 인 발 양은 차이가 있지만, 개별 세포에서의 형 단백

질과 융합형태로 발 된 시알산 이효소는 Golgi localization 되어 dot 모양으로 찰됨

다. Inducible promoter 발  시스템을 이용한 시알산 이 효소의 최 발  조건 확립

 (1) 최  단백질 발  조건에서 융합된 GFP의 발 에 따른 형  정도를 측정한 결과, 기 

inoculation 한 세포의 형 감도에 비해 200배 이상 증가함.하 다. 단  세포당 형 도는 

최소 50배 이상 증가함. 

 (2) 막단백질 형태의 본 시아릴 이효소는 일정 발 시간 이후부터 정상상태를 보여주고 있는

데, 이것은 Golgi에 targeting 되어 발 되는 단백질 발 양이 많아짐에 따라 공간 으로 

Golgi membrane surface에 발 되는 단백질이 세포 자체에 스트 스를 주기 때문에, 세

포의 성장이 해되어 cell growth가 arrest 되는 것으로 단됨
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[그림 2-17] 3. 해양무척추동물 유래의 시알산 이 효소의 도식화된 1차 구조(A)  형 단백

질과 융합형태로 발  시 세포내의 Golgi membrane에서의 발 된 모습(B)

[그림 2-17] 4.  효모 내에서 형 단백질과 융합형태로 발 된 해양 무척추동물 유래의 

시알산 이효소(Sint_SialT, S. intermedius  sialyltransferase: 

Hror_SialT, H. roretzi  sialyltransferase: Csav_SialT, C. savignyi  

sialyltransferase: h_SialT, human sialyltransferase)를 공 촛  

미경으로 찰한 모습 
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2. 시알산 이 효소의 in vitro  활성측정을 한 반응 시스템 확보

 가. 시알산 이 효소의 in vitro  활성측정 연구

 

 (1) 효모에서 발 된 해양무척추 동물 유래의 시알산 이 효소활성은 asialofetuin을 sialic 

acid acceptor로 CMP-sialic acid를 sialic acid donor로 사용하여 측정함 

 (2) 효소 반응후, 시알산 부가 여부를 Lectin blot analysis 확인 결과 Csav_SialT는 Neu5Ac 

α(2,3) Gal β(1,4) GlcNAc의 α2,3-linkage를 인식하는 Maackia amurensis (MAA) lectin 

 Neu5Ac α(2,6) Gal 와 Neu5Ac α(2,6) GalNAc을 인지하는 Sambucus nigra (SNA) 

lectin blot analysis 모두 측정  ([그림 2-17] 5).

3. 시알산이 부가된 당단백질의 분석방법 확립

가. 형  라벨된 당사슬의 HPLC를 이용한 측정

 

 (1) 당쇄 분석을 한 당쇄 처리 방법연구로 PNGase F(NEB)를 이용한 당단백질로부터 당

쇄 유리 최 화  carbograph solid-phase extraction column (Grace)을 이용하여 당쇄 

정제 기술을 연구함.

 (2) HPLC를 이용한 시알산 부가 당쇄 분석을 해 2-Aminobenzoic acid (AA)를 이요해 당

쇄 말단에 형 라벨링을 수행하고 cyano solid-phase extraction column (Agilent 

Technologies)을 이용하여 정제함. 당쇄의 형  표시는 HPLC 분석을 통해 확인함.

 (3) 상세한 분석 조건은 다음과 같음: TSK gel amide-80 column에 100% ACN (A)와  50 

mM ammonium formate, pH 4.4 (B)를 사용하여 1㎖/min 유속으로 A 용매를 70% 흘려

 후 55%로 80분간 직선 기울기로 흘려주어 excitation 360 nm, emission 425 nm에서 

당쇄를 모니터링 함.

 나. MALDI-TOF MS를 이용한 측정방법 개발

 (1) MALDI-TOF 기반 methylation된 성 상태의 시알산 당쇄의 분석은 PNGase F로 유리

시킨 당쇄를 solid-phase permethylation을 수행하고, MALDI-TOF을 해 DHB matrix

와 섞은 후, MSP AnchorChip target에 올려 Microflex (Bruker)을 사용하여 reflector 

positive mode에서 분석함. 

4. 효모 모델시스템에서의 당단백질 형태의 시알산 이 효소 생산

 

가. Och1과 Mnn1 결손 균주의 제작

 (1) N-glycosylation의 occupancy에 의해 시알산 이효소의 활성의 유무를 확인하기 해 

Och1p와 Mnn1p mutant 효모 내에서 당단백질 형태의 시알산 이효소의 발 하기 해 

당사슬 생합성회로가 엔지니어링 된 Man8GlcNAc2 형태의 glycan을 갖는 당단백질을 생

산할 수 있는 호스트 시스템을 제작함 ([그림 2-17] 6).
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[그림 2-17] 5.  C. savignyi  sialyltransferase의 시알산 이능을 확인하기 한 MAA-와 

SNA-I 틴을 이용한 시알산화된 asialofeutin의 확인(eV, empty vector; 

h_SialTIV, human sialyltransferase IV; Csav_SialT, C. savignyi  

sialyltransferase)

[그림 2-17] 6.  Man8GlcNAc2 형태의 glycan 생산 효모 설계를 한 모식도(좌)  엔지

니어링된 효모 숙주에서의 당사슬의 확인(우) 

5. 막단백질 형태의 시알산 이 효소의 최  분리방법 연구

가. 효모에서 발 된 해양 무척추 동물 유래의 시알산 이효소 단백질 정제 연구

 (1) S. cerevisiae에서 Golgi membrane에 target 되어 발 된 시알산 이 효소의 분리를 하

여, membrane fraction을 다단계 원심분리방법에 회수한 후, detergent panel screening 

통해 단백질의 solubility와 효소의 활성의 상 계를 조사함.

 (2) Golgi membrane에 존재하는 시알산 이 효소를 yeast membrane에서 solubilization 시킬 
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수 있는 최 의 detergent를 조사하여, 다양한 non-ionic detergent를 이용하여 막단백질의 

solubilization을 확인한 결과 최 의 detergent와 protein의 ratio(D/P ratio)를 확인함. 

 (3) 이 결과를 기 로 효모에서 발 된 시알산 이 효소를 microsome 형태로 분획 하 으

며, 단백질의 순도를 높이기 해 affinity column을 이용하여 단백질의 정제를 수행하여 

부분 으로 순수하게 정제된 시알산 이 효소의 단백질을 회수함 ([그림 2-17] 7).

 (4) 단백질의 순도와 확인은 SDS-PAGE와 Western-blot analysis를 통해 분석하 으며, 약 

50-75 kDa 범 의 당단백질 형태의 시알산 이 효소를 획득함. 

나. 효모에서 정제된 해양 무척추 동물 유래의 시알산 이효소의 당단백질 특성 규명

 (1) 효모에서 부분 으로 순수 분리 정제된 시알산 이 효소의 특성을 확인하기 하여 

N-glycosylation을 제거하는 PNGase F와 Endo H 처리를 통해 분리정제된 단백질로부터 

N-당사슬을 제거함.

 (2) PNGase F와 Endo H 처리를 통해 N-당사슬이 제거된 단백질을 high mannose에 결합하

는 ConA 틴을 사용하여 lectin blot analysis를 통해 분석한 결과 3개의 N-x-(S/T)의 

N-결합 당사슬 치를 갖는 본 시알산 이효소는 하나의 치(G1)에만 N-결합의 당사

슬이 존재하는 것으로 확인됨 ([그림 2-17] 8).

 (3) 한 시알산 이효소와 제거되지 않는 단백질의 시알산 이 효소활성 분석을 통하여 해당 

효소는 N-당사슬이 활성에는 직 인 향을 주지 않는 것을 확인함 ([그림 2-17] 8).

[그림 2-17] 7.  효모에서 발 된 해양무척추동물 유래 시알산 이효소의 정제 방법(좌), 

정제후 SDS-PAGE  Western-blot analysis를 통한 분석(우) 

 



- 28 -

[그림 2-17] 8.  효모에서 부분 으로 순수 정제된 해양무척추 동물 유래의 시알산 이효소에 

존재하는 N-glycan의 확인  N-glycosylation이 효소활성 주는 향 조사

6. 해양유래의 시알산 이효소를 이용한 당단백질의 시알산화 연구

가. Free glycan을 이용한 비시알산화 당사슬에 한 시알산 이도 측정

 (1) 당단백질 형태의 시알산 이효소가 발 되어 있는 효모 세포내의 organelle의 microsome

을 분리하여 시알산 이 효소의 활성을 측정함.

 (2) Cell lysis 후의 sequential centrifugation procedure에 의해 microsome을 분리하여 active 

form의 시알산 이 효소를 얻은 후, 시알산 이 효소의 활성에 향을 주지 않는 한 

양의 non-ionic detergent를 처리한 후, microsome을 permeabilization 시켜 CMP-sialic 

acid와  sialic acid acceptor sugar인 free asialoglycan을 반응시켜 시알산 이효소의 활

성을 측정함

 (3) 비-시알산화 free glycan에 한 활성은 Gal-beta(1,4)-GlcNAc 결합을 갖는 당단백질 

구체의 당사슬에 가장 높은 활성을 보여주었으며 올리고 당인 Gal-beta(1,4)-GlcNAc, 

Gal-beta(1,3)-GlcNAc에 해서도 상당한 활성이 찰됨 ([표 2-17] 3).

 (4) 하지만 당지질에 한 당사슬과 락토오즈오 같은 루코스 잔기를 갖는 당사슬에는  

활성이 측정되지 않았음.  

나. 당단백질을 이용한 비시알산화 당사슬에 한 시알산 이도 측정

 (1) Asialoglycan을 포함한 당단백질의 in vitro  sialylation 연구는 S. cerevisiae에서 순수하게 

분리된 당단백질 형태의 시알산 이효소를 이용하여, artificial membrane을 형성할 수 있

는 lipid bilayer와 혼합하여 시알산 이 효소를 reconstruction 시킨 후 한 양의 

detergent가 포함한 reaction medium 내에서 CMP-sialic acid와 asialoglycan을 포함한 당

단백질을 반응시켜 시알산 이효소의 활성을 측정함.

 (2) Free glycan에서 측정된 결과와 마찬가지로 Gal-beta(1,4)-GlcNAc의 당사슬이 포함되어 있

는 시알산이 제거된 당쇄를 갖는 asialoglycan을 갖는 fetuin에 활성을 높게 나타났으며, 이를 
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정성 으로 확인하기 하여 MAA lectin을 시알산 이 정도를 lectin blot을 통해 확인함.

(3) 확인 결과 MAA 틴에 의해 시알산이 부가된 당단백질만이 측정이 되었으며, 이때 

positive control로 사용한 인간 유래의 시알산 이효소를 사용한 결과에서도 동일한 결

과가 찰됨 ([그림 2-17] 9). 이때 박테리아 유래의 sialidase를 이용하여 시알산을 제거

하여 lectin blot을 수행한 결과 당단백질이 측정되지 않음. 이로부터 해당 효소 반응에 의

해 시알산이 부가된 것을 확인함 ([그림 2-17] 9). 

 (4) 시알산이 부가된 당단백질을 PNGase F를 처리하여 N-당사슬을 제거한 후 lectin blot 

analysis를 수행한 결과, 계속 으로 당단백질이 측정이 음으로 fetuin 당단백질에 존재

하는 N-glycan 뿐 아니라 O-glycan의 당사슬에도 시알산이 부가 되는 것으로 확인됨.

[표 2-17] 3.  Free glycan에 한 해양무척추 동물의 시알선 이효율 측정

[그림 2-17] 9.  효모에서 부분 정제된 해양무척추동물 유래 시알산 이효소와 asialofetuin

을 이용한 in vitro sialylation 연구. (A) Asialofetuin에 존재하는 다양한 

당사슬 구조 (B) 시알산 이 반응 후 PNGase F 처리를 통해 남아 있는 

시알산을 MAA lectin blot을 이용해 측정 (C) 시알산 이 반응 수행 후 

sialidase 처리를 통해 남아 있는 glycan 확인
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7. 동물세포 CHO-K1에서 해양무척추 동물 유래의 시알산 이효소 발

 가. CHO-K1에서 시알산 이효소 코딩 유 자 발 을 한 발  벡터 제작

 (1) 동물세포 CHO-K1 cell에서 시알산 이효소 유 자를 발 시키기 해 pcDNA3.1-myc 

-His(-)A 벡터 ([그림 2-17] 10A)에 해양무척추 동물인 유령멍게(Ciona savignyi) 유래의 

시알산 이효소(Csav_ST3Gal)를 코딩하는 유 자와 세포내에서 발 된 단백질의 치를 

확인하기 한 표지 단백질로 형 을 나타내는 Green Fluorescent Protein (GFP) 유 자 

그리고 Western-blot analysis 는 단백질 정제를 한 8xHis-tag의 코딩 유 자가 하나

의 단백질 형태로 생산 되도록 발 벡터 시스템을 구축함 ([그림 2-17] 10B). 

 (2) Positive control로 사용하기 해 인간유 체 유래의 시알산 이효소 단백질(hST3GalI)

을 코딩하는 유 자도 함께 클로닝함.

나. CHO-K1 세포주에서 발 된 시알산 이효소의 세포 내의 targeting 확인

(1) pcDNA3.1 myc-His(-)A 벡터에 클로닝된 시알산 이효소 plasmid를 CHO-K1 cells에 

transfection하여 colony 형성 찰을 찰함. 600㎍/㎖ Geneticin 항생제 첨가한 RPMI 

Media 1640 배지로 cells을 유지하 으며 세포 사멸율을 산출함. eV를 도입한 동물세포주

는 colony 형성까지 2-3 주가 소요 으며, 시알산 이효소를 포함하고 있는 재조합 벡터를 

도입한 세포의 경우 colony을 이루지 못하고 넓게 퍼져 자라다가 4주 정도 되었을 때 

colony를 형성하는 것을 확인함 ([그림 2-17] 11).

(2) 재조합 벡터가 클로닝 된 동물 세포주를 confocal microscopy로 green fluorescent protein 

(GFP)의 형  장  Excitation 488nm, Emission 502-515nm에서 형 을 찰한 결과 

eV 경우 형 이 보이지 않았고 Ciona savignyi  ST3Gal과 human ST3GalⅠ이 코딩되어 

있는 재조합 벡터를 도입한 세포에서는 미약하게 형 인 찰됨. 

다. CHO-K1 세포주에서 시알산 이효소 단백질의 발 양을 증가시키기 한 클로닝

 (1) pcDNA3.1 myc-His(-)A-STs의 plasmid을 가지고 CHO-K1 cell에 transfection을 하 지

만 GFP의 형 이 일시 으로만 보이고 stable cell line을 구축하기 힘들어 발 효율을 높

일 수 있도록 plasmid를 다시 클로닝함. 

 (2) N-terminal부분에 단백질 합성을 유도하는 Ribosome binding site를 붙 고 발 효율을 

높이기 해 start codon주변의 서열을 Kozac sequence로 바꿈. 그리고 복잡한 구조로 단

백질을 연결시킬 때, 두 단백질사이의 interaction을 높이기 해 start codon뒤에 Flexible 

linker로 Glycin 4개와 Serine 1개를 붙여 발  효율을 높이도록 벡터를 제작하고 

pcDNA3.0 벡터라고 명명함. 이 벡터에 yEGFP 신 형  발 이 잘되는 GFP-UV를 붙

여 pcDNA3.0-GFP 벡터를 만들었다. 여기다 시알산 이효소를 클로닝하여 만들어진 

pcDNA3.0-STs-GFP plasmids을 CHO-K1 cells에 transfection하여 confocal 분석함 ([그

림 2-17] 12).
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[그림 2-17] 10.  CHO-K1에서 시알산 이효소 코딩 유 자 발 을 한 발

벡터 pcDNA3.1 myc-His(-)A vector(A)와 Ciona savignyi 

시알산 이효소 단백질(Csav-ST3Gal) 코딩 유 자 발 을 

한 재조합 벡터 클로닝(B)

                 

[그림 2-17] 11.  CHO-K1 cells에 pcDNA3.1 myc-His(-)A벡터에 

클로닝된 시알산 이효소 plasmid을 transfection 

하여 colony 찰
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[그림 2-17] 12. Confocal Microscopy를 이용한 동물세포주에 도입한 

시알산 이효소 단백질의 발  효율 분석  

(3) 상기의 재조합 벡터를 도입한 단백질의 발 은 이 의 발  벡터에 비해 발 양이 조  높

았고 핵 주변 Golgi membrane에 띠를 이루며 Red을 띄는 Golgi marker와 겹쳐 spot으로 

형 을 띄는 치를 확인함. 하지만 이 형 이 Transfection되고 항생제를 처리하여 키우

다 2주정도 지나면 형 의 세기가 더 약해지고 효율이  낮아짐 ([그림 2-17] 12A).

 (4) CHO-K1의 α2-3 sialyltransferase gene에 Golgi targeting membrane (MR)서열을 얻어 

pcDNA3.0-GFP벡터에 클로닝하여 pcDNA3.0-MR-GFP plasmid을 제작함.  

pcDNA3.0-MR-GFP 벡터에 시알산 이효소를 클로닝하여 만들어진 

pcDNA3.0-MR-STs-GFP plasmids을 CHO-K1에 Transfection시키고 confocal 

microscopy로 분석함. 

 (5) 형 의 효율은 약 10%로 밖에 되지 않았지만 pcDNA3.0-STs-GFP 보다 형 이 뚜렷하

고 형 의 세기도 밝았다. Golgi marker와 같은 자리에 핵 주변 Golgi membrane 주 로 

형 을 나타나는 것을 확인함 ([그림 2-17] 12B).

8. 안정  해양무척추 동물 유래 시알산 이효소 발  CHO-K1 세포주 구축

가. 발 벡터 도입  안정화를 통한 시알산 이효소 발  CHO-K1 세포주 확보

 (1) Transfection한 pcDNA3.1-Csav-GFP와 pcDNA3.0-hⅠ-GFP cell을 96well plate에서 

isolation하여 FACS로 형  확인. 96well plate에 isolation한 200개의 cells 에 빨리 자

라는 것을 몇 개의 well을 선택하여 pcDNA3.1-Csav-GFP와 pcDNA3.0-hⅠ-GFP cell  

각각 20개 wells을 선택함. 선택한 cells의 수를 늘여 FACS를 이용하여 peak의 이동으로 

시알산 이효소와 융합 태로 발 되는 GFP형 을 모니터링하여 세포내 발 양을 모니

터링 함 ([그림 2-17] 13).

  (2) C-terminal에 GFP 형  단백질이 융합된 시알산 이효소가 CHO-K1 세포내 targeting 

되는 부 를 confocal로 모니터링하고 cell내에 GFP형 도 형 미경으로 확인함으로써 

해당 단백질이 Golgi membrane에 targeting되어 발  되는 것을 확인함 ([그림 2-17] 14). 



- 33 -

  (3) pcDNA3.1-Csav-GFP와 pcDNA3.0-hⅠ-GFP가 도입되어 있는 재조합 세포로부터 해당 

유 자의 RT-PCR을 통한 transcription 여부 확인함. CHO-K1 cell에 transfection한 

sialyltransferase gene들 에 GFP의 형 을 띄는 cell을 FACS와 confocal microscopy에

서 확인된 세포주에서 RT-PCR을 통해 해당 유 자의 발 을 확인함. 

pcDNA3.1-Csav-GFP의 sample 4개에서 유 자의 증폭이 확인됨. pcDNA3.0-hⅠ-GFP는 

2-4번 3개의 시료에서 밴드가 확인됨. 이로써 cell안에서 sialyltransferase gene들이 

transcription이 일어나는 것을 확인함 ([그림 2-17] 15). 

(4) 선별한 pcDNA3.1-Csav-GFP와 pcDNA3.0-hⅠ-GFP cells을 FACS를 이용하여 두 번째 

sorting. Cells에 sialyltransferase gene을 Transfection 시키고 96 well plate에 한 well당 

한 마리씩 seeding함으로 첫 번째 isolation후, FACS를 이용하여 형 을 띄는 peak부분

의 cells을 sorting하여 안정  세포주 제작. 

 

[그림 2-17] 13.  CHO-K1 cell에 transfection하여 isolation한 

pcDNA3.1-Csav-GFP와 pcDNA3.1-hⅠ-GFP 형 을 

FACS로 분석

[그림 2-17] 14.  Confocal microscoopy를 이용한 pcDNA3.1-Csav-GFP 

벡터를 도입한 재조합 세포주에서의 단백질 발  모니터링
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[그림 2-17] 15.  재조합 벡터가 도입된 세포주에서 RT-PCR를 이용한 

시알산 이효소 코딩 유 자의 transcription 확인 

 (5)  FACS의 분석결과 처음엔 하나의 peak의 이동으로 형 을 띄는 cells을 구분하 는데 3

개월 더 cells을 유지시켜 형 을 분석해본 결과, 이 과 다르게 7개의 cells에서의 형

이 아주 약해진 것을 확인함. pcDNA3.1-Csav-yEGFP에서는 3번 cells에서 두 peak로 나

뉘면서 형 을 띄는 부분을 선명히 구분함 ([그림 2-17] 16좌)

 (6) pcDNA3.0-hⅠ-GFP cells에서도 2번 cells의 peak 이동이 뚜렷이 나타났고 4번 cells은 

peak이 넓게 퍼져서 형 을 띄는 부분을 P2로 정하고 P2부분 이상 면 의 cells을 FACS

를 이용해서 sorting ([그림 2-17] 16우).

나. 동물세포주에 도입된 해양무척추 동물 유래의 시알산 이 효소 단백질 발  확인

 (1) 선별한 시알산 이효소 단백질이 발 되는 CHO-K1 세포주에서 western blot analysis

를 통한 해당 단백질 발 을 확인함. anti-GFP, anti-His-tag antibody을 사용하여 시알

산 이 효소의 세포내 존재여부를 확인함.

 (2) 96 well plate에서 최  선별한 pcDNA3.1-Csav-yEGFP와 pcDNA3.0-hⅠ-yEGFP cells에

는 GFP 항체와 His-tag 항체로 western blot을 한 결과, pcDNA3.1-Csav-yEGFP에서는 

모든 시료에서 밴드가 보이지 않았고 pcDNA3.0-hⅠ-yEGFP cells에서는 두 항체에서 약 

73KDa 사이즈에 2번 cells에 밴드가 나타남. 

 (3) Cells을 3개월 동안 계속 유지시켜 FACS를 이용하여 형 을 띄는 cells을 2차 sorting한  

pcDNA3.1-Csav-yEGFP와 pcDNA3.0-hⅠ-yEGFP cells에서 모두 73, 77KDa에 두 밴드

가 진하게 나타난 것을 확인함 [그림 2-17] 17.

[그림 2-17] 16.  pcDNA3.1-Csav-yEGFP(좌)와 pcDNA3.1-hⅠ-yEGFP(우) 재조합 벡터가 

도입된 동물세포주의 FACS를 이용한 시알산 이효소의 안정  발  확인
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[그림 2-17] 17.  2차 선별한 시알산 이효소 단백질이 발 되는 

CHO-K1 세포주에서 Western blot analysis를 

통한 해당 단백질 발  확인

9. 재조합 CHO-K1 세포주에서 생산된 단백질의 시알산 함량 분석

가. MALDI-TOF MS를 이용한 당단백질의 N-당사슬에 존재하는 시알산 분석

 (1) 시알산이 포함된 N-당쇄의 구조와 peak의 높이의 변화로 시알산 이효소가 당쇄에 얼마

나 향을 끼치는지 알아보기 해 MALDI-TOF MS을 이용하여 분석함. MALDI-TOF 

기반 solid-permethylation된 분석 조건 확립으로 control을 CHO-K1 cell의 N-당쇄 기

으로 해양무척추 동물 유래의 시알산 이 효소가 발 된 세포주에서 추출한 N-당사슬을 

분석하 을 때, Mannose에서부터 tetra-antennary에 시알산이 붙은 구조로 분석이 된 반

면에, 인간유 체 유래의 시알산 이효소가 발 된 세포주에서 추출한 N-당사슬 분석은 

peak의 높이가 무 낮아 당 단백질 분석이 어려움.

 (2) 상기 재조합 세포주의 당쇄 구조변화를 분석하기 하여 poly-L-Lysin을 처리한 Glass 

dish에 유령멍게 시알산 이효소가 발 되는 재조합 CHO-K1 세포주와 인간유 체 유

래의 시알산 이효소가 발 된 세포주를 부착시켜 세포벽을 분리한 후, PNGase F를 처

리하여 세포 표면의 당단백질에 부착된 N-glycan을 선택 으로 회수함. 확보한 

N-glycan을 Solid-phase permethylation 후 MALDI-TOF을 이용하여 분석함.

 (3) 상기 두 시료에서 다수의 시알산 부가 N-glycan을 포함한 유사한 N-glycan 구조가 확인

되었으나 유령멍게 시알산 이효소 발  세포주 유래 시료에서는 특이 으로 시알산이 

3개 부가된 tri-antennary N-glycan 구조가 확인됨 ([그림 2-17] 18).

나. HPLC를 이용한 형 라벨된 당사슬에서의 시알산 함량 분석

 (1) 정량 인 시알산 함량 증가를 분석하기 해 HPLC를 이용하여 시알산 함량을 분석함. 해

양무척추동물 유래의 시알산 이효소가 발 되는 재조합 동물세포주 내에서 당단백질에 

부가되어 있는 시알산 함량의 분석을 하여, positive control로 사용한 인간유래의 시알

산 이효소가 도입되어 있는 세포주에서 생산된 당단백질과의 시알산 함량 분석을 함.
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 (2) N-당쇄에 50 mM HCl을 처리하여 hydrolysis시켰다. 시알산만 추출하여 형 을 감지하는 

DMB labeling하여 HPLC 분석을 수행함. HPLC 분석 후, sialic acid standard로 얻은 

peak과 비교하여 Neu5Ac(N-acetylneuraminic acid)와 Neu5Gc(N-glycolylneuraminic 

acid)의 치를 찾고 각각 시료로 3번 분석한 peak의 면 의 평균을 구하여 시료별 시알

산 함량을 비교함.

 (3) Control CHO-K1의 Neu5Ac와 Neu5Gc을 비교하 을 때, 유령멍게(Ciona savignyi)와 인

간유 체 유래의 시알산 이효소 단백질이 발 된 세포주에서 회수된 당단백질의 당사

슬에서는 당함량에 있어 Neu5Ac의 peak의 면 이 늘어난 것으로 분석됨(그림 3-16).

 (4) 한 상 으로 유령멍게(Ciona savignyi)와 인간유 체 유래(h1)의 시알산 이효소 단

백질이 발 된 세포주에서 생산된 당단백질에 존재하는 Neu5Gc 당의 함량은 CHO-K1보

다 어 듦 ([그림 2-17] 19).

 (5) 최종 으로 당단백질 내에서의 N-당사슬 내에 존재하는 시알산 함량 분석을 통해 시알산

의 함량이 소량 증가하는 것을 확인함.

[그림 2-17] 18.   조구( )  유령멍게 시알산 이효소 발  CHO-K1 

세포(아래)의 세포 표면 당단백질 N-glycan 구조 비교 

[그림 2-17] 19.  해양무척추동물(Csav)과 인간(h1) 유래의 시알산 이효소가 발 된 재조

합 세포주에서 생산된 당단백질의 N-당사슬 분석을 통한 시알산 당 함량 

비교 분석.
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제 4 장 목표달성도  련분야에의 기여도

연구목표 달성내용(핵심성과) 기여도

모델시스템을 이용한 

해양 무척추 동물 유

래의 시알산 이 효

소발

-해양무척추 동물 시알산 이 효소의 효모 발

-GFP-fusion protein을 이용한 시알산 이 효소의 

세포내의 targeting 모니터링

-Inducible promoter 발  시스템을 이용한 시알산

이 효소의 최 발  조건확립  

-효모를 이용한 우

쉥이 유래 시알

산 이효소 발

시알산 이 효소의 

in vitro  활성 

측정을 한 반응 시

스템 확보

-S. cerevisiae에서 발 된 해양무척추 동물 시알산 

이 효소의 활성 측정 연구

-CMP-sialic acid와 sialic acid donor sugar를 활용

한 기질 특이성 연구

-Lectin blot을 이용한 시알산이 부가된 당단백질 

확인

-재조합 시알산 

이효소 활성 측정

방법 수립

미규명 시알산 이 효

소 반응물 

분석 방법 개발

▪당쇄 분석을 한 당쇄 처리 방법연구  

▪HPLC를 이용한 시알산 부가 당쇄 분석을 한 

당쇄의 형  라벨링 방법 연구 

▪MALDI-TOF 기반 methylation된 성 상태의 

시알산 당쇄의 분석 조건 확립

-당쇄 분석법 수립

해양무척추동물 유래

의 시알산 이효소 특

성 규명  시알산

이 효소 반응 분석법 

개발

-모델시스템을 이용한 해양무척추동물 유래의 시알

산 이 효소발

-시알산 이 효소의 in vitro  활성측정을 한 반

응 시스템 확보

-미규명 시알산 이 효소 반응물 분석 방법 개발

-모델시스템에서의 당단백질 형태의 시알산 이 

효소 생산

-시알산 이효소를 이용한 당단백질의 시알산화 

연구

-재조합 시알산 

이효소 확보

-재조합 효소를 이

용한 당단백질 시

알산화 

시알산 부가 당단백질 

생산을 한 시알산

이효소 유 자 도입 

CHO 세포주 개발

-동물세포 발  벡터 구축  해양 무척추동물 시

알산 이효소 발  CHO-K1 세포주 확보

-시알산 이효소 항체 제조  발 확인

-시알산 이효소 당쇄 구조 분석 연구

-시알산 이효소 

유 자 도입 기술 

확보

시알산 부가 당단백질

생산을 한 시알산 

이효소 유 자 도입 

CHO 세포주 개발  

시알산 부가도 분석

-시알산 이효소 유 자 도입 안정  CHO 세포주 

개발

-동물세포 발  벡터 구축 

-해양 무척추동물 시알산 이효소 발  CHO-K1 

세포주 확보(1 종)

-시알산 이효소 당쇄 구조 분석 연구

-재조합 CHO-K1 

세포주 확보

-재조합 세포주 시

알산 당쇄분석 기

반 구축
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제 5 장 연구개발결과의 활용계획

 

주요연구실 활용계획

해양 무척추 동물 유래 시알산 이효소 유 자원 확보 발   특성

분석 시스템 구축

 해양무척추 동물 멍게 유래의 시알산 이 효소의 효모 발   GFP-

융합단백지 발 을 통한 타겟  분석

 HPLC를 이용한 시알산 부가 당쇄 분석을 한 당쇄의 형  라벨링 방

법 연구  MALDI-TOF 기반 methylation된 성 상태의 시알산 

당쇄의 분석 조건 확립

 S. cerevisiae에서 발 된 해양무척추 동물 시알산 이 효소의 활성 

측정 연구  CMP-sialic acid와 sialic acid donor sugar를 활용한 

기질 특이성 연구

-타 해양 생물 유래의 

타 당 이효소 발  

 특성 분석 연구에 

활용 가능

해양 무척추 동물 유래의 시알산 당사슬 소재 생산 기술 구축

 모델시스템을 이용한 해양무척추동물 유래의 시알산 이 효소발   

시알산 이 효소의 in vitro  활성측정을 한 반응 시스템 확보

 모델시스템에서의 당단백질 형태의 시알산 이 효소 생산  시알산 

이효소를 이용한 당단백질의 시알산화 연구

 Lectin blot을 이용한 시알산이 부가된 당단백질 확인

-타 해양 생물 유래의 

타 당 이효소 발  

 특성 분석 연구에 

활용 가능

시알산 부가 당단백질생산을 한 CHO 세포주 개발 

 해양 무척추동물 시알산 이효소 동물세포 발  벡터 구축

 해양 무척추동물 시알산 이효소 발  CHO-K1 세포주 확보  효소

발  측정기술 개발

 재조합 CHO 세포주 확보  시알산 이효소 당쇄 구조  함량 분석 

연구 수행

시알산 구체 생산에 

련된 CHO 생합성 

경로 재설계를 한 

추가 연구 필요함.



- 39 -

제 6 장 연구개발과정에서 수집한 해외과학기술정보

주요연구내용 련해외연구그룹(기 ) 세부정보내용

해양무척추동물 유래의 당

이 효소 연구

Dr. Anne Harduin-Lepers 

( 랑스) Lille University

-해양무척추 동물 유래의 시

알산 이효소의 코딩 유

자의 바이오인포매틱  분석

-생물정보학 자료를 기반한 

생화학  특성 규명

해양무척추동물 유래의 당

이 효소  당사슬 구조연구

Dr. Yann Guérardel( 랑스)  

Centre National de la 

Recherche Scientifique 

(CNRS) 

-해양무척추 동물 유래의 당

사슬 합성 효소 연구

-당사슬 구조 분석을 통한 

효소의 활성 연구

-해양무척추 동물을 이용한 

배아 단계에 따른 당사슬의 

향 연구

동물세포를 이용한 시알산 

구체 합성 기술 연구

Dr. Prof. Kevin Yarema(미국) 

The John Hopkins University

-CHO 세포주를 이용한 세포 

표면의 다양한 시알산 구

체 합성 기술 연구

-화학  합성된 다양한 시알

산 구체 활용 세포 모니

터링 기술 개발 연구

당사슬 모니터링 기술 연구
Prof. Dr. Ten Feizi  ( 국) 

Imperial college

- 틴 어 이를 활용한 당사

슬 측정 기술 연구

-화학  방법을 이용한 시알

산 포함 당사슬 합성 기술 

연구

MS 활용 당사슬 분석 기술

복합 탄수화물 분석센터

(Complex Carbohydrate 

Research Center, CCRC) (미

국) University of Georgia

-다양한 분석 화학 기술을 

이용한 당사슬 분석 기술 개

발  문 기술 보

-당단백질, 당지질, 올리고당 

등 당사슬 분석을 한 기반 

기술 

당단백질에 부가되어 잇는 시

알산 당사슬 분석 

Dr. Prof. Friedrich Altmann

(오스트리아) Universitaet 

Fuer Bodnkultur/ Department 

of Chemistry

-HPLC, MS 활용 당사슬 분

석 기술 개발

-당사슬 분석을 한 효소 

분석 기술 연구

-동물세포주 유래의 당단백

질 분석 기술 연구
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과제고유번호 20046001
해 당 단 계

연 구 기 간
‘04.10~’13.12

단 계

구 분
3단계 10년차

연 구 사 업 명
사 업 명 해양생명공학기술개발사업

세부사업명 해양생명공학기술개발사업

연 구 과 제 명

과 제 명 해양․극한생물분자유 체연구사업

세부과제명

아가라제를 포함한 해양극한유래 고기능성 당 사 생체 매 

개발과 이를 이용한 생리활성물질의 기능증진  기능성 소재

의 제품화

연 구 책 임 자

해당단계

참 여

연구원수

 총 :   명

내부 :   명

외부 :   명

해당단계

연 구 비

정부 :      천원

기업 :      천원

 계 :      천원

총연구기간

참 여

연구원수

 총 :  25 명

내부 :  3 명

외부 : 22 명

총연구비

정부: 466,000천원

기업:       천원

계: 466,000천원

연구기 명  

소 속 부 서 명
참여기업명

국제공동연구 상 국명 : 상 국연구기 명 :

탁 연 구 연구기 명 : 연구책임자 :

요약(연구결과를 심으로 개조식 500자 이내) 보고서면수 103

고온성 베타 아가라제 생체 매 개발을 하여 high throughput 활성 검증 시스템을 구축

하고 베타 아가라제 유 자를 확보하여 서열  특성 분석을 행한 결과 신규 고온성 베타 아

가라제 유 자 서열을 확보 하 다.

고온성 베타 아가라제 생체 매의 량생산  생산 최 화를 해 생산요인의 분석을 통

하여 생산 최 화 연구를 수행하 고, 량생산된 고온성 베타 아가라제 생체 매를 아용

하여 neoagarooligosaccharides를 생산하 다. 생산된 neoagarooligosaccharides의 최  생산 

조건을 확립하고 neoagarooligosaccharides을 이용하여 활성을 분석한 결과 미백효과의 경우 

기존의 검증된 유효물질에 근사한 활성도를 나타내었고 항균활성 평가에서는 E. coli와 

Bacillus subtilis균에의 생장이 해되는 것을 확인하 다. 한 확보된 균주 유래의 신규 아

가라제 생체 매의 활성증진시도를 수행하 고, 신규 아가라제 외에 당 사 생체 매 등 총 

5종류의 유 자를 확보하 으며, 확보된 생체 매의 재조합 량생산에 성공하여 생체 매의 

특성분석을 분석하 고, 한 생산된 생체 매들을 이용한 다양한 소재들의 기능성  부가

가치 증진에 한 연구도 수행 하 다. 본 연구결과로 생산된 한천올리고당의 미백효과의 검

증에 성공하여, 생산된 한천올리고당 소재를 미국 CTFA에 화장품 소재로서의 인증을 신청 

완료하 다. 한, 돌연변이법을 이용하여 기존에 확보된 아가라제 생체 매의 활성증진 시도

를 수행하여 열안정성이 크게 개선된 변이 생체 매 유 자를 확보하 다. 한, 당 사 생체

보고서 요약서
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매를 이용한 기존 생리활성증진 물질인 사포닌, 푸코이단 등의 생리활성을 증진시켰다. 항시 

발  시스템을 이용하여 고기능성 β-아가라제 생체 매의 량생산을 한 공정을 개발하

고, sHSP  HSP60 단백질 등을 활용한 β-아가라제 생체 매의 부가 인 내열성 증진을 

시도하 다. 한, 무작  돌연변이를 이용한 Z. galactanivorans Dsij  유래 β-아가라제 

AgaB의 야생형 비 260%의 내열성을 증진시켰으며, 부 특이  돌연변이를 이용한 Z. 

galactanivorans Dsij 유래 β-아가라제 AgaA의 야생형 비 150%의 내열성 증진을 달성하

다. 고기능성 β-아가라제 생체 매를 이용한 한천올리고당의 량생산 공정 개발을 시도하

고, 고정화 생체 매를 이용한 연속 공정 개발도 검토하 다. 생산된 한천올리고당 소재의 

미백활성, 항균활성  항산화활성을 측정하 고, 제조된 시제품의 다양한 생리활성을 확인하

다.

색 인 어

(각 5개 이상)

한 기능성소재, 당 사 생체 매, 베타아가라제, 열안정성, 해양

어
functional materials, biocatalysts for carbohydrate metabolism, β

-agarase, thermostable, marine, 
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요   약   문 
  

Ⅰ. 제목

아가라제를 포함한 해양극한유래 고기능성 당 사 생체 매 개발과 이를 이용한 생리활성물

질의 기능증진  기능성 소재의 제품화

Ⅱ. 연구개발의 목   필요성

바이오산업은 지식․기술․정보에 기 를 둔 신산업으로서 1990년 부터 표 인 미래 성

장산업으로 부각 이며, 해양에는 지구상 생물종의 약 80%에 해당하는 약 1천 만종의 생

물이 서식하는 것으로 추정되어 바이오산업에 이용가능성이 높다. 해양생명공학과 해양생명

산업은 무한한 발  가능성이 있는 21세기 미래주도형 고부가가치 성장 산업으로 주목받고 

있으며, 해양생물유래 당 사 생체 매에 의한 사산물의 일부인 생리활성물질의 암 방, 

항 액응고, 미백효과, 항균기능 등의 기능에 심이 고조되고 있다.

재 우리나라의 고온성 베타 아가라제 생체 매에 한 연구  당 이 생체 매들은 다

양한 기능성 탄수화물 소재  신규 당류 개발에 활용하려는 연구가 진행되고 있으나 성분의 조

성  생리활성의 연구가 미진한 실정이다. 한, 한천 헤테로올리고당은 분노화방지, 항

균 기능 등이 있지만 국내에서는 한천을 단순 가공하는 부가가치 기술에 치 하고 있다. 

한천의 고부가가치화를 해 Arylsulfatase를 이용하여 한천으로부터 불순물인 agaropectin을 

처리하는 방법을 통해 고순도 한천올리고당을 직  생산하는 공정을 용할 경우 유기산 등의 

사용을 감소시킴으로써 공정비용을 약할 수 있다. 한, 독자 인 식의약 소재를 개발하면 기

능성 식품과 의약산업 분야에서 수입 체  수출을 통한 지속 인 부가가치 창출이 가능할 것

이다. 특히, 산업  활용을 고려할 때 당 이능이 높고 내열성을 갖춘 당 이 생체 매의 확보

가 요구되고 있다. 따라서 본 연구에서는 산업  용이 가능한 해양극한생물유래 고온성 당

사 련 생체 매를 발굴하고 활성이 개선된 당 사 련 생체 매를 이용하여 한천 올리고당의 

량생산 조건 확립  최 화를 통한 기능성이 개선된 건강기능성 식품  식의약소재의 개발

을 목 으로 한다.

 

Ⅲ. 연구개발의 내용  범

본 연구는 아가라제를 포함한 해양극한유래 고기능성 당 사 생체 매 개발과 이를 이용한 

생리활성물질의 기능증진  기능성 소재의 제품화를 하여 1단계에서 고온성 베타 아가

라제 생체 매 유 자 개발하고, 생산요인의 분석과 최 화를 행하여 개발한 베타 아가라제 

생체 매의 량 생산 기술을 확보하여 neoagarooligosaccharides의 최  생산 조건을 확립

하고 생산된 neoagarooligosaccharides의 기능성을 검증하 다. 2단계에서는 신규 아가라제 
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등 당 사 생체 매 유 자 확보  기존 아가라제 활성 증진 시도하 고, 신규 아가라제 

등 확보된 생체 매의 활성검증과 우수 생체 매 량생산 기술을 확보여 한천올리고당 생

산조건 최 화  우수 생체 매를 이용한 기능성 물질의 활성증진을 시도하 다. 3단계에

서는 고기능성 β-아가라제  유용 당 사 생체 매의 량생산을 시도하 고, β-아가라제 

생체 매의 부가 인 내열성 증진을 시도하 으며, 고기능성 β-아가라제 생체 매를 이용한 

한천올리고당의 생산 공정개발  량생산을 시도하 고, 고정화 생체 매를 이용한 한천

올리고당의 연속생산 공정을 개발하 다. 그리고 확보된 기술을 통하여 고기능성 β-아가라

제 생체 매 제품화를 시도하여 한천올리고당을 활용한 고기능성 시제품을 개발하 다. 

한, 우수 당 사 생체 매를 이용한 기능성 소재를 개발하고 그 활성을 평가하 다.

Ⅳ. 연구개발결과

고온성 베타 아가라제 생체 매 개발을 하여 high throughput 활성 검증 시스템을 구축

하고 베타 아가라제 유 자를 확보하여 서열  특성 분석을 행한 결과 신규 고온성 베타 

아가라제 유 자 서열을 확보 하 다.

고온성 베타 아가라제 생체 매의 량생산  생산 최 화를 해 생산요인의 분석을 통

하여 생산 최 화 연구를 수행하 다. 그리고 량생산된 고온성 베타 아가라제 생체 매

를 아용하여 neoagarooligosaccharides를 생산하 다.

생산된 neoagarooligosaccharides의 최  생산 조건을 확립하고 neoagarooligosaccharides을 

이용하여 활성을 분석한 결과 미백효과의 경우 기존의 검증된 유효물질에 근사한 활성도를 

나타내었고 항균활성 평가에서는 E. coli와 Bacillus subtilis균에의 생장이 해되는 것을 확

인하 다.

한 확보된 균주 유래의 신규 아가라제 생체 매의 활성증진시도를 수행하 고, 신규 아가

라제 외에 당 사 생체 매 등 총 5종류의 유 자를 확보하 다. 확보된 생체 매의 재조합 

량생산에 성공하여 생체 매의 특성분석을 분석하 으며, 한 생산된 생체 매들을 이용

한 다양한 소재들의 기능성  부가가치 증진에 한 연구도 수행 하 다. 본 연구결과로 

생산된 한천올리고당의 미백효과의 검증에 성공하여, 생산된 한천올리고당 소재를 미국 

CTFA에 화장품 소재로서의 인증을 신청 완료하 다. 한, 돌연변이법을 이용하여 기존에 

확보된 아가라제 생체 매의 활성증진 시도를 수행하여 열안정성이 크게 개선된 변이 생체

매 유 자를 확보하 다. 한, 당 사 생체 매를 이용한 기존 생리활성증진 물질인 사포

닌, 푸코이단 등의 생리활성을 증진시켰다. 항시 발  시스템을 이용하여 고기능성 β-아가라

제 생체 매의 량생산을 한 공정을 개발하 고, sHSP  HSP60 단백질 등을 활용한 β

-아가라제 생체 매의 부가 인 내열성 증진을 시도하 다. 한, 무작  돌연변이를 이용한 

Z. galactanivorans Dsij  유래 β-아가라제 AgaB의 야생형 비 260%의 내열성을 증진시켰

으며, 부 특이  돌연변이를 이용한 Z. galactanivorans Dsij 유래 β-아가라제 AgaA의 야

생형 비 150%의 내열성 증진을 달성하 다. 고기능성 β-아가라제 생체 매를 이용한 한

천올리고당의 량생산 공정 개발을 시도하 고, 고정화 생체 매를 이용한 연속 공정 개발
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도 검토하 다. 생산된 한천올리고당 소재의 미백활성, 항균활성  항산화활성을 측정하

고, 제조된 시제품의 다양한 생리활성을 확인하 다.

