
Journal of Life Science 2010 Vol. 20. No. 6. 934~939 ⓒJLS / ISSN 1225-9918

Improvement of Antibacterial Activities of Bacteriocidal Yeasts Using the GPD 
Promoter
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We have previously reported recombinant productions of bacteriocins using yeast expression plasmid 
pAUR123, which contains the alcohol dehydrogenase (ADH) promoter, in Saccharomyces cerevisiae cells 
and their antibacterial activities. In order to improve the antibacterial activities of bacteriocidal yeast 
cells, a strong glyceraldehyde phosphate dehydrogenase (GPD) promoter gene of S. cerevisiae was am-
plified and inserted upstream into bacteriocin genes such as the OR-7, Subpeptin JM4-A or JM4-B 
gene in the corresponding recombinant yeast plasmid. Yeast cells transformed by the recombinant 
plasmid containing the GPD promoter represented higher antibacterial activities against both Gram 
positive B. subtilis and Gram negative E. coli cells compared to those transformed by the correspond-
ing recombinant plasmid containing the ADH promoter. Thus, yeast cells harboring the recombinant 
plasmid containing the GPD promoter constructed in this study could be applied in the food preserva-
tive or animal feed industries. 
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서   론

현재 미생물에 의한 식품의 부패와 변질을 막고 저장성을 

향상시키기 위한 방법으로 인공 첨가제 및 인공 항생물질을 

사용하고 있다. 하지만 인공 첨가제들은 인체에 대한 잔류성

과 독성으로 인해 여러 가지 부작용을 동반하기 때문에 사회 

문제로 대두되고 있는 실정이다[1]. 인공첨가제 중 의약품인 

항생물질은 공업적, 화학적 방법으로 생산되고 있으며, 화학

적 인공 항생물질이 포함된 사료를 먹인 가축을 인간이 섭취

하면 부작용으로 인한 여러 가지 질병이 나타날 수 있다. 또한 

항생제의 남용으로 인한 내성균의 발생과 전파라는 문제점으

로 선진국에서는 항생제 사용에 있어 많은 제약을 두는 실정

이다[4].

박테리오신(bacteriocin)은 여러 종의 미생물들이 생산하는 

항균성 펩타이드로서, 각종 식중독균과 유해세균에 대한 뛰어

난 항균효과를 지니고 있어 식품산업에서 잠재력을 지닌 천연

신소재로 부각되고 있다[1,10,14]. 박테리오신에 관한 연구는 

20여 년 전부터 가속화되어 유럽이나 미국에서는 이미 산업화 

적용 단계에 있으며, 우량 균주 확보 및 특허 출원 등의 다양한 

연구가 진행되고 있다[5]. 이러한 박테리오신은 고온에서도 활

성을 유지하고 광범위한 pH에서도 안정하며, 무독, 무색, 무취

이며 잔류성이 없다는 장점으로 식품 등에서 천연 방부제로 

사용이 가능하다[1,18]. 인공 항생제는 사람에게 투여 시 부작

용이 있다는 단점이 있으나 박테리오신은 단백질 가수분해 

효소에 의해 분해되어 잔류성이 없어 안전하기 때문에 식품 

등의 생물학적 보존제(biopreservative) 및 발효식품의 생물제

어제(bioregulator)로 이용되고 있다[6,7].

박테리오신은 유전자 분석 및 조작을 통하여 생산량을 최대

화하는 것이 용이하고 분자적 변이를 통한 우수한 박테리오신

을 합성할 수 있다는 장점이 있지만, 일반적으로 유전자의 발

현에 이용되고 있는 대장균을 포함하는 세균들의 경우는 도입

된 박테리오신 유전자 산물의 항균활성 때문에 생산균주로서

의 활용이 불가능하다는 단점이 있다[11]. 따라서 항균활성 펩

타이드의 생산을 위해서는 일반적으로 박테리오신에 대한 생

육저해활성을 나타내지 않는 진핵생물에 속하는 효모세포인 

Saccharomyces cerevisiae 등을 숙주로 사용함으로써 이러한 문

제점을 해결할 수 있고, 효모세포로부터 추출한 yeast extract

는 현재 세균배양 배지에 첨가하는 영양성분으로서 질소화합

물, 당, 무기영양소 및 유기영양소 등을 함유하고 있기 때문에 

배양된 효모 균체만으로도 가축사료의 좋은 영양성분으로 활

용될 수 있다[11,12].

