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Abstract The flavonoid, isokaempferide, has various biological

activities such as hepatoprotective, antimicrobial and antiproliferative

effect and is extracted from Amburana cearensis and Cirsium

rivulare (Jacq.). Biotransformation is an alternative tool for the

synthesis of value-added flavonoids with inexpensive substrates.

Here, to synthesize isokaempferide from naringenin, two genes,

PFLS and Rice O-mthyltransferae-9 were introduced in Escherichia

coli. Although isokaempferide was successfully synthesized, the

amount of biosynthesis was no high. In order to increase the yields

of isokaempferide, S-adenosylmethionine (SAM) used as a methyl

donor was increased by deleting MetJ, which is a transcriptional

regulator related to SAM biosynthetic pathway. Next we optimized

the cell concentration and substrate feed concentration with the

engineered E. coli strain. Through these strategies, the biosynthesis

of isokaempferide was increased up to 87 mg/L.

Keywords Biotransformation · Flavonoids · Flavonol synthase

· Metabolic engineering · O-methyltransferase

서 론

식물이 생합성 하는 알칼로이드, 테르페노이드, 폴리페놀 등과

같은 이차대사산물은 기능성식품, 화장품, 의약품 등을 개발하

기 위한 중요한 소재이다[1-3]. 특히 폴리페놀에 속하는 플라보

노이드는 가장 잘 알려진 이차대사산물중의 하나로서 항산화,

항암, 항노화, 항균, 항염 등과 사람의 건강과 관련된 다양한 생

리적 기능뿐만 아니라 박테리아, 곰팡이, 바이러스, 곤충 등에

의해 야기되는 식물성 병에 대한 방어물질로 작용하는 것으로

알려져 있다[4,5]. 플라보노이드의 다양한 의학적 유용성에도 불

구하고 대부분의 플라보노이드는 식물로부터 추출하여 사용되

기 때문에 유용한 플라보노이드를 안정적이고 일정하게 공급하

는 것이 어렵다[6,7]. 화학합성법으로 플라보노이드를 생합성 할

수 있지만, 플라보노이드 합성반응에 독성물질이 필요하거나 때

로는 아주 극단적인 반응조건을 필요로 하는 경우가 있다[8].

따라서 이러한 어려움을 극복하고 다양한 식·의약 소재로 사

용하기 위해 플라보노이드를 안정적으로 공급하기 위한 방법으

로 식물세포배양법, hairy root배양법, 효모배양법, 미생물 배양

법 등을 이용한 생산법 개발들이 시도되고 있다[9-11]. 이들 중

미생물을 이용한 플라보노이드 생산시스템은 다른 생산 공정법

에 비해 배양이 쉽고, 형질전환이 가능하며, 생합성에 필요한

각종 조효소들의 생합성경로 대사조절이 가능하기 때문에 최근

들어 플라보노이드 생산 공정시스템을 개발하려는 연구가 다양

하게 시도되고 있다[11,12].

플라보노이드는 식물에서 페닐프로파노이드 생합성경로를 통

해서 만들어지는 플라보노이드는 현재 약 9,000종 이상이 다양

한 식물들에서 발견되고 있다[10]. 식물에서 플라보노이드 생합

성은 phenylalanine ammonia lyase (PAL)에 의해 페닐알라닌을

cinnamic acid로 전환하는 것으로부터 시작한다. Cinnamic acid

는 cinnamic acid 4-hydroxylase에 의해 p-coumaric acid로 전

환되고 순차적으로 4-Coumarate-CoA ligase, Chalcone synthase,

chalcone isomerase에 의해 naringenin이 생합성되고 이는 다양
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한 플라보노이드를 생합성의 전구물질로 사용된다[13]. 플라보

