
Korean Society for Biotechnology and Bioengineering Journal 27(6): 341-346 (2012)
http://dx.doi.org/10.7841/ksbbj.2012.27.6.341

연구논문

Agrobacterium tumefaciens 유래 인디칸 분해활성을 갖는 β-glucosidase 
의 분리와 특성분석

황창선, 이진영, 김근중*

Purification and Characterization of an Indican-hydrolyzing 
β-glucosidase from Agrobacterium tumefaciens
Chang-Sun Hwang, Jin-Young Lee, and Geun-Joong Kim*

접수: 2012년 12월 5일 / 게재승인: 2012년 12월 24일
© 2012 The Korean Society for Biotechnology and Bioengineering

Abstract:1)Indican (indoxyl-β-D-glucoside) is a colorless 
natural compound and can be used as a precursor for the 
production of indigo. This production step only require an 
enzyme, β-glucosidase, that readily screened from microbial 
resource by using selective media supplemented with indican 
as a sole carbon source. Agrobacterium tumefaciens was well 
grown in this media and thus presumed to produce a related 
enzyme. The corresponding gene, encoding a protein with 
a calculated molecular mass of 51 kDa, was cloned and 
overexpressed as MBP fusion proteins. The purified enzyme 
was determined to be a dimer and showed the maximum 
activity for indican at pH 7.0 and 40℃. The kinetic parameters 
for indican, Km and Vmax, were determined to be 1.4 mM 
and 373.8 µM/min/mg, respectively. The conversion yield 
of indican into indigo using this enzyme was about 1.7-1.8 
folds higher than that of previously isolated enzyme from 
Sinorhizobium meliloti. Additionally, this enzyme was able 
to hydrolyze various β-1,4 glycoside substrates.
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1. 서론

