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Flammulina velutipes var. lupinicola의 유전체 정보기반 
laccase 유전자 동정 및 특성 규명

유혜원 ·박영진*

건국대학교 글로컬캠퍼스 의료생명대학 바이오의약학과

Identification and characterization of laccase genes in the 

Flammulina velutipes var. lupinicola genome

Hye-Won Yu and Young-Jin Park*

Department of Medicinal Biosciences, Konkuk University, Chungju 27478, Korea

ABSTRACT: The purpose of this study was to identify and characterize the laccase genes of Flammulina velutipes var. lupinicola.
Five laccase genes (g1934, g1937, g2415, g2539, g5858) were selected based on the copper binding site and signal peptide
analysis results using the laccase gene selected from the F. velutipes var. lupinicola genome. The size of the laccase genes of F.
velutipes var. lupinicola were 1,488 bp~1,662 bp. As a result of cDNA sequence analysis, 14 to 17 introns were identified in the
laccase genes. The cleavage site predicted as the signal peptide of the laccase gene was found to be located between 20 bp and
34 bp from the N-terminus. In addition, separation and purification were performed to characterize the F. velutipes var. lupinicola
laccases, and the optimal activity of the separated and purified proteins were analyzed by pH, temperature and time. Five bands
with laccase activity were found from zymogram analysis. The optimal pH of the reaction was 5.5, the optimal temperature was
found to be 40oC. Therefore, characterization of the laccase genes identified in this study should help in better understanding the
biomass decomposition of F. velutipes var. lupinicola.
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서 론

백색부후균(white-rot fungi)이며 담자균류(basidiomycetes)

에 속하는 Flammulina velutipes var. lupinicola는 1999

년 Redhead와 Petersen에 의해 처음 발견되었다(Redhead

and Petersen, 1999). 기존에 진행되어온 연구를 통해 F.

velutipes var. lupinicola와 같은 속에 속하는 Flammulina

velutipes는 리그닌(lignin)을 분해하는 효소인 laccase 분

비를 통해 리그닌을 분해할 수 있기 때문에 펄프 산업에

깊게 관여하고 있다. 또한 식용버섯으로 미래의 대체 에

너지로 주목받고 있으며, 바이오 에탄올을 생성하는데 효

과적이다(Tomoko et al., 2013). 

담자균류는 다양한 유형의 carbohydrate-active enzymes

(CAZymes)를 가지고 있어서 식물 목질계 바이오매스를

효율적으로 분해할 수 있다(Eriksson et al., 1990; Rytioja

et al., 2014; Sista and Qin, 2018). Carbohydrate esterases

(CEs), auxiliary activities (AAs), glycoside hydrolases

(GHs), polysaccharide lyase (PLs), glycosyl transferase

(GTs) 효소는 CAZymes로 알려져 있으며 탄수화물의 이

화작용에 이러한 효소들이 관여한다(Lombard et al.,

2014). 이전에 F. velutipes (Park et al., 2014), Flammulina

elastica (Park et al., 2018), Flammulina fennae (Lee et

al., 2018), Flammulina ononidis (Park and Kong, 2018)
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의 유전체 염기서열이 보고되었으며 다양한 CAZymes를

포함하는 목재 분해능을 확인하였다.

일반적으로 버섯이라고 칭하는 담자균류에 속하는 대부

분의 백색부후균은 난분해성 물질로 알려진 다방향족 화

합물 리그닌의 분해효소인 laccase, 리그닌 퍼옥시데이즈

(Lignin peroxidase; Lip; EC 1.11.1.14), 망간 퍼옥시데이

즈(Manganesedependent peroxidase; MnP; EC 1.11.1.13)

를 생산하여 복잡한 구조의 난분해성 물질을 분해한다.

이러한 백색부후균의 리그닌 분해효소는 기질 특이성이

낮고 리그닌과 유사한 구조를 가지고 있고, 자연에서 분

해하기 어려운 난분해성 화학물질인 환경호르몬도 분해

가능하다(Edward et al., 1996).

Laccase (P-diphenol: oxygen oxidoreductase; EC 1.10.3.2)

는 식물성 바이오매스 분해에 효율적으로 작용한다고 알

려져 있고, 난분해성 물질을 분해하는 효소 집단인 AAs

에 속한다(Scott et al., 1994). 균류의 laccase는 다양한

종류의 버섯에서 연구되어 목질부의 분해에 촉매작용을

하는데 작용한다는 것이 보고되었다(Kim et al., 2014). 망간

과산화효소(MnP; manganese peroxidase; EC 1.11.1.13), 리

그닌 과산화효소(LiP; lignin peroxidase; EC 1.11.1.14)

등을 포함한 다른 리그닌 분해 효소와 달리 laccase는 구

리이온(Cu
2+

)을 반응 활성자리로 가지고 있는 다중 구리

산화효소(multi-copper oxidases; MCO)의 super-family에

속한다(Christopher, 1994; Kim et al., 2014; Upadhyay

et al., 2016). Laccase는 페놀, 방향족 및 지방족 아민과

같은 천연 및 합성 화학물질의 다양한 구조를 분해하기

때문에 생물학적 기능뿐만 아니라 산업 및 생명 공학 분

야에서의 잠재적 응용에 대해 많은 관심을 끌고 있다

(Altschul and Erickson, 1985; Eduardo et al., 2015). 

