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새로운 Psychrobacter sp. ArcL13 유래 저온활성 지질분해효소

: 유전자 분리동정, 대장균에서의 발현, refolding 및 특성 연구
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ABSTRACT: Recently, Psychrobacter sp. ArcL13 strain showing the extracellular lipase activity was isolated from the Chuckchi 
Sea of the Arctic Ocean. However, due to the low expression levels of the enzyme in the natural strain, the production of 
recombinant lipase is crucial for various applications. Identification of the gene for the enzyme is prerequisite for the production 

of the recombinant protein. Therefore, in the present study, a novel lipase gene (ArcL13-Lip) was isolated from Psychrobacter 

sp. ArcL13 strain by gene prospecting using PCR, and its complete nucleotide sequence was determined. Sequence analysis showed that 
ArcL13-Lip has high amino acid sequence similarity to lipases from bacteria of some Psychrobacter genus (84‒90%) despite low 

nucleotide sequence similarity. The lipase gene was cloned into the bacterial expression plasmid and expressed in E. coli. SDS-PAGE 
analysis of the cells showed that ArcL13-Lip was expressed as inclusion bodies with a molecular mass of about 35 kDa. Refolding was 
achieved by diluting the unfolded protein into refolding buffers containing various additives, and the highest refolding efficiency was seen 

in the glucose-containing buffer. Refolded ArcL13-Lip showed high hydrolytic activity toward p-nitrophenyl caprylate and p-nitrophenyl 

decanoate among different p-nitrophenyl esters. Recombinant ArcL13-Lip displayed maximal activity at 40°C and pH 8.0 with 

p-nitrophenyl caprylate as a substrate. Activity assays performed at various temperatures showed that ArcL13-Lip is a cold-active lipase 

with about 40% and 73% of enzymatic activity at 10°C and 20°C, respectively, compared to its maximal activity at 40°C.
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지질분해효소(EC 3.1.1.3)는 동식물, 곰팡이, 박테리아 등

에서 지질에 특이적으로 작용해 가수분해를 유도하는 촉매 역

할을 한다(Cardenas et al., 2001; Salameh and Wiegel, 2007; 

Sarkar et al., 2012). 이 중 박테리아 유래 지질분해효소는 탁월

한 안정성, 기질 특이성, 입체선택성 등을 보이기 때문에 세탁

세제, 세정제와 같은 산업용뿐 아니라 식품용, 의약품용, 축산

용, 화장품용 등으로 다양한 활용 가능성을 갖고 있다(Jaeger 

et al., 1994, 1999).

저온환경에서 박테리아, 효모, 지의류, 곰팡이 등은 다양한 

방법으로 저온에 적응하며 살아오고 있다(Gerday et al., 2000). 

특히, 저온에 적응한 미생물들은 유용한 저온활성 효소들의 

원천이기 때문에 산업적으로 중요한 자원으로 간주되고 있다

(Jaeger et al., 1999; Zhang et al., 2007; Joseph et al., 2008). 중
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온성 효소에 비해 저온활성 지질분해효소를 포함한 대부분의 

저온활성 효소들은 일반적으로 매우 높은 촉매활성도와 열불

안정성의 특징을 나타낸다(Gerday et al., 2000; Joseph et al., 

2008; Feller, 2013). 저온에서 기질들의 낮은 운동에너지에 기

인하는 효소반응의 저하는 단백질 구조의 일부를 변화시킬 수 

있는 유연한 구조를 유지함으로써 상쇄된다(Smalås et al., 

2000). 예로 active site에서의 높은 유연성은 낮은 활성화 에너

지와 높은 specific activity를 띠게 한다. 반면, 구조의 유연성 

증가는 열에 대한 안정성을 떨어뜨리게 한다(Smalås et al., 

2000). 저온에서의 높은 활성도는 가열공정의 생략으로 인한 

비용절감과 수율의 증대, 그리고 고온에서 잘 생기는 원치 않

는 반응들을 최소화하는 이점이 있다. 또한 열불안정성은 연

속처리공정에서 다음 단계로의 전환 시, 효소의 열에 의한 불

활성화를 유도하여 빠르고 쉽게 공정을 진행시킬 수 있다. 더 

나아가 구조분석을 통해 얻은 효소들의 저온적응기작의 규명

은 보다 더 낮은 온도에서의 활성도 유지나 증가, 높은 활성도

를 유지하면서도 열안정성을 증가시킬 수 있는 효소들의 제조

를 위한 단백질공학에 필요한 정보를 제공해 줄 수 있다.

지금까지 다양한 저온환경에서 저온활성 지질분해효소를 

생산하는 미생물들이 동정되었으며, 그 미생물로부터 분리된 

지질분해효소의 특성이 연구되었다(Gerday et al., 2000). 최

근 북극해의 축치해(Chuckchi Sea)로부터 저온지질분해효소

활성을 보이는 균주들이 분리되었으며, 그 중 Psychrobacter 

sp. ArcL13에서 가장 높은 효소활성이 확인되었다(Kim et al., 

2015). 그러나, 직접 이 균주를 사용하여 산업화에 필요한 효

소를 경제적으로 대량생산하기 어려운 문제점이 있었기 때문

에, 이 균주로부터 지질분해효소 유전자를 분리 동정하고 다

른 발현 숙주에서 대량으로 생산하는 기술 개발이 필요하였

다. 특히, Psychrobacter sp. ArcL13의 게놈 서열은 밝혀져 있

지 않았기 때문에, 유전자의 분리 동정은 어려운 과정이었다. 