진핵세포는물론, 효모에서 곰팡이까지 다양한 미생물에 존재
하는 β-glucosidase (β-D-glucoside glucohydrolase; EC 3.2.1.21)
는 이당체 또는 배당체의 β-1,4 glycosidic bond를 가수분해
하여 glucose를 생성하는 중요한 효소이다 [1]. 이와 같은 
활성으로 에너지원 (포도당)을 얻는 특성으로 인해 동물, 
식물, 박테리아의 세포생리를 측정하는데 중요한 지표 효소
로 알려져 있다. 실응용의 관점에서도 다양한 기질 특이성을 
지닌 β-glucosidase가 발굴되어 여러 분야에서 활용되고 
있다. 특히 당화과정이 중요한 바이오에너지 생산공정에 
반드시 필요한 효소로 알려져 있다 [2-4]. 최근에는 쪽 식
물에 흔히 존재하는 배당체인 인디칸에 높은 활성을 지닌 
β-glucosidase가 발굴되었으며 [5], 이를 이용하면 단일 공정
으로 순도와 생산성이 높은 천연 인디고의 생산이 가능한 것
으로 보고되었다 [6].
  배당체의 한 종류인 인디칸은 옅은 노란 빛의 화합물로 
인디고 식물 (쪽이나 대청)들에서 흔히 발견되는 천연물이다. 
쪽 잎에는 약 12-25 g/kg의 인디칸이 포함되어 있는 것으로 
보고되고 있으며 [7], 동남아나 유럽에서 천연 발효 과정을 
통해 인디고 생산에 흔히 이용되고 있다. 천연 발효 과정에
서는 인디칸이 β-glucosidase에 의해 가수분해되어 glucose
와 인독실이 각각 한 분자씩 생성되며, 두 분자의 인독실이 
자발적인 dimerization을 통해 인디고가 된다 [8-10]. 이러한 
과정에서 자연 산화 혹은 효소 작용에 의해 부산물로 인디루
빈이 일부 생성되는 것으로 알려져 있다. 생성된 glucose는 
발효 균주의 에너지원으로 사용되어 환원력을 제공하는 
수단이 되기도 한다. 따라서 천연발효 과정에 이용되는 β- 
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glucosidase와 유사한 기질특이성을 지니며 높은 활성을 지
닌 효소원을 발굴하여 인디칸과 반응을 유도하면, 단일공정
으로 높은 순도를 지닌 천연 인디고를 생산할 수 있는 것
으로 알려져 있다 [5]. 이러한 공정은 최근에 Sinorhizobium 
meliloti 유래 β-glucosidase (Smglu)를 발굴하여 인디칸에 
적용함으로써 가능성을 인정받고 있다 [6]. 효소 전환법에 의
한 인디고 생산은 기존의 전형적인 화합합성 공정이 지닌 단
점, 즉 복잡한 공정이나 환경 오염물의 생성과 같은 문제를 
해결함은 물론, 인 (생)체 적용 시 불순물로 인한 알러지나 
면역 반응 유발과 같은 부작용을 줄일 수 있는 장점이 있다. 
인디고류는 염료나 염액으로 주로 사용되나, 화장품이나 식
품 첨가제는 물론 항균활성 물질의 원료로도 이용되기 때문
이다 [11,12]. 또한 다양한 유도체 제작을 통해 치료 목적의 
의약품 개발에도 전구체로 연구되고 있어 [13], 생물공정에 
의한 생산 방법이 유리한 것으로 알려져 있다. 이러한 점에서 
인돌이나 트립토판을 전구체로 이용해 전세포를 이용하는 
생물전환 혹은 발효법이 여전히 주목 받고 있으나, 산화효
소의 기질특이성과 세포독성에 따른 전환율의 한계는 극복
해야 하는 난제임이 일반적으로 알려져 있다.
  상기 문제를 극복할 수 있는 방법으로 β-glucosidase와 
식물 유래 인디칸을 이용한 단일공정이 제안되었고, 다양한 
미생물이 이러한 특성을 지닌 효소원을 지니고 있음이 보고
되었다 [5]. 기 발굴된 효소 Smglu의 실적용을 위한 예비실
험 과정에서, 비용 절감과 높은 전환율을 보장받기 위해서
는 좀 더 높은 수준의 활성과 안정성을 지닌 효소로의 개량
이 필요함이 확인되었다 [6]. 이를 가장 효과적으로 달성하기 
위한 접근법으로는 단백질 공학법에 의한 개량, 특히 다양한 
유전자원의 family shuffling 이 유리한 것으로 알려져 있
다 [14-16]. 본 연구에서는 이를 위한 자원으로 Agrobacterium 
tumefaciens로부터 인디칸에 높은 활성을 지닌 β-glucosidase 
(Atglu)를 추가로 발굴하여, Smglu와의 비교 연구를 통해 
이러한 가능성을 확인하였다.

  
2. 재료 및 방법

2.1. 사용 시약, 균주 및 배양 조건
실험에 사용된 인디칸, X-gal, 4-methylumbeliferyl-β-D- 
glucopyranoside (MUG), cellobiose, maltose, sucrose, 
gentibiose, p-nitrophenyl-α-D-glucopyranoside, p-nitrophenyl- 
β-D-glucopyranoside, lactose, salicin과 arbutin은 Sigma 
(USA)로부터 구입하여 사용하였다 . A. tum efaciens 
ATCC33970 (C58) 균주는 분양기관 (MICROBANK)에
서 구입하여 사용하였고 , Escherichia coli XL1-Blue 
(recA1 endA1 gyrA46 thi-1 hsdR17 relA1 lac F’ [proAB 
lac1qZM15 Tn10(Tetr)c])를 이용하여 β-glucosidase의 
cloning과 발현 숙주로 사용하였다. Plasmid는 pMAL-c2x 
(New England Biolabs)를 사용하였고, 재조합 균주는 
ampicillin (50 µg/mL)이 포함된 LB 배지 (tryptone 10 g/L, 
yeast extract 5 g/L, NaCl 5 g/L)에서 37℃, 200 rpm 조건으
로 배양하였다.