Ⅴ. 연구개발결과의 활용계획

- 기능이 개선된 생체 매의 제품화

- 유 체 라이 러리의 고속 탐색기술을 원천기술로서 확보

- 개발된 유 자원  생산 산물의 상품화

- 생리활성 물질의 생리활성 증진을 통한 고부가가치 상품화

- 돌연변이법을 이용하여 기존에 확보된 아가라제 생체 매의 활성증진 시도를 수행하여 열

안정성이 개선된 변이 생체 매 유 자를 확보하 으며, 기능이 개선된 생체 매의 제품화 

기

- 당 사 생체 매를 이용하여 기존 생리활성 물질의 기능성을 향상시켜 고부가가치 소재 

개발이 가능

- 확보된 고활성 생체 매를 다양한 고기능성 소재의 생산에 활용 가능

- 량생산된 천연물 유래 미백활성 소재를 기능성 화장품의 생산에 활용 가능

- 활성이 개선된 다양한 생체 매를 이용한 한천올리고당의 생산 공정개발  량생산에 

활용 가능

- 고정화 생체 매를 이용한 한천올리고당의 연속생산 공정개발에 활용 가능

- 확보된 생체 매의 제품화  상업화 활용 가능
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SUMMARY 

 

This research project is composed of three steps for the aim of the development of 

marine-derived thermostable β-agarases. The first step is the development of 

thermostable β-agarase biocatalyst gene. The second step is mass production and 

optimization of thermostable β-agarase biocatalyst. The final step is production of 

functional neoagarooligosaccharides using this thermostable β-agarase.

For the first step, we screened and isolated β-agarase producing strains by 

function-based HT(highthroughput) method. An agar-degrading bacterium was isolated 

from north-eastern sea of Jeju island and cultured in marine 2216 agar media. 

Biochemical and morphological characteristics and 16S rRNA gene analysis revealed 

that an isolated strain was a member of Agarivorans  genus, and named Agarivorans  

sp. JA-1. Agarase was produced as growth-related and expressed regardless of agar 

presence. Optimal pH was 8 at 50 mM Glycine-NaOH buffer, and activity was 

maximum at 40℃. Enzymatic activity was maintained over 80% at 60℃ and 70% at 8

0℃, which is thermotolerant. Characterization revealed that obtained β-agarase was 

thermostable one. 

For the second step, the β-agarase gene was mined with sequence-based HT method 

after comparing various β-agarase biocatalyst genes. the β-agarase gene of 

Agarivorans  sp. JA-1 comprised an open reading frame of 2,988 base pairs, which 

encodes a protein of 109,450 daltons consisting of 995 amino acid residues. A 

comparison of the entire sequence showed that the enzyme has 98.8% sequence 

similarity to β-agarase from Vibrio  sp. JT1070, indicating that it belongs to the family 

glycoside hydrolase (GH)-50. The gene corresponding to a mature protein of 976 amino 

acids was inserted and expressed in Escherichia coli. Recombinant β-agarase was 

purified to homogeneity by affinity chromatography. It had maximal activity at 40℃ 

and pH 8.0 in the presence of 1 mM NaCl and 1 mM CaCl2. The enzyme hydrolyzed 

agarose as well as neoagarohexaose and neoagarotetraose to yield neoagarobiose as the 

main product. Various factors and conditions were analyzed for the optimal production 

of β-agarase. Optimal medium was marine 2216 broth containing 0.2% agar and 

optimal culture condition was 250 rpm and 37℃ at a batch culture. 

For the final step, Expression plasmid for β-agarase gene was constructed using 

Bacillus  expression vector pLip and Bacillus subtilis ISW1214 as a host. B. subtilis 

ISW1214 harboring expression plasmid for β-agarase showed the best production and 

secretion after 11 hour cultue in LB (kanamycine 10㎍/ml) broth at 250 rpm and 37℃. 

The amount of secreted biocatalyst in the 1 L medium was 201 U/mg (72,360 U/l). 

Silica gel TLC analysis of the reaction products revealed that neoagarohexaose was 
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fully degraded after 24 hours at 45℃ in 50 mM TAPS buffer(pH 8.0, 0.1M NaCl, 

10mM CaCl2) and final product was neoagarotetraose and neoagarobiose. Tuned 

processes for the production of neoagarooligosacchride were melting of 35 g agar in 

TAPS buffer (pH 7.8, 100 mM NaCl, 10 mM CaCl2), cooling down to 50℃, addition of 

β-agarase (0.3 U/g-substrate) and 24 hour reaction at 50 rpm, addition of β-agarase 

(2.0 U/g-substrate) at 40℃ and 24 hour reaction, and then lyophilization of product.

Produced neoagarooligosacchride has the antibacterial activity against B. subtilis and E. 

coli in a concentration dependent manner. Neoagarooligosacchride also inhibited melanin 

biosynthesis in B16F10 melanoma cell line in a concentration dependent type. These 

results showed that produced neoagarooligosacchride could be useful for confectionery, 

rice cake, cosmetic, and pharmacy industries. 

A new agar degrading Thalassomonas sp. SL-5 was isolated and its growth rate was 

faster at 27℃ than at 37℃ and β-agarase was produced as growth-related. The 

optimum pH of the biocatalyst activity was 7.0 and the optimum temperature for the 

reaction was 40℃. Although the biocatalyst had no thermostability, the enzyme activity 

was remained over 80% at 60℃. Combined and stepwise usage of two biocatalyst, from 

Agarivorans  sp. JA-1 and  Thalassomonas sp. SL-5, would be useful to the 

liquefaction and saccharization step for the neoagarooligosacchride production. 

Fed-batch culture revealed that growth of cells and β-agarase production was 

increased. Na-alginate bead was used for the entrapment of β-agarase and optimal 

condition of biocatalyst was shifted pH from 8 to 6. This meant that mild acid 

hydrolysis step for the liquefaction could be inserted and no neutralization step was 

essential for the production of neoagarooligosacchride. Additionally screening and 

characterization of novel fibrinolytic metalloprotease from metagenomic library of marine 

sediment was performed. 

The research project was composed of three steps for development of marine 

microorganism derived biocatalysts for carbohydrate metabolism and its application to 

improve functions of biological active substances. The first step was cloning of the 

genes of novel biocatalysts for carbohydrate metabolism including agarase, and 

improving the catalytic activities and thermostability of β-agarases. The second step 

was verification of the activities of biocatalysts and mass production of biocatalyst and 

secured β-agarase. The final step was the optimization of producing 

neoagarooligosaccharides as a whitening agent and enhancement of biological activities 

of known functional substances by using expressed biocatalysts.

For the first area, we screened and isolated β-agarase producing bacteria. A novel 

agar-degrading bacterium SL-12 was isolated from seashore of Kijang at Busan, 

Korea, and cultured in marine broth 2216 media. Isolated bacterium SL-12 was 
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identified as Glaciecola genus by 16S rDNA sequencing with 98% identity. The 

optimum pH of the enzyme activity was 7.0 and the optimum temperature for the 

reaction was 30℃. The enzyme hydrolyzed neoagarohexaose to yield neoagarobiose as 

the main product, indicating that the enzyme is β-agarase.

For the second area, expression plasmid for the Agarivorans  sp. JA-1 β-agarase gene 

was constructed using Bacillus  expression vector pLip and Bacillus subtilis  ISW1214 as 

a host for secretive mass production and simple purification. B. subtilis ISW1214 

harboring the expression plasmid for β-agarase showed the best production and 

secretion after 11 hour culture in LB (kanamycine 10㎍/ml) broth at 250 rpm and 37℃. 

The amount of secreted biocatalyst in the 1 L medium was 201 U/mg (72,360 U/l). 

Silica gel TLC analysis of the reaction products revealed that neoagarohexaose was 

fully degraded after 24 hours at 45℃ in 50 mM TAPS buffer (pH 8.0, 0.1M NaCl, 

10mM CaCl2) and final product was neoagarotetraose and neoagarobiose. The optimal 

process for the production of neoagarooligosacchride were melting of 35 g agar in 

TAPS buffer (pH 7.8, 100 mM NaCl, 10 mM CaCl2), cooling down to 50℃, addition of 

β-agarase (0.3 U/g-substrate) and 24 hour reaction at 50 rpm, addition of β-agarase 

(2.0 U/g-substrate) at 40℃ and 24 hour reaction, and then lyophilizing the product.

For the final area, whitening effect, tyrosinase inhibitions, and cytotoxicity of 

neoagarotetraose were measured after purification from hydrolyzed agar by gel filtration 

chromatography. In melanoma B16F10 cells, melanin content of neoagarotetraose-treated 

cells was as same as that treated by kojic acid or arbutin. In addition, tyrosinase of 

melanoma cells was strongly inhibited by neoagarotetraose at a concentration of 1 ㎍

/ml and similarly inhibited at 10 and 100 ㎍/ml compared to those by arbutin or kojic 

acid. The activity of mushroom tyrosinase showed a 38% inhibition by neoagarotetraose 

at 1 ㎍/ml, and this inhibitory effect was more efficient than that by kojic acid. 

Neoagarotetraose revealed similar IC50 (50% inhibition concentration) value for 

mushroom tyrosinase as that by kojic acid. These data suggest that neoagarotetraose 

generated from agar by recombinant β-agarase might be a good candidate as a 

cosmetic additive for whitening effect. The whitening agent composed of 

neoagarotetraose as a main substance was registered to the U.S. CTFA.

We also performed random mutagenesis on β-agarase AgaB from Zobellia 

galactanivorans  to improve its catalytic activity and thermostability. The activities of 

three mutants E99K, T307I and E99K-T307I were enhanced approximately 140, 190 and 

200%, respectively, compared with wild-type β-agarase (661 U/mg) at 40℃. All three 

mutant enzymes were stable up to 50℃ and double mutant E99K-T307I showed the 

highest thermostability. The melting temperature (Tm) of E99K-T307I, determined by 

CD spectra, was increased 5.2℃ compared with that of  wild-type enzyme (54.6℃). 
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Activities of both the wild-type and E99K-T307I enzymes as well as their overall 

thermostabilities increased by addition of 1 mM CaCl2. The E99K-T307I enzyme was 

stable at 55℃ with 1 mM CaCl2, reaching 260% of the activity of wild-type enzyme 

held at 40℃ without CaCl2. 

The processes of mass production for high functional β-agarases using a constitutive 

expression system were developed, and improvement of thermostability of β-agarase by 

using of sHSP and HSP60 proteins was attempted. Thermostability of β-agarase AgaB 

from Z. galactanivorans Dsij was enhanced to 260% by random mutagenesis, and 

thermostability of β-agarase AgaA from Z. galactanivorans Dsij was enhanced to 150% 

by site-directed mutagenesis.

It was attempted to establish processes for mass production of agarooligosaccharides 

using high functional β-agarases, and to develop for continuous production process by 

immobilized biocatalysts.

It was also estimated whitening, antibacterial and antioxidation effects of produced 

agarooligosaccharides. In addition, diverse biofunctions were confirmed from 

manufactured prototype. 

  



- 11 -

CONTENTS

Chapter 1 Outline of research project ···················································································13

1. Research objective ·········································································································13

2. Research needs ··············································································································15

3. Research range ···············································································································18

Chapter 2 International and domestic status of  scientific and technical development 21

1. Case Study Research ····································································································21

2. Review Analysis of technical details ·······································································21

3. Patents Trends ···············································································································25

4. About whether or not to duplicate Review ··························································28

5. Raw materials for review ···························································································29

6. Construction industry ··································································································29

Chapter 3 Contents and results of research project ························································30

1. Experimental approach ································································································30

2. Details and results of research ···············································································36

3. Other research results ··································································································70

Chapter 4 Attainment of object and contribution to related areas ·······························91

Chapter 5 A application plan of results of research project ··········································97

1. The need for further research ·················································································97

Chapter 6 International scientific and technical information ·········································102

Chapter 7 References ················································································································103



- 12 -

목   차

제 1 장 연구개발과제의 개요 ···································································································13

제 1  연구개발의 목 ··································································································13

제 2  연구개발 필요성 ··································································································15

제 3  연구개발 범 ······································································································18

제 2 장 국내외 기술개발 황 ·································································································21

제 1  연구사례의 조사 ··································································································21

제 2  세부 기술사항의 검토 분석 ··············································································21

제 3  특허 동향 ··············································································································25

제 4  특허  기술도입과의 복여부에 한 검토․분석 ··································28

제 5  원재료에 한 검토 분석 ··················································································29

제 6  산업계 황 ··········································································································29

제 3 장 연구개발수행 내용  결과 ·······················································································30

제 1  이론  실험  근방법 ····················································································30

제 2  연구수행 내용  결과 ······················································································36

제 3  기타연구 결과 ······································································································70

제 4 장 목표달성도  련분야에의 기여도 ·······································································91

제 5 장 연구개발결과의 활용계획 ···························································································97

제  1  추가연구의 필요성 ··························································································97

제 6 장 연구개발과정에서 수집한 해외과학기술정보 ·······················································102

제 7 장 참고문헌 ·······················································································································103



- 13 -

제 1 장 연구개발과제의 개요

 제 1  연구개발의 목

1. 국내외 련분야의 환경변화 

가. 국내 련분야

- 우리나라의 해양생물을 이용한 신물질 산업은 선진국 비 90% 정도이지만, 선진

국과 비교할 경우 산규모의  규모뿐만 아니라 국가 총 산 비 해양과

학기술 연구개발 사업비의 비 은 0.06%에 불과한 실정으로 미국의 0.22%, 랑스

의 0.13%, 일본의 0.1%에 비하여 상 으로 은 실정임 (해수부 발간 수산백서 

2004년도)

- 우리나라는 인 ․물  자원 규모가 크지 않아 개발 목표도 의약품 등 고부가가치 

제품보다는 건강보조식품이나 식품첨가제에 치 되어 있는 실정임

- 재 우리나라의 해양 신물질 개발은 선진국에 비하여 낙후되어 있으나 최근 공공

연구기 과 학계를 심으로 기술  기반이 조성되고 있으며 100여종의 신물질이 

이미 추출되어 산업계의 심도 차 증가 에 있음

- 정부는 우리나라가 2010년까지 세계 해양 바이오산업시장의 5%를 유한다는 목

표 하에 해양생명공학에 한 투자를 지속 으로 확 할 정임

- 그  해양생물로부터의 유용 신물질 개발 사업은 주로 6년 이내 실용화가 가능하

고 비교  사업비가 게 소요되는 ․단기 실용화과제를 주로 수행 에 있음

- 한, 생체기능조  화학물질 분야에서 신물질을 개발하고자 연구를 수행 에 있

음

- 특히, 미백효과를 나타내는 기존 소재들의 독성으로 신규 미백소재의 개발이 필요

하나, 재의 소재발굴은 독성의 우려가 있는 화학물질의 검색이 주인 상태이므

로 천연물 유래의 보다 안 한 미백소재 개발이 필요한 상태임

- 해양생명공학기술의 실용화로 21세기 고부가가치 해양생물공학산업 창출을 기본목

표로 해양생물로부터 고부가가치 신기능성 물질 개발, 심해어류로부터 신기능성 물

질 개발, 동해 심층수를 이용한 청정 양식시스템 개발을 추진 에 있음

- 기존 생체기능조  물질의 수식을 통한 기능성 증 로 신물질 개발과 병행하여 해

양생물공학의 발 에 기여할 수 있음

나. 국외 련분야

- 1990년  들어 미국과 유럽, 일본 등 선진 공업국들은 모든 질병이 극복되고 환경

오염이 사라지며, 식량문제를 걱정할 필요가 없는 바이오테크 시 에 비하기 

하여 생명과학 분야를 21세기 략산업으로 극 육성하기 시작하 음

- 선진국에서는 신물질 개발의 상이 육상생물에서 해양생물로 차 이 하는 추세임

- 이러한 경향은 1980년  후반 이후로 가속화되어 다양한 해양생물로부터 생리활성
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물질을 비롯한 신물질에 한 연구가 활발히 이루어져 재 건강보조 식품, 의약

품, 기능성 물질 등이 상품화되어 시 되고 있는 실정임

- 미국, 일본, 유럽 등에서는 21세기 생명공학의 핵심 분야에 해양천연물을 포함시켜 

국가 인 차원에서 연구개발을 극 추진 에 있음

- 미국은 해양생물공학 련 연구기  300여개, 벤처기업 100여개가 활동 이며, 일

본의 경우 연간 연구개발비 1조2천억원을 해양생물공학에 투자 에 있음

- 지난 30여년의 기간에 11,000종 이상의 신물질이 해양생물에서 발견되었으며 강력

한 활성을 가진 20여종의 물질은 산업  개발이 완료되었거나 진행 에 있으며 

유기물질 이외에 유용 생체 매, 다당류 등의 고분자물질도 개발 에 있음

- 해양생물 추출물질로는 산호의 소염진통제 수도테로신(pseudoterosins), 갑각류의 

외피에서 추출되는 키토산(chitosan), 우 쉥이의 면역억제제 디뎀닌 B(didemnin 

B), 이끼벌 의 항암제 리오스타틴(bryostatins) 등이 리 알려져 있음

- 일본에서는 다시마를 비롯한 갈조류에 함유되어 있는 다당류의 일종인 f-fucoidan

의 생리 작용으로, 암세포의 apoptosis작용, 노화방지에 유효한 간세포 성장인자

(HGF)의 생산유도작용 등을 발견하여 보고 하 음(일본생화학회, 1999년 발표)

- 다시마 유래의 f-fucoidan에 해양세균 유래 fucoidan분해 생체 매를 작용시켜 얻

은 7개의 fucose에 12개의 핵산기가 붙은 올리고당은 HGF의 생산을 보다 강하게 

유도하는 것으로 밝 졌음

- 최근 일부 선진국은 신물질의 탐색 단계를 벗어나 량생산 등 산업화에 비 을 

두고 있음

- 미국의 국립암연구소(NCI)에서는 항암제를 생산하는 해면과 이끼벌 를 해 에서 

규모로 양식하여 해당물질을 량으로 확보하는 단계에 돌입하 음

- 최근에는 국, 인도 등 개도국에서도 이 분야의 기 연구가 활발히 진행되고 있으

며 제약산업과 화학산업 분야의 거  민간기업에서도 연구투자의 상당부분을 해양

생물로 이 하는 추세임

- 재 신규 아가라제를 개발하여 한천분해 산물인 한천올리고당의 생산에 한 연구는 

범 하게 이루어지고 있으나, 한천올리고당의 기능성에 한 연구는 미진한 상태임

- 특히, 한천올리고당의 미백효과에 한 연구는 기 단계에 있으며, 량생산  산

업화에 한 연구는 본 연구진 이외에는 미진한 상태임

- 신규 아가라제의 개발을 한 연구도 지속 으로 수행되고 있으나, 확보된 아가라

제 생체 매의 유 자 변이를 통한 활성 개선에 한 연구 한 본 연구진 이외에

는 미진한 상태임

- 일본의 식품용 생체 매시장은 약 100억원 로 추정되고 있으며, 이 가운데 30% 

정도는 분의 액화, 당화  이성화당 제조에 사용되는 당질 련 생체 매로 알  

아 라아제, 베타 아 라아제, 루코아 라아제, 루코오스이성화 생체 매 등임

- 최근 당질 련 생체 매는 신기능성 당 사 련 생체 매의 발굴과 활용방안에 

한 연구가 필요함
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- 재 생체 매시장에서  세계 으로 주목받고 있는 분야는 재조합 생체 매 분

야이며, 최근 미국 등을 심으로 치즈 응유 생체 매인 rennet 시장의 30% 이상

을 재조합 생체 매가 차지하는 등 재조합 생체 매가 그 경제성이나 안정성을 평

가받아 꾸 히 시장을 넓 가고 있음

- 식품분야의 생체 매  가장 큰 시장을 이루고 있는 것이 당질 련 생체 매 이

며, 그  알  아 라아제에 의한 분의 연속액화, 루코아 라아제에 의한 포

도당 제조, 고정화 루코오스 이성질화 생체 매에 의한 이성화당의 제조는 생체

매가 만들어낸 3  공업이라 할 수 있음

- 한, 베타 아 라아제에 의한 말토오스  물엿의 제조, GCTase에 의한 사이클로 

덱스트린의 제조 등이 공업화 되어 있고 최근에는 각종 당 이 생체 매를 이용한 

올리고당 제조가 활발히 이루어지고 있음

- 하지만 불용성  도가 높은 탄수화물에 작용하는 생체 매의 경우 고온에서 반응시

키는 것이 반응효율에서 유리한 이 있기 때문에 고온성 생체 매의 개발이 필요함

- 당 사 련 생체 매의 경우 고온에서 호화과정을 거친 재료를 상으로 반응을 

행하기 때문에, 고온성 생체 매를 사용할 경우 냉각과정을 거치지 않아도 되는 이

이 있어 생상성의 향상  생산비 감에 기여할 수 있음

 제 2  연구개발 필요성

1. 연구개발 개요

- 고기능성 β-아가라제의 량생산  제품화

- 생산된 β-아가라제를  이용한 기능성 한천올리고당의 량생산  상업화

- β-아가라제 생체 매의 고정화를 통한 기능성 한천올리고당의 연속생산 공정 확립

- 한천올리고당을 이용한 다양한 기능성 소재 개발

- 한천분해 산물을 이용한 바이오연료 생산

- 우수 당 사 생체 매의 량생산  제품화

- 우수 당 사 생체 매에 의해 활성이 개선된 기능성 소재의 제품화

2. 연구개발의 요성

- 우리나라는 해양국가로서 해양에 서식하는 생물이 생산하는 신기능 생물활성 소재

들을 이용한 의약, 산업, 식품 등에 범 하게 활용 될 수 있는 고부가성물질 발

굴의 필요성이 실함

- 해양생물을 상으로 한 해양생명공학기술은 이러한 해양생물의 다양성과 온․

고압 등의 극한 환경에서 서식하는 특성으로 인하여 육상 바이오산업에 비하여 신

물질 개발 성공 가능성이 높으며, 시장 성장속도가 더욱 빠를 것으로 상

- 바이오산업은 지식․기술․정보에 기 를 둔 신산업으로서 1990년 부터 표 인 

미래 성장산업으로 부각 임
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- 해양에는 지구상 생물종의 약 80%에 해당하는 약 1천 만종의 생물이 서식하는 것

으로 추정되어 바이오산업에 이용가능성이 높음

- 한천으로부터 한천올리고당의 생산에는 주로 유기산을 사용하는 방법이 일반 이

었음

- 한편, 한천으로부터 agaropectin을 선택 으로 제거하기 하여 여러 종류의 유기

용매와 계면활성제를 사용하는 복잡한 공정이 수반됨

- 한천올리고당 제조 시 과도한 유기산의 사용  화과정으로 인한 제조비용이 높

고 기능성이 하된 분해산물이 만들어질 가능성이 높음

- 유기산 사용으로 인한 폐수처리 비용이 과다하므로 제품 공정비용이 과 됨

- 공정상의 복잡성으로 인해 최종 제품의 수율이 낮고, 산업폐기물이 다량 발생하므

로 보다 고수율의 환경 친화 인 한천올리고당 생산 공정이 필요함

- Arylsulfatase를 이용하여 한천으로부터 불순물인 agaropectin을 처리하는 방법을 

통해 고순도 한천올리고당을 직  생산하는 공정을 용할 경우 유기산 등의 사용

을 감소시킴으로써 공정비용을 약할 수 있음

- 생리활성물질의 탐색, 개발, 개선 업무를 문 으로 수행할 수 있는 고  연구 인

력의 양성  활성화로 산업발 에 공헌할 수 있음 

- 더 나아가 항암  면역활성 련 건강기능성식품의 수입 체효과  국제시장에 

수출할 수 있는 경쟁력 강화 가능

- 최  생산기술 개발을 통하여 기능성 생리활성물질을 함유하는 고부가가치 가공식

품 개발에 기술  공헌으로 산업발 에 기여

- 해양 생물 유래의 당 이 생체 매에 의한 항암 성분의 활성개선 효과를 검증하여 

보다 효과 인 식의약 제품 생산  이를 이용한 의약품 제조에 응용함으로서 고

부가가치 상품개발에 큰 이바지 할 것으로 기 됨

- 본 연구를 통한 기술 개발로 첫째 유 공학  방법을 도입한 해양극한생물체 유래 

유 자원을 이용하는 기술분야, 둘째 신소재, 수산  식품 생산 기술분야, 셋째 

량생산을 유도하는 생물공정 기술분야 등을 아우르는 종합  기술로 연결되는 주

요한 지표가 될 수 있을 것으로 기

3. 기술  측면

가. 생물기능소재의 개발은 재의 반도체 산업을 체할 수 있는 유망기술 산업

(1) 생물기능소재는 각종 제품 생산의 필수소재로 사용

(2) 생물기능소재는 건강보조식품, 의약품, 환경 등 기타 산업에서의 활용범 가 넓음

나. 유용 생물  유 자원의 보고로서의 해양ㆍ극한환경 이용 기술

(1) 재 체 해양의 1%만 유 자원으로 이용하는 실정

(2) 해양ㆍ극한환경은 거의 모든 극한조건을 포함

(3) 해양ㆍ극한환경은 특이한 생명 상의 보고

(4) 해양ㆍ극한환경은 유용한 생체 매의 보고
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(5) 선진국은 해양 생물자원의 국가  자산화 진행

다. 한천 헤테로올리고당은 분노화방지, 항균 기능 등이 있지만 국내에서는 한천을 

단순가공하는 부가가치 기술에 치

라. 재의 한천 헤테로올리고당 생성기술은 한천 용해를 한 가열과 온성 베타 아

가라제 이용에 합한 온도를 한 냉각공정이 필요

마. 한천 용해와 헤테로올리고당 생성을 동시에 수행할 수 있는 기술을 개발하면 국내 

해당산업을 고부가가치 형태로 환이 가능함 

4. 경제․산업  측면

가. 정 화학분야에서 생물 매기술의 세계시장규모 : 1998년 재 500억불

나. 해양생물산업의 규모  

(1) 세계시장규모 - 2010년경 200억 달러

(2) 우리나라 - 2010년경 체 바이오 시장의 약 10% 이상 유

다. 생리활성물의 시장 규모

(1) 세계시장규모 - 2000년 의약 산업 3,700억불, 기능성식품 산업이 650억불이며 연 평

균 성장률은 각각 9~10%임(2002년 산자부 발행 : 생리활성 정 화학 산업로드맵)

(2) 우리나라 - 2000년 의약 산업이 45,000억원, 기능성식품 산업이 10,500억원이며 

지속 인 시장 규모 증가가 상됨(2002년 산자부 발행 : 생리활성 정 화학 산

업로드맵)

라. 해양 바이오 산업의 미래와 패러다임 

(1) 선 진 국 - 유용신물질 개발 상을 육상생물에서 해양생물로 이

(2) 우리나라 - 재 해양수산자원의 80% 이상을 단순식용으로 사용 

   - 고부가가치 창출 기술개발  산업화가 요구됨        

마. 일본에서는 한천 헤테로올리고당을 이용하여 떡의 유통기한을 획기 으로 늘려 기

업 이윤의 극 화를 시도하고 있음

바. 한천 헤테로 올리고당의 기능성을 이용하여 제병 제빵  향장 산업 등의 기여가 

가능

사. 따라서 독자 인 식의약 소재를 개발하면 기능성 식품과 의약산업 분야에서 수입 

체  수출을 통한 지속 인 부가가치 창출이 가능할 것임

아. 본 연구결과가 성공 으로 수행되면 제병, 제빵  향장 산업의 고부가가치 상품

개발에 박차를 가할 것으로 기 됨

5. 사회․문화  측면

가. 우리나라와 바다

(1) 동해, 서해, 남해가 서로 다른 환경 - 기능성 생체 매 확보를 한 다양한 연구

상 제공
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단계 연구내용 연구범

1단계

- 유용 유 자 검색을 한 high 

throughput 활성 검증 시스템 구축

- 고온성 베타 아가라제  유 자 검

색  확보

- 고온성 베타 아가라제  유 자 서

열분석

- 고온성 베타 아가라제  유 자 특

성분석

- 고온성 베타 아가라제 발  벡

터 선택  발  숙주 선택

- 재조합균주의 고온성 베타 아가라제 

생체 매 생산요인 분석  

- 재조합균주의  생산요인 조합에 

따른 향 분석  생산요인 최

화 

- 재조합균주의 fermentor scale에

서의 생산성 비교로 고온성 베

타 아가라제 생체 매 생산 

- Agarivorans sp.에서의 고온성 베타 

아가라제 생체 매 생산요인 분석  

- Agarivorans sp.를 이용한 ferme

ntor scale에서의 베타 아가라제 

생체 매 생산성 비교

- 베타 아가라제 유 자의 분비형 

고발  시스템 구축

- neoagarooligosa-ccharides의 생산조건 

확립

- neoagarooligosaccharides의 활성 분석

- 베타 아가라제 생체 매 련 문헌 

조사 

- 고온성 베타 아가라제 생체 매 

HT 검색시스템 개발

- HT system에 의한 고온성 베타 아

가라제 유 자 검색

- 고온에서 활성을 보이는 베타 아가

라제 생체 매 유 자 확보

- 유 자 서열 분석

- 특성분석 자료와 함께 특허 출원

- 기존 베타 아가라제 생체 매 유

자와 비교 분석

- 유 자 서열 자료와 함께 논문 투고

- 발 벡터 pTXB1의 선택

- 발  숙주 E. coli  BL21(DE3) 선택

- 베타 아가라제 발 유도물질의 농

도에 따른 발 정도 분석

- 발  온도에 따른 발 정도 분석

- 생산요인 분석결과를 조합하여 최

 생산조건 확정

- 량배지에서 발 된 베타 아가라

제의 정제

- 정제된 베타 아가라제의 생체 매

 특성 분석 

- Agar 존재 유무와 생체 매 활성 

- Agar 농도별, 탄소원별 세포성장 양상 

- 생물반응기에서 세포성장과 생체

매활성 분석 

(2) 바이오산업과 사회 

(가) 옛날부터 다양한 해양생물들을 식용

(나) 해양생물유래 제품들에 한 소비자들의 인식유도가 용이함

나. 지방경제 활성화

(1) 제품의 특성상 해당산업을 지역경제에 유치할 수 있음

(2) 고부가가치 창출산업으로 지방경제에 기여할 것으로 기 됨

다. 떡은 우리나라 사람들에게 친근하지만, 떡을 만든 후 이틀 정도면 굳어지는 단  

때문에 유통성이 격히 떨어짐

라. 우리나라를 비롯한 많은 나라에서 비만문제가 사회문제화 되고 있는데, 한천 헤테

로올리고당은 비소화성이므로 비만문제 해결에 기여가 가능함

 제 3  연구개발 범
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- agarose beads를 이용한 베타 아가

라제의 정제 

- 베타 아가라제의 분비형 발  시스템 

구축 

- 베타 아가라제의 분비형 발  조건 

확립 

- 베타 아가라제를 이용한 neoagarooligosa

ccharides의 생산 조건 검토  

- neoagarooligosaccharides의 최  생산 조건 

확립 

- neoagarooligosaccharide의 보 법 

확립 

- 항균 활성 측정 

- Tyrosinase 해활성 측정  

- B16 멜라노마 세포에 한 멜라닌 

생합성 해활성 측정 

2단계

- 신규 아가라제 등 당 사 생체

매 유 자 확보  기존 아가라

제 활성 증진 시도

- 아가라제 등 확보된 생체 매의 

량생산

- 1 단계 확보 균주 유래 신규 아가

라제 생체 매 등 당 사 생체 매 

유 자 검색  확보

- 기존 아가라제 생체 매의 활성 증진

- 신규 아가라제 등 당 사 생체 매 

특성분석

- 변이 아가라제 생체 매의 특성분석

- 신규 아가라제 등 당 사 생체 매 

고발  시스템 구축

- 신규 아가라제 등 당 사 생체 매 

생산요인 분석  최 화

- 신규 아가라제 등 당 사 생체 매 량

생산

- Arylsulfatase 생체 매 유 자의 

탐색  확보

- 한천올리고당 생산조건 최 화  

우수 생체 매를 이용한 기능성 성

분의 활성증진

- 기능이 증진된 변이 아가라제 생체

매의 한천올리고당 생산조건 최

화

- 생산 조건에 따른 한천올리고당의 

미백활성 검증

- 우수 당 사 생체 매를 이용한 녹조

류 유래 항암활성 물질의 기능증진

- 우수 당 사 생체 매를 이용한 푸

코이단  사포닌의 기능증진

- Arylsulfatase 생체 매의 발  조

건검토  량생산
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3단계

- 고기능성 β-아가라제 생체 매의 

량생산

- sHSP  HSP60 단백질 등을 활

용한 β-아가라제 생체 매의 부

가 인 내열성 증진시도

- 유용 당 사 생체 매의 량생산

- 고기능성 β-아가라제 생체 매를 

이용한 한천올리고당의 생산 공

정개발  량생산

- 고정화 생체 매를 이용한 한천올

리고당의 연속생산 공정개발

- 고기능성 β-아가라제 생체 매 제품화

- 한천올리고당을 활용한 고기능성 

시제품 개발

- 우수 당 사 생체 매를 이용한 

기능성 소재 개발

- 고기능성 β-아가라제 생체 매의 

량생산을 한 공정 개발

- 고기능성 β-아가라제 생체 매에 

부가 인 내열성을 부여하기 한 

sHSP  HSP60 단백질의 활용

- 돌연변이법을 이용한 β-아가라제 

생체 매의 내열성 증진시도

- 유용 당 사 생체 매의 량생산 공정

확립

- 고기능성 β-아가라제 생체 매를 이

용한 한천올리고당의 량생산 공정 

개발

- 고정화 생체 매를 이용한 연속 공정개발

- 고기능성 β-아가라제 생체 매의 

생산성  활성 검증

- 고기능성 β-아가라제 생체 매의 

량생산  제품화

- 소재의 미백활성, 항균활성  항산화활성 

측정

- 미백활성, 항균활성  항산화활성

을 보유한 소재의 시제품 개발

- 기능성 소재의 생리활성 측정  소

재화
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제 2 장 국내외 기술개발 황

 제 1  연구사례의 조사

1. 외국의 경우

- 일본 (메이지 제과) : Pseudomonas 속 유래 베타 아가라제 특성 규명

2. 국내의 경우

- 부경 학교 : 해양 유래 세균에서 베타 아가라제 유 자 분석

3. 조사연구개발사례에 한 평가

- 재까지 고온성 미생물 유래 베타 아가라제 개발은 없음

 제 2  세부 기술사항의 검토 분석

1. 국내․외 기술수  비교표

분야  기술명
기술 우  

국가

선진국 비 

국내기술

수 (%)

국외 연구기

유 체

응용

분야

고속돌연변이주 제작 미국, EU 50 CalTech, 캘리포니아 주립

신물질탄생기술 미국, 일본 25 CalTech, 오사카 학

세포배양기술 미국, EU 65 CalTech, 캘리포니아 주립

유 자재조합기술 미국, EU 85 CalTech, 캘리포니아 주립

세포융합기술 미국, EU 80 CalTech, 캘리포니아 주립

단백질공학기술 미국, 일본 70 CalTech, 동경

2. 세계  수

- 1990년  들어 미국과 유럽, 일본 등 선진 공업국들은 모든 질병이 극복되고 환경

오염이 사라지며, 식량문제를 걱정할 필요가 없는 바이오테크 시 에 비하기 

하여 생명과학 분야를 21세기 략산업으로 극 육성하기 시작

- 선진국에서는 신물질 개발의 상이 육상생물에서 해양생물로 차 이 하는 추세

- 이러한 경향은 1980년  후반 이후로 가속화되어 다양한 해양생물로부터 생리활

성물질을 비롯한 신물질에 한 연구가 활발히 이루어져 재 건강보조 식품, 의

약품, 기능성 물질 등이 상품화되어 시 되고 있는 실정임

- 미국, 일본, 유럽 등에서는 21세기 생명공학의 핵심분야에 해양천연물을 포함시켜 

국가 인 차원에서 연구개발을 극 추진 

- 미국은 재 해양생물공학 련 연구기  300여개, 벤처기업 100여개가 활동 이

며, 일본의 경우 연간 연구개발비 1조 2천억원을 해양생물공학에 투자 
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- 지난 30여년의 기간에 11,000종 이상의 신물질이 해양생물에서 발견되었으며 강력

한 활성을 가진 20여종의 물질은 산업  개발이 완료되었거나 진행 에 있으며 

유기물질 이외에 유용 생체 매, 다당류 등의 고분자물질도 개발 

- 해양생물 추출물질로는 산호의 소염진통제 수도테로신(pseudoterosins), 갑각류의 

외피에서 추출되는 키토산(chitosan), 우 쉥이의 면역억제제 디뎀닌 B(didemnin 

B), 이끼벌 의 항암제 리오스타틴(bryostatins) 등이 리 알려져 있음

- 다시마를 비롯한 갈조류에 함유되어 있는 다당류의 일종인 f-fucoidan의 생리 작

용으로, 암세포의 apoptosis 작용, 노화방지에 유효한 간세포 성장인자(HGF)의 생

산유도작용 등을 발견하여 보고 하 음(일본생화학회, 1999년 발표)

- 다시마 유래의 f-fucoidan에 해양세균 유래 fucoidan 분해 생체 매를 작용시켜 

얻은 7개의 fucose에 12개의 핵산기가 붙은 올리고당은 HGF의 생산을 보다 강하

게 유도하는 것으로 밝 졌음

- 최근 일부 선진국은 신물질의 탐색 단계를 벗어나 량생산 등 산업화에 비 을 

두고 있음

- 미국의 국립암연구소(NCI)에서는 항암제를 생산하는 해면과 이끼벌 를 해 에서 

규모로 양식하여 해당물질을 량으로 확보하는 단계에 돌입

- 최근에는 국, 인도 등 개도도국에서도 이 분야의 기 연구가 활발히 진행되고 

있으며 제약산업과 화학산업 분야의 거  민간기업에서도 연구투자의 상당부분을 

해양생물로 이 하는 추세임

- 재 신규 아가라제를 개발하여 한천분해 산물인 한천올리고당의 생산에 한 연

구는 범 하게 이루어지고 있으나, 한천올리고당의 기능성에 한 연구는 미진

한 상태임

- 특히 한천올리고당의 일종인 neoagarobiose의 미백효과에 한 연구는 기 단계

에 있으며, 량생산  산업화에 한 연구는 무한 상태임

- 한 신규의 아가라제 개발을 한 연구는 지속 으로 수행되고 있으나, 확보된 아

가라제 생체 매의 유 자 변이를 통한 활성 개선에 한 연구는 미진한 상태임

- 일본의 식품용 생체 매시장은 약 100억원 로 추정되고 있으며, 이 가운데 30%정

도는 분의 액화, 당화  이성화당 제조에 사용되는 당질 련 생체 매로 알  

아 라아제, 베타 아 라아제, 루코아 라아제, 루코오스이성화 생체 매 등임

- 하지만 최근 당질 련 생체 매는 시장 정체 상을 보이고 있으며, 특히 여름철 

청량음료 매세에 향을 받기 때문에 신기능성 당 사 련 생체 매의 발굴과 

그의 활용방안 도출이 필요함

- 재 생체 매시장에서  세계 으로 주목받고 있는 분야는 재조합 생체 매 분

야이며, 최근 미국 등을 심으로 치즈 응유 생체 매인 rennet 시장의 30% 이상

을 재조합 생체 매가 차지하는 등 재조합 생체 매가 그 경제성이나 안정성을 

평가받아 꾸 히 시장을 넓 가고 있음

- 일본에서 허가 받은 재조합 생체 매는 rennet 외에 NOVOZYMES JAPAN 의 
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알  아 라아제 3종, 리 아제 1종이며, 알  아 라아제 2종, 풀루라나아제, 

루코아 라아제 등을 허가신청 에 있음(2002년 3월 재)

- 식품분야의 생체 매  가장 큰 시장을 이루고 있는 것이 당질 련 생체 매이

며, 그  알  아 라아제에 의한 분의 연속액화, 루코아 라아제에 의한 포

도당 제조, 고정화 루코오스 이성질화 생체 매에 의한 이성화당의 제조는 생체

매가 만들어낸 3  공업이라 할 수 있음

- 한 베타 아 라아제에 의한 말토오스, 물엿의 제조, GCTase에 의한 사이클로 

덱스트린의 제조 등이 공업화되어 있고 최근에는 각종 당 이 생체 매를 이용한 

올리고당 제조가 활발히 이루어지고 있음

- 하지만 불용성  도가 높은 탄수화물에 작용하는 생체 매의 경우 고온에서 

반응시키는 것이 반응효율에서 유리한 이 있기 때문에 고온성 생체 매의 개발

이 필요함

- 당 사 련 생체 매의 경우 고온에서 호화과정을 거친 재료를 상으로 반응을 

행하기 때문에, 고온성 생체 매를 사용할 경우 냉각과정을 거치지 않아도 되는 

이 이 있어 생상성의 향상  생산비 감에 기여할 수 있음

2. 국내수

- 우리나라의 해양생물을 이용한 신물질 산업은 선진국 비 90% 정도이지만, 선진국과 

비교할 경우 산규모의  규모뿐만 아니라 국가 총 산 비 해양과학기술 연

구개발 사업비의 비 은 0.06%에 불과한 실정으로 미국의 0.22%, 랑스의 0.13%, 일

본의 0.1%에 비하여 상 으로 은 실정임 (해수부 발간 수산백서 2004년도)

- 우리나라는 인 ․물  자원 규모가 크지 않아 개발 목표도 의약품 등 고부가가

치 제품보다는 건강보조식품이나 식품첨가제에 치 되어 있는 실정임

- 재 우리나라의 해양 신물질 개발은 선진국에 비하여 낙후되어 있으나 최근 공

공연구기 과 학계를 심으로 기술  기반이 조성되고 있으며 100여종의 신물질

이 이미 추출되어 산업계의 심도 차 증가 에 있음

- 정부는 우리나라가 2010년까지 세계 해양 바이오산업시장의 5%를 유한다는 목

표 하에 해양생명공학에 한 투자를 지속 으로 확 할 정임

- 그  해양생물로부터의 유용 신물질 개발 사업은 주로 6년 이내 실용화가 가능하

고 비교  사업비가 게 소요되는 ․단기 실용화과제를 주로 수행 에 있음

- 한, 생체기능조  화학물질 분야에서 신물질을 개발하고자 연구를 수행 에 있음

- 특히, 미백효과를 나타내는 기존 소재들의 독성으로 신규 미백소재의 개발이 필요하

나, 재의 소재발굴은 독성의 우려가 있는 화학물질의 검색이 주인 상태이므로 천

연물 유래의 보다 안 한 미백소재 개발이 필요한 상태임

- 해양생명공학기술의 실용화로 21세기 고부가가치 해양생물공학산업 창출을 기본

목표로 해양생물로부터 고부가가치 신기능성 물질 개발, 심해어류로부터 신기능성 

물질 개발, 동해 심층수를 이용한 청정 양식시스템 개발을 추진 에 있음
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- 기존 생체기능조  물질의 수식을 통한 기능성 증 로 신물질 개발과 병행하여 해양

생물공학의 발 에 기여할 수 있음

- 재 우리나라의 경우 연료용 바이오에탄올의 생산은 분질계를 이용한 기술개

발이 상용화 단계까지 도달되어 있으나 원료 생산에 필요한 곡물의 생산량이 낮

고 이용 가능한 토지 면 이 어 원료 획득에 어려움이 있음

- 한편, 목질계 에탄올 연료 생산을 한 처리 당화공정  리그닌 등 불순물 제

거에 한 연구도 진행 에 있음

- 하지만, 해조류를 이용한 바이오연료의 생산연구는 시작 단계에 어들었으며, 재 원료인 

해조류의 량 배양에서부터 이를 활용한 바이오연료로의 환을 한 해조류 성분 분석 

 에탄올 발효에 한 연구가 진행 에 있으나 산업  생산은 이루어 지지 않고 있음

- 국내 바이오에 지 개발은 1988년부터‘ 체에 지 개발 진법'에 따라 정부 차원

의 바이오연료 기술개발을 본격 으로 추진

바이오에탄올 바이오디젤

세계 비기술수 64.9% 74.1%

국산화율 64.6% 77.1%

                                        자료원: 신재생에 지 RD&D 2030

- 바이오연료의 공 을 2007년 34만8천 톤에서 2008년 52만1천 톤으로 증가시키는 계획

을 수립하 음(지식경제부, '08년'도 신재생에 지기술 개발  이용․보  실행계획)

- 우리나라는 기후  여건  농지의 제한으로 인해 바이오연료의 연구개발  생

산 확 에 있어 많은 제약을 가지고 있음

- 그러나, 장기 으로 고유가  기후변화 약 응을 한 에 지원 다변화의 일환

으로 바이오연료의 생산․보 의 확 가 필요하며, 이러한 필요성에 의해 바이오

연료 생산비용 감  연료의 효율성 향상 등을 한 연구개발에 정부의 정책  

지원을 지속 으로 확 해 나갈 필요가 있음

- 따라서, 재 곡물이나 목질계의 바이오매스를 이용한 바이오연료의 생산보다는 국

내 환경 요건에 합한 해조류를 이용한 바이오연료 생산 기술의 개발이 필요함

- 1999년 기  우리나라의 해양과학기술 수 은 약 43%로 추정되고 있음



- 25 -

구분 특허명

국외특허

￭ Use of agarase enzyme to isolate nucleic acids. 등록번호 

05814487(1998.9.29)

￭ Isolated agarase enzyme from Flavobacterium sp. strain NR19, 

cloned genes therefor, and expression thereof in transformed host 

cells. 등록번호 05869310 (1999.2.9)

￭ alpha.-agarase and production process of oligosaccharides and 

monosaccharides. 등록번호 05834257 (1998.11.10)

￭ Agarase enzyme system from Alteromonas strain 2-40. 등록번호 

05418156 (1995.5.23)  

￭ Agarase and gene thereof. 등록번호 07329524(2008.2.12)

￭ Genes coding for b-agarases and their use for producing agar 

biodegradation enzymes. 등록번호 06511838 (2003.1.28)

￭ α-Agarase and process for producing the same. 등록번호 

07141402(2006.11.28)

￭ NEW BETA-AGARASE, MICROORGANISM PRODUCING THE 

SAME, AND PRODUCTION AND USE OF THE SAME. 출원번호 

1995125610 (1995.4.27)

￭ NOVEL BETA-AGARASE AND PRODUCTION THEREOF. 출원번

호 1988052700 (1988.3.8)

￭ Compositions and methods for enzymatic decontamination. 