따라서, 본 연구자들은 게놈 서열에 대한 정보가 없었음에도 

PCR을 이용한 gene prospecting 방법을 활용하여 Psychrobacter 

sp. ArcL13로부터 저온활성 지질분해효소 유전자를 분리 동정

하고, 발현벡터를 제작하여 대장균에서 발현시켜 지질분해효

소를 대량생산하는 기술을 개발하고자 하였다.

재료 및 방법

균주 및 배양 배지

저온활성 지질분해효소활성을 보이는 Psychrobacter sp. 

ArcL13 (KCTC 12498BP)는 한국극지연구소로부터 제공받

았다. 배양 배지는 Marine broth (BD Biosciences)를 사용하였

고, 25°C에서 배양하였다. DNA 클로닝을 위해 DH-5α를, 단

백질 발현을 위해 BL21 (DE3)를 사용하였다. 

PCR & DNA 클로닝

Psychrobacter sp. ArcL13을 48시간 배양한 후, 원심분리하

여 cell pellet을 회수하였다. 그 다음 Genomic DNA extraction kit 

(Intron Biotechnology)를 이용하여 cell pellet으로부터 genomic 

DNA를 분리하고, PCR 주형으로 사용하였다. i-pfu DNA 

polymerase (Intron Biotechnology)를 사용하여 사이클 당 95°C

에서 30초, 61°C에서 1분, 72°C에서 1분, 총 25사이클의 반응 조

건으로 PCR을 수행하였다. Signal peptide 부위를 제외한 저

온활성 지질분해효소(ArcL13-Lip으로 명명) 전체 유전자는 

Forward: 5'-GTACATATGGCAGGGCAGTACTATAAT-3'(밑

줄부분; NdeI site)와 Reverse: 5'-ATACTCGAGTTAAAGGTT 

AGCGTTTTTAAG-3' (밑줄부분; XhoI site와 stop codon) primer 

쌍을 사용하여 genomic DNA로부터 PCR로 증폭시켰다. 그 다

음 PCR 산물을 NdeI/XhoI 제한효소(New England Biolabs)로 

37°C에서 2시간 처리하고 Gel Extraction kit (Intron Biotechnology)

로 정제한 후, 미리 같은 효소들로 처리한 pET-28a (+) vector 

(Invitrogen)에 클로닝하여 발현벡터를 제작하였다. 제작한 발

현벡터 안의 ArcL13-Lip 전체 염기 서열은 양방향에서 읽어 검

증하였다(Cosmogenetech).

대장균에서 ArcL13�Lip 발현 및 단백질 봉입체 분리

ArcL13-Lip 발현벡터로 BL21 (DE3) cell을 형질전환시킨 

후, LB 배지에서 A600 nm = 0.6까지 배양하였다. ArcL13-Lip 

발현 유도를 위해 0.2 mM IPTG를 처리하고 4시간 더 배양한 

후, 발현 정도를 확인하기 위해 배양액을 SDS-PAGE로 분석

하였다. 또한 발현된 ArcL13-Lip이 단백질 봉입체 형태로 발

현되는지 확인하기 위해 초음파로 파쇄한 대장균을 원심분리

한 후, 상층액과 침전물을 각각 SDS-PAGE로 분석하였다. 단

백질 봉입체 분리를 위해 대장균 배양액을 20분 동안 5,000 

rpm으로 원심분리한 후, 상층액은 제거하고 대장균만을 취하

였다. 초음파로 파쇄한 대장균을 30분 동안 5,000 rpm에서 원

심분리를 수행한 후 상층액은 제거하였고, 세포 잔여물 등을 

제거하기 위해 침전물을 1% Triton X-100로 현탁한 후 원심분

리를 수행하고, 침전물만 회수하였다. 이 과정을 1회 더 반복

하였으며, 마지막으로 증류수로 침전물을 현탁한 후 원심분리

하여, 잔존해 있는 Triton X-100를 제거하였다.
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Table 1. Degenerate primers for Fig. 1

Primer Region Sequence

OXF1 Lipase-oxyanion hole CCYGTKGTSYTNGTNACATGG

OXF2 Lipase-oxyanion hole CCRATMRTWYTNGTNCAYGG

OXF3 Lipase-oxyanion hole CCKYTWGTKYTNATHCAYGG

ACR1 Lipase-active site AGGCCNCCCAKNGARTGNSC

ACR2 Lipase-active site AGRCCNCCCAKRCTRTGNSC

ACR3 Lipase-active site AGGCCRCCNTGNGATRGNSC

ACR4 Lipase-active site AGGCCNCCNTGRCTRTGNSC

R:A,G Y:C,T W:A,C S:C,G K:G,T N:A,C,G,T H:A,T,C

단백질 봉입체의 refolding

우선 단백질 봉입체의 unfolding 조건 확립을 위해 다양한 

urea 농도와 pH 조건하에서 unfolding 실험을 수행하였다. 단

백질 봉입체를 20 mM Tris-HCl (pH 8.0, 8.5, 9.0, 9.5, 10, 11), 

urea (2 M, 4 M, 6 M, 8 M), 10 mM β-mercaptoethanol 용액에 

첨가한 후 상온에서 1시간 교반시켰으며, unfolding 상태는 

A595 nm에서 흡광도 측정을 통해 혼탁 정도로 확인하였다. 

