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Transglutaminase
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Streptomyces platensis YK-2, newly isolated from forest soil, produces transglutaminase (TGase), which
catalyses an acyl transfer reaction between the primary grade amine and protein or γ-carboxyamide
group of peptide bound glutamine residues. For a molecular genetic study of S. platensis, an effective
transformation method was established by using a conjugal transfer of DNA from Escherichia coli to
spores of actinomycetes. The highest transconjugation frequency of S. platensis was obtained on an MS
medium containing 50 mM MgCl2, using 5×10

7 E. coli as a DNA donor and 1×10
8

spores without heat
treatment as a host. We also identified that S. platensis contains a single attB site within an ORF en-
coding a pirin-homolog, and that its attB site sequence shows high homology to that of S.
logisporoflavus. In addition, it was confirmed by phenotypic analyses of exconjugants that the in-
troduction of heterologous DNA into the attB site of the S. platensis chromosome does not affect its
morphological differentiation and TGase production.
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서 론

식품단백질의 물성과 유연성을 개선하고 식품단백질 중의

lysine 보호, 내열성과 보수성 강화, 저온에서의 겔화, 탄력성

과 수분함유 능력 향상, 가용성과 기능성 향상 등의 특성 변화

를 도와주는 transglutaminase (TGase, protein-glutamine γ-
glutamyltransferase: E.C.2.3.2.13)는 포유동물의 모발, 뇌, 간장

등의 생체 내에 널리 존재하며 조류, 어류, 식물 등에도 존재하

는 것으로 알려져 있다[8,12]. 그러나 포유동물 유래와 다르게

미생물 유래의 TGase는 칼슘 비의존성, 열안정성, 활성의 넓은

pH 범위 등의 반응특성을 가지고 있어 산업적으로 적용하기

쉽기 때문에 더욱 주목받게 되었다. 미생물 유래의 microbial

transglutaminase (MTG)는 방선균인 Streptoverticillium sp.

S-8112 [9]에서 처음 분리되었으며 우수한 TGase생산 균주를

획득하기 위한 연구는 끝임 없이 진행되고 있다. 최근 대구지

역에서 새로운 MTG를 생산하는 방선균, Streptomyces platensis

YK-2가 신규로 분리되어 연구되었다[22]. 하지만 S. platensis

YK-2가 생산하는 MTG는 우수한 특성을 가졌음에도 불구하

고 생산량의 한계로 산업적인 활용이 쉽지 않기 때문에 분자

생물학적인 방법을 통한 생산균주의 개량이 필요한 상황이다.

그러나 방선균은 외부 유전자에 대한 강력한 제한계, 효율적

인 형질전환 시스템의 부재, 재조합체의 불안전성 등의 특징

을 가지고 있어 분자생물학적인 연구가 쉽지 않다[2,13].

지금까지 방선균의 형질전환에는 주로 protoplast법과

electroporation법 등이 사용되었다. 그러나 이들 방법들은 형

질전환율이 높지 않거나 적용되는 방선균이 제한적이라는 단

점이 있다. 최근에 이러한 문제를 극복하기 위하여 Escherichia

coli를 공여체로 사용하여 단일가닥 DNA를 세포 내로 도입하

는 접합전달법(transconjugation)이 도입되었다[7,11,17]. 접합

전달법은 E. coli 내에서 재조합 플라스미드의 구축 및 조작이

가능하며 구축된 플라스미드를 방선균으로 직접 전달할 수

있어 유전자 클로닝 및 유전자 파괴, 변이유전자 회복 등에

폭 넓게 사용되고 있다. E. coli를 이용한 접합전달이 Mazodier

등[15]에 의해 처음으로 보고되어진 이후, 방선균에 존재하는

메틸화된 DNA의 제한계를 극복하기 위해 DNA의 공여균주

(donor)로 메틸화가 결손된 E. coli ET12567/pUZ8002 [3,16,

20]을 사용함으로써 보다 다양한 속(genus)의 방선균에 적용

할 수 있게 되었다[14,21]. 또한 현재 사용되고 있는 접합전달

을 위한 벡터들 가운데 방선균의 chromosome에 존재하는

attB site로 integration되는 phiC31유래의 attachment site

(attP)와 integrase (int) 기능을 가진 벡터들이 가장 유용한 것

으로 알려져 있다[7,20]. 이러한 벡터들은 접합전달을 통해 E.

coli로부터 방선균으로 전달되고 전달된 벡터의 attP site는 in-

tegrase에 의해 방선균 chromosome의 attB site로 삽입된다.