  등록번호 05985593(1999.11.16) 

￭ POLYNUCLEOTIDE ENCODING NEOAGAROBIOSE PRODUCTIVE 

ENZYME AND USE OF THE POLYNUCLEOTIDE. 출원번호 

3. 국내․외의 연구 황

연구수행 기 연구개발의 내용 연구개발성과의 활용 황

국내외 화장품 회사 신규 미백소재 개발  발굴
재 화학물질을 심으로 

미백소재의 발굴을 진행 

일본 Takara Bio 

Inc.

다시마유래 f-fucoidan 개발  

f-fucoidan 분해 단편의 의약품 

소재로의 개발

f-fucoidan 함유 청량음료

AFOIDAN-U 시  

일본 Takara Shuzo 

Inc.와 일본 

(주)당쇄공학연구소 

공동

u-fucoidan의 항종양 활성  

암세포의 자살유도에 한 연구

증식억제가 되지 않는 

암세포에 한 부작용 없는 암 

치료법 개발가능성 검토  

이엔지비이오(주)

Geobacillus 

thermosacchalytycus가 생산하는 

α-Cyclodextrin 

Glucanotransferase의 분리정제

당 공여체와 당 수용체를 

이용한 당 이 반응을 통한 

Cyclodextrin 생산

  제 3  특허 동향

1. 당 사 생체 매 련 특허 동향
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2004042552 (2004.2.19)

￭ 2-O sulfatase compositions and methods of analyzing therewith. 등록

번호 07429474(2008.9.30)

￭ Arylsulfatase from streptomyces. 등록번호 05270196(1993.12.14)

￭ Method of stable gene expression in a transgenic plant utilizing an 

insulator nucleotide sequence from the sea urchin arylsulfatase gene. 

등록번호 06229070(2001.5.8) 

￭ UDP-glucosyltransferases. 등록번호 07135326(2006.11.14)

￭ Glucosyltransferases. 등록번호 06867026(2005.3.15)

￭ UDP-glucose aglycon-glucosytransferase. 등록번호 07122657(2006.10.17)

￭ Process for processing sucrose into glucose and fructose. 등록번호  

06242225(2001.6.5)

국내특허

￭ 호염성세균(halophilic Pseudomonas sp. W7)의 아가 이즈(Agarase) 유 자가 재

조합된 plasmid를 함유하는 E. coli JM83(pSW3) 균주가 생산하는 N-terminal 

amino acid sequence가 Met-Lys-Arg-Ala-Phe-Ile-Met-Val-Leu-Asp인 아가

이즈 효소 특허번호 0250068호 (1999.12.30)

￭ 내열성 설펄로버스 설 타리쿠스 유래 당 이효소  이를이용한 분지 

사이클로덱스트린의 제조방법. 등록번호 10-0898384-0000 (2009.5.12)

￭ 바실러스 세 우스 균주로부터 유래한 당 이효소, 그의유 자  그들

의 제조방법.     등록번호 10-0782086-0000 (2007.11.28)

￭ 시알산 당 이효소에 한 효소활성 해 능력을 가진 펩타이드. 등록번

호 10-0314904-0000 (2001.11.5)

￭ 신규 리모노이드 ＵＤＰ-당 이효소  그 제조방법. 등록번호 10-0827362-0000 

(2008.4.28)

￭ 종양 발생  이에 여하는 당단백질의 당쇄 변화를측정하는 방법. 

등록번호 10-0767018-0000 (2007.10.8)

￭ 종양 발생  이에 여하는 당단백질의 당쇄 변화를측정하는 방법. 

등록번호 10-0767018-0000 (2007.10.8)

￭ 신규의 α- 리코실 나린진을 함유시킨 화장품. 등록번호 10-0227598-0

000 (1999.08.04)

￭ 당 이 효소를 이용한 당 이 화합물의 유도체 제조방법  이로부터 

제조된 유도체. 출원번호 10-2008-0014803 (2008.2.19)

￭ 한천 분해능을 갖는 아가리보란스 속 균주  상기균주로부터 분리된 

내열성 베타-아가라제. 등록번호: 10-0736889 (2007.7.2) -본 연구진

￭ 한천 분해능을 갖는 탈라소모나스 속 균주  상기 균주를 이용한 한

천올리고당의 제조방법. 등록번호: 10-0794593 (2008.1.8) -본 연구진

￭ 한천분해능을  갖는  라시에콜라  속  균주   상기균주를  이용

한  한천  올리고당의  제조  방법. 출원번호: 10-2008-0048211 

(2008.5.23) -본  연구진

￭ 신규한 베타-아가라제  그 용도. 출원번호: 10-2009-0099307 (2009.1

0.19) -본 연구진
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구분 특허명

국외특허

￭ 한천을 분해하여 유용한 agarooligosaccharide를 생산하는 내열성 한천

분해효소. 일본특허 출원번호 2003-0998284-98286

￭ DRUGS, FOODS OR DRINKS WITH THE USE OF ALGAE-DERI

VED PHYSIOLOGICALLY ACTIVE SUBSTANCES. JP1998005065 

(1998.11.11)

￭ α-agarase and process for producing the same. 등록번호 07604962 

(2009.10.20)

￭ Agarobiose-containing composition. 등록번호 07217817(2007.05.15)

￭ Process for producing glycosides. 등록번호 06797496(2004.09.28) 

￭ PRODUCTION OF OLIGOSACCARIDES COMPOSITION. 출원번호 

1997020612 (1997.02.03)

￭ OLIGOSACCHARIDE COMPOSITIONS AND USE THEREOF IN 

THE TREATMENT OF INFECTION.  US20040040882 (2004.12.06)

￭ Oligosaccharide aldonic acids and their topical use. 등록번호 06740327(2004.05.25)  

￭ Process for recovering lipophilic oligosaccharide antibiotics. 등록번호 

06320044 (2001.11.20)  

￭ Oligosaccharides for inhibiting the mitosis of astrocytes and tumoral 

cells of the nervous system, and methods for obtaining them. 등록번

호 05514658(1996.05.07)

￭ Complexable heterogenous oligosaccharides and alpha-hydosanes 

having therapeutical activity, process for their preparation and 

related pharmaceutical compositions. 등록번호 05470965(1995.11.28)

￭ PRODUCTION OF OLIGOSACCARIDES COMPOSITION. 출원번호 

1997020612 (1997.02.03)

￭ NOVEL OLIGOSACCARIDE AND PRODUCTION THEREOF. 출원번

호 1988060053 (1988.03.14) 

￭ FUNCTIONAL AGAR, FOOD, PHARMACEUTICAL, COSMETIC 

AND FEED CONTAINING THE SAME. 출원번호 2005354545 

(2005.12.08)

￭ NEW BETA-AGARASE, MICROORGANISM PRODUCING THE 

SAME, AND PRODUCTION AND USE OF THE SAME. 출원번호 

1995125610 (1995.04.27) 

￭ α-agarase and process for producing the same. 등록번호 

07604962(2009.10.20)  

￭ PRODUCTION OF OLIGOSACCHARIDE AND MONOSACCHARID

E. 출원번호 1994120420 (1994.06.01) 

￭ PRODUCTION OF AGAR OLIGOSACCHARIDE. 출원번호 1988213744 

(1988.08.30) 

￭ Compositions and methods for enzymatic decontamination. 등록번호 

05985593(1999.11.16)  

￭ alpha-AGARASE AND METHOD FOR PRODUCING THE SAME. 

출원번호 2000099424 (2000.03.31)  

￭ POLYNUCLEOTIDE ENCODING NEOAGAROBIOSE PRODUCTIVE 

2. 한천올리고당 련 특허 동향
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ENZYME AND USE OF THE POLYNUCLEOTIDE. 출원번호 

2004042552 (2004.02.19) 

￭ Devices for determining hydrolase activity through its hydrolytic 

release of an immobilized indicator enzyme. 등록번호 

05434054(1995.07.18)  

￭ NOVEL MICROORGANISM CAPABLE OF HYDROLYZING AGAR-

AGAR AND USE THEREOF. 출원번호 2000320032 (2000.09.14) 

국내특허

￭ 유기산을 이용한 한천 올리고당의 제조방법. 출원번호 10-1999-0034912 

(1999.8.23)

￭ 난용성 다당류를 이용한 올리고당의 제조방법. 출원번호 10-1999-00567

77 (1999.12.7)

￭ 식용 산을 이용한 한천 올리고당의 제조방법. 특허번호 10-03-8341400 

(2003.4.28)

￭ 한천올리고당의 제조 방법 출원번호 10-2008-0070420 (2008.7.21)

￭ 네오아가로올리고사카라이드를 함유하는 피부 미백 조성물. 출원번호: 

10-2007-0109267 (2007.10.30) -본 연구진

￭ 네오아가로올리고사카라이드를 함유하는 피부 미백 조성물. 출원번호: 

10-2008-0057685 (2008.6.19) -본 연구진

제 4  특허  기술도입과의 복여부에 한 검토․분석

1. 련기술의 특허내용과 차이  비교

가. 공재열 (한국) : 식용 산을 이용한 한천 올리고당의 제조 방법

(1)  특허는 화학  처리에 의한 생산 방법으로 생산물의 2차 정제가 필요할 수 있

고, 과분해에 의한 기능성 하의 가능성이 있음

(2) 본 연구의 결과는 생분해에 의하므로 이러한 단 의 극복이 가능

나. 야쿠르트 (일본) : 새로운 베타 아가라제  이를 생산하는 미생물

(1)  특허는 해  진흙에 서식하는 미생물 유래이므로, 고온 공정에 용할 수 없음

(2) 본 연구 결과 산물인 신규 고온성 베타 아가라제는 고온공정에 용 가능

2. 련기술도입 내용과 차이  비교

가. 분노화 방지, 항균  미백활성 기능을 가진 한천 헤테로올리고당은 일본에서는 

련 제품 (특히 떡)의 상품성을 장기간 유지하는데 리 이용

나. 우리나라에서는 제병․제과  향장 산업의 성장에도 불구하고 련 기술의 도입

과 개발이 부족한 상태

다. 본 연구 결과를 이용하면 분 제품의 상품성을 유지하며 보존 기간을 획기 으로 

늘일 수 있음 
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 제 5  원재료에 한 검토 분석

1. 원재료의 국내․외 수 황 (생산, 수요, 수출입량 등)  그 망

가. 국내에서 한천은 1999년 재 연3600톤 생성 

나. 이  6.5%만이 단순가공되어 부가가치의 원료로 공

다. 고온성 베타 아가라제를 이용한 한천 헤테로올리고당 함유 제품 개발로 고부가가

치화 가능

라. 일본은 1985년 재 연2300톤 생성 

2. 원재료에 련된 국내․외 기술의 황분석  망

가. 국내 

(1) 로부터 한천을 우묵으로 제조하여 식용으로 사용해 왔음

(2) 한천의 단순가공 기술은 확보되어 있으나 고부가가치 가공기술은 미진

나. 국외

(1) 주로 일본에서 한천을 이용한 다양한 제품을 생산하고 있음

(2) 가공된 한천을 식품첨가물이나 연구용으로 사용 

 제 6  산업계 황

구  분 재의 시장규모 상되는 시장규모

세계시장규모 300 백만＄(2000년) (2010년)       1500 백만＄

한국시장규모 6000 백만원 (2010년)      10000 백만원
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단계 이론  ․실험  근방법

1단계

 - 베타 아가라제 생체 매 련 문헌 조사 

 - 고온성 베타 아가라제 생체 매 HT 검색시스템 개발

 - HT system에 의한 고온성 베타 아가라제 유 자 검색

 - 고온에서 활성을 보이는 베타 아가라제 생체 매 유 자 확보

 - 유 자 서열 분석

 - 특성분석 자료와 함께 특허 출원

 - 기존 베타 아가라제 생체 매 유 자와 비교 분석

 - 유 자 서열 자료와 함께 논문 투고

2단계

 - β-아가라제 생체 매 련 문헌 조사

 - β-아가라제 생체 매 HT 검색시스템

 - Function-based mining 기술 용

 - 한천 배지 용해 활성을 가진 클론의 선택과 유 자 targeting

 - 한천분해 균주 분리 배양

 - 한천분해 균주의 선정  동정

 - 16S rRNA염기서열 분석

 - β-아가라제 생체 매 HT 검색시스템

 - Function-based mining 기술 용

 - 한천 배지 용해 활성을 가진 클론의 선택과 유 자 targeting

 - 당 사 련 문헌 조사

 - 당 사 생체 매 유 자 검색

 - 해양극한 당 사 생체 매 xylose isomerase, 4-α-glucanotrasferase, 

glycosy transferase 유 자 클로닝을 한 PCR primer의 디자인

 - 해양극한 당 사 생체 매 유 자를 확보하기 해 DNA분석 소 트웨어

인 Mac vector를 활용

 - 고온성 당 사 생체 매 유 자가 분석된 해양극한 세균 유래의 genomic 

DNA를 ATCC(MD, USA)로 부터 구입

 - 한천분해 균주의 생육  조효소액 제조

 - 반응온도에 따른 한천분해  생체 매의 활성

 - pH에 따른 한천분해  생체 매의 활성

 - 최  생육조건 확립 하여 TLC를 이용한 한천분해 생산을 검증  특성 

조사

 - 발 벡터에 클로닝

 - 단백질발  조건을 검토하고, 정제

 - xylose isomerase 온도별, pH별 활성측정

 - 항시 발 벡터 pHCEIIB의 선택

 - 항시 발  숙주 E. coli  DH5α 선택

 - 한천분해 활성을 나타내는 β-아가라제 항시 발  클론으로부터 DNA를 

분리하여 이를 주형으로 GeneMorph II EZClone Domain Mutagenesis 

Kit (Stratagene, USA)를 이용

 - 내열성 활성 개선을 한 Zobellia galactanivorans Dsij 유래 β-아가라제 

유 자에 한 site-directed mutagenesis

 - 항시 발 벡터 pHCEIIB의 선택  항시 발  숙주 E. coli  DH5ɑ 선택

제 3 장 연구개발수행 내용  결과

 제 1  이론  ․실험  근방법
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 - 한천분해 활성을 나타내는 β-아가라제 항시 발  클론으로부터 DNA를 

분리하여 이를 주형으로 GeneMorph II EZClone Domain Mutagenesis 

Kit(Stratagen, USA)를 이용

 - 정제를 용이하게 하기 해 발 벡터 pTXB1에 클로닝  BL21(DE3)에 

형질 환하여 발  시스템 완성

 - 내열성 확인을 해 40~55℃에서 열처리 후 잔존 활성 측정

 - Pseudoaltheomonas sp. 분리  배양

 - Pseudoaltheomonas  sp.에서 한천분해생체 매 유 자 클로닝을 한 

primer 디자인

 - 한천분해생체 매 유 자 단편 증폭

 - Thermotoga maritima  유래 xylose isomerase, Methanocaldococcus 

jannaschii  유래 glycosyl tranferase, Pyrococcus horikoshi  유래 4-α

-glucanotransferase 등의 당 사 생체 매 유 자 확보

 - 장균용 항시 발 벡터인 pHCEIIB 라스미드에 정제의 용이성을 확보

하기 해 His-tag 유 자를 도입하여 생체 매의 생산  정제가 용이한  

당 사 생체 매 유 자의 고발  시스템의 구축

 - 하룻밤동안 배양한 형질 환 장균을 LB(Amp)배지 4 ml에 1%의 농도

가 되도록 종하고 30℃  37℃에서 최  48시간까지 진탕배양

 - 배양액을 시간별로 채취하여 세포 추출물 제조

 - SDS-PAGE를 통해 각 온도별, 시간별 발 양상 확인

 - 확인된 결과를 토 로 각 생체 매별 최  생산 온도  배양시간 확인 

 - LB(Amp)배지 100 ml  500 ml 등 배양규모에 따른 당 사 생체 매의 생

산량 확인

 - LB(Amp)배지 500 ml를 이용하여 형질 환 장균을 각 생체 매의 생산

최 조건에 따라 량배양

 - 배양된 형질 환 장균으로부터 세포추출액을 제조하고 이를 HisTrapTM 

HP affinity chromatography 시스템을 이용하여 정제

 - 정제된 생체 매의 활성 검증

 - 정제된 생체 매의 특성 검증

 - 정제된 생체 매를 이용한 생리활성물질의 생산 조건 검토

 - 정제된 생체 매를 이용한 생리활성물질의 활성 증진 시도

 - Arylsufatase 생체 매 유 자 확보를 한 database 검색  후보 유 자

군 확보

 - Arylsufatase 생체 매 유 자의 클로닝을 한 primer 디자인

 - Arylsufatase 생체 매 유 자의 단편 증폭

 - 장균 발 벡터를 이용한 arylsulfatase 생체 매 유 자의 발  시스템 

구축

 - 형질 환 장균을 LB(Amp) 500 ml에 배양하고 intein 시스템을 이용하여 단

백질분해 생체 매의 정제를 통한 확보

 - Keratin azur를 1-2 mm로 단한 후 100% 아세톤을 첨가하고 -80℃에서 

랭시켜 미세하게 분쇄

 - Keratin 분해 활성 측정을 해 정제된 단백질분해 생체 매를 Keratin azure 

탁액(4 mg/ml in 0.01M Tris-HCl buffer (pH 7.5))에 첨가하여 37℃에서 1

시간 반응 후 흡 도 측정

 - 한천분해 생체 매를 이용하여 한천으로부터 한천올리고당을 생산한 후 gel 

filtration을 통해 분리 정제하고 TLC로 분해산물 확인

 - 정제된 neoagarotetraose의 B16F10 멜라노마 세포에 한 멜라닌 생합성 해

활성 측정

 - 정제된 neoagarotetraose의 B16F10 멜라노마 세포에 한 tyrosinase 해활성 

측정
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 - 정제된 neoagarotetraose의 B16F10 멜라노마 세포에 한 세포독성 측정

 - 기존에 알려진 미백활성 표 물질인 arbutin, kojic acid와 neoagarotetraose의 

미백활성 효과  세포독성 비교

 - 미국 화장품 회인 CTFA (Cosmetic, Toiletry, and Fragrance association)에 

화장품 소재 인증 신청 완료

 - 무작  돌연변이를 이용한 β-아가라제 AgaB의 활성 증진 시도

 - 부 특이  돌연변이를 이용한 β-아가라제 AgaA 내열성 증진 시도

 - Pyrococcus abyssi 유래 small heat shock protein(sHSP) 유 자와 β-아가라제 

생체 매 유 자의 융합발  시스템 구축

 - Zobellia galactanivorans Dsij β-아가라제 유 자와 sHSP 유 자의 융합발  

시스템 구축

 - Pyrococcus abyssi 유래 HSP60 샤페론 유 자의 클로닝

 - HSP60 유 자의 발 시스템 구축  생산조건 검토

 - β-아가라제-sHSP 융합 생체 매의  HSP60 단백질에 의한 내열성 증진 여부 

검토

 - Bacillus subtilis DB104를 이용한 우수변이 β-아가라제 생체 매의 분비형 발  

시스템 구축

 - 한천분해 형질변환체의 생육  조효소액 제조

 - 반응온도에 따른 한천분해 생체 매의 활성 측정

 - 온도와 열처리 시간에 따른 잔존활성 측정

 - 속이온의 농도에 따른 활성측정  열처리 후 잔존활성 측정

 - 최  생산조건 확립  TLC를 이용한 한천분해 생산성 검증  특성 조사

 - 한천분해 생체 매를 이용하여 한천으로부터 한천올리고당을 생산한 후 gel 

filtration을 통해 분리 정제하고 TLC로 분해산물 확인

 - 정제된 neoagarotetraose의 B16F10 멜라노마 세포에 한 멜라닌 생합성 해

활성 측정

 - 정제된 neoagarotetraose의 B16F10 멜라노마 세포에 한 tyrosinase 해활성 

측정

 - 정제된 neoagarotetraose의 mushroom tyrosinase 해활성 측정

 - 정제된 neoagarotetraose의 B16F10 멜라노마 세포에 한 세포독성 측정

 - 기존에 알려진 미백활성 표 물질인 arbutin, kojic acid와  neoagarotetraose의 

미백활성 효과  세포독성 비교

 - 생리활성 물질인 푸코이단  사포닌에 확보된 당 이 생체 매를 첨가하여 

각 생체 매 활성의 최  온도와 시간에 따라 반응

 - 푸코이단 는 사포닌에 당 이 생체 매를 첨가한 것과 같은 양의 0.2 M 

Tris-HCl (pH 8.0) buffer를 첨가한 control를 각 생체 매의 최  온도와 시

간에 따라 반응

 - 100℃에서 5분간 열처리하여 반응을 지

 - 당 이 반응 후의 분획물을 신경아종세포주인 NB41A3, 결장암세포주인 

HT-29, 암세포주인 AGS에 처리한 후 MTT assay법을 이용하여 생육억제 

효과를 측정하여 비교

 - 장균용 항시 발 벡터인 pHCEIIB 라스미드에 정제의 용이성을 확보

하기 해 His-tag 유 자를 도입하여 생체 매의 생산  정제가 용이한 

arylsulfatase 생체 매의 고발  시스템의 구축

3단계

 - β-아가라제 생체 매 련 문헌 조사

 - β-아가라제 생체 매 HT 검색시스템

 - Function-based mining 기술 용

 - 한천 배지 용해 활성을 가진 클론의 선택과 유 자 targeting

 - 한천분해 균주 분리 배양

 - 한천분해 균주의 선정  동정
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 - 16S rRNA염기서열 분석

 - β-아가라제 생체 매 HT 검색시스템

 - Function-based mining 기술 용

 - 한천 배지 용해 활성을 가진 클론의 선택과 유 자 targeting

 - 당 사 련 문헌 조사

 - 당 사 생체 매 유 자 검색

 - 해양극한 당 사 생체 매 xylose isomerase, 4-α-glucanotrasferase, 

glycosy transferase 유 자 클로닝을 한 PCR primer의 디자인

 - 해양극한 당 사 생체 매 유 자를 확보하기 해 DNA분석 소 트웨어

인 Mac vector를 활용

 - 고온성 당 사 생체 매 유 자가 분석된 해양극한 세균 유래의 genomic 

DNA를 ATCC(MD, USA)로 부터 구입

 - 한천분해 균주의 생육  조효소액 제조

 - 반응온도에 따른 한천분해  생체 매의 활성

 - pH에 따른 한천분해  생체 매의 활성

 - 최  생육조건 확립 하여 TLC를 이용한 한천분해 생산을 검증  특성 

조사

 - 발 벡터에 클로닝

 - 단백질발  조건을 검토하고, 정제

 - xylose isomerase 온도별, pH별 활성측정

 - 항시 발 벡터 pHCEIIB의 선택

 - 항시 발  숙주 E. coli  DH5α 선택

 - 한천분해 활성을 나타내는 β-아가라제 항시 발  클론으로부터 DNA를 

분리하여 이를 주형으로 GeneMorph II EZClone Domain Mutagenesis 

Kit (Stratagene, USA)를 이용

 - 내열성 활성 개선을 한 Zobellia galactanivorans Dsij 유래 β-아가라제 

유 자에 한 site-directed mutagenesis

 - 항시 발 벡터 pHCEIIB의 선택  항시 발  숙주 E. coli  DH5ɑ 선택

 - 한천분해 활성을 나타내는 β-아가라제 항시 발  클론으로부터 DNA를 

분리하여 이를 주형으로 GeneMorph II EZClone Domain Mutagenesis 

Kit(Stratagen, USA)를 이용

 - 정제를 용이하게 하기 해 발 벡터 pTXB1에 클로닝  BL21(DE3)에 

형질 환하여 발  시스템 완성

 - 내열성 확인을 해 40~55℃에서 열처리 후 잔존 활성 측정

 - Pseudoaltheomonas sp. 분리  배양

 - Pseudoaltheomonas  sp.에서 한천분해생체 매 유 자 클로닝을 한 

primer 디자인

 - 한천분해생체 매 유 자 단편 증폭

 - Thermotoga maritima  유래 xylose isomerase, Methanocaldococcus 

jannaschii 유래 glycosyl tranferase, Pyrococcus horikoshi 유래 4-α

-glucanotransferase 등의 당 사 생체 매 유 자 확보

 - 장균용 항시 발 벡터인 pHCEIIB 라스미드에 정제의 용이성을 확보

하기 해 His-tag 유 자를 도입하여 생체 매의 생산  정제가 용이한  

당 사 생체 매 유 자의 고발  시스템의 구축

 - 하룻밤동안 배양한 형질 환 장균을 LB(Amp)배지 4 ml에 1%의 농도
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가 되도록 종하고 30℃  37℃에서 최  48시간까지 진탕배양

 - 배양액을 시간별로 채취하여 세포 추출물 제조

 - SDS-PAGE를 통해 각 온도별, 시간별 발 양상 확인

 - 확인된 결과를 토 로 각 생체 매별 최  생산 온도  배양시간 확인 

 - LB(Amp)배지 100 ml  500 ml 등 배양규모에 따른 당 사 생체 매의 생

산량 확인

 - LB(Amp)배지 500 ml를 이용하여 형질 환 장균을 각 생체 매의 생산

최 조건에 따라 량배양

 - 배양된 형질 환 장균으로부터 세포추출액을 제조하고 이를 HisTrap
TM

 

HP affinity chromatography 시스템을 이용하여 정제

 - 정제된 생체 매의 활성 검증

 - 정제된 생체 매의 특성 검증

 - 정제된 생체 매를 이용한 생리활성물질의 생산 조건 검토

 - 정제된 생체 매를 이용한 생리활성물질의 활성 증진 시도

 - Arylsufatase 생체 매 유 자 확보를 한 database 검색  후보 유 자

군 확보

 - Arylsufatase 생체 매 유 자의 클로닝을 한 primer 디자인

 - Arylsufatase 생체 매 유 자의 단편 증폭

 - 장균 발 벡터를 이용한 arylsulfatase 생체 매 유 자의 발  시스템 

구축

 - 형질 환 장균을 LB(Amp) 500 ml에 배양하고 intein 시스템을 이용하여 단

백질분해 생체 매의 정제를 통한 확보

 - Keratin azur를 1-2 mm로 단한 후 100% 아세톤을 첨가하고 -80℃에서 

랭시켜 미세하게 분쇄

 - Keratin 분해 활성 측정을 해 정제된 단백질분해 생체 매를 Keratin azure 

탁액(4 mg/ml in 0.01M Tris-HCl buffer (pH 7.5))에 첨가하여 37℃에서 1

시간 반응 후 흡 도 측정

 - 한천분해 생체 매를 이용하여 한천으로부터 한천올리고당을 생산한 후 gel 

filtration을 통해 분리 정제하고 TLC로 분해산물 확인

 - 정제된 neoagarotetraose의 B16F10 멜라노마 세포에 한 멜라닌 생합성 해

활성 측정

 - 정제된 neoagarotetraose의 B16F10 멜라노마 세포에 한 tyrosinase 해활성 

측정

 - 정제된 neoagarotetraose의 B16F10 멜라노마 세포에 한 세포독성 측정

 - 기존에 알려진 미백활성 표 물질인 arbutin, kojic acid와 neoagarotetraose의 

미백활성 효과  세포독성 비교

 - 미국 화장품 회인 CTFA (Cosmetic, Toiletry, and Fragrance association)에 

화장품 소재 인증 신청 완료

 - 무작  돌연변이를 이용한 β-아가라제 AgaB의 활성 증진 시도

 - 부 특이  돌연변이를 이용한 β-아가라제 AgaA 내열성 증진 시도

 - Pyrococcus abyssi 유래 small heat shock protein(sHSP) 유 자와 β-아가라제 

생체 매 유 자의 융합발  시스템 구축

 - Zobellia galactanivorans Dsij β-아가라제 유 자와 sHSP 유 자의 융합발  

시스템 구축

 - Pyrococcus abyssi 유래 HSP60 샤페론 유 자의 클로닝
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 - HSP60 유 자의 발 시스템 구축  생산조건 검토

 - β-아가라제-sHSP 융합 생체 매의  HSP60 단백질에 의한 내열성 증진 여부 

검토

 - Bacillus subtilis DB104를 이용한 우수변이 β-아가라제 생체 매의 분비형 발  

시스템 구축

 - 한천분해 형질변환체의 생육  조효소액 제조

 - 반응온도에 따른 한천분해 생체 매의 활성 측정

 - 온도와 열처리 시간에 따른 잔존활성 측정

 - 속이온의 농도에 따른 활성측정  열처리 후 잔존활성 측정

 - 최  생산조건 확립  TLC를 이용한 한천분해 생산성 검증  특성 조사

 - 한천분해 생체 매를 이용하여 한천으로부터 한천올리고당을 생산한 후 gel 

filtration을 통해 분리 정제하고 TLC로 분해산물 확인

 - 정제된 neoagarotetraose의 B16F10 멜라노마 세포에 한 멜라닌 생합성 해

활성 측정

 - 정제된 neoagarotetraose의 B16F10 멜라노마 세포에 한 tyrosinase 해활성 

측정

 - 정제된 neoagarotetraose의 mushroom tyrosinase 해활성 측정

 - 정제된 neoagarotetraose의 B16F10 멜라노마 세포에 한 세포독성 측정

 - 기존에 알려진 미백활성 표 물질인 arbutin, kojic acid와  neoagarotetraose의 

미백활성 효과  세포독성 비교

 - 생리활성 물질인 푸코이단  사포닌에 확보된 당 이 생체 매를 첨가하여 

각 생체 매 활성의 최  온도와 시간에 따라 반응

 - 푸코이단 는 사포닌에 당 이 생체 매를 첨가한 것과 같은 양의 0.2 M 

Tris-HCl (pH 8.0) buffer를 첨가한 control를 각 생체 매의 최  온도와 시

간에 따라 반응

 - 100℃에서 5분간 열처리하여 반응을 지

 - 당 이 반응 후의 분획물을 신경아종세포주인 NB41A3, 결장암세포주인 

HT-29, 암세포주인 AGS에 처리한 후 MTT assay법을 이용하여 생육억제 

효과를 측정하여 비교

 - 장균용 항시 발 벡터인 pHCEIIB 라스미드에 정제의 용이성을 확보

하기 해 His-tag 유 자를 도입하여 생체 매의 생산  정제가 용이한 

arylsulfatase 생체 매의 고발  시스템의 구축
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Agarivorans sp.    1                                                          GCTGCTACCTTAG   13

Vibrio sp.         1 ATGAAGATTAAATTTTTATCTGCAGCAATTGCTGCAAGCTTAGCATTGCCATTAAGTGCTGCTACTTTAG   70

                                                                              ******** ****

Agarivorans sp.   14 TCACCTCTTTTGAGGAAGCCGACTACAGCAGCTCTGAAAACAATGCTGAATTTTTGGAAGTGTCTGGAGA   83

Vibrio sp.        71 TCACCTCTTTTGAGGAAGCCGACTACAGCAGCTCTGAAAACAATGCTGAATTCTTGGAAGTGTCTGGAGA  140

                     **************************************************** *****************

Agarivorans sp.   84 TGCCACTTCTGAAGTTTCAACAGAACAAGCTACCGATGGCAATCAATCGATTAAAGCGTCTTTTGACGCG  153

Vibrio sp.       141 TGCCACTTCTGAAGTTTCAACAGAACAAGCCACTGATGGTAATCAATCGATTAAAGCGTCTTTTGACGCG  210

                     ****************************** ** ***** ******************************

Agarivorans sp.  154 GCTTTCAAACCAATGGTTGTTTGGAACTGGGGAAGTTGGAACTGGGGCGCTGAAGATGTTATGTCAGTAG  223

Vibrio sp.       211 GCTTTCAAACCAATGGTTGTTTGGAACTGGGCAAGTTGGAACTGGGGTGCTGAAGATGTTATGTCAGTAG  280

                     ******************************* *************** **********************

Agarivorans sp.  224 ATGTTGTTAACCCTAACGACACTGACGTCACCTTTGCTATTAAGCTAATTGATAGTGATATTCTTCCTGA  293

Vibrio sp.       281 ATGTTGTTAACCCTAACGACACTGACGTTACCTTTGCTATTAAGCTAATCGATAGTGATATTCTTCCTGA  350

                     **************************** ******************** ********************

Agarivorans sp.  294 TTGGGTAGACGAGTCTCAAACCTCATTGGACTACTTTACGGTTTCAGCTAATACCACGCAGACCTTTAGC  363

Vibrio sp.       351 TTGGGTAGATGAGTCTCAAACCTCATTGGACTACTTTACGGTTTCAGCTAATACCACGCAGACCTTTAGC  420

                     ********* ************************************************************

Agarivorans sp.  364 TTTAACTTAAATGGCGGCAACGAGTTCCAAACTCATGGCGAAAACTTTAGTAAAGATAAAGTTATCGGTG  433

Vibrio sp.       421 TTTAACTTAAATGGCGGCAACGAGTTCCAAACTCATGGCGAAAACTTTAGTAAAGATAAAGTTATCGGTG  490

                     **********************************************************************

Agarivorans sp.  434 TGCGGTTCATGCTATCTGAAAACGATCCTCAAGTGTTGTACTTTGACAACATTATGGTTGATGGCGAAAC  503

Vibrio sp.       491 TGCAGTTCATGCTCTCTGAAAACGATCCTCAAGTGTTGTACTTTGACAACATTATGGTTGATGGCGAAAC  560

                     *** ********* ********************************************************

Agarivorans sp.  504 AGTCACTCCGCCACCAAGTGATGGTGCAGTGAATACACAAACCGCGCCTGTAGCCACCTTAGCGCAAATC  573

Vibrio sp.       561 AGTCACTCCGCCACCAAGTGATGGTGCAGTGAATACACAAACCGCGCCTGTAGCCACCTTAGCGCAAATC  630

                     **********************************************************************

Agarivorans sp.  574 GAAGACTTTGAAACCATTCCAGATTACTTACGACCTGATGGTGGGGTAAACGTTTCAACTACTACTGAGA  643

Vibrio sp.       631 GAAGACTTTGAAACCATTCCAGATTACTTACGACCTGATGGTGGGGTAAACGTTTCAACTACTACTGAGA  700

                     **********************************************************************

 제 2  연구수행 내용  결과

그림 [2-18]1. 해양에서 분리한 

혼합균주로부터 한천분해 균주의 확인

    그림 [2-18]2. 순수 분리된 Agarivorans sp. 

JA-1 균주의 한천분해 활성
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Agarivorans sp.  644 TTGTGACTAAAGGCGCTGCAGCAATGGCTGCCGAGTTTACTGCAGGTTGGAACGGTTTAGTGTTTGCAGG  713

Vibrio sp.       701 TTGTGACTAAAGGCGCTGCAGCAATGGCTGCCGAGTTTACTGCAGGTTGGAACGGTTTAGTGTTTGCAGG  770

                     **********************************************************************

Agarivorans sp.  714 TACTTGGAATTGGGCTGAACTAGGTGAACACACCGCAGTCGCCGTTGACGTTTCAAATACTAGCGATAGC  783

Vibrio sp.       771 TACTTGGAATTGGGCTGAACTAGGTGAACACACCGCAGTTGCCGTTGACGTTTCAAATAATAGCGATAGC  840

                     *************************************** ******************* **********

Agarivorans sp.  784 AATATCTGGTTATATTCACGTATCGAAGATGTAAATAGCCAGGGCGAAACTGCGACTCGCGGCGTATTGG  853

Vibrio sp.       841 AATATCTGGTTGTACTCACGTATCGAAGATGTAAATAGCCAAGGCGAAACAGCGACTCGCGGCGTATTGG  910

                     *********** ** ************************** ******** *******************

Agarivorans sp.  854 TTAAAGCTGGCGAATCGAAAACCATCTACACCAGCTTAAATGACAATCCTTCATTGCTTACTCAAGATGA  923

Vibrio sp.       911 TTAAAGCTGGCGAATCGAAAACCATCTACACCAGCTTAAATGACAACCCTTCATTGCTTACTCAAGATGA  980

                     ********************************************** ***********************

Agarivorans sp.  924 GCGTGTGTCAGCTTTAGGTTTACGTGATATTCCAGCTGACCCAATGAGCGCTCAAAATGACTGGGGTGAT  993

Vibrio sp.       981 GCGTGTGTCAGCTTTAGGTTTGCGTGATATTCCGGCAGACCCAATGAGCGCCCAAAACGGCTGGGGTGAT 1050

                     ********************* *********** ** ************** ***** * **********

Agarivorans sp.  994 TTTGTTGCTTTAGACAAATCTCAAATTACCGCTATTCGTTACTTCATTGGCGAATTAGCCAGTGGTGAGA 1063

Vibrio sp.      1051 TTTGTTGCTTTAGACAAATCTCAAATTACCGCTATTCGTTACTTCATTGGCGAATTAGCCAGCGGTGAGA 1120

                     ************************************************************** *******

Agarivorans sp. 1064 CTAGCCAAACACTTGTGTTTGATAACATGCGTGTGATTAAAGACCTTAACCACGAATCAGCCTATGCAGA 1133

Vibrio sp.      1121 CTAGCCAAACACTTGTGTTTGATAACATGCGTGTGATTAAAGACCTTAACCACGAATCAGCCTATGCAGA 1190

                     **********************************************************************

Agarivorans sp. 1134 AATGGCTGATGCTATGGGGCAAAACAACTTAGTCACTTATGCAGGTAAAGTTGCCAGCAAAGAAGAATTA 1203

Vibrio sp.      1191 AATGACTGATGCTATGGGGCAAAACAACTTAGTCACTTATGCAGGTAAAGTTGCCAGCAAAGAAGAGTTA 1260

                     **** ************************************************************* ***

Agarivorans sp. 1204 GCTAAGTTAAGTGATCCAGAAATGGCTGTTTTGGGTGAGTTAACCAACCGCAATATGTACGGTGGTAACC 1273

Vibrio sp.      1261 GCTAAGTTAAGTGATCCGGAAATGGCTGCTTTGGGTGAGTTAACCAACCGCAATATGTACGGTGGTAACC 1330

                     ***************** ********** *****************************************

Agarivorans sp. 1274 CAGATTCGTCGCCAGCTACAGACTGTGTGCTAGTTACGCCTGCCTCGTTTAACGCTTGTAAAGACGCTGA 1343

Vibrio sp.      1331 CAGATTCGTCACCAGCTACAGACTGTGTGCTAGCTACGCCTGCCTCGTTTAACGCTTGTAAAGACGCTGA 1400

                     ********** ********************** ************************************

Agarivorans sp. 1344 TGGTAACTGGCAATTGGTAGACCCTGCTGGTAATGCGTTCTTCTCAACCGGTGTTGATAACATTCGTCTG 1413

Vibrio sp.      1401 TGGTAACTGGCAATTGGTAGACCCAGCAGGTAATGCGTTCTTCTCAACCGGTGTTGATAACATTCGTTTG 1470

                     ************************ ** *************************************** **

Agarivorans sp. 1414 CAAGATACTTACACCATGACCGGCGTGTCGAGTGACGCCGAATCTGAGTCTGCACTTCGCCAGTCAATGT 1483

Vibrio sp.      1471 CAAGATACTTACACCATGACCGGCGTGTCGAGTGACGCCGAATCTGAGTCTGCACTTCGCCAGTCAATGT 1540

                     **********************************************************************

Agarivorans sp. 1484 TTACAGAAATTCCAAGTGATTATGTAAATGAAAACTATGGTCCTGTGCATAGTGGACCTGTTTCTCAAGG 1553

Vibrio sp.      1541 TTACAGAAATTCCAAGTGATTATGTAAATGAAAACTATGGCCCTGTGCATAGTGGACCTGTTTCTCAAGG 1610

                     **************************************** *****************************

Agarivorans sp. 1554 CCAAGCTGTAAGTTTTTACGCTAATAACTTAATTACCCGCCACGCTAGCGAAGACGTATGGCGAGACATT 1623

Vibrio sp.      1611 CCAAGCTGTAAGTTTTTACGCTAATAACTTAATTACCCGCCACGCTAGCGAAGACGTATGGCGAGACATT 1680

                     **********************************************************************
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Agarivorans sp. 1624 ACTGTTAAGCGCATGAAAGACTGGGGCTTTAACACCTTAGGTAACTGGACCGATCCAGCGTTGTATGCAA 1693

Vibrio sp.      1681 ACTGTTAAGCGCATGAAAGACTGGGGCTTTAACACCTTAGGTAACTGGACCGATCCTGCGTTGTATGCAA 1750

                     ******************************************************** *************

Agarivorans sp. 1694 ACGGTAGTGTTCCTTACGTGGCAAATGGTTGGTCAACCTCTGGTGCCGATCGTCTTCCCGTTAAACAAAT 1763

Vibrio sp.      1751 ACGGTGACGTTCCTTACGTGGCAAATGGTTGGTCAACCTCTGGTGCCGATCGTCTTCCAGTTAAACAAAT 1820

                     *****   ************************************************** ***********

Agarivorans sp. 1764 TGGCAGCGGCTACTGGGGACCACTTCCTGATCCGTGGGATGCTAACTTTGCTACCAATGCCGCCACAATG 1833

Vibrio sp.      1821 TGGCAGCGGCTACTGGGGACCACTTCCTGATCCGTGGGATGCTAACTTTGCTACCAATGCCGCCACAATG 1890

                     **********************************************************************

Agarivorans sp. 1834 GCTGCAGAGATCAAAGCTCAGGTTGAAGGCAACGAAGAGTACTTAGTGGGTATTTTTGTTGATAACGAAA 1903

Vibrio sp.      1891 GCTGCAGAGATCAAAGCTCAGGTTGAAGGCAACGAAGAGTACTTAGTGGGTATTTTTGTTGATAACGAAA 1960

                     **********************************************************************

Agarivorans sp. 1904 TGAGCTGGGGTAATGTCACTGATGTTGAAGGCTCTCGTTATGCGCAAACGCTAGCGGTGTTCAATACCGA 1973

Vibrio sp.      1961 TGAGCTGGGGCAATGTCACTGATGTTGAAGGCTCTCGTTATGCGCAAACGCTAGCGGTGTTCAATACCGA 2030

                     ********** ***********************************************************

Agarivorans sp. 1974 CGGCACTGATGCAACAACTAGCCCTGCTAAAAATAGCTTTATTTGGTTCCTAGAGAACCAGCGTTATACC 2043

Vibrio sp.      2031 CGGTACTGATGCAACAACTAGCCCTGCTAAAAATAGCTTTATTTGGTTCTTAGAAAACCAGCGTTATACC 2100

                     *** ********************************************* **** ***************

Agarivorans sp. 2044 GGTGGCATTGCTGACCTAAACGCAGCCTGGGGAACCGATTATGCGTCTTGGGATGCGATGCGCCCAGCGC 2113

Vibrio sp.      2101 GGTGGCATTGCTGACCTAAACGCAGCCTGGGGAACCGATTATGCGTCTTGGGATGCGACGTCGCCAGCGC 2170

                     ********************************************************** *   *******

Agarivorans sp. 2114 AAGAGTTAGCTTATGTGGCTGGCATGGAAGCTGATATGCAGTTCCTTGCTTGGCAATTTGCTTTCCAATA 2183

Vibrio sp.      2171 AAGAGTTAGCTTATGTGGCTGGCATGGAAGCTGATATGCAGTTCCTTGCTTGGCAGTTTGCTTTCCAGTA 2240

                     ******************************************************* *********** **

Agarivorans sp. 2184 CTTCAACACCGTAAACACGGCATTAAAAGCTGAGTTACCAAACCACTTGTACTTGGGCTCTCGCTTTGCA 2253

Vibrio sp.      2241 CTTCAACACCGTAAACACAGCATTAAAAGCTGAGTTACCAAACCACTTGTACTTGGGCTCTCGCTTTGCA 2310

                     ****************** ***************************************************

Agarivorans sp. 2254 GATTGGGGACGTACTCCTGATGTAGTAAGTGCTGCTGCGGCTGTTGTTGATGTAATGAGCTACAACATCT 2323

Vibrio sp.      2311 GATTGGGGACGTACTCCTGATGTAGTAAGTGCTGCTGCGGCTGTTGTTGATGTAATGAGCTACAACATCT 2380

                     **********************************************************************

Agarivorans sp. 2324 ACAAAGACAGCATTGCAGCTGCCGATTGGGATGCTGATGCTTTAAGTCAAATCGAGGCCATTGATAAGCC 2393

Vibrio sp.      2381 ACAAAGACAGCATTGCAGCTGCCGATTGGGATGCTGATGCCTTAAGTCAAATCGAAGCCATTGATAAGCC 2450

                     **************************************** ************** **************

Agarivorans sp. 2394 GGTAATTATTGGTGAGTTCCACTTCGGTGCGCTTGATAGCGGTTCGTTTGCAGAAGGTGTAGTAAATGCA 2463

Vibrio sp.      2451 GGTAATTATTGGCGAGTTCCACTTCGGTGCGCTTGATAGTGGTTCGTTTGCAGAAGGTGTAGTAAATGCC 2520

                     ************ ************************** ***************************** 

Agarivorans sp. 2464 ACCTCGCAACAAGATCGTGCAGACAAAATGGTTAAGTTCTTTGAGTCAGTAAATGCCCATAAAAACTTTG 2533

Vibrio sp.      2521 ACTTCGCAACAAGATCGTGCAGACAAAATGGTTAGCTTTTACGAATCAGTAAATGCCCATAAAAACTTTG 2590

                     ** *******************************  ** *  ** *************************

Agarivorans sp. 2534 TAGGTGCGCATTGGTTCCAATACATCGATTCACCATTAACGGGTCGTGCATGGGATGGCGAAAACTACAA 2603

Vibrio sp.      2591 TAGGTGCGCATTGGTTCCAATACATCGATTCACCATTAACGGGTCGTGCATGGGATGGCGAAAACTACAA 2660

                     **********************************************************************

Agarivorans sp. 2604 CGTTGGTTTTGTTAGCAATACTGACACGCCATATACATTGATGACAGATGCTGCGCGTGAGTTTAACTGT 2673
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Vibrio sp.      2661 CGTTGGTTTTGTTAGCAATACTGACACGCCATATACATTGATGACAGATGCTGCGCGTGAGTTTAACTGT 2730

