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요 약: 화석연료의 고갈 문제로 인하여 다양한 대체에너지가 개발 중이며 본 연구에서는 바이오에탄올 연구의 초

석으로 사용하기 위해 곤충의 효소를 연구하였다. 북방수염하늘소(Monochamus saltuarius Gebler)가 지닌 cellulase

(MsGHF45) 유전자를 Kluyveromyces lactis에 형질전환 시켰다. 형질전환 된 효모는 활성이 있는 cellulase 효소를 성

공적으로 생산하였다. 재조합 MsGHF45의 분자량은 SDS-PAGE와 western blot을 통하여 확인하였다. 효소의 활성은

기질로써 carboxymethyl cellulose를 첨가한 native-PAGE를 통해서 검증하였다. 효소 활성의 최적조건을 알아본 결과,

pH는 5에서, 온도는 40oC에서 나타났다. 바륨이온(Ba2+)과 철이온(Fe2+)은 효소활성을 저해하지 않았으나, 칼슘이온

(Ca2+), 코발트이온(Co2+), 구리이온(Cu2+), 수은이온(Hg2+), 마그네슘이온(Mg2+), 망간이온(Mn2+) 그리고 아연이온(Zn2+)

은 활성을 저해하였다. 특히, 수은이온은 효소활성을 66.5% 감소시켰다. 본 연구는 다양한 효소를 이용한 biofuel 연

구에 참고자료로 사용될 것이다.

Abstract: In this study, the cellulase of Monochamus saltuarius (MsGHF45) gene was introduced in Kluyveromyces

lactis, successfully. The molecular weight of recombinant enzyme was determined by SDS-PAGE and western

blotting. The enzymatic activity was confirmed by native-PAGE containing carboxymethyl cellulose as a

substrate. The optimul pH and temperature of recombinant MsGHF45 was pH5 and 40oC. The barium (Ba2+)

and ferrous (Fe2+) enhanced enzyme activity, and the mercuty (Hg2+) inhibited its activity.

Key words: Monochamus saltuarius, cellulase, heterologous expression, yeast

서 론

세계적으로 가장 많이 사용되고 있는 연료인 화석연료

의 사용은 대기오염이나 지구온난화 등 많은 환경적인 문

제들을 야기할 뿐만 아니라, 매장량에 한계가 있고, 그나

마도 일부지역에 편중되어 있어 수급이 불안정하다는 큰

단점이 있다(Dresselhaus and Thomas, 2001).

이로 인해 다양한 대체 에너지에 대한 연구가 세계적으

로 진행되고 있으며, 특히 생산 재료가 다양한 바이오에

탄올에 대한 연구가 확대되는 추세이다. 에탄올은 전 세

계적으로 가장 넓게 사용되는 biofuel이다. 이는 주로 밀,

옥수수, 사탕무, 사탕수수, 당밀, 과일, 채소와 같은 다양

한 작물들로부터 직접 유래된 당과 탄수화물의 발효에 의

한 first-generation 과정을 사용하여 생산된다(Fischer et

al., 2013).

Cellulase에 의해 분해된 cellulose 반응산물은 yeast나 E.

coli 등의 미생물들에 의해서 에탄올을 생산하기도 한다

(Maki et al., 2009). 그중 lignocellulosic 바이오에탄올은

쉽게 가솔린을 대체할 수 있기 때문에 가장 각광받고 있

다. 또한 lignocellulosic 바이오매스는 식품산업과 경쟁할

필요도 없다(Lynd et al., 1991). Lignocellulosic 바이오에

탄올의 제조비용을 감소시키기 위한 핵심 과정은 cellulase

에 의한 cellulose 분해과정이다(Wyman, 2007). 따라서

lignocellulosic 바이오에탄올의 생산이 지속 가능하고 효

율적인 생산을 위해 더 효율적이며 안정적인 효소를 찾기

위한 연구가 진행 중이다(Willis et al., 2010).
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본 연구에서는 북방수염하늘소(Monochamus saltuarius

Gebler)가 지니는 glycoside hydrolase family 45 (MsGHF45)

효소를 Kluyveromyces lactis에 형질전환 시켰다. 형질전환

된 K. lactis로부터 단백질 생산을 유도하였고, 그 결과 분

비된 단백질의 특성을 확인하였다.