그러나 새로운 MTG를 생산하는 S. platensis YK-2에 대한 형질

전환방법은 아직 연구된 봐 없다.

따라서 본 연구에서는 새로운 MTG를 생산하는 신규 방선

균, S. platensis YK-2의 분자생물학적인 연구를 위해 접합전달

법을 이용한 고효율 형질전환방법을 구축하였으며 attP site가

삽입되는 S. platensis YK-2의 genomic attB site에 대하여 연구

하였다.
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재료 및 방법

사용균주 및 plasmids

본 연구에 사용된 방선균은 대구지역에서 분리된 S. pla-

tensis YK-2 [22]로 TGase를 생산하며 본 균주의 포자는 접합전

달의 수용체로서 사용하였다. E. coli XL-10-Gold는 클로닝을

위한 숙주로 사용하였으며 메틸화가 결손된 E. coli ET12567/

pUZ8002를 접합전달의 DNA 공여균주로 사용하였다. phiC31

유래의 attachment site (attP)와 integrase (int) 기능을 가진

pSET152 (5.7 kb) [3]를 접합전달의 부위-특이적 재조합(site-

specific recombination) 벡터로 사용하였다. 본 벡터가 접합전

달을 통해 숙주세포 내로 전달되면 integrase의 도움으로 방선

균 chromosome의 attB site로 삽입되어 유전자 재조합

(recombination)이 이어서 일어나기 때문에 본 논문의 결과들

은 접합전달효율(transconjugation frequency)로 나타냈다.

배지 및 배양조건

S. platensis ATCC 49173의 포자생산용 배지는 ISP2 한천배

지(yeast extract 4 g/l, malt extract 10 g/l, glucose 4 g/l, agar

20 g/l, pH 7.0～7.4)를 사용하였으며 접합전달을 위한 배지로

는 AS-1 (yeast extract 1 g/l, L-alanine 0.2 g/l, L-arginine

0.2 g/l, L-asparagin 0.5 g/l, soluble starch 5 g/l, NaCl 2.5

g/l, Na2SO4 10 g/l, agar 20 g/l, pH 7.5), ISP4 (soluble starch

10 g/l, K2HPO4 1 g/l, MgSO4·7H2O 1 g/l, NaCl 1 g/l,

(NH4)2SO4 2 g/l, CaCO3 2 g/l, FeSO4·7H2O 0.001 g/l,

MnCl2·4H2O 0.001 g/l, ZnSO4·7H2O 0.001 g/l, agar 15 g/l,

pH 7.0～7.4), MS배지(mannitol 20 g/l, soya flour 20 g/l,

agar 20 g/l)를 사용하였다. 또 E. coli의 일반배양 및 형질전환

을 위해 Luria Bertani (LB)배지를 이용하여 37
o
C에서 180 rpm

으로 진탕배양 하였다.

DNA 조작 및 분리

대장균에서의 DNA 조작은 Sambrook 등[19]의 방법을 사

용하였고 S. platensis 에서의 DNA 조작은 Kieser 등[10]의 방

법을 사용하였으며 S. platensis 접합전달체의 total DNA는

Rao 등[18]의 방법으로 회수하였다. Southern blot hybrid-

ization을 위해 DIG High Prime DNA Labeling and Detection

Starter Kit II (Roche Applied Science, Tokyo, Japan)와

pSET152의 0.5 kb apramycin-resistant 유전자 단편을 probe

로 사용하였다. DNA 염기서열 결정은 pSET152의 attP site에

서 100 bp 떨어진 부분의 염기서열을 이용하여 ATTPR primer

(5'-CTGGGTGGGTTACACGACGCCCCT-3')를 제작하여 진

행하였다.