최근, 효모를 이용한 외래 단백질의 상업적 생산이 크게 강

조되면서 유전자 고발현을 위한 숙주세포의 변이주, 고발현 

벡터 및 신기능성 효모의 개발 등에 관한 연구가 활발히 진행

되고 있다[15]. 재조합 효모에서 외래 유전자의 고발현을 위한 

주요 고려인자로 plasmid copy number, 전사효율, repressor 

및 inducer의 농도, 프로모터의 강도 등이 알려져 있다

[2,3,8,13,15]. 일반적으로 plasmid copy number는 유전자 고

발현을 유도시키지만, copy number가 너무 높거나 과발현은 
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숙주세포에 대사적 불균형을 초래하게 되어 균체의 증식속도

나 증식수율을 감소시키거나 도입된 plasmid의 불안정성을 

유발하여 재조합 단백질의 생산성을 감소시키는 원인이 되기

도 한다[2,8,15]. 이러한 문제점을 해결하기 위한 방법으로 강

력한 프로모터를 사용하여 균체증식과 유전자 발현을 분리하

여 조절함으로써 재조합 단백질의 생산성을 향상시킬 수 있다

[8,13,15]. 효모세포인 S. cerevisiae에 사용되는 대표적인 프로

모터의 종류로는 유도성 프로모터인 GALI (galactokinase I) 

프로모터, 상시성 프로모터인 GPD (glyceraldehyde-3-phos-

phate dehydrogenase) 프로모터와 ADHI (alcohol de-

hydrogenase I) 프로모터 등이 있다[15].

본 연구에서는 박테리오신 유전자가 도입된 효모의 항균활

성을 개선하기위해 선행연구에서 얻어진 항균활성 플라스미

드 DNA (pAUR-OR-7, pAUR-SubpA 및 pAUR-SubpB) 

[11,12]에 GPD 프로모터 유전자 단편을 삽입하여 기존에 개발

된 항균활성 효모의 활성 증진을 시도하였으며, 그람양성 대

표세균인 Bacillus subtilis 및 그람음성 장내세균인 Escherichia 

coli에 대한 기존의 재조합 효모와의 항균활성을 비교하였다.

재료 및 방법

시약 및 배지

제한효소, DNA ligation kit, Pyrobest DNA polymerase, 

Taq DNA polymerase는 Takara Korea (Seoul, Korea)에서 구

입하였다.

효모의 발현 플라스미드 DNA는 alcohol dehydrogenase 

(ADH) 프로모터에 의해 발현이 유도되는 pAUR123 (Takara 

Korea, Seoul, Korea)을 사용하였다.

유전자 클로닝을 위한 숙주로는 대장균(E. coli DH5α) 세포

를 사용하였다. 대장균은 LB 배지(1% bacto tryptone, 0.5% 

yeast extract, 0.5% NaCl)를 이용하여 37o
C에서 배양하였다. 

대장균 형질전환체의 선별을 위해서는 LB 배지에 ampicillin

을 최종농도가 100 μg/ml가 되게 첨가하여 사용하였다. 고체

배지는 LB 배지에 한천(agar)을 1.5%가 되도록 첨가하여 제작

하였다.

효모의 발현 플라스미드 DNA의 형질전환을 위한 숙주로

는 효모(S. cerevisiae KCTC 7913) 세포를 사용하였다. 효모는 

YPD 배지(1% yeast extract, 2% polypeptone, 2% D-glucose)

를 이용하여 배양하였다. YPD 고체배지는 YPD 배지에 한천

을 1.5%가 되도록 첨가하여 제작하였다.

