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Agar is a cell wall component of macro red algae that can be hydrolyzed by agarase. Agarases are
classified into α-agarase (E.C. 3.2.1.158) and β-agarase (E.C. 3.2.1.81), in accordance with their cleav-
age pattern, and can be grouped in the glycoside hydrolase (GH)-16, -58, -86, -96, and -118 family
according to the amino acid sequences of the proteins. Many agarases and/or their genes have been
detected, isolated, and recombinantly expressed from bacteria, and metagenomes have their origins
in sea and terrestrial environments. Products of agarases, agarooligosaccharides and neo-
agarooligosaccharides, represent wide functions such as antitumor, immune stimulation, anti-
oxidation, prebiotic, hepa-protective, antibacterial, whitening, and moisturizing effects; hence, broad
applications would be possible in the food industry, cosmetics, and medical fields. In addition, agar-
ases are also used as a tool enzyme for research. This paper reviews the sources, purifications and
detection methods, and application fields of agarases. The role of agarases in agar metabolism and
the function of their enzymatic products are also surveyed.
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서 론

Galactan은 가수분해하면 대부분 또는 모두 galactose가 되

는 다당류이다. 한천(agar)은 galactan에 속하며 홍조류에 많

이 함유되어 있고 agarose와 agaropectin으로 이루어진 혼합

물이다. Agarose는 D-galactose와 3,6-anhydro-L-galactose

(AHG)가 단위체로 이들이 교차 결합하여 직쇄구조로 되어

있으며 겔(gel) 형성능력이 강하다. Agaropectin은 agarose와

같이 agarobiose 단위로 되어 있으나 황산기 등의 산성기를

함유하며 겔 형성능력이 약하다. 해조류인 Chondrus crispus

등에서 얻어지는 고점성의 galactan을 carrageenan이라 하며

식품의 젤리화제로 널리 이용되고 있다[57].

한천은 그 자체로 식품산업과 의약품, 향장품 산업 등에 이용되

지만 한천의 효소분해산물인 한천올리고당(agarooligosaccharides)

이나 네오한천올리고당(neoagarooligosaccharides)은 항암 효

과, 면역증진 효과, 항산화 효과, prebiotic 효과, 간보호 효과,

항균 효과, 미백 효과, 보습 효과 등의 다양한 기능성이 보고되

어 있어 고부가가치 기능성물질의 가능성이 매우 높다. 따라

서 한천을 분해하는 효소인 agarase와 agarase를 생산하는 세

균을 탐색하기 위해 많은 연구가 진행되었으며 저자들도 한천

분해세균의 탐색, agarase 유전자 확보 및 재조합 발현, 기존

agarase 유전자의 돌연변이를 통한 특성 개선, agarase를 이용

한 한천분해산물의 제조와 그 기능성 등을 보고하였다

[54-56,75-79]. 또한, 최근에는 해조류를 이용한 바이오에탄올

생산에 있어 agarase의 유용성이 부각되는 등 agarase에 대한

관심이 고조되고 있다[66].

이에 저자들은 한천분해세균 및 agarase의 활성 검출법, 한

천의 효소분해산물의 기능성, agarase 유전자의 이용 등에 대

한 총설을 통하여 최근까지의 연구동향을 정리하고 향후 다른

연구에 도움이 되고자 하였다.

한 천(agar)

한천의 유래

해조류는 중성다당류로 전분과 셀룰로오스 외에 육상식물

과 구분되는 한천, 카라기난 등 황화된 다당류를 풍부하게 가

지고 있다[70]. 다양한 해양거대조류의 구성성분인 황함유 다

당류의 구조에 대한 총설도 보고된 바 있다[57].

한천은 홍조류인 Photophyta에 속하는 종(species)에서 유래

하며 우뭇가사리(천초, Gelidium), 석무, 꼬시래기 등의 다당을

뜨거운 물로 추출한 후 냉각하여 우무(hyfrogel)로 만든 다음,

겔의 98~99%를 차지하는 수분을 제거하여 만든 것이다. 한천

의 원료가 되는 홍조류는 세계적으로 13속 85종에 이른다[50].

한천의 특성과 이용성

한천 다당류는 친수성 고분자로 콜로이드의 성질이 있어 0.2

～0.3%의 농도로도 겔 형성능이 있으며 85℃ 이하에서는 녹지

않아 식품산업에서 고온으로 제조되는 빵 제품과 과자류의 안

정제로 널리 사용되고 있으며, 우유, 유제품, 청량음료 등의

- 총 설 -
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생산에도 이용되고 화장품과 약품 등의 안정제로 많이 쓰이고

있다. 즉, 식품산업에서 겔화제, 안정제, 점증제, 변색방지제,

청징제로 사용되고 있고, 연구개발 분야에서도 통상적인 배지

용 겔화제 이외에 식물의 조직배양용 배지의 겔화제로도 쓰이

며, 의약분야에서는 치과인상제 등으로도 사용된다[50].

한천의 조성과 구조

홍조류는 세포벽의 최대 70%까지 한천성분을 함유하는데

[89], 한천은 agarose가 70%이며 agaropectin이 30% 정도로

구성되어 있고 단위체인 단당류가 2종류인 복합다당류

(heteropolysaccharide)이다. Agarose는 곁가지가 없는 직쇄

형의 중합체인 중성 다당류이고 agaropectin은 곁가지가 있는

중합체인 산성 다당류로 황, 메틸, 피루브산, glycosyl 기 등이

결합되어 있다[6]. Agarose는 겔형성 특성이 높고, agar-

opectin은 액체성질인 점성과 고체성질인 탄성의 중간인 점탄

성이 높다[50].

홍조류의 세포벽을 구성하는 단위체의 결합은 3번 탄소가

결합된 β-D-galactopyranosyl (G) 잔기와 4번 탄소가 결합된

α-D- 혹은 L-galactopyranosyl (D 혹은 L) 잔기의 결합이 있는

데, agar는 L form 잔기를 가지고 carrageenan은 D form 잔기

를 가진다. 황함유 다당류는 carrageenan (G-D), agaran (G-L)

과 함께 α-결합된 galactose가 3,6-anhydro 결합을 갖는

3,6-anhydro-α-L 혹은 D-galactose의 위치 차이에 따라 carra-

geenose (G-DA), agarose (G-LA) 등으로 나뉜다[71].

한편, agarose의 구성성분인 neoagarobiose의 neo-는 비환

원말단이 수화되지 않은 올리고당에 붙는 접두사이다[47].

Neoagarobiose (NA2)와 agarobiose의 구성단위체는 gal-

actose와 AHG로 동일하지만, neoagarobiose는 3,6-anhydro-α

-L-galactopyranosyl-(α1→3)-D-galactose의 구조이며, agar-

obiose는 β-D-galactopyranosyl-(β1→4)-3,6-anhydro-L-gal-

actose의 구조이다(Fig. 1). Agarose는 전체적으로 선형구조를

Fig. 1. Structure of agarobiose and neoagarobiose. Agarose are

composed of the repetition of neoagarobiose or agar-

obiose subunit. Catalytic sites of α-agarase and β-agarase

were also represented.

갖는 agarose 직쇄가 twisted ribbon 구조와 유사한 dou-

ble-helical 구조를 형성하여[7] 쉽게 분해가 되지 않는데 (α1→

3) 결합을 분해하는 α-agarase와 (β1→4) 결합을 분해하는 β

-agarase는 agarose를 분해할 수 있다(Fig. 1).

