




- 1 -

<보고서 요약서>

보고서 요약서

과제고유번호 916009-2
해 당 단 계

연 구 기 간

2016.11.07. ~

2018.08.22.
단 계 구 분

(해당단계)/

(총 1 단 계 )

연 구 사 업 명

단 위 사 업 농식품기술개발사업

사 업 명 농림축산식품 미생물유전체전략연구사업단

연 구 과 제 명

대 과 제 명 (해당 없음)

세부 과제명

식물_미생물과 곤충_미생물 상호작용에 대해 비교 유전체 및 

비교 in host 전사체 분석을 통한 새로운 병원성 인자 발굴 

및 응용

연 구 책 임 자 서 영 수

해당단계

참여연구원 

수

총: 13명

내부: 12명

외부: 1명

해당단계

연구개발비

정부:400,000천원

민간: 천원

계:400,000천원

총 연구기간

참여연구원 

수

총: 13 명

내부: 12 명

외부: 1 명

총 연구개발비

정부:400,000천원

민간: 천원

계:400,000천원

연구기관명 및 

소 속 부 서 명

참여기업명

국제공동연구

상대국명: 상대국 연구기관명:

위 탁 연 구
연구기관명: 루이지애나 주립대학교 (미국) 연구책임자: 함 종 현

※ 국내외의 기술개발 현황은 연구개발계획서에 기재한 내용으로 갈음

연구개발성과의 

보안등급 및 

사유



- 2 -

9대 성과 등록·기탁번호 

구분 논문 특허
보고서 

원문

연구시설

·장비

기술요약 

정보

소프트 

웨어
화합물

생명자원 신품종

생명

정보

생물

자원
정보 실물

등록·기탁 

번호
6 3 6

국가과학기술종합정보시스템에 등록한 연구시설·장비 현황

구입기관
연구시설·

장비명

규격

(모델명)
수량 구입연월일

구입가격

(천원)

구입처

(전화)

비고

(설치장소)

NTIS

등록번호

다양한 Burkholderia species의 유전체 분석을 통해 진화론전 관계를 설명하고,

비교유전체분석의 결과로 B.glumae BGR1의 특이적인 hfq 유전자 및

T6SS의 기능을 연구하여, 병원성 인자를 발굴함.

비교 in host 전사체 분석을 통해, 식물 병원성 Burkholderia glumae BGR1과

곤충 공생 Burkholderia sp. RPE64의 공통적인 up-regulated pathway를

확인하여 돌연변이주를 제작하였음. 숙주-공생 burkholderia의 상호작용에

따른 특정 인자의 발현 분석을 수행해서 AprA 유전자 결손 돌연변이 균주

가 숙주 곤충에 대해 현저히 떨어진 독성을 나타낸다는 것을 보임으로써,

AprA가 중요한 독성 인자임을 증명함. 특히, 공통적 pathway에서 sulfate

transport system 구성요소 중 cysW 변이 돌연변이주에서 병원성이 감소

함을 확인하여 비교 in host 전사체 분석을 통합 접근성 효율적임 보임.

.

공생 burkholderia를 선별하기 위한 숙주의 방어 기작 규명을 위해서 곤충의

중장기관에서 콩 유래의 inhibitor를 찾았고, 이 물질이 O-antigen이 결연

된 재조합 변이 공생 burkholderia를 사멸시킨다는 것을 증명하여

Burkholdeora의 LPS O-antigen은 중요한 공생인자임을 밝혀냄. 이외에도

전사체 분석 내용을 기반으로한 공생 인자인, wbiG, wabS, wabO, waaC,

waaF가 결여된 재조합 변이 공생 burkholderia의 제작하였고, 재조합 변이

공생 burkholderia를 이용한 공생 인자가 공생균의 LPS core OS가 숙주

곤충이 중장에 공생을 하는 데 중요한 역할을 한다는 내용을 돌연변이주를

이용하여 규명함.

세계최초로 벼에 Burkholderia glumae와 Fusarium gramineum의 복합감염하는

기작을 규명함

보고서 면수

92 쪽
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<요약문>

연구의

목적 및 내용

동․식물 공통 병원균인 Burkholderia를 사용하여, 비교유전체, 비교 

in host 전사체 및 생물정보학을 기반으로하여 Burkholderia의 기주 

특이성을 결정하는 특정 유전인자를 규명하고, 더 나아가 병원균과 

공생균을 결정하는 신규 유전자원을 발굴하고자 한다. 또한, 대용량 

기능유전체학적 방법을 통하여 Burkholderia의 종에 따른 진화론적 

관계를 설명하고, 최종적으로는 Burkholderia의 병 전염경로와 병 발

생 기작에 대해 규명하고, 이를 통한 진단 및 친환경적 방제 기술을 

마련하고자 한다.

연구개발성과

유용유전자원확보 6건 (달성률 : 120%)

표준유전체해독 3건 (달성률 : 150%)

미생물진단마커개발 2건 (달성률 : 100%)

미생물병발생기작규명 1건 (달성률 : 100%)

특허출원 2건 (달성률 : 100%)

SCI 논문 6편 게재 (달성률 : 150%)

학술발표 4건 (달성률 : 100%)

연구개발성과의
활용계획

(기대효과)

동․식물 공통 병원성 Burkholderia에서 발견되는 특정 병원성 유전

인자의 진화론적인 근연관계를 규명하고, 신규 병원성인자의 규명을 

통해 식물 병원성 Burkholderia에 의한 병을 신속히 진단할 수 있고,

병 발생 진단 키트의 개발에 필요한 기초자료로 활용할 수 있다. 더 

나아가, 복합감염기작 규명을 통해 친환경농업 등에서 빈발하는 복

합감염의 방제에 기초를 제공할 수 있다. 또한, 다양한 공생 인자 

발굴을 통한 공생기작의 이해를 돕고 톱다리개미허리노린재의 친환

경방제제 개발을 위한 원천핵심 기반 기술 마련에 기초를 제공할 

수 있다.
국문핵심어

(5개 이내)
기능성유전체학 벼

Burkholderia

세균
병원성

톱다리개미허리

노린재

영문핵심어

(5개 이내)

functional

genomcis
rice

Burkholderia

spp
virulence

Riptortus

pedestris

※ 국문으로 작성(영문 핵심어 제외)
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1장. 연구개발과제의 개요

1절 연구개발 목적

1. Burkholderia는 벼알마름병, 줄기썩음병, 그리고 유모썩음병을 일으켜 수확량에 피해를 주는

대표적인 아열대 식물병원성 세균이다. 한국에서 1986년 처음으로 전국적인 발생이 8개 지역에서

보고가 된 후, 1990년도 전남 서해안 지대의 벼 재배지역에서 점진적으로 피해 발생이 증가함이

보고가 되었으며, 1999~2000년 2년동안 전국적인 조사를 통해 약 20% 내외의 발병률이 보고가

되었지만, 지금까지 한국에서 대 발생으로 큰 피해는 발생하고 있지 않다. Burkholderia의 병원균

이 발생한 지역은 특정 조건의 경우(아열대성기후나 곤충과 함께), 일본의 구주지역(1975~1989년;

30~40% 발병률), 미국의 남부 벼 농사지역(1995년~1998년; 40% 수확량감소), 코스타리카를 포함

한 중남지 지역(1997년, 30~90% 수확량 감소)에서 보고가 되었다. Burkholderia gluame는 벼 이

외에도 가지, 감자, 토마토와 같은 다양한 밭작물에도 줄기 썩음병을 유발한다. 한국의 경우, 다습

한 열대야가 지속되는 기후와 벼의 개화시기가 일치할 경우 대 발생이 가능하다. 뿐만 아니라 주

요 밭작물에도 아열대성 기후로 진행됨에 따라서 큰 피해를 초래할 수 있다. 기후 온난화의 영향

으로 우리나라에 아열대성 병원균과 해충에 의한 피해가 증가할 것으로 예상이 되지만, 돌발 병

해충에 대한 방제기반이 매우 미흡한 편이며, 이에 대처할 수 있는 신속하고 효과적인 접근인 방

법으로 유전체 및 오믹스 기반으로 한 식물병해충 방제가 필요하다.

2. 차세대 유전체 해독 기술이 보급된 이래 더 우수한 성능의 해독 기술이 보급되고 있다. 그

동안 다양한 종의 유전체가 해독되었으며, 이를 바탕으로 전사체학(transcriptome)을 포함한 기능

성유전체학의 필요성이 증가하고 있다. 하지만, 미생물의 기능성 유전체학적 접근은 in vitro 수준

에서 대부분 수행이 되었으며, in situ 또는 in vivo 조건에서의 수행이 어려우며, 특히 병원균

또는 공생균이 기주와 상호작용 시에 발생하는 기작 구명을 위한 미생물의 in host 기능성 유전

체학적 접근은 매우 미흡한 편이다.

3. 동․식물 병원균인 Burkholderia species를 사용하여, 유전체 및 in host 기능성 유전체학

적 접근으로 Burkholderia의 기주 특이성을 결정하는 특정 인자를 규명하고, 더 나아가 병원균과

공생균을 결정하는 신규 유전자원을 발굴하는 것과 숙주-공생 미생물간의 상호작용에 대해 연구

하고자 한다. 또한, Burkholderia의 종에 따른 진화론적 관계를 설명하고 최종적으로

Burkholderia의 병 전염경로와 병 발생기작에 대한 규명을 하고자 한다.

4. 공통연구 분모인 Burkholderia species의 경우 벼 병원성 Burkholderia와 bean-bug 공생

Burkholderia에 대한 유전체 및 분자생물학적 기반이 마련되어 있으며, 특히 bean-bug 공생

Burkholderia의 경우에는 대부분의 공생균이 105 이하의 농도로 기주와 상호 작용을 하는 것에

비해 우점종으로 107 이상의 고농도로 bean-bug (Riptortus pedestris, 톱다리개미허리노린재)의

장내에서 공생관계를 유지한다. 이를 통해 in host 기능성 유전체학적 접근이 가능하여 식물-

Burkholderia와 곤충-Burkholderia 상호 작용 연구 및 비교 분석을 할 수 있는 좋은 모델을 가지

고 있다.

5. 포스트게놈다부처유전체사업을 통해 Burkholderia라는 공통분모를 매개로 하여, 각 연구팀이

보유한 연구능력 및 기술을 융합하여 국내외적으로 누구도 시도한 적 없는 접근으로 새로운 병원
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성 인자 또는 상호작용기작을 규명하여 친환경병해충방제체계 확립기반을 마련하는데 목적을 둔

다.

2절. 연구개발의 필요성

1. 다양한 유전체 변이와 농업생태계에서 다양한 역할을 가지는 Burkholderia species 진화적

관계 규명을 통한 이해

가. Burkhodleria species는 다른 병원성 세균과는 다르게 유전체 크기가 대략 2~11Mbp를 가

지고, 병원균, 공생균 등의 역할로서 다양한 환경에 서식하고 있다. 농업생태계에서

Burkholderia species는 다양한 밭작물과 수도 작물, 해충, 나아가 다른 병원균과의 상호작용을

하기에, Burkholderia species와 작물, Burkholderia species와 곤충의 다각적인 상호작용 연구

가 필요하다. 특히, 연구 대상이 되는 벼 병원성 Burkhodleria glumae (B.glumae)의 경우에는

한국, 중국, 그리고 미국에서의 균주가 유전체의 크기가 ~2Mbp 이상 차이가 나며, 서로 다른

병원성 기작을 가지고 있는 것으로 밝혀지고 있다. 다른 식물병원성 세균과는 다르게 벼뿐만

아니라 다양한 밭작물에도 병을 유발하고 점진적으로 아열대 기후 지역에서 병이 확산되고 최

근에 미국의 남서부와 동남아에서 큰 피해를 유발하였으며, 기후온난화로 인한 국내에서도 큰

피해를 유발할 수 있기 때문에 방제 기술 개발이 매우 시급하다.

2. 식물 병원성 Burkholderia의 이해

가. 식물 병원성 Burkholderia 중에서 가장 큰 피해를 유발하고 연구가 많이 진행이 된 B.

glumae는 벼의 이삭과 줄기에 썩음병을 일으킬 뿐만 아니라, 고추, 토마토, 오이 등의 가지과

작물에서 시들음병을 일으킨다. 최근 기후 변화로 인해 우리나라의 벼 생육기 기온이 상승함으

로써 고온성 병인 세균벼알마름병 발병이 증가하여 벼 농가에 큰 피해를 야기하고 있으나 병원

성 인자 및 감염기작에 대한 연구는 미비하여 이에 대한 연구가 필요하다.

나. B.glumae의 경우, Two Component System (TofI/TofR)에 의한 밀도 조절 기작(Quorum

Sensing)에 의해 조절되는 일부 병원성 인자에 대해서만 연구가 진행되었다. 특히, Toxoflavin

의 경우에는 가장 대표적인 병원성 인자로 밝혀져 있지만, 최근데 본 연구팀에 의해 TofI/TofR

에 의한 조절을 받지 않는 Burkholderia gladioli에 대한 병원성 연구 및 거의 Toxoflavin을 분

비하지 않고도 매우 고병원성을 나타내는 균주를 확보하여 식물 병원성 Burkhodleria의 새로운

병원성 인자 및 감염기작 연구 수행의 필요성이 있다.

3. 곤충 공생균 Burkholderia의 이해

가. Bean Bug-Burkholderia 공생 모델이 가지고 있는 여러 가지 장점을 이용하여 본 연구팀

에서는 장내 Burkholderia 공생균의 대량 획득하여 곤충 및 장내 공생균의 생리학․생화학․분

자생물학적으로 공생연구가 가능한 모델을 제시하여 세계적으로 많은 기대와 관심을 받고 있는

상황이다. 그러나 in vitro에서의 배양 공생균과 in host에서의 장내 공생균은 숙자라는 변수에

따라 서로 다른 생리․생태학적인 상태를 나타낼 것이라는 의견이 많다. 따라서 배양 공생균과

장내 공생균의 직접적인 기능성 전사체학적으로 비교하여, 숙주동물인 곤충과의 안정적인 공생
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을 이루기 위해 필요한 공생 Burkolderia균의 공생유전인자 규명이 필요하다.

4. 비교 유전체, 비교 in host 전사체, 그리고 오믹스의 접근법을 이용한 종간 상호작용 및 비교

감염기작 연구의 이해

가. 비교 유전체학 분석을 통해 식물 병원성 Burkholderia와 곤충 공생 Burkholderia의 진화

론적 관계를 이해하고 식물병원성 Burkholderia와 곤충 공생 Burkholderia의 공통적으로 가지

는 특이적인 유전자를 발굴하고, 병원성 및 공생에 중요한 역할을 하는 유전자들을 서로 다른

세균에서 검증함으로써 특이적․ 공통적 감염기작을 연구하기 위한 기능유전체학을 적용한 병

원체-식물 간의 상호작용 연구가 필요하다.

나. Burkholderia라는 공통분모를 매개로 하여, 각 분야의 우수한 연구팀의 연구능력과 기술

을 융합하여 국내외적으로 누구도 시도한 적 없는 접근인, 서로 다른 기주를 가지고 그 역할이

차이가 나는 식물병원성 Burkholderia와 곤충 공생 Burkholderia의 in host 전사체분석을 포함

한 기능성 유전체학의 오믹스를 이용해 새로운 병원성 인자 또는 상호작용 기작을 구명하여,

Burkholdeira의 종에 따른 진화론적 관계를 설명하고 나아가 Burkholderia의 병 전염경로와

병 발생 기작에 대한 규명을 통해 친환경 병해충방제체계 확립기반을 마련할 필요가 있다.

3절. 연구개발 범위

1. 1차년도

가. 식물병원성 Burkolderia gladioli KACC11889의 완전 유전체해독

(1) NGS 기반으로 Burkolderia gladioli KACC11889를 비롯한 서로 다른 병원성을 가지는

식물 병원성 Burkholderia species (B. glumae 957856-41-C, B. glumae 411gr-6, B.

glumae 336gr-1)의 완전 유전체 해독 완료하여, NCBI(National Center for Biotechnology

Information)에 등재함.

나. 서로 다른 병원성을 가지는 식물 및 동물 병원성 Burkholderia species 간의 비교 유전체

연구

(1) 식물 및 동물 병원성 Burkholderia species (B. glumae BGR1, B. gladioli BSR3, B.

cepacia LO6, B. pseudomallei K96243) 의 whole genome sequence를 이용해 비교 유전체 분

석 수행하였으며, 진화적인 측면과 비교유전체 분석을 통해 Burkholderia species간의 진화적

차이를 확인하였고, 특히, Burkholderia species에서 주요 병원성인자로 알려진 Secretion

system에 집중적으로 비교 유전체 분석 수행

다. 식물과 곤충의 Burkholderia species의 비교 유전체 연구

(1) 식물 병원성 Burkholderia species (B. glumae BGR1, B. gladioli BSR3)와 곤충 공생

Burkholderia species (Burkholderia sp. RPE64, Burkholderia sp. RPE67)의 whole genome
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sequence를 이용해 비교 유전체 분석 수행하였으며, 진화적인 측면과 비교유전체 분석을 통해

Burkholderia species간의 진화적 차이를 확인하였고, 특히, Burkholderia species에서 주요 병

원성인자로 알려진 Secretion system에 집중적으로 비교 유전체 분석 수행

라. 벼 병원성 Burkholderia species의 in host 전사체 분석

(1) 벼 병원성 Burkholderia에 감염된 벼로부터 벼 병원성 Burkholderia를 분리 및 대량 확

보하여, in host 전사체 분석을 수행함으로써 다양한 병원성 인자에 관련된 후보 유전자 발굴을

목표로 함.

(2) 유의성을 P-value 0.05미만 기준을 통해 Differentially Expressed Genes (DEGs)를

최종적으로 획득하여, 분석된 RNAseq data를 이용해 추가적으로 KEGG pathway 분석 수행

함.

마. 곤충 공생 Burkholderia의 in vitro 및 in host 전사체 분석
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(1) 톱다리개미허리노린재의 중장기관(M4)에 서식하고 있는 장내공생균인 Burkholderia sp.

RPE64를 대량 확보하여, in host 전사체 분석을 수행함으로써 다양한 공생인자와 공생기작에

관련된 유전자를 발굴을 목표로 함.

(2) 유의성을 P-value 0.05미만 기준을 통해 Differentially Expressed Genes (DEGs)를

최종적으로 획득하여, 분석된 RNAseq data를 이용해 추가적으로 KEGG pathway 분석 수행

함.

(3) RNAseq 정보를 바탕으로 in vitro Burkholderia sp. RPE64와 장내 공생균인

Burkholderia sp. RPE64간의 유전자 발현 패턴 비교분석을 통해 숙주의 장내 환경 하에서

만 발현되는 다양한 공생 인자의 후보군을 추리할 수 있으며, 기존 보고된 인자들을 선별해

냄으로써, 신규 공생 인자를 발굴함.

바. 공생 Burkholderia를 선별하기 위한 숙주의 방어기작 규명

(1) 톱다리개미허리노린재 유래의 항균활성 물질 선별을 위한 정제 및 분리를 통해 방어물질

을 선별 연구 수행함.

그림 5 톱다리개미허리노린재 유래의 항균활성 물질 선별을 위한 정제과정 모식도

(2) 세포벽 성분 중, O-antigen이 결여된 재조합 변이 공생 Burkholderia를 이용하여, 곤충

의 방어물질을 screening함.

2. 2차년도

가. 식물병원성 Burkholderia와 Bean-bug 공생 Burkholderia의 비교 in host 전사체분석

(1) 식물병원성 Burkholderia와 Bean-bug 공생 Burkholderia의 orthologue를 이용한 비교유

전체 분석으로 단순 비교를 수행함.

(2) in host 식물병원성 Burkholderia와 in host Bean-bug Burkholderia의 RNAseq 결과인

DEGs 분석을 수행하여, Kegg pathway enrichment 분석을 하였고, 이를 통해 두 Burkholeria

간의 in host 비교전사체 분석을 수행함.
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나. 비교 in host 전사체 분석 및 비교 유전체 분석으로 선발된 식물 병원성 인자 후보 유전자

가 결여된 돌연변이체 확립 및 병원성 실험

(1) Burkholderia species의 비교유전체 연구를 통해 확보한 Type Ⅵ Secretion System

(T6SS) 특이성을 확인하여 식물 병원성 Burkholderia의 T6SS 관련 유전자가 결여된 재조합

변이 균주를 제작하여 병원성 실험 수행함.

(2) Burkholderia species의 비교유전체 분석을 통해 확보한 다른 Burkholderia species와 달

리 식물 병원성 Burkholderia glumae에서 2개의 Hfq 유전자 있음을 확인하고 그 특이성에 대

해 재조합 변이 균주 제작 및 병원성 실험 수행함.

(3) 식물 병원성 Burkholderia species 간의 분비단백질에 대한 비교유전체 연구 수행함.