노이드는 일반적으로 B링과 C링의 연결위치, hydroxylation,

oxidation, saturation의 정도에 따라 플라바논, 플라보놀, 플라본,

이소플라본, 플라반-3-ol, 안토시아닌 등의 6그룹으로 나누어진

다[14]. 이들 중 플라보놀은 폐암, 결장암, 유방암, 위암, 식도암,

류마티스관절염, 당뇨병, 천식, 백내장 등의 다양한 질병에 효

과를 보이는 것으로 보고되고 있다[15]. 플라보놀은 안토시아닌,

프로안토시아닌과 생합성 경로를 공유한다. 일반적으로 식물에

서 flavonol의 합성은 naringenin을 시발물질로 flavanone 3-

hydroxylase (F3H)에 의해 dihydroflavonol로 촉매 되고 이는

다시 flavonol synthase (FLS)에 의해 flavonol (kaempferol)이

생합성 된다(Fig. 1). 하지만, 최근의 연구에 의하면 이러한

naringenin으로부터 kaempferol을 생합성 할 수 있는 새로운

type의 FLS유전자가 보고되었다[16].

Isokaempferide는 주로 Amburana cearensis와 Cirsium rivulare

(Jacq.) 로부터 추출되는 3-O-methylated kaempferol이다.

Isokaempferide (5,7,4'-trihydroxy-3-methoxyflavone)의 in vitro

연구에서 간 보호, 항균, 항증식성, 항염 등의 효과를 가지는 것

을 보였으며 기니 피그 적출기관(guinea pig isolated trachea)을

대상으로 한 실험에서 isokaempferide는 근육이완효과를 보였다

[17-20]. 이와 같이 다양한 생리활성에도 불구하고 isokaempferide

는 식물에서 추출되어 사용되기 때문에 이물질을 안정적으로 공

급하기 위해서는 공간적 계절적으로 많은 제약을 받는다[20].

따라서 isokaempferide의 공급뿐만 아니라 다른 생리활성들을

탐색하기 위해서 이 물질을 안정적으로 공급할 수 있는 대체

생산법의 개발이 필요하다.

본 연구에서 Poplar flavonol synthase (PeFLS)와 Rice O-

mthyltransferae-9 (ROMT-9)를 이용하여 naringenin으로부터

isokaempferide를 생합성을 시도하였다. 또한 메칠전이효소의

donor로 사용되는 S-adenosyl methionine (SAM)의 생합성 증가

를 시도하였고, isokaempferide생합성 최적화를 실시하였다.

재료 및 방법

발현벡터 및 돌연변이체 제작

PeFLS의 발현벡터제작은 이전에 클로닝한 플라스미드를 주형으

로 이용하였다[21]. PCR은 Taq polymerase를 활성화 시키기 위

하여 94 oC에서 15분간 배양한 후 94 oC에서 1분, 60 oC에서 1

분, 72 oC에서 1분, 총 35회 반복조건하에서 Hotstart Taq

polymerase (Qiagen, Hilden, Germany)을 이용하여 실시하였다.

Forward primer로 ATGAATTCGATGGAGTTTGATAGAGTTC

AA (밑줄 EcoR I)와 reverse primer로 CATGCGGCCGCCTA

CTGGGGGAGACGATTG (밑줄 Not I)을 실험에 사용하였다.

PCR산물은 아가로스겔상에서 전기영동 한 후 Gel DNA

Purification Kit (Bioneer, Korea)를 이용하여 정제하여 EcoR

I/Not I 제한효소를 처리한 후 pCDFDuet의 동일한 제한효소자

리에 클로닝 하였다. ROMT-9은 이전의 연구에서 구축된 플라

스미드를 본 연구에 사용하였다[22].

대장균 BL21 (De3)에서의 MetJ의 결실은 quick and easy

conditional knockout kit (Gene Bridges, Heidelberg, Germany)

를 사용하였다. MetJ 결실은 FRT-PGK-gb2-neo-FRT DNA를

template로 forward primer로 5'-CGTAGCGCATCAGGCGATT

CCACTCCGCGCCGCTCTTTTTTGCTTTAGTAAATTAACCCT

CACTAAAGGGCG-3'와 reverse primer로 5'-TTCTTTGCGTAT

AGATTGAGCAAATCCCAAATAGCCGTTAAAATTATATGTA

ATACGACTCACTATAGGGCTC-3'를 사용하였다. 돌연변이체의

확인은 forward primer 5'-GGTCGCAGACAACGTGCTCG-3'와

reverse primer 5'-ACGCACTGCGATGGTGGCCT-3'를 가지고

PCR로 확인하였다.

