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제 목.Ⅰ

세균 적정 밀도 인식 체계 연구 및 이용 기술 개발

연구개발의 목적 및 필요성.Ⅱ

세균은 신호물질 을 매개로 서로 통신할 수 있는 독특한 신호전달체계(autoinducer)

적정밀도 인식체계 를 가지고 있으며 병원성 세균은 숙주를(quorum sensing system, ) ,

효과적으로 감염시키기 위해 이러한 신호물질을 통해 세균 간 신호전달체계를 가동함으

로서 병을 일으키고 있음이 밝혀져 왔다 그람음성세균의 신호물질은. N-acyl

계열의 화합물로 알려져 있으며 에 의해 조절되는 신호homoserine lactone(AHL) , AHL

전달 기작은 배추 무름병의 병독성 유전자들의 발현을 유도하는 것으로 알려져 있다 최.

근 작물병 제어를 위하여 항생제 및 다양한 약제들이 사용중이나 이들에 대한 내성을 지

닌 병원균들이 출현함으로서 병 방제에 실패한 경우들이 발생하고 있다 따라서 세균간.

신호전달 체계의 조절 및 이용 기술은 돌연변이 내성균의 출현을 근원적으로 감소시키는

신개념의 생물학적 제어방법이 될 수 있을 것이다.

따라서 본 연구에서는 배추 무름병균을 방제하기위하여 토양 방선균으로부터 신호전달저

해 활성균주를 스크리닝하여 우수 균주를 선발하고 이들 균(quorum sensing inhibition) ,

주들의 신호전달저해 활성 최적화와 기작 연구를 통하여 새로운 개념의 생물학적 방제제

를 개발하고자 하였다.

연구개발 내용 및 범위.Ⅲ

신호전달저해 활성 우수 균주 스크리닝- (quorum sensing inhibition)

선발 균주의 생물막 형성 저해 활성 검정- (biofilm)

선발 균주의 식물세포벽 분해효소 활성 검정-

선발 균주의 동정 형태학적 생리생화학적 분자계통분류학적 분석- ( · · )

선발 균주의 배양특성 검정 및 신호전달 저해 활성 최적화-

선발 균주 활성 물질 분리정제 및 구조분석-

신호전달 제어 작용기작 연구-

배추 무름병균 병원성 관련 효소 저해활성 검정·

분해능 검정· AHL

분해 유전자 탐색 및 분해효소 정제· AHL

선발 균주 제제화 및 시제품의 독성 안전성 평가- ·

생물학적 방제제로 효과 검증-
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연구개발결과.Ⅳ

활성 우수 균주 선발○

토양으로부터 신호전달저해 활성 우수 방선균을 선발하기(quorum sensing inhibition)

위하여 Chromobacterium violaceum 균주를 이용해CV026 방법well-diffusion assay

으로 스크리닝하였다 약 여개의 방선균 배양 상등액을 분양받아 차 스크리닝을. 4500 1, 2

거쳐 최종적으로는 일반 미생물 종에 대해 항균활성이 없는 그리고3 AR54, AN090571

의 세 균주를 선발하였다AN090072 .

활성 우수 균주의 분류동정○

주사전자현미경 으로 관찰을 통한 형태학적 특성(SEM: scanning electron microscope)

분석과 에 따른 생리생화학적인 특성분석 및International Streptomyces Project(ISP)

분석을 통하여 각각의 균주는16S rRNA sequence Kitasatospora sp. AR54,

Streptomyces sp. AN090571 그리고 Streptomyces 로 명명하여 한국생sp. AN090072

명공학연구원 유전자은행에 기탁하였다.

물질 분리 정제 및 구조 분석○

선발된 균주를 배지에서 배양한 후 배양 상등액을 로 추출한 다G. S. S. ethyl acetate

음 감압농축하여 를 이용하여 분리하였다 활성 물질silica gel column chromatography .

은 를 통하여 확인하였다 순수 분리 된 활성물질은HPLC . 1H-NMR, HMBC spectrum,

등의 방법으로 구조 분석 하였고 그 결과COSY, ESI-MS spectrum , Kitasatospora sp.