                     **********************************************************************

Agarivorans sp. 2674 GGTATGTACGGCACTGACTGCTCTAGCTTAAGCAATGCTACTGAAGCTGCTTCGAGAGCCGGTGAGTTGT 2743

Vibrio sp.      2731 GGCATGTACGGCACTGACTGCTCTAGCTTAAGCAATGCTACTGAAGCTGCTTCGAGAGCGGGTGAGTTGT 2800

                     ** ******************************************************** **********

Agarivorans sp. 2744 ATACCGGTACCAATATTGGTGTTAGCCACTCTGGCCCAGAAGCGCCAGATCCAGGTGAGCCAGTTGATCC 2813

Vibrio sp.      2801 ATACCGGTACCAATATTGGTGTTAGCCACTCTGGCCCAGAAGCGCCAGATCCAGGTGAGCCAGTAGATCC 2870

                     **************************************************************** *****

Agarivorans sp. 2814 TCCAATTGATCCGCCAACACCACCAACAGGTGGCGTAACTGGCGGTGGCGGTAGCGCAGGTTGGTTATCG 2883

Vibrio sp.      2871 ACCAATTGATCCGCCAACACCACCAACGGGTGGCGTAACTGGCGGTGGCGGTAGCGCAGGTTGGTTATCG 2940

                      ************************** ******************************************

Agarivorans sp. 2884 CTACTAGGTTTGGCCGGCGTATTTTTACTAAGACGTCGTAAAGTGTAA 2931

Vibrio sp.      2941 CTACTAGGTTTGGCCGGCGTATTTTTACTAAGACGTCGTAAAGTGTAA 2988

                     ************************************************

Agarivorans sp.   1                    AATLVTSFEEADYSSSENNAEFLEVSGDATSEVSTEQATDGNQSIKASFDA  51

Vibrio sp.        1 MKIKFLSAAIAASLALPLSAATLVTSFEEADYSSSENNAEFLEVSGDATSEVSTEQATDGNQSIKASFDA  70

                                       ***************************************************

Agarivorans sp.  52 AFKPMVVWNWGSWNWGAEDVMSVDVVNPNDTDVTFAIKLIDSDILPDWVDESQTSLDYFTVSANTTQTFS 121

Vibrio sp.       71 AFKPMVVWNWASWNWGAEDVMSVDVVNPNDTDVTFAIKLIDSDILPDWVDESQTSLDYFTVSANTTQTFS 140

                    ********** ***********************************************************

Agarivorans sp. 122 FNLNGGNEFQTHGENFSKDKVIGVRFMLSENDPQVLYFDNIMVDGETVTPPPSDGAVNTQTAPVATLAQI 191

Vibrio sp.      141 FNLNGGNEFQTHGENFSKDKVIGVQFMLSENDPQVLYFDNIMVDGETVTPPPSDGAVNTQTAPVATLAQI 210

                    ************************.*********************************************

Agarivorans sp. 192 EDFETIPDYLRPDGGVNVSTTTEIVTKGAAAMAAEFTAGWNGLVFAGTWNWAELGEHTAVAVDVSNTSDS 261

Vibrio sp.      211 EDFETIPDYLRPDGGVNVSTTTEIVTKGAAAMAAEFTAGWNGLVFAGTWNWAELGEHTAVAVDVSNNSDS 280

                    ******************************************************************.***

Agarivorans sp. 262 NIWLYSRIEDVNSQGETATRGVLVKAGESKTIYTSLNDNPSLLTQDERVSALGLRDIPADPMSAQNDWGD 331

Vibrio sp.      281 NIWLYSRIEDVNSQGETATRGVLVKAGESKTIYTSLNDNPSLLTQDERVSALGLRDIPADPMSAQNGWGD 350

                    ****************************************************************** ***

Agarivorans sp. 332 FVALDKSQITAIRYFIGELASGETSQTLVFDNMRVIKDLNHESAYAEMADAMGQNNLVTYAGKVASKEEL 401

Vibrio sp.      351 FVALDKSQITAIRYFIGELASGETSQTLVFDNMRVIKDLNHESAYAEMTDAMGQNNLVTYAGKVASKEEL 420

                    ************************************************.*********************

Agarivorans sp. 402 AKLSDPEMAVLGELTNRNMYGGNPDSSPATDCVLVTPASFNACKDADGNWQLVDPAGNAFFSTGVDNIRL 471

Vibrio sp.      421 AKLSDPEMAALGELTNRNMYGGNPDSSPATDCVLATPASFNACKDADGNWQLVDPAGNAFFSTGVDNIRL 490

                    ********* ************************ ***********************************

Agarivorans sp. 472 QDTYTMTGVSSDAESESALRQSMFTEIPSDYVNENYGPVHSGPVSQGQAVSFYANNLITRHASEDVWRDI 541

Vibrio sp.      491 QDTYTMTGVSSDAESESALRQSMFTEIPSDYVNENYGPVHSGPVSQGQAVSFYANNLITRHASEDVWRDI 560

                    **********************************************************************

그림 [2-18]3. 클로닝된 Agarivorans  sp. JA-1 유래 베타 아가라제 생체 매의 염기서열과 

Vibrio sp. 유래 베타 아가라제 생체 매의 염기서열 간의 상동성 분석
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Agarivorans sp. 542 TVKRMKDWGFNTLGNWTDPALYANGSVPYVANGWSTSGADRLPVKQIGSGYWGPLPDPWDANFATNAATM 611

Vibrio sp.      561 TVKRMKDWGFNTLGNWTDPALYANGDVPYVANGWSTSGADRLPVKQIGSGYWGPLPDPWDANFATNAATM 630

                    ************************* ********************************************

Agarivorans sp. 612 AAEIKAQVEGNEEYLVGIFVDNEMSWGNVTDVEGSRYAQTLAVFNTDGTDATTSPAKNSFIWFLENQRYT 681

Vibrio sp.      631 AAEIKAQVEGNEEYLVGIFVDNEMSWGNVTDVEGSRYAQTLAVFNTDGTDATTSPAKNSFIWFLENQRYT 700

                    **********************************************************************

Agarivorans sp. 682 GGIADLNAAWGTDYASWDAMRPAQELAYVAGMEADMQFLAWQFAFQYFNTVNTALKAELPNHLYLGSRFA 751

Vibrio sp.      701 GGIADLNAAWGTDYASWDATSPAQELAYVAGMEADMQFLAWQFAFQYFNTVNTALKAELPNHLYLGSRFA 770

                    *******************  *************************************************

Agarivorans sp. 752 DWGRTPDVVSAAAAVVDVMSYNIYKDSIAAADWDADALSQIEAIDKPVIIGEFHFGALDSGSFAEGVVNA 821

Vibrio sp.      771 DWGRTPDVVSAAAAVVDVMSYNIYKDSIAAADWDADALSQIEAIDKPVIIGEFHFGALDSGSFAEGVVNA 840

                    **********************************************************************

Agarivorans sp. 822 TSQQDRADKMVKFFESVNAHKNFVGAHWFQYIDSPLTGRAWDGENYNVGFVSNTDTPYTLMTDAAREFNC 891

Vibrio sp.      841 TSQQDRADKMVSFYESVNAHKNFVGAHWFQYIDSPLTGRAWDGENYNVGFVSNTDTPYTLMTDAAREFNC 910

                    *********** *.********************************************************

Agarivorans sp. 892 GMYGTDCSSLSNATEAASRAGELYTGTNIGVSHSGPEAPDPGEPVDPPIDPPTPPTGGVTGGGGSAGWLS 961

Vibrio sp.      911 GMYGTDCSSLSNATEAASRAGELYTGTNIGVSHSGPEAPDPGEPVDPPIDPPTPPTGGVTGGGGSAGWLS 980

                    **********************************************************************

Agarivorans sp. 962 LLGLAGVFLLRRRKV 976

Vibrio sp.      981 LLGLAGVFLLRRRKV 995

                    ***************

그림 [2-18]4. 

Agarivorans  sp. JA-1 유래 베타 아가라제 생체 매의 아미노산서열과Vibrio  sp. 유래 베타 

아가라제 생체 매의 아미노산서열 간의 상동성 분석

그림 [2-18]5. 베타 아가라제의 발 을 유도하는 물질인 IPTG의 첨가 여부, 첨가 농도  IPTG 첨

가 후에 배양온도의 차이에 따른 발 량의 차이를 분석 (화살표는 발 된 베타 아가라제의 치를 

나타냄).
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그림 [2-18]6. 정제된 재조합 베타 아가라제의 온도에 따른 한천 이트의 분해 활성

(Assay condition: 50 mM TAPS (pH 8.0) containing no metal, 0.1 M NaCl, 10 mM 

CaCl2 or both metals (0.1 M NaCl and 10 mM CaCl2) on 1.2% agar plates. Reaction 

at 30℃, 40℃, or 60℃ for 2 hr. X1, X10, and X100 indicate enzyme dilution rates)

표 [2-18]1. 베타 아가라제의 정제표.

1 U: 1 mmol of reducing sugar as D-galactose per min

Assay condition: 50 mM TAPS (pH 8.0) containing 0.1 M NaCl, 10 mM CaCl2, and 

0.1% agar. Reaction at 40℃ for 30 min

그림 [2-18]7. 정제된 재조합 베타 아가라제의 반응최 온도

(Assay condition: 50 mM TAPS (pH 8.0) containing 0.1 M NaCl, 10 mM CaCl2, and 

0.1% agar. Reaction at each temperature for 30 min)
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그림 [2-18]8. 정제된 재조합 베타 아가라제의 반응최 pH

(Assay condition: 100 mM sodium acetate (pH 3.6-5.0), 20 mM sodium phosphate (pH 

4.9-8.1), 50 mM Glycine NaOH (8.04-10.0) containing 0.1 M NaCl, 10 mM CaCl2, and 

0.1% agar. Reaction at 40℃ for 30 min)

그림 [2-18]9. 정제된 재조합 베타 아가라제의 열안정성

(Assay condition: 50 mM TAPS (pH 8.0) containing 0.1 M NaCl, 10 mM CaCl2, and 0.1% agar. 

Reaction at each temperature for 30 min after heat treatments at 50℃ or 70℃ for 1 hr)

그림 [2-18]10. 정제된 재조합 베타 아가라제의 속이온에 따른 활성변화
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그림 [2-18]11. Agarivorans  sp. JA-1의 agar 유무에 따른 성장양상과 아가라제 생체

매 활성 (Cell growth : ○ without agar, ● 0.2% (w/v) agar, Enzyme activity : △ 

without agar, ▲ 0.2% (w/v) agar)
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그림 [2-18]12. Agarivorans  sp. JA-1의 agar 농도에 따른 성장양상
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그림 [2-18]13. Agarivorans  sp. JA-1의 각 탄소원별 성장양상
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그림 [2-18]14. Agarivorans  sp. JA-1의 생물배양기에서의 성장양상과 베타 아가라제 생

체 매 활성 (Cell growth : ▲,  Enzyme activity : ●)
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그림 [2-18]15. Agarose 농도별 베타 아가라제 생체 매 정제능

(Agarose & agar : □,  Agarose adhension : ■)

그림 [2-18]16. β-agarase 유 자를 Bacillus subtilis용 vector에 삽입하기 한 유 자 증폭

- β-agarase유 자를 증폭하기 해 oligo DNA(forward 5'-GAA TTC CAT ATG 

GCT GCT ACC TTA GTA GTG ACC-3'와 reverse 5'-GGA TCC TAC TCG 

AGC ACT TTA CGA GCT CTT-3')을 제작

- 클로닝 된 pTXB1-A_sp_β-agaraseE31 라스미드를 주형(template)으로 사용하여 

PCR 수행

- PCR을 행한 결과 약 3.0 kb의 증폭된 β-agarase 유 자 단편을 확인

그림 [2-18]17. 재조합 DNA의 확인  B. subtilis용 발  vector(pLip)에 삽입하기 해 

β-agarase 유 자 추출

- 증폭된 β-agarase 유 자를 pGEMT easy vector에 삽입하고 재조합된 벡터를 

pGEMTe-A_sp_β-agaraseE87라 명명
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- pGEMTe-A_sp_β-agaraseE87을 제한효소 EcoRI, BamHI, DraI으로 단하여 약 3 

kb 길이의 β-agarase 유 자 단편을 확인하고 아가로스 겔로부터 추출  정제

그림 [2-18]18. pLip vector에 베타 아가라제 유 자의 클로닝

- B. subtilis속 세균용 발 벡터인 pLip vector의 EcoRI-BamHI부 에 β-agarase 유

자를 삽입하고 이를 pLip-A_sp-β-agaraseE87라 명명

- pLip-A_sp-β-agaraseE87을 제한효소  EcoRI, BamHI으로 단하여 삽입된 약 3 kb 

길이의 β-agarase 유 자 단편을 확인

그림 [2-18]19. B. subtilis 세포에 재조합 DNA를 형질 환하여 발  시스템 완성  

발 조건 검토

- β-agarase의 생산을 한 발  라스미드인 pLip-Asp_bagaE87을 숙주균인 B. 

subtilis 168, B. subtilis ISW12114, B. subtilis BB104에 형질 환시켜 Agarivorans 

sp. JA-1 유래의 β-agarase 생체 매의 분비형 발 을 한 형질 환체 확보

- β-agarase 생체 매의 발  여부를 확인하기 해 B. subtilis 168, B. subtilis 

ISW12114, B. subtilis BB104의 형질 환체를 각각 4 ml LB broth(kanamycine 10㎍

/ml)에 배양액 1%를 종하여 시간별로 배양액을 회수한 후 원심분리(14,000rpm)를 

god하여 상층액만 회수하여 발 량을 분석

- 회수한 상층액들을 SDS-PAGE상에서 β-agarase생체 매의 발  여부를 확인한 결과 

B. subtilis ISW12114의 형질 환체를 9시간 배양하 을 때 가장 많은 생체 매가 생

산되는 것을 확인(화살표는 발 된 β-agarase의 분자량 치를 나타냄)
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그림 [2-18]20. β-agarase의 분비형 발  조건확립

- β-agarase의 분비형 발  조건과 량생산을 한 조건을 확립하기 해 배양시간과 

배양액의 용량에 따른 발 량의 차이를 분석함

- 확보된 pLip-A_sp-β-agaraseE87를 운반하는 B. subtilis ISW12114균을 각각 4, 50, 

100, 1000ml LB broth(kanamycine 10㎍/ml)에 배양액 계 배양 한 후 37℃ 배양시간

을 달리하여 배양하여 상층액을 회수

- 회수한 상층액들을 SDS-PAGE상에서 β-agarase생체 매의 발  여부를 확인한 결과 

1000ml 배양액  13시간 동안 배양한 것을 제외하고 모든 조건에서 β-agarase가 발  

되는 것을 확인

- 이러한 결과를 토 로 배양액에서 세포 괴없는 베타 아가라제 회수법을 확립함으로

써 보다 간편한 방법으로 β-agarase생체 매를 량으로 생산이 가능함을 확인

표 [2-18]2. Bacillus에서 발 되어 생산된 β-agarase 분석

- 1 U: 1 mmol of reducing sugar as D-galactose per min 

Assay condition: 50 mM TAPS (pH 8.0) containing 0.1 M NaCl, 10 mM CaCl2, and 

0.1% agar. Reaction at 40℃ for 30 min
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그림 [2-18]21. 베타 아가라제를 이용한 neoagarooligosaccharides의 생산 조건 검토

- 베타 아가라제와 agarosr를 50 mM TAPS buffer(pH 8.0, 0.1M NaCl, 10mM CaCl2) 

완충용액에서 45℃, 시간 별로 반응시킨 후, silica gel 60 TLC plate로 분석

- 표 물질로 neoagarohexaose와 neoagarotetraose를 사용

- 분해산물의 TLC 분석 결과 반응시간 0.2시간부터 서서히 분해되기 시작하여 반응시작 

1시간 후에는 agarose 거의 다 분해되었고 24시간 ,후에는 완 히 분해되었음을 확인

- 표 물질인 neoagarohexaose와 neoagarotetraose에 베타 아가라제를 첨가하여 동일한 

조건으로 반응한 결과 neoagarotetraose와 neoagarobiose가 생산되었음

- 표 산물과 비교한 결과 agarose는 베타 아가라제에 의해 분해되어 neoagarotetraose

와 neoagarobiose가 생산되었음을 확인

그림 [2-18]22. 베타 아가라제를 이용한 neoagarooligosaccharides의 생산 조건 검토

- 베타 아가라제와 agarose 는 neoagarohexaose를 완충용액 50mM TAPS buffer, 

H2O, 20mM Tris buffer, 50mM Tris buffer(pH 8.0, 0.1M NaCl, 10mM CaCl2)에서 

45℃, 24시간 동안 반응시킨 후, silica gel 60 TLC plate 로 분석

- 표 물질로 neoagarohexaose와 neoagarotetraose를 사용

- 분해산물의 TLC 분석 결과 agarose 와 neoagarohexaose 모두 TAPS buffer에서는 모

두 neoagarotetraose와 neoagarobiose로 분해가 되었고 50mM Tris buffer는 약 80%,, 

20mM Tris buffer는 약 60%, H2O는 약 40%의 수득율을 나타냄
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(a)                                               (b)

  

그림 [2-18]23. neoagarooligosaccharides의 최  생산 조건 확립  량생산

- 조건 검토의 결과를 분석하여 최 조건인 완충용액 TAPS buffer(pH 7.8, CaCl2 0.1M, 

NaCl 100mM)에 36g Agar를 첨가한 반응액을 90℃에서 가열하여 Agar를 녹인 후 5

0℃, 50 rpm에서 반응액을 충분히 식힌 후 β-agarase생체 매를 첨가하고 24시간 반응

- 24시간 반응된 반응액을 45℃에서 충분히 식힌 후 β-agarase생체 매를 첨가하고 24시간 

반응(a)

- 분해산물을 TLC 분석한 결과 부분의 Agar는 neoagarotetraose와 neoagarobiose로 

분해되어 5% agar를 이용하여 neoagarooligosaccharides를 생산(b)

그림 [2-18]24. neoagarooligosaccharides의 항균활성 측정

- E. coli와 B. subtilis균을 4ml LB배지에 1%농도가 되도록 종하고 

neoagarooligosaccharides를 0%, 0.75%, 1.5% 씩 첨가하여 시간별로 OD 측정

- 생산된 neoagarooligosaccharides(neoagarotetraose와 neoagarobiose)의  E. coli와 B. 

subtilis균에 한 항균활성을 측정한 결과 E. coli와 B. subtilis균 모두의 생장이 해되

었고 특히 B. subtilis는 E. coli에 비하여 생장이 많이 해되어 높은 항균활성을 나타냄

- 첨가된 neoagarooligosaccharides의 농도별로 비교, 분석한 결과 neoagarooligosaccharides

의 농도가 높을수록 E. coli와 B. subtilis균 모두 높은 생육 해활성을 나타내는 것으로 

보아 생산된 neoagarooligosaccharides가 세균에 한 항균활성을 지니는 것으로 단함
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그림 [2-18]25. neoagarooligosaccharides의 미백활성 측정

- 생산된 neoagarobiose의 B16F10 멜라노마 세포에 한 멜라닌 생합성 해활성 측정

- B16F10 멜라노마 세포에 멜라닌 색소포자극호르몬(α-MSH)를 첨가한 후 kojic acid, 

abotin, neoagarohexaose, neoagarobiose를 최종농도 0, 0.1, 1, 10, 100㎍/ml이 되도록 

첨가하여 48시간동안 배양한 뒤 멜라닌 생합성 해여부를 확인

그림 [2-18]26. 한천분해균주의 분리  배양 

- 호미곶 연안 해역의 해수 시료에서 한천분해활성에 의한 한천분해로 한천무기염 평  

배지를 함몰시키는 한천 분해능이 우수한 균주를 선별

- 분리한 균주들을 0.2% (w/v)의 한천을 포함한 marine broth 2216 한천배지에서 25℃, 

250 rpm에서 60시간 진탕 배양한 후 배양액의 환원당 값을 측정하여 선별된 균주의 

한천분해능을 검토하 으며 가장 분해능이 우수한 균주인 SL-5를 최종 으로 선정

○ 한천분해 균주의 동정 

- 한천분해능을 가진 분리 균주들을 무기염 한천배지  marine broth 2216 한천배지에

서 배양하면서 분해능이 가장 우수한 SL-5 균주를 선별 한 후  분해균주의 동정을 

하여 16S rDNA 염기서열분석을 실시함

- 분석된 염기서열은 Blast를 사용하여 공시균주와 유사도를 검토하고 계통분류학  

치를 악한 결과 Gamma-proteobacteria인 Thalassomonas agarivorans와 가장 높은 

유사도(96%)를 보 으므로 Thalassomonas sp. SL-5로 속으로 동정함
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그림 [2-18]27. 한천 농도와 배양 온도에 따른 분리균주의 성장

- 분리한 Thalassomonas sp. SL-5 균주를 5 ml의 marine broth 2216 배지로 배양하

을 때 (27℃, 37℃, 250 rpm) 보이는 생육양상

- 한천을 첨가하지 않아도 세균의 성장이 찰되었지만 성장속도가 매우 느렸고 한천

분해활성/세포농도 (unit/l/OD600)는 한천이 존재할 경우 배양 3일째에 가장 높은 수

치를 나타냈으며 한천농도가 증가함에 따라 세균성장도 증가하 지만 0.2%의 한천

농도가 가장 효율 인 것으로 확인되었음

그림 [2-18]28. 한천 농도와 배양 온도에 따른 분리 균주의 한천분해생체 매 생산

- Marine broth 2216 배지 50 ml에 순수분리 한 SL-5 균주를 종한 후 shaking 

incubator를 이용하여 27℃, 250 rpm에서 3일 동안 진탕 배양

- 배양액을 원심분리하고 (12000 ×g, 4℃, 10 min) 균체를 제거한 후 얻어진 상층액을 조효소액으로 사용

- 배지에 한천을 첨가하지 않아도 한천분해생체 매의 활성이 찰되었지만 한천의 농도

가 높아짐에 따라 생체 매활성도 높아졌으며 37℃에 비해 27℃에서 배양한 경우 생체

매활성이 더 높은 것으로 나타남
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그림 [2-18]29. 분리균주의 성장에 따른 한천분해생체 매 생산

- 0.2%의 한천이 첨가된 50 ml의 marine broth 2216 배지에서 배양하 을 때 (27℃, 250 

rpm) 보이는 생육양상과 한천분해생체 매 활성. (■ agarase activity [units/l], □ cell 

growth [OD600])

- 성장양상과 한천분해활성은 5 ml의 marine broth 2216 배지의 경우와는 달리 배양 2

일째까지 뚜렷한 변화를 나타내지 않았고 이후에도 5 ml 배지를 이용한 배양결과와는 

차이를 보 는데, 이는 아마 배양 환경의 차이에 의한 결과로 단되어짐

- 한천분해활성은 세포농도에 비례하는 것으로 나타났으며 한천분해활성은 세균성장 속

도가 감소됨에 따라 비율도 감소하는 것으로 나타난 것으로 보아 한천분해생체 매는 

성장의존성 산물(growth-related product)로 단되어짐

그림 [2-18]30. 한천분해 생체 매의 활성 최 온도

- 표  기질용액으로는 0.2%의 agar(w/v)가 포함된 20 mM sodium phosphate (pH 7.0) 

완충용액을 이용

- 기질용액을 탕가열한 후 20 ～ 80℃의 온도별로 냉각

- 완충용액 1.0 ml에 조효소액 0.5 ml을 첨가하여 30분간 반응시킨 후 생체 매활성을 측정

- 한천분해활성은 40℃에서 363 units/L로 최고치를 나타냈으며 30℃에서도 유사한 수치로 나타남

- 40℃의 반응온도에서 나타난 생체 매활성을 100%로 하 을 때 50℃에서 91% , 60℃

에서 82%, 70℃에서 78%의 잔존활성을 나타냈으며 80℃까지 66%의 활성을 가짐
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그림 [2-18]31. 한천분해 생체 매의 열안 성

- 70℃에 조효소액을 시간별로 노출시킨 후에 나타나는 활성을 보면 노출 15분 후에 

76%, 30분 후에 54% 등 격하게 활성이 떨어지는 것으로 나타나 본 생체 매가 내

열성은 가지지는 않는 것으로 생각되어짐

그림 [2-18]32. pH에 따른 한천분해 생체 매의 활성

- 한천이 포함된 (0.2% w/v) 완충용액을 탕가열한 후 40℃까지 냉각 후 반응수조를 

이용하여 온도를 유지하면서 완충용액 1.0 ml에 조효소액 0.5 ml을 첨가하여 30분간 

반응시킨 후 생체 매활성을 측정(● 100 mM sodium acetate, pH 3.6-5.0; ○ 20 mM 

sodium phosphate, pH 4.9-7.8; ▲ 50 mM Glycine NaOH, pH 7.8-10.0)  

- 사용한 완충용액과 pH  20 mM sodium phosphate 완충용액에서 pH 7.0에서 최고의 

활성을 나타내며 pH 6.0에서 90% 이상, pH 5.0에서 80% 정도가 유지되는 반면 pH 

7.8에서는 60% 정도의 활성을 나타냄 

- 따라서 본 한천분해생체 매는 성과 약산성 범 에서 높은 활성을 보이는 것으로 확인

그림 [2-18]33. 한천올리고당 가수분해산물의 thin-layer chromatography (TLC) 분석
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- 조효소액과 neoagarohexaose를 20 mM sodium phosphate (pH 7.0) 완충용액에서 4

0℃, 48시간 반응시킨 후, silica gel 60 TLC plate 로 분석

- 표 물질로 neoagarohexaose와 neoagarotetraose를 사용

- Neoagarohexaose를 기질로 사용하면 β-agarase는 neoagarotetraose와 neoagarobiose

가 생성되고 α-agarase는 agaropentose와 agarotriose가 생성되는데  Thalassomonas 

sp. SL-5 균주의 한천분해생체 매는 분해산물의 TLC 분석 결과, neoagarotetraose와 

neoagarobiose를 생산하는 것으로 나타나 β-agarase인 것으로 확인

- 본 연구의 결과로 확보된 β-agarase 생성 균주 Thalassomonas sp. SL-5와 본 연구진

이 이미 확보한 β-agarase 생성 해양성 균주인 Agarivarans sp. JA-1 균주를 이용하

여 기능성 한천올리고당의 산업  생산이 가능할 것으로 기 되어짐

그림 [2-18]34. 회분식 배양에서 한천 농도에 따른 Agarivorans sp.  JA-1의 생장 (●; 

without agar, ○; 0.2% agar, ▲; 0.4% agar, △; 0.6% agar) 

그림 [2-18]35. 회분식 배양에서 탄소원 종류에 따른 Agarivorans sp. JA-1의 생장 (●; 

without agar, ○; agar, ▲; fructose, △; galactose, ■; sucrose, □; glucose)

그림 [2-18]36. 회분 배양에서 Agarivorans sp.  JA-1의 성장과 한천 농도 감소 (●; agar 

concentration, ○; cell)
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그림 [2-18]37. 한천 농도에 따른 한천 용액의 도

그림 [2-18]38. Agarivorans sp.  JA-1의 배양시간에 따른 한천농도와 

배양액의 도 변화 (●; growth , ▲: viscosity, ■; agar 

concentration)

그림 [2-18]39. 유가식 배양에서 Agarivorans  sp. JA-1의 생장 변화 양상

                 - 화살표 A; 한천추가, B; 한천추가, C; marine broth 추가 

(●; agar, ▲; marine broth)
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그림 [2-18]40. 유가식 배양에서 Agarivorans sp. JA-1의 한천분해 생체 매 활성 

변화 양상 

                - 화살표 A; 한천추가, B; 한천추가, C; marine broth 추가 

               (●; agar, ▲; marine broth)

A B C D EA B C D EA B C D E

그림 [2-18]41. Agarivorans sp. JA-1의 배양시간에 따른 한천분해 산물의 

TLC분석

                - A; neoagarotetraose (1mg/mL), B; neoagarohexaose (1mg/mL) 

                - C; 12h, D; 15h, E; 18h

그림 [2-18]42. 베타 아가라제 생체 매 고정을 한 calcium-alginate bead 

생산의 모식도 

                - 1; 생체 매 용액, 2; Na-alginate 용액, 3; Peristalitc pump. 

4; CaCl2 용액, 5; Syringe, 6; ddH2O 세척, 7; 고정된 생체 매

를 TAPS buffer에 보 .
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그림 [2-18]43. dropping method에 의한 bead 생산 모식도

              - 1; Air outlet, 2; Air flow meter, 3; Syringe, 4; Control 

cock, 5; Silicon tube, 6; Peristaltic pump, 7; Mixed solution, 8; 

Air compressor, 9; Gelling solution.

그림 [2-18]44. Packed-bead 반응기 모식도

그림 [2-18]45. 고정된 베타 아가라제의 pH에 따른 활성

              - 반응 조건: TAPS buffer, pH 7.8 at 30℃.  

              - ■; free biocatalyst, ●; Na-alginate + biocatalyst, 

                ○; CaCl2 + biocatalyst 
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그림 [2-18]46. 고정된 생체 매와 고정하지 않은 생체 매의 활성 비교  

                    - 반응 조건: TAPS buffer, pH 7.8 at 30℃. 

                    - ■; free biocatalyst ●; Na-alginate + biocatalyst, 

                      ○; CaCl2 + biocatalyst

그림 [2-18]47. 온도에 따른 고정된 생체 매와 고정하지 않은 생체 매의 활성 비교

              - 반응 조건: TAPS buffer, pH 7.8 at 30℃

              - ■; free biocatalyst, ●; Na-alginate + biocatalyst, 

                ○; CaCl2 + biocatalyst

○ 해양심해  메타게놈 유래 신규 분해 생체 매

그림 [2-18]48. 클로닝된 신규 단백질 분해 생체 매 유 자의 DNA 염기서열 분석
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- 로테아제( 분해 생체 매) 클론의 핵산 서열(Nucleotide sequence)  상기 생체

매의 추론된 아미노산 서열(amino acid sequence)을 나타냄

- 로테아제 유 자  인  부 (its flanking regions)의 핵산서열과 추론된 아미노산서열

(amino acid sequence)은 핵산서열아래 있는 1 자 코드(single-letter code)로 표시 하

으며, 아연 의존성 메탈로 로테아제(zinc-dependent metalloprotease)의 활성부 (active 

site) 내에 있는 보존서열(conserved sequence)은 을 그어 표시 하 고, 몇몇의 독특한 

제한부 도 표시 됨

그림 [2-18]49.  E. coli    DH5α  숙주에서의 단백질 분해 생체 매 발을 한  

벡터(pES63H9pro-MIC)의 구축

- 라스미드 pUC에 추가하여, 542 bp 내지 546 bp의 크기를 갖는 로모터  pTXB3

의 NcoI  BamHI 사이에 해당하는 853 bp의 MxeIntein chitin binding domain 

(CBD) 단편을 포함하는 발  벡터를 구축하는 과정

- 구축된 발 벡터 pES63H9pro-MIC의 그림이며, 크기는 약 4.1kb정도임

  

그림 [2-18]50. 구축된  발  벡터(pES63H9pro-MIC)와 단백질 분해 생체 매 유 자의 재조합
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- pUC-ES63H9에서 로테아제 유 자를 증폭하고 구축된 발 벡터인 pES63H9pro-MIC

와 재조합되는 과정의 모식도

- 로테아제 유 자와 구축된 발 벡터의 재조합 결과를 나타내는 모식도이며, 

pES63H9pro-ES63H9-MIC 라 명명 하 고, 크기는 약 5.2 kb임

그림 [2-18]51. 재조합된 신규 분해 생체 매의 생산과 정제

- 재조합 라스미드 pES63H9pro3-ES63H9-MIC를 만들어 E. coli 숙주세포를 사용하여 로테아

제를 발 시키고, 이를 affinity column을 이용하여 정제를 행한 결과를 SDS-PAGE를 통해 확인 

- 화살표는 정제된 분해 생체 매를 나타내며 약 39 kDa의 분자량을 나타냄

그림 [2-18]52. 정제된 생체 매의 최  활성 온도   pH 측정

- 그림 4-5-A는 로테아제의 활성을 온도별로 측정한 결과로 50℃에서 활성이 가장 높은 것으로 확인

- 그림 4-5-B는 로테아제의 활성을  pH별로 측정한 결과로 pH 7에서 활성이 가장 높은 것으로 확인

그림 [2-18]53. 신규 생체 매의 용해활성 측정(fibrinolytic assay)
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Metal ion or reagent Concentration Relative activity (%)

None 100

CoCl2 1mM 280

CaCl2 1mM 200

MgCl2 1mM 20

NiSO4 1mM 140

CuSO4 1mM 100

ZnSO4 1mM 80

FeSO4 1mM 100

EDTA 1mM 27

EGTA 1mM 21

1,10-phenanthroline 1mM 55

2-Mercaptoethanol 1mM 12

DTT 1mM 4

SDS 0.05% 9

Guanidine hydrochloride 0.5M 22

PMSF 1mM 104

- 시간에 따른  가수분해 정도를 SDS-PAGE 로 확인

- 정제된 생체 매는 37 ℃에서 1시간 동안 반응하여 피 린의 α-사슬과 γ-γ-사슬을 완 히 가수분해함

     표 [2-18]3. 재조합 로테아제 생체 매 정제표

- 재조합된 로테아제를 E. coli 숙주세포에서 발 시켜 affinity chromatography 법으

로 정제를 행하 으며, 정제된 로테아제의 specific activity는 3,400 U/mg 이고, 수

율은 4 % 정도이었음

     표 [2-18]4.  생체 매의 단백질  분해에 한 속이온  시약의 향

- 로테아제 생체 매 활성은 Co
2+
, Ca

2+ 
 Ni

2+ 
이온에 의하여 증진되었으나, Mg

2+
  

Zn2+ 이온에 의하여 해되었음. 한 메탈로 로테아제 해제(metalloprotease 

inhibitor)인 1 mM EDTA, EGTA  1,10-페난트롤린(1,10-phenanthroline)에 의해 

해되고, 0.05% SDS 에 의해 쉽게 변성되었고, 0.5 M 구아니딘 염산(0.5 M guanidium 

hydrochloride)에 의해 강하게 해되었다. 그러나, 세린 로테아제 해제(serine 

protease inhibitor)인 PMSF 는 신규 생체 매의 활성에 어떠한 향을 미치지 못함
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(1) Agarivorans sp. JA-1 유래 β-agarase 생체 매의 Bacillus subtilis DB104에서의 분비발

그림 [2-18]54. Agarivorans  sp. JA-1 유래 β-agarase 생체 매의 

Bacillus subtilis DB104에서의 분비발

- β-agarase의 생산을 한 발  라스미드인 pLip-Asp_bagaE87을 숙주균인 B. 

subtilis DB104에 형질 환시켜 Agarivorans  sp. JA-1 유래의 β-agarase 생체 매의 

분비형 발 을 한 형질 환체 확보

- β-agarase 생체 매의 발  여부를 확인하기 해 B. subtilis BB104의 형질 환체를 

500 ml LB broth(kanamycine 10㎍/ml)에 배양액 1%를 종하여 9시간 배양하고 배양

액을 회수한 후 원심분리(14,000rpm)를 god하여 상층액만 회수하여 발 량을 분석

- 회수한 상층액을 SDS-PAGE상에서 β-agarase생체 매의 발  여부 확인

      표 [2-18]5. Bacillus에서 발 되어 생산된 β-agarase 분석

Total protein (mg/L) Total activity (U) Specific activity (U/mg)

360 72,360 201

- 1 U: 1 mmol of reducing sugar as D-galactose per min. Assay condition: 50 mM 

TAPS (pH 8.0) containing 0.1 M NaCl, 10 mM CaCl2, and 0.1% agar. Reaction at 

40℃ for 30 min

  (2) neoagarooligosaccharides의 최  생산 조건 확립  량생산

 (a)                                            (b)

          

그림 [2-18]55. neoagarooligosaccharides의 최  생산 조건 확립  량생산
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- 조건․검토의 결과를 분석하여 최 조건인 완충용액 TAPS buffer(pH 7.8, CaCl2 0.1M, 

NaCl 100mM)에 36g Agar를 첨가한 반응액을 90℃에서 가열하여 Agar를 녹인 후 50℃, 

50 rpm에서 반응액을 충분히 식힌 후 β-agarase생체 매를 첨가하고 24시간 반응

- 24시간 반응된 반응액을 45℃에서 충분히 식힌 후 β-agarase생체 매를 첨가하고 24시간 반응 (a)

- 분해산물을 TLC 분석한 결과 부분의 Agar는 neoagarotetraose와 neoagarobiose로 

분해되어 5% agar를 이용하여 neoagarooligosaccharides를 생산 (b)

그림 [2-18]56. neoagarooligosaccharides의 미백활성 측정

- 생산된 neoagarooligosaccharides의 B16F10 멜라노마 세포에 한 멜라닌 생합성 해활성 측정

- B16F10 멜라노마 세포에 멜라닌 색소포자극호르몬(α-MSH)를 첨가한 후 kojic acid, 

abotin, neoagarohexaose, neoagarooligosaccharides를 최종농도 0, 0.1, 1, 10, 100㎍/ml

이 되도록 첨가하여 48시간동안 배양한 뒤 멜라닌 생합성 해여부 확인

그림 [2-18]57. neoagarooligosaccharides의 tyrosinase 억제 효과 확인

- 생산된 neoagarooligosaccharides의 B16F10 멜라노마 세포에 한 tyrosinase 해활성측정

- B16F10 멜라노마 세포에 멜라닌 색소포자극호르몬(α-MSH)를 첨가한 후 kojic acid, 

abotin, neoagarohexaose, neoagarooligosaccharides를 최종농도 0, 0.1, 1, 10, 100㎍/ml

이 되도록 첨가하여 48시간동안 배양한 뒤 tyrosinase 억제 효과 확인
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그림 [2-18]58. neoagarooligosaccharides의 흑색종 세포  정상 세포에 한 무독성 확인

- 생산된 neoagarooligosaccharides의 B16F10 멜라노마 세포  정상세포(mouse spleen 

cell)에 한 세포 독성 유무 측정

- B16F10 멜라노마 세포에 멜라닌 색소포자극호르몬(α-MSH)를 첨가한 후 kojic acid, 

abotin, neoagarohexaose, neoagarooligosaccharides를 최종농도 0, 0.1, 1, 10, 100㎍/ml

이 되도록 첨가하여 48시간동안 배양한 뒤 세포 독성 유무 확인 (A)

- Mouce spleen 세포에 멜라닌 색소포자극호르몬(α-MSH)를 첨가한 후 생산된 

neoagarooligosaccharides를 최종농도 0, 0.1, 1, 10, 100㎍/ml이 되도록 첨가하여 48시

간동안 배양한 뒤 세포 독성 유무 확인 (B)

  (3) 생산된 한천올리고당의 정제  미백활성 검증

     (a)                                  (b)

        

그림 [2-18]59. 한천분해 생체 매을 이용하여 한천으로부터 한천올리고당을 생산한 후 

gel filtration을 통해 분리 정제하고 TLC로 분해산물 확인

- 한천분해 생체 매를 이용하여 고가의 아가로스 신 가의 한천으로부터 한천올리고

당 생산 후 gel filtration을 통한 정제를 행함 (a)

- Gel filtration을 통해 정제 후 TLC로 분석한 결과 neoagarotetraose 확인 (b)

- Condition: 50 mM TAPS (pH 8.0) buffer containing 1 mM NaCl and 10 mM CaCl2 

with enzyme and 1% (w/v) agarose. Gal : D-galactose, NA2 : neoagarobiose, NA4 

: neoagarotetraose, NA6 : neoagarohexaose, P : Purified neoagarotetraose
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그림 [2-18]60. 정제된 neoagarotetraose의 미백활성 측정

- 생산된 neoagarotetraose의 B16F10 멜라노마 세포에 한 멜라닌 생합성 해활성 측정

- B16F10 멜라노마 세포에 멜라닌 색소포자극호르몬(α-MSH)를 첨가한 후 kojic acid, 

abotin, neoagarooligosaccharies, neoagarohexaose, neoagarotetraose를 최종농도 0, 0.1, 1, 

10, 100㎍/ml이 되도록 첨가하여 48시간동안 배양한 뒤 멜라닌 생합성 해여부를 확인

그림 [2-18]61. 정제된 neoagarotetraose의 tyrosinase 억제 효과 확인

- 생산된 neoagarotetraose의 B16F10 멜라노마 세포에 한 tyrosinase 해측정 (a)

- B16F10 멜라노마 세포에 멜라닌 색소포자극호르몬(α-MSH)를 첨가한 후 kojic acid, 

abotin, neoagarooligosaccharides, neoagarohexaose, neoagarotetraose를 최종농도 0, 0.1, 1, 

10, 100㎍/ml이 되도록 첨가하여 48시간동안 배양한 뒤 tyrosinase 억제 효과를 확인 (a)

- 생산된 neoagarobiose의 mushroom tyrosinase 억제 효과 활성측정 (b)

- 시험 에 L-tyrosin을 기질로 하여 kojic acid, abotin, neoagarooligosaccharies, 

neoagarohexaose, neoagarotetraose를 최종농도 0, 0.1, 1, 10, 100㎍/ml이 되도록 첨가

하여 1시간동안 방치한 후  mushroom tyrosinase 해활성 확인 (b)
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그림 [2-18]62. 정제된 neoagarotetraose의 흑색종 세포에 한 무독성 확인

- 생산된 neoagarobiose의 B16F10 멜라노마 세포에 한 세포 독성 유무 측정

- B16F10 멜라노마 세포에 멜라닌 색소포자극호르몬(α-MSH)를 첨가한 후 kojic acid, 

abotin, neoagarohexaose, neoagarobiose를 최종농도 0, 0.1, 1, 10, 100㎍/ml이 되도록 

첨가하여 48시간동안 배양한 뒤 세포 독성 유무 확인

그림 [2-18]63. Neoagarotetraose 소재의 미백 화장품 소재 인증 (CTFA)

- 생산된 한천 올리고당을 CTFA (미국화장품 회)에서 승인하는 화장품 소재 등록
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그림 [2-18]64. Neoagarotetraose 소재의 미백 화장품 소재 인증 (CTFA)

- 생산된 한천 올리고당을 CTFA (미국화장품 회)에서 승인하는 화장품 소재 등록

  (4) 해양유래 한천분해 생체 매를 생산하는 균주 Glaciecola sp. SL-12 확보  분리 동정

그림 [2-18]65. 한천분해균주의 분리  배양

- 호미곶 연안 해역의 해수 시료에서 한천분해활성에 의한 한천분해로 한천무기염 평  

배지를 함몰시키는 한천 분해능이 우수한 균주를 선별

- 분리한 균주들을 0.2% (w/v)의 한천을 포함한 marine broth 2216 한천배지에서 25℃, 

250 rpm에서 60시간 진탕 배양한 후 배양액의 환원당 값을 측정하여 선별된 균주의 

한천분해능을 검토하 으며 가장 분해능이 우수한 균주인 SL-12를 최종 으로 선정

○ 한천분해 균주의 동정

- 한천분해능을 가진 분리 균주들을 무기염 한천배지  marine broth 2216 한천배지에

서 배양하면서 분해능이 가장 우수한 SL-12 균주를 선별 한 후  분해균주의 동정을 

하여 16S rDNA 염기서열분석을 실시함

- 분석된 염기서열은 Blast를 사용하여 공시균주와 유사도를 검토하고 계통분류학  

치를 악한 결과 Glaciecola 속과 가장 높은 유사도(98%)를 보 으므로 Glaciecola 

sp. SL-12로 속으로 동정함
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그림 [2-18]66. 한천분해 생체 매의 활성 최 온도

- 표  기질용액으로는 0.2%의 agar(w/v)가 포함된 20 mM sodium phosphate (pH 7.0) 완충용액을 이용

- 한천분해활성은 30℃에서 233 units/l로 최고치를 나타냈으며 30℃의 반응온도에서 나

타난 효소활성을 100%로 하 을 때 40℃에서 80%, 50℃에서 76%, 60℃에서 63%의 

상  활성을 나타냈으며 70℃에서는 28%의 활성을 갖는 것으로 나타냄

그림 [2-18]67. 한천분해 생체 매의 열안 성

- 70℃에 조효소액을 시간별로 노출시킨 후에 나타나는 활성을 보면 노출 15분 후에 

22% 정도로 격하게 활성이 떨어지는 것으로 나타나 본 생체 매가 내열성은 가지지

는 않는 것으로 단됨

그림 [2-18]68. pH에 따른 한천분해 생체 매의 활성

- 한천이 포함된 (0.2% w/v) 완충용액을 탕가열한 후 40℃까지 냉각 후 반응수조를 

이용하여 온도를 유지하면서 완충용액 1.0 ml에 조효소액 0.5 ml을 첨가하여 30분간 

반응시킨 후 생체 매활성을 측정(100 mM sodium acetate, pH 3.6-5.0; 20 mM 

sodium phosphate, pH 4.9-7.8; 50 mM Glycine NaOH, pH 7.8-10.0)

- 사용한 완충용액과 pH  20 mM sodium phosphate 완충용액에서 pH 7.0에서 최고의 

활성을 나타내며 pH 6.0에서 90% 이상, pH 5.0에서 80% 정도가 유지되는 반면 pH 
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7.8에서는 60% 정도의 활성을 나타냄

- 따라서 본 한천분해생체 매는 성과 약산성 범 에서 높은 활성을 보이는 것으로 확인

그림 [2-18]69. 한천올리고당 가수분해산물의 thin-layer chromatography (TLC) 분석

- 조효소액과 neoagarohexaose를 20 mM sodium phosphate (pH 7.0) 완충용액에서 4

0℃, 1~3일간 반응시킨 후, silica gel 60 TLC plate 로 분석

- 표 물질로 neoagarohexaose와 neoagarotetraose를 사용

- 한천분해 생체 매의 분해산물을 TLC로 분석한 결과, 3일 내에 neoagarohexaose를 

모두 분해하여 주로 neoagarobiose를 생산하고(72.7%) 일부 neoagarotetraose도 생산

하는(27.3%) 것으로 나타나 이 생체 매가 β-agarase에 속하는 것을 확인

  (5) Zobellia galactivorans Dsij 유래 변이 β-agarase 생체 매의 내열성 증진 시도

그림 [2-18]70. Zobellia galactivorans Dsij 유래 β-agarase B 생체 매의 

random mutagenesis를 통한 돌연변이 유 자 확보

- 한천분해생체 매 클론의 핵산 서열(Nucleotide sequence)  상기 생체 매의 추론된 

아미노산 서열(amino acid sequence)을 나타냄

- 한천분해생체 매 유 자  인  부 (its flanking regions)의 핵산서열과 추론된 아미노산

서열(amino acid sequence)은 핵산서열아래 있는 1 자 코드(single-letter code)로 표시 하

으며, random mutagenesis를 통해 확보된 돌연변이 생체 매 유 자는 빨간색으로 나타냄
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그림 [2-18]71. Z. galactivorans Dsij 유래 돌연변이 β-agarase AgaB 생체 매의 생산 후에 

affinity column을 이용하여 정제를 행한 결과를 SDS-PAGE를 통해 확인 (화

살표는 정제된 베타 아가라제의 치  분자량(36 kDa)을 나타냄)

- Lane M is size marker, lanes Wild-type, E99K, T307I and E99K-T307I are 

enzymes purified by affinity chromatography.

