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Ethanol is a very valuable material, however, it is also a source of stress, as the accumulation of etha-
nol in a medium inhibits cell viability and decreases productivity of the target product. Therefore, the 
ethanol tolerance of yeast, which is closely related to ethanol productivity, is an important factor in 
industrial ethanol production. In this study, the YDJ1 and PEP5 genes were selected as target genes 
for elucidating ethanol-tolerant mechanisms by analyzing the expression regulation of these genes. 
The pA-YDJ1 and pA-PEP5 plasmids containing YDJ1 and PEP5 genes under an ADH1 promoter, re-
spectively, were constructed and transformed into BY4742 (host strain), BY4742△ydj1, and BY4742△
pep5 strains. The ethanol tolerance in the BY4742△ydj1/ pA-YDJ1 and BY4742△pep5/pA-PEP5 trans-
formants was restored by overexpression of the YDJ1 and PEP5 genes to the host strain level. The 
YDJ1 and PEP5 genes were also introduced into the double gene disruptant (BY4742△ydj1△pep5) to 
investigate the expression regulation of the YDJ1 and PEP5 genes. The simultaneous overexpression 
of the YDJ1 and PEP5 genes restored ethanol tolerance to the 90% level of the BY4742 strain under 
8% ethanol stress. The YDJ1 gene induced more overexpression of the PEP5 gene in the BY4742△ydj1
△pep5/pA-YDJ1, pA-PEP5 strain, suggesting that the YDJ1 gene partially regulates the expression of 
the PEP5 gene as an upstream regulator.
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서   론

효모(Saccharomyces cerevisiae)는 제빵 및 양조를 포함한 발

효산업뿐만 아니라, 최근에는 starch나 cellulose와 같은 바이

오 매스로부터 바이오에탄올의 생산에도 이용되고 있는 전통 

미생물이다[12, 16, 19]. 그렇지만 효모는 생산공정 동안의 삼

투압 증가 또는 에탄올 및 이산화탄소의 축적 등과 같은 몇 

가지 환경적 변화에도 종종 노출되고 있다[2]. 그 중에서 에탄

올은 여러 분야에서 사용되고 있지만 미생물 생장의 주저해제

로 알려져 있기 때문에 배양 중 에탄올의 축적은 세포성장과 

목적 제품의 생산율 감소와 같이 효모 세포에 스트레스를 준

다고 알려져 있다[3]. 따라서 효모의 에탄올내성은 산업적으로 

에탄올을 생산함에 있어 에탄올 생산성 증대와 밀접한 관계가 

있는 중요한 요소임에는 분명하다. 실제로 많은 연구자들이 

에탄올 생산을 증가시키기 위한 다양한 방법을 연구하고 있으

며, 그 중의 하나가 발효에 사용되는 효모 균주의 직접적인 

육종이라고 말 할 수 있다[1, 14, 15]. 하지만 에탄올 내성은 

게놈수준의 복잡한 네트워크 상호작용으로 복잡하게 조절되

고 있어 효모에서 에탄올 내성을 증가시키기 위한 유전적 조

작에는 한계가 있고[7], 여전히 규명되지 않은 에탄올 내성 메

커니즘이 많이 존재하는 것도 사실이다. 에탄올 내성을 향상

시키기 위한 대부분의 접근법은 EMS/MMS 등과 같은 돌연변

이 유도 화학물질에 의한 돌연변이 방법이나 DNA micro-

array 분석과 균의 성장에 영향을 미치지 않는 비필수유전자

(non-essential gene)의 결실에 의해 에탄올 내성에 관련된 유

전자를 screening하는 방법으로 에탄올에 민감한 돌연변이

(ethanol sensitive mutant)를 분리하는 것에 초점을 맞추어왔

다[4, 13, 17, 18]. 또한 global transcription machinery en-

gineering (gTME)을 통해 에탄올 함유 배지에서 에탄올 내성 

균주를 순차적으로 분리해 내는 방법도 보고되었고[1], 에탄올 

스트레스에 관여하는 유전자의 단순 과발현(overexpression) 