재료 및 방법

1. 효모 형질전환 발현 카세트의 구성

MsGHF45의 주형가닥 유전자는 MsGHF45가 형질전환

된 E. coli [RosettaBlueTM (DE3) pLysS, Novagen®]로부

터 분리시켰다. 세포를 LB broth 배지에서 하룻밤 배양시

켰고, MsGHF45 유전자가 포함된 플라스미드는 HiYieldTM

Plasmid Mini Kit (RBC, New Taipei City, Taiwan)를 사

용하여 제조사의 설명서에 따라 분리시켰다. 분리된 플라

스미드는 효모에서의 발현을 위한 주형가닥으로써 사용

되었다.

효모 발현 카세트 구성을 위해, 프라이머(5’-GCAGCGC-

TCGAGAAAAGAATGAAGCTGTTGATA-3’, 5’-TAATA-

ATGCGGCCGCTCAAAGTCCAAGAGAACA-3’)는 특정

한 제한효소(F’-XhoI, R’-NotI), kex site(AAAAGA), 종결

코돈을 포함하여 디자인하였다.

PCR 결과물과 pKLAC2 벡터는 XhoI과 NotI로 처리하

였고, QIAquick® PCR Purification Kit (Qiagen, Valencia,

CA, USA)를 사용하여 정제하였다. 정제된 insert gene과

벡터는 T4 DNA ligase (Promega, Madison, WI, USA)

를 사용하여 결합시켰다. 결합된 결과물은 HIT Competent

cellsTM-DH5a (RBC, New Taipei City, Taiwan)와 혼합하

였고, 혼합액은 얼음 상에 20분 동안 처리한 후에 42oC로

열 충격을 준 후, LB broth 배지 안에서 배양하였다. Pre-

incubation 후에 세포 혼합액은 항생제 ampicillin이 포함

된 LB agar plate에서 배양하였다.

2. K. lactis의 형질전환

발현 카세트를 K. lactis 유전체의 LAC4 지역 내로 효모와

통합시키기 위해서, 제한효소 Bst (Promega, Madison, WI,

USA)을 이용하여 선형화시켰다. 선형화된 결과물의 1 µg을

K. lactis GG799 competent cell, NEB Yeast transformation

Reagent (New England Biolabs, Massachusetts, USA)와 함

께 혼합하였다. 그리고 혼합물은 42oC로 40분 동안 열 충

격을 주었고, 7,000 rpm으로 2분 동안 원심분리를 하였다.

얻어진 pellet cell은 YPD medium (1% yeast extract,

2% peptone, and 2% glucose)에 부유시켰고, 30oC로 4시

간 동안 250 rpm으로 배양하였다. 그 후 혼합액을 1X

PBS에 부유시켰다. 부유시킨 세포는 10, 50, 100 µl를 취

하여 각각 50 µl의 멸균증류수가 들어있는 1.5 ml tube에

옮긴 후 섞어주었다. 각각의 혼합액을 5 mM의 acetamide

가 포함된 YCB agar plates (New England Biolabs,

Massachusetts, USA) 위에 도말하였고 30oC에서 colony가

형성될 때 까지 4일 동안 배양하였다.

형질전환 되어진 K. lactis의 screening을 위해서 형성된

colony를 YPCMC agar plate (1% yeast extract, 1%

peptone, 1% carboxymethyl cellulose)로 옮긴 후에 30oC

로 2일 동안 배양하였다. 배양 후에 plate는 증류수로 헹

구고, 0.5% congo red solution으로 염색 후, 1 M NaCl

로 탈색하여 확인하였다.

3. 이종발현과 단백질 분석

형질전환 되어진 colony를 YPGlu medium (1% yeast

extract, 2% peptone, 2% glucose)에서 배양하여 scale up

시킨 후에, 원심분리를 하여 얻어진 pellet을 YPGal

medium (1% yeast extract, 2% peptone, 2% galactose)

에 배양하였다. 재조합 MsGHF45는 배양하는 동안 배지

로 분비된다. 시간이 진행됨에 따라서 배지를 취하여 원

심분리를 하였고 상층액만 취하여 단백질 분석의 샘플로

사용하였다.

재조합 MsGHF45의 분자량은 SDS-PAGE, Western

blot에 의해서 확인하였다(Laemmli, 1970).

