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Rhodobacter capsulatus hemA 유전자 발현 대장균에 의한

5-Aminolevulinic Acid 생산의 최적화
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Optimizing the Production of 5-Aminolevulinic Acid by Recombinant Escherichia coli Containing the
Rhodobacter capsulatus hemA Gene. Yang, Dong-Soo1, Moon-Won Park1, Soo Jin Lim, Min Jeong Kim,
Yuri Shin, Chan Soo Park2, Young Hyun2, and Dae-Kyung Kang*. Department of Animal Resources Sci-
ence, Dankook University, Cheonan 330-714, Korea, 1Abson BioChemica Lab, Ansan 425-220, Korea, 2EASY
BIO System, Inc, Cheonan 330-811, Korea - Recombinant Escherichia coli BLR(DE3) harboring the hemA
gene from Rhodobacter capsulatus under the control of a constitutive promoter, which we constructed previ-
ously, was used for the extracellular production of 5-aminolevulinic acid (ALA). The effects of several factors
on ALA production were investigated in flask culture. ALA production by the recombinant E. coli was more
efficient at 30oC than 37oC. The glycine concentration had an important effect on cell growth. Glycine and
succinic acid concentration of 5-10 and 10-20 g/L, respectively, resulted in high ALA production. In addition,
the partial replacement of succinic acid by sodium glutamate increased the ALA production. The ALA pro-
duction was inhibited by the presence of glucose in the medium. Using the optimal conditions, an ALA con-
centration of 8.2 g/L was achieved in jar fermentation without an added inducer or ALA dehydratase inhibitor;
this is the highest reported concentration.
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서 론

5-aminolevulinic acid(ALA)는 heme, chlorophyll, porphyrin

등의 pyrrole 화합물을 합성하는 전구물질로서 대부분의 생

물체에서 합성된다[2, 10]. 생체내 ALA 생합성에는 두 가지

경로가 알려져 있는데 동물, 효모, 진균 및 일부 세균에서는

succinyl CoA와 glycine을 기질로 하여 ALA synthase

(HemA)에 의해 합성된다(C4 pathway)[1, 16]. 한편, 식물 및

cyanobacteria 등의 일부 세균에서는 glutamic acid를 전구물

질로 사용하여 ALA가 합성되는 C5 pathway가 알려져 있다

[2]. ALA의 용도는 다양하게 알려져 있는데, heme 구조를

가진 각종 효소나 비타민 B12의 전구물질로 사용될 뿐만 아

니라[4], 암 진단 및 치료제[3], 생물농약[28], 동물 및 어류

의 생산성 향상[5, 21, 27] 등과 같이 다양한 분야에서 연구

되고 있다. 