또는 단순 결실(deletion)로는 에탄올 내성이 증가되지 않는다

는 것도 일부 보고되어 있다[9]. 이는 분명히 에탄올 내성에 

관여하는 다양한 유전자들의 발현이 서로 상호 조절되고 있

고, 그 상위의 유전자들과의 발현조절을 잘 이용한다면 에탄

올 내성을 증가시킬 수 있는 방법을 제시할 수 있다는 것을 

의미한다. 
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이전의 연구에서 염색체가공기술(chromosome manipu-

lation technique)을 통해 만들어진 12개의 인공미니염색체를 

가진 SH6310 균주(31개의 염색체 함유)를 이용하여 에탄올 

스트레스 조건에서 에탄올 내성균주(ETY (ethanol-tolerant 

yeast)균주)를 선별한 것에 대해 보고하였다[14]. 이때 에탄올

내성에 민감한 SH6310 균주의 microarray 결과에서 특정 유

전자의 발현이 저하됨을 확인 하였고, 그 유전자 중, 5배 이상 

발현률이 저하된 YDJ1 (YNL064C)과 PEP5 (YMR231W)유전

자를 본 연구에서 에탄올 내성 증가를 위한 목적유전자로 선

별하여, 이 두 유전자의 과발현에 의한 에탄올 내성 유도 가능

성을 조사하고 두 유전자의 상호 과발현에 의한 유전자 조절

에 대해 조사하고자 한다.  

재료 및 방법

사용 균주 및 plasmids

Plasmid 구축 및 증폭을 위한 Escherichia coli 숙주세포는 

DH5α를 사용하였고, 효모 숙주세포는 Saccharomyces cerevisiae 

BY4742 (MATα ura3-△0 his3-△1 leu2-△0 lys2-△0)와 이 균주

에 각각 YDJ1 (ORF 1.2kb)과 PEP5 (ORF 3kb)유전자가 

KanMX 유전자로 대체되어 결실된 BY4742△ydj1와 BY4742△

pep5 균주를 사용하였다. 또한 YDJ1과 PEP5 유전자의 상호 

조절작용을 알아보기 위해서는 BY4742△ydj1 균주의 PEP5 유

전자가 CgLEU2 유전자로 대체되어 결실된 BY4742△ydj1△

pep5 균주를 사용하였다.  효모 S. cerevisiae의 YDJ1와 PEP5 

유전자 발현을 위한 발현 plasmid는 구성적 promoter인 ADH1 

(alcohol dehydrogenase) promoter와 ADH3 terminator를 포

함하는 pA-YDJ1과 pA-PEP5 plasmid를 사용하였다. pA- 

YDJ1 plasmid는 선별마커로 URA3 유전자를 함유하고 있어 

uracil 영양요구성 변이주 효모세포(ura3-△0)를 숙주세포로 

사용할 수 있으며, pA-PEP5 plasmid는 URA3 유전자 대신 

loxP-CgHIS3-loxP를 선별마커로 가지고 있다.