와AR54 Streptomyces 모두 임을 확인하였다sp. AN090571 piericidin A .

독성평가○

급성 경구 급성 경피 및 급성 어독성 안전성 평가 결과, 모든 투여동물에서 사망례는

관찰되지 않았고 시험물질과 연관된 일반증상도 관찰되지 않았고 체중변화에 있어서도, ,

대조군과 유의성 있는 변화를 보이지 않았다 또한 모든 생존동물에 대한 부검결과에서.

도 특이한 병리학적 소견은 관찰되지 않았으며 어독성 급의 평가를 받았다.Ⅲ

○ E. carotovora에 대한 방제능 확인

세 균주의 배양액 혹은 그 추출물을 배추 절편 혹은 에서 방제능을 확인한 결과pot

Kitasatospora 와sp. AR54 Streptomyces 는sp. AN090571 E. carotovora에 대한 방

제능이 떨어졌지만, Streptomyces 는 추출물에서는 방제능이 떨어졌으나sp. AN090072

배양액 자체에서 방제능이 우수하다는 것을 확인하였다.
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관련 유전자의 탐색 및 효소 기작 연구○

저해 기작을 연구하기 위하여QS Streptomyces 의 관련 유전자를 탐sp. AN090072

색 중이며 의 추정 유전자, AN090072 acylase 염기서열 분석 결과 방선균의 일종인,

Catenulispora acidiphila 유래의 와DSM 44928 GCN5-related N-acyltransferase

정도의 유사성을 보였다 에 대한 더 많은 유전자 분석 결과를 통해 방77% . AN090072

선균 유래의 새로운 저해 효소의 개발 연구가 가능할 것이라 사료된다QS .

연구성과 및 성과활용 계획.Ⅴ

가 특허 성과.

나 논문 및 포스터 게재 성과.
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다 활용 계획.

일차적으로 배추무름병에 약제 내성을 유발하지 않거나 극복하는 생물농약으로 활용

가능하며 더 나아가 약제 내성 주요 원인인 생물막 형성을 억제하는 신규 의약품(biofilm)

생물소재로도 확대 적용 가능할것으로 판단됨.
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국가 미생물농약 생화학농약 Semiochemicals 계 비고

미국 76 113 - 189 2002. 04

영국 96 51 54 201 2001. 12

일본 35 - 25 60 2002. 07

한국 9 - - 9

계 216 164 79 459

비율 47 % 36 % 17 % 100 %
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개발 상 표 미 생 물 적용병해충 개발회사

국내

개발

솔빛채 B. thuringiensis subsp aizawai 배추좀나방 그린바이오텍

탑시드 Paenibacillus polymyxa 흰가루병 〃

씰러스 Bacillus subtilis 잿빛곰팡이병 〃

큐펙트 Ampelomyces quisqualis 흰가루병 〃

쎄이프그로 Streptomyces colombiensis 잎집무늬마름병 KIBC

마이코싸이드 S. goshikiensis 잿빛곰팡이병 〃

토박이 B. thuringiensis subsp aizawai 배추좀나방 동부한농

해외

개발

슈리사이드 B. thuringiensis 복숭아심식나방

수입

영일비티 B. thuringiensis 나방류

스콜피온 B. thuringiensis subsp aizawai 나방류

비오칸 B. thuringiensis 배추좀나방

바이오비트 B. thuringiensis 나방류

튠업 B. thuringiensis 배추좀나방

그물망 B. thuringiensis 배추좀나방

엠페릴 B. thuringiensis subsp aizawai 배추좀나방

비결 B. thuringiensis 파좀나방

삼공비티 B. thuringiensis 나방류

바이충 B. thuringiensis 나방류

미성살충탄 B. thuringiensis subsp aizawai 나방류
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저해 활성을 가진 균주의 선발QS AR54
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Carbon sources AN090571

D +

L ±

Sucrose ±

D ±

Inositol ±

D ±

D ±

α +

D ±

Cellulose ±
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α
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φ
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components g

