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Soybean [Glycine max (L.) Merr.] is grown worldwide for its high protein and oil content. Anthocyanins 
from black soybean seed coats are known to have many pharmaceutical effects. Soybean cultivars with 
large seed sizes and black seed coats are needed by soybean farmers. However, antinutritional factors, 
like protein, stachyose, and Kunitz trypsin inhibitor (KTI) exist in raw mature soybeans. Genetic elimi-
nation or reduction of these components is needed in soybean breeding. The objective of this research 
was to develop new a soybean strain with black seed coats and green cotyledons that was KTI protein 
free and low in stachyose. Six parents were used. The presence or absence of KTI protein was de-
tected using the Western blot technique. The content of stachyose in mature seeds was detected using 
HPLC. One new strain was selected from 11 F2 plants with black seed coats and green cotyledons 
that lacked KTI protein. The new strain had black seed coats and green cotyledons and was KTI pro-
tein free and low in stachyose. The plant height of the new strain was 66 cm, and its 100-seed weight 
was 28.4 g. The stachyose content of the new strain was 2.59 g/kg. The new strain developed in this 
research will be used to develop new cultivars that are KTI protein free and low in stachyose. 
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서   론

콩[Glycine max (L.) Merr. 2n=40]은 우리나라에서 벼 다음

으로 많이 재배되고 있는 식량작물이며 콩나물, 두유, 두부, 

된장, 간장의 주원료이며 식물성 단백질 지방 공급의 주요 원

천이다. 성숙 콩 종실에는 단백질 35~40%, 지방 15~20%, 탄수

화물 30% 가량의 3대 영양소와 페놀성 화합물, 이소플라본, 

사포닌, 루테인 토코페롤, 피틴산 등 생리활성 물질이 다양하

게 존재한다. 속푸른 검정콩의 자엽에는 항산화 비타민 화합

물인 루테인 성분이 많이 함유하고 있어 눈병, 시력저하, 눈의 

피로 등 시신경 보호에 도움이 되며 눈 질환 예방에 효과가 

있는 것으로 알려져 있다[10]. 안토시아닌은 검정콩 종피에 다

량으로 함유되어져 있고, 항산화작용, 항균작용, 항암작용, 면

역증강, 노화방지 효과등으로 속푸른 검정콩에 대한 소비가 

증가하고 있다[1, 8, 11, 15]. 하지만 성숙한 콩 종실에는 기능성

과 가공 적성 및 품질을 저해시키는 성분들도 다수 존재한다. 

콩의 기능성과 품질을 저해하는 대표적인 물질로는 Kunitz 

Trypsin Inhibitor (KTI) 단백질과 난소화성당 성분인 Sta-

chyose가 있다. 

성숙 콩 종실에 존재하는 KTI 단백질의 분자량은 21.5 kDa

이며 181개의 아미노산으로 구성되어져 있다. 섭취 시 인체 

내에서 소화를 억제시키는 단백질이며, Kunitz에 의해서 최초

로 분리되었고, 크리스탈 구조가 밝혀져 있다[16]. 콩의 유전자

원 분석결과 KTI 단백질은 12가지 eletrophoretic forms가 존

재한다. 그중에서 Ti-a, Ti-b, Ti-c 형태는 단일 locus에서 co- 

dominant mutiple allelic 형태임이 밝혀졌으며[6, 20, 22], 또 

다른 형태로는 Ti-d [28], Ti-e [24], Ti-null type [20], Ti-f [25], 

Ti-bi5 [26], Ti-aa1, Ti-aa2, Ti-ab1, Ti-g [27]가 있다. KTI 단백질

은 single 유전자 Ti에 의해서 지배되고[12, 20], Ti locus는 

classical linkage group 9에 위치해 있는 것으로 밝혀져 있다

[5, 14]. 그리고 USDA / Iowa State University의 soybean mo-

lecular linkage map A2 (chromosome 8번)에 위치한다[2]. 

