
韓蠶學誌 50(2), 161~165 (2012)
J Seric Entomol Sci
http://dx.doi.org/10.7852/jses.2012.50.2.161
<論 文 >

161

호박벌 유래 디펜신 유전자의 분자적 특성분석 및 항균 활성
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Abstract

Antimicrobial peptides of insects are found and reported as immune defence system against infectious agents. The pep-
tides are produced by fat body cells and thrombocytoids, a blood cell type. Defensin is 38-45 amino acids long and con-
sists of an α-helix linked by a loop to an antiparallel β-sheet. Defensin from a bumblebee, Bombus ignitus, is known
to comprise 52 amino acid residues. This peptide consists of two α-helixes; ACAANCLSM and KTNFKDLWDKRF
and one β-sheet; GGRCENGVCLCR. We carried out antibacterial activity test by radial diffusion assay against Sta-
phylococcus aureus (Gram positive), Escherichia coli (Gram negative), Pseudomonas syringae (Gram negative), Can-
dida albicans (fungi), MDRPA, MRSA, and VRE (antimicrobial resistant microbes) with synthetic oligopeptides from
Peptron (Daejeon, Korea). The predicted curtailment fragment (GGRCEVCLCR-NH2) for β-sheet had strong anti-
bacterial activity when internal amino acids were removed. But, curtailment fragments (ACAANCLSM-NH2 and
TNFKDLWDKR-NH2) of α-helix were not showed antibacterial activity. These synthetic oligopeptides were showed
the great activity against Gram positive and negative bacteria.
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서 론

항생제의 남용으로 인하여 저항성을 나타내는 세균이 출

현하면서 수퍼박테리아와 같이 현재 사용되고 있는 대부분

의 항생제에 내성을 갖는 균주가 새로운 항생제의 개발속

도보다 빠르게 나타나고 있다. 세균의 감염을 막기 위한 노

력은 항생활성을 갖는 화학물질을 사용하는 한 끊임없이 이

루어져야 할 것이고, 이를 극복하기 위해서 항생제에 대한

내성을 갖지 못하게 하는 것이 아니라 항생제 내성을 갖는

속도를 줄이며, 내성이 확산되지 못하게 하는 노력이 필요

하다(Andreu and Rivas 1998, Hancock and Diamond 2000,

Hancock and Scott 2000). 항균 펩타이드는 미생물 종류에 상

관없이 몇 시간 내에 작용하고, 면역, 거부반응, 내성 등의

문제없이 자연적으로 생성된 자연항생제로 알려져 있다. 많

은 연구자들은 세균의 감염에 대해 효과적인 대응책으로 기

존의 화학물질의 항생제와는 구별되는 새로운 개념의 항생

제인 항균활성을 갖는 펩타이드를 선발하려는 연구를 진행

하고 있으며, 자연계에서 가장 번성한 생물종이면서 다양한

생태환경에 대한 적응능력이 뛰어나고, 효과적인 방어수단

을 갖고 있는 곤충으로부터 생체방어물질을 탐색하여, 새로
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운 항균활성 펩타이드를 선발하는 연구가 활발히 이루어지

고 있다(Epand et al. 1995, Epand and Vogel 1999, Oren and

Shai 1998, Tossi et al. 2000).

1980년대 Boman group에 의해 cecropin이 Hyalophora

cecropia로부터 최초로 분리(Steiner et al. 1981)된 이후에 약

170여종의 항균활성 펩타이드가 보고되었고, 이들 대부분은

5 kDa 이하의 저분자물질로서 positive net charge를 가지며,

α-helix를 형성하거나(Park et al. 1996, Samakovlis et al. 1991,

Zasloff 1987), cystein 잔기를 갖는 cyclic peptide, proline/glycine

이 풍부한 펩타이드(Bulet et al. 1991, Casteels et al. 1989,

Casteels et al. 1990, Lee et al. 1994) 등으로 구분할 수 있다.

