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Chryseobacterium sp. JK1이 분비하는 
세포외 단백질분해효소 특성 
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A novel Chryseobacterium sp. JK1 strain isolated from soil had been reported that this isolate produced large 
amount of extracellular protease at mesophilic temperature in previous study. The optimal temperature and pH of 
extracellular protease were 40℃ and 7.0, respectively, showing narrow range of optimal temperature and relatively 
broad activity from pH 6.0 to 9.0. In addition, the protease showed greatest activity against skim milk and lowest 
against bovine serum albumin (BSA). The protease strongly inhibited by ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), 
ethylene glycol tetraacetic acid (EGTA) or phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), and addition of cation Ag+ or 
Cu2+, and slightly inhibited by Al3+. No significant inhibition was found with pepstatin, and addition of cation, K+, 
Ca2+, Na+, Fe2+ or Mg2+. On the contrary, protease was enhanced by addition of divalent cation Mn2+ (5 mM). 
Zymography analysis of concentrated culture supernatant revealed two major bands at 67 and 145 kDa. These results 
suggest that Chryseobacterium sp. JK1 strain produced extracellular neutral serine proteases which could apply in 
food industry.
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최근 재생자원의 적극적인 이용과 친환경적인 공정의 개발의 

필요성으로 인해 단백질성 촉매인 효소의 이용공정 개발이 증가

하고 있다(Kirk et al., 2002). 현재 산업화 된 30여 종의 효소 중 

생리학적인 역할의 중요성과 더불어 산업분야에 대한 응용에 있

어 중요한 위치를 차지하고 있는 효소가 단백질 분해효소

(protease)이다. 이 효소는 단백질 오염물에 대한 세척을 도와주

는 계면활성제의 첨가제로 사용되거나, 제빵, 음료 등과 같은 식

품산업, 죽은 조직의 제거나 응고된 혈액의 용해와 같은 제약산

업, 가죽의 탈회와 제모와 같은 피혁산업, 진단산업, X-ray와 사

진필름으로부터 은의 회수 등 폐기물 처리 등에 이용되며, 세계

적인 판매효소의 60% 가량을 차지한다(Rao et al., 1998; Kumar 

et al., 2008; Kasana et al., 2011). 

단백질 분해효소는 단백질을 분해하는 효소로서 단백질을 형

성하는 폴리펩타이드 내에 존재하는 아미노산들의 펩타이드 결

합에 대한 가수분해를 촉매한다(Hartley, 1960). 생명체에서 필

수적인 역할을 수행하는 이 효소는 식물, 동물, 미생물에서 생산

되고, 이들 생명체 모두는 단백질 분해효소의 공급원이 될 수 있

다. 이중 식물과 동물에서 생산되는 효소는 세계적인 수요량을 

충족시킬 수 없으며, 생명공학적 응용에 대한 특성을 충족시키

기 어렵기 때문에 미생물성 단백질분해효소를 이용하는 연구가 

증가되고 있다(Rao et al., 1998; Kasana et al., 2011). 특히, 다

양성이 풍부한 미생물 유래의 단백질 효소가 다양한 종으로부터 

보고되어 있으며, 같은 종의 균에서도 배양학적 조건에 따른 생

산성 향상 등이 많이 연구되었다(Lee et al., 2012). 특히 생태계

에서 분해자로 역할을 하는 미생물은 세포와 대사과정에서 중요

한 세포내부의 단백질 분해효소 이외에도 세포외 환경에 존재하

는 단백질의 가수분해와 분해산물을 흡수하기 위해 세포외 단백

질 분해효소를 분비한다(Kalisz, 1988). 

이러한 단백질 분해 효소는 활성부위에 존재하는 아미노산의 

작용기작에 따라 serine protease, metalloprotease, aspartic 

protease, cysteine protease 등으로 구분되며, 활성이 존재하는 

pH 범위에 따라 acid protease 또는 neutral protease, alkaline 

protease로 분류되기도 한다(Rao et al., 1998).