본 연구를 통해 Flammulina velutipes var. lupinicola의

예측된 유전체 정보로부터 신규 laccase 유전자를 동정하

여 그에 따른 구조적 특성을 규명하고 laccase 효소의 분

리 및 정제를 통하여 생화학적 특성을 규명하고자 하였다. 

재료 및 방법

시험균주 및 배양
본 연구에 사용한 균주 Flammulina veltipes var. lupinicola

(ASI-4195)는 농촌진흥청 국립원예특작과학원 인삼특작

부 버섯과로부터 분양받아 사용하였다. 분양된 균주는

MCM (mushroom complete medium) 한천 평판 배지

agar (2% glucose, 0.05% MgSO4, 0.046% KH2PO4,

0.1% K2HPO4, 0.2% peptone, 0.2% yeast extract, 및 1.5%

agar)에 접종하고 25
o
C에서 10일간 계대 배양하여 사용하

였다. Laccase 활성 측정을 위해서 MCM 한천 평판 배지

에 계대 배양한 균사의 가장자리 균사(disk; 직경 0.1 cm)를

사용하였고, 0.4 mM CuSO4·5H2O (Copper(II) Sulfate

Pentahydrate)가 첨가된 MCM 액체 배지 3 L에서 배양하였

다. 액체 배지 10 mL 당 1 disk를 기준으로 하여 접종하였

으며, 배양은 25
o
C, 200 rpm의 조건으로 수행하였다. 배양

일 별 배양액으로 laccase 효소 활성 평가를 수행하였다. 

생물정보학 기반 laccase 유전자 분석
F. velutipes var. lupinicola 유전체의 차세대 염기서열분

석(next-generation sequencing, NGS) 은 HiSeq 2000

(Illumina, Inc., San Diego, CA, U.S.A) 을 사용하여 수

행되었다. 염기서열 분석 결과는 FastQC (http://

www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) 및

Trimmomatic (version 0.32) (Bolger et al, 2014)을 이용

하여 추가 분석하고 고품질의 결과를 유전체 어셈블리

(assembly)에 사용하였다. ABySS (Simpson et al., 2009)

를 사용하여 20~90 kmer 값 범위에서 어셈블리를 진행하

였다. 유전체내의 유전자 예측은 Funannotate 파이프라인

(version 1.7.2)을 이용하여 수행하였다(Palmer and Stajich,

2020). 유전자 기능 예측을 위해 Funannotate 파이프라인의

AUGUSTUS, Codingquary, GeneMark, gilmmerhmm,

SNAP 분석을 수행하였고, 유전자 기능 예측은 BUSCOS,

Pfam, Protease Uniprot, NCBI_NR 데이터베이스를 이용

하여 DIAMOND (Buchfink et al., 2015) tool을 사용하

여 분석하였다. 