KTI 단백질은 lipoxygenase 단백질과 같이 높은 열에 의해 

불활성화 되기 때문에 콩에 열처리를 하여 단백질 분해가 억

제되는 것을 현저히 감소시킬 수 있다는 연구결과가 있다. 콩

을 100℃에서 10분간 가열했을 때 KTI 단백질의 활성을 약 

80% 정도 감소시킬 수 있고[21], 121℃에서는 10분 만에 KTI 

단백질을 94%까지 감소시킬 수 있다고 하였다. 그러나 콩의 

제품 가공을 위한 공정 시 열처리를 하게 되면 Cystine이나 

Lysine과 같은 필수 아미노산이 높은 열에 의해 파괴되기 때문

에 콩에 인위적으로 열처리를 하는 것 보다는 종자 내에서 

KTI 단백질이 열성 동형접합(titi genotype)을 가져 유전적으

로 KTI 단백질이 제거된 콩을 사용하는 것을 필요로 한다[20]. 
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Table 1. Seed coat color, cotyledon, Kunitz Trypsin Inhibitor (KTI) protein, and stachyose content of three parents used in this 

experiment

Parents
Traits

Seed coat color Cotyledon color KTI protein Stachyose content

Seoritae

Jinyangkong

Gaechuck#1

Black

Yellow

Black

Green

Yellow

Green

Presence (TiTi )

Presence (TiTi )

Absence ( titi )

Normal (Rs2Rs2 )

Low (rs2rs2 )

Normal (Rs2Rs2 )

콩 종실의 올리고당에는 sucrose, raffinose, stachyose 등이 

존재하고 있다. Raffinose와 stachyose는 대두에서 각각 1%와 

4% 정도 함유되어져 있다[7]. Raffinose와 stachyose는 sucrose

에 galactose가 α-1, 6결합으로 1개 또는 2개 결합되어 있는 

형태로 장내에는 α-galactosidase 효소가 결핍되어 있어 su-

crose와 galactose로 분해시키지 못하기 때문에 난소화성인 것

으로 밝혀져 있다[23]. 난소화성당은 분해되지 않은 상태로 대

장에 도달하게 되고, 대장 내의 혐기성 미생물에 의해 분해되

면서 가스가 발생하면서 장을 불편하게 하고 체외로 배출시켜 

불쾌감을 주는 것으로 알려져 있다[18]. Suarez 등[23]은 일반

적인 콩보다 raffinose와 stachyose의 함량이 떨어진 콩 생산물

을 섭취하였을 경우 인체에서 가스발생이 감소하였음을 보고

하였다. 성숙 콩 종실에 raffinose 및 stachyose의 함량이 낮은 

유전자원이 밝혀져 있으며[13], Dierking와 Bilyeu [3]는 유전

자원 PI200508로부터 RS2라는 raffinose synthase의 새로운 

allele를 발견하였으며 rs2 gene은 raffinose 함량을 낮게 한다

고 하였다. Stachyose의 함량이 낮은 유전자형은 포장 실험결

과 수량 등 대부분의 농업적 형질에서 일반콩과 차이가 없었

다는 보고가 있다[9]. Hou 등[4]은 유전자형, 성숙군, 원산지에 

따른 raffinose 및 stachyose의 함량 변이를 보고하였고, 

Kumar등[17]은 재배환경에 따른 함량의 변이를 보고한 바 있

다. Neus등[19]은 정상계통과 raffinose 및 stachyose의 함량이 

낮은 계통간 농업적 형질의 차이를 보고하였다. 따라서 본 연

구는 성숙 콩 종실에서 품질, 기능성 및 가공 적성을 저하시키

는 KTI 단백질이 없으면서 난소화성 올리고당인 stachyose 함

량이 낮은 속푸른 검정콩 유전자형을 육성하기 위하여 진행되

었다. 

재료 및 방법

모본 및 육종집단

성숙 종자에서 검정종피와 녹색자엽을 가지면서 콩의 품질, 

가공 적성 및 기능성을 저하시키는 Kunitz Trypsin Inhibitor 

(KTI) 단백질이 없으면서 stachyose의 함량이 낮은 titirs2rs2 

유전자형을 가진 계통을 개발하기 위하여 3개의 모본을 이용

하여 육종집단을 창성하였다. 이용된 3개의 모본에 대한 형질

은 Table 1과 같다.