다. 비교유전체 및 비교 in host 전사체 분석을 통한 식물 병원성 Burkholderia의 진단 및 제어

기술 개발

(1) B. glumae 및 B. gladioli를 특이적으로 검출하기 위한 프라이머 세트의 제작을 위해 B.

glumae와 B. gladioli 전체 유전자 서열을 이용하여 제작 수행

(2) PCR(Polymerase Chain Reaction) 증폭 반응 조건 확립을 통한 민감도, 특이성 및 적용

가능성을 평가하기 위한 PCR에서 효율적인 검출을 나타내는 프라이머 쌍을 선택하여 효율적인

프라이머 세트를 결정함.

라. 공생 인자가 결여된 재조합 변이 공생 Burkholderia의 제작

(1) 비교 유전체 분석 및 비교 전사체 분석을 통해 예측된 공생 인자가 결여된 다양한 여러

개의 재조합 변이 공생 Burkholderia를 Homologous recombinant mutagenesis 방법을 이용해

제작함.

마. 재조합 변이 공생 Burkholderia를 이용한 공생 인자의 기능 규명

(1) 재조합 변이 공생 Burkholderia를 이용하여 톱다리개미허리노린재에 경구감염으로 통해

공생인자의 기능을 규명하기 위한 연구 수행함.

(2) 톱다리개미허리노린재의 중장기과(M4)에 서식하고 있는 장내 공생균을 확보하여 서식밀

도 (colony forming unit assay)를 측정하고, 숙주의 생리하적 및 조직하적 변화를 확인하여 다

양한 공생 인자가 공생기작에서 갖는 의미와 그 역할을 규명할 수 있다. 또한, 다양한 분자생물

학적 실험방법을 통해 해당 공생인자가 Burkholderia 스스로에게 미치는 영향에 대한 연구 수

행함.

바. 숙주-공생균의 상호작용에 따른 특정 인자의 발현 분석

(1) 야생의 공생 Burkholderia와 재조합 변이공생 Burkholderia를 톱다리개미허리노린재에

경구감염하였을 때, 곤충 숙주에서 나타나는 생리학적 변화를 관찰 수행함.

(2) 특정 공생인자가 결여 되었을 경우, 숙주에 나타나는 생리하적 변화를 확인하고 이를 통

해 곤충 미생물 상호작용에 대한 연구를 수행함.
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2장. 연구수행 내용 및 결과

1절. 연구개발 추진 전략 및 방법

1. 공동 연구체계

가. 과제의 성공적 수행을 위해 각 세부과제의 연구결과를 공유하는 시스템을 도입함

나. 식물병원균 및 곤충공생균 Burkholderia에 대한 돌연변이체 확립 및 기반 기술을 공유하여

효과적인 연구를 수행함.

다. 유전체 정보 및 비교 유전체 분석 결과를 각 세부 연구자들과 공유하면서 연구를 수행함.

라. 유전체 해독에 필요한 시료(균주 또는 RNA, DNA)는 각 세부과제에서 준비를 하고 유전

체 해독된 정보 및 비교유전체 정보를 공유 및 토론하여 병원성 및 감염기작 규명을 효과적으

로 진행되도록 함.

마. 비교 in host 전사체 시료에 필요한 충분한 세균과 양질의 RNA를 확보하기 위해 각 세부

과제간의 토론 및 정보를 공유함

바. 유전체 해독 및 전사체 분석은 제1세부의 생물정보학팀을 중심으로 row sequencing reads

를 의뢰 기관(NICEM 및 Macrogen)에서 직접 받아서 분석을 수행하여 sequencing 비용을 최

소화하여 가능한 많은 시료에 대해서 진행을 하도록 함.

2. 연구개발 협력체계

가. 본 연구의 성공적인 추진을 위해 연구진을 미생물 비교유전체 및 전사체 분석과 식물병원

균과 분자생물 분야의 전문가와 곤충 공생균의 분자생화학 전문자로 공동구성하여 협동 연구

로 수행함.

그림 6 연구개발 협력체계 모식도
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2절. 연구개발 추진체계

가. 본 연구 계획서의 연구목표와 내용은 국내․외 수준에서 각 분야별로 독보적인 기술력과

연구 모델을 확보하고 있다. 식물병원성 세균의 비교 유전체 및 in host 전사체분석 분야로 최

고 수준의 전문팀인 부산대 서영수 교수팀(제1세부)과 곤충 공생 Burkholderia 분야에서 세계

최고 수준의 연구력을 가지고 있는 부산대 이복률 교수팀(제2세부)이 Burkholderia 세균에 대

한 연구를 중심으로 벼-Burkholderia 그리고 Bean Bug-Burkholderia의 각각의 상호작용을 공

동 연구하여 새로운 병원성 인자, 감염기작, 그리고 이를 바탕으로 곤충과 미생물의 공생기작

과 함께 방제 기술을 개발하고자 한다.

그림 7 연구개발 추진체계 모식도
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연구개발과제 총 참 여 연 구 원

과제명

식물_미생물과 곤충_미생물 상호작용에 대해 비교

유전체 및 비교 in host 전사체분석을 통한 새로운
병원성 인자 발굴 및 응용

단위연구책임자

서영수 외 총 11 명

기 관 별 참 여 현 황

구   분 연구기관수 참여연구원수

대  학 2 12

　

　 　 　 　 　 　 　

부산대학교 제 1세부 부산대학교 제 2 세부

비교 유전체 및 비교 

in host 전사체 분석을 

통한 다양한 벼 병원성 

Burkholderia의 병원성인

자와 감염 기작 구명 

및 방제 제어 기술 마

련

전사체 분석을 통한 공

생 인자의 발굴과 재조

합 변이 공생균을 이용

한 공생기작의 규명 및 

숙주와의 상호작용에 

관여하는 특정유전자의 

역할 규명

서영수 외

5 명
이복률 외 5 명

담당기술개발내용 담당기술개발내용

식물과 곤충의 

Burkholderia species의 

in host 전사체 분석과 

기존에 알려진 병원성 

인자 비교 연구 

공생 Burkholderia를 

선별하기 위한 숙주의 

방어 기작 규명 및 

공생 인자의 기능 

규명으로 

숙주-공생균의 

상호작용에 따른 특정 

인자의 발현 분석 

연구
　 　

표 1 연구개발 추진체계 도표 

3절. 연구개발 추진일정

가. 1차년도 연구개발 추진일정

번
호

연구내용
월별 추진 일정 책임자

(소속기관)11 12 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1
식물 병원성 B. gladioli
KACC 11889의 완전
유전체 해독

서영수
(부산대)

2

서로 다른 병원성을 가진
식물 B.glumae와 B.
gladioli에 대한 비교
유전체 연구

서영수
(부산대)

3
식물과 곤충의

Burkholderia species의
비교 유전체 연구

서영수
(부산대)
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나. 2차년도 연구개발 추진일정

번
호

연구내용
월별 추진 일정 책임자

(소속기관)11 12 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1

식물 병원성 Burkholderia,
bean-bug bean-bug 공생
Burkhoderia의 비교 in
host 전사체 분석

서영수
(부산대)

2

비교 in host 전사체
분석으로 선발된 식물
병원성인자 후보유전자에
관여하는 돌연변이체 확립

및 병원성 실험

서영수
(부산대)

3

비교유전체 및 비교 in
host 전사체 분석을 통한

식물 병원성
Burkholderia의 진단 및
제어 기술 개발

서영수
(부산대)

4
공생 인자가 결여된
재조합 변이 공생
Burkholderia의 제작

이복률
(부산대)

5
재조합 변이 공생

Burkholderia를 이용한
공생 인자의 기능 규명

이복률
(부산대)

6
숙주-공생균의 상호작용에
따른 특정 인자의 발현

분석

이복률
(부산대)

4
다양한 벼 병원성

Burkholderia species의 in
host 전사체 분석

서영수
(부산대)

5
동물 공생균인

Burkholderia의 In host
전사체 분석

이복률
(부산대)

6

곤충 공생 Burkholderia의
In vitro 및 In host
유전자 발현패턴 비교

분석

이복률
(부산대)

7
공생 Burkholderia를
선별하기 위한 숙주의
방어 기작 규명

이복률
(부산대)



- 15 -

4절. 연구개발 목표 및 결과

1. 제1세부(부산대학교 서영수)

가. 연구개발 목표 및 결과요약

구분 세부과제명 세부연구목표 연구개발 수행내용 연구결과

1차

년도

Burkholderi

a 균주에

대한 비교

유전체 분석

및 식물과

곤충의

Burkholderi

a species의

in host

전사체

분석과

기존에

알려진

병원성 인자

비교 연구

식물 병원성

B. gladioli

KACC11889의

완전 유전체 해독

NGS기반으로 B. gladioli

KACC11889 genome

sequencing 진행하였음.

B. gladioli KACC11889

유전체 해독 이외에

추가적으로

Burkholderia species를

유전체 해독함

(1차년도 2건, 2차년도

1건)

서로 다른

병원성을 가진

식물 병원균 B.

glumae와 B.

gladioli에 대한

비교 유전체 연구

2개의 식물병원성 

Burkholoderia (B. glumae

BGR1, B. gladioli BSR3),

2개의 인간병원성 

Burkholoderia (B. pseudomallei

K96243, B. cepacia LO6),

2개의 식물내성 Burkholoderia

(Burkholderia sp. KJ006, B.

phytofirmans PsJN), 그리고 

2개의 동물심바이오닉 

Burkholoderia (Burkholderia sp.

RPE64, Burkholderia sp.

RPE67)을 포함한 8개의 

Burkholoderia strains에 대한 

전체적인 유전체 분석함.

대표적인 병원성 인자 중의 

하나인 bacterial secretion

system (BSS)에 대한 8개의 

Burkholoderia strains에 대한 

비교 분석함.

Burkholderia species의

GC%를 확인함.

8개의 Burkholoderia

strains 모두 T2SS

(type 2 secretion

system)와 T6SS (type

6 secretion system)

시스템을 가지고

있었지만, T1SS와

T4의 경우에는

대부분이 가지고 않고

있기에, T2SS와

T6SS을 통해서

단백질들을 분비하여

Burkholoderia

strains에서 중요한

기능을 수행함을

확인하였음.

식물과 곤충의

Burkholderia

species의 비교

유전체 연구

다양한 벼 병원성

Burkholderia

species의 in host

전사체 분석

In vitro 및 in host에서 분리 

획득한 벼 병원성 

Burkholderia species에 대한 

RNAseq 수행함.

RNAseq data를 이용해 

Differentially expressed

genes(DEGs) 분석 및

KEGG pathway 분석 
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구분 세부과제명 세부연구목표 연구개발 수행내용 연구결과

2차

년도

비교 in host

전사체 연구

분석을 통한

식물 병원성

Burkholderi

a의 새로운

병원성인자

발굴과 감염

기작 구명

및 진단 및

방제 기술

마련

식물병원성

Burkholderia와

Bean-bug 공생

Burkholderia의

비교 in host

전사체분석

식물병원성 Burkholderia와

Bean-bug 공생

Burkholderia의 전사체

분석으로 확보한 KEGG

pathway enrichment, KEGG

module enrichment를 통해서

in host 내의 발현패턴을

분석

B. glumae BGR1에

비해 Burkholderia sp.

RPE64가 conserved

혹은 unique하게

가지는 유전자들에서

EDG가 차지하는

비율이 50%이상으로

20%정도 BGR1보다

높음.

비교 in host

전사체 분석 및

비교 유전체

분석으로 선발된

식물 병원성 인자

후보 유전자가

결여된

돌연변이체 확립

및 병원성 실험

식물병원성 Burkholderia와

Bean-bug 공생

Burkholderia의 전사체분석을

통해 획득한 DEGs와

유전체정보를 기반으로

Orthologue를 분석하여

식물병원성 Burkholderia와

곤충 공생 Burkholderia의

공통적인 유전자와 차별적인

유전자를 전사체 수준에서

분석

비교 in host

전사체분석과

비교유전체 분석을

통해서 B. glumae

BGR1의 병원성

유전자로서 Hfq의

특이성을 확인함.

비교 in host 전사체

분석을 통해서 B.

glumae와 RPE64의

공통적은 up regulated

gene을 확보하여

돌연변이체를 확립

비교 in host 전사체

분석을 통해서 B.

glumae와 RPE64의

차별적으로 up

regulated gene을

확보하여 돌연변이체

확립

1차년도

비교유전체분석을

통해서 확보한 T6SS

관련 돌연변이체 확립

및 병원성 실험
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나. 연구범위 및 연구수행 방법

비교유전체 및

비교 in host

전사체 분석을

통한 식물 병원성

Burkholderia의

진단 및 제어

기술 개발

비교유전체학 분석으로 B.
glumae 또는 B. gladioli 종
의 대표적인 식물병원균은 두

병원균의 genome서열을 제외

하고 재구성 된 NCBI의 비중

복 DNA 서열 데이터베이스

에 대하여 BLASTN을 통해

진단 프라이머를 검색하고,

다른 박테리아와 일치하는 유

전자를 제거하기 위해, 추정

표적 유전자에 대해 퀴리 적

용 범위(query coverage) 및

일치하지 않는 CDS를 포함

하는 ID가 30% 미만인 CDS

region을 선택함

각 표적 종에 속하는 모든 균

주에서 높은 상동성 유전자를

수집하기 위해 선택된 유전자

를 사용하여 메가블라스트

(Mega-blast) 검색을 수행하

였음

종자에서 검출되는 B.

glumae와 B. gladioli가

1g의 마른 벼 종자 당

각균의 양이 1.86 × 103,

1.04 × 104개만 존재해

도 검출되는 진단 프라

이머 확보

연 구 범 위
연구수행방법

(이론적․실험적 접근방법)
구체적인 내용

식물 병원성

B. gladioli

KACC11889의 완전

유전체 해독

완전 유전체 해독을 위해서 in

vitro 배양 균주를 충분히

배양하여 gDNA 추출하여

Macrogen 의뢰.

완전 해독된 유전체 정보에 대해서

annotation 수행.

서로 다른 병원성을 가지는 B.

glumae 957856-41-C, B.

glumae 411gr-6, B. glumae

336gr-1에 대한 완전 유전체

해독완료하여, NCBI등재.

서로 다른 병원성을 가진

식물 병원균 B.

glumae와 B. gladioli에

대한 비교 유전체 연구

비교유전체 분석을 위해서 NCBI에

등재된 식물병원성, 동물병원성,

식물공생균 및 내생균,

동물공생균에 해당하는

Burkholderia species의 완전

유전체 정보 데이터베이스를

이용해 비교유전체 분석 수행

비교유전체 분석을 통해 진화적

근연관계 분석을 포함한 특정

병원성인자 간에 orthologue

분석 진행하여, Conserved 혹은

unique한 유전자에 대한 분석

완료

식물과 곤충의

Burkholderia species의

비교 유전체 연구
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다양한 벼 병원성

Burkholderia species의

in host 전사체 분석

in host 전사체 분석을 위한

식물병원성 Burkholderia가 기

감염된 벼에서 분리과정을

진행하여, 많은 양의

Burkholderia를 수거하여 RNA

extraction 과정을 수행, 높은

정확성의 전사체 분석을 위해서

16s rRNA를 제거하기 위한

bacterial mRNA enrichment

과정을 수행함.

고농도 양질의 RNA를 이용해

RNAseq 수행하고, RNAseq row

data는 FastQC를 이용해 read

quality를 확인, filtering 과정을

통해 양질의 read data를 확보하고,

확보도 data는 referencce

genome에 mapping한후,

최종적으로 mapping된 read의

개수를 확인하여, 최종적으로

DEG를 획득함.

비교 in host 전사체 분석을

통해서 확보한 DEGs를 통해 in

host에서 가장 중요하게

발현되는 유전자 패턴에 대한

분석과 다양한 Burkhoderia

species 간의 숙주 내 유전자

발현의 다양성을 확인할 수

있었음.

DEGs 분석 Data를 기반으로

Burkholdera species의 간에

공통적 혹은 특이적으로

발현되는 유전자에 대해 병원성

인자 및 공생 인자의 후보군을

확보함.

식물병원성

Burkholderia와

Bean-bug 공생

Burkholderia의 비교 in

host 전사체분석

식물병원성 Burkholderia와 Bean

bug Burkholderia의 in host

전사체 분석을 통해 획득한 KEGG

pathway enrichment, KEGG

module enrichment를 통해

전반적인 life pattern을 확인함,

in host 전사체 분석을 통해 최종

획득한 DEGs를 이용해 orthologue

분석을 더해 비교 in host 전사체

분석을 식물병원성 Burkholderia와

Bean-bug 공생 Burkholderia에서

수행함.
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비교 in host 전사체 분석

및 비교 유전체 분석으로

선발된 식물 병원성 인자

후보 유전자가 결여된

돌연변이체 확립 및

병원성 실험

확보된 후보 유전자에 대해서

SacB 유전자를 이용한 Deletion

mutant를 single에서 triple

mutant로 제작함.

확립된 특정 유전자 결핍

돌연변이체에 대해서 병원성 및

공생에 대한 표현형을 분석.

병원성 인자 및 공생인자 후보

유전자에 대한 돌연변이체 확립

후, 표현형을 분석함.

식물병원성 Burkholderia의 경

우 Hfq 유전자의 특이성을 확인

하여 돌연변이체를 확보하여 실

험하여 벼의 병원성을 감소하는

것을 확인함. 또한 asnC 유전자

결실 돌연변이의 경우 다른 병

원성인자를 조절하여 병원성이

감소하는 것을 확인함.

비교유전체 및 비교 in

host 전사체 분석을 통한

식물 병원성

Burkholderia의 진단 및

제어 기술 개발

식물병원성 Burkholderia

glumae와 Burkholderia gladioli의

진단 및 제어 기술 개발을 위한

비교유전체 분석을 기반으로한

프라이머제작

기존의 알려진 진단프라이머보다

저농도 소량의 세포수에도

검출가능하도록 생물정보학 기술을

바탕으로 프라이머 제작

이전의 검출 프라이머세트들에

비해서 상대적으로 현저히 우수

한 민감도를 나타내며, B.

glumae 및 B. gladioli에만 특이

적이며, 특히 벼 종자에 있는 B.

glumae 및 B. gladioli를 일반

PCR로서 동시에 검출하는데 효

과적인 도구로 작용
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다. 연구내용 및 결과

(1) Burkholderia 균주에 대한 비교 유전체 분석 및 식물과 곤충의 Burkholderia species의 in

host 전사체 분석과 기존에 알려진 병원성 인자 비교 연구

(가) 식물 병원성 B.gladioli KACC11889의 완전 유전체 해독

B.gladioli KACC11889 균주를 포함해, 서로 다른 병원성을 가지는 Burkholderia species

(toxoflavin을 생성하지 않지만, 고병원성을 나타내는 균주인 Burkholderia glumae

957856-41-C, Burkholderia glumae 411gr-6, Burkholderia glumae 336gr-1)로부터 genomic

DNA를 추출하여, 추출된 genomic DNA를 주형으로 사용하여 SMRTbell Template Prep Kit

1.0 (Pacific Bioscience, USA)를 통해 약 20 kb 길이를 가지는 DNA sequencing library를 제

작하였음. sequencing 및 assembly 수행을 위해 제작된 PacBio SMRTbell sequencing library

는 PacBio RS-II (Pacific Bioscience, USA) 장비를 통해 각 시료 당 1 cell의 sequencing 반응

을 수행하였고, Sequencing이 완료된 후 얻어진 raw data는 HGAP2 프로토콜을 기반으로

SMRT Analysis Software (Pacific Bioscience)을 통해 분석되었음. BLAST search를 통하여

각 contig 양쪽을 circularization을 수행하였음. 따라서 B. gladioli KACC11889의 완전 유전체

해독이 완료되었으며, 모든 유전자에 대해서 annotation 완료하여, NCBI에 등재하였음.

.

그림 8 Burkholderia glumae 957856-41-C의 Sequencing 및 assembly

수행
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그림 9 Burkholderia glumae 957856-41-C의 Annotation 수행

(나) 서로 다른 병원성을 가진 식물 B. glumae와 B. gladioli에 대한 비교 유전체 연구와 식물

과 곤충의 Burkholderia species의 비교 유전체 연구

(논문투고 : ● Nguyen, Thao Thi, et al. "Computational Identification and Comparative

Analysis of Secreted and Transmembrane Proteins in Six Burkholderia Species." The plant

pathology journal 33.2 (2017): 148., ● Nguyen, Thao Thi, et al, ‘Genome-Wide Analysis of 

Type VI System Clusters and Effectors in Burkholderia Species’, The Plant Pathology Journal, 

34(1) : 11-22 (2018) ) 

① 서로 다른 병원성을 가진 식물 B. glumae와 B. gladioli에 대한 본 연구를 위해서 2개의 식물

병원성 Burkholderia (B. glumae BGR1, B. gladioli BSR3)의 비교 유전체 연구를 2개의 인간병원

성 Burkholoderia (B. pseudomallei K96243, B. cepacia LO6), 2개의 식물내성 Burkholoderia

(Burkholderia sp. KJ006, B. phytofirmans PsJN), 그리고 2개의 동물심바이오닉 Burkholoderia

(Burkholderia sp. RPE64, Burkholderia sp. RPE67)을 포함해 8개의 Burkholderia species에 대해 비

교 유전체학을 수행함. 본 연구수행내용은 연구추진목표상에서 100%에 해당하며, 본 연구결과

는 식물과 곤충의 Burkholderia species의 비교 유전체 연구에도 이용되었음 (Table 1)

2개의 식물병원성 Burkholoderia (B. glumae BGR1, B. gladioli BSR3), 2개의 인간병원성 

Burkholoderia (B. pseudomallei K96243, B. cepacia LO6), 2개의 식물내성 Burkholoderia

(Burkholderia sp. KJ006, B. phytofirmans PsJN), 그리고 2개의 동물심바이오닉 Burkholoderia

(Burkholderia sp. RPE64, Burkholderia sp. RPE67)을 포함한 8개의 Burkholoderia strains에 대한 

전체적인 유전체 분석은 다음과 같다.
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전반적으로 유전체 크기는 6~8Mbp 정도이며, GC%는 대체로 병원성 Burkholoderia strains는

67 ~ 68%정도이지만, 내생균이나 공생균인 경우에는 62 ~ 63%정도임을 확인함.