2.2. 유전자의 증폭, cloning 및 아미노산 서열비교
A. tumefaciens의 genomic DNA는 kit (promega genomic 
DNA isolation kit)을 이용하여 추출하였다. 이를 주형으로 
이용하고, β-glucosidase 유전자의 클로닝을 위해 PCR을 수
행하였다. Primer는 GeneBank에 등록된 서열정보 (Accession 
No. AF322365)를 바탕으로 정방향 (5’-ATGGATCCACCGAT 
CCCCAA-3’)과 역방향 (5’-ATAAGCTTTCACCCCTTCA 
CCA-3’) primer를 각각 제작하여 사용하였다. PCR 반응은 
5 ng의 genomic DNA를 주형으로 사용하고, pfu polymerase 
(SolGent)를 이용하여 95℃에서 5분간 denaturation 후 95℃
에서 1분, 50~58℃에서 1분, 72℃에서 2분간, 총 30 cycle
을 수행하였다. 증폭된 유전자와 pMAL-c2x 벡터는 각각 
BamHI과 HindIII로 절단한 후, ligation 과정을 거쳐 숙주로 
형질전환 하였다.
  Smglu와 Atglu의 아미노산 서열 비교는 ClustalW2 분석 
프로그램을 이용하여 작성하였다 [17].

2.3. 단백질 분리 및 활성 측정
재조합 균주를 LB 배지에서 7시간 동안 전배양 후, 동일한 
배지 1 L에 10 mL의 배양액을 접종하고 37℃, 200 rpm 
조건에서 4시간 동안 배양하였다. 재조합 단백질의 발현 유
도는 흡광도 (optical density at 600 nm)가 0.45일 때, 1 mM 
IPTG를 이용하여 90분 동안 수행하였다. 배양된 세포는 원
심분리 (10,000 rpm, 10 min)로 회수한 후, 완충액 (20 mM 
Tris-HCl, pH 7.8)을 이용하여 세척하고 EDTA (1 mM)와 
NaCl (200 mM)이 포함된 완충액 50 mL에 부유시켰다. 
세포 파쇄를 위해 freezing-thawing을 3회 수행한 후에, 
lysozyme (~70000 units/mg, Sigma) 100 mg을 첨가하고 
37℃에서 30분간 반응시켰다. 이후 ice-water bath에서 15분 
동안 sonication하여 세포를 완전히 파쇄하고, 13,000 rpm으
로 30분간 원심분리한 상등액을 단백질 정제에 이용하였다. 
  단백질은 pMALTM system’s instruction manual (NEB)에 
제시된 affinity chromatography 방법을 이용하여 정제하
였다. 먼저 상등액을 0.45 µm filter (Sartorius)로 거른 후, 
affinity column (MBP Trap HP, GE healthcare)에 0.5 mL/min 
속도로 흘려주었다. 이 후 washing buffer (20 mM Tris-HCl, 
200 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 7.8)를 이용해 resin에 
부착되지 않은 단백질을 제거하였다. 단백질의 탈착에는 
10 mM maltose가 첨가된 완충액을 이용하였고, 회수된 융
합단백질 (MBP-glucosidase)은 factor Xa protease (2 units/µg, 
Qiagen)를 4℃에서 38시간 처리해 분리시켰다. 반응액을 
다시 amylose resin에 흘려주어 MBP의 부착을 유도하는 
방법으로 순수한 β-glucosidase만을 회수하였다. 회수된 효
소는 필요에 따라 centricon (Amicon)으로 농축한 후, 10% 
SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 
electrophoresis)를 통해 순도를 분석하였다. 단백질 정량에
는 Bradford 방법을 이용하였다 [18].
  인디칸에 대한 β-glucosidase 활성측정을 위해, 1 mM의 
인디칸이 포함된 완충액 (100 mM Na-phosphate, pH 7.0)에 
3.5 µg의 정제된 단백질을 넣고 35℃에서 10분간 반응시
켜 인디고와 glucose의 생성량을 확인하였다. 생성된 glucose
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의 측정에는 glucose oxidase-peroxidase assay kit (Sigma)
를 사용하였다. 효소 활성 1 unit은 35℃에서 1 µmol의 인디
칸을 가수분해 하는데 필요한 효소의 양으로 정의하였다.