Seoritae 모본은 성숙 종실에서 KTI 단백질이 존재하며 

(TiTi genotype), stachyose의 함량이 일반콩과 유사하거나 높

은 편에 속하며(Rs2Rs2 genotype) 속푸른 검정콩 재래종이다. 

Jinyangkong 모본은 KTI 단백질이 존재하며(TiTi genotype), 

stachyose의 함량이 매우 낮은(rs2rs2 genotype) 노란콩이다. 

Gaechuck#1 모본은 속푸른 검정콩으로 KTI 단백질이 없으며 

(titi genotype), Rs2Rs2 유전자형을 가져 stachyose의 함량이 

일반콩과 유사하다. 온실에 Seoritae와 Jinyangkong 모본을 파

종하여 Seoritae x Jinyangkong의 조합으로 교배를 통하여 F1 

종자를 얻은 후 F1 식물체로 양성하면서 잡종성을 확인 한 후 

성숙기에 F2 종자를 얻었다. 각각의 F2 종자를 이용하여 포장

에서 F2 개체로 전개하면서 검정 종피색이면서 stachyose의 

함량이 낮은 개체를 선발하였다. 선발개체와 Gaechuck#1 모

본을 온실에 파종하여 선발개체 x Gaechuck#1의 조합으로 

교배를 통하여 F1 종자를 얻은 후 F1 식물체로 양성하면서 F2 

종자를 얻었다. 각각의 F2 종자를 이용하여 녹색자엽을 가진 

종자를 선발 한 후 KTI 단백질이 없는 종자를 선발하여 포장에

서 F2 개체로 전개시켰다. 각각의 F2 개체를 수확 한 후 ran-

dom으로 종자를 골라 stachyose의 성분 함량을 측정하였다. 

성숙 종자에서 검정종피와 녹색자엽이면서 KTI 단백질이 없

고 stachyose의 함량이 낮은 F3 계통을 선발하였다. 선발된 F3 

계통을 포장에서 F4 계통으로 유지시켜 경장, 100립중, 제색등 

농업적 형질을 평가하였다. 육성과정은 Fig. 1과 같다. 

Stachyose의 함량 분석

Seoritae x Jinyangkong 및 선발개체 x Gaechuck#1의 조합

으로 얻어진 F2 개체의 random으로 종자를 골라 stachyose의 

함량을 HPLC 방법으로 측정하였다. 선발된 종자들의 종피를 

제거한 후 미세하게 분말로 갈아서 각 시료 당 수분을 동일하

게 제거한 후 500 mg을 취하여 acetone 10 ml를 가하여 약 

2시간 동안 열을 가하면서 지방을 제거하였다. 필터를 통해 

acetone을 제거하고 남은 powder에 증류수 10 ml을 가하여 

60℃ 온탕기에 2시간 동안 둔 후 추출물 1 ml을 취하였다. 1 

ml에 단백질 및 기타 유기 colloid 등을 침전시키기 12,000 

rpm에서 10분 동안 원심분리 후 상층액을 0.2 μl membrane 

필터에 필터하고 난 후 냉장고에 저장하면서 HPLC를 통해 

분석하였다. HPLC 분석컬럼은 Supelcogel 610-H Column (30 

cm×7.8 mm, 9 μm, Supelco, USA)을 사용하였으며, 이동상은 

2차 증류수에서 0.1% H3PO4, 유속은 0.5 ml/min, 온도는 30℃

로 유지시켰다. Reflective index detector (RID) 검출기를 사용

했으며 stachyose 의 각 standard를 10, 8, 6, 4, 2, 0 mg/ml로 
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Table 2. Agronomic traits of new strain selected in this experi-

ment 

Seed coat

color

Hilum

color

Cotyledon

color

Plant

heightcm

Seed weight

(g/100 seed)

Black Black Green 66 28.4

Fig. 2. Confirmation of Kunitz trypsin inhibitor (KTI) protein 

free in the parent and new strain. C:Seoritae, S:new 

strain (black seed coat, green cotyledon, and low content 

of stachyose). 