Refolding을 위한 최적의 조건을 확립하기 위해 refolding 용

액으로 arginine, Tween 80, glycerol, propylene glycol, glucose, 

PEG 6000 등과 10 mM cysteine/1 mM cystine을 첨가한 20 

mM Tris-HCl (pH 8.0)를 사용하였다. Refolding을 위해 10배 

부피의 refolding 용액을 unfolding 시킨 시료와 바로 섞은 후 

4°C에서 3일간 반응시켰다. Refolding 정도를 확인하기 위해 

기질로 p-nitrophenyl caprylate를 사용하여 효소 반응을 시킨 

후, A405 nm에서 흡광도 증가 정도를 측정하여 효소활성을 

확인하였다. 

ArcL13�Lip의 물리 ․화학적 특성 규명 

효소활성은 다양한 p-nitrophenyl ester [pNP-butyrate (C4), 

pNP-caprylate (C8), pNP-decanoate (C10), pNP-dodecanoate 

(C12), pNP-palmitate (C16)] (최종농도; 0.1 mM)와 10 μl 효소

를 1 ml의 50 mM Tris-HCl (pH 8.0)에 첨가하고, 25°C에서 2분

간 반응시킨 후 405 nm에서 흡광도를 측정하여 확인하였다. 

ArcL13-Lip 활성의 pH 의존성을 확인하기 위해, pH 6.0–10.0 

범위에서 p-nitrophenyl caprylate에 대한 효소활성을 2분간 측

정하였다. 사용한 완충용액은 phosphate-buffered saline (PBS; 

pH 6.0–7.5), 50 mM Tris-HCl (pH 7.5–9.0), 50 mM glycine- 

NaOH (pH 9.0–10.0)이었다. ArcL13-Lip 활성의 온도 의존성

을 확인하기 위해, 5–70°C 범위에서 p-nitrophenyl caprylate에 

대한 효소활성을 2분간 측정하였다. 다양한 금속이온 (Ca
2+

, 

Mg
2+

, Mn
2+

, Cu
2+

, Co
2+

, Ni
2+

, Zn
2+

)과 효소 저해제(PMSF, 

EDTA)의 ArcL13-Lip 효소활성에 미치는 영향을 조사하기 

위해, 1 mM의 각 첨가물이 포함된 50 mM Tris-HCl (pH 8.0)에 

10 μl의 ArcL13-Lip 시료를 넣고 상온에서 10분간 반응시킨 

후 기질로 p-nitrophenyl caprylate를 사용하여 효소활성을 측

정하였다.

통계분석

결과는 평균(mean)과 표준편차(standard deviation, SD)로 

표시하였고, 실험 결과는 3회 반복 실시하여 unpaired Student’s 

t-test로 분석하였다. 0.05 이하의 P값은 통계적으로 유의성이 

있는 것으로 간주된다.

결  과

ArcL13�Lip 유전자 분리 및 동정

Psychrobacter sp. ArcL13의 게놈 서열은 알려져 있지 않았

기 때문에, 이 균주로부터 지질분해효소 유전자를 분리 동정

하기 위해 PCR을 이용한 gene prospecting 방법을 활용하였다

(Bell et al., 2002). 대부분의 박테리아 유래 지질분해효소들은 

oxyanion hole 부위와 active site 부위에서 염기 서열이 서로 

다름에도 불구하고 아미노산 서열들이 비교적 잘 보존되어 있

기 때문에, 이 보존된 아미노산 서열들을 코딩하는 degenerate 

primer들을 이용하였다(Table 1). Oxyanion hole로부터 active 

site 사이의 염기 서열(약 200–250 염기쌍)을 찾기 위해 다양하

게 조합시킨 primer 쌍들(OXF1 + ACR1, OXF1 + ACR2, 

OXF1 + ACR3, OXF1 + ACR4, OXF2 + ACR1, OXF2 + ACR2, 

OXF2 + ACR3, OXF2 + ACR4, OXF3 + ACR1, OXF3 + ACR2, 

OXF3 + ACR3, OXF3 + ACR4)과 Psychrobacter sp. ArcL13 균

주로부터 분리한 genomic DNA를 사용하여 PCR을 수행하였

다. PCR 반응액을 agarose gel에서 분석한 결과, OXF1 + 

ACR2 (lane 2), OXF1 + ACR4 (lane 4), OXF2 + ACR3 (lane 

7), OXF3 + ACR3 (lane 11) primer 쌍에서 200 – 250 염기쌍의 

PCR 산물들이 확인되었다(Fig. 1A). 각 PCR 산물들의 염기 

서열을 분석한 결과, OXF1 + ACR2과 OXF1 + ACR4 primer 

쌍으로부터 얻은 PCR 산물에서 189개의 동일한 염기 서열이 

확인되었다(Fig. 1B). 그러나, OXF2 + ACR3와 OXF3 + 

ACR3 primer 쌍을 통해 얻은 PCR 산물들에서는 염기 서열이 

읽히지 않았다. Basic Local alignment Search Tool (http:// 

blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)을 사용하여 이 염기 서열과 

유사한 서열을 갖는 유전자들을 찾고자 하였지만, 유사성이 

있는 유전자가 확인되지 않았다. 확인된 염기 서열을 DNA 
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(A)

(B)

(C)

(D)

