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< 요 약 서 >

사업명
총괄연구개발 식별번호 

(해당 시 작성)

내역사업명

(해당 시 작성)
연구개발과제번호

기

술

분

류

국가과학기술

표준분류
LBY01 40% LB0202 30% LB0203 30%

농림식품

과학기술분류
AAc6 40% AA0301 30% c601999 30%

총괄연구개발명

(해당 시 작성)

연구개발과제명 기능성강화 흰개미버섯(흑계종)의 인공재배 및 신품종 개발

전체 연구개발기간  2019. 06. 20 - 2021. 06. 19 ( 2년  개월)

총 연구개발비

 총720,000천원 

 (정부지원연구개발비:360,000천원,  기관부담연구개발비 :360,000천원, 

 지방자치단체:   천원,  그 외 지원금:   천원) 

연구개발단계
기초[  ] 응용[  ] 개발[√] 

기타(위 3가지에 해당되지 않는 경우)[  ] 

기술성숙도

(해당 시 기재)

착수시점 기준(   )  

종료시점 목표(   ) 

연구개발과제 유형

(해당 시 작성)

연구개발과제 특성

(해당 시 작성)

연구개발 

목표 및 내용

최종 목표
○ 기능성 강화 흰개미버섯(흑계종)의 인공재배 및 신품종 개발

     - 흰개비버섯(흑계종)의 국산화 및 자동화시설 재배화

     - 기능성 강화 흰개미버섯(흑계종) 개발

전체 내용

1. 국내외 유전자원의 탐색과 특성 평가
 1) 흰개미버섯(흑계종)의 유전자원 수집
 2) 수집 유전자원의 특성평가
  
2. 흰개미버섯(흑계종)의 인공 재배기술 개발
 1) 흰개미버섯(흑개종)의 상자재배 기술 개발
 2) 흰개미버섯(흑계종)의 병재배 기술 개발
  
3. 흰개미버섯(흑계종)의 생리활성 물질의 분석 
 1) 흰개미버섯의 추출 및 분획
 2) 흰개미버섯 내 기능성 단일 물질의 분석
  
4. 흰개미버섯(흑계종)의 기능성 효능 평가
 1) 흰개미버섯 추출 및 분획물의 항염증 효능 평가
 2) 흰개미버섯 내 겐티스산의 비만 유래 만성 염증에 대한 억

제 효과
 3) 흰개미버섯 유래 코엔자임Q9의 기도 폐쇄에 대한 보호 효

과

5. 흰개미버섯(흑계종)의 기능성강화 신품종 개발
 1) 흑계종의 교잡주 선발 
 2) 교배체의 인공재배
 3) 기능성강화 신품종 개발
 4) 돌연변이 처리에 의한 Termitomyces sp. JCM 종의 품종 

개발

1단계

(해당 시 작성)

목표  제3장 연구개발과제의 수행 과정 및 수행내용 참조

내용

n단계

(해당 시 작성)

목표

내용
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연구개발성과 

① 인공재배되는 중국에서 수집한 흰개미버섯(흑계종 : Termitomyces 

albuminosus)의 분자유전학적 분석에 의해 흑피계종(Oudemansiella 

raphanipes)로 확인하고 우리나라에서 자생하는 3균주를 채집함

② 흑계종을 액체배양 및 복토를 통한 병재배 방법으로 자실체 형성에 성공하여 대

량생산 가능성을 입증

③ 흰개미버섯 추출 및 분획물의 항염증 효과

④ 흰개미버섯(흑계종) 내 겐티스산의 비만 유래 만성 염증에 대한 억제 효과

⑤ 흰개미버섯(흑계종) 유래 코엔자임Q9의 기도 폐쇄에 대한 보호 효과 

⑥ 흰개미버섯(흑계종)의 교잡하여 교배체를 선발하여 균사생장이 모본보다 빠른 

신품종 선발 

⑦ Termitomyces sp. JCM 균주에 γ-선 조사에 의해 균사생장 속도를 증진시켜 균

사체를 이용한 아미노산이 풍부한 균주 개발

연구개발성과 

활용계획 및

기대 효과

○ 인공재배가 불가능한 다른 공생균의 인공재배 기술 적용

○ 흑계종의 대량생산 판매로 소비자의 다양한 먹거리 제공 

연구개발성과의 

비공개여부 및 사유

연구개발성과의 

등록ㆍ기탁 건수
논문 특허

보고서 

원문

연구

시설

ㆍ장비

기술

요약 

정보

소프트 

웨어
표준

생명자원

화합물

신품종

생명

정보

생물

자원
정보 실물

Ｙ Ｙ Ｙ Ｙ

연구시설ㆍ장비 

종합정보시스템 

등록 현황

구입

기관

연구시설

ㆍ장비명

규격

(모델명)
수량

구입 

연월일

구입가격

(천원)

구입처

(전화)

비고

(설치장소)

ZEUS

등록번호

국문핵심어

(5개 이내)

흰개미버섯

(흑계종)
인공재배 신품종 기능성 흑피계종

영문핵심어

(5개 이내)

Termitomyces 
albuminosus 

Artificial 

cultivation
New cultiva Functionality

Oudemansiella 
raphanipes
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요 약 문 

I 제목

  기능성 강화 흰개미버섯(흑계종)의 인공재배 및 신품종 개발

II 연구개발의 목적 및 필요성

 1) 연구개발의 목적

   중국에서 흰개미버섯(흑계종)을 지면재배 방법으로 대량생산하여 판매하고 있어 조만간에 

한국을 공략할 거라 보고 있으며, 이에 대비하여 인공재배 방법을 연구하고 신품종을 개발

하고자 한다.

 2) 연구개발의 필요성

  흰개미버섯은 지구상에서 동물이 키운 최초의 버섯으로 흰개미들이 흰개미집에서 키워 영양분

을 섭취하는 버섯으로서 그 맛과 영양이 탁월하여 중국에서는 최고의 버섯으로 평가하고 있다. 흰

개미집없이 흰개미버섯이 지면재배로 인공재배에 성공하여 ‘삼팔고’나 ‘흑계종’이라는 상표

로 판매하고 있다. 지면재배된 흑계종의 문제점으로는 요리하였을 때 재배시 모래가 함유되어 지

글거리는 맛이 나며, 지면재배 대량생산 시 오염되었을 때는 대면적이 오염되어 지속가능한 공급

이 어렵다. 이러한 배양된 배지가 허가없이 중국에서 수입되고 있어, 상기 문제점의 대책으로는 

병재배 방법으로 모래가 지글거리는 맛을 해소하며, 세포질전환 육종이나 원형질체 융합을 통한 

새균주의 육성으로 중국으로부터 종균수입을 억제할 수 있으며, 생리활성물질 분석을 통해 흑계

종이 가지고 있는 기능성을 강화한 우리균주로 만들어 역수출을 하고자 한다. 

  중국은 지면재배로 인한 대면적 재배시 오염(감염)이나 자연재해의 피해를 보고 있어 봉지재배

로의 전환을 위해 대단위 생산공장을 설립하고 있으나 우리는 이러한 문제점을 해결하기 위해서

는 배양기간 단축을 위한 액체배양 공정과 발이를 위한 복토과정을 생략할 수 있는 재배법이 개

발되어야 병재배 자동화시스템에 도입이 가능하다. 기존에 새송이나 팽이버섯의 병재배 자동화시

스템을 도입하면 흑계종의 문제점을 해결되리라 본다.

  흑계종의 성분 분석을 통한 막연하게 추출물로 기능성을 평가하기 보다 기능성 물질을 분리 정

제 및 구조분석하여 어떤 물질이 생리활성을 나타내는지 평가가 필요하며 어떤 물질이 기능성을 

나타내는지 밝히고자 한다.

  야생에 나는 버섯의 특징은 기존에 재배가 확립되지 않은 균의 노화나 쇠퇴 등으로 인해 재배

가 어려워 길들이지 않으면 활용하기가 어렵다. 야생 균주는 교잡이나 원형질체 융합으로 지속적

으로 대량생산이 가능한 균주로 성능을 부여하여야 하여 상용적으로 재배가 가능한 균주로 만들

어야 한다.

  따라서 자연에서 분리한 균주에 기능성을 가진 기존의 대량생산 시스템에 적용할 수 있는 균주

를 육성하기 위해서는 상기의 문제점을 보완하고, 균주의 다양성-재배시스템-육종시스템이 삼위

일체가 되어 하나같이 움직여야 가능하리라 본다. 
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III 연구개발 내용 및 범위

  흰개미버섯(흑계종)은 그 맛과 영양이 탁월하여 중국에서는 최고의 버섯으로 평가하고 있어
흰개미집없이 흰개미버섯의 지면재배로 인공재배에 성공하여 대량생산하고 있으며 조만간에 
우리나라에도 물량공세를 할거라 보고 이에 대한 대비책으로 인공재배와 신품종 개발이 필요
하다.  또한 기존에 추출물의 효능평가를 좀 더 분획하여 생리활성 물질의 기능성을 밝히기 위
해 분획물의 효능 평가가 요구되었다. 본과제에서는 일단 자실체가 필요로 하기 때문에 1절에
서는 국내외 유전자원을 수집하고 이에 대해 형태학적 특성과 분자 유전학적 특성을 평가하고 
PCR을 이용한 유전분석이나 유전체 분석을 하였고, 2절에서는 자실체를 인공적으로 대량생산
하기 위한 연구가 수행되었고, 3절에서는 수집균주의 추출물을 분획하여 생리활성 효과를 검증
하였으며 아미노산 함량도 분석하였고, 4절에서는 분획된 물질에 대한 항산화, 항염증 효능을 
평가하였고, 5절에서는 수집한 균주에 대한 교배나 돌연변이를 처리하여 균주를 육성하였다. 
또한 이러한 신품종에 대한 대량생산과 기능성을 부여하고자 한다. 본 연구를 수행하여 얻어진 
결과는 다음과 같다.

1. 국내외 유전자원의 탐색과 특성 평가

 1) 흰개미버섯(흑계종)의 유전자원 수집

   흰개미버섯(흑계종)의 유전자원 수집은 중국에서 북경과 하북성 일대에서 인공재배되는 

Termitomyces albuminosus 2균주를 수집하였고, 일본 RIKEN BRC에서 JCM (Japan Collection 

of Microorganisms) 균주 Termitomyces sp. 17점을 분양받았으며, 우리나라에서는 인천 및 김천

에서 Oudemansiella radicata 3점을 채집하였다.

 2) 수집 유전자원의 특성평가

   중국에서 인공재배되어 대량생산되고 있는 Termitomyces albuminosus 2균주에 대한 클램프, 

포자 지문, 갓의 주름, 갓의 모양, 대 등의 형태학적 특성을 관찰하였고, STR 및 ITS 분석을 통

해 흑계종 (Termitomyces albuminosus)이 아니라 흑피계종 (Oudemansiella raphanipes)으로 확

인되었고, 두 균의 유사도를 분석하기 위해 유전체 분석을 한 결과 같은 종의 다른계통으로 유

추할 수 있었다. 일본에서 분양받은 Termitomyces sp. 17균주에 대한 ITS 분석한 결과 

Termitomyces microcarpus의 유사종임을 확인하였다. 우리나라에서 채집한 균주를 ITS 분석한 

결과 Oudemansiella raphanipes로 확인되었다.

2. 흰개미버섯(흑계종)의 인공 재배기술 개발

 1) 흰개미버섯(흑개종)의 상자재배 기술 개발

  중국에서 인공재배되는 흑계종 (Termitomyces albuminosus)이라는 균주중 하나를 인공재배를 

하기 전에 전통적인 방식으로 시험관 및 삼각플라스크에서 자실체가 형성되는 것을 실험하였

고, 소농가가 재배하기 쉬운 방법인 상자재배를 시도하였다. 방법으로는 병재배 대량생산을 목

표로 하기 때문에 배지는 새송이배지를 그대로 사용하여 상지재배를 한 결과 자실체가 형성되

었으나 일시 수확이 안되고 장기간동안 수확되었고, 재배기간도 복토를 한 방법으로 인한 장시

간 소요되었다. 상자재배방법으로는 중국의 지면재배방법과 마찬가지로 재배는 성공할 수 있으

나 오염문제가 대두되는 등 경제성이 없다고 판단하였다.

 2) 흰개미버섯(흑계종)의 병재배 기술 개발

   흑계종의 병재배를 위해서는 중국의 지면재배 방법에서 고체 균사배양을 액체배양을 통한 

배양기간 단축과 생육시 복토재배를 무복토 재배가 되어야만 병재배자동화시스템을 활용하여 

병재배 대량생산시스템을 확립할 수 있다. 따라서 1차적으로 균사 배양시 액체배양을 하고 생
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육시에는 복토재배를 하였다. 그 결과 자실체가 형성되었으나 수확기간이 길고 수량이 일정치 

않아 복토 종류별로 처리하여 재배한 결과 황토와 논모래 재배시 자실체 가장 많이 형성되었

다. 여기서 가장 중요한 점은 복토한 후 복토와 배지사이에 갈색선을 형성하였을 때 복토를 제

거한 후 발이수를 보면 10∼30개의 발이수가 보이고 있어 여기부터 환경을 재설정하여 재배하

면 다발성 자실체 재배가 가능하리라 본다. 

3. 흰개미버섯(흑계종)의 생리활성 물질의 분석 

 1) 흰개미버섯의 추출 및 분획

   중국에서 입수한 흰개미버섯과 ㈜힘찬에서 공급받은 흰개미버섯은 클로로폼과 메탄올을 이

용하여 추출을 하였고, 다양한 용매의 용해도에 의해 분획을 실시하였다. 용해도에 의해 분획

한 물질은 항산화능 및 항염증 검정을 통하여 유효한 분획물을 선별하였으며, 선별된 분획물을 

다시 TLC법과 column chromatography법을 통하여 다시 분획하였다. 분획된 물질은 항염증 검

증을 통하여 생리활성을 분석하였다

 2) 흰개미버섯 내 기능성 단일 물질의 분석

   흰개미버섯 내부의 기능성 물질인 겐티스산이 흰개미버섯에 존재하는 것을 확인하였으며, 

이의 기능성 검증을 위하여 비만 유래 만성 염증에 대한 효능을 확인하였다. 또한 흰개미버섯 

추출물에서의 분획 및 구조분석을 통하여 코엔자임Q9을 분리하였으며, 이의 기능성 검증을 위

하여 기도 폐쇄에 대한 보호 효과를 확인하였다.

4. 흰개미버섯(흑계종)의 기능성 효능 평가

  1) 흰개미버섯 추출 및 분획물의 항염증 효능 평가

    흰개미버섯의 추출물 중 가장 항염증 활성이 높았던 EtOAc 분획물(TA1)을 분획하여 획득

한 분획물의 항염증 활성을 검증하였다. TA1의 2nd TLC 분획물인 C7-(2)-5 분획물 7종의 항염

증 활성을 검증하였을 때, C7-(2)-5-5, C7-(2)-5-6, C7-(2)-5-7 분획물에서 뚜렷한 NO 생성 억

제능을 확인할 수 있었으며, 특히 C7-(2)-5-6 분획물이 가장 높은 NO 생성 억제능을 나타내었

다. 또한 TA1 유래 C12 분획물 9종의 항염증 효능을 확인하였을 때, C12-1 ~ C12-5의 분획물

들이 높은 항염증 활성이 나타났으며, 세포 독성을 고려했을 시 C12-5가 안전하며 높은 항염

증 활성을 지니는 것을 확인하였다. 또한 TA1-5-7-5 분획물 6종의 항염증 활성을 확인하였을 

시, 전체적으로 높은 항염증 활성을 나타내었다. 특히, TA1575-4의 경우 10 μg/mL의 낮은 농

도에서도 높은 항염증 활성을 가지는 것을 확인하였다. 따라서 흰개미버섯이 높은 항염증 기능

성을 가지는 것을 확인할 수 있었다.

 2) 흰개미버섯 내 겐티스산의 비만 유래 만성 염증에 대한 억제 효과

    흰개미버섯에 존재하는 단일물질인 겐티스산의 비만 유래 만성 염증에 대한 효과를 확인

하였다. 먼저 겐티스산의 항염증 효능을 확인하을 때, 염증 유발 효소들과 효소들이 생성하는 

염증 매개 물질 및 주요 염증성 사이토카인들의 발현량 역시 억제시키는 것을 확인하였다. 또

한 염증반응에 관여하는 전사인자와 상위 인자들의 활성을 억제하였다. 이 결과들에 따라 겐티

스산이 염증 반응을 억제하는 것을 확인하였다. 다음으로, 겐티스산의 항비만 효과를 확인하였

을 때, 지질과 중성지방의 축적이 억제되었고 분화 과정의 주요 전사인자들의 발현 상위 조절 

인자들의 활성이 억제되고, 지질 합성에 관여하는 인자들의 발현이 겐티스산 처리에 따라 감소

하였다. 따라서 겐티스산이 지방세포 분화 과정을 억제하는 것을 확인하였다. 마지막으로 겐티

스산의 비만 유래 만성 염증에 대한 효능을 확인하였을 때, 대식세포와 지방세포의 상호작용에 

의해 생성되어 비만 유래 염증 반응에 주요하게 관여하는 인자들의 발현을 억제하였다. 또한 

항염증 인자들의 발현은 증가시키고, 염증성 인자들의 발현은 감소시켰다. 추가적으로 대식세
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포의 염증성 상태로의 변환을 억제하였다. 따라서 겐티스산이 비만 유래 만성 염증에 대한 억

제 효과를 나타내는 것을 확인하였다.

 3) 흰개미버섯 유래 코엔자임Q9의 기도 폐쇄에 대한 보호 효과

   코엔자임Q9의 기도 폐쇄에 대한 보호 효과를 알아보기 위하여, 피오사이아닌에 의해 유도

되는 인간 기관지 표피 세포에서의 점액 과생산에 대한 효과를 확인하였다. 코엔자임Q9은 

DPPH 라디칼 소거능을 나타내었으며, 피오사이아닌에 의해 생성된 세포 내 활성산소를 감소시

키는 항산화능을 확인하였다. 점액의 구성 성분인 두 종류의 뮤신인 MUC5AC와 MUC5B는 코

엔자임Q9 처리에 따라 RNA와 단백질 발현량이 감소하였으며, 반대로 뮤신 생성의 억제인자인 

FOXA2의 경우 발현이 증가하였다. 또한 뮤신 생산에 관여하는 EGFR 신호전달 체계의 구성 

단백질인 EGFR, Akt, ERK의 인산화를 억제하였다. 따라서 코엔자임Q9이 피오사이아닌에 의해 

유도되는 기도 폐쇄를 억제하는 것을 확인하였다.

5. 흰개미버섯(흑계종)의 기능성강화 신품종 개발

 1) 흑계종의 교잡주 선발

   흑계종 (T. albuminosus)의 두 균주 [MKCC04978(수고) 및 Hago(하고)]간에 대치배양을 통해 

대선형성 여부를 관찰하여 대치선은 형성하지 않으나 생장속도와 자라는 형태가 차이나서 유

전체 분석를 의뢰한 결과 같은 종의 지리적으로 다른 계통임을 판단하여 단포자를 받아 교배

를 실하였다. 그 결과 23점의 교배체를 선발하였다. 23점의 교배체와 대치배양을 수행하여 대

치선을 뚜렷하게 형성하는 교배체 10균주를 유전체 분석을 의뢰하였다. 또한 유전적 검정을 통

해 유전적 패턴이 차이나는 교배체를 최종적으로 선발하였다. 

 2) 교배체의 인공재배

   인공재배를 위해서는 최대한 생장이 빠른 균주를 선발하기 위해 균사생장율을 조사하여 23

균주 중에서 10균주를 선발하였고, 모본과 형태학적 변화 양상을 보이면서 생장속도가 빠른 균

주를 선발하였으며 그 중에서 삼가플라스크 재배를 위해 접종한 결과 모본보다 생장이 빠른 

균주가 관찰되어 이것을 위주로 인공재배 중이다. 

 3) 기능성강화 신품종 개발

   협동과제에서 분석한 항산화, 항염증 효과와 아미노산 함량 분석을 이용하여 교배체에 적용

하여 기능성이 높게 나오는 균주를 선발하고자 한다. 

 4) 돌연변이 처리에 의한 Termitomyces sp. JCM 종의 품종 개발

   일본에서 분양받은 Termitomyces sp. JCM 종은 ITS 분석을 통해 분석하여 Termitomyces 

microcarpus 종과 유사성이 높게 나오는데 균사생장이 상당히 느리게 자라 γ-선 (60Co)을 500

효를 조사하여 2차 균사 생장을 보이는 균주를 배양함으로서 모본보다 2배로 빠른 성장을 보

여 이 돌연변이 균주를 이용하여 아미노산 함량을 조사하고자 한다. 기존 보고에 의하면 

Termitomyces microcarpus 균주가 버섯 중에서 아미노산 함량이 가장 높게 나타내어 인공재배

보다는 균사배양에 의한 아미노산 함량이 높게 생산된다면 이것을 산업으로 이용 가능하리라 

사료된다.



- 10 -

IV 연구개발 결과 및 활용에 대한 건의

1. 국내외 수집 유전자원의 평가
  본 연구에서 수집한 인공재배되는 중국 균주의 분자유전학적 진단으로 Termitomyces 
albuminosus (흑계종)로 알려져 있던 균주가 Oudemansiella raphanipes (흑피계종) 임을 확인되
어 우리나라에서 자생하는 흑피계종을 인천 및 김천에서 채집되어 육종을 위한 모본으로 활용
하고자 한다. 

2. 흰개미버섯(흑계종)의 병재배 기술 개발
  본 연구에서 새송이 및 팽이버섯과 같이 병재배 자동화시스템에 도입할 수 있도록 흑계종을 
액체배양을 통한 자실체 형성에 성공하여 대량생산 가능성을 입증하였다. 따라서 본 연구결과
에 대한 활용방안은 다음과 같다.

 가. 개발된 버섯재배기술의 소개
  1) 버섯재배에 관련된 리플렛 발간, homepage 소개 및 버섯전문신문 등에 개발된 재배법 소

개 및 수록
 나. 개발된 재배기술의 보급
  1) 버섯종균 생산회사 및 재배농가에 재배기술을 보급하여 새로운 버섯의 재배로 인한 새로

운 소득의 창출
  2) 자실체가 기능성 식․약품으로 개발되어 대량소비될 경우 이미 검증된 생산시스템으로 대

량 공급이 가능

3. 흰개미버섯(흑계종) 유래 기능성 물질의 이용
 1) 최근 우리나라에서는  기능성 물질을 이용한 대체 의약품이거나 건강기능식품으로 개발되 

있다. 본 연구를 통해 항산화 및 항염증에 효과를 나타내는 물질을 분석하고 효능을 평가
함으로서 흑계종을 이용한 생활습관병 예방에 효과가 있을거라 판단하여 이들 버섯 자실
체에서 추출 분획한 성분을 항산화 및 항염증에 대한 효능을 평가하여 대체 의약품으로 
개발할 수 있을 것이라고 사료된다.

 2) 현재 흰개미버섯(흑계종) 내 겐티스산의 비만 유래 만성 염증에 대한 억제 효과 및 흰개미
버섯(흑계종) 유래 코엔자임Q9의 기도 폐쇄에 대한 보호 효과 등을 이용한 의약품 개발이 
가능하리라고 사료된다.

4. 버섯의 자실체와 균사체를 이용한 기능성 식품의 개발
  아미노산이 풍부한 Termitomyces sp. JCM 균주에 γ-선 조사에 의해 균사생장 속도를 증진
시켜 균사체를 이용한 기능성 버섯곡물을 제조 및 생산하여 판매하는 업체에 보급하여 새로운 
소득원의 창출을 지원할 수 있다.
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제 1 장 연구개발과제의 개요

  제 1 절 연구개발의 필요성

1. 연구개발의 목적

  중국에서 흰개미버섯(흑계종)을 지면재배 방법으로 대량생산하여 판매하고 있어 조만간에 한

국을 공략할 거라 보고 있으며, 이에 대비하여 인공재배 방법을 연구하고 신품종을 개발하

고자 한다.