Fig. 1. Cell growth and pigment production in the minimal medium 
supplemented with indican as a sole carbon source 1: Agrobacterium 
tumefaciens, 2: Bradyrhizobium japonicum, 3: Sinorhizobium meliloti, 
4: Flavobacterium johnsoniae, 5: Shewanella baltica.

2.4. Oligomeric structure와 zymogram 분석
정제된 효소를 SuperoseTM 12 size exclusion chromatography 
(10/300, GE healthcare)를 통해 분자량과 사차 구조를 확
인하였다. 이동상으로 NaCl (100 mM)과 EDTA (1 mM)가 
포함된 완충액 (20 mM Tris-HCl, pH 7.8)을 사용하여 
0.4 mL/min 속도로 흘려주었다. 단백질 size marker로는 
ribonuclease A (13.7 kDa), carbonic anhydrase (29 kDa), 
ovalbumin (44 kDa), conalbumin (75 kDa)를 이용하였다.
  Zymogram 분석은 정제된 효소 2 µg을 10% native PAGE 
겔을 이용하여 전기영동 한 후, 회수한 겔을 100 mM Na- 
phosphate 완충액 (pH 7.0)을 이용하여 2회 세척한 후, 각각 
0.2 mM X-gal, 5 mM 인디칸, 그리고 2.5 mM MUG가 포
함된 1% agarose 겔과 반응시켜 수행하였다.

2.5. 온도와 pH에 따른 효소활성 측정
효소의 최적 온도 확인을 위해 20~60℃ 온도 범위에서 활성
을 측정하였다. 반응은 1 mM의 인디칸이 포함된 1 mL 완충
액 (100 mM Na-phosphate, pH 7.0)에 3.5 µg의 효소를 첨가
하여 10분간 수행한 후, 생성된 glucose의 양을 측정하였다. 
최적 pH 조건 확인을 위해 1 mM의 인디칸이 포함된 각각
의 완충액에 3.5 µg의 효소를 첨가하고 35℃에서 10분 동안 
반응시켰다. 완충용액으로는 50 mM sodium acetate (pH 
4.0~5.5), 50 mM sodium phosphate (pH 6.0~8.0), 50 mM 
Tris-HCl (pH 8.5~10.0)를 사용하였다. 온도와 pH에 따른 
안정성 측정에는 30분 동안 각각의 온도와 완충액에 같은 
양의 효소를 정치 반응한 후, 남아 있는 활성을 측정하는 방
법을 이용하였다.

2.6. Kinetic parameter와 기질 특이성 측정
인디칸과의 반응에 따른 동역학 상수의 측정을 위해 3.5 µg

의 효소와 각각 0.1~10 mM의 인디칸이 포함된 반응액 
(100 mM Na-phosphate, pH7.0)을 35℃에서 30분간 반응
시키며, 시간에 따라 생성된 glucose의 양을 측정하였다. 이
후 측정된 값을 토대로 반응속도를 결정한 후, Lineweaver- 
Burk 식을 이용하여 동역학 상수를 계산하였다 [19].
  기질 특이성 분석은, 1 mM의 기질 (cellobiose, maltose, 
sucrose, gentiobiose, p-nitrophenyl-α-D-glucopyranoside, p- 
nitrophenyl-β-D-glucopyranoside, indican, 4-methylumbeliferyl- 
β-D-glucopyranoside, lactose, salicin, arbutin)이 포함된 반
응액 (100 mM Na-phosphate, pH7.0)에 3.5 µg의 효소를 
첨가하고 35℃에서 30분간 반응시켜 생성된 glucose의 양을 
측정하는 방법을 이용하였다.