RNA 추출, cDNA 합성 및 염기서열 분석
균사체 시료를 액체 질소로 마쇄하고 –70

o
C에 보관하면

서 실험에 사용했다. 마쇄한 시료 100 mg과 TRIzol

(Invitrogen Life Technologies, U.S.A), chloroform

(Sigma-Aldrich, U.S.A), isopropyl alcohol (Sigma-Aldrich,

U.S.A)로 RNA를 추출하였다. 추출된 RNA는 분광 광도

계(NanoDrop 8000 Spectrophotometer; Thermo Scientific,

U.S.A)를 이용하여 흡광도 260 nm 및 280 nm에서 RNA

의 농도와 순도를 측정하였다. cDNA는 RNA 1 μg과

oligo dT primer, M-MLV Reverse Transcriptase (Promega,

U.S.A)를 사용하여 합성하였다. Laccase 유전자를 증폭하

기 위한 primer는 Funannotate 파이프라인으로 예측한 유

전자 서열 정보를 기반으로 합성하였으며 PCR 분석에 사

용된 primer 서열은 Table 1과 같다. 합성된 cDNA 3 μL

를 주형으로 하여 forward 및 reverse primer를 각 1 μL

(10 pmol/μL), Anti HS Taq Premix (TNT Research, Co.,

Ltd., Korea) 10 μL를 첨가하고 전체 양을 20 μL로 PCR

반응을 수행하였다. PCR반응은 최초 94
o
C에서 10분 반

응후, 94
o
C에서 1분, 60

o
C에서 1분, 72

o
C에서 1분 30초간

의 반응을 35회 반복한 뒤 72
o
C에서 10분간 반응하여 수

행하였다. 증폭된 PCR 산물을 pGEM
®
-T easy vector

(Promega, U.S.A)에 클로닝하여 염기서열분석을 수행하

였다. 본 논문에 보고된 laccase유전자 서열은 GeneBank

에 각각 OL964060 (Fvl-lac1), OL964061 (Fvl-lac2),

OL964062 (Fvl-lac3), OL964063 (Fvl-lac4), OL964064
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(Fvl-lac5)으로 등록하였다. 

분석된 cDNA 서열과 아미노산 서열 정보를 분석하기 위

해 BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html)

및 Lasergene 프로그램 (DNASTAR Inc., Madison, WI,

U.S.A) 을 이용하였다. NCBI에서 BLAST (Basic Local

Alignment Search Tool)를 수행하여 다른 담자균류의

laccase 유전자와 비교 분석을 수행하였다. Laccase 유전

자의 모티프(motif) 서열을 분석하기 위해 BioEdit 프로그

램에서 아미노산 서열로 변환시키고 His-Xaa-His (HXH)

2개, His-Xaa
2
-His-Xaa-His (HXXHXH), His-Cys-His-

Xaa
3
-His-Xaa

4
-Phe/Leu/Met (HCHXXXHXXXXF/L/M)

를 검색하여 확인하였다(Kim et al., 2014; Kumar et al.,

2003). Laccase 유전자에 대한 신호펩타이드의 존재 여부와

절단위치를 예측하기 위해 signalP 5.0 server (http://www.cbs.

dtu.dk)를 사용하였으며, 프로모터 분석을 위해 유전자 개

시코돈으로부터 최대 상위 1000 bp의 서열을 분석했다.

Laccase 단백질 농축 및 이온 교환 크로마토그래피, 소
수성 상호작용 크로마토그래피에 의한 분리

Miracloth (Calbiochem, U.S.A)를 이용하여 균사와 배

양액을 분리한 후, 배양액을 12,000 rpm에서 45분간 원심

분리하여 상층액을 획득하였다. Amicon
®
 Ultra-4 Centrifugal

Filter Devices (Milipore, U.S.A)을 이용하여 배양액을 농

축하였다.

이온 교환 크로마토그래피 수지(resin)로 DEAE-cellulose

colum (2 cm × 7 cm; Diethylaminoethyl-cellulose column;

Sigma chemical corporation, U.S.A)를 사용하였으며 50

mM sodium acetate buffer (pH 5.5)로 안정화 시켰다. 안정

화 후 단백질을 분주하고 NaCl을 농도별 (0.1 M ~ 1.0 M)

로 전개하여 단백질을 회수하였다. 

소수성 상호작용 크로마토그래피 수지(resin)로 Phenyl

Sepharose
™

 High Performance column (2 cm × 7 cm; GE

healthcare, U.S.A)를 사용하였으며 50 mM sodium acetate

buffer (pH 5.5)와 2.0 M ammonium sulfate로 안정화 시

켰다. 안정화 후 laccase 활성이 확인된 단백질 분획을 분

주하고 ammonium sulfate를 농도별 (0.4 M ~ 1.7 M)로

전개하여 단백질을 회수하였다. 

두 크로마토그래피 모두 전개용매는 유속은 1 mL/min

의 유속으로 선형기울기 방법을 통해 단백질을 순차적으

로 용출시켰다. 용출되는 단백질은 Model 2110 Fraction

Collector (BIO-RAD, U.S.A)를 이용하여 회수하였다. 회

수된 분획물에 대한 단백질 정량 및 laccase 효소 활성 평

가를 진행하였고 모든 결과는 각각 3회 반복하여 Eduardo

등(2015)의 식을 통해 그 값의 평균값 ± 표준편차로 나타

냈다(Eduardo et al., 2015).