황화다당류에는 agar 및 carrageenan 이외에도 130종 이상

의 Porphyra 속에서 유래된 porphyran이 있는데, porphyran

은 세포벽이나 세포사이에 존재하는 물질로 기본구조는 agar-

ose와 유사하고 D-galactose의 6번 탄소가 메틸화되어 있지만

[149] agarase에 의해 분해될 수 있다[23]. 이는 일부 agarase는

기질 특이성이 높지 않아 구조적으로 유사한 porphyran을 분

해할 수도 있다는 것을 나타내며[18,22,125,131], agarase 탐색

에 이용될 수 있을 것이다.

세균에 의한 한천의 분해

전 지구적인 탄소순환에 있어 세균의 역할이 중요한데 홍조

류의 생물량 분해에는 한천분해효소인 agarase와 카라기난 분

해효소인 carraggeenase 등을 생산하는 미생물들의 역할이 중

요하므로[90], 이에 근거하여 agarase 생산 미생물을 탐색할

수 있다. 한천을 에너지원과 탄소원으로 이용하기 위해서는

다당류인 한천을 분해하여 올리고당으로 만들고 이를 다시

단당류로 전환하는 과정이 필요하다. Pseudoalteromonas atlan-

tica는 분비형 agarase로 agarose를 neoagarotetraose로 분해

한 후 원형질막주위 효소(periplasmic enzyme)인 다른 agar-

ase가 neoagarotetraose (NA4)를 neoagarobiose (NA2)로 분

해하고 역시 원형질막주위 효소인 neoagarobiose hydrolase

(NABH)에 의해 단당류인 D-galactose와 AHG가 생성되며 세

포질에서 이용된다[80,94]. 원형질막주위 효소인 agarase는 세

포내에서는 β-neoagarotetraose hydrolase라는 명칭으로 보고

되었다[6]. Vibrio sp. JT0107 [121,124]은 분비형 agarase가

agarose를 NA2와 NA4로 분해한 후, 원형질막주위 효소인 α-

L-galactosidase가 neoagarooligosaccharides의 비환원말단에

서 α(1,3) 결합을 끊어 단당류를 생산한다. Bacillus sp. MK03은

agarase에 의해 생산된 NA4 혹은 neoagarohexaose (NA6)의

비환원말단에 있는 α(1,3) 결합을 α-neoagarooligosaccharide

hydrolase에 의해 절단하여 AHG와 agarotriose 혹은 agar-

opentaose를 생산한다[126].

Saccharophagus degrandans 2-40에 agarose를 탄소원으로 공

급하면 다른 탄소원들이 이용하지 않는 이화경로를 사용하고

아미노산과 핵산 생합성의 중간체들이 증가하였다는 보고가

있어[117], 향후 기초연구와 응용연구에 이용이 가능할 것으로

기대된다.

한천분해산물의 기능성

한천과 같은 황함유 다당류와 한천 분해산물은 항응고 작
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Table 1. Properties and main end products of agarases reported from 2009

Organism
Optimal condition

End product Reference
pH Temp. (℃)

Acinetobacter sp. AG LSL-1 6 40 NA2 74

Agarivorans albus QM38 7.6 35 ΝΑ6, ΝΑ4 142

Agarivorans albus YKW-34 7 30 　N.D. 31

Cellvibrio sp. KY-YJ-3 7 35 NA6, ΝΑ4, ΝΑ2 112

Flammeovirga yayeyamensis YT 8 40 NA4, ΝΑ2 143

Microbulbifer sp. SD-1 6 30 N.D. 65

Pseudoalteromonas sp. AG4 5.5 55 NA6, ΝΑ4, ΝΑ2 101

Pseudoalteromonas sp. CY-24 6.5 40 NA6, ΝΑ4 85

Pseudoalteromonas spp. 7 35 N.D. 102

Saccharophagus degradans 2-40 7 30 NA2 67

Streptomyces coelicolor A3(2) 7 40 NA2 129

Thermoanaerobacter wiegelii B5 5.2 70 N.D. 9

Vibrio sp. CN41 7.5 40 NA4 82

Zobellia galactanivorans (mut AgaA) 7.5 45 NA6, ΝΑ4 79

Zobellia galactanivorans (mut AgaB) 7.5 45 NA6, ΝΑ4, ΝΑ2 55

Overlapped agarases with Fu et al. [32] were excluded. NA2, NA4 and NA6 represent neoagarobiose, neoagarotetraose and neo-

agarohexaose, respectively. N.D. means not defined.

용, 항바이러스 작용, 면역-염증 작용 등 다양한 생물학적 활성

을 나타내어 식의약(neutraceutical) 식품, 기능성 식품, 화장품

및 의약품에 응용이 가능하다[57]. 한천의 β-agarase 산물인

네오한천올리고당의 기능성은 많이 보고되고 있는데, 항암 기

능[28], 대식세포 활성화[144], 자유라디칼과 과산화라디칼 및

지질의 과산화를 방지하는 항산화 활성[16,101,139], 장내세균

의 활성화로 건강에 도움을 주는 prebiotic 효과[51], 활성산소

종(ROS)으로부터 간을 보호하는 효과[17], 미생물성장을 저해

하는 효과[33,54] 등이 있다. 한편, α-agarase가 한천에 작용하

여 생산되는 한천올리고당의 기능성도 보고되어 있는데, 항산

화 활성과 항암 활성 등이 있으며[103], 홍조류의 구성성분인

porphyran의 α-agarase 분해산물도 자유라디칼과 과산화라

디칼을 제거하는 항산화 활성이 있다[38].

특히, NA2는 미백 효과와 보습 효과를 동시에 가지는 것으

로 보고되었는데 100 mg의 NA2가 피부보습제로 사용되는

sodium hyaluronate나 glycerol보다 많은 30 mg 이상의 물을

함유하였다[72]. NA2는 형성된 멜라닌 색소의 감소가 아닌

tyrosinase의 활성을 저해하여 멜라닌의 생합성을 저해하는

기작으로 이는 상업적으로 이용되는 kojic acid나 arbutin과

동일한 미백 기작이지만[68,72,76] kojic acid나 arbutin과 달리

세포독성이 없어[76] 향후 응용가능성이 높다고 할 수 있다.

Jang 등[56]은 NA4 처리된 멜라노마(melanoma) 세포의 멜라

닌 함량이 kojic acid나 arbutin 처리한 경우와 유사하고 세포

독성은 없다고 보고하였다.

Agarase의 분류와 기원

기능성이 우수한 한천분해산물의 제조에는 한천분해효소

인 agarase가 많이 사용되는데 Fu 등[32]이 2010년 1월에 agar-

ase의 위치와 특성 등을 보고하였다. Table 1은 pubmed에서

2009년부터 현재까지의 agarase 관련 보고를 검색한 후 Fu

등[32]의 보고와 중복되지 않게 정리한 agarase의 기원과 특성

들이다.

Agarase의 분류

Agarase의 분류는 4가지 기준으로 나눌 수 있다.

첫째, 반응양식에 따라 α-agarase (EC 3.2.1.158)와 β

-agarase (EC 3.2.1.81)로 나눌 수 있다(Fig. 1). α-Agarase는

agarose 3-glycanohydrolase라고도 하며 agarose를 기질로 하

여 (1→3)-α-L-galactosidic 결합을 끊어 agarotetraose 혹은

agarobiose를 최종산물로 생산한다. 현재까지 Alteromonas

agarilytica[111]와 Thalassomonas sp.[103]에서만 보고되고 있

다. 지금까지 보고된 대부분의 agarase는 β-agarase인데 agar-

ose 4-glycanohydrolase라고도 불리며 agarose의 (1→4)-β

-D-galactosidic 결합을 끊어 neoagarohexaose (NA6), NA4,

NA2 등의 산물을 형성한다[48].