2.7. 인디칸의 인디고 전환율 비교
10 mM의 인디칸이 포함된 5 mL의 반응액 (100 mM sodium 
phosphate, pH 7.0)에 10 µg의 정제된 효소를 첨가한 후 
35℃, 80 rpm 조건으로 반응시키며 생성되는 glucose 양을 
측정하였다. 동일한 조건에서 S. meliloti 유래의 정제된 β- 
glucosidase (this work)를 비교군으로 사용하였다 [6].

3. 결과 및 고찰

3.1. 인디칸 분해 활성을 갖는 β-glucosidase의 발굴 및 유
전자 분석
선행 연구의 결과로써 S. meliloti를 포함한 다양한 미생물 
종에서 인디칸에 높은 활성을 지닌 균주를 발굴하여 보고하
였다 [5]. 이들 중 A. tumefaciens의 경우, S. meliloti와 비교
할 만한 활성을 지니고 있음이 유추되었다. 이러한 예측이 
가능한 것은 S. meliloti와 유사하게 인디칸을 탄소원으로 
포함된 최소배지에서 잘 성장하는 것과 효소 활성의 결과로 
인디고로 추정되는 파란 색소가 생성되었기 때문이다 (Fig. 1). 
따라서 인디칸에 활성을 지녀 인디고의 생산과정에 직접 
이용하거나, S. meliloti 유래 유전자와의 family shuffling에 
이용 가능한 효소원의 추가 확보를 시도하였다. 이를 위해, 
A. tumefaciens 파쇄액에서의 활성 분석과 유전체로부터 β- 
glucosidase 암호화 유전자의 탐색을 시도하였다.
  관련된 활성을 지닌 단백질의 존재 여부를 확인하기 위해 
A. tumefaciens를 배양한 후 파쇄한 조효소 (crude extract)
액을 이용하여 zymogram을 수행하였다. 이때 대조군으로 
기발굴된 S. meliloti 조효소액의 같은 양을 비교하였다. 결과
적으로 하나만 확인되는 S. meliloti 활성 밴드와 달리, 형광 
기질인 MUG (인디칸에 대한 활성과 잘 부합되어 사용한 
기질)에 대해 2개의 활성 밴드가 나타나는 것을 확인하였다. 
형광기질과 달리 상대적으로 비활성 (specific activity)이 
낮아 착색 화합물의 생성에 오랜 반응 시간 (5~7시간)이 
필요한 인디칸을 기질로 이용한 zymogram에서도 같은 
결과가 확인되었다 (data not shown, Fig. 4(a) 참조). 따라서 
A. tumefaciens에는 인디칸을 분해할 수 있는 두 종류 이상
의 β-glucosidase가 존재하거나, 하나의 효소가 non-reducing 
환경에서 2가지의 형태로 나타나는 것으로 보였다. 비환원 
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조건에서는 4차 구조의 형성정도에 따라 oligomeric structure
가 하나 이상으로 분리될 수 있기 때문이다. 이를 바탕으로 
GenBank에 등록된 A. tumefaciens genome에서 관련된 
유전자를 찾기 위한 서열 분석을 시도하였다. 선행연구
에서 얻어진 인디칸 분해 활성 유전자의 서열 정보를 이용
해 BLAST를 수행한 결과, A. tumefaciens 유전체에서 β- 
glucosidase로 예측된 하나의 ORF 서열 (GenBank No. 
NP 356172.2)을 확인하였다. 발견된 유전자는 1,380개의 
nucleotide가 459개의 아미노산을 코딩하고 있으며, 계산된 
분자량은 51 kDa으로 분석되었다. Clustal W alignment 
프로그램을 이용해 기발굴된 유전자와 비교한 결과, A. 
tumefaciens와 S. meliloti 유래의 두 단백질 간에는 높은 
서열 상동성 (identity = 76%, positive = 86%)을 보이는 것이 
확인되었다 (Fig. 2). 높은 상동성과 함께, glucosidase의 
전형적인 활성 부위와 구조/기능적으로 중요한 서열들이 
모두 완전하게 보존된 특성은 탐색된 유전자가 기발굴된 
효소와 같은 활성을 지닐 것이라는 것을 보여준다. 따라서 
해당 유전자의 클로닝을 통해 과발현을 유도하여 특성 분석
을 시도하였다.