이전의 연구에서 신종세균으로 단백질 분해활성이 강한 세균을 

분리한 결과 30℃에서 최고의 효소활성을 보인 Chryseobacterium 
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sp. JK1을 분리하여 보고하였다(Lee et al., 2012). Chryseobacterium 

속은 그람 음성의 비아포성 간균으로 유전적, 화학적인 분류법

과 표현형적 특성을 근간으로 Flavobacterim 속에서 분리되어 

독립적인 속(genus)으로 기술 되었다. 이 속에 속한 균들은 고체 

배지상에서 노란색의 색소를 형성하는 균이 많으며 강한 단백질 

분해활성을 보인다고 보고되어 있다(Vandamme et al., 1994). 

분리된 Chryseobacterium sp. JK1은 완전배지인 Nutrient Broth 

(NB) 배지에 탄소원을 첨가했을 때 생육은 우수했지만, 낮은 효

소활성을 보였다. 그리고 유기질소보다 무기질소를 첨가했을 때 

생육은 저조했지만, 높은 효소활성을 보여주었다(Lee et al., 

2012).

본 연구에서는 새로운 단백질 분해효소 공급원으로 분리보고 

된 신종 Chryseobacterium sp. JK1 균주의 세포외 단백질 분해

효소 특성을 조사하였다. 

재료 및 방법

사용균주 및 배지

중온성 세균으로 토양으로부터 분리되었고, 세포외 단백질 

분해효소의 활성이 높다고 보고 된 Chryseobacterium sp. JK1 

균주를 사용하였다(Lee et al., 2012). 균주 배양을 위한 기본 배

지는 NB 배지(Difco)를 사용하였으며 최소배지는 생존에 필요

한 최소의 유기질소 yeast extract (Difco) 0.05%, 탄소원으로

mannitol 1%에 무기영양분 K2HPO4 1%, NaHPO4 0.5%, 

(NH)2SO4 0.2%, MgSO4·7H2O 0.02%, CaCl2·2H2O 0.0001%, 

FeSO4·7H2O 0.0001%을 첨가하여 사용하였다.

단백질 분해 조효소액 제조 및 효소 활성 측정

효소의 활성측정은 배양 상등액을 사용하여 Windle과 

Kelleher의 방법(1997)에 준하여 시행하였다. 먼저 균주를 NB 

배지에 접종하여 30℃에서 120 rpm으로 3일간 종배양한 다음 

동일배지에 1% 접종하여 같은 조건에서 24시간 진탕배양하였

다. 그 후 4℃에서 13,000 rpm으로 10분간 원심분리하여 얻은 

배양 상등액을 조효소액으로 사용하였다. 표준반응에서 효소의 

기질은 0.5% (w/v) azocasein을 100 mM sodium phosphate 완충

액(pH 7.0)에 현탁시켜 사용하였으며, pH에 따른 활성은 각각의 

상응 완충용액에 녹여 사용하였다. 효소반응과 효소의 활성단위

는 Lee 등(2012)과 동일하게 시행하였으며, 효소의 활성은 3회 

측정의 평균값과 표준편차로 표시하였다.

단백질 분해효소 활성에 대한 반응 온도와 pH의 영향

효소의 최적온도를 알아보기 위해서 효소의 반응 온도를 

10℃부터 60℃까지 5℃ 간격으로 효소 활성을 측정하였다. 반응

온도를 제외한 다른 조건은 상기와 같은 방법으로 측정하였다. 

최적 pH를 알아보기 위해서는 azocasein을 현탁시키는 완충액

의 pH를 5.0에서 11.0까지 1.0의 간격으로 조정하여 활성을 측

정하였다. 각 pH별 사용된 완충액은 pH 5.0–6.0은 100 mM 

citrate buffer, pH 6.0–8.0은 100 mM sodium phosphate buffer, 

pH 8.0–9.0는 100 mM Tris-HCl buffer 그리고 pH 9.0–11.0은 

100 mM glycine-NaOH buffer를 사용하였다. pH를 제외한 다

른 조건은 상기와 같은 방법으로 측정하였다.

