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Abstract A gene encoding thermostable cellulase B (TmCelB)

was isolated from Thermotoga maritima. The open reading frame

(ORF) of TmCelB gene was 825bp long which predicted to

encode 274 amino acid residues with a molecular weight of

31,732 Da. The 17 amino acid residues from N-terminal of the

TmCelB was known as signal peptides. To analyze the enzymatic

activity and biochemical properties, the ORF of TmCelB gene

excluding a putative signal sequence encoding 17 amino acids

were introduced into the E. coli expression vector, pRSET-B, and

overexpressed in E. coli BL21. The optimum temperature of

recombinant TmCelB was around 95 oC, and the optimum pH of

recombinant TmCelB was around pH 4.5. The recombinant

TmCelB was stable at temperature below 100 oC.

Keywords Cellulase · Cellulose · Thermostable · Thermotoga

maritima 

서 론

Cellulose는 D-glucopyranose가 β-1,4 glycosidic결합에 의해 연

결되어 있는 다당류로 식물 세포벽의 주성분이며 자연계에 가

장 많이 존재하는 유기물이다[1]. 사람은 cellulose를 분해하는

효소를 가지고 있지 않아서 소화시키지 못하지만 초식동물은 소

화기관에 공생하는 미생물들에 의해 cellulose를 소화시킬 수 있

다. Cellulose는 종이나 섬유의 생산 원료로 사용되고 여러 물

질로 변형이 가능하므로 경제적으로 유용한 물질이다[2].

Cellulose를 분해하는 효소들을 일반적으로 cellulase라고 하며,

세균, 곰팡이 등 많은 미생물로부터 분리되었고[3,4], 최근에는

일부 내열성 균주로부터 내열성 cellulase가 분리되었다[5].

Thermotoga maritima는 최적 생장온도가 80 oC이고 현재까지

확인된 미생물 중 가장 내열성이 높은 것으로 알려져 있다[6,7].

T. maritima는 xylan, strach, cellulose 등 많은 종류의 다당류

물질을 분해할 수 있어서 이로부터 산업적으로 매우 유용한 내

열성 효소들을 분리할 수 있다. T. maritima의 전체 게놈 염기

서열이 이미 밝혀져 있으며 내열성 cellulase 효소의 유전자로

추정되는 유전자(GeneBank Z69341.1 1877-2701)도 확인되었다

[8].

본 연구에서는 T. maritima 내열성 cellulase B 효소 유전자

의 ORF(open reading frame)로 추정되는 DNA 부위를 PCR로

증폭 후 pRSET-B 벡터에 삽입하고, 대장균 BL21에서 과다발

현시켰다. 6개의 His-tag와 융합되어 발현된 TmCelB 융합단백

질을 순수분리하였고 생화학적 특성을 규명하였다.

재료 및 방법

사용 균주

실험에 사용된 T. maritima 균주의 genomic DNA는 ATCC

(ATCC 43589D, Manassas, VA, USA)로부터 구입하여 사용하

였다. 유전자 재조합 및 대장균 형질전환을 위해서는 E. coli

TOP10 균주를 사용하였고, 재조합 TmCelB 유전자의 과다발현

을 위해서는 E. coli BL21 균주를 사용하였다.
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효소 및 시약

DNA 변형효소 및 제한효소들은 Promega (Madison, WI,

USA)에서 구입하여 사용하였고, Ni2+-nitrilotriacetic acid (Ni2+-

NTA) agarose resin은 Qiagen Inc. (Germantown, CA, USA)

제품을 사용하였다. Carboxymethylcellulose와 기타 시약들은

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 제품을 사용하였다.

발현 벡터의 제조

TmCelB 유전자의 ORF는 PCR을 이용해 증폭하고 pRSET-B

발현 벡터에 삽입한 후 대장균 BL21에서 발현시켰다. TmCelB-

specific primer는 5'-AAATTTGAATTCTCCGAGGTGGTTCTCA

CG-3'과 5'-AAATTTGAATTCTTATTTTACAACTTCGACAGA-

3'를 이용하였고, PCR 산물을 제한효소 EcoRI으로 절단하고

pRSET-B 벡터에 삽입하여 pRBTmCelB를 제조하였다. PCR 반

응은 2.5 U Taq DNA polymerase, 1 mM Tris-HCl (pH 8.3),

1.5 mM MgCl2, 0.2 mM dNTPS, 100 ng T. maritima genomic

DNA, TmCelB-specific primer 100 pmole을 포함해 50 µL로

제조하였고, 94 oC에서 3분 반응 후 94 oC에서 1분, 52 oC에서

1분, 72 oC에서 2분을 30회, 마지막 연장반응을 72 oC에서 5분

동안 수행하였다.