둘째, 효소를 구성하는 아미노산의 상동성을 기준으로 GH

(glycoside hydrolase) family로 분류하는 것이다[15]. Cazy

database (http://www.cazy.org/)를 보면 2012년 1월 현재 β

-agarase에는 GH16, GH50, GH86, GH118, GH NC (not clas-

sified) families 등 총 5개의 family가 있으며, α-agarase에는

GH96 family 하나만 있다[29]. 각 family에 속하는 효소들은

catalytic domain과 최종산물이 서로 다른데, GH50은 NA2

혹은 NA2와 NA4의 복합체를 생산하고, GH16은 NA4만 생산

하며, GH86은 NA8과 NA6를 생산한다[32]. Michel 등[90]은

GH16, 50, 82, 96을 생산하는 미생물들을 분류하였다. 최근에
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분류된 GH118 family에 속하는 agarage는 2006년 새로운 β

-agarase가 발견된 Vibrio sp. PO-303[19], Pseudoalteromonas

sp. CY24, Agarivorans sp. HZ105, Alteromonas sp. X3 및

Coraliomargarita akajimensis DSM 45221의 다섯 균주의 효소만

이 보고되어 있다[46]. Vibrio sp. PO-303유래의 GH118 family

β-agarase는 neoagarodecaose (NA10) 보다 큰 것을 기질로

인식한다고 보고되었다[19]. 현재, GH50, 86, 96, 118 families

에는 agarase 효소들만 속하지만, GH16 family에는 β-agarase

외에 caraggeenase, endo-1,3-β-D-glucanase 등이 속해 있고,

이들은 단백질의 접힘(folding) 구조가 서로 유사하다[73]. 탄

수화물을 분해하는 효소들은 carbohydrate-binding module

(CBM)을 가지고 있는데[15], CBM은 다당류의 결정질

(crystalline) 구조를 파괴하여 catalytic domain의 작용을 도와

준다[134]. Agarase는 CBM Family 6 (CBM6)과 CBM Family

13 (CBM13)을 가지고 있는데 이들은 agarase 이외에 cellu-

lose, xylanase, glucanase, glycoside hydrolases 및 glycosyl-

transferases 등에서도 발견된다. CBM 6을 가지는 agarase는

agarose 사슬의 비환원말단에 결합하여 첫 번째 이당류 단위

만을 인식한다.

셋째, 세포에서의 위치에 따라서 분비형[121,124], 세포표면

형[6,94], 세포질형[68] 효소로 나눌 수 있다. 분비형은 배지

상에서 한천고분자를 분해하여 한천올리고당이나 네오한천

올리고당을 형성하므로 효소의 존재를 육안으로 검출하기 용

이하지만, 세포표면형은 검출이 용이하지 않고 이종 숙주에서

의 생산의 경우에도 활성이 낮게 검출될 수 있다. 한편, 세포질

형은 세포를 파쇄하기 전에는 검출이 용이하지 않으므로

agarase의 이종 숙주에서의 생산에서는 분비형 효소가 많이

이용된다.

마지막으로 기질의 종류(NA4, NA6, NA8, NA10 등)에 따

라 분류할 수 있다. NA6의 NA4 단위를 인식하여 분해하지만

NA4는 분해하지 못하는 agarase[20,53,68,76,104,106,115,127],

NA4와 NA6 등의 기질에서 NA2 단위를 인식하고 ΝΑ2가 주

산물인 agarase[4,105,123], 그리고 NA6 단위를 인식하지 못하

는 agarase[107], NA10을 인식하지만 NA6와 NA8을 인식하

지 못하는 agarase[19] 등이 있다. 이 분류법은 GH family 분류

법과 일부 중복되는 경우가 있어 향후 추적이 필요할 것으로

판단된다.

Agarase를 생산하는 생물의 분포

현재까지 보고된 agarase를 생산하는 생물로는 식물인 인

삼[14], 해조류를 섭취하는 무척추 해양동물[27]과 초식어류

[119]가 소수 보고되고 있지만, agarase를 생산하는 대부분의

생물은 미생물로서 특히, 세균이 주를 이루고 있다. 해조류를

분해하는 효소는 전복 등 무척추 해양동물[27]과 초식어류

[119] 등에서 숙주가 분비하는 내재성(endogenous) 효소와 공

생미생물이 분비하는 외재성(exogenous) 효소로 분류된다.

Erasmus 등[27]은 전복을 무균으로 배양하여 간이자

(hepatopancreas)에 내재성 agarase가 존재하는 것을 밝혔고

무균배양하지 않았을 때에는 공생미생물의 70-90%가 다당류

분해효소를 분비하는 것을 밝혔다. Oh 등[102]은 조개의 내장

에 공생하는 세균들에서 한천을 분해하는 세균을 분리하였다.

Agarase를 생산하는 세균의 채취원은 1902년에 Gran이 해

수에서 최초로 한천을 분해하는 세균을 분리한 이후에 해수가

주류를 이루었으나, 이외에도 질병이 있는 홍조류 표면

[84,115], 해수퇴적물[19], 해수와 담수가 만나는 기수지역[26],

염습지[67], 강[112,136], 호수[151], 온천[9], 폐수[42], 토양

[127], 육지식물의 뿌리[44], 지하[87] 등도 포함되었다.

한천분해세균의 종류

한천을 분해하는 세균 혹은 유전자를 확보하는 방법은 크게

배양법과 비배양법으로 나눌 수 있는데, 주로 해양유래의 시

료를 활용한 배양법이 보고되었지만 최근에는 비배양법도 보

고되고 있다. 육지와 다른 환경인 해양에는 ‘서식지관련 특성’

을 보이는 다양하고 독특한 효소의 확보가 가능한데, 해양환

경에서 생촉매를 확보하는 방안으로는 공생미생물, 극한미생

물, 메타게놈 등을 이용하는 것이다[130].

배양법을 통하여 agarase 및 agarase의 유전자를 확보하는

방법으로는 세균을 한천배지에 배양하여 세균집락(colony)의

주위가 파지거나 분해되는 현상을 이용하는 것이다. 이러한

방법으로 보고된 해양유래 세균의 속(genus)은 Agarivorans

[31,75,76,105], Alterococcus [116], Alteromonas [68,99,111],

Aquimarina [83], Coraliomargarita [88], Cytophaga [22,136],

Flammeovirga [143], Glaciecola [78,145], Microbulbifer [65,106,

107], Microscilla [152], Pseudoalteromonas [85,86,101,102,115]

Pseudomonas [6,10,61,94], Pseudozobellia [96], Saccharophagus

[26,36,67,117,148], Simiduia [64], Thalassomonas [77,103],

Thermoanaerobacter [9], Vibrio [150], Zobellia [55,79] 등이며, 비

해양유래 세균의 속으로는 Acinetobacter [74], Asticcacaulis

[44], Bacillus [52], Caldoanaerobacter [9], Cellvibrio [112],

Cytophaga [138], Alteromonas [1], Cellulophaga [59],

Paenibacillus [132], Spirochaeta [151], Streptomyces [12],

Thermoanaerobacter [9], Thermococcus [87] 등이 있다. 독특하게

는 지하 2,350 m에 위치한 고온의 oil-reservoir에서 검출된

호열성 세균인 Thermococcus sibiricus [87]에서 agarase 활성이

검출되었으며 플라스미드를 제거하면 β-agarase의 활성이 사

라지는 Microscilla sp.도 있어[152], 플라스미드를 이용한 agar-

ase 유전자의 수평적 전달의 가능성도 생각해볼 수 있다.

Hehemann 등[39]은 인간의 게놈에는 그 유전자가 없고 장내

미생물에 의해 공급되는 것으로 알려진 효소인 CAZyme들의

분석하였는데, 해조류 섭취가 많은 일본인에게서 발견된 장내

세균인 Bacteroides plebeius에서는 β-agarase와 porphyranases

유전자 등이 검출된 반면 북미인의 B. plebeius에서는 검출되지
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않았다. 검출된 β-agarase와 porphyranases 유전자는 Zobellia

galactanivorans의 유전자와 일치하였고, 따라서 이 현상을 수

평적 전달로 파악하였다[39].