그림 [2-18]72. Z. galactivorans Dsij 유래 돌연변이 β-agarase AgaB 생체 매의 활성

- (A)은 온도에 따른 생체 매의 활성 측정결과로 45°C에서 최  활성을 나타냈으며, 

40°C에서 측정한 wild-type의 활성을 100%로 하 을 때 돌연변이 생체 매인 

E99K-T307I은 210%로 나타냈으며, E99K은 140%, T307I은 190%로 정도로 나타냄

- (B)은 온도에 따른 열안정성 효과를 나타낸 결과로 40°C에서 측정한 wild-type의 활성

을  100%로 하 을 때 50°C에서 1시간 처리한 경우 돌연변이 생체 매인 

E99K-T307I은 140%로 나타냈으며, E99K은 64%, T307I은 110%로 정도로 나타냄
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그림 [2-18]73. Z. galactivorans  Dsij 돌연변이 β-agarase AgaB 생체 매의 CaCl2 농도에 

따른 매활성

- (A)은 CaCl2 농도에 따른 온도별 생체 매의 활성 측정결과로 45°C, CaCl2의 1 mM  

농도에서 최  활성을 나타냈으며, 40°C, CaCl2의 1 mM 농도에서 측정한 wild-type의 

활성을  100%로 하 을 때 돌연변이 생체 매인 E99K-T307I은 290%이며, wild-type

의 활성 보다 약 2.9배 더 높게 나타냈음

- (B)은  CaCl2 농도에 따른 열안정성 효과를 나타낸 결과로 45°C, CaCl2의 1 mM  농

도에서 측정한 wild-type의 활성을 100%로 하 을 때 55°C에서 1시간 처리한 경우 돌

연변이 생체 매인 E99K-T307I은 210%로 나타냈음

  (6) Methanocaldococcus jannaschii 유래 glycosyl transferase 생체 매 확보  특성 분석

그림 [2-18]74. Methanocaldococcus jannaschii 유래 glycosyl transferase (GTase) 생체 매 확보

- Glycosyl transferase 유 자를 증폭하기 해 oligo DNA (forward 5'-CAT ATG 

GTG GGA GAG ATG GAT AAG C-3'와 reverse 5'-CTC GAG ATG TCC TTT 

CGT ACT AAT TTC-3')을 제작

- Methanocaldococcus jannaschii genomic DNA를 주형(template)으로 사용하여 PCR 수행

- PCR을 행한 결과 약 874 bp의 증폭된 glycosyl transferase 유 자 단편을 확인



- 55 -

그림 [2-18]75. pHCEIIB vector에 glycosyl transferase (GTase) 유 자의 클로닝

- E. coli 세균용 항시 발 벡터인 pHCEIIB vector의 NdeI, XhoI부 에 GTase 유 자

를 삽입하고 이를 pHCEIIB-MJ_sp_GTase라 명명

- pHCEIIB-MJ_sp_GTase을 제한효소 NdeI-XhoI으로 단하여 삽입된 약 874 bp 길이

의 GTase 유 자 단편을 확인

그림 [2-18]76. Glycosyl transferase 생체 매의 생산 후에 정제를 행한 결과를 SDS-PAGE를 

통해 확인 (화살표는 정제된 glycosyl transferase 생체 매의 치  분자량(32 

kDa)을 나타냄)

그림 [2-18]77. Methanocaldococcus jannaschii 유래 glycosyl transferase (GTase) 생체 매의 특성분석

- 온도에 따른 glycosyl transferase 생체 매의 활성 측정 결과(A),  80℃에서 최  활

성이 나타냈음(A)

- pH에 따른 활성을 측정한 결과 pH 8.0에서 최  활성이 보 음(B)
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 (7) Thermotoga maritima 유래 xylose isomerase  생체 매 확보  특성 분석

그림 [2-18]78. Thermotoga maritima 유래 고온성 xylose isomerase  생체 매 확보

- Xylose isomerase 유 자를 증폭하기 해 oligo DNA (forward 5'-GCG ATG GCA 

GAA TTT TTC CCA G-3'와 reverse 5'-GCG GCC GCC CCT CAG TTC TGC 

TAT TGT CTT C-3')을 제작

- Thermotoga maritima의 genomic DNA를 주형(template)으로 사용하여 PCR 수행

- PCR을 행한 결과 약 1335 bp의 증폭된 xylose isomerase 유 자 단편을 확인

그림 [2-18]79. pTXB1 vector에 xylose isomerase 유 자의 클로닝

- E. coli 세균용 발 벡터인 pTXB1 vector의 NdeI, XhoI부 에 xylose isomerase 유

자를 삽입하고 이를 pTXB1-TM_sp_XIsomerase라 명명

- pTXB1-TM_sp_XIsomerase을 제한효소 NdeI-XhoI으로 단하여 삽입된 약 1335 bp 

길이의 xylose isomerase 유 자 단편을 확인
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그림 [2-18]80. Xylose isomerase 생체 매의 생산 후에 정제를 행한 결과를 

SDS-PAGE를 통해 확인 (화살표는 정제된 xylose isomerase 

생체 매의 치  분자량(48 kDa)을 나타냄)

그림 [2-18]81. Thermotoga maritima 유래 고온성 xylose isomerase 생체 매의 특성분석

- 온도에 따른 xylose isomerase 생체 매의 활성 측정 결과 (A),  90℃에서 최  활성

을 나타냈음 (A)

- pH에 따른 활성을 측정한 결과 pH 8.0에서 최  활성이 보 음 (B)

  (8) Thermotoga maritima 유래 xylose isomerase 생체 매를 이용한 사포닌의 기능증진

그림 [2-18]82. 생리활성 물질인 saponin에 xylose isomerase 생체 매 처리후의 항암활성 측정

- 사람유래의 장암 세포인 AGS cell에 saponin  saponin을 xylose isomerase 생체

매 처리후의 항암활성 결과, sponin을 xylose isomerase 생체 매 처리후가 saponin만 

처리 한 것보다 약 2배정도의 항암활성 결과가 보임



- 58 -

그림 [2-18]83. 생리활성 물질인 saponin에 xylose isomerase 생체 매 처리후의 항암활성 측정

- 사람유래의 결장암 세포인 HT-29 cell에 saponin  saponin을 xylose isomerase 생체

매 처리후의 항암활성 결과, saponin을 xylose isomerase 생체 매 처리후가 

saponin 만 처리 한 것보다 약 2배정도의 항암활성 결과가 보임

  (9) Thermus caldophilus 유래 4-α-glucanotransferase 생체 매 확보  특성 분석

그림 [2-18]84. Thermus caldophilus 유래 4-α-glucanotransferase (4αGTase)생체 매 확보

- 4-α-glucanotransferase 유 자를 증폭하기 해 oligo DNA (forward 5'- GAA TTC 

ATG GAG CTT CCC CGC GCT TTC -3'와 reverse 5'- AAG CTT CTA GAG 

CCG TTC CGT GGC CTC C-3')을 제작

- Thermus caldophilus의 genomic DNA를 주형(template)으로 사용하여 PCR 수행

- PCR을 행한 결과 약 1,503 bp의 증폭된 4-α-glucanotransferase 유 자 단편을 확인

그림 [2-18]85. pHCEIIB vector에 4-α-glucanotransferase 유 자의 클로닝



- 59 -

- E. coli  세균용 발 벡터인 pHCEIIB vector의 NdeI, XhoI부 에 4-α

-glucanotransferase 유 자를 삽입하고 이를 pHCEIIB-TC_sp_4aGTase라 명명

- pHCEIIB-TC_sp_4aGTase을 제한효소 NdeI-XhoI으로 단하여 삽입된 약 1,503 bp 

길이의 GTase 유 자 단편을 확인

그림 [2-18]86. 4-α-glucanotransferase 생체 매의 생산 후에 정제를 행한 결과를 

SDS-PAGE를 통해 확인 (화살표는 정제된 4-α-glucanotransferase 

생체 매의 치  분자량(55.1 kDa)을 나타냄)

그림 [2-18]87. Thermus caldophilus 유래 4-α-glucanotransferase 생체 매의 특성분석

- 70℃와 80℃ 온도에 따른 4-α-glucanotransferase 생체 매 농도별 활성 측정 결과 

(A), 70℃, 80℃에서 12.5 μg/μl의 생체 매 농도에서 최  활성을 나타냈음

- 30분에서 1시간 동안 70 ℃에서 열처리하면서 잔존활성 측정을 한 결과 (B), 12.5 μg/μ

l의 생체 매 농도에서 모두 열안정성이 확인됨
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  (10) Pyrococcus horikoshi 유래 4-α-glucanotransferase 생체 매 확보  특성 분석

그림 [2-18]88. pHCEIIB vector에 Pyrococcus horikoshi 유래 4-α-glucanotransferase 유 자의 클로닝

- E. coli  세균용 발 벡터인 pHCEIIB vector의 NdeI, XhoI부 에 4-α-glucanotransferase 

유 자를 삽입하고 이를 pHCEIIB-PH_sp_4aGTase라 명명

- pHCEIIB-PH_sp_4aGTase을 제한효소 NdeI-XhoI으로 단하여 삽입된 약 1,903 bp 

길이의 GTase 유 자 단편을 확인

그림 [2-18]89. Pyrococcus horikoshi 유래 4-α-glucanotransferase 생체 매의 생산 후에 

정제를 행한 결과를 SDS-PAGE를 통해 확인 (화살표는 정제된 

4-α-glucanotransferase 생체 매의 치  분자량(69 kDa)을 나타냄)

그림 [2-18]90. Pyrococcus horikoshi 유래 4-α-glucanotransferase 생체 매의 특성분석

- 온도에 따른 4-α-glucanotransferase 생체 매의 활성을 측정한 결과, 90℃에서 최  활성을 

나타냄
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  (11) 갈 래 유래 에탄올 추출물의 용매별 분획  항암활성 fraction 확보

그림 [2-18]91. 갈 래 유래 에탄올 추출물의 용매별 분획

그림 [2-18]92. 갈 래 유래 에탄올 추출물의 용매별 분획을 통한 항암활성 fraction 확보

- 갈 래 추출물을 용매별로 분획을 하여 생쥐유래 신경아종세포 NB41A3 cell에 항암활성을 측

정한 결과 hexane, ethyl ether, butanol, methanol, H2O 분획물에서 모두 항암활성이 나타냈음

그림 [2-18]93. 겔여과 방법을 이용한 갈 래 유래 에탄올 추출물의 항암활성 fraction 확보
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- 생쥐유래 신경아종세포 NB41A3 cell을 이용하여 fraction에 따라 항암활성을 측정한 

결과 fraction 2, 3, 6, 15에서 항암활성이 좋은 것으로 나타냄

그림 [2-18]94. Isopropanol 침 에 의한 정제된 분획물의 항암활성 측정

- 겔여과 방법을 이용하여 항암활성이 확인된 fraction 2, 3, 6을 60% isopropanol으로 혼합하여 

상층액과 침 물을 분리한 후 생쥐유래 신경아종세포 NB41A3 cell을 이용하여 항암활성을 측정

- 그 결과, 침 물 fraction 2에서 높은 항암활성이 나타남

  (12) T. caldophilus유래 4-α-glucanotransferase 생체 매 처리에 의한 갈 래 유래 

항암활성 기능증진 확인

그림 [2-18]95. 갈 래 유래 항암활성 분획의 T. caldophilus유래 

4-α-glucanotransferase 생체 매 처리후의 항암활성 증진

- 사람유래 백 구암 세포인 U937 cell을 사용하여 항암활성을 측정한 결과, 갈 래 유래 항암활성 

분획물에 4-α-glucanotransferase 생체 매 0.5 μg/ml을 처리 후 항암활성이 증진 되는 것을 확인



- 63 -

  (13) T. caldophilus유래 4-α-glucanotransferase 생체 매 처리에 의한 푸코이단  

사포닌의 항암활성 기능증진 확인

그림 [2-18]96. Fucoidan  saponin의 T. caldophilus유래 4-α-glucanotransferase 

생체 매 처리후의 항암활성 증진

- 생쥐유래의 신경아종세포인 NB41A3 cell에 fucoidan (A)  saponin (B)을 4-α

-glucanotransferase 생체 매 처리 후의 항암활성 측정

- fucoidan  saponin만 처리한 경우보다 4-α-glucanotransferase 생체 매 처리 후가 항

암활성이 1.8~4.5배 정도 증진되는 결과를 나타냄

그림 [2-18]97. Fucoidan  saponin의 T. caldophilus유래 4-α-glucanotransferase 

생체 매 처리 후의 항암활성 증진

- 사람유래 장암 세포인 AGS cell에 fucoidan (A)  saponin (B)을 4-α-glucanotransferase 

생체 매 처리후의 항암활성 측정

- fucoidan  saponin만 처리한 경우보다 4-α-glucanotransferase 생체 매 처리 후가 항

암활성이 0.14~0.25배 정도 증진되는 결과를 나타냄
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그림 [2-18]98. Fucoidan  saponin의 T. caldophilus유래 4-α-glucanotransferase 

생체 매 처리후의 항암활성 증진

- 사람유래 결장암 세포인 AGS cell에 fucoidan (A)  saponin (B)을 4-α-glucanotransferase 

생체 매 처리후의 항암활성 측정

- fucoidan  saponin만 처리한 경우 보다 4-α-glucanotransferase 생체 매 처리후가 항

암활성이 0.12~1.45배 정도의 항암활성이 증진되는 결과를 나타냄

  (14) Thermotoga maritima 유래 arylsulfatase  생체 매 유 자의 탐색  확보

그림 [2-18]99. Thermotoga maritima 유래 arylsulfatase  생체 매 유 자 확보

- Xylose isomerase 유 자를 증폭하기 해 oligo DNA (forward 5'-CAT ATG GAA TTC 

ATG AGC GAC TAT CTT CTG GTT-3'와 reverse 5'-GG ATC CTA GTG GTG 

GTG GTG GTG GTG CTC GAG CCT CGA GGA GGT CTG ATC CTT-3‘)을 제작

- Thermotoga maritima의 genomic DNA를 주형(template)으로 사용하여 PCR 수행

- PCR을 행한 결과 약 1.80 kb의 증폭된 arylsulfatase 유 자 단편을 확인

그림 [2-18]100. 재조합 DNA의 확인
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- 증폭된 arylsulfatase 유 자를 pGEMT easy vector에 삽입하고 재조합된 벡터를 

pGEMTe-TM_sp_arylsulfatase라 명명

- pGEMTe-TM_sp_arylsulfatase을 제한효소 NdeI, XhoI으로 단하여 약 1.8 kb 길이

의 arylsulfatase 유 자 단편을 확인

그림 [2-18]101. pHCEIIBHis vector에 Thermotoga maritima 유래 arylsulfatase 유 자의 클로닝

- E. coli  세균용 발 벡터인 pHCEIIBHis vector의 NdeI, XhoI부 에 arylsulfatase 유

자를 삽입하고 이를 pHCEIIBHis-TM_sp_arylsulfatase라 명명

- pHCEIIBHis-TM_sp_arylsulfatase을 제한효소 NdeI-XhoI으로 단하여 삽입된 약 

1,80 kb 길이의 arylsulfatase 유 자 단편을 확인

  (15) Colwellia psychrerythraea 유래 arylsulfatase-1 생체 매 유 자의 탐색  확보

그림 [2-18]102. Colwellia psychrerythraea 유래 arylsulfatase-1  생체 매 유 자 확보

- arylsulfatase-1 유 자를 증폭하기 해 oligo DNA (forward 5'-GAG CTC CAT 

ATG AAA AAA ATA ATA AGT ATT CTG TCG-3‘와 reverse 5'-CTC GAG 

TTG ACT AGC ACC TTT AAA AGC GC-3')을 제작

- Colwellia psychrerythraea genomic DNA를 주형(template)으로 사용하여 PCR 수행

- PCR을 행한 결과 약 1.755 kb의 증폭된 arylsulfatase-1 유 자 단편을 확인
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그림 [2-18]103. 재조합 DNA의 확인

- 증폭된 arylsulfatase-1 유 자를 pGEMT easy vector에 삽입하고 재조합된 벡터를 

pGEMTe-CP_sp_arylsulfatase-1라 명명

- pGEMTe-CP_sp_arylsulfatase-1을 제한효소 NdeI, XhoI으로 단하여 약 1.755 kb 

길이의 arylsulfatase-1 유 자 단편을 확인

그림 [2-18]104. pET vector에 Colwellia psychrerythraea 유래 arylsulfatase-1 유 자의 클로닝

- E. coli  세균용 발 벡터인 pET vector의 NdeI, XhoI부 에 arylsulfatase-1 유 자를 

삽입하고 이를 pET-CP_sp_arylsulfatase-1라 명명

- pET-CP_sp_arylsulfatase-1을 제한효소 NdeI-XhoI으로 단하여 삽입된 약 1,755 bp 

길이의 arylsulfatase-1 유 자 단편을 확인

  (16) Colwellia psychrerythraea 유래 arylsulfatase-2  생체 매 유 자의 탐색  확보

그림 [2-18]105. Colwellia psychrerythraea 유래 arylsulfatase-2  생체 매 유 자 확보
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- arylsulfatase-2 유 자를 증폭하기 해 oligo DNA (forward 5'-GAA TTC CAT 

ATG GAA ATG AAT AAT CGG C-3’와 reverse 5'-CTC GAG TCG GTT AGG 

ACT TAG TTG TTG-3')을 제작

- Colwellia psychrerythraea의 genomic DNA를 주형(template)으로 사용하여 PCR 수행

- PCR을 행한 결과 약 1.569 kb의 증폭된 arylsulfatase-2 유 자 단편을 확인

그림 [2-18]106. 재조합 DNA의 확인

- 증폭된 arylsulfatase-2 유 자를 pGEMT easy vector에 삽입하고 재조합된 벡터를 

pGEMTe-CP_sp_arylsulfatase-2라 명명

- pGEMTe-CP_sp_arylsulfatase-2을 제한효소 NdeI, XhoI으로 단하여 약 1.569 kb 

길이의 arylsulfatase-2 유 자 단편을 확인

그림 [2-18]107. pET vector에 Colwellia psychrerythraea 유래 arylsulfatase-2 유 자의 클로닝

- E. coli  세균용 발 벡터인 pET vector의 NdeI, XhoI부 에 arylsulfatase-2 유 자를 

삽입하고 이를 pET-CP_sp_arylsulfatase-2라 명명

- pET-CP_sp_arylsulfatase-2을 제한효소 NdeI-XhoI으로 단하여 삽입된 약 1.569 kb 

길이의 arylsulfatase-2 유 자 단편을 확인
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  (17) Pyrococcus abyssi 유래 arylsulfatase  생체 매 유 자의 탐색  확보

그림 [2-18]108. Pyrococcus abyssi 유래 arylsulfatase  생체 매 유 자 확보

- arylsulfatase 유 자를 증폭하기 해 oligo DNA (forward 5'-GAA TTC CAT ATG 

AAA GGA AAA CAT AGA GGG -3’와 reverse 5'-CTC GAG TAT ACG AAC 

TTT CCT CAA AGC-3')을 제작

- Pyrococcus abyssi의 genomic DNA를 주형(template)으로 사용하여 PCR 수행

- PCR을 행한 결과 약 1440 bp의 증폭된 arylsulfatase 유 자 단편을 확인

그림 [2-18]109. 재조합 DNA의 확인

- 증폭된 arylsulfatase 유 자를 pGEMT easy vector에 삽입하고 재조합된 벡터를 

pGEMTe-PA_sp_arylsulfatase라 명명

- pGEMTe-PA_sp_arylsulfatase을 제한효소 NdeI, XhoI으로 단하여 약 1440 bp 길이

의 arylsulfatase 유 자 단편을 확인
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그림 [2-18]110. pTXB1 vector에 Pyrococcus abyssi 유래 arylsulfatase 유 자의 클로닝

- E. coli 세균용 발 벡터인 pTXB1 vector의 NdeI, XhoI부 에 arylsulfatase 유 자를 

삽입하고 이를 pTXB1-PA_sp_arylsulfatase라 명명

- pTXB1-PA_sp_arylsulfatase을 제한효소 NdeI-XhoI으로 단하여 삽입된 약 1440 bp 

길이의 arylsulfatase 유 자 단편을 확인

그림 [2-18]111. Pyrococcus abyssi 유래 arylsulfatase 생체 매의 재조합 생산 후에 정제를 행한 

결과를 SDS-PAGE를 통해 확인 (화살표는 정제된 arylsulfatase 생체 매의 치 

 분자량(52.8 kDa)을 나타냄)
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 제 3  기타연구 결과

1. 용해 속의존성 단백질분해 생체 매의 특성분석

그림 [2-18]112. 용해 속의존성 단백질분해 생체 매(ES63H9)의 keratin 분해활성 검증

- Keratin 분해활성 측정을 해 정제된 단백질 분해 생체 매(20 ㎍/ml)를 keratin 

azure 탁액(4 mg/ml in 0.01 M Tris-HCl buffer (pH 7.5))에 첨가하여 37℃에서 1

시간 반응 후 흡 도 측정 (A)

- 우모를 이용한 용해 속의존성 단백질 분해 생체 매의 keratin 분해활성 검증 (B)

표 [2-18]6. Z. galactivorans  Dsij 유래 변이 β-agarase AgaB 생체 매의 내열성 증진 확인 

The melting temperature (Tm) values of the of wild-type and mutant enzymes 

determined by CD spectra

Enzyme Tm (°C)

Wild-type

E99K

T307I

E99K-T307I

54.6

57.2

58.4

59.8

Experimental conditions: 20 mM Tris/HCl (pH 7.4) buffer; enzyme concentration: 0.3 mg/ml; range of 

temperatures from 20 to 80°C; heating rate of 1°C/min; ellipticity recorded at 222 nm. The Tm values were 

calculated by sigmoidal fit of the transition temperature.

- 변이효소의 융해 온도(melting temperatures, Tm)은 Far-UV circular dichroism(CD) 

spectra인 JASCO J-715 spectropolarimeter (Jasco, Japan)으로 측정하여 Universal 

Analysis Version 3.0.3 로그램을 이용해 나온 데이터를 <표 9>에 나타내었음

- 모든 변이효소는 야생형 효소보다 높은 Tm 값이 나타났으며, E99K-T307I는 야생형 

효소보다 5.2°C 높을 뿐만 아니라, 변이효소  가장 높은 온도인 59.8°C로 측정되었음
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(A)

(B)

Total protein (mg/L) Total activity Specific activity (U/mg)

52 45,187 868

그림 [2-18]113. Z. galactanivorans Dsij 유래 변이 β-agarase AgaB (E99k-T307I)의 E. coli 

(BL21(DE3))에서의 량생산 후 정제를 행한 결과를 SDS-PAGE를 통해 확인

2. β-Agarase의 량생산을 한 발 시스템 검토

              발 벡터 : pLip

그림 [2-18]114.  Z. galactanivorans 유래 변이 β-agarase AgaB (E99k-T307I)의 

B. subtilis에서의 분비발  조건 검토

Total protein (mg/L) Total activity Specific activity (U/mg)

149.20 3,274 42.05

 발 벡터 : pLip

그림 [2-18]115. Z. galactanivorans  유래 변이 β-agarase AgaB (E99k-T307I)의 

B. subtilis RIK1285에서의 분비발  조건 검토
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(a) (b)

    

(c)

(d)

Total protein (mg/L) Total activity Specific activity (U/mg)

151.62 5,728 37.78

그림 [2-18]116. Z. galactanivorans  유래 변이 β-agarase AgaB (E99k-T307I)의 

B. subtilis RIK1285에서의 분비발  조건 검토

 (a) (b)

 

(c)

그림 [2-18]117. Agarivorans sp. JA-1 유래 β-agarase 생체 매의 장균(DH5α)에서의 항시발  조건 검토
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 (a) (b)

        

(c)

그림 [2-18]118. Agarivorans sp. JA-1 유래 β-agarase 생체 매의 장균(Rosetta)에서의 항시발  조건 검토

표 [2-18]7. Agarivorans sp. JA-1 유래 β-agarase 생체 매의 장균(Rosetta)에서의 항시발  조건 검토

Host strain
Total protein 

(mg/L)

Total activity 

(U)

Specific activity 

(U/mg)

E.coli DH5a (30℃) 215.2 - -

E.coli DH5a (37℃) 225 - -

E.coli  Rosetta (30℃) 223.2 5514.7 24.71

E.coli  Rosetta (37℃) 236.5 6961.6 29.44

E.coli  Rosetta (37℃) 

+ 0.1% casamino acid
218.6 8498 38.87
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 (a)    (b)

 

(c)

Host strain
IPTG 
(mM)

Total 
protein 
(mg/L)

Total activity 
(U)

Specific activity 
(U/mg)

E.coli DH5a (30℃)
0.3 321 9649 30.06

1 274 8499 31.02

E.coli DH5a (37℃)
0.3 411 8799.5 21.41

1 402 5899 14.67

E.coli  Rosetta (30℃)
0.3 345 11830 34.29

1 312 13665.5 43.80

E.coli  Rosetta (37℃)
0.3 374 11345 30.34

1 258 10850 42.06

그림 [2-18]119. Agarivorans sp. JA-1 유래 β-agarase 생체 매의 장균에서의 유도발  조건 검토

3. Zobellia galactivorans Dsij 유래 변이 β-agarase AgaA 생체 매의 내열성 증진 시도

그림 [2-18]120. Zobellia galactivorans Dsij 유래 β-agarase A 생체 매의 

site-directed mutagenesis를 통한 돌연변이 유 자 확보

- 한천분해생체 매 클론의 핵산 서열(Nucleotide sequence)  상기 생체 매의 추론된 

아미노산 서열(amino acid sequence)을 나타냄
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- 한천분해생체 매 유 자  인  부 (its flanking regions)의 핵산서열과 추론된 아미노산

서열(amino acid sequence)은 핵산서열아래 있는 1 자 코드(single-letter code)로 표시 하

으며, random mutagenesis를 통해 확보된 돌연변이 생체 매 유 자는 빨간색으로 나타냄

그림 [2-18]121. Z. galactivorans Dsij 유래 돌연변이 β-agarase AgaA 생체 매의 

생산 후에 affinity column을 이용하여 정제를 행한 결과를 SDS- 

PAGE를 통해 확인 (화살표는 정제된 베타 아가라제의 치  분

자량(29 kDa)을 나타냄)

- Lane M is size marker, lanes Wild-type, S63K, C253I and S63K-C253I are enzymes 

purified by affinity chromatography

그림 [2-18]122. Z. galactivorans Dsij 유래 돌연변이 β-agarase AgaA 생체 매의 활성

- A는 온도에 따른 변이 효소의 활성 측정한 결과로 반응온도와 련하여 35 내지 45℃

에서 안정하 고, 야생형 효소의 경우 최 온도가 40℃인 것으로 나타냈음. 특히, 

S63K 변이효소는 체  가장 높은 활성을 가지며, 이는 40℃에서 야생형 효소 활성

을 100%로 기 하여, 45℃에서는 약 125% 이상의 활성을 나타내었음. 반면, C253I, 

S63K-C253I는 하게 활성이 낮아졌음

- B는 1시간 동안 열처리를 수행한 후, 처리를 수행한 온도에서 측정한 변이 효소의 활성 

측정한 결과로, S63K와 야생형 효소는 35 내지 45℃에서 안정하 으나, 50℃에서는 활

성이 감소하 음. 반면 C253I, S63K-C253I는 40℃에서 극심하게 활성이 해되었음. 

S63K 변이효소는 45℃에서 1시간 이상 처리한 경우에도 야생형 효소 활성을 100%로 

기 하여, 128% 이상의 활성을 나타내었고 체  가장 높은 내열성을 가지고 있었음
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그림 [2-18]123. Z. galactivorans Dsij 유래 돌연변이 β-agarase AgaA 생체 매의 

CaCl2 농도에 따른 활성

- 1, 10 mM CaCl2에서의 활성은 0 mM CaCl2의 활성에 비해 비슷하거나 낮은 활성을 보임

그림 [2-18]124. Z. galactivorans Dsij β-agarase AgaA S63K 생체 매의 시간에 

따른 neoagarooligosaccharid 생산 활성

- Wild-type : 49.5% neoagarohexaose, 50.5% neoagarotetraose

- Mutant S63K : 49% neoagarohexaose, 51% neoagarotetraose
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그림 [2-18]125. Z. galactivorans Dsij β-agarase AgaA S63K 생체 매의 

기질의 종류  상태에 따른 가수분해산물 확인

- 24시간 동안 반응시킨 결과, 두 효소는 졸(sol), 겔(gel), 고체(powder) 상태의 agar 그

리고 agarose에서 활성을 보 고, 45°C에서 S63K 변이효소는 졸, 겔, 고체 상태인 

agar를 기질로 하 을 때, 야생형 비 166, 257, 220% 높은 neoagarohexaose와 230, 

427, 350% neoagarotetraose를 생산하 음

- 같은 온도에서 agarose는 야생형 비 116, 175, 118% 높은 neoagarohexaose와 121, 

233, 139% 높은 neoagarotetraose를 생산하 음

4. β-Agarase 생체 매의 내열성 증진 검토(sHSP  HSP60 단백질의 활용)

  (1) Pyrococcus abyssi  유래 small heat shock protein (sHSP) 유 자 확보  발

시스템 구축

      (a)                  (b)                  (c)                (d)

      

그림 [2-18]126. Pyrococcus abyssi 유래 small heat shock protein (sHSP) 유 자 확보  

발 시스템 구축 (a) PCR product, (b) pGEMTe-PAH_sHSP, (c) 

pET-PAH_sHSPE11, (d) SDS-PAGE of sHSP
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  (2) sHSP 유 자와 Z. galactivorans  Dsij 유래 β-agarase AgaB 생체 매 유 자의 

융합발  시스템 구축

      (a)                  (b)                 (c)                (d)

      

그림 [2-18]127. sHSP 유 자와 Z. galactivorans Dsij 유래 β-agarase AgaB 생체 매 유 자의 융합발  

시스템 구축 (a) pGEMTe-PAH_sHSPE11 (b) pTXB1-Z_gal_b-agaBE11_Wild-type_sHSP 

(c) pTXB1-Z_gal_b-agaBE11_E99k-T307I_sHSP (d) SDS-PAGE of purified β-agarases 

sHSP (1: Wild-type sHSP, 2: E99k-T307I_sHSP)

  (3) P.abyssi 유래 HSP60 chaperone 유 자 확보  발 시스템 구축

      (a)                  (b)                 (c)                   (d)

      

그림 [2-18]128. P.abyssi 유래 HSP60 chaperone 유 자 확보  발 시스템 구축 (a) 

PCR product (b) pGEMTe-PA_HSP60E11 (c) pTXB1-PA_HSP60E11 

(d) SDS-PAGE of HSP 60
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  (4) sHSP  HSP60 단백질을 활용한 β-아가라제 생체 매의 내열성 증진시도

그림 [2-18]129. sHSP  HSP60 단백질을 활용한 β-아가라제 생체 매의 내열성 증진시도 A 

β-agarase AgaB-sHSP 융합단백질의 HSP60의 첨가에 따른 내열성 증진 검

토 B β-agarase AgaB에 sHSP  HSP60의 첨가에 따른 내열성 증진 검토 

Condition: 50 mM MOPS (pH 7.5) containing 300 mM NaCl, 0 mM CaCl2, 

1 mM CaCl2,10 mM CaCl2  and 0.2% (w/v) agar. Reaction at the indicated 

temperatures for 30 min. Termostable activity: The enzyme treated for 1 h 

at the incubated themperatures. Results presented are mean±S.E.M, for 

three samples. Factorial ANOVA with Fisher's PLSD post hoc test p<0.001 

compared with 40℃ wild samples

5. β-Agarase 생체 매의 분비생산 조건 검토

  (1) Z.galactivorans Dsij 유래 변이 β-agarase AgaA 생체 매(S63K-C253I)의 B. 

subtilis RIK1285에서의 분비발  조건 검토

    (a)           (b)

            

그림 [2-18]130. Z.galactivorans  Dsij 유래 변이 β-agarase AgaA 생체 매(S63K-C253I)

의 B. subtilis  RIK1285에서의 분비발  시스템 구축 (a) pBES plasmid 

(Takara Inc.) (b) pBES-Z_gal b-agaAE11(S63K-C253I)
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                     (a)

(b)

Total protein (mg/L) Total activity Specific activity (U/mg)

72.73 5601.2 77.01

그림 [2-18]131. Z.galactivorans  Dsij 유래 변이 β-agarase AgaA 생체 매 

(S63K-C253I)의 B. subtilis RIK1285에서의 분비발  조건 검토

6. 유용 당 사 생체 매의 량생산

  (1) Thermotoga maritima 유래 xylose isomerase 생체 매의 장균(DH5a)에서의 

항시발  조건 검토

(a)

(b)

Total protein (mg/L) Total activity Specific activity (U/mg)

11 4,962 451

그림 [2-18]132. Thermotoga maritima 유래 xylose isomerase 생체 매의 장균(DH5a)에서의 

항시발  조건 검토 (a) SDS-PAGE of crude (C) and heat treated (H) xylose 

isomerase (b) 37℃, 18 hr culture in LB medium Condition: 100 mM HEPES 

(pH 7.0) containing 400 mM fructose and 10 mM MnCl2. Reaction at 80℃, 

for 30 min. added  2 mM  of  peroxidase reagent  and incubated at 37℃, 

for 30 min.  Measured  at 700 nm



- 81 -

  (2) Methanocaldococcus jannaschii 유래 glycosyl transferase  생체 매의 장균

(DH5a)에서의 항시발  조건 검토

             (a)

(b)

Total protein (mg/L) Total activity Specific activity (U/mg)

57 39,786 698

그림 [2-18]133. Methanocaldococcus jannaschii 유래 glycosyl transferase  생체 매의 장균

(DH5a)에서의 항시발  조건 검토 (a) SDS-PAGE of crude (C) and heat 

treated (H) glycosyl transferase (b) 37℃, 18 hr culture in LB medium 

Condition: 0.4 M Tris-HCl (pH 7.4) containing 0.26% (w/v) starch. Reaction 

at 70℃, for 30 min. added  0.5 M Acetate and 3 ml of  0.005% Iodine in 

0.05% Potassium iodine.  Measured  at 700 nm

  (3) Thermus caldophilus  유래 4-α-glucanotransferase 생체 매의 장균(DH5a)에서

의 항시발  조건 검토

         (a)

(b)

Total protein (mg/L) Total activity Specific activity (U/mg)

51 45,084 884

그림 [2-18]134. Thermus caldophilus  유래 4-α-glucanotransferase 생체 매의 장균(DH5a)

에서의 항시발  조건 검토 (a) SDS-PAGE of crude (C) and heat treated 

(H) 4--glucanotransferase (b) 37℃, 18 hr culture in LB medium 

Condition: 0.4 M Tris-HCl (pH 7.4) containing 0.26% (w/v) starch. 

Reaction at 70℃, for 30 min. added  0.5 M Acetate and 3 ml of 0.005% 

Iodine in 0.05% Potassium iodine.  Measured  at 700 nm
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7. 고기능성 β-아가라제 생체 매의 량생산을 한 공정 개발

가. 고기능성 β-아가라제 생체 매를 이용한 한천올리고당의 생산 공정개발  량생산

그림 [2-18]135. 한천올리고당 생산 공정 개발

- 활성이 개선된 Z. galactanivorans Dsij  유래 β-아가라제 AgaA  AgaB돌연변이 생

체 매의 구상  발 에 의한 량생산(AgaA: 14.5 mg/ml, AgaB: 12.3 mg/ml) 

(AgaA: 1.47 U/mg, AgaB: 0.85 U/mg) 

- Agarivorans  sp. JA-1 유래 β-아가라제 생체 매의 유도  발 에 의한 량생산(8.9 

mg/ml) (2.16 U/mg)

- 상기 3가지 생체 매를 혼합 사용하여 한천으로부터 한천올리고당의 생산 공정 확립  량생산

나. TLC를 이용한 한천올리고당의 정성 , 정량  분석

  

그림 [2-18]136. TLC를 이용한 한천올리고당의 정성 , 정량  분석
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- TLC를 이용한 한천올리고당의 정성 , 정량  분석으로 한천(10%)으로부터 원료 

비 한천올리고당 81% 생산 확인

- TLC를 이용한 한천올리고당의 정성 , 정량  분석으로 agarose (10%)으로부터 원료 

비  한천올리고당 72% 생산 확인

다. 고정화 생체 매를 이용한 한천올리고당의 연속생산 공정개발

표 [2-18]8. 고정화 생체 매를 이용한 한천올리고당의 연속생산 공정개발

AgaA 

mutant 

(S63K)

protein/beads(mg/g)
reuse numbers, specific activity(U/mg)

1 2 3 4 5

Amberlite

IRA-900
0.27 36.57 13.03 7.365 6.46 6.35

Amberlite

XAD7
0.23 27.75 15.21 7.408 7.408 6.46

AgaB 

mutant 

(E99K-T30

7I)

protein/beads(mg/g)

reuse numbers, specific activity(U/mg)

1 2 3 4 5

Amberlite

IRA-900
0.27 57.2 26.3 6.97 3.08 -

Amberlite

XAD7
0.23 47.2 5.3 - - -

Agarivorans  

sp.  