   

2.  흰개미버섯의 현황 및 대책

 가. ‘흰개미버섯’은 지구상에서 동물이 키운 최초의 버섯으로 흰개미들이 흰개미집에서 키워 

영양분을 섭취하는 버섯으로서 그 맛과 영양이 탁월하여 중국에서는 최고의 버섯으로 평가

 나.  흰개미집없이 흰개미버섯이 지면재배로 인공재배에 성공하여 ‘삼팔고’나 ‘흑계종’이라

는 상표로 판매하고 있다.(이하 흑계종이라 한다)

   1) 

 다. 지면재배된 흑계종의 문제점으로는

   1) 요리하였을 때 재배시 모래가 함유되어 지글거리는 맛이 난다.

   2) 지면재배 대량생산 시 오염되었을 때는 대면적이 오염되어 지속가능한 공급이 어렵다. 

 다. 중국에서 배양된 배지가 허가없이 수입되고 있음

 라. 상기 문제점의 대책으로는

   1) 병재배 방법으로 모래가 지글거리는 맛을 해소한다.

   2) 세포질전환 육종이나 원형질체 융합을 통한 새균주의 육성으로 중국으로부터 종균수입을 

억제할 수 있음

   3) 생리활성물질 분석을 통해 흑계종이 가지고 있는 기능성을 강화한 우리균주로 만들어 역수

출이하고자 함 

 마. 중국은 지면재배로 인한 대면적 재배시 오염(감염)이나 자연재해의 피해를 보고 있어 봉지재

배로의 전환을 위해 대단위 생산공장을 설립하고 있음

 바. 우리는 기존에 새송이이나 팽이버섯의 병재배 자동화시스템을 도입하면 흑계종의 문제점을 

해결되리라 본다.

 사. 단, 배양기간 단축을 위한 액체배양 공정과 발이를 위한 복토과정을 생략할 수 있는 재배법

이 개발되어야 한다.

 아. 흑계종의 성분 분석을 통한 막연하게 추출물로 기능성을 평가하기 보다 기능성 물질을 분리 

정제 및 구조분석하여 어떤 물질이 생리활성을 나타내는지 평가가 필요함

 자. 기존에 재배가 확립되지 않은 균의 노화나 쇠퇴 등으로 재배가 어려운 균주는 교잡이나 원형

질체 융합으로 지속적으로 대량생산이 가능한 균주로 성능을 부여하여야 함

 차. 따라서 자연에서 분리한 균주에 기능성을 가진 기존의 대량생산 시스템에 적용할 수 있는 균

주를 육성하기 위해서는 상기의 문제점을 보완하고, 균주의 다양성-재배시스템-육종시스템

이 삼위일체가 되어 하나같이 움직여야 가능하리라 본다.   
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제 2 절 연구개발의 범위

1. 1차년도 (2019)
 가. 국내외 유전자원의 수집 및 특성평가
  1) 국내외 흰개미버섯(흑계종)의 탐색
  2) 수집균주의 특성평가
   가) 수집균주의 형태학적 특성
   나) 수집균주의 분자 유전학적 특성

 나. 흰개미버섯(흑계종)의 인공재배 기술 개발 
  1) 선발균주의 최적 배양특성 규명
  2) 선발균주의 배지혼합 비율별 특성 규명
  3) 선발균주의 자실체 발생 조건 규명

 다. 흰개미버섯(흑계종)의 생리활성 물질의 분석
  1) 수집균주로부터 물질 추출 
  2) 수집균주 추출물의 분획화와 생리활성 검증

 라. 흰개미버섯(흑계종)의 기능성 효능 평가
  1) 수집균주 추출물 및 각 fraction별 항산화/항염 활성 분석 
  2) 기능성 함유 fraction의 세분화에 따른 활성 분석

 2. 2차년도 (2020)
 가. 흰개미버섯(흑계종)의 기능성 강화 신품종 개발
  1) 교잡을 위한 모본 선발 및 특성 검정
  2) 교잡주의 자실체 특성 및 검정
  3) 선발된 신품종의 기능성 강화 분석

 나. 흰개미버섯(흑계종)의 인공재배 기술 개발 
  1) 선발균주의 액체배양 최적화 조건 규명
  2) 교잡주의 자실체 발생 조건 규명
  
 다. 흰개미버섯(흑계종)의 생리활성 물질의 분석
  1) 수집균주로부터 아미노산 분석 
  2) 수집균주 추출물의 분획화와 생리활성 검증

 라. 흰개미버섯(흑계종)의 기능성 효능 평가
  1) 수집균주 추출물 및 각 fraction별 항산화/항염 활성 분석 
  2) 추추물 및 분리 정제된 기능성 물질의 활성 분석과 유효 작용인자 규명
  3) 분리 정제된 기능성 물질의 기전 보완 연구
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제 2 장 국내외 기술개발 현황

  제 1 절 국외 기술개발 현황

1. 중국의 흑계종 생산 현황

 가. 야생 계종버섯이 중국 운남성의 한 지역에서 지역 농부들이 인공재배를 시작함

 나.  중국 후베이성에서 농촌의 빈곤퇴치사업으로 5,000만 CYN (약 85억원) 이상이 투자되어 

2006년에 인공재배가 성공하여 연간 계종버섯 배지의 생산량은 1,400만 봉지에 이른다 함

 다. 천진시 만강회사는 계종버섯을 매년 수확하여 북경, 천진 및 기타 도시에 도매가로 ㎏당 

약 12 CYN (약 2,000원)판매하고 있음

 라. 산동성에서는 2017년에 계종버섯 배지 16,000개를 120,000 CYN(약 2천만원)에 한국으로 

수출하였음
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제 2 절 국내 기술개발 현황
 1.  ㈜ 티엠파트너스

  가. 인공재배가 매우 까다로운 흑계종을 중국과 합작하여 국내 최초로 흰개미없이 인공재배에 

성공

<포천재배사의 재배전경>

  나.  인공재배기술을 특허 출원하였고, 1년간의 독성안전성검사를 거쳐 식약처의 한시적 식품원

료로 등록 인정 받음

   1) 흰개미 버섯 재배용 배지 제조방법(10-162927, 2016)

  다. 흑계종 및 가공식품을 ‘천수고’란 브랜드로 국내 유통시킬 계획이며, 재래김, 감자반세트 

등을 판매 예정

   1) 천수고에서 나온 신물질(Termitomycesphins A∼H)을 활용하여 기능성 식품원료 개발 계획

   2) 농가수익창출을 위해 소규모의 재배농가에 100% 수매조건부로 재배 기술이전 및 배지를 공

급할 계획

<상표 ‘천수고’와 계종버섯 김>

   3) 생산된 계종버섯은 백화점에서 판매 행사

<생산된 계종버섯 및 백화점 판매대 전시 판매>  
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제 3 장 연구개발과제의 수행 과정 및 수행내용

구분
(년도)

세부과제명 세부연구목표 연구개발 수행내용

1
차
년
도 

(20
19)

가. 국내외 유
전 자 원 의 
수집 및 특
성평가

1) 국내외 흰개미버섯(흑계종)의 
탐색

- 중국 북경 및 하북성 일대에서 흑계종
의 수집 : 2 균주

- 일본 RIKEN BRC로부터 계종버섯 20균
주 수집하여 17균주 분리

2) 수집균주의 특성평가
가) 수집균주의 형태학적 특성
나) 수집균주의 분자 유전학적 

특성

- 흑계종 2균주의 형태학적 특성 실험
- STR 및 ITS 영역의 유전분석
 ① 계종버섯 17균주

나. 흰개미버섯
(흑계종)의 
인 공 재 배 
기술 개발 

1) 선발균주의 최적 배양특성 
규명

- 흑계종의 인공재배 기술확립 지향성
 ① 중국 : 지면재배 및 봉지재배
 ② 한국 : 상자재배 및 병재배

2) 선발균주의 배지혼합 비율별 
특성 규명

- 흑계종의 인공재배과정의 차이점
 ① 접종원 배지 (고체/액체)
 ② 종균배지 (자체 혼합물/ 혼합사료 제품)
 ③ 종균배양기간 단축 

3) 선발균주의 자실체 발생 조
건 규명

- 흑계종의 인공재배과정의 액체 배양 및 
복토 조건

- 흑계종의 인공재배 과정의 발이과정
다. 흰개미버섯

(흑계종)의 
생 리 활 성 
물질의 분
석

1) 수집균주로부터 물질 추출 - 흰개미버섯(흑계종)에서의 물질 추출

2) 수집균주 추출물의 분획화와 
생리활성 검증 - 추출물의 TLC에 의한 분획

라. 흰개미버섯
(흑계종)의 
기능성 효
능 평가

1) 수집균주 추출물 및 각 
fraction별 항산화/항염 활성 
분석 

- TA1의 2nd TLC 분획물의 세포 독성 실
험

- TA1의 2nd TLC 분획물의 항염증 활성 
실험

2) 기능성 함유 fraction의 세분
화에 따른 활성 분석

- TA1 유래 C12 분획물 9종의 세포 독성 
실험

- TA1 유래 C12 분획물 9종의 항염증 실
험

2
차
년
도

(20
20)

가. 흰개미버섯
(흑계종)의 
기능성 강
화 신품종 
개발

1) 교잡을 위한 모본 선발 및 
특성 검정

- 흑계종 2균주의 교배에 의한 교잡주 선발
 ① 단포자 분리 및 교배 및 선발

2) 교잡주의 자실체 특성 및 검
정 - 선발된 교잡주의 자실체 생산

3) 선발된 신품종의 기능성 강
화 분석 - 선발된 신품종의 기능성 강화 분석

나. 흰개미버섯
(흑계종)의 
인 공 재 배 
기술 개발 

1) 선발균주의 액체배양 최적화 
조건 규명

- 병재배 자동화를 위한 액체배양 방법 
기술 확립

2) 교잡주의 자실체 발생 조건 
규명 - 국내 자생하는 흑계종의 채집 및 분리

다. 흰개미버섯
(흑계종)의 
생 리 활 성 
물질의 분
석

1) 수집균주로부터 아미노산 분
석 

- 수집균주로부터 구성 및 유리 아미노산 
분석 

2) 수집균주 추출물의 분획화와 
생리활성 검증

- TA1의 1st column 분획물의 항산화 활
성

라. 흰개미버섯
(흑계종)의 
기능성 효
능 평가

1) 수집균주 추출물 및 각 
fraction별 항산화/항염 활성 
분석 

- TA1유래 TA1-5-7-5 분획물 6종의 세포 
독성 실험

- TA1유래 TA1-5-7-5 분획물 6종의 항염
증 실험

2) 추추물 및 분리 정제된 기능
성 물질의 활성 분석과 유효 
작용인자 규명

- 분리 정제된 기능성 물질의 유효작용인
자의 구조 분석 

3) 분리 정제된 기능성 물질의 
기전 보완 연구

- 분리 정제된 기능성 물질의 항비만 효
과 실험
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제 4 장 연구개발과제의 수행 결과 및 목표 달성 정도

제 1 절 흰개미버섯(흑계종)의 인공재배 및 신품종 개발

1. 흰개미버섯(흑계종)의 유전자원 수집 및 특성 평가

 가. 국내외 유전자원 수집

  1) 흰개미(계종)버섯의 분류학적 위치

     흰개미버섯은 매우 보기드문 희귀한 버섯으로서 반드시 흰개미집과 같이 공생(obligate 

symbiosis)해야 하기 때문에 ‘흰개미버섯’이라고 불린다. 흰개미집은 땅속에 묻혀져 있으며 

우기때 잠시 빗물이 흰개미집 주위의 토양에 침투해야만 흰개미버섯의 균사체가 밖으로 나와 

버섯형태로 생장할 수 있다고 한다(Fig. 1-1). 이러한 흰개미버섯을 중국에서는 계종(鸡枞)버섯

이라 불리며 중국 황실 진상품으로 유명하다. 또한 인체에 필요한 필수아미노산을 함유하고 있

을 뿐만아니라 영양가치가 뛰어나 명/청 황제들이 즐겨 먹었다고 기록되어 있으며 지금도 중국 

최고의 특급호텔에서만 제한적으로 맛볼 수 있는 식재료라고 할 수 있다. 우리나라에서는 볼 

수 없는 희귀한 버섯인 계종버섯은 버섯 자체의 깊은 향과 씹히는 아삭함이 있어 한번 맛보면 

잊을 수 없는 독특한 풍미를 가진 버섯입니다. 

Fig. 1-1. 자연상태에서의 흰개미와 흰개미버섯의 공생관계. 「인터넷 사진」.

 중국의 계종버섯이 지역에 따라 다양하게 부르고 있는 데 그것을 살펴보면 광동에서는 계종

(초산 : 계육고), 복건에서는 계각고, 사천에서는 투계고, 계육고, 산파고(의빈 : 삼탑균), 귀주에

서는 삼팔고, 삼단고, 삼포고, 대만에서는 계육사고, 일본에서는 백의고, 기타 지역에서는 계종

화, 여지균, 육월균, 탁균, 백의균, 계유균, 그리고 명시대에는 계균, 계사, 계종 등으로 불려졌

다. 특히 귀주에서 ‘삼팔고’라 부르는 것은 명/청시대에 황실에 진상한 계종버섯임을 유추할 

수 있으리라 본다(Fig. 1-2).

  계종버섯의 유래는 중국 명나라 반지항(潘之恒)이 편찬한 버섯에 관한 책『반지항광균보(潘
之恒廣菌譜)』에 계종심(鷄종蕈 : 정심(丁蕈), 의종(蟻종), 또는 의탈(蟻奪) 이라 하였고, 열대성 

버섯인 Termitomyces eurrhizus (Berk) Heim (일본명 : オオシロアリタケ '큰흰개미버섯'이란 



- 18 -

뜻)으로 추정된다고 기록되어 있으며, 한국의『임원경제지』에 계종(鷄樅 : 열대성버섯인 

Termitomyce eurrhizus (Berk) Heim (일본명 : オオシロアリタケ '큰흰개미버섯'이란 뜻)으로 추

정으로 기록되어 있다.

Fig. 1-2. 인공재배가 가능한 중국의 흑계종(Termitomyces albuminosus) 분포도.  「인터넷 사진」.

 흰개미버섯의 분류는 전세계 열대지방에 81개의 이름, 68개로 분류되어 분포하고 있었던 것

을 40종으로 정리하였고, 최근에는 총 32종(인도 22종, 중국 11종, 태국 20종)이 적도, 남부아프

리카, 마다가스카르, 남부아시아, 네팔을 포함한 동남아시아 등에 분포한다고 보고하였다(Fig. 

1-3).

Fig. 1-3. Termitomyces의 분류학적 정리(32종 → 11종(중국)).
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중국에서는 외관상으로 와계종, 독계종, 화파계종, 화피계종, 산두계종, 대계종 및 두퇴계종으

로, 색깔에 따라 청계종(흑계종), 백계종 및 황계종으로, 산지에 따라 여지균, 소통계종, 등층계

종, 창녕계종으로, 근연종으로는 초계종, 청계종, 고아균, 흑피계종으로 분류하였다. 

흑계종 (Termitomyces albuminosus)은 최근 중국에서 11종으로 정리하면서 Termitomyces 

eurrhizus나 Termitomyces clypeatus종의 유사종으로 분류하였다. 

  최근에 이러한 흑계종은 지금 인공재배를 시도하여 대량생산에 성공한 균주가 흑계종 (T. 

albuminosus)이 아니라 근연종인 흑피계종으로 분류하고 있다. 흑피계종은 Oudemansiella 속의 

일종이며 Oudemansiella raphanipes의 상표명으로 알려져 있어 분류학적 측면에서 재조사 즉, 

분자유전학적 동정이 필요함을 알 수 있다 (Fig. 1-4). 

Fig. 1-4. 중국에서 자라는 야생 흑계종 ( A : T. albuminosus)과 인공재배된 흑계

종(B) 「인터넷 사진」.

2) 유전자원의 수집

    흰개미버섯 중에서 중국에서 인공재배된 흑계종(상표명 : 흑피계종)은 현재 우리나라에서

는 발견되지 않고 있다. 따라서 연구를 위해서는 외국 균주를 수집하지 않을 수 없어 세계 각

국의 유전자원을 수집하였다. 흰개미버섯은 2016년 북경시장과 하북성에서 수집하여 인공균상 

재배를 시도하여 Fig.1-5와 같이 성공하여 북경에서 수집한 균주를 Termitomyces albuminosus 

수고로 명명하였다가 농촌진흥청 버섯과에 Termitomyces albuminosus MKCC 04879로 명명하여 

등록되었다.  하북성에서 수집된 균주는 Termitomyces albuminosus 하고로 명명하여 사용하고 

있다. 

Fig. 1-5. 인공재배되는 흑계종(흑피계종)의 균상재배. A ; 베드재배, B : 상자재배.
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나.  수집 유전자원의 특성 평가 

  1) 수집균주의 형태학적 분석 

    흑피계종과 흰개미버섯과의 뚜렸한 차이는 균사 상태에서 클램프를 가지고 있느냐에 따라 

구분을 할 수 있기 때문에 광학현미경을 이용하여 클램프를 관찰하였다. 그리고 균주를 배양

하여 자실체를 형성한 다음 형태학적으로 담자포자의 지문, 갓의 주름, 갓의 방사형 모양,  

줄기의 강력한 뒤틀림 현상 및 횡단면을 관찰하였는 데 관찰 결과 Fig. 1-6과 같다. 이러한 

특징들은 흑피계종 중에서 Oudemansiella raphanipes의 주요 형태적 특성으로 판단된다. 

Fig. 1-6. Biological characteristics of Oudemansiella raphanipes MKCC04978. ⓐ Spore print, ⓑ Clamp 
connection, ⓒ Lamellulae of pileus, ⓓ Radial wrinkle of pileus, ⓔ Warping of stipe, ⓕ Cross-section 
shape of stipe.

 3) ITS 영역을 이용한 유연관계 분석

   가) 흑계종(Termitomyces albuminosus)의 유사도 분석

      게놈 DNA는 High Efficient Plant Genomic DNA purification Kit(Toyobo Co., LTD)을 사

용하여 추출하였습니다. 5.8S rDNA (ITS) 영역의 내부 전사된 스페이서 1 및 2를 포함하는 뉴

클레오티드 rDNA 영역이 계통발생 분석을 위해 선택하였다. 범용프라이머 쌍 ITS1/ITS4 

(White et al. 1990)는 ITS 증폭한 결과 Fig 1-7과 같다. 

>Termitomyces albuminosus MKCC04978

AGCTCACTTGAAGTGGATTTTGAAGGGTTTGCTTGCGCTCCCTTTGTCCGGCCAGGTCTATGCTTCACA
TCATCTCTTTGTATGTTTAGAATGTCTTGTTTATTGGACTTGACCGTCCTTTAAAAAAACTTAATACAAC
TTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAAT
TGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACCTTGCGCCCTTTGGTATTCCGAAGGGCATGCC
TGTTTGAGTGTCAGTAAATTCTCAACCCTTCTTACTTTGTTGTTAAGGATGGGATTGGATGGTGGAGGC
TTGCTGGATGTTCAACGTTCAGCTCCTCTGAAATGCATTAGCGGTACAACCATTTACTTGAGCTTACGC
TAAGCTGTGATAATATCTAAGCTAGCTGGTTCAGAGTGTTGGCAGAGTTCGGGTTTTTGAAGGGTTTTG
CTTCGCGGCTCCCTTTGTGTTCTCTCTCTTAGGGGAGAGGGATACATATGCGACTCTGTGAAAGAGTGG
TGTTGCCGCTTCCACGCGTCTCTTGACACTGAGACACACATTTTAATGTGAATATGTGATCTCATATC

Fig. 1-7. ITS sequences of artificial cultivated Termitomyces albuminosus MKCC04978.
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PCR 반응은 Thermocycler (BioRad Co., LTD)에서 수행되었으며 PCR 프로그램은 다음과 같다. 

94℃에서 5분 동안 사전 변성; 이어 94℃에서 50초 동안 변성, 50℃에서 50초 동안 어닐링, 7

2℃에서 60초 동안 신장하여 35사이클로 반복하였다. 그 후 72℃에서 10분 동안의 최종 신장을 

포함시켰다. PCR 산물은 Macrogen사에 의뢰하여 시퀀싱했습니다. 증폭에 사용된 것과 동일한 

프라이머를 사용하였다. "흰개미버섯(흑계종)"과 Oudemansiella의 동종 종과의 관계를 이해하기 

위해 NCBI/GenBank에서 해당 종의 ITS 서열을 검색한 다음 새로 생성된 서열과 비교하였다. 

ITS 시퀀스는 MEGA v6.0 program으로 정렬하였고 phylogenetic tree를 작성하였으며 분석결과 

Fig. 1-8과 같다. 이 결과에서는 Hymenopellis raphanipes로 확인되었으나  Hymenopellis 

raphanipes (Petersen, 2010)는 최근에 붙여진 이름이라 중국에서는 이전의 이름인 

Oudemansiella raphanipes (Pegler & Young, 1987)를 사용하고 있어 우리도 Oudemansiella 

raphanipes KMCC04978로 명명(이하 사용)하였다.  

Fig. 1-8. Phylogenetic tree of Oudemansiella raphanipes MKCC04978.  

4) 유전체 분석

     현재 수집된 균주로는 Termitomyces albuminosus 2균주, Termitomyces sp. JCM 17균주, 

T. aurantiacus ATCC58865 등을 수집하였다. 이중에 유전체 분석은 Termitomyces 

albuminosus MKCC04978, Hago 및 Termitomyces sp. JCM 11157 등 4균주를 마크로젠사에 의

뢰하여 유전체를 분석하였다. 시퀀싱 결과는 Table 1-1 및 1-2와 같으며, 여기서 인공재배가 

가능한 균주는 T. albuminosus MKCC04978 및 T. albuminosus Hago이며 두 균주간에는 차이

를 보여 같은 균주이나 계통이 다른 균주라고 판단되며 두 균주간 종내교배가 가능하다고 
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사료된다(Fig. 1-9, Fig. 1-10). 

Names Scaffolds No.of 
bases Longest Shortest N50 N90 Re-cover 

reads (%)

T. albuminosus MKCC04978 38,299 76,039,601  68,106 100  3,761  823 99.69

T. albuminosus Hago 39,189 75,384,006  65,225 100  3,523  803 99.64

Termitomyces sp. JCM 11157 13,648 41,635,292 263,825 100 12,927 1,125 99.76

T. cartilagineus ATCC58865  2,852 36,139,053 335,384 100 64,229 7,891 99.62

Table 1-1. Whole genome assembly results of collected Termitomyces sp.

Names MKCC04978 Hago JCM 11157 ATCC58865

MKCC04978 (98.52,99.30) (0.07, 0.04) (0.07, 0.04)

Hago 96.36 (0.07, 0.04)

JCM 11157 95.44 94.97 (0.06, 0.06)

ATCC58865 94.34 94.13 93.57

Table 1-2. Comparison of Termitomyces albuminosus MKCC04978 and 
Hago from whole genome

ig. 1-9. Comparison analysis by barplot of Termitomyces albuminosus 
MKCC04978 and Hago.  
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Fig. 1-10. Diagram of Termitomyces albuminosus MK04978 and Hago.  