생물전환

PeFLS와 ROMT-9를 담고 있는 단일 콜로니를 ampicillin (50

μg/mL)과 spectinomycin (50 μg/mL)이 공급된 LB배지에 접종

하여 37 oC에서 밤새도록 배양하였다. 다음날 아침 동일한 항생

제가 첨가된 25 mL LB배지를 담고 있는 250 mL 플라스크에

배양액 250 μL를 접종하여 37 oC에서 배양하였다. 세포밀도가

OD600 nm에서 1.0에 도달하였을 때 IPTG의 최종농도가 1 mM

이 되게 첨가하고 배양플라스크를 30 oC로 이동하여 20시간 동

안 재조합단백질을 유도하였다. 배양이 끝난 후 원심분리기를

이용하여 세포를 회수한 후 10 mL Andrew’s Magic Media

(AMM)배지[23]로 2회 세척하고 동일 배지에 세포밀도가

OD600 nm에서 3.0이 되게 현탁 하였다. 배양배지에 ITPG

1 mM, ampicillin 50 μg, spectinomycin 50 μg, naringenin 300

μM의 최종농도가 되게 첨가하여 30 oC에서 생물전환을 실시하

였다. 배양 12, 24시간 후 500 μL의 샘플을 회수하고 거기에

동량의 에칠아세테이트를 첨가하여 2회 반복하여 반응산물을 추

출하였다. 반응산물은 진공건조기를 위하여 완전히 건조하여

DMSO 80 μL에 다시 녹여 HPLC분석에 이용하였다.

HPLC분석

반응물은 photodiode array 검출기와 Polaris 5 C18-A column

Fig. 1 Biosynthesis pathway of isokaempferide from naringenin. F3H,

flavanone 3-hydroxylase; FLS, flavonol synthase; PFLS, poplar flavonol

synthase; ROMT9, rice O-methyltransferase
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(250 mm×4.6 mm, Agilent Technologies, Santa Clara, CA,

USA)가 부착된 Varian high performance liquid chromatography

(HPLC) 시스템(Agilent Technologies)을 이용하여 분석하였다.

HPLC분석은 0.1% formic acid가 첨가된 증류수(A buffer)와,

0.1% formic acid가 첨가된 acetonitrile (B buffer)를 사용하여

실시하였다. 분석프로그램은 0분에 20% B버퍼, 8분에 40% B

버퍼, 12분에 90% B버퍼, 15분에 90% B버퍼, 15.1분에 10 B

버퍼, 20분에 10% B버퍼의 조건을 사용하였다.

결과 및 고찰

Naringenin으로부터 isokaempferide 생합성

Isokaempferide는 Amburana cearensis와 Cirsium rivulare (Jacq.)

의 주요 구성물질로 간 보호, 항균, 항증식성, 항염 등의 생리

효과를 보이는 3-O-methylation된 kaempferol이다[17,18,20].