대표적인 α-helical linear peptide인 cecropin은 C-말단이

amidation 되어 있고, Gram positive와 Gram negative bacteria

에 강한 활성을 나타내며, defensin과 같이 disulfide bond를

형성하는 펩타이드는 Gram positive bacteria에 높은 항균활성

을 갖고 있다(Lehrer et al. 1991, Selsted et al. 1993). 또한,

proline/glycine rich peptide 등은 주로 Gram negative bacteria에

높은 활성을 나타내고 있으며 대표적인 펩타이드로는 abaecin,

attacin 등이 있다(Hultmark et al. 1990, Casteels et al. 1990). 또

한, 두개 이상의 S-S 결합을 지닌 β-sheet 구조의 펩타이드들

은 주로 식세포(phagocytes)의 granule에서 발견되어 왔고 그

대표적인 펩타이드가 디펜신으로 알려져 있으며, 특히

intradisulfide 결합에 의해 형성된 분자내의 ring 구조에는 아

르기닌과 같은 염기성 아미노산이 존재하여 ring 구조의 양

전하가 펩타이드의 항균활성을 나타내는 중요한 역할을 하

는 것으로 알려져 있다(Lehrer et al. 1991, Selsted et al. 1993).

현재까지 알려진 곤충유래 항균활성 펩타이드들은 비교

적 작은 분자량에 구조가 간단하고, 활성부위의 일부 아미

노산을 치환함으로서 항균능력을 조절할 수 있으며, 생체에

서 유래한 것이므로 안정성이 높고 부작용이 적은 항생제

개발이 가능할 것이다(Hancock and Patrzykat 2002, Saido-

Sakanaka et al. 1999). 따라서 곤충으로부터 탐색, 개발되고

있는 생체활성물질이나 생체방어물질은 곤충의 생물다양성

만큼이나 잠재력이 크고, 곤충유래 항균 펩타이드의 유전자

를 in vitro에서 발현시킴으로써 유용물질의 대량생산 시스

템에 적용할 수 있을 것으로 기대한다.

본 연구는 곤충유래 항균 펩타이드를 이용하여 농작물 및

인체관련 병원균의 제어를 위한 소재화 개발에 이용할 수

있는 호박벌 유래 디펜신의 유전자 구조분석을 통한 항균

활성 부위를 선발 하고자 수행하였다.

재료 및 방법

1. 펩타이드 합성

EST 분석에 의해 얻어진 디펜신 유전자의 full-length

cDNA 구조를 분석하고, 호박벌의 유전자 정보를 NCBI

의 Gene bank로부터 검색한 후, FASTA를 이용하여 아미

노산 서열간의 상동성을 확인한 후에 항균활성이 있다고

보고되어진 우수한 펩타이드 서열을 선발하였다. 단백질

구조 예상 서버를 운용하고 있는 Bioinformatics Unit -

University College London의 PSIPRED에서 항균활성이 우

수하다고 선발된 펩타이드서열에 대하여 2차구조를 예측

하여 구조와 잔기 길이에 따라 (주)펩트론으로부터 제작하

였고, 합성펩타이드의 C-말단은 amidation 처리하도록 하였다.

2. 세균/진균

항균력 검정을 위하여 세균(Gram negative, Gram posi-

tive), 진균, 내성균주 및 식물병원균 등의 미생물을 시험

균주로 사용하였다(Table 1). 세균과 진균은 기존에 실험

실에서 분양받아 계대 배양하여 사용하던 균주이고, 내성

균주는 서울여자대학교 항생제 내성균주은행(CCARM)으

로부터 분양 받았고, 식물병원균은 농촌진흥청 한국농업

미생물자원센터(KACC)로부터 분양받아 사용하였다.