접합전달방법

E. coli에서 S. platensis으로 plasmid의 접합전달은 Kieser

등[10]이 확립한 방법에 변형하여 수행하였다. pSET152를 포

함하는 공여균주 E. coli ET12567/pUZ8002은 apramycin (50

μg/ml; 이하 Apr), chloramphenicol (25 μg/ml; 이하 Cm),

kanamycin (50 μg/ml; 이하 Km)이 첨가된 LB 배지에 접종한

후, optical density 600에서 0.4가 될 때까지 배양하였다. S.

platensis의 생육에 저해가 되는 첨가된 항생제를 제거하기 위

해 동량의 LB 배지로 두 번 세척한 후 0.1 배의 LB 배지로

재현탁하여 S. platensis 와의 접합전달을 위한 공여균주로 사

용하였다. 열처리하지 않은 1×10
7
의 S. platensis 포자를 2×YT

배지 0.5 ml로 현탁한 후 준비된 공여균주의 현탁액 0.5 ml

(2.5×10
7
)와 잘 혼합한 다음, 원심분리하여 상징액을 제거한

뒤 얻어진 pellet을 10 mM의 MgCl2를 포함한 4종류(AS-1,

ISP2, ISP4, MS)의 고체배지에 도말하고 28oC에서 16～20시간

동안 정치배양하였다. 형질전환체의 선별을 위해 1.5 ml의 살

균수에 0.5 mg의 nalidixic acid (이하 Nal)와 1 mg의 Apr을

첨가하여 배지위에 중첩시킨 후, 28
o
C에서 6일간 더 배양하였

다. 선발된 접합전달체를 Nal (25 μg/ml) 및 Apr (25 μg/ml)이

함유된 선택 배지에 계대배양하여 얻어진 균주들의 chromo-

some DNA를 추출하고 PCR에 의해 형질전환 유무를 확인하

였다. 본 연구를 통해 얻어진 모든 접합전달효율(transcon-

jugation frequency)은 접합전달실험에 사용된 포자수 대비 획

득된 접합전달체수의 비율로 나타내었다.

염기서열의 accession number

본 논문에 보고된 S. platensis ATCC 49173의 attB site의

염기서열은 GeneBank에 accession number AB531501로 등록

되었다.

결과 및 고찰

접합전달을 위한 최적배지

S. platensis의 접합전달을 위한 최적배지를 조사하기 위해

지금까지 접합전달법에 사용된 배지 4종(AS-1, ISP2, ISP4,

MS)을 선정하여 연구하였다. 이미 수행된 연구들을 보면 접합

전달에 사용되는 고체배지에 따라 접합전달효율이 크게 영향

받는 것을 알 수 있다[4]. 본 연구에 사용된 MS와 AS-1배지는

방선균의 접합전달에 가장 많이 사용되는 배지이며[7,10,17],

ISP2배지는 S. lavendulae FRI-5 [11]에, ISP4는 희소방선균

Kitasatospora setae [4]의 접합전달에 사용된 최적배지이다.

Table 1과 같이 4종의 배지를 각각 S. platensis의 접합전달실험

에 적용해 본 결과 AS-1, ISP4, MS의 경우에는 접합전달체가

형성되어 본 실험에 사용 가능하다는 것이 확인 되었다. 그러

나 ISP2의 경우에는 S. platensis의 포자생산용 최적배지임에도

불구하고 접합전달체를 전혀 형성하지 못해 S. platensis의 접

합전달에는 부적합한 것으로 확인되었다(Table 1). 또 형질전

환체가 형성된 3종의 배지 중에서 접합전달효율은 MS가 가장
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Table 1. Effects of medium on transconjugation efficiency

Medium
a

Transconjugation frequency
b

MS

ISP4

AS-1

ISP2

2.3×10
-6

1.4×10
-6

6.5×10
-8

-
aEach medium contains 10 mM MgCl2.
bValues represent average frequencies from three independent

experiments.

- indicates no exconjugant.

높았고 ISP4와 AS-1의 순서였지만 ISP4의 경우 MS와 거의

차이가 없는 것으로 밝혀져 MS와 ISP4는 S. platensis의 접합전

달을 위해 모두 사용 가능한 것으로 판단된다. 그러나 가장

낮은 접합전달효율을 보인 AS-1의 경우에는 MS보다 35배나

낮은 효율을 보여 배지간의 차이가 대단히 크다는 것을 확인

할 수 있었다. 그러므로 MS배지를 S. platensis의 접합전달을

위한 최적배지로 선정하고 이후 실험에 계속 사용하였다.