TmCelB 융합단백질의 발현 및 정제

Cellulase B 유전자를 포함하는 pRBTmCelB를 대장균 BL21에

형질전환하고, 37 oC에서 4시간 동안 0.7 mM IPTG를 첨가하여

반응하였다. 배양액을 원심분리하여 대장균 BL21을 회수하고

4 mL lysis buffer (50 mM NaH2PO4/pH 8.0, 300 mM NaCl,

10 mM imidazole)를 첨가하고 4분 동안 초음파 분쇄하였다.

TmCelB 융합단백질을 포함하는 추출물은 Ni2+-NTA-agarose

column chromatography를 사용하여 정제하였고, 250 mM

imidazole 용액의 농도 구배로 용출하였다. TmCelB 융합단백질

은 SDS-PAGE로 분석하였고[9] 단백질 농도는 Bradford 방법에

의해 측정하였다[10].

TmCelB 융합단백질의 cellulose 분해활성을 측정하기 위하여

1% carboxymethylcellulose, 2 µL TmCelB 융합단백질, 50

mM McIlvaine buffer (pH 5.0)로 조성하고 반응최종부피를

300 µL로 하였다. 이를 90 oC에서 30분 동안 반응하였고 방출

된 환원당의 양은 DNS(3,5-Dinitrosalicylic acid) 방법에 의해

측정하였다.

TmCelB 융합단백질의 생화학적 특성 규명

TmCelB 융합단백질의 활성 최적 pH를 측정하기 위해서 50

mM McIlvaine buffer (pH 2.5-6.0)와 Sodium phosphate buffer

(pH 6.0-8.0)를 이용하여 cellulose 분해활성을 측정하였고,

TmCelB 융합단백질의 활성 최적 온도를 측정하기 위해서 80-

100 oC에서 cellulose 분해활성을 측정하였다.

TmCelB 융합단백질의 내열성 특성을 측정하기 위해서

TmCelB 융합단백질을 80, 85, 90, 95, 100 oC에서 반응하였고

총 180분 동안 매 30분마다 cellulose 분해활성을 측정하였다.

결과 및 고찰

TmCelB 유전자 분리 및 발현

T. maritima의 내열성 cellulase B (TmCelB)로 추정되는 유전자

(GeneBank Z69341.1 1877-2701)는 Thermotoga neapolitana에

서 cellulase B와 높은 서열 유사성(94.5%)을 가지는 것에 기초

하여 T. maritima 게놈에서 선발하였다[11]. TmCelB로 추정되

는 유전자의 ORF는 825 bp이고, cellulase B는 분자량이 약

31,732 kDa인 274개의 아미노산으로 구성되어 있다. 이 중 N-

말단의 17개 아미노산은 signal peptide로 추정되었고, 이를 제

외한 257개의 아미노산 잔기로 구성된 단백질이 세포 내에서

cellulase B 효소로 작용할 것으로 예상되었다. 이를 증명하기

위하여 signal peptide를 제외한 TmCelB 유전자(774 bp)를

PCR로 증폭시키고 PCR 산물을 EcoRI으로 절단한 후 pRSET-

B 벡터에 삽입하여 pRBTmCelB를 제조하였다. 효소 활성과 재

조합 TmCelB의 생화학적 특성을 분석하기 위해 pRBTmCelB

는 대장균 BL21에서 과다발현시켰고 SDS-PAGE로 분석했다.

Fig. 1에 나타난 바와 같이 TmCelB 융합단백질은 대장균

BL21에서 과다발현되었고, 6개의 His-tag을 포함한 TmCelB 융

합단백질의 분자량은 약 30 kDa로 확인되었다. 이 값은 유추된

아미노산으로부터 계산된 값과 거의 일치함을 알 수 있었다.

TmCelB 융합단백질의 cellulose 분해활성은 1% carboxymethyl-

cellulose와 2 µL TmCelB을 이용하여 측정하였고, TmCelB 융

합단백질은 cellulose 분해활성이 있는 것으로 확인되었다.

Fig. 1 Expression of recombinant TmCelB in E. coli. The open reading

frame of the TmCelB gene was introduced into the pRSET expression

vector and was expressed in E. coli. Protein extracts prepared from

induced E. coli were analyzed by 10% SDS-PAGE and stained with

Coomassie Blue. Lane M: Molecular weight marker. Lane 1: total extract

of E. coli. harboring pRSET plasmid only. Lane 2: total extract of E. coli

harboring pRBTmCelB. Lane 3: soluble fraction of E. coli extract

harboring pRBTmCelB. Lane 4: purified recombinant TmCelB
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TmCelB 융합단백질의 생화학적 특성 분석

TmCelB 융합단백질의 최적 온도와 최적 pH를 측정하기 위하

여 온도 범위는 80-100 oC, pH 범위는 pH 2.5-8.0에서 효소 활

성을 측정하였다(Fig. 2). TmCelB 융합단백질은 약 95 oC 부근

에서 가장 높은 효소 활성을 나타내었고, 100 oC에서 최대 활

성의 80% 이상을 유지하였다(Fig. 2A). TmCelB 융합단백질은

약 pH 4.5 부근에서 최대 활성을 나타내었고, pH 4.0-6.0 범위

에서 최대 활성의 60% 이상을 유지하였다(Fig. 2B).