Fig. 1. PCR using lipase-prospecting primers. (A) PCR was performed 

using genomic DNA from Psychrobacter sp. ArcL13 as a template and 

various pairs of primers. Lanes: 1, OXF1+ACR1; 2, OXF1+ACR2; 3, 

OXF1+ACR3; 4, OXF1+ACR4; 5, OXF2+ACR1; 6, OXF2+ACR2; 7, 

OXF2+ACR3; 8, OXF2+ACR4; 9, OXF3+ACR1; 10, OXF3+ACR2; 11, 

OXF3+ACR3; 12, OXF3+ACR4. Arrows indicate predicted PCR products 

for lipase gene fragments. (B) Nucleotide sequence for PCR products from 

PCR using pairs of primers (OXF1+ACR2 or OXF1+ACR4). (C) Translated 

amino acid sequence from the nucleotide sequence in (B). (D) Alignment of 

the deduced amino acid sequence with sequences of other lipases: L13, 

Psychrobacter sp. ArcL13; WP_058024309.1, Psychrobacter piscatorii; 

ERL56372.1, Psychrobacter aquaticus CMS 56; GAF53800.1, Psychrobacter

sp. JCM 18900; WP_057758519.1, Pychrobacter sp. P11G3. 

(A) (B)

(C) (D)

Fig. 2. PCR using primers encoding N- and C-terminal amino acid sequences of 

Psychrobacter genus lipases described in Fig. 1D and primers for ArcL13-Lip internal 

sequence. (A) PCR was performed using the genomic DNA as a template 

and various pairs of primers. Lanes: 1, Psychro-1-F+L13-internal-R; 2, 

Psychro-2-F+L13-internal-R; 3, Psychro3-F+L13-internal-R. Arrow indicates 

predicted PCR product for a lipase gene fragment. (B) Nucleotide sequence for the 

PCR product from PCR using a pair of primers (Psychro-2-F+L13-internal-R). (C) 

PCR was undertaken using the genomic DNA as a template and a pair of primers 

(L13 internal-F+Psychro-R). Arrow indicates predicted PCR product for a lipase 

gene fragment. (D) Nucleotide sequence for the PCR product from PCR using a 

pair of primers (L13 internal-F+Psychro-R).

Table 2. PCR primers for Fig. 2

Primer Region Sequence

L13-imternal-F ArcL13-Lip internal GAGCAGCTGCTACAACAG

L13-imternal-F ArcL13-Lip internal CTGTTGTAGCAGCTGCTC

Psychro-1-F Psychrobacter piscatorii  hydrolase N-terminal ATGACGCTAAAATCTTCCTCT

Psychro-2-F psychrobacter aquaticus CMA56 lipase precursor N-terminal ATGACGCTTTCTTTGTACAT

Psychro-3-F psychrobacter sp. JCM 18900 lipase precursor N-terminal ATGACKCTAAARWCYTYYYT

Psychro-R Psychrobacter C-terminal TTAWAGGTTRGCGTTTTTMA

R:A,G Y:C,T W:A,C K:G,T N:A,C

translation program (http://web.expasy.org/translate/)을 사용하

여 아미노산 서열로 번역시킨 후(Fig. 1C), 다시 Basic Local 

alignment Search Tool을 사용하여 유사한 아미노산 서열을 갖

는 단백질들을 찾은 결과 일부 Psychrobacter 속 박테리아 유래 

지질분해효소들과 유사성을 보였다(Fig. 1C, underlined and 

1D). 따라서, 이 Psychrobacter 속 박테리아 유래 지질분해효

소들의 N-말단과 C-말단 부위의 아미노산들을 코딩할 수 있

는 degenerate primer들과 이미 확인된 ArcL13-Lip 염기 서열

(Fig. 1B, underlined)을 기초로 고안한 primer들(Table 2)을 다

양하게 조합해 genomic DNA를 주형으로 PCR을 수행한 후, 

agarose gel로 분석하였다. 분석 결과, Psychro-2-F+L13- 

internal-R와 L13 internal-F+Psychro-R primer 쌍으로부터 약 

300 염기쌍(Fig. 2A)과 약 700 염기쌍(Fig. 2C)의 PCR 산물들

이 각각 확인되었다. 이 PCR 산물들의 염기 서열 분석을 수행

한 후(Fig. 2B and D), 염기 서열을 Basic Local alignment 
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(A) (B)

(C)

 

Fig. 3. Complete nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of 

ArcL13-Lip. (A) Complete nucleotide sequence of ArcL13-Lip. (B) PCR 

was performed using the genomic DNA as a template and a pair of primers 

designed to amplify the entire gene. (C) Deduced amino acid sequence of 

ArcL13-Lip. The putative signal peptide region is underlined.

Fig. 4. Alignment of ArcL13-Lip amino acid sequence with sequences 

of other lipases: L13, Psychrobacter sp. ArcL13; GAF53800.1, 

Psychrobacter sp. JCM 18900; ERL56372.1, Psychrobacter aquaticus

CMS 56; GAF62973.1, Psychrobacter sp. JCM 18903; GAF59766.1, 

Psychrobacter sp. JCM 18902. Amino acid residues belonging to the 

catalytic triad are indicated by (▼) and to the oxyanion hole are indicated 

by (●).
Search Tool을 사용하여 분석한 결과 유사성은 낮지만 Psyc-

hrobacter sp. JCM 18903 lipase의 염기 서열과 비교되는 결과

를 얻었다. 이 결과들을 바탕으로 N-말단 부위를 코딩하는 337

개의 염기 서열(Fig. 2B)과 C-말단부위를 코딩하는 669개의 염

기 서열(Fig. 2D)를 확인할 수 있었다. 이 두 염기 서열들을 결

합함으로써 1,074개의 전체 ArcL13-Lip 유전자 염기 서열을 

얻을 수 있었다(Fig. 3A). ArcL13-Lip 유전자에 대한 5'-말단과 

3'-말단 primer 쌍, genomic DNA를 사용하여 PCR를 수행한 결

과 약 1 kb의 PCR 산물을 확인할 수 있었고(Fig. 3B), PCR 산물

의 염기 서열 분석 결과 이미 확인된 ArcL13-Lip 유전자 전체 

염기 서열과 일치하였다. DNA translation program을 사용하

여 ArcL13-Lip 유전자의 염기 서열을 번역한 결과, ArcL13- 

Lip 단백질은 358개의 아미노산으로 구성됨을 알 수 있었다

(Fig. 3C). 