포자의 열처리 효과

방선균 포자에 일정 시간 동안 열처리를 하였을 경우 접합

전달효율이 상승하는 것으로 밝혀졌다[6,10,15]. 이러한 현상

은 열처리가 포자의 발아를 유도하여 접합전달의 효율이 향상

되거나[16] 방선균이 가진 제한계를 일시적으로 약화시킴으로

써 효율이 증가되는 것으로 알려져 있다[1,6]. 따라서 S. pla-

tensis포자에 대한 최적 열처리 온도를 결정하기 위하여 30oC

에서 60oC까지 5oC 간격으로 각각 10분간 열처리하고 처리하

지 않은 대조군과 비교하여 열처리에 대한 포자의 생존율을

조사하였다. 그 결과 Fig. 1과 같이 열처리 온도가 올라갈수록

포자의 생존율이 떨어졌으며 45
o
C부터는 급격하게 떨어져

60
o
C에서는 전혀 생존하지 못했다. 접합전달을 위한 열처리조

Fig. 1. Effects of temperature on the viability of S. platensis
spores. Spores (10

3
/ml) in 2×YT medium were in-

cubated for 10 min at the temperature indicated. The

data are the average of three independent experiments,

and expressed as a percent of the colony count obtained

in the absence of heat treatment (control).

Table 2. Effects of heat treatment of spores on transconjugation

efficiency

Temperature ofa

heat treatment
Transconjugation frequencyb

No heat treatment

30
o
C

35oC

40oC

45
o
C

1.4×10-6

7.9×10
-7

7.0×10-7

4.9×10-7

-
a
The heat treatment of spores was performed for 10 min.

b
Values represent average frequencies from three independent

experiments.

- indicates no exconjugant.

건으로는 50% 이상의 생존율이 보장되는 것이 좋기 때문에

56%의 생존율을 보인 45oC까지 접합전달을 위한 열처리 온도

에 포함하여 접합전달효율을 조사하였다. 그 결과 열처리를

하지 않은 대조군에 비해 열처리를 한 모든 실험군에서 접합

전달효율이 떨어졌으며 특히 45
o
C의 열처리에서는 접합전달

체가 전혀 형성하지 못했다(Table 2). 그러므로 S. platensis

YK-2의 경우에는 포자에 대한 열처리가 오히려 접합전달효율

을 떨어뜨리는 결과를 가져온다는 것을 확인할 수 있었다.

DNA 공여체수와 수용체수의 관계

접합전달효율이 낮은 방선균의 경우 plasmid DNA의 공여

체로 사용되는 E. coli수와 수용체인 포자수의 비율이 접합전

달효율에 대단히 중요한 영향을 미친다[4]. 선행연구에 의하면

S. platensis의 경우 다른 방선균에 비해 접합전달효율이 낮을

것으로 판단되었다[3]. 그러므로 접합전달에 필요한 최적공여

체수를 조사하기 위해 Table 3에서 보는 바와 같이 공여체인

E. coli수를 2.5×10
6
에서 2.5×10

8
까지 단계적으로 적용하였으며

수용체인 포자의 수도 5×10
6
에서 1×10

8
까지 사용하여 실험하

였다. 그 결과 DNA 공여체의 수와 수용체의 수가 모두 증가할

수록 접합전달의 효율이 전체적으로 증가하는 경향을 보였다.

또 포자수가 5×10
6
일 때 E. coli수가 2.5×10

6
이하이면 접합전달

이 일어나지 않지만 E. coli수가 5×10
7
이상이면 모든 포자수의

Table 3. Effects of the number of E. coli donor cells on trans-

conjugation efficiency

Number of
recipient
spores

Transconjugation frequencya

Number of E. coli ET12567/pUZ8002(pSET152)

2.5×106 2.5×107 5×107 2.5×108

5×10
6

1×107

1×10
8

-

2.0×10-7

2.5×10
-7

1.8×10
-6

2.3×10-6

2.4×10
-6

2.8×10
-4

3.0×10-4

3.3×10
-4

3.3×10
-4

3.2×10-4

3.2×10
-4

aValues represent average frequencies from three independent

experiments.

- indicates no exconjugant.
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조건에서 접합전달효율이 크게 증가한다는 것을 확인할 수

있었다. 그러나 E. coli수가 5배 많은 5×108에서는 5×107와 크게

차이가 없었다. 따라서 S. platensis의 접합전달을 위한 최적

E. coli수는 5×10
7
이며 2.5×10

7
이상의 공여체가 접합전달을 위

해 필요하다는 것도 확인하였다.