Fig. 2. Comparative sequence analysis of β-glucosidase from 
Agrobacterium tumefaciens and Sinorhizobium meliloti. Amino 
acid sequences are aligned using Clustal W2 program.

3.2. 대장균으로부터 재조합 β-glucosidase 의 생산
기 발굴된 S. meliloti 유래 효소는 물론, 관련된 유전자원의 
발현과정에서 인디칸에 분해능을 지닌 β-glucosidase family 
효소는 tag이나 fusion partner를 사용하지 않고 sole protein 
형태로 발현시킬 경우, 기능적 발현이 매우 어려운 것으로 
확인되었다 [5]. 이는 상대적으로 큰 크기 (47-53 kDa)와 
생체내의 배당체에 활성을 지닌 family 단백질의 특성과 
관련 있는 현상으로 알려져 있다. 예상대로 pTrc99a와 같은 
전형적인 비융합 발현벡터에서의 발현율이 매우 낮고 검출된 
단백질의 대부분이 불용성 응집체 (inclusion body)를 형성

하는 것으로 확인되었다. 따라서 A. tumefaciens β-glucosidase 
(Atglu)도 pMAL-c2x 벡터를 이용하여 MBP가 융합된 형태
로 발현을 유도하였다. His-tag 의 융합에서 가용성 단백질
의 비율이 증가하는 결과를 얻었으나, 상대적으로높은 발현
양과 가용성을 근거로 채택한 최상의 발현 전략이 MBP 융
합 시스템이기 때문이다. 그 결과 발현율 (전체 단백질의 
10% 이상)이 높고, 발현된 단백질의 90% 이상이 가용성이
며 활성을 지닌 단백질임이 확인되었다. MBP가 융합된 형
태의 재조합 단백질의 크기는 약 ~94 kDa 이며, 500 mL의 
LB 배지에서 배양하며 발현을 유도 (1 mM IPTG)한 균체
로부터 단일과정으로 ~3 mg의 정제된 효소를 얻을 수 있
었다. 회수된 단백질은 factor Xa 처리 과정을 거쳐 resin에 
재결합을 유도하는 방법으로 순수한 β-glucosidase 만을 
회수하였다 (Fig. 3(a))

(a) (b) 

Fig. 3. Purification and oligomeric structure of β-glucosidase. (a) 
Homogeneity of the purified enzyme after the cleavage with factor 
Xa. (b) Size exclusion column chromatography analysis of the 
purified enzyme from E. coli on a Superose TM 12 column. Peak 1, 
purified β-glucosidase; peak 2, Conalbumin (75 kDa); peak 3, 
Ovalbumin (44 kDa); peak 4, Carbonic anhydrase (29 kDa); peak 5, 
Ribonuclease (13.7 kDa).