ArcL13�Lip의 아미노산 서열 분석

ArcL13-Lip 단백질의 전체 아미노산 서열을 Basic Local 

alignment Search Tool을 사용하여 유사한 아미노산 서열을 갖

는 단백질들을 확인한 결과, ArcL13-Lip은 일부 Psychrobacter 

속 박테리아 유래의 지질분해효소들과 84–90%의 유사성을 보

였다(Fig. 4). 다른 지질분해효소들과의 유사성을 기초로, 

ArcL13-Lip의 catalytic triad는 144번째 serine (Ser144), 302번

째 aspartate (Asp302), 324번째 histidine (His324)로 구성되며, 

oxyanion hole은 73번째 methionine (Met73)과 145번째 

glutamine (Gln145)로 형성됨을 추론하였다(Fig. 4). SignalP 

4.1 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)를 이용하

여 signal peptide 유무를 분석한 결과, ArcL13-Lip은 39개의 아

미노산으로 구성된 signal peptide를 갖고 있음이 확인되었다

(Fig. 3C, underlined). 

ArcL13�Lip 유전자 클로닝 및 대장균에서의 발현

Signal peptide 부위를 제외한 ArcL13-Lip 전체 유전자(Fig. 

3)를 genomic DNA로부터 PCR로 증폭시킨 후, pET-28a (+) 

벡터에 클로닝하여 발현벡터를 제작하였다. 이 발현벡터를 

BL21 (DE3)에 형질전환 시킨 후, LB 배지에서 배양하며 

IPTG로 ArcL13-Lip 단백질의 발현을 유도시켰다. 배양액을 

SDS-PAGE로 분석한 결과, 발현을 유도시킨 세포에서만 약 

35 kDa의 분자량을 갖는 ArcL13-Lip이 과발현됨을 확인하였

다(Fig. 5A). ArcL13-Lip을 과발현시킨 세포들을 초음파로 파
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(A) (B)

Fig. 5. SDS PAGE analysis showing ArcL13-Lip expression in transformed 

BL21(DE3) cells. (A) SDS-PAGE analysis of uninduced and induced cells. 

Arrow indicates ArcL13-Lip. (B) SDS-PAGE analysis of supernatant and 

precipitate after centrifugation of sonicated cells. Lanes: 1, total cell lysate; 2, 

supernatant; 3, precipitate; M, molecular markers (Bio-Rad). Arrow indicates 

ArcL13-Lip.

(A)

(B)

Fig. 6. Effect of various additives on refolding of ArcL13-Lip. (A) Refolding of 

ArcL13-Lip was performed in buffers containing 0.5 M arginine, 0.1% Tween 

80, 5% glycerol, 5% propylene glycol, 0.5 M glucose, or 1 mg/ml PEG 6000. 

Enzymatic activity of refolded ArcL13-Lip was assessed by measuring 

hydrolysis of p-nitrophenyl caprylate at 405 nm. Data represent the mean and 

standard deviation of three experiments. *P < 0.05 versus control. (B) Refolding 

of ArcL13-Lip in buffers containing different concentrations of glucose. Data 

represent the mean and standard deviation of three experiments. *P < 0.05 versus 

control.

쇄한 후 원심분리를 수행하였으며, 상층액과 침전물을 각각 

SDS-PAGE로 분석하였다. 분석 결과 ArcL13-Lip의 발현은 

오직 침전물에서만 관찰되었으며, 이것은 ArcL13-Lip 유전자

를 대장균에서 발현시킬 경우 단백질 봉입체 형태로 발현됨을 

의미 한다(Fig. 5B).

ArcL13�Lip의 refolding

발현시킨 단백질 봉입체 형태의 ArcL13-Lip은 불활성 상

태이기 때문에, 활성형으로 전환시키기 위해서는 단백질 봉입

체의 unfolding과 refolding 과정이 필수적이다. 우선 대장균

으로부터 고순도의 단백질 봉입체를 분리하기 위해, 파쇄한 

세포들을 비이온 계면활성제가 포함된 완충용액으로 수 차례 

세척하였다. 단백질 봉입체의 unfolding 조건 확립을 위해 다

양한 urea 농도와 pH 조건하에서 unfolding을 수행하였다. 실

험 결과 8 M urea, 20 mM Tris-HCl (pH 8.5), 10 mM β- 

mercaptoethanol 용액에서 단백질 봉입체의 unfolding 효율이 

가장 높았다. Refolding 조건의 최적화를 위해 unfolding시킨 

ArcL13-Lip을 다양한 첨가물이 포함된 완충용액에 희석시키

고, 4°C에서 반응시켰다. 3일 후 각 반응액에서 ArcL13-Lip의 

refolding 정도를 확인하기 위해 지질분해효소활성 분석을 수

행하였다. 활성 분석 결과, glucose에 의해서만 ArcL13-Lip의 

refolding 수율이 크게 증가하였다(Fig. 6A). Glucose 농도에 따

른 ArcL13-Lip의 refolding 수율을 확인하기 위해 0, 0.1, 0.2, 

0.4, 0.6, 0.8, 1 M glucose을 포함하는 완충용액에 ArcL13-Lip

을 refolding 시킨 후, 효소활성을 측정하였다. 측정 결과 0.4 M

에서 refolding 효율이 정점을 나타내었고, 더 이상의 농도에서

는 refolding 효율이 증가하지 않았다(Fig. 6B).

