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요   약   문

Ⅰ.  제  목

   Chitinase와 chitin deacetylase를 이용한 항미생물성 키틴․키토올리고당의 

생산 및 농업적 이용

Ⅱ.  연 구 개발의  목적  및  필요성

   Chitinase는 키틴을 분해하여 인간에 유용한 천연물질을 만들거나 식물병 

방제에 활용할 수 있는 효소로서 실제로 이용되기 위해서는 자연상태에서 분

리된 효소보다 더 활성이 높고, 다양한 조건에서 작용할 수 있는 chitinase가 

필요하다. 이러한 효소는 유전자의 변형에 의해서 얻어질 수 있다. cellulase나 

xylanase의 경우에는 유전자 변형에 의해서 여러 특성을 지닌 효소를 개발하

려는 연구가 많이 수행되었으나, chitinase에서는 아직 수행되지 않았기 때문

에 이 연구는 활용 측면뿐만 아니라 기술적 측면에서도 아주 필요하다.

   키틴의 아세틸기를 제거함으로서 키토산이 만들어지는데, 현재 이용되고 

있는 키토산의 대부분은 알칼리 처리에 의해서 만들어지고 있고, 키토올리고

당은 chitosanase를 이용한 키토산의 분해에 의해서 얻으려는 연구가 많이 이

루어지고 있다. 

   본 연구에서는 키틴-->키토산 -->키토올리고당 시스템이 아니라 키틴-->

키틴올리고당-->키토올리고당 시스템을 이용하려고 한다. 즉 chitinase를 이

용하여 키틴을 키틴올리고당으로 만들고, chitin deacetylase를 이용하여 키틴

올리고당을 키토올리고당으로 만들려고 한다.

   키틴올리고당 혹은 키토올리고당이 인간, 가축 및 식물의 다양한 병원균과 

식품의 여러 부패균들을 억제하는 것으로 보고되었지만, 모든 올리고당이 모

든 병원균을 억제하는 것이 아니라 올리고당의 길이,  대상 병원균의 종류에 

따라 억제정도가 각각 다르다. 따라서, 대상 병원균을 가장 잘 억제할 수 있는 

올리고당의 종류, 길이 및 농도 등을 정확히 파악할 필요가 있다. 
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키틴은 곤충의 외골격, 게나 작은 새우와 같은 갑각류의 주요한 구조적 성분

으로서, 자연계에서 셀룰로오스 다음으로 풍부한 천연자원이다. 따라서, 키틴

은 가격이 저렴한데 키틴유도체들은 ① 의약적 (수술봉합사, 인공피부, 화상치

료, 피부 및 모발보호, 화장품 보습 및 유화제), ② 농업적 (종자도포제 및 증

수제, 동물사료), ③ 생물공학적 (신섬유, 효소와 세포의 고정화제, 젤의 조제), 

④ 환경공학적 (중금속의 제거제, 유기오염물질의 침전제),  ⑤ 기타 항암 및 

제암효과, 상처치유제 등 여러 분야에서 이용될 수 있고, 상품화된 것도 많다. 

   이러한 키틴유도체는 생물 혹은 효소학적인 방법에 의해서 만들어져야 한

다. 특히 인간의 질병치료제나 식품의 항미생물제로 이용될 올리고당은 생물 

혹은 효소학적인 방법으로 만들어져야 할 것이며, 키틴유도체를 만들 수 있는 

효소(chitinase, chitin deacetylase 등) 및 균주들은 상업화가 가능하다.

   농작물도 이제는 농약을 사용하지 않고 재배할 시기에 와 있다. 국내외를 

막론하고 농약의 사용을 다양한 방법으로 규제하고 있다. 특히 생과일을 직접 

먹게 되는 오이나 토마토 등은 더욱 그렇다. 따라서 이들에 대한 친환경적 재

배법이 시급 요구되고 있다.     

   본 연구진은 Chromobacterium sp. strain C-61로부터 보고되지 않은 새

로운 chitinase 유전자를 클로닝하여 유전자의 promoter, signal peptide, 

ChBD, chitinase active site 등의 구조 및 기능을 분석하고 (1999-2000, 

학진 유전공학연구), chitinase 유전자에 cellulose-binding domain (CBD)의 

첨가, site-directed mutagenesis에 의한 chitinase 활성의 증가, chitinase 

유전자를 Trichoderma harzianum에 도입, 발현을 수행하였으며 

(1999-2001, 농림기술개발과제), 세균 CBD를 β-glucosidase에 붙이거나, 세

균 endoglucanase의 CBD를 곰팡이 CBD로 치환 (25)하는 등 cellulase와 

xylanase 유전자를 변형하여 특성 및 활성이 변화된 효소를 얻을 수 있는 실

험을 수행하였다 (2000-2004, 한국과학재단 목적기초연구). 

   또한 토양전염성을 억제할 수 있는 다양한 키틴분해미생물을 분리, 동정 

보존하고있고, 육묘용 상토에 키틴과 키틴분해미생물을 처리, 육묘기간 중 처

리 미생물이 생육토록하여 포장상태에서도 토양병을 방제할 수 있는 시스템

을 확립하였다 (1999-2001, 농림기술과제).

   본 연구에서는 첫째, 유전자변형에 의하여 다양한 특성을 지닌 chitinase 
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유전자를 선발하고자 한다. 둘째, chitinase, chitin deacetylase 및 항미생물

성 키틴 유도체의 대량생산 시스템을 확립하고자 하였다. 셋째, 키틴분해미생

물, 키틴 및 키틴유도체를 이용한 식물병 방제 시스템을 확립하고자 하였다.

   

Ⅲ.  연 구 개발 내 용  및  범위

  가 .  효 소 활 성  및  특 성 이  변 화 된  c h i t i n a s e  유 전 자 의  개발 및  c h i t i n  

d e a c e t y l a s e  유 전 자 의  클 로 닝

   1) 효소활성 및 특성이 변화된 chitinase 유전자의 개발

   2) chitin deacetylase 유전자의 클로닝

   3) Bacillus sp.에 chitin deacetylase 유전자의 도입, 발현

  나 .  C h i t i n a s e ,  키 틴  및  키 토 올 리 고 당 을  이 용 한  식 물 병  방 제효 과  증 진  시 스

템  확 립

  1) chitin deacetylase 생산균주의 선발 및 효소 특성

   2) 키틴올리고당, 키토올리고당 및 chitinase의 항균활성과 그들의 조제

   3) 길항세균, chitinase의 대량 생산과 식물 병 방제 효과 증진 전략

Ⅳ.  연 구 개발 결과  및  활 용 에  대한  건 의

 1 .  연 구 개발 결과

  가 .  효 소 활 성  및  특 성 이  변 화 된  c h i t i n a s e  유 전 자 의  개발 및  c h i t i n  

d e a c e t y l a s e  유 전 자 의  클 로 닝

   1) DNA shuffling 및 domain shuffling
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       총 5,500개의 형질전환주를 얻었으며, 활성이 있는 변이체를 일차적으

로 선발하여 35 positive clone 중 9개의 우수변이체 후보를 선발하였다. 

고활성 chitinase 1개 (Chi2-389), 내열성 chitinase 1개 (Chi2-33)를 얻

을 수 있었으며, 내알칼리성 chitinase는 야생형과 유사하였다. 변이체 

Chi2-389는 야생형 chitinase 보다 16% 정도 비활성도가 높게 나타났으

며, 변이체 Ch2-33은  최적 온도가 B8-25는 50℃로 야생형과 비슷하였

으나 열안정성은 야생형 보다 18% 높게 나타났다. 변이체 Ch2-33과 

Ch2-389의 경우 분자량의 변화가 없는 것으로 보아 변이 효소의 내부적

인 절단이나 말단들의 변형은 없는 것으로 추정된다.

       ChBD 대신 CBD와 XBD를 ChBD 부위의 염기서열과 치환한 domain 

치환체를 얻었다. 대부분의 효소는 세포내에 존재하였고, ChBD가 결손된 

Chi48은 활성이 매우 미약하였으며, CBD가 ChBD 보다 colloidal chitin

에 대한 친화력을 더 높이 반영하는 것으로 나타났다. CBD와 ChBD가 연

속으로 존재할 경우, 단독으로 존재할 경우 보다 기질에 대한 친화력을 

증가시켰으며, XBD는 CBD 보다 그 효과가 약하다는 것을 알 수 있었다.

   2) cDNA library의 구축 및 chitin deacetylase 클론 선발

       Rhizopus microsporus var. oligosporus로부터 0.5 ~ 2.5 kb 범위의 

mRNA를 얻었다. mRNA로부터 합성된 cDNA를 ZAP expression vector

에 구축하여 약 870,000개의 primary library를 확보하였다. Rhizopus 

oryzae의 chitin deacetylase 유전자를 모델로 3 부분에서 30 bp 정도의 

probe를 제작하여 hybridize를 수행하였으나 positive clone을 얻지 못하

였다. Chitin deacetylase 항체에 교잡된 cDNA plaque들을 선발한 결과 

총 25개의 positive plaque를 얻었다. 이 중 chitin deacetylase를 생산하

는 2개의 plaque를 선발하였다. 이들 plaque를 E. coli XLOLR 내로 도입

한 결과, chitin deacetylase 활성은 배양여액에서는 검출되지 않고, 

periplasm과 cytoplasm에서만 검출되었다.

       활성이 높은 RCDA-1에 존재하는 cDNA는 1,308 bp의 ORF가 존재하

였으며, 이는 435개 아미노산으로된 단백질을 코딩한다. 예상되는 단백질

의 분자량은 48,000 Da이었으며, 활성염색에서 분석된 분자량 60 kDa와 
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비교할 때 glycoprotein으로 판단된다. 다른 곰팡이의 chitin deacetylase 

단백질과 69% 이하의 유사성을 나타내었다. 이 효소 단백질의 중간 지역

에 보존된 아미노산 서열을 나타냈다.   

   3) Bacillus sp.에 chitin deacetylase 유전자 도입 및 발현

   Chitin deacetylase의 Bacillus cloning에 pWB705 벡터를 사용하였

다. 이 벡터를 EcoRI으로 부분절단하여 SacB SP 안쪽에서 절단된 벡터에 

chitin deacetylase cDNA가 연결되도록 하였다. Bacillus subtilis의 

WB700과 WB800 competent cell 방법으로 형질전환을 수행하였다. 그 

중 가장 활성이 높은 transformant B. subtilis WB700 (pRDA83)과 

WB800 (pRDA83)의 상층액을 회수하여 효소활성을 조사한 결과, 

WB800 (pRDA83)에서 0.45 U/ml로 나타났으며, 이는 당초 공시균주 배

양액에서 얻은 0.074 U/ml 보다 약 6배의 증가된 결과이다. 

   Bacillus subtilis WB800 (pRDA83)를 12시간 배양하여 상층액을 얻

어 전기영동과 활성염색을 수행한 결과 형질전환주에서 공시균주의 상층

농축액과 동일한 60 kDa 근처에서 활성 띠를 보였다. 이 결과로부터 공

시균의 chitin deacetylase 유전자가 형질전환주에서 발현되는 것으로 확

인되었다. 

 나 .  C h i t i n a s e ,  키 틴  및  키 토 올 리 고 당 을  이 용 한  식 물  병  방 제효 과  증 진  시 스

템  확 립

1) Chitin deacetylase 생산균주의 선발 및 효소 특성

    60여 균주로부터 chitin deacetylase를 배양여액으로 분비하는 Rhizopus 

microsporus var. oligosporus (KCTC 6969)를 선발하였다. 이 균주는 25 C

에서 가장 좋은 생장을 나타냈으며, 효소 생산능력은 YPG보다 PDB에서 더 

우수하였다. PDB에 ml당 10
5

의 포자현탁액을 접종하였을 경우에는 5일 배양, 

10
7

의 포자현탁액을 접종하였을 경우에는 배양 3일후에 최고의 활성을 나타냈
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으며 chitin이나 chitosan에 의해서 유도되지 않았다. 또한 이 균주는 chitin 

agar plate에서의 생육이 아주 느렸고, chitinase도 생산하지 않았다. 이 균주

는 60-kDa과 45-kDa의 두 chitin deacetylase를 생산하였는데, 효소활성은 

60C, pH 7.0에서 가장 우수하였다.  

2) 키틴올리고당, 키토올리고당 및 chitinase의 항균활성과 그들의 조제

    키틴올리고당, 키토올리고당 및 chitinase의 항균활성은 식물병원균인 

Botrytis cinerea, Cladosporium sphaerospermum, Cladosporium 

tenuissimum, Alternaria panax, Colletotrichum gloeosporioides 와  

Fusarium oxysporium에 대하여 조사되었다. 이들에 대한 항균 활성은 키틴

올리고당보다 키토올리고당에서 특이적으로 더 높았고, 키토올리고머 중에서

도 5~6당에서 특이적으로 높았다. 그 키틴올리고머(6당)는 50ppm의 EC(50)

을 나타낸 A. panax, C. gloeosporioides, F. oxysporium 보다 5ppm의 

EC(50)을 나타낸 B. cinerea, C. sphaerospermum, C. tenuissimum 에 대하

여 더 높은 항균활성을 보여 주었다. 한편, C. sphaerospermum과 C. 

tenuissimum의 포자발아에 대한 Chitinase의 EC(50)은 20ppm이었는데, B. 

cinerea에 대해서는 200ppm, F. oxysporium 에 대해서는 2000ppm 이상이

었다.  정제된 chitinase에 의한 결정성키틴의 분해는 1시간 이후부터 검출되기 

시작하여 6시간 이후 5~6당이 가장 많았고, 24시간 이후에는 1~3당만 검출되었

다. chitin deacetylase의 활성은 6당의 기질에서 가장 우수하였고 그 다음으

로 5당, 4당 순이었는데, 2당과 3당에 대한 활성은 매우 낮았다. 한편, glycol 

chitin에 대한 활성도 5당에 비하여 1/2이상의 수준을 유지하였는데, colloidal 

chitin이나 crystal chitin에 대한 활성은 매우 낮았다. 따라서 키틴으로부터 

키토올리고당을 만들기 위해서는 chitinase를 이용하여 키틴을 키틴올리고당으

로 만들고, 키틴올리고당에 chitin deacetylase를 처리하여 키토올리고당으로 

만드는 방법이 합리적일 것으로 생각되었다.  

3)  길항세균, chitinase의 대량 생산과 식물 병 방제 효과 증진 전략
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   이전 실험들은 키틴분해세균을 키틴함유배지에서 배양하게 되면, 세균뿐만 

아니라 chitinase, 키틴올리고머를 생산하고, 여기에 chitin deacetylase를 첨

가하면 키토올리고머를 생산하여 식물병에 더 좋은 방제효과를 나타낼 것이라 

결과를 제시하였다. 따라서 이 연구에서는  이들을 대량으로 생산할 수 있는 

시스템을 확립하였고, 이들의 병 방제효과를 조사하였다. 오이 흰가루병에 대

한 방제효과는 Lysobacter enzymogenensis 와 Chromobacterium sp. 

strain C-61 의 단독 배양액보다 혼합배양액, 세균액 보다는 배양액, 그리고 

배양액에 chitin deacetylase를 첨가하였을 경우에 더 우수하였다. 비닐하우스 

포장에서 흰가루병에 대한 본 배양액의 방제효과는 살포시기의 환경에 크게 

영향을 받았는데, 배양원액과 10배 희석액 모두 90% 이상의 높은 방제효과를 

보여 주었고, 시판중인 흰가루병 미생물제제들보다 더 우수하였다. 또한 본 배

양액은 토마토 흰가루병과 잎곰팡이병, 오이 뿌리혹선충에 우수한 방제효과를 

보여주었다. 본 배양액은 저렴한 비용에 의해서 조제하기가 간편하기 때문에 

많은 활용이 있으리라 기대된다.   
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SUMMARY

I .  I m p r o v e m e n t  f o r  c h i t i n a s e  p r o p e r t i e s  a n d  c l o n i n g  

o f  c h i t i n  d e a c e t y l a s e

1 .  D N A  s h u f f l i n g  a n d  d o m a i n  s h u f f l i n g

   A total of 5,500 transformants were obtained. By primary screening, 

9 candidates out of 35 positive clones were screened for further study. 

One clone with high chitinase activity (Chi2-389) and one clone with 

thermostable chitinase activity(Chi2-33) were obtained. The alkali-resistant 

chitinase was similar to the wild type chitinase. Mutant Chi2-389 showed 

higher specific activity than the wild type chitinase by 16%. The optimum 

temperature of the mutant Chi2-33 was 50℃ and was similar to that of the 

wild type. However, the thermostability of the Chi2-33 was higher than 

that of the wild type by 18%. The mutants Chi2-33 and Chi2-389 showed 

no change in the molecular weight of the enzyme, suggesting no internal 

cleavage or modification of terminal regions of the enzyme. 

   Domain-shuffled mutants were obtained by substituting ChBD with 

CBD and XBD. Most of the enzyme existed in the internal region of the 

cells. Chi40, a mutant lacking ChBD, showed only slight enzyme 

activity. This phenomenon seemed to be the result of the differences 

of CBD and ChBD in their affinity towards colloidal chitin. The enzyme 

with CBD and ChBD in series showed higher affinity towards the 

substrate than the enzymes with CBD or ChBD. XBD was less effective 

than CBD.

2 .  C o n s t u r c t i o n  o f  c D N A  l i b r a r y  a n d  i s o l a t i o n  o f  c h i t i n  d e a c e t y l a s e  

c l o n e

   The molecular weight of the mRNAs obtained from Rhizopus 

microsorus var. oligosporus were 0.5 ~ 2.5 kb. A primary cDNA library 

of 870,000 was constructed by introducing cDNA synthesized from the 
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mRNA into ZAP Expression vector. Based on the sequence of the chitin 

deacetylase gene of Rhizopus oryzae, three probes of ca. 30 bp were 

prepared. When hybridization was preformed with the probes, no 

positive clones could be obtained. A total of 25 positive plaques which 

hybridized to the antibody were obtained using a immunoscreening kit. 

Of the 25 positive plaques, 2 chitin deacetylase-producing plaques 

were screened. The plaques with chitin deacetylase activity were introduced 

into E. coli XLOLR. Chitin deacetylase activity was detected in the 

periplasm and cytoplasm of the cells, but not in the culture supernatant of 

the culture broth.

   The cDNA in RCDA-1 with high chitin deacetylase activity had an 

ORF of 1,308 bp encoding a protein consisted of 435 amino acids. The 

molecular weight of the protein was expected to be 48,000 Da. 

Considering the molecular weight, 60 kDa, of the protein determined by 

activity staining of the protein, the protein is thought to be a 

glycoprotein. The similarity of the protein to other fungal chitin 

deacetylases were less than 69%. The enzyme had a conserved amino 

acid sequence in the middle region of the protein.

3 .  I n t r o d u c t i o n  o f  t h e  c h i t i n  d e a c e t y l a s e  g e n e  i n t o  Bacillus  s p .  a n d  i t s  

e x p r e s s i o n

   Vector pWB705 was used for the introduction of the gene into Bacillus 

sp. The vector was partially digested with EcoRI and the chitin deacetylase 

cDNA was ligated with the vector that had been cut at the interior of 

SacB SP. The competent cells of Bacillus subtilis WB700 and WB800 was 

transformed with the ligated DNA. The culture supernatant of the 

transformant B. subtilis WB800 (pRDA83) showed an enzyme activities of 

0.45 U/㎖ which is 6 times higher activity than that of the Rhizopus 

microsorus var. oligosporus.

   B. subtilis WB800 (pRDA83) was grown for 12 h and the culture 

supernatant was electrophoresed. The activity staining of the gel revealed 

an active band of 60 kDa. The result indicated that the chitin deacetylase 

gene of Rhizopus microsorus var. oligosporus was expressed in the 

transformant.



- 11 -

I I .  Syst em f or  i mpr ovement  of  cont r ol  ef f i cacy agai nst  pl ant  

di seases usi ng chi t i nase,  chi t i n- and chi t o-ol i gosacchar i d es  

 

1 .  S e l e c t i o n  o f  c h i t i n  d e a c e t y l a s e  p r o d u c i n g  s t r a i n  a n d  i t s  e n z y m a t i c  

c h a r a c t e r i s t i c s  

  

   Rhizopus microsporus var. oligosporus (KCTC 6969) was selected as 

a chitin deacetylase producing strain from 60 strains. This strain 

showed best growth on 25 C, and enzyme producing ability was better 

in PDB than in YPG. The enzyme production reached at peak after 5 

days incubation when solution of 10
5 

spore/ml was inoculated, and after 

3 days incubation when solution of 10
5 

spore/ml was inoculated. The 

enzyme was not induced by chitin and chitosan. This strain grew 

slowly on the chitin agar plates and did not produce chitinase This 

strain produced two chitin deacetylases with molecular weight of 

60-kDa and 45-kDa. The enzyme activity was best in 60 C and pH 

7.0.    

2 .  A n t i f u n g a l  a c t i v i t y  o f  c h i t o - a n d  c h i t i n - o l i g o s a c c h a r i d e s  a n d  c h i t i n a s e  

a g a i n s t  p l a n t  p a t h o g e n s  a n d  t h e i r  p r e p a r a t i o n .

   The antifungal activity of chito- and chitin-oligosaccharides and chitinase 

was investigated with plant pathogens; Botrytis cinerea, Cladosporium 

sphaerospermum, Cladosporium tenuissimum, Alternaria panax, 

Colletotrichum gloeosporioides and  Fusarium oxysporium. The antifungal 

activity against the plant pathogens was specifically high in 

chito-oligosaccharides as compared with chitin-oligosaccharides. The activity 

was also specifically high in pentamer and hexamer of 

chito-oligosaccharides. The hexamer showed  higher antifungal activity 

against B. cinerea, C. sphaerospermum and C. tenuissimum  with EC(50) 
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values of 5ppm than A. panax, C. gloeosporioides, F. oxysporium with 

EC(50) values of 50ppm. The EC(50) values of chitinase were 20ppm 

for Cladosporium sphaerospermum and  Cladosporium tenuissimum, 

200ppm for B. cinerea and more than 2000ppm for F. oxysporium. 

Degradation of crystal chitin by purified chitinase started to be detected 

after 1 hour incubation, and most pentamer and hexamer were detected 

after 6 hours incubation. The chitin deacetylase showed best activity in 

the hexamer as a substrate, and followed by order of pentamer and 

tetramer. However, the activity was very low in trimer and dimer. The 

activity in the glycol chitin was a half level as compared with that in 

pentamer, but the activity was very low in colloidal chitin and crystal 

chitin. These results suggest that it is better to convert chitin into 

chitin-oligomers with chitinase, and then to convert the chitin-oligomers 

into chito-oligomers with chitin deacetylase.     

3 .  L a r g e - s c a l e  p r o d u c t i o n  o f  a n t a g o n i s t i c  b a c t e r i a  a n d  c h i t i n a s e ,  a n d  

s t r a t i g i e s  f o r  i m p r o v e m e n t  o f  b i o c o n t r o l  o f  p l a n t  d i s e a s e .  