GPD 프로모터 유전자의 획득 및 염기서열 분석

GPD 프로모터 유전자의 획득을 위하여 S. cerevisiae의 염색

체 DNA로부터 forward primer GPDp4-F(5'-CCGGTACC 

CCAGAGCTCCGATCTCGAGC-3')와 reverse primer GPDp2- 

R(5'-GGTACCTCGAAACTAAGTTCTTGG-3')을 사용하여 GPD 

프로모터 유전자 부위를 PCR법으로 증폭하였다. 각각의 pri-

mer에는 클로닝을 위하여 5'말단에 제한효소 KpnI의 인식부

위를 도입하였다. PCR 반응 조건으로 초기해리는 94
oC에서 

5분간 시행하였고, 해리(94oC, 1분), 혼성화(55oC, 1분) 및 중합

(72oC, 1분)의 세 과정을 30회 반복하고, 추가적인 중합(72oC, 

10분)을 수행하였다. PCR법으로 증폭된 DNA 단편은 서브클

로닝을 위해 pBT-1.1 vector (Bio-solution, Gyeonggi-do, 

Korea)에 연결하여 pBT-GPDp를 제작하였다. 제작된 pBT- 

GPDp 플라스미드 DNA를 이용하여 대장균 세포(E. coli DH5

α)를 형질전환시켰으며, 이로부터 플라스미드 DNA를 추출하

였다. GPD 프로모터 유전자를 확인하기 위하여 추출된 플라

스미드 DNA를 제한효소 KpnI으로 절단하고 0.8% agarose 

gel에서 전기영동을 수행하여 DNA 단편을 확인하였다. 한편, 

염기서열 분석을 위해 추출된 플라스미드 DNA를 (주) 바이오

니아(Seoul, Korea)에 의뢰하여 염기서열을 밝히고, 밝혀진 염

기서열을 DS Gene 1.5 program (Accelrys Inc., Seoul, Korea)

을 이용하여 제한효소 절단부위 등을 확인하였다.

항균활성 효모의 활성 개선을 위한 발현 플라스미드 DNA

의 구축 및 형질전환 효모의 제작

항균활성 효모의 활성을 개선하기 위해 pBT-GPDp 플라스

미드 DNA를 제한효소 KpnI으로 절단한 후 748 bp의 GPD 

프로모터 유전자 단편을 추출하고 pAUR123 (Takara Korea, 

Seoul, Korea)과 선행연구에서 개발한 박테리오신 생산 플라스

미드 DNA인 pAUR-SubpA, pAUR-SubpB [11] 및 pAUR-OR-7 

[12]의 KpnI 부위에 삽입하였고, 제한효소를 이용하여 삽입된 

GPD 프로모터 유전자 단편 및 그 방향성을 확인하였다. 구축

된 발현 플라스미드로 electroporation (Cell-Porator, Life 

technologies, MD, USA)법에 의해 효모세포(S. cerevisiae 

KCTC 7913)를 형질전환시켰다. 형질전환된 효모세포의 선별

은 YPD 배지에 aureobacidin A (Takara Korea, Seoul Korea)

를 최종농도가 0.2 μg/ml이 되게 첨가한 후 30oC에서 3일간 

배양하여 행하였다.

형질전환 효모로부터 플라스미드 DNA의 분리 및 확인

재조합 플라스미드 DNA가 형질전환된 효모를 aur-

eobacidin A(최종농도 0.2 μg/ml)가 첨가된 YPD 배지 4 ml에 

접종하여 30
o
C에서 하룻밤 동안 배양한 후, 원심분리(14,000× 

g, 5분)하여 균체를 회수하였다. 여기에 yeast lysis buffer (2% 

triton X-100, 1% SDS, 10 mM tris-HCl (pH 8.0) buffer, 1 mM 

EDTA) 200 μl를 넣어 균체를 현탁시킨 후, acid-washed glass 

beads (425-600 μm, Sigma, MO, USA) 0.3 g과 phenol/CHCl3 

용액 200 μl를 넣고 2분간 vortex를 행하였다. 4
o
C에서 원심분

리(14,000× g, 10분)를 행하여 상층액을 새로운 tube에 옮기고, 

여기에 glycogen 1 μl, 5 M LiCl 용액 20 μl, cold 에탄올 500 

μl를 첨가한 후, 원심분리(14,000× g, 10분)를 행하여 플라스미
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Fig. 1. Nucleotide sequence of the cloned GPD promoter gene. Restriction sites of KpnI were introduced both at 5'- and 3'-ends 

of the gene.

드 DNA를 침전시켰다. 침전된 DNA는 70% 에탄올로 세정한 

후 건조시키고, 멸균 초순수(ddH2O) 20 μl에 녹였다. 형질전환 

효모로부터 회수된 플라스미드 DNA를 이용하여 대장균 세포

(E. coli DH5α)를 형질전환시켰으며, 이로부터 플라스미드 

DNA를 추출하였다. GPD 프로모터 유전자를 확인하기 위하

여 추출된 플라스미드 DNA를 제한효소 KpnI으로 절단하고 

0.8% agarose gel에서 전기영동을 수행하여 DNA 단편을 확인

하였다.

항균활성 측정

그람양성 대표세균인 고초균(B. subtilis ATCC 6633)과 그람

음성 장내세균인 대장균(E. coli KCTC 2223)을 LB 배지를 이용

하여 30oC에서 하룻밤 동안 진탕배양(250 rpm)하고, 사용하기 

전에 이를 100배로 희석하였다. 균 희석액을 YPD 고체배지에 

도말하였고, 여기에 프로모터를 가진 박테리오신 생산 플라스

미드 DNA가 도입된 형질전환 효모와 대조군으로 효모의 발

현벡터 pAUR123에 GPD 프로모터만 삽입한 플라스미드 

DNA가 도입된 형질전환 효모, 기존에 개발한 ADH 프로모터

만을 가진 박테리오신 생산 플라스미드 DNA가 도입된 형질

전환 효모 배양액을 각각 20 μl 씩 일정부위에 접종하고 30oC

에서 하룻밤 동안 배양한 후 항균작용에 의해 형성된 생육 

억제환(clear zone)을 비교․관찰하였다.