이와 같이 다양한 용도를 가진 ALA를 산업적으로 이용

하기 위해서는 경제적으로 생산하는 기술이 필요하다. ALA

의 화학적 합성은 합성 단계가 복잡할 뿐만 아니라 생산수

율이 낮은 것으로 알려져 있으며[23], 광합성 세균 또는 조

류의 야생주 또는 변이주를 이용한 생물학적 생산방법은

배양 시에 빛을 조사해야 한다든지, 장시간 배양에 의한 생

산비용 증가 등의 단점이 있다[29]. 따라서, 유전자 재조합

기술을 이용하여 ALA 대량생산 균주를 개발함으로써 ALA

의 생산수율을 향상시키는 연구가 최근 들어 활발히 이루

어지고 있다. 즉, 광합성 세균인 Rhodobacter sp.[32],

Rhodopseudomonas sp.[7] 또는 Bradyrhizobium japonicum

[6] 유래의 ALA 생합성 유전자(hemA)를 대장균에서 발현시

키거나, 대장균의 C4 대사경로 조절을 통하여[30] ALA의

생산성을 향상시키는 경우가 대부분이다. 하지만, 이러한 연

구의 대부분은 inducible promotor를 이용하여 ALA생합성

유전자를 발현시키는 방법으로서 IPTG와 같은 고가의 유

도물질을 사용해야 하는 단점이 있으며, 또한 ALA 생산성

을 향상시키기 위해 ALA분해억제물질을 배양 도중에 첨가

해야 하는 문제점이 있다. Kang 등[15]은 Rhodobacter

capsulatus 유래의 hemA 유전자를 항시발현벡터에 클로닝한

후 대장균에서 발현시킴으로써, 고가의 유도물질이나 ALA

분해 억제물질을 사용하지 않고도 ALA를 생산할 수 있음

을 기 보고한 바 있다. 본 연구에서는, 기 구축된 발현시스

템을 사용하여 재조합대장균의 배양온도, 기질의 종류 및 적

정 농도 등의 배양조건들을 보다 자세히 조사하고 이를 jar

fermenter 수준의 발효에 적용함으로써, 기 보고들에 비해 높

은 농도의 ALA를 배양액으로부터 얻을 수 있었다.
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재료 및 방법

사용균주 및 플라스미드
ALA 생산을 위해 Rhodocobacer capsulatus ATCC 11166

로부터 hemA 유전자를 PCR(polymerase chain reaction) 방

법으로 클로닝한 바 있으며, 항시발현벡터인 pHCEIIB

(Takara, Japan)의 Nde I/Hind III 제한효소 사이트에 삽입

하여 재조합 플라스미드 pHEMA를 구축하였다[15]. pHCE

IIB 플라스미드 벡터의 유전자 삽입부위 상류에는 Geobacillus

toebii 유래의 D-amino acid aminotransferase (D-AAT) 유

전자의 promotor가 존재하며, 발현유도물질을 첨가하지 않

아도 세포생장 의존적으로 HemA 효소의 발현이 가능하였

다[25]. 재조합 플라스미드 pHEMA를 Escherichia coli

BLR(DE3) (Takara, Japan)에 도입되어 ALA 생산실험에 사

용하였다. 전 배양용 배지로 Luria-Bertani 액체배지(Difco,

USA)를 사용하였다.

발효 실험
배양시험에 사용한 기본 배지로 SGYP 배지(succinic acid

10 g/L, glycine 5 g/L, yeast extract 10 g/L, peptone 5 g/L,

K2HPO4 10 g/L, pH 6.3)를 사용하였으며, 재조합 플라스미

드의 안정성을 유지하기 위해 ampicillin(Sigma, USA, 50

µg/mL)을 첨가하였다. 플라스크 배양실험의 경우, SGYP 배

지 50 mL에 전배양액 1%를 접종하여 진탕배양기에서 교반

배양(180 rpm) 하였다. Jar fermentor배양실험의 경우, 2.5 L

glass-jar(KoBiotech Co., Korea)에 1.2 L의 SGYP 배지를

투입하고 멸균한 후에 전배양액 1%(v/v)를 접종하였다. 반

응기의 운전조건은 30oC, ~1,200 rpm, 통기량 0.5 vvm으로

하였으며, 5 N 황산용액을 사용하여 배양액의 pH를 6.3으로

유지하였다.

분석방법

배양액 중의 ALA는 Ehrlich's reagent를 사용하여 정량하

였다[22]. 배양액의 원심분리 상등액 또는 이의 희석액 10

µL를 1 M sodium acetate 완충용액(pH 4.6) 1.0 mL와 혼합

하여 acetylacetone 50 µL을 첨가하고, 10분간 끓는 물에 중

탕한 후 상온으로 냉각하였다. 상기 용액 1 mL에 신선한

Ehrich 시약(γ-dimethylaminobenzaldehyde 1.0 g, glacial
acetic acid 42.0 mL, 70% perchloric acid 8.0 mL) 1 mL

를 혼합하고, 5분 후에 555 nm에서 흡광도를 측정하였다.

ALA(Sigma, USA)의 표준용액으로부터 얻은 정량곡선을 이

용하여 시료 중의 ALA 함량을 구하였다. 상기 시험법에서

10 µL의 시료를 취한 경우, OD555 = 1.0은 대략 ALA 1.0 g/

L에 해당하였다. Succinic acid의 정량을 위해서는 Aminex

HPX-87H organic acid column(Bio-Rad, USA)을 사용하였

으며, 0.02 N sulfuric acid, 0.5 mL/min 조건에서 HPLC

(Gilson, France) 분석을 수행하였다. 배양액 중의 glucose 농

도는 Glucose Analyzer(YSI Inc., USA)를 사용하여 측정하

였다.