3.3. β-glucosidase의 생화학적 특성 분석
정제된 효소의 homogeniety와 4차구조 분석을 위해 gel 
filtration column chromatography를 수행하였다. 비특이적
인 단백질간의 상호작용을 충분히 억제할 수 있는 염농도 
(100-250 mM NaCl)와 정제한 효소의 농도를 달리한 결과
에서, Fig. 3(b)에서와 같이 매우 적은 양 (shoulder peak)의 
단량체 크기에 해당하는 51-53 kDa과 이량체에 해당되는 
95~100 kDa 부근에서 뚜렷한 peak를 관찰 할 수 있었다. 
이러한 현상은 발현된 단백질이 이량체를 이루나 결합력이
나 물리화학적인 조건에 의해 일부분이 단량체로 분리되는 
특성을 보여주는 결과이다. 하지만 원숙주인 A. tumefaciens
에서와 달리 인위적으로 과발현이 유도된 재조합 단백질의 
적절한 folding이 일어나지 않거나 부분적으로 구조가 풀린 
단량체간의 상호작용에 의한 결과임을 완전히 배제할 수 
없었다. 따라서 이러한 현상이 비환원 (변성) SDS-PAGE에
서도 관찰되는지를 추가적으로 확인하였다. 전기영동 후에 
zymogram을 수행한 결과, 상대적으로 낮은 활성을 지닌 발
색기질 X-gal과 indican에서는 하나의 활성밴드만 확인되
었거나, 상대적으로 활성이 높고 적은 양의 산물로도 밴드 
추적이 가능한 형광기질 MUG에서는 뚜렷한 두 개의 밴드
가 확인되었다 (Fig. 4(a)). 이러한 결과는 원균주의 선별과
정에서 기확인된, 2개의 활성밴드를 지니나 하나의 유전자만 
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발굴된 현상과 일치하는 결과이다. 따라서 A. tumefaciens 
유래 효소의 경우, 상대적으로 약한 결합력을 지닌 이량체
를 형성하고 있으며, 각각이 분리된 단량체도 활성을 지니
고 있음이 확인되었다. 기발굴된 S. meliloti 유래 효소의 경우, 
재조합 균주와 원균에서 단량체만 확인되었다.
  온도 및 pH에 따른 효소 활성을 확인한 결과, 최적 활성 
온도는 40℃이고 30-45℃ 온도조건에서 30분간 정치 후에
도 90% 이상의 효소활성을 지닌 것이 확인되었다. 반면에 
55℃ 이상의 온도에서 30분간 정치 시키면 대부분 (>90%)의 
효소활성을 잃는 것으로 확인되었다. pH에 대한 효소 의존
성을 확인한 결과, pH 7.0에서 가장 높은 효소 활성을 지니
며, pH 4.0-5.0 범위에선 활성이 측정되지 않고 pH 8.0-10.0
에서는 20% 이하의 낮은 효소 활성을 나타내었다. 안정성
의 경우에도, 산성 조건 (pH 4.0-5.0)에서 30분간 정치시킨 
후 중화시킨 반응액에서 활성이 측정되지 않았다. 반대로 
알칼리 조건 (pH 8.0-10.0)에서는 45-70% 정도의 효소 활
성이 남아 있음이 확인되었다. 이러한 특성은 기발굴된 S. 
meliloti 유래 효소와 매우 유사한 특성으로서 [6], 인디칸에 
활성을 지닌 효소들의 구조/생화학적 안정성은 상대적으로
낮음을 보여 주는 결과이다. 이와는 달리 4℃에서 1개월 동
안 보관 (100 mM Na-phosphate, pH 7.0)하며 측정한 효소
활성은 50% 이상이 남아 있는 것으로 확인되었다. 이때 기
발굴된 S. meliloti 유래 효소의 경우, 15% 내외의 추가 손실
이 있음이 확인되었다.

(a) 

(b) 

Fig. 4. Activity staining and substrate specificity of the purified β- 
glucosidase. (a) Zymogram assay on native gels using X-gal (lane 1), 
indican (lane 2) and MUG (lane 3) as a substrate. (b) Substrate 
specificity of the purified β-glucosidase against natural and synthetic 
substrates including indican.