Fig. 1. Scheme for developing new soybean strain with black 

seed coat, green cotyledon, Kunitz Trypsin Inhibitor 

(KTI) protein free, and low content of stachyose. 

calibration 후 각각의 sample 당 stachyose의 함량 분석을 실

시하였다. Rs2Rs2 유전자형을 가진 장려품종들의 stachyose 

함량 비교를 위해 태광콩, 대양콩, 풍산나물콩, 진품콩2호, 미

소를 이용하였다. 

Kunitz Trypsin Inhibitor (KTI) 단백질 분석

KTI 단백질의 유무는 Western blot 방법을 이용하였다. 선

발개체 x Gaechuck#1의 조합으로 얻어진 녹색자엽을 가진 

F2 종자로부터 배를 제외한 성숙 자엽을 절취하여 단백질을 

추출하였다. 추출한 단백질 시료의 농도를 정량한 후 12% SDS- 

PAGE를 이용하여 전기영동을 하였다. Gel에서의 분리된 단

백질을 PVDF membrane에 옮긴 후 2시간 동안 blocking buf-

fer (20 mM Tris (pH 7.5), 150 mM NaCl, 0.1% Tween 20, 

5% nonfat dried milk)에 담갔다. 이후 KTI antibody와 Lectin 

antibody를 1시간 동안 반응시킨 후 TTBS buffer (20 mM), 

Tris (pH 7.5), 150 mM NaCl, 0.1% Tween 20)에 5분씩 3번 

씻고, 2차 antibody와 1시간 동안 반응시켰다. 그런 후 다시 

TTBS buffer에 5분씩 3번 씻은 후 ECL kit를 사용하여 X-ray 

film에서 KTI 단백질 존재여부를 확인하였다.

결과 및 고찰

Seoritae와 Jinyangkong의 교배로부터 검정종피와 sta-

chyose의 함량이 낮은 선발개체를 얻어 Gaechuck#1와의 교

배로부터 검정종피와 녹색자엽을 가진 51개의 F2 종자를 얻었

다. 각각의 F2 종자로부터 배를 제외한 성숙 자엽을 절취하여 

추출된 단백질을 이용하여 Kunitz Trypsin Inhibitor (KTI) 단

백질이 없는 11개의 종자를 얻었다. 이러한 결과는 KTI 단백질

의 존재여부는 각각 single 유전자에 의한다는 이전의 연구결

과와 일치하였다[20]. 검정종피, 녹색자엽 및 KTI 단백질이 없

는 11개의 F2 종자를 파종하여 농업적 형질이 양호한 8개의 

F2 식물체를 수확하였다. 얻어진 8개 계통의 random 종자를 

이용하여 stachyose 분석 결과 함량이 낮은 2개의 계통을 선발

하였다. 이는 RS2 유전자가 single 유전자 분리양상임을 나타

낸 이전의 연구와 유사하였다[3]. rs2rs2 유전자형을 가진 2개

의 계통중에서 농업적 형질이 양호한 1개의 계통을 선발하였

다. 선발된 F4 plant 계통에 대한 포장으로부터 얻어진 농업적 

형질은 Table 2와 같다.

선발된 계통 초장은 66 cm 정도였으며 백립중은 28.4 g으로 

대립이었으며 종피색과 제색은 모두 검정색이었고 성숙 자엽

색은 녹색이었다. 선발된 계통에 대한 F5 random 종자를 이용

하여 단백질 추출 후 Western Blot으로 KTI 단백질의 유무를 

확인한 결과는 Fig. 2와 같다.   

Seoritae 모본은 성숙 콩 종실에서 KTI 단백질이 있는 TiTi 

유전자형이며 선발계통은 KTI 단백질이 없는 titi 유전자형이

었고 유전적으로 고정된 상태임을 나타내었다[20]. 선발계통

과 Rs2Rs2 유전자형을 가진 장려품종(태광콩, 대양콩, 풍산나

물콩, 진품콩2호, 미소)들의 stachyose 함량을 방법으로 sta-

chyose의 함량을 측정한 결과는 Table 3과 같다. 

Stachyose 함량 분석 결과 태광콩에서는 13.01(g/kg)이었

고, 대양콩에서는 14.46(g/kg)이었고, 풍산나물콩의 Stachose 

함량은 14.19(g/kg), 진품콩2호는 16.81(g/kg), 미소콩에서는 

15.34(g/kg)이었다. 대조품종은 모두 RS2RS2 genotype을 가

졌고, 선발된 계통에서는 stachyose 함량이 2.59(g/kg)로 대조

품종 함량보다 매우 낮았으며, rs2rs2 genotype인 것을 보였다. 