결과 및 고찰

적정 배양온도
ALA 생산을 적정 배양온도를 결정하기 위해 SGYP 액

체배지를 사용하였으며, 27-37oC 사이의 온도구간에서 플

라스크 배양실험을 실시하였다. HemA가 과발현된 유전자

재조합 대장균의 최적 생장온도는 glycine 5 g/L 첨가구 및

glycine 10 g/L 첨가구 공히 일반적으로 알려져 있는 대장

균의 최적 생장온도인 37oC보다 낮았다(Fig. 1). 한편, 5-

aminolevulinic acid(ALA) 생성속도도 glycine 5 g/L 첨가구

및 glycine 10 g/L 첨가구 공히 37oC에서 가장 낮은 경향을

나타내었으며, 30oC 에서 최대 생성속도를 나타내었다(Fig.

1). 대체로 27-30oC 범위에서 균의 생육과 ALA생성이 잘

연관되어 안정적으로 ALA가 생성되는 것으로 나타났으므

로, 배양 적정온도를 30oC로 설정하였다. 재조합 대장균의

적정 배양온도가 낮아진 것은 배지에 함유되어 있는 과량의

유기산과 glycine이 영향을 미쳤을 것으로 추정되며, 또한 상

대적으로 낮은 배양온도가 배양 중에 생성된 ALA의 불안

정성을 줄이는 데에도 도움이 되었기 때문으로 추정된다.

Chung 등[8]은 재조합 대장균의 배양온도가 30oC일 경우가

37oC에서 배양할 때보다 균체 생장은 빨랐으나 ALA 생산

성은 상대적으로 낮았다고 보고한 바 있는데, 이는 재조합

균주의 종류나 배양 조건 등에 따라 적정 배양온도가 달라

질 수 있다는 점을 시사하였다.

Succinic acid 농도별 glycine의 적정농도
Succinic acid 및 glycine은 ALA 생산을 위한 전구물질로

서 중요하며, succinic acid 는 세포 생장을 위한 탄소원으로

도 이용된다. 따라서 고농도의 기질을 배지에 첨가하는 것

이 유리할 수 있으나 기질에 의한 생장 억제작용 때문에[11,

26], 재조합 대장균의 생장 억제를 최소화하면서 최대의 ALA

생산을 유도할 수 있는 적정 기질농도를 설정하는 것이 중

요하다. 따라서 이전의 연구결과[15]를 참조하여 succinic

acid 농도 10 g/L 및 20 g/L인 경우 각각 glycine의 적정 첨

가농도를 조사하였다.

먼저, succinic acid 10 g/L첨가구에 있어서 glycine 3-20

g/L를 배지에 첨가하여 배양한 결과, Fig. 2(A)에서 보는 바

와 같이 glycine 농도가 높아질수록 세포생장은 억제되었다.

Glycine 3 g/L 첨가구에서는 세포생장 속도 및 초기ALA생

성 속도가 가장 빨랐으나, 배양 20시간 이후에는 기질인

glycine의 부족으로 인하여 ALA생합성이 억제되었다.

Glycine 농도 10 g/L 수준에서는 세포생장이 약간 저해되었

으나 ALA 생성은 오히려 촉진되어 배양 24시간 후에 2.2-

2.3 g/L 수준에 이르렀다. 하지만 glycine 20 g/L 첨가구에서
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는 세포생장이 심각하게 저해되었을 뿐만 아니라, ALA 생

성량도 상대적으로 미약하였다(Fig. 2A). 한편, succinic acid

20 g/L 첨가구의 경우에도 succinic acid 10 g/L 첨가구와 마

찬가지로 glycine 농도가 높아질수록 세포생장이 심각하게

저해되었는데, ALA 생산성 측면에서 고려할 때 glycine 5-

10 g/L 농도 범위를 첨가하는 것이 가장 유리하였다(Fig.
2B). 