효소의 활성은 resolving gel에 기질로써 0.1%의 carboxy-

methyl cellulose를 포함하고 SDS처리와 sample boiling 같

은 단백질 변성과정 없이 진행한 native-PAGE 분석을 통

해서 확인하였다. 전기영동 후에 겔을 20 mM phosphate

buffer에 넣고 37oC에서 3시간 동안 효소반응을 하였고, 배

양 후에 증류수로 세척 후, 0.5% congo red, 1 M NaCl로

염색/탈색하였다.

4. 효소의 특성 확인

단백질은 Amicon® Ultra-2 ml Centrifal Filters를 사용

하여 농축시킨 후 사용하였다.

재조합 MsGHF45의 최적 pH조건을 알아보기 위하여

농축된 단백질에 기질로써 1% carboxymethyl cellulose를

첨가하고, 각각 다른 pH의 buffer를 넣어서 37oC에서 1시

간 동안 배양하였다. Buffer는 pH 2부터 1단위로 pH 10까

지 만들어 총 9가지를 사용하였다. 배양된 혼합물은 DNS

assay를 사용하여 활성도를 체크하였다(Miller, 1959).

재조합 MsGHF45의 최적 온도조건을 알아보기 위하여

농축된 단백질에 1% carboxymethyl cellulose와 50 mM

acetic acid-NaOH buffer 를 첨가한 후에 각기 다른 온도

조건 내에서 1시간 동안 배양하였다. 온도는 4, 20, 30, 40,

50, 60, 70oC로 총 7가지 조건을 사용하였다. 배양된 혼합

물은 DNS assay를 사용하여 활성도를 체크하였다.

재조합 MsGHF45의 효소 활성에 금속이온이 끼치는 영
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향을 알아보기 위하여 1% carboxymethyl cellulose와 50

mM acetic acid-NaOH buffer를 첨가하고, 몇 가지의 2가

양이온 금속(barium, calcium, cobalt, copper, ferrous,

mercury, magnesium, manganese, zinc)을 1 mM을 더하

여 37oC에서 1시간 동안 배양하였다. 배양된 혼합물은

DNS assay를 사용하여 활성도를 체크하였다.

모든 실험은 3반복으로 진행하였다.

5. 통계 분석

각 처리에 따른 결과의 해석을 위하여 평균 비교법의 한

방법인 ANOVA 분석을 실시하였고, 이는 SPSS(software

v22.0, USA)의 일원 배치 분산분석을 이용하여 분석하였

다. ANOVA 분석 후 Duncan 법을 이용하여 집단별 평균

을 비교하는 사후분석을 실시하였다.

결 과

1. 형질전환 된 K. lactis의 Screening

형질전환 된 K. lactis의 screening을 위해서 세포를

5 mM acetamide가 포함된 YCB agar plate에 도말하였다.

YCB agar plate위에서 형질전환 된 세포의 생존율은 형질

전환 되지 않은 세포보다 훨씬 높다. 그 이유는 pKLAC2

vector에 포함된 Aspergillus acetamidase (amdS) 유전자는

acetamide를 분해하는 acetamidase를 분비하기 때문이다

(Selten et al., 2000).

형질전환 된 K. lactis의 정확한 screening을 위해서

YCB agar plate 위에 잘 형성된 colony를 선별하여 YPCMC

agar plate로 옮겼다. YPCMC agar plate에는 기질인

carboxymethyl cellulose가 포함되어 있다. 오직 형질전환

된 세포만이 재조합 MsGHF45에 의해서 carboxymethyl

cellulose를 glucose로 분해할 수 있기 때문에, congo red

염색법에 의해서 형질전환 된 colony 주변에는 halo zone

이 형성된다. 확실한 단일 colony로 분리하기 위해서 여러

차례에 걸쳐 진행한 결과 모든 colony에서 활성을 확인하

였다(Figure 1).

2. 단백질 분석

DNA의 염기서열을 통해 Protein Molecular Weight site

(www.bioinformatics.org/sms)에서 계산하여 예측한

MsGHF45의 분자량은 25.11 kDa 이었다. SDS-PAGE 결과

약 25 kDa의 밴드가 나타났다(Figure 2A). 또한 western

blot 분석에서도 재조합 MsGHF45의 밴드가 약 25 kDa

에서 나타났다(Figure 2B).

효소의 활성은 기질인 carboxymethyl cellulose를 사용

한 native-PAGE를 통해 확인하였다(Figure 3).