β-agarase

protein/beads(mg/g)
reuse numbers, specific activity(U/mg)

1 2 3 4 5

Amberlite

IRA-900
0.23 66.65 51.98 21.1 4.33 5.84

Amberlite

XAD7
0.13 9.59 6.25 7.45 3.54 3.09

- Amberite XAD7을 이용한 가교법과 흡착법, Amberite IRA900을 이용한 흡착법으로 

정제된 β-아가라제 생체 매 3종의 고정화 조건 검토

    ․ AgaA: Amberite IRA900를 이용한 흡착법 선정 

    ․ AgaB: Amberite IRA900를 이용한 흡착법 선정  

    ․ Agarivorans sp. JA-1 유래 β-아가라제 생체 매: Amberite IRA900를 이용한 흡착법 선정 

- 고정화 생체 매의 재사용 횟수 측정

    ․ AgaA: 2회(35%)~3회(20%) 사용 가능

    ․ AgaB: 2회(45%) 사용 가능

    ․ Agarivorans  sp. JA-1 유래 β-아가라제 생체 매: 2회(78%)~3회(31%) 사용 가능

- TLC를 이용한 한천올리고당의 분석으로 한천올리고당 생산 확인
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8. 고기능성 β-아가라제 생체 매의 량생산을 한 공정 개발

가. 고기능성 β-아가라제 생체 매 제품화

   (가) 고기능성 β-아가라제 생체 매의 생산성  활성 검증

    ① Agarivorans  sp. JA-1 유래 신규 β-agarase AgaJA2    

  

그림 [2-18]137. β-agarase AgaJA2 유 자 확보  유 자 클로닝  

          

  

 그림 [2-18]137. β-agarase AgaJA2 정제

     

그림 [2-18]138. 온도  pH에 따른 β-agarase AgaJA2 활성

          

       

그림 [2-18]139. β-agarase AgaJA2의 열안 성  TLC 분석
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- 35℃, pH 7.0에서 최 활성(208.1 U/mg)을 나타내고, neoagarooctaose를 생산하는 것을 확인하

음

    ② Agarivorans  sp. JA-1 유래 신규 β-agarase AgaJA3

그림 [2-18]140. β-agarase AgaJA3 유 자 확보  유 자 클로닝

            

그림 [2-18]141. β-agarase AgaJA3 정제

   

그림 [2-18]142. 온도  pH에 따른 β-agarase AgaJA3 활성

그림 [2-18]143. β-agarase AgaJA2의 열안 성  TLC 분석



- 86 -

- 40℃, pH 5.0에서 최 활성(67.6 U/mg)을 나타내고, neoagarohexaose  neoagarotetraose를 생

산하는 것을 확인하 음

    ③ 호열성균 유래 신규 β-agarase

그림 [2-18]144. Thermococcus sibiricus MM73-1 유래 신규 β-agarase MM73 유 자 염기서열

그림 [2-18]145. Thermosphaera aggregans DSM11s86 신규 β-agarase DSM11486 유 자 염기서열

그림 [2-18]146. Thermococcus sibiricus MM73-1 유래 신규 β-agarase MM73 유 자 클로닝
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그림 [2-18]147. Thermosphaera aggregans DSM11s86 신규 β-agarase DSM11486 유 자 클로닝

   (나) β-agarase 생체 매의 량생산  제품화

 

그림 [2-18]148. β-agarase의 구상  발  시스템 구축
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9. 우수 당 사 생체 매를 이용한 기능성 소재 개발

가. 기능성 소재의 생리활성 측정  소재화

   (가) Thermotoga maritime  유래 arylsulfatase 재조합 발   특성 악

      

그림 [2-18]149. arylsulfatase 유 자 확보  정제

 

그림 [2-18]150. 온도  pH에 따른 arylsulfatase 활성

   (나) Arylsulfatase를 이용한 한천의 물성개선

그림 [2-18]151. Arylsulfatase를 이용한 한천의 물성개선
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10. 한천올리고당을 활용한 고기능성 시제품 개발

가. 소재의 미백활성, 항균활성  항산화 활성 측정

   (가) 한천올리고당의 생산 수율  미백활성 검토

그림 [2-18]152. 한천올리고당의 생산 수율  미백활성 검토

   (나) 생산된 β-agarase를 이용한 한천올리고당의 생산

그림 [2-18]153. 생산된 β-agarase를 이용한 한천올리고당의 생산
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  (다) 생산된 한천올리고당의 생리활성 확인

그림 [2-18]154. 생산된 한천올리고당의 생리활성 확인
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연구목표 달성내용(핵심성과) 기여도

- 고온성 베타 아가라

제 생체 매 유 자 

개발

- 생산요인의 분석과 최

화를 행하여 개발

한 베타 아가라제 생

체 매의 량 생산 

기술을 확보

- 확보된 기술을 통하여 

neoagarooligosacchar

ides의 최  생산 조

건을 확립  생산된 

neoagarooligosacchar

ides의 기능성을 검증

- 베타 아가라제 생체

매 련 문헌 조사 

- 베타 아가라제 생산 균주의  

서식처 확인

- 베타 아가라제 생산 균주 분리

법 검토

- 베타 아가라제 생산 균주 배양

법 확인  용

- 서열분석된 유 체에서 베타 

아가라제 검색  용

- 베타 아가라제 분리법을 확인하

고 실제 연구에서 조효소로 활

성 확인

- 베타 아가라제 활성 악법 검

토  용

- 고온성 베타 아가라제 

생체 매 HT 검색

시스템 개발 

- Function-based β-agarase 생산균

주 분리 기술 확보

- Sequence-based β-agarase 

mining 기술 개발  용 

- HT system에 의한 

고온성 베타 아가라제 

유 자 검색

- Function-based β-agarase 

mining 기술을 용하여 한천

분해 생체 매 생성균주 분리

- Sequence-based β-agarase 

mining 기술을 용하여 신규 

β-agarase 생체 매 유 자 

확보

- 고온에서 활성을 보이

는 베타 아가라제 생

체 매 유 자 확보

- 베타 아가라제 유 자 클로닝

을 한 primer들의 디자인

- 베타 아가라제 유 자 단편의 

증폭

- 완 한 유 자 클로닝

- 베타 아가라제 생체 매 유

자 검색

- 유 자 서열 분석

- 확보된 베타 아가라제 유 자

의 부분 염기서열 확보

- 결정된 염기서열을 토 로 새로

운 sequencing primer들을 제작

- 확보된 베타 아가라제 유 자의 

체 염기서열을 반복된 증폭과 

서열분석으로 결정

- 체 염기서열과 부분 염기서

열을 비교하여 게놈에서 베타 

아가라제 생체 매 유 자만 

제 4 장 목표달성도  련분야에의 기여도
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증폭  신규 생체 매 유

자 확보

- 새로운 베타 아가라제 생체

매 유 자 검색 

- 특성분석 자료와 함께 

특허 출원

- 베타 아가라제 생성 균주의 분

류학  치  성장 특성 악

- 확보된 베타 아가라제의 활성

을 악하여 고온성 베타 아

가라제 임을 확인

- 기존의 베타 아가라제 염기서

열과 아미노산서열 비교하여 

신규성 확인

- “한천 분해능을 갖는 아가리보

란스 속 균주  상기 균주로

부터 분리된 내열성 베타-아가

라제”로 특허출원 (출원번호 

10-2005-0009508)

- 기존 베타 아가라제 

생체 매 유 자와 비

교 분석

- 확보된 생체 매 유 자의 염

기서열과 기존 유 자를 비교

하여 생체 매의 신규성 확인  

- 확보된 베타 아가라제와 기존 

베타 아가라제 아미노산 서열

을 비교하여 생체 매의 신규

성 확인

- 유 자 서열 자료와 

함께 논문 투고

- 기존 베타 아가라제 생체 매 

유 자와 비교 분석 결과로 논

문 투고  출

- 특허출원이 완료된 후 논문 투고 

 출   

- 신규 아가라제 등 당

사 생체 매 유 자 

확보  기존 아가라

제 활성 증진 시도

- 신규 아가라제 등 확

보된 생체 매의 활성

검증과 우수 생체 매 

량생산 기술을 확보

- 확보된 기술을 통하여 

한천올리고당 생산조

건 최 화  우수 생

체 매를 이용한 기능

- 신규 아가라제 등 해

양극한 당 사 생체

매 유 자의 cloning 

 발

- 1단계 확보 균주 유래 신규 아

가라제 생체 매 등 당 사 생

체 매 유 자 검색  확보

- 기존 아가라제 생체 매의 활

성 증진

- 신규 아가라제 등 당 사 생체

매 특성분석

- 신규 아가라제 등 확

보된 생체 매의 활성

검증과 우수 생체 매 

량생산

- 변이 아가라제 생체 매의 특

성 분석

- 아가라제 등 당 사 생체 매 

유 자 고발  시스템 구축

- 아가라제 등 당 사 생체 매 

생산요인 분석

- 아가라제 등 당 사 생체 매 

생산 최 화 

- 아가라제 등 당 사 생체 매 

량생산
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성 물질의 활성증진을 

시도

- Arylsulfatase 생체 매 유

자의 탐색  확보

- 우수 생체 매를 이용

한 미백효과 검증  

항암 활성 후보물질

의 기능 증진

- 기능이 증진된 아가라제 생체

매의 한천 올리고당 생산조

건 최 화

- 생산 조건에 따른 한천올리고

당의 미백 활성 검증

- 녹조류 유래 항암성분의 활성 

증진

- 푸코이단  사포닌의 기능증진

- Arylsulfatase 생체 매의 발

 조건검토  량생산

- 고기능성 β-아가라제 

 유용 당 사 생체

매의 량생산을 

시도하 고, β-아가

라제 생체 매의 부

가 인 내열성 증진

을 시도

- 고기능성 β-아가라제 

생체 매를 이용한 

한천올리고당의 생산 

공정개발  량생

산을 시도하 고, 고

정화 생체 매를 이

용한 한천올리고당의 

연속생산 공정을 개

발

- 확보된 기술을 통하여 

고기능성 β-아가라제 

생체 매 제품화를 

시도하 고, 한천올리

고당을 활용한 고기

능성 시제품을 개발

- 우수 당 사 생체 매

를 이용한 기능성 소

재를 개발하고 그 활

성을 평가

- 고기능성 β-아가라제 

생체 매의 량생산

- Z. galactanivorans Dsij 유래 β

-아가라제 AgaB의 생체 매 

52 mg/L 생산

- sHSP  HSP60 단백

질을 활용한 β-아가

라제 생체 매의 부가

인 내열성 증진 시

도

- Pyrococcus abyssi 유래 small 

heat shock protein (sHSP)이 

융합된 Z.galactanivorans Dsij 

유래 β-아가라제 AgaB  생체

매 50 mg/L 생산

- Pyrococcus abyssi 유래 heat 

shock protein 60과 sHSP 단

백질 8 mg/L, 56 mg/L의 생산

- Pyrococcus abyssi  유래 heat 

shock protein 60과 sHSP 단

백질을 이용한 β-아가라제 

생체 매의 내열성 증진검토

- 무작  돌연변이를 이용한 Z. 

galactanivorans Dsij 유래 β-

아가라제 AgaB의 야생형 비 

260% 내열성 증진

- 부 특이  돌연변이를 이용한 Z. 

galactanivorans Dsij 유래 β-아가

라제 AgaA의 야생형 비 150% 

내열성 증진

- 유용 당 사 생체 매

의 량생산

- 유용 당 사 생체 매의 고발

 시스템 구축

- Thermus caldophilus 유래 4-α

-glucanotransferase의 생체 매 

51 mg/L 생산

- Thermotoga maritima 유래 

xylose isomerase의 생체 매 

11 mg/L 생산

- Methanocaldococcus jannaschii 

유래 glycosyltransferase의 생체

매 57 mg/L 생산
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- 고기능성 β-아가라제 

생체 매를 이용한 

한천올리고당의 생산 

공정개발  량생

산

- 활성이 개선된 Z. 

galactanivorans Dsij 유래 β-

아가라제 AgaA  AgaB돌연

변이 생체 매의 구상  발

에 의한 량생산(AgaA: 14.5 

mg/ml, AgaB: 12.3 mg/ml) 

(AgaA: 1.47 U/mg, AgaB: 

0.85 U/mg) 

- Agarivorans  sp. JA-1 유래 β

-아가라제 생체 매의 유도  

발 에 의한 량생산(8.9 

mg/ml) (2.16 U/mg) 

- 상기 3가지 생체 매를 혼합 

사용하여 한천으로부터 한천

올리고당의 생산 공정 확립 

 량생산

- TLC를 이용한 한천올리고당

의 정성 , 정량  분석으로 

한천(10%)으로부터 원료 비 

한천올리고당 81% 생산 확인

- TLC를 이용한 한천올리고당

의 정성 , 정량  분석으로 

agarose (10%)으로부터 원료 

비  한천올리고당 72% 생산 

확인

- 고정화 생체 매를 이

용한 한천올리고당의 

연속생산 공정개발

- Amberite XAD7을 이용한 가

교법과 흡착법, Amberite 

IRA900을 이용한 흡착법으로 

정제된 β-아가라제 생체 매 

3종의 고정화 조건 검토

․ AgaA: Amberite IRA900를 

이용한 흡착법 선정 

․ AgaB: Amberite IRA900를 

이용한 흡착법 선정  

․ Agarivorans sp. JA-1 유래 

β-아가라제 생체 매: 

Amberite IRA900를 이용한 

흡착법 선정 

- 고정화 생체 매의 재사용 횟

수 측정

․ AgaA: 2회(35%)~3회(20%) 

사용 가능

․ AgaB: 2회(45%) 사용 가능

․ Agarivorans  sp. JA-1 유래 β

-아가라제 생체 매: 2회
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(78%)~3회(31%) 사용 가능

- TLC를 이용한 한천올리고당

의 분석으로 한천올리고당 생

산 확인

- 해양극한유래 고기능

성 당 사 생체 매와 

기능성 소재의 제품화

○ β-아가라제

- 신규 agarase 유 자 4종 확보

- Agarivorans  sp. JA-1 유래 

신규 β-아가라제 JA2  JA3

의 재조합 발 , 특성 악  

활성 검증을 수행하 음

- Agarivorans  sp. JA-1 유래 

신규 β-아가라제 JA2는 35℃, 

pH 7.0에서 최 활성을 나타

내고, neoagarooctaose를 생

산하는 것을 확인하 음

- Agarivorans  sp. JA-1 유래 

신규 β-아가라제 JA3는  4

0℃, pH 5.0에서 최 활성을 

나타내고, neoagarohexaose 

 neoagarotetraose를 생산

하는 것을 확인하 음

- Thermococcus sibiricus MM73 

유래 신규 β-agarase MM73  

Thermosphaera aggregans  

DSM11486 신규 β-agarase 

DSM11486의 생체 매 유 자 확보

- 상기 2가지 신규 생체 매를 

기능성 한천올리고당 생산공

정으로의 용 검토

- 활성이 개선된 Z. glactanivorans  

Dsij 유래 β-아가라제 AgaA  

AgaB 돌연변이 생체 매와 

Agarivorans  sp. JA-1 유래 β

-아가라제 AgaJA1 생체 매

의 량생산  제품화 검토

- 상기 3가지 생체 매를 이용하

여 10% 한천으로부터 원료

비 69.8%의 한천올리고당 생

산  38.3%의 tyrosinase 

해활성 확인

- TLC를 이용한 한천올리고당

의 분석으로 기능성 한천올리

고당(Neoaga r o t e t r a o s e , 

Neoagarohexaose) 생산 확인
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- Thermotoga maritime  유래 

arylsulfatase 유 자의 재조

합 발   특성규명

- 한 천 ( a g a r ) 으 로 부 터 

arylsulfatase의 황제거로 물

성개선 확인

- 한천(agar)에서 기능성 한천올

리고당 생산 공정에 

arylsulfatase의 용 검토
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제 5 장 연구개발결과의 활용계획

 제  1   추가연구의 필요성 

1. 한천분해 베타 아가라제의 열안 성 증진

가. 기능성 한천 헤테로올리고당의 공정은 액화와 당화의 두 단계로 구성

나. 본 연구진이 확보한 베타 아가라제 생체 매의 활성 최  온도는 50℃로 최 온도 

증진을 한 추가 연구가 필요

2. 기능성 한천 헤테로올리고당의 새로운 생산 공정 개발

가. 본 연구진은 1단계에서 Agarivorans sp. JA-1의 한천분해 베타 아가라제 확보

나. 본 연구진은 1단계에서 베타 아가라제 생체 매활성이 높은 Thalassomonas  sp. 

SL-5 균주 확보

다. 상기의 두 가지 베타 아가라제 생체 매를 병용하여 보다 효율 인 기능성 한천 

헤테로올리고당의 새로운 생산 공정 개발이 가능

3. 기능이 개선된 당 사 생체 매의 상품화

가. 본 연구진이 돌연변이법을 이용하여 기존에 확보된 아가라제 생체 매의 활성증진 

시도를 수행하여 열안정성이 개선된 변이 생체 매 유 자를 확보하 으며, 기능

이 개선된 생체 매의 제품 개발 연구가 필요

나. 본 연구 결과로 개발된 우수 당 사 생체 매를 이용한 다양한 생리활성 물질의 

생리활성 증진을 통한 고부가가치 제품 개발 연구가 필요

4. 본 연구개발결과의 활용화 방안

가. 생산된 한천올리고당 소재를 제병업체 등에 제공하여 기존 제품의 물성개선에 활용

나. 고기능성 β-아가라제 생체 매의 제품화  상업화

다. 개발된 heat shock protein을 타 생체 매의 내열성 개선에 활용  기술이

라. 량생산된 유용 당 사 생체 매를 이용한 생리활성 물질의 생리활성 증진을 통

한 고부가가치 제품화  기술이

5. 본 연구개발결과의 기 효과

가. 기술  측면

- 육상생물자원에 비해 많이 진행되지 않은 해양생명자원을 이용한 유 자원  유용

신물질 개발기술 확보

- 돌연변이법을 활용한 기존 생체 매의 활성개선 기술 확립

- 유용유 자 탐색기법 개발을 통한 타 생체 매 개발 가속화  유 공학 기법을 이

용한 신규 생체 매 개발 가능
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- 기존 생리활성 물질에 한 생체 매 처리기술 용을 통한 고부가가치 생리활성 물

질 생산기술 확보

- 담체를 이용한 생체 매 고정화를 통한 기능성 소재의 연속  생산 기술확보 가능

나. 경제․산업  측면

- 당 사 생체 매를 이용한 생리활성물질 개발  이를 이용한 고부가가치 제품을 생

산하여 수입 체  수출 등을 통한 기업의 지속 인 수익창출

- 고부가가치 상품의 외수출을 통한 외화획득과 이를 통한 국가경쟁력 확보  국가 상의 고양

- 한천을 분해하여 생산되는 한천올리고당은 미백활성  항균활성 등 다양한 기능성

을 보유하고 있어 화장품, 식품, 의약품 산업의 소재로서 활용가능성이 매우 높음

- 우리나라는 풍부한 해양생물자원의 확보가 가능하므로, 향후 다양한 해양생물산업 

련업체의 활성화를 통한 경제의 활성화  높은 고용창출효과 기

6. 련 후속연구개발의 망

- 개발된 heat shock protein을 타 생체 매의 내열성 개선에 활용 가능

- 본 연구 결과로 개발된 우수 당 사 생체 매를 이용한 다양한 생리활성 물질의 생

리활성 증진을 통한 고부가가치 제품 개발 가능

 제 2  타 연구에의 응용

1. 생체 매 유 자 발굴 기술 응용

가. 본 연구진은 Function-based HT 검출 system 과 Sequence-based HT 검출 

system을 구축하고 이를 이용하여 메타게놈과 분리균주에서 유용 생체 매 유

자를 발굴하 음

나. 고온성 당 사 생체 매 등 새로운 생체 매 유 자 발굴에 본 연구진이 확보한 

기술의 응용이 가능

2. 생체 매 유 자  발  기술 응용

가. 본 연구진은 베타 아가라제 생체 매의 고발 과 분비형 시스템을 구축하고 응용

하 음

나. 고온성 당 사 생체 매 등 새로운 생체 매의 발 에 본 연구진이 확보한 기술의 

응용이 가능 

3. 생체 매 사산물의 기능성 검증법 응용

가. 본 연구진은 생화학  방법과 세포화학  방법을 통한 베타 아가라제 생체 매 

사산물의 기능성을 검증하 음

나. 고온성 당 사 생체 매 등 새로운 생체 매의 사산물을 상으로  본 연구진이 

확보한 기술의 응용을 통하여 기능성 검증이 가능함 
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4. 생체 매 량 생산과 기능성 물질 량 생산 

가. 본 연구진은 다양한 생산요인과 생산조건을 분석하여 베타 아가라제 생체 매와 

기능성 한천 헤테로올리고당의 생산 최 화를 구축하 음

나. 고온성 당 사 생체 매 량생산과 기능성 물질 량 생산에 본 연구진이 확보한 

기술의 응용이 가능 

 제 3  기업화 추진방안

1. 항균  미백활성을 이용한 기업화 추진 가능 방안 검토와 기업화 추진 시도

가. 제빵, 제과 산업에의 용 가능성 검토

나. 화장품 산업에의 용 가능성 검토

다. 식의약 산업 소재로의 용 가능

라. 다이어트 산업에의 용 가능

마. 연구분석용 아가로스 생산 장에의 용 가능

바. 기존 생체 매의 열안정선 개선 필요 산업에서 용 가능성 검토
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주요연구실 활용계획

◦ 고기능성 β-아가라제 생체 매 제품화

- 신규 agarase 유 자 4종 확보

- Agarivorans sp. JA-1 유래 신규 β-아

가라제 JA2  JA3의 재조합 발 , 특

성 악  활성 검증을 수행하 음

- Agarivorans sp. JA-1 유래 신규 β-아

가라제 JA2는 35℃, pH 7.0에서 최 활

성을 나타내고, neoagarooctaose를 생

산하는 것을 확인하 음

- Agarivorans sp. JA-1 유래 신규 β-아

가라제 JA3는  40℃, pH 5.0에서 최

활성을 나타내고, neoagarohexaose  

neoagarotetraose를 생산하는 것을 확

인하 음

- Thermococcus sibiricus  MM73 유래 

신규 β-agarase MM73  

Thermosphaera aggregans  DSM11486 

신규 β-agarase DSM11486의 생체

매 유 자 확보

- 상기 2가지 신규 생체 매를 기능성 한

천올리고당 생산공정으로의 용 검토

◦ 한천올리고당을 활용한 고기능성 시제

품 개발

- 활성이 개선된 Z. glactanivorans  Dsij 

유래 β-아가라제 AgaA  AgaB 돌

연변이 생체 매와 Agarivorans sp. 

JA-1 유래 β-아가라제 AgaJA1 생체

매의 량생산  제품화 검토

- 상기 3가지 생체 매를 이용하여 10% 

한천으로부터 원료 비 69.8%의 한천

올리고당 생산  38.3%의 tyrosinase 

해활성 확인

- TLC를 이용한 한천올리고당의 분석으

로 기능성 한천올리고당

(Neoagarotetraose, Neoagarohexaose) 

생산 확인

◦ 우수 당 사 생체 매를 이용한 기능

성 소재 개발

- Thermotoga maritime  유래 

arylsulfatase 유 자의 재조합 발   

특성규명

- 한천(agar)으로부터 arylsulfatase의 황제

○ 기능이 개선된 생체 매의 제품화

○ 유 체 라이 러리의 고속 탐색기술

을 원천기술로서 확보

○ 확보된 유 자원의 특허화

○ 개발된 유 자원  생산 산물의 상품

화

○ 생리활성 물질의 생리활성 증진을 통

한 고부가가치 상품화

○ 돌연변이법을 이용하여 기존에 확보된 

아가라제 생체 매의 활성증진 시도를 

수행하여 열안정성이 개선된 변이 생

체 매 유 자를 확보하 으며, 기능이 

개선된 생체 매의 제품화 기

○ 당 사 생체 매를 이용하여 기존 생

리활성 물질의 기능성을 향상시켜 고

부가가치 소재 개발이 가능

○ 확보된 활성 개선을 한 돌연변이법

을 다양한 생체 매의 활성개선에 활

용 가능

○ 확보된 고활성 생체 매를 다양한 고

기능성 소재의 생산에 활용 가능

○ 량생산된 천연물 유래 미백활성 소재

를 기능성 화장품의 생산에 활용 가능

○ 활성이 개선된 다양한 생체 매를 이

용한 한천올리고당의 생산 공정개발 

 량생산에 활용 가능

○ 고정화 생체 매를 이용한 한천올리고

당의 연속생산 공정개발에 활용 가능

○ 확보된 생체 매의 제품화  상업화 

활용 가능
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거로 물성개선 확인

- 한천(agar)에서 기능성 한천올리고당 생

산 공정에 arylsulfatase의 용 검토

◦ 한천올리고당의 생산 수율  미백활

성 검토

◦ 특허

- 19편(비SCI 10편, SCI 9편)

◦ 논문 게재

- 15건 (국외 출원 : 2건, 국외 등록 : 2

건, 국내 출원 : 7건, 국내 등록 : 4건)
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제 6 장 연구개발과정에서 수집한 해외과학기술정보

주요연구내용 련해외연구그룹(기 ) 세부정보내용

 해당사항 없음
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참 여 연구원수

 총 :  21명

내부 : 21명

(총 3년간)

총연구비

(‘10. 01. ~ 

’12. 12. 3년)

정부: 270,000천원

계: 270,000천원

연구기관명 및 

소 속 부 서 명

경북해양바이오산업연구원

연구개발부
참여기업명

국제공동연구 상대국명 : 상대국연구기관명 :

위 탁 연 구 연구기관명 : 연구책임자 :

요약(연구결과를 중심으로 개조식 500자 이내) 보고서면수 57

- 해양 유류오염지역, 여수(광양), 영광(변산), 군산, 태안에서 해양시료 확보

- 해양환경 시료로부터 총단백질체 추출 방법 확립 및 분석(재현성의 어려움 제기)

- PAH 분해미생물 130종 확보 (PAH 분해활성: 57종, PAH 분해활성 및 

PAH 분해 효소(dioxygenase) 활성: 73종) 및 동정완료

- 우수 활성 미생물 48종 선별 (PAH 분해활성: 28종, PAH 분해활성 및 PAH 분해 효소

(dioxygenase) 활성: 20종)

- 지금까지 보고되지 않은 신규 5속(18균주))의  Dioxygenase 활성 미생물 확보

- 지금까지 보고되지 않은 9속(15균주)의 새로운 PAH 분해 미생물 확보

- 신규 PAH dioxygenase 균주 6종 확보 및 동일 균주에서 신규 PAH 

dioxygenase 일부서열 7개 확보

- H37균주에서 신규 PAH dioxygenase alpha subunit 확보(ORF: 1482bp, 아미노산: 

494aa , 분자량: 55,453 KDa

- PAH Dioxygenase 검출용 항체 제작 (그람 음성균용과 그람양성균용 두 패턴)

- 그람 양성균 시료는 dioxygenase 존재 균주와 dioxygenase 없는 균주가 뚜렷하게 구별되

는 것을 QCM 센서로 보여짐 (그람 양성균의 항체는 dioxygenase를 가진 박테리아를 

screening 할 수 있는 바이오센서 개발 접근을 시사함)

색 인 어

(각 5개 이상)

한 글 다환방향족탄화수소, 총단백질체, PAH 분해효소, 항체, 바이오센서

영 어
Polycyclic aromatic hydrocarbon(PAH), Metaproteome 

PAH-degrading enzyme (Dioxygenase), Anti-body, Biosensor

보고서 요약서
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요   약   문 

Ⅰ. 제  목

해양유래의  PAH 분해효소 검출 기술의 개발  활용

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 필요성

- 다환방향족탄화수소(polycyclic aromatic hydrocarbon, PAH)는 독성 외에 발암성, 돌연

변이 유발성 물질이자 내분비교란물질(환경호르몬)로 알려진 인체에 치명 인 물질

- PAH는 자연계에서 분해가 어려워 잔류기간이 길며 해양생물의 체내에 축

- 미생물들이 자연환경 내에서 PAH의 환과 분해에 요한 역할

- 미생물을 이용하여 분자 PAH로 오염된 지역인 경우 생물정화 (Bioremedi- ation) 용이 유효

- PAH 분해미생물을 분리 확보  PAH 분해효소 특성 분석이 요

- PAH 분해효소의 로테옴 분석을 통한 확보

- 해양환경 시료에 한 메타 로테옴 분석

- 해양환경으로부터 PAH 분해효소 검출을 한 바이오센서의 개발

- PAH 분해효소의 항체를 이용한 바이오센서의 개발

- 바이오센서를 이용한　PAH 분해효소 검출의　집 화기술은　향후　해양환경 연구에 

용 가능

- 생물정화기술 (Bioremediation)은 재 진행 인 미국  EU와의 FTA 정에 의해서 

외국의 기술이 국내 시장을 잠식할 가능성이 높음 

- 오염된 지역을 바이오센서를 이용하여 신속하게 악하고 그 이후 생물복원기술을 바로 

도입할 수 있는 연구개발이 국내에서는 실히 요구됨

따라서, 본 연구에서는 “해양유래의  PAH 분해효소 검출 기술의 개발” 이라는 최종목

표로 PAH로 오염된 해양 환경을 신속하게 악하기 해 PAH 분해효소를 이용하여 검출

할 수 있는 바이오센서를 개발 하고자 한다.
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Ⅲ. 연구개발의 내용 및 범위

1. 해양 메타 로테옴 분석

- 해양 메타 로테오믹스 연구 (문헌조사)

- 해양시료 확보 (유류오염지역에서 해양시료 [sediment] 채취)

-  해양 메타 로테옴 추출 (총단백질체 SDS-PAGE로 확인)

2. PAH 분해 미생물  Dioxygenase 활성 미생물

- 농화배양 (Enrichment culture)후 순수분리된 미생물 확보

- 승화법 (sublimation method)을  이용하여 PAH 분해 미생물 확보

- 인돌 조사 (Indole test)를 통해 Dioxygenase 활성 미생물 확보

- 선별 PAH 분해 미생물의 동정

- 선별 우수 PAH 분해 미생물의 특성 연구

3. PAH 분해 효소

- Dioxygenase 유 자 분석 (4개의 subunit 구조로 구성)

- PAH Dioxygenase 유 자 분석 (alpha subunit의 conserved region 인 rieske center의 

상동성의 차이로 PAH dioxygenase를 구분)

- PAH Dioxygenase 유 자 클로닝 (Fosmid genomic DNA library 구축과 colony 

hybridization 방법 사용)

4. PAH 분해 효소 검출

- PAH Dioxygenase 항체 제작 

  (기존에 알려진 PAH dioxygenase를 이용하여 alpha subunit의 conserved region이 포함

되는 두 개의 항체 제작)

-  Quartz Crystal Microbalance (QCM) 바이오센서 비

  (제작된 항체를 QCM 칩에 고정 후 PAH dioxygenase 유무를 측정)

Ⅳ. 연구개발 결과

1. 해양 메타 로테옴 분석

- 2011년 5월  유류오염지역을 포함한 남해안, 서해안 일 , 여수( 양만), , 변산반도, 

군산항, 태안의 18지 으로부터 해양시료(sediment)를 채취하 다.

- 해양시료를 상으로 총단백질체를 추출하는 방법이 없어 먼  토양시료를 추출방법을 
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변형하여 추출하 다.

- 토양시료 5 g과 해양시료 100 g으로부터 Benndorf의 추출방법을 이용하여 총단백질체를 

추출하여, SDS- PAGE와 Silver staining 분석결과, 토양에 비해 해양시료에 존재하는 단

백질의 양이 매우 은 것이 확인되었다. 

- 해양시료의 양을 늘려 각각 100 g과 380 g으로 총단백질체를 추출하 으나 단백질 밴드

를 확인할 수 없었고 불순물(humic acid 등)의 증가만이 확인되었다.

- 해양시료의 염분  불순물(humic acid) 제거를 하여 투석 후 총단백질체를 추출하 으

나, 기 했던 불순물 제거  단백질 추출효과 향상을 확인할 수 없었으며 재 성도 없었다.

- Benndorf의 추출방법을 변형하여 TCA PVPP를 사용하여 총단백질을 추출한 결과, TCA

를 이용한 경우 불순물의 제거가 되지 않아 단백질 추출은 되었으나 밴드를 확인할 수 없

었던 반면에, PVPP 처리 후 phenol을 이용한 경우에는 불순물 제거와 동시에 단백질 추

출도 확인되었다. 그러나,  재 성이 없어 기 했던 만큼의 결과를 얻을 수 없었다.

 

2. PAH 분해 미생물  Dioxygenase 활성 미생물

- 1차로 상용 휘발유와 태안 유류오염 지역 퇴 물로부터 분리한 PAH 분해 활성이 있는 

미생물 4종 (H37, S47, S49, TA24)을 확보하 다.

- TA24 균주의 PAH 분해능을 HPLC이용하여 다시 확인되었다

- 2차로 유류 오염지역인, 여수( 양만), , 변산반도, 군산항, 태안지역의 해양시료 

(sediment)를 PAHs (Naphthalene [NA], Phenanthrene [PH], Pyrene [PY], Benzopyrene 

[BPY], 최종농도 50ppm)와 50일 농화배양 후, Marine agar 배지로 670개를 순수분리 했다

- 순수분리 된 미생물을 승화법을 사용하여 미약하게나마 PAH를 분해하는 271 균주를 찾

았고, indole test로 Dioxygenase 활성을 갖는 미생물을 73종 확보하 다 

- 최종 으로 우수한 활성을 갖는 균주로 PAH 분해 미생물 28종, PAH도 분해하고 

Dioxygenase 활성을 갖는 미생물 20종을 선별하 다

- 선별 균주를 동정한 결과, 지 까지 NCBI상에서 보고되지 않은 신규의 미생물을 14속의 

33균주를 발견했다. 

- 선별 균주  8-NA-5는 Phenanthrene과 Pyrene에 분해활성을 보여  Phenan-threne는 6

시간에 80%, Pyrene는 24시간에 50%를 분해하는 활성을 확인하 다

3. PAH 분해 효소

- PAH 분해 균주 48개를 가지고 PCR을 이용하여 알 서 유닛 유 자 분석을 진행한 결

과, Dioxygenase 유 자 서열을 갖는 6균주를 얻었다 (H37, TA24, 1-Mixs-4, 

1-NA-3-2, 2-NA-1, 그리고 11-BPY-1-2). 

- 특이하게도 그람 음성균인, 2-NA-1균주에서는 N2 primer로 11-BPY-1-2균주는 Nid 

primer로 성공하 고, 나머지는 그람 양성균인, H37, TA24, 1-Mixs-4, 그리고 

1-NA-3-2 균주들은 Nid primer 에서만 유 자 서열이 발견 다.
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- 총 6균주에서 7개의 dioxygenase alpha subunit내에 있는 Rieske center 구간 염기서열을 

발견했고, 이 서열과 기존에 서열들과 계통학 으로 비교해 본 결과, 기존의 서열과의 차

이를 보이는 것으로 보아 신규 유 자로 단된다. 

- 6균주  H37과 TA24 두 균주에 한 Fosmid genomic DNA library 구축에 성공하 다.

- TA24과 H37의 fosmid library colony와 colony hybridization을 통해 dioxygenase gene 

염기서열이 치하고 있는 colony를 탐색한 결과, TA24 균주는 확인하지 못하 으나, 

H37 균주는 hybridized colony 확인하 다.

- Dioxygenase의 alpha subunit내에 conserved sequence로 존재하는 Rieske center와 iron 

binding site의 아미노산 서열을 확인하 다 (open reading frame (ORF): 1482bp, 아미노

산: 494aa , 분자량: 55,453 KDa).

4. PAH 분해 효소 검출

- 기존에 알려진 PAH dioxygenase를 이용하여 그람 음성균 (18 peptides)과 그람 양성균 

(17 peptides)의 두 개 PAH Dioxygenase 항체를 제작하 다.

- 제작 된 두 항체를 이용하여 Quartz Crystal Microbalance (QCM) 센서 칩에 항체를 고

정한 후, PAH dioxygenase를 갖고 있는 미생물을 찾는 것으로 테스트를 진행하 다.

- Indole test에서 강력하게 dioxygenase 활성을 보인 균주를 positive 로 했고, 그람 음성균 

 양성균을 구분하여 비하 다.

- 그람 양성균 시료는 dioxygenase 존재 균주(positive 균주)와 dioxygenase 없는 균주 

(negative 균주)가 뚜렷하게 구별되는 것을 QCM 센서로 보여졌다. 

- 그러나, 그람 양성균 시료는 들쑥날쑥한 결과를 보여 항체가 specific 하지 않거나 그람 

음성균 균주들의 시료가 센서 칩 표면에 nonspecific하게 결합하는 것 같은 결과로 나온 

것으로 단된다.

- 결론 으로, 그람 양성균의 항체는 dioxygenase를 가진 박테리아를 screening 할 수 있는 

바이오센서 개발의 아주 근했다고 볼 수 있다.

Ⅴ. 연구개발결과의 활용계획

본 연구를 통해 해양유래의 PAH 분해효소 검출 기술의 개발의 연구기반을 확립하고 신

규 PAH  분해 미생물, PAH 분해효소  PAH 분해효소 검출 바이오센서 개발 가능성을 높

이는 연구에 활용이 할 것이다.

 ◦ PAH 분해미생물  PAH 분해효소 자원의 확보

 ◦ 오염된 PAH 화합물 이외에도 다양한 환경의 PAH 오염물질 제거기술 개발에 활용

 ◦ PAH 분해미생물 (PAH 분해효소)제제, 장 용기술 등의 산업화를 한 기술이

 ◦ 바이오센서를 이용한　PAH 분해효소 검출의　집 화기술은　향후　해양환경 연구 용 
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활용 가능 

 ◦ 바이오센서 기술 등을　개발함으로써　고부가가치의　환경복원 기술을 확보하고,  다가올 환

경복원분야의 국제  경쟁력을 확보하고자 함
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SUMMARY 

Ⅰ. Title

Development and Utilization of Detection Method of PAH-Degrading Enzyme From 

Marine Environment

Ⅱ. Objectives and Significance

- Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) are hazardous environmental pollutants 

that possess carcinogenic and mutagenic properties. 

- PAH is not decompose and long residence time accumulated in the marine 

organism

- Microbial is an important in the conversion and degradation of PAH

- Effect of low molecula PAH bioremediation using microbial

- Isolated of PAH-degrading microorganisms and characteristics of PAH degrading 

enzyme

- Acquisition of PAH-degrading enzyme by proteome analysis

- Analysis of metaproteome from marine environment  

- Development of biosensor of PAH-degrading enzyme for marine environment 

- Development of biosensor of using antibody of PAH-degrading enzyme

- Application of marine environment of research by using biosensor for detected 

technology of PAH-degrading enzyme 

- Using a biosensor to quickly identify the contaminated area and, after that 

introduction of bioremediation are urgently required in the country

- Identify of contaminated area by using a biosensor and, after required of R&D to 

introduction of bioremediation in the country

The purpose of this study was to develop a detection method of 

PAH-degrading enzyme from marine environment. That is develop of biosensor 

for detection of contaminated of marine environment for PAH by using 

PAH-degrading enzyme 
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Ⅲ. Contents and Scope

1. Analysis of marine metaproteome 

- Research of marine metaproteome  (investigation records)

- Acquisition of marine samples (Collection of sediment from oil contaminated soil)

- Extraction of marine metaproteome (Total proteome is confirm by SDS-PAGE)

2. PAH-degrading and dioxygenase activity microorganism

- Acquisition of enrichment culture after isolated microorganism

- Acquisition of isolated microorganism since enrichment culture 

- Acquisition of PAH-degrading microorganism using sublimation method

- Acquisition of dioxygenase activity of microorganism by indole test

- 16s rRNA sequencing of PAH-degrading microorganism and taxonomic identity

- Determination of taxonomic identity and 16s rRNA sequencing of PAH 

-degrading microorganism

- Analysis of degrading activity of PAH compound of selected microorganism

- Analysis of degrading activity of PAH single substrate of selected microorganism

3. PAH-degrading enzyme

- Aanalysis of dioxygenase gene  (Consists at subunit of four)

- Aanalysis of PAH dioxygenase gene (Distinguish between the PAH dioxygenase 

difference in homology rieske center of a conserved region of alpha subunit)

- Cloning of PAH dioxygenase gene (Establish Fosmid genomic DNA library and 

using colony hybridization method)

4. Detection of PAH-degrading enzyme

- PAH dioxygenase antibody production (By using PAH dioxygenase, production of 

two antibodies is included conserved region of alpha subunit)

- Preparation of  Quartz Crystal Microbalance (QCM) biosensor (Measure the presence 

of PAH dioxygenase after antibody produced fixing on the QCM chip)
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Ⅳ. Results

1. Analysis of marine metaproteome 

- The collected sediment from south coast, west coast, Yeosu(kwangyang bat 

area), Yeonggwang gun, Byeonsan peninsula, Gunsan port,  Taean gun that oil 

contaminated soil area in may 2011.

- Targeting marine sample, there is no way to extract total proteome, was 

extracted by a modification of the extraction method a soil sample first.

- Utilizing extraction methods of Benndorf from 5 g soil samples and 100 g marine 

sample were extracted total proteome, the results of SDS-PAGE and Silver 

staining analysis, in comparison to the soil, the amount of protein present in the 

marine sample that very little has been confirmed.

- Increased the amount of marine samples have been extracted the total proteome 

with 100 g and 300 g respectively. However, only the increased of 

impurities(such as humic acid) which could not be confirmed band of protein 

was confirmed.

- Using TCA and PVPP by methods for extraction of total protein, but was not 

observed clear result.

 

2. PAH-degrading and dioxygenase activity microorganism

- 4 kinds of microorganisms (H37, S47, S49, TA24) of PAH degrading activity 

from commercial gasoline and sediment of Taean area was secured.

- Degrading activity of PAH of TA24 stain was confirmed. (by using HPLC)

- After enrichment culture of sediment and PAHs (Naphthalene [NA], Phenanthrene 

[PH], Pyrene [PY], Benzopyrene [BPY], concentration of 50 ppm), isolated 670 

strain by using marine agar 

- By using sublimation method, the PAH degradation activity of 271 strains were 

isolated. Also, 73 strain of dioxygenase activity through indole test were isolated.

- Finally, selected of 28 strain(PAH degradation activity) and 20 strain (PAH 

degradation and dioxygenase activity)

- Results of identification of selected strains, found 33 strains a new mcriobial has 

not been reported at NCBI.

- Selected strains of 8-NA-5 is phenanthrene and pyrene degradation activity

- Selected strains of 8-NA-5 showed that degradation activity of 
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Phenanthrene(80%, at 6 hour) and Pyrene(50%, at 24 hour) 

3. PAH-degrading enzyme

- As a result of utilizing the PCR, it was analyzed the alpha subunit of 48 

strains(PAH degrading activity), to obtain 6 strains with dioxygenase gene 

sequence (H37, TA24, 1-Mixs-4, 1-NA-3-2, 2-NA-1, and 11-BPY-1-2). 

- Gram negative bacteria of 2-NA-1 strain and 11-BPY-1-2 strain were succeed 

as N2 primer and Nid primer. Also, gram positive bacteria ( H37, TA24, 

1-Mixs- 4, and 1-NA-3-2 strain) gene sequences were found only in Nid 

primer.

- Results found rieske center section nucleotide sequence in the dioxygenase alpha 

subunit in seven of all six strains, were compared phylogenetically with this 

sequence, a sequence of existing, in view of that show a difference in the 

sequence of existing, it is determined to be a new gene.

- Fosmid genomic DNA library to TA24 and H37 strain of the six strains were 

managed to build.

- As a result of exploring the colony nucleotide sequence of dioxygenase gene is arranged 

through the fosmid library colony and colony hybridization of H37 and TA24, TA24 

strain had no confirmed but, H37 strain was confirmed hybridized colony

- Confirmed the amino acid sequence of rieske center and iron binding site which is 

present in alpha subunit within the conserved sequence of dioxygenase (open reading 

frame (ORF): 1482bp, amino acid: 494aa, molecular weight: 55,453 KDa).

4. Detection of PAH-degrading enzyme

- By using the PAH dioxygenase, to produce a two PAH dioxygenase antibody that 

Gram-negative bacteria (18 peptides) and gram-positive bacteria (17 peptides).

- After that by using two antibodies that are produced and to fix the antibody to the 

Quartz Crystal Microbalance (QCM) sensor chip, to find microorganisms that have PAH 

dioxygenase has tested.

- The positive to the strains showed dioxygenase activity strongly in the Indole 

test, was ready to distinguish between gram-positive bacteria and gram negative 

bacteria.

- Gram-positive bacteria samples were observed in the QCM sensor, it is clearly 

distinguishable dioxygenase presence strain (positive strain) and without 
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dioxygenase strain (negative strain).

- However, it shows the results of the jagged, Gram-positive bacteria sample is judged to 

have come out on the results the antibody not specific or, samples of strains of 

gram-negative bacteria, such as binding to nonspecific to the sensor chip surface.

- In conclusion, antibody [Gram (+)] of Gram-positive bacteria to be possible to develop of 

biosensor which can be screening dioxygenase bacteria.

Ⅴ. Suggestion for the application of the results

In this study, use is made of the research to establish a research infrastructure for the 

development of detection technology of PAH-degrading enzymes of marine origin, increase 

the likelihood of development of PAH-degrading enzyme detection and biosensors new 

PAH-degrading enzyme.

 ◦ Acquisition of PAH degrading microorganism and enzyme resources

◦ Applied to the development of PAH contaminant removal technology of various 

environments also PAH compounds other than the pollution.

 ◦ Technology transfer for industrialization PAH-degrading microorganism 

(PAH-degrading enzyme) preparation, and field application of technology.

 ◦ Integration technology of detection of PAH-degrading enzymes using biosensor 

applied to study possible use of the marine environment of the future.

 ◦ By developing and bio-sensor technology, to ensure the environmental restoration 

technology of high value-added, it is intended to ensure the international 

competitiveness in the field of environmental restoration coming.
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제 1 장 연구개발과제의 개요

제 1  연구개발의 목

- 해양유래의 PAH 분해효소 검출 기술의 개발  활용

제 2  연구개발의 필요성 

1. 연구개발의 개요

- 다환방향족탄화수소(polycyclic aromatic hydrocarbon, PAH)는 독성 외에 발암성, 돌

연변이 유발성 물질이자 내분비교란물질(환경호르몬)로 알려진 인체에 치명 인 물질

- PAH는 자연계에서 분해가 어려워 잔류기간이 길며 해양생물의 체내에 축  

- 로테옴 분석을 통한 PAH 분해효소의 로테오믹스 기술의 용

- 해양 메타 로테오믹스 정보 수집과 해양환경 시료에 한 메타 로테옴 분석

- 해양환경 시료에 한 메타 로테오믹스 기술의 활용

- PAH 분해효소를 활용한 검출시스템 기반구축

- 해양환경으로부터 PAH 분해효소 검출을 한 나노바이오센서의 시제품 제작

2. 연구개발의 필요성

가. 기술  측면  

- 로테오믹스 기술을 활용한 로테옴의 분석은 PAH 분해효소 정보 제공

- 메타 로테오믹스 기술은 여타 환경미생물 분야에　 범 하게 용가능

- 나노바이오센서를 이용한　PAH 분해효소 검출의　집 화기술은　향후　해양환경 연

구에 용 가능

- 나노바이오센서는 복잡한 분석 로세스를 체할　수　있을 뿐만 아니라 고가의　기

기를　이용하지 않고　신속하게 장에서 즉시 검출 가능함

나. 경제 산업  측면

- 생물정화기술(Bioremediation)은 재 진행 인 미국  EU와의 FTA 정에 의해

서 외국의 기술이 국내 시장을 잠식할 가능성이 높음 

- 국내기술이 미비한  시 에서, 이 연구는 아직 다른 산업에 가려져서 인지되지 못

하고 있지만, 경제　 　산업에　있어　 요한　 치를 차지할 것으로 망됨

- 생물정화기술은 특히 미국 EPA에서는 Superfund Program을 통해서 오염된 지역을 

장기 으로 복원하는 사업을 통하여 이미 세계 으로도 기술  우 를 하고 있음

- 우리나라의 경우 환경복원을 해서는 경제  어려움이 있는데, 신규　나노바이오센
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서 　메타 로테오믹스 기술을　개발함으로써　고부가가치의　환경복원 기술을 제

고하고, 다가올 환경복원분야의 국제  경쟁력을 확보하고자 함

제 3  연구개발의 범

단계 연구내용 연구범위

3단계

(2010~

2012)

해양시료의 메타프로테옴 

분석

- 국내 유류오염지역을 대상으로 해양시료 채취

- 해양시료에서 다양한 방법으로 총단백질 추출

- SDS-PAGE로 단백질 분석

PAH 분해미생물 및 

dioxygenase 활성 미생물 

확보 

- 국내 유류오염지역의 시료와 농화배양을 통한 해

양미생물의 순수분리

- 승화법(sublimation method)을 이용하여 

PAH 분해미생물 확보 (승화장치 제작)

- 인돌을 이용하여 dioxygenase 활성 미생물확보

- 우수 활성의 PAH 분해미생물 및 dioxygenase 활

성 미생물의 선별 및 동정

PAH 분해 효소 분리 및 

PAH dioxygenase 효소군 

분류

- 선별 미생물을 대상으로 다양한 primer를 이

용하여 PAH dioxygenase 유전자 조사

- 발견된 PAH dioxygenase 유전자의 클로닝

- PAH dioxygenase 서열 확보

- PAH dioxygenase 효소군을 그람음성균과 

그람양성균으로 분류함 (낮은 상동성)

PAH 분해 효소의 검출 방법

- Peptides를 이용하여 항체제작(G+ & G-)

- 제작된 항체의 QCM 바이오센서에 고정

- 선별 미생물을 대상으로 항체와의 결합 여부 조사
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제 4  연구개발의 배경

1. 유류오염

유류(원유)는 탄소수 4~26개 는 그 이상 포함한 각종 탄화수소(hydrocarbon)의 혼

합물이며, aliphatic hydrocarbon은 비교  빨리 분해가 되고, aromatic hydrocarbon은 

느리게, 분자량이 아주 큰 타르는 아주 느리게 분해된다. 시간이 지나면서 유류의 성분

도 변하는데 분자량이 작은 부분은 휘발되고, 수용성 부분은 물에 녹으며, 섞이지 않는 

부분은 토양입자에 흡착되거나 퇴 물로 축 된다. 유출된 유류는 유출량, 유출유의 종

류  상태, 오염된 환경의 특성과 장소에 따라 다양한 향을 미친다. 유출된 기름이 

환경에 미치는 향은 사고 당시의 직 인 피해와 사고 후 오랜 시간이 경과한 후 생

태계에 나타나는 장기 인 피해로 나  수 있다. 직 인 피해는 원유나 벙커C유 등 

성이 큰 유류가 생물의 표면에 부착하여 생물이 질식하거나 체온이 떨어져 사망하는 

경우가 있고, 방향족 탄화수소 등의 독성에 의한 생리 인 치사가 일어나기도 한다. 장

기 인 피해는 잔류 유류에 있는 독성의 향으로 생물들의 생산력 감소를 래하여 궁

극 으로 군집구조의 변화나 개체군의 감소를 유발하는 것을 들 수 있다.