배지에 첨가되는 MgCl2의 최적농도

배지에 MgCl2의 첨가유무는 접합전달효율에 큰 영향을 미

치게 되며 10 mM의 MgCl2가 일반적으로 배지에 첨가되어 왔

다[15]. 그러나 최근 K. setae의 연구결과[4]에 따르면 ISP4배지

에 50 mM의 MgCl2가 첨가되었 때 무첨가와 10 mM 첨가의

경우에 비해 각각 3.8배와 3.3배 높은 접합전달효율을 보였다.

이러한 결과는 방선균의 종류에 따라 최적농도도 달라질 수

있다는 것을 의미한다. 그러므로 S. platensis에 대한 MgCl2의

최적 첨가농도를 확인하기 위해 최적배지로 선정된 MS배지에

0～60 mM까지 다양한 농도의 MgCl2를 첨가하여 접합전달을

진행하였다. 그 결과 Table 4에서 보는 바와 같이 MgCl2를 첨가

하지 않은 실험군에 비해 첨가농도가 증가할수록 접합전달효

율이 높아지는 경향을 관찰할 수 있었다. 50 mM의 MgCl2를

첨가했을 때 6.4×10
-6
로 가장 높은 접합전달효율을 보였는데 무

첨가군에 비해 183배나 높았으며 10 mM 첨가에 비해서도 3.2

배 높았다. 이러한 결과는 K. setae의 연구결과와 매우 유사한

것으로 S. platensis의 접합전달을 위해서는 MS배지에 50 mM

MgCl2을 첨가하는 것이 최적 농도라는 것을 확인할 수 있었다.

지금까지의 연구를 통해 확인된 S. platensis를 위한 최적

접합전달 조건들은 접합전달용 배지로 50 mM MgCl2가 첨가

된 MS배지를 사용하고 열처리하지 않은 1×10
8
포자와 DNA

공여체로써 5×10
7 E. coli를 사용하는 것이다. 따라서 본 조건

들을 모두 적용한 결과 9.4×10
-4
이라는 높은 접합전달효율을

획득할 수 있었다. 이것은 Table 1과 같은 초기조건에 비해

400배 이상 향상된 결과로써 특히 부위-특이적 재조합보다

100배 이상 높은 형질전환효율을 요구하는 상동 재조합

(homologous recombination) [7]에도 충분히 사용 가능하다

Table 4. Effects of MgCl2 concentration in MS medium on the

transconjugation efficiency

Concentration of MgCl2

added in MS medium (mM)

Transconjugation

frequencya

0

10

20

30

40

50

60

3.5×10
-8

2.0×10-6

2.5×10-6

2.9×10
-6

4.3×10-6

6.4×10-6

5.8×10
-6

aValues represent average frequencies from three independent

experiments.

는 것을 확인하였다.

attB site의 특징

본 연구에 사용된 pSET152벡터는 phiC31 유래의 attP site를

포함하고 있어 접합전달에 의해 방선균 내로 도입된 벡터는

integrase에 의해 chromosome의 attB site로 삽입되어 안정하

게 유지된다. 지금까지 연구된 결과에 의하면 attP site가 삽입

되는 곳은 단일 attB site만이 아니라는 것이 밝혀졌다[20]. 따

라서 attP site가 삽입되는 S. platensis의 attB site에 대해 연구

하였다. 먼저 본 연구를 통해 얻어진 4개의 접합전달체로부터

chromosome DNA를 각각 추출한 뒤 KpnI으로 절단하고

pSET152의 Apr 내성유전자를 probe로 사용하여 Southern

blot hybridization을 수행하였다. 그 결과 4개의 접합전달체로

부터 동일한 단일밴드를 확인할 수 있었다(Fig. 2). 이것은 S.