결과 및 고찰

GPD 프로모터 유전자의 클로닝 및 확인

S. cerevisiae의 염색체 DNA로부터 PCR법에 의해 748 bp의 

GPD 프로모터 유전자의 단편을 증폭하였고, 이를 pBT-1.1 

vector에 연결하여 pBT-GPDp를 제작하였다. 삽입된 유전자 

단편의 염기서열을 분석한 결과, 5' 및 3'말단에서 제한효소 

KpnI 부위를 확인할 수 있었으며, S. cerevisiae의 GPD 프로모

터 유전자임을 확인할 수 있었다(Fig. 1).

GPD 프로모터 유전자의 단편이 삽입된 박테리오신 생산 

재조합 플라스미드 DNA의 구축 및 항균활성 효모의 제작

pBT-GPDp를 제한효소 KpnI으로 절단하여 748 bp의 GPD 

프로모터 유전자의 단편을 획득하였고, 이를 pAUR123과 선

행연구에서 개발한 박테리오신 발현 플라스미드 DNA들의 제

한효소 KpnI 부위에 삽입하여 이를 각각 pAURG (Fig. 2A), 

pAURG-SubpA (Fig. 2B), pAURG-SubpB (Fig. 2B) 및 

pAURG-OR-7 (Fig. 2C)이라 명명하였다. 구축된 박테리오신 

생산 재조합 플라스미드 DNA로 효모 세포(S. cerevisiae)를 형

질전환시켜 항균활성 효모를 제작하였으며, 이로부터 분리된 

플라스미드 DNA를 제한효소 KpnI으로 절단하여 확인한 결

과, 748 bp의 GPD 프로모터 유전자의 단편을 확인할 수 있었

다(Fig. 3).

형질전환 효모의 항균활성 비교

재조합 플라스미드 DNA인 pAURG, pAURG-SubpA, 

pAURG-SubpB 및 pAURG-OR-7이 도입된 형질전환 효모들

을 이용한 항균활성을 선행연구에서 보고한 pAUR123, 

pAUR-SubpA, pAUR-SubpB 및 pAUR-OR-7이 도입된 형질

전환 효모들과의 항균활성을 비교한 결과, ADH 프로모터에 

의해 박테리오신 유전자를 발현시키는 기존의 형질전환 효모



Journal of Life Science 2010, Vol. 20. No. 6 937

Fig. 2. Constructions of the yeast ex-

pression plasmids. The GPD 

promoter genes were inserted 

into a KpnI site of pAUR123, 

pAUR-SubpA, pAUR-SubpB 

and pAUR-OR-7 to yield 

pAURG (A), pAURG-SubpA 

(B), pAURG-SubpB (B) and 

pAURG-OR-7 (C), respectively. 

AUR1-C; S. cerevisiae aur-

eobacidin A resistant gene, 

PADH1; S. cerevisiae ADH1 

gene promoter, TADH1; S. cer-

evisiae ADH1 gene termination 

signal, ARS; S. cerevisiae repli-

cation origin, CEN; S. cerevisiae 

centromere, Ampr; E. coli am-

picillin resistant gene, Ori; E. 

coli replication origin.

Fig. 3. Confirmation of the GPD promoter 

gene fragment from yeast cells 

transformed by pAURG-OR-7 (A) 

and pAURG-SubpA or pAURG- 

SubpB (B). M; size marker, 1; 

pAURG-SubpA, 2; pAURG- SubpB.

들에 비해 본 연구를 통해 개발된 GPD 프로모터에 의해 박테

리오신 유전자를 발현시키는 형질전환 효모들에서 전반적으

로 세균에 대한 높은 생육억제능을 나타내는 것을 확인하였다

(Fig. 4, 5). 박테리오신 유전자를 가지지 않는 효모발현 vector

인 pAUR123과 pAURG를 도입시킨 형질전환 효모들의 경우

는 세균에 대한 생육억제를 나타내지 않았다(Fig. 4, 5). GPD 

프로모터에 의해 박테리오신 유전자의 발현이 유도되는 

pAURG-OR-7 플라스미드 DNA가 도입된 형질전환 효모의 

세균생육 억제환의 크기를 기존의 ADH 프로모터에 의해 박

테리오신 유전자의 발현이 유도되는 pAUR-OR-7 플라스미드 

DNA가 도입된 항균활성 효모의 세균생육 억제환과 비교한 

결과, 그람양성 고초균에 대한 생육 억제환은 3.2 mm 정도 
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Fig. 4. Identification of the antibacterial activities of transformed 

yeast cells with the bacteriocin OR-7 gene. The anti-

bacterial activities of transformed yeast cells against B. 