재조합 plasmid 구축 및 형질전환

YDJ1 유전자의 과발현을 위한 plasmid 구축을 위해 ADH1 

promoter를 가지고 있는 pAInu-exgA [10] plasmid를 vector

로 사용하였고, YDJ1 유전자는 BY4742의 genomic DNA를 주

형으로 YDJ1-F (5’-GCGTCTAGAATGGTTAAAGA-3’)와 YDJ1- 

R (5’-GCGCTCGAGTCATTGAGATG-3’) primer를 이용하여 

증폭하였다. 증폭된 단편은 XbaI과 XhoI 제한효소로 처리하고, 

YDJ1 유전자를 pAInu-exgA의 EXGA 유전자 대신에 도입하

여 pA-YDJ1을 구축하였다. PEP5 유전자도 YDJ1 유전자와 마

찬가지로 BY4742의 genomic DNA를 주형으로 PEP5-F (5’- 

AGAGGATCCATGTCCCTGAG-3’)와 PEP5-R (5’-GCGAAG-

CTTTTAAATAGTGA-3’) primer를 이용하여 증폭하였다. 얻

어진 단편은 BamHI과 HindIII 제한효소에 의해 처리되고, 

pAInu-exgA의 EXGA 유전자를 PEP5 유전자로 치환시켜 pA- 

PEP5(U)를 구축하였다. 하지만 pA-YDJ1와 pA-PEP5(U) plas-

mid는 선별마커로서 모두 URA3 유전자를 가지고 있어, 동시

에 한 균주로 형질전환이 불가능함으로, pA-PEP5(U)의 URA3 

유전자 마커는 loxP-CgHIS3-loxP 유전자로 대체하였다. loxP- 

CgHIS-loxP 유전자는 S. cereviaise에서 상보적으로 HIS3 유전

자의 기능을 하는 유전자로 영양요구주 선별마커로 사용될 

수 있어, in-fusion cloning (Clonetech)법을 사용하여 pA- 

PEP5 plasmid를 구축하였다. 구축된 재조합 plasmid는 E.coli 

DH5α에서 증폭, 추출되었고, S. cerevisiae의 형질전환은 sal-

mon testes 유래의 single-stranded carrier DNA을 사용하는 

high efficiency transformation법[6]을 이용하였다. 

배지 조성 및 배양조건

S. cerevisiae 균주의 증식배지로는 YPD 배지(1% yeast ex-

tract, 2% peptone, 2% glucose)를 사용하였으며 형질전환체의 

선별을 위한 배지로는 YNBCAD 배지(0.67% yeast nitrogen 

base w/o amino acid, 1% casamino acid, 2% glucose)와 필요

한 아미노산과 핵산만을 첨가한 SC 배지(0.67% yeast nitrogen 

base w/o amino acid, 2% glucose supplemented with the 

appropriate amino acids and nucleic acids)를 사용하였다. 재

조합 효모 균주의 에탄올 노출에 따른 성장률을 조사하기 위

해서 50 ml YPD 배지와 6% 및 8% ethanol이 포함된 YPD 

(YPDE) 배지에서 30℃, 190 rpm으로 72시간 배양하였다. 또한 

모든 균은 액체배지에서 배양한 다음 세포농도(OD600)를 1로 

맞추고 10배씩 희석하여 모두 동일한 농도로 spot하여 YPD와 

YPDE (6% ~10% ethanol 함유) 배지에서 그 성장 정도를 비교 

관찰하였다.

RT-PCR을 통한 유전자 발현률 조사

BY4742 균주와 각각의 형질전환체에서 YDJ1및 PEP5 유전

자의 발현률을 비교하기 위하여 RT-PCR을 수행하였다. Trizol 

method [8]를 통해 각 효모 균주의 total RNA를 추출하였고, 

Hyperscript™ First strand synthesis Kit (GeneAll®)를 사용하

여 cDNA를 합성하였다. cDNA합성 조건은 2 μg의 total RNA

와 Oligo dT를 첨가한 14 µl를 65℃에서 5분간 반응 후, ice에서 

1분간 cooling하고 10x RTase reaction buffer 2 μl, 0.1M DTT 

1 μl, HyperScriptTM Reverse Transcriptase (200 U/μl) 1 μl, 

ZymAllTM RNase Inhibitor 1 μl를 첨가하여 55℃에서 60분간 

반응 후, 85℃에서 5분 반응하여 ice에서 cooling하였다. 합성

된 cDNA는 PCR의 주형으로 사용되었고, YDJ1및 PEP5 유전

자의 증폭을 위해 YDJ1-F1 (5’-GGTGACGATATCTTTTCC-

CA-3’)와 YDJ1-R2 (5’-ATACCGACCTTTAACCAATC-3’), 

PEP5-F와 PEP5-R2 (5’-GCTTTTTTCCACTAGAGCTG-3’) 