TmCelB 융합단백질의 내열성 분석

TmCelB 융합단백질 활성에 대한 온도의 영향은 Fig. 3에 나타

내었다. 내열성 결정을 위해 TmCelB 융합단백질을 80-100 oC

에서 배양하였다. 효소는 180분 동안 매 30분마다 추출했고, 잔

류활성을 측정하였다. 그 결과 TmCelB 융합단백질은 100 oC에

서 180분 후에도 효소활성을 80% 이상 유지하였다.

본 연구에서는 N-말단의 signal peptide를 제외한 T. maritima

cellulase B 유전자를 PCR 증폭하고 pRSET 대장균 발현벡터에

삽입하여 pRBTmCelB를 제조하였다. 이로부터 발현되는

TmCelB 융합단백질은 N-말단 부위에 polylinker site, T7 gene

10 leader, 6-His tag를 포함하고 있는 융합단백질이다. 이러한

N-말단의 아미노산들은 TmCelB 융합단백질의 생화학적 특성에

영향을 줄 수 있다. TmCelB 융합단백질의 생화학적 특성을 분

석한 결과, TmCelB 융합단백질은 약 95 oC 부근에서 가장 높

은 효소 활성을 나타내었고, 약 pH 4.5 부근에서 최대 활성을

나타내었으며 100 oC에서 180분 후에도 효소활성을 80% 이상

유지하였다. T. maritima에 존재하는 cellulase A (TmCelA) 융

합단백질에 대한 기존의 연구 결과는 90-95 oC 부근에서 가장

높은 효소 활성을 나타내었고, 약 pH 5.0 부근에서 최대 활성

을 나타내었으며 90 oC에서 180분 후에도 효소 활성을 80% 이

상 유지하였다[12]. 이 결과와 비교해 보았을 때 TmCelA 융합

단백질과 TmCelB 융합단백질은 효소 활성의 최적 온도는 유

사하나 최적 pH와 내열성 특성은 차이가 있는 것으로 나타났

다. 이러한 결과는 TmCelB 융합단백질도 고온에서 cellulose 분

해활성을 유지하고 있으며, 이는 biomass 분해 관련 산업에 활

용이 가능할 것으로 사료된다.
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초 록

Thermotoga maritima cellulose B 유전자의 The open reading

frame (ORF)은 825 bp이고, cellulase B는 분자량이 약 31,732

kDa인 274개의 아미노산으로 구성되어 있다 이 중 N-말단의

17개 아미노산은 signal peptide로 추정된다. Signal peptide를

제외한 ORF를 pRSET 대장균 발현벡터에 삽입하여 pRBTmCelB

를 제조하였다. 6-His tag을 포함하는 TmCelB 융합단백질의

cellulose 분해활성과 생화학적 특성을 분석하기 위해 pRBTmCelB

를 대장균 BL21에서 과다발현하였고 순수분리하였다. TmCelB

융합단백질은 cellulose 분해활성을 나타내었고 이 있는 것으로

분석되었다. TmCelB 융합단백질은 약 95 oC 부근에서 가장 높

Fig. 3 Thermostability of recombinant TmCelB. Recombinant TmCelB

was incubated at 80, 85, 90, 95, and 100 oC. The enzyme was extracted

every 30 min over a 180 min period, and the residual activity was

determined. The data represent the mean of three independent

experiments

Fig. 2 Relative activities depending on temperature and pH of

recombinant TmCelB. (A) Optimum temperature of recombinant

TmCelB. A 1.0% of carboxymethylcellulose was incubated for 30 min

with 2 µL of purified recombinant TmCelB at various temperatures in a

final volume of 300 µL of a reaction mixture containing 50 mM

McIlvaine buffer (pH 5.0) (B) Optimum pH of recombinant TmCelB. For

the pH test, 50 mM McIlvaine buffer (pH 2.5-6.0) and sodium phosphate

buffer (pH 6.0-8.0) were used. Carboxymethylcellulose (1.0%) was

incubated at 90 oC for 30 min with 2 µL of purified recombinant TmCelB

at various pHs in a final volume of 300 µL. The data represent the mean

of three independent experiments
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은 효소 활성을 나타내었고, 100 oC에서 최대 활성을 80% 이

상 유지하는 것을 확인하였다. 또한 TmCelB 융합단백질은 약

pH 4.5 부근에서 최대 활성을 나타내었고, pH 4.0-6.0 범위에

서 최대 활성을 60% 이상 유지하였다. TmCelB 융합단백질은

100 oC에서 180분 후에도 효소활성을 80% 이상 유지하였다.

Keywords 내열성 · 셀룰라아제 · 셀룰로오스 · 써모토가 마
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