platensis의 chromosome내에 pSET152벡터가 삽입되는 곳이

한곳만 존재한다는 것을 시사하는 것이다. 또 attB site의 chro-

mosome내의 위치와 염기서열을 확인하기 위해 pSET152가

삽입된 4개의 접합전달체로부터 chromosome DNA를 각각

추출하여 KpnI으로 처리한 뒤 agarose 전기영동을 통해

Southern blot에 확인된 단일밴드부근의 DNA단편을 회수하

였다. 얻어진 DNA는 self-ligation을 거쳐 E. coli XL10-Gold로

형질전환되었고, Apr (50 μg/ml)가 첨가된 배지를 사용하여

형질전환체를 선별하여 attB site의 일부가 포함된 chromo-

some단편을 클로닝하였다. 얻어진 chromosome 단편의 염기

서열은 ATTPR primer를 이용하여 분석하였다. 그 결과 4개의

접합전달체로부터 얻어진 attB site의 right-region은 모두 동

일한 염기서열을 보였으며 accession number AB531501로

GeneBank에 등록되었다. 또 이미 밝혀진 다른 방선균 유래

attB site의 right-region 염기서열에 대해 77.8%～96.3%의 상

동성을 보였으며 attB site의 chromosome내 위치는 S. pla-

tensis chromosome의 pirin 상동체를 코드하는 ORF내에 위치

해 있었다(Fig. 3A). 그러나 attB site의 left-region에 대한 염기

서열은 확인할 수 없었는데 이러한 현상은 다른 연구에서도

보고된 봐 있다[17]. attB site의 계통학적인 분석에서는 S.

longisporoflavus의 attB site와 가장 가까웠으며 S. aureofaciens

Fig. 2. Southern blot analysis of KpnI-digested genomic DNA

of wild-type strain and exconjugants. Lane W; wild-type

S. platensis, lane 1-4; apramycin-resistant exconjugants of

S. platensis.
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(A)

(B)

Fig. 3. Alignment of the attB site sequences (A) and phylogenetic

tree (B) among S. platensis and other actinomycetes: am-

bofaciens, S. ambofaciens; aureofaciens, S. aureofaciens;

avermitilis, S. avermitilis MA-4680; cinnamonensis, S. cin-
namonensis; clavuligerus, S. clavuligerus; coelicolor, S. coe-
licolor A3 (2) strain M145; griseus, S. griseus ATCC 12475;

hygroscopicus, S. hygroscopicus NRRL5491; lividans, S.
lividans 66 TK64; longisporoflavus, S. longisporoflavus
83E6; platensis, S. platensis YK-2 (this work). The align-

ment and the phylogenetic tree were created by

GENETYX software (GENETYX Co., Tokyo, Japan). The

numbers among actinomycetes in the phylogenetic tree

indicate evolutionary relationship based on Kimura's two

parameter model and neighbor-joining methods.

와 가장 멀었다(Fig. 3B). 또한 S. platensis chromosome의 attB

site에 pSET152벡터만의 삽입으로 S. platensis의 표현형이 변

화되는지를 확인하기위해 접합전달체와 야생주에 대하여

TGase 생산량과 형태분화를 확인해 보았으나 어떤 변화도 관

찰할 수 없었다(자료 미제시). 그러므로 본 연구에서 사용된

접합전달시스템은 S. platensis YK-2의 분자생물학적인 연구를

위해 대단히 안정적이고 효율적인 형질전환방법이라는 것이

확인되었다.
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초록：Transglutaminase를 생산하는 Streptomyces platensis의 분자생물학적인 연구를 위한 접합

전달법 확립

배세정․조양호․최선욱*

(경남대학교 식품생명학과)

식품단백질의 물성과 기능성을 개선시켜 산업적인 가치가 매우 높은 TGase를 생산하는 S. platensis YK-2의

분자 유전학적인 연구를 위해 형질전환방법을 확립하였으며 본 연구를 위해 도입된 방법은 대장균을 plasmid

DNA의 공여체로, S. platensis의 포자를 수용체로 사용하는 접합전달법이다. S. platensis를 위한 최적 접합전달조

건은 50 mM의 MgCl2를 첨가한 MS배지에 열처리를 하지 않은 포자와 5×10
7
의 plasmid DNA 공여체인 E. coli를

사용하는 것이다. 또 본 연구를 통해 얻어진 접합전달체의 attB site에 대한 분석을 통해 S. platensis chromosome

의 pirin 상동체를 코드하는 ORF내에 attB site가 단일위치로 존재하고 있으며 이미 밝혀진 다른 방선균유래 attB

site의 염기서열에 대해 77.8%～96.3%의 상동성을 나타냈다.