   Previous experiments suggested that culture of chitinolytic bacteria 

in chitin media may lead to produce chitinase and chitin-oligomers as 

well as the bacteria, and also chito-oligomers by addition of chitin 

deacetylase. These culture solution may show better control efficacy 

against plant diseases. In this study, system for large-scale production 

of these culture solution was established and their control efficacy was 

investigated. In control of Lysobacter enzymogenensis and 

Chromobacterium sp. strain C-61 against powdery mildew of cucumber, 

the control efficacy was better in culture solution of two strains than in 

that of a single strain, in the culture solution than in suspension of 

bacteria cells alone. The control efficacy of the culture solution more 

increased by addition of chitin deacetylase. In the vinyl house 
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experiment, control efficacy of the culture solution against powdery 

mildew was largely affected by environment of spray timing. The 

undiluted and 1/10 diluted solution of the combined culture solution 

showed high control value more than 90%, which were superior to 

commercial biocides. This culture solution also showed good control 

efficacy against leaf mold and powdery mildew of tomato, and 

root-knot nematode of cucumber. It is expected that this culture 

solution may be used by many farmers because it can be simply 

prepared with low cost.
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제 1  장   연 구 개발과제의 개요

  

 제 1  절   연 구 개발의  목적  및  범위

  1 .  연 구 개발의  목적

   Chromobacterium sp. strain C-61로부터 클로닝된 chitinase 유전자를 

변형하여 효소 특성이 개선된 우수 효소를 만들고, chitin deacetylase 생산균

주 및 유전자를 선발하여 항미생물성 키틴유도체를 대량생산할 수 있는 체계

를 확립하고, 이들을 식물병 방제에 이용할 수 있는 시스템을 구축하는데 목

적이 있다.

  2 .  연 구 개발의  범위

  가. 효소활성 및 특성이 변화된 chitinase 유전자의 개발 및 chitin     

      deacetylase 유전자의 클로닝

   1) 효소활성 및 특성이 변화된 chitinase 유전자의 개발

     - DNA shuffling에 의한 고활성 chitinase 선발

     - DNA shuffling에 의한 내열성 chitinase선발

     - DNA shuffling에 의한 내알칼리성 chitinase 선발

     - Domain shuffling에 의한 특성이 변화된 chitinase 선발

   2) chitin deacetylase 유전자의 클로닝

     - cDNA library의 구축  

     - chitin deacetylase cDNA clone의 선발

     - chitin deacetylase cDNA를 E. coli에 도입 및 발현

     - chitin deacetylase cDNA의 염기서열 결정 및 분석
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   3) Bacillus sp.에 chitin deacetylase 유전자의 도입 및 발현

     - insert, vector DNA의 조제 

     - ligation 및 도입  

     - 형질전환주의 선발 

     - 형질전환주의 chitin deacetylase 분비 여부 조사

     - chitin deacetylase의 생산 조건 확립 

     - chitin deacetylase의 특성 

  

  나. Chitinase, 키틴 및 키토올리고당을 이용한 식물 병 방제효과 증진 시스템 

      확립

    1) Chitin deacetylase 생산균주 선발 및 항미생물성 키토올리고당 조제

     - chitin deacetylase 생산균주의 분리 및 효소의 생산조건 확립

     - 키틴으로부터 키토올리고당의 조제   

     - 키틴유도체에 따른 항미생물성

    

    2) 효소, 키틴유도체의 생산 및 분리, 정제 기술 확립

     - chitinase, chitin deacetylase의 생산 조건 확립 

     - chitinase, chitin deacetylase의 분리, 정제 시스템 확립

     - 키틴올리고당으로부터 키토올리고당의 조제  

     - 키틴유도체의 생산 조건 확립

    

    3)키틴분해미생물과 키틴을 이용한 식물병 방제 체계 확립

     - 키틴유도체를 이용한 비닐하우스의 주요 작물(오이, 토마토) 병 방제체  

     계 확립
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제 2  절   연 구 개발의  필요성

  1 .  기 술 적  측 면

   가) 유전자 변형에 의한 chitinase 활성 및 특성 변화

    - Chitinase는 키틴을 분해하여 인간에 유용한 천연물질을 만들거나 식물

병 방제에 활용할 수 있는 효소로서 다양한 생물로부터 여러 chitinase 

유전자가 보고되었다.

    - 실제로 이용되기 위해서는 자연상태에서 분리된 효소보다 더 활성이 높

고, 다양한 조건에서 작용할 수 있는 chitinase가 필요하다.

    - 이러한 효소는 유전자의 변형에 의해서 얻어질 수 있다.    

    - 특히 유용 천연물질을 만드는데 이용할 수 있는 열에 안정된 chitinase, 

해충 방제 시스템에 활용할 수 있는 알칼리에 안정된 chitinase를 만들 

필요가 있다. 해충을 억제하기 위해서는 chitinase가 해충의 장내 세포

를 분해해야 하는데, 해충의 장은 알칼리성(4, 5)이기 때문에 알칼리에 

안정된 chitinase가 필요하다 

    - Cellulase나 xylanase의 경우에는 유전자 변형에 의해서 여러 특성을 

지닌 효소를 개발하려는 연구가 많이 수행되었으나, chitinase에서는 아

직 수행되지 않았기 때문에 이 연구는 활용 측면뿐만 아니라 기술적 측

면에서도 아주 필요하다.

   나) Chitin deacetylase 유전자의 클로닝 및 Bacillus sp.에 도입 및 발현 

    - 키틴의 아세틸기를 제거함으로서 키토산이 만들어지는데, 아세틸기는 

알칼리(NaOH)나 chitin deacetylase를 처리하여 제거될 수 있다. 그러

나, 현재 알려진 chitin deacetylase는 키틴올리고당의 아세틸기를 잘 

제거하지만 결정성 키틴에 대한 아세틸기는 잘 제거시키지 못하는 것으
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로 알려져 있다. 따라서, 현재 이용되고 있는 키토산의 대부분은 알칼리 

처리에 의해서 만들어지고 있고, 키토올리고당은 chitosanase를 이용한 

키토산의 분해에 의해서 얻으려는 연구가 많이 이루어지고 있다.

    

키틴 키토산 키토올리고당NaOH Chitosanase

(Chitin deacetylase)

    - 본 연구에서는 상기와 같은 키틴-->키토산 -->키토올리고당 시스템이 

아니라 키틴-->키틴올리고당-->키토올리고당 시스템을 이용하려고 한

다. 즉 chitinase를 이용하여 키틴을 키틴올리고당으로 만들고, chitin 

deacetylase를 이용하여 키틴올리고당을 키토올리고당으로 만들려고 한

다.

    

키틴 키틴올리고당 키토올리고당Chitinase Chitin deacetylase

    - 이 연구를 위해서는 ① chitinase 생산 균주 혹은 정제된 chitinase, ② 

chitin deacetylase 생산균주 혹은 정제된 chitin deacetylase가 필요

하다.

    - Chromobacterium sp. strain C-61로부터 chitinase 유전자를 클로닝

하여 E. coli에서 생산할 수 있는 시스템 (본 연구팀이 개발)이 이미 확

립되었고, 앞으로는 chitin deacetylase 유전자를 클로닝하여 Bacillus 

sp.에서 생산할 수 있는 시스템이 필요하다. 

    - 소량의 올리고당을 만들 경우에는 정제된 효소로도 가능하겠지만, 대

량의 올리고당을 만들 경우에는 그들 효소를 분비할 수 있는 균주를 
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이용하는 것이 좋을 것이다. 그러나 현재 알려진 chitin deacetylase는 

곰팡이에서만 보고되었고, 곰팡이 유전자는 E. coli에서 발현까지는 가

능하지만 발현산물을 분비할 수 있는 시스템까지는 갖추어져 있지 않다. 

따라서 외래 유전자를 발현 및 분비할 수 있는 시스템까지 갖추어져 있

는 Bacillus sp. 에 도입, 발현하는 것이 필요하다.     

 

   다) 효소의 생산 및 정제

     - 효소를 이용하여 대량의 키틴유도체를 생산하기 위해서는 야생형 균주 

및 유전자를 지닌 E. coli로부터 대량의 효소를 생산할 수 있는 시스템

이 필요하다

     - 효소에 의한 키틴유도체의 분해 패턴 및 그 기작을 구명하기 위해서는 

대량의 정제된 효소가 필요하다.

   

   라) 항미생물성 키틴유도체의 생산

    - 키틴올리고당 혹은 키토올리고당이 인간, 가축 및 식물의 다양한 병원

균과 식품의 여러 부패균들을 억제하는 것으로 보고되었지만, 모든 올리

고당이 모든 병원균을 억제하는 것이 아니라 올리고당의 길이,  대상 병

원균의 종류에 따라 억제정도가 각각 다르다. 따라서, 대상 병원균을 가

장 잘 억제할 수 있는 올리고당의 종류, 길이 및 농도 등을 정확히 파악

할 필요가 있다. 

    - 대상 병원균을 억제할 수 있는 올리고당을 생산해 낼 수 있는 시스템이 

필요하다.

    - 키틴 혹은 키토올리고당은 화학적인 방법과 효소학적인 방법에 의해서 

얻어질 수 있는데, 화학적인 방법은 분자량이 낮은 2-3당으로 분해되는 

단점이 있고, 식품의 안정성 문제도 대두된다. 이에 반하여 효소를 이용

하였을 경우에는 화학적인 방법보다 더 큰 분자량을 가진 올리고당, 즉 

항미생물 효과가 더 우수한 6-7당의 올리고당을 얻는데 더 유리한 것으
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로 알려져 있다.

    - 화학적으로 처리할 경우에는 분해된 산물 중에서 원하는 올리고당을 순

수 분리, 정제할 수 있겠지만, 순수 분리된 올리고당을 농업에 이용할 

수는 없을 것이다. 따라서, 효소를 분비하는 균주를 처리해서 대상 병원

균을 가장 크게 억제할 수 있는 올리고당이 많이 함유된 조건을 찾는 

것이 실제 이용 측면에서 필요하다. 

    - 생물 및 효소를 이용한 올리고당의 생산 시스템은 다른 분야에의 이용

에도 아주 필요하다.

      

   마) 키틴분해미생물 및 키틴유도체를 이용한 식물병 방제 효과 증진 

    - 식물병원진균의 세포벽을 분해하여 억제할 수 있는 키틴분해미생물은 

다양한 종류가 보고되었고, 미생물농약으로 개발하려는 연구가 많이 수

행되고 있지만 미생물농약보다 더 간편하고 우수한 방제효과를 낼 수 

있는 시스템이 필요하다.  

               

     - 키토산을 이용하여 식물 병을 방제할 수 있다는 보고가 있지만, 더 다

양한 억제 물질을 들을 조합하여 병 방제효과를 높이려는 노력이 필요

하다.           

  2 .  경 제⋅산 업 적  측 면

    - 키틴은 곤충의 외골격, 게나 작은 새우와 같은 갑각류의 주요한 구조적 

성분으로서, 자연계에서 셀룰로오스 다음으로 풍부한 천연자원이다. 따

라서, 키틴은 가격이 저렴한데 키틴유도체들은 ① 의약적 (수술봉합사, 

인공피부, 화상치료, 피부 및 모발보호, 화장품 보습 및 유화제), ② 농

업적 (종자도포제 및 증수제, 동물사료), ③ 생물공학적 (신섬유, 효소와 

세포의 고정화제, 젤의 조제), ④ 환경공학적 (중금속의 제거제, 유기오

염물질의 침전제),  ⑤ 기타 항암 및 제암효과, 상처치유제 등 여러 분
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야에서 이용될 수 있고, 상품화된 것도 많다. 

    - 이러한 키틴유도체는 생물 혹은 효소학적인 방법에 의해서 만들어져야 

한다. 특히 인간의 질병치료제나 식품의 항미생물제로 이용될 올리고당

은 생물 혹은 효소학적인 방법으로 만들어져야 할 것이다. 

    - 키틴유도체를 만들 수 있는 효소(chitinase, chitin deacetylase 등) 및 

균주들은 상업화가 가능하다.

    - 생물 및 효소를 처리하여 얻어진 특정의 올리고당은 산업화가 가능하

다.

    - 현재 식물 병을 방제한다는 많은 친환경자제가 나오고 있지만 방제효과

가 크지 않아서 농민들에게 외면당하고 있다. 보다 더 효과적인 친환경

자제의 개발이 시급히 요구되고 있다.  

  3 .  사 회⋅문화 적  측 면

    - 1960년대 이후 고도 성장기에 접어들면서 화학물질을 이용한 각종 산

업이 인간에 기여한 공로는 인정되지만, 환경오염과 안정성 문제 때문

에 이제는 모든 분야에서 생물적 방법을 이용해야 할 시기에 와 있다. 

    - 이제는 작물의 병해충도 가능한 한 유기합성 농약을 사용하지 않고 방

제할 수 있는 시스템이 필요하다. 

    - 저장 중에 발생하는 병원균도 인간에 해롭지 않은 물질로 억제할 수 있

는 시스템이 확립되어야 한다.

    - 현재 여러 키토산이 각종 식물병을 방제 혹은 작물 생육을 촉진하는 것

으로 일반 농가에 많이 판매되고 있지만, 효과가 크지 않은 게 사실이

다. 

    - 모든 키토산이 모든 병원균을 억제하는 것이 아니라 키토올리고당의 종

류, 병원균의 종류에 따라 억제정도가 각각 다르기 때문에 각 작물의 생

육 및 병 방제에 알맞은 키토산이 하루 빨리 개발, 판매되어져야 한다.
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 제 2  장   국내ㆍ외 기술개발 현황

 1 )　유 전 자  변 형 에  의 한  c h i t i n a s e  활 성  및  특 성  변 화

   가) 타 연구기관 

    - 외국에서 chitinase 유전자는 식물, 곤충, 곰팡이, 세균, 바이러스 등 

다양한 생물로부터 클로닝 되었다 (3, 6, 8, 17, 30, 32, 33, 51, 53, 

57, 64, 67).   

    - 국내에서도 chitinase 유전자는 Serratia marcescens (14), 벼 (39) 

등으로부터 클로닝 되었다.  

    - Chitinase 유전자의 경우, promoter, signal peptide, chitin-binding 

domain (ChBD), catalytic domain 등의 구조 및 기능 등을 분석하고 

(16, 19, 56, 63, 65, 66, 69), 이들 유전자를 식물에 도입, 발현시켜 

병해충저항성 식물을 만드는 연구가 많이 수행되고 있다 (12, 28).   

   나) 본 연구팀 

    - Chromobacterium sp. strain C-61로부터 보고되지 않은 새로운 

chitinase 유전자를 클로닝하여 유전자의 promoter, signal peptide, 

ChBD, chitinase active site 등의 구조 및 기능을 분석하였다 

(1999-2000, 학진 유전공학연구).

    - chitinase 유전자에 cellulose-binding domain (CBD)의 첨가, 

site-directed mutagenesis에 의한 chitinase 활성의 증가, chitinase 

유전자를 Trichoderma harzianum에 도입, 발현을 수행하였다 

(1999-2001, 농림기술개발과제). 

    - 세균 CBD를 β-glucosidase에 붙이거나, 세균 endoglucanase의 CBD

를 곰팡이 CBD로 치환 (25)하는 등 cellulase와 xylanase 유전자를 변

형하여 특성 및 활성이 변화된 효소를 얻을 수 있는 실험을 수행하였다 

(2000-2004, 한국과학재단 목적기초연구). 
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   다) 현기술상태의 취약부분

    - DNA shuffling 방법 (11, 15, 49, 55)을 N-carbamylase와 

D-hydantoinase의 fusion 효소 (24) 등에 적용하여 열안정성 증진, 효

소활성 증진 (46), 기질선택성 증가, 단백질 특성 증진, 선발방법 증진 

(29) 등의 변화를 얻었으나, chitinase 유전자에서 수행한 연구 결과는 

국내외에 아직 없다 (표 1).

    - Domain shuffling (18, 23, 25)에서 정제를 용이하기 위한 방법으로 

chitinase에 CBD를 부가한 사례는 있으나,  ChBD의 결손이나 

xylan-binding domain (XBD)로의 치환 등의 domain shuffling 연구 

결과는 국내외에 아직 없다.

    

   표1. DNA shuffling을 이용한 사례   

   

특성 변화 연   구   내   용

열안정성 증진

subtilisin E 

p53의 핵심도메인이 변형

catechol 2,3-dioxygenase

효소활성 증진

cephalosporinase family gene

aspartate aminotransferase

atrazine chlorohydrolase

세균 cellulose-binding domain (CBD) 치환 

단백질분해효소 

N-carbamylase와 D-hydantoinase의 fusion 효소

기질선택성 

증가

biphenyl dioxygenase

coaulation factor X의 N-말단과 trypsin의 N-말단 결

합

단백질 

특성증진

녹색형광단백질의 신호를 기존 생산물보다 45배 이상 향

상DNA-binding domain의 기능 향상

선발방법 개발

phage display 선별법의 개발

cellulase 변이체로 대장균 cell surface display 방법 

개발



- 27 -

2 ) c h i t i n  d e a c e t y l a s e  유 전 자 의  클 로 닝  및  Bacillus  s p . 에  도 입  및  발현

   가) 타 연구기관 

    - chitin deacetylases는 Mucor rouxii (20, 62), Absidia coerulea (13), 

Aspergillus nidulans (2), Colletotrichum lindemuthianum (58, 60) 

및 Saccharomyces cerevisiae (34) 로부터 분리, 정제되었고, M. 

rouxii (21), C. lindemuthianum (59) 및 Saccharomyces cerevisiae 

(9, 36) 로부터 유전자가 클로닝되었다. 

    - chitin deacetylase는 미생물에 따라 두 가지 역할을 하는 것으로 알려

졌다. 즉 Saccharomyces cerevisiae는 세포벽을 생합성하기 위하여 

분비하고 (10), 식물병원균인 Colletotrichum lindemuthianum은 자신

의 키틴을 탈아세틸시켜 식물의 방어반응을 감소시키기 위하여 분비하

는 것으로 제시되었다 (35).

    - 국내에서는 아직 보고되지 않았다.

   나) 현기술상태의 취약부분

    - 몇 가지 곰팡이에서 유전자가 클로닝되었지만 세균에서의 생산시스템은 

아직 확립되어 있지 않다. 

  3 ) 항 미 생 물 성  키 틴 유 도 체 의  생 산

   가) 타 연구기관 

    - 키틴올리고당 혹은 키토올리고당은 항암 및 다양한 병원균의 항미생물

제로 국내외에서 많이 보고되었다 (37, 38, 47, 48).

    - 화학적 및 효소학적인 방법에 의한 키틴 및 키토올리고당의 분해 패턴

은 국내외에서 보고되었다 (1, 7, 22, 70). 

    - 키토산을 이용한 토마토의 생육 촉진 및 식중독균 등의 억제능력은 전

남대학교 연구진에 의해서 수행되었다.

   나) 현기술상태의 취약부분
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    - 생물 혹은 효소를 이용하여 특정의 병원균을 가장 잘 억제할 수 있는 

올리고당을 생산할 수 있는 시스템의 확립 기술은 아주 미흡하다. 

  4 ) 키 틴 분 해 미 생 물  및  키 틴 유 도 체 를  이 용 한  식 물 병  방 제

   가) 타 연구기관 

    - 키틴분해미생물은 식물병원진균 세포벽의 주요 구성성분인 키틴을 분해

하여 식물병을 억제하는 것으로 다양한 종류의 균주가 국내외에서 보고

되었다 (4, 5, 40-42, 54).

    - 키틴분해미생물을 이용한 토양전염성병 방제는 미국 Cornell대학교, 미

국 Advanced Genetic Sciences사, Monsanto사 및 이스라엘에서 많

이 연구되었고, 국내에서는 경상대학교에서 수행되어지고 있다.

    - 길항미생물을 종자에 침지 후 파종하였을 경우 병방제효과가 있었다는 

보고가 있다.

    - 키토산을 이용하여 복숭아, 배 및 참다래, 오이 및 고추, 딸기, 토마토 

등의 저장을 증진시킬 수 있는 것으로 보고되었다 (50).

  

   나) 본 연구팀

    - 토양전염성을 억제할 수 있는 다양한 키틴분해미생물을 분리, 동정 보

존하고 있다.  

    - 육묘용 상토에 키틴과 키틴분해미생물을 처리, 육묘기간 중 처리 미생

물이 생육토록하여 포장상태에서도 토양병을 방제할 수 있는 시스템을 

확립하였다 (1999-2001, 농림기술과제).

    - 본 연구의 방법은 미생물농약보다 훨씬 더 간편하고 효과적인 방법이

다.

    - 토양병 방제용 상토로 개발 및 산업화 할 예정이다.  

   다)  현기술상태의 취약부분

    - 대부분의 연구기관에서는 길항미생물을 미생물농약으로 개발하려는 연

구에 중점을 두고 있다.
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    - 미생물농약은 제제화하고 살포하는데 많은 노력과 비용이 소요된다. 

    - 미생물농약은 운반, 보존, 살포 등이 불편하다.

    - 키토산을 이용한 식물병 방제에서 산분해 키토산을 이용하였고, 관련 

병원균에 대한 억제 정도는 전혀 조사되지 않았다.

   

  라) 앞으로 전망

    - chitinase의 경우에도 유전자를 변형하여 효소 활성은 물론 여러 특성

을 지닌 효소를 만들려고 노력할 것이고, 이들을 이용한 식물 병해충 

방제 연구가 다방면에서 이루어 질 것이다. 

    - 키틴으로부터 인간에 유용한 천연물질을 만드는 데 화학물질을 전혀 사

용하지 않고 효소 (chitinase, chitosanase, chitin deacetylase 등) 및 

미생물을 이용하려는 연구가 많이 이루어 질 것이다. 

    - 식물병 방제도 유기합성농약 대신 물리, 생물적인 방법에 의해서 이루

어질 수 있을 것이다.   

  마) 기술도입의 타당성

      이번 연구에서 하고자 하는 내용은 국내에서도 충분히 해결할 수 있는 

기술이고, 지금까지 국내외에서 보고된 내용들보다 더 합리적이고 효과

적인 방법이기 때문에 기술 도입을 할 필요가 없을 것 같다.
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제 3  장   연 구 개발수행 내용 및 결과

제 1  절    효 소 활 성  및  특 성 이  변 화 된  c h i t i n a s e  유 전 자

의  개발 및  c h i t i n  d e a c e t y l a s e  유 전 자 의  클 로 닝

1 .  서 론

   Chitinase는 키틴을 분해하여 인간에 유용한 천연물질을 만들거나 식물병 

방제에 활용할 수 있는 효소로서 실제로 이용되기 위해서는 자연상태에서 분

리된 효소보다 더 활성이 높고, 다양한 조건에서 작용할 수 있는 chitinase가 

필요하다. 이러한 효소는 유전자의 변형에 의해서 얻어질 수 있다. cellulase나 

xylanase의 경우에는 유전자 변형에 의해서 여러 특성을 지닌 효소를 개발하

려는 연구가 많이 수행되었으나, chitinase에서는 아직 수행되지 않았기 때문

에 이 연구는 활용 측면뿐만 아니라 기술적 측면에서도 아주 필요하다.