Naringenin으로부터 isokempferide를 생합성 하기 위해서는

F3H, FLS, OMT (flavonoid O-methyl transferase) 등의 3유전

자가 필요하다. 최근 연구결과에 의하면, 포플러에서 분리된

PFLS는 F3H와 FLS의 기능을 동시에 수행하는 것으로 보고되

었다[16]. 벼에서 분리한 ROMT-9은 flavone 및 flavonol 3'-O-

methyltransferase이지만, flavonol의 경우 3'의 hydroxyl group을

이용할 수 없을 때 3번 위치의 hydroxyl group을 methylation

시킨다[16]. 따라서 대장균에서 naringenin을 기질로 isokaempferide

를 생합성 하기 위해서 2개의 유전자, PFLS와 ROM-9을 이용

하였다. 두 유전자, PFLS와 ROMT-9을 대장균 BL21 (DE3)에

형질전환 하였고 결과 균주를 BL-PR로 명명하였다. BL-PR균

주를 이용하여 naringenin으로부터 isokaempferide의 생합성능력

을 테스트하기 위하여 2 mL LB배지를 이용하여 30 oC에서 20

시간 동안 재조합 단백질을 유도한 후 AMM배지를 이용하여

생물전환을 실시하였다. 생물전환 12시간 후 배양액을 회수하

여 에칠아세테이트로 추출하고 완전히 건조한 후 HPLC분석을

실시하였다. 그 결과 기질로 사용된 naringenin (12.7 min)을 제

외하고 총 3개의 새로운 peak이 생성되었다(Fig. 2B). P1 (9.5

min)의 UV흡광도는 기질로 사용된 나린제닌과 유사하였고 이

는 전형적인 flavanone의 UV흡광도 패턴과 일치하였다. 따라서

이 물질은 kaempferol의 전구물질인 aromadendrin으로 추정되

었다(Fig. 2D). P2 (13.8 min)는 전형적인 flavonol의 UV 흡광

도를 가지고 있으며, 표준물질 kaempferol과 동일한 흡광도와

용출 시간대를 보였다(Fig. 2B). P3 (14.1 min)는 kaempferol의

흡광도에 비해서 band I의 UV최고 흡광도가 365 nm에서

350 nm으로 이동한 결과를 보였다(Fig. 2D). 이것은 flavonol의

3번 위치의 구조 변화에 의한 전형적인 hypsochromic shift 현

상이다[24]. 따라서 P3는 isokaempferide로 추정되었다. P3의 구

조를 명확하게 결정하기 위하여 반응물을 HPLC로 분리하여 1H-

NMR 분석에 이용하였다. NMR 데이터의 분석 결과는 Aceton-

d6, 500 MHz; 3.87 (3H, s), 6.26 (1H, d, J =2.1 Hz), 6.50

(1H, d, J =2.1 Hz), 7.02 (2H, d, J =9.0 Hz), 8.03 (2H, d,

J =9.0 Hz), 12.80 (1H, s)와 같았다. 이러한 결과는 이전에 발

표한 1H-NMR 결과와 일치하였다[25]. 이상의 결과를 종합해

보면 BL-PR 균주는 naringenin을 기질로 하여 isokaempferide

생합성이 가능하다는 알 수 있다.

Isokaempferide 생합성을 증가를 위한 대장균 engineering

Isokaempferide는 naringenin으로부터 생합성이 가능하였지만, 생

산량은 높지 않았다. 생물전환 시간을 증가하면 제공한 기질이

Fig. 2 HPLC and UV spectra of reaction product from B-PR. (A) HPLC chromatogram of standard naringenin, kaempferide, and isokaempfefide; (B)

HPLC chromatogram of reaction product. P1 was estimated to be aromadendrin by comparing with UV spectra. P2 and P3 were identified be to

kaempferol and isokaempferide by comparing with authentic kaempferol and isokaempferide. (C) UV spectra of authentic naringenin, kaempferol, and

isokaempferide. (D) UV spectra of reaction products, P1, P2, and P3
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전부 kaempferol로 생물전환이 되어도 isokaempferide로의 생물

