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실험 목  (Objectives) 

   국내의 다양한 생태환경의 토양DNA로부터 제작된 메타게놈 유 자은행으로부터 항

균 유 자를 선발 분리하여 이 유 자의 구조 특성을 분석하고 새로운 분자육종 소재로 

다양한 산업분야에서 응용할 수 있는 원천 유 자 특허를 확보하고자 한다. 

재료  방 법 (Materials and Methods) 

◦ 실험재료

  - 탐색자원 : 메타게놈 유 자은행 2만 클론으로부터의 물질은행 

◦ 실험방법

  1. 물질은행 제작과 기능 선발 략 

   메타게놈 은행은 토양 내 인공배양이 어려운 미생물의 유 자 단편을 인공배양이 가능한 

장균에 삽입하여 새로운 기능물질이나 신규 유 자를 탐색하고자 개발된 기술이다. 그러나 

기주 미생물의 한계에 의해 설혹 이차 사산물 생합성 유 자 군을 포함하는 클론이라 하더

라도 장균에서 발 될 가능성은 매우 낮을 수 있다. 이러한 이유로 우리는 각 개의 클론의 

단독 배양하여 기능검색을 할 경우 시간이나 경비 측면에서 매우 비효율 이므로 한정된 연

구기간 내에 막 한 수의 클론을 검색하기가 사실상 불가능하다. 이에 본 연구 은 보유한 

20만 클론의 메타게놈 클론  우선 2만 클론을 채취 원별로 개별 클론을 28℃에서 3일

간 진탕 배양하여 원심분리한 배양액을 각 5ml씩 384클론 배양액을 모두 모아서 

ethylacetate로 추출하여 384배 농축한 것을 1그룹으로 묶고 동시에 2ml의 98클론 배양액

을 모두 모아서 ethylacetate로 추출하여 98배 농축한 것을 그것의 8개 sub그룹으로 나

어 제작하고 한 각개의 클론 배양액은 일회용 0.45㎛ 제균 필터로 균을 제거하여 각 배

양여액을 -20℃ 냉동고에 보 하여 항균 클론의 선발 자원으로 사용하 다. 따라서 
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우리는 384클론을 하나의 그룹으로 하여 항균 검정을 하여 1차로 선발되면 이 그룹의 8개 sub

그룹을 검정하여 2차 선발하고 최종 으로 각 개별 클론을 검정하는 략을 사용하 다. 

  2. 항균 기능 선발

     항균 클론을 량 고속으로 검색하고자 본 연구 은 tyrosine을 이용하여 갈색색소를 생

산하는  HPPD(4-hydroxy phenyl pyruvate dioxygenase)유 자를 pUC118에 클로닝한 장균 

균주를 검색  시스템으로 활용하 다. 이 경우  LB + tyrosine 배지에 사  배양된 이 균주와 

그룹별 물질 군을 동시 종하고 하룻밤 37℃ 진탕배양한 뒤 갈색 발 이 조구와 비교하여 

낮은 처리 군을 선발하고 이를 원심분리하여 균체의 양을 측정하여 1차 선발한다. 이는 유효 

처리군의 그룹이 장균의 성장을 해함으로써 갈색발  정도를 낮추기 때문이다. 한 이 

선발 시스템의 HPPD는 tyrosine을 갈색의 멜라닌으로 만드는데 요한 효소로 이 효소의 

해제는 식물의 제 제로 개발될 수 있다는 보고가 있으며 이러한 기 에 근거해 제 제 후보

물질의 검색이 가능할 것으로 기 한다. 이 시스템은 비교  간편하고 렴하며 동시에 많은 

시료를 정량 으로 분석할 수 있는 장 을 가진다.

실험 결과 (Results) 

 항균 클론의 선발  분리: 약 8,000클론에 한 23그룹의 물질은행을 HPPD시스템으로 

1차선발한 결과 YSTC 204, 209, 210, 211 Group이 선발되었고 이것의 subgroup 검정  

개별 클론의 항균검정 결과 YSTC211 그룹의 CD-subgroup에서 C12와 D21 클론의 배양

액 ethylacetate 추출액에서 Bacillus subtilis와 Listera monocytogenes에 해 항균활성

이 있음을 확인하 다. 이들 클론 내 삽입유 자 단편의 크기는 약 40kb 정도이고 C12클

론 추출액의 경우 항 세균 외에 작물 역병 균인 Phytophthora capsici의 균사 성장도 어

느 정도 해하는 것으로 나타났으며 재 체 염기서열 분석에서 약 50개의 gap을 확

인하는 작업 에 있다.
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