3. 효소의 특성 확인

재조합 MsGHF45의 pH와 온도의 최적 활성조건은 각

Figure 1. Screening of transgenic K. lactis by YPCMC agar

medium. The only transgenic cells are able to form the halo
zone, becouse the carboxymethyl cellulose is decomposed by
cellulolytic enzyme. After thrice screening, all the colonies

have formed broad and clear halo zone (A to C). There is no
cellulolytic effect in native K. lactis GG799 cells (D, MsGHF45:
recombinant transgenic yeast, Control: native K. lactis

GG799 cell).

Figure 2. SDS-PAGE and western blotting of recombinant
MsGHF45. A. The recombinant MsGHF45 was secreted to

YPGal medium from transgenic K. lactis. The predicted
molecular weight of MsGHF45 and secreted molecular
weight of MsGHF45 were corresponded. There is faint other

protein band that may be the partial decomposition product
of MsGHF45 by protease effects of K. lactis. Lane M: protein
10-175 kDa marker. Lane 1: protein band which has molecular

weight of roughly 25 kDa. B. Lane 1: protein band of
recombinant MsGHF45 were roughly 25 kDa.
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각 pH 5, 40oC로 확인되었다(Figure 4, 5). 

금속 이온과의 영향을 알아본 결과, 재조합 MsGHF45

의 활성은 Ba2+, Fe2+을 첨가하여 배양한 경우 금속 이온

을 넣지 않고 배양한 대조군에 비해 상대적으로 약

3.5~4.8%가 증가하였다(Table 1). 그에 반해서, 나머지

Ca2+, Co2+, Cu2+, Hg2+, Mg2+, Mn2+, Zn2+을 첨가하였을

경우에는 활성이 감소하였다. 특히, Hg2+에서는 효소 활성

이 약 66.5% 감소함을 보여주었다.

4. 통계분석

ANOVA 분석 결과로 보아 pH와 온도의 변화, 금속이온

과의 영향에 따른 효소활성은 모두 검정 통계량의 유의확

률이 0.000으로 유의수준 5%에서 차이가 존재하는 것으

로 분석되었다. 분산의 동질성 검정 결과 유의확률은 각

각 0.160, 0.198, 0.154로 세 경우 모두 유의수준 5%에서

각 처리에 따른 분산이 동일하다고 볼 수 있다. 따라서

Duncan 법을 이용하여 사후검정을 실시하였다.

Duncan 법을 이용한 사후검정 결과 유의수준 5%에서

pH 2, 3, 8, 9, 10에서는 차이가 없었고, pH 4,7에서도 차

이가 발생하지 않았다. 또한 pH 6과 pH 5는 다른 모든

pH 값과 차이를 보이는 것으로 분석되었다(Table 2A). 또

한 유의수준 5%에서 4, 60, 70oC에서는 차이가 없었고, 30,

40oC에서도 차이가 없었으며 20oC와 50oC에서는 다른 모

든 온도에서와 차이를 보이는 것으로 분석되었다(Table

2B). 마지막으로 금속이온과의 영향을 보는 실험에서 사

후검정 결과 유의수준 5%에서 Control 집단은 다른 모든

집단과 차이를 보이는 것으로 나타났다. Ca2+과 Zn2+, 그

리고 Ba2+과 Fe2+의 첨가에 따른 활성 효율은 서로가 차이

를 보이지 않았으며, 다른 금속들은 서로 각각 활성 효율

에 차이를 보이는 것으로 분석되었다(Table 2C).

결 론

본 연구에서는 북방수염하늘소(M. saltuarius)가 지닌

cellulase (MsGHF45) 유전자를 K. lactis에 형질전환 시켰

다. 형질전환 된 효모는 활성이 있는 cellulase 효소를 성

공적으로 생산했다. 재조합 MsGHF45의 분자량은 SDS-

PAGE와 western blot을 통하여 확인이 되었으며, 형질전

Figure 3. The cellulolytic effect of secreted MsGHF45 by

native-PAGE. The only transgenic K. lactis cell culture medium
has cellulolytic effect against carboxymethyl cellulose. Lane 1:
native K. lactis GG799 cell culture medium. Lane 2: transgenic K.

lactis cell culture medium.

Figure 4. The optimum pH of recombinant MsGHF45. The
enzyme activity was the highest at pH 5. This optimum pH

will be advantage for yeast fermentation process, because
during fermentation the pH of medium is decreased (pH 6.5
to 5.2) by alcohol and carbonic acid. Error bar: SE.