재조합 ArcL13�Lip의 물리 ․화학적 특성

다양한 분야에서의 적용을 위해, ArcL13-Lip의 기질 특이

성, pH 및 온도 의존성, 금속이온들과 효소저해제들에 의한 영

향 등을 조사하였다. 기질 특이성은 탄소 수가 서로 다른 

p-nitrophenyl ester에 대한 효소활성을 측정하여 확인하였다. 

활성 측정 결과 ArcL13-Lip은 p-nitrophenyl caprylate (C8), 그 

다음으로 p-nitrophenyl decanoate (C10)에 대해 최고의 활성

을 나타내었다(Fig. 7A). 반면, 탄소 수가 더 적거나 더 많은 기

질에 대해서는 상대적으로 낮은 활성을 보였다(C4, 60%; C12, 

50%; C16, 45%). 기질로 p-nitrophenyl caprylate를 사용하여 

반응액의 pH에 따른 효소활성을 조사한 결과, ArcL13-Lip은 

pH 8.0–8.5에서 최고의 활성을 보였다(Fig. 7B). 효소활성을 

다양한 온도에서 측정한 결과 ArcL13-Lip은 40°C에서 최고
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Table 3. Effect of various metal ions and additives on ArcL13-Lip activity

Reagents (1 mM) Relative activity (%)
a

None 100

CaCl2 98 ± 5

MgCl2 100 ± 3

MnCl2 99 ± 2

CuCl2 53 ± 3*

CoCl2 97 ± 4

NiCl2 96 ± 2

ZnSO2 56 ± 1*

EDTA 95 ± 3

PMSF 99 ± 2

Data are given as means ± SD, n = 3. *P < 0.05 versus control.
a 

ArcL13-Lip was incubated in 50 mM Tris-HCl (pH 8.0) containing each compound 

for 10 min. Remaining activity was determined using 0.1 mM p-nitrophenyl 

caprylate at 25°C.

(A)

(B)

(C)

Fig. 7. Effects of substrates, pH, and temperature on the lipase activity of 

ArcL13-Lip. (A) Substrate specificity of ArcL13-Lip. Hydrolytic activity 

of ArcL13-Lip toward p-nitrophenyl esters with various chain lengths (C4, 

C8, C10, C12, and C16) were measured at 405 nm. Activity towards 

p-nitrophenyl caprylate was taken as 100%. Data represent the mean and 

standard deviation of three experiments. (B) Effect of pH on the 

ArcL13-Lip activity. Lipase activity was assayed in different pH buffers 

[●, PBS (pH 6.0–7.5); ■, 50 mM Tris-HCl (pH 7.5–9.0); ▲, 50 mM 

glycine-NaOH (pH 9.0–10.0)]. Activity obtained at pH8.0 was taken as 

100%. Data represent the mean and standard deviation of three 

experiments. (C) Effect of temperature on the ArcL13-Lip activity. The 

enzyme activity was assayed at different temperatures for 2 min. Activity 

obtained at 40°C was taken as 100%. Data represent the mean and standard 

deviation of three experiments.

의 활성을 나타내었고, 10°C와 20°C에서 각각 최고 활성 대비 

약 40%와 73%의 효소활성을 나타내었다(Fig. 7C). 이와 같이 

저온에서의 높은 효소활성은 전형적인 저온활성 효소의 특징

을 보여주는 것이다(Joseph et al., 2008). 그 다음 금속이온들

과 효소저해제들의 효소활성에 미치는 영향을 조사하였다. 실

험 결과 ArcL13-Lip의 효소활성은 CoCl2, NiCl2, EDTA 등에 

의해 미약하게 억제되었지만, CuCl2와 ZnSO4에 의해서는 약 

50% 억제되었다. CaCl2, MgCl2, MnCl2, PMSF는 ArcL13-Lip

의 효소활성에 영향을 주지 않았다(Table 3).

고  찰

본 연구의 내용을 간략히 요약하면 첫째, Psychrobacter sp. 

ArcL13 균주로부터 PCR을 이용한 gene prospecting 방법으

로 새로운 지질분해효소 유전자인 ArcL13-Lip을 분리·동정

하였다. 둘째, ArcL13-Lip은 일부 Psychrobacter 속 박테리아 

유래의 지질분해효소들과 염기 서열의 유사성은 낮지만, 84–

90%의 아미노산 서열 유사성을 보였다. 셋째, ArcL13-Lip 유

전자를 대장균에서 발현 시, 약 35 kDa의 분자량을 보였으며 

단백질 봉입체 형태로 발현되었다. 넷째, glucose에 의해서 

ArcL13-Lip의 refolding 수율이 크게 증가하였다. 다섯째, 다

양한 탄소 수를 갖는 p-nitrophenyl ester에 대해 효소활성을 나

타내었으며, 저온활성을 보였다.

