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Abstract

Isopentenyl diphosphate(IPP) isomerization to dimethylallyl diphosphate(DMAPP) is an important step for the efficient 

production of isoprenoids such as lycopene, β-carotene, astaxanthin, etc. The type Ⅱ isopentenyl diphosphate isomerase 

gene from Synechocystis sp. PCC6803(sll1556, Syidi2) was cloned and expressed in Escherichia coli DH5α. When E. coli 

DH5α harboring lycopene synthesis genes, crtE, crtB, and crtI and mevalonate pathway genes, MvK1, MvK2, and Mvd, 

was cultured on LB medium containing mevalonate, the strain grew very slowly be due to the toxicity of isopentenyl 

diphosphate derived from mevalonate. When Syidi2 was introduced to E. coli DH5α harboring the lycopene synthesis genes 

and mevalonate pathway genes, growth on mevalonate medium was fully restored and the colony showed red color indicating 

lycopene formation. The growth rate of the mutant strain, E. coli DH5α(idi::Δkm), was very slow because of IPP 

accumulation and DMAPP deprivation. Ultimately the idi mutant was complemented by introducing the Syidi2 gene. 
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서 론   

Isoprenoid 는 포 내에  매우 다양한 능  하는 , 

달(quinones), 포막  안 (sterols), 포벽 생합

(dolichols), signaling(prenylated proteins and hormones), 합  

(chlorophylls), 보 (carotenoids)  단 질 생합 (modified 

tRNAs) 등에 여한다. 러한 isoprenoid 는  매

우 다양하게 나타남에도 하고, 모든 isoprenoid 는 단

 5개  탄  갖는 2개  합  isopentenyl diphosphate 

(IPP)  dimethylallyl diphosphate(DMAPP)  생합 다(Narciso 

등 2001).

가장 본  체  IPP  DMAPP는 eucaryote에 는 

주  mevalonate pathway에 하여 합 고, procaryote에

는 주  DXP(또는 MEP) pathway에 해 합 다. DXP  

Mevalonate pathway에 하여 합  IPP  DMAPP가 pre-

cursor  carotenoids등  다양한 합  합 에 용  

해 는 IPP  DMAPP  비  매우 하다. DXP path-

way  마지막 단계  lytB  용에 하  IPP:DMAPP= 

4～6:1  IPP 합 비  나, idi  용에 해 는 3:7  

비  DMAPP  비  게 합 다. Mevalonate pathway

에 해  합 는 IPP 생 량  idi  재 여 에 해 결

, 에 라 carotenoid 생산 에 향  미친다는 다

 보고가 다(Zairen 등 1998; Manuel 등 2000; Jean 등 2002; 

Tomohisa K.& Haruo S. 2003; Ralf 등 2004).
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Fig. 1. Two types of IPP isomerase. IPP, isopentenyl 

diphosphate; DMAPP, dimethyl allyl diphosphate; FMN, flavin

mononucleotide; NADPH, nicotinamide adenine dinucleotide

phospate.

Isopentenyl diphosphate isomerase는 2가지 type  , 

type 1 isomerase에 비해 type 2 isomerase는 cofactor  FMN

나 NADPH  필  하는 ,  type 1과 type 2  

sequence similarity는 없 나  Haematococcus plu-

vialis  경우에는 2가지  silmilarity가  isopentenyl dipho-

sphate isomerase(idi)  갖고 다. 사람, Arabidopsis thaliana, 

Escherichia coli 등  type1 idi  갖고 , Enterococcus 

facalis, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae  

Bacillus subtilis 등  type 2 idi  갖고 다. 한편, mevalonate 

pathway  DXP pathway  동시에 갖고 는 Streptomyces sp. 

Strain CL190  경우에는 type 1과 type 2  idi 모  갖고 

다(Fig. 1)(Zairen 등 1998; Manuel 등 2000; Jean 등 2002; 

Ralf 등 2004; Satoshi 등 2004).  

Synechocystis sp. PCC6803  재 합  연 에 가장 많

 용 고 , 단 포  사상체  루고 는 cyano-

bacteria  Gram(－) 리아  크 는 장균  약 10

  생 다. 또한, 생 학  연 가 가장 하여 

1차 genome sequence가 어 , 식  합  하

므  합  들  고등식 과 같고 다양한  

양  가능하  다  합  미생 들처럼 여러  caro-

tenoids  생산한다(Hugh 등 1996).