primer set을 사용하였다. ACT1 유전자는 internal control로

서 ACT1-F (5’-ATCCAAGAGAGGTATCT-3’)와 ACT1-R (5’- 
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Table 1. Comparison of cell growth (OD600) in host strain BY4742, single gene disruptant (BY4742△ydj1 and BY4742△pep5) and 

transformants  

Strains
Media

BY4742
BY4742 
△ydj1

BY4742 △ydj1 
/pA-YDJ1

BY4742 
△pep5

BY4742 △pep5 
/pA-PEP5

YPD
YPDE (6%)
YPDE (8%)

20.6
13.9
4.97

18. 5
0.72
0.22

21.2
14.1
6.8

16.2
3.78
0.35

22.8
13.7
5.88

Each strain was cultivated in YPD and YPD containing 6% and 8% ethanol (YPDE) for 72 hr at 30°C.

CACACTTCATGATGGAG-3’) primer를 사용하여 증폭되었

다. 전기영동 후 각각 signal intensity는 Scion image (http:// 

www.scioncorp.com/) program을 이용하여 비교 분석하였다

[11].

결과 및 고찰

YDJ1과 PEP5 유전자의 단독 과발현에 의한 에탄올 내성 

조사

YDJ1 유전자와 PEP5 유전자의 과발현이 BY4742 숙주세포

와 single gene disruptant (BY4742△ydj1 와 BY4742△pep5)의 

에탄올 내성을 어느 정도 증가시킬 수 있는지 알아보기 위해, 

pA-YDJ1과 pA-PEP5 plasmid를 각각 BY4742△ydj1 와 

BY4742△pep5 균주에 형질전환하였다. Uracil (SC-Ura)과 his-

tidine (SC-His)이 없는 각각의 배지에서 선별된 형질전환주들

을 6%와 8% 에탄올이 첨가된 YPD 고체배지에 동일한 균체 

농도로 spot 하여 30℃에서 3일 동안 배양하였다. 그 중 에탄올 

내성이 보이는 형질전환주 1개(BY4742△ydj1/pA-YDJ1과 

BY4742△pep5/pA-PEP5)를 선택하여 YPD 와 6와 8% 에탄올

이 첨가된 50 ml YPD (YPDE) 배지에서 3일 동안 액체배양

(baffled flask culture)하여 균주의 성장을 관찰해 보았다 

(Table 1). 그 결과, 숙주세포인 BY4742는 에탄올 농도 6%에서 

균의 성장이 약 33% 정도 저하되었고, 에탄올 농도 8%에서는 

약 76%의 성장저하가 관찰되었다. 반면, YDJ1 유전자와 PEP5 

유전자가 결실된 BY4742△ydj1 과 BY4742△pep5 균주는 에탄

올 배지에서 95%이상으로 성장이 매우 저해됨을 확인할 수 

있었다. 하지만 YDJ1 유전자가 과발현된 BY4742△ydj1/pA- 

YDJ1 균주의 경우, 8% 에탄올 배지에서 숙주세포보다 1.4배 

성장이 증가되었음을 확인할 수 있었고, PEP5 유전자가 과발

현된 BY4742△pep5/pA-PEP5 균주의 경우에도 숙주세포보다 

약 1.2배정도 에탄올 내성이 증가되었음을 확인할 수 있었다. 

또한 6%의 에탄올 배지에서 BY4742△ydj1 균주 보다 BY4742

△pep5 균주가 약 5배 정도의 에탄올 내성을 보이고, YDJ1 유

전자의 과발현에 의해 PEP5 유전자 과발현 균주(BY4742△

pep5/ pA-PEP5)보다 더 에탄올 내성을 보인다는 것은 YDJ1 

유전자가 PEP5 유전자보다 에탄올 내성에 좀 더 직접적으로 

또는 상위에서 관여하고 있을 가능성을 시사한다.