단백질 정량 및 laccase 효소 활성 평가
준비된 시료의 단백질 함량은 획득한 10 μL의 단백질과

490 μL Bradford (BIO-RAD, U.S.A)를 혼합하여 595 nm

흡광도에서 분석하였고, 표준 곡선은 BSA (bovine serum

albumin; Biosesang, Korea)를 이용하였다. Laccase 활성

평가는 Tien 과 Kirk (1988)의 방법으로 분석하였다. 50

mM sodium acetate buffer (pH 5.5) 188.2 μL에 ABTS

(4 g/L)(2,2’azino-bis-3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonate,

Sigma, U.S.A) 1.8 μL를 반응기질로 사용하였고, 분획물

10 μL를 혼합하여 1분간 암반응 시켰다. 흡광도는 SUNRISE-

BASIC TECAN (마이크로플레이트 흡광도 측정기)을 이

용하여 파장 420 nm (ε420, 36,000 M
-1
cm

-1
)의 조건에서

분석하였다. 본 연구에서 laccase 효소 활성 측정은 부피

(volume) 당 unit (U/L, units/L)로, 기질의 변화량으로 표

현하였다. 모든 결과는 각각 3회 반복하여 Eduardo 등

(2015)의 식을 통해 그 값의 평균값 ± 표준편차로 나타내

었다(Eduardo et al., 2015).

SDS-PAGE 및 zymogram 분석
5X SDS loading buffer (TNT Research, Co., Ltd.,

Korea)의 농도가 1X가 되도록 농축한 단백질과 혼합한

후 100
o
C에서 2분간 변성시켰다. 12% separating gel과

5% stacking gel로 구성된 SDS polyacrylamide gel (폭

100 mm × 길이 80 mm × 두께 1.0 mm)을 사용하여 200 V

로 60분간 전기영동한 후 염색 및 탈색을 수행하였다. 

Zymogram을 이용한 laccase 활성 측정은 9% separating

gel과 4% stacking gel로 구성된native gel을 이용하여 수

행하였다. 전기영동 후 native gel을 0.1 M citrate-

phosphate buffer (pH 4.0)(Sigma-Aldrich, U.S.A.)로 세

척하고 30분간 기질 2 mM Ο-tolidine (Sigma-Aldrich,

Table 1. Primers used in this study

Gene Forward (5’- 3’) Reverse (5’- 3’)
g1934 ATGTCGCGGTCTCTTACCGC TCAAAGATCATCTTCAGACA
g1937 ATGCTTAGTCTCAGAGTTTC CTACTGGAACTCGGGTGAGA
g2415 ATGCTACGGGCCCTTCTTAC TTAGAGATCACCCGGAGGCA
g2539 ATGTCGCGGTCTCTTACCGC TCAAAGATCATCTTCAGACA
g5858 ATGGACTACCGACATGGATC CTACTGCAACTCAGGTGCA

M13 universal GTAAAACGACGGCCAGT GCGGATAACAATTTCACACAGG
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U.S.A.)과 암반응하여 laccase 효소 활성을 분석하였다

(Kumar et al., 2017).

온도, pH, 시간별 Laccase 효소 활성 분석
Laccase 활성의 최적 pH 분석은 50 mM sodium

acetate buffer를 pH 3.0, 3.5, 4.0, 4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 10.0

로 제조하여 평가하였다. Laccase 최적 활성이 확인된 pH

조건으로 최적 활성 온도 및 시간을 추가적으로 분석하였

으며, 50 mM sodium acetate buffer (pH 5.5) 94.1 μL, 단

백질 시료 5 μL, ABTS (4 g/L) 0.9 μL를 혼합한 후 20
o
C,

30
o
C, 40

o
C, 50

o
C, 60

o
C에서 1분, 10분, 20분, 30분간 암

반응하였다. 모든 반응물은 SUNRISE-BASIC TECAN

을 이용하여 파장 420 nm에서 흡광도를 분석하였다.

Laccase 효소 활성은 부피(volume) 당 unit (U/L, units/L)

로, 기질의 변화량으로 표기하였다. 모든 결과는 각각 3회

반복하여 Eduardo 등(2015)의 식을 통해 그 값의 평균값

± 표준편차로 나타냈다(Eduardo et al., 2015).

결과 및 고찰

Flammulina velutipes var. lupinicola의 유전체 정보 기
반 신규 laccase 유전자 선발 및 유전적 특성 규명
F. velutipes var. lupinicola 유전체에서 예측된 5종의

laccase 유전자에 대한 cDNA 서열을 기반으로 인트론

(intron)의 개수 및 위치, 신호 펩타이드 절단 위치의 유무,

구리 결합 부위의 유무, 그리고 프로모터의 위치를 확인

하였다(Table 2).

본 연구에서 획인된 laccase 유전자들의 BLASTP

(Basic Local Alignment Search Tool)분석을 통해 g1937

은 Flammulina velutipes strain W23의 putative laccase

5(KF557728.1)와 97.08%, g2415 유전자는 F. velutipes

strain W23 putative laccase 7(KF557730.1)와 98.55%의

유사도를 확인하였다. g1934와 g2539는 F. velutipes의

laccase 1(KM276550.1) 유전자와 97.99%, g5858은 F.

velutipes strain W23의 putative laccase 9(KF557732.1)와

99%의 유사성이 있음을 확인하였다. 예측된 5개의 아미

노산 서열이 기존 데이터베이스에 등록되어있는 laccase

유전자 서열과의 높은 유사성이 확인되어 예측된 5종의

유전자들은 laccase로 발현될 가능성이 높다고 사료된다. 