Agarase의 유전자 확보

한천분해 활성이 있는 세균에서 agarase의 유전자를 확보

하는 방법으로 기존 보고된 염기서열이나 아미노산서열을 이

용하는 방법과 기존 서열에 대한 정보 없이 확보하는 방법로

나눌 수 있다.

기존 agarase의 유전자서열 정보를 이용한 신규 agarase

의 유전자 확보

이 접근법은 이미 알려진 agarase 유전자가 알려진 세균과

동일한 속의 세균과 유연관계가 있는 세균에서 agarase 유전

자를 탐색하고 확보하는 경우에 이용될 수 있는데, 기존의

Pseudoalteromonas 속 세균이 갖는 agarase 유전자 서열을 기반

으로 제작된 PCR primer를 이용하여 새로운 agarase 유전자

를 확보한 보고[101]와 Agarivorans와 Vibrio의 유연관계가 높

다는 점을 이용하여 Vibrio sp. JT0107의 β-agarase 유전자

[125]를 기초로 PCR primer를 제작하여 Agarivorans sp. JA-1

의 β-agarase 유전자의 확보에 이용한 보고가 있다[75].

기존 agarase의 유전자서열 정보 없이 신규 agarase의

유전자 확보

이 접근법은 기존 서열 정보의 이용이 어려운 경우에 사용

되는데, agarase를 정제하고 부분적 아미노산서열을 파악하여

이를 토대로 PCR primer를 제작하여 유전자를 확보하는 방

법, 서열 혹은 기능 기반의 게놈라이브러리를 분석하는 방법,

degenerative primer를 이용한 유전자 확보방법 등이 있다.

첫째, 위 3가지 방법이 모두 동원된 보고를 보면 한천분해

활성이 있는 Alteromonas agarilytica의 α-agarase를 분리정제한

후 효소의 N-말단과 internal peptide 서열에 근거하여 degen-

erative PCR primer와 표지자(probe)를 제작한 후, A. agar-

ilytica의 게놈라이브러리에서 서열기반으로 agarase 유전자의

단편을 함유한 집락(colony)을 탐색하고, 이후 완전한 염기서

열을 분석하여 α-agarase 유전자를 확보하였다[29]. 이 보고는

한천분해 활성이 있지만 분리한 세균의 게놈라이브러리에서

는 한천분해 활성이 없거나 세포질형 agarase 등의 탐색에 유

용하게 활용될 수 있다. 아래의 ‘게놈 및 메타게놈 서열 분석

정보 이용’은 전체 게놈의 서열 파악 후 agarase 유전자를 탐색

하는데 반해 이 방법은 전체 게놈의 서열 파악이 필요 없는

장점이 있다.

둘째, 기능기반(function-based)의 게놈라이브러리 분석을

사용한 사례를 보면 Fu 등[31]은 Agarivorans albus YKW-34의

DNA를 이용하여 제작된 게놈라이브러리에서 한천분해 활성

을 보이는 집락을 확보하고 이로부터 확보된 plasmid의 염기

서열을 분석하여 β-agarase 유전자를 확보하였다. 이와 동일

한 기법을 이용하여 Pseudoalteromonas sp. [85], Vibrio sp. V134

[150], Pseudomonas atlantica [10], Pseudoalteromonas sp. CY24

[86] 유래 agarase 유전자의 확보가 보고되었다.

셋째, degenerative PCR primer를 이용한 사례를 보면 기존

에 보고된 agarase 유전자들의 서열기반(sequence-based) 기

법으로 분석하여 보존된 부위(conserved protein domain)에

해당하는 degenerate PCR primer를 제조하는 방법에서 출발

한다[113]. GH16 β-agarase가 N-말단에 SDDFNY와 EIDVLE

아미노산 서열을 가지고 C-말단에 VDWIR 아미노산 서열을

가지는 것을[21] 기반으로 degenerative primer를 제작하고

Flammeovirga 속 세균에서 β-agarase 유전자를 확보하고 이종

숙주에서 생산한 보고가 있다[143]. 또한, Vibrio sp. CN41의

DNA에 agarase의 각 GH family에 해당하는 PCR primer를

모두 적용한 후 sitefinding PCR로[128] agarase 유전자의 염

기서열을 파악하고, GH50 family β-agarase 유전자를 확보하

고 이종 숙주에서 생산한 보고도 있다[82].

넷째, 부분적 아미노산 서열 파악과 degenerate primer를

사용하는 기법으로, 파악된 부분적 아미노산 서열로 degener-

ate primer를 제작하고 PCR로 agarase 유전자의 일부분을 획

득하여 염기서열을 파악한 후 다시 primer를 제작하고 agar-

ase 유전자의 전체 염기서열을 확보하는 방법이다. 이 방법은

게놈라이브러리를 필요로 하지 않아 첫째와 구분된다. 이러한

기법으로 β-agarase 유전자인 Vibrio sp. JT0107의 agaA [125],

Vibrio sp. PO303의 agaC [19], agaD [20] 유전자 등을 확보한

보고가 있다.

게놈 및 메타게놈 서열 분석 정보 이용

배양법이 아닌 비배양법의 보고들을 보면 지구표면의 70%

는 바다이며 적도의 바다표면과 압력이 100 MPa 정도의

11,000 m 이상의 심해, 100℃ 이상의 열수구 등 해양환경은

압력과 온도의 범위가 매우 다양하며 미생물분포 양상도 다양

한 것에 기초한다[63]. 이러한 다양한 미생물군집에서 배양되

지 않는 미생물에서 저온과 고온, 고압에서 유용하거나 새로

운 효소에 해당하는 유전자를 찾는 일이 시도되고 있는데[63],

이는 해양에 존재하는 세균의 0.00001~0.1%만 배양이 가능하

므로[2], 99.9% 이상의 세균이 가진 유용 유전자는 미지의 상

태라는 것을 전제로 한다.

비배양법의 경우 메타게놈과 게놈라이브러리 등이 이용되

는데 새로운 혹은 유용유전자 탐색법은 역시 서열기반법과

기능기반법이 있다. ‘서열기반의 게놈 분석’은 각 메타게놈의

서열을 파악한 후 상동성(homology)에 근거한 분석법으로 일

반적으로 기능파악이 어려운 경우에 적용할 수 있는 장점이

있다. Voget 등[138]은 토양 시료의 메타게놈분석에서 12개의

잠정적인 β-agarase 유전자를 발견하고 실험을 통하여 2개의
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유전자가 활성이 있음을 보였다. 게놈라이브러리를 이용한

‘기능기반의 게놈 분석’은 서열분석이 필요 없고 서열분석에

따르는 유전자 주석(annotation)의 실수를 줄일 수 있는 장점

이 있다. 하지만 숙주가 메타게놈의 promoter를 인식하지 못

하거나, 코돈 사용성(codon usage)이 다르거나, 생산된 효소가

분비되지 않으면 게놈라이브러리에서 활성효소를 생성하지

못하거나 검출이 어려운 단점이 있다. 이러한 기능기반법의

한계점을 극복하는 방안으로 Marine metagenomics 총설을

참고하면 도움이 될 것이다[63].