   키틴은 곤충의 외골격, 게나 작은 새우와 같은 갑각류의 주요한 구조적 성

분으로서, 자연계에서 셀룰로오스 다음으로 풍부한 천연자원이다. 따라서, 키

틴은 가격이 저렴한데 키틴유도체들은 ① 의약적 (수술봉합사, 인공피부, 화상

치료, 피부 및 모발보호, 화장품 보습 및 유화제), ② 농업적 (종자도포제 및 

증수제, 동물사료), ③ 생물공학적 (신섬유, 효소와 세포의 고정화제, 젤의 조

제), ④ 환경공학적 (중금속의 제거제, 유기오염물질의 침전제),  ⑤ 기타 항암 

및 제암효과, 상처치유제 등 여러 분야에서 이용될 수 있고, 상품화된 것도 많

다. 

   이러한 키틴유도체는 생물 혹은 효소학적인 방법에 의해서 만들어져야 한

다. 특히 인간의 질병치료제나 식품의 항미생물제로 이용될 올리고당은 생물 

혹은 효소학적인 방법으로 만들어져야 할 것이며, 키틴유도체를 만들 수 있는 

효소(chitinase, chitin deacetylase 등) 및 균주들은 상업화가 가능하다.

   본 세부과제에서는 효소활성 및 특성이 변화된 chitinase 유전자의 개발, 

chitin deacetylase 유전자의 클로닝, Bacillus sp.에 chitin deacetylase 유전

자의 도입 및 발현 등을 목적으로 하였다.
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2 .  재 료  및  방 법

가. 효소활성 및 특성이 변화된 chitinase 유전자의 개발

 

 1) DNA shuffling

   Chitinase 유전자를 error-prone PCR 로 일차 돌연변이를 유발시킨 후 

우수변이체들을 찾아냈고, 이들로부터 DNA를 회수하여 2차적으로 DNase I 

(or 제한효소)로 자른 후 PCR에 의하여 재조합한 다음 recombinant library

를 얻었다. 이로부터 우수변이체를 선발하였다.

  가) DNA shuffling

    Shuffling 반응의 대상 유전자를 적당한 프라이머를 사용하여 

error-prone PCR을 수행하여 얻었다. Taq DNA polymerase를 사용하여 합

성 primer들을 혼합하여 25 cycle을 수행하였다. 약 5 μg의 DNA를 DNase I 

으로 잘라 50-200 bp 조각들을 전기영동으로 회수한 후 프라이머 없이 60 

cycle의 PCR로 DNA 들을 재조합 (reassembly)하였다. 조합된 생성물을 50

배 정도 희석하여 프라이머를 사용하여 원하는 크기의 PCR 산물을 얻었다. 

이 때 사용하는 프라이머는 처음 사용된 프라이머의 안쪽 부분의 DNA에 결합

하도록 설계되었다. 전기영동으로 산물을 확인한 후 정제하여 양 끝을 적당한 

제한효소로 잘랐다. 이를 pUC19에 결합시켰다. 이의 형질전환 효율을 높이기 

위하여 electroporation 방법으로 E. coli DH5α에 형질전환하였다.

  나) 우수변이체 선발

    형질전환주들을 50 μg/ml ampicillin이 들어있는 LB 평판배지에 도말한 

후, 37℃ 에서 24 시간 배양한 후, 수 백개의 후보 형질전환주들을 위 평판배

지에 균일하게 옮겨 대조군에 비하여 chitinase 활성을 강하게 보이는 변형주

들을 골라냈다. 이 때 10 ml의 top agar에 0.5% colloidal chitin을 넣어 3

7℃에서 6 시간 배양한 후 확인하였다. 일단 일차로 선발된 콜로니들을 대상

으로 PCR을 수행하여 2차 shuffling (second round)을 수행하여 최고의 활성
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을 지니는 우수변이체를 찾았다.

 2) Domain shuffling

   Chitinase 유전자에 대한 체계적 연구는 Watanabe group에 의해 이루어

져 왔다. 이들은 Bacillus circulans에서 A, C, D 세 종류의 chitinase를 

SDS-PAGE로 확인하고, 그 중 chitinase A가 key enzyme이며 C-말단에 

chitin-binding domain (ChBD)이 존재하고 있음을 밝혔다. 특히 ChiD의 N-

말단의 1/3과 ChiA의 C-말단 1/3이 높은 상동성을 보이고 있었다. 두 효소의 

기질에 대한 친화력의 비교를 통해 ChiA의 C-말단과 ChiD의 N-말단이 

ChBD인 것을 알게 되었다. 이와 같이 binding domain의 위치는 chitinase에 

따라 다른 것으로 나타나고 있다. 한편 ChBD는 cellulose나 xylanase의 

binding domain과 염기서열에서 유사한 것으로 보고되고 있다. cellulose- 

binding domain (CBD)을 하나 더 붙여 double CBD로 만들었을 때 affinity

가 증가됨이 보고되고 있다.

   본 연구팀은 최근 Chromobacterium sp. strain C-61로부터 지금까지 보

고되지 않았던 새로운 chitinase 유전자를 분리하여 염기서열을 결정하였다. 

이 유전자는 1611 bp의 염기쌍, 26개의 아미노산으로 된 signal sequence를 

제외한 510개의 아미노산으로 구성되었고, 예상되는 분자량이 54.6 kDa, pI 

값은 8.77이었다. N-말단에 ChBD, C-말단에 catalytic domain (3개의 

chitinase active site) 등이 존재하는 것으로 분석되었다 (미발표). 본 연구에

서는 chitinase 유전자에서 N-말단 부위가 결실된 deletion mutant를 만들어 

wild type 효소와 비교함으로써 이 부위의 기능을 파악하고자 하였다. 또한, 

본 연구팀은 수년 전부터 endo-β-1,4-glucanase, xylanase, cellulase 및 β

-glucosidase 등 cellulose 분해효소 system에 대한 일련의 연구를 성공적으

로 수행해오고 있다 (25, 26, 27, 46, 52). 특히 cellulose-binding domain 

(CBD)에 대한 연구를 통해 곰팡이의 exoglucanase에 있는 binding domain을 

세균으로 옮겨 높은 binding affinity를 갖는 hybrid endonuclease를 보고한 

바 있고 (25), 최근에는 Clostridium thermocellum의 xylanase (XynX)의 유

전자 구조와 기능 분석을 통하여 열안정성 domain이 xylan binding domain 

(XBD)의 기능을 하는 것을 보고하였다 (52). 앞서 언급한 것처럼 chitin과 
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cellulose-binding domain이 여러 면에서 유사한 점에 비추어 chitinase의 이 

부위를 CBD와 XBD를 부가시키고 치환시켜 binding affinity의 변화, 그리고 

저분자량과 고분량의 기질특이성의 변화 등을 살펴보았다.

  가) ChBD를 CBD 또는 XBD로의 치환

     CBDs와 XBDs는 효소와 기질사이의 상호작용을 증가시켜 불용성 기질

의 가수분해를 돕는다. CBD와 XBD는 상동성이 있고 일부 효소에서 binding 

domain이 chitin과 cellulose를 구별하지 못하는 점을 토대로, Trichoderma 

viride exoglucanase의 CBD와 XynX의 XBD를 ChBD 부위의 염기서열과 치

환하였다. 이를 위해 overapping PCR을 통해 hybrid gene을 만들었다. 즉, 

적절한 primer를 design하여 3 rounds의 PCR을 수행하여 chitinase의 N-말

단에 위치시켰다.

  나) 클로닝 및 정제

      삽입 DNA는 pET에 구축하였다. 벡터는 삽입될 DNA내의 제한효소부

위가 없는 효소로 절단하였다. 삽입 DNA는 구조이동이 일어나지 않으면서 

벡터의 절단 부위에 ligation될 수 있는 제한효소부위가 형성되도록 primer

를 합성, PCR하였다. PCR산물을 제한효소로 절단하여 전기영동 후 원하는 

DNA를 추출, pET system manual에 따라 ligation하고 competent E. coli

에 형질전환하였다. kanamycin 배지에서 생장한 클론들은 chitinase 유전자

에 특이적인 primer를 이용하여 colony PCR을 한 후 선발하였다. 선발된 

클론으로부터 플라스미드를 분리하여 expression E. coli에 형질전환하였다.

  다) 변이체 효소들의 정제

    상기에서 얻어진 클론들로부터 pET system manual에 의하여 단백질을 

분리, 정제하여 단백질농도 및 chitin 분해능력, chitin 분해효소의 활성, pH 

및 온도에 대한 효소의 활성 및 안정성, 효소의 분자량 및 pI값, chitin 분해

산물, 다당물질의 결합능력 등을 조사하였다. 특히 모균주에서 생산된 

chitinase와 E. coli에서 생산된 chitinase의 특성, E. coli의 세포내, 

periplasm, 세포밖에 있는 chitinase의 농도, 활성 및 특성, 모균주에서 생산
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된 chitinase와 변이 혹은 결실된 chitinase 유전자들이 생산한 chitinase의 

활성 및 특성, 각 clone이 생산한 단백질의 다당물질에 대한 결합능력 등을 

비교, 분석하였다.

 3) Chitinase의 분리, 정제 및 활성 측정

  가) Chitinase 유전자를 지닌 E. coli에서의 chitinase 생산

       배지위에서의 키틴 분해능력은 colloidal chitin을 함유한 1/2 LB배지

위에 접종 후 37
o

C, 5일간 배양하여 형성된 halo zone의 크기를 야생형

균주의 그것과 비교하였다. Chitinase 생산 능력은 LB, TB 혹은 1/2 

LB+키틴 배지에서 배양 후, 매일 원심분리에 의해서 얻어진 상등액에 

대한 chitinase 활성으로 측정하였다. 

  

  나) Chitinase 활성 측정 

   (1) 4-MU-(GlcNAc)2에 대한 chitinase 활성 : Microplate에 0.1 M 

Na2HPO4- NaH2PO4 (pH 7.0), 효소 및 기질 넣고, 37
o

C에서 10분, 30분 

보존 후, 360 nm의 excitation과 440nm의 emission (Bio-teck 

FLX-8000) 에서 방출된 4-methylumbelliferone (4-Mu)의 양을 조사하

였다. 기질로부터 효소 1 µl 당 1 µmole의 4-Mu를 방출하는데 필요한 

효소의 양을 1 unit으로 하였다. 단백질 농도는 protein assay kit 

(Bio-Rad)를 이용해서 측정하였다.

   (2) Colloidal chitin, crystal chitin에 대한 chitinase 활성 : 각각의 

eppendorf tube에  0.1 M Na2HPO4-NaH2PO4 (pH 7.0), 효소 및 

colloidal chitin 혹은 cystal chitin을 넣어 37
o

C에서 1시간, 2시간 보존 

후 100
o

C 에서 3분 boiling 하고, 10,000 rpm에서 5분 원심분리 하였

다. 상등액 200 ㎕ 를 eppendorf tube에 넣고 color reagent (0.05% 

potassium ferricyanide in 0.05 M sodium carbonate) 260 µl를 첨가

하여 13분 boiling하였다. 이 용액 200 µl를 microplate에 넣고 420 nm

에서 측정하였다. 이때 사용된 standard로 0, 0.157, 0.313, 0.625, 그리

고 1.25 mM의 NAG를 이용하였다.
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  다) Chitinase의 분리, 정제 및 특성

   (1) Chitinase의 분리, 정제 : 재조합 E. coli를 1/2 LB + 키틴 배지에서 

4일 배양한 여액을 ammonium sulfate으로 침전, 투석시킨 후, Rotofor 

cell을 이용하여 정제하였다. 즉, 단백질 (2 mg/ml) 19 ml에 ampholyte 

(40%, pH 3-10) 을 1 ml 첨가한 액을 cell에 넣고, 3000 V, 200 mA, 

12 W (이 경우, 300-500 V, 24-40 mA 이면 좋다.) 조건에서 5시간 정

도 전기영동 후, 각 fraction에 있는 단백질의 양 및 chitinase 활성을 측

정하고, sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 

(SDS- PAGE)에 의해서 chitinase 밴드만 나타낸 fraction의 sample을 

모아서 투석하였다.

   (2) 온도에 대한 활성 및 안정성 : 4-MU(GlcNAc)2, 정제된 효소, 0.1 M 

Na2HPO4- NaH2PO4 (pH7.0)의 반응물을 eppendorf tube에 넣고 

20~80
o

C에서 10분 보존 후 활성을 측정하였다. 안정성은 상기의 반응물

을 20~80
o

C에 2시간 보존 후 활성을 측정하였다.

   (3) pH에 대한 활성 및 안정성 : 2~11의 pH 범위 내에서 

4-MU(GlcNAc)2, colloidal chitin, crystal chitin에 대한 활성을 측정하

였다. 안정성은 정제된 효소를 각 pH에서 2시간 동안 둔 후 

4-MU(GlcNAc)2에 대한 활성을 조사하였다. pH 2.0~3.0은 glycine-HCl 

buffer, pH 3.0~6.0은 citric acid-Na2HPO4, pH 6.0~8.0은 Na2HPO4- 

NaH2PO4, pH 8.0~10.0은 Clark-Lubs, pH 11.0은 Na2HPO4-NaOH 

buffer가 이용되었으며, 각 buffer의 농도는 50 mM이었다.

  라) SDS-PAGE 후의 chitinase 활성 검출 : Discontinuous SDS-PAGE는 

Laemmli의 방법에 의해서 8% polyacrylamide gel에서 실시되었다. 효소

액은 30% (W/V) sucrose, 250 mM Tris-HCl (pH 6.8)에 5.0% (W/V) 

SDS, 0.02% (W/V) bromophenol blue와 동량으로 혼합되었고, 효소의 
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실활을 방지하기 위하여 2-mercaptoethanol은 첨가되지 않고 boiling도 

하지 않았다. 전기영동 후, Haran 등의 방법에 의해서 gel에 

casein-EDTA를 첨가하여 효소에 결합되어 있는 SDS를 제거하고, 그 gel 

위에 4-methyl- umbelliferyl-β-D-N,N'-diacetylchitobioside를 함유한 

1% agarose 용액을 붓고, UV lamp하에서 형광색소를 나타내는 밴드를 

조사하였다. Silver nitrate 염색에 의해서 나타난 단백질 밴드들의 분자량

은 Silver Stain SDS-PAGE standards, low range (Bio-Rad)을 이용하

여 추정하였고. 형광색소를 나타낸 밴드의 분자량 및 크기는 silver 

nitrate 염색에 의한 밴드와 비교, 분석하였다.

나. Chitin deacetylase 유전자의 클로닝

 1) Chitin deacetylase의 cDNA library의 구축 

  가) RNA 조제

     Rhizopus microsporus var. oligosporus를 chitin deacetylase의 생장

배지에서 배양한 후, messenger RNA isolation kit (Stratagene, USA) 

을 이용하여 total 및 polyadenylated RNA를 분리하였다. 

Oligotex-dT30 (Super) mRNA purification kit (Takara, Japan) 을 이

용하여 polyA+ RNA를 조제하였다.

  나) cDNA의 합성

     ZAP Express
TM

 cDNA Gigapack Cloning Kits (Stratagene, USA) 을 

이용하여 mRNA로부터 cDNA를 합성하고 ZAP express vector에 

ligation하여 Gigapack III Gold Packaging Extract로 packaging 후, 

XL1-blue MRF cell과 함께 배지에 도말, 적정하여 증식시켰다.

     Reverse transcriptase는 MMLV reverse transcriptase와 BRL 

Superscript II의 혼합물을 사용하였다. Directional cloning을 위하여 5‘ 

말단과 3’ 말단에 EcoRI과 XhoI adaptor를 삽입하였다.

  다) Expression vector 구축
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       cDNA를 일차적으로 EcoRI과 XhoI으로 절단된 ZAP Expression 

vector (Stratagene)에 ligation하여 Gigapack III gold packaging kit 

(Stratagene)을 이용하여 packaging하였다. 여기에 500 μl의 SM buffer

를 첨가하고, 25 μl의 chloroform을 첨가하여 상층을 회수한 후, 최종 농

도 7%가 되도록 DMSO를 첨가하여 primary library로 하였다.

 2) Chitin deacetylase cDNA clone의 선발

  가) 항체의 조제

       Rhizopus microsporus var. oligosporus의 배양액 500 ml을 원심분

리하여 상층액을 ultrafiltration하여 20 배 농축한 후, 10 mM Na2HPO4- 

NaH2PO4 (pH 7.0)에 12 시간 투석하였다. 이 시료를 사용하여 

polyacrylamide gel 전기영동을 수행한 후 chitin deacetylase 활성밴드

를 오려 antibody를 만들었다.

  나) Hybridization

       cDNA library의 plaque (50,000 pfu/plate) 위에 IPTG를 함유한 

nitrocellulose membrane 올려놓고 chitin deacetylase가 발현하도록 한 

다음, picoBlue
TM

 immunoscreening kit (Stratagene, USA) 을 이용하여 

chitin deacetylase 항체에 hybridize된 plaque들을 선발하였다.

  

  다) Chitin deacetylase의 발현 확인

       항체 교잡에 의해서 선발된 plaque들을 순수 분리한 후,  E. coli와 액

체 배양하였다. 이 배양여액을 기질에 첨가하여 효소 생산 여부를 확인하

였다. 

 

 3) Chitin deacetylase cDNA를 E. coli에 도입 및 발현 

  가) E. coli에 도입

        ZAP expression vector는 in vivo 상태에서 lambda vector를 
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phagmid로 전환하여 E. coli 내에서 삽입 DNA가 복제할 수 있도록 고안

되었다. 제공된 protocol (Stratagene, USA)에 의하여, chitin 

deacetylase를 생산한 plaque들을 E. coli XLOLR 내로 도입되어 

phagmid (PBK-CMV vector)로 유지되게 하였다.

  나) E. coli에서의 발현

       재조합 E. coli의 배양여액, periplasm 및 cytoplasm으로부터 조효소

액을 추출 (pET expression vector의 protocol, Invitrogen)하여 활성을 

측정하였다.

  다) Chitin deacetylase의 특성

       Native 및 denaturating SDS-PAGE에 의하여 재조합 E. coli가 생산

한 chitin deacetylase의 종류와 분자량을 분석하였다.

 4) Chitin deacetylase cDNA의 염기서열 결정 및 분석

  가) 염기서열 결정

      재조합 E. coli로부터 phagmid를 분리, 정제하여 분석 의뢰하였다.

  나) 염기서열 및 아미노산 서열 분석

      염기서열의 homology search는 NCBI의 BLAST program, chitin 

deacetylase의 이론적 분자량 및 pI 값은 ExPASy Proteomics tools의 

Compute pI/Mw program, Signal peptide는 SignalP program, 제한효소 

절단 site는 Web Cutter program에 의해서 분석하였다.

 다. chitin deacetylase cDNA를 Bacillus sp.에 도입, 발현

  1) Bacillus subtilis competent cell 제작

   발현용 숙주 Bacillus subtilis WB700과 WB800 단백질분해효소 돌연

변이주를 TBAB 고체배지에 그어 밤새 30℃에서 배양하였다. 다음 날 아
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침, 이 균주를 2 ml 의 SP1 배지에 접종하여 37℃에서 3시간 45분 배양

한 후, 이 배양액 0.5 ml을 미리 데워진 4.5 ml의 SP2 배지에 옮겨 37℃

에서 1시간 30분 배양하였다. 이 배양액에 0.1 M EGTA 용액 50 µl를 

첨가한 후 37℃에서 10분을 배양하여 competent cell을 만들었다.

  2) chitin deacetylase cDNA recombinant 벡터 제조

   발현벡터로는 pWB705를 사용하였다. EcoRI으로 부분절단하여 SacB 

SP 안쪽에서 절단된 벡터에 chitin deacetylase cDNA가 연결되도록 하

였다. Insert인 chitin deacetylase cDNA는 활성 클론에서 얻은 플라즈미

드를 사용하였다. 벡터와 insert를 end-filling 하여 ligation 후 위에서 만

든 Bacillus subtilis WB700과 WB800 competent cell에 형질전환시켰

다.

  3) chitin deacetylase cDNA 형질전환 및 형질전환주 확인

   Bacillus subtilis WB700 과 WB800 competent cell을 가진 배양액 

0.5 ml에 chitin deacetylase cDNA를 갖는 플라즈미드 DNA를 넣어 90

분간을 더 키웠다. 적당한 항생제가 들어있는 TBAB 배지에 0.25 ml의 

형질전환주 용액을 도말하여 37℃에서 배양하였다.

  4) Chitin deacetylase의 활성 측정

   가) 효소 활성 측정

       Glycol chitin (1 mg/ml) 50 ul, 0.1 M Na2HPO4-NaH2PO4 (pH 7.0), 

배양여액 50 ul를 eppendorf tube에 넣고 37
o

C에서 항온하였다. 이 반응

액 30 ul 와 50 mM STB 95 ul를 새로운 eppendorf tube에 넣고, 

5%(w/v) KHSO4 125 ul와 5%(w/v) NaNO2 125 µl를 첨가하여 15분간 

정치하였다. 그 후 12.5%(w/v) N2H6SO3 125 µl를 첨가하여 5분간 정치

하고,  0.5%(w/v) 3-methyl-2-benzothiazoline hydrazone(MBTH) 125 

µl를 첨가하여 3분간 boiling하였다. 수돗물에서 식힌 다음 0.5%(w/v) 

FeCl3 125 µl를 첨가하여 650 nm에서 측정하였다.
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  나) 효소활성 측정용 glycol chitin의 조제

       NaHCO3 400 mg (0.4 g)을 Falcon tube (15 ml)에 넣고, 멸균수 4.5 

ml를 넣은 후 잘 흔들어서 용해하였다. 용해된 4.5 ml를 100 ml 비이커

에 넣고 stirring bar로 저으면서 glycol chitosan 20 mg (0.02 g)을 넣

고 용해 후 얼음 속에 10분 방치하였다. Acetic acid anhyride 200 ul를 

넣고 저온실에서 하룻밤 교반 (stirring bar로 저음)하고, 다음날 acetic 

acid anhyride 200 ul를 넣고 저온실에서 하룻밤 교반 후 20 mM 

KH2PO4+ NaOH buffer pH 7.0에서 투석하였다.

  다) SDS-PAGE 후의 chitin deacetylase 활성 검출

       0.01%(w/v) glycol chitin과 0.1% SDS를 포함한 gel에서 전기영동 

후, 그 gel을 1% Triton X-100이 함유된 pH 5.0의 100 mM sodium 

acetate buffer에 넣고 37
o

C에서 3시간 동안 진탕 배양 후, 어둠 상태에

서 0.01% calcoflour white M2R(Sigma, F 6259)로 5분 동안 염색하였

다. 염색된 gel을 증류수로 1시간 이상 탈색시킨 후 lytic zone을 

UV-transilluminator 상에서 관찰하였다.