subtilis (A) and E. coli (B). a: S. cerevisiae harboring 

pAURG-OR-7, b: S. cerevisiae harboring pAUR-OR-7, c: 

S. cerevisiae harboring pAURG.

Fig. 5. Identification of the antibacterial activities of transformed 

yeast cells with the bacteriocin Subpeptin A or Subpeptin 

B gene. The antibeacterial activities of transformed yeast 

cells against B. subtilis (A) and E. coli (B). a: S. cerevisiae 

harboring pAURG-SubpA, b: S. cerevisiae harboring 

pAURG-SubpB, c: S. cerevisiae harboring pAUR-SubpA, 

d: S. cerevisiae harboring pAUR-SubpB, e: S. cerevisiae har-

boring pAURG.

더 증가되었으며, 그람음성 대장균에 대한 생육 억제환은 4.1 

mm 정도 더 증가된 것을 확인할 수 있었다(Fig. 4). 또한, 역시 

GPD 프로모터에 의해 박테리오신 유전자의 발현이 유도되는 

pAURG-SubpA 및 pAURG-SubpB 플라스미드 DNA가 도입

된 형질전환 효모들의 세균생육 억제환의 크기를 기존의 

ADH 프로모터에 의해 박테리오신 유전자의 발현이 유도되는 

pAUR-SubpA 및 pAUR-SubpB 플라스미드 DNA가 도입된 

형질전환 효모들의 세균생육 억제환과 비교한 결과, 그람양성 

고초균에 대한 생육 억제환은 각각 7.3 mm 및 2.8 mm 정도 

더 증가하였으며, 그람음성 대장균에 대한 생육 억제환도 각

각 4.4 mm 및 1.9 mm 정도 더 증가한 것을 확인할 수 있었다

(Fig. 5).

본 연구에서 사용된 당대사 관련 단백질의 발현에 관여하는 

GPD (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) 프로모터

는 진핵생물에서 작용하는 강력한 프로모터로 알려져 있으며

[8,16,17], 효모 및 곰팡이에서 이종의 단백질 발현량을 개선시

키는 연구에 사용되고 있다[16,17]. Lim 등[13]과 Seo 등[15]은 

유도성 프로모터인 GALI 프로모터와 상시성 프로모터인 

GPD와 ADHI 프로모터를 사용하여 재조합 플라스미드 DNA

를 구축하여 사람 ferritin H, L-chain 및 포도당 산화 효소의 

생산성을 증진시켰으며 또한, Chun 등[3]과 Kang 등[9]은 

GALI 프로모터와 GPD 프로모터를 사용하여 효소의 생산 효

율을 증진시켰다. 본 연구에서도 박테리오신을 발현시키는 효

모 발현 플라스미드 DNA에 강력한 GPD 프로모터를 도입하

여 보다 강력한 항균활성을 나타내는 항균활성 효모의 제작이 

가능하다는 사실을 확인할 수 있었다.

이 연구의 결과로 부패하기 쉬운 식품의 보존성을 향상시킬 

수 있는 인공보존료를 대체할 수 있는 항균물질 혹은 가축에 

있어 병원균의 생육을 저해하기 위한 항생제 대체물질로 사용

이 가능한 활성이 개선된 항균활성 효모의 개발에 성공하였다.
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초록：GPD 프로모터를 이용한 항균활성 효모의 활성증진

장민경․유기환․김남영․이옥희․신재균․장혜지․이승우․이동근․이상현* 

(신라대학교 제약공학과)

박테리오신의 항균활성 개선을 위해 선행연구에서 개발된 ADH 프로모터에 의해 박테리오신 유전자를 발현시

키는 효모발현 벡터에 GPD 프로모터 단편을 도입하여 강력한 프로모터를 가진 효모발현 재조합 플라스미드 

DNA를 제작하였다. ADH 프로모터에 의해 박테리오신 유전자를 발현시키는 기존의 형질전환 효모들에 비해 
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하였다. 이 연구의 결과로 GPD 프로모터에 의해 발현이 유도되는 박테리오신 생산 효모들을 이용하여 부패하기 
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