배양법과 비배양법이 결합하여 새로운 agarase 유전자를

탐색한 보고들도 존재하는데 한천분해 활성을 가지는 세균의

게놈서열분석과 주석(annotation)을 행한 후 후보 agarase 유

전자를 이종 숙주에서 생산하여 활성을 확인한다. Mardanov

등[87]은 초고온성 고세균인 Thermococcus 균주의 전체 게놈

분석으로 총 2061종의 단백질을 지정하는 유전자의 주석을

행하여 agarase 후보 유전자를 탐색하고 대장균에서 생산하여

그 기능을 확인하였다. Temuujin 등[129]은 Streptomyces coeli-

color A3의 게놈을 분석한 후 보고된 GH50 family β-agarase

와 유사한 유전자 서열인 Sco3487을 확인하고 이종 숙주에서

생산하여 한천분해능을 확인하였다. 또한, Alteromonas 속 균

주의 게놈을 분석하여 6개의 agarase 유전자를 신규로 탐색한

보고[100]와 Saccharophagus degradans 2-40 균주의 게놈을 분

석하여 GH16, GH50, GH86 families에 속하는 5개의 β

-agarase 유전자를 탐색한 보고[26]가 있고, 아직 연구되지 않

은 β-agarase 후보 유전자를 탐색하고 대장균에서 생산하여

활성을 확인한 보고도 있었다[67]. 또 다른 보고로는 0.2% 포

도당이 함유된 1.5% 한천 최소배지에 토양을 섞고 일정시간

경과 후 세균을 모아 메타게놈라이브러리를 제작하고 서열을

분석하여 agarase의 유전자를 탐색한 보고가 있는데[138], 이

방법은 토양세균의 1% 이하가 배양가능하다고 알려져[2] 유

용할 것이다.

인위적 돌연변이법

활성이 개선된 agarase를 확보하기위한 비배양법으로는 이

미 확보된 agarase 유전자에 대한 인위적 돌연변이가 있다

[55,79]. 일반적으로 기질인 한천이 겔(gel)상태일 때보다는 졸

(sol)상태일 때 agarase의 활성이 높고, 한천은 40℃ 이상에서

만 졸 상태이다. 따라서, 40℃ 이상의 온도에서 활성이 높은

agarase를 탐색하고자 하는 노력이 있지만[9,65,101,104], 기존

내열성 agarase 유전자의 재발견의 가능성은 매우 높은 편이

다. 이러한 단점을 극복하기위하여 기존의 agarase 유전자의

돌연변이를 통해 효소의 최적온도와 열안정성 증진에 관한

시도도 있다. Jang 등[55]은 무작위 돌연변이를 통하여 Zobellia

galactanivorans의 β-agarase B가 50℃까지 열안정성이 증진되

었고 최적온도의 범위가 45℃까지 향상되었으며 활성이 야생

형에 비해 최대 260% 증진되었다고 보고하였고, Lee 등[79]은

Z. galactanivorans의 β-agarase A 유전자에 대한 선택적 돌연

변이로 활성과 열안정성이 최소 25% 이상 증진되었다고 보고

하였다. Kittl과 Withers [69]는 확보된 유전자의 direct evolu-

tion을 행한 후, 원하는 돌연변이체의 검색을 위한 high-

throughput 기법인 FACS, chemical complementation, robot

기반의 ELISA assay 등을 보고하여 향후 agarase 유전자 돌연

변이 연구에 도움이 될 것이다.

Agarase의 활성 확인법

분비형 agarase의 활성 확인법

한천배지에서의 생장양상으로 agarase가 분비형인지 아닌

지의 여부를 판단할 수 있지만, 한천분해 활성의 정량적 분석

과 액체배양에서의 분비형 여부를 확인하기 위해서는 후보세

균을 배양한 후 pore size 0.45 μm 필터를 통과시킨 여과액의

agarase 활성을 확인하거나[10], 배양액을 원심분리한 상층액

으로 agarase 활성의 확인이 가능할 것이다. 내재형 agarase의

경우는 여과액을 제거하여 세포를 모으고 이를 파쇄 후 활성

의 확인이 가능할 것이다.

정성적 활성 확인법

간편하게는 세균이 생장하는 배지를 육안으로 관찰하여 집

락 주위의 함몰로 활성을 파악할 수 있다. 한천분해 활성의

정성적 활성 확인을 위해서는 세균이 생장하는 배지위에

Lugol 시약(5%(w/w) I2, 10%(w/w) KI) 이나 Gran's iodine

용액(0.05 M iodine in 0.12 M KI)으로 5분간 처리한 후 clear

zone이 생성되는 세균군락을 agarase 활성이 있는 집락으로

판단하고 있다[10,41]. 한천분해산물의 확인은 TLC (thin layer

chromatography)나 mass spectrometry 등을 이용하는 방법

이 있다[82].

정량적 활성 확인법

Kazłowski 등[62]은 한천분해 활성의 정량적 확인법으로

Somogyi-Nelson법, Miller의 DNS법, Davidson의 ferricya-

nide법 등을 비교한 결과, high-performance size exclusion

chromatography와 refractive index detector 및 ELSD

(evaporative light scattering detector)를 결합한 방법이 가장

이상적이라고 보고하였지만, 고가의 기계를 구입해야 하는 단

점이 있다.

일반적인 보고들에서 한천분해 활성의 정량적 확인법으로

spectrophotometry 법을 이용하는데, agarase와 기질이 반응

하여 환원당 생성, 생성된 환원당과 검출시약과의 반응, 반응

중단, 생성된 환원당의 정량 등의 단계를 거치며 표준물질로

는 galactose가 이용된다. 환원당은 반응성 있는 알데히드기

및 케톤기를 가지고 있으며, 금속염 알칼리용액을 환원시키는

성질이 있는 당의 총칭이다. Somogyi-Nelson 법은 당과 구리
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시약의 반응으로 생성된 산화제일구리(Cu2O)를 산성(H2SO4)

조건에서 인몰리브덴산(H3CPO4(Mo12O36)nH2O)과 반응시켜

몰리브덴청으로 발색시킨 후에 발색된 정도를 측정한다[97].

또 다른 방법으로는 구리용액으로 효소반응을 종료시킨 후에

neocuproine-HCl을 첨가하고 중탕으로 끓인 다음 460nm에서

흡광도를 측정하는 Dygert 등의 방법[25,99]과, 0.25%(w/v)

agarose를 함유하는 기질과 반응시킨 후 DNS (3,5-dinitrosali-

cylic acid)로 반응을 중단하고 10분간 중탕으로 끓여서 520

nm에서 흡광도를 측정하는 Somogyi의 DNS법[82,85,91,112,

120] 등이 있다. Sadasivam과 Manickam은 탄수화물을 파악

하는 여러 시약과 방법을 자세히 정리하고 있어 참고가 될

것이다[114]. 또 다른 agarase 활성의 정량법으로 ANDS

(monopotassium 7-amino-1,3-napthalenedisulfonic acid)와

sodium cyanoborohydride를 사용하는 FACE (fluorophore-

assisted carbohydrate electrophoresis)법이 있는데[81,146],

한천분해산물의 정성적 분석도 가능한 장점이 있지만 아직

비색법에 비해 널리 사용되지는 않고 있다.

박막크로마토그래피(TLC)법

한천의 효소분해산물과 표준물질을 박막에서 전개시킨 후

가시화시켜 확인하는 방법을 이용하는데[24], 이를 통하여

agarase가 α-agarase인지 β-agarase인지의 확인이 가능하고

가시화시킨 후의 각 spot의 농도로 개략적인 정량도 가능하다

[55,79]. 방법으로는 먼저 정제된 효소 혹은 조효소와

0.25%(w/v) 이하의 agarose 혹은 agar가 함유된 기질용액을

반응시킨다. TLC로 전개할 때에는 전개시약으로 주로 n-buta-

nol:acetate:H2O = 2:1:1 용액이 사용되며, 전개가 완료된 후에

는 검출을 위해 10% H2SO4를 뿌리고 80℃에서 가열하는 방법

[112], diphenylamine-aniline 시약을 뿌리고 100℃에서 5분간

가열하는 방법[4,85] ethanolic sulfuric acid:naphtolresorcinol

=2:1 용액으로 검출하는 방법[24,26], diphenylamine/ani-

line/phosphate 용액으로 가시화하는 방법[8,19] 및 napthor-

esorcinol 용액을 뿌리고 100℃에서 10분간 가열하여 가시화

하는 방법[74] 등이 보고되어 있다.