Ethyl acetate extract 0.3

Pyrophylite 139

White carbon 30

WP700 10

WP280B 20

Total 200
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Group
Dose

(mg/kg)
Number of animals Clinical signs

Mortality

(dead/total)

G1 0 10 NAD
0%

(0/10)

G2 2,500 10 NAD
0%

(0/10)

Group
Dose

(mg/kg)
Sex No

Day(s) after administration

0 7 14

G1 0
Male

Female

5

5

28.97±2.15

24.79±1.81

32.42±1.97

26.48±2.01

34.89±3.11

27.79±2.31

G2 2,500
Male

Female

5

5

30.12±1.62

24.37±1.25

34.26±2.61

26.83±1.60

37.42±3.37

27.64±0.81

Findings
Number of

animals

G1

(0 mg/kg)

G2

(2,500 mg/kg)

Male Female Male Female

NAD 20 5 5 5 5
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φ
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Carbon sources AN090072

D +

L +

Sucrose +

D +

Inositol +

D +

D +

α +

D +

Cellulose +
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α α

γ

γ

γ
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components g

Ethyl acetate extract 0.42

Pyrophylite 139

White carbon 30

WP700 10

WP280B 20

Total 200
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Findings
Number of

animals

G1

(0 mg/kg)

G2

(2,500 mg/kg)

Male Female Male Female

NAD 20 5 5 5 5
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φ
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Concentration

(mg/L)1) 0 h 24 h 48 h 72 h 96 h

Control 8.27 8.18 8.09 7.94 7.95

10.00 8.16 8.09 7.80 7.93 7.80
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CCGCCGCTCGTGCACCCGCTTGAGGTCGTCCGTGTATTCGTTGGAGTACATGCGCGGGTCGATCCGTTCGCCCGCTCGAAAGGCTCGCAG