 보고에 는 Synechocystis sp. PCC6803  경우 type 1 

idi(sll1054, Syidi1)  type 2 idi(sll1556, Syidi2) 2  idi  갖

고 는 , 각각   mevalonate operon  도  균주

에 라 코  marker  사용하여 살펴보고  한다.

재료 방법

1. 재료 방법

1) 배지 시약

Ampicillin(Ampr), chloramphenicol(Cmr)과 kanamycin-resistant 

(Km
r
) transformants는 tryptone-yeast extract agar medium(20) 

상에  별하 , 각 함 량  100, 20 그리고 25 ㎎/㎖

었다. 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl b-D-galactopyranoside(Bachem) 

 β-galactosidase   별하  하여 40 ㎎/㎖  사

용하 다. Taq polymerase가 모든 PCR tests에 사용 었 , 

용도에 라 Taq과 Pfu(Stratagene) polymerases  합하여 사

용하 다. 

SyIdi1  폭하  한 primer 는 5'-GAGGTCGACTTAAA 

GCAAATGGCGCATCCA-3'과 5'-TCAA GAATTCATGATTGC 

CCCAGATTCATC-3'  사용하 고, SyIdi2  폭하  한 

primer 는 5'-GAGGTCGACTTAAGGTTTAGTTAACCTTTG- 

3'  5'-TCAAGAATTCATGGATAGCACCCCCCACCG-3'  사

용하 , 각각 SalI과 EcoRI  한효  처리하여 

하 다. PCR에 사용한 template는 Synechocystis sp. PCC6803

 균체  양하여 chromosomal DNA    하여 

사용하 다. RSidi  경우 5'-ATGACGGAAATGGTTCCCG 

CCTGGG-3'  5'-TTACTGCACGACGCGCAGCTTGCC-3'  사

용하 고, HPidi  경우 5'-ATGCTTCGTTCGTTGCTCAGAGG- 

3'  5'-TCACGCTTCGTTGATGTGATGCA-3'  사용하 , 

pGAL vector에 도 한 후 DNA sequencing  행하여 

하 다.

Qiagen (Hilden, Germany)  plasmid DNAs  gel-purify 

fragments  리  PCR 산  에 사용하 다.

2) idi 활성평가를 한 설계

idi   평가하  하여 Kirill A. Datsenko 등  

에 라 arabinose에 해  도 고 pharge λ recom-

binase  함 하는 helper plasmid(Ap
r
)  FLP expre-

ssion plasmid  용하여 Δidi  E. coli DH5α 돌연변 주  

직  하 , wild type E. coli 균주  균  하여 

PCR  행하여 하 다. 라 코  합  한 라 코

 operon  도 하고, IPP  과 하  용시키  하여 

mevalonate pathway  갖는 mevalonate operon  도  E. 

coli  하 다. 그 후, mevalonate operon에 측 하고  하

는 idi 들  삽 시킨 후 라 코  operon  도  Δ

idi  E. coli DH5α에 질 하 다. 게  균주

에 mevalonate  가하여 생 시키  idi가 상  동

하거나   균주는 균체  색상  게 변할 것 나, 

 없는  함 한 균주는 상  생  하지 

못하  균체  색상도 게 변하지 못하게 다(Fig. 2).

결과 고찰

1. 라이코펜합성유 자들을함유한Δidi E. coli DH5α 

균주에서의 Synechocystis sp. PCC6803의 type II idi와

type I idi의 발
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Fig. 2. The strategy for functional characterization of 

sll1556 of Synechocystis sp. PCC6803 as type II isopentenyl 

diphosphate isomerase using lycopene marker. Red circle 

represent the lycopene producing strain and yellow circle 

represent the lycopene low and/or non producing strain. 