②대표적인 병원성 인자 중의 하나인 bacterial secretion system (BSS)에 대한 8개의

Burkholoderia strains에 대한 비교 분석은 아래의 표와 같음.

 8개의 Burkholoderia strains 모두 T2SS (type 2 secretion system)와 T6SS (type 6

Organism Size (Mb) GC% Host / Isolation source Reference

B   pseudomallei K96243 7.24755 68.05 human   melioidosis Holden et   al., 2004

B cepacia LO6 6.41938 67.00 pulmonary/ cystic fibrosis Belcaid et al., 2015

B glumae BGR1 7.28464 67.93 Rice (phytopathogen) Lim et al.,   2009

B gladioli BSR3 9.0523 67.41 Rice (phytopathogen) Seo et al., 2011

B   phytofirmans PsJN (T) 8.21466 62.32 surface-sterilized onion roots Weilharter et   al., 2011

Burkholderia sp. KJ006 6.62991 67.19 Rice root Kwak et al., 2012

Burkholderia sp. RPE64 6.96449 63.15 Bean bug, bacterial symbiont Shibata   et al., 2013

Burkholderia sp. RPE67 8.68576 63.44 Bean bug, bacterial symbiont Takeshita   et al., 2014

Secretion 
pathway

B. 
pseudomallei 

K96243 

B. 
cepacia 
LO6 (*)

B. 
glumae 
BGR1

B. 
gladioli 
BSR3 

B. 
phytofirmans 

PsJN 

holderia 
sp.   

KJ006

Burkhold
eria sp. 
RPE64

Burkholde
ria sp. 
RPE67

T1SS Unclear Yes Yes Unclear Unclear Unclear Unclear Unclear

T2SS Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes

T3SS Yes (3) Yes Yes Yes Yes Yes Unclear Unclear

T4SS Unclear Yes Unclear Unclear Yes Yes Unclear Unclear

T5SS Unclear Unclear Unclear Unclear Unclear Unclear Unclear Unclear

T6SS Yes (6) Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes

Tat Yes Unclear Yes Yes Yes Yes Yes Yes

Sec n Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes
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secretion system) 시스템을 가지고 있었지만, T1SS와 T4SS의 경우에는 대부분이 가지고 있

지 않기에, T2SS와 T6SS을 통해서 단백질들을 분비하여 Burkholoderia strains에서 중요한

기능을 수행함을 알 수가 있으며, 동식물 병원성 세균에서 공통적으로 가장 연구가 많이 되어

있는 T3SS의 경우에는 2개의 동물심바이오닉 Burkholoderia strains을 가지고 있지 않기에,

T3SS을 통해서 기주에 대한 병원성을 나타내는 분비단백질들이 작용을 하지 않음을 알 수가

있음.

특히, T6SS (Type Ⅵ Scretion system)은 Eukaryotic 및 Prokaryotic cell 모두와 상호작용을

할 수 있는 시스템으로 알려져 있으며, 이 시스템에 의해 분비되는 T6SE (Type Ⅵ scretion

effector)들은 주요 병원균의 주된 병원성 인자로 알려져 있고, 많은 Burkholderia species에서

T6SS는 가장 복잡한 구조를 가지고 있으며, 이는 Burkholderia genus에 있어서 T6SS가 중요

함을 제시하기 때문에 본 연구팀은 식물 및 환경과 연관되어 있는 Burkholderia species들의

T6SS, T6SE를 분석했음. 30개의 Burkholderia species를 target genome으로 하여 86개의 잠

재적인 T6SS cluster를 확인하였고 이중에서 66개는 13개의 core component 중 10개의

component를 가짐. B. glumae, B. gladioli, B. plantarii strain들은 적어도 2~3개의 기능적인

T6SS cluster를 가진다고 알려져 있으나, plant growth promoting bacteria, symbiont, nodule

bacteria들은 1~2개의 T6SS cluster를 가지고 있다. 식물병원성 Burkholderia는 식물에 피해를

주는 상호작용에 관여하여, 식물 내에서 colonization을 촉진하는데 관여한다.

② 다양한 Burkholderia speice의 T6SS 사이의 phylogenetic relationship 분석

TssC, TssD, TssL protein은 이미 알려져 있는 대부분의 T6SS cluster의 중요 구성 요소이다.

이 때문에 T6SS cluster의 분류 기준이 될 수 있다. 분류 결과, T6SS-i3(39%), T6SS-i4b

subtype(38%)이 plant pathogenic Burkholderia의 병원성에 중요한 역할을 한다는 것이 밝혀

짐.
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그림 10 30개의 Burkholderia species에서 13개의 core component 중

10개의 component를 가지는 66개의 T6SS 간의 phylogenetic

relationship

③ homology에 근거한 Type Ⅵ Scretion effector (T6SE) 분류

T6SE는 같은 niche에서 살아가는 bacteria들과의 경쟁을 촉진하거나 저해하는 역할을 하는 것

으로 생각되며, experimental effector를 query sequence로 사용해서 potential T6 effector를 찾

아보았다. 그 결과 322개의 effector 중 215(66.8%)개가 non classically secreted

proteins(NCSPS)이었으며 17개만이 적어도 하나의 TM(transmembrane) domain을 가지고 있

었고, T6 effector의 평균적인 가짓수를 비교해 보면 plant pathogenic Burkholderia가 14.5개,

biocontrol 및 environmental strain이 11.6개, plant associated beneficial bacteria가 7.1개였다.

중요한 것은 plant pathogenic Burkholderia의 T6SE들은 plant cell 감염 과정에 관여하는 것

이 분명하다는 것이다. 다만, 이 감염 process가 T6SS cluster 및 T6SE candidate의 가짓수와

는 상관이 없는 것으로 보이는 것을 확인하였음



- 25 -

그림 11 T6SE와 annotated T6SS cluster의 분류

④ T6SS cluster의 domain 및 motif 조사

Domain과 motif는 cargo effector와 component effector를 연결해 주는 과정에 관여할 수 있으

며 이들을 조사하면 T6SS의 전반적 특징을 파악할 수 있다. 가장 많이 발견되는 domain으로

는 VgrG related domain(40%)으로 그 종류에는 VgrG, T6SS_Vgr, VI_Rhs_Vgr가 있으며, 다

음으로 많이 발견되는 domain은 Hcp related domain(15%)으로 그 종류에는 T6SS_HCP,

VI_effect_Hcp1가 있었다. 식물 내에서 secretion process에 중요한 domain의 경우 두가지로

정리가능하며, 하나는 phospholipase D domain으로 eukaryote와 prokaryote의 cell 모두를

target하는데 관여할 수 있고, 다른 하나는 HNH superfamily로 AHH, WHH, HNHC,

Tox_SHH domain 등이 포함되며 이들은 toxicity에 관여함.
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그림 12 Burkholderia species의 putative T6SE의 conserved domain 분석
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⑤ HMM profile에 근거한 MIX T6SE candidate 분석

T6SE 후보군을 5가지 pHMM(profile hidden Markov model)으로 분석하여 potential MIX

T6SE를 밝혀냈고, MIX T6SE는 총 66개의 protein을 포함하고 있으며, 이 중 20개는 Tle1

effector, 즉 anti effector로 작용함을 유추할 수 있었으나, plant associated beneficial bacteria

에서는 MIX T6SE가 발견되지 않음.
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그림 14 HMM profile에 근거한 MIX T6SE candidate

결과적으로, 식물병원성 Burkholderia는 식물 유용 Burkholderia보다 더 많은 T6SS cluster를

가지고 있으며, T6SS cluster의 주요 component인 TssC, TssD, TssL에 기반으로 둔 계통수

를 확인해보면, 비슷한 생활사를 가진 Burkholderia species가 가까운 관계에 있음을 확인하였

음. 비교유전체학적 접근으로 Burkholderia의 T6SS와 T6SE가 Burkholderia species가 숙주와

상호작용을 이해할 수 있었음.

(다) 다양한 벼 병원성 Burkholderia species의 in host 전사체 분석

다양한 Burkholderia species의 in host 전사체 분석을 위해서 식물병원성 Burkholderia

glumae BGR1와 곤충 공생 Burkholderia sp. RPE64의 in host 전사체 분석을 수행하였고,

Burkholderia sp. RPE 64의 전사체분석 내용은 제2세부 결과자료에 서술하였음.

① KEGG pathway enrichment와 KEGG module enrichment

in host 전사체 분석을 통해 Burkholderia glumae BGR1의 up-regulated pathway와

down-regulated pathway를 확인하였고, up-regulated pathway로, chlorocyclolhexane and

chlorobenzene degradation, Chloroalkane and Chloroalkene degradation, Microbial metabolism

in diverse enviornments, Starch and sucrose metabolism, Benzoate degradation, Pentose and

glucuronate interconversions, Quorum sensing, Degradation of aromatic compounds,

Ascorbate and aldarate metabolism, Two-component system, Bacterial chemotaxis, Flagellar

assmbly의 pathway가 해당되었고, down-regulated pathway로 Biosynthesis of secondary

metabolites, Microbial metabolism in diverse enviorments, Citrate cycle (TCA cycle),

Carbon fixation in photosyntheic organisms, Metabolic pathways, Valine, leucine and

isoleucine degradation, Oxidative phosphorylation, Carbon metabolism의 pathway가 결과로

도출되었음.
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up-regulated pathway Quorum sensing (QS), Two-component system (TCS), Bacterial

chemotaxis, Flagellar assmbly가 해당되는 것을 보아 in host에서 Burkholderia glumae

BGR1는 QS와 TCS를 통해 숙주와 활발한 상호작용에 있음을 확인할 수 있었으며, 특히, QS

에 의해서 Burkholderia glumae BGR1의 운동성의 증가하는 것을 Bacterial chemotaxis,

Flagellar assmbly pathway가 up-regulated pathway에 해당하는 것으로 유추할 수 있었음.

in host 전사체 분석의 KEGG module enrichment 결과로, 기존의 숙주의 병징을 일으킬 수 있

는 병원성으로 알려진 T3SS이 높은 수준으로 식물 내에서 발현하는 것을 in host 전사체 분석

으로 간접적으로 확인할 수 있었으나, T6SS는 in host에서 상대적으로 in vitro에 비해 적게

발현되고 있으나, 이것은 Burkholderia glumae BGR1가 이미 숙주에서 충분한 colonization을

완료하였기 때문이라 유추함.

본 연구팀은 up-regulated에 초점을 맞추어 후속연구를 진행하였다,

그림 15 Burkholderia glumae BGR1 (up-regluated KEGG pathway enrichment)

그림 16 Burkholderia glumae BGR1 (down-regluated KEGG pathway enrichment)
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그림 18 Burkholderia glumae BGR1 (up-regluated KEGG module enrichment)

(2) 비교 in host 전사체 연구 분석을 통한 식물 병원성 Burkholderia의 새로운 병원성인자 발

굴과 감염 기작 구명 및 진단 및 방제 기술 마련

(가) 식물병원성 Burkholderia와 Bean-bug 공생 Burkholderia의 비교 in host 전사체분석

그림 19 유전체 수준(A) 및 DEG 수준(B)에서의 비교분석 및 두 균의 common pathway

그림 17 Burkholderia glumae BGR1 (down-regluated KEGG module enrichment)
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비교 in host 전사체 분석을 통해 확보된 Burkholderia glumae BGR1과 Burkholderia sp.

RPE64의 공통 pathway는 아래와 같이 Sulfate와 Sulfonate transport system이 관여하는

pathway와 Urea transport system이 관여하는 pathway 2 가지를 확인할 수 있었음.

그림 20 Sulfate and Sulfonate transport system of up-regulated common pathway in B.

glumae BGR1 and Burkholderia sp. RPE64

그림 21 Urea transport system of up-regulated common pathway in B. glumae BGR1 and

Burkholderia sp. RPE64
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(나) 비교 in host 전사체 분석 및 비교 유전체 분석으로 선발된 식물 병원성 인자 후보 유전

자가 결여된 돌연변이체 확립 및 병원성 실험

① B. glumae BGR1과 Burkholderia sp. RPE64 공통적인 up-regulated pathway인 Sulfate

transprot systme에 관련된 유전자가 결핍된 돌연변이 균주 제작 및 병원성 실험

B. glumae BGR1의 Sulfate transport system을 구성하는 4가지 유전자(cysP, cysW, cysA,

cysT) 중 cysW를 결실한 돌연변이 균주, △cysW를 제작하여 in vivo 병원성 test를 벼의 2가

지 stage(seedling stage와 vegetative stage)와 양파에서 실험하였음. 결과적으로 병원성 표현

형이 벼의 vegetative stage에서 감소하였고, 이는 B. glumae BGR1의 sulfate transport

system이 vegetative stage의 벼에서 sulfate를 이용하지 못하는 것이 병원성과 연관이 되어있

음을 확인하고, 후속 연구중에 있음.

그림 22 pathogenicity test in onion

그림 23 pathogenicity test in rice seedling stage
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그림 24 pathogenicity test in vegetative stage of rice

② 비교유전체 분석을 이용한 특이적 유전자 Hfq의 기능 규명

비교유전체분석을 통해 Burkholderia glumae BGR1의 특이적 특성으로 2개의 Hfq 유전자를

암호화하고 있음을 확인하고 2개의 Hfq유전자(hfq1, hfq2)의 결실돌연변이 HFQ1, HFQ2,

HFQ12를 제작하였고, 결실돌연변이 HFQ1, HFQ2, HFQ12의 TLC분석을 통해 toxoflavin 생산

량이 감소하는 것을 확인하였음.

HFQ1, HFQ2, HFQ12 돌연변이 균주의 Motility test결과, HFQ12 돌연변이에서는 운동성을 확

인할 수 없었고, HFQ1 돌연변이 균주는 야생형 B. glumae BGR1 보다 운동성이 감소되었음

을 확인하였다. 결과적으로, B. glumae의 Motility와 in vivo pathogenicity test의 결과를 통해

서 Hfq1 주기능을 담당하고, Hfq2가 Hfq1을 도와 부가적인 기능을 하는 것으로 유추할 수 있

었음.

그림 25 TLC analysis for detecting toxolavin
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그림 26 Motility Test

그림. in vivo pathogenicity test

③ 비교유전체분석을 통해 확보한 Type Ⅵ secretion system 의 기능 규명

Burkholderia specise간의 비교유전체 분석에 따르면, B. glumae BGR1의 경우, 4가지의 T6SS

cluster를 가지고 있음을 확인하였고, 각각의 T6SS cluster의 기능을 규명하기 위해 T6SS

cluster 내의 다양한 구성요소 중 분비시스템의 구조 형성 및 구동에 관여하는 주요 요소인

Hcp (Hemolysin Coregulated Protein)에 초점을 맞추어 진행하였음.
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그림 29 Genetic organization of 4 T6SS clusters in B. glumae BGR1

B. glumae BGR1이 가지고 있는 4개의 T6SS cluster의 Hcp 결실 돌연변이를 single mutant에

서 tetra mutant를 제작(△hcp1, △hcp2, △hcp3, △hcp4, △hcp12, △hcp13, △hcp14, △hcp23,

△hcp24, △hcp34, △hcp123, △hcp124, △hcp134, △hcp234, △hcp1234) 하였고, 성장곡선을 통

해 결실돌연변이의 성장에 문제가 없음을 확인하고 기존의 B. glumae BGR1의 병원성인자인

Motility와 Toxoflavin 생합성에 관련된 실험을 진행하였으나, 야생형 모균주 B. glumae BGR1

과 차이가 없었음.

그림 30 A, B; Growth curve of T6SS deletion mutant, C, Motility test, D, TLC analysis

for detecting toxoflavin
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문헌조사를 통해 Bacterial T6SS가 다른 미생물과의 competition에 관여하는 것을 확인하였고,

본연구팀은 B. glumae BGR1과 E. coli를 이용한 inter-bacterial competition assay를 수행하

였음. 그결과, hcp1과 hcp2가 bacteria를 목적으로하는 killing effect가 있는 것을 확인하였고

식물 내 초기감염기작으로서 B. glumae BGR1이 colonization을 하는데 기여할 것으로 생각하

고 후속 연구 중에 있음.

그림 31 inter-bacterial competition assay between B. glumae and E. coli

결과적으로, 본 연구는 비교유전체학적 분석을 통해 T6SS의 기능을 예측하고 실험적 증명을

통해 효과적으로 연구가능함을 보였고, Burkholderia glumae의 T6SS이 벼에 대한 감염과정에

서 성공적인 군집형성을 도와줌을 시사하고 나아가, 식물 병원균의 제어를 위한 새로운 표적

후보로서 T6SS의 가능성을 열어줌.

(다) 비교유전체 및 비교 in host 전사체 분석을 통한 식물 병원성 Burkholderia의 진단 및 제

어 기술 개발

미생물 진단마커의 개발을 위한 비교유전체학적 접근은 B.glumae 또는 B.gladioli 종의 대표적

인 식물병원균은 두 병원균의 genome서열을 제외하고 재구성 된 NCBI의 비중복 DNA 서열

데이터베이스에 대하여 BLASTN을 통해 검색되었고, 다른 박테리아와 일치하는 유전자를 제

거하기 위해, B.glumae 및 B.gladioli 종에 대한 추정 표적 유전자에 대해 퀴리 적용 범위

(query coverage) 및 일치하지 않는 CDS를 포함하는 ID가 30% 미만인 CDS region을 선택하

였으며, B. glumae 및 B. gladioli 균주의 genome 서열로 구성된 대상 염기 서열에 대해 각

표적 종에 속하는 모든 균주에서 높은 상동성 유전자를 수집하기 위해 선택된 유전자를 사용

하여 메가블라스트(Mega-blast) 검색을 수행하였음.
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Strain Origin Reference or source

       Burkholderia glumae

BGR1 South Korea (Jeong et al., 2003)

411gr-6 USA (Nandakumar, et al.,   2009)

201sh-1 USA (Nandakumar, et al.,   2009)

957856-41-c USA (Nandakumar, et al.,   2009)

117g1-7-1 USA (Nandakumar, et al.,   2009)

       Burkholderia gladioli

BSR3 South Korea (Seo et al., 2011)

KACC 18962 South Korea NAS

KACC 18963 South Korea NAS

KACC 13944 South Korea (Lee et al., 2010)

KACC11889 USA (Yabuuchi et al.,   1993)

KTCT 12374 South Korea (Lee et al., 2005)

       Other Burkholderia spp.

cepacia KACC 10189 USA (Noula et al., 2000)

cepacia KACC 10190 Trinidad (Stanier et al., 1966)

cepacia KACC 10337 USA (Zaid et al., 2012)

cepacia KACC 12679 South Korea NAS

cepacia KACC 15010 South Korea NAS

kururiensis KACC 12038 Japan (Zhang et al., 2000)

sp. KJ006 South Korea (Cho et al., 2007)

megalochromosomata KACC 17925 South Korea (Baek et al., 2015)

phymatum KACC 12032 South Korea NAS

phytofirmans KACC 12042 Netherland (Sessitsch et al.,   2005)

pyrrocinia KACC 17914 South Korea (Lee et al., 2011)

stabillia KACC 12028 Belgium (Vandamme et al.,   2000)

표 14 미생물진단마커 개발을 위한 사용된 B. glumae 및 B. gladioil

Primer pair Target protein Forward primer (5’-3’) Reverse primer (5’-3’)

Expected

product

(bp)

Burkholderia glumae

서열번호1 Hypothetical
protein

GGGGAAAAGAACGA
TGAACAGA

CATGAAACGATGAA
GATGCGC 255

서열번호2 Hypothetical
protein

TTCTTCGACTGGCT
GTTTCG

TCGCTGAAACGATC
AATGAAAT 103
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서열번호3 Hypothetical
protein