   * SDS-PAGE용 glycol chitin의 조제 

    - Glycol chitosan 1.0 g에 10% acetic acid 20 ml를 첨가하여 약사발

에서 분쇄

    - Viscous solution은 22
o

C에서 overnight 정치

    - Methanol 90 ml을 서서히 첨가 --> 용액을 Whatman No. 4 filter 

paper로 여과 

    - Filtrate는 비이커에 옮겨서 15.0 ml를 magnetic stirring하면서 첨가

    - Resulting gel은 실온에서 30분 동안 정치 --> 조그마한 조각으로 절

단 --> 조각 밖으로 누출되어 나온 액은 제거

    - 조각을 Waring blender에 넣고 methanol 90 ml을 첨가 후 4분 동안 

최고 speed로 homogenate

    - Suspension을 4
o

C, 15000 rpm, 20분 동안 원심

    - Gelatinuous pellet은 methanol 90 ml을 첨가 후 4분 동안 최고 
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speed로 homogenate

    - Suspension을 4
o

C, 15000 rpm, 20분 동안 원심

    - Pellet에 0.02% sodium azide를 포함한 멸균수 90 ml를 넣고 4분 동

안 최고 speed로 homogenate

    - 1% glycol chitin의 stock solution 제조  

3 .  결과  및  고 찰

 

 가 .   효 소 활 성  및  특 성 이  변 화 된  c h i t i n a s e  유 전 자 의  개발

  1) DNA shuffling

   Chromobacterium sp. strain C-61으로부터 클로닝된 chitinase 유전자를 

분리하여 양 끝에 Apa I site로 처리하여 subcloning하였고, 이를 재조합 플

라스미드 pBKCHIA로 명명하였다. 이를 사용하여 chitinase 유전자 (그림 1)

를 증폭하였다.
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   이 chitinase 유전자를 standard PCR과 error-prone PCR에 의해 primer

를 사용하여 증폭하였다 (표 1, 그림 2). 
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표 1. Chromobacterium sp. strain C-61 chitinase 유전자의 error-prone   

      PCR과 DNA shuffling에 사용된 primer 

P r i m e r S e q u e n c e

forward primer 

(28-mer)
 ATGAG A A T T C AAGCTGGAGCTCGCGCGC

reverse primer 

(28-mer)
 TGATA A G C T T ACTACATTGTGGAGGAAA

그림 2. PCR에 의하여 증폭된 DNA 

   위 PCR 산물을 DNase Ⅰ에 의해 무작위적으로 자른 후 표준 PCR을 수행

하고 1.9 kb 산물을 gel로부터 회수하였다 (그림 3). EcoRI-HindIII로 처리된 

DNA를 pUC19 결합시켰고, 이 ligation 혼합물들을 일반적인 형질 전환과 전

기천공법에 의해 E. coli DH5α에 도입시켰다 (그림 4). 총 5,500개의 형질전

환주를 얻었으며, 이를 대상으로 37℃에서 halo assay로 활성이 있는 변이체

를 일차적으로 선발하여 35 positive clone을 확인하였다 (그림 5). 
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그림 3. Gel로부터 회수된 1.9 kb DNA 조각 

그림 4. Ligation 반응 후 시료 분석

그림 5. 변이체 라이브러리로부터 chitinase 활성 확인
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   이들을 대상으로 환의 크기 및 계대배양을 통한 안정성을 기준으로 9개의 

우수변이체 후보를 선발하였다 (표 2). 이들을 대상으로 고활성, 내열성, 내알

칼리성 우수변이 chitinase를 조사한 결과, 고활성 chitinase 1개 (Chi2-389), 

내열성 chitinase 1개 (Chi2-33)를 얻을 수 있었으며, 내알칼리성 chitinase는 

야생형과 유사하였다 (표 2).

   

표 2. 변이된 chitinase의 활성, 열안정성 및 pH 양상 

Activity Heat treatment Alkaline pH

pBKCHIA +++++ +++++ +++++

Ch1-5 +++ +++ ++++

Ch1-12 ++++ +++ +++++

Ch1-345 ++++ +++++ +++++

Ch2-33 +++++ ++++++ +++++

Ch2-115 +++ ++++ +++++

Ch2-236 ++++ +++++ +++++

Ch2-389 ++++++ ++++ +++++

Ch2-1130 ++++ ++ ++++

Ch2-2135 ++++ +++++ ++++

* Heat treatment, 50℃, 1 h.

   변이체 Chi2-389는 야생형 chitinase 보다 16% 정도 비활성도가 높게 나

타났으며, 증가되었으며, 그 외의 것들은 야생형 보다 낮게 나타났다 (표 3). 

변이체 Ch2-33은  최적 온도가 B8-25는 50℃로 야생형과 비슷하였으나 기

질을 넣지 않은 상태에서 열안정성은 야생형 보다 18% 높게 나타났다 (표 3). 

변이체 효소들의 최적 pH와 알칼리내성은 별 차이가 없어 내알칼리성 우수변

이체는 확보할 수 없었다.
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표 3. 야생형과 변이체효소의 비활성도 비교

Enzymes
Specific activity

 (U/mg protein)

Residual activity after 30 

min preincubation at 50℃ 

(%)

pBKCHIA 23.9 100.0

Ch2-33 22.4 117.9

Ch2-389 27.8 91.8

  

   변이체 효소들의 분자량은 야생형 효소와 유사하게 나타났으며, 전반적으

로 고체배지 상에서의 halo 크기와 비례하였다 (그림 6). 변이체 Ch2-33과 

Ch2-389의 경우 분자량의 변화가 없는 것으로 보아 변이 효소의 내부적인 

절단이나 말단들의 변형은 없는 것으로 추정된다. 

   

                         1  2      3  4  5

 

   그림 6. 야생형과 변이체효소의 SDS-PAGE (A)와 활성염색 (B). Lane 1; 

pBKCHIA, lane 2; Ch2-33, lane 3; Ch2-389, lane 4; Ch2-1130; 

Ch2-2135.
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2) Domain Shuffling

   ChBD와 CBD가 여러 면에서 유사하며, CBD와 XBD는 상동성이 있고 일

부 효소에서 binding domain이 chitin과 cellulose를 구별하지 못하는 점을 토

대로, exoglucanase의 CBD와 XynX의 XBD를 ChBD 부위의 염기서열과 치

환하였다. 이를 위해 overapping PCR을 통해 hybrid gene을 만들었다. 즉, 

말단에 중첩되는 primer를 design하여 3회의 PCR을 수행하여 이들 domain

을 chitinase의 N-말단에 위치시킨 transformant를 얻었다 (그림 7).

그림. 7. 총 3회 PCR을 수행하여 얻은 transformant로부터 얻은 플라즈미드

   즉, pET-36 벡터의 CBD뒤에 Chi54의 CaTD를 구축하여, ChBD를 CBD

로 대체 하고, plasmid를 pCBD, 단백질을 Chi54-I로 명명하였다. CBD와 

ChBD의 연속 domain은 pET-36 벡터의 CBD뒤에 Chi54의 ChBD와 CaTD

를 구축하여 Chi54-II로 명명하였고, CBD대신 XBD를 치환하여 Chi54-III와 

Chi54-IV로 명명하였다 (그림 8). 
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그림 8. 야생형 (Chi54), ChBD-결손형 (Chi48), 및 재조합단백질 (Chi54-I, 

Chi54-II, Chi54-III, and Chi54-IV)의 도메인 구조. pCBD와 pC-ChBD는 각

각 pET36+b의 CBD와 pCaTD 또는 pChBD와 ligation하여 얻었다. The 

number refer to the position of amino acids. Abbreviations: SP, signal 

peptide; ChBD, chitin-binding domain; CBD, cellulose-binding domain; 

CaTD, catalytic domain.

   이들 domain이 변형된 효소들을 지닌 transformant를 키워 활성을 비교 

분석한 결과, 대부분의 효소는 세포내에 존재하였다. 비활성도를 분석한 결과 

Chi48은 활성이 매우 미약하였으며, Chi54-I이 야생형의 Chi54 보다 약 2배 

높게 나타났다 (표 4). 이는 ChBD가 효소 반응에 필수적이라는 것을 의미하

며, CBD가 ChBD 보다 colloidal chitin에 대한 친화력을 더 높이 반영한다는 

것을 의미한다. 또한, Chi54-II가 야생형의 Chi54 보다 약 3배가 높은 것으로 

나타났다 (표 4). 이는 CBD와 ChBD가 연속으로 존재할 경우, 단독으로 존재

할 경우 보다 기질에 대한 친화력을 증가시킨다는 것을 의미한다. ChBD가 

XBD로 치환된 경우 Chi54-III는 야생형 Chi54 보다 낮게 나타났으며, 연속된 

경우는 야생형 보다는 높게 나타났으나 CBD가 연속된 경우 보다는 낮게 나타

났다 (표 4). 이로부터 CBD와 XBD는 효소와 기질사이의 상호작용을 증가시

켜 불용성 기질의 가수분해를 도울 수 있으며, XBD는 CBD 보다 그 효과가 
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약하다는 것을 알 수 있었다. 

  

표 4. Chi54, Chi54-I와 Chi54-Ⅱ의 효소 활성

Protein 

concentration

(mg/㎖)

Enzyme activity

(U/㎖)

Specific activity

(U/mg)

Chi54 12.4 0.19 0.015

Chi48 11.3 0.04 0.004

Chi54-I 10.6 0.37 0.035

Chi54-II  8.8 0.37 0.042

Chi54-III 10.9 0.12 0.011

Chi54-IV 11.5 0.26 0.023

 3) chitinase의 분리, 정제및 특성 

 가) chitinase유전자를 지닌 E. coli 에서의 chitinase 생산 조건

    Chromobacterium sp. strain C-61로부터 클로닝된 chitinase 유전자를 

지닌 E. coli 와 야생형 균주의 키틴 분해 능력은 그림 9에서 보는 바와 같이 

37 C에서는 E. coli 의 키틴분해 능력이 훨씬 더 우수하고, 30 C에서는 비슷

한 수준이었다. 그리고 두 균주가 생산한 chitinase는 비슷한 크기의 분자량을 

나타냈다.
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그림 9.  Chromobacterium sp. strain C-61(1)와 그것의 유전자를 지닌 E. 

coli(2)의 키틴분해능력 (A, B), 그리고 그들이 생산한 chitinase의 

SDS-PAGE 분석(C). colloidal chitin을 함유한 LB 배지에 접종 후, A는 

37℃, B는 30℃에서 5일 동안 배양 

     재조합 E. coli 의 생장 및 chitinase 생산 능력에 우수한 배지 및 배양 

조건을 선정하기 위하여 다양한 조건에서 실험해 본 결과, 재조합 E. coli 

는 LB 보다 TB배지에서 더 높은 밀도를 나타냈고, 특히, TB에서는 10일까

지 밀도가 계속 증가하였으나, LB에서는 8일 이후 감소하였다 (그림 10A), 

배양여액의 chitinase 활성도 LB 보다는 TB배지에서 훨씬 더 우수하였고, 

TB의 경우에는 배양 6일, LB에서는 배양 5일 후 최고 활성을 나타냈다. 배

양액에 IPTG를 첨가하였을 경우 두 배지 모두에서 chitinase 활성이 증가하

였으나, 그 효과가 생각보다 크지는 않았다(그림 10B). 
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그림 10. LB와 TB배지에서 chitinase 유전자를 지닌 E. coli 의 

생장곡선(A)과 chitinase 활성(B). 37℃ 에서 배양,   Symbols: ○,  - IPTG 

in LB; ●, +  IPTG in LB; □, - IPTG in TB; ■, + IPTG in TB.  

    또한 재조합 E. coli 는 TB보다 1/2LB+chitin배지의 배양액에서 더 높

은 chitinase 활성을 보여주었지만, 단백질 농도는 TB배지에서 훨씬 더 높았

다 (그림 11). 따라서 효소의 대량 생산을 위해서는 1/2LB+chitin배지에서 

배양하는 것이 더 좋을 것으로 판단되었다.   
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그림 11. TB와 LB+ chitin 배지에서 chitinase 유전자를 지닌  E. coli 의 단  

         백질 농도와 chitinase 활성의 비교

 나) 재조합 E. coli로부터 chitinase의 분리, 정제 

     이전 실험에서 Chromobacterium sp. strain C-61으로 부터의 

chitinase는 약 8.7의 높은 pI를 갖고 있다는 것을 알았다. 따라서 이 실험에

서는 pI 값에 따라 단백질을 분리하는 Rotofor cell을 이용하여 효소를 정제하

였다. Chromobacterium sp. strain C-61의 배양여액으로부터 얻어진 조효소

액은 이 방법에 의해서 완전 정제가 되지 않았다. 또한 재조합 E. coli를 TB 

배지에서 배양한 여액을 이용하였을 경우에도 완전 정제는 어려웠다. 그러나 

재조합 E. coli 를 1/2 LB + 키틴 배지에서 4일 배양한 여액을 이용하였을 

경우에는 그림 12에서 보는 바와 같이 완전 정제됨을 알 수 있었다. 그림 8A

에서 산성 fraction (6번 lane)에는 여러 단백질이 존재함을 보여주고, 중성 

fraction (11~14)에는 상당히 정제되었지만 chitinase이외의 단백질이 있음을 

보여 준다. 그러나 알칼리 fraction, 특히 18~20 fraction에는 오직 chitinase

만 존재함을 알 수 있다. 따라서 18-20 fraction의 단백질만 모아서 투석 후, 

SDS-PAGE에서 분석한 결과 (그림 12B), chitinase만 깨끗이 정제되었음을 
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알 수 있었다.

그림 12. chitinase 유전자를 지닌 E. coli 의 배양여액으로부터 chitinase 의 

one-step purification. (A) Rotofor cell 의 각 분획에 있는 단백질, 0; LB+ 

chitin 배지의 배양여액, 6~20; 각 분획, (B) 정제된 단백질 

  다) 정제된 chitinase의 특성 

     기질인 4-MU(GlcNAc)2에 대한 chitinase 활성은 50C에서 가장 높았다. 

또한 정제된 효소를 각 온도에서 2시간 동안 둔 후, chitinse 활성을 조사하였

을 경우, 40 C까지는 안정하였으나, 그 이 후 급격히 저하되었다(그림 13) 
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     한편, 4-MU(GlcNAc)2와 colloidal chitin에 대한 활성은 pH 7.0에서 가

장 우수하였으나, crystal chitin에 대한 활성은 pH 10.0에서 가장 우수하였

다. 정제된 효소를 각 pH에서 2시간 동안 보존 후, pH 7.0에서 

4-MU(GlcNAc)2에 대한 활성을 조사한 결과, pH 10에서 가장 높은 활성을 

나타냈다(그림 14). 따라서 이 chitinase는 기질에 따라서 최적 pH 가 다르고, 

안정성은 pH 10에서 가장 높음을 알 수 있었다. 
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나. Chitin deacetylase 유전자의 클로닝

 가) cDNA library의 구축

 

   (1) RNA 분리

         Rhizopus microsporus var. oligosporus로부터 분리된 total RNA

를 대상으로 polyA+ RNA를 분리한 결과 0.3 ug/ul의 mRNA를 얻었다 

(그림 15). mRNA의 크기는 0.5 ~ 2.5 kb 범위에 속하였다.

그림 15. Rhizopus microsporus var. oligosporus로부터 분리된 mRNA
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   (2) cDNA library의 구축

         mRNA로부터 합성된 cDNA를 ZAP Expression vector에 구축하여 

primary library로 하였다. 이 primary library 1 ul를 E. coli 

XL1-Blue MRF'에 transfection하여 IPTG와 X-Gal을 포함하고 있는 

LB plate 위에 형성되는 plaque 수와 발색여부를 조사한 결과 500 ul

에 8.7 x 10
5

 pfu, blue colony 비율이 약 8.3%로서 870,000개 이상의 

clone을 얻었고, 그 중 약 92%가 insert DNA를 포함하고 있을 것으로 

예측되었다. 이들 중 무작위로 선택하여 M13 reverse와 M13 forward 

primer로 PCR한 결과 plaque 모두 0.5 - 2.5 kb 정도의 insert DNA

를 포함하고 있는 것으로 확인되었다 (그림 16). 

그림 16. cDNA library의 insert DNA 분석

  이 primary library를 15 cm LB plate 당 5 x 10
4

 plaque가 되도

록 도말하여,   37℃에서 밤새 배양한 다음, plate당 10 ml의 SM 

buffer를 처리하여 회수하고 원심분리 및 chloroform처리에 의해서 

phage solution을 얻어서 DMSO 최종농도 7%를 첨가하여 -70℃에 보

존하였다. 

 나) Chitin deacetylase cDNA clone의 선발

  (1) Probe 제작 및 hybridization

     Rhizopus 속에서 클로닝된 chitin deacetylase 유전자가 2개 정도로 극

히 제한적이므로 이 중 보고된 Rhizopus oryzae의 chitin deacetylase 유

전자를 모델로 3 부분 (밑줄 이탤릭체)에서 30 bp 정도의 probe를 제작하
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였다 (그림 17).

   1 actttcttta ccccttgaca ctccttcttt atagacaagA TGtacattaa aacttctgcc

  61 attgcaattg cccttttaca agtagcttgc ttcgctgaag ctgctaagaa gacttcaaag

 121 agcagcaagt cttccaagct tgacaaacct caagattact ggaggaactt caaatctttg

 181 gttgatccta acaatatcac tattgctgat atcccccaaa ctacatctac caaccccagc

 241 gatgaatgta aatggtacga accccctagc aactttgtct acaacaccaa agaatggccc

 301 aacctttggg aaattgccac ttccaatggt atgacaaaga cctctgaatt ccaagccctt

 361 aacaagtcca ttgactggac caaggccccc aagattcctg tccgtaaggc tggctctgat

 421 ggtggtcttg acatgaccag ttactctgac agtgaccctg actgttggtg gtcttcttcc

 481 acttgtacca agcccaagca caaggatatc aatgaagaca tttacgcttg tcctgaacct

 541 gaaacctggg gtcttactta cgatgatgga cctaactgtt ctcacaatgc tttctatgac

 601 taccttgagc aaaacaaaat caaggccagt atgttctaca ttggttctaa cgttgttaac

 661 tggccctatg gtgctcaacg tggtgtcaag gctggtcacc atatcgctga tcacacttgg

 721 tctcaccaat tgatgactac tcttactaac gatgaagttt tggctgaact ttattacact

 781 caaaaggcca tcaagatggt tactggtgtc actccccttc actggcgtcc cgctttcggt

 841 gatgttgatg accgtgtccg ttggattgcc actcaacttt acttgactac tgttctctgg

 901 aacctcgata ctgatgactg ggctgctggt tctagcaaga ctcttgatga agttaaggct

 961 acctacgata gctatgttga aatgggttcc aacggtactt ttgctactag cggccaaatt

1021 gtcttgactc acgaaattga caacaccacc atgtctcttg ctatggaata cttgcccaag

1081 atcaaggctg cctacaagaa cgttgttgat gttgccacct gtatgaacat cacttacccc

1141 taccaagaac acaatgtcag tttcgctcct tttggtagcg ccgccgacga atccactgct

1201 actttcactg atgccactgc ttcttctgct agtgcttctg ctgctggcac ttcagatgaa

1261 cctgggacca ctgttatccc ccttgctgcc aataaggctc aaatcgcctc tgccggtatt

1321 caagttaacc ctaacagctt agtattcgct gctttcgttg ctgctgctta cttctttTAA

1381 attttgcgat aaacattttt aatttacata aatcatttta ttcctaaaca aaaaaaaaaa

1441 aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaa

그림 17. Rhizopus oryzae의 chitin deacetylase 유전자의 구조

  (2) 증폭된 cDNA library의 titer

      LB plate (지름 15 cm) 당 5 x 10
4

 plaque 정도 되도록 도말하기 위

하여 library의 titer를 조사한 결과 증폭된 cDNA library는 1 ml당 2.3 x 

10
8

pfu이었다.
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  (3) Probe를 이용한 plaque의 선발 : 15 cm NZY plate 당 5 x 10
4

 

plaque가 되도록 도말하여 plaque를 형성한 후, nitrocellulose membrane

에 replica를 사용하여 hybridize된 plaque들을 선발하였으나 실패하였다.  

 

  (4) Chitin deacetylase 분리 

       Rhizopus microsporus var. oligosporus가 생산한 chitin 

deacetylase의 특성을 알기위하여 PDB에서 5일 동안 배양하여 얻어진 

배양여액을 SDS-PAGE한 결과, 약 60 kDa과 45 kDa의 두 밴드에서 검

출되었다. 이들 중 60 kDa의 효소는 단백질 농도가 낮았을 경우에도 검

출되었으나(그림 18. I, II, III 밴드), 45 kDa의 효소는 농도가 낮았을 경

우 검출되지 않았다(그림 18. II 밴드). 이들 두 chitin deacetylase가 각

각의 유전자에 의해서 생산되는지, 60 kDa의 효소가 분해되어 45 kDa의 

효소가 생성된 것인지를 알 수 없지만 60 kDa이 주효소임을 알 수 있었

다. 

       이들 chitin deacetylase는 이 균주가 생산하는 여러 단백질 중 매우 

약한 밴드에서 검출되었다 (그림 18, 왼쪽). 따라서 이들 chitin 

deacetylase를 특이적으로 더 많이 생산하게 하는 배양 체계를 확립하는 

것이 필요하다. 이전 실험에서 이들 효소는 chitin이나 chitosan에 의해서 

유도되지 않았지만 탄소원의 량을 줄이면서 이들 유도체를 첨가하는 실험

이 요구된다. 
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 그림 18. Rhizopus microsporus var. oligosporus가 생산한 chitin          

            deacetylase의 SDS-PAGE 분석 

  (5) Chitin deacetylase 항체의 조제

     Rhizopus microsporus var. oligosporus 배양 농축액을 SDS-PAGE 후 

활성 염색하여 chitin deacetylase 활성을 보이는 밴드 중 60 kDa 밴드를 

오려 미세하게 분쇄 한 후 쥐에 3회 주사하여 항혈청을 얻었다. 

  (6) Chitin deacetylase 항체에 교잡된 cDNA plaque의 선발

   (가) 1, 2차 항체의 역가를 평가하기 위한 예비 실험 : nitrocellulose 

membrane에 결합된 단백질 chitin deacetylase의 검출에 우수한 1차 항

체의 농도, 1차 항체의 반응에 우수한 2차 항체의 농도를 결정하기 위하

여 dot blot test를 한 결과, 1차 항체는 250배, 2차 항체는 5000배 희

석한 것이 우수하였다.
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   (나) 항체에 hybridize된 plaque의 선발 : NZY plate 당 5 x 10
4

 plaque

가 되도록 도말하여 plaque를 형성한 후, IPTG를 처리한 nitrocellulose 

membrane을 올려놓고 37℃에서 3.5시간 배양하여 chitin deacetylase

가 발현하도록 한 다음, picoBlue
TM

 immunoscreening kit (Stratagene, 

USA) 을 이용하여 항체에 hybridize된 plaque들을 선발하였다. 2차로 

hybridize하여 총 25개의 positive plaque를 얻었으며 (그림 19), 이들의 

insert DNA는 불균일하였다 (그림 20).