가. 해양 유류오염

세계 으로 형 해양 원유유출사고는 1970년  말 이후 격히 증가하고 있는 추세

이며, 해양으로 매년 약 56만 톤의 원유(  세계 원유 생산량의 약 4%)가 유출되고 있

는 것으로 집계되고 있다. 주요 유류유출사고로는 ‘아모코카디즈’ (78년: 223,000톤), ‘엑

손발데즈’ (89년: 37,000톤), ‘씨엠 스’ (96년: 72,000톤), ‘ 스티지’ (02년: 77,000 톤) 

등이 있다. 국내의 경우는 형 선박사고와 유조선 사고이외에도 각종 산업시설과 선박 

등에서 버려지는 폐유유출 사고 수가 증가하고 있다. 씨 린스호 (95년, 5,035톤), 허베이 

스피리트호(07년, 11,000톤) 등 형사고로 인근 해양생태계 괴  피해지역이 확 되

고 있으며, 소형선박사고로 인한 유류의 인근 해양 오염도 지속 으로 일어 나고 있다. 

유출기름의 80% 이상은 서해와 남해지역에 집 되고 있으며, '90년~'00년 사이 매년 

1,000톤에서 4,000톤이 오염되고 있고, 이로 인해 매년 2조원이 넘는 경제  손실을 가져

오고 있는 것으로 추정된다(출처 : http://www.kei.re.kr). 유출유는 해양에서 수평   

수직 으로 확산되는데 물속에 기름방울들이 퍼져 있는 oil-in-water (o/w) emulsion의 

생성속도는 도나 난류에 따라 다르며, 기상조건에 따라 기름속에 물이 포함된 

water-in-oil (w/o) emulsion이 형성되기도 하며, 이러한 유상액은 마치 쵸콜릿 무스

(mousse)처럼 보이며 아주 끈 끈 해 해변에 려오면 생태계에 큰 향을 미치게 된

다. 특히, 갯벌을 구성하는 입자 사이의 공극을 막아 산소공 을 차단하고, 유출원유가 

함유하고 있는 유해물질로 오염을 지속 으로 유발하기 때문에 서생태계에 매우 치명

 향을 미치며 먹이 사슬의 최하부에 치한 갯벌의 괴는 체 해양생태계의 붕괴

를 의미한다.
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2. 다환방향족탄화수소

다환 방향족 탄화수소 (polycyclic aromatic hydrocarbon, PAH)는 2개 이상의 벤젠고

리가 합된 방향족 탄화수소를 의미하며 석유의 주요 구성성분이다 ([그림2-19]1). 한 

부분의 유기물이 불완 하게 연소될 경우에도 발생한다 (Blumer, 1975). 인간활동의 

증가와 함께 PAH는 환경내의 어디에나 분포하는 오염물질로서 차 그 양이 증가하고 

있다. PAH는 물에 한 용해도와 증기압이 단히 낮기 때문에 유기물이나 입자성 물

질에 한 흡착도가 단히 높고 ([표2-19]1).결과 으로 유기물, 특히 humic acids의 농

도가 높은 해양의 퇴 토에 축 된다 (Means et al., 1980; Schlautman and Morgan, 

1993). 실제 많은 연구결과에서 PAH는 인간활동의 향이 큰 연안역과 륙붕의 퇴 토

에서 상 으로 높은 농도로 검출되었다 (Kim et al., 1999; Sanger et al., 1999).

PAH는 일반 인 독성 외에도 발암성, 돌연변이 유발성, 유 독성을 지니기 때문에 

PAH에 의한 환경오염은 인간에게까지 향을  수 있는 잠재 인 험요인이 된다 

(Hidelberger, 1975). 따라서 그간 오염된 환경으로부터 PAH를 제거하는 것은 요한 

심사가 되어왔다. 이와 같은 에서 그간 PAH의 제거에 미생물을 이용하고자 하는 

노력들이 시도되어왔으며 실제 많은 종류의 미생물들이 자연환경 내에서 PAH의 환과 

분해에 요한 역할을 하는 것으로 밝 졌다. 나아가 장에 존재하는 미생물을 이용한 

오염된 PAH의 생물정화 연구가 여러 지역에서 시도되어 왔으며 그 결과 분자의 

PAH로 오염된 토양의 경우에는 생물정화기술의 용이 유효한 것으로 밝 졌다 

(Juhasz and Naidu, 2000).

  [그림2-19]1. Chemical structure of PAH
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[표2-19]1. Physico-chemical characteristics of representative PAH

3. PAH 분해 미생물 분석 연구

PAH는 환경 내에 다양하게 존재하고 있으며 이들은 유기물질의 연소  화석 연료

의 사용 등으로 인해 자연계에 유출된다. PAH  나 탈 에 한 연구결과는 다른 

PAH에 비해 많이 보고되었는데 그 이유는 가장 간단한 구조 (벤젠링 2개)를 하고 있으

며, 토양으로부터 이를 분해 하는 미생물의 분리하기가 비교  용이하 기 때문이다. 나

탈 을 분해할 수 있는 표 인 미생물로는 NAH7을 encoding하고 있는 

Pseudomonas putida  PpG7 이 있다. 이러한 연구를 바탕으로 하여 NAH7 유 자를 이

용한 probe 들이 in situ에서 나 탈 의 분해 미생물을 모니터링하기 해 고안되었고 

이를 용하기 한 연구들이 많이 진행되어 왔다. 최근에는 나 탈 을 분해하는 NAH 

시스템이 phenanthrene, anthracene, dibenzothiophene, fluorene, methylated naphthalene

의 분해와 련되어 있다는 연구 결과들이 보고 되고 있다. 그러나 분자량이 큰 PAH 

(HMW PAH)에 하여 NAH7 유 자를 기반으로 하는 probe로는 측정이 되지 않는다

는 연구결과들도 있어 환경 내 미생물들의 활성도를 보다 잘 이해하기 한 새로운 방

법의 개발을 해 HMW PAH에 한 생화학  그리고 유 인 정보가 반드시 필요하

게 된다 (Ahn et al., 1999). PAH는 미생물의 aromatic oxygenase분해효소에 의해 분해

되는데 이들의 분해 능력과 분해효소의 생성  환경요인의 변화에 따른 변화들을 악

하는 것은 생태계  오염된 토양을 복원하는 데에 반드시 필요한 정보이다.  특히, 

PAH 분해효소인 dioxygenase의 conserved region인 rieske region의 분석을 하여서 분

해유 자의 변화를 조사하는 것은 매우 요하다.
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4. 로테오믹스 (proteomics)

단백질체학이라고도 하며, 로테인(protein:단백질)과 옴(ome: 체)의 합성어로서, 게

놈이 모든 유 정보의 집합체라면 로테옴은 특정 세포나 특수 상황에서 만들어지고 

작용하는 단백질의 총집합이다. 즉 생명체의 체 유 자인 게놈에 의해 발 되는 모든 

단백질의 총합인 로테옴을 다루는 학문으로 이들을 량으로 분석하고 상호기능 계 

지도를 작성하며 구조분석을 통해 궁극 으로 특정 단백질과 이를 만드는 유 자의 기

능을 동시에 밝 내는 것을 목 으로 한다 (Graves and Haystead, 2002). 단백질체 분석

은 1970년 에 2차원 기 동법의 개발과 함께 시작되었다. 2차원 기 동법을 이용해 

복잡한 시료 안의 단백질들을 분리할 수 있게 되었으며, 여러 조건아래에서 세포 내 단

백질체의 변화를 찰할 수 있게 되었다. 그러나 단백질들을 효율 으로 동정할 수 있는 

기술이 없었기 때문에, 단백질체 분석은 매우 어려웠다. 1990년 에 들어와, 질량분석기

를 이용해 펩타이드의 분석과 단백질의 동정을 효율 으로 할 수 있게 되었으며, 실질

인 단백질체 분석 연구의 시 가 열리게 되었다. PCR을 통해 쉽게 극미량 존재하는 시

료의 검출이 가능한 유 체의 분석과는 달리, 미량의 존재하는 단백질들의 검출이 단백

질체 분석의 가장 큰 어려움으로 남아있다. 따라서, 최근 게놈차원에서의 유 자 발 분

석 결과를 단백질체 분석 결과와 융합하려는 시도가 되고 있다.

5. 메타 로테오믹스 (metaproteomics)

메타 로테오믹스(메타단백질체학)는 “환경 미생물 군집 내의 체 단백질들에 한 

로테옴 분석과 련된 연구분야” (Wilmes et al., 2004)로 meta는 그리스어로 “ 월”

을, 로테오믹스(proteomics)는 하나의 생명체, 조직 혹은 세포의 모든 단백질들로 정의

될 수 있는 로테옴과 련된 연구 분야를 뚯한다 (Graves and Haystead, 2002). 이러

한 메타단백질체학은 생태계 내에서 미생물의 기능  발 을 연구하기 해 mRNA수

을 넘어 미생물 군집구조와 환경인자에 의한 그 발  양상을 포 으로 이해하는 데에 

도움을 주고, 의학과 환경 미생물학 발 에 가장 큰 장벽인 배양 불능과 미생물의 로

테옴이 지나치게 다양하다는 두 가지 문제를 해결 해  수 있다. 메타단백질체학은 환경

미생물 연구에 있어서 엄청난 잠재력을 가진 획기 인 연구 방향을 제안한다. 물론 밝

지지 않은 신규 단백질의 기능을 밝 야 하는 난제도 있지만, 환경 로테옴 내에서 높

게 발 되는 제한된 수의 단백질 분석에 집 해서 연구해나감으로써 새로운 메타단백질

체학 분야의 발 에 한 잠재력은 더욱 범 해질 것으로 상된다. 한 메타지노믹

스, 메타 사체학 , 메타 사체학과 더불어 메타단백질체학은 미생물 군집구조, 기능, 생

리학, 상호 계, 생태학, 진화 사이에 보다 범 한 정보를 수집할 수 있게 하는 아주 

정 한 분자생물학  데이터를 제공한다 ([그림2-19]2; Kim et al., 2010). 미생물군집의 

메타단백질체 분석을 해서는, 미생물에서 유래한 단백질들을 효율 으로 추출할 수 있

는 기술의 개발이 필요하다 ([그림2-19]3). 특히 메타단백질체의 정량 , 정성  특성을 

변화시키지 않고 단백질들을 추출할 수 있어야 성공 인 분석을 할 수 있을 것이다. 미

생물군집의 복잡성과 환경의 다양성 때문에 메타단백질체의 추출에는 표 화된 방법을 
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반복 으로 사용하기 어렵다. 특히 환경 시료에서 유래한 각종 화합물 (페놀계 화합물, 

부식산 humic acid 등)은 단백질의 추출을 어렵게 만들고 있다.

[그림2-19]2. Schematic representation of the ‘Meta’ levels in the ecology of microbial 

communities (Maron et. al., 2007)

[그림2-19]3. Metaproteomic analysis strategies. (a) 2D-PAGE-based analysis (b) 

Liquid-chromatography-based analysis (Wilmes and Bond, 2006)
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6. 바이오센서 (Biosensor)

환경 용을 한 바이오센서는 민감도, 선택성, 사용의 편리성과 같은 부분에서 계속

인 발 과 진보를 보여주고 있다. 살충제, 독성 산업 화학물질, 독성 속, 병원성 박

테리아와 같은 특정 물질 는 물질의 종류를 검출하고 측정하는 것뿐만 아니라, 바이오

센서  바이오분석법들은 세포독성, 유 독성, 생물학  산소요구량, 병원성 박테리아, 

그리고 환경호르몬의 생물학  향을 측정하기 해 설계되고 있다. 이러한 환경 응용

에 필요한 바이오센서 분야에 있어 최근 기술개발에 하여 살펴보면. 기, 물, 토양에 

포함된 오염물질을 검출하는 것은 환경과 인간에 미치는 험을 리하고 이해하는데 

있어 필요한 장치 인 요소라 할 수 있다. 이러한 필요를 비롯해 통 인 분석 화학  

방법에 소요되는 시간과 비용으로 인해, 간단하면서, 빠르고, 높은 비용 비 효율과 휴  

가능한 분석법에 한 요구가 계속 으로 증가하고 있다. 바이오센서  바이오 분석  

방법이 상당수의 환경 모니터링 응용에 필요한 보안 이면서도 표 인 분석 방법에 

합한 것으로 드러나고 있다. 일반 으로 바이오센서는 표  물질을 선택 으로 인식할 

수 있는 생체 감지물질(bioreceptor) 는 생체모방 감지물질(biomimetic receptor)로 이

루어진 센서 매트릭스(sensor matrix)와 반응 시에 발생하는 신호를 달하는 변환기

(transducer)로 구성되어 있다. 센서 매트릭스로는 효소(enzyme), 항체(antibody), 항원

(antigen), 멤 인(membrane), 수용체(receptor), 세포(cell), 조직(tissue)  DNA 등이 

사용되고 있으며, 신호 변환 방법으로는 류, 산화-환원, 발색, 학, 형 , 압  등이 

이용되고 있다 (de Oliveira Marques et. al., 2004; [그림2-19]4). 

      [그림2-19]4. The basic principle of biosensor.
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제 2 장 국내외 기술개발 황

제 1  국외 기술개발 황

1. PAH 분해 기술

- 선진외국의 연구개발 황을 살펴보면, 최근 일부 심각한 오염 지역을 해결하기 한 

처방안으로 생물정화기술 개발에 을 두고 있으며 많은 인 자원과 연구비의 지

원으로 기술  기업화가 빠른 속도로 진행되고 있음

- 미국 워싱턴 학의 Marine Bioremediation Program - 해군연구소와 에 지청의 지원

하에 푸젯만 이 항에서 목재보존제인 PAH 화합물 creosote오염을 제거하기 한 방

안으로 생물정화기술 개발.  Cycloclasticus spp.의 PAH 분해잠재능과 분포연구  

PAH 분해에 있어서 자수용체의 체에 한 연구를 통해 PAH 분해능 증가에 한 

성과를 거두고 있음

- 미국 매릴랜드 해양생물공학센터 - 독성유기화합물의 사  검출  오염물질의 효율

인 생물정화 기술 개발을 통하여 해양생물자원을 보 하는 능력을 높이는 것을 최종

목표로 한 해양 생물정화 기술 개발 

- 일본 통산산업성 공업기술원 - 1998년부터 4년간에 걸쳐 총 10억엔 규모로 폐쇄성해

역의 환경수복 창조기술의 개발과 효과검증에 한 연구 수행  (일본 해상보안청 수

로부, 1998). 1차년도 산 1억엔, 2차년도 산 2.6 억엔으로 mitigation 개발, 

bioremediation 개발, 실해역에서의 bioremediation 기술의 효과검증 연구

2. 로테오믹스

- 로테오믹스학 련 기술은 1990년  반 이후 '-omics'라는 신개념이 정립되면서 

활발한 기술개발이 이루어지는 분야로 로테오믹스의 주요 기술개발 분야는 단백질 

칩의 의약  응용  바이오마커 분야, 로테옴 분석시스템 분야 등으로 개발되고 있

는 황

- 로테오믹스 련 특허는 1998년 이후 출 되며 2000년에 어들면서 격히 증가함 

1990년  후반 시작된 인간게놈 로젝트 이후 유 자 기능에 한 심이 고조되었으

며, 이에 따라 련 연구개발도 증함

- 2D-electrophoresis와 같은 단백질의 분리 기술  장비, 질량분석 기기를 이용한 단백

질 확인, Database 련 특허 등 단백질의 기능을 규명하기 한 연구개발이 활발히 

진행되고 있음

- 재 출원  등록된 로테오믹스 련 특허의 67%를 미국이 보유하고 있으며 주요 

출원기  역시 미국의 Ciphergen Biosystems사, Agilent Technologies사 등으로 미국
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의 기업  학들이 해당 분야의 기술을 주도하고 있음

- 로테오믹스 련 특허를 가장 많이 보유하고 있는 국가는 미국으로 총 1,212개( 체

의 67%)의 비 을 차지하고 있음

- 일본, 유럽, 독일, 한국, 국, 랑스 등이 뒤를 잇고 있으나 1 와의 격차는 매우 큼

3. 메타 로테오믹스

- 2004년 이후 서로 다른 미생물 생태계로부터 해수, 인간의 배설물, 토양, 활성 슬러지, 

산성 산 폐수 생물막 등에 메타 로테오믹스 기술이 유용하게 사용되었음 ([표

2-19]2)

 [표2-19]2. Results of metaproteomics studies in environmental samples.

- 해양의 메타 로테오믹스 연구는 2009년 Giovannoni 그룹에 의해 사르가소海에서 수

행되어 합성이 일어나는 수층의 미생물 군집을 분석하 고, 그곳에서 우 하는 미생물

들과 연 있는 단백질들을 규명하 음 (Sowell et al., 2009)

- 인간의 메타 로테오믹스 연구는 2007년 Klaassens 등에 의해 처음으로 신생아 배설

물로부터 단백질을 추출, 분석하여 우 하는 미생물과 단백질의 발 을 확인하 음 

(Klaaassens et al., 2009)

- 토양의 메타 로테오믹스 연구는 2009년 속 오염지에서 재배한 애기장

(Arabidopsis halleri)의 속에 한 응은 식물과 근권미생물 군집과의 상호 계

에 의한 방어시스템  합성 련 단백질이 요한 역할을 하는 것을 규명함 

(Farinati et al., 2009)
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- 활성슬러지의 메타 로테오믹스 연구는 활성슬러지에 의한 생물학  하수처리 공정 

 인 제거 공정 시에 존재하는 단백질에 한 검출과 분석이 가능해짐으로써 생물학  

인 제거에 여하는 미생물의 생태가 밝 지고, 이 단백질에 한 해석을 통하여 인 제거 공

정에 한 심층 인 이해가 가능하게 되었음(Wilmes et al., 2008)

- 생물막의 메타 로테오믹스 연구는 2005년 Ram 등에 의해 캘리포니아 Richmond 탄 의 

폐수에서 채취된 산성 산 폐수(acid mine drainage) 생물막의 단백질을 분석했고, 극한 

환경에서 생존  응하기 한 단백질들의 발 을 확인하 음 (Ram et al., 2005)

- 이들 메타 로테오믹스 연구는 여러 측면에서 상당히 다르지만, 미생물 군집의 구조와 기

능, 생리, 상호 계, 생태, 진화  측면을 결정 으로 상호 연결한다는 것을 밝 냈음

4. 바이오센서

- 최근 바이오센서 기술 개발 추세는 동시에 여러 가지 성분을 검출할 수 있는 마이크로 

어 이 형태로 개발되고 있음

- 특히 나노입자, 나노선, 탄소나노튜 , 그라핀 등 나노 물질을 이용한 바이오 센서들에 

한 연구가 활발히 이루어 지고 있음.

- 미세 가공(Microfabrication) 기술의 응용 확 에 따라 실리콘 반도체 기반의 바이오 센서 

개발이 진행

- 나노와이어 기반의 감도 바이오센서 개발:측정하고자 하는 단백질이나 바이러스 입자와 

비슷한 수 의 지름 (2~20nm)과 Doping 농도 조 이 가능한 나노와이어 제작

- Electrochemiluminescent(ECL) Enzyme 센서의 활용: Luminophore(발 단)*와 Target 

analyte에 한 높은 특이성을 가지고 화학 반응을 일으키는 Enzyme(효소)를 결합한 고

감도 바이오센서 개발

- 섬유(Fiber Optic)의 달, Long Interaction Length, 검출 물질 활성화

    빛 흡수 특성을 활용하여 비용 고효율 바이오 센서 개발

- 나노 기술 기반 고속 검출 바이오 센서 개발: 2009년 9월 스페인 Rovira I Virgili 

Univ. 연구 에서 CNT와 DNA 조각을 활용하여 살모넬라 균 세포 1개를 5ml 용액 내

에서 단 몇  만에 검출하는데 성공

- 운동역학  분석을 한 바이오 센서 개발: 2008년 말 ForteBio Inc.는 인간 IgG 항체의 

동역학  특징 분석  Screening이 가능한 AHC(Anti-human lgG FC Capture) 바이오

센서 개발

- 에고치의 실크 단백질을 이용한 모니터링 바이오 센서 개발: 2009년 2월 미국 보스턴의 

Tufts University의 연구 에서 개발한 에고치 기반의 모니터링 바이오센서 기술 개발

- SPR(Surface Plasmon Resonance) 바이오 센서 개발: Biosensing Instrument 

Incorporated는 연구용 바이오 센서를 타겟으로 고정 ․고감도․다기능 SPR(Surface 

plasmon resonance)를 개발 

- Micronit Microfluidics BV의 부상: 네덜란드에 소재한 Micronit Microfluidics社는 수직으
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로 설치된 3개의 극 이 각 홀(Hole)에 공개된 홀 배열의 바이오 센서를 개발

- 바이오 센서의 활용 분야로는 크게 의료, 산업 공정, 환경 모니터링, 군사, 연구(실험) 등

이 있고, 세계 시장 규모는 2009년 말 재 약 67억 3,000 만달러에서 2016년엔 144억 

2,000 만달러로 증가, 연평균 11.5%의 높은 성장이 상되고 있음 ([그림2-19]5)

- 환경 감시용 바이오 센서시장은 2016년까지 연평균 12% 성장하며 20억달러의 시장으로 

커질 것으로 상되어, 특히 기존 기업이나 지배 인 제품이 자리 잡지 못한 ‘무주공산’

으로서 실제로 2009년 재 이분야 시장 1  기업의 유율은 16%에 불과해 우리나라와 

같이 바이오 센서 후발 주자가 진입하기에 비교  용이한 것으로 악됨

      [그림2-19]5. The world biosensors markets.
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제 2  국내 기술개발 황

1. PAH 분해 기술

- 국내에서도 생물정화기술에 한 필요성을 인식하여 토양, 지하수환경이고 해양의 경우에

는 조간 , 조하 지역으로 제한되어 연구가 진행됨

- 해양유류오염 감기술 개발 (한국해양과학기술원).  과제에서는 다양한 우수 유류분해 

미생물, 특히 원유내 난분해성 그룹인 PAH  polar group(resins)을 분해하는 미생물 확

보를 통한 혼합 미생물제제 개발  산업화, 혼합 미생물제제를 상온에서 장기간 배양 보

존할 수 있는 방법 개발  산업화, 해상방제용 미생물제제 개발, 생물정화기술 용시 

생태계에 미치는 향을 검토하기 해 환경내 미생물 군집의 변화를 분자생태학  방법

을 이용하여 추 할 수 있는 균주 특이성 탐침 개발, 자갈, 모래해변 등 다양한 조건하에

서의 생물정화방법을 microcosm, mesocosm 규모로 용, 유류화합물의 생물정화과정을 

화학  방법으로 모니터링하는 분석방법으로 원유내 nor-hopane을 biomarker로 이용하는 

기법 확립  장 용 기술 등의 연구를 수행함

2. 로테오믹스 와 메타 로테오믹스

- 국내에서는 지난 3∼4년 동안 질량분석학에 기반한 로테오믹스에 한   심 고조에 

따라 질량분석기술의 개발  활용이 증가하 으나 로테오믹스 분석의 핵심기술인 질량

분석기의 국내 활용 숫자는 으로 부족한 형편임

     # 국내바이오 분석용 질량분석기는 선진국의 1/50∼1/100 수 이며

     # 질량분석기술 개발도 산발 으로 진행되고 있음

     # 고가장비  문인력 부족으로 질량분석 기술개발의 기반이 약함

- 한국특허청에 출원  등록된 로테오믹스 련 특허는 2000년 이후 활발하게 출원  

등록되고 있어 HSP 이후 로테오믹스 분야는 주요 기술분야로 각 받고 있음

- 세계 인 로테오믹스 특허 동향과 유사한 시 에서 국내 연구개발  특허활동도 활성

화 된 것으로 볼 수 있음

- 로테오믹스 연구는 신약개발  질병진단 기술개발에 필수 으로 향후 련 R&D  특

허활동은 증가할 망임

- 그 뒤로 미국, 일본, 국, 랑스, 유럽 등 국가들의 특허가 진입된 상태로 해외 로테

오믹스 기술의 상당수가 국내 진입된 상태로 국내에서 련 기술개발을 통한 산업화에 제

약을 받을 수 있음

- 국내의 메타 로테오믹스 연구는 재까지 무한 상태임
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3. 바이오센서

- 2001년 7월 바이오 로테크는 3M과 심 도 측정용 바이오센서에 한 략  제휴를 체

결하고 2001년 8월 부터 국, 인도, 싱가포르 등 아시아지역의 15개국에 바이오센서를 

공 하기 시작

- 2003년은 한국과학기술원 연구원들이 설립한 한국바이오시스템은 독창 인 바이오센서 

기술을 응용하여 BOD 계측기, 독극물감지장치 등을 개발

- 운  화학과 교수들이 설립한 아이센스는 매우 은 양의 액으로 당측정이 가능한 

휴 용 자가 당 측정기를 출시

- 2005년 5월 한국과학기술원 바이오시스템학과 박제균 교수 은 나노그램 수 의 극미세량 물

질도 검출할 수 있는 고감도의 나노바이오센서 원천기술을 개발

- 2005년 6월 바이오칩 문 벤처 제노 라는 먹는 물속에 포함된 장균을 장에서 바로 

검사할 수 있는 바이오센서 기술을 개발하고, 7월 바이오센서 문 업체 인 올메디쿠스는 

피 한방울로 당  콜 스테롤을 체크할 수 있는‘ 액분석 칩을 개발

- 국내 바이오 센서 기업들이 주로 심을 가지고 있는 분야는 90% 이상이 의료용 바이오 

센서로, 식품 분석용, 환경용과 연구용  그 밖에 다른 분야의 바이오 센서에 한 심

은 상 으로 낮은 편이지만 소비자들의 건강과 웰빙 (well-being)에 한 심이 고조

되고 있으므로 당 바이오 센서 뿐만 아니라 젖산, 콜 스테롤과 같은 생체 물질, 환경

오염 물질에 한 바이오 센서의 수요가 증 될 것으로 상됨

- 국내 바이오 센서의 시장 규모는 2001년에 약 50억 원, 2003년에는 약 100억 원 정도의 

시장이 형성된 것으로 알려져 있어, 국내 시장 성장률이 향후 세계 시장의 연평균 성장률

과 비슷하다고 할 때 2013년에는 약 1000억 원이 넘을 것으로 상됨
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제 3 장 연구개발수행 내용  결과

제 1  연구개발 수행 내용

1. 해양 메타 로테옴 분석

 가. 해양 메타 로테오믹스 연구

해양 미생물 군집을 체 으로 이해하기 한 해수의 메타 로테옴 연구가 2005년에 처음

으로 수행되었다 (Kan et al., 2005). Giovannoni 그룹은 사르가소海 에서 포 인 메타 로테

옴 분석을 통해 합성이 일어나는 수층의 미생물 군집을 분석하 고, 그곳에서 우 하는 미생

물들과 연 이 있는 단백질들을 동정하 다(Sowell et al., 2009). 해양 메타 로테오믹스 연구

는 해수내의 다양한 단백질의 발  양상을 통해 포 으로 이해가 가능한데, 실험과정에서 해

수의 여과, 수집, 농축과정이 가장 요하다. 여과기는 목 하는 크기에 따라 0.2 - 3 mm를 사

용했으며 해수의 양 한 다양했다. 농축 방법으로는 tangential flow ultrafiltration (TFF)를 

사용하 으며, bead beating 방법으로 단백질을 추출하 다 (Kan et al., 2005; Sowell et al., 

2008; Sowell et al., 2009).

단백질 분리 방법으로 gel-based와 gel-free를 사용할 수 있다. Gel-based방법은 1-D와 

2-D 기 동법을 이용하여 단백질을 분리한 후 분리된 단백질의 상을 분석하고 spot과 

band를 단하여 직  단백질 분해효소 (트립신) 처리를 통해 단백질을 분해시킨다 ([그림

2-19]6). 그리고, 분해된 펩타이드 혼합물을 MALDI-TOF- MS 는 LC-MS/MS등의 다양한 

질량분석기를 이용하여 CID, MS 와 MS/MS의 스펙트럼을 찾아내어 (Kan et al., 2005; 

Powell et al., 2005; Sowell et al., 2009), 단백질 데이터 베이스 검색(Sequest, Mascot 그리고 

NCBI)을 통해 단백질을 규명할 수 있다 ([표2-19]3; [표2-19]4). Gel-free 방법은 shot-gun분

석법으로도 불린다. Shot-gun분석법은 추출된 단백질을 분리하지 않고 직  메타 로테옴을 

트립신 처리를 통해 펩타이드 혼합물을 만들고, 이 펩타이드 혼합물을 액체 크로마토그래피로 

분리한 후, 다양한 질량분석기(1-D 는 2-D-LC-MS/MS)로 분석 Sequest를 통해 단백질을 

동정하는 방법이다 ([표2-19]3; [표2-19]4). 

해양 메타 로테옴 분석 를 보면, 미국의 체서픽만(Chesapeake Bay)에서는 상, , 하부의 

단백질 발 을 비교한 결과, 부에서 NADH:UQ oxioreductase와 predicted aminopeptidase 

가 특히 상부  하부와는 다른 발  양상을 보 으며(Kan et al., 2005), 한 멕시코만 해수

에서의 용존 유기물(DOM)의 메타 로테옴 분석 결과, membrane/envelope 단백질, 효소 등이 

높게 발 되었다 (Powell et al., 2005). 그리고 빈 양상태의 해양조건에서는 미생물 군집 내에

서 양원 흡수 활성을 최 화하기 한 수송단백질의 높은 발 이 찰되었다 ([표2-19]5).
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[그림2-19]6. Metaproteomic analysis strategies. 
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[표2-19]3. Summary of collection, extraction, or preparation methods/techniques used in 

various metaproteome.
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[표2-19]3. Continued
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[표2-19]4. Summary of isolation, purification, and identification methods/techniques used in 

various metaproteome.
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[표2-19]5. Databases for peptide mass fingerprinting and protein identification. 
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나. 해양시료 확보  해양 메타 로테옴 추출

PAH를 비롯한 지속성이 강한 독성 유기화합물은 연안환경에 유입될 경우 세립질의 입자에 

부착하여 빠른 속도로 퇴 된다. 따라서 PAH는 주로 연안의 세립질 퇴 토에 축 될 것으로 

상되며 PAH의 오염이 상되는 연안퇴 토에서 PAH 등의 독성유기화합물 오염도, 오염물

질의 종류 등 오염특성에 한 자료는 PAH를 비롯한 독성 유기화합물의 정화작업 필요성 여

부를 단하기 한 근거로서 요성을 지닌다. 한 퇴 토의 환경특성과 미생물 활성은 정화

력 진을 해 필요한 처리방법을 결정하는 요한 요소가 된다. 이에 따라 본 연구에서는 지

까지 기름오염으로 알려져 있는 지역의 연안토, 즉 갯벌을 상으로 해양 메타 로테옴 분석

을 한 시료로 사용하 다.  시료 확보 지역으로는 남해안에서 서해안에 걸친, 여수( 양만), 

, 변산반도, 군산항, 태안, 안산(시화공단)지역의 18지  ([그림2-19]7)으로부터  2011년 5

월에 해양시료(sediment)를 각각 약 600g의 시료를 채취하 고 ([그림2-19]8), 메타 로테옴 

(총단백질체)의 추출을 하여 사용하 다. 단백질 추출 까지 4℃ 냉장고에 보  하 다. 채

취된 해양시료로부터 총단백질체를 추출하기 해 문헌조사를 실시하여 그 방법을 찾았지만, 

지 까지는 토양시료로부터 단백질체를 추출하는 방법만이 알려져 있다 ([표2-19]6). 해양시료

에서 총단백체를 추출하기 해 기존의 방법들을 조 씩 변형 해 가며 추출을 진행했고, 이것

을 SDS-PAGE를 통해 확인을 하 다.

[그림2-19]7. Stations of marine sediments for this study.
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[그림2-19]8. Marine sediments sampled for this study

[표2-19]6. Methods of protein extraction and purification from soil and their potential 

application in the study of the soil metaproteome. (Bastida et al., 2009)
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2. PAH 분해 미생물  Dioxygenase 활성 미생물

 가. 농화배양

여수( 양만), , 변산반도, 군산항, 태안, 안산(시화공단)지역의 19지  ([그림2-19]7)으로

부터  2011년 5월에 해양시료(sediment)를 각각 약 600g의 시료를 채취하 고 ([그림2-19]8), 

최소배지인 Mineral Salt Medium (MSM, MSM 배지성분: 4 g NaNO3 (KNO3), 1.5 g 

KH2PO4, 0.005 g FeCl3 6H2O, 0.2 g MgSO4 7H2O, 0.01 g CaCl2 2H2O, 0.5 g Na2HPO4 

pH 7.2, 1 Liter 당)) 배지에 해양 sediment를 종하 다. PAHs (Naphthalene [NA], 

Phenanthrene [PH], Pyrene [PY], Benzopyrene [BPY], and mixture (10ppm)) (최종농도 50 

ppm)를 첨가하 고 조군은 PAHs 무첨가로 하 다. 25℃에서 진탕배양하며 50일을 배양하

고, 그 결과 조군에서는 미생물의 성장이 보이지 않으나 PAHs가 첨가 된 것에서는 다양한 

색의 차이로 보아 미생물의 배양이 확인되었다 ([그림2-19]9). 50일 지난 후에 농후 배양된 샘

들을 Marine agar 배지를 이용하여 3단계에 거쳐 최종 으로 미생물을 순수분리 하 다.

나. 승화법 (sublimation method)

핫 이트 에 내열성 상자를 놓고 그 안에 체  크기가 1.7 mm인 체를 통과시킨 모래를 

채웠다. 그 에 시험하고자 하는 PAH가 담긴 알루미늄 시가 반 정도 묻힐 정도로 놓은 후 

시험하고자 하는 균주를 미리 종  배양시킨 고체 평 배지를 뒤집어서 놓으면 PAH가 열

에 의해 승화되어 배지에 흡착되는데, 열에 의해 패트리 디쉬가 깨어지는 것을 방지하기 하

여 얼음을 첨가한 알루미늄 시를 배지 에 올린다. PAH 분해 미생물을 확보하기 하여 일

체형 승화 장치를 제안하 으며, 재 성 있는 장치가 가능함을 입증하 다. PAH는 

naphthalene (NA), phenanthrene (PH), pyrene (PY) 을 각각 80 
o
C, 100 

o
C, 150 

o
C의 녹는

에서 1분 30 , 6분, 7분 동안 열을 가하여 승화시킴으로써 균주가 배양된 최소배지에 흡착시켰

다. PAH (NA, PH, PY)분해 활성 찰은 25 
o
C에서 3일 동안 진행하 고, 투명환 (clearing 

zones)을 나타내는 균주들을 최종 선별하 다 ([그림2-19]10). 사용한 균주는 상용 휘발유와 해

양 유류오염 지역의 시료 (sediment)로부터 Marine agar 배지를 사용하여 분리된 균주들이다.
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[그림2-19]9. Enrichment culture of marine sediments.

[그림2-19]10. Schematic drawing of modified sublimation system and PAH-degrading 

activity. (A) Clearing zones (arrows) were formed around colonies that 

degraded PAH. (B) The presence of clearing zones was more evident after 

more incubation. 
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다. 인돌 조사 (Indole test)

승화법에 의해 선별된 PAH 분해 미생물을 상으로 indole test를 수행하 다.  Indole test

는 미생물에 PAH 분해 효소인 Dioxygenase가 존재하는지 여부를 알 수 있는 실험이다. 먼 , 

한천배지에 미생물을 배양하고 페트리디쉬 덥개에 indole을 첨가한 후 배양하면서 찰하면 

Dioxygenase가 존재하면 indole로부터 indigo (blue pigment)를 형성시키는데 (Ahn et al., 

1999), 이를 이용하여 indigo 형성을 찰하 다. 1일 후 부터 blue pigment가 형성됨을 확인하

고 시간이 지남에 따라 푸른색이  검게 변하여 갔다 ([그림2-19]11).

[그림2-19]11. Indigo formation of PAH-degrading strains. (A) dioxygenase 

catalyzed formation of indigo from indole. (B) dioxygenase 

activity of marine bacteria by using indigo formation 

method.
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라. 선별 PAH 분해 미생물의 동정

PAH 분해 미생물의 Genomic DNA는 Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega, 

Madison, WI)를 이용하여 분리하 다. 16S rRNA는 16S rRNA primer, 27F (5'-AGA GTT 

TGA TCM TGG CTC AG-3'; Escherichia coli nucleotide 8～27) 와 1518R (5'-AAG GAG 

GTG ATC CAN CCR CA-3'; Escherichia coli nucleotide 1541～1522) 을 사용하여 PCR에 의

해 genomic DNA로부터 증폭하 다. PCR을 한 반응혼합액은 50 mM Tris-HCl (pH 9.0), 

0.1% TritonX-100, 1.5 mM MgCl2, 0.2 mM dNTPs, 0.2 μM primers, 2.5 U Taq DNA 

polymerase (Promega Co., Madison, WI), 2.5～250 ng template가 포함된 50 ㎕의 1× PCR 완

층용액을 비하 다. DNA 증폭은 model 2400 thermal cycler (PE, Applied Biosystem)를 이

용하여 수행하 으며 반응조건은 다음과 같다. 94 ℃에서 5분간 기 denaturation 반응 후 

denaturation (94 ℃, 1분), annealing (60 ℃, 1분), extention (72 ℃, 2분)의 조건으로 35회 반

복 반응시킨 후 72 ℃에서 7분간 더 반응시켰다. PCR 산물은 기 동 (0.8% agarose)에 의해 

DNA가 증폭되었음을 확인하 다. PCR 산물은 분리키트 (Wizard PCR Preps DNA 

Purification System, Promega)를 사용하여 분리한 후 pGEM-T Easy Vector (Promega, 

Madison, WI)에 ligation 후 E. coli JM109에 형질 환시켰다. 16S rDNA는 자동염기서열장치 

(ABI Prism 377 DNA Sequencer, Perkin Elmer)를 이용하여 염기서열을 결정하 다. 16S 

rDNA염기서열의 분석은 Ribosomal Database Project (RDP)의 SIMILARITY-RANK와 

National Center Biotechnology Information (NCBI)의 Basic Local Alignment Search Tool 

(BLAST)(Altschul et al., 1990)을 이용하여 수행하 다. Phylogenetic Interference Package 

(PHYLIP), version 3.57c (Felsenstein, 1993)는 서열 데이터를 분석하기 해 사용되었으며 

DNADIST 로그램은 서열유사성을 결정하기 하여, FITCH 로그램은 계통도를 작성하기 

해 사용되었다.

마. 선발 우수 PAH 분해 미생물의 특성 연구

1차인 상용 휘발유와 태안지역에서 선발된 4개의 우수균주를 marine 액체배지에 종하여 3

일간 배양하 다. 각각의 PAHs (Naphthalene, Phenanthrene, Pyrene)를 Methnol에 녹여 실

험에 사용할 vial에 미리 10 ppm (w/v)의 농도로 첨가한 후 24시간 동안 용매를 제거시켰다. 

배양된 균주는 12,000 ×g로 10분간 원심분리 시킨 후 A660nm에서 OD 0.1 이 되도록 0.001 

%의 yeast extract와 1 %의 β-HPCD가 포함된 MSM 무기 양원 액체배지 10 ㎖에 종하

으며 각 기질당 2번 반복으로 25 ℃에서 배양하 다.

분액여두에 dichloromethane (DCM) 10 ㎖을 넣고 약 30 간 잘 흔든 후 수층과 DCM층이 

명확히 분리될 때까지 방치한다. 층이 분리되면 DCM층은 sodium sulfate를 당량 첨가한 거

름종이에 걸러서 peach flask에 모으고, 분액여두에 남아있는 수층은 DCM 10 ㎖을 첨가하여 

재추출한다 (총 3회). 3회에 걸쳐 얻어진 시료를 rotary evaporator (bath temperature; 35 ℃)

를 사용하여 농축한 후 hexane으로 치환하 다. 추출이 끝난 시료는 2 ㎖ GC vial에 옮겨 

fused silica capillary column (SPB-1, 30 ㎝ × 0.25 ㎜ i.d, Supelco)이 장착된 GC-FID로 분석
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하 다. 분석시 oven 온도는 150℃에서 1 분간 유지한 다음 분당 15℃씩 250℃까지 온도 상승

시킨 후 2.5분간 유지하 다.

단일기질에 한 분해능을 알아보기 하여 2차로 국의 유류오염지역에서 분리한 균주로, 

세 가지 기질들(Naphthalene, Phenanthrene, Pyrene)에 한 분해활성을 확인하고 세 가지 기

질들 모두에서 활성이 있는 20균주를 상으로 2일간 marine broth에서 배양한 후 20 ml의 

MSM배지에 660nm에서 OD 0.01이 되도록 첨가하 다. 실험에 사용된 PAHs는 10% β-HPCD

가 첨가된  MSM배지에 각각 1 ppm이 되도록 첨가하여 용해시킨 뒤 배양용기에 최종농도가 

80 ppb의 농도가 되도록 조 하 다. 조구로는 PAHs만 첨가된 PAHs 조구와 미생물만이 

첨가된 미생물 조구를 설정하 다. 배양은 25℃, 120 rpm에서 진탕배양하 으며 PAHs의 정

량은 Fluorospectrophotometer를 이용하여 0, 6, 12, 24, 시간째에 측정하 다. 각 PAH별로 측

정에 사용된 excitation (Ex)  emission (Em) 장은 다음과 같다; Phenanthrene (248; 348), 

Pyrene (333; 374), Benzo[a]Pyrene (293; 406)

3. PAH 분해 효소 (Dioxygenase) 

 가. Dioxygenase 유 자 분석

PAH의 미생물에 의한 분해는 산소 분자의 공격에 의해 개시되며 따라서 PAH의 기 활성

화는 PAH dioxygenase에 의해 기질의 분해가 개시된다. 한 기 반응에서 생성된 산화물은 

부분 catechol을 형성한 후 catechol dioxygenase에 의해 산화되어 최종 으로 CO2로 환

된다. 따라서 PAH dioxygenase 유 자와 catechol dioxygenase 유 자의 존재를 확인하면 세

균의 PAHs 분해 능력을 악할 수 있을 것이다. 다시 말하면, 미생물에 의해 생분해 되기 

해서는 벤젠고리가 개환 되어져야 하는데 이러한 에서 벤젠고리를 개환시키는 aromatic 

ring cleavage enzyme들은 난분해성 방향족 탄화수소 물질들을 분해하는데 요한 역할을 담

당하고 있다. PAH 분해 미생물들은 복잡한 방향족 탄화수소 물질들을 분해하여 catabolic 

intermediate인 catechol로 환 시킬 수 있다. 지 까지 많은 종류의 균주에서 ring cleavage 

dioxygenase들이 발견되어 보고되었다 (Bartilson and Shingler, 1989; Furukawa and 

Arimura, 1987; Harayama and Rekik, 1989; Kim et al., 1992; Klecka et al., 1981;  Mondello 

et al., 1989; Nam et al., 1994;  Taira et al., 1988; Zylstra and Gibson, 1989).

PAH 분해에 직  여하고 있는 효소인, dioxygenase 는 다음과 같은 구조로 되어 있다. 

모든 dioxygenase gene의 특징은 4개의 서 유닛 구조로, 알  서 유닛 (large subunit), 베타 

서 유닛 (small subunit), ferredoxin, 그리고 ferredoxin reductase로 구성되어 있고 ([그림

2-19]12), 그 에서도 각각의 dioxygenase을 구분하는 것으로는 알  서 유닛인 iron sulfur 

protein, 즉 rieske center의 상동성의 차이로 다양하게 dioxygenase 가 나 어 진다.  PAH 분

해 작용은 [그림2-19]12에서 보여지 듯 반응이 일어나는데 이처럼 맨 처음의 과정을 

dioxygenase가 시작하며다음 단계의 분해 과정이 계속되게 된다. 
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에서 설명했듯이 각각의 Dioxygenase을 구분하는 것으로는 알  서 유닛 (Large 

subunit)인, 즉 Rieske center의 상동성의 차이로 다양하게 Dioxygenase 가 나 어진다. 

Phthalate, Benzoate, Benzene / Toluene / Biphenyl 그리고 PAHs dioxygenase 등으로 분류되

고 있다 ([그림2-19]13). 각각의 Dioxygenase 알  서 유닛 부분의 보존 역은 Rieske-type 

[2Fe-2S] 와 Fe2+ binding sites 로 되어 동일하나 다른 서열의 차이로 다양한 Dioxygenase 

그룹으로 나눠진다 ([그림2-19]14).