GTCACGATCGCTCT
GTTGTT

CATGAATCCACGAA
GCCGAG 125

서열번호4 Hypothetical
protein

CATCACAACCTCGC
GGATAC

GAAATGGTGAGCTC
GGCATAG 177

서열번호5 Flp family type
IVb pilin

GGTCGAGTATGGAT
TGATCGG

ATCTGTTGAAAAAG
CTCGTGAC 116

서열번호6 Hypothetical
protein

ATGATGCCTGACGA
TATCGG

ATCCCGCTTTGTTG
GCAATA 140

서열번호7 Hypothetical
protein

CGCAAGCCTTATTC
GATCCT

GTTGATCGTGAACG
GGTCTT 219

서열번호8 Hypothetical
protein

ACCATTAACGAAAA
GATTGCCG

AATGGTCCAACTCT
TGATCTCG 300

서열번호9 Hypothetical
protein

AAGATGAATCGACC
GTCGTG

ACCGTCGCGATCAT
GATTTC 289

서열번호11 Hypothetical
protein

TTGGTGTCAGTCGA
TTACAAGG

AATAGAGATCGTCG
AGGATCCA

283

서열번호12 Hypothetical
protein

GTCCAGCTGAAGTA
TTACCTGG

GATGAATTCACGCA
GGCGATA 117

서열번호13 Hypothetical
protein

CTACGTCGAGTATG
TGGTGG

GAAGAACGATTTCA
AGGCCAC 106

서열번호14 Hypothetical
protein

GATTTGCTTACCTT
GTGGCTG

GGCCACTTCGATTT
CTGTATTG 235

표 15 비교유전체학적 접근을 통해 확보한 B. glumae 프라이머 세트

Primer pair Target protein Forward primer (5’-3’) Reverse primer (5’-3’)

Expected

product

(bp)
Burkholderia gladioli

서열번호15 FkbM family
methyltransferase

CAGTCGTTTAGCTG
GAAGATCA

CCGTAGATGCAGGA
GATTGATT 193

서열번호16
Methyltransferase
domain-containing

protein

CCGATCCAGTATGA
GCACTATC

GAATGAGTTCAGCA
CGTCGATC 267

서열번호17 Hypothetical
protein

TGTCGAGGGCGTAT
GATCAG

AAATGATGGTGAT
TTCCCTGGT 174

서열번호18 Hypothetical
protein

AGTACTTGTTTGAG
TCTCACCC

CCAGTGACAGCAGG
AATTTTTC 171

서열번호19 Flp family type
IVb pilin

GGATAAGGCGAGAA
TATTGGCA

GCAAAGAAATTTCG
CTTTCTGC 212

서열번호20 Metallophospho
esterase

CGAATTCAGATAGC
GTCAGACT

TCGTAGAATTCGTG
ATTACCCG 197

서열번호21 Hypothetical
protein

GATTTGCACCGATT
TTCTGCTC

CATCTTCTGGTAAT
AGGCAGGC 297

서열번호22 Hypothetical
protein

GTCTCTTTACGCGC
AGATAGAG

CTTGTTGTCAGCCG
TCGTATAAC 141

서열번호23 Phosphoesterase
family protein

CATTTCGCGATCGA
TCTCAATC

TTCGTTAGCCATGT
AAGATCCC 243

서열번호24
AraC family
transcriptional
regulator

TCACGGTCTTTACG
GATCAAAA

ATTGATGTTGTGCA
AGGGAGTA 109

서열번호25 TagK
domain-containi

GACGAAGGACAAGA
ACATCGA

AGACTGATTAGGTG
ATGTTCGG 180
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특히, 미생물 진단마커의 서열17번과 서열9번은 종자에서 검출되는 B. glumae와 B. gladioli가

1g의 마른 벼 종자 당 각균의 양이 1.86 × 103, 1.04 × 104개만 존재해도 검출되는 것을 확인

함.

그림 32 미생물진단마커의 정확성 및 민감도 검증

미생물 진단 마켜는 벼 종자에서 발견되는 식물 병원성 균인, Burkholderia glumae 및

Burkholeria gladioli를 동시에 검출하기 위한 프라이머 세트에 관한 것으로, 벼 종자의 전염성

병원균으로 알려진 Burkholderia glumae 및 Burkholderia gladioli를 초기에 정확하고 효과적

으로 검출하기 위해서 비교 유전체학적 접근 방식으로 PCR(Polymerase Chain Reaction) 반응

ng protein

서열번호26
Hybrid sensor
histidine kinase/
respose regulator

AGTCGTTGAAATGA
AGAAAGCC

CAGGTCGATGTCGG
TAATAACA 238

서열번호27 Hypothetical
protein

TCTGGATTCCGGAA
AATCGAAT

CTTCTACCAGACGG
AAGGTTTC 113

서열번호28 Hypothetical
protein

ACTGTTTTCCTCGG
CAGAATC

CTCTTTCAGGCGAA
GATAGGC 161

서열번호29 Hypothetical
protein

GTTTCGGATTCTGG
CTGTCTT

CTTTGCGGCTGATA
ATCGTAGT 102

표 16 비교유전체학적 접근을 통해 확보한 B. gladioli 프라이머 세트



- 40 -

을 이용하여 쉽고 명확한 결과를 얻는 효과를 가지며, 특허출원되었음.

(3) 미생물병원성기작 규명

Cooperative interactions between seed-borne bacterial and air-borne fungal pathogens on

rice’ (저널명 : nature communications / 호: (2018) 9:31 / 게재년일 : 2018.01.02. /주저자:

Boknam Jung /교신저자: Young-Su Seo & Jungkwan Lee /사사 개수: 2)

seed-borne 식물병원성 세균인, Burkholderia glumae와 air-borne 식물병원성 곰팡이인,

Fusarium graminearum의 상호작용은 Burkholderia glumae에 의해 생산되는 항미생물제어제

인, toxoflavin이 있음에도 불구하고, 두 종간의 생존능력을 포함한 병징의 확산 및 발달을 증

가시키고, Burkholderia glumae는 Fusarium graminearum에 물리적 접촉을 이용해 병징의 발

생 정도를 빠르고 광범위하게 나타낼 수 있음을 밝혀냄.

(가) 감염된 벼종자에서 Burkholderia glumae와 Fusarium graminearum이 동시 검출되는 현

상을 발견하고, Burkholderia glumae 의해서 생산되는 Toxoflavin의 sensitivity가 Fusarium

graminearum에서는 약소함을 확인하였음.

그림 33 기감염된 벼 종자에서 Burkholderia glumae와 Fusarium

graminearum 검출
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그림 34 sensitivity of Fusarium graminearum aginst toxoflavin by

Burkholderia. glumae

(나) 실제로 in vivo pathogenicity test에서 Burkholderia glumae와 Fusarium graminearum를

벼에 복합감염시켰을 때 병징의 정도가 심하게 나는 것을 확인하였으며, Burkholderia

glumae와 Fusarium graminearum를 같이 감염시켰을 때 Fusarium graminearum의 toxin인

DON (deoxynivalenol)이 벼에서 더 많이 검출됨을 확인하였음. 이러한 결과로 Burkholderia

glumae와 Fusarium graminearum은 서로의 상호작용을 통해 더 강한 병원성을 가지고 벼의

질병을 유발하는 것을 실험적으로 확인하였음.
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2. 제2세부(부산대학교 이복률)

가. 연구개발 목표 및 결과요약

구분 세부과제명 세부연구목표 연구개발 수행내용 연구결과

1차

년도

전사체

분석을 통해

곤충 공생

burkholderia

로부터

다양한 공생

인자의 발굴

동물 공생균인

burkholderia의 in

host 전사체 분석

곤충의 중장기관으로부터

장내 환경에 적응된 공생균인

burkholderia를 대량으로

획득함.

in vitro 및 in host에서

획득된 공생

burkholderia로부터 total

RNA를 추출하였음.

이를 바탕으로 RNAseq을

수행하였음.

RNAseq data를 이용한

Differentially expressed

genes(DEGs) 분석 및 KEGG

pathway를 수행함.

총 6,732개의 유전자를

분석하였음.

이중 in host

burkholderia에서는

1,853개의 유전자가

많이 발현됨.

이중 protein export와

관련된 유전자가

특이적으로 많이

발현됨.

배양 burkholderia

sp. RPE64와 장내

공생균인

burkholderia sp.

RPE64간의

유전자 발현패턴

비교 분석

공생

burkholderia를

선별하기 위한

숙주의 방어 기작

규명

세포벽 성분 중, O-antigen이

결여된 재조합 변이 공생

burkholderia를 이용하여,

곤충의 방어물질을

screening함.

곤충의 중장기관에서

콩 유래의 Kunitz-type

trypsin inhibitor를

찾았음.

이 물질이 O-antigen이

결연된 재조합 변이

공생 burkholderia를

사멸시킨다는 것을

증명함.

Burkholdeora의 LPS

O-antigen은 중요한

공생인자임을 밝혀냄.

구분 세부과제명 세부연구목표 연구개발 수행내용 연구결과

2차

년도

재조합 변이

공생

burkholderia

를 이용한

공생기작의

규명 및

숙주와의

공생 인자가

결여된 재조합

변이 공생

burkholderia의

제작

공생 burkholderia에서 LPS

core OS 생합성 유전자를

찾아 본 결과, wbiG, wabS,

wabO, waaC, waaF가

있었다. 공생 관계에서 이

유전자들의 중요성을 알기

결과를 기반으로

유전자 재조합법을

통한 각 유전자가

결여된 돌연변이

공생균주를 제작함.
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상호작용에

관여하는

특정유전자

의 역할

규명

위하여, 각 유전자가 결여된

돌연변이 공생균주를 제작

하였다. 각 돌연변이

균주들의 LPS를 은 염색법을

통하여 염색 해 본 결과,

야생형 균주의 LPS와는

다르게 각 돌연변이 균주들은

LPS의 O-antigen부분이

없고 core OS부분이

야생형과 다르다는 사실을 앎

재조합 변이 공생

burkholderia를

이용한 공생

인자의 기능 규명

각 돌연변이 균주들의 LPS를

은 염색법을 통하여 염색 해

본 결과, 야생형 균주의

LPS와는 다르게 각 돌연변이

균주들은 LPS의

O-antigen부분이 없고 core

OS부분이 야생형과 다르다는

사실을 확인하여 돌연변이

균주의 LPS 구조를 분석

결과, waaC 유전자는

heptosyltransferase I을

암호화며 이 유전자는 Kdo

단위체의 O-5 위치에

glycosylation을 시키는

기능을 한다는 것을 알아냄

공생균의 LPS core

OS가 숙주 곤충이

중장에 공생을 하는 데

중요한 역할을 한다는

내용을 전사체 분석

내용을 기반으로 한

돌연변이주를 이용하여

규명함.

숙주-공생균의

상호작용에 따른

특정 인자의 발현

분석

곤충 병원균인 Pseudomonas

entomophila를 타겟 균주로

주요 독성인자를 발굴하기

위해서 생화학적인 접근을

통하여 독성 인자를

밝혀내었다. 독성인자는

metalloprotease인 AprA로

밝혀졌고, 숙주인

톱다리개미허리노린재의

면역반응을 억제시키며 숙주

곤충을 효율적으로

사멸시킴을 확인함.

AprA 유전자 결손

돌연변이 균주가 숙주

곤충에 대해 현저히

떨어진 독성을

나타낸다는 것을

보임으로써, AprA가

중요한 독성 인자임을

증명함.
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나. 연구범위 및 연구수행 방법

연 구 범 위
연구수행방법

(이론적․실험적 접근방법)
구체적인 내용

동물 공생균인 

burkholderia의 in host

전사체 분석

곤충의 중장기관으로부터 장내 환경에 

적응된 공생균인 burkholderia를 

대량으로 획득함.

in vitro 및 in host에서 획득된 공생 

burkholderia로부터 total RNA를 

추출하였음.

이를 바탕으로 RNAseq을 수행하였음.

RNAseq data를 이용한 Differentially

expressed genes(DEGs) 분석 및 

KEGG pathway를 수행

총 6,732개의 유전자를 분석하였음.

이중 in host burkholderia에서는 

1,853개의 유전자가 많이 발현됨.배양 burkholderia sp.

RPE64와 장내 공생균인 

burkholderia sp. RPE64간의 

유전자 발현패턴 비교 분석

공생 burkholderia를 

선별하기 위한 숙주의 방어 

기작 규명

세포벽 성분 중, O-antigen이 결여된 

재조합 변이 공생 burkholderia를 

이용하여, 곤충의 방어물질을 

screening함.

곤충의 중장기관에서 콩 유래의 

Kunitz-type trypsin inhibitor를 

찾았음.

이 물질이 O-antigen이 결연된 

재조합 변이 공생 burkholderia를 

사멸시킨다는 것을 증명함.

Burkholdeora의 LPS O-antigen은 

중요한 공생인자임을 밝혀냄.

공생 인자가 결여된 

재조합 변이 공생 

burkholderia의 제작

공생균인 burkholderia에서 LPS core

OS 생합성 유전자를 찾아 그 결과를 

기반으로  유전자 재조합법을 통한 각 

유전자가 결여된 돌연변이 공생균주를 

제작. 각 돌연변이 균주들의 LPS를 은 

염색법을 통하여 염색.

야생형 균주의 LPS와는 다르게 각 

돌연변이 균주들은 LPS의 

O-antigen부분이 없고 core

OS부분이 야생형과 다르다는 

사실을 알 수 있었다

재조합 변이 공생 

burkholderia를 이용한 

공생 인자의 기능 규명

각 돌연변이 균주의 LPS 구조를 

MALDI-TOF를 통하여 분석하였고,

유전자들의 역할을 바탕으로, 각 

돌연변이 균주의 LPS core OS의 

구조를 화학적으로 분석함. 각 

돌연변이 공생균들을 숙주 곤충에 

감염 시킨 뒤, 중장에 서식하고 있는 

공생균의 수를 측정.

LPS core OS, 특히 waaC 유전자가 

공생균이 공생하는데에 있어 

중요한 역할을 한다는 것을 알 수 

있었음.
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다. 연구내용 및 결과

(1) 전사체 분석을 통해 곤충 공생 burkholderia로부터 다양한 공생 인자의 발굴

(가) 동물 공생균인 burkholderia의 in host 전사체 분석

1차년도 연구기간동안 본 연구진은 공생 burkholderia가 특이적으로 서식하는 노린재곤충의 중

장기관 (M4)으로부터 장내 환경에 적응된 장내 공생균인 burkholderia sp. RPE64를 대량으로

획득하여, 이로부터 전사체 분석을 위한 양질의 total RNA를 추출 후, rRNA를 제거하기 위해

mRNA enrichment를 수행하였음. 이를 바탕으로 in host RNAseq을 진행하였으며, 최종적으로

는 동물 공생균인 burkholderia의 in host 전사체를 획득하였음. 본 연구수행내용은 연구추진목

표상에서 100%에 해당하며, 본 연구결과는 in vitro 및 in host 유전자 발현패턴 비교 분석에

도 이용되었음.

(나) 곤충 공생 burkholderia의 in vitro 및 in host 유전자 발현패턴 비교 분석

공생균이 증식하고 있는 환경조건 (in vitro 또는 in host)에 따라서 특이적으로 발현되거나 억

제되고 있는 유전자군을 탐색하고자 하며, in host의 샘플은 앞선 수행된 연구결과를 동일하게

이용하고자 했음. in vitro 샘플은 공생균인 burkholderia를 영양배지에서 대량으로 배양하여,

이의 colony를 획득하였으며, 이로부터 전사체 분석을 위한 total RNA를 추출하였음. 기 진행

된 RNA sequencing 및 DEGs (differentially expressed genes) 분석을 통해 얻어진 연구결과

를 바탕으로, KEGG database를 기반으로 하여 RNA mapping 및 특이발현 유전자의 확인함.

최종적으로는 동물 공생균인 burkholderia가 숙주의 장내환경에 적응하기 위해 발현하는 특정

공생인자 후보군을 찾고 있는 중이며, 본 연구결과를 바탕으로 2차년도에서 진행될 신규 공생

인자의 기능 규명연구가 진행 될 예정임. 본 연구수행내용은 연구추진목표상에서 100%에 해당

함. 동물 공생균인 burkholderia의 in host 전사체 분석과 곤충 공생 burkholderia의 in vitro

및 in host 유전자 발현패턴 비교 분석에 대한 연구 결과는 다음과 같음.

숙주-공생균의 

상호작용에 따른 특정 

인자의 발현 분석

P. entomophila가 숙주 곤충에게 어

느 정도의 독성을 가지는지 알기 위

하여 다른 균주 (E. coli, S. aureus,

burkholderia)와 P. entomophila를 숙주 

곤충의 혈림프에 주사하고 생존율을 

측정 및 혈구 세포의 숫자를 측정.

P. entomophila의 독성인자를 정제하

기 위하여, 먼저 배양액 안에 있는 

단백질을 SDS-PAGE기법을 통하여 

확인 후 음이온수지교환 크로마토그

래피법과 크기배제 크로마토그래피

법을 사용하여 하나의 살충 효과를 

나타내는 단백질을 분리 정제.

AprA는 세포의 세포 자살을 유도

하여 숙주 곤충의 세포를 사멸시

킨다는 것을 알 수 있었다.



- 46 -

① in vitro 및 in host 공생균인 burkholderia의 RNAseq 라이브러리 획득 및 서열 해독

RNAseq 라이브러리를 Illuminal TruSeqTM RNA sample prep kit (Illumina, San Diego, USA)

의 standard low-throughput protocol을 통하여 생산한 후, 생산된 라이브러리를 Illumina

HiSeq2000 기기를 통하여 염기 해독을 수행하여 read data 생산하였음.

그림 3. 라이브러리 획득 및 서열 해독

② Read quality 확인

리눅스 시스템 환경에서 FastQC (Babraham Institute, https://www.bioinformatics.babraham.

ac.uk/projects/fastqc/) 프로그램을 통해 read data의 quality를 확인함. 대부분의 read 라이브

러리에서 read의 quality score가 30이상의 높은 수준인 것을 확인함.

그림 37. Read quality 확인
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그림 38. Qualimap (http://qualimap.bioinfo.cipf.es/) 프로그램을 

이용하여 이전 과정에서 생성된 Bam 파일의 quality를 확인

③ Differentially expressed genes (DEGs, 차별유전자) 분석

EdgeR (https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/edgeR.html) 의 R package를 이용

하여 log2(in vivo/ in vitro)값을 구하고, 유의성을 P-value 0.05미만 기준을 통해 DEG를 최종

적으로 획득함.

MDS plot을 통해 in vitro조건과 in vivo조건에서 생성된 RNAseq read library가 replicate별로

상당히 가깝게 그룹화되는 것을 확인함.

BCV, Volcano, Smear plot을 통해 DEG의 분포가 상당히 높은 것을 알 수 있으며,

up-regulation, down-regulation되는 DEG의 개수가 유사한 것을 확인할 수 있었음.

그림 39. in vitro 및 in host sample의 MDS plot
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그림 40. DEGs 분석 결과

④ Differentially expressed genes (DEGs, 차별유전자) 분석결과를 이용한 KEGG pathway

enrichment를 수행함.

DEGs data를 기반으로 up-regulated DEGs를 중심으로 KEGG pathway 결과를 확인함. 그 중

가장 신뢰성 있는 10개의 pathway를 확보함. 10개의 pathway는 다음과 같다.

그림 41. up-regulated DEGs data만을 중심으로 KEGG enrichment pathway 분석 결과

DEGs data를 기반으로 total DEGs를 중심으로 KEGG pathway 결과를 확인함. 그 중 가장 신

뢰성 있는 10개의 pathway를 확보함. 10개의 pathway는 다음과 같음.
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그림 42. Total DEGs data를 이용한 KEGG enrichment pathway 분석 결과

(다) 공생 burkholderia를 선별하기 위한 숙주의 방어 기작 규명 (논문투고; Jang HA et al.,

(2017) A midgut lysate of the Riptortus pedestris has antibacterial activity against LPS

O-antigen-deficient burkholderia mutants. Developmental & Comparative Immunology 67:

97-106.)

본 연구는 공생균이 야외로부터 숙주에 의해 획득되어지는 감염초기단계에서의 선별기작에 관

여하는 공생인자를 찾고자 진행되었음. 곤충 숙주는 경구감염을 통한 공생초기단계에서 공생균

의 O-antigen을 공생인자로써 인식하고, 중장기관인 M1에서 Kunitz-type trypsin inhibitor를

통해 항균활성을 나타내는 것으로 확인되었고, 이러한 기작을 통해, 곤충숙주는 O-antigen이

결여된 변이공생균 또는 다른 종에 속하는 병원균에 대한 선별을 진행할 수 있는 것으로 재차

확인되었음. 따라서 본 연구결과는 1차년도에 얻게 될 특이공생인자의 기능분석에 있어서 중요

한 자료로 사용되어 질 수 있을 것으로 여겨지며, 2차년도 연구에 있어서 참고할 만한 기초자

료가 될 것으로 판단됨. 본 연구수행내용은 연구추진목표상에서 100%에 해당하며, 연구결과는

국외 SCI저널인 Developmental and Comparative Immunology에 게재 완료하였음.

