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서   론

Urease (urea amidohydrolase; EC 3.5.1.5)는 요소를 암모
니아와 이산화탄소로 분해하는 효소로 식물, 세균, 진균 및 조
류 등 다양한 생명체에 존재한다(Mobley et al., 1995). 세균의 
경우 urease 유전자의 염기서열은 1989년 Proteus mirabilis 
(Jones and Mobley, 1989)에서 처음으로 밝혀진 후 다양한 세
균에서 보고되었다(Mulrooney and Hausinger, 1990; Labigne 
et al., 1991; De Koning-Ward et al., 1994; Park et al., 2000; 
Orth et al., 2006). 일반적으로 세균의 urease는 7개 이상의 유전
자로 구성되어 있으며 유전자의 구조적 배열은 매우 유사하다
(Mobley et al., 1995). Urease는 효소활성의 중심 역할을 담당
하는 구조단백질(UreA, UreB 및 UreC)과 구조단백질에 Ni2+

를 운반 및 조합을 담당하는 보조단백질(UreD, UreE, UreF 및 
UreG)로 나뉜다. 일부 세균에서는 특이적으로 urease 유전자
의 전사를 조절하는 전사조절단백질인 UreR (Nicholson et al., 
1993; Park et al., 2000) 및 세포 내로 Ni2+를 운반하는 NixA과 
UreH 등의 보조단백질도 보고되어 있다(Maeda et al., 1994; 

Mobley et al., 1995). Urease 유전자의 발현에는 몇 가지 메커
니즘이 보고되어 있는데 Klebsiella aerogenes는 질소원이 제
한된 조건에서 발현되며(Macaluso et al., 1990), P. mirabilis와 
V. parahaemolyticus는 기질인 요소가 존재하는 조건에서 발현
이 유도되며(Nicholson et al., 1993; Park et al., 2000), Strep-
tococcus salivarius는 pH에 의해 발현이 조절된다(Sissons et 
al., 1990). 세균 유래의 urease는 병원성에 직, 간접적으로 관여
한다고 보고되어 있다(Mobley et al., 1995; Coker et al., 2000; 
Konieczna et al., 2012; Steyert et al., 2012; Feder et al., 2015). 

Photobacterium damselae subsp. damselae은 자리돔의 병
원균으로 처음에는 Vibrio damselae로(Love et al., 1981), 후
에 Listonella로 속명이 변경되었으며(MacDonell and Col-
well, 1985), 현재는 P. damselae subsp. damselae (Trüper and 
De'Clari, 1997)로 통용되고 있다. 이 균은 양식어류(방어류, 가
자미류, 무지개 송어, 도미류 및 해산베스), 어류(상어) 및 포유
류(돌고래 및 사람) 등에 질병을 유발하는 병원성 세균으로 알
려져 있다(Botella et al., 2002). 최근 Pedersen et al., (2009)의 
연구결과에 의하면 무지개송어 양식장에서 분리한 P. damselae 
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subsp. damselae 16개 균주 중 15개 균주는 urease 양성으로 판
명되었으며, Botella et al. (2002)은 어류 양식장에서 분리한 P. 
damselae subsp. damselae 71개 균주 중 45%는 urease 양성 
균주로 판명되었다는 연구결과가 있으며, P. damselae subsp. 
damselae는 urease 활성과 ureC 유전자를  보유하고 있는 반면 
P. damselae subsp. piscicida에서는 urease 활성 및 유전자가 존
재하지 않기 때문에 종간의 동정에 유용하게 이용될 수 있다는 
보고도 있다(Osorio et al., 2000). 
최근 우리는 전북 곰소만 해역의 상층 해수에서 urease 양성 
균주를 분리하여 생화학적 특성 및 16S rRNA 유전자 분석결
과 이 균은 P. damselae subsp. damselae strain CCRC15428
균주와 99.67% 상동성이 있는 것으로 밝혀져 이 분리 균주를 
Photobacterium sp. Strain HA-2로 명명하였으며, PCR assay
로 ureC 유전자 일부를 클로닝하여 염기서열을 결정하였다
(Kim et al., 2009). 본 연구에서는 Photobacterium sp. Strain 
HA-2의 urease gene cluster를 포함하는 약 15 kb의 DNA 영역
을 클로닝 및 염기서열을 결정하여 이 유전자의 유전학적 특성
을 검토하였다.