선발된 계통의 rs2 유전자는 고정된 상태[3]를 보였고, raffi-

nose와 stachyose의 함량이 차이 나는 계통에 대한 포장 실험

결과 수량 등 대부분의 농업적 형질에서 차이가 없었다는 이
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Table 3. Content of stachyose for five cultivars and one new 

strain selected in this experiment 

Cultivar/Strain Stachyose (g/kg) Genotype

Taekwang

Dayang

Punsannamul

Jinpum#2

Miso

New strain 

13.01

14.46

14.19

16.81

15.34

2.59

RS2RS2

RS2RS2

RS2RS2

RS2RS2

RS2RS2

rs2rs2

전의 연구 결과와 유사하였다[9]. 본 연구를 통하여 선발된 계

통은 Kunitz Trypsine Inhibitor (KTI) 단백질이 없으며 난소화

성 올리고당인 stachyose 성분의 함량이 낮고 검정종피와 녹

색자엽을 가진 기능성 고품질 유색콩 육성을 위한 중간모본으

로 이용될 수 있을 것으로 사료되었다.
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초록：titirs2rs2 열성 유전자형을 가진 속푸른 검정콩 계통 육성

최상우․김진아․심상인․김민철․정종일* 

(경상대학교 농학과)

콩[Glycine max (L.) Merr. 2n=40]은 국내에서 벼 다음으로 많이 재배되고 있는 식량작물이며 성숙 콩 종실에는 

3대 영양소외 페놀성 화합물, 이소플라본, 사포닌, 루테인 토코페롤, 피틴산, 루테인, 안토시아닌등 생리활성 물질

이 다양하게 존재하지만 기능성과 가공 적성 및 품질을 저해시키는 성분들도 다수 존재한다. 성숙 콩 종실에서 

품질, 기능성 및 가공 적성을 저하시키는 KTI 단백질이 없으면서 난소화성 올리고당인 stachyose 함량이 낮은 속

푸른 검정콩 유전자형을 육성하기 위하여 진행되었다. 3개의 모본으로 육종집단을 창성하여 검정종피, 녹색자엽 

및 KTI 단백질이 없는 11개의 F2 종자를 얻었고 stachyose 함량이 낮은 2개의 계통을 선발하여 농업형질 평가를 

통하여 검정 종피, 녹색자엽, stachyose 함량이 낮은 titirs2rs2 유전자형을 가진 계통을 선발하였다. 선발된 계통의 

초장은 66 cm 정도였으며 백립중은 28.4 g으로 대립이었으며 종피색과 제색은 모두 검정색이었고 성숙 자엽색은 

녹색이었다. 선발된 계통의 stachyose 함량은 일반품종(13.01-16.81 g/kg)보다 매우 낮은 2.59(g/kg)이었다. 본 연

구를 통하여 선발된 계통은 Kunitz Trypsine Inhibitor (KTI) 단백질이 없으며 난소화성 올리고당인 stachyose 성

분의 함량이 낮고 검정종피와 녹색자엽을 가진 기능성 고품질 유색콩 육성을 위한 중간모본으로 이용될 수 있을 

것으로 사료되었다.

of soybean Kunitz trypsin inhibitor detected in wild soy-

bean (Glycine soja). Genome 47, 9-14.

26. Wang, K. J. and Li, X. H. 2005. Tif type of soybean Kunitz 

trypsin inhibitor exists in wild soybean of northern China. 

In:Proceedings of the 8th national soybean research conference of 

China. pp. 167-168.

27. Wang, K. J., Takahata, Y., Kono, Y. and Kaizuma, N. 2008. 

Allelic differentiation of Kunitz trypsin inhibitor in wild 

soybean (Glycine soja). Theor. Appl. Genet. 117, 565-573.

28. Zhao, S. W. and Wang, H. 1992. A new electrophoretic var-

iant of SBTi-A2 in soybean seed protein. Soyb. Genet. Newsl. 

19, 22-24.