① M1은 burkholderia의 O-antigen type에 따른 서로 다른 항균활성

본 연구진이 기보고한 연구논문( Kim JK et al., 2017, JBC)에 따르면, 실험실에서 배양한

burkholderia (in vitro burkholderia)는 O-antigen이 포함된 smooth type의 LPS를 가지며, 숙

주의 공생기관인 M4 crypt에 서식하는 burkholderia (in host burkholderia)는 O-antigen이 소

실된 rough type의 LPS를 가진다는 사실을 밝혔음. 이를 토대로 실험실에서 배양한

burkholderia와 O-antigen이 결여된 변이 균주 간에 감염되는 정도의 차이를 알아보았고, 그

결과 O-antigen이 결여된 변이 균주가 실험실에서 배양한 burkholderia보다 초기 감염률이 낮

아지는 것을 2016년에 DCI에 보고한바 있음.

본 연구는 이러한 결과들을 바탕으로, O-antigen의 결여로 인해 초기 감염률이 저하되는 원인
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이 숙주에 의한 면역반응의 결과일 것이라고 생각하였으며, 숙주 유래의 항균활성물질을 정제

하기 위해 공생균의 감염 경로에 해당되는 중장 (midgut) 구간을 중점적으로 조사하기로 하여

중장구간을 구조에 따라 M1, M2, M3, M4B, M4로 나눈 후, 이를 추출물로 만들어서 in vitro

burkholderia 와 in host burkholderia, 그리고 O-antigen이 결여된 wbiG 재조합 변이 공생균

주에 각각 처리하여 항균활성을 확인하였다. 그 결과, in vitro burkholderia는 숙주의 M1

lysate에 의해 어떠한 영향도 받지 않는 반면, in host burkholderia와 wbiG 재조합 변이 공생

균주는 M1 lysate에 의해 사멸된다는 것을 확인함 (그림 8).

그림 8. 숙주의 중장구간에 따른 공생균의 type별 항균활성.

이러한 결과를 명확히 확인하고자 곤충 숙주인 톱다리개미허리노린재에 배양된 in vitro

burkholderia와 wbiG 재조합 변이 공생균주를 감염시키고 1시간 후, M1에 생존하는 공생균의

밀도를 측정하였음. 그 결과, O-antigen이 결여된 wbiG 재조합 변이 공생균주의 서식밀도가 in

vitro burkholderia의 서식밀도보다 현저히 낮은 것을 확인하였고, 이러한 결과는 숙주의 M1

내에 O-antigen이 결여된 burkholderia를 사멸시키는 항균물질이 존재한다는 것을 다시 한 번

증명하는 결과임. (그림 9).
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그림 9. M1에서의 in vitro burkholderia와 wbiG 재조합 변이 공생균주간의 CFUs.

② M1내에는 rough type LPS를 가지는 Bukholderia를 사멸시키는 Kunitz-type trypsin

inhibitor의 존재

따라서 M1 내에 존재하는 항균물질을 규명하기 위해, 대량의 톱다리개미허리노린재를 해부하

여 M1을 얻어 추출물로 만든 후, ammonium sulfate 침전법을 수행하여 정제를 시작하였음.

그 후 wbiG 재조합 변이 공생균주에 대해 항균활성을 가지는 40-60%의 침전구역을 size

exclusion chromatography인 Superdex 75 column을 사용하여 분리 한 후 (그림 10A, B), 항

균활성을 가지는 peak 4를 얻음 (그림 10C). 그 후 peak 4에서 나머지 peak에서는 나타나지

않는 17 kDa의 특이적인 단백질 밴드를 확인할 수 있었음 (그림 10D). 이 17 kDa의 단백질이

무엇인지 알기 위해서 N-말단 아미노산서열을 분석하여 NCBI에서 BLAST한 결과, 17 kDa의

단백질은 톱다리개미허리노린재의 먹이인 콩에서 유래한 Kunitz-type의 trypsin inhibitor로 밝

힘 (그림 10E).

그림 10. M1 midgut으로부터 O-antigen 결여 burkholderia에 대해 항균활성을 가지는

Kunitz-type trypsin inhibitor의 규명.
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③ Kunitz-type trypsin inhibitor가 항균활성을 가지기 위한 M1의 환경

Trypsin inhibitor의 항균활성을 알아보기 위해 시판되고 있는 soybean에서 유래한 trypsin

inhibitor를 O-antigen이 결여된 wbiG 재조합 변이 공생균주에 처리한 결과, 공생균이 사멸하

지 않았다. 따라서 trypsin inhibitor가 O-antigen이 결여된 burkholderia에 대해 항균활성을 가

지려면 “M1 내에 존재하는 다른 물질 또는 M1의 환경이 필요할 것”이라는 가설을 세우고 차

후 실험을 진행하였음. 콩을 제거한 M1 lysate를 wbiG 재조합 변이 공생균주에 처리한 그룹에

서는 wbiG 재조합 변이 공생균주가 사멸하지 않았으나, 콩을 제거한 M1 lysate와 trypsin

inhibitor를 wbiG 재조합 변이 공생균주에 같이 처리한 그룹에서 wbiG 재조합 변이 공생균주

가 유의미하게 사멸하였음 (그림 11). 이 결과는 trypsin inhibitor가 O-antigen이 소실된

burkholderia를 사멸시키나, host의 M1 내에 존재하는 물질 또는 그 환경이 필요하다는 결론

을 내릴 수 있었음.

그림 11. M1 lysate 존재 하에 O-antigen이 결여된 burkholderia에 대해 항균활성이 있는

trypsin inhibitor.

④ Smooth-type LPS를 가지는 burkholderia와 숙주의 안정적인 공생관계

M1 lysate에서의 항균활성은 곤충 숙주인 톱다리개미허리노린재와 burkholderia의 공생관계

에서 생물학적 의미를 가지며, 일반적인 야외환경에는 O-antigen이 소실된 rough-type의

burkholderia와 O-antigen을 가진 smooth-type의 burkholderia가 다양한 이유에 의해 모두 존

재할 수 있다. 그리고 본 연구결과를 바탕으로, 동물 공생균인 burkholderia의 경구 감염 시,

곤충 숙주의 M1 중장기관에서의 항균 활성으로 인해 rough-type의 burkholderia는 높은 수준

으로 사멸되나, smooth-type의 burkholderia는 사멸되지 않는다는 것을 알 수 있음. 따라서 최

종적으로는 곤충 숙주인 톱다리개미허리노린재는 smooth-type의 burkholderia 만을 선택적으

로 획득할 수 있으며, 이들은 안정적으로 공생관계를 이룰 수 있게 됨을 확인함.
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지금까지의 결과들을 토대로 본 연구진은 “공생균인 burkholderia의 smooth-type LPS는 콩

으로부터 유래되는 Kunitz-type trypsin inhibitor와 이를 보조하는 M1 내의 어떤 인자의 항균

활성으로부터 동물 공생균인 burkholderia를 보호한다”는 결론을 내릴 수 있었음. 또한 “반면,

Rough-type LPS를 가지는 동물 공생균인 burkholderia는 M1의 영향을 받아 사멸하여, 정상

적인 공생관계를 이루는데 어려움을 겪는다”는 연구 결과를 도출함.

이러한 연구결과는 1차년도에 얻게 될 특이공생인자의 기능분석에 있어서 중요한 자료로 사용

되어 질 수 있을 것으로 여겨지며, 2차년도 연구에 있어서 참고할 만한 기초자료가 될 것으로

판단됨.

(2) 공생 관계에 필요한 공생균의 공생 인자 규명

(가)공생 관계에서 공생균의 lipopolysaccharide core oligosaccharide의 중요성 규명

숙주인 Riptortus pedestris의 중장에 공생하기 위하여, 공생균인 burkholderia는 숙주의 중장

환경에 적응을 하여야만 한다. 그 중, 박테리아의 세포벽의 최외각 성분은 숙주의 중장 환경과

직접적으로 마주하는 부분이다. Gram-negative 박테리아인 burkholderia는 lipopolysaccharide

(LPS)를 세포 외막에 주요 성분으로써 가지고 있으며, 이것은 lipid A, O-antigen, core

oligosaccharide (OS)라는 부분으로 나뉘어진다. 본 연구에서는, 이러한 공생균의 LPS core OS

가 숙주 곤충이 중장에 공생을 하는 데 중요한 역할을 한다는 내용을 전사체 분석 내용을 기

반으로 한 돌연변이주를 이용하여 규명하였다. 본 연구는 SCI급 국제저널 The journal of

biological chemistry에 2017년 11월에 게재 완료 하였다.

① 공생균에서의 LPS core OS 생합성 유전자의 위치와 각 유전자의 돌연변이 균주의 LPS 분석

공생균인 burkholderia에서 LPS core OS 생합성 유전자를 찾아 본 결과, wbiG, wabS, wabO,

waaC, waaF가 있었다 (그림 12A). 공생 관계에서 이 유전자들의 중요성을 알기 위하여, 이 결

과를 기반으로 유전자 재조합법을 통한 각 유전자가 결여된 돌연변이 공생균주를 제작 하였

다. 각 돌연변이 균주들의 LPS를 은 염색법을 통하여 염색 해 본 결과, 야생형 균주의 LPS와

는 다르게 각 돌연변이 균주들은 LPS의 O-antigen부분이 없고 core OS부분이 야생형과 다르

다는 사실을 알 수 있었다 (그림 12B).
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그림 12. LPS core OS 생합성 관련 유전자 및 각 유전자 돌연변이 균주의 LPS 분석

② MALDI-TOF를 통한 각 돌연변이 균주의 LPS 구조 분석

각 유전자가 LPS를 생합성 하는데에 있어 어떠한 역할을 하는지 심층적으로 알기 위하여, 각

돌연변이 균주의 LPS 구조를 MALDI-TOF를 통하여 분석하였다 (그림 13). 그 결과, waaC

유전자는 heptosyltransferase I을 암호화 하는 유전자이며 이 유전자는 Kdo 단위체의 O-5 위

치에 glycosylation을 시키는 기능을 한다는 것을 알아내었다. 또한 waaF 유전자는

heptosyltransferase II 효소를 암호화하는 유전자임을 밝혀냈다. 더불어 wabO 유전자는

glucosyltransferase를 암호화한다는 것을 알아내었다. 마지막으로 wabS 유전자는 second

glucosyltransferase 효소를 암호화 한다는 것을 알아내었고, 이 결과를 통하여 곻생균인

burkholderia의 LPS 생합성에 관련 된 각각의 유전자가 LPS를 생합성 하는 데에 있어서 어떠

한 역할을 하는지를 규명하였다.

그림 13. MALDI-TOF를 이용한 LPS 구조 분석
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③ 각 돌연변이 균주의 LPS core OS의 화학적 구조 분석

그림 13에서 밝힌 유전자들의 역할을 바탕으로, 각 돌연변이 균주의 LPS core OS의 구조를

화학적으로 분석하였다 (그림 14). 이 결과로 각 돌연변이 균주의 lipid A의 구조를 정확하게

알 수 있었다.

그림 14. LPS core OS의 화학적 구조 분석

⓸ 각 돌연변이 균주의 공생 능력 비교

LPS core OS가 공생하는 데에 있어 중요한지 알아보기 위하여, 각 돌연변이 공생균들을 숙

주 곤충에 감염 시킨 뒤, 중장에 서식하고 있는 공생균의 수를 측정하였다 (그림 15A). 그 결

과, wbiG, wabO, waaF, waaC 유전자가 결손 된 돌연변이 균주의 공생 능력이 떨어지는 것을

관찰하였다. 특히 waaC 결손 돌연변이 균주는 다른 돌연변이 균주에 비해 공생 능력이 현저히

떨어졌다. 그리고 야생형과 waaC 결손 돌연변이 균주를 숙주 곤충에 감염시킨 뒤 그 중장을

추출하여 전자 현미경을 통해 관찰 하였다 (그림 15B, C). 그 결과 야생형은 중장지역에 잘 군

집화 하고 있는 것을 보았지만, waaC 결손 돌연변이 균주는 잘 공생하고 있지 않은 것을 보았
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다. 이 결과로 LPS core OS, 특히 waaC 유전자가 공생균이 공생하는데에 있어 중요한 역할을

한다는 것을 알 수 있었다.

그림 15. LPS core OS 결손 돌연변이 균주들의 공생 능력 측정

⓹ LPS core OS 결손 돌연변이 균주가 숙주에게 미치는 영향
LPS core OS 결손 돌연변이 균주들을 숙주에게 감염 시킨 뒤, 성충이 되는 속도와 성충의

건조 된 무게 및 길이를 측정하였다. 먼저, 야생형 공생균을 2령 약충에 감염시키면, 숙주 곤충

이 성충이 되는 데에는 약 16~18일 정도가 걸렸다. 하지만 waaC 결손 돌연변이 공생균을 감염

시킨 경우에는, 성충이 되는 데 18~26일 정도가 소요되었다. 이것은 공생균을 가지지 않는 곤

충의 성장속도와 비슷하였다 (그림 16A). 또한 성충의 몸무게와 길이도 야생형을 감염시킨 곤

충보다 waaC 결손 돌연변이 균주를 감염시킨 곤충이 현저히 낮은 것을 알 수 있었다 (그림

16B, C). 이 결과를 통하여, LPS core OS 돌연변이 균주가 숙주 곤충내에 잘 공생하지 못함으

로써, 숙주 곤충의 성장 및 발달속도를 증진시키지 못한다는 것을 알 수 있었다.
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그림 16. LPS core OS 결손 돌연변이가 숙주 곤충의 성장 및 발달에 미치는 영향

⓺ LPS core OS 돌연변이 균주가 숙주 곤충의 면역에 미치는 영향

야생형과 각 LPS core OS 돌연변이 균주를 감염시킨 숙주 곤충의 혈림프에 병원균인 E. coli

를 주사한 후 생존율을 측정함으로써, 숙주 곤충의 면역력을 측정하였다. 그 결과 waaC 결손

돌연변이 균주를 감염시킨 곤충의 생존율이 야생형 공생균을 감염시킨 곤충보다 현저히 낮음

을 보였다. 이 결과로 waaC 결손 돌연변이 균주는 숙주 곤충의 면역반응을 증강시키지 못한다

는 것을 알 수 있었다.

그림 17. LPS core OS 결손 돌연변이가 숙주 곤충의 면역력에 미치는 영향

(3) 곤충 병원균 P. entomophila의 중요 독성인자 발굴 및 그 특성의 규명

(가) 곤충 병원균의 중요 독성인자의 발굴

공생균을 이용한 자연친화적 해충 방제법을 개발하기 위하여, 다른 병원균의 독성 인자를 공생

균인 burkholderia에서 과발현시킬 계획이다. 이 연구를 위하여, 먼저 곤충 병원균인

Pseudomonas entomophila를 타겟 균주로 선택하였다. 이 균주의 주요 독성인자를 발굴하기

위해서 유전학적 접근을 하였으나, 아직 밝혀지지 않은 바가 많아 생화학적인 접근을 통하여

독성 인자를 밝혀내었다. 독성인자는 metalloprotease인 AprA로 밝혀졌고, 이 단백질은 숙주인

톱다리개미허리노린재의 면역반응을 억제시키며 숙주 곤충을 효율적으로 사멸시켰다. 또한

aprA 유전자 결손 돌연변이 균주가 숙주 곤충에 대해 현저히 떨어진 독성을 나타낸다는 것을

보임으로써, AprA가 중요한 독성 인자임을 증명하였다. 이 연구 결과는 2018년도 4월에 SCI급

저널인 ‘Developmental and Comparative Immunology’에 게재 완료하였다.

① 숙주 곤충에 대한 P. entomophila의 독성 측정

P. entomophila가 숙주 곤충에게 어느 정도의 독성을 가지는지 알기 위하여 다른 균주 (E.

coli, S. aureus, burkholderia)와 P. entomophila를 숙주 곤충의 혈림프에 주사하고 생존율을

측정하였다 (그림 18A). 그 결과, 오직 P. entomophila만이 숙주 곤충을 효과적으로 사멸시킬

수 있었다. 또한, 더 자세하게 그 독성을 알기 위하여, 각기 다른 세포 수의 P. entomophila와

열처리를 통해 사멸시킨 P. entomophila를 숙주의 혈림프에 주사하고 생존율을 측정하였다
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(그림 18B). 그 결과 오직 살아있는 균주만이 숙주 곤충을 죽일 수 있다는 사실을 알아내었고,

세포 수에 의존적으로 그 독성이 강해진다는 것을 알 수 있었다.

그림 18. P . enotmophila의 독성 측정

② 숙주의 혈구 세포에 대한 P. entomophila의 세포 독성

P. entomophila가 숙주 곤충을 어떻게 사멸시키는지를 알아보기 위하여, P. enotmophila를 숙

주의 혈림프로 주사한 뒤, 혈구 세포의 숫자를 측정하였다. 그 결과, P. entomophila를 주사 한

후 시간이 지남에 따라 총 혈구 세포의 숫자가 증가하였다 (그림 19A). 이것을 통해 숙주가 침

입한 병원균을 제거하기 위해 면역반응을 일으켰다는 것을 알 수 있었다. 하지만, 증가한 숫자

의 혈구 세포의 대부분은 이미 죽은 혈구 세포라는 것을 trypan blue 염색을 통하여 알 수 있

었다 (그림 19B). 또한 in vitro 와 in vivo 모두에서 P. enotmophila가 숙주 곤충의 혈구의 죽

음을 유도한다는 것을 죽은 혈구세포의 비율을 측정함으로써 알 수 있었다 (그림 19C, D). 이

결과를 통하여 P. entomophila가 숙주의 세포성면역반응을 억제함으로써 숙주 곤충을 죽일 수

있을 것이라는 사실을 알 수 있었다.

그림 19. P . entomophila의 세포 독성 규명
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③ 살충효과를 보이는 독성인자의 정제 및 규명

P. entomophila가 분비하는 독성인자를 정제하기 위하여, 먼저 P. entomophila 배양액을 숙주

곤충의 혈림프로 주사하여 생존율을 확인하였다 (그림 20A). 그 결과 배양액 또한 숙주 곤충을

잘 사멸시킨다는 것을 확인 하였고, 이 결과를 통해 배양액 속에는 독성 인자가 있다는 것을

알 수 있었다. 또한 배양이 숙주의 혈구 세포에 대한 세포 독성을 보였다 (그림 20B). P .

entomophila의 독성인자를 정제하기 위하여, 먼저 배양액 안에 있는 단백질을 SDS-PAGE기법

을 통하여 확인하였다 (그림 20C). 그 결과 3 종류의 많은 양의 단백질과 여러 가지 다른 단백

질들이 존재하는 것을 확인하였다. 이것을 음이온수지교환 크로마토그래피법과 크기배제 크로

마토그래피법을 사용하여 하나의 살충 효과를 나타내는 단백질을 분리 정제 하였다 (그림

20D). 이 45 kDa의 단백질을 LC-MS 분석법을 통하여 분석하여, metalloprotease인 AprA라는

것을 규명하였다 (그림 20E).

그림 20. 살충 효과를 나타내는 단백질 AprA의 분리 정제

⓸ AprA에 의한 숙주 혈구 세포의 세포 자살 유도

정제한 AprA의 살충 능력을 확인하기 위해, AprA를 숙주 곤충의 혈림프에 주사 한 뒤 생존

율을 측정하였다 (그림 21A). 그 결과, AprA는 효과적으로 곤충을 사멸시킴을 알 수 있었다.

반면에, AprA를 열처리하여 비활성화 시키면 살충 효과가 없어지는 것을 확인하였다. 또한, in

vivo와 in vitro 모두에서 숙주 곤충의 혈구 세포를 사멸 시켰다 (그림 21B, C). 마찬가지로,

AprA를 비활성화 시키면 세포독성이 사라졌다. 어떠한 메카니즘으로 혈구 세포를 사멸시키는

지 알기 위해, 종마다 잘 보존 되어있는 세포 자살을 먼저 확인 해 보았다. 그 결과, AprA를

주사한 곤충의 혈구 세포가 Annecxin V-FITC 및 Propidium Iodide에 염색이 잘 되는 것을

관찰하였다 (그림 21D, E). 이 결과들을 통해, AprA는 세포의 세포 자살을 유도하여 숙주 곤

충의 세포를 사멸시킨다는 것을 알 수 있었다.
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그림 21. AprA에 의한 숙주 곤충의 세포 자살

⓹ AprA에 의한 숙주 곤충의 체액성 면역 억제
숙주 곤충의 세포성 면역 말고도, 체액성 면역이 AprA에 의해 억제되는지를 확인하기 위해,

먼저 P. entomophila 세포를 숙주 곤충의 혈림프에 주사한 뒤, 3가지의 항균펩타이드 유전자의

발현량을 측정하였다 (그림 22A-C). 그 결과, 주사 후 시간이 지남에 따라 3가지의 항균펩타이

드 유전자의 발현량이 높게 증가하는 것을 확인하였다. 이것은 P. entomophila에 의해 숙주 곤

충의 체액성 면역이 유도 되었다는 뜻으로 해석 된다. 이렇게 숙주 곤충에 의해서 분비된 항균

펩타이드가 AprA에 의해 어떠한 영향을 받는지 알아보기 위하여, 화학적으로 합성한 항균 펩

타이드와 정제한 AprA를 같이 반응시킨 후 웨스턴블랏을 통하여 그 변화를 확인하였다 (그림

22D). 그 결과, AprA에 의해서 항균 펩타이드가 완벽하게 분해되는 것을 알 수 있었다. 반면

에, AprA를 비활성화 시키면 항균펩타이드가 분해되지 않는 것을 확인 하였다. 추가적으로, 항

균펩타이드에 감수성이 높은 균주로 알려진 E. coli 균주를 이용하여 AprA가 항균펩타이드를

분해함으로써 E. coli를 보호한다는 것을 알아내었다 (그림 22E, F). 이 결과들을 통하여 AprA

가 숙주 곤충의 세포성 면역뿐만 아니라, 체액성 면역 또한 억제하여 숙주 곤충을 사멸시킨다

는 것을 알 수 있었다.
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그림 22. AprA에 의한 숙주 곤충의 체액성 면역 억제

⓺ aprA 유전자 결손 돌연변이 P. entomophila의 감소된 독성

AprA가 P. entmophila의 주요한 독성 인자임을 증명하기 위하여, aprA 유전자가 결여된 돌

연변이 균주를 사용하여 실험하였다. 먼저 야생형과 돌연변이 균주를 배양한 배양액의 단백질

을 SDS-PAGE와 웨스턴블랏을 이용해 확인 해 본 결과, aprA 결손 돌연변이 균주에서는

AprA가 없다는 것을 확인 하였다 (그림 23A). 또한 돌연변이 균주의 독성을 확인하기 위해,

야생형과 돌연변이 균주를 숙주 곤충의 혈림프로 주사 한 후 생존율을 측정하였다 (그림 23B).