같은 계열의 유전자들 사이에서 전체 아미노산 서열의 유사

성이 낮더라도, 기능이나 구조에 중요한 역할을 하는 도메인의 

경우 유사한 아미노산 서열로 구성된다. 그러나, 이 도메인들

의 아미노산 서열이 잘 보존되어 있다 하더라도, 이 아미노산

들을 코딩하는 염기 서열은 서로 다를 수 있다. 따라서, 이 아미

노산들을 모두 코딩할 수 있는 염기들로 구성된 degenerate 

primer들을 사용하여 PCR을 수행하게 되면, 원하는 유전자를 찾

을 수 있는 확률이 높아진다. 이와 같은 방법을 gene prospecting

이라 하며, 지금까지 지질분해효소 유전자를 포함한 다양한 
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유전자들을 발굴하는데 이용되어왔다(Bell et al., 2002; Sunna 

and Bergquist, 2003; Shandilya et al., 2004; Finnegan et al., 

2005). 현재까지 Psychrobacter sp. ArcL13의 게놈 서열은 밝

혀져 있지 않기 때문에, 이 균주로부터 원하는 유전자를 발굴하

기는 쉽지 않다. 그러나, 게놈 서열을 모르더라도 gene prospecting 

방법을 사용할 경우, 좀더 경제적으로 원하는 유전자를 발굴하

기 용이해진다. 따라서, gene prospecting 방법은 다양한 환경으

로부터 스크리닝 과정을 통해 발굴된 유용한 활성을 갖는 다양

한 균주로부터 게놈 서열의 규명 없이도 원하는 유전자를 발

굴하는데 유용하게 쓰일 것이라 기대된다.

ArcL13-Lip이 Psychrobacter sp. ArcL13의 지질분해효소

활성(Kim et al., 2015)을 대표한다는 근거는 다음과 같다. 첫

째, 둘 다 저온활성을 보였다. 둘째, p-nitrophenyl caprylate와 

그 다음으로 p-nitrophenyl decanoate에 대해 최고의 활성을 보

였다. 셋째, 미세한 차이는 존재하지만, 둘 다 pH 8.0–8.5에서 

최고의 활성을 보였다. 넷째, 10–70°C 범위에서 온도에 따른 

효소활성이 거의 유사하였다.

Basic Local alignment Search Tool을 사용하여 ArcL13-Lip

과 일부 Psychrobacter 속 박테리아 유래 지질분해효소들의 

아미노산 서열 유사성이 확인되었지만, 이들 Psychrobacter 

속 박테리아 유래 지질분해효소들에 대한 연구가 전무한 상황

이다. 따라서, 이들 유전자들이 지질분해효소로서의 역할을 

수행하는지에 대해서는 추후의 연구가 필요하다. 그러나, 

ArcL13-Lip이 진정한 지질분해효소임을 몇 가지 이유로 설명

할 수 있다. 첫째, 지질분해효소활성에 대한 스크리닝 과정을 

통해 Psychrobacter sp. ArcL13을 분리하였다(Kim et al., 

2015). 둘째, 지질분해효소의 기질들에 대해 활성을 나타내었

다. 셋째, 아미노산 서열에 전형적인 지질분해효소의 특징인 

catalytic triad와 oxyanion hole을 구성하는 아미노산들을 갖

고 있다(Jaeger et al., 1994, 1999). 결론적으로 ArcL13-Lip과 

아미노산 서열이 유사한 Psychrobacter 속 박테리아 유래 지

질분해효소들은 지질분해효소로서의 가능성만 제시되었을 

뿐 실제 지질분해효소로서의 기능과 특성을 규명한 것은 

ArcL13-Lip이 처음이다.

알려진 대부분의 저온활성 지질분해효소는 Psychrobacter 

속 박테리아를 포함한 호냉성(psychrophlilic)과 내냉성(psych-

rotolerant) 미생물에서 분리되었다(Zhang et al., 2007, 2009; 

Chen et al., 2011). 특히, 시베리아 저온 염수호 유래 Psychrobacter 

cryohalolentis K5
T
로부터 저온활성 지질분해효소 유전자가 

분리되었으며, 그 특성이 규명되었다(Bakermans et al., 2006; 

Novototskaya-Vlasova et al., 2012, 2013a, 2013b). ArcL13- 

Lip과 Psychrobacter cryohalolentis K5
T
 지질분해효소는 저온

에서 서식하는 같은 Psychrobacter 속 박테리아 유래 저온활성 

효소라는 공통점이 있다. 반면, 차이점은 첫째, Psychrobacter 

cryohalolentis K5
T
 지질분해효소는 ArcL13-Lip에 비해 탄소 

수가 많은 기질에 대해 높은 효소활성을 보인다(Novototskaya- 

Vlasova et al., 2013a). 둘째, ArcL13-Lip은 다른 저온활성 지

질분해효소와 비슷하게 40°C 근처에서 최고의 활성을 보이지

만(Suzuki et al., 2002; Park et al., 2009), Psychrobacter 

cryohalolentis K5
T
 지질분해효소는 25°C에서 최고의 활성을 보

인다(Novototskaya-Vlasova et al., 2013a). 셋째, Psychrobacter 

cryohalolentis K5
T
 지질분해효소를 포함한 대부분의 저온활

성 지질분해효소는 EDTA에 의해 활성을 잃지만(Kulakova et 

al., 2004; Chen et al., 2011; Novototskaya-Vlasova et al., 

2013a), ArcL13-Lip 활성은 EDTA 영향을 거의 받지 않는다. 