Double gene disruption균주에서 YDJ1과 PEP5 유전

자의 상호작용

YDJ1 유전자와 PEP5 유전자의 단독 과발현에 의한 에탄올 

내성 조사에서 YDJ1 유전자가 PEP5 유전자보다 에탄올내성 

메커니즘에서 상위에 있을 가능성을 제시했는데, 두 유전자가 

결실된 균주(BY4742△ydj1△pep5)를 이용하여, 두 유전자의 

상호조절에 관해 조사해보았다. 먼저 double gene disruptant

인 BY4742△ydj1△pep5균주는 PEP5 유전자의 5’말단 300bp 

fragment, loxP-CgLEU2 gene-loxP 영역과 3’말단 300bp frag-

ment를 overlapping PCR로 증폭하여 작성된 5’-pep5-loxP- 

CgLEU2-loxP-pep5-3’ 단편을 BY4742△ydj1 균주의 PEP5 유전

자 locus에 integration하여 구축하였다. 다음으로 BY4742△

ydj1△pep5균주에 pA-YDJ1와 pA-PEP5 plasmid를 각각 그리

고 동시에 형질전환하여 각각의 형질전환주를 선별하였다.  

선별된 형질전환주 및 숙주세포는 YPD배지에서 2일 정도 액

체배양 한 후, 세포농도(OD600)를 1로 맞추고 10배씩 희석하여 

모두 동일한 농도로 YPD와 YPDE (8% ethanol 함유) 배지에

서 spot하여 그 성장 정도를 비교 조사해보았다(Fig. 1). YDJ1 

유전자와 PEP5 유전자가 결실된 BY4742△ydj1△pep5균주는 

8% 에탄올 배지에서 거의 성장을 하지 못하는 것을 확인 할 

수 있었다. YDJ1 유전자의 과발현 유도에 의해서 세포농도 

1×10-2 정도까지는 성장을 확인할 수 있었고, PEP5 유전자의 

과발현에 의해서도 BY4742△ydj1△pep5 균주 보다는 에탄올 

내성이 증가되었음을 확인할 수 있었다. YDJ1 유전자와 PEP5

유전자를 동시 과발현 시켰을 경우(BY4742△ydj1△pep5/ 

pA-YDJ1, pA-PEP5)는 BY4742 균주의 수준까지 에탄올 내성

이 회복되는 것을 볼 수 있었다.  각각의 균주를 YPD와 YPDE 

(8% ethanol 함유) 배지에서 72시간 회분배양 한 결과, 그 차이

를 확실히 확인 할 수 있었는데(Table 2), BY4742△ydj1△

pep5/pA-YDJ1, pA-PEP5 균주의 경우, 8% 에탄올 배지에서 

BY4742 균주의 약 90%정도 까지 에탄올 내성이 회복됨을 확

인하였다. BY4742△ydj1△pep5/pA-YDJ1 균주의 경우는 YDJ1

유전자의 과발현으로 BY4742△ydj1△pep5 균주 보다는 약 10

배정도 에탄올 내성이 증가되었지만, PEP5 유전자의 부재로 

숙주세포에 비해 약 30% 정도의 에탄올 내성만이 회복됨을 

알 수 있었다. 반면에, BY4742△ydj1△pep5/pA-PEP5 균주의 

경우는 PEP5 유전자의 과발현에도 불구하고 BY4742△ydj1△

pep5 균주와 비슷한 수준의 성장율을 보임을 알 수 있었는데 
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Fig. 1. Analysis for ethanol tolerance of host strain, double gene disruptant and each transformant. The each strain was grown 

to OD600=1.0 in YPD. Aliquots of 10-fold serially diluted cell suspensions from each strain were spotted onto YPD and 

YPD containing 8% ethanol (YPDE) plates. 