Abbreviation: Mevalonate kinase; MVK1, phosphomevalonate 

kinase; MVK2, mevalonate pyrophosphate decarboxylase; idi,

IPP isomerase from E. coli; HPidi, IPP isomerase from Hae-

matococcus pluvialis; dxs, 1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate 

synthase; dxr, 1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate reductoisome-

rase; ispA, FPP synthase from E. coli; ADS, amorphadiene 

synthase. Pathway intermediates: G3P, glyceraldehyde 3-phos-

phate; DXP, 1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate; MEP, 2-C- 

methyl-D-erythritol 4-phosphate; CDP-ME, 4-diphosphocytidyl-

2-C-methyl-D-erythritol; CDP-ME2P, 4-diphosphocytidyl-2- 

C-methyl-D-erythritol 2-phosphate; ME-2,4cPP, 2-C-methyl- 

D-erythritol 2,4-cyclopyrophosphate; HMB4PP, 1-hydroxy-2-

methyl-2-(E)-butenyl 4-pyrophosphate; IPP, isopentenyl pyro-

phosphate; DMAPP, dimethylallyl pyrophosphate; FPP, farnesyl

pyrophosphate; GPP, geranyl diphosphate, GGPP, geranyl-

geranyl diphosphate; Mev-P, mevalonate 5-phosphate; Mev-PP,

mevalonate pyrophosphate.

pAC-LYC(Erwinia  라 코  합 (crtE, crtI, crtB)

 함 하는 E. coli DH5α strain에 Synechocystis sp. PCC6803

 type II idi and hypothetical type I idi  도 하고 100 ㎍/㎖ 

Amp, 20 ㎍/㎖ Cm, and 0.5% glycerol  함 한 LB 지에  

양하여 라 코  생 도  사하 다. E. coli  chromosome 

내에 고  idi가 재함에도 하고 type II idi  도 시 

보다 효과  라 코  생 능  보 다. , hypothetical 

type I idi  도 했  경우 라 코  합  함 하는 

E. coli DH5α strain과 비슷하 다. pGal-ECidi  라 코  합

 함 하는 E. coli DH5α strain에 도 하  경우 

SyIdi2보다는 다  낮 나 SyIdi1  라 코  합  만

 함 한 E. coli 균주보다 게 나타났다(Fig. 4).

2. 라이코펜합성 유 자들과 Mevalonate 합성유 자들

을 함유한 Δidi E. coli DH5α 균주에서의 Synechocystis 

sp. PCC6803의 type II idi와 type I idi의 발

Mevalonate pathway gene들  함 한 pSSN12D(Streptococcus 

pneumoniae  mvaK1, mvaK2, mvaD)에 E. coli  idi, Syne-

chocystis sp. PCC6803  type I  type II idi  도 하여 

pSSN12Didi, pSSN12DSyIdi1, pSSN12DSyIdi2  하고 라

코  합  함 한 plasmid  pBAD-LYC  함 한 

균주에 도 하 다.

각각  균주  100 ㎍/㎖ Amp, 20 ㎍/㎖ Cm, 50 ㎍/㎖ 

mevalonate and 0.2% arabinose(pBAD-LYC  inducer  용)

 함 하는 LB 지에  양하 다. 

Fig. 3에  보는  같  pSSN12Didi  pSSN12DSyIdi2

는 colony  생 하  라 코  생  보여주는 

Fig. 3. Construction of expression vectors containing several

isopentenyl diphosphate isomerase and their phenotypes on 

LB medium containing glycerol and mevalonate. Abbrevia-

tions were shown in Fig. 2. A) constructed vectors, B) 

culture of Δidi E. coli DH5α strain containing vector of 

lycopene synthesis operon genes and SyIdi1 as a type I idi 

(1) and as a type II idi on glycerol medium (2), C) culture 

of Δidi E. coli DH5α strain containing vector of lycopene 

synthesis operon genes (3), culture of Δidi E. coli DH5α

strain containing vector of lycopene synthesis operon genes 

and ECidi (4), culture of Δidi E. coli DH5α strain con-

taining vector of lycopene synthesis operon genes and SyIdi1

(5), culture of Δidi E. coli DH5α strain containing vector 

of lycopene synthesis operon genes and SyIdi2 (6) on meva-

lonate medium.
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색  나타내었 나, pSSN12D  pSSN12DSyIdi1  경우에는 

growth가 어나지 않았다.