  

그림 19. Chitin deacetylase 항체에 hybridize된 plaque의 선발

 

그림 20. Positive clone의 DNA 분석

   (7) Chitin deacetylase를 생산하는 cDNA plaque의 선발 : 항체에   

hybridization 된 25개의 plaque 중에서 chitin deacetylase를 생산하는 

2개의 plaque RCDA-1번과 2번을 선발하였다.
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  다) Chitin deacetylase cDNA의 분석

   (1) Chitin deacetylase cDNA의 E. coli로 도입

        이들 plaque를 E. coli XLOLR 내로 도입 후, 재조합 E. coli의 배양

여액, periplasm 및 cytoplasm에 있는 chitin deacetylase 활성을 측정

한 결과 배양여액에서는 검출되지 않고, periplasm과 cytoplasm에서만 

검출되었다. 2개의 클론 중 약 2배의 chitin deacetylase 활성을 보이는 

RCDA-1을 후속 실험 대상으로 하였다.  

   (2) Chitin deacetylase cDNA의 염기서열

        RCDA-1에 존재하는 cDNA를 대상으로 염기서열을 분석한 결과 

1,308 bp의 ORF가 존재하였으며, 이는 435개 아미노산으로된 단백질을 

코딩하는 것으로 분석되었다 (그림 21). 예상되는 단백질의 분자량은 

48,000 Da이었으며, 상기에 분석된 분자량 60 kDa와 비교할 때 

glycoprotein으로 판단된다. 이 효소단백질은 다른 곰팡이의 chitin 

deacetylase 단백질과 69% 이하의 유사성을 나타내었다. 이 효소 단백

질의 중간 지역에 conserve하게 조사되는 지역은 다른 chitin 

deacetylase 단백질과 매우 유사한 아미노산 서열을 나타냈다. 
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그림 21. Rhizopus microsporus var. oligosporus의 chitin deacetylase 

cDNA 염기서열
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 다. Bacillus sp.에 chitin deacetylase 유전자 도입 및 발현

  1) 벡터 구축

    Chitin deacetylase의 Bacillus cloning에 pWB705 벡터 (그림 22)를 

사용하였다. 이 벡터를 EcoRI으로 부분절단하여 SacB SP 안쪽에서 절단

된 벡터에 chitin deacetylase cDNA가 연결되도록 하였다. Insert인 

chitin deacetylase cDNA는 활성 클론 RCDA-1에서 얻은 플라즈미드를 

사용하였다. 먼저 Bacillus subtilis의 WB700과 WB800의 형질전환주를 

competent cell을 만들어 vector만을 사용하여 plasmid의 Bacillus 

subtilis 형질전환 조건을 수립하였다. Bacillus subtilis competent cell

은 SPI 배지에 밤새 키운 균을 접종하여 37℃에서 약 4시간 키워 

OD600이 약 0.6되게 한 후, 이 배양액 0.5 ml을 4.5 ml의 SPⅡ배지에 

넣어 37℃에서 90분간 키운 다음 EGTA 용액 0.05 ml을 넣고 5분간을 

더 키웠다. DNA 시료를 0.5 ml의 competent cell과 섞어 90분간 배양

하였다. 이 때, WB700 (pRDA83)과 WB800 (pRDA83)은 kanamycin이 

들어있는 평판배지에 도말하였고, 37℃에서 15시간 키웠다. 자라난 

transformant 각각 8마리씩을 무작위로 선발하여 이들을 액체 배양하여 

효소 활성을 정량하였고, 그 중 가장 활성이 높은 transformant를 선택

하여 이후 실험에 사용하였다. B. subtilis WB700 (pRDA83)과 WB800 

(pRDA83)의 상층액을 회수하여 효소활성을 조사한 결과, WB800 

(pRDA83)에서 0.45 U/ml로 나타났으며, 이는 당초 Rhizopus 

microsporus var. oligosporus의 배양액에서 얻은 0.074 U/ml 보다 약 

6배의 증가된 결과이다. 
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 그림 22. Expression vector pWB705 for Bacillus subtilis transformation

  2) Bacillus subtilis 형질전환주에서 생산된 chitin deacetylase의 특성

       Bacillus subtilis WB800 (pRDA83)를 12시간 배양하여 상층액을 얻

어 앞에서 기술한 chitin deacetylase 정제하는 방법과 동일한 방법으로 

정제하여 전기영동과 활성염색을 수행하였다. 그 결과 형질전환주에서 

공시균주의 상층농축액과 동일한 60 kDa 근처에서 활성 띠를 보였다 

(그림 23). 이 결과로부터 공시균의 주 chitin deacetylase 유전자가 형

질전환주에서 발현되는 것으로 확인되었다. 

                               1     2

 그림 23. Bacillus subtilis 형질전환주에서 생산된 chitin deacetylase의 활

성염색. 1, wild type; 2, Bacillus subtilis WB800 (pRDA83)  
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4 .  결과  요약

   가. DNA shuffling

       총 5,500개의 형질전환주를 얻었으며, 활성이 있는 변이체를 일차적으

로 선발하여 35 positive clone 중 9개의 우수변이체 후보를 선발하였다. 

고활성 chitinase 1개 (Chi2-389), 내열성 chitinase 1개 (Chi2-33)를 얻

을 수 있었으며, 내알칼리성 chitinase는 야생형과 유사하였다. 변이체 

Chi2-389는 야생형 chitinase 보다 16% 정도 비활성도가 높게 나타났으

며, 변이체 Ch2-33은  최적 온도가 B8-25는 50℃로 야생형과 비슷하였

으나 열안정성은 야생형 보다 18% 높게 나타났다. 변이체 Ch2-33과 

Ch2-389의 경우 분자량의 변화가 없는 것으로 보아 변이 효소의 내부적

인 절단이나 말단들의 변형은 없는 것으로 추정된다.

       ChBD 대신 CBD와 XBD를 ChBD 부위의 염기서열과 치환한 domain 

치환체를 얻었다. 대부분의 효소는 세포내에 존재하였고, ChBD가 결손된 

Chi48은 활성이 매우 미약하였으며, CBD가 ChBD 보다 colloidal chitin

에 대한 친화력을 더 높이 반영하는 것으로 나타났다. CBD와 ChBD가 연

속으로 존재할 경우, 단독으로 존재할 경우 보다 기질에 대한 친화력을 

증가시켰으며, XBD는 CBD 보다 그 효과가 약하다는 것을 알 수 있었다.

  

 나. cDNA library의 구축 및 chitin deacetylase 클론 선발

        Rhizopus microsporus var. oligosporus로부터 0.5 ~ 2.5 kb 범위

의 mRNA를 얻었다. mRNA로부터 합성된 cDNA를 ZAP expression 

vector에 구축하여 약 870,000개의 primary library를 확보하였다. 

Rhizopus oryzae의 chitin deacetylase 유전자를 모델로 3 부분에서 30 

bp 정도의 probe를 제작하여 hybridize를 수행하였으나 positive clone

을 얻지 못하였다. Chitin deacetylase 항체에 교잡된 cDNA plaque들을 

선발한 결과 총 25개의 positive plaque를 얻었다. 이 중 chitin 

deacetylase를 생산하는 2개의 plaque를 선발하였다. 이들 plaque를 E. 

coli XLOLR 내로 도입한 결과, chitin deacetylase 활성은 배양여액에 
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는 검출되지 않고, periplasm과 cytoplasm에서만 검출되었다.

        활성이 높은 RCDA-1에 존재하는 cDNA는 1,308 bp의 ORF가 존재

하였으며, 이는 435개 아미노산으로된 단백질을 코딩한다. 예상되는 단백

질의 분자량은 48,000 Da이었으며, 활성염색에서 분석된 분자량 60 kDa

와 비교할 때 glycoprotein으로 판단된다. 다른 곰팡이의 chitin 

deacetylase 단백질과 69% 이하의 유사성을 나타내었다. 이 효소 단백질

의 중간 지역에 보존된 아미노산 서열을 나타냈다.   

 다. Bacillus sp.에 chitin deacetylase 유전자 도입 및 발현

    Chitin deacetylase의 Bacillus cloning에 pWB705 벡터를 사용하였

다. 이 벡터를 EcoRI으로 부분절단하여 SacB SP 안쪽에서 절단된 벡터에 

chitin deacetylase cDNA가 연결되도록 하였다. Bacillus subtilis의 

WB700과 WB800 competent cell 방법으로 형질전환을 수행하였다. 그 

중 가장 활성이 높은 transformant B. subtilis WB700 (pRDA83)과 

WB800 (pRDA83)의 상층액을 회수하여 효소활성을 조사한 결과, 

WB800 (pRDA83)에서 0.45 U/ml로 나타났으며, 이는 당초 공시균주 배

양액에서 얻은 0.074 U/ml 보다 약 6배의 증가된 결과이다. 

    Bacillus subtilis WB800 (pRDA83)를 12시간 배양하여 상층액을 얻

어 전기영동과 활성염색을 수행한 결과 형질전환주에서 공시균주의 상층

농축액과 동일한 60 kDa 근처에서 활성 띠를 보였다. 이 결과로부터 공

시균의 chitin deacetylase 유전자가 형질전환주에서 발현되는 것으로 확

인되었다.  
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제 2 절   Chi t i nase,  키틴 및 키토올리고당을 이용한 식물  

병 방제효과 증진 시스템 확립

1.  서 론

   1960년대 이후 고도 성장기에 접어들면서 화학물질을 이용한 각종 산업이 

인간에 기여한 공로는 인정되지만, 환경오염과 안정성 문제 때문에 이제는 모

든 분야에서 생물적 방법을 이용해야 할 시기에 와 있다. 작물의 병해충도 이

제는 유기합성 농약을 사용하지 않고 방제해야할 시기에 와 있고, 이를 대체

하기 위하여 현재 무수한 친환경자제들이 나오고 있다. 그러나 대부분의 친환

경자제들은 방제효과가 낮아 농민들에게 외면당하고 있는 실정이다. 따라서 

병 방제효과가 더 우수한 친환경자제를 개발하는 것이 무엇보다 더 중요한 시

점이다.   

   식물 병을 억제하는 것으로 알려진 키틴분해미생물은 국내,외에서 많이 보

고되었다(40-42, 54). 이들 균주들이 생산하는 Chitinase는 식물병원진균 세포

벽의 주요 구성성분인 키틴을 분해하여 병을 억제하는 것으로 알려져 있다

(30, 43, 51). 아울러 Chitinase는 곤충의 장내 세포를 분해하여 농작물에 피해

를 주는 해충도 억제하는 것으로 보고되었다(4, 5).

   키토산은 복숭아, 배 및 참다래, 오이 및 고추, 딸기, 토마토 등의 저장을 

증진시킬 수 있는 것으로 보고되었고(50), 현재 여러 키토산이 각종 식물병을 

방제 혹은 작물 생육을 촉진하는 것으로 일반 농가에 많이 판매되고 있다. 그

러나 모든 키토산이 모든 병원균을 억제하는 것이 아니라 키토올리고당의 종

류, 병원균의 종류에 따라 억제정도가 각각 다른 것으로 알려져 있다 (37, 38, 

47, 48). 특히, 특정의 키틴 혹은 키토올리고당은 식물 병원균뿐만 아니라 인

간, 가축의 병원균 및 식품의 여러 부패균들을 억제하는 것으로 보고되었기 

때문에, 이들을 조제하기 위한 연구도 많이 이루어지고 있다(1, 7, 22, 70). 

   한편, 키틴 및 키토산을 토양에 처리하였을 경우에는 유용미생물이 증식하

여 작물의 뿌리가 촉진된다는 보고 (한국, 출원번호 10-1994-0000305) 가 
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있고, 키틴분해미생물들을 퇴비 조제 시에 첨가하여 토양에 처리하면 식물병

이 방제된다는 보고 (한국, 출원번호 10-1997-0026538, 출원번호 

10-2004-0020482) 등도 있다. 본인도 키틴분해성 길항미생물들인 트리코데

르마속(Trichoderma sp.)과  크로모박테리움속(Chromobacterium sp.)을 키

틴이 함유된 상토에 처리하고 작물을 육묘 후 포장에 이식하였을 경우 작물의 

생육은 물론 토양병을 억제한다는 것을 발견하였다(한국식물병리학회지, 

2003). 

   그러나 무엇보다 중요한 것은 유기합성농약정도의 방제효과를 보여 주어야 

한다. 일반적으로 생물농약들은 식물체내로 스며들지 못하고 표면에만 존재하

기 때문에 유기합성농약에 비하여 방제효과가 더 낮다. 또한 현재 개발되어지

고 있는 생물농약들은 길항미생물을 배양하여 제제화해야 하기 때문에 노력은 

물론 비용이 많이 소요된다. 따라서 미생물제나 생물농약이 성공하기 위해서

는 기존보다 더 큰 방제효과를 낼 수 있어야 하고, 조제하는데 소요되는 노력

과 비용이 더 절감되어야 한다. 

   이런 측면에서 본 과제는 적은 비용으로 쉽게 조제하여 유기합성농약 정도

의 큰 병 방제효과를 나타낼 수 있는 식물병 방제제를 개발하는데 목표를 두

고 실시되었다. 이를 달성하기 위하여 본 과제에서는 그림에서와 같은 가설을 

세웠다. 즉, 대량배양기에 키틴과 길항력을 지닌 키틴분해세균을 넣고 배양하

면 Chitinase와 병원균 억제물질을 분비하고, Chitinase는 키틴을 키틴올리고머

로 전환시키며, 여기에 chitin deacetylase를 첨가하면 키틴올리고머들이 키토

올리고머로 전환될 것이다. 이런 배양액을 식물체에 처리하게 되면 키틴분해

세균, Chitinase, 항균물질, 키토올리고머들이 복합적으로 병원균 억제에 관여

하고, 또한 키틴 혹은 키틴올리고머들은 길항세균의 영양원으로 역할을 할 것

이다. 이런 가설을 증명하기 위하여 본 과제에서는 첫째, chitin deacetylase

생산균주를 선발하여 효소를 분리, 정제하였고, chitinase 생산균주로부터 효

소를 분리, 정제하였다. 두 번째로는 키틴 혹은 키토올리고머, Chitinase의 항

균 활성을 조사하고, 두 효소에 의하여 키틴-->키틴올리고머-->키토올리고머

로 전환되는 과정 및 패턴을 분석하였다. 세 번째로 대량배양기에서 이들을 

극대화될 수 있는 조건을 선정하고, 여기에서 얻어진 배양액의 식물 병 방제

효과를 조사하였다.          
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   (간 편 하 면 서 도  병  방 제효 과 가  우 수 한  미 생 물 제(배 양 액 )의  개발 전 략 ) 

2 .  재 료  및  방 법

가. Chitin deacetylase 생산 균주의 선발 및 효소 특성

 1) Chitin deacetylase 생산균주의 선발

  가) 공시균주 : KCTC로부터 분양받은 22균주, KACC로부터 5균주, ATCC

로부터 1균주, 그리고 본 실험실에서 분리한 키틴분해미생물 35균주(표 1)에 

대한 chitin deacetylase 생산여부를 세포질에서 추출한 액과 배양여액에서 

조사하였다.  

  나) 효소액의 조제 

   (1) 배양여액 : 각 균주의 배지와 최적온도에서 배양 후 filter paper 통과

한 액의 효소 활성을 측정하였다.

   (2) 세포질 추출 : 상기에서 얻어진 균사를 냉동 후, 균사 (4 g)과 glass 

bead (6 g)을 50 mM Tris-HCl (pH 7.5) + 100 mM NaCl + 0.2 mM 

phenylmethylsulfonyl fluoride에 넣고 얼음 속에서 1시간 동안 blend하였

다. 그 후 glass bead를 제거하고 4℃, 10,000 rpm에서 30분 동안 원심분

리하여 얻어진 상등액을 50℃ water bath에서 30분 동안 항온 후, 원심분
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리에 의해서 침전된 물질을 제거하고 상등액을 조효소로 하였다. 

  다) 효소 활성 측정

     Chitin deacetylase 효소 활성은 glycol chitin을 사용하여 상기 기술된 

바와 같이 수행하였다.

 

 2) chitin deacetylase의 특성 조사 

 

  가) 균주, 배지 및 배양 : Rhizopus microsporus var. oligosporus의 포자

현탁액 (10
5 

포자/ml)을 PDB, YPG, 키틴+기본배지, 키틴 혹은 키토산이 첨가

된 PDB 배지에 접종, 200 rpm의 항온교반기 (25
o

C)에서 배양하였다. 배양기

간에 따라 채취된 배양여액은 filter paper를 통과 후, 효소활성을 측정하였다.

  나) 조효소액의 조제 과정 및 방법

    - 5일 배양액을 filter paper 통과(통과된 액 = 2,000 ml)

    - 통과된 액 1000 ml를 2 L 삼각후라스크에 넣고 ammonium sulfate 

700 g을 서서히 첨가하면서 녹임 (2000 ml = 1000 ml x 2개 후라스

크)

    - 저온실에 하룻밤 stirring (total 약 3000 ml)

    - 3000 ml을 4℃, 13000 rpm에서 10분 원심분리

    (50 ml 원심튜브에 상기액 50 ml 넣고 원심--> 상등액 버리고 상기액 

50 ml 넣고 원심  --> 상등액 버리고 상기액 50 ml 넣고 원심

    * 1개의 50 ml tube : 50 ml씩 넣고 5번실시 = 250 ml의 액에 대한 

pellet

    * 6개의 tube = 250 ml x 6 = 1500 ml 

    * 3000 ml = 12개의 tube에 50 ml씩 5번 실시

    - 1개 tube의 pellet에 20 mM KH2SO4+NaOH buffer (pH 7.0) 1.25 

ml 씩 넣고 녹임 (12 tube x 1.25 ml = 15 ml)

    - 투석 : 1개 membrane에 5 ml씩 넣고 저온실에서 overnight 투석 

            20 mM KH2SO4+NaOH buffer (pH 7.0)로 3번 갈아 줌  
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  다) 단백질 농도 측정 : Microplate에 Bio-Rad Assay를 1:4비율로 희석한 

Dye 200 ㎕를 넣고, Standard로는 Bgg 0.7 ㎎, 0.35 ㎎, 0.175 ㎎, 0.0875 

㎎, 0.438 ㎎, 0.219 ㎎를 10 ㎕씩 넣고, 효소는 추출된 배양여액 20 ㎕를 넣

고, 595㎚ (Elisa Reader system)에서 단백질 농도를 측정하였다. 

  라) SDS-PAGE 후의 chitin deacetylase 활성 검출

    상기에 기술된 방법으로 만들어진 0.01%(w/v) glycol chitin과 0.1% SDS

를 포함한 gel에서 전기영동 후, 그 gel을 1% Triton X-100이 함유된 pH 

5.0의 100 mM sodium acetate buffer에 넣고 37℃에서 3시간 동안 진탕 

배양 후, 어둠상태에서 0.01% calcoflour white M2R (Sigma, F 6259)으로 

5분 동안 염색하였다. 염색된 gel을 증류수로 1시간 이상 탈색시킨 후 lytic 

zone을 UV-transilluminator상에서 관찰하였다.

  마) Chitin deacetylase의 분리, 정제 및 특성

   (1) Chitin deacetylase 의 분리, 정제

     Rhizopus microsporus var. oligosporus를 PDB에서 5일 동안 배양하여 

얻어진 배양여액을 ammonium sulfate로 침전시킨 후, 25 mM 

Na2HPO4-NaH2PO4 (pH 7.0)으로 용해하였다. 용해된 산물은 원심에 의해

서 침전물은 제거되고 상등액을 HiLoad Superdex 75 column에서 1시간 

당 30 ml의 flow rate로 elution시켰다. 효소 활성을 나타내고 

SDS-PAGE에 의해서 효소의 band를 지닌 fraction들 (2 ml/fraction)은 

모아서 20 mM Tris-HCl buffer (pH 8.0) 로 투석하고, HiLoad Q 

Sepharose column에 처리되었다. 그 column은 20 mM Tris-HCl buffer 

(pH 8.0) 20 ml로 세척되고, NaCl (0~0.5 M)의 linear gradient로 

elution (30 ml/h) 되었다. 효소활성을 갖는 fraction (1 ml)은 

SDS-PAGE에서 확인 후 25 mM Na2HPO4-NaH2PO4 (pH 7.0)에 투석되

었다.

   (2) 온도에 대한 활성 및 안정성 : N-acetylchitohexaose((GlcNAc)6), 정
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제된 효소, 0.1 M Na2HPO4-NaH2PO4 (pH 7.0)의 반응물을 eppendorf 

tube 에 넣고 20~80
o

C에서 10분 보존 후 활성을 측정하였다. 안정성은 

상기의 반응물을 20~80
o

C에 1~4시간 보존 후 활성을 측정하였다.

    (3) pH에 대한 활성 및 안정성 : 2~11의 pH 범위 내에서 (GlcNAc)6 에 

대한 활성을 측정하였다. 안정성은 정제된 효소를 각 pH에서 2시간 동안 

둔 후 측정하였으며 각 buffer는 chitinase에서와 동일하다.

 나. Chitinase, 키틴올리고당, 키토올리고당의 항균 활성 및 조제 과정

  1) 항균 활성 조사 

   가) 공시 병원균 및 물질 : Cldosporium sphaerospermum,  

Cladosporium tenuissimum, Colletotrichum gloeosporioides. Alternaria 

panax, Fusarium oxysporium. Botrytis cinerea 등에 대한 정제된 키티

아아제, 2~6당의 키틴올리고머와  키토올리고머의 항균 활성을 조사하였

다.

   나) 항균 활성 조사 과정 및 방법 : 공시 병원균을 PDA, 25℃에서 10일간 

배양하여 포자를 형성시키고, 형성된 포자를 멸균수로 채취 후 거즈 2겹을 

통과하였다. 채취된 포자현탁액 50ul와 1/2 PDB 50ul를 microplate에 넣

고 Chitinase, 키틴 혹은 키토오리고당을 50ul씩 첨가하여 25℃에서 18시

간배양 후 현미경하에서 포자발아율을 조사하였다.

  2) 키틴올리고당 및 키토올리고당의 조제 과정 및 방법

   가) chitinase를 이용한 키틴올리고당의 조제 

   (1) chitinase에 의한 키틴올리고당의 분해 능력 : 0.1M 

Na2HPO4-NaH2PO4 (pH7.0) buffer에 함유된 정제된 효소 (5U/g 기질)와 

1mM chitohexaose를 45 C에 5, 10, 15, 30 및 60분을 둔 후, TLC plate 

(silica gel plate 60 F254 (Merck)에 loading 하여  

n-propanol/water/ammonia water (70:30:1, v/v)에서 전개되었다 이 plate

는 aniline-diphenylamine reagent로 분무하고 180C에서 3분 동안 baking하

여 각 올리고당을  검출하였다.
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   (2) chitinase에 의한 키틴올리고당의 조제 : 0.1M Na2HPO4-NaH2PO4 

(pH7.0) buffer에 함유된 정제된 효소 (5U/g 기질)와 0.1% (w/v) crystal 

chitin을 45 C에 1, 2, 6, 12, 24 및 48시간 둔 후, 5분동안 boiling하여 

HPLC에서 분석하였다. HPLC 분석은 NH2P050 4E column에서 acetonitrile 

: water (70:30, v/v)를 1ml/min 의 flow rate로 전개하여 210 nm에서 측정  

   하였다. 