2. 흰개미버섯(흑계종)의 인공재배 기술 개발

 1. 흰개미버섯(흑개종)의 상자재배 기술 개발

 가. 시험관 및 삼각플라스크 배양

     Oudemansiella raphanipes MKCC04978 균주를 PDA 플레이트에 옮겨 완전히 성장할 때까

지 25℃에서 배양한 후 추가 사용을 위해 4℃에서 보관하면서 사용하였다. 액상 배양액을 준비

하기 위해 100㎖의 PDB를 삼각 플라스크 (250ml)에 분주하여 121℃에서 15분간 고압 멸균하였

다. 7일된 PDA 플레이트에서 5㎜ 균사조각 5개를 코르크 보어로 픽업하여 삼각 플라스크 (250

㎖)의 PDB에 접종한 후 진탕배양기 (150rpm)에서 25℃에서 10일간 배양하였다. 시험관 배양은 

종균배지[혼합사료(대두박 15%, 옥배아박 12%, 비트펄프 19%, 소맥피 36%, 아몬드박 4%, 파쇄

옥수수 10%, 대두피 4%) 58.34%, 땅콩피 17.5%, 콘코브 17.5%, 콩펠렛 5%, 폐화석 1.67%]에 접

종하여 실험실내에 장기간 보관하였다. 삼각플라스크에 종균배지를 첨가하여 MKCC04978 균주

를 접종한 후 실험실내에서 배양하다가 균사가 만연하면 논모래 및 황토로 배지 표면을 덮도

록 2∼3㎝로 복토하여 실험실내에서 장기간 보관하였다. 그 결과 Fig. 1-11과 같이 시험관에서

의 자실체는 실험실 조건이 온도 23℃, 광조건(8h:명, 16h :암)으로 210일 만에 자실체가 형성되

었다. 
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Fig. 1-11. Features of fruiting body in the 
test tube and △flask.

나. 흑계종의 상자배양 기술 개발  

    현재까지 균상베드재배로 흑계종을 인공재배하였지만 소량재배나 농가에서 재배하기 쉬운 

상자재배 기술 개발이 필요함으로써 상자재배를 시도한 방법으로 아래와 같다.

① 원균 배양은 PDA 배지에 원균을 접종하여 22℃에서 12일동안 원균을 배양한 후, PDB

에 펩톤을 첨가한 배지에 접종하여 22℃에서 14일동안 액체 배양하였다. 

② 접종원 배양은 액체배양 탱크에 ℓ당 액체배지(설탕+대두분+1인산칼륨+황산마그네슘+소

포제)를 만들어 22℃에서 10일동안 액체 배양하였다. 

③ 종균배양은 병당 종균배지를 혼합하여 수분이 69%로 조절한 후 입병하였다. 입병은 살

균하여 액체 접종하여 20℃에서 30일간 배양하였다. 

④ 생육은 배양된 종균을 균긁기 후 상자(35x50x22㎝)에 넣은 후 논모래를 복토하여 생육

하였다. 생육초기에는 온도 25∼35℃, 습도 95%∼에서 8일간 생육하였고, 생육후기에는 

온도 30℃, 습도 92∼90%에서 생육하여 43일경 자실체가 형성되어 수확하였다.

   이상과 같이 Fig. 2-2와 같이 복토 발이 방법으로 자실체를 수확하였지만, 재배기간이나 수

확기간도 길어 대량생산할 수 있는 방법으로는 경제성이 없다고 판단하였다. 그 결과는 Fig. 

1-12와 같이 수확시기가 다르게 수확되었다. 상자재배를 8차례 재배하여 4번 성공하였는 데 그

에 대한 자실체 특성을 Table 1-3과 같다. 이 중에서 7차 재배때 가장 수량이 많이 생산되었

다.
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Fig. 1-12. Box cultivation Processing of Termitomyces albuminosus MKCC04978. A : Bottle 
cultivation of mycelia, B : Input box of cultivated mycelia, C : Soil covering, D : Incubation.

Fig. 1-13. Formation of fruiting bodies on the dates from Termitomyces albuminosus MKCC04978.

　
구분 유효경수(개) 갓직경(mm) 갓두께(mm) 대길이(mm) 대굵기(mm) 무게(g) 개체중(g)

1차 43 34.1±14.53 12.6±4.92 104.5±37.70  7.0±3.00 398.66  9.27 

3차 15 35.9±17.77 10.9±3.68  94.7±52.80  6.9±1.50 148.89  9.93 

7차 59 30.7±14.19  9.9±2.95  69.3±28.11  6.2±2.34 906.42 15.36

8차 2 39.0±22.07 18.0±7.01 81.6±54.50  6.6±0.85  23.07 11.54

Table 1-3. 인공재배된 흑계종의 자실체 특성
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2. 흰개미버섯(흑계종)의 병재배 기술 개발

 ○ 중국에서 처음 재배에 성공하여 최근까지 재배하고 있는 균주는 분자 유전학적 분석에 의

해 흑계종 (Collybia albuminosa)이 아니라 흑피계종 (Oudemansiella raphanipes) 임을 알 수 있

었고, 재배방법으로는 지면재배를 계속해오고 있었는 데 최근에 대면적이 오염되거나 자연재해

의 피해를 입어 봉지재배 [梁 등(2019), 谢 등(2020)]로 전환하고 있는 실정이다. 莫 등(2020)은 

병재배까지 시도하였음을 특허로 보고하고 있으며, 상기 재배과정의 모식도는 Fig. 1-14와 같

다. 이러한 이유는 지면재배는 1년에 1번 정도의 과정을 거치면서 대면적 오염이나 자연재해에 

취약하고, 그 다음 베드재배를 하면서 여러번의 수확과정을 거쳐 지면재배의 약점을 보완하였

으나 여전히 경제적인 측면에서 불리하였다. 따라서 다수의 수확과정을 활용할 수 있는 봉지재

배나 병재배 방법이 요구된다. 하지만  이것을 만족할 수 있는 있으려면 두가지 측면이 만족 

되어야 하는 데 ① 종균배양 시 접종원의 액체배양이고, ② 생육 시 복토 배양의 긴 배양기간

의 단축방법이나 무복토로 인한 자실체의 수량 감소를 막아야만 가능하다고 본다. 본 실험에서

는 액체배양의 최적화 방법과 복토 종류별 자실체 수량 확보에 대한 내용을 기술하고자 한다. 

Fig. 1-14. Schematic diagram of cultivation processing in the Oudemansiella raphanipes.

   

가. 흑피계종의 액체배양 최적화  

  ○ 중국에서 액체배양은 먼저 계종균 및 흑피계종 배양 기술을 도입하여 그 변화 양상을 살

펴보면

1) Hu Zhongce 와 Zheng Xiaodong (2002)은 계종균의 발효배지를 최적화했으며, 그 결과 

배지조성이 쌀 가수분해당 4.29%, KH2PO4 0.31%, 효모 분말 0.53%, pH4.5일 때 28℃, 150 

r/min의 조건에서 5일간 배양한 계종균의 바이오매스는 19.8 g/ℓ에 달했습니다.

2) Hu Shangqin 등 (2008)은 탄소(C) 공급원이 포도당이고 질소 (N) 공급원이 아미노산인 경

우 C의 균사체에 가장 적합한 C:N은 12∼14:1임을 발견했습니다.

3) Luo Xiaomiao (2010)의 연구에 따르면 균사체 계종균의 성장에 더 적합한 쉐이크플라스

크 배지 공식을 선별하기 위해 천연 영양배지를 사용하는 것은 옥수수 가루 20 g/ℓ + 밀

기울 10 g/ℓ + 소량의 비타민 B1 (VB1)입니다. 그리고 비타민 C (Vc), 이 배지를 기준으

로 한 배양조건은 pH 4.5, 온도 27℃, 회전속도 90 r/min이다.
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  이상과 같이 이러한 연구를 계속하였으나 상용화하지 못하고 고체배양을 고집해오다가 지면

재배의 대면적 오염과 자연재해 등의 피해가 두드러지게 나타나자 지면재배에서 봉지재배로 

전환됨으로써 집중적으로 연구되어 최근에는 봉지재배의 대량생산에 적용하여 생산하고 있다. 

그 방법으로는 발효기 15ℓ 액상배지 최적화 및 발효공정 최적화를 통해 흑피계종 액체발효에 

가장 적합한 배지는 「포도당 20g + 수수가루 4g + 3g K2HPO4 + 1g MgSO4 + 비타민 B1 2정 + 

증류수 1,000㎖, pH6.5, 발효공정 : 액량 12ℓ, 접종량 12%, 배양온도 25℃, 회전속도 90 r/min, 

배양시간 100h, 탱크압력 0.3MPa, 환기량 0.9 ㎥/h」으로 최적화된 배지와 발효과정에서 흑피

계종 액체균주를 배양백에 접종하여 생물학적 전환율이 78%에 도달하였다고 한다. 

나. 흑피계종의 복토 병재배 방법 

  ○ 흑피계종의 병재배 방법은 국내에서는 아직 재배방법이 없으며 중국에서 복토 병재배에

서 무복토 병재배 방법으로 이동해가는 실정이나 무복토 병재배에서 병재배 대량생산했다는 

보고는 없다. 본 실험에서는 복토 병재배 방법을 시도하였으며 그 방법은 다음과 같다.

Fig. 1-15. Spawn cultivation of Oudemansiella raphanipes by liquid culture.

4) Zeng Xianfu 등 (2012)은 포도당을 C 공급원으로 효모 추출물을 N 공급원으로하는 배지

에서 25∼33℃, pH6∼7에서 균사가 빠르게 성장하고 균사밀도가 두껍고 흰색임을 발견

했습니다.

5) Xiong Ya와 Li Minjie (2013)는 C 소스, N 소스 및 성장 인자가 계종균의 균사체 수율에 

미치는 영향을 연구하기 위해 반응표면 실험을 사용했습니다. 균사체의 건조중량은 

20.233 g/L 포도당, 2.146 g/L 펩톤 및 0.149 g/L 비타민 B6가 보충된 배지에서 가장 무겁

습니다.

6) Xue Linhao 등 (2013)은 pH, 밀기울, 옥수수 가루, 대두박, K2HPO4 및 MgSO4가 액체발효 

흑피계종의 바이오매스 및 형태에 상당한 영향을 미친다는 것을 발견했습니다.

7) Xu Bing 등 (2017)은 흑피계종 균주의 플라스크 액상발효에 가장 적합한 조건은 배양온

도 26℃, 회전속도 175 r/min, pH7.6, 발효기간 25일이라고 연구했다.

8) Li Yanli (2018)는 Qinling 지역에서 야생 계종균 균사체의 액체배양을 위한 최적의 영양

조건이 2.15% 포도당, 0.22% 효모 추출물, 20.00% 감자, 0.27% KH2PO4, 0.05% 

MgSO4·7H2O 및 0.015% 비타민B1임을 발견했습니다. 균사체 진탕플라스크의 액체배양 

환경조건은 pH6.0, 충전량은 300㎖ (500㎖ 삼각플라스크), 온도는 26℃, 회전속도는 140 

r/min입니다.
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① 균사배양을 위한 기본배지(액배양) : 액체 삼각플라스크 배양을 위해 성분조성(g/L)은 

PDB 2.4, 설탕 24, 대두박 1.2, 1인산 0.125, 황산마그네슘 0.125, 펩톤 0.4로 혼합하여 

121℃, 40 min동안 오토클레이브로 고압멸균하여 냉각 후 크린벤치에서 PDA의 흑계종 

균사체 직경 8㎜ 블록 8개를 접종하여 23℃에서 100 rpm에서 15일 동안 배양하였다. 

② 탱크배양을 위한 액체배지 : 850ℓ의 액체 탱크배양의 성분조성은 PDB 2 ㎏, 설탕 13.5 

㎏, 대두박 1 ㎏, 1인산 250 g, 황산마그네슘 320 g, 소포제 600 ㎖로 혼합하여 멸균하

고 냉각한 후 공기압 2 Mpa에서 15일동안 24℃에서 배양하였다.

③ 종균배양 : 종균배양은 병당 혼합사료(대두박 15%, 옥배아박 12%, 비트펄프 19%, 소맥피 

36%, 아몬드박 4%, 파쇄옥수수 10%, 대두피 4%) 58.34%, 땅콩피 17.5%, 콘코브 17.5%, 

콩펠렛 5%, 폐화석 1.67%를 첨가 혼합하여 수분을 69%로 조절한 후 333g를 입병하였

다. 입병은 살균하여 액체 접종하여 24℃에서 30일간 배양하였다.

④ 생육 및 수확 : 생육은 배양된 종균을 균긁기 후 약 1㎝를 복토하여 생육하였다. 생육초

기에는 온도 25℃, 습도 95%∼에서 30일간 생육하였고, 생육후기에는 온도 32℃, 습도 

92∼90%에서 15일간 생육하여 나온 자실체를 수확하였다.

  이상과 같이 Fig. 1-14의 복토 병재배를 실시하여 자실체 형성에 성공하였다. 여기에서 가장 

중요한 요인은 액체배양을 통해서 배양기간을 단축하였다 (Fig. 1-15).

또한 복토 병재배 방법으로 다양한 복토를 이용하여 Fig. 1-16과 같이 생육을 하였다. 여러가

지 복토 재료를 가지고 자실체 형성 능력을 Fig. 1-17과 같이 황토와 질석에서 가장 많이 나왔

다. 

Fig. 1-16. Cultivation for fruiting body of Oudemansiella raphanipes on the various soils. A ; 
Soilless, B : Ocher, C : Sand, D : Peatmoss, E : Peatmoss + Vermiculite, F : Vermiculite.
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Fig. 1-17. Formation of fruiting bodies with ocher and vermiculite 
covering. 

이 때 가장 중요한 조건은 복토한 흙을 언제 제거하느냐에 따라 자실체가 형성되거나 아니면 

모두 죽는 경우가 나오거나 하여 복토 제거 기준이 필요한 데 그 기준은 Fig. 1-18ⓐ처럼 복토

부분과 종균부분 사이에 갈색 테두리를 형성할 때 제거하면 Fig. 1-18ⓑ와 같이 발이체가 형성

되어 있어 하루가 지나면 어린 자실체 형태를 띄다가 Fig. 1-18ⓓ와 같은 성숙 자실체를 형성

하였다. 이것을 복토 종류별 자실체 형성을 Table 1-4와 같이 논모래일 경우 개체수는 많이 나

오나 개체중이 낮고, 황토+질석일 경우 개체중이 높게 나왔다. 병재배를 10차례를 통해 재배를 

시도하여 Table 1-5와 같이 3번만 성공하였다. 이러한 결과는 좀 더 미세환경을 조절해야 되지 

않을까 사료된다. 또한 자실체 형성의 대표적 성숙 자실체는 Fig. 1-19와 같이 다발성을 띄고 

있음을 볼 수 있어 미세 재배환경 조건만 갖추면 Fig. 1-18ⓗ처럼 죽지 않고 다발성을 띈 자실

체를 재배할 수 있으리라 기대된다.

Fig. 1-18. Changes of growth stages in artificial bottle cultivation of Oudemansiella raphanipes 
KMCC04978. ⓐ∼ⓓ : Formation of fruiting bodies, ⓔ∼ⓗ : Non-formation of fruiting bodies. ⓐ Soil 
top-dressing, ⓑ, ⓔ and ⓕ : Primordial formation after soil removal, ⓒ and ⓖ : Early fruiting body, 
ⓓ and ⓗ : Mature fruiting body.
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구분 유효경수(개) 갓직경(mm) 갓두께(mm) 대길이(mm) 대굵기(mm) 무게(g) 개체중(g)

1차 5 38.3±9.18 12.3±1.70 131.1±45.52 6.2±1.33  61.39 12.28 

7차 48 29.0±15.65 12.2±4.85  99.7±45.61 4.9±1.53 276.22 5.75 

10차 38 30.1±17.39 10.6±3.54 120.9±51.83 6.6±2.57 343.30 9.03 

Table 1-4. Fruiting body characteristics of bottle cultivation in the T. albuminosus MKCC04978

구분 유효경수(개) 갓직경(mm) 갓두께(mm) 대길이(mm) 대굵기(mm) 무게(g) 개체중(g)

황토 9 28.4±14.68  7.8±1.84 71.8±55.94 6.6±3.27  52.2  5.8

황토+질석 18 32.1±16.19 11.1±3.59 127.3±47.02 7.2±2.54 197.2 11.0 

황토+논모래 1 81.8 20.1 115.7 10.9  26.1 26.1

논모래 10 22.9±13.86 11.3±2.32 154.2±18.85 5.2±0.61  67.8 6.78

Table 1-5. Fruiting body characteristics of bottle cultivation in Top-dressing soil of the T. 
albuminosus MKCC04978

Fig. 1-19. Features of fruiting bodies on the 
Oudemansiella raphanipes MKCC04978(A) and Hago(B).
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3. 흰개미버섯(흑계종)의 기능성강화 신품종 개발

가. 흑계종의 교잡을 위한 모본 선발

 1). 대선형성 검정 

  본 실험에서 인공재배에 성공한 균주 T. albuminosus MKCC04978 (수고)와 T. albuminosus 

Hago(하고)를 교잡 모본으로 사용하기 위해 두 균주간 대치배양을 한 결과 Fig. 1-20과 같이 

대선을 형성하지 않았지만 균사생장 상태를 살펴보면 MKCC04978는 Hago보다 빨리 자라면서 

매끈하게 생장한 반면 Hago는 균사 표면이 부풀어 오르면서 생장하였다.

Fig. 1-20. 교잡 모본의 대치배양 

 2). ITS 영역을 이용한 유연관계 분석

   교잡 모본 선발을 위해 이미 T. albuminosus MKCC04978의 ITS 분석되어 있고 상대 모본 

선발을 위해 T. albuminosus Hago의 ITS1 alc ITS4 프라이머를 이용하여 염기서열을 결정한 결

과 Fig. 2-21과 같으며 이것을 가지고 MAGA6 프로그램을 이용하여 유연관계를 분석한 결과 

Fig. 1-22와 같이 T. albuminosus MKCC04978와 T. albuminosus Hago의 유사도가 가장 높게 나

왔다. 또한 T. albuminosus MKCC04978와 T. albuminosus Hago간의 유사도를 분석하였다. Fig. 

1-23과 같이 99%를 보였으나 약간의 차이를 보여 산지가 다르거나 같은 품종안에서 계통이 다

른 균주임이 판단된다. 

>Termitomyces albuminosus Hago

CTGAACGCTTGCGGCTTCCTTCTGTTGCTGACTTTCCTTAGGGGAAGTATGTGCACGTTTGAACTC
GCTCGCCTCTTCTTTGTCCACCTGTGCACCTTTTGTAGATCTGGTTGGGAAGCTCACTTGAAGTGG
ATTTTGAAGGGTTTGCTTGCGCTCCCTTTGTCCGGCCAGGTCTATGCTTCACATCATCTCTTTGTA
TGTTTAGAATGTCTTGTTTATTGGACTTGACCGTCCTTTAAAAAAACTTAATACAACTTTCAACAA
CGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAATTGCAGA
ATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACCTTGCGCCCTTTGGTATTCCGAAGGGCATGCCTGT
TTGAGTGTCAGTAAATTCTCAACCCTTCTTACTTTGTTGTTAAGGATGGGATTGGATGGTGGAGGC
TTGCTGGATGTTCAACGTTCAGCTCCTCTGAAATGCATTAGCGGTACAACCATTTACTTGAGCTTA
CGCTAAGCTGTGATAATATCTAAGCTAGCTGGTTCAGAGTGTTGGCAGAGTTCGGGTTTTTGAAGG
GTTTTGCTTCGCGGCTCCCTTTGTGTTCTCTCTCTTAGGGGAGAGGGATACATATGCCACTCTGTG
AAAAAGTGGTGTTGCCGCTTCAAAGTGTCTCTTGACTGTGAGACACACATTTTAATGTGAATATGT
GAGCTC

Fig. 1-22. ITS sequences of artificial cultivated Termitomyces albuminosus Hago.
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Fig. 1-23. Phylogenetic tree of T. albuminosus MKCC04978 and Hago by UPGMA.   

Fig. 1-24. Alignment of T. albuminosus MKCC04978 and Hago by NCBI/BLAST.
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  3). 유전체 분석 

   T. albuminosus MKCC04978와 T. albuminosus Hago의 두 균주간의 차이점을 비교하기위해 

유전체 분석을 실시하여 MKCC04978와 Hago간의 유사성이 Table 1-6과 같이 96.36%로 나타나 

ITS 분석과 같이 다른 계통이거나 산지가 다른 균주임을 보여주여 두 균주를 모본으로 선택하

였다.

균주명 ATCC 58865 하고 JCM 11157 수고

ATCC 58865 94.13% 93.57% 94.34%

하고 (0.07% 0.04%) 94.97% 96.36%

JCM 11157 (0.06% 0.06%) (0.03% 0.06%) 95.44%

수고 (0.07% 0.04%) (98.52% 99.30%) (0.07% 0.04%)

Table 1-6. 흑계종 교잡 모본의 유전체 분석 

 

나. 교잡육종을 위한 모본의 생리적 특성 분석

  T. albuminosus MKCC04978와 T. albuminosus Hago간의 교배를 위해 클램프를 관찰한 결과 

Fig, 1-25와 같이 두 균주 모두 클램프를 기지고 있어 교배가 가능하다고 보고 1차적으로 상자

재배로 인공재배하여 수확한 자실체를 가지고 단포자를 분리하였다 (Fig. 1-26.

그림 1-25. 유전자원의 클램프 관찰. A: T. albuminosus 수고, B: T. albuminosus 하고, C: T. 
cartilagineus ATCC 58865, D: T. microcarpus JCM 1157.

그림 1-26. 흑계종의 포자문. 왼쪽 : 수고, 오른쪽 : 하고 
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다. 흑계종의 종내 교잡 및 교잡주 선발

 1). 교배를 위한 모본의 단핵균주 분리 : 상자재배에 의해 수확한 자실체 T. albuminosus 

MKCC04978 및 T. albuminosus Hago의 단포자를 분리하기 위해 광학현미경으로 클램프가 없는 

균주를 분리하였다. T. albuminosus MKCC04978는 23점, T. albuminosus Hago 14점을 분리되었

다. 2차 선발은 두 균주의

 2). 흑계종 종내 교잡 및 교잡주 선발

  선발된 단포자 T. albuminosus MKCC04978 23점, T. albuminosus Hago 14점을 각각 교배하여 

클램프를 가지면서 균사생장이 빠른 교잡주 23점을 Table 1-7과 같이 23점을 1차 선발하여 계

통명을 부여하였다. 선발된 교잡주가 모본과의 대치배양을 통해 대치선이 형성되는 균주를 2차

로 선발하였다. 따라서 교배를 통하여 뚜렷한 대치선을 형성하는 균주를 우선적으로 선발하였

다. 3차 선발은 프라이머를 이용하여 모본과 차이를 보이는 Hybrid나 다른 밴드를 형성하는 균

주를 선발하였다. 또한 선발된 교잡주 중에서 균사생장이 빠른 균주를 우선적으로 선발하였다. 

선발된 균주의 배지에 다른 균사생장율을 측정한 결과 Table1-8과 같이 PDA 배지에서 모본인 

수고 및 하고보다 빠른 생장을 보인 계통은 7계통이며, MS 배지에서 모본인 수고 및 하고보다 

빠른 생장을 보인 계통은 5계통이며 양 배지에서 빠른 생장을 보인 계통은 2계통이였다(Fig 

1-29). 이상의 선발과정을 거쳐 건발돈 교잡주를 유전체 분석의를 의뢰하였다.