재료 및 방법

사용 균주, plasmid 및 시약

유전자 조작에는 Escherichia coli DH5α, DNA의 cloning 및 
subcloning을 위한 plasmid는 pUC119 vector를 사용하였다. 
PCR assay, cloning, ligation 등의 유전자 조작에 사용된 효소
는 Takara (Japan)사의 제품을 사용하였으며, plasmid DNA는 
QIAprep Spin Mini prep kit (Qiagen, USA) 및 agarose gel에
서 DNA는 QIAEX II Gel Extraction Kit (Qiagen, USA)를 사
용하여 추출하였다. 

염기서열 결정 및 분석

DNA염기서열 결정은 ABI310 sequencers (Applied Biosys-
tems, Foster City, CA, USA)을 사용하여 결정하였으며, 분석
에는 DNASIS MAX v3.0프로그램(Hitachi Software, Tokyo, 
Japan)을 사용하였다. 유전자 상동성 검색은 NCBI (http://
www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST)를 통하여 실시하였다.

Digoxigenin (DIG)-labeling probe 준비

ureC (Kim et al., 2009) 유전자의 상, 하류 영역 DNA 클로
닝을 위한 probe 준비용 primer는 Bioneer사(Daejon, Korea)
에 의뢰하여 합성하였으며 DNA oligonucleotide는 다음과 
같다. 상류용 probe, UP-F (5'-TCAACAATAACCTGAGC-
GCCT-3')와 UP-R (5'-ATCAGATTTGCTTAACCATGG-3') 
및 하류용 probe, Do-F (5'-AGCAAGCCAAAATGGTAGA-
GA-3')와 Do-R (5'-TGGAAGGTGAACGCTAATTCT-3'). 
PCR 반응은 95℃에서 3분간 열 변성 후 95℃ 30초, 55℃ 30

초, 72℃ 30초를 30회 반복하여 DNA을 증폭하고 정제한 다
음 DIG-labeling kit (Boehringer Mannheim, Germany)를 사
용하여 상기의 PCR 조건 중 annealing 온도만 5℃ 낮은 50℃
에서 PCR 반응을 실시하여 DIG-labeling probe를 작성하였다.

Southern bolt hybridization 

클로닝을 위하여 다양한 제한효소로 절단한 염색체 DNA는 
0.8% agarose gel에 apply하여 1×TBE buffer [0.09 M Tris-
borate, 2 mM EDTA (pH 8.0)]를 사용하여 전기영동 후 nylon 
membrane (GeneScreen Plus, PerkinElmer, Inc. USA)에 전
이하였다. DNA는 GS Gene Linker UV chamber (Bio-Rad, 
USA)로 고정하였으며, hybridization은 42℃의 수조에서 하룻
밤 실시하여 phosphatase-labeled anti-DIG monoclonal 항체
(Boehringer Mannheim, Germany)로 검출하였으며, 필름은 
TQX-120 Automatic Film Processor[동양 메디칼 시스템㈜]
로 현상하였다.