3. Radial diffusion assay

시험균주는 Tryptic soy broth (TSB) 배지 20 ml에 중간

지수기까지 배양하였다. 하층고체배지는 citrate phosphate

buffer (9 mM sodium phosphate, 1 mM sodium citrate, pH7.4)

에 0.03% TSB 배지, 1% agarose를 용해하여 멸균 한 후 45oC

water bath에 식힌 다음 10 ml에 10 mM Tris(pH7.4) 용액으

로 세척한 균주 4 × 106 CFU를 혼합하여 분주하였다. 하

층배지가 굳으면 3 mm로 천공한 후, 5 µl의 항균펩타이드

용액을 농도별로 첨가하고 펩타이드 용액이 배지에 확산

되도록 plate를 뒤집어서 37oC 배양기에 3시간 동안 배양

Table 1. The strain which is used assay for antimicrobial activity

Type Strain Defensin

Gram negative
Escherichia coli ML35 ○

Pseudomonas aeruginosa ○

Gram positive

Bacillus subtilis -

Micrococcus luteus ○

Enterococcus faecalis ○

Enterococcus hirae ○

Staphylococcus aureus ○

Fungi Candida albicans ○

Resistant 

microbe for 

antibiotics

Pseudomonas aeruginosa (MDRPA)(-) ○

Staphylococcus aureus (MRSA)(+) ○

Vancomycin resistant enterococci (VRE)(+) -

Plant 

Pathogenic 

microbe

Pectrobacterium carotovorum ○

Pseudomonas syringae ○
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하였다. 상층고체배지는 6% TSB 배지, 1% agarose를 증

류수에 용해하여 멸균 한 후 45oC 수조(water bath)에서

식힌 다음 10 ml을 하층배지 위에 분주하였다. 펩타이드

의 항균활성은 37oC 배양기에 18 ~ 24시간 동안 배양한

후에 펩타이드 용액을 각각의 농도로 5 µl씩 첨가한 부위

의 주변에 생성되는 clear zone의 크기로 관찰하였다.

결과 및 고찰
 

1. 호박벌 디펜신 펩타이드 합성

EST 분석에 의해 얻어진 디펜신 유전자의 full-length

cDNA 구조를 분석한 결과 디펜신은 총 96개의 아미노산

으로 이루어져 있으며 이는 44개의 signal peptide와 52개

의 mature 펩타이드로 구성되어 있음을 확인 하였다. 또

한 다른 곤충 유래 디펜신과의 상동성 여부를 확인 한 결

과 호박벌 이외의 다른 벌들의 디펜신과의 상동성이 높

았으며 디펜신 유전자의 특이적인 구조인 보존된 6개의

cysteine을 가지고 있음을 확인 할 수 있었다(Fig. 1).

호박벌의 디펜신 중 52개의 mature 펩타이드를 이용하

여 Bioinformatics Unit의 PSIPRED로 구조를 예측하였다.

호박벌의 디펜신은 2개의 α-helix와 1개의 β-sheet 구조를

갖고 있었고(Fig. 2), 일반적으로 항균활성을 갖고 있다고

알려진 α-helix와 β-sheet 영역을 합성하였다. 호박벌 디펜

신 52개의 펩타이드 서열중에서 전반부의 α-helix 영역에

서는 일반적으로 항균 펩타이드라고 알려진 서열과 상동

성을 갖고 있는 서열(ANCLSMGKA)로서 이를 기본으로

5조합의 서열에 대한 펩타이드를 합성하였고, 전반부 β-

turn 영역은 LISKG 서열을 기본으로 2조합의 펩타이드를

합성하였다. 후반부의 α-helix에서는 FKDLWDK 서열을

2조합, β-sheet에서는 VCLCR을 포함하는 5조합과 포함하

지 않는 1조합, 후반부 α-helix와 β-sheet의 서열을 공유

하는 3조합의 합성펩타이드를 합성하였다(Table 2).