  

교잡 계통명 교잡 계통명

수포 001 x 하포 011 TAS001 수포 009 x 하포 006 TAS013

수포 002 x 하포 003 TAS002 수포 010 x 하포 003 TAS014

수포 003 x 하포 001 TAS003 수포 010 x 하포 007 TAS015

수포 003 x 하포 012 TAS004 수포 012 x 하포 003 TAS016

수포 004 x 하포 008 TAS005 수포 012 x 하포 005 TAS017

수포 004 x 하포 009 TAS006 수포 013 x 하포 013 TAS018

수포 006 x 하포 003 TAS007 수포 016 x 하포 003 TAS019

수포 006 x 하포 005 TAS008 수포 018 x 하포 003 TAS020

수포 006 x 하포 007 TAS009 수포 018 x 하포 005 TAS021

수포 007 x 하포 006 TAS010 수포 021 x 하포 003 TAS022

수포 007 x 하포 013 TAS011 수포 022 x 하포 007 TAS023

수포 008 x 하포 005 TAS012 합계 23점

Table 1-7. 흑계종 종내 교잡주 선발 및 우량균주 계통 명명 
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그림 1-27. 교잡주의 대선형성 유무. A : T. albuminosus MKCC04978(수고), B : T. albuminosus Hago(하
고),  C : T. albuminosus 수고 x 하고 TAS001∼TAS23.

  

그림 1-28. 흑계종 교잡주의 유전적 pattern 분석. A : Primer URP5, B : Primer URP6,  C : Primer 
URP7, M : 100bp marker, 1∼23 : 교잡주
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         배

지

계통

PDA MS

         배

지

계통

PDA MS

수고 2.33 2.11 TAS012 1.78 1.89

하고 2.44 2.28 TAS013 2.28 2.44

TAS002 2.28 2.67 TAS014 3.22 1.89

TAS002 1.61 1.17 TAS015 2.28 1.56

TAS003 1.56 1.61 TAS016 1.89 1.72

TAS004 2.39 2.44 TAS017 1.56 1.28

TAS005 3.28 2.83 TAS018 2.94 1.89

TAS006 2.72 1.72 TAS019 2.94 1.94

TAS007 2.44 2.22 TAS020 1.72 1.28

TAS008 2.50 1.17 TAS021 1.62 1.61

TAS009 2.78 1.61 TAS022 2.56 2.06

TAS010 2.83 2.50 TAS023 1.78 1.89

TAS011 2.28 2.22 합계 23점

Table 1-8. 선발된 균주의 배지에 따른 균사생장율(㎜/day)

그림 1-29. 선발균주의 균사생장 특성. 좌우상하로 수고, 하고, TAS001∼23. 
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라. 선발균주의 삼각플라스크 배양 특성

  선발된 균주를 재배하기 위해 1차로 삼각플라스크에서 균사쟁장을 한 결과 Fig. 1-30과 같

이 TAS018 균주가 모본보다 생장이 빨라 이 균주를 중심으로 재배시험 중에 있다.  

마. 선발된 신품종의 병재배 기술 개발

  흑피계종의 신품종 선발은 MKCC04978과 Hago를 교배하여 복토 및 무복토 병재배 방법으로 

하여 Fig. 1-31과 같이 병재배를 수행하였다.  그 결과 아직까지 자실체를 형성하지 못하였

다. 병재배를 8차에 걸쳐 재배하였으나 실패하였다. 문제는 액체배양에 있어 탱크의 오염이

나 병재배 시 생육기간이 길어짐에 따라 여러가지 오염이 발생하는 것이 실패의 원인으로 

생각되어 미세환경(온도, 습도, 복토 등)을 계속 바꿔가면서 재배를 계속 수행하고 있다.

Fig. 1-31. Bottle cultivation of bred cultivars on the Oudemansiella raphanipes MKCC04978 x Hago. 
Left: Soilless, Right : Sand covering after scraping, Left : T. albuminosus Hago, Breeds : TAS 1, 3, 
4, 5, 6, 8, 10, 13, 14, 15, 16, 18, 19, 20, 23.  

그림 1-30. 선발균주의 삼각플라스크 배양 특성. 하고 : 모본, TAS005, TAS018 and TAS019 : 교잡주. 
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제 2 절 계종버섯의 유전자원 탐색, 평가 및 신품종 개발

1. 계종버섯의 유전자원 수집 및 특성 평가

 가. 국외 유전자원 수집

 Termitomyces microcarpus 유전자원을 구입하고자 하였으나 구하기 어려웠다. Termitomyces 

sp. 중에서 태국에서 분리gks 일본 RIKEN BRC의 JCM (Japan Collection of Microorganisms) 균

주 20점을 구입하여 생장한 결과 JCM 11086, 11154, 13351 등 3균주를 제외하고 17균주가  

Table 2-1과 같이 수집되었다. 

Strain No. History Gro
up Isolation Host termite

Identity

Phenotype Accession No.

JCM 11084 M. Ohkuma KU 408 Saraburi Odontotermes logignathus Termitomyces sp.

JCM 11086 M. Ohkuma KU 410 2 Prachinburi Microtermes sp. Termitomyces sp. AB073502/AB073543

JCM 11091 M. Ohkuma KU 423 4 Saraburi Odontotermes logignathus Termitomyces sp. AB073521/AB073539

JCM 11092 M. Ohkuma KU 424 4 Saraburi Odontotermes logignathus Termitomyces sp. AB073522

JCM 11093 M. Ohkuma KU 425 4 Saraburi Odontotermes logignathus Termitomyces sp. AB073523/AB073540

JCM 11094 M. Ohkuma KU 426 4 Saraburi Odontotermes logignathus Termitomyces sp. AB073524

JCM 11095 M. Ohkuma KU 427 4 Saraburi Odontotermes logignathus Termitomyces sp. AB073525

JCM 11096 M. Ohkuma KU 428 3 Saraburi Hypotermes sp. Termitomyces sp. AB073517/AB073538

JCM 11097 M. Ohkuma KU 429 3 Saraburi Hypotermes sp. Termitomyces sp. AB073518

JCM 11110 M. Ohkuma KU 444 3 Saraburi Hypotermes sp. Termitomyces sp. AB073519

JCM 11154 M. Ohkuma KU 420 8 Khao 
Kitchagoot Macrotermes annandalei Termitomyces sp. AB073529/AB073537

JCM 11155 M. Ohkuma KU 422 4 Saraburi Odontotermes logignathus Termitomyces sp. AB073520

JCM 11157 M. Ohkuma KU 434 5 Prachinburi Odontotermes sp. Termitomyces sp. AB073511

JCM 11158 M. Ohkuma KU 454 1 Saraburi Macrotermes carbonarius Termitomyces sp. AB073512

JCM 11159 M. Ohkuma KU 455 1 Saraburi Macrotermes carbonarius Termitomyces sp. AB073513

JCM 11161 M. Ohkuma KU 457 1 Saraburi Macrotermes carbonarius Termitomyces sp. AB073515

JCM 11162 M. Ohkuma KU 458 1 Saraburi Macrotermes carbonarius Termitomyces sp. AB073516

JCM 11163 M. Ohkuma KU 460 4 Saraburi Odontotermes sp. Termitomyces sp. AB073526

JCM 11164 M. Ohkuma KU 461 4 Saraburi Odontotermes sp. Termitomyces sp. AB073527

JCM 13351 M. Ohkuma NS/Mg Macrotermes gilvus Termitomyces sp. AB202123

Table 2-1. Identification of Termitomyces strains collected from JCM . 

 2) 수집균주의 STR 유전분석 

   가) STR 염기서열 분석

        세포질전환 균주를 육성하기 위해서는 미토콘드리아 DNA (MtDNA)의 유전분석이 우선

되어져야 한다. 1차적으로 NCBI (National Center for Biotechnology information)를 통해 

Termitomyces 관련 미토코드리아 DNA 등록자료를 살펴보면 Termitomyces sp. strain DKA19, 
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Mi166, T13, T32, T123, T132, T159 등이 등록되어 있어 이 자료를 이용하였다. 이 자료에서

는 microsatellite 부위가 없고 Endonuclease에서 STR 부위가 Table 2-2와 같이 존재하였다.

Table 2-2. Termitomyces MtDNA endonuclase STR 분석 

   나) Primer 디자인

        Termitomyces MtDNA endonuclase 중에서 STR 부위가 DKA19 균주에서 다양하게 분

포하고 있고 사이즈도 달라 이 부위를 활용하여 primer를  Fig. 2-1과 같이 디자인 하였다.

Fig. 2-1. Termitomyces MtDNA endonuclase의 primer 디자인.

   다) Termitomyces MtDNA endonuclase의 유전분석

        Fig. 2-1과 같이 3개의 primer를 합성하여 분석한 결과 Fig. 2-2와 같이 나타났다. 

Termitomyces sp. JCM 균주에서 프라이머 Ta-1F/Ta-1R과 Ta-3F/Ta-3R에서는 별다른 패턴을 

보여주지 않았으나 Ta-2F/Ta-2R에서는 밴드 크기가 4가지 type으로 약간의 차이를 보이고 

있다. 흰개미 숙주에 따라 그룹화된 패턴을 보여주고 있다. Table 1에서 4그룹에 해당하는 1
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∼6, 9, 15, 16이 속해 있으나 1∼6, 9는 숙주가 Odentotermes logignathus이며 15와 16은 

Odentotermes sp.으로 밴드 크기가 약간 작다. 7과 8은 3그룹에 속하며 숙주가 Hypotermes 

sp.에 속하고, 11∼14는 1그룹에 속하며 숙주는 Macrotermes carbonarius에 속한다. 또한 

NCBI에 등록된 유전자를 이용한 유전분석을 하였을 때 1그룹은 Termitomyces microcarpus가 

아니고 Termitomyces aurantiacus에 유사성이 높게 나와 이 계통으로 추정된다. 따라서 이 

밴드들은 염기서열 분석을 의뢰하였다. Termitomyces albuminosus 하고 및 수고, 그리고 

Termitomyces cartilagineus ATCC58865는 별다른 특징을 찾을 수 없었다. 하고와 수고를 배

양하였을 때 하고가 좀 더 빨리 성장하였으나 대치대양할 때는 대치선이 나타나지 않았다. 

그렇지만 여기서는 밴드의 있고 없고의 차이를 보여져 좋은 세포질전환 마커로 사용할 수 

있을 것이라 사료된다 (Fig. 2-2).

Fig. 2-2. Termitomyces MtDNA endonuclase의 STR 분석. A: Ta-1F/Ta-1R, B: Ta-2F/Ta-2R, C: 
Ta-3F/Ta-3R. M: 100bp marker, 1∼17: Termitomyces sp. JCM 11084, 11091, 11092, 11093, 11094, 
11095, 11096, 11097, 11155, 11157, 11158, 11159, 11162, 11163, 11164, 11110, 18: Termitomyces 
cartilagineus ATCC 58865, 19: Termitomyces albuminosus 하북, 20: Termitomyces albuminosus 수고.

  

  3) ITS 영역을 이용한 유연관계 분석

   가) 흑계종(Termitomyces albuminosus)의 유사도 분석

      게놈 DNA는 High Efficient Plant Genomic DNA purification Kit(Toyobo Co., LTD)을 사

용하여 추출하였습니다. 5.8S rDNA (ITS) 영역의 내부 전사된 스페이서 1 및 2를 포함하는 뉴

클레오티드 rDNA 영역이 계통발생 분석을 위해 선택하였다. 범용프라이머 쌍 ITS1/ITS4 

(White et al. 1990)는 ITS 증폭한 결과 Fig 1-13과 같다. 

    PCR 반응은 Thermocycler (BioRad Co., LTD)에서 수행되었으며 PCR 프로그램은 다음과 

같다. 94℃에서 5분 동안 사전 변성; 이어 94℃에서 50초 동안 변성, 50℃에서 50초 동안 어

닐링, 72℃에서 60초 동안 신장하여 35사이클로 반복하였다. 그 후 72℃에서 10분 동안의 최

종 신장을 포함시켰다. PCR 산물은 Macrogen사에 의뢰하여 시퀀싱했습니다. 증폭에 사용된 

것과 동일한 프라이머를 사용하였다. "흰개미버섯(흑계종)"과 Oudemansiella의 동종 종과의 

관계를 이해하기 위해 NCBI/GenBank에서 해당 종의 ITS 서열을 검색한 다음 새로 생성된 서

열과 비교하였다. ITS 시퀀스는 MEGA v6.0 program으로 정렬하였고 phylogenetic tree를 작

성하였으며 분석결과 Fig. 1-14와 같다. 이 결과에서는 Hymenopellis raphanipes로 확인되었

으나  Hymenopellis raphanipes (Petersen, 2010)는 최근에 붙여진 이름이라 중국에서는 이전

의 이름인 Oudemansiella raphanipes (Pegler & Young, 1987)를 사용하고 있어 우리도 

Oudemansiella raphanipes KMCC04978로 명명(이하 사용)하였다.  
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  나) 수집된 계종버섯 종(Termitomyces sp.)의 유사도 검정

     Termitomyces microcarpus은 아미노산 함량이 높아 육종재료로 활용하기 위해 

Termitomyces sp. 중에서 태국에서 분리하여 일본 RIKEN BRC에서 JCM (Japan Collection of 

Microorganisms)에서 분양받아 17개 균주를 생장시켜 이에 대한 유연관계를 살펴보기 위해 ITS 

영역을 이용하여 시퀀싱하였다. 시퀀싱 data는 Fig. 2-3와 같으며 유사도는 Fig. 2-4와 같다. 또

한 기존에 알여진 유전자와 유연관계를 살펴보기 위해 genbank를 이용하여 유사도를 보고 매

우 높은 유사성을 보이는 유전자 위주로 data를 수집하여 MEGA6를 이용하여 유전적 연관성 

분석을 한 결과 Fig. 2-5과 같다. 

>Termitomyces sp. JCM 11084

ATAGTTGGTTGAGCTGTTGCTGGTCTCTTAATAAGAGGCATTGTGCACGCCCCACCACTGTTTTCAACCACCTGTGCACCTCATGTAGACTCTGAATTCC
TGGCGTTGCTGCGCTGCCCAAGCCAGCCTTCCCTGTAATTCCGGGTCTATGCGCTTTTATTATACCCTGTAATGAATGTATCAGAGTGTTTTGTTATTGG
CCTTTGGTGCCTTTAATCAAATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCA
GAATTCAGTGAATCATCGAACCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGAATTCTGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAATTCTCAACCTAACCAGC
TTTTGCGAGCTTGGTCGGGCTTGGACTGTGGGGGCTTTTGCGGGCTTCACTTTGAAGTCAGCTCCCCTAAAATGCATTAGTGGAAACCCTTTGTTGACCT
GTTCCTGGTGTGATAATTATCTACATCGCGTGCAGTCGGCTGTTTAATGGGCTTTTTCTGCTTCTAACCCTTGTGTTCCACCCTGTTACGGGGTGAACGC

TTTTTGACCATTTGACCTCAAATCAGGT

>Termitomyces sp. JCM 11091

ATAGTTGGTTGAGCTGTTGCTGGTCTCTTAATAAGAGGCATTGTGCACGCCCCACCACTGTTTTCAACCACCTGTGCACCTCATGTAGACTCTGAATTCC
TGGCGTTGCTGCGCTGCCCAAGCCAGCCTTCCCTGTAATTCCGGGTCTATGCGCTTTTATTATACCCTGTAATGAATGTATCAGAGTGTTTTGTTATTGG
CCTTTGGTGCCTTTAATCAAATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCA
GAATTCAGTGAATCATCGAACCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGAATTCTGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAATTCTCAACCTAACCAGC
TTTTGCGAGCTTGGTCGGGCTTGGACTGTGGGGGCTTTTGCGGGCTTCACTTTGAAGTCAGCTCCCCTAAAATGCATTAGTGGAAACCCTTTGTTGACCT
GTTCCTGGTGTGATAATTATCTACATCGCGTGCAGTCGGCTGTTTAATGGGCTTTTTCTGCTTCTAACCCTTGTGTTCCACCCTGTTACGGGGTGAACGC

TTTTTGACCATTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGC

>Termitomyces sp. JCM 11092

ATAGTTGGTTGAGCTGTTGCTGGTCTCTTAATAAGAGGCATTGTGCACGCCCCACCACTGTTTTCAACCACCTGTGCACCTCATGTAGACTCTGAATTCC
TGGCGTTGCTGCGCTGCCCAAGCCAGCCTTCCCTGTAATTCCGGGTCTATGCGCTTTTATTATACCCTGTAATGAATGTATCAGAGTGTTTTGTTATTGG
CCTTTGGTGCCTTTAATCAAATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCA
GAATTCAGTGAATCATCGAACCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGAATTCTGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAATTCTCAACCTAACCAGC
TTTTGCGAGCTTGGTCGGGCTTGGACTGTGGGGGCTTTTGCGGGCTTCACTTTGAAGTCAGCTCCCCTAAAATGCATTAGTGGAAACCCTTTGTTGACCT
GTTCCTGGTGTGATAATTATCTACATCGCGTGCAGTCGGCTGTTTAATGGGCTTTTTCTGCTTCTAACCCTTGTGTTCCACCCTGTTACGGGGTGAACGC

TTTTTGACCATTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACC

>Termitomyces sp. JCM 11093

ATAGTTGGTTGAGCTGTTGCTGGTCTCTTAATAAGAGGCATTGTGCACGCCCCACCACTGTTTTCAACCACCTGTGCACCTCATGTAGACTCTGAATTCC
TGGCGTTGCTGCGCTGCCCAAGCCAGCCTTCCCTGTAATTCCGGGTCTATGCGCTTTTATTATACCCTGTAATGAATGTATCAGAGTGTTTTGTTATTGG
CCTTTGGTGCCTTTAATCAAATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCA
GAATTCAGTGAATCATCGAACCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGAATTCTGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAATTCTCAACCTAACCAGC
TTTTGCGAGCTTGGTCGGGCTTGGACTGTGGGGGCTTTTGCGGGCTTCACTTTGAAGTCAGCTCCCCTAAAATGCATTAGTGGAAACCCTTTGTTGACCT
GTTCCTGGTGTGATAATTATCTACATCGCGTGCAGTCGGCTGTTTAATGGGCTTTTTCTGCTTCTAACCCTTGTGTTCCACCCTGTTACGGGGTGAACGC

TTTTTGACCATTTGACCTCAAATCAGGTAG

>Termitomyces sp. JCM 11094

ATTGATTATAGTTGGTTGAGCTGTTGCTGGTCTCTTAATAAGAGGCATTGTGCACGCCCCACCACTGTTTTCAACCACCTGTGCACCTCATGTAGACTCT
GAATTCCTGGCGTTGCTGCGCTGCCCAAGCCAGCCTTCCCTGTAATTCCGGGTCTATGCGCTTTTATTATACCCTGTAATGAATGTATCAGAGTGTTTTG
TTATTGGCCTTTGGTGCCTTTAATCAAATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTG
AATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAACCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGAATTCTGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAATTCTCAACCT
AACCAGCTTTTGCGAGCTTGGTCGGGCTTGGACTGTGGGGGCTTTTGCGGGCTTCACTTTGAAGTCAGCTCCCCTAAAATGCATTAGTGGAAACCCTTTG

TTGACCTGTTCCTGGTGTGATAATTATCTACATCGCGTG

>Termitomyces sp. JCM 11095

ATAGTTGGTTGAGCTGTTGCTGGTCTCTTAATAAGAGGCATTGTGCACGCCCCACCACTGTTTTCAACCACCTGTGCACCTCATGTAGACTCTGAATTCC
TGGCGTTGCTGCGCTGCCCAAGCCAGCCTTCCCTGTAATTCCGGGTCTATGCGCTTTTATTATACCCTGTAATGAATGTATCAGAGTGTTTTGTTATTGG
CCTTTGGTGCCTTTAATCAAATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCA
GAATTCAGTGAATCATCGAACCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGAATTCTGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAATTCTCAACCTAACCAGC
TTTTGCGAGCTTGGTCGGGCTTGGACTGTGGGGGCTTTTGCGGGCTTCACTTTGAAGTCAGCTCCCCTAAAATGCATTAGTGGAAACCCTTTGTTGACCT
GTTCCTGGTGTGATAATTATCTACATCGCGTGCAGTCGGCTGTTTAATGGGCTTTTTCTGCTTCTAACCCTTGTGTTCCACCCTGTTACGGGGTGAACGC

TTTTTGACCATTTGACCTCAAATCAGGTAGG

>Termitomyces sp. JCM 11096

CCTGGTGGGTTGTTGCTGGCCTCTAGAGGCATGTGCACGCCTGCCATCGTTTTCAACCACCTGTGCACCTTTTGTAGACTTTGGATACCTCCCGAGGGGC
AATGACCTCCCGGTTTGGGGGTTGGTGGCCTGGCCAAAGCCGGGTTTTCCTGGATTTTCGGGCCATGCATTTTATTAAACCCCGGAAAAAAAGGATTAAA
ATGGTTTTTTATTGGCCTTTGGTGCCTTTAATCAAATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAA
GTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAATT
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CTCAACCTAACCAGCTTTTGTGAGCTTGGATAGGCTTGGATGTGGGGGTTTTGCGGGCTTCACTTTGAAGTCAGCTCCCCTTAAATGCATTAGTGGAACC
CTTTGTTGACTTGCTCCTGGTGTGATAATTATCTACATCGCGTGCAGTCGGCTGTCTAATGGGCCTTTCTGCTTCTAACTCGTATCATCCTTTTTATAAG

GAGGAACGCTTTGACCATTTGACCTCAAATCAGGTAG

>Termitomyces sp. JCM 11097
CCTGGTGGGTTGTTGCTGGCCTCTAGAGGCATGTGCACGCCTGCCATCGTTTTCAACCACCTGTGCACCTTTTGTAGACTTTGGAAACCTCTCGAGGGGC
AATGACCTCTCGGTTTGGGGGTTGCTGCCCTGGCCAAAGCCGGCTTTCCCTGGATTTCCGGGCTATGCATTTTATTATACCCCGGAAAGAAAGGATTAAA
AAGGTTTGTTATTGGCCTTTGGTGCCTTTAATCAAATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAA
GTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAATT
CTCAACCTAACCAGCTTTTGTGAGCTTGGATAGGCTTGGATGTGGGGGTTTTGCGGGCTTCACTTTGAAGTCAGCTCCCCTTAAATGCATTAGTGGAACC
CTTTGTTGACTTGCTCCTGGTGTGATAATTATCTACATCGCGTGCAGTCGGCTGTCTAATGGGCCTTTCTGCTTCTAACTCGTATCATCCTTTTTATAAG

GAGGAACGCTTTGACCATTTGACCTCAAATCAGGTAGGA

>Termitomyces sp. JCM 11110
CCTGGTTGGGTTGTTGCTGGCCTCTAGAGGCATGTGCACGCCTGCCATCGTTTTCAACCACCTGTGCACCTTTTGTAGACTTTGGGATACCTCTCGAGGG
TCAATAACCTCTCGGTTTGGGGGTTGCTGCCCTGTCAAAAGCCGGCTTTCCCTGCATTTCCGGTCTATGCATTTTATTATACCCCGTAAAAAAGGTATTA
AAAGGCTTTTTATTGGCCTTTGGTGCCTTTAATCAAATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATA
AGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAAT
TCTCAACCTAACCAGCTTTTGTGAGCTTGGATAGGCTTGGATGTGGGGGTTTTGCGGGCTTCACTTTGAAGTCAGCTCCCCTTAAATGCATTAGTGGAAC
CCTTTGTTGACTTGCTCCTGGTGTGATAATTATCTACATCGCGTGCAGTCGGCTGTCTAATGGGCCTTTCTGCTTCTAACTCGTATCATCCTTTTTATAA