이것은 ArcL13-Lip의 활성에는 금속이온이 필요 없지만, 대

부분의 저온활성 지질분해효소의 활성을 위해서는 금속이온

이 필수적임을 의미한다.

대부분의 이종 단백질은 대장균에서 불활성 상태인 단백질 

봉입체 형태로 발현된다. 단백질 봉입체 형태로 발현되는 것

의 장점은 단백질을 과발현시킬 수 있고, 세포 파쇄 후 단백질 

봉입체의 세척 과정만으로 고순도의 단백질을 얻을 수 있기 

때문에 정제 과정이 복잡하지 않다는 것이다. 반면, 단백질 봉

입체는 불활성 상태이기 때문에 활성 형으로 전환시키기 위해

서는 많은 시간과 노력이 필요하다. In vivo에서 단백질 folding 

과정에는 chaperone이 관여하여, folding intermediate들의 

aggregation을 방지함으로써 단백질 folding을 촉진한다(Hartl 

et al., 2011). In vitro에서는 단백질 folding 효율성을 높이기 

위해 folding intermediate들의 aggregation을 방지하는 다양한 

첨가제들(예; arginine, 계면활성제, glycerol, sucrose, glucose, 

polyethylene glycol)이 사용된다(Vallejo and Rinas, 2004). 특

히, glucose는 in vitro에서 단백질 안정화에 기여한다는 다양

한 보고가 있다. 예로, glucose는 높은 온도에서 native 상태를 

유지할 수 있도록 효소들을 안정화시키는 역할을 한다(Hottiger 

et al., 1994). Glucose는 효과는 작지만 변성된 rhodanese의 

aggregation을 억제한다는 보고도 있다(Singer and Lindquist, 

1998). 또한, S450-650 (SARS-coronavirus spike protein의 450

–650 polypeptide fragment)을 대장균에 발현시켜 얻은 단백질 

봉입체의 refolding 과정에서 glucose는 aggregation을 방지해 

refolding 효율을 높인다(Zhao et al., 2005). Glucose, lactose, 

sucrose 등과 같은 당들은 물과 단백질 사이의 접촉 면적을 최

소화해 단백질의 고유한 구조와 변성된 구조 사이의 평형 상

태를 고유한 구조 쪽으로 유리하게 함으로써, 단백질의 고유

한 구조를 안정화시키는 역할을 한다(Lee and Timasheff, 
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1981; Arakawa and Timasheff, 1982). 따라서 glucose에 의한 

ArcL13-Lip의 refolding 효율의 증가는 glucose가 refolding 과

정에서 aggregation 방지를 통해 refolding 효율을 증가시키는 

것으로 설명할 수 있다.

저온활성 지질분해효소는 세제 혹은 토양과 폐수 정화 등

에 첨가제로 다양하게 사용될 수 있기 때문에 특히 주목을 받

고 있다. 본 연구를 통해 이루어진 ArcL13-Lip의 물리 ․ 화학

적 특성 규명, 발현 균주, 최적의 refolding 방법을 바탕으로 

ArcL13-Lip의 산업적 응용을 위해서는 우선 대량생산 기술 

개발이 필요하다. 그 다음 필드에서의 테스트를 통해 다양한 

분야로의 적용 가능성을 검증하는 것이 뒤따라야 할 것이다.

적  요

최근 북극해의 축치해(Chuckchi Sea)로부터 저온지질분해

효소활성을 보이는 Psychrobacter sp. ArcL13 균주가 분리되

었다. 그러나 낮은 발현 양 때문에, 이 효소의 다양한 분야에서

의 활용에 제약을 받아왔다. 따라서 유전자 재조합 기술을 이

용하여, 이 효소를 대량생산하는 기술개발이 필요하였다. 재조

합 지질분해효소를 만들기 위해서는 우선 해당 유전자의 동정

이 필요하였기 때문에, Psychrobacter sp. ArcL13 균주로부터 

PCR을 이용한 gene prospecting 방법으로 새로운 지질분해효

소 유전자인 ArcL13-Lip을 분리하고 전체 염기 서열을 규명하였

다. 염기 서열 분석결과 ArcL13-Lip은 일부 Psychrobacter 속 박

테리아 유래의 지질분해효소들과 염기 서열의 유사성은 낮지만, 

84–90%의 아미노산 서열 유사성을 보였다. ArcL13-Lip 전체 유

전자를 대장균에서 발현시키고 전기영동으로 분석한 결과, 재

조합 ArcL13-Lip은 약 35 kDa의 분자량을 보였으며 단백질 봉

입체 형태로 발현되었다. Unfolding된 ArcL13-Lip을 다양한 첨

가물이 포함된 완충용액에서 refolding 시킨 결과, glucose에 의

해서 refolding 효율이 가장 크게 증가하였다. Refolding된 재조

합 ArcL13-Lip은 다양한 p-nitrophenyl ester 중 p-nitrophenyl 

caprylate과 p-nitrophenyl decanoate에 대해 가장 높은 효소활

성을 보였다. 온도에 따른 효소활성을 조사한 결과 ArcL13-Lip

은 40°C에서 최고의 활성을 나타내었고, 10°C와 20°C에서 각

각 최고 활성 대비 약 40%와 73%의 효소활성을 나타내었다. 

이와 같이 ArcL13-Lip은 전형적인 저온활성 효소의 특징을 

보여주었다.
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