Figure 5. The optimum temperature of recombinant
MsGHF45. Error bar: SE.

Table 1. Effects of various metal ions.

Metal ion Relative activity (%)

Control 100±0.5

Barium (Ba2+) 103.5±1.7

Calcium (Ca2+) 90.9±1.4

Cobalt (Co2+) 87.5±0.7

Copper (Cu2+) 78.8±0.7

Ferrous (Fe2+) 104.8±0.9

Mercury (Hg2+) 33.6±1.0

Magnesium (Mg2+) 85.4±0.7

Manganese (Mn2+) 82.1±1.1

Zinc (Zn2+) 91.1±1.1
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환 된 효소의 활성은 기질로써 carboxymethyl cellulose를

포함한 native-PAGE를 통해서 확인할 수 있었다. 재조합

MsGHF45 효소 활성이 갖는 최적 pH조건과 최적 온도조

건을 확인할 수 있었으며, 금속이온과의 영향을 알 수 있

었다. 최적 pH조건은 pH 5로 나타났으며, 최적 온도조건

은 40oC로 나타났다. 최적 pH는 효모 배양과정을 위한 이

점이 될 것이다. 배양하는 동안 배지의 pH는 에탄올이나

H
2
CO

3
와 같은 발효 생성물로 인해서 pH 6.5에서 pH 5.2

로 감소하게 되기 때문이다. 곤충으로부터 유래되어진 대

부분의 이종발현 재조합 cellulase는 pH 5~7, 그리고 온도

는 40~60oC에서 최적 활성을 갖는다는 몇 가지 연구결과

가 있다(Kim et al., 2008; Lee et al., 2004; Ni et al.,

2007; Simura et al., 2003; Wei et al., 2006; Zhou et

al., 2007). 또한 금속이온과의 영향을 보면, 이는 중금속이

티올기와 같은 효소의 활성부위를 갖는 몇몇의 일정 그룹

들을 공격하는 것으로 보여 진다. 실험결과와 같이 대부

분의 중금속은 효소 활성을 억제하는 경향이 있는 데에

반해, Ba2+과 Fe2+은 효소의 기질결합의 친화도를 높이고

촉매부위의 형태를 안정화시킬 수 있다(Naika et al.,

2007). Ba2+과 Fe2+를 첨가하여 cellulase 활성이 최대

130% 증가하였다는 몇 가지 연구가 있다(Liu et al., 2012;

Pham et al., 2012; Tao et al., 2010).

곤충은 발견된 종만 해도 300만종이 넘을 정도로 지구

상에서 가장 다양한 생물군이기 때문에 곤충 유래의

cellulase를 효과적으로 탐색해나갈 수 있다. 이러한 연구

의 발전을 위해서는 첫째, 재조합 MsGHF45의 수율을 증

가시켜야 한다. 배양을 하는 동안의 열 충격이나 영양소

의 제한성과 같은 스트레스 요인을 고려할 수 있다. 둘째,

cellulase는 cellulose를 각각 단계적으로 가수분해 시키는

세 가지 유형이 존재한다(endo-glucanase, exo-glucanase,

Table 2. Duncan’s multiple range test
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cellobiase). 이 세 가지 유형을 모두 통합시키는 연구로 나

아갈 수 있다. Cellulase의 세 가지 유형을 효과적으로 통

합 발현시켜 효소의 활성 및 안정성을 증가시킨 몇몇 연

구가 있다(Yamada et al., 2010; Yamada et al., 2011;

Yanase et al., 2010). 셋째, 발효를 통해 생성된 alcohol의

양을 검출하여 수율을 높이는 연구로도 나아갈 수 있을

것이다.

본 연구와 같은 공시충인 북방수염하늘소가 지니는 또

다른 cellulase인 MsGHF5의 특성을 밝힌 연구가 있다(Ko

et al. 2015). MsGHF5의 효소특성을 확인해 본 결과, 본

연구와 세부적인 결과는 달랐지만 대체로 비슷한 조건에

서 최적 활성을 보이는 것을 볼 수 있다. 북방수염하늘소

가 지니는 cellulase는 세 종류일 것이라 예상되며, 연구되

지 않은 다른 한 종류 역시 비슷할 것으로 예상된다. 세

가지의 cellulase를 동시발현시켜 이후 바이오에탄올을 위

한 biofuel 공정에 적용시킨다면 공정의 효율을 크게 높일

수 있을 것이다.
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