결과 및 고찰

Photobacterium sp. Strain HA-2의 urease gene 
cluster의 클로닝 

Urease 활성을 보유하고 있는 Photobacterium sp. Strain HA 
-2의 urease gene cluster를 포함하는 DNA영역을 클로닝 하기 
위하여 염색체DNA를 11종의 제한효소로 처리한 후 urease의 
구조단백질의 일종인 ureC probe (Kim et al., 2009)를 사용하
여 Southern blot hybridization을 실시하였다. 그 결과, 제한효
소 BamHI, EcoRI, KpnI, SacI, SalI 및 XhoI로 절단한 DNA
는 약 15 kb 이상의 DNA 단편에 probe가 반응하였으며, BglII 
및 HincII로 처리한 DNA는 약 5.7 kb의 단편에 probe가 반응
하였다. 또한, HindIII, PstI 및 XbaI로 절단한 DNA는 약 1.0, 
2.3 및 2.2 kb의 DNA단편에 probe가 반응하였다(결과 미제
시). Southern blot hybridization 결과 제한효소에 따라 DNA 
단편이 너무 커서 클로닝이 어렵거나 또는 단편이 작아 효율성
이 떨어질 것으로 판단되어 적절한 크기인 BglII 및 HincII 제한
효소로 절단한 단편을 대상으로 클로닝을 진행하였다. 결과적
으로 DNA를 제한효소 BglII로 절단하여 pUC119 vector에 삽
입 및 E. coli DH5α에 형질 전환한 clone 중에서 ureC probe와 
반응한 clone (pTO1)을 획득하였다(Fig. 1). Clone에 내포되어 
있는 plasmid DNA의 크기는 약 5.7 kb이며 plasmid DNA의 
염기서열을 결정하여 양 말단의 염기서열을 이용하여 새로운 
probe를 작성하여 상류 및 하류영역의 DNA를 클로닝하였다. 
상류 및 하류영역의 DNA를 클로닝 하기 위하여 염색체 DNA
는 HincII, HindIII, PstI 및 XbaI 제한효소로 절단하여 South-
ern blot hybridization 한 결과, 상류영역의 probe는 약 8.5, 8.6, 
8.5 및 6.0 kb의 단편에 반응하였으며, 하류영역의 probe는 약 
9.5, 5.4, 2.0 및 7.0 kb의 단편에 반응하였다(결과 미제시). 상류 
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및 하류영역 DNA 클로닝은 제한효소 XbaI 단편의 약 6.0 kb 
(pTO3) 및 7.0 kb (pTO2)의 DNA단편을 포함한 clone을 획득
하였다(Fig. 1). 각 clone의 DNA는 개략적인 제한효소 지도를 
작성한 후 pUC119 vector의 해당 제한효소 자리에 subcloning
한 후 DNA 염기서열을 결정하였다. 

염기서열 결정 및 urease gene clusters의 유전학
적 특징

DNA 염기서열이 결정된 15,204-bp 영역에는 15개의 open 
reading frame (ORF)이 존재하였다. 15개 ORF의 위치, 구성 
아미노산의 수, 예상분자량 및 상동성 결과 등은 Table 1에 나타

내었다. 전체 DNA의 GC 함량은 40.3%로 P. damselae subsp. 
damselae 의 염색체 DNA의 GC 함량 40.6-41.4%와 거의 동일
하였다(Thyssen et al., 2000). 

ORF1은 198개의 아미노산으로 구성되어 분자량은 약 22.5 
kDa으로 추정되며 상동성을 조사해 본 결과 V. fischeri의 nikE 
유전자와 50.0%, V. parahaemolyticus의 nikE 유전자와 49.2%
의 상동성을 나타내었다. ORF2는 231개의 아미노산으로 구성
되어 있으며 예상분자량은 25.5 kDa이며 V. parahaemolyticus
의 nikD와 40.0%의 상동성을 나타내었다. ORF3은 265개의 아
미노산으로 구성되어 있으며 분자량은 29.6 kDa이며 V. para-
haemolyticus의 nikC와 24.4%의 상동성을 나타내며, ORF4는 
324개의 아미노산으로 구성되어 있으며 분자량은 36.0 kDa이
며 V. parahaemolyticus의 nikB와 40.5%의 상동성을 나타내
었다. ORF5는 524개의 아미노산으로 구성되어 있으며 분자량
은 58.8 kDa이며 V. parahaemolyticus의 nikA와 54.8%의 상
동성을 나타내었다. ORF1에서 ORF5까지 5개 ORF은 그람 양
성 및 음성의 다수 세균에서 보고되어 있는 ATP-binding cas-
sette (ABC) transporter의 operon과 유사한 형태를 나타내는데 
ORF2 및 ORF1에는 Walker 등이 제안한 ATP-binding motif, 
A (GX2GXGKS) 및 B (DEX4LD)가 적절한 위치에 존재하고 
있었다(Walker et al., 1982). 따라서 ORF1에서 ORF5까지 5
개의 ORF은 urease gene cluster와 인접한 영역에 존재한다는 
점과 E. coli, V. parahaemolyticus 및 V. fischeri의 nik operon 
(Navarro et al., 1993; Park et al., 2000)과 상동성이 있다는 