  나) 키틴올리고당으로부터 키토올리고당의 조제 과정  

   (1)  Chitin deacetylase 의 생산, 분리, 정제 및 특성   

    키토올리고당을 조제하기 위하여 Rhizopus microsporus var. 

oligosporus의 포자현탁액 (10
5

포자/ml)을 PDB, YPG, 키틴+기본배지에 접

종, 분당 200 rpm의 항온교반기 (25C) 에서 배양하였다. 배양기간에 따라 

채취된 배양여액은 filter paper를 통과 후 상기에서 기술된 방법에 의하여 

효소활성 측정,정제 및 특성을 조사하였다.

    

   (2) chitin deacetylase를 이용한 키토올리고당의 조제  

    (가) 키틴올리고당에 따른 chitin deacetylase의 활성 : 0.1M 

Na2HPO4-NaH2PO4 (pH7.0) buffer에 함유된 정제된 chitin deacetylasease 

(50ng)와 2~6당의 키토산 및 glycol chitin (0.5mM)을 45 C에 15, 30 및 

60분간 둔 후, 10분동안 boiling하여 활성을 측정하였다

    (나) 키틴의 종류에 따른 chitin deacetylase의 활성 : 0.1M 

Na2HPO4-NaH2PO4 (pH7.0) buffer에 함유된 정제된 chitin deacetylasease 

(50ng)와 crystal chitin, colloidal chitin 및 glycol chitin (0.5mM)을 45 C

에 12, 24 및 48시간 둔 후, 10분동안 boiling하여 활성을 측정하였다.

3 .   대량 의  c h i t i n a s e  및  키 틴 올 리 고 당 의  생 산 과  식 물  병  방 제효 과  

 가. 공시균주의 chitinase 생산 능력

    Chromobacterium sp. strain C-61, Lysobacter enzymogenes C-3 

Serratia plymuthica 및 Streptomyces sp. strain S-2의 키틴분해 능력
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을 chitin배지에서 접종, 28
o

C에서 5일간 배양 후, halo zone의 크기에 

의해서 판단하였다. 

       Chitin 배지는 증류수 1 L당 colloidal chitin, 2 g; (NH4)2SO4, 3 g; 

K2HPO4, 3 g; MgSO4 7H2O, 0.2 g; H3BO3, 5.6 mg; CuSO4 5H2O, 0.4 

g; ZnSO4 7H2O, 0.5 mg; NaMoO4 2H2O, 1.5 mg; Fe citrate, 1.0 mg; 

CaCl2, 10 mg; Yeast extract, 0.2 g. pH 7.0으로 하여 고압 멸균시켰

다.

  나. Colloidal chitin 제조

      Chitin (sigma,C-4666) 40 g을 HCl 400 ml에 넣고 1시간 동안 저으

면서 녹인 후, 5~10
o

C에서 증류수 1.5 L를 첨가하여 chitin을 침전시킨 

후 여과하여 물을 제거하였다. 수돗물 5 L를 첨가하여 chitin을 침전시킨 

후, 상등액을 버리고 침전물을 여과하여 물을 제거한 후, 상등액의 pH가 

중성에 가깝도록 3~5번 실시하였다.

  다. 배지에 따른 키틴분해세균의 생장 및 chitinase 생산 능력

      (NH4)2SO4, KH2PO4, K2HPO4, MgSO4 7H2O를 함유한 배지를 원액으로 

하고 이를 1/2, 1/4로 희석하여 0.2% 의 키틴을 함유한 배지 100 ml를 

500 ml의 플라스크에 넣었다. 이 배지에 Nutrient broth(NB)배지에서 

배양된 chitin 분해세균 100 ul를 접종하고, 28
o

C 180 rpm에서 배양 하

였다. 이 배양액을 매일 30 ml씩 채취, 20분 동안 10,000 g에서 원심분

리 후 상등액에 대한 chitinase 활성을 측정하였다.

 

  라. 대량의 chitinase 및 키틴올리고당의 생산 조건

  키틴분해세균들은 28℃, 180rpm의 Nutrient broth에서 각각 1일간 배양하

였다. 이 배양액 100ml를 500L의 키틴+최소영양배지를 지닌 대량배양기에 

접종하고 28℃에서 배양하면서 5일 간격으로 키틴분해세균들의 밀도와 

chitinase 활성을 조사하였다. 

    1) 키틴분해세균의 밀도 : Chromobacterium sp. strain C-61은 

ampicillin+polymyxin, Lysobacter enzymogenensis는 
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ampicillin+kanamycin, Serratia plymuthica 는 ampicillin+novobiocin 을 첨

가한 NA배지 위에서 희석평판법에 의하여 조사되었다.

   2) chitinase 활성 : 상기에서 기술된 방법에 의하여 실시되었다. 

 마. 오이 흰가루병에 대한 병 방제효과 조사

  1) 병 방제효과를 증진시키기 위한 실험 : 순천대학 구내 유리 온실에 오이

를 정식하고 흰가루병의 이병엽을 처리하여 자연 발병토록 한 다음 길항세균

의 단독 혹은 혼합액, 배양액과 세균액, chitin deacetylase를 첨가한 배양액

과 첨가하지 않은 배양액 등을 오이 잎에 살포 후 흰가루의 변화 양상을 매일 

관찰하였다. 방제효과가 우수했던 배양액을 선정하여 살포시기에 따른 병 방

제효과를 조사하였고, 오이 잎 위에 처리된 길항세균의 밀도를 5일 간격으로 

희석평판법에 의하여 조사하였다. 

  2) 비닐하우스 포장에서의 병 방제효과 조사 : 전남 순천시 대대동 김태현

씨의 오이재배 비닐하우스에서 Chromobacterium sp. strain C-61과 

Lysobacter enzymogenensis의 혼합배양액 원액과 10배 희석액을 100평에 

2.5말을 처리하고 10일 후의 발병도를 조사하였다. 발병도(%)는 다음의 공식

에 의하여 산출되었다. 

발병도(%) = {∑(발병수 x 계수)÷  4N}× 100

여기에서 0=발병 무, 1=병반 면적 1~5%, 2=병반 면적율 5.1~20%, 

3=병반 면적율 20.1~40%, 4=병반 면적율 40.1% 이상으로 하였고, N=조사 

엽수이다. 

    방제가는 {(무처리군 발병도-처리군 발병도)÷무처리군 발병도}× 100에 

의하여 산출되었다. 

   한편, 본 배양액과 시판증인 친환경 흰가루병 방제제를 오이 잎에 살포 후, 

흰가루의 변화를 매일 관찰하여 흰가루가 다시 형성되기 시작하는 기간을 비

교, 분석하였다

  바. 오이 뿌리혹선충에 대한 방제효과 

    1) 포장 실험 : 2006년 전남 순천시 대대동 김 태현씨의 비닐하우스 포장 

오이에 본 배양액을 점적 호스를 통하여 10일 간격 4회 관주하고 수확기에 
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오이의 뿌리에 형성된 혹을 관찰하였다. 아울러 주변의 잡초 뿌리에 형성된 

혹을 조사하여 방제효과를 검정하였다.

    2) 폿트 실험 : 오이 뿌리로부터 선충알을 채취하여 폿트에 접종하고 오

이 유묘을 이식한 후 배양액처리구와 무처리구간의 뿌리혹형성정도를 비교

하였다.

  라. 토마토의 흰가루병, 잎곰팡이병 및 균핵병에 대한 방제효과

    1) 토마토 흰가루병 : 폿트 재배된 토마토에 흰가루가 발생하고 있어서 

본 배양액을 살포 후 흰가루의 변화 양상을 관찰하였다. 

    2) 토마토 잎곰팡이병과 균핵병 : 전남 고흥군 포두면의 토마토 친환경재

배 농가에서 2006년 12월에 잎곰팡이병이 발생하기 시작하여 본 배양액을 

1개월 간격으로 2회 살포하여 방제효과를 조사하였다. 한편, 동일 포장에서 

2월에 균핵병이 발생하기 시작하여 10일 간격 2회 살포 후 병 방제효과를 

조사하였다.

3 .  결과   및  고 찰

 가. chitin deacetylase 생산 균주의 선발 및 효소 특성

    키틴의 아세틸기를 제거함으로서 키토산이 만들어지는데, 아세틸기는 알

칼리(NaOH)나 chitin deacetylase를 처리하여 제거될 수 있다(61, 62). 현재 

chitin deacetylase의 생산은 효모인 Candida spp., Saccharomyces spp.(34)

와 진균인 Mucor spp.(20, 62), Aspergillus spp.(2) Colletotrichum spp.(58, 

60), Absidia sp.(13), Metargizium spp. 및 세균인 Alcaligenes spp. 등에서 

보고되었다. 따라서 이 실험에서는 KCTC, ATCC, KACC 등으로부터 분양받

은 여러 균주와 게나 새우로부터 분리된 여러 키틴분해미생물로부터 chitin 

deacetylase의 생산능력이 우수한 균주를 선발하고, 그 효소의 특성을 조사하

였다.  
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  1) chitin deacetylase 생산균주의 선발

     표 1에서 보는바와 같이 chitin deacetylase를 생산하는 것으로 보고된 

Absidia coerulea (KCTC6900)와 Alcaligenes sp. (ATCC 55938) 균주는 

효소를 생산하였지만 배양여액으로 분비하지 못하였다. 보고되지 않은 균주

로는 Saccharomyces cerevisiae (KCTC 7911), Rhizopus microsporus 

var. oligosporus (KCTC 6969), Zygosaccharomyces rouxii (KCTC 

7966) 등이 생산하였는데, 특히 Rhizopus microsporus var. oligosporus 

는 다른 균주들보다 더 많은 량의 효소를 생산하고, 또한  배양여액으로 분

비되었다. 이 균주는 아직 chitin deacetylase 생산균주로 보고되지 않았기 

때문에 이 과제의 공시 균주로 선정하였다 
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표 1. chitin deacetylase 생산균주의 선발에 이용된 미생물과 그들의 효소 활성 

일련
번호 균주번호 균주명

Chitin deacetylase 활성 

세포질 
추출

배양
여액

비고

1
KCTC

7911 Saccharomyces cerevisiae + +

2 7108 Saccharomyces cerevisiae - -

3 7238 Saccharomyces cerevisiae - -

4 7239 Saccharomyces cerevisiae - -

5 7523 Saccharomyces cerevisiae - -

6 7227 Candida shehatae var.shehatae - -

7 7644 Candida diddensiae - -

8 7663 Candida atlantica - -

9 7666 Candida dendrica - -

10 17508 Candida cleridarum - -

11 17277 Candida azyma - -

12 17281 Candida apicola - -

13 6900 Absidia coerulea + - 보고된균주

14 6903 Aspergillus awamori var.fumeus - -

15 6987 Aspergillus versicolor - -

16 16682 Aspergillus flavus - -

17 6969 Rhizopus microsporus var. 
oligosporus +++ +++

18 16775 Rhizopus oryzae - -

19 6041 Rhizopus sp. - -

20 7966 Zygosaccharomyces rouxii + -

21 16773 Muco hiemalis - -

22 2678 Alcaligenes faecalis subsp. 
faecalis - -

23 KACC
40217

Metargizium anisopliae - -

24 40223 Metargizium anisopliae - -

25 40230 Metargizium anisopliae - -

26 40231 Metargizium anisopliae - -

27 40969 Metargizium anisopliae - -

28 ATCC
55938

Alcaligenes sp.                  
    

+ - 보고된 균주

29 Trichoderma harzianum P1 - -

30 Chromobacterium strain C-61 - -

31 Aeromonas hydrophila - -

32 Serratia marcescens - -

33 Streptomyces spp.

34 기타 미지의 키틴분해세균 30종  - -
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 2) chitin deacetylase의 생산 조건  

    Rhizopus microsporus var. oligosporus가 생산한 chitin deacetylase는 

buffer의 종류 및 pH에 따라 다양한 특성을 보여 주었다. 따라서 정확한 효소 

활성 측정 시스템을 확립하기 위하여 buffer의 종류 및 pH에 따른 배양여액의 

활성을 조사하였는데, 그림 1에서 보는 바와 같이 pH 7.0에서 가장 우수하였

다. 동일 pH에서도 buffer의 종류에 따라 효소활성에 차이가 있었지만, 

KH2PO4+NaOH pH 7.0에서 가장 우수하였고, Tris-HCL buffer를 사용하였

을 경우에는 대조구에서 높은 값이 검출되었기 때문에 사용할 수 없었다. 따

라서 이후의 모든 효소 활성 측정은 KH2PO4+NaOH pH 7.0에서 실시되었다. 
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            그림 1. pH에 따른 배양여액의 chitin deacetylase 활성

   

   이 균주는 또한 키틴분해미생물들이 잘 생육할 수 있는 chitin agar plate

에서의 생육이 아주 느렸고, 키틴분해효소도 생산하지 않았다. 또한 YPG 배지

보다는 PDA에서의 생육이 더 우수하였고 두 배지 모두 25 C에서의 생육이 

가장 우수하였다. 따라서 YPG와 PDA 100ml에 포자현탁액(105포자/ml) 1ml

를 접종하고, 25 C, 분당 200rpm의 항온교반기에서 배양 후, 배양기간에 따

른 배양여액의 효소활성을 측정한 결과, 그림 2에서 보는 바와 같이 YPG보다

는 PDB에서 더 우수하였다. 또한 PDB에서는 5일 배양, YPG에서는 6일 배양
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에서 가장 높은 효소 활성을 나타내고 그 이후 감소하였다. 그러나 ml당 10
7

의 포자현탁액을 접종하였을 경우에는 배양 3일후에 최고의 활성을 나타냈다. 

    이 균주로부터 chitin deacetylase의 생산을 유도해 보기 위하여 

colloidal chitin과 chitosan을 첨가한 PDB와 YPG에서 배양하여 효소활성을 

측정하여 보았는데, 대조구와 큰 차이를 나타내지 않았다. 즉, 이 효소의 생산

은 chitin이나 chitosan에 의해서 유도되지 않고, 생육 정도에 영향을 받는 다

는 것을 알 수 있었다. 
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그림 2. 배양기간과 배지에 따른 배양여액의 chitin deacetylase 활성

나. 키틴올리고당, 키토올리고당 및 Chitinase의 항균활성과 그들의 조제

 1) 키틴올리고당, 키토올리고당 및 Chitinase의 항균활성
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    키틴올리고당 혹은 키토올리고당이 인간, 가축 및 식물의 다양한 병원균

과 식품의 여러 부패균들을 억제하는 것으로 보고되었다. 그러나 모든 올리고

당이 모든 병원균을 억제하는 것이 아니라 올리고당의 길이, 대상 병원균의 

종류에 따라 억제정도가 각각 다른 것으로 알려져 있다. Chitinase도 식물병원

진균의 세포벽을 분해하여 억제하는 것으로 보고되었지만, Chitinase의 종류에 

따라 그 억제력이 다른 것으로 알려져 있다. 따라서 이 실험에서는 주요 식물 

병원균에 대한 키틴올리고당, 키토올리고당 및 Chitinase의 억제효과를 조사하

였고, 그들의 억제에 필요한 최소 농도를 결정하였다.   

  가) 키틴올리고당 및 키토올리고당의 항균 활성 

     잿빛곰팡이병균(Botrytis cinerea), 시들음병균(Fusarium oxysporium)과 

배의 저장성 병원균(Cladosporium spp.) 등에 대한 키틴올리고당과 키토올리

고당의 포자발아 억제효과를 조사하였다(그림 3, 4). 4 병원균 모두 포자발아

를 억제할 수 있는 농도가 달랐지만, 키틴올리고당 보다는 키토올리고당에 의

해서 더 잘 억제되었다. 또한, 2~6의 키토올리고당 중에서 당의 수가 증가할

수록 더 높은 억제활성을 보여 주었다.   

   따라서 더 다양한 병원균의 포자발아 억제에 대한 키토올리고당의 최소농

도를 결정하였다(표 2). 그 결과 6당의 키토산인 경우 Botrytis cinerea, 

Cladosporium sphaerospermum, Cladosporium tenuissimum에 대해서는 

5ppm에서도 포자발아를 50% 이상 억제하였고, Alternaria panax, 

Colletotrichum gloeosporioides 와  Fusarium oxysporium 등은 50 ppm에서 

포자발아를 억제하였다.  

   이상의 결과를 통하여 대부분의 식물병원균은 키틴올리고당보다 키토올리

고당이 더 잘 억제하고, 또한 5~6당이 더 잘 억제할 것으로 생각되었다. 따라

서 이들을 식물 병 방제에 이용하기 위해서는 가능한 한 5~6당의 키토올리고

당이 많이 생성될 수 있는 조건을 선정해주는 것이 필요할 것 같다. 
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병원균
최소 발아억제농도(ppm)

3당 4당 5당 6당

Colletotrichum gloeosporioides 5000 500 50 50

Alternaria panax 5000 500 50 50

Fusarium oxysporium - 5000 500 50

Botrytis cinerea 500 50 5 5

Cladosporium sphaerospermum 500 50 5 5

Cladosporium tenuissimum 500 50 5 5
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그림 3. Botrytis cinerea의 포자발아에 대한 키틴 및 키토올리고당의 억제효

과 
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그림 4. Fusarium oxysporium 의 포자발아에 대한 키틴 및 키토올리고당의 

억제효과 

    

표 2. 식물병원균에 대한 키토올리고당의 최소 발아억제 농도
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  나) Chitinase의 항균활성

    정제된 Chitinase의 농도에 따른 Botrytis cinerea, Cladosporium 

sphaerospermum, Cladosporium tenuissimum 및 Fusarium oxysporium 의 

포자 발아 억제효과를 조사하였다. 그 결과 Cladosporium sphaerospermum

과  Cladosporium tenuissimum  는 20ppm의 농도에서도 50% 이상의 발아 

억제효과를 나타냈으나, Botrytis cinerea의 경우에는 200ppm에서 50% 이상

의 발아 억제효과를 나타내고, Fusarium oxysporium 의 경우에는 2000ppm

에서 40% 정도만의 억제를 나타냈다 (그림 5A).

    또한 Chitinase의 특이적인 활성에 따른 포자발아 억제효과를 조사해 보

기 위하여 200ppm의 동일 농도에서 특이적 활성이 다른 5종의 Chitinase에 

대한 Botrytis cinerea의 포자발아 억제효과를 조사한 결과(그림 5B), 

Chitinase의 특이적 활성과 발아억제효과는 비례한다는 것을 알 수 있었다.  

 그림 5. 식물병원균의 포자발아에 대한 chitinase의 억제효과. A; chitinase의 

농도에 따른 Bc=Botrytis cinerea, Cs=Cladosporium sphaerospermum, 

Ct=Cladosporium tenuissimum, Fo= Fusarium oxysporium의 억제효과, 

B;chitinase의 종류에 따른 Botrytis cinerea 의 억제효과     

 2) 키틴으로부터 키틴올리고당 및 키토올리고당의 조제

    현재 알려진 chitin deacetylase는 키틴올리고당의 아세틸기를 잘 제거하

지만 결정성 키틴에 대한 아세틸기는 잘 제거시키지 못하는 것으로 알려져 있
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다. 따라서 현재의 많은 연구들은 키틴에 NaOH를 처리하여 키토산으로 만들

고 여기에 chitosanase를 처리하여 키토올리고당을 만들려고 하고 있다. 그러

나 NaOH의 처리는 식품의 안정성 문제뿐만 아니라 제거해야하는 문제점들이 

대두되고 있다. 따라서 이 실험에서는 키틴에 chitinase를 처리하여 키틴올리

고당으로 만들고, 여기에 chitin deacetylase를 처리하여 키토올리고당으로 전

환하려는 시도를 모색하였다. 

  가) chitinase를 이용하여 키틴으로부터 키틴올리고당의 조제

   (1) chitinase에 의한 키틴의 분해 능력  

    (가) 키틴올리고머들의 HPLC 분석 :  분해산물을 정량 및 정성분석하기 위하

여 HPLC에서 알려진 키틴올리고당에 대한 분석을 실시하였다. 그 결과 그림 

6에서 보는 바와 같이 1당의 retention time이 2.775분, 2당이 9.775분, 3당

이 13.167분, 4당이 18.458분, 5당이 25.825분, 6당이 36.275분 이었다. 따

라서 이들을 기준으로 해서 chitinase에 의한 키틴의 분해 산물의 양을 조사하

였다.    

               

     

                     그림 6. 키틴올리고머들의 HPLC분석

     

   (나)  chitinase에 의한 키틴의 분해산물 : 정제된 chitinase에 의한  결정성키틴
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의 분해산물을 반응시간에 따라 조사한 결과, 표 3에서 보는 바와 같이 1시간 

이후부터 분해 산물이 검출되었지만, 5,6당이 가장 많은 시기는 6시간 보존하였

을 경우이다. 12시간 이후에는 5,6당의 분해산물이 감소되기 시작하여 24시간 

이후에는 1~3당만 검출되었다.   