2. 호박벌 디펜신의 antibacterial activity 확인

호박벌의 디펜신에 대한 합성펩타이드의 항균력 검정을

위하여 11개 균주에 대하여 시험하였다(Table 3). E. coli

ML35의 경우 S1(38C-51F-NH2, 14aa)에서 최소생육억제

농도 0.25 µg 이하의 결과를 얻었고, S2(35V-46L-NH2, 12aa)

와 S8(35V-43F-NH2, 9aa)은 1 µg, S6 (28G-39R-NH2,

10aa)는 2 µg, S4(25G-41T-NH2, 17aa), S5(28G-39R-NH2,

12aa)와 S9(35V-39R-NH2, 5aa)는 5 µg의 항균활성을 나타

냈다. Pseudomonas aeruginosa(-)에 대한 항균력 분석에서

S1(38C-51F-NH2, 14aa)이 최소 생육억제 농도가 1 µg 이

하로 가장 우수하였고, S6(28G-39R-NH2, 10aa)은 2.5 µg

부터 항균활성을 보였다. Micrococcus luteus(+)에 대해서

는 S1(38C-51F-NH2, 14aa)이 최소 생육억제 농도가 0.5 µg

Fig. 1. Alignment for defensin peptide from insect. Asterisk indicate the conserved amino acid residue and the six conserved Cys

residues are shown in grey boxes.

Fig. 2. Scheme for synthetic peptide of defensin.

Table 2. Length and molecular weight for synthetic peptide of

defensin

Synthetic peptide Length (aa) Molecular weight (Da)

S1) Bign (38C-51F-NH2) 14 1855

S2) Bign (35V-46L-NH2) 12 1438

S3) Bign (43F-51F-NH2) 09 1253

S4) Bign (25G-41T-NH2) 17 1750

S5) Bign (28G-39R-NH2) 12 1265

S6) Bign (28G-39R-NH2)* 10 1093

S7) Bign (38C-46L-NH2) 09 1123

S8) Bign (35V-43F-NH2) 09 1082

S9) Bign (35V-39R-NH2) 05  591

S10) Bign (28G-34G-NH2) 07  690

 *excepted 33N-34G
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이하로 가장 우수하였고, S2(35V-46L-NH2, 12aa), S6(28G-