Table 2. Comparison of cell growth (OD600) in host strain BY4742, double gene disruptant (BY4742△ydj1△pep5) and transformants

Strains

Media
BY4742

BY4742 

△ydj1△pep5

BY4742 △ydj1△

pep5/pA-YDJ1

BY4742 △ydj1△

pep5/pA-PEP5

BY4742 △ydj1△pep5/

pA-YDJ1, pA-PEP5

YPD

YPDE (8%)

19.4

4.85

13.9

0.15

15.2

1.6

11.4

0.17

20.7

4.23

Each strain was cultivated in YPD and YPD containing 8% ethanol (YPDE) for 72 hr at 30°C.

Fig. 2. Analysis of the expression levels of YDJ1 and PEP5 genes 

using RT-PCR (A). Total RNA was isolated from S. cer-

evisiae BY4742, BY4742△ydj1△pep5 and each transfor-

mant. cDNA was synthesized from total RNA by RT- 

PCR. The YDJ1, PEP5 and ACT1 (internal control) genes 

were PCR-amplified using each cDNA as template, and 

the products were visualized by agarose gel electro-

phoresis. Expression level (*) was analyzed by compar-

ing intensity of PCR products. Lane l: BY4742, lane 2: 

BY4742△ydj1△pep5, lane 3: BY4742△ydj1△pep5/pA- 

YDJ1, lane 4: BY4742△ydj1△pep5/pA-PEP5, lane 5: 

BY4742△ydj1△pep5/pA-YDJ1, pA-PEP5.

이는 YDJ1 유전자의 결실이 큰 영향을 미쳤음을 시사한다. 

또한 YDJ1 유전자와 PEP5 유전자 동시 과발현에 의해 에탄올 

내성이 숙주세포 수준까지 증가되었다는 것은 YDJ1 유전자의 

결실에 의해 PEP5 유전자의 발현이 저하되었고, YDJ1 유전자

의 도입에 의해서 PEP5 유전자가 발현 유도되어 에탄올 내성

의 phenotype을 보인 것이라고 생각할 수 있다. 

YDJ1과 PEP5 유전자 과발현에 따른 상호 발현 조절 메

커니즘

BY4742△ydj1△pep5 균주에 도입된 YDJ1 유전자에 의해 

PEP5 유전자의 발현률이 조절되는지의 여부를 RT-PCR을 이

용하여 조사해보았다(Fig. 2). YDJ1 유전자의 영역을 증폭하는 

primer로 RT-PCR을 수행한 결과, BY4742△ydj1△pep5/ 

pA-YDJ1 균주에서 internal control (ACT1 gene) 보다 약 5배 

진한 PCR band를 확인할 수 있었지만(Fig. 2. lane 3), PEP5 

유전자를 증폭하는 primer로 RT-PCR을 수행한 결과, BY4742

△ydj1△pep5/pA-PEP5균주에서는 과발현에도 불구하고 in-

ternal control과 비슷한 수준의 발현률 밖에 관찰되지 않았다. 

하지만 BY4742△ydj1△pep5/pA-YDJ1, pA-PEP5 균주에서는 

YDJ1 유전자와 PEP5 유전자의 발현률이 모두 약 6~8배 증가

되었음을 확인 할 수 있었다(Fig. 2. lane 5). 이는 YDJ1 유전자

가 직접적으로 PEP5 유전자의 발현에 영향을 미친다는 결과

이고, 에탄올 내성 메커니즘에 있어 YDJ1 유전자가 PEP5 유전

자보다 상위에 있다고 생각할 수 있다. Ydj1 단백질은 chaper-

one의 한 종류로 막을 가로지르는 protein translocation에 관

여하고, Pep5 단백질은 vacuolar membrane 단백질의 일종으

로 protein trafficking에 필요한 단백질로 두 단백질의 대사 

pathway는 다르지만 외부 스트레스에 직접적인 영향을 받아 

조절되는 단백질이다. 따라서 에탄올 스트레스에 관해서는 

YDJ1 유전자가 상위에서 PEP5 유전자를 조절하는 상위조절인

자(upstream regulator)일 가능성을 제시한다.   