표 3. 반응시간에 따라 chitinase에 의하여 분해된 키틴올리고당의 비율

반응시

간

(시간)

분해 산물(%)

GlcNAc
(GlcNAc

)2

(GlcNAc

)3

(GlcNAc

)4

(GlcNAc

)5

(GlcNAc

)6

>(GlcNA

c)6

1 2.5 4.5 2.7 1.5 2.8 1.1 79.9

2 3.4 18.2 12.5 3.8 6.2 2.9 53.0

6 4.9 27.3 19.5 6.2 12.7 8.3 22.1

12 6.7 42.6 23.5 12.2 6.3 4.6 4.1

24 10.5 53.2 34.5 1.8 ND ND ND

48 19.7 52.8 27.5 ND ND ND ND

* 반응혼합물 = 0.1% (w/v) crystal chitin, 정제된 chitinase 5U/g 기질, 

0.1M buffer (pH 7.0)

* 45 C에서 각 반응시간 동안 보존 후, 5분동안 boiling하고 HPLC 분석

나) chitin deacetylase를 이용하여 키틴올리고당으로 부터 키토올리고당의 조

제

  (1) chitin deacetylase 의 생산, 정제 및 특성

   (가) chitin deacetylase 의 생산 조건 

      Rhizopus microsporus var. oligosporus (KCTC 6969)는 25C에서 가

장 좋은 생장을 나타냈다. 따라서 배양액 100ml에 포자현탁액(10
5

포자/ml) 

1ml를 접종하고, 분당 200rpm의 항온교반기 (25C) 에서 배양하면서 배양기

간에 따른 배양여액의 효소활성을 측정하였다. 그 결과 그림 7에서 보는 바와 

같이 PDB배지가 가장 우수하였고, 그 다음으로 YPG, 키틴+기본배지 순이었

다. 또한 PDB에서는 배양 5일, YPG에서는 배양 6일째에 가장 높은 효소 활

성을 나타내고 그 이후 감소하였는데, 키틴+기본배지에서는 배양 7일째까지 

계속 증가하는 경향이었다. 한편, 이 효소는 chitin과 chitosan에 의해서 유도
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되지 않았다 
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           그림 7. 배지와 배양기간에 따른 chitin deacetylase 활성

   (나) chitin deacetylase 의 분리 및 정제 

      Rhizopus microsporus var. oligosporus를  PDB에서 5일 동안 배양하

여 얻어진 배양여액을 SDS-PAGE한 결과, 그림 8A,B에서 보는 바와 같이 

chitin deacetylase는 약 60-kDa과 45-kDa의 두 밴드에서 검출되었다. 이들 

중, 60-kDa의 chitin deacetylase는 HiLoad Superdex 75 column을 통과하

여 활성이 있는 fraction은 SDS-PAGE에 의해서 확인되었다 (그림 8C). 1차 

정제된 효소는 모아서 투석후, HiLoad Q Sepharose FF column을 통과하였

다. 활성이 있는 fraction은 SDS-PAGE에 의해서 확인되었다(그림 8D). 
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그림 8. Rhizopus microsporus var. oligosporus가 생산한 chitin 

deacetylase의 정제. A; 배양여액의 silver staining, B; 배양여액의 active 

staining, C; 배양여액의 1차 정제, D; 2차 정제

(3) 정제된 chitin deacetylase의 특성 

      기질인 Hexa-N-acetylchitohexaose((GlcNAc)6) 에 대한 chitin 

deacetylase의 활성은 60C에서 가장 우수하였고, 그 이후 감소하였다 (그림 

9A).  정제된 효소를 각 온도에 시간별로 둔 후, 그 활성을 조사한 결과 (그림 

9B), 90 C에서는 1시간이내에 활성을 거의 상실하였고, 80 C에서는 2시간 이

후 40% 이하의 활성을 보여 주었으며, 50, 60, 70C에서도 정도의 차이는 있

었지만, 계속적으로 활성이 감소하고 있음을 알 수 있었다.  
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  그림 9. 온도에 따른 정제된 chitin deacetylase의 활성(A)과 안정성(B)  

    Hexa-N-acetylchitohexaose((GlcNAc)6) 를 기질로 하였을 경우, 활성은 

pH 7.0에서 가장 우수하고 그 이후 급격히 감소하였다. 안정성 실험은 효소를 

각 pH에서 2시간 동안 둔 후 조사하였는데, pH 7.0에서 가장 우수하였고 

pH8~11의 범우내에서는 70% 이상의 활성을 유지하였다 (그림 10).  
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           그림 10. pH에 따른 정제된 chitin deacetylase의 활성과 안정성  
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(2) 키틴올리고당으로부터 키토올리고당의 조제  

 (가) 키틴올리고당에 따른 chitin deacetylase의 활성 : 표 4에서 보는 바와 

같이 (GlcNAc)6에 대한 활성이 가장 우수하였고 그 다음으로 (GlcNAc)5, 

(GlcNAc)4 순이었는데, 2당과 3당에 대한 활성은 매우 낮았다. 한편, Glycol 

chitin에 대한 활성도 (GlcNAc)5에 비하여 1/2이상의 수준을 유지하였다.

표 4. 키틴올리고당에 따른 chitin deacetylase의 활성 

기질
상대 활성 (%)

15분 30분 60분

(GlcNAc)2 0 0 0

(GlcNAc)3 0 1.2 4.7

(GlcNAc)4 72.3 88.5 94.3

(GlcNAc)5 87.6 93.7 96.7

(GlcNAc)6 100.0 100.0 100.0

Glycol chitin 54.2 62.3 77.3

* 반응혼합물 = 각 기질(0.5mM), 정제된 chitin deacetylasease (50ng), 

0.1M buffer (pH 7.0)

* 45 C에서 각 반응시간 동안 보존 후, 10분동안 boiling하고 활성 측정

 (나) 키틴의 종류에 따른 chitin deacetylase의 활성 : 표 5에서 보는 바와 

같이 glycol chitin에 비하여 Colloidal chitin이나 Crystal chitin에 대한 활성

은 매우 낮았다.  

    따라서 키틴으로부터 키토올리고당을 만들기 위해서는 chitin 

deacetylase를 이용하여 키틴을 키토산으로 만든 다음, 이 키토산을 키토올리

고당으로 만드는 방법보다 본 실험에서처럼 chitinase를 이용하여 키틴을 키틴

올리고당으로 만들고, 키틴올리고당에 chitin deacetylase를 이용하여 키토올

리고당으로 만드는 방법이 합리적일 것으로 생각되었다.
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표 5. 키틴의 종류에 따른 chitin deacetylase의 활성 

기질
상대 활성 (%)

12시간 24시간 48시간

Crystal chitin 2.7 4.3 15.6

Colloidal chitin 12.3 32.3 57.8

Glycol chitin 100.0 100.0 100.0

* 반응혼합물 = 각 기질(0.5mg), 정제된 chitin deacetylasease (50ng), 

0.1M buffer (pH 7.0)

* 45 C에서 각 반응시간 동안 보존 후, 10분동안 boiling하고 활성 측정

 (다) 키틴과 키토올리고당의 분해패턴 비교

      상기에서 얻어진 여러 조제액을 정량 및 정성분석하기 위하여 HPLC에

서 알려진 키틴과 키토 올리고당에 대한 분석을 실시하였다(그림 11). 그 

결과 키틴의 경우, 1당의 retention time이 2.775분, 2당이 9.775분, 3당

이 13.167분, 4당이 18.458분, 5당이 25.825분, 6당이 36.275분, 키토산

의 경우에는 1당이 2.758분, 2당이 9.967분, 3당이 12.825분, 4당이 

16.500분, 6당이 21.625분, 6당이 28.867분이었다. 

1당 2당 3당

4당
5당

6당

1당 2당

3당

4당

5당
6당

키틴올리고당 키토올리고당

  그림 11. 키틴과 키토올리고당의 HPLC 분석

다.  길항세균, chitinase 및 키토올리고당의 대량 생산과 그들의 식물 병 방  

     제 효과 증진
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    상기의 실험을 통하여 우리는 길항세균, chitinase, 키토올리고머들을 혼

합 살포하면 훨씬 더 우수한 병 방제효과를 보여 줄 것이라는 것을 알 수 있

다. 이러한 조건은 키틴분해성 길항세균들을 키틴이 함유된 기본 배지에서 배

양하고, 여기에 chitin deacetylase생산 균주 혹은 그 효소를 첨가함으로서 쉽

게 얻을 수 있을 것이다. 또한 그 배양액속에는 본 실험에서 조사되지 않은 

다양한 항균물질들도 들어 있을 것이다. 따라서 이 배양액을 식물체에 살포하

면 길항세균, chitinase, 키토올리고머 및 미지의 항균물질들이 병원균 억제에 

관여함은 물론 처리된 길항세균들이 키틴올리고머들을 영양원으로 하여 더 오

랫동안 생존할 수 있을 것이다. 반면 배양액의 직접 살포는 식물병원균의 생육

에 유리한 조건을 조성해줄 가능성도 있다. 이러한 가능성을 배제하기 위하여 이 실

험에서는 식물병원균이 생육하지 못하면서 길항세균만 생육할 수 있는 배지를 선정

하였고, 선정된 배지에서 길항세균의 밀도와 chitinase 활성이 최대로 될 수 있는 시

기를 선정하였으며, 이들을 살포하였을 경우의 병 방제효과 등을 조사하였다. 

  1) 공시 세균의 키틴분해 능력

      Colloidal chitin을 함유한 기본배지에서 공시 균주의 키틴분해능력은 그

림 7에서 보는 바와 같이 Chromobacterium sp. strain C-61이 가장 우수하

였고, 그 다음으로 Serratia plymuthica, Lysobacter enzymogenes C-3, 

Streptomyces sp. strain S-2의 순이었다 (그림 12).
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     그림 12. 공시 세균의 키틴분해 능력. Ch=Chromobacterium sp. strain 

C-61이 가장 Ly=Lysobacter enzymogenes, S2=treptomyces sp. strain 

S-2,  Se=Serratia plymuthica

  2) 공시 세균의 chitinase 생산능력

     Chromobacterium sp. strain C-61의 생장 및 chitinase 생산 능력이 

우수한 배지를 선정하기 위하여  (NH4)2SO4, KH2PO4, K2HPO4, MgSO4 

7H2O를 함유한 배지를 원액으로 하고 이를 1/2, 1/4로 희석한 다음 0.2% 

의 키틴을 첨가하여 Chromobacterium sp. strain C-61을 배양하였다. 그 결

과, 그림 13에서 보는 바와 같이 희석배수가 높을수록 strain C-61의 초기 생

육은 약간 늦었지만, 배양 5일 이후에는 원액에서의 밀도와 큰 차이를 나타내

지 않았고, chitinase의 생산 능력은 희석배수가 높을수록 오히려 더 우수한 

경향을 보여 주었다. 따라서 Chromobacterium sp. strain C-61의 생장과 

chitinase 생산 능력을 극대화 할 수 있는 배지로 증류수 1L당 키틴 1.0g, 

(NH4)2SO4 0.1g, KH2PO4 0.12g, K2HPO4 0.1g, MgSO4.7H2O 0.06g을 함유

하는 배지를 선정하였다. 
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 그림 13. 배지에 따른 Chromobacterium sp. strain C-61의 생장곡선과 

chitinase 활성. 기본배지의 희석 정도 1= 원액, 0.5 =1/2 희석, 0.25 =1/4 

희석, 모든 배지는 0.2% chitin 함유,  28℃에서 배양 

  

3) 길항세균 및 chitinase의 대량 생산 조건 확립

  가) 길항세균의 생육과 chitinase 생산에 적합한 배지의 선정 : 길항세균의 

생육과 chitinase 활성이 극대화될 있는 배지를 선정하기 위하여 배지 원액 

(증류수 1L당 (NH4)2SO4 3g, KH2PO4 4g, K2HPO4 3g, MgSO4 7H2O 

0.2g)을 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32로 희석하고 키틴 1g을 첨가하였을 경우, 

세 균주 모두 희석배수가 높을수록 초기 생육은 약간 늦었지만, 배양 5일 이

후에는 원액에서의 밀도와 큰 차이를 나타내지 않았고, Chitinase 생산 능력은 

희석배수가 높을수록 오히려 더 우수한 경향이었다. 반면, 증류수에 키틴만 첨

가되었을 경우에는 길항세균의 생육이 현저히 저하되었다. 따라서 길항세균의 

생육과 chitinase 생산에 적합한 배지로서 증류수 1L당 (NH4)2SO4 

0.1~1.0g, KH2PO4 0.12~1.2g, K2HPO4 0.1~1.0g, MgSO4 7H2O 

0.06g~0.6g, 키틴 1g이 함유된 배지를 선정하였다.

   여기에는 증류수 1L당 (NH4)2SO4 1.0g, KH2PO4 1.2g, K2HPO4 1.0g, 

MgSO4 7H2O 0.6g, 키틴 1g이 함유된 배지에 길항세균들을 접종하고 28 C

에서 배양하였을 경우의 세균 밀도와 chitinase 활성을 나타냈다. 그림 15에

서 보는 바와 같이 세 균주 모두 배양 5일 까지 급격히 증가하다가 배양 10

일 까지 완만히 증가하고 그 이후 30일까지는 비슷한 수준을 유지하였다. 균

주별 밀도는 strain C-3이 가장 높은 경향이었고, 그 다음으로 strain C-1, 
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strain C-61순이었다 (Fig. 14A). 한편 Chitinase 활성은 배양 10일까지 급

격히 증가하다가 15일까지 완만히 증가하고 그 이후 30일까지는 비슷한 수준

을 유지하는 경향이었다. 균주별로는 strain C-61의 활성이 가장  높았고, 그 

다음으로 strain C-1이었으며, strain C-3이 가장 낮은 활성을 나타냈다 (Fig. 

14B).  

  나) 길항세균의 생육과 chitinase 생산이 우수한 배양액의 대량생산 조건.   

     길항세균의 생육과 chitinase 생산이 우수한 배양액을 대량 생산하기 

위하여 Chromobacterium sp. strain C-61(C-61), Lysobacter enzymogenes 

(C-3) 및 Serratia plymuthica (C-1) 의 배양액 100ml씩을 500L용 

대량배양기에 접종하고 28℃에서 배양되었다. 길항세균의 밀도는 배양 5일 

까지 급격히 증가하여 배양 10일과 15일 사이 최고에 이르고, 그 이후 

감소하는 경향이었는데, 배양 10일째의 균주 밀도가 strain C-3은 ml 당 

1x10
10

CFU, strain C-1은 7x10
9

, strain C-61은 6x10
8

 수준이었다. 

Chitinase 활성은 배양 10일까지 급격히 증가하다가 15일에서 30일까지는 

비슷한 수준을 유지하는 경향이었다(표6).

  

그림 14. 배양기간에 따른 길항세균들의 밀도(A) 와 chitinase 활성(B). 0.2% 

chitin+기본 배지, 28 ℃ 에서 생육, Ch= Chromobacterium sp. strain 

C-61,  Ly = Lysobacter enzymogenensis,  Se = Serratia plymuthica

   다) 결론 : 앞으로 배양액을 식물 병 방제제로 이용하려고 할 경우에는 28C의 

대량배양기에서 10일 정도 배양 후 사용하는 것이 가장 우수할 것으로 판단되었
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다.

표 6. 대량배양기에서 배양기간에 따른 길항세균들의 밀도및 chitinase활성 

I배양기간

(일)

밀도 (CFU/log 10) 상대 chitinase 

활성 (%) Ly Se Ch

0 5.4 5.5 4.9  0

5 8.2 7.8 7.2 50.6

10 10.1 9.7 8.6 92.8

15 10.3 9.4 8.7 97.5

20 9.9 9.1 8.0 99.7

25 9.1 8.3 7.2 97.5

30 8.7 7.5 6.8 100.0

* Ch = Chromobacterium sp. strain C-61,  Ly = Lysobacter 

enzymogenensis strain C-3,  Se = Serratia plymuthica strain C-1

 4) 식물 병 방제효과가 증진된 미생물제의 개발

    흰가루병은 다양한 작물에 막대한 피해를 주고 있고, 병원균(흰가루)의 억

제 여부를 육안으로 관찰할 수 있기 때문에 병 방제효과를 검정하기가 편리하

다. 따라서 이 실험에서는 오이 흰가루병에 대한 방제효과를 하나의 모델로 

하여 실시하였다.

  가) 길항세균의 단독 혹은 혼합에 의한 억제효과 비교 : 이 실험에 공시된 

3 균주모두 흰가루 억제 능력이 무처리에 비하여 매우 우수하였다. 단독 배양

액의 경우 strain C-3, C-61, C-1순으로 우수하였는데, strain C-3와 C-61

의 혼합배양액은 단독배양액이나 3균주의 혼합배양액보다 더 우수하였다 (그

림 15).
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그림 15. 길항세균에 따라 세균액과 배양액(A) 및 병 발생 전후(B)의 흰가루

병 억제효과 비교 

  나) 길항세균액과 배양액의 억제효과 비교. strain C-3와 C-61의 혼합배양

액과 이 배양액속에 들어 있는 길항세균만의 농도를 지닌 액(길항세균액)의 억

제효과를 비교해 보았는데, 모든 균주에서 배양액의 억제효과가 더 우수하였

다. 또한 이들의 억제효과는 병 발생 전에 살포했던 것보다 병 발생 후 처리

했던 것에서 더 우수하였다(그림 16).      

  다) 배양액에 chitin deacetylase를 첨가하였을 경우의 방제 효과. strain 

C-3와 C-61의 혼합배양액 1L에 chitin deacetylase를 함유한 Rhizopus 

microsporus var. oligosporus 의 배양액 10ml를 첨가하였을 경우 흰가루 분

해 능력과 방제효과 지속기간이 더 우수함을 알 수 있었다(그림 16).  

                   

     그림 16. 배양액+chitin deacetylase 처리 4일 후 흰가루가 분해된 모습



- 97 -

  라) 오이 잎 위에 처리된 길항세균의 밀도 변화 비교 : 오이 잎 위에 처리된 

길항세균의 밀도 변화는 균주에 따라 달랐지만, 처리 5일 후까지 급격히 감소

하다가 그 이후 완만히 감소하는 경향을 보여 주었다. 균주별 생존 능력은 

strain C-1이 가장 우수하였고, 그 다음으로 strain C-3, strain C-61 순이었

다. 그리고 모든 균주에서 길항세균액만 처리하였을 경우보다는 배양액을 처

리하였을 경우에 더 우수한 생존 능력을 보여 주었다 (그림 17).   
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               그림 17. 오이 잎 위에 처리된 길항세균의 밀도 변화 

    결론적으로 strain C-61과 strain C-3의 혼합배양액에 chitin 

deacetylase을 첨가하여 오이 흰가루병에 처리하였을 경우에는 잎 위에 분포

하고 있는 흰가루를 분해, 제거해주는 효과를 지니고 있었다. 유기합성농약을 

처리하였을 경우에는 흰가루가 죽어서 그대로 분포하고 있는데 본 배양액을 

처리하였을 경우에는 흰가루를 없애 주기 때문에 잎의 광합성 작용에 더 유리

할 것으로 판단되었다.   

 5 ) 흰가루병 방제효과를 증진시키기 위한 전략

   상기에서 지적한 바와 같이 본 배양액의 흰가루 제거효과는 매우 탁월하였

다. 그러나 중요한 것은 이들의 방제효과를 더 오랫동안 유지하는 것이다. 우

리는 다양한 비닐하우스와 다양한 시기에 본 배양액의 흰가루병 방제효과를 

검정하여 왔고, 일반 농가에서 실제 활용하고 있다. 이들 다양한 조건에서의 
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실험과정을 통하여 본 배양액의 방제효과를 더 지속시킬 수 있는 방안을 모색

하였다.  

 

  가) 배양액의 처리에 의한 흰가루의 일별 변화 : 그림 18는 배양액을 처리

하였을 경우 처리 후 4일째까지 흰가루가 거의 관찰되지 않다가 6일째에 다시 

관찰되기 시작함을 보여 준다. 반면, 물을 처리하였거나 아무것도 처리하지 않

았을 경우에는 흰가루가 계속 번져 감을 보여 준다. 지금까지의 모든 실험에

서 배양액 처리 후 3일까지는 흰가루가 완전히 사라졌었다. 그러나 흰가루가 

다시 나타나기 시작하는 기간은 살포시기의 환경에 크게 영향을 받는 다는 것

을 알 수 있었다.  

  그림 18. 배양액 처리 후의 일수에 따른 흰가루 변화 양상, 배양액, 물처리

와            무처리사이의 비교

  나) 배양액의 살포시기에 따른 병 방제효과, 표 7은 배양액을 아침(오전 9   

      시) 보다 저녁(오후 6시)때 살포하였을 경우에 흰가루가 훨씬 더 늦게 
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나타나기 시작하고, 특히 비 오는 날 살포하였을 경우에는 훨씬 더 늦게 나타

나기 시작한다는 것을 보여 준다. 이와 같은 결과는 살포된 배양액의 수분이 

더 오랫동안 유지 될수록 병 방제효과가 더 지속될 수 있다는 것을 암시한다. 

이와 같은 결과는 여러 요인에 의해서 일어나겠지만, 흰가루병 방제효과를 증

진시키기 위해서는 무엇 보다 살포된 배양액의 수분을 오랫동안 유지될 수 있

는 방법들을 강구해야 된다는 것을 제시한다. 

표 7. 배양액의 살포시기에 따른 병 방제효과 비교

  살포시기   환경 조건 방제효과 지속 기간(일)*

  5월 중순   
  오전 (9시경) 

  오후 (6시경) 

      4일    

  7일 

  5월 하순

  5월 중순   

  28C 정도의 시기

  24C 정도의 시기

  4일

  6일

  6월 초순   
  건조한 날

  비오는 날

  6일

 10일

  

   * 미생물제 처리 후 흰가루가 다시 보이기 시작한 날까지의 일 수 

   결론적으로 지상부 병에 대한 미생물제의 방제효과를 증진시키기 위해서는 

처리된 길항미생물들이 더 오랫동안 활동할 수 있는 환경을 조성해 주는 것이 

무엇보다 중요하겠다는 생각이 들었다. 상기에서 제시된 살포 후의 수분 유지

도 하나의 방법이 될 수 있겠지만, 그 외에 살포된 배양액의 증발이 잘 이루

어지지 않는 물질(예; 난황유)들과 섞어 살포하거나, 자외선 차단제들을 첨가

하여 살포함으로서 방제효과가 더 증진되는가를 실험 중에 있다. 우리는 또한 

동일 잎일지라도 살포된 부분의 흰가루만 제거되고, 접촉되지 않은 흰가루에 

대해서는 전혀 영향을 미치지 못한다는 것을 알 수 있었다. 따라서 배양액을 

잎에 고루 살포되도록 계면활성제나 전착제 등을 첨가하여 살포하는 방법도 
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실험 중에 있다. 여기에 결과를 삽입하지는 않았지만, 방제효과 지속기간은 처

리된 계절에 따라서도 상당히 차이가 났었다. 따라서 계절에 따른 본 배양액

의 적정 살포횟수 등도 더 검토하여 재배가들에게 제공하는 것이 필요할 것 

같다.     

 6 ) 비닐하우스 포장에서의 병 방제효과

  가) 배양액의 살포 농도에 따른 병 방제효과 : 본 배양액의 실제 사용 가능

성을 타진해 보기 위하여 비닐하우스 포장에서의 병 방제효과를 조사하였다. 

배양 원액의 경우 94.4%, 10배 희석액의 경우에도 93.7%의 높은 방제가를 

보여 주었다(표 8, 그림 19).

 표 8. 비닐하우스포장에서 배양액의 살포 농도에 따른 흰가루병 방제효과 
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 친 환 경 자 제  방 제효 과  지 속  

기 간 (일 )*
상 표 명 회 사 명

 은 하 수  경 농 5 일

 탑  캅  제이 아 그 로 (주 )
6 일  

*  약 해  위 험

 푸른 손   경 농 5 일

 에 코 제트  수 화 제  동 부한 농화 확 5 일

 클 린존  (주 ) 남 보 1 일

그림 19. 비닐하우스 포장에서 배양액 처리 후 6일째 모습 

  나) 시판증인 친환경 흰가루병 방제제와의 효과 비교 : 시판되고 있는 생물

농약 또는 친환경자재와 본 배양액의 흰가루병 방제효과를 비교, 분석해 본 

결과, 본 미생물제의 원액과 탑캅이 가장 우수한 경향이었고, 그 다음으로 은

하수, 푸른손, 에코제트수화제, 본 미생물제의 10배 희석액등이었다. 그러나 

클린존, 가루킹, 가루싹, no.va 등은 거의 효과가 없었다 (표 9, 그림 20). 한

편, 탑캅의 경우에는 하엽부분에서 시드는 약해 현상이 관찰되었기 때문에 주

의가 필요했다.