Agarase의 분리 정제

효소의 특성을 파악하기 위한 비활성(specific activity) 측정

및 agarase 유전자의 확보를 위한 아미노산 서열의 파악을 위

해서는 효소의 분리 정제가 필수적이다. 현재까지 보고된

agarase의 분자량은 18 kDa에서[4] 109.5 kDa까지[75]로 다양

하며, 황산암모늄이나 과황산암모늄 등을 이용한 단백질 염침

전, 겔여과(gel filtration)법, 이온교환 크로마토그래피(ion-ex-

change chromatography), 한외여과(ultrafiltration)법, 고성능

액체크로마토그래피(HPLC) 등을 이용한 분리 정제법이 병용

되고 있다.

상기의 모든 방법이 적용된 예를 보면 Rhee 등[112]은 세포

배양액에 황산암모늄을 20%까지 첨가한 후 원심분리(20,000

rpm, 20분)로 침전된 불순물을 제거하고 다시 황산암모늄을

70%까지 첨가하였고 이후 원심분리(20,000 rpm, 20분)로 침전

물을 회수하였다. 이후 20 mM 인산완충용액(pH 8) 50 ml로

침전물을 용해시킨 후 인산완충용액(20 mM, pH 8.0)으로 하

룻밤 투석하였다. 투석된 70 ml의 시료를 음이온교환수지에

부착시킨 후 300 ml의 인산완충용액(20 mM, pH 8.0)으로 세

척하고 0~1 M NaCl이 첨가된 인산완충용액(pH 7.0, 20 mM)

을 통과시켜 분획을 획득하였다. Agarase 활성이 있는 분획을

10 kDa pore size의 한외여과 장치로 농축한 후 인산완충용액

(pH 7.0, 20 mM)으로 처리된 Fast protein liquid chromatog-

raphy (FPLC) 컬럼에 다시 부착시키고 0.18~0.27 M NaCl의

농도구배로 용출시킨 후 Bradford 법으로 단백질을 정량하여

agarase를 순수분리하였다.

음이온교환수지와 겔여과 만으로 agarase를 분리한 보고

[74,99], 과황산암모늄을 이용한 단백질 침전과 음이온교환수

지를 적용한 후 0~0.5 M NaCl의 20 mM Tris-HCl 완충용액

(pH 8.0)으로 용출시켜 정제하여 배양액보다 비활성으로 45배

인 agarase를 정제한 보고[123], 단백질 침전과 음이온교환수

지 크로마토그래피 그리고 겔여과법으로 배양액의 129배로

agarase를 농축한 보고[127], 암모늄퍼설페이트 침전과 음이

온교환수지(Sephadex G-100)를 이용한 크로마토그래피로 배

양액보다 비활성으로 670배인 agarase를 정제한 보고[94] 등

이 있었다.

이종 숙주에서의 단백질 생산의 경우에는 His-tag와 Ni 컬

럼을 이용한 정제[26,82]와 단백질 분해효소의 활성이 저하된

분비형 숙주인 Bacillus subtilis DB104를 이용하여 agarase를

생산한 후 배양액을 원심분리하여 균체를 제거하고 상등액을

한외여과한 후 SDS-PAGE상에서 agarase의 단일 밴드를 확인

한 보고도 있다[76].

Agarase 활성의 영향 인자

일반적으로 효소는 금속이온에 의해 촉매활성이나 효소구

조의 변화가 일어나는데[101], agarase의 활성도 금속이온의

영향을 받는 경우가 있다. Ca
2+

이온의 영향을 받는 agarase가

많다. Ca
2+

이온이 기질과 agarase의 결합을 촉진하는데, Ca
2+

이온이 존재하면 기질의 neoagarobiose 단위에 β-agarase가

결합하는 것을 용이하게 하여 기질인식을 돕는다[40]. Ca2+ 이

온에 의해 효소활성이 증진되는 것은 α-agarase에서도 보고되

었으며[29], Montanier 등[92]은 cellulosome을 이용한 실험에

서 galactose를 함유하는 다당류에 효소가 결합할 때 Ca
2+

이온

이 도움을 준다고 보고하였는데 한천도 galactose를 구성물질

로 가지고 있다.

효소활성에 영향을 미치는 물질이 많이 보고되었는데,
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NaCl, CaCl2, MgCl2에 의해 P. atlantica 유래 β-agarase의 활성

이 증진되었다[94]. Fu 등[30]은 Vibrio sp. F-6 유래의 2종류의

agarase 중 하나는 Zn
2+

, Mg
2+

, Ca
2+

이온에 의해 활성이 증진

되고, 또 다른 하나는 Mn
2+

, Cu
2+

, Ca
2+

이온에 의해 활성이

증진되며, 두 효소 모두 Ag
2+

, Hg
2+

, Fe
2+

이온과 EDTA, SDS에

의해 활성이 저해된다고 보고하였다. 한편, Pseudoalteromonas

sp. AG4 유래의 β-agarase는 CaCl2, FeSO4에 의해 활성이 증

진되고 CuSO4, MnCl2, ZnSO4에 의해 활성이 저해되어[101]

Fu 등[30]의 보고와는 상충된 결과였다. Thermoanaerobacter 속

세균의 agarase는 Mg
2+

, Co
2+
에 의해 활성이 증진되었다[9].

Acinetobacter sp.의 agarase는 Hg
2+

, Ag
+
, Cu

2+
로 활성이 완전

히 저해되었고 Zn
2+

, Sn
2+

, SDS로 부분 저해되었다[74].

Agarivorans속 유래 β-agarase의 활성이 NaCl, CaCl2에 의해

증진된 보고도 있지만[76], Agarivorans albus YKW-34 유래 β

-agarase의 활성은 금속이온(Na
+
, K

+
, Mg

2+
, Ca

2+
, Ba

2+
)의 영향

뿐만 아니라 금속 킬레이트제(EDTA, EGTA), 환원제(DTT, β

-mercaptoethanol), 변성제(SDS, urea)에 대한 영향도 없었고,

단지 Cu
2+

, Mn
2+

, Zn
2+

, Al
3+
에 의해 활성이 저해된다는 보고가

있었다[31]. Streptomyces coelicolor A3(2)가 생산하는 agarase

역시 활성을 증진시키는 금속이온은 없었고, Cu2+ 및 Mn2+

이온에 의해 활성이 저해된다고 보고하였다[131]. 따라서, 동

일한 속(genus)에서 유래한 agarase라도 균주에 따라 활성을

증진시키는 이온과 저해시키는 이온이 일치하지 않는다는 것

을 알 수 있었다.

Agarase의 생산

현재 agarase를 상업적으로 판매하는 곳은 Fermentas (cat.

# E00461), Biovision (cat. # 9201-500), Sigma-Aldrich (cat.

# A6306) 등이다. 다양한 용도를 가지는 agarase를 대량 생산

하기 위한 노력으로 agarase 생산세포의 배양조건의 최적화와

유전자 클로닝을 통한 이종 숙주에서의 대량생산 등으로 나눌

수 있다.

배양조건의 최적화

배양조건의 최적화는 자연계에서 분리한 agarase 생산균주

에 대한 배양조건의 최적화와 agarase의 유전자가 도입된 이

종 숙주의 배양조건의 최적화로 나눌 수 있다. Vibrio sp.