Table 1. Open reading frames (ORFs) identified in the region containing the urease gene cluster of environmental Photobacterium sp. strain 
HA-2

ORF Gene
position

No. of aaa
Homologous ORFs in database

5' 3' Accession no. % Identity Note (origin)
1 nikE 783 190 198 EHN70902 50 NikE (V. fischeri)
2 nikD 1,471 779 231 BAB13781 40 NikD (V. parahaemolyticus)
3 nikC 2,255 1,461 265 WP_017222126 48 DppC (M. dasanensis)
4 nikB 3,227 2,255 324 BAB13783 40 NikB (V. parahaemolyticus)
5 nikA 4,779 3,208 524 BAB13784 55 NikA (V. parahaemolyticus)
6 ureD 5,300 6,145 282 Q03285 59 UreD (E. coli)

7 ureA 6,173 6,472 100 WP_039033550 88 UreA (Shewanella sp. EC-
SMB14102)

8 ureB 6,485 6,796 104 KLU17508 77 UreB (P. mirabilis)
9 ureC 6,802 8,502 567 WP_023603684 90 UreC (A. logei)
10 ureE 8,523 8,978 152 WP_050550651 74 UreE (V. parahaemolyticus)
11 ureF 9,011 9,673 221 WP_023603686 69 UreF (A. logei)
12 ureG 9,689 10,306 206 WP_005499462 94 UreG (V. parahaemolyticus)
13 LysR 10,423 11,325 301 WP_021706754 58 LysR (V. proteolyticus)
14 membrane protein 12,223 13,152 310 WP_048897435 84 Membrane protein (P. swingsii)
15 sodium transporter 13,170 14,627 486 WP_045039969 80 SLC5sbd (P. iliopiscarium)

aaa, amino acid(s).
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Fig. 1. Schematic representation in the region containing the ure-
ase gene cluster and open reading frame assignment.
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점에서 세포외부에서 세포질로 nickel ion을 흡수하는 nickel 
transport system의 막단백질로 작용 할 가능성이 높다고 판단
되어 nik 유전자로 명명하였다. 

282개의 아미노산으로 구성되어 있는 ORF6의 분자량은 32.1 
kDa으로 추정되며 다른 urease 양성 균주의 UreD 유전자와 상
동성은 55% 이상이다. ORF7는 100개의 아미노산으로 구성되
어 분자량은 11.1 kDa로 urease 양성 균주의 UreA와 80% 이
상의 높은 상동성을 나타내었다. ORF8은 104개의 아미노산으
로 구성되어 분자량은 11.8 kDa이며 urease 양성 균주의 UreB
와 70% 이상의 상동성을 나타내었다. ORF9은 567개의 아미
노산으로 구성되어 분자량은 61.1 kDa이며 urease 양성 균주의 
UreC와 85% 이상의 높은 상동성을 나타내었다. K. aerogenes 
UreC 단백질의 134, 136 및 249번째 잔기에 존재하는 histidine
는 nickel ion을 결합하는 위치로 알려져 있으며, UreA의 97번
째 histidine 잔기 및 UreB의 39와 41번째 histidine 잔기도 ure-
ase 활성에 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다(Park and 
Hausinger, 1993). Photobacterium sp. Strain HA-2의 UreC에
도 134, 136 및 246번째 위치에 histidine 잔기가 보존되어 있
으며, UreB에는 41 및 43번 잔기 및 UreA에는 96번째 잔기에 
histidine이 위치하고 있었다. 또한 urease 활성부위에 존재하
는 아미노산 공통서열(MVCHHLD) (Martin and Hausinger, 
1992)도 Photobacterium sp. Strain HA-2 UreC 단백질의 317-
323 위치에 존재하고 있었다.