         표 9. 시판되고 있는 친환경자제의 흰가루병 방제효과 비교   
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 가 루 킹  (주 ) 남 보  1 일

 가 루 싹  바 이 오 아 그 로 1 일

 n o . v a  노 바 플 러 스 (현 대특 산 ) 1 일

 미 생 물 제  원 액  본  시 험  개발 약 제 7 일

           1 0 배 액   본  시 험  개발 약 제 5 일
* 흰가루가 없어졌다가 다시 보이기 시작한 날까지의 일 수 

 그림 20. 비닐하우스 포장에서 여러 친환경자제의 처리 전과 처리 후 4일째 

모습

    이상의 결과에 의해서 우리는 본 배양액을 오이 흰가루병 방제에 이용할 

수 있겠다는 생각을 갖게 되었고, 현재 몇몇 친환경재배농가에서 실제 활용하

고 있다. 그러나 앞으로 보다 더 효율적이고 경제적인 살포농도, 살포 간격 및 

횟수 등이 결정되어야 될 것 같다. 아울러, 본 배양액에 의한 병 방제효과는 

환경에 크게 영향을 받기 때문에 계절에 따른 효율적인 병 방제 매뉴얼도 수

립되어야 될 것 같다.     

   본 실험에 이용된 배양액은 균주와 배지의 제공에 의해서 농민들이 직접 

배양해서 사용할 수 있도록 500L용의 간이배양기에서 조제되었다. 여기에서 

나온 배양액(500L)은 원액일 경우 약 1,000평의 오이에 살포될 수 있고 10배 

희석액일 경우 10,000평의 오이에 사용할 수 있다. 또한 본 배양액은 저렴한 

시약들로 조성된 배지에서 조제되었고, 간편하게 조제될 수 있기 때문에 앞으
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로 많은 농가에서 활용될 수 있으리라 기대된다.  

 5) 다른 식물 병에 대한 배양액의 방제효과 

  가) 오이 뿌리혹선충에 대한 방제효과 

      2006년 전남 순천시 대대동의 비닐하우스 포장에서 배양액을 점적 호

스를 통하여 10일 간격 4회 관주하고 수확기에 오이의 뿌리를 관찰한 결과 

그림 21A에서 보는 바와 같이 처리구는 무처리구에 비하여 훨씬 더 적은 

혹이 형성되었음을 알 수 있었다. 또한 이 혹은 비닐하우스에 분포하는 잡초

(주름잎)뿌리에도 형성되었는데, 점적 호스 주변의 주름잎 뿌리에서는 혹이 

전혀 관찰되지 않았지만, 점적 호스에서 멀리 떨어져 있는 주름잎 뿌리에서

는 그림 21B에서 보는 바와 같이 무수히 관찰되었다.   

      따라서 본 배양액이 뿌리혹선충의 방제에도 효과가 있을 것으로 판단되

어 선충알을 폿트에 접종하고 오이 유묘을 이식한 후 배양액처리구와 무처

리구간의 뿌리혹형성정도를 비교해 보았는데, 그림 22에서 보는 바와 같이 

배양액처리구에서는 혹이 거의 형성되지 않았다. 

      현재 오이 뿌리혹선충에 대한 배양액의 살포 농도 및 횟수에 따른 방제  

  효과를 조사하고 있다. 

그림 21. 오이 비닐하우스 포장에서 배양액 처리구와 무처리구의 오이(A)와 

잡초(주름잎) (B)뿌리에 형성된 뿌리혹의 비교 
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그림 22. 폿트에 뿌리혹 선충알을 접종하고 오이 유묘를 이식 후 배양액 

            처리한구와 무처리구간의 뿌리혹 형성 정도 비교 

  

나) 토마토의 흰가루병, 잎곰팡이병 및 균핵병에 대한 방제효과

      비닐하우스포장에서 토마토 흰가루병은 년중 계속 발생하고 있었는데, 

본 배양액의 방제효과가 그림 23에서 보는 바와 같이 매우 우수하였다.

  그림 23. 토마토 흰가루병에 대한 배양액의 방제효과

    토마토 잎곰팡이병은 겨울철에 발생하고 있었는데, 전남 고흥군 포두면의 

토마토 친환경재배 농가에서 2006년 12월과 1월, 2회에 걸쳐 본 배양액을 



- 105 -

살포함으로서 완전 방제할 수 있었다. 그러나 동일 포장에서 발생한 균핵병

에 대해서는 50% 정도만의 방제효과를 나타냈다.     

 

 다) 오이의 노균병과 만할병에 대한 방제효과 

     오이 노균병에 대한 본 배양액의 방제효과는 크지 않았고, 만할병은 발

생하지 않아 조사되지 못하였다. 

 라) 다른 과제에서 얻어진 방제효과 : 본 배양액 또는 약간 변형된 미생물제

는 고추의 역병, 흰가루병과 인삼의 탄저병, 점무늬병, 모잘록병, 잿빛곰팡이

병 등에 탁월한 방제효과를 보여 주고 있다.  

4 .  결과  요약

 가. chitin deacetylase 생산균주의 선발 및 효소 특성

     60여 균주로부터 chitin deacetylase를 배양여액으로 분비하는 Rhizopus 

microsporus var. oligosporus (KCTC 6969)를 선발하였다. 이 균주는 25 C

에서 가장 좋은 생장을 나타냈으며, 효소 생산능력은 YPG보다 PDB에서 더 

우수하였다. PDB에 ml당 10
5

의 포자현탁액을 접종하였을 경우에는 5일 배양, 

10
7

의 포자현탁액을 접종하였을 경우에는 배양 3일후에 최고의 활성을 나타냈

으며 chitin이나 chitosan에 의해서 유도되지 않았다. 또한 이 균주는 chitin 

agar plate에서의 생육이 아주 느렸고, chitinase도 생산하지 않았다. 이 균주

는 60-kDa과 45-kDa의 두 chitin deacetylase를 생산하였는데, 효소활성은 

60C, pH 7.0에서 가장 우수하였다.  
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 나. 키틴올리고당, 키토올리고당 및 Chitinase의 항균활성과 그들의 조제

     키틴올리고당, 키토올리고당 및 Chitinase의 항균활성은 식물병원균인 

Botrytis cinerea, Cladosporium sphaerospermum, Cladosporium 

tenuissimum, Alternaria panax, Colletotrichum gloeosporioides 와  

Fusarium oxysporium에 대하여 조사되었다. 이들에 대한 항균 활성은 키틴

올리고당보다 키토올리고당에서 특이적으로 더 높았고, 키토올리고머 중에서

도 5~6당에서 특이적으로 높았다. 그 키틴올리고머(6당)는 50ppm의 EC(50)

을 나타낸 A. panax, C. gloeosporioides, F. oxysporium 보다 5ppm의 

EC(50)을 나타낸 B. cinerea, C. sphaerospermum, C. tenuissimum 에 대하

여 더 높은 항균활성을 보여 주었다. 한편, C. sphaerospermum과 C. 

tenuissimum의 포자발아에 대한 Chitinase의 EC(50)은 20ppm이었는데, B. 

cinerea에 대해서는 200ppm, F. oxysporium 에 대해서는 2000ppm 이상이

었다.  정제된 chitinase에 의한 결정성키틴의 분해는 1시간 이후부터 검출되기 

시작하여 6시간 이후 5~6당이 가장 많았고, 24시간 이후에는 1~3당만 검출되었

다. chitin deacetylase의 활성은 6당의 기질에서 가장 우수하였고 그 다음으

로 5당, 4당 순이었는데, 2당과 3당에 대한 활성은 매우 낮았다. 한편, glycol 

chitin에 대한 활성도 5당에 비하여 1/2이상의 수준을 유지하였는데, colloidal 

chitin이나 crystal chitin에 대한 활성은 매우 낮았다. 따라서 키틴으로부터 

키토올리고당을 만들기 위해서는 chitinase를 이용하여 키틴을 키틴올리고당으

로 만들고, 키틴올리고당에 chitin deacetylase를 처리하여 키토올리고당으로 

만드는 방법이 합리적일 것으로 생각되었다.  

다.  길항세균, Chitinase의 대량 생산과 식물 병 방제 효과 증진 전략

이전 실험들은 키틴분해세균을 키틴함유배지에서 배양하게 되면, 세균뿐만 아

니라 Chitinase, 키틴올리고머를 생산하고, 여기에 chitin deacetylase를 첨가

하면 키토올리고머를 생산하여 식물병에 더 좋은 방제효과를 나타낼 것이라 

결과를 제시하였다. 따라서 이 연구에서는  이들을 대량으로 생산할 수 있는 

시스템을 확립하였고, 이들의 병 방제효과를 조사하였다.   오이 흰가루병에 
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대한 방제효과는 Lysobacter enzymogenensis 와 Chromobacterium sp. 

strain C-61 의 단독 배양액보다 혼합배양액, 세균액 보다는 배양액, 그리고 

배양액에.chitin deacetylase를 첨가하였을 경우에 더 우수하였다. 비닐하우스 

포장에서 흰가루병에 대한 본 배양액의 방제효과는 살포시기의 환경에 크게 

영향을 받았는데, 배양원액과 10배 희석액 모두 90% 이상의 높은 방제효과를 

보여 주었고, 시판중인 흰가루병 미생물제제들보다 더 우수하였다. 또한 본 배

양액은 토마토 흰가루병과 잎곰팡이병, 오이 뿌리혹선충에 우수한 방제효과를 

보여주었다. 본 배양액은 저렴한 비용에 의해서 조제하기가 간편하기 때문에 

많은 활용이 있으리라 기대된다.   
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제 4  장   목표달성도 및 관련분야에의 기여도

  

제 1  절    1 년  차  연 구 개발 목표 ,  목표 의  달 성 도  및  기

여 도

 1 .  연 구 개발 목표  및  평 가 의  착 안 점

   가. 연구개발 목표

구분 연구개발목표

1차년도

(2004)

열 및 알칼리에 안정되고 chitinase 활성이 증가된 유전자의 

선발 

항미생물성 키틴유도체 구명 및 키틴올리고당 조제방법 

확립

chitin deacetylase 생산균주 선발 

   

  나. 연구평가의 착안점

    구   분
                  평가의 착안점 및 척도

착 안 사 항 척도(점수)

1차년도

(2004)

○고활성, 내열성 chitinase 선발

○키틴 혹은 키토올리고당에 따른 항균 효과 

규명

○효소생산능력이 우수한 균주의 선발

30

30

40  

  2 .  연 구 개발 목표 의  달 성 도

   가. 효소활성 및 특성이 변화된 chitinase 유전자의 개발

      고활성 chitinase 1개 (Chi2-389), 내열성 chitinase 1개 (Chi2-33)를 
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얻을 수 있었으며, 내알칼리성 chitinase는 야생형과 유사하였다. 변이체 

Chi2-389는 야생형 chitinase 보다 16% 정도 비활성도가 높게 나타났으며, 

변이체 Ch2-33은  최적 온도가 B8-25는 50℃로 야생형과 비슷하였으나 열

안정성은 야생형 보다 18% 높게 나타났다. ChBD 대신 CBD와 XBD를 ChBD 

부위의 염기서열과 치환한 domain 치환체를 얻었다. CBD가 결손된 Chi48은 

활성이 매우 미약하였으며, CBD가 ChBD 보다 colloidal chitin에 대한 친화력

을 더 높이 반영하는 것으로 나타났다.

 

   나. chitin deacetylase 생산균주의 선발 및 효소 특성

      60여 균주로부터 chitin deacetylase를 배양여액으로 분비하는 

Rhizopus microsporus var. oligosporus (KCTC 6969)를 선발하였다. 이 균

주는 25 C에서 가장 좋은 생장을 나타냈으며, 효소 생산능력은 YPG보다 

PDB에서 더 우수하였다. PDB에 ml당 10
5

의 포자현탁액을 접종하였을 경우에

는 5일 배양, 10
7

의 포자현탁액을 접종하였을 경우에는 배양 3일후에 최고의 

활성을 나타냈으며 chitin이나 chitosan에 의해서 유도되지 않았다. 또한 이 

균주는 chitin agar plate에서의 생육이 아주 느렸고, chitinase도 생산하지 않

았다. 이 균주는 60 kDa과 45 kDa의 두 chitin deacetylase를 생산하였는데, 

효소활성은 60C, pH 7.0에서 가장 우수하였다.  

  3) 기술발전에의 기여도

   가. 효소활성 및 특성이 변화된 chitinase 유전자의 개발

      비활성도와 열안정성이 증가된 변이체 효소를 얻었고, 도메인 치환으로 

colloidal chitin에 대한 친화력이 증가된 효소를 얻은 결과는 분자효소학 및 

개량 분야에 크게 기여할 것이다.

   

    나. chitin deacetylase 생산균주의 선발 및 효소 특성

      아직 보고되지 않았던 Rhizopus microsporus var. oligosporus 

(KCTC 6969)로부터 chitin deacetylase 생산을 확인한 점은 앞으로 활용가

치가 크다고 판단된다. 



- 110 -

제 2  절    2 년  차  연 구 개발 목표 ,  목표 의  달 성 도  및  기

여 도

 1 .  연 구 개발 목표  및  평 가 의  착 안 점

   가. 연구개발 목표

구   분 연 구 개 발 목 표

2차년도

(2005)

chitin deacetylase 유전자의 클로닝

키틴올리고당으로부터 키토올리고당 조제 방법 확립

항미생물성 키틴유도체의 생산시스템 확립

   나. 연구평가의 착안점

구    분
평가의 착안점 및 척도

착 안 사 항 척도(점수)

2차년도

(2002)

○cDNA 클론 확보

○chitinase 및 chitin deacetylase의 생산 및 분리

○두 효소를 이용한 키토올리고당의 조제방법 확립

○키틴으로부터 대량의 키토올리고당을 생산할 수 

있는 조건

25

25

25

25 

  2 .  연 구 개발 목표 의  달 성 도

   가. chitin deacetylase 유전자의 클로닝 및 효소 분리

      Rhizopus microsporus var. oligosporus로부터 0.5 ~ 2.0 kb 범위의 

mRNA를 얻어 합성된 cDNA로부터 약 870,000개의 primary library를 확보

하였다. Chitin deacetylase 항체에 교잡된 cDNA plaque의 선발로 최종 2개

의 plaque를 선발하였다. cDNA는 1,308 bp의 435개 아미노산으로된 단백질

을 코딩하며, 예상되는 단백질의 분자량은 48,000 Da이었다. 이는 
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glycoprotein으로 판단되며 다른 곰팡이의 chitin deacetylase 단백질과 69% 

이하의 유사성을 나타내었다.

   나. 키틴올리고당, 키토올리고당 및 Chitinase의 항균활성과 그들의 조제

      키틴올리고당, 키토올리고당 및 Chitinase의 항균활성을 몇 종류의 식물

병원균에 대하여 조사하였다. 이들에 대한 항균 활성은 키틴올리고당보다 키

토올리고당에서 특이적으로 더 높았고, 키토올리고머 중에서도 5~6당에서 특

이적으로 높았다. 정제된 chitinase에 의한 결정성키틴의 분해는 1시간 이후부터 

검출되기 시작하여 6시간 이후 5~6당이 가장 많았고, 24시간 이후에는 1~3당만 

검출되었다. chitin deacetylase의 활성은 6당의 기질에서 가장 우수하였고 그 

다음으로 5당, 4당 순이었는데, 2당과 3당에 대한 활성은 매우 낮았다. 한편, 

glycol chitin에 대한 활성도 5당에 비하여 1/2이상의 수준을 유지하였는데, 

colloidal chitin이나 crystal chitin에 대한 활성은 매우 낮았다. 

  

3 .  기 술 발전 에 의  기 여 도

   가. chitin deacetylase 유전자의 클로닝 및 효소 분리

      새로운 chitin deacetylase의 유전자와 그 산물을 얻음으로 키틴올리고

당을 키토올리고당으로 전환하는데 유리한 점을 제공할 것이다.

    

   나. 키틴올리고당, 키토올리고당 및 Chitinase의 항균활성과 그들의 조제

      키토올리고당의 항균력이 더 높음을 확인하였으므로 키틴으로부터 키토

올리고당을 만들기 위해서는 chitinase를 이용하여 키틴을 키틴올리고당으로 

만들고, 키틴올리고당에 chitin deacetylase를 처리하여 키토올리고당으로 만

드는 방법이 합리적일 것으로 판단된다.
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제 3  절    3 년  차  연 구 개발 목표 ,  목표 의  달 성 도  및  기

여 도

  1 .  연 구 개발 목표  및  평 가 의  착 안 점

  가. 연구개발 목표

구   분 연 구 개 발 목 표

3차년도

(2006)

Chitin deacetylase 유전자 비교 및 Bacillus sp.에 chitin 

deacetylase 유전자의 도입, 발현  

키틴분해미생물 및 키틴유도체를 토마토의 병 방제체계확립 

키틴분해미생물 및 키틴유도체를 오이의 병 방제체계확립 

 

나. 연구평가의 착안점

구    분
평가의 착안점 및 척도

착 안 사 항 척도(점수)

3차년도

(2003)

○Bacillus sp.에 효소 유전자 도입

○토마토의 친환경적 병방제를 할 수 있는 우수 

미생물제의 개발

○오이의 친환경적 병방제를 할 수 있는 우수 

미생물제의 개발

40

30

30

 

 2 .  연 구 개발 목표 의  달 성 도

   가. Bacillus sp.에 chitin deacetylase 유전자의 도입 및 발현

      가장 활성이 높은 transformant B. subtilis WB800 (pRDA83)의 상층

액을 회수하여 효소활성을 조사한 결과, WB800 (pRDA83)에서 0.45 U/ml로 

나타났으며, 이는 당초 공시균주 배양액에서 얻은 0.074 U/ml 보다 약 6배의 

증가된 결과이다. Bacillus subtilis WB800 (pRDA83)를 12시간 배양하여 상
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층액을 얻어 전기영동과 활성염색을 수행한 결과 형질전환주에서 공시균주의 

상층농축액과 동일한 60 kDa 근처에서 활성 띠를 보였다. 이 결과로부터 공

시균의 chitin deacetylase 유전자가 형질전환주에서 발현되는 것으로 확인되

었다.

   나.  길항세균, Chitinase의 대량 생산과 식물 병 방제 효과 증진 전략

       오이 흰가루병에 대한 방제효과는 Lysobacter enzymogenensis와 

Chromobacterium sp. strain C-61의 단독 배양액보다 혼합배양액, 세균액 

보다는 배양액, 그리고 배양액에 chitin deacetylase를 첨가하였을 경우에 더 

우수하였다. 비닐하우스 포장에서 흰가루병에 대한 본 배양액의 방제효과는 

살포시기의 환경에 크게 영향을 받았는데, 배양원액과 10배 희석액 모두 90% 

이상의 높은 방제효과를 보여 주었고, 시판중인 흰가루병 미생물제제들보다 

더 우수하였다. 또한 본 배양액은 토마토 흰가루병과 잎곰팡이병, 오이 뿌리혹

선충에 우수한 방제효과를 보여주었다.

 3 .  기 술 발전 에 의  기 여 도

   가. Bacillus sp.에 chitin deacetylase 유전자의 도입 및 발현

      새로운 chitin deacetylase 유전자가 Bacillus sp.에서 발현되므로 세포

배양액을 바로 이용할 수 있는 유리한 점을 제공할 수 있다.

 

   나.  길항세균, Chitinase의 대량 생산과 식물 병 방제 효과 증진 전략

      Chitin deacetylase를 첨가하는 것이 병 방제에 더 효과적이라는 결과

를 얻었으며, 본 배양액은 저렴한 비용에 의해서 조제하기가 간편하기 때문에 

많은 활용이 있으리라 기대된다.    
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제 5  장   연 구 개발결과의 활용계획

 제 1  절    효 소 활 성  및  특 성 이  변 화 된  c h i t i n a s e  유 전

자 의  개발 및  c h i t i n  d e a c e t y l a s e  유 전 자 의  클 로 닝

    가. 추가 연구의 필요성

     1) Chitinase 생산을 증대시키기 위한 프로모터 개발

     2) Chitin deacetylase 생산을 증대시키기 위한 프로모터 개발

     3) Chitin deacetylase의 효모 내 발현

      

    나. 타 연구에의 응용  

     1) 탄수화물 생물소재 개발에 이용

     2) Chitin deacetylase의 유용 esterase로 활용

     3) 다른 종류의 외래단백질 발현시스템 적용

 제 2  절    C h i t i n a s e ,  키 틴  및  키 토 올 리 고 당 을  이 용 한  

식 물  병  방 제효 과  증 진  시 스 템  확 립  

    가. 추가 연구의 필요성  

     1) Chitinase 및 Chitin deacetylase를 이용한 기능성키토올리고당의 개발 

     2) 식물병 방제효과를 더 증진시킬 수 있는 시스템의 개발

     3) 식물병에 따른 본 미생물제의 방제 메뉴얼 개발 

    나. 타 연구에의 응용  

     1) 다른 식물 병 방제에 활용

     2) 기능성 키토올리고당 (예, 항균 및 항암제)의 개발 

     3) 각종 식물병의 친환경적 방제에 활용
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제 6  장   연 구 개발과정에서  수집한 해외과학기

술정보

   키틴의 아세틸기를 제거함으로서 키토산이 만들어지는데, 현재 이용되고 

있는 키토산의 대부분은 알칼리 처리에 의해서 만들어지고 있고, 키토올리고

당은 chitosanase를 이용한 키토산의 분해에 의해서 얻으려는 연구가 많이 이

루어지고 있다. 키틴올리고당 혹은 키토올리고당이 인간, 가축 및 식물의 다양

한 병원균과 식품의 여러 부패균들을 억제하는 것으로 보고되었지만, 모든 올

리고당이 모든 병원균을 억제하는 것이 아니라 올리고당의 길이, 대상 병원균

의 종류에 따라 억제정도가 각각 다르다. 따라서, 해외에서는 대상 병원균을 

가장 잘 억제할 수 있는 올리고당의 종류, 길이 및 농도 등을 정확히 파악하

려는 연구가 시도되고 있다. 

   이러한 키틴유도체는 생물 혹은 효소학적인 방법에 의해서 만들어져야 한

다. 특히 인간의 질병치료제나 식품의 항미생물제로 이용될 올리고당은 생물 

혹은 효소학적인 방법으로 만들어져야 할 것이며, 키틴유도체를 만들 수 있는 

효소(chitinase, chitin deacetylase 등) 및 균주들은 상업화가 가능하다. 이를 

위하여 해외에서는 굴지의 생물산업 회사들이 효소이용 키틴유도체를 만들려

는 노력을 기울이고 있다.

   최근에는 chitinase를 이용하여 키틴을 키틴올리고당으로 만들고, chitin 

deacetylase를 이용하여 키틴올리고당을 키토올리고당으로 만들려고 하고 있

으며, chitin deacetylase의 3차구조를 연구하여 효소의 특성을 개량하려는 연

구가 시도되고 있다.
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