JT0107 균주를 배양하면서 배지에 agarose를 첨가해야 agar-

ase 합성이 촉진된다는 보고[123]와 교반하면서 공기를 공급

하고 agarose를 충분히 공급하면 agarase 생산이 통상적인 배

양보다 13배 정도 증진된다는 보고도 있었다[122]. Yun 등

[148]은 자연계에서 분리한 Saccharophagus degradans 2-40 균

주에 다양한 탄소원의 종류와 농도별로 실험하여 0.2%(w/v)

agar의 첨가가 agarase의 생산에 가장 좋은 영향을 미치며 6.4

U/l (63.2 U/g)의 활성을 획득했다고 보고하였다. Fu 등[31]은

one-factor-at-a-time design으로 9개의 인자 중에 agar, yeast

extract, 초기 pH가 Agarivorans albus YKW-34 균주의 agarase

생산에 중요하다고 보고하였다.

한편, Parro 등[109]은 Streptomyces coelicolor의 agarase 유전

자를 이용하여 이종 숙주인 Streptomyces lividans에서 생산하

는 경우에 인(phosphate)을 제한하면 agarase 유전자의 전사,

번역, 분비가 촉진된다고 보고하였으며, Parro와 Melado [110]

는 배지에 포도당을 제한하면 이종 숙주인 S. lividans에서

agarase의 분비가 촉진된다고 보고하였다.

Agarase 유전자를 이용한 이종 숙주에서의 대량생산

자연계에서 발견되는 agarase 생산 세균에서 해당 유전자

를 획득하고 이종 숙주에서 생산하는 것은 아주 일반적인 대

량생산 방법인데, 이는 agarase의 생산량을 증진시킬 수 있기

때문이다. 이때, 이용되는 이종 숙주는 주로 대장균

[19,26,53,76,101]과 Bacillus subtilis이며[38,54,75,105-107], S.

lividans [109,110]을 이용한 예도 보고되었다. 대장균 숙주의

경우는 연구 초기에 주로 이용되지만, 생산된 단백질을 획득

하기 위해서는 세포를 파괴하는 과정이 필수적이다. B. subtilis

숙주의 경우는 도입된 유전자에 의해 생산되는 단백질의 외분

비 생산이 가능하여 세포를 파괴할 필요가 없는 장점이 있다

[38,75]. Lee 등[75]은 동일한 β-agarase 유전자를 B. subtilis

숙주를 이용한 외분비 생산으로 E. coli 숙주[76]에서 생산한

경우에 비해 130배 이상의 단백질을 생산하였다. Streptomyces

속 세균은 염색체 DNA의 GC 함량이 높은 그람양성세균으로

GC 함량이 낮은 세균과는 코돈 사용성(codon usage)과 프로

모터의 구성이 다르며 일반적으로 많은 단백질들이 분비되는

특징이 있다[3]. 이러한 특징을 이용하면 유전자의 GC 함량이

높은 세균 유래 agarase 유전자의 생산에 용이하게 사용될 수

있다.

Agarase와 그 유전자의 응용

세포 및 DNA의 회수율 증진

Yu 등[147]은 배양된 철산화 세균의 세포를 회수하는 과정

에서 기존의 oxalic acid를 처리하는 방법과 β-agarase를 처리

하는 방법을 비교한 결과, β-agarase를 처리하는 방법이 세포

의 회수율이 높았으며, 이로부터 oxalic acid를 처리하는 방법

에 비해 5천배나 많은 DNA를 회수하였다. 하지만, Osoegawa

등[108]은 β-agarase 처리법보다 전기영동이 DNA 회수에 더

효율적이라고 보고하여 경우에 따라 DNA 회수율에 차이가

있었다. Vassella와 Boshart[137]는 아프리카 수면병을 일으키

는 Trypanosoma brucei를 배양할 때 숙주대용으로 agarose를

사용하면 세포의 전처리가 필요하지 않으며, 배양 후 β

-agarase로 agarose를 분해하면 생활사의 진행을 중지시키고

세포를 모을 수 있어 다양한 연구에 유용하게 활용이 가능하
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다고 보고하였다.

의약학 연구용 세포 배양

의약학 분야의 연구에도 agarase의 응용이 가능한데, Gray

등[34]은 항체를 생산하는 hybridoma 세포를 분리할 때 세포

들을 agarose 미세방울에 넣은 후 flow cytometry로 형광항원

과 결합하는 항체생산 세포를 가지는 agarose 미세방울을 분

리하였으며, 여기에 agarase를 처리하여 원하는 세포를 회수

하였다. Wang 등[140]은 인간의 연골세포(chondrocyte)를

agarose 겔 상에서 배양하고 agarase로 처리하여 세포를 회수

하면 단층(monolayer) 배양에서 생기는 세표표면 단백질의 소

실을 막을 수 있어 추후 연구에 적합하다고 보고하였다. Ng

등[98]은 agarose를 이용하면 연골세포의 체외배양 효용성을

높일 수 있고, 여기에 agarase를 처리하면 콜라겐 함량을 높일

수 있어 운동능력을 향상시킨다고 보고하였다. Ulrich 등[133]

은 agarose를 부드러운 콜라겐 세포외기질(ECM)에 주입하여

hydrogel의 강도를 높이는 방법으로 세포의 이동과 stress fi-

ber의 생산 등을 줄여 3차원적인 배양도 가능하였으며, 여기에

agarase를 처리하면 이 현상이 사라지므로 세포 생리의 연구

에 유용하다고 보고하였다.

식의약 및 향장품 소재용 한천올리고당의 생산

한천을 이용하여 올리고당을 생산하는 방법으로 산을 이용

한 산분해와 agarase를 이용한 효소적 분해를 들 수 있다. 산분

해는 산물이 균일하지 않고 분해반응의 조절이 쉽지 않아 대

량생산에 부적합하며 환경오염의 문제가 있고[81]. 해조류에

포함된 다른 불안정한 유용물질이 파괴가 되어[123] 추가적인

부가가치가 떨어지는 단점이 있다. 한편, α-agarase를 이용한

한천분해산물의 기능성이 보고되어 있고[38,103], β-agarase

를 이용한 한천분해산물의 경우는 다양한 기능성이 보고되어

있으며, β-agarase의 분해산물인 네오아가로올라고당은 산분

해 및 α-agarase에 의해서는 생산되지 않는 기능성이 높은 물

질로 알려져 있다[16,28,51,54,144].

기능성이 높은 한천분해물의 생산을 위해 Li 등[81]은 2종

류의 β-agarase와 겔여과 크로마토그래피를 이용하여 다양한

네오아가로올리고당을 제조하였고, 0.2%(w/v) agarose에 β

-agarase AgaA와 겔여과를 통해 47%의 NA4와 45%의 NA6

획득하였으며 rotary evaporation으로 농축하였다. Li 등[81]

은 β-agarase의 기질로 0.2%(w/v)의 낮은 농도의 값비싼

agarose를 사용한 반면, Lee 등[76]은 기질로 5.26%(w/v)의

높은 농도의 저렴한 agar를 사용하여 91.4%의 수율로 네오아

가로올리고당를 생산하였고 이중에 48%가 NA4이며 29%가

NA2임을 확인하여 효율적인 한천올리고당의 생산공정을 개

발하였다. NA4와 NA6를 생산하는 두 종류의 β-agarase를 혼

합하여 NA2를 생산한 보고[30]와 수성 이상계(two-phase sys-

tem)를 이용한 한천을 분해하는 보고도 있다[93].

해조류의 원형질체(protoplast) 제작

해조류로부터 불안정한 생리물질의 추출과 cell-fusion 등

을 통한 해조류의 종자 개량용 원형질체를 제작하는 과정에

agarase가 이용되는데[5], 이때 효소활성의 최적온도는 적용

대상 세포를 사멸시키지 않는 저온이 좋다[122].