Qin 등[26]은 Agrobacterium radiobacter hemA 유전자를

도입한 재조합 대장균에 있어서 succinic acid 13 g/L까지는

세포생장을 저해하지 않고도 ALA 생산을 향상시킬 수 있다

고 하였으나, Fu 등[11]은 Rhodobacter sphaeroides hemA

유전자를 도입한 대장균 배양실험에 있어서 10 g/L 이상의

succinic acid는 ALA 생산에 불리하다고 하였다. 또한, 일정

농도의 glycine(6-12 mM)은 대장균 생장 촉진효과가 있으나

[14], glycine 농도가 너무 높은 경우에는 오히려 세포벽 펩

티도글리칸의 합성과정을 저해하는 것으로 알려져 있다[9,

13]. 본 실험에서도 glycine 첨가농도가 높아질수록 세포 생

장이 억제되는 경향을 나타내었는데, ALA 생산성 측면에서

는 glycine 5-10 g/L 수준 첨가가 유리하였으며, succinic

acid도 20 g/L 수준까지는 세포생장의 심각한 저해 없이

ALA 생성을 촉진하는 효과를 나타내었다.

Glutamate 첨가에 의한 영향
Glutamate는 TCA cycle을 통하여, α-ketoglutarate ↔

succinate로 바로 전환되어, ALA생합성의 전구체로 작용할

수 있을 뿐 아니라, proline, glutamine, agrinine 등의 아미

노산으로 전환되는 중요한 대사 중간체이다. 따라서, succinic

acid 20 g/L의 일부 또는 전부를 glutamate로 대체하였을 경

우에 ALA 생산에 미치는 영향을 조사하였다. Fig. 3에서 보

는 바와 같이, succinic acid 전부를 glutamate로 대체했을

경우에는 세포생장 및 ALA 생산량이 가장 낮았다. 한편,

succinic acid와 glutamate를 1:1의 비율로 혼용했을 경우에

는 succinic acid 20 g/L 단독 첨가구보다 세포 생장 및

ALA 생산성 측면에서 유리하였다.

Fig. 1 Effects of temperature on the growth of recombinant E. coli and ALA production in SGYP medium (initial pH 6.3) contain-
ing glycine 5 g/L (A series) or 10 g/L (B series).
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Fig. 2. Effects of glycine concentration on the growth of recombinant E. coli and ALA production in SGYP medium (initial pH 6.3)
containing succinic acid 10 g/L (A series) or 20 g/L (B series).

Fig. 3. Effect of the substitution of glutamate for succinic acid on the growth of recombinant E. coli (A) and ALA production (B) in
SGYP medium (initial pH 6.3). Suc, succinate; glut, Na-glutamate.
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Glucose 첨가에 의한 영향
ALA생합성 효율을 높이기 위해 glucose와 같이 미생물이

쉽게 이용할 수 있는 탄소원을 추가로 공급함으로써 세포생

장을 촉진시킴으로써 대사산물의 생산을 촉진시키는 방법을

고려해 볼 수 있다. 또한 glucose는 ALA 가수분해효소 저

해제로 작용하기 때문에, 생성된 ALA가 분해되는 것을 억

제함으로써 ALA 생산량을 증가시킬 수 있는 것으로 보고

된 바 있다[17, 26, 30]. 본 실험에서도 glucose를 농도별로

(0-10 g/L) 배지에 첨가하여 배양하면서 ALA 생성량을 조사

하였다. Fig. 4에서 보는 바와 같이, glucose 첨가 농도가 증

가할수록 최종 균체량도 증가하였으나, glucose가 모두 소비

된 후에 ALA 생합성이 시작되었으며 ALA 생성량도 glucose

무첨가구에 비해 낮게 나타났다. 이와 같은 결과는, 에너지

원으로서 glucose의 잇점보다는 glucose가 succinic acid의

세포내 흡수를 억제하거나[20], TCA cycle 내 효소의 활성

을 억제함으로써[12, 24, 31] ALA 생합성에 역효과를 나타

내는 것으로 추측된다. 결과적으로, 본 실험조건에서의 ALA

생산에 glucose를 첨가하는 것은 바람직하지 않을 것으로 판

단되었다.

Jar fermentor 배양실험
이상과 같은 flask 배양시험들을 통하여 얻은 배양 조건

및 배지 조성을 토대로 하여, 2.5 L jar fermentor에서 ALA

생산시험을 수행하였다(Fig. 5). 배양 중의 pH 상승을 막기

위해 5 N 황산용액을 첨가하여 pH 6.3으로 유지하였다. 세

포 생장과 동반하여 succinic acid 량이 지속적으로 감소하

Fig. 4. Effects of glucose supplement on the growth of recombinant E. coli and ALA production in SGYP medium (initial pH 6.3)
added Na-glutamate 10 g/L. A. cell growth; B. ALA production. The arrows indicate the time at which glucose was depleted.