는 mevalonate  IPP가 생 나 idi  에 라 

IPP가 DMAPP  지 못하여 포 내에  

toxicity  나타내어 균  장하지 못하는 것  보여 다 

(Narciso C 등 2001). , idi   나타내는 ECidi, SyIdi2

 경우에는 균체 장  루어지 , 동시에 라 코  생산

도 루어 다.

3. E. coli DH5α(idi::Δkm) 균주에서라이코펜생성량에

따른 몇가지 idi들의 비교

Idi mutant  용하여 Synechocystis PCC6803  SyIdi1

과 SyIdi2, E. coli  ECidi, Rhodobacter sphaeroides  RsIdi, 

Haematococcus pluvialis  HpIdi   사하 다. 각각

 idi들  pSUP-LYC에 도 하여, pSUP-LYCSyIdi1, pSUP- 

LYCSyIdi2, pSUP-LYCECidi, 그리고 pSUP-LYCHPidi  

한 후, E. coli DH5α(idi::Δkm)에 transformation하 다. 

각각  균주  20 ㎍/㎖ Cm, 50 ㎍/㎖ Km, 0.2% L-arabinose

가 가  LB 지에 1% 하여 20시간 양 후 균체량과 

생  라 코  양  측 하 다.

Control  pSUP-LYC  pSUP-LYCSyIdi1  균체량  다  

균체  비슷하 나 라 코  생 량  았 나, pSUP- 

LYCSyIdi2  pSUP-LYCHPidi  경우 Control  pSUP-LYC  

pSUP-LYCSyIdi1  비 하여 약 2.5  상  라 코  생

량  나타내었 , 그 다  pSUP-LYCECidi, pSUP-LYCRsIdi 

었다. 가장 우 한 라 코  생합  결과  나타낸 것  

pSUP-LYCSyIdi2  균체당 라 코  생 량  control 비 

Fig. 4. Quantitative analysis of lycopene of cultured Δidi 

E. coli DH5α strain containing pSup-LYC(lycopene synthesis

operon) and several isopentenyl diphosphate isomerases. Sy1,

type I idi of Synechocystis sp. PCC6803; Sy2, type II idi 

of Synechocystis sp. PCC6803, EC, idi of E. coli; RS, idi 

of Rhodobacter sphaeroides; HP, idi of Hamatococcus pluvialis.

2.8 었다(Fig. 4). 는 Synechocystis  type2 idi가 carote-

noids  생산하는  주  단계  보여주  본 실험에  실

시한 다  idi들 에 가장 우 하 다.

요 약

Synechocystis sp. PCC6803  type II Isopentenyl diphosphate 

isomerase gene(sll1556, Syidi2)  특  살펴보  하여 Δ

idi  E. coli DH5α  하고,  균주에  cloning하고 

시켰다. 라 코  합  들(crtE, crtB, and crtI)과 

mevalonate pathway 들(MvK1, MvK2, Mvd)  함 한 Δ

idi E. coli DH5α 균주  mevalonate가 함  LB 지에  

양하  mevalonate pathway 들  함 한 E. coli DH5

α균주는 mevalonate에 해 생  isopentenyl diphosphate  

독 에 해 매우 느린 장  보 다. 라 코  합

들과 mevalonate 합 들  함 한 Δidi E. coli DH5α 

균주에 Syidi2  도 한 결과, mevalonate가 함  LB 지에

 균체  장   복 었 , 라 코  합

었  나타내는  균락  었다. 

에 라, SyIdi1과 ECidi  도 하여 비 한 결과, 라

코  합  들과 mevalonate pathway 들  함

한 Δidi E. coli DH5α 균주 체  SyIdi1  도 한 라 코

 합  들과 mevalonate pathway 들  함 한 

Δidi E. coli DH5α 균주는 IPP  독 에 해 장  매우 

느 나, SyIdi2, RSidi, HPidi,  ECidi  함 하고 는 Δ

idi E. coli DH5α 균주는 균체  장과 라 코  합  

 복하 , 그  가장 우 한 라 코  생합  결

과  나타낸 것  pSUP-LYCSyIdi2  균체당 라 코  생

량  control 비 2.8 었다.
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