보고자(reporter), chimera 단백질 및 분비용 signal

peptide

유용단백질을 이종 숙주에서 대량생산할 때에 세포를 파괴

하는 과정에 의해 공정이 복잡해지고 비용이 상승할 수 있어

단백질을 분비형으로 발현시키면 생산이 용이할 수 있다.

Agarase가 배지로 분비되면 쉽게 관찰이 가능한 장점이 있는

데, AgaV는 Vibrio sp. V134 균주유래의 유전자로 그람양성과

그람음성 세균 모두에서 분비발현의 신호를 확인하는 보고자

(reporter)로 사용이 가능하다[150]. Widdic 등[141]은 Tat

(Twin-arginine translocation) pathway가 모든 세포에서 단백

질분비에 사용이 가능하다는 것을 agarase를 이용한 생산으로

이를 규명하였으며 생리현상 등을 파악하는 기초연구에 agar-

ase가 유용하다는 것을 증명하였다.

또한, 분비형 agarase는 세포외로 분비되는 신호서열

(signal peptide)을 가지고 있는데, 이 분비신호를 이용하여 도

입된 유전자의 생산을 원활하게 할 수 있다. Sugano 등[125]은

Vibrio sp. JT0107 균주의 분비형 β-agarase 유전자를 분석하여

20개 아미노산의 신호서열을 파악하였다. 양식어류의 질병균

에 대한 백신을 제조하기 위한 항원의 이종 숙주를 이용한

생산에 agarase 유전자인 AgaV의 신호서열을 이용한 chimera

단백질을 생산하여 백신의 효율을 높였다[58]. Vallin 등[135]

은 Mycobacterium tuberculosis 단백질의 생산에 Streptomyces

coelicolor 유래의 agarase 유전자인 dagA의 프로모터와 신호서

열을 이용하였다.

바이오에너지(bioenergy)

화석연료의 고갈과 환경오염문제 그리고 원자력의 위험성

등으로 안전하고 재생 가능한 에너지의 개발에 대한 관심이

높아지고 있다. 지구상에서 가장 풍부한 유기탄소원은 식물의

세포벽으로 식물의 구조다당류로 원유 6천억 배럴에 해당하

는 바이오에탄올을 생산할 수 있으며[13], 광합성에 의해 지속

적으로 유기탄소원이 합성되어 무한정 사용할 수 있는 장점이

있다. 육상식물의 세포벽은 hemicellulose 등으로 구성되어 있

어 분해가 어렵고 2차 오염을 일으키는 물질이 있어, 재생 가

능한 연료를 생산하는 원료로는 부적합하기 때문에 옥수수

등이 원료로 사용되고 있지만 이는 식량가격의 상승을 부추기

는 요소가 되었다[37]. 이러한 부작용을 방지할 수 있는 원료로

서 최근 해조류가 부각되고 있으며[29,35,60,118], 특히 홍조류

는 목질계 바이오에탄올 생산에 필수적인 리그닌 제거 단계가

필요 없고[95], 탄수화물의 구성비가 높아 바이오에탄올 생산
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에 접합한 원료로 알려졌다[49].

해조류를 이용한 바이오에탄올 생산은 고분자 탄수화물의

당화, 포도당이나 갈락토오스 같은 단당류의 생산, 단당류에

서 에탄올을 생산하는 과정을 거친다[43]. 즉, 바이오에탄올을

생산하기 위해서는 우선 탄수화물의 당화가 필수적인데[90],

홍조류의 당화에는 marine amylase와 agarase가 이용된다

[11]. 또한, agarase의 분해산물에서 단당류인 galactose 등을

생산하기 위해서는 neoagarobiose hydrolase (NABH)가 필요

하며[36,148], 이후 생산된 단당류를 이용하여 바이오에탄올의

생산이 가능하다. NABH도 세포에서의 위치에 따라 분비형,

원형질막주위형, 세포질형 등으로 구분되는데[36,90,126,148],

향후 목적에 맞게 이종 숙주를 이용한 생산이 가능할 것이다.

현재로는 값비싼 agarose를 기질로 아세트산, agarase, NABH

등을 이용하여 단당류를 만들고 이를 효모로 발효시켜 바이오

에탄올을 생산하므로[66] 경제성이 낮지만 추후 저렴한 한천

을 기질로 사용하면 산업적 응용가능성이 높아질 것이다.

Galactose의 생산

Galactose와 AHG는 한천의 구성성분이며 다양한 특수기

능성 물질합성의 출발물질로 사용될 수 있는 chemical feed

stock이다. Galactose는 기능성 감미료인 tagatose 등의 원료물

질이며, AHG는 바이오 항암제나 당뇨치료제의 후보 물질 가

운데 하나로 영국의 Carbosynth 사에서 유일하게 생산되고

있는데 1 g당 판매가격은 2600 달러이다[45]. 가격이 저렴한

한천에 β-agarase를 처리하면 NA2의 생산이 가능하고[76],

NABH를 이용하여 NA2에서 galactose와 AHG를 만들 수 있

다[36,148]. 한천에서 AHG의 생산을 위한 연구도 보고되고

있다[80,148].

결 론

단순한 식품소재로 사용되던 홍조류의 구성성분인 한천의

유용성이 알려지면서 한천이 식품산업, 의약산업, 향장품산업

그리고 연구용 배지 등의 형태로 생물연구 분야에서 이용되고

있다. 한천을 정제하여 제조한 agarose는 분자생물학 연구에

필수품으로 고부가가치 제품이다. 한편, 한천분해효소인

agarase의 한천분해 산물인 한천올리고당이 나타내는 기능성

인 항암효과, 미백효과, 보습효과 등이 보고되었다. 또한, 재생

가능한 에너지인 바이오에탄올 생산에도 agarase를 이용할 수

있다. 이에 한천을 분해할 수 있는 세균과 한천분해효소인

agarase 유전자를 확보하고 이종 숙주에서의 생산을 위한 많

은 연구가 진행되어 왔으며 현재 상업용으로 판매되고 있는

agarase도 존재한다.

본 총설에서는 세균에 의한 한천의 분해와 그 분해산물의

기능성 그리고 한천을 분해하는 효소인 agarase의 분류와 기

원 및 agarase 유전자의 확보 방법 등을 설명하였다. 또한,

agarase의 활성 측정법과 agarase의 분리정제 및 활성에 영향

을 미치는 인자 등도 검토하였으며, agarase의 생산법과 agar-

ase 유전자의 응용범위 등도 분석하여 추후의 관련 연구에 많

은 도움이 될 것으로 판단된다.
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초록：Agarase의 분류, 기원, 확보, 활성파악, 분리정제, 생산 및 응용

이동근․이상현*

(신라대학교 의생명과학대학 제약공학과)

한천은 거대 홍조류의 세포벽 성분으로 agarase에 의해 가수분해된다. Agarase는 분해 양상에 따라 α-agarase

(E.C. 3.2.1.158)와 β-agarase (E.C. 3.2.1.81)로 나눌 수 있으며 아미노산 서열 유사성에 따라 GH (glycoside hydro-

lase) -16, -58, -86, -96, -118 로 나눌 수 있다. 많은 agarase들이나 그들의 유전자가 바다나 육지 환경의 세균 혹은

메타게놈에서 검출, 분리, 재조합 발현되었다. Agarase의 산물인 한천올리고당(agarooligosaccharides)과 네오한

천올리고당(neoagarooligosaccharides)은 항암, 면역활성, 항산화, 장내유용세균활성화, 간보호, 항균, 미백, 보습

의 효과 등 다양한 기능성이 보고되어 식품, 화장품, 의학 영역에서 광범위하게 이용될 수 있다. 또한 agarase는

연구영역에서 이용될 수 있다. 이 논문은 agarase의 검출원, 정제법, 검출법 그리고 응용영역에 대해 검토하였고,
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