나. PAH Dioxygenase 유 자 분석

PAH Dioxygenase 유 자 분석을 해 에서 설명한 내용을 참고로 PAH Dioxygenase 

알 서 유닛 부분의 보존 역인 Rieske-type [2Fe-2S] 와 Fe2+ binding site 부분의 후로 

primer를 제작하여 PCR로 알 서 유닛 유 자 분석을 하 다. Primer제작은 Iwai (2011)논문

을 참고로 degenerate primer로 11개를 만들었고, 그람 음성(양성)균에 따라 primer의 차이가 

있어 구분해서 제작했다 ([그림2-19]15; [그림2-19]16; Iwai et al., 2011). 상균주는 우수 

PAH 분해 균주 48개를 가지고 PCR을 이용하여 알 서 유닛 유 자 분석을 진행했다. 

[그림2-19]12. Structure of the dioxygenase gene cluster (Hiroshi and Toshio, 2003).
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[그림2-19]13. New classification systems for oxygenase components (Nam et al., 2001).

[그림2-19]14. Conserved sequence alignment of the Rieske-type [2Fe-2S]  cluster and the 

Fe2+ binding sites in large subunits of terminal oxygenase components of 

ring-hydroxylating oxygenase systems (Nam et al., 2001).
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[그림2-19]15. Schemic diagram of primer annealing positions. Vertical arrows indicate the 

positions of well-known conserved  structures: the Reiske center and Iron 

binding site (Iwai et al. 2011). PAH-GN, PAH Gram negative bacteria 

primer; PAH-GP, PAH Gram positive bacteria primer; PAH-GNP, PAH 

Gram negative and positive bacteria primer 
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[그림2-19]16. Degenerate primers for PAH dioxygenase genes. PAH-GN, PAH Gram 

negative bacteria primer; PAH-GP, PAH Gram positive bacteria primer



- 46 -

다. PAH Dioxygenase 유 자 클로닝

의 실험에서 우수 PAH 분해 균주 48개를 가지고 PCR을 이용하여 알 서 유닛 유 자 

분석을 진행하여 Dioxygenase 유 자 서열을 얻은 6 균주에 해 클로닝을 진행하 다. 일부 

서열을 얻은 6균주는 H37, TA24, 1-Mixs-4, 1-NA-3-2, 2-NA-1, 그리고 11-BPY-1-2로 먼

 6균주 상으로 genomic DNA 추출하여 30~42Kb size DNA 선별을 하 다. PAH 

Dioxygenase 유 자의 크기가 12 Kb이상으로 알려져 있기에 genomic DNA 크기를 충분하게 

비했다. PAH Dioxygenase 유 자 사이즈가 크기 때문에 cosmid나 fosmid벡터를 이용해야 

하는데 선행 실험에서 cosmid가 좋게 나오지 않아 fosmid 벡터를 사용하게 되었다. 그래서,  

pCC1FOS fosmid cloning vector를 이용하여 6 균주의 fosmid genomic DNA library 구축을 

시도하 으나, 구축과정 에 ligation 단계에서 반복되는 좋지 않은 결과가 나와 많은 어려움

이 있었다.

Fosmid genomic DNA library 구축 후에는 PCR방법으로 유 자를 찾는 것에서는 원하는 

서열을 얻을 수 없어, 다른 방법으로 콜로니 혼성화법 (colony hybridization method)을 이용하

여 클로닝을 진행 했다 ([그림2-19]17).  콜로니 혼성화법은 라스미드를 벡터로 사용하여 특

정 유 자를 클로닝 할 경우 라스미드에 삽입시킨 DNA 단편에 목 으로 하는 유 자가 존

재하는지 여부를 조사하여 그것을 함유한 콜로니를 선별하는데 쓰이는 실험법이다. 한천배지 

에 라스미드를 함유한 균체의 콜로니를 형성시킨 후 그 에 니트로셀룰로오스 막을 착

시킨다. 다음에 그것을 걷어내면 콜로니가 이 막에 부착되고 이를 알칼리로 처리하여 균체를 

용해함과 동시에 DNA를 변성시켜 막에 흡착시킨다. 이것을 가열에 의하여 고정시키고 방사성

동 원소로 표지한 특정의 RNA 는 DNA를 가하여 혼성체(hybrid)를 형성시킨다. 형성된 혼

성체(hybrid)를 자동방사선사진법(autoradiography)에 의해 X선 필름 에 감 시키면 검은색 

으로 검출된다 ([그림2-19]18). 

Colony hybridization을 통해 확인된 colony를 액체 배양 후 DNA를 뽑아 시 싱 분석한 결

과, Rieske center 지역을 포함한 알  서 유닛의 염기서열을 확보하 다. 즉, dioxygenase의 

alpha subunit내에 conserved sequence로 존재하는 Rieske center와 iron binding site의 아미

노산 서열을 확인하 다.
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[그림2-19]17. Scheme of PAH dioxygenase gene cloning.

[그림2-19]18. Scheme of colony hybridization method.
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4. PAH 분해 효소 검출

 가. PAH Dioxygenase 항체 제작

본 과제의 최종 목표인 해양유래의 PAH 분해 효소의 검출을 해 해양환경의 시료에서 메

타 로테옴 분석으로 PAH 분해 효소를 찾고 이것을 바로 검출하는 방법으로 바이오센서를 진

행했으나 메타 로테옴 분석 자체가 재로서는 시기상조인 분야 인 것을 알게 되었다. 그 후

로는 해양에서 분리한 PAH 분해 미생물에서 직   PAH 분해 효소를 분리 정제하여 효소에 

맞는 항체를 제작한 후, 항체에 맞는 바이오센서 개발로 PAH 분해 효소 검출을 하려고 시도 

해 보았으나 잘 진행 되지 못하 다. 그래서, 다시 지 까지 보고된 PAH 분해 효소의 서열들

을 분석하여 유 자 서열에 맞는 항체를 제작하고 이를 바이오센서로 테스트하는 것으로 연구

를 진행 했다. 유 자 서열만으로도 항체를 제작가능하기에 재까지 NCBI상에 올라와 있는 

PAH Dioxygenase를 조사하 다. 에서 언  했듯이 PAH Dioxygenase는 알  서 유닛 부

분이 보존 역이 명확하여 가장 상동성이 높게 나오므로  알  서 유닛 부분에 해 조사

된 아미노산 서열을 alignment를 해 보았다. 그 결과, 그람 음성균과 그람 양성균은 상동성이 

무 낮아 함께 alignment을 할 수 없어 항체도 따로 비해야 하지 않나 단된다. 그람 음성

균은 31개의 서열을 이용하여 alignment을 조사하 고, 그람 양성균은 27개의 서열을 이용하여 

alignment을 조사하 다 ([그림2-19]19).  alignment 조사 결과, 그람 음성균 (18 peptides)과 

그람 양성균 (18 peptides) 모두 알  서 유닛 부분의 보존 역을 포함하는 항체를 제작 할 

수 있는 펩타이드 서열을 얻게 되었다 ([그림2-19]20). 이 후 펩타이드 서열을 토 로 한 타이

타가 좋은 항체를 그람 음성균과 그람 양성균 모두 제작하 다. 

나. QCM 바이오센서

 Quartz Crystal Microbalance (QCM, 수정진동자마이크로밸런스)는 두 물질의 상호결합  

흡착 속도를 측정하거나 표면에 흡착된 물질들의 구조  변화를 모니터링 하는데 이용되고 있

으며 본 장비의 측정원리는 양쪽 표면에 gold electrode가 입 진 매우 얇은 수정 disc로 이

진 sensor에 극을 걸어주면 수정의 역압 상 (converse piezoelectric effects)특성에 의해 

고유한 진동주 수(27 MHz)로 진동하게 되는데 이 진동주 수 (resonance frequency)가 센서 

표면에 특정 물질이 결합하게 되면 어들게 됩니다. 이러한 표면에 흡착되는 물질의 양을 진

동주 수의 변화량을 이용하여 정교하게 측정할 수 있고 한 표면의 특성에 따라 흡착되는 

물질의 양이 달라지기 때문에 표면의 성질을 연구하는 데에도 사용될 수 있는데 이를 이용해

서 proteins, DNA, polysaccharides, cells, lipids, organic compounds, polymeric materials, 

carbon materials, nanoparticles 에 한 연구가 가능합니다. 특히 소량으로 분석이 가능하여 

항원, 항체반응에서도 우수성을 보이는 센서입니다.

(1) quartz crystal microbalance (QCM) sensor chip 비 

- piranaha solution (황산:과산화수소=7:3)을 이용하여 QCM chip을 1분간 처리하고 dH2O
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로 씻어  후 에탄올로 씻어 다. 

(2) self-assembled monolayer (SAM) 비 

- 2mM 11-mercaptoundecanoic acid (MUA)와 2mM 6-mercapto-1-hexnal (MHL)를 1:4비

율로 에탄올에 녹인 SAM용액에 QCM chip을 넣고 15시간동안 stirring한다.

(3) 항체고정

- SAM이 형성된 chip을 에탄올로 헹군 후 질소로 말려 well cell에 장착한다. 

- 0.1 M  2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid (MES) buffer 50㎕, 0.4 M 

N-ethyl-N'-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDC)  25 ㎕, 0.1 M 

N-hydroxysuccinimide (NHS) 25 ㎕를 넣고 1시간 반응시킨다. 

- dH2O 100 ㎕로 세 번 씻은 후 50 ㎍/㎖ 항체 100㎕ 넣고 1시간 반응시킨다. 

- dH2O 100 ㎕로 세 번 씻은 후 1 M ethanolamine-HCl (pH8.5)을 100 ㎕ 넣고 30분 동안 

반응시켰다.

- 반응하지 않은 작용기의 blocking을 해 Blocking buffer (1 mM EDTA and 0.25% 

BSA in washing buffer (PBS + 0.1% sodium azide + 0.05% Tween-20))을 100 ㎕ 넣고 

30분 동안 반응시켰다.

- QCM sensor chip을 well type cell에서 flow type cell로 바꿔 장착한 후 PBS 용액을 지

속 으로 흘리면서 주 수가 일정해질 때까지 안정화시킨다.

(4) sample 주입

- 주 수가 안정화되면 positive control sample부터 100㎕씩 주입시켜 항체에 상보 인 결

합을 하는 sample을 알아본다. 

- 주 수가 안정이 되면 결합한 sample을 제거하기 해 dissociation solution (0.2 M 

Glycine-HCl, pH 2.3, 1% DMSO)을 주입하고 안정화가 되면 다른 sample을 넣어 다.

- 반복해서 실험을 해 다.
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[그림2-19]19. Conserved sequence alignment of the Rieske-type [2Fe-2S]  cluster and the 

Fe2+ binding sites in alpha subunits of terminal oxygenase components of 

ring-hydroxylating oxygenase systems.
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[그림2-19]20. Conserved sequence alignment of the Rieske-type [2Fe-2S]  cluster and the 

Fe2+ binding sites in alpha subunits of terminal oxygenase components of 

ring-hydroxylating oxygenase systems. Red word: epitope sequence
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제 2  연구개발 수행 결과

1. 해양 메타 로테옴 분석

‘해양메타 로테옴 분석’을 수행하기 하여 2011년 5월  유류오염지역을 포함한 남해안, 

서해안 일 를 상으로 해양시료(sediment)를 채취하 다. 총 6개 지역에서 18개 지 의 시료

를 채취하 고, 이 시료로부터 총단백질체 추출을 수행하 다. 문헌조사 결과, 기존의 총단백질

체 추출방법에 한 것은 부분 토양시료를 상으로 단백질체를 추출한 것이었고, 해양시료

를 상으로 단백질체를 추출한 것은 없는 것으로 악되었다. 그래서 우선 으로 토양시료를 

상으로하는 추출방법을 이용하여 단백질체 추출을 수행하 으나, 좋은 결과를 얻지 못했다. 

이후 추출과정 의 여러 가지 조건을 변형시켜 최 의 추출방법  조건을 확립하고자 하

다. 첫 번째로, Benndorf의 추출방법과 이 방법을 변형시켜 해양시료(5g sediment)로부터 총단

백질체를 추출하 다 ([그림2-19]21). SDS-PAGE 분석결과, humic acid등의 불순물이 많이 존

재하는 동시에 단백질 밴드가 보이지 않았다 ([그림2-19]22). 이는 페놀에 의한 humic acid 제

거가 제 로 이루어지지 않았고, 시료의 양이 어 추출된 단백질 양이 었기 때문에 밴드가 

보이지 않은 것으로 단된다. 그래서, 다음은 토양과 해양시료에 존재하는 단백질의 양을 비

교해보기 하여, 토양시료 5 g과 해양시료 100 g으로부터 Benndorf의 추출방법을 이용하여 

총단백질체를 추출하 다. SDS- PAGE와 Silver staining 분석결과, 토양에 비해 해양시료에 

존재하는 단백질의 양이 많이 은 것을 확인할 수 있었다 ([그림2-19]23). 이러한 사실로부터 

해양시료의 단백질 추출 시 비교  많은 양의 시료를 사용해야 할 것으로 단되며, Benndorf

의 추출방법이 해양시료로부터 단백질을 추출하는데 용할 수 있다는 사실도 확인할 수 있었

다. 태안해양시료(st.16, st.18) 각 100 g으로부터 Benndorf (2009)의 추출방법을 이용하여 총단

백질체를 추출하 다. Silver staining 분석결과, 단백질 밴드(NaOH layer)를 확인할 수 있었지

만 매우 은 양이었다 ([그림2-19]24). 한 humic acid 등의 불순물의 제거가 잘 되지 않았

다고 생각되며 역시 시료의 양을 더 늘려야 할 것으로 단된다. 그래서, 시료의 양을 늘려 태

안해양시료(st.18)를 각각 100 g과 380 g으로 Benndorf(2007)의 추출방법을 이용하여 총단백질

체를 추출하 다. SDS-PAGE 분석결과, 단백질 밴드를 확인할 수 없었고 시료양의 증가에 따

른 불순물의 증가만이 나타났다 ([그림2-19]25). 단백질 추출에 있어서 불순물등의 제거와 동일 

시료  조건에서의 결과 재 성에 한 어려움이 있었다.
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[그림2-19]21. Scheme of protein extraction by modified Benndorf 

methods (Benndorf et al., 2007).

 [그림2-19]22. Total protein extraction by various methods. Lane M, protein standards; 

lane 1, 2, proteins extracted from Benndorf  methods (2007); lane 3,  4, 

proteins extracted from modified (Urea buffer) methods; lane 5, 6, proteins 

extracted from modified (SDS buffer) methods.
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 [그림2-19]23. Total protein extraction by Benndorf methods (2007). Lane M, protein 

standards; lane 1, 3, proteins extracted from 5 g soil sample; lane 2, 4, 

proteins extracted from 100 g Yeosu sample.

 [그림2-19]24. Scheme of protein extraction from marine sediments by Benndorf methods 

(Benndorf et al., 2009).
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 [그림2-19]25. Total protein extraction by Benndorf methods (2007)

해양시료(sediment)의 염분  불순물(humic acid) 제거를 하여 투석 후의 단백질 추출향상 

효과를 알아보았다. 태안해양시료(st.16, st.18 sediment) 각 100 g으로부터 Benndorf(2007)의 

추출방법을 이용하여 총단백질체를 추출하 다. SDS-PAGE 분석결과, 기 했던 불순물 제거 

 단백질 추출효과 향상을 확인할 수 없었고 이  결과와 마찬가지로 재 성 한 나타나지 

않았다 ([그림2-19]26). 다시 Benndorf의 추출방법을 변형하여 50g 태안해양시료(st.18)로부터 

TCA (trichloroacetic acid), PVPP(polyvinylpolypyrrolidone), Tris buffer, acetone을 사용한 

방법을 통해 총단백질을 추출해보았다 ([그림2-19]27). Silver staining 분석결과, TCA를 이용

한 경우 불순물의 제거가 되지 않아 단백질 추출은 되었으나 밴드를 확인할 수 없었던 반면

에, PVPP를 이용한 경우에는 단백질 밴드를 확인할 수 있었는데, 이는 PVPP가 humic acid와 

결합하여 불순물 제거능을 보인 것으로 단된다. Tris-acetone 방법을 통하여 단백질 추출한 

경우에는 좋은 결과를 얻을 수 없었다 ([그림2-19]28).. 이후 TCA와 PVPP를 이용하여 재

성 여부를 단하기 하여 동일 시료  같은 조건으로 단백질 추출을 수행하기로 하 다. 

PVPP의 불순물 제거능을 확인하기 하여 PVPP 처리 후에 단백질 추출을 수행하 다. 

Silver staining 분석결과, PVPP 처리 후 TCA를 이용한 경우 불순물이 제거는 되었으나 단백

질 추출이 되지 않았고, 이에 비해 PVPP 처리 후 phenol을 이용한 경우에는 불순물 제거와 

동시에 단백질 추출도 잘 되었다는 것을 확인할 수 있었다 ([그림2-19]29). 이러한 결과로부터 

해양시료(sediment)의 총단백질체를 PVPP-phenol 방법을 통해 효과 으로 추출할 수 있는 가

능성을 보 으나 재 성이 없어 기 했던 만큼의 결과를 얻을 수 없었다. 

이 모든 결과를 종합해 보면 첫째, 토양시료에 비해 해양시료(sediment)에는 존재하는 미생

물 수가 어 상 으로 은 양의 단백질을 포함하기 때문에 분석 가능한 수 의 단백질 농
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도를 추출하기 해서는 량의 시료가 필요할 것으로  단된다. 두 번째는 량의 시료로부

터 단백질을 추출할 경우 상 으로 불순물(humic acid 등)의 농도도 증가하기 때문에, 이 불

순물을 제거하지 않는다면 단백질을 분석 가능한 수 의 농도까지 추출한다 할지라도 분석의 

어려움이 있다. 따라서 불순물을 제거하는 과정이 필수 이라 단된다. 세 번째는 해양시     

 료에는 염분이 존재하여 추출과정에 향을 주기 때문에 투석과 같은 제거 과정    이 필수

이라 단된다. 의 결과를 통해서 해양시료로부터 총단백질체, 즉 해양 메타 로테옴을 분

석하는 것은 더 많은 시행착오와 더 많은 연구가 뒷받침 되어야 할 것이라 단되며 본 연구

에서 메타 로테오믹스 방법을 도입하는 것은 아직 시기상조라 생각되어 진다.

[그림2-19]26. Total protein extraction by Benndorf methods(2007) after dialysis.
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[그림2-19]27. Scheme of total protein extraction by modified Benndorf methods (2007).

[그림2-19]28. Total protein extraction by modified Benndorf methods.
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[그림2-19]29. Total protein extraction by modified Benndorf methods.

2. PAH 분해 미생물  Dioxygenase 활성 미생물 분리

 가. 1차 PAH 분해 미생물 분리

상용 휘발유와 태안 유류오염 지역 퇴 물로부터 Marine agar 배지를 사용하여 주입 평

법 (Pour-plate method)으로 분리된 것들 , 승화법에 용하여 최종 4균주로부터 투명환을 

찰할 수 있었다. 특히 Rhodococcus sp. TA24,  pyrene, phenanthrene, naphthalene에 모두 

분해능을 보 으며, Gordonia sp. H37은 pyrene, naphthalene, Arthrobacter sp. S49는 

naphthalene, phenanthrene에 분해활성을 보 다 ([표2-19]7). 승화법에 의해 선별된 4종의 

PAH 분해 미생물  상 으로 큰 투명환을 나타낸 4종의 미생물을 상으로 indole test를 

수행하 다. Dioxygenase는 indole로부터 indigo (blue pigment)를 형성시키는데, 이를 이용하

여 균주 배양액에 indole을 첨가한 후, indigo 형성을 찰하 다. 10일 후 TA24 균주로부터 

blue pigment가 형성됨을 확인하 다 ([그림2-19]30). HPTLC system을 이용하여 indigo 

standard와 TA24의 배양액의 Rf값을 비교한 결과, TA24 균주가 indole로부터 indigo (blue 

pigment)를 형성함을 최종 확인하 다 ([그림2-19]31). 그러나, Marine agar 배지에 indole을 

첨가한 후, indigo 형성을 찰하 으나 색의 변화가 보이지 않는 것으로 보아 TA24균주는 배

양액 상에서만 indigo가 찰되는 것으로 보여진다. 의 선별 4종을 상으로 PAH 

(naphthalene, phenanthrene,  pyrene)에 한 분해능과 성장을 GC와 HPLC를 이용하여 조사

한 결과, 의 indole test 결과와 동일하게 TA24 균주만이 positive 활성을 보 다 ([그림
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2-19]32;  [그림2-19]33). 

나. 2차 PAH 분해 미생물  Dioxygenase 활성 미생물 분리

 유류 오염지역인, 여수( 양만), , 변산반도, 군산항, 태안지역의 18지 으로부터 2011년 

5월에 해양시료(sediment)를 채취하 고, 최소배지인 MSM 배지에 해양시료를 종하 다. 

PAHs (Naphthalene [NA], Phenanthrene [PH], Pyrene [PY], Benzopyrene [BPY], and 

mixture (10ppm)) (최종농도 50 ppm)를 첨가하 고 조군은 PAHs 무첨가로 하 다. 25℃에

서 진탕배양하며 50일을 배양하 고, 50일 지난 후에 농후 배양된 샘 들을 Marine agar 배지

를 이용하여 3단계에 거쳐 최종 으로 미생물을 순수분리 하 다. 최종 으로 총 670 균주가 

분리되었다. 최종 순수분리 된 미생물을 승화법을 사용하여 미약하게나마 PAH를 분해하는 

271균주를 찾았다. 

[표2-19]7. Bacteria able to degrade PAH by sublimation method.

Sampling sites Samples
Bacteria showing a clear zone on 

agar plate containing the PAHs
Gene bank

accession no.

Gas stations 
(Uljin, Korea)

Commercial 
gasoline

Gordonia sp.H37a),c) GU576169
Brevibacterium sp. S47a) GU576170

Arthrobacter sp. S49a),b) GU576171
Oil-contaminated sites 
(Taean, Korea)

Sediment Rhodococcus sp. TA24a),b),c) GU576173

a)Naphthalene-degrading bacteria, b)Phenanthrene-degrading bacteria, c)Pyrene-degrading bacteria

[그림2-19]30. Indigo formation of PAH-degrading strains.
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[그림2-19]31. The HPTLC results of TA24 strain showing indigo formation.

[그림2-19]32. Growth curve of PAHs-degrading strains (S47, S49, TA24, and H37) in 

MSM containing PAHs (NA, naphthalene; PH, phenanthrene; PY, pyrene) as 

a sole carbon. source.
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[그림2-19]33. Degradation rate of PAHs by PAHs-degrading strains (S47, S49, TA24, and 

H37) by HPLC analysis.

승화법에 의해 선별된 271종의 PAH 분해 미생물을 상으로 indole test를 수행하 다. 

Dioxygenase는 indole로부터 indigo (blue pigment)를 형성시키는데, 이를 이용하여 한천배지에 

indole을 첨가한 후, indigo 형성을 찰하 다. 1일 후 부터 blue pigment가 형성됨을 확인하

고 시간이 지남에 따라 푸른색이  검게 변하여 갔다. 미약하게나마 Dioxygenase 활성을 

갖는 미생물을 73종 확보하 고 ([그림 2-19]11), 승화법에 의해 선별된 271종의 PAH 분해 미

생물을 상으로 2차로 승화법을 실시하여 강한 활성을 균주를 57종 선택하 다 ([표2-19]8). 

그래서 총 130 균주에 해서을 조사하여 미생물 동정을 실시하 다. 이후에 최종 으로 활성

이 우수하고 한 Dioxygenase 활성이 우수한 균주를 선별하여, 1차에서 분리한 4종을 포함하

는 PAH 분해 미생물 28종과 PAH도 분해하고 Dioxygenase 활성을 갖는 미생물 20종 균주를 

최종 으로 선별하 다. 

PAH 분해 미생물 28종, PAH도 분해하고 Dioxygenase 활성을 갖는 미생물 20종 균주를 

최종 으로 선별하여 샘 링 지역별, 그람 음(양)성균별, 그리고 속까지 분리를 해 본 결과,  

PAH도 분해하고 Dioxygenase 활성을 갖는 미생물 20종 균주 에서 샘 링 지역을 보니 여수

( 양)이 5종, 군산이 한종, 그리고 나머지 14종은 모두 태안지역에서 분리 되었다. 균주의 분

류를 보면 2종만이 그람 양성균이고 나머지 18종은 그람 음성균이며, 부분이 알  로테오 

박테리아 (15종)에 속했다 ([표2-19]9: [그림2-19]11). 이런 결과로 보면 체 으로 

Dioxygenase 활성을 갖는 우수한 균주들은 비슷하다는 것을 추정 할 수 있을 것 같다.  PAH

도 분해 미생물 28종 균주 에서 샘 링 지역을 보니 여수( 양)이 11종으로 가장 많았고 

(변산)이 4종, 군산이 3종, 그리고 나머지는 모두 태안지역(7종)과 상용휘발유 (3종, SK47, 
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SK49, H37)에서 분리 되었다. 균주의 분류를 보면 10종은 그람 양성균이고 나머지 18종은 그

람 음성균이며, 알  로테오박테리아가 10종, 감마 로테오박테리아가 3종, 방선균이 7종, 

바실리가 3종이었으며 지 까지 보고가 거의 없었던  박테로이데트가 5종이 다 ([표2-19]10: [그

림2-19]34; [그림2-19]35; [그림2-19]36). 

분리 된 미생물을 상으로 기존에 보고된 PAH 분해 미생물  Dioxygenase활성을 갖는 

미생물을 NCBI상에서 조사한 결과, 흥미롭게도 지 까지 알려지지 않은 분류군의 PAH 

Dioxygenase 활성을 갖는 미생물이 5속의 18균주가 발견되었다. 특히 이것은 단일 분류군이 

아니라 범 한 분류그룹에 나타내어 앞으로의 연구에 더 심을 가지는 계기가 될 것 같다. 

한, PAH 분해 미생물 에서도 9속에 속하는 15균주가 기존에 밝 지지 않았던 미생물군으

로 본 연구에서 발견되었다 ([표2-19]11). 이 결과 한 해양미생물균주의 새로운 가능성을 보

이는 내용으로 지속 인 연구의 필요성을 느끼게 되었다.  

[표2-19]8. Comparative analysis of PAH-degrading strains used in this study (phenotypic 

test [sublimation method and indole test])

[표2-19]9. Isolation of PAH-degrading bacteria and dioxygenase activity bacteria used in 

this study 
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[표2-19]10. Isolation of PAH-degrading bacteria used in this study 
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[그림2-19]34. Phlygenetic analysis based on 16s rDNA sequences of PAH-degrading 

bacteria and dioxygenase activity bacteria (20 isolate strains)
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[그림2-19]35. Phlygenetic analysis based on 16s rDNA sequences of PAH-degrading 

bacteria (20 isolate strains).
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[그림2-19]36. Phlygenetic analysis based on 16s rDNA sequences of PAH-degrading 

bacteria (8 isolate strains).
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[표2-19]11. Taxonomic characteristic of  PAH-degrading bacteria and dioxygenase activity 

bacteria.

다. 선별 PAH 분해 미생물의 특성 연구

3차 승화법을 통해 선별된 균주  세가지의 기질( Naphthalene,  Phenanthrene, Pyrene)에 

해서 분해활성을 모두 가지는 20균주를 상으로 2일간 marine broth에서 배양한 후 20 

ml의 MSM배지에 660nm에서 OD 0.01이 되도록 첨가하 다. 실험에 사용된 PAHs는 10% β

-HPCD가 첨가된  MSM배지에 각각 1 ppm이 되도록 첨가하여 용해시킨 뒤 배양용기에 최종

농도가 80 ppb의 농도가 되도록 조 하 다. 조구로는 PAHs만 첨가된 PAHs 조구와 미생

물만이 첨가된 미생물 조구를 설정하 다. 배양은 25℃, 120 rpm에서 진탕배양하 으며 

PAHs의 정량은 Fluorospectrophotometer를 이용하여 0, 6, 12, 24, 시간째에 측정하 다. 각 

PAH별로 측정에 사용된 excitation (Ex)  emission (Em) 장은 다음과 같다; 

Phenanthrene (248; 348), Pyrene (333; 374), Benzo[a]Pyrene (293; 406), Phenanthrene과 

Pyrene에서는 양질의 data를 얻을 수 있었으나 Benzo[a]Pyrene에서는 data값이 충분하지 않았

다. 측정 결과, 선별된 20균주  8-NA-5에서 가장 우수한 활성을 확인 할 수 있었고,  

Phenanthrene의 경우 6시간에 80%를 분해, Pyrene의 경우 24시간에 50%를 분해하는 활성을 

확인하 다 ([그림2-19]37) 
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[그림2-19]37. Degradation of phenanthrene and pyrene by strain 8-NA-5.

3. PAH 분해 효소 (Dioxygenase)

가. PAH Dioxygenase 유 자 분석

PAH Dioxygenase 유 자 분석을 해 에서 설명한 내용을 참고로 PAH Dioxygenase 

알 서 유닛 부분의 보존 역인 Rieske-type [2Fe-2S] 와 Fe2+ binding site 부분의 후로 

primer를 제작하여 PCR로 알 서 유닛 유 자 분석을 하 다. Degenerate primer로 11개를 

만들었고, 그람 음성(양성)균에 따라 primer의 차이가 있어 구분해서 제작했으며 ([그림

2-19]15; [그림2-19]16), 상균주는 우수 PAH 분해 균주 48개를 가지고 PCR을 이용하여 알

서 유닛 유 자 분석을 진행했다. 진행한 결과, Dioxygenase 유 자 서열을 갖는 6균주를 

얻었으며, 얻은 6균주는 H37, TA24, 1-Mixs-4, 1-NA-3-2, 2-NA-1, 그리고 11-BPY-1-2 이

다. 특이하게도 그람 음성균인, 2-NA-1균주에서는 N2 primer로 11-BPY-1-2균주는 Nid 

primer로 성공하 고,  나머지는 그람 양성균인,  H37, TA24, 1-Mixs-4, 그리고1-NA-3-2 균

주들은 Nid primer 에서만 유 자 서열이 발견 다. 한, 이 균주들의 분류학 으로 나눠 보

면 H37은 Gordonia 속으로, TA24, 1-Mixs-4, 그리고 1-NA-3-2는 Rhodococcus 속으로 4균

주는 방선균이었고, 11-BPY-1-2는 형 인 해양미생물인 Roseobacter 속이었고 2-NA-1은  

Citreicella  속이었다 ([표2-19]12). 이처럼 총 6균주에서 7개의 dioxygenase alpha subunit내에 

있는 Rieske center 구간 염기서열을 확보했다. 

찾아진 7개의 서열을 기존에 알려진 서열들과 계통학 으로 비교해 본 결과,  [그림2-19]38 
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와 같이 기존에 보고된 서열과의 차이를 보이는 것으로 보아 신규의 유 자가 아닐까 단된다. 

6균주의 상으로 확보된 7개의  Rieske center 염기서열을 토 로 probe 제작하 고, 

dioxygenase gene을 규명하기 해 제작된 probe 서열을 토 로 primer walking을 진행하기 

해 random primer 제작 이용하 다,  이후 PCR등을 수행하고 서열을 읽기 해  gel 

extraction, PCR cloning등의 과정을 실시하 다 ([그림2-19]39). 그러나, 재까지 진행된 사항

에서는 Rieske center 이후 염기서열을 확보하지 못했다.

[표2-19]12. PCR results of degenerate primers for dioxygenase genes
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[그림2-19]38. Phylogenetic analysis of PAH-dioxygenase Rieske (2Fe-2S) domain protein 

performed with the deduced amino acid sequences
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[그림2-19]39. Analysis of dioxygenase gene by using PCR primer walking
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나. PAH Dioxygenase 유 자 클로닝

일부 서열을 얻은 H37, TA24, 1-Mixs-4, 1-NA-3-2, 2-NA-1, 그리고 11-BPY-1-2로 먼  

6균주 상으로 genomic DNA 추출하여 30~42Kb size DNA 선별을 하 다. pCC1FOS fosmid 

cloning vector를 이용하여 6 균주의 fosmid genomic DNA library 구축을 시도하 으나, 구축

과정 에 ligation 단계에서 반복되는 좋지 않은 결과가 나와 많은 어려움이 있었다. 그래서, 

6균주  H37, TA24 두 균주에 한 Fosmid genomic DNA library 구축에 성공하 다 ([그림

2-19]40).

Fosmid genomic DNA library 구축 후에는 의 PCR primer walking 방법으로 유 자를 

찾는 것에서는 원하는 서열을 얻을 수 없어, 다른 방법인 colony hybridization 을 이용하여 클

로닝을 진행 했다.  제작한 probe를 DIG-labeling을 통해 구축된 TA24, H37의 fosmid library 

colony와 colony hybridization을 통해 dioxygenase gene 염기서열이 치하고 있는 colony 탐

색하 다. 그 결과, TA24 균주에서는 확인하지 못하 으나, H37 균주에서는 hybridized colony 

확인하 다 ([그림2-19]41). 

Colony hybridization을 통해 확인된 colony를 액체 배양 후 DNA를 뽑아 시 싱 분석한 결

과, Rieske center 지역을 포함한 알  서 유닛의 염기서열을 확보하 다. 즉, dioxygenase의 

alpha subunit내에 conserved sequence로 존재하는 Rieske center와 iron binding site의 아미

노산 서열을 확인하 다. 확인 된 알  서 유닛 유 자는 open reading frame (ORF)이 

1482bp이며, 494 아미노산으로 되어 있으며, 분자량은 55,453 KDa이다 ([표2-19]13). 그리고, 

기존에 보고 된 dioxygenase의 alpha subunit의 보존 역인 Rieske center와 iron binding site

와도 완벽하게 일치하 다 ([그림2-19]42). 

[그림2-19]40. Construction of fosmid genomic DNA library from strains H37 and TA24
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[그림2-19]41. Selection of positive clones from strain H37 by using colony hybridization. 

red arrows: positive clones

[표2-19]13. Amino acid sequence of Gordonia sp. H37 dioxygenase gene (alpha-subunit). 

[그림2-19]42. Amino acid sequence alignment of Gordonia sp. H37 dioxygenase gene and 

the other known dioxygenase genes.
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4. PAH 분해 효소 검출

 가. PAH Dioxygenase 항체 제작

NCBI상에서 그람 음성균은 31개의 서열을 이용하여 alignment을 조사하 고, 그람 양성균

은 27개의 서열을 이용하여 alignment을 조사하 다. alignment 조사 결과, 그람 음성균 (18 

peptides)과 그람 양성균 (17 peptides) 모두 알  서 유닛 부분의 보존 역을 포함하는 항체

를 제작 할 수 있는 펩타이드 서열을 얻게 되어, 이 후 펩타이드 서열을 토 로 한 타이터가 

좋은 항체를 그람 음성균과 그람 양성균 모두 제작하 다. 제작 된 그람 음성균과 그람 양성균 

항체의 타이터를 분석한 결과, 두 항체 모두 Protein G Purification에서는 Titer가 >0.005 

ug/ml이었고, Immunoaffinity Purification에서는  Titer가 >0.001 ug/ml이었다 ([그림2-19]43). 

정제되면 될수록 희석비율은 크게 증가하여 낮은 농도에서도 충분히 반응을 보이는 항체를 제

작하 다. 

나. QCM 바이오센서

에서 제작 된 두 항체를 이용하여 QCM 센서 칩에 항체를 고정한 후, PAH dioxygenase

를 갖고 있는 미생물을 찾는 것으로 테스트를 진행하 다. 이번 실험에 사용 된 균주들은 앞의 

실험에서 우수하게 PAH 분해 활성을 보인 미생물과 우수 PAH 분해 활성 뿐 만이 아니라 

indole test에서 강력하게 dioxygenase 활성을 보인 균주를 비하 다. 즉, indole test에서 강

력하게 dioxygenase 활성을 보인 균주를 positive 로 했고, 그람 음성균  양성균을 구분하여 

비하 다 ([표2-19]14). 비된 균주들은 4일간의 배양을 거친 후 상등액과 셀을 sonication

으로 깬 다음에 얻어진 상등액을 따로 둘씩 비해서 실험을 진행 하 다. 실험을 진행 한 결

과, [그림2-19]44를 보면, 그람 양성균 [Gram(+)] 시료는 dioxygenase 존재 [DOX(+)]와 

dioxygenase 없음 [DOX(-)]가 뚜렷하게 구별되는 것을 볼 수 있다. 그러나 그람 음성균

[Gram(-)] 시료들은 들쑥날쑥 합니다. 막 의 색깔은 값이 높을수록 란색에 가깝고 낮을수록 

빨간색에 가깝도록 지정되었습니다. 항체가 specific 하지 않거나 그람 음성균[Gram(-)] strain

들의 시료가 센서 칩 표면에 nonspecific하게 결합하는 것 같은 결과로 나왔다. 결론 으로, 그

램양성균 [Gram(+)]의 항체는 dioxygenase를 가진 박테리아를 screening 할 수 있는 바이오센

서 개발의 아주 근했다고 볼 수 있다. 앞으로, 그램음성균[Gram(-)]의 경우는 항체를 다시 

제작해서 시도할 정이다. 
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[그림2-19]43. Preparation of polyclonal antibody from Gram positive and Gram negative 

PAH dioxygenase  
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[표2-19]14. Comparative analysis of PAH-degrading strains used in this study (phenotypic 

test [sublimation method and indole test])

[그림2-19]44. Comparison of affinity of polyclonal antibody from Gram positive and 

Gram negative PAH dioxygenase by using QCM biosensor. 
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연구 

목표
달   성   내    용 기  여  도

 해양 

메타 로테옴 

(총단백질체) 

분석

- 해양메타 로테오믹스 정보수집

- 해양메타 로테옴 분석을 한 시료확보 (국

내유류오염지역, 태안( 양), (변산), 군산, 

태안의 18지 )

- 해양시료의 총단백질체 추출 방법이 없어 먼  토양시료 

추출방법을 변형하여 추출시도

- 토양시료 5 g과 해양시료 100 g의 총단백질

체 추출후, SDS-PAGE분석결과, 토양에 비

해 해양시료의 단백질 양이 매우 은 것이 

확인됨

- 총단백질체 추출과정에서 PVPP 처리 후 

phenol을 이용한 경우에는 불순물 제거와 동

시에 단백질 확인됨

- 총단백질체를 시행착오 끝에 추출했으나, 

재 성의 문제는 남음

- 해양시료 총단백질 추출방법

의 문제  인지 

- 분석 가능한 수 의 단백질 농

도를 추출하기 해서는 량

의 해양시료가 필요

- 불순물 제거하지 않는다면  단

백질을 분석 가능한 수 의 농

도까지 추출한다 할지라도 분석

의 어려움 존재

- 해양시료에는 염분이 존재하여 추출

과정에 향을 주기 때문에 투석과 

같은 제거 과정이 필수

- 의 문제 이 고려된다면 총단백질

체 연구가 발  할 것임

PAH 분해 

미생물  

Dioxygenase 

활성 미생물 

분리

- 승화법에 의해 확보된 4종(1차로 상용 휘발유와 

태안 유류오염 지역 퇴 물에서 분리) 균주의 

PAH 분해미생물을 상으로 indole test와 

HPLC analysis를 통하여 PAH 분해능이 우수한 

Rhodococcus sp. TA24 균주선별

- 2차로 유류 오염지역인, 여수( 양만), , 

변산반도, 군산항, 태안지역의 해양시료를 

PAH와 50일 농화배양 후, Marine agar 배

지로 670개를 순수분리함

- 순수분리 미생물을 승화법으로  PAH를 분해하는 

271    종 확보, indole test로 Dioxygenase 활성을 

갖는 미생물을 73종 확보함

- 최종 으로 우수 활성 균주로 PAH 분해 활성 미

생물 28종, PAH도 분해하고 Dioxygenase 활성이 

있는 미생물 20종, 총 48종을 선별함

- 선택된 48균주  16SrDNA 염기서열을 토 로 계통학

 분석(그람양성균 12균주, 그람음성균 36균주)

- 20종 에서 신규 Dioxygenase 활성 미생물 5

속 18균주 확보 ( 부분이 신규임)

- 우수 PAH 분해미생물 4종 획득 (1차: 상

용 휘발유와 태안 유류오염 지역)

- Rhodococcus sp. TA24 균주선별

- 해양미생물 670종 확보

- PAH를 분해미생물 271종 확보

- 우수 PAH 분해 활성 미생물 28종  

우수 dioxygenase 활성 미생물 20종 

(총 48종 확보)

- 미생물 240종 동정 완료

- 선택된 48균주의 계통학  분

석결과(그람양성균 12균주, 

그람음성균 36균주)

- 신규 dioxygenase 활성 미생물(5속

18균주) 발견

- 신규 PAH 분해미생물 (9속 15균

주) 발견

- 8-NA-5 균주 선별

- PAH 분해 우수 활성 균주 4종 특허 

기탁 (KCTC)

제 4 장 연구개발목표 달성도  외기여도

1. 연구개발목표의 달성도 (2010-2012년 과제)
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- 28종 에서 9속의 새로운 PAH 분해 미생물 확보(15균주)

- 선별 균주  8-NA-5는 Phenanthrene과 Pyrene에 

단일기질에 한 우수 분해활성이 확인됨

- PAH 분해 우수 활성 균주 4종 특허 기탁 (KCTC)

- 해양 미생물(PAH 분해미생물) 240여종 

- 해양 미생물 240종 기탁 

(해양극한미생물자원은행)

PAH 분해 

효소

- 다양한 primer를 이용하여 선택된 48균주  6균주

에서 신규 PAH dioxygenase 확보했고, 동균주에서 

PAH dioxygenase 일부서열 7개 확보. 

- 7개 서열과 기존에 서열들과 계통학 으로 분석 한 결과, 기

존의 서열과의 차이를 보여 신규 유 자로 단됨 

- 6균주  H37과 TA24 두 균주에 한 Fosmid 

genomic DNA library 구축에 성공함

- TA24과 H37의 fosmid library colony와 colony 

hybridization을 통해 dioxygenase gene 염기서열이 

치하고 있는 colony를 탐색한 결과, H37 균주는 

hybridized colony 확인됨.

- 구축된 library  H37균주에서 PAH dioxygenase 

alpha subunit (ORF 1482bp, 494 amino acid, 

55,453KDa) 확보

- PAH dioxygenase 유 자 확보

(6균주)

- PAH dioxygenase 알 서 유닛 일

부 서열 7개 확보

- 계통학  분석결과  서열 7개 모

두 신규 유 자로 단

- H37균주 fosmid library colony와 

colony hybridization 성공

- H37균주에서 신규 PAH 

dioxygenase alpha subunit 

(ORF 1482bp, 494 amino acid, 

55,453KDa) 확보

PAH 분해 

효소 검출

- 기존에 알려진 PAH dioxygenase를 이용하여 그람 음

성균 (18 peptides)과 그람 양성균 (17 peptides)의 두 

개 PAH Dioxygenase 항체를 제작함

- 제작 된 두 항체를 이용하여 QCM 센서 칩에 항

체를 고정한 후, PAH dioxygenase를 갖고 있는 

미생물을 찾는 것으로 테스트를 진행함

- 그람 양성균 시료는 dioxygenase 존재 균주(positive 균

주)와 dioxygenase 없는 균주 (negative 균주)가 뚜렷하

게 구별되는 것을 QCM 센서로 확인됨

- 그람 양성균의 항체는 dioxygenase를 가진 박테

리아를 screening 할 수 있는 바이오센서 개발에 

아주 근함

- PAH dioxygenase는 그람양(음)

성균의 상동성이 매우 낮아 두 

개로 분류가 필요

- 두 개 PAH Dioxygenase 항체 제작 

성공

- 두 항체를 이용하여 QCM 센서 

칩에 항체 고정 성공

- 그람 양성균의 항체는 dioxygenase를 가

진 박테리아를 screening 할 수 있는 바

이오센서로 가능성 보임
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주요연구실 활용계획

해양 메타포테옴(총단백질체) 

추출방법
- 해양 련 메타 로테오믹스 연구에 활용

신규 우수 PAH 분해미생물 확보

- 환경정화 미생물제제 개발에 활용

- 다양한 환경의 PAH 오염물질 제거기술 개발에 활용

- 장 용 가능한 기술 등의 산업화를 한 기술이

신규 PAH dioxygenase 확보

- PAH 오염물질 제거에 가능한지 조사 후 기술 개발에 활용

- 구체  연구를 통해 신규성을 증명

- 신규성의 증명후 분해기작의 새로운 이해 도입 

PAH dioxygenase 항체 제작  

QCM센서에 용

- 그람 음성  양성균에서 PAH dioxygenase을 스

크리닝할 수 있는 키트로의 활용

- 더 장기 으로 심화된 연구가 진행되어 실제로 환

경에 용 활용 할 수 것으로 기 됨 

제 5 장 연구개발결과의 활용계획

본 연구를 통해 해양유래의 PAH 분해효소 검출 기술의 개발의 연구기반을 확립하고 신

규 PAH  분해 미생물, PAH 분해효소  PAH 분해효소 검출 바이오센서 개발 가능성을 높

이는 연구에 앞으로 활용 할 것으로 기 합니다

 ◦ PAH 분해미생물  PAH 분해효소 자원의 확보

 ◦ 환경정화 미생물제제 개발 

 ◦ 오염된 PAH 화합물 이외에도 다양한 환경의 PAH 오염물질 제거기술 개발에 활용

 ◦ PAH 분해미생물 (PAH 분해효소)제제, 장 용기술 등의 산업화를 한 기술이

 ◦ 바이오센서를 이용한　PAH 분해효소 검출의　집 화기술은　향후　해양환경 연구 용 

활용 가능 
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