GGAGGAACGCTTTGACCATTTGACCTCAAATCAG

>Termitomyces sp. JCM 11155
ATAGTTGGTTGAGCTGTTGCTGGTCTCTTAATAAGAGGCATTGTGCACGCCCCACCACTGTTTTCAACCACCTGTGCACCTCATGTAGACTCTGAATTCC
TGGCGTTGCTGCGCTGCCCAAGCCAGCCTTCCCTGTAATTCCGGGTCTATGCGCTTTTATTATACCCTGTAATGAATGTATCAGAGTGTTTTGTTATTGG
CCTTTGGTGCCTTTAATCAAATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCA
GAATTCAGTGAATCATCGAACCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGAATTCTGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAATTCTCAACCTAACCAGC
TTTTGCGAGCTTGGTCGGGCTTGGACTGTGGGGGCTTTTGCGGGCTTCACTTTGAAGTCAGCTCCCCTAAAATGCATTAGTGGAAACCCTTTGTTGACCT
GTTCCTGGTGTGATAATTATCTACATCGCGTGCAGTCGGCTGTTTAATGGGCTTTTTCTGCTTCTAACCCTTGTGTTCCACCCTGTTACGGGGTGAACGC

TTTTTGACCATTTGACCTCAA

>Termitomyces sp. JCM 11157
ATCAGTTGGTTTGAGCTGTTGCTGGCCTCTTTATAAGAGGCATTGTGCACGCCCCACCACTGTTTACAACCACCTGTGCACCTCATGTATAGACTCTGAA
TTCCTGGTGTTGCTGCGCTGCCCAAGCCAGCCTTCCCTGAATTTCCGGGTCTATGCGTTTTTATTATACCCTGTAATGAATGTATCAGAGTGTTTTGTTA
TTGGCCTTTGGTGCCTTTAATCAAATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAAT
TGCAGAATTCAGTGAATCATCGAACCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGAATTCTGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAATTCTCAACCTAAC
CAGCTTTTGCGAGCTTGGTTAGGCTTGGACTGTGGGGGCTTTTGCGGGCTTCACTTTGAAGTCAGCTCCCCTAAAATGCATTAGTGGAAACCCTTTGTTG
ACCTGTTCCTGGTGTGATAATTATCTACATCGCGTGCAGTCGGCTGTTTAATGGGCTTTTTCTGCTTCTAACCCTTGTGTTTCCACCCTGTTACGGGGGG

AACGCTTTTTGACCATTTGACCTCAAATCAGGTAG

>Termitomyces sp. JCM 11158
CTACTGATTTGAGGTCAATTGTCAAGTGTCCTGAGGACGAGTTATAAAGAAGCAAAACCCATTAATGATCACTAACTGCCCGCAGTGTAGATAATTATCA
CACTAGGAACAAAGTCAGCAAAAAGGTCCCGCTAATGCATTTAAGGAGAGCCGACTTCTTTGTTGTGAAGCCCGCAAACCCCCAAGTCCAAGCCTATCCA
CCACAAAAATGGATAAGTTGAGAATTTAATGACACTCAAACAGGCATGCTCCTCGGAATACCAAGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCAC
TGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCAAGAGATCCGTTGCTGAAAGTTGTATTTGATTAAAGGCA
CTGAAGGCCACTTAACAAACATTCTAATACATTGGTTACGGGGTATATAAGAATGCATAGACCGGAAATGTAAGGAAAGCTGACTCCAAGAGCACACAGC
AGTCCCCAGACCGAGGTCTCTTTTTACTTTTAAAACCAAAAAAAAAAAGAACCTCCAAAATTAACCCAGCCCAACAAAAGGGGCCAAGGTGGTGAAAACC

ATGGGCCAGGCTGGACCTTGGCCCCTGAAGGCCACCACCACCCGAACAAGGGTTAATTTCATAATGGATCCTCCGAGTTCCCT

>Termitomyces sp. JCM 11159
CAGTGGGTGTCTACCTGATTTGAGGTCAATTGTCAAGTGTCCTGAGGACGAGTTATAAAGAAGCAAAACCCATTAATGATCACTAACTGCCCGCAGTGTA
GATAATTATCACACTAGGAACAAAGTCAGCAAAAAGGTCCCACTAATGCATTTAAGGAGAGCCGACTTCTTTGTTGTGAAGCCCGCAAACCCCCAAGTCC
AAGCCTATCCACCACAAAAATGGATAAGTTGAGAATTTAATGACACTCAAACAGGCATGCTCCTCGGAATACCAAGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATT
CGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCAAGAGATCCGTTGCTGAAAGTTGTATTT
GATTAAAGGCACTGAAGGCCACTTAACAAACATTCTAATACATTGGTTACGGGGTATATAAGAATGCATAGACCGGAAATGTAAGGAAAGCTGACTCCAA
GAGCACACAGCAGTCCCCAGACCGAGGTCTCTTTTTACTTTTAAAATCAAAAAAAAAAAGGAACCCCAAAAGTGACCCAACCCAACAAAAGGGGCACAGG

TGGTTAAAACCAAGGGGCAGGCTGGCCCTTGGCCCCTGAAGGCCACCACCAACCCAACCAGGGTTTAATTCATTAAGGATCCTTCGCAG

>Termitomyces sp. JCM 11161
CCTGGTCGGGTTGTTGCTGGCCTCTAGAGGCAACGTGCACGCCTGCCCATTGTTTTCAACCACCTGTGCACCTTTTGTAGGCTTGGATCACTCTCGAGGT
TCCTTTTTTCTTTTGATTTTAAAAGTAAAAAAAGACCCCGGTCTGGGAACTGCTGTGTGCCCTTGGAGTCACCTTTCCTTACATTTCCGGTCTATGCATT
CTTATATACCCCGTAACCAAGGTATTAAAAGGTTTGTTAAGGGGCCTTCATTGCCTTTAATCAAATACAACTTTCAGCACCGGATCTCTTGGCTCTCGCA
TCGTTAAAAAACCCACCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAAAATTCATTGAATCACCGAATCTTTGAACGCACCTTGCCCTCCTTGGAATTCCAAG
AAGCAGGCCTGTTTGAGTGTCATTAAATTCCCAACTTATCCATTTTTGTGGGGAAAAGGCTTGAACTTGGGGGTTTCCGGCCTCCACAACAAAAAATTCG
CCCCTCCTTAAAGGCTTTATTGGGACCTTTTTGCTGACTTTGTTCCTAACTGTGATAATTATCTACACTGCGGGCAGTTAGTGATCATTAAGGGGTTTTG

CTTCTTTATAACTCGTCCCCAGGAACACTTGACAATTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCC

>Termitomyces sp. JCM 11162
CCTGGTCGGGTTGTTGCTGGCCTCTAGAGGCAACGTGCACGCCTGCCCATTGTTTTCAACCACCTGTGCACCTTTTGTAGGCTTGGATAACTCTCGAGGT
TCCTTTTTTCTTTTGATTTAAAAATAAAAAAAAAACTCCGTCTGGGGAATGGCGGGTGCTCCTGGAATCCGCTTTCCTTACCTTTCCCGTCTATGGCTTC
CTATATACCCCGGAACCAATGTAATAGAATGTTTGGTAAATGGCCTTTCATGGCTTTAATCCAATACAAATTTTAACAACGGAACTCTTGGCCCCCCATC
CATTAAAAAGCAACCGAATGCGAATAATAATGTGAATTGGAAAATTCGTGAATCAACGAATCCTTGACGCACTTGGCCTCCTGGATTCCAGGACAAGCCT
GATTGATGTCCTTAATTCTCACCTAACCTTTTGGGTGGAAGGTTGGACTTGGGGTTTGCGACTTCACACAAGAAGTCGGCTCTCCTTAATGATTACGGGA
CCTTTTGCTGACTTTGTTCCTAGTGTGATATTATCTACACTGCGGCAGTAGTGATCATTATGGTTTGCTCTTATACTCGTCTCAGACCTGGCCATTGACT

CAATCCAGTAGA

>Termitomyces sp. JCM 11163
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Fig. 2-4. Phylogenetic tree by ITS sequnecs of 17 Termitomyces sp. JCM strains.

ATTATAGTTGGTTGAGCTGTTGCTGGTCTCTTAATAAGAGGCATTGTGCACGCCCCACCACTGTTTTCAACCACCTGTGCACCTCATGTAGACTCTGAAT
TCCTGGCGTTGCTGCGCTGCCCAAGCCAGCCTTCCCTGTAATTCCGGGTCTATGCGCTTTTATTATACCCTGTAATGAATGTATCAGAGTGTTTTGTTAT
TGGCCTTTGGTGCCTTTAATCAAATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATT
GCAGAATTCAGTGAATCATCGAACCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGAATTCTGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAATTCTCAACCTAACC
AGCTTTTGCGAGCTTGGTCGGGCTTGGACTGTGGGGGCTTTTGCGGGCTTCACTTTGAAGTCAGCTCCCCTAAAATGCATTAATGGAAACCCTTTGTTGA
CCTGTTCCTGGTGTGATAATTATCTACATCGCGTGCAGTCGGCTGTTTAATGGGCTTTTTCTGCTTCTAACCCTTGTGTTCCACCCTGTTACGGGGTGAA

CGCTTTTTGACCATTTGACCTCAAATCAGGTAG

>Termitomyces sp. JCM 11164
ATAGTTGGTTGAGCTGTTGCTGGTCTCTTAATAAGAGGCATTGTGCACGCCCCACCACTGTTTTCAACCACCTGTGCACCTCATGTAGACTCTGAATTCC
TGGCGTTGCTGCGCTGCCCAAGCCAGCCTTCCCTGTAATTCCGGGTCTATGCGCTTTTATTATACCCTGTAATGAATGTATCAGAGTGTTTTGTTATTGG
CCTTTGGTGCCTTTAATCAAATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCA
GAATTCAGTGAATCATCGAACCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGAATTCTGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAATTCTCAACCTAACCAGC
TTTTGCGAGCTTGGTCGGGCTTGGACTGTGGGGGCTTTTGCGGGCTTCACTTTGAAGTCAGCTCCCCTAAAATGCATTAGTGGAAACCCTTTGTTGACCT
GTTCCTGGTGTGATAATTATCTACATCGCGTGCAGTCGGCTGTTTAATGGGCTTTTTCTGCTTCTAACCCTTGTGTTCCACCCTGTTACGGGGTGAACGC

TTTTTGACCATTTGACCTCAAATCAGGTAG

Fig. 2-3. ITS sequences of Termitomyces sp. JCM series. 
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Fig. 2-5. Phylogenetic tree of 17 Termitomyces sp. JCM strains and genbank homology genes. 
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2. 돌연변이 처리에 의한 Termitomyces sp. JCM 종의 신품종 개발

  돌연변이 처리 방법에는 돌연변이 물질, UV, γ-선 등이 있으며, 대표적으로 UV처리에 의

한 품종으로는 새송이(  , 이 등,  )가 있으며 γ-선 처리는 느티만가닥버섯, 송이 (Murata 등, 

2017, 2019, 2020) 등이 있다. 본 실험에서도 γ-선 조사를 통한 균사생장 속도, 효소 가수분해 

능력, 자실체 형성 등의 변화 등을 살펴보고자 한다.

 가. γ-선 처리에 의한 Termitomyces sp. JCM 종의 품종 개발

  1) γ-선 조사

   버섯은 단포자를 분리하여 교배를 하거나 원형질체를 분리하여 융합함으로서 새로운 균주

를 얻고자 노력해 왔다. 이러한 경우는 자실체를 형성하여 단포자를 쉽게 얻을 수 있어야 하거

나, 균사가 용이하게 생장이 가능한 경우이다. 그러나 Termitomyces sp. JCM 12 균주들은 균사

생장이 매우 느려 위의 방법으로 새로운 균주 창출이 어렵다. 따라서 돌연변이 처리에 의해 균

사생장이 빠른 균주를 선발함에 있다. PDA 배지에 페트리디쉬 ψ90 및 ψ60에 접종하여 25℃에서 

21일 동안 배양한 후 Table 2-3과 같이 619개의 페트리디쉬에 60Co를 방사성 핵종으로 사용하여 

500Gy의 선량으로 조사하기 위해 한국원자력연구원 첨단방사선연구소에 의뢰하여 조사하였다. 

  2) 균사생장 속도 조사

   γ-선이 조사된 균사체는 PDA 배지에 접종하고 25℃에서 28일간 배양하였다. Fig. 2-6과 같

이 배양된 균사체 중에서 2차 생장이 보이는 균사체를 선발하여 재배양하였다. 그 결과 Fig. 

2-7처럼 본래의 균주보다 생장속도가 빠른 균주를 선발하였고 균사 생장 속도를 조사한 결과 

Table 2-4와 같이 본래의 균주보다 빠른 성장을 보여 이것을 이용하여 최대 생장을 관찰하고 

효소 활성, 자실체 형성 등을 연구하기 위해 균사배양 중에 있다.

균주명 ψ90 ψ60 균주명 ψ90 ψ60 균주명 ψ90 ψ60

JCM 11084 3 35 JCM 11096 4 33 JCM 11159 1 35

JCM 11091 4 30 JCM 11097 4 34 JCM 11161 3 38

JCM 11092 4 33 JCM 11110 3 34 JCM 11162 3 32

JCM 11093 4 35 JCM 11155 4 38 JCM 11163 4 32

JCM 11094 4 33 JCM 11157 4 28 JCM 11164 4 30

JCM 11095 3 30 JCM 11158 4 29 합계 60 559

Table 2-3. Strain list of Termitomyces sp. JCM series by γ-ray treatment 
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Fig. 2-6. Mycelium induction of Termitomyces sp. JCM strains by 
γ-ray treatment 

Fig. 2-7. Growth characteristics of Termitomyces sp. mycelium in the 25℃, 28 
day. A and B : Termitomyces sp. JCM 11091, C : Termitomyces sp. JCM 11094, 
D and F : γ-ray treatment of 500 grey, D : Termitomyces sp. JCM 11091-20-1, 
E : Termitomyces sp. JCM 11091-29-9, F : Termitomyces sp. JCM 11094 

       균사생장

균주명

21일 배양 (㎜) 28일 배양 (㎜)

Control γ-ray treatment Control γ-ray treatment

JCM 11091-20-1 15.3±.058 21.3±1.15 20.3±3.21 30.7±3.21

JCM 11091-29-9 15.3±0.58 25.0±1.00 20.3±3.21 29.6±2.08

JCM 11094-9-8 14.3±0.58 15.6±1.15 20.0±0.00 21.0±1.00

Table 2-4. Growth characteristics of Termitomyces sp. JCM strains by γ-ray treatment



- 50 -

3. 기능성강화 신품종 개발

  기능성이란? “인체의 구조 및 기능에 대하여 영양소를 조절하거나 생리학적 작용 등과 같

은 보건용도에 유용한 효과를 얻는 것”이라고 말하고 있다. 영양소의 기능은 아미노산 및 단

백질을 생리학적 기능은 2차 대사물질 페놀류 등의 생활습관병(대사증후군)으로 면역기능에 관

여하는 항산화, 항염증, 항비만을 말하고 있어 이에 대한 기능성을 높이는 데 중요하다.

  현재 모본의 아미노산을 분석하여 이것보다 높은 교잡 계통을 선발하고자 한다. 또한 

Termitomyces sp. JCM 종의 돌연변이에 의한 고 아미노산 함량을 가진 계통을 선발하며, 원형

질체 융합을 통한 Termitomyces sp. JCM 종의 면역기능이 증가한 계통의 선발하고자 한다. 
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제 3 절 흰개미버섯(흑계종)의 생리활성 물질 분석

1. 흰개미버섯 자실체로부터 물질추출과 분획

 가. 용매추출과 분획

흰개미버섯(흑계종)으로부터 생리활성 물질을 추출하기 위하여 혼합용매로 1차추출물을 얻고, 

물질의 용해도를 이용하여 분획을 실시했다. Ethylacetate, methanol 그리고 H2O를 사용하여 

각각 TA1, TA2, TA3로 명명하여 회수하고, 용매추출 이후의 버섯 잔유물을 열수 추출하여 

열수추출물 TA4를 얻었다(Fig. 3-1). 극성을 높여가며 용해물을  이용하여 에 따른  과 

열수추출을 실시하였다. 유기용매 추출은 계종버섯 25 g에 CH2Cl2와 MeOH 혼합용매 250 mL를 

넣고, 초음파 추출법으로 3회 반복 추출을 실시하였다. 유기용매 추출 후에 열수추출을 위하여 

버섯자실체를 완전 건조한 다음, H2O 300mL를 넣고 열수환류추출을 반복 실시하여 열수 

추출물을 얻었다 (Fig. 3-1). 

 각 분획물과 열수 추출물은 냉장 보관하면서 물질 분리와 assay의 시료로 사용하였다. 

Fig. 3-1.  흰개미버섯(흑계종) 자실체로부터 용매추출과 용해도에 따른 물질 분획

2. 자실체 추출물 용매 분획물의 항산화활성 측정  

    흰개미버섯 추출물의 항산화 활성을 측정하기 위해 DPPH 라디칼 소거능을 측정하였다. 

양성대조군은 ascorbic acid를 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.0 μg/μL 농도로 처리하여 표준곡선을 

작성하고, 계종버섯 추출물의 라디칼 소거능을 비교하였다. MeOH에 용해시킨 102 μM DPPH 

90 μL와 농도별(10 μg, 30 μg, 50 μg/μL)로 준비한 시료를 10 μL 넣고 충분히 혼합한 후 

Epoch Microplate Spectrophotometer(BioTek Instruments Inc.)로 517 nm에서 흡광도를 

측정하였다. DPPH 라디칼 소거능은 아래 식을 이용하여 백분율로 산출하였다.

DPPH radical scavenging activity(%)＝ (1－absorbance of sample/absorbance of control)×100 

 가. TA1, TA2, TA3, TA4의 항산화활성

  1) DPPH radical scavenging activity 측정

   용매분획물과 열수 추출물 각각의 항산화활성을 DPPH radical scavenging activity로 

측정하였다. EtOAc 분획물(TA1)과 H2O분획물(TA3)의 DPPH 라디칼 소거능 IC50값은 각각 2.36 

mg/mL과 6.14 mg/mL로 다소 낮게 나타났으나, MeOH 분획물(TA2)과 열수 추출물(TA4)의 
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IC50값은 각각 1.93 mg/mL, 1.5 mg/mL로 나타났다. 이는 상황버섯과는 비슷한 활성값이며, 

느타리버섯류보다는 높은 항산화 활성을 나타내었다(Table 3-1).

Table 3-1. DPPH free radical scavenging activity by the solvent soluble fractions of the 

extract from T. albuminosus  

  

DPPH radical scavenging (IC501))

Ascorbic acid 0.1 mg/mL

T. albuminosus

TA1 2.36 mg/mL

TA2 1.93 mg/mL

TA3 6.14 mg/mL

TA4 1.5 mg/mL
 

* TA1: Ethylacetate soluble fraction, TA2: methanol soluble fraction, TA3: H2O soluble 

fraction, TA4: Hot water extract. nd: notdetection.1) Inhibition concentration for 50% free 

radical scavenging. 

  2) ABTS radical scavenging activity 측정

     ABTS 라디칼을 이용한 항산화능의 측정은 potassium persulfate와의 반응에 의해 생성된 

ABTS 자유 라디칼이 추출물에 의해 제거되어 라디칼 특유의 색인 청록색이 탈색되는 것을 

이용한 방법으로 측정하였다. 7 mM ABTS 용액에 potassium persulfate를 2.4 mM이 되도록 

용해시킨 다음 암실에서 16~24시간 동안 반응시켰다. 반응물을 PBS를 이용해서 ABTS 

solution의 흡광도가 734 nm에서 0.7이 되게 희석하였다. 계종버섯 추출물 10 μL를 희석한 

ABTS 용액 90 μL에 혼합하여 암실에서 1분간 반응시키고, Epoch Microplate 

Spectrophotometer (BioTek Instruments Inc.)를 사용하여 흡광도를 측정하였다. 양성대조군은 

ascorbic acid를 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.0 μg/μL 농도로 처리하여 측정한 후 표준곡선을 작성하고 

추출물의 라디칼 소거능과 비교하였다. ABTS 라디칼 소거능은 아래의 식에 의해 산출되었다. 

ABTS radical scavenging activity (%)＝(1－absorbance of sample/absorbance of control)×100

  용매분획물과 열수 추출물 각각의 항산화활성을 ABTS radical scavenging activity를 

측정하여 확인하였다. ABTS 라디칼 소거능 측정에서는 MeOH 분획물(TA2)과 열수 추출물(TA4) 

모두 1 μg/μL 농도에서 양성대조군과 비교했을 때 90%정도 소거능을 나타냈다(Table 3-2). 

EtOAc 분획물(TA1) 과 H2O분획물(TA3)의 ABTS 라디칼 소거능은 약 0.9 mg/mL로 나타났다. 

같은 시료임에도 측정법에 따라 항산화 활성 결과 값이 다르게 나타나는 이유는 DPPH는 자유 

라디칼이고, ABTS는 양이온 라디칼이라는 것과 함유되어 있는 페놀물질의 종류도 다르기 

때문에 기질에 결합하는 정도의 차이에 의해 결과 값이 다른 것으로 판단된다.
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  Table 3-2. ABTS cation radical scavenging activity by the solvent soluble fractions of the 

extract from T. albuminosus  

*TA1: Ethylacetate soluble fraction, TA2: methanol soluble fraction, TA3: H2O soluble fraction, TA4: Hot 

water extract. nd: notdetection.1) Inhibition concentration for 50% free radical scavenging.  

3. 용매분획물로부터 생리활성 물질 분리

     추출물을 ethylacetate, methanol 그리고 물을 이용해 용해도에 따라 분획한 다음, 항산화 

활성 물질과 항염증 활성 물질을 분리하기 위하여 각종 크로마토그래피법을 실시하였다. 물질 

분리 각 단계별 분리된 물질은 항상화활성과 항염증활성을 측정하여 귀속시켜가며 분리를 진

행하였고, 항염증활성은 부경대학교 협동과제팀에서 실시하였다. Ethylacetate 용해물, TA1과 

methanol 용해물 TA2 물질의 분리도는 Fig. 3-2와 Fig. 3-15에 나타냈다. 

 가. TA1으로부터 항염증 활성물질 분리

  1) 1차 column chromatography 

   버섯 용매추출물의 EtOAc 용해물 TA1을 column chromatography를 실시하여 74개 

fraction을 얻었다. 얻어진 fraction은 TLC를 실시하여 Rf 값이 비슷한 물질을 그룹으로 하여 

12개의 그룹으로 회수하고(Fig. 3-3), 세포 실험과 항산화 활성검증을 실시하였다. 

  Fig. 3-2.  Schematic diagram of separation of anti-inflammatory active substances from 

EtOAc solubles.

ABTS radical scavenging (IC501))

Ascorbic acid 0.23 mg/mL

T. albuminosus

TA1 0.9 mg/mL

TA2 ND

TA3 0.99 mg/mL

TA4 ND
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Fig. 3-3. Separation diagram after the 1st column chromatography of TA1.

    ethylacetate 용해물을 1차 column을 실시한 후 얻은 12개 분획물 중 TA1-C7 분획물에서 

항염증활성이 가장 높게 나나났다. TA1-C7 분획물을 다음 분리과정에 이용하였다.

  2) 2차 TLC 분리

   Column chromatography법으로 분리된 물질 중 항염증활성이 확인된 물질(TA1-C7)을 

TLC법으로 2차 분리를 실시하였다. Short wave(254 nm)와 long wave(365 nm)에 흡광하는 

특성에 따라 10개 밴드로 분리하였으며(Fig. 3-4), 각 밴드의 물질을 회수하여 항염증활성을 

조사한 결과 No 5번과 No 6번 물질에서 활성이 높게 나타났다(Fig. 3-5. 3-6). 

Fig. 3-4. Material separation diagram after 2nd TLC of TA1-C7.
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Fig. 3-5.  Cytotoxicity of 2nd TLC fractions of TA1-C7 on RAW 264.7 cells.

Fig. 3-6.  Inhibitory capacity for nitric oxide production of 2nd TLC fractions of TA1-C7 on 

RAW 264.7 cells.