단백질 분해효소 활성에 미치는 화학물질의 영향

세포외 단백질 분해효소의 활성에 영향을 미치는 금속이온들

의 효과를 조사하기 위해 효소반응시 다양한 금속이온들의 최종

농도를 각각 1 mM 또는 5 mM이 되도록 첨가하였다. 금속이온

과 결합하는 킬레이트 화합물들은 효소의 저해 유효농도인 최종 

1 mM이 되도록 첨가하였으며, 효소저해제인 pepstain A는 최종

농도가 1 µg/ml, PMSF는 100 µg/ml이 되도록 첨가하였다

(Sambrook et al., 1989). 

분해 기질에 따른 단백질 분해 효소의 활성

Chryseobacterium sp. JK1이 생산하는 효소가 어떤 기질을 

잘 사용하는지 알아보기 위해 Salwan 등(2010)이 사용한 방법을 

변형하였다. 30℃에서 24시간 배양한 NB 배지 상등액을 조효소

로 사용하여 반응기질로 azocasein 대신에 0.5% casein, BSA, 

skim milk, gelatin을 100 mM sodium phosphate 완충용액(pH 

7.0)에 현탁시켜 기질로 사용하여 효소 활성을 측정하였다. 효소

반응은 150 μl의 조효소액과 기질 500 μl을 혼합한 후 30℃에서 

30분 반응시켰으며, 반응중지는 650 μl 10% trichloroacetic acid 

(TCA) 용액을 첨가하였다. 그 후 13,000 rpm으로 4℃에서 15분

간 원심분리하여 상등액 1.2 ml을 사용하여 280 nm에서 흡광도

를 측정하였다. 흡광도 측정시 대조군은 기질을 조효소액과 반

응시키기 전에 10% TCA 용액을 먼저 넣어 단백질을 침전시킨 

것을 사용하였다. 효소활성의 표시는 각 기질에 대한 흡광도 증

가의 상대적 비율을 3회 측정의 평균값과 표준편차로 표시하였

다. 

효소의 농축과 정량, 활성염색(Zymogram)

최소배지에 0.5%의 skim milk를 첨가한 배지 50 ml에 종배

양액 1%를 접종하여 30℃에서 3일간 배양하였다. 배양액을 

8,000 rpm (Supra 22K, rotor 7), 4℃에서 10분간 원심분리를 세 

번 반복하여 균체를 제거한 상등액을 Amicon Ultra-15 

Centrifugal Filter Units (10K NMWL, Millipore)를 사용하여 

20배 농축하였다. 단백질 정량은 Lowry 등(1951)의 방법에 따

라 BSA를 표준단백질로 하여 측정하였다.

효소활성 염색을 위한 sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide 

gel electrophoresis (SDS-PAGE)는 0.1% gelatin을 첨가한 8% 

젤에서 Laemmli의 방법(1970)에 준하여 행하였으며, 효소활성 

염색을 위한 시료는 상기에서 농축된 시료를 가열하지 않고 

Pragash 등(2009)의 방법을 참조하여 다음과 같이 실행하였다. 

전기영동 한 다음 젤 내부의 효소활성을 renaturation 시키기 위

해 2.5% Triton X-100 용액으로 30분간 반응시킨 후 50 mM 

sodium phosphate 완충용액(pH 7.0)으로 37℃에서 2시간 동안 

효소를 반응시킨 후 50% methanol과 10% acetic acid를 함유하

는 고정용액으로 2시간 처리하였다. 그 후 Coomassie brilliant 

blue R-250 (Sigma)로 4시간 이상 염색한 다음 7% acetic acid와 

10% methanol 탈색액으로 탈색하였다. 단백질 크기의 표준물질
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Fig. 1. Reaction temperature effects on protease activity of extracellular
protease secreted from Chryseobacterium sp. JK1. Cells were grown
in NB medium at 30℃ for 24 h. The activities were determined for 30 
min at each temperature with culture supernatants. Standard deviations
from the mean of three independent assays are indicated by error bars.

Fig. 2. Effect of pH on enzyme activity of extracellular protease 
secreted from Chryseobacterium sp. JK1. All conditions are the 
same as Fig. 1 except the pH range. The buffers were used 0.1 M 
citrate (pH 5.0–6.0), 0.1 M sodium phosphate (pH 6.0–8.0), 0.1 M 
Tris-HCl (pH 8.0–9.0), and 0.1 M glycine-NaOH (pH 9.0–11.0). 