TTCCTCCGCTTCCTGCGGGACGTCGTAAGTCGGAAGAGTTTCCAGCCTCCATGCTTCCGTCTCGAAGTTTCGGAACTTGGCCTGCCAGGC

TTCACCATCCAAGTGCACGGAAGGCCTCCCGAAGTACGCTCTCGGGAATCTCCACGAGGCCCTCGCCGCTGGGTGGCGTGAAGTCGTCGG

TGAGGTTCCCCTGGAACACGAACGTGCCGCGCTCGGAGCGGTAGACGTTCGGGCAGTCGTTCTGACTGCACTCTCCGGAACCACTGCCAT

CGCCCGTGTTGGTCAGCCGTGTGAGGCCGGACCTCTTGTCCATCTCAACTCCCTTGTCCTGCGGTCCCGTCGGACCGCCCGAACAGGACG

CTAGAGAGCCGAGCGGCGCGTGTCCATGGCGGGAAGGCGCTATTCCTGTCTTGGACTAAGGATCACGGTCAGGCGTCCAAAGCAGATCAA

TCGGAACGGACAACTGATCGATCGCCGAAACGTTCGCCGGGTTCTGTCTCCTGAACCGCGTCGCTTCATGCCGGCGGCCCCTTGCGCCTC

GCAAGGGGCCGCCGGAACGATTCGGCTATGCCTTGCCGAAGTGGTCGAACTCGCCGCGCTTGACGCCTTCGATCCAGAGGGCGAACTTCA

CCGGGGTGGTGACGATGGTCGAGTCGGGGGCCGCGGACTCGCGGATCTCGATCAGGCCCTCGCTGTTGGTGGAGACCTCGACGGAGTTTC

CGCCGTCCTGAGTGCTGCTGGTGGACTTCTGCCACTGCCGAGACATGAGCTACCTCTCCAATTCCAGGCCGTGCTTGATGTGTTGGATGA

CTCCCCACGAGTCCCGCTCGGCGTGAGGGCGCGCCGAGGTCTCCGCATCTCCGGGCGGAAGTGCCAGTCGGCTGAGGTCCTCGAACCTGC

TCCGGTACGTCTGCAGTGCTTCGGGGGAGTCGGTGAACTCGGAGACGCCCGGATGGTCGACCACCACCGTCGACAGCGCGCGAGAGGCGG

GCTCGGTGATCAGGAACGGCCCGGGATAGGGAAGGGTCGCCTTGACGCTGAAGGGGAAGACCTGGACGGTGACGTTCGGCTTCTGCGCAA

CCTCAAGCAGGTGAGCCAGTTGGTCACGCATGGCCTCTTTGCCGGTGAAGCTCATCAGTAGTGCGGCCTCGTGGATGACGAAGCGGAACT

CGGCCGGACTGTCGAGGATGCGCTGGCGTTCGAGGCGGAACCGGATGGCGTCCTCGATCTGTGCGGCGGACAACGGTGTCTCGCTGTTCT

GGAAGGTCTTTCGGATGTAGTCCTCGGTCTGGAGCAGGCCGGGGATGAAGAAGGTCTCGTAGTTCAGGTAGGCCTTGCTCGACCAGTGCT

CCAACTCTGCGAGGTCCAGCGCGAAGGCGGGCACCCGCCGCCTGTGCTGGCTCCACCAGCCCTTGCCGTCGCTGGCGCCGAGCGCTGCAA

GGGTGGCCAGATACTCCTCATCCGTGCAGCCATAGAAGGACGCCAGCGTGCGCATCCGATCTTCGTCCAGGCCGGTGCGCGCGGCTTCGA

TGTGGTTCAACTGCGGGCCGCGCATGACGACGTGTGCGGCGGCTGTCTGCACCGCTTCGTCGGCACCCAGCCGGAGACGGCGTAGCTCGG

CGCCGTACCGTCGCTGACGCTCGCTGACGTGCGCTCGCAGAGCCAACCGTCCGCCCCTTCCCGTGACACTGGCAGTGTTGCGCGCGAGGG

TCGCGCAGCGCCACCCCGATGGGACCCACCGTAGCGGCACTCTTGCGGGTGGTTGCATTAATGCGGGGGTTGGCTCTACCTTAAGTGTCG

GATCGACTACTGATTGTCGATCAGATGCCGAAGTGCACCCCGGATTTGTGGGCACGGACTGCCGACGTCTGTGCTCCTCGTCGTCGGTGG

GGGCAGGCCACGGGTTTCCACTTCTCTCCCACGCGCGTTCCACTCGACTCAGGGCTGGAGAAAGCCATGTGTCTTCCGCAGTTTTGTCCC

TCCCGGGACCCCTACGCCTCCGAGTTCCGGCTCGACCTGTCCCCGCCGGCCCTTCCCGGCATGGTCGGGCCGATCCGCCGATTCCTCCGG

GACCTGCTCCACGCCATGGGCCTGAACCCGGATTCGGCCTGCCTCATCCTCTCCGAGCTGGTGACCAACGCCCTGGTCCACGGGGAGGGC

CGACCGGGCGTCACGCTCGAACTCGTCTGCGGCGAGCTGCACATCACCGTTTCCGACGCCTCGGGGAACCCGCTCCAGCGACAGGTCCGG

GACGACTCGCGCGCCAGTGGCCGGGGCCTGGACATCGTCGAAGCCCTATCCACGGCCTGGGGTGTCGAACTGATCGGCAGCCACGGCAAA

GCGGTGTGGGCCGTGGCCAAGTTGGCCGACCGGTGACGACAACGAATGCTCAGCCGCGCGAAAGGCGCTCAGCCAGGCGGGACTTGGCGG

CAGGCCACTCATCGGCGAGCATCGAGAAGTAGGCGCTGTCGCGCCAGGTGCCGGTGGGGCGGAGGCGGTGGCGGCGGAAGGTTCCCTCGT