  3) 3차 TLC 분리 

   2차 TLC에서 활성이 확인된 물질 중 TA1-C7-T6은 3차 TLC를 실시하였다. 2차 TLC에서도 

1차 TLC와 같은 방법으로 물질을 확인한 후 6개의 밴드로 물질을 분리하여 항염증 활성을 

조사하였다(Fig. 3-7). 
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Fig. 3-7. Material separation diagram after 3rd TLC.

     TA1의 3rd TLC 분획물 7종에 대하여 세포 독성 및 항염증 활성을 확인한 결과 Fig. 3-8과 

Fig. 3-9에 나타냈다. 분획물 모두 DMSO에 용해시키고, RAW 264.7 macrophage cell에 처리하

여 세포 독성 및 항염증 활성을 확인하였다. 

Fig. 3-8.  Cytotoxicity of 3rd TLC fractions of TA1-C7-T6 on RAW 264.7 cells.

       세포 독성 확인 결과 TA1-C7-T5-T6이 200 μg/ml의 농도에서 독성을 나타냈으나, 전
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체적으로는 100 μg/ml의 농도까지 독성이 없음을 확인하였다. 세포 독성 결과를 바탕으로 항

염증 실험은 100, 200 μg/ml의 농도로 진행하였다. 200 μg/ml의 농도에서 세포 독성이 높게 

나타났던 TA1-C7-T5-T6 분획물의 경우, 안전성 확인을 위하여 50, 100 μg/ml의 농도로 다시 

세포 독성을 확인하였다. 그 결과, TA1-C7-T5-T6 분획물도 100 μg/ml의 농도까지는 세포 독

성이 없는 것을 확인하였다.

  염증 반응의 marker인 nitric oxide 생성 억제능을 확인하여 각 분획물의 항염증 활성도를 확

인한 결과, TA1-C7-T5-T5, TA1-C7-T5-T6, TA1-C7-T5-T7 분획물에서 뚜렷한 항염증 활성을 

확인할 수 있었다. TA1-C7-T5-T6 분획물의 경우 200 μg/ml의 농도에서 독성을 보였으므로 

50, 100 μg/ml의 농도로 농도를 낮추어 다시 항염증 활성을 확인하였다. 

  그 결과 TA1-C7-T5-T6 분획물의 경우 50, 100 μg/ml의 저농도에서도 뚜렷하게 항염증 활

성을 보였으며, 이번 분획물 중 가장 뛰어난 항염증 효과를 세포 독성이 없는 저농도에서도 보

였으므로 다음 분리 과정의 시료로 사용하였다. 

Fig. 3-9.  Inhibitory capacity for nitric oxide production of 3rd TLC fractions of TA1-C7-T6 

on RAW 264.7 cells.

  4) 4차 TLC 분리 

   3차 TLC에서 활성이 확인된 물질 TA1-C7-T6-T6물질을 4차 TLC로 물질을 분리했다. 4차 

TLC에서도 이전의 TLC와 같은 방법으로 물질을 확인한 후 6개의 밴드로 물질을 분리하여 

항염증 활성을 조사하였다(Fig. 3-10). 
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Fig. 3-10. Material separation diagram after 4th TLC.

      4th TLC에서 분획한 물질을 TA1766-1에서부터 TA1766-6까지 명명하고 세포독성과 항염

증활성을 측정하였다. 

      세포 독성을 확인 결과 TA1755-4를 제외한 나머지 5종의 fraction의 경우 30 μg/ml까지

의 농도에서는 큰 독성을 보이지 않고 50 μg/ml의 농도에서 일부 약간의 독성이 나타났다. 

TA1766-4의 경우 10 μg/ml 이상의 농도에서는 높은 독성이 나타나 항염증 실험 시에 

TA1766-4는 2, 5, 10 μg/ml의 농도로 실험을 진행하고, 나머지 fraction의 경우 5, 10, 20 μ

g/ml의 농도로 실험을 진행하였다. 
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Fig. 3-11.  Cytotoxicity of 4th TLC fractions of TA1C766 on RAW 264.7 cells.

        TA1766-6을 제외하고는 전체적으로 항염증 효과가 나타나는 것을 확인하였으며, 

TA1766-4는 10 μg/ml의 농도에서도 높은 항염증 효과를 나타내지만 독성에 대한 우려가 다소 

있다. TA1766-6을 제외하고는 전체적으로 비슷한 항염증 효과를 보이나 TA1766-3이 그 중 우

수한 항염증 효과를 나타냈다(Fig. 3-11, 3-12).

Fig. 3-12.  Inhibitory capacity for nitric oxide production of 3rd TLC fractions of TA1766 on 

RAW 264.7 cells.

 나. TA1로부터 항산화 활성물질 분리

  1) Triangular fractional crystallization method 

     Ethylacetate 용해물을 1차 column chromatography와 2차 TLC를 실시한 다음 

항산화활성이 나타난 TA1-C7-T5물질을 이용하여 triangular fractional crystallization 방법으로 

항산화활성물질을 결정을 생성시켜 순수분리하였다(Fig. 3-13). Hexane과 EtOAc 혼합용매를 

이용하여 저온처리와 침전법으로 순수한 결정이 얻어질 때까지 결정화를 실시하였다(Fig. 

3-14). 삼각분별결정법으로 얻어지 결정체를 TA1-C7-T5-C로 명명하였다. 
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Fig. 3-13. Separation of antioxidant from TA1-C7-T5 fraction by triangular fractional 

crystallization method.

  2) TA1-C7-T5-C 순수도 확인

  삼각분별결정법으로 얻은 결정(TA1-C7-T5-C)을 EtOAc에 다시 용해시킨 다음 물질의 순수도

를 확인하기 위하여 TLC와 GC/MS분석을 실시하였다. TA1-C7-T5-C의 순수도를 확인하기 위하

여 Al-TLC를 Hex.:EtOAc(5:3)으로 전개시킨 결과, Rf 0.5에서 single spot을 확인할 수 있었

다.(Fig. 13)  

      

Fig. 3-14. Confirmation of purity of TA1-C7-T5-C by Al-TLC.

  3) TA1-C7-T5-C GC-MS 분석

   삼각결정법으로 얻은 TA1-C7-T5-C를 GC-MS 분석한 결과, Rt 19.34 min에서 single peak를 
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확인할 수 있었으며, MS 분석 결과 분자량 396으로 확인이 되었고, ergosterol로 

동정되었다(Fig. 3-15). 

Fig. 3-15. GC/MS analysis of TA1-C7-T5-C.

             A: GC chromatogram, B: EI-MS spectrum

  4) TA1-C7-T5-C radical scavenging activity

    삼각분별결정법으로 순수분리한 TA1-C7-T5-C(ergosterol) 물질의 항산화활성을 DPPH 

radical scavenging activity로 조사하였다. Negative control은 시료를 용해시킬 때 사용한 

DMSO로 하고, positive control은 ascorbic acid를 사용하였으며, ethylacetate 용해물(TA1)로부터 

분리과정 중의 물질들을 이용하여 라디칼소거능을 조사하였다. 그 결과 불순물이 제거되고, 

분리단계를 거칠수록 항산화 활성도 증가하였으며, ergosterol (TA1-C7-T5-C)는 2 ㎍/㎕에서 

32%로 높은 라디칼 소거활성이 나타났다(Fig. 3-16).

A

B
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 Fig. 3-16. DPPH radical scavenging activity of TA1, TA1-C7, TA1-C7-T5, and TA1-C7-T5-C.  

 다. Methanol 용해물로부터 생리활성물질 분리

  흰개미버섯 자실체를 CH2Cl2:MeOH 혼합용매로 추출한 다음 농축하고, ethylacetate 용해물을 

분획하여 회수한 다음, methanol로 용해시켜 얻은 물질(TA2)을 이용하여 항산화활성물질과 

항염증 물질을 분리하였다(Fig. 3-17). 

Fig. 3-17.  Schematic diagram of separation of anti-inflammatory active substances and 

anti-oxidants from MeOH solubles.
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  1) 1차 column chromatography 

    TA2 물질을 silica column chromatography법으로 1차 분리를 실시하였다. 용출 용매는 

EtOAc와 MeOH 혼합용매로서 순차적으로 극성을 높여가며 58개의 fraction을 얻었다. 얻어진 

fraction의 분리 패턴을 알아보기 위하여 TLC를 실시하여 Rf 값이 비슷한 물질을 그룹으로 

하여 11개의 그룹으로 나눠 회수하고, TLC로 물질의 pattern을 알아보았다(Fig. 3-18). 회수한 

11개 분획물은 세포 실험과 항산화 활성실험을 실시하였다. 

Fig. 3-18.  Separation diagram after the 1st column chromatography of TA2.

  2) TA2-C5 물질의 DPPH 라디칼 소거활성

       Methanol 용해물 TA2를 1차로 column chromatography를 실시한 다음 얻은 분획물 

TA2-C1 ~ TA2-C11 분획물의 DPPH 라디칼 소거 활성을 조사했다. Positive control(P.C)는 

ascorbic acid, negative control은 시료녹일 때 사용한 DMSO를 사용했다. 소거능을 측정한 

결과 TA2-C5, TA2-C11에서 DPPH radical scavenging 활성이 2 ㎍/㎕에서 각각 63%, 48%로 

높게 나왔다(Fig. 3-19). 또한 TA2-C5 radical scavenging IC50값은 4.31 mg/mL, TA2-C11의 

DPPH radical scavenging IC50값은 9.06 mg/mL로 나타났다(Table. 3-3).

 Fig. 3-19. DPPH radical scavenging activity of TA2 column fractions. 
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 Table 3-3. DPPH free radical scavenging activity by the solvent soluble fractions of the 

extract from T. albuminosus  

   

DPPH radical scavenging (IC501))

Ascorbic acid 0.96 mg/mL

T. albuminosus
TA2-5 4.31 mg/mL

TA2-11 9.06 mg/mL
1) Inhibition concentration for 50% free radical scavenging. 

  3) 2차 TLC 분리 

    1차 column에서 얻은 11개 그룹 물질 중에 TA2-C5번 그룹 회수물에서 항산화 활성이 

나타나 물질 분리를 위하여 NP-TLC를 실시하였다. EtOAc와 MeOH 혼합 용매로 전개를 

실시한 다음 TA1 물질을 분리하는 법과 동일하게 실시하여 9개 밴드로 분리해 항산화 활성을 

확인하였다(Fig. 3-20). 

Fig. 3-20. Material separation diagram after 2nd TLC of TA2-C5. 

  4) 2차 TLC 분획물의 항산화활성

     항산화능이 높았던 TA2-5를 2차로 TLC를 실시하여 얻어낸 분획물 TA2-C5-T1부터 

TA2-C5-T9까지의 물질을 2 ㎍/㎕ 농도로 처리하여 DPPH 라디칼 소거 활성을 조사하였다. 그 

결과 TA2-C5-T5 분획물에서 활성이 가장 높았고, 2 ㎍/㎕ 농도에서 60% radical이 제거되는 

활성을 확인했다(Fig. 3-21). TA2-C5-T5 물질을 다음 분리단계의 시료로 사용하였다. 
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   Fig. 3-21. DPPH radical scavenging activity of TLC fractions of TA2-C5.

  

  5) 3차 TLC 분리 

     2차 TLC에서 항산화 활성이 나타난 물질인 TA2-C5-T5를 이용해 3차로 TLC를 

실시하였다. 3차 TLC에서도 2차 TLC와 같은 방법으로 물질을 확인한 후 8개의 밴드로 물질을 

분리하였으며(Fig. 3-22), 향후 항산화 활성을 조사할 계획이다. 

Fig. 3-22. Material separation diagram after 3rd TLC of TA2-C5-T5.

4. 흰개미버섯(흑계종)의 아미노산 분석

    아미노산 분석에 사용한 버섯은 주관연구기관인 ㈜힘찬에서 생산한 것과 중국길림성에서 

구매한 버섯 그리고 버섯종균을 액체배양한 다음 균사체를 시료로 하여 아미노산 분석을 실시

하였다. 아미노산은 구성아미노산과 유리아미노산을 분석하였다. 코로나19 때문에 해외에 출장
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이 어려워 다양한 곳에서 버섯을 확보할 수 없었고, 재배법이 아직 구축되어있지 않아 시료확

보에 어려움이 있었다. 

  

 가. 구성아미노산 분석

   시료 1 g을 시험관에 넣고 6 N HCl 용액을 15 mL 가하여 감압밀봉한 후 110℃ 온도로 24

시간 가수분해 시켰다. 가수분해시킨 분해액은 원심분리하여 상등액을 취하고, 염산과 물을 완

전히 증발시키기 위해 55℃에서 감압농축하였다. 농축된 시료를 sodium citrate buffer (pH 2.2)

로 용해시키고, 5 mL로 정용하여 0.45 μm membrane filter로 여과한 후, 아미노산 자동분석기

를 이용하여 구성아미노산 함량을 구하였다.

   구성아미노산의 분석결과는 Table 3-4에 나타냈다. 감칠맛을 나타내는 glutamic acid와 

aspartic acid 함량은 주관연구기관에서 생산한 흰개미버섯에서 중국산 보다 glutamic acid는 약 

163% 높게 나타났으며, aspartic acid는 129% 높게 나타났다. 

Table 3-4. Compositions of protein bound amino acids of T. albuminosus

Contents1)

(mg/100 g)

Sample

한국 흰개미버섯 중국 흰개미버섯 흰개미버섯 균사체

General amino acids

  Proline 568.89 556.64 741.88

  Aspartic acid 1,545.02 1,197.72 1,421.70

  Serine 717.82 680.19 796.04

  Glutamic acid 2,553.45 1,564.70 1,977.23

  Glycine 649.88 684.46 776.38

  Alanine 831.70 933.37 944.14

  Cystine 172.40 187.47 237.46

  Tyrosine 588.48 435.91 472.35

  Arginine 921.30 666.70 1,264.13

  Totals 8,548.94 6,907.16 8,631.31

Essential amino acids

  Threonine 680.73 669.71 851.62

  Valine 1,635.19 1,721.36 2,173.56

  Methionine 611.32 559.96 660.03

  Isoleucine 552.65 601.45 819.67

  Leucine 1,029.62 1,036.98 1,326.63

  Phenylalanine 669.48 657.40 838.41

  Lysine 834.36 644.42 1,046.17

  Histidine 548.47 287.39 410.54

  Total 6,561.82 6,178.67 8,126.63

Total amino acids 15,110.76 13,186.83 16,757.94

Ammonia 267.51 261.65 302.09
1)All values are presented as the mean±SD of triplicate determination.
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 나. 유리아미노산 분석

     시료를 6.0% (v/v) perchloric acid로 분쇄한 후 2,000 g에서 15분간 원심분리하고 침전물

은 다시 perchloric aicd로 재추출 하여 같은 조건으로 원심분리하였다. 상등액을 여과지로 여

과하여 33% (w/v) KOH solution을 이용하여 pH 7.0로 조정한 후, 2,000 g에서 10분간 원심분리

하여 potassium perchlorate를 제거하였다. 상등액은 10 M HCl을 이용하여 pH 2.2로 산성화한 

후 0.2 M lithium citrate buffer (pH 2.2)로 희석하였다. 유리아미노산 분석을 실시하였다. 

    유리아미노산의 분석결과는 Table 3-5에 나타냈다. 감칠맛을 나타내는 glutamic acid와 

aspartic acid 함량은 주관연구기관에서 생산한 흰개미버섯에서 중국산 보다 glutamic acid는 약 

2,159.0% 높게 나타났으며, aspartic acid는 397.1% 높게 나타났다. 구성아미노산과 같이 유리아

미노산의 함량에 국내생산 버섯에서 중국산 버섯보다 월등히 높게 나타났다. 흰개미버섯 종균 

액체배양의 균사체에서는 국내산보다 감칠맛을 나타내는 아미노산의 함량이 적었다. 다양한 곳

에서 시료를 확보해서 아미노산 함량분석과 균의 특성을 조사해볼 필요성이 있는 것으로 사료

된다.  

Table 3-5. Compositions of free amino acids of T. albuminosus

Contents1)

(mg/100 g)

Sample

한국 흰개미버섯 중국 흰개미버섯 흰개미버섯 균사체

General amino acids

  Proline 19.24 43.56 76.69

  Aspartic acid 244.13 61.48 52.19

  Serine 113.43 92.73 116.23

  Glutamic acid 929.22 43.04 200.89

  Glycine 37.45 43.09 59.06

  Alanine 128.79 237.65 176.16

  Cystine 55.42 13.38 84.74

  Tyrosine 81.28 25.484 49.74

  Arginine 190.08 50.28 556.79

  Totals 1,799.04 610.694 1,372.49

Essential amino acids

  Threonine 88.51 90.77 125.82

  Valine 76.25 124.76 114.91

  Methionine 26.97 29.36 12.93

  Isoleucine 40.29 86.69 111.62

  Leucine 101.37 152.33 155.25

  Phenylalanine 63.03 134.49 117.22

  Lysine 105.55 90.40 362.41

  Histidine 143.63 7.83 53.99

  Total 645.6 716.63 1,054.15

Total amino acids 15,110.76 13,186.83 16,757.94

Ammonia 267.51 261.65 302.09
1)All values are presented as the mean±SD of triplicate determination.



- 69 -

제 4 절 흰개미버섯(흑계종)의 기능성 효능 평가

1. 계종버섯 내 겐티스산의 비만 유래 염증에 대한 효과 분석

 가. 겐티스산의 항염증 효과 확인

  겐티스산의 비만 유래 염증에 대한 효과를 확인하기 위하여 LPS로 인해 자극된 RAW 264.7 

쥐 유래 대식세포에 대한 항염증 효과를 먼저 확인하였다.

Fig. 4-1. Effects of GA treatment on cell viability 
in RAW 264.7 cells

  겐티스산의 세포에 대한 독성을 WST-1 실험 방법을 이용하여 확인하였다. 겐티스산은 다양

한 농도로 24시간 RAW 264.7 세포에 처리하였으며, 이때 800 μM의 농도까지 독성을 보이지 

않는 것을 확인하였다 (Fig. 4-1). 따라서 추후 항염증 활성 확인에는 300, 600 μM의 겐티스산

을 처리하여 항염증 활성을 확인하였다.

Fig. 4-2. Effects of GA treatment on the production of 
major inflammatory mediators in LPS-stimulated RAW 
264.7 cells
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  이후 LPS로 자극된 RAW 264.7의 염증 반응에 대한 억제능을 확인하기 위하여 먼저 염증 반

응의 지표인 산화 질소(nitric oxide; NO)와 prostagladin E2 (PGE2)의 발현량을 각각 확인하였다. 

NO는 주요한 염증의 매개 물질로서 외부에서 유래된 병원체인 세균, 기생충, 바이러스에 대한 

독성 물질로 작용하지만, 과생산된 NO는 조직에 손상을 주어 염증 관련 질병을 유발할 수 있

는 것으로 알려져있다 [Moilanen & Vappatalo, 1995; Sharma et al, 2007; Tripathi et al, 2007]. 

PGE2 역시 염증 반응의 주요한 역할을 담당하며, 혈관 투과성이나 혈소판의 응집, 사이토카인 

생성과 같은 주요한 과정을 조절한다. 하지만 이러한 현상에 의해 염증 반응과 함께 일어나는 

부종, 통증과 같은 현상을 일으키며, PGE2의 과분비는 다양한 염증성 질환에서 보고되고 있다 

[Kawahara et al, 2015; Gomez et al, 2013; Nakanishi, 2013]. NO와 PGE2 인자의 발현이 모두 

겐티스산 처리에 따라 농도의존적으로 감소하여 겐티스산이 항염증 효과가 있다는 것을 확인

하였다 (Fig. 4-2). 이러한 NO와 PGE2 생성은 각각 iNOS와 COX-2라는 효소가 관여하며 따라

서 이 두 효소는 항염증 제제의 주요 타겟으로 많이 이용되고 있다 [Aktan, 2004; Murakami, 

2000]. 이 두 효소의 RNA와 단백질 수준에서의 발현을 RT-PCR과 웨스턴 블랏을 이용하여 확

인하였을 시, 발현량이 겐티스산 처리에 따라 감소하는 것을 확인하였다 (Fig. 2). 또한 염증 반

응을 유발하는 사이토카인인 TNF-α, IL-1β, IL-6의 RNA 수준에서의 발현량을 RT-PCR을 이

용하여 확인하였다 [Walsh et al, 1991; Contassot et al, 2012; Gabay, 2006]. 이러한 염증성 사

이토카인의 RNA 수준에서의 발현 역시 겐티스산 처리에 의하여 억제되는 것이 확인되었다 

(Fig. 4-2). 

Fig. 4-3. Effects of GA treatment on inflammation-related 
signaling pathways in LPS-stimulated RAW 264.7 cells

  염증 반응에 직접적으로 작용하는 매개 물질들의 발현량을 확인하였으므로, 겐티스산 처리에 

따른 염증 반응을 일으키는 상위 인자들의 활성 변화를 단백질 수준에서 웨스턴 블랏을 통하

여 확인하였다. NF-κB의 경우 염증 반응에서 가장 주요하게 작동하는 전사인자로 알려져 있

으며, 염증 반응이 일어나지 않은 상황에서는 억제자인 IκB와 결합하여 핵 내로 이동을 못하

는 상태로 존재한다. 하지만 염증 반응을 자극하는 신호가 전달되면 IKK가 인산화되고, 이에 

따라 IκB가 인산화되며 분해되면서 NF-κB가 인산화되게 된다. 이렇게 인산화된 NF-κB는 
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핵으로 이동하여 염증 반응과 관련된 다양한 유전자의 전사를 유도하게 된다 [Kim et al, 2019; 

Christian et al, 2016]. 겐티스산을 처리하였을 때, LPS만 처리한 대조군과는 반대로 NF-κB의 

인산화가 억제되어 활성이 억제되는 것을 확인하였고, NF-κB의 활성을 억제하는 IκB의 경우 

인산화에 의한 분해가 억제되어 총발현량 역시 증가하는 것을 확인하였다. 마찬가지로 IκB의 

분해를 유도하는 IKK의 인산화가 억제되어 IκB의 분해가 줄어드는 것을 확인하였다 (Fig. 

4-3). 또한 NF-κB의 상위 인자인 MAPK (ERK, p38MAPK, JNK)의 인산화에 따른 활성 정도를 

확인하였다. MAPK의 경우 다양한 생체 작용을 조절하며, 염증 반응에서는 다양한 염증 관련 

효소나 사이토카인의 발현 및 NF-κB의 발현을 유도하는 것으로 알려져 있다 [Kaminska, 

2005; Kim & Choi, 2010; Coskun et al, 2011]. 이러한 MAPK의 인산화에 따른 활성 또한 겐티

스산 처리에 의해 억제되는 것을 확인하였다 (Fig. 4-3). 따라서 겐티스산이 LPS에 의해 자극된 

RAW 264.7 세포에서 MAPK 및 NF-κB의 활성 억제에 따른 다양한 염증 매개 물질의 발현을 

억제함으로서 항염증 효과를 지니는 것을 확인할 수 있었다.

 나. 겐티스산의 항비만 효과 확인

  다음으로는 겐티스산의 항비만 효과를 확인하기 위하여 3T3-L1 쥐 유래 지방전구세포의 지

방세포로의 분화 억제능을 확인하였다.