은 Perfect protein marker, 10-225 kDa (Novagen)을 사용하였

다.

결과 및 고찰

Protease 활성에 대한 반응 온도와 pH의 영향 

수 많은 산업분야에 사용되는 효소는 그 특성이 다양하다. 따

라서 새로운 효소를 어떤 분야에 사용하기 위해서 먼저 효소의 최

적온도와 pH 특성을 알아야 한다. Chryseobacterium taeanense 

TKU001 생산되는 세포외 단백질 분해효소의 최적온도는 60℃
로 보고되어 있으며(Wang et al., 2008), Chryseobacterium 속의 

두 종에서 생산된 케라틴 분해성 단백질 분해효소는 45 또는 

50℃로 보고되어 있다(Riffel et al., 2007; Bach et al., 2011). 같

은 속의 Chryseobacterium sp. JK1가 생산하는 세포외 단백질 

분해효소의 효소활성에 반응온도가 어떠한 영향을 주는가를 알

아보기 위해 반응온도를 달리하여 효소활성을 측정하였다. 그 

결과 Chryseobacterium sp. JK1의 체외 단백질 분해효소는 Fig. 

1에서와 같이 10℃에서부터 활성이 점진적으로 증가하여 40℃
에서 최대의 활성을 나타내었으며, 그 이상의 온도에서는 단백

질의 변성으로 효소의 활성이 급격하게 감소하는 특성을 보여, 

같은 속의 균주들 보다 다소 낮은 최적온도 특성을 보여주었다. 

그리고 저온 적응성 Pseudoalteromonas sp. HJ47과 중온성인 

Micrococcus sp. HJ19의 단백질 분해효소가 35℃에서 최고의 

활성을 보인 후 완만하게 효소활성이 감소하는 것과도 다른 특

성을 보여주었다(Cha et al., 2007, 2009). 본 균주가 생산하는 

단백질 분해효소와 유사한 반응온도 특성을 보인 것으로는 

Bacillus cereus SH-7가 생산한 단백질 분해효소로 40℃에서 좁

은 최적온도 구간을 보여주었다(Yi et al., 1999). 

효소반응의 pH가 단백질 분해효소의 활성에 미치는 영향을 

조사하기 위하여 pH를 달리하여 활성을 측정한 결과 Fig. 2와 

같았다. 분리된 Chryseobacterium sp. JK1으로부터 생산된 체외 

단백질 분해효소는 비교적 넓은 범위인 pH 6.0-9.0에서 높은 활

성을 보였으며, 최적 pH는 7.0이었다. 같은 속의 균주에서 생산

된 단백질 분해효소들간의 최적 pH를 비교한 결과 C. taeanense 

TKU001의 단백질 분해효소와 C. indologenes A22에서 생산된 

케라틴 분해성 단백질 분해효소의 최적 pH는 7.0으로, JK1 균주

의 효소와 유사한 특성을 보였다(Wang et al., 2008; Bach et al., 

2011). 그리고 Chryseobacterium sp. kr6의 케라틴 분해성 단백

질 분해효소는 최적 pH가 8.5를 나타내었고 최적 반응온도 유사

한 특성을 보인 Bacillus cereus SH-7는 최적 pH가 8.0을 나타내어 

약간의 차이를 보여주었다(Yi et al., 1999). Chryseobacterium 

속의 단백질 분해효소는 약간의 차이에도 불구하고 모두 neutral 

protease에 속하는 특성을 보여주었다. 