담자균류의 laccase 유전자 구조는 대부분 유사한 구조

를 가지고 있다. Intron은 일반적으로 10개 내외이고, 암

호화하는 아미노산의 개수는 500개 내외이며 20 bp 내외

의 신호 펩타이드 절단 부위(signal peptide cleavage site)

를 가지고 있다고 밝혀져 있다(Bento et al., 2006). 본 연

구에서는 유전체 분석을 통해 확인한 laccase 유전자들에

대한 전사 산물의 염기서열을 분석하여 laccase 유전자 구

조를 규명하기 위해 cDNA 서열을 분석하였다. 최초로 확

인된 유전체 내의 laccase 유전자 서열과 cDNA 분석으로

확인된 서열을 비교분석하기 위해 GT – AG 규칙을 기반

으로 엑손과 인트론 부분을 확인하였다(Bertrand et al.,

2002). g1934, g1937, g2415, g2539, g5858의 laccase 유

전자 크기는 각각 2,453 bp, 2,442 bp, 2,455 bp, 2,441 bp,

2,485 bp이며 전사 산물의 크기는 각각 1,560 bp (519

aa), 1,622 bp (554 aa), 1,488 (496 aa), 1,551 (517 aa),

1,644 bp (548 aa)이다(Table 2). Intron의 수는 laccase 유

전자 내에 14개~17개가 포함되어있는 것을 확인하였다

(Table 2). 평균 exon 길이는 86.72 bp, 103.88 bp, 87.53 bp,

86.17 bp, 96.59 bp이고, 평균 intron의 길이는 52.71 bp,

52.00 bp, 60.44 bp, 52.35 bp, 52.69 bp임을 확인하였다

(Table 2). 신호 펩타이드(signal peptide)는 N-말단 부위

에 20~22개의 잔기로 구성된 서열을 포함하고 있으며,

signal peptidase 인식 및 절단에 관여한다고 보고되었다

(Smale and Kadonaga, 2003; Strange et al., 1995; Zhang

et al., 2009). SignalP 5.0로 signal peptide cleavage site를

분석한 결과 g1937는 N-말단으로부터 23 bp 와 24 bp 사

이, g1934, g2415, g2539는 N-말단으로부터 20 bp 와 21

bp 사이, g5858는 N-말단으로부터 33 bp와 34 bp사이에

서 확인되었다(Table 2). 본 연구에서 신규로 동정한 5종

의 laccase 유전자에 signal peptide가 존재하는 것을 확인

하였고, 따라서 5종의 laccase 유전자에 의해 발현된 단백

Table 2. Characteristics of Flammulina velutipes var. lupinicola laccase genes

Items g1934 g1937 g2415 g2539 g5858
Gene size (bp) 2,453 2,442 2,455 2.441 2.485
Coding sequence (bp) 1,560 1,662 1,488 1,551 1,644
Amino acid 519 554 496 517 548
Number of introns 17 14 15 17 16
Average exon size (bp) 86.72 103.88 87.53 86.17 96.59
Average intron size (bp) 52.71 52.00 60.44 52.35 52.69
Signal peptide (bp) 20 ~ 21 23 ~ 24 20 ~ 21 20 ~ 21 33 ~ 34

Promoter TATA box
CAAT box

TATA box
CAAT box

TATA box
CAAT box

TATA box
CAAT box

TATA box
CAAT box



Identification and characterization of laccase genes in the Flammulina velutipes var. lupinicola genome 289

질은 세포 외로 분비될 수 있음을 시사한다.

진균류의 laccase는 페놀화합물의 산화를 촉매 하는 구리

함유 폴리페놀 산화 효소로 2개의 이황화결합(disulfide

bridges)과 4개의 구리 원자가 단핵 부위(mononuclear

site; 기질이 환원되는 T1)와 삼핵 집단(trinuclear cluster;