전환은 전부 일어나지 않았다. 이러한 결과는 이전의 연구에서

도 보고되었다[16]. 이는 대장균 생체내에서 공급되는 메칠 도

너인 SAM의 공급이 isokaempferide의 생합성에 영향을 미칠

수 있다는 것을 암시한다. 이전에 연구에 의하면 대장균내 SAM

synthase의 과발현은 SAM의 생합성을 크게 증가시키지 못하는

것으로 나타났다[26]. 이는 대장균에서 SAM의 생합성이 증가

하면 리간드 반응 전사조절인자인 MetJ에 의해서 SAM생합성

과 관련된 9개의 프로모터로부터 적어도 12개의 유전자를 억제

하는 것으로 알려져 있다[27]. Isokaempferide의 생합성에 MetJ

의 영향을 알아보기 위하여 quick and easy conditional knockout

kit (Gene Bridges, Heidelberg, Germany)를 이용하여 MetJ를

제거하였으며, 이 균주는 B-MetJ로 명명하였다. B-MetJ에 PFLS

와 ROMT-9을 도입하였으며, 이 균주를 B-MetJ-PR로 명명하였

다. B-MetJ-PR과 BL-PR균주의 isokaempfride의 생합성능력을

알아보았다. BL-PR균주는 9.8 mg/L를 생산한 반면 B-MetJ-PR

균주는 17.9 mg/L를 생산하여 약 1.83배 정도 증가된 생합성능

력을 보였다. 이러한 결과는 대장균내의 MetJ 결실이 isokaempferide

의 생합성에 많은 영향을 미쳤다는 것을 알 수 있다.

B-MetJ-PR균주를 이용하여 최적의 생물전환조건을 탐색하기

위하여 생물전환시의 세포의 밀도 및 기질의 농도를 최적화 하

였다. 먼저 세포 밀도의 최적화를 알아보기 위하여 OD600 nm에

서 세포밀도를 1.0, 2.0, 3.0, 5.0, 8.0으로 조절하였다.

Isokaempferide의 생산은 30 oC에서 12시간 배양 후 HPLC를

이용하여 분석하였다. 테스트한 세포밀도들 중에서 OD600=5.0

(약 49.8 mg/L)에서 가장 높은 생산을 보였으며 다음으로 8.0으

로 약 27.9 mg/L를 이었다. 그에 반하여 세포의 밀도가 낮아지

면 생물전환효율이 현저하게 감소하는 경향을 보여다(Fig. 3).

다음으로 기질 공급농도의 최적화를 알아보기 위하여 기질로 사

용된 naringenin의 최종 공급농도를 100 μM (27.2 mg/L), 200

μM (54.4 mg/L), 300 μM (81.6 mg/L), 500 μM (136 mg/L),

700 μM (81.6 mg/L), 1,000 μM (272 mg/L)로 생물전환 배지에

첨가하여 30 oC에서 12시간 배양 후 isokaempferide의 생산성을

분석하였다. 테스트한 농도 중에서 300 μM에서 isokaempferide

의 최적의 생산성을 보인데 반하여 그 이상의 기질 공급농도

에서는 생합성능력은 현저히 저하되는 경향을 보였다(Fig. 4).

최적화된 조건을 이용하여 naringenin으로부터 isokaempferide의

생산을 30 oC 교반배양기에서 48시간 동안 모니터링 하였다.

Isokaempferide배양 후 2시간부터 생합성이 관찰되는데 반하여

naringenin의 농도는 급격하게 감소하기 시작하여 배양 후 12시

간에 아주 소량만 이 관찰되었다. 중간물질인 aromadendrin과

kaempferol은 배양초기에 증가하였다가 배양 후 24시간에 대부

분이 isokaempferide로 전환되는 것을 보였다. 이 시점에 약 약

87mg/L의 isokaempferide 생산성을 보였으며, 배양 후 48시간에

isokaempferide 생산성은 약간 감소하는 경향을 보였다(Fig. 5).

미생물을 이용한 생리활성물질의 생산은 많은 연구자들의 관

심을 받고 있다. 현재 간단한 탄소원인 포도당으로부터 플라보

Fig. 4 Optimization of substrate feed concentration for production of

isokaempferide from naringenin. Each concentration of naringenin was

added. The reaction mixture was collected after 12 h of incubation at 30
oC and analyzed by HPLC. Error bar indicates mean values ± SD from

the independent experiments

Fig. 5 Production of isokaempferide by Escherichia coli strain B-MetJ-

PR. A total of 300 µM of naringenin was added. The reaction mixture

was collected periodically and the production of isokaempferide was

monitored. Error bar indicates mean values ± SD from the independent

experiments

Fig. 3 Optimization of cell concentration for production of

isokaempferide from naringenin. A total of 300 µM of naringenin was

added. The reaction mixture was collected after 12 h of incubation at 30
oC and analyzed by HPLC. Error bar indicates mean values ±SD from

the independent experiments
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노이드를 생합성 위한 많은 연구들이 진행되고 있다[13,27]. 하