Protease 활성에 대한 화학물질들의 영향

효소의 활성은 다양한 화학물질에 의해 영향을 받는다고 알

려져 있다. JK1 균주의 세포외 단백질 분해효소를 이용하여 여

러 금속이온들과 화합물들의 효과를 알아 본 결과 Table 1과 같

았다. 효소 반응시 아무것도 첨가하지 않은 대조군과 비교하였

을 때, 금속을 흡착하는 킬레이트 화합물을 처리한 결과 활성이 

60% 수준으로 감소하여 효소의 활성부위에 금속이 필요함을 알 

수 있었다. 효소활성에 대한 다양한 금속효과를 조사한 결과 

Ag+와 Cu2+을 5 mM 첨가하였을 때 각각 10%와 20% 수준으로 

감소하였고, Al
3+첨가하였을 때는 78%로 감소하였다. 반면에

Mn2+를 5mM로 첨가하였을 때는 3.5배 정도 활성이 증가하였

다. 그 외의 K+, Ca2+, Na+, Fe2+, Mg2+ 첨가는 10% 미만의 미미

한 활성변화를 보였다. 효소 저해제 중 활성부위에 aspartic acid

을 가진 단백질 분해효소를 저해하는 pepstatin을 첨가한 결과 

아무런 변화를 보이지 않은 반면, serine을 가진 단백질 분해효소

를 저해하는 PMSF를 첨가한 결과 46% 수준으로 효소활성이 감

소하였다. 

이러한 결과를 종합해 보면, Chryseobacterium sp. JK1이 생
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Chemicals Concentration Relative activity (%)
None 100.0±2.4
KCl 1 mM  95.0±1.6

5 mM  97.5±1.1
CaCl2 1 mM 100.0±0.7

5 mM  97.5±1.9
AlCl3 1 mM  87.5±1.5

5 mM  77.5±1.0
NaCl 1 mM  90.0±4.4

5 mM  90.0±3.3
FeCl2 1 mM  92.5±1.4

5 mM 100.0±3.7
CuSO4 1 mM  40.0±1.4

5 mM  20.0±0.9
MgCl2 1 mM  97.5±1.2

5 mM 105.0±2.1
AgNO3 1 mM  50.0±3.4

5 mM  10.0±1.0
MnSO4 1 mM 172.5±1.9

5 mM 345.0±2.9
Pepstatin 1 μg/ml  99.6±0.4

PMSF 100 μg/ml  46.1±1.9
EDTA 1 mM  60.1±0.8
EGTA 1 mM  61.4±2.1

Table 1. Influence of chemicals on the proteolytic activity of extracellular
protease secreted from Chryseobacterium sp. JK1

Substrate Relative activity (%)
Bovine serum albumin 100.0±0.7

Casein 103.7±4.2
Skim milk 110.2±2.0

Gelatin 103.7±3.0

Table 2. Proteolytic activities of extracellular protease secreted from 
Chryseobacterium sp. JK1 on different substrates

Fig. 3. SDS-PAGE and zymography analysis of extracellular 
protease from Chryseobacterium sp. JK1. Cells were grown in 
minimal medium supplemented with 0.5% skim milk at 30℃. 
Samples of standard protein molecular marker (M) and 4.5 µg of 
concentrated culture supernatant, unboiled (A) and boiled (B) were 
subjected to SDS-PAGE on 8% polyacrylamide gels and stained 
with Coomassie brilliant blue R250. Concentrated culture 
supernatants of 0.23 µg (C) and 0.023 µg (D) were analyzed for 
proteolytic activity by 0.1% gelatin zymography on 8% SDS-PAGE 
gels and stained with Coomassie brilliant blue R250.

산하는 체외 단백질 분해효소는 효소의 활성부위에 serine을 가

지고 있으며, 효소활성부위에 Mn
2+ 금속이온을 필요로 하는 효

소라 추정할 수 있었다. C. taeanense TKU001에서 생산된 단백

질 분해효소와 비교해 볼 때 EDTA와 Cu
2+ 첨가에 의해 활성이 

감소하는 특성은 같았으나, Mn
2+ 첨가시 효소활성이 오히려 감

소하고, PMSF 첨가에 의해 효소활성이 감소하지 않는 다른 특

성을 보여주었다(Wang et al., 2008). 그리고 Bacillus cereus 

SH-7의 효소도 PMSF에 의해 영향을 받지 않았다(Yi et al., 

1999).

 

분해 기질에 따른 단백질 분해효소의 활성

어떤 기질을 잘 분해하는지 Chryseobacterium sp. JK1으로 

생산된 단백질 분해효소를 사용하여 조사한 결과 Table 2와 같

았다. BSA 또는 casein, skim milk, gelatin 중 BSA를 이용한 반

응이 가장 낮은 활성을 보였으며, skim milk를 이용하였을 때 

BSA 보다 10% 높은 활성을 보여 가장 높은 효소의 특이성을 보

여 주었다. 이러한 결과는 균주의 분리시 기질로서 skim milk를 

배지에 첨가하여 분리하였기 때문인 것으로 추정된다. Salwan 

등(2010)이 보고한 저온성 Arthrobacter sp. MNPB6 균주의 단

백질 분해효소는 반대로 BSA에 가장 높은 활성을 보이고 skim 

milk에 가장 낮은 특이성을 보여 주었다.