YDJ1 유전자와 PEP5 유전자의 과발현이 BY4742△ydj1△

pep5 균주의 에탄올 내성을 증가시킴을 확인하였는데, 숙주세
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포 BY4742의 경우에도 에탄올 내성을 더 증가시킬 수 있는지 

조사해보았다. BY4742균주에 pA-YDJ1과 pA-PEP5 plasmid

를 각각 도입한 후, 8%와 10%의 에탄올 배지에서 에탄올 내성

을 조사해본 결과, BY4742, BY4742/pA-YDJ1와 BY4742/pA- 

PEP5 균주 모두 비슷한 수준의 에탄올 내성을 보임을 확인할 

수 있었다(data not shown). RT-PCR의 결과도 세 균주 모두 

유의한 차이는 보이지 않았다. 이는 French et al. [5]의 유전자

의 수가 정상 level보다 증가 또는 감소되어도 RNA synthesis 

rate는 거의 동일하게 조절된다는 보고에서처럼, 세포 내에서 

YDJ1과 PEP5 유전자의 발현률도 일정 수준으로 엄격하게 조

절되고 있는 것이라고 생각된다. 

본 연구에서는 에탄올 내성 증가를 위해 필요한 유전자들의 

상호조절에 대한 영향을 조사하기 위해 에탄올 내성에 관여하

는 YDJ1 과 PEP5 유전자를 이용하여, 에탄올 스트레스 하에서 

YDJ1 유전자가 PEP5 유전자의 발현을 조절함을 확인하였다. 

그리고 이러한 결과가 향후 다양한 에탄올 내성 유전자들의 상

호 조절 메커니즘 확립과 더불어 산업적으로 유용한 에탄올 내

성 균주의 육종 연구에 중요한 기초자료가 되기를 기대해 본다.
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초록：유전자 상호발현 조절을 통한 에탄올 내성 메커니즘의 규명

정회명1․최호정2․남수완1,2․전숭종1,2․김연희1,2*

(1동의대학교 스마트바이오헬스학과, 2동의대학교 생명공학과)

에탄올은 산업적으로 매우 가치 있는 물질이지만, 효모세포에 있어서 에탄올의 축적은 세포 독성과 목적산물의 

생산성을 감소시키는 스트레스원이다. 따라서 효모세포에 있어서 에탄올 내성의 증가는 에탄올 생산성 증대와 

밀접한 관계가 있는 중요한 요소라고 할 수 있다. 본 연구에서는 에탄올 내성을 증가시키기 위해 YDJ1과 PEP5 

유전자를 목적 유전자로 선정하여 이들 유전자의 과발현과 과발현에 따른 상호발현조절을 분석하여 에탄올 내성 

메커니즘의 일부를 해명하고자 한다. YDJ1과 PEP5 유전자를 ADH1 promoter 하류에 연결시켜 pA-YDJ1과 

pA-PEP5 plasmid를 구축하고 각각 BY4742, BY4742△ydj1와 BY4742△pep5 균주에 도입하였다. YDJ1과 PEP5 유

전자의 과발현에 의해서 BY4742△ydj1/pA-YDJ1과 BY4742△pep5/pA-PEP5 균주의 에탄올내성이 숙주세포의 수

준까지 회복되었음을 확인 할 수 있었다. 이 두 유전자의 상호발현조절을 조사하기 위해, BY4742△ydj1△pep5 균

주에서 YDJ1과 PEP5 유전자의 과발현을 시도해본 결과, BY4742△ydj1△pep5/pA-YDJ1, pA-PEP5 균주의 경우, 

8% 에탄올 배지에서 BY4742 균주의 약 90%정도 까지 에탄올 내성이 회복됨을 확인하였다. BY4742△ydj1△

pep5/pA-YDJ1, pA-PEP5 균주에서 YDJ1 유전자는 PEP5 유전자의 과발현을 더욱더 유도하여 에탄올 내성을 증가

시켰으며, 이는 YDJ1 유전자가 PEP5 유전자의 상위에서 발현을 부분적으로 조절한다고 생각 할 수 있다.
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