ACTGGGCGCCGAGGCGGAGGATCGCGTTGCGGGAGCGCTCGTTGAGGGCGTCGGTCTTCCAGAAGACGCGGCCCATGCCGAGGTCCTCGA

AGGCGTGGGTGAGCAGCATCAGCTTGGCCTCGGTGTTGACCACGGTGCGCCAGACCGAGCGGGCGTACAGGGTGCCGCCGATCTCCAGGT

ACTCGTCCTTGGTGTTGAGGTCGTAGTAGCCGGTGACGCCGACGGCGGTGCCGCTGGCGAGGTCGACGGCGGCGAACTCCACGGATTCGC

CGCTGGCTCCCTCGGCGATGCGGGCGTCGAGGATCGCGCCGAGCTCCTCCTCGGTGGCGGGCGGGAGGTTCATGGTCCAGCGCCAGACCT

CGGGCTCGGAGCCGATGGTGGCCCAGAGGTCGGCGAGATGGTGGCGCGCCAGCGGCTCGAGGCGGATGTGGTGGCCGGTGAGGGTGACGG

GTGCACGAGCGGCGG
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가 특허 성과.

출원연도 특허명 출원인 출원국 출원번호 등록번호

년2006
아실 호모세린 락톤의 경쟁적

저해활성을 가지는 키타사토스포라 속

AR030054

한국생명공학

연구원
대한민국

2006-8905

(2006. 1. 27)

724770

(2007. 5. 28)

년2006
아실호모세린락톤의 경쟁적 저해

활성을 가지는 피에리시딘 A1

한국생명공학

연구원
대한민국

2006-31058

(2006. 4. 5)

743672

(2007. 7. 23)

년2010
적정밀도 인식억제활성을 가지는

신규스트렙토마이세스 속 균주

한국생명공학

연구원
대한민국

2010-21863

(2010. 3. 11)

나 논문 및 포스터 게재 성과.

게재

연도
논문명

저자

학술지명
Vol.

(No.)

국내

외

구분

SCI

구분주저자 교신저자 공동저자

2008
Proteolytic activity from a
alkali-thermotolerant Streptomyces
gulbargensis sp. nov.

S. G.
Dastage

r

Agasar
Dayanand

Wen-Jun Li,
Chang-Jin Kim,
Jae-Chan Lee,
Dong-Jin Park,
Xin-Peng Tian,
Q. S. Raziuddin

Current
Microbiology 57(6) 국외 SCI

2008

Isolation and characterization of
endophytic actinomycetes from
Chinese cabbage roots as antagonists
to Plasmodiophora brassicae

Sun Og
Lee

Jin-Cheol
Kim

Gyung Ja Choi,
Yong Ho Choi,
Kyoung Soo

Jang,
Dong-Jin Park,
Chang-Jin Kim

Journal of
Microbiology

and
Biotechnology

18(11) 국내 비SCI

2009
First report of powdery mildew on
trident maple caused by Sawadaea
nankinensis in Korea

H. B.
Lee H. B. Lee

C. J. Kim, H.
Y. Mun, J. P.
Hong, and D.

A. Glawe

Plant disease 93(2) 국외 SCI

2009
ACC deaminase producing strain
ST45 confers resistance to high salt
stress in plant

Hyeon
Seong
Yoon

Chang-Jin
Kim

Jin Hee Choi,
Jae-Chan Lee,
Dong-Jin Park,
Chang-Keun

Sung

국내 SCIE

2010
Isolation and Identification of

Streptomycessp.AN090571
Producing Quorum Sensing Inhibitor

Jong-Ok
Jang

Chang-Jin
Kim

Jin Hee Choi,
Jae-Chan Lee,
Dong-Jin Park

한국미생물학회 국내 SCI

2010
Analysis of Quorum Sensing
Inhibitor Produced by Streptomyces
sp. MSL12

Jong-Ok
Jang

Chang-Jin
Kim

Jin Hee Choi,
Jae-Chan Lee,
Dong-Jin Park

한국농약
과학회

국내 비SCI

2010
Isolation and Identification of
Streptomyces sp. AN090072
Producing Quorum Sensing Inhibitor

Jong-Ok
Jang

Chang-Jin
Kim

Mi-Kyung
Kwon,

Jae-Chan Lee,
Dong-Jin Park

한국식물
병리학회 국내 SCIE

2011

Quorum sensing inhibition by
Streptomyces sp. AN090072
as quenching of Erwinia
carotovora

Jong-Ok
Jang

Chang-Jin
Kim

Mi-Kyung
Kwon

한국식물
병리학회 국내 SCIE
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