O2가 결합되어 H2O로 환원되는 T2 및 T3) 사이에 분포되

어있다(Baldrian, 2006; Lipman et al., 1984; Zhou et al.,

2012). 전자(electron)는 T1과 결합된 구리 이온을 통해

기질 분자에서 trinuclear cluster인 T2 및 T3 중심으로 전

달된다. 전자가 이동한 후, trinuclear cluster의 O2는 두

분자의 H2O로 환원된다(Haberle and Stark, 2018; Kumar

et al., 2003). 최근까지 확인된 laccase의 아미노산 서열에

는 4개의 구리 이온 결합이 10개의 히스티딘(hisidine) 잔

기 및 1개의 시스테인(cysteine) 잔기로 구성되어있는 모

티프(motif)가 존재하는 것으로 보고되었다(Lipman et

al., 1984; Strange et al., 1995). 따라서 본 연구에서도 동정

한 F. velutipes var. lupinicola의 laccase 유전자의 motif 존

재 여부를 분석하였다. g1934, g1937, g2539, g5858의

motif로는 HWH, HSH, HPFHLH, HCHIDWHLEAGL이

구성되어 있고, g2415의 motif는 HWH, HSH, HPFHLH,

HCHIDWHLELGL로 구성되어 있는 구리 이온 결합 영

역이 존재함을 확인하였다(Fig. 1). 본 연구에서 확인된 5

개의 laccase 유전자 또한 구조 형성 및 효소 활성에 중요

한 역할을 하는 motif를 가지고 있어 laccase로 발현되어

기질 분해에 관여할 것으로 사료된다.

F. vleutipes var. lupinicola의 lacacse 유전자(g1934,

g1937, g2415, g2539, g5858)와 팽이버섯(F. velutipes)의

laccase 유전자인 fvLac-1(KM276550), fvLac-2(KM276551),

fvLac-3(KM276552), fvLac-4(KM276553), 그리고 같은

Flammulina 속에 포함되는 Flammulina elastica의 laccase

유전자인 Fe-lac1(MW485065), Fe-lac2(MW485066), Fe-

lac3(MW485067), 느타리(Pleurotus ostreatus)의 laccase 유

전자인 pox1(AB51456), pox2(AB474261), pox3(FM202672),

pox4(FM202673), laccase (AAR21094), 졸각버섯(Laccaria

bicolor)의 laccase 유전자(ACN49096), 영지버섯(Ganoderma

lucidum)의 laccase 유전자(ACR24357), 진홍색간버섯

(Pycnoporus cinnabarina)의 laccase 유전자(O59896), 표

고버섯(Lentinula edodes)의 laccase 유전자(AAF130370),

그리고 간버섯(Trametes versicolor)의 laccase 유전자

(BAA23284)의 아미노산 서열의 유연관계를 분석하여 계

통수를 작성하였다(Fig. 2). F. vleutipes var. lupinicola의

laccase 유전자들은 다른 진균의 laccase 유전자보다 서로

Fig. 1. Amino acid sequence alignment of laccase genes from Flammulina velutipes var. lupinicola and other basidiomycetes.
Histidine and cysteine residues predicted to be involved in copper-binding region are highlighted with red boxes.

Fig. 2. The phylogenetic relationship of five laccase genes (g1934, g1937, g2415, g2539, g5858) from Flammulina velutipes var.
lupinciola with other basidiomycetes.
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가까운 유연관계가 확인되었다. 또한 다른 Flammulina

속 과도 가까운 유연관계가 확인되었으나, F. elastica의

laccase유전자와는 유연관계가 상대적으로 낮고 오히려 P.

ostereatus 와 가까운 것이 확인되었다. 이러한 결과는

laccase의 기질 분해와 관련된 고유한 기능적 특성이 종

혹은 속에 따라 고유하게 진화된 것으로 사료된다. 

원핵생물 및 진핵생물의 유전자에는 해당 유전자가 발현

하기 위해 핵심적 조절부위가 존재하는 것이 보고되었고

(Haberle and Stark, 2018), TATA box와 CAAT box는 진핵

생물 및 고세균에서 유전자의 핵심 프로모터(promoter)이

다(Smale and Kadonaga, 2003). 본 연구에서도 laccase 유

전자의 발현을 조절할 가능성이 있는 프로모터 부분에 대

해서 추가적인 분석을 수행하였으며 5 종의 유전자 모두

유전자의 상위 염기서열 부분에 TATA box와 CAAT box가

존재하는 것을 확인하였다(Table 2). 본 연구를 통하여 F.

velutipes var. lupinciola 유전체 내의 laccase 유전자를 동정

하고 구조적 특징을 분석하였으나, 향후 laccase의 대량생

산을 위한 발현 효율 증대와 같은 유전적 조절을 위해 예측

된 프로모터의 추가 연구가 필요하다고 사료된다.

Flammulina velutipes var. lupinicola의 laccase 효소
활성 평가
F. velutipes var. lupinicola laccase의 배양시간에 따른

효소 활성을 평가하기 위해 4일~10일 동안 배양한 배양액

으로 분석한 결과, 10일동안 배양한 배약액의 효소 활성이

15,536 U/L로 가장 높음을 확인하였다. 따라서 본 연구에

서는 laccase 효소 활성이 가장 높은 10일차 배양액으로부

터 F. velutipes var. lupinicola laccase의 분리 및 정제를 수

행하고 온도, pH, 시간에 따른 활성을 평가하였다. 