그 결과, 돌연변이 균주의 병원성이 더 낮은 것을 알 수 있었다. 또한, 돌연변이 균주의 배양액

에는 AprA가 없기 때문에 숙주에 대한 독성이 사라지는 것을 알 수 있었다 (그림 23C). 그리

고, 돌연변이 균주의 배양액은 숙주 곤충의 혈구 세포에 대한 세포 독성 또한 사라짐을 확인하

였다 (그림 23D). 마지막으로, 돌연변이 균주의 배양액이 숙주 곤충의 항균펩타이드를 분해하

지 못한다는 것을 알아내었다 (그림 23E). 이 결과들을 통하여 AprA가 P. entomophila의 주요

한 독성 인자임을 증명하였다.
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그림 23. aprA 돌연변이 균주의 약화된 독성

현재까지, 공생균 burkholderia의 in vivo 및 in vitro 전사체 분석을 통하여 공생 인자를 발

굴 해 왔다. 이 전사체 분석을 기반으로, 공생균인 burkholderia가 가지지 않는 병원균 유래의

독성 인자를 공생균에서 과발현 시킴으로써, 해충인 숙주 곤충 톱다리개미허리노린재의 자연

친화적인 방재법을 찾을 수 있다고 판단된다.

미생물인 Pseudomonas entomophila는 그 독성 인자에 대해서 많이 밝혀져 있지 않고, 여러

종의 곤충을 잘 죽일 수 있는 것으로 알려져 있다. 그래서, 이 균주로부터 숙주인 톱다리개미

허리 노린재를 사멸시킬 수 있는 독성 인자를 발굴 해내어 독성 인자를 찾아내면, 그것을 공

생균인 burkholderia에서 발현 시킨 후, 공생균에 대해 독성을 나타내는지를 확인하고, 독성이

없다면, 이것을 숙주 곤충에 감염시켜 자연친화적인 해충방제에 이용 할 수 있을 것으로 기대

된다.
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3. 용역(루이지애나 주립대학교 함종현)

가. 병원성 및 비병원성 균주들의 유전체 염기서열 분석을 통해서 발견된 후보 유전자 중 2개

의 유전자 병원성 기능 유전자 규명

병원성및 비병원성 균주들의 유전체 염기서열 분석을 통하여 발견된 후보 유전자들 가운데 두

개의 유전자(잠정적으로 각각 BGVC11 과 LSUPB467 로 표기)의 병원성 기능을 유전학적 생

물학적 실험을 통하여 규명하였다. 이 두 유전자들 가운데 BGVC11 은 TetR/AcrR 계열의

조절인자를 LSUPB467 은 AsnC 계열의 조절인자를 각각 코딩하고 있는 것으로 분석되었

다. 따라서 이들 두 개의 새로 운 병원성 유전자들이 이번 1차 년도의 용역 연구과제의 성과로

써 발견되었다. 새롭게 발견된 이들 유전자의 병원성과 관련된 기능들은 다음과 같다.

(1) B. glumae BGR1의 BGVC11 insertion mutant 제작 원리.

(2) B. glumae BGR1의 BGVC11 insertion mutant의 motility test
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(3) B. glumae BGR1의 BGVC11 insertion mutant 병원성 test

(4) B. glumae 411gr-6의 LSUPB465 insertion mutant 제작 원리

(5) B. glumae 411gr-6 의 LSUPB467 insertion mutant의 toxoflavin test
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(6) B. glumae 411gr-6 의 LSUPB467 insertion mutant의 병원성 test

나. Burkholderia glumae 유전체 염기서열 분석을 통해서 발견된 후보 유전자의 동정과 기능

분석

제1차 년도 연구용역에서 발견된 두 개의 유전자들 중 asnC 유전자의 기능을 세밀하게 연구하

여 이 유전자의 병원성에 미치는 영향과 기존에 알려진 조절인자들과의 관계를 규명하였다.

우선적으로 기존의 transposon (miniTn5) 돌연변이 균주 LSUPB467로 관찰한 asnC 유전자의

기능을 거듭 확인하기 위하여 유전자의 coding sequence 전체를 제거한 ΔasnC 균주를 만들었

는데 (그림 1), 이 균주는 기존의 돌연변이 균주 LSUPB467와 비교하여 비슷한 표현형을 보여

주었다 (그림 2). 그러나 ΔasnC 균주의 경우 첫번째 혹은 두번째 계대배양시 생존력을 잃어버

리는 불안정한 특성으로 말미암아 toxoflavin 생성에 관한 테스트 이외의 생물학적 특성들을

지속적으로 파악하는데 어려움이 있었다. 이러한 이유로 toxoflavin 생성을 제외한 병원성 관련

표현형및 quantitative reverse transcription PCR (qRT-PCR) 결과들은 기존의 asnC mutant

인 LSUPB467을 이용한 실험들로 부터 얻게 되었다. 또한 TetR/AcrR 계열의 조절인자인,

BGVC1은 벼스트레스 반응에 관련된 단백질들과 상호작용을 확인하기 위한 Y2H (Yeast two

hybrids)를 수행하였음.

 

(1) ΔasnC 균주의 생성및 표현형

이번 연구로 새로 발견된 asnC 유전자를 marker-exchange eviction mutation 기술로 제거하

여ΔasnC 균주를 생성하였고 유전자가 성공적으로 제거되었음을 PCR로 확인하였다 (원리그

림). 이ΔasnC 균주는 원래의 asnC 돌연변이 균주인 LSUPB467과 마찬가지로 toxoflavin의 생

산이 감소되는 표현형을 보였다 (플레이트 그림). 그러나ΔasnC 균주는 계대배양시 생존력에

문제가 있어서 asnC 유전자의 기능규명을 위한 다음단계의 실험들은 원래의 asnC 돌연변이

균주인 LSUPB467을 가지고 수행하였음
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그림 65 ΔasnC 균주의 생성원리

그림 66 asnC 유전자의 돌연변이균주 LSUPB467과ΔasnC 의 toxoflavin 표현형

(2) asnC 돌연변이 균주 LSUPB467의 벼에서의 병원성 표현형

벼에서의 병원성 실험결과 asnC 돌연변이 균주인 LSUPB467 가 wild type 균주인 411gr-6 에

비해 현저하게 낮은 병원성을 보이며 이 유전자가 B. glumae 의 병원성에 매우 중요함을 확

인 할 수 있었음 (그림 3)
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그림 67 asnC 유전자의 돌연변이균주 LSUPB467의 벼에서의

병원성 표현형

(3) asnC 돌연변이 균주 LSUPB467의 acyl-homoserine lactone (AHL, quorum-sensing

signal) 생성

B. glumae 의 quorum-sensing signal 물질인 AHL의 생성을 지표 균주인 Chromobacterium

violaceum CV026 을 이용하여 검사한 결과 asnC 돌연변이 균주인 LSUPB467 의 AHL 생성

이 야생형 모균주인 411gr-6 에 비해 다소 감소한 것을 관찰할 수 있었음 (그림 4).

그림 68 B. glumae 의 quorum-sensing signal

물질 AHL의 생성

411gr-6: LSUPB467 의 야생형 모균주

LSUPB467: asnC 돌연변이 균주

336gr-1: 또 다른 병원성 야생형 균주

336ΔtofI: 336gr-1의 quorum-sensing 돌연변이 균주
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(4) asnC 유전자가 기존에 알려진 병원성 유전자및 병원성 조절 유전자의 발현에 미치는 영향

유전자의 발현 정도를 qRT-PCR 방법으로 측정한 결과 quorum-sensing 에 관여하는 tofI 와

tofR 유전자의 발현이 asnC 돌연변이 균주 LSUPB467 에서 현저히 감소하였고 toxoflavin 생

합성에 관여하는 toxA 유전자의 경우 거의 발현이 되지 않았다. 기존에 toxoflavin 생합성과

운반체계를 조절하는 것으로 알려진 toxoflavin 조절 유전자 toxJ 와 toxR 의 경우 LSUPB467

에서 야생형 모균주 411gr-6 에 비해 약간 감소하였다 (그림 5). 이 qRT-PCR 실험결과는 앞

서 관찰된 AHL 과 toxoflavin 생성에 관련된 표현형 관찰결과와 일치하였음. (그림 2와 4).

그림 69 qRT-PCR 로 측정된 병원성 유전자 및 조절 유전자의

발현에 asnC 유전자가 미치는 영향.

이번 유전체 연구를 통하여 새로 발견된 asnC 유전자의 기능을 병원성에 관련된 표현형을 중

심으로 조사한 결과 이 유전자는 주요 병원성인자인 toxoflavin 생성에 매우 중요한 역할을 하

였고 그에 따라 벼에서의 병원성에도 큰 영향력을 보였다. 기존에 알려진 병원성에 관여하는

유전자의 발현에 이 asnC 유전자가 끼치는 영향을 qRT-PCR 기법으로 분석한 결과 이 유전

자가 quorum-sensing 에 관여하는 유전자 tofI 와 tofR 의 발현에 매우 중요하고 toxoflavin

생합성 유전자인 toxA 유전자 발현에는 필수적임을 알 수 있었다. 이 qRT-PCR 결과는 AHL

signal 물질과 toxoflavin 생성에 관한 asnC 돌연변이 균주의 표현형과 일치하였다. 흥미로운

사실은 기존에 toxoflavin 생성에 중요한 조절 유전자로 알려진 toxJ 와 toxR 유전자의 발현이

asnC 유전자에 의해 크게 영향을 받지 않았다는 것이다. 이 결과로 미루어 볼 때 asnC 유전자

의 toxoflavin 생성을 포함한 병원성에 관련한 기능은 toxJ 와 toxR 유전자와는 독립적으로 이

루어짐을 유추할 수 있다. 다만 asnC 유전자에 의해 코딩된 AsnC 단백질이 ToxJ 와 ToxR

단백질과 마찬가지로 toxABCDE operon 의 promoter 에 직접 결합하여 조절기능을 하는지 아

니면 또다른 조절인자를 매개로 하는지 규명하기 위해서는 좀 더 세밀한 유전학적 생화학적

연구가 필요한 것으로 사료됨.
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(5) BGVC11의 기능 분석

B.glumae의 BGVC11 돌연변이 균주의 운동성 감소와 병원성 감소를 확인하여, Y2H 기법을 수행

하여 BGVC11가 어떠한 벼 단백질과 상호작용하는지를 분석하고함.

우선은 벼 스트레스 반응에 관여하는 단백질에 단해서 BGVC11 단백질과의 interaction 스크리닝

하여, WRKY90, XB12와 상호작용함을 확인하고, 실제로 B. glumae가 감염된 벼에서 RNA를 추

출하여 WRKY90, XB12를 제외한 다른 상호작용 단백질을 찾아 BGVC11의 식물내 역할을 규명

하고자함.

Y2H 분석 결과, 5개의 positive 상호작용 단백질을 확인할 수 있었으며, 이들의 GO(Gene

Ontology) 분석을 통해 그 기능을 확인하였고, BGVC11은 식물내 여러 메카니즘에 관련하는 병

원성 인자인 것으로 추정할 수 있었음.

그림 70 Rice stress respones 단백질과 상호작용

그림 71 B. glumae가 감염된 벼의 cDNA 라이브러리를 이용한

BGVC11의 positive interaction
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그림 72 그림 Y2H를 통해 확보한 BGVC11의 interaction partner의 GO(Gene ontology) 분석

4. 총괄 결과

다양한 Burkholderia species의 유전체 분석결과 식물 병원성 Burkholderia glumae BGR1의 다

양한 새로운 식물 병원성 인자를 발굴과 새로운 병원성 기작을 규명하였으며, 이를 바탕으로 종

자 전염에 의한 확산을 방제할 수 있는 신속한 특이적인 PCR기반 진단 방법을 구축하였다. 곤충

공생 Burkholderia를 선별하기 위한 숙주의 방어 기작 규명을 위해서 곤충의 중장기관에서 콩 유

래의 inhibitor를 찾았고, 이 물질이 O-antigen이 결연된 재조합 변이 공생 Burkholderia를 사멸

시킨다는 것을 증명하여 Burkholderia의 LPS O-antigen은 중요한 공생인자임을 밝혀다. 또한 식

물 병원균인 Burkholderia glumae BGR1과 곤충 공생 Burkholderia sp. RPE64의 기주 내에서

발현되는 특이적인 유전자 발굴 및 기능 연구를 위해서 in vivo RNAseq과 분자 생화학적 접근을

통해서 숙주-공생 Burkholderia의 상호작용에 따른 특정 인자의 발현 분석을 수행해서 AprA 유
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전자 결손 돌연변이 균주가 숙주 곤충에 대해 현저히 떨어진 독성을 나타낸다는 것을 보임으로

써, AprA가 중요한 독성 인자임을 증명함. 특히, 식물병원성 Burkholderia glumae와 곤충 공생

Burkholderia sp. RPE64의 공통적인 pathway에서 sulfate transport system 구성요소 중 cysW

변이 돌연변이주에서 병원성이 감소함을 규명하였다.
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2. 미생물 유전체사업의 성과목표 및 결과

가. 성과목표

(단위 : 건수)

(1) 유용유전자원 확보

(가) Hfq (bglu_1g14550,bglu_1g19700)

다른 Burkholderia speecies와 다르게 B. glumae의 경우 2개의 Hfq 유전자를 가지는 것을 특

징으로 하고 있다. B. glumae의 Hfq 단백질은 B. glumae의 기존의 병원성 인자인 toxoflavin

생산을 감소시키고, 운동성을 감소시킨다. 이로인해 병원성 표현형도 감소시킴

(나) BGVC11

BGVC11 은 TetR/AcrR 계열의 조절인자이며, 이 유전자가 결실된 경우 B. glumae의 야생균

주에 비해 현저히 병원성이 감소하는 것을 확인하였다. BGVC11을 생물정보학을 바탕으로 식

물내로 들어가는 단백질로 예측하고 식물단백질과 BGVC11의 단백질 상호작용을 알아보았다.

특히, Y2H assay를 통한 벼스트레스 반응 단백질 및 기감염된 벼의 cDNA 라이브러리에서 반

응하는 벼의 여러 단백질 존재함을 확인하였다. BGVC11은 식물내로 들어가 식물의 다양한 유

전자 발현을 조절하여 병징을 발달시키는데 도움을 줄 것으로 예상함.

(다) asnC

유전자는 주요 병원성인자인 toxoflavin 생성에 매우 중요한 역할을 하였고 그에 따라 벼에서

의 병원성에도 큰 영향력을 보였다. 기존에 알려진 병원성에 관여하는 유전자의 발현에 이

asnC 유전자가 끼치는 영향을 qRT-PCR 기법으로 분석한 결과 이 유전자가 quorum-sensing

에 관여하는 유전자 tofI 와 tofR 의 발현에 매우 중요하고 toxoflavin 생합성 유전자인 toxA

유전자 발현에는 필수적임을 알 수 있었다. 이 qRT-PCR 결과는 AHL signal 물질과

toxoflavin 생성에 관한 asnC 돌연변이 균주의 표현형과 일치함.

(라) wbiG

성과목표

전략

미생물

해독

유용

유전자원

확보

사업화

․실용

화

표준

유전체

해독

메타지놈

분석

유전체

분서기술

개발

NaBic

등록

병원성

미생물

진단마

커개발

병원성 물

정보완미

생성

미생물병발

생기작규명

최종목표 5 2 2** 1

1차

년

도

목표 2 1

실적 2 2

2차

년

도

목표 3 1 2 1

실적 4 1 2 1

계 6 3 2 1
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일반적으로 LPS의 구성성분 중, O-antigen을 coding하는 유전자로 알려져 있으나, 본 연구를

통해 동물 공생 Burkholderia에 있어서는 성공적인 공생관계를 이루기위한 중요한 공생인자임

을 밝혀냄.

(마) waaC

LPS core OS의 생합성에 관련되어있다고 알려진 waaC 유전자의 결손이 공생균의

Burkholderia가 숙주에 공생하는 데 있어서 중요한 인자임을 유전자 수준 및 화학적 수준에서

규명함.

(2) 표준유전체 해독 성과

No 미생물
유전체 해독

(contig)
등록번호 등록기관

1 Burkholderia glumae 957856-41-C

contig 1 CP021074 National Center

Biotechnology

Information

contig 2 CP021075

contig 3 CP021076
contig 4 CP021077

2 Burkholderia glumae 411gr-6

contig 1 CP021157 National Center

Biotechnology

Information

contig 2 CP021158
contig 3 CP021159
contig 4 CP021160

3 Burkholderia glumae 336gr-1

contig 1 CP023203
National Center

Biotechnology

Information

contig 2 CP023204
contig 3 CP023205
contig 4 CP023206
contig 5 CP023206

(3) 병원성미생물진단마커 개발 성과

본 미생물 진단 마켜는 벼 종자에서 발견되는 식물 병원성 균인, Burkholderia glumae 및

Burkholeria gladioli를 동시에 검출하기 위한 프라이머 세트에 관한 것으로, 벼 종자의 전염성

병원균으로 알려진 Burkholderia glumae 및 Burkholderia gladioli를 초기에 정확하고 효과적

으로 검출하기 위해서 비교 유전체학적 접근 방식으로 PCR(Polymerase Chain Reaction) 반응

을 이용하여 쉽고 명확한 결과를 얻는 효과를 가짐.

Primer pair Target protein Forward primer (5’-3’) Reverse primer (5’-3’)

Expected

product

(bp)
Burkholderia glumae

서열번호1 Hypothetical
protein

GGGGAAAAGAACGA
TGAACAGA

CATGAAACGATGAA
GATGCGC 255

서열번호2 Hypothetical
protein

TTCTTCGACTGGCT
GTTTCG

TCGCTGAAACGATC
AATGAAAT 103
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서열번호3 Hypothetical
protein

GTCACGATCGCTCT
GTTGTT

CATGAATCCACGAA
GCCGAG 125

서열번호4 Hypothetical
protein

CATCACAACCTCGC
GGATAC

GAAATGGTGAGCTC
GGCATAG 177

서열번호5 Flp family type
IVb pilin

GGTCGAGTATGGAT
TGATCGG

ATCTGTTGAAAAAG
CTCGTGAC 116

서열번호6 Hypothetical
protein

ATGATGCCTGACGA
TATCGG

ATCCCGCTTTGTTG
GCAATA 140

서열번호7 Hypothetical
protein

CGCAAGCCTTATTC
GATCCT

GTTGATCGTGAACG
GGTCTT 219

서열번호8 Hypothetical
protein

ACCATTAACGAAAA
GATTGCCG

AATGGTCCAACTCT
TGATCTCG 300

서열번호9 Hypothetical
protein

AAGATGAATCGACC
GTCGTG

ACCGTCGCGATCAT
GATTTC 289

서열번호11 Hypothetical
protein

TTGGTGTCAGTCGA
TTACAAGG

AATAGAGATCGTCG
AGGATCCA

283

서열번호12 Hypothetical
protein

GTCCAGCTGAAGTA
TTACCTGG

GATGAATTCACGCA
GGCGATA 117

서열번호13 Hypothetical
protein

CTACGTCGAGTATG
TGGTGG

GAAGAACGATTTCA
AGGCCAC 106

서열번호14 Hypothetical
protein

GATTTGCTTACCTT
GTGGCTG

GGCCACTTCGATTT
CTGTATTG 235

표 22 비교유전체학적 접근을 통해 확보한 B. glumae 프라이머 세트

Primer pair Target protein Forward primer (5’-3’) Reverse primer (5’-3’)

Expected

product

(bp)
Burkholderia gladioli

서열번호15 FkbM family
methyltransferase

CAGTCGTTTAGCTG
GAAGATCA

CCGTAGATGCAGGA
GATTGATT 193

서열번호16
Methyltransferase
domain-containing

protein

CCGATCCAGTATGA
GCACTATC

GAATGAGTTCAGCA
CGTCGATC 267

서열번호17 Hypothetical
protein

TGTCGAGGGCGTAT
GATCAG

AAATGATGGTGAT
TTCCCTGGT 174

서열번호18 Hypothetical
protein

AGTACTTGTTTGAG
TCTCACCC

CCAGTGACAGCAGG
AATTTTTC 171

서열번호19 Flp family type
IVb pilin

GGATAAGGCGAGAA
TATTGGCA

GCAAAGAAATTTCG
CTTTCTGC 212

서열번호20 Metallophospho
esterase

CGAATTCAGATAGC
GTCAGACT

TCGTAGAATTCGTG
ATTACCCG 197

서열번호21 Hypothetical
protein

GATTTGCACCGATT
TTCTGCTC

CATCTTCTGGTAAT
AGGCAGGC 297

서열번호22 Hypothetical
protein

GTCTCTTTACGCGC
AGATAGAG

CTTGTTGTCAGCCG
TCGTATAAC 141

서열번호23 Phosphoesterase
family protein

CATTTCGCGATCGA
TCTCAATC

TTCGTTAGCCATGT
AAGATCCC 243

서열번호24
AraC family
transcriptional
regulator

TCACGGTCTTTACG
GATCAAAA

ATTGATGTTGTGCA
AGGGAGTA 109

서열번호25 TagK
domain-containi

GACGAAGGACAAGA
ACATCGA

AGACTGATTAGGTG
ATGTTCGG 180
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다부처사업을 통해 개발된 미생물진단마커는 이전의 검출 프라이머세트들에 비해서 상대적으

로 현저히 우수한 민감도를 나타내며, B. glumae 및 B. gladioli에만 특이적이며, 특히 벼 종자

에 있는 B. glumae 및 B. gladioli를 일반 PCR로서 동시에 검출하는데 효과적인 도구로 작용

할 수 있으며, 초기 검출을 통해 벼의 이삭마름병과 종자썩음병을 막고 벼 종자의 병원균 전염

여부를 판단하는데 중요한 역할과 예방 및 방제 기여 가능함.