  정제된 효소의 기질 특이성을 확인하기 위해 인디칸을 포
함한 다양한 기질을 사용하여 각각의 상대적인 효소활성을 

측정하였다. 그 결과 p-Nitrophenyl-β-D-glucopyranoside에 
대해 가장 높은 효소 활성을 나타내며, β-1,4 glucosidic bond
를 갖는 다양한 기질에 대해 비교적 높은 효소 활성을 지닌 
것이 확인되었다 (Fig. 4(b)). 반대로 α-1,4 glucosidic bond
에 대한 효소 활성은 매우 미약하거나 없는 것으로 확인되었
다. 하지만 목적 기질인 인디칸에 대한 효소활성은 다른 기
질에 비해 상대적으로 낮은 것으로 측정되었다. 최적 반응 
조건에서 다양한 농도의 인디칸에 대한 효소활성을 측정한 
결과, 전형적인 형태의 기질-반응속도 곡선을 확인하였다. 
Lineweaver-Burk 식을 사용하여 Km과 Vmax 값을 계산한 
결과, 1.4 mM, 373.8 µM/min/mg으로 각각 확인되었다. 이는 
선행 연구결과 확인된 S. meliloti 유래 효소의 인디칸에 대
한 동력학적 상수 (Km, 0.97 mM; Vmax, 355.6 µM/min/mg)
와 비슷한 수준이다 [6].

3.4. 인디칸을 이용한 인디고 전환률 
새로이 발굴된 효소원의 반응 공정 도입 가능성을 확인하기 
위한 예비 연구로 pH 7.0, 35℃ 반응 조건에서 인디칸을 
기질로 인디고를 생산해 보았다. 전환 실험에서 기발굴된 
S. meliloti 유래 효소를 대조군으로 비교하였다. 같은 조건에
서 효소 반응을 유도하며 반응시간에 따른 glucose의 생성량
을 측정한 결과, 초기 반응은 비슷함에도 불구하고 새로운 
효소원이 S. meliloti 유래 효소보다 더 많은 양의 글루코스
가생성 되는 것이 확인되었다 (Fig. 5). 이러한 결과는 반응
액을 용매로 추출하여 인디칸을 직접 분석한 HPLC에서도 
확인되었다. 따라서 흥미롭게도 두 효소의 인디칸에 대한 
동력학적 변수 (Km과 Vmax) 값이 유사하며, 온도나 완충
액에 대한 특성이 상당히 유사함에도 전환률의 차이가 뚜렷
하다는 것이다. 재현성 있게 1.7-1.8배 정도의 차이를 보이
는 최종 전환률로 새로운 효소가 기발굴된 S. meliloti 효소
보다 불용성 산물인 인디고에 의한 활성저해나 변성이 적다
는 것을 의미한다. 이러한 특성은 서로 다른 4차 구조나 활성 
부위 주변의 아미노산 잔기 차이에 의한 것으로 추정된다. 
현재는 이들 두 효소원의 유전자를 혼합한 상태에서 특성 
개량을 위한 family shuffling을 진행중이다.

Fig. 5. Conversion profile of the hydrolysis of pure indican in small 
scale. The same amounts of two enzymes are used in this study. 
Data represented the mean value of triplicate experiment.
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4. 결론

Agrobacterium tumefaciens로 부터 인디칸에 활성을 지닌 
β-glucosidase 유전자를 발굴하여 MBP가 융합된 형태로 과
발현을 유도하였다. 새로이 발굴된 효소는 51 kDa 단량체가 
이량체를 형성하는 4차 구조를 지닌다. Zymogram 결과 
단량체와 이량체 모두에서 효소 활성을 나타냄이 확인되었
다. 최적 활성 pH와 온도는 각각 40℃, pH 7.0로 조사되었
으며 산성 조건에서 상대적으로 낮은 안정성을 보여 주었다. 
다양한 기질과 반응시켜 측정한 기질 특이성의 분석에서 
p-Nitrophenyl-β-D-glucopyranoside에 가장 높은 활성을 지니
며, 주로 β-1,4 glucosidic bond 결합에 특이성을 지님이 확
인되었다. 인디칸 분해 활성에 대한 동역학 변수 측정에서 
기발굴된 효소원과 유사한 값을 지님에도 인디고 전환률은 
더 높은 것으로 확인되었다. 이러한 결과들은 새로이 발굴된 
효소원이 인디칸으로부터의 인디고 생산이나 특성 개량을 
위한 주형으로 기발굴된 유전자원과 병행해 사용할 수 있음
을 보여주는 결과이다.
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