이온 교환 크로마토그래피 (Ion-exchange chromatography;

IEC)를 이용하여 농도별 NaCl (0.1 M~1.0 M)로 단백질을

분리하고 Bradford 정량법으로 단백질을 정량하였다.

ABTS를 기질로한 laccase 효소 활성 분석에서 0.1 ~ 0.3

M NaCl로 회수된 단백질에서 가장 높은 laccase 효소 활

성이 확인되었다. 0.1 ~0.3 M NaCl로 회수된 단백질을 소

수성 상호작용 크로마토그래피 (Hydrphobic-interaction

chromatography; HIC)를 이용하여 농도별 ammonium

sulfate (0.4 M~1.7 M)로 추가 정제하여 단백질 단백질을

정량하고 laccase 효소 활성을 평가하였다. 0.1 M의 NaCl

로 회수된 단백질을 추가로 0.4 ~ 0.7 M, 1.5 ~1.7 M의

ammonium sulfate로 분리한 단백질에서 상대적으로 높은

laccase 효소 활성이 확인되었다. 0.2 M의 NaCl로 회수된 단

백질에서는 추가로 0.5 ~ 0.7 M, 1.5 ~1.7 M의 ammonium

sulfate로 분리한 단백질에서 상대적으로 높은 laccase 효

소 활성이 확인되었다. 마지막으로 0.3 M의 NaCl로 회수

된 단백질에서는 추가로 1.6 M 및 1.7 M의 ammonium

Fig. 4. Native-page analysis of laccase from Flammulina velutipes var. lupinicola. Native-page analysis result of eluted protein on
phenyl sepharose™ high performance column from DEAE-cellulose column 0.1 M NaCl fraction (A). Native-page analysis result
of eluted protein on phenyl sepharose™ high performance column from DEAE-cellulose column 0.2 M NaCl fraction (B).
Native-page analysis result of eluted protein on phenyl sepharose™ high performance column from DEAE-cellulose column 0.3
M NaCl fraction (C).
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sulfate로 분리한 단백질에서 상대적으로 높은 laccase 효

소 활성이 확인되었다. 

각 용매로 회수된 단백질들에 대한 활성을 평가하기 위

해 2 mM Ο-tolidine을 기질로 zymogram을 수행하였다

(Fig. 4). 0.1 M~0.3 M의 NaCl로 회수된 단백질 중 0.1 M

에서는 1개, 0.2 M 및 0.3 M에서는 각 5개의 활성 밴드가

확인되었다(Fig. 4). 유전자의 크기나 서열이 매우 유사하

지만 zymogram 수행 결과에서 다른 크기를 보이는 이유

는 각 유전자들은 laccase isoform이기 때문에 다른 크기를

보이는 것으로 사료된다. 동일한 시료로 SDS-PAGE를 수

행하였을 때, F. velutipes var. lupinicola의 laccase 단백질

크기로 예측되는 크기의 단백질을 확인하였고, 따라서 활

성 밴드 5개가 laccase를 의미한다(Fig. 4.). 

0.1 M NaCl로 회수된 단백질을 0.4 M~1.7 M의 ammonium

sulfate로 추가 분리한 단백질에서는 모두 1개의 활성 밴

드가 확인되었다(Fig. 4A). 0.2 M NaCl로 회수된 단백질

을 0.5 M~1.7 M의 ammonium sulfate로 추가 분리한 단

백질에서는 모두 3~5개의 활성 밴드가 확인되었고, 1.7 M

의 ammonium sulfate로 회수한 단백질에서 상대적으로

가장 높은 5개의 활성밴드가 확인되었다(Fig. 4B). 0.3 M

NaCl로 회수된 단백질을 1.6 M 및 1.7 M의 ammonium

sulfate로 추가 분리한 단백질에서는 모두 5개의 활성 밴

드가 확인되었고, 1.7 M의 ammonium sulfate로 회수한

단백질에서 상대적으로 가장 높은 5개의 활성밴드가 확인

되었다(Fig. 4C). 상기의 결과는 F. velutipes var. lupnicola

의 유전체에서 동정된 5개의 laccase유전자가 모두 발현

된 것을 의미하는 것이다. 크로마토그래피에의해 회수된

단백질들에 대한 zymogram을 수행한 결과를 통하여 5

종의 laccase 유전자는 발현양상 혹은 활성이 다른 것이

확인되어 laccase 유전자의 발현 및 활성에 미치는 영향에

대한 추가 연구가 필요하다고 사료된다. 