(4) 미생물병발생기작 규명

seed-borne 식물병원성 세균인, Burkholderia glumae와 air-borne 식물병원성 곰팡이인,

Fusarium graminearum의 상호작용은 Burkholderia glumae에 의해 생산되는 항미생물제어제

인, toxoflavin이 있음에도 불구하고, 두 종간의 생존능력을 포함한 병징의 확산 및 발달을 증

가시키고, Burkholderia glumae는 Fusarium graminearum에 물리적 접촉을 이용해 병징의

발생 정도를 빠르고 광범위하게 나타날 수 있음을 ‘Cooperative interactions between

seed-borne bacterial and air-borne fungal pathogens on rice’ (저널명 : nature

communications / 호: (2018) 9:31 / 게재년일 : 2018.01.02. /주저자: Boknam Jung /교신저자:

Young-Su Seo & Jungkwan Lee /사사 개수: 2) 로 규명함

나. 기타 성과목표 및 결과

(1) 성과목표

<단위: 건 수>

성과목표

지식
재산권

기술실시
(이전)

사업화
기
술
인
증

논문
학
술
발
표

교
육
지
도

인
력
양
성

정
책
활
용

홍
보
전
시

기
타출

원
등
록
건수

기술
료
제품
화
매출
액
수출
액

고
용
창
출

투
자
유
치

SCI 비SCI

1차
년도

목표 2 2

실적 2 2 1

2차
년도

목표 2 2 2

실적 4 3

계 2 6 5 1

ng protein

서열번호26
Hybrid sensor
histidine kinase/
respose regulator

AGTCGTTGAAATGA
AGAAAGCC

CAGGTCGATGTCGG
TAATAACA 238

서열번호27 Hypothetical
protein

TCTGGATTCCGGAA
AATCGAAT

CTTCTACCAGACGG
AAGGTTTC 113

서열번호28 Hypothetical
protein

ACTGTTTTCCTCGG
CAGAATC

CTCTTTCAGGCGAA
GATAGGC 161

서열번호29 Hypothetical
protein

GTTTCGGATTCTGG
CTGTCTT

CTTTGCGGCTGATA
ATCGTAGT 102

표 23 비교유전체학적 접근을 통해 확보한 B. gladioli 프라이머 세트
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(2) 결과

(가) 특허출원

No 발명의 명칭 발명자 출원번호
출원

일자

출원인

명칭

1

벼 종자에서 발견되는 병원균

Burkholderia glumae 및

Burkholderia gladioli를 동시에

검출하기 위한 프라이머 세트

서영수

이채영

이현희

10-2018-0087480
2018.

07.27

부산대학교

산학협력단

2

protocatechuate 3,4-dioxygenase

유전자 발현 억제제를 유효성분으로

포함하는 식물 병원성 그람음성

세균 억제용 약학 조성물 및 상기

protocatechuate 3,4-dioxygenase

유전자 발현 억제제의 스크리닝

방법

서영수

박정욱
10-2018-0089719

2018.

08.01

부산대학교

산학협력단

① 벼 종자에서 발견되는 병원균 Burkholderia glumae 및 Burkholderia gladioli를 동시에 검

출하기 위한 프라이머 세트

㉮ 본 발명은 벼 종자에서 발견되는 병원균 Burkholderia glumae 및 Burkholderia gladioli를

동시에 검출하기 위한 프라이머에 관한 것으로, 보다 구체적으로 벼 종자의 전염성 병원균

으로 알려진 Burkholderia glumae 및 Burkholderia gladioli를 초기에 정확하고 효과적으로

검출하기 위해 비교 유전체학 접근 방식으로 PCR(Polymerase Chain Reaction)반응을 이용

하여 쉽고 명확하게 Burkholderia glumae 및 Burkholderia gladioli를 동시에 검출하기 위

한 프라이머에 관한 것이다.

① protocatechuate 3,4-dioxygenase 유전자 발현 억제제를 유효성분으로 포함하는 식물 병원

성 그람음성 세균 억제용 약학 조성물 및 상기 protocatechuate 3,4-dioxygenase 유전자 발

현 억제제의 스크리닝 방법

㉮ 본 발명은 protocatechuate 3,4-dioxygenase 유전자 발현 억제제를 유효성분으로 포함하는

식물 병원성 그람음성 세균 억제용 약학 조성물 및 상기 protocatechuate 3,4-dioxygenase

유전자 발현 억제제의 스크리닝 방법에 과한 것으로, 보다 구체적으로 protocatechuate

3,4-dioxygenase 유전자 발현에 의해 야기되는 식물 병원성 질환의 치료 또는 예방에 효과

적이며, protocatechuate 3,4-dioxygenase 유전자를 특이적으로 선별하여 상기 식물 병원성

질환의 치료제 개발에 효과적일 수 있는 protocatechuate 3,4-dioxygenase 유전자 발현 억제

제를 유효성분으로 포함하는 식물 병원성 그람음성 세균 억제용 약한 조성물 및 상기

protocatechuate 3,4-dioxygenase 유전자 발현 억제제의 스크리닝 방법에 관한 것이다.
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(나) 논문게재

No

.
논문명

학술지명 주저자

명
국명

SCI

(SCI/비SCI)
게재일

발행기관 호 등록번호

1

Computational Identification

and Comparative Analysis

of Secreted and

Transmembrane Proteins in

Six Burkholderia Species

The plant

pathology Journal
Thao

Thi

Nguyen

Korea

SCI
2017

1.5

The Korean

Society of

Plant Pathology

33(2) :

148-162

(2017)

1598-2254

2

Cooperative interactions

between seed-brone

bacterial and air borne

fungal pathogens on rice

Nature

communications Boknam

Jung

Engla

nd

SCI
2018

01.2

Nature Pub.

Group

(2018)

9:31 2041-1723

3

Genome-Wide Analysis of

Type Ⅵ System Clusters

and Effector in

Burkholderia species

The plant

pathology Journal Thao

Thi

Nguyen,

Korea

SCI
2017

12.4

The Korean

Society of

Plant Pathology

34

(1)
1598-2254

4

A midgut lysate of the

Riptortus pedestris has
antibacterial activity

against LPS

O-antigen-deficient

burkholderia mutants

Developmental

and

Comparative

Immunology
JANG,

Ho Am

Engla

nd

SCI 2017.1.5

International

Society of

Developmental

and

Comparative

67 0145-305X

5

The roles of antimicrobial

peptide, rip-thanatin, in the

midgut of Riptortus

pedestris.

Developmental

and

Comparative

Immunology

Kyoung

-Eun

Park,

Seong

Han

Jang

Engla

nd

SCI 2017.09

International

Society of

Developmental

and

Comparative

78 0145-305X

6

The lipopolysaccharide core

oligosaccharide of

burkholderia plays a
critical role in maintaining

a proper gut symbiosis

with the bean bug

Riptortus pedestris

The journal

of biological

chemistry
Kim,

Jiyeun

Kate &

Jang,

Ho Am

USA

SCI 2017 11.24

The American

Society for

Biochemistry

and Molecular

Biology

292 1083-351X
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(다) 학술발표

No 발표제목 발표자 발표일시 장소 국명

1

comparative genome and in planta

transciptome analyses of three different

pathogenic bacteria

서 영 수 17.04.26 한국미생물학회 Korea

2

GENOME-WIDE AND COMPARATIVE

ANALYSIS OF SECRETED AND

TRANSMEMBRANE PROTEINS IN

BURKHOLDERIA SPECIES

이 현 희 17.07.11. 유럽미생물학회 Spain

3
Characteriazation of hfq genes in plant
pathogen, Burkholderia gluame BGR1

김 지 은 17.09.15

Asian

Conference on

plant pathology

Korea

4

The Advantages of Toxoflavin in plant

pathogenic Burkholderia spp. for plant
interactions

서 영 수 18. 2. 2

2018 KSPB

Winter

Conference

Korea

5

Functional characterization of O-antigen

in LPS

of Burkholderia glumae BGR1 during
infection into the plants

이 채 영 18.06.27
한국미생물

생명공학회
Korea
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3장. 목표 달성도 및 관련 분야 기여도

1절. 목표 및 목표달성여부

1. 연구개발목표의 달성도 및 자체평가

가. 제1세부 부산대학교 서영수

구분
(연도)

세부과제명 세부연구목표 연구개발 수행내용 연구결과 달성도

1차

년도

(2016)

Burkholde

ria 균주에

대한 비교

유전체

분석 및

식물과

곤충의

Burkholde

ria

species의

in host

전사체

분석과

기존에

알려진

병원성

인자 비교

연구

식물 병원성

B. gladioli

KACC11889의

완전 유전체

해독

NGS기반으로 B. gladioli

KACC11889 genome

sequencing 진행하였음.

B. gladioli

KACC11889

유전체 해독

이외에 추가적으로

Burkholderia

species를 유전체

해독함

(1차년도 2건,

2차년도 1건)

100%

서로 다른

병원성을 가진

식물 병원균 B.

glumae와 B.

gladioli에 대한

비교 유전체

연구

2개의 식물병원성 

Burkholoderia (B. glumae

BGR1, B. gladioli BSR3),

2개의 인간병원성 

Burkholoderia (B.

pseudomallei K96243, B.

cepacia LO6), 2개의 

식물내성 Burkholoderia

(Burkholderia sp. KJ006, B.

phytofirmans PsJN),

그리고 2개의 

동물심바이오닉 

Burkholoderia (Burkholderia

sp. RPE64, Burkholderia

sp. RPE67)을 포함한 8개의 

Burkholoderia strains에 대한 

전체적인 유전체 분석함.

대표적인 병원성 인자 중의 

하나인 bacterial secretion

system (BSS)에 대한 8개의 

Burkholoderia strains에 대한 

비교 분석함.

Burkholderia

species의 GC%를

확인함.

8개의

Burkholoderia

strains 모두

T2SS (type 2

secretion

system)와 T6SS

(type 6 secretion

system) 시스템을

가지고 있었지만,

T1SS와 T4의

경우에는 대부분이

가지고 않고

있기에, T2SS와

T6SS을 통해서

단백질들을

분비하여

Burkholoderia

strains에서 중요한

기능을 수행함을

확인하였음.

100%

식물과 곤충의

Burkholderia

species의 비교

유전체 연구
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다양한 벼

병원성

Burkholderia
species의 in
host 전사체

분석

다양한 벼

병원성

Burkholderia
species의 in
host 전사체

분석

In vitro 및 in host에서 분리 

획득한 벼 병원성 

Burkholderia species에 대한 

RNAseq 수행함.

RNAseq data를 

이용해 

Differentially

expressed

genes(DEGs)

분석 및

KEGG pathway

분석 

100%

2차

년도

(2016)

비교 in

host

전사체

연구

분석을

통한 식물

병원성

Burkholde

ria의

새로운

병원성인

자 발굴과

감염 기작

구명 및

진단 및

방제 기술

마련

식물병원성

Burkholderia와

Bean-bug 공생

Burkholderia의

비교 in host

전사체분석

식물병원성 Burkholderia와

Bean-bug 공생

Burkholderia의 전사체

분석으로 확보한 KEGG

pathway enrichment, KEGG

module enrichment를 통해서

in host 내의 발현패턴을

분석

B. glumae
BGR1에 비해
Burkholderia sp.
RPE64가

conserved 혹은
unique하게 가지는

유전자들에서
EDG가 차지하는

비율이
50%이상으로
20%정도

BGR1보다 높음.

100%

비교 in host

전사체 분석 및

비교 유전체

분석으로

선발된 식물

병원성 인자

후보 유전자가

결여된

돌연변이체

확립 및 병원성

실험

식물병원성 Burkholderia와

Bean-bug 공생

Burkholderia의 전사체분석을

통해 획득한 DEGs와

유전체정보를 기반으로

Orthologue를 분석하여

식물병원성 Burkholderia와

곤충 공생 Burkholderia의

공통적인 유전자와 차별적인

유전자를 전사체 수준에서

분석

비교 in host
전사체분석과

비교유전체 분석을
통해서 B. glumae
BGR1의 병원성

유전자로서 Hfq의
특이성을 확인함.

비교 in host

전사체 분석을

통해서 B.

glumae와

RPE64의 공통적 

및 차별적인 up

regulated gene을

확보하여

돌연변이체를 확립

T6SS 관련

돌연변이체 확립

및 병원성 실험

100%
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나. 제2세부 부산대학교 이복률

비교유전체 및

비교 in host

전사체 분석을

통한 식물

병원성

Burkholderia의

진단 및 제어

기술 개발

비교유전체학 분석으로 B.
glumae 또는 B. gladioli
종의 대표적인 식물병원균은

두 병원균의 genome서열을

제외하고 재구성 된 NCBI의

비중복 DNA 서열

데이터베이스에 대하여

BLASTN을 통해 진단

프라이머를 검색하고, 다른

박테리아와 일치하는

유전자를 제거하기 위해,

추정 표적 유전자에 대해

퀴리 적용 범위(query

coverage) 및 일치하지 않는

CDS를 포함하는 ID가 30%

미만인 CDS region을 선택함

각 표적 종에 속하는 모든

균주에서 높은 상동성

유전자를 수집하기 위해

선택된 유전자를 사용하여

메가블라스트(Mega-blast)

검색을 수행하였음

종자에서 검출되는

B. glumae와 B.

gladioli가 1g의

마른 벼 종자 당

각균의 양이 1.86

× 103,1.04×

104개만 존재해도

검출되는 진단

프라이머 확보

100%

구분
(연도)

세부과제명 세부연구목표 연구개발 수행내용 연구결과 달성도

1차

년도

(2016)

전사체 

분석을 

통해 곤충 

공생 

burkholderia

로부터 

다양한 

공생 

인자의 

발굴

동물 공생균인 

burkholderia의 in

host 전사체 분석

곤충의 중장기관으로부터 장내 

환경에 적응된 공생균인 

burkholderia를 대량으로 획득함.

in vitro 및 in host에서 획득된 

공생 burkholderia로부터 total

RNA를 추출하였음.

이를 바탕으로 RNAseq을 

수행하였음.

RNAseq data를 이용한 

Differentially expressed

genes(DEGs) 분석 및 KEGG

pathway를 수행함.

총 6,732개의 

유전자를 

분석하였음.

이중 in host

burkholderia에서는 

1,853개의 유전자가 

많이 발현됨.

이중 protein

export와 관련된 

유전자가 특이적으로 

많이 발현됨.

100%배양 burkholderia

sp. RPE64와 장내 

공생균인 

burkholderia sp.

RPE64간의 

유전자 발현패턴 

비교 분석
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공생 

burkholderia를 

선별하기 위한 

숙주의 방어 기작 

규명

세포벽 성분 중, O-antigen이 

결여된 재조합 변이 공생 

burkholderia를 이용하여, 곤충의 

방어물질을 screening함.

곤충의 중장기관에서 

콩 유래의 

Kunitz-type trypsin

inhibitor를 찾았음.

이 물질이 

O-antigen이 결연된 

재조합 변이 공생 

burkholderia를 

사멸시킨다는 것을 

증명함.

Burkholdeora의 LPS

O-antigen은 중요한 

공생인자임을 

밝혀냄.

100%

2차

년도

(2016)

재조합 

변이 공생 

burkholderi

a를 

이용한 

공생기작

의 규명 

및 

숙주와의 

상호작용

에 

관여하는 

특정유전

자의 역할 

규명

공생 인자가 

결여된 재조합 

변이 공생 

burkholderia의 

제작

공생균인 burkholderia에서 LPS

core OS 생합성 유전자를 찾아 

본 결과, wbiG, wabS, wabO,

waaC, waaF가 있었다. 공생 

관계에서 이 유전자들의 

중요성을 알기 위하여, 이 

결과를 기반으로  유전자 

재조합법을 통한 각 유전자가 

결여된 돌연변이 공생균주를 

제작 하였다. 각 돌연변이 

균주들의 LPS를 은 염색법을 

통하여 염색 해 본 결과, 야생형 

균주의 LPS와는 다르게 각 

돌연변이 균주들은 LPS의 

O-antigen부분이 없고 core

OS부분이 야생형과 다르다는 

사실을 알 수 있었다.

결과를 기반으로  

유전자 재조합법을 

통한 각 유전자가 

결여된 돌연변이 

공생균주를 제작함.

100%

재조합 변이 

공생 

burkholderia를 

이용한 공생 

인자의 기능 

규명

각 돌연변이 균주들의 LPS를 은 
염색법을 통하여 염색 해 본 
결과, 야생형 균주의 LPS와는 
다르게 각 돌연변이 균주들은 
LPS의 O-antigen부분이 없고 

core OS부분이 야생형과 
다르다는 사실을 알 수 

있었다.각 돌연변이 균주의 LPS

구조를 MALDI-TOF를 통하여 
분석하였다. 그 결과, waaC
유전자는 heptosyltransferase

I을 암호화 하는 유전자이며 이 
유전자는 Kdo 단위체의 O-5

위치에 glycosylation을 시키는 
기능을 한다는 것을 알아내었다.

공생균의 LPS core

OS가 숙주 곤충이 

중장에 공생을 하는 

데 중요한 역할을 

한다는 내용을 

전사체 분석 내용을 

기반으로 한 

돌연변이주를 

이용하여 규명함

100%
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다. 용역 (루이지애나 주립대학교 함종현)

숙주-공생균의 

상호작용에 

따른 특정 

인자의 발현 

분석

먼저 곤충 병원균인 

Pseudomonas entomophila를 

타겟 균주로 선택하였다. 이 

균주의 주요 독성인자를 

발굴하기 위해서 유전학적 

접근을 하였으나, 아직 

밝혀지지 않은 바가 많아 

생화학적인 접근을 통하여 독성 

인자를 밝혀내었다. 독성인자는 

metalloprotease인 AprA로 

밝혀졌고, 이 단백질은 숙주인 

톱다리개미허리노린재의 

면역반응을 억제시키며 숙주 

곤충을 효율적으로 사멸시켰다.

AprA 유전자 결손 

돌연변이 균주가 

숙주 곤충에 대해 

현저히 떨어진 

독성을 나타낸다는 

것을 보임으로써,

AprA가 중요한 

독성 인자임을 

증명함.

100%

구분

(연도)
계약건명 세부연구목표 연구개발 수행 내용 연구결과 달성도

1차

년도

식물_미생물과

곤충_미생물

상호작용에

대해 비교

유전체 및

비교 in host

전사체 분석을

통해 새로운

병원성 인자

발굴

병원성 및

비병원성 균주들의

유전체 염기서열

분석을 통해서

발견된 후보

유전자 중 2개의

유전자의 병원성

기능 유전자 규명

병원성 및 비병원성

균주들의 유전체

염기서열 분석을

통하여 병원성 기능

유전자 후보군

스크리닝 수행

2개의 병원성 기능

유전자

확인(SLM11.