ORF10은 152개 아미노산으로 구성되어 예상분자량은 16.8 
kDa이며 다른 urease 양성 균주의 UreE와 67% 이상의 상동
성을 나타내었다. UreE 단백질의 C-말단에는 polyhistidine 잔
기가 존재하며 polyhistidine 잔기는 nickel ion을 binding하여 
apoenzyme에 nickel ion을 결합하는 역할을 하는 것으로 알려
져 있는데(Mulrooney et al., 2005), Photobacterium sp. Strain 
HA-2의 UreE 말단에는 4개 histidine 잔기가 존재하는데 이는 
urease 활성이 강한 P. mirabilis 및 K. aerogenes 보다는 his-
tidine 잔기 수가 적은 편이다. 이전 연구에서 Photobacterium 
sp. Strain HA-2는 V. parahaemolyticus AQ4673 균주에 비해 
urease 활성이 매우 낮은데(Kim et al., 2009), 이는 UreE C-말
단에 존재하는 histidine 잔기가 적어 apoenzyme에 nickel ion
을 결합하는 능력 저하로 인해 urease 활성이 낮은 원인으로 작
용 할 가능성이 있다고 판단된다.

ORF11는 221개의 아미노산으로 구성되어 예상분자량은 
25.0 kDa이며 다른 urease 양성 균주의 UreF와 64% 이상의 
상동성을 나타내었다. ORF12은 206개의 아미노산으로 구성
되어 예상분자량은 22.4 kDa이며 urease 양성 균주의 UreG와 
90% 이상의 높은 상동성을 나타내었다. 다른 균주에서 발견되
는 ATP/GTP binding site (Sriwanthana et al., 1993)가 Photo-
bacterium sp. Strain HA-2의 UreG 19번에서 26번 잔기에 보
존되어 있었다. 따라서 ORF12는 urease assembly 또는 nickel 
ion 삽입 시 에너지를 공급해 주는 단백질로서 작용하고 있음을 

시사한다. 301개 아미노산으로 구성되어 분자량이 33.8 kDa인 
ORF13은 다수의 Vibrio 속에서 보고되어 있는 전사조절단백
질 LysR과 상동성이 검색되었다. P. mirabilis 및 V. parahae-
molyticus에 존재하는 urease의 전사조절단백질인 UreR과 비
교하면 분자량이 크고 상동성이 매우 낮기 때문에 UreR일 가능
성은 낮은 것으로 판단된다. ORF14는 310개의 아미노산으로 
구성되어 분자량이 32.7 kDa이며 다수의 균주에서 보고되어 있
는 막단백질과 상동성이 검색되었다. ORF15는 486개의 아미
노산으로 구성되어 예상분자량은 52.5 kDa이며 sodium sym-
porter 유전자와 상동성이 검색되었다. ORF13에서 ORF15까
지 3개 유전자는 urease 활성과는 무관한 유전자라고 판단되며, 
나머지 urease 활성과 관련성이 있는 12개 ORF의 유전자적 구
성은 V. fischeri 및 V. parahaemolyticus와 유사하였다(Fig. 2). 
앞으로 urease 관련 유전자 결손균주를 작성하여 병원성 관련
성 여부 등의 연구는 필요하다고 판단된다. 
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