지만, 단순당으로부터 생리활성물질들을 생합성 하기 위해서는

복잡한 생합성 경로를 도입해야 하고, 이차대사산물 합성에 공

급되는 cofactor와 같은 물질들을 미생물로부터 공급을 받아야

한다. 다른 말로 미생물 자체의 생합성과 생리활성물질생산 경

로에 동시에 사용되기 때문에 각 단계의 cofactor를 원활하게

공급할 수 없는 문제점을 가지고 있어 생합성양의 증가에 많은

영향을 미친다[28]. 이러한 단점을 극복하기 위하여 대사공학법

등이 도입되어 다양한 물질을 전합성 하는 연구가 진행되고 있

다[26,13,27]. 하지만, 단순당으로부터 전합성의 경우 복잡한 생

합성경로 때문에 생리활성물질의 생산성을 증대시키는 데는 한

계점을 보이고 있다. 이러한 단점을 극복할 수 있는 방법으로

값이 싼 물질을 기질로 사용하여 한 두 가지 효소를 미생물에

도입하여 생리활성물질을 생산 생물전환이다. 간 보호, 항균, 항

증식성, 항염 등의 생리활성을 보이는 isokaempferide를 비교적

값이 싼 물질인 naringenin을 이용하여 생물전환을 실시하였다.

이에 부가적으로 메칠 donor인 SAM의 생합성 증대를 위한 대

사조절과 배양방법을 최적화를 시도하였다. 그 결과 배양 후 24

시간에 약 87 mg/L의 isokaempferide를 생산할 수 있었으며 이

것은 이전의 isokaempferide 생산 연구(22.6 mg/L)에 비해 약

3.85배 증가된 생산성을 보였다. 향 후 연구에서 생산성을 반응

에 들어가는 다른 α-ketoglutaric acid와 같은 cofactor와 생물반

응기를 이용한 생산성 증가에 대한 연구가 수행되어야 할 것이

지만, 이상의 결과로 보아 본 연구에서 최적화한 isokaempferide

생산 방법은 기존의 식물에서의 추출방법을 보완해 줄 수 있을

것으로 보인다.

초 록

Flavonoid인 isokaempferide는 간 보호, 항균, 항증식성, 항염 등

다양한 생리활성을 가지는 것을 보고 되고 있으며 Amburana

cearensis와 Cirsium rivulare (Jacq.)과 같은 식물에서 추출하여

사용한다. 생물전환은 비교적 값이 싼 물질로부터 고부가가치

물질을 얻기 위한 방법으로 유용물질의 식물추출법을 대체할 수

있는 방법이다. Naringenin으로부터 isokaempferide를 생합성 하

기 위해 대장균에 포플러에서 분리한 PFLS와 벼에서 분리한

ROMT-9 유전자를 도입하였다. 이 균주를 이용하여 naringenin

으로부터 isokaempferide의 생합성 수율(9.8 mg/L)은 낮았다.

Isokaempferide의 생합성 수율을 높이기 위해 S-adenosyl-

methionine (SAM) 생합성 경로의 transcriptional regulator인

MetJ를 제거함으로써 methyl donor로 사용되는 SAM을 증가시

켰다. SAM생합성 대사를 조절한 대장균을 이용하여 생물전환

균주의 최적 세포밀도 및 최적의 기질공급 농도를 결정하였다.

최적화된 조건을 이용하여 isokaempferide의 생합성은 87 mg/L

까지 증가하였다.

Keywords 대사공학·O-메칠전이효소·생물전환·플라보노이

드·플라보놀 합성유전자
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