Fig. 5. Cell growth and ALA production profiles in fed-batch fermentation of the recombinant E. coli containing hemA gene on pH-
stat control. A. cell growth; B. ALA production. SGYP medium added Na-glutamate 10 g/L was used for jar fermentation. The arrow indi-
cates the time of feeding succinic acid 5 g/L and glycine 5 g/L, respectively.
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면서 ALA생산량이 증가하기 시작하였으며, 배양 24시간 후

에는 6.8 g/L 수준에 도달하였다. 또한 이 시점에 기질인

succinic acid가 거의 고갈되었기 때문에 succinic acid와

glycine을 각각 5 g/L씩 공급한 결과, ALA 생산량은 지속적

으로 증가하여 배양 28시간 후에는 8.2 g/L 수준에 이르렀다.

한편, 항시발현벡터를 사용하였음에도 불구하고 세포 생장

보다 약간 늦은 싯점부터 ALA 생산이 시작되었는데, ALA

생합성 효소는 세포 생장과 비례하여 발현되는 것으로 추정

되지만 ALA가 생합성되는 시간 및 생합성된 ALA가 세포

막을 통과하여 세포 밖으로 나오는데 시간이 소요되기 때문

으로 추정된다.

본 연구에서 유전자재조합 대장균으로부터 ALA를 고농

도로 생산할 수 있는 공정을 개발하기 위해 배양온도, 기질

의 농도, 탄소원 및 glutamate의 영향, 유가배양의 효과 등

을 조사하였다. Lee 등[17]은 Bradyrhizobium japonicum

hemA 유전자를 발현시킨 대장균으로부터 3.9 g/L 수준의 ALA

를 얻었으며, Choi 등[7]은 Rhodopseudomonas palustris

hemA 유전자를 발현시킨 대장균의 배양 최적화를 통해 5.15

g/L 수준의 ALA를 얻었다고 보고하였다. 또한, 최근 들어

재조합 대장균의 유가식 배양 최적화를 통하여 6.6 g/L 수준

의 고농도 ALA를 얻을 수 있었다고 보고된 바 있다[11].

하지만, 지금까지 보고된ALA 생산성 증대 연구는 ALA

dehydratase 저해제인 levulinic acid(LA)나 d-glucose를 배

양 중에 첨가하는 경우[6, 18, 19, 26], 또는 ALA 생합성효

소의 발현을 위해 고가의 inducer인 IPTG를 첨가함으로써

이루어졌다[6, 11, 18, 30]. 본 연구에서는 항시발현벡터를

사용하였기 때문에 고가의 유도제가 필요하지 않으며, 또한

LA나 d-glucose와 같은ALA dehydratase inhibitor를 첨가하

지 않고도 지금까지 보고된 결과보다 더 높은 수준인 8.2 g/

L 이상의 ALA를 얻을 수 있었다.

요 약

Rhodobacter capsulatus 유래의 hemA 유전자를 항시발현

벡터(pHCEIIB vector)에 클로닝한 후 과발현시킨 Escherichia

coli BLR(DE3) 균주를 사용하여, 5-aminolevulinic acid

(ALA) 생산을 위한 적정 배양조건을 조사하였다. ALA 생

산을 위한 배양온도는 37oC보다는 30oC에서 더 나은 결과

를 나타내었다. Glycine 농도가 세포생장에 미치는 영향이

컸으며, 세포생장을 저해하지 않고ALA를 고농도로 생산하

기 위한 적정 glycine 농도는 5-10 g/L 수준이었다. Succinic

acid의 적정 첨가수준은 10-20 g/L이었으며, succinic acid의

일부를 glutamate로 대체할 경우에 ALA의 생산량을 향상시

키는 효과가 있었다. 한편, 배지 중의 glucose 첨가는 ALA

생산성을 저하시키는 결과를 초래하였다. 이상과 같은 배양

조건 최적화를 통한 jar-fermentor 발효실험을 통하여, 고가

의 유도제(IPTG)나 ALA dehydratase inhibitor를 첨가하지

않고도 8.2 g/L 수준의 고농도 ALA를 얻을 수 있었다.
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