39R-NH2, 10aa)와 S8(35V-43F-NH2, 9aa)은 2 µg부터 항균

활성을 보였으며, S9(35V-39R-NH2, 5a)은 5 µg부터 항균

활성이 나타났다. Enterococcus faecalis 균주에 대해서는

S1 (38C-51F-NH2, 14aa)에서 2 µg부터 이중환이 발생하였

고, Enterococcus hirae 균주에 대해서는 S2(35V-46L-NH2,

12aa)와 S6(28G-39R- NH2, 10aa)에서 2 µg부터 이중환이

발생하였고, S5(28G-39R-NH2, 12aa)에서는 10 µg에서 이

중환이 발생하여, Enterococcus 속에 대해서는 항균활성이

있지만 대체로 이중환이 관찰되어 뚜렷한 항균활성이라고

보여지지 않았다. Staphylococcus aureus에 대한 항균력 분

석은 S1(38C-51F-NH2, 14aa)이 최소 생육억제 농도가 1 µg

이하로 가장 우수하였고, S2(35V-46L-NH2, 12aa), S6(28G-

39R-NH2, 10aa)와 S8(35V-43F-NH2, 9aa)은 2 µg부터 항균

활성을 보였으며, S9(35V-39R-NH2, 5aa)은 5 µg부터 항균

활성이 나타났다. Candida albicans(진균)에 대해서 S1(38C-

51F-NH2, 14aa)와 S8(35V-43F-NH2, 9aa)이 최소 생육억제

농도가 0.25 µg 이하로 가장 우수하였고, S2(35V-46L-NH2,

12aa)은 1 µg부터, S9(35V-39R-NH2, 5aa)은 2 µg부터 항

균활성을 보였다. 내성균주에 대한 항균력은 Multi drug

resistant Pseudomonas aeruginosa (MDRPA)에서 S1(38C-

51F-NH2, 14aa)은 0.5 µg부터 항균활성을 보였고, S6(28G-

39R-NH2, 10aa)은 5 µg부터 항균활성을 나타냈다. Methicillin

resistant Staphylococcus aureus (MRSA)는 S1(38C-51F-

NH2, 14aa)에서 2 µg부터 항균활성을 보였다. 백합, 시클

라멘, 비모란 등에서 세균성무름병 병원균인 Pectobacterium

carotovorum에 대해서는 S2(35V-46L-NH2, 12aa), S6(28G-

39R-NH2, 10aa)와 S5 (28G-39R-NH2, 12aa)에서 순차적으

로 항균활성이 우수하였고, 사과나 배의 가지마름병 병원

균인 Pseudomonas syringae에서는 S6(28G-39R-NH2,

10aa), S2(35V-46L-NH2, 12aa)와 S5(28G-39R-NH2, 12aa)

순서대로 항균활성이 우수하였다.

α-helix를 형성하는 펩타이드는 소수성의 세포막에 결합

하거나 세포막의 안전성을 감소시켜 막 투과성을 교란시

킴으로써 항균작용을 일으키는 것으로 추측하고 있고

(Matsuzaki 1988), 디펜신과 같은 펩타이드의 항균기작으

로는 세균의 세포막에 부착하여 이중지질막 안에서 분자

끼리 모여 channel을 만들어 세포질의 유출을 유도하여

세균을 죽일 수 있다고 여겨지고 있다(Yeaman and Yount

2003). 일반적으로 α-helix의 2차구조를 취하는 펩타이드

들은 아미노산 서열내에 시스테인 잔기가 없다고 알려져

있으나(Hancock 2001, Lee et al. 1997, Marchini et al.

1993), 본 연구의 디펜신 합성펩타이드에는 PSIPRED에서

a-helix라고 예측한 영역에 시스테인이 있어 실제 α-helix

구조가 아니거나 합성펩타이드가 2차 구조를 형성하지 못

하는 것으로 예상된다.

적 요

호박벌 유래 디펜신의 전체 아미노산 서열의 구조 분석

후에 항균활성을 갖는 서열을 선발하였고, 전체 및 펩타

이드 길이와 구조적 차이에 대한 종합적인 결과로서 기

존에 보고되어진 α-helix 구조의 펩타이드 보다는 β-sheet

의 일부 서열과 α-helix의 서열이 공존할 때 항균 활성이

보다 뛰어남을 확인하였다. 특히 시스테인-아르기닌 (38C-

39R)이 포함되어 있는 펩타이드 서열에서 항균력이 우수

하였고, 이는 세포벽에 친화력이 있는 염기성 펩타이드의

특성으로 예상하고 있다.

Table 3. Suppression starting concentration for microbes of defensin synthetic peptide (µg)

Strain S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 cecropin

E. coli ML35(-) 0.25 1 - 5 5 2 5 1 5 - 0.5

P. aeruginosa(-) 0.5 -* - - - 2.5 - - - - 0.5

M. luteus(+) 0.5 2 - - - 2 - 1 2 - 0.5

E. faecalis(+) 2 - - - - - - - - - 0.5

E. hirae(+) - 2 - - 10 2 - - - - > 0.5

S. aureus(+) 1 2 - - - 2 - 2 5 - -

MDRPA(+) 0.5 - - - - 5 - - - - 0.5

MRSA(+) 2 - - - - - - - - - 0.5

C. albicans 0.25 1 - - - - - 0.25 2 - NT**

P. syringae NT < 2 NT NT < 2 < 2 NT NT NT NT 0.5

* -, No activity; **NT, not tested

S1)Bign-14aa(38C-51F-NH2), S2)Bign-12aa(35V-46L-NH2), S3)Bign-9aa(43F-51F-NH2), S4)Bign-17aa(25G-41T-NH2), S5)Bign-12aa(28G-39R-

NH2), S6)Bign-10aa(28G-39R-NH2) except 33N-34G, S7)Bign-10aa(38C-46L-NH2), S8)Bign-9aa(35V-43F-NH2), S9)Bign-5aa(35V-39R-

NH2), S10)Bign-7aa(28G-34G-NH2)
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