ABTS를 기질로 사용하였을 때 정제된 laccase 효소에

대한 최적 pH는 pH 5.5의 50mM sodium acetate에서 관

찰되었다(Fig. 5). pH 3.0부터 pH 5.5까지는 농도 의존적

으로 활성이 증가하다가 pH 6부터 값이 급격히 감소하는

것을 알 수 있다(Fig. 5A). 대부분의 진균류 laccaes는 산

성 또는 중성의 pH값에서는 활성을 보이지만 알칼리성

조건에서는 활성이 감소된다고 보고되었다(Zhang et al.,

2009; Zhou et al., 2012). 일반적으로, 많은 진균류

laccase는 pH 2~5 (산성) 범위에서 ABTS를 기질로 최적

의 활성 pH를 보이는 것이 보고되었다(Baldrian, 2006).

가장 활성이 높은 pH 조건(pH 5.5)에서의 최적 활성 온

도와 시간은 각 40
o
C 및 1분으로 확인되었다(Fig. 5B).

20~40
o
C의 반응온도 범위에서는 온도가 증가할수록

laccase 효소 활성이 증가하였고, 그 중 40
o
C에서 상대적

으로 가장 높은 효소 활성이 확인되었다. 50~60
o
C의 반응

온도에서는 laccase 효소 활성이 감소하는 것이 확인되었

다. 모든 온도 범위에서 반응시간이 1분일 때에 laccase

효소 활성이 상대적으로 높은 것이 확인되었다(Fig. 5B).

많은 백색부후균의 laccase는 ABTS를 기질로 사용하였을

때, 40
o
C부터 60

o
C의 범위에서 최적화된 활성을 보인다

고 보고되었다(Cho et al., 2008; Ning et al., 2016).

Allomyces plaomyces, Ganoderma lucidum, Inonotus

baumii, Magnaporthe griesa, Phanerochaete flavido-albe

의 laccase는 최적 활성 온도가 20~30
o
C로 낮고 열에 민

감한 것으로 보고되었다(Petr, 2006; Sun et al., 2012;

Sun et al., 2014). Coprinus cinereus의 laccase는 55
o
C,

Coprinus comatus의 laccase는 60
o
C, Titanomyrma

giganteum의 laccase는 70
o
C로 다른 진균류에 비해 상대

적으로 높은 온도에서 최적 활성을 보인다고 보고되었다

(Lin et al., 2013; Ning et al., 2016). 따라서 F. velutipes

var. lupinicola의 laccase도 40
o
C에서 최적 활성이 확인되

어 열안정성이 높은 것으로 사료된다. 이러한 결과는 F.

velutipes var. lupinicola의 laccase가 산업적 응용에서 상

대적으로 높은 온도의 공정에서도 활용이 가능하다는 것

을 시사한다. 

적 요

본 연구에서는 Flammulina velutipes var. lupinicola의

laccase 유전자를 동정하고 최적 활성 pH, 온도, 시간을

분석하고 하였다. F. velutipes var. lupinicola 유전체에서

Fig. 5. Optimal pH (A), temperature and time (B) of laccase activity of Flammulina velutipes var. lupinicola resulted in
chromatography.
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선별된 laccase 유전자 서열을 바탕으로 구리 결합 부위

및 신호 펩타이드 분석을 수행한 결과 5종의 laccase 유전

자(g1934, g1937, g2415, g2539, g5858)를 동정하였다. 5

종의 선별된 laccase 유전자 크기는 1,488~1,662 bp로 확

인되었고, cDNA 염기서열 분석 결과 14~17개의 인트론

이 확인되었다. Laccase 유전자의 신호펩타이드로 예측된

  절단 부위는 N-말단으로부터 20~34 bp 사이에 위치하는

것으로 확인되었다. F. velutipes var. lupinicola laccase의

활성 특성을 규명하기 위해 분리 정제를 수행하였으며,

Zymogram을 수행하여 0.2 M 및 0.3 M NaCl과 1.6 M 및

1.7 M의 ammonium sulfate로 정제된 단백질에서 5개의

laccsae 활성 밴드를 확인하였다. pH, 온도 및 시간별로 분

리 정제된 단백질의 최적 활성을 분석한 결과, 반응의 최적

pH는 5.5이고 최적 온도는 40
o
C로 확인되었다. 따라서 본

연구를 통하여 확인된 F. velutipes var. lupinicola 유전체

의 laccase 유전자 구조 및 활성에 대한 특성은 laccase를

이해하는 데 도움이 될 것이며 추가 연구를 통하여 향후

다양한 산업적 활용이 가능할 것으로 사료된다. 
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