LSUPB467)

100%

2차

년도

Burkholderia

glumae 유전체

염기서열 분석을

통해서 발견된

후보 유전자의

동정과 기능분석

1차년도에 확보된

2개의 병원성

유전자의 돌연변이체

제작 및 표현형 분석

2개의 유전자가

결실된

돌연변이에서

병원성 표현형이

감소함을

확인하고, 조절

메카니즘 규명

100%
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2절. 목표 달성여부

1. 성과목표별 가중치

성과지표명 목표
목표달성

여부
가중치 달성률(%) 의견

유용유전자원확보 5 6 15 120
표준유전체해독 2 3 15 150 기존의 목표를 초과달성함
미생물진단마커

개발
2 2 10 100 개발된 미생물진단마커로

특허출원

미생물병발생
기작규명

1 1 20 100

식물병원성균의
복합감염에대한 연구로
Nature communication에

논문 투고
특허출원 2 2 10 100

SCI 논문게재 4 6 20 150
6편의 논문 중 4편이상
상위 저널에 게재하며,
초과달성률을 보임

학술발표 4 4 10 100
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4장. 연구결과의 활용 계획 등

1절. 연구 성과의 활용분야

1. 동․식물 공통 병원균인 Burkholderia에서 발견되는 특정 병원성 유전인자의 진화론적인

근연관계의 규명을 통한 식물미생물 그리고 동물미생물이 숙주와 상호작용에 있어서 공통점과

차이점을 규명하여 특이적 및 공통적 감염기작의 연구에 활용

2. 식물병원성 Burkholderia glumae가 일으키는 복합감염기작을 규명하여 이를 통해 친환경

농업 등에서 빈발하는 복합감염의 방제에 기초자료로 활용

3. 비교전사체 데이터베이스 구축을 통해 작물 생산량 증가 및 병충 저항성 식물개발을 위한

단계로 진입할 수 있는 토대를 제공가능

2절. 연구 성과의 활용방안

1. 다양한 Burkolderia species의 비교유전체 분석을 통한 종자검역에 필요한 진단키트의 개

발에 필요한 기초자료로 활용

2. 본 연구 결과를 통해 집적된 자료는 국내외 저명 학술지에 발표하고 특허 출원을 통한 지

적재산권을 확보

3. 본 연구진은 각각의 연구팀이 보유한 핵심기술과 연구능력의 융합을 통하여, 현장에서 필

요로 하는 유용유전자원의 발굴 및 분석에서부터 산업 핵심기술로의 응용까지 아우를 수 있는

연구를 수행하였으며, 이러한 연구기술의 융합 결과는 향후 산업전반에 있어서 훌륭한 연구모

델로써 자리매김 가능한 부분을 통해 부처간 협력을 통한 연구효율의 증대 및 시너지 효과 창

출

3절. 추가 연구의 필요성

1. 곤충과 식물을 포함한 숙주와 미생물간의 상호작용 연구를 위한 기능유전체학적 비교분석

을 통해 숙주의 측면에서 바라보고 식물병원성 Burkholderia의 병원성인자를 극복할 수 있는

벼의 생리학적 변화와 저항성유전인자의 발굴하고, 공생 Burkholderia와의 공존으로 톱다리개

미허리노린재의 생리학적 이익과 공생균을 선별 가능하게 하는 톱다리개미허리노린재의 공생

기작 규명을 통해 친환경농업에 적용하여 고수율의 작물재배를 위한 응용 자료로 적용 가능
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○ 연구개발 목표 및 성과

동·식물 공통 병원균인 Burkholderia를 사용하여, 비교유전체, 비교 in host 전사체 및 생물정보학을 기

반으로 하여 “Burkholderia의 기주 특이성을 결정하는 특정 유전인자를 규명”하고, “병원균과 공생균을

결정하는 신규 유전자원을 발굴”하고 대용량 기능유전체학적 방법을 통하여 “Burkholderia의 종에 따른

진화론적 관계를 설명”하고, 최종적으로는 “Burkholderia의 병 전염경로와 병 발생 기작에 대한 규명하

고, 이를 통한 진단 및 친환경적 방제 기술을 마련”을 하고자 한다.

○ 연구내용 및 결과

•다양한 Burkholderia species의 유전체 분석을 통해 진화론전 관계를 설명하고, 이를 진단할수 있는 병

원성미생물진단마커프라이머를 개발하여 특허출원하였으며, 비교유전체분석의 결과로 B.glumae BGR1

의 특이적인 hfq 유전자의 기능을 연구하여, Hfq 단백질의 다양한 기능을 표현형 분석을 통해 확인하

였음.

•또한, 식물병원성 B. glumae BGR1의 T6SS의 재조합변이 균주를 통해 기능을 규명함.

•비교 in host 전사체 분석을 통해, 식물 병원성 Burkholderia glumae BGR1과 곤충 공생 Burkholderia

sp. RPE64의 공통적인 up-regulated pathway를 확인하여 돌연변이주를 제작하였음. 특히, 공통적

pathway에서 sulfate transport system 구성요소 중 cysW 변이 돌연변이주에서 병원성이 감소함을 보

였다.

•세계최초로 벼에 Burkholderia glumae와 Fusarium gramineum의 복합감염하는 기작을 규명함.

•곤충 공생 burkholderia의 in vitro 및 in host 유전자 발현패턴 비교 분석을 통해 공생균이 증식하고

있는 환경조건 (in vitro 또는 in host)에 따라서 특이적으로 발현되거나 억제되고 있는 유전자군을 탐

색하였음.

•공생 burkholderia를 선별하기 위한 숙주의 방어 기작 규명을 위해서 곤충의 중장기관에서 콩 유래의

Kunitz-type trypsin inhibitor를 찾았고, 이 물질이 O-antigen이 결연된 재조합 변이 공생

burkholderia를 사멸시킨다는 것을 증명하여 Burkholdeora의 LPS O-antigen은 중요한 공생인자임을

밝혀냄. 이외에도 전사체 분석 내용을 기반으로한 공생 인자인, wbiG, wabS, wabO, waaC, waaF가 결

여된 재조합 변이 공생 burkholderia의 제작하였고, 재조합 변이 공생 burkholderia를 이용한 공생 인

자가 공생균의 LPS core OS가 숙주 곤충이 중장에 공생을 하는 데 중요한 역할을 한다는 내용을 돌

연변이주를 이용하여 규명함.

•특히, in host 전사체 분석을 이용해서, 숙주-공생균의 상호작용에 따른 특정 인자의 발현 분석을 수행

해서 AprA 유전자 결손 돌연변이 균주가 숙주 곤충에 대해 현저히 떨어진 독성을 나타낸다는 것을 보

임으로써, AprA가 중요한 독성 인자임을 증명함.

○ 연구성과 활용실적 및 계획

•동․식물 공통 병원균인 Burkholderia에서 발견되는 특정 병원성 유전인자의 진화론적인 근연관계의

규명을 통한 식물미생물 그리고 동물미생물이 숙주와 상호작용에 있어서 공통점과 차이점을 규명하여

특이적 및 공통적 감염기작의 연구에 활용

•식물병원성 Burkholderia glumae가 일으키는 복합감염기작을 규명하여 이를 통해 친환경농업 등에서

빈발하는 복합감염의 방제에 기초자료로 활용

•독성인자인 AprA를 공생균인 burkholderia에서 과발현시켜 자연친화적인 해충방제를 미생물학적 관점

에서 해결 할 수 있는 기초 자료 제공



[별첨 2]

자체평가의견서

1. 과제현황

과제번호 916009-2

사업구분 포스트게놈 다부처 유전체 사업

연구분야
과제구분

단위

사 업 명 포스트게놈 다부처유전체 사업 주관

총괄과제 기재하지 않음 총괄책임자 기재하지 않음

과 제 명

식물_미생물과 곤충_미생물 상호작용에 대해 

비교 유전체 및 비교 in host 전사체분석을 통한 

새로운 병원성 인자 발굴 및 응용 

과제유형 기초

연구기관 부산대학교 연구책임자 서영수

연구기간

연 구 비

(천원)

연차 기간 정부 민간 계

1차년도
2016.11.07.~

2017.08.22
200,000천원 200,000천원

2차년도
2017.08.23.~

2018.08.22
200,000천원 200,000천원

3차년도

4차년도

5차년도

계

참여기업

상 대 국 상대국연구기관

※ 총 연구기간이 5차년도 이상인 경우 셀을 추가하여 작성 요망

2. 평가일 : 18.10.19

3. 평가자(연구책임자) :

소속 직위 성명

부산대학교 부교수 서영수

4. 평가자(연구책임자) 확인 : 서 영 수

본인은 평가대상 과제에 대한 연구결과에 대하여 객관적으로 기술하였으며, 공정하게 평가하였음을 확약하며, 

본 자료가 전문가 및 전문기관 평가 시에 기초자료로 활용되기를 바랍니다.

확 약 서  영  수



Ⅰ. 연구개발실적

※ 다음 각 평가항목에 따라 자체평가한 등급 및 실적을 간략하게 기술(200자 이내)

 1. 연구개발결과의 우수성/창의성

  ■ 등급 : (아주우수, 우수, 보통, 미흡, 불량)

우수함

2. 연구개발결과의 파급효과

■ 등급 : (아주우수, 우수, 보통, 미흡, 불량)

우수함

3. 연구개발결과에 대한 활용가능성

■ 등급 : (아주우수, 우수, 보통, 미흡, 불량)

우수함

4. 연구개발 수행노력의 성실도

■ 등급 : (아주우수, 우수, 보통, 미흡, 불량)

우수함

5. 공개발표된 연구개발성과(논문, 지적소유권, 발표회 개최 등)

■ 등급 : (아주우수, 우수, 보통, 미흡, 불량)

아주 우수함



Ⅱ. 연구목표 달성도

세부연구목표

(연구계획서상의 목표)

비중

(%)

달성도

(%)
자체평가

식물 병원성

B. gladioli KACC11889의 완전

유전체 해독

5 100 목표 달성함

서로 다른 병원성을 가진 식물

병원균 B. glumae와 B.

gladioli에 대한 비교 유전체 연구

7.5 100 목표 달성함

식물과 곤충의 Burkholderia

species의 비교 유전체 연구
7.5 100 목표 달성함

다양한 벼 병원성 Burkholderia

species의 in host 전사체 분석
7.5 100 목표 달성함

식물병원성 Burkholderia와

Bean-bug 공생 Burkholderia의

비교 in host 전사체분석

7.5 100 목표 달성함

비교 in host 전사체 분석 및

비교 유전체 분석으로 선발된

식물 병원성 인자 후보 유전자가

결여된 돌연변이체 확립 및

병원성 실험

10 100 목표 달성함

비교유전체 및 비교 in host

전사체 분석을 통한 식물 병원성

Burkholderia의 진단 및 제어

기술 개발

5 100 목표 달성함

동물 공생균인 burkholderia의 in

host 전사체 분석
7.5 100 목표 달성함

배양 burkholderia sp. RPE64와

장내 공생균인 burkholderia sp.

RPE64간의 유전자 발현패턴 비교

분석

7.5 100 목표 달성함

공생 burkholderia를 선별하기

위한 숙주의 방어 기작 규명
10 100 목표 달성함

공생 인자가 결여된 재조합 변이

공생 burkholderia의 제작
10 100 목표 달성함

재조합 변이 공생 burkholderia를

이용한 공생 인자의 기능 규명
7.5 100 목표 달성함

숙주-공생균의 상호작용에 따른

특정 인자의 발현 분석
7.5 100 목표 달성함

합계 100 100 목표 완료함
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Ⅲ. 종합의견

1. 연구개발결과에 대한 종합의견

다양한 Burkholderia species의 유전체 분석결과 식물 병원성 Burkholderia glumae BGR1의

다양한 새로운 식물 병원성 인자를 발굴과 새로운 병원성 기작을 규명하였으며, 정량적 및 정

성적 성과를 100% 이상으로 초과달성함.

2. 평가시 고려할 사항 또는 요구사항

해당 사항 없음

3. 연구결과의 활용방안 및 향후조치에 대한 의견

동․식물 공통 병원균인 Burkholderia에서 발견되는 특정 병원성 유전인자의 진화론적인 근

연관계의 규명을 통한 식물미생물 그리고 동물미생물이 숙주와 상호작용에 있어서 공통점과

차이점을 규명하여 특이적 및 공통적 감염기작의 연구에 활용하며, 식물병원성 Burkholderia

glumae가 일으키는 복합감염기작을 규명하여 이를 통해 친환경농업 등에서 빈발하는 복합감

염의 방제에 기초자료로 활용 가능하고, 비교전사체 데이터베이스 구축을 통해 작물 생산량

증가 및 병충 저항성 식물개발을 위한 단계로 진입할 수 있는 토대를 제공가능

Ⅳ. 보안성 검토

o 연구책임자의 보안성 검토의견, 연구기관 자체의 보안성 검토결과를 기재함

※ 보안성이 필요하다고 판단되는 경우 작성함.

1. 연구책임자의 의견

2. 연구기관 자체의 검토결과



[별첨 3]

연구성과 활용계획서

1. 연구과제 개요

2. 연구목표 대비 결과

당초목표 당초연구목표 대비 연구결과

① 유용유전자원확보 5건

비교유전체분석 및 비교 in host 전사체분석을 통해 확보한 식물병원

성 Burkholderia의 병원성인자와 곤충 공생 Burkholderia의 공생인자

를 암호화하는 유용유전자원 6건 확보로 초과달성함.

② 표준유전체해독 2건
다양한 병원성 Burkholderia speices의 완전 유전체 해독 3건으로 초

과달성함.

③ 미생물병발생기작규명 1건

‘Cooperative interactions between seed-borne bacterial and

air-borne fungal pathogens on rice’ (저널명: nature

communications/호: (2018) 9:31 /게재년일: 2018.01.02./주저

자:Boknam Jung /교신저자:Young-Su Seo & Jungkwan Lee/사사개

수: 2)를 발표함으로써 ed-borne 식물병원성 세균인, Burkholderia

glumae와 air-borne 식물병원성 곰팡이인, Fusarium graminearum

의 상호작용은 두 종간의 생존능력을 포함한 병징의 확산 및 발달을

증가시키고 병징의 발생 정도를 빠르고 광범위하게 나타날 수 있음을

밝히며, 동시에 복합감염을 일으키는 기작을 세계최초로 밝혀 부산일

보를 비롯하여 여러 언론매체에 보도되었으며, 이를 통해 친환경농업

등에서 빈발하는 복합감염의 방제에 기초를 제공할 것으로 우수성을

평가받음.

④ 특허출원 2건

벼 종자에서 발견되는 병원균 Burkholderia glumae 및 Burkholderia
gladioli를 동시에 검출하기 위한 프라이머 세트와 protocatechuate
3,4-dioxygenase 유전자 발현 억제제를 유효성분으로 포함하는 식물
병원성 그람음성 세균 억제용 약학 조성물 및 상기 protocatechuate
3,4-dioxygenase 유전자 발현 억제제의 스크리닝 방법에 대한

특허출원함.

⑤ SCI 논문 게재 4건 총 6편의 논문 중 4편이상 상위 저널에 게재하며, 초과달성률을 보임

⑥ 미생물진단마커 개발 2건
벼 종자에서 발견되는 병원균 Burkholderia glumae 및
Burkholderia gladioli를 동시에 검출하기 위한 진단프라이머 개발

⑦ 학술발표 4건 국외 및 국내 학술발표 4건 달성함.

* 결과에 대한 의견 첨부 가능

사업추진형태 □자유응모과제   ■지정공모과제 분 야 기초

연 구과제 명
식물_미생물과 곤충_미생물 상호작용에 대해 비교 유전체 및 비교 in host 전

사체 분석을 통한 새로운 병원성 인자 발굴 및 응용

주관연구기관 부산대학교 주관연구책임자 서 영 수

연 구개발 비

정부출연

연구개발비
기업부담금 연구기관부담금 총연구개발비

400,000 천원 400,000 천원

연구개발기간 2016. 11. 07 - 2018. 8. 22 (22개월)

주요활용유형
□산업체이전         ■교육 및 지도         □정책자료         □기타( )

□미활용 (사유: )



3. 연구목표 대비 성과

4. 핵심기술

구분 핵 심 기 술 명

① 고농도 양질의 Bacteria RNA를 획득하기 위한 Bacterial mRNA enrichment 기술
② 식물병원성균의 복감감염기작 규명 기술
③ in host RNAseq 기술
④ 비교 in host 전사체 분석 기술
⑤ 비교유전체학을 바탕으로 미생물진단마커개발
⑥ 장내 공생균의 숙주 장내 colonization 에 필요한 인자 규명 및 그 작용 기작 규명 기술
⑦ 장내 공생균 배양 기술
⑧ 장내 공생균 인자 정제기술

성과
목표

사업화지표 연구기반지표

지식

재산권

기술

실시

(이전)

사업화

기

술

인

증

학술성과

교

육

지

도

인

력

양

성

정책

활용·홍보

기

타

(타 

연

구 

활

용 

등)

특

허

출

원

특

허

등

록

품

종

등

록

건

수

기

술

료

제

품

화

매

출

액

수

출

액

고

용

창

출

투

자

유

치

논문
논

문

평

균 

IF

학

술

발

표

정

책

활

용

홍

보

전

시

SC

I

비

SC

I

단위 2건 건 건 건

백

만

원

백

만

원

백

만

원

백

만

원

명

백

만

원

건 4건 건 4건 명 건 건

가중치

최종목표 2 4 4

연구기간 내
달성실적

2 6 4

달성율(%) 100 100 100

성과목표

전략

미생물 

해독

유용

유전자

원 확보

사업화 

․실용

화

표준

유전체 

해독

메타지

놈 분석

유전체 

분석기

술개발

NABIC

등록

병원성

미생물 

진단마

커개발

병원성 

미생물 

정보완

성

미생물
병발생
기작
규명

최종목표 5 2 2 1

연구기간 
내 

달성실적
6 3 2 1

달성율(%) 120 150 100 100



5. 연구결과별 기술적 수준

구분
핵심기술 수준 기술의 활용유형(복수표기 가능)

세계
최초

국내
최초

외국기술
복    제

외국기술
소화․흡수

외국기술
개선․개량

특허
출원

산업체이전
(상품화)

현장애로 
해    결

정책
자료

기타

① v

② v
③ v
④ v
⑤ v v
⑥ v
⑦ v
⑧ v

6. 각 연구결과별 구체적 활용계획

핵심기술명 핵심기술별 연구결과활용계획 및 기대효과

① 높은 수준의 전사체 분석에 활용가능

② 복합감염기작의 기초연구에 활용

③ in host 로부터 미생물을 분리하여 전사체 분석 수행에 응용

④ 숙주내 미생물의 기능적 연구를 전사체 분석을 통해 활용

⑤ 비교유전체학을 통한 진화론적 관계 규명을 통한 미생물해독 정보 제공 및 응용

⑥ 공생균의 공생기작에 대한 기초연구에 활용가능

⑦ 장내 공생균의 in vitro 배양 기술을 통한 장내미생물 배양 기술에 활용

⑧ 장내 공생균의 인자 정제 기술을 통한 공생균의 주요 기능의 기초연구에 활용가능

7. 연구종료 후 성과창출 계획

성과목표

사업화지표 연구기반지표

지식

재산권

기술실

시

(이전)

사업화

기

술

인

학술성과

교

육

지

인

력

양

정책

활용·홍보

기
타
(타 
연

성과목표

전략

미생물 

해독

유용

유전자

원 확보

사업화 

․실용

화

표준

유전체 

해독

메타지

놈 분석

유전체 

분석기

술개발

NABIC

등록

병원성

미생물 

진단마

커개발

병원성 

미생물 

정보완

성

미생물
병발생
기작
규명

최종목표

연구기간 
내 

달성실적
연구종료 

후
성과창출 
계획



8. 연구결과의 기술이전조건(산업체이전 및 상품화연구결과에 한함)

핵심기술명1)

이전형태 □무상  □유상 기술료 예정액 천원

이전방식2)
□소유권이전     □전용실시권     □통상실시권     □협의결정 

□기타( )

이전소요기간 실용화예상시기3)

기술이전시 선행조건4)

1) 핵심기술이 2개 이상일 경우에는 각 핵심기술별로 위의 표를 별도로 작성

2) 전용실시 : 특허권자가 그 발명에 대해 기간·장소 및 내용을 제한하여 다른 1인에게 독점적으로 허락한 권리

통상실시 : 특허권자가 그 발명에 대해 기간·장소 및 내용을 제한하여 제3자에게 중복적으로 허락한 권리

3) 실용화예상시기 : 상품화인 경우 상품의 최초 출시 시기, 공정개선인 경우 공정개선 완료시기 등

4) 기술 이전 시 선행요건 : 기술실시계약을 체결하기 위한 제반 사전협의사항(기술지도, 설비 및 장비 등

기술이전 전에 실시기업에서 갖추어야 할 조건을 기재)

특

허

출

원

특

허

등

록

품

종

등

록

건

수

기

술

료

제

품

화

매

출

액

수

출

액

고

용

창

출

투

자

유

치

증

논문 논

문

평

균

IF

학

술

발

표

도 성

정

책

활

용

홍

보

전

시

구 
활
용 
등)

SC

I

비

SC

I

단위 건 건 건 건

백

만

원

건

백

만

원

백

만

원

명

백

만

원

건 건 건 건 명

가중치
최종목표
연구기간 내
달성실적
연구종료 후
성과창출 
계획
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