Fig. 4-4. Effects of GA treatment on cell viability 
in 3T3-L1 cells

  마찬가지로 3T3-L1 세포에 겐티스산을 처리하고 24시간 후의 WST-1 실험 방법을 이용한 세

포 생존률 측정으로 세포 독성을 확인하였을 때, 800 μM의 농도까지는 독성이 없는 것을 확

인하였고 (Fig. 4-4), 이후 항비만 활성 실험에 300, 600 μM의 겐티스산을 사용하였다.
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Fig. 4-5. Effects of GA on lipid accumulation during 
adipogenesis in 3T3-L1 cells

  실제 지방세포 분화 과정에 따른 지질 및 중성지방 함량의 증가에 대한 겐티스산의 억제능

을 Oil Red O 염색과 중성지방 측정을 통해서 확인하였다. 이러한 지질 및 중성지방의 증가는 

지방세포 분화 과정의 주요한 결과로서 비만을 유발하게 된다 [Hsu et al, 2012]. 현미경 및 실

제 측정을 통해 확인하였을 때, 겐티스산 처리에 따라서 지방세포 분화 과정에 의해 생성되는 

지질과 중성지방의 함량이 농도 의존적으로 감소하는 것을 확인할 수 있었다 (Fig. 4-5)

Fig. 4-6. Effects of GA on the expression of adipogenic and 
lipogenic factors in 3T3-L1 cells

  겐티스산에 의한 항비만 효과를 확인하였고, 기작을 확인하기 위하여 먼저 지방세포 분화 과

정에서 가장 중요하게 작동하는 주요 전사인자인 C/EBPα와 PPARγ의 RNA 및 단백질 발현량

을 RT-PCR과 웨스턴 블랏을 이용하여 확인하였다. C/EBPα와 PPARγ는 지방세포 분화 과정 

후기에 발현되어 분화와 관련된 다양한 유전자를 전사하는 것으로 알려져 있으며, 서로간의 자

극을 통해 전사인자로서의 활성을 더욱 증가시키는 것으로 알려져있다 [Cao et al, 1991; 

Lefterova et al, 2014; Wu et al, 1999]. C/EBPα와 PPARγ의 두 인자 모두 RNA와 단백질 수
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준에서의 발현이 겐티스산 처리에 의해 유의적으로 감소하는 것을 확인하였다 (Fig. 4-6). 또한 

지방세포 분화 과정 중 필수적으로 동반되어야 하는 과정인 지질합성에 관여하는 인자들인 

LPL, aP2, FAS, SREBP1의 단백질 수준에서의 발현량을 웨스턴 블랏으로 확인하였다. LPL, 

aP2, FAS의 경우 지방 세포에서 이용할 수 있게 외부에 존재하는 유리 지방산을 세포 내로 이

동시키고 합성하는 과정을 수행하며, SREBP1의 경우 이러한 지질 합성 과정에 관여하는 다양

한 유전자의 발현을 유도하여 지질 합성 과정을 돕는 것으로 보고되고 있다 [Loftus & Lane, 

1997; Skat-Rørdam et al, 2019; Mead et al, 2002; Shan et al, 2013; Eberlé et al, 2004]. 겐티

스산 처리에 따라 지질 합성 과정에 관여하는 인자들의 단백질 발현량이 유의적으로 감소하는 

것을 확인할 수 있었다 (Fig. 4-6).

Fig. 4-7. Effects of GA treatment on adipogenesis-related 
signaling pathways in 3T3-L1 cells

  다음으로 지방세포 분화 과정에 관여하는 상위 인자들의 발현 및 활성을 확인하기 위하여 

웨스턴 블랏을 수행하였다. PI3K-Akt-mTOR로 이루어지는 신호전달 경로의 경우, 일반적으로 

많은 대사 과정에 관여하며, 지방세포 분화 과정에서는 인슐린 등의 자극에 의하여 활성화되어 

PI3K-Akt-mTOR로 인산기를 이어지게 제공하며 활성화된다. 활성화된 Akt는 PPARγ의 발현을 

유도하며, mTOR의 경우 PPARγ와 SREBP1의 발현을 유도하여 지방세포 분화 과정을 촉진한

다 [Chen et al, 2013; Yu et al, 2008; Park et al, 2014]. 겐티스산 처리에 따라서 PI3K의 활성

화 부분인 PI3K 110α의 발현량이 감소하였고, Akt와 mTOR의 인산화가 감소하는 것을 확인하

였다 (Fig. 4-7). 또한 β-catenin의 경우 지방세포 분화 신호가 없을 시에는 serine 552 잔기가 

인산화된 활성화 형태로 존재하며 C/EBPα과 PPARγ의 발현을 억제하여 지방세포 분화 과정

을 억제하고, 이때 β-catenin의 억제자인 GSK3β는 인산화되어 활성을 잃은 상태로 존재하게 

된다. 지방세포 분화 자극이 들어오게 되면, β-catenin의 억제자인 GSK3β가 활성화되어 β

-catenin의 serine 33/37번 잔기와 threonine 41번 잔기를 인산화시킴으로서 β-catenin이 분해

가 되게 유도하여 지방세포 분화 과정이 진행되게 된다. 겐티스산 처리 시에 β-catenin의 분

해가 유도되는 인산화가 감소하여 전체 발현량이 지방세포 분화 과정만 유도한 대조군보다 증

가하였고, 활성화 타입의 인산화 형태가 증가하였다. 또한 GSK3β의 인산화가 증가하여 GSK3

β가 β-catenin의 분해를 유도하지 못하게 되는 것을 확인하였다 (Fig. 4-7). 따라서 겐티스산

이 3T3-L1 세포에서 지방세포 분화 과정을 촉진하는 PI3K-Akt-mTOR 신호전달 경로를 억제하
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고, 지방세포 분화 과정을 억제하는 β-catenin 신호전달 경로를 촉진시킴으로서, 분화 과정의 

주요 전사인자인 C/EBPα와 PPARγ의 발현 및 지질 합성과 관련된 단백질의 발현을 억제하게 

되어 항비만 효과를 가지는 것을 확인하였다.

 다. 겐티스산의 비만 유래 만성 염증에 대한 효능 확인

  마지막으로 항염증과 항비만 효능이 확인된 겐티스산이 비만 유래 만성 염증에 대한 활성이 

있는지를 확인하기 위하여 RAW 264.7 세포와 3T3-L1의 공동 배양을 통하여 다양한 염증 관련 

인자들의 발현을 확인하였다.

Fig. 4-8. Effects of GA treatment on MCP-1, TNF-α, FFAs secretion in a 
macrophage-adipocyte contact co-culture model

  먼저 비만 유래 염증 반응에서 주요한 세 인자인 MCP-1, TNF-α, 유리지방산의 발현량에 

대한 겐티스산의 효과를 RAW 264.7과 3T3-L1 세포의 직접적 공배양 방식을 통해 확인하였다. 

MCP-1의 경우 비만인 상태의 지방 세포에서 발현이 되며, 이는 지방 조직 근처로의 대식세포

의 결집을 유도하게 되고 주요 염증성 인자인 TNF-α를 비롯한 염증성 사이토카인을 생성하

게 되어 염증을 유발한다. 이후 이러한 염증성 인자들에 의해 지방세포에서는 지질분해에 의한 

유리지방산이 생성되며 이는 다시 대식세포에 자극을 가하여 더 많은 염증 반응을 일으키게 

된다 [Christiansen et al, 2005; Suganami et al, 2005; Weisberg, 2003]. 겐티스산 처리시 공배양

에 비하여 농도의존적으로 MCP-1, TNF-α, 유리지방산의 발현이 억제되는 것을 확인할 수 있

었다 (Fig. 4-8).

Fig. 9. Effects of GA treatment on adipokine 
expression in RAW-CM-cultured 3T3-L1 cells
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  이러한 겐티스산의 비만 유래 만성 염증에 대한 효능을 지방세포와 대식세포 각각에서 확인

하기 위하여 대식세포와 지방세포 각각의 세포에서 자극을 준 뒤 회수한 조건부 배지

(conditioned medium)를 다른 세포에 처리하는 공배양 실험을 수행하였다. 먼저 3T3-L1 세포에

서 LPS로 의해 자극된 RAW 264.7 세포의 조건부 배지를 이용하여 염증 반응 상태를 유발한 

뒤, 겐티스산이 주요 염증 관련 아디포카인인 아디포넥틴, 레지스틴, IL-6, MCP-1의 RNA 발현

량을 RT-qPCR로 확인하였다. 아디포넥틴은 항염증 아디포카인으로 알려져 있으며 TNF-α의 

발현을 억제하고 인슐린 민감성을 증가시켜 염증 반응을 억제한다. 레지스틴, IL-6, MCP-1의 

경우 염증 유발 아디포카인으로 알려져 있다. 레지스틴은 인슐린 저항성의 증가에 따른 제 2형 

당뇨병 발현에 주요한 역할을 하는 것으로 알려져 있으며, IL-6의 경우 유리지방산의 방출을 

증가시켜 인슐린 저항성을 증가시킨다. MCP-1의 경우 대식세포의 유도를 통하여 염증 반응이 

유발될 수 있게 한다 [Conde et al, 2011; Yokota et al, 2000; Bokarewa et al, 2005; Mauer et 

al, 2015; Han et al, 2020; Cranford et al, 2016]. 겐티스산 처리시에 항염증 아디포카인인 아디

포넥틴의 RNA 발현량은 증가하고, 염증성 아디포카인인 레지스틴, IL-6, MCP-1의 발현량은 감

소하는 것을 확인하였다 (Fig. 4-9)

Fig. 4-10. Effects of GA treatment on cytokine expression in 3T3-CM-cultured RAW 
264.7 cells

  마찬가지로 RAW 264.7 세포에 분화가 완료된 3T3-L1 세포에서 획득한 조건부 배지를 처리

하여 반응을 유발한 뒤, 주요 염증 관련 사이토카인인 TNF-α, IL-1β, IL-10의 RNA 발현에 

대한 겐티스산의 효과를 RT-qPCR로 확인하였다. TNF-α의 경우 비만인 지방 조직으로 유입

된 대식세포에서 발현되어 지방세포의 지질분해를 유도하여 유리지방산을 생성하고 인슐린 저

항성을 증가시킨다. IL-1β는 주요 염증성 사이토카인의 하나로서, 지방세포의 인슐린 유래 신

호전달 경로를 억제함으로서 인슐린 저항성을 증가시킨다. 반대로 IL-10의 경우 항염증 사이토

카인으로 TNF-α와 IL-1β의 발현을 억제하여 염증반응을 억제하고 인슐린 감수성을 증가시킨

다 [Cawthron & Sethi, 2015; Bing, 2015; Gao et al, 2013; Kim et al, 2004]. 겐티스산 처리 시 

염증성 사이토카인인 TNF-α, IL-1β의 발현량은 감소하고, 항염증성 사이토카인인 IL-10의 발

현량은 증가하는 것을 확인하였다 (Fig. 4-10).
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Fig. 4-11. Effects of GA treatment on M1/M2 polarization in 
3T3-CM-cultured RAW 264.7 cells

 마지막으로 비만 상태에 따른 대식세포의 M1/M2 상태 변화를 확인하기 위하여 분화가 완료

된 3T3-L1 세포의 조건부배지로 배양된 RAW 264.7 세포의 M1, M2 관련 인자들의 RNA 발현

량 변화에 대한 겐티스산의 효과를 확인하였다. 대식세포는 M1, M2 상태로 극성화가 변하며, 

M1의 경우 염증성 대식세포로 알려져 있고 CD11c와 CCR7의 발현이 증가한다. 반대로 M2 상

태의 경우 항염증성 대식세포로 알려져 있으며, CD206과 Arg-1의 발현량이 증가한다 

[Chinetti-Gbaguidi & Skaels, 2011; Xie et al, 2014; Appari et al, 2018]. 겐티스산 처리에 따라 

염증성 상태를 나타내는 M1 상태의 유전자인 CD11c와 CCR7의 RNA 발현량이 감소하였고, 반

대로 항염증 상태를 나타내는 M2 상태의 유전자인 CD206과 Arg-1의 유전자의 발현이 증가하

는 것을 확인하였다 (Fig. 4-11).

 따라서 겐티스산이 항염증 및 항비만 효과를 지니고 있을 뿐 아니라, 비만 유래 염증에 관련

된 인자들의 발현을 억제하고 대식세포의 염증성 상태로의 변화를 억제함으로서 비만 유래 염

증에 대한 억제효과 또한 가지는 것을 확인하였다.

 2. 코엔자임Q9의 피오사이아닌 유래 기도 폐쇄에 대한 효과 확인

  코엔자임Q9의 피오사이아닌 유래 기도 폐쇄에 대한 효과를 확인하기 위하여 인간 기관지 표

피 세포인 NHBE 세포를 이용하여 실험을 진행하였다.
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Fig. 4-12. Cell viability of NHBE cells in the presence of CoQ and 
PCN 

  먼저 NHBE 세포에 대한 코엔자임Q9의 독성을 확인하기 위하여 WST-1 방법을 이용하여 실

험을 진행하였다. 다양한 농도의 코엔자임Q9을 처리한 후 24, 48시간 반응 후에 세포의 생존률

을 측정함으로서 코엔자임Q9의 독성을 확인하였다. 코엔자임Q9를 처리 시에 100 μM까지의 

농도에서 48시간까지 NHBE 세포에 대하여 독성을 나타내지 않았다 (Fig. 12). 또한 피오사이아

닌 처리에 따른 독성에 대한 코엔자임Q9 보호 효과를 확인하였을 때, 코엔자임Q9이 피오사이

아닌에 대한 독성에 약간의 보호 효과를 가지는 것을 확인할 수 있었다 (Fig. 4-12).

Fig. 13. Radical scavenging and antioxidant activities of CoQ9

  또한 코엔자임Q9의 항산화 효과를 확인하기 위하여 가장 대표적인 라디칼 소거능 실험인 

DPPH 라디칼 소거능 확인 실험을 진행하였다 [Marinova & Batchvarov, 2011]. DPPH 실험 결

과에서 코엔자임Q9은 100 μM 농도에서 동량의 아스코르브산보다 20% 정도의 라디칼 소거능

을 지니는 것을 확인할 수 있었다 (Fig. 13). 또한 피오사이아닌 처리에 따른 NHBE 세포에서의 

활성산소종 생성량에 대한 코엔자임Q9의 효과를 확인하였을 때, 코엔자임Q9이 활성산소종 생

성에도 억제 효과를 나타냄으로서 항산화 효과를 가지는 것을 확인하였다 (Fig. 4-13) [Yu et 

al, 2012].
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Fig. 4-14. Effects of CoQ9 treatment on the expression of mucin and 
FOXA2 in NHBE cells

  다음으로 피오사이아닌에 의한 점액 과다 분비에 대한 억제 효과를 확인하기 위하여 점액의 

주요 구성 성분인 뮤신의 두 종류 MUC5AC와 MUC5B, 이들의 발현을 조절하는 전사인자인 

FOXA2의 단백질 및 RNA 발현을 면역형광법 및 RT-qPCR 실험을 통하여 확인하였다. 피오사

이아닌에 의해 인간 기관지 세포가 자극을 받게 되면 정상적인 상태에서는 뮤신의 발현을 억

제하는 전사인자인 FOXA2가 작동을 하지 못하게 되고, 따라서 뮤신 MUC5AC와 MUC5B의 발

현이 증가되어 점액이 과도하게 생성이 되게 되면서 기도가 폐쇄되게 된다 [Voynow & Rubin, 

2009; Okuda et al, 2019; Wan et al, 2004; van der Sluis et al, 2008]. 코엔자임Q9을 처리하였

을 때, 뮤신의 두 종류 MUC5AC와 MUC5B의 단백질 및 RNA 발현량은 감소하는 것을 확인할 

수 있고, 반대로 FOXA2의 경우 발현이 증가하는 것을 확인하였다 (Fig. 4-14).

Fig. 4-15. Regulatory effects of CoQ9 on EGFR 
signaling in NHBE cells treated with CoQ9 and/or PCN
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  뮤신 생성에 관여하는 상위 인자들의 활성화를 웨스턴 블랏으로 확인하였다. EGFR부터 시작

하여 Akt 혹은 ERK로 이어지는 신호전달 경로는 피오사이아닌에 의해 자극되며, 인산화에 의

하여 활성화되어 뮤신의 생성을 증가시켜 기도 폐쇄를 유발한다 [Choi et al, 2020; Rada et al, 

2011]. 코엔자임Q9 처리 시에 피오사이아닌에 의해 활성화 되는 EGFR, Akt, ERK의 인산화를 

억제하여 뮤신 생성을 억제하는 것을 확인하였다 (Fig. 4-15)

  따라서 코엔자임Q9이 항산화 활성을 가질뿐만 아니라 뮤신 생성을 억제하는 FOXA2의 발현

을 증가시키고, 뮤신 생성을 촉진하는 EGFR 경로의 비활성화를 통하여 점액 과분비에 따른 기

도 폐쇄 억제 효과를 보이는 것을 확인하였다.

  결론적으로 계종버섯에 존재하는 기능성 물질인 겐티스산과 코엔자임Q9의 비만 유래 만성 

염증 및 기도 폐쇄에 대한 효과를 증명함으로서 계종버섯의 기능성을 확인하였다.
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제 5 절 흑피계종(긴꼬리버섯) 자생균주의 탐색과 신품종 개발

1. 흑피계종의 유전자원 수집 및 특성 평가 

 가. 흑피계종의 자생균주 유전자원 수집 

  최근에는 흑피계종균(Oudemansiella raphanipes)은 우리나라에도 존재한다고 이 등(2014)이 

보고하였고, 분양 요청하였으나 시료가 너무 적어 분양을 받지 못했다. Hao 등(2016)은 “검은 

흰개미버섯”또는 “헤이피지종(흑피계종)”이라고 불리는 방사성 Oudemansiella 종은 지난 몇 

년 동안 중국에서 널리 재배되고 있으며, 이것을 유럽에서는 O. radicata, 북미에서는 O. 

furfuracea 또는 심지어 Termitomyces 종으로 간주됨으로써 이 버섯의 분류학적 위치가 혼동

되어 많은 연구자들이 형태학적 및 분자 유전학적 date를 분석한 결과 “헤이피지종(흑피계

종)”은 Oudemansiella raphanipes로 확인되었다.  또한  Hao 등(2016)이 보고한 한국의 인천에

서 채집한 HKAS 93070 균주를 분자 유전학적 분석에 의해 O. raphanipes와 유사도가 높게 나

와 한국에서도 O. raphanipes가 발생한다고 보고하였다 (Fig. 5-1). 따라서 흰개미버섯의 인공재

배는 반드시 기주가 존재하여야만 가능하다고 하였으며, 흑계종의 인공재배 품종은 초기에는 

Collybia albuminosa 라고 불리었다가 계종버섯 분류 재정립에 의해 Termitomyces albuminosus

로 분류하였다가 중국 쿤밍연구소 Hao 등(2016)에 의해 분자 유전학적으로 분석한 결과 

Oudemansiella raphanipes로 정립되었다. 한국에서는 Oudemansiella 속의 인공재배는 이 등

(2007)이 Oudemansiella mucida를, Shim 등(2006)은 Oudemansiella radicata의 인공재배에 성공

하였다. 최근의 분류학적 재정립에 의하여 Oudemansiella mucida는 아시아에서는 존재하지 않

는다는 보고가 있었으며, Hao 등(2016)에 의해 한국의 Oudemansiella radicata는 2극성을 갖는 

Oudemansiella raphanipes로 보고하였다. Oudemansiella radicata로 보고한 인천대 이태수 명예

교수를 초빙하여 세미나를 개최하여 그의 의견을 살펴보면 다음과 같다.

Fig. 5-1. Analysis of phylogenetic tree and fruiting bodies in the natre and artificial 

cultivars. 「Hao 등 (2016), Shim 등 (2006) 」.

○ 분류전문가 : 민긴뿌리버섯(Oudemansiella) 인공재배 기술 (인천대학교 이태수 명예교수)

에 대한 발표자료 요약
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- 중국에서 재배되는 민긴뿌리버섯(중국과학원  곤명식물연구소의 Yang, Zhu Ling 교수)과 
유사한 “Heipijizong” 검은흰개미버섯  (Black Termite Mushroom) 이라 불리는 버섯의 
학명이 과거에는 Termitomyces sp. (대 형태가 Oudemansiella 종과 유사하나 인공재배가 
불가능한 버섯)로 불리었으나, 이 버섯은 후에 중국에서 처음으로 Oudemansiella 
furfuracea로 동정되었으나, 전세계에서 민긴뿌리버섯으로 널리 알려진 Oudemansiella 
radicata는 PCR 분석에 의해 유럽에서만 발견되는 종으로 동정되어, 아시아에서 발생하는 
민긴뿌리버섯과는 다른 종인 것으로 밝혀졌음

- 현재 중국에서 매년 재배가 확대되고 있는 검은흰개미버섯의 학명은 Yang 교수의 PCR 
분석에 의해 Oudemansiella raphanipes인 민긴뿌리버섯으로 확인되었다. 이 버섯은 이미 
일본, 인도 등 아시아 지역에서 채집된 바 있다. 또한 한국 인천에서 유래한 균주인 
Oudemansiella radicata도 Yang의 PCR 분석에 의해 Oudemansiella raphanipes로 판명되었
고 이 버섯의 자실체 담자기는 2개의 포자를 생성한다고 보고하였는데 특이하게도 O. 
raphanipes는 종은 포자를 2개 또는 4개 생성하는 서로 다른 두 종류의 strain이 있다고 
보고되었다. 따라서 우리나라에서 채집되는 민긴뿌리버섯의 학명은 앞으로 PCR 분석을 
통해 “Xerula radicata”가 아닌 Oudemansiella raphanipes로 바뀔 가능성이 높은 것으로 
사료된다.  

- 민긴뿌리버섯의 자실체 생산 최적조건으로는
 1) 톱밥배지의 조성 비율: 참나무 톱밥 : 미강 (90% : 10%)
 2) 톱밥배지의 배양조건: 상대습도가 65∼75% 유지되는 배양실에서 25℃로 30일 배양 
 3) 원기형성 조건: 균사배양이 끝난 톱밥배지를 균 긁기를 하지 않고 배지의 상면을 살균

한 부엽토나 배양토로 2∼3㎝ 정도 덮은 후 충분히 관수를 하고 상대습도가 85∼95% 
유지되는 배양실에서 5∼16℃로 25∼30일 배양하여 원기를 형성하였음 

 4) 자실체 생산조건: 원기가 형성된 배지를 상대습도가 75∼85%로 유지되는 재배실에서 22
∼23℃로 5일 생육하여 자실체를 생산하였음 

 5) 자실체 생산 소요기간: 톱밥배지에 균사를 접종해서 자실체를 형성하기까지 총 60∼65
일이 소요되었음

<Q & A>

Q : 민긴뿌리버섯의 학명은 어떻게 되나요.

A : 학명은 Oudermansiella radicata입니다.

Q : 우리나라에도 이 버섯이 자생하나요

A : 무주 덕유산에서 채집하여 유전분석을 통하여 분류학적으로 정리해 학술지에 보고되었

습니다.

Q : 민긴뿌리버섯을 배양할 때 배양기간은 어느 정도 소요되었나요.

A : 약 50∼60일 정도 소요된 것 같아요. 

Q : 이 버섯도 인공재배를 하려면 복토로 피복되어야 합니까?

A : 일반적으로 크게 두 종류로 분류할 수 있는데 목재 즉 죽은 나무둥치에 발생하는 버섯

은 사물 기생균으로 일반적인 톱밥에서 버섯이 잘 발생하지만, 토양에서 즉 낙엽이나 

나무 가지 등이 토양 속에 묻혀 있는 상태에서 발생되는 버섯류는 복토를 필히 해야 

버섯이 발생됩니다.

Q : 논문 투고 후 재배한 자실체 형태적으로 보면 Oudemansiella radicata보다는 

Oudemansiella raphanipes에 가까워 보이는데 어떻게 판단하시는지?

A : 우리는 Oudemansiella radicata로 판단한 것을 중국 양교수가 PCR 분석결과 

Oudemansiella raphanipes라고 한 것을 보면 Oudemansiella raphanipes일 거라는 것을 
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 세미나 개최 후  인천대학교를 방문하여 가지고 있는 Oudemansiella mucida 균주 11점 및 

Oudemansiella canarii 1점을 Table 5-1과 같이 분양을 받았으며, 또한 인천 대공원 및 구리 동

구릉에서 채집한 균주를 Fig. 5-2과 같이 분양받았다.