단백질분해효소의 활성밴드

분비 생산된 체외 단백질 분해효소의 분자량을 알아보기 위

해 Chryseobacterium sp. JK1의 배양액을 농축하여 SDS-PAGE

를 수행하고 효소의 활성밴드를 관찰한 결과 Fig. 3과 같았다. 배

양 상등액을 농축했지만 농축과정 중 침전에 의한 손실로 단백

질의 양은 많지 않았으며, 가열한 시료와 가열 하지 않은 시료의 

밴드는 많은 차이를 보였다(Fig. 3 A and B). 그리고 시료를 가

열하거나, 농축과정에서 발생된 여과물에서는 활성밴드를 볼 수 

없는 반면, 농축 중 침전물에서는 활성밴드를 관찰 할 수 있었다

(자료 미제시). 유일하게 가열하지 않은 시료에서만 67과 145 

kDa 크기에서 활성밴드가 관찰되었다(Fig. 3 C and D). 같은 속

의 C. taeanense TKU001의 세포외 단백질을 정제한 결과 41과 

75 kDa 크기의 두 효소가 존재였으며(Wang et al., 2008), 

Bacillus cereus SH-7는 40 kDa 크기의 효소를 생산하였다. JK1 

균주 유래의 세포외 단백질 시료를 가열하지 않아 정확한 단백

질 분해효소의 종류를 알 수 없었으며 정확한 결과는 단백질 정

제를 해야 알 수 있을 것으로 생각된다. 

종합적으로, Chryseobacterium sp. JK1의 세포외 단백질 분

해효소는 여러 가지 측면에서 기존의 효소들과는 정확하게 일치

하지 않아 새로운 특성을 가진 효소로 판단된다. 일반적으로 식

품산업의 효소반응 과정은 최적의 효율을 위해 반응 전후에 pH

를 조정한다. 하지만, 산이나 알카리의 첨가로 인해 원하지 않은 

염이 생성되어 맛의 변화를 초래할 수 있다(Ou and Zhu, 2012). 
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따라서 Chryseobacterium sp. JK1의 단백질 분해효소는 중성 

pH와 낮은 온도에서 최적 효소활성을 보여 중성의 반응조건이

나 약한 열로 효소 실활을 필요로 하는 산업분야 등에 응용가능 

할 것으로 생각된다. 

적 요

이전의 연구에서 토양으로부터 많은 양의 세포외 단백질분해

효소를 생산하는 신종 중온세균 Chryseobacterium sp. JK1를 분

리하였다. 이 균주가 생산하는 단백질 분해효소의 특성조사 결

과 최적반응온도와 pH는 각각 40℃와 7.0이였으며, 좁은 최적온

도 구간과 비교적 넓은 pH 구간인 pH 6.0-9.0에서 높은 활성을 

보여주었다. 그리고 단백질 분해효소는 EDTA 또는 EGTA, 

PMSF와 금속이온 Ag
+ 또는 Cu2+의 첨가에 의해 강하게 저해 되

었으며, Al
3+의 첨가에 의해 약하게 저해되었다. Pepstatin과 금

속이온 K+, Ca2+, Na+, Fe2+ 또는 Mg2+의 첨가는 저해에 큰 영향

을 주지 않았다. 이와 반대로 단백질분해효소는 이가 금속이온

인 Mn
2+ (5 mM)의 첨가에 의해 효소활성이 향상되었다. 농축된 

배양 상등액의 활성염색 분석으로 67과 145 kDa 크기의 주요 밴

드 두 개가 관찰되었다. 이러한 결과들로 Chryseobacterium sp. 

JK1 균주가 식품산업에 응용 가능한 세포외 중성의 serine 단백

질 분해효소를 생산한다는 것을 알 수 있었다. 
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