Strain No. Scientific name Coleection Strain No. Scientific name Coleection

IUM4252 Oudemansiella canarii Czech IUM4694 Oudemansiella mucida Deogyusan

IUM2548 Oudemansiella mucida Anguksa IUM4881 Oudemansiella mucida Deogyusan

IUM3264 Oudemansiella mucida Deogyusan IUM5038 Oudemansiella mucida Deogyusan

IUM3874 Oudemansiella mucida Deogyusan IUM5102 Oudemansiella mucida Deogyusan

IUM4215 Oudemansiella mucida Deogyusan IUM5123 Oudemansiella mucida Deogyusan

IUM4642 Oudemansiella mucida Jeoksangsan IUM5136 Oudemansiella mucida Deogyusan

Table 5-1. List of Oudemansiella related species sold out from IUM.   

 

Fig. 5-2. Fruiting body features of Oudemansiella collected from the natre.

    

나. 흑피계종의 자생균주 유전자원 특성 평가

   분양받은 Oudemansiella mucida 균주 11점 및 Oudemansiella canarii 1점을 균사배양하여 

클램프를 관찰한 결과 클램프가 존재하여 4극성임을 알 수 있었으며, 현재 육종의 모본으로 

활용하기 위해 계속하여 계대배양 중에 있다. 또한 인천 대공원에서 채취한 시료 ICTS21761 

및 ICTS21783의 형태학적 특성 평가를 Fig. 5-3과 같이 관찰하였다.  

배제하지 못한다고 생각하며 시료가 존재하면 한번 PCR해보기 바람

Q : Oudemansiella mucida도 연구하셨는데 이 균주는 자실체 생산 소요일수가 어떻게 되는

지?

A : 이 균주는 느타리버섯 재배와 같이 재배가 쉬우나 맛은 줄기가 좀 질겨 식용으로는 갓

만 먹는 것이 좋으며 항균 항충능력을 가지고 있음

Q : 그러면 재배가 쉬운 O. mucida와 맛이 좋은 O. raphanipes을 종간교잡하여 재배가 쉬우

면서 맛이 좋은 종간교잡주의 성공여부는 어떨지 알고 싶은데요?

A : 아주 좋은 아이디어입니다. 샘플을 찾아보고 있으면 분양을 하겠습니다.
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Fig. 5-3. Morphological characteristics of Oudemansiella collected from the nature.
A: ICTS21761, B: ICTS21873.

분자유전학적으로 균주를 동정하기 위해 ITS 영역을 이용하여 Fig. 5-4와 같이 염기서열을 결

정하였고 유사성을 분석하기 위해 NCBI/BLAST를 활용하여 해석한 결과 Fig. 5-5처럼 

Hymenopellis raphanipes (= Oudemansiella raphanipes로 이하 표기)로 확인되었다. MEGA 

Ver.6.06을 이용하여 상동성 분석에서 자생균주 Oudemansiella raphanipes ICTS21761 및 

ICTS21783은 우리나라에서 중국의 양교수가 수집해 간 Oudemansiella raphanipes HKAS93070

과는 다른 품종으로 판단되며 또한 Fig. 5-6과 같이 중국 품종 Oudemansiella raphanipes 

KMCC04978과도 다른 품종 즉 새로운 품종으로 확인되었다.

>Oudemansiella raphanipes ICTS21761 

ACGCTTGCGGCTTCACTTCTGTTGCTGACTTCCTTAAGGGAGTATGTGCACGTTTGAAGTCGCTTGCCTCTTCTTTGTCCACCTGTGCAC
CTTTTGTAGATCTGGTTGGGAAAGCTCACTTTCATCGTTAACTCGTTGAAGTGGATTTTGAAGGGTTTGCTTGCGCTCCCTTTGTCCTCC
CAGGTCTATGCTTCATATCATCTCTTAGTATGTTTAGAATGTCTTGTTTATTGGATTTCAACGACCTTAAAAAAGTTATCACAACTTTCT
CCACCGGATCTTCTGGTTCTTACATCAATAATGAAGACGGCTGAAAGTTTACAAGACACTGTGAATTGGCATAATTCATCGGAATCATCA
AAGGCTTTGAGGGGACCTCGCGCACTTTGTGATTCCCAGAGTTCTGCCTGTCTGATTGTTTATCGAATTTCGCTCCTCTCTTCATTTATG
CTAGAGACAAGATATCCTTTGTTGAAAGTTGTATTAAGTTTTTAAAGGACGGTGAAGTCCAATAATACAAGACATTCTACACTTTCCATA
GATGATATGAAGCAGAGACCTGGTAGGACCAAGGGAGCGCAAAACTAACCCTTCAAAATCCACTTCTTCGAGTTAACGATGAATGTGAGC
TTTCCCAACCTTATCTACCAAAGGTGCACAGGTGGACAAAGAAGAGGCGAAGCGACTTTCAAACGTGCACATACTCCCTTAAAGGAAAGT
CACGCACACAGAAGTGAAAGCCGCAAGCGTTCAGAGTTTTCAATAAAAGATCC

>Oudemansiella raphanipes ICTS21783 

ACGCTTGCGGCTTCACTTCTGTTGCTGACTTCCTTAAGGGAGTATGTGCACGTTTGAAGTCGCTTGCCTCTTCTTTGTCCACCTGTGCAC
CTTTTGTAGATCTGGTTGGGAAAGCTCACTTTCATCGTTAACTCGTTGAAGTGGATTTTGAAGGGTTTGCTTGCGCTCCCTTTGTCCTCA
CAGGTTAATGCTTCATATCGTCTCTTGTATGTTTAGAATGTACTGCTTATGGGATTTCAAGGACCCTAAAGTTGACATCAGGCTTTCTCC
ACCGGATCTTCTGATCCTTAAAACAATAGTAAAGAGGGTTGAGAATTTACTGACACGTGACAGGCATGCCCTTCGGAATACCAAAGGGCT
TGAGGGGCGTTCGAGGACTCTGTGATTCCCTGAGTTCTGCCAGTCTGATTGGTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATTTATGCGAGAGC
CGAGATATCCGTTGTTGAAAGTTGTATTAAGTTTTTAAAGGACGGTGAAGTCCAATAAACAAGACATTCTAAACATACCATAGATGATAT
GAAGCAGAGACCTGGGAGGACAAAGGGAGCGCAAACAAACCCTTCAAAATCCACTTCAACGAGTTAACGATGAAAGTGAGCTTTCCCTAC
CAGATCTACCAAAGGTGCACAGGTGGACAAAGAAGAGGCAAGCGACTTCAAACGTGCACATACTCCCTTAAGGAAGTCAGCAACAGAAGT
GAAGCCGCAAGCGTTCAGAGTTTCAAAAAGATCC

Fig. 5-4. ITS sequences of Oudemansiella raphanipes ICTS21761 and ICTS21783.
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Fig. 5-5.  Sequences producing significant alignments of Oudemansiella raphanipes ICTS21761 ITS 
sequences by NCBI/Blast.

Fig. 5-6. Phylogenetic tree of Oudemansiella raphanipes ICTS21761 and ICTS21873 by 
Likelihood method of MEGA6.  



- 88 -

2. 흑피계종 자생균주의 신품종 개발

   UPOV에서 인정할 수 있는 품종개발이란 생물다양성 협약과 나고야 의정서에 위반되지 않

아야 한다. 생물 다양성 협약은 생물 다양성을 생태계, 종, 유전자 세 가지 수준에서 파악하고 

생물 다양성의 보전, 생물 다양성 구성 요소의 지속 가능한 이용, 유전자원의 이용으로부터 발

생하는 이익의 공정하고 공평한 배분을 목적으로 하는 국제 조약이다. 생물다양성협약 부속 유

전자원에 대한 접근 및 이용으로부터 발생하는 이익의 공정하고 공평한 공유에 관한 나고야의

정서이다. 즉 외국의 유전자원을 함부로 이용할 수 없음을 말하고 있으며 이용시 반드시 이익

을 공유하며 이익에는 로얄티, 기술이전, 연구 활동 지원 등 금전적 이익과 비금전적 이익을 

모두 포함할 수 있다고 되어 있다. 이 내용은 육종가의 입장에서 보면 외국의 균주를 가지고 

품종개량을 하더라도 로얄티를 지불하도록 되어 있다. 따라서 UPOV에서 인정할 수 있는 품종

을 개발하려면 우리나라 고유종이거나 자생균주를 이용하여 품종을 개량하여야만 가능하도록 

만들어져 있어 육종가들에겐 다양한 품종의 이용이 어렵게 되었다고 볼 수 있다. 본 연구에서

는 제1절에서 MKCC04978 및 hago 품종을 이용하여 단포자를 분리한 후 교배를 통해 신품종을 

선발하여 병재배에 성공하였지만 이 또한 UPOV 입장에서 볼 때 로얄티를 지불해야 한다. 따

라서 우리나라 자생균주를 인천대 이태수 교수의 도움으로 Fig. 1-17과 같이 Oudemansiella 

mucida 11점 및 Oudemansiella canarii 1점을 분양받았고, Fig. 5-2 및 Fig. 5-3과 같이 수집하

여 Oudemansiella raphanipes ICTS21761 및 ICTS21873로 명명하였다. 분리된 Oudemansiella 

raphanipes ICTS21761 및 ICTS21873은 2극성으로서 클램프를 가지고 있지 않아 자체 원형질체 

분리 및 재생으로 단핵균주를 분리하여 교배하여야 가능하다. 원형질체를 분리하기 위해서는 

균사배양을 시도한 결과 Fig. 5-7과 같이 균사생장이 빠르고 균사밀도가 치밀한 균사를 선발하

였다. 분리된 자생균주와 기존 균주와의 불화합성을 조사하기 위해 Fig. 5-8과 같이 대선형성

을 조사하였다. Oudemansiella mucida와 원형질체 융합을 통해 병재배 기간 단축 및 대량생산

이 가능하도록 새로운 품종을 개발하고자 한다. 그리고 Oudemansiella mucida의 항균물질이 고

함유된 신품종을 개발함으로써 기능성도 높이고 대량생산 병재배가 가능한 신품종을 개발하기 

위해 시도하고 있다.

 

Fig. 5-7. Mycelia characteristics of Oudemansiella mucida (Left) and Oudemansiella 
raphanipes A: KMCC04978, B: Hago, C: ICTS21761 and D: ICTS21783.
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Fig. 5-8. Incompatibility test of isolated 
Oudemansiella raphanipes from the nature. A: 
MKCC04978, B: ICTS21761, C: Hago, D: 
ICTS21783.
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제 6 절 연구개발과제의 목표 달성 정도
1) 연구수행 결과

  (1) 정성적 연구개발성과

① 인공재배되는 중국에서 수집한 흰개미버섯(흑계종 : Termitomyces albuminosus)의 분

자유전학적 분석에 의해 흑피계종(Oudemansiella raphanipes)로 확인하고 우리나라에

서 자생하는 3균주를 채집함

② 흑계종을 액체배양 및 복토를 통한 병재배 방법으로 자실체 형성에 성공하여 대량생산 

가능성을 입증

③ 흰개미버섯 추출 및 분획물의 항염증 효과

④ 흰개미버섯(흑계종) 내 겐티스산의 비만 유래 만성 염증에 대한 억제 효과

⑤ 흰개미버섯(흑계종) 유래 코엔자임Q9의 기도 폐쇄에 대한 보호 효과 

⑥ 흰개미버섯(흑계종)의 교잡하여 교배체를 선발하여 균사생장이 모본보다 빠른 신품종 

선발 

⑦ Termitomyces sp. JCM 균주에 γ-선 조사에 의해 균사생장 속도를 증진시켜 균사체를 

이용한 아미노산이 풍부한 균주 개발

  (2) 정량적 연구개발성과

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

SCI 비
SCI

단위 건 건 건 건 백만
원

백만
원

백만
원

백만
원 명 백만

원 건 건 건 건 명 건 건

가중치 15 15 20 10 10 10 10 10

최종목표 1 1 1 1 1 50 2 2 3 2
1
차
년
도

목표 1 1 1

실적 1 3 1

2
차
년
도

목표 1 1 1 1 1 1 2 1

실적 1 1 2 1

소 
계

목표 1 1 1 1 1 2 3 2

실적 1 1 1 5 2
종료 

1차년도 1 1 50 1

종료 
2차년도
종료 

3차년도

종료 
4차년도
종료 

5차년도

소 계 1 1 1
합 계 2 3 1 5 2

(단위 : 건수, 백만원, 명)
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  (3) 세부 정량적 연구개발성과

  [과학적 성과]

  □ 논문(국내외 전문 학술지) 게재

번호 논문명 학술지명 주저자명 호 국명 발행기관
SCIE 여부

(SCIE/비SCIE)
게재일

등록번호

(ISSN)
기여율

1

계종버섯 추출물과 
분획물의 라디칼 
소거 활성과
항염증 활성 분석

한국버섯

학회지
강민재 18

대한

민국

한국버섯학

회

비SCI

(KCI)

2020. 03. 

26

1738-

0294  

2

Anticancer and 
Immunomodulatory 
Effects of 
Polysaccharides

NUTRITION 
AND 
CANCER

Anley 
Teferra 
Kiddane 

https:/

/doi.or

g/10.10

80/0163

5581.20

20.1861

310

England

Routledge 

Taylor & 

Francis 

Group

SCIE 2020.12.26

3

Modulation of 
Inflammatory 
Pathways and 
Adipogenesis by 
the Action of 
Gentisic acid in 
RAW 264.7 and 
3T3-L1 Cell Lines

Journal 

of 

Microbiol

ogy and 

Biotechno

logy

강민재 31
대한민

국

한국미생물

·생명공학

회

SCIE 2021.08.27
1017-782

5

  □ 국내 및 국제 학술회의 발표

번호 회의 명칭 발표자 발표 일시 장소 국명

1
2019년도 (사)한국버섯학회 

하계학술대회
신평균(특강) 2019. 6. 14 경기친환경농산물유통센터 대한민국

2
2019년도 (사)한국버섯학회 

하계학술대회
신종무, 강원율, 신평균(포
스터)

2019. 6. 13∼14 경기친환경농산물유통센터 대한민국

3
2019년도 (사)한국버섯학회 

추계학술대회

김영재, 황현정, 장은진, 강
민재, 김군도, 신평균, 김근
기(포스터) 

2019. 10. 30∼31 경남과학기술대학교 대한민국

4
2021년도 (사)한국버섯학회 

하계학술대회
황현정, 강민재, 김군도, 
신평균, 김근기(포스터) 2021. 06. 04∼11 전라남도 농업기술원 대한민국

5
2021년도 (사)한국버섯학회 

하계학술대회
남윤걸, 신종무, 강원율, 

신평균(포스터) 2021. 06. 04∼11 전라남도 농업기술원 대한민국

  □ 생명자원(생물자원, 생명정보)/화합물

번호 생명자원(생물자원, 생명정보)/화합물 명 등록/기탁 번호 등록/기탁 기관 발생 연도

1 생물자원(Termitomyces albuminosus) MKCC04978 농촌진흥청 버섯과 2020

  [기술적 성과]

  □ 지식재산권(특허, 실용신안, 의장, 디자인, 상표, 규격, 신품종, 프로그램)
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번호
지식재산권 등 명칭

(건별 각각 기재)
국명

출원 등록

기여율
활용 

여부출원인 출원일
출원 

번호

등록 

번호
등록인 등록일

등록 

번호

1
특허 (흑피계종의 재배

방법)
대한민국 ㈜힘찬

2021. 

06.29

10-2021

-008450

1

활용

2

특허 (코엔자임 Q9을 

유효성분으로 포함하는 

호흡기 질환 예방 또는 

치료용 조성물)

대한민국
부경

대학교

2021.

08.13

10-2021

-010748

3

 

 □ 고용 창출

순번 사업화명 사업화 업체
고용창출 인원(명)

합계
2020년 2021년

1
기능성강화 

흰개미버섯(흑계종)의 

인공재배 및 신품종 개발

㈜힘찬 1 1 2

합계 1 1 2

<참고 1> 연구성과 실적 증빙자료 

<한국버섯학회지18(1):45-52>
<2019년 한국버섯학회 

학술발표>
<2019년 한국버섯학회 

학술발표> 
<2019년 한국버섯학회 

학술발표>

<2020년 Nutrition and Cancer> <2021년 한국버섯학회 
학술발표>

<2021년 한국버섯학회 
학술발표>

<2021년 Journal of Microbiology 
and Biotechnology>

<특허출원_1> <2021년 하계학술대회 
우수발표상> <특허출원_2>
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2) 목표 달성 수준 

추 진 목 표 달 성 내 용 달성도(%)

○ 국내외 유전자원 수집 및 평가

○ 흑계종의 병재배 기술개발

○ 흑계종의 추출 및 분획물의
생리활성 검증

○ 흑계종의 유래물질 효능 평가

○ 흑계종의 교잡주 선발
○ 돌연변이 처리에 의한 고
아미노산 균주 선발

○ 흑계종(Termitomyces albuminosus) : 2점
Termitomyces sp. JCM strain : 17점
우리나라 자생균주 채집 : 3점

○ 흑계종(Termitomyces albuminosus) 인공재배
: MKCC04978 및 Hago 2점

○ 흑계종의 항염증 효과

○ 겐티스산의 비만 유래 만성 염증에 대한 억

제 효과

○ 코엔자임Q9의 기도 폐쇄에 대한 보호 효과

○ 균사생장이 빠른 균주 선발
○ Termitomyces sp. JCM 균주에 γ-선 조사 

: 균사생장 속도가 빠른 균주 선발

○ 20

○ 15

○ 10

○ 10

○ 10
○ 20
○ 15

4. 목표 미달 시 원인분석

 1) 목표 미달 원인(사유) 자체분석 내용

○ 본 과제는 세부과제에서 흑계종의 자실체를 형성하여 1, 2 협동과제에 자실체를 전달하
여 기능성 물질 추출 및 분획 그리고 효능평가를 한 후 다시 세부과제에 전달되어 교
배체의 자실체를 인공재배하여 1, 2협동과제에서 교배체의 기능성 효능을 평가하여야
하는 데 교배체의 자실체 형성에 8차례 시도하였으나 자실체를 얻지 못하여 이 과제
진도가 지체되어 신품종 등록이나 기술이전 등이 안되어 목표에 미달되었음

 2) 자체 보완활동

○ 교배체의 자실체 형성이 지지부진하여 γ-선 조사에 의한 균사생장 속도가 빠른 균주를
이용한 균사체를 대량배양하여 아미노산 분석을 통해 고 아미노산을 함유하고 있다면
이 균주를 특허 출원하여 기술이전을 통한 첨가물로 활용하거나 기능성 버섯곡물의 심
품으로 개발하고자 한다.

 3) 연구개발 과정의 성실성

○ 인공재배되는 흰개미버섯(흑계종)의 정확한 학명을 분자유전학적 방법으로 잔단하여 흑피
계종(Oudemansiella raphanipes)로 확인되어 우리나라에 자생하는 균주를 채집함

○ 인공재배 전과정인 시험관 → 삼각플라스크 → 상자재배 → 복토 병재배 → 무복토 병재
배 등으로 전과정의 재배시스템을 익혀 균주 특성을 숙지하였음

○ 흰개미버섯(흑계종)의 여러용매를 통한 추출하고 분획하여 추출물이 아닌 추출 분획물질
로 효능 평가를 하였고, 효능이 있는 물질은 구조분석하여 SCI 논문에 기고하였음

○ 본과제에서 인공재배된 자실체와 중국재배 자실체를 획득하여 아미노산 함량을 비교 분
석하였음
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5. 연구개발성과의 관련 분야에 대한 기여 정도

○ 흰개미버섯(흑계종)의 유전자원 수집에서 흑피계종을 우리나라에서 균주 3점을 수집하고
활용함으로서 중국 의존도에서 탈피

○ 흰개미버섯(흑계종)의 병재배를 성공함으로서 중국의 지면재배나 봉지재배보다 깔끔한 대
량생산 체계를 구축할 수 있을 것이라 사료됨

○ 흑계종의 생리활성 물질의 항산화, 항염증, 항비만 등 효능 평가는 추출물을 분획하여 효
능을 나타내는 물질을 구조분석한 경우는 한단계 업그레이드된 효능평가라 할 수 있음

○ 인공재배가 불가능한 Termitomyces sp. JCM strains를 돌연변이를 처리(γ-선 조사)하여 균
사생 속도가 빠른 균주의 선발은 아미노산 함량이 높은 균주로서 활용 가능성을 제시함

6. 연구개발성과의 관리 및 활용 계획

○ 연구개발성과의 활용분야

 - 특허출원 : 흑피계종의 재배방법, 코엔자임Q9

○ 활용방안 
 - 중국에서 수입되는 종균배지의 수입 억제를 위해 개발된 신품종의 종균배지 대량생산

 - 계종버섯 대량생산 시스템의 기술이전

○ 추가연구의 필요성 

 - 흑피계종 자생균주의 재배 및 신품종 개발

 - 무복토 병재배 기술 확립에 의한 대량생산

 - 돌연변이를 처리(γ-선 조사)된 균사체 대량배양 및 아미노산 함량 분석

○ 타 연구에의 응용 

 - 재배가 어려운 야생버섯의 대량생산

○ 기업화 추진방안 

 - 현재 지면재배(년 1회)나 봉지재배(년 2회)보다 병재배를 통해 년 재배횟수가 증가되고 

대량생산이 가능한 농가에 기술이전하여 대량생산토록 유도 

○ 기술 이전 

 - 자체 기술이전 뿐만아니라 재배를 희망하는 농가에 기술이전할 용의가 있음

○ 인공재배가 안되는 Termitomyces sp. JCM strains를 분양받아 균사생장이 느려 활용 가능
성이 없는 균주에 돌연변이를 처리(γ-선 조사)하여 균사생장이 빠른 균주를 선발하여 균
사체를 대량배양하여 아미노산 분석을 통해 첨가제나 기능성 버섯곡물 식품을 개발하고
자 함

< 연구개발성과 활용계획표 >
구분(정량 및 정성적 성과 항목) 연구개발 종료 후 5년 이내(매년 목표치)

국외논문 SCIE

Coenzyme Q9 from Termitomyces albuminosus 
Downregulates Mucin Overexpression of Human 

Bronchial Epithelial Cells by Pyocyanin from 
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< 별첨 자료 >

중앙행정기관 요구사항 별첨 자료

1. 

1) 자체평가의견서

2) 연구성과 활용계획서

2. 
1)

2)
 

Pseudomonas aeruginosa  (1)

비SCIE

계

국내논문

SCIE

비SCIE

계

특허출원

국내
코엔자임Q9을 유효성분으로 포함하는 호흡기 점액 
과잉 생산에 따른 호흡기 질환 예방 또는 치료용 
조성물 (1)

국외

계

특허등록

국내 흑피계종의 재배방법 (1)

국외

계

인력양성

학사

석사

박사

계

사업화

매출액
특허 출원된‘흑피계종의 재배방법’을 자체 기술

이전하여 생산 판매 (50백만원)

기술이전

공정개발

제품개발 시제품개발

비임상시험 실시

임상시험 실시

(IND 승인)

의약품

1상

2상

3상

의료기기

진료지침개발

신의료기술개발

성과홍보

포상 및 수상실적 2021년 하계학술대회 우수발표상

정성적 성과 주요 내용
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주 의

 1. 이 보고서는 농림축산식품부에서 시행한 농축산물안전유통소비기술개발사업의 연구보고서입니

다.

 2. 이 보고서 내용을 발표하는 때에는 반드시 농림축산식품부에서 시행한 농축산물안전유통소비

기술개발사업의 연구결과임을 밝혀야 합니다.

 3. 국가과학기술 기밀 유지에 필요한 내용은 대외적으로 발표 